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略語一覧 

 

DEXA：Dual energy x-ray absorptiometry 

DIO：diet induced obesity 

HFD：high fat diet 

HSL：hormone-sensitive lipase 

HVx：hepatic vagotomy 

PKA：protein kinase A 

SEM：standard error of the mean 

SGLT2：sodium-glucose cotransporter 2 

TC：total cholesterol 

TG：triglyceride 

TOFO：tofogliflozin 

UGE：urinary glucose excretion 
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目的 

2 型糖尿病は、インスリン抵抗性およびインスリン欠乏による高血糖を特徴とする慢性的な

代謝疾患である(1)。近年、2 型糖尿病の患者が劇的に増加しており、世界中では 3 億 8,000

万人以上が罹患していると報告されている(2)。したがって、糖尿病は現在、世界の公衆衛

生の観点において大きな問題となっている。 

最近、ナトリウム-グルコース共輸送体 2（SGLT2）阻害薬は、尿糖排泄による血糖低下作

用に加えて、抗肥満作用を有することから注目を集めている(3-4)。SGLT2 は Kanai らによ

って 1994 年にクローニングされ(5)、腎臓でナトリウム濃度勾配に依存したグルコース再吸

収において重要な役割を果たすことが知られているグルコーストランスポーターである。

SGLT2 は、主に、近位腎尿細管の S1 セグメントに存在し、腎臓グルコース再吸収の約 90％

を担っている。最近の臨床研究において、SGLT2 阻害薬の経口投与が尿中グルコース排泄

（UGE）を誘導して高血糖を改善し、2 型糖尿病患者の体重を減少させることが報告され

ている(6-12)。また、動物実験において、SGLT2 阻害薬は糖尿病動物モデルにおける糖代

謝および脂質代謝を改善する(13-15)。しかしながら、SGLT2 阻害薬の抗肥満作用のメカニ

ズムについては完全には明らかになっていない。 

最近、代謝恒常性の潜在的な調節機構として、自律神経系を介した臓器間ネットワークの

新しいメカニズムが報告されている(16-17)。特に、肝臓からの神経シグナルの役割につい

て多くの研究が行われている(18-21)。当研究室において、肝グリコーゲンの欠乏は血糖値

および血中インスリン/グルカゴンレベルとは無関係に、肝臓-脳-脂肪の神経回路を活性化す

ることによって、白色脂肪組織における脂肪分解を直接促進するという「グリコーゲン枯

渇シグナル」の存在を実証した(20)。一方、トホグリフロジン（TOFO）投与は肝グリコー

ゲンを低下させること、および脂肪分解に関わるリパーゼの活性を上昇させるという報告

がある(22-23)。 

これらの背景から、私はSGLT2阻害薬が肝臓におけるグリコーゲン枯渇シグナルを誘発し、
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肝臓-脳-脂肪の神経回路を介して脂肪細胞における脂肪分解を活性化し、脂肪量の減少およ

び体重低下をもたらすという仮説を立てた。そこで本研究では、肝臓迷走神経切除（HVx）

マウスモデルを用いて SGLT2 阻害薬の神経回路への関与についての検討を行った。 
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対象と方法 

Materials 

TOFO は興和株式会社により提供された。抗 PKA-substrate 抗体(#9621, rabbit) は Cell 

Signaling Technology 社から購入した。抗α-チューブリン抗体(#CP06, mouse)は、

CALBIOCHEM 社から購入した。マウスインスリン ELISA キットはシバヤギ社から購入

した。ケトン test-B 液は三和株式会社より購入した。グルコース CII 試験ワコー、トリグ

リセリド E-試験ワコーおよびコレステロール E-試験ワコーは Wako 社から購入した。 

 

Animals 

C57BL / 6J マウス（6 週齢）は CLEA 社から購入した。 すべての動物は 14 時間/ 10 時間

の明暗サイクルで温度制御された環境で飼育し、高脂肪食(HFD)（HFD32, オリエンタル

酵母、507.6kcal / 100g）および水は自由に摂取させた。HFD 負荷から 2 週間後、マウス

に HVx またはその対照群として偽手術(sham)を行った。オペ後の回復期間として 2 週間も

うけた後、0.015%の TOFO を含む高脂肪食混餌(HFD+TOFO)を 3 週間投与した。8 時間

絶食の条件でマウスを屠殺して血漿、肝臓、精巣上体脂肪を採取し、サンプルを-80℃で保

管した。今回使用した全ての動物は筑波大学動物管理利用委員会の承認を受けたプロトコ

ルに従って麻酔または屠殺した。 

 

選択的迷走神経肝枝切除術(HVx) 

Izumida らの報告に従い、8 週齢の雄マウスに迷走神経肝枝切除を施した(20)。開腹中切開

を腹側正中線上に行い、次に腹筋壁を切開した。鉗子を使用して胃路靭帯を切断し、胃を

静かに引き出して下腹部食道および腹部横隔膜下迷走神経を露出させた。次いで、この迷

走神経肝枝を鉗子を用いて切断した。 
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DEXA 解析 

PIXImus2 DEXA（GE Medical Systems）を用いて、除脂肪体重(lean mass)および脂肪体

重(fat mass)の組成およびその合算値である body weight (B.W.)を測定した。 

 

mRNA 測定 

mRNA 測定は既報に従い実施した(24-25)。Sepasol-RNA I（Nacalai Tesque）を用いて組

織からの全 RNA を調製し、cDNA 合成に使用した（Invitrogen）。リアルタイム PCR は、

SYBR Green マスターミックス（Roche Diagnostics）を使用して ABI Prism 7300 System

（Applied Biosystems）を用いて行った。 

プライマー配列は下記の通りである。 

Pck1 5’-TGTCATCCGCAAGCTGAAGA-3’ 5’-TTCGATCCTGGCCACATCTC-3’ 

G6pc 5’-CGGCGCAGCAGGTGTATACTAT-3’ 5’-CAGAATCCCAACCACAAGATGA-3’ 

Cpt1a 5’-CCTGGGCATGATTGCAAAG -3’ 5’-GGACGCCACTCACGATGTT -3’ 

Pparα 5’-CCTCAGGGTACCACTACGGAGT -3’ 5’-GCCGAATGTTCGCCGAA -3’ 

Fgf21 5’-CCTCTAGGTTTCTTTGCCAACAG -3’ 5’-AAGCTGCAGGCCTCAGGAT -3’ 

Rplp0 5’-GAAGACAGGGCGACCTGGAA -3’ 5’-TTGTCTGCTCCCACAATGAAGC -3’ 

 

比較サイクル閾値法を用いてデータを分析し、mRNA 発現を Rplp0 発現に対して相対的に

評価した。 

 

 

 



7 

 

イムノブロット解析 

イムノブロッティングは、既報に従い実施した(26-27)。組織抽出物を SDS-PAGE により分

画し、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレンに転写した。TBS-T（10mM トリス、

pH8.0,150mM NaCl、0.1％Tween 20）の 5％スキムミルクで 30 分間ブロッキングした後、

メンブレンを 1 次抗体として抗 PKA-substrate 抗体および抗α-チューブリン抗体と共に

4℃で 16 時間インキュベートした。その後 PVDF メンブレンを 10 分間洗浄し、3 回繰り返

した。次に 2 次抗体として、HRP 標識された抗ウサギまたは抗マウス抗体と 1：5,000 希

釈で 1 時間インキュベートした。ECL ウェスタンブロット検出システム（GE Healthcare）

を用いて化学発光を検出し、ChemiDocTM XRS +（BioRad）および IMAGE LAB TM ソ

フトウェア（BioRad）で解析を行った。 

 

肝グリコーゲン測定 

肝グリコーゲン含量は、既報に従い測定した(20)。肝臓の小片を 30％KOH に溶解し、66％

EtOH を加え、次いで-20℃で 1 時間静置した。 その後、8000rpm で遠心分離し、上清を

除去した。残ったペレットを純水で溶解し、酢酸緩衝液(0.2M, pH4.5)およびアミログルコ

シダーゼを添加し、グルコース CII-test Wako（Wako）で測定した。 

 

統計解析 

結果は、平均±標準誤差（SEM）として表した。群間の統計学的差異は、Mann-Whitney U

検定を用いて分析した。 P <0.05 を統計学的有意差とした。 
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結果 

HVx は TOFO による体重低下および脂肪量抑制作用を減弱させた 

食餌誘発性肥満(DIO)マウスにHVxを施し、高脂肪食TOFO混餌を3週間負荷した。図1A、

B に示すように、TOFO は体重および脂肪量の増加を抑制した。そして、TOFO の作用は

HVx によって有意に減弱した（図 1A、B）。 一方、lean mass には群間での変化は認めら

れず（図 1C）、体重の変化は主に脂肪量の減少によるものであることが示唆された。図 1D

に示すように、摂餌量は群間で変化しておらず、HVx 群と sham 群間での脂肪量の差はエ

ネルギー摂取量に起因しない可能性が示唆された。 

 

TOFO は HVx および sham の両群における肝グリコーゲン量を減少させた 

神経系を介した脂肪分解の誘導に肝グリコーゲンの低下が重要であるとの報告(20)から、

DIO マウスにおける肝グリコーゲン量を測定した。図 1E に示すように、TOFO は HVx 群

および sham 群の両方における肝グリコーゲン量を有意に低下させた。Sham 群と同程度の

肝グリコーゲン低下にもかかわらず、HVx 群のマウスの脂肪量は、肝臓からの神経シグナ

ルの遮断のために TOFO に対する応答性の低下を示した。 

 

HVx と sham 群間における血中パラメータは同程度であった 

次に、血中パラメータの影響を測定した。 血糖値とインスリン値は TOFO によって有意に

低下したが、HVx 群と sham 群間に差はなかった（図 2A、B）。ケトン体は TOFO によっ

て有意に増加しており、脂肪酸のβ酸化が増加してエネルギー源が糖質から脂肪に変化し

ている可能性が示唆された（図 2C）。グループ間で血中 TG および TC に差はなかった（図

2D、E）。 これらの結果は、血液パラメータが HVx の影響を受けないことを示唆している。 
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HVx と sham 群間の肝臓遺伝子発現に差はない 

肝臓遺伝子発現に対する TOFO および HVx の影響を調べるために測定を行った。TOFO

投与により糖新生系遺伝子である Pck1 および G6pc の遺伝子発現はわずかに増加したもの

の、HVx 群と sham 群の間に差は認められなかった(図 3A、B)。Cpt1a、Pparαおよび Fgf21

といった脂質代謝に関わる遺伝子についても HVx 群と sham 群との間に差異を示さなかっ

た(図 3C-E)。これらの結果から、肝臓遺伝子発現が HVx の影響を受けないことが示唆され

た。 

 

TOFO による PKA 基質タンパク質のリン酸化の亢進が HVx により減弱した 

我々は以前に、絶食時における肝グリコーゲンの減少が肝臓-脳-脂肪の神経回路を介して白

色脂肪組織における脂肪分解を促進し、脂肪分解に関与するホルモン感受性リパーゼ(HSL)

のリン酸化が HVx によって減弱することを実証した(20)。絶食時には交感神経を介した白

色脂肪組織での PKA 活性化がおこり、その結果として脂肪細胞内で PKA 基質タンパク質

のリン酸化が亢進する。HSL が PKA 経路を介してリン酸化されていることはよく知られ

ており、我々は脂肪細胞における PKA 経路が TOFO による肝臓-脳-脂肪の神経回路の活性

化に関与しているかどうかを確認した。TOFO は、白色脂肪組織において PKA 基質タンパ

ク質のリン酸化を増加させ、期待されるように HVx によって TOFO の作用が減弱した(図

4A)。図 4A に示されるのと同様に、リン酸化タンパク質は、絶食条件下においても増加し

た(図 4B)。この結果から、脂肪量低下に対する TOFO の作用は、絶食時における肝臓-脳-

脂肪の神経回路を介した脂肪量の調節経路と同様のメカニズムが働いていることが示唆さ

れた。 
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考察 

本研究から、SGLT2 阻害薬がグリコーゲン枯渇シグナルを誘発して、肝臓-脳-脂肪の神経

回路を活性化し、脂肪細胞における PKA 活性化をもたらすことで脂肪量低下および体重低

下を引き起こしている可能性が示唆された。肝臓-脳-脂肪の神経回路の存在は 2006 年に

Uno らによって最初に報告された(18)。Uno らは、迷走神経肝枝が肝臓に過剰な脂肪蓄積

があるときに脂肪を分解するためのシグナルを送る調節機構を見出した。これらのシグナ

ルは肝臓-脳-脂肪の神経回路を通過した後、最終的に交感神経系を活性化して白色脂肪組織

における脂肪分解を促進する。この重要な発見は、高栄養状態では、求心性神経シグナル

（迷走神経シグナル）が脂肪分解およびエネルギー消費を加速し、体重ホメオスタシスの

維持に寄与することを示唆している。肝臓-脳-脂肪の神経回路の発見後、この神経回路が空

腹時の脂肪動員において重要な役割を果たすことを見出した(17,20)。この研究の応用とし

て、本研究では、SGLT2 阻害薬によって引き起こされるグリコーゲン枯渇シグナルが、空

腹時と同様にこの神経回路を活性化することを見出した。この結果より、ニューロンネッ

トワークが体重ホメオスタシスにおいて重要な役割を果たすことがさらに支持される。

SGLT2 阻害薬の投与は摂餌量を増加させることが報告されている(22,29,30)。 しかし、高

脂肪食で実験を行った本研究では、TOFO 投与によっても摂餌量の増加は見られなかった

ため、SGLT2 阻害薬によって誘発される摂餌量の増加は摂餌内容によって異なるメカニズ

ムが存在することを示唆している。SGLT2 阻害薬による摂餌量の増加のメカニズムは、一

般に、尿中グルコース排泄の増加に対する補償として理解されるが、正確なメカニズムは

不明であり、上記の発見は興味深い。SGLT2 阻害薬による摂餌量の増加、過食症の問題も

また臨床的な観点から重要であるため、さらなる調査が必要である。 

今回の研究では、TOFO の脂肪量低下に対する作用は、HVx によって完全にはキャンセル

されなかった。1 つの原因としてはインスリン作用の寄与が考えられる。血中インスリン量

の低下による脂肪組織でのインスリン作用は、細胞内の cAMP-PKA 経路を活性化すること
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が知られており、その結果として脂肪分解を誘導する(31)。 

この研究では TOFO によってインスリンが減少し、TOFO 以外の SGLT2 阻害薬において

も一般的にインスリンを低下させることを考えると、TOFO による脂肪量低下の少なくと

も一部は、神経に加えて血中インスリン量もしくはインスリン作用の低下に起因する可能

性が示唆される(29,30,32)。TOFO による脂肪量低下のメカニズムに関与する可能性のある

他の候補として、液性因子である FGF21 を挙げることができる。FGF21 は脂肪細胞にお

ける脂肪分解を調節することが知られている(33)。今回の研究では、血液中を循環する

FGF21 の主な供給源である肝臓における Fgf21 遺伝子発現は TOFO によって有意な変化

はなく、TOFO による脂肪減少に対する FGF21 の寄与を否定する結果となった(34)。 

 

結論 

SGLT2 阻害薬の抗肥満作用は肝臓-脳-脂肪の神経回路を介した作用が関与していることが

示された。 
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Fig1 肝グリコーゲン低下にもかかわらず、HVx は TOFO の体重低下及び脂肪量抑制作用

を減弱させた 

麻酔下で DEXA を用いて body weight (A)、fat mass (B)、lean mass (C)を測定した。 

(D)摂餌量 (E)肝グリコーゲン測定 

結果は平均値±標準偏差(n=10-12)で表示し、Mann-Whitney U-test で解析して P<0.05 未

満を有意とした。(*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001) 

 



19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig2 DIO マウスにおける HVx と TOFO の血中パラメータに与える影響 

(A)血糖値は Ad lib 状態で測定した。(B)インスリン、(C)ケトン体、(D)TG 及び(E)TC は 8

時間絶食の条件で測定した。 

結果は平均値±標準偏差(n=10-12)で表示し、Mann-Whitney U-test で解析して P<0.05 未満を

有意とした。(***P<0.001) 
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Fig3  DIO マウスにおける HVx と TOFO の肝臓遺伝子発現に与える影響 

糖新生系に関わる遺伝子 Pck1 (A) and G6pc (B)及び脂肪酸酸化に関わる遺伝子 Cpt1a(C)、 

Ppara(D)および Fgf21 (E)について測定を行った。 

結果は平均値±標準偏差(n=10-12)で表示し、Mann-Whitney U-test で解析して P<0.05 未満を

有意とした。(*P<0.05) 
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Fig4  HVx は精巣上体脂肪組織において TOFO による PKA 基質タンパク質のリン酸化亢

進を減弱させる 

(A)TOFO 投与による PKA 基質タンパク質のリン酸化亢進が HVx では減弱した。 

(B)Ad libに対して絶食時(fast)におけるPKA基質タンパク質のリン酸化亢進はTOFO投与

による亢進と似た傾向を示した。 

 

 


