
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６９

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

メタボローム解析を用いた犬の糖尿病発症メカニズムの解明

Metabolome study on mechanism of canine diabetes onset

８０２３１４０５研究者番号：

田崎　弘之（Tazaki, Hiroyuki）

日本獣医生命科学大学・獣医学部・教授

研究期間：

２５４５０４５５

平成 年 月 日現在２８   ６ ２２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：犬とヒトでは糖尿病発症メカニズムが大きく異なっていると考えられている。本研究では、
犬筋管様細胞を主たる材料に、インスリン抵抗性に続き糖尿病を発症することが報告されている犬の副腎皮質機能亢進
症(HAC)と、インスリン抵抗性が生じるものの糖尿病の発症が報告されていない犬の肥満との違いを代謝産物レベルを
中心に比較し犬の糖尿病発症の特性を解析することを目的とした。その結果、HACのモデルとしたデキサメサゾンを添
加した犬筋管様細胞と、肥満のモデルとしたTNF-αを添加した細胞との代謝産物の比較から、同じインスリン抵抗性で
あっても異なる代謝産物の増加と減少を見出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to analyse the characteristic metabolites of the 
diabetes onset in the dog and compare the difference between the hyperadrenocorticism (HAC) of the dog 
which reported in that diabetes develops following insulin resistance and the obesity of the dog.
 In canine myotube-like cell which added dexamethasone, glucose uptake ability was inhibited, and a 
catabolic reaction of the glucose tended to decrease.On the other hand, with canine myotube-like cells 
which added TNF-α, β-amino-isobutyric acid reinforcing insulin sensitivity significantly increase, and 
it is thought that it is action to compensate insulin resistance. Difference of these metabolites between 
HAC and obesity shows the cause that the HAC of the dogs leads to the diabetes onset, and the cause that 
the obesity of the dogs does not lead to diabetes. Thus, these results may be useful for further study of 
the diabetes onset mechanism in dogs.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
日本糖尿病学会では、「糖尿病はインスリン
作用の不足に基づく慢性の高血糖を主徴と
する代謝疾患群である」と定義しており、慢
性の高血糖を引き起こす成因は非常に不均
一である。これらの成因を明らかにするため
に医学領域では、モデル動物である齧歯類を
用いた in vitro および in vivo の研究が盛ん
に行われており、発症に関わるタンパク群の
発見、それらタンパク群の機能の解明とイン
スリン抵抗性あるいは糖尿病を発症したマ
ウスにおける病態解明が進められてきた。し
かし、犬の糖尿病は背景が異なり、ヒトで 2
型糖尿病の主な原因となる肥満は、犬ではイ
ンスリン抵抗性を引き起こすが糖尿病に推
移することはまれである[1]。さらに、犬では
主にみられる糖尿病は膵臓β細胞が機能し
ていない 1 型糖尿病である。Verset らは犬の
肥満によって引き起こされたインスリン抵
抗性と、ヒトでインスリン分泌を亢進させる
働 き を 持 つ Adiponectin, Leptin, 
Glucagon-like peptide-1 について、肥満した
犬と健常な犬の血液を比較したところ直接
的な関連が見出せなかったとしている[2]。そ
の一方、医学領域の研究でインスリン抵抗性
惹起物質として知られるグルココルチコイ
ドは犬でも同様のインスリン抵抗性を発現
させ、さらには病的な高グルココルチコイド
血症（クッシング症候群）の犬で糖尿病の発
症に進行したケースが報告されている[3, 4]。 
これまで申請者らは、犬の末梢血白血球

における細胞内インスリンシグナリング遺
伝子の発現量は腹腔内脂肪と同程度である
ことを明らかとした。これを応用して内因
性のグルココルチコイド過剰症であるクッ
シング症候群の犬の末梢血白血球において
インスリンシグナリング遺伝子発現が低下
していることを見出した。さらに、クッシ
ング症候群の犬では健常の犬に比べて末梢
組織での糖取り込みが有意に低下している
ことも明らかにした。本研究は、肥満が惹
起するインスリン抵抗性とクッシング症候
群が惹起するインスリン抵抗性の違いに着
目することで、犬のインスリン抵抗性の発
現および糖尿病への発症メカニズムを解明
することを目的にした。また、犬の肥満と
糖尿病の関係性を明らかにすることで、ヒ
ト医学領域における肥満糖尿病の抑制に関
わる基盤形成につながると考えた。 
 
２．研究の目的 
犬では、先天的異常がない場合、糖尿病の
発症には何らかの因子がインスリン抵抗性
を増大させ膵臓 β細胞を疲弊させると考え
られている。中でも、肥満とクッシング症
候群はインスリン抵抗性の二大要因と考え
られている（図）。しがしながら、図に示す
ように犬とヒトでは糖尿病発症の状況が少
し異なってくる。そこで本研究は、1) 2 つ
の要因が惹起するインスリン抵抗性を分子

レベルで解明することで犬特有の糖尿病発
症メカニズムを明らかにする、2) 肥満した
犬での糖尿病の発症を回避する補償作用を
明らかにする、3) ヒトで肥満による糖尿病
を抑制する候補因子を抽出することを目的
とした。 

 
３．研究の方法 
（１）副腎皮質機能亢進症の犬における末梢
血好中球のインスリンシグナリング遺伝子
発現量の解析 
本研究の対象としているHAC症例犬におけ

るインスリンシグナリング遺伝子の発現に
及ぼすグルココルチコイドの影響を明らか
にすることを目的として、その影響評価に末
梢血白血球を利用できるか検討した。単球や
好酸球は絶対量が少なく、リンパ球はグルコ
コルチコイド製剤の投与によって末梢血中
で減少するため解析には不向きであり、定量
に充分な量を確保できるという利点を有す
る末梢血中の好中球を用いて検討を行った。 
 
（２）デキサメサゾン添加による単離した犬
末梢血単核球の代謝産物解析 
末梢血単核球を使用して、グルココルチコ

イド製剤であるデキサメサゾンの添加によ
る、細胞内へのグルコース取り込み能と取り
込み後の細胞内代謝産物の影響について検
討した。グルコース取り込み能は、2-デオキ
シ-D-グルコース（2-DG）の細胞内への取り
込み量で評価した。2-DG はグルコースの 2-
ヒドロキシル基が水素原子に置換した構造
を持ち、グルコーストランスポータによって
取り込まれリン酸化により 2-デオキシグル
コース-6-リン酸（2DG6P）までは代謝が進む
が、その次の酵素反応には進まず細胞内に留
まるため、細胞内の 2DG6P を定量することに
よりグルコース取り込み能を評価すること
ができる。また、細胞内代謝産物の測定につ
いては、代謝産物を網羅的に定性、定量でき
るキャピラリー電気泳動－飛行時間型質量
分析装置（Capillary Electrophoresis - Time 
of Flight-Mass Spectrometer : CE-TOF-MS）
を使用した。 
 
（３）デキサメサゾンおよび TNF-αが犬骨格
筋培養細胞の代謝産物とインスリンシグナ
リング遺伝子発現に及ぼす影響の解析 
 犬の正常骨格筋細胞を用い、グルココルチ

インスリン抵抗性を惹起する2大要因

• 肥満（脂肪細胞の慢性炎症）
• クッシング症候群（グルココルチコイド過剰）

• 肥満との関連研究多数
• モデル動物でグルココル
チコイド投与により糖尿病
発症

ヒト 犬

• 肥満と糖尿病との関連
は見出されていない

• クッシング症候群の
犬で糖尿病を発症 し
たケースが報告されて
いる



コイド製剤であるデキサメサゾンと、ヒトに
おいて肥満により高値を示し、インスリン抵
抗性を惹起する腫瘍壊死因子-α（TNF-α）
の影響を in vitroで検討した。 
まず、デキサメサゾン、TNF-αを犬骨格筋

培養細胞の培地に添加し、代謝産物を分析し、
影響を解析した。代謝産物のアミノ酸20種、
脂肪酸 14 種、有機酸 11種についてそれぞれ
異なる誘導体化後にガスクロマトグラフ質
量 分 析 計 （ Gas Chromatograph-Mass 
Spectrometer: GC-MS）で定量を行った。ま
た、糖と糖リン酸 9種については液体クロマ
トグラフタンデム型質量分析計（Liquid 
Chromatograph tandem Mass Spectrometer: 
LC-MS/MS）を用いて定量を行った。 
次にデキサメサゾン、TNF-αを犬骨格筋培

養細胞の培地に添加し、糖取り込み能の評価
とインスリンシグナリング遺伝子に及ぼす
影響を解析した。2-DG の細胞取り込み後の代
謝産物である 2-デオキシグルコース-6-リン
酸（2DG6P）について、LC-MS/MS により定量
を行うことで、糖取り込み能が評価できるか
検討した。さらに糖取り込み能の評価に最適
なインスリン濃度を求めたのち、デキサメサ
ゾンと TNF-αの影響を検討した。また、イン
スリンシグナリング遺伝子である IRS-1、
PI3-K、Akt2 の mRNA 量を定量 PCR 法によって
測定した。 
 
（４）健常犬の血清中グルコースおよびイン
スリン濃度変動と血清中代謝産物変動の比
較 
 アミノ酸の変動がインスリン作用低下の
指標、すなわちインスリン抵抗性の指標にな
ると考え、膵β細胞からのインスリン分泌の
有無を調べるために獣医療臨床でも実施さ
れている静脈内糖負荷試験により間接的に
インスリンの一過性上昇を生じさせ、この時
の血清中グルコースおよびインスリン濃度
変動と血清中アミノ酸の変動を比較するこ
とにした。 
 
（５）副腎皮質機能亢進症の犬と肥満犬の血
清中代謝産物の比較検討 
 副腎皮質機能亢進症（HAC）の犬と、肥満
の犬を比較することで、HAC の慢性的なグル
ココルチコイドの過剰環境によるインスリ
ン抵抗性から糖尿病に進行するメカニズム
についての新たな知見を得ることを目的と
した。血清検体を用いて、（４）までに個体
レベルおよび細胞レベルで変動の認められ
た代謝産物のアミノ酸と脂肪酸をガスクロ
マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 計 （ Gas 
Chromatograph-Mass Spectrometer: GC-MS）
で定量した。また、獣医療臨床でも行われて
いる血液生化学パラメータについても測定
した。 
 
４．研究成果 
（１）副腎皮質機能亢進症の犬における末梢

血好中球のインスリンシグナリング遺伝子
発現量の解析 
 グルココルチコイドが犬に及ぼす影響を
明らかにするために、その影響を評価するの
に末梢血白血球を利用できるか検討した。定
量 PCR 法により、末梢血白血球を用いて、HAC
症例犬と健常犬のインスリンシグナリング
遺伝子として IRS-1、IRS-2、PI3-K、Akt2、
PKC-λの mRNA 発現量を測定した。末梢血好
中球における IRS-1 の遺伝子発現量は HAC 
untreated 群、HAC treated 群ともに軽度の
低下傾向を示した。IRS-2、PI3-K、Akt-2 の
遺伝子発現量は HAC untreated 群、HAC 
treated 群の両群ともに Control 群の約半分
に低下し、HAC treated 群での差は統計学的
に有意であった。インスリンシグナリングの
ダウンレギュレーションは、ヒトやげっ歯類
のグルココルチコイドによるインスリン抵
抗性の原因と考えられており、副腎皮質機能
亢進症の犬においても同様であることが明
らかになった。 
 従って、グルココルチコイドが及ぼす影響
を検討するのに末梢血白血球を利用するこ
とは妥当であると考える。 
 
（２）デキサメサゾン添加による単離した犬
末梢血単核球の代謝産物解析 
 グルココルチコイドが犬の末梢血単核球
の細胞内代謝物質にどのような影響を及ぼ
すかについて検討した。健常な犬から単離し
た、末梢血単核球の培養液中にデキサメサゾ
ンを添加し、48 時間培養後の細胞内代謝産物
を CE-TOF-MS により分析し、解析した。デキ
サメサゾンを添加することでCnPBMCsにおけ
る ATP 産生の減少が示された。デキサメサゾ
ンを添加すると CnPBMCs のグルコース-1-リ
ン酸は 1.29 倍、グルコース-6-リン酸は 2.04
倍、フルクトース-6-リン酸は 2.16 倍、セド
ヘプツロース-7-リン酸は 1.41 倍、アセチル
-CoA は 1.25 倍有意に高値を示し、ピルビン
酸は 0.67 倍有意に低値を示し、パスウェイ
解析の結果からも、主に TCA サイクルおよび
解糖系／糖新生経路に変化を認めた。 
糖新生経路上流の代謝産物の増加傾向と、
TCA サイクル中間体、ピルビン酸の減少傾向
から、デキサメサゾンの添加によって培養犬
末梢血単核球におけるグルコースの異化作
用が減少したということが考えられる。さら
に、デキサメサゾンによる糖取り込み能の変
化は培養犬末梢血単核球で認められず、また
細胞内での糖異化作用が減少していること
から、細胞内のグルコース濃度が維持され、
細胞への糖取り込みが不要であり、高血糖を
招きやすい状態にあることが考えられる。 
犬の末梢血単核球での代謝産物の解析は、生
体におけるグルコース代謝障害を反映し、グ
ルココルチコイドによって誘発される糖尿
病発症に関する評価法として有用となる可
能性が考えられた。 
 



（３）デキサメサゾンおよび TNF-αが犬骨格
筋培養細胞の代謝産物とインスリンシグナ
リング遺伝子発現に及ぼす影響の解析 
 犬骨格筋細胞の分化誘導により得られた
筋管様細胞を用いてデキサメサゾンと TNF-
αが細胞内代謝産物、糖取り込み能およびイ
ンスリンシグナリング遺伝子発現量に及ぼ
す影響を検討した。1 μmol/L のデキサメサ
ゾン含有 DMEM と 2 ng/mL の TNF-α含有 DMEM
をそれぞれ 4 日間 37℃、5% CO2 の湿潤条件
下にて培養し、培養中は 24 時間毎に新鮮な
デキサメサゾン含有培地あるいは TNF-α含
有培地に交換することで細胞におけるイン
スリン抵抗性誘導を行った。代謝産物の測定
には、GC-MS、LC-MS/MS を使用し、20 種のア
ミノ酸と 14 種の脂肪酸、20 種の解糖系／糖
新生およびTCAサイクルに関わる代謝産物を
測定した。糖取り込み能の評価は取り込まれ
た 2-DG が細胞内ヘキソキナーゼにより変換
され生じる 2DG6P 量を LC-MS/MS にて測定し、
インスリンシグナリング遺伝子である IRS-1、
PI3-K、Akt2 の発現量は定量 PCR 法にて測定
した。 
 デキサメサゾンの添加では多くの代謝産
物の減少が観察され、糖の取り込み能は減少
傾向を示した。糖の取り込み能が減少し、か
つ細胞内代謝産物量が減少するということ
は、細胞におけるグルコースの異化作用が減
少していることを示唆する。また、特に分岐
鎖アミノ酸（BCAA）の減少は著しく、これは
グルココルチコイドによる細胞内 BCAA の分
解促進と、細胞内への BCAA 輸送の減少の 2
つの作用により細胞内 BCAA の低下が生じた
と考えられた。細胞内 BCAA 量の低下はタン
パク質翻訳系も抑制することから、細胞内の
代謝産物は減少し、筋の萎縮が起こることが
知られている。骨格筋は生体において最大の
糖取り込み器官であることから、デキサメサ
ゾンにより生じる筋萎縮は糖取り込み量の
減少に繋がり、HAC において高血糖を引き起
こす要因の一つとなると考えられる。 
TNF-αの添加では、細胞中のβ-アミノイソ
酪酸の顕著な増加を認め、IRS-1 遺伝子発現
量に減少傾向は見られたものの、糖の取り込
み能に変化は認められなかった。β-アミノ
イソ酪酸は、ヒトやマウスにおいて持続的な
運動によって骨格筋中での PGC-1αの増加に
伴い、血液中で増加し、ミトコンドリア量や
GLUT-4 量を増加させインスリン感受性を増
強させる。また、げっ歯類の筋管細胞の培養
液中にβ-アミノイソ酪酸を添加することで
糖取り込み等の糖代謝異常が改善すること
が知られている。今回の TNF-α添加による細
胞内性β-アミノイソ酪酸の増加は、犬が肥
満しても糖代謝異常を引きおこしにくい要
因の一つとなると考えられる。 
 
（４）健常犬の血清中グルコースおよびイン
スリン濃度変動と血清中代謝産物変動の比
較 

 健康な犬に静脈内糖負荷試験を行い、イン
スリン分泌を促した時の血清中代謝産物と
してアミノ酸の変動について評価すること
で、犬にインスリンが作用した時の血中アミ
ノ酸の変動について検討した。代謝産物の測
定には、ガスクロマトグラフ質量分析計を使
用し、23 種のアミノ酸を測定した。 
 23 種のアミノ酸データは多変量解析ソフ
トウェア SIMCA を用いた PLSバッチモデリン
グを行い、時間の進展をモデリングすること
により経時的変化に伴うアミノ酸の変動を
ローディングプロットにより可視化するこ
とができ、アミノ酸は 4つのクラスターに分
類された。このうちバリン、ロイシン、アロ
イソロイシン、イソロイシン、フェニルアラ
ニンにより形成されたクラスターはインス
リンがピークを示す 0-60 分で有意に減少し
ており、とくに BCAA はインスリンに反応し
て速やかに骨格筋に取り込まれたと考えら
れた。今後さらなる検討は必要ではあるが、
データを蓄積することで犬におけるインス
リンによる治療効果のモニタリング項目と
しても期待できるかもしれない。 
 
（５）副腎皮質機能亢進症の犬と肥満犬の血
清中代謝産物の比較検討 
 インスリン抵抗性から糖尿病へ進行する
ケースが知られているHAC症例犬を対象とし、
インスリン抵抗性は生じるものの糖尿病の
直接的な原因とはされていない肥満犬を比
較対象に、副腎皮質機能亢進症および肥満が
惹起するインスリン抵抗性の違いを代謝産
物レベルで比較した。代謝産物の測定には、
GC-MS を使用し、25 種のアミノ酸と 14 種の
脂肪酸の定量を行い、また 11 項目の生化学
パラメータの測定を行った。 
解析の結果、HAC群ではObesity群と比較し、
ALP と ALT が有意に高値を示した。犬の ALP
アイソザイムにはコルチコステロイド誘導
性 ALP があることが知られている。また ALT
についても過剰のグルココルチコイドによ
り肝細胞壊死を起こし高値を示すことが報
告されており、これらの変化は既報と一致す
る結果であった。 
血液中のシスチンは、ヒトでは肥満と強い正
の相関があるとされているが、本研究におい
て Control 群と比較して、HAC 群では有意な
増加を認め、Obesity 群では減少傾向である
という、ヒトとは異なる動態が示された。ヒ
トでは、過剰なシスチンはインスリン分泌抑
制とインスリンシグナリング抑制に繋がる
ことが報告されている。また、HAC 群で、
Obesity 群に対して有意に血清中グルタミン
が低下しており、グルタミンの低下はインス
リン感受性の低下に繋がるとされている。さ
らに、stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 活
性が HAC 群は Obesity 群より上昇していた。
これはヒトにおいて肝臓での糖新生が亢進
していることを示す指標である。BCAA である
バリンとイソロイシンはControl群と比較し、



HAC 群、Obesity 群ともに有意に高値であっ
た。BCAA はヒトの 2型糖尿病では血中で上昇
するが、これはインスリン抵抗性が生じると
細胞内への BCAA 取り込みが抑制されるから
であると説明されている。したがって、本研
究でも HAC 群、Obesity 群ともにインスリン
抵抗性が生じていたと考えられる。 
 これらのことから、HAC 群、Obesity 群の
どちらでもControl群に比べてインスリン抵
抗性が生じていたが、HAC 群は、Obesity 群
と比較してインスリン感受性が低下し、糖新
生も亢進しており、より糖尿病を発症しやす
い状態であると考えられる。 
 
 以上のように、健常な犬では血清中インス
リン増加に伴い血清中 BCAA が低下したが、
これはインスリン依存的に BCAA が細胞に取
り込まれたことを示している。デキサメサゾ
ンを添加した犬筋管様細胞では、細胞内の
BCAA がコントロールに対して有意に低値で
あったことから、インスリン抵抗性が高まっ
ていたと示唆される。さらに、デキサメサゾ
ンを添加した犬筋管様細胞では、糖取り込み
能が抑制され、糖の異化作用が減少する傾向
にあった。糖異化作用の減少は、健常な犬か
ら単離した末梢血単核球にデキサメサゾン
を添加した時の代謝産物の解析結果でも示
されていた。一方、TNF-αを添加した犬筋管
様細胞では、逆にインスリン感受性を増強す
るβ-アミノイソ酪酸が有意に高値を示し、
生じたインスリン抵抗性を代償する作用が
働いたと考えられる。また、HAC 群と Obesity
群の血清中代謝産物をControl群と比較した
ところ、血清中 BCAA が高値であった。これ
はどちらもインスリン抵抗性が生じている
ことを示唆しているが、HAC 群では、Obesity
群と比較してインスリン感受性低下の指標
である血清中グルタミンの低下と、糖新生が
亢進している傾向が見られた。 
 副腎皮質機能亢進症で認められるが肥満
では認められない、これらの代謝産物の違い
は、犬の副腎皮質機能亢進症が糖尿病発症に
至る一方、犬の肥満が糖尿病に至らない一因
を示しており、犬における糖尿病の発症機序
を解明していく上で有用な知見になると考
えられる。また、犬骨格筋培養細胞を対象と
したメタボローム研究は、犬特有の糖尿病発
症機序を解明する有用な手段であると考え
られる。 
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