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1. 緒 言 

 

 日本糖尿病学会の「糖尿病の分類と診断基準に関する委員会」の報告に

よれば、糖尿病は「インスリン作用の不足に基づく慢性の高血糖を主徴と

する代謝疾患群である」と定義される。すなわち、糖尿病は慢性の高血糖

を主徴とする疾患群であり、その慢性高血糖の成因は様々である。糖尿病

の成因に基づいて本邦では 1 型、2 型、その他の特定の機序・疾患による

もの、妊娠糖尿病と大別されている。このうちのほとんどを 2 型糖尿病が

占めており、近年増加の一途を辿っている。2 型糖尿病は、末梢組織にお

けるインスリン抵抗性および膵β細胞からのインスリン分泌障害という 2

つの主要な病態を特徴とする 1。この状態は、膵β細胞が末梢組織におけ

るインスリン抵抗性に対するインスリンの代償性増加を補うことができな

い場合に起こる 2。したがって、インスリン分泌低下は、1 型糖尿病のみな

らず 2 型糖尿病の病態においても重要であると考えられる 3。インスリン

分泌低下の主な原因の 1 つが膵β細胞量の減少であることが報告されてい

ることから 4,5、膵β細胞量を増加させることは糖尿病における理想的な治

療戦略となりうる。膵β細胞増殖の機序に関して、さまざまなモデルマウ

スなどを用いて日々研究されている。 

また、2 型糖尿病において、膵β細胞増殖を誘導することによる疾患の

予防や治療の試みも重要であるが、臨床的には発症した糖尿病による合併

症を抑制することは mortality / morbidity においてより直接的な問題であ

り、糖尿病では総合的な管理が求められる。動脈硬化性疾患は糖尿病合併

症で問題とされる重要な疾患であり、糖尿病治療薬は血糖降下作用だけで

なく抗動脈硬化作用の有無についても検討されている。  
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2. 略 語 表 

 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。  

 

ANCOVA  analysis of covariance  

apoA1   apolipoprotein A1  

apoB   apolipoprotein B  

AUC   area under the curve 

Aurkb   aurora kinase B 

BAP    biological antioxidant potential 

BMI   body mass index  

BrdU   Bromodeoxyuridine 

Ccna2   cyclin A2 

Ccnb1   cyclin B1 

Ccnd1   cyclin D1 

Ccnd2   cyclin D2 

Ccnd3   cyclin D3 

Cdc20   cell division cycle 20 

Cenpa   centromere protein A 

Cenpb   centromere protein B 

Cenpf   centromere protein F 

CI   confidence interval 

cSBP   centric systolic blood pressure 

DBP   diastolic blood pressure 

DPP-4   dipeptidyl-peptidase-4  

d-ROMs  reactive oxygen metabolites-derived compounds 

ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS   fetal bovine serum 

FMD   flow-mediated dilation 

Foxm1   forkhead transcription factor M1 

FPG   fasting blood glucose 

GAPDH   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

Gck   glucokinase 
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GKA   glucokinase activator 

GLP-1   glucagon-like peptide-1 

HDL   high-density lipoprotein 

HF   high-fat 

HOMA-IR Homeostasis model assessment of insulin 

resistance 

HRP   horseradish peroxidase 

hsCRP   high-sensitivity C-reactive protein 

IMT   intima media thickness 

IRI   immunoreactive insulin 

IRS-2   insulin receptor substrate-2 

KRBH    Krebs-Ringer’s solution bicarbonate /Hepes 

LDL   low-density lipoprotein 

Mafa  v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma 

oncogene 

mTOR   mammalian target of rapamycin 

mTORC1   mammalian target of rapamycin complex 1 

NT-proBNP N terminal prohormone of brain natriuretic 

peptide 

PCNA   proliferating cell nuclear antigen 

Pdx-1   pancreatic and duodenal homeobox 1 

Plk1   polo-like kinase 1 

PRESTO prevention of restenosis with tranilast and its 

outcome 

RHI   reactive hyperemia index 

SBP   systolic blood pressure 

SC   standard chow 

TBS    tris buffered saline 

TBST   tris buffered saline with Tween 20 

TNF-α   tumor necrosis factor alpha 

UKPDS  United Kingdom prospective diabetes study 
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－第 1 章－ 

短期高脂肪食負荷はグルコキナーゼおよ

び IRS-2 非依存的経路を介して膵β細胞

増殖を誘導する 

 

3. 緒 言 

 

 膵β細胞増殖は、高脂肪食摂取、膵部分切除術および妊娠 6-10を含むい

くつかの方法によって、マウスにおいて実験的に誘導することができる。  

高脂肪食負荷誘導性膵β細胞増殖のマウスモデルは、研究で広く使用され

ている 11。既報において、高脂肪食を 20 週間与えた野生型マウスは膵β

細胞増殖による顕著な膵β細胞過形成および insulin receptor substrate 

(IRS) -2 の発現上昇を示したが、膵β細胞特異的グルコキナーゼヘテロ欠

損（glucokinase (Gck)+/-）マウスは野生型マウスと同程度のインスリン抵

抗性を有するにもかかわらず、膵β細胞増殖、過形成および IRS-2 発現上

昇が欠如していた。これらの結果は、グルコキナーゼと IRS-2 が、20 週間

という長期の高脂肪食負荷誘導性膵β細胞増殖に重要な役割を果たしてい

ることを示唆している 12,13。しかしながら、このモデルにおける膵β細胞

増殖が、高脂肪食そのものによって引き起こされるのか、または高脂肪食

で誘導されるインスリン抵抗性に関連する持続的な代謝変化によって誘発

されるのかは明らかではない。 

 近年、短期の高脂肪食負荷による膵β細胞の増殖が報告されている 14-

16。 Stamateris ら 14は、代謝変化の開始と同時に、高脂肪食負荷 7 日以

内に膵β細胞増殖が始まることを見出した。 Mosser ら 15は、高脂肪食が

負荷 3 日目という早期に膵β細胞増殖を誘導し、そしてこの増殖がインス

リン抵抗性の発症なしに起こることを示した。これらの知見から、我々は

短期の高脂肪食負荷で誘導される膵β細胞増殖の機序と長期の高脂肪食負

荷で誘導される膵β細胞増殖の機序とは異なる可能性があると考えた。本
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研究では、短期の高脂肪食で誘導される膵β細胞増殖におけるグルコキナ

ーゼと IRS-2 の役割について検討した。 

 

4. 実 験 方 法 

 

4.1 実験に用いた動物 

 

 7 週齢の雄の C57BL/6J マウスを CLEA Japan, Inc.（Tokyo, Japan）か

ら購入し普通食を与え、8 週齢以降、2、4 または 7 日間、普通食または高

脂肪食を与えた。Gck+/-マウスおよび IRS-2 欠損（Irs2-/-）マウスは、東京

大学大学院医学系研究科糖尿病・代謝内科教授 門脇孝先生ならびに横浜

市立大学大学院医学研究科分子内分泌・糖尿病内科学教授 寺内康夫先生

より提供を受けた。コントロールとして遺伝子型が野生型の同腹の雄に、

8 週齢まで普通食を与え、その後、普通食または高脂肪食のいずれかを 1

週間与えた。さらに、48 週齢の雄の C57BL / 6J マウスを用いて同様の実

験を行った。マウスの飼育環境は、室温 25℃の空調のもと 7 時～19 時ま

でを明期とした明暗サイクルで自由運動および水道水・餌の自由摂取のも

とで飼育した。実験動物の取り扱いについては、国立大学法人北海道大学

動物実験に関する規定に従って行い、遺伝子組換え実験については北海道

大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って行った。  

 

4.2 実験に用いた飼料 

 

普通食として MF（Oriental Yeast Co., Tokyo, Japan）、高脂肪食として

High Fat Diet 32（CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）を使用した。 
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4.3 血糖および脂質の測定 

 

採血は尾静脈より行い、血糖はグルコース分析装置である Glutestmint

（Sanwa Chemical Co., Nagoya, Japan）を用いて測定した。 血漿の遊離

脂肪酸、総コレステロールおよびトリグリセリドは、酵素法（Wako Pure 

Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan）を用いて測定した。 

 

4.4 インスリン抵抗性の評価 

  

自由摂食下において速効型インスリン(Humarin®R; Eli Lilly, IN, USA)

を 0.75 U/kg で腹腔内投与を行い、投与前(0 分)・30 分・60 分・90 分・120

分における血糖値を測定した。各測定時間における血糖値を投与前(0 分)の

血糖値で除して得た値を percentage of basal blood glucose としてインス

リン抵抗性の評価を行った。 

 

4.5 経口ブドウ糖負荷試験 

 

経口ブドウ糖負荷試験として、前日 17 時より 16 時間の絶食後に 1.5 g/kg

のブドウ糖水溶液をゾンデを用いて経口投与し、投与前(0 分)・10 分・30

分・60 分・90 分・120 分における血糖値を測定した。各測定値を、縦軸を

測定した血糖値(mmol/L)、横軸を測定した時間(min)としてグラフにプロッ

トして直線でつなぎ、0 mmol/L を縦軸の底として台形の面積の算出法を用

いて 0 分～120 分までの各曲線下面積の総和を area under the curve (AUC 

(mmol/L x min))として算出した。 
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4.6 グルコキナーゼ活性化薬および    

rapamycin の投与 

 

 グルコキナーゼ活性化薬（glucokinase activator (GKA)）は Tsukuba 

Research Institute, Banyu Pharmaceutical Co. Ltd. (Tsukuba, Japan) よ

り提供を受けた。GKA は 5.6mg/ml の濃度になるように 0.5%メチルセルロ

ース（Wako Pure Chemical Industries Ltd. Osaka, Japan）で溶解し、8

週齢の雄の C57BL / 6J マウスに、溶媒または GKA（56mg/kg・体重）を 1

日 2 回、屠殺前の 3 日間のみ経口投与した。Rapamycin（LC Laboratories 

Inc., Woburn, MA）は 20mg/ml となるようにエタノールで溶解し、10％

Tween-80（Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO）および 10％PEG-400 

（Hampton Research Co., Aliso Viejo, CA）で 0.4mg/ml となるように調整

した。8 週齢の雄の C57BL / 6J マウスに rapamycin（4mg/k・体重）を隔

日で腹腔内投与した。 

 

4.7 膵β細胞の組織学的評価 

 

単離した膵臓を 4％パラホルムアルデヒドで浸漬固定し、パラフィン包埋

を行った。5μm のパラフィン切片をスライドガラス上にマウントし、脱パ

ラフィンし、水洗後、0.3%過酸化水素加メタノールにて内因性ペルオキシ

ダーゼ活性を阻止し、ヤギ血清(Invitrogen)をもちいて 10 分ブロッキング

を行った後、tris buffered saline with Tween 20 (TBST)で 1：1000 に希釈

した一次抗体（ウサギ抗ヒトインスリン抗体 ; Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Santa Cruz, CA）を 4℃ overnight でインキュベートした。その後、

TBSTで洗浄し、二次抗体(ビオチン標識抗ウサギ IgG抗体; Nichirei, Tokyo, 

Japan）、horseradish peroxidase (HRP)標識ストレプトアビジン(Nichirei)

を各々1 時間で反応させ、洗浄後に検鏡しながら diaminobenzidine (DAB)

で発色させ、ヘマトキシリンで対比染色を行った。  

光学顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 (Keyence Japan, Osaka, Japan)にて BZ-

II 観察アプリケーション ver.1.40 (Keyence)を用いて標本の写真を撮影・

取り込みし、BZ-II analyzer ver.1.41 (Keyence)を用いて写真の解析を行っ

た。BZ-II analyzer 上にて手動的に膵組織を囲んで膵切片全体の面積(A)を
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計測し、次に同一切片のインスリン陽性細胞を BZ-II analyzer 上で色調・

濃度の選択を用いて抽出し、その面積(B)を測定した。膵β細胞面積比は(B)

を(A)で除して 100 を乗じ、%単位として算出した。膵β細胞量は切離した

膵の総重量(mg)にこの膵β細胞面積比(%)を乗じ、膵β細胞量(mg)とした。 

式：膵β細胞量(mg) = 膵β細胞面積比(%) × 膵重量(mg)  

膵 β 細 胞 の 増 殖 の 評 価 と し て 、 酵 素 抗 体 免 疫 染 色 法 に て

Bromodeoxyuridine (BrdU)染色を行った。同時に上述のインスリン抗体を

用いてインスリン陽性細胞の免疫染色も施行し、各膵島における BrdU 陽

性細胞数/膵β細胞数を%比として算出し、その平均値を BrdU 陽性率(%)と

した。BrdU 染色には BrdU In-Situ Detection Kit（BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ,USA）を添付文章の通りに使用した。 

 

4.8 膵島単離 

 

 飼育したマウスを屠殺し、開腹したのち総胆管を露出させた。十二指腸

を鉗子でクランプしたのち、注射針を総胆管にカニュレーションし、超純

水で33.3 mg/mlに希釈したcollagenase (Sigma-Aldrich)を注入した。膨張

した膵臓を切離し上記のcollagenaseの入ったシリンジに移し、37℃で24

分間温振した。その後、複数回に分けて反応停止液((Hanks’ balanced salt 

solution: Sigma-Aldrich)にfetal bovine serum (FBS)(Gibco BRL, Paisley, 

UK)を添加して使用)を加え撹拌・上清の吸引を繰り返し、最終的に沈殿し

た膵組織を10 cm dishに播種し、実体顕微鏡下にて膵島を回収して各実験

に使用した。回収した膵島は、即時の処理を行わないものは実験まで-80℃

にて保存した。 

 

4.9 グルコース応答性インスリン分泌反応の

測定 

 

上記の方法で採取した膵島を 1.5mlのエッペンドルフチューブに 10個ず

つ分注し、 2.8 mM の glucose を含有する Krebs-Ringer’s solution 

bicarbonate /Hepes (KRBH) buffer (129 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5.0 

mM NaHCO3, 4.7 mM KCl, 2.0 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM 
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MgSO4, pH7.4)で 5%CO2、37度の条件下で 30分間 pre-incubationを行い、

その後 glucose 5.6 mM、glucose 22.2 mM を含む KRBH buffer に交換し、

更に 60 分間培養した。その後、上清を静かに採取しインスリンの測定まで

-20℃で保存した。また、チューブに残存した膵島は残存した上清を慎重に

吸引した後に、500 μl の Acid ethanol (0.4 M HCl in 74 % ethanol)を加え

て振盪・溶解し、膵島のインスリン含量を測定した。上清のインスリン値を

同一検体のインスリン含量で除し、グルコース応答性インスリン分泌反応と

して算出した。インスリンの測定には enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA)法 (Morinaga Institute of Biological Science, Yokohama, 

Japan)を用いて添付文書に従い測定を行った。 

 

4.10 遺伝子発現解析 

 

4.10.1 Real-time PCR 法による解析 

 

各マウスの膵島から、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を添付文

章の通りに用いて total RNA を抽出した。抽出した RNA は濃度を調節後に

random primer、10mM dNTP (以上 Promega, WI, USA), Superscript® III, 

RNaseOUT, 5x Fast Standard Buffer (以上 Life Technologies)を用いて

cDNA を作製し、SYBR Green (Takara Bio, Shiga, Japan)を用いたリアル

タイム定量 real-time PCR 法で各種遺伝子発現量を定量した。内因性コン

トロールとして、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)を

用いた。測定には 7500 Fast PCR system (Applied Biosystems, CA, USA)

を用いた。目的とする遺伝子発現量はΔΔCT 法によって各遺伝子と

GAPDH との平均の差を計算し、コントロールを 1 とした場合の比率とし

て遺伝子発現量を算出した。 
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4.10.2 DNA マイクロアレイ法による解析 

 

マウス単離膵島からの全RNAをRNeasy Mini Kit（Qiagen）で抽出した。 

GeneChip Mouse Gene 2.0 ST array（Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA）を用いてmRNA発現プロファイルを決定し、得られた結果

を、解析ソフトウェア：MicroArray Data Analysis Tool Ver3.2 (Filgen, 

Inc., Nagoya, Japan)を用いてGene Ontology法と解析ソフトウェア：

MeV version 4.9.0 (Filgen, Inc., Nagoya, Japan)を用いて階層型クラス

タリング法によって分析した。 

 

4.11 蛋白発現解析 

 

4.11.1 蛋白抽出と蛋白量調整 

 

各マウスの膵島を単離したのち、蛋白抽出まで-80℃で保存した。各組織

に ELB 緩衝液(150mM HEPES (pH7.0), 250mM NaCl, 0.1% Nonidet P-

40, 5mM EDTA, 50mM sodium fluoride, 0.2mM sodium orthovanadate)に

0.5mM dithiothreitol, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1μg/ml 

leupeptin, 1μg/ml aprotinin を加えたものを蛋白抽出用緩衝液として添加

し、氷冷下で MICROSON XL2000 (MISONIC, NY, USA)を用いて 10 秒間

ずつ 2 回ホモジナイズを行った。ホモジナイズ後、4℃、15,000×g, 10 分間

の遠心分離を施行し、上清を試料として使用した。Nanodrop (LMS, Tokyo, 

Japan)を用いて ELB緩衝液を controlとして蛋白定量を行い、Novex® Tris-

SDS Sample Buffer (2X) (Invitrogen, CA, USA)を用いて等濃度に希釈調節

したのち、100℃、10 分間で熱変性させ、抽出蛋白サンプルとして電気泳動

に用いた。 
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4.11.2 SDS-PAGE ウエスタンブロッティング 

 

 SDS サンプルバッファーで調節しボイルした上記のサンプルを、作製し

た 12%アクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動で分離したゲル中の

蛋白を転写するため、ブロッティング装置に Immobilon®-P PVDF メンブ

レン（Millipore, MA, USA）とゲルを重ね、同じ大きさの濾紙ではさみ、定

電流で通電した。メンブレンは疎水性のため、使用に際しメタノールに浸し

親水化処理を行った。転写したメンブレンを洗浄のうえ、5%スキムミルク

を含む TBST にて 1 時間ブロッキングを行った。次に TBST で 3 回洗浄し

た後、一次抗体反応(4℃ overnight)および二次抗体反応(HRP 標識抗体、室

温 1 時間)を行った。さらに TBST で 3 回洗浄後、発光基質を加えて発光さ

せ、Luminescent Image Analyzer, LAS-4000 (FujiFilm, Tokyo, Japan)に

て、ソフトウェア Image Reader LAS-4000 mini Ver.2.0 (FujiFilm)を用い

て撮影し保存した。本研究において使用した抗体は下記に列挙した。また内

因性コントロールとしてβアクチンを 2000 倍希釈として使用した。HRP

の検出には ImmunoStar LD (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, 

Japan)を用いた。 

 

4.11.3 使用抗体 

 

 ウエスタンブロッティングで用いた抗体と希釈倍率を下記に列挙する。ポ

リクローナルウサギ抗 IRS-2 抗体(CST) x1000、ポリクローナルウサギ抗

Actin 抗体(Santa Cruz) x2000、HRP 標識抗ウサギ IgG ヤギポリクローナ

ル抗体(CST) x2000、HRP 標識抗ヤギ IgG ロバポリクローナル抗体(Santa 

Cruz) x10000 
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4.12 統計学的解析 

 

本研究では、二群間のみの比較の際には対応のない t 検定を、四群間の比

較の際には一元配置分散分析を用いて解析した。Post-hoc 解析には Tukey-

Kramer 法を用いた。また解析の前に Bartlett 検定を行い、分散の均一性を

確認した。P 値が 0.05 未満をもって有意差とした。データ値は平均±標準

偏差で表記した。統計解析にはエクセル統計 2012 (Social Survey Research 

Information, Tokyo, Japan)を用いた。  
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5. 実験結果 
 

5.1 8 週齢の C57BL/6J マウスにおける       

短期高脂肪食負荷による代謝への影響 

 

高脂肪食負荷が負荷開始後最初の 7 日以内に膵β細胞増殖を誘導したと

いう報告に基づいて、代謝および膵β細胞増殖における短期高脂肪食負荷の

影響を、8 週齢の雄の C57BL / 6J マウスにおいて検討した。体重および随

時血糖値は、負荷 6 日目において普通食群よりも高脂肪食群で有意に高か

った (Figure 1a, 1b)。負荷 7 日目の内臓脂肪量は、普通食群よりも高脂肪

食群で有意に高かったが、肝臓および膵臓の重量は 2 群間で有意差は認め

なかった (Figure 2)。2 群間で血漿中の中性脂肪に有意差は認められなかっ

たが (Figure 3a)、遊離脂肪酸および総コレステロールは高脂肪食群で普通

食群より有意に低かった (Figure 3b, 3c)。インスリンによる血糖低下効果

は両群間で差を認めなかった (Figure 4)。ブドウ糖負荷試験の AUC におけ

る評価では両群間に差を認めなかった (Figure 5b) 
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Figure 1 体重および随時血糖値の推移 

8 週齢まで普通食を与え、それ以後、普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間

飼育し、体重(a)および随時血糖値(b)を比較した。 

普通食群：○、高脂肪食群：●、各群 n=10、平均値±SD、**p<0.01 vs 普

通食群。 
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Figure 2 臓器重量 

普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間飼育後、臓器重量を比較した。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD、**p<0.01。 
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Figure 3 脂質代謝 

普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間飼育後、中性脂肪(a)、遊離脂肪酸(b)、

総コレステロール(c)を比較した。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD 、*p<0.05、**p<0.01。 
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Figure 4 インスリン低血糖試験 

普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間飼育後、速効型インスリン 0.75U/kg

の腹腔内投与を行い、30 分毎に尾静脈より採血し、血糖値を測定し、前値

との比を測定した。普通食群：○、高脂肪食群：●、各群 n=10、平均値±

SD。 
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Figure 5 経口ブドウ糖負荷試験 

普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間飼育後、経口的に 1.5 g/kg のブドウ糖

水溶液を投与し、各時間毎に尾静脈より採血し、血糖値を測定した (a)。各

時間の血糖値を 0mmol/L を縦軸の底とした台形として各時間間の曲線下面

積を求め、0 分～120 分までの総和を OGTT の AUC として評価した (b)。

普通食群：○, □、高脂肪食群：●, ■、各群 n=10、平均値±SD 、*p<0.05 

vs 普通食群。 
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5.2 8 週齢の C57BL/6J マウスにおける短期高脂

肪食負荷による膵β細胞増殖への影響 

 

 免疫組織化学的分析において、BrdU 陽性細胞率は負荷 2 日目において

2 群間で有意差を認めなかったが、負荷 4 日目では普通食群と比較して高

脂肪食群で増加傾向が認められ、負荷 7 日目では高脂肪食群で有意に増加

した (Figure 6)。負荷 7 日目に単離した膵島の遺伝子発現は、普通食群と

比較して高脂肪食群で細胞増殖のマーカーである Ki67 の発現が有意に増

加していたが、一方で、Irs2 の遺伝子および蛋白の発現は 2 群間で有意差

を認めなかった (Figure 7a, 7b)。また、2 群間で、Pdx1, Gck, Glut2, 

Ins1, Ins2, Mafa といった膵β細胞機能に関する遺伝子発現には有意差を

認めなかった (Figure 7c)。膵β細胞機能を調べる目的で、負荷 7 日目の

膵島を用いてグルコース応答性インスリン分泌反応を測定したが、2 群間

には有意差を認めなかった (Figure 8)。これらの結果は、膵β細胞増殖が

Irs2 の発現上昇の関与なく 7 日間の高脂肪食負荷によって誘導されたこと

を示している。 
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Figure 6  BrdU 陽性細胞率の経過 

負荷 2 日目、4 日目、7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU

抗体にて免疫染色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の

全β細胞数で除し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD 、*p<0.05。 
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Figure 7 膵島での遺伝子および蛋白発現 

負荷 7 日目に単離した膵島における Ki67, Pcna, Irs2 の遺伝子発現 (a) お

よび Pdx1, Gck, Glut2, Ins1, Ins2, Mafa の遺伝子発現 (c) を real-time 

PCR 法で測定した。内因性コントロールとして GAPDH を用いた。また、

負荷 7 日目の膵島における Irs2 の蛋白発現を比較するために等量の蛋白抽

出物を抗 Irs2 および抗アクチン抗体を一次抗体としてウエスタンブロット

法を施行した (b)。 

a, c; 普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=9、平均値±SD 、*p<0.05。 

b; 普通食群：standard chow (SC)、高脂肪食群：high-fat (HF) diet 

 

  



 

23 

 

 

Figure 8 膵島におけるグルコース応答性インスリン分泌反応  

普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間飼育後、膵島を単離し、10 膵島/well

を 5.6mM または 22.2mM のグルコース濃度下で 60 分 incubation し、上

清を採取し、インスリン濃度を測定した(a)。well 内に残存した膵島は酸酒

精で溶解し、インスリン含量を測定し(b)、インスリン濃度の補正に用いた。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=11-12、平均値±SD。 
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5.3 8 週齢のグルコキナーゼヘテロ欠損マウスに

おける短期高脂肪食負荷による膵β細胞増殖

への影響 

 

 短期高脂肪食負荷によって誘導される膵β細胞増殖にグルコキナーゼが

必要であるかを検討した。8週齢の雄の野生型マウスおよびGck+/-マウスを、

普通食または高脂肪食のいずれかを与えて 1 週間飼育した。野生型および

Gck+/-マウスのいずれにおいても、普通食群と比較して高脂肪食群でわずか

に体重が増加した (Figure 9a)。随時血糖値は、普通食群において野生型マ

ウスよりも Gck+/-マウスにおいて高値であったので、高脂肪食による血糖値

の上昇は、Gck+/-マウスにおいて統計的有意差を認めなかった (Figure 9b)。

BrdU 陽性細胞率は、野生型マウスおよび Gck+/-マウスのいずれにおいても

普通食群と比較して高脂肪食群で有意に増加した (Figure 10)。単離膵島を

用いた遺伝子発現に関しては、野生型マウスの結果と同様、Gck+/-マウスに

おいても普通食群と比較して高脂肪食群で Ki67 の発現が有意に増加した 

(Figure 11a)。一方、Gck+/-マウスにおいても普通食群と高脂肪食群の間で

Irs2 の遺伝子発現に有意差は認めなかった (Figure 11b)。 
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Figure 9 体重および随時血糖値の推移 

8 週齢まで普通食を与え、それ以後、普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間

飼育し、体重(a)および随時血糖値(b)を比較した。 

野生型+普通食群：○、野生型+高脂肪食群：●、Gck+/- +普通食群：□、 

Gck+/- +高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD。 
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Figure 10 BrdU 陽性細胞率 

負荷 7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体にて免疫染

色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除

し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。 

野生型+普通食群：□、野生型+高脂肪食群：■、Gck+/- +普通食群：■、 

Gck+/- +高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD、**p<0.01。 
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Figure 11 膵島での遺伝子発現 

負荷 7 日目に単離した膵島における Ki67 (a), Irs2 (b)の遺伝子発現を real-

rime PCR 法で測定した。内因性コントロールとして GAPDH を用いた。 

野生型+普通食群：□、野生型+高脂肪食群：■、Gck+/- +普通食群：■、 

Gck+/- +高脂肪食群：■、各群 n=7-8、平均値±SD、**p<0.01。 
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5.4 8 週齢の IRS-2 欠損マウスにおける短期高脂

肪食負荷による膵β細胞増殖への影響 

 

 短期高脂肪食負荷によって誘導される膵β細胞増殖に IRS-2 が必要であ

るかを検討した。8 週齢の雄の野生型マウスおよび Irs2-/-マウスを、普通食

または高脂肪食のいずれかを与えて 1 週間飼育し、体重、随時血糖値、BrdU

陽性細胞率について検討した。Irs2-/-マウスは、Gck+/-マウスとほぼ同様の結

果を示した (Figure 12, 13)。これらの所見は、1 週間の高脂肪食負荷がグ

ルコキナーゼおよび IRS-2 とは独立した機序で膵β細胞増殖を誘導したこ

とを示唆する。 
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Figure 12 体重および随時血糖値の推移 

8 週齢まで普通食を与え、それ以後、普通食群と高脂肪食群に別け、1 週間

飼育し、体重(a)および随時血糖値(b)を比較した。 

野生型+普通食群：○、野生型+高脂肪食群：●、Irs2-/- +普通食群：□、 

Irs2-/- +高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD。 
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Figure 13 BrdU 陽性細胞率 

負荷 7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体にて免疫染

色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除

し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。**p<0.01。 

野生型+普通食群：□、野生型+高脂肪食群：■、Irs2-/- +普通食群：□、 

Irs2-/- +高脂肪食群：■、各群 n=10、平均値±SD。 
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5.5 グルコキナーゼ活性化薬による短期高脂肪食

負荷への影響 

 

グルコキナーゼ活性化薬は膵β細胞増殖を亢進させるため 17,18、短期高脂

肪食負荷に加えてグルコキナーゼ活性化薬を投与し膵β細胞増殖への影響

を検討した。Figure 14 に示す通り、我々は 8 週齢の雄の C57BL/6J マウス

を、普通食群と高脂肪食群に別け 1 週間飼育、さらにそれぞれ群において 1

週間の飼育の最後の 3 日間にグルコキナーゼ活性化薬を投与する群とプラ

セボを投与する群に群別した。体重は 4 群間で差を認めなかったが、7 日目

に HF および HF + GKA 群で体重はわずかに増加した（Figure 15a）。血糖

値は、GKA 処置開始後 7 日目に SC + GKA および HF + GKA 群で低下し

た（Figure 15b）。 HF および SC + GKA 群における BrdU の取り込み率

は、SC 群におけるものと比較して増加した。さらに、HF + GKA 群では、

他の 3 群と比較して BrdU 取り込み率の顕著な増加を認めた（Figure 16）。 
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Figure 14 実験プロトコール 

SC：普通食＋プラセボ、HF：高脂肪食＋プラセボ、SC+GKA：普通食＋

GKA、HF＋GKA：高脂肪食＋GKA、各群 n=10。・：GKA 投与。 
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Figure 15 体重および随時血糖の推移 

8 週齢まで普通食を与え、それ以後、4 群に別け、1 週間飼育し、体重(a)お

よび随時血糖値(b)を比較した。 

SC：○、HF：●、SC+GKA：□、HF+GKA：■、各群 n=10、平均値±SD。 
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Figure 16 BrdU 陽性細胞率 

負荷 7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体を用いて免

疫染色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数

で除し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。 

SC：□、HF：■、SC+GKA：■、HF+GKA：■、各群 n=10。 

平均値±SD、**p<0.01。 
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5.6 短期高脂肪食負荷による膵島の遺伝子発現 

変化        

 

網羅的な遺伝子発現の差異を検討する目的に、普通食または高脂肪食を 8

週齢の C57BL/6J マウスに 1 週間与え単離した膵島を用いてマイクロアレ

イ解析を行った。普通食群に対して高脂肪食群での発現が 1.5 倍以上であっ

た 62 個の遺伝子について、まず Gene Ontology 解析を行ったところ、これ

らは主に細胞周期に関連していたことが明らかになった  (Table 1)。次に、

階層型クラスタリング解析を行い、遺伝子発現プロファイルが類似する遺伝

子を検討したところ、Ccna2, Ccnb1, Cenpa の 3 つが、互いに比較的近傍

に位置していた (Figure 16)。Real-time PCR 法を用いた mRNA 発現の検

討では、Ccna2, Ccnb1, Cenpa に加え、Foxm1 およびその下流遺伝子の発

現が、普通食群と比較して高脂肪食群で有意に増加していた  (Figure 18a, 

18b)。一方で、Ccnd1, Ccnd2, Ccnd3 の遺伝子発現は 2 群間で有意差を認

めなかった (Figure 18b)。さらに、Foxm1 の遺伝子発現に関して、Gck +/-

マウスにおいても同様の検討で普通食群と比較して高脂肪食群で有意な増

加を認めた (Figure 19)。 
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Table 1 Gene Ontology 解析 

短期高脂肪食負荷によって有意な発現増加が認められた 62個の遺伝子によ

る Gene Ontology 解析を行い、p 値による上位 10 term を示した。 
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Figure 17 階層型クラスタリング解析 

8 週齢の雄の C57BL/6J マウスに普通食または高脂肪食を 1 週間与え、単

離した膵島を用いた階層型クラスタリング解析。高脂肪食群で普通食群と比

較して発現が 1.5 倍以上あった 62 個の遺伝子 (a)。そのうち Ccna2, Ccnb1, 

Cenpa を含む 14 個の遺伝子（黄枠内）を抜粋 (b)。 
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Figure 18 単離膵島での遺伝子発現 

負荷 7日目に単離した膵島における Foxm1 およびその下流遺伝子群の発現 

(a) および Ccnd1, Ccnd2, Ccnd3, Ccna2, Ccnb1 の遺伝子発現 (b) を real-

time PCR 法で比較検討した。内因性コントロールとして GAPDH を用い

た。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=9、平均±SD、*p<0.05, **p<0.01。 
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Figure 19 膵島での遺伝子発現 

負荷 7 日目に野生型および Gck+/-マウスから単離した膵島における Foxm1

の遺伝子発現を real-time PCR 法で比較検討した。内因性コントロールと

して GAPDH を用いた。 

野生型+普通食群：□、野生型+高脂肪食群：■、Gck+/- +普通食群：■、 

Gck+/- +高脂肪食群：■、各群 n=6-7、平均±SD、**p<0.01。 
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5.7 Rapamycin による短期高脂肪食負荷への 

影響        

 

mammalian target of rapamycin (mTOR)が、短期高脂肪食負荷の膵β細

胞増殖に与える影響を検討するために、mTOR 阻害薬である rapamycin を

投与する検討を行った。8 週齢の雄の C57BL/6J 雄マウスを普通食とプラセ

ボ（SC）、高脂肪食とプラセボ（HF）、普通食と rapamycin（SC+Rapa）、

高脂肪食と rapamycin（HF+Rapa）の 4 群に群別し比較検討を行った 

(Figure 20)。 体重は 4 群間で有意差を認めず(Figure 21a)、負荷 7 日目に

おいて、HF 群、SC+Rapa 群、HF+Rapa 群の血糖値は、SC 群の血糖値よ

り高値であった (Figure 21b)。HF 群の BrdU 陽性細胞率は SC 群と比較し

て有意に増加したが、SC + Rapa 群と HF + Rapa 群との間に BrdU 陽性細

胞率に有意差は認めなかった (Figure 22)。 

 

  



 

41 

 

Figure 20 実験プロトコール 

SC：普通食＋プラセボ、HF：高脂肪食＋プラセボ、SC+Rapa：普通食＋

rapamycin、HF＋Rapa：高脂肪食＋rapamycin、・：rapamycin 投与。 

各群 n＝10。 
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Figure 21 体重および随時血糖の推移 

8 週齢まで普通食を与え、それ以後、4 群に別け、1 週間飼育し、体重(a)お

よび随時血糖値(b)を比較した。 

SC：○、HF：●、SC+Rapa：□、HF+Rapa：■、各群 n=10、平均±SD。 
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Figure 22 BrdU 陽性細胞率 

負荷 7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体を用いて免

疫染色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数

で除し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。 

SC：□、HF：■、SC+Rapa：■、HF+Rapa：■、各群 n=10、平均±SD、

**p<0.01。 
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5.8 48 週齢の C57BL/6J マウスにおける短期 

高脂肪食負荷による膵β細胞増殖への影響      

 

 短期高脂肪食負荷が高齢マウスの膵β細胞増殖を亢進させるかどうかを

検討するために、48 週齢の雄の C57BL/6J マウスに普通食または高脂肪食

を 1 週間与えた。体重および随時血糖値は、普通食群と比較して高脂肪食群

で有意に増加した (Figure 23a, 23b)。普通食群と比較して高脂肪食群では

BrdU 陽性細胞率が有意に増加した (Figure 24)。普通食群と比較して高脂

肪食群では Ki67, Foxm1, Ccna2, Ccnb1 の遺伝子発現が有意に高かったが、

Irs2 の発現には 2 群間で有意差を認めなかった (Figure 25)。これらの結果

から、短期高脂肪食負荷は 8 週齢マウスだけでなく、48 週齢マウスにおい

ても膵β細胞増殖を刺激するとことが示された。 
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Figure 23 体重および随時血糖値の推移 

48 週齢まで普通食を与え、それ以後、普通食群と高脂肪食群に別け、1 週

間飼育し、体重(a)および随時血糖値(b)を比較した。 

普通食群：○、高脂肪食群：●、各群 n=10、平均±SD、**p<0.01 vs 普通

食。 
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Figure 24 BrdU 陽性細胞率の経過 

負荷 7 日目に膵切片に対して抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体にて免疫染

色を行った。膵島における BrdU 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除

し 100 を乗じて BrdU 陽性細胞率(%)として評価した。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=10、平均±SD 、*p<0.05。 
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Figure 25 膵島での遺伝子および蛋白発現 

負荷 7 日目に単離した膵島における Ki67, Irs2, Foxm1, Ccna2, Ccnb1 の遺

伝子発現を real-time PCR 法で比較検討した。内因性コントロールとして

GAPDH を用いた。 

普通食群：□、高脂肪食群：■、各群 n=9、平均±SD 、*p<0.05、**p<0.01。 
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6. 考 察 
 

 今回の研究では、8 週齢の雄の C57BL/6J マウスにおいて、1 週間の高

脂肪食負荷によって膵β細胞の増殖が誘導されることを見出した。体重、

随時血糖値および内臓脂肪重量は、普通食を与えたマウスよりも高脂肪食

を 1 週間与えたマウスでより高値であった。しかし、腹腔内へのインスリ

ン投与による血糖低下効果は両群で同等であった。つまり、この実験モデ

ルにおける膵β細胞増殖は、体重、内臓脂肪重量および高血糖の増加と一

致したが、インスリン抵抗性の発症とは一致しなかった。本研究における

インスリン抵抗性の評価は、短期高脂肪食誘導性膵β細胞増殖に関する検

討を行っている既報の 1 つ 14と同様にインスリン負荷試験を用いて行われ

たが、Mosser ら 15は高インスリン正常血糖クランプ法及びα-ヒドロキシ

酪酸の測定を用いて、より詳細に評価している。本検討における結果は、

これらの既報と一致していた 14,15。したがって、この実験モデルにおける

膵β細胞増殖は、高脂肪食負荷によって誘導されるインスリン抵抗性への

代償応答によるものではないと考えられた。 

 我々の研究の主な目的は、グルコキナーゼおよび IRS-2 が、短期間の高

脂肪食負荷によって誘発された膵β細胞増殖に必要であるかどうかを検証

することであった。グルコキナーゼは、解糖系の律速生化学反応を触媒す

ることによって血糖値を調節するのに重要な役割を果たす 19,20。膵β細胞

において、グルコキナーゼによるグルコースのリン酸化は、インスリン分

泌の律速段階である。したがって、Gck +/-マウスは、グルコース応答性イ

ンスリン分泌能が低下するため、軽度の糖尿病を示すことが報告されてお

り 21、これは我々の実験でも確認された（Figure 9）。さらに、高脂肪食を

20 週間与えた Gck +/-マウスは、野生型マウスと比較して膵β細胞増殖の減

少することが示されており 12、Porat らは後天的誘導性 Gck +/-マウスにお

いて膵β細胞の増殖能が劇的に低下することを報告した 22。以前の報告

23,24と併せて、これらの知見は、膵β細胞においてグルコキナーゼを介す

るグルコースシグナルが膵β細胞増殖に重要な役割を果たすことを示して

いる。しかし、我々の研究では、高脂肪食を 1 週間与えた野生型マウスお

よび Gck +/-マウスの両群において、膵β細胞増殖能の有意な上昇を認めた

（Figure 10）。これは、短期間の高脂肪食負荷で誘導される膵β細胞増殖

の機序が、グルコキナーゼ非依存的経路であることを意味する。  
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 グルコキナーゼによるグルコース代謝は IRS-2 の発現を増加させ、膵β

細胞増殖を導くシグナル伝達カスケードを活性化する 13。既報では、高脂

肪食を 20 週間与えた Gck+/-マウスは野生型マウスと比較して膵β細胞増殖

の低下および IRS-2 の発現上昇の欠如を示し、一方で Gck+/-マウスに IRS-

2 を過剰発現すると高脂肪食負荷後の膵β細胞増殖が回復した 12。最近、

in vivo および ex vivo でグルコース誘導性膵β細胞増殖に IRS-2 が必要で

あることが報告されている 25。遺伝子改変マウスの研究 26-28から得られた

既報と合わせて、これらの知見は、IRS-2 もまた膵β細胞増殖において重

要な役割を果たすことを示している。しかし、我々の研究は 1 週間の短期

高脂肪食負荷において、IRS-2 の発現上昇なしに膵β細胞増殖が誘導され

ること明らかにし、野生型マウスおよび Irs2-/-マウスの両群において膵β

細胞増殖能の有意な増加をみとめた（Figure 13）。これらの結果は、短期

間の高脂肪食負荷による膵β細胞増殖の機序が IRS-2 非依存的な経路であ

ることを示唆している。 

 GKA によるグルコキナーゼ活性化は IRS-2 の発現を増加させることが

示され、GKA による IRS-2 の発現増加は膵β細胞増殖に影響することが

報告されている 17,18。したがって、長期高脂肪食負荷による膵β細胞増殖

と GKA によるグルコキナーゼ活性化による膵β細胞増殖は、増殖シグナ

ルの経路が共通していると考えられる。 短期間の高脂肪食負荷によって誘

導される膵β細胞増殖の機序が上記のグルコキナーゼおよび IRS-2 に非依

存的な経路であるという仮説を探究するために、我々は、短期高脂肪食負

荷および GKA 投与の膵β細胞増殖に対する併用効果を調べた。この併用

投与は膵β細胞増殖を著しく増加させ（Figure 16）、短期高脂肪食負荷に

よるグルコキナーゼおよび IRS-2 非依存的な経路と GKA によるグルコキ

ナーゼおよび IRS-2 を介する経路は膵β細胞増殖において相加的に作用す

ることが示唆された。 

 この「短期高脂肪食誘導性膵β細胞増殖メカニズムはグルコキナーゼお

よび IRS-2 非依存的経路である」という知見は、短期高脂肪食負荷による

何の要因が膵β細胞増殖を誘導するのかという問題を提起する。高脂肪食

を 1 週間与えたマウスから単離した膵島の網羅的遺伝子解析は、Foxm1 と

その下流に位置する遺伝子群が協調的に発現上昇していることを明らかに

した（Figure 17, 18）。 Foxm1 は細胞周期制御に関わる転写因子で細胞

増殖を誘導する 29。また膵β細胞においても増殖に重要な役割を果たして

おり、実際、膵臓切除術、妊娠および肥満で誘導される膵β細胞増殖に必

要であることが報告されている 30-32。Foxm1 は、有糸分裂を調節するため
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に、Plk1、Aurkb、Survivin、Cenpa、Cenpb、Cenpf、および Cdc20 を

含む多くの有糸分裂遺伝子の転写を調節する 32。これらの遺伝子発現レベ

ルは、我々の研究において real-time PCR 法による mRNA 発現上昇によ

って確認した。 

 Foxm1 は、G1 / S 期および G2 / M 期を含む細胞周期の全段階において

重要な役割を果たすと考えられている。我々の研究では、Ccna2 および

Ccnb1 の遺伝子発現が普通食を与えたマウスと比較して高脂肪食を与えた

マウスの膵島で有意に増加していたが Ccnd には変化が認められなかった

（Figure 18）。以前より Foxm1 による Cyclin family に対する影響は報告

されており、Foxm1b を過剰発現させたマウスの単離膵島において

Ccnd1、Ccnd2 および Ccnd3 の発現には影響を与えず、Ccna2 および

Ccnb1 発現増加を認めた 32。さらに、膵部分切除後のマウスの単離膵島に

おいて Foxm1、Ccna2 および Ccnb1 の発現は増加したが、Ccnd2 は増加

しなかった 8,30。これらの結果は、我々の結果と一致している。対照的

に、グルコキナーゼによって増強される IRS-2 を介するシグナル伝達は

Ccnd2 と関連しており 18、高脂肪食を 1 週間与えたマウスの膵島における

Cyclin 発現プロファイルは、グルコキナーゼおよび IRS-2 依存的経路の増

強によって誘導されるものとは異なることを示している。したがって、短

期と長期の高脂肪食負荷によって誘導される膵β細胞増殖は、異なる経路

を介すると考えられる。 

 短期の高脂肪食負荷による Foxm1 の発現上昇の機序は明らかではな

い。Rapamycin は、Wister ラットにグルコースおよび Intralipid を 72 時

間の同時注入する検討において、Foxm1 シグナル伝達および膵β細胞増殖

を抑制することが示されており 33、我々の検討でも rapamycin は短期高脂

肪食負荷誘導性膵β細胞増殖を抑制した（Figure 22）。mTOR 複合体 1 の

シグナル伝達経路が成長因子および栄養素からのシグナルを調節すること

が報告されており 34、この mTOR 複合体 1 / Foxm1 経路を増強する因子

を同定するさらなる研究が必要であり、現在進行中である。 

膵β細胞の増殖は、マウスモデル 35,36ならびにヒト 37において加齢とと

もに減少する。さらに、マウスにおいて、代償的な膵β細胞の増殖は加齢

とともに著明に低下する 36。我々の研究は、1 週間の高脂肪食負荷が 8 週

齢のマウスだけでなく、48 週齢のマウスにおいても、Foxm1、Ccna2 お

よび Ccnb1 の発現上昇を伴って膵β細胞が増殖することを示した。この知

見を支持する報告として、Galson らは、老化した膵β細胞において

Foxm1 の発現を高めることで細胞周期を活性化し、膵β細胞増殖を導くこ
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とを示している 38。臨床的観点から、2 型糖尿病の発症がヒトの加齢とと

もに増加することを考えると、老化した膵島のβ細胞増殖を増加させる作

用は特に重要である。 
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－第 2 章－ 

2 型糖尿病患者におけるビルダグリプチ

ンとメトホルミンの併用投与による血管

内皮機能及び代謝に及ぼす影響の検討 

 

7. 緒 言 
 

糖尿病患者では、冠動脈疾患の頻度は非糖尿病患者の 2〜4 倍であり

39、脳梗塞発症リスクは約 2 倍高く 40、動脈硬化の抑制は、糖尿病治療の

重要な目標であると考えられている。消化管ホルモンであるインクレチン

を治療ターゲットにした Dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4) 阻害薬は、内因

性の glucagon-like peptide-1 (GLP-1)を増加させることによって血糖依存

的なインスリン分泌増加とグルカゴン分泌抑制作用により血糖降下を来

し、膵β細胞に対して保護的に作用することが報告されている 41,42。他の

いくつかの糖尿病治療薬とは異なり、低血糖のリスクが低く、体重増加が

少ないという利点を有する 43,44。GLP-1 は一酸化窒素を介して血管内皮を

弛緩させ 45、2 型糖尿病患者において GLP-1 の短時間（105 分間）注入に

より血管内皮機能が改善したという報告がある 46。血管内皮機能障害は、

動脈硬化の初期段階にあり 47、その改善効果は、動脈硬化の進行を阻害す

ることが期待されていた。しかし、DPP-4 阻害薬の心血管イベントの二次

予防に及ぼす影響を明らかにする目的で、プラセボを対象に行われた最近

の DPP-4 阻害薬の各種大規模臨床試験では、いずれも心血管イベント二次

予防効果における優越性を示すことはできなかった 48-50。そのため、動脈

硬化のすでに進行した糖尿病患者での DPP-4 阻害薬による抗動脈硬化作用

は、未だ明らかになったとは言えない。ビグアナイド薬であるメトホルミ

ンは糖尿病治療薬がそれほどない時代において、大血管症を抑制すること

を証明した糖尿病治療薬であり、血糖降下作用は大きいうえに低コストで

あり、欧米では 2 型糖尿病の第一選択薬として推奨されている 51-53。一

方、DPP-4 阻害薬は、安全性が高く痩せ型の 2 型糖尿病患者において有効
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であることが示されており 54、日本を含むアジアで頻繁に処方されてい

る。前述のとおり DPP-4 阻害薬による心血管イベントの二次予防効果は明

らかではなかったが、動脈硬化の初期段階を最適に予防するために、メト

ホルミンまたは DPP-4 阻害薬のどちらを選択すべきなのかは不明であり、

血管内皮機能に対する DPP-4 阻害薬を含むインクレチン関連薬の効果につ

いては一定の見解はなく未だ議論されている。2 型糖尿病患者において、

DPP-4 阻害薬であるシタグリプチンを投与し、血管内皮機能を flow-

mediated dilatation（FMD）を用いて評価したところ、改善を認めなかっ

たとの報告があるが 55 、同じ DPP-4 阻害薬であるビルダグリプチンは 1

日 2 回投与であり、1 日 1 回投与であるシタグリプチンと比較して 1 日の

血糖変動をより改善することで、酸化ストレスおよび炎症マーカーが改善

したという報告もある 56。同様の結果が 2 型糖尿病のアジア患者でも報告

されている 57,58。これらの知見に基づいて、今回、低用量のメトホルミン

にて血糖コントロールが不十分である 2 型糖尿病患者においてビルダグリ

プチンの追加またはメトホルミンの増加による血管内皮機能改善効果につ

いて検討した。 
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8．実験方法 
 

8.1 対象 

 

札幌市にある 13 の糖尿病を専門とする医療機関から、血圧および脂質

管理の安定した 97 人の 2 型糖尿病患者が登録された。登録基準は以下の

通りであった：スルホニルウレア薬またはグリニド薬以外に糖尿病治療薬

を使用していないこと、食事療法および運動療法に加えてメトホルミン

（500-750mg /日）を 4 週間以上内服している 20～75 歳の 2 型糖尿病で血

糖コントロールが不十分（HbA1c 7.0〜8.5％）であること。一方で、アテ

ローム性動脈硬化疾患（狭心症、心筋梗塞、脳梗塞、末梢動脈疾患）を有

する患者、登録時にインスリン療法を受けている患者、妊娠中の女性、慢

性的な血清トランスアミナーゼ高値や腎機能障害を有する患者は除外し

た。 

 

8.2 研究プロトコール 

 

本研究は、多施設共同、前向き無作為化非盲検並行群間比較試験であっ

た。試験期間中、食事療法および運動療法は継続し、ビルダグリプチンお

よびメトホルミン以外の薬物の用量および頻度の変更は行わなかった。し

かし、スルホニルウレア薬またはグリニド薬は、低血糖のリスクのある患

者では減量することは許容した。主要評価項目は、試験前後での治療群間

の FMD の変化量の比較であった。 

ビルダグリプチンとメトホルミンまたは高用量のメトホルミンとの併用

療法のサンプルサイズは、以前のシタグリプチンまたはメトホルミンを用

いたシングルアームの研究の結果に基づいて 59-62、FMD をそれぞれ 1.5％

（SD = 1.8%）および 0.5％改善すると仮定して計算した。2 標本 t 検定に

基づいて、群間で不等分散があると仮定して、検出力 80％および有意水準

5％の下に必要な症例数を計算すると各群 52 例となり、脱落・中止を考慮

して 55 例、両群で計 110 例と設定した。副次評価項目は、膵β細胞機能

の代謝パラメータおよびサロゲートマーカーの変化とした。インフォーム

ド・コンセントを行った後、年齢、body mass index（BMI）、HbA1c、お
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よび FMD の各因子に従って、患者をビルダグリプチンおよびメトホルミ

ン併用療法群（Vilda）または高用量のメトホルミン治療群（高 Met）に割

り付けた。Vilda 群では、メトホルミン（500-750mg /日）を服用している

患者にビルダグリプチン（100mg /日）を追加投与し、高 Met 群では、メ

トホルミンを試験開始前の用量（500-750mg /日）を倍量（1000-1500mg /

日）にした。12 週間の観察期間中、各医療施設で厳密な血糖コントロール

を実施した。試験前後に行う FMD 検査に関しては、全ての対象者に対し

て、北海道大学病院内の同一環境下で、同一の技術者が患者背景を知らな

い状況で盲検的に行われた。被験者登録期間は 2013 年 4 月から 2016 年 3

月までとした。 

 

8.3 血管内皮機能 

 

血管内皮機能はガイドラインに従って上腕動脈を用いて FMD で評価を

行った 57-59。すなわち、FMD 検査は一晩絶食後の翌朝に実施し、検査日

の朝から、被験者は薬剤、喫煙、カフェイン、抗酸化ビタミンを控えた。

患者は、右腕の上腕動脈のベースライン血管径を測定する前に、静穏な温

度制御室（23〜26℃）で少なくとも 15 分間仰臥位安静を保った。右前腕

をカフで圧迫（収縮期血圧に対して 50mmHg）し、5 分後にカフを弛緩さ

せ、血管径を連続的に測定した。FMD は、ベースラインからピーク拡張

までの変化率として評価した。FMD 測定後、Endo-PAT 装置（Itamar 

Medical Ltd.、Cesarea、Israel）を用いて reactive hyperemia index

（RHI）を測定した。 

 

8.4 血生化学 

 

空腹時血液サンプルを採取直後に氷上に置き、4℃で遠心分離し、得られ

た上清を測定するまで-20℃で保存した。low-density lipoprotein（LDL） - 

コレステロールは Friedewald式を用いて計算した。血漿アディポネクチン、

high-sensitivity C-reactive protein（hs-CRP）、グルカゴン、tumor necrosis 

factor alpha（TNF-α）、N terminal prohormone of brain natriuretic 

peptide（NT-proBNP）およびプロインスリンはそれぞれラテックス凝集、

比濁分析、ラジオイムノアッセイ、酵素結合イムノソルベントアッセイ、電
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気化学発光イムノアッセイ、およびラジオイムノアッセイ（SRL、Inc、Tokyo、

Japan）で測定した。 

 

8.5 その他の評価項目 

 

膵β細胞機能は、プロインスリン/インスリン比を用いて評価した。イン

スリン抵抗性の指標である Homeostasis model assessment of insulin 

resistance（HOMA-IR）は、空腹時血糖値およびインスリン濃度から、以

下の式に従って計算した：HOMA-IR =（空腹時血糖値[mg / dl]×インスリ

ン濃度[μU/ ml]）/ 405。酸化ストレスの指標として reactive oxygen 

metabolites-derived compounds（d-ROM）を、抗酸化力の指標として

biological antioxidant potential（BAP）を測定した。 

 

8.6 統計学的解析 

 

 結果は平均±SD、中央値（範囲）または数（％）として示した。両群間

の背景因子の差は、連続変数には Welch の t 検定または Mann-Whitney U

検定を、離散変数にはカイ二乗検定を用いて評価した。正規性の評価に

Kolmogorov-Smirnov 検定を行い、連続変数において適切な統計検定を選

択した。主要評価項目の解析は、intention-to-treat 解析にて行い、Vilda

群の FMD に対する効果を高 Met 群をコントロールとして評価し、結果は

analysis of covariance（ANCOVA）にてベースラインの FMD 値で補正し

た。副次評価項目は、欠損データの存在しない症例集団において両群の血

管内皮機能および代謝パラメータなどについてベースラインおよび治療後

変化について分析した。P 値<0.05 を統計的に有意であるとした。主要評

価項目のデータ分析には SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA) を用いて、その他のデータ分析には Ekuseru-Toukei 2012（Social 

Survey Research Information、Tokyo、Japan）を用いた。 
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9．実験結果 
 

9.1 背景因子 

 

全部で 97 人の被験者が登録されたが、そのうちの 1 人は、研究基準を

満たさないことが判明し、除外された。96 人が初回の FMD 検査をうけ、

研究の終わりまでに 8 人の被験者が脱落した。脱落の理由には、外来訪問

の中断（n = 6）、試験薬の副作用（n = 2）が含まれていた（Figure 26）。

96 人のうち男性が 57 人、女性が 39 人で、平均年齢 58.7±11.0 歳、BMI 

25.9±4.4 kg / m2、HbA1c 7.3±0.5％であった。ベースラインでは、年

齢、性別、BMI、血圧、生物学的パラメータ、現在の喫煙率、糖尿病合併

症、使用薬剤（レニン-アンギオテンシン系阻害薬、スタチン、メトホルミ

ンなど）の割合に有意差はなかった （Table 2）。 
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Figure 26 CONSORT 2013 Flow Diagram 
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Table 2 背景因子の比較 

Vilda, vildagliptin+metformin group; High Met, high dose metformin 

group; FPG, fasting blood glucose; SBP, systolic blood pressure; DBP, 

diastolic blood pressure. Values are mean ± SD or median (range).  

P value of Vilda vs high Met groups. 

*Mann–Whitney U test was applied to the factors age and HbA1c. 

 

 

 

 

 

  

Variables Vilda High Met P value 

 (n=48) (n=48)  

Age (years) 62 (31 to 74) 60 (20 to 74) 0.50* 

Male sex (%) 54.2 64.6 0.43 

Body mass index (kg/m2) 25.7 ± 4.1 26.1 ± 4.7 0.59 

Flow mediated dilatation (%) 5.5 ± 2.0 6.1 ± 3.0 0.20 

FPG (mM/L) 7.8 ± 1.3 8.1 ± 1.3 0.20 

Hemoglobin A1c (%) 7.3 (6.6 to 8.4) 7.2 (6.4 to 8.7) 0.23* 

SBP (mmHg) 129.0 ± 13.0 126.6 ± 12.2 0.35 

DBP (mmHg) 75.0 ± 9.2 75.5 ± 10.2 0.83 

LDL-cholesterol (mg/dL) 112.4 ± 30.0 110.6 ± 28.7 0.76 

Current smokers (%) 29.2 27.1 0.90 

Hypertension (%) 41.7 43.8 0.89 

Dyslipidemia (%) 77.1 68.8 0.43 

Angiotensin-converting enzyme inhibitors/ 

angiotensin II receptor blockers (%) 
31.3 27.1 0.81 

Statin (%) 39.6 35.4 0.80 

Diabetic nephropathy (%) 20.8 20.8 1.00 

Metformin (mg) 559.5±107.8 595.2±122.9 0.16 

Sulfonylureas (%) 18.8 27.1 0.65 

Glinides (%) 0 0 1.00 

 1 
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9.2 血管内機能および動脈硬化 

 

ベースラインの FMD は Vilda 群で 5.48％、高 Met 群で 6.14％であっ

た。FMD は治療後両群で減少傾向を示したが有意ではなく、FMD の変化

量は両群間で有意差を認めなかった。ANCOVA でベースラインの FMD 値

を用いて補正しても結果は変わらなかった（p = 0.854）（Table 3）。どち

らの群においても FMD と HbA1c に相関は認められなかったが、Vilda 群

において apolipoprotein（apo）B / apoA1 比の低下は FMD の上昇と有意

に相関していた（Table 4）。Centric systolic blood pressure（cSBP）、

augmentation index、および RHI のような他の心血管パラメータに変化

は認めなかった（Table 5）。 
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Table 3 試験前後での FMD 変化量の比較 

Vilda, vildagliptin+metformin group; High Met, high dose metformin 

group; ANCOVA, analysis of covariance; CI, confidence interval. 

Values are expressed as mean ± SD or the least square means (95% CI). 

The least square means were calculated by ANCOVA adjusted for 

baseline FMD. 

 

  

  Vilda (n=48) High Met (n=48) P value 

Baseline FMD (%) 5.48±2.03 6.14±2.99   

12 weeks FMD (%) 5.14±2.27 5.39±2.29  

ΔFMD (%) -0.51 (-1.08 to 0.06) -0.58 (-1.20 to 0.04)   

Comparison of ΔFMD in ANCOVA 0.08 (-0.74 to 0.89) reference 0.854 

 1 
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Table 4 試験前後での FMD と各種パラメータとの相関 

IRI, immunoreactive insulin. 

 

 

  

Variables r 

P value for the 

Spearman’s 

rank-correction 

r 

P value for the 

Spearman’s 

rank-correction 

Medication Vilda High Met 

BMI 0.038 0.803 0.013 0.932 

HbA1c -0.131 0.386 -0.053 0.735 

cSBP -0.069 0.651 0.050 0.751 

Proinsulin/IRI ratio -0.060 0.694 -0.046 0.770 

LDL-cholesterol -0.249 0.095 0.101 0.521 

ApoB/ApoA1 ratio -0.326 0.026 -0.069 0.659 

Adiponectin 0.049 0.746 0.124 0.432 

 1 



 

63 

 

9.3 糖脂質および代謝マーカー 

 

12 週間の治療後、高 Met 群では BMI が有意に低下したが、Vilda 群と

高 Met 群との間の BMI の変化量に有意差はなかった。HbA1c は Vilda 群

で高 Met 群と比較して有意に改善し（p <0.01）、HOMA-IR も Vilda 群で

有意に改善した（p = 0.01）。高 Met 群では血清グルカゴン濃度、TNF-

α、hsCRP が有意に低下し（それぞれ p = 0.04, 0.02, 0.03）、プロインス

リン/インスリン比は治療後に両群で有意に改善したが両群の変化量に有意

差は認めなかった。また、酸化ストレスに関して、d-ROM および BAP の

変化は両群ともに認められなかった。脂質プロファイルに関して、LDL-コ

レステロールが両群において改善したが、その変化量は両群間で有意差は

認めなかった。ApoB / apoA1 比は、Vilda 群において試験前後で有意に減

少したが、その変化量は高 Met 群と比較しても有意差は認めなかった（p 

= 0.27）。アディポネクチンは、高 Met 群と比較して Vilda 群で有意に増

加した（0.01μg/ mL vs 0.75μg/ mL; p <0.01）（Table 5）。 
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Table 5 Vilda 群と高 Met 群における各種パラメータの比較 

† Data from 88 patients (Vilda, N=45; high-Met, N=43). 

†† Data from 88 patients (Vilda, N=46; high-Met, N=42). 

Values are mean ± SD or median (range). P value: mean changes 

between baseline and the end of the study (Welch’s t-test or Mann–

Whitney U test). * P < 0.05 and ** P < 0.01 between baseline and the 

end of the study (paired-sample t-tests or Wilcoxon signed rank test). 

  

 1 

Variables Vilda (n=46) High Met (n=43) 
P-value 

  Baseline After 12 weeks Baseline After 12 weeks 

BMI (kg/m2) 25.8 ± 4.1 25.6 ± 4.3 25.8 ± 4.6 25.4 ± 4.6** 0.25 

SBP (mmHg) 127.5 ± 11.3 126.4 ± 9.9 127.2 ± 12.5 127.8 ± 11.1 0.51 

DBP (mmHg) 74.7 ± 9.1 73.1 ± 8.2 76.0 ± 10.6 75.8 ± 9.4 0.51 

  Cardiovascular functions     

†cSBP (mmHg) 138.2 ± 17.2 134.0 ± 16.5** 136.8 ± 20.3 131.0 ± 16.7** 0.52 

Augmentation index (%) 
26.5 

 (-38.0 to 88.0) 
24.0 

 (-19.0 to 69.0) 
17.0 

 (-9.0 to 68.0) 
20.0 

 (-12.0 to 57.0) 0.83 

†RHI 
1.74 

 (1.16 to 3.52) 
1.77 

 (1.15 to 4.32) 
1.73 

 (0.86 to 3.16) 
1.73 

 (0.95 to 3.99) 0.37 

  Biochemical parameters     

FPG (mM/L) 7.8 ± 1.3 6.6 ± 0.9** 8.0 ± 1.2 7.2 ± 1.0** 0.09 

Hemoglobin A1c (%) 
7.25 

(6.60 to 8.40) 
6.45 

(5.70 to 7.20)** 
7.20 

(6.40 to 8.70) 
6.80 

(6.00 to 8.20)** <0.01 

IRI (µU/mL) 
5.8 

 (1.1 to 17.3) 
6.1 

 (1.3 to 21.5) 
5.0 

 (1.0 to 18.8) 
5.1 

 (1.0 to 16.7) 0.92 

Proinsulin/IRI ratio 
0.66  

(0.19 to 2.12) 
0.50  

(0.20 to 0.98)** 
0.63 

 (0.24-2.20) 
0.56 

 (0.07-2.04)** 0.19 

†HOMA-IR 
1.88 

 (0.32 to 5.81) 
1.74 

 (0.33 to 6.00)* 
1.80 

 (0.28 to 9.19) 
1.64 

 (0.22 to 6.72) 0.45 

Glucagon (pg/mL) 
164 

 (114 to 337) 
155 

 (112 to 290) 
170 

 (105 to 325) 
158 

 (105 to 275)* 0.73 

LDL-cholesterol (mg/dL) 
107.9 

 (55.6 to 185.0) 
100.5 

 (42.2 to 160.4)* 
105.8 

 (53.2 to 180.2) 
99.2 

 (40 to 170.3)* 0.64 

HDL-cholesterol (mg/dL) 
52.0 

 (28.0 to 87.0) 
49.5 

 (28.0 to 85.0) 
55.0 

 (35.0 to 105.0) 
52.0 

 (35.0 to 98.0) 0.75 

Triglyceride (mg/dL) 
102.5 

 (46.0 to 289.0) 
106.0 

 (48.0 to 241.0) 
104.0 

 (27.0 to 369.0) 
102.0 

 (24.0 to 565.0) 0.38 

ApoB (mg/L) 
91 

 (49 to 148) 
87 

 (32 to 131)** 
92 

 (47 to 145) 
89 

 (52 to 146) 0.06 

ApoB/ApoA1 ratio 
0.66 

 (0.29 to 1.13) 
0.62 

 (0.21 to 1.29)** 
0.60 

 (0.31 to 1.13) 
0.60 

 (0.30 to 1.15) 0.27 

††Adiponectin (µg/mL) 
6.25 

 (1.90 to 13.10) 
6.80 

 (1.90 to 15.50)** 
6.45 

 (1.60 to 16.90) 
5.90 

 (1.90 to 16.90) <0.01 

NT-proBNP (pg/mL) 
31 

 (6 to 294) 
26 

 (6 to 414) 
26 

 (5 to 209) 
24 

 (5 to 169) 0.27 

††TNF-α (pg/mL) 
1.10 

 (0.70 to 2.10) 
1.10 

 (0.60 to 2.40) 
1.25 

 (0.60 to 1.90) 
1.05 

 (0.60 to 2.10)* 0.15 

log hsCRP (ng/mL) 2.88 ± 0.54 2.86 ± 0.54 2.74 ± 0.48 2.63 ± 0.48* 0.19 

log albuminuria 
(mg/g.Cre) 

1.04 
 (0.32 to 2.51) 

0.93 
 (0.41 to 2.67) 

0.98 
 (0.53 to 2.38) 

0.85 
 (0.45 to 2.59)* 0.18 

  Oxidative stress     

d-ROMs 
334.5 

 (230 to 525) 
344.0 

(197 to 527) 
319 

 (205 to 488) 
318 

 (143 to 494) 0.69 

BAP 
2369 

 (1853 to 3085) 
2410 

 (1806 to 4201) 
2447 

 (1470 to 4622) 
2445 

 (1113 to 3676) 0.30 
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10．考 察 
 

インクレチン関連薬がアテローム性動脈硬化疾患に対して有益な効果を

有するとの報告がされているが 45,46、いくつかの無作為臨床試験では、

DPP-4 阻害剤が 2 型糖尿病患者のプラセボと比較して心血管イベントを減

少させることができなかったと報告されている 48-50。欧米では、ビグアナ

イド薬であるメトホルミンが体重にかかわらず第一選択薬として処方さ

れ、DPP-4 阻害薬はメトホルミンの併用薬として第二選択薬の中の一剤と

して使用されている 63。日本では、最近になって高用量のメトホルミンが

保険適応になり、処方数および用量が徐々に増加している状況にある。

United Kingdom prospective diabetes study（UKPDS）34 試験 51や

Prevention of restenosis with tranilast and its outcome（PRESTO）試

験 64では、メトホルミンによる心血管イベントのリスク低下が報告されて

おり、これらの報告を支持するように、血管内皮機能の改善 61、GLP-1 濃

度の増加 65、マウス研究では、膵島における GLP-1 受容体の増加 66がメ

トホルミンについて報告されている。つまり、メトホルミンと GLP-1 製剤

との併用療法は、GLP-1 効果の増強において臨床的に有効であり、血管内

皮機能に有益な影響を及ぼすと考えられる。しかし、血管内皮機能検査

FMD に対するこれまでのシタグリプチンによる改善効果については、相

反する様々な報告があり一定の見解が得られていない 60,67,68。FMD の結

果は、患者の背景 69、気温 70、および併用薬物 71-74などの要因によっても

変動することが報告されているが、本研究では、12 週間にわたってビルダ

グリプチンまたはメトホルミンを投与しても FMD の改善は認めず、これ

らの交絡因子のいずれについてもその関与を認めなかった。 

LDL-コレステロールは、動脈硬化性疾患の発症に寄与する主要なリポタ

ンパク質であり、現在、心血管疾患の予防および治療のための脂質管理に

おける主な標的になっている 75,76。ApoB は、動脈硬化惹起性リポ蛋白の

量を反映するアポタンパクである 77,78。ApoA1 は、high-density 

lipoprotein（HDL）に関連する主要なアポタンパクで、抗動脈硬化作用と

関連しており 79、ApoB / apoA1 比は、将来の心血管疾患のリスクマーカー

として利用されている 80。本研究では、Vilda 群において、apoB / apoA1

比は有意に改善され、その変化量は FMD の変化量と負の相関があった。

このことから、12 週間のビルダグリプチンの投与は全体として評価した血

管内皮機能改善効果は明らかではなかったが、脂質代謝改善を介した血管
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内皮機能改善作用は内在していることが示唆された。また、本研究では、

ビルダグリプチンとメトホルミンを併用することで、高用量メトホルミン

と比較して血清アディポネクチンが有意に改善した。両群の HbA1c とア

ディポネクチンの変化量の間に有意な相関は認められなかったので、アデ

ィポネクチンの改善は HbA1c とは無関係であると考えられた。アディポ

ネクチンは、抗炎症作用、抗動脈硬化作用および耐糖能改善作用を有する

多面的効果を発揮することが知られており 81,82、さらに、シタグリプチン

またはビルダグリプチンによる治療は、酸化ストレスまたは内臓脂肪の減

少を介してアディポネクチンを増加させることが示されている 83。本研究

では酸化ストレスマーカーに変化を認めず、内臓脂肪量の評価はしていな

いため、このメカニズムの関与を確認することはできなかった。  

最近、血管内膜中膜複合体の厚さ（intima media thickness: IMT）に対

して糖尿病治療薬による改善効果が報告され、DPP-4 阻害薬であるアログ

リプチンとシタグリプチンは 12 ヶ月間の投与では IMT に変化なく、24 ヶ

月の投与で初めて有意な改善効果を認めた 84,85。本研究では、12 週間のビ

ルダグリプチン治療後に収縮期血圧、HOMA-IR、apoB / apoA1 比、およ

びアディポネクチンが改善したことを考慮すると、より長期間でのビルダ

グリプチン治療では FMD が改善する可能性がある。 

本研究の主な限界点として、最後に、12 週間の試験期間は、考察に記載

されているように、FMD または動脈硬化の改善を評価するには不十分で

あった可能性がある。これらの潜在的な問題を解決するために、今回の知

見は、より長い期間にわたって、二重盲検試験で検証されるべきである。  
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11. 総括および結論 

 
 短期高脂肪食負荷による膵β細胞増殖およびその機序について、グルコ

キナーゼおよび IRS-2 との関連を含めて考察した。本研究において明らか

となった知見は以下の通りである。 

 

1) インスリン抵抗性の生じない 1 週間という短期の高脂肪食負荷において

も膵β細胞増殖が誘導されることを見出した。 

2) その増殖機序はグルコキナーゼおよび IRS-2 非依存的な経路と考えら

れ、短期間の高脂肪食負荷による膵β細胞増殖の機序と、慢性的な長期

間の高脂肪食負荷による膵β細胞増殖の機序は異なる可能性がある。  

3) Foxm1 を介する短期高脂肪食負荷誘導膵β細胞増殖は高齢のマウスで

も同様に観察された。 

 

 これまで、長期の高脂肪食負荷で膵β細胞増殖が誘導されることについ

て、インスリン抵抗性が関与することが示唆されていたが、今回の検討に

よりインスリン抵抗性を介さない膵β細胞増殖の機序を新たに確認するこ

とができた。短期高脂肪食負荷による膵β細胞増殖は高齢のマウスでも認

められ、このことは細胞増殖能の低下した高齢者に対する膵β細胞増殖の

可能性を示唆している。 

 これらの知見は、膵β細胞量を増加させ、それにより 2 型糖尿病の発症

予防または進展抑制に導く新しい治療のアプローチを提供し得る。  

高脂肪食を 1 週間摂取するという実験モデルはヒトへは応用が難しいた

め、短期高脂肪食による膵β細胞増殖の機序をさらに詳しく解明し、治療

ターゲットを探求する必要がある。 

また、２型糖尿病患者を対象とした検討において、12 週間にわたるビル

ダグリプチンとメトホルミンの併用療法は、高用量のメトホルミンと比較

して、血管内皮機能をより改善するものではなかった。しかしながら、ビ

ルダグリプチンとメトホルミンの併用療法は apoB / apoA1 比を改善し、

血清アディポネクチンを増加させており、より長期間の投与によって動脈

硬化抑制効果が明らかとなる可能性を有している。 
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