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研究成果の概要（和文）：安定同位体13Cで標識されたグルコースを投与後に呼気へと排出される13CO2を測定す
る試験を13C-GBTと呼ぶが、我々これまでに13C-GBTを用いた動物実験に成功している。そこで、種々の臓器にお
けるインスリン作用の低下が個体レベルの糖利用に及ぼす影響を解明することを目的に本研究を行った。後天的
に臓器特異的にインスリン作用を低下させたマウスで13C-GBTを行ったところ、これらのマウスでは個体レベル
のグルコース酸化を増加することが判明した。これらの結果から、多量のグルコースの酸化とCO2産生が行われ
ている組織が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：13C-glucose breath test (13C-GBT) evaluates abundance of 13CO2 in exhaled 
air after oral administration of 13C-glucose, a glucose molecule labeled with stable isotope 13C. 
Through previous experiments, we found out that 13C-GBT can be used to determine whole body glucose 
oxidation in mice. The aim of the present study was to elucidate whether and how alteration of 
insulin actions in individual tissues affect whole body glucose oxidation. We generated inducible 
tissue specific insulin receptor knockout mice and administered them with 13C-glucose. We found that
 whole body glucose oxidation increases in these mice. These results suggest the existence of 
unspecified tissue that oxidizes great amount of glucose and thus produces large amount of CO2.

研究分野：糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
世界には推計 2億 8,500万人の糖尿病罹
患者が存在する。この数は 2030 年までに現
在の 2倍に達すると予想されており、重大な
社会問題となっている。ヒトを含む哺乳類の
糖代謝は、膵細胞からのインスリン分泌と、
インスリン感受性組織におけるインスリン
作用（例えば肝臓、骨格筋や脂肪組織などに
おける糖利用の促進や糖新生の抑制）によっ
て制御されており、これら 2つの機構の異常
が糖尿病の発症、ひいては心血管疾患リスク
上昇に強く関連することが知られている。2
つの機構のうち、従来我が国の糖尿病の多く
で主たる病態を占めていたのはインスリン
分泌低下であった。ところが、近年は生活習
慣の欧米化に伴いエネルギーや脂肪摂取の
増加と運動不足が進み、肥満を伴う糖尿病が
急増した。このため、元来欧米の糖尿病の多
くで主たる病態を占めていたインスリン抵
抗性が、我が国においても糖尿病の主たる病
態を占める例が増えてきた。このような背景
から、インスリン抵抗性の病態の全容を明ら
かにし、インスリン抵抗性を評価できる適切
な尺度を確立することは我が国においても、
また世界全体においても、極めて重要かつ急
務と考えられている。 
現在、日常臨床において糖尿病患者のイ
ンスリン抵抗性を評価するには、血糖値や血
漿インスリン濃度から算出する指数
(HOMA-R; homeostasis model assessment 
insulin resistance) や、インスリン持続注射
下でのブドウ糖必要量を計測する検査（グル
コースクランプ法）などがあるが、（１）採
血検査は侵襲を伴う（２）測定結果判明まで
に時間を要する（３）食事摂取の有無・その
内容・ストレス有無などにより測定結果が容
易に変動する、などの問題があり、より迅速
かつ非侵襲的な検査の確立が求められてい
る。そこで、研究代表者らは炭素原子の安定
同位体である 13C を用いた呼気 13CO2試験に
着目した。 
呼気 13CO2試験は既に一部の領域で臨床
応用されており、その代表例としてヘリコバ
クター・ピロリ菌の感染の有無を診断する尿
素呼気試験が挙げられる。近年、グルコース
の 6個すべての炭素原子に 13Cを配置したグ
ルコース（13C -グルコース）を用いた呼気試
験（13C -glucose breath test（13C -GBT））が
開発された。これは、13C -グルコースを経口
投与後に呼気へと排出される 13CO2を測定す
る試験であり、測定結果は全身におけるグル
コース酸化の総和を反映する。13C-GBTは、
ヒトの耐糖能やインスリン抵抗性を反映す
る指標として利用されつつあるが、個体を形
成する個々の臓器におけるインスリン作用
の低下が呼気 13CO2排出量に及ぼす影響など
基礎的な検討はこれまで行われていない。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは 13C-GBTを用いた動物実

験に成功している（図１）。そこで、全身性
に、あるいは
後天的に臓器
特異的にイン
スリン作用を
低下させた動
物に 13C-GBT
を実施し、イ
ンスリン標的
組織における
後天的なインスリン作用の低下が、個体レベ
ルでの糖利用に及ぼす影響の解明、さらには
糖尿病の新規検査や治療開発へと展開する
ための基盤となる知見を得ることを本研究
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
全身性にインスリン作用を低下させた
動物としてレプチン受容体の点突然変異を
有する肥満・糖尿病モデル動物である ZDF 
fatty ratを用いた。また、後天的に臓器特異
的にインスリン作用を低下させた動物とし
て tamoxifen誘導型 Cre-loxPシステムによる
後天的臓器特異的インスリン受容体ノック
アウトマウスを用いた。先天的に臓器特異的
にインスリン受容体をノックアウトさせた
遺伝子改変マウスを用いた研究自体はこれ
までに数多く行われており、インスリン標的
組織におけるインスリン作用の異常が個体
レベルの糖代謝に及ぼす影響の一端が解明
されてきた。しかし、これらの遺伝子改変マ
ウスではインスリン受容体が先天的にノッ
クアウトされているため、発生過程あるいは
生後早期に何らかの代償機転が生じている
可能性があり、インスリン受容体を欠損させ
た組織でのインスリン作用低下の効果のみ
を直接評価しているかは疑問が残る。加えて、
ヒトでは多くの場合インスリン抵抗性は後
天的に生じたものであり、先天的ノックアウ
トマウスから得られる知見をそのままヒト
で見られるインスリン抵抗性の病態の理解
に当てはめることは必ずしも適切ではない
とも考えられる。そこで、後天的に生じたイ
ンスリン抵抗性が代謝性疾患の病態におよ
ぼす影響を詳細に解明するため、肝臓単独、
骨格筋単独、あるいはその両方において、随
時後天的にインスリン受容体をノックアウ
トすることができるマウスを作製すること
とした。 
具体的な研究方法は以下の通りである。 
（１）ZDF fatty rat と対照動物の ZDF lean 
rat の血糖と血中インスリン濃度を測定した。 
（２）ZDF fatty rat と ZDF lean rat に
13C-GBT を行い、門脈と肝静脈における
13C-glucose 濃度を測定した。このデータを
もとに肝でのグルコースクリアランスを算
出した。 
（３）ZDF fatty rat と ZDF lean rat に
13C-GBT を行い、血中 13C-glucose 濃度を測
定した。 



（４）ZDF fatty rat と ZDF lean rat に
13C-GBTを行い、呼気 13CO2を測定した。 
（５）tamoxifen誘導型 Cre-loxPシステムを用
いてインスリン受容体を後天的に肝臓、骨格
筋、あるいは骨格筋と肝臓で同時にノックア
ウトさせたマウスを作製した。 
（６）これらの後天的臓器特異的インスリン
受容体ノックアウトマウスに 13C-GBTを行い、
血中 13C-glucose濃度を測定した。 
（７）後天的臓器特異的インスリン受容体ノ
ックアウトマウスに 13C-GBT を行い、呼気
13CO2を測定した。 
 
４．研究成果 
まず肥満・糖尿病モデル動物である ZDF 

fatty rat と対照動物の ZDF lean rat に
13C-GBTを行った。ZDF fatty ratは高イン
スリン血症を呈し、13C-glucoseの肝臓におけ
るクリアランスが低下し、血中 13C-glucose
濃度も上昇していたが、興味深いことに、呼
気への 13CO2排出は増加していた。この結果
は、インスリン抵抗性による肝臓の糖取り込
み低下が、全身におけるグルコース酸化増加
の要因となりうることを示唆する。そこで、
個体レベルのグルコース酸化には、どの臓器
におけるインスリン作用が重要なのかを検
証するために、マウスにおいて後天的に臓器
特異的にインスリン作用を低下させ、
13C-GBTを行うことにした。まずは後天的に
肝臓選択的にインスリン受容体をノックア
ウトさせた iLIRKO マウスを作製した。
iLIRKOマウスに 13C-GBTを行ったところ、
血中 13C-glucose 濃度の上昇と、呼気 13CO2

排出の増加が観察された。加えて、後天的に
骨格筋選択的にインスリン受容体をノック
アウトさせた iMIRKO マウスを作製したと
ころ、ここでも 13C-GBT により血中
13C-glucose濃度が上昇し、呼気 13CO2排出が
増加していた。そこで、呼気 13CO2排出増加
の責任臓器が、iLIRKOマウスでは骨格筋、
iMIRKO マウスでは肝臓である可能性を考
え、肝臓と骨格筋の両方で同時にインスリン
受容体をノックアウトさせた iLMIRKOマウ
スを作成し 13C-GBTを施行した。意外なこと
に、iLMIRKO マウスでも、iLIRKO マウス
および iMIRKO マウスで認められた呼気
13CO2 排出増加は全く減弱せず、むしろ相加
的に増加していた。以上より、肝臓、骨格筋
それぞれ、あるいは同時にインスリン作用を
後天的に低下させても、個体レベルのグルコ
ース酸化はむしろ増加することが明らかと
なった。これらの結果は、肝臓、骨格筋以外
に、多量のグルコースを酸化し CO2を産生す
る第三の組織が存在することを示唆し、ヒト
における 13C-GBT 結果の解釈においても考
慮すべき要因と考えられた。 
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