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１．研究計画の概要 
 申請者らは、糖尿病血管傷害の鍵となる分

子が細胞膜の糖化タンパク受容体RAGE
（receptor for advanced glycation endproducts）
であることを明らかにするとともに、選択的

スプライシングにより生成する分泌型RAGE
タンパクを発見した。分泌型RAGEはデコイ受
容体として機能し血管保護作用をもつと推定

される。本研究計画は、分泌型RAGE 過剰発
現マウスと分泌型RAGEを発現しないマウス
の両方を作製し、糖尿病をはじめとする各種

病態における分泌型RAGEの重要性を検証す
るとともに、分泌型RAGE生成にいたるスプラ
イシング機構の解明と、当該スプライシング

への薬剤効果を評価するハイスループットス

クリーニング系の開発を基に、分泌型RAGE
の発現制御に基づく新たな糖尿病合併症の予

防・治療薬の探索を目指すものである。 
２．研究の進捗状況 
(1) 分泌型RAGE過剰発現マウスの作製と解
析：①マウスアルブミン遺伝子のプロモータ

ーの下流にヒト分泌型RAGE cDNAをつない
だ融合遺伝子を作製し、マウス受精卵雄性前

核に顕微注入後、受精卵を仮親に移植して、

分泌型RAGEを過剰発現するトランスジェニ
ックマウスのラインを得た。②ヒトesRAGE過

剰発現マウスのラインについて、RAGEのリガンド

の１つであるI12５標識-アミロイドβを尾静脈から

注入し、その体内動態を対照マウスと比較した。

その結果、ヒトesRAGE過剰発現マウスにおいて

脳へのアミロイドβの移行が遅延する傾向が認

められた。 

(2) 分泌型RAGEノックインマウスの作
製と解析：マウスRAGE遺伝子の全長を
膜型RAGEのcDNA配列によって置換し
たターゲッティングベクターを構築し、
マウスES細胞に導入し、相同組換えES細胞のク
ローンを得た。相同組換えES細胞とマウス
胚細胞との細胞凝集塊を仮親の子宮に
移植し、キメラマウスを得、ノックイン
のgerminal transmission を確認した。 
(3) 選択的スプライシング機構の解明と分
泌型／膜型RAGE生成比のハイスループッ
トアッセイ系の開発：①CMVプロモーターの

下流にEGFPおよびヒトRAGE遺伝子のエクソン８

以降の配列を融合させたミニ遺伝子発現ベクタ

ーを作製し、293T細胞株に一過性に導入した。 
膜型および分泌型 RAGE に対応するスプライシ
ング産物の生成比を qRT-PCR 法とウェスタンブ
ロット法により検討した結果、このミニ遺伝子が
内在性RAGE遺伝子産物の選択的スプライシン
グをよく再現することが明らかになった。②ミニ
遺伝子に種々の変異を挿入し、選択的スプラ
イシングへの影響を検討した結果、選択的ス
プライシングを制御するシス配列およびその
配列に結合するトランス因子として hnRNP-H
が同定された。③hnRNP-H の細胞内での発現
量によって、選択的スプライシング産物の生成
比率が変化することが確認された。④RAGE の
選択的スプライシングを再現できる RAGE ミニ遺
伝子を、ゲノムに安定的に組み込んだ培養細胞
株を樹立した。 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
上記進捗状況に記した通り、研究目標

(1)(2)(3)のいずれも、概ね当初計画通り進展

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2010 

課題番号：19390085 

研究課題名（和文）新規血管保護因子－分泌型 RAGE の発現機構と病態生理の解明  
 

研究課題名（英文）The regulatory mechanism of expression and the pathophysiology of a 

novel vasoprotective factor, esRAGE  

 

研究代表者 

  山本 博（YAMAMOTO HIROSHI） 

金沢大学・医学系・教授 

 研究者番号：00115198 



 

 

し、下記(5)に記載の成果を生んだから。 
４．今後の研究の推進方策 
(1) 分泌型RAGE過剰発現マウスの作製と解
析：分泌型 RAGE過剰発現マウスで糖尿病腎
症の解析を行う。糖尿病腎症の軽減が認めら
れれば、esRAGE の血管保護作用が in vivo
で実証される。 
(2) 分泌型RAGEノックインマウスの作製
と解析：分泌型 RAGEノックインマウスを
得、糖尿病腎症の解析を行う。膜型 RAGE
のみを発現するマウスで糖尿病腎症の増悪
が認められれば、esRAGEの血管保護作用が
さらに確かとなる。 
(3) 選択的スプライシング機構の解明と分泌
型／膜型 RAGE 生成比のハイスループット
アッセイ系の開発：RAGE ミニ遺伝子を安定的
に組み込んだ培養細胞株を用い、分泌型／膜
型 RAGE 生成比のハイスループットアッセ
イ系を開発する。 
５. 代表的な研究成果 
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