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研究成果の概要（和文）：核内転写因子PPARαのリガンドであるフェノフィブラートが大規模臨床治験により糖尿病網
膜症進行・発症予防効果があることが明らかとなった。この作用機序を明らかにするため、PPARαを選択的に刺激した
血管内皮細胞の遺伝子変化を網羅的に解析した。炎症抑制、血栓抑制の方向に遺伝子調節が起こることが明らかとなり
、トロンボモジュリンという遺伝子が仲介していることが見出された。本研究よりトロンボモジュリンを介した網膜症
発症の予防や治療応用が有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prospective-randomized clinical trials revealed efficacy of fenofibrate, a PPARalp
ha gonist, in inhibition of diabetic retinopathy development or progression. In this regard, we investigat
ed gene expression and epigenomic profile of PPARalpha - stimulated vascular endothelial cells. Stimulatio
n of PPARalpha showed anti-inflammatory and anti-thrombotic effects in gene expression profile in vascular
 cells. Epigenomic analyses revealed thrombomodulin is regulated directly under transcriptional regulation
 of PPARalpha and mediate such gene regulation of inflammatory and pro-thrombotic genes. These findings su
ggest that thrombomodulin is a key regulator of vascular defense mechanism in diabetic retinopathy and cou
ld be applied to future treatment strategies.
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１．研究開始当初の背景 
（１）糖尿病網膜症は、現在、成人の失明主
要原因であるばかりでなく、網膜症初期より
発症する黄斑症などにより多くの患者を視
力障害に至らしめ、その影響は社会的・経済
的に重要な問題となっている。 
（２）現在まで有効な治療薬は見出されてい
なかったが、最近 FIELD 試験や ACCORD-EYE
試験によりフェノフィブレートが前例なき
顕著な治療効果を有することが明らかにさ
れた。作用機序は不明で、転写因子 PPAR を
介した全身的な中性脂肪の低下作用と血管
細胞自体への直接作用の両面からの作用が
考慮されていた。血管細胞への直接作用では
核内転写因子 PPAR のリガンドとして作用
し、抗アポトーシス作用、抗 VEGF 作用や抗
炎症作用の報告があるが、血管新生や糖尿病
網膜血管病変への影響は未だ明らかになっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
網膜血管細胞におけるフェノフィブラート
や PPAR 活性化の影響を検討することによ
り、網膜症における血管障害への PPAR 活性
化の奏功機序を明らかにする。網膜症発症の
予防や治療応用可能な新規細胞保護因子や
シグナル伝達分子の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）単球細胞との共培養系にて、TNF刺激
による培養血管内皮細胞への接着を評価し、
PPARアゴニストによる抗炎症、抗動脈硬化
作用を評価する。 
（２） 培養血管内皮細胞での低酸素刺激
下における血管新生への PPARαアゴニスト
の抑制効果を検討する。 
（３） 網膜症保護作用の新規分子機序を
見出すため、PPARαアゴニスト刺激を加えた
血管内皮細胞において遺伝子網羅的解析を
行うとともに抗血管新生関連分子や、抗炎症
関連分子を解析し、有望なシグナル経路を同
定する。 
（４） 網膜症保護作用の新規分子機序を
見出すため、PPARαアゴニスト刺激を加えた
血管内皮細胞においてエピゲノミック遺伝
子網羅的解析を行う。（３）において見出さ
れた遺伝子が PPARαにより直接的に転写調
節されているかを明らかにする。 
（５） （３）（４）で見出された経路の阻
害効果を遺伝子改変マウスやsiRNAを用いて
検討し、網膜症に最もインパクトのある分子
経路を探求する。 
 
４．研究成果 
（１）In vitro における単球細胞接着 assay 
単球細胞との共培養系にて、TNF刺激による
単球接着に対する PPARアゴニストの影響を
検討したが、有意な単球接着抑制効果はみら
れなかった（図 1）。しかしながら PPARアゴ
ニストに刺激された内皮細胞はCCL2やVCAM1

等の炎症関連遺伝子の発現レベルが低下し
た。 
 

（２）In vitro における血管新生 assay 
In vitro における血管新生評価として PPAR
アゴニストによる細胞増殖、細胞遊走抑制効
果を検討したが(図 2)、抑制効果は見られな
かった。 

 
（３）マイクロアレイによる網羅的遺伝子 
網羅的なトランスクリプトーム解析の結果、
PPARアゴニストで刺激することにより 225
遺伝子の発現レベルが2倍以上上昇しており、
368 遺伝子の発現レベルが減少していた。上
昇している遺伝子には既報にある PPARのタ
ーゲットである PDK4 や ANGPTL4 等が含まれ
ていたが、その他にも抗トロンビン作用を持
つトロンボモジュリン等が含まれていた。ま
た、発現が減少している遺伝子には CCL2 や
VCAM1 などの炎症関連遺伝子が多く含まれて
いた（図 3）。 

 
（４）ChIP-seq による PPAR標的遺伝子探索 
転写因子である PPARの直接のターゲットを
解明するために行った ChIP-seq（図 4）によ
る網羅的解析の結果、トロンボモジュリン遺
伝子の転写開始点近傍にシグナルをみとめ
た。また、ユークロマチンのヒストン修飾マ
ーカーの一つである H3K27ac の ChIP-seq に
おいても同様の領域にシグナルをみとめた
ことから、PPARはトロンボモジュリンの転
写開始点近傍に直接結合し、転写を制御して
いる可能性が考えられた。 



 

（５）PPAR-トロンビモジュリンを介した抗
トロンビン作用の検討 
内皮細胞にトロンビン刺激を加えることで
VCAM1、SELE、CCL2 の遺伝子発現が上昇した
が、PPARアゴニストを加えることでそれら
の遺伝子発現の上昇が抑制された。そしてそ
の効果はトロンボモジュリンをSiRNAにてノ
ックダウンすることで減弱した。すなわち
PPARアゴニストによる抗炎症作用の一部は
トロンボモジュリンを介していることが考
えられた。 
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