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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病の治療には，1日4回のインスリン自己注射が用いられ，患児の負担は計りしれな
い．本研究では，経口薬のみの治療方法，即ち，新規免疫調節薬FTY720とシタグリプチン（dipeptidyl peptidase-4（
DPP-4）阻害薬）の併用療法の有用性および本併用療法が適応できる病勢（空腹時血糖値）を1型糖尿病モデルマウスを
用いて調べた．その結果，空腹時血糖値が200 mg/dL未満を継続していれば，本経口療法が適応できる可能性が示され
た．

研究成果の概要（英文）：The therapeutic effectiveness against type 1 diabetes mellitus of a novel immunomo
dulator, FTY720 (fingolimod), in combination with sitagliptin, a dipeptidyl peptidase-4 inhibitor, was exa
mined in the non-obese diabetic (NOD) mouse model. In this study, we tried to develop criteria to identify
 those individuals for whom this combination therapy would be appropriate. In the result, combination ther
apy with FTY720 and sitagliptin is a promising candidate for type 1 diabetes mellitus treatment, and it mi
ght be important to initiate treatment at less than 200 mg/dL of the fasting-blood glucose level.
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した．膵臓を
および凍結切片を
 
⑥膵ランゲルハンス島数および膵島炎（膵島
炎スコア）の評価
 作製したパラフィン切片を用いてヘマト
キシリン・エオジン染色した．染色
を顕微鏡（
下で観察し，数をカウントした．膵ランゲル
ハンス島の大きさが
から，
した．
 膵島炎スコアは，ヘマトキシリン・エオジ
ン染色をした組織を顕微鏡（
ス株式会社）下で観察し，膵ランゲルハンス
島を1
に従いスコア化
個体毎に膵ランゲルハンス島
均値とした．膵ランゲルハンス島の大きさが
150 μ
枚の切片を用いて判定した

 
⑦インスリン陽性
島面積比
 作製したパラフィン切片を
anti-

ル株式会社，東京）を用いて，週
および尿ケトン体を測定した．尿糖が陽性に
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ハンス島の大きさが
から，200 μm 毎に
した． 
膵島炎スコアは，ヘマトキシリン・エオジ
ン染色をした組織を顕微鏡（
ス株式会社）下で観察し，膵ランゲルハンス
1個ずつ膵島炎スコアの評価基準（

に従いスコア化した．なお，膵島炎スコアは
個体毎に膵ランゲルハンス島
均値とした．膵ランゲルハンス島の大きさが
μm前後であることから，
枚の切片を用いて判定した

インスリン陽性
島面積比 
作製したパラフィン切片を
-insulin antibody 

ル株式会社，東京）を用いて，週
および尿ケトン体を測定した．尿糖が陽性に
なった時点で血糖値を測定し，血糖値

日間連続で確認された場合を
Kaino, Y., et al,

Endocrinol Metab. 11: 267-
なお，血糖値は，グルコカードダイアメータ
（アークレイ株式会社，京都）を用いて

マウスからの採血および組織の採取
マウスにネンブタール注射液
，大日本住友製薬株式会社，大阪
を腹腔内に投与した．正向反射がな

いことを確認した．腹部大静脈を露出させ，
全血採血した．その後，直ちにマウスの頸椎
を脱臼させ致死させた．採血した血液を
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るまで継続した．なお，各群の治療開始時の
日齢および血糖値は，全群間で合致させた

シタグプチン群：196
FTY720 群：189
，シタグリプチン群：
67 mg/dL およびプラセボ群：
406±102 mg/dL

型糖尿病発症後 58 日で全個体が死亡し
た．シタグリプチン群および

個体（17％）および
日後まで生存した．一方，

シタグプチン群では，5 個体（
日後まで生存した．この
チン群の生存率は，シタグリプチン群および
プラセボ群と比べて有意に高か
シタグリプチン群の生存率は，
グラギンの併用で治療した群（

と同程度であった． 

を用いて免疫染色し
細胞面積および膵ラン
Image J ソフトウェア

http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html
を用いて測定し，膵ランゲルハンス島面積
）当たりのインスリン陽性β細胞面積

併用療法が適応できる病勢（空腹時血

（１）の①と同様の方法で飼育した．
およびシタグリプチン 

（１）の②と同様の方法で入手した．

型糖尿病を発症した NOD
治療開始時の空腹時血糖値に基づいて，
群に分け，死亡するまであるいは

FTY720（0.1 mg/kg
1 mg/kg），週 6回経口

治療した．治療効果は，生存率，空
腹時血糖値，インスリン陽性β細胞/膵ラン
ゲルハンス島面積比，膵島炎の程度，を調べ

n=8） 
n=6） 
n=8） 
 mg/dL）（n=6

マウスからの採血
膵ランゲルハンス島数お
スコア）の評価および
膵ランゲルハンス島面

は（１）④〜⑦と同様の方法で解析した．

各群の糖尿病発症後の延命効果（生存率）
1 型糖尿病の発症
日間あるいは死亡す

るまで継続した．なお，各群の治療開始時の
日齢および血糖値は，全群間で合致させた

196±14 日齢，
189±35 日齢，

，シタグリプチン群：168±35
およびプラセボ群：
102 mg/dL）．プラセボ群で
日で全個体が死亡し

た．シタグリプチン群およびFTY720群では，
％）および 3個体（50

日後まで生存した．一方，FTY720+
個体（83％）が発症

日後まで生存した．この FTY720+シタグプ
チン群の生存率は，シタグリプチン群および
プラセボ群と比べて有意に高かった．さらに，

プチン群の生存率は，
グラギンの併用で治療した群（

を用いて免疫染色し
細胞面積および膵ラン
ソフトウェア

http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html）
を用いて測定し，膵ランゲルハンス島面積

細胞面積

併用療法が適応できる病勢（空腹時血

（１）の①と同様の方法で飼育した． 

（１）の②と同様の方法で入手した． 

NOD マウ
治療開始時の空腹時血糖値に基づいて，
群に分け，死亡するまであるいは 70

0.1 mg/kg）お
回経口

治療した．治療効果は，生存率，空
膵ラン
を調べ

n=6） 

マウスからの採血
膵ランゲルハンス島数お

およびイ
膵ランゲルハンス島面

は（１）④〜⑦と同様の方法で解析した． 

（生存率）
型糖尿病の発症
日間あるいは死亡す

るまで継続した．なお，各群の治療開始時の
日齢および血糖値は，全群間で合致させた

日齢，454
日齢，421
35 日

およびプラセボ群：189
）．プラセボ群で
日で全個体が死亡し

群では，
50％）
FTY720+
％）が発症
シタグプ

チン群の生存率は，シタグリプチン群および
った．さらに，

プチン群の生存率は， 
グラギンの併用で治療した群（85％）



②血糖値の改善効果
 前述のように，
で有意な延命効果が示された．このことを生
化学的に検証するため，治療に伴う空腹時血
糖値の推移を調べた（
週齢，性別を合致させた未発症個体の空腹時
血糖値を治療開始
定した．
前に
により
±109 mg/dL
（治療
56 日後の血糖値は，週齢および性別を合致さ
せた未発症個体の血糖値（
と同程度であり，
160±
なお，治療方法に関わらず，死亡個体の空腹
時血糖値は，
FTY720
った（
 

③インスリン陽性
島面積比への影響
 前述のように，
併用療法により空腹時血糖値が有意に改善
したことから，インスリン分泌能も改善して
いることが推定された．このことを免疫組織
化学的に検証するため，治療期間が終了した
個体あるいは死亡した個体から摘出した膵
臓のパラフィン切片を作製し，インスリン染
色によりインスリン陽性
膵ランゲルハンス島面積およびインスリン
陽性β
スリン陽性
比）を算出した（
ン群の面積比は，
週齢および性別を合致させた未発症個体

血糖値の改善効果
前述のように，
で有意な延命効果が示された．このことを生
化学的に検証するため，治療に伴う空腹時血
糖値の推移を調べた（
週齢，性別を合致させた未発症個体の空腹時
血糖値を治療開始
定した．FTY720+
前に 454±91 mg/dL
により 182±132 mg/dL
109 mg/dL（治療
（治療 56 日後）と低下した．さらに，治療
日後の血糖値は，週齢および性別を合致さ
せた未発症個体の血糖値（
と同程度であり，
±35 mg/dL）に比べて有意に改善した．
なお，治療方法に関わらず，死亡個体の空腹
時血糖値は，FTY720+
FTY720 群の生存個体の血糖値に比べて高
った（図４）． 

インスリン陽性
島面積比への影響
前述のように，
併用療法により空腹時血糖値が有意に改善
したことから，インスリン分泌能も改善して
いることが推定された．このことを免疫組織
化学的に検証するため，治療期間が終了した
個体あるいは死亡した個体から摘出した膵
臓のパラフィン切片を作製し，インスリン染
色によりインスリン陽性
膵ランゲルハンス島面積およびインスリン
β細胞面積を測定し，両者の比率（イン
スリン陽性β細胞
比）を算出した（
ン群の面積比は，
週齢および性別を合致させた未発症個体

血糖値の改善効果 
前述のように，FTY720+シタグリプチン群
で有意な延命効果が示された．このことを生
化学的に検証するため，治療に伴う空腹時血
糖値の推移を調べた（図４）．治療群および
週齢，性別を合致させた未発症個体の空腹時
血糖値を治療開始 28，42 および

FTY720+シタグプチン群では，治療
mg/dL であった血糖値は，治療
132 mg/dL（治療
（治療 42 日後），
日後）と低下した．さらに，治療

日後の血糖値は，週齢および性別を合致さ
せた未発症個体の血糖値（n=5
と同程度であり，FTY720 群の血糖値（

）に比べて有意に改善した．
なお，治療方法に関わらず，死亡個体の空腹

FTY720+シタグプチン群および
群の生存個体の血糖値に比べて高

インスリン陽性β細胞/膵ランゲルハンス
島面積比への影響 
前述のように，FTY720 とシタグリプチンの
併用療法により空腹時血糖値が有意に改善
したことから，インスリン分泌能も改善して
いることが推定された．このことを免疫組織
化学的に検証するため，治療期間が終了した
個体あるいは死亡した個体から摘出した膵
臓のパラフィン切片を作製し，インスリン染
色によりインスリン陽性β細胞を検出した．
膵ランゲルハンス島面積およびインスリン
細胞面積を測定し，両者の比率（イン
細胞/膵ランゲルハ

比）を算出した（図５）．FTY720+
ン群の面積比は，0.56±0.40（
週齢および性別を合致させた未発症個体

シタグリプチン群
で有意な延命効果が示された．このことを生
化学的に検証するため，治療に伴う空腹時血

）．治療群および
週齢，性別を合致させた未発症個体の空腹時

および 56 日後に測
シタグプチン群では，治療
であった血糖値は，治療
（治療 28 日後），
日後），77±35 mg/dL

日後）と低下した．さらに，治療
日後の血糖値は，週齢および性別を合致さ

n=5，91±21 mg/dL
群の血糖値（n=3

）に比べて有意に改善した．
なお，治療方法に関わらず，死亡個体の空腹

シタグプチン群および
群の生存個体の血糖値に比べて高

膵ランゲルハンス

とシタグリプチンの
併用療法により空腹時血糖値が有意に改善
したことから，インスリン分泌能も改善して
いることが推定された．このことを免疫組織
化学的に検証するため，治療期間が終了した
個体あるいは死亡した個体から摘出した膵
臓のパラフィン切片を作製し，インスリン染

細胞を検出した．
膵ランゲルハンス島面積およびインスリン
細胞面積を測定し，両者の比率（イン

膵ランゲルハンス島面積
FTY720+シタグプチ
（n=6）であり，

週齢および性別を合致させた未発症個体

シタグリプチン群
で有意な延命効果が示された．このことを生
化学的に検証するため，治療に伴う空腹時血

）．治療群および
週齢，性別を合致させた未発症個体の空腹時

日後に測
シタグプチン群では，治療
であった血糖値は，治療

日後），161
35 mg/dL

日後）と低下した．さらに，治療
日後の血糖値は，週齢および性別を合致さ

21 mg/dL）
n=3，

）に比べて有意に改善した．
なお，治療方法に関わらず，死亡個体の空腹

シタグプチン群および
群の生存個体の血糖値に比べて高か

膵ランゲルハンス

とシタグリプチンの
併用療法により空腹時血糖値が有意に改善
したことから，インスリン分泌能も改善して
いることが推定された．このことを免疫組織
化学的に検証するため，治療期間が終了した
個体あるいは死亡した個体から摘出した膵
臓のパラフィン切片を作製し，インスリン染

細胞を検出した．
膵ランゲルハンス島面積およびインスリン
細胞面積を測定し，両者の比率（イン

ンス島面積
シタグプチ
）であり，

週齢および性別を合致させた未発症個体

（n=5, 0.69
方，
プチン群（
ボ群（
を合致させた未発症個体に比べて有意に低
値であった．さらに，
群の面積比は，シタグリプチン群およびプラ
セボ群よりも有意に高く，
い傾向にあった．なお，治療方法に関わらず，
死亡個体ではインスリン陽性
していた．
 

④膵島炎の抑制効果
 FTY720
有意な延命効果がみられ，これはインスリン
分泌能の維持による高血糖状態の改善に基
づくことが明らかとなった．次に，膵ランゲ
ルハンス島内／周囲への炎症性細胞の浸潤
がどの程度改善しているかを調べた．治療期
間が終了した個体あるいは死亡個体から摘
出した膵臓のパラフィン切片を作製し，ヘマ
トキシリン・エオジン染色により膵島炎の程
度を比較した．なお，膵島
にスコア化し，膵ランゲルハンス島
りの平均スコアとして算出した（
FTY720+
よび
コアは，週齢および性別を合致させた未発症
個体（
方，シタグリプチン群（
よびプラセボ群（
スコアは，週齢および性別を合致させた未発
症個体と比べて有意に高かった．さらに，
FTY720+
シタグリプチン群およびプラセボ群に比べ
て有意に低く，
あった．

n=5, 0.69±0.18
方，FTY720 群（
プチン群（n=6, 0.05
ボ群（n=4, 0）の面積比は，週齢および性別
を合致させた未発症個体に比べて有意に低
値であった．さらに，
群の面積比は，シタグリプチン群およびプラ
セボ群よりも有意に高く，
い傾向にあった．なお，治療方法に関わらず，
死亡個体ではインスリン陽性
していた． 

膵島炎の抑制効果
FTY720 とシタグプチンの併用療法により
有意な延命効果がみられ，これはインスリン
分泌能の維持による高血糖状態の改善に基
づくことが明らかとなった．次に，膵ランゲ
ルハンス島内／周囲への炎症性細胞の浸潤
がどの程度改善しているかを調べた．治療期
間が終了した個体あるいは死亡個体から摘
出した膵臓のパラフィン切片を作製し，ヘマ
トキシリン・エオジン染色により膵島炎の程
度を比較した．なお，膵島
にスコア化し，膵ランゲルハンス島
りの平均スコアとして算出した（
FTY720+シタグプチン群（
よび FTY720 群（
コアは，週齢および性別を合致させた未発症
個体（n=5, 2.0
方，シタグリプチン群（
よびプラセボ群（
スコアは，週齢および性別を合致させた未発
症個体と比べて有意に高かった．さらに，
FTY720+シタグプチン群の膵島炎スコ
シタグリプチン群およびプラセボ群に比べ
て有意に低く，FTY720
あった． 

0.18）と同程度であった．一
群（n=6, 0.23±
n=6, 0.05±0.13
）の面積比は，週齢および性別

を合致させた未発症個体に比べて有意に低
値であった．さらに，FTY720+
群の面積比は，シタグリプチン群およびプラ
セボ群よりも有意に高く，FTY7
い傾向にあった．なお，治療方法に関わらず，
死亡個体ではインスリン陽性

膵島炎の抑制効果 
とシタグプチンの併用療法により

有意な延命効果がみられ，これはインスリン
分泌能の維持による高血糖状態の改善に基
づくことが明らかとなった．次に，膵ランゲ
ルハンス島内／周囲への炎症性細胞の浸潤
がどの程度改善しているかを調べた．治療期
間が終了した個体あるいは死亡個体から摘
出した膵臓のパラフィン切片を作製し，ヘマ
トキシリン・エオジン染色により膵島炎の程
度を比較した．なお，膵島炎の程度は
にスコア化し，膵ランゲルハンス島
りの平均スコアとして算出した（
シタグプチン群（n=6
群（n=6，2.3±

コアは，週齢および性別を合致させた未発症
n=5, 2.0±0.7）と同等であった．一

方，シタグリプチン群（n=6, 3.5
よびプラセボ群（n=4, 3.4
スコアは，週齢および性別を合致させた未発
症個体と比べて有意に高かった．さらに，
シタグプチン群の膵島炎スコ

シタグリプチン群およびプラセボ群に比べ
FTY720 群に比べて低い傾向に

）と同程度であった．一
±0.29），シタグリ
0.13）およびプラセ

）の面積比は，週齢および性別
を合致させた未発症個体に比べて有意に低

FTY720+シタグプチン
群の面積比は，シタグリプチン群およびプラ

FTY720 群よりも高
い傾向にあった．なお，治療方法に関わらず，
死亡個体ではインスリン陽性β細胞は消失

とシタグプチンの併用療法により
有意な延命効果がみられ，これはインスリン
分泌能の維持による高血糖状態の改善に基
づくことが明らかとなった．次に，膵ランゲ
ルハンス島内／周囲への炎症性細胞の浸潤
がどの程度改善しているかを調べた．治療期
間が終了した個体あるいは死亡個体から摘
出した膵臓のパラフィン切片を作製し，ヘマ
トキシリン・エオジン染色により膵島炎の程

炎の程度は 5
にスコア化し，膵ランゲルハンス島 1個当た
りの平均スコアとして算出した（図６

n=6，2.0±0.9
±0.4）の膵島炎ス

コアは，週齢および性別を合致させた未発症
）と同等であった．一
n=6, 3.5±0.6

n=4, 3.4±0.6）の膵島炎
スコアは，週齢および性別を合致させた未発
症個体と比べて有意に高かった．さらに，
シタグプチン群の膵島炎スコアは，

シタグリプチン群およびプラセボ群に比べ
群に比べて低い傾向に

）と同程度であった．一
），シタグリ
）およびプラセ

）の面積比は，週齢および性別
を合致させた未発症個体に比べて有意に低

シタグプチン
群の面積比は，シタグリプチン群およびプラ

群よりも高
い傾向にあった．なお，治療方法に関わらず，

細胞は消失

とシタグプチンの併用療法により
有意な延命効果がみられ，これはインスリン
分泌能の維持による高血糖状態の改善に基
づくことが明らかとなった．次に，膵ランゲ
ルハンス島内／周囲への炎症性細胞の浸潤
がどの程度改善しているかを調べた．治療期
間が終了した個体あるいは死亡個体から摘
出した膵臓のパラフィン切片を作製し，ヘマ
トキシリン・エオジン染色により膵島炎の程

5段階
個当た
図６）．
0.9）お

）の膵島炎ス
コアは，週齢および性別を合致させた未発症

）と同等であった．一
0.6）お
）の膵島炎

スコアは，週齢および性別を合致させた未発
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ランゲルハンス島面積比（図５）および膵島
炎の程度（膵島炎スコア）（図６）からも裏
付けられた．さらに，尿糖が陽性かつ随時血
糖値が高値であっても，治療開始時の空腹時
血糖値が 200 mg/dL 未満，すなわち，IGT
（impaired glucose tolerance）の状態であ
れば，この経口療法で治療できる可能性があ
る．但し，治療期間を通して，空腹時血糖値
が 200 mg/dL 未満を継続している必要があり，
治療経過で空腹時血糖値の上昇が確認され
た場合には，直ちにインスリン治療に切り替
える必要があると考えられる． 
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