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研究成果の概要（和文）：本研究ではBPDモデル新生仔動物に対して、ペプチド医薬であるHMGB1ペプチドの効果
を検討した。我々は肺損傷がHMGB1ペプチドにより改善されることを示した。さらに、タンパク質レベルでは炎
症性サイトカイン（IL-1β、IL-6） の産生が減少し、肺の可溶性コラーゲンの減少を示した。シングルセル
RNA-seqを用いた解析では、マクロファージ、好中球、単球などの炎症細胞の誘導が抑制されることを認めた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to examine the effect of the HMGB1 peptide on 
Bronchopulmonary dysplasia (BPD)-related lung injury in a mouse model. We showed that the systemic 
administration of HMGB1 peptide ameliorated BPD-related lung injury in a mouse model. In addition, 
HMGB1 peptide reduced the production of inflammatory cytokines (IL-1β and IL-6) and decreased 
soluble collagen in the lungs at the protein level. Single-cell RNA-seq analysis showed that HMGB1 
peptide treatment suppressed the production of inflammatory cells, including macrophages, 
neutrophils, and monocytes.

研究分野：産科学婦人科学

キーワード： 気管支肺異形成症　治療　幹細胞　再生誘導

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
周産期医療の発展に伴い、より未熟な児が生存できるようになった。しかしながら、早産児の主な死亡原因であ
る気管支肺異形成症は根治療法がなく、幹細胞治療がその予防や治療法と有効であることが報告されているが、
細胞供給の不安定さなど課題も多い。今回の我々の研究では、自己骨髄由来間葉系幹細胞を障害組織へ誘導する
ことで組織修復を行うペプチド医薬（HMGB1ペプチド）をBPDモデル新生仔動物に投与し、抗炎症効果と抗線維化
効果を示した。これは気管支肺異形成症に対する新規治療薬になり得ると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 新生児治療の向上により、早産児の生存率は著しく向上した。しかしその一方で、早産児に
対しての人工呼吸器や酸素治療よって生じる慢性呼吸疾患の気管支肺異形成症（BPD：
bronchopulmonary dysplasia）はいまだ早産児の死亡の主要な原因である。 
 
(2) BPD に対しては根治療法がなく、現在間葉系幹細胞を用いた幹細胞治療が BPD の予防や治療
法の一つとして、研究が進められているが、間葉系幹細胞の大規模な生産・輸送が困難であると
いった問題点も指摘されている。 
 
(3) 我々は HMGB1 蛋白の A box が骨髄由来の間葉系幹細胞を刺激し、これらを血中動員するこ
とで障害皮膚を修復することを世界で初めて発見した。さらに、この HMGB1 蛋白の A box のみ
からなる再生誘導医薬である HMGB1 ペプチドを作製した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、BPD モデル新生仔動物に対して HMGB1 ペプチドを用いた幹細胞治療の効果を証
明し、本邦での臨床試験へつなげることである。 
 
３．研究の方法 
(1) BPD モデル動物の作製 
新生仔 BPD モデルは C57BL6 マウスを 90%高濃度酸素に 14 日間曝露することで、作製した。新生
仔 BPD モデルに生理食塩水を静脈投与した群（O2+NS）、HMGB1 ペプチドを静脈投与した群
（O2+HMGB1）、室内気で飼育して生理食塩水を静脈投与した群（RA+NS）の 3群に割り付けた。 
 
(2) HMGB1 ペプチドまたは生理食塩水の全身投与 
HMGB1 ペプチドは、全身投与前に 1mg/mL の濃度になるように蒸留水に溶解した。HMGB1 ペプチ
ドまたは生理食塩水 (それぞれ 5mL/kg/日)を、イソフルラン麻酔下で生後 4、8、12 日目に静脈
投与した。生後 14 日目にイソフルラン吸入麻酔により sacrifice を行い、評価を行った。 
 
(3) 肺の形態計測解析 
肺を 4%パラホルムアルデヒドを用いて固定した後、パラフィンに包埋した。厚さ５μmのパラフ
ィン包埋切片を HE 染色し、平均線形切片（MLI: Mean Linear Intercept）と放射状肺胞数（RAC: 
Radial alveolar count）を測定した。 
 
(4) Enzyme-linked immuno-sorbent assay 
凍結した右肺サンプルを RIPA 緩衝液でホモジナイズし、遠心分離し蛋白を抽出した。上清蛋白
質含有量は、Pierce BCA Protein Assay Kit(Theromo Fisher Scientific)を用いて測定した。
炎症性サイカイン IL-1β、IL-6 は R&D Mouse Quantikine ELISA キット(R&D Systems)を使用し
て測定した。 
 
(5)可溶性コラーゲンの測定 
凍結肺をペプシンと酢酸を用いてホモジナイズし、遠心分離し蛋白を抽出した。可溶性コラーゲ
ンは可溶性コラーゲン Assay Kit(QuickZyme Bioscience)を用いて測定した。 
 
(6) Single-cell RNA sequencing 
生後 14 日目に各グループから 2匹のマウスの肺を採取し、Single-cell RNA sequencing を実施
した。 
 
４．研究成果 
(1) 生存率と体重増加 
生存率においては、RA+NS では生存率 100%、O2+NS は生存率 75%だったのに対して、O2+HMGB1 で
は生存率 89.3%と改善傾向にはあったが、BPD モデル群との間に統計学的に有意差は認めなかっ
た(Fig 1)。体重増加においては、O2+NS が RA+NS と比較して、有意に体重が低下し、O2+HMGB1
では、O2+NS と比較して、有意に体重が増加した(Fig 2)。 



 

 

 

 

(2) 肺胞形態評価 
HE 染色では、RA+NS は細かい肺胞を認めるのに対して、O2+NS では肺胞径は拡大し、O2+HMGB1 で
は細かい肺胞も散見された(Fig 3)。O2+NS は、RA+NS と比較し、MLI は有意に増加し、RAC は有
意に減少した。一方、O2+HMGB1 では、O2+NS と比較して、MLI は有意に低下し、RAC は有意に増
加し、形態改善を示す結果となった(Fig 4)。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 肺組織の炎症評価 
IL-1β、IL-6 ともに O2+NS は RA+NS と比較して有意にその値が上昇したが、O2+HMGB1 では、
O2+NS と比較して有意に低下した(Fig 5)。 
 
(4) 肺組織の線維化評価 
可溶性コラーゲンは、O2+NS は RA+NS と比較して有意にその値が上昇したが、O2+HMGB1 では、
O2+NS と比較して有意に低下した(Fig 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 生存率 Figure 2 体重増加の推移 

Figure 3 HE 染色 Figure 4 MLI、RAC 

Figure 5 IL-1β、IL-6 Figure 6 可溶性コラーゲン 



(5) Single-cell RNA sequencing 
① マーカー遺伝子を用いて 15 個のクラスターに分類した(Fig 7)。Cell population 分析では、
O2+NS は RA+NS と比較して、好中球、単球、マクロファージを含む炎症細胞の数が増加した。
O2+HMGB1 では O2+NS と比較してこれらの細胞は減少した(Fig 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② HMGB1 ペプチドがどの細胞の遺伝子発現に影響を与えているのかを検討するために、発現変
動遺伝子 DEG を調べたところ、マクロファージクラスターで多くの DEG を認めた(Fig 9)。さら
にマクロファージクラスターでの Gene Ontology 解析を実施すると、BPD に関連する IL-1 
signaling pathway に enrich していることがわかった(Fig 10)。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ HMGB1 ペプチドが抗線維化作用に関与する遺伝子を同定するために、線維芽細胞クラスター
に注目した。その中でも線維化に関与する筋線維芽細胞を同定するため、Acta2 の発現をみたと
ころ、サブクラスター3 で高発現していることがわかった(Fig 11)。このサブクラスター3 で
Gone Ontology 解析を行ったところ、肺線維化に関連する遺伝子発現パターンに enrich してい
ることがわかった。肺線維化に関連する遺伝子の中で、Sox9 の遺伝子発現が O2+NS と比較して、
O2+HMGB1 で発現低下していた(Fig 12)。 

  

Figure 7 UMAP Figure 8 Cell population 分析 

Figure 9 発現変動遺伝子の数 
Figure 10 マクロファージクラスターの 
Gene Ontology 解析 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
今回の研究では、HMGB1 ペプチドの治療効果は確認できたが、障害肺への炎症細胞の誘導を抑制
し、IL-1βや IL-6 の産生を抑制する機序や Sox9 遺伝子の発現を抑制、可溶性コラーゲンの産生
を抑制する機序は解明できなかったため、これらのメカニズムの解明が検討課題である。また、
本研究では、MSC の障害肺における集積は確認できなかったため、骨髄由来の MSC の誘導の証明
が今後の検討課題である。 
 
 

Figure 11 線維芽細胞クラスターでの 
Acta2 発現遺伝子細胞 

Figure 12 線維芽細胞のサブクラスター3 
における Sox9 発現細胞の比較 
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