
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 
平成２５年３月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：15301 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2011 ～ 2012 

課題番号：23790942 

研究課題名（和文） 糖尿病性腎症における核内受容体ＰＰＡＲδの分子機構の解明と臨床応

用 

研究課題名（英文） The role of nuclear hormone receptor PPARδ on the pathogenesis of 

diabetic nephropathy 

 

研究代表者 

小川 大輔（OGAWA DAISUKE） 

岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・准教授 

 研究者番号：70535195 

 
研究成果の概要（和文）：これまで核内受容体 PPARγや PPARαの腎臓における機能とそのア

ゴニストによる腎保護効果は知られていたが、PPARδについてはまったく不明であった。本研

究において、PPARδアゴニストが糖尿病性腎症の進展を抑制する可能性を示した。糖尿病性腎

症モデルにおいて、PPARδの活性化によりケモカインである MCP-1 の発現が低下し、糸球体

および間質のマクロファージ数が減少した。したがって、PPARδアゴニストは糖尿病性腎症の

成因の一つである慢性炎症を主に是正することにより治療効果を発揮することが示唆された。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Activation of the nuclear hormone receptor peroxisome 
proliferator-activated receptor δ (PPARδ) has been shown to improve insulin resistance, 
adiposity, and plasma HDL levels. Recently, several studies reported that activation of PPARδ is 
atheroprotective, however, the effect for the renal function remains unclear. Here we report the 
renoprotecitve effects of PPARδ activation in a model of streptozotosin-induced diabetic 
nephropathy. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・腎臓内科学 
キーワード：糖尿病性腎症、核内受容体 
 
１．研究開始当初の背景 
わが国における 2008 年末の透析患者数は

283,421 人であり、現在なお増加傾向が続い
ている。とりわけ糖尿病性腎症は透析導入原
疾患の第１位であり、糖尿病性腎症を原疾患
として透析導入となった場合、心筋梗塞・脳
梗塞等の動脈硬化症や感染症のため、5 年生
存率は約 50%と予後は不良である。現在糖尿
病性腎症の進展予防のために、厳格な血糖コ
ントロールおよび血圧コントロール、
renin-angiotensin system (RAS)抑制薬の投与、

脂質異常症の是正、食塩制限と低たんぱく食
などを組み合わせた集約的治療が推奨され、
ある程度の効果はあるものの、糖尿病性腎症
の増加を阻止するに至っていない。 

ヒトゲノム上には 48 種類の核内受容体が
同定され、そのなかでも PPARs (PPARα, 
PPARγ, PPARδ)、LXR (LXRα, LXRβ)、レチノ
イド X 受容体(RXR)、レチノイン酸受容体
(RAR)、ファルネソイド X 受容体(FXR)は、
ある種の脂肪酸、ハイドロキシコレステロー
ル、胆汁酸などの内因性リガンドの存在が判



明している。さらにこれらの核内受容体の薬
理学的なアゴニストやアンタゴニストは、メ
タボリックシンドロームや 2 型糖尿病に認め
られるエネルギー代謝・糖代謝・脂質代謝異
常を是正することが判明している。 

我々は以前より、糖尿病性腎症の進展過程
において慢性炎症や細胞周期異常が関与し
ていることを報告してきた。さらに、最近
PPARγ アゴニストであるチアゾリジン誘導
体が糖尿病性腎症に対して、①腎組織に浸潤
したマクロファージに直接作用し、炎症性サ
イ ト カ イ ン を 抑 制 す る (Am J Physiol 
292:F1141-1150, 2007)、②腎糸球体上皮細胞の
細胞周期停止を解除し、腎肥大を抑制する 
(Diabetes 55:1666-1677, 2006)という機序によ
り治療効果を発揮することを報告した。 
我々の報告を含め、PPARγの糖尿病性腎症

に対する作用機構に関する知見は徐々に集
積されつつあるが、一方 PPARδに関しては未
だまったく解明されていない。動脈硬化症に
対しては PPARδ アゴニストが動脈硬化巣に
おける炎症性サイトカイン発現やマクロフ
ァージなどの炎症細胞浸潤を抑制したとの
報告があり、糖尿病性腎症に対しても動脈硬
化症と同様に慢性炎症や細胞周期異常を是
正することにより治療効果を発揮するので
はないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
核内受容体である PPAR には、α、γ、δの 3

種類のサブタイプが存在する。PPARαアゴニ
ストは脂質異常症治療薬のフィブラート系
薬剤、PPARγアゴニストは糖尿病治療薬のチ
アゾリジン誘導体として臨床応用されてお
り、どちらも糖尿病性腎症に対して治療効果
があることが報告されている。PPARδアゴニ
ストは、抗炎症作用や抗動脈硬化作用がある
ことが報告されているが、PPARδの腎臓にお
ける機能やそのアゴニストの糖尿病性腎症
への治療効果は不明である。我々は糖尿病動
物モデル(ストレプトゾトシン誘発糖尿病マ
ウス)を用いて、核内受容体 PPARδ アゴニス
ト(GW0742)の糖尿病性腎症への治療効果を
検討した。 
 
３．研究の方法 

C57BL/6 マウス(雄、8 週齡)を①非糖尿病群
(以下 C 群)、②糖尿病群(以下 D 群)、③糖尿
病＋GW0742 投与群(以下 G 群)の 3 群に振り
分けた。D 群、G 群のマウスは 200 mg/kg の
ストレプトゾトシンを腹腔内に注射するこ
とで糖尿病を誘発し、随時血糖:300 mg/dl 以
上のマウスのみを使用した。G 群のマウスは
糖尿病誘発後に GW0742 を 1 mg/kg/日で 8 週
間連日経口投与した。糖尿病誘発前、糖尿病
誘発後 4 週、8 週の時点で体重測定、血圧測
定、蓄尿検査を行い、糖尿病誘発後 8 週で

sacrifice を行い、腎臓を摘出した。 
腎症の治療効果は、尿中アルブミン量、ク

レアチニンクリアランスを用いて評価した。
これらを測定するための蓄尿検査はマウス
を個別の代謝ケージに移して 24 時間経過し
た時点で溜まった尿を回収し各項目を測定
した。 
腎組織の観察では、まず PAM 染色標本を

作成し、1 検体中 10 個の糸球体において全糸
球体面積におけるメサンギウム基質の面積
率(Mesangial matrix index; MMI)をパソコンソ
フトを用いて測定し平均値を算出した。また
F4/80 抗体を用いて糸球体と間質に浸潤した
マクロファージを染色し、糸球体においては
1検体あたり10個の糸球体に浸潤したマクロ
ファージを数え、その平均値を算出した。間
質においては 1 mm2あたりの平均個数を算出
した。さらに免疫蛍光染色法を用いて糸球体
のⅣ型コラーゲンを染色し、1 検体あたり 10
個の糸球体において全糸球体面積における
Ⅳ型コラーゲン陽性領域の面積率をパソコ
ンソフトを用いて測定し平均値を算出した。
定量PCR法にて腎皮質におけるCD14、CD11c、
MCP-1、chemokine CC motif receptor 2 (CCR2)、
TGF-β、 tumor necrosis factor-α (TNF-α) 、
osteopontin (OPN)、ICAM-1 の遺伝子発現を検
討した。 

次に細胞実験を行った。マウスマクロファ
ージ細胞(RAW264.7)を 1000 mg/Lの通常ブド
ウ糖濃度培地、4500 mg/L の高糖濃度培地、
高糖濃度培地に 10μM の GW0742 を添加した
培地でそれぞれ 24 時間刺激したのち mRNA
と核蛋白を抽出した。定量 PCR 法にて MCP-1、
その転写抑制因子である B cell lymphoma-6 
(Bcl-6)、OPN の遺伝子発現を検討した。また
ウエスタンブロット法を用いて核内におけ
る PPARδと Bcl-6 の蛋白発現を検討した。さ
らに PPARδ抗体を用いて免疫沈降を行った
後に Bcl-6 抗体を用いてウエスタンブロット
を行い、PPARδと Bcl-6 の関連について検討
した。 
 
４．研究成果 

GW0742 の投与により、糖尿病誘発 8 週の
時点でG群マウスはD群マウスと比較し尿中
アルブミンの有意な減少をみとめた (D
群:86.09±12.67μg/day、G 群:40.91±3.94μg/day; 
P<0.01)。収縮期血圧は 3 つの群に差はなかっ
た。HbA1c、腎重量、相対的腎重量は C 群に
比べ D 群で有意に増加した。体重は C 群に比
べ D 群、G 群で有意に減少したが、D 群と比
べると G 群は有意に増加した。3 つの群でク
レアチニンクリアランス、血中トリグリセリ
ドに有意差はなかった。 
腎組織において、まず定量 PCR 法と PPARδ

抗体を用いた免疫染色法を用いて PPARδ 発
現を検討したところC群と比較しD群におい



て PPARδの発現増加がみられたが、GW0742
の投与により PPARδ の発現に変化はみられ
なかった。一方 Bcl-6 の発現を免疫染色法に
て検討したところ D 群で発現が減少し、G 群
で改善がみられた。D 群にみられる MMI の
増加は GW0742 投与により抑制された(D
群:12.34±0.49%、G 群:9.05±0.30%; P<0.001)。
Ⅳ型コラーゲンの発現に関しても同様の結
果 で あ っ た (D 群 :12.33±0.49% 、 G
群:9.57±0.18%; P<0.001)。糸球体へ浸潤したマ
クロファージの数はC群に比べD群で有意に
多かったが、D 群に比べ G 群では有意に少な
か った (D 群 :2.69±0.05 、 G 群 :1.80±0.08; 
P<0.001)。間質へのマクロファージの浸潤も
同様の結果であった (D 群 :13.79±0.53、G
群:7.75±0.77; P<0.001)。 

定量 PCR 法によりマクロファージのマー
カーである CD14、CD11c の遺伝子発現を検
討したところC群に比べD群で有意に増加し
ていたがGW0742の投与によりそれらの遺伝
子発現が減少した。また炎症関連の MCP-1、
CCR2、TGF-β、TNF-α、OPN、ICAM-1 の遺
伝子発現について検討したところ、GW0742
の投与により MCP-1、CCR2、TGF-β、OPN
の遺伝子発現は減少したが、TNF-α、ICAM-1
の遺伝子発現に影響はなかった。 
またマウスマクロファージ細胞においては
高糖濃度刺激により Bcl-6 発現が減少し、
GW0742 の添加により改善した。さらに
PPARδ 抗体を用いた免疫沈降法を用いて核
内における PPARδと Bcl-6 の関係を検討した
ところ、高糖濃度刺激により PPARδに結合す
るBcl-6が増加し free Bcl-6が減少していたが、
GW0742 添加によりそれらが改善した。
MCP-1、OPN の遺伝子発現は高糖濃度刺激で
増加し、GW0742 添加で減少した。 
 本研究により我々は PPARδ アゴニスト
GW0742 が糖尿病マウスにおいて血糖値に影
響を及ぼすことなく尿中アルブミンを減少
させ、糸球体のメサンギウム基質の拡大と IV
型コラーゲン発現増加を抑制することを証
明した。GW0742 は腎組織において MCP-1、
TGF-β、OPN を含む炎症に関連した遺伝子の
発現とマクロファージの浸潤を減少させた。
さらにマウスマクロファージ細胞を用いた
実験で、高糖濃度刺激が free Bcl-6 を減少さ
せ、GW0742 がそれを改善させること明らか
にした。これらは PPARδの活性化がストレプ
トゾトシン誘発糖尿病マウスにおいて抗炎
症効果により糖尿病性腎症の進展を抑制す
ることを示唆している。糖尿病性腎症の進展
においては MCP-1 が重要な役割を果たして
いることが報告されているおり、我々の研究
では GW0742 の投与により腎における
MCP-1 の遺伝子発現が抑制された。これは
PPARδ の活性化が MCP-1 の発現を抑制し、
糸球体や間質のマクロファージ浸潤を抑制

したと考えられる。そのメカニズムとしては
免疫沈降法を用いた実験から、リガンドが結
合していない PPARδには Bcl-6 が結合してお
り MCP-1 の転写を抑制していないが、PPARδ
アゴニストが結合することで、Bcl-6 が遊離
し、MCP-1 の転写抑制因子として働くと考え
られる。また OPN も MCP-1 と同様に糖尿病
性腎症の進展に関与しているとする報告が
あるが、本研究においてもマクロファージの
高糖濃度刺激で OPN の遺伝子発現が増加し
ていた。さらに PPARδアゴニスト投与で OPN
の発現が抑制されていることから、PPARδの
活性化による OPN の発現抑制が糖尿病性腎
症の進展の抑制に関与している可能性も示
唆された。 
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