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要旨  

炎症は病原体感染や外傷等に際して誘導され、生体の恒常性維持に寄与する一

方、種々の炎症性疾患とも関連することが知られている。本研究では、炎症の

制御という視点から注目されているHMGB1 (High-mobility group box 1)について、

HMGB1コンディショナルノックアウトマウスを用い、LPS誘導性エンドトキシ

ンショック、及び感染応答における役割を解析した。その結果、ミエロイド系

細胞特異的に HMGB1を欠失させたマウスにより、細胞内 HMGB1が炎症抑制・

感染防御に重要な役割を果たしていることが明らかとなる一方、全身性に欠失

させたマウスにより細胞外 HMGB1の炎症促進への関与が示された。 



 2 

第 1章	
 序論  

炎症は細菌やウイルスなどの感染に際して、また外傷や過剰な細胞死を伴う

応答に付随して誘導され、病原体の排除に寄与するだけではなく、臓器・組織

の修復を促進するなど生体の恒常性を維持する上でも重要である1-4。またその一

方で、炎症は組織や臓器の破壊、過剰なサイトカイン産生等を誘導し、敗血症

や自己免疫疾患など、種々の病態と深く関連することも報告されている1,5-8。そ

のため、炎症応答の惹起とその制御機構を明らかにすることは、これらの病態

発症の機序の解明に繋がるだけではなく、疾患の治療に向けた分子機構を考察

する上で重要であると考えられる。 

近年における自然免疫受容体やそのシグナル伝達機構についての解析から、

外来病原体を認識し免疫応答を活性化する機構が急速に明らかになりつつある

9,10。これまでToll様受容体 (TLRs; Toll-like receptors) に代表されるような、シグ

ナル伝達を担う種々の自然免疫受容体が同定されており、これらの受容体は病

原体が有する特徴的な分子パターン  (PAMPs; pathogen-associated molecular 

patterns) を認識し、インターフェロン制御因子  (IRFs; Interferon regulatory 

factors) やNF-κB (nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells) などの



 3 

転写因子群を活性化し、TNF-α (Tumor necrosis factor-α) やIL-6 (Interleukin-6)、

IL-8といった炎症性サイトカインやケモカインを誘導することが知られている4。

一方、NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) やNLRC4 

(NOD-like receptor family, CARD domain containing 4) などの自然免疫受容体はア

ダプタータンパクであるASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a 

carboxyl-terminal CARD) と会合して、インフラマソームと呼ばれる集合体を形

成する。このインフラマソームの形成により、pro-caspase-1やpro-caspase-11など

のカスパーゼ前駆体のプロセッシングを介してpro-IL-1βやpro-IL-18などの炎症

性サイトカイン前駆体を成熟型のサイトカインへと変換することも広く知られ

ている11,12 (図 1.1)。自然免疫系においてはこれら一連の受容体活性化により、

好中球や単球、マクロファージの集積、食作用の増強、適応免疫系の活性化促

進などを介して病原体などの排除に寄与するとともに、幹細胞の遊走等を促進

し、組織の修復にも関与することが知られている1,3。 

一方で、このような応答機構の異常は、種々の疾患とも密接な関わりがある

ことが明らかとなりつつある。例えば、リポ多糖 (LPS; Lipopolysaccharide) に代

表されるエンドトキシンに対する過剰な炎症応答、または重篤な細菌感染は、
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サイトカインストームや敗血症などの症状を引き起こし、これらは時に致死的

であることが知られている7,13。また、TLR7の過剰な活性化やDNaseの欠失によ

り、死細胞等から生じる不要な自己核酸の処理が適切に行われず、結果的に過

度な炎症を伴う自己免疫疾患が発症することも報告されている14,15。 

このように炎症に関わる自然免疫受容体シグナルについて解析が進んできて

いるものの、その全貌の解明には未だ程遠い状態である。実際、最近の解析に

より、自然免疫受容体は外来病原体に由来する分子だけではなく、自己に由来

する分子をも認識することが明らかとなりつつある。HMGB1 (High-mobility 

group box 1) タンパクはその代表例であり、LPSやIL-1β、IFN-γなどの炎症性刺

激によって、または細胞死などのダメージに伴って細胞外に放出されることか

らDAMPs (damage-associated molecular patterns) と呼ばれている16 (図 1.1)。特に

HMGB1は炎症病態と密接な関わりがあることが指摘されており、大きく注目さ

れている。 

HMGB1タンパクはHMGB2、HMGB3とともにHMGBファミリーを構成するタ

ンパクであり、ほ乳類から節足動物に至るまで様々な生物種で高度に保存され

ている17-19 (図 1.2)。HMGB1はN末領域にA-box、B-boxと呼ばれるDNA結合ドメ
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インを、C末領域に酸性アミノ酸に富んだacidic tail構造を有する約30 kDaの低分

子タンパクである17。HMGB2、HMGB3が限られた時期または組織でしか発現し

ていないのに対し、HMGB1はほぼ全ての有核細胞において主に核内に恒常的に

発現している18,20。核内において、HMGB1はゲノムDNAのminor grooveをA-box

及びB-boxのDNA結合ドメインで挟みこむように結合し、クロマチン構造を安定

化させること、また、RAG1 (Recombination activating gene 1) やRAG2と共役し、

抗体やT細胞受容体遺伝子の組換えに関与することが示唆されている21-23。 

このような核内における作用に加えて、HMGB1はその一部が細胞質にも存在

し、機能することが明らかとなっている。当研究室における解析から、HMGB1

は細胞質内において免疫原性核酸の認識機構に重要な役割を担っていることが

明らかとなっている24。また、細胞質内HMGB1はオートファジーにも関与して

いることを示す報告もある25。核内HMGB1は炎症性刺激に伴い、細胞質に移行

し、オートファジー形成に必須の分子であるBeclin-1 (Bcl-2 interacting coiled-coil 

protein) と結合してオートファジー誘導を促進するほか、ERK (Extracellular 

signal-regulated kinase) を活性化することでBcl-2 (B cell lymphoma-2) のリン酸
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化を誘導し、Beclin-1からの解離を促進させることによってもオートファジーを

増強することが報告されている (図 1.3)25。 

このように、核内及び細胞質内の両方においてHMGB1は機能を持つことが知

られているが、近年、細胞の壊死またはLPSや炎症性サイトカインの刺激に伴っ

て、特にマクロファージなどの細胞においてHMGB1が核内より細胞外にまで放

出され、炎症の促進に寄与することが注目されるようになってきた26-28。実際、

組換えHMGB1タンパクはTLR2やTLR4、RAGE (Receptor for advanced glycation 

endproducts) といった自然免疫受容体を活性化し、TNF-α、IL-6といった炎症性

サイトカインを誘導することが示されている16,29。またさらに、敗血症モデルに

おいて抗HMGB1中和抗体の投与により末梢血中サイトカイン量が減少するこ

とが報告されていることから、細胞外HMGB1はin vivoにおいても同様の機構で

septic shockに関与していると考えられている30。また、ヒストンや自己核酸、或

いはIL-1β、CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12) などのサイトカインやケモカイ

ン、さらにはLPSなどと複合体を形成し、それらの作用を増強させることも報告

されている31,32。HMGB1はA-boxとB-boxにそれぞれ1つずつ (C23、C45) とさら

に1つ (C106) 、計3つのシステイン残基を持ち、これらの酸化還元状態に依存し
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て細胞外での機能が変化することが報告されている。すなわち、C23とC45間に

おいてジスルフィド結合を形成し、かつC106が還元された状態では上述のよう

に炎症性サイトカインやケモカインを誘導するのに対し、3つのシステイン残基

全てが還元された状態では好中球などの細胞遊走を促進させるケモカイン様の

活性を示すことが報告されている33,34。このような翻訳後修飾の違いによって

HMGB1は複数の作用を発揮し、炎症の促進に寄与していると考えられている。 

このように、細胞外に放出されたHMGB1には炎症性サイトカインやケモカイ

ンの誘導を介して、または好中球などの炎症性細胞の集積を惹起して炎症を促

進させる作用があることから、敗血症や関節リウマチ、自己免疫疾患などの病

態を増悪させる要因の一つと考えられている35-37。実際、敗血症や種々の炎症性

疾患の患者の血清には、健常者由来の血清と比較して多量のHMGB1が含まれて

いることが報告されており、また、敗血症のモデルの一つであるLPS誘導性エン

ドトキシンショックにおいて、抗HMGB1中和抗体やHMGB1に対する阻害剤の

投与によりマウスの生存率が上昇することや、関節リウマチや腸炎など種々の

疾患の病態を抑制することも報告されている報告されている31,38-41。また、当研

究室においてもHMGB1の機能を阻害するデコイオリゴ核酸ISM ODNを作製し、
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このデコイ核酸がLPS誘導性エンドトキシンショックやヒトの多発性硬化症の

マウスモデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE; experimental autoimmune 

encephalomyelitis) の病態を抑制することを見出している42。 

このように、HMGB1は細胞内外において様々な応答に関与し、その応答が

種々の疾患とも関わりがあることから、HMGB1の生理的機能についてその詳細

を明らかにしていくことは、HMGB1を標的とした薬剤の開発において重要な課

題であると考えられる。しかしながら、Hmgb1遺伝子欠損マウスは生後間もな

く低血糖により死亡することから、これまで遺伝子欠損マウスを用いた個体レ

ベルでの解析が行われておらず、HMGB1の病態における役割についてもマウス

個体を用いた解析ができない状態であった43。また、高純度に精製された組換え

HMGB1タンパクにはサイトカインやケモカインの誘導能がないことなども報

告されており、HMGB1の炎症促進作用について再検討が必要な状況が生じてい

る44-46。 

最近、当研究室において、Hmgb1遺伝子コンディショナルノックアウトマウ

スが樹立され、マクロファージなどのミエロイド系細胞群においてHmgb1を欠

損させたLysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの作製にも成功している。このマウスにおいて
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はLysozyme Mプロモーターの制御下でCreリコンビナーゼが発現し、マクロファ

ージや好中球でCreリコンビナーゼが発現するが、T細胞、B細胞、樹状細胞では

ほとんど発現が見られないことが報告されている47。これまでの解析から、

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスでは、意外なことに、LPS誘導性ショックに対する生存

率が低下するという予備的知見が少数のマウスを用いた解析から得られていた。

しかしながら、その原因は不明なままであった。そこで、私はこの原因につい

てまず明らかにし、炎症・免疫応答におけるHMGB1の役割について、本マウス

を用いてさらに解析を行うことにした。 
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第 2章	
 結果  

 

HMGB1はマクロファージ等の細胞において、LPS刺激時に細胞外に放出され

ることが知られており、また、マウスに LPS を尾静脈投与した際、末梢血中に

HMGB1が放出され、高いレベルで検出されること、抗 HMGB1中和抗体または

HMGB1 に対する阻害剤の投与によって LPS により誘導される炎症病態が抑制

されることも報告されていた 38,39。一方で、これまでの当研究室における先行研

究より、マクロファージを含むミエロイド系細胞群において Hmgb1を欠損させ

たマウス (LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス) に LPSを投与した結果、予想に反し、野生

型コントロール群 (LysM+/+-Hmgb1f/f) に比して LysMCre/+-Hmgb1f/f マウス群では

生存率が低下する結果が得られていた 48。しかしながらそのメカニズムが不明

であったため、さらに解析を行うことにした。 

 

(１) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスを用いた LPS誘導性エンドトキシンショックモデ

ルでの解析 

先行研究より、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスは野生型コントロールと比較し、LPS
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投与によるショックに脆弱性を示す知見が得られている 48。私は本研究の遂行

にあたりまず、LPS を尾静脈より投与した際の LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの生存

率について再検討を行い、先行研究と一致した結果を得た (図 2.1 a)。またこの

ときの肺組織の HE染色像から、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス肺において炎症性細胞

の顕著な集積が認められ、実際に炎症が亢進していることが観察された (図 2.1 

b)。従って、HMGB1はこれまでの報告からは予想できなかった、抗炎症に機能

する可能性が考えられた。 

この HMGB1 の機能について明らかにするため、まず、マクロファージなど

のミエロイド系細胞群において、HMGB1の欠失がミエロイド系細胞の分化等に

影響を与え、それが LPS 誘導性エンドトキシンショックによる応答に関与して

いる可能性があるのではないかと考え、検討を行った。検討に際し、チオグリ

コレート誘導性腹腔マクロファージを調製し、HMGB1の発現について解析を行

ったところ、LysMCre/+-Hmgb1f/f マウス由来の腹腔マクロファージでは HMGB1

の発現は全く認められなかった (図 2.2 a)。一方で、本マウスの脾臓から単離し

た T細胞、B細胞においては、HMGB1の正常な発現が認められたことにより、

HMGB1 はマクロファージなどのミエロイド系細胞特異的に欠失していること
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が確認された 48 (図 2.2 a)。次に、腹腔内、脾臓、末梢血、骨髄におけるミエロ

イド系細胞の細胞集団についてフローサイトメーターを用いて解析した。その

結果、野生型コントロール及び LysMCre/+-Hmgb1f/f マウス間の比較において、単

球やマクロファージ、好中球などの存在比率に特に異常は見られず、これらの

細胞は正常に分化、分布しているものと考えられた (図 2.2 b)。最近の報告から、

マクロファージにはM1型 (iNOS、IL-12p40を発現) 及びM2型 (ARG1、IL-10

を発現) の分化型があることが知られている 49,50。そこで野生型コントロール及

び LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスから骨髄細胞を調製し、M1型及びM2型マクロファ

ージに in vitroでの培養系を用いて分化させ、qRT-PCR法にてM1型、M2型遺

伝子のmRNAの発現レベルを検討したところ、野生型コントロール及びHMGB1

欠失細胞間でこれらの mRNA の発現には差異はなく、HMGB1 が欠失していて

もこれらの細胞の分化は正常に誘導されることが判明した (図 2.3)。以上の結

果から、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスにおいて、HMGB1はマクロファージなどミエ

ロイド系細胞群特異的に欠失しており、各臓器におけるこれらの細胞の存在比

率、細胞の分化は正常であることが明らかとなった。よって、LPS 誘導性エン

ドトキシンショックにおける LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスの脆弱性は、細胞の分化

や存在比率の異常に起因するものではないことが示唆された。 
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次に、LPS 投与時の末梢血における炎症性サイトカイン量について検討を行

った。LPS投与後、血漿サンプルを調製し、TNF-α、IL-6、IL-12p40などの炎症

性サイトカインの末梢血中濃度について ELISA法を用いて検討を行った。これ

らのサイトカインは様々な炎症性疾患においてその病態を増悪させることが知

られているが 51-53、その末梢血中でのレベルは野生型コントロール群と

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス群において差異が認められなかった (図 2.4 a)。一方で、

興味深いことに、IL-1β、及び IL-18 濃度は LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスにおいて有

意な増加が認められた (図 2.4 a)。IL-1β及び IL-18の両方を欠失したマウスでは

LPS 誘導性ショックモデルに対して抵抗性を示すことが報告されていることか

ら、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスで IL-1β、IL-18の産生が亢進したことは、LPS投与

時の生存率低下の原因の一つであると考えられた 54,55。 

また一方で、このとき末梢血中に放出される HMGB1についても ELISA法を

用いて検討を行ったところ、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス群において、野生型コント

ロールマウス群と比較し、若干の減弱は認めるものの、顕著な差は見いだすこ

とができなかった (図 2.4 b)。従って、LPS誘導性エンドトキシンショックモデ

ルにおける末梢血中 HMGB1 はマクロファージなどのミエロイド細胞群のみに
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由来するわけではないことが明らかとなった。これらことから、末梢血中 IL-1β

及び IL-18の増加は細胞外 HMGB1の作用によるものではなく、細胞内 HMGB1

の機能によるものであることが示唆された。 

 

(２) HMGB1によるインフラマソームの制御 

興味深いことに、LPS を投与した LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスにおいて、末梢血

中 IL-1β、IL-18濃度が有意に増加していた (図 2.4 a)。先行研究より、IL-1β、IL-18

の産生には 2つのシグナルが必要であることが知られている。1つ目のシグナル

では TLRsなどによる PAMPsの認識と pro-IL-1β、pro-IL-18といった前駆体の産

生が行われる。2つ目のシグナルとしてインフラマソームと呼ばれる機構が関与

しており、感染や炎症などに伴って細胞質内に形成されることが報告されてい

る 56。代表例として細胞外 ATPが挙げられ、ATPがその受容体である P2X7に

作用して細胞から K+の流出を促進することが刺激となって、細胞質内にアダプ

タータンパクである ASCを介してインフラマソームというタンパク複合体が形

成され、pro-caspase-1 を会合させることが知られている 56,57。会合した

pro-caspase-1は互いに自己消化することにより活性型 caspase-1となり、pro-IL-1β、
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pro-IL-18 をプロセッシングし、これらのサイトカインを成熟型へと変換させる

12。 

HMGB1 とインフマラソーム活性化との関連について解析するため、

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスから腹腔マクロファージを調製し、インフラマソームの

活性化を誘導する代表的な実験系として知られている LPSの前処理後にATP刺

激を行う系を用いてインフラマソームの活性化について検討を行った。まず、

LPSの前処理による IL-1β、IL-18の mRNAの誘導、及び TNF- α、IL-6、IL-12p40

のmRNAの誘導について、qRT-PCR法を用いて検討したところ、それらのmRNA

の誘導には、野生型コントロール及び LysMCre/+-Hmgb1f/f 細胞間において差が認

められず (図 2.5 a)、また、pro-IL-1β及び pro-IL-18 のタンパク発現量について

も検討を行ったところ、それらの発現にも差が無かった (図 2.5 b)。すなわち、

LysMCre/+-Hmgb1f/f細胞は LPS 刺激に正常に応答し、pro-IL-1β、pro-IL-18 タンパ

クも正常に発現しているものと考えられた。次に、LPS の前処理後、ATP 刺激

を行い、培養上清中の IL-1β、IL-18濃度を比較した。その結果、LysMCre/+-Hmgb1f/f 

マウス腹腔マクロファージにおいて、IL-1β及び IL-18 の産生量に有意な増加を

認め (図 2.5 c)、インフラマソームの活性化の指標として用いられている活性型
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caspase-1 についても、LysMCre/+-Hmgb1f/f マウス腹腔マクロファージにおいて増

加が認められた (図 2.5 d)。このことはすなわち、HMGB1欠失マクロファージ

においてはインフラマソームの活性化が亢進していることを示しており、

HMGB1 は細胞内でインフラマソームの活性化を抑制することを示唆している

ものと考えられた。 

 

(３) HMGB1のオートファジーにおける役割 

これまでの解析から、インフラマソームの活性化が HMGB1 によって抑制さ

れている可能性が示唆されたが、そのメカニズムはいったいどのようなもので

あろうか。最近の報告から、オートファジーがインフラマソームを制御するこ

とが明らかとなりつつあり、オートファジー誘導が減弱することによるミトコ

ンドリアの品質管理の低下が活性酸素 (ROS; reactive oxygen species) の産生を

亢進させ、インフラマソームの活性化に繋がることなどが報告されている 58,59。

また、オートファジー誘導に必須の分子である、Beclin-1 や ATG16L1 

(Autophagy-related protein 16-like 1) 、 LC3 (Microtubule-associated protein 

1A/1B-light chain 3) を欠失したマウスでは、LPS 投与時において末梢血中の
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TNF-α、IL-6 などのサイトカイン濃度には差がないものの、IL-1β及び IL-18 濃

度が増加し、LPS 誘導性エンドトキシンショックモデルに高感受性を呈するこ

とが報告されている 60,61。また、HMGB1は Beclin-1と結合し、オートファジー

を促進するという報告もある 25。これらの報告を合わせて考えると、LPS刺激時

において HMGB1 はオートファジーの促進に関与し、結果としてインフラマソ

ームの活性化を抑制している可能性が考えられた。そこで、LysMCre/+-Hmgb1f/f

マウス由来腹腔マクロファージを用いてオートファジーについて検討を行った。

LC3 はユビキチン様タンパクとして同定され、特にオートファゴソーム膜に局

在する膜結合型の LC3-II がオートファジーの誘導の指標として用いられている

62。そこで、腹腔マクロファージに LPS 刺激を行い、LC3-II の存在量を検討し

た。その結果、LysMCre/+-Hmgb1f/fマクロファージでは野生型コントロールの細胞

と比較して LC3-IIの存在量が有意に低下していることが判明し、HMGB1が LPS

刺激時のオートファジー誘導に関与していることが見出された (図 2.6)。 

さらに、LysMCre/+-Hmgb1f/f マクロファージでオートファジーの誘導が減弱し

ていることを確認するために、腹腔マクロファージに LC3-GFPを発現させ、LPS

刺激時の LC3-GFP の凝集体形成を蛍光顕微鏡を用いて検討した。2 回検討を行
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った結果、いずれの検討においても LC3-GFPを発現させただけで凝集体が多数

観察されたため、ベクターの導入自体が刺激となってしまっている可能性が考

えられ、この系では評価することができなかった。 

オートファジーの誘導の低下は、時に細胞死を誘導することが多く報告され

ている 63,64。実際に、炎症性刺激時においてオートファジーが ROS の産生を抑

制して炎症を緩和させることや、飢餓ストレスを受けて自己タンパクを分解し

てアミノ酸を供給することで抗ストレス応答を引き起こし、細胞の生存に寄与

していることが知られている。そこで次に、HMGB1を欠失したマクロファージ

でオートファジー誘導が減弱しているなら、それに伴い細胞死が亢進している

のではないかと予想した。LPS刺激に加えてカスパーゼ阻害剤である z-VAD-fmk

を同時に添加しておくことで autophagic cell deathが誘導されることが報告され

ており 65,66、この刺激において LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス由来腹腔マクロファージ

の細胞死を検討したところ、細胞死が有意に亢進していることが示された (図 

2.7 a)。また、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの腹腔内に LPSを投与し、腹腔の細胞集

団についてフローサイトメーターを用いて解析したところ、LysMCre/+-Hmgb1f/f

マウスでは腹腔マクロファージの割合が顕著に低下していることが見出された 
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(図 2.7 b)。 

オートファジーは様々な細胞種において機能することが知られている 67。こ

のため、HMGB1がオートファジーの制御を介してインフラマソームの活性化に

関与しているのであれば、他の細胞種でも HMGB1を欠失することで IL-1β及び

IL-18の産生が亢進するのではないかと予想した。このことについて検討するた

め、樹状細胞 (Cd11cCre/+-Hmgb1f/f)、或いは肝細胞 (AlbCre/+-Hmgb1f/f)において

HMGB1 を欠失したマウスを作製し、それぞれのマウスに LPS の投与を行い、

末梢血中のサイトカイン濃度について ELISA法にて検討を行った。その結果、

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスと同様に、TNF-α、IL-6 及び IL-12p40 濃度には差異が

なかったものの、IL-1β及び IL-18 濃度に有意な増加が認められた (図 2.8)。以

上の結果もまた、HMGB1がオートファジーを促進し、IL-1β及び IL-18の産生を

抑制している、という仮説を支持しているものと考えられる。これら一連の解

析から、LPS 刺激時において HMGB1 はオートファジーの促進に関与し、細胞

死やインフラマソームの活性化を抑制することが示唆された。 
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(４) 細菌感染における HMGB1の役割 

オートファジーは細菌感染に対する防御応答に重要であることが指摘されて

おり、特にリステリア菌やサルモネラ菌、結核菌といった細胞内に侵入して増

殖する細菌の排除に寄与していると考えられている 61,68,69。このような細胞内寄

生細菌は、マクロファージなどにおいてファゴサイトーシスによって細胞内に

取り込まれるが、細菌はファゴソームを破壊して細胞質内に侵入する。細胞質

に侵入した細菌は、細胞質に形成されるオートファゴソームに再捕獲され、リ

ソソームとの融合によりオートリソソームの形成を経て分解される 70。前節の

結果から、HMGB1欠失マクロファージではオートファジーの誘導が減弱するこ

とから、細菌の排除を効率的に進めることができず、細菌が増殖しやすくなり、

結果として HMGB1 欠失マウスは感染に対して脆弱になると考えられた。この

ことを検討するため、細胞内寄生細菌であるリステリア菌の感染モデルを用い

て解析を行った。野生型コントロール及び LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスにリステリ

ア菌を腹腔内投与により感染させ、その生存率について検討した。その結果、

LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスはリステリア菌感染に対して脆弱性を示すことがわか

った(図 2.9 a)。この時、脾臓及び肝臓を採取し、臓器におけるリステリア菌の

タイターを測定したところ、野生型コントロール群と比較して LysMCre/+-Hmgb1f/f



 21 

マウス群の脾臓と肝臓それぞれにおいて、リステリア菌増殖の有意な増加が見

られた(図 2.9 b)。 

またさらに、リステリア菌感染時のオートファジー誘導について解析するた

め、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスより調製した腹腔マクロファージにリステリア菌を

感染させ、LC3-IIの存在量を検討した。その結果、LysMCre/+-Hmgb1f/fマクロファ

ージでは LC3-II の存在量が有意に減少しており、オートファジーの誘導に減弱

が認められた (図 2.10 a)。一方で、リステリア菌感染によって誘導される炎症性

サイトカインの mRNA 量には差が見られず、野生型コントロール細胞と

LysMCre/+-Hmgb1f/f マクロファージにおいてリステリア菌の感染によるサイトカ

イン mRNAの誘導は正常に起きることが明らかとなった (図 2.10 b)。 

HMGB1は通常多くが核に存在しているが、オートファジーは細胞質で起きる

ため、LPS 刺激やリステリア菌感染時には HMGB1 が細胞質に移行し、機能し

ていることが予想された。そこで LPS 刺激、またはリステリア菌感染時の

HMGB1の局在について免疫染色にて検討した。その結果、定常状態で核内に多

く存在している HMGB1 が、これらの刺激・感染時には細胞質に分布すること

が観察された (図 2.11)。興味深いことに、DNAを検出する DAPI染色と HMGB1
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の免疫染色を同時に行ったところ、リステリア菌に由来すると思われる細胞質

内の DNA スポットに HMGB1 が共局在する像が観察された(図 2.11 矢印)。

HMGB1はリステリア菌周囲に集積し、オートファゴソームの形成等に関与して

いる可能性が示唆される。これらの検討から、LPS 刺激またはリステリア菌の

感染に伴って HMGB1 は細胞質内に移行し、オートファジーの誘導促進に関与

していることが示唆された。 

上記の一連の解析から、LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスでは、マクロファージなど

の細胞においてリステリア菌感染に際し、オートファジー誘導の減弱により菌

を効率的に排除できず、菌の大量増加を伴い、脆弱性を示したものと考えられ

た。 

 

(５) 全身性Hmgb1遺伝子欠損マウスにおけるLPS誘導性エンドトキシンショッ

クモデルの検討 

前述までの結果から、マクロファージなどミエロイド系細胞において HMGB1

を欠失させたマウスにおいては、予想に反し、LPS 誘導性ショックに脆弱性を

示すことが明らかとなった。またその際、末梢血中 HMGB1 量には野生型コン
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トロールと比較して顕著な差が認められず、脆弱性は細胞内 HMGB1 の機能の

喪失によるものと考えられた。従って、末梢血中に放出される HMGB1 はミエ

ロイド系細胞以外の細胞・臓器によってその多くが担われていると考えられる。 

そこで、末梢血中に放出された HMGB1 が炎症や病態においてどのような機

能を有するかを検討するために、全身性に HMGB1 の発現を欠失させたマウス

を作製することにした。まず、Hmgb1f/fマウスを CAG-Cre マウスと交配し、胚

発生の段階で全身性に HMGB1 を欠失するマウスを作製したところ、過去のコ

ンベンショナルな Hmgb1遺伝子欠損マウスの報告から予想されるように、本マ

ウスは 6週齢までに全て死亡することがわかった (図 2.12)。そこで次に、タモ

キシフェン依存的に全身性にHMGB1を欠失できる Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスを

用いて検討を行うことにした。実際に本マウスを用いて各臓器で HMGB1 の発

現を欠失させることができることがわかっており 48 (図 2.13)、また、タモキシ

フェン投与後、半年間の経過観察を行ったが、マウスが死亡する等の異常は見

出されなかった。 

そこで、このマウスを用いて LPS誘導性エンドトキシンショックに関する検

討を行った。まず末梢血中に放出される HMGB1について ELISA法を用いて検
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討したところ、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f マウスにおいて、野生型コントロール 

(Cre-ERT2–-Hmgb1f/f) に比して HMGB1 濃度が顕著に低下することが判明した 

(図 2.14 a)。このような条件下において Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスの生存率なら

びに末梢血中サイトカインについて検討した。その結果、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウ

スで見られた結果とは異なり、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスでは野生型コントロー

ルとほぼ同じ生存率を示すことが判明した。そして末梢血中における TNF-α、

IL-6、IL-12p40 といったサイトカインの発現誘導にも差異は見出されなかった 

(図 2.14 b)。一方で、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスでの検討結果と同様に、末梢血中

IL-1βは、野生型コントロールと比較して Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスでは有意に高

いレベルで検出された (図 2.14 b)。 

以上の結果から、全身性に HMGB1 を欠失させたマウスにおいて、LPS 投与

によって血中に放出される HMGB1 が顕著に減少することが明らかとなった。

このように血中のHMGB1濃度が顕著に低下するにもかかわらず、TNF-α、IL-6、

IL-12p40 濃度、及び生存率は野生型コントロールと比較して有意な差が認めら

れなかった。これまでの報告から予想される現象とは異なり、HMGB1はこれら

のサイトカイン産生には寄与しないことが示唆される。一方で、
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Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおいては LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスと同様に、末梢血

中 IL-1βの産生に亢進が認められた (図 2.14 b)。この際、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウ

スは野生型コントロールより LPS 誘導性エンドトキシンショックに脆弱性を示

すことを考えると (図 2.1 a)、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f マウスのは野生型コントロー

ルと同程度にショックに抵抗性を示した、とも考えることができる。そして、

末梢血中の HMGB1 量が減少していることがこの抵抗性に寄与している可能性

があると考えられる。 

 

(６) HMGB1の細胞遊走への関与 

上述の結果から、末梢血中に放出された HMGB1は LPS誘導性エンドトキシ

ンショックに対する脆弱性に関与することが示唆された。従って、細胞外に放

出された HMGB1 のどのような機能がこの脆弱性に関与するのか、さらに解析

することにした。HMGB1は炎症性サイトカイン産生の促進に寄与する他に、好

中球等の炎症性細胞の遊走・浸潤にも関与することが報告されている 33,34。そこ

で次に、HMGB1の炎症性細胞の遊走・浸潤における役割について検討すること

にした。まず、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに LPSを投与して 4時間後に肺を採取
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し、細胞集団をフローサイトメーターを用いて解析した。その結果、

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウス由来の肺では野生型コントロールに比して、好中球を

含む CD11b+細胞集団の割合が減少することが判明した (図 2.15)。一方で、減

少が見られた CD11b+細胞集団において、好中球  (CD11b+Ly6G+) と単球 

(CD11b+Ly6C+) の割合を検討したところ、野生型コントロールと比較し、これ

らの細胞集団の割合自体には差は見られなかった  (図  2.15)。すなわち、

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスでは、特定の細胞集団ではなく、CD11b+細胞全体の浸

潤が低下していることが明らかとなった。この原因について CD11b+細胞自体の

遊走能が減弱している可能性、肺における CD11b+細胞の遊走に関わるケモカイ

ンの産生が減弱している可能性、そして細胞外 HMGB1が CD11b+細胞の遊走を

促進しているという 3つの可能性が考えられたため、続いてこれらを検討した。

HMGB1 を欠失したことにより、ケモカイン受容体等の発現等、CD11b+細胞自

体に異常があることが考えられたため、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスの骨髄より好

中球を調製し、Cxcr1、Cxcr2、Cxcr4の発現を qRT-PCR法にて検討したところ、

これらのケモカイン受容体の発現は正常であった (図 2.16 a)。同じく好中球を

用いてmigrationアッセイを行ったところ、HMGB1を欠失した好中球は、rCXCL1、

fMLPに野生型コントロール細胞と同程度に応答し、遊走することが見出された 
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(図 2.16 b)。HMGB1欠失好中球はケモカイン等に正常に応答することができる

と考えられた。従って、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウス肺において CD11b+細胞の浸潤

が減弱する原因は、浸潤する細胞側にあるのではないことが示唆された。次に、

LPS投与後のマウス肺から total RNAを調製し、ケモカイン遺伝子の発現を検討

したところ、これらの遺伝子の発現は野生型コントロール及び

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウス間において差が認められなかったが (図 2.17)、興味深

いことに、高純度に精製した rHMGB1を野生型マウスに投与した際、肺におけ

る細胞集団をフローサイトメーターにて解析したところ、rHMGB1 投与群にお

いて CD11b+細胞の割合が増加する結果が得られた (図 2.18)。 

以上の結果より、LPS 投与時に細胞外に放出された HMGB1 は好中球等の炎

症性細胞の遊走に関与する可能性が考えられた。この作用の低下により、

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスは LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスと比較して、LPS 誘導性エ

ンドトキシンショックに対してより抵抗性を示すようになった可能性が考えら

れる。HMGB1 がどのように CD11b+細胞の遊走に関わっているのか、その詳細

は不明であり、今後明らかにしていきたい課題であると考えている。 

以上の結果のうち、図 2.11、図 2.16、図 2.17の結果は安健博 博士 (東京大
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学生産技術研究所 炎症・免疫制御学社会連携研究部門) の御協力により得られ

た。 
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第 3章	
 考察  

HMGB1 は敗血症や種々の炎症性疾患の患者の血清中に高値に検出され、病

態の悪化に関与すると考えられており、HMGB1中和抗体の投与によりこれらの

病態が抑制されることから、治療標的の一つとして注目がなされている。その

ため、HMGB1 の病態における機能について精力的な解析が為され、TLRs など

自然免疫受容体シグナルを活性化し、炎症を促進する作用を有していることな

どが示されるに至った。これらの検討では、大腸菌における発現系を用いて精

製された組換え HMGB1 タンパクが用いられてきたが、HMGB1 には LPS と結

合しやすい性質があり 71、最近の解析では、高純度に精製され LPS を含まない

組換え HMGB1 タンパクには、炎症性サイトカインの誘導能が無いことなどが

示されている 44-46。このように、HMGB1が炎症を誘導しうるかどうかについて

はまだ結論が出ておらず、さらなる検討が必要である。また一方で、コンベン

ショナルな Hmgb1遺伝子欠損マウスは生後間もなく死亡してしまうことも報告

されている。このような状況から、HMGB1の炎症、疾患における生理的機能・

役割については未だ多くが不明なままであった。そこで私は本研究において、

当研究室で近年樹立された Hmgb1遺伝子コンディショナルノックアウトマウス
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を用いて、HMGB1の生理的機能・病態における役割について検討を行った。 

HMGB1 は LPS 刺激に伴ってマクロファージなどのミエロイド系細胞から主

に放出されると考えられていた。ミエロイド系細胞群において HMGB1 を欠失

するマウス (LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス) を作製し、LPS誘導性エンドトキシンシ

ョックモデルを用いて検討を行ったところ、予想に反し、このマウスは末梢血

中 IL-1β、IL-18濃度の増加を伴い、脆弱性を示した (図 2.1 a)。また、このとき、

LPS 投与により末梢血中に放出される HMGB1 量は野生型コントロールと比較

して若干の減少は認められるものの、顕著な減少は見られなかった。LPS 刺激

には様々な細胞が応答することが知られているので、末梢血中 HMGB1 はミエ

ロイド系細胞群のみによって主に担われているわけではなく、全身の様々な細

胞から放出されている可能性が考えられる。実際、肝細胞や血管内皮細胞など

で特異的に HMGB1を欠失させたマウスに LPS誘導性エンドトキシンショック

を行った場合も、末梢血中での HMGB1 濃度は LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスと同様

に、有意差はないもののわずかながら低下するという予備的知見を得ている。

このように LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスにおいて、末梢血中の HMGB1 濃度には大

きな減少が見られなかったので、マウスの脆弱性は細胞内の HMGB1 の機能の
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喪失によるものではないかと考えられた。IL-1β、IL-18はインフラマソームの活

性化に伴って caspase-1によるプロセッシングを受け、放出されることが知られ

ているが、最近の報告では LPS 誘導性エンドトキシンショックモデルにおいて

caspase-11 を介したインフラマソーム経路がその病態の悪化に重要な役割を果

たすことが示されており、caspase-11 には NLRP3 インフラマソーム非依存的な

IL-1β誘導経路と細胞死誘導経路を持つことが報告されている 11。一方で in vitro

においては IL-1β産生に caspase-1が必須の役割を担うことが知られているなど、

caspase-1 と caspase-11 の両方がインフラマソームの活性化に重要であると示唆

されているが、これらがどのように LPS 誘導性エンドトキシンショックモデル

の病態に寄与しているのか、その全貌は依然として明らかではなく、今後の重

要な課題の一つであると考えられる。本研究において、HMGB1 はこのような

caspase-1 または caspase-11 を介したインフラマソームの活性化の制御に関与し

ていることが明らかとなった。また、LPS 刺激時のインフラマソーム活性化制

御にオートファジーが関与していることが報告されており 60,61、実際、HMGB1

欠失マクロファージにおいて LPS 刺激時のオートファジーに減弱が見られ、イ

ンフラマソームの活性化にも亢進が見られたことから、細胞内 HMGB1 はオー

トファジーを介してインフラマソームを制御していることが示唆された。オー
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トファジーはストレスを受けた際、ミトコンドリアの品質管理を行い、ROS の

過剰産生を抑制する役割があることが指摘されており 58,59、ROS の産生を抑制

することでインフラマソームの過剰活性化を防いでいると考えられているため、

HMGB1がオートファジーを介してこのような過程を制御することにより、イン

フラマソームの活性化を抑制しているのではないかと考えられる。一方で、

HMGB1 欠失マクロファージでは LPS 刺激時の細胞死が亢進することも明らか

となった。この細胞死にもオートファジーが関与することが指摘されているが、

このように細胞死が亢進することにより、死細胞から放出された分子群が

DAMPsとして周囲の細胞に作用し、インフラマソームを活性化している、とい

う可能性も考えられる。HMGB1によるオートファジー制御の詳細な機構、或い

は、HMGB1がオートファジー非依存的な系に関与してインフラマソームの活性

化制御を行っている可能性など、今後詳細を明らかにしていきたい課題である

と考えている。尚、当研究室における先行研究においても LysMCre/+-Hmgb1f/f マ

ウスは LPS 誘導性エンドトキシンショックに脆弱性を示すという予備的知見が

得られており、本研究での最初の検討においても類似の検討において同様の結

果を得ることができた。しかしながら、先行研究では腹腔内投与であったのに

対し、初期のサイトカイン産生の検討において再現性を得やすいという理由か
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ら本研究では尾静脈投与で行ったため、実験条件が全く異なる。また、先行研

究では LPS投与量が 1.0 mg/20 g weightと多量に投与しなければマウスが死亡せ

ず、このような多量投与のプロトコルは他に類を見ない。これについては

C57BL/6Jマウスとの交配がほとんど進んでおらず、129/Olaマウスの遺伝的背景

の影響を大きく受けている可能性があったため、本検討では C57BL/6J背景を持

つマウスと 6 回掛け合わせたマウスを用いて検討を行った。さらに、先行研究

では LPS 投与時に末梢血中 TNF-α量が増加することを示したが、本研究では

TNF-αの産生には全く差が無いことを示し、また、先行研究では検討していなか

った IL-1β、IL-18 産生が亢進していることを明らかにしたものであり、結論も

異なっている。先行研究において TNF-αの産生の検討は C57BL/6Jマウスとの交

配がほとんど進んでいないマウスを用いて限られた回数のみ行われた検討であ

ることが差異に繋がった原因として考えられるが、詳細は不明である。本研究

は交配が進んだマウスを用いて行われたものであり、再現性もきわめて良い。

以上のことから、本研究は先行研究と比較し、マウスの LPS 誘導性エンドトキ

シンショックにおける脆弱性、という表現型は一致するものの、アプローチ及

び結論が全く異なるものである。 
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オートファジーはほとんどの真核細胞に備わっているシステムであり、自食

作用と呼ばれるように、不要となった自身のタンパクやオルガネラを分解し、

飢餓時においてはそのような分解産物を再利用するための機構であることが知

られている。一方で、オートファジーは細菌の排除に機能することも報告され

ており、リステリア菌などの種々の細胞内寄生細菌の排除に重要であることが

知られている 67。本研究における解析から、リステリア菌感染時において、

HMGB1欠失マクロファージではオートファジー誘導に減弱が認められ、また本

マウスはリステリア菌の多量の増殖を伴い、感染に対して脆弱性を示すことが

明らかとなった。従って、HMGB1はオートファジーの制御を介して感染防御に

も役割を担っていることが明らかとなった (図 2.9 a, b)。興味深いことに、リス

テリア菌感染時において、HMGB1は細胞質内にスポット状の局在を示すことが

わかった (図 2.11)。このスポットは菌に由来する DNA と共局在すると考えら

れたが、このスポットがオートファジーマーカーとも共局在するかどうか、興

味ある課題であると考えている。また、HMGB1 は LPS だけではなく、他の菌

体成分とも結合する可能性もあるのではないだろうか。もしそのようなことが

あるとすれば、HMGB1はリステリア菌の表面分子と結合し、細胞内においてユ

ビキチン化のような目印として、或いは菌が細胞外に放出された際、食細胞に
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よる取り込みを促進する目印として、菌の排除に寄与している可能性が考えら

れる。これらの可能性についても今後検討して行きたいと考えている。またさ

らに、LPS 刺激に伴って核内の HMGB1 はアセチル化やリン酸化等の翻訳後修

飾を受け、細胞質に移行することが報告されているが 72、細菌感染そのものに

よる核から細胞質への移行についてはこれまで報告が無く、検討がなされてい

ない。従ってどのようなシグナルによってこの細胞質への移行が制御されてい

るのか、またその際の HMGB1 の修飾等について明らかにすることで、感染症

に対する薬剤の開発に繋がる可能性も考えられる。これらについても今後検討

を行っていきたい。 

以上のように、細胞内の HMGB1 は炎症抑制、感染防御に重要な役割を担っ

ていることが本研究の解析から明らかとなった (図 3.1)。ミエロイド系細胞群

において HMGB1 を欠失したマウスにおいても、LPS 投与時に末梢血中におい

て HMGB1 量の顕著な増加が起きることが判明したことから、本マウスを用い

て細胞外 HMGB1 の機能についてアドレスすることは困難であることが判明し

た。そこで、タモキシフェン依存的に全身性に HMGB1 を欠失する

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスを用いて解析を行った。コンベンショナルな Hmgb1遺
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伝子欠損マウスは生後すぐに死亡することが報告されており、また、発生初期

において全身性に HMGB1を欠失する CAG-Creマウスとの交配においてもマウ

スを得ることができなかったため、全身性に HMGB1 を欠失させることは難し

いと考えられたが、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスではタモキシフェン投与により全

身性に HMGB1を欠失させることができ (図 2.13)、マウスはその後も生存し続

け、目立った異常は認められなかった。コンベンショナル Hmgb1遺伝子欠損マ

ウスは肝酵素の発現異常による低血糖により死亡すると考えられているが、興

味深いことに、肝細胞特異的に HMGB1を欠失するマウス (AlbCre/+-Hmgb1f/fマウ

ス) は正常に発育することを見出している。また、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f マウスに

おいても肝臓における HMGB1の発現は顕著に低下していた 48。従って、HMGB1

欠失マウスの致死性は肝酵素の発現異常ではない可能性がある。コンベンショ

ナル Hmgb1遺伝子欠損マウスがなぜ致死性を示すのかという点について、胚発

生における HMGB1の機能など、今後明らかにしていきたいと考えている。 

タモキシフェン依存的に HMGB1 を全身性に欠失するマウスを作製し、LPS

誘導性エンドトキシンショックモデルについて検討を行ったところ、本マウス

では末梢血中に放出される HMGB1 量に顕著な減少が見られた。一方でこのよ
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うな状況であるにも関わらず、このマウスは野生型コントロールと同程度の生

存率を示した。本結果から、末梢血中に放出された HMGB1 は、一見してマウ

スの生存率に全く影響を及ぼしていないように考えられた。しかしながら、

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスは IL-1βの高産生を伴って全例死亡したことを考慮する

と、全身性での HMGB1 欠失マウスはミエロイド系細胞において HMGB1 を欠

失させたマウスと比較し、生存率が上昇した、と捉えることもできる。では、

細胞外に放出された HMGB1 は炎症にどのように関与しているのだろうか。

HMGB1は好中球等の炎症性細胞の遊走に関与することも報告されており、実際

に Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおいて好中球を含む CD11b+細胞の肺への浸潤が

低下していることを見出した。LPS の投与により損傷を受けた肺から放出され

た HMGB1 がこれらの細胞の浸潤に関与していることが考えられる。次に、ど

のような機構によってHMGB1は CD11b+細胞の浸潤に関与しているのだろうか。

興味深いことに、Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおいて、肺への浸潤の低下は好中

球のみではなく、単球など CD11b+細胞全体において見られた。このことから、

HMGB1は特定の細胞種の遊走に関与する、というよりは、血管内皮細胞等に作

用し、種々の細胞の浸潤を促進している可能性が考えられる。この機構の詳細

について、今後是非明らかにしていきたい。 
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Cre-ERT2+-Hmgb1f/f マウスにおいてなぜ生存率が上昇するのか、なぜ CD11b+

細胞の浸潤が低下するのか、細胞外に放出された HMGB1 の標的細胞は何か、

また、HMGB1は単独で作用しているのか、或いは他の因子と共役して作用する

のか等、未解決な課題が多々残されている。今後、これらについて解析し、

HMGB1 の生理的機能や病態における役割について明らかにしていきたい。

HMGB1は炎症性刺激や病原体感染に伴って細胞外に放出され、複数の自然免疫

受容体を活性化することで、炎症の促進、病態の増悪に寄与すると考えられて

きた。Hmgb1 遺伝子コンディショナルノックアウトマウスを用いた本研究の解

析から、末梢血中に放出された HMGB1は、CD11b+細胞の遊走に関与するなど、

炎症と関わりがあることが強く示唆された。一方で、本マウスを用いた解析に

より、これまで予期できなかった細胞内 HMGB1 の炎症抑制、感染防御におけ

る作用が明らかになった (図 3.1)。このように、HMGB1 は細胞内外において

様々な機能を有するため、Hmgb1 遺伝子コンディショナルノックアウトマウス

を用いて得られた表現型の解釈は慎重に行わなければならないことがわかった。

今後、LPS 誘導性エンドトキシンショック時に HMGB1 を主に放出する細胞群

の特定を行い、その細胞において HMGB1 を欠失させたマウスを用いるなどの

工夫を行うことで、細胞外 HMGB1 の機能に焦点を当て、炎症応答における役
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割、病態への関与について明らかにしていきたいと考えている。
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図  1.1	
 HMGB1の放出と細胞外 HMGB1の機能 

核内HMGB1は炎症性刺激等を受けて細胞質に移行し、細胞外に能動的に放出、

または感染や炎症によって生じた死細胞から受動的に放出される。細胞外

HMGB1はDAMPsとして表中に示した複数の自然免疫受容体を介して炎症性サ

イトカインの産生、炎症性細胞の遊走に関与していることが知られている。 

略語：HMGB1; High-mobility group box 1, PAMPs; Pathogen-associated molecular 

patterns, DAMPs; Damage-associated molecular patterns, TLR; Toll-like receptor, 

RAGE; Recepter for advanced glycan endproducts, CXCR4; C-X-C motif chemokine 

receptor 4. 
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図  1.2	
 HMGBファミリータンパク 

HMGBファミリーは HMGB1、HMGB2、HMGB3の 3つの高い相同性を持つタ

ンパクからなり、N末に DNA結合ドメインである A-box、B-boxを、C末に酸

性アミノ酸に富んだ acidic tailを有する。HMGB1は恒常的に全身の細胞に発現

するが、HMGB2は胚発生期にはほぼ全細胞に発現するが、成体では生殖巣・胸

腺などに限られる。HMGB3は胚発生期に発現が限られることが報告されている。 

略語：HMGB; High-mobility group box, a.a.; Amino acids. 
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図  1.3	
 炎症性刺激等における細胞内 HMGB1のオートファジーの促進 

核内 HMGB1は炎症性刺激等を受けて細胞質に移行し、Beclin-1と結合してオー

トファジー誘導を促進する。また、細胞質に移行した HMGB1は ERK1/2をリン

酸化することで、Beclin-1 と結合してその機能を抑制している分子である Bcl-2

のリン酸化を誘導し、Beclin-1からの解離を促進させてオートファジーを増強す

る。図中の Pはリン酸化修飾を示す。 

略語：HMGB1; High-mobility group box 1, ERK1/2; Extracellular signal-regulated 

kinase 1/2, Bcl-2; B cell lymphoma-2, Beclin-1; Bcl-2 interacting coiled-coil protein. 
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図  2.1	
 LPS投与時の LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの生存率と肺における炎症像 

(a) 野生型コントロールマウス (N = 8) と LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス (N = 6) に

LPS (17.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、12時間ごとに経過観察を行った。マウ

スは 8~12週齢で、同じ親由来の仔を用いた。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスに LPS (17.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、12時間後

のマウス肺を採取し、4% PFAで固定後、組織切片を作製して HE染色を行った。
マウスは同腹仔を用いた。スケールバーは 50 µmを示す。 
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図  2.2	
 LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの血球系細胞における HMGB1の発現解析 

(a) LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスからチオグリコレート誘導性腹腔マクロファージ 

(peritoneal macrophages) を調製して細胞溶解液を調製し、抗 HMGB1抗体を用い

て HMGB1 の発現量を検討した (左図)。定常状態の LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスか

ら脾臓を採取し、脾細胞を得たあと、CD3ε MicroBead kit、及び CD19 MicroBead 

kitを用いてそれぞれ T細胞、B細胞を単離した。得られた T細胞と B細胞から

細胞溶解液を調製し、抗 HMGB1抗体を用いて HMGB1の発現量を検討した (中

図、右図)。検討は 2回行い、同様の結果が得られている。 
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(b) 定常状態の LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの腹腔 (左上図)、脾臓 (右上図)、末梢

血 (左下図)、骨髄 (右下図) よりそれぞれ細胞を調製し、赤血球を除去して得ら

れた細胞をフローサイトメーターによって解析した。マウスは同腹仔を用いた。

検討は 2回行い、同様の結果が得られている。 
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図  2.3	
 M1、M2マクロファージへの分化における HMGB1の関与 

LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスより調製した骨髄細胞をM-CSF添加培養液中で培養し 
(M0)、その後 LPS (50 ng/ml) + IFN-γ (100 ng/ml) を添加 (M1マクロファージへ

分化)、または IL-4 (20 ng/ml) を添加 (M2aマクロファージへ分化)、または LPS 
(50 ng/ml) + OVA (15 µg/ml) + 抗 OVA抗体 (150 µg/ml) を添加 (M2bマクロフ

ァージへ分化)、または IL-10 (20 ng/ml) を添加 (M2cマクロファージへ分化) し

た培養液で 7時間培養し、それらの細胞から total RNAを回収し、qRT-PCR法に

よって各 mRNAの発現レベルを解析した。データは triplicateで検討した結果の

平均値と標準偏差を示した。細胞は同腹仔のマウスから調製し、独立して 2回

検討を行った。それぞれ同様の結果が得られており、そのうちの 1回の結果を

示した。
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図  2.4	
 LPS投与時の LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの末梢血中 HMGB1濃度の検討 

(a) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスに LPS (17.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、2、4、8

時間後に血液を採取して末梢血中の各サイトカイン量を ELISA法によって測定

した。データは平均値と標準偏差を示した (野生型 N = 5、LysMCre/+-Hmgb1f/f N = 

5)。*：P < 0.05。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスに LPS (17.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、8時間後

に末梢血を採取して ELISA法によって HMGB1量を測定した。データは平均値

と標準偏差を示した (野生型 N = 5、LysMCre/+-Hmgb1f/f N = 5)。 
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図  2.5	
  LysMCre/+-Hmgb1f/fマクロファージでのインフラマソーム活性の検討 

(a) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス由来腹腔マクロファージを LPS (200 ng/ml) で刺激

し、2、4、6時間後に細胞を回収して qRT-PCR法によって各遺伝子の mRNA量

を測定した。データは triplicate で検討した結果の平均値と標準偏差を示した。

細胞は同腹仔のマウスから調製し、独立して 2 回検討を行った。それぞれ同様

の結果が得られており、そのうちの 1回の結果を示した。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス由来腹腔マクロファージを LPS (500 ng/ml) 刺激、或

いは LPS刺激 4時間後にATP (5 mM) を加えてさらに 30分間培養した後に細胞
を回収し、サンプルを調製した。Immunoblot 法により pro-IL-1β、 pro-IL-18、 

β-actinを検出した。検討は 2回行った。 

(c) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの腹腔より調製したチオグリコレート誘導性マクロ

ファージを LPS (500 ng/ml) で刺激し、4時間後に ATP (5 mM) を加えてさらに
24時間培養した後、培養上清を回収して ELISA法によって IL-1β、IL-18の濃度

を測定した。データは triplicate で検討した結果の平均値と標準偏差を示した。

細胞は同腹仔のマウスから調製し、独立して 2 回検討を行った。それぞれ同様

の結果が得られており、そのうちの 1回の結果を示した。**：P < 0.01。 

(d) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス由来腹腔マクロファージを LPS (500 ng/ml) で刺激

し、4時間後に ATP (5 mM) を加えてさらに 30分間培養した後、サンプルを回
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収した。Immunoblot法により caspase-1 p10サブユニットを検出した。検討は 2

回行った。本結果は bの検討と同じサンプルを用いて解析しており、Lane No. 1
~6はそれぞれ bの Lane No. 2, 3, 4, 6, 7, 8に相当し、pro-IL-1β、 pro-IL-18、及

びβ-actinの発現量には差が無いことを確認している。 
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図  2.6	
 マクロファージ HMGB1のオートファジーにおける役割 

LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスの腹腔より調製したチオグリコレート誘導性マクロフ

ァージに LPS刺激 (1 µg/ml) を行い、1時間後に細胞を回収し、サンプルを調製

した。これを用いて Immunoblot法により、 LC3、 HMGB1、 β-actinを検出し

た (左図)。また、得られた LC3-IIのバンド強度を解析ソフト Image Jを用いて

測定した。検討は triplicateで行い、データはその平均値と標準偏差を示した (右

図)。*：P < 0.05。 
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図  2.7	
 マクロファージ HMGB1の細胞死における役割 

(a) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの骨髄より調製したM-CSF分化誘導マクロファージ
にカスパーゼ阻害剤である z-VAD-fmk (15、20 µM) を添加した下で、LPS (500 

ng/ml) 刺激を行い、24時間後に細胞を回収してクリスタルバイオレットで染色

し、染色細胞 (死細胞) と非染色細胞 (生細胞) との比率を求めた。データは

triplicateで検討した結果の平均値と標準偏差を示した。細胞は同腹仔のマウスか

ら調製し、独立して 2 回検討を行った。それぞれ同様の結果が得られており、

そのうちの 1回の結果を示した。*：P < 0.05。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスに LPSを尾静脈より投与し、12時間後に腹腔細胞を

調製して蛍光色素結合抗体により染色し、フローサイトメーターによって解析

した。矢印は LysMCre/+-Hmgb1f/f マウスにおけるマクロファージ細胞群を示す。

マウスは同腹仔を用い、検討は 2回行った。 
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図  2.8	
 エンドトキシンショックと樹状細胞・肝細胞 HMGB1との関係 
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8~12 週齢の Cd11cCre/+-Hmgb1f/fマウス (a)、または AlbCre/+-Hmgb1f/fマウス (b)

に LPS (17.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、2、4、8時間後に血液を採取して、末

梢血中の各サイトカイン量を ELISA法によって測定した。データは平均値と標

準偏差を示した (野生型 N = 5、Cd11cCre/+-Hmgb1f/f 或いは AlbCre/+-Hmgb1f/f N = 

5)。*：P < 0.05。 
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図  2.9	
 LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスを用いたリステリア菌感染の検討 

(a) 野生型コントロールマウス (N = 9)、LysMCre/+-Hmgb1f/fマウス (N = 9) にそれ

ぞれリステリア菌 (L.mono.、5 x 105 cfu/25 g weight) を腹腔内投与により感染さ

せ、24時間ごとに経過観察を行った。マウスは 8~12週齢で、同じ親由来の仔を

用いた。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスにリステリア菌 (5 x 105 cfu/25 g weight) を感染させ、

3日後のマウスの脾臓 (左図) または肝臓 (右図) を採取し、PBSをそれぞれ 1 ml

または 2 ml加えてすり潰して臓器懸濁液を調製した。この懸濁液を希釈して無

菌寒天培地のプレートに塗り、37℃でインキュベーション後、コロニー数を計

測して臓器あたりの菌数を算出した。ドットはそれぞれの個体由来であること

を示している。全てのマウスは同腹仔を用いた。データは各個体由来の値をド
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ットで示し、その平均値と標準偏差を示した (N = 5)。*：P < 0.05。**：P < 0.01。
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図  2.10	
 HMGB1欠失マクロファージのリステリア菌感染時におけるオートフ

ァジー・サイトカイン誘導 
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(a) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの腹腔より調製したチオグリコレート誘導性マクロ

ファージにリステリア菌 (L.mono、m.o.i. of 1) を感染させ、1時間後に細胞を回

収してサンプルを調整した。これを用いて Immunoblot解析により、LC3、HMGB1、
β-actinを検出した (左図)。また、得られた LC3のバンド強度を解析ソフト Image 

Jを用いて測定した。検討は triplicateで行い、データはその平均値と標準偏差を

示した (右図)。*：P < 0.05。 

(b) LysMCre/+-Hmgb1f/fマウスの腹腔より調製したチオグリコレート誘導性マクロ

ファージにリステリア菌 (m.o.i. of 1) を感染させ、3、6時間後に細胞を回収し

て total RNAを精製し、qRT-PCR法にて解析した。データは triplicateで検討し

た結果の平均値と標準偏差を示した。細胞は同腹仔のマウスから調製し、独立

して 2回検討を行った。それぞれ同様の結果が得られており、そのうちの 1回

の結果を示した。 
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図  2.11	
 LPS刺激・リステリア菌感染時の細胞内 HMGB1の分布 
RAW264.7細胞株にLPS刺激 (1 µg/ml) (左下図)、或いはリステリア菌感染 (m.o.i. 

of 1)  (L.mono.、右上図) を行い、1 時間後に細胞を固定して核 (Nucleus) と

HMGB1をそれぞれ DAPIと抗 HMGB1抗体を用いて染色し、顕微鏡観察を行っ
た。Unstim.は無刺激コントロールを指す。スケールバーは 10 µmを示す。検討

は 2回行い、同様の結果が得られている。 
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図  2.12	
 CAG-Creによる Hmgb1遺伝子全身性欠損と致死性 

CAGCre/+-Hmgb1f/+マウスを Hmgb1f/fマウスと掛け合わせて、産まれた仔の中で 6

週齢まで生存した個体数を記録した。 
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図  2.13	
 Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスの各臓器における Hmgb1 mRNAの発現 

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに tamoxifen (9.0 mg/40 g weight) を 1日おきに 3回腹腔

内投与後、さらに 1 週間おいてから各臓器を採取して total RNA を調製し、

qRT-PCR法を用いて Hmgb1 mRNA量を測定した。データは平均値と標準偏差を

示した (野生型 N = 3、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f N = 3)。*：P < 0.05。**：P < 0.01。 
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図  2.14	
 Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおける LPS誘導性エンドトキシンショッ

ク 

(a) Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに LPS (22.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、4、18時

間後に血液を採取して血漿を回収し、末梢血中の HMGB1濃度を ELISAによっ

て測定した。同腹仔のマウスを用いて検討を行い、ドットはそれぞれの個体由

来であることを示している (0時間 : 野生型 N = 2、4時間 : 野生型 N = 2、

Cre-ERT2+-Hmgb1f/f N = 2、18時間 : 野生型 N = 5、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f N = 3)。*：

P < 0.05。 

(b) 野生型マウス (N = 21) および Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウス (N = 21) に LPS 

(22.5 mg/kg) を投与し、12時間ごとに経過観察を行った。マウスは 8~12週齢で、

同じ親由来の仔を用いた (上図)。Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに LPS (22.5 mg/kg) 
を尾静脈より投与し、4、18時間後に血液を回収した。末梢血中の TNF-α、IL-6、

IL-12p40、IL-1β濃度を ELISAによって測定した。データは平均値と標準偏差を
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示した (野生型 N = 5、Cre-ERT2+-Hmgb1f/f N = 5) (下図)。*：P < 0.05。 
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図  2.15	
 Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおける肺への炎症性細胞の遊走 

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに LPS (22.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、4時間後に

肺を採取した。すり潰した後、コラゲナーゼ処理によって細胞を単離させ、得

られた細胞群の割合を図に示した蛍光色素結合抗体により染色し、フローサイ

トメーターによって解析した (左図)。また、各 LPS投与群の CD11b+細胞のみを

抽出し、Ly6G、Ly6C に対する蛍光色素結合抗体を用いて CD11b+Ly6G+細胞、

CD11b+Ly6C+細胞を展開した (右図)。マウスは同腹仔を用いた。検討は 3 回行

い、同様の結果が得られている。 
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図  2.16	
 HMGB1欠失好中球のケモカイン受容体発現と遊走能の検討 

(a) 定常状態の Cre-ERT2+-Hmgb1f/f マウスの骨髄より調製した好中球から total 

RNAを調製し、それぞれの遺伝子について qRT-PCR法を用いて解析を行った。

マウスは同腹仔を用いた。データは平均値と標準偏差を示した (N = 3)。 

(b) Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスの骨髄より調製した好中球を用いて、migrationアッ

セイを行い、カラムを通過した細胞数をフローサイトメーターにより測定した。

刺激には fMLP (1 µM)、rCXCL1 (10 ng/ml) を用いた。データは triplicateで検討

した結果の平均値と標準偏差を示した。細胞は同腹仔のマウスから調製し、独

立して 2 回検討を行った。それぞれ同様の結果が得られており、そのうちの 1

回の結果を示した。 
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図  2.17	
 Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスにおける肺での炎症性サイトカイン産生 

Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに LPS (22.5 mg/kg) を尾静脈より投与し、4、8時間後

に肺を採取して total RNAを抽出し、qRT-PCR法を用いてmRNA量を測定した。

マウスは同腹仔を用いた。データは平均値と標準偏差を示した (N = 3)。 
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図 2.18	
 rHMGB1投与時における肺への炎症性細胞の遊走 
Cre-ERT2+-Hmgb1f/fマウスに rHMGB1 (1 µg/20 g weight) を尾静脈より投与し、4

時間後に肺を採取した。すり潰した後、コラゲナーゼ処理によって細胞を単離

させ、得られた細胞群の割合を図に示した蛍光色素結合抗体により染色し、

CD11b+細胞の割合をフローサイトメーターを用いて解析した。マウスは同腹仔

を用いた。この検討は 4回行い、同様の結果が得られている。 
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図 3.1	
 HMGB1の炎症・感染における役割 

Hmgb1遺伝子コンディショナルノックアウトマウスを用いた本研究より、LPS

誘導性エンドトキシンショック時にインフラマソームが活性化して IL-1β、IL-18

が産生されるが、このとき HMGB1は細胞質に分布し、オートファジーの誘導

促進を介してインフラマソーム活性を抑制していることがわかった (左図)。ま

た、HMGB1は細胞外にも放出され、CD11b+細胞の肺への遊走にも関与してい

る (左図)。リステリア菌感染時には HMGB1が細胞質に分布し、同じくオート

ファジー誘導を促進して細胞内に侵入した菌の排除に関与していることが示唆

された (右図)。 
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材料・方法  

 

試薬・マウス 

Escherichia coli O55:B5 株 由 来 LPS (Lipopolisaccharide) 、 z-VAD-fmk 

(benzyloxycarbonyl-Val-Ala-DL-Asp(O-methyl)-fluoromethylketone) 、 fMLP 

(formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine) は Sigma社より購入した。Ultrapure LPS、

ATP (adenosine triphosphate) は InvivoGen 社より購入した。Recombinant mouse 

C-X-C motif chemokine 1 (rCXCL1) は R&D Systems社より購入した。Recombinant 

mouse High-mobility group box 1 (rHMGB1) は HMGBiotech 社より購入した。

C57BL/6Jマウスは日本クレア社より購入した。Alb-Creマウス、Cd11c-Creマウ

ス、CAG-Cre マウス、Cre-ERT2マウス (C57BL/6 バックグラウンド) は Jackson 

Laboratory 社より購入した。LysM-Cre マウスは竹田潔 博士 (大阪大学) より御

供与頂いた。マウスを用いた実験においては、東京大学医学系研究科動物実験

委員会により実験の承認を頂いており (医-P10-122および医-P10-123)、「東京大

学動物実験実施規則」ならびに「東京大学動物実験実施マニュアル」を遵守し

ながら、動物愛護の観点に基づき遂行した。 
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細胞  

腹腔マクロファージについて、2 ml の 4％ チオグリコレート培地 (Becton 

Dickinson社) をマウスの腹腔に投与し、3.5日後に腹腔にPFE (1 x PBS (Invitrogen

社)、2% FCS (fetal cauf serum、Hyclone社) 、1 mM EDTA (和光純薬社)) を 6 ml

注入して再回収することで腹腔内細胞を得た。その後ペトリディッシュ (Becton 

Dickinson社) に播種し、10% FCSを含む RPMI1640培地 (Invitrogen社) で 1時

間培養 (37℃、5% CO2) した後、上清を除去して PBSで洗浄し、接着した細胞

を回収して腹腔マクロファージとして用いた。 

M-CSF 分化誘導マクロファージは、マウス後肢にある大腿骨及び脛骨を採取して

内腔に  PFE を注入し、骨髄細胞を押し出して回収し、1 x RBC Lysis Buffer 

(eBioscience社) を用いて赤血球を溶血させ、70 µm cell strainer (Corning社) に通し

て赤血球の残渣を除去し、さらに PFEで 2回洗浄後、終濃度が 100 ng/ml となるよう

にM-CSF (macrophage colony-stimulating factor、R&D Systems社) を添加した 10% 

FCSを含む RPMI1640培地 でペトリディッシュ (Becton Dickinson社) に播種し

た (マウス 1匹あたり 10 cmディッシュ 2枚、各 10 mlで培養)。6日間培養 (37℃、

5% CO2) 後に接着した細胞を M-CSF 分化誘導マクロファージ (M0) として用いた。
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培養は 3日おきに培地の半量を 100 ng/ml M-CSFを含む RPMI1640培地で交換し

た。 

脾細胞の調製について、ハサミで細かく砕いた脾臓を、1 mg/ml の Collagenase D 

(Roche社) と 20 µg/mlの DNase I (Roche社) を含む PBS中で 37℃、30分間インキ

ュベーションし、70 µm cell strainerを通して細胞を得た。1 x RBC Lysis Bufferで赤血

球を溶血し、PFE で 2回洗浄後、再度 cell strainer に通して赤血球の残渣を除去し、

脾細胞として使用した。 

CD3ε+細胞、CD19+細胞の調製にはそれぞれ CD3ε MicroBead kit (Miltenyi 

Biotec社)、CD19 MicroBead kit (Miltenyi Biotec社) を用いた。1 x 107の脾細胞を

100 µlの PFEに懸濁し、10 µlの CD3ε MicroBead、或いは CD19 MicroBeadを加

えて 4℃で 10 分間置いた。1 mlの PFEで 2回洗浄後、500 µlの PFEに懸濁し、

LD column (Miltenyi Biotec 社) にアプライし、磁気ラベルされた CD3ε+細胞、

CD19+細胞を磁石を用いてカラム内にトラップした。トラップした細胞は、カラ

ムを磁石から外し、5 mlの PFEを 2回通して回収した。 

骨髄由来好中球の調製は、マウス後肢にある大腿骨及び脛骨を採取して内腔に 

PFE を注入し、骨髄細胞を押し出して回収し、1 x RBC Lysis Bufferを用いて赤血球

を溶血させ、70 µm cell strainerに通して赤血球の残渣を除去し、さらに PFEで 2回洗
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浄後、2% FCSを含むHBSS (Hank’s balanced salt solution、Lifetechnologies社) に懸

濁した。Percoll (GE Healthcare 社) を HBSS で希釈することにより 72%、64%、52% 

Percollを作製し、15 mlチューブに濃度の高い順に 2 mlずつ入れ、その上から骨髄

細胞を含む HBSS 2 mlをアプライして、室温、1000 x g、30分間遠心した。遠心後、

72% Percoll と 64% Percoll との間に位置した細胞を回収し、骨髄由来好中球として使

用した。 

末梢血由来の細胞の調製は、安楽死させたマウスの心臓よりフローマックス 

(25 G、ニプロ社)、1 mlテルモシリンジ (テルモ社) を用いて全血を採取し、400 x g、

4℃、5分間遠心して血球を含むペレットを得た。上清を除去したペレットに 1 x 

RBC Lysis Bufferを加えて赤血球を溶血し、PFEで 2回洗浄後、70 µm cell strainer

に通して赤血球の残渣を除去し、末梢血細胞として使用した。 

 

免疫組織染色 

アッセイの前日に6 cm細胞培養ディッシュ (Becton Dickinson社) にオートク

レーブ済みの 15 mm マイクロカバーグラス (松浪硝子工業) を入れ、その上に

細胞を播種した。マイクロカバーグラスだけを取り出し、PBS で 1 回洗浄後、

4% パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液 (和光純薬社) に浸して室温で 10 分間
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の固定を行った。再度 PBSで 1回洗浄し、0.2% Triton X-100 (ナカライテスク社) 

を加えた PBSに浸して室温で 10分間置いた。さらに PBSで 1回洗浄後、5% BSA 

(Sigma 社) を加えた PBS に浸して室温で 15 分間おいた (ブロッキング)。抗

HMGB1抗体 (ab18256、Abcam社) を前述のものと同じブロッキング溶液で1000

倍希釈したものに浸して室温で 1時間おき、PBSで 3回洗浄後、Alexa fluor 488 

goat anti rabbit IgG (Invitrogen社) をブロッキング液で 1000倍希釈したものに浸

してさらに室温で 1時間おいた。PBSで 3回洗浄後、70% グリセロール (和光

純薬社)、0.1% DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole、Sigma 社) を含む PBS を 1

滴垂らしたスライドグラス (松浪硝子工業) 上に、カバーグラスを細胞が播いて

ある面を下にして乗せ、トップコート (KATEエナメルスライコート、カネボウ

社) でマイクロカバーグラスの周囲をシールした。共焦点蛍光顕微鏡 (FV-1000、

OLYMPUS社) を用いて観察した。 

 

ヘマトキシリン・エオジン  (HE; Hematoxylin-eosin) 染色  

安楽死させたマウスから摘出した臓器を 4% パラホルムアルデヒドリン酸緩

衝液で固定した。パラフィン包埋切片の作製と HE染色は川崎臨床病理研究所に

て行った。 
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RNA解析  

細胞からの total RNAの抽出は、Nucleospin RNA II (MACHEREY-NAGEL社) 

を用いて行った。細胞に 2-メルカプトエタノール (ナカライテスク社) を 1% 添

加したキットに添付の Lysis Bufferを 350 µl 加え、溶液に粘性がなくなるまでピ

ペッティングした。ここにエタノールを 350 µl加え、さらにピペッティングし

た後、この溶液を付属のフィルターカートリッジに全量添加して 8,000 x g、4℃、

1分間遠心してフロースルーを除去後、添付のMDA Bufferを 350 µl加えて再度

遠心した。ここに rDNase Iを 5 U含む溶液を 95 µl加えて室温で 15分置き、添

付のWash Buffer A2を 200 µl加えて遠心した。さらにエタノールを 10%添加し

たキットに添付のWash Buffer A3を 600 µl加え、遠心することより洗浄した。

フィルターカートリッジのメンブレン部分に、RNase-free waterを 50 µl添加し、

遠心後、溶出液を total RNAとして回収した。 

前述のプロトコルに従って得た total RNA からの cDNA 合成は、PrimeScript 

RT Master Mix (TaKaRa社) を用いた。Total RNA 400 ngを、氷上でMaster Mix 2 

µlおよび添付の RNase-free waterと混合して終容量を 10 µlとし、37℃で 15分間
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反応させ、続けて逆転写酵素を失活させるため 85℃で 5 秒間加熱した。得られ

た反応液は 30倍に希釈して qRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase 

chain reaction) 解析のサンプルとして用いた。qRT-PCR解析の PCRには SYBR 

Premix Ex Taq (TaKaRa社) および LightCycler 480 (Roche社) を用いた。SYBR 

Premix Ex Taq 8 µlと 5 µΜ sense primerおよび 5 µM reverse primerを各 0.64 µlず

つ混合して終容量を 14 µlとし、ここに希釈した cDNAサンプルを 2 µl添加して

LightCycler 480にて qRT-PCR反応を行った。qRT-PCRは 95℃、1分間保温の後、

95℃ 10秒、57℃ 5秒、72℃ 10秒のサイクル反応を用いた。各遺伝子の mRNA

発現量は Gapdh遺伝子の mRNAの発現量を用いて標準化した。本研究において

使用した qRT-PCR プライマーの配列は以下の通りである。IL-1β sense: 5′- 

GCTTCAGGCAGGCAGTATCAC -3′ 、 IL-1β reverse: 5′- 

CGACAGCACGAGGCTTTTT -3′、IL-6 sense: 5′- ACGATGATGCACTTGCAGAA 

-3′、IL-6 reverse: 5′- GTAGCTATGGTACTCCAGAAGAC -3′、IL-10 sense: 5′- 

TGCCTGCTCTTACTGACTGG -3′ 、 IL-10 reverse: 5′- 

TCGGTTAGCAGTATGTTGTCCA -3′ 、 IL-12p40 sense: 5′- 

GACACGCCTGAAGAAGATGAC -3′ 、 IL-12p40 reverse: 5′- 

TAGTCCCTTTGGTCCAGTGTG -3′ 、 IL-18 sense: 5′- 
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AGACAGCCTGTGTTCGAGGA -3′ 、 IL-18 reverse: 5′- 

GGGTCACAGCCAGTCCTCTT -3′ 、 TNF-α sense: 5′- 

TCATACCAGGAGAAAGTCAACCTC -3′ 、 TNF-α reverse: 5′- 

GTATATGGGCTCATACCAGGGTTT -3′ 、 ARG1 sense: 5′- 

GCAACCTGTGTCCTTTCTCC -3′ 、 ARG1 reverse: 5′- 

GCAAGCCAATGTACACGATG -3′ 、 16S rRNA sense: 5′- 

GATGCATAGCCGACCTGAGA -3′ 、 16S rRNA reverse: 5′- 

CTCCGTCAGACTTTCGTCCA -3′、iNOS sense: 5′- CACCTTGGAGTTCACCCAGT 

-3′、 iNOS reverse: 5′- ACCACTCGTACTTGGGATGC -3′、HMGB1 sense: 5′- 

TGTATCCCCAAAAGTGTGAGC -3′ 、 HMGB1 reverse: 5′- 

TTACAGCCAGCGTTCTTGTG -3′ 、 GAPDH sense: 5′- 

CTCATGACCACAGTCCATGC -3′ 、 GAPDH reverse: 5′- 

CACATTGGGGGTAGGAACAC -3′。 

 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

末梢血中、或いは培養上清中の TNF-α、IL-6 および IL-1βの定量はそれぞれ

DuoSet ELISA Development kit mouse TNF-α (R&D Systems社)、DuoSet ELISA 
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Development kit mouse IL-6 (R&D Systems社) および DuoSet ELISA Development 

kit mouse IL-1β (R&D Systems社) を用いた。96穴プレート (Becton Dickinson社) 

に PBSで 180倍に希釈した Capture Antibodyを 100 µl加えて室温で 18時間おい

た後、PFEで 3回洗浄し、1% BSAを含む PBS (Reagent Diluent) を 100 µl加えて

さらに 24時間おいた。Reagent Diluentを除いて血漿或いは培養上清を 100 µl加

えて室温で 2時間おいてそれらを除き、Reagent Diluent で 3回洗浄後、Reagent 

Diluentで 50倍希釈した Detection Antibodyを 100 µl加えてさらに室温で 1時間

おいた。Reagent Diluent で 3 回洗浄し、Reagent Diluent で 50 倍希釈した

Streptavidin-HRPを 100 µl加えて室温で 1時間おき、さらに Reagent Diluentで 3

回洗浄後、Substrate Solutionを 100 µl加えて発色させた。1規定の硫酸 (和光純

薬社) を 50 µl加えて発色を停止させ、マイクロプレートリーダー (Bio-Rad社) 

を用いて 565 nmの吸光度を測定し、検量線から濃度を算出した。IL-18の定量

はmouse IL-18 ELISA kit (MBL社) を用いて、添付のプロトコルに従って行った。 

 

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 
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細胞を PBSで 1回洗浄した後、再度 PBSを加えて Cell Lifter (Corning社) を

用いてチューブに回収し、2,000 x g、4℃、1分間遠心の後、上清を注意深く取

り除き、ペレットに細胞溶解液 (50 mM Tris-aminomethane (pH 8.0) (ナカライテ

スク社)、300 mM NaCl (和光純薬社)、20 mM β-グリセロリン酸ナトリウム n水

和物 (和光純薬社)、2 mM EDTA、1.0% NP-40 (ナカライテスク社)、1 mM Na3VO4 

(和光純薬社)、10 µg/ml Aprotinin (TaKaRa社)、10 µg/ml Leupeptin (和光純薬社)、

1 mM APMSF (和光純薬社)) を加えて混合し、氷上で 1時間静置した。これを

17,000 x g、4℃、20分間遠心し、上清を回収した。これに 6 x Loading Buffer (330 

mM Tris-aminomethane (pH 6.8)、9.5% SDS、600 mM dithiothreitol (和光純薬社)、

0.12% bromophenol blue (和光純薬社)) を加えて SDS-PAGEサンプルとした。 

各臓器は PBSで洗浄した後、3.5 mlの細胞溶解液中で POLYTRON (Bohemia

社) によりホモジナイズした。破砕後の細胞懸濁液を氷上で 1時間静置し、17,000 

x g、 4℃、20分間遠心して上清を回収し、6 x Loading Buffer を加えて SDS-PAGE

サンプルとした。 

ポリアクリルアミドゲルの分離ゲルは 10%または 12% (1.5 M 

Tris-aminomethane (pH 8.8)、0.1% SDS (ナカライテスク社)、33% (10% gel) また
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は 40% (12% gel) 30%(w/v)-Acrylamide/Bis mixed solution (29:1) (ナカライテスク

社 ) 、 0.1% ammonium peroxodisulfate ( ナ カ ラ イ テ ス ク 社 ) 、 0.03% 

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (ナカライテスク社)) を用い、濃縮ゲルは

4% (0.4 M Tris-aminomethane、0.1% SDS、13.3% 30%(w/v)-Acrylamide/Bis mixed 

solution (29:1) 、 0.1% ammonium peroxodisulfate 、 0.03% 

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) を用いた。1 x Running Buffer (25 mM 

Tris-aminomethane (pH 8.0)、192 mMグリシン (ナカライテスク社)、1% SDS) 中

で電気泳動 (50 mA定電流) した。 

 

インフラマソームの解析  

腹腔マクロファージ 1 x 106細胞を 12穴プレート (Becton Dickinson社) に播種

し、培地をOpti-MEM (Lifetechnologies社) に交換してLPS (500 ng/ml) で刺激し、

4時間後に ATP (5 mM) を加えてさらに 30分間培養した後、培養上清を回収し

た。培養上清は 800 x g、4℃、1分間遠心して上清のみを回収した。ここに 4倍

量の冷アセトン (和光純薬社) を加えて激しく撹拌し、－20℃で 24時間静置した

後、17,000 x g、 4℃、15分間遠心して沈殿を得た。風乾させた沈殿に細胞溶解
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液と 6 x Loading Bufferを加え溶解して SDS-PAGEサンプルとし、Immunoblot解

析によって活性型 caspase-1を検出した。 

 

Immunoblot解析  

PVDF膜 (polyvinylidene difluoride membrane, Millipore社) をメタノール (和光

純薬社) に室温で 1分間浸した後、transfer buffer (50 mM Tris-aminomethane (pH 

8.0)、80 mMグリシン、0.04% SDS、20% メタノール) 中で泳動後のゲルととも

に室温で 30分間振盪し、これらを transfer bufferに浸した濾紙に挟んでブロッテ

ィングを行った (200 mA定電流、55分間)。PVDF膜は blocking溶液中 (200 mM 

Tris-aminomethane (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.1％ Tween-20 (和光純薬社)、5％ 

skim-milk (Beckton Dickinson 社)) にて振盪 (室温、60 分間) した後、その都度

TBS-T (200 mM Tris-aminomethane (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.1％ Tween-20) に

よる洗浄を 3回行い、1次抗体 (1 µg/ml) を添加した blocking溶液で振盪し (室

温、60 分間)、TBS-T で 3 回洗浄後、2 次抗体 (0.1 µg/ml) を添加した blocking

溶液で振盪し (室温、60分間)、さらに TBS-Tで 3回洗浄した。基質 (Enhanced 

luminal reagent (PerkinElmer社) と Oxidizing reagent (PerkinElmer社) を等量混合
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したもの)と反応させ、X線フィルム (富士フイルム社) を用いて検出した。1次

抗体としては以下のものを用いた。抗 β-actin抗体 (AC15、Sigma社)、抗 HMGB1

抗体 (ab18256、Abcam社)、抗 LC3抗体 (PM036、MBL社)、抗 IL-1β抗体 (sc-1251、

Santa Cruz社)、抗 IL-18抗体 (sc-6177、Santa Cruz社)、抗 caspase-1 p10抗体 (sc-514、

Santa Cruz社)。2次抗体としては以下のものを用いた。 

Anti rabbit IgG HRP結合抗体 (GE Healthcare社)、Anti mouse IgG HRP結合抗体 

(GE Healthcare社)、Anti goat IgG HRP結合抗体 (Sigma社)。 

 

フローサイトメトリー解析  

解析に用いた細胞は、1 x 106細胞あたり 50 µlの PFEに懸濁し、PFEにて 500

倍希釈した抗体を 50 µl加えて 4℃で 20分間反応させた。PFEで 3回洗浄後、500 

µlの PFEに懸濁して 35 µmナイロンメッシュ (NBC社) を通したものをサンプ

ルとして用いた。解析は LSRII Fortessa (フローサイトメーター、BD Bioscience

社) 及び FlowJo (TOMY digital Biology社) を用いた。使用した抗体は以下の通

りである。 
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Pacific Blue (PB)-conjugated抗体：抗 NK1.1抗体 (PK136、BioLegend社)、抗

CD3ε抗体 (145-2C11、BioLegend 社)、抗 CD19 抗体 (6D5、BioLegend 社)。

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated抗体：抗 Ly6C抗体 (HK1.4、BioLegend

社)、抗 CD19抗体 (6D5、BioLegend社)。Alexa Fluor 488-conjugated抗体：抗 Ly6C

抗体 (HK1.4、BioLegend社)。Allophycocyanin (APC)-conjugated抗体：抗 CD11b

抗体 (M1/70、BioLegend社)。Phycoerythrin-Cyanine-7 (PE-Cy7)-conjugated抗体：

抗 Ly6G 抗 体  (1A8 、 BioLegend 社 ) 。 Peridinin-Chlorophyll-Cyanine-5 

(PerCP-Cy5)-conjugated抗体：抗 F4/80抗体 (BM8、BioLegend社)。 

 

リステリア感染  

	
 生後 8~12週齢のマウスに対してリステリア菌 (Listeria monocytogenes; 本文

中では L.mono.と略す、笹川千尋 博士 (東京大学) より御供与頂いた) を 5 x 105 

cfu/25 g weightで腹腔内投与し、感染させた。リステリア菌タイターの測定は、

マウスの臓器をスライドガラスで擦り合せてすり潰し、1 mlの PBS中に懸濁の

後、PBSで 100倍または 10000倍希釈した。これを 1.5% 寒天末 (ナカライテス

ク社) と 3.7% BactoTM Brain Heart Infusion (Becton Dickinson社) を添加した無菌
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寒天培地に塗布して 37℃のインキュベーターで 10~14時間おき、コロニー数を

計測して臓器当たりのタイターを算出した。 

 

Tamoxifen投与  

	
 Tamoxifen (Sigma社) はcorn oil (Sigma社) に20 mg/mlとなるように溶解した。

生後 6~10週齢のマウス 1個体あたり 9.0 mg/40 g weightとなるように腹腔内投

与により 1日おきに 3回投与し、さらに 1週間後に実験に用いた。 

 

LPS誘導性エンドトキシンショック 

生後 8~12週齢のマウスに対して、LPS O55:B5 (Sigma社) を 17.5 mg/kgまた

は 22.5 mg/kgとなるように、PBSで希釈し、尾静脈から投与した。LPS投与後、

麻酔下において心臓より採血し、15 µlの 5 mM EDTAと混合し、400 x g、4℃、

15分間遠心して血漿を得た。また、マウスの生存については、LPS投与後 12時

間ごとに経過観察を行った。 

 

Migrationアッセイ  
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12 mm Transwell with 3.0 µm Pore Polycarbonate Membrane Insert (Corning社) の

カラムに骨髄細胞より調製した好中球 4 x 105細胞を 2% FCSを添加した HBSS 

600 µlに懸濁したものをカラムに播種した。そのカラムを 12穴プレートにセッ

トし、12穴プレートには rCXCL1、fMLPなどを添加した 2% FCS入り HBSSを

入れて、インキュベーター (37℃、5% CO2) で 3 時間おいた。その後、カラム

を通り 12穴プレート側に移動した細胞の数をフローサイトメーターで計測した。 

 

統計解析  

有意差の有無は Studentの t検定によって判断した。 
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略語一覧  

 

ASC Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

ATG16L1 Autophagy-related protein 16-like 1 

ATP Adenosine triphosphate 

Bcl-2 B cell lymphoma-2 

Beclin-1 Bcl-2 interacting coiled-coil protein-1 

CARD Caspase activation and recruitment domain 

CDC42 Cell division cycle 42 

cDNA Complementary DNA 

CXCL C-X-C motif chemokine 

CXCR C-X-C motif chemokine receptor 

DAMPs Damage-associated molecular patterns 

DAPI 4’-6’-diamidino-2-phenylindole 

DNA Deoxyribonucleic acid 

EAE Experimental autoimmune encephalomyelitis 
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ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

FCS Fetal cauf serum 

fMLP Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 

GFP Green fluorescent protein 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

HE Hematoxylin-Eosin 

HMGB1 High-mobility group box 1 

IFN-γ Interferon-γ 

IL Interleukin 

IRFs Interferon regulatory factors 

ISM ODN Immunosuppressive oligodeoxynucleotide mutated in CpG sequence 

LC3 Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 

LPS Lipopolysaccharide 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor 

m.o.i. Multiplicity of infection 

mRNA Messenger RNA 
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NF-κB Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells 

NLRC4 NOD-like recepter family, CARD domain containing 4 

NLRP3 NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

NOD Nucleotide-binding oligomelization domain 

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns 

PBS Phosphate buffered saline 

PVDF Polyvinylidene difluoride 

qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

RAG Recombination activating gene 

RAGE Recepter for advanced glycation endproducts 

RNA Ribonucleic acid 

RPMI Roswell park memorial institute 

rRNA Ribosomal RNA 

ROS Reactive oxygen species 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TLR Toll-like recepter 

TNF-α Tumor necrosis factor-α 
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z-VAD-fmk Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-DL-Asp(O-methyl)-fluoromethylketone
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