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1 要旨 

 

 2型糖尿病治療薬である dipeptidyl peptidase 4（DPP-4）阻害薬がインスリン

抵抗性を改善することが確認されているが，詳細なメカニズムは明らかではな

い。そこで，DPP-4 阻害薬による骨格筋インスリン抵抗性改善メカニズムを検

証することにした。当研究室で樹立した血管内皮特異的 IRS2（ETIrs2）欠損マ

ウスにアナグリプチンを投与した結果，ETIrs2 欠損マウスにて見られた骨格筋

のインスリン依存性糖取り込み低下はグルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）依存

性に改善した。さらに，GLP-1によって血管内皮一酸化窒素合成酵素（eNOS）

のリン酸化が亢進されることを確認した。すなわち，DPP-4阻害薬が GLP-1を

介して血管内皮細胞の eNOS を活性化することで，骨格筋インスリン抵抗性を

改善すると考えられた。 
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2 序文 

 

 現在，わが国での 2 型糖尿病患数は増加し続けており，厚生労働省が行った

患者調査の結果によると，糖尿病患者の総数は約 316 万人で過去最多となって

いる。さらに，糖尿病予備軍を合わせるとその総数は約 2000万人と推計されて

おり，日本国民の約 25 %が糖尿病もしくは糖尿病予備軍であると考えられてい

る。欧米人に比して日本人のインスリン分泌能は半分ほどであるという遺伝因

子に加えて，食生活の乱れや運動不足という環境因子の影響により，肥満に伴う

インスリン抵抗性が進行した結果，インスリンの相対的な作用不足となり，2型

糖尿病患者の増加に繋がっていると推察される。つまり，2型糖尿病の発症原因

として，日本人に特徴的である遺伝因子に環境因子が追加されることで，インス

リン分泌不全及びインスリン抵抗性という 2 つの要因が単独または相互に関連

することが寄与していると示唆される（1，2）。 

 

 インスリンが作用する臓器として骨格筋や肝臓が主に知られている。中でも，

骨格筋におけるグルコースの消費量は全組織・臓器内で最も多く，骨格筋で生じ

たインスリン抵抗性は 2 型糖尿病や内臓脂肪型肥満を誘発し，糖尿病網膜症や

糖尿病腎症をはじめとする細小血管障害や，心筋梗塞や狭心症などの大血管障
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害を引き起こす要因と考えられている（3，4）。そのため，インスリンによって

惹起される骨格筋での糖取り込みメカニズムや，肥満によって誘発されるイン

スリン抵抗性の発症メカニズムを解明することは，糖尿病，メタボリックシンド

ローム，糖尿病合併症などの多くの疾患の予防及び治療の助けとなりうる。 

 

 食事により膵臓の β 細胞から分泌されたインスリンは，血液中から骨格筋に

分布する毛細血管へと移行した後，骨格筋の間質へと拡散し，骨格筋細胞の表面

に発現するインスリン受容体に結合することで，インスリンによる骨格筋での

糖取り込みが行われる（5-9）（図 1）。一方，骨格筋へのインスリンの拡散は肝臓

に比して緩徐であり，インスリンによる糖取り込みも肝臓に比べて緩やかであ

ると報告されている（3，10，11）。さらに，肥満患者における肝臓や血液中での

インスリン分布は健常人と違いはないにも関わらず，骨格筋間質へのインスリ

ンの拡散が減少することで，間質でのインスリン濃度が減少し，インスリンに依

存した骨格筋の糖取り込みが減少している（12）。これらの知見より，肥満患者

での骨格筋インスリン抵抗性発症メカニズムとして，骨格筋自体の糖取り込み

障害に加えて，インスリンの骨格筋間質への拡散が健常人よりも緩やかとなり，

インスリンに依存した骨格筋での正常な糖取り込み量が低下していることが示

唆される。しかし，血液中に存在するインスリンの骨格筋への拡散がどのように
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調節されているのか，肥満患者においてインスリン依存性の糖取り込みがなぜ

障害されているのか，に関する詳細なメカニズム研究は現在のところ十分に行

われていない。 

 

インスリンの骨格筋での想定作用メカニズム 

 

（引用文献 9より改変） 

（図 1） 

 

 我々は以前，血管内皮細胞で発現しているインスリン受容体の基質の一つで

ある insulin receptor substrate（IRS）2を血管内皮細胞で特異的に欠損したマウ
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スを作成した。本マウスの血管内皮細胞では，血管拡張作用を担う一酸化窒素

（NO）の合成酵素である eNOS のインスリン刺激後の活性化がコントロールマ

ウスと比べ約 30%まで低下していた（9）。また，グルコースクランプ法を実施

したところ，骨格筋でのインスリン依存性の糖取り込みの低下が生じており，

インスリンの骨格筋間質への拡散が減少しているデータが得られた（9）。続い

て，マイクロバブルを使用して骨格筋に分布する毛細血管の拡張能について確

認したところ，コントロールマウスにおいてはインスリンによって eNOS 依存

的に毛細血管が拡張したが，ETIrs2欠損マウスにおいては毛細血管の拡張能が

弱いことが明らかとなった（9）。さらに，マイクロダイアリシスプローブを用

いた検討において，ETIrs2欠損マウスにおいては，骨格筋間質におけるインス

リン濃度が有意に減少していることが分かった（9）。これらのことより，

ETIrs2欠損マウスではインスリンによる eNOS の活性化が不十分であるため，

毛細血管の拡張能が障害され，骨格筋間質へのインスリンの拡散が不足するた

め，骨格筋でのインスリン依存性の糖取り込みが減少すると考えられた。さら

に，このような特徴を有する ETIrs2欠損マウスに eNOS の発現量を増加させる

薬剤であるプロスタグランジン I2アナログを投与した結果，インスリン刺激後

の血管内皮細胞における eNOS の活性化がコントロールマウスと同じレベルに

まで改善した（9）。これに伴い，毛細血管の拡張能，骨格筋間質におけるイン
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スリン濃度及び骨格筋でのインスリン依存性の糖取り込みも同様に改善する結

果を得ている（9）。 

 

 食事を摂取すると血糖値の上昇が見られるが，血糖値の調節に寄与する消化

管ホルモンとして，インクレチンがあげられる（13）。インクレチンの歴史は

古く，1906年に腸管抽出物が糖尿病患者における尿糖を低下させることが報告

され，インクレチンの概念が作り上げられた（14）。その後，1969 年にグルコ

ース依存性インスリン分泌刺激ポリペプチド（GIP）が発見され（15），1983年

に GLP-1 が発見された（16）。現在ではこの 2つのホルモンがインクレチンと

して確認されており，小腸の K細胞及び L 細胞からそれぞれ分泌され，GIP 受

容体及び GLP-1受容体を介して，グルコース濃度に応じた膵臓からのインスリ

ン分泌を促進することが確認されている（17-19）（図 2）。2型糖尿病患者に

GLP-1を投与した際は血糖値の低下が認められたが，GIP を投与した際は血糖

値が低下しなかった（20）。また，GLP-1はグルコース依存的なインスリン分

泌促進作用に加えて，食欲減少作用，消化管運動低下作用及びグルカゴン分泌

減少作用などを示すことにより（21），2型糖尿病患者の血糖調節に関与してい

る。さらに，2型糖尿病モデルマウスに対する膵臓 β 細胞の増殖作用が認めら

れており（22），従来の糖尿病治療薬で問題視されてきた長期投与による効果
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減衰を軽減できる可能性を秘めている。そのため，2型糖尿病患者の治療に

GLP-1が注目されているが，GLP-1は血液中に存在する DPP-4という酵素によ

って急速に分解されてしまう（23-25）。そのため，DPP-4の働きを抑制すれ

ば，全身循環の活性型 GLP-1濃度が増加することで，糖尿病患者の血糖コント

ロールが改善されると考えられ，DPP-4による不活化が生じ難い DPP-4阻害薬

及び GLP-1受容体作動薬の開発研究が活発に行われている。 

 

インクレチンによるインスリン分泌メカニズム 

 

（引用文献 17 より改変） 

（図 2） 
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 GLP-1 受容体は膵臓だけでなく様々な臓器や組織に発現していることが確認

されており，食欲減少作用や消化管運動低下作用など，多彩な作用を有するこ

とが確認されている（18，26）。中でも，GLP-1受容体作動薬は高脂肪食を与

えたラットの骨格筋に分布する毛細血管の血流量を改善することで，骨格筋に

おける糖取り込みを改善した報告がある（27）。さらに，GLP-1受容体作動薬

が血管内皮細胞中でプロテインキナーゼ A（PKA）を介して eNOS のリン酸化

を亢進することが確認されている（28）。これらのことより，GLP-1受容体作

動薬が血管内皮細胞中で eNOS を活性化することで毛細血管血流量を増加さ

せ，骨格筋でのインスリン依存性の糖取り込みを改善する可能性が示唆され

る。一方，DPP-4は様々な組織に存在し，可溶性タンパク質として体液中にも

存在することが知られている（29，30）。また，GLP-1及び GIP 以外にも，血

管作用性小腸ペプチド，神経ペプチド，サブスタンス P 及びストローマ細胞由

来因子-1α等を基質とし，様々な物質の活性調節に寄与している（31）。さら

に，DPP-4は細胞表面マーカーである CD26 としても知られており，CD26の

作用には酵素活性の関与はないとの報告もあるが，免疫反応など幅広い生理作

用を有する可能性が考えられる（29，32，33）。これらの知見より，GLP-1受

容体作動薬は基本的に GLP-1による作用を主とするが，DPP-4阻害薬は GLP-1

以外を介した効果についても期待できる薬剤である。 
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そこで，DPP-4阻害薬であるアナグリプチンがインスリンシグナルを介さず

に血管内皮細胞での eNOS を活性化し，ETIrs2 欠損マウスで見られた骨格筋に

分布する毛細血管の拡張能低下を改善することで，骨格筋間質へのインスリン

の拡散障害及びインスリン依存性の骨格筋における糖取り込み減少を改善する

かどうか検討した（図 3）。 

 

ETIrs2 欠損マウスに対するアナグリプチンの想定作用 

 

（引用文献 9より改変） 

（図 3） 
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3 方法 

 

動物 

 血管内皮細胞で特異的に Irs2 遺伝子を欠損した ETIrs2 欠損マウスは，我々が

以前に樹立したものを用いた（9，34）。Irs2 遺伝子の両端に loxP 配列を導入し

た Irs2 floxマウス（25% 129/Sv, 75% C57Bl/6）を作製し，血管内皮細胞特異的に

Tie2-Creリコンビナーゼを発現しているマウス（25% 129/Sv, 75% C57Bl/6）と交

配させることにより，血管内皮細胞のみで Irs2 遺伝子を欠損したマウス（25% 

129/Sv, 75% C57Bl/6）を作製した。ジェノタイピングは 3週齢時にマウスの尾の

DNAを PCR により増幅して実施した。Creリコンビナーゼ（a, b）もしくは Irs2

（c, d, e）検出に用いた PCR プローブは以下である。動物は 12時間ごとの明暗

サイクルのもと，自由摂餌及び自由給水にて飼育した。8 週齢の雄性 ETIrs2 欠

損マウスは普通食である CE-2もしくはアナグリプチンを 0.3%含有する CE-2を

8週間与えた。また，コントロールマウスとして，8週齢の雄性 Irs2 flox マウス

を使用し，CE-2 を 8 週間与えた。アナグリプチン含有 CE-2 は三和化学研究所

より供給されたものを使用した。また，すべての動物実験は東京大学動物実験実

施マニュアルに従って実施した。 

a：5’-ACATGTTCAGGGATCGCCAGG-3’ 
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b：5’-TAACCAGTGAAACAGCATTGC-3’ 

c：5’-CCAGTGGGTGGCAGTGTGGGTAAGA-3’ 

d：5’-CAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTC -3’ 

e：5’-CCCATGTCTGCTTGTATGGAGAGCC-3’ 

 

血漿パラメータの測定 

 血漿中アナグリプチン濃度は液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置

（LC-MS/MS）を用いて測定した（35）。血漿 50 μLに精製水 50 μL，内標準物質

であるアナグリプチンの d8体溶液 40 μL及び 0.2 %酢酸 800 μL を Oasis HLB 固

相カラム（Nihon Waters，Tokyo，Japan）を用いて抽出した。固相カラムは 1 mL

の 5%メタノールで洗浄後，1 mLのアセトニトリルで抽出し，抽出液は窒素気流

下で約 40°C にて濃縮乾固後，1 %酢酸/アセトニトリル = 9/1 溶液 200 μLにて溶

解した。溶解液を Cadenza CD-C18 カラム（Imtact，Kyoto，Japan）を装着した高

速液体クロマトグラフ（HPLC）にて 1 %酢酸/アセトニトリル = 8/2 溶液を用い

て分離した。検出には API4000（AB Sciex，Tokyo，Japan）を用いた。アナグリ

プチン及び内標準物質のモニタリングイオンは m/z：384/231 及び 392/239 とし

た。血漿における DPP-4 活性は Gly-Pro-MCA（Peptide Institute，Osaka，Japan）

を用いた蛍光定量法により測定した（36）。10 μL の血漿試料と 90 μL の反応溶
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液（0.1 mg/mL BSA, 0.2 mmol/L Gly-Pro-MCA, 25 mol/L HEPES 緩衝液, 140 mol/L 

塩化ナトリウム, pH 7.8）を混合した。反応液を室温暗所で 20分間反応後，100 

μL の 25 %酢酸を添加して反応を停止させた。遊離した 7-アミノ-4-メチルクマ

リンの蛍光強度を Gemini EM マイクロプレートリーダー（MOLECULAR 

DEVICES，Tokyo，Japan）を用いて，390 nm の励起波長及び 460 nm の発光波長

で測定した。血漿中活性型 GLP-1濃度は GLP-1（Active）ELISAキット（Merck 

Millipore，Tokyo，Japan）を用いて測定した。血漿中中性脂肪（TG），遊離脂肪

酸（FFA）及び総コレステロールは生化学検査用キット（Wako Pure Chemical 

Industries，Osaka，Japan）を用いて測定した。血漿中インスリン，アディポネク

チン及びレプチンは，それぞれマウスの ELISA キット（インスリン：Morinaga 

Institute of Biological Science，Kanagawa，Japan，アディポネクチン：Otsuka 

pharmaceutical，Tokyo，Japan，レプチン：R&D systems，Minneapolis，USA）を

用いて測定した。 

 

インスリン負荷試験 

 マウスは 1 時間の絶食後，0.75 U/kg でヒトインスリン製剤（Humulin R，Eli 

Lilly Japan，Kobe，Japan）を腹腔内投与した。インスリン製剤投与 0，20，40，

60，80，100及び 120分経過後に尾部先端の血糖値を自動血糖測定器（Glutest Pro，
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Sanwa Kagaku Kenkyusho，Nagoya，Japan）により測定した。 

 

高インスリン正常血糖クランプ法 

 骨格筋でのインスリン依存性の糖取り込みを評価するため，高インスリン正

常血糖クランプ法を実施した（9, 37）。実験の 2日前に全身麻酔下で二股カテー

テルを頸静脈に留置した。高インスリン正常血糖クランプ法は 3時間の絶食後，

無麻酔下でストレスの無い条件下で実施した。インスリンを 5.0 mU/kg/min の速

度でカテーテルより持続的に注入した状態で 5 分ごとに尾部先端の血糖値を測

定し，グルコースの安定同位体である 6,6-D2グルコース（Sigma-Aldrich，Tokyo，

Japan）を含有する50%グルコースをカテーテルより注入して，血糖値が 120 mg/dl

となるよう 60分間維持した。インスリン注入 30，45及び 60分後には，骨格筋

の糖取り込み率（Rd）を算出するために尾部先端より採血した。骨格筋で代謝さ

れない 6,6-D2 グルコースを含有することで，投与した 6,6-D2 グルコース量と血

液中で検出された 6,6-D2グルコース量から Rd を算出した。Rd とグルコース注

入速度（GIR）を基に肝臓における糖産生量（EGP）を計算した。 

 

毛細血管血流量 

 Vincent らが報告した方法（38）を基に，我々が以前確立した方法（9）を踏襲
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した。高インスリン正常血糖クランプ法の開始時もしくは開始 60分後に造影剤

のソナゾイド（Daiichi Sankyo，Tokyo，Japan）を尾静脈内から投与した。ソナゾ

イド投与後にマウスの後肢骨格筋に分布する毛細血管の血流量を 40 MHz トラ

ンスデューサ―を備えた超音波高解像度イメージングシステム（Vevo 770，

VisualSonics，Toronto，ON，Canada）により測定し，30秒間撮影した。動画は VS-

11432ソフト（Vevo 770，VisualSonics，Toronto，ON，Canada）を用いて解析し

た。なお，各動画からバックグラウンドを差し引いた後に解析した。 

 

骨格筋間質におけるインスリン濃度 

 インスリンの骨格筋間質への拡散量を測定するため，骨格筋でのマイクロダ

イアリシス法を実施した（9, 39）。マイクロダイアリシス法はマウスの後肢に半

透膜を有する 4 mmの微小透析プローブ（CMA-20，CMAMicrodialysis，Stockholm，

Sweden）を留置して実施した。骨格筋での想定インスリン濃度を含む 0，0.5，

1，1.5 ng/ml のインスリン溶液を灌流液に添加し，透析液におけるインスリン濃

度の正味変化量を算出した。インスリン濃度は超高感度マウスインスリン測定

キット（Morinaga Institute of Biological Science，Kanagawa，Japan）を用いて測定

した。なお，回帰分析の結果，灌流液におけるインスリン濃度と透析液における

インスリン濃度の間には直線関係が成り立っていた。 
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骨格筋中のインスリンシグナル 

 骨格筋におけるインスリンシグナルを確認するため，インスリンをマウスの

下大静脈から注入した。インスリン投与の 60分後に，後肢のヒラメ筋及び腓腹

筋を単離後，速やかに液体窒素で凍結し，ウェスタンブロット法に使用した。単

離した骨格筋におけるインスリンシグナルの確認方法は Ogihara らの報告を参

考にした（40）。ヒラメ筋と腓腹筋を採取後，10-15 mg の重さとなるよう切断し，

100 nmo/l インスリンを含有もしくは非含有する 1 % BSA/DMEM中で 37°C にて

10分間インキュベーションした。続いて，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）にて数

回洗浄して反応停止後，液体窒素で速やかに凍結し，ウェスタンブロット法に使

用した。 

 

エキセンジン（9-39）の投与 

 エキセンジン（9-39）（Sigma-Aldrich，Tokyo，Japan）または媒体（1%ウシ血

清アルブミンを添加した生理食塩水）を浸透圧ポンプ（model 1002，DURECT 

Corporation，Cupertino，CA，USA）を用いて 50 pmol/kg/min の速度となるよう皮

下投与を行った（41）。2週間経過後に浸透圧ポンプを交換し，8週間投与した。 
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細胞培養 

 ヒト冠状動脈内皮細胞（HCAEC）及び血管内皮細胞用培地はロンザジャパン

株式会社（Tokyo，Japan）から購入し，37°Cで 5% CO2条件下にて培養した。ウ

シ胎児血清（FBS），ヒドロコルチゾン，ヒト上皮増殖因子（hEGF），血管内皮増

殖因子（VEGF），R3 インスリン様増殖因子（IGF）-1，ヒト線維芽細胞増殖因子

（hFGF）-β，アスコルビン酸及びゲンタマイシン/アムホテリシンを培地に添加

した。コンフルエントになった細胞を血清非添加培地で 24時間インキュベーシ

ョンした。GLP-1添加の 30分前に PKA阻害剤であるH89（Sigma-Aldrich，Tokyo，

Japan）を添加し（42），インスリンと AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）

特異的活性化剤（AICAR）は 30分間インキュベーション後にタンパク質の発現

量を確認した。全ての実験は継代数 10回以内に実施した。 

 

NOS阻害 

 高インスリン正常血糖クランプ法を施行中のマウスへ一酸化窒素合成酵素

（NOS）阻害剤（L-NAME）（Sigma-Aldrich，Tokyo，Japan）を 50 mg/kg にてボ

ーラス投与後，10 mg/kg/h にて持続的に静脈内投与した（43）。投与開始時及び

投与 60分後の毛細血管血流量を測定した。 
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ウェスタンブロット法 

 組織及び細胞のホモジナイズ溶液はバッファーA（25 mmol/L トリス塩酸 

pH7.4，10 mmol/L オルトバナジン酸ナトリウム，10 mmol/L ピロリン酸ナトリウ

ム，100 mmol/L フッ化ナトリウム，10 mmol/L エチレンジアミン四酢酸，10 

mmol/L グリコールエーテルジアミン四酢酸及び 1 mmol/L フェニルメチルスル

ホニルフルオリド）を用いて調製した。IRβ の検出には，ホモジナイズ溶液を IRβ

のウサギポリクローナル抗体と 4°C で一晩中反応させた。その後，プロテイン

G セファロースビーズ懸濁液を加えて 4°C で 1 時間反応させた。バッファーA

で 3 回洗浄した後，免疫複合体を 7%もしくは 10%の SDS-PAGE にて分離した。

分離したタンパク質をポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（General Electric 

Company，Tokyo，Japan）に転写し，それぞれの抗体を用いて検出した。検出に

は ECLキット（General Electric Company，Tokyo，Japan）を使用した。 

IRβ（sc-711）及び β-アクチン（sc-1616）に対する抗体は Santa Cruz Biotechnology

（Dallas，USA）より購入した。Akt（#9272），p-Akt（Ser-473）（#9271），AMPKα

（#2532），p-AMPKα（Thr-172）（#2531）及び p-eNOS（Ser-473）（#9271）は Cell 

Signaling Technology（Danvers，USA）より購入した。pY（05-321）は Upstate 

Biotechnology（Lake Placid，USA）より，eNOS（610297）は BD pharmingen（Franklin 

Lakes，USA）より購入した。 
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RNA抽出及び RT-PCR 

 組織・臓器及び細胞からトータル RNAを抽出する際は，説明書に従って Trizol

試薬（Thermo Fisher Scientific，Yokohama，Japan）及び RNeasy Mini Kit（Qiagen 

Sciences，Germantown，MD，USA）を使用した。1 μg のトータル RNA を用い

て，MultiScribe逆転写酵素（Thermo Fisher Scientific，Yokohama，Japan）とラン

ダムヘキサマー（Thermo Fisher Scientific，Yokohama，Japan）により cDNAを作

成した。Taqmanプローブ（Thermo Fisher Scientific，Yokohama，Japan）を用いて

リアルタイム PCR を実施した。なお，内部標準遺伝子である GAPDH もしくは

β-アクチンを用いて各遺伝子の定量値を補正した。 

TNFα（Mm00443258_m1），MCP-1（Mm00441242_m1），Resistin（Mm00445641_m1），

RBP4（Mm00803264_g1），VEGF（Mm01281449_m1），GAPDH（Mm99999915_g1），

β-アクチン（Mm00607939_s1） 

GLP-1受容体 Forward：CTCTTCTAACCTCAGCCAAACA 

GLP-1受容体 Reverse：ACACCACCTACAGCCATTTC 

 

統計解析 

 一元配置分散分析を実施後，テューキー・クレーマー法による多重検定を実施

した。統計的有意水準は 5%とし，結果は平均値±標準誤差で記載した。 
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4 結果 

 

1）ETIrs2欠損マウスで見られたインスリン依存性の骨格筋における糖取り込み

低下をアナグリプチンは改善する 

 アナグリプチンを ETIrs2 欠損マウスに 8 週間投与後の血漿中アナグリプチン

濃度は約 1200 ng/ml であり（図 4-a），健康成人にアナグリプチンを投与した時

の血漿中アナグリプチン濃度と同程度であった（44）。その時の血漿中 DPP-4活

性は 90 %近く阻害され（図 4-b），血漿中活性型 GLP-1 濃度は有意に増加した

（図 4-c）。一方，体重や摂餌量は 3群間で差はなかった（図 4-d, e）。また，直腸

温，血糖値，中性脂肪（TG），トータルコレステロール及び炎症性サイトカイン

等のパラメータ値についても有意な差は見られなかった（図 5-a-m）。これらの

結果より，アナグリプチンは体重や摂餌量に影響を及ぼすことなく，血漿中活性

型 GLP-1 濃度を増加させることが分かった。 
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a：血漿中アナグリプチン濃度 (n = 21-24)，b,c：血漿中 DPP-4活性，血漿中活性

型 GLP-1 濃度 (n = 21-24)，d：体重推移(n = 15)，e：摂餌量(n = 7). ***：p < 0.001，

N/A：not applicable，NS：not significant，mean ± SEM,  

 

（図 4） 
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a：直腸温(n = 10)，b-h：血糖値，血漿インスリン，遊離脂肪酸（FFA），中性脂

肪（TG），総コレステロール，アディポネクチン，レプチン (n = 9-12)，i-m：

TNFα mRNA，MCP-1 mRNA，Resistin mRNA，RBP4 mRNA，VEGF mRNA (n = 

4-7). NS：not significant，mean ± SEM 

 

（図 5） 
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 インスリン抵抗性の評価を行うため，インスリン負荷試験（ITT）を実施し

た。当研究室で以前報告した通り（9），ETIrs2 欠損マウスではコントロールマ

ウスと比べて，インスリンの血糖低下作用が弱くインスリン抵抗性を呈した

が，アナグリプチンを投与することによりインスリン抵抗性の改善が見られた

（図 6-a）。つづいて，高インスリン正常血糖クランプ法を実施したところ，

ETIrs2欠損マウスでは GIR の低下が見られたが，アナグリプチンを投与するこ

とにより有意な改善が見られた（図 6-b）。さらに，アナグリプチン投与群では

コントロールマウス群と同程度にまで Rdが改善していた（図 6-c）。一方で，

EGP については 3群間で有意な差は見られなかった（図 6-d）。これらの結果よ

り，アナグリプチンは ETIrs2欠損マウスにて見られたインスリン依存性の骨格

筋の糖取り込み減少を改善することが明らかとなった。 
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a：ITT実施時の血糖値（○：Control，△：ETIrs2KO，□：

ETIrs2KO+Anagliptin）(n = 13-15), *：p < 0.05, Control vs ETIrs2KO, #：p < 0.05, 

ETIrs2KO vs ETIrs2KO+Anagliptin. b-d：高インスリン正常血糖クランプ法実施

時の GIR，Rd，EGP (n = 7-9), *：p < 0.05，NS：not significant，mean ± SEM. 

 

（図 6） 
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2）アナグリプチンは ETIrs2欠損マウスで見られたインスリンによる毛細血管

拡張能や間質におけるインスリン濃度の減少を改善する 

 アナグリプチンによるインスリン依存性の骨格筋での糖取り込み減少改善メ

カニズムを確認するため，高インスリン正常血糖クランプ法を施行後の毛細血

管血流量を測定した。その結果，ETIrs2欠損マウスで見られたインスリンによ

る毛細血管拡張能の低下は，アナグリプチンを投与することでコントロールマ

ウスと同程度にまで改善した（図 7-a）。さらに，高インスリン正常血糖クラン

プ法を施行後の骨格筋間質におけるインスリン濃度を測定した結果，血漿中イ

ンスリン濃度は 3群間で明らかな差がなかったにも関わらず，ETIrs2 欠損マウ

スで見られた骨格筋間質におけるインスリン濃度低下はアナグリプチンの投与

で有意な改善が見られた（図 7-b, c）。 
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a-c：高インスリン正常血糖クランプ法実施時の毛細血管血流量，血漿中インス

リン濃度，間質のインスリン濃度 (n = 9-12). *：p < 0.05, **：p < 0.01, ***：p < 

0.001，NS：not significant，mean ± SEM. 

 

（図 7） 
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 続いて，骨格筋のインスリンシグナルを確認するため，マウスの下大静脈か

らインスリンを投与して 60分経過後の骨格筋を単離してウェスタンブロット

法を実施した。その結果，ETIrs2欠損マウスで見られた骨格筋のインスリン受

容体（IRβ）や Aktのリン酸化減少は，アナグリプチンを投与することで有意

な改善が見られた（図 8-a, b）。一方で，単離後の骨格筋にインスリンを添加し

た際の IRβ 及び Akt のリン酸化は 3群間で明らかな差はなかった（図 8-c, d）。

今回得られた結果より，アナグリプチンは骨格筋自体に作用するのではなく，

骨格筋に分布する毛細血管の血流量低下を改善し，骨格筋間質へのインスリン

の拡散障害を改善することで，骨格筋におけるインスリンシグナルの活性低下

を改善すると考えられた。 
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a, b：インスリン投与後に単離した骨格筋の pY, pAktタンパク発現 (n = 4), 

c, d：骨格筋単離後にインスリンを添加した際の pY, pAktタンパク発現 (n = 4), 

*：p < 0.05，NS：not significant，mean ± SEM. 

 

（図 8） 
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3）アナグリプチンは ETIrs2欠損マウスにて見られたインスリン依存性の骨格筋

における糖取り込み減少を GLP-1依存性に改善する 

 アナグリプチンの投与により増加した GLP-1が，インスリン依存性の骨格筋

での糖取り込み低下改善作用にどの程度寄与しているのか確認するため，GLP-

1受容体阻害薬であるエキセンジン（9-39）をアナグリプチン投与群に投与し

た。その結果，アナグリプチン投与群で見られたインスリン依存性の骨格筋に

おける糖取り込み改善作用は，エキセンジン（9-39）の投与によってキャンセ

ルされた（図 9-a, b）。一方，EGP については各群間で明らかな差は見られなか

った（図 9-c）。つまり，アナグリプチンは ETIrs2欠損マウスで見られたインス

リン依存性の骨格筋における糖取り込み低下を GLP-1依存的に改善することが

確認された。 
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a-c：高インスリン正常血糖クランプ法実施時の GIR，Rd，EGP (n = 8-11), *：p 

< 0.05，NS：not significant，mean ± SEM.  

 

（図 9） 

 

 

 

 

 



31 
 

4）アナグリプチンは ETIrs2欠損マウスで見られたインスリンによる毛細血管

拡張能の低下を NO 依存性に改善する 

 アナグリプチンによる毛細血管拡張能の低下改善作用が NO依存的メカニズ

ムかどうか確認するため，NOS 阻害剤である L-NAMEをアナグリプチン投与

群に処置した。その結果，インスリン投与前における毛細血管血流量は実施し

た 6群間で明らかな差は見られなかったが，アナグリプチン投与群において見

られたインスリン投与 60分後の毛細血管血流量低下改善作用は L-NAME 投与

によってキャンセルされた（図 10）。すなわち，アナグリプチンは ETIrs2欠損

マウスで見られたインスリンによる毛細血管拡張能の低下を NO依存性に改善

すると考えられた。 
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高インスリン正常血糖クランプ法実施時の毛細血管血流量(n = 8-12), *：p < 

0.05, **：p < 0.01, ***：p < 0.001, mean ± SEM. 

 

（図 10） 
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5）GLP-1は PKAを介して eNOS をリン酸化する 

 まず初めに，血管内皮細胞に GLP-1受容体が発現しているかどうか確認する

ため，ヒト冠状動脈内皮細胞（HCAEC）における GLP-1受容体の発現を PCR

により確認した（図 11-a）。続いて，HCAEC に GLP-1を添加した際の eNOS の

リン酸化及び eNOS のタンパク発現量を確認した。その結果，GLP-1の添加に

よって eNOS タンパク発現量に変化はなかったが，GLP-1添加 30及び 60分後

に eNOS がリン酸化されることが分かった（図 11-b）。一方，アナグリプチン

を HCAEC に直接添加しても，eNOS のリン酸化及びタンパク発現量に変化は

なかった（図 11-c）。つまり，アナグリプチンによる血管内皮細胞への直接作

用ではなく，アナグリプチンの投与により増加した GLP-1が血管内皮細胞にお

ける eNOS を活性化する可能性が考えられた。さらに，PKA阻害剤の存在下に

おいては，GLP-1による eNOS のリン酸化が見られなかった（図 11-d）。Wei ら

の報告によると，GLP-1受容体作動薬が血管内皮細胞中で AMPK をリン酸化す

ることが確認されているため（45），AMPK のリン酸化を確認したが，本試験

においては GLP-1によって AMPK はリン酸化しなかった（図 11-e）。 
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a：HCAEC における GLP-1受容体の発現, b, c：HCAEC に GLP-1もしくはアナ

グリプチン添加後の peNOS, eNOS タンパク発現 (n = 4-6), d：HCAEC に H89前

添加時の GLP-1による peNOS タンパク発現 (n = 4-6), e：HCAEC に GLP-1添

加後の pAMPK タンパク発現 (n = 4-6), **：p < 0.01, ***：p < 0.001, mean ± 

SEM. 

 

（図 11） 
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5 考察 

 

 本研究において，ETIrs2 欠損マウスで見られたインスリンによる毛細血管拡

張能の低下，骨格筋間質へのインスリンの拡散障害及び骨格筋におけるインス

リン依存性の糖取り込み低下がアナグリプチンの投与によって有意に改善する

ことが分かった。また，アナグリプチン投与によるこれらの改善作用は，GLP-1

や NOを介した作用であることも確認した。さらに，アナグリプチンによる血管

内皮細胞への直接的な作用ではなく，アナグリプチンを投与することにより増

加した活性型 GLP-1 が PKA 依存的に eNOS を活性化する可能性が考えられた。

すなわち，アナグリプチンは骨格筋に分布する毛細血管内皮細胞において，イン

スリンシグナルを介さずに GLP-1 依存的に eNOS を活性化し，毛細血管拡張能

を増加させることで，骨格筋間質へのインスリンの拡散量を増やし，インスリン

依存性の骨格筋における糖取り込みを増加させる可能性が示唆された（図 12）。 
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アナグリプチンの作用メカニズム 

 

（引用文献 9より改変） 

（図 12） 

 

 臨床試験において，GLP-1受容体作動薬がインスリン抵抗性を改善すること

が確認されている（46，47）。また，DPP-4 阻害薬が肥満・高血圧自然発症ラッ

ト（SHR/NDmcr-cp）の内皮機能低下を改善することで，インスリン抵抗性の

改善に寄与した報告もある（48）。しかし，GLP-1受容体作動薬によるヒトの

インスリン抵抗性改善作用には体重減少等を伴っていた。また，SHR/NDmcr-

cp ラットはレプチン受容体遺伝子にナンセンス変異を有し，高血糖，高血圧，

インスリン抵抗性，肥満，炎症性サイトカイン値の上昇及び高脂血症を呈す
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る。そのため，DPP-4阻害薬を投与することにより，耐糖能異常や炎症性サイ

トカイン値の上昇を改善した。したがってこれらの報告からは，GLP-1受容体

作動薬や DPP-4阻害薬による直接作用なのか，または危険因子プロファイルの

改善による間接作用によってインスリン抵抗性を改善したのか判断し難かっ

た。一方，ETIrs2欠損マウスは内皮機能障害を呈するにも関わらず，肥満，高

脂血症，炎症性サイトカイン値及びアディポサイトカイン値等の危険因子プロ

ファイルはコントロールマウスと同程度であり，アナグリプチンの投与によっ

ても変化は見られなかった（図 4-d,e及び図 5-a-m）。そのため本研究成果は，

DPP-4阻害薬の投与により改善する危険因子プロファイルの影響を排除した結

果であると考えている。 

 

 アナグリプチン自体は血管内皮細胞中で eNOS をリン酸化しなかったが，

GLP-1が PKAを介して eNOS をリン酸化することが確認できた。本研究結果と

同様に，松原らは，DPP-4阻害薬自体は HCAEC 中で eNOS をリン酸化しなか

ったが，GLP-1単独もしくは GLP-1に DPP-4阻害薬を添加した際に eNOS がリ

ン酸化されると報告している（49）。また，GLP-1による eNOS のリン酸化が

PKA阻害剤によって阻害されることも本試験内で確認した。Dong らは，ラッ

トに GLP-1を持続注入した際に毛細血管の血流量が増加するが，PKA阻害剤
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の存在下ではこの血流増加が阻害されると報告している（42）。これらの知見

より，本研究では GLP-1による eNOS のリン酸化作用を培養細胞を用いて確認

したが，アナグリプチンの投与によって増加した活性型 GLP-1が，PKA依存

性に骨格筋に分布する毛細血管内皮細胞において，eNOS のリン酸化を亢進し

ている可能性が示唆された。 

 

 ETIrs2欠損マウスは骨格筋だけでなく，肝臓等に分布する毛細血管の IRS2

遺伝子も欠損されているが，肝臓でのインスリン抵抗性を呈していないのは何

故だろうか。インスリンが各臓器へ作用するためには，膵臓から分泌された

後，血液中から毛細血管を介して各臓器へ移行する必要があるが，毛細血管の

内壁に存在する内皮細胞がその拡散を制御していると考えられる。インスリン

による血管内皮細胞の拡散メカニズムを検討した報告では，インスリンは血管

内皮細胞に発現するインスリン受容体を介して拡散していると考えられた

（50）。一方，毛細血管の構造は臓器ごとにそれぞれ異なると考えられている

（51）（図 13）。 

   ・心筋や骨格筋などにおいて観察される連続性毛細血管 

   ・内分泌腺や腎糸球体などにおいて観察される有窓性毛細血管 

   ・造血組織や肝臓において観察される洞様毛細血管 
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 そのため，分子量が 5807もあるインスリンのような高分子の場合，血液中

から組織への拡散が各臓器によって異なると考えられる。実際，イヌの骨格筋

におけるインスリンの拡散について検討した報告によると，骨格筋におけるイ

ンスリンの拡散メカニズムとして，インスリン受容体を介さない拡散メカニズ

ムがあると示唆されている（52）。さらに，高カロリー高脂肪食により，骨格

筋と肝臓のインスリン抵抗性を惹起したイヌにおいて，インスリンとほぼ同様

の分子量であるイヌリンを投与した際の組織内分布を普通食のイヌと比較した

ところ，肝臓においては差が認められなかったが，骨格筋においてはイヌリン

の分布が低下していた（53）。つまり，インスリンの骨格筋細胞への拡散障害

が，骨格筋でのインスリン抵抗性の発症メカニズムの一つであると考えらえ

た。 
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各臓器における毛細血管の構造 

 

（引用文献 50 より転載） 

（図 13） 
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運動療法は食事療法と並んで，2型糖尿病における最も重要な治療法である

（54）。運動療法による血糖コントロール改善作用の一つに，骨格筋における

インスリン抵抗性改善作用があげられる（55）。運動をすると筋肉量が増加

し，骨格筋における糖の取り込み容量が増加することに加えて，骨格筋への糖

の輸送担体である glucose transporter type 4（GLUT4）が増加することで，骨格

筋への糖の取り込み量が増加する（56）。また，身体活動の増加がインスリン

依存性の血管拡張作用や骨格筋への血流増加作用を有することが多くの研究で

報告されている（57-59）。さらに，2017年の報告では，健康成人への運動負荷

が骨格筋に分布する毛細血管の血流量を増加させ，骨格筋のインスリン感受性

を亢進させることが確認されている（60）。そのため，本研究で得られたアナ

グリプチンの作用は，運動療法で得られる効果と一部重なる可能性が示唆され

たが，更なる検討が必要である。 

 

 2008年に米国食品医薬品局（FDA）がガイダンスを発表し，米国で 2型糖尿

病治療薬を新規に申請する際は，心血管に対する安全性データを提出すること

が義務付けられたため，2008年以降，糖尿病治療薬の心血管アウトカム大規模

臨床試験が実施されている。DPP-4阻害薬についても 5つの試験が実施されて

いるが，いずれの試験においても，主要評価項目である心血管死，非致死的心
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筋梗塞，非致死的脳卒中のイベント発症率は対照薬に比して非劣性であった

（61-65）。一方で，GLP-1受容体作動薬についても同様の試験が行われている

が，対照薬に対して，心血管死や非致死的脳卒中のイベント抑制作用が確認さ

れている（66, 67）。両薬剤は主に GLP-1を介した作用を有するが，DPP-4阻害

薬は膵臓から分泌された GLP-1の分解を抑制するため，分泌量自体に及ぼす影

響は少ない。一方で，GLP-1受容体作動薬は DPP-4に耐性を持つ GLP-1を高濃

度投与するため，GLP-1の作用が強く見られる。実際に，先の大規模臨床試験

においても，GLP-1 受容体作動薬は大血管に作用して血圧を低下させている

（66, 67）。本試験において，アナグリプチンによる毛細血管への作用について

は確認されたが，大血管には影響を及ぼさなかった。また，ETIrs2 欠損マウス

は毛細血管の拡張能障害による骨格筋インスリン抵抗性を呈する比較的早期の

2型糖尿病モデルマウスであると考えられる。これらのことから，骨格筋イン

スリン抵抗性を呈する早期の 2型糖尿病患者に対して DPP-4阻害薬を投与する

ことで，毛細血管拡張能を介した骨格筋インスリン抵抗性を改善する可能性が

示唆された。 
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