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研究成果の概要：慢性腎臓病の主病変である腎間質線維化の機序を明らかにするため、抗炎症

作用を有する脂質親和性受容体(ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞ受容体(GR)、ﾍﾟﾙｵｷｼｿﾞｰﾑ増殖薬活性化受容体

(PPAR))とそのﾘｶﾞﾝﾄﾞの転送蛋白(脂肪酸結合蛋白：FABP)の炎症・線維化調節作用を炎症刺激

下、低酸素下のﾋﾄ近位尿細管上皮で解析した。GR 活性化薬(ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞ)は、定常状態あるい

は低酸素・TNF-α誘導性の PAI-1(線維化促進因子)産生を増強した。これは、ﾁﾛｼﾝｷﾅｰｾﾞ経路を

介し GR 依存性であった。一方、同薬は、定常状態と低酸素誘導性の VEGF(血管新生因子)産
生を GR 非依存性に抑制した。PPAR については、尿細管細胞に機能的 PPAR-γ蛋白発現を確

認した。その活性化薬(ﾋﾟｵｸﾞﾘﾀｿﾞﾝ)は標的遺伝子である FABP,LXR 発現を誘導するとともに、

ｹﾓｶｲﾝ産生を抑制するかたちで抗炎症作用を呈した。TNF-α,TGF-β刺激では、PPAR-γ発現とそ

の標的遺伝子発現が抑制された。以上より、臨床で汎用されるｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞには、抗炎症作用だ

けではなく、線維化促進作用、血管新生抑制作用が推察され、PPAR-γについては、障害腎にお

ける PPAR-γ経路の変容、減弱が推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
尿細管間質の萎縮、線維化は腎不全進展への
独立した危険因子であり(New Engl J Med, 
1998)、腎間質線維化において尿細管上皮細
胞、腎間質細胞の役割の重要性が指摘されて
いる。間質線維化の要因としては、1)糸球体
から漏出した脂質含有の尿蛋白、糸球体細胞
からの分泌ｻｲﾄｶｲﾝによる尿細管・間質細胞の
炎症・増殖刺激、2) 糸球体硬化や糸球体過

剰濾過から由来する絶対的・相対的な尿細管
上皮の虚血・低酸素が重要な因子と考えられ
ている(JASN, 2006)。また、以前より脂質代
謝異常も腎線維化の進展因子と考えられ、上
述の尿蛋白に結合した脂質が、尿細管細胞に
対して細胞障害性に作用し、炎症を誘導する
と解釈されてきた(JASN, 1994; Am J Nephrol, 
2004)。一方、生化学分野では、各種細胞内
には多様な脂質と結合し、脂質の細胞内転送
を担う脂質結合蛋白(LTP)が存在することが
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報告されていた(FASEB J, 1989)。さらに、
近年では、脂質と結合することにより転写活
性が増強する脂質応答性転写因子 (ﾍﾟﾙｵｷｼ
ｿﾞｰﾑ増殖薬活性化受容体(PPAR)、ﾚﾁﾉｰﾙ受容
体(RXR)、ﾌｧﾙﾈｿｲﾄﾞ受容体(FXR)など）が発見
され、その抗炎症・抗線維化作用が注目され
ている(PANS, 2003; Mol. Cell, 2000)。し
かしながら、脂質と腎障害進展との関わりを
検討する上で、脂質と細胞内の脂質転送蛋白
(LTP)、さらには脂質応答性転写因子が、ど
の様な分子メカニズムで腎線維化過程に影
響しているのか、十分には解明されていない。
また、重要な線維化促進因子である低酸素状
態が上記の分子メカニズムにどのように作
用するのかも不明である。 
 
２．研究の目的 
 
(1) ヒト近位尿細管上皮の培養細胞(HPTEC)
において、線維化惹起性ｻｲﾄｶｲﾝ刺激と低酸素
刺激の前後での各種脂質転送蛋白(LTP)と脂
質応答性転写因子群であるﾍﾟﾙｵｷｼｿﾞｰﾑ増殖
剤応答性受容体(PPAR)、ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞ受容体
(GR)の発現動態を検討する。さらに、同培養
細胞における刺激反応系に、PPAR や GR の活
性化薬が及ぼす影響を検討し、その活性化に
よる抗炎症作用・抗線維化作用の有無を検討
する。 
 
(2) HPTEC に PPAR とそのリガンドである脂肪
酸の転送蛋白(FABP)を強制発現させ、PPRE 活
性の変化を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
HPTECs(三光純薬；第３−５継代細胞) を
12-well plate で REGM (増殖培地；三光純薬)
を用いコンフルントまで培養する。その後、
0.5%FBS 含有 DMEM で 24 時間静止培養後、ｻｲ
ﾄｶｲﾝあるいは低酸素で 6, 24, 48時間刺激し、
その総 RNA と上清を解析する。TNF-αは
10ng/ml, TGF-βは 5ng/ml で使用し、低酸素
(1%O2)環境は、1%O2、5%CO2、94%N2 の混合ガ
スと低酸素チャンバー(Billups-Rothenberg
社製)で作製した。 
 
(1) GR 活性化と PPAR-・活性化 
 GR ｱｺﾞﾆｽﾄとしてﾊｲﾄﾞﾛｺﾙﾁｿﾞﾝ(HC)とﾃﾞｷｻﾒｻ
ｿﾞﾝ(DEXA)を 0.1μM～10μM で使用した。PPAR
ｱｺﾞﾆｽﾄとして Pioglitazone (Pio)を 3μM, 
15d- ﾌ ﾟ ﾛ ｽ ﾀ ｸ ﾞ ﾗ ﾝ ﾃ ﾞ ｨ ﾝ J2(PGJ2)を 5 μM, 
Telmisartan( Telm)を 1, 10μM で用いた。GR
の抑制には、GR 阻害薬(RU-486)を 0.1 μM～
10μM で 30 分前培養した。ｼｸﾞﾅﾙ経路の解析に
は、ﾁﾛｼﾝｷﾅｰｾﾞ阻害薬(Herbimysin A)の効果
を解析した。 
(2) 各種遺伝子発現と蛋白発現の検討 

 GR,FABP、PPAR、LXR, PAI-1, VEGF, MCP-1
の mRNA 発現を real time PCR 法(ABI 社；Gene 
Expression assay)で測定。同蛋白量は、GR, 
PPAR についてはｲﾑﾉﾎﾞﾛｯﾄ法(細胞破砕液)で、
これ以外は上清について免疫比濁法と ELISA
で測定した。 
 
(3) PPAR 発現とその機能の検討 
 HPTEC における PPAR-γ mRNA 量を Real time 
PCR 法で、同蛋白量をｲﾑﾉﾎﾞﾛｯﾄ法で検出した。
PPAR-γ活性化薬(Pio, PGJ2, Telm)の PPRE 活
性は、ﾘﾎﾟﾌｪｸﾀﾐﾝで遺伝子導入した PPRE-luc
の発現活性で評価した。PPAR-γの機能発現の
評価としては、標的遺伝子として L-・
H-FABP,LXR-αのmRNA発現の変動を検討した。
また、 TNF−α・・TGF-β 刺激下で PPAR-γ, 
FABP,LXR-α発現の変動を検討した。 
 
(4) L-FABP 発現の PPRE 活性への影響の検討 
 L-FABP 発現ﾍﾞｸﾀｰと PPRE-luc を HPTEC にﾘ
ﾎﾟﾌｪｸﾀﾐﾝで導入後 24 時間に、L-FABP の想定
ﾘｶﾞﾝﾄﾞである PPAR-γ活性化薬(5 μM PGJ2)を
添加して、PPRE 活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 低酸素刺激下での GR、PAI-1、VEGF の発
現の解析 
 培養ヒト近位尿細管上皮細胞（HPTEC）に
おいて、GRの mRNA 発現と蛋白発現を確認し
た。低酸素下では、GR mRNA 量は有意に変化
しなかった。ｲﾑﾉﾌﾞﾛｯﾄ法による GR 蛋白量も
低酸素下と正常酸素下で変化はなかった。低
酸素刺激は、PAI-1 発現と VEGF 発現を mRNA
量でも培養上清蛋白量でも、２４時間後でも、
４８時間後においても有意に増加した (図１、

２)。 

 
図１． Hydrocortisone(HC)は正常・低酸素下の

PAI-1 産生を亢進する。 (*P<0.001)。 

 



 
 

図２． Hydrocortisone(HC)は正常・低酸素下の

VEGF 産生を減弱する。 (*P<0.001)。 

 

(2) GR ｱｺﾞﾆｽﾄの GR、PAI-1、VEGF、L-FABP
発現への影響の解析 
 DEXA(1・M)では、GR mRNA が増加する傾向
を示した(P<0.08)。GR活性化薬のHC(1μM)は、
PAI-1mRNA量を刺激後6時間をﾋﾟｰｸに 48時間
まで、有意に増加した。HC(1μM)は上清 PAI-1
蛋白量を有意に増加させた（図１）。DEXA(0.1 
μM)も、PAI-1 発現を増強させた。また、
HC(1μM)は、低酸素誘導性のPAI-1発現をmRNA
量でも蛋白量でも、さらに有意に増強した
(図 1)。正常酸素下の HC の PAI-1 発現誘導作
用は、GR 特異的阻害薬(RU-486, 1 μM)で完全
に抑制され、ﾐﾈﾗﾙｺﾙﾁｺｲﾄﾞ受容体阻害薬(ｽﾋﾟﾛ
ﾉﾗｸﾄﾝ; 2 μM)では抑制されなかったため、GR
依存性と考えられた。HC の PAI-1 発現増強作
用は、Herbimysin A で部分的に抑制されたた
め、一部ﾁﾛｼﾝｷﾅｰｾﾞの活性化を介するものと
推測された。VEGF 発現については、HC、DEXA
ともにその発現を抑制した。HC は、低酸素誘
導性の VEGF 発現も抑制した。HC の VEGF 発現
抑制作用は GR 非依存性であった。 
 肝型FABP(L-FABP)のmRNA発現は、DEXA(1、
5 μM)により有意に抑制（41%と 56%）された。 
 
(3) PPAR 発現とその機能の検討 
 HPTEC において、PPAR の mRNA 発現と蛋白
発現を確認した。HPTEC に PPRE-luc 発現ﾍﾞｸ
ﾀｰを導入して、代表的な PPAR-・活性化薬で
ある pioglitazone (Pio), 15d-PGJ2 (PGJ2)
で 20 時間程度刺激したところ、両者ともに
約 6 倍程度の PPRE 活性の増強が認められた
(図１)。また、PPAR-・活性化作用を有する
と報告されるｱﾝｼﾞｵﾃﾝｼﾝⅡ受容体拮抗薬の
telmisartan (Telm)でも PPRE 活性の 3.5 倍
程度の増加が確認できた(図１)。 
24 時間の Pio(3 μM)刺激は、PPAR-・の標的
遺伝子である心型(H-)・肝型(L-)脂肪酸結合
蛋白(FABP)、liver X 受容体-α(LXR-α)の

mRNA 発現を増強した。H-FABP mRNA は 2.3 倍
に、L-FABP mRNA は 2.4 倍に増加し、LXR-α 
mRNA は 1.2 倍に増加した。24 時間の Telm(10 
μM)刺激は、H-・L-FABP 発現には影響しなか
ったものの、LXR-α発現を1.4倍に増強した。
腎障害に関与するｻｲﾄｶｲﾝ(TNF-αと TGF-β)の
PPAR-γと標的遺伝子の mRNA 発現への影響を
検討したところ、24 時間の TNF-α刺激では
PPAR-γが 43%, L-FABP が 90%, H-FABP が 60%
減少した(図２)。TGF-β (5 ng/ml)刺激でも、
L-FABP は 90%以上、H-FABP は 80%減少した。
炎症、線維化を誘導するとされるｻｲﾄｶｲﾝは、
HPTEC に内在する PPAR-γ経路を変容あるいは
減弱する可能性が示された。 

 
図３． PPAR-γ活性化薬は PPRE-luc 発現を増強す

る。 (*P<0.001 vs. control, +P<0.05 vs. Pio and 

PGJ2)  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

図４． TNF-αは PPAR-γ, FABP の mRNA 発現を減弱

する。(*P<0.05 and **P<0.01 vs. control) 
 
 
(4) L-FABP 発現の PPRE 活性への影響の検討 
 HPTEC では、L-FABP の mRNA 発現量が少な



かったため、L-FABP 発現ベクターにより、そ
の蛋白発現の増強を試みた。その結果、同
mRNA は 1000 倍程度に増強した。L-FABP の過
剰発現は、PGJ2 の PPRE 活性を約２０％程度
増強した。 
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