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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症の発症・進展に深く関わるグリセルアルデヒド由来の終末糖化産物
（GLA-AGEs）に着目し、GLA-AGEsの作用を担う構造体を突き止めることを目的として、おこなった。そのため
に、既知の3つのGLA-AGEs構造体の作用を、培養細胞を用いて明らかにした。また、GLA-AGEs構造体に結合する
アプタマー（一本鎖のDNA）を作成し、GLA-AGEs構造体の作用に対する阻害効果や、これまで生体内レベルの定
量が困難だったGLA-AGEs構造体の新規定量方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to identify the structures responsible for the action of 
glyceraldehyde-derived glycation end products (GLA-AGEs), which are closely related to the onset and
 progression of atherosclerosis. For this purpose, the effects of three known GLA-AGEs structures 
were elucidated using cultured human cells. In addition, aptamers (single-stranded DNA) that bind to
 GLA-AGEs structures were created, and their inhibitory effects on the actions of GLA-AGEs 
structures and a novel method for quantifying GLA-AGEs structures, which had been difficult to 
quantify in vivo, were developed.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 動脈硬化　終末糖化産物　核酸医薬品

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化症は心血管病の基盤となる疾患であり、本邦において主たる死因の一つである。しかし、その発症メカ
ニズムは様々な生活習慣病と関わっており、解明と治療法の開発は困難である。そのため、多くの生活習慣病と
動脈硬化症をつなぐ共通の病的因子を同定し、それに対する特異的な治療法の開発が望まれてきた。今回我々
は、生体内の老化物質である3つの終末糖化産物に着目し、それぞれに結合する新規の核酸医薬品であるアプタ
マーを作成し、阻害効果と、アプタマーを応用した終末糖化産物の定量方法の開発をおこなった。動脈硬化症と
生活習慣病をつなぐ共通因子の解明と、新規の動脈硬化症の治療方法を提供に繋がる成果を得られた。

※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 
動脈硬化症を基盤として発症する心血管病は、現代において主たる死因の一つであるが、リス

クの集学的な管理は容易ではない。そのため、多くの生活習慣病と動脈硬化症をつなぐ共通の病

的因子を同定し、それに対する特異的な治療法の開発が望まれていた。 

我々はこれまでにグリセルアルデヒド由来の終末糖化産物（GLA-AGEs）が、1)受容体 RAGE を

介して動脈硬化症を引き起こすこと、2)その血中レベルが各種生活習慣病で上昇し、動脈硬化巣

の炎症や重症度と相関することで心血管病の予測因子となりうることを明らかにしてきた

（Yamagishi S, et al. Curr Pharm Des. 2008;14:487-95. Ojima A, et al. Int J Cardiol. 

2014;171:443-6. Tahara  N, et al. Diabetes Care 2012, 35: 2618 –25. Ueda S, et al. 

Cardiovasc Ther. 2012;30:249-54.）。これらの事実は、GLA-AGEs が動脈硬化症の有用な治療標

的となることを示している。しかしながら、GLA-AGEs は多種多様な修飾構造体から構成されて

いるため、GLA-AGEs の催動脈硬化作用を担う分子の実体は明らかでなかった。以前より我々は、

グリセルアルデヒドによる糖化産物である GLAP（グリセルアルデヒド由来ピリジニウム）と MG-

H1（メチルグリオキサルハイドロイミダゾロン）が、血管内皮細胞の RAGE を介して酸化ストレ

ス産生と炎症性反応を惹起することを見出してきた（Matsui T, et al. Cardiovasc Diabetol. 

2015;14:1. Ishibashi Y, et al. Diab Vasc Dis Res. 2017;14:450-3.）。また、同じく APN（ア

ルグピリミジン）も GLA-AGEs に存在する構造体であることが報告されている（Shipanova IN, 

et al. Arch. Biochem. Biophys. 1997;344: 29-36.）。以上より、GLAP、MG-H1、APN が GLA-AGEs

の作用実体であると考えられたが、その詳細については不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、GLAP、MG-H1、APN が動脈硬化症の発症・進展に関わるか否か、DNA アプタマーを

用いて in vitro と in vivo で検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)MG-H1、APN のアプタマーの作製 

 研究代表者がおこなった GLAP アプタマーの作製と同様の方法で作製した（Matsui T, et al. 

Cardiovasc Diabetol. 2015;14:1.）。ランダム配列の DNAライブラリから、MG-H1 または APN に

結合するオリゴ DNA を SELEX法(試験管内進化法)により選別した(約 100個)。続いて、RAGE と

MG-H1 または APN との結合を阻害するオリゴ DNA を、RAGE を固相化した ELISA 法により絞り込

んだ（20個）。Surface plasmon 共鳴法により、各オリゴの MG-H1、APN に対する結合強度を検討

した。結合強度に関して想定より若干弱かったものについて、SELEX法の追加及び、 DMSO, MgCl2

濃度の検討を追加しておこない、得られたクローンについて結合強度の測定をおこなった。また、

各オリゴに関して、AGE 受容体(RAGE)と MG- H1、APN の結合阻害効果を ELISA 法により検討した

結果、それぞれ阻害効果が高いクローンを 5個ずつ選抜した。 

 
(2)GLAP、MG-H1、APN による平滑筋細胞、マクロファージの作用に対する各アプタマーの抑制効
果の検討 

In vitro で GLAP、MG-H1、APN の作用を各アプタマーにより抑制しうるか検討した。ヒト単球

細胞 THP-1 を Phorbol-12-myristate-13-acetate（PMA）により分化誘導したマクロファージ、

または血管平滑筋細胞を用いた。GLAP、MG-H1、APN を培地中にそれぞれ 0.1-10μg/ml で添加し、

各アプタマー存在下で、1-4時間インキュベートし、細胞内酸化ストレスレベルを測定した。酸

化ストレスレベルは ROS プローブ Carboxy-H2DFFDA を用いて検出した。各アプタマーの対照と

して、ランダム配列の一本鎖 DNA をコントロールアプタマーとして用いた。 

 

(3)GLAP、MG-H1、APN の定量 

 GLAP、MG-H1、APN の ELISA による定量方法を検討した。検出対象である各 AGEs は低分子量

（GLAP=255、MG-H1=228、APN=254）であるため、競合 ELISA 法の構築を試みた。96 穴プレート

に各 AGEs を固相化、ブロッキング処理した後に標識済みの対応する各アプタマーと各種濃度の

各 AGEs を添加した。固相化に用いる各 AGEs の濃度、緩衝液組成と、添加する各アプタマーの濃

度等の条件について複数検討をおこなった。また、得られたアプタマーについて、biotin 標識



 

 

部位の変更と、スペーサー配列の挿入等を施工し、検出感度を改善がみられるか検討した。 

４．研究成果 

GLAP に加えて、MG-H1 及び APN の分化 THP-1 細胞、血管平滑筋細胞における ROS 産生を確認で

きた。さらに、アプタマー作成法である SELEX法の条件を検討したことで、十分に親和性の高い

MG-H1、APN に結合するアプタマーを得ることで、各アプタマーによる対応する AGEs の ROS 産生

阻害効果について検討できた。また、MG-H1、APN を検出するサンドイッチ ELISA についても、

当初は ELISA の検出感度が低かったが、再度 SELEX 条件を検討しアプタマーの再作成と、biotin

標識部位及びスペーサー配列を検討することで、感度の高い ELISA系を作成できた。当該 ELISA

によりマウス血清中の各 AGEs の検出が可能になった。引き続き、血漿、組織抽出液、尿、唾液

等の生体試料を用いた ELISA による各 AGEs の定量及び、動脈硬化モデル動物、糖尿病モデル動

物等の検体についても各 AGEs含有量を測定し、各疾患との関連について明らかにしたい。また、

各アプタマーを用いた免疫染色により、動物組織中の各 AGEs レベルについても検討をおこなう。 
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色素上皮由来因子（PEDF）は、ラミニン受容体を介して、乳癌細胞における終末糖化産物（AGEs）誘導性の増殖とVEGFおよびMMP-9の発現
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色素上皮由来因子は、終末糖化産物（AGEs）により惹起された乳癌細胞の増殖とVEGFおよびMMP-9の発現を抑制する
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DNAアプタマーを用いた終末糖化産物（AGE）および受容体（RAGE）の阻害は糖尿病合併症を包括的に抑制する


