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研究成果の概要（和文）：本研究ではミトコンドリア機能と血管新生の制御に関与するestrogen-related receptor-α
(ERR-α)を標的とした糖尿病性腎症の治療について検討した。1型糖尿病モデルマウスにおいて、糸球体内にポドサイ
トでのERR-α発現増加が認められた。培養ポドサイトへのERR-α拮抗薬の投与は、高糖濃度によるVEGF発現の増加を抑
制した。ERR-αノックアウトマウスを用いた1型糖尿病モデルでは尿蛋白の抑制効果が認められなかったが、ERR-α拮
抗作用を持つkaempferolは8週での尿蛋白の抑制効果を示した。これらの結果から、ERR-αの糖尿病性腎症の進展への
関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study examined the therapeutic effects for diabetic nephropathy targeting 
estrogen-related receptor-alpha (ERRa), which involves mitochondrial function and angiogenesis. In 
glomeruli from type 1 diabetic mouse model, expression of ERRa was increased on podocytes. Cultured 
podocytes treated with ERRa antagonist showed to decrease expression of VEGF in high-glucose condition. 
Diabetic ERRa knockout mice could not reduce proteinuiria compared to wild type diabetic mice. However, 
kaempferol, which is known as ERRa inverse agonist, suppressed proteinuria in diabetic mouse model. These 
results suggest the potential involvement of ERRa in the progression of diabetic nephropathy.

研究分野： 腎臓内科学
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１．研究開始当初の背景 
 慢性腎臓病(CKD) から末期腎不全に至り
透析療法を施行されている患者数は本邦に
おいて年々増加しており、31 万人を超えるに
至っている。透析関連医療費の増大に加えて、
CKD は心血管系合併症の重大な危険因子で
ある。透析導入の主要な原疾患として、糖尿
病性腎症は約 45%を占めており、また糖尿病
自体によるリスクと相まって、糖尿病性腎症
の進行は心血管合併症のリスクを大きき増
大させることから、新規の治療戦略を必要と
する最も重要な腎疾患となっている。 
糖尿病性腎症の進展の過程には、様々なメ

ディエーターの関与が示唆されている。その
中でも血管内皮成長因子(VEGF) は、糖尿病
性腎症の比較的早期から発生・進展に関与し
ており、これまでに報告された多数の報告か
ら、VEGF の過剰発現が糖尿病性腎症の病変
を増悪させることが明らかとなっている。し
かし、ヒトでの抗 VEGF モノクローナル抗
体の使用経験から、この治療が内皮細胞傷害
や蛋白尿を発生させることが示されおり、直
接的に VEGF を標的とした糖尿病性腎症の
治療が困難となっている。 
近年、糖尿病におけるミトコンドリア障害

が注目されており、筋細胞や脂肪細胞におい
ては、mitochondrial biogenesis の低下が示
唆されているが、糖尿病マウスの腎臓におい
ては、早期には mitochondrial biogenesis の
制御因子である PGC-1α の発現が亢進し、ミ
トコンドリア数が増加することが示されて
いる。更に、筋細胞においては、運動によっ
て mitochondrial biogenesis が起こる時に、
PGC-1α の活性化とともに、その下流にある
estrogen-related receptor-α (ERRα) の活性
化を介して、プロモーター領域に ERRα 結
合部位を持つ VEGF の発現が亢進し、血管
新生が促進されることが証明されている。こ
のような実験的事実から、糖尿病に曝露され
た腎臓では、エネルギー需要の増大のために
mitochondrial biogenesis が亢進し、その過
程で PGC-1α-ERRα 経路を介したVEGF の
過剰産生が引き起こされるという仮説が導
かれ、これは早期糖尿病性腎症における新規
の標的経路となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 糖尿病においてポドサイトで過剰産生さ
れる VEGF が、早期糖尿病性腎症の発生と進
展に関与し、これは PGC-1α-ERRα 経路の活
性化を介して起こるという仮説の下に、この
経路の抑制による糖尿病性腎症の進展抑制
効果を検討するために、以下の検討を行う。 
 
（１）1 型糖尿病糖尿病モデルマウスにおい
て、VEGF の発現とともに ERRα の発現変化
について検討する。 
（２）培養ポドサイトを高ブドウ糖濃度条件
下で培養し、ERRα と VEGF 発現との連関に
ついて検討する。 

（３）ERRα のノックアウトマウスにおいて
1 型糖尿病モデルを作成し、対照野生型マウ
スと比較検討する。 
（４）1 型糖尿病マウスモデルに ERRα 拮抗
活性を持つ kaempferol を投与し、非投与糖
尿病マウスと比較検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）1 型糖尿病マウスモデルでの ERRα 発
現についての検討 
 野生型マウスに streprozotocin (STZ) 50 
mg/kg を 5 日間連日腹腔内投与し、1 型糖尿
病を誘発する。高血糖の確認から 8 週後にマ
ウスを屠殺し、尿と腎臓を採取し、ERRα の
発現について免疫染色や real-time PCRにて
解析する。 
 
（２）培養ポドサイトでの ERRα と VEGF
発現との連関についての検討 
 マウス由来ポドサイト細胞株を低ブドウ
糖濃度（5.5mM）または高ブドウ糖濃度（25 
mM）の条件の下に培養して、VEGF や ERRα、
ポドサイト指標の発現を real-time PCRにて
検討する。また、高ブドウ糖濃度下に ERRα
選択的拮抗薬である XCT-790 を 10μM で投
与し、VEGF 等の発現変化を検討する。 
 
（３）ERRα のノックアウトマウスでの 1 型
糖尿病モデルの検討 
 Jackson研究所より購入したERRαのノッ
クアウトマウスを繁殖させて、ホモ接合体の
ノックアウトマウスを得る。このマウスに
STZ 50mg/kg を 5 日間連日で腹腔内投与し、
1 型糖尿病モデルを作成して、高血糖の確認
から 8 週後にマウスを屠殺し、尿と腎臓を採
取する。尿蛋白や腎組織について、野生型の
1 型糖尿病モデルマウスと比較検討する。 
 
（４）1 型糖尿病マウスモデルへの ERRα 拮
抗薬 kaempferol 投与による治療効果の検討 
 野生型マウスに streprozotocin (STZ) 50 
mg/kg を 5 日間連日腹腔内投与し、1 型糖尿
病を誘発する。高血糖の確認から 4 週後より
8週間にわたり kaempferol 7mg/kgを隔日で
腹腔内投与する。その後にマウスを屠殺し、
尿と腎臓を採取する。尿蛋白や腎組織につい
て、kaempferol 非投与の 1 型糖尿病マウス
と比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）1 型糖尿病マウスモデルでの ERRα 発
現についての検討 
 STZ 誘発性の 1 型糖尿病マウスは STZ 非
投与マウスと比較して有意な尿中アルブミ
ン排泄の増加が認められた。また、腎組織に
では非糖尿病マウスと比較して糸球体のメ
サンギウム基質の増加が認められた。 
 腎皮質での VEGF mRNA 発現は糖尿病マ
ウスにおいて有意な上昇が認められた。しか
し、ERRα mRNA の発現については、糖尿病



マウスの間で著明な上昇を示すマウスと上
昇を示さないマウスが認められ、一様な結果
が得られなかった。 
 このため、ERRα 発現部位について免疫染
色での確認を行った。免疫組織化学では、
ERRα は主としてヘンレの係蹄に相当する尿
細管上皮細胞に発現していた（図 1 左）。 
免疫蛍光染色による糸球体内での ERRα 発
現部位の検討では、糖尿病マウスの糸球体に
おいて主としてポドサイトとメサンギウム
での発現増加が認められた（図 1 右）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）培養ポドサイトでの ERRα と VEGF
発現との連関についての検討 
 （１）の結果からポドサイトでの ERRα と
VEGF 発現を検討するため、マウス由来ポド
サイト細胞株を低または高ブドウ糖で培養
した。高ブドウ糖濃度下のポドサイトは 24
時間で VEGF mRNA 発現の増加を示した。
この条件下で、ERRα mRNA の発現について
も増加する傾向が認められた。 
 ERRα 選択的拮抗薬である XCT-790 を高
ブドウ糖濃度での培養に加えることで、ポド
サイトでの VEGF 発現増加の抑制が認めら
れた。ポドサイト指標である synaptopodin
の mRNA 発現には差が認められなかった。 
 
（３）ERRα のノックアウトマウスでの 1 型
糖尿病モデルの検討 
 Jackson研究所より購入したERRαヘテロ
接合体ノックアウトマウスを岡山大学動物
資源部門鹿田施設にて繁殖させ、ERRα ホモ
接合体のノックアウトマウスを得た。 
 この ERRα ホモ接合体ノックアウトマウ
スは、以前の報告において通常状態では野生
型マウスと異なる表現型を示さないことが
確認されている①。我々の検討でも、ERRα
ホモ接合体ノックアウトマウスは、野生型マ
ウスと比較して同週齢での体重や血糖値に
差を認めなかった。また、アルブミン尿も同
等であり、腎組織についても特異的な表現型
は認められなかった。 
この ERRα ホモ接合体ノックアウトマウ

スに対して STZ の腹腔内注射により 1 型糖
尿病モデルマウスを作成した。高血糖の確認
から 8 週後に、野生型マウスとノックアウト
マウスの間で尿中アルブミン排泄には明ら
かな差が認められなかった。 

ERRα のノックアウトマウスでは代償性に
ERRγ の発現が亢進すると考えられ、これが
ノックアウトマウスでの糖尿病性腎症の抑
制効果を打ち消した可能性がある。 
 
（４）1 型糖尿病マウスモデルへの ERRα 拮
抗薬 kaempferol 投与による治療効果の検討 
 野生型 1 型糖尿病モデルマウスを作成し、
高血糖の確認から 4 週後より kaempferol を
8 週間にわたって隔日で腹腔内投与した。
Kaempferol はフラボノイドの一種であり、
これまでの報告から ERRα に対する拮抗作
用を持つことが知られている②。非糖尿病マ
ウスでは、kaempferol 投与によるアルブミン
尿や腎組織への影響は認められなかった。1
型糖尿病マウスにおいて、kaempferol の投与
は尿中アルブミン排泄を著明に減少させた
（図 2）。また、腎臓の組織学的検討では、糖
尿病によって引き起こされた、早期糖尿病腎
症の徴候である糸球体でのメサンギウム基
質増加が、kaempferol の投与によって抑制さ
れた（図 3）。以上の結果から、ERRα 拮抗作
用を持つ kaempferol による糖尿病性腎症に
対する治療効果が示唆された。Kaempferol
は XCT-790 のような特異的な ERRα 拮抗薬
ではなく、非特異的な抗酸化作用が糖尿病性
腎症に対する有益性をもたらした可能性が
あるが、他の報告では kaempferol は ERRγ
に対する拮抗作用も持つことが示されてい
ることから②、ERRα と ERRγ の両方を抑制
したことが、ERRα のみのノックアウトマウ
スでは認められなかった糖尿病性腎症に対
する治療効果につながった可能性がある。 
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