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慶應 医学 ・82(2):T95～T106,2005

学位 論 文

肥満2型 糖尿病モデル動物db/dbマ ウスにおける

PPARγ ア ゴニス トおよびPPARα ア ゴニス トの影響

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:猿 田享男教授)

  矢 島   賢

(平成16年10月15日 受付)
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 近 年,我 が国の2型 糖尿病患者数 および肥満患者数 は

軒並 み増加 しっづ けて いる.こ れ により,疾 患特有の合

併症,特 に動脈硬化性疾患や虚血性心疾患の発症や進展,

それ による死亡お よび医療費 の増大が社会問題 にまで発

展 して いる.動 脈硬化性疾患,特 に虚血性心疾患の成因

研究 の基盤 に リスクフ ァクターの同定が あ り,多 くの疫

学調査 か ら糖尿病および肥満 はもちろんの こと,高 血圧,

高 コ レステロール血症,高 中性脂肪血症,喫 煙 などさま

ざまな ものが判明 してい る(マ ルチプル リスクファクター

症候 群).1988年 にReavenが イ ンス リン抵抗 性,高

イ ンス リン血症,高very low-density Iipoprotein(以

下VLDLと 略 す)血 症,低high-density lipoprotein-

cholesterol(以 下HDL-Cと 略 す)血 症,高 血圧お よび

耐糖 能異常 を併 せ持っ病 態 を 「シ ン ドロームX」 と し

て名づ け,非 肥満者 で もこれ らの因子 が集積 し,動 脈硬

化性疾 患の発症基盤 と して重 要で ある ことを示 した').

1989年 にKaplanは,肥 満 者 の体型 を考慮 した上 で上

半 身肥 満 の重要 性 を指 摘 し,「 死 の四重 奏」 を提 唱 し

た2).DeFronzoら は,肥 満 にかか わ らず その中心 には

イ ンス リン抵抗 性が存在 す る として,"イ ンス リン抵抗

性症候群'を 提唱 した3).こ の よ うに,リ スクファクター

が単独 で存在 する とい うよ りもむ しろ個人 に集積す るこ

とが多 く,集 積 した ものほど動脈硬化性疾患 の発症が著

増す る ことが以前 よ り提 唱されて きた.し か し,な ぜ リ

スクフ ァクターが個人 に集積 す るのかは不 明であ った.

 そ の なかで,大 阪大学 の松澤 らは1987年 に"内 臓脂

肪型肥満"を 提唱 し,近 年 その概念 を確立 している.彼

らは,肥 満の中で も治療 すべ き"肥 満症"は 腹腔内(主

に腸間膜)に 脂肪が蓄積する 「内臓脂肪型肥満」4)で,

これは肥満者のみでなく非肥満者においても動脈硬化性

疾患の発症 と強 く関連 していることを報告 している5).

そして,内 臓脂肪蓄積型の肥満はインス リン抵抗性の上

流に位置 し,糖 尿病,高 血圧,高 脂血症 といった生活習

慣病を惹起 していると考え,肥 満および脂肪細胞に対す

る研究(ア ディポサイエンス)が 活発に行われるように

なった.こ れまで脂肪細胞は単にエネルギーを貯蔵する

組織 と考えられていたが,レ プチ ンの発見を皮切りとし

て,脂 肪細胞からはさまざまな生理活性物質(ア ディポ

サイ トカインと呼ばれる)が 分泌されていることが判明

し,こ れらの分泌異常が生体内の代謝に影響することが

明らかとなった.

 また,脂 肪組織としての脂肪だけでなく,各 臓器の細

胞内の トリグリセリド(以 下TGと 略す)も 障害をもた

らしていることが注目されている.イ ンス リン分泌を行

う膵ﾟ細 胞へのTGの 蓄積はインス リン分泌を低下 さ

せ6～8),糖取 り込みを行 う骨格筋や肝臓においては細胞

内TG含 量とこれらの臓器のインスリン抵抗性が強く相

関 しており,脂 肪毒性 として注目されている9).ま た,

生活習慣の改善やインスリン抵抗性改善薬によって,こ

れら細胞内のTG含 量が低下 しインスリン抵抗性が改善

されることが示されている.

 インスリン抵抗性改善薬は糖尿病患者,特 に肥満2型

糖尿病患者の治療 に世界中で用いられているが,近 年

peroxisome proliferator-activated receptor(以 下

PPARと 略す)γ アゴニス トであることが判明 した.

PPARγ アゴニス トは,骨 格筋や肝臓,脂 肪組織などの
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末 梢組織 においてイ ンス リン抵抗性 をさまざまなメカニ

ズム によ り改善 させ ることが知 られ てい る.し か し,

PPARγ ア ゴニ ス トの膵臓 に対 す る影響,と くに イ ンス

リン分泌を調査 した研究 は少 ないlo～13). PPARγ は,げ っ

歯類 だけではな くヒ トの ランゲルハ ンス氏 島(以 下 ラ島

と略す)に も発現 して いることが確認 されて いるため14),

PPARγ ア ゴニス トの膵臓での影響が注 目されている.

 一 方,高 脂血症 の治療 に用 い られている フィブラー ト

系薬剤 は,PPARα ア ゴニス トであ ることが最近判 明 し

た.PPARα ア ゴニス トは主 に脂肪酸 代謝 に関連 してお

り,フ ィブ ラー ト系薬剤 の脂質低下作用 は このメカニズ

ムによるとされて いるが,イ ンス リン抵抗性 を改善 させ

る との報告 が散見 され注 目されて いる15,'6).し か し,そ

のイ ンス リン分泌 に対す る影響 は不 明である.

 PPARγ ア ゴニス トとPPARα ア ゴニ ス トとの併用療

法 の報告 は数少 ないが,動 脈硬化 と密接 に関連 す る脂質

代謝 において併用療法が単独 よ りも優 れてい ることな ど

を示 す報告が ある17)'18).最 近,PPARγ とPPARα の両

方 に効 くアゴニス トが開発 され,糖 尿病 や代謝症候群 に

対 す る有効 性 一両 アゴニス トはPPARγ ア ゴニス トによ

る体重増加 を抑制す る こと,肝 臓 や筋 肉のTG含 量 を低

下 させ る こと,お よびイ ンス リン抵抗性 を改善 す ること

など一が報告 されて いるis～21).

 そ こで我 々は,次 のよ うな仮説 を立 て た.PPARγ ア

ゴニス トとPPARα ア ゴニス トは ともに脂質代謝改善作

用が あるため,そ の併用療法 によ り脂質低下作用 を増強

す ることを介 して肥満2型 糖尿病患者 の脂肪毒性,と く

に膵 ラ島 にお けるイ ンス リン分泌不全 をよ り解 除で きる

で あろうというもので ある.

 本 研 究では,PPARγ ア ゴニス トとしてpioglitazoneを,

PPAR(xア ゴニス トとしてbezafibrateを 用 いた. PPARy

ア ゴニス ト単独 療法 としてpioglitazone群(以 下PIO群

と略す),pioglitazoneとbezafibrateを 用 いての併用療

法 群(以 下P+B群 と略 す)そ してPPARγ とPPARα

の 両 ア ゴニ ス トで あ る5-[(2,4-dioxothiazolidin・5-

yl)methyl]-2-N-[[4-(trifluoromethyl)-phenyl]methyl]

benzamide群(以 下KRP-297群 と略 す)に 分 け,そ

れぞれ の薬 剤 を雄 性C57BL/6Jマ ウ スお よび肥満2型

糖 尿病 のモデ ルであ る雄性db/dbマ ウ ス に用 い,未 治

療群 と比較 した.体 重,食 餌 および飲水摂取量,代 謝 関

連 の血 漿パ ラメー ターを測定 し,肥 満 お よび糖 ・脂質代

謝 への影響 を評価 した.膵ﾟ細 胞へ の影響 と して,イ ン

ス リン分泌 に関 しては膵灌流実験 による グル コース刺激

性 イ ン ス リ ン 分 泌 (glucose-stimulated insulin

secretion:以 下GSISと 略 す)を 評価 し,さ らに ラ島

への影響を病理組織学的に評価 した.

材料 ・対象と方法

1.材 料

 Pioglitazone, bezafibrateお よ びKRP-297は,そ

れ ぞれ武 田薬品工業(大 阪),キ ッセイ薬品工業(松 本),

杏 林 製薬(東 京)か ら供与 を受 けた.コ ン トロール食 と

してCE-2を 日本 ク レア社(東 京)よ り購 入 し, PIO,

P+Bお よ びKRP-297は0.1%のcarboxymethyl-

celluloseを 使 用 してCE-2に 混 餌 させた.

2.動 物

 5週 齢 の雄 性C57BL/6Jマ ウ スお よび5週 齢 の雄性

db/dbマ ウ スを,日 本 ク レア社 よ り購入 した.慶 鷹義塾

大学の実験動物 の取 り扱 い方 のガイ ドライ ンに従 って実

験 を行 った.両 種 のマ ウスを コ ン トロール食 であるCE-

2で1週 間飼育 し,そ の後 それぞれの薬剤混餌食 で4週

間飼育 した.PIO群 は 【C57BL/6J:0.02%(wt/wt),

31.3±0.3mg/kg/日;db/db:0.02%(wt/wt),34.2

±0.4mg/kg/日 】, P十B群 は 【C57BL/6J:0.02%

(wt/wt),29.2±0.5 mg/kg/日;db/db:0.02%(wt/

wt),33.3±0.4 mg/kg/日 】十【C57BL/6J:0.06%

(wt/wt),97.3±1.5 mg/kg/日;db/db:0.07%(wt/

wt),111.0±1.5 mg/kg/日 】, KRP-297群 は 【C57B

L/6J:0.02%(wt/wt),30.2±0.3 mg/kg/日;d～y

db:0.02%(wt/wt),32.2±0,4 mg/kg/日 】 で あ っ

た.す べての マウスの食餌摂取量,飲 水摂取量 および体

重 は,週 に3-4回 朝 に測定 した.

3.血 漿 の代謝パ ラメー ターの測定

 10週 齢 のマ ウスの眼窩 か ら,EDTAで コ ーテ ィング

されたヘ マ トク リッ ト管 にて血液 を採取 した.血 漿 中の

糖お よびTGは,富 士 ドライケ ミ5500(富 士 フ イル ム,

東 京)を 用いて測 定 した.遊 離脂肪 酸 は,NEFA-Cテ

ス ト(和 光,大 阪)に て測定 した.イ ンス リンは,酵 素

免疫法(以 下EIAと 略 す)(森 永,横 浜)に て,ア デ ィ

ポネ クチ ンはradioimmunoassay法(コ ス ミック,東

京)に て測定 した.

4.膵 臓 の イ ンス リン含量

 膵 臓 を1.8m1の 酸 エタノール中 で ホモゲナイズ し,

ホ モ ジネー トを48時 間4℃ で貯蔵 した後,4。Cに て10

分 間10,000rpmで 遠心 分離 した.上 清 を貯蔵 し,さ ら

にペ レッ トを0.2mlの 酸 エ タノールで再抽 出 した.遠
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心 分離 の後,集 め た上 清を0.25%の 牛 血 清 アル ブ ミン

(以 下BSAと 略 す)を 含 んだ0.1Mの リ ン酸緩 衝液 で

10,000倍 に希釈 した.イ ンス リン濃 度 はEIAに て測定

した.

5.膵 臓 のTG含 量

 膵 臓を メタノール2ml中 に 入れ,4℃ で保存 した後

ホモ ジネー トし,ク ロロホル ム2m1お よ びFolch液

(ク ロロホルム:メ タノール=2:1)4mlを 加 え た.

室 温で1時 間振盈 させ,室 温 にて15分 間3,000rpmで

遠 心 し,上 清 を600Cに て 乾 燥 固定 させ た.沈 渣 を

Folch液 で再抽 出 し,上 清 を同条件 で乾 燥固定 した後,

4%Triton X-100を 加 え1時 間650Cに 加 熱 した.さ ら

に超 音 波 を20分 か けた後,TG量 を 富 士 ドライ ケ ミ

5500(富 士 フイルム,東 京)に て測定 した.

6.膵 灌 流実験

 10週 齢 の各群 マ ウスを一 晩絶食 後,50mg/kgの ペ

ントバル ビタールで麻酔 した.腹 腔動脈 と門脈 にカニ ュ

レーシ ョンし,他 の動脈 は結 紮 した.灌 流の速度 は毎分

0.5mlで 一 定 に した.灌 流液 は,3%(wt/vol)の デ

キス トラ ンT-40を 含 んだKrebs-Ringer bicarbonate

buffer, 1% (wt/vol)のBSAお よ び20 mMの

HEPESに て 構成 した.95%の 酸 素 および5%の 二 酸化

炭素 の混合 ガスを灌流 液 に流 し,pHを7.35か ら7.45

の間 に維持 した.膵 臓か らの灌流液 は2分 間隔で門脈 の

カテーテルか らチ ューブに採取 し,即 座 に冷凍 して イ ン

ス リン測定 のため に一200Cで 保 存 した.手 術後の平衡状

態 を保っ たあ5.6mMの 糖 濃度 の灌流液 で15分 間 灌流

した後,本 実 験 に移 った.す なわ ち,正 常 の糖 濃度

(5.6mM)の 灌 流液 で10分 間 の灌流 を行 った後,高 い

糖濃度(16.7mM)の 灌 流液 に切 り替え20分 間 灌流 し,

そ の後20分 間 はもとの糖濃度(5.6mM)の 灌 流液 に

戻す とい うプロ トコールで行 った.

8.統 計 学的分析

 す べ ての結果 は平均値 ±標準誤差 で示 し,統 計学 的分

析 はStatViewプ ロ グラム(ver 5.OJ, SAS社,米 国 ノー

スカ ロライナ州)を 使用 して行 った.有 意差 の検定 は,

分 散分 析(以 下ANOVAと 略 す)の 後, Bonferroni-

Dunn法 を 用 いてpost hoc多 重 比 較検 定 を行 った.

P<0.05を 統 計学的 に有意 と解釈 した.

結  果

1.体 重,食 餌摂取量 および飲水摂取量 の変化

 第1表 に示 す よ うに,C57BL/6Jマ ウ ス に お い て

PPARγ ア ゴニ ス ト治 療群 のマ ウスの体重 は,未 治療群

よ りも有意 に増加 していた22).db/dbマ ウスにおいて も,

PPARγ ア ゴニ ス ト治療群 の マウスの体重 は未治療群 よ

りも有意 に増加 していたが,KRP-297治 療 群 の体重増

加 は他 の治療群 と比べ最 も少 なか った.

 C57BL/6Jマ ウ スにおいて, PPARγ ア ゴニ ス ト治療

群 のマ ウスの食餌摂取量 もまた未治療群 と比較 して有意

に増 加 して い た.一 方,db/abマ ウ ス にお い て は,

KRP-297治 療 群 の食餌摂取 量 は最 も少 な く,他 の治療

群 で は未 治療 群 と差 は認 あ られ なか った.C57BL/6J

マ ウ スにおけるPPARγ ア ゴニス ト治療群で は飲水摂取

量 がやや増加 していたが,db/dbマ ウスで は未治療群 で

著明 に増加 して いた.

2.血 漿 の代謝パ ラメーター

 第1図 に示すよ うに,db/dbマ ウ スの未治療群の血糖,

イ ンス リン,TGお よ び遊 離脂 肪酸 はC57BL/6Jマ ウ

スの未治療群 と比較 して著明 に上昇 してお り,こ れ らは

PPARγ ア ゴニス ト治療群 で は改 善 した22).ア デ ィポネ

クチ ンは,db/dbマ ウ スにお いてPPARγ ア ゴニ ス ト治

療群 で は著明 に増加 してお り,KRP-297群 で は さらに

有意 に増加 して いた(第2図).

7.病 理 組織学的検討

 膵 灌流実験を行 って いないマウスか ら膵臓 を摘 出 し,

35-38%の ホル マ リンで固定 した.膵 組織 をパ ラフィン

で固定 し,切 り出 してヘ マ トキ シ リンーエオ ジン染色 を

行 った.ま た,モ ル モ ッ ト抗 ヒ トイ ンス リン抗体 および

ウサギ抗glucose transporter 2(以 下GLUT2と 略す)

ポ リク ローナル抗体を用 いて免疫組織染色 を行 い,検 討

した.

3.膵 臓 のイ ンス リン含量

 db/dbマ ウ スの未 治 療 群 の 膵 イ ンス リン含 量 は,

C57BL/6Jマ ウ スの未治療 群 と比較 して ほぼ完全 に枯

渇 してい た(第3図)22).統 計 学 的有意差 はなか ったが

(P=0.051,ANOVAに よ る), db/dbマ ウ スのPIO群

お よびP+B群 の 膵臓 イ ンス リン含量 は,db/dbマ ウ ス

の 未 治 療群 と比 べ て 改善 して い た.db/dbマ ウ スの

KRP-297群 の 膵 イ ンス リン含量 は, C57BL/6Jマ ウ ス

の未治療群 とほぼ同 じで あった.
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第1表 C57BL/6Jマ ウスおよびdb/dbマ ウスにおける4週 間での体重変化,食 餌摂取量および飲水量

マ ウ ス 群 体重変化(g) 食餌摂取量(g) 飲水量(g)

C57BL/6J Untreated

 PIO

 P十B

KRP-297

3.06±0.25

4.91±0.17*

4.12±0.34*

4.70±0.18*

96.35±1.59

112.29±1.38*

108.27±1.75*

107.98±1.71*

158.45±5.12

189.88±7.95*

178.79±6.33

198.33±7.63*

db/db Untreated

 PIO

 P十B

KRP-297

 9.90±0.46

21.17±0.45*

19.30±0.48*

15.46±0.43*.,#

 191.50±2.77

182.80±3.07

180.67±3.29

164.93±2.04*'ち ‡

505.60±17.64

196.10±5.12*

197.40±8.23*

191.13±4.31*

*P<0
.0083compared with untreated group in each strain.+P<0.0083 compared with PIO group in

each strain.‡P<0.0083 compared with P十Bgroup in each strain.
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第1図 10週 齢 にお け る血 漿 パ ラ メ ー タ ー

 A:糖,B:イ ンス リ ン, C:中 性脂 肪, D:遊 離脂 肪酸. Un:未 治 療 群, PIO:pioglitazone群, P+B:piogli-

 tazone+bezafibrate群, KRP:KRP-297群, C57:C57BL/6Jマ ウス, db/db:db/dbマ ウ ス.そ れ ぞれ の バ ー

 は平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 示 し た.*P〈0.0083,ANOVA(Bonferroni-Dunn)に よ る. C57BL/6」 未治 療 群 の値 は

 参 考 値 と して示 した.(Yajima K et al:Am J Physiol Endocrinol Metab 284:E966-E971,200322)のFig.1

 を 許 可 を 得 て 転載)
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4.膵 臓 のTG含 量

 db/dbマ ウスにお ける膵 臓のTG含 量 は, PPARγ ア

ゴニ ス ト治療群で は未治療群 と比 べて低下傾向 にあ った

が,統 計学 的に有意差 はなか った(P=0.322,ANOVA

に よ る)(第4図).

C57 db/db

第2図 10週 齢 に お け る血 漿 ア デ ィ ポ ネ ク チ ン値

 Un:未 治 療 群, PIO:pioglitazone群, P+B:pioglita

 zone十bezafibrate群, KRP:KRP・297群, C57:

 C57BL/6Jマ ウ ス, db/ab:db/dbマ ウ ス.そ れ ぞ れ の

 バ ー は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 示 し た.***P<0.0001,

 ANOVA(Bonferroni-Dunn)に よ る. C57BL/6J未 治

 療 群 の 値 は参 考 値 と して 示 した.
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第4図 10週 齢 に お け る膵 臓 の 中性 脂 肪 含 量

 Un:未 治 療 群, PIO:pioglitazone群, P+B:pioglita

 zone十bezafibrate群, KRP:KRP-297群, C57:

 C57BL/6Jマ ウ ス, db/db:db/dbマ ウ ス.そ れ ぞ れ の

 バ ー は平 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 した.P=0.322, ANOVA

 (Bonferroni-Dunn)に よ る. C57BL/6J未 治 療 群 の 値

 は参 考 値 と して 示 した.

C57 db/db

第3図 10週 齢 に お け る膵 臓 の イ ンス リ ン含量

 Un:未 治 療 群, PIO:pioglitazone群, P+B:pioglita

 zone十bezafibrate群, KRP:KRP-297群, C57:

 C57BL/6Jマ ウ ス, db/db:db/dbマ ウ ス.そ れ ぞ れ の

 バ ー は平 均 値 ± 標 準 誤 差 で示 した.P=0.051, ANOVA

 (Bonferroni-Dunn)に よ る. C57BL/6J未 治 療 群 の 値

 は参 考 値 と して 示 した.(Yajima K et al:Am J Physiol

 Endocrinol Metab 284:E966-E971,200322)のFig.2

 を許 可 を 得 て 転 載)

5.膵 灌 流実験

 C57BL/6Jマ ウ スの各群 間で, GSISの 差 は認 め られ

なか った(第5図A)22).一 方db/dbマ ウ スでは(第5

図B),未 治 療群 で はC57BL/6Jマ ウ スのよ うな良好 な

GSISは 全 く見 られ なか ったが, PPARγ ア ゴニ ス ト治

療群 ではGSISが 良 好 に保 たれて いた22).4群 間 で比較

す ると,PIO群 のGSISはdb/dbマ ウ スの未 治療群 と

比べ て有 意差 は なか ったが,P+B群 お よ びKRP-297

群 のGSISは と もに有意 に増加 していた(第2表)22).

6.病 理 組織学的検討

 db/dbマ ウ スの未治療群 の ラ島 は過形成で,イ ンス リ

ンは著明 に減少 してお り,染 色パ ター ンもまば らで あっ

た(第6図)22).db/dbマ ウ スのPIO群 お よ びP+B群

の ラ島 も過形成であ ったが,イ ンス リン染色 はほぼ正常

で あ った.db/dbマ ウ スのKRP-297群 の ラ島では過形

成 は認 め られず,イ ンス リン染色 もほぼ正常で あった.

イ ンス リン染色の結果 は,膵 臓の イ ンス リン含量の結果
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第5図 膵 灌 流 実 験 に お け る グ ル コ ー ス刺 激 性 イ ンス リ ン分 泌

 A:C57BL/6Jマ ウ ス ●:未 治 療 群,○:pioglitazone群,□:pioglitazone+bezafibrate群,△:KRP-297群.

 そ れ ぞ れ の バ ー は平 均 値 ±標 準 誤 差 で示 した.B:db/dbマ ウス ●:未 治 療 群 ○:pioglitazone群,□:piogli-

 tazone+bezafibrate群,△:KRP-297群 そ れ ぞ れ の バ ー は平 均 値 一標 準 誤 差 で 示 した. pioglitazone+bezafib-

 rate群 の バ ー は平 均 値+標 準 誤 差 で 示 した.(Yajima K et al:Am J Physiol Endocrinol Metab 284:E966-E971,

 200322)のFig.3を 許 可 を得 て転 載)

第2表 C57BL/6Jマ ウスおよびdb/dbマ ウスにおける膵灌流実験によるグルコース刺激性インス リン分泌

 (GSIS)

GSIS

(mU)

C57BL/6J db/db

0-10分 10-30分 0-10分 10-30分

Untreated

 PIO

 P十B

KRP-297

79.02±52.01

151.80±27.54

138.32±22.75

29.35±19.08

1301.10±333.07

1857.53±269.23

1637.92±194.65

1556.51±202.71

 371.60±49.90

 878.89±206.04

2248.18±410.89*・ ち‡

 602.60±189.85

1059.50±190.91

4054.41±997.69

8426.53±1788.66*

6334.80±1161.62*

*PGO
.0083 compared with untreated group in each strain during the same period.'P<0.0083 compared

with PIO group in each strain during the same period.$P<0.0083 compared with KRP-297 group in each

strain during the same period.
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C57BLI6J db/db

Untreated  Untreated PIO P牽B KRP-297

H&E

Insulin

GLUT2

第6図 10週 齢 に お け る膵 ラ島 の組 織 標 本

 Untreated:未 治 療 群, PIO:pioglitazone群, P+B:pioglitazone+bezafibrate群, KRP-

 297:KRP-297群H&E:ヘ マ トキ シ リ ンエ オ ジ ン染 色, Insulin:イ ンスi)ン 染 色, GLUT2:

 GLUT2染 色,倍 率:80×.(Yajima K et al:Am J Physiol Endocrinol Metab 284:E966-

 E971,200322)のFig.4を 許 可 を得 て 転 載)

と類似 してい た.GLUT2は,正 常 なC57BL/6Jマ ウ

スの膵β細胞膜 に発現 してい た.db/dbマ ウ スの未 治療

群 で はGLUT2の 発 現 が欠損 して いたが, PPARγ ア ゴ

ニ ス ト治療群 で はC57BL/6Jマ ウ ス と同様 に保 たれて

いた.し か し,db/dbマ ウスのPIO群, P+B群 お よび

KRP-297群 にお けるGLUT2発 現 の差違 は認 め られ な

か った.

考 察

 本 研 究 で は,肥 満2型 糖尿 病 のモ デルで あ るdb/ab

マ ウ スの高血糖,高 脂血症,イ ンス リン抵抗性,膵 イ ン

ス リンの枯 渇 およびGSISの 無 反 応 を, PPARγ ア ゴニ

ス トが改善 させ る ことを示 した.さ らに,PPARα ア ゴ

ニス トの併用やPPARγ/a両 ア ゴニス トの投与 によ って

GSISが 増 強す るこ とを示 した.す なわ ち,肥 満2型 糖

尿病 にお いてPPARγ ア ゴニス トとPPARaア ゴ ニス ト

の併 用療法 は,PPARγ ア ゴニス ト単 独 よ りも体重 増加

の抑制および膵臓のGSIS促 進の両面においてより効果

的である可能性を示 した.

1.体 重 変化,食 餌摂取量 および飲水量

 PPARγ ア ゴニス トは,イ ンス リン抵抗性 を呈す る肥

満2型 糖 尿病 患者 の治療 に よ く用 い られ る。 しか し,

PPARγ は 脂肪細胞 の マス ター レギ ュ レー ターで あ るた

め,そ の作用 により体脂肪量の増加や肥満を引 き起 こす

ことが知 られて いる23).体 重 増加 の程度 は,PPARγ ア

ゴニス トの種類 によ り異な ると報告 されてい る24).ま た,

PPARγ ア ゴニス トによ る体重 の増加 はげ っ歯類 だ けで

な くヒ トで も報告 されてお り25～28),それ は食餌摂取量 の

増加 または薬物 の作用 によ る脂肪細胞 の増加 によ るもの

と推測 されてい る29^-34).

 本 研 究で は,C57BL/6Jマ ウ スにお いて, PPARγ ア

ゴニス ト治療群 の体 重 は食餌 摂取 量の増加 に伴 って有意

に増加 した.一 方db/dbマ ウ スにおいて は, KRP-297

群 がPIO群 やP+B群 と比 べ最 も体 重増 加 が少 なか っ
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た.こ れ は,KRP-297群 で 食餌摂 取量が最 も少 なか っ

た ことに加 え,以 前 の報告 にあ るよ うにKRP-297の

PPARα 作 用によ る脂質異化 の増 強お よび脂肪量 の減少

とい った薬 剤 の効 果 によ る もので あ ろ うと推測 してい

る'7)'35).ま た,KRP-297群 の 膵 イ ンス リン含量 が正常

マ ウス とほぼ同 じで あ った ことや,ラ 島 がPIO群 や

P+B群 と比 べ過 形成 で なか った こ とは,KRP-297が

肥 満を最 も改善 させ たことによる もの と推測 している19).

2.血 漿 の代謝パ ラメーター

 PPARγ ア ゴニ ス トの投与 に よ り, db/dbマ ウ スの未

治療群 で は上 昇 した血糖,イ ンス リン,TGお よ び遊離

脂肪酸が正常化 した.し か し,こ れ らのパ ラメーターに

関 して,PPARα ア ゴニス トの付加効果 は見 出せなか っ

た.db/dbマ ウ スにおいてKRP-297群 が最 も血糖が低

か ったのは,お そ らく薬剤 の影響 に加え食餌摂取量が最

も少 なか ったためであろ うと考え られ た.

 ア デ ィポネ クチ ンは,脂 肪細胞か ら分泌 されるイ ンス

リン感受性 ホルモ ンで,抗 動脈硬化作用 を もつ ため最近

注 目されて いる36)'37).げ っ歯類 および ヒ トにおいて も,

肥 満の改善やPPARγ ア ゴニス トの投 与に よりアデ ィポ

ネクチ ンが増加 す ることが近年報告 されて いるが38～40),

本 実 験 において もその効果 が確認 された.ま た,PIOと

比 較 してKRP-297に よ るアデ ィポネ クチ ンの分泌効果

が強 いことが示 されたが,薬 剤 の効果 に加 え,食 餌摂取

量 の抑制 に伴 う肥満抑制 による二次的 な効果 の影響 も考

え られた.

3.グ ル コース刺激性イ ンス リン分泌お よび膵 ラ島 にお

ける変化

 C57BL/6Jマ ウ ス のGSISは 良 好 な 反 応 を示 し,

PPARα ア ゴニ ス トやPPARγ ア ゴニ ス トの4週 間 の治

療 によ る変化 は認めなか った.一 方,db/dbマ ウ スの未

治療群においては重篤 なイ ンス リン抵抗性,糖 毒 性およ

び脂 肪 毒 性 の結 果 によ る イ ンス リンの枯 渇 の た め,

GSISの 反 応 は見 られ なか った. db/dbマ ウ スの未治療

群の血 漿イ ンス リンレベルは,こ の週齢 では他 の治療群

よ りも高か ったが,そ れ は未 治療群 のdb/dbマ ウ スの

ラ島が,極 度 の高血糖 に対 してなん とかイ ンス リンを分

泌 してい るか らと考 え られた.本 研究 において,刺 激 す

る灌流液 の糖濃度 は16.7mMで あ り, db/dbマ ウ スの

未治療群 の血糖 よ りも低 い.そ のたあ,db/dbマ ウ スの

未治療 群 の ラ島で は高血糖 に対 す る感 受性 が低下 し,

16.7mMで のGSIS反 応 が見 られなか った可能 性も推

測 してい る.我 々は,db/dbマ ウ スの未治療群 において

ラ島の過形成 を伴 ったイ ンス リン染色 の低下 および膵臓

のイ ンス リン含量 の枯渇 を示 したが,そ れ らは ともにイ

ンス リン欠乏を物語 ってい る.

 本 研 究で は,db/dbマ ウ スのGSISはPPARγ ア ゴニ

ス トの治療によ り保持 された.こ れ らの群 では血糖,イ

ンス リン,TGお よ び遊離脂肪酸 の改善が認 あ られた.

ま た我 々 は,PPARγ ア ゴニス ト治療群 にお いて ラ島の

イ ンス リンの保持 を示 し,PPARγ ア ゴニ ス トによるイ

ンス リンの節約効果 はイ ンス リン抵抗性の改善 によ るも

ので あろ うと結論付 けた.de Souzaら は, Zucker dia-

betic fatty(以 下ZDFと 略 す)ラ ッ トの膵灌流実験 に

お いて,GSISの 改 善がPIOの 直 接効果 ではない ことを

示 し,イ ンス リン抵抗性の改善 によるもの と推測 してい

る41).

 ま た 本研究 で は,P+Bお よ びKRP-297に よ る治 療

はdb/dbマ ウ スのGSISを 有 意 に増強 させ たが, PPAR

α ア ゴニス トを加え たことでなぜGSISが 増 強 したのか

は明 らか にで きなか った.し か しなが らPIO群, P+B

群 お よ びKRP-297群 間 で血糖,イ ンス リン, TGお よ

び遊離 脂肪 酸 に相 違 は なか った ことか ら,P+B群 と

KRP-297群 に おいて イ ンス リン分泌 が増 加 したのは イ

ンス リン抵抗性 の改善 による もの で はな く,膵ﾟ細 胞

における糖 の感受性が増強 したためで はないか と考え ら

れた.

 脂 肪 毒 性 は膵ﾟ細 胞 の 異 常,す な わ ちGSISと

GLUT2の 消 失 お よびTGの 蓄 積 を招 く8)・42)とさ れ,

Higaら は, ZDFラ ッ トを用 いてtroglitazoneが この

よ うな脂肪毒性 の特徴 を防 いだ ことを報告 している43)。

本 研究 にお いて も,糖 感 受性 やGSISと 関 連 して い る

GLUT2の 染 色性 を評 価 した.そ の結果, PPARγ ア ゴ

ニ ス ト治療 によ ってdb/dbマ ウ スにお けるGLUT2が

保 持 され たこ とを示 した.PPARα ア ゴニ ス トの付加 に

よ りGSISが 増 強 され た が, PIO群, P+Bi群 お よび

KRP-297群 の 間でGLUT2染 色 におけ る差違 を同定 す

ることは困難 であ った.し か し,ZDFラ ッ トの ラ島に

おいてPPARα の 発現が抑制 されて いた との報告 や44),

高 血 糖 が膵 β細胞 のPPARα 発 現 を減弱 させ る報 告45)な

ど,ラ 島へ のPPARα の直接作 用が注 目されPPARα と

GSISが 関 連 してい ると考 え られ る46).さ らにWangら

は,PPARα は正常 ラッ トの ラ島でのGLUT2を 直 接増

加 させ る転写 調節 因子 の一 っ であ る と推測 して い る こ

と47),近 年 ラッ トのGLUT2遺 伝 子の プロモーター領域

にPPAR応 答 配列(以 下PPREと 略 す)が 同定 され た

ことな どか ら48),PPARα ア ゴニス トが膵R細 胞 におけ

るGLUT2遺 伝 子 のPPREに 影 響 して いる可能性 が あ
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る.さ らに本研究 か らは,PPARα ア ゴニ ス トが

GLUT2を 量的にではな く質的な面か ら糖感受性を充進

させGSISを 増強させている可能性が考えられた.

 また膵臓におけるTG含 量の差違にっいて検討 したと

ころ,PPARγ アゴニス ト治療によりそれらの低下傾向

を示 したものの統計学的な有意差 は見 られず,PPARα

アゴニス トによる影響 も説明できなかった.ま た,我 々

は検討することがで きなか ったが,分 離 したラ島での

TG含 量がPPARα アゴニス トにより減少する可能性が

ある.GSISに おけるPPARα の直接の影響を解明する

ためにはさらなる研究が必要であると考え られた.

総 括

 本研究は,PPARγ アゴニス トとPPARα アゴニス ト

の併用療法やPPARγ/α 両アゴニス トによる治療は脂質

低下作用を増強することを介 して,肥 満2型 糖尿病モデ

ル動物であるdb/dbマ ウスの脂肪毒性や膵 ラ島におけ

るイ ンスリン分泌不全をより解除できるであろうという

仮説のもとに実験を行い,以 下の結果を得た.

1.db/dbマ ウ スにお いて, PPARγ ア ゴニス ト治療群

で は高血糖,高 脂血症 および高 イ ンス リン血症 が改善 し

た.こ のため,db/dbマ ウスの代謝状態 は改善 され,未

治 療 群 よ りも体 重 は増 加 して い た.KRP-297群 で は

PIO群 やP+B群 と比 べ,体 重増加 お よび食餌摂取量 が

最 も少 なか った.

アゴニス トの併用療法やPPARγ/α の両アゴニス トによ

る治療は,PPARγ アゴニス ト単独よりも体重増加の抑

制および膵臓のGSIS増 強の両面においてより効果的で

ある可能性を示 した.

 本稿 を終え るにあた り,御 懇篤な る御指導,御 校閲を

賜 りま した慶慮 義塾大学 医学部 内科学教室 猿 田享 男教

授 に深謝い た します.ま た,本 研究を直接御指導 くだ さ

り論 文の御校閲を いただ きま した慶鷹義塾大学保健管理

セ ンター兼 医学部 内科学教室 広瀬 寛講師,研 究 を御指

導 いただ きま した元慶鷹義 塾大学医学部先端医科学研究

所 藤 田晴久講 師な らびに瀬戸淑子講 師,慶,,..塾 大 学

病 理学教 室 山田健人講 師,研 究 に ご協力 いただ きま し

た研 究室の諸先生方,先 端医科学研究所の方々に感謝 い

た します.

 本 論 文 は,Yajima K, Hirose H, Fujita H, Seto Y,

Fujita H, Ukeda K, Miyashita K, Kawai T, Yamamoto

Y,Ogawa T, Yamada T, Saruta T:Combination

therapy with PPARy and PPARa agonists increases

glucose-stimulated insulin secretion in db/db mice.

Am J Physiol Endocrinol Metab 284:E966-E971,

200322)の 一 部 を含 む.

 本 研 究の一部 は,第61回 米 国糖尿病学会(2001年,

フ ィラデル フィア),第44,45,47回 日本糖 尿病学会

年次 学術集 会(2001年 京 都,2002年 東 京,2004年

東 京),第24回 日本肥満学会年次学術集 会(2003年,

千 葉)に おいて報告 した.

2.未 治 療群 のdb/dbマ ウ スの ラ島 で認 め られ たイ ン

ス リン穎粒 の枯渇 お よび膵R細 胞膜 に存在 す るGLUT2

の 消失 が,PPARγ ア ゴニス トの治療 によ り改善 された.

KRP-297群 の 膵臓 のイ ンス リン含 量が正常 マウス とほ

ぼ同程度で あ った こと,お よび膵 ラ島がPIO群 やP+B

群 と比べ過 形成 ではなか った ことは,KRP-297が 肥 満

を最 も改善 させた ことによる もの と考 え られた.

3.GSISは, db/dbマ ウ スの未治療群 で消失 していた

が,PPARγ ア ゴニス トの治療 によ り改善 され, PPARα

ア ゴニ ス トの併 用 によ りさらに増 強 され た.PPARγ ア

ゴニス トとPPARα ア ゴニス トの併用 によ り,代 謝パ ラ

メーターにおいては仮説 のよ うな増 強効果 は認 め られな

か ったが,GSISの 増 強 効 果 が 認 め られ た.ま た,

PPARγ/α の両 ア ゴニス トに よる治療 で は,体 重増加 の

抑制 および ラ島の過形成 防止 も認 め られた.以 上 よ り,

肥 満2型 糖尿病 にお いてPPARγ ア ゴニス トとPPARα
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