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略語一覧 

 

ATGL, adipose triglyceride lipase 

BMI, body-mass index 

CBG, corticosteroid-binding globulin 

CP, cortisone pellet 

11-DHC, 11-dehydrocorticosterone 

DIO, diet-induced obesity 

DIO/CP mice, cortisone pellet-implanted DIO mice 

FFA, free fatty acids 

GC, glucocorticoid 

GIR, glucose infusion rate 

GR, glucocorticoid receptor 

11β-HSD1, 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 

11β-HSD2, 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 

IRS, insulin receptor substrate 

Lean/CP mice, cortisone pellet-implanted lean mice 

NEFA, non-esterified fatty acid 

PCR, polymerase chain reaction 

PK/PD, Pharmacokinetics/Pharmacodynamics 

PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor 

RU486 (Mifepristone), 11β-[p-(dimethylamino)phenyl]-17β-hydroxy-17-(1-propynyl)estra-4,9-dien 

-3-one 
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緒言 

 

グルココルチコイド (GC) は糖・脂質ホメオスタシス維持に重要な制御因子である。ヒ

トにおいて活性型 GC であるコルチゾールの 90%以上は、血中において corticosteroid-binding 

globulin (CBG) とアルブミンに結合しており、細胞膜を通過することができるコルチゾール

はフリー体で存在する全体の 10%未満の割合である。一方、不活性型 GC であるコルチゾン

は、ほとんどタンパク結合しておらず、主にフリー体の状態で血中に存在し、ターゲット

臓器の細胞膜を通過することができる  (Fig. 1; Andrews and Walker, 1999; Stulnig and 

Waldhäusl, 2004)。 

細胞内 GC の主な制御分子は 11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11β-HSD) であり、2 種の

アイソフォーム (11β-HSD1, 11β-HSD2) がクローニングされてきた (Lakshmi and Monder, 

1988; Agarwal et al., 1989; Brown et al., 1993; Albiston et al., 1994; Brown et al., 1996)。

11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11β-HSD1) は主に reductase として働く NADP(H)依

存的な酵素であり、不活性型 GC [コルチゾン, ヒト; 11-dehydrocorticosterone (11-DHC), 齧歯

類] を活性型 GC (コルチゾール , ヒト; コルチコステロン , 齧歯類) へと変換する。

11β-HSD1 は、肝臓、脂肪組織、脳といった GC のターゲット臓器に高い発現が見られる。

反対に、11β-HSD2 は主に oxidase として働く NAD(H)依存的な酵素であり、活性型 GC を不

活性型 GC へと変換する。11β-HSD2 の発現は、ミネラルコルチコイド受容体が発現してい

る腎臓、結腸、胎盤等に限定されている。 

クッシング症候群のような過剰の GC の状態は、心血管イベントリスクの上昇に関連す

る肥満、インスリン抵抗性、高脂血症を引き起こす (Newell-Price et al., 2006)。注目すべき

ことに、11β-HSD1 活性に部分的欠損があるクッシング病患者では、こういった表現型が緩

徐であり、この事象は細胞内における GC 活性化がメタボリックシンドロームの表現型の悪

化に寄与していることを示唆するものである (Tomlinson et al., 2002)。 

脂肪組織における 11β-HSD1 の過剰発現マウスは、脂肪組織で活性型 GC であるコルチ

コステロン濃度が上昇し、肥満、高血圧、高脂血症、そしてインスリン抵抗性といったメ

タボリックシンドローム様の表現型を呈した (Masuzaki et al., 2001)。一方、全身性 11β-HSD1 

欠損マウスは、野生型マウスと比較して、高脂肪食負荷による高血糖誘導に対し抵抗性で

あり (Kotelevtsev et al., 1997)、また脂質パラメータの改善が見られた (Morton et al., 2001)。

更に、脂肪組織における 11β-HSD2 の過剰発現マウスは、高脂肪食による食餌誘導性肥満 

(diet-induced obesity, DIO) マウスにおける代謝パラメータの改善が見られた (Kershaw et al., 

2005)。肥満のヒトにおいては、肝臓の 11β-HSD1 活性は減少しているが (Rask et al., 2001, 

2002)、一方で脂肪組織の 11β-HSD1 活性は肥満度の指標である body-mass index (BMI) と正

の相関を示す (Rask et al., 2001, 2002; Wake et al., 2003; DeSchoolmeester et al., 2013)。これら

の報告は脂肪組織での 11β-HSD1 による GC 活性化が肥満 2 型糖尿病を含むメタボリックシ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Andrews%20RC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stulnig%20TM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Waldh%C3%A4usl%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lakshmi%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Monder%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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ンドロームの悪化に寄与するという説を支持するものである。 

このように脂肪組織における GC 活性化とメタボリックシンドロームの病態との関連は

これまでに示唆されているが、脂肪組織における GC 活性化が、どのように全身性の糖代謝

を悪化に傾けるのか、詳細なメカニズムは明らかとなっていない。したがって、このメカ

ニズムの解明は、肥満 2 型糖尿病治療に重要な手がかりを与えると考えられる。本研究に

おいて、我々は GC 活性化による糖尿病態発症と肥満の関係に着目し、過剰なエネルギー摂

取による肥満 (内臓脂肪蓄積) とそれに伴う代謝異常を有する高脂肪食負荷肥満モデルで

ある DIO マウスに、ヒト不活性型 GC であるコルチゾンを慢性処置することで高血糖を呈

する新規糖尿病モデルマウスを構築し、脂肪組織における GC 活性化から 2 型糖尿病発症へ

と繋がるメカニズムの解明を試みた。 

 

 

 

Fig. 1. Regulation of GCs by 11β-HSDs 

[益崎裕章. 肥満とメタボリックシンドローム -動物モデルから- 第 124 回 日本医学会シン

ポジウム記録集 肥満の科学 27-34 (2003) 図 2 を改変] 
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第1章 Cortisone pellet-implanted DIO マウス (DIO/CP マウス) の構築 

 

1.1. 序論 

コルチゾン (ヒト)、11-DHC (齧歯類) といった不活性型 GC は 11β-HSD1 の基質である

が、ヒトとマウスでは血中の GC 濃度は大きく異なっている。ヒトの血漿中コルチゾン濃度

は 50-100 nM だが (Walker et al., 1992)、一方、マウスの血漿中 11-DHC 濃度は 10 nM 未満と

低いことが報告されている (Tagawa et al., 2007)。このようにマウスの血漿中における不活性

型 GC 濃度が低い為、マウスを用いた非臨床試験において 11β-HSD1 によって活性化される

GC の生理的な役割を十分に解明するのは、困難であると考えられた。この課題を克服する

為、我々は KK マウスにコルチゾンペレットを外科的に処置した二つの報告に着目した 

(Bhat et al., 2008; Morgan et al., 2009)。KK マウスは、複数の遺伝要因から 2 型糖尿病の病態

を発症すると考えられており、肥満とインスリン抵抗性を有する病態モデルである。Bhat

らは、KK マウスへのコルチゾン処置により高血糖が誘導されること、一方で、痩せ型マウ

スにコルチゾン処置を行っても、血糖値にはほぼ変化なく高インスリン血症を呈するのみ

であることを報告している。また、この報告において、肝臓における 11β-HSD1 による GC

活性化が糖尿病の病態悪化に関与していることが示された。我々は、Bhat らの報告におけ

る痩せ型マウスと肥満モデルである KK マウスでのコルチゾン処置による病態の表現型の

違いに着目し、GC 活性化による糖尿病病態惹起において、肝臓のみならず内臓脂肪が重要

な役割を果たしている可能性を考えた。 

脂肪組織における GC 活性化の糖尿病病態惹起における重要性について解明する為、

我々は KK マウスのような複数の遺伝要因から病態を発症するマウスではなく、C57BL/6J

マウスに対して通常食給餌を行った痩せ型マウス、もしくは高脂肪食給餌を行った肥満モ

デルである DIO マウスを用いての解析を行った。本研究において、我々は痩せ型マウスと

DIO マウスへのコルチゾン慢性処置による表現型の差異についての解析を行い、GC 活性化

による糖尿病病態惹起における脂肪組織の寄与度と、過剰な GC シグナル活性化によって引

き起こされる糖尿病病態の表現型についての詳細な解析を行った。 

 

 

1.2. 材料と方法 

1.2.1. 動物実験 

C57BL/6J マウス (雄性、日本クレアより 6 週齢で購入) は、12/12 時間の light/dark サイ

クルの照明下で飼育し、飲水は自由摂取させた。高脂肪飼料として Test Diet 58Y1 (5.16 kcal/g, 

60% of calories from fat; Purina Mills) を、通常飼料として CE-2 (日本クレア) を用い、7 週齢

よりいずれかの飼料をマウスに給餌した。動物実験はシオノギ動物実験委員会の管理下で

適切に行われた。 

C57BL/6J マウスへの高脂肪食給餌開始より約 16 週後、個別ケージでの飼育を開始し、
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コルチゾンペレット (35 mg, 21-day release; Innovative Research of America) を皮下移植した。

比較対象として、コルチゾンペレットを移植しない偽手術を施した群を作製した。コルチ

ゾンペレットを移植した日を day 0 と定義し、血漿中代謝パラメータの測定には各実験で記

載された条件において血液を採取した。 

 

1.2.2. 血漿中パラメータ測定 

血液サンプルはヘパリン処理されたヘマトクリット毛細管 (テルモ) を用いて尾静脈よ

り採取し、遠心 (15,000g, 5 minutes, 4℃) 後に血漿を回収した。血漿中グルコース、トリグ

リセライドおよび遊離脂肪酸 (non-esterified fatty acid, NEFA) は自動分析装置 (日立 7150) 

を用いて測定した。血漿中インスリンとグリセロールは、それぞれ insulin ELISA kit (シバヤ

ギ) と Free glycerol determination kit (Sigma-Aldrich) により測定した。血漿中の GC 測定は、

以下の通りに実施した。採取した血漿を、血漿:蒸留水:酢酸エチルを 1:1:4 の割合にて混合

後、内部標準として 200 pmol デキサメタゾン (Sigma-Aldrich) を加えた後、シリカゲルを

添加し、遠心 (15,000g, 5 minutes, 4℃) を行った。遠心後、有機層を回収しエバポレーター

にて乾燥後、アセトニトリルを添加し、遠心 (15,000g, 5 minutes, 4℃) を行った。上清を回

収しエバポレーターにて乾燥後、蒸留水-メタノール混合溶液 (蒸留水:メタノール = 45:55) 

にて再溶解したものを測定サンプルとし、HPLC (Waters 2690) によりグルココルチコイド量

を定量した。 

 

1.2.3. 肝臓中トリグリセライド含量測定 

二酸化炭素ガスを用いて安楽死させたマウスより肝臓を摘出し、4-10 倍量のイソプロパ

ノールを用いてホモジナイズした。ホモジネートを遠心し (>10,000g) 、上清を回収後、自

動分析装置 (日立 7150) により上清中のトリグリセライド量を測定した。 

 

1.2.4. 正常血糖高インスリンクランプ試験 

正常血糖高インスリンクランプ試験は、DIO マウスに偽手術もしくはコルチゾンペレッ

ト皮下移植の施術後、5 日目に実施した。正常血糖高インスリンクランプ試験に用いた DIO、

もしくは DIO/CP マウスは、血漿中パラメータ測定を行ったマウスとは別のマウスを用いた。

一晩絶食条件下に置いた後、試験の約 4 時間前にマウスはイソフルランによる麻酔下で、

右の頸静脈に生理食塩水を満たした MRE-025 チューブ (内径 0.0305 mm, 外径 0.0635 mm; 

Braintree Scientific) を留置した。インスリン (Humalin R; Eli Lilly) を 100 mU/kg/min の流速

にて持続注入し、血糖値を 10 分毎に測定し、血糖値が 115-135 mg/dl に維持するよう 20% 糖

液の注入量を調節した。糖液の注入率 (glucose infusion rate, GIR) はクランプ試験中の血糖

値が安定している 20 分間の糖液注入速度から算出を行った。 
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1.3. 結果 

1.3.1. コルチゾン慢性処置による血漿中 GC 濃度変化 

Table 1 に示すように、11-DHC (齧歯類内在性不活性型 GC) は痩せ型マウスと DIO マウ

スにおいて共に検出されなかった。一方、コルチコステロン (齧歯類内在性活性型 GC) は

DIO マウスでのみ確認された。我々はコルチゾンペレットの皮下移植を行い、血漿中 GC 濃

度をヒトと同程度に合わせたマウスモデルの構築を試みた。コルチゾンペレット移植痩せ

型マウス (cortisone pellet-implanted lean マウス, lean/CP マウス) とコルチゾンペレット移植

DIOマウス (cortisone pellet-implanted DIOマウス, DIO/CP マウス) 共にヒトと同様のレベル

まで血漿中 GC レベルが上昇し、活性型 GC であるコルチゾールの血漿中濃度は、lean/CP

マウス、DIO/CP マウスにおいて同程度であった。 

 

TABLE 1 

Effects of cortisone treatment on plasma levels of GCs in lean and DIO mice 

 

 
Cortisone 

(nM) 

Cortisol 

(nM) 

11-DHC 

(nM) 

Corticosterone 

(nM) 

Lean N.D. N.D. N.D. N.D. 

Lean/CP 202 ± 12.9 314 ± 29.2 N.D. N.D. 

DIO N.D. N.D. N.D. 55 ± 13.4 

DIO/CP 135 ± 8.4 284 ± 20.7 N.D. N.D. 

 

Plasma samples were collected 5 days after sham-operation or cortisone pellet implantation into lean 

and DIO mice. Values are mean ± SEM (lean, n = 5; lean/CP, n = 5; DIO, n = 16; DIO/CP, n = 28). 

N.D., Not detected. 

 

1.3.2. コルチゾン慢性処置による血中代謝パラメータ変化 

コルチゾン慢性処置による痩せ型マウスと DIO マウスの血漿中パラメータ変化を解析

する為、コルチゾンペレット皮下移植 5 日後に非絶食条件下における血漿中グルコース、

トリグリセライド、遊離脂肪酸 (NEFA) の測定を行った。結果、DIO マウスへのコルチゾ

ン慢性処置により血漿中グルコース値が顕著に上昇した  (Fig. 2A, plasma glucose, 

sham-operated DIOマウス, 183 ± 18.5 mg/dl; DIO/CPマウス, 351 ± 15.7 mg/dl, P < 0.001)。一方、

痩せ型マウスへのコルチゾン慢性処置では有意な血漿中グルコース値の上昇は見られなか

った。更に、偽手術を施した DIO マウスと比較して DIO/CP マウスでは非絶食条件下にお

いて血漿中のトリグリセライド値、NEFA 値が有意に上昇した (Fig. 2, B and C)。また、偽

手術を施した DIO マウスと比較して DIO/CP マウスでは有意に絶食条件下の血漿中グルコ

ース値、インスリン値が上昇した (Fig. 2, E and F)。DIO/CP マウスのインスリン感受性変化
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を正常血糖高インスリンクランプ試験において評価した結果、偽手術を施した DIO マウス

と比較して糖液注入率 (glucose infusion rate, GIR) は有意に低下し、顕著なインスリン抵抗

性状態であることが明らかとなった (Fig. 2D, 44.2 ± 4.4 mg/kg/min in DIO mice versus 14.0 ± 

2.1 mg/kg/min in DIO/CP mice)。 
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Fig. 2. Effects of cortisone treatment on metabolic parameters in lean and DIO mice. A-C, Plasma 

levels of glucose (A), triglyceride (B), and non-esterified fatty acid (NEFA) (C) in lean and DIO 

mice 5 days after treatment with sham-operation or cortisone pellet implantation (lean, n = 19; 

lean/CP, n = 4; DIO, n = 12; DIO/CP, n = 25). D, GIR during hyperinsulinemic-euglycemic clamp 

studies performed in DIO mice 5 days after treatment with sham-operation or cortisone pellet 

implantation (DIO, n = 5; DIO/CP, n = 6). E and F, Plasma levels of glucose (E) and insulin (F) in 

overnight-fasted DIO mice 7 days after treatment with sham-operation or cortisone pellet 

implantation (DIO, n = 21; DIO/CP, n = 20). Values are mean ± SEM. ***P < 0.001 vs 

sham-operated DIO mice. N.S., Not significant. 
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1.3.3. DIO マウスへのコルチゾン慢性処置による脂肪組織重量と肝臓中トリグリセライド

含量変化 

DIO/CP マウスの脂肪組織の分布を明らかにする為、肝臓と脂肪組織重量の測定を行っ

た。DIO/CP マウスにおいて、コルチゾンペレット皮下移植 11 日後の時点において肝重量は

偽手術を施した DIO マウスと比較して増大していた (Table 2)。肝重量の増加と一致して、

DIO/CP マウスの肝臓中トリグリセライド含量は上昇していた (Table 2)。一方、DIO/CP マ

ウスの腸間膜脂肪、副睾丸脂肪重量は偽手術を施した DIO マウスと比較して減少していた 

(Table 2)。 

 

TABLE 2 

Effects of cortisone treatment on adiposity and hepatic triglyceride contents in DIO mice 

 

 DIO DIO/CP  

Body weight (g) 43.4 ± 0.51 39.0 ± 0.59 *** 

Liver (g) 1.67 ± 0.07 2.57 ± 0.13 *** 

Mesenteric fat (g) 1.15 ± 0.04 0.62 ± 0.03 *** 

Epididymal fat (g) 1.75 ± 0.06 1.28 ± 0.05 *** 

Liver triglycerides (mg/g tissue) 129.1 ± 14.6 172.3 ± 9.7 * 

 

Body weight was measured on day 10. Tissue samples were collected on day 11 and analyzed for 

tissue weight and triglyceride contents in the liver. Values are mean ± SEM, n = 20 or 21 for body 

weight and tissue weight, n = 14 for liver triglyceride contents. *P < 0.05; ***P < 0.001 vs 

sham-operated DIO mice. 
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1.4. 考察 

肥満 2 型糖尿病の進展における 11β-HSD1 の役割の解明を目的とし、我々は Bhat らの報

告と同様に、マウスの内在性 GC と区別する為に慢性処置する不活性型 GC としてヒト型の

GC であるコルチゾンを用い、外科的にコルチゾンペレットを皮下移植することで、ヒトと

同様の血漿中 GC 濃度を有するモデルマウスを作製した。Lean/CP マウスと DIO/CP マウス

は、共に同程度のコルチゾン (不活性型) とコルチゾール (活性型) の血漿中濃度を示した 

(Table 1)。また本研究においても、高脂血症、高血糖、そして顕著なインスリン抵抗性とい

った代謝異常は、DIO/CP マウスにおいてのみ観察され、lean/CP マウスにおいて高血糖は

誘導されなかった (Fig. 2)。この lean/CP マウスと DIO/CP マウスの表現型の差は、11β-HSD1

を介した GC 活性化による糖尿病発症には脂肪組織が重要な役割を果たしているというこ

とを示唆するものである。加えて、今回の lean/CP マウスと DIO/CP マウスは、これまで報

告されていたような遺伝要因の差異を含んでおらず、これら二つのモデル動物の表現型の

差異は、肥満 (脂肪蓄積) という要因に依存していることから、脂肪量が GC 活性化による

糖尿病発症に重要であることを裏付ける結果と考えられる。 

DIO/CP マウスは、血漿中 NEFA 値が上昇し、顕著な脂肪肝の表現型を呈した。更に、

DIO/CP マウスは DIO マウスと比較して、腸間膜脂肪重量の低下が確認された。これらの結

果は、DIO/CP マウスの脂肪組織において脂肪分解が亢進し、異所性の脂肪蓄積が誘導され

ていることを示すものである。これまでの多くの報告から、GC シグナルの亢進はヒトにお

いて脂肪分解を亢進することが明らかとなっている (Divertie et al., 1991; Gravholt et al., 

2002)。これらの論文報告と、今回明らかにした lean/CP マウスと DIO/CP マウスの表現型を

踏まえると、11β-HSD1 を介した GC 活性化による代謝性疾患の発症に脂肪分解の亢進が重

要な役割を果たしていると考えられる 

本研究において、我々は DIO マウスにコルチゾンペレットを皮下移植することでヒトと

同様の血漿中 GC 濃度を有する新規の糖尿病モデルを構築した。また、DIO/CP マウスの表

現型解析から、DIO/CP マウスは脂肪肝といった異所性の脂肪蓄積を伴う、顕著なインスリ

ン抵抗性を有した糖尿病モデルマウスであること、GC による病態発症には脂肪量が極めて

重要であることが明らかとなった。また、DIO/CP マウスは、ヒトと同様の血漿中 GC 濃度

を有するモデルマウスであり、非臨床試験では解析が困難であった 11β-HSD1 を介した GC

活性化による代謝性疾患の病態発症機構の解明に非常に有用な動物モデルと考えられる。 
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第2章 DIO/CP マウスの 2 型糖尿病発症機構の解析 

 

2.1. 序論 

第 1 章において、11β-HSD1 を介した GC 活性化による代謝性疾患の発症には、脂肪組

織の量が極めて重要な役割を果たしていること、また GC 活性化による脂肪分解の亢進が異

所性脂肪蓄積を伴う 2 型糖尿病の発症に寄与している可能性が示された。これまでに、脂

肪分解により血中に放出されるグリセロールや遊離脂肪酸によって、高血糖が誘導される

メカニズムが多く報告されてきているが (Postic et al., 2004; Capurso and Capurso, 2012)、マウ

スにおける内在性 GC 濃度の低さから脂肪組織における GC 活性化が、どのように全身性の

糖代謝を悪化させるのか、詳細なメカニズムは明らかとなっていない。 

我々は本研究において、DIO/CP マウスにおける 2 型糖尿病の発症機構、即ち 11β-HSD1

を介した GC 活性化による 2 型糖尿病の発症機構の解明を目的とし、脂肪組織における脂肪

分解と高血糖発症機構に着目して解析を行った。本研究は、GC による全身性の糖代謝悪化

機構の解明の手がかりを示すものであり、肥満 2 型糖尿病の新たな治療戦略を考える上で、

重要なヒントを与えると考えられる。更に、GC 受容体 (GR) アンタゴニスト RU486 

(mifepristone, 11β-[p-(dimethylamino)phenyl]-17β-hydroxy-17-(1-propynyl)estra-4,9-dien-3-one) 

を用い、DIO/CP マウスの病態発症が GR を介していることの確認と、過剰な GC シグナル

によって誘導される病態発症における脂肪組織の役割についての解明を試みた。 

 

 

2.2. 材料と方法 

2.2.1. 動物実験 (RU486 反復投与試験) 

コルチゾンペレット移植 DIO マウス (DIO/CP マウス) は、1.2.1.に記載の通りに作製し

た。DIO/CP マウスに、0.5% w/v ヒドロキシプロピルメチルセルロース溶液 (信越化学工業) 

を溶媒として RU486 (10 あるいは 30 mg/kg, Sigma-Aldrich) を 1 日 2 回、day 0 から day 4 ま

での 5 日間、経口投与した。Day 5 の時点で非絶食条件下において血液と腸間膜脂肪組織を

採取し、血漿中代謝パラメータ [グルコース、遊離脂肪酸 (NEFA)、グリセロール] と脂肪

組織中の 11β-HSD1, adipose triglyceride lipase (ATGL) の mRNA 発現レベルの測定を実施し

た。 

 

2.2.2. RNA 抽出と real-time PCR 

マウスから摘出した各組織 (肝臓、腓腹筋、腸間膜脂肪) を RNAlater (Life Technologies) 

中で保管し RNA 抽出用のサンプルとした。保管サンプルを QIAzol (Qiagen) 中でホモジナ

イズし、RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて total RNAを抽出した。各組織それぞれ等量の total 

RNA を、High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life Technologies) を用いて逆転写し cDNA を調製

した。11β-HSD1、ATGL、ribosomal protein S18 に対する PCR プライマーセットはタカラバ
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イオより購入した。11β-HSD1 ならびに ATGL の mRNA 発現レベルは、7500 リアルタイム

PCR システム (Life Technologies) を用いて測定し、ribosomal protein S18 の mRNA 発現レベ

ルにより補正した。データは偽手術を施した DIO マウス群における発現レベルを 1 として

示した。 

 

2.2.3. 3T3-L1 細胞培養 

3T3-L1 前駆脂肪細胞は、10% ウシ胎仔血清と 1% penicillin-streptomycin を添加した高グ

ルコール Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM; Life Technologies）中で、37°C 、5% CO2

条件下で培養した。細胞はコラーゲンコートされた 6 ウェルプレートに播種し、コンフル

エントになるまで培養後に分化誘導を開始した。分化誘導は、10% ウシ胎仔血清、5 µg/ml 

insulin (Sigma-Aldrich)、1 µM dexamethasone (Sigma-Aldrich)、0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthin 

(Sigma-Aldrich)、1% penicillin-streptomycin を添加した DMEM へ培地を交換することにより

実施した。2 日間培養後に、分化誘導に用いた培地を培養培地へ交換し、さらに 6 日間培養

し分化脂肪細胞とした。 

 

2.2.4. 3T3-L1 細胞からのグリセロール放出測定 

実験前日に 2% bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich) と 1% penicillin-streptomycinを

添加した DMEM に交換した分化脂肪細胞に、100 nM cortisone (Sigma-Aldrich) を添加ある

いは非添加の条件で 24 時間培養した。24 時間培養後の培地を回収し、培地中のグリセロー

ル濃度を Free Glycerol Determination Kit (Sigma-Aldrich) を用いて測定した。データはウェル

中のタンパク量で補正した。遺伝子発現の解析には、RNeasy Mini Kit を用いて細胞より total 

RNA を回収し、High Capacity RNA-to-cDNA Kit を用いて逆転写後にリアルタイム PCR によ

り mRNA レベルを解析した。 

 

2.2.5. ラット初代培養肝細胞の調製 

初代培養肝細胞は雄性の 10-12 週齢の Wistar ラット (日本クレア) からコラゲナーゼ還

流法により単離した。単離した肝細胞は、10% ウシ胎仔血清、100 nM insulin、100 nM 

dexamethasone、1% penicillin-streptomycin を添加した William’s medium E (Life Technologies) 

中で、コラーゲンコートされた 24 ウェルプレートに播種し (2.5 × 105 cells/well)、37°C 、5% 

CO2 条件下で 4 時間培養し、プレートへ接着させた。接着後に、細胞を PBS (-)で洗浄し、

0.5% BSA と 1% penicillin-streptomycin を添加した低グルコース DMEM を添加し、一晩培養

後、実験に使用した。 

 

2.2.6. ラット初代培養肝細胞からの糖放出測定 

24 ウェルプレートに播種した初代培養肝細胞を、PBS (-)で 3 回洗浄し、記載された濃度

のグリセロールと 0.5% BSA 含有 glucose- and phenol red-free DMEM を 250 µl 添加し 4 時間
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培養した。4 時間培養後の培地を回収し、肝細胞より放出されたグルコース量を Glucose 

Assay Kit (Wako) を用いて定量した。ウェル中のタンパク量での補正を行い、糖放出量を算

出した。 

 

 

2.3. 結果 

2.3.1. 痩せ型マウスとDIOマウスにおけるコルチゾン急性処置の血漿中グルコース値と脂

肪分解指標 (グリセロール値、NEFA 値) に対する効果 

コルチゾンペレット皮下移植 1 日後の時点において、非絶食条件下における血漿中グル

コース値は、lean/CP マウス、DIO/CP マウス共に、偽手術を施した群と比較して変化は認め

られなかった (Fig. 3A)。コルチゾンペレット皮下移植 4 日後の時点では、DIO/CP マウスの

み、顕著な高血糖を呈した (Fig. 3B)。一方、DIO/CP マウスの脂肪分解の指標である血漿中

グリセロール値、NEFA 値は、コルチゾンペレット皮下移植 1 日後の時点から顕著に上昇し 

(Fig. 3, C and E)、コルチゾンペレット皮下移植 4 日後の時点においても血漿中グリセロール

値、NEFA 値の上昇は維持されていた (Fig. 3, D and F)。しかしながら、痩せ型マウスにコ

ルチゾンペレット皮下移植を施しても、非絶食条件下の血漿中グルコース値、グリセロー

ル値、NEFA 値に変化は認められなかった (Fig. 3)。 
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Fig. 3. Plasma parameters in lean/CP and DIO/CP mice on day 1 (A, C, E) and day 4 (B, D, F). A 

and B, Plasma glucose levels. C and D, Plasma glycerol levels. E and F, Plasma NEFA levels.  

Values are mean ± SEM (lean, n = 8; lean/CP, n = 8; DIO, n = 16; DIO/CP, n = 15). ***P < 0.001 vs 

sham-operated DIO mice (two-way ANOVA). N.S., Not significant. 
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2.3.2. DIO/CP マウスの脂肪組織における 11β-HSD1 mRNA 発現変化 

コルチゾンペレット皮下移植 5 日後の時点において、DIO/CP マウスの腸間膜脂肪の

11β-HSD1 mRNA 発現レベルは偽手術を施した DIO マウスと比較して 2.9 倍上昇した (Fig. 

4)。一方、肝臓と腓腹筋における 11β-HSD1 mRNA 発現レベルはコルチゾン処置により変化

が見られなかった。 

 

 
 

Fig. 4. 11β-HSD1 mRNA levels in liver, gastrocnemius muscle, and mesenteric fat of DIO and 

DIO/CP mice. Tissue samples were collected 5 days after treatment with sham-operation or cortisone 

pellet implantation in DIO mice. Each column represents relative 11β-HSD1 mRNA levels compared 

with sham-operated DIO mice. Values are mean ± SEM; n = 9-11. ***P < 0.001 vs sham-operated 

DIO mice. 

 

2.3.3. DIO/CP マウスにおける RU486 による脂肪組織遺伝子発現と血漿中代謝関連パラメ

ータ変化 

コルチゾンペレット皮下移植 5 日後の時点において、偽手術を施した DIO マウスと比較

して DIO/CP マウスの腸間膜脂肪の 11β-HSD1、ATGL mRNA 発現レベルと、非絶食条件下

の血漿中代謝関連パラメータ (グリセロール、NEFA、グルコース) は有意に上昇した (Fig. 

5)。コルチゾンペレット移植と同時に RU486 の投与を開始し、5 日後の時点において脂肪組

織遺伝子発現変化と血漿中代謝関連パラメータ変化についての解析を行った。結果、GR 受

容体アンタゴニストである RU486 の DIO/CP マウスへの反復投与 (5 日間) により、RU486

の用量依存的に腸間膜脂肪の 11β-HSD1、ATGL mRNA は低下した (Fig. 5, A and B)。更に、

RU486 は用量依存的に非絶食条件下の血漿中代謝関連パラメータ (グリセロール、NEFA、

グルコース) を改善した (Fig. 5, C-E)。 
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Fig. 5. Effects of 5-day oral dosing with the RU486 (10 and 30 mg/kg) on 11β-HSD1 (A) and ATGL 

(B) mRNA levels in mesenteric fat, plasma glycerol (C), plasma NEFA (D), and plasma glucose 

levels (E) in DIO/CP mice. Values are mean ± SEM; n = 8. ***P < 0.001 vs sham-operated DIO 

mice (t test). ††P < 0.01; †††P < 0.001 vs vehicle-treated DIO/CP mice (Dunnett's multiple 

comparison test).  
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2.3.4.  3T3-L1 脂肪細胞における ATGL mRNA 発現レベルとグリセロール放出に対するコ

ルチゾン処置の効果 

脂肪細胞における脂肪分解活性に対するコルチゾン処置の効果を明らかにする為、分化

3T3-L1 脂肪細胞にコルチゾン (100 nM) 処置を行い、ATGL mRNA 発現レベルと培養上清

中グリセロール放出についての解析を行った。分化 3T3-L1 脂肪細胞へのコルチゾンの 24

時間処置により、ATGL mRNA の発現レベルと培養上清中のグリセロール濃度は有意に上昇

した (Fig. 6)。 

 

 

 

Fig. 6. ATGL mRNA expression (A) and glycerol release (B) in differentiated 3T3-L1 adipocytes 

treated with cortisone. Differentiated 3T3-L1 adipocytes were starved in serum-free medium for 1 

day, followed by incubation with cortisone (100 nM) for 24 hours. Total RNA was isolated from the 

cells, and the ATGL mRNA level was determined. Glycerol level in the medium was measured and 

normalized with the total protein content in the well. Values are mean ± SEM; n = 3 for mRNA 

expression analysis and n = 5 for glycerol measurement. ***P < 0.001 vs control 3T3-L1 

adipocytes. 
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2.3.5. ラット初代培養肝細胞における糖放出に対するグリセロール処置の効果 

グリセロールは糖新生の基質であり (Postic et al., 2004)、DIO/CP マウスの血漿中グリセ

ロール濃度はコルチゾンペレット皮下移植 1 日後の時点から上昇していた (Fig. 3C)。血漿

中グリセロール濃度の範囲内で糖放出に影響を与えるのかを明らかにする為 (1 mM グリセ

ロール =  92 µg/ml グリセロール)、ラット初代培養肝細胞に血漿中と同程度の濃度域のグ

リセロール処置を行い、培養上清中の糖濃度を測定した。結果、血漿中濃度域 (0.25 mM-1.0 

mM) のグリセロール濃度依存的に、ラット初代培養肝細胞からの糖放出が亢進した (Fig. 

7)。 

 

 

 

 

Fig. 7. Effects of glycerol treatment on glucose output in primary hepatocytes. Rat primary 

hepatocytes were treated with the indicated concentrations of glycerol in glucose-free medium for 4 

hours, and the glucose level in the medium was measured. Values are mean ± SEM; n = 6. ***P < 

0.001 vs control primary hepatocytes (Dunnett's multiple comparison test). 
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2.4. 考察 

第 1 章において、11β-HSD1 を介した GC 活性化による代謝性疾患の発症には、脂肪組

織の量が重要であることが明らかとなった。また、活性型 GC による脂肪分解の亢進が異所

性脂肪蓄積を伴う 2 型糖尿病の発症に寄与している可能性が示唆された。我々は、DIO/CP

マウスにおける脂肪分解亢進機構と、亢進した脂肪分解と高血糖発症の関係性に着目し、

活性型 GC による病態発症機構の解明を試みた。 

我々は、活性型 GC による脂肪分解亢進の鍵となる分子として ATGL に着目した。ATGL

は、トリグリセライドを分解し、血中に遊離脂肪酸を放出させる分子である (Jenkins et al., 

2004; Zimmermann et al., 2004; Haemmerle et al., 2006)。加えて、脂肪の ATGL 発現と脂肪分解

は GC シグナルによって制御されていることが報告されてきた  (Villena et al., 2004; 

Berthiaume et al., 2007; Xu et al., 2009; Campbell et al., 2011; Serr et al., 2011; Sano et al., 2012; 

Wang et al., 2012)。これらの類似の報告と同様に、我々も 3T3-L1 脂肪細胞へのコルチゾン 

(100 nM) 処置によりATGL mRNA発現とグリセロール放出が上昇することを確認した (Fig. 

6)。この結果は、ヒトにおける血漿中濃度と同程度のコルチゾン処置により脂肪分解が亢進

することを示すものであり、GC が生理作用として脂肪分解を制御していることを示唆して

いる。本研究において、我々は DIO/CP マウスの脂肪組織の ATGL mRNA は偽手術を施した

DIO マウスよりも増大していることを示した。これらの結果より、脂肪組織において発現

上昇した ATGL が DIO/CP マウスにおいて認められた脂肪分解亢進に寄与していると考え

られる。 

脂肪組織における脂肪分解亢進により高血糖を発症する機構として、グリセロールが肝

臓における糖新生の基質となることが報告されてきた (Postic et al., 2004)。我々は、血漿中

濃度域のグリセロール処置により、濃度依存的にラット初代培養肝細胞からの糖放出が亢

進することを確認した (Fig. 7)。血中へのグリセロール放出と、肝糖放出は 2 型糖尿病患者

において増大している (Nurjhan et al., 1992; Puhakainen et al., 1992)。また、ナイアシン誘導

体の脂肪分解阻害剤であるアシピモックスは、ストレプトゾトシン誘導性の糖尿病ラット

における血漿中グリセロール値とグルコース値を低下させた (Claus et al., 2005)。臨床試験

においても、アシピモックスは、2 型糖尿病患者の血漿中遊離脂肪酸を低下させ、空腹時血

糖値とインスリン抵抗性を改善した (Bajaj et al., 2005)。脂肪組織の機能不全が肝糖放出に密

接に関与していることを示すこれらの知見を基に、我々は、DIO/CP マウスにおける活性型

GC による病態発症機構について、脂肪分解亢進と高血糖との関連性に着目した。 

コルチゾンペレット皮下移植 1 日後、DIO/CP マウスにおいて血漿中グルコース値が上

昇する以前に血漿中グリセロール値、NEFA 値は顕著に上昇した (Fig. 3, A, C, and E)。この

結果は、活性型 GC による脂肪分解誘導が高血糖発症によりも上流に位置していることを示

している。一方、lean/CP マウスでは、コルチゾンペレット皮下移植 1 日後、4 日後共に血

漿中グリセロール値、NEFA 値に変化なく、血漿中グルコース値の上昇も誘導されなかった。

この lean/CP マウスの表現型は、痩せ型マウスの内臓脂肪量が少ない為、グリセロール供給
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が不十分であり、肝臓中での糖新生亢進に至らなかったと考えられる。 

Lean/CP マウスと DIO/CP マウスの表現型の違いから、我々は脂肪分解によって産生さ

れるグリセロールや遊離脂肪酸が GC 活性化による高血糖発症に重要な役割を果たしてい

ると推測した。更に、血漿中グリセロールや遊離脂肪酸は脂肪組織における 11β-HSD1 活性

の良いバイオマーカーとなる可能性があると考えられる。 

正常血糖高インスリンクランプ試験の結果から、DIO/CP マウスは顕著なインスリン抵

抗性を呈していることが明らかとなった。インスリンは、脂肪分解を負に制御する制御因

子として知られている (Giorgino et al., 2005)。一方、GC は脂肪組織におけるインスリン感

受性を低下させることが報告されてきた。脂肪組織において、GC は insulin receptor substrate 

(IRS) 1 と IRS2 の発現を低下させ (Caperuto et al., 2006)、phosphoinositide 3 kinase の活性を低

下させる (Corporeau et al., 2006)。したがって、DIO/CP マウスでの脂肪分解の亢進は、脂肪

組織におけるインスリン抵抗性惹起による二次的なものである可能性も考えられる。 

これまでの報告より、in vitro 試験において活性型 GC は 11β-HSD1 mRNA 発現を亢進さ

せることが示されてきた (Whorwood et al., 2001; Sun et al., 2002; Yang et al., 2007)。更に in 

vivo 試験において、齧歯類の脂肪組織における 11β-HSD1 mRNA は、活性型 GC の慢性処置

により発現上昇することが報告されている (Michailidou et al., 2007; Balachandran et al., 2008; 

Sai et al., 2008)。肥満 2 型糖尿病患者において、腸間膜脂肪における定常的な脂肪分解と

11β-HSD1 mRNA 発現レベルは、肥満患者と比較して亢進している (Yang et al., 2008)。した

がって、肥満 2 型糖尿患者の脂肪組織において、11β-HSD1 発現上昇を伴う GC シグナルの

悪循環が存在していると考えられる。我々は、DIO/CP マウスの腸間膜脂肪組織において

11β-HSD1 mRNA 発現上昇を確認した。この結果は、DIO/CP マウスの脂肪組織においても、

肥満2型糖尿患者と同様のGCシグナル活性化の悪循環が成立していることを示唆している。 

DIO/CP マウスの病態進展における GC シグナルの寄与を確認する為、我々は、GR 受容

体アンタゴニストである RU486 の DIO/CP マウスへの反復投与による薬効評価を行った。

齧歯類モデルにおいて GR の薬理学的な阻害により高血糖やインスリン抵抗性が改善する

ことが報告されてきている (Kusunoki et al., 1995; Gettys et al., 1997; Liu et al., 2005)。RU486

反復投与の結果、コルチゾン処置により発現上昇した DIO/CP マウス脂肪組織の 11β-HSD1

と ATGL mRNA 発現は、RU486 の用量依存的に低下した。更に、DIO/CP マウスにおいて、

RU486 の用量依存的に血漿中 NEFA 値、グリセロール値、そしてグルコース値が低下した。

これらの結果は、GC シグナル活性化による脂肪分解亢進と高血糖が密接な関係にあること

を示すものである。更に、DIO/CP マウスは、過剰な GC シグナル活性化に依存して病態発

症を示す動物モデルであり、GC シグナル阻害剤の作用を感度良く捉えられることが示され

た。したがって、本モデルは、GR アンタゴニストや 11β-HSD1 阻害剤といった GC シグナ

ル阻害剤の詳細な Pharmacokinetics (PK)/Pharmacodynamics (PD) 解析と薬効評価に非常に有

用な動物モデルとなることが推測される。 

本研究において、脂肪組織 GC シグナル活性化による病態形成には、脂肪組織における
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脂肪分解が高血糖発症の引き金となる重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

脂肪組織における GC シグナル活性の結果、脂肪分解によって上昇する血中グリセロールは

肝臓において糖新生の基質となり、また血中遊離脂肪酸が筋肉、肝臓といったインスリン

感受性臓器において脂肪毒性を発揮し、これらの臓器においてインスリン抵抗性を形成す

ることで、全身性に糖代謝が悪化すると考えられる (Fig. 8)。また、GC 活性化により糖尿

病の病態を発症する過程で、脂肪組織における 11β-HSD1 mRNA 発現上昇を伴う GC シグナ

ルの悪循環が成立していることが示唆された (Fig. 8)。したがって、脂肪組織における過剰

な GC シグナルの是正は脂肪分解の亢進を抑制するだけでなく、脂肪組織における GC シグ

ナル活性化の悪循環を断ち、脂肪組織の機能を正常化することで、2 型糖尿治療の魅力的な

アプローチとなり得るであろう。 

実際に、Incyte 社の 11β-HSD1 阻害剤 INCB-13739 の phase II 試験において、INCB-13739

投与群において空腹時血糖値と HbA1c が改善した (Rosenstock et al., 2010)。この時、

INCB-13739 投与群においてチアゾリジン系薬剤において懸念となっている体重増加作用は

認められなかった。INCB-13739 の phase I 試験において、肝臓に加えて脂肪組織における

INCB-13739 の 11β-HSD1 阻害作用も証明しており (Tiwari, 2010)、脂肪組織における

11β-HSD1 阻害が薬効発揮に重要であることが臨床試験の結果からも示唆されている。これ

らの結果から、特に脂肪組織における阻害作用を有する 11β-HSD1 阻害剤は、新規のインス

リン抵抗性改善薬となると期待される。 

 

Fig. 8. The mechanism of disease onset caused by 11β-HSD1 
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第3章 DIO/CP マウスのヒト外挿性の確認 

 

3.1. 序論 

これまでに、DIO/CP マウスにおける GC シグナル依存的な病態発症には、脂肪組織か

らの脂肪分解の亢進、脂肪組織における GC 活性化悪循環の成立が重要な役割を担うことを

明らかにした。 

我々は、DIO/CP マウスのヒト外挿性の確認を目的とし、本モデルにおける既存の糖尿

病治療薬の応答性の確認を試みた。DIO/CP マウスが脂肪組織の機能不全を伴う顕著なイン

スリン抵抗性を呈するモデルであることから、脂肪組織を標的臓器とするインスリン抵抗

性改善であるピオグリタゾンを使用する薬剤として選択した。ピオグリタゾンは peroxisome 

proliferator-activated receptor (PPAR) γ のリガンドであるチアゾリジン系薬剤の代表的な化合

物であり、2 型糖尿病治療にこれまで広く用いられてきている薬剤である。チアゾリジン系

薬剤は、主に前駆脂肪細胞に作用しインスリン感受性の高い小型の脂肪細胞への分化を誘

導する (Okuno et al., 1998)。また、チアゾリジン系薬剤は、インスリン抵抗性惹起分子であ

る tumor necrosis factor-α、遊離脂肪酸等の因子を分泌する肥大化した脂肪細胞を減少させる 

(Okuno et al., 1998)。これらのメカニズムに基づいて、ピオグリタゾンをはじめとするチア

ゾリジン系薬剤は、脂肪細胞の機能を是正することで、肝臓、骨格筋といったインスリン

感受性臓器における脂肪毒性を解除し、全身性のインスリン感受性を亢進させると考えら

れている。 

今回新たに構築した DIO/CP マウスのピオグリタゾンの応答性を確認することは、

DIO/CP マウスが GC シグナル阻害剤以外の薬剤の評価に使用可能であることを示すもので

あり、本モデルの糖尿病治療薬評価におけるヒト外挿性と汎用性の高さを示す上で重要な

意味を持つと考えられる。 

 

 

3.2. 材料と方法 

3.2.1. 動物実験 (ピオグリタゾン反復投与試験) 

コルチゾンペレット移植 DIO マウス (DIO/CP マウス) は、1.2.1.に記載の通りに作製し

た。DIO/CP マウスに、0.5% w/v メチルセルロース溶液 (Wako) を溶媒としてピオグリタゾ

ン (3 あるいは 10 mg/kg) を 1 日 1 回、day 0 から day 6 までの 7 日間、経口投与した。 

Day 5 の時点で非絶食条件下にて、day 7 の時点で一晩絶食条件下にて血液の採取を行い、

血漿中代謝パラメータ [グルコース、遊離脂肪酸 (NEFA)、インスリン] の測定を実施した。 
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3.3. 結果 

コルチゾンペレット移植と同時にピオグリタゾンの投与を開始し、5日後 (非絶食条件)、

7 日後 (絶食条件) の時点において血漿中代謝関連パラメータ変化についての解析を行った。

結果、ピオグリタゾンの DIO/CP マウスへの反復投与によりピオグリタゾンは用量依存的に

DIO/CPマウスの非絶食条件下における血漿中NEFA値とグルコース値を改善した (Fig. 9, A 

and B)。一方、空腹時条件下においては、ピオグリタゾン投与によって有意な血漿中グルコ

ース値の改善は認められなかったが、インスリン値の低下が確認された (Fig. 9, C and D)。 

 

 
 

Fig. 9. Effects of oral dosing with pioglitazone (PIO, 3 and 10 mg/kg) on metabolic parameters in 

DIO/CP mice. A and B, Plasma levels of NEFA (A) and glucose (B) in DIO/CP mice 5 days after 

administration of pioglitazone. C and D, Plasma levels of glucose (C) and insulin (D) in 

overnight-fasted DIO/CP mice 7 days after administration of pioglitazone. Values are mean ± SEM; 

n = 14. **P < 0.01; ***P < 0.001 vs sham-operated DIO mice (t test). ††P < 0.01; †††P < 0.001 vs 

vehicle-treated DIO/CP mice (Dunnett's multiple comparison test).  
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3.4. 考察 

インスリン抵抗性改善薬ピオグリタゾンの薬効発揮メカニズムとして、脂肪細胞の小型

化、脂肪細胞での脂肪酸の取り込み亢進と脂肪分解の抑制による、他のインスリン感受性

臓器における脂肪毒性の解除が考えられている。今回、我々はピオグリタゾンが DIO/CP マ

ウスにおいても、血漿中グルコース値、インスリン値を低下させインスリン抵抗性改善作

用に基づく糖代謝改善作用を発揮することを確認した。 

チアゾリジン系薬剤は、脂肪細胞においてリポ蛋白リパーゼ (Schoonjans et al., 1996)、

脂肪酸輸送蛋白質 (Martin et al., 1997)、CD36 などの発現を上昇させ (Teboul et al., 2001)、脂

肪酸の取り込みを増大させる。また、脂肪細胞におけるグリセロールキナーゼの発現を亢

進することでグリセロール-3-リン酸を増大させ、遊離脂肪酸及びグリセロールがトリグリ

セライドの形で脂肪組織内に蓄積するのを亢進し (Guan et al., 2002)、脂肪分解を抑制する。

また、実際にピオグリタゾンは 2 型糖尿病患者の全身の脂肪分解を低下させることが報告

されている (Gastaldelli et al., 2009)。我々が期待していた通り、DIO/CP マウスへのピオグリ

タゾン投与により非絶食条件下の血漿中 NEFA 値の低下と相関して血漿中グルコース値が

改善した (Fig. 9, A and B)。この結果は、ピオグリタゾンによる脂肪分解抑制作用によって、

DIO/CP マウスの糖尿病状態が改善したことを示唆するものであり、これまで我々が明らか

にした DIO/CP マウスの病態発症機構を裏付ける結果である。しかし、ピオグリタゾン投与

によって絶食条件下における血漿中グルコース値は改善せず、血漿中インスリン値のみ有

意に改善した (Fig. 9, C and D)。空腹時血糖値の維持には肝臓からの糖放出が大部分を占め

ることが報告されている (Landau et al., 1996)。ピオグリタゾンは、脂肪を直接の標的臓器と

する為、この時点においてはまだ肝臓における病態改善作用が十分ではなく、病態改善作

用が空腹時の血漿中グルコース値にまで反映していない可能性が考えられる。 

ピオグリタゾンは、in vitro、in vivo 試験において共に、脂肪の 11β-HSD1 mRNA 発現を

低下させることが報告されている (Berger et al., 2001; Nakano et al., 2007)。しかしながら、ピ

オグリタゾン投与DIO/CP マウスの腸間膜脂肪組織における 11β-HSD1 mRNA 発現変化を確

認したところ、vehicle 投与群と比較して有意な 11β-HSD1 mRNA 発現変化は認められなか

った (data not shown)。この結果より、DIO/CP マウスにおけるピオグリタゾンによる病態改

善作用は、脂肪組織における直接的な GC 状態の正常化に基づいた作用ではなく、ピオグリ

タゾンによる脂肪分解抑制作用に基づくものだと考えられる。 

今回我々は、既存のインスリン抵抗性改善薬であるピオグリタゾンが、DIO/CP マウス

においてもインスリン抵抗性を改善して糖代謝を改善することを見出した。この結果より、

DIO/CP マウスが GC シグナル阻害剤以外の薬剤の評価に使用可能であることが示され、

DIO/CP マウスが脂肪組織の機能不全を病態発症の基盤とする 2 型糖尿病患者を外挿する動

物モデルであることが示唆された。 
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総括と展望 

 

本研究において、我々は、11β-HSD1 を介した GC シグナル活性化を基盤とした新規の

肥満 2 型糖尿病モデル DIO/CP マウスを構築した。また、DIO/CP マウスにおいて、インス

リン抵抗性改善薬ピオグリタゾンの応答性を確認したことから、本モデルが脂肪組織の機

能不全を病態発症の基盤とする 2 型糖尿病患者を外挿する動物モデルであることが示唆さ

れた。今後、DIO/CP マウスにおいてビグアナイド系、インクレチン関連薬剤といった他の

糖尿病治療薬の応答性を確認することで、本モデルが 2 型糖尿病患者のどのセグメントを

反映した動物モデルであるのか、より詳細に解析を行う必要がある。DIO/CP マウスの特徴

を理解した上で、将来的には本モデルを活用した糖尿病治療薬の候補化合物スクリーニン

グや、候補化合物の特徴付けへと繋げていきたい。 

更に、DIO/CP マウスを用いて、GC による糖尿病発症には、内臓脂肪における脂肪分解

亢進が重要であることを示した。また、GC により糖尿病の病態を発症する過程において、

11β-HSD1 発現上昇を伴う脂肪組織の GC シグナル活性化の悪循環の存在が、糖尿病の病態

発症に寄与している可能性を提示した。これらの現象と同様の脂肪組織の機能不全は、2 型

糖尿病患者においても認められることが報告されている。したがって、脂肪組織における

GC シグナルの正常化は、肥満 2 型糖尿患者において、糖尿病治療の魅力的な治療アプロー

チとなり得ると考えられる。今後、脂肪組織の GC シグナル正常化を目指した 11β-HSD1 阻

害剤や GR アンタゴニストといった薬剤の新規糖尿病治療薬としての開発と臨床応用が期

待される。 
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