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略語表 

本論文においては以下の略語を用いた。 

ALT alanine aminotransferase 

ANK1 ankyrin 1 

AST aspartate aminotransferase 

BG biguanide 

BMI body mass index 

BUN blood urea nitrogen 

CCr creatinine clearance 

CDKAL1 
cyclin-dependent kinase 5 regulatory subunit-associated protein 

1-like 1 

CDKN 2A/B cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B 

CDS coding sequence 

CH3CN acetonitoril 

CH3OH methanol 

C2H5OH ethanol 

CI confidence interval 

CK creatine kinase 

CoA coenzyme A 



 

 

CPR C-peptide immunoreactivity 

DBP diastolic blood pressure 

dbSNP single nucleotide polymorphism database 

DNA deoxyribonucleic acid 

dNTP deoxynucleoside triphosphate 

DPDS 2,2’-dipyridyl disulfide 

DPP4i dipeptidyl peptidase-4 inhibitor 

EDTA ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

eGFR estimated glomerular filtration rate 

FPG fasting plasma glucose 

GA glycoalbumin 

GAD glutamic acid decarboxylase 

gDNA genomic DNA 

GLP-1 glucagon-like peptide-1 

GWAS Genome-Wide Association Study 

HbA1c hemoglobin A1c 

HDL-C high-density lipoprotein cholesterol 

HHEX hematopoietically-expressed homeobox protein 



 

 

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitor 

HOMA-R homeostasis model assessment insulin resistance 

HOMA-β homeostasis model assessment beta-cell function 

HPLC high-performance liquid chromatography 

IGF2BP2 insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2 

IS internal standard 

KCNJ11 potassium voltage-gated channel subfamily J member 11 

KCNQ1 potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1 

LDH lactate dehydrogenase 

LDL-C low-density lipoprotein cholesterol 

MCT monocarboxylate transporter 

MT mutant 

NBD-PZ 4-nitro-7-piperazino-2,1,3-benzoxadiazole 

ODS octadecylsilyl 

OGTT oral glucose tolerance test 

OR odds ratio 

PCR polymerase chain reaction 

PDH pyruvate dehydrogenase 



 

 

Q quartile 

QOL quality of life 

ROS reactive oxygen species 

SBP systolic blood pressure 

S-CPR serum C-peptide immunoreactivity 

S-Cr serum creatinine 

SGLT2i sodium-dependent glucose transporter 2 inhibitor 

SLC solute carrier 

SLC30A8 solute carrier family 30, member 8 

SNP single nucleotide polymorphism 

SU sulfonylurea 

T2D type 2 diabetes 

TCA tricarboxylic acid 

TCF7L2 transcription factor 7-like 2 

T-CHO total cholesterol 

TG triglyceride 

THF tetrahydrofuran 

TPP triphneylphosphine 



 

 

TZD thiazolidinediones 

UACR urine albumin-to-creatinine ratio 

U-CPR/day 24-hour urinary excretion rate of C-peptide immunoreactivity 

WT wild type 

αGI alpha-glucosidase inhibitor 

γ-GTP gamma-glutamyl transpeptidase 

ΔCPR delta C-peptide immunoreactivity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

序論 

糖尿病はインスリン作用不足により慢性的な高血糖をきたす疾患である。厚

生労働省発表の平成 28 年の国民健康・栄養調査結果では、糖尿病の疑いが強い

人 (糖尿病有病者) は約 1,000 万人を超え、糖尿病の可能性を否定できない人 

(糖尿病予備軍) の約 1,000 万人を含めると 2,000 万人と報告されており、社会的

に大きな問題となっている 1)。また、日本人の糖尿病患者の 95%を占めるのは  

2 型糖尿病であり、インスリンの分泌低下とインスリン抵抗性の増大が発症に関

わっている。  

2 型糖尿病の発症には、不摂生な食事、運動不足、肥満、アルコール、喫煙、

ストレスなどの環境因子の他に、日本人においては 2 型糖尿病関連遺伝子とし

て KCNJ11、TCF7L2、SLC30A8、CDKAL1、HHEX、IGF2BP2、CDKN2A/B、KCNQ1、

ANK1 等が報告されており 2-4)、2 型糖尿病はこの両因子が発症に関与する多因子

疾患であることが知られている。 

2 型糖尿病の慢性的な高血糖状態により糖尿病合併症が生じ、患者の quality of 

life (QOL) の著しい低下や生命予後を悪化させる。糖尿病合併症には、微小血管

障害である神経障害、網膜症、腎症 (糖尿病三大合併症) や大血管障害である虚

血性心疾患、脳血管障害、末梢動脈疾患、糖尿病壊疽等の糖尿病足病変が知ら

れている。その他にも骨折リスク、手根管症候群等の手の病変、歯周病に加え、

近年では認知症 5-10)や悪性疾患 11, 12)との関連も多く報告されている。今後もさら

なる患者数の増加が懸念されており、糖尿病の早期発見・合併症の予防、進展

抑制が極めて重要となることから糖尿病病態を評価する因子の探索が行われて

いる。 

乳酸は光学異性体であり、ヒトでは大部分が L-乳酸として存在し、D-乳酸は

L-乳酸の約 1-5%程度である 13)。L-乳酸は嫌気的解糖系経路で産生されることが
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知られており、血漿中の L-乳酸濃度は解糖速度と相関し、ミトコンドリアの酸

化能 (oxidative capacity) を反映すると考えられている 14)。酸化能の低下は 2 型

糖尿病と強く相関することが示されており 15)、近年、いくつかの臨床研究にお

いて、酸化能とエネルギー消費の指標となる血漿乳酸値の上昇とインスリン抵

抗性が関連し 16, 17)、2 型糖尿病と深く関わることが報告されている (Figure 1) 18)。

一方で、D-乳酸はヒトでは主にメチルグリオキサール経路と腸内細菌による経

路で産生され、糖尿病、感染症、潰瘍性大腸炎、腸管手術後の患者において血

中 D-乳酸が上昇することが知られている 19-21)。また糖原性アミノ酸である血漿

中アラニン値は、2 型糖尿病病態時に糖新生の亢進によって変動することが報告

されている (Figure 1) 22, 23)。しかしながら、これらの報告はいずれも血漿中の

L-、D-乳酸およびアラニン値の採血の測定時点が不明であり、血糖値や

Hemoglobin A1c (HbA1c) といった既知の糖尿病診断マーカーとの関連性は未だ

に不明な点が多いのが現状である。 

一方、骨格筋は人体の乳酸代謝に重要な役割を果たしており、乳酸の産生や

消費を行っている 24)。乳酸の輸送にはモノカルボン酸トランスポーター 

(Monocarboxylate transporter; MCT) が関与しており、MCT (SLC16) ファミリーは

14 種類のアイソフォームが報告されている。このうち MCT1-4 は乳酸やピルビ

ン酸などの代謝中間体を輸送する 25, 26)。乳酸は骨格筋では主にMCT1 (SLC16A1) 

と MCT4 (SLC16A3) を介して骨格筋の細胞膜を通過し、細胞内外にプロトンと

共輸送される。当研究室において、MCT1 と MCT4 による L-乳酸輸送が pH 依

存的に変動することを明らかにしている 27, 28)。MCT1 および MCT4 と糖尿病の

関連については、健常人と比較して 2 型糖尿病患者における骨格筋の MCT4 タ

ンパク発現には差はないものの、MCT1 タンパク発現は大幅に減少しており、骨

格筋の乳酸輸送能も低下することが報告されている 29)。我々は先行研究で、日



3 

 

本の健常人において MCT1 と MCT4 の遺伝子多型が存在することを報告してき

たが 30)、MCT1 遺伝子多型は運動機能 31, 32)やケトアシドーシス 33)等と関連する

との報告がなされているものの、2 型糖尿病と MCT やその遺伝子多型の関連性

についての知見は乏しく、未だに不明な点が多い。そこで本研究では糖尿病病

態の予測因子の探索を目的に、第一に酸化能マーカーである乳酸値や糖原性ア

ミノ酸であるアラニン値の血中濃度と血糖値や HbA1c といった既知の糖尿病診

断マーカーとの関連性を検証し、第二に MCT 遺伝子多型が糖尿病病態に及ぼす

影響を精査することで、2 型糖尿病の進展予防の一助とすることとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Association between type2 diabetes and metabolic energy source 
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第一章 代謝エネルギー源の乳酸、アラニン値と 2 型糖尿病病態との関連 

  

第一節 緒言 

我が国の糖尿病の大部分を占めるのは 2 型糖尿病であり、生活環境の変化に

より、今後も患者数の増加が懸念される。糖尿病三大合併症として網膜症、腎

症、神経障害が知られており、病態の進行により糖尿病網膜症では年 3,000 人が

失明し、糖尿病腎症は新規透析導入原因の第 1 位となっている。そのため糖尿

病の進展予防が極めて重要となることから糖尿病病態を評価する因子の探索は

急務である。 

2 型糖尿病の進行には骨格筋における酸化能の低下の関与が示唆されており、

乳酸値とインスリン抵抗性のマーカーとの関連が海外において報告されている

16, 17, 34)。しかし、これらの報告では血漿中の L-、D-乳酸値およびアラニン値の

測定時点が不明であり、既知の糖尿病診断マーカーとの関連性においても未だ

に不明な点が多い。そこで、本章では、糖尿病病態と代謝エネルギー源である

乳酸値およびアラニン値との関連性を明らかにするため、診療情報から得られ

た既知の糖尿病診断マーカー (血糖値、HbA1c)、インスリン分泌能、肝酵素、

血中脂質濃度、患者基本情報、糖尿病三大合併症 (腎機能、糖尿病性網膜症、神

経障害)、大血管障害 (心血管疾患、脳血管疾患)、服用薬等との関連性を検討し

た。 
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第二節 試験方法 

第一項 試験デザイン 

本研究は2014年4月から2017年3月に北海道大学病院内科II病棟に入院し、臨床

研究の同意を得た2型糖尿病患者83名を対象とした前向き観察研究である   

(Figure 2)。また、本研究はヘルシンキ宣言および臨床研究に関する倫理指針 (平

成20年7月31日改正、以下臨床研究倫理指針) を遵守し、北海道大学病院 自主臨

床研究審査委員会の承認を得て行った (臨床研究番号: 自013-0196)。 

(1) 選択基準 

① 同意取得時における年齢が20歳以上の患者 

② 日本糖尿病学会発表の2010年糖尿病の診断基準により糖尿病型と診断され

た2型糖尿病患者 [血糖値 (空腹時 ≥126 mg/dL、oral glucose tolerance test 

[OGTT] 2時間 ≥200 mg/dL、随時 ≥200 mg/dLのいずれか)、HbA1c (NGSP)

 値 ≥6.5%] 

③ 本研究の参加にあたり十分な説明を受けた後、理解の上、患者本人の自由

意思による文書同意が得られた患者 

 

(2) 除外基準 

① 1型糖尿病と診断を受けているまたは、グルタミン酸デカルボキシラーゼ 

(glutamic acid decarboxylase; GAD) 抗体等の膵臓関連自己抗体が陽性の患

者 

② 呼吸不全や肝不全の診断を受けている患者 

③ 研究責任者が被験者として不適当と判断した患者 
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Initial registration (n = 86)

Patients with Type 2 Diabetes who were hospitalized

at the Hokkaido University Hospital and acquired written informed consent 

(April 2014～ March 2017)

Excluded after consent (n = 3)

Did not meet inclusion criteria

Study participants (n = 83)

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Flowchart of Study Participants 

 

第二項 評価項目 

以下の項目を評価項目として設定した。 

(1) 主要評価項目 

① L-、D-乳酸値およびアラニン値と既知の糖尿病診断マーカー(早朝空腹時血

漿血糖値 [fasting plasma glucose; FPG]、HbA1c) との相関性 

(2) 副次的評価項目 

① L-、D-乳酸値およびアラニン値と他の診療情報 (インスリン分泌能、肝酵

素、血中脂質濃度、患者基本情報、糖尿病合併症、服用薬等) との関連性 

② MCT基質であるL-乳酸値を輸送するMCT1およびMCT4遺伝子多型におけ

る健常人との頻度の違いやこれらのMCT遺伝子多型と診療情報 (既知の糖

尿病診断マーカー、インスリン分泌能、肝酵素、血中脂質濃度、患者基本

情報、糖尿病合併症、服用薬等) との関連性 
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第三項 症例数の設定根拠 

本研究の主要評価項目である2型糖尿病患者におけるL-、D-乳酸値およびアラ

ニン値と既知の糖尿病診断マーカーとの相関性を評価するため、関連ありとする

相関係数の絶対値を0.3と設定し、両側有意水準5% (αエラー0.05)、検出力80%  

(βエラー0.2) として必要症例数を算出した。 

 

第四項 統計解析 

本研究では以下の統計解析方法を用いて解析を行った。 

(1) L-、D-乳酸値およびアラニン値と既知の糖尿病診断マーカーや診療情報と 

の相関 

Spearman’s rank correlation test 

(2) L-乳酸値四分位数 (L-lactate quartiles) 解析 

Kruskal-Wallis test、Steel-Dwass test 

(3) 両群間での L-乳酸値の比較 

Mann-Whitney’s U testあるいはFisher's exact test、Logistic regression analysis 

統計解析処理の後、P<0.05を統計学的有意差ありと判定した。 

 

統計解析はEXCEL統計Ver.7.0、JMP® Pro 14.0.0、SPSS version 23を用いて行っ

た。 
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第三節 実験材料および実験方法 

第一項 患者検体 

L-、D-乳酸値、アラニン値および遺伝子多型の測定に用いた血液検体は、入

院日翌日の早朝に10時間以上絶食した状態で採取した。血漿乳酸値およびDNA

配列決定に用いる血液は3 mL potassium-EDTA tubes (Becton Dickinson and  

Company [BD], USA)、血漿アラニン値の測定に用いる血液は3 mL lithium-   

heparin tubes (BD) の採血管に採取した。 

検体はすぐに氷上に静置し、30~60分以内に以下の方法で処理した。 

 

(1)  乳酸値測定用検体は遠心分離 (2,000 × g, 10 min, 4°C) を行い、得られた

血漿をマイクロ遠心チューブに移し、測定時まで-80°Cで保管した。 

(2)  アラニン値測定用検体は遠心分離 (500 × g, 8 min, 4°C) を行い、得られ

た血漿をマイクロ遠心チューブに移し、測定時まで-80°Cで保管した。 

(3)  遺伝子多型測定用検体は全血にてマイクロ遠心チューブに測定時まで   

 -80°Cで保管した。 

(4)  ラクテートプロTM2LT-1730® (簡易血中乳酸濃度測定器) 

ラクテートプロTM2LT-1730®を使用し、他の採血と同じタイミングで指先か

ら血液5 μl（米粒半分程度）の1点採血を行った。 

 

第二項 患者診療録 

以下の項目について患者診療録から情報を得た (Table 1)。 

(1) 糖尿病診断マーカー：FPG、HbA1c、glycoalbumin (GA) 

(2) 患者基本情報：年齢、性別、罹病期間、喫煙状態、飲酒状況、身長、体

重、Body Mass Index (BMI)、腹囲、内臓脂肪量、収縮期、拡張期血圧 

(3) インスリン分泌能指標：グルカゴン負荷試験、尿中または血中CPR 
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(delta C-peptide immunoreactivity [ΔCPR], serum C-peptide immunoreactivity

 [S-CPR], 24-hour urinary excretion rate of C-peptide immunoreactivity  

[U-CPR/day])、Homeostasis model assessment beta-cell function (HOMA-β) 

(4) インスリン抵抗性指標：Homeostasis model assessment insulin resistance    

(HOMA-R) 

(5) 肝酵素：aspartate aminotransferase (AST)、alanine aminotransferase (ALT)、

gamma-glutamyl transpeptidase (γ-GTP)、lactate dehydrogenase (LDH) 

(6) 腎機能：Urine albumin-to-creatinine ratio (UACR)、 

estimated glomerular filtration rate (eGFR)、serum creatinine (S-Cr)、 

blood urea nitrogen (BUN)、creatinine clearance (CCr) 

(7) 血中脂質濃度：総コレステロール (total cholesterol; T-CHO)、LDLコレステ

ロール (low-density lipoprotein cholesterol; LDL-C)、HDLコレステロール 

(high-density lipoprotein cholesterol; HDL-C)、トリグリセリド (triglyceride;  

TG)、LDL-C:HDL-C ratio (LDL-C/HDL-C)、TG:HDL-C ratio (TG/HDL-C) 

(8) 糖尿病三大合併症 (糖尿病網膜症・糖尿病腎症・糖尿病神経障害)、冠

動脈疾患、脳血管障害、動脈硬化の有無 

(9) 疾患名、治療内容（服用薬・用法・用量・使用期間等） 

上記、臨床検査値は入院日翌日の早朝空腹時に同時に採血した血液データ

である。 
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Table 1 Laboratory data  

Indices of diabetes FPG, HbA1c, GA 

Basic information 
Age, Gender, Duration of diabetes, Smoking status, Alcohol intake 

Family history, Height, Body weight, BMI, Waist, Visceral fat, SBP, DBP 
Insulin secretion ΔCPR, S-CPR, U-CPR/day, HOMA-β 

Insulin resistance HOMA-R   

Kidney function test UACR, eGFR, S-Cr, BUN, CCr 

Liver enzyme activity AST, ALT, LDH, γ-GTP 

Blood lipid concentration T-CHO, LDL-C, HDL-C, TG, LDL-C/HDL-C, TG/HDL-C 

Diabetes complications 
Diabetic retinopathy, Diabetic nephropathy, Diabetic neuropathy  

Coronary artery disease, Cerebrovascular disease 

Medication use 
SU, Glinide, BG, TZD, DPP4i, GLP-1, αGI, SGLT2i, Insulin 

Lipid-lowering drug (including HMG-CoA), Antihypertensive drug 

SU, sulfonylurea; BG, biguanide; TZD, thiazolidinediones; DPP4i, dipeptidyl   

peptidase-4 inhibitor; GLP-1, glucagon-like peptide-1; αGI, alpha-glucosidase      

inhibitor; SGLT2i, sodium-dependent glucose transporter 2 inhibitor; HMG-CoA, 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitor;  
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第三項 L-、D-乳酸値測定 

(1) 試薬 

使用した主な試薬と購入先を以下に示す。 

試薬名 

4-nitro-7-piperazino-2,1,3-benzoxadiazole 

(NBD-PZ) 

Triphneylphosphine (TPP) 

2,2’-dipyridyl disulfide (DPDS) 

Sodium D-lactate 

Sodium L-lactate 

Methanol (CH3OH) 

Acetonitoril (CH3CN) 

Formic Acid (abt.99%) 

 

購入先 

東京化成工業 

 

東京化成工業 

東京化成工業 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

富士フイルム和光純薬 

富士フイルム和光純薬 

富士フイルム和光純薬 

 

その他の試薬は Sigma-Aldrich、富士フイルム和光純薬、ナカライテスク等の特

級および生化学用のものを用いた。 

 

(2) 機器 

Pump (HITACHI L-7100)、Column oven (Shimadzu CTO-6A)、Detector (HITACHI 

L-7485)、Chromato-PRO (Run Time Instruments) 

 

(3) 解析ソフト 

Chromato-PRO バージョン5.0.0.199 (Run Time Instruments) 
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(4) 乳酸蛍光誘導体化反応 

 第一章、第三節、第一項で得られた血漿を検討に用いた。血漿中のL-およびD-

乳酸の蛍光誘導体化は、Hasegawaらの方法に準拠した20)。血漿80 μLに蒸留水 

50 μLを加え、さらに除タンパク処理のためにCH3OH/CH3CN (1:1) 280 μLを添

加し、この混合溶液を1 分間撹拌した後に遠心分離 (800 × g, 5 min, 4°C) を行

った。この上清をコスモフィルターW® (ナカライテスク) でろ過した後、この溶

液40 μLを遮光エッペンドルフチューブに移し、2 mM NBD-PZ dissolved in   

CH3CN 100 μL、200 mM TPP dissolved in CH3CN 30 μL、200 mM DPDS   

dissolved in CH3CN 30 μLを添加し、この混合溶液を数秒間撹拌した後、室温で

2時間反応させた。その後、5% formic acid 水溶液200 μLを添加し、この混合溶

液を数秒間撹拌し反応を停止させた。誘導体化したこの溶液300 μLをエッペンド

ルフチューブに移し、エバポレーターで120分間遠心濃縮後、移動相120 μLに溶

解し、これをhigh-performance liquid chromatography (HPLC) サンプルとして、 

70 μLをインジェクションした (Figure 3)。 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Plasma L- and D-lactate fluorescent derivatization flowchart 

 

(5) HPLC 

Table 2に示す条件でHPLCにより定量を行った。 

 

Plasma       80 μL
H2O 50 μL
mixture      130 μL

+ 2mM NBD-PZ 100 μL

+ 200mM TPP   30 μL
+ 200mM DPDS 30 μL

Supernatant        40 μL

Derivatization

Centrifuge
(800 ×g, 5 min)

+ CH3OH/CH3CN(1/1)

280 µL

Deproteination

Vortex (2,3 sec) 
Stand (2 hr, r. t.)

+ 5％HCOOH

200 µL

Stop the reaction

300 μL

Dried

Mobile phase 120 μL

70 μL injection

Reconstituted
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Table 2 L-, D-lactate HPLC condition 

Column          CHIRALPAK AD-RH (5 µm, 4.6×150 mm I.D.) (Daicel) 

Column Temp. 35°C 

Flow rate          1.0 mL/min 

Total run time    40 min 

Detection         FL Ex 491 nm, Em 547 nm 

Eluent          A) CH3OH/HCOOH (pH 2.0) = 3/7, v/v 
 B) CH3OH 
 A/B = 10/90, v/v 

Injection          70 μL 

 

(6) クロマトグラム 

2 mMの L-およびD-乳酸のHPLCサンプルのクロマトグラムを Figure 4に示し

た。保持時間はそれぞれ 20.0 min、12.5 min であり、ピークの分離に成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Typical HPLC chromatogram of quantifying plasma L- and D-lactate  
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(7) 検量線 

① 本測定系の L-乳酸の定量限界は 125 μM であった。L-乳酸濃度 125 μM ~2 

mM における area 5 点で描いた検量線は、相関係数 R ≥0.99 であり良好な

直線性を示した (Figure 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Calibration curve of L-lactate concentration 

 

② 本測定系の D-乳酸の定量限界は 125 μM であった。D-乳酸濃度 125 μM 

~2,000 μM における area 5 点で描いた検量線は、相関係数 R ≥0.99 であり

良好な直線性を示した (Figure 6)。 
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Figure 6 Calibration curve of D-lactate concentration 

 

(8) ラクテートプロ TM2LT-1730® (簡易血中乳酸濃度測定器) 

ラクテートプロ TM2LT-1730® (アークレイ) は簡易血中乳酸濃度測定器であり、

必要な血液量が 5 μl と米粒の半分程度で指先からの採血で済み、侵襲性が少な

く簡便な方法である。測定原理はセンサーの電極上に塗布された試薬であるフ

ェリシアン化カリウムとラクテートオキシダーゼとの酵素反応を用いて血液中

の L-乳酸濃度に応じて発生する電流を測定する方法である 35)。検査室で汎用さ

れる血漿乳酸測定試薬であるデタミナーLA® 36)と良好な相関があるため、L-乳酸

値の測定法として検討した。測定タイミングに関しては第一章、第三節、第一

項に示した。 
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第四項 アラニン値測定 

(1) 試薬 

使用した主な試薬と購入先を以下に示す。 

試薬名 

L-alanine 

L-norleucine 

AccQ Fluor Reagent Kit 

AccQ Fluor Reagent 

Methanol (CH3OH) 

Na2HPO4・12H2O 

NaH2PO4・2H2O 

Tetrahydrofuran (THF) 

 

購入先 

富士フイルム和光純薬 

Sigma-Aldrich 

Waters 

Waters 

富士フイルム和光純薬 

ナカライテスク 

ナカライテスク 

ナカライテスク 

その他の試薬は Sigma-Aldrich、富士フイルム和光純薬、ナカライテスク等の特

級および生化学用のものを用いた。 

 

(2) 機器 

Heat Block (ASONE EB-303)、Pump (HITACHI L-7100)、Column oven (Shimadzu

 CTO-6A)、Detector (HITACHI L-7485)、Chromato-PRO (Run Time Instruments) 

 

(3) 解析ソフト 

Chromato-PRO バージョン5.0.0.199 (Run Time Instruments) 
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(4) アミノ酸誘導体化反応 

第一章、第三節、第一項で得られた血漿を検討に用いた。血漿中のアラニンの

アミノ酸誘導体化は、Wangらの方法に準拠した37)。血漿70 µLに3 mM       

L-norleucine (IS) 30 µLを加え、この混合溶液10 µLにAccQ Fluor Borate Buffer

70 µLを添加した。さらにAccQ Fluor Reagent 20 µLを添加し、直ちに10秒間撹

拌して室温で1分間静置した後、55°Cで10分間加熱して誘導体化反応を行った。

誘導体化後は、CH3OH 100 µLを添加して遠心分離 (15,000 × g, 5 min, 4°C) 

し、除タンパク処理を行った。これをHPLCサンプルとして、10 µLをインジェ

クションした (Figure 7)。 

 

 

 

 

Figure 7 Amino acid derivatization flowchart 

 

(5) HPLC 

Table 3に示す条件でHPLCにより定量を行った。 

 

Table 3 Alanine HPLC condition 

Column          Inertsil ODS-3 (3 μm, 4.6×100 mm I.D.) (GLScience) 

Column Temp. 40°C 

Flow rate          1.2 mL/min 

Total run time    30 min 

Detection         FL Ex 340 nm, Em 450 nm 

Eluent          A) CH3OH/50 mM Na2HPO4/50 mM NaH2PO4/THF=10/45/45/1, v/v/v/v 
 B) CH3OH/50 mM Na2HPO4/50 mM NaH2PO4=3/1/1, v/v/v 
 A/B = 100/0 - 15 min - 65/35 - 15 min - 0/100, v/v   

Injection          10 μL 

Plasma                      70 μL
3mM L-Norleucine (IS) 30 μL

mixture              100 μL

+ AccQ Fluor Borate Buffer 70 μL

+ AccQ Fluor Reagent 20 μL
10 μL

Supernatant 

10 μL injection

Vortex (10 sec)
Stand (1 min, r. t.)

Heat (55 ℃, 10 min )

+ CH3OH 100 μL

Centrifuge
(15,000 ×g, 5 min)

DeproteinationDerivatization
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(6) クロマトグラム 

50 µM アラニンおよび 45 µM ノルロイシン (IS) の HPLC サンプルのクロマト

グラムを Figure 8 に示した。保持時間はそれぞれ 12.5 min、27.5 min であり、ピ

ークの分離に成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 Typical HPLC chromatogram of quantifying plasma alanine 

 

(7) 検量線 

本測定系のアラニンの定量限界は 2.5 μM であった。アラニン 2.5~50 μM にお

ける peak area ratio (alanine/norleucine) 5 点で描いた検量線は相関係数 R ≥0.99 で

あり良好な直線性を示した (Figure 9)。 
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Figure 9 Calibration curve of plasma alanine concentration 
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第四節 結果 

第一項 患者背景 

 本研究に登録された 2 型糖尿病患者 83 名の患者背景を Table 4 に示す。

Reference range は北海道大学病院の正常基準値範囲を示している。血漿中の

L-乳酸値及びアラニン値の中央値は基準値内であったが、D-乳酸値は基準 13)と

比較して高値を示した。また、FPG および HbA1c を含む糖尿病診断マーカーは

基準値と比較して高く、高血糖であった。一方、インスリン分泌の指標 (ΔCPR、

S-CPR、U-CPR/day)、糖尿病性腎症の指標 (UACR、eGFR、S-Cr)、肝酵素 (AST、

ALT、γ-GTP、LDH) ならびに脂質マーカー (LDL、HDL-C、TG) は基準範囲内

であった。インスリン抵抗性の指標 HOMA-R は基準より高く、インスリン抵抗

性が認められた。また、動脈硬化の指標である LDL-C/HDL-C は高値であった。

その他に BMI や腹囲に関しても基準値と比較して高値を示した。糖尿病合併症

に関しては神経障害、網膜症ならびに腎症の有病率はそれぞれ 77.5%、43.4%、

34.9%であった。また、血糖降下薬に関する使用はビグアナイド薬、DPP4 阻害

薬、インスリンが上位を占め、2 型糖尿病治療として標準的な傾向を示した。 
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Table 4 Patient characteristics 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data are medians (interquartile range) or % 

Parameters Measured value range Reference range

L-lactate (mM) 1.4 ( 1.2 － 1.6 ) 0.44 － 1.5 

D-lactate (μM) 198.5 ( 134.9 － 377.4 ) 13.0 － 48.0 

Alanine (μM) 291.9 ( 254.7 － 373.9 ) 180 － 560 

Indices of diabetes

FPG (mg/dL) 141.0 ( 119 － 178 ) 73 － 109 

HbA1c (%) 8.2 ( 7.6 － 9.7 ) 4.9 － 6.0 

GA (%) 20.1 ( 16.1 － 24.2 ) 12.3 － 16.5 

Basic information

Age (years) 60 ( 48 － 67 )

Duration of diabetes (years) 11.5 ( 5 － 18 )

Gender (Male %) 56.6 

Smoking status

never (%) 33 

former (%) 37 

current (%) 30 

Alcohol intake

never (%) 53 

current (%) 47 

Family history (%) 63.3

Height (cm) 163.8 ( 157.4 － 171.1 )

Body weight (kg) 72.2 ( 61.3 － 87.6 )

BMI (kg/m2) 26.8 ( 23.2 － 31.7 ) <25

Waist (cm) 94.0 ( 85.5 － 104.0 )

Visceral fat (cm2) 98.0 ( 63.0 － 131.0 ) <100

SBP (mmHg) 130 ( 117 － 148 ) <140

DBP (mmHg) 74 ( 67 － 84 ) <90

Insulin secretion

ΔCPR (ng/mL) 1.48 ( 0.8 － 2.6 ) 2.0 －
S-CPR (ng/mL) 2.14 ( 1.00 － 2.90 ) 0.69 － 2.45 

U-CPR/day (μg/day) 50.8 ( 36.1 － 82.6 ) 53.6 － 130.8 

HOMA-β (%) 44.1 ( 21.5 － 71.1 ) 40.0 － 100 

Insulin resistance HOMA-R 3.0 ( 1.8 － 5.2 ) ≤1.6

Kidney function test

UACR (mg/g･Cr) 12.3 ( 5.9 － 59.2 )

eGFR (mL/min/1.73m2) 74.5 ( 58.8 － 88.0 )

S-Cr (mg/dL) 0.7 ( 0.6 － 0.9 )
M 0.65 － 1.07 

F 0.46 － 0.79 

BUN (mg/dL) 14 ( 12 － 17 ) 8 － 20 

CCr (mL/min/1.73m2) 106.9 ( 80.8 － 129.9 ) 108.6 － 191.2 

Liver enzyme activity

AST (U/L) 22 ( 17 － 32 ) 13 － 30 

ALT (U/L) 22 ( 16 － 41 )
M 10 － 42 

F  7 － 23 

LDH (U/L) 167 ( 145 － 203 ) 124 － 222 

γ-GTP (U/L) 26 ( 17 － 46 )
M 13 － 64 

F  9 － 32 

Blood lipid concentration

T-CHO (mg/dL) 166 ( 147 － 186 ) 142 － 248 

LDL-C (mg/dL) 100 ( 80 － 124 ) 65 － 139 

HDL-C (mg/dL) 45 ( 37 － 53 )
M 40 － 90 

F 40 － 103 

TG (mg/dL) 112 ( 86 － 159 )
M 40 － 149 

F 30 － 149 

LDL-C/HDL-C 2.13 ( 1.71 － 2.94 ) 0.00 － 1.50 

TG/HDL-C 2.40 ( 1.79 － 4.09 )

CK (U/L) 88 ( 57 － 110 )
M 59 － 248 

F 41 － 153 

Diabetic complications

Diabetic nephropathy (%) 34.9 

Diabetic retinopathy (%) 43.4 

Diabetic neuropathy (%) 77.5 

Coronary artery disease (%) 22.9 

Cerebrovascular disease (%) 20.5 

Medication use

SU (%) 28.9 

Glinide (%) 3.6 

BG (%) 63.9 

TZD (%) 8.4 

DPP4i (%) 49.4 

GLP-1 (%) 16.9 

αGI (%) 15.7 

SGLT2i (%) 6.0 

Insulin (%) 41.0 

Lipid-lowering drug (%) 63.9 

HMG-CoA (%) 51.8 

Antihypertensive drug (%) 53.0 



22 

 

第二項 血漿L-、D-乳酸値およびアラニン値と既知の糖尿病診断マーカーとの

相関解析 

L-、D-乳酸値およびアラニン値と既知の糖尿病診断マーカー (FPG および

HBA1c)との相関解析の結果を Figure 10 に示す。 

L-乳酸値は FPG (ρ=0.388, p=0.0003) と有意な正の相関が認められ、HbA1c 

(ρ=0.294, p=0.007) に関しても同様に有意な関連を示した (Figure 10A, B)。一

方で、D-乳酸値やアラニン値は既知の糖尿病診断マーカーと有意な相関は認め

られなかった (Figure 10C, D, E, F)。 
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Figure 10 Correlation between plasma L-, D-lactate and alanine levels and diabetes 

markers in Japanese patients with type 2 diabetes (T2D) 

Correlation between plasma L-lactate (A, B), D-lactate (C, D), and alanine (E, F) levels and the 

diabetes markers including fasting plasma glucose (FPG) and hemoglobin A1c (HbA1c) in 

Japanese patients with T2D. 

 

さらに L-乳酸値四分位数解析では、FPG は L-乳酸値第 1 四分位数 (quartile 1; 

Q1) と比較して、L-乳酸値第 3 四分位数 (quartile 3; Q3) および L-乳酸値第 4 四

分位数 (quartile 4; Q4) において有意に高い値を示した (Figure 11A)。また、

HbA1c に関しては L-乳酸値第１四分位数 (Q1) と比較し、L-乳酸値第 4 四分位
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数 (Q4) において有意に高いことが示された (Figure 11B)。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 Comparison of fasting plasma glucose (FPG) and hemoglobin A1c 

(HbA1c) concentrations among the L-lactate quartiles 

Comparison of fasting plasma glucose (FPG) (A) and hemoglobin A1c (HbA1c) (B) 

concentrations among the L-lactate quartiles. p < 0.05 was considered to represent statistical 

significance. 
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第三項 血漿L-、D-乳酸値およびアラニン値と他の診療情報との相関解析 

L-、D-乳酸値およびアラニン値と他の診療情報との相関解析の結果を Table 5、

Table 6 ならびに Table 7 に示す。 

 

Table 5 Spearman’s rank correlation coefficients (vs. L-lactate concentration) 

Parameters Correlation coefficient (ρ) P value

Indices of diabetes

FPG 0.388 < 0.001 

HbA1c 0.294 0.007 

GA 0.238 0.048 

Basic information

Age -0.107 0.334 

Duration of diabetes 0.015 0.897 

Body weight 0.189 0.088 

BMI 0.165 0.136 

Waist 0.188 0.101 

Visceral fat 0.131 0.255 

SBP -0.119 0.282 

DBP 0.105 0.344 

Insulin secretion

ΔCPR -0.051 0.648 

S-CPR 0.111 0.316 

U-CPR/day -0.042 0.709 

HOMA-β -0.245 0.083 

Insulin resistance HOMA-R 0.173 0.224 

Kidney function test

UACR 0.086 0.445 

eGFR 0.178 0.107 

S-Cr -0.026 0.813 

BUN 0.007 0.949 

CCr 0.170 0.143 

Liver  enzyme activity

AST 0.162 0.143 

ALT 0.253 0.021 

LDH 0.024 0.828 

γ-GTP 0.304 0.005 

Blood lipid concentration

LDL-C 0.007 0.951 

HDL-C -0.123 0.269 

TG 0.301 0.006 

LDL-C/HDL-C 0.117 0.293 

TG/HDL-C 0.259 0.018 
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Parameters Correlation coefficient (ρ) P value

Indices of diabetes

FPG -0.015 0.892 

HbA1c -0.080 0.473 

GA -0.117 0.336 

Basic information

Age -0.209 0.057 

Duration of diabetes -0.087 0.444 

Body weight 0.155 0.161 

BMI 0.135 0.224 

Waist 0.132 0.252 

Visceral fat 0.154 0.182 

SBP 0.049 0.660 

DBP 0.177 0.108 

Insulin secretion

ΔCPR 0.143 0.201 

S-CPR 0.086 0.438 

U-CPR/day -0.134 0.234 

HOMA-β 0.170 0.233 

Insulin resistance HOMA-R 0.259 0.067 

Kidney function test

UACR 0.077 0.492 

eGFR -0.077 0.489 

S-Cr 0.148 0.181 

BUN 0.080 0.474 

CCr -0.056 0.628 

Liver  enzyme activity

AST 0.141 0.203 

ALT 0.139 0.210 

LDH -0.053 0.634 

γ-GTP -0.028 0.805 

Blood lipid concentration

LDL-C -0.111 0.319 

HDL-C 0.044 0.692 

TG -0.060 0.589 

LDL-C/HDL-C -0.107 0.335 

TG/HDL-C -0.067 0.545 

Table 6 Spearman’s rank correlation coefficients (vs. D-lactate concentration) 
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Table 7 Spearman’s rank correlation coefficients (vs. alanine concentration) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L-乳酸値は肝酵素である ALT と有意な関連を認め、γ-GTP に関しても同様に

有意な正の相関を示した (Figure 12B, C)。しかしながら、AST との間には有意

な相関はみられなかった (Figure 12A)。また、D-乳酸値またはアラニン値と肝

酵素との間に有意な相関は認められなかった (Figure 12D, E, F, G, H, I)。 

 

 

Parameters Correlation coefficient (ρ) P value

Indices of diabetes

FPG 0.133 0.230 

HbA1c 0.100 0.374 

GA 0.097 0.423 

Basic information

Age 0.162 0.143 

Duration of diabetes 0.170 0.131 

Body weight 0.084 0.449 

BMI 0.077 0.490 

Waist 0.007 0.949 

Visceral fat -0.008 0.943 

SBP -0.024 0.829 

DBP -0.064 0.567 

Insulin secretion

ΔCPR -0.204 0.066 

S-CPR 0.006 0.957 

U-CPR/day -0.208 0.062 

HOMA-β 0.217 0.126 

Insulin resistance HOMA-R 0.313 0.025 

Kidney function test

UACR -0.027 0.811 

eGFR -0.021 0.848 

S-Cr -0.008 0.943 

BUN -0.008 0.941 

CCr -0.045 0.703 

Liver  enzyme activity

AST 0.157 0.155 

ALT 0.135 0.225 

LDH 0.246 0.025 

γ-GTP 0.167 0.131 

Blood lipid concentration

LDL-C -0.102 0.357 

HDL-C -0.024 0.832 

TG 0.083 0.455 

LDL-C/HDL-C -0.038 0.730 

TG/HDL-C 0.055 0.621 
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Figure 12 Correlations between plasma L-lactate D-lactate, or alanine 

concentrations and liver enzyme activities  

Correlations between plasma L-lactate (A-C), D-lactate (D-F), or alanine (G-I) and liver enzyme 

activities (aspartate aminotransferase [AST], alanine aminotransferase [ALT], and 

gamma-glutamyl transpeptidase [γ-GTP]). 
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さらに L-乳酸値四分位数解析では、ALT は L-乳酸値第１四分位数(Q1)と比較

して L-乳酸値第 4 四分位数(Q4)において有意に高かった。γ-GTP は、L-乳酸値

第１四分位数(Q1)と比較し、L-乳酸値第 3 四分位数(Q3)および L-乳酸値第 4 四分

位数(Q4)において有意に高い値を示した (Figure 13A, B)。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 Comparison of alanine aminotransferase (ALT), and gamma-glutamyl 

transpeptidase (γ-GTP) among the L-lactate quartiles 

Comparison of alanine aminotransferase (ALT) (A) and gamma-glutamyl transpeptidase 

(γ-GTP) (B) among the L-lactate quartiles. p < 0.05 was considered to represent statistical 

significance. 

 

また、L-乳酸値は TG と有意な正の相関が認められ、TG/HDL 比に関しても有

意な関連性を示した (Figure 14A, B)。一方で、D-乳酸値およびアラニン値とこ

れらのマーカーのいずれとの間にも有意な相関はみられなかった (Figure 14C, 

D, E, F)。 
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Figure 14 Correlations between plasma L-lactate D-lactate, or alanine 

concentrations and blood lipid concentration   

Correlations between plasma L-lactate (A, B), D-lactate (C, D), or alanine (E, F) and plasma 

triglyceride (TG) concentration and the TG: HDL-C ratio (TG/HDL-C). 
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第四項 L-乳酸値正常群、異常群の2群間における検査値および患者背景の解析 

  L-乳酸値を正常群、異常群の 2 群に分けた際の検査値および患者背景に関

して差があるかを検証した (Table 8)。 

乳酸値異常群において乳酸値正常群と比較して糖尿病診断マーカーである

FPG および HbA1c、肝酵素の ALT、γ-GTP、脂質マーカーの TG、TG/HDL 比に

おいて有意に高く、2 群間の比較においても Spearman’s rank correlation test と類

似した結果となった。また、年齢や性別、罹病期間、喫煙状況、飲酒状況、体

重、BMI、腹囲、内臓脂肪量、血圧、インスリン分泌能、糖尿病合併症、服用薬

に関しては両群間では有意な差は認められなかった。 
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Table 8 Mann-Whitney U and chi-square test data for L-lactate concentration, 

comparing patients with normolacticacidemia and hyperlacticacidemia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data are medians (interquartile range) or %. 

 

第五項 L-乳酸値正常群、異常群の2群間におけるロジスティック回帰分析 

 L-乳酸値が糖尿病診断マーカーと有意な相関が認められたことから、これら

の糖尿病診断マーカーが乳酸上昇に影響する独立因子となるか検討するためロ

ジスティック回帰分析を行った。従属変数を L-乳酸値正常群、異常群の 2 値と

Parameters

L-lactate (0.56 – 1.50 mM) P value

normolacticacidemia hyperlacticacidemia

normolacticacidemia

vs

hyperlacticacidemia

No. of subjects 45 38

Indices of diabetes

FPG (mg/dL) 126 ( 112 – 154 ) 154 ( 134 – 188 ) 0.002 

HbA1c (%) 8.1 ( 7.5 – 9.1 ) 8.9 ( 7.9 – 10.2 ) 0.013 

GA (%) 19.0( 14.6 – 23.1 ) 21.1 ( 17.0 – 26.3 ) 0.040

Basic information

Age (years) 62 ( 50 – 68 ) 56 ( 46 – 65 ) 0.057 

Duration of diabetes (years) 12 ( 5 – 20 ) 10 ( 5 – 18 ) 0.555 

Gender (Male %) 48.9 65.8 0.185 

Smoking status (current %) 28.9 31.6 0.979 

Alcohol intake (current %) 51.1 42.1 0.550 

Family history (%) 68.2 57 .1 0.438 

Body weight (kg) 68.5 ( 60.3 – 86.7 ) 75.3 ( 66.7 – 89.4 ) 0.228 

BMI (kg/m2) 25.8 ( 23.0 – 30.7 ) 28.1 ( 23.6 – 32.0 ) 0.246 

Waist (cm) 93.3 ( 84.5 – 101.3 ) 96.0 ( 86.5 – 106.0 ) 0.265 

Visceral fat (cm2) 98.0 ( 57.5 – 121.0 ) 97.0 ( 68.5 – 134.3 ) 0.694 

SBP (mmHg) 132 ( 122 – 148 ) 125 ( 113 – 148 ) 0.212 

DBP (mmHg) 73 ( 66 – 84 ) 77 ( 67 – 84 ) 0.432 

Insulin secretion

ΔCPR (ng/mL) 1.40 ( 0.78 – 2.79 ) 1.74 ( 0.75 – 2.49 ) 0.841 

S-CPR (ng/mL) 1.59 ( 0.87 – 2.85 ) 2.27 ( 1.08 – 2.90 ) 0.405 

U-CPR/day (μg/day) 50.1 ( 35.6 – 82.7 ) 57.4 ( 35.1 – 82.9 ) 0.805 

Liver enzyme activity

Hepatic function (Abnormal %) 17.8 44.7 0.015 

AST (U/L) 21 ( 17 – 26 ) 24 ( 18 – 44 ) 0.138 

ALT (U/L) 19 ( 16 – 28 ) 32 ( 17 – 53 ) 0.042 

γ-GTP (U/L) 23 ( 15 – 42 ) 32 ( 19 – 55 ) 0.034 

Blood lipid concentration

LDL-C (mg/dL) 98 ( 73 – 127 ) 101 ( 84 – 122 ) 0.648 

HDL-C (mg/dL) 47 ( 37 – 56 ) 43 ( 40 – 50 ) 0.405 

TG (mg/dL) 102 ( 75 – 149 ) 126 ( 104 – 177 ) 0.011 

LDL-C/HDL-C 1.92 ( 1.51 – 3.10 ) 2.28 ( 1.88 – 2.81 ) 0.188 

TG/HDL-C 2.14 ( 1.40 – 3.63 ) 2.82 ( 2.05 – 4.76 ) 0.033 

Diabetic complications

Diabetic nephropathy (%) 33.3 36.8 0.918 

Diabetic retinopathy (%) 37.8 50.0 0.370 

Diabetic neuropathy (%) 81.0 73.7 0.611 

Coronary artery disease (%) 22.2 23.7 1.000 

Cerebrovascular disease (%) 20.0 21.1 1.000 

Medication use

SU (%) 24.4 34.2 0.462

Glinide (%) 4.4 2.6 1.000

BG (%) 53.3 76.3 0.052

TZD (%) 6.7 10.5 0.697

DPP4i (%) 51.1 47.4 0.905

GLP-1 (%) 11.1 23.7 0.219

αGI (%) 20.0 10.5 0.364

SGLT2i (%) 4.4 7.9 0.656

Insulin (%) 42.2 39.5 0.976

Lipid-lowering drug (%) 60.0 68.4 0.571

HMG-CoA (%) 46.7 57.9 0.424

Antihypertensive drug (%) 48.9 57.9 0.550
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し、独立変数は既報を参考に選択し 34,38-40)、単変量解析において P values ≤ 0.2

となった因子を対象として、ステップワイズ法 (変数増加法) を用いて実施した。

また、連続変数に関しては、名義変数に変換した。単変量解析において、FPG (空

腹時 126 mg/dL 以上)、Age (60 歳以上)、性別 (男性)、肝酵素異常 (AST、ALT、

γ-GTP の内、Table 1 の基準値以上)、TG (150 mg/dL 以上)、BG 内服が P ≤ 0.2 と

なった  (Table 9)。さらに多変量解析の結果、FPG (空腹時 126 mg/dL 以上) が

乳酸上昇に影響する独立因子となることが示された (Table 10)。 

 

Table 9 Univariate analysis of risk factors hyperlacticacidemia (L-lactate) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OR; odds ratio, 95% CI; 95% confidence interval 

†P values ≤ 0.2 were included in the multiple logistic regression analysis. 

Variable OR 95% CI P value

FPG 6.31 2.09 – 19.1 < 0.01†

Age 0.43 0.18 – 1.05 0.06†

Gender (Male) 2.01 0.83 – 4.89 0.12†

Smoking state 1.14 0.44 – 2.91 0.79 

Alcohol intake 0.70 0.29 – 1.66 0.41 

Family history 0.62 0.25 – 1.56 0.31 

BMI 1.68 0.69 – 4.10 0.25 

Waist 1.51 0.54 – 4.22 0.43 

Visceral fat 0.94 0.38 – 2.30 0.89 

Blood pressure 0.63 0.26 – 1.56 0.32 

ΔCPR 0.72 0.30 – 1.77 0.48 

S-CPR  1.74 0.72 – 4.20 0.22 

U-CPR/day  0.68 0.28 – 1.67 0.40 

Hepatic function  3.74 1.38 – 10.1 < 0.01†

LDL-C 1.47 0.45 – 4.82 0.53 

HDL-C 1.17 0.47 – 2.88 0.74 

TG 2.04 0.78 – 5.4 0.14†

TG/HDL-C 1.58 0.64 – 3.91 0.32 

Diabetic nephropathy 0.86 0.35 – 2.12 0.74 

Diabetic retinopathy 0.61 0.25 – 1.46 0.26 

Diabetic neuropathy 1.52 0.53 – 4.36 0.44 

Coronary artery disease 0.92 0.33 – 2.57 0.87 

Cerebrovascular disease 0.94 0.32 – 2.73 0.91 

BG use 2.82 1.09 – 7.29 0.03†

Lipid-lowering drug 1.44 0.59 – 3.64 0.43

HMG-CoA 1.57 0.66 – 3.75 0.31 

Antihypertensive drug 1.44 0.60 – 3.43 0.41 
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Table 10 Multiariable analysis of risk factors hyperlacticacidemia (L-lactate) 

 

 

 

 

 

OR; odds ratio, 95% CI; 95% confidence interval 

⁎P values <0.05 were considered statistically significant. 

 

第六項 ラクテートプロ TM2LT-1730® (簡易血中乳酸濃度測定器) と既知の糖

尿病診断マーカーとの関連解析 

 簡易血中乳酸濃度測定器のラクテートプロ TM2LT-1730® で測定した L-乳酸値

と既知の糖尿病診断マーカーとの関連解析の結果を Figure 15 に示す。 

ラクテートプロ TM2LT-1730® で測定した L-乳酸値と HPLC で測定した L-乳酸

値および HbA1c は有意な関連が認められた (Figure 15A, C)。しかしながら、FPG

とは相関はみられなかった (Figure 15B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variable OR 95% CI P value

FPG 6.52 1.88 – 22.7 < 0.01⁎

Age 0.48 0.16 – 1.40 0.18 

Gender (Male) 2.74 0.96 – 7.84 0.06 

Hepatic function  2.68 0.83 – 8.70 0.10 

TG 0.85 0.26 – 2.77 0.78 

BG use 2.36 0.80 – 7.01 0.12 
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Figure 15 Correlation between whole blood L-lactate (LT-1730) and plasma 

L-lactate (HPLC) levels and diabetes markers 

Correlation between whole blood L-lactate (LT-1730) and plasma L-lactate (HPLC) (A), and the 

diabetes markers including fasting plasma glucose (FPG) (B) and hemoglobin A1c (HbA1c) 

(C). 
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第五節 考察 

本研究では代謝エネルギー源の乳酸、アラニン値と 2 型糖尿病病態との関連

を検討した。2 型糖尿病入院患者 83 名は高血糖であり、2 型糖尿病病態の特性

を有した。また、D-乳酸値が基準より高値であったことは、糖尿病時において

血中 D-乳酸が上昇するという既報と一致した 19-21)。さらに今回の症例における

年齢、糖尿病罹病期間、喫煙状況、BMI、血圧、LDL-C ならびに HDL-C は他の

日本人 2 型糖尿病患者の既報データと同様であった 41)。本研究の糖尿病神経障

害の有病率が 77.5%と高く、前述の日本人 2 型糖尿病患者の既報データと比較し

ても高かった。このことは本研究の 2 型糖尿病患者における糖尿病罹病期間の

中央値が 11.5 年と長く、三大合併症の中で神経障害は発症までに要する時間が

短いためであると推察される。一方で、本研究における網膜症および腎症の有

病率は既報に近いデータであった 41)。また、インスリン抵抗性の指標 HOMA-R

は基準より高値を示したが、HOMA-R は FPG および空腹時血中インスリンから

算出するため、外因性インスリンを使用している患者では測定できない。本研

究では、参加者の 41％がインスリンを使用しており、HOMA-R は限られた数の

参加者に対して算出されたためと考えられる。   

次に 2 型糖尿病病態との関連を明らかにすべく、代謝エネルギー源の L-、D-

乳酸値およびアラニン値と診療情報との相関解析を行った。その結果、L-乳酸

値と既知の糖尿病診断マーカーである FPG および HbA1c は有意な相関が認め

られた。さらに、極端な測定値の影響が少なく、データの広がりや中心傾向を

評価しやすいため臨床研究でよく用いられる四分位数解析においても L-乳酸値

と既知の糖尿病マーカーは Spearman’s rank correlation test と類似した結果を得た。

一方で、D-乳酸値やアラニン値はいずれの既知の糖尿病診断マーカーとも有意

な差は認めなかった。前述のとおり、今回の症例では D-乳酸値が基準より高値
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であったが、糖尿病診断マーカーとの相関がみられなかった。この理由として

は罹病期間が長く、糖尿病病態が進行した場合では指標にならない可能性が考

えられた。今後、健常人や早期糖尿病患者と D-乳酸値の関連を検討する必要が

ある。また、糖原性アミノ酸であるアラニン値は基準範囲が広く変動を捉える

のが難しく、糖新生において重要な基質であるが、代謝中間体であるため連動

しなかった可能性が考えられる。また、L-乳酸値測定法として簡便な方法であ

るラクテートプロ TM2LT-1730® (アークレイ) においても検討した。HPLC で測定

した L-乳酸値および HbA1c と有意な関連が認められたものの、FPG とは相関は

なく、本研究においては HPLC で測定した L-乳酸値と比較して精度が低い可能

性が示された。要因としてラクテートプロ TM2LT-1730®は汗、検体量、環境温度

の影響を受けやすく正確な手技で測定しないと正しい測定結果を得られないた

め、今回の検討では、測定手技にバラつきが生じた可能性が考えられた。 

L-乳酸値と糖尿病診断マーカーとの間に相関が認められたので、次に糖代謝

において重要な役割を果たしている肝臓に着目し、肝酵素と L-乳酸値との関連

を検討した。L-乳酸値は肝酵素である ALT およびγ-GTP と有意な相関が認めら

れた。四分位数解析においても L-乳酸値と肝酵素は Spearman’s rank correlation 

test と類似した結果を得た。しかしながら、AST との間には有意な相関は認めな

かった。これは AST が ALT およびγ-GTP と異なり、肝臓に特異的に分布して

いないためと考えられる。Wang らは ALT および γ-GTP の高値は 2 型糖尿病の

リスク増加と有意に関連していると報告しており 42)、また韓国の研究グループ

では脂肪肝疾患のない患者における γ-GTP または ALT と 2 型糖尿病リスクの間

に相関があることが明らかにされ 43)、このことは脂肪肝に影響されないことを

示唆している。さらに、ALT の高値はより低い肝インスリン感受性と関連し、 

2 型糖尿病の発症を予測すること 44)、また、高い γ-GTP は 2 型糖尿病発症のた
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めの重要な経路である酸化ストレス 45)や炎症 46)を介することが見出されている。

しかし、ALTまたは γ-GTPと 2型糖尿病との関連は全身インスリン抵抗性 44, 47)、

および血中脂質濃度 47-50)のような 2 型糖尿病発症における他の重要な病理学的

特徴とは独立していることが示されている。いくつかの研究において ALT およ

び γ-GTP を指標とすると 2 型糖尿病リスクの予測性を改善することが報告され

ている 48, 51-54)。    

続いて肝酵素と同様に糖尿病との関連が報告されている脂質マーカーと L-乳

酸値との関連を調査した。その結果、L-乳酸値は TG や TG/HDL-C と有意な相

関が認められた。TG および TG/HDL-C はいくつかの先行研究においてインスリ

ン抵抗性のサロゲートマーカーとして報告されている 38, 55, 56)。この結果からも

酸化能マーカーである L-乳酸値の上昇が糖尿病リスクと関連する可能性が示さ

れた。しかし、L-乳酸値とインスリン抵抗性の代表的指標である HOMA-R との

間に有意な相関関係が認められなかったことは、前述のとおり限られた数の患

者に対して算出されたことが考えられる。 

続いて、L-乳酸値を正常群、異常群の 2 群に分けた際の検討においても、糖

尿病診断マーカー、肝酵素の ALT、γ-GTP、脂質マーカーの TG、TG/HDL-C に

おいて Spearman’s rank correlation test と同様に有意な差が認められた。一方、本

研究では糖尿病合併症の有病率は両群間で有意な差はなかった。糖尿病合併症

との関連は副次的評価項目であったため検証にはより大きなサンプルサイズが

必要と考える。また、服用薬で乳酸代謝に影響を与える可能性が懸念された BG

薬の服用率 57, 58)は今回の結果からは統計上、両群間で有意な差はなく、さらに、

本研究のメトホルミン服用群とメトホルミン非服用群に分けた際の L-乳酸値の

中央値は近似していた (1.3 mM [1.1〜1.5] vs 1.5 mM [1.3〜1.7]) (data not shown)。 

また、BG 薬以外にも高乳酸血症のリスク因子が存在するため 34, 38-40)、今回の
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主要評価項目である糖尿病診断マーカーが乳酸上昇の独立因子となるか検討す

るため、ロジスティック回帰分析を行った。HbA1c に関しては 2 型糖尿病入院

患者 83 名中、基準値範囲内の患者は 2 名しかおらず名義変数に変換することが

難しかった。また、HbA1c は FPG と相関が強いため、独立変数として FPG を選

択した。多変量解析の結果、FPG が乳酸上昇に影響する独立因子となった。 

Scheijenらは健常人と比較して2型糖尿病患者においてL-乳酸濃度が高いこと

を報告している 21)。Juraschek らは酸化能のマーカーである血漿中乳酸の上昇が

糖尿病リスクと関連し、酸化能低下が糖尿病発症に関与する可能性を示してい

る 39)。また、乳酸は酸化的呼吸障害のマーカーでもあり 59)、ミトコンドリア機

能障害と関連し 14)、ミトコンドリア機能の喪失は糖尿病を含む様々なヒトの疾

患に関係しているとされている 60)。 

これらの知見は、本研究の L-乳酸値が FPG および HbA1c といった既知の糖尿

病診断マーカーと関連し 2 型糖尿病において増加することを支持する。これま

での臨床研究では不明であった採血点に関して、また、本研究では L-乳酸値と

既知の糖尿病診断マーカーをはじめとした臨床検査値の採血を同時に行ってい

ることからデータの信頼性が高いと考える。 
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第六節 まとめ 

 血漿 L-乳酸値は既知の糖尿病診断マーカーと相関し、2 型糖尿病病態時に上

昇することが明らかになった。また、FPG は L-乳酸値上昇の独立因子であるこ

とが示唆された。L-乳酸値は 2 型糖尿病リスクとの関連や予測因子として報告

がある肝酵素 (ALTや γ-GTP) やインスリン抵抗性のサロゲートマーカーである

TG および TG/HDL-C と相関が認められたことから、酸化能マーカーである血漿

L-乳酸値は 2 型糖尿病の有用な予測因子である可能性が示された。一方、副次

的評価項目であった糖尿病合併症との関連はなかった。今回のサンプルサイズ

に関し、主要評価項目である代謝エネルギー源と既知の糖尿病診断マーカーと

の相関の検討においては適切であったが、糖尿病合併症との関連を明らかにす

るためにはより大きなサンプルサイズが必要と考える。また、本研究では入院

した 2 型糖尿病患者を対象としたため、罹病期間が比較的長い患者が多く、今

後、健常人、境界型糖尿病、早期糖尿病患者を含めた検証が望まれる。 
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第二章 MCT 遺伝子多型が糖尿病病態に及ぼす影響 

  

第一節 緒言 

MCT は推定 12 回膜貫通型の膜タンパク質であり、14 種類のアイソフォーム

が知られており、内因性および外因性のモノカルボン酸を輸送し、乳酸の血中

濃度および組織内濃度は MCT により厳密に制御されている。その中で MCT1

および MCT4 は代謝エネルギー源の乳酸やピルビン酸を輸送する。MCT は細胞

内 pH やエネルギー代謝の調節に関与し、生体内の恒常性に寄与している 25)。当

研究室において MCT1 T1470A 遺伝子多型により L-乳酸輸送が増加することを

報告している 27)。MCT 遺伝子多型に関して、当研究室で日本の健常人において

MCT1 および MCT4 遺伝子多型が存在することを見出している 30)。また、MCT

遺伝子多型は疾患や機能に関連することが報告されており、MCT1 において

rs1049434 (D490E) が運動機能と有意に相関し 31, 32)、rs606231302 (R313Q) はケ

トアシドーシスの重症度に関連することが示されている 33)。糖尿病に関連する

MCT 遺伝子多型としては、MCT11 や MCT13 が報告されている 61-64)。 

第一章で MCT 基質である L-乳酸値と糖尿病病態に関連が見られた。しかしな

がら、これまで糖尿病病態時において MCT 発現が変動することが知られている 

29)ものの、MCT やその遺伝子多型と 2 型糖尿病の関連について未だに不明な点

が多く、検証はまだ十分ではない。 

本章では MCT1 および MCT4 に着目し、その遺伝子多型が 2 型糖尿病病態に

及ぼす影響を明らかにするため、MCT1 および 4 遺伝子多型の頻度の違いやこれ

らの遺伝子多型と糖尿病病態との関連性について検討した。 
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第二節 試験方法 

第一項 試験デザイン  

第一章 第二節 第一項と同一である。 (臨床研究番号: 自013-0196) 

 

第二項 評価項目 

第一章 第二節 第二項と同一である。 

 

第三項 統計解析 

本研究では以下の統計解析方法を用いて解析を行った。 

(1) 遺伝子多型頻度の比較  

Fisher's exact test 

(2) 両群間でのMCT1 T1470A遺伝子多型の比較 

Mann-Whitney’s U testあるいはFisher's exact test 

統計解析処理の後、P<0.05を統計学的有意差ありと判定した。 

 

統計解析ソフトは第一章 第二節 第四項と同一である。 

 

第三節 実験材料 

第一項 患者検体 

第一章 第三節 第一項と同一である。 

 

第二項 患者診療録 

第一章 第三節 第二項と同一である (Table 1)。 
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第三項 試薬 

使用した主な試薬と購入先を以下に示す。 

試薬名 

Relia Prep Blood gDNA Miniprep System 

PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase kit 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit 

Ethanol (C2H5OH) 

Sodium acetate Trihydrate 

Acetic acid 

Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid, 

disodium salt, dihydrate 

Hi-Di Formamide 

 

購入先 

Promega 

Agilent Technologies 

Thermo Fisher Scientific 

富士フイルム和光純薬 

富士フイルム和光純薬 

富士フイルム和光純薬 

DOJINDO 

 

Applied Biosystems 

その他の試薬は Sigma-Aldrich、富士フイルム和光純薬、ナカライテスク等の特

級および生化学用のものを用いた。 

 

第四項 機器 

Thermal cycler (BIO-RAD T100)、Concentrator plus (eppendorf)、Heat Block (ASONE 

EB-303)、ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

 

第五項 解析ソフト 

Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) 、

Sequence Scanner Software v.2 (Thermo Fisher Scientific) 、 PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) 、SIFT (http://sift.jcvi.org/) 
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第四節 実験方法 

第一項 患者血液からの gDNA 抽出 

第二章、第三節、第一項で得られた患者血液から gDNA 抽出を行った。gDNA

抽出は Relia Prep Blood gDNA Miniprep System を用いた。Proteinase K 20 µL に患

者血液 200 µL を添加し、緩やかに 5 回ピペッティングを行った。Cell Lysis Buffer 

200 µL を加え、10 秒間撹拌した後、56°C で 10 分間インキュベートした。Binding 

Buffer 250 µL を加え、10 秒間撹拌した後、Collection Tube に組み合わせた

ReliaPrep Binding Column にサンプルをマウントした。ライセートが完全に溶出

するまで遠心分離 (20,000 × g, 1 min, 4°C) を行い、ろ液を捨てた。Column wash 

Solution 500 µL を加え、遠心分離 (20,000 × g, 3 min, 4°C) を行い、ろ液を捨てた。

この操作を 3 回繰り返した。Collection Tube が空の状態で遠心分離 (20,000 × g,  

3 min, 4°C) 後、ReliaPrep Binding Column を 1.5 mL マイクロチューブにマウント

した。Nuclease free water (Promega) 50 µL を加え、1 分間静置した後、遠心分離 

(20,000 × g, 1 min, 4°C) を行った。抽出により得られたサンプルを gDNA サンプ

ルとして用いた。 

 

第二項 目的配列の PCR 

得られた gDNA サンプルについて、PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase kit を

用いて目的配列の PCR を行った (Table 11 )。なお、Primer3Plus を使用し、MCT1

および MCT4 はゲノム上でコーディング領域が 4 ヵ所に分かれているため、そ

れぞれあるいはいくつかを合わせた領域を増幅するように primer を設計した 

(Table 12 )。 

PCR 反応後の溶液について C2H5OH 沈殿精製 (C2H5OH/Sodium acetate) を行っ

た。反応溶液 10 μLにNuclease free water 15 µL、3 M Sodium acetate (pH 5.2) 5 µL、
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99.5% C2H5OH 75 µL を添加した。室温で 20 分間静置した後、遠心分離 (20,000 × 

g, 30 min, 4°C) を行った。上清を除いた後、75% C2H5OH 100 μL でリンスし、遠

心分離 (20,000 × g, 10 min, 4°C) を行った。上清を除いた後、2 分間減圧乾固し、

Nuclease free water 10 µL に溶解した。これを鋳型 DNA サンプルとして反応に用

いた。 

 

第三項 シーケンス反応 

得られた鋳型 DNA サンプルについて、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

kit を用いてシーケンス反応を行った (Table 11)。 

シーケンス反応後の溶液について、C2H5OH 沈殿精製 (C2H5OH/EDTA) を行っ

た。反応溶液 10 μL に Nuclease free water 15 µL、125 mM EDTA (pH 8.0) 6 µL、

99.5 % C2H5OH 75 µL を添加した。室温で 15 分間静置した後、遠心分離 (20,000 

× g, 20 min, 4°C) を行った。上清を除いた後、75 % C2H5OH 100 μL でリンスし、

遠心分離 (20,000 × g, 10 min, 4°C) を行った。上清を除いた後、2 分間減圧乾固

し、Hi-Di Formamide 20 µL に溶解した。これをシーケンスサンプルとして反応

に用いた。 

 

第四項 キャピラリー電気泳動 

シーケンスサンプルを 95°C で 2 分間加熱した後、氷上で急冷した。サンプル

を MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific) に移し、ABI 

PRISM 3100 Genetic Analyzer を用いてキャピラリー電気泳動及び蛍光検出を行

い、MCT 遺伝子コーディング領域の塩基配列を解析した。Primer 配列は Table 13 

に示す。決定した塩基配列と reference 配列 (GRCh38) と比較して、遺伝子多型

の有無を解析した。 
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Table 11 PCR condition 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 12 Primer sequences for PCR analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PfuUlrta DNA Polymerase BigDye Terminator

10×buffer

dNTPs 

Forward primer

Reverse primer

Polymerase

gDNA

1× (2 mM Mg2+)

each 200 µM

0.4 µM

0.4 µM

0.05 U/µL

1–2 ng/µL

Reaction mixture

95℃

95℃

55–60℃

72℃

72℃

2 min

30 sec

30 sec

2–5 min

10 min

PCR cycle

×30 cycles

Reaction mixture
2.5×Premix

5×buffer

Sequence primer

PCR template

1×
1×
0.16 pmol/µL

0.5–2 ng/µL

96℃

96℃

50℃

60℃

1 min

10 sec

5 sec

4 min

PCR cycle

×25 cycles

Isoform Region
Primer sequence

(5’ to 3’)

Length

(bp)

Annealing

temperature

(℃)

Extention

time

(min)

MCT1 / SLC16A1
CDS1

Forward GGATTACTAATAGGCATGATCCACCAC
623 56 2

Reverse GATACATCAGTTGGAGCAAATCAAG

CDS2
Forward TCCATGGCACCCAACACCG

1770 57 2
Reverse CACTCTCGCACCAAGTTGCC

CDS3
Forward CTCACAACAGTGACCTGTGCC

986 55 2
Reverse ATCCCGCATAGACACAGAATCC

CDS3–4
Forward TGAGAAAGCTGGAAAATCTGGTG

3962 56 4.5
Reverse GAGCACCACTGGTAGATTACAGGC

MCT4 / SLC16A3
CDS1

Forward AGCCACTGCCCTTTAGAGCC
722 57 2

Reverse AGCCGACCCGTTTGGACAG

CDS2–3
Forward AAGGTGGCTGTTCCTGAGCTG

1567 59 2
Reverse CTAATGGAGACCCGCTAGCCC

CDS4
Forward CGTGACTCCTGCCACCAACCG

1019 59 2
Reverse GGTTTATTTCCATCTTCCAGGGGTG
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Table 13 Primer sequences for sequence analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isoform Region
Primer sequence

(5’ to 3’)

MCT1 / SLC16A1 CDS1 GGATTACTAATAGGCATGATCCACCAC

CDS2 AAGAACCTTGTGAACATCCATTACC

CDS3 CTACAAGTCCCATAGATGGTCG

CDS3–4
AGCATCAAGGGTACATAAATGAGAAAG

CATGATGCATTATAAACAGAGGATCAG

MCT4 / SLC16A3 CDS1 TCCACCAGACACCAGGTCAG

CDS2–3

TGTCATCATGGCCTGCGCTC

TGAGCCTGTGGGAACCTG

GGTGAGCTACGCCAAGGAC

CDS4 TAACCTTGCGGCTTGGCTTC
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第五節 実験結果 

第一項 確認された MCT 遺伝子多型および頻度 

今回の 2 型糖尿病患者 83 名において、MCT1 および MCT4 のコーディング領

域の遺伝子解析を行った。確認された MCT 遺伝子多型の波形を Table 14 に示

す。その結果、MCT1 では rs1049434 (T1470A, D490E)の 1 つ、MCT4 では

rs368788465 (C641T, S 214F)の 1 つの遺伝子多型が確認された。また、MCT1 

T1470A 多型では野生型、ヘテロ変異型、ホモ変異型の 3 つ、MCT4 C641T 多型

では野生型、ヘテロ変異型の２つが認められた。今回の 2 型糖尿病患者におけ

る MCT1 T1470A 多型のアレル頻度は 0.590 であった。一方で、MCT4 C641T 多

型のアレル頻度は 0.012 であった (Table 15A)。2 型糖尿病患者と日本の健常人

におけるアレル頻度の比較結果を Table 15B に示す。MCT1 T1470A 多型の 2 型

糖尿病患者のアレル頻度 0.590 は健常人 0.701 と比較して低値であった。一方、

MCT4 C641T 多型のアレル頻度は 2 型糖尿病患者、健常人共に低く、類似して

いた。Figure 16 は MCT1 および 4 遺伝子多型のトポロジーモデルであり、それ

ぞれのアミノ酸変異部分を示す。 

 

Table 14 Electropherograms of single nucleotide polymorphisms (SNPs) of 

SLC16A1 and SLC16A3 detected in this study. 

 

 

 

 

 

 

 

SNP ID Sequence waveform

Isoform Nucleotide
Amino
acid

dbSNP wt/wt wt/mt mt/mt

MCT1 T1470A D490E rs1049434

MCT4 C641T S214F rs368788465
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Table 15A MCT allele frequency (Type 2 diabetes) 

 

 

 

 

Table 15B Comparison of MCT allele frequency (Type 2 diabetes and Healthy 

Japanese people) 

Isoform
SNP ID T2D patient Healthy people P value

(base) Allele frequency Allele frequency Healthy people vs T2D patient

MCT1 T1470A 0.590 0.701 0.040

MCT4 C641T 0.012 0.005 0.606
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 Predicted MCT membrane topology and confirmed SNPs 

SNP ID
Allele 

frequency
genotype frequency

isoform base
amino 

acid
dbSNP (n = 83) wt/wt wt/mt mt/mt

MCT1 T1470A D490E rs1049434 0.590 18 32 33

MCT4 C641T S214F rs368788465 0.012 81 2 0
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第二項 MCT1 T1470A 遺伝子多型と検査値および患者背景との関連解析 

MCT 基質である乳酸を輸送する MCT1 T1470A 遺伝子多型について、野生型 

(WW) とヘテロ・ホモ変異型 (WM+MM) の 2 群に分け、検査値および患者背

景に差があるか否かを検定した。統計解析の結果を Table 16 に示す。検定の結

果、既知の糖尿病診断マーカーである FPG はヘテロ・ホモ変異型 (WM+MM) 

において有意に低下した (P =0.04) (Figure 17A)。また有意な差はないものの、

HbA1c に関しても同様の傾向が認められた (Figure 17B)。また、インスリンの

追加分泌の指標である ΔCPR においてもヘテロ・ホモ変異型 (WM+MM) にお

いて有意に低下した (P =0.02) (Figure 17C)。また、肝酵素の AST (P=0.005)、

ALT (P=0.003)、γ-GTP (P=0.024) はヘテロ・ホモ変異型 (WM+MM) において

いずれも有意に低かった (Figure 17D, E, F)。 

一方で、糖尿病合併症、服用薬に関しては両群間で有意な差は認めなかった。 
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Table16 Mann-Whitney U and chi-square test data for MCT1 T1470A genotype, 

comparing patients with WW and WM+MM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data are medians (interquartile range) or %. 

“WW” on the tabele represents the wild type (wt)/wt genotype of the MCT1 T1470A 

polymorphism and “WM+MM” represents the wt/mutated type (mt) and mt/mt genotypes of the 

same polymorphism. 

 

Parameters
MCT1 T1470A genotype P value

WW WM + MM WW  vs  WM + MM

No. of subjects 18 65

Indices of diabetes
FPG (mg/dL) 161.5 ( 120 – 199 ) 138.0 ( 117 – 168 ) 0.040 

HbA1c (%) 9.0 ( 8.0 – 10.6 ) 8.1 ( 7.6 – 9.6 ) 0.075 

Basic information

Age (years) 57 ( 42 – 65 ) 60 ( 49 – 67 ) 0.235 

Duration of diabetes (years) 5 ( 2 – 14 ) 12 ( 5 – 20 ) 0.048 

Gender (Male %) 50.0 58.5 0.522 

Smoking status (current %) 33.3 29.2 0.737 

Alcohol intake (current %) 55.6 44.6 0.578 

Family history (%) 58.8 64.5 0.666 

Body weight (kg) 76.0 ( 61.0 – 89.6 ) 71.5 ( 61.6 – 85.9 ) 0.551 

BMI (kg/m2) 28.5 ( 23.7 – 33.3 ) 26.5 ( 22.8 – 31.2 ) 0.395 

Waist (cm) 97.3 ( 88.9 – 105.3 ) 94.0 ( 83.0 – 102.8 ) 0.312 

Visceral fat (cm2) 90.5 ( 71.8 – 128.8 ) 100.0 ( 50.0 – 132.0 ) 0.938 

SBP (mmHg) 129 ( 113 – 145 ) 132 ( 118 – 148 ) 0.691 

DBP (mmHg) 78 ( 67 – 87 ) 73 ( 67 – 83 ) 0.288 

Insulin secretion

ΔCPR (ng/mL) 2.31 ( 1.57 – 3.33 ) 1.35 ( 0.72 – 2.27 ) 0.020 

S-CPR (ng/mL) 2.36 ( 1.49 – 3.08 ) 1.67 ( 0.93 – 2.69 ) 0.122 

U-CPR/day (μg/day) 66.9 ( 45.3 – 78.9 ) 46.3 ( 32.8 – 92.0 ) 0.216 

HOMA-β (%) 36.4 ( 25.6 – 86.7 ) 45.3 ( 20.0 – 71.1 ) 0.807 

Insulin resistance HOMA-R 4.82 ( 2.35 – 9.89 ) 2.80 ( 1.68 – 4.57 ) 0.072 

Kidney function test

UACR (mg/g･Cr) 9.4 ( 4.0 – 34.8 ) 12.4 ( 6.3 – 61.1 ) 0.145 

eGFR (mL/min/1.73m2) 84.0 ( 60.3 – 98.1 ) 72.4 ( 58.1 – 85.7 ) 0.102 

S-Cr (mg/dL) 0.69 ( 0.55 – 0.89 ) 0.76 ( 0.65 – 0.93 ) 0.185 

BUN (mg/dL) 15 ( 10 – 18 ) 14 ( 12 – 17 ) 0.634 

CCr (mL/min/1.73m2) 111.3 ( 86.0 – 123.0 ) 99.6 ( 76.5 – 132.3 ) 0.502 

Liver enzyme activity

AST (U/L) 28.5 ( 22.8 – 51.8 ) 20.0 ( 17.0 – 27.0 ) 0.005 

ALT (U/L) 36.5 ( 19.0 – 54.3 ) 19.0 ( 15.5 – 36.5 ) 0.030 

γ-GTP (U/L) 39.5 ( 22 – 73 ) 25.0 ( 17 – 38 ) 0.024 

Blood lipid concentration

LDL-C (mg/dL) 111 ( 74 – 142 ) 99 ( 80 – 118 ) 0.462 

HDL-C (mg/dL) 41 ( 35 – 50 ) 45 ( 40 – 54 ) 0.062 

TG (mg/dL) 138 ( 99 – 193 ) 106 ( 86 – 150 ) 0.104 

LDL-C/HDL-C 2.55 ( 1.70 – 3.57 ) 2.10 ( 1.70 – 2.61 ) 0.224 

TG/HDL-C 3.53 ( 2.12 – 5.07 ) 2.33 ( 1.71 – 3.78 ) 0.062 

Diabetic complications

Diabetic nephropathy (%) 22.2 38.5 0.268 

Diabetic retinopathy (%) 33.3 46.2 0.331 

Diabetic neuropathy (%) 77.8 77.4 1.000 

Coronary artery disease (%) 22.2 23.1 1.000 

Cerebrovascular disease (%) 27.8 18.5 0.386 

L-lactate (mM) 1.44 ( 1.22 – 1.62 ) 1.37 ( 1.16– 1.60 ) 0.619 

D-lactate (µM) 170.6 ( 120.2 – 323.1 ) 218.9 ( 137.3– 381.7 ) 0.237 

Alanine (µM) 291.5 ( 261.1 – 334.4 ) 293.0 ( 253.1– 374.4 ) 0.842 

Medication use

SU (%) 27.8 29.2 0.904 

Glinide (%) 5.6 3.1 0.525 

BG (%) 77.8 60.0 0.267 

TZD (%) 0.0 10.8 0.338 

DPP4i (%) 38.9 52.3 0.314 

GLP-1 (%) 16.7 16.9 1.000 

αGI (%) 27.8 12.3 0.110 

SGLT2i (%) 0.0 7.7 0.580 

Insulin (%) 33.3 43.1 0.457 

Lipid-lowering drug (%) 66.7 63.1 0.779

HMG-CoA (%) 44.4 53.8 0.480 

Antihypertensive drug (%) 66.7 49.2 0.190 
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Figure 17 Influence of an MCT1 polymorphism on indices of diabetes, insulin 

secretion and liver enzyme activities  

Influence of an MCT1 polymorphism on indices of diabetes (FPG and HbA1c) (A, B) and 

insulin secretion (ΔCPR) (C) and liver enzyme activities (AST, ALT, and γ-GTP) (D-F). 
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第六節 考察  

我々は以前に日本の健常人92名におけるMCT1 T1470A多型の頻度を報告し30)、

アレル頻度は0.701であった。本研究の2型糖尿病患者のMCT1 T1470A多型のア

レル頻度は0.590であった。この両群間において、Fisher's exact testで解析をした

ところ、健常人の方がAアレルは有意に多かった。一方、MCT4 C641T多型は健

常人と同様に本研究でもみられたがその頻度は低く、MCT4 C641T多型が機能に

影響を及ぼすといった報告は現時点ではない。 

また、MCT1 T1470A 遺伝子多型における野生型 (WW) とヘテロ・ホモ変異型

(WM+MM) の 2 群間の分け方に関してはいくつかの既報を参照して行った

65-67)。今回の結果、MCT1 T1470A 多型では変異型の方が血糖値や肝酵素活性が

有意に低かった。また、ΔCPR は空腹時 CPR とグルカゴンを投与した 5 分後の

CPR の差であり、インスリンの追加分泌能の指標となる検査であるが、変異型

の方が血糖をより低減させる一方で、ΔCPR は低いという相反する結果となっ

た。しかし、変異型においてもインスリン分泌能は保たれている。一方、野生

型は変異型と比較して、血糖値は高値であるとともに、BMI、腹囲、内臓脂肪

量が高い傾向を示している。さらに野生型は ΔCPR 以外のインスリン分泌能の

指標も高いため、インスリンの効きにくい状態、すなわちインスリン抵抗性が

強い可能性が考えられた。なお、インスリン分泌を促進する SU 剤およびグリ

ニド薬の服用に関して両群間で差はなかった。また、インスリン抵抗性改善薬

である ビグアナイド薬およびチアゾリジン薬の服用に関しても差は認められ

なかった。我々はこれまでに MCT1 T1470A 多型において MCT1 を介した基質

輸送が増加することを見出している 27)。乳酸を輸送する MCT は、筋肉や肝臓

から他の組織へ乳酸を運ぶ 68)。また、乳酸の上昇と糖尿病のリスクとの関連 39) 

が示唆されており、2 型糖尿病時の骨格筋において MCT1 発現は低下すること

が報告されている 29)。これらを本結果と合わせて考察すると MCT1 T1470A 変
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異型は野生型と比較して機能が亢進し、代謝が上がることで血糖値や肝酵素活

性を低減させ、高い酸化能をもたらす可能性が示された。また、乳酸は糖新生

前駆体であるので、高濃度の乳酸の存在はより肝臓におけるグルコース産生を

増加させる。したがって、このメカニズムは、高血糖や 2 型糖尿病の発症に脂

質誘発性の肝臓のインスリン抵抗性と組み合わせで寄与する可能性がある。一

方、本研究では limitation も存在する。多型頻度の比較は副次的評価項目であり、

今回の頻度の差を考慮しても今後大きなサンプルサイズにおいて評価が必要

と考える。 
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第七節 まとめ 

本研究の 2型糖尿病患者 83名のMCT1およびMCT4コーディング領域の塩基

配列を解析した結果、MCT1 T1470A 遺伝子多型および MCT4 C 641T 遺伝子多

型が確認された。このうち、変異が多くみられた MCT1 T1470A 多型に着目し、

野生型と変異型の 2 群に分け、検査値および患者背景に差があるかどうかを検

討したところ、MCT1 T1470A 多型の変異型は、野生型と比較して血糖値や肝酵

素をより低減させ、MCT1 活性が酸化能と関連し、MCT1 T1470A 多型の変異型

は野生型よりも高い酸化能をもたらす可能性が示された。 

また、今回の結果において 2 型糖尿病患者において健常人と比較し、A アレ

ルが有意に低かった。MCT1 T1470A 多型の変異型が 2 型糖尿病の低リスク因子

となることを証明するためには、糖尿病発症に関連する MCT 遺伝子多型として

報告されている MCT11 や MCT13 や他の交絡因子も含め、より大きなサンプル

サイズにおいて検討する必要がある。 
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総括 

2 型糖尿病は環境因子と遺伝因子により発症する多因子疾患であり、我が国の

糖尿病の 95%を占める。日本国民の約 15%が糖尿病有病者および糖尿病予備軍

であり、慢性的な高血糖状態により様々な糖尿病合併症を引き起こす。糖尿病

および関連する合併症の医療費は増加しており、糖尿病の予防や早期発見、合

併症の予防や進展抑制が極めて重要なため、糖尿病の進行または病状を反映す

るバイオマーカーの探索が急務となっている。そこで本研究では、2 型糖尿病病

態時に変動することが報告されている代謝エネルギー源の乳酸や糖原性アミノ

酸であるアラニンに着目し、これらが糖尿病病態の予測因子になりうるか検証

することと、これらの代謝エネルギー源を輸送する MCT 遺伝子多型との関連を

精査することで糖尿病の進展予防の一助とすることを目的とした。 

第一章では 2 型糖尿病において血漿 L-乳酸値は早朝空腹時血糖値と HbA1c 

を含む糖尿病診断マーカーと有意な相関があり、2 型糖尿病において増加するこ

とが明らかになった。また、早朝空腹時血糖値は多変量解析の結果、L-乳酸値

上昇の独立因子であることが示された。2 型糖尿病リスクの予測因子として報告

がある肝酵素（ALT、γ-GTP）やインスリン抵抗性のサロゲートマーカーである

TG や TG/HDL-C と L-乳酸値も関連することが明らかになった。今回の結果で

は、D-乳酸値やアラニン値と糖尿病診断マーカーやその他のマーカーと相関は

みられなかった。以上のことから酸化能マーカーである L-乳酸値が 2 型糖尿病

の進行または病状にとって重要な潜在的なバイオマーカーである可能性が示さ

れた。 

第二章では、MCT 基質である L-乳酸値と糖尿病病態に関連が見られたため、

MCT 遺伝子多型が糖尿病病態に及ぼす影響を精査した。本研究の 2 型糖尿病患

者 83 名において健常人と同様に MCT1 T1470A 遺伝子多型および MCT4 C641T

遺伝子多型が確認された。また、MCT1 T1470A 多型のアレル頻度は今回の 2 型
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糖尿病患者において健常人と比較し、A アレルが低い結果となった。また、MCT1

活性が酸化能と関連し、MCT1 T1470A 変異型の方が高い酸化能をもたらす可能

性が示された。以上のことから MCT1 T1470A 変異型は野生型よりも血糖値や肝

酵素活性をより低減させる可能性が示された。 

これまでの大規模臨床研究では、採血点に関して不明であることが多く、本

研究では L-、D-乳酸値、アラニン値ならびに遺伝子多型用検体の採血に関して、

既知の糖尿病診断マーカーをはじめとした臨床検査値の採血と同時に行ってい

ること、また、糖尿病合併症の各種検査も採血の直近で入院中に行っているた

め、データの信頼性は高いと考える。一方、副次的評価項目であった糖尿病合

併症とこれら代謝エネルギー源との関連はなかった。しかしながら、今回のサ

ンプルサイズの設定は主要評価項目である代謝エネルギー源と既知の糖尿病診

断マーカーとの相関の検討においては適切であったが、糖尿病合併症や遺伝子

多型との関連を明らかにするためにはより大きなサンプルサイズが必要である。

また、本研究では入院した 2 型糖尿病患者を対象としたため、罹病期間が比較

的長い患者が多く、今後、健常人、境界型糖尿病、早期糖尿病患者を含めた検

証が望まれる。 
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