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脳虚血において脾臓に発現する HMGB-1 陽性細胞は 
ミノサイクリン投与により減少する

深 澤 麻 衣
日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野

（指導：飯沼利光 教授，浅野正岳 教授）

要旨：ラット片側総頚動脈結紮により誘導された脳虚血において，damage associated molecular patterns
（DAMPs）の一種として知られる high mobility group box protein 1（HMGB-1）が末梢血中で増加し，脾臓におい
て HMGB-1 陽性細胞数が増加することが報告されている。本研究ではマウスにおいても同様の変化が認められる
か，また，この変化が脳ミクログリア細胞の活性化と関連しているか検討した。

麻酔下にて，右側総頚動脈を 60 分間結紮，解除した後，創部を縫合し脳虚血モデルマウスとした。灌流固定後，
脾臓を摘出，パラフィン切片を作製し，ウサギ抗マウス HMGB-1 抗体を用いて免疫組織化学的解析を行った。ミ
クログリア活性の抑制はミノサイクリンを腹腔内注射することにより行った。また，細胞溶解液を作製し western 
blotting に供した。

摘出した脾臓は肉眼的に縮小していた。また，HMGB-1 陽性細胞数は経日的に増加し，HMGB-1 量増加は，
western blot によっても確認できた。また，ミノサイクリン投与により HMGB-1 陽性細胞数の増加は抑制された。

マウスにおいても HMGB-1 陽性細胞数，および量の増加が確認できた。ミノサイクリン投与により HMGB-1 陽
性細胞は減少したことから，脳虚血による HMGB-1 陽性細胞の脾臓での発現はミクログリアの活性化と相関して
いる可能性を示唆するものであった。

キーワード：DAMPs，HMGB-1，脳虚血，脳ミクログリア

The increase of HMGB-1+cells in the spleen after cerebral ischemia was 
inhibited by intraperitoneal injection of minocycline
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Abstract: High mobility group box-1 (HMGB-1) is a kind of damage-associated molecular patterns (DAMPs) 
released in response to cellular damage and increased in peripheral blood in cerebral ischemia. The increase 
of HMGB-1-positive (HMGB-1+) cells in the spleen was reported in rat model of unilateral common carotid 
artery occlusion (UCCAO). The purpose of the present study was to examine whether HMGB-1+ cell 
increase is observed in mice.

Under general anesthesia, the right carotid artery was exposed and ligated with 4-0 silk thread. The 
ligation was released after 1 h and the incision was closed. After 1, 3, 5 and 7 days of surgery, mice were 
perfused with 4% paraformaldehyde. The spleen was excised and subjected to immunohistochemical analysis. 
Minocycline (50 mg/kg) was intraperitoneally injected to mice to examine the contribution of microglia for the 
increase of HMGB-1+ cell in the spleen. The HMGB-1 protein expression level was examined by western blot.

HMGB-1+ cell increased time-dependently in the spleen. The most prominent increase was observed after 7 
days of surgery. HMGB-1 increase was confirmed by western blot in a protein level. Minocyclin injection 
significantly reduced the HMGB-1+ cell number.

The increase of HMGB-1+ cell in the spleen was also confirmed in mice UCCAO model. HMGB-1+ cell 
increase was inhibited by minocyclin injection indicating the functional correlation between the brain and 
the spleen.
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緒　　言

Damage-associated molecular patterns（DAMPs）と
は，生体内の細胞が障害された際に，周囲の細胞や組織
に危機的な状況を知らしめるために細胞外に放出される
物質の総称である 1）。一般に細菌などの微生物の感染を
伴わずに惹起される炎症を sterile inflammation といい，
この反応において主役を演じるのが alarmin である 1）。
一方，細菌感染などに伴って発症する炎症では，微生物
の構成成分としての pathogen-associated molecular 
pattern（PAMPs）が主役で，これに対応するレセプター
である toll-like receptor（TLR）などがその情報の受け手
となる 2）。細胞の死に際しては，本来細胞内に存在する
ATP や DNA などが細胞外に放出されるが，興味深いこ
とにこれらの情報の受け手が PAMPs のレセプターと共
通しているものが存在し，これらのことから生体の防御
反応は，様々な仕組みの重層的な組み合わせによって構
成されていることが推察される。

Alarmin の代表的なものに，high mobility group box 
protein-1（HMGB-1）がある 3）。HMGB-1 は，マクロファー
ジを lipopolysaccharide で刺激することにより，細胞外
に放出された物質の検索により発見された分子量 30 kDa
のタンパク質である 4）。多くの動物種間で高い相同性を
示し，A box および B box と呼ばれる 2 つの DNA 結合
領域を有しており，両ドメインが揃った状態で機能する。
B box はサイトカインを分泌誘導するドメインであるの
に対し，A box はレセプターには結合するものの，シグ
ナルを伝達しないことから，B box のアンタゴニストと
考えられている 5）。また，HMGB-1 は非ヒストン DNA
結合タンパク質として核内に存在し，ヌクレオソームの
構造を維持することによって遺伝子転写の調節に関与し
ている 5）。そのため，本来は核内に存在する HMGB-1 が，
細胞の壊死に際して受動的に細胞外に放出されることが
明らかになって以来，HMGB-1 の DAMPs としての機能
に注目が集まっている 6）。

植木 7）は，ラットでの片側総頚動脈結紮により誘導さ
れる脳虚血に際して，脳内のミクログリアが活性化され，
これに伴って脾臓における HMGB-1 陽性細胞数が増加す
ること，末梢血中の HMGB-1 濃度が上昇することを報告
した。脳ミクログリアの活性は Ionized-calcium binding 
adaptor molecule-1（Iba-1）の発現程度に相関しており，
抗 Iba-1 抗体を用いた免疫組織化学染色強度の変化と，
ミクログリアの形態変化などと合わせて評価するが，同
モデルにおいては Iba-1 染色性の増強およびミクログリ
アの細胞体の膨化が顕著に認められた。これに関し，
HMGB-1 を産生する細胞は脳内に存在するのか，さらに，
脾臓における HMGB-1 陽性細胞が増加するメカニズムに
ついてはいまだ明らかではない。近年，マウス由来のミ

クログリアに myc 遺伝子を導入することにより，ミクロ
グリア培養細胞株が樹立された 8,9）。この細胞はこれまで
のミクログリア培養細胞と比較し安定的な性質を保持し
やすく，この細胞を片側総頚動脈結紮モデルに応用する
ことは，上記現象のメカニズム解明の一助になると考え
られる。

そこで本研究は，ラットと比較し多種類の遺伝子変異
モデルが存在し，ミクログリア細胞株の応用が可能とな
るマウスに実験モデルを移行し，マウスにおいても同様
の現象が認められるか否かについて検討を行うととも
に，ミクログリアの活性を抑制するミノサイクリン 10-12）

を投与することでその動態をより詳細に探索することを
目的とした。

材料および方法

本研究では，脳虚血モデルマウスを作製し，脾臓の大
きさの変化を比較検討した。脾臓における HMGB-1 陽性
細胞の動態については，抗 HMGB-1 抗体を用いた免疫組
織化学的解析による分析を行った。また，タンパク質レ
ベルでの変化を観察するべく脾臓溶解液を western 
blotting に供した。

さらに，脳虚血モデルマウスへのミノサイクリン投与
による脾臓の HMGB-1 陽性細胞の動態変化について検討
を行った。
1. 脳虚血モデルマウス

5 週齢雄性マウス（C57/BL6 JJcl，日本クレア，東京，
n=57）を，12 時間の明暗サイクルの環境下，恒温室（23℃）
で飼育し，搬入後 1 週間順化させた。4% イソフルラン

（ファイザー，東京）吸入による麻酔導入後，0.15 mg/kg
塩酸メデトミジン（明治製菓ファルマ，東京），2 mg/kg
ミダゾラム（サンド，東京），2.5 mg/kg 酒石酸ブトルファ
ノール（明治製菓ファルマ）を 3 種混合麻酔薬として腹腔
内注射し全身麻酔を施した。頸部剃毛後，メスにより正
中部を約 1.5 cm 切開して右側総頚動脈を剖出し，4-0 ナ
イロン糸を用いて結紮した。60 分後結紮を解除し，創部
を縫合しポピドンヨードを用いて消毒を行い，麻酔から
の覚醒を確認したのち飼養施設に戻した。同様に麻酔下
にて切開を行い，60 分間開創状態を維持した後，創部を
縫合および消毒を行ったものをコントロールとした。

さらに，ミクログリアの活性抑制薬である 10）ミノサイ
クリン（MilliporeSigma，St. Louis，MO，USA）による
作用の検討は，50 mg/kg の容量 13）にて麻酔導入前にミ
ノサイクリンを腹腔内注射して行った。

本研究は，日本大学歯学部動物実験委員会の承認
（AP17 D013，AP17 D026）を受け，国際疼痛学会のガイ
ドライン 14）に従って行った。
2. 免疫組織化学的解析　

モデルマウスは，術後 1，3，5 および 7 日後に，全身
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麻酔下で開胸し，経心的に生理食塩水の灌流により脱血
し，安楽死させた。その後，4% パラホルムアルデヒドを
用いて灌流固定を行った。灌流固定後，脾臓を摘出し，
同様の固定液で室温にて 2 日間の後固定を行い，大きさ
を比較検討した。その後，通法に従って厚さ 2μm の切片
を作製した。作製された切片は，0.3% H2O2 含有メタノー
ルにより内因性ペルオキシダーゼ活性の不活化を行い，
次に Proteinase K（Agilent Technologies，Santa Clara，
CA，USA）にて抗原賦活化を行った。さらに 1% ウシ血
清アルブミン加リン酸緩衝液（BSA-PBS）に 1 時間浸漬す
ることで，非特異的反応のブロッキングを行った。その後，
一次抗体としてウサギ抗マウス HMGB-1 抗体（1：100 1% 
BSA-PBS 希釈，Abcam，Cambridge，UK）により 4℃に
て 24 時間反応させた後，切片を phosphate buffered 
saline（PBS）により洗浄し，二次抗体として horse radish 
peroxidase（HRP）標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（1：1 希釈，
Agilent Technologies）を 4℃にて 1 時間反応させ，さら
に PBS にて洗浄した後，3,3’-diaminobenzidine（DAB，
MilliporeSigma）溶液で 15 分間反応させ発色を行った。
なお，核染色はマイヤーヘマトキシリン（富士フィルム和
光純薬，大阪）を用いて行った。組織像の観察は，切片を
封入後，オールインワン顕微鏡（BZ X-810，キーエンス，
大阪）により行った。赤脾髄上で無作為に 7 視野（1 視野
=170μm × 230μm）を選択し，1 視野中で DAB にて標
識された細胞数の平均を HMGB-1 陽性細胞数とした。
3. Western blotting

未固定のまま摘出した脾臓を細胞溶解液（1% Triton X，
50 mM Tris-HCl，150 mM NaCl，pH7.6）に浸漬し，手
術用はさみにより細切した後，ホモゲナイザーによりさら
に細胞破砕処理を行った。つぎに，サンプルを 14,000×g，
2 分間遠心分離し，得られた上清のタンパク質濃度を
protein assay kit（Bio-Rad，Barkley，CA，USA）を用い
てマイクロプレート吸光分光光度計（Bio-Rad）により定量
した。さらに，定量されたサンプル 1μg を SDS sample 
buffer と混和し，95℃にて 3 分間反応させた後，10% ポ
リアクリルアミドゲルを使用して電気泳動した。泳動後
ナイロン膜に転写し，1% BSA-PBS により非特異的反応
のブロッキングを行った。一次抗体としてウサギ抗マウ
ス HMGB-1 抗体（1：500 1% BSA-PBS 希釈，Abcam）を
4℃にて 24 時間反応させた後，二次抗体として HRP 標識
ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG 抗 体（1：5,000 1% BSA-PBS 希 釈，
Jackson ImmunoResearch，Philadelphia，PA，USA）を
用いて 4℃にて 2 時間反応させ，ECL kit（Bio-Rad）を使
用して発光させて，HMGB-1 のタンパク質レベルの変化
を検出した。画像の取り込みにはイメージングシステム

（Bio-Rad）を用い，取り込んだイメージは Image J にて解
析した。

4. 統計学的解析
免疫組織化学的解析および western blotting により得

られた結果について，統計学的解析を行った。統計学的解
析では，IBM SPSS Statistics 20 software（International 
Business Machines，Armonk，NY，USA）を使用し，
初めに Shapiro-Wilk test にて各群のデータの正規性を
検討した。正規性を示すものについては，それぞれ一元
配置分散分析を行った後，Dunnett’s test，あるいは
Student’s t-test を実施した。結果は平均値±標準偏差で
示し，いずれにおいても α =0.05 を有意水準とした。

成　　績

脾臓の大きさの観察と脾臓における HMGB-1 陽性細胞の
発現

マウス右側総頚動脈の結紮による脾臓の肉眼的変化に
ついて観察した。その結果，脳虚血群では脾臓の縮小が
確認された（図 1）。脳虚血後の脾臓における HMGB-1 陽
性細胞の発現について免疫組織化学的解析を行った結
果，褐色に染色した HMGB-1 陽性細胞が認められた（図
2）。また，術後 7 日目まで HMGB-1 陽性細胞数の経日的
な増加が確認された。HMGB-1 陽性細胞の発現は，主に
赤脾髄において強く認められ，濾胞内または傍濾胞領域
における HMGB-1 陽性細胞はわずかであった。赤脾髄に
発現する HMGB-1 陽性細胞数は，コントロール群に対
し，術後 1，3，5，および 7 日目で有意に増加した（コン
トロール群：10.1 ± 1.5；術後 1 日目：28.0 ± 2.6；術後
3 日目：31.6 ± 2.6；術後 5 日目：35.1 ± 4.1；術後 7 日目：
40.9 ± 3.3）（図 3）。

脾臓における HMGB-1 量の定量
コ ン ト ロ ー ル お よ び 術 後 7 日 目 の 脾 臓 に お け る

図 1 右側総頚動脈結紮後 7 日目の脾臓
（図中スケールバー：2 mm）
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HMGB-1 タンパク質の発現レベルの変化を western 
blotting により確認した。その結果，コントロールおよ
び脳虚血群の双方で，30 kDa の位置に single band とし
て HMGB-1 のバンドが検出された（図 4 a）。GAPDH の
バンドの intensity に対する HMGB-1 バンドの intensity
を比較したところ，HMGB-1 量は脳虚血群で顕著に増加
した（コントロール群：29.5 ± 4.7，脳虚血群：86.4 ±
6.4）（図 4 b）。

HMGB-1 発現に対するミノサイクリンの効果
ミクログリアの活性抑制薬であるミノサイクリンの腹

腔内投与による脳虚血に伴って脾臓に発現する HMGB-1
陽性細胞数の変化について検討した。HMGB-1 陽性細胞
数は，術後 5 日目において有意に減少した（非投与群：
35.1±1.5，ミノサイクリン投与群：9.8 ± 3.4）（図 5）。

図 3 右側総頚動脈結紮後の脾臓における HMGB-1 陽性細胞数の
変化

（各 n=7，＊：p＜0.05 vs コントロール群）
図 4 western blotting による脾臓における HMGHB-1 量

（各 n=4，＊：p＜0.05 vs コントロール群）

図 2 右側総頚動脈結紮後の脾臓における HMGB-1 陽性細胞
矢印に HMGB-1 陽性細胞を示す。（図中スケールバー：20μm）
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考　　察

脳虚血に際して脾臓の容積が減少することは，これま
で多くの研究で報告されている 15-17）。しかし，減少する
細胞の種類やポピュレーションについてはいまだ結論が
得られていない。脳梗塞巣においては，血液脳関門の破
壊と 18,19），これに伴った炎症性細胞の脳実質内への浸潤
が知られている 20）。この脳実質内に集簇する細胞は，脾
臓などの末梢リンパ組織に由来し 21），脾臓からの免疫細
胞の遊走阻止が脳梗塞の病態改善に貢献すると考えられ
ている 21）。Liu らは，脳梗塞に先立ってあらかじめ脾臓
を摘出し，脳における炎症を軽減させることにより，梗
塞巣の予後が改善することを報告した 22）。一方で，摘脾
が予後の改善に貢献しなかったとの報告もあり 23），いま
だ議論がなされている。本研究で観察された脳虚血にお
ける脾臓の縮小は，赤血球の減少と，脾臓における濾胞
構造の拡大による結果とも考えられるため，今後詳細な
検討が望まれる。

脳虚血において DAMPs の一種である HMGB-1 が末
梢血中で増加することはすでに報告されており 5,7），これ
は脳の壊死細胞から放出された HMGB-1 が，末梢に移行
することによるものとされている 24）。また，これにより
梗塞巣の範囲やミクログリアの活性が調節されていると
考えられている 24,25）。一方，アポトーシスによる細胞死
では HMGB-1 の細胞外放出は起こらないとされることか
ら 6），本研究で行ったマウスの片側総頚動脈結紮によっ
ても，脳細胞の一部が壊死を起こした可能性が考えられ
る。植木はラットによる同様の実験で，脾臓において増
加した HMGB-1 陽性細胞は，脾臓に存在するマクロ
ファージが末梢血中で増加した HMGB-1 を細胞内に取り
込んだ結果と考察している 7）。本研究の結果では，この
可能性を確認するには至らなかったが，ミクログリアの
活性阻害薬として働くミノサイクリンの腹腔内投与が，

発現する細胞の数を減少させることを明らかとした。こ
れは，脳ミクログリア活性と脾臓に発現する HMGB-1 陽
性細胞数との間に相関があることを示すものであり，極
めて興味深い。さらに，脾臓で増加した HMGB-1 陽性細
胞の起源はどこなのかという根源的な疑問も残る。これ
に関し，脳梗塞においてマクロファージが脳実質に血液
脳関門を通過して集簇するのであれば，逆に脳内のミク
ログリアが末梢に遊走する可能性を否定できない。近年，
ミクログリア細胞にケモカイン CX3CR1 が特異的に発現
する 26）ことを根拠として，この分子中のプロモーター下
に蛍光色素の遺伝子を連結し，ミクログリアを特異的に
標識する方法が考案された 27）。本研究においても，この
ような手法を応用することにより，蛍光標識したミクロ
グリアを脳実質内に注入し，その動向を観察することが
可能であり，その研究価値は高いと考える。

一方，末梢血中の HMGB-1 濃度上昇がおよぼす効果に
関しては，いまだ不明な点が多い。HMGB-1 に対するレ
セプターには toll like receptor（TLR）4 や receptor for 
advanced glycation end products などがあり 28），脳外
傷では TLR4 を介して脳水腫を誘発すると報告されてい
る 29）。DAMPs の本来の機能は，細胞の壊死など危機的
な状況に際して，周囲の組織・細胞にこの状況を周知さ
せることであり，すなわち炎症を惹起させることにある。
炎症は組織の修復にとり必須の生体反応であり 7），その
欠如は生命体にとってさらに危機的な状況を招来するこ
ととなる。その意味では，血中に放出された HMGB-1 が
全身各臓器に炎症を惹起する可能性は否定できない。

近年，視床下部－下垂体－副腎経路を介したカテコー
ルアミンの活性化が脾臓の萎縮を誘発すること 16），また，
視床下部において産生される副腎皮質刺激ホルモン放出
ホルモンが脾臓における形質細胞の産生に影響すること
など 28），脳と脾臓の機能的連関を示唆する報告が相次い
でおり，本研究で確認された脳虚血に際して脾臓で
HMGB-1 陽性細胞数が増加するという現象はこのことを
支持する結果であった。

さらに，脳虚血に際して脾臓で増加し，ミノサイクリ
ン投与によって増加が抑制される HMGB-1 陽性細胞の
キャラクタライゼーションは，脳虚血の病態把握のため
にも極めて意義深いと考える。しかし，本研究では，マ
ウ ス の 脾 臓 に お け る HMGB-1 陽 性 細 胞 の 動 態 を，
in vivo にてミノサイクリン投与により検討するに留まっ
た。ミノサイクリン以外にもミクログリアに作用する薬
物は複数存在しており，今後は，様々な遺伝子変異モデ
ルマウスを使用し，加齢や疾病，各種効果が見込まれる
薬物との関係性や，前述したミクログリア培養細胞株を
応用した詳細な検討が必要と考える。図 5 術後 5 日目のミノサイクリン投与による HMGB-1 陽性細胞

数の変化
（各 n=6，＊：p＜0.05 vs 非投与群）
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結　　論

本研究では，マウスを用いて，右側総頚動脈を結紮す
ることにより生じた脳虚血と脾臓との連関を，HMGB-1
に着目し検討した。その結果，以下の結論を得た。
1 片側総頚動脈を結紮することにより，脾臓の容積は

縮小した。
2 片側総頚動脈を結紮することにより生じた脳虚血に

伴い，脾臓で赤脾髄に集中して HMGB-1 陽性細胞数
は有意な増加を認めた。また，western blotting に
より，脾臓において HMGB-1 タンパク量が増加する
ことが確認された。

3 脳虚血状態に伴う脾臓における HMGB-1 陽性細胞数
の増加は，ミクログリアの活性阻害薬であるミノサ
イクリンの投与によりその増加が抑制された。

稿を終えるにあたり，ご指導およびご校閲賜りました日本大学
歯学部歯科補綴学第Ⅰ講座飯沼利光教授，日本大学歯学部病理学
講座浅野正岳教授に謹んで深く感謝申し上げます。また，本研究
を通じ，多大なるご協力を賜りました日本大学歯学部歯科補綴学
第Ⅰ講座西尾健介助教を始め，日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅰ講
座および病理学講座の皆様に感謝申し上げます。

なお，本論文に関して開示すべき COI 関係はありません。
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