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研究成果の概要（和文）：可溶型 receptor for advanced glycation endproducts (esRAGE)は、

関節リウマチの病態進展に関与する HMGB1 のおとり受容体として機能する。骨輸送担体である

酸性オリゴペプチド (AcOP)を esRAGE に共役させることによって、おとり受容体としての機能

を保持したまま esRAGE の骨への移行性を増大させることに成功した。また、AcOP と共役した

esRAGE (AcOP-esRAGE)は少なくとも 1 週間以上骨へ蓄積することが明らかとなった。

AcOP-esRAGE は、esRAGE と比較して関節リウマチモデルマウスの関節腫脹を強く抑制したこと

から、AcOP による esRAGE の骨ターゲティングは関節リウマチ治療に有用であることが示唆さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）：Endogenous secretory receptor for advanced glycation endproducts 
(esRAGE) can act as decoy receptor of HMGB1 involved in progression of rheumatoid 
arthritis. Tagging with an acidic oligopeptide (AcOP), bone-targeting carrier, was enable 
to augment bone distribution of esRAGE, while retaining function as decoy receptor. 
Moreover AcOP-tagged esRAGE retained in bone at least one week after intravenous injection. 
In rheumatoid arthritis model mice, weekly injection of AcOP-tagged esRAGE attenuated 
swelling of four limbs more effectively than untagged esRAGE. Thus bone-targeting system 
with an acidic oligopeptide is applicable to esRAGE as potential agent of rheumatoid 
arthritis. 
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ(RA)は持続性の骨膜炎をき

たし、骨・軟骨破壊を伴うことを特徴とする
自己免疫疾患である。RA 患者は関節破壊によ
る関節の変形および機能的障害を生じるた
め、QOL の観点からも RA の発症・増悪を防ぐ
ことは重要な課題であるといえる。炎症関節
局所では滑膜の増殖、パンヌス形成に加えて
マクロファージなどの免疫担当細胞の浸潤
が見られ、それらの細胞から分泌される炎症
性サイトカインが RA の発症および骨・軟骨
破壊に重要な役割を果たすことが分かって
いる。Tumor necrosis factor-α(TNF-α)、
interleukin-1 (IL-1)、IL-6 は代表的な炎症
性サイトカインであり、特に TNF-αは RA の
病態形成の主要なメディエーターと考えら
れている。実際、TNF-αのモノクローナル抗
体や受容体アナログといった生物学的製剤
による TNF-αシグナルの阻害は RA の画期的
な治療として確立された。臨床ではインフリ
キシマブやエタネルセプトの RA に対する有
効性が明らかとなっており、特にこれら生物
学 的 製 剤 は
disease-modifying-antirheumatic drugs で
は充分な効果が得られない骨・関節破壊性病
変に対し効果的である。しかし、抗 TNF-α療
法を皮切りに RA に対する生物学的製剤の開
発が進んでいる一方で幾つかの問題点も浮
上している。標的の生理学的活性を完全に抑
えることに起因する敗血症や日和見感染と
いった重大な副作用の発現はもっとも憂慮
すべき課題である。また、高価な薬剤費のわ
りに有効性は 50%程度にとどまっており、生
物学的製剤の改善すべき点は残されている。 

マクロファージによって分泌される HMGB1
が関節リウマチ患者の滑液中で増加してお
り、HMGB1 が RA の病態進展に関与している可
能性が示唆されている。HMGB1 は、マクロフ
ァ ー ジ の 膜 上 に 発 現 す る そ の 受 容 体
receptor for advanced glycation 
endproducts (RAGE)と結合し、TNF-αなどの
炎症性サイトカイン発現を誘導する。また、
膜貫通領域を持たない可溶型 RAGE (esRAGE)
は RAGEのおとり受容体として機能し、esRAGE
の投与により RA モデルマウスの病態を改善
したことから、esRAGE の生物学的製剤として
の応用が期待される。 

酸性オリゴペプチド(AcOP)は骨の主な無
機成分であるハイドロキシアパタイト(HAP)
に高い親和性を持ち、薬物の骨輸送担体とし
ての機能が注目されている。AcOP を共役させ
たエストラジオールは骨に選択的に移行す
ることで子宮などにおける副作用が軽減さ
れ、また高濃度が長期間骨にとどまることに
より投与量の軽減および骨に対する作用の
長期化が可能である。また AcOP を共役させ
ることによりエストラジオールのような小

分子ばかりでなく、アルカリフォスファター
ゼのように巨大な分子である酵素の骨への
移行性を増加させることも可能である。 
 
２．研究の目的 

本研究は、esRAGE の生物学的製剤としての
応用を目指し、AcOP と共役させることにより
骨移行性を高めた esRAGE の RA 治療効果を証
明することを目的とする。AcOP によって
esRAGE の骨への移行性を高めることは、抗
RA 作用を増加させるだけでなく、投与量の減
少、投与間隔の延長、副作用の軽減を可能に
すると考えられる。 
 

３．研究の方法 
(1) esRAGEおよびAcOP-esRAGE発現ベクター
の構築：正常ヒト肺由来 RNA から RT-PCR 法
によって esRAGE cDNA を得た。AcOP が esRAGE
の C末端に付加した遺伝子組み換えタンパク
質を得るため、AcOP をコードする DNA 配列を
含むプライマーを用いて AcOP-esRAGE cDNA
を作製した。本研究では、AcOP として 6、10
あるいは 14 個のアスパラギン酸からなる連
続配列を設定した。上記の cDNA は、発現ベ
クターに組み込まれた後、CHO-K1 細胞へトラ
ンスフェクションし、受容体タンパク質を得
た。 
(2) esRAGE および AcOP-esRAGE の精製：
CHO-K1 細胞で発現させた上記受容体タンパ
ク質は培養上清中に分泌されるため、培養上
清を回収して精製を行った。受容体タンパク
質を含む培養上清は、まず超ろ過によって脱
塩・濃縮した後、陰イオンクロマトグラフィ
ー、ヘパリンアフィニティークロマトグラフ
ィー、ゲルろ過クロマトグラフィーの順に精
製を行った。 
(3) HAP との結合親和性：HAP 100 μgを含
むTris緩衝液に受容体タンパク質を加えて1
時間振盪後、遠心した。上清中に含まれる受
容体タンパク質を遊離型としてウェスタン
ブロッティングによって定量し、HAP と結合
した受容体タンパク質量を算出した。 
(4) esRAGE および AcOP-esRAGE の組織分布：
受容体タンパク質を蛍光標識し、マウス
（DBA/1J、オス、7週齢）の尾静脈から 1 mg/kg
の用量で投与した。投与 24、72、168 時間後
に後肢、肝臓、腎臓を摘出し、組織切片を作
製した。その組織切片中の蛍光を共焦点レー
ザー顕微鏡にて観察し、受容体タンパク質の
組織分布を確認した。 
(5) HMGB1 との結合親和性：Nickel gel 10
μl および His-tagged HMGB1 5 μg を含むリ
ン酸緩衝液に受容体タンパク質を加えて、室
温で 15 分間振盪した。遠心後、上清を捨て、
リン酸緩衝液で Nickel gel を洗浄後、0.25 M 
イミダゾール 20 μl を加えて Nickel gel に
結合している HMGB1-受容体タンパク質複合



体を遊離させた。ウェスタンブロッティング
によって HMGB1に結合した受容体タンパク質
量を定量した。 
 
(6) マクロファージからの TNF-α遊離：マウ
スマクロファージ(RAW264.7 cell)に HMGB1
を作用させ、遊離してくる TNF-α量を ELISA
によって測定した。また、esRAGE および
AcOP-esRAGEの TNF-α遊離に及ぼす影響も同
様に試験した。 
 
(7) コラーゲン誘導性関節炎に対する
esRAGE および AcOP-esRAGE の治療効果：マウ
ス RA モデルとして、コラーゲン誘導性関節
炎を用いた。ウシ II 型コラーゲン 150 μg
を含むアジュバントをマウス(DBA/1J、オス、
7週齢)の尾根部に皮内投与し、3週間後、再
度ウシ II 型コラーゲン 150 μg を含むアジ
ュバントを背部皮下に投与した。esRAGE およ
び AcOP-esRAGE は 2度目のコラーゲン投与と
同時に投与を開始し、週に 1度、尾静脈から
1 mg/kg の用量で投与した。最初のコラーゲ
ン投与から 5週間後に四肢指跡の発赤・腫脹
をスコア化し、治療効果を判定した。 
 
４．研究成果 
(1) HAP との結合親和性：esRAGE と比較して
AcOP-esRAGE は HAP に対し、高い親和性を有
していた。アスパラギン酸の数が増加するに
つれ、その親和性は増加する傾向にあった
(Fig. 1)。 
 

 
 
 
 
(2) esRAGE および AcOP-esRAGE の組織分布：
マウス大腿骨骨端部において、esRAGE は投与
24 時間後骨髄への分布が認められるが、72
時間後ではほとんど認められなかった(Fig. 
2)。AcOP-esRAGE は投与 24 時間後に骨髄への
分布が認められ、さらに石灰化部表面への吸

着が観察された。AcOP-esRAGE は、投与 168
時間が経過した後も石灰化部への蓄積が認
められた。このことから AcOP-esRAGE は、投
与後少なくとも 1週間は骨へ蓄積し、骨にお
いて長時間薬理作用を発揮するものと考え
られる。また、AcOP を構成するアスパラギン
酸の数によって骨動態に顕著な変化が認め
られなかったことから、以降の実験はアスパ
ラギン酸 6 つから成る AcOP を共役させた
esRAGE (D6-esRAGE)を用いた。肝臓および腎
臓においては esRAGE と AcOP-esRAGE の分布
に顕著な差は認められなかった。 

 
 
 
 
(3) HMGB1 との結合親和性：esRAGE および
D6-esRAGE はいずれも HMGB1 に対してほぼ同
等の結合親和性を有していた(Fig. 3)。 
 

 
 
 

Fig. 2 esRAGE および AcOP-esRAGE の骨への分布
AC：関節軟骨、BM：骨髄、M：石灰化部 

Fig. 3 esRAGE および AcOP-esRAGE の HMGB1 との
結合親和性 

Fig. 1 esRAGE および AcOP-esRAGE の HAP との結
合親和性 



(4) HMGB1 による TNF-α遊離促進と esRAGE
および D6-esRAGE による阻害：HMGB1 は、マ
クロファージからの TNF-α遊離を濃度依存
的に促進した。マクロファージ培養上清中の
TNF-α量は HMGB1 を作用させてから 6時間で
最大に達し、その後徐々に減少していった
(Fig. 4)。HMGB1 3 μg/ml を作用させること
によって促進した TNF-α遊離は、esRAGE お
よび D6-esRAGE 3 μg/ml の併用によって 50%
抑制された(Fig. 5)。 

 
 
 
 

 
 
 
 
(5) コラーゲン誘導性関節炎に対する
esRAGE および D6-esRAGE の治療効果：ウシ II
型コラーゲンによって誘導される関節炎を
下記のようにスコア化した(0; 変化なし、1: 
1 指または複数指の腫脹、2: 全体にみられる
発赤・腫脹、3: 全体にみられる強度の発赤・
腫脹)。四肢指跡のスコア合計は、最初のコ
ラーゲン投与から 5週目でおよそ 5.5 であり、
esRAGE 投与群では 3.5 であった。D6-esRAGE
投与群では 2.0 であり、esRAGE 投与群と比較
すると病勢がマイルドであった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
結論として、AcOP を共役させることによっ

て esRAGEの薬理活性を減弱させることなく、
骨移行性を上昇させることが可能であった。
In vivo での AcOP-esRAGE の RA 治療効果につ
いては、さらなる検討が必要であるが、予試
験的に治療効果が上昇する傾向が確認され
た。 
 本研究では、AcOP を esRAGE の関節リウマ
チ治療効果改善のために用いたが、他の関節
リウマチ治療薬への応用も可能であると考
える。AcOP を用いた薬物の骨ターゲティング
に関する報告は国内外でも少なく、特に RA
治療薬に関する報告はない。関節リウマチ治
療における骨ターゲティングの有用性を実
証したことは、インパクトの大きな成果であ
る。 
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Fig. 5 esRAGE および D6-esRAGE による HMGB1 誘
導性 TNF-α遊離の抑制 

Fig. 6 esRAGE および D6-esRAGE によるコラーゲ
ン誘導性関節炎の抑制効果 
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