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研究成果の概要（和文）： Nα-acetyllysine, Nα-acetylarginine, グリセルアルデヒド（GLA）
の反応系で AGE（advanced glycation end products）である MG-H1, GLAP, argpyrimidine お
よび, 新規ジヒドロピリミジウム化合物の 2-(4-acetylamino-4-carboxy-butylamino)-5- 
(5-acetylamino-5-carboxy-pentyl)-7-hydroxy-3,4-dihydro-pyrido[3,2-d]pyrimidin-5-ium 
(P4)が生成した。さらに、グルコースとフルクトースの分解によって GLA、α-ジカルボニル化
合物の glucosone, 3-deoxyglucosone (3-DG), 3-deoxyxylosone, tetrosone , triosone, 
3-deoxytetrosone, glyoxal と methylglyoxal が同定された。3-DG の生理作用について検討を
行い、3-DG がマウスマクロファージ細胞株に対して小胞体ストレスを介したアポトーシスを誘
導することを見いだし、動脈硬化症など糖尿病合併症の発症機構におけるカルボニルストレス
の意義を明らかにした。  
 GLA とクレアチンと Nα-アセチルリジンの反応溶液からも GLAＰ、MG-H1、Argpyrimidine、P4
の類似体が生成した。一方、グリセルアルデヒドにより修飾されたタンパク質が、インターフ
ェロンβにより誘導される感染防御遺伝子の発現を抑制することを見出した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：MG-H1, GLAP, argpyrimidine, and 2-(4-acetylamino-4-carboxy- 
butylamino)-5-(5-acetylamino-5-carboxy-pentyl)-7-hydroxy-3,4-dihydro-pyrido[3,2-d]py
ri- midin-5-ium (P4) were identified as AGEs (advanced glycation end products) by the 
reaction of the N α -acetyllysine, N α -acetylarginine, and glyceraldehydes (GLA). 
Furthermore, glyceraldehyde, glusocone, 3-deoxyglucosone (3-DG), 3-deoxyxylosone, 
tetrosone, triosone, 3-deoxytetrosone, glyoxal and methylglyoxal were identified by the 
incubation of glucose or fructose. We found that 3-DG caused apoptosis through the 
endoplasmic reticulum stress for mouse macrophage cell line, and clarified the 
significance of the carbonyl stress on the mechanism underlying the pathogenesis of 
diabetes complication such as arteriosclerosis and ageing. GLAP, and analogs of MG-H1, 
argpyrimidine, and P4 were also generated from the reaction of GLA, creatine, and Nα

-acetyllysine. On the other hand, we revealed that protein modified by GLA suppressed 
interferon β stimulated gene expression.  
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１．研究開始当初の背景 
本格的な高齢者社会を迎えたわが国では、 

糖尿病などの生活習慣病や、老化にともな
う神経障害などの｢老年病｣への対策が急務
となっている。これら疾患の発症機構の解
明には医学、薬学だけでなく、栄養科学・
食品科学など幅広い分野からのアプローチ
が重要であると考えられる。 
糖尿病合併症（DC）などの慢性疾患や老 

化関連疾患においては、生体内で長期間にわ
たり進行する反応が重要な役割を果たしてい
る。例えば、動脈硬化や腎症などのDCの発症
には、慢性的高血糖状態で亢進したメイラー
ド反応（アミノ基とカルボニル基との非酵素
的反応）により生成する多様な｢糖化タンパク
質｣（advanced glycation  end product; 
AGE）が関与することが明らかとなってきた。
AGEはその受容体である RAGEとの相互作用
を介して細胞機能を修飾する。しかしながら
その詳細な機構は依然として不明であり、ま
た反応に関わる化合物に依存して極めて多様
な構造のAGEが生成するが、それらがどのよう
な生理作用を発揮するかはほとんどわかって
いない。 
AGEの生理作用に関する研究は、現在、国内

外で、特に医学分野で研究が進められている。
2004年9月に開催され、200人以上が参加した
｢第8回国際メイラード反応会議｣において日
米欧を中心に質の高い研究報告が多数なされ
たことは、現在この分野が研究者の大きな関
心を集めていることを示している。しかしな
がら、多くの先端的研究がなされているにも
かかわらず｢AGEの構造と機能の相関｣を検証
した例は非常に少ないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究はグリセルアルデヒド（GLA）により
修飾されたタンパク質のメイラード反応後
期段階生成物（AGE）構造を明らかにすると
ともに、その生理作用を解明し、関連疾患発
症機構の解明を目的として計画されたもの
である。 
具体的には、以下の 2部の大きなテーマから
なる。 
（1）AGE の構造解析（1-1）GLA 由来新奇 AGE

の同定、（1-2）AGE 生成機構の解明 
（2）AGE の生理作用の解析 （2-1）マクロ
ファージに対する AGE の作用の解明 （2-2）
in vivo における AGE の生理作用の解明 
 これらの研究により、グリセルアルデヒド
由来 AGE について「構造と生理作用の両面」
から総合的に解析し、疾患発症におけるメイ
ラード反応生成物の意義を解明する計画で
ある。 
 
３．研究の方法 
（1）グリセルアルデヒド（GLA）と Lys ある
いは Arg 由来の AGE を HPLC などを用いて単
離・精製し、各種 MS、NMR 解析によりその構
造を明らかにした。 
（2）GLAP を含め、これらの AGE の生成機構
について検討を加える。また、ヘキソースの
みから生成する GLAやジカルボニル化合物を
同定する。さらに GLA は脱水反応によってメ
チルグリオキサール（MG）を生成する可能性
があるので、既知の MG 由来 AGE とも比較検
討した。 
（3）GLA-BSA がマクロファージのインターフ
ェロン（IFN）α/β発現を抑制し、感染初期
反応を制御しうるかについて明らかにした。
この IFNα/β発現抑制作用について、受容体
RAGE の関与の有無を検討した。マクロファー
ジモデルとしては、マウス RAW264.7 細胞を
用いた。IFNα/βの発現は同様に RT-PCR お
よび ELISA により解析した。 
 
４．研究成果 
グルコース系やグルコース-タンパク質系

でグリセルアルデヒドの生成を明らかとし、
グリセルアルデヒドの定量法を確立した。そ
れぞれの系でグリセルアルデヒドの定量を
行い、グルコース系で生成するグリセルアル
デヒドの生成量はグルコース-タンパク質系
よりも高かった。これは、グリケーションの
場合は生成したグリセルアルデヒドがさら
にタンパク質を修飾し、AGE（advanced 
glycation end products）の生成に至ると考
えられた。また、グリセルアルデヒドは 3-
デオキシグルコソン（3-DG）や glucosone 
(GLUCO)からも生成した。グルコースとフル



 

 

クトースの分解によって生成するα-ジカル
ボニル化合物の化学構造を明らかにした。
GLUCO, 3-DG, 3-deoxyxylosone, tetrosone , 
triosone, 3-deoxytetrosone, glyoxal と
methylglyoxal が同定された。さらに、グリ
セルアルデヒドが関与するグリケーション
で argpyrimidineが生成することを明らかに
した。Nα-acetyllysine, Nα-actylarginine, 
グリセルアルデヒドの反応系で AGE である
MG-H1, GLAP と argpyrimidine が生成したが、
Nα-actylarginine とグリセルアルデヒドの
反応系では生成しなかった。従って、
argpyrimidine の生成にはリジン残基が必須
であることが明らかとなった。さらに、アミ
ノカルボニル反応の中間体である 3-デオキ
シグルコソン（3-DG）の生理作用について検
討を行い、3-DG がマウスマクロファージ細胞
株に対して小胞体ストレスを介したアポト
ーシスを誘導することを見いだし、動脈硬化
症など糖尿病合併症の発症機構におけるカ
ルボニルストレスの意義を明らかにした。 

また、グリセルアルデヒドの関与するグリ
ケーションで生成する架橋性 AGEの化学構造
を解析した。結果として、すでに同定した
MG-H1, GLAP, argpyrimidine と未同定の生成
物を単離・精製した。この未同定な化合物は
蛍光を有する黄色化合物であり、FAB-MS, NMR
に よ り 2-(4-acetylamino-4-carboxy- 
butylamino)-5-(5-acetylamino-5-carboxy- 
pentyl)-7-hydroxy-3,4-dihydro-pyrido[3,
2- d]pyrimidin-5-ium と同定した。本化合物
はグリセルアルデヒドの関与するグリケー
ションで生成する新規ジヒドロピリミジウ
ム化合物であった。この化合物は糖尿病合併
症の指標に成りうると考えられる。 

一方、グリセルアルデヒド修飾タンパク質
がウイルス感染により発現するインターフ
ェロン誘導遺伝子を下方制御することを見
出した。このような AGE の作用は、糖尿病患
者が感染症にかかりやすくなる原因の一部
となっていることが考えられる。 

さらに、生理的条件下においてグリセルア
ルデヒド（GLA）とグアニジノ化合物、Nα-ア
セチルリジンから生成する AGEの化学構造を
解析した。さらにラット尿細管上皮株化
（NRK-52E）細胞を用いてそれらの AGE の生
理作用について検討した。 
 GLA とクレアチンと Nα-アセチルリジンの
反応溶液から 6種の主要ピークを検出し、そ
のうち1種は既知のAGEであるGLAＰであり、
その他のピークを CP0、CP1、CP2、CP3、CP4
と 命 名 し た 。 CP0 は MG-H1 、 CP3 は
argpyrimidine、CP4はP4の類似体であった。
CP0 は反応の初期に増加し生成量が最も多か
った。 
 さらに、CP0 は NRK-52 細胞に対する細胞傷
害性を示さなかった。従って、CP0 は

non-toxic AGE であることが示唆された。グ
アニジノ化合物はタンパク質モデルのアル
ギニンより反応速度が速いため、生体内では、
クレアチンを始めとした遊離のグアニジノ
化合物がタンパク質を構成するアルギニン
より速く反応しイミダゾリノン化合物を生
成すると推察した。一方、グリセルアルデヒ
ドにより修飾されたタンパク質が、インター
フェロンβにより誘導される感染防御遺伝
子の発現を抑制することを見出した。このこ
とから糖尿病患者の生体に生成・蓄積した
AGE が感染防御応答を抑制する作用を発揮し
うることが示唆された。 
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