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抗ヌクレオカイン（抗 HMGB1）単クローン抗体の脳梗塞治療への応用
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Ischemic brain infarction is high among th causes of death in Japan, and the medical and social burden by severe se-
quela is also extremely serious. In this symposium, we show that treatment with anti-high mobility group box 1
(HMGB1) monoclonal antibody (mAb) remarkably ameliorated brain infarction induced by 2-hour occlusion of the
middle cerebral artery in rats, even when the mAb was administered after the start of reperfusion. Whereas HMGB1 is
usually localized in nucleus, after stimulation it is secreted into extracellular space by an unknown non-classical path-
way, and exhibits an in‰ammatory cytokine-like activity. Treatment with mAb reduced infarct size, and the accom-
panying neurological deˆcits in locomotor function were signiˆcantly improved. In addition, some biochemical markers
such as permeability of the blood-brain barrier, the expression of tumor necrosis factor-alfa, inducible nitric oxide syn-
thase and matrix metalloproteinase-9 were altered by mAb injection. These ˆndings indicate the usefulness of HMGB1
as a novel therapeutic to target ischemic stroke.
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1. はじめに

脳梗塞をはじめとする虚血性脳障害は，現代の集

約的先端治療をもってしても未だに死亡原因の上位

を占め，重篤な後遺症のために要する介護などの医

療経済的損失も極めて甚大であることから，21 世

紀において克服すべき最重要課題の 1 つである．

脳梗塞（虚血）に伴う細胞障害の程度は，虚血時

間や血液再灌流の有無などの様々な要素が複雑に関

係している．脳梗塞（虚血）中心部すなわち「コア

領域」では，直ちに脳血流量や脳代謝の低下が生じ

ることとなるが，虚血の周辺部ではしばらくは細胞

壊死に陥らず生き残っている領域が存在し「ペナン

ブラ領域」と呼ばれている．脳梗塞（虚血）後，速

やかに血流を回復させたり組織保護的な処置を行う

ことが，ペナンブラ領域の保護すなわち細胞壊死や

梗塞領域の拡大防止につながる可能性を持つことに

なる．1)

血栓形成に伴う血流途絶によって，酸素とグル

コースの供給がストップし ATP の枯渇が生じる．

その後，細胞膜イオンポンプの破綻により細胞膜脱

分極が起こり，膜電位依存性 Ca2＋ チャネル活性化

やグルタミン酸受容体の活性化による細胞内 Ca2＋

濃度の増大が生じる．その後，細胞内フリーラジカ

ル産生増大やカスパーゼ活性化，ADP リボースポ

リメラーゼ活性化などのカスケードを通じて細胞死

が引き起こされると考えられている．

また，脳梗塞（虚血）後の生じる病態解析から，

血液脳関門の破綻，血管内皮細胞の活性化，白血

球の接着・遊走，血小板凝集，ミクログリア活性

化，活性酸素の産生亢進，マトリックスメタロプロ

テアーゼ活性化，各種の炎症性サイトカイン産生な

どの炎症・免疫反応系の異常亢進が病態の進展・増

悪化に深く関与していることが明らかになっている．

われわれは，脳梗塞（虚血）病巣において炎症・

免疫反応の亢進に関与する因子が存在するとの作業
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仮説を立て，中でも，近年，エンドトキシンショッ

クや慢性関節リウマチなどへの関与が示唆されてい

る high mobility group box-1 (HMGB1)3,4)に着目し

た．本稿においては，実験的脳梗塞モデル動物を用

いて，脳梗塞病態における HMGB1 の意義や特異

的単クローン抗体による脳梗塞治療の可能性2)につ

いて論述したい．

2. 代表的ヌクレオカイン，HMGB1 とは

細胞内局在を示すと考えられていたタンパク質

が，なんらかの刺激を受けて細胞外に分泌したり，

細胞壊死に伴って放出し，細胞外にて炎症性因子

（ヌクレオサイトカイン）として機能する知見が蓄

積しつつある．これまでに S100 タンパク質ファミ

リー5)や HMGB13,4)などが知られており，これら

はシグナルペプチドを持たず，細胞刺激後は未知の

non-classical pathwayによって細胞外に分泌される．

その中でも，HMGB1 は従来からクロマチン構成

分子として知られ DNA の立体構造の維持に重要な

働きを示す DNA 結合タンパク質であり，特定の遺

伝子転写を調節するなどの機能を持つ核内タンパク

質である．また，脳由来のヘパリン結合性の神経突

起伸長因子として単離されていたアンフォテリンも

HMGB1 と同一分子であることも判明している．6)

1999 年に Wang と Tracey らはエンドトキシンショ

ックの病態進展に遅発性の致死性メディエータとし

ての HMGB1 の意義を見い出し，7)この報告が契機

になって HMGB1 の炎症免疫系の亢進への注目が

高まっている．

HMGB1 は，通常は核内タンパクとして機能して

いるにも係わらず，刺激を受けて活性化した単球や

マクロファージ，樹状細胞から分泌したり，あるい

は障害を受けて壊死に陥った細胞から放出されるこ

とにより，病巣局所ひいては循環血中に出現し，炎

症性サイトカイン様因子として振る舞う．したがっ

て，HMGB1 の機能をなんらかの方法で制御するこ

とができれば，炎症性病態の増悪・進展の抑止につ

ながると考えられる．

以下に，脳梗塞モデル動物を用いた HMGB1 特

異的単クローン抗体の治療効果についての解析成

果2)を紹介する．

3. 脳梗塞モデルにおける HMGB1 の増悪因子

としての役割と HMGB1 特異的単クローン抗体に

よる治療効果

はじめに HMGB1 をラットに免疫し，単クロー

ン抗体を確立した．得られた抗体の結合特異性を調

べるために HMGB1 由来のペプチド（# 141）を合

成し，ドットブロットによる検討を行った［Fig. 1

(A)］．その結果，単クローン抗体は HMGB1 の C 末

端部分（# 41）とのみ反応することが明らかとなっ

た［Fig. 1(B)］．この抗体を用いてラット脳ホモジ

ネートをウエスタンブロットに掛けると，分子量が

約 29 kDa の HMGB1 分子のみを検出し，その結合

特異性が証明された［Fig. 1(C)］．またデータには

示さないが，単球細胞を HMGB1 で刺激すると細胞

接着因子 intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1）

の発現が濃度依存的に増大し，この ICAM-1 増大

反応は単クローン抗体を共存させることによって抑

えられることも明らかとなり，確立した単クローン

抗体が HMGB1 に対して機能的にも中和活性を持

つことが判明した．

ラットの右側中大脳動脈をシリコンコートしたナ

イロン糸で 2 時間閉塞（虚血）し，その後に血流を

再灌流させることによって脳梗塞を実験的に惹起す

ることができる．この脳梗塞惹起モデル系を用いて，

HMGB1 特異的単クローン抗体の影響を検討した．

Fig. 2 に実験プロトコールの概略を示した．2 時間

の中大脳動脈閉塞の終了時（すなわち再灌流開始時）

と再灌流開始 6 時間後の 2 回に渡って，単クローン

抗体（200 mg/匹/回）を静脈投与した．24 又は 48

時間後に脳を摘出し，triphenyltetrazolium chloride

(TTC）染色を行って梗塞部位の大きさを見積もっ

た．このときに用いた抗体投与量（200 mg/匹/回）

は，実際に臨床に用いられているいくつかの抗体医

薬の投与量が約 1 mg/kg であることを基にして設

定された．その結果，HMGB1 特異的単クローン抗

体を投与することによって脳梗塞領域が劇的に縮小
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Fig. 1. Epitope Determination and Characterization of Rat Anti-HMGB1 Monoclonal Antibody
(A) The domain structure of HMGB1 and the synthetic overlapping peptides 15 amino acids in length (# 141) for determining epitopes were shown. (B) The

epitope of anti-HMGB1 monoclonal antibody was determined by dot blotting. (C) Detection of rat brain HMGB1by Western blotting. The whole rat brain
homogenate was subjected to SDS-PAGE, blotted, and detected with anti-HMGB1monoclonal antibody and HRP-conjugated 2nd antibody. In lane a, 1st antibody
(anti-HMGB1 monoclonal antibody) was omitted. cited from Ref. 2).

Fig. 2. Protocol for Preparation of Ischemic Brain Infarction Model in Rat

27No. 1

していることが分かった［Fig. 3(A)］，白い部分が

梗塞領域）．脳梗塞領域面積を画像解析したとこ

ろ，等量のコントロール抗体（抗 Keyhole Limpet

hemocyanine 特異的単クローン抗体，サブクラス

（ IgG2a）一致）を投与した場合に比べて，抗

HMGB1 特異的単クローン抗体の場合は，大脳皮質

及び線条体の両領域において，脳梗塞面積が約 90

％（再灌流 24 時間後）及び約 75％（再灌流 48 時

間後）にまで抑えられていた［Fig. 3(B)］．

次に，脳梗塞発症に随伴して生じる神経症状に対

する単クローン抗体の効果を検討した（Fig. 4）．

はじめに，ローターロッドを用いた解析を行ったと

ころ，HMGB1 特異的単クローン抗体を投与された

群は，コントロール群に比べてローターロッド上に

体を長時間保持することができた［Fig. 4(A) ,

(B)］．特に，高回転（15 rpm）でロッドを回転さ
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Fig. 3. EŠect of Anti-HMGB1 Monoclonal Antibody on Brain Infarction by Middle Cerebral Artery (MCA) Occlusion in Rat
(A) Brain infraction induced by right MCA occlusion was evaluated by TTC staining of brain slices from rats treated with anti-HMGB1 or control monoclonal

antibody 24 h after reperfusion. (B) The infract volumes in the striatum and cerebral cortex 24 or 48 h after reperfusion were quantiˆed. cited from Ref. 2).

Fig. 4. EŠect of Anti-HMGB1 Monoclonal Antibody on Neurological Deˆcit
Neurological deˆcit in rats after MCA occlusion were examined using the rota-rod test (A, B) and by neurological scoring (C). In the rota-rod test, trials were

performed at 3 diŠerent speeds and the time intervals running on the rod were determined. cited from Ref. 2).

28 Vol. 129 (2009)
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Fig. 5. EŠect of Intracerebroventricular Injection of HMGB1 on Brain Infarction induced by MCA Occlusion
(A) EŠect of intracerebroventricular injection of HMGB1 on brain infarction by MCA occlusion was determined by TTC staining. (BD)Neurological deˆcits

in rats treated with intracerebroventricular injection of HMGB1 were examined by rota-rod test. cited from Ref. 2).
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せた場合に，より顕著な差が認められた．加えて，

Bederson らの方法8)を用いて，神経症状の重症度を

スコア化したところ，コントロール群に比べて

HBGB1 特異的単クローン抗体投与群の場合に神経

症状の有意な抑制が認められた［Fig. 4(C)］．デー

タには示さないが，ラット脳梗塞モデルの脳組織を

HE 染色したところ，コントロール抗体投与群では

大脳皮質や線条体ともに著しい組織破壊が認められ

たが，HMGB1 特異的単クローン抗体投与群の場合

は，そのような組織破壊は観察されなかった．

次に，HMGB1 の脳梗塞増悪因子としての意義を

より明確にするために，ラット脳梗塞モデル作成時

に HMGB1 分子自体を脳質内に投与し，その効果

を検討した（Fig. 5）．その結果，脳質内に HMGB1

を投与した群ではコントロール群（緩衝液投与群）

に比べて梗塞領域の有意な増大が認められた［Fig.

5(A)］．また，ローターロッドを用いた神経症状解

析においても，HMGB1 脳質内投与群が有意に神経

症状の悪化傾向を示すことが明らかとなった［Fig.

5(B)(D)］．

次に，ラット脳梗塞時の血管透過性亢進に対する

HMGB1 特異的単クローン抗体の影響について検討

を加えた（Fig. 6）．ラット脳右側中大脳動脈を 2

時間閉塞し，再灌流直後に抗体投与と同時にエバン

スブルーを静脈投与した．再灌流 3 時間後に生理食

塩水で全身還流したのちに脳を摘出し，脳梗塞に伴

う血管透過性を組織学的，生化学的に解析した．そ

の結果，脳梗塞惹起（＋コントロール抗体投与）群

では広範にエバンスブルーの血管から組織への溢出

が観察されたが，脳梗塞惹起（＋HMGB1 特異的単

クローン抗体投与）群では，エバンスブルーの溢出

は少なく，このことから HMGB1 特異抗体によっ

て血管透過性亢進をも抑えられることが明らかとな

った［Fig. 6(A)］．脳組織を 2 mm 厚でスライス

し，溢出したエバンスブルーを定量したところ，組

織学的な検討と同じく HMGB1 特異抗体投与群で

有意なエバンスブルー溢出量の低下が認められた

［Fig. 6(B)］．

いくつかの炎症関連分子のラット脳梗塞時におけ

る発現変化を RTPCR 法にて解析した（Fig. 7）．

その結果，大脳皮質と線条体ともに脳梗塞惹起にと

もなって inducible nitric oxide synthase (iNOS）並

びに tumor necrosis factor-a (TNF-a）の発現増大が

認められ，この増大反応は HMGB1 特異的単ク

ローン抗体投与によって有意に抑えられた．また，

データには示さないが，ゼラチンザイモグラフィに

よる解析から，matrix metalloproteinase-9 (MMP-9）

の活性化も HMGB1 特異的単クローン抗体投与に

よって同様に抑えられることも明らかとなった．

4. おわりに

本稿において，ラット脳梗塞モデル（中大脳動脈

2 時間閉塞再灌流モデル）の系を用いて，HMGB1
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Fig. 6. EŠect of Anti-HMGB1 Monoclonal Antibody on Evans Blue Leakage in Brain of MCA-Occluded Rats
(A) Evans Blue was administered intravenously immediately after reperfusion, and dye leakage was measured 3 h after reperfusion. (B) Evans Blue leakage

was determined spectrophotometrically after extraction. cited from Ref. 2).

Fig. 7. RTPCR Analysis of Expression of Inframmation-Related Molecules in Brain of MCA-Occluded Rats
Total RNA was extracted from brain of MCA-occluded rat, and RTPCR was performed using the primer pairs. cited from Ref. 2).

30 Vol. 129 (2009)

が脳梗塞病態の増悪化因子として働くこと，並びに

HMGB1 特異的単クローン抗体の静脈投与が梗塞病

態の進展を劇的に抑制することを示した．驚くべき

ことに，単クローン抗体によるこの脳保護作用は，

再灌流後に抗体を投与しても効果を発揮し得るもの

であった．解析の結果，HMGB1 特異的単クローン

抗体の投与によって，脳梗塞領域の縮小，神経症状

や組織破壊の軽減化，血管透過性亢進の抑制，

iNOS, TNF-a, MMP-9 の発現・活性化の抑制など

が観察された．MMP-9 活性化が血液脳関門の破綻

に関与し，脳梗塞の増悪化を引き起こすことが報告

されている．9,10)したがって，抗 HMGB1 抗体によ

る MMP-9 活性化の抑制作用は，脳梗塞領域におけ

る微小循環系や神経マトリックス間の相互作用を

破壊することによって生じる脳梗塞病態を抑え，結

果的に脳梗塞治療につながっていると考えられる．

脳梗塞をはじめとする虚血性脳疾患は，本邦にお

ける死因の上位を占めるだけでなく，いったん発症
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すると再発のリスクも高く，医療的・社会的損失も

極めて大きい．現在，梗塞治療を目的としたいくつ

かの臨床治験薬候補（ラジカルスカベンジャー，グ

ルタミン酸受容体拮抗薬，PPAR-g 阻害剤など）が

既に報告1114)されてはいるものの，いずれも治療効

果は高いとは言えず，実用化に向けてのハードルが

高いのが現状である．したがって，本稿にて示した

HMGB1 特異的単クローン抗体による脳梗塞治療

は，モデル実験において梗塞領域の縮小（再灌流

24 時間後で約 90％の縮小）や梗塞時の運動機能麻

痺の軽減化などで著効性を示しており，このことは

HMGB1 を標的とする治療法の開発が極めて有望で

あることを裏付ける知見と言える．2,15)現在のとこ

ろ，HMGB1 がいかなる経路を介して，脳梗塞病態

の増悪化に関与しているかについては不明であるが，

HMGB1 の受容体として，これまでに Toll 様受容

体4 や 2 などが報告16,17)されているので，培養細

胞などを用いた HMGB1 の細胞内シグナル伝達研

究を推進して行くことは，これからの研究課題とし

て重要である．また，今後の抗体医薬としてのヒト

への臨床応用を考えた場合に，ヒト化抗体の作製並

びに中動物モデル系を用いた抗体の体内動態や治療

効果の検証がこれからの課題となるであろう．ま

た，抗体以外の HMGB1 を標的とした低分子遮断

薬の開発も全く新しい虚血性脳障害治療薬開発の道

を拓くと言う意味で極めて意義あるものと思われる．
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