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は じ め に

　先進国での若年層の死因の第一位は外傷であり，そ
の中でも半数を占める頭部外傷は，後遺症も含め社会
的損失が莫大である一方，治療法は未だ確立されてい
ない1ﾝ3)．我々は，damage associated molecular patterns
の一つであり，脳虚血時の二次的損傷に関与する
HMGB-１に注目した4,5)．
　HMGB-１は非ヒストンタンパクで，A box，B box，
acid tail から構成されており，通常核内局在する．し
かし，壊死により受動的に，あるいは炎症反応により
マクロファージや単球から能動的に細胞外に放出され
ると，RAGEあるいはTLR-２，４などの受容体と結

合し，炎症性サイトカインとして働く6ﾝ8)．我々は，こ
のHMGB-１の acid tail を特異的に認識し，中和する
抗HMGB-１単クローン（#10-22）抗体を作成し，ラ
ット中大脳動脈閉塞再灌流モデルにおいて，脳梗塞領
域を縮小させる効果を証明してきた4,5)．
　そこで，今回我々はラット・マウス脳外傷（traumatic 
brain injury；TBI）モデルを作成し，HMGB-１の動
態を探るとともに，抗HMGB-１抗体をラット・マウ
スTBI モデルに投与し，抗体の治療効果について検討
した．

脳外傷に対する抗 HMGB-１ 単クローン抗体の効果

　Wistar 系雄性ラットを用い，fluid percussion による
TBI モデルを作成した9)．受傷後，①抗HMGB-１抗体
または class-matched control 抗体を尾静脈から投与
した．②組み換え体HMGB-１またはアルブミンを投
与した．さらに，C57BL6J 系雄性マウス，同系統の
RAGE，TLR２，TLR４のノックアウトマウスを用い，
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fluid percussion によるTBI モデルを作成した．受傷
後，抗HMGB-１抗体または class-matched control 抗
体を尾静脈から投与した．
１. 抗 HMGB-１抗体がHMGB-１の translocation
を抑制する
　抗HMGB-１抗体と抗MAP-２抗体を用いた二重免
疫染色において，HMGB-１が細胞核内→細胞核外→
細胞外と translocation することが組織学的に示され
た（図１）．
　また，Western blotting 法では脳組織内のHMGB-１
量が減少し，ELISA法では血中HMGB-１濃度が上昇
した．抗HMGB-１抗体投与により，これらがいずれ
も抑制された（図２）．
２. 抗 HMGB-１抗体が神経細胞死や血液脳関門破
綻を抑制する
　組織評価により，受傷部位周囲に神経細胞死を示す
変化を認めたが，抗HMGB-１抗体投与により抑制さ
れた．また，尾静脈より色素であるEvans blue（EB）
を投与し，EBの漏出量を定量すると，抗HMGB-１抗
体投与により，９割近く抑制された．電子顕微鏡によ
る観察では，受傷部位周囲において，アストロサイト
細胞終足部の浮腫状変化を中心に血液脳関門の構造破
綻を認めたが，抗HMGB-１抗体投与により，これら
の変化が抑制された（図３）．

３. 抗 HMGB-１抗体が脳損傷後の浮腫状変化を抑
制する
　３T-MRI の T2WIの結果，受傷部位とその周囲に
おいて，浮腫状変化を示唆する high intensity area を
認めたが，抗HMGB-１抗体投与により，その浮腫状
変化が受傷後３時間後，６時間後，24時間後，いずれ
においても著明に抑制された（図４）．
４. 抗 HMGB-１抗体が炎症性変化を抑制する
　Zymography 法ではマトリックスメタロプロテアー
ゼ -２，９いずれの活性化も，抗HMGB-１抗体投与
により抑制された（図５）．また，real time PCR 法に
おいては，HIF-１α，COX-２，VEGF-A，IL-8r な
どのmRNAの発現が，抗HMGB-１抗体投与によって
有意に抑制されたが，その中でも特に，TNF-α，iNOS
発現が３時間の段階から，著明に抑制された．また，
血管内皮と関連深い PAI-１や好中球と関連深い
neutrophil elastase でも抑制を認めた（図６）．
５. 抗 HMGB-１抗体が行動学的障害を抑制する
　Rotarod テストにて３時間後，６時間後，24時間後
の協調運動機能を評価したところ，抗HMGB-１抗体
投与により，６時間後の段階以後，有意に改善した．
また，cylinder テストにて評価した，laterality の優位
性では，抗HMGB-１抗体投与により，24時間後で有
意に改善した（図７）．

図２　脳実質，血中のHMGB-１定量
（文献１より改変して引用）
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６. 組み換え体HMGB-１投与は脳損傷を増悪させる
　軽微なTBI モデルに組み換え体HMGB-１を投与
すると，EBの漏出量を増加させており，血液脳関門
の構造的破綻を増悪させた．また，rotarod テストで
の評価でも，機能予後を増悪させた．

７. 抗 HMGB-１抗体がRAGEノックアウトマウス
では効果を示さない
　HMGB-１の受容体と考えられるRAGE，TLR２，
TLR４のノックアウトマウスでのTBI モデルに，抗
HMGB-１抗体を投与すると，EBの漏出量，rotarod

　 外傷性脳傷害に対する抗 HMGB-1 抗体治療：大熊　佑，他９名 　

図３　血液脳関門の機能破綻と構造破綻の評価（文献１より改変して引用）

図１　抗HMGB-１抗体と抗MAP-２抗体を用いた二重免疫染色（文献１より改変して引用）
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テストでの協調運動機能評価，いずれもワイルドタイ
プに比し，改善効果が減弱した．特に，RAGEノック
アウトマウスでは，有意な効果を示さないどころか，
増悪させる傾向があった．
８. 外傷後３時間後でも抗HMGB-１抗体は治療効
果を示す
　外傷後３，６時間後のTBI モデルに抗HMGB-１抗

体を投与すると，EBの漏出量による血液脳関門破綻
の評価においては受傷後６時間後まで，また rotarod
テストでの運動機能評価においては，受傷後３時間後
までは，機能予後を改善させた（図８）．

考　　　察

　我々は，抗HMGB-１抗体投与により，HMGB-１の
translocation を抑制すること，神経細胞死や血液脳関
門の機能的・構造的破綻を抑制すること，脳の浮腫状
変化を抑制すること，機能障害を改善させること，炎
症性反応の惹起を抑えることを報告した．また，組み
換え体HMGB-１投与が脳損傷を増悪させること，
RAGEノックアウトマウスでは抗HMGB-１抗体が効
果を示さないことも併せて報告した10ﾝ13)．
　細胞内のHMGB-１の translocation という側面に
おいて，核内→核外→細胞外という流れを認めたが，
これは，虚血性脳損傷の際と類似している．虚血性脳
損傷においては，HMGB-１の translocation が，炎症
性反応の惹起，血液脳関門の構造的・機能的破綻，脳
の浮腫状変化といった二次的損傷を惹起することは，
我々を含め，既に報告されている．我々の抗HMGB-１
抗体が，虚血性脳損傷に効果があることも，既に証明
している．また，我々の組み換えHMGB-１は，in vitro

図５　Zymography 法用いたマトリックスメタロプロテアーゼ
の活性化評価（文献１より改変して引用）

図４　MRI の T2WI用いた浮腫状変化の推移（文献１より改変して引用）
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での血液脳関門モデルでの構造破綻・機能破綻を惹起
すること，抗HMGB-１抗体投与はそれを抑制するこ
とも，それぞれ既に証明している4,5)．
　更に，今回の実験により，放出されたHMGB-１の
受容体としていくつかの受容体が関与しているこ
と14)，特にRAGEが密接に関与していることを証明で
きた．また血管内皮や好中球が関与することも証明で
きた．

　以上から，外傷性脳損傷において，その受傷に伴う
primary な損傷と共に，HMGB-１の translocation が
起こる．それに伴い，ミクロではRAGEなどの受容体
が，マクロでは好中球や血管内皮などがそれぞれ関与
し，炎症性反応が惹起される．血液脳関門の構造的機

　 外傷性脳傷害に対する抗 HMGB-1 抗体治療：大熊　佑，他９名 　

図６　real time PCR 法用いた炎症関連物質の定量（文献１より改変して引用）

図７　行動学的評価（文献１より改変して引用）

図８　Time window の評価
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能的破綻，脳の浮腫状変化といった二次的損傷が起こ
り，その損傷が更にHMGB-１の translocation を引き
起こすという，負のサイクルが回る．その結果，更な
る細胞死が起き，機能予後を悪化させる，といった流
れが示唆された．そして，抗HMGB-１抗体を投与す
ることで，この二次的損傷の負のサイクルを断ち切る
ことにより，劇的な治療効果を得られたと考えた1)．
　更に，特筆すべきは，受傷後３時間後投与において
も，血液脳関門の機能に，また行動学的予後に，治療
効果を認めたことである1)．このことは，実臨床に即
しており，今後の臨床応用が期待される．

お わ り に

　二次的損傷を抑制することで，抗HMGB-１抗体治
療は，劇的な治療効果を示した．今後，前臨床研究や
作用メカニズムを含めた更なる検討が必要だが，抗
HMGB-１抗体は頭部外傷に対する新しい治療戦略に
なる期待がもたれる．
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