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研究成果の概要（和文）：マルチリガンド受容体として知られるRAGE（receptor for advanced glycation 
end-products）は種々のリガンドと結合して細胞内シグナルを誘導し、その結果、糖尿病血管障害、がん、炎
症、アルツハイマー病等の病態を悪化させる。それゆえ、RAGEシグナルを阻害することは、RAGE関連疾患の予
防・治療にとって重要である。研究代表者らはRAGEシグナル阻害成分が含まれる醤油由来の低分子画分を分離・
精製し、その成分を明らかにした。さらに、RAGEの多量体形成に及ぼす細胞外領域を明らかにするためリガンド
結合部位等を欠損させた組換えRAGEを作製しCOS7細胞に導入した。

研究成果の概要（英文）：Receptor for advanced glycation end products (RAGE) is a pattern recognition
 receptor, which has been implicated in the pathogenesis of diabetic complications, inflammation, 
Alzheimer's disease, and cancer. Therefore it is important for RAGE relation diseases to inhibit 
RAGE signaling. In this study, we isolated and identified RAGE signaling inhibitory components 
derived from Japanese soy sauce low molecular fraction. Furthermore cos7 cells were transfected with
 a plasmid containing full length RAGE cDNA and V1, C1, C2 domain-deleted RAGE cDNAs to clear the 
essential domain for RAGE multimerization.       
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１．研究開始当初の背景 
終末糖化産物受容体 RAGE (Receptor for 

advanced glycation endproducts) は当初、
終末糖化産物 AGE（Advanced glycation 
endproducts）の 1 回膜貫通型細胞膜受容体
として同定された（Schmidt AM. et al, J 
Biol Chem, 267,1992）。AGEとはタンパク
質が非酵素的に還元糖により糖化、修飾され
るメイラード反応により生成される最終産
物の総称である。この AGE は糖尿病患者や
その病変部に蓄積しており、AGE の RAGE
との相互作用は糖尿病合併症に関与するこ
とが明らかにされている。さらに最近では、
RAGEは AGEのみならずアルツハイマー病
において脳に蓄積するアミロイド-蛋白質、
癌転移や炎症との関連が明らかにされてい
るHMGB-1/ amphoterin、免疫細胞から分泌
される炎症仲介分子 S100/ calgranuin、白血
球の細胞表面にある2インテグリンMac-1、
グラム陰性菌外膜の構成物質である
lipopolysaccharide (LPS)、アポトーシス細胞
上の Phosphatidylserine など様々なリガン
ドと結合することが明らかにされ、マルチリ
ガンド受容体として糖尿病合併症以外の疾
患にも関与する可能性が示唆されている。 
本研究室においても、これまでに、各種病
態における RAGE の役割について解明を進
めてきた。糖尿病血管障害に関して、RAGE
トランスジェニックマウスおよび RAGE ノ
ックアウトマウスを作製することにより、
AGE-RAGE 相互作用が糖尿病血管障害の発
症・進展に重要であることを明らかにしてき
た（Yamamoto Y. et al, J Clin Invest, 108, 
2001）。さらに、膜貫通タンパクと考えられ
ていた RAGEに、分泌型のスプライスバリア
ントが存在することを明らかにし、内在性分
泌型 RAGE（endogenous secretory RAGE, 
esRAGE）と名付け、特許を取得した（特許
第 3837494号「可溶型 RAGEタンパク質」
および Yonekura H. et al, Biochem J, 370, 
2003）。また、アルツハイマー病に関して、
アルツハイマー病患者の海馬神経細胞にお
ける esRAGE の発現量が有意に低下してい
ること (特許出願 2006-155378、Nozaki I. et 
al, Arch Histol Cyto, 70, 2007)、および肝臓
で esRAGEを過剰発現し血中 esRAGE濃度
が高く維持されるトランスジェニックマウ
スにおいて、尾静脈に投与したアミロイド-
の脳への移行は、対照マウスと比較して有意
に減少することを明らかにした（Sugihara T. 
et al, J Alzheimer's Dis, 28, 2012）。 
これらの研究により RAGE とリガンドと
の相互作用により誘導されるシグナルは
種々の病態を悪化させることが明らかとな
った。このことから、RAGEシグナルの阻害
は RAGE関連疾患の予防・治療に有効な手段
であることが示唆された。 

 
２．研究の目的 
マルチリガンド受容体として知られる

RAGE（Receptor for advanced glycation 
endproducts）は種々のリガンドと結合して
細胞内シグナルを誘導し、その結果、糖尿病
血管障害、がん、炎症、アルツハイマー病等
の病態を悪化させる。それゆえに、RAGEシ
グナルを阻害することはこれらの病態の予
防・治療にとって重要である。申請者らは最
近、日本古来の発酵調味料である醤油の低分
子画分(分子量 5,000以下)にRAGEシグナル
を阻害する成分があることを初めて明らか
にした（Munesue S. et al. Food Funct. 
4,2013）。本申請研究ではこの醤油の中に含
まれる RAGE シグナル阻害成分を明らかに
し、さらにはその阻害機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
申請者らは醤油由来の低分子画分（分子量
5,000 以下）に RAGE シグナル阻害効果がある
こと、この画分は AGE の RAGE への結合を競
合的に阻害することを明らかにした。そこで
培養細胞を用いて組換えヒト esRAGE を作
製・精製した後、次に esRAGE 親和性カラム
により醤油由来の低分子の中で RAGE に親和
性を示す成分を精製する。この成分を質量分
析にかけて醤油低分子中に存在する RAGE 阻
害成分の実体を明らかにする。 
 リガンドの細胞外領域への結合と RAGE 多
量体形成の関係を明らかにするため、ヒト
RAGE 細胞外領域を部分的に欠損させた組換
え体を COS7 細胞により作製する。 
 
４．研究成果 
醤油低分子成分の中で RAGE に結合する成分
を精製し、質量分析によりその実体の解明 
1.組換えヒト esRAGE の単離・精製とヒト
esRAGE カラムの作製 
RAGE 親和性カラム作製のために組換えヒ
ト esRAGE を作製した。ヒト血管内皮細胞か
らヒト esRAGE のｃDNA を得て、ヒト esRAGE
発現ベクターを作成し、発現ベクターを COS7
細胞に導入して安定発現株を得た後、細胞外
に分泌された esRAGE を含む培養上清を集め
た。ヘパリンカラムとヒト esRAGE 特異的抗
体（既に本研究室で作製済み）カラムを用い
て精製を行い、得られた組換えヒト esRAGE
タンパクを樹脂に固相化し、ヒト esRAGE 親
和性カラムを作製した。 
2. 醤油低分子中に含まれるRAGE結合成分
の精製・同定 
 醤油低分子画分の中から RAGE(esRAGE)親
和性カラムに結合する成分を集めた。ヒト
esRAGE 親和性カラムに醤油低分子画分を添
加し結合画分を塩で溶出した後、逆相クロマ
トグラフィー(Cosmocil 75C18-OPN column)
により脱塩を行い、この画分を醤油低分子画
分中に含まれる RAGE 結合成分とした。この
画分を質量分析にかけ RAGE 結合性の RAGE シ
グナル阻害画分を得た。 
 
種々の細胞外領域欠損 RAGE の作製 



リガンドの細胞外領域への結合と RAGE 多
量体形成の関係を明らかにするため、ヒト
RAGE 細胞外領域を部分的に欠損させた組換
え体を COS7 細胞により作製した。組換え体
の C末端に His タグを連結した。ヒト血管内
皮細胞からそれぞれの組換え RAGE の cDNA を
得て、変異 RAGE 発現ベクターを作成し、そ
れをCOS7細胞に導入して安定発現株を得た。 
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