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研究成果の概要（和文）：本研究は敗血症に対する新規治療を開発するため、RAGEのリガンド結合部位を阻害す
る核酸医薬：RAGE-aptamerをLPS投与敗血症マウスに投与し、RAGEを標的とした障害の進展を抑制できるかどう
かを検討した。その結果、RAGE-aptamerはHMGB1-RAGEの相互作用を阻害することにより、敗血症マウスの炎症反
応と多臓器障害を一部抑制し、生存率を向上させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether and how RAGE-aptamer could improve 
survival rate and organ damage in LPS-injected septic mice.
RAGE-aptamer significantly improved sepsis score at 8 hours after LPS injection and survival rate at
 24 hours (70%) in septic mice compared with LPS+vehicle- or LPS+control-aptamer-treated mice. 
RAGE-aptamer treatment significantly decreased the expression of p-NF-κB p65, an active form of 
redox-sensitive transcriptional factor, NF-κB, and gene or protein expression of TNF-α, IL-1β, 
IL-6, and HMGB1 in serum, peripheral monocytes, and kidneys of septic mice in association with the 
reduction of oxidative stress and improvement of metabolic acidosis, renal and liver damage. 
Our present study suggests that RAGE-aptamer could attenuate multiple organ damage in LPS-injected 
septic mice partly by inhibiting the inflammatory reactions via suppression of HMGB1-RAGE 
interaction.

研究分野： 外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RAGEに結合する炎症性リガンドを、核酸医薬：RAGEアプタマーを用いてその結合を阻害することで、敗血症モデ
ル動物の死亡率が抑えられることを明らかにした。敗血症により世界中で年間500万人以上が死亡していると推
定されているが、有効性の高い治療法はまだ確立していない。今回の研究成果により、RAGEを標的とした重症感
染症による敗血症に対して、RAGEアプタマーが新しい治療手段になる可能性を示唆することが出来た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
小児の重症敗血症は, 小児 ICU において有病率は 8.2%, 院内死亡率は 25%と報告されており,極
めて予後不良な疾患である.しかし, 国内外において敗血症に関する様々なメディエーターに介
入する大規模臨床試験が行われているが, 重症敗血症の死亡率を改善させる有効な治療法はい
まだ見つかっていない.近年, 敗血症の重症化における遅発性の致死性メディエーターとして, 
high mobility group box 1(以下 HMGB1)が同定され,RAGE を介して炎症を惹起し広範な臓器障
害を引き起こすことが知られている. さらに最近になって, 敗血症では S100 蛋白や終末糖化産
物（Advanced Glycation End Products 以下 AGEs)などの HMGB1 以外の RAGE リガンドの血中レ
ベルが上昇し, これらも敗血症の重症化に関与していることが報告されている.一方われわれは
これまでに, RAGE に対して抑制的に働くアンタゴニスティックアプタマーを世界で初めて開発
し,慢性疾患である 1型糖尿病ラットに投与することで, 糖尿病性腎症の発症, 進展を抑えるこ
とを見出した. さらに,動物モデルにおいて RAGE アプタマーが RAGE を抑制することで, 悪性黒
色腫や糖尿病性腎症, 糖尿病性網膜症, バルーン障害後の血管再狭窄, 血管内皮障害などに対
して治療効果を示すことを報告してきた. その過程で, 急性疾患である敗血症において, RAGE
を標的として阻害できれば RAGE を介する炎症反応を抑制し,包括的に敗血症の重症化を抑制す
ることによって,当該アプタマーを用いた新しい敗血症治療薬の開発にも道が開けのではないか
と着想するに至り,研究を開始した. 
 
２．研究の目的 
本研究は, RAGE のリガンド結合部位に作用する, RAGE 阻害活性アンタゴニスティックアプタマ
ー（RAGE アプタマー）を LPS 投与敗血症モデル動物に投与し, 臓器障害と予後を改善できるか
を検討することを目的とした.  
 
３．研究の方法 
(1)敗血症モデルマウスの作成：マウスに敗血症を引き起こす最適な LPS の投与量を決定するた
めに,8週齢の雄性 BALB/c に Lipopolysaccharides E.coli 0111:B4（以下 LPS）を腹腔内投与
(15,20,30μg/g-BW 各群 n=10)し, 敗血症スコアと生存率に及ぼす影響について検討した. 
LPS の注射後、マウスを 2時間ごとに 24時間観察し,動物用敗血症スコアリングシステムにより
敗血症スコアを評価及び解析し投与量を決定した. 
 
(2)敗血症モデルマウスに対する RAGE アプタマーの評価：敗血症マウスに対する RAGE アプタマ
ーの効果を調べるため,8 週齢の雄性 BALB/c に LPS（20μg/g-BW n=10）腹腔内投与し,その 5分
後に Control アプタマー（40 pmol/g-BW）または RAGE アプタマー（2,10,20,40 pmol/g-BW）を
敗血症モデルマウスに腹腔内投与した.対照マウスには生理食塩水を 5 分間隔で 2 回投与した.
評価として,敗血症スコアと生存率,血液ガス,血液生化学検査（AST/ALT, BUN/Cr,LDH）, NADPH 
oxidase, NF-κB, Cytokine（HMGB1, TNFα, IL-1β, IL-6）, 尿中 8-OHdG,血中単核球と腎臓
の遺伝子発現及び腎臓と肝臓の組織学的検討を行った.  
 
(3)ヒト単球系細胞：THP-1 細胞に対する RAGE アプタマーの評価：THP1 細胞に対する RAGE アプ
タマーの効果を調べるため,5％FBS を添加した RPMI-1640 培地で培養された THP-1 細胞を 1×
106cell/ml の密度でプレートに播種し,RAGE アプタマー(2,20,200nM)または Control アプタマ
ー(200nM)を添加後に LPS（100ng/ml） または生理食塩水で刺激した。評価として, NADPH oxidase, 
8-OHdG,NF-κB, Cytokine（HMGB1, TNFα, IL-1β, IL-6）, ROS generation の測定及び MTT ア
ッセイを行い,RAGE アプタマーの効果を検討した. 
 
４．研究成果 
(1) 敗血症モデルマウス作成のための至適 LPS 投与量の決定：8週齢の雄性 BALB/c に LPS を腹
腔内投与(15,20,30μg/g-BW 各群 n=10)し, 敗血症スコアと生存率を評価した.その結果, 8 時
間時点の生存曲線（図１ A）と敗血症スコア(図１ B)が最も負の相関となっている 20 μg/g-BW
を投与量として選択した. 

 



(2) 敗血症モデルマウスに対する RAGE アプタマー投与後の敗血症スコアと生存率の評価：8 週
齢の雄性 BALB/c に LPS（20μg/g-BW n=10）腹腔内投与し,その 5 分後に Control アプタマー
（40 pmol/g-BW）または RAGE アプタマー（2,10,20,40 pmol/g-BW）を腹腔内投与した.対照マウ
スには生理食塩水を5分間隔で2回投与した（図２ A）. その結果,40 pmol/g-BWの RAGE-aptamer
投与群は,Control アプタマー群と比較し生存率と LPS 投与後 8 時間の敗血症スコアを有意に改
善した(図２ B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 敗血症モデルマウスに対する RAGE アプ
タマーの投与後の血液ガス分析及び血液性
化学検査の評価：RAGE アプタマーを投与した
敗血症モデルマウスの動脈血と血清を採取
し評価した.その結果,RGAE アプタマーを投
与した敗血症モデルマウスでは,アシドーシ
スと腎機能(BUN/Cr)及び肝酵素(AST/ALT)の
上昇を有意に改善した（図 3). 
 
 
 
 
(4) 敗血症モデルマウスに対する RAGE アプタマー投与後の末梢血単核球における NF-κB のリ
ン酸化と血中サイトカインの評価：末梢血から単核球を分離し,NF-κBのリン酸化を定量した結
果,RAGEアプタマーは,敗血症モデルマウスの末梢血単核球における2時間時点のNF-κBのリン
酸化を抑制した（図 4 A）.次に血中サイトカインの定量と分離単核球における遺伝子発現を評
価し,RAGE-アプタマーは敗血症モデルマウスの TNFα（2 時間）,IL1-β（6 時間）,IL-6（6 時
間）,HMGB1(8 時間)の血中レベルと,末梢血単核球における遺伝子発現を改善した(図 4 B). 

 
(5) 敗血症モデルマウスに対する RAGE ア
プタマーの腎臓における酸化ストレスの
改善効果：敗血症モデルマウスに RAGE ア
プタマーを投与し腎臓における酸化スト
レスの評価を行った.結果,腎臓における 8
時間時点の８OHDG や NADPH オキシターゼ
活性などの酸化ストレスの増悪を改善し,
関連遺伝子である p22phox,Nox2,p47phox
の発現を抑制していた（図 5）. 
 
 



(6) 敗血症モデルマウスに対する RAGE アプタマー投与後の腎臓と肝臓における組織学的評価と
遺伝子発現の評価：腎臓における HMGB1,TNFα,IL1-β,IL-6,KIM-1 の発現と近位尿細管の空胞
化面積を評価した.結果,RAGE-aptamer 投与群は,腎臓における HMGB1（8 時間）,TNFα(2 時
間),IL1-β(6時間),IL-6(6時間)と同時間における遺伝子発現の改善を有意に認めた.またRAGE
アプタマー投与群は 8 時間時点の近位尿細管障害の程度を示す KIM-1 と近位尿細管の空胞化お
よび肝臓のネクローシス面積の改善も有意に認めた（図 6）. 
 

 
 
(7) LPS 刺激 THP-1 細胞に対する RAGE
アプタマー投与後の酸化ストレスの
改善と NF-κBリン酸化の評価：LPS 刺
激 THP1細胞においてRAGEアプタマー
の評価を行った.その結果,RAGE アプ
タマーは 200nM において,ROS レベル
やNADPHオキシターゼ活性などの酸化
ストレスの増悪を有意に改善し,関連
遺 伝 子 で あ る
p22phox,Nox2,p47phox,p67phox の発
現を有意に抑制していた.また NF-κB
のリン酸化も有意に抑制した（図 7）. 

 



(8) LPS 刺激 THP-1 細胞に対する RAGE アプタマー投与後の炎症性サイトカインの定量と遺伝子

発現の評価：LPS 刺激 THP-1 細胞に対して RAGE-aptamer は 200nM において, TNFα（2時

間）,IL1-β（6・12 時間）,IL-6（12 時間）,HMGB1(6・12 時間)のレベルの有意な抑制を認め

た.また TNFα（6・12 時間）,IL1-β（12時間）,IL-6（12 時間）,HMGB1(6 時間)における遺伝

子発現の有意な抑制を認めた(図 8). 

 

 
 

(9) LPS 刺激 THP-1 細胞に対する RAGE アプタマー投与後の細胞生存率の評価：LPS 刺激下 THP1

細胞の生存率を MTT アッセイで評価した.その結果,RAGE-aptamer は 200nM において,THP1 細胞

の細胞死を有意に抑制した(図 9). 

 
 
(10)まとめと今後の展望 
われわれは, 極めて予後不良の疾患である敗血症を増悪させる終末糖化産物受容体に対するア
ンタゴニスティックアプタマーを敗血症に対する治療手段として作製し, 敗血症モデル動物の
予後を改善することを報告した. その過程で,RAGE アプタマーを投与された敗血症モデル動物
では腎機能障害が改善されることを見出した. この結果から,RAGE アプタマーが RAGE を標的と
した敗血症性急性腎障害の進展を抑制できることが予想される. 今後は腎臓をターゲットに研
究を継続し,敗血症モデル動物の敗血症性急性腎障害が抑制され予後が改善されれば, 当該アプ
タマーを用いた新しい敗血症治療戦略に道が開けると考えている. 
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