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研究成果の概要： 

本研究では、13C-グルコース負荷/13CO2 呼気試験を、生体におけるグルコース代謝とインス

リン抵抗性評価法として利用するための基礎的検討、および臨床的検討を行った。肝臓モデル

（ミニ肝臓）で検討したところ 13CO2産生の変化は、グルコース消費量で評価するより鋭敏で

あった。健常人で 13C-グルコース負荷試験を行ったところ、6 時間までの 13CO2産生の動態を

簡便迅速に観察できた。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 

近年、糖尿病発症前のメタボリック症候群

の重要性が注目されている。メタボリック症

候群の本体は、インスリン抵抗性であるが、

臨床病態検査において客観的かつ簡易的な

診断・評価法の開発が望まれている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、平成 19 年度と 20 年度の 2年

間で、13C-glucose 呼気試験を利用したインス

リン抵抗性簡易診断法の開発を行った。まず、

ヒト肝臓由来細胞を 3次元培養したミニバイ

オ人工肝臓（ミニ肝臓）を用い、13C-glucose

呼気試験の基礎的検討を行った。ついで、ヒ

トに 13C-glucose を投与し、呼気の 13CO2の動

態からインスリン抵抗性が評価できないか

検討した。 



 

３．研究の方法 
１）ミニ肝臓を用いた 13C 安定同位体標識化

合物の代謝排出 13CO2 測定による細胞活性検

定系 

 申請者らの開発したミニ肝臓にはヒト

肝機能・代謝能が発現しており、薬物や培養

液の栄養組成の変化よってその機能が変化

する。小型ラジアルフロー型バイオリアクタ

ー (RFB) システムは、① RFB（5ml 容量）② 

リザーバー③ ポンプ④ CO2・エアー混合ガス

供給装置で構成されている。例えば、上のリ

アクターに薬物を添加、下のリアクターはコ

ントロールといった形で実験を行う。実際に

呼気試験を行う際は、リザーバーの排気側に

呼気バッグを装着し、閉鎖系にし、約 10 分

間呼気バッグに排気ガスを集める。 

肝代謝能の変化を感度よく、迅速に、手軽

に計測するため、13C 安定同位体化合物を基質

として加え、代謝されて発生する 13CO2を呼気

中 13CO2分析装置（赤外分光光度計）で計測し、

投与医薬品や食品添加物による肝代謝能変

化を評価する。あらかじめブランクとして採

取していた流入 CO2・エアー混合ガスバッグ

とサンプルを 13CO2 分析装置（赤外分光光度

計）POCone（大塚電子株式会社）に装着し 13CO2

を測定する。 

  
２）ミニ肝臓におけるブドウ糖代謝の検討 

 肝代謝能の変化を感度よく、迅速に、手

軽に計測するため、13C 安定同位体化合物を基

質として加え、代謝されて発生する 13CO2を呼

気中 13CO2分析装置（赤外分光光度計）で計測

し、投与医薬品や食品添加物による肝代謝能

変化を評価する。 

代謝基質として使用したグルコースはク

ロレラ工業株式会社から供与されたグルコ

ースで、炭素基 6 個がすべて 13C に置き換わ

ったグルコースである。この 13C グルコース

を培養液全グルコースの 10％になるよう添

加した。グルコースの細胞内代謝経路である。

解糖系から TCAサイクルに入り代謝を受ける

と 1 分子のグルコースから 6 分子の CO2が産

生される。産生された CO2の炭素基は 13C でラ

ベルされており、13CO2として測定できる。 

インスリン抵抗性改善薬は、糖尿病治療薬

として日常臨床で汎用されている。今回、RFB

を用いて３次元的に培養した肝組織を用い

て、糖代謝の変化を１３CO２呼気試験により測

定、比較した。２台の RFB にマウス肝細胞

IMH-4 を１×１０７個ずつ播種し、約 2週間培

養し、一方にをインスリン抵抗性改善薬を投

与し 2日間作用させた。その後、インスリン

を 2ｍｇずつ投与し、60 分ごとに排気中の１３

CO２を測定した。 

 

３）ヒトにおける 13C 標識ブドウ糖を用いた

糖代謝試験 

各年代（20 代・40 代・50 代・60 代）の健

常人ボランティアに 100mg の 13C グルコース

を経口摂取させた群と、同一被検者に

460kcalの食事に100mgの 13Cグルコースを経

口摂取させた群の 2群を測定した。２）と同

様に、呼気中の１３CO２を
13CO2分析装置で経時

的に測定し、糖代謝の動態を評価した。 

 
４．研究成果 

１） ミニ肝臓におけるブドウ糖代謝の検討 

インスリン抵抗性改善薬を添加し、さら

にインスリンを加えると、非添加群に比較

して、約２０％グルコース消費は増加した。

また、13CO2 産生は５０％増加し、インスリ

ン抵抗性改善薬の効果を in vitro で評価で

きた。 

 

２）ヒトにおける 13C 標識ブドウ糖を用いた

糖代謝試験代謝試験での効果検定 
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 8 名の糖尿病をもたない健常者で空腹

時の 13Ｃ-glucose 呼気試験を行った。動態

を計算するには、13C の量として比較検討す

ることが必要である。このため、13CO2 量を

13C 量に変換した。 

 空腹時での糖代謝変化は、肝臓でのイ

ンスリン抵抗性を反映する。8名の健常被

験者のうち、AUC を計算すると 6名が 2前

後、2名が 1前後であった。投与 13C 量は 3

なので、低値の 2名に関しては、今後糖代

謝異常が生じてくる可能性がある。また、

このうち 1名は、HbA1c は基準値内である

が、肥満、TG の上昇を認め、明らかなメタ

ボリック症候群である。 
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