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研究成果の概要（和文）：本研究では、頭部外傷後、脳挫傷周囲のニューロンおよび脳梁部のオリゴデンドロサイトに
おいて、受傷早期に細胞質にHMGB1が発現され、脳脊髄液中にそのHMGB1を放出することが明らかになった。また、細胞
質にHMGB1をもつニューロンおよびオリゴデンドロサイトは壊死性の変化をきたしており、細胞質へのHMGB1の発現は壊
死（necrosis）の指標となりうることが示唆された。また、低体温療法やGL、rhTMを用いたHMGB1抑制療法により軸索
損傷が抑制されたことから、HMGB1が頭部外傷の新たな治療ターゲットとなることが示唆され、今後の頭部外傷治療の
発展に貢献する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, HMGB1 translocated from the nucleus to the cytoplasm in neurons 
and oligodendrocytes as early as 10 min post injury and such cytoplasmic HMGB1 was associated with 
necrosis in the early phases of lateral fluid percussion injury (LFPI). Therefore, cytoplasmic HMGB1 
expression might be a potential marker of necrosis in the acute phases of traumatic brain injury (TBI). 
In addition, necrotic changes in oligodendrocytes were associated with the onset diffuse axonal 
injury-mediated Wallerian degeneration in the corpus callosum because these necrotic changes in 
oligodendrocytes accompanied local axonal damage. Further, hypothermia therapy which suppressed 
superoxide generation and HMGB1 suppression therapy with glycyrrhizin (GL) or recombinant human 
thrombomodulin (rhTM) revealed protective effects against axonal injury after LFPI. These findings 
indicated that HMGB1 might be one of the therapeutic target of TBI and that these therapies might be 
novel therapies of TBI.

研究分野：救急医学

キーワード： 頭部外傷　HMGB1　ニューロン　オリゴデンドロサイト　軸索損傷　壊死
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１．研究開始当初の背景 
 重症頭部外傷の病態においてスーパーオ
キシドアニオンラジカル(O2-･)は酸化ストレ
スをきたし、組織傷害のイニシエーターとし
て重要である。また核内の転写調節因子であ
り、炎症のマーカーでもある high mobility 
group box1 (HMGB1)との関連が示唆されて
い る 。 HMGB1 は damage associated 
molecular patterns (DAMPS)のひとつとし
て炎症と深くかかわっていることが知られ
ているが、重症頭部外傷におけるHMGB1の
局在および動態は不明である。 
 
２．研究の目的 
 ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
の発現を解明し、HMGB1の抑制を主眼とし
た治療法の確立を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
の発現の解析 
 Sprague-Dawley (SD) ラ ッ ト (BW: 
300-400 g)を用いて、lateral fluid percussion 
injury (LFPI) モデルで頭部外傷（TBI）を
作成した。 
 ラットを麻酔下に気管挿管・人工呼吸管理
とし、LFPIを作成した。 
 LFPIの強度は 2.0~2.4 atmとした。 
 LFPI後、10 min, 2 h, 6 h, 24 h 後に血清、
脳脊髄液(CSF)を採取後、脳組織を潅流固定
した(sham, n=5; 10 min, n=8; 2 h, n=7; 6 h, 
n=7; 24 h, n=6)。 
 血清、CSF中の HMGB1濃度を HMGB1 
ELISA kitで測定した。 
 脳組織は切片作成後、HMGB1、NeuN (ニ
ューロンのマーカー)、CC-1 (オリゴデンドロ
サイトのマーカー)、β-amyroid-precursor 
protein (APP、軸索損傷のマーカー)を用いて
免疫染色を行い、ニューロン、オリゴデンド
ロサイトにおける HMGB1 の発現の経時的
変化について解析した。 
 また、細胞質にHMGB1を発現したニュー
ロン、オリゴデンドロサイトの形態的変化を
電子顕微鏡で解析した。 
 
(2)ラット頭部外傷モデルにおけるスーパー
オキシド抑制療法～低体温療法 
 ラット LFPIモデルを用いて、スーパーオ
キシド抑制作用を持つ低体温療法を行い、軸
索損傷抑制効果を検討した。 
 ラットを麻酔下に気管挿管・人工呼吸管理
とし、LFPIを作成した。 
 LFPIの強度は 2.0 atmとした。 
 LFPI 作成 40 分後に 33℃の低体温療法を
導入し、60分間継続した。 
 60分間の低体温後、90分かけて復温した。 
 LFPI作成 24 時間後に血清、CSFを採取
後、脳組織を潅流固定した。 
 脳組織は切片作成後、APPの免疫染色を行
い、軸索損傷の評価を行った。 

 血清、CSF中の HMGB1濃度を HMGB1 
ELISA kitで測定した。 
 また、血清中の酸化ストレスマーカーであ
るマロン酸アルデヒド(MDA)、血管内皮傷害
のマーカーである soluble intracellular 
adhesion molecule 1 (sIACM1)の測定も行
った。 
 
 (3)ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
抑制療法～グリチルリチン(GL) 
 ラット LFPIモデルを用いて、HMGB1抑
制作用を持つグリチルリチン(GL) を投与し、
HMGB1 抑制による軸索損傷抑制効果を検
討した。 
 (2)と同様に LFPI を作成し、LFPI 作成 5
分後に GL 4 mg/kgを静脈内投与した。 
 LFPI作成 24 時間後に血清、CSFを採取
後、脳組織を潅流固定し、(2)と同様の評価を
行った。 
 
(4)ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
抑 制 療 法 ～ recombinant human 
thrombomodulin (rhTM) 
 ラット LFPIモデルを用いて、HMGB1抑
制作用を持つ rhTMを投与し、HMGB1抑制
による軸索損傷抑制効果を検討した。 
 (2)と同様に LFPIを作成し、LFPI作成 30
分後に rhTM 3 mg/kgを静脈内投与した。 
 LFPI作成 24 時間後に血清、CSFを採取
後、脳組織を潅流固定し、(2)と同様の評価を
行った。 
 
４．研究成果 
(1)ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
の発現について 
 図 1 に LFPI ラットにおける CSF 中の
HMGB1濃度を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LFPIラットの髄液中のHMGB1濃度は受傷
10 分後に高く、経過と共に減少したが、24
時間後に再度上昇を認めた。また、血清中の
HMGB1は経過中特に上昇を認めなかった。 
 Sham ラットのニューロンにおける
HMGB1 の発現を図 2 に示す。正常ニューロ
ンにおいて、HMGB1は核内に発現を認めた。



これはオリゴデンドロサイトも同様であっ
た。 
 脳挫傷中心部では、LFPI作成 10分後から
多くのニューロンで核内、細胞質内ともに
HMGB1 の発現を認めなかった。この傾向は
24時間後まで続いた。 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 図 3に LFPI作成 10分後の脳挫傷周辺部の
ニューロンにおける HMGB1の発現を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 受傷 10 分後には、脳挫傷辺縁部のニュー
ロンに cytoplasmic HMGB1の発現を認めた。 
 図 4に脳挫傷辺縁部の cytoplasmic HMGB1
を持つニューロンの数を示す。 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 Cytoplasmic HMGB1を持つニューロンの数
は、受傷 10 分後に最も多く、時間の経過と
共に減少を認めた。 
 図 5に LFPI作成 10分後の脳梁部のオリゴ
デンドロサイトにおける HMGB1の発現を示
す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 受傷 10 分後には、脳梁部のオリゴデンド
ロサイトに cytoplasmic HMGB1の発現を認め
た。 
 図 6に脳梁部の cytoplasmic HMGB1を持つ
オリゴデンドロサイトの数を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 損傷側の脳梁内のオリゴデンドロサイト
において、受傷10分後、2時間後に cytoplasmic 
HMGB1 の発現を多く認め、経過と共に減少
を認めた。対側では 2 時間後に cytoplasmic 
HMGB1 を持つオリゴデンドロサイトの数は
最大となり、その後減少した。 
 図 7に脳梁部における HMGB1と APP（軸
索損傷のマーカー）に共染色の結果を示す。
APPスポットは脳梁部の cytoplasmic HMGB1
を持つ細胞の周囲に分布しており、
cytoplasmic HMGB1の発現したオリゴデンド
ロサイトは損傷した軸索周囲に分布してい
ることがわかった。 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 8、9に cytoplasmic HMGB1の発現し
たニューロンとオリゴデンドロサイトの電
子顕微鏡所見をそれぞれ示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 cytoplasmic HMGB1の発現したニューロン
とオリゴデンドロサイトはともに形態上壊
死性の変化を認めた。 
 以上の結果より、頭部外傷においてニュー
ロンおよびオリゴデンドロサイトは受傷早
期に細胞質に HMGB1を発現し、脳脊髄液中

にその HMGB1を放出することが明らかにな
った。また、細胞質に HMGB1をもつニュー
ロンおよびオリゴデンドロサイトは壊死性
の変化をきたしており、細胞質への HMGB1
の発現は壊死（necrosis）の指標となりうるこ
とが示唆された。 
 
(2) ラット頭部外傷モデルにおけるスーパー
オキシド抑制療法～低体温療法  
 図 10 にコントロール群の脳梁における
APP染色の結果を示す。コントロール群では、
LFPI受傷 24時間後に脳梁に多くの APPス
ポットを認め、軸索損傷が生じていることが
分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 図 11に低体温群の脳梁におけるAPP染色
の結果を示す。低体温群ではコントロール群
に比べ、LFPI24時間後の脳梁における APP
発現が軽度抑制されており、低体温療法によ
り軸索損傷が抑制されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 LFPI24時間後の脳脊髄液中のHMGB1濃
度はコントロール群 37.1±22.9 (ng/mL)、低
体温群29.5±23.8 (ng/mL)と低体温群で低い
傾向にあった。 
 LFPI24時間後の脳脊髄液中の sICAM1濃
度はコントロール群 2.4±3.1 (ng/mL)、低体
温群 6.1±6.4 (ng/mL)と低体温群で高い傾向

 

 

 

 



にあった。 
 LFPI24時間後の血清HMGB1濃度はコン
トロール群 4.6±5.1 (ng/mL)、低体温群 2.3
±1.1 (ng/mL)と低体温群で低い傾向にあっ
た。 
 LFPI24 時間後の血清 sICAM1 濃度はコン
トロール群16.9±3.7 (ng/mL)、低体温群16.9
±2.1 (ng/mL)と両群間で明らかな差は認め
なかった。 
 LFPI24 時間後の血清 MDA 濃度はコント
ロール群 1.8±0.3 (ng/mL)、低体温群 1.6±
0.2 (ng/mL)と低体温群で低い傾向にあり、酸
化ストレスが抑制されることが示唆された。 
 以上より、低体温療法により酸化ストレス
が抑制され、軸索損傷が軽減されることが示
唆された。 
 
(3) ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
抑制療法～グリチルリチン(GL) 
 図 12にGL投与群の脳梁におけるAPP染
色の結果を示す。GL 投与群では、コントロ
ール群に比べ LFPI24時間後の脳梁における
APP発現が抑制されており、GLにより軸索
損傷が抑制されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LFPI24時間後の脳脊髄液中のHMGB1濃
度はコントロール群 37.1±22.9 (ng/mL)、GL
群 79.3±93.3 (ng/mL)と GL群で高い傾向に
あった。 
 LFPI24時間後の脳脊髄液中の sICAM1濃
度はコントロール群 2.4±3.1 (ng/mL)、GL
群 1.9±2.4 (ng/mL)と GL群で低い傾向にあ
った。 
 LFPI24時間後の血清HMGB1濃度はコン
トロール群 4.6±5.1 (ng/mL)、GL群 3.1±2.7 
(ng/mL)と GL群で低い傾向にあった。 
 LFPI24 時間後の血清 sICAM1 濃度はコン
トロール群 16.9±3.7 (ng/mL)、GL 群 17.7
±2.3 (ng/mL)と両群間で明らかな差は認め
なかった。 
 LFPI24 時間後の血清 MDA 濃度はコント
ロール群 1.8±0.3 (ng/mL)、GL群 2.0±0.3 
(ng/mL)と GL群で高い傾向にあった。 

 以上の結果より、GL は放出された
HMGB1 の活性を抑えることにより軸索損
傷を抑制し、GL が頭部外傷治療薬となりう
ることが示唆された。 
 
(4)ラット頭部外傷モデルにおける HMGB1
抑 制 療 法 ～ recombinant human 
thrombomodulin (rhTM) 
 図 13に rhTM投与群の脳梁におけるAPP
染色の結果を示す。rhTM投与群では、コン
トロール群に比べ LFPI24時間後の脳梁にお
ける APP 発現が抑制されており、rhTM に
より軸索損傷が抑制されることが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LFPI24時間後の脳脊髄液中のHMGB1濃
度はコントロール群 37.1±22.9 (ng/mL)、
rhTM群 69.6±60.8 (ng/mL)と rhTM群で高
い傾向にあった。 
 LFPI24時間後の脳脊髄液中の sICAM1濃
度はコントロール群 2.4±3.1 (ng/mL)、
rhTM群 6.2±7.7 (ng/mL)と rhTM群で低い
傾向にあった。 
 LFPI24時間後の血清HMGB1濃度はコン
トロール群 4.6±5.1 (ng/mL)、rhTM 群 1.7
±2.2 (ng/mL)と rhTM 群で低い傾向にあっ
た。 
 LFPI24時間後の血清 sICAM1濃度はコン
トロール群 16.9±3.7 (ng/mL)、rhTM群 16.8
±2.7 (ng/mL)と両群間で明らかな差は認め
なかった。 
 LFPI24 時間後の血清 MDA 濃度はコント
ロール群 1.8±0.3 (ng/mL)、rhTM 群 1.8±
0.3 (ng/mL)と両群間で明らかな差は認めな
かった。 
 以上の結果より、rhTM は放出された
HMGB1 の活性を抑えることにより軸索損
傷を抑制し、rhTMが頭部外傷治療薬となり
うることが示唆された。 
 
 本研究の結果、ラット頭部外傷モデルにお
けるHMGB1の局在が明らかになった。また、
受傷後早期の HMGB1 の細胞質への発現が
壊死の指標となることが明らかとなった。ま

 



た、低体温療法や GL、rhTM を用いた
HMGB1 抑制療法により軸索損傷が抑制さ
れたことから、HMGB1が頭部外傷の新たな
治療ターゲットとなることが示唆され、今後
の頭部外傷治療の発展に貢献する可能性が
示された。 
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