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研究成果の概要（和文）：パターン認識受容体刺激活性を持つDampsやAGEs分子について，結合因子の同定や起
炎性複合体形成の有無，その病態生理学的意義について検討した。AGEsを特異リガンドに持った親和性担体を調
製し，結合因子の探索を行ったところ，複数個の結合因子の存在が明らかとなった。その組換え体を調製し，炎
症性サイトカイン発現応答や産生量への影響を検討したところ，結合因子はDamps誘導性の炎症応答に有意に影
響を与えることが明らかとなった。本知見から，Damps複合体形成に伴う炎症応答制御機構が存在する可能性が
見出され，炎症の遷延化を伴う組織リモデリング病態の分子理解と新たな創薬標的としての応用性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We investigated the identification of novel binding factors for Damps or 
AGEs molecules with the pattern recognition receptors-stimulating activity, the formation of 
inflammatory complex and their pathophysiological significance. The chromatographic analysis using 
AGEs-immobilized affinity gel revealed the existence of some binding factors. Recombinant binding 
factor was shown to affect the damps-induced inflammatory response in macrophage cells. This finding
 suggests that there is the control mechanism by the complex formation with damps, suggesting the 
further understanding of tissue remodeling associated with chronic inflammation and its 
applicability as new drug discovery target.

研究分野：薬理学，応用薬理学

キーワード： 炎症　組織リモデリング　サイトカイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣病の増悪化因子としてDampsやAGEs分子による過剰な免疫応答に焦点をあて，それらの生体内活性制御
機構の解析研究を実施した。特に，結合因子の同定，起炎性複合体の形成に着目して研究を進めたところ，複数
個の結合因子の存在が明らかとなり，これらの結合因子はDamps刺激による炎症応答に対して有意に影響を与え
ることが明らかとなった。本知見は，Damps複合体形成に伴う炎症応答制御機構の存在の可能性を拓くととも
に，組織リモデリング病態の分子理解と新たな治療標的としての応用性を示唆するものである。

※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。



 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 組織リモデリング病態は，超高齢化社会を迎えた我が国において，心筋梗塞・糖尿病・気
管支喘息などの生活習慣病の主原因と位置付けられ，重度後遺症による介護などの医療損失も極
めて甚大である。しかしながら，これら疾患に対する有効な治療法は未だに確立せず，現代医療
が取り組むべき最重要課題といえる。組織リモデリング病態は，炎症の慢性化・遷延化に起因し
た病巣局所での病的な組織構造と機能障害を伴う重篤な難治性疾患であり，これらの発症や増悪
化の鍵となる因子を同定し，その作用機構の詳細を解明する事は，これらの疾患の未然防止や新
規治療法を開発する上で極めて重要であると考えられる。 
 
(2) 我々は，自然免疫系に働き生体防御において重要な役割を果たすことが知られる単球/マク
ロファージ系細胞の機能制御研究の過程で，Damps と称される一連の分子群が生活習慣病に代表
される様々な組織リモデリング病態の形成に深く関与していることを示す知見を得ていた。一般
的に，Damps 分子は細胞膜上に発現しているパターン認識受容体を刺激することによって，起炎
性を発揮する分子とされ，炎症惹起のみならず組織再生等にも重要な働きをしている分子である。
しかしながら，Damps による過剰な炎症応答は，組織リモデリング病態の発症や増悪化を招く可
能性があり，過去に我々は脳梗塞モデル動物を用いた組織リモデリング病態の解析研究において，
病態発症時に病巣局所に代表的 Damps である HMGB1 が出現し，過剰な炎症応答を惹起することに
よって病態の増悪化に深く関わっている事を見出している。一方，Damps 受容体として知られる
パターン認識受容体には RAGE や TLR 受容体などが知られ，作用リガンドとして HMGB1 以外にも
糖尿病などの生活習慣病の際に糖化反応の増大に伴って高産生される終末糖化産物（AGEs，
advanced glycation end products）などが存在している。 
 
(3) AGEs は，還元糖（または糖代謝物）による生体内糖化反応によって生成される起炎性因子
であり，RAGE などのパターン認識受容体を刺激することによって炎症応答を引き起こし，生活
習慣病などの慢性炎症性疾患の増悪化に関与することが示唆されている。しかしながら，病態局
所において AGEs と相互作用し得る因子の存在に関してはほとんど不明であり，AGEs 誘導性炎症
応答の制御機構，起炎性複合体の有無，その病態生理学的意義については，未だに詳細は不明で
ある。従って，組織リモデリングに関わる Damps や AGEs と相互作用し得る生体因子の同定と機
能制御の検討を行うことは，組織リモデリング病態に対する新規治療法を開発する上で極めて意
義あるものであると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 脳梗塞や糖尿病などの組織リモデリング病態は，我が国の死因上位を占め，いったん発症
してしまうと再発リスクも極めて高く，医療的・社会的な損失も甚大であり，その治療法開発が
切望されている。我々は組織リモデリング病巣局所に Damps などの起炎性分子が出現し，免疫系
を過剰亢進させることによって病巣拡大・増悪化に大きく関与している事を見出しており，病巣
局所での存在様式と機能制御機構の解明を通じた全体像を明らかにする事が新たな治療法に通
じる極めて重要な研究課題であることを痛感している。 
 
(2) この様な背景の下，本研究では，Damps や AGEs の存在様式の解明，すなわちこれら分子を
コアとする細胞外複合体の形成分子群を同定し，複合体形成因子どうしの相互作用に基づいた炎
症応答制御機構を解明し，組織リモデリング病態の治療法開発に有望な新規分子標的の解明を目
指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) AGEs 親和性に基づいた複合体形成因子の探索：表面にアミノ基を持つ不溶性担体に糖代謝
物を加え，無菌条件下で 37℃で 7日間懸濁することによって，担体表面に糖化反応を施し，AGEs
分子を特異リガンドとする親和性担体（AGEs 化担体）を調製した。AGEs 化担体を組織抽出液に
加え，4℃で 12時間反応させた。大容量 PBS による洗浄によって非結合因子を除いた後，高塩濃
度溶液を用いて段階的溶出を行う事で，AGEs 結合因子画分を回収した。この画分を SDS-PAGE ゲ
ル電気泳動で分離した後，銀染色ならびに染色部分のゲル切り出しを行い，質量分析にかけて
AGEs 結合因子の同定を行った。 
 



 
 
(2) ゲノム編集を用いたパターン認識受容体欠損細胞株の作製：マクロファージ系細胞株が発
現している 3種類の代表的なパターン認識受容体（TLR-4，TLR-2，RAGE）の crRNA をあらかじめ
作製し，TracrRNA ならびに Cas9 と混合して，細胞株にエレクトロポレーション法にて細胞導入
を行った。上記受容体の遺伝子発現を失った細胞株を選別し，最終的に 3種の受容体を欠損させ
た細胞株を確立した。この欠損株を Damps，AGEs や AGEs 結合因子で刺激し，その細胞応答の変
化を検討した。 
 
(3) 複合体形成ならびに相互作用に基づいた炎症応答制御機構の解明：Damps，AGEs，AGEs 結
合因子による複合体形成を明らかにし，複合体形成に伴う炎症応答の変化について解析を進めた。
実際には，マクロファージ系細胞株ならびにパターン認識受容体欠損株を用いて，種々の細胞応
答（炎症性サイトカイン発現応答など）について検討し，その病態生理学的意義を明らかにした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) AGEs 化担体を用いた親和性クロマトグラフィの結果，複数個の結合因子の存在が明らかと
なった。一次配列に基づいて，これら因子群の組換え体（LPS フリー体）を調製し，機能解析に
供した。 
 
(2) ゲノム編集技術を用いて，RAGE をはじめとする複数個のパターン認識受容体を欠損させた
細胞株を構築することに成功した。これらの受容体を欠損させることによって，炎症性サイトカ
イン発現を指標にした Damps 等に対する応答性は消失（もしくは低下）することも明らかとなっ
た。 
 
(3) 結合因子の組換え体（LPS フリー体）を調製し，上記細胞株における炎症性サイトカイン
の遺伝子発現応答や産生量変化などを検討したところ，結合因子は Damps や AGEs 誘導性の炎症
応答に対して有意に影響を与えることが見出された。加えて，この現象には直接的結合に伴う相
互作用，すなわち Daps-AGEs－結合因子からなる機能的複合体の形成が関与していることも明ら
かとなった。本知見から，複合体形成に伴う炎症応答制御機構が存在する可能性が見出され，こ
のことより組織リモデリング病態における新たな創薬標的としての応用性が示唆された。 
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