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研究成果の概要（和文）：HMGB1はRAGEを介してマウス後根神経節（DRG）の神経突起伸長を促進すること、坐骨
神経挫滅数日後のDRG神経の突起伸長増加には、マクロファージから遊離されるHMGB1が関与することが示唆され
た。また、血管内皮に発現するthrombomodulin（TM）の遺伝子組換え可溶性TM（TMα）は、HMGB1吸着と
thrombin（TB）によるHMGB1分解を促進することでHMGB1誘起神経突起伸長を抑制すること、この効果はTMとTBの
結合を阻害するangiopoietin-1によって消失することが明らかとなった。これらは神経軸索再生の新たな治療方
法の確立に役立つ知見となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The data in the present study suggest that HMGB1 induces neurite outgrowth 
via activation of RAGE in mouse dorsal root ganglion (DRG) neurons, and that macrophage-derived 
HMGB1 contributes to increase in neurite outgrowth observed in DRG neurons after crush of sciatic 
nerves. In addition, the data also show that thrombomodulin-alfa (TMα), which is a recombinant 
soluble form of TM, a membrane protein expressed in the endothelial cells, suppresses the 
HMGB1-induced neurite outgrowth via adsorption of HMGB1 and also via facilitation of degradation of 
HMGB1 induced by thrombin (TB), the effects abolished by antiopoietin-1, known to inhibit the 
binding of TB to TM. The information may be useful for establishment of novel therapeutic strategies
 for axonal regeneration after nerve injury.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外へ放出されたHMGB1はRAGEやTLR4を含む数種類の受容体を介して炎症および疼痛の発症に寄与するため、
HMGB1の中和抗体や受容体阻害薬、HMGB1の吸着と分解を促進するTMαなどが炎症や難治性疼痛の治療を目的とし
た新薬の候補物質として開発が進められている。しかし、HMGB1/RAGE経路が神経軸索再生において重要な役割を
担っていることを示す本研究の結果を考慮すると、神経損傷を伴う炎症や疼痛の治療において、HMGB1そのもの
の減少は神経再生にマイナスになることが示唆される。本研究で得られた知見はHMGB1を標的とした治療戦略を
立てる上で考慮すべき重要な内容である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 核内蛋白 high mobility group box 1（HMGB1）は、
哺乳類のほとんどの細胞で恒常的に発現し、DNA
の構造維持や修復などに関与している。一方、炎
症などの病的条件下では、死細胞から受動的に、
マクロファージを含む免疫系細胞などから能動
的に細胞外へ分泌され、炎症や免疫反応、細胞遊
走・浸潤、増殖、分化、組織再生など多種多様な
反応に寄与する（図 1）。HMGB1 は N 末端から
23、45、106 番目に 3 つのシステイン残基（C23、
C45、C106）を持ち、細胞内ではこのシステイン
残基すべてがチオール型の all-thiol-HMGB1（at-
HMGB1）として存在するが、細胞外へ放出された
at-HMGB1 の一部は酸化により C23 と C45 がジス
ルフィド結合した disulfide-HMGB1（ds-HMGB1）
に変化する。HMGB1 の受容体としては RAGE、
TLR4、TLR2、TLR5 などが知られている。at-
HMGB1 は RAGE に作用するほか、CXCL12 に結合して CXCL12 による CXCR4 活性化を増強す
る。一方、ds-HMGB1 は TLR4 活性化を介した反応を誘起することが報告されている（図 1）。 
 我々の研究室では、抗 HMGB1 中和抗体（HMGB1-Ab）、あるいは HMGB1 を吸着・分解する
遺伝子組換えヒト可溶性 thrombomodulin（TM-alfa, TMα）を用いた動物実験により、リポ多糖
（LPS）誘起炎症性疼痛、抗癌剤である cyclophosphamide 誘起膀胱炎関連痛や、paclitaxel あるい
は vincristine 誘起神経障害性疼痛の発症および維持に内因性 HMGB1 が大きく寄与することを報
告している[1-3]。実際に、HMGB1 をラット後肢足底内に投与すると明らかな機械的痛覚過敏が
誘起されること、また at-HMGB1 は RAGE を、ds-HMGB1 は TLR4 を介して痛覚過敏を発症し
ていることを報告している[4]。さらに、ラット坐骨神経の免疫蛍光染色法により、HMGB1 はシ
ュワン細胞および神経軸索において RAGE あるいは TLR4 共発現していること[1]、上記疼痛モ
デル動物の膀胱や坐骨神経に明らかなマクロファージ集積が認められることを確認している[5]。
これらの結果を考え合わせると、内因性 HMGB1 は神経、マクロファージ、シュワン細胞、その
他多くの細胞から遊離され、遊離された HMGB1 には数種類の細胞が反応していると考えられ、
HMGB1 とその受容体を介した複雑な機構が疼痛の発症・維持に寄与することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
 最近、坐骨神経挫滅処置ラットの後根神経節（DRG）神経において軸索末端の HMGB1 依存性
に神経突起伸長が亢進することが報告された[6]。また我々は、神経前駆様 NG108-15 細胞の神経
突起伸長が外来性あるいはマクロファージ由来細胞から分泌された HMGB1 により促進され、
この反応は TLR4、RAGE、CXCR4 ではなく、NMDA 受容体（NMDA-R）を介していることを示
す予備的実験結果を得ていることから、神経損傷後に見られる神経障害性疼痛および神経軸索
再生いずれにも内因性 HMGB1 が関与するが、軸索再生には疼痛発症とは異なった HMGB1 の
遊離機構、遊離細胞、受容体、細胞内シグナルが関与する可能性が考えられる。そこで、本研究
では、マウス DRG 神経の突起伸長を指標に、神経軸索再生機構における HMGB1 とその受容体、
細胞内情報伝達系を明らかにし、神経損傷後の神経再生治療において新たな標的となりうる分
子を検討した。さらに、坐骨神経を損傷したマウスの DRG 神経では神経突起伸長が増加するこ
とが示されていることから[6]、この反応における HMGB1 の関与とその由来についても検討を
行った。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス DRG 神経の神経突起伸長測定：成体、雄性 ddY マウスから DRG を摘出し、collagen
処置により単一細胞に分離させた細胞を播種して 2 時間後に at-HMGB1 や ds-HMGB1 で刺激し
た。阻害薬、HMGB1-Ab、TMαや angiopoietin-1（Ang-1）は刺激の 30 分前に作用させた。刺激
から 24 時間後に parahormaldehyde で細胞を固定した後、神経マーカーの β-tubulin-III に対する
抗体で蛍光免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞の形態を観察した。神経の細胞
体より長い突起を持つ細胞数と視野内の全細胞数を測定し、突起を持つ細胞の割合を算出した。 
（2）Thrombin による HMGB1 分解産物の測定：at-HMGB1 200 nM に thrombin 0.1 U/mL、TMα 
400 nM あるいは Ang-1 100 nM を様々な組み合わせで加え、37ºC で 2 時間反応させた。この反
応液に 5 倍濃縮 SDS-sampling buffer を 4：1 の割合で加えて、Western blot 用サンプルを調整し
た。抗 HMGB1 抗体陽性のバンドを Western blot 法で観察し、29 kDa に見られる通常の HMGB1
のバンドと低分子側に認められる HMGB1 の分解産物のバンドの濃さを測定した。 
（3）マウスの坐骨神経挫滅処置：イソフルラン麻酔下、露出させたマウスの坐骨神経をピンセ
ットで 15 秒間圧迫した（神経挫滅処置）。神経挫滅処置 6 日後に坐骨神経が入力する L4-L6 レ
ベルの DRG を摘出し、上記と同じ方法で神経突起伸長を測定した。HMGB1-Ab、minocycline、
ethyl pyruvate は神経挫滅処置の 1 時間前と処置後 1 から 5 日目に毎日 1 回 1 mg/kg を腹腔内
（i.p.）に投与した。  



４．研究成果 
（1）マウス DRG 神経の外来性 HMGB1 による神経突起伸長促進反応と、thrombin、TMα、Ang-
1 による調節 
 マウス DRG 神経の初代培養細胞を at-HMGB1 で 24 時間刺激すると顕著な突起伸長促進効果
がみられたが、ds-HMGB1 ではそのような効果は見られなかった（図 1A）。at-HMGB1 誘起神経
突起伸長は、RAGE 阻害薬の FPS-ZM1 で阻害されたことから（図 1B）、他のグループから報告
されていた HMGB1 による RAGE 活性化を介した神経突起伸長は at-HMGB1 によるものである
ことが確認できた。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TMαはその分子内の D1 ドメインに HMGB1 を吸着するとともに、D2 ドメインに thrombin を
結合させることで、thrombin による HMGB1 分解を促進することが知られている。そこで次に、
at-HMGB1 誘起神経突起伸長におよぼす TMα と thrombin の影響を観察した。TMα 1-100 nM の
影響を検討したところ、100 nM では TMα単独で at-HMGB1 誘起神経突起伸長を抑制したが、1
および 10 nM は無効であった（データ未掲載）。一方、thrombin は検討した 0.1-1 U/mL いずれの
濃度においても単独では at-HMGB1 誘起神経突起伸長に影響しなかった。そこで、いずれも単独
では効果を示さなかった TMα 10 nM と thrombin 1 U/mL を併用して作用させたところ、ほぼ完
全に at-HMGB1 誘起神経突起伸長を抑制したことから（図 3A）、TMαと thrombin は相乗的に抑
制効果を示すことが分かった。 
 脈管形成や血管新生を促進する糖タンパク質の angiopoietin-1（Ang-1）は血管内皮細胞に発現
する Ang 受容体 TIE2 に作用し、血管のリモデリングや成熟に関与するとことが示されている
が、最近、Ang-1 が血管内皮細胞に発現する TM の thrombin 結合部位にも作用して thrombin と
TM の結合を阻害することが報告された[7]。そこで次に、at-HMGB1 誘起神経突起伸長に対する
TMαと thrombin の相乗的抑制効果におよぼす Ang-1 の影響を観察したところ、TMαと thrombin
の抑制効果は Ang-1 により完全に消失した（図 3B）。この結果から、TMαと thrombin の相乗的
抑制効果には、この 2 つの分子の結合が必要であることが示唆された。 
 
（2）Thrombin による at-HMGB1 分解におよぼす TMαおよび Ang-1 の影響 
 高濃度の thrombin は単独で HMGB1
を N 末から 10 番目と 11 番目の間で切
断するが、この効果は TMα存在下で増
強されることが知られている。そこで、
先に示したTMαと thrombin併用による
at-HMGB1 誘起神経突起伸長に対する
相乗的抑制効果に HMGB1 の分解が関
与する可能性を Western blot 法で検討し
た。at-HMGB1 200 nM に TMα 400 nM
あるいは thrombin 1 U/mL を単独で作用
させ 37ºC で 2 時間反応させたところ、
検出された at-HMGB1 のバンドは、at-
HMGB1 単独の場合と同じであったが、
TMαと thrombin を併用して作用させた
場合は、明らかにもとサイズ（29 kDa）
の at-HMGB1 量が減少し、その下に分
解産物と考えられるバンドが認められ
た（図 4A）。また、TMαと thrombin 併
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図3 マウスDRG神経のat-HMGB1誘起神経突起伸長反応におよぼす
thrombinおよび遺伝子組換えヒト可溶性thrombomodulin (TMα)の相乗
的抑制効果とその効果のangiopoietin-1 (Ang-1)による消失
at-HMGB1刺激24時間でみられる神経突起伸長は、それぞれ単独では阻害
効果を示さないthrombin 1 U/mLとTMα 10 ng/mLを作用させると有意に抑
制された(A)。この抑制効果は、TMαとthrombinの結合を阻害するAng-1に
より消失した(B)。 データは平均値±標準誤差で示している。n=10 (A),
25 (B)視野, **P<0.01 vs. V + V + V, ††P<0.01 vs. V + V + at-HMGB1,
##P<0.01 vs. V + thrombin + TMα + at-HMGB1.
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用により増加した at-HMGB1 の分解産物を示すバンドは、Ang-1 100 nM をさらに追加すること
で消失した（図 4B）。これらの結果より、at-HMGB1 誘起神経突起伸長に対する thrombin と TMα
の相乗的抑制効果には、TMαに結合した thrombin により、thrombin の結合部位とは異なった TMα
の部位に結合した at-HMGB1 が効率よく分解されることが関与しており、Ang-1 は TMα と
thrombin の結合を抑制してこの分解を減少させることが示唆された。 
 
（3）坐骨神経挫滅処置したマウスの DRG 神経突起伸長増加におよぼす内因性 HMGB1 の影響 
 坐骨神経挫滅処置 6 日後に摘出した DRG 神経の突起伸長反応は、Sham 処置マウスの DRG 神
経に比べ有意に増加していた（図 5A）。この増加は、培養液中に HMGB1-Ab 10 ng/mL を添加し
ても抑制されることはなかったことから（図 5B）、DRG 神経自体から遊離される HMGB1 がこ
の神経突起伸長増加に関与しないことが示唆された。 
 次に、坐骨神経挫滅処置したマウスの生体内において内因性の HMGB1 が関与する可能性を
検討するため、坐骨神経挫滅処置の 1 時間前と処置後 1 日から 5 日目に毎日 1 回 HMGB1-Ab を
反復腹腔内投与したところ、神経損傷による神経突起伸長の増加は完全に消失した（図 6A）。同
様の効果は、マクロファージ/ミクログリア阻害薬の minocyclin 30 mg/kg あるいはマクロファー
ジからの HMGB1 遊離を阻害する ethyl pyruvate 80 mg/kg の反復腹腔内投与することでも認めら
れた（図 6B, 6C）。この結果から、坐骨神経挫滅処置による DRG 神経の突起伸長増加には、損
傷した神経周囲に集積したマクロファージから遊離される HMGB1 が関与することが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）以上の結果より、HMGB1 による神経突起伸長の促進には、還元型の at-HMGB1 によるRAGE
活性化が関与すること、この効果は thrombin による at-HMGB1 分解により抑制され、この分解
は TMαにより促進的に Ang-1 により抑制的に調節されることが示唆されたことから、生体内に
おいて血管内皮に発現する TM と血液中に存在する thrombin や Ang-1 が、神経損傷などで増加
した HMGB1 の分解とそれに続く神経軸索再生の調節に寄与している可能性が考えられる。さ
らに、損傷を受けた神経の軸索再生増加反応には、損傷した神経そのものではなく、損傷部位に
集積したマクロファージから遊離される HMGB1 が関与する可能性が示唆され、神経軸索再生
へのマクロファージの重要性が明らかとなった。 
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図5 坐骨神経挫滅処理（sciatic nerve crush, SNC）した
マウスDRG神経における神経突起伸長の増加とその反応
に対する抗HMGB1中和抗体（Ab）の効果の欠如
(A) SNC処置6日後に摘出したDRG神経を24時間培養した
時の神経突起伸長は偽手術（Sham）処置マウスのDRG神
経に比べ有意に増加していた。(B) DRG神経の培養開始時
に抗HMGB1中和抗体（Ab）あるいはコントロールIgG
（IgG）を10 µg/mLの濃度で作用させたが、いずれもSNC
処置による神経突起伸長の増加に影響しなかった。n=15
視野, **P<0.01 vs. Sham (A) or V in Sham (B).
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図6 坐骨神経挫滅処理(sciatic nerve crush, SNC)マウスDRG神経におけ
る神経突起伸長の増加におよぼす抗HMGB1中和抗体(Ab)、マクロファー
ジ(Mφ)/ミクログリア阻害薬minocycline (Mino)およびMφからのHMGB1
遊離を阻害するethyl pyruvate (EP)の連日腹腔内投与の影響
Ab 1 mg/kg (A), Mino 30 mg/kg (B), EP 80 mg/kg (C) は、SNC処置の1時
間前と処置後1-5日目に毎日1回腹腔内投与した。SNC処置6日後にDRG神
経を摘出し、24時間培養後の神経突起伸長を測定した。n=25視野 ,
**P<0.01 vs. V in Sham, †P<0.05, ††P<0.01 vs.V in SNC..
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