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研究成果の概要（和文）： 
ぶどう膜炎の動物モデルであるエンドトキシン誘発ぶどう膜炎(EIU)を用いて、High Mobility 
Group Box(HMGB)HMGB-1を標的とした炎症制御の可能性について検討を行った。EIU誘導ラット、
およびコントロールとして生食水を接種したラットの両群の眼球を摘出し免疫組織染色を行っ
たところ、両群の前眼部組織にHMGB-1 陽性像を認めEIU投与群で蛍光強度の増加がみられた。
次にラットEIUにて抗HMGB-1(ポリクローナル)中和抗体を用いて眼炎症抑制効果の有無につい
て検討したところ有意な炎症抑制作用はみられなかった。以上より、EIU における血液房水バ
リアーの破綻に HMGB−1 は関与しない可能性が示唆されたものの、EIU 誘導眼において HMGB-1
の発現増強が確認されたことから HMGB-1 が眼局所でぶどう膜炎の病態に関与する可能性が考
えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated whether High Mobility Group Box (HMGB)-1 is expressed and released in 
ocular tissue and inhibition of HMGB-1 in vivo can suppress ocular inflammation using 
endotoxin –induced uveitis (EIU).  Immunohistochemical study showed higher expression 
of HMGB-1 in cornea and iris in EIU–induced rats compared to control rats.  However, 
neutralization of HMGB-1 was not able to reduce ocular inflammation in EIU.  These results 
suggest that HMGB-1 may not be involved in the destruction of blood-aqueous barrier in 
EIU-induced rats.   
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１．研究開始当初の背景 
生体に感染や外傷が加って炎症が生じる際
に、自己の分子でありながら免疫系を賦活さ
せるシステム(DAMPs)が存在することが近年、
報告されている (Immunological Reviews 
220: 60-81, 2007)。中でも最近、注目を集

めている DAMPs 分子の一つとして High 
Mobility Group Box(HMGB)-1 が挙げられる。
元来 HMGB-1 は DNA の安定性に関与する核内
蛋白質として知られていたが、最近になり
HMGB-1 が敗血症後期の炎症メディエーター
であり、HMGB-1 を抑制することによって生存
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率が大幅に改善されることが報告された
(Science 285:248-251, 1999)。HMGB-1 の細
胞外への分泌経路として、一つは壊死に陥っ
た細胞が核内の HMGB-1 を受動的に細胞質あ
るいは細胞外へと放出される経路、もう一つ
は単球などの炎症担当細胞がエンドトキシ
ンや TNF-alphaなどの炎症メディエーターに
よって活性化された際に核内より HMGB-1 が
分泌され、能動的に細胞外へ放出する経路で
ある。 
最近、我々は難治性ぶどう膜炎の動物モデル
として知られる実験的自己免疫性ぶどう膜
網膜炎(EAU)を発症したラットの眼局所で、
HMGB-1 が炎症極期で急激に上昇することを
見 出 し た (Watanabe et al. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 50:2283-90, 2009)。
これまでのところ、ぶどう膜炎を中心とした
眼炎症疾患の病態における HMGB−１の発現と
作用については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの我々の知見を踏まえ
ヒトぶどう膜炎の動物モデルとして知られ
るエンドトキシン誘発ラットぶどう膜炎
(EIU)を用いて、HMGB-1 を標的分子とした
ぶどう膜炎における炎症制御と神経網膜保
護の可能性について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
1)エンドトキシン誘発ラットぶどう膜炎
(EIU)の誘導と HMGB-1 発現の検討 
既報(Ilieva I et al. Exp Eye Res 83:651-657, 
2006)に準じて、6週令のルイスラットの足底
皮下にlipopolysaccalide(LPS) 200ug/0.1ml
生食水を投与し、EIU を誘導した。皮下接種
後、24 時間後に眼球を摘出し病理標本を作成、
眼組織における HMGB-1 の発現、また眼内に
浸潤した炎症細胞をマクロファージのマー
カー分子である CD68 を用いて染色し、HMGB−
１の発現について免疫組織染色法にて検討
を行った。対照群として生食水を皮下接種し、
同様の実験を行った。 
 
2) 抗 HMGB-1 中和抗体による EIU 抑制効果の
検討 
抗 HMGB-1 ポリクローナル抗体(シノテス
ト)0.5mg を LPS 投与と同時に腹腔内投与、24
時間後に前房水を採取、前房水中の蛋白濃度
を測定し、抗 HMGB-1 中和抗体による EIU の
炎症抑制効果を検討した。 
 
４．研究成果 
１）EIU 誘導ラットにおける HMGB−１の発現
の検討（免疫組織染色による検討） 
対照群(生食水群)では角膜上皮・実質・内皮
細胞に HMGB−１の陽性像がみられた。特に細
胞内の核内に比べて細胞質内に陽性所見が

みられたが蛍光強度は全般的に軽度だった。
虹彩実質、虹彩上皮細胞の核内と細胞質内で
HMGB−１の陽性像を認めた。網膜では神経節
細胞、外顆粒層、内顆粒層、視細胞を中心に
HMGB-1 の陽性像を認めた。 
LPS 投与群でも角膜上皮・実質・内皮細胞の
細胞内と核内に HMGB−１の陽性像がみられた
が、対照群に比較して HMGB−１の陽性細胞数
が多く、蛍光強度も全般的に高い傾向を示し
た。また虹彩実質・上皮細胞でも角膜と同様
に LPS 投与群で HMGB−１の蛍光強度が高い傾
向にあり、全体的に核内より細胞質内に
HMGB-1 の陽性像をみられた。網膜においては
対照群と同様の染色パターンを示した。 
前眼部での CD68 陽性細胞の分布をみると対
照群では角膜輪部や虹彩根部に CD68 陽性細
胞がわずかにみられたのに対して、LPS 投与
群では角膜実質、虹彩や前房中に CD68 陽性
細胞が多数認められた。また CD68 陽性、
HMGB-1 陽性の浸潤細胞の存在が確認された。 
2) 抗HMGB−１中和抗体を用いたラットEIUに 
対する炎症抑制効果の検討 
「方法」で示したとおり、 EIU 誘導のため
LPS を皮下接種、抗 HMGB-1 抗体 (0.5 mg/ラ
ット)を LPS 接種時に腹腔内投与、対照群に
は同時期に生食水投与、24時間後に前房水を
採取し、蛋白濃度を測定した。その結果、図
１で示すとおり、両群間で前房水中の蛋白濃
度に有意な差は認められなかった。 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) エチルピルビン酸によるラット EIU 抑制
効果の検討 
エチルピルビン酸(EP)はピルビン酸の中間
代謝産物であり、近年、敗血症や出血性ショ
ック動物モデルにおいて EP が抗炎症効果を



有すること、さらに EP がマクロファージに
おいて HMGB-1 の核内から細胞質への移動を
抑制することが報告されている。 
今回EPを用いてHMGB-1を介した EIUに対す
る炎症抑制効果について検討を行った。 
「方法」で示したとおり、 EIU 誘導のため
LPS を皮下接種、EP(100 mg/0.2 ml/kg)を LPS
接種時と接種 6時間後に腹腔内投与、対照群
には生食水(0.2 ml)投与、24 時間後に前房水
を採取し、蛋白濃度を測定した。 
その結果、図２で示すとおり、陽性対照群と
EP 投与群の間で前房水中の蛋白濃度に有意
な差は認められなかった。 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4) メトフォルミンを用いたラット EIU 抑制
効果の検討 
メトフォルミンは糖尿病治療薬として使用
されている薬剤であるが、抗炎症効果も有す
ることが近年明らかとなってきた。さらに最
近では LPSで処置したマクロファージからの
HMGB-1 の放出を抑制する作用も持つことも
報告されている。今回、メトフォルミンによ
る HMGB-1 を介した EIU に対する抗炎症効果
を検討した。 
「方法」で示したとおり、 EIU 誘導のため
LPS を皮下接種、メトフォルミン(50 mg/0.2 
ml と 150 mg/0.2ml の 2群を準備)を LPS 接種
4 時前と LPS 接種時に腹腔内投与、対照群に
は同時期に生食水(0.2 ml)投与、24 時間後に
前房水を採取し、蛋白濃度を測定した。 
その結果、図 3 で示すとおり、3 群間で前房
水中の蛋白濃度に有意な差は認められなか
った。 
 
図３ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5) まとめ 
免疫組織染色にて LPS 投与群で角膜、虹彩を
中心に HMGB-1 の発現が上昇していることが
確認された。しかしながら、HMGB-1 の中和抗
体、炎症細胞からの HMGB-1 の放出抑制作用
を有するエチルピルビン酸やメトフォルミ
ンを用いても EIUに対する炎症抑制効果は認
められなかった。これより EIU における血液
房水バリアーの破綻に HMGB−1 は関与しない
可能性が示唆された。一方で EIU 誘導眼にお
いて HMGB-1 の発現増強が確認されたことか
ら眼局所で炎症の病態に関与する可能性が
考えられた。 
HMGB-1 の制御による網膜に対する神経保護
効果については ERG などを用いて現在検討
中であり、引き続き研究を行う予定である。 
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