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・要旨  

Sodium Glucose Cotransporter 2（SGLT2）阻害薬は既存の経口血糖降下薬と異

なりインスリンを介さず、腎特異的に発現している SGLT2 による再吸収を阻害

し、尿中 glucose 排泄を促進することで血糖を改善させる。本研究では

Apolipoportein E（ApoE）欠損マウスに Streptozotocin（STZ）を投与することで

インスリン分泌低下型の 2型糖尿病を誘導した糖尿病合併動脈硬化モデルマウ

スを用いて、SGLT2 阻害薬の耐糖能改善・抗動脈硬化作用を検討した。本実験

において SGLT2 阻害薬投与による体重・脂質パラメーターの変動は認めず、長

期における血糖改善の結果、抗動脈硬化作用を呈する可能性が示唆された。 
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・序文 

１．本邦の 2型糖尿病の現状 

 本邦の糖尿病患者は年々増加を認めており、厚生労働省によって行われた平

成 24年の国民健康・栄養調査による（1）と、「糖尿病が強く疑われる者」（HbA1c

の測定値がある者のうち、HbA1c （NGSP）値が 6.5％以上、または現在治療を

受けている）は 950 万人、「糖尿病の可能性が否定できない者」（HbA1c の測定

値がある者のうち、HbA1cが 6.0％以上 6.5％未満で、「糖尿病が強く疑われる者」

以外）は 1100万人と、両者を合わせ 2050 万人にのぼると推定されている（図 1）。

「糖尿病が強く疑われる者」は平成 9年以降増加の一途をたどり、「糖尿病の可

能性が否定できない者」は平成 19年の 1320万人を最高として減少したものの、

その数は依然として多く、糖尿病およびその合併症の管理は本邦の医療におい

て重要な課題と考えられている。 
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図 1 平成 24年国民健康・栄養調査 
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 糖尿病はインスリン作用の不足により生じる慢性の高血糖状態を主徴とする

代謝疾患群である。インスリン作用の不足は膵 β 細胞からのインスリン分泌の

低下・欠乏およびインスリンの標的臓器（筋肉・肝・脂肪）におけるインスリ

ン抵抗性の増大の両者が相まって引き起こされ（図 2）、近年の 2 型糖尿病患者

の増加は、過食（特に高脂肪食）・運動不足の結果引き起こされる肥満に伴うイ

ンスリン抵抗性の増大が原因と考えられている。 

  

 

図 2 2型糖尿病の発症メカニズム 
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2. 血糖コントロールと慢性合併症 

 糖尿病でみられる慢性合併症の多くは血管病変によって引き起こされ、小動

静脈・毛細血管に障害が生じる細小血管症と中大動脈に生じる大血管症に分類

される。細小血管症は高血糖が発症要因であり糖尿病に特異性が高い合併症で

あるが、大血管症は高血糖だけでなく高血圧・脂質異常症などもあいまった結

果の動脈硬化性病変を背景とする合併症である。 

血糖コントロールと合併症の関連については種々の大規模臨床試験が行われ

ている。1型糖尿病患者を対象とした DCCT（Diabetes control and complication trial）

においてインスリン強化療法群（1日 3回以上のインスリン注射またはインスリ

ン持続皮下注）は従来療法群（1日 2回以下のインスリン注射）と比較して細小

血管症（神経障害、網膜症、腎症）の発症・進展を抑制した（2）。また DCCT

試験終了後の経過を追跡した EDIC（Epidemiology of Diabetes Interventions and 

Complications）においては、介入終了により両群間の HbA1c の差はなくなった

ものの、DCCT 強化療法群で細小血管症の発症・進展の抑制に加え、大血管症お

よび死亡率の低下を認めた（3,4,5）。また新規 2 型糖尿病患者を対象とした

UKPDS（United Kingdom Prospective Diabetes Study）では強化療法群は従来療法

群と比較して試験終了時の 10年では細小血管症の発症が抑制されたが大血管症

および死亡率に差は認めなかった（6,7）。しかし、終了後 10 年の経過において
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介入終了により両群間の HbA1c の有意差は認めなくなったものの、強化療法群

ではやはり大血管症および死亡率の低下を認めた（8）。これら DCCT/EDIC およ

び UKPDS の長期における大血管症・死亡率への影響はそれぞれ「Metabolic 

Memory」「Legacy effect」と呼ばれ、糖尿病では発症早期からの厳格な血糖コン

トロールが、大血管症・死亡率を低下させるために重要であると考えられるよ

うになった。 

一方、罹病期間が長く血管合併症のリスクが高い患者を対象に、より生理的

な血糖値に近づけることを目標とした大規模臨床試験である ACCORD（Action 

to Control Cardiovascular Risk in Diabetes）、ADVANCE（Action in Diabetes and 

Vascular Disease Preterax and Diamicron Modified Release Controlled Evaluation）、

VADT（Veterans Affairs Diabetes Trial）が行われた（9,10,11）が、いずれも厳格

なコントロール行ったにも関わらず観察期間中には大血管症を抑制することは

できず、むしろ重症低血糖や体重増加が目立ち、ACCORD は死亡率が有意に増

加したため 3.5年で試験が中止となった。 

2003 年に発表された Steno-2 Studyは微量アルブミン尿を伴う 2型糖尿病患者

を対象に、平均 7.8年間血糖だけでなく血圧・脂質も管理することで強化療法群

は従来療法群に比べ細小血管症が約 50%に抑制され、さらに心血管イベントも

53%抑制された（12）。また、その後平均 5.5 年間の追跡調査を行い合計 13.3 年
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間の総死亡率の検討を行った結果、介入終了により両群のリスクファクター

（HbA1c、脂質、血圧）の差は縮まったものの、強化療法群は従来療法群に比べ

総死亡率・心血管死が有意に抑制されていた（13）。 

これらの結果から大血管症の抑制には、早期からの厳格な血糖コントロール、

低血糖・肥満・高インスリン血症を起こしにくい治療、血圧・脂質の管理も並

行して行うことが重要であると考えられるようになった。 

 

3. 経口血糖降下薬の歴史 

 経口血糖降下薬は 1950 年代にスルホニル尿素薬が開発され、次に 1960 年代

にビグアナイド薬（乳酸アシドーシスの副作用のため 1978年に使用禁止、1995

年に再承認）が開発されて以来、長期にわたって新規薬剤の開発がなく、1990

年代になり漸く α-グルコシダーゼ阻害薬、チアゾリジン薬、速効性インスリン

分泌促進薬が使用されるようになったが、これらの経口血糖降下薬やインスリ

ン製剤は肥満や高インスリン血症を助長してしまうデメリットも存在していた。

2009 年になり Dipeptidyl Peptidase-4 （DPP-4）阻害薬・Glucagon-like peptide-1 

（GLP-1）作動薬といったインクレチン関連薬が本邦で承認され、低血糖を起こ

しにくく、肥満も助長しにくいといった特徴から経口血糖降下薬の中心へとシ

フトしていった（14）。 
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さらなる新規薬剤として SGLT2 阻害薬が 2012年に欧州、2013年に FDA、2014

年に本邦で承認された。SGLT2阻害薬は腎臓での再吸収を阻害し、尿中に glucose

を排出するといったように本来の生理作用とは逆の作用で血糖を改善させてお

り、これは従来の経口血糖降下薬のように、糖尿病により障害されたインスリ

ン分泌低下もしくはインスリン抵抗性増大といった生理作用を改善させる性質

とは一線を画す機序であった。 

 

4．SGLT とは 

 SGLT は溶質のトランスポーターとして働く SLC（solute career）gene family

の Slc5a familyに属しており、SGLT 1～6のアイソフォームが知られており、1987

年に Hidger らにより SGLT1 が、1994 年に Kanai らにより SGLT2 がクローニン

グされた（15,16）。 

 SGLT1,2 共に近位尿細管に発現し Na と glucose の共輸送を行うことで尿糖の

再吸収を行っている。SGLT2 は近位尿細管の S1分画に発現し、Na と glucose を

1:1 で共輸送し、glucose に対し低親和性であるが高い輸送能を持ち、原尿中の

glucose の 90%を再吸収している。一方、SGLT1 は S1分画より遠位である S2・

S3分画に発現し、Na と glucose を 1:2 で共輸送し、輸送能は低いが glucose に対

し高親和性であり、原尿中の残った 10%の glucoseの再吸収を担っている（図 3,4）。
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また、その機序は明らかになっていないが 2 型糖尿病患者では近位尿細管での

SGLT2 発現量が増加し、尿中 glucose の再吸収を亢進することで糖尿病の病態悪

化を引き起こしていることが報告されている（17）。 

 SGLT1 は腎のほかに小腸にも多く発現し、glucose に加え galactose も基質とし

ており、遺伝子変異により glucose・galactose の吸収不全による重度の下痢を認

め、成長障害をはじめとした重篤な病態に陥るが（18）、SGLT2 は腎特異的に発

現し glucose のみを基質とし、遺伝子変異は家族性腎性尿糖の原因となるものの

（19）、生命予後に影響がないと報告されていたため、SGLT2 を選択的に阻害す

る SGLT2 阻害薬が開発されることとなった。 

 

近位尿細管 

近位尿細管 

S1分画 

S2/3分画 
90%再吸収 集合管 

10%再吸収 

図 3 SGLT 1,2の局在（文献 20より一部改変） 
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図 4 SGLT の共輸送の模式図（文献 21 より一部改訂） 

 

5．SGLT2 阻害薬 

 SGLT 阻害薬開発の発端となるフロリジンは 1835 年にリンゴの樹皮から単離

された。1886年に Von Meringらがフロリジン投与により尿糖が出現することを

発見し（22）、1970年代になってフロリジンは Na Glucose co-transporter を阻害す

ることで尿糖の再吸収を抑制することが判明した（23）。一方フロリジンは

SGLT1,2 選択性を持たずに両者を阻害する点、代謝産物であるフロレチンが

GLUT を非選択的に阻害してしまう点、経口摂取では活性を失う点などの短所か

ら実用性は乏しいとされ、その誘導体から SGLT2 阻害薬が開発され（24）、現在

タイト 

ジャンクション 

タイト 

ジャンクション 

基底膜 

間質 

頂端膜 

尿細管腔 
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Canagliflozin, Dapagliflozin, Ipragliflozin, Tofogliflozin, Empagliflozin, Luseogliflozin

の 6剤が存在し、それぞれ SGLT2 との選択性は図 4 の通りとなっている（25）。 

 

 

図 4 SGLT2 阻害薬の SGLT1-6, SMIT1 に対する SGLT2 親和性の比較 

                         文献 25より一部改訂 

 

 SGLT2 阻害薬を用いた動物実験の報告は数多く存在し、耐糖能を改善させる

こと（26,27,28,29）に加え、Tofogliflozin を用いた実験では肥満・耐糖能の改善

に加え、インスリン抵抗性の改善、インスリン値の低下、肝臓での糖新生の亢

進させること（30）が報告されている。 

ヒトにおいても第Ⅲ相臨床試験の結果が報告されており、Dapagliflozin では

Metformin 1500mg/day以上投与されている患者を対象とし placebo, Dapagliflozin 

2.5, 5, 10mg 追加投与の 4 群に分けて 24 週経過を追った無作為抽出二重盲検

placebo 対象試験が行われ（31）、Dapagliflozin 群において低血糖が増加すること

IC50

hSGLT2 hSGLT1 hSGLT3 hSGLT4 hSGLT5 hSGLT6 hSMIT1

nM
Tofogliflozin 2.9±0.7 2900 19000 1500 540 6200 28000
Dapagliflozin 1.3±0.2 610 190000 3000 210 1300 22000
Canagliflozin 6.7±2.9 290 52000 2800 180 200 5600
Ipragliflozin 2.8±0.5 860 7700 4500 87 3500 21000

Empagliflozin 3.6±1.6 1100 62000 2200 110 1100 8300
Luseogliflozin 3.1±0.1 1600 8100 9800 280 220 7800

Phlorizin 16.4±5.2 11 1300 490 36 1000 25000

SGLT2 選択性
阻害薬
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なく HbA1c・空腹時血糖の改善を認め、体重に関しても有意に低下していた。

インスリンとの併用に関してはインスリン 1日 30単位以上使用している患者を

対象とし、placebo, Dapagliflozin 2.5, 5, 10mg追加投与の 4群に分けて 24週経過

を追った無作為抽出二重盲検 placebo 対象試験の結果が報告され（32）、

Dapagliflozin 群において HbA1c の有意な低下を認め、placebo 群で体重・インス

リン使用量が増加していたのに対し、Dapagliflozin 群ではいずれも減少していた

が、低血糖の頻度も増加する結果となっていた。また placebo と Dapagliflozin 

10mg を 24 週投与し、DEXA/MRI を用いて体脂肪量を評価した試験では、

Dapagliflozin 群において内臓脂肪量・皮下脂肪量共に有意に減少を認めていた

（33）。 

 CanagliflozinではMetformin単剤治療の 2型糖尿病患者を対象に行った無作為

抽出二重盲検 placebo 対象試験の結果が 2012年に報告されており（34）、対象患

者を placebo, Canagliflozin 50, 100, 200, 300mg 1日 1回投与, Canagliflozin 300mg 1

日 2回投与, Sitagliptin 100mg投与に振り分けて 12週経過した時点で評価した結

果、Canagliflozin 群は placebo 群と比較し有意に HbA1c を低下し、かつ Sitagliptin

群と同等もしくはそれ以上に低下した。空腹時血糖に関しても Canagliflozin 群

は placebo 群と比較し有意に低下し、また体重に関しては placebo 群・Sitagliptin

群いずれと比較しても有意に低下しており、低血糖に関しては全般的に出現が
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少なく、明らかな増加を認めなかった。 

 また Tofogliflozin に関しても食事・運動療法のみ、もしくは Metformin 単剤治

療の 2型糖尿病患者を対象に行った無作為抽出二重盲検 placebo対象試験の結果

が 2015 年に報告されており（35）、placebo, Tofogliflozin 2.5, 5, 10, 20, 40mg 投与

の 6 群に振り分けて 12 週経過した時点で評価した結果、Tofogliflozin の用量依

存性に空腹時血糖・体重の低下を認め、耐糖能の改善および血圧の低下も認め

た。また、Tofogliflozin 群でケトン体はわずかに上昇していたが、ケトン体比率

に異常はなく、有害事象は両群でほぼ同程度で、重篤なものは認めなかった。 

 これらのようにヒト臨床試験の結果からは SGLT2 阻害薬は単剤ないしはイン

スリン抵抗性改善薬との併用では低血糖を起こしにくく、HbA1c 改善に加え、

体重増加抑制効果をもつことが示され、また動物実験では血糖・肥満の改善に

加え、インスリン抵抗性の改善やインスリン値の低下も認めていることから、

SGLT2 阻害薬は大血管症の抑制に期待できると考えられた。 

そこで本実験は SGLT2 阻害薬の Tofoglifolozin を用い、抗動脈硬化作用の有無

およびそのメカニズムについて動脈硬化モデルマウスを用いて解明することを

目的とした。 
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・方法 

1. 動物 

 野生型マウスである C57BL/6J マウスは日本クレアから、ApoE 欠損マウス

（C57BL/6J background）は Taconic 社からそれぞれ購入した。餌は通常食（CE-2：

水分  8.83%, 粗タンパク質  25.13%, 粗脂肪  4.92%, 粗線維  4.42%, 粗灰分 

6.86%, 可溶性無窒素物 49.84%, 100g あたりのエネルギー 344.3kcal）を日本ク

レアから購入した。マウスは 12 時間毎の明暗期の下、1 ケージに 3 匹ずつで群

飼育し、動物飼育、すべての実験手法は東京大学動物実験実施規則および東京

大学動物実験実施マニュアルに従って行った。動物実験計画書の受付番号は医

13-P-31 となっている。 

 

2. STZ投与 

 2型糖尿病を誘発するために対象となるマウスに STZ（Sigma）投与を行った。

くえん酸三ナトリウム二水和物（和光純薬工業）を 29.4mg/ml の濃度になるよう

に超純水で溶解後 pH 4.5 になるように滴定し、クエン酸ナトリウム緩衝液を作

成した。STZ の投与 4 時間前より絶食を開始した。STZ は投与直前に 5.0mg/ml

になるようクエン酸ナトリウム緩衝液で溶解した。任意の量の STZ 溶解液を腹

腔内に投与し、投与後 3時間で絶食を解除した。 
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3. 糖尿病判定 

 STZ 初回投与日を day1 とし、day12 以降にグルテストミント（三和化学）を

用いて随時血糖を測定し、250mg/dL が維持される個体を糖尿病個体とした。そ

の中で体重減少、尿ケトン強陽性をきたす個体を 1 型糖尿病、そうでない個体

を 2型糖尿病と分類した。 

 

4. Tofogliflozin 投与 

 混餌投与実験ではコントロールとしてエタノール溶媒混和したものと、

Tofogliflozin 0.005%になるように餌に混和したものを通常食で作成し混餌投与

を行った。 

 

5. 経口糖負荷試験 

 経口糖負荷試験は、前日から 16時間の絶食を行い、D(+) glucose 3gを生理食

塩水（大塚）20ml に溶解し、マウス体重 1g あたり 10μl になるようにゾンデを

用いて経口投与を行った。この結果 1.5g/kg のブドウ糖を負荷した計算となる。

経口投与前、投与後 15 分、30分、60 分、120分の時点でヘパリンコートピペッ

ト（Drummond）を用いて全血採血を行い、各々の血糖値をグルテストミントを

用いて測定し、投与前、投与後 15分、30分に採取したサンプルについては 4℃
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8000回転 10分間の遠心後に血清を回収し、インスリン値の測定に用いた。また、

投与前の血清は中性脂肪値、総コレステロール値、遊離脂肪酸値の測定にも用

いた。 

 

6. 摂餌量・飲水量測定 

 群飼育であるため、餌・水の補充の際に補充前後の重量をそれぞれ計量する

ことで、ケージ単位での 1 週間の摂餌量・飲水量を求め、その結果を個体数・

日数で割ることで 1個体あたりの日ごとの平均摂餌量・飲水量を算出した。 

 

7. インスリン値、中性脂肪値、総コレステロール値、遊離脂肪酸値の測定 

 前日から 16時間の絶食下で採血を行い、血清インスリン値は超高感度インス

リン測定キット（森永）、中性脂肪値はトリグリセライド E-テストワコー（和光

純薬工業）、総コレステロール値はコレステロール E-テストワコー（和光純薬

工業）、遊離脂肪酸値は NEFA C-テストワコー（和光純薬工業）を用いて測定を

行った。 

 

8. 大動脈矢状断染色 

70%エタノールにスダンⅣ（和光純薬工業） 粉末 2g を入れ 60℃で一晩置き
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十分な飽和溶液を作り、その後室温で冷却し濾過した。また PHOSPHATE 

BUFFERED SALTS（TAKARA） 1錠を超純水 100ml で溶解し PBSを作製した。

マウスにペントバルビタールナトリウムを腹腔内投与し麻酔をかけ、開腹開胸

し、右心房をはさみで切って放血した。左心室から PBS 10ml をゆっくり注入し、

（その後 4%パラホルムアルデヒドりん酸緩衝液（和光純薬工業）10ml を同様に

ゆっくり注入し）灌流した。腹腔内、胸腔内の臓器を除き、心臓の直前から腸

骨動脈分岐直下までの大動脈を採取した。大動脈の周りの脂肪などを十分にト

リミングした後、矢状切開し、前述のスダンⅣ飽和溶液に一晩つけた。その後

スライドガラスに張り付け撮影し、winroof（三谷商事）を用いて大動脈全面積

に対する plaque 面積比を測定した。 

 

9. 心臓弁輪部染色 

マウスにペントバルビタールナトリウムを腹腔内投与し麻酔をかけ、開腹開

胸し、右心房をはさみで切って放血した。左心室から PBS 5ml をゆっくり注入

し、その後 4%パラホルムアルデヒドりん酸緩衝液（和光純薬工業） 5ml を同様

にゆっくり注入し灌流した。心臓を摘出し、4%パラホルムアルデヒドりん酸緩

衝液につけ、奈良病理研究所にて大動脈弁輪部の Oil Red O 染色および抗

Monocyte + Macropharge（MOMA-2）抗体免疫染色（ABCAM, ab33451）を依頼



 

19 

 

した。スライドガラスを撮影し、winroof を用いて大動脈全面積に対する陽性領

域面積比を測定した。 

 

10. 大動脈 RNA抽出 

マウスにペントバルビタールナトリウムを腹腔内投与し麻酔をかけ、開腹開

胸し、右心房をはさみで切って放血した。左心室から PBS 5ml をゆっくり注入

し、その後 RNA later（QIAGEN） 5ml を同様にゆっくり注入し、灌流した。腹

腔内、胸腔内の臓器を除き、大動脈の上に RNA later を 0.5~1ml ほどかけ、大動

脈のまわりの脂肪などをトリミングし、心臓の直前から横隔膜までの大動脈を

採取し、0.5cm ずつカットし RNA later に浸した状態で、4℃で保存した。保存し

た大動脈を TRIzol（Life technologies Corporation） 1ml とともに、TOMY Micro 

Smash MS-100（トミー精工）を用いてホモジェナイズを行った。十分に組織が

ホモジェナイズされたことを確認した後、クロロホルム 200μl を加え、15 秒間

激しく転倒混和し、12000g15 分間の遠心を行い、上層を回収した。等量の 70%

エタノールを加えて、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて RNAを精製した。 

 

11. RNA量測定と cDNA合成 

 前述の精製した RNAを NanoDrop 1000（Thermo Fisher Scientific）を使用して、
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RNA 量を測定した。サンプルの RNA 含量が同量としオリゴ dT プライマーと

MultiScrive Reverse Transcriptase（Applied Biosystem）を用いて cDNAを合成した。 

 

12. 定量的 RT-PCR 

 前述の合成された cDNAを ABI prism 7000R（Applied Biosystem）を用いて定

量的 RT-PCR を行った。β-アクチン、ICAM1、VCAM1、MCP-1、CD68、Nox2、

fibronectin, CHOPの TaqMan Probe は Applied Biosystem から購入した。すべての

mRNA 発現量は内因性コントロールとして、β-アクチンを用いて補正した。使

用した Probe は以下の通りである。 

 

Taqman probe 

β-アクチン Mm01205647_g1 

ICAM1 Mm00516024_g1 

VCAM1 Mm00449197_m1 

MCP-1 Mm00441242_m1 

CD68 Mm00839636_g1 

Nox2 Mm01287743_m1 

Fibronectin Mm01256744_m1 
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13. 統計学的解析 

結果は平均±標準誤差で表記した。2 群間の有意差の有無に対する統計学的解

析にはスチューデントの t 検定を用いて解析した。また、p 値<0.05（*と表記）

を統計学的に有意と扱い、p値<0.01 を**と表記した。 
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・結果 

1. 糖尿病合併動脈硬化モデルマウスの樹立 

 C57BL/6J マウスは動脈内の粥腫形成をきたしにくく大血管障害の組織学的評

価には不適当であり、本実験では動脈硬化をきたしやすいマウスとして知られ

ている ApoE 欠損マウスと LDL受容体欠損マウスのうち、ApoE 欠損マウスを選

択した。また ApoE 欠損マウスは STZ を腹腔内に投与することで β 細胞の

apoptosis が誘導されインスリン分泌低下型の糖尿病を発症し、高血糖により動

脈硬化が促進されることが報告されており（36）、かつ SGLT2 阻害薬の血糖降下

作用による抗動脈硬化作用を比較しやすいと考えられた。一方、STZ は高用量

では生存にインスリン投与が必須となる 1 型糖尿病を発症してしまうため、ま

ずはSTZによる 2型糖尿病導入プロトコルの確立する目的の予備検討を行った。 

ApoE 欠損マウスのバックグラウンドである C57BL/6J マウス（8-11 週齢）を

STZ 150mg/kg 2 回投与（day 1,5）、150mg/kg 1 回投与（day 1）、75mg/kg 2 回投与

（day 1,5）、100mg/kg 2 回投与（day 1,5）の 4群に分け、糖尿病導入率、1型糖

尿病の発症の有無、STZ投与後 10週経過時の死亡個体数を比較したところ、STZ

は用量および投与回数依存性に糖尿病導入率・1型糖尿病の発症率を増加させた

ものの（図 5）、100mg/kg 2 回投与群は 1型糖尿病の発症がなく、生存率・糖尿

病導入率も良好であり、以後の STZ投与プロトコルは 100mg/kg 2回投与とした。 
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図 5 プロトコル別、糖尿病導入率・体重・随時血糖・死亡個体数  

day 1

体重[g] 体重[g] 血糖[mg/dL]

24/24 20.43 18.89 518.95

100% ±0.56 ±0.54 ±24.46

5/5 23.10 20.50 584.50

100% ±1.62 ±1.72 ±77.33

13/13 21.24 21.48 454.08

100% ±0.22 ±0.30 ±24.86

4/8 23.43 23.68 409.75

50% ±1.18 ±0.97 ±51.32
0

0

3

13

5
150mg/kg
 1回投与

100mg/kg
2回投与

13

8
75mg/kg
2回投与

day 18-20
個体数

10週経過後
死亡個体数

糖尿病
導入率

150mg/kg
2回投与

24
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2. 代謝パラメーターの評価（Tofogliflozin 11 週間通常食混餌投与） 

 Tofogliflozin による抗動脈硬化作用を評価するために、10-11週齢の ApoE 欠損

マウス雄にSTZ投与を行い、体重・随時血糖の経過が均等になるよう 2群（Control

群/Tofogliflozin 群）に割り振った。9 週間の経過観察において 2型糖尿病の持続

を確認した後、Control の通常食、または Tofogliflozin 0.005%含有した通常食を

11週間混餌投与した（図 6）。 

 

図 6  Tofogliflozin 11 週間通常食混餌投与実験プロトコル 

 

 STZ投与からTofogliflozin投与開始までは両群の体重・随時血糖に差は認めず、

Tofogliflozin 投与後（1-9週）、体重に関しては両群に差を認めないまま経過した

が、随時血糖値は Control 群と比して Tofogliflozin 群で有意に低下し 200mg/dL

程度の差が維持されていた（Control n=20, Tofogliflozin n=17）（図 7）。また尿糖

排泄亢進への代償性の変化のためか、Tofogliflozin 群において摂餌量は上昇傾向

にあり、飲水量は有意に上昇していた（Control n=5, Tofogliflozin n=8）（図 8）。 
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図 7  体重経過（上）と随時血糖経過（下） 

 

 

 

 

図 8 Tofogliflozin 投与開始後、摂餌量（左）と飲水量（右）経過 
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 10 週経過時の経口糖負荷試験では Control 群と比べ、Tofogliflozin 群で有意に

耐糖能の改善を認めたが（Control n=8, Tofogliflozin n=8）（図 9）、0,15,30 分時の

血清インスリン値は両群共に検出感度未満であった。また他の個体も含め 16時

間絶食時の血清を用いて中性脂肪値、総コレステロール値、遊離脂肪酸値を測

定したが両群間に差を認めなかった（図 10）（Control n=11, Tofogliflozin n=11）。 

 

図 9 経口血糖負荷試験（Control n=8, Tofogliflozin n=8） 

     

 

 

 

  

図 10 左：中性脂肪 中：総コレステロール 右：遊離脂肪酸 
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3. 大動脈矢状断の組織学的評価（Tofogliflozin 11 週間通常食混餌投与） 

 Tofogliflozin 投与 11 週経過後に解剖し、大動脈矢状断面積に対するスダンⅣ

陽性を呈する plaque の付着率を求めた結果、大動脈全体では Control 群

（0.2596±0.0123）に対し、Tofogliflozin 群（0.2086±0.0084）で 有意（p < 0.01）

に抑制され Tofogliflozin の抗動脈硬化作用を認めたが、動脈硬化の著しい弓部に

限定して場合は両群間に差を認めなかった（Control 0.4625±0.0259、Tofogliflozin 

0.4786±0.0304）（図 11,12）（Control n=11, Tofogliflozin n=11）。 

 

図 11 大動脈スダンⅣ染色（上：Control群（n= 11） 下：Tofogliflozin群（n=11）） 
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図 12-1 plaque 付着率（大動脈全体） 

 

 

図 12-2 plaque 付着率（大動脈弓部のみ） 
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4. 大動脈矢状断・冠状断の組織学的評価（Tofogliflozin 9 週間通常食混餌投与） 

 Tofogliflozin 11 週間投与実験において大動脈弓部は動脈硬化が著しく両群間

で差を認めなかったため、投与期間を 9週に短縮し組織学的評価を行った。 

体重・随時血糖は 11 週間投与実験と同様の傾向を認め（図 14）、大動脈矢状

断における plaque付着率も同様にControl群（0.2266±0.0171）に対し Tofogliflozin

群（0.1669±0.0105）で有意（p<0.01）に抑制され、Tofogliflozin の抗動脈硬化作

用は再現性をもって確認された（図 15,16）（Contorol n=12, Tofogliflozin n=14）。 

 

 

図 13  Tofogliflozin 9週間通常食混餌投与実験プロトコル 

 

図 14  Tofogliflozin 投与後、体重（左）随時血糖（右）経過 
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図 15 大動脈スダンⅣ染色（上：Control 群（n= 12） 下：Tofogliflozin 群（n=14）） 

 

 

図 16 大動脈全体に対する plaque 付着率 
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また本実験では同対象に矢状断のスダンⅣ染色に加え、大動脈弁輪部冠状断

での Oil Red O 染色と抗MOMA-2抗体免疫染色による組織学的評価も行ったが

（冠状断面積に対する陽性を呈する領域の比率）、両群間で統計学的有意差を認

めず（Oil red O（Control 0.3116±0.0122, Tofogliflozin 0.3148±0.0124, p = 0.853）、

抗MOMA2 抗体免疫染色（Control 0.2934±0.0126, Tofogliflozin 0.2596±0.0127, p 

= 0.072）、解剖のタイムコースや例数の再検討が必要と考えられた（図 17-20）。 

  

図 17 Oil Red O染色      図 18 陽性領域面積比 

  左 Control 群（n=12）  右 Tofogliflozin 群（n=14） 

   

図 19 抗MOMA2 抗体免疫染色     図 20 陽性領域面積比 
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5. 大動脈 mRNA発現解析（Tofogliflozin 6 週間通常食混餌投与） 

 Tofogliflozin 投与による抗動脈硬化作用のメカニズムを検討するため、高血糖

が動脈硬化に影響を及ぼす際に介しているとされる血管内皮障害（接着分子

（ICAM-1・VCAM-1）、単球遊走因子（MCP-1））、マクロファージ（CD68）、炎

症性サイトカイン（IL-6）、酸化ストレス（NOX2）（37）や線維化（fibronectin）

に関する遺伝子の大動脈全体における発現を評価した。 

前述の実験と同様のプロトコルで糖尿病の導入および実験飼料投与を開始し、

動脈硬化の形成過程における mRNA発現を検討することを考慮し、Tofogliflozin

投与期間を 6週に短縮し解剖を行った（図 21）（Control n=7, Tofogliflozin n=7）。 

Tofogliflozin 投与期間中の体重・随時血糖は前述の実験と同様の傾向にあった

が（図 22）、mRNAの発現量に関しては両群間において、統計学的に明らかな有

意差を認めず（Control n=7, Tofogliflozin n=7）（図 23）、Tofogliflozin の抗動脈硬

化作用のメカニズムは本実験では明らかにできなかった。 

 

図 21 Tofogliflozin 6週間通常食混餌投与実験プロトコル 
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図 22 Tofogliflozin 投与後、体重（左）随時血糖（右）経過 

 

 

 

図 23-1 Tofogliflozin 投与 6週後 大動脈 mRNA発現（βアクチンで補正） 
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図 23-2 Tofogliflozin 投与 6週後 大動脈 mRNA発現（βアクチンで補正） 
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・考察 

 本研究では SGLT2 阻害薬である Tofogliflozin の抗動脈硬化作用を、通常食飼

育下にて糖尿病合併動脈硬化モデルマウスを用いて検討した。 

 マウスおよびヒトにおいて SGLT2 は腎特異的に発現し、血管内皮に発現がな

いことが知られている（38,39）。したがって今回得られた抗動脈硬化作用に関し

ては SGLT2 阻害薬の動脈に対しての直接的な作用ではなく、何らかのパラメー

ター変動に伴う間接的な作用による影響である可能性が考えられる。 

その候補となる大血管障害のリスクファクターとしては UKPDS、Steno-2 

Studyといった 2型糖尿病患者を対象とした大規模臨床試験の結果からも高血糖、

脂質異常、高血圧、肥満、高インスリン血症などが挙げられ、高血糖による酸

化ストレスや炎症性サイトカインの上昇で血管内皮が障害された結果、接着因

子（ICAM-1、VCAM-1）およびケモカイン（MCP-1）の活性が亢進し、血管壁

へのマクロファージの浸潤が促進されることで進行することが報告されている

（37,40,41）。 

本研究に使用した 2 型糖尿病合併 ApoE 欠損マウスは、インスリン分泌低下型

で Control 群・Tofogliflozin 群いずれもインスリン値は検出感度未満であり、ま

た非肥満でかつ両群の体重に差を認めず、さらに脂質パラメーターに差がない

ことから、血糖の変動による抗動脈硬化作用を見易いモデルと考えられた。 
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実際の血糖プロファイルとしては経口血糖負荷試験では Control 群・

Tofogliflozin群いずれも著明な高血糖をきたしてから漸減するパターンであった

ものの Tofogliflozin 群の方が試験開始後 30 分以降有意に血糖は低く、また自由

摂食下でも両群とも慢性的な高血糖を呈していたが、Tofogliflozin 群は Control

群と比較して随時血糖が約 200mg/dL程度低く維持されており、また動脈硬化の

進展に関しては Tofogliflozin 9,11週間通常食混餌投与実験の両方で Control群と

比してTofogliflozin群において大動脈全体におけるplaque付着率が有意に抑制さ

れていたことから、SGLT2 阻害薬には高血糖の是正および抗動脈硬化作用があ

ると考えられた。 

一方、Tofogliflozin 6 週間通常食混餌投与実験では高血糖が動脈硬化に影響を

及ぼす際に介しているとされる遺伝子の mRNAはいずれも上昇を認めておらず、

現段階で Tofogliflozin の血糖改善を介した抗動脈硬化作用の分子メカニズムは

不明となっている。これに関しては 

① 高血糖やその改善に伴う遺伝子変化のタイムコースが非常に早期である、

あるいは一律に動いていなかった。 

② 高血糖以外の、血圧の変化など他の要因が動脈硬化に寄与した。 

③ 動脈内の plaque の付着が著しく、内皮のみ採取することが困難であり 

動脈全体を採取して mRNAの発現を定量したため、内皮における mRNA 
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の変化の差が見えにくくなった。 

④ Tofogliflozin 群は Control 群と比して血糖値は改善しているものの、正常

化はしていないため有意差が出るほどの mRNAの差を認めなかった。 

といった可能性が挙げられる。 

今後の展望として、まず①に関しては引き続き ApoE 欠損マウスを用いて糖尿

病導入早期を含め、治療開始後様々なタイムコースでの mRNAの変化を検討し

つつ、Tofogliflozin 投与により有意な改善あるいは改善傾向を認める実験条件を

模索し、さらには今後 micro arrayを行い網羅的な遺伝子解析を行うことも考慮

する。また②に関しても、①と同時に今後の実験において血圧測定を行い検討

していくが、既報において C57BL/6J マウスに Tofogliflozin 投与した場合、有意

に体重の低下を認めたものの血圧は低下傾向にとどまっており（30）、本実験で

は ApoE 欠損マウスの体重が増えにくい表現型（42）か、あるいは糖尿病を導入

した影響か原因は現時点で定かではないが両群間に体重に差を認めていないこ

とからも、体液量の差も大きくなく血圧に大きな差は生じにくいのではないか

と伺われる。 

 本実験においてはインスリン分泌を低下させた上で血糖の変動に着目し抗動

脈硬化を検討したが、非糖尿病合併モデルの ApoE欠損マウスに 1日 2回 glucose

負荷を行うことで食後高血糖を模し、未治療群と SGLT2 阻害薬による治療群を
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比較した結果、2 群間において glucose 負荷による血糖プロファイルに差は認め

なかったものの、glucose 負荷後早期のインスリン分泌が SGLT2 阻害薬治療群で

低下し、動脈硬化も抑制されたという表現型の報告もあり（41）、メカニズムは

不明なものの、SGLT2 阻害薬には血糖だけでなくインスリンを介した抗動脈硬

化作用も併存している可能性が考えられ、今後は肥満モデルなどを用いて

SGLT2 阻害薬投与によるインスリン値の変動、ないしは血管内皮におけるイン

スリン抵抗性の改善を認め、かつ抗動脈硬化作用を示すかどうかの解析を行う

ことも重要と考えられる。 
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・結論 

本研究では 

・ 2型糖尿病モデルマウス作成のための STZ投与プロトコルを確立した 

・ 糖尿病合併動脈硬化モデルマウスに Tofogliflozin を長期（9,11週）投与する

ことで、体重・脂質には変化をもたらさなかったが、再現性をもって血糖コ

ントロールの改善と動脈硬化の抑制を認めた 

以上より、SGLT2 阻害薬は血糖変動を介した抗動脈硬化作用がもつと考えられ

たが、現時点ではそのメカニズムは明らかではなく、今後の検討が必要である。 
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