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1-1 糖尿病 

 

糖尿病はインスリン作用の不足による慢性高血糖を主徴とし、種々の特徴的

な代謝異常を伴う症候群と定義されている。その発症には遺伝因子と環境因子

がともに関与している。代謝異常が長期にわたると、特有な細小血管合併症を

きたしやすく、動脈硬化をも促進し、代謝異常の程度によって無症状からケト

アシドーシスや昏睡に至る幅広い病態を示す。わが国における糖尿病の患者数

は年々増加し、2012年の国民健康・栄養調査によると 950万人が糖尿病を強く

疑われ、糖尿病予備軍を含めると 2050 万人存在すると報告されており、この

50年間で 30倍以上の増加を示している。地球規模においても、2011 年に 3億

6600 万人であった糖尿病患者数は 2030 年には 5 億 5200 万人に増加する予測

がされている (D. R. Whiting et al. 2011)。 

糖尿病発症・進展におけるインスリン分泌の重要性が解明されてきており、1

型糖尿病では、インスリンを分泌・合成する、ランゲルハンス島の膵β細胞の

破壊・消失がインスリン作用不足の重要な原因であり、2型糖尿病は、インスリ

ン分泌低下や、インスリン抵抗性をきたす素因を含む複数の遺伝因子に環境因

子および加齢が加わって発症する。その他に、遺伝子異常、膵外分泌不全や他

の疾患の影響によるものや、妊娠糖尿病も存在する。 

 

 

1-2 血糖調節 

 

 グルコースは細胞膜上の糖輸送担体(glucose transporter: GLUT)を介して、

細胞内外の糖濃度勾配に基づくエネルギー非依存性の促通拡散輸送により細胞
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内に取り込まれる。生体の重要なエネルギー源であるグルコースの、消費量、

消費時間などは個々の人で異なり、通常は 1 日の平均消費エネルギーを食事で

分割摂取した後に、余剰となったエネルギーは直ちに貯蔵される。 

中枢神経系、赤血球、腎髄質はエネルギーをグルコースに依存しており、主

として GLUT1 を発現し、常に一定量のグルコースを消費する。腸管からのエ

ネルギー吸収が終了した時間帯では、グルコースは肝臓に貯蔵されているグリ

コーゲンの分解と糖新生により補給され、約 50%が中枢神経系で、25%が肝臓

や消化管および筋肉で消費される。 

食後の血糖値は組織や細胞でのグルコースの取り込みにより規定されるが、

食後に上昇したグルコースは膵β細胞を刺激してインスリンの分泌を促進する。

肝臓は消化管から流入したグルコースと分泌されたインスリンが高濃度で合流

する臓器であり、肝細胞は膜上に存在している GLUT2 を介して、グルコース

を取り込み、グリコーゲンとして貯蔵する。筋肉、脂肪細胞などのインスリン

標的細胞では、GLUT4 が細胞質に存在しており、インスリンが細胞膜上のイン

スリン受容体に結合すると、そのシグナルにより GLUT4 が細胞膜上に移動し

て、グルコースの取り込みを促進する。食後のインスリン血中濃度が上昇して

いる時間帯には、とくに筋肉で GLUT4 を介してグルコースの取り込みが促進

され、余剰のグルコースはグリコーゲンとして蓄積される。 

 

 

1-3 糖尿病モデル動物 

 

2型糖尿病は、遺伝因子に高カロリー、高脂肪食、運動不足などの環境因子が

加わり引き起こされるインスリン分泌低下やインスリン抵抗性が原因となり発
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症する。膵β細胞の機能が低下し、インスリン分泌が低下する。一方、インス

リン抵抗性は、骨格筋・肝臓などの臓器のインスリン感受性が低下することや

肥満やレプチン作用の低下によるエネルギー消費機構の低下によって引き起こ

される。糖尿病発症因子や増悪因子の例として肝臓疾患、膵臓疾患、内分泌疾

患など、いくつかの臓器が関与しているが、おもな原因臓器並びに臓器相関を

明らかにしていくことは重要である。さらに、糖尿病の発症増加は遺伝的素因

に加え、高脂肪食・運動不足などの環境要因の負荷が重要な役割を果たしてい

る。これらのことを明らかにするためには糖尿病モデル動物の使用は非常に重

要である。糖尿病モデル動物の由来は様々であり、自然発症性モデル、トラン

スジェニックマウスおよび薬剤誘発性のモデルが存在する。例えば、自然発症

性モデルとして、Wistar ラットを用いて経口ブドウ糖負荷試験(OGTT)を行い、

耐糖能の低下している個体による選抜交配を重ねることによって確立された

Goto-Kakizaki ラットが存在し(Akash MS et al. 2013)、トランスジェニックマ

ウスとして、Cre-loxP システムを利用し作製されたトランスジェニックマウス

(Sauer B et al. 1988, Rajewsky K et al. 1996)が存在する。また、薬剤誘発型の

糖尿病モデル動物として、ストレプトゾトシン(STZ)やアロキサンを投与した糖

尿病モデル動物が存在する。 

 

 

1-4 膵β細胞とストレプトゾトシンの作用 

 

膵臓にはランゲルハンス島と呼ばれる特殊な細胞の集まりがあり、その中で

も膵β細胞はインスリンの産生・分泌という大きな役割を担っている。インス

リンは血糖値を降下させる作用があり、体内でその作用を持つホルモンはイン
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スリンのみである。血糖値が高くなると、より多くのグルコースが GLUT2 に

認識され膵β細胞に取り込まれて代謝され、細胞内で ATPが産生されることに

より ATP レベルが上昇し、膵β細胞の膜上に存在する ATP 感受性 K チャネル

が閉鎖する。この事により、膵β細胞の膜は脱分極し、電位依存性 Caチャネル

が活性化することによって、細胞外から Caイオンが流入し、インスリン顆粒の

開口放出が起こる。この一連の反応がインスリン分泌の機序である(Fig. 1-1)。 

STZ はグルコースの 2 位の炭素に結合したヒドロキシル基がメチルニトロソ

尿素に置換された化合物で、元々抗生物質として Streptomyces achromogenes

から単離された(Vavra JJ et al. 1959)。膵β細胞への毒性を持ち、膵β細胞を特

異的に破壊し、1型糖尿病を引き起こす物質として知られている。STZはGLUT2

を介して膵β細胞に取り込まれる。作用機序は諸説あり、アルキル化剤として

の特徴を持つことから、DNA のグアニンを架橋し、DNA の二本鎖を一本鎖に

ほどく過程を阻害し、転写・複製が不可能となることで毒性を発揮する

(Szkudelski T. 2001)という報告や、膵β細胞から抗原となるタンパク質が放出

されることにより、免疫系が活性化されて、最終的にフリーラジカルなどの攻

撃を受けるために膵β細胞が破壊される。その結果として、インスリンの分泌

ができなくなるため糖尿病になる(El-Mahmoudy A et al. 2005)という報告があ

る。 

多くの哺乳類は STZ に対して感受性があり、多種多様な動物を用いた糖尿病

研究に STZが用いられる。しかしながら、例えば、ウサギは STZの投与に対し、

膵β細胞の傷害が機能的にも形態学的にも小さく、高い抵抗性を持っている(B. 

Kushner et al. 1969)。げっ歯類においてさえ、マウスはラットと比較し、STZ

の糖尿病誘発効果に対して感受性が低い。さらにヒトにおいても、いくつかの

in vitro及び in vivo実験からヒトの膵島は STZに対して相対的に抵抗性がある
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可能性が指摘されている(H. Yang et al. 2002)。このように STZに対する感受性

は動物種によって程度が様々である。 

 

 

1-5 酸化的ストレスと糖尿病 

 

 活性酸素は糖尿病の発症に関与すると考えられている。その機序として活性

酸素が細胞を破壊する際に、ミトコンドリアを変性させることでグルコースか

ら ATPを産生できなくなることや、膵β細胞の機能が障害を受けることにより

インスリンの分泌が低下することが考えられている。STZ が膵β細胞に取り込

まれた後の細胞毒性の発現機序の一つに、活性酸素の生成が膵β細胞の特異的

な破壊を誘発する(El-Mahmoudy A et al. 2005)ことが示されている。しかしな

がら、活性酸素の種類は様々であり、この点に関して、STZ によって生成が誘

発される活性酸素には一酸化窒素があげられている(Szkudelski T. 2001)が、全

貌については明らかにされていないところが多い。 

また、STZ と同様に膵β細胞を特異的に破壊し、糖尿病を誘発する薬剤とし

てアロキサンが存在する。アロキサンはスーパーオキシドアニオンの産生を誘

発し、過酸化水素を産生させ、ヒドロキシラジカルの産生を誘発することで、

膵β細胞を破壊する(Bromme HJ et al. 2002) (Fig. 1-2A)。この経路において、

スーパーオキシドを過酸化水素に変換する酵素としてスーパーオキシドディス

ムターゼ(SOD)が存在する。さらに、過酸化水素は本来、カタラーゼ、グルタチ

オンペルオキシダーゼによって水と酸素に変換されるが、そこに重金属が存在

すると、「過酸化水素＋重金属→ヒドロキシラジカル」という反応がおこる。こ

れについて、過酸化水素と鉄(Ⅱ)イオンからフェントン反応によりヒドロキシラ
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ジカルが生成されると言われている。ここで示される鉄(Ⅱ)イオンはヘキサアク

ア鉄(Ⅱ)を意味する。しかしながら、ヘキサアクア鉄(Ⅱ)イオンは生体内では全

く存在しない(Harrison PM and Aroiso P. 1996)ことが明らかになっている。さ

らに近年になって、フェントン反応ではヒドロキシラジカルは発生していない

という実験結果が報告された(Enami et al. 2014)。また、亜鉛やカドミウムによ

って生成が誘導される、金属結合性タンパク質のメタロチオネインは重金属の

無毒化を担いヒドロキシラジカルの産生を抑制する(J. Duprez et al. 2012) (Fig. 

1-2B)。特に亜鉛はインスリン分泌に関与するため膵β細胞には豊富に存在し、

糖代謝に重要な役割を果たす骨格筋や肝にも多く含まれている。膵β細胞の酸

化損傷からの保護にメタロチオネインが関与していることも明らかにされてい

る(Park L et al. 2011)。 

メタロチオネインには 1～4までのサブタイプがあり、1及び 2型は肝臓、腎

臓、膵臓、心臓などほとんどの組織に分布している。3型は特に脳に局在するが、

小腸、膵臓、舌、腎臓などでも検出される。4型は扁平上皮細胞にみられるが詳

細は不明である。細胞内ではメタロチオネインはその大半は通常細胞質に存在

し、近年、メタロチオネインが欠損すると肝再生がおこらない事が示された

(Oliver JR et al. 2005)。さらに、メタロチオネインがミトコンドリアの内膜と

外膜の間に局在し、ミトコンドリア酸素呼吸を調節することが報告された(Ye B 

et al. 2001)。酸素呼吸の場であるミトコンドリアは、細胞内で生成される活性

酸素の大半を恒常的に産生している事から強力な活性酸素消去能を持つメタロ

チオネインの役割が注目される。 
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1-6 糖尿病の合併症としての神経障害と虚血性心疾患 

 

糖尿病患者において合併症発症の予防は非常に重要なことである。合併症は、

急性合併症と慢性合併症に分けられるが、一般的に合併症という場合には慢性

合併症のことを指し、細血管障害、大血管障害、その他の障害に分類されてい

る。細血管障害には糖尿病三大合併症と呼ばれる糖尿病性網膜症、糖尿病性腎

症、糖尿病性神経障害が含まれる。大血管障害は糖尿病に特異的ではないが、

糖尿病自体が危険因子であり、他の危険因子と関わり合って糖尿病の罹病経過

とは無関係に発症が認められる。その中でも心臓と脳に関わる合併症は直接的

に命に関わることから、近年、注目度が増加してきている。 

 糖尿病神経障害は糖尿病患者に最も多い合併症の一つである。感覚神経、運

動神経、自律神経のいずれかの障害を受けるが、自律神経障害はしばしば日常

生活を大きく損なわせる他、突然死の危険性も増大する。そして、糖尿病患者

において、虚血性心疾患の発症率が高いことは多くの大規模研究で示されてお

り、発症した場合の予後も悪いことが明らかになってきている。 

 

 

1-7 本論文の目的 

 

 糖尿病の発症要因には遺伝的素因が関与しており、糖尿病の原因遺伝子とし

て KCNQ1 遺伝子が同定された(Yasuda et al. 2008, Unoki et al. 2008)ものの、

リスクアリルと糖尿病の病態に関してはその詳細についてほとんど明らかにさ

れていなかった。これまでに当研究室では QT 延長症候群の研究材料として、

京都大学で発見された自然発症性の KCNQ1 変異ラットである WTC-deafness 
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KYOTOラット(Gohma H et al. 2006)を使用して研究を進めてきた。そこで、

私はこのモデルラットを使用して糖尿病発症における KCNQ1 の役割を解明す

るための予備実験としてこのラットのコントロール系である WTC ラットへの

STZ投与を行ったところ血糖値が上昇しない現象を発見した。 

 また、ヒトの膵島は STZ に対して感受性が低く、WTC ラットの膵島の機能

を元にヒトの膵島の機能の理解を深めることができる可能性があり、今後の糖

尿病研究の発展において、STZ に対して抵抗性をもつラットの膵島の機能を解

析することは重要である。 

 そこで、本研究では、WTC ラットにおける STZ に対する反応を詳細に検討

し、WTCラットが STZ抵抗性を示す機序及びWTCラットの特徴を明らかにす

ることを目的とした。そのために、対照動物として、これまでに糖尿病研究に

おいて広く使用されているWistarラットを用い、STZに対する感受性及びグル

コースや STZ の取り込みに重要な役割を果たす遺伝子についての発現解析、

STZ がフリーラジカルを産生させることにより膵β細胞を破壊するという機序

に基づいたフリーラジカルの代謝についての解析、循環系及び自律神経系機能

の観点から in vivoにおける実験を行った。 
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Fig. 1-1. 膵β細胞におけるグルコースの取り込みからインスリン分泌に至る過

程 
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B 

 

 

 

 

Fig. 1-2 (A)アロキサンにより生成される活性酸素の反応。(B)過酸化水素からヒ

ドロキシラジカルが生成される反応とメタロチオネインの作用。 
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2-1 緒言 

 

前章で述べたように、予備実験において STZ を腹腔内に投与することにより

血糖値が上昇しない現象を WTC ラットで発見した。STZ は GLUT2 を介して

膵β細胞に取り込まれるが、STZの細胞毒性は膵β細胞に発現している GLUT2

の量に強く依存していることが報告されている(Hosokawa et al. 2001, Yang H 

and Wright JR. 2002)。また、グルコースの刺激によって誘発されるインスリン

分泌には、ATP感受性 Kチャネルに依存する経路と依存しない経路が知られて

いる(Miki T et al. 1998)。ATP感受性 Kチャネルをコードする Kir6.2 を欠損さ

せると GLUT2 の活性が小さくなることにより STZ 抵抗性を示すという報告も

ある(Xu J et al. 2008)。さらに食刺激により小腸のL細胞から分泌されるGLP-1

は、膵β細胞の GLP-1 受容体に作用しインスリン分泌を促進する (J.E. 

Campbell & D.J. Drucker. 2013)のみならず、膵β細胞の保護にも関与している

(Duttaroy A et al. 2011)。さらに、肝臓および骨格筋の GLP-1受容体にも作用

し、グルコースの取り込みを促進させるという働きを持っている(Drucker DJ. 

2007)。 

そこで本章では、WTC ラットにおける STZ に対する抵抗性の機序の一端を

明らかにするため、インスリン分泌機構と糖代謝に関して検討することを目的

とした。 
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2-2 材料及び方法 

 

 

2-2-1 動物 

 

本実験では京都大学大学院医学研究科附属動物実験施設から購入した WTC

ラットを自家繁殖することにより、8-12 週齢の WTC ラット(体重約 200-300g)

を用いた。対照として 8-12週齢Wistarラット(体重約 250-320g)を日本 SLCよ

り購入して用いた。本実験は東京大学動物実験委員会の承認を得て行った(承認

番号: P13-805)。 

 

 

2-2-2 ストレプトゾトシンに対する感受性 

 

STZ (Wako, Osaka, Japan)に対する感受性の差異を検討するために、生理食

塩水に STZ を溶解し、50mg/kg、75mg/kg、100mg/kg の用量で腹腔内投与を

行った。STZ投与直前および投与後 4日目に血糖値および体重を測定した。 

血糖値は尾静脈より約 1μℓ の全血を採取し、ワンタッチウルトラ(LifeScan, 

Inc., Milpitas, CA, USA)を用いることにより測定を行った(A. Velangi et al. 

2005)。 

 

 

2-2-3 インスリン分泌量の測定 
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 STZ ( 50mg/kg)を投与 4日後のラットにおいて、絶食時および飽食時のイン

スリン分泌量を測定した。グルコース( 2g/kg)強制経口投与 60 分後を飽食時の

インスリン分泌量として測定した。対照群として、ストレプトゾトシン非投与

群を用いた。試料は血液 1mlあたり 0.04ml EDTA ( 100mg/dl)を加え遠心し、

採取された血漿を測定試料とし、レビスインスリン (U-E タイプ )キット

(Shibayagi Co., Gunma, Japan)を用いることにより測定を行った。 

 

 

2-2-4 膵臓、骨格筋、肝臓の摘出 

 

 STZ ( 50mg/kg)を腹腔内投与 4日後のラットを、ウレタン( 1g/kg)深麻酔状態

下で開腹し、素早く膵臓、肝臓、骨格筋としてヒラメ筋を摘出した後、液体窒

素で急速凍結した。対照群として、STZを投与しないラットを同様に処置した。 

 

 

2-2-5 GLUT2および Kir6.2 の発現量の評価 

 

各標本から ISOGEN(NIPPON GENE, Tokyo, Japan)を用いて RNAを抽出

し作製した RNAサンプルに DNaseⅠ(Promega, Madison)処理を施した。吸光

光度計を用いて RNA サンプルの濃度測定を行い、サンプル間濃度を調整した。

逆転写反応は ALV Reverse Transcriptase(TAKARA BIO INC., Siga, Japan)を

用い、PCR反応は、TaKaRa Ex Taq HS (TAKARA BIO INC.) 1units/42μlに

ついて、94℃ 60sec. でインキュベートした後、 

1) 94℃ 30sec. 
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2) 61℃ 30sec. 

3) 72℃ 60sec.  

を 40サイクルでインキュベートすることにより行った。また、ハウスキーピン

グ遺伝子として GAPDHを用い、遺伝子増幅に用いたプライマーは Sigma社か

ら購入した。プライマーの塩基配列を Table 2に示した。PCR産物は 2%アガロ

ースゲル上で電気泳動し、ゲルをエチジウムブロマイド 0.5μl/ml で 15 分間染

色した後に、ゲルに紫外線を照射して撮影を行った。 

 

 

2-2-6 血中 GLP-1濃度 

 

 STZ ( 50mg/kg)を投与して 4日後のラットにおいて、絶食時および飽食時の

血中 GLP-1 濃度を、ELISA 法によって GLP-1, Active form Assay Kit 

(Immuno-Biological Laboratories Co, Ltd., Gunma, Japan)を用いることによ

り測定した。 

 

 

2-2-7 膵臓、骨格筋、肝臓における GLP-1Rおよび GLUTの発現量 

 

各標本から ISOGEN(NIPPON GENE)を用いてRNAを抽出し作製したRNA

サンプルに DNaseⅠ(Promega, Madison)処理を施した。吸光光度計を用いて

RNA サンプルの濃度測定を行い、サンプル間濃度を調整した。逆転写反応は

ALV Reverse Transcriptase (TAKARA BIO INC.)を用い、PCR反応は、TaKaRa 

Ex Taq HS (TAKARA BIO INC.) 1units/ 42μlについて、94℃ 60sec. でイン
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キュベートした後、 

1) 94℃ 30sec.  

2) 61℃ 30sec.  

3) 72℃ 60sec.  

を 40サイクルでインキュベートすることにより行った。また、ハウスキーピン

グ遺伝子として GAPDHを用い、遺伝子増幅に用いたプライマーは Sigma社か

ら購入した。プライマーの塩基配列を Table 2 に示した。PCR産物は 2%アガロ

ースゲル上で電気泳動し、ゲルをエチジウムブロマイド 0.5μl/ml で 15 分間染

色した後に、ゲルに紫外線を照射して撮影を行った。 

 

 

2-2-8 統計解析 

 

結果は平均値±標準誤差で表し、統計処理はStudent’s t-testにより危険率 5%

以下のものを有意とした。 
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2-3 結果 

 

 

2-3-1 ストレプトゾトシンに対する感受性の評価 

 

 STZ の投与により、Wistar ラットでは 50mg/kg 投与から血糖値が投与前と

比べて有意に増加したが、WTCラットでは有意な変化は認められなかった(Fig. 

2-1)。また、用量依存性はいずれの系統においても認められなかった。 体重に

関しても、Wistar ラットにおいて STZ の投与により減少が見られたが、WTC

ラットでは、体重に変化は見られなかった(Fig. 2-2)。 

 

 

2-3-2 インスリン分泌量の評価 

 

 対照群においては、Wistar ラット及び WTC ラットのどちらにおいても、グ

ルコース投与によりインスリン分泌量は有意に増加した(Fig. 2-3)。STZ投与群

においては、Wistar ラットにおいて、グルコース投与によるインスリン分泌刺

激が消失していた。WTCラットにおいてはグルコース投与によるインスリン分

泌能は保持されるのみならずむしろ増大していることが認められた。 

 

 

2-3-3 ストレプトゾトシンの取り込みに関与する遺伝子の発現量の評価 

 

 GLUT2 (Fig. 2-4A)及び Kir6.2 (Fig. 2-4B)の発現量はWistarラットとWTC
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ラットとで有意な差は認められなかった。 

 

 

2-3-4 血中 GLP-1濃度に関する検討 

 

 WTCラットはWistarラットと比較し、GLP-1濃度が低い傾向が認められた

(Fig. 2-5)。また、GLP-1は飽食時には絶食時と比較して、多く分泌される傾向

が認められたが、STZの投与によってGLP-1の分泌量が受ける影響においては、

絶食時及び飽食時ともに有意な違いはなかった。 

 

 

2-3-5 膵臓、骨格筋、肝臓における GLP-1 受容体(GLP-1R)遺伝子および骨格

筋における GLUT4 遺伝子および肝臓における GLUT2 遺伝子の発現に関する

検討 

 

 膵臓における GLP-1Rの発現に関して、WistarラットおよびWTCラットに

おける系統間での発現量の差および STZ の投与による発現への影響は認められ

なかった(Fig. 2-6)。 

 骨格筋における GLUT4 の発現量は、Wistar ラットおよび WTC ラットにお

いて系統間および STZ の投与による発現への影響は認められなかった(Fig. 

2-7A)。GLP-1Rの発現量は系統間での発現量の有意な差は認めなかったが、STZ

の投与によりWistarラットにおいては有意に発現が減少した(Fig. 2-7B)。 

 肝臓においては、GLUT2 の発現量も GLP-1R の発現量も、Wistar ラットお

よび WTC ラットにおける系統間での有意な差も STZ の投与による発現量への
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影響は認められなかった(Fig. 2-8)。 
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2-4 考察 

 

 WTC ラットにおいて STZ の腹腔内投与により、血糖値の上昇が認められな

いことが明らかとなった。Wistar ラットにおいては過去の報告とほぼ同様に

50mg/kgの投与で有意に血糖値が上昇していた(Hicks KK et al. 1998, Shradha 

Bisht et al. 2011)。さらに、グルコース刺激によるインスリン分泌量の増大は、

STZ 投与後の Wistar ラットにおいては喪失していたが、WTC ラットにおいて

は維持されており、膵β細胞の機能が保全されていることが明らかとなった。 

WTC ラットは、1988 年京都大学大学院医学部付属動物実験施設において、

Wistar KYOTO ラットの近交化途上に分離された TRM系統のコアイソジェニ

ック系統として確立されたラットであり、WTC ラットにおいて STZ を投与し

た報告はこれまでに存在せず、本実験において WTC ラットにおいて STZ 抵抗

性を持つことが示唆される結果が得られたことは新たな発見であり、さらにそ

の機序に関して検討する必要があると考えられた。 

 次に、この STZ抵抗性について、Glucose transporterの発現が低下している

と STZ抵抗性が認められる(Hosokawa et al. 2001, Yang H and Wright JR. 

2002)、あるいは、ATP 感受性 K チャネルを司る Kir6.2 の発現不足により

GLUT2の活性が低下し STZ抵抗性が現れる(Xu J et al. 2008)という報告があ

ることから、膵臓における GLUT2 および Kir6.2 の発現量に関する検討を行っ

た。しかしながら、WTC ラットにおいても、Wistar ラットと比較してもそれ

らの発現に有意な差は認められなかった。これらの結果から、STZ の取り込み

についてはWTCラットにおいても行われることが明らかとなり、WTCラット

において STZ抵抗性を示す機序に、膵β細胞自体が STZ抵抗性を有している可

能性が推察された。また、GLUT2について肝臓における発現量を検討した結果、
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Wistar ラットおよび WTC ラットにおける系統間における差が認められなかっ

たことから、一つの可能性として考えられる肝臓におけるグルコースの取り込

み及び STZの排除機構についても、Wistar ラットとWTCラットとの間に顕著

な差はないことが明らかとなった。しかしながら、GLUT2は膵β細胞および肝

臓以外にも小腸および腎臓の細胞で発現している(Thorens B et al. 1998)。この

ことから、これらの臓器における排除機構が関与している可能性も否定はでき

ない。また、本実験では膵臓全体を試料として用いており、膵β細胞の単離を

行った後に GLUT2 や Kir6.2 のタンパク発現量を検討することが必要かもしれ

ない。 

 さらに、STZ投与後におけるWTCラットおよびWistarラットにおける血糖

値の差に、糖代謝が行われる代表的な組織である、骨格筋および肝臓における

糖の取り込みが関与しているかについて検討した。その結果、どちらの組織に

おいても、糖の取り込みの役割を担う Glucose transporterの発現に系統間によ

る顕著な差がなく、STZ の投与後においても有意な変化は認められなかった。

しかしながら、特に骨格筋においては GLUT4 の発現に加えて、細胞膜表面へ

のトランスロケーションが糖の取り込みには重要である。WTCラットにおいて

はインスリン分泌能が維持されていることから、GLUT4の膜移動に必要なイン

スリン刺激が存在すること、さらに、STZの投与後において、Wistarラットに

おいて、インスリン感受性の増大に関わる GLP-1の受容体遺伝子の発現が減少

していたことから、WTC ラットと Wistar ラットとでは、より一層糖代謝能に

差が存在する可能性が考えられる。 

以上の事から、WTC ラットにおける STZ に対する抵抗性は、膵β細胞内で

の STZの代謝における差が要因となっている可能性が考えられた。 
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2-5 小括 

 

 本章ではWTCラットのSTZに対する感受性を用量反応性も含めて検討した。

その結果、いずれの用量においても WTC ラットでは STZ による糖尿病の誘発

が妨げられた。また、インスリンの分泌能も維持されていた。この理由として、

膵β細胞における ATP 感受性 K チャネルの欠損や GLUT2 の発現低下が STZ

の膵β細胞への取り込みを抑制することで STZ 抵抗性をもたらすことが考えら

れたため、GLUT2 および ATP 感受性 K チャネルをコードする Kir6.2 の遺伝

子発現の検討を行った。その結果、どちらの遺伝子の発現量も WTC ラットと

Wistar ラットとで有意な差は認められなかったことから、WTC ラットにおけ

る STZ の取り込みは Wistar ラットと同様に行われていることが考えられた。

次に、膵臓以外での糖代謝や膵β細胞の保護およびインスリン受容体の感受性

増大に関与する GLP-1 に着目し、GLP-1 濃度および GLP-1R の発現について

検討した。その結果、STZの投与によりWistarラットの骨格筋においてGLP-1R

の発現が減少しており、WTC ラットと Wistar ラットとで、より一層糖代謝能

に差が現れることが推察された。これらのことから、WTCラットにおける STZ

抵抗性に関して、膵β細胞の内部における STZ の細胞毒性発現に対する機能が

要因となっている可能性があると考えられた。 
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Fig. 2-1. ストレプトゾトシン(STZ)を 0mg/kg (Wistar; n = 6, WTC; n = 6)、

50mg/kg (Wistar; n = 4, WTC; n = 4)、75mg/kg (Wistar; n = 3, WTC; n = 4)、

100mg/kg (Wistar; n = 3, WTC; n= 3)の用量で投与して 4日目のWistarラット

およびWTCラットの血糖値。*：p < 0.05 vs. 0mg/kg 
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Fig. 2-2. ストレプトゾトシン(STZ)を 0mg/kg (Wistar; n = 6, WTC; n = 6)、

50mg/kg (Wistar; n = 6, WTC; n = 6)、75mg/kg (Wistar; n = 3, WTC; n = 4)、

100mg/kg (Wistar; n = 3, WTC; n= 3)の用量で投与して 4日目のWistarラット

およびWTCラットの体重。*：p < 0.05 vs. 0mg/kg 
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Fig. 2-3. ストレプトゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)の投与前と投与後における絶食

時(Wistar; n = 3, WTC; n = 3)および飽食時(グルコース 2g/kg強制経口投与後

60分) (Wistar; n = 3, WTC; n = 3)のインスリン分泌量。 

*：p < 0.05 vs. Wistar. ✝：p < 0.05 vs. 絶食時。 
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A 

 

 

 

 

B 

 

 

Fig. 2-4. ストレプトゾトシン(STZ)の投与前におけるWistarラット(n = 6)およ

びWTCラット(n = 6)における、(A)GLUT2および(B)Kir6.2のmRNA発現量。 
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Fig. 2-5. ストレプトゾトシン(STZ)投与前後のWistarラット(n = 3)および

WTCラット(n = 3)における絶食時および飽食時(グルコース 2g/kg強制経口投

与後 60分)の血中 GLP-1濃度の測定。 
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Fig. 2-6. ストレプトゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)投与前後のWistarラット(n = 4)

およびWTCラット(n = 4)の膵臓における GLP-1RのmRNA発現量。 
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Fig. 2-7. ストレプトゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)投与前後のWistarラット(n = 4)

およびWTCラット(n = 4)の骨格筋における(A)GLUT4および(B)GLP-1Rの

mRNA発現量。*：p < 0.05 vs. Wistar. 
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Fig. 2-8. ストレプトゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)投与前後のWistarラット(n = 4)

およびWTCラット(n = 4)の肝臓における(A)GLUT4および(B)GLP-1Rの

mRNA発現量。 
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gene Sense Antisense 

GLUT2 CAATTTCATCATCGCCCTCT TGCAGCAATTTCGTCAAAAG 

Kir6.2  CGCATGGTGACAGAGGAATG GTGGAGAGGCACAACTTCGC 

GLP-1R AGTAGTGTGCTCCAAGGGCAT AAGAAAGTGCGTACCCCACCG 

GLUT4 GCACAGCCAGGACATTGTTG CCCCCTCAGCAGCGAGTGA 

GAPDH CTCATGACCACAGTCCATGC TTCAGCTCTGGGATGACCTT 
 

 

 

Table 2. RT-PCR法に使用したプライマーの塩基配列。 
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3-1 緒言 

 

 前章において、WTCラットにおける STZ抵抗性の発現機序が STZの取り込

み後の機構に起因するという可能性が考えられたため、膵β細胞に STZ が取り

込まれた後の細胞毒性の発現について着目した。STZ が細胞毒性を発現する機

序として生成された活性酸素を介するという説がある。STZ によって誘導され

る活性酸素種の詳細は不明であるが、STZと同様に膵β細胞を特異的に破壊し、

糖尿病を誘発する薬剤であるアロキサンはスーパーオキシドアニオンの産生を

誘発し、過酸化水素を産生させ、ヒドロキシラジカルの産生を誘発することに

より、膵β細胞を破壊する(Bromme HJ et al. 2002)ことが知られている。そこ

で、STZ の細胞傷害性にこの経路の関与の有無を明らかにするために、アロキ

サンに対する影響についての検討を加えた。 

スーパーオキシドを過酸化水素に変換する酵素として SODが存在する。そこ

で、膵臓において代表的な抗酸化酵素として知られる SODの産生量を測定した。

また、過酸化水素は本来、カタラーゼとグルタチオンペルオキシダーゼによっ

て水と酸素に変換されるが、そこに重金属が存在すると、「過酸化水素＋重金属

→ヒドロキシラジカル」という反応がおこる。この反応において、メタロチオ

ネインは重金属の無毒化を担いヒドロキシラジカルの産生を抑制する。特に亜

鉛はインスリン分泌に関与すること、糖代謝に重要な役割を果たす骨格筋や肝

に多く含まれていることから、この経路に関わる最も重要な抗酸化物質である

ため、膵臓、肝臓および骨格筋におけるメタロチオネインの発現量を STZ によ

る影響も含めて検討した。 
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3-2 材料及び方法 

 

 

3-2-1 動物 

 

本実験では京都大学大学院医学研究科附属動物実験施設から購入した WTC

ラットを自家繁殖することにより、8-12 週齢の WTC ラット(体重 200-300g)

を用いた。対照として 8-12 週齢 Wistar ラット(体重 250-320g)を日本 SLC よ

り購入して用いた。本実験は東京大学動物実験委員会の承認を得て行った(承認

番号: P13-805)。 

 

 

3-2-2 アロキサンの投与 

 

 アロキサンに対する感受性の差異を検討するために、生理食塩水にアロキサ

ンを溶解し、150mg/kgの用量で腹腔内投与を行った(Ryle RR et al. 1984)。ア

ロキサン投与直前および投与後 4日目に血糖値および体重を測定した。 

血糖値は尾静脈より約 1ℓ の全血を採取し、ワンタッチウルトラ(LifeScan, 

Inc.)を用いることにより測定を行った。 

 

 

3-2-3 SODの発現量 

 

 膵臓における SODの産生量を測定した。試料の前処理は以下のように行った。
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1 ) 生理食塩水でよく洗い、脱血した。 

2 ) 水分をよくふき取り、湿重量を計測した。 

3 ) 湿重量 200 mg に対し、1.5 ml のショ糖緩衝液(0.25 mol/l ショ糖、

10mmol/lトリス塩酸緩衝液 pH 7.4、1 mmol/l EDTA)を加え、膵臓組織

をホモジナイザーによってホモジナイズした。 

4 ) 10,000×g、60 分間遠心し、上清を測定試料として用いた。 

SOD産生量の測定は SOD Assay Kit–WST (Dojindo Molecular Technologies, 

Inc., Kumamoto, Japan) を用いることにより行った。 

 

 

3-2-4 組織学的検討 

 

 動物をウレタン( 1g/kg)深麻酔状態下で開腹し、腹大動脈より放血し案楽死処

置を行い、膵臓を摘出した。膵組織を中性緩衝ホルマリン液で 12~24 時間浸潰

固定した。その後、エタノール脱水し、キシレン置換後、パラフィンに包埋、

4m 連続切片を作製した。脱パラフィン後、10%の過酸化水素水を含むメタノ

ールで内因性ペルオキシダーゼを除去し、ブロッキングした後、抗イヌ SOD-1

ウサギモノクローナル抗体(StressGen, Ann Arbor, MI)を一次抗体として組織

切片と 4℃にて一晩反応させた。その後洗浄し、ウサギ Envision(Dako, Tokyo, 

Japan)を用い二次抗体と 37℃にて 40分間反応させた後、3,3’‐ジアミノベンジ

ジン(DAB)溶液を用いて発色させ、可視化させた。 
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3-2-5 ストレプトゾトシンの投与と膵臓、骨格筋、肝臓の摘出 

 

 STZ ( 50mg/kg)を腹腔内に投与し 4日後にウレタン( 1g/kg)深麻酔状態下で開

腹し、素早く膵臓、肝臓を、骨格筋としてヒラメ筋を摘出した後、液体窒素で

急速凍結した。対照群として STZを投与しないラットに同様の処置をした。 

 

 

3-2-6 膵臓、骨格筋、肝臓におけるメタロチオネイン発現量の評価 

 

各標本から ISOGEN(NIPPON GENE)を用いてRNAを抽出し作製したRNA

サンプルに DNaseⅠ(Promega)処理を施した。吸光光度計を用いて RNAサンプ

ルの濃度測定を行い、サンプル間濃度を調整した。逆転写反応は ALV Reverse 

Transcriptase(TAKARA BIO INC.)を用い、PCR反応は、TaKaRa Ex Taq HS 

(TAKARA BIO INC.) 1units/42 μlについて、94 ℃ 60 sec. でインキュベー

トした後、 

1 ) 94 ℃ 30 sec.  

2 ) 61 ℃ 30 sec. 

3 ) 72 ℃ 60 sec.  

を 40サイクルでインキュベートすることにより行った。また、ハウスキーピン

グ遺伝子として GAPDHを用い、遺伝子増幅に用いたプライマーは Sigma社か

ら購入した。プライマーの塩基配列を Table 3 に示した。PCR産物は 2%アガロ

ースゲル上で電気泳動し、ゲルをエチジウムブロマイド 0.5μl/ml で 15 分間染

色した後に、ゲルに紫外線を照射して撮影を行った。 
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3-2-7 統計解析 

 

結果は平均値±標準誤差で表し、統計処理はStudent’s t-testにより危険率 5%

以下のものを有意とした。 
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3-3 結果 

 

 

3-3-1 アロキサン投与による血糖値および体重への影響 

 

 アロキサンを投与した群において、Wistar ラットでは血糖値が投与前と比べ

て有意に上昇したが、WTCラットでは有意な変化は見られなかった(Fig. 3-1A)。

また、体重においては、Wistar ラットおよび WTC ラット、どちらの群におい

てもアロキサン投与により有意に減少したが、その減少割合はWistarラットで

は 20%、WTCラットでは 4%となり、顕著な差が認められた(Fig. 3-1B) 

 

 

3-3-2 膵臓における SOD産生量 

 

 Wistar ラットの方が膵臓における SOD 産生量は、WTC ラットと比較して、

有意に多かった(Fig. 3-2)。 

 

 

3-3-3 膵臓における SODの発現部位に関する検討 

 

 WistarラットおよびWTCラットの膵臓においてSOD免疫染色を行った組織

像をFig. 3-5に示した。膵島と他の領域における SODの染色強度を比較すると、

WistarラットとWTCラットで有意な差は認められなかった(Fig. 3-3)。一方、

WTCラットの膵島におけるSODの染色強度はWistarラットと比較して低い傾



40 

 

向が認められた(p = 0.061) (Fig. 3-4)。 

 

 

3-3-3 メタロチオネインの発現量に関する検討 

 

 メタロチオネインの発現量は、STZ投与前ではWistarラットとWTCラット

の間に顕著な差は認められなかった(Figs. 3-6, 3-7 and 3-8)。しかしながら、STZ

投与により、Wistar ラットにおいて膵臓と肝臓においてメタロチオネイン 2A

の発現量の有意な減少が認められた(Figs. 3-6B, 3-8B)。WTCラットにおいては

STZ の投与によるメタロチオネインの発現量への影響は全く認められなかった。 
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3-4 考察 

 

 WTCラットにおいて、アロキサンの投与によっても糖尿病の誘発が妨げられ

た。アロキサンによる糖尿病の誘発機序は、スーパーオキシドアニオンを産生

することにより、過酸化水素を経てヒドロキシラジカルを生成し、それが膵β

細胞を破壊することにより生じることから、WTC ラットにおける STZ に対す

る抵抗性はこの経路における保護作用が関与しているものと考えられた。 

WST法によるWTCラットの膵組織における SOD産生量解析ではWistarラ

ットと比較して約半分近くと少なく、膵島における SOD免疫染色強度の解析で

も同様の傾向が認められた。このことから、WTCラットの膵島では、スーパー

オキシドアニオンが過酸化水素に変換され難い状態になることが想定される。

しかしながら、アロキサンは、最終的にヒドロキシラジカルの生成を介して膵

β細胞の傷害を引き起こしている。また、スーパーオキシドアニオンは約 5 秒

で消失する活性酸素であり、ヒドロキシラジカルと比較すると、酸化力は極め

て弱い。さらに、過酸化水素は本来、カタラーゼとグルタチオンペルオキシダ

ーゼによって水と酸素に変換されるが、そこに重金属が存在すると、「過酸化水

素＋重金属→ヒドロキシラジカル」という反応がおこる。メタロチオネインは

重金属の無毒化を担い、ヒドロキシラジカルの産生を抑制する(J. Duprez et al. 

2012, Park L et al. 2011)。特に亜鉛は膵臓、骨格筋や肝臓に多く含まれており、

この経路に関わる最も重要な抗酸化物質である。メタロチオネインには 1～4ま

でのサブタイプがあり、1及び 2型は肝臓、腎臓、膵臓、心臓などほとんどの組

織に分布している。3型は特に脳に局在するが、小腸、膵臓、舌、腎臓などでも

検出される。4型は扁平上皮細胞にみられるが詳細は不明である。そして細胞内

ではメタロチオネインはその大半は通常細胞質に存在する(Oliver JR et al. 
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2005)。このことから本章では、メタロチオネイン 1A および 2A の発現量が全

身における活性酸素の除去に特に重要であると考え、膵臓のみならず骨格筋お

よび肝臓においてもそれらの発現量を検討した。STZ の投与前には WTC ラッ

トと Wistar ラットの間に発現量の差は認められなかったが STZ の投与により

Wistar ラットでは肝臓および膵臓においてメタロチオネインの発現量が減少し

ていた。 

すなわち、STZ 投与前において、Wistar ラットと WTC ラットにおけるメタ

ロチオネインの発現量が同程度であることを踏まえると、膵臓における SOD発

現量の違いにより、過酸化水素がより多く生成されることにより、Wistar ラッ

トにおいては相対的にヒドロキシラジカルの産生が行われやすいということが

推定される。さらに、STZの投与後においてWistarラットにおいてメタロチオ

ネインの発現量が減少していくことから、WTCラットと活性酸素除去能の差は

さらに広がると推測され、Wistar ラットは、活性酸素に対する感受性が一層高

まると考えられる。したがって、WTCラットはこの特徴的な抗酸化機構が働く

ことによって、ヒドロキシラジカルが産生されにくい特徴を持っているために

STZ抵抗性を示すことが考えられた。 
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3-5 小括 

 

 WTCラットにおけるストレプトゾトシン抵抗性の機序が、STZが膵β細胞に

取り込まれた後に発現する細胞毒性に対する機構に起因することが考えられた

ことから、その細胞毒性である活性酸素の処理に関する検討を行った。STZ に

より生成される活性酸素の詳細は不明であるが、アロキサンによって生成され

る活性酸素および膵β細胞の破壊を導く活性酸素の詳細はスーパーオキシドア

ニオンから過酸化水素を経て、ヒドロキシラジカルが生成され、それが膵β細

胞を破壊することがすでに報告されている。アロキサンの投与によってもWTC

ラットにおいて糖尿病が誘発されなかったことから、この経路が STZ による糖

尿病誘発機序に関与すると考え、スーパーオキシドアニオンを過酸化水素に変

換する SOD の産生量を検討したところ Wistar ラットにおいて産生量が高いと

いう結果が得られた。さらに過酸化水素について、そこに重金属が存在すると

過酸化水素と重金属が反応してヒドロキシラジカルが生成される。この際、メ

タロチオネインが重金属を無毒化することでヒドロキシラジカルの生成を抑制

する機構がある。亜鉛は膵β細胞に多く存在しており、メタロチオネインの作

用は重要と考えられる。さらに、糖代謝に重要な役割を果たす骨格筋や肝臓に

も多く含まれていることからこれらの臓器においてもメタロチオネインの発現

量について検討したところ、STZの投与前にはWTCラットとWistarラットの

間に発現量の差は認められなかったが STZ の投与により Wistar ラットにおい

て肝臓および膵臓においてメタロチオネインの発現量が減少していた。これら

の結果から、WTCラットにおいてはヒドロキシラジカルの産生が特に行われ難

いことが考えられた。しかしながら、WTCラットにおいてはスーパーオキシド

アニオンが残存する傾向が強くなることになるが、スーパーオキシドアニオン
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の酸化力はヒドロキシラジカルの酸化力と比較し、極めて弱いため、特にヒド

ロキシラジカルの生成が膵β細胞の破壊には重要であることは明らかであり、

WTCラットは以上の理由により、STZ抵抗性を示すことが考えられた。 
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     A 
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Fig. 3-1. アロキサン(Alloxan)を 150mg/kgの用量で投与して 4日目のWistar

ラット(n = 6)およびWTCラット(n = 4)の(A)血糖値および(B)体重。*：p < 0.05 

vs. control 
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Fig. 3-2. WST法を用いて測定されたWistarラット(n = 5)およびWTCラット 

(n = 5)の膵組織におけるスーパーオキシドディスムターゼ(SOD)の産生量。 

*：p < 0.05 vs. Wistar 
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Fig. 3-3. Wistarラット(n = 3)およびWTCラット(n = 3)の膵島における SOD

発現量と他領域における SOD発現量との単位面積当たりの存在比。 
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Fig. 3-4. Wistarラット(n = 3)およびWTCラット(n = 3)の膵島における SOD

免疫染色強度の比較。 
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A 

 

 

B 

 

 

Fig. 3-5. SOD免疫染色を行ったラットの膵組織像。 

A：Wistarラット 

B：WTCラット 
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         A 

      

 

         B 

 

 

Fig. 3-6. Wistarラット(n = 4)およびWTCラット(n = 4)の膵組織のストレプト

ゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)の投与前後における(A)メタロチオネイン 1A (Mt 1A) 

および (B)メタロチオネイン 2A (Mt 2A)の mRNA発現量。* : p < 0.05 vs. 

control. 
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          A 

         

 

         B 

 

 

Fig. 3-7. Wistarラット(n = 4)およびWTCラット(n = 4)の骨格筋のストレプト

ゾトシン(STZ) ( 50mg/kg)の投与前後における(A)メタロチオネイン 1A (Mt 1A) 

および (B)メタロチオネイン 2A (Mt 2A)の mRNA発現量。☨: p < 0.05 vs. 

Wistar. 
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         A 
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Fig. 3-8. Wistarラット(n = 4)およびWTCラット(n = 4)の肝臓のストレプトゾ

トシン(STZ) ( 50mg/kg)の投与前後における(A)メタロチオネイン 1A (Mt 1A) 

および (B)メタロチオネイン 2A (Mt 2A)の mRNA発現量。* : p < 0.05 vs. 

control. 
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gene Sense Antisense 

Mt1A GGACCCCAACTGCTCCTG CGAGGCACCTTTGCAGACAC 

Mt2A CAGCGATCTCTCGTTGATCTCC CTTGTCCGAAGCCTCTTTGC 

GAPDH CTCATGACCACAGTCCATGC TTCAGCTCTGGGATGACCTT 

 

 

 

Table 3. RT-PCR法に使用したプライマーの塩基配列。 
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第 4章 

抗酸化剤を投与したラットにおける

ストレプトゾトシンの 

作用抑制に関する検討 
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4-1 緒言 

 

 前章において、臓器レベルでの SOD発現量及びメタロチオネインの遺伝子発

現量を検討した結果、WTC ラットにおいてヒドロキシラジカルの産生抑制が

STZの作用を抑制させることが考えられた。そこで、Wistarラットにおける in 

vivo 実験において、ヒドロキシラジカルの産生を抑制することにより、STZ に

対する影響を検討するために、Wistar ラットにおいて活性酸素の除去剤の投与

を行った。 
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4-2 材料及び方法 

 

 

4-2-1 動物 

 

 本実験では 8-12週齢Wistarラット(体重約 250-320g)を日本 SLCより購入し

て用いた。本実験は東京大学動物実験委員会の承認を得て行った(承認番号: 

P13-805)。 

 

 

4-2-2 マンニトールおよびアスコルビン酸の前処置後のストレプトゾトシン投

与の影響 

 

 生理食塩水に活性酸素除去剤としてマンニトール( 1g/kg)またはアスコルビン

酸( 750mg/kg)を溶解し、ラットに投与した(Dillard C.J. et al. 1982)。その投与

30分後に同様に生理食塩水に STZ (WAKO)を溶解し、50mg/kgの用量で腹腔内

投与を行った。STZ投与前および投与 4日後に血糖値および体重を測定した。 

血糖値は尾静脈より約 1μℓ の全血を採取し、ワンタッチウルトラ(LifeScan, 

Inc.)を用いることにより測定を行った(A. Velangi et al. 2005)。 

 

 

4-2-3 血中 SOD濃度 

 

 試料は血液 1mlあたり 0.04ml EDTA ( 100mg/dl)を加え、遠心し、採取さ
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れた血漿を測定試料として用い、前章と同様に SODの産生量を測定した。 

 

 

4-2-4 統計解析 

 

結果は平均値±標準誤差で表し、統計処理はStudent’s t-testにより危険率 5%

以下のものを有意とした。 

  



58 

 

4-3 結果 

 

 

4-3-1 活性酸素除去剤の前処置がストレプトゾトシンの作用に与える影響 

 

 マンニトールを予め投与した群においては、STZ の投与による血糖値の上昇

は全く認められなかった。アスコルビン酸を予め投与した群においては、STZ

を投与した結果、血糖値の有意な上昇が認められた(Fig. 4-1)。しかしながら、

マンニトールおよびアスコルビン酸をそれぞれ前もって投与し、STZ を投与し

た群において、STZ のみの投与を行った群と比較し、血糖値の上昇が有意に抑

制された。体重においては、マンニトール+STZ 投与群とアスコルビン酸+STZ

投与群のどちらにおいても有意な減少が認められた。第 2章における STZ単独

投与時の体重変化率と比較すると有意な差はなかった。 

 

 

4-3-2 活性酸素除去剤の前処置による SOD産生量に対する影響 

 

 マンニトールをあらかじめ投与した後 STZ を投与した群、アスコルビン酸を

あらかじめ投与した後 STZを投与した群においても、STZのみの単体投与を行

った群と比較し、血中 SOD濃度に有意な差は認められなかった(Fig. 4-2)。 
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4-4 考察 

 

 前章において、SOD 及びメタロチオネインの発現量から、WTC ラットにお

いてはヒドロキシラジカルの生成が行われにくい特徴を持っていることが明ら

かとなった。しかしながら、前章までに示されたことは、WTCラットにおいて、

STZ に対して抵抗性を示すことと抗酸化能が高いということの相関があるとい

うことであり、抗酸化能が高いために STZ 抵抗性を示すという決定的な根拠と

はならない。そこで本章では、活性酸素除去剤の投与によるアロキサンの作用

への影響を検討した報告(Dillard C.J. et al. 1982)に基づき、マンニトール

( 1g/kg)またはアスコルビン酸( 750mg/kg)をWistarラットに投与することによ

って、活性酸素除去能を高めた状態に置き、STZ の投与を行う処置をした。結

果として、抗酸化剤の前投与によって STZの作用は抑制されたことから、WTC

ラットにおいて、抗酸化能が高いために、STZ 抵抗性が発現したといえる。し

かしながら、マンニトールの投与においては STZ を投与しても、血糖値の上昇

が全く認められなかったが、アスコルビン酸の投与を行った群に関しては STZ

の投与により血糖値の有意な上昇が認められた。体重の減少においては、第 2

章における STZ 単独投与と比較しても、マンニトールの投与およびアスコルビ

ン酸の投与では差が認められなかった。マンニトールやアスコルビン酸の投与

は体重の変化には影響を及ぼしにくいということが考えられる。以上のような

違いは、マンニトールとアスコルビン酸が除去する活性酸素の種類に起因する

ものと考えられる。マンニトールはヒドロキシラジカル特異的なスカベンジャ

ーである(B. Shen, R.G. Jensen & H.J. Bohnert: Plant Physiol., 113, 1177. 

1997, B. Shen, R.G. Jensen & H.J. Bohnert: Plant Physiol., 115, 527. 1997)と

いう報告があり、アスコルビン酸は特定の活性酸素に作用することなく、特に
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ヒドロキシラジカルへの作用は弱く、広く全般的に作用するとされている(T. 

Osaka. 1999)。 

このことから、活性酸素を除去することで STZの作用を抑制することができ、

活性酸素の中でも特にヒドロキシラジカルの除去が STZ の作用の抑制に強く関

わっていることが明らかとなった。以上の事から、前章の結果を踏まえると、

WTCラットにおける STZ抵抗性の発現の機序は、WTCラットにおける特徴的

な抗酸化機構に起因するものであると考えられた。 
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4-5 小括 

 

 前章において、WTCラットにおいて、ヒドロキシラジカルの産生が抑制され

ることにより、STZ 抵抗性を示すことが考えられたが、前章までに考察された

ことを in vivo 実験によって明らかにするために、Wistar ラットに対して抗酸

化剤であるマンニトールおよびアスコルビン酸を投与した後、STZ を投与する

ことにより、糖尿病の誘発にどのような影響を与えるかについて検討した。マ

ンニトールをあらかじめ投与した群においても、アスコルビン酸をあらかじめ

投与した群においても、STZ を単体で投与した群と比較して、血糖値の上昇が

有意に妨げられた。しかしながら、マンニトールを投与した群における STZ の

糖尿病誘発作用の抑制が著しく、この理由については、マンニトールがヒドロ

キシラジカルを特異的に除去し、アスコルビン酸は全般的に活性酸素を取り除

くため、STZ の作用の抑制に差が認められたものと考えられ、さらに、特にヒ

ドロキシラジカルの除去能が STZ の作用抑制について非常に重要であることが

示された。 
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       A 

 

 

       B 

 

 

Fig. 4-1. アスコルビン酸(Asc; 750mg/kg, n = 5)およびマンニトール(Man; 

1g/kg, n = 5)をあらかじめ投与した後、ストレプトゾトシン(STZ; 50mg/kg)を投

与した 4日目の(A)血糖値(Control; n = 5, STZ; n = 5)および(B)体重変化率(STZ; 

n = 5)。* : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 4-2. アスコルビン酸(Asc)およびマンニトール(Man)をあらかじめ投与し、

ストレプトゾトシンを投与した群(Asc+STZ; n = 5, Man+STZ; n = 5)における

ストレプトゾトシン単体投与群(n = 5)との血中SOD濃度の比較(Control; n = 5)。 
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第 5章 

WTCラットの生体機能と糖尿病合併症 
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5-1 緒言 

 

 これまでに WTC ラットにおけるストレプトゾトシン抵抗性は抗酸化能が維

持されているために起こることが明らかとなった。本章では、WTCラットの生

体機能に関してはほとんど検討されていないことから、循環系と自律神経系機

能に関して STZに対する影響も含め検討を加えた。 

生体現象をできるだけ生理的な状態で評価するためには、無麻酔・無拘束下

において記録を行う必要がある。そこで、本章ではテレメトリー法を用いるこ

とにより、STZ が心拍数、体温、活動量および自律神経系機能に及ぼす影響を

評価した。 
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5-2 材料及び方法 

 

 

5-2-1 動物 

 

 本実験では、京都大学大学院医学研究科附属動物実験施設から購入したWTC

ラットを自家繁殖することにより、WTCラット(体重 200-300g)を用いた。対照

としてWistarラット(体重 250-320g)を㈱埼玉実験動物より購入して用いた。本

実験は東京大学動物実験委員会の承認を得て行った(承認番号: P13-805)。 

 

 

5-2-2 テレメーター送信機の埋め込み 

 

心電図測定に先立ち、ネンブタール( 30mg/kg i.p.)麻酔下で心電図・体温・活

動 量 計 測 用 テ レ メ ト リ ー 送 信 機 本 体 (weight=3.9g, volume=1.9cc ; 

TA10ETA-F20, Data Science, St. Paul, MN, USA)をラットの頚背部皮下に外

科的に埋入した。本体に接続された記録電極は＋側を左後肢大腿部の皮下に、

マイナス側を右肩甲部の皮下に設置し、標準第Ⅱ肢誘導心電図が記録できるよ

うにした。 

 

 

5-2-3 心電図記録 

 

心電図波形は約 1 週間の手術からの回復期を経た後、記録を開始した。動物
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は 1 匹ずつ個別のアクリルケージに収容し、照明および温度の制御が可能なイ

ンキュベーションチャンバー内で飼育した。チャンバー内の照明条件は、明期

( 8：00～20：00)、暗期( 20：00～8：00)の 12時間周期とし、温度条件は 24℃

とした。飼育期間中は自由飲水とした。テレメーター送信機からの心電図信号

は受信ボード (Data Science)に無線によって受信し、ECG processor analyzing 

system(Softron, Tokyo, Japan)を用いて記録した。 

一方、心拍数、体温、活動量を、Data Quest分析システム(Data Sciense)を

用いて 5分ごとに継続して記録した。これらの記録はストレプトゾトシン投与 1

週間前から投与後 3週間まで行った。 

 

 

5-2-4 心拍変動解析 

 

 上記の心電図記録を用いて自律神経系機能の変化を評価するために心拍変動

解析を行った。低周波数(LF)成分と高周波数(HF)成分はそれぞれLF:0.01-1.0Hz、

HF:1.0-3.0Hzにピークを持つ成分として解析した。心拍変動の HF成分は副交

感神経系機能の指標として、また、LF/HF 比は交感神経系と副交感神経系機能

のバランスを表す指標として使用した(Kuwahara et al. 1994)。 

 

 

5-2-5 ストレプトゾトシンの投与と血糖値測定 

 

STZ ( 60mg/kg i.p.)の腹腔内投与は記録開始後 7日目に行い、投与直前、投与

後 4、8、12日目にワンタッチウルトラを用いて血糖値の計測を行った。 
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5-2-6 病理組織学的検討 

 

 WistarラットおよびWTCラットにおける STZの投与による膵β細胞の影響

を観察するために、STZ の投与前と投与後における膵組織について、以下のよ

うに免疫組織化学的検討を試みた。 

 動物をウレタン( 1g/kg)深麻酔状態下で開腹し、腹大動脈より放血し案楽死処

置を行い、膵臓を摘出した。膵組織を中性緩衝ホルマリン液で 12~24 時間浸潰

固定した。その後、エタノール脱水し、キシレン置換後、パラフィンに包埋、

4m 連続切片を作製した。脱パラフィン後、10%の過酸化水素水を含むメタノ

ールで内因性ペルオキシダーゼを除去し、ブロッキングした後、抗イヌインス

リンモルモットモノクローナル抗体(Dako)を一次抗体として組織切片と 4℃に

て一晩反応させた。その後洗浄し、マウス Envision(Dako)を用い二次抗体と

37℃にて 40 分間反応させた後、3,3’‐ジアミノベンジジン(DAB)溶液を用いて

発色させ、可視化させた。 

 

 

5-2-7 統計解析 

 

結果は平均値±標準誤差で表し、統計処理はStudent’s t-testにより危険率 5%

以下のものを有意とした。  
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5-3 結果 

 

 

5-3-1 血糖値と体重の変化 

 

 WistarラットではSTZ投与後 4日目において顕著な血糖値の上昇が認められ、

8、12日目と減少するものの高い値が維持された。一方、WTCラットにおいて

は 4 日目には Wistar ラットと比較すると、その上昇の程度は Wistar ラットと

比較し有意に小さかったが、8 日目以降は 300mg/dl 程度のレベルで推移した

(Fig. 5-1A)。 

 体重の変化においても両群で顕著な差異が認められ、WTCラットでは体重に

増減が認められなかったのに対して、Wistar ラットでは体重が顕著に減少し、

投与後 12日目においては約 20%減少した(Fig. 5-1B)。 

 

 

5-3-2 ストレプトゾトシンが心拍数、体温、活動量に及ぼす影響 

 

 心拍数、体温、活動量の変化について、STZ投与 3日前から投与後 20日目ま

での各指標の変化における WTC ラットと Wistar ラットの典型的な例を Fig. 

5-2と Fig. 5-3に示した。STZ投与前にはいずれの指標にも、明瞭な日内変動の

存在が確認された。また、STZ 投与前日、1、3、7、14、17、20日後の各指標

の変化を平均値で Fig. 5-4に示した。 

 また、STZ 投与前において、WTC ラットは Wistar ラットに比べて心拍数は

有意に低く、活動量及び体温に関しては有意な差は認められなかった(Fig. 5-5)。 
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Wistar ラットでは STZ 投与後 3 日目を境に明期、暗期のどちらにおいても、

心拍数、体温、活動量が徐々に低下し、20 日目においてはいずれの指標も有意

に低い値を示した。特に活動量は暗期における低下が著しく、日内変動も消失

した(Figs. 5-6, 5-7)。 

 WTCラットでは、明期の心拍数に 3日目から低下する傾向が見られたものの、

Wistar ラットと比べ、それぞれの指標の低下は比較的遅く、その程度も小さい

ことが明らかになった。そして活動量も含め 20日目においても明確な日内変動

が維持されていた。 

 

 

5-3-3 ストレプトゾトシンが自律神経系機能に及ぼす影響 

 

 STZ投与前から投与後20日目までの各指標における変化の典型的な例を一時

間毎の値で Figs. 5-8, 5-9に示した。また、投与前日、投与後 1、3、7、14、17、

20日目の各指標の変動を Figs. 5-10A, 5-11A, 5-12Aに示した。投与前には多く

の指標に、明瞭な日内変動の存在することが確認された。WTCラットはWistar

ラットと比較し、HFは有意に高く、LF/HF比も顕著に低かった。 

投与前、投与後 7 日目、14 日目の LF、HFおよび LF/HF 比を比較した結果

を Figs. 5-10B, 5-11B, 5-12Bに示した。LFについて関して、Wistarラットに

おいては 3 日目から急激に値が下がり、7 日目では有意に低下していた。一方、

WTC ラットにおいては投与 3 日後から徐々に低下し始め、投与 14 日後に有意

な低下を示し、Wistar ラットと同程度の値を示した。HF については WTC ラ

ットにおいて徐々に低下する傾向が見られ、投与後 7 日目には有意に低下して

おり、14 日目には多少回復するものの、投与前と比較し有意に低い値を維持し
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た。Wistar ラットにおいては STZ 投与後も投与前と同程度の値を維持した。 

LF/HF 比は Wistar ラットでは徐々に低下する傾向が見られ、投与後 3 日目を

境に急激に下がり、投与後 7 日目には有意に低下していた。またこの値はさら

に下がり続けた。WTCラットでは投与 7日目まではほとんど変化なく維持され

たが、その後徐々に低下し、投与 14日後には対照値と比べ、有意に低下してい

たが、Wistarラットのそれと比較すると緩やかな変化を認めた。 

 

 

5-3-4 ラットの膵島における病理組織学的検討 

 

 WistarラットおよびWTCラットにおける STZの投与前と投与後のランゲル

ハンス島の組織像を、Fig. 5-14に示した。 

 STZの投与によりWistarラットでは膵島が有意に小さくなっていたが、WTC

ラットでは有意な変化は認められなかった。膵島におけるβ細胞陽性細胞の占

有領域は、Wistar ラットでは STZ 投与によって有意に小さくなったが、WTC

ラットでは変化は認められず、さらに、Wistar ラットとの比較においても有意

に STZの作用が妨げられていることが認められた(Fig. 5-13)。 
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5-4 考察 

 

 STZ 投与前後における生体反応に関して、無麻酔・無拘束下のラットにおい

て心拍数、体温、活動量と自律神経系機能の変化を継時的に明らかにすること

ができた。 

Wistarラットにおいて、STZ投与により、血糖値は有意に上昇し、体重は有

意に減少し、これまでの研究(Howarth et al, 2009, Gnoni et al, 2010)と同様の

傾向が見られた。一方、WTC ラットにおいても STZ 投与により、その上昇の

程度はWistarラットと比べて有意に小さいものの、血糖値の上昇が認められた。

しかしながら、WTCラットの体重には顕著な変化は見られなかった。また、STZ

の投与による膵β細胞の傷害に関して、WTCラットにおいては有意な膵β細胞

の破壊は認められず、WTCラットでは膵β細胞が生存し続け、さらにその機能

が維持されていることが考えられた。これらのことについて、WTCラットにお

いて STZ の投与後に関して、体重に減少が見られなかったということは、STZ

の投与後においても、WTC ラットにおいては膵β細胞がいまだ十分に生存し、

機能が残存しているために、グルコース刺激によって起こるインスリン分泌の

増大が起こっており、グルコースをエネルギー源として、依然として細胞が利

用できており、タンパク質・脂質が分解されずにいるためであるということも

考えられが、血糖値の上昇自体は生じていることから、その機序に関してはさ

らに詳細な検討が必要であると考えられた。 

本章の実験においては、過去のいくつかの同様な研究(Howarth et al. 2005, 

2006)で使用している 60mg/kg という STZの用量を用いた。過去の知見との生

体に対する反応を比較検討する点からこの用量を使用したが、第 2 章の結果と

は明らかに異なった。50mg/kg、75mg/kgと 100mg/kgにおいてWistarラット
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の血糖値に及ぼす影響について、必ずしも高い用量を用いたほうが高値を示す

とも限らないことから、より詳細な用量依存性に関してWTCラットについては

検討する必要があるのかもしれない。その中でも、STZの投与に対して、WTC

ラットにおける膵β細胞の傷害が軽度であったことは、着目すべき点である。

前章までに述べた活性酸素の反応に関して、例えば、過酸化水素はスーパーオ

キシドアニオンやヒドロキシラジカルと比較して、長い時間安定状態を保てる

活性酸素であり、生体の中ではセカンドメッセンジャーとしての存在意義を持

つこともある物質であり、生体の反応には複雑に関係する。STZ の投与により

発生する活性酸素の量とその処理過程においてはたらく抗酸化機構のバランス

というものが、本章までに認められた非用量依存的な、STZの用量と STZの投

与後の血糖値との関係を生み出しているのではないかと考えられる。 

また、正常時におけるWTCラットの心拍数はWistarラットと比較して有意

に少なかった。その要因として、副交感神経系機能が優位な特徴を有すること

が関与しているものと考えられた。STZ投与後はWistarラットにおいて、投与

後数日で心拍数、体温、活動量ともに有意に減少することが報告されており

(Howarth et al. 2006)、本実験においても同様の傾向が見られた。また、WTC

ラットにおいてはWistarラットと比べて、心拍数減少、体温低下、活動量低下

の見られるまでの期間やその程度が小さかったことは、WTCにおいて血糖値は

上昇したものの、STZに対する感受性が低く、血糖値がWistarラットと比べて

上昇の程度が少なく代謝機能の低下が小さかったためであるという可能性が考

えられた。特に、前章までの議論の対象であった活性酸素は、あらゆる細胞を

細胞死に至らしめ、あらゆる疾患の発症に関与する代表的な物質であり、WTC

ラットにおける抗酸化能の高さが、各指標の変化の程度に影響している可能性

は十分に考えられる。糖尿病性血管合併症に関して、高血糖によるミトコンド
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リア由来活性酸素の産生過剰が糖尿病性血管合併症の発症機序として最も重要

な因子である可能性(Nishikawa T et al. 2000)が示唆されており、WTCラット

においては、これらの活性酸素の処理能力が優れており、合併症の症状の進行

が緩やかであることが考えられる。 

 自律神経系機能の変化に関してはWTCラットとWistarラットでは対照値か

ら差異が認められた。WTC ラットの HF 値が顕著に高く、LF/HF 比が低かっ

たことからWistarラットに比べて副交感神経系が有意に働いていることが推察

された。Wistarラットにおける過去の報告(Howarth et al. 2005)では、LF/HF

比が STZ 投与後に上昇しており、本実験における結果とは異なっていた。その

要因としては、投与後の早い時期から心拍数、体温、活動量が変化しているこ

とから、自律神経系に対する影響も異なっていることが推測される。本実験の

結果からは、LF の低下と LF/HF 比の低下から、交感神経系活動が相対的に低

下したと考えられた。WTCラットにおいては、LF、HFの減少が見られるもの

のLF/HF比が減少していることから副交感神経系の活動が交感神経系の活動と

比べ抑制の程度が低く、副交感神経系活動がより優位になっているものと考え

られた。STZ 誘発性糖尿病ラットにおける自律神経系機能の評価を行った研究

はまだ少なく、さらなる検討が必要であると考えられた。 

 一方、最近マウスの STZ 誘発性糖尿病モデルにおいて心拍数の調節における

コリン作動性神経のリモデリングに関する研究が報告された(Mabe AM and 

Hoover DB. 2011)。この論文では STZ投与後 14週まで観察しているが糖尿病

による心拍数の低下は、コリン作動性神経や心房におけるコリン作動性神経に

対する感受性の変化というよりは、コリン作動性神経の節前線維もしくは神経

節における神経伝達物質の機能低下に起因すると結論付けられている。これら

のことから、副交感神経系機能が優位であるWTCラットの特性は糖尿病の合併
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症として知られる自律神経障害の見地からも糖尿病合併症の発症機構を詳細に

検討するうえで興味深いモデル動物となることが期待される。  
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5-5 小括 

 

 前章までに WTC ラットにおいて STZ 抵抗性が抗酸化能の特徴によるものと

示された。本章では、WTCラットの生体機能に関してはほとんど検討されてい

ないことから、STZ に対する心拍数、体温、活動量および自律神経系機能に及

ぼす影響を検討した。本章では、Wistar ラットを用いた過去のいくつかの同様

な研究(Howarth et al. 2005, 2006)で使用した 60mg/kgという STZの用量を用

いたところ、血糖値の上昇の程度はWistarラットと比較して顕著に小さかった

ものの、STZ 投与による血糖値の上昇を認めた。しかしながら、組織所見にお

いてWTCラットにおける膵β細胞の破壊はWistarラットと比較して顕著に軽

度であり、STZ 投与前と比較しても膵β細胞は減少しておらず、機能も維持さ

れているものと考えられた。しかしながら、第 2 章における結果との異なりは

明らかであり、その理由として、活性酸素の役割が一つに考えられる。過酸化

水素は安定性が比較的高く、生体においてはセカンドメッセンジャーとして使

われており、生体には複雑に関与している。そのため、活性酸素と抗酸化機構

のバランスは重要であり、本章までに認められた STZ に対する用量非依存的な

反応をもたらしていることが考えられる。 

また、正常時におけるWTCラットの心拍数はWistarラットと比較して有意

に少なかった。その要因として、副交感神経系機能が優位な特徴を有すること

が関与しているものと考えられた。また、STZ投与に対する影響として、Wistar

ラットでは心拍数、活動量が有意に低下し、明期に低く暗期に高いというげっ

歯類の特徴である日内変動も不明瞭になるのに対して、WTCラットではその影

響が小さく、高血糖時における代謝機能の低下に対する抵抗性があることが認

められた。高血糖によるミトコンドリア由来活性酸素の産生過剰が糖尿病性血
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管合併症の発症機序としてもっとも重要な因子である(Nishikawa T et al. 

2000)と報告されており、WTC ラットにおける活性酸素の処理能力が、このよ

うな因子を除去していることが考えられる。自律神経系機能は、STZ 投与前か

らWTCラットにおいては HF値が高く副交感神経系活動が優位であった。STZ

投与後は、Wistarラット、WTCラット共に副交感神経系活動が優位に傾くが、

WTC ラットではその変化の程度は小さかった。マウスの STZ 誘発性糖尿病モ

デルにおいて心拍数の低下が、コリン作動性神経の節前線維もしくは神経節に

おける神経伝達物質の機能低下に起因する(Mabe AM and Hoover DB. 2011)と

報告されていることから、副交感神経系機能が優位であるWTCラットの特性は、

糖尿病合併症の一つである自律神経障害の見地からも、糖尿病合併症の発症機

構を詳細に検討する上で、興味深いモデル動物となることが期待される。 
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        A 

         

 

       B 

 

 

Fig. 5-1. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)におけるストレプトゾ

トシン(STZ) ( 60mg/kg)投与後 12日目までの(A)血糖値および(B)体重の推移。 

* : p < 0.05 vs. 0 day ☨: p < 0.05 vs. Wistar 
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A 

 

B 

 

C 

 

Fig. 5-2. Wistarラットにおけるストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg)の投与前

後の(A)体温、(B)心拍数および(C)活動量の STZ投与後 20日目までの変化の典

型例。0dayに STZを投与。横軸の目盛りはそれぞれの日の 13時。 
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Fig. 5-3. WTCラットにおけるストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg)の投与前後

の(A)体温、(B)心拍数および(C)活動量の STZ投与後 20日目までの変化の典型

例。0dayに STZを投与。横軸の目盛りはそれぞれの日の 13時。 
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Fig. 5-4. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)におけるストレプトゾ

トシン(STZ) ( 60mg/kg)投与後の(A)体温、(B)心拍数および(C)活動量の経時的変

化の平均値。 
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Fig. 5-5. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)におけるストレプトゾ

トシン(STZ)の投与前における(A)体温、(B)心拍数および(C)活動量の一日の平均。 

* : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5-6. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)におけるストレプトゾ

トシン(STZ) ( 60mg/kg)投与による明期および暗期それぞれの(A)体温、(B)心拍

数および(C)活動量。 
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Fig. 5-7. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)におけるストレプトゾ

トシン(STZ) ( 60mg/kg)投与後 20目における明期および暗期それぞれの(A)体

温、(B)心拍数および(C)活動量。* : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5-8. Wistarラットにおけるストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg)の投与前

後の(A)LF値、(B)HF値および(C)LF/HF比の STZ投与後 20日目までの変化の

典型例。0dayに STZを投与。横軸の目盛りはそれぞれの日の 13時。 
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Fig. 5-9. WTCラットにおけるストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg)の投与前後

の(A)LF値、(B)HF値および(C)LF/HF比の STZ投与後 20日目までの変化の典

型例。0dayに STZを投与。横軸の目盛りはそれぞれの日の 13時。 
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Fig. 5-10. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)における LF値の(A)

ストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg)投与後 20日目までの経時的変化および

(B) STZ投与後 7、14日目における比較。 * : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5-11. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)における HF値の(A)

ストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg )投与後 20日目までの経時的変化および

(B) STZ投与後 7、14日目における比較。* : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5-12. Wistarラット(n = 6)およびWTCラット(n = 6)における LF/HFの(A)

ストレプトゾトシン(STZ) ( 60mg/kg )投与後 20日目までの経時的変化および

(B) STZ投与後 7、14日目における比較。* : p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5-13. Wistarラット(対照群; n=3, STZ投与群; n=3)およびWTCラット(対

照群; n=3, STZ投与群; n=3)の対照群および STZ投与群における(A)膵島 1つ当

たりの大きさ及び(B)膵島におけるβ細胞陽性を示す細胞の存在する領域。 

* : p < 0.05 vs. control. ☨: p < 0.05 vs. Wistar 
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C                                    D 

 

      

 

Fig. 5-14. インスリン免疫染色を行った膵組織像。 

A：Wistarラットの正常時 

B：Wistarラットの STZ投与時 

C：WTCラットの正常時 

D：WTCラットの STZ投与時 
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 糖尿病の原因遺伝子として KCNQ1 遺伝子が同定され、リスクアリルと糖尿

病の病態との詳細を明らかにするための予備実験として、自然発症性 KCNQ1

変異ラットであるWTC-deafness KYOTOラットのコントロール系であるWTC

ラットへの STZ 投与を行ったところ血糖値が上昇しない現象を発見した。さら

に、ヒトの膵島は STZに感受性が低いことから、STZに対して抵抗性を持つラ

ットの存在はヒトの膵島の機能の理解の手助けとなることで今後の糖尿病研究

の発展に繋がる可能性を持っている。そこで、本研究は、WTCラットにおける

STZ に対する反応を詳細に検討し、WTC ラットが STZ 抵抗性を示す機序およ

びWTCラットの生体機能の特徴を明らかにすることを目的とした。 

最初に、WTC ラットの STZ に対する感受性を詳細に検討すると共に、STZ

に対する抵抗性の機序の一端を明らかにするために、インスリン分泌機構と糖

代謝に関して検討した。WTC ラットはいずれの用量においても STZ による糖

尿病の誘発が妨げられた。その理由として、膵β細胞における ATP感受性 Kチ

ャネルをコードするKir6.2の欠損やGLUT2の発現低下が STZの膵β細胞への

取り込みを抑制することで STZ 抵抗性をもたらすことが考えられたため、

GLUT2 および Kir6.2 の遺伝子発現の検討を行った。その結果、どちらの遺伝

子の発現量も WTC ラットと Wistar ラットとで有意な差は認められず、WTC

ラットにおける STZ の取り込みは Wistar ラットと同様に行われていることが

考えられた。次に、膵臓以外での糖代謝や膵β細胞の保護およびインスリン受

容体の感受性増大に関与する GLP-1 に着目し、GLP-1 濃度および GLP-1R の

発現について検討した。その結果、STZの投与によりWistarラットの骨格筋に

おいて GLP-1R の発現が減少しており、WTC ラットにおいて、Wistar ラット

と比較して、より一層糖代謝能に差が現れることが推察された。これらのこと

から、WTCラットにおける STZ抵抗性に関して、膵β細胞の内部における STZ
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の細胞毒性に対する機能の関与が考えられた。 

STZ により生成される活性酸素の詳細は不明であるが、アロキサンによって

膵β細胞の破壊を導く活性酸素種として、スーパーオキシドアニオンから過酸

化水素を経て、ヒドロキシラジカルが生成され、それが膵β細胞を破壊するこ

とがすでに報告されている。アロキサンの投与によっても STZ と同様に WTC

ラットにおいて糖尿病が誘発されなかったことから、STZ による細胞傷害性に

も、この経路がストレプトゾトシンによる糖尿病誘発機序に関わると考えた。

そして、スーパーオキシドアニオンを過酸化水素に変換する SODの発現量を検

討したところWistarラットにおいて発現量が高い結果が得られた。また、過酸

化水素について、そこに重金属が存在すると過酸化水素と重金属が反応してヒ

ドロキシラジカルが生成される。この時にメタロチオネインが重金属を無毒化

することでヒドロキシラジカルの生成を抑制する機構がある。亜鉛は膵β細胞

に多く存在しており、メタロチオネインの作用は重要と考えられる。さらに、

糖代謝に重要な役割を果たす骨格筋や肝臓にも多く含まれていることからこれ

らの臓器においてもメタロチオネインの発現の検討を行ったところ、STZ の投

与前には WTC ラットと Wistar ラットの間に発現の差は認められなかったが、

STZの投与によりWistarラットにおいて肝臓および膵臓においてメタロチオネ

インの発現が減少していた。これらの結果から、WTCラットにおいてはヒドロ

キシラジカルの産生が特に行われにくいことが考えられた。しかしながら、WTC

ラットにおいてはスーパーオキシドアニオンが残存する傾向が強くなると推察

される。だが、スーパーオキシドアニオンの酸化力はヒドロキシラジカルの酸

化力と比較し、極めて弱いため、特にヒドロキシラジカルの生成が膵β細胞の

破壊には重要であると考えられ、WTCラットはこの特徴的な抗酸化機構が働く

ことで、STZ抵抗性を示すことが考えられた。 
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しかしながら、これまでに示されたことは、WTCラットにおいて、STZに対

して抵抗性を示すこととヒドロキシラジカルの産生が行われにくい特徴を持つ

ことの相関があるということであり、その特徴により STZ 抵抗性を示すという

決定的な根拠とはならない。そこで次に、活性酸素除去剤としてマンニトール

またはアスコルビン酸をWistarラットに投与することによって、活性酸素除去

能を高めた状態に置き、STZ の投与を行う処置をした。結果として、活性酸素

除去剤の前投与によって STZ の作用は抑制されたことから、WTC ラットにお

いて、抗酸化能が高いために、STZ 抵抗性が発現した可能性が考えられる。し

かしながら、マンニトールの投与においては STZ を投与しても、血糖値の上昇

が全く認められなかったが、アスコルビン酸の投与を行った群に関しては STZ

の投与により血糖値の有意な上昇が認められた。この違いは、マンニトールと

アスコルビン酸が除去する活性酸素の種類に起因するものと考えられる。マン

ニトールはヒドロキシラジカル特異的なスカベンジャーであるが、アスコルビ

ン酸は特にヒドロキシラジカルへの特異性はなく、活性酸素には広く全般的に

作用する。 

このことから、活性酸素を除去することで STZの作用を抑制することができ、

活性酸素の中でも特にヒドロキシラジカルの除去が STZ の作用の抑制に強く関

わっていることが明らかとなった。以上の事から、WTC ラットにおける STZ

抵抗性の発現の機序は、WTCラットにおける抗酸化能の高さに起因するもので

あると考えられた。 

また、WTCラットの生体機能に関してはほとんど検討されていないことから、

循環系と自律神経系機能に関して STZに対する影響も含め検討を加えた。また、

正常時におけるWTCラットの心拍数はWistarラットと比較して有意に少なか

った。その要因として、副交感神経系機能が優位な特徴を有することが関与し
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ているものと考えられた。また、STZ投与に対する影響として、Wistarラット

では心拍数、活動量が有意に低下し、明期に低く暗期に高いというげっ歯類の

特徴である日内変動も不明瞭になるのに対して、WTCラットではその影響が小

さく、STZに対しても抵抗性があることが認められた。マウスの STZ誘発性糖

尿病モデルにおいて心拍数の低下が、コリン作動性神経の節前線維もしくは神

経節における神経伝達物質の機能低下に起因すると報告されていることから、

副交感神経系機能が優位であるWTCラットの特性は、糖尿病合併症の一つであ

る自律神経障害の見地からも、糖尿病合併症の発症機構を詳細に検討する上で、

興味深いモデル動物となることが期待される。 

以上の結果から、WTCラットの STZに対する抵抗性は、SODの発現が少な

く、メタロチオネインの発現が安定していることにより酸化力がきわめて高い

ヒドロキシラジカルの産生抑制機構を有するためであること、加えて STZ によ

る細胞傷害性の活性酸素種としてヒドロキシラジカルの重要性を明らかにした。

STZ に対する抵抗性を同様に有するウサギやヒトにおける機序の詳細はいまだ

不明であるが、糖尿病発症の見地からヒトの膵島の機能を理解する上で抗酸化

機構を視点に加え研究を発展させることは、新たな予防法や治療法の開発にお

いても重要な役割を果たすことが考えられた。 
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