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肥満糖尿病モデルdb/db マウスにおける DPP-4 阻害薬とチアゾリジン
誘導体の併用による相加的膵β細胞保護作用とその分子機構

蛭川 英典

川崎医科大学糖尿病・代謝・内分泌内科学，〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　2型糖尿病の病態とりわけ膵β細胞機能低下は経年的に進行するため，いかに細胞機能保
護を計るかは長期血糖管理の上で重要な課題である．経口糖尿病治療薬の中でも DPP-4阻害薬と
pioglitazone（PIO）は膵β細胞保護効果作用を有する．本研究では両薬の併用による相加的な膵
β細胞保護効果作用とその分子機構について検討した .
　肥満糖尿病モデルdb/db マウス雄性6週齢を ALO，PIO，併用，コントロールの4群に分け
4週間の介入を行った．さらに，介入後に膵島の形態学的，機能的解析に加え，laser capture 
microdissection 法および real-time RT-PCR を用いた膵島コア領域遺伝子発現解析を行った．その
結果，血糖値は全介入群で有意に低下し，併用群でより顕著であった．インスリン抵抗性は PIO 群
と併用群で改善した．膵β細胞量はコントロール群に比し ALO 群または PIO 群で増加傾向，併用
群で有意な増加を認め，膵島インスリン含量とグルコース刺激性インスリン分泌の改善を伴った．
膵β細胞増殖能は ALO 群，PIO 群で増加傾向，併用群で有意な増加を示し，アポトーシスは ALO 群，
PIO 群で減少傾向，併用群で有意な減少をみた．遺伝子解析では，Insulin 遺伝子発現量は ALO 群
と併用群で増加し，PIO 群ではインスリン抵抗性改善を反映し減少傾向を示した．GLUT2遺伝子発
現は全実薬群で増加傾向を認め，併用群でその傾向は強かった．PDX-1，MafA，Cyclin D および
Bcl-2遺伝子は ALO 群，PIO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著であった．膵 β 細胞量および機能
維持に必須であるIRS-2 遺伝子の発現量は ALO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著に増幅された．
また，GLP-1R 遺伝子発現は ALO 群，PIO 群で増加傾向を示し，併用群で顕著であった．肥満2型
糖尿病モデルdb/db マウスに対する ALO と PIO の併用投与は，少なくとも一部は GLP-1シグナル
を介した IRS-2 発現調節により相加的な膵 β 細胞保護効果を発揮する可能性が示された .
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緒　言
　糖尿病管理の目標は非糖尿病者と同様の
Quality of Lifeの確保と寿命の延長にあり，目
標達成には良好な血糖管理の維持による血管合
併症の抑制が必須である．一方，2型糖尿病の
主たる病態である膵インスリン分泌不全とイン

スリン抵抗性は進行性である1）．とりわけ膵β
細胞の機能および量は経年的に低下し，罹病期
間が長くなるほど良好な血糖管理の継続は困難
となる．従って，管理目標達成には，病態の進
行阻止が重要であり，特に膵β細胞の機能お
よび量をいかに保持するかは治療上の大きな課
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題である．
　膵β細胞機能不全の機序として，遺伝的素
因に加えて慢性の高血糖や高遊離脂肪酸（FFA）
血症によって惹起される糖毒性，脂肪毒性が深
く関与する．すなわち慢性の高血糖や高 FFA
血症が引き金となる酸化ストレス2），小胞体ス
トレス3），オートファジー不全4），炎症5）等の進
展が膵β細胞の増殖能を低下させるとともに
アポトーシスを進行させ，膵β細胞量の減少
をもたらすと考えられている．
　当教室では既に血糖降下薬であるチアゾリ
ジン誘導体（TZD）薬6,7），GLP-1受容体作動薬8），
お よび dipeptidyl peptidase-4（DPP-4）阻 害薬9） 

が糖尿病モデル動物における耐糖能障害，膵
β細胞機能障害の進展を阻止することを報
告してきた．TZD薬は核内受容体 peroxisome 
proliferators-activated receptor （PPAR）γ を活性
化する人工リガンドで，末梢組織におけるイ
ンスリン感受性を改善する．糖尿病状態にお
いて主に糖脂肪毒性の改善によりβ細胞保護
作用を発揮すると報告されているが6,10），PPAR
γは膵β細胞にも発現しており，GLUT211,12）

や Glucokinase12,13）の発現量を増加させること，
さらに直接的に分化・増殖促進，アポトーシ
ス抑制および酸化ストレス抑制に働く可能性
が報告されている7）．DPP-4 阻害薬はインク
レチンの分解酵素である DPP-4 の活性を阻 
害し，Glucagon-like peptide-1（GLP-1）および 
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
（GIP）の血中濃度を生理的範囲内で増加させ
る．GLP-1 や GIPは血糖依存性にインスリン
分泌を促進させ，GLP-1 はグルカゴン分泌抑制
作用をあわせ持つことで血糖を改善する．また，
膵β細胞に対しては分化・増殖促進作用，ア
ポトーシス抑制作用，酸化および小胞体ストレ
ス抑制作用を持つことが報告されている8,9）．
　近年，肥満2型糖尿病モデル ob/obおよび db/
dbマウスに対する DPP-4 阻害薬（Alogliptin：
ALO）と TZD薬（Pioglitazone：PIO）の併用
投与が，糖脂肪毒性改善により相加的なグル
コース刺激性インスリン分泌反応の改善を示す

ことが報告されている14-16）．これらの結果は両
薬剤の併用投与の有効性を示すものであり，両
薬剤による膵β細胞保護作用の分子機構に違
いがあると考えられるが，その詳細については
依然として不明な点が多い．
　本研究では，db/db マウスに対する ALOと
PIOの併用投与による膵β細胞機能保護効果
を検討し，さらにその分子機構を解明するため
に，膵島コア領域の遺伝子発現様式を比較解析
する．

材料と方法
実験動物
　肥満2型糖尿病モデルマウスとして雄性6週齢
BKS.Cg- + Leprdb/ + Leprdb/Jcl（db/db）マウス（日
本クレア株式会社，東京）を使用した．マウス
は，実験期間を通して室温22±2℃，湿度20～
60%，照明時間7～21時のクリーンエリア飼育
室で飼育し，固形飼料（MF，オリエンタル酵
母工業，東京）と水道水を自由摂取させた．本
研究は，川崎医科大学動物実験委員会の承認を
受け（No. 10-063），川崎医科大学動物実験指
針に基づき行った．

薬剤投与方法
　雄性6週齢 db/db マウスは，無作為に ALO
投与群（ALO 30 mg/kg），PIO投与群（PIO 25 
mg/kg），併用投与群（ALO 30 mg/kg，PIO 25 
mg/kg），もしくは0.05%カルボキシメチルセル
ロース投与（コントロール）群（各群 n=5）に
分け，１日1回の PM5:00に経口投与を行った．
本研究での薬物投与量は，既報6,7,17）に基づき決
定した．

体重，摂餌量，生化学データ測定方法
　血糖値，体重および摂餌量は6週齢から10週
齢まで毎週測定した．採血は尾静脈から6週齢
より2週ごとに10週齢まで行った．血糖値は，
フリースタイル®（キッセイ薬品工業，松本）
を用い，採血直後に行った．血漿分離した採血
試料は－80℃にて保存した．血漿インスリン濃
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度，血漿中性脂肪濃度，血漿アディポネクチン
濃度，血漿グルカゴン濃度，血漿活性型 GLP-1
測定には，それぞれ超高感度マウスインスリ
ン測定キット（森永生科学研究所，横浜），ト
リグリセライド E-テストワコー（和光純薬工
業株式会社，大阪），マウス・アディポネクチ
ン ELSIAキット（サイレックス，長野），グル
カゴン ELISA（矢内原研究所，静岡），GLP-1
（active）ELISA キット（株式会社シバヤギ，
群馬）を用いた．

インスリン負荷試験
　4週間介入後に，4時間絶食下においてインス
リン（ヒューマリン R® 1.0単位 /kg，日本イー
ライリリー株式会社，神戸）をマウス腹腔内に
投与した．採血は尾静脈から30分ごとに120分
後まで行い，血糖値測定はフリースタイル®を
用い，採血直後に行った．

膵島採取と膵島インスリン含量測定
　膵島の単離には Kitamura らの方法18）に準じ
てコラゲナーゼ消化法を用いた．1.5 mg/ml コ
ラゲナーゼ（collagenase P, Roche. Swiss）と10% 
ウシ胎仔血清を含む HBSS（Hanks’ balanced 
salt solution：137 mM NaCl, 5.36 mM KCl, 0.44 
mM KH2PO4, 5.55 mM Glucose, 0.03 mM Phenol 
Red, 0.34 mM Na2HPO4, 0.27 mM MgSO4, 1.26 
mM CaCl2, 5.83 mM NaHCO3）を，ペントバル
ビタール（0.05 mg/g）にて腹腔内麻酔を行っ
たマウスの胆管に27ゲージの注射針で3 ml 注
入し，膵管へ逆流させた．コラゲナーゼ注入に
よって膨張した膵臓を採取し，50 ml コニカル
チューブに移し，37℃で19分間継続的に振とう
した．HBSS 30 ml を加えて遠心（1,100 rpm，
2分）を3度繰り返し，最後のペレットに10 ml
の HBSS を添加して金属製フィルターに通し
た．さらに Histopaque-1077（sigma， St. Louis， 
MO， USA）を用いて遠心（2,500 rpm，22分）
し，内分泌組織と外分泌組織を分離した．中間
層を採取し，HBSS を30 ml 入れて遠心（1,100 
rpm，2分）する操作を3度繰り返した．最後に

残った膵島をシャーレに移し実体顕微鏡下で，
ピペットを用いて膵島を採取した．インスリン
含量測定までは，－80℃にて凍結保存し，イン
スリン含量測定は，膵島を酸エタノールで溶解
し，前述した超高感度マウスインスリン測定
キットにて測定した．

グルコース応答性インスリン分泌反応（GSIS）
　前述した方法で採取した膵島を KRBHEPES
バッファー（5 mg/ml BSA 含有 KRBH，pH 7.4） 
でプレインキュベートし，遠心（10,000 rpm，
1分）後に上清を3.0 mM もしくは16.7 mM グル
コースと置換し，60分間インキュベートした．
遠心（10,000 rpm，1分）により得られた上清
を用い，前述した超高感度マウスインスリン測
定キットにてインスリン濃度を測定した．

膵島の組織学的検討
　第11週齢に，ペントバルビタール（0.05 mg/g）
にてマウスの腹腔内麻酔を行い，膵臓を摘出し，
ホルマリン固定・パラフィン包埋した後，4  μm 
の薄切スライド標本を作製した．
免疫蛍光染色は，まず膵パラフィン切片をレモ
ゾール®（和光純薬工業株式会社，大阪），エ
タノールにて脱パラフィン後 PBSで洗浄し，
必要に応じてマイクロウエーブを用いた抗原賦
活処置を行った．1次抗体として抗インスリン
抗体（Santa cruz，USA），抗グルカゴン抗体（Santa 
cruz，USA），抗 Ki67抗体（abcam，UK）を使
用した．PBS にて洗浄後，2次抗体として，
Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488，Anti-mouse IgG 
Alexa Fluor 594，Anti-guinea pig IgG Alexa Fluor 
488，Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 594（Carlsbad，
USA）を用いた．線維化の評価にはアザン染
色を行った．TUNEL アッセイは，DeadEndTM 
Colorimetric TUNEL System（Promega, Madison, 
WI）を用い，既報19）に基づき行った．

形態学的解析
　膵β細胞量は膵重量（mg）×（%膵島面積）
×（%膵β細胞数）により算出した．膵重量
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は摘出直後に測定し，全膵切片面積および膵島
面積の計測には NIH Image（Ver. 1.61）を用い
た．インスリン・グルカゴン二重染色によるイ
ンスリンおよびグルカゴン陽性細胞数の算出は
50個の膵島を用いて目視で判定し，膵島の細胞
におけるβ細胞の割合を %膵β細胞数とし
た．Ki67染色，TUELアッセイは核が染色され
ているものを陽性とした．陽性細胞率は，Ki67
染色では膵島内のインスリン陽性細胞数を，
TUNELアッセイでは膵島内の全ての細胞数を
分母とし，50個の膵島を用いて目視で判定し，
平均値を算出した．アザン陽性面積の計測は，
NIH Image（Ver. 1.61）を用いた．

LCM 法
　膵β細胞遺伝子発現を検討するため，
既に当教室で確立した膵島コア領域の遺伝
子発現解析を可能にする LCM（laser capture 
microdissection）法7）を用いた．ペントバルビター
ル（0.05 mg/g）にてマウスの腹腔内麻酔を行い，
膵臓を採取後，凍結組織包埋剤に入れ凍結保存
し，凍結切片をクリオスタットで8 μmにスラ
イスし，スライドグラスに張り付け，染色まで
－80℃にて凍結保存した．スライドを70%エ
タノール， Diethylpyrocarbonate（DEPC）処理水
にそれぞれ30秒間浸した後，ヘマトキシリンで
30秒間染色した．さらに DEPC処理水，70%，
95%，100%エタノールに各30秒間浸した後，
キシレンに5分間浸した．組織染色を行った
後，PixCell system（Arcturus, Mountain View Ca. 
USA）を用いて組織切片内の膵島にレーザー
を照射し，一個体につき30個の膵島を専用転写
フィルムに採取した．最初に周辺部を採取した
後に膵β細胞が多く存在する中心部を採取し
た．

RNA抽出と Reversed transcription
　RNA 抽 出 に は PicoPure RNA Isolation Kit
（Arcturus PN 12206-01, Applied Biosystems, Life 
Technologies. Corp. , Carlsbad, CA）を使用した．
DNase処理を追加し，ゲノム DNAのコンタミ

ネーションを回避した．Reversed transcription
に は TaqMan Reverse Transcription Reagents
（Applied Biosystems N808-0234）を使用し，
cDNA合成のためのプライマーには Random 
Hexamersを用いた．

Real time-PCR 法
　SYBR Greenによる real-time RT-PCR（reverse 
transcriptase- polymerase chain reaction）法を用
いた．プライマーは GenBankの nucleotidesか
らダウンロードした mRNA sequenceに基づき
Primer Express（Applied Biosystems）で設計し，
blastを用いてプライマーの相同性について確
認した．膵β細胞分化，細胞増殖，アポトー
シス，酸化ストレス，小胞体ストレス，脂質合成，
炎症，線維化に関するプライマーを使用し遺伝
子発現プロフィールの解析を行った．サンプル
量0.5 μl，プライマー溶液を1 μl，SYBR Green 
PCR Master Mix（Applied Biosystems），希釈水
の混液を9 μl入れて最終10 μlの反応液を作成
し た．ABI PRISM 7700（Applied Biosystems）
で55サイクルの Real time-PCRを行った．PCR
条 件 は50 ℃ 2分，95 ℃　10分，95 ℃ 15秒，
60℃ 1分とした．全ての実験おいて Dissociation 
curve分析を行い解離温度，アガロースゲル電
気泳動で PCR productsの確認を行った．遺伝
子発現量の定量化のため，内部コントロールと
して18srRNAを用い，2-⊿CTを計算した．

統計学的解析
　全てのデータは平均値±標準誤差（mean± 
SEM）で記した．群間の比較は ANOVAを，多
重比較は Tukey-Kramer法を用いた．p＜0.05を
有意差ありとした．統計検定には JMP®　9.0.2
（SAS, NC, USA）を使用した．

結　果
薬剤介入が代謝に及ぼす影響（図1, 2）
　全ての群で摂餌量に差はなかったが，コント
ロール群と比較して PIO群および併用群で体
重増加を認めた．空腹時血糖値は薬剤介入全群
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図1　代謝パラメーターの変化
a. 体重の変化． b. 摂餌量の変化． c. 空腹時血糖値の変化． d. 随時血糖値の変化． e. 空腹時血漿インスリン値の変化．
f. 空腹時血漿中性脂肪値の変化． g. 空腹時血漿遊離脂肪酸値の変化．

*: P<0.05 vs cont † : P<0.05 vs 6週齢 §: P<0.05 vs Alo 
h. 空腹時血漿グルカゴン値． i. 血漿遊離 GLP-1値．

*: P<0.05  † : P<0.05 vs Cont, Pio 
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図2　インスリン負荷試験および血漿中アディポネクチン値
a. インスリン負荷試験． b. インスリン負荷試験（AUC）． 

*: P<0.05 † : P<0.05 vs 0 min §: P<0.05 vs Cont, Alo 
c. 血漿アディポネクチン値

*: P<0.05 § : P<0.05 vs Cont, Alo 

で有意に低値であり，PIO群および併用群でそ
の傾向は強かった．随時血糖値はコントロール
群と比較し併用群で有意に低値であり，併用に
よる相加効果を認めた．空腹時血漿インスリ
ン値は，6週齢と比較し ALO群で有意に増加
したのに対し，PIO群では介入4週後において
コントロール群と比較し低値であり，併用群
は ALO群と PIO群の中間に位置した．インス
リン感受性は PIO群および併用群で改善し，
アディポネクチン値は PIO群および併用群で
高値であった．血漿活性型 GLP-1値はコント
ロール群，PIO群と比較し，ALO群および併
用群で高値であり，空腹時血漿グルカゴン値は
ALO群および併用群で薬剤介入前より有意に
低下した．空腹時血漿中性脂肪値は薬剤介入全
群で低下する傾向にあり，空腹時血漿 NEFA値
も同様であった．

薬剤介入が膵島構築およびβ細胞機能へ及ぼ
す影響（図3）
　薬剤介入による db/db マウスの膵島への影響
を明らかにする目的で，まずインスリン・グル
カゴン二重染色を行い，膵島構築，膵αおよ

びβ細胞量への影響について検討した．通常，
α細胞およびβ細胞の膵島内局在はそれぞれ
周辺部および中心部に位置するが，コントロー
ル群ではα細胞の中心部への侵入が多くみら
れ，その構築の乱れは薬剤介入により改善され，
併用群でその改善はより顕著であった．また，
膵β細胞量は薬剤介入全群でコントロール群
と比較し増加傾向を示し，併用群で有意に増加
していた．膵α細胞量は全群で有意な変化を
認めなかった．単離膵島内インスリン含量およ
び高濃度グルコース刺激性インスリン分泌反応
は，コントロール群と比較し薬剤介入全群で増
加し，特に併用群で著明であった．

膵島の組織学的解析（図4）
　次に膵β細胞量調節機構を明らかにするた
めに，組織学的解析を行った．細胞増殖マーカー
である Ki67 陽性β細胞比率は，ALOまたは
PIO群で増加傾向を認め，併用群で有意に増加
した．また，アポトーシスマーカーとしての
DNA鎖切断部位検出方法である TUNELアッ
セイでは，TUNEL陽性細胞数は，ALOまたは
PIO群で減少傾向を認め，併用群で有意に減少
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図3　薬剤介入が膵島構築およびβ細胞機能へ及ぼす影響
a. インスリン グルカゴン二重染色（緑 : インスリン　赤 : グルカゴン）．　b.膵α・β細胞重量  : β細胞 ,  :  
α細胞 *: P<0.05.　 c. 膵ラ氏島インスリン含量 *: P<0.05 **: P<0.01 vs cont.　d. 低濃度グルコース (3mM)および高濃度
グルコース (16.7mM)によるグルコース応答性インスリン分泌反応  : 3mM,  : 16.7mM *: P<0.05 †: P<0.05 vs 
3mM.
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した．膵島内線維化の程度は，PIO群および併
用群で有意に少なかった .
　
薬剤介入による膵β細胞遺伝子発現への影響
（表1）
　コントロール群と比較して，Insulin 1, Insulin 
2遺伝子発現量は ALO群と併用群で増加傾

図4　膵島の免疫組織学的解析
a. Ki67陽性細胞率． b. TUNEL陽性細胞率． c. アザン染色陽性面積率　
*：P<0.05

表１
遺伝子 略号 コントロール群 Alo群 Pio群 併用群
インスリン生合成 /分泌関連遺伝子
　Insulin1
　Insulin2
　Glucose transporter 2
分化関連遺伝子
　Homeobox gene HB9
　Pancreatic and duodenal homeobox 1
　Neurogenic differentiation 1
　v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A
　Hairy and enhancer of split 1
増殖関連遺伝子
　Cyclin D1
　p27
アポトーシス関連遺伝子
　β-cell leukemia/lymphoma 2
　Caspase 3
炎症線維化関連遺伝子
　nuclear factor kappa B
　Collagen type 1, alpha 1
　Collagen type3, alpha 3
酸化ストレス関連遺伝子
　Superoxide dismutase 2, mitochondrial
　Glutathione peroxidase
その他
　Glucagon-like peptide 1 receptor 
　V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 
　Extracellular signal-regulated kinase-1
　Insulin receptor substrate 2

Ins1
Ins2
Glut2

Hlxb9
pdx-1
Neurd1
MafA
Hes1

Ccnd1
p27

Bcl2
Casp3

NFκB
Col1a1
Col3a1

SOD2
GSHPx

Glp1r
Akt1
ERK1
IRS2

1
1
1

1
1
1
1
1

1
1

1
1

1
1
1

1
1

1
1
1
1

2.30
1.54
3.00

2.11
2.12
3.08
2.94

    0.24＊

7.23
    0.30＊

5.61
0.29

0.53
0.46
0.39

1.46

3.12
2.71
5.43
3.00

0.53
    0.50§
2.37

1.61
1.38
2.55
1.34
0.72

3.41
0.44

1.99
0.72

    0.15＊
    0.11＊
    0.14＊

2.48

6.74
2.44
2.12
1.52

3.43†　　
2.44　　　
6.03　　　

9.35＊§†
5.70＊§†
7.76＊†　
15.80＊†　
0.38　　　

8.68＊　　
0.24＊　　

7.54＊　　
0.29　　　

0.18　　　
0.03＊　　
0.09＊　　

2.35　　　

11.20＊§　
4.50＊†　
5.58＊　　
4.03＊　　

＊ : p<0.05 vs コントロール群　§ : p<0.05 vs Alo群　†: P<0.05 vs Pio群

向を示し，PIO群で減少傾向を示した．グ
ルコース刺激性インスリン分泌関連 glucose 
transporter 2（GLUT2）遺伝子発現は全実薬
群で増加傾向を認め，併用群でその傾向は強
かった．分化促進関連（Homeobox gene HB9: 
Hlxb-9, Neurogenic differentiation: Neuro D, 
Pancreatic-duodenal homeobox-1: PDX-1, v-maf 
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単独群では代謝改善効果および膵β細胞保護
効果を認めなかった．その要因として，単独
群では糖毒性による GLP-1受容体発現量の低下
がみられる一方，両薬剤併用群では糖代謝改
善によって GLP-1受容体発現が増加するためと
考察している．一方，本研究では，全経過を通
して ALOの効果が確認された．薬剤介入後の
GLP-1受容体 mRNA発現量は，コントロール
群と比較し全実薬群で高発現しており，糖脂肪
毒性の程度の差異が影響しているのかもしれな
い．
　両薬剤の併用で，より顕著な血糖改善効果が
えられた原因として，両薬剤による糖尿病の病
態改善の作用機構の違いがあげられる．DPP-4
阻害薬はインクレチンの血中濃度を増加させ，
血糖依存性インスリン分泌促進作用（GLP-1と
GIP）とグルカゴン分泌抑制作用（GLP-1）に
より血糖を改善する23）．TZD薬は，主に脂肪
細胞を標的臓器とし，核内受容体 PPARγに結
合し RXRとヘテロダイマーを形成後，PPAR 
response element（PPRE）に結合し，co-activator
の会合により標的遺伝子の転写を促進する24）．
その結果，インスリン感受性ホルモンであるア
ディポネクチンの転写が促進され，かつ前駆脂
肪細胞から小型脂肪細胞が誘導されることで
インスリン抵抗性を改善する24）．また，PPARγ
と RXRのヘテロダイマーは，NFκB活性を抑
制しインスリン抵抗性を惹起する TNFαなど炎
症性サイトカインの発現・分泌を低下させるこ
とによってもインスリン抵抗性を改善する24）．
本研究で得られた結果は，それぞれの薬剤の作
用機序を反映するものであった．
　膵β細胞量は ALOと PIOの単独介入では
増加傾向はみられるものの併用群でのみ有意な
増加をみた．Ki67 染色，TUNELアッセイの結
果から，両薬剤ともにβ細胞増殖能の亢進傾
向を示すとともにアポトーシス抑制傾向をも示
すことも明らかであり，両薬剤の作用機構の違
いが，β細胞量保持における相加効果に寄与
していると考えられた．
　遺伝子発現解析では，膵β細胞の分

avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog A: MafA）遺伝子発現量は，併用群で
有意に増加した．分化抑制関連 Hairy enhancer 
of split-1（Hes-1）遺伝子発現量は，ALO群お
よび併用群で低下した．増殖促進関連遺伝子
cyclinD1発現量は PIO群で増加傾向を示し，
ALO群および併用群で有意に増加した．増殖
抑制関連遺伝子 p27発現量は PIO群で減少傾
向を示し，ALO群および併用群で有意に低下
した．アポトーシス抑制関連 B cell lymphoma 
protein-2（Bcl-2）遺伝子発現量は PIO 群と
ALO群で増加傾向を示し，併用群で有意に増
幅された．アポトーシス促進関連 Caspase 3遺
伝子発現量は全介入群で減少した．炎症・線
維化促進関連 (Nuclear factor kappa B: NFκB, 
Collagen type 1, alpha 1: Col1a1, Collagen type 3. 
alpha1: Col3a1)遺伝子発現量は ALO群で減少
傾向を示し，PIO群および併用群で有意に低値
であった．酸化ストレス抑制関連（superoxide 
dismutase 2: SOD2, Glutathione peroxidase: 
GSHPx）遺伝子発現量は全介入群で増加する傾
向にあった．その他，GLP-1 receptor: GLP-1R, 
Extracellular signal-regulated kinase-1（ERK1）， 
V-akt murine thymoma virAloncogene homolog 1
（Akt）遺伝子発現量は ALO群と PIO群で増加
傾向を示し，併用群でさらに増幅された．
　膵β細胞の生存および機能に必須である
Insulin receptor substrate-2（IRS-2）遺伝子の発
現量を検討したところ，ALO群で増加傾向を
示し，併用群で顕著に増幅されていた（表1）．

考　察
　既報14-16）と同様に，本研究においても PIOと
ALOの併用投与が相加的な膵β細胞保護効果
を有することが明らかになった．高血糖状態で
は，膵β細胞膜上の GLP-1受容体発現量が低下
するとの報告（マウス16），ラット20），INS-1E細
胞21））とともに低下しないとの報告（ラット21）， 
ヒト21））がある．また脂肪毒性によりインク
レチン受容体発現量は低下するとの報告もあ
る22）．既報14-16）では，本研究結果と異なり ALO
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化・増殖，アポトーシスに深く関与する
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-Akt 経 路 や
Mitogen-activated protein kinases（MAPK）経路
の下流に存在し発現調節を受ける遺伝子群とし
て，pdx-1遺伝子25），cyclin D1遺伝子26），bcl-2
遺伝子27,28））の発現量は，単剤介入で変化傾向
を示し，併用投与により有意に変化しており，
免疫染色で得られた成績と一致した．
　通常，2型糖尿病の病態初期では，インスリ
ン抵抗性の増大にともに代償性にβ細胞過形
成やインスリン過剰分泌が起こり，耐糖能異
常は軽度に留まる．膵β細胞量調節機構にお
いて，PI3K-Akt経路および MAPK経路は重
要であり29），β細胞特異的インスリン受容体
knockoutマウス30），IRS-1 knockoutマウス31）や
IRS-2 knockoutマウス31）を用いた報告は，イン
スリンシグナルがβ細胞量および機能の維持
に重要であることを示唆している．また，長期
間の高血糖暴露により生じたβ細胞内の酸化
ストレスは，c-JUN N-teminal kinase（JNK）を
活性化することにより Aktリン酸化を抑制し，
インスリンシグナルを減弱させ，PDX-1の核外
移行を促す32）．また，膵β細胞量減少の機序
として糖毒性や脂肪毒性の関与は大きいが， コ
ントロール群と比較して，薬剤投与群では，特
に併用群において血糖や血漿中性脂肪の有意な
改善を認めており，併用群での膵β細胞量保
持に糖脂肪毒性の改善も大きく寄与していると
考えられた．
　コントロール群に比し，薬剤介入群で膵島イ
ンスリン含量の増加とグルコース刺激性インス
リン分泌の改善を認め，併用群でより顕著で
あった．インスリン遺伝子発現およびインス
リン生合成に重要な転写因子として PDX-1，
MafAがあるが33），薬剤介入群では両遺伝子の
発現量が増加し，併用群で顕著に増幅されてお
り，インスリン遺伝子発現およびインスリン含
量が増加した要因と考えられた．また GLUT2
遺伝子も実薬群で増加傾向を示しており，薬剤
によるグルコース刺激性インスリン分泌が改
善効果の要因の一つと考えられた．Insulinお

よび GLUT2遺伝子の promotor領域には PDX-1
の認識部位である TAAT motifが存在し34,35），糖
脂肪毒性による PDX-1の核外移行は Insulinや
GLUT2の発現を低下させ，インスリン分泌を
低下させる．よって，薬剤介入による膵β細
胞機能改善の機序として糖脂肪毒性改善の貢献
は大きいものと思われる．また，膵β細胞の
生存にはインスリンが autocrine的に作用する
ことが重要であり36,37），膵β細胞機能改善は
膵β細胞の生存，即ち細胞量維持に寄与した
と考えられる．
　膵β細胞量および機能を維持するうえで
インスリンシグナルは極めて重要であり，中
でも上流に位置する IRS-2は膵β細胞の生存
に必須と考えられている31）．INS-1E細胞38），
Glucokinase knockoutマウス39），IRS-2 knockout
マウス40），肥満マウス40），streptozotocin誘発糖
尿病マウス40）に対する IRS-2過剰発現は，膵β
細胞の増殖，生存およびインスリン分泌を改善
することが報告されている．本研究において，
IRS-2遺伝子は ALO群で増加傾向を示し，併用
群で有意に増加したが，本遺伝子の相加的な増
幅は，膵β細胞量と細胞機能維持における併
用効果を説明するうえで重要な役割を担うもの
と考えられる．IRS-2は cAMP response element 
binding protein（CREB）のリン酸化を介し発現
調節を受け41），GLP-1は CREBの活性化を介し
IRS-2発現量を増加させる42）．ALOと PIOの併
用投与は IRS-2 遺伝子発現を相加的に増幅し
た．GLP-1R 遺伝子の発現量を確認したところ，
併用群で顕著に増幅されており，併用による
IRS-2 遺伝子発現増加の機序のひとつと考えら
れた．GLP-1R発現量は糖脂肪毒性の影響を受
けるが，併用群で糖脂肪毒性がより顕著に改善
したころが，GLP-1R 遺伝子発現の有意な増加
をもたらしたと思われた．PIO群では GLP-1受
容体発現の増加傾向はあるものの IRS-2 遺伝子
発現の増加をみなかった原因として，血漿中活
性型 GLP-1の増加がないため，GLP-1シグナル
増幅が不十分であるためと推察された．
　本研究結果は，主に膵島中心部の遺伝子解析
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によって得られたものである．膵島を構成して
いる細胞の中でも，膵β細胞に対する薬剤の
影響を検討するため，できる限りその他の細胞
（α細胞，δ細胞など）の混入を避けなけれ
ばならず，LCM 法を採用した．膵β細胞量調
節作用の分子機構を総合的に理解するには，蛋
白の発現および機能に及ぼす影響の検討も含め
た包括的な解析が必要であり，今後の課題であ
る．

結　語
　肥満2型糖尿病モデル db/dbマウスに対する
Alogliptinと pioglitazoneの併用投与は相加的な
膵β細胞保護作用を有することが示唆された．
その機序として，IRS-2発現の相加的な増幅が
寄与している可能性が示唆された．
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The molecular mechanism by which the combination treatment with
DPP-4 inhibitor and thiazolidine derivative yields the additive effect

on the preservation of pancreatic β-cell mass and function in
obese diabetic model db/db mice

Hidenori HIRUKAWA

Department of Diabetes, Endocrinology and Metabolism, Kawasaki Medical School,
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan

ABSTRACT  This article background is pathophysiology of type 2 diabetes especially 
pancreatic β-cell dysfunction, and it’s progression over time. Thereby the preservation of β-cell 
function is an important tool to obtain a long-term glycemic control. A dipeptidyl peptidase-4 
(DPP-4) inhibitor and pioglitazone (PIO) are known to protect the β-cell damage in diabetic 
animals. This study will show the effect of combination treatment with DPP-4 inhibitor (alogliptin: 
ALO) and PIO on the β-cell mass and function was examined in the diabetic state, additionally 
its molecular mechanism was analyzed. Six week-old male db/db  mice were orally received 
ALO, PIO, ALO+PIO and the vehicle for 4 weeks. After the intervention, effects of 4 regimens 
on the β-cell mass and function were compared, and the gene expressions for the core area of 
the islets were also analyzed by using Laser Capture Microdissection and real-time RT-PCR. 
Blood glucose levels were significantly lower in mice treated with active drugs compared with 
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the vehicle. PIO and combination with PIO and ALO improved insulin sensitivity. The islet 
insulin content and β-cell mass were significantly increased in mice treated with PIO and ALO, 
and these effects were further potentiated by concomitant use of two drugs. In addition, these 
drugs improved the islet morphology. The immunohistochemical analysis showed the drugs 
accelerated the β-cell proliferation and suppressed the cell apoptosis. The gene expression 
analysis demonstrated that ALO and the combination treatment increased the insulin  mRNA. In 
contrast, insulin  mRNA level was decreased in PIO group. The GLUT2 mRNA was up-regulated 
by active drug treatment, particularly in the combination with ALO and PIO. Interestingly, the 
mRNA level of IRS-2  was significantly amplified in the combination of two drugs. Furthermore, 
GLP-1R mRNA level was up-regulated by PIO and ALO particularly combination treatment, Both 
ALO and PIO accelerated gene expression related with cell differentiation and proliferation 
such as PDX-1 , MafA , Cyclin D . The Bcl-2  mRNA was also up-regulated. On the other hand, 
these drugs suppressed the gene expression levels related with the promotion of cellular 
apoptosis. These effects by PIO and ALO were more significant in the combination treatment. 
The presented results strongly suggest that the concomitant administration of ALO and PIO 
shows the additional effect on the β-cell preservation, Two drugs exert a cooperative action on 
IRS-2 regulation, which is indispensable to conserve the β-cell mass and function, through, at 
least, enhancement of GLP-1 signaling.
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