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序論 

 

食事と肥満 

 

食事は、人間の健康維持にとって必要不可欠である。肥満は体内に過剰量の

脂肪が蓄積して体重が増加した状態と定義され、近年、栄養過多や運動不足とい

った食生活・ライフスタイルの変化により肥満者は世界規模で増加している。米

国では10年後には国民の50％以上が肥満者と判定される恐れがある (Ward 2019)。

肥満における体脂肪の蓄積は、エネルギー摂取量がエネルギー消費量を上回るこ

とで引き起こされる。食事中の脂質はカロリーベースで 40% 程度を占め、肥満

率が高い欧米人は推奨量の約 4 倍の脂質を日常的に摂取するとされる (Shi 2009, 

Laugerette 2005)。 

 

肥満と糖尿病 

 

肥満は 2 型糖尿病発症の危険因子であり、重度になると脂質代謝異常や高血

圧などと並んで心血管疾患発症の発症リスクを高めることから、危険な疾患との

認識が広がっており、肥満の予防と治療の重要性は高い。糖尿病は、インスリン

の作用不足による高血糖が持続することで臓器障害を引き起こす代謝性疾患で

あり、1 型と 2 型がある。2 型糖尿病は、肥満などの環境的要因や遺伝的要因に

よりインスリンの分泌不全およびインスリン抵抗性を示す疾患であり、1 型糖尿

病はインスリンを産生・分泌する膵細胞が破壊される自己免疫疾患である。2019

年において、世界では成人の 11 人に 1 人の割合で糖尿病を罹患しており、有効

な対策を施さないと少なくとも 2045 年まで患者数は増加し続けると予測されて

いる (国際糖尿病連合 2019)。糖尿病は、3 大合併症である「糖尿病性網膜症」「糖

尿病性腎症」「糖尿病性神経障害」が問題になる他、心筋梗塞や脳梗塞などの大血

管障害を引き起こす。糖尿病患者では、新型コロナ感染症が重症化するリスクが

高いこと (CDC 2020)、重症化を防ぐためには良好な血糖コントロールを保つこ

とが重要であることも報告されている (Zhu 2020)。食後高血糖は、糖尿病だけで

なく糖尿病予備群においても重要な指標の一つとして認識されており、心血管系

疾患等の合併症による死亡リスクを上昇させる (Nakagami 2004, Tominaga 1999)。

空腹時血糖値が正常値と異常値 (糖尿病と判断される値)の間を示す耐糖能異常

の状態では、動脈硬化が促進し、脳卒中などの大血管障害を起こすリスクが高く

なるため、空腹時血糖値のみではなく食後高血糖もあわせて管理することが重要

である。 
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抗肥満薬と抗糖尿病薬 

 

抗肥満薬の開発は、強い薬効に加えて高い安全性が求められるため難航して

きた (Rodgers 2012)。2012 年に米国でロルカセリンとキシミアが承認されたが、

これらは中枢性食欲抑制薬であり、中枢へ直接作用するために副作用に対する懸

念が大きい。中枢への直接作用を必要としない末梢性抗肥満薬としては、食事性

脂質の吸収を抑制する薬剤の開発が進められてきた。膵リパーゼ阻害薬であるオ

ルリスタットが一例であるが、脂肪便などの消化管に対する副作用があり 

(Padwal 2007)、薬効・安全性ともに十分とは言い難いため、より効果的で安全な

末梢性抗肥満薬の開発が期待されている。抗糖尿病薬としては、良好な血糖コン

トロールを実現するために、膵細胞のスルホニル尿素受容体に結合することで

インスリン分泌を促す SU 薬、肝臓における糖新生を抑制するビグアナイド薬、

インスリン抵抗性を改善するチアゾリジン薬等のメカニズムの異なる血糖降下

薬が臨床で使用されている。しかしながら、利便性・安全性・有効性を兼ね備え

た新規薬剤に対する期待は依然として大きい。 

 

消化管由来のシグナル 

 

生体内のエネルギーバランスの調節には、古くから中枢への化学的、直接的

な情報入力による機構が唱えられてきたが (Blouet 2010)、近年は末梢組織からの

シグナルを介して中枢へ間接的に情報伝達する機構の存在が明らかにされてき

た。その一つが消化管における栄養素の感知であり、管腔内に流入してきた食事

由来の分子を感知することは消化管の機能の一つとして認識されている。具体的

には、上皮に存在する消化管内分泌細胞が、管腔内の脂質 (脂肪酸)、炭水化物 (グ

ルコース)、タンパク質の消化産物であるペプチドやアミノ酸を直接感知して種々

の消化管ホルモンを分泌することにより、摂食や食後代謝が調節される (Janssen 

2013)。グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1)やペプチド チロシン-チロシン (PYY)は、

小腸下部や結腸に多く存在するL細胞で産生・分泌される消化管ホルモンである。

GLP-1 は血糖依存的な膵細胞からのインスリン分泌促進作用、すなわちインク

レチン作用が最も知られている (Drucker 2007)。GLP-1 や PYY は摂食抑制作用を

示し、食欲の調節に寄与している (Neary 2005)。このように、消化管は、摂取し

た食物を消化・吸収する役割のみならず、内分泌器官としての役割も有しており、

全身のエネルギー恒常性の維持に貢献している。 

 

膵臓 

 

膵臓は、消化酵素を含む膵液を小腸に送り出す外分泌器官の他に、糖代謝を
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調節するホルモンを産生・分泌する内分泌器官を有する臓器である。膵臓の内分

泌機能は、腺房の間に島状に存在する膵島が担う。膵島は、主にインスリンを分

泌する細胞、グルカゴンを分泌する細胞、ソマトスタチンを分泌する細胞か

ら構成され、血糖値の厳密なコントロールを可能にしている。1 型糖尿病患者で

は、膵細胞が破壊されているために現状の治療法ではインスリンを補充するし

かない。優れたインスリン製剤が実用化されているものの、外因性インスリンか

ら解放されることは無いため管理負担は重く、また、インスリン投与の厳格化は

重症低血糖を引き起こすリスクと表裏一体である。特に重症度の高い 1 型糖尿病

は、膵島移植の適応となる。膵島移植は、移植した膵島が十分に生着・機能すれ

ば頻回のインスリン注射や血糖モニタリングから解放されることから (Anazawa 

2018)、1 型糖尿病の根治療法として確立されている。しかしながら、ドナーの確

保が十分ではなく、また、提供される膵島の質も安定していないため、移植の恩

恵を受ける患者は限定されている。 

 

本研究の目的 

 

近年、疾患の予防・治療のためのアプローチは益々多様化している。具体的

には、食事療法や運動療法に加え、機能性食品、低分子合成化合物、タンパク製

剤、抗体医薬品、ペプチド (中分子)製剤、核酸医薬、遺伝子治療、細胞移植治療

等がある。本研究では、食品ペプチドとしてトウモロコシタンパク質加水分解物

ZeinH (第 1 章)、低分子化合物としてモノアシルグリセロールアシルトランスフ

ェラーゼ 2 (MGAT2)阻害薬 (第 2 章)、移植用細胞としてヒト induced pluripotent 

stem cell (iPSC)由来膵内分泌前駆細胞 (第 3 章)を用いて、消化管や膵臓の内分泌

機能に与える影響並びに血糖コントロールや肥満に対する作用を評価した。本研

究は、糖尿病や肥満の予防または治療の観点から新たな提案をし、本研究分野の

更なる発展に貢献することを目的とした。 
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第1章 

トウモロコシタンパク質加水分解物ZeinHのグルカゴン様ペプチド-1

分泌促進作用と血糖上昇抑制作用の検討 

 

第1節 緒言 

グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1)は、栄養素摂取に応じて分泌される消化管

ホルモンの一種である。GLP-1は、血糖依存的に膵細胞からのインスリン分泌

を刺激する (Drucker 2007)。GLP-1やグルコース依存性インスリン分泌刺激ポリ

ペプチド (GIP)のような腸管由来の因子によるインスリン分泌の増強は、インク

レチン作用と呼ばれる (Baggio 2007)。GLP-1はまた、ラットやヒトにおいて、

胃排出遅延および摂食抑制作用を示す (Baggio 2007, Holst 2007)。活性型GLP-1

のジペプチジルペプチダーゼ-4 (DPP-4)による分解を阻害するDPP-4阻害薬や、

GLP-1アナログ (GLP-1受容体作動薬)は、抗2型糖尿病薬として臨床応用されて

おり、食後高血糖のコントロールに有効である (Drucker 2006, Gentilella 2009)。 

GLP-1は消化管内分泌L細胞で産生され、L細胞は下部消化管 (回腸、盲腸、

結腸)に多く分布している (Eissele 1992)。腸管膜静脈および門脈血中への放出

後、活性型のGLP-1は、血漿中のDPP-4により速やかに分解すなわち不活性化さ

れる (Hansen 1999)。GLP-1は肝床を通過する間や、末梢組織においてもDPP-4に

より不活性化される (Deacon 1996)。その短い半減期にも関わらず、インクレチ

ン作用は、糖摂取後のインスリン分泌の50%以上に寄与していると推測されてい

る (Tseng 1999)。加えて、GLP-1受容体遺伝子欠損マウスは、絶食時血糖の上昇

と耐糖能異常を示す (Baggio 2007)。それゆえ、管腔内の栄養素により惹起され

るGLP-1分泌は、食後の糖恒常性の維持にとって重要であると考えられる。 

耐糖能改善のためにL細胞で産生される内因性のGLP-1を利用することが可

能かどうか注目されてきた (Tolhurst 2009)。例えば、Coptidis rhizome由来イソキ

ノリンアルカロイドであるベルベリン (Lu 2009)、武田Gタンパク質共役受容体5 

(TGR5)アゴニスト (Thomas 2009)およびGタンパク質共役受容体119 (GPR119)ア

ゴニスト (Chu 2008)について、GLP-1分泌の増強を伴って耐糖能を改善するとい

う有効性が示されている。それゆえ、強力な消化管腔内のGLP-1分泌刺激物質

は、健常人または耐糖能異常の患者において、より良好な血糖コントロールに

有効な可能性があり、興味が持たれる。 

糖と脂肪酸は強力なGLP-1分泌の刺激物質としてよく知られているが (Anini 

1999, Elliott 1993)、食品ペプチドもまた、ラット (Dumoulin 1998)や消化管内分
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泌細胞株 (Cordier-Bussat 1998)においてGLP-1分泌を刺激し、そしてヒトにおい

てwheyタンパク質の食前摂取はGLP-1分泌を増強することが報告されている 

(Hall 2003)。著者らは以前に、トウモロコシに含まれるタンパク質Zeinの加水分

解物 (ZeinH)が、GLP-1産生内分泌細胞株およびラット小腸においてGLP-1分泌

を強く刺激することを見出した (Hira 2009)。十二指腸においてZeinHは、回腸L

細胞からのGLP-1分泌を、迷走神経を介して間接的に刺激した。一方で、回腸に

おいてZeinHは、脂肪酸によるGLP-1分泌 (Brubaker 2003)と同様に、回腸L細胞

に直接作用してGLP-1分泌を誘発した。 

本研究の目的は、強力なGLP-1分泌誘導ペプチドであるZeinHが、GLP-1分

泌の刺激を伴って血糖に影響を与えるかどうかを検討することである。覚醒ラ

ットを用いて腹腔内グルコース負荷試験 (IPGTT)を実施し、回腸に投与した

ZeinHが、血漿中グルコース、インスリンおよびGLP-1濃度に与える影響を調べ

た。また、麻酔下のラットにおいて、回腸結紮ループ内にZeinHを投与した後に

回腸静脈血における血漿中DPP-4活性も測定した。GLP-1の生理作用を考慮する

と、消化管腔内の食品ペプチドによる内因性GLP-1の分泌調節は、肥満や糖尿病

の予防や治療において有効なストラテジーになり得る。 

 

第2節 実験材料と方法 

 

1. 使用ペプチド 

ZeinHを既報の方法で調製した (Hira 2009)。まず、Zein (東京化成工業株式

会社、東京都) 50 gを純水 500 mlに懸濁し、pHを7.0に調整した。懸濁液にpapain 

(250 mg, Papain F; アサヒフードアンドヘルスケア株式会社、東京都)を添加し、

55°Cで60分間よく振蕩した。その後、沸騰水に20分間浸して酵素反応を停止し

た。遠心分離および吸引濾過 (0.2-μm細孔径)後、濾液を凍結乾燥して得た粉末

をZeinHとした。肉タンパク質加水分解物 (MHY)は、Sigma (St. Louis, MO)より

購入した。ローリー法による定量では、ZeinHは65.6%、MHYは80.0%ペプチド

を含み、それらの平均分子量は、ZeinHで1,600 Da、MHYで1,200 Da以下である 

(Hira 2009, Cuber 1990)。既報の方法 (Cohen 1986)で測定したZeinHとMHYの遊離

および総アミノ酸組成をTable 1-1に示す。 
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Table 1-1. Free and total amino acid composition of ZeinH and MHY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Free (mg/g)  Total (mg/g) 

 ZeinH MHY  ZeinH MHY 

Ala 2.9 6.8  55.5 92.4 

Arg - 28.9  11.8 103.4 

Asp* - 3.1  62.9 86.7 

Glu** - 9.6  217.1 143.0 

Gly - 5.9  16.2 258.2 

His - -  5.0 6.9 

Ile 10.7 12.1  30.8 26.3 

Leu 8.3 14.1  141.1 46.4 

Lys - 7.5  - 47.4 

Met - -  8.6 - 

Phe - 9.1  47.5 25.9 

Pro 3.6 -  70.3 139.6 

Ser - 5.1  42.9 40.8 

Thr - 4.9  20.9 24.1 

Tyr - -  37.3 6.1 

Val - 6.3  26.8 33.9 

Cys and Trp were not detected. 

-: not detected, *: includes Asn, **: includes Gln 
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2. 動物 

7週齢の雄性Sprague-Dawleyラットを、日本エスエルシー株式会社 (静岡県)

より購入した。動物は、AIN93G (Reeves 1993)に準拠した25%カゼイン食を用

い、自由給餌と自由飲水条件下で単飼育した。12時間毎の明暗周期 (明期8:00-

20:00)、室温23±2°Cの飼育室にて飼育し、3から7日間の馴化期間の後に実験に

使用した。動物の取り扱いおよび実験は、北海道大学動物実験委員会の定める

基準に準じて実施した (承認番号08-0138)。 

 

3. 外科的手術 (頸静脈カニュレーション) 

一夜絶食後、ペントバルビタール (40 mg/kg; Nembutal Injection; 大日本住友

製薬株式会社、大阪府)の腹腔内投与による麻酔下において、以下の外科的手術

を行った。頚部を剃毛後、右側頸静脈を目視で確認し、近傍の皮膚を切開し

た。筋層を剥離して右の内頸静脈を露出し、シリコンカテーテル (Silascon No. 

00; I.D. 0.5 mm, O.D. 1.0 mm; ダウコーニング株式会社、神奈川県)を挿入し、縫

合糸で緩く結紮して固定した。カテーテルは50 IU/ml ヘパリン (味の素株式会

社、東京都)を含む生理食塩水で充填した。続いて、腹部 (剃毛済み)の正中線に

沿って切開 (開腹)し、トライツ靭帯の位置を確認した。2–3 mmのポリエチレン

チューブ (Hibiki Fr No. 4; 株式会社クニイ、東京都)の小片を先端に入れ込んだ

シリコンカテーテル (Silascon No.00; I.D. 0.5 mm, O.D. 1.0 mm; ダウコーニング株

式会社)を、トライツ靭帯より下部45 cmの上部回腸に挿入し、縫合糸で結紮して

カテーテルを固定した。覚醒下・非拘束下の試験ができるように、2本のカテー

テルの自由端を背部皮下から体外に出して固定した。腹筋は縫合糸により縫合

し、皮膚 (腹部、頚部)はミッヘル縫合針により縫合した。ラットは、3もしくは

4日間の回復期間の後、各実験に使用した。回腸と頸静脈に挿入したカテーテル

は、詰まらないようにそれぞれ生理食塩水とヘパリン含有生理食塩水を毎日通

した。小腸内容物の流れは、回腸カテーテルの径が回腸よりも小さいため、障

害を受けることはないと想定した。これについて、摂食や排泄行動に術前後で

変化が見られず、また、実験終了時の安楽死処分直前に麻酔下において小腸内

容物の流れを観察することで確認した。 

 

4. 覚醒ラットを用いたペプチド回腸管腔内投与と耐糖能試験 

実験1: 耐糖能試験では、消化管腔内のペプチドによるGLP-1分泌を介した

血糖調節作用を評価するために、グルコースを腹腔内投与した。ペプチド 

(MHYとZeinH)と水 (control)は、GLP-1分泌に対する直接的な影響を評価するた

めに、回腸管腔にカテーテルを通して投与した。MHYは、in vitro (Cordier-Bussat 

1998, Reimer 2006)およびin situ (Dumoulin 1998)の実験系においてGLP-1分泌活性

が報告されている食品ペプチドとして選択した。Basal (-30 min)の血液サンプル
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を頸静脈カテーテルから200 kIU/ml アプロチニン (和光純薬工業株式会社、大

阪府)および50 IU/ml ヘパリンを含んだシリンジに採取した。採取直後に毎回カ

テーテル内を50 IU/ml ヘパリンを含んだ生理食塩水で満たした。Basal採血の直

後、純水 (2 ml)あるいはペプチド溶液 (500 mg MHYまたは500 mg ZeinHを2 ml

純水に溶解)を回腸カテーテルから回腸管腔に投与した。回腸投与30分後の0 min

で採血し、その後、グルコースを1 g/kgにて腹腔内投与した。血液サンプルは、

グルコース投与15、30および60分後に採取した。遠心分離 (2,500 x g, 15 min, 

4°C)により血漿を回収し、各種血中指標の測定まで–80°Cにて凍結保管した。血

漿中グルコース濃度はGlucose CII-testキット (和光純薬工業株式会社)、インスリ

ン濃度はenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)キット (AKRIN-010T; 株式会

社シバヤギ、群馬県)を用いて測定した。 

実験2: 回腸に投与したペプチドがGLP-1分泌に与える影響について、グル

コース、totalおよびactive GLP-1を測定するための十分な血漿量を用意するため

に、実験1とは別日に同実験を実施した。活性型 (7-37)と不活性型 (9-37)の両方

を含むtotal GLP-1濃度の変化は、インクレチンとしての活性ではなく、GLP-1の

分泌を反映していると考えられるため、同一の血漿サンプルにてactive GLP-1濃

度も測定した。実験1と同様に覚醒ラットにおいてIPGTTを実施した。Total 

GLP-1測定用の血液サンプルは、200 kIU/ml アプロチニンおよび50 IU/ml ヘパ

リンを含んだシリンジに回収した。活性型GLP-1測定用の血液サンプルは、

EDTA (1 mg/ml; 同仁化学研究所、熊本県)、200 kIU/ml アプロチニンおよび50 

μM DPP-4阻害剤 (catalog no. DPP4-010; Linco Research, St. Charles, MO)を含んだ

シリンジに回収した。血漿中のtotal GLP-1濃度[GLP-1 (7-36) + GLP-1 (9-36)]は

ELISAキット (株式会社矢内原研究所、静岡県)を、active GLP-1濃度はELISAキ

ット  (Linco Research)を用いて測定した。 

 

5. 麻酔下ラットを用いたペプチド回腸管腔内投与と回腸静脈血中DPP-4活性測

定 

回腸へのZeinHおよびMHYの投与が血中DPP-4活性に与える影響を調べるた

め、麻酔下ラットにおいて、水もしくは各ペプチド溶液を回腸結紮ループ内に

投与後に、回腸静脈に留置したカテーテルから血液を採取した。一夜絶食後、

ケタミン (80 mg/kg; Ketalar; 第一三共株式会社、東京都)およびキシラジン (12 

mg/kg; MP Biomedicals, Irvine, CA)の腹腔内投与によりラットを麻酔し、中腹部を

切開した。斜めにカットした6–7 mmのポリエチレンカテーテル (SP 10; ID 0.28 

mm, OD 0.61 mm; 株式会社夏目製作所、東京都)の小片を先端に入れ込んだシリ

コンカテーテル (Silascon no. 00; ID 0.5 mm, OD 1.0 mm; ダウコーニング株式会

社)を、回腸間膜組織の回腸静脈に挿入した。回腸管腔を生理食塩水で洗浄し

た。回腸結紮ループは、盲腸上部5 cmから35 cmに作製し、ループの上部と下部
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は縫合糸で結紮した。回腸静脈カテーテルからbasal (-30 min)の血液サンプルを

採取し、各採血間でカテーテルは50 IU/ml ヘパリンを含んだ生理食塩水で満た

した。純水 (2 ml)あるいはペプチド溶液 (500 mg MHYまたは500 mg ZeinHを2 

ml純水に溶解)を回腸結紮ループ内に投与した。投与30分後 (0 min)に採血し、実

験1および2と条件を揃えるために腹腔内にグルコース (1 g/kg)を投与した。グル

コース投与15、30および60分後に回腸カテーテルから採血した。試験中、ラッ

トには麻酔状態を維持するためにケタミン/キシラジンを追加投与し、体温維持

のために加温パッドを使用した。DPP-4活性用の血液サンプルは、50 IU/ml ヘパ

リンを含んだシリンジに回収した。 

DPP-4活性は、基質であるグリシン-プロリン-p-ニトロアニリド (Gly-Pro-

pNA; Sigma) (Flock 2007, Karl 2003)の加水分解率を指標として測定した。5 μlの血

漿と80 μlのアッセイバッファー (0.25 M Tris-HCl buffer; pH 8.0)を平底96ウェル

プレートに添加した。純水に溶解した1.6 mM Gly-Pro-pNAを80 μl添加して反応

を開始した。37°Cで60分反応させた後、1 M 酢酸 (pH 5.2)を40 μl添加して反応

を停止し、マイクロプレートリーダー (model 680; Bio-Rad Laboratories, 

Mississauga, ON, Canada)にて波長405 nmの吸光値でpNAを測定した (A)。基質と

酢酸を含むアッセイバッファーで37°Cで60分間保温した後に血漿を添加する陰

性対照を血漿サンプルごとに用意し、同様に波長405 nmで吸光値を測定した 

(B)。血漿DPP-4活性は、吸光値 (A)から(B)の差し引きにより算出した。1分間に

1 μmolのpNAを遊離する活性を1ユニットと定義した。 

 

6. ZeinH経口投与と耐糖能試験 

ラットには馴化期間中、フィーディングチューブ (Safeed Feeding Tube Fr. 5, 

40 cm; テルモ株式会社、東京都)を用いて水を1日1回経口で胃内投与した。一夜

絶食後、尾静脈からbasal (–15 min)の血液サンプルを採取し、水 (8 ml/kg)または

ZeinH (250 mg/ml; 2 g/kg、または500 mg/ml; 4 g/kg)をフィーディングチューブを

用いて経口投与した。経口投与15分後にグルコース (1 g/kg)を腹腔内投与した。

グルコース投与直前 (0 min)および投与15, 30, 60, 90, 120分後に尾静脈血を採取

した。血液サンプルは上記と同様にヘパリン処理し、血漿中グルコース濃度を

測定した。 

 

7. 統計解析 

全てのデータは平均値±標準誤差で示した。一元配置もしくは二元配置分

散分析 (ANOVA)と、Fisher's post hoc testあるいはDunnett’s post hoc testにより、

平均値間の有意差 (P < 0.05)を検定した。 

 

第3節 結果 
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1. ペプチド回腸投与が血糖値および血中インスリン濃度に与える影響 

覚醒ラットにおいてIPGTTを実施し、血糖値と血中インスリン濃度に対する

ZeinH回腸管腔内投与の影響を検討した。グルコースを経口投与するとグルコー

ス自体がGLP-1分泌を惹起する可能性があったため、また、回腸管腔内ZeinHの

GLP-1分泌と血糖値に対する作用を評価したかったため、本研究では経口グルコ

ース負荷試験ではなく、IPGTTを行った。条件検討の実験において、血糖値はグ

ルコース腹腔内投与 (1 g/kg) 60分後においてほぼ正常値に戻ったため、血液サ

ンプルは60分後まで採取した。 

Fig. 1-1Aで示しているように、試料回腸投与は僅かに血糖値を上昇させた 

(–30〜0 min)。水を投与したControl群では、グルコース投与後、血糖値は85.1 

mg/dl (0 min)から198.8 mg/dl (15 min)にまで上昇し、投与60分後にはほぼbasal値

に戻った。MHY投与群では、グルコース投与15および30分後の血糖値がControl

群よりも僅かに低い傾向があったが、有意差は認められなかった。一方で、

ZeinH投与群では、グルコース投与15および30分後の血糖値がControl群よりも有

意に低下した。また、グルコース投与30分後の血糖値はほぼbasal値にまで戻っ

た。Control群において、血中インスリン濃度は回腸への水投与による影響を受

けず (–30〜0 min)、グルコース投与後は、0.09 nM (0 min)から0.47 nM (15 min)に

上昇した (Fig. 1-1B)。MHY投与群では、グルコース投与直前 (0 min)および15分

後の血中インスリン濃度がControl群よりも僅かに上昇する傾向があったが、有

意ではなかった。一方で、ZeinH投与群では、グルコース投与直前 (0 min)およ

び15分後のインスリン濃度がControl群よりもそれぞれ6.3倍 (Control: 0.09 nM、

ZeinH: 0.56 nM)および2.4倍 (Control: 0.59 nM、ZineH: 1.16 nM)上昇した。グルコ

ース投与30分後以降についても、ZeinH投与群のインスリン濃度は、Control群お

よびMHY投与群と比較して高い傾向を示した。 
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Figure 1-1. Plasma glucose and insulin levels during IPGTT in conscious rats after 

the ileal administration of water, MHY or ZeinH. Water (2 ml, open square, presented 

as Control), MHY (500 mg/2 ml, closed triangle), or ZeinH (500 mg/2 ml, closed circle) 

was administered into the ileum 30 min prior to intraperitoneal glucose injection (1 g/kg). 

Blood samples were collected from the jugular vein before (–30, 0 min) and after (15, 30, 

60 min) the glucose injection. Values are displayed as the means ± SEM of 6 rats in each 

group. Two-way ANOVA P values for glucose (A) and insulin (B) were 0.14 and < 0.01 

for the treatments; both < 0.01 for time; and < 0.05 and 0.26 for treatment x time, 

respectively. Plots at the same time point not sharing the same letter differed significantly 

between treatments (Fisher’s PLSD test, P < 0.05). 
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2. ペプチド回腸投与が血中GLP-1濃度に与える影響 

続いて、上記と同様の実験条件において、ZeinHやMHYの回腸管腔内投与が

GLP-1分泌を刺激しているか調べた。ZeinH投与群では、グルコース投与15分お

よび30分後の血糖値がControl群よりも有意に低下し、血糖上昇の抑制が認めら

れたのに対して、MHY投与群では認められなかった。これらの結果は、Fig. 1-

1Aの結果と一致している。 

Total GLP-1濃度のbasal値は3.20-3.78 nMであり、この絶対値と比較して、既

報 (Hira 2009)においても示しているように試料投与後のtotal GLP-1濃度の変化

は小さかったため、試料回腸管腔内投与後の血中total GLP-1濃度は-30 minからの

変化量 (Δtotal GLP-1)を示した (Fig. 1-2B)。水投与 (Control)は血中total GLP-1濃

度に有意な変化を与えなかった。一方で、ZeinHおよびMHYの回腸管腔内投与

は、15 min値を除くと、有意で持続的な血中total GLP-1濃度の上昇をもたらした 

(0~60 min)。Total GLP-1濃度の上昇はZeinH投与群の方がMHY投与群よりも僅か

に強い傾向があり、どちらもグルコース投与15分後で僅かに減弱する傾向が見

られた。Fig. 1-1の結果も合わせると、ZeinH回腸管腔内投与によりGLP-1分泌が

刺激され、インスリン分泌促進と血糖上昇の抑制が認められたが、同様にGLP-1

分泌を刺激したMHY投与によってはインスリン分泌促進と血糖上昇の抑制は認

められなかった。 

インスリン分泌促進作用を有するactive GLP-1濃度も測定した (Fig. 1-2C)。

各群でbasalのactive GLP-1濃度に有意な差はなかった (5.78–6.25 pM)。回腸への

水投与 (–30 min)とグルコース腹腔内投与 (0 min)は、total GLP-1と同様にactive 

GLP-1濃度に有意な変化を与えなかった。MHY投与群ではactive GLP-1濃度が上

昇する傾向があったが、有意な変動ではなかった (0 min)。ZeinH投与群では、

active GLP-1濃度は5.9 pM (–30 min)から19.3 pM (0 min)にまで鋭く上昇し、0 min

と15 minでcontrol群よりも有意に高かった。Total GLP-1濃度 (Fig. 1-2B)とは対照

的に、active GLP-1濃度の推移は、血中インスリンや血糖値の推移と連動してい

るように見えた。MHYとZeinHで、投与後に誘導される血中total GLP-1とactive 

GLP-1の反応に不一致があることは、血中DPP-4活性の違いによって説明できる

かもしれない。それゆえ、次にZeinHおよびMHYの回腸管腔内投与による血中

DPP-4活性への影響を調べた。 
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Figure 1-2. Plasma glucose, total GLP-1 and active GLP-1 levels during IPGTT in 

conscious rats after ileal administration of water, MHY or ZeinH. Water (2 ml, open 

square), MHY (500 mg/2 ml, closed triangle), or ZeinH (500 mg/2 ml, closed circle) was 

administered into the ileum 30 min prior to intraperitoneal glucose injection (1 g/kg). 

Blood samples were collected from the jugular vein before (–30, 0 min) and after (15, 30, 

60 min) the glucose injection. Values are displayed as the means ± SEM of 6–8 rats in 

each group. Two-way ANOVA P values for glucose (A), total GLP-1 (B) and active 

GLP-1 (C) were all <0.01 for the treatment; < 0.01, < 0.01, and < 0.05 for time; and 0.07, 

0.23, and 0.11 for treatment x time, respectively. Plus (+) signs indicate significant 

differences from the basal value (–30 min) in each group (Dunnett’s test, P < 0.05). Plots 

at the same time point not sharing the same letter differ significantly between treatments 

(Fisher’s PLSD test, P < 0.05). 
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3. ペプチド回腸投与が血中DPP-4活性に与える影響 

以前の報告 (Hira 2009)のように、麻酔下ラットを用いて回腸静脈にカテー

テルを留置し、試料の回腸結紮ループ内投与前後に回腸静脈からの採血を実施

した。Basalの血中DPP-4活性に群間で有意な差はなかった (24.0-28.3 mU/ ml)。

グルコース腹腔内投与 (0 min)による血中DPP-4活性への影響は見られなかっ

た。Control群では、回腸への水投与により血中DPP-4活性が低下する傾向があっ

たが (–30-0 min)、有意な変化は起きなかった (Fig. 1-3)。MHY投与群でも有意

な変化はなかった。一方で、ZeinH投与群では、血中DPP-4活性が0 minと15 min

で–30 min値 (basal値)に比べて有意に低下し、その後60分までにbasal値に戻らな

いものの穏やかに上昇した。ZeinH投与群の血中DPP-4活性の低下度合はbasalに

対して0 minで26.8%、15 minで22.1%であった。ZeinH投与群の血中DPP-4活性

は、試験中、他の2群よりも一様に低い傾向があった。本試験結果は、麻酔下ラ

ットにおいて、ZeinH回腸結紮ループ内投与が回腸静脈血中DPP-4活性を低下さ

せることを示している。 
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Figure 1-3. Changes in plasma DPP-4 activity in the ileal vein in anesthetized rats 

after ileal administration of water, MHY or ZeinH. Water (2 ml, open square), MHY 

(500 mg/2 ml, closed triangle), or ZeinH (500 mg/2 ml, closed circle) was administered 

into the ligated ileal loop at –30 min, and then glucose (1 g/kg) was injected 

intraperitoneally at 0 min. Blood samples were collected through the ileal vein catheter 

before (–30, 0 min) and after (15, 30, 60 min) the glucose injection. Two-way ANOVA P 

values were < 0.05, < 0.05, and 0.76 for treatment, time and treatment x time, 

respectively. Values are displayed as the means ± SEM of 5–7 rats in each group and are 

expressed as the percentage of basal (–30 min) activities. *, P < 0.05 compared with 

basal levels (–30 min) (Dunnett’s test, P < 0.05). Plots at the same time point not sharing 

the same letter differ significantly between treatments (Fisher’s PLSD test, P < 0.05). 
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4. ZeinH経口投与が血糖値に与える影響 

覚醒ラットを用いたIPGTTにおいてZeinH経口投与の影響を調べた。ZeinH

は2および4 g/kgの用量で投与した。2 g/kgの用量は、上記実験で体重250 gのラッ

トに対して個体あたり500 mgを投与することを基に設定している。全ての群に

おいて、血糖値はグルコース投与15分後で上昇し、その後30-120分にかけて緩や

かに低下した (Fig. 1-4)。ZeinHを経口投与したラットでは、グルコース投与15お

よび30分後において、用量依存的に有意な血糖値の低下が認められた。 
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Figure 1-4. Plasma glucose level after the oral administration of ZeinH during 

IPGTT in conscious rats. Water (8 ml/kg, open square) or 250 mg/ml of ZeinH (2 g/kg, 

closed circle) was administered orogastrically 15 min prior to intraperitoneal glucose 

injection (1 g/kg). Blood samples were collected from the tail vein before (–15, 0 min) 

and after (15, 30, 60, 90, 120 min) the glucose injection. Values are displayed as the 

means ± SEM of 6 rats in each group. Plots at the same time point not sharing the same 

letter differ significantly between treatments (Fisher’s PLSD test, P < 0.05). 
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第4節 考察 

 

消化管上皮に散在するL細胞は消化管腔内の栄養素を認識してGLP-1を分泌

し、分泌されたGLP-1はインスリン分泌の増幅作用などにより、正常な糖恒常性

の維持にとって重要な生理学的役割を担う (Drucker 2007, Baggio 2007)。GLP-1

の静脈投与は、膵細胞に直接作用してインスリン分泌を促進するsulfonylurea薬

の効果が減弱している2型糖尿病患者においても強力な抗糖尿病作用を発揮する 

(Nauck 1998)。生体内での安定性を高めたGLP-1アナログやDPP-4阻害剤が、2型

糖尿病治療薬として臨床で使用されている (Holst 2009, Lovshin 2009)。それゆ

え、L細胞からのGLP-1分泌をターゲットとする研究は、耐糖能改善を指向した

新たな提案につながり得る。 

ZeinHのGLP-1分泌活性は、十二指腸や空腸よりも多くL細胞が分布する回腸

において強く発揮される (Hira 2009)。回腸を空腸よりも近位に挿入する手術に

より、正常ラットにおいてグルコース経口負荷後のGLP-1分泌が向上し、インス

リン分泌の増幅を介して血糖上昇が抑制される (Strader 2009)。これは、経口投

与されたグルコースが空腸から血中に吸収される前に、挿入した回腸部位のL細

胞からのGLP-1分泌を刺激し、それによりインスリン放出が促進されたことが関

与するかもしれない。この報告は、血糖上昇が誘発される前に、ZeinHにより

GLP-1分泌を刺激することで高血糖を抑制できる可能性を示唆する。 

覚醒ラットにおいて、回腸管腔内に投与したZeinHはグルコース投与に誘発

される血糖上昇を抑制し (Fig. 1-1A)、その作用は再現性が認められた (Fig. 1-

2A)。ZeinH投与群におけるグルコース投与前 (0 min)と投与後のインスリン分泌

の促進が原因として考えられる (Fig. 1-1B)。本研究ではグルコースは腹腔内に

投与したため、グルコース吸収の阻害は血糖上昇の抑制には寄与しない。その

ため、ZeinHのような食品ペプチドが、インスリン分泌促進による高血糖の予防

に有効であることが示唆される。 

一方で、MHYはグルコース投与により誘発される血糖上昇を有意には抑制

しなかった (Fig. 1-1A)。これは、急な血糖上昇に対するインスリン分泌が

Control群と同レベルだったためと考えられる (Fig. 1-1B)。MHYはin situ系 

(Dumoulin 1998)、in vitro系 (Cordier-Bussat 1998, Reimer 2006)の研究において

GLP-1分泌活性を有する食品ペプチドとして報告されている。以前の研究におい

て、MHYはGLP-1産生モデル細胞であるGLUTag細胞において、ZeinHよりも弱

いGLP-1分泌活性を示した (Hira 2009)。それゆえ、本研究でMHY投与群とZeinH

投与群で血糖やインスリン濃度の挙動に差が認められたのは、ZeinHと比較して

MHYによって惹起されたGLP-1分泌が弱かったことが影響したと予想した。 

ZeinHおよびMHYの回腸管腔内投与は、どちらも覚醒ラットにおいて血中
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total GLP-1濃度の有意で持続的な増加を誘発した (Fig. 1-2B)。MHY投与による

total GLP-1の分泌反応は予想外にZeinH投与群に類似していた。GLUTag細胞を

用いたin vitro試験において、低用量 (5 mg/ml)でMHYはZeinHよりも弱いGLP-1

分泌活性を示したが (Hira 2009)、本研究での500 mgの投与は比較的高用量と思

われ、GLP-1分泌が最大限に刺激されてその差が見えにくかったのかもしれな

い。 

Total GLP-1とは対照的に、active GLP-1はZeinH投与によってのみ有意に血

中濃度が上昇し、MHY投与によっては有意な上昇は認められなかった (Fig. 1-

2C)。このactive GLP-1の反応は血糖値や血中インスリン濃度の変動 (Fig. 1-1およ

び1-2A)に反映されているように見えるが、total GLP-1濃度の変動 (Fig. 1-2B)か

らは説明できない。Total GLP-1はactive form (7-37)とinactive form (9-37)のGLP-1

を含むため、total GLP-1濃度の増加は、active GLP-1の分泌と血中でのinactive 

GLP-1の蓄積を反映している。そのため、ZeinH投与群とMHY投与群で認められ

た血中active GLP-1濃度の有意な差は、total GLP-1濃度の僅かな差として表れる

可能性がある。 

Active GLP-1濃度の変化は、分泌されたGLP-1とDPP-4による不活性化 (分

解)を受けずに生き残ったGLP-1の両方を反映する。ZeinH投与群とMHY投与群

での血中active GLP-1濃度の差 (0および15 min)は、DPP-4によるactive GLP-1の分

解の程度の差に由来し得る。すなわち、ZeinH投与群では分泌されたGLP-1の分

解が減少しているか、あるいはMHY投与群ではそれが増加していたことが考え

られる。こうして、本研究の結果は、GLP-1分泌の刺激は、必ずしも血中active 

GLP-1濃度の増加には反映されないことを示している。ZeinH投与はグルコース

投与前 (0 min)において有意に血中インスリン濃度を上昇させるが、低血糖は引

き起こしていない (Fig. 1-1B)。この程度の上昇では低血糖を引き起こすには不

十分であると思われる。 

著者らは、回腸管腔内に投与したZeinHとMHYが、麻酔下ラットにおいて回

腸静脈血中DPP-4活性に影響するかどうかを調べた。Active formとしてL細胞か

ら分泌されたGLP-1のうち、約50%以上が門脈に入るまでに分解されて不活性型

に変換される (Hansen 1999)。DPP-4は肝臓、腎臓、小腸刷子縁膜など多くの組

織に膜結合型として存在するだけでなく、血中においても可溶型として多く存

在する (Deacon 2004)。本研究において、消化管全体の血液が集まる門脈よりも

上流に当たる回腸静脈からの採血は、回腸L細胞から分泌されたactive GLP-1の

DPP-4による分解が起きているであろう血液中のDPP-4活性の測定を可能にす

る。 

興味深いことに、ZeinH投与は血中DPP-4活性を低下させ (0および15 min)、

一方でMHY投与は血中DPP-4活性に有意な変化を与えなかった (Fig. 1-3)。

Control群とMHY投与群で見られた僅かな減少傾向 (−30~0 min)の原因は不明だ
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が、吸収された水分によって血液が一時的に希釈されたことを反映しているか

もしれない。ZeinH投与群の結果は、管腔内のペプチドが急性に血中DPP-4活性

を低下させる可能性を示している。 

本実験系は、覚醒ラットを用いた実験1および2とは必ずしも一致しない

が、ZeinH投与による血中DPP-4活性の低下はactive GLP-1濃度の上昇 (Fig. 1-2C)

と同期して見られた (0および15 min)。これはZeinH投与によるactive GLP-1濃度

の上昇は、L細胞からのGLP-1分泌の刺激とDPP-4によるactive GLP-1の急速な分

解の抑制の両方の結果であることを示唆する。対照的に、MHY投与では血中

DPP-4活性が低下しなかったために、GLP-1分泌を刺激したもののactive GLP-1濃

度の有意な上昇は見られず、結果としてインスリン分泌の促進が起きなかった

と考えられる。2型糖尿病モデルであるLean Zuckerラットを用いた経口グルコー

ス負荷試験において、20-30%程度の部分的な血中DPP-4活性の低下が、active 

GLP-1濃度の上昇と血糖上昇の抑制に有効であることが報告されている (Tanaka-

Amino 2008)。それゆえ、回腸管腔のZeinHによる血中DPP-4活性の低下 (0 min: 

26.8%, 15 min: 22.1%)は、分泌されたGLP-1を活性型で維持するのに寄与できた

と考えられる。 

回腸管腔内に投与したZeinHが血中DPP-4活性を低下させるメカニズムは不

明である。一つの仮説として、ZeinH由来の吸収されたペプチドによるDPP-4の

競合的阻害がある。マウスにおいてホエイタンパク質の摂取が、小腸組織中の

DPP-4活性を低下させることが報告されている (Gunnarsson 2006)。その報告で

は、ホエイタンパク質の消化によって生じる低分子ペプチドが小腸壁に存在す

るDPP-4の基質となり、競合的にDPP-4による分解を阻害してその活性を低下さ

せたことを示唆している。加えて、ジプロチンA (Ile-Pro-Ile)やジプロチンB (Val-

Pro-Leu)などのトリペプチドが、in vitro系においてDPP-4によるGLP-1の分解を

阻害し (Kieffer 1995, Deacon 1995)、DPP-4の阻害剤として報告されている 

(Rahfeld 1991)。これらの報告は、吸収されたZeinH由来のペプチドが回腸静脈血

中のDPP-4活性を阻害するという仮説を支持する。腸内洗浄後は管腔内の膵酵素

が除去されているため、回腸結紮ループ内においてZeinHは消化を受けにくいか

もしれないが、刷子縁膜上に存在するアミノペプチダーゼが少なからずZeinHを

分解し、低分子のペプチドが生じ、それらが吸収されて血中DPP-4活性を阻害し

得る。しかしながら、ホエイタンパク質の摂取によるDPP-4活性の低下は小腸組

織中でしか見られず、血液中 (眼窩静脈)では認められなかった (Gunnarsson 

2006)。本研究では、回腸静脈へのカニュレーションによってZeinHを投与したラ

ットの血液中のDPP-4活性の低下を示すことができた (Fig. 1-3)。 

Zeinは、疎水性の高さから難消化性タンパク質として知られている。実際、

in vitroにおいて、ZeinHは乳タンパク質カゼインと比較してペプシン/パンクレア

チンによる加水分解に耐性を示す (Higuchi 2013)。MHYに比べると僅かに少な
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いものの、ZeinHは、Zeinをアルカラーゼ処理して得られる加水分解物 (Zhu 

2008)と同様に、プロリンやアラニンを含んでいた (Table 1-1)。DPP-4はペプチ

ドのN末端から2残基目のプロリンやアラニンを認識するため (Demuth 2005)、

ZeinHやZeinHの消化により生じた低分子ペプチドがDPP-4阻害に寄与し得る。

MHYと比較してZeinHは遊離アミノ酸を少なく含むことから、ZeinHに元々含ま

れている遊離アミノ酸のGLP-1分泌への寄与は小さいと思われる。ZeinHはMHY

よりもロイシンやグルタミン酸 (グルタミンを含む)を多く含んでいた。ロイシ

ンとグルタミンはGLP-1分泌活性を有することが報告されているので (Chen 

2009, Greenfield 2009)、消化によって遊離したこれらのアミノ酸や、これらのア

ミノ酸を含む低分子ペプチドがZeinHによって誘発されるGLP-1分泌に関与して

いると思われる。これらの考察は、GLUTag細胞において、ZeinHのアミノ酸組

成に揃えたアミノ酸混合物がZeinHと比較して弱いGLP-1分泌活性を示したこ

と、また、in vitroでペプシン/パンクレアチン処理して調製したZeinH人工消化物

がGLP-1分泌活性を示したことと矛盾しない (Higuchi 2013)。GLP-1分泌促進作

用とDPP-4阻害作用の各々について、活性本体を同定するには更なる検討が必要

である。ZeinHが血糖上昇を抑制するGLP-1非依存的なメカニズムとして、ロイ

シンやアルギニンは直接インスリン分泌を刺激することが報告されているため 

(Ball 2004)、吸収されたZeinH由来の低分子ペプチドや遊離アミノ酸が直接イン

スリン分泌を刺激している可能性についても興味深い。 

2 g/kg (~500 mg/rat)の用量で経口投与したZeinHは、覚醒ラットにおける

IPGTTで血糖上昇を抑制した (Fig. 1-4)。この結果は、より生理的な状況での

ZeinHの血糖上昇抑制作用を示している。ZeinHの用量は、回腸投与 (500 mg/rat)

に比べて経口投与した場合の方が高くなると推測していたが、2 g/kg (~500 

mg/rat)での経口投与は血糖上昇抑制作用を示すのに十分だった。経口投与され

たZeinHが、GLP-1に加えてGIPの分泌も促進したことが影響したと考えられる 

(Higuchi 2013)。GIPは、十二指腸や空腸に分布する消化管内分泌細胞K細胞から

分泌される消化管ホルモンで、GLP-1と同様にインスリン分泌促進作用を持つイ

ンクレチンである (Parker 2008, Mortensen 2003)。ZeinHの経口投与による血糖上

昇抑制作用は、GLP-1受容体アンタゴニストやGIP受容体アンタゴニストの投与

により減弱したことから、GLP-1とGIPの両方の関与が示されている (Higuchi 

2013)。 

ホエイタンパク質の経口投与は、げっ歯類のみならず臨床においてもGLP-1

分泌を刺激することが報告されている (Hutchison 2015, Jakubowicz 2014, 

Giezenaar 2018)。ラットにおいて、ホエイタンパク質の経口投与による血中

active GLP-1濃度上昇は、DPP-4阻害薬の投与やDPP-4欠損によらずに認められた

一方で、デキストリンや脂肪乳剤、カゼインの経口投与による血中active GLP-1

濃度の上昇は、DPP-4阻害薬の投与やDPP-4欠損によって増強された (Shimizu 
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2020)。これは、ホエイタンパク質の経口投与後の血中active GLP-1濃度の上昇に

は、GLP-1の分泌促進だけでなく、同時にDPP-4による分解の阻害が寄与するこ

とを示唆する。米タンパク加水分解物についても、ラットにおいて、GLP-1の分

泌を刺激し、また、分解を抑制し、血糖上昇抑制作用を示すことが報告されて

いる (Ishikawa 2015)。本研究において、DPP-4活性の減少は回腸静脈血中で認め

られたが、GLP-1は分泌後に近傍で局所作用している可能性もある。GLP-1の局

所作用には分泌L細胞近傍の迷走神経の求心繊維の活性化が関与することや 

(Hansen 1999)、GLP-1による食後の膵細胞の刺激が肝門脈領域での神経反射を

介して起きることが報告されている (Nakabayashi 1996, Balkan 2000)。 

まとめると、覚醒ラットにおいて、ZeinHの回腸投与は、インスリン分泌の

増強を伴って血糖上昇を抑制し、一方でMHYはインスリン分泌も血糖上昇抑制

も引き起こさなかった。ZeinHとMHYは同等の血中total GLP-1濃度の上昇を誘発

したが、active GLP-1濃度はZeinHを処置したラットにおいてのみ増加してい

た。麻酔下のラットにおいて、MHYではなくZeinHの回腸投与は、回腸静脈血中

の血漿中DPP-4を低下した。ZeinHの回腸投与は、GLP-1分泌とGLP-1の分解阻害

の双方に作用し、インスリン分泌を増強した。これまでに、in vitroにおいて

DPP-4阻害活性を示す食品ペプチドは複数報告されているが (Tulipano 2011, 

Corrochano 2018, Nongonierma 2016, Hatanaka 2012, Taga 2017, Neves 2017)、著者

らの知る限り、本研究は、食品ペプチドがGLP-1の分泌促進と分解抑制の双方に

作用し、分泌されたGLP-1の生理作用が発揮されるという概念を示した初めての

報告である。IPGTTにおけるZeinHの血糖上昇抑制作用は、経口投与によっても

示された。本研究の結果は、内因性GLP-1を利用して血糖コントロール改善を指

向する栄養学的な提案、特に耐糖能不全に対する効果的な予防・食事療法の開

発に寄与し得る。 
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第2章 

モノアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ2阻害薬の、脂質

誘導性消化管ホルモン分泌促進作用、脂質摂取抑制作用および抗糖尿

病・抗肥満作用の検討 

 

第1節 緒言 

 

摂取した栄養素は、中枢の神経システムに対してシグナル分子として直接的

に、または、末梢組織からのシグナルを介して間接的に作用し、これにより代謝

の恒常性が維持されている。間接的なメカニズムの一つとして、消化管における

「脂質/脂肪酸の感知」がある (Youn 2014, Blouet 2010)。例えば、小腸において消

化によって生じた脂肪酸は、脂肪酸受容体による感知を介して、消化管ホルモン

の分泌を刺激し、食欲や全身のエネルギーバランスを制御する (Chu 2008, Edfalk 

2008, Hirasawa 2005)。脂質の摂取は、迷走神経の活性化による消化管運動や、高

脂肪食に対する脳報酬系制御に関与する生理活性脂質の産生を引き起こす 

(Rodríguez de Fonseca 2001, Gillum 2008, Wellner 2013)。肥満や 2 型糖尿病のような

代謝性疾患の病態生理において、これらの脂質/脂肪酸感知機構の異常が関与して

いることが示唆されている。 

モノアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ 2 (MGAT2)は、食事性脂

質の主な加水分解物である脂肪酸とモノアシルグリセロール (MG)からジアシル

グリセロールを生成する (Shi 2009)。MGAT2 は小腸で高発現し、小腸吸収上皮細

胞においてトリアシルグリセロール (TG)再合成経路の律速酵素である (Kayden 

1967, Phan 2001)。マウスにおいて、MGAT2 の遺伝子欠損は、小腸上部からの脂

質吸収量を減少させ、一方で小腸下部からの吸収量を増加させ、食餌誘導性の肥

満や耐糖能異常を防ぐ (Yen 2009, Tsuchida 2012)。GLP-1 のような摂食抑制作用を

有する消化管ホルモンの分泌促進や、食事脂質に対する嗜好性の低下もまた

MGAT2 欠損マウスで認められている (Yen 2009, Mul 2014)。これらの結果は、

MGAT2 が腸管における脂質/脂肪酸の感知に関与する重要な分子で、MGAT2 の

阻害が、肥満とそれに関連する代謝性疾患の治療に対して有用であるという説を

提示する。これまでにいくつかの低分子 MGAT2 阻害薬が見出されている 

(Devasthale 2018)。しかしながら、前臨床試験において、MGAT2 の薬理的阻害が

代謝性疾患に及ぼす作用については報告が限られている (Okuma 2015)。 
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著者らはこれまでに、経口投与可能な選択的 MGAT2 阻害薬である CpdA を

創造した (Sato 2015)。CpdA の経口投与は、高脂肪食負荷マウスにおいて摂食抑

制作用を示し、高脂肪食とストレプトゾトシンによって重篤な糖尿病を誘発した

マウスモデルにおいて、脂肪肝と高血糖を改善した (Take 2016)。本研究では、

CpdA と同じく強力かつ選択的な MGAT2 阻害活性を示す Compound B (CpdB)を

用い (Sato 2018)、1) MGAT2 阻害作用、2) 正常マウスにおける消化管ホルモン分

泌と脂質摂取に及ぼす作用、3)  重篤な肥満・2 型糖尿病モデルである高脂肪食

負荷 ob/o/bマウスにおける代謝異常に対する作用、を検討した。本研究データは、

肥満関連代謝性疾患の改善を指向した薬理的 MGAT2 阻害に関して、新規かつ有

益な側面を示している。 

 

第2節 実験材料と方法 

 

1. 使用薬物および試薬 

CpdB、CpdAおよびピオグリタゾンは、武田薬品工業株式会社 (東京都)にて

合成された。MGAT2と関連アシル基転移酵素 [ジアシルグリセロールアシルト

ランスフェラーゼ1 (DGAT1)、DGAT2およびアセチルCoAアセチルトランスフェ

ラーゼ1 (ACAT1)]のin vitro阻害活性は、FreeStyle293細胞を用いて各酵素タンパ

ク質を発現させ、その蛋白質を含む膜画分を使用し、各酵素が触媒する反応に

対する阻害率を測定して求めた (Sato 2015, Sato 2018)。リラグルチド (Victoza)

は、Novo Nordisk Pharma Ltd. (Bagsvaerd, Denmark)より購入した。その他の試薬

は全て研究用で和光純薬工業株式会社 (大阪府)より購入した。 

 

2. 動物 

雄性 C57BL/6J マウスは、日本クレア株式会社 (東京都)から購入した。雄性

B6.Cg-Lepob/J (ob/ob) マウスは、日本チャールス・リバー株式会社 (神奈川県)か

ら購入した。動物は、特に記載がない限り、通常食 (CE-2; 日本クレア株式会社)

の自由給餌と自由飲水条件下で飼育した。温度 20-26°C、湿度 40-70%、12 時間の

明暗周期の環境で単飼育した。動物の取り扱いおよび実験は、武田薬品工業株式

会社の実験動物倫理委員会の定める基準に準じて実施した。 

 

3. 経口液体流動食負荷試験 (Meal tolerance test, MTT) 

一夜絶食した C57BL/6J マウス (9 週齢)を用いて、午前中に MTT を実施し

た。Vehicle、CpdA (3, 10 mg/kg)あるいは Cpd B (3, 10 mg/kg)はゾンデを用いて経

口投与した。化合物は 0.5% メチルセルロース溶液 (vehicle)に懸濁した。経口投

与 6.5 時間後あるいは 16.5 時間後に、生理食塩水に溶解した pluronic F-127 (500 
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mg/kg, 5 mL/kg, BASF, Ludwigshafen, Germany)を、リポタンパク質リパーゼ (LPL)

による血中 TG の加水分解を阻害する目的で腹腔内投与した。腹腔内投与 30 分

後に、コーン油とエンシュア-H (アボットジャパン株式会社、東京都)を 3:17 (v/v)

で混合した液体流動食 (10 ml/kg)を経口投与した。液体流動食負荷前 (0 h)、お

よび 2, 4h 後に採血し (下記)、血漿中 TG 濃度を測定した。小腸において食事性

脂質から合成されるカイロミクロン TG (CM/TG)の濃度曲線下面積 (AUC)を、

液体流動食を負荷した群の血中 TG 濃度から、負荷していない群の血中 TG 濃度

を差し引いて算出した。 

 

4. CpdB の薬物動態 

高脂肪食  (HFD, 45% kcal fat, 4.7 kcal/g; D12451, Research Diets, Inc., New 

Brunswick, NJ)を 49 週間自由摂取させた 54 週齢の C57BL/6J mice に CpdB (30 

mg/kg)を単回経口投与した。投与 0.25、0.5、1、2、4、8 および 24 h 後に採血（下

記）した。血漿中 CpdB 濃度を、既報 (Take 2016)の方法と同様に液体クロマトグ

ラフィータンデム質量分析装置により測定した。 

 

5. 脂質誘導性の消化管ホルモン分泌に対する作用の評価 

一夜絶食した C57BL/6J マウス (9 週齢)を、体重に基づいて群分けし、Vehicle

もしくは CpdB (10 mg/kg)を経口投与した。CpdB は 0.5%メチルセルロース溶液 

(vehicle)に懸濁した。投与 30 分後、脂質としてオリーブ油 (8 ml/kg)もしくは液体

流動食 (上記 MTT と使用したものと同様、10 ml/kg)を経口投与した。化合物投与

前および脂質負荷 1、2、3h 後に採血した。血漿中のペプチド チロシン-チロシン 

(PYY)および GLP-1 の濃度を測定した。CpdB の薬効発現を確認するため、オリ

ーブ油負荷 2 h 後の血漿中 TG 濃度を測定した。Vehicle 投与後に水 (8 ml/kg)を経

口投与したマウスを対照群とした。 

 

6. 食餌選択試験 

C57BL/6J マウス (9 週齢)を用いて、HFD (D12451; Research Diets, Inc.)と低脂

肪食 (LFD; 10% kcal fat; 3.8 kcal/g; D124510B, Research diets, Inc.)の食餌選択性を

評価した。通常食給餌で馴化した後、別々の給餌器に入れた HFD と LFD を同時

に提示し、一晩の摂餌量を測定した。マウスは体重と摂餌量を基に群分けした。

その後、vehicle もしくは CpdB (10 mg/kg; 5 ml/kg)を経口投与し、各々の食餌の一

晩の摂餌量を測定した。CpdB は 0.5%メチルセルロース溶液に懸濁した。陽性対

照として、10% ジメチルスルホキシド (DMSO)含有生理食塩水に溶解したリラグ

ルチド (0.04 mg/kg; 2 ml/kg)を皮下投与する群も設けた。 

 

7. HFD 負荷 ob/ob マウスを用いた反復投与試験 
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雄性 ob/ob マウスに、8 週齢から試験終了時まで HFD (D12451, Research diets, 

Inc.)を 7 週間自由摂取させた。HFD 給餌 2 週間後、マウスを体重、摂餌量、糖化

ヘモグロビン (GHb)および血漿中生化学パラメータに基づいて群分けした。

Vehicle、ピオグリタゾン (3 mg/kg)あるいは CpdB (30 mg/kg)を、１日 1 回で 36 日

間経口反復投与した (5 ml/kg)。化合物は 0.5%メチルセルロース溶液 (vehicle)に

懸濁した。試験中、体重と摂餌量を測定した。投与開始 34 日目 (day34)において

採血し、GHb と各種血漿中生化学パラメータを測定した。加えて、EchoMRI-900 

(日立アロカメディカル株式会社、東京都)を用いて体脂肪重量 (fat mass)および除

脂肪重量 (lean mass)を測定した。Day36 において、Vehicle および CpdB で処置し

たマウスを個別に Oxymax システム (Columbus Instruments, Columbus, OH)の代謝

チャンバーに入れた。3h の馴化後、酸素消費量 (VO2)と二酸化炭素産生量 (VCO2)

を 22 時間 (13:00 から翌 11:00)測定した。測定中、vehicle または CpdB の投与は

18:00 に実施した。呼吸商 (RQ)とエネルギー消費量 (EE)を、以下の計算式から算

出した。 

 

RQ = VCO2/VO2 

EE (kcal/h) = [3.815 + 1.232×(VCO2/VO2)]×VO2 

 

8. 血中指標の測定 

血液サンプルは、覚醒下で尾静脈もしくは顔面静脈から採取し、遠心分離後 

(1,500 g、10 分、4°C)に血漿を採取した。インクレチンホルモンの分解を防ぐため

に、血液サンプルはヘパリン (終濃度 100 単位)/アプロチニン (終濃度 500KIU/ml)

と DPP-4 阻害剤アログリプチン (終濃度 10 )で処置した。血漿中アスパラギン

酸アミノトランスフェラーゼ (AST)およびアラニンアミノトランスフェラーゼ 

(ALT)は、自動分析装置 7180 (株式会社日立ハイテク、東京都)で測定した。GHb

は、東ソー自動グリコヘモグロビン分析計 (HLC-723G8; 東ソー株式会社、東京

都)で測定した。インスリンは、Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)キット 

(634-01481; 株式会社シバヤギ、群馬県)を用いて測定した。Total GLP-1および total 

PYY は、ELISA キット (total GLP-1: 299-75501, total PYY: 291-73501; 和光純薬株

式会社)を用いて測定した。 

 

9. 統計解析 

全てのデータは平均値±標準偏差で示した。2 群間の比較は、Student’s t-test

もしくは Aspin-Welch test を行った。また、Bartlett's test で等分散性を検定した後、

用量依存性の評価は片側 William's test を、多群比較は Dunnett’s test または Tukey's 

test を用いて解析した。 
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第 3 節 結果 

 

1. In vitro における CpdB の MGAT2 に対する阻害活性 

特許申請文書に記載の通り (Sato 2018)、CpdB はヒトおよびマウスの MGAT2

に対して強力な阻害活性を示した (Table 2-1 および Fig. 2-1)。ヒトおよびマウス

の MGAT2 に対する IC50は、それぞれ 8.1 nM と 0.85 nM であった。CpdB は、関

連するアシル基転移酵素 (DGAT1、DGAT2 および ACAT1)に対して 300 倍以上

の選択性を示した。これらのプロファイルは、以前に報告した CpdA と同等だっ

た (ヒトおよびマウスの MGAT2 に対する IC50 は、それぞれ 7.8 nM と 2.4 nM) 

(Sato 2015)。 

 

Table 2-1. In vitro inhibitory activities of CpdB for MGAT2 and related 

acyltransferases. 

 MGAT2 DGAT1 DGAT2 ACAT1 

 human/mouse human human human 

IC50 (nM) 8.1 / 0.85 2500 >30000 >30000 

 

Figure 2-1. Chemical structure of CpdB, and previously reported CpdA. 
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2. 正常 C57BL/6J マウスにおける CpdB の脂質誘導性食後血中 TG 濃度上昇に対

する抑制作用 

CpdB の食後血中 TG 濃度上昇への影響を評価するために、CpdA を陽性対照

として用いてマウス MTT における血中 TG 濃度の変化を調べた。CpdB は、液体

流動食負荷の 6.5 時間前に経口投与すると、血中 TG 濃度の上昇を抑制し、血中

CM/TG の AUC を有意に減少させ、その作用は用量 3 mg/kg でプラトーに達した 

(Fig. 2-2A および 2-2B)。10 mg/kg では、CpdB は Vehicle 投与群と比較して血中

CM/TG を 37%低下させた。これと同等の低下が、CpdB を流動食負荷の 16.5 時間

前に経口投与した場合においても認められた (Fig. 2-2C および 2-2D)。CpdB の食

後血中 TG 濃度上昇抑制作用は、CpdA とほぼ同等であった。CpdA は、その薬物

動態データも含めてマウス単回経口投与で 24 時間 MGAT2 阻害を示すことが示

されている (Take 2016)。CpdB を高脂肪食負荷マウスに 30 mg/kg の用量で経口投

与した場合、血漿中 CpdB 濃度は 24 時間後で 0.58 μM であり (Fig. 2-3)、それは

マウス MGAT2 阻害 IC50 の約 700 倍以上の値であった (Table 1)。予備検討で、

CpdB を正常マウスに 10 mg/kg の用量で投与した場合においても血漿中 CpdB 濃

度は 0.58 μM より高濃度であった。CpdB の食後血中 TG 濃度上昇抑制作用 (Fig. 

2-2D)および薬物動態データより、CpdB は用量 10 mg/kg での単回投与により、マ

ウスにおいて 24 時間の MGAT2 阻害を達成することが示唆された。それゆえ、以

降の検討では CpdB の用量を 10 mg/kg 以上に設定した。 
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Figure 2-2. The effect of CpdB on hypertriglyceridemia during an oral meal tolerance 

test in mice. Fasted C57BL/6J mice were given a liquid meal orally with intraperitoneal 

injection of pluronic F-127 (LPL inhibitor) to inhibit plasma TG lipolysis. (A) The brief 

schematic diagram of the experimental procedure in (B). (B) Changes in plasma 

chylomicron TG (CM/TG) levels and the AUC during 4 h after the meal challenge (0-4 h) 

when CpdB (3 and 10 mg/kg) was administered orally at -6.5 h. CpdA (3 and 10 mg/kg) 

was also evaluated as a positive control. (C) The brief schematic diagram of the 

experimental procedure in (D). (D) Changes in plasma CM/TG levels (0-4 h) and the AUC 

when CpdA (10 mg/kg) or CpdB (10 mg/kg) was administered orally at -16.5 h. #P < 0.025 

vs. vehicle group by one-tailed Williams’ test. **P < 0.01 vs. vehicle by Dunnett's test. 

Data are represented as the mean and SD values (n=6). 
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Figure 2-3. Pharmacokinetics of CpdB in mice. Plasma concentrations at 0.25, 0.5, 1, 2, 

4, 8, and 24 h after a single oral administration of CpdB (30 mg/kg). Data are represented 

as the mean and SD values (n=3). 
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3. 正常 C57BL/6J マウスにおける CpdB の脂質誘導性消化管ホルモン分泌に対

する促進作用 

MGAT2阻害の消化管ホルモン放出に対する作用を調べるために、CpdB (10 

mg/kg)を投与した正常C57/BL6Jマウスに液体流動食やオリーブ油を負荷した 

(Fig. 2-4A)。オリーブ油負荷は血中PYY濃度を有意に増加させた。その増加は、

Vehicle群に比較して、CpdBの事前投与によって有意に増加した (Fig. 2-4B)。加

えて、CpdBはオリーブ油負荷3時間後の血中total GLP-1濃度の上昇を有意に増加

させた (Fig. 2-4C)。総採血量の上限を考慮し、total GLP-1濃度測定用の血液サン

プルは、オリーブ油負荷3時間後の時点でのみ用意した。液体流動食負荷によっ

ては、vehicleおよびCpdBを投与しても血中PYYおよびGLP-1濃度の上昇は検出

されなかった。CpdBは、オリーブ油負荷2時間後の血中TG濃度の上昇を強力に

阻害し、その阻害作用は10 mg/kgで頭打ちを示したことから (Fig. 2-4D)、この試

験系において十分なMGAT2阻害が達成されていることが示唆された。これらの

結果から、CpdBの経口投与は、正常マウスにおいて血中への脂質誘導性PYYお

よびGLP-1の放出を増強することが示された。 
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Figure 2-4. The effect of CpdB on plasma gut peptide levels in meal- or oil-loaded 

C57BL/6J mice. Fasted C57BL/6J mice were loaded with a liquid meal or oil following 

administration of CpdB (10 mg/kg). (A) The brief schematic diagram of the experimental 

procedure. (B) Changes in plasma total PYY levels for 2 h post meal or oil load (0-2 h) 

and the AUC. (C) Plasma total GLP-1 levels at 3 h. (D) Plasma TG levels at 2 h post oil 

load. **P < 0.01 vs. water-vehicle by Dunnett's test. †P < 0.05, ††P < 0.01 vs. oil-vehicle 

by Tukey's test. #P < 0.025 vs. vehicle group by one-tailed Williams’ test. Data are 

represented as the mean and SD values (n=5). 
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4. 正常C57BL/6JマウスにおけるCpdBの高脂肪食摂取に対する抑制作用 

CpdB (10 mg/kg)の高脂肪食の摂取に及ぼす作用を調べるために、正常

C57/BL6J マウスにおいて、高脂肪食と低脂肪食に対する選択性を評価した (Fig. 

2-5A)。長時間作用型 GLP-1 アナログであるリラグルチド (0.04 mg/kg)は、げっ歯

類において、詳細なメカニズムは不明なものの嗜好性の高い餌の摂取量を選択的

に減少させることが報告されていたため (Hansen 2012)、陽性対照として使用し

た。Vehicle 処置に比べて、CpdB 処置は高脂肪食の摂取量を有意に減少させ (Fig. 

2-5B)、一方で低脂肪食の摂取量については増加傾向を示した (Fig. 2-5C)。これら

の結果として、総エネルギー摂取量は有意に減少した (Fig. 2-5D)。これらの結果

は、liraglutide ほど明確にではないものの、正常マウスにおいて CpdB による

MGAT2 阻害は高脂肪食の摂取を選択的に抑制し、総エネルギー摂取量を抑制す

ることを示唆している。 
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Figure 2-5. The effect of CpdB on fat intake in a two-diet-choice test using C57BL/6J 

mice. C57BL/6J mice pre-administered with CpdB (10 mg/kg) were given an HFD and an 

LFD simultaneously, and overnight intake of each diet was monitored. (A) The brief 

schematic diagram of the experimental procedure. Energy intake of (B) high-fat diet and 

(C) low fat diet and (D) total energy intake. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle by Dunnett's 

test. Data are represented as the mean and SD values (n=5). 

  



44 

 

5. 高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおける CpdB の抗糖尿病および抗肥満作用 

MGAT2 阻害の抗糖尿病作用および抗肥満作用を調べるために、重度の肥満

症および 2 型糖尿病モデルである高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおいて、CpdB (30 

mg/kg)を 36 日間反復投与した。インスリン抵抗性改善薬であるピオグリタゾン

は、以前の著者らの検討において本動物モデルで明確な抗糖尿病作用を示したこ

とから、本実験において陽性対照として用いた。34 日間反復投与後 (day 34)、CpdB

処置は vehicle 処置に比べて有意に GHb レベルを低下させた (Fig. 2-6A および

Table 2-2)。CpdB 処置は vehicle 処置に比べて、累積の食餌摂取量を減少させ (Fig. 

2-6B)、体重増加を平均 23.9%抑制し (Fig. 2-6C)、体脂肪重量を低下させた (Fig. 

2-6D)。Day 34 において、CpdB 処置群は Vehicle 処置群に比較して血漿中 AST・

ALT 濃度の減少傾向を示し、血中インスリン濃度については減少傾向を示さなか

った (Table 2-2)。Day36 において、平均のエネルギー消費量および呼吸商に、

Vehicle 群と CpdB 群で差は認められなかった。これらの結果は、CpdB による

MGAT2 阻害は、高脂肪食の過剰な摂取を抑制し、本マウスモデルにおいて肥満

および糖尿病を改善することを示唆している。 
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Figure 2-6. The effect of CpdB on diabetes and obesity in HFD-fed ob/ob mice. CpdB 

(30 mg/kg) was administered orally once daily for 36 days in HFD-fed ob/ob mice. (A) 

Changes in GHb levels 34 days after the repeated dosing. (B) Cumulative food intake, 

(C) % changes in body weight and (D) lean and fat mass composition measured with Echo-

MRI. (E) Average energy expenditure (EE) and (F) Respiratory quotient (RQ) during light 

and dark phase at day 36. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle by Dunnett's test. Data are 

represented as the mean and SD values (n=7-8). 
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Table 2-2. Levels of GHb and plasma biochemical parameters in HFD-fed ob/ob mice 

treated with the compounds. 

Parameter Group Pre Post   

GHb (%) 

Vehicle 5.9 ± 0.2 6.4 ± 1.0  

Pioglitazone 5.9 ± 0.3 4.9 ± 0.4 ** 

CpdB 5.9 ± 0.4 5.4 ± 0.6 * 

Plasma insulin 

(ng/mL) 

Vehicle 109 ± 22 89.8 ± 38  

Pioglitazone 103 ± 29 30.8 ± 16 ** 

CpdB 106 ± 30 109 ± 40  

Plasma AST (U/L) 

Vehicle 291 ± 50 611 ± 150  

Pioglitazone 314 ± 61 733 ± 174  

CpdB 333 ± 64 492 ± 122  

Plasma ALT (U/L) 

Vehicle 330 ± 26 756 ± 175  

Pioglitazone 347 ± 53 803 ± 132  

CpdB 378 ± 76 632 ± 144  

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. Vehicle by Dunnett's test. 

Data are presented as the mean ± SD values (n=8). 
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第 4 節 考察 

 

MGAT2 遺伝子の機能は、小腸における食餌性脂質の同化に限定されず、体

重や血糖値など、全身のエネルギー恒常性の調節に寄与している  (Devasthale 

2018)。本研究は、CpdB による MGAT2 阻害が、正常マウスにおいて、摂食抑制

作用を有する消化管ホルモンの分泌と、高脂肪食の摂取 (すなわち食事嗜好性)を

調節することを明らかにし、高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおいて肥満および糖尿

病を改善する可能性を示した。マウス MTT における CpdB の食後血中 TG 濃度上

昇抑制作用 (Fig. 2-2B および 2-2D)と、マウスにおける薬物動態のデータ (Fig. 2-

3)から、本研究の試験において、CpdB の 1 日 1 回の投与は持続的な MGAT2 阻害

を達成できていると考える。 

消化管内分泌細胞は、管腔内の栄養素を認識し、GLP-1 や PYY などのペプ

チドホルモンを血中に放出する。脂質摂取に反応して、小腸下部に存在する L 細

胞は、GLP-1 や PYY を分泌する (Husted 2017)。これら 2 つの消化管ホルモンは

満腹ホルモンとしてよく知られ、それらは協調して食欲の調節に寄与している。

60% kcal fat の高脂肪食を長期摂取した MGAT2 欠損マウスにおいて、野生型マウ

スに比べて食後の血中 GLP-1 濃度の上昇が観察された (Yen 2009)。他の低分子

MGAT2 阻害薬 JTP-103237 は、35% kcal fat の高脂肪食を摂取したラットにおいて

脂質負荷後の血中 PYY 濃度を増加させたが、GLP-1 については増加させなかっ

た (Okuma 2015)。著者らの以前の報告では (Take 2016)、in vivo における消化管

ホルモンに及ぼす影響は調べていない。本研究では、CpdB による MGAT2 阻害

は、正常マウスにおいて、脂質投与後の血中 PYY と GLP-1 の濃度上昇を増大さ

せることができた (Fig. 2-4B および 2-4C)。MGAT2 欠損マウスでは、糞中への脂

質排出量を増加させることなく、脂肪酸や MG などの食餌性脂質の吸収が、小腸

上部から下部へと移行し、その結果遅延していることが報告されている (Yen 

2009, Tsuchida 2012)。加えて、いくつかの報告が、GLUTag 細胞において、MG が

GLP-1 分泌を増加することを示している (Take 2016, Hassing 2016)。小腸管腔にお

ける MG の蓄積は、L 細胞の GPR119 を刺激して消化管ホルモンの放出を惹起す

ることも報告されている (Hansen 2012)。それゆえ、CpdB は、脂質吸収を遅延さ

せ、消化管下部に届く脂肪酸や MG を増加させ、その結果として L 細胞からの

GLP-1 や PYY の血中への放出を促進しているのかもしれない。食餌性脂質の感

知に関与しているGPR40、GPR119およびGPR120などを欠損したマウスが、CpdB

に誘導される消化管ホルモン分泌のメカニズムについて更なる情報を提供する

かもしれない。今後の興味の一つは、CpdB による GLP-1 分泌の増大によるメリ

ットが、インクレチン作用を増大させる DPP-4 阻害薬との併用により増強される

かどうかである。 
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肥満の重要な特徴の一つは、脳報酬系において食物摂取に反応するドーパミ

ン伝達が欠損していることであり、このことは、健康的な低脂肪の食事よりも肥

満を悪化させるような高脂肪の食事へと嗜好性が高まることに寄与していると

いう説がある (Johnson 2010, Tellez 2013)。マウスにおいて MGAT2 の遺伝子欠損

は、食事選択試験において脂質から糖質へと食餌嗜好性を変化させ、これは単純

にエネルギー熱量が多い食事を避けたという単純なものではない (Mul 2014)。本

研究では、マウスの食餌選択試験において、MGAT2 阻害剤が高脂肪食の摂取を

選択的に阻害することを示した (Fig. 2-5B~D)。以前に報告した CpdA は、MGAT2

欠損マウスにおいて摂食抑制作用を示さず (Take 2016)、また、CpdB は CpdA と

同様に選択的で強力な in vitro MGAT2 阻害活性を示した。それゆえ、CpdB の高

脂肪食摂取抑制作用は、MGAT2 阻害活性に依存していると思われる。食餌性脂

質の吸収不良もまた、MGAT2 遺伝子欠損も薬理的 MGAT2 阻害も糞中脂質含量

を増加させなかったことが以前に報告されているため、本研究の結果には関与し

ていないと考えている (Yen 2009, Take 2016)。げっ歯類を用いた複数の試験が、

高脂肪食に対する嗜好性の調節のために、消化管と脳の情報伝達が重要な役割を

担っていることを示している。例えば、体重増加は、食餌性脂質の満腹シグナル

として機能する生理活性脂質アミドであるオレオイルエタノールアミン (OEA)

の小腸における産生に異常をもたらす (Tellez 2013)。また、食事性の脂肪酸は脳

におけるドーパミン放出を誘導する一方で、2-オレオイルグリセロールは誘導し

ないことも報告されている (Kleberg 2015)。これとは別に、長時間作用型の GLP-

1 アナログであるリラグルチドは、ラットにおいて嗜好性の高い食餌の摂取を優

先的に減少させることが報告されており (Hansen 2012)、これは、高脂肪食に対す

る嗜好性の調節に GLP-1 シグナルが関与していることを示唆するものである。

CpdB が脂質摂取を調節するメカニズムを理解するために、CpdB が小腸における

OEA の産生を増加させるか、脳の報酬系に影響を与えるほど GLP-1 分泌を増強

するか等について調べることが有用かもしれない。特筆すべきこととして、より

長期の試験が本研究結果の更なる理解を導くであろう。また、本研究結果に、脂

質以外の栄養素や食餌の総エネルギー量が影響している可能性は完全に否定で

きない。 

ob/ob マウスは、レプチン遺伝子に変異を有し、その結果として過食を伴っ

た重度の肥満とインスリン抵抗性を伴った高血糖を示す。このマウスモデルは、

肥満や 2型糖尿病の治療を指向した栄養学および薬理学的な研究において広く用

いられている (Wang 2014)。ob/ob マウスもまた、正常マウスに比較して高脂肪食

に対する嗜好性の増加を示すこと (Shimizu 2017)、そしてその肥満表現型は、高

脂肪食で長期飼育することでさらに重篤度が増すことが報告されている 

(Trevaskis 2012)。本研究において、高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおける CpdB の反

復投与は、体重増加を緩和し、GHb の増加を完全に阻害した (Fig. 2-6A および 2-
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6C)。著者らが知る限り、MGAT2 阻害薬が、本マウスモデルにおける重篤な肥満

および糖尿病の改善に有用な作用を発揮することを示したのは初めてである。こ

れらの作用は、主にエネルギーリッチな高脂肪食の過剰摂取が抑制されたことに

よると考えている (Fig. 2-6B)。5 週間の反復投与後、CpdB 処置は、vehicle 処置群

に比較して非絶食時血漿中インスリン濃度を低下させなかった (Table 2-2)。対照

的に、インスリン抵抗性改善薬であるピオグリタゾンは、明確に血漿中インスリ

ン濃度の低下を示した。加えて、明期でも暗期でも、CpdB によるエネルギー消費

や呼吸商に対する明確な影響は認められなかった (Fig. 2-6E および 2-6F)。これら

の結果は、インスリン抵抗性の改善と末梢臓器における脂質酸化の向上よりもむ

しろ、摂食量の減少が、高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおける CpdB の抗肥満およ

び抗高血糖作用に寄与しているという仮説を支持する。高脂肪食を負荷した

MGAT2 遺伝子欠損マウスは、野生型マウスよりも暗期における酸素消費量が増

加していることが報告されているため (Yen 2009)、CpdB の反復投与によりエネ

ルギー消費量が増加しなかったことは予想に反していた。詳細は不明だが、leptin

遺伝子の変異や (Hwa 1997)、高脂肪食への暴露による重度の肥満表現型の誘導が 

(Trevaskis 2012)、エネルギー消費量の減少に影響しているのかもしれない。方法

論について言えば、oxymax システムでの馴化期間について、本研究ではストレス

の影響を減らすために 3 時間の馴化時間を設けたものの、より最適化することが

できるかもしれない。Vehicle 処置と比較して、CpdB は AST や ALT などの肝逸

脱酵素の血漿中濃度を低下させる傾向を示した (Table 2-2)。その傾向は、主には

体重増加の抑制、あるいは部分的には、マウス肝臓では MGAT2 の発現レベルは

とても低いものの (Shi 2009, Cao 2004)、肝臓に対する直接的な作用に由来してい

る可能性も考えらえる。この考察は、MGAT2 阻害剤が、体重低下などの全身代謝

の改善を介して非アルコール性脂肪肝炎の治療に対して有効である可能性 

(Devasthale 2018)と関連しているだろう。著者らは、CpdB が正常 C57BL/6J マウ

スにおいて示したように、高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおいても摂食抑制作用を

有する消化管ホルモンの放出に影響を与え得るかについては確認できていない。

高脂肪食負荷 ob/ob マウスにおける CpdB の作用に関わる因子を調べるには、更

なる試験が必要だろう。 

肥満症患者に対して効果的な減量を可能にする処置の一つが、肥満減量手術

で、最もよく知られている術式がルーワイ胃バイパス  (RYGB)術である 

(Puzziferri 2014)。肥満 2 型糖尿病患者において、RYGB 術後すぐに体重減少だけ

でなく糖尿病が寛解することが知られている (Thaler 2009)。RYGB 術を受けた患

者では、食事摂取に伴った GLP-1 や PYY のような消化管ホルモン分泌が増強し 

(Svane 2016)、食事性脂質に対する食欲低下や、嗜好性の高い食品が有する快楽的

性質に対する感受性の低下 (Münzberg 2015, Ullrich 2013)が観察されている。これ

らの変化は、げっ歯類モデルにおいても報告されており (Hankir 2017)、RYGB 術
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の有益な作用に寄与していると考えてられている。しかしながら、そのメカニズ

ムの詳細ははっきりしていない。本研究では、CpdB が、漠然と RYGB 術と同様

に消化管ペプチドの分泌および高脂肪食の摂取を調節することを示した。また、

MGAT2 の遺伝子欠損は、RYGB 術と同じく、下部小腸へ到達する脂肪酸や MG

などの食餌性脂質を増加させる (Yen 2009, Tsuchida 2012)。RYGB 術が有益な作用

をもたらすメカニズムが、MGAT2 阻害のそれと重複するかどうか詳細は不明で

あり、さらなる調査が必要である。 

本研究では、MGAT2 阻害が、おそらく小腸における脂質/脂肪酸感知機構へ

の介入により、脂質誘導性の消化管ペプチドの分泌と高脂肪食の摂取を調節する

ことを示した。CpdB が高脂肪食の摂取を優先的に阻害するメカニズムを調べる

ためには、消化管の食事性脂質の感知に関連する GPCR や、消化管ホルモンの受

容体を遺伝的に欠損したマウスモデルの使用が役に立つかもしれない。肥満の流

行は拡大し続けており、エネルギー量や嗜好性が高い食事に手が届きやすいこと

は、その傾向を加速するドライビングフォースの一つであると考えられている 

(Swinburn 2011)。本研究で示した MGAT2 阻害薬の薬理作用に対する新たな知見

は、MGAT2 の阻害が肥満やそれに関連する代謝性疾患の治療に有効であるとい

うコンセプトを支持している。 

  



51 

 

第 3 章 

インスリン欠乏糖尿病病態におけるヒト人工多能性幹細胞由来膵内

分泌前駆細胞の移植後のインスリン分泌能力の検討 

 

第1節 緒言 

1 型糖尿病は、膵細胞が自己免疫の異常により破壊され、インスリンが不足

することによって引き起こされる。現状のインスリン治療を以てしても血糖コン

トロールが困難な患者層が存在し、その病態はブリットル型 1 型糖尿病として知

られている (Bertuzzi 2007)。これらの患者の quality of life は、無自覚低血糖や重

篤な低血糖発作により著しく脅かされる。これらの患者において、膵島移植が有

効な治療法であることが報告されている (Anazawa 2018)。しかしながら、効果が

保証されているもののドナー不足という大きな障壁がある。ドナー不足を解決す

るため、近年、脳死ドナー由来膵島の代わりに、幹細胞由来の膵島や異種膵島を

利用することが盛んに検討されている (Kieffer 2018, Latres 2019)。 

多くの小動物を用いた試験において、ヒト胚性幹細胞 (ESC)やヒト人工多能

性幹細胞 (iPSC)から作製した膵細胞が、1 型糖尿病を根治する可能性を示してい

る (Toyoda 2015, Kroon 2008, Rezania 2012)。その多くは、ヒト膵臓、膵島、β 細胞

の発生における知見を基にした段階的な in vitro 分化誘導プロトコルを利用して

いる (Kieffer 2016)。急速な進捗があるものの、現状、in vitro で成熟膵島を完全に

再現した機能的な内分泌細胞の凝集体を作製することはできていない (Veres 

2019)。これは、移植後に生体環境において分化・成熟することの重要性を示唆す

る。 

一般的に、生体内に移植された細胞は、液性因子や他種類の細胞との接着な

ど、多くの環境因子に暴露される。これらの因子は、移植細胞の生着性、細胞周

期、機能に影響し、未熟な細胞においては、分化や成熟過程にも影響を与える。

実際、ホストの性別 (Saber 2018)や甲状腺ホルモンの不足 (Bruin 2016)は、in vitro

で作製した未熟膵細胞の移植後の分化・成熟過程に影響を与えることが報告され

ている。1 型糖尿病患者に対する ES 細胞由来の未熟膵細胞の移植試験が実施さ

れているが (ClinicalTrials.gov NCT02239354, NCT03163511)、レシピエントの糖尿

病病態が移植細胞の挙動に与える影響については明らかになっていない。 

免疫不全マウスにおけるヒト ESC 由来膵前駆細胞 (Pancreatic endoderm cells; 

PECs)の移植後、ストレプトゾトシン (STZ)誘発性の糖尿病病態は、移植片由来イ

ンスリン分泌の指標である血中ヒト C-peptide 濃度の増加を高めることが報告さ

れている (Bruin 2013)。移植後、一部の生着した PECs は、内分泌前駆細胞 
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(endocrine progenitor cells; EPCs)、未熟なホルモン産生細胞、そして β 細胞を含む

成熟内分泌細胞や膵島へと分化し、循環血中へとインスリン/C-ペプチドを放出す

ると考えられる。この研究では、血中ヒト C-ペプチド濃度の増加は、移植した

PECs の分化が促進したことによるとしている (Bruin 2013)。しかしながら、それ

には移植細胞の生着、分化・成熟過程、増殖といった多様な細胞運命をはらんで

いる。さらに、STZ 誘発性糖尿病病態では、低インスリン血症や高血糖、それら

に続く全身レベルでの代謝変化が起きている。これら多くの因子が関与している

ことが、この現象の詳細なメカニズムを調査することの必要性を示している。 

EPCs は、発生学的には PECs からホルモン産生細胞の方向に分化が進んだ細

胞として位置付けることができ、膵内分泌細胞の初期段階の細胞である。それゆ

え、EPCs は、PECs と比較して、EPCs への分化過程の影響が無視できるため、ホ

スト環境における未熟な内分泌細胞の運命を理解するために有用な可能性があ

る。また、理論的に EPCs は、PECs に比べて非内分泌細胞へと分化する可能性を

秘める前駆細胞を少なく含んでいるため、その点においても EPCs の方が移植細

胞としては好ましい。 

本研究は、ヒト iPS 細胞から作製した EPCs を使用し、インスリン欠乏糖尿

病病態が、未熟な膵内分泌細胞の移植後の挙動に与える影響とそのメカニズムを

調べることを目的とした。著者らが知る限りでは初めて、インスリン欠乏糖尿病

病態が、免疫不全マウスにおいて EPC 移植片のインスリン分泌能力を高めること

を示した。さらに、糖尿病病態が、EPC 移植片の重量に影響を与えずに、移植片

に含まれるインスリン産生細胞を含む内分泌細胞の数を増加させるというイン

スリン分泌能力を高める上で有益な影響を与えることを示した。 

 

第 2 節 実験材料と方法 

1. ヒト iPSCs の in vitro 分化誘導 

前臨床研究用の 2 つのヒト iPSC 株 (Ff-I14s14 および Ff-WJ18)は、京都大学

iPS 細胞研究所によって供給され、StemFit AK03N 培地 (味の素株式会社、東京都)

を用いて継代・維持培養した。未分化のヒト iPSC を、計 16 あるいは 17 日をか

けて、膵発生の重要なステージである、内胚葉 (ステージ 1)、原始腸管 (ステー

ジ 2)、後方前腸 (ステージ 3)、膵内胚葉 (ステージ 4)、内分泌前駆 (ステージ 5)

の段階的に分化誘導した。分化誘導には、既報プロトコルを一部改変したプロト

コルを使用した [ステージ 1~4 (Toyoda 2015, Nostro 2015, Agulnick 2015, Russ 2015), 

ステージ 3-5 (Rezania 2014), ステージ 5 (Kunisada 2017, Pagliuca 2014)]。詳細は以

下で、Fig. 3-1A に概要図を示した。ヒト iPSCs の使用は、武田薬品工業株式会社

と京都大学の実験倫理委員会による承認を受けた。 
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ステージ 1: Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 培地  (12633012; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)に 2% (v/v) B27 (17504001; Thermo 

Fisher Scientific)、1% (v/v) ペニシリン/ストレプトマイシン (P/S; 168-23191; 富士

フイルム和光純薬株式会社、大阪府)、5-100 ng/ml アクチビン A (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA)、3 μM CHIR99021 (Axon Medchem, Groningen, Netherlands)、

10 μM Y-27632 (富士フイルム和光純薬株式会社)および 1% (v/v) ジメチルスルホ

キシド (DMSO; 045-24511; 富士フイルム和光純薬株式会社)を添加してステージ

1 培地を調製した。未分化ヒト iPSCs をこの培地に再懸濁し、iMatrix-511 (381–

07363; 富士フイルム和光純薬株式会社 )をコートしたプレートに 1-2 × 105 

cells/cm2の密度で播種し、1 日培養した。続いて 2 日間、細胞を 2% B27、1% P/S、

5-100 ng/ml アクチビン A、1% DMSO を添加した RPMI 1640 培地で培養した。ア

クチビン A を 100 ng/ml で使用する場合、DMSO は培地中に添加しなかった。 

ステージ 2: Improved MEM Zinc Option (iMEM)培地 (Thermo Fisher Scientific)

に 1% B27、1% P/S (iMEM-B27)および 50 ng/ml ケラチン細胞成長因子 (KGF; R&D 

Systems)を添加してステージ 2培地を調製し、細胞をこの培地で 4日管培養した。 

ステージ 3: iMEM-B27 に、50 ng/ml KGF、0.5 μM 3-keto-N-aminoethyl-N'-

aminocaproyldihydrocinnamoyl cyclopamine (KAAD-CYC; Toronto Research Chemicals, 

Toronto, Canada) 、 10 nM 4-[(E)-2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-

naphthalenyl)-1-propenyl] benzoic acid (TTNPB; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, 

USA)、100 ng/ml ノギン (Pepro-tech, Rocky Hill, NJ, USA)および 250 μM L-アスコ

ルビン酸 (A4544; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を添加してステージ 3 培地を

調製し、細胞をこの培地で 2 もしくは 3 日間培養した。 

ステージ4: 細胞を0.25% トリプシン–エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)で剥

離し、穏やかにピペッティングして単細胞化し、iMatrix-511 でコートしたプレー

トに 3-4 × 105 cells/cm2の密度で再播種した。培地は、iMEM-B27に 100 ng/ml KGF、

50 ng/ml 上皮成長因子 (EGF; R&D Systems)、10 mM ニコチンアミド (株式会社

ベリタス、東京都)、50 μM Y-27632 および 250 μM L-アスコルビン酸を添加した

ステージ 4 培地を使用し、4 日間培養した。 

ステージ 5: 凝集培養のために、上述のように細胞を剥離して単細胞化し、

低接着 96 ウェルプレートに 30 × 103 cells/well で播種した。培地は、iMEM-B27 に

250 nM SANT-1 (S4572; Sigma-Aldrich)、50 nM レチノイン酸 (Sigma-Aldrich)、10 

μM ALK5 inhibitor II (SC-221234A; Santa Cruz Biotechnology)、100 nM LDN193189 

塩酸塩 (HY-12071A; Medchemexpress, Monmouth Junction, NJ, USA)、1 μM L-3,3ʹ,5-

triiodothyronine (64245; Merck Millipore, Burlington, MA, USA)、 1 μM XAV939 

(X3004; Sigma-Aldrich)、50 ng/ml 線維芽細胞増殖因子-2 (100-18B; Pepro Tech, 

London, UK)、1 μM -secretase inhibitor XXI (Compound E, 565790; Merck Millipore)
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および 10 μM Y-27632 を添加したステージ 5 培地を使用し、3 もしくは 4 日間培

養した。作製した凝集体をマウス移植試験に使用した。 

EPC についての追加情報を Table 3-1 に示した。各ステージでの分化誘導の

程度は、膵内分泌細胞の発生過程に基づき、既報 (Toyoda 2015)と同様にフローサ

イトメトリー (FCM)と免疫染色によって評価した。使用した抗体の詳細を Table 

3-2 に示す。In vitro における EPC からインスリン産生細胞への分化誘導は、既報

のプロトコル (Rezania 2014, Pagliuca 2014)を使用し、以下に詳細を示す。 

低接着 96 ウェルプレートに作製した EPC 凝集体を、iMEM-B27 に 10 μM 

ALK5 Inhibitor II、 100 nM LDN193189 塩酸塩および 1 μM L-3,3ʹ,5-triiodothyronine

を添加した培地で 10 日間培養した。グルコースについて、200 mg/dL (低グルコ

ース)を含有する培地、またはグルコース (G8769; Sigma)を添加して 540 mg/dL (高

グルコース)を含有する培地を使用した。インスリンの影響を低下させるため、イ

ンスリン不含の B27 (A1895602; Thermo Fisher Scientific)を使用した培地、または

合成ペプチド S961 (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA)を添加した培地

を使用した。S961 は 100 nM で強力なインスリン受容体アンタゴニストとして作

用する (Knudsen 2012)。各群について 48 個の凝集体を使用し、培地交換は 3 も

しくは 4 日間おきに行った。10 日間の培養後、INS+NKX6.1+細胞および INS+Ki67+

細胞への分化誘導効率を FCM により評価した。3 回の独立した試験を、各々異な

るバッチの EPC を用いて実施した。INS+NKX6.1+細胞の FCM 解析時のゲーティ

ングは、全ての試験において、10 日間の培養開始時において INS+NKX6.1+細胞が

1.5%以下になるように設定した。細胞数は、NC200 (Chemometec, Allerod, Denmark)

を用いて測定した。 

 

2. 動物 

7-15 週齢の雄性 NOD.CB17-Prkdcscid/J マウス (NOD/SCID; 日本チャールス・

リバー株式会社、神奈川県)に、STZ (Sigma-Aldrich)を用量 50 mg/kg で 5 日間腹腔

内投与し、糖尿病モデルを作製した。同週齢 NOD/SCID マウスに、STZ の溶媒と

して使用した 0.05 M クエン酸緩衝液 (pH 4.5)を同様に投与 (10 ml/kg）し、非糖

尿病マウスとして使用した。糖尿病 Akita-NOD/SCID マウスは、雄性 AKITA/Slc

マウス (Akita; 日本エスエルシー株式会社、静岡県)と雌性 NOD/SCID マウスの

交配により作製した。高血糖を示す仔マウスを選抜し、NOD/SCID マウスと 10 代

以上戻し交配した。SCID と Ins2Akita の両方の変異は、PCR による遺伝子型判定で

確認した。同週齢の Ins2Akita 変異を有しない NOD/SCID マウスを、野生型 (WT)

の非糖尿病マウスとして使用した。動物は、特に記載がない限り、通常食 (CE-2; 

日本クレア株式会社、東京都)の自由給餌と自由飲水条件下で飼育し、温度 20-26°C、

湿度 40-70%、12 時間の明暗周期の環境で単飼育した。動物の取り扱いおよび実

験は、武田薬品工業株式会社の実験動物倫理委員会の定める基準に準じて実施し
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た。全ての移植試験において、マウスは非絶食時血糖値と体重を基に群分けを実

施した。 

 

3. 移植および移植片の in vivo 評価 

イソフルラン吸引麻酔下において、マウスの腎被膜下へ EPCs の凝集体 (30 

× 103 cells/凝集体)を 192 個移植した。腎被膜下 (腎被膜と腎実質の間)は、移植片

の状態を目視で確認しやすく、また、血管が誘導されやすく高い生着率が見込め

るため、移植部位として選択した。各試験において、個体間で同一バッチの EPC

を使用した。偽手術群のマウスを用意した試験もある。全てのマウスに、移植時

にメロキシカム  (1 mg/kg, Metacam; Boehringer-Ingelheim, Ingelheim am Rhein, 

Germany)を単回皮下投与した。移植後に指定の週数において、覚醒下で尾静脈よ

り採血し、ヘパリン/アプロチニン処置後に 4°C にて遠心し、血漿を採取した。血

漿中ヒト C-ペプチド濃度を移植片のインスリン分泌能力や機能を評価するため

に測定した。経口グルコース負荷試験では、一夜絶食後にグルコースを強制経口

投与した (2 g/kg)。グルコース投与直前および投与後指定の時間において尾静脈

より採血した。 

 

4. インスリン持続投与 

STZ 誘発性の糖尿病 NOD/SCID マウスに、浸透圧ポンプ (Model 1002, Alzet; 

DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA)を皮下に留置してヒトインスリン (50 

nmol/kg/day; 株式会社ペプチド研究所、大阪府)を 14 日間持続投与した。外因性

インスリンに対して感受性を示す個体で評価するため、インスリン処置により非

絶食時血糖値が低下した個体のみに EPCs を移植した。EPCs 移植 4 および 8 週後

において、11 週までインスリンを持続投与するために、浸透圧ポンプを新しいも

のに入れ替えた (Model 1004, Alzet; DURECT Corporation)。低血糖状態を防ぐため

に、インスリンの投与量は、非絶食時血糖値を基づいて個体別に 40-60 nmol/kg/day

の間で調節した。インスリン持続投与を受けていない同週齢の糖尿病 NOD/SCID

マウスと非糖尿病 NOD/SCID マウスに対しても EPCs を移植した。 

 

5. 高脂肪食 (HFD)負荷 

非糖尿病の 7 週齢の NOD/SCID マウスに EPCs を移植し、その直後から移植

12 週後まで HFD (D12492; Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ, USA)を給餌し

た。通常食を給餌した同週齢の非糖尿病 NOD/SCID マウスを control diet (CD)群

として使用した。 

 

6. ダパグリフロジンの反復投与 
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STZ 誘発性の糖尿病 NOD/SCID マウスに、vehicle (0.5% メチルセルロース, 

w/v)もしくはナトリウム/グルコース共輸送体 2 (SGLT2)選択的阻害剤であるダパ

グリフロジン (10 mg/kg)を 1 日 1 回、4 週間経口投与 (10 ml/kg)した。ダパグリ

フロジンは株式会社ナード研究所 (兵庫県)より購入し、0.5% メチルセルロース

溶液に懸濁した。Vehicle 処置群とダパグリフロジン処置群を各々2 群に分け、

EPCs の移植もしくは偽手術を実施した。その後、vehicle もしくはダパグリフロ

ジン処置を 12 週間継続した。Vehicle 処置をした同週齢の非糖尿病 NOD/SCID マ

ウスも用意し、EPCs を移植した。 

 

7. 蛍光免疫染色 

移植用の細胞凝集体および移植後に摘出した移植片を、4°C にて 4% パラホ

ルムアルデヒドで固定し、既報 (Toyoda 2015)と同様の方法で蛍光免疫染色工程を

進めた。使用した抗体を Table 3-2 に示す。蛍光撮像は、BZ-X710 蛍光顕微鏡 (株

式会社キーエンス、大阪府)を用いて行った。移植片全体と、chromogranin A 

(CHGA)、NK6 homeobox 1 (NKX6.1)、インスリン (INS)およびグルカゴン (GCG)

に陽性を示す面積を cellSens Dimension ソフトウェア (オリンパス株式会社、東京

都)を用いて定量解析した。陽性面積の定量は、既報 (Bruin 2015)と同様に実施し

た。具体的には、各移植片につき最低 100 µm 以上の間隔が空いた薄切切片を 3

もしくは 4 枚用意して蛍光免疫染色を行い、各切片で陽性を示した面積の平均値

を用いて移植片全体の値を算出した。各切片について、移植片の面積は腎実質と

の境界に基づいて設定した。INS+Ki67+細胞数は、各移植片につき最低 100 µm以

上の間隔が空いた薄切切片を 4 枚用意し、盲検条件でマニュアルカウントし、各

切片でのカウント数の平均値を移植片全体の値として採用した。 

 

8. 血中指標の測定 

血糖は ACCU-CHEK Aviva (ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社、東京

都)を用いて測定した。ヒト C-ペプチドおよびヒトインスリンの血漿中濃度は、

各々の ELISA キット (Mercodia, Uppsala, Sweden)を用いて測定した。血漿中マウ

スインスリンは、Morinaga mouse insulin ELISA キット (株式会社森永生科学研究

所、神奈川県)を用いて測定した。 

 

9. ホルモン含量の測定 

移植片全体を腎臓から慎重に剥がし、重量を測定した後、以下の手順でヒト

インスリンおよびグルカゴンの含量を測定した。移植片全体を 75% エタノール

/0.15N 塩酸溶液中で破砕して均質化し、その後、4°C で一夜保管した。遠心分離

により細胞片を除いた後、上清中のヒトインスリンおよびグルカゴンの濃度を

ELISA キット (Mercodia)を用いて測定した。同様の方法で細胞凝集体のホルモン
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含量を測定した。膵インスリン含量についても、膵尾部の小片を同様に処理し、

mouse insulin ELISA キット (株式会社森永生科学研究所)を用いて測定した。 

 

10. 統計解析 

データは平均値と標準偏差で示した。2 群間の比較は、Student’s t-test もしく

は Aspin-Welch test を行い、多重性は Bonferroni 法で補正した。血中指標の群間差

は、分散分析 (ANOVA)により評価した。また、Bartlett's test で等分散性を検定し

た後、多群比較のために Bonferroni補正 Dunnett’s test で解析した。 
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Table 3-1: Additional information on EPCs generated in vitro from hiPSCs. 

Figure iPSC line 

In vitro differentiation 

Period of stage 3 

(days) 

Period of stage 5 

(days) 

3-1, 3-2, 3-3, 3-9, 3-

10, and 3-11 
Ff-I14s14 2 3 

3-4 Ff-I14s14 2 4 

3-5A, 3-5B and 3-

7A~C 
Ff-WJ18 2 3 

3-5C, 3-5D, and 3-6 Ff-I14s14 3 3 

3-7D~F Ff-WJ18 3 3 

3-8 Ff-WJ18 2 3 
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Table 3-2: The information on antibodies used in this study. 

Primary antibody Species Source Dilution 

SOX2 Rabbit 35795, Cell Signaling Technology 1:100 

SOX17 Goat AF1924, R&D Systems 1:500 

FOXA2 Rabbit 07-633, EMD Millipore 1:100 

PDX1 Goat AF2419, R&D Systems 1:200 

NKX6.1 Mouse F55A12, University of Iowa 1:360 

CHGA Rabbit ab68271, Abcam 1:500 

Neurogenin3 Sheep AF3444, R&D Systems 1:2000 

Insulin Rabbit C27C9, Cell Signaling Technology 1:200 

*Insulin Rat GN-ID4, University of Iowa 1:600 

Glucagon Mouse G2654, Sigma-Aldrich 1:200 

Ki67 Mouse 550609, BD Pharmingen 1:100 

Ki67 Rabbit D3B5, Cell Signaling Technology 1:100 

CK19 Mouse M088, Dako 1:200 

Trypsinogen Sheep AF3848, R&D Systems 1:100 

SOX9 Rabbit ab196450, Abcam 1:100 

 

Fluorescent secondary antibody Source Dilution 

Nucleus Hoechst 33342; H3570, Invitrogen 1:200 

Alexa 488 conjugated For each species; all from Invitrogen 1:500 

*Alexa 546 conjugated For each species; all from Invitrogen 1:500 

Alexa 594 conjugated For each species; all from Invitrogen 1:500 

*: Used only for flow cytometry 
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第 3 節 結果 

1. In vitro 分化誘導で作製した EPCs のプロファイル 

ヒト iPSC (Ff-I14s04 株)を、Fig. 3-1A に示す分化誘導プロトコルで EPCs へと

分化誘導した。既報のように (Toyoda 2015)、ステージ 1 [SRY-box (SOX)17+forkhead 

box (FOX)A2+ を 指 標 ] と ス テ ー ジ 4 [pancreatic and duodenal homeobox 

1(PDX1)+NKX6.1+を指標] (Fig. 3-2A および 3-2B)において高い分化誘導効率を示

し、ステージ 5 では細胞を一度解離して凝集体を形成させた。内胚葉細胞として

SOX17+細胞、膵内胚葉細胞として PDX1+NKX6.1+細胞、内分泌/内分泌前駆細胞

として CHGA+ (Cai 2014)細胞の分化誘導効率を FCM により測定し、各々の平均

誘導効率は 98.6±1.1%, 90.1±0.6%, 59.4±4.2%であった。CHGA+細胞の大部分 

(52.9±4.0%)は NKX6.1 を共発現しており、これは β 細胞に分化する可能性を示唆

している。一方で、インスリンおよびグルカゴンを発現する細胞はほとんど含ん

でいなかった (Fig. 3-1B および 3-1C)。1 ロットの実験において、in vitro 分化誘導

マーカーの代表的な FCM プロットを Fig. 3-1D および Fig. 3-3 に示す。内分泌前

駆細胞のマーカーである neurogenin-3 (NGN3)に関しては、既報  (Yamashita-

Sugahara 2016)でも示されているように、その発現はステージ 5 の間で一過性であ

り (データ不記載)、免疫蛍光染色では EPCs の大部分で NGN3 シグナルは検出さ

れなかった (Fig. 3-2C)。それゆえ、本研究では、NGN3 の発現ピークを越した内

分泌前駆細胞の集団を EPCs と定義する。移植試験に使用された EPC 凝集体は、

膵上皮マーカーである cytokeratin 19 (CK19) (Lyttle 2008)を発現する細胞を含み、

外分泌マーカーであるトリプシノーゲンや多能性前駆細胞マーカーである SOX9 

(Seymour 2017)を発現する細胞はほとんど含んでいなかった (Fig. 3-2C)。 

  



61 

 

 

Figure 3-1. In vitro generated EPC aggregates for implantation contain high 

proportion of CHGA+NKX6.1+ cells while very few INS+ or GCG+ cells. EPCs for 

implantation were generated from hiPSCs by stepwise differentiation. (A) A schematic 

diagram of the differentiation procedures. Representative cryosectional images of Ff-

I14s04-derived EPC aggregates stained for (B) endocrine/endocrine progenitor marker 

CHGA and pancreatic progenitor marker NKX6.1 and (C) pancreatic hormones INS and 

GCG. Nuclei were stained with DAPI. The lower panels show magnified images. (D) 

Representative dot plots indicating differentiation efficiency into endocrine progenitor 

stage (CHGA+NKX6.1+ and CHGA+INS-). The differentiation induction efficiency was 

inserted. (E) A representative image of a host kidney with sub-capsular implantation of 

EPC aggregates. Scale bars, 100 μm. 
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Figure 3-2. Immunostaining of the cell population in EPC aggregates. Representative 

immunofluorescence images of planar cultured cells stained for (A) SOX17/FOXA2 and 

(B) PDX1/NKX6.1 at d3 and d14, respectively. (C) Representative cryosectional images 

of EPC aggregates stained for the indicated markers. Nuclei were stained with DAPI. Scale 

bars, 50 μm in (A) and (B); 100 μm in (C). TRP, trypsinogen.  
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Figure 3-3. EPCs are differentiated from human iPSCs by in vitro directed 

differentiation. Cell populations at individual stages were analyzed by flow cytometry. 

Representative dot plots indicating high differentiation efficiency of definitive endoderm 

SOX17+SOX2- cells at d3, posterior foregut PDX1+NKX6.1- cells at d9, pancreatic 

endoderm PDX1+NKX6.1+ cells at d14, and endocrine progenitor NKX6.1+CHGA+ and 

CHGA+INS- cells at d17. Each of these differentiation induction efficiencies is inserted. 
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2. 糖尿病ホストにおける EPCs の移植後インスリン分泌能力 

ホストのインスリン欠乏糖尿病病態が EPCs の移植後の挙動に影響を検討す

るために、STZ で糖尿病を誘発した NOD/SCID マウスの腎被膜下に EPCs を移植

し、移植片の機能を評価した。STZ 糖尿病マウスでは、STZ 非処置のマウスと比

べて非絶食時血糖が高値を示した (平均 504-576 mg/dL)。しかし、EPCs の移植は

移植後 12 週までに血糖値を低下させ、18 週後には血糖は正常化した (平均 82-

93 mg/dL) (Fig. 3-4A)。移植片由来インスリンの指標である血漿中ヒト C-ペプチド

の濃度は、STZ 非処置の non-STZ 非糖尿病マウスでも糖尿病 STZ マウスでも時

間の経過と共に増加したが、移植後早期において (4-13 週)、非糖尿病マウスに比

べて糖尿病マウスの方が高値を示した (Fig. 3-4B)。血漿中ヒト C-ペプチド濃度

は、両群とも 700 pM 程度でプラトーに達し、プラトーに達した以降の血糖値は

正常範囲内だった。糖尿病マウスの内因性インスリン欠損状態は、EPCs の移植の

影響を受けずに維持されていること、また、移植後早期において血中マウス C-ペ

プチド濃度が non-STZ マウスに比べて STZ マウスで劇的に低いことを確認した 

(データ不記載)。これらの結果は、ホスト糖尿病環境が EPC 移植片のインスリン

分泌能力を高めることを示している。 

糖尿病病態が EPC 移植片の膵 β 細胞としての成熟を促進するかを調べるた

めに、移植後 13 および 18 週において、絶食時と非絶食時の血漿中ヒト C-ペプチ

ド濃度を比較した。一夜絶食により血漿中ヒト C-ペプチド濃度は STZ マウスで

も nonSTZ マウスでも低下していた (Fig. 3-4C および 3-4D)。さらに、経口グルコ

ース負荷後の血中ヒト C-ペプチド分泌についても、STZ マウスと nonSTZ マウス

で同等であり、移植後 18 週において移植片の β 細胞としての機能的成熟に両群

で差がないことが示された (Fig. 3-4E)。これらの結果は、EPC 移植片のインスリ

ン分泌能力の向上 (Fig. 3-2B)は、β-cell としての成熟の程度の差によるものでは

ないことを示唆している。ホストの糖尿病病態は移植後早期 (4~13 週)にインス

リン分泌能力を高めたので、以降の評価は移植後早期に着目して実施した。 
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Figure 3-4. Insulin-deficient diabetic environment in host upregulates insulin 

secreting capacity of the grafts derived from EPCs. NOD/SCID mice were injected 

intraperitoneally with 50 mg/kg of STZ for 5 consecutive days to induce diabetes or with 

vehicle buffer for non-diabetic control (nonSTZ). Six weeks later, each mouse was 

implanted Ff-I14s04-derived EPCs under the kidney sub-capsule (STZ-EPC and nonSTZ-

EPC). Sham-operated STZ mice (STZ-sham) and non-operated nonSTZ mice (nonSTZ-

control) were also prepared. Levels of (A) non-fasting blood glucose and (B) plasma 

human C-peptide were measured at the indicated weeks after implantation in the indicated 
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groups. (C) Plasma human C-peptide levels before and after an overnight fast were 

measured and (D) changes in the levels (D) were calculated at 13 and 18 weeks after 

implantation in the indicated groups. (E) An oral glucose tolerance test (2 g/kg) was 

performed at 18 weeks after implantation. Data are presented as the mean ± SD. *P < 0.05, 

**P < 0.01; STZ-EPC vs. nonSTZ-EPC by Bonferroni adjusted Student's or Aspin-Welch's 

t-test in (B). *P < 0.05, **P < 0.01; fed vs. fasted by Student's or Aspin-Welch's paired t-

test in (C and D). nonSTZ-control (n=3), nonSTZ-EPC (n=3-6), STZ-sham (n=4), and 

STZ-EPC (n=3-6). 
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次に、インスリン欠乏糖尿病の EPC 移植片インスリン分泌能力に与える影響

が、iPSC の株に依存しているかを検討するために、別株として Ff-WJ18 由来の

EPCs を使用した。Ff-WJ18 由来 EPCs は、各分化誘導段階において、SOX17+ (内

胚葉)細胞を 97.8±1.0%、PDX1+NKX6.1+ (膵内胚葉)細胞を 74.4±13.7%、CHGA+ (内

分泌前駆)細胞を 58.3±14.4%含み、一方でインスリン発現細胞をほとんど含んで

いなかった。この細胞を STZ 糖尿病 NOD/SCID マウスの腎被膜下に移植した。

高血糖を示す STZ 糖尿病マウスでは、血漿中ヒト C-ペプチド濃度は移植後 10 週

まで持続的に増加したが、一方で STZ 非処置の非糖尿病マウスでは増加は明らか

ではなかった (Fig. 3-5A および 3-5B)。加えて、別の糖尿病マウスモデルでも評

価するために、インスリン依存性糖尿病を引き起こす Ins2Akita変異を有する Akita-

NOD/SCIDマウスも使用した。血漿中および膵臓中の内因性マウスインスリンは、

どちらの糖尿病モデルにおいてもほとんど欠損していることを確認し (Fig. 3-6)、

高血糖の程度も両糖尿病モデルで同様だった (Fig. 3-5C)。EPC 移植により、血漿

中ヒト C-ペプチド濃度は移植後 8 週まで持続的に増加し、そのレベルは糖尿病マ

ウスの方が各々対照として用意した非糖尿病マウスに比べて高かった (Fig. 3-

5D)。これらの結果より、ホスト糖尿病病態による EPC 移植片インスリン分泌能

力の増強は、使用する iPSC 株やインスリン欠乏糖尿病モデルとは非依存的に認

められた。 
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Figure 3-5. The upregulated insulin secreting capacity of grafts in diabetic 

environment is reproduced when EPCs are derived from another hiPSC line or are 

implanted in genetically induced Akita model. (A and B) EPCs derived from Ff-WJ18 

hiPSCs were implanted under the kidney capsule in STZ-induced diabetic and non-diabetic 

NOD/SCID mice (STZ-EPC and nonSTZ-EPC, respectively). (C and D) EPCs derived 

from Ff-I14s04 hiPSCs were implanted not only in STZ-induced diabetic NOD/SCID mice 

(STZ-EPC) but also in genetically induced Akita diabetic NOD/SCID mice (Akita-EPC). 

Each non-diabetic control mouse was implanted the EPCs similarly (nonSTZ-EPC and 

WT-EPC, respectively). In all experiments, levels of (A and C) non-fasting blood glucose 

and (B and D) plasma human C-peptide were measured at the indicated weeks after 

implantation. Data are presented as the mean ± SD. **P < 0.01 STZ-EPC vs. nonSTZ-EPC 

by ANOVA in (A) and (B). **P < 0.01 STZ-EPC vs. nonSTZ-EPC or Akita-EPC vs. WT-

EPC by ANOVA in (C) and (D). nonSTZ-EPC (n=3-4) and STZ-EPC (n=5-6) in (A and 

B). nonSTZ-EPC (n=4), STZ-EPC (n=5-6), WT-EPC (n=3) and Akita-EPC (n=3-5) in (C 

and D). 
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Figure 3-6. Endogenous insulin is severely defected in diabetic mouse model used for 

implantation studies. Levels of (A) plasma mouse insulin levels at the day before EPC-

implantation and (B) pancreatic insulin contents at 18 weeks after the EPC-implantation 

were measured in STZ-induced diabetic NOD/SCID mice and genetically induced Akita 

diabetic NOD/SCID mice. These levels in each non-diabetic control mice were measured 

similarly. Data are presented as the mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01 STZ vs. nonSTZ or 

Akita vs. WT by Aspin-Welch's t-test. nonSTZ (n=4) and STZ (n=6) in (A). nonSTZ-EPC 

(n=4), STZ-EPC (n=5), WT-EPC (n=3) and Akita-EPC (n=3) in (B). 
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3. 血中インスリンが EPCs 移植片のインスリン分泌能力に与える影響 

ホスト糖尿病病態の影響について、原因因子を特定するために、糖尿病にお

けるインスリン欠損が移植片のインスリン分泌能力を向上させるかどうかを検

討した。まず、EPCs の移植前に浸透圧ポンプでヒトインスリンを 40-60 

nmol/kg/day で皮下持続投与した (Fig. 3-7A)。インスリン投与は、EPCs 移植前お

よび移植後 11 週まで、STZ により誘発した高血糖を平均で 300 mg/dL 以下にま

で低下させた。インスリン投与によって血漿中ヒトインスリン濃度は増加したが、

血中ヒト C-ペプチド濃度は非糖尿病マウスに移植した場合と同レベルにまで低

下した (Fig. 3-7B および 3-7C)。 

続いて、高脂肪食の摂取により内因性インスリンを代償的に増加させた高イ

ンスリン血症モデルを用いた。NOD/SCID マウスに EPCs を移植し、その後、通

常食または高脂肪食を 12 週間給餌した。移植後 12 週で、非絶食時血糖は通常食

群と高脂肪食群で同等だったが、高脂肪食の摂取は高インスリン血症を誘発した 

(Fig. 3-7D および 3-7E)。高脂肪食群において、血漿中インスリンとは対照的に、

血中ヒト C-ペプチドは移植後 12 週まで低値が持続した (Fig. 3-7F)。この低値か

ら、高脂肪食群での高インスリン血症は、代償的な内因性インスリン分泌の上昇

によることが確認できた (Fig. 3-7E)。まとめると、血中インスリン濃度の増加は

EPCs 移植片からのヒト C-ペプチド分泌を減弱させ、ホストのインスリン欠乏は

移植片のインスリン分泌能力を高める作用がある可能性が示された。 
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Figure 3-7. Both exogenous insulin supplementation and hyperinsulinemia induced 

by a HFD feeding suppress the insulin secreting capacity of EPC-grafts. (A-C) Human 

insulin (40-60 nmol/kg/day) was subcutaneously administered via osmotic pump before 

and after EPC implantation in STZ-induced NOD/SCID mice (STZ-insulin-EPC). STZ-

induced NOD/SCID mice without insulin supplementation and non-diabetic control mice 

were implanted EPCs similarly (STZ-EPC and nonSTZ-EPC, respectively). Plasma levels 

of (A) blood glucose, (B) human insulin, and (C) human C-peptide at non-fasting state 

were measured at the indicated weeks after implantation. (C-E) Feeding of a HFD (60% 

kcal fat) was started in NOD/SCID mice at the same time as EPC implantation (HFD-EPC). 

NOD/SCID mice fed control diet were implanted EPCs similarly (CD-EPC). Levels of (C) 

blood glucose and plasma levels of (D) mouse insulin and (E) human C-peptide at non-

fasting state were measured at the indicated weeks after implantation. Data are presented 

as the mean ± SD. **P < 0.01 STZ-EPC vs. STZ-insulin-EPC by ANOVA in (A-C). **P 

< 0.01 HFD-EPC vs. CD-EPC by Aspin-Welch's t-test in (D). **P < 0.01 HFD-EPC vs. 

CD-EPC by ANOVA in (E). nonSTZ-EPC (n=3), STZ-EPC (n=4) and STZ-insulin-EPC 

(n=7). CD-EPC (n=3) and HFD-EPC (n=4). 
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次に、このホスト作用に対する血糖の影響を調べるために、STZ 糖尿病

NOD/SCID マウスにおいて、EPCs 移植前後にインスリンを補充せずに尿糖排出

促進により高血糖を減弱させた。ダパグリフロジンは、腎臓のグルコース再吸収

を阻害する選択的 SGLT2 阻害薬であり、これを 1 日 1 回、血糖低下作用が見込

める 10 mg/kg (Han 2008)の用量で反復投与した。ダパグリフロジン処置は安定的

に高血糖を改善したが、非絶食時血糖値は EPCs を移植した群でも約 300 mg/dL

程度だった (Fig. 3-8A)。EPCs 移植後、ダパグリフロジンを処置した糖尿病マウ

スの血漿中ヒト C-ペプチド濃度は、vehicle を処置した糖尿病マウスと同等で、そ

のレベルは非糖尿病マウスよりも高かった (Fig. 3-8B)。これらの結果は、インス

リン非依存的なメカニズムによる部分的な高血糖の改善は、EPCs 移植片へのホ

スト作用にほとんど影響を与えない可能性を示している。 
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Figure 3-8. Partial attenuation of hyperglycemia by dapagliflozin has no effect on the 

insulin secreting capacity of EPC-grafts. The SGLT2 inhibitor dapagliflozin was 

repeatedly administered before and after EPC implantation in STZ-induced NOD/SCID 

mice (STZ-dapa-EPC). STZ-induced diabetic and non-diabetic NOD/SCID mice with 

vehicle treatment were implanted EPCs similarly (STZ-veh-EPC and nonSTZ-veh-EPC, 

respectively). Sham-operated STZ-diabetic mice with or without treatment of 

Dapagliflozin were also prepared (STZ-veh-sham and STZ-dapa-sham, respectively). 

Levels of (A) blood glucose and (B) plasma human C-peptide at non-fasting state were 

measured at the indicated weeks after implantation. Data are presented as the mean ± SD. 

**P < 0.01 STZ-veh-EPC vs. STZ-dapa-EPC by ANOVA in (A). *P < 0.05, **P < 0.01 

vs. nonSTZ-veh-EPC by Bonferroni adjusted Dunnett's test in (B). nonSTZ-veh-EPC 

(n=5), STZ-veh-sham (n=5), STZ-veh-EPC (n=5), STZ-dapa-sham (n=6) and STZ-dapa-

EPC (n=6). 
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4. 糖尿病ホスト由来の摘出 EPCs 移植片の解析 

STZ糖尿病NOD/SCIDマウスにおいて、EPCs移植後 6週に移植片を摘出し、

移植片の重量や細胞組成を解析した。血中ヒト C-ペプチド濃度には大きな差があ

るものの、移植 6 週後の移植片の目視での様子や重量に糖尿病マウス由来移植片

と非糖尿病マウス由来移植片で差はなかった (Fig. 3-9A, 3-9B および Fig. 3-10A)。

対照的に、移植片全体のインスリンおよびグルカゴンの含量は糖尿病マウスの移

植片の方が高かった (Fig. 3-9C)。個体別に分析すると、6 週時点の血中ヒト C-ペ

プチド濃度と移植片インスリン含量の間に強い正の相関関係が認められた (Fig. 

3-9D)。加えて、免疫組織染色による定量解析の結果、糖尿病マウスの移植片は、

非糖尿病マウスの移植片に比べて CHGA とインスリンに対して陽性を示す面積

が約 3 倍大きいことが認められ、一方で NKX6.1 とグルカゴンについては有意な

差はなかった  (Fig. 3-9E~H)。さらに、糖尿病マウスの移植片では増殖性の

INS+Ki67+細胞が多く見られた (Fig. 3-9I および Fig. 3-10B)。糖尿病マウスと非糖

尿病マウスのどちらの移植片も、PDX1+CK19+の管構造を含み、そこに SOX9+ の

膵前駆細胞や CHGA+細胞はほとんど観察されず、同様に Ki67+細胞を含んでいた 

(Fig. 3-10C)。これらは、管構造が移植片のインスリン分泌能力には関与していな

いことを示唆している。細胞の成熟マーカーに関しては、免疫組織染色により、

インスリン陽性細胞に urocortin-3 と MAFA のシグナルを検出することはできな

かった (データ不記載)。まとめると、ホストのインスリン欠乏糖尿病病態は、移

植片の重量に影響を与えることなく、少なくとも増殖を介してインスリン産生細

胞を含む内分泌細胞を増加させることが示された。予備検討として、別ロットの

移植試験において (Fig. 3-4)、移植後 24 週の移植片を解析した。その結果、糖尿

病マウスの移植片は、非糖尿病マウスの移植片と比較して重量に差はないものの、

移植片全体のインスリンおよびグルカゴンの含量が多かった (インスリン: 糖尿

病マウス 5.27±1.66 nmol、非糖尿病マウス 1.43±0.52 nmol、グルカゴン: 糖尿病

マウス 1.59±0.27 nmol、非糖尿病マウス 0.37±0.02 nmol)。この結果は、糖尿病ホ

スト環境における移植片中インスリン産生細胞の増加は、血中ヒト C-ペプチド濃

度がプラトーに達した以降も維持されている可能性を示している。 
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Figure 3-9. Diabetic environment in host affects EPC-grafts to increase endocrine 

cells including insulin producing cells without affecting graft mass. A cohort of STZ-

induced diabetic and non-diabetic NOD/SCID mice were implanted EPCs from the same 

batch, and the grafts were explanted 6 weeks after the implantation (STZ-EPC and 

nonSTZ-EPC, respectively). (A) Plasma levels of human C-peptide were measured at the 

indicated weeks after implantation. (B) Weight of explanted whole grafts and (C) the 

contents of insulin and glucagon were measured. The representative images of grafts were 

inserted in (B). (D) Correlation between individual plasma human C-peptide level and graft 
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insulin content and the correlation coefficient were shown. Representative 

immunofluorescence images of the grafts stained for (E) endocrine/endocrine progenitor 

marker CHGA and pancreatic progenitor marker NKX6.1 and (G) pancreatic hormones 

INS and GCG. In left panels, graft and kidney tissue are delineated by a dashed white line 

(scale bars, 500 m). In right panels, higher magnifications are inset (scale bars, 50 m). 

Areas of (F) CHGA or NKX6.1 and (H) INS or GCG immunoreactivity relative to the total 

graft area for each graft. (I) Number of INS+Ki67+ cells relative to the total area of INS 

immunoreactivity for each graft. Data are presented as the mean ± SD. **P < 0.01 STZ-

EPC vs. nonSTZ-EPC by ANOVA in (A). *P < 0.05 nonSTZ-EPC vs. STZ-EPC by Aspin-

Welch's or Student's t-test in (C, F, H, and I). N number of STZ-EPC is 8 in (A), 5 in (B-

D) and 3 in (F, H and I) and that of nonSTZ-EPC is 6 in (A), 3 in (B-D) and 3 in (F, H and 

I). Nuclei were stained with DAPI. 
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Figure 3-10. Supplementary information referred to Figure 3-9. (A) Levels of blood 

glucose in STZ-induced diabetic and non-diabetic NOD/SCID mice before and after EPC 

implantation. Data are presented as the mean ± SD. STZ-EPC (n=8) and nonSTZ-EPC 

(n=6). Representative immunofluorescence images of the explanted grafts stained for (B) 

INS/Ki67 and (C) PDX1/CK19, PDX1/SOX9, CK19/CHGA and CK19/Ki67. Nuclei were 

stained with DAPI. Scale bars, 50 μm. 

  



78 

 

5. in vitro における EPCs のインスリン産生細胞への分化誘導におけるインスリ

ン作用の関与 

EPCs のインスリン産生細胞への分化誘導におけるグルコースとインスリン

の影響を調べるために、既報の分化誘導培地 (Rezania 2014, Pagliuca 2014)からイ

ンスリンを除いた条件およびインスリン受容体アンタゴニストを添加した条件

下で EPCs を 10 日間培養した。低グルコースでも高グルコースの条件でも、培地

中にインスリン受容体アンタゴニスト S961 を添加することで、INS+NKX6.1+細

胞の分化誘導率が僅かだが有意に増加した (Fig. 3-11A および 3-11B)。さらに、

INS+NKX6.1+細胞の分化誘導率は、低グルコースの条件でインスリン不含培地を

用いた場合においても増加した。高グルコース条件においても有意ではなかった

が (p= 0.059)、増加傾向が認められた。グルコースの影響に関して、低グルコー

スに比べて高グルコースの条件で INS+NKX6.1+細胞の分化誘導率が増加するこ

とはなかった。INS+Ki67+細胞の分化誘導率と細胞凝集体の細胞数は、群間で差は

認められなかった (Fig. 3-11C~E)。これらの結果は、少なくとも in vitro の分化誘

導系で、インスリン作用の低下が直接的に EPCs から INS+NKX6.1+細胞への分化

を促進することを示している。 
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Figure 3-11. Lowering insulin action directly promotes the differentiation of EPCs 

into INS+NKX6.1+ cells in vitro. The EPC aggregates were cultured for 10 days with 

previous report-based medium to induce the differentiation into insulin-producing cells. 

The medium contained glucose at 200 mg/dL (low) or 540 mg/dL (high). Under the both 

glucose concentration, medium without containing insulin (insulin free) or added an 

insulin receptor antagonist S961 (100 nM) was used. (A) Representative flow cytometry 

plots showing the proportion of INS+NKX6.1+ cells and (B) the average of three 

independent experiments. (C) Representative flow cytometry plots showing the proportion 

of INS+Ki67+ cells and (D) the average of three independent experiments. (E) Cell number 

of the aggregates after the 10-day culture. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control by Dunnett's 

test.  
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第3節 考察 
 

1 型糖尿病に対する幹細胞由来膵細胞を用いた細胞治療の実現に向けて、世

界中で熱心に研究が実施されている (Latres 2019)。臨床応用のための未解決課題

の一つは、移植後の細胞運命に与えるホスト環境の影響である。本研究では、ホ

ストのインスリン欠乏糖尿病病態が、免疫不全マウスにおいて iPS 細胞由来 EPCs

の移植後の挙動に影響を与えるかを検討し、大きく二つの知見を見出した。まず

一つ目は、ホストの糖尿病環境は、少なくとも一部はインスリン欠乏を介して

EPC 移植片のインスリン分泌能力の増強すること。二つ目は、非糖尿病に比べて

糖尿病のホスト由来の移植片は、移植片重量に差がないものの、インスリン産生

細胞を含めた内分泌細胞を多く含んでいるということである。インスリン分泌能

力と移植片インスリン含量の間に正の相関が認められたことから、この 2 つの知

見は関連しているだろう。 

糖尿病ホストで血中ヒトインスリン/C-ペプチドの増加が加速する (Fig. 3-4B, 

3-5B, 3-5D, 3-7C, 3-8B, および 3-9A)機序は、移植片で起きる 2 つの現象で説明で

き得る。一つ目は、移植片中のインスリン産生細胞数の増加である。二つ目は、

個々のインスリン産生細胞のインスリン分泌能力の増加で、それは β 細胞への成

熟が加速していることを示唆する。免疫組織染色による解析は、EPC 移植片がイ

ンスリン産生細胞および増殖性のインスリン産生細胞を多く含んでいることを

示しており、一つ目の仮説を支持している (Fig. 3-9G~I)。加えて、in vitro 試験か

ら得られた知見ではあるものの、インスリン作用の低下は、INS+Ki67+細胞の分化

誘導率を増加させることなく、EPCs の INS+NKX6.1+ 細胞への分化を促進した 

(Fig. 3-11A~D)。これは、INS+細胞への分化指向性が高まったことも、糖尿病ホス

トでのインスリン産生細胞数の増加に関与している可能性を示している。一方で、

EPC 移植片由来の血中ヒト C-ペプチドは、糖尿病マウスでも非糖尿病マウスで

も、絶対値に差が見られる時点においても、絶食に反応して低下した (Fig. 3-4C)。

移植片のインスリン産生細胞数の増加について、二つ目の説を支持する明確な根

拠はない。それゆえ、移植片のインスリン産生細胞数の増加は、インスリン産生

細胞の増殖とインスリン産生細胞への分化指向性が高まったことの両方を介し、

血中インスリン増加の加速に寄与していると考えている。 

糖尿病病態では異常な血中インスリン濃度、高血糖、それらによる合併症な

ど、多くの変化が起きている (Anazawa 2018)。血中インスリン濃度を調節した場

合 (Fig. 3-7B および 3-7E)や in vitro 実験 (Fig. 3-11)の結果から、ホストにおける

インスリン欠乏が EPC 移植片のインスリン分泌能力の増強に寄与していると提

案する。ホスト糖尿病病態の影響についてヒト胎児膵を用いて本研究のように検

討した例はないものの、ESC 由来の PECs を用いた報告はこの説を支持している。

PEC 移植後早期において、糖尿病マウスは、非糖尿病マウスに比べて高い血中ヒ
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ト C-ペプチド濃度を示し、その増加は外因性のインスリン補充により低下してい

る傾向を示した (Bruin 2013)。本研究で使用している EPCs は、発生学的には PECs

に比べて非内分泌細胞へと分化する可能性を秘める膵前駆細胞の含有は少ない。

PECs を用いた既報 (Bruin 2013)の現象には、非内分泌の膵前駆細胞の分化だけで

なく、移植片中のホルモン産生細胞の増加も関与しているのかもしれない。まと

めると、PECs や EPCs、未熟なホルモン産生細胞のような細胞種は、血中インス

リンの低下を代償するような挙動を示すようだ。一方で、血糖の関与については

明らかではない。EPC 移植片のインスリン分泌能力の増強は、ダパグリフロジン

の反復投与によって非絶食時血糖を安定的に低下させた場合に影響を受けなか

った (Fig. 3-7B)。ダパグリフロジンで処置したマウスは、EPCs を移植した場合に

おいても非絶食時血糖が 300 mg/dL 程度であったため、300 mg/dL 以下の血糖が

EPC 移植片に対して直接的な影響を示すかどうかは詳細不明である。 

インスリン作用の低下が EPCs のインスリン産生細胞への分化を促進すると

いう in vitro実験の結果は、インスリンシグナルの関与を示唆している (Fig. 3-11)。

いくつかの既報が、インスリンシグナル分子の未熟な膵細胞の分化への関与を示

している。Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)はインスリンによって活性化され、

wortmannin や Ly294002 による PI3K の阻害は、in vitro においてヒト胎児由来の

膵島様細胞凝集体の分化を促進することが知られている (Ptasznik 1997)。PI3K が

膵島の発生に対して負の調節因子として機能することから、本研究の結果 (Fig. 

3-11A および 3-11B)に関与する因子の一つかもしれない。FOXO1 は、PI3K シグ

ナルの下流に位置し、その転写活性はインスリンシグナルにより Ser256 リン酸化

を介して阻害される。FOXO1 阻害剤である AS1842856 は、ESC 由来の膵前駆細

胞のインスリン産生細胞への分化を促進することが報告されている (Yu 2018)。

その報告では FOXO1 は膵細胞のインスリン産生細胞への分化の過程で阻害され

ていることになるので、インスリンによる FOXO1 阻害がインスリン産生細胞へ

の分化を促進するように思われる。そのため、本研究結果に FOXO1 は関与して

いないかもしれない。詳細は不明だが、FOXO1 以外の下流分子を介したインスリ

ンPI3Kシグナルの活性化はインスリン産生細胞への分化を負に制御し、一方で、

インスリン欠乏糖尿病病態ではそのシグナルが減弱し、インスリン産生細胞への

分化が正に制御される、という機構を考えている。In vivo で認められた INS+Ki67+

細胞の増加について (Fig. 3-9I)、in vitro では INS+Ki67+細胞の増加は認められな

かったため (Fig. 3-11C および 3-11D)、移植した EPC 以外の細胞種が関与してい

ると考えている。インスリンシグナル分子について遺伝子組み換えを施したマウ

スを用いた検討が、in vivo でのメカニズム解析に役立つかもしれない。 

移植後の高脂肪食負荷は、移植細胞のインスリン分泌能力を弱めることを示

した (Fig. 3-7D~F)。これは、移植細胞に影響はないとする Bruin らの既報と異な

る結果であるように見える (Bruin 2015)。本研究では移植直後から高脂肪食摂取
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を開始したのに対し、既報では、高脂肪食を 7 週間負荷してインスリン抵抗性が

惹起された時点で移植しており、高脂肪食負荷のタイミングが異なっている。イ

ンスリン抵抗性は全身のインスリンシグナル状態の変化を引き起こし得るため 

(Kahn 2006)、インスリン抵抗性が惹起されるタイミングが、本研究と既報の結果

の違いに関与している可能性がある。詳細なメカニズムは不明だが、高脂肪食を

長期負荷してインスリン抵抗性が惹起された時点で EPCs を移植した場合、代償

的な内因性インスリン分泌の上昇は EPC 移植片からのヒトインスリン分泌を減

弱させないかもしれない。しかしながら、既報 (Bruin 2015)と本研究では、移植

部位 (皮下と腎被膜下)、移植細胞のカプセル化 (免疫隔離デバイスと裸)、細胞種 

(PECs と EPCs)など実験デザインが異なるため、厳密に比較することは難しい。 

臨床において、レシピエントの移植後ケアは膵島移植片の機能を高める 

(Anazawa 2018)。例えば、免疫抑制剤の種類は膵島移植片の機能に影響を与える 

(Shapiro 2000)。また、ラットにおいて、移植後早期における絶食とインスリン処

置の併用による成熟膵島移植片への負荷軽減は、長期移植片の生着を改善する 

(Jimbo 2014)。本研究では、外因性インスリンの処置により血糖値をコントロール

すると、移植時点ではインスリン産生細胞をほとんど含まない EPCs (Fig. 3-1B, 3-

1C および Fig. 3-3)の移植後のインスリン分泌能力が鈍化することを示した (Fig. 

3-7C)。それゆえ、未熟な膵内分泌細胞を用いた 1 型糖尿病に対する細胞治療を考

える上で、移植後ケアとしてのインスリン処置は、移植片に期待する機能を低下

させる可能性があると推測している。近年、ダパグリフロジンをはじめとする

SGLT2 阻害薬が、1 型糖尿病に対する非インスリン性の補助薬物療法を対象とし

て承認され、インスリン投与量を減少させつつ血糖コントロールを改善すること

が報告された (McCrimmon 2018)。インスリン欠乏状態は未熟な移植片の機能を

高めると考えられ、インスリン以外の血糖降下薬の選択や併用は、移植片を成熟

させていく期間の血糖コントロールにとって良い選択肢の一つなのかもしれな

い。本研究の結果は、成熟膵島に代わる供給源を用いた将来の細胞治療において、

移植後のケアとして適した治療は何かという点に関して、新しい見識を与えてい

るであろう。 
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第 4 章 総括 

 

本研究では、食品ペプチドとしてZeinH、低分子化合物としてMGAT2阻害

薬、移植用細胞としてヒトiPSC由来膵内分泌前駆細胞を用い、消化管と膵臓の

内分泌機能を利用した、糖尿病および肥満の予防・改善の可能性を検討した。 

 

第1章 ZeinH 

 

著者らは以前に、ZeinHがGLP-1産生内分泌細胞株およびラット小腸、特に

回腸においてGLP-1分泌を刺激することを示した (Hira 2009)。本研究では、回

腸に投与したZeinHが、GLP-1分泌の刺激を介して耐糖能に影響を与えるかどう

か検討した。ZeinHのGLP-1分泌および血糖値に対する影響を評価するために、

回腸と頚静脈にカテーテルを留置した覚醒ラットを用いて腹腔内糖負荷試験を

実施し、血糖、血中インスリンおよびGLP-1を測定した。加えて、麻酔下ラット

において回腸結紮ループ内にZeinHを投与した後に回腸静脈血における血中DPP-

4活性を測定した。ZeinHの回腸投与は、糖負荷後、インスリン分泌の増強を伴

って血糖上昇を抑制し、一方で肉タンパク加水分解物MHYによってはインスリ

ン分泌促進も血糖上昇抑制も認められなかった。ZeinHの血糖上昇抑制作用は、

経口投与によっても示された。これらの結果より、MHYに比べてZeinHは強い

GLP-1分泌促進作用を示すと推測したが、予想に反して血中total GLP-1濃度の上

昇は同等であった。対照的に、活性型GLP-1の血中濃度はZeinHを処置したラッ

トにおいて顕著に増加していた。麻酔下ラットにおいて、ZeinHの回腸投与によ

り回腸静脈血中の血中DPP-4活性は低下し、MHY投与によっては低下していな

かった。食品ペプチドZeinHは、ラットにおいてGLP-1の分泌促進と分解抑制の

双方に作用し、インスリン分泌を増大させ、血糖上昇を抑制することが示され

た。 

抗糖尿病薬メトホルミンは、肝臓での糖新生の抑制が主作用とされるが、

消化管にも作用する。ヒトや齧歯類において、メトホルミンは、胆汁酸の再吸

収を阻害することで消化管腔内の胆汁酸濃度を上昇させ、その結果、胆汁酸受

容体TGR5の活性化によるGLP-1分泌が引き起こされ、血中GLP-1濃度が上昇す

ると考えられている (McCreight 2016)。遅延徐放型のメトホルミンは、血中暴露

量が少ないにも関わらず、速攻吸収型のメトホルミンと同等の血糖降下作用を

示すことから、作用部位として小腸下部の寄与の大きさが示唆される (Buse 

2015)。また、臨床において、メトホルミンによる血中GLP-1濃度の上昇は、

DPP-4阻害薬との併用により増強され (Migoya 2010)、また、メトホルミンと

DPP-4阻害薬の併用が、DPP-4阻害薬単剤よりも強い抗糖尿病作用を示すことが

報告されている (Kaku 2017)。これらは、本研究で示した、食品ペプチドがGLP-

1の分泌促進と分解抑制の双方に作用し、分泌されたGLP-1の生理作用が発揮さ

れるという概念を支持している。現在、GLP-1の分泌促進を主作用として上市さ

れている抗糖尿病薬および抗肥満薬はない。消化管ホルモン分泌促進薬として

GPR119アゴニスト (Ritter 2016)やGPR40アゴニスト (Ueno 2019)の開発が進めら

れているが、これらは血液中に移行して消化管以外の臓器にも作用する。GLP-1
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は分泌後、消化管や肝門脈領域の迷走神経求心繊維の活性化を介して耐糖能改

善作用を示すことが報告されている (Iwasaki 2018)。ZeinHは、GLP-1の分泌を刺

激すると同時に、分泌部位に近い、体循環系に入る手前の血液中のDPP-4活性を

低下させる。食後、より生理的な状況を模倣して分泌部位近傍で内因性GLP-1の

シグナルを高めることが重要かもしれず、それが食品由来のペプチドにより可

能であることは、糖尿病および肥満の食事による予防の観点において意義深

い。内因性GLP-1は、2型糖尿病の発症過程において代償的な分泌増強が起きて

いる時期があり、糖恒常性の維持に関する新たな側面が近年明らかになってき

ており、興味は尽きない (Hira 2020)。本研究結果は、内因性GLP-1を利用して

血糖コントロール改善を指向する栄養学的な提案を支持する。 

 

第2章 MGAT2阻害薬 

 

MGAT2は、小腸においてTGの再合成の律速酵素の一つである。著者らはこ

れまでに、MGAT2の薬理的阻害が、マウスにおいて肥満とそれに関連する代謝

性疾患に対して有用な作用を示すことを報告した (Take 2016)。本研究では、

MGAT2阻害の、1) 正常マウスにおける消化管ホルモン分泌と脂質摂取に対する

作用、2) 重篤な肥満・2型糖尿病モデルである高脂肪食負荷ob/o/bマウスにおけ

る代謝異常に対する作用について、経口投与可能な低分子の選択的MGAT2阻害

薬CpdBを用いて調べた。CpdBはオイルを負荷した液体流動食を投与したマウス

において、血中TGの上昇を阻害した。脂質負荷は、消化管ホルモンPYYおよび

GLP-1の分泌を刺激し、この反応はCpdBの事前投与により増強された。正常マ

ウスにおける高脂肪食と低脂肪食の選択試験において、CpdBは高脂肪食の摂取

を選択的に阻害した。高脂肪食負荷ob/o/bマウスへのCpdBの5週間反復投与は、

摂食量および体重増加を抑制し、GHbの上昇を阻害した。これらの結果は、

MGAT2の薬理的阻害が、脂質誘導性の消化管ホルモン分泌と脂質摂取を調節

し、肥満および糖尿病を改善することを示唆している。 

肥満症を適応として承認された中枢性食欲抑制薬は、中枢へ直接作用する

ために副作用に対するリスク懸念が大きい。末梢性抗肥満薬としては、消化管

からの食事性脂質の吸収を抑制する膵リパーゼ阻害薬オルリスタットが承認さ

れている。オルリスタットは、肥満の成人における2型糖尿病の発症を予防する

が (Mancini 2008)、食事性脂質が未消化のまま排泄されることによる下痢・脂肪

便などの消化管症状が副作用として報告されている (Padwal 2007)。脂質吸収抑

制作用を有する他の薬剤として、ミクロソームトリアシルグリセロール輸送タ

ンパク質阻害薬 (Lin 2014)やDGAT1阻害薬 (Haas 2012)があるが、いずれも下痢

などの消化管症状により抗肥満薬としての開発が阻まれている。MGAT2阻害薬

については、現状で臨床成績の報告はない。MGAT2欠損マウスでは脂肪便の所

見はなく、糞中への脂質排泄量の増加も認められなかった (Yen 2009)。また、

MGAT2は、小腸においてTG再合成の律速酵素の一つであるが、DGAT1も

MGAT活性を有することが報告されている (Cheng 2008)。これらの理由から、

MGAT2の選択的な阻害は、小腸において食事性脂質の吸収を完全に阻害するわ

けではなく、生理的な範囲で吸収を遅延させると想定され、そのため下痢など

の消化管症状を引き起こしにくく、安全性が高いかもしれない。脂質の摂取量
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は近年益々増加している (Saito 2018)。本研究結果は、小腸における脂質/脂肪酸

感知機構の調節が、全身の代謝や体重に影響を与えることを示した重要な一例

だと考えられる。 

 

第3章 ヒトiPSC由来膵内分泌前駆細胞 

 

1型糖尿病患者への移植用の膵島に代わる供給源として、幹細胞由来膵細胞

が期待されている (Nakamura 2020)。ホスト環境は、幹細胞由来の未熟な膵細胞

の移植にとって、その移植成績を左右する重大な因子である。本研究では、イ

ンスリン欠乏糖尿病病態が未熟な膵内分泌細胞の移植片の挙動に与える影響と

そのメカニズムについて調べた。ヒトiPSCから、CHGA+NKX6.1+細胞を多く含

み、一方でInsulin+細胞をほとんど含まない膵内分泌前駆細胞EPCsを作製した。

EPCsを免疫不全マウスの腎被膜下に移植したところ、インスリン欠乏糖尿病病

態は、移植片由来インスリン分泌の指標である血中ヒトC-ペプチド濃度の上昇

を加速させた。その加速は、インスリンの持続投与によって鈍化し、一方で、

インスリン非依存的血糖降下薬であるDapagliflozinの反復投与による部分的な高

血糖の改善によっては影響を受けなかった。免疫組織学的解析により、非糖尿

病マウスと比較して糖尿病マウス由来の移植片は、移植片重量に差が認められ

なかったにも関わらず、インスリン産生細胞を含む内分泌細胞を多く含有して

いることが示された。インスリン欠乏糖尿病病態は、移植片重量に影響を与え

ずにインスリン産生細胞を含む内分泌細胞の数を増加させることにより、EPCs

のインスリン分泌能力を高めることを示唆している。また、EPCsの移植後長期

の時点で、移植片中のインスリン含量が、非糖尿病マウスに比べて糖尿病マウ

スに移植した場合の方が多かったことは、移植後早期にインスリン分泌量が増

えるだけでなく、長期的に見ても移植細胞の最大機能が高まる可能性を示して

いる。 

本研究結果は、ヒトiPSC由来膵細胞を用いた移植治療において、移植後に

インスリンなどの薬剤をどの程度併用すべきなのか等、重要な手がかりを示し

ているかもしれない。米国では成人1型糖尿病患者のうち約60%が肥満であり 

(Miller 2015)、インスリン注射治療による体重増加が懸念される。GLP-1やその

アナログは、摂食抑制・体重低下作用による肥満の改善、また、膵細胞に対す

る抗アポトーシス作用等による他家膵島の移植後生着の改善が報告されている 

(Müller 2019, Zoso 2016)。これらは、肥満1型糖尿病患者におけるヒトiPSC由来

膵細胞の移植治療において、GLP-1アナログの使用が有効であることを示唆す

る。しかしながら、GLP-1アナログは悪心や嘔吐の副作用が懸念される 

(Dejgaard 2016)。また、近年、経口投与可能なGLP-1アナログが上市されたが 

(Sofogianni 2020)、胃の内容物により吸収が低下する可能性があるため、1日の最

初の食事または飲水の前に空腹状態で服用しなければならない等、制限があ

る。上述のZeinH (第1章)やMGAT2阻害薬 (第2章)を利用して、内因性GLP-1の生

理作用を効果的に発揮させることができれば、より安全で、かつquality of lifeが

維持しやすい可能性がある。将来のヒトiPSC由来膵細胞の移植療法において、

食事や併用薬との組み合わせによる移植細胞の機能最大化が重要視されるかも

しれない。2021年でインスリンの血糖低下作用が発見されてから100年が経つ
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が、この間に糖尿病研究は驚異的に発展してきた。ヒトiPSC由来膵細胞の臨床

応用に向けて今後も研究が発展していくことを期待する。 
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