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研究成果の概要（和文）：糖尿病の合併症である網膜症、腎炎、神経症はすべて、血中の糖と蛋

白質が反応して生じる終末糖化産物（AGE）が受容体（RAGE）と結合して血管内皮細胞に誘

導される現象に起因する。NMR, X 線結晶解析、構造エネルギー計算、超遠心分析、等温滴定

型熱量測定などから得られる構造情報と熱力学的情報を考慮し、この相互作用を阻害する候補

物質を設計・化学合成し、糖尿病血管合併症に対する予防・治療薬の開発を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）：The worst three complications of diabetes; retinopathy, nephritis 

and neurosis, are due to phenomena in vascular endothelial cells induced by the binding of 

AGE to its receptor. (AGE; Advanced Glycation End products, the reaction products 

between protein and sugar in blood) The aim of this project is to develop therapeutic agents 

for diabetic vascular complications by rational design and chemical synthesis of candidates 

to inhibit this interaction with considering the structural information obtained by NMR,  

X-ray crystallography, conformation energy calculation and thermodynamic information by 

ultracentrifugation analysis and isothermal titration calorimetry and so on. 
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1. 研究開始当初の背景 

蛋白質とグルコースのような糖類が共存

すると、複雑な連鎖反応が生じ、その結果、

褐色物質が生じる現象はメイラード反応と

呼ばれ、その反応物は終末糖化産物(AGE)と

総称されている。この反応は我々の体の中で

も徐々に進行していて、取分け、糖尿病患者

では血中のグルコース濃度が高いため反応

が加速されていることが明らかとなってい

る。2000 年代になり、 AGE がその受容体
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(RAGE)に結合し、種々の細胞現象を誘導す

ることが見出されてきた。共同研究者である

金沢大の山本らは一貫して糖尿病合併症の

発症機構に関して研究を行なってきたが、①

血管細胞の in vitro 培養系を用いて AGE が

RAGE を介して血管細胞に糖尿病血管合併

症に特徴的な細胞変化を引き起こすこと②

血管細胞で RAGE を過剰発現するトランス

ジェニックマウスと RAGE 欠損マウスを作

製して病態の解析を行い、RAGE 過剰発現が

腎症などの糖尿病血管合併症の増悪を引き

起こす一方で、RAGE 欠損マウスでは逆に糖

尿病血管合併症の発症・進展が顕著に抑制さ

れることを示した。これらの知見に基づき、

我々は AGE-RAGE 相互作用の阻害剤を見出

すことが出来れば、それは糖尿病血管合併症

の予防・治療薬に成ると考え、この阻害剤の

探索を行ってきた。 

 

2. 研究の目的 

糖尿病の患者数は近年増大の一途をたど

り、その合併症の問題は深刻である。なかで

も糖尿病の三大合併症とされる①後天性失

明の第一の原因である網膜症、②透析原因の

第一である腎炎、③下肢切断を強いる神経症

は特に深刻である。これらは三つとも糖尿病

のために生じる血管障害が引き起こす血管

合併症である。従って糖尿病を発症しても、

血管合併症の発症・増悪を阻止できれば患者

の生命予後・QOL が著しく改善することが

期待される。最近この AGE が RAGE を介し

て糖尿病に特徴的な血管細胞を変化させ、そ

の結果血管障害が生じることが明らかとさ

れた。この AGE-RAGE 相互作用の阻害剤を

探索し、それをリードとして薬剤としての最

適化を行い、対症療法に頼っている糖尿病性

血管合併症の予防・治療に、有効かつ具体的

な薬剤候補化合物を見出すことを目的とし

ている。 

 

3. 研究の方法 

研究は大きく分けて、図１に示す最近我々

が決定し精密化も終えた RAGE の構造に基

づいて図２に示すように ①リード化合物

の探索；バーチャルスクリーニング、ハイス

ループットスクリーニング、リガンド AGE

の分離精製、②リード化合物の最適化；化学

合成、in vivo，in vitro における生物活性、

薬理活性、毒性、体内動態等の評価、③リー

ド化合物の合理的設計；NMR 等による

AGE-RAGE 相互作用解析、X 線による複合

体の構造解析、CARDD，熱力学的解析、④

非臨床試験；病態モデルなどの動物実験より

成り立っている。 

図 1. vRAGE の溶液構造(PDB ID: 2E5E) 

図 2. 本研究の全体像 

すなわち、リガンド－受容体の相互作用に関

する研究はリガンドに関する知見を基に開

始するのが一般的であるが、リガンドが同定

されていないこの AGE-RAGE 系では事情が

大きく異なっている。我々は受容体の構造よ

りアプローチする戦略をとり、まず RAGE

の AGE 結合部位を含むと考えられるドメイ

ン（vRAGE と名付けた）の構造を NMR に

より決定した。①この構造情報を用いてコン

ピュータ上でのバーチャルスクリーニング

により、特異的に RAGE に結合することが期

待される候補物質約 100 種を抽出した。その

化合物に対し ELISA 実験を行い、糖化アル

ブミンと競合的に結合するものを 4種見出し

た。それらは AGE が RAGE に結合すること

により惹き起こされる細胞内シグナルの一

つである転写因子 NF-B の活性化を阻害す



 

 

る活性を細胞レベルで示した。②これら化合

物の誘導体の化学合成を行い、合成した誘導

体についてそれぞれ Biacore 測定や，NF-B

の活性化阻害を指標としたレポーターアッ

セイを行うとともに、合成過程にフィードバ

ックすることにより活性の高いものを見出

す努力を重ねる。③活性の高いものについて

受容体との結合を種々の物理化学的手法を

用いて熱力学的に解析を行っている。得られ

た情報を用いて結合部位の同定、結合様式の

解析を行うと同時に、②にフィードバックし

て in vivo，in vitro における生物活性を解析

し、リード化合物の最適化を行う。④薬剤と

して有力な候補化合物について製薬会社と

の共同研究により非臨床試験を行う。さらに

②、③、④のフィードバックを繰り返す。 

 

他の研究室並びに製薬会社との共同研究 

大阪薬科大学の我々の研究室自身だけで

なく大阪大学薬学部の高分子化学分野・合成

化学分野の協力を得て上記の化学合成実験

を行ってきたが、そのキャパシティーに限界

を生じた。IC50 がサブM の候補物質を見出

す段階に達したのち、飛躍的な改善を目指し、

合成面での製薬会社とまた生物化学、薬理学

面での金沢大学医学部の山本教授の研究室、

構造生物学面での大阪大学薬学部と我々の

四者間の共同研究契約を締結し、陣容を確保

した。すなわち我々の研究室が主に物理化学

面から候補物質の設計を、製薬会社が有機合

成を行い、我々が in vitro assay を、大阪大

学が構造解析を、金沢大が in vivo assay を、

さらに製薬会社が動物実験を行い、常に四者

が情報交換しフィードバックを繰り返すこ

とを行っている。 

 

4. 研究成果 

(1)既に我々は SDfile から化合物情報を抽出

して市販されている約300万種の低分子化合

物をデータベースに登録し、その構築したス

クリーニングライブラリーから出発して 

図のバーチャルスクリーニング、ハイスルー

プットスクリーニングから図 3 に示す 4 種の

化合物を候補物質として見出していた。これ

ら化合物は非常に高価であるので、次の段階

での分子構造の最適化も踏えて、誘導体の合

成が容易な合成経路を開発した。 

 

(2)溶液構造が決定されたvRAGEはイムノグ

ロブリンフォールドを有しており、1 つの α

ヘリックスと 4 つ及び 3 つの β ストランドか

らなる 2 枚の β シートを持っている。この分

子のリガンド認識において重要と考えられ

る分子表面の様子を調べるため、vRAGE の

表面電荷の解析を行った。結果は図のように、

vRAGE の分子表面が、全体的に正に荷電し

ていることが明らかになった。AGE は生成

過程においてアミノ基が修飾され負に荷電

する傾向があるため、この vRAGE 表面の正

電荷は、AGE との結合に寄与していると予

想した。 

図 3. スクリーニングにより見出した化合物 

 

図 4. vRAGE の表面電化分布 

 

(3)vRAGE 表面電荷の解析結果を基に、変異

を導入し、その AGE 結合活性の変化を測定

することにより AGE 結合に寄与する残基の

特定を行った。変異部位として強く正に荷電

していた領域の周辺に存在する 9 つの塩基 

性残基を選択し、それぞれアラニンに置換し

た single mutant を得るため QuickChange

法により変異の入った遺伝子を作成し調製

した。ELISA 法を用いて変異導入による

AGE 結合活性の変化を評価した結果、特に

K23A 、K24A 、R84A の結合活性が大きく

低下していることが明らかになった。さらに

これら 3残基を同時に置換したところほとん

ど AGE 結合活性がなくなった。この 3 残基

は立体構造上では非常に近接して正電荷ク

ラスターを形成していた。 

vRAGE の表面は他に疎水性残基が局在す

るかなり大きな窪みが特徴的である。詳細な



 

 

SPR解析の結果BSA-RAGEの結合は二段階

反応であることが分り、RAGE は図 4 の正電

荷を帯びた残基のうちでも特に結合能の低

下の著しい黄色の残基と静電相互作用で結

合し、構造変化を起こしたのち褐色の疎水性

の穴に捕捉されることが分かった。同じく正

電荷を帯びるであろう青色の残基とは静電

相互作用した AGE は vRAGE の表面上、疎

水性の穴とは距離が遠くて安定な疎水結合

を作らず捕捉されないことが分かった。一方

vRAGE の糖鎖を切除すると AGE に対する

結合能が著しく低下することが知られてい

る。図 6 中にマゼンタ色で示す Asn 残基が存

在する近辺がアミノ酸配列から糖鎖が結合

する位置と考えられる。Asn81 の Asp 置換が

結合能を低下させること事が分かった。負電

荷の影響を考慮するとき、この位置における

負電荷を帯びた糖鎖の結合が黄色の正電荷

と AGE との静電相互作用を弱めることにな

り、この糖鎖の有無で AGE-RAGE の相互作

用を制御していると考えられる。 

図 5. 電荷を持つ残基の分布 

 

(4)活性評価法 

AGE-RAGE 相互作用の阻害活性を評価す

るための分離精製した AGE が得られないの

で、ウシアルブミン(BSA)をグルタルアルデ

ヒ ド で 処理 し 得ら れた 反 応混 合 物を

BSA-AGE として用いた。また Lys を同様に

処理したものについては in vivo アッセイで

活性を持つことを認められなかったが、in 

vitro での活性を認めたので、BSA-AGE に比

べて分子量が小さく解析が容易であること

を考え、これを Lys-AGE として参考に用い

た。活性はこれらと RAGE の結合阻害を表面

プラズモン共鳴法および ELISA 法を用いて

行った。また AGE が RAGE に結合すること

により惹き起こされる細胞内シグナルの一

つである転写因子 NF-κB の活性化の阻害を

指標としたレポーターアッセイを行った。 

 

(5)更なるリード化合物の探索 

図 3 に示した 4 種の候補化合物は in silico

スクリーニングによって独立に見出された

にも拘らず赤色と青色で示したように分子

の骨格を形成する結合に共通点が見られた。

この共通骨格を有する化合物を先のライブ

ラリーから検索して新たな候補化合物とし、

それらの活性を測定した。また結合サイトと

して予想した部位が、上記 4 種の候補化合物

の結合部位である事を明らかにしたが、他の

部位を結合サイト候補として先と同様の in 

silico スクリーニングを繰り返し有力な候補

物質について活性評価を行った。 

 

(6)有機化学合成によるリード化合物の最適

化 

上記 4 種の候補化合物について、創薬科学

で行われる常法に従って数多くの化学修飾

を行った。例えば図の化合物上で R1、R2、

R3 と示した個所への系統立った官能基の置

換を行うことで良好なCLogP値や IC50値を

探索した。 

共同研究契約を締結後、上記のフィードバ

ックを繰り返し骨格構造をも改変した候補

物質を設計、合成し、既に 500 種以上の化合

物を得ている。今後モデル動物を用いて副作

用の有無、溶解度等の物性など薬剤としての

最適化を図る。 

 

(7)AGE-RAGE の分子間相互作用解析 

我々が担当している物理化学的解析では

trNOE、STD 法、water LOGSY 法など分子

間相互作用に直接寄与する 1H を低分子側で

あるリガンド (薬剤 )で選択的に検出する

NMR 手法を種々検討した。また RAGE の結

晶化を試み、結晶に候補化合物をソーキング

して、複合体の解析を試みている。特に予算

の都合で購入できなかった極低濃度での測

定が可能な蛍光による超遠心分析は実現し

なかったが、変わりに購入できた等温滴定型

熱量計による相互作用解析を開始した。しか

し全ての候補化合物の溶解性が低く NMR の

場合と同様実験条件の探索を行なっている

段階である。 

 

(8)RAGE-S100B の分子間相互作用解析 

RAGE はマルチリガンド受容体であり

AGE以外にも、癌転移に関連する HMGB1、

炎症誘発性サイトカインである S100B、アル

ツハイマー病脳に蓄積するアルツハイマ

ー・アミロイド蛋白質などと相互作用するこ

とが報告されており、RAGE のリガンド認識

機構の解明が待たれている。上述のように

BSA-AGE や Lys-AGE をリガンドとして

RAGE との阻害相互作用阻害物質を探索し



 

 

てきたが、より履歴の明確な RAGE に対する

リガンドとしてこれら内在性のリガンドを

対照として用いてきた。500 種に上る候補物

質の中で S100B と RAGE の相互作用を阻害

する物質を見出した。 

以前より ITC や NMR 測定の結果の解釈

に苦しみ、分子の会合をより直接的に観測す

る手法として超遠心分析法の適応を検討し

た。該当する化合物が蛋白質 (RAGE や

S100B)の吸収を示さない 300nm より長波

長に吸収を持つことを利用して以下の超遠

心実験を行った。図６の上段の青から赤への

カーブは S100B のセル内の吸収の時間経過

を示す。この沈降による濃度分布の時間変化

を Lamm の方程式を用いて数値解析した結

果、下段の沈降係数で表した粒度分布を得た。

この沈降係数から S100B はすでに文献に報

告されている通り前者はダイマーであり、後

者はテトラマーの平衡系と分かると同時に、

本化合物がこの両者と結合していることを

明らかにした。 

図 6. 化合物-S100B 複合体溶液の沈降速度実験 

 

この事実はこの化合物が S100B の阻害薬

として、てんかんやアルツハイマーの神経疾

患の予防や治療薬開発に貢献する可能性を

示した。これは本研究の大きな副産物として

新しい創薬候補を得たことになる。またこの

手法は今後の創薬におけるリガンド探索に

応用でき、当初申請していた分析用超遠心機

に蛍光測定装置を附置することにより一層

その威力を発揮するであろうことを実証し

た。 
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