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Thesis

緒　言

　 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体
(peroxisome proliferator-activated receptors: PPARs)
は，核内受容体スーパーファミリーに属するリガンド
依存性転写因子であり 1)，脂質代謝や糖代謝のみ

ならず，発癌，骨代謝，炎症，線維化，細胞増殖およ
びアポトーシスなど多方面の基本的生理機能を調節
し，高脂血症，糖尿病，高血圧，肥満などのメタボリッ
クシンドロームや癌，炎症性疾患，動脈硬化症など多
くの疾患の成因への関与が明らかになり注目されてい
る．PPARsには3つのサブタイプが存在し 1)，PPARα
はフィブラート系薬剤によって活性化され 2)，主に脂
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Background: Angiotensin type 1 receptor (AT1R) blockers (ARBs) have been shown to reduce the 
incidence of type 2 diabetes mellitus by an unknown molecular mechanism. The peroxisome proliferator-
activated receptor γ (PPAR γ) is the central regulator of insulin and glucose metabolism improving 
insulin sensitivity. We investigated the regulation of PPARγ function by ARB, olmesartan.
Methods and Results: The ARB, olmesartan dose dependently (from 0 to 50 nmol/L) significantly 
enhanced in mRNA expression of PPARγ in human kidney cell, human renal proximal tubule cells 
(RPTEC), by method of quantitative real-time polymerase chain reaction (olmesartan:2.15 ± 0.25-fold 
induction). In addition, in transcription reporter assays, olmesartan (from 0 to 10 µmol/L) induced 
transcriptional activity of promoter of PPARγ2 by 1.29 ± 0.22-fold (P＜0.05) and induced the gene 
expression level of PPARγ2 by 2.52 ± 0.69-fold(P＜0.05). More over, olmesartan, dose dependently, 
induced transcriptional activity of promoter of cellular retinol-binding protein II (CRBP II) which 
is known as one of the target genes of PPARγ. Olmesartan induced PPARγ mRNA level through 
promoter of PPARγ2, resulting in stimulateing the target gene of PPARγ.
Conclusions: The present study demonstrates that olmesartan induces PPARγ activity through 
promoter of PPARγ2, resulting in enhancing of target of PPARγ. Our results demonstrate new 
pleiotropic actions of olmesartan, providing a potential mechanism for their insulin-sensitizing/
antidiabetic effects.
Keywords: Olmesartan, Angiotensin type 1 receptor (AT1R) blocker(ARB), Peroxisome proliferator-
activated receptorγ (PPARγ), Cellular retionol- binding protein II (CRBPII)
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質代謝や抗動脈硬化作用に関与し，PPARβ／δは脂
肪燃焼やエネルギー代謝の調節に重要な役割を果た
すと言われている 3)．一方，PPARγはプロスタグラン
ジンやチアゾリジン誘導体がそのリガンドとして知ら
れており 4)，主に糖代謝に関連し糖尿病治療薬として
注目されている．また，PPARαとPPARγそれぞれの
作用を増強するとともにPPARγの副作用である体重
増加などの副作用を軽減することが可能である点か
ら，PPARAおよびγに働くデュアルアゴニストが注
目され，現在精力的に研究が行われている5, 6)．
　アンギオテンシンタイプ1 受容体 (AT1R)拮抗薬
(ARB)は，今日高血圧症や高血圧に関連した心血管
系疾患の治療薬として広く臨床的に使用されている．
ARBは 近 年， 降 圧 作 用 の み な ら ずpleiotropic effect
を有することが注目され，最近の大規模臨床試験の
Value study7)でARBであるバルサルタンが2 型糖尿病
の新規発症を低下させるとの報告がなされた．加え
て，バルサルタンは動物モデルにおいてインスリン抵
抗性を改善させ，インスリン感受性を増加させること
も示されている 8)．しかしながら，ARBによるインス
リン感受性改善作用，および抗糖尿病作用の機序は現
在不明である．さらに最近，他のARBsのテルミサル
タンがPPARγ活性を増加させ，同時にインスリン抵
抗性を改善させるとの興味深い報告がなされた9 -11)．
　一方，他のARBであるオルメサルタンは最も強い
降圧作用を有する新たなARBで，さらに，総コレステ
ロールやlow density-lipoprotein (LDL)-コレステロール
を低下させ，high density-lipoprotein (HDL)-コレステ
ロールをも増加させることも報告されている12)．
　そこで今回我々は，ARBであるオルメサルタンの
抗糖尿病作用の機序を解明するために，ヒト腎細胞由
来である近位尿細管上皮細胞のprimary cultureである
human renal proximal tubule cells(RPTEC)とヒト腎細
胞のcell lineである293T 細胞を用いてオルメサルタン
のPPARγ作用の効果について，その転写活性および
遺伝子発現を測定することで評価した．

方　法

材料 : オルメサルタンはその活性体であるオルメサル
タンメドキソミル(olmesartan medoxomil)を使用し，
これは三共株式会社より入手した．
細胞培養 : ヒト腎細胞のprimary cell lineであるRPTEC
はCambrex BioScience Walkersvill, Inc.より，293T 細
胞はInvitrogen corporationからそれぞれ購入した．な
お，RPTECは第3世代まで継代し使用した．RPTECと
293T 細胞は100-mm ディッシュにそれぞれ100 units/
mlのpenicillinと100 µg/mlの strepromycin，また10％ 
FCSを含むRenal Epithelial cell Basal Medium (REBM) 
(Cambrex Bio Science Walkersville, Inc.)とDulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen) を

用 い 培 養 し， 細 胞 に1 nMか ら1 µMのOlmesartan 
medoxomilを添加しさらに24 時間インキュベーション
し評価した．
リアルタイムpolymerase chain reaction(PCR): PPARγ
と glyceraldehyde 3-phospahate dehydrogenase 
(GAPDH) の mRNA は real-time R T-PCR (Applied 
Biosystems, 7700 real-time PCR system)によっ
て検討した．また cDNA は total RNA 1 µgから 1x 
Supercript buffer (Gibco)や , 1 mM dNTP, 20 ng random 
hexamers, 10 mM DTT, 20 U RNAase inhibitorsを含む
20 µlのreaction volume containingと，200 U reverse 
transcriptase (Gibco)を用いて生成した． 42℃で50 分
間インキュベーションした後，70℃で10 分間とし反
応停止させた． PPARγとGAPDHのPCR 増幅はSyber 
PCR master mixと 以 下 のprimer sequences: PPARγ 
(Applied Biosystems, TaqMan® Gene Expression 
Assays Assay ID:Hs00234592_ml ); GAPDH (Applied 
Biosystems, TaqMan® Gene Expression Assays Assay 
ID:Hs99999905_ml)を使用した．最適な PCRの条件
として，ABI Prism 7700 Sequence detection system 
(Qiagen)を使用し，95℃を15 秒間，その後 60℃を1 分
間，合計 40サイクル増幅させた．なお，PPARγの遺
伝子発現はGAPDHにて補正し評価した．
ヒトPPARγ2プロモータの分析 : ヒトPPARγプロ
モータ活性を評価するため，我々はヒトPPARγ2プロ
モータを分離，クローニングした．クローニングした
部位は，ヒトPPARγプロモータの蛋白コーディング
領域を含むその上流 900bpフラグメントを，PCR 法に
て分離し，pCR® 2.1 Vector( Invitrogen)のEcoRV 領域
に挿入しPPARγ2- 900wtとした．
Cellular retionol- binding protein II (CRBPII)プロモー
タ活性の分析 : 我々は以前クローニングしたPPARγ
の標的遺伝子のCRBPIIプロモータ13)と，さきに述べた
PPARγ2- 900wt を使用し，pGL3-Basic vector (Promega)
の luciferase 上流，Kpn I/Nco I 領域にそれぞれをライ
ゲ ー シ ョ ン し，pCRBPII-Luc13), pPPARγ2-900-Lucと
した． CRBPIIプロモータは，5つのPPARが結合する
塩基配列 (5’-AG(G/T)TCA-3’)，peroxisome proliferator 
response element (PPRE)を有しているが 13)，我々は
pCRBPII-Lucプラスミドのなかのこの5つの塩基配列
をすべて欠失させ，これをdel-0-pCRBPII-Lucとした．
pCRBPII-Luc，del-0-pCRBPII-Luc，pPPARγ2-900-Luc

とRenilla luciferase expression vector (pRL-TK)はあと
で述べるように，細胞内に同時にコトランスフェク
ションし，24-wellプレートを用い培養した．最終的に
pCRBPII-Luc，del-0-pCRBPII-Luc，pPPARγ2-900-Luc
の luciferase 活性はRenilla luciferase activityで標準化
し示した．なお，上記の活性は製品説明書に従い測定
した (Promega)．
コトランスフェクション : 293T 細胞とRPTEC 細胞
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はそれぞれ24-well プレートに10％ FCS を添加した
状態でDMEMとREBMを培養液として40-50％コン
フルエントの状態で播種した．これらに以前よりク
ロ ー ニ ン グ し た　pCI-PPARγ13)とpCI-RXRα13)を 存
在下もしくは非存在下でpCRBPII-Lucあるいはdel-0-
pCRBPII-Lucを350 ng，pPPARγ2-900-Lucを50 ng，
およびpRL-TKを50 ng，それぞれコトランスフェク
ションした．細胞はcalcium phosphate precipitation 法
もしくはelectrophoresis 法でトランスフェクションし
実験に用いた．1％ lipoprotein-depleted serumととも
に使用されるメディウムは様々なオルメサルタン濃度
(1 nMから10 µM)を細胞に添加し，さらに24 時間イン
キュベートした．
DNAシークエンス : PCR 産物のシークエンスは自動
シ ー ク エ ン サ ー (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer; 
Perkin Elmer, USA)を用いて検討した．  
統計分析 : 結果は平均±標準誤差にて表記し，統計学
的有意差はｔ検定によって計算した．

結　果

　RPTEC 細胞において，オルメサルタンがPPARγ 
mRNAの発現を増加させるか否かを検討するために
real time PCR 法にてその遺伝子発現を測定した．その
結果，オルメサルタンは濃度依存的にPPARγmRNA
の発現を増加させた(Fig. 1)．　
　次にPPARγ発現量を経時的変化として検討するた
めにタイムコースにてreal time PCR 法にて検討した．
その結果，オルメサルタン投与後 1 時間よりその発現
量は増加し12時間まで持続した(Fig. 2)．
　PPARγ の isoformと し て 現 在 PPARγ1と がγ2と
知られている．これはPPARγ遺伝子の遺伝子のなか
のどこでスプライシングされるか、もしくはどこで
プロモータとして作用するかによってそれぞれ異な
るPPARγmRNAを 産 生 し， そ れ に よ りPPARγ1と
PPARγ2に蛋白を形成する 14)．そこで我々はオルメサ
ルタンによるPPARγ活性上昇はPPARγ1，PPARγ2
のどちらのプロモータを介するかを明らかにするた
め，PPARγ1，PPARγ2のそれぞれのプロモータ遺伝
子の発現量を検討した．オルメサルタン添加によって
PPARγ1プロモータ遺伝子の発現量は明らかな上昇
は認められず(Fig. 3)，PPARγ2プロモータの発現量
は経時的に上昇し，オルメサルタン投与 12 時間およ
び24 時間後，コントロールに比較し有意に上昇した
(Fig. 4)．以上の結果はオルメサルタンによるPPARγ
のmRNA 発現の増加は，PPARγ2プロモータを介し
ていることを示唆している．
　実際，293T 細胞で，RXRαとPPARγをコトランス
フェクトし，PPARγ2プロモータの転写活性を測定
したところ，オルメサルタンの濃度依存的にその活
性が上昇し，オルメサルタン無添加のものに対して

1 µM，5 µM，10 µMそれぞれにおいて有意に増加した
(p ＜ 0.05 vs 0 nM)(Fig.5)．

Fig. 1. Olmesartan dose (from 0 to 50 nmol/L) dependently 
significantly enhances in mRNA expression of PPARγ in 
human renal proximal tubule cells (RPTEC), by method 
of quantitative real-time polymerase chain reaction. Each 
data is shown as fold of control. Values are mean ± SE of 4 
experiments. *p＜0.05 vs. 0 nM.

Fig. 2. Olmesar tan (50 nmol/L) significantly enhances 
expression of PPARγ in time course (from 1 to 24 hours), by 
method of quantitative real-time polymerase chain reaction 
in human kidney cell, 293T cell. Each data is shown as fold of 
control. Values are mean ± SE of 4 experiments. *p ＜ 0.05 vs. 
control.

Fig. 3. Olmesar tan (500 nmol/L) doesn’t significantly 
enhance expression of PPARγ1 promoter in time course 
(from 1 to 24 hours), by method of polymerase chain reaction 
in human kidney cell, 293T cell. Each data is shown as fold of 
control. Values are mean ± SE of 4 experiments. There is no 
significance in each sample compared to control. 
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　次に，我々はPPARγの標的遺伝子であるCRBP-IIプ
ロモータの転写活性についてオルメサルタンが作用す
るか検討した．CRBPIIプロモータにはAGGTCAの塩
基配列 PPREを有し，オルメサルタンにより増加した
PPARγが作用する可能性がある．そこで，そのPPRE
をすべて欠失させ，オルメサルタンによるCRBPIIプ
ロモータの転写活性の増加が，PPREを介するか否か
も検討したところ，欠失させたdel-0-pCRBPII-Lucでは
オルメサルタンの濃度依存的にその転写活性が低下傾
向を示し(Fig.6-a)，PPREを有するpCRBPII-Lucでは濃
度依存的にその転写活性が有意に増加した(Fig.6-b)． 

考　察

　ARBは今日その降圧効果のみならず，pleiotropic 
effectが報告されており広く臨床の場で用いられてい
る．ARBの1つであるテルミサルタンはPPARγ活性
を上昇させるとの報告がなされている9 -11)．また，テル
ミサルタンはglucose uptakeとGLUT4 蛋白発現を増強
させるという報告もなされている 15)．そこで今回我々
は同じARBの他の薬剤であるオルメサルタンを用い，

その効果とともにさらに詳細に検討する目的で，オル
メサルタンのヒトPPARγプロモータへの作用も含め
て検討した．
　テルミサルタンのPPARγへの効果としてはリガン
ドとしての作用であり，インスリン抵抗性改善薬であ
るピオグリタゾンと同様な機序が作用していると報
告されている 9, 10)．しかしながら，今回行った我々の
データはPPARγ2プロモータの転写活性をオルメサ
ルタンの濃度依存的に増加させ，PPARγ発現量がオ
ルメサルタンの濃度依存的に増加することが明らか
となったことよりテルミサルタンのそれとは異なる
機序が作用していると考えられた．さらに興味深いの
は，PPARγ2プロモータの転写活性で増加を認めた
オルメサルタン濃度 (Fig. 5)は，その標的遺伝子であ
るCRBPIIのプロモータ転写活性で上昇を認めたオル
メサルタン濃度 (Fig. 7)よりもはるかに高濃度である
ことである．今後，これらの違いが臨床的にどのよう
な意味を有しているか，今後明らかにしていく予定で
ある．また，オルメサルタンによるPPARγのmRNA
の発現量は添加後 6 時間後の比較的短時間よりその効

Fig. 4. Olmesartan (500 nmol/L) significantly enhances 
expression of PPARγ2 promoter in time course (from 1 to 
24 hours), by method of polymerase chain reaction in human 
kidney cell, 293T cell. Each data is shown as fold of control. 
Values are mean±SE of 4 experiments. *p ＜ 0.05 vs. control. 

Fig. 5. Effect of olmesartan with various concentrations (1, 5, 
10 µM) on PPARγ2 promoter activity by luciferase reporter 
assay in 293T cell. This data shows significant enhancement 
in each concentration compared to 0 µM of olmesartan. Each 
data is shown as fold of control. Values are mean ± SE of 4 
experiments. *p ＜ 0.05 vs. 0 µM.

Fig. 6. Effect of olmesartan with various concentrations(1, 
5, 10 nM) on del-0-pCRBPII-Luc activity (a), pCRBP II (b) 
by luciferase reporter assay in 293T cell. Del-0-pCRBP II 
is the product of fully deleted bases of AGGTCA from the 
promoter of CRBPII. Fig. 6-a shows non significant change in 
all concentrations compared to 0 µM of olmesartan. Fig.6 -b 
shows significantly enhancement in 5 nmol/L and 10 nmol/L 
compared to 0 µmol/L of olmesartan. Each data is shown as 
fold of control. Values are mean±SE of 5 experiments.

a

b
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果が認められる(Fig. 2)のに対し，オルメサルタンに
よるPPARγ2プロモータの遺伝子発現量の増加は比
較的長時間，添加 12 時間を必要とする結果であった
(Fig.4)．以上より，オルメサルタンによるPPARγの
mRNAを増加させる機序としては，結合詳細部位は現
在のところ明らかではないが，テルミサルタン同様
にPPARγのリガンドとして作用するのに加え，プロ
モータの遺伝子の発現量をも増加させることによって
その作用を発揮することが示唆された(Fig.7)．
　さきに述べたようにPPARγの標的遺伝子である
CRBPIIプロモータ領域にはPPREが存在する．我々の
成績である欠失実験において，PPREをすべて欠失し
ているdel-0-pCRBPII-Lucプロモータではオルメサル
タンの転写活性は低下した(Fig.6-a)．逆に，PPREを有
すると，その転写活性はオルメサルタンの濃度依存的
に増加傾向を示した(Fig.6-b)．以上の結果より，オル
メサルタンのPPARγのPPREを介する作用は，PPRE
が含まれない状態では何らかのcorepressorが関与し
てnegative feedback機構が働くことも示唆される．
　PPARγによる転写活性は，corepressorであるnuclear 
receptor corepressor(NcoR)およびsilencing mediator 
of retinoid and thyroid hormone receptors(SMRT)に
よりその活性が抑制され 16)，また coactivatorである
cAMP-response element-binding protein(CREB)-binding 
protein(CBP)/p300, steroid receptor coactivator (SRC)-1, 
transcriptional intermediary factor 2(TIF2)などにより，そ
の活性が増加すると言われている．Del-0-pCRBPII-Luc
プロモータではオルメサルタンの濃度依存的な転写活

性は低下し(Fig.6-a)，PPREを有すると，その転写活
性はオルメサルタンの濃度依存的に増加傾向を示した
(Fig.6-b)ことは，主に上記にあげたcorepressorの作用
がオルメサルタンにより亢進し，あるいはcoactivator
の作用がオルメサルタンにより抑制されている可能性
はある．
　最近，ARBの投与により蛋白尿が減少し，糖尿病性
腎症の進展予防が期待できるとの報告がある 17-20)．こ
れらの機序としてはARBのメサンギウム細胞への作
用が考慮されるが，その他の機序として，ARBの近位
尿細管における再吸収への機序も考えられる．糸球体
で濾過された小中分子蛋白は近位尿細管刷子縁膜のク
ラスリン皮覆小窩に存在するmegalin(gp 330)と結合
してエンドサイトーシスされ，リソソームにてアミノ
酸まで分解され血液中にもどることで尿中蛋白は消失
または減少することが知られている 21)．興味深いこと
に，ラットにアンジオテンシンIIを投与するとmegalin
の発現が減少し，アルブミンのエンドサイトーシス
が減少することが報告されている 22)．一方，糖尿病性
腎症の患者では近位尿細管でのレニン，Angiotensin 
converting enzyme(ACE)，アンジオテンシノーゲン
の発現が亢進しており 23)，ACE 阻害薬やARBで糖尿
病性腎症初期のラットを治療することで，糖尿病によ
り減少していたmegalinの発現が回復し，アルブミン
の近位尿細管における再吸収が改善する 20)との報告
もある．今回我々が用いた近位尿細管上皮細胞である
RPTEC 細胞におけるオルメサルタンの作用，つまり
PPARγのmRNAの増加作用がどのように近位尿細管
上皮細胞での蛋白のエンドサイトーシスを改善させる
か近位尿細管でのアンジオテンシン II 作用を抑制する
機序以外に興味深い．
　今後オルメサルタンのアンギオテンシII 抑制作用に
加え，この薬剤のPPARγに対する作用が高血圧症の
コントロールならびに糖尿病性腎症の発症抑制にどの
ように関連するか非常に興味深いと思われた．

要　約

　オルメサルタンは，ヒト腎細胞 (293T)ならびに近位
尿細管上皮細胞 (RPTEC)においてヒトPPARγ2のプ
ロモータを介してPPARγの発現を増加させ，さらに
PPARγ の標的遺伝子の発現を調節していることが示
唆された．
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Fig. 7.  It is indicated that olmesar tan enhances the 
transcriptional activity of promoter of PPARγ2 with binding 
to unknown lesion in its promoter in detail as well as the 
expression of the promoter itself. In addition, olmesartan 
enhances the transcriptional activity of CRBPII which is 
the target gene of PPARγ through peroxisome proliferator 
response element (PPRE).   
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