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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よる慢性高血糖を主徴とし、

種々の特徴的な代謝異常を伴う疾患群である。その発症には遺伝因子と環

境因子がともに関与し、長期間にわたる代謝異常の持続は特有の合併症を

来たしやすく、動脈硬化性疾患や発癌をも促進する。代謝異常の程度によ

って、無症状からケトアシドーシスや昏睡に至る幅広い病態を示す。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。糖尿病の大部分を占める 2 型糖尿

病における病態の特徴として、インスリンの分泌低下とインスリン抵抗性

があげられる 1。そのうち、インスリン分泌低下の原因として、膵β細胞

機能の低下に加え、膵β細胞量の低下が重要であることが注目されてい

る。実際、肥満の有無にかかわらず、剖検例にて糖尿病者は非糖尿病者に

比し膵β細胞量が低下しており、さらに糖尿病を発症していない境界型肥

満症例でも膵β細胞量が低下していることが明らかになっている 2,3。欧米

での大規模疫学研究である United Kingdom Prospective Diabetes Study  

(UKPDS) 16 は、2 型糖尿病発症時点においてすでに膵β細胞機能は約

50％まで低下しており糖尿病発症の約 12 年前から徐々に進行しているこ

とを示唆している 4。さらに、肥満 2 型糖尿病モデル動物である db/db マ

ウスでも経時的に膵β細胞量が低下し膵β細胞機能の低下を認めることが

報告されている 5,6。このように、糖尿病患者において早期からの治療介入

が膵β細胞量や膵β細胞機能を保持するうえで重要であると考えられる。

また、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。 

近年、本邦において実臨床で使用可能となった SGLT2 (sodium–glucose 

cotransporter 2) 阻害薬は、インスリン分泌に依存することなく近位尿細管

より尿糖の再吸収を抑制させて尿糖排出を亢進し、持続的に血糖を低下させ

る薬剤である。また、内臓脂肪減少による体重の減少、脂肪肝の改善、脂質

異常や血圧などのメタボリックパラメーターの改善効果、さらに、心血管イ

ベントの二次予防や腎臓の保護的作用といった、これまでの経口血糖降下薬

にない効果を有する 7-14。また、近年、SGLT2 受容体は膵β細胞に発現して
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いないことが明らかになっており 15、SGLT2 阻害薬は、膵β細胞に直接作

用はなくブドウ糖毒性解除によるインスリン分泌やインスリン抵抗性の改

善をもたらすと考えられる。我々は、第１章では 2 型糖尿病モデルマウスに

おける SGLT2阻害薬の膵β細胞量へ与える影響およびその分子メカニズム

について検討した。第 2 章では、Sulfonylurea (SU)薬を内服中の患者に

SGLT2 阻害薬を開始する際、SU 薬を中止した群、SU 薬を減量した群にわ

けその効果や安全性を検討した。   
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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。  

 

Aldh1a3 aldehyde dehydrogenase 1a3 

ALT alanine aminotransferase  

AST  aspartate aminotransferase  

AUC area under the curve 

BMI body mass index 

BrdU 5-bromo-2-deoxyuridine  

Ccnd1 cyclin D1 

Ccnd2 cyclin D2 

Ccnd3 cyclin D3  

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

DAB diaminobenzidine 

eGFR estimated glomerular filtration rate 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS fetal bovine serum 

FoxO1  Forkhead box protein O1  

PFA paraformaldehyde  

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

Gck glucokinase 

Glut2 glucose transporter2 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

HDL-C high-density lipoprotein cholesterol 

HOMA-β Homeostasis model assessment of beta cell function  

HOMA-IR Homeostasis model assessment of insulin resistance 

KRBH Krebs-Ringer’s solution bicarbonate / Hepes 

LDL low-density lipoprotein cholesterol 

Luseo luseogliflozin 

Mafa v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

Neurog3  neurogenin3  
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NKX6.1 NK6 Homeobox 1 

OGTT oral glucose tolerance test  

OR odds ratio 

PBS phosphate-buffered saline 

Pdx-1 pancreatic and duodenal homeobox 1 

ROC  Receiver operating characteristic 

SGLT2   sodium–glucose cotransporter 2  

SU sulfonylurea 

T-CHO total cholesterol 

TG triglyceride 

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-

end labelling  

UKPDS United Kingdom Prospective Diabetes Study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

－第 1 章－ 

異なる週齢の db/db マウスに SGLT2 

阻害薬 luseogliflozin を投与した際の 

膵β細胞量に与える影響 
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3.1. 緒 言 
 

 

前述の如く、SGLT2 阻害薬は、膵β細胞への直接作用なく、インスリン

非依存的に、高血糖のみを改善させるという特性がある。  

臨床研究では、2 型糖尿病患者に対する SGLT2 阻害薬投与により、膵β

細胞機能の指標である beta cell glucose sensitivity や disposition index が

改善することが報告されている 16,17。 

一方、in vivo においては、SGLT2 を欠損させた db/db マウスは膵β細胞

量の減少を抑制しグルコース応答性インスリン分泌が増加したとの報告が

ある 18。 また、10 週齢の db/db マウスに 4 週間の SGLT2 阻害薬を投与し

た結果、ブドウ糖毒性改善によりアポトーシスを低下させ、膵β細胞機能の

改善や膵β細胞量が増加したとの報告もある 19。6 週齢の db/db マウスに 1

週間の SGLT2 阻害薬の短期投与でも、同様に膵β細胞機能の改善や膵β細

胞増殖能が亢進したことが報告されている 20。このように、臨床研究や in 

vivo の結果より SGLT2 阻害薬は、膵β細胞量保護作用が認められる一方

で、その分子メカニズムはまだ明らかになっていない。  

db/db マウスは、慢性的な高血糖に起因して、経時的に膵β細胞量が低下

し膵β細胞機能の低下を認めることが明らかになっている 5,6。糖尿病発症

後長期に経過がたち、すでに膵β細胞量の低下を来している db/db マウス

に、他の血糖降下薬（liraglutide、pioglitazone または、その併用）を投与

しても、膵β細胞機能や膵β細胞量の保護効果は乏しくなることが明らかに

なっている 21,22。これらの報告より、膵β細胞機能や膵β細胞量を保護する

うえで、糖尿病発症早期からの治療介入が重要であることが示唆されている。

一方で、streptozotocin 投与により膵β細胞数を減少させた 1 型糖尿病モデ

ルマウスに SGLT2 阻害薬を投与した報告では、耐糖能の改善と酸化ストレ

ス低下による膵β細胞保護効果が認められている 23。この知見より、他の血

糖降下薬と異なり、糖尿病の進行度に関わらず SGLT2 阻害薬は、膵β細胞

保護効果を有する可能性が示唆される。 

そこで、本研究では、初めに 6 週齢の糖尿病発症早期と想定される db/db

マウスに SGLT2 阻害薬である luseogliflozin を 4 週間投与し、膵β細胞量

に与える影響およびその分子機構を明らかにすることを目的として実験を

行った。さらに、糖尿病発症後経過がたち膵β細胞量の低下を来していると
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推定される 10 週齢、14 週齢、24 週齢の db/db マウスを用いて同様に実験

を行った。 

今回著者は、早期週齢 db/db マウスに、luseogliflozin を投与することで

非投与群と比べて耐糖能の改善、膵β細胞機能の改善に加え、膵β細胞量を

増加させたことを明らかにした。さらに、単離膵島を用いた遺伝子発現解析

の比較検討では luseogliflozin の投与により酸化ストレスに関連した遺伝子

の発現が低下し膵β細胞機能や膵β細胞増殖に関連した遺伝子の発現が上

昇したことを示した。さらに異なる週齢の db/db マウスに対しても同様に、

週齢に関係なく luseogliflozin の投与によって耐糖能の改善、膵β細胞機能

の改善、膵β細胞量の増加を認めた。一方で、早期週齢の luseogliflozin の

投与は、発症後経過がたってからの投与に比べ、より膵β細胞機能の改善、

膵β細胞量の増加を認めた。 

 本研究より、SGLT2 阻害薬は糖尿病の進行度に関係なく治療効果を示す

可能性が示唆された。更に、糖尿病発症後、早期からの治療介入が、膵β細

胞量を保持するうえで重要であると考えられた。本検討結果が、今後の 2 型

糖尿病治療介入の進歩に貢献できることを望む。  
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3.2 実 験 方 法 

 

 

3.2.1 実験に用いた動物 

 

 肥満糖尿病モデル動物である雄性の BKS. Cg-Dock7m +/+ Lepr db/J 

(db/db) マウス（Oriental Yeast Co, Tokyo, Japan）を用いた。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

に従って行った。 

 

3.2.2 実験に用いた試薬と入手先 

 

 SGLT2 阻害薬の一つである luseogliflozin を大正製薬株式会社から供給

を受けた 24。luseogliflozin は、普通食 CE-2 (CLEA, Tokyo, Japan) に

0.01％混餌し使用まで 4℃で保存した。本研究の投与量は既報に基づき決定

した 19。 

 

3.2.3  luseogliflozin の投与 

 

 実験には雄性の db/db マウスを用いた。5 週齢、9 週齢、13 週齢、23 週

齢まで通常食で摂餌し、6 週齢、10 週齢、14 週齢、24 週齢時より無作為に

普通食飼育群（control 群）と 0.01％luseogliflozin 含有特別食群（luseo 群）

に分け 4 週間自由摂食下で飼育した。 
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3.2.4 体重・摂餌量の測定 

 

 3.2.3 の条件で飼育した db/db マウスを control 群と luseo 群の 2 群に分

け、毎週同一の時間において体重を測定し群間の比較を行った。また、週

に 1 回ケージ交換する際に各ケージの摂餌量を測定し、群間の比較を行っ

た。 

 

3.2.5 随時血糖の測定の測定 

 

3.2.3 の条件で飼育した両マウスを、負荷開始時点から隔週の自由摂食下

での血糖値を測定した。採血は尾静脈から行い、血糖測定には

Glutestmint portable glucose meter (Sanwa Chemical, Nagoya, Japan)

を用いて添付文書の通りに測定した。 

 

3.2.6 経口ブドウ糖負荷試験 

 

 3.2.3 と同様の条件で両マウスを飼育した。経口ブドウ糖負荷試験 （Oral 

blood glucose test (OGTT)）として 10 週齢で 4 時間と 16 時間の絶食下、

14 週齢、18 週齢、28 週齢では、4 時間の絶食下において 1.0 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）・5 分・30 分・60 分・

90 分・120 分後に尾静脈から採血を行い血糖値を測定した。各測定値を、

縦軸を測定した血糖値（mg/dl）、横軸を測定した時間（hr）としてグラフに

プロットして直線でつなぎ、0mg/dl 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 AUC (mg/dl x hr) とし

て算出し、各群の比較を行った。 

 

3.2.7 インスリン抵抗性の評価 

 

 3.2.3 と同様の条件で両マウスを飼育した。10 週齢で自由摂食下において

速効型インスリン（Humarin®R; Eli Lilly, IN, USA）を 2.0 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
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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

得た値を血糖降下率（%）としてインスリン抵抗性の評価を行った。縦軸を、

血糖降下率(%)、横軸を測定した時間（hr）としてグラフにプロットして直

線でつなぎ、0mg/dl 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) (mg/dl x 

hr) として算出し、各群の比較を行った。 

 

3.2.8 血中インスリン・血糖比の評価 

 

3.2.3 と同様の条件で両マウスを飼育した。10 週齢で、4 時間と 16 時間

絶食下、14 週齢、18 週齢、28 週齢では、4 時間絶食下における血清を採取

し enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法（Morinaga Institute 

of Biological Science, Yokohama, Japan）を用いてインスリン値の測定を

行った。またそのさい、尾静脈から採血を行い血糖値を測定し、インスリン

値を血糖値で除し、各群の比較を行った。 

 

3.2.9 膵島単離 

 

 3.2.3と同様の条件で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。  
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3.2.10 膵島インスリン含量の測定 

 

 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 

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、ELISA法（Morinaga Institute of Biological Science, Yokohama, 

Japan）を用いて膵島のインスリン含量を測定した。 

 

3.2.11 膵の組織学的評価 

 

 3.2.3 と同様の条件で両マウスを飼育した。10 週齢、14 週齢、18 週齢、

28 週齢で各マウスを、頚椎脱臼による安楽死により屠殺し、膵臓を切離し

た。切離した膵臓は 4% PFA (paraformaldehyde) / PBS pH 7.4 にて速やか

に固定し、パラフィン包埋した。膵臓に対し長軸方向に切片を作製し、下記

に示す染色を実施した。 

 

3.2.12 免疫組織染色（酵素抗体法） 

 

パラフィン切片を脱パラフィンし、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 30 分ブロッキングを行った後、PBS で希釈した一次抗体（下記）を

4℃ overnight でインキュベートした。その後、PBS で洗浄し、二次抗体

（ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体（Nichirei, Tokyo, Japan））、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 DAB (diaminobenzidine) で発色させ、ヘマトキシリンで対比染色

を行った。インスリン染色には、一次抗体として抗インスリン抗体（anti-
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insulin, Santa Crutz Biotechnology）を x500 にて用いた。 

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 上にて手動的にヘマトキシリンで染色された膵組

織を囲んで膵切片全体の面積（A）を計測し、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細胞面積比ならびに膵β細胞量の算出は Bouwens

らの方法に従い 25、前者は（B）を（A）で除して 100 を乗じ、%単位とし

て算出した。また後者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、5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) 抗体を用

い BrdU 染色を行った。同時に上述のインスリン抗体を用い二重染色を行

った。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 染色キット

（BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ）を添付文書の通りに使用した。 

 

3.2.13 免疫組織染色（蛍光抗体法） 

 

パラフィン切片を脱パラフィンし、水洗後、抗原賦活化液としてクエン酸

ナトリウムまたは EDTA を用いた。ヤギ血清（Invitrogen）または、モルモ

ット血清をもちいて 30 分ブロッキングを行った後、PBS で希釈した一次抗

体（Table 1）を 4℃ overnight でインキュベートした。その後、PBS で洗

浄し、二次抗体（Table 1）を 40 分間反応させた。洗浄後にインスリン抗体

（Table 1）を用いて室温で 60 分反応させ後、PBS で洗浄し二次抗体（Table 

1）を 40 分間反応させた。PBS で洗浄し、4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) (Vector Laboratory, Burlingame, USA) で対比染色を行った。膵

β 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 評 価 と し て terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP nick-end labelling (TUNEL) system 

(Deadend; Promega, Madison, WI) を用いた。 
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Table1. マウス膵島の蛍光抗体染色のために用いた抗体  

Primary antibodies   

Antigen Species Manufacturer Working dilution 

Aldh1a3 Goat 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1:200 

c-Jun Rabbit 

Cell Signaling 

TECHNOLOGY 

1:200 

FoxO1 Rabbit 

Cell Signaling 

TECHNOLOGY 

1:50 

Glucagon Mouse SIGMA-ALDRICH 1:500 

Insulin Rabbit 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1:250 

Insulin 

guinea 

pig 

Dako 1:2 

Ki67 Rabbit 

Cell Signaling 

TECHNOLOGY 

1:200 

Mafa Rabbit BETHYL 1:50 
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Table1.（つづき） 

Secondary antibodies   

Antigen Species Fluorescent dye Manufacturer 

guinea pig IgG Goat Alexa Fluor 488 

Life 

Technologies 

rabbit IgG Goat Alexa Fluor 488 

Life 

Technologies 

rabbit IgG Donkey Alexa Fluor 488 abcam 

rabbit IgG Goat Alexa Fluor 594 

Life 

Technologies 

mouse IgG Goat Alexa Fluor 594 

Life 

Technologies 

goat IgG Donkey Alexa Fluor 594 Abcam 
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3.2.14 遺伝子発現解析 

 

 3.2.9の方法で採取した各マウスの膵島から、RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Tokyo, Japan) を添付文書の通りに用いて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Realtime-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 (GADPH) を用いた。 

 

3.2.15 統計学的解析 

 

 図表のデータは全て平均値±標準偏差で表記した。二群間の平均の検定に

は、対応のない Student の t 検定を用いた。多群間の平均の検定には、one-

way analysis of variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post hoc

試験として Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。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。 

 

  



17 

 

 

3. 実験結果 
 

 

3.3.1 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

体重・摂餌量・随時血糖値の推移 

  

luseo群は control群と比し、体重や摂餌量に明らかな差を認めなかった。

(Figure 1, 2）。随時血糖値は、luseo 群で観察期間中、control 群と比し有意

に低下を認めた(Figure 3)。 

 

Figure 1 luseogliflozin 投与による体重の推移 

6 週齢まで通常食で摂餌し、luseogliflozin 含有特別食を開始した 6 週齢よ

り luseogliflozin を 4 週間投与した。毎週同一条件下で、各マウスの体重

測定を行った（平均 ± S.D.）（各群 n=12）。統計には対応のない t 検定を

用いた。 

 

 

 

Actin 
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Figure 2 luseogliflozin 投与における摂餌量の推移 

luseogliflozin 含有特別食群を開始した 6 週齢時より、週 2 回のケージ交

換の際に投与する摂餌量と残余している餌の量を測定し、1 週間ごとの各

マウスの摂餌量を測定した（平均 ± SD）（各群 n=5）。統計には対応のな

い t 検定を用いた。 

 

Figure 3 luseogliflozin 投与における随時血糖の推移 

隔週で同一の条件下で尾静脈より血液を採取し、簡易血糖測定器を用いて

随時血糖の測定を行った（平均 ± SD）（各群 n=12）。** p < 0.01 vs. 

control group 
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3.3.2 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

耐糖能評価 

 

 luseo 群で control 群に比べ明らかに血糖値を改善させていたため次に糖

負荷時の耐糖能を、4 時間絶食下と luseogliflozin の薬効が切れるとされる

16 時間絶食下で OGTT を用いて血糖値の測定を行うことで評価した。4 時

間絶食下並びに 16 時間絶食下では、luseo 群で有意に耐糖能の改善が認め

られた（Figure 4,5）。また、OGTT の AUC における評価でも同様に luseo

群において有意な改善を認めた（Figure 6,7）。 

 

Figure 4 経口ブドウ糖負荷試験 

10 週齢の control 群、luseo 群に 4 時間の絶食後に、ゾンデを用いて経口

的に 1.0 g/kg のブドウ糖水溶液を投与し各時間に尾静脈より血液を採取し

て血糖値を測定した（平均 ± SD）（各群 n=8）。** p < 0.01 vs. control 

group 
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Figure 5 経口ブドウ糖負荷試験 

10 週齢の control 群、luseo 群に 16 時間の絶食後に、ゾンデを用いて経口

的に 1.0 g/kg のブドウ糖水溶液を投与し各時間に尾静脈より血液を採取し

て血糖値を測定した（平均 ± SD）（各群 n=8）。** p < 0.01 vs. control 

group 

 

 

Figure 6 経口ブドウ糖負荷試験における OGTT の曲線下面積 

Figure 4 の方法で施行した OGTT の各時間の血糖値を、0mg/dl 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、0～120 分までの総和を 

OGTT の AUC として評価した（平均 ± SD）（各群 n=8）。統計には対応

のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. control group 

 



21 

 

 

 

 

Figure 7 経口ブドウ糖負荷試験における OGTT の曲線下面積 

Figure5 の方法で施行した OGTT の各時間の血糖値を、0mg/dl 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、0～120 分までの総和を 

OGTT の AUC として評価した（平均 ± SD）（各群 n=8）。統計には対応

のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. control group 
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3.3.3 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

インスリン負荷試験の検討 

 

luseo 群で耐糖能が改善している結果より、耐糖能の改善に寄与した因子

の解明のために、まずインスリン負荷試験によりインスリン抵抗性を評価し

た。luseo 群は、control 群に比し 30、60、120 分での血糖値が有意に低下

しておりインスリン抵抗性の改善を認めた（Figure 8）。また、インスリン

負荷試験後の AUC における評価でも同様に luseo 群においてインスリン抵

抗性の有意な改善を認めた（Fiure 8）。 

 

 

Figure 8 インスリン負荷試験 

上段：インスリン負荷試験 下段：AUC 

10 週齢の luseo 群、control 群に、自由摂食下で速効型インスリン 2 U/kg

の腹腔内投与を行い、30 分毎に尾静脈より血液を摂取し血糖値を測定し、

前値との比を測定した（平均 ± SD）（各群 n=4）。また、各時間間の曲線
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下面積を求め、0～120 分までの総和をインスリン負荷試験の AUC として

評価した（平均 ± SD）（各群 n=4）。統計には二元配置分散分析を用い、

post-hoc 検定には Fisher’s PLSD test 法を用いた。また、AUC の比較で

は、対応のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. control group 

 

3.3.4 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞機能の検討 

 

次に膵β細胞の機能を評価するため、16 時間絶食下での血中インスリン・

血糖比を測定し、さらに各群より単離した膵島を用いてインスリン含量を測

定し比較した。血中インスリン・血糖比（Figure 9）、膵島におけるインス

リン含量（Figure 10）はいずれも luseo 群で増加を認めていた。この結果

から、luseo 群ではインスリン膵β細胞機能の改善が認められた。 

 

 

Figure 9 血中インスリン血糖比 

16 時間絶食下で血液を採取し血清を分離して、ELISA 法にて血清インス

リン濃度を測定し、その時の血糖値で除した（平均 ± SD）（各群 n=8）。

統計には対応のない t 検定を用いた。* p < 0.05 vs. control group 
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Figure 10 膵島インスリン含量 

10 週齢のマウスからコラゲナーゼを用いた膵島単離法で膵島を摂取し、

acid ethanol を用いて溶解しインスリン含量を ELISA 法にて測定した

（平均 ± SD）（各群 n=6）。統計には対応のない t 検定を用いた。** p < 

0.01 vs. control group 
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3.3.5 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵の組織学的検討 

 

次に、luseogliflozin における膵β細胞機能の改善が、膵β細胞量による

ものかを検討するため膵β細胞量の計測をした。さらに、蛍光免疫染色法

で膵島におけるβ細胞とα細胞の二重染色をし、その分布を評価した。

luseo 群においては膵β細胞量の有意な増加を認めた（Figure 11）。二重

染色では luseo 群では膵島の中心部がβ細胞、周辺部にα細胞といった通

常な野生型マウスの同様の極性を示し、control 群ではα細胞が中心部まで

入り込みβ細胞の減少を認めた（Figure 12）。膵島内のα＋β細胞数にお

けるβ細胞数の割合で評価しても luseo 群で有意に増加を認めていた

（Figure 12）。 
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

Figure 11 luseogliflozin 下における膵β細胞量 

上段：インスリン免疫染色 下段：膵β細胞量 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体にて酵素抗体法で染色し、

ヘマトキシリンで対比染色を行った。手動的に膵を囲い、コンピューター

ソフトウェアを用いて同一切片における膵全体・膵β細胞面積を計測した

（平均 ± SD）（各群 n=8）。統計解析には対応のない t 検定を用いた。** 

p < 0.01 vs. control group 
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Figure 12 膵島におけるインスリン・グルカゴン二重染色 

上段：インスリン・グルカゴン蛍光免疫染色  

下段：膵島内のα+β細胞数におけるβ細胞数の割合 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗グルカゴン抗体にて蛍

光免疫染色法で二重染色し、DAPI で対比染色を行った。核をカウント

し、膵島におけるβ細胞数をα細胞とβ細胞の総和で除した（平均 ± 

SD）（各群 n=5）。統計解析には対応のない t 検定を用いた。* p < 0.05 vs. 

control group 
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3.3.6 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による膵

β細胞量保持作用の検討 

 

次に luseogliflozin の膵β細胞量保持作用のメカニズムを明らかにするた

め免疫組織学的解析を行った。細胞増殖マーカーである BrdU 染色の結果

luseo 群においては、BrdU 陽性細胞率が有意な増加を認めていた（Figure 

13）。また、アポトーシスマーカーでもある TUNEL 染色では有意な差は認

めなかったが luseo群は control群に比べ 50.2％、膵β細胞における TUNEL

陽性細胞数が低下していた（Figure 14）。また、単離膵島より total RNA を

抽出し、脱分化関連マーカーである neurogenin3 (Neurog3)や aldehyde 

dehydrogenase 1a3 (Aldh1a3)の遺伝子発現の変化を real-time PCR で比較

したが両群間で差を認めなかった（Figure 15）。また、Aldh1a3 免疫染色で

も、膵β細胞内の Aldh1a3 陽性細胞数に差を認めなかった（Figure 16）。 

 

 

 

Figure 13 luseogliflozin 下における膵β細胞増殖率 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 BrdU 抗体にて酵素抗

体法で染色した（平均 ± SD）（各群 n=6）。核をカウントし、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。統計解析には対応のない t 検定を用い

た。** p < 0.01 vs. control group  
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Figure 14 luseogliflozin 下におけるアポトーシスの変化 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 TUNEL 抗体にて蛍光

免疫染色法で染色した（平均 ± SD）（各群 n=10）。核をカウントし、膵

島における TUNEL 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除し 100 を乗

じて TUNEL 陽性細胞率（%）として評価した。統計解析には対応のない

t 検定を用いた。 
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Figure 15 luseogliflozin 下における脱分化の変化 

10 週齢の各マウスの単離膵島より total RNA を抽出し、cDNA を作成し 

real time PCR 法で遺伝子発現を定量した。内因性コントロールとして

GAPDH を用いて目的とする遺伝子発現量はΔΔCT 法で各遺伝子と

GAPDH との平均の差を計算し算出した（平均 ± SD）（n=3-4）。統計解

析には対応のない t 検定を用いた。 

 

 

 

Figure 16 膵島におけるインスリン・Aldh1a3 の二重染色 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 Aldh1a3 抗体にて蛍

光免疫染色法で二重染色し、DAPI で対比染色を行った。 

 

 

 

 



31 

 

3.3.7 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞機能に関する遺伝子発現 



6 週齢 db/db マウスに 4 週間の luseogliflozin を投与することでインスリ

ン分泌亢進を認めたが、膵島における詳細な機序を解明するため、単離膵島

における遺伝子発現の解析を行うこととした。前述の方法で得た単離膵島に

おける遺伝子発現を real-time PCR 法で定量し比較したところ、luseo 群に

おいて膵β細胞機能関連遺伝子である Mafa, PdX1, NKX6.1, INS1, INS2, 

Gck の発現が有意に上昇していた（Figure 17）。蛍光免疫染色でも同様に

luseo 群で膵β細胞の Mafa 陽性細胞が有意な増加を認めた（Figure 18）。 

 

Figure 17 単離膵島における膵β細胞機能関連遺伝子の比較 

10 週齢の各マウスのコラゲナーゼを用いた膵島単離法で膵島を単離し、  

各マウスから 30 islets を採取し RNeasy Mini Kit にて total RNA を抽出

し、cDNA を作製し real-time PCR 法で遺伝子発現量を定量した（平均 

± SD）（各群 n=4）。 内因性コントロールとして GAPDH を用いて目的

とする遺伝子発現量はΔΔCT 法で各遺伝子と GAPDH との平均の差を計

算し算出した。統計解析には対応のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. 

control group 
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Figure 18 膵島におけるインスリン・Mafa の二重染色 

上段：インスリン・Mafa 蛍光免疫染色  

下段：膵β細胞数における Mafa 陽性細胞数の割合 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 Mafa 抗体にて蛍光免

疫染色法で二重染色し、DAPI で対比染色を行った。核をカウントし、膵

β細胞における Mafa 陽性細胞数を膵β細胞数で除した（平均 ± SD）

（各群 n=4）。統計解析には対応のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. 

control group 
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3.3.8 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞の細胞周期に関する遺伝子発現



6 週齢 db/db マウスに 4 週間の luseogliflozin を投与することで膵β細胞

増殖を亢進させたが、次に細胞周期関連遺伝子を解明するため、単離膵島に

おける遺伝子発現の解析を行うこととした。前述の方法で得た単離膵島にお

ける遺伝子発現を real-time PCR 法で定量し比較したところ、luseo 群にお

いて細胞増殖を示す Ki67、細胞周期関連遺伝子である Ccnd2 の発現が有意

に上昇していた（Figure 19）。 

 

 

Figure 19 単離膵島における膵β細胞周期関連遺伝子 

10 週齢の各マウスのコラゲナーゼを用いた膵島単離法で膵島を単離し、各

マウスから 30 islets を採取し RNeasy Mini Kit にて total RNA を抽出

し、cDNA を作製し real-time PCR 法で遺伝子発現量を定量した（平均 

± SD）（各群 n=4）。 内因性コントロールとして GAPDH を用いて目的

とする遺伝子発現量はΔΔCT 法で各遺伝子と GAPDH との平均の差を計

算し算出した。統計解析には対応のない t 検定を用いた。** p < 0.01 vs. 

control group, * p < 0.05 vs. control group 
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3.3.9 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞の酸化ストレスに関する遺伝子発現



db/db マウスは高血糖に暴露されミトコンドリア内電子伝達系の活性化

により酸化ストレスが上昇し、結果として膵β細胞機能が低下することが

明らかになっている。そこで、NADPH オキシダーゼ関連遺伝子である

p22phox, gp91phox, p47phox の遺伝子発現を比較した。luseo 群で

p22phox の遺伝子発現が有意に低下していた（Figure 20）。また

gp91phox, p47phox の遺伝子発現に有意な差は認めなかったが luseo 群で

低下傾向を認めていた（Figure 20）。 

 

 

Figure 20 単離膵島における膵β細胞周期関連遺伝子 

10 週齢の各マウスのコラゲナーゼを用いた膵島単離法で膵島を単離し、各

マウスから 30 islets を採取し RNeasy Mini Kit にて total RNA を抽出

し、cDNA を作製し real-time PCR 法で遺伝子発現量を定量した（平均 

± SD）（各群 n=4）。 内因性コントロールとして GAPDH を用いて目的

とする遺伝子発現量はΔΔCT 法で各遺伝子と GAPDH との平均の差を計

算し算出した。統計解析には対応のない t 検定を用いた。*p < 0.05 vs. 

control group 
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3.3.10 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞における FoxO1 の発現 

 

Forkhead box protein O1 (FoxO1)は、forkhead ドメインを有する転写

遺伝子の O サブファミリーである。インスリン抵抗性下の膵β細胞代償性

過形成の機序の一つに、インスリンや IGF1 シグナルの活性化により膵β

細胞内の FoxO1 がリン酸化されることで核から細胞質へ移行し膵β細胞

増殖に関与すると報告されている。逆に、高血糖や酸化ストレスに暴露さ

れると FoxO1 は、細胞質から核へ移行し膵β細胞増殖能の低下すること

も報告されている。luseo 群で、3.3.4 や 3.3.9 の結果から、血中インスリ

ン・血糖比を上昇させ単離膵島の酸化ストレスを減少させることが明らか

になったため膵β細胞量増加や膵β細胞増殖能亢進のメカニズムとして両

群間での膵β細胞内の FoxO1 の局在について検討した。膵β細胞内の

Foxo1 核陽性細胞率を比較したが両群間に有意な差を認めなかった

（Figure 21）。この結果より、luseo 群の膵β細胞量増加や膵β細胞増殖

能亢進のメカニズムとして FoxO1 を介した機序は否定的であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

Figure 21 膵島におけるインスリン・FoxO1 の二重染色 

上段：インスリン・FoxO1 蛍光免疫染色  

下段：膵β細胞数における FoxO1 陽性細胞数の割合 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 FoxO1 抗体にて蛍光

免疫染色法で染色した（平均 ± SD）（各群 n=4）。核をカウントし、膵島

における FoxO1 陽性膵β細胞を、膵島内の全β細胞数で除し 100 を乗じ

て FoxO1 陽性細胞率（%）として評価した。統計解析には対応のない t 検

定を用いた。
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3.3.11 6 週齢 db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞における c-Jun の発現 

 

3.3.7 の結果では control 群に比べて luseo 群では膵β細胞の Mafa の発

現が上昇し、3.3.9 の結果より luseo 群では単離膵島の酸化ストレス関連遺

伝子の発現が低下していることが明らかになった。血糖や酸化ストレスの

上昇によって発現する c-Jun の上昇が Mafa の発現を抑制させることが報

告されており 26、膵β細胞内の c-Jun の発現を両群間で比較検討した。

luseo 群で膵β細胞内の c-Jun 陽性細胞の発現が有意に低下していること

が明らかとなった。この結果から、luseo 群で膵β細胞内の Mafa の発現

が上昇する機序として、血糖や酸化ストレスの低下により、膵β細胞内の

c-Jun の発現低下によるものが考えらえた。 
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Figure 22 膵島におけるインスリン・c-Jun の二重染色 

上段：インスリン・c-Jun 蛍光免疫染色 

下段：膵β細胞数における c-Jun 陽性細胞数の割合 

10 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 c-Jun 抗体にて蛍光免

疫染色法で染色した（平均 ± SD）（各群 n=4）。核をカウントし、膵島に

おける c-Jun 陽性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除し 100 を乗じて c-

Jun 陽性細胞率（%）として評価した。統計解析には対応のない t 検定を

用いた。*p < 0.05 vs. control group 
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3.3.12 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 

投与による体重、随時血糖の推移 

 

実験結果 3.3.1～3.3.11 の結果より早期週齢（6 週齢）の db/db マウスに

4 週間の luseogliflozin を投与することで膵β細胞量の増加や膵β細胞機能

を改善することが明らかとなった。db/db マウスは、週齢と共に膵β細胞

量や膵β細胞機能の低下が起きるモデルマウスであることを利用して、異

なる週齢から同様に 4 週間 luseogliflozin を投与し、control 群と luseo 群

で比較検討することとした。週齢に関係なく両群間で体重には有意な差を

認めなかったが（Figure 23）、随時血糖値は、luseo 群で、週齢関係なく

同程度まで血糖降下を認めた（Figure 24）。 

 

 

Figure 23 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

体重の推移 

6、10、14、24 週齢より luseogliflozin を 4 週間投与した。同一条件下で、

各マウスの体重測定を行った（平均 ± SD）（n=6-8）。 
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Figure 24 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

随時血糖の推移 

隔週で同一の条件下で尾静脈より血液を採取し、簡易血糖測定器を用いて

随時血糖の測定を行った（平均 ± SD）（n=6-8）。 
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3.3.13 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 

投与による耐糖能評価 

 

次に、異なる週齢に luseogliflozin を投与した際の、耐糖能を OGTT で

評価した。4 時間絶食下で週齢に関係なく、luseo 群で control 群に比べて

有意に耐糖能の改善を認めた（Figure 25）。また、OGTT の AUC におけ

る評価でも同様に luseo 群において有意な耐糖能の改善を認めた（Figure 

26）。 

 

 

Figure 25 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

経口ブドウ糖負荷試験 

10、14、18、28 週齢の control 群、luseo 群に 4 時間の絶食後に、ゾンデ

を用いて経口的に 1.0 g/kg のブドウ糖水溶液を投与し各時間に尾静脈より

血液を採取して血糖値を測定した。（平均 ± SD）（n=6-8）。 
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Figure 26 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

経口ブドウ糖負荷試験における OGTT の曲線下面積 

Figure25 の方法で施行した OGTT の各時間の血糖値を、0mg/dl 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、0～120 分までの総和を 

OGTT の AUC として評価した（平均 ± SD）（n=6-8）。統計には対応の

ない t 検定を用いた。*p < 0.05 vs. control group 
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3.3.14 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 

投与による膵β細胞機能の検討 

 

次に異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin を投与した際の膵β細胞

機能を詳細に評価するため、時間絶食下での血中インスリン・血糖比を測

定した。4 時間絶食下のインスリン・血糖比で膵β細胞機能を評価したとこ

ろ週齢に関係なく control 群と比べて luseo 群で有意にインスリン・血糖比

の上昇を認めた（Figure 27）。さらに、6 週齢からの 4 週間の luseogliflozin

介入群は 24 週齢からの 4 週間の luseogliflozin 介入群に比べて有意にイン

スリン・血糖比の上昇を認めた（Figure 27）。この結果より、db/db マウス

に luseogliflozin を投与することにより週齢に関係なく耐糖能を改善するも

のの早期週齢からの介入の方がより膵β細胞機能を改善させる可能性が示

唆された。 

 

Figure 27 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

血中インスリン・血糖比 

4 時間絶食下で血液を採取し血清を分離して、ELISA 法にて血清インスリ

ン濃度を測定し、その時の血糖値で除した（平均 ± SD）（n=6-8）。統計

には、one-way analysis of variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場

合は post hoc 試験として Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較し

た。**p < 0.01 vs. control group, *p < 0.05 vs. control group 
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3.3.15 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 

投与による膵β細胞量の検討 

 

次に、異なる週齢からの luseogliflozin の介入で、膵β細胞量の影響を検

討した。control 群は週齢と共に膵β細胞量が低下していく一方、luseo 群

は週齢に関係なく control 群に比し膵β細胞量の増加を認めた (Figure 28)。

さらに、6 週齢からの 4 週間の luseogliflozin 介入群は 24 週齢からの 4 週

間の luseogliflozin 介入群に比べて有意な膵β細胞量の増加を認めた 

(Figure 28)。この結果より、db/db マウスに luseogliflozin を投与すること

は週齢に関係なく膵β細胞量を増加させる一方で、早期週齢からの介入の方

がより膵β細胞量を増加させる可能性が示唆された。 

 

 

Figure 28 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞量  

6、10、14、18、28 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体にて酵素

抗体法で染色し、ヘマトキシリンで対比染色を行った。手動的に膵を囲

い、コンピューターソフトウェアを用いて同一切片における膵全体・膵β

細胞面積を計測した（平均 ± SD）（n=4-8）。統計には、one-way 

analysis of variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試

験として Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。**p < 0.01 

vs. control group, *p < 0.05 vs. control group 
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3.3.16 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 

投与による膵β細胞量保持作用の検討 

 

次に異なる週齢での luseogliflozin の膵β細胞保持作用のメカニズムを明

らかにするため免疫組織学的解析を行った。細胞増殖マーカーである BrdU

染色の結果、3.3.6 の結果同様に、6 週齢からの 4 週間の luseogliflozin 介

入群においては、BrdU 陽性細胞率が control 群に比べて有意な増加を認め

ていたが、発症後経過がたってからの 4 週間の luseogliflozin 介入群におい

ては、BrdU 陽性細胞率が control 群に比べ差を認めなかった （Figure 29）。

別の細胞増殖マーカーである Ki67 染色でも検討したが、同様に 6 週齢から

の 4 週間の luseogliflozin 介入群においては、Ki67 陽性細胞率が control 群

に比べて有意な増加を認めていたが、24 週齢からの 4 週間の luseogliflozin

介入群においては、Ki67 陽性細胞率が control 群に比べ差を認めなかった

（Figure 30）。また、アポトーシスマーカーでもある TUNEL 染色では 6 週

齢からの 4 週間の luseogliflozin 介入群において有意に TUNEL 陽性細胞

数を減少させた が 24 週齢からの 4 週間の luseogliflozin 介入群において

は、TUNEL 陽性細胞数は control 群に比べ差を認めなかった（Figure 31）。 

 

Figure 29 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞増殖率 

6、10、14、18、28 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗

BrdU 抗体にて酵素抗体法で染色した。核をカウントし、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（平均 ± SD）（n=4-8）。統計には、one-
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way analysis of variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post 

hoc 試験として Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。**p < 

0.01 vs. control group 

 

 

Figure 30 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞増殖率 

10、28 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 Ki67 抗体にて酵

素抗体法で染色した。核をカウントし、膵島における Ki67 陽性β細胞数

を、膵島内の全β細胞数で除し 100 を乗じて Ki67 陽性細胞率（%）とし

て評価した。（平均 ± SD）（n=5）統計には、one-way analysis of 

variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試験として

Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。**p < 0.01 vs. control 

group 
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Figure 31 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

アポトーシスの変化 

10、28 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗 TUNEL 抗体に

て蛍光免疫染色法で染色した。核をカウントし、膵島における TUNEL 陽

性β細胞数を、膵島内の全β細胞数で除し 100 を乗じて TUNEL 陽性細胞

率（%）として評価した。（平均 ± SD）（n=6-8）統計には、one-way 

analysis of variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試

験として Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。*p < 0.05 vs. 

control group 
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3.3.17 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与

による膵β細胞における Mafa の発現に対する検討  

 

次に、異なる週齢からの luseogliflozin の介入で、膵β細胞における Mafa

の発現への影響を検討した。control 群は週齢と共に膵β細胞内の Mafa の

発現が低下していく一方、luseo 群は週齢に関係なく control 群に比し膵β

細胞内の Mafa の発現の増加を認めた（Figure 32）。さらに、6 週齢からの

4 週間の luseogliflozin 介入群は 24 週齢からの 4 週間の luseogliflozin 介入

群に比べて有意に膵β細胞内の Mafa の発現の増加を認めた（Figure 32）。

4.12 ～4.17 の結果から、db/db マウスに luseogliflozin を投与することは

週齢に関係なく耐糖能や膵β細胞機能を改善させると共に膵β細胞量を増

加させることが明らかになった。しかしながら、早期週齢からの介入の方が

よりその効果を強めたことが示唆された。 

 

Figure 32 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin 投与による 

膵β細胞数における Mafa 陽性細胞率 

6、10、14、18、28 週齢の各マウスの膵切片を抗インスリン抗体、抗

Mafa 抗体にて蛍光免疫染色法で二重染色し、DAPI で対比染色を行った。

核をカウントし、膵β細胞における Mafa 陽性細胞数を膵β細胞数で除し

100 を乗じた（平均 ± SD）（n=4-8）。統計には、one-way analysis of 

variance (ANOVA)を用い、有意差を認めた場合は post hoc 試験として

Fisher’s PLSD test 法を用いて各群間を比較した。**p < 0.01 vs. control 

group 
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3.4 考 察 
 

db/db マウスは、レプチンの受容体欠損により過食となり肥満、高血糖

を呈し若い週齢より糖尿病となり、ヒトの肥満型糖尿病に類似した表現型

を有するモデル動物である。今回我々は、6 週齢の db/db マウスを用いて

SGLT2 阻害薬の一つである luseogliflozin が膵β細胞機能や膵β細胞量に

与える影響の検討を行った。4 週間の投与により luseo 群では、control 群

に比べて耐糖能や膵β細胞機能を改善させ膵β細胞量を増加させた。

db/db マウスやストレプトゾトシン誘導性 1 型糖尿病モデルマウスに

SGLT2 阻害薬を投与し膵β細胞保護作用を明らかにした報告 19,23,27 は既

報にあり、今回の我々の研究結果と一致した。本検討では、luseo 群は、

control 群に比べて有意に血中インスリン・血糖比や膵β細胞内の Mafa の

発現が上昇した結果であった。既報では慢性的な高血糖状態が続くと、膵

β細胞内の酸化ストレスが増加し、膵β細胞内の Mafa や Pdx1 の遺伝子

発現や蛋白レベルが低下し、膵β細胞機能低下を来す機序が報告されてい

る 28。本検討の結果より、luseogliflozin の尿糖排泄作用によって、耐糖能

が改善し、膵β細胞内の酸化ストレスを減少させ、その結果、膵β細胞内

の Mafa や Pdx1 の発現が増加し膵β細胞機能を改善させたと考えられ

た。 

 db/db マウスに SGLT2 阻害薬を投与することで膵β細胞量を増加させた

が、その分子学的メカニズムに関しては、いまだ明らかになってはいな

い。4 週齢の db/db マウスは、インスリン抵抗性に対し膵β細胞機能及び

膵β細胞量が増加することで血中のインスリン分泌を増加させて血糖上昇

に応答しようとする。その際に、インスリンや IGF1 シグナルの活性化に

より膵β細胞内の FoxO1 がリン酸化されることで核から細胞質へ移行し

膵β細胞増殖に関与することが、明らかになっている 29-31。その後、6 週

齢以降の db/db マウスは、慢性的な高血糖や酸化ストレスの上昇によって

FoxO1 は膵β細胞内の核内に移行し、膵β細胞増殖が低下するとされる

31。この報告を基に、本研究においても control 群と luseo 群で膵β細胞内

の FoxO1 の局在を検討したが、両群間で膵β細胞内の FoxO1 の核陽性細

胞率に差を認めず、luseogliflozin 投与における FoxO1 を介した膵β細胞

量増殖の機序の関与は否定的と考えられた。既報では、膵β細胞内の

Mafa を欠失したマウスは膵β細胞量の低下を認め 32、db/db マウスに膵β
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細胞内の Mafa を過剰発現させると膵β細胞量を増加させることが明らか

になっていることから 33、Mafa が、膵β細胞機能改善効果に加え、膵β

細胞量増加のメカニズムにも関与した可能性が示唆された。 

 膵β細胞量の調節メカニズムとして、細胞増殖やアポトーシス以外に、

近年、脱分化の関与が報告されている 34-36。膵β細胞に特異的に FoxO1 を

欠失したマウスに加齢や多産などのストレスを与えると膵β細胞量が低下

し高血糖となる。Talchai ら 35 は、その際、膵β細胞はインスリンやその

転写因子の発現を失い、膵内分泌前駆マーカーを発現し progenitor-like 

cell に変換し膵β細胞量低下に寄与していたことを報告している。この報

告を基に、本検討では、膵β細胞内での脱分化関連マーカーである NGN3

や ALDH1a3 の遺伝子発現または蛋白発現を検討したが、luseo 群と

control 群で差を認めなかった。Ishida37 らは、db/db マウスを用いて、

SGLT 阻害剤である phloridzin が膵β細胞の脱分化抑制効果を発揮しなか

ったことを報告しており、本検討でも同様な結果であった。  

 本検討では、インスリン分泌、膵β細胞量が低下している 24 週齢の

db/db マウスにおいても luseogliflozin の投与により、control 群に比べて

部分的に膵β細胞機能の改善や膵β細胞量の増加を認めた。Kimura21 ら

は、7 週齢の db/db マウスに 2 週間の GLP-1 受容体作動薬の

liraglutide、チアゾリジン薬の pioglitazone またはこの両者を併用投与す

ると膵β細胞機能の改善や膵β細胞量の増加を認めたが、16 週齢の db/db

マウスではその効果が認められなかったことを報告している。また、

liraglutide 単剤の検討でも同様な結果であったことを Shao22 らも報告し

ている。また、これらの報告では早期週齢からの治療介入群では経過がた

ってからの治療介入群に比べて Mafa の発現が改善していたことを報告し

ている 21,22。本検討の結果と、既報が異なる理由として治療期間や投与し

た薬の差異が関連している可能性が考えられた。既報では、経過がたって

からの db/db マウスでは治療介入によっても血糖降下作用が減弱してお

り、ブドウ糖毒性が改善出来ず、その結果、膵β細胞内の Mafa の発現が

不十分となり膵β細胞機能の低下や膵β細胞量が増加しなかった可能性が

考えられた 21,22。反対に本検討では、経過がたってからの db/db マウスに

おける luseogliflozin の投与は、早期週齢 db/db マウスからの投与と同程

度の血糖降下や耐糖能の改善を示し、膵β細胞内の Mafa の発現が増加

し、膵β細胞機能の改善や膵β細胞量が増加した可能性が考えられた。し

かしながら、早期週齢からの luseogliflozin の介入は、経過がたってから

の介入と比べ、より膵β細胞機能の改善や膵β細胞量増加効果が大きい結
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果であったことから、これまでの既報と同様に、膵β細胞保護をするうえ

で糖尿病発症早期からの治療が重要であることが考えられた。 

 本研究の限界点として、luseogliflozin の投与期間は 4 週間であったこと

であり、6 週齢から 28 週齢にかけて luseogliflozin を長期に投与した場

合、膵β細胞にあたえる影響に対しては検討をしていない。他に、SGLT2

阻害薬と他の糖尿病治療薬を用いて、膵β細胞に与える影響の違いについ

て検討をしていない。今後、db/db マウスを用いて、SGLT2 阻害薬または

インスリンを投与し同レベルまで血糖値を低下させた場合の膵β細胞量保

持に与える分子機構の違いについて検討する予定である。  

 今回我々は、db/db マウスに luseogliflozin を投与することで膵β細胞機

能や膵β細胞量を保持することを明らかにした。その保持効果は、db/db マ

ウスの週齢にかかわらず認めた。また、早期週齢からの投与で、よりその保

護効果が大きいことを明らかにした。 
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－第 2 章－ 

SGLT2 阻害薬を開始する際に 

SU 薬は中止すべきか少量残すべきか？ 
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4.1 緒 言 
 

 

糖尿病患者の治療目標は、血糖値を適切にコントロールして合併症の発

症を予防することある。第 1 部で使用した薬剤である SGLT2 阻害薬は、

ヒト臨床試験では血糖改善効果以外に、低血糖のリスクを低下させ、内臓

脂肪の減少を介しメタボリックシンドロームの改善効果があることが明ら

かになっている 12,38。さらに、近年、心血管イベントの既往を有する 2 型

糖尿病患者を対象にした大規模臨床試験において、SGLT2 阻害薬が複合心

血管イベントの発生を有意に抑制し、腎保護効果を有することも明らかに

なった 11,13。米国糖尿病学会は、SGLT2 阻害薬は、2 型糖尿病患者のため

の確立された治療で、心臓血管イベントおよび死亡率を低減させる効果が

ある薬剤として「糖尿病における標準治療」として推奨している 39。 

一方、膵β細胞に作用しインスリン分泌を促し強いグルコース低下効果

を発揮する SU 薬は、2 型糖尿病患者の治療に古くから広く用いられてい

る 4。しかしながら、体重増加や低血糖頻度を増加させる副作用があり

40、さらに、2 型糖尿病患者の進行性の膵β細胞機能の低下は、SU 薬の有

効性が低下することも明らかになっている 4。従って、SU 薬で血糖コント

ロールを達成できていない患者においては、他の経口血糖降下薬に変更し

ていくか、他の経口血糖降下薬を併用していく必要がある。既報では、

SGLT2 阻害薬と SU 薬の併用療法は、低血糖頻度が増加したが有意に

HbA1c が改善したことが報告されている 41。さらに、SGLT2 阻害薬と SU

薬を比較した欧米における大規模臨床研究では、SGLT2 阻害薬が SU 薬よ

りも有意に体重減少と低血糖頻度を低下させ、HbA1c を同等以上に改善さ

せることが示された 38,42。しかし、欧米人に比べインスリン分泌能が低下

しているアジア人にとっては、SU 薬は欧米人以上に有効である可能性が

高く、血糖降下作用において SGLT2 阻害薬が SU 薬より勝るかどうかは

不明である。また、本邦では SGLT2 阻害薬を開始する際、低血糖予防の

ために使用中の SU 薬を適宜減量するように推奨はされているが、その用

量には根拠となる臨床研究が全くなく、どの程度減量すべきかは、担当医

の判断に委ねられているのが現状である。そこで我々は、SGLT2 阻害薬で

ある ipragliflozin 50mg を開始する際、SU 薬を中止すべきか否か、その

有効性と安全性を検討した。 
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4.2 実験方法 
 

 

4.2.1 対象 

 

北海道内 14 の糖尿病専門医療機関に通院中の 2 型糖尿病患者を対象と

した。登録基準は以下の通りであった。登録基準は以下の通りであった：

SU（glimepiride ≥ 1 mg/日, gliclazide ≥ 40 mg/日, glibenclamide ≥ 1.25 mg/

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 6.5〜8.5％）であること。body mass index (BMI)

が 22 kg/m2、eGFR が 45 mL/min/1.73 m2 を超えていること。一方で、不

安定な糖尿病性網膜症を有する患者、心疾患を合併している患者、内因性

インスリン分泌が低下している患者（C-peptide < 0.5 ng/ml）、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、重

症ケトーシス、糖尿病性昏睡又は前昏睡、重症感染症，手術前後、重篤な

外傷のある患者、食事療法を明らかに遵守できず、主治医が不適と判断し

た患者、担当医師が不適当と判断した患者は除外した。 

 

4.2.2 研究プロトコール 

 

前向き観察研究。SU 薬（glimepiride ≥ 1 mg/日, gliclazide ≥ 40 mg/日, 

glibenclamide ≥ 1.25 mg/日）を 12 週以上内服中の 2 型糖尿病患者に対し

て、ipragliflozin 50 ㎎の追加投与を決定した際に、日本糖尿病学会 SGLT2

阻害薬の適正使用に関する委員会の推奨する「SGLT2 阻害薬の適正使用に

関する Recommendation」に基づき、主治医判断により、SU 薬を減量する

群 （Low-dose group）もしくは中止する群 (Discontinuation group)に分

けて、通院加療を 24 週間継続した。SU 薬の減量については、最低用量

（glimepiride 1 mg/日または gliclazide 20 mg/日）に減量することに統一

した。低血糖でインスリンを含む糖尿病治療薬の減量の必要性がない限り、

試験期間中は治療中の全ての薬剤の変更を原則行わないこととし、

ipragliflozin 50 ㎎の投与が中止になった時点で試験脱落として対応した。
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傾向スコアを用いて患者背景をマッチングさせた 2 群において、有効性と

安全性について比較することとした。具体的には、BMI、体重、腹囲、血圧、

空腹時血糖、HbA1c、脂質、肝機能、腎機能、低血糖頻度などについて、試

験前後の変化を比較評価した。また、 FDA （ The Food and Drug 

Administration）の非劣性基準に基づいて 43、HbA1c 0.4％未満の上昇は変

動許容範囲（成功）とした時に、成功のための最適な治療選択に寄与する背

景因子を探索することを次の目的とした。被験者登録期間は 2015 年 2 月か

ら 2016 年 12 月までとした。 

 

4.2.3 その他の評価項目 

 

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

insulin resistance (HOMA-IR)は、HOMA-IR = fasting plasma glucose 

(FPG) (mg / dl) × インスリン濃度（μU/ ml）/ 405 を用いて評価した。

膵β細胞機能の指標である、Homeostasis model assessment of beta cell 

function (HOMA-β)は、HOMA-β= 360 × インスリン濃度（μU/ ml）

÷（FPG（mg/dl）- 63）を用いて評価した。 low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL)は、Friedewald の式を用いて評価した。Friedewald の

式: LDL (mg/dl) = total cholesterol (T-Cho) (mg/dl) - high-density 

lipoprotein cholesterol (HDL-C )(mg/dl)-triglyceride (TG) (mg/dl) / 5 

 

4.2.4 目標症例数の設定 

 

本研究では ipragliflozin を投与する際に SU 薬を減量、もしくは中止し

た場合の有用性に関する探索的な観察研究であるため、検証を目的とした

例数設計は行わないこととした。ただし、評価項目に低血糖頻度を盛り込

んでいることから、必要症例数の目安として以下の検討を行った。  

 ipragliflozin とＳＵ薬の併用に関する国内ＰⅢ開発治験において、

ipragliflozin とＳＵ薬 24 週間併用時の低血糖頻度は 1.2％（2/166 例）で

あった。実臨床の環境を考慮して、本研究では低血糖の頻度を 2％程度と

想定した。この想定のもと、信頼係数 95％で低血糖を検出する場合に必要

な症例数は 183 例となり、途中脱落や実施可能性を考慮し目標症例数を

200 例に設定した。 
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4.2.5 統計学的解析 

 

有効性に関する各種評価の解析は、intention-to-treat 解析にて行った。

傾向スコアを推定するため、Discontinuation group または Low-dose 

group に対する判定基準を従属変数とし、年齢、BMI、FPG、HbA1c、

aspartate aminotransferase (AST)、alanine aminotransferase (ALT)、 

HDL-C、sulfonylurea dose を共変量とした多重ロジスティック回帰分析

を行った。共変量を調整し因果効果を推定するため、最近傍マッチング法

を用い非復元抽出による 1 対 1 マッチングを行った。傾向スコアの距離

（caliper）は、推奨値とされる傾向スコア推定値をロジット変換後、その

値の標準偏差の 0.5 乗とした。sulfonylurea dose を算出する際、既報よ

り、1mg の glimepiride 用量は 40 mg の gliclazide、1.25mg の

glibenclamide と等価容量であると定義した 44,45。結果は平均±SD として

示した。両群間の背景因子の差や両群間の試験開始時～24 週後の変化値の

比較には、連続変数には unpaired t 検定、離散変数には chi-square test 

検定を用いて評価した。各群間内での試験開始時～24 週後の変化値の比較

には、連続変数には paired t 検定、離散変数には McNemar 検定を用いて

評価した。背景因子の差は p 値 < 0.05 を統計的に有意であるとした。

Discontinuation group の試験開始時の HDL-C と BMI の相関は Pearson

の相関係数を用いた。SU 薬中止群において、切り替え成功に関連する患

者背景因子に対して logistic 回帰分析を用いて探索した。更に、検出され

た因子について、Receiver operating characteristic (ROC) 曲線を作成し、感

度、特異度、カットオフ値を検出した。データ分析には JMP version 13 

software (SAS Inc., Cary, NC, USA)を用いて解析を行った。 
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4.3 実験結果 
 

 

4.3.1 背景因子 

 

   計画通りに合計 200 人の患者（男性 144 人、女性 56 人）が研究に登録

され、Discontinuation group または Low-dose group のいずれかに割り

当てられた。その後、2 人の患者が試験基準を満たさないことが判明し研

究終了までに 9 人の患者が脱落した。脱落の原因は、痒み、発疹、生殖器

感染、動悸、頻尿（n = 4）の副作用と同意の撤回 （n = 5） が含まれて

いた（Figure 33）。結果、189 人の患者が研究を完了した。

Discontinuation group と Low-dose group の 200 人の患者の背景の比較

では、Discontinuation group は Low-dose group と比較して年齢が低く、

eGFR および HDL-C が高値であった。1：1 の傾向スコアマッチングの

後、Discontinuation group と Low-dose group の患者のそれぞれ 55％お

よび 62％が、一致したコホート（各群 58 人）に選出された。マッチング

後、Discontinuation group と Low-dose group は、すべての項目（p > 

0.05）において適切なバランスがとれていた。平均年齢、BMI、HbA1c お

よび sulfonylurea dose は、それぞれ 58.8 歳、27.7kg / m2、7.57％および

1.4mg /日であった（Table 2）。 
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Figure 33 Study protocol flow diagram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

Table2 患者背景の比較 

 Before  

propensity-matching 

 
After  

propensity-matching  

 

 
Discontinu

ation group 

Low-dose 

 Group 
p value 

Discontinu

ation group 

Low-dose  

group 
p value 

 (n=106) (n=94)  (n=58) (n=58)  

Age (year) 56.0 ± 9.7 59.4 ± 8.9 < 0.05 58.7 ± 8.5 59.0 ± 8.7 0.84 

Male/female (n) 76/30 68/26 0.92 41/17 40/18 0.84 

Duration of diabetes (year)   0.49   0.46 

 0-4 (%) 11.4 12.2  10.5 16.4  

5-9 (%) 31.4 23.3  38.6 25.5  

10-14 (%) 25.7 34.4  19.3 20.0  

15- (%) 31.4 30.0  31.6 38.2  

Duration of sulfonylurea (year)   0.38   0.98 

0-4 (%) 33.0 26.3  30.9 30.4  

5-9 (%) 27.8 36.8  34.6 34.8  

10-14 (%) 22.7 26.3  21.8 19.6  

15- (%) 16.5 10.5  12.7 15.2  

Smoking status   0.76   0.69 

Never smoker (%) 43.4 38.7  44.8 40.4  

Former smoker (%) 24.5 24.7  25.9 22.8  

Current smoker (%) 32.1 36.6  29.3 36.8  

Alcohol drinking status   0.38   0.45 

Noncurrent drinkers 70.8 64.9  52.9 47.1  

Current drinkers 29.3 35.1  45.7 54.4  

Body weight (kg) 79.6 ± 16.4 76.0 ± 14.6 0.10 75.2 ± 12.0 75.5 ± 14.3 0.91 

BMI (kg/m2) 29.1 ± 5.0 27.9 ± 4.5 0.08 27.7 ± 4.0 27.7 ± 4.3 0.98 

Waist circumference (cm) 97.6 ± 11.0 95.1 ± 10.3 0.09 94.5 ± 8.0 94.5 ± 10.4 0.97 

SBP (mmHg) 132.6 ± 14.5 134.9 ± 15.9 0.30 132.5 ± 12.9 135.1 ± 17.8 0.38 

DBP (mmHg) 80.5 ± 11.6 79.0 ± 10.7 0.37 80.1 ± 9.2 79.9 ± 11.7 0.91 

FPG (mg/dL) 148.4 ± 33.2 158.1 ± 41.0 0.06 151.1 ± 35.0 150.0 ± 35.0 0.87 

HbA1c (%) 7.51 ± 0.57 7.62 ± 0.52 0.17 7.60 ± 0.60 7.54 ± 0.49 0.53 

Insulin (U/mL) 10.1 ± 10.9 12.5 ± 13.7 0.23 10.3 ± 13.0 8.7 ± 7.8 0.48 

HOMA-IR 3.8 ± 4.7 5.8 ± 7.7 0.06 4.1 ± 5.6 3.6 ± 4.6 0.67 
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Table2（つづき） 

 Before  

propensity-matching 

 
After  

propensity-matching  

 

 
Discontinu 

ation group 

Low-dose 

 Group 
p value 

Discontinu 

ation group 

Low-dose  

group 

p value 

 (n=106) (n=94)  (n=58) (n=58)  

HOMA-beta 48.1 ± 49.6 45.7 ± 47.3 0.77 45.7 ± 53.3 38.7 ± 36.3 0.47 

UA (mg/dL) 5.6 ± 1.3 5.4 ± 1.2 0.23 5.6 ± 1.3 5.3 ± 1.2 0.15 

AST (U/L) 30.5 ± 14.7 30.9 ± 18.9 0.89 29.6 ± 13.5 26.8 ± 11.7 0.25 

ALT (U/L) 38.7 ± 24.9 40.4 ± 30.7 0.67 37.7 ± 22.5 34.5 ± 22.1 0.44 

-GTP (U/L) 60.7 ± 64.9 46.6 ± 37.0 0.07 55.9 ± 58.6 49.8 ± 43.4 0.52 

Ht (%) 43.4 ± 4.2 44.2 ± 4.3 0.18 43.6 ± 4.6 43.8 ± 4.6 0.82 

ACR (mg/g creatinine) 91.7 ± 290.9 99.3 ± 247.2 0.85 74.0 ± 170.3 124.1 ± 305.6 0.28 

eGFR (mL/min/1.73m2) 80.8 ± 17.7 75.4 ± 19.1 < 0.05 79.0 ± 16.4 74.4 ± 17.6 0.14 

TG (mg/dL) 139.8 ± 85.8 152.3 ± 90.6 0.32 138.5 ± 86.1 136.0 ± 80.8 0.87 

T-Cho (mg/dL) 180.3 ± 29.5 179.5 ± 32.7 0.85 174.1 ± 24.8 178.8 ± 29.6 0.38 

HDL-C (mg/dL) 52.4 ± 14.9 48.5 ± 11.1 < 0.05 50.4 ± 13.5 51.9 ± 11.2 0.51 

LDL (mg/dL) 100.1 ± 28.0 101.1 ± 31.0 0.82 96.2 ± 21.0 100.4 ± 26.0 0.36 

non-HDL-C (mg/dL) 128.0 ± 29.8 131.2 ± 31.6 0.47 123.4 ± 24.9 127.0 ± 27.2 0.48 

sulfonylurea dose (mg/day) 1.3 ± 0.5 1.5 ± 0.8 0.06 1.3 ± 0.6 1.5 ± 0.9 0.32 

Antidiabetic medicine       

Biguanide (n)  88 77  49 46  

DPP-4 inhibitors (n) 84 77  32 47  

Thiazolidinedione (n) 24 14  9 9  

Alpha-glucosidase  

inhibitor (n)  

18 11  11 6  

Glinide (n)  0 0  0 0  

 Insulin (n) 15 11  8 7  

GLP-1 receptor agonist (n) 3 3  3 1  

 

Table2 患者背景の比較 

1：1 の傾向スコアマッチングの後（各群 58 人）、Discontinuation group

と Low-dose group の患者の背景を比較した。（平均 ± SD）統計には、連

続変数には unpaired t 検定、離散変数には chi-square test 検定を用いて評
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価した。 

BMI: body mass index; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic 

blood pressure; FPG: fasting plasma glucose; HbA1c: haemoglobin A1c; 

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance; HOMA-

beta: homeostasis model assessment of beta cell function; UA: uric acid; 

AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; γ-

GTP: γ-glutamyl transpeptidase; Ht: haematocrit; ACR: 

albumin/creatinine ratio; eGFR: estimated glomerular filtration rate; 

TG: triglyceride; T-Cho: total cholesterol; HDL-C: high-density 

lipoprotein cholesterol; LDL: low-density lipoprotein cholesterol; DPP-4 

inhibitors: dipeptidyl peptidase-4 inhibitors; GLP-1 receptor agonist; 

glucagon-like peptide-1 receptor agonist  
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4.3.2 試験結果 

 

Propensity score のマッチング後、試験終了時の切替え成功率は、Low-

dose group は 91.4％であり Discontinuation group 群の 75.9％と比較し有

意に高かった（p = 0.024）（Figure 34）。試験前後の HbA1c の変化値の比

較では、Low-dose group は、Discontinuation group と比べて有意な低下

を認めた（0.08 ± 0.65％ vs. -0.33 ± 0.51％, p < 0.01）。体重、BMI、腹

囲、尿酸値、および肝機能パラメーターは、両群間で試験終了時有意に低下

したが、血圧は Discontinuation 群でのみ有意に減少した（Table 3）。体重、

BMI、および AST の低下の程度は、Discontinuation 群で有意に大きかっ

た。（-4.4 ± 2.1 kg vs. -2.9 ± 1.9 kg, p < 0.01; -1.6± 0.8 kg / m2 vs. -1.1 

± 0.7 kg / m2, p < 0.01; -7.3 ± 11.7 U / L vs. 3.2 ± 6.6 U / L, p < 0.05）

(Table 3)。Discontinuation group の試験終了時の切替え成功を目的変数と

し多変量解析を行ったところ、試験開始前の HDL-C（Odds ratio (OR) 0.90，

95％CI 0.84-0.97, p < 0.01）、sulfonylurea dose（OR 0.09，95％CI 0.01-

0.72, p < 0.01）、年齢（OR 0.83，95％CI 0.70-0.99, p < 0.01）が独立寄与

因子として抽出された（Table 4）。さらに、ROC 解析を用いて、カットオ

フ値を求めたところ、HDL-C については 48mg/dL、sulfonylurea dose に

ついては 1.0mg /日、および年齢については 62 歳であった（Table 5）。 ま

た、HDL-C、sulfonylurea dose、および年齢についての ROC 曲線下面積

は、それぞれ 0.78、0.64 および 0.70 であった（Figure 35）。Discontinuation 

group の HDL-C 48 ㎎/dl をカットオフとした場合、試験終了時の切替え成

功に対する特異度は 85.7％であった（Table 5）。 
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Figure 34 試験終了時の Discontinuation group と Low-dose group の 
切り替え成功率  

1：1 の傾向スコアマッチングの後（各群 58 人）、Discontinuation group

と Low-dose group の試験終了時の HbA1c 0.4％未満の上昇は変動許容範

囲（成功）とした時の成功率を比較した。統計には、chi-square test 検定

を用いて評価した。** p < 0.01, *p < 0.5 
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Table3 Propensity matching 前後における試験前後での 

各種パラメーター比較 

 

  
Before propensity-matching 

 
    

 Discontinuation 

group (n=106) 

Low-dose group 

 (n=94) 

p 

value 

  Baseline Endpoint Baseline Endpoint   

Body weight (kg) 79.6 ± 16.4 75.1 ± 16.4** 76.0 ± 14.6 73.4 ± 14.2** < 0.01 

BMI (kg/m2) 29.1 ± 5.0 27.5 ± 5.1** 27.9 ± 4.5 26.9 ± 4.3** < 0.01 

Waist circumference (cm) 97.6 ± 11.0 93.8 ± 11.1** 95.1 ± 10.3 91.9 ± 10.0** 0.24 

SBP (mmHg) 132.6 ± 14.5 126.8 ± 14.3** 134.9 ± 15.9 130.9 ± 14.7* 0.27 

DBP (mmHg) 80.5 ± 11.6 75.8 ± 9.6** 79.0 ± 10.7 78.0 ± 10.4 < 0.05 

FPG (mg/dL) 148.4 ± 33.2 138.8 ± 31.2** 158.1 ± 41.0 137.5 ± 26.8** 0.05 

HbA1c (%) 7.5 ± 0.6 7.5 ± 0.6 7.6 ± 0.5 7.2 ± 0.6** < 0.01 

Insulin (U/mL) 10.1 ± 10.9 6.5 ± 4.9** 12.5 ± 13.7 7.4 ± 5.9** < 0.05 

HOMA-IR 3.8 ± 4.7 2.3 ± 2.0** 5.8 ± 7.7 2.5 ± 2.3** < 0.01 

HOMA-beta 48.1 ± 49.6 35.2 ± 32.7* 45.7 ± 47.3 40.0 ± 32.2 0.63 

UA (mg/dL) 5.6 ± 1.3 5.1 ± 1.2** 5.4 ± 1.2 5.1 ± 1.1* 0.07 

AST (U/L) 30.5 ± 14.7 24.0 ± 13.0** 30.9 ± 18.9 25.8 ± 12.3** 0.29 

ALT (U/L) 38.7 ± 24.9 27.4 ± 19.3** 40.4 ± 30.7 31.3 ± 21.4** 0.48 

-GTP (U/L) 60.7 ± 64.9 44.1 ± 44.9** 46.6 ± 37.0 39.3 ± 36.0** < 0.05 

Ht (%) 43.4 ± 4.2 44.9 ± 4.9** 44.2 ± 4.3 46.5 ± 3.9** 0.14 

ACR  (mg/g creatinine) 91.7 ± 290.9 83.0 ± 330.6 99.3 ± 247.2 69.7 ± 132.3* 0.46 

eGFR (mL/min/1.73m2) 80.8 ± 17.7 83.1 ± 17.9* 75.4 ± 19.1 74.7 ± 19.2 0.10 

TG (mg/dL) 139.8 ± 85.8 131.3 ± 69.3 152.3 ± 90.6 142.5 ± 95.2 0.83 

T-Cho (mg/dL) 180.3 ± 29.5 184.4 ± 30.2 179.5 ± 32.7 181.4 ± 34.2 0.74 

HDL (mg/dL) 52.4 ± 14.9 56.0 ± 15.0** 48.5 ± 11.1 52.9 ± 13.8** 0.26 

LDL (mg/dL) 100.1 ± 28.0 101.9 ± 26.3 101.1 ± 31.0 100.2 ± 29.3 0.45 

non-HDL (mg/dL) 128.0 ± 29.8 128.1 ± 30.3 131.2 ± 31.6 128.9 ± 33.4 0.37 
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Table3（つづき） 

  
After propensity-matching 

 
    

 Discontinuation 

group (n=58) 

Low-dose group  

(n=58) 

p 

value 

  Baseline Endpoint Baseline Endpoint   

Body weight (kg) 75.2 ± 12.0 70.8 ± 12.2** 75.5 ± 14.3 72.6 ± 14.0** < 0.01 

BMI (kg/m2) 27.7 ± 4.0 26.1 ± 4.0** 27.7 ± 4.3 26.6 ± 4.1** < 0.01 

Waist circumference (cm) 94.5 ± 8.0 90.1 ± 7.8** 94.5 ± 10.4 91.7 ± 10.1** 0.63 

SBP (mmHg) 132.5 ± 12.9 125.9 ± 15.9** 135.1 ± 17.8 131.8 ± 14.4 0.25 

DBP (mmHg) 80.1 ± 9.2 75.2 ± 10.1** 79.9 ± 11.7 77.9 ± 10.6 0.11 

FPG (mg/dL) 151.1 ± 35.0 143.3 ± 34.5 150.0 ± 35.0 135.9 ± 22.8** 0.21 

HbA1c (%) 7.6 ± 0.6 7.7 ± 0.6 7.5 ± 0.5 7.2 ± 0.5** < 0.01 

Insulin (mU/mL) 10.3 ± 13.0 5.8 ± 3.6* 8.7 ± 7.8 6.5 ± 6.0** 0.83 

HOMA-IR 4.1 ± 5.6 2.1 ± 1.9 3.6 ± 4.6 2.3 ± 2.3* 0.31 

HOMA-beta 45.7 ± 53.3 28.2 ± 17.2* 38.7 ± 36.3 32.1 ± 24.9 0.56 

UA (mg/dL) 5.6 ± 1.3 5.2 ± 1.2** 5.3 ± 1.2 5.0 ± 1.2** 0.16 

AST (U/L) 29.6 ± 13.5 22.3 ± 8.9** 26.8 ± 11.7 23.7 ± 10.1** < 0.05 

ALT (U/L) 37.7 ± 22.5 26.0 ± 16.2** 34.5 ± 22.1 26.8 ± 16.5** 0.16 

-GTP (U/L) 55.9 ± 58.6 38.6 ± 41.2** 49.8 ± 43.4 41.4 ± 41.9** 0.05 

Ht (%) 43.6 ± 4.6 45.5 ± 5.4** 43.8 ± 4.6 46.2 ± 4.1** 0.25 

ACR  (mg/g creatinine) 74.0 ± 170.3 45.0 ± 80.6 124.1 ± 305.6 73.8 ± 148.1* 0.50 

eGFR (mL/min/1.73m2) 79.0 ± 16.4 81.3 ± 17.7* 74.4 ± 17.6 75.0 ± 18.0 0.27 

TG (mg/dL) 138.5 ± 86.1 133.3 ± 68.2 136.0 ± 80.8 131.3 ± 89.5 0.95 

T-Cho (mg/dL) 174.1 ± 24.8 182.6 ± 29.3 178.8 ± 29.6 182.5 ± 33.3 0.63 

HDL (mg/dL) 50.4 ± 13.5 54.3 ± 14.2** 51.9 ± 11.2 56.6 ± 14.4** 0.54 

LDL (mg/dL) 96.2 ± 21.0 101.4 ± 23.8 100.4 ± 26.0 100.1 ± 26.6 0.39 

non-HDL (mg/dL) 123.4 ± 24.9 127.9 ± 28.6 127.0 ± 27.2 126.5 ± 32.5 0.35 

 

Table3 Propensity matching 前後における試験前後での 

各種パラメーター比較 

1：1 の傾向スコアマッチングの後（各群 58 人）、Discontinuation group

と Low-dose group の群内および群間での変化を比較した。（平均 ± SD）

統計には、連続変数には unpaired t 検定、非連続変数には unpaired t 検定、
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離散変数には chi-square test 検定を用いて評価した。 

p values: mean changes from baseline to the end of the study between 

the Discontinuation group and the low dose group. * p < 0.05 and ** p < 

0.01 between baseline and the end of the study. BMI: body mass index; 

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; FPG: 

fasting plasma glucose; HbA1c: haemoglobin A1c; HOMA-IR: 

homeostasis model assessment of insulin resistance; HOMA-beta: 

homeostasis model assessment of beta cell function; UA: uric acid; AST: 

aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; γ-GTP: 

γ-glutamyl transpeptidase; Ht: haematocrit; ACR: albumin/creatinine 

ratio; eGFR: estimated glomerular filtration TG: triglyceride; T-Cho: 

total cholesterol; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL: 

low-density lipoprotein cholesterol. 

 

Table 4 Discontinuation group の試験終了時の切替え成功を目的変数と 

した多変量解析 

 OR 95% CI p value 

HDL-C (mg/dL) 0.90 0.84-0.97 < 0.01 

Sulfonylurea  

dose (mg/day) 
0.09 0.01-0.72 < 0.01 

Age (year) 0.83 0.70-0.99 < 0.01 

BMI (kg/m2) 1.06 0.80-1.34  0.69 

HbA1c (%) 1.16 0.25-5.35  0.85 

R2=0.3558 

 

Table 4 Discontinuation group の試験終了時の切替え成功を目的変数と 

した多変量解析 

1：1 の傾向スコアマッチングの後（各群 58 人）、Discontinuation group

の試験終了時の切替え成功を目的変数とし HDL-C、 sulfonylurea dose、 

age、BMI、HbA1c を従属変数として Logistic 回帰分析を行った。 

BMI: body mass index; HbA1c: haemoglobin A1c; HDL-C: high-density 

lipoprotein cholesterol; OR: odds ratio; 95% CI: 95% confidence interval. 
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Table 5 Discontinuation group の試験終了時の切替え成功に関連した 

因子のカットオフ値 

 

  Cut-off value AUC 
Sensitivity 

(%) 

Specificity 

(%) 

HDL-C (mg/dL) 48.0 0.78 63.6 85.7 

Sulfonylurea dose  

(mg/day) 
1.0 0.64 57.2 70.5 

Age (year) 62.0 0.70 64.3 70.5 

 

Table 5 Discontinuation group の試験終了時の切替え成功に関連した 

因子のカットオフ値 

Table 4 の結果より得た Discontinuation group の試験終了時の切替え成

功に関連した独立因子のカットオフ値を Figure35 の ROC 曲線より算出し

た。 

HbA1c: haemoglobin A1c; AUC: area under the receiver operating 

curve; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol. 
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Figure 35 Discontinuation group の切り替え成功に寄与した因子の ROC

曲線 
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4.3.3 有害事象 

 

Discontinuation group では 22 例、Low-dose group では 20 例の有害事

象を認めた。いずれのグループにおいても重篤な有害事象は報告されなかっ

た。両群間で、低血糖が最も多い有害事象であった。Discontinuation group

においては 7 例（6.6%）、Low-dose group では 10 例（10.6%）で低血糖症

状を認めた （Table 6）。両群間で低血糖を経験した患者の多くは、インス

リン使用患者であった。 （Discontinuation group；4 例 [40.0%]、Low-dose 

group; 3 例 [42.9%]）。さらに、各群内における試験前後の低血糖頻度の比

較では、両群ともに増加は認めなった（Figure 36）。両群間で、低血糖以外

の有害事象は、掻痒、頻尿、糖尿病の悪化、発疹、空腹感、骨折、および性

器感染であった（Table 6）。 

 

Table 6 試験期間中の副作用 

 Discontinuation group Low-dose group Total 

 (n=106) (n=94) (n=200) 

 n (%) n (%) n (%) 

Hypoglycaemia 7 (6.6) 10 (10.6) 17 (8.5) 

Any adverse event 4 (3.8) 2 (2.1) 6 (3.0) 

Pruritus 3 (2.8) 1 (1.1) 4 (2.0) 

Pollakiuria 2 (1.9) 1 (1.1) 3 (1.5) 

Worsening of diabetes 1 (0.9) 1 (1.1) 2 (1.0) 

Rash 1 (0.9) 1 (1.1) 2 (1.0) 

Hunger sensation  2 (2.1) 2 (1.0) 

Fracture 1 (0.9) 1 (1.1) 2 (1.0) 

Genital infection 1 (0.9)  1 (0.5) 

Dehydration  1 (1.1) 1 (0.5) 

Palpitation 1 (0.9)  1 (0.5) 

Anacatesthesia 1 (0.9)  1 (0.5) 

Table 6 試験期間中の副作用 

Discontinuation group（n=106）と Low-dose group (n=94)における 

試験期間の副作用 Values are n (%) of patients 
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Figure 36 試験前後の低血糖頻度の割合 

Discontinuation group（n=106）と Low-dose group (n=94)の各群の  

試験前後の低血糖頻度の割合。統計には McNemar 検定を行った。 
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4.4 考 察 
 

 

24 週間の観察において、重篤ではない軽度の有害事象が約 20％の割合

で発生したが（Figure 33）、既報と比較し、有害事象に起因した患者の試

験脱落率が低いことがまず一つの特徴である（n = 4、全登録患者の 2％）

46。このことは、糖尿病専門機関で専門医による治療が行われたことも影

響していることが予想される。また、Low-dose group の試験終了時の切り

替え成功率が 90％以上であり、Discontinuation group で約 75％であった

ことから、ipragliflozin を追加投与する際に、SU 薬を最低用量残すこと

で殆どすべての患者で血糖コントロールを悪化させないことができるが、

SU 薬を中止することで、約四分の一の患者は血糖コントロールが悪化し

てしまうことが明らかになった。高用量の SU 薬と他の経口血糖降下薬の

併用に関する以前の報告では、併用療法は血糖コントロールを有意に改善

させたものの約 30％低血糖頻度を増加させることが問題点であった

42,47,48。一方、本検討では低用量の SU 薬と SGLT2 阻害薬の併用は、低血

糖や他の有害事象を増加させることなく血糖コントロールを改善させる点

で有益であると考えられた。 

SGLT2 阻害薬による内臓脂肪の減少や脂質異常症、高血圧、高尿酸血

症、脂肪肝などの代謝異常の改善が臨床的に広く認識されている 12,14。一

方で、SU 薬は、空腹感や軽度の低血糖症症状に起因する体重増加をしば

しば引き起こす 49,50。本研究では、体重、BMI および AST は両群とも有

意に減少したが、その減少効果の大きさは Low-dose group と比較して

Discontinuation group で有意に大きかった。Discontinuation group では

Low-dose group と比較し、約 1.7 倍の体重減少を認めたが、理由として

ipragliflozin の薬効に加え SU 薬を中止したことによる減量効果がより大

きかったことによると考えられた。 

logistic 回帰分析において、SU 薬を中止した際の切り替え成功に寄与す

る背景因子として低 HDL-C、SU 薬低用量、若年が抽出され、中でも低

HDL-C が最も強い寄与因子であった（Table 4）。低 HDL-C はメタボリッ

クシンドロームの診断基準の一つであるように、肥満の 2 型糖尿病患者で

も同様に HDL-C レベルが低値であったと報告されている 51。一方で、

SGLT2 阻害薬は BMI が高値な症例ほど血糖降下作用が強いことが明らか
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になっている 52。本検討における Discontinuation group の HDL-C と

BMI においても有意な負の相関を認めており（r = -0.27、p < 0.05）

（Figure 37）、HDL-C が高値の症例では、BMI が低く SGLT2 阻害薬の効

果が減弱することで、SU 薬中止後の HbA1c を悪化させやすい可能性が考

えられた。以上から HDL-C (48mg / dL 以下)、SU 薬使用量（1.0mg /日以

下）、および年齢（62 歳以下）の 2 型糖尿病患者は、SU 薬を中止しても

HbA1c を悪化させず、体重減少に加え代謝障害を改善させることが明らか

になった。 

  本研究の限界点として、第一に症例数が少なく調査期間が比較的短い

点が挙げられる。本研究結果を証明し知見を拡大するためには、より大き

なサンプルサイズでのさらなる研究が必要である。第二に、本研究は、探

索的前向き観察研究であるため、主治医の患者選択バイアスが影響してい

る可能性が考えられた。交絡効果を排除するために Propensity score 法を

使用し解析したが、無作為化された研究が必要である。第三に、低血糖の

エピソードに関して、患者の外来診療時に注意深く問診したものの、一部

の患者は低血糖症状に気付かず、低血糖症状のエピソードを両群で見逃さ

れた可能性が考えられた。連続的グルコースモニタリングを用いることで

この問題点を解決できると考えられる。最後に、本研究の対象は日本人で

ある。日本人と白人の 2 型糖尿病患者との間には、体格差 53 や、内因性イ

ンスリン分泌能 54 の違いがあるため、我々の結果が外国人に適用できるか

は不明である。 

 結論として、SU 薬内服中の 2 型糖尿病患者に SGLT2 阻害薬を開始する

際、SU 薬を中止しても、約四分の三の患者が血糖コントロールを悪化させ

ずに、著しい体重減少と各種代謝パラメーターの改善を期待することができ

る。一方で、最低用量で SU 薬を残した場合、体重減少効果や代謝パラメー

ターの改善は限定的であるが、低血糖を増加させることなく確実な血糖コン

トロールの改善を期待できる。SGLT2 阻害薬を開始する際、SU 薬を中止

するか最低用量で残すかは、SGLT2 阻害薬の使用目的に応じて考慮すべき

であり、開始前の HDL-C、SU 薬使用量、年齢は SU 薬を中止か減量かを

検討するうえで予測因子として有用であると考えられた。  
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Figure 37 Discontinuation group における HDL-C と BMI の相関 

（r = −0.27, p < 0.05） 
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5. 総括および結論 

 

 

 第一章で SGLT2 阻害薬 luseogliflozin の膵β細胞量の保持作用につい

て、異なる週齢の肥満糖尿病モデルマウス db/db マウスを用いて検討し

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. 早期週齢の db/db マウスに luseogliflozin を投与することで耐糖能や膵

β細胞機能を改善させた。また、膵β細胞増殖能を亢進させ膵β細胞

量を増加させた。 

2. そのメカニズムとして、膵島における酸化ストレス関連遺伝子の発現

の減少に加え Mafa、Pdx1、Nkx6.1 といった遺伝子発現の上昇が確認

された。また、免疫染色でも同様に膵β細胞内における Mafa の発現

の上昇を認めた。 

3. 異なる週齢の db/db マウスに luseogliflozin を投与し比較した検討で

は、週齢を問わず contorol 群に比べて luseo 群で耐糖能や膵β細胞機

能を改善させて、膵β細胞量を増加させた。 

4. 早期週齢からの luseogliflozin の投与は、晩期週齢からの投与に比べ 

有意に膵β細胞量を増加させた。 

 

これまで、糖尿病モデルマウスに SGLT2 阻害薬を投与して膵β細胞の

機能・量についての解析がなされてきているが、糖尿病発症早期または晩

期での SGLT2 阻害薬の効果について比較した報告はなかった。他の血糖

降下薬（liraglutide、pioglitazone または、その併用）では晩期からの投

与では、膵β細胞機能や膵β細胞量には効果作用が乏しくなることが明ら

かになっているが、我々は SGLT2 阻害薬には晩期からの投与でも部分的な

効果があることを解明した。また、早期からの治療介入の方が晩期からの

治療介入に比べより、その効果作用が大きかったことも解明した。 

第二章では、SGLT2 阻害薬を開始する際に、SU 薬を中止すべきか否か

を検討した。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。  
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1. SGLT2 阻害薬への切替え成功率は、Low-dose group は

Discontinuation group に比べ有意に高値であった (91.4 % vs. 75.9 %, 

p < 0.05)。  

2. 体重、BMI および AST は両群とも有意に減少したが、その減少効果の

大きさは Low-dose group と比較して Discontinuation group で有意に

大きかった。 

3. SGLT2 阻害薬を開始する際、HDL-C、SU 薬使用量、年齢は SU 薬を

中止か減量かを検討するうえで予測因子として有用であると考えられ

た。 

 

このように、SGLT2 阻害薬を開始するさい SU 薬を中止するか、最低用量

減量するかは、患者の治療目的に応じて考慮すべきであると考えられた。  

今回、SGLT2 阻害薬に着目し研究を行ったが、我々の知見が、今後の糖尿

病の将来の治療戦略の一助につながることを期待する。  
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