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研究成果の概要（和文）：ヒト切除肺を用いて研究した。慢性閉塞性肺疾患(COPD)ではI型肺胞上皮細胞と肺胞マクロ
ファージにおけるRAGE(Receptor for advanced glycation end-products)の発現は有意に高く、１秒率と負の相関を認
めた。細気管支粘膜上皮細胞では有意な差異は認めず、さらにRAGE発現と喫煙指数、%肺活量との相関はなかった。原
発性肺癌でのRAGEの発現は腺癌では分化度、粘液産生能、病期の進行との関連も示唆された。粘液非産生性腺癌の癌進
展への RAGEの関与と、リガンドとしてAGEsの関与が示唆された。ラット肺ではPPAR-γは肺胞水分クリアランスを低下
させる。

研究成果の概要（英文）：The expression of receptor for advanced glycation end products (RAGE) was examined
 in the excised human lungs. The expression of type 1 alveolar cells and alveolar macrophage increased in 
chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The expression was correlated negatively with forced expirat
ory volume in one second. RAGE expression was not associated with smoking index. In lung cancer, RAGE was 
highly expressed in both small cell lung cancer and adenocarcinoma. Less differentiated adenocarcinoma exp
ressed RAGE more frequently than well differentiated adenocarcinoma. The enhanced expression of RAGE was p
resent in non-mucinous adenocarcinoma. Adenocarcinoma in the advanced stages tended to show a higher expre
ssion score for RAGE. The expression of RAGE inversely correlated with that of AGEs, although it did not s
how any relationship with the expression of HMGB-1 or S100A4. In rat lung, PPAR-gamma impaired alveolar fl
uid clearance probably through amiloride-sensitive sodium channel. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは肺胞水分再吸収（肺胞水分クリ

アランス）を活性化することが急性肺傷害の

回復を早めることを報告してきた。その研究

中にヒト切除肺の肺胞液中に Receptor for 

advanced glycation end-products (RAGE)が

多量に存在することを確認した。そこで肺に

最も多く存在する RAGE は周術期肺傷害に関

与するとの仮説をたて、今回の研究を計画し

た。 

RAGE と肺傷害に関するこれまでの報告 

(Uchida T et al, Am J Respir Crit Care Med 

2006 、 Stemberg DI et al, J Thorac 

Cardiovasc Surg 2008、Chrestie JD et al, 

Am J Respir Crit Care Med 2009)では、RAGE

はげっ歯類の肺傷害急性期には関与する。敗

血症などで集中治療室に入院した患者で

RAGE が肺傷害により上昇する。しかし、申請

者らが研究してきた急性期から回復期にわ

たる役割は不明であり、ヒト肺を用いた研究

報告は全くない。 

また、近年インスリン抵抗性改善薬とも呼

ばれるペルオキシソーム増殖剤応答性受容

体γ(PPAR-γ)作働薬の塩酸ピオグリタゾン

は体内水分調整に関与し、周術期管理に影響

するおそれがあるが、肺での作用や RAGE と

の関連は不明である。 

 
２．研究の目的 

ヒト疾患肺におけるRAGEの発現を研究する。

RAGEはadvanced glycation end-products 

(AGEs)の細胞膜受容体の１つで、糖尿病など

生活習慣病の進展に重要な役割を演じている。

さらに、 RAGEがAGEs、HMGB-1、 S100A4など

の癌細胞の複数のリガンドを認識し、 MAPK

やNFκBなどの活性化を介して癌細胞の増

殖・浸潤・転移に関わるとされている。ヒト

腫瘍組織における解析により、 RAGE発現と癌

の進展・予後との関与が報告ているが、未解

明の問題は多い。肺は他の臓器と比較しRAGE

が高発現している。しかし、その生理学的役

割は不明で、原発性肺癌における発現の報告

は少ない。 

本研究の第 1目的は、原発性肺癌 127 例の

組織アレイを用いて RAGE の発現を免疫組織

学的に検討して、組織亜型、病期ならびに生

命予後との関連を解析し、原発性肺癌におけ

る RAGE 発現の意義を明らかにすることであ

る。さらに, 肺癌組織における RAGE のリガ

ンドを明らかにするために、RAGE の発現と

AGEs、HMGB-1 ならびに S100A4 の発現との関

連性を研究した。 

慢性閉塞性肺疾患(chronic obstructive 

pulmonary disease, COPD) はタバコ煙等の

有害物質を長期間吸入暴露することで生じ

る肺の慢性炎症性疾患で、進行性の不可逆的

閉塞性換気障害で定義される。Receptor for 

advanced glycation end products (RAGE)は、

炎症を惹起・増幅すると考えられている。慢

性炎症肺での RAGE の発現は報告されるが、

その機能、肺疾患における意義は不明である。

そこで第 2目的はヒト肺組織における RAGE

蛋白の発現解析により、その COPD の発症と

進展における関与の解明を目指した。 

また糖尿病における RAGE の関与が報告さ

れている。しかし、糖尿病における RAGE と

ピオグリタゾンの関係は全く不明である。

RAGEの基礎的研究としてPPAR-γが肺胞上皮

細胞機能の肺胞水分クリアランスに及ぼす

影響を明らかにし、RAGE との関係を研究した。 

 

３．研究の方法 

（１）2001～2010年に金沢医科大学呼吸器外

科切除を行った原発性肺癌127例の肺癌腫瘍

組織を用いた。10%緩衝ホルマリン固定・パラ

フィン包埋標本から組織スパイラルアレイを

作製し、RAGE、AGEs、HMGB-1、S100A4の免疫

染色を施行した。発現解析とそれらの相互関

係および臨床病理学的因子（組織型・組織亜

型・病期・分化度・予後）との関連を検討し

た。免疫染色にはストレプトアビジン・ビオ



チン法を用い、1次抗体はヤギ抗RAGEポリクロ

ーナル抗体(RAGE001-050、Biologo社)、ウサ

ギ抗AGEsポリクローナル抗体(ab23722、Abcam

社)、ウサギ抗HMGB-1ポリクローナル抗体

(ab18256、Abcam社)、ウサギ抗S100A4モノク

ローナル抗体(ab124805、Abcam社)を使用し、 

マイクロウェーブによる抗原賦活を行った。 

（２）2010-2012 年に金沢医科大学呼吸器

外科で手術を施行した１秒率＜70％の

COPDを有する38症例および１秒率≧70 ％

の COPD を有さない 37 症例を研究対象とし

た。気管支喘息および耐糖能障害を有する患

者は除外した。外科的切除された、ホルマリ

ン固定・パラフィン包埋肺組織を用いた。免

疫組織学的検討としてビオチン・ストレプト

アビジン法を用いた。実験は室温でほぼ同じ

条件で行った。一次抗体としてヒト RAGE 蛋

白のアミノ酸配列42–59に対するヤギ抗RAGE

ポリクローナル抗体（RAGE 001-050, Biologo, 

希釈濃度 1/1600）を使用した。抗原賦活には

マイクロウェーブを用い、一次抗体滴下後

4℃で overnight 後、PBS で十分洗浄し、二次

抗体と反応させた。1 症例に対しⅠ型肺胞上

皮細胞、細気管支粘膜上皮細胞、肺胞マクロ

ファージに関し代表的部位各々3 視野を患者

背景を知らされていない病理医が対物レン

ズ 40 倍で撮影した。抗体の特異性の確認の

ため、正常肺ならびに肺癌新鮮凍結組織を検

体とし Western blot 法を行った。I 型肺胞

上皮細胞、細気管支粘膜上皮細胞、肺胞マク

ロファージにおける発現を半定量解析し、年

齢・性、慢性閉塞性換気障害、１秒率、％肺

活量、喫煙指数との関係を検討した。 

（３）ラット肺での研究。SD ラット肺を摘出

し、等張性の 5%アルブミン液 8ml/kg を気道

内に注入し、37℃に 1時間保持した。その後、

注入液を採取して、アルブミン濃度を測定し、

アルブミン濃度の変化より肺胞水分クリア

ランスを計算した。ピオグリタゾン(PPAR-γ

刺激薬)、GW9662（PPAR-γ阻害薬)、アミロ

ライド（ナロチウムチャンネル阻害薬）、テ

ルブタリン（β2-交感神経刺激薬）の効果を

研究した。 

 
４．研究成果 

肺癌での成果：肺癌127例中30例（23.6%）に

RAGEの発現を認めた。組織型別解析では、扁

平上皮癌(2/21、9.5 %)と比較し腺癌(25/103、 

24.3%)および小細胞癌(3/3、100%)で高い発現

率を認めた(p<0.05)。腺癌症例では、中・低

分化肺癌が高分化肺癌より有意に高い発現を

認めた(14/39、35.9%対11/64、17.2%、 p<0.05)。

スコアリング結果の解析では、粘液非産生型

腺癌は粘液産生型腺癌と比べ高い発現スコア

を認めた（2.77対1.63, p<0.05）。また、腺

癌のIB期以上の症例はIA期と比較し発現スコ

アが高い傾向があった（2.88対2.24, p=0.09）。 

AGEsの発現を127例中47例(37.0%)に認めた。

組織型別では腺癌での発現率(44/103、42.7%)

が、扁平上皮癌（3/21、14.3%）および小細胞

癌(0/3、0%)での発現率と比べ高かった

（p<0.05）。腺癌の分化度や病期との間には

有意差は認めなかった。HMGB-1は94例(74.8%)

に陽性所見を認めた。組織型別では扁平上皮

癌(20/21、95.2%)および小細胞癌(3/3、100%)

は腺癌における発現頻度（71/103、68.9%）と

比べ高かった(p<0.05)。腺癌の分化度や病期

との間には有意差は認めなかった。S100A4は

46例（36.2%）で陽性所見を認めた。組織型、

腺癌の分化度や病期との有意な関連性は認め

なかった。RAGEの発現と３種のリガンドの発

現との相関では、RAGEとAGEsの発現には逆相

関の関係を認めたが(p<0.05)、RAGEとHMGB-1

間およびRAGEとS100A4間では有意な相関を認

めなかった。RAGEと３種類のリガンドの単独

発現ならびに共発現と生命予後との関連を、

全症例での解析に加え、 組織型別ならびに進

行度別の解析を行うと、Ⅰ期腺癌において

AGEs陽性例が有意ではないが予後良好な傾向

を示した。全症例、Ｉ期腺癌ならびにそれ以

外のサブグループでの検討において予後との



有意な関連は得られなかった。今回の研究に

では、原発性肺癌組織でのRAGE発現は組織型

により異なる。特に腺癌においては粘液産生

性に影響を受け、分化度が低いほど、病期が

進行するほど発現率が上昇した。これらの結

果は粘液非産生性腺癌の進展へのRAGEの関与

が示唆され、リガンドとしてAGEsの発現が関

与している可能性が示唆された。 

COPD での成果：I型肺胞上皮細胞と肺胞マク

ロファージにおける RAGE の発現は、対照群

と比較し COPD 群で有意に高く、１秒率と負

の相関を認めた。細気管支粘膜上皮細胞では

両群間に有意な差異は認めず、さらに RAGE

発現と喫煙指数、%肺活量との関連はいずれ

の細胞群でもみられなかった。肺胞上皮細胞

と肺胞マクロファージで発現される RAGE が

COPD の発症と進行に関わる可能性が示され

た。さらにこれら RAGE の発現亢進は喫煙に

よる直接作用ではなく別経路の可能性も示

唆され、RAGE は COPD 進行の制御に向けた新

たな標的分子となる可能性が示唆された。 

ラットでの成果：10-3-10-4 M ピオグリタゾン

(n=8)により肺胞水分クリアランスは 22％減

少した。10-3 M GW9662 によりピオグリタゾン

効果は消失した(n=8)。GW9662 単独では肺胞

クリアランスは効果がなかった。10-５ M アミ

ロライドを追加することにより、肺胞水分ク

リアランスは 68％減少し（n=4）、10-５ M テル

ブタリンの追加により肺胞水分クリアラン

スは 62％増加した(n=4)。PPAR-γ刺激薬によ

り肺胞水分クリアランスは減少することが

示唆された。また、β交感神経受容体の機能

は維持されることが示唆された。糖尿病患者

におけるピオグリタゾンの副作用である全

身浮腫においては、肺での水分バランスに異

常をきたしている可能性がり、その場合に肺

胞水分クリアランスが減少していることが

示唆された。糖尿病では RAGE の関与が報告

されており、糖尿病における RAGE とピオグ

リタゾンの関係に関して、さらなる研究が必

要である。 
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