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Ａ．研究目的 

 我々は、生体内損傷組織から放出される HMGB1

が骨髄間葉系幹細胞を刺激して血中動員し、損傷部

位に集積させて組織再生を誘導していることを世界

で初めて明らかにした。この活性を利用して HMGB1

を創薬化することにより、損傷組織に間葉系幹細胞

を集積させて、局所の炎症・瘢痕形成を抑制し、さ

らに間葉系幹細胞の持つ再生誘導効果により機能的

組織再生を誘導することが可能になると期待される。 

昨年度までに我々は HMGB1 の骨髄間葉系幹細胞血

中動員活性ドメインを同定し、そのドメインを含む

化学合成ペプチドの種々のアミノ酸欠失変異体、置

換変異体、修飾変異体を作製し、それらの骨髄間葉

系幹細胞血中動員活性を比較検討した。平成 25 年度

は、これらの研究成果を基にして最終候補化合物を

決定するとともに、非臨床安全性試験内容の確定作

業を進めた。 

 

Ｂ．研究方法 

 HMGB1 ペプチド医薬の最適化作業により選定され

た候補化合物について、間葉系幹細胞培養株 ST2 を

用いた遊走活性試験およびマウス血中投与による間

葉系幹細胞血中動員活性試験を実施した。これら実

験で得られた容量-薬効相関を基にしてヒト投与量

を概算し、その数値を基に医師主導治験 PhaseI 試験

開始に必要な非臨床安全性試験プロトコールを作成

した。 

１）間葉系幹細胞株 ST2 を用いた遊走活性試験：遊

走活性を評価する目的で作成された培養チャンバー

（中央に着脱式プラスチック製隔壁のある培養皿）

内に ST2 細胞を播種・培養し、サブコンフルエント

状態で中央隔壁を脱着して帯状の無細胞ゾーンを作

成、同時に評価化合物（HMGB1 ペプチド）または溶

媒（PBS）コントロールを添加して、以後経時的に

ST2 の無細胞ゾーンへの遊走程度を比較評価した。 

２）間葉系幹細胞血中動員試験：評価化合物（HMGB1

ペプチド）および溶媒コントロール（生理食塩水）

をPDGFRプロモーターEGFPノックインマウス尾静

脈より投与し、種々の時間経過で末梢血を採血した

のち、間葉系幹細胞マーカーである PDGFRの発現

（EGFP 蛍光）指標にして骨髄間葉系幹細胞の血中動

員活性を、フローサイトメトリーを用いて評価した。 

３）非臨床安全性試験プロトコール作成：１）２）

で得られた用量-薬効相関データを外挿してヒト投

与量を決定し、医師主導治験 PhaseI 試験開始に必要

な非臨床安全性試験プロトコールを決定した。 

 

（倫理面への配慮） 

施行した動物実験は、大阪大学の動物実験に関す

る倫理委員会より承認を得て、その倫理規定に基づ

いて施行した。 

 

Ｃ．研究結果 

１）間葉系幹細胞株ST2を用いた遊走活性試験：HMGB

1ペプチド添加群は、濃度依存性に間葉系幹細胞株ST

2の遊走を活性化した。最大活性に必要な濃度は10μ

Mであった。ペプチド塩の種類(TFA塩、酢酸塩、塩酸

塩)で活性に大きな違いは認めなかった。 

[研究要旨] 

損傷組織が放出する high mobility group box 1 (HMGB1)が、末梢循環を介して骨髄間葉系

幹細胞を損傷組織に集積させて組織再生を誘導しているという、我々が見いだした新たな生体

内組織再生誘導メカニズムを基盤として、HMGB1 の骨髄間葉系幹細胞遊走活性ドメインペプチ

ドを用いた末梢循環不全性皮膚潰瘍治療薬開発を進めている。平成 25 年度は、HMGB1 の骨髄間

葉系幹細胞血中動員活性ドメインペプチドの最適化を終了し、医師主導治験実施に必要な非臨

床安全性試験プロトコール内容を確定した。 

７ 



２）間葉系幹細胞血中動員試験：HMGB1ペプチドを

種々の用量でPDGFRプロモーターEGFPノックイン

マウス尾静脈より投与し、12時間後の血中EGFP陽性

細胞（PDGFRα陽性間葉系幹細胞）数をコントロール

（溶媒投与群）と比較した結果、ペプチド投与群で

有意に間葉系幹細胞が増加した。最少有効用量は10

μg/bodyであった。 

３）非臨床安全性試験プロトコール作成：上記の試

験で得られた用量-活性相関を基に、薬効の得られる

HMGB1ペプチドのヒト投与量を500μg/kgと設定し、P

-haseI試験申請に必要な非臨床安全性試験を計画し

た。具体的には遺伝毒性試験、安全性薬理試験、一

般毒性試験それぞれについて、試験プロトコール、

動物種、投与量、投与回数、投与期間を決定した。

平成26年度12月までにすべての試験を終了し、Phase

I医師主導治験を申請する予定である。 

 

Ｄ．考察 

 平成25年度の研究により、HMGB1の骨髄間葉系幹細

胞血中動員活性医薬開発のための最終候補化合物が

確定し、マウスを基にした非臨床薬理試験（間葉系

幹細胞血中動員活性試験）結果から推定したヒト投

与量を基にした非臨床安全性試験内容が確定した。 

 HMGB1は生体内のすべての細胞が産生しているク

ロマチン制御蛋白であり、健常人でも通常5～10ng/m

l濃度で血中に存在している。一方、末梢組織に大量

壊死が生じる病態では壊死組織から大量のHMGB1が

血中に放出され、その血中濃度は100ng/ml以上の濃

度で維持される（たとえば大量皮膚壊死を伴う皮膚

疾患では重症薬疹、表皮水疱症などでHMGB1の血中濃

度が極めて高値となる）が、これらの疾患において

心血管系、呼吸系、肝臓、腎臓などに対するHMGB1毒

性を疑わせる根拠は無い。これらの事実は、HMGB1蛋

白それ自体には毒性が無いことを示している。さら

に、現在開発を進めている最終開発候補化合物は化

学合成HMGB1断片ペプチドであり、HMGB1タンパクと

比較して血中での安定性は極めて低く、現在進めつ

つある探索的安定性試験ではラット静脈内投与数分

後に検出感度以下まで消失する。また、これまで実

施した非臨床薬効薬理試験では推定投与用量の50倍

量を投与しても毒性は得られていない。 

 以上の事実から、HMGB1ペプチドの安全性は極めて

高いと予想される。平成26年度に実施する非臨床安

全性試験により予想通りの高い安全性が証明され次

第、PMDAの機構相談を実施し、平成27年には医師主

導PhaseI試験を開始する予定である。 

 

Ｅ．結論 
 骨髄間葉系幹細胞血中動員活性医薬開発のための

HMGB1ペプチド最終候補化合物選定を終え、非臨床薬

効薬理試験により得られた推定ヒト投与量を基にし

た非臨床安全性試験プロトコール内容を確定した。 
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