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研究成果の概要（和文）：脳卒中自然発症モデル動物において、再生誘導因子の候補としてdamage -associated
 molecular patern(DAMP)の1つであるhigh mobility group box1(HMGB1)に着目し、HMGB1の変化や血管新生に対
する関与を検討した。脳卒中発症に伴い脳病変部や血漿中HMGB1量の低下を認めた。HMGB1供給源の一つである血
小板は脳卒中発症3週間前から容積の増大をきたすことを見出した。リンパ球数の減少も同様の時期から認めら
れた。HMGB1自体には血管新生促進作用が認められなかったが、HMGB1と共通の受容体に作用する終末糖化産物は
血管新生を促進した。

研究成果の概要（英文）：In stroke-prone spontaneously hypertensive rat (SHRSP), we investigated the 
change of HMGB1, representative DAMPs and regenerative mediator, and the involvement of HMGB1 on 
angiogenesis. The decreased HMGB1 levels was observed in infarct area and serum after development of
 stroke. The increased volume of platelet, which one of source for HMGB1, were observed at 3 weeks 
before development of stroke. In addition, the decreased lymphocytes count was observed at 3 weeks 
before development of stroke. Although HMGB1 has no pro-angiogenic activity, advanced glycation end 
products, which activate same receptors with HMGB1, facilitated angiogenesis.

研究分野：血管、再生

キーワード： 脳卒中　neurovascular unit　血管内皮細胞　マクロファージ　終末糖化産物　血管新生　HMGB1　血小
板

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中発症に至る過程におけるHMGB1の挙動に関する知見を得た。脳卒中を自然発症するモデル動物の特性を生
かし、HMGB1の供給源として検討を進めた血球系の解析において、脳卒中発症前の変動をとらえることができ
た。血小板の大型化とリンパ球の低下は脳卒中の発症を事前に予測するために有用な特徴であり、バイオマーカ
ーとして利用できる可能性がある。これらのパラメーターは簡便でかつ低コストで測定可能であるため、今後、
臨床研究への応用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳卒中に対するリスク因子の管理、血栓溶解療法や血管内治療が進み、発症率や 5年生存率は
改善した。しかし、急性期治療が十分に行われず、後遺症により QOL が損なわれた患者数も依然
として多い。急性期治療を充実して、機能回復を目的とする治療法の開発が強く望まれる。 
脳組織再生治療法開発には、神経・グリア・血管系から構成される neurovascular unit(NVU)
による異なる細胞間の相互作用のメカニズムを理解し、機能的ネットワーク障害に対して NVU を
進展させることによる包括的なネットワーク再構築誘導法の発見の必要があると提唱されてい
る。血管内皮細胞は、軸索伸長の足場となり、さらに伸長を促すメディエーターを遊離する。よ
って、脳障害部位における血管内皮細胞新生が脳組織再生の目的となる。 
Damage-associated molecular pattern (DAMP)は近年注目される免疫調節因子であり、DAMPs
に含まれる HMGB1 は条件に応じて脳組織障害と再生を促進する因子である。HMGB1 による血管内
皮細胞新生に対する効果は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HMGB1 による脳卒中後の血管内皮細胞の新生機序を明らかにし、脳卒中後の機能
回復に向けた新規治療薬開発のための基礎的研究を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳卒中動物モデル 
脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット(stroke-prone spontaneously hypertensive rat、SHRSP)
を使用した。体重・血圧の変化を経時的に測定し、脳卒中に起因する神経症状(過敏、四肢の持
ち上げ行動、けいれん、片麻痺)の出現を観察した。 
(3) 血管透過性の評価 
エバンスブルー(2%、3.0 mL/kg)を尾静脈から投与し、1時間後に深麻酔下にて灌流を行い、脳
を摘出した。取り出した脳は、ブレインスライサーを使用して 2 mm 厚の切片を作製した。 
(4) 血球系の解析 
SHRSP の尾静脈から採血を行い、自動血球解析装置 ((XT-1800i、シスメックス) を用いて各血
球パラメーターを測定した。 
(5) 組織染色 
SHRSP から凍結切片を作製し、各種抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。 
(6) 血漿中 HMGB1 の定量 
SHRSPの下大動脈からEDTA入りシリンジにて採血を行い、得られた血液を遠心して血漿を得た。
HMGB1 測定試薬(シノテスト)を用いて HMGB1 量を測定した。 
(7) 血管新生 in vitro モデル 
マイクロプレート上のマトリゲルにマウス由来血管内皮細胞株 b.End5 を播種することによる
細胞培養系血管新生モデルを使用した。管腔形成の形態は、Calcein AM と反応させることで蛍
光染色を行い、共焦点顕微鏡で解析した。 
(8) 終末糖化産物(AGEs)の細胞内取り込みと受容体発現の解析 
マウス単球由来マクロファージ様細胞の RAW264.7 細胞を 24 well プレートに播種した後、蛍光
標識 AGEs を処置した。細胞内に取り込まれた AGEs ならびに AGEs 受容体の一つであるスカベン
ジャー受容体(SR-A)の発現を Flow cytometry 法 (FACS CantoII、BD Biosciences)で測定した。 
 
４．研究成果 
(1) SHRSP における HMGB1 の挙動 
脳卒中自然発症モデル動物(SHRSP)において、脳卒中発症による異常行動の発現と一致して、血
液脳関門の破綻、すなわち、NVU の障害を確認した (図 1)。脳卒中発症後、異常行動が自然消失
した SHRSP では血液脳関門の破綻も回復しており、脳病変は軽度であった。脳障害領域において
マクロファージのマーカーであるCD68陽性ならびにCD163陽性細胞の浸潤が認められた。一方、
脳障害領域では HMGB1 陽性細胞が低下しており、血漿中 HMGB1 量の低下も認められた (図 2)。 
 
 
 
図 1 

脳卒中発症後の 
血管透過性の亢進 
 

 
 
 



図 2 脳障害部における血管透過性の亢進と HMGB1 陽性細胞の低下 
 
(2) SHRSP における脳卒中発症と血球系の連関 
血小板は HMGB1 の供給源として報告されている。そこで、SHRSP の発症前から発症後にわたり各
血球系の変動について解析を行った。血小板関連のパラメーターに関して、脳卒中発症の 3週間
前から血小板容積の増加が認められ、脳卒中発症直前から血小板数が低下していた(図 3 上段)。
同様に、リンパ球の減少も脳卒中発症の 3週間前に認められた (図 3下段)。一方、赤血球関連
パラメーターは脳卒中発症に関係する変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 SHRSP における脳卒中発症前の血小板並びに白血球関連パラメーターの変動 

 
SHRSP は成長とともに内皮細胞の機能低下などヒトの臨床像を模倣するようになり、高血圧症を
呈し、脳卒中を自然発症する動物モデルである。患者を対象にした臨床研究において、脳卒中発
症後では血小板容積が増加していることが報告されている。今回の結果は、脳卒中を発症する以
前から血小板容積の増加とリンパ球の減少が誘導されていることを示唆する (図 4)。したがっ
て、血小板の大型化とリンパ球の低下は脳卒中の発症を事前に予測するために有用な特徴であ
り、バイオマーカーとして利用できる可能性がある。今後、血小板容積・リンパ球数の変動と脳
卒中発症の相関を明らかにする臨床研究が望まれる。 
 



 
図 4 SHRSP における血球パラメーターの変動と脳卒中発症の関係 

 
 

(3) 血管内皮細胞新生の促進因子 
in vitro 実験系において、HMGB1 単独処置では血管新生に影響しなかった。HMGB1 の対照実験
として共通の受容体に作用する終末糖化産物(advance glycation end products、AGEs)を検討
したところ、血管新生の促進作用が認められた。さらに、AGEs の細胞内取り込みと取り込みに
関与するスカベンジャー受容体の受容体発現変化を指標にして、AGEs の作用を抑制する硫酸化
多糖類の比較検討を行い、海藻由来 Fucoidan の AGEs 抑制作用を確認した。以上の成果は、
今後、生体内における AGEs の血管新生に対する影響を解析していくうえで有用な知見である。 
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