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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体組織、特に生体皮膚の恒常性維持メカニズムにおけるHMGB1の役割と皮膚
難病治療への応用について検討した。その結果、１）壊死組織から放出されたHMGB1は細胞膜上のプロテオグリカンで
あるシンディカンに結合してプールされ、組織障害に伴うプロテオグリカンの分解時に放出されること、２）放出され
たHMGB1は骨髄内間葉系幹細胞表面に発現する受容体に結合して血中に動員すること、３）血中動員された間葉系幹細
胞はSDF-1/CXCR4メカニズムで壊死組織周囲に集積すること、４）壊死組織周囲に集積した間葉系幹細胞は強い抗炎症
効果、瘢痕抑制効果、組織再生誘導効果を発揮することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated role of HMGB1 for regulating cutaneous 
homeostasis, and possibility of HMGB1 application for treating intractable skin diseases. In summary, we 
clarified following mechanisms; 1) necrotic tissue-derived HMGB1 binds to proteoglycan "syndecan" to be 
pooled on the cell surface and released when injury occurs, 2) released HMGB1 in the circulation binds to 
the receptor on the cell membrane of bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) and mobilize them into the 
circulation, 3) the mobilized MSCs in the circulation target the injured/necrotic tissues by SDF-1/CXCR4 
axis generated on the vascular endothelial cell surface, and 4) the mobilized MSCs in the injured tissue 
then suppress inflammation, reduce scar formation, and induce tissue regeneration.

研究分野：皮膚科学、再生医学、遺伝子治療学

キーワード： HMGB1　骨髄間葉系幹細胞　血小板増殖因子受容体　表皮水疱症　強皮症　再生誘導医療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景  
 
N 末端に分泌シグナル配列を持たない核内
非ヒストン性クロマチン構造制御蛋白であ
る HMGB1 が、組織損傷時に壊死細胞から受動
的に放出されること、さらに炎症性サイトカ
イン刺激やLPS刺激によりマクロファージや
樹状細胞から能動的に分泌されることが明
らかになって以来、分泌蛋白 HMGB1 の機能研
究が精力的に進められている。その結果、壊
死細胞由来因子や病原体由来因子と結合し
た HMGB1 は Toll 様受容体（TLR）に結合して
自然免疫を強く活性化させること、一方壊死
細胞由来因子や病原体由来因子と結合しな
い遊離 HMGB1 は TLR 刺激を抑制的に制御する
とともに、局所組織内に存在する組織幹細胞
を活性化することが示されている。即ち、分
泌蛋白 HMGB1 は、損傷組織や感染組織におい
て病態の初期に強く炎症反応を喚起して壊
死組織や感染組織を除去することにより損
傷組織のリモデリングを促進し、一方周囲の
健常組織への炎症波及を抑制的に制御しつ
つ組織幹細胞を活性化し、損傷組織の再生を
誘導していると考えられる。近年申請者は、
皮膚基底膜部接着分子の先天的欠損により
日常生活の軽微な外力で表皮剥離、水疱・潰
瘍形成を来す遺伝性水疱性皮膚疾患「表皮水
疱症」の皮膚再生機序における骨髄由来細胞
の寄与に関する研究を進め、骨髄細胞移植が
表皮水疱症治療に有効であること、表皮水疱
症の剥離表皮が血中に大量放出するHMGB1が
骨髄内血小板増殖因子受容体（PDGFR）陽性
細胞を血中動員し、損傷部皮膚へ特異的に集
積させて皮膚再生を促進していることを世
界で初めて見出し報告した(Am J Pathol 2008、
PNAS2011)。一方、PDGFRは骨髄内間葉系幹
細胞の特異マーカーであること、PDGFR陽性
骨髄間葉系幹細胞は骨、軟骨、脂肪など中胚
葉性細胞への分化能に加えて、神経や表皮な
ど外胚葉性細胞への分化能を併せもつこと
が他のグループにより明らかにされている
（Cell 2006、JEM2007）。また、間葉系幹細
胞は抗炎症作用・抗免疫作用を持つ因子やマ
トリックス分解酵素を産生・分泌して抗炎症
作用、線維化抑制作用を発揮することが明ら
かとなり、移植片対宿主反応（graft versus 
host disease, GVHD）や肝硬変治療などへの
臨床応用が進められている。以上の申請者お
よび他グループによる基礎及び臨床研究成
果から、HMGB1 は核内クロマチン構造制御、
炎症・免疫反応制御、幹細胞機能制御という
3 つの異なるメカニズムにより生体組織の恒
常性を維持している極めて重要な分子であ
ると言える。 
 
２． 研究の目的 
 
 High mobility group box 1(HMGB1)は、核
内クロマチン蛋白としての遺伝子発現制御
機能、サイトカインとしての炎症・免疫制御

機能、成長因子としての幹細胞活性化機能を
併せ持ち、組織の損傷時に壊死組織や病原体
を除去しつつ、組織のリモデリング・再生を
誘導することにより生体組織の恒常性を維
持している。最近申請者は、遺伝性水疱性皮
膚難病である表皮水疱症の剥離表皮内壊死
組織から血中に大量放出されるHMGB1が骨髄
内間葉系幹細胞を刺激して血中動員し、表皮
壊死巣特異的に集積させて、間葉系幹細胞の
持つ抗炎症作用、組織再生作用により損傷皮
膚の再生を誘導していることを世界で初め
て見出し報告した（PNAS 2011）。本研究では、
HMGB1 による間葉系幹細胞動員を介した生体
皮膚恒常性維持機構に関わる分子基盤を解
明すると共に、得られた成果を基にして新し
い皮膚疾患治療薬開発へと橋渡しすること
を目的とする。 
 
３． 研究の方法 
 
（１）損傷皮膚からの HMGB1 放出メカニズム
解明研究 
 
表皮水疱症モデルマウスの剥離表皮を用
いた HMGB1 放出動態解析結果から、剥離表皮
からのHMGB1放出量の時間的推移は損傷数分
後と数時間後の2峰性ピークを持つことが示
された（PNAS2011）。後者のピークは他の核
内蛋白の溶出と同様のタイミングであるこ
とから、壊死表皮からの受動的 HMGB1 放出で
あることが示された。しかし、前者のピーク
は表皮剥離後5分前後と極めて早いタイミン
グであったことから、細胞壊死以外の放出メ
カニズムが予想された。一方、マウス切除皮
膚片から抗凝固蛋白アンチトロンビン III
（ATIII）が HMGB1 とほぼ同時に早期放出さ
れたこと（PNAS2011）、ATIII は生体内でヘパ
ラン硫酸プロテオグリカンであるシンデカ
ンと結合して血管内皮細胞上にプールされ
ていること、HMGB1 も ATRIII と同様にヘパリ
ン結合蛋白であることなどの事実から、表皮
細胞から分泌されたHMGB1が細胞表面に発現
するヘパラン硫酸プロテオグリカンである
シンデカンやグリピカンと結合して細胞表
面にプールされ、損傷刺激により放出される
生体内メカニズムの存在を想起し、以下の実
験により証明する。 
１）皮膚組織内における細胞外局在 HMGB1 の
評価：マウスおよびヒト皮膚組織における
HMGB1 の局在を、共焦点レーザー顕微鏡を用
いて 3次元的に観察する。また、K5 プロモー
ター/GFP融合HMGB1トランスジェニックマウ
スを作成して GFP融合 HMGB1 を未分化表皮細
胞特異的に発現させた後、GFP 蛍光を指標に
HMGB1 の生体マウス皮膚内局在変化を健常マ
ウスおよび皮膚損傷マウスで二光子レーザ
ー顕微鏡を用いて比較検討する。 
２）生体皮膚における HMGB1 とヘパラン硫酸
プロテオグリカンの結合評価：マウス剥離皮
膚を生理食塩水に浸した後、数分以内に生理



食塩水中に放出されるHMGB1とヘパラン硫酸
プロテオグリカン（シンデカンあるいはグリ
ピカン）との結合を免疫沈降/Western 
blotting により検討する。 
３）損傷皮膚からの HMGB1 早期放出メカニズ
ムの解明：免疫沈降により剥離皮膚から早期
放出されるHMGB1とシンデカンやグリピカン
との結合を確認後、皮膚特異的ヘパラン硫酸
プロテオグリカン・ノックアウトマウス剥離
皮膚からの早期HMGB1放出量変化を野生型マ
ウス皮膚と比較検討する。ヘパラン硫酸プロ
テオグリカン結合性HMGB1の損傷皮膚からの
早期放出メカニズムとして、組織損傷により
活性化されるトロンビンやプラスミンによ
るヘパラン硫酸プロテオグリカン・コア蛋白
分解機序が予想される。そこで、マウスにト
ロンビン抑制因子（ヘパリン）やプラスミ
ン抑制因子（メシル酸ナファモスタット）
を投与した後に、その剥離皮膚からの
HMGB1 早期放出抑制効果を検討する。また、
マウス皮膚にプラスミン活性化因子（tPA）
を投与した後に血中 HMGB1 濃度変化を経時
的に測定すると共に、血中 HMGB1 とヘパラ
ン硫酸との結合を確認する。 
 
（２）HMGB1 による骨髄間葉系幹細胞の血中
動員メカニズム解明研究 
 
HMGB1 の受容体として終末糖化産物受容体
（ receptor for advanced glycation end 
products, RAGE）および TLR4 が良く知られ
ている。しかし我々は、RAGE のノックダウン
や TLR4 機能喪失変異が骨髄由来間葉系幹細
胞の遊走活性に影響を与えないことを、ボイ
デンチャンバーを用いた遊走活性評価によ
り明らかにしている（PNAS2011）。さらに、
RAGE や TLR4 ノックアウトマウスも HMGB1 投
与による PDGFR陽性間葉系幹細胞の血中増
加機序が維持されていること、また RAGE や
TLR への結合ドメインを欠失させた HMGB1 変
異体投与でも PDGFR陽性間葉系幹細胞の血
中増加が得られる（unpublished data）こと
から、HMGB1 による骨髄間葉系幹細胞の血中
動員は RAGE や TLR 以外の受容体を介してい
ることが予想される。以下の実験によりその
仮説を証明し、HMGB1 による骨髄間葉系幹細
胞の血中動員メカニズムを解明する。 
１）骨髄間葉系幹細胞表面に発現する新たな
HMGB1 受容体同定：骨髄間葉系幹細胞膜蛋白
を RAGE および TLR 結合ドメイン欠失 HMGB1
と架橋した後に抽出し、抗 HMGB1 抗体で免疫
沈降して得られた細胞膜蛋白を SDS-PAGE に
より分画し、銀染色により検出された HMGB1
結合性膜蛋白を質量分析により解析するこ
とにより新たなHMGB1受容体蛋白を同定する。 
２）新規 HMGB1 受容体ノックアウトマウスの
作成：新規 HMGB1 受容体の PDGFR陽性細胞特
異的かつdoxycycline誘導性ノックアウトマ
ウスを作成し、その骨髄細胞を致死量放射線
照射した野生型マウスに移植して骨髄内細

胞を置換する。次いで、doxycycline 投与に
より PDGFR陽性骨髄細胞特異的に HMGB1 受
容体をノックアウトした後、HMGB1 を静脈内
投与し血中 PDGFR陽性細胞増加作用への影
響を検討する。 
３）新規 HMGB1 受容体による骨髄間葉系幹細
胞シグナル伝達機構解明：新規 HMGB1 ノック
アウトマウス由来骨髄間葉系幹細胞と野生
型マウス由来骨髄間葉系幹細胞における遺
伝子発現プロフィールを次世代高速シーク
エンスによるtranscriptome解析により比較
検討し、HMGB1 による骨髄間葉系幹細胞の血
中動員機序に関わる分子基盤を解明する。 
 
（３）末梢循環間葉系幹細胞の損傷皮膚特異
的集積メカニズム解明研究 
 
過去に我々は、骨髄由来末梢循環性間葉系
細胞の表面にケモカイン SDF-1の受容体
CXCR4 が発現し、損傷組織への遊走に血管内
皮細胞由来 SDF-1が寄与していることを報
告している（Stem Cells 2007）。一方、最近
他のグループにより、HMGB1 が SDF-1と結合
することで、SDF-1の CXCR4 への結合が安定
化することが報告された。即ち、末梢循環性
間葉系幹細胞の損傷皮膚特異的集積メカニ
ズムに HMGB1/SDF-1/CXCR4 メカニズムが寄
与していることが予想され、以下の実験によ
り検証する。 
１）損傷皮膚における SDF-1の発現動態解
析：SDF-1遺伝子座のプロモーター下流に
GFP 遺伝子を挿入した SDF-1/GFP ノックイ
ンマウスに皮膚損傷（皮弁）作成後、GFP 発
現変化を2光子レーザー顕微鏡およびリアル
タイム PCR で経時的に評価し、皮膚損傷刺激
後の SDF-1発現動態を解析する。 
２）末梢循環間葉系幹細胞の損傷皮膚特異的
集積機序における HMGB1 と SDF-1の協調作
用評価：マウス剥離皮膚から放出される
HMGB1 に対する SDF-1結合の有無を、免疫沈
降法により検討する。また、SDF-1結合性
HMGB1と非結合性HMGB1のそれぞれを用いて、
ボイデンチャンバー法による骨髄間葉系幹
細胞遊走活性を評価する。 
 
（４）HMGB1 の間葉系幹細胞動員活性を利用
した皮膚疾患治療効果の検証 
 
上述した研究によりHMGB1血中投与により
骨髄内から末梢循環に動員される間葉系幹
細胞の皮膚再生誘導メカニズムを解明しつ
つ、種々の皮膚疾患モデルに対する HMGB1 ま
たはその骨髄間葉系幹細胞動員活性ドメイ
ンペプチド投与による治療効果を検証する。 
１）HMGB1 一次構造中の骨髄間葉系幹細胞動
員活性ドメインの決定：HMGB1 を種々の長さ
に欠失変異させた HMGB1 変異体を作成し、骨
髄間葉系幹細胞の遊走活性およびマウス骨
髄から血中への動員活性を指標にして、
HMGB1 の骨髄間葉系幹細胞動員活性ドメイン



を決定する。 
２）HMGB1 およびその骨髄間葉系幹細胞動員
活性ドメイン血中投与による皮膚疾患治療
効果検証：糖尿病性皮膚潰瘍モデルマウス、
ブレオマイシン誘導性強皮症モデルマウス、
接触性皮膚炎モデルマウス、アトピー性皮膚
炎モデルマウスなどにHMGB1またはその骨髄
間葉系幹細胞動員活性ドメインペプチドを
血中投与し、皮膚病変部位に骨髄間葉系幹細
胞を集積させることにより、骨髄間葉系幹細
胞の持つ抗炎症・抗免疫作用、線維化抑制作
用、組織再生作用の出現をコントロール群と
比較し、HMGB1 の皮膚疾患治療効果を検証す
る。 
 
４． 研究成果 
 
（１）損傷皮膚からの HMGB1 放出メカニズム
解明研究 
 
 表皮細胞から分泌されたHMGB1が細胞表面
に発現するヘパラン硫酸プロテオグリカン
と結合して細胞表面にプールされ、損傷刺激
により放出される生体内メカニズムの存在
を想起し、以下の実験により検証した。具体
的には、マウス剥離皮膚を生理食塩水に浸し
たのち、数分以内に生理食塩水中に継時的に
放出されるHMGB1とヘパラン硫酸プロテオグ
リカン（シンデカンあるいはグリピカン）と
の結合を免疫沈降/ウエスタン・ブロッティ
ングにより検証した。その結果、マウス剥離
表皮から放出されるHMGB1の継時的変化とシ
ンデカン放出の継時的変化は一致すること、
HMGB1 はシンデカンと直接結合していること
が明らかとなった。 
 
（２）HMGB1 による骨髄間葉系幹細胞の血中
動員メカニズム 
 
 HMGB1 の受容体として終末糖化産物受容体
(receptor for advanced glycation end 
products; RAGE）および TLR4 が良く知られ
ている。しかし、RAGE や TLR4 ノックアウト
マウスも HMGB1 による PDGFR陽性間葉系幹
細胞の血中増加機序が維持されていること
から、HMGB1 による骨髄間葉系幹細胞の血中
動員は RAGE や TLR 以外の受容体を介してい
ることが予想される。そこで、骨髄間葉系幹
細胞膜蛋白を RAGE および TLR 結合ドメイン
欠失 HMGB1 と架橋した後に抽出し、抗 HMGB1
抗体で免疫沈降して得られた細胞膜蛋白を
SDS-PAGE により分画し、銀染色により検出さ
れたHMGB1結合性膜蛋白を質量分析により解
析した。その結果、RAGE および TLR とは異な
る HMGB1 受容体蛋白が同定された。さらに、
同定された新規 HMGB1 受容体を PDGFR陽性
細胞特異的にノックアウトするマウスを作
成した。その結果、HMGB1 新規受容体ノック
アウトマウスでは、大腿骨が短縮し、かつ造
血機能が低下することが明らかとなった。 

 
（３）末梢循環間葉系幹細胞の損傷皮膚特異
的集積メカニズム解明研究 
 
 HMGB1 静脈内投与により、骨髄から末梢血
中に動員される骨髄間葉系幹細胞表面にケ
モカイン SDF-1 の受容体 CXCR4 発現が誘導さ
れること、HMGB1 により骨髄から末梢血中に
動員された CXCR4 陽性間葉系幹細胞は、壊死
組織周囲の阻血性血管内皮細胞が放出する
ケモカインSDF-1との相互作用により損傷組
織特異的な集積が誘導されること、
SDF-1/CXCR4 相互作用に対するアンタゴニス
トであるAMD3100を同時に投与することによ
り骨髄由来間葉系幹細胞の損傷組織特異的
集積が有意に抑制されることが明らかとな
った。 
 
（４）HMGB1 の間葉系幹細胞動員活性を利用
した皮膚疾患治療効果の検証 
 
 骨髄由来間葉系幹細胞の皮膚における作
用機序に関し、炎症抑制作用、線維性瘢痕抑
制作用、基底膜成分産生作用について、各々
アレルギー性接触皮膚炎マウスモデル、ブレ
オマイシン皮下投与による強皮症マウスモ
デル、VII 型コラーゲン低形成表皮水疱症モ
デルマウスに対するHMGB1投与により検証し
た。その結果、アレルギー性接触皮膚炎モデ
ルマウスに対するHMGB1静脈内投与実験では、
皮膚炎症部位へ集積した骨髄由来間葉系幹
細胞が抗炎症分子TSG-6を発現して接触性皮
膚炎症状を著名に改善すること、ブレオマイ
シン皮下投与強皮症モデルマウスに対する
HMGB1 静脈内投与では骨髄間葉系幹細胞の集
積による線維化抑制効果（予防効果）のみな
らず、完成した線維化組織を分解する治療効
果を示した。一方、HMGB1 の骨髄間葉系幹細
胞血中動員活性ドメイン（KOI2 ドメイン）を
探索し、TLR 結合ドメインや RAGE 結合ドメイ
ンとは異なるN末端領域に存在することを明
らかにした。そこで、KOI2 ドメインペプチド
を化学合成し、VII 型コラーゲン低形成表皮
水疱症モデルマウスに投与した。その結果、
KOI2 ペプチド投与群は非投与群と比較して
著名な生存率の改善を示し、そのメカニズム
として消化管の瘢痕狭窄症状の軽減が重要
であることが明らかとなった。 
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