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はじめに

敗血症（sepsis）は、感染を主たる原因とする全身性炎症反応症候群（SIRS、systemic 

inflammatory response syndrome）であり、生体侵襲をともなった全身性の非特異的自然免

疫炎症応答である（1）（図1）。敗血症の中でも臓器障害をともなうものをsevere sepsis、シ

ョックをともなうものをseptic shockと言い、その死亡率は、それぞれSIRS 7%、sepsis 

16%、severe sepsis 20％と段階的に上昇し、特にseptic shockでは46%と格段に高い死亡

率を示すことが報告されている（2）。

加えて、敗血症病態を早期に正確に診断することは、その後の治療を適正に行う上で極め

て重要であるが、敗血症関連の178種類の指標候補に対する検討結果から現時点で敗血症病

態を正確に反映し得るバイオマーカーは存在しないのが現状であり（3）、日常診療に汎用され

ているCRPやプロカルシトニン等も他の炎症性疾患との区別や病態予後を推測するための指

標としては不十分であるとされている。更に、1979 ～ 2000年に米国で行われた敗血症の大

規模疫学調査（4）から、敗血症の発生率は22年間に人口10万人あたり、82.7から240.4症例

へと大幅な増加を示すこと、臓器障害合併率も1.58倍に増大することも明らかとされ、病

態重症化への歯止めができていないことが示されている。これらの知見は、敗血症が現代の

集約的先端治療を駆使しても極めて難治性の疾患病態であり、その根治的治療法の確立は、
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21世紀の医療が解決すべき最先端課題の一つと位置付けられることを意味している。

近年、敗血症時の多臓器不全の病態形成に、DAMPs（damage associated molecular 

patterns）と称される一連の分子群が増悪化因子として重要な役割を果たしていることが明

らかになってきた（5、6）。すなわち、DAMPs分子群はToll様受容体などのパターン認識受容体

を刺激することで炎症応答を惹起し、敗血症病態の重症化に寄与する。DAMPs分子群の中で

も、特にHMGB1（high mobility group box 1）は、侵襲や刺激に応じて細胞内から細胞外

へ放出されると、細胞外でパターン認識受容体であるRAGE受容体などを刺激するサイトカ

イン様因子として振る舞い、NF-κB活性化を介して炎症増悪化や臓器障害に働く。実際に、

敗血症の臨床研究において、敗血症生存症例と死亡症例を比較した場合に血液中のHMGB1濃

度は死亡症例で有意に高値かつ持続することが報告されている（7）。また、敗血症以外の様々

な疾病（脳外傷、脳梗塞、動脈硬化など）においてもHMGB1が病態の進展に重要な働きをし

ていることも明らかにされている（8、9、10、11）。HMGB1受容体であるRAGEは、元来、生体内糖

化反応によって生じる最終糖化産物（AGEs、advanced glycation end products）の受容体

として見出された分子であり、糖尿病の合併によって敗血症病態が重症化するなどの知見か

らAGEs－RAGE間のシグナル反応系を遮断することが、敗血症のリスク軽減につながること

が示唆されている。

このような背景の下、本研究ではDAMPs受容体であるRAGEに対するシグナル遮断薬の開発

を目指して、AGEs－RAGE間結合アッセイ系を構築して遮断薬の探索を行うとともに、AGEs

刺激による炎症応答を解析するための細胞評価系を構築し、これらの病態生理学的意義を明

らかにすることを目的に以下の実験を行った。

方　法

DAMPs受容体であるRAGEに対する遮断薬の開発を目指して、AGEsならびに遺伝子組換え

体RAGEから構成される結合アッセイの構築を以下の手順で行った。はじめに、AGEsはモ

デルタンパク質（アルブミン）と糖代謝物（グリセロアルデヒドをはじめとする種々の反応

性糖代謝物）を無菌条件下で37℃でインキュベートした後に、PBSに対して透析すること

によって調製した。この際、反応に用いた糖代謝物の違いによって、4種類のAGEs（AGE2、

AGE3、AGE4、AGE5）を調製した。組換え体RAGEは、大腸菌発現ベクターにRAGE遺伝子を組

み入れ、RAGEの細胞外領域（AGEs結合領域）のC末端に人工的にHisタグを付加した精製標

品を調製した。C末端にHisタグを付加した組換え体RAGEの精製は、TALON樹脂を用いたア

フィニティクロマトによって行った。96穴プレートに順にAGEs、BSA（ブロッキング）、C末

端にHisタグを付加した組換え体RAGE を反応させ、最後に発色プローブとしてNi-NTA-POD

を添加し、AGEs－RAGE間の結合度を比色にて評価できる系を確立した。続いて、この評価

系を使ってAGEs－RAGE間結合を抑制する物質の探索を行い、敗血症治療の候補物質の探索

を行った。
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加えて、マクロファージ系細胞（RAW細胞、THP-1細胞）にNF-κBレポーター遺伝子を形

質導入した細胞を用いて、AGEsによる細胞刺激にともなうNF-κB活性化やサイトカイン産

生について評価可能なアッセイ系を確立し、AGEsによる炎症応答ならびに病態生理学的作

用について検討した。

結果と考察

本研究の結果、組換え体RAGEとAGEs分子は濃度依存性を持って結合することが明らかと

なり、上記の実験手法によって固相法の原理に基づいたAGEs－RAGE間結合評価系の確立に

成功した。この結合評価系を応用してRAGE遮断物質の探索を実施するに際して、その至適

条件は、それぞれAGEs濃度：0.6 ～ 6.7μg/mL、組換え体RAGE濃度：2.67μg/mL、Ni-NTA-

POD希釈度：2,000倍希釈となることが明らかとなった。この反応条件下で様々な化合物の

中から結合抑制を示す物質を網羅的に探索したところ、糖化合物の中に効果的に結合抑制を

示す低分子物質（化合物Aとする）を見出すことができた（図2）。この糖化合物（化合物A）は、

検討したすべてのAGEs（AGE2 ～ 5）に対して、μMオーダーで濃度依存的に結合を抑制する

ことが明らかとなり、本物質がRAGEシグナル遮断薬としての創薬シーズの可能性を有する

ことが明らかとなった。

 図2　濃度依存性を示すAGEs-RAGE結合抑制物質の発見
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また、細胞を用いた実験で、AGEs（特にAGE3）は、単独ではマクロファージ系免疫細胞を

刺激しないにもかかわらず、IFN-γと共に刺激を行うとIFN-γの炎症性刺激作用を増強す

ることが明らかとなった（図3）。すなわち、AGE3を共存させることによってNF-κB活性化

応答は約2倍に、炎症性サイトカインであるTNF-α産生応答は約8倍にも増大することが示

され、AGEs分子が炎症性アジュバント効果を示すことが明らかとなった。これらの知見は、

様々な炎症病巣などでのAGEs蓄積が、炎症反応を亢進かつ長期化（慢性化）させている要

因であることを示しており、敗血症病態の軽減を目的とした治療薬開発を行う上で、AGEs-

RAGE系が薬物にて制御することが可能な新たな標的分子になり得ることを示唆するもので

あった。

要　約

敗血症の増悪化因子としてのDAMPsとその受容体RAGEに焦点をあて、RAGEとその特異的

リガンドであるAGEsとの結合アッセイを構築し、これを用いてRAGE遮断物質の探索を行った。

その結果、糖誘導体の中に、結合抑制活性を示す物質を見出すことが出来た。また、マクロ

ファージ系細胞を用いてAGEsとIFN-γの共刺激が相乗的な炎症応答をもたらすことを見出

し、AGEsによる炎症性アジュバント作用を明らかにすることができた。

図3　AGE3による炎症応答
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