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研究成果の概要（和文）：RAGEを標的とする難治性疼痛治療薬のシーズを開発するため、神経障害性疼痛および
内蔵痛の動物モデルを作成して既存のRAGEの有効性を確認した。ついで、中分子量ヘパリニルフェニルアラニン
（MMWHI-F）がRAGEを選択的に遮断し難治性疼痛を抑制することを証明した。さらに、インシリコ解析により同
定した低分子化合物がAGE-RAGE bindingを阻害することを証明し、新規RAGE拮抗薬開発のためのシーズになりう
ることを示唆した。以上、本研究によって高分子および低分子RAGE拮抗薬が痛みの治療に有用であることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：To develop seeds for development of medicines targeting RAGE for treatment 
of intractable pain, the present study first ascertained the involvement of RAGE in neuropathic and 
visceral pain using animal models. We then demonstrated that 
middle-molecular-weight-heparinylphenylalanine suppressed intractable pain possibly through 
selective blockade of RAGE. Our in silico analysis identified a small molecule compound that 
inhibits AGE-RAGE binding and is useful as a seed compound for novel RAGE blocker development. 
Together, our study identified both large and small molecules as RAGE blockers, which would be 
useful for pain treatment.

研究分野：神経・疼痛・炎症薬理学

キーワード： 疼痛の発生・増強機序　RAGE　HMGB1　末梢神経障害　内蔵痛

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、アルツハイマー病の予防・治療を目的とするいくつかのRAGE拮抗薬の開発が試みられてきたが、ま
だ臨床応用には至っていない。本研究では、RAGEが難治性疼痛の治療標的分子になりうることを証明して、高分
子および低分子のRAGE拮抗薬のシーズを得ることができた。現在、モルヒネ、プレガバリンなどが効かない難治
性慢性疼痛を訴える患者が多数存在することを考慮すると、今回得られた知見は社会的にもインパクトのあるも
のであると考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Advanced glycation end products (AGE) の細胞膜受容体として見いだされた  receptor for 

AGE (RAGE)は、糖尿病の慢性合併症の病態に関与する。この RAGE は AGE 以外に、組織
損傷や炎症などに伴って細胞外へ放出される  damage-associated molecular patterns 

(DAMPs)の 1 つである核内タンパク質 high mobility group box 1 (HMGB1)やグリア細胞な
どに由来するタンパク質 S100B などによっても活性化され、「酸化ストレス増強、Ras/MAPK 

系および NF-κB 系の活性化」などのシグナルを介して炎症 反応を増悪させる。研究開始当初、 

RAGE が炎症性細胞以外に、神経細胞やシュワン細胞などに発現し、痛みの情報伝達 に関与す
る可能性が指摘されていた。しかし、国内外において RAGE を標的とした難治性疼痛治療薬の
開発を目指す本格的な研究は行われていなかった。我々は、末梢組織において細胞外へ放出され
た内因性 HMGB1 が、炎症性体性痛覚過敏、がん化学療法誘起神経障害性疼痛、間質性膀胱炎
に伴う膀胱痛に関与することを明らかにし、末梢組織において RAGE が HMGB1 の標的分子
として痛みの発現に重要な役割を果たすことを見出していた。 

 

２．研究の目的 

我々は、神経障害性疼痛や内臓痛などの難治性疼痛の克服を目指した研究を展開し、Cav3.2 T 

型 Ca2+チャネルや HMGB1 を標的分子とする新しい治療戦略を考案してきた。特に、壊死細
胞から受動的に、またマクロファージや神経細胞などから能動的に細胞外へ放出される 

HMGB1 が、パクリタキセルやビンクリスチンにより誘起される神経障害性疼痛、シクロホス
ファミド誘起膀胱炎 に伴う膀胱痛、セルレイン誘起膵炎に伴う膵臓痛、サブスタンス P 膀胱
内注入誘 起膀胱痛、ブチレート誘起結腸痛覚過敏などに関与するとの知見を 既に得ている。
HMGB1 は分子内に３つのシステイン残基を有するが、そのすべてが還元状態にある all-thiol 

型 HMGB1（at-HMGB1） として細胞外に放出され、その後、酸化状態では２つのシステイン
残基が 分子内でジスルフィド結合して disulfide 型 HMGB1（ds-HMGB1）へ変換される。我々
は、末梢局所において at-HMGB1 は RAGE を、ds-HMGB1 は Toll-like receptor 4（TLR4）
を活性化することで、痛覚過敏を誘起することを既に証明している。また，HMGB1 の関与が
証明された上記難治性疼痛モデルでは、 RAGE が TLR4 とともに HMGB1 の標的分子とし
て中心的役割を果た していることを明らかにしている。これまで我々は、抗 HMGB1 中和抗
体やトロンボモジュリンアルファ（遺伝子組換えヒト可溶性トロンボモジュリンリン）などの高
分子化合物により HMGB1 を不活性化することで、難治性疼痛を予防・治療できることを証明
してきたが、慢性疼痛の治療では、より低コストで経口投与可能な薬を開発することが望まれて
いる。そこで、 今回は、HMGB1 の最も重要な標的分子の１つである RAGE を阻害する低コ
ストあるいは低分子の化合物を見出し、臨床治療への応用を目指す研究を行うことにした。本研
究では、最初に、各種難治性疼痛モデルにおいて、既存の RAGE 阻害薬を用いて、治療標的分
子としての可能性を再評価する。次に、RAGE を阻害するヘパリンの誘導体を用いる検討、、既
存の低分子 RAGE 拮抗薬 FPS-ZM1 および azeliragon の構造を元にしたドラッグリポジショ
ニング研究、さらに AGE-RAGE 結合様式のインシリコ解析による新規低分子 RAGE 拮抗薬の
シード化合物の検索など行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 各種難治性疼痛モデルにおける既存の RAGE 阻害薬の予防・治療効果の評価：難治性疼痛
モデルとして、マウスにおける抗がん薬オキサリプラチン（5 mg/kg）単回腹腔内投与により誘
発される末梢神経障害モデルおよびサブスタンス P（6 nmol, 30 分、2 回）膀胱内投与により誘
発される膀胱痛症候群モデルにおいて、抗 HMGB1 中和抗体と、RAGE 拮抗作用を有する低分
子ヘパリンおよび FPS-ZM1 の効果を検討した。痛みの閾値は von Frey 法で測定した。 

 

(2) RAGE 拮抗薬候補物質としての中分子量ヘパリンフェニルアラニン誘導体（中分子量ヘパリ
ンフェニルアラニン；MMWH-F）の評価：MMWH-F の抗 IIa, Xa 活性および AGE-RAGE 結
合阻害活性を、各アッセイキットを用いて評価した。また、マウスにおいて、RAGE の関与が証
明されている at-HMGB1 足底内投与誘起アロディニア、オキサリプラチン誘起アロディニアお
よびブチレート反復結腸内投与誘起結腸痛覚過敏に対する MMWH-F の効果を調べた。 

 

(3) 上市医薬品から RAGE 拮抗薬候補物質を検索するドラッグリポジショニング研究：既知の
RAGE 拮抗薬である FPS-ZM1 および azeliragon 両方に類似性の高い既存の上市医薬品の探索
は、統合計算化学システム molecular operating environment (MOE)を用いて行った。構造式
の類似性は MACCS key を、特性の類似性は 2 次元ファーマコフォア・フィンガープリント法
のひとつである typed-atom graph distance (TGD)を使用して解析し、どちらも類似度 0.7 を基
準として FPS-ZM1 および azeliragon と類似度の高い医薬品を抽出した。インシリコ解析で選択
した既存医薬品の RAGE 拮抗候補物質について、at-HMGB1 足底内投与誘起アロディニアに対す
る効果と AGE-RAGE 結合阻害活性を評価した。 

 

(4) RAGE 結合モデルからインシリコ解析によりデザインした RAGE 拮抗薬候補物質の評価：
インシリコ解析により化合物ライブラリーより数個の RAGE 拮抗薬候補物質を選択し、AGE-



RAGE 結合に対する阻害作用の有無を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) オキサリプラチン（OHP）誘発性末梢
神経障害モデルマウスにおける抗 HMGB1

中和抗体および RAGE拮抗薬 FPS-ZM1お
よび低分子量ヘパリン（LMWH）の予防及
び治療効果について：マウスに OHP（5 

mg/kg）を単回腹腔内投与すると、投与後早
期より 7 日以上持続する機械的アロディニ
アが検出され、このアロディニアの発症は
抗 HMGB1 中和抗体 1 mg/kg を腹腔内前
投与することで阻止され（図 1A）、発症後
に投与することで一時的にではあるが有意
に減弱された（図１B）。 

同様に、RAGE 拮抗作用を有する FPS-

ZM1(1 mg/kg)あるいは LMWH（2.5 mg/kg）
を腹腔内投与した場合も同様の予防および
治療効果が認められた（図 2）。 

さらに、RAGE 以外の HMGB1 標的分子
のうち、TLR4 拮抗薬の LPS-RS（0.5 

mg/kg）と TAK-242（3 mg/kg）、また
CXCR4 拮抗薬の AMD3100 (8 mg/kg)の
腹腔内投与を行ったときにも同様の予防
および治療効果が検出された（図 2）。 

 

(2) サブスタンス P（SP）膀胱内投与誘起
膀胱痛症候群モデルマウスにおける抗
HMGB1 中和抗体および RAGE 拮抗薬
FPS-ZM1 および低分子量ヘパリン
（LMWH）の予防及び治療効果について： 

SP 膀胱内投与によって、明確な膀胱の浮
腫や炎症は検出されなかったが（図 3B,C）、
下腹部尿道口付近において遅発性（24 時
間後）関連痛覚過敏が検出された（図 3A）。
この SP 誘起関連痛覚過敏の発症は、抗
HMGB1 中和抗体(Ab)あるいは RAGE 拮
抗作用を有する LMWH の前投与により
有意に抑制された（図 4）。 

 

(3) RAGE 拮抗薬候補物質としての中分
子ヘパリンフェニルアラニン誘導体
（MMWH-F）の効果：初めに、AGE-

RAGE 結合に及ぼす未分画ヘパリン
（HE）、中分子ヘパリン（MMWH）、
LMWH および MMWH-F の阻害効力を
比較検討したところ、阻害効力は
MMWH-F>>MMWH≈ HE>LMWH とな
り、MMWH-F の IC50 値は、0.01 μg/mL

であった（図 5）。一方、IIa 因子（トロン
ビン）活性に対する阻害効力を比較した
と こ ろ 、 HE> MMWH≈ 

LMWH>>MMWH-F となり、Xa 因子活
性 に 対 す る 阻 害 効 力 は
HE>MMWH>LMWH>>>MMWH-F と
なり、MMWH-F は IIa や Xa 因子に対す
る阻害活性をほとんど持たない RAGE 拮
抗薬であることが強く示唆された。 

そこで、RAGE の関与が示唆されてい
る疼痛モデルにおいて、MMWH-F が効力
を発揮するか否かを検討した。その結果、
MMWH-F（1.25 mg/kg）の腹腔内投与に
よって、マウスにおける at-HMGB1（100  

図 2 オキサリプラチン（OHP）誘発性末梢神経障害マ
ウスにおける HMGB1 受容体拮抗薬の効果。 

図 3 マウスにおけるサブスタンス P（SP）膀胱内
投与による関連痛覚過敏の発現。 

図 4 サブスタンス P（SP）膀胱内投与による関
連痛覚過敏に対する抗 HMGB1 中和抗体および
RAGE 拮抗薬 LMWH の効果。 

A 

B 

図１ オキサリプラチン誘発性末梢神経障
害マウスにおける抗 HMGB1 中和抗体の効
果．HMGB1-Ab,中和抗体；IgG、非免疫
IgG；V, 溶媒． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ng 足底内投与）によるアロディニア（図 6）および OHP（5 mg/kg 腹腔内投与）誘起アロディ
ニア（図 7）が阻止された。また、ブチレート（20 μmol x 2/day、3 日間反復結腸内投与）誘起
結腸痛モデルマウスにおいて、MMWH-F（1.25 mg/kg）をブチレート投与前に反復腹腔内投与
すると、200 μL 結腸内注入による侵害受容行動の増加（結腸痛覚過敏）が有意に抑制された（図
8）。また、同様にブチレート投与を行ってモデルが成立した後に MMWH-F（1.25 mg/kg）を単
回投与しても結腸痛覚過敏が有意に抑制された（図 9）。 
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図 5 AGE-RAGE 結合に対するヘパリン類の阻害効果。 
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ニアに対する MMWH-F、
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れ 2.5 mg/kg 腹腔内投与）の効
果。 
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図 8 ブチレート（20 μmol x 2/day、3 日間
反復結腸内投与）処置マウスにおける結腸痛
覚過敏に対する MMWH-F、MMWH および
LMWH（それぞれブチレート投与前に毎回
2.5 mg/kg 腹腔内投与）の予防効果。無麻酔
下マウスの結腸内へ水 200 μL 注入後の侵害
受容行動をカウントした。 

 

図 9 ブチレート（20 μmol x 2/day、3 日間反復
結腸内投与）処置マウスにおける結腸痛覚過敏に
対する MMWH-F、MMWH および LMWH（それ
ぞれ結腸痛覚過敏成立後 2.5 mg/kg 単回腹腔内投
与）の治療効果。無麻酔下マウスの結腸内へ水
200 μL 注入後の侵害受容行動をカウントした。 

 



(4) 上市医薬品から RAGE 拮抗薬候補物質を検索するドラッグリポジショニング研究の結果：
統合計算化学システム molecular operating environment (MOE)を用いて、FPS-ZM1 および
azeliragonと類似度の高い医薬品を検索したところ、第二世代抗ヒスタミン薬の azelastineを含む
数種の医薬品が最適化合物として抽出されたが、AGE-RAGE 結合を阻害するものは見いだせな
かった。 

 

(5) RAGE 結合モデルからインシリコ解析によりデザインした RAGE 拮抗薬候補物質の評価結
果：AGE-RAGE 結合の X 線結晶解析のデータに基づいて実施したインシリコ解析によって、化
合物ライブラリーから 8 つの RAGE 拮抗薬候補物質、KTGrNS-1～8 を選択した。AGE-RAGE

結合に対する阻害作用を調べたところ、陽性コントロールの azeliragon (AZG) 100 μM でほぼ
100％の阻害活性が認められ（図 10）、8 つの RAGE 拮抗薬候補物質のうち、KTGrNS-5 が最も
阻害活性が強く、100 μM で約 70％程度の抑制作用を示した（図 10）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(6) まとめと今後の研究展開：本研究課題では、RAGE がマクロファージなどから遊離される
HMGB1 の主たる受容体として化学療法誘発性末梢神経障害、膀胱痛症候群、過敏性腸症候群な
どの発症に関与し痛みの治療標的分子になりうること（図 11）を検証した上で、MMWH-F が
RAGE 選択的拮抗作用を持ち、難治性疼痛治療薬として有用であることを実証することができ
た。一方、当初の計画では、既存の RAGE 拮抗薬のインシリコ構造解析による上市医薬品のド
ラッグリポジショニング研究、あるいは AGE-RAGE 結合の X 線結晶解析結果データに基づく
インシリコスクリーニングによる低分子 RAGE 拮抗薬の検索を行った後、構造展開をする予定
であったが、RAGE 活性化に伴う特異的なシグナルを検出するのに時間を要したため最終目標
までは到達できなかった。しかし、今回実施したインシリコスクリーニングから見出した
KTGrNS-5 は RAGE 拮抗薬開発のためのシーズとして極めて有用である。今後、この化合物の
構造展開を行い、より効力が強い選択的 RAGE 拮抗薬の開発を実現するための研究をさらに進
めていきたい。 

 

 
 

 

図 10 AGE-RAGE 結合に対する既知の RAGE 拮抗薬 azeliragon (AZG)と新規 RAGE 拮抗薬候補物質
KTGrNS-5 の阻害作用。 
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図 11 痛み、炎症、がんの病態に関与する HMGB1 の標的分子としての 1RAGE、CXCR4１
および TLR4 の役割 
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