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研究成果の概要（和文）： 

BoxAタンパクがHMGB1と競合的に受容体に結合するためHMGB1の拮抗剤として機能すると考えら

れている。そこでAdex-BoxAを肝細胞に導入し、BoxAタンパクの産生を確認した。次に、ラット

小腸虚血再灌流障害に対するHMGB-1 BoxA遺伝子導入治療効果の検討を行うべく、ラット小腸虚

血再灌流障害モデルを作成した。実際にラット小腸虚血再灌流障害モデルにAdex-BoxAを投与し、

今後門脈に投与する予定である。また、当教室ではラット急性肝不全モデルでHMGB-1吸着カラム

を用いた体外循環治療効果の検討を行っており、同手法でラット小腸虚血再灌流障害に行う予定

である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

A domain of HMGB1, the BoxA, competes with HMGB1 for binding receptors and attenuates 

HMGB1-induced inflammation.  

We transfected the Adex-BoxA to the hepatocytes, and western blot analysis showed a 

stronger expression of A box protein in the culture supernatant. We are ready to inject 

Adex-Abox or Adex-LacZ (control vector) into the portal vein in a rat model of intestinal 

ischemia-reperfusion injury. And we investigated whether reducing plasma high-mobility 

group box 1 (HMGB1) levels using an adsorption column is feasible and beneficial in a 

rat intestinal ischemia-reperfusion model. 
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１．研究開始当初の背景 

脳死移植は、脳死から臓器摘出までの間に循

環状態が不良であることが少なくなく、摘出

後の冷虚血時間も生体に比べて格段に長い。

そこで小腸移植の生存率の上昇と有効な臓器

活用には、臓器のviability 低下をきたす虚

血再灌流障害を効率良く抑制することが肝要

である。 

当教室では炎症性メディエーターである

HMGB-1 に着目しており、ラット小腸虚血再灌

流モデルにおいても抗 HMGB-1 抗体が病態の

改善に働いたデータを得ている。 
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そこで様々な方法で HMGB-1 を制御し、小腸

虚血再灌流障害の抑制法の開発と小腸移植

への応用を検討することにした。 

 

２．研究の目的 

(1)小動物を用いた小腸の虚血再灌流障害モ

デルにおいて、a) HMGB-1 の阻害物質である

HMGB-1 BoxA 遺伝子導入療法、b)体外循環治

療等の障害改善効果を検討する。(2)前臨床

的モデルとして、大動物を用いて小腸移植を

行い温阻血の加わった小腸グラフトの

viability を改善することを目指す。さらに、

(3)臨床応用を念頭に、生体・脳死の小腸移

植レシピエントにおける、HMGB-1 動態の検討

をする。 

 

 

３．研究の方法 

(1)HMGB1 A box domain を encode するアデノ

ウイルスベクター（Adex-BoxA）の作成 

 

(2)in vitro で BoxA タンパクの産生を確認 

ラット初代培養肝細胞に作成した Adex-BoxA

を感染させ、培養上清中の BoxA タンパクを

western blot 法にて確認した。 

 

(3)in vitro で BoxA タンパクの発現を確認 

Adex-BoxA をラット門脈内に投与し、肝にお

ける BoxA タンパクの発現を western blot、

免疫染色にて確認し、ピークとなる時点を検

討する。 

 

(4)ラット虚血再灌流モデルの作成および

Adex-BoxA の導入 

虚血再灌流 48時間前に、ラットを開腹し、

治療群に対しては Adex-BoxA を、対照群には

Adex-LacZ をそれぞれ門脈内にを投与する

(それぞれ 10x1010 pfu/body)。48 時間後再度

開腹し上腸管膜動脈を micro clip にて遮断

し、60分後に遮断解除し虚血再灌流障害を誘

発する。再灌流後 3,6,12 時間で下記の各種

パラメータを測定・評価し、治療効果を検討

する。 

 

(5) ラット小腸虚血再灌流モデルにおける

体外循環 

ラット小腸虚血再灌流モデルにおいて、虚血

後 30分より体外循環を開始、1時間後より小

動物用 HMGB-1吸着カラムを接続、10時間の

灌流を行う。障害抑制効果を各種パラメータ

で検討する。 

 

(6)ブタ小腸移植モデルにおける Adex-BoxA

の導入 

雄性ブタ（20kg 前後）を使用。ドナーブタを

KCl 静注にて心停止させ，40分間温阻血した

後、小腸を約 50cm 摘出，4時間冷保存しレシ

ピエントに移植する。レシピエントは移植24

時間前に門脈内に Adex-BoxA、コントロール

ウイルス(10x1010 pfu/body)を投与しておく。

障害抑制効果を各種パラメータで検討する。 

 

 

４．研究成果 

(1)HMGB1 A box domain を encode するアデノ

ウイルスベクター（Adex-BoxA）の作成 

当教室では以前からAdex-BoxA使用していた

ため同ウィルスベクターを使用した。 

 

(2)in vitro で A box タンパクの産生を確認 

ラット初代培養肝細胞にAdex-BoxAを感染さ

せたところ Abox タンパクを産生させること

が確認され、さらにその産生は感染後3～4

日でピークとなることがわかった。 

 
 

(3)in vitro で BoxA タンパクの発現を確認 

Adex-BoxA をラット門脈内に投与し、肝にお

ける BoxA タンパクの発現を免疫染色にて確

認したところ、72時間後にピークとなること

が確認された。 

 
 

(4)ラット虚血再灌流モデルの作成および

Adex-BoxA の導入 

上記方法にてラット小腸虚血再灌流モデル

を作成したところ、肉眼的にも病理学的にも

小腸に虚血の所見を認め、およそ 24時間で

半数のラットが死亡した。 

 

このモデルに対して今後は治療群には

Adex-BoxA を、対照群には Adex-LacZをそれ

ぞれ門脈内に投与し、治療効果を検討する予



 

 

定であ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)、(6)については、当教室ではすでにブタ

急性肝不全モデルで HMGB-1吸着カラムを用

いた体外循環の有効性を確認しているため、 

今後ラット小腸

虚血再灌流モデ

ルで行う予定で

ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、ブタ小腸移植モデルについても今後モ

デル作成を行う予定である。 
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