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緒 言

　RAGE （receptor for advanced glycation 
endproducts）は，免疫グロブリンスーパーファミリー
に属する膜型受容体で，最終糖化産物（AGE；
advanced glycation endproducts）の受容体として同定
された．糖尿病や動脈硬化性病変では，VCAM-１
（vascular cell adhesion molecule-１）， ICAM-１
（intercellular cell adhesion molecule-１）などの接着
分子の発現を誘導し，血管内皮細胞の増殖の促進，動
脈硬化部位での発現増強などが報告されており，これ
らの酸化ストレスを伴う慢性炎症性疾患での病態に関
与する可能性が示唆されている1,2)．
　また，RAGE は，multi-ligand receptor として認識
されており，内因性の物質として，主に単球，好中球
の細胞質に存在し Ca-binding protein family に属する 

EN-RAGE（extracellular newly identified RAGE bindig 
protein；S100A12､ calgranulin C､ p６），全ての細胞の
核内に存在し，敗血症性ショックなどで後期メディエ
ーターとして認識されている HMGB-１（high mobility 
group box chromosomal protein-１）などもリガンド
とされている3)．関節リウマチ（RA）の関節液及び血
清では，疾患活動性に伴い，AGE4)のみならずこれら
の内因性リガンド 5,6)が上昇するとの報告があり，
RAGE を介して RA における慢性炎症の持続に関与
している可能性がある．
　今回，我々は RA 滑膜及び末梢血単球における 
RAGE の発現について検討を行った．

対象と方法

１. 対象
　RA 患者14人（男性１人，女性13人；平均年齢63.0
歳），変形性関節症（OA）７人（男性１人，女性６人；
平均年齢68.3歳）．
２. 免疫染色
　RA または OA 滑膜に抗 CD68抗体（マウス 
IgG１），ポリクローナル抗 RAGE 抗体（ヤギ）を反
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応させた後，ロダミン-抗ヤギ抗体，FITC-抗マウス 
IgG１抗体の二次抗体で染色した．RAGE 及び CD68
陽性マクロファージの面積を OPTIMAS ソフトウェ
アで測定し，相対的発現を解析した．
３. 末梢血単球の分離
　健常成人より採取した末梢血より比重遠心法により
分離した末梢血単核細胞（PBMC）を，抗 CD３，
CD７，CD16，CD19，CD56及び CD123抗体磁気ビー
ズを用いたネガティブ・セレクションで単球を分離し
た．
４. RNA の抽出とリアルタイム PCR
　RA 滑膜細胞を抗 CD14抗体免疫ビーズおよび抗 
CD４抗体免疫ビーズで分離し，RT-PCR 法及びリア
ルタイム PCR 法により RAGE mRNA の発現レベル
を半定量化した．OA 滑膜全細胞，ヒト大動脈内皮細
胞（HAEC）及び RA 関節液中の全細胞についても 
mRNA の発現を検討した．
　RA 線維芽細胞を TNF-ｸ（10ﾍ/㎖），IL-1ｹ（１ﾍ
/㎖），72時間後回収した RA 滑膜全細胞培養上清（20
％希釈）で３時間刺激し，RNA 抽出後，RT-PCR 法
にて RAGE mRNA の発現を検討した．
　健常成人末梢血単球を，各々 TNF-ｸ（10ﾍ/㎖），
IL-1ｹ（１ﾍ/㎖），IFN-ｺ（１ﾍ/㎖），IL-10（10ﾍ/㎖）
及び RA 滑膜全細胞培養上清（20％希釈）で３時間刺
激，RAGE mRNA の発現量をリアルタイム PCR 法で
検討した．
５. フローサイトメトリー
　健常成人末梢血単球を無刺激あるいは RA 滑膜全細
胞培養上清（20％希釈）存在下で24時間培養した後に
回収した．抗 RAGE 抗体で染色し，洗浄後 FITC-抗
ヤギ抗体で染色し，FACScan を用いて細胞表面上の
発現を測定し，上清による誘導を検討した．

結 果

１. RA 滑膜における RAGE 発現の増強とその分布
　RA では OA と比較し，滑膜組織における RAGE の
発現が増強しており，血管内皮細胞と滑膜表層の 
CD68陽性マクロファージでの強い発現が特徴的であ
った（図１Ａ）．RAGE 陽性細胞の面積は，滑膜組織
全体における比率，CD68陽性細胞における比率とも，
RA で有意に大きかった（図１Ｂ）．
２. RA 滑膜組織の RAGE mRNA 発現検討
　滑膜細胞の RAGE mRNA の検討では，OA と比較

して，RA で発現が亢進しており（図２Ａ），特に CD14
陽性マクロファージで高発現を認めた（図２Ｂ）．線維
芽細胞では，炎症性サイトカインによる刺激を加えて
も，有意な RAGE mRNA の発現亢進を認めなかった
（図２Ｃ）．
３. サイトカイン及び RA 滑膜細胞上清刺激による
末梢血単球上の RAGE 発現の誘導
　末梢血単球表面の RAGE の発現は RA 滑膜全細胞
の培養上清で刺激することにより誘導され（図３Ａ），
RAGE mRNA の解析では炎症性サイトカインである 
TNF-ｸ や IL-1ｹ による刺激で発現が増強された．
IL-10によっても発現が軽度増強された（図３Ｂ）．

考 察

　従来の報告より，RAGE は多様なリガンドと結合
し，NF-κB や MAP キナーゼを介して VCAM-１，
ICAM-１などの接着因子や炎症性サイトカインであ
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図１　関節リウマチ滑膜における RAGE の発現
Ａ：関節リウマチ（RA）と変形性関節症（OA）の滑膜組織を
抗 CD68抗体（FITC：緑）及び抗 RAGE（Rhodamin：赤）抗
体で二重染色した．
Ｂ：RAGE 陽性細胞及び CD68陽性マクロファージの面積を 
OPTIMAS ソフトウェアで測定し，相対的発現を解析した．
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る TNF-ｸ，IL-1ｹ の発現誘導が起こることが知られ
ている7)．また，RAGE 遺伝子の promoter 領域には
少なくとも二つの NF-κB 結合部位があることから，
NF-κB を活性化する因子は RAGE 発現を誘導する
因子となりうる8)．糖尿病の血管障害やアルツハイマ
ー病では RAGE リガンドが蓄積した病変部に RAGE 
の発現亢進を認め，RAGE リガンドが RAGE 発現を
誘導する主要な因子とされる．
　RA の滑膜ではリンパ球やマクロファージなど多様
な細胞が浸潤し，病変部では多くの炎症性サイトカイ
ンの過剰発現を認める．特に，TNF-ｸ と IL-１ｹ は慢

性炎症と関節破壊に密接に関与するサイトカインであ
る9)．これらのサイトカインは NF-κB などの炎症性
シグナルを活性化することで，RAGE の発現を増強
し，また HMGB-１をはじめとする内因性リガンドを
細胞外に放出させることで，リガンドによる RAGE の
活性化を増強するものと考えられる6)．また，滑膜の
血管内皮上の RAGE 発現も亢進していることから，
発現誘導された接着因子はさらにマクロファージ等の
細胞浸潤を増強し，炎症の持続につながるものと考え

　 関節リウマチにおける RAGE の発現：砂堀克枝，他４名 　
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図２　関節リウマチ滑膜における RAGE mRNA の発現
Ａ：RA 及び OA 滑膜組織より RNA を分離し，RAGE mRNA 
の発現レベルを RT-PCR 法で確認し，リアルタイム PCR 法に
より半定量化した．
Ｂ：RA 滑膜（ST）中の CD４陽性Ｔ細胞，CD14陽性単球系細
胞（免疫ビーズ法で分離），RA 関節液中の全細胞（SF cell）及
びヒト大動脈内皮細胞（HAEC）についても，同様の方法で 
RAGE mRNA の発現レベルを解析した．
Ｃ：RA 線維芽細胞（SFb）を TNF-ｸ (10ﾍ/㎖），IL-1ｹ（１
ﾍ/㎖），72時間後回収した RA 滑膜全細胞培養上清（20％希
釈）で３時間刺激し，RNA 抽出後，RT-PCR 法にて RAGE 
mRNA の発現を検討した．
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図３　単球/マクロファージ上の RAGE の発現誘導
Ａ：健常成人末梢血単球を RA 滑膜全細胞培養上清（20％希
釈）で24時間刺激し，細胞表面上の RAGE 発現を FACS 法に
て解析した．
Ｂ：健常成人末梢血単球を，TNF-ｸ（10ﾍ/㎖），IL-1ｹ（１
ﾍ/㎖），IFN-ｺ（１ﾍ/㎖），IL-10（10ﾍ/㎖）及び RA 滑膜全
細胞培養上清（20％希釈）で３時間刺激，RAGE mRNA 発現
をリアルタイム PCR 法により半定量化した．
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られる（図４）．
　我々の検討では TNF-ｸ などの炎症性サイトカイン
だけではなく，抗炎症性サイトカインである IL-10も
末梢血単球における RAGE の発現を誘導した．我々
は，IL-10は Toll 様受容体２（TLR２）を強発現した 
CD16陽性成熟マクロファージへの分化を促進するこ
とを報告しており10)，向炎症性作用も持つサイトカイ
ンと考えている．RAGE の発現に関しては向炎症性に
作用し，炎症の増幅に関与しているものと思われた．

結 論

　RA では，炎症性サイトカイン及び RAGE のリガン
ドが豊富に存在する滑膜，関節腔内において，血管内
皮細胞及び滑膜表層マクロファージ上の RAGE 発現
の亢進を認めた．RAGE-RAGE リガンド系と炎症性
サイトカイン間には正のフィードバック機構が存在
し，RA の炎症過程を促進することが推察された．
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