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研究成果の概要（和文）：ラット脳硬膜上から加えた液体衝撃により作製した脳外傷では、大脳半球の広範な領域に脳
血管の透過性亢進を生じ、脳浮腫が惹起された。受傷局所では神経細胞の核内に局在しているHMGB1が細胞質領域から
細胞外に放出された。同領域では、血液脳関門の構造破綻とミクログリア細胞の活性化像ならびに細胞数の増加が認め
られ、炎症性サイトカインの発現が上昇していた。以上の外傷誘発性の炎症応答は、抗HMGB1抗体の受傷後投与により8
5％抑制された。HMGB1と結合する生薬甘草中活性成分グリチルリチンは、抗体と類似の作用を示した。同様に、マウス
の脊髄損傷モデルで抗HMGB１抗体は運動麻痺症状を著明に改善することができた。

研究成果の概要（英文）：Fluid-percussion-induced injury on the brain was produced in rats. The increase 
in blood-brain barrier permeability and resulting brain edema was detected in the penumbra area. The 
HMGB1 translocation from nuclei to extracellular space was observed in neurons in injured region. BBB 
disruption, activation of microglia, and the increase in the expression of inflammatory cytokines were 
observed in the same region. The treatment with anti-HMGB1 mAb inhibited the inflammatory response 
induced by injury by 85%, associated with the improvement of neurological symptoms. Glycyrrhizin, an 
active constituent of licorice that binds to HMGB1, produced a similar activity to anti-HMGB1 mAb. The 
inhibitory effects of glycyrrhizin on traumatic brain injury was not observed in RAGE knockout mice, 
suggesting the involvement of RAGE in the action of HMGB1 released from neurons. Similarly, anti-HMGB1 
mAb improved the paralysis of hind limb dramatically due to the prevention of blood-spinal cord barrier.

研究分野： 医学（薬理学）
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脳外傷は、交通事故や転落事故による受
傷でしばしば経験される病態である。脳外傷
の急性期には脳血管の透過性亢進による脳
腫脹を生じ、頭蓋内圧亢進を起こす。その結
果、小脳テントヘルニアの状態となると脳幹
部に強い圧迫が加わり、死の転帰をとること
も稀ではない。また、一命を取り留めた場合
でも、高次脳機能障害、知覚運動障害、人格
障害、外傷後てんかんなどの重度神経後遺症
を生じることが多く、アルツハイマー病やパ
ーキンソン病の発症リスクも上昇する。従っ
て、急性期から亜急性期治療において如何に
脳腫脹を制御し、神経損傷を最小化するかが
治療上重要な課題となる。 
 
(2) ICU における呼吸ならびに循環系を中心
とする全身管理が進歩した今日でも、上述の
脳腫脹を適切に制御する治療法は見出され
ていない。その第一の理由は、血液脳関門の
構造的ならびに機能的破綻の分子機序が解
明されていないことと、それを起点とする脳
内炎症の発生機序が不明な点にあると思わ
れる。 
 
２．研究の目的 
(1) 申請者はこれまでの研究で、脳虚血に伴
う脳の障害に虚血急性期に神経細胞核から
放出される High mobility group box-1 
(HMGB1) が重要な役割を果たすことを明
らかにしてきた (FASEB J, 2007; Stroke, 
2011; Nature Med, 2012)。これらの研究では、
虚血後直ちに神経細胞核内に存在する
HMGB1 が細胞質分画に移動し、さらに細胞
外へと放出されるという劇的なトランスロ
ケーションが明らかにされた。細胞外へ放出
された HMGB1 は直接血管内皮細胞と周皮
細胞に作用し、収縮性の反応を惹起する。そ
の結果、内皮細胞の tight junction が緩み血
管透過性の亢進が生じる。申請者が作製した
抗 HMGB1 抗体は、虚血による血液脳関門の
機能的ならびに構造的破綻に極めて有効に
働き、血液脳関門を保護することがわかった。
このような知見に基づき、同じく血液脳関門
の破綻をきたす代表的病態である脳外傷に
おける HMGB1 の動態と抗 HMGB1 抗体の
治療効果を評価することは極めて重要であ
ると認識されるに至った。 
 
(2) 東南アジア地域における生薬資源は、現
在でも西洋医学では対応困難な疾患に対す
る治療手段として活用される貴重な遺産で
ある。それらの処方薬の中には、近代的西洋
医学観点からも注目できる活性物質を含ん
でいる可能性がある。その具体例として、甘
草中の代表的活性物質であるグリチルリチ
ンの抗炎症活性がある。グリチルリチンは、
ウイルス性肝炎による肝障害とアレルギー
炎症が保健適応症となっているが、種々の動
物実験モデルではそれらを越えて広い範囲

の炎症性疾患に対する有効性が示されてい
る。しかし、その作用機序は必ずしも明らか
ではない。申請者は、グリチルリチンが
HMGB1 と結合することを確認したのを契
機に、リガンド HMGB1 の受容体 RAGE に
対する結合をグリチルリチンが阻害するか
どうかを検討することとした。さらに、グリ
チルリチンが脳外傷による神経損傷に有効
に働くかどうかを評価した。 
 
(3) 脳外傷の延長上に脊髄損傷を考えるこ
とができる。脊髄損傷では、四肢の高度運動
麻痺症状を呈することが多く、後遺症状が重
大である。従って、治療法開発のためにマウ
スの脊髄損傷モデルにおいて、ラット脳外傷
と同様の HMGB1 依存性の血液脊髄関門の
破綻と脊髄浮腫が生じるのかどうか、抗
HMGB1 抗体治療が有効であるかどうかを
調査することは、極めて重要な課題である。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット脳外傷モデルの作製、病態解析と
抗 HMGB1 抗体効果の解析 
ラットの脳硬膜上から液体衝撃を加え脳

外傷モデルを作製した。受傷後の脳血管透過
性亢進をエバンスブルー漏出で、脳腫脹を T2
強調 MRI で、BBB 構造破綻を透過電子顕微
鏡観察で、炎症関連因子発現をリアルタイム
PCR で、運動障害をロータロッドと左右前肢
の壁着きでそれぞれ評価した。抗 HMGB1 抗
体は、受傷直後とその６時間後に二回静脈内
投与した。 
 
(2) リガンド HMGB1 と受容体 RAGE の試
験管内結合に対するグリチルリチンの効果
の解析とグリチルリチンのラット脳外傷モ
デルに対する効果の解析 
ビアコアチップに HMGB1 を固相化し、液

相にグリチルリチンをアプライすることで、
両者の直接の結合性について検討する。次い
で試験管内で構築したHMGB1-sRAGE結合
に対するグリチルリチンの効果を調査した。
グリチルリチンのラット脳外傷に対する効
果は、2,5、 5.0、 10 mg/kg, i.v. 投与後の効
果を調べた。評価項目は、(1)で調べた各項目
とした。 
 
(3) マウス脊髄損傷モデルにおける抗
HMGB1 抗体投与効果の解析 
全身麻酔下に、NOD-Scid マウスの第 10

胸椎の背面から椎弓を除去し、圧挫傷による
脊髄障害を惹起した。手術創を縫合後、１回
目の抗 HMGB1 抗体を静注で投与し、さらに
６時間後に２回目の投与を実施した。運動神
経の麻痺症状は、後肢ポジション、動き、歩
行の仕方のスコアリングで評価した。障害部
位の血管透過性は、エバンスブルーの静注と
血清アルブミンの免疫染色で評価した。反応
性アストロサイトとミクログリアはそれぞ
れ GFAP と Iba1 の免疫染色で観察した。 



４．研究成果 
(1) ラットの脳外傷モデルでは、障害後 3 時
間の時点ですでに受傷局所に脳浮腫を生じ、
観察した 24 時間後まで持続していることが
T2 強調 MRI で確認された。エバンスブルー
の漏出で測定された脳血管の透過性亢進も、
受傷後 6時間で著明に亢進していることが明
らかにされた。受傷局所の神経細胞では、こ
れらの時間帯においてすでに HMGB1 のト
ランスロケーションは進行していた。大脳皮
質面から直角方向に入った陥入性の障害部
位では、HMGB1 免疫陽性構造が楔状に欠失
していた。障害部位領域では、Iba1 陽性のミ
クログリアの活性化が認められた。透過型電
子顕微鏡で局所血管を観察すると、毛細血管
のレベルでアストロサイト終足の著明な腫
脹が認められた。上述のモデルラットで認め
られたすべての変化は、抗 HMGB1 抗体の投
与で抑制された。特に、脳血管の透過性亢進
は、85％以上抑制された。また、HMGB1 の
トランスロケーションそのものが抑制され
たのは、脳虚血時の抗 HMGB1 抗体効果と類
似しており、物理的な１次障害に引き続いて
生じる２次障害にトランスロケーションに
より放出される HMGB1 が大きく関与する
可能性が示唆された。抗 HMGB1 抗体投与は
また、炎症関連分子の mRNA 発現を著明に
抑制した。HMGB1 の作用に関与する受容体
の種類を同定する目的で、RAGE-/-、TLR-4-/-、
TLR-2-/-マウスと野生型マウスにおける抗
HMGB1 抗体効果を比較した。その結果、
RAGE-/-がもっとも重要な働きをしているこ
とがわかった。 
 
(2) グリチルリチンは直接 HMGB1 と結合
することが表面プラズモン共鳴法で確認さ
れた。一方、グリチルリチンは sRAGE とは
殆ど結合しなかった。HMGB1 と sRAGE の
試験管内結合に対し、グリチルリチンはマイ
クロモラー以上の濃度で濃度依存的な結合
阻害活性を発揮した。以上の事実を確認後、
上述のラット脳外傷モデルに対するグリチ
ルリチンの末梢投与（静脈内）効果を調べた。
その結果、グリチルリチンは用量依存的な障
害抑制効果を発揮することが明らかとなっ
た。その作用機序として、グリチルリチンは
抗 HMGB1 抗体と同様の HMGB1 トランス
ロケーションの抑制、脳血管透過性亢進の抑
制、脳浮腫の抑制、脳内炎症の抑制を惹起す
ることがわかった。以上の結果から、グリチ
ルリチンは、脳外傷によって一次的に神経細
胞核から放出される HMGB1 に結合し、そ
れによって RAGE 刺激を抑制すると推定さ
れた。HMGB1 の作用を阻害することで、グ
リチルリチンは、二次的に進行する HMGB1
のトランスロケーションと BBB 破綻、脳内
炎症のカスケードを抑制したと推定された。 
グリチルリチンは、現在日常治療に使用さ

れている薬物であり、これを用いることによ
って現在治療困難な脳浮腫の制御が可能に

なるかもしれない。脳浮腫は、理解されてい
る以上に生物学的応答によって惹起されて
いる部分が大きいと考えられる。 
 
(3) マウスの脊髄損傷モデルでは、抗
HMGB1 抗体の投与によって、運動麻痺症状
が有意に改善した。障害部位の血管透過性亢
進と局所ミクログリア数、反応性アストロサ
イト数はいずれも抗体投与によって抑制さ
れた。現在脊髄損傷に対する有効な治療法は
殆どないが、本研究は抗 HMGB1 抗体による
脊髄損傷の治療が脳外傷とともに有望であ
ることを強く示唆している。 
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