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研究成果の概要（和文）： 
 
糖尿病の慢性合併症の成因において、終末糖化産物(advanced glycation end-products, 
AGEs)とその受容体 receptor for AGEs (RAGE)は、中心的な役割を果たすことが想定され
ている。本研究課題において我々は、RAGE 欠失が非糖尿病環境において高脂肪食負荷に
よる肥満、動脈硬化の進展を抑制すること、この効果に血中アデイポネクチン濃度に対す
る影響が関与することを明らかにした。さらに RAGE 欠失脂肪組織において調節される遺
伝子を網羅的に解析し、インスリン情報伝達、脂肪細胞分化にかかわる遺伝子が RAGE の
主要な標的である可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Advanced glycation end-products, AGEs and their receptor, RAGE, has been 
implicated in vascular complications in diabetes.  In this study, we show that RAGE is 
involved in adiposity and atherosclerosis induced by high fat diet in non-diabetic 
condition, where RAGE regulated plasma adiponectin take an important role.  
Moreover, gene chip analyses of mRNA specifically regulated by RAGE-deficient 
adipose tissues reveal that insulin signaling and adipocyte differentiation pathway are 
potential targets of RAGE, which could contribute to adiposity and altered 
adipocytokine regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
終末糖化産物(advanced glycation end 

product: AGE)とその受容体(receptor for 
AGE: RAGE)は糖尿病性血管合併症の病因

に関与する。RAGE 過剰発現マウスおよび

欠失マウスの開発により、糖尿病性腎症の

進展に RAGE が関与することが示されて

い る (J Clin Invest 108:261-8, 2001; 
Diabetes. 55:2510-22, 2006)。一方、RAGE
は糖尿病性大血管障害の進展にも関与する

と推定されてきた(Nat Med 4: 1025-31, 
1998; Circulation 106: 2827-35, 2002; 
Atherosclerosis 185:70-7, 2006)。我々は

RAGE 欠失マウスを用いた解析から、糖尿

病性血管新生反応障害に RAGE が直接関

与することを明らかにした (Diabetes 
55:2245-55, 2006)。 

RAGE は AGE 以外にも、S100 蛋白、白

血球表面のβ2 インテグリン (Mac-1)、
amphoterin (HMGB1)など炎症関連因子

の受容体でもあり、マクロファージなど炎

症細胞、血管内皮細胞いずれにも発現が認

められる。多くの炎症モデル系において

RAGEが局所の炎症反応に関与することが

示されている (J Exp Med 198:1507-15, 
2003; J Clin Invest 113: 1641-50, 2004; 
Embo J 26: 1129-1139, 2007)。また、RAGE
に は spliced variant と し て 分 泌 型

(endogenously secretory RAGE, esRAGE) 
(Biochem J 370: 1097-109, 2003)、さらに

細胞表面の RAGE が蛋白分解酵素により

切 断 さ れ 放 出 さ れ る soluble RAGE 
(sRAGE)が存在し、RAGE のデコイ受容体

として働く可能性がある。我々は esRAGE
発現アデノウイルスを作製し、esRAGE が

糖尿病性血管障害を改善する知見を得てい

る(Diabetes 55:2245-55, 2006)。 
動脈硬化の進展にマクロファージなどの

炎症性細胞を中心とした炎症機転が深く関

与することが明らかにされてきている(N 
Engl J Med 340:115-26, 1999)。近年、肥

満においても脂肪組織でマクロファージ集

積が増加し、その病態がマクロファージの

遊走に関与するサイトカイン及びその受容

体により調節されることが明らかにされて

きた(J Clin Invest 116: 115-24, 2006; J 
Clin Invest 116:1494-505, 2006; J Biol 
Chem 281: 26602-14, 2006)。これらの結果

は、炎症細胞を標的とした肥満・動脈硬化

の病態制御の可能性を示している。 
我々は平成 15-16 年度研究課題において、

ヒト血中 esRAGE 濃度が肥満、動脈硬化、イ

ンスリン抵抗性、メタボリックシンドローム
の病態に深く関連することを明らかにした
(Arterioscler Thromb Vasc Biol 25:2587-93, 
2005)。さらに血中 esRAGE 低値が、非糖尿
病状態でも心血管系死亡の予知因子となる
ことを報告している (Arterioscler Thromb 
Vasc Biol 27:147-53, 2007)。これらの結果は、
RAGE が炎症調節因子として、肥満、動脈硬
化の病態を調節する可能性を示している。 

 
２．研究の目的 
このような仮説をもとに、炎症関連因子とし
て RAGE、esRAGE、sRAGE と肥満、動脈
硬化との関連を明らかにすることを目的と
する。そのため、RAGE ノックアウトマウス
を脂質代謝異常・動脈硬化惹起モデルの apo 
E ノックアウトマウスと交配させ、高脂肪食
負荷による肥満、動脈硬化に及ぼす影響を検
討した。さらに apo E+/+遺伝背景における
RAGE 欠失の肥満に及ぼす影響とその機序
を検討した。 
 
３． 研究の方法 
本研究は連携研究者の山本博教授(金沢大

学)から提供を受けている RAGE 遺伝子改変
マウスを使用して行った。 

(1) RAGE ノックアウトマウスと自然動脈
硬化進展(Apo E ノックアウト)マウスの交
配・繁殖： RAGE 野生型(RAGE-WT)とノ
ックアウトマウス(RAGE-KO)及び Jackson 
Lab から購入した Apo E-/-マウスを交配・維
持し、二重遺伝子変異マウスとして 4 群のマ
ウス(Apo E+/+ RAGE+/+、Apo E+/+ 
RAGE-/-、Apo E-/- RAGE+/+、Apo E-/- 
RAGE-/-)を作製・繁殖させた。 

(2) 高脂肪食負荷による肥満発現に対する
RAGE の影響：１で作製した Apo E/RAGE
変異マウスを通常食または高脂肪食で 6-20
週齢まで飼育し、体重、摂餌量を比較検討し
た。15 または 20 週齢で、血清、上精巣脂肪
組織を採取し組織重量を測定した。血清イン
スリン、アディポネクチン、TNFαは EIA ま
たは ELISA 法により測定した。脂肪組織よ
り組織切片を作製し、脂肪細胞のサイズ及び
マクロファージの浸潤を定量評価した。 

(3) 高脂肪食による動脈硬化進展に及ぼす
RAGE の影響：２で飼育したマウスより胸
部・腹部大動脈を切開・展開後摘出する。脂
肪染色を行い、動脈硬化巣面積率を定量評価
した。動脈硬化進展度と肥満、脂肪組織重量、
脂肪細胞サイズ、血清アディポネクチン濃度
の関連を明らかにした。 

(4) Apo E+/+遺伝背景におけるRAGEの肥
満に対する影響：Apo E+/+ RAGE+/+、Apo 
E+/+ RAGE-/-マウスを用いて、高脂肪食飼育
下の体重、上精巣脂肪重量、脂肪細胞サイズ



に対する RAGE の影響を検討した。 
(5) RAGE 依存性遺伝子発現の網羅的解

析：④で採取した 10週齢RAGE+/+、RAGE-/-
マウスの上精巣脂肪組織より RNA を採取し、 
Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 
2.0.を用いてRAGE特異的に調節される遺伝
子を網羅的に解析した。データマイニングは
Gene Ontology 解析、KEGG pathway 解析
により施行した。抽出された遺伝子の発現は
real-time RT-PCR 法により発現の変化を直
接確認した。 
 
４． 研究成果 
(1) RAGE 欠失による動脈硬化進展抑制 
RAGEの非糖尿病状態における動脈硬化進展
に及ぼす影響をApo E/RAGEダブルノックア
ウトマウスを作製して検討した。図１に示す
よ う に 大 動 脈 の プ ラ ー ク 形 成 は
apoE-/-RAGE+/+ に比べてapoE-/-RAGE-/-で有意
に抑制されていた。このRAGEの影響は通常
食・動脈硬化誘発食いずれにおいても認めら
れた。 

(2) RAGE の adiposity に及ぼす影響 
ApoE-/-マウスにおいて、体重は 15 週齢・

20 週齢、また通常食・動脈硬化誘発食いずれ
においても RAGE-/-で WT に比較して有意に
低下した(図２)。メタボリックケージを用い
た食餌摂取量、およびエネルギー消費に関与
する褐色脂肪組織の UCP1 遺伝子発現は両群
で差を認めなかった。 

20 週齢で上精巣脂肪組織重量はいずれの
食餌群でもRAGE-/-でWTに比べて有意に低
下した(図３A)。この変化は 15 週齢では認め

なかった。20 週齢においては脂肪細胞サイズ
も RAGE-/-で WT に比べて有意に低下した
(図３B)。興味深いことにこの変化は脂肪重量
の変化に先行して 15週齢で既に認められた。 

免疫染色法により RAGE の脂肪組織にお
ける局在を検討したところ、RAGE は血管内
皮細胞、脂肪細胞いずれにも発現が観察され
た。この発現は RAGE-/-マウスの脂肪組織に
は認められなかった (図３B) 。さらに、
real-time RT-PCR 法により、RAGE mRNA は
上精巣脂肪組織 (100.0 ± 3.1%)および同組織
より分離した脂肪細胞(6.6 ± 2.5%)いずれに
も発現が確認された。 

図４に示すように、動脈硬化の程度は上精
巣脂肪組織重量及び脂肪細胞サイズと有意
に正の相関を示した。この関連にアディポサ
イトカインであるAdiponectinが関与する可能
性を検討した。血清 adiponectin値は 20 週齢
に お い て apoE-/-RAGE-/- マ ウ ス で
apoE-/-RAGE+/+マウスに比べ、通常食群(2.38 ± 
0.26 µg/ml vs 2.71 ± 0.33, p<0.05)、動脈硬化誘
発食群(1.99 ± 0.24 vs 2.31 ± 0.23, p<0.05)いず
れ も 有 意 に 高 値 を 示 し た 。 ま た 血 清
Adiponectin値は動脈硬化面積と有意な負の相
関関係を示した(図 4)。 多変量解析によると、
脂肪重量、脂肪細胞サイズ、血清adiponectin
値は年齢、食餌種類、血清コレステロール値
と独立して動脈硬化プラーク面積と有意な
関連を示した。しかしこれらの独立した関係
はRAGE遺伝子と交絡しており、RAGE、脂肪
重量、血清adiponectinは相互に関連しあい動
脈硬化進展を規定すると考えられた。 
(3) 脂肪組織における RAGE 調節遺伝子探索 

RAGEによるadiposity調節の機序を明らか
にするため、RAGE+/+とRAGE-/-マウスから採



取した上精巣脂肪組織の遺伝子発現プロフ
ァイルをAffymetrix GeneChip Mouse Genome 
430 2.0 を用いて網羅的に解析した。実験には
まだ脂肪細胞のサイズに差が認められない
10 週齢の両群マウスを用いた。3 µgのRNAを
用いた結果、全 45,037 遺伝子のうち 59.8%及
び 61.4% がRAGE+/+またはRAGE-/-脂肪組織
にそれぞれ検出された。RAGE+/+脂肪組織を
基準とすると、RAGE-/-脂肪組織では 10.3% 
の遺伝子発現が低下、11.7%の遺伝子発現が
上昇していた。RAGE+/+に比較して 623 の遺
伝子発現がRAGE-/-で 50％以上減少し、2,470 
の遺伝子で 2 倍以上発現が増加していた。  
  RAGEにより特異的に発現が調節される
遺伝子をさらに探索するためgene ontology 
解析を実施した。RAGE-/-脂肪組織において、
acetyl-CoA biosynthetic process、neutral lipid 
biosynthetic process、pyruvate metabolic process、
gluconeogenesis、glycogen biosynthetic process、
NADPH regenerationなどのmetabolic process 
にかかわるontology termが有意に集積してい
た。興味深いことに、脂肪細胞分化にかかわ
る遺伝子群が有意にRAGE-/-脂肪組織で抑制
されていた。さらに、glucose transport、neutral 
amino acid transport、insulin receptor signaling 
pathwayも RAGE-/- 脂肪組織で抑制される
Ontology termであった。反対に、cell adhesion、
endocytosis、T cell activation、prostaglandin 
biosynthesis、protein binding、protein folding、
glycoprotein biosynthetic process,など炎症・免
疫にかかわるontology termの多くがRAGE-/- 
脂肪組織で発現が増加していた。また興味深
いことに、RAGE-/-脂肪組織で発現が上昇する
遺伝子は cell redox homeostasis process の
ontology termにも集積していた。 

KEGG pathway解析の結果、insulin signaling 
pathway 、 pyruvate metabolism 、 fatty acid 
biosynthesis、gluconeogenesisがRAGE-/-脂肪組
織で抑制されているpathwayとして同定され
た。peroxisome proliferator-activated receptor 
(PPAR) signaling 、 adipocytokine signaling  
pathwayもRAGE-/-脂肪組織で抑制されていた
ontology 解 析 と 一 致 し て cell adhesion 
moleculesとleukocyte transendothelial migration
の炎症にかかわるpathwayが RAGE-/-脂肪組
織 で 発 現 が 亢 進 し て い た 。 amino acid 
metabolic pathways、nitrogen metabolism、glycan 
biosynthesis, structure and degradationもRAGE-/-

脂肪組織で発現が亢進したpathwayとして抽
出された。   
具体的にAdipogenesisにかかわるlipin 1、 

PPAR-γ、adipose differentiation related protein
の発現がRAGE-/-脂肪組織で低下していた。ま
た脂肪酸代謝、脂肪蓄積に直接関与する可能
性 の あ る Fatty acid binding protein 5 、
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2、
diacylglycerol O-acyltransferase 2 、

monoacylglycerol O-acyltransferase 1 、
acetoacetyl-CoA synthetase、acetyl-coenzyme A 
carboxylase αがRAGE-/-脂肪組織で発現が低
下しており、RAGE-/-マウスのadiposity低下に
関与する可能性が推測された。インスリン情
報伝達に関して、phosphatidylinositol 3-kinase 
(p85α)、adaptor protein with pleckstrin homology 
and src (APS) 、 sorbin and SH3 domain 
containing 1 (CAP)、insulin receptor substrate 
(IRS) 1,3、hymoma viral proto-oncogene 2 / 
similar to serine/threonine kinase (Akt)、Protein 
phosphatase 1 regulatory (inhibitor) subunit 3C、
facilitated glucose transporter member 4 (Glut 4) 
はRAGE-/-脂肪組織で発現が低下していた。  
図 5 にインスリン情報伝達と脂肪細胞分化
pathwayでRAGE-/-脂肪組織で発現が抑制され
ている遺伝子を示した (黒塗り）。  また
Real-time RT-PCR法により、これらの遺伝子
発現が実際に低下していることを確認した。 

これらの結果を総合的に評価すると、
RAGE はインスリン情報伝達や脂肪細胞分化
情報伝達に関与する遺伝子発現を直接制御
することにより adiposityに直接かかわること
が示された。 
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