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研究成果の概要（和文）：Exendin-4は糖尿病治療薬として利用されているGLP-1アナログである．エピジェネティクス
とはDNAメチル化やヒストンアセチル化による遺伝子発現制御機構であり， 細胞外型抗酸化酵素（EC-SOD）の発現調節
を行っている．報告者らは，exendin-4が肺胞基底上皮がんA549細胞並びにヒト網膜血管内皮細胞において，メチル化D
NAの脱メチル化並びにヒストンH3アセチル化によりEC-SOD発現を亢進していることを明らかにした．また，インクレチ
ン治療を開始した糖尿病患者では血漿中EC-SOD濃度が上昇していた．以上より，インクレチン治療は血管における直接
的抗酸化能を亢進させることが期待される．

研究成果の概要（英文）：Exendin-4 is an analog of the glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and is used in the 
treatment of type 2 diabetes. Since human GLP-1 receptor has been identified in various cells besides 
pancreatic cells, exendin-4 is expected to exert extrapancreatic actions. The expression of 
extracellular-superoxide dismutase (EC-SOD), a major SOD isozyme that is crucially involved in redox 
homeostasis, is regulated by epigenetic factors. We demonstrated that exendin-4 induced the expression of 
EC-SOD in A549 human lung adenocarcinoma epithelial cell line and human retinal microvascular endothelial 
cells through demethylation of some methyl-CpG sites and histone H3 acetylation at the EC-SOD proximal 
promoter region, respectively. Moreover, plasma EC-SOD concentrations in diabetic patients were elevated 
by incretin-based therapies. Therefore, incretin-based therapies may exert direct extrapancreatic effects 
in order to protect blood vessels by enhancing anti-oxidative activity.

研究分野： 病態生化学
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  １版



１．研究開発当初の背景 

糖尿病網膜症は患者の activities of daily 

living（ADL）を大きく損なう重篤な糖尿病合

併症として知られており，本邦では中途失明

原因第 2 位の疾患である．網膜血管内皮細胞

においては酸化ストレスや小胞体ストレスの

増大が向炎症因子の発現亢進やミトコンドリ

ア機能障害を介して血管系の恒常性破綻を引

き起こすことが報告されている．これらの報

告から，酸化ストレスを抑制することが網膜

血管系傷害の抑制に直結すると考えられる． 

インクレチンとは腸管由来のインスリン分

泌刺激因子である glucagon-like peptide-1

（ GLP-1 ） 並 び に glucose-dependent 

insulinotropic polypeptide（GIP）を指し，近年，

その関連薬（GLP-1 アナログやインクレチン

不活化酵素阻害剤）が新規糖尿病治療薬とし

て上市された．最近，インクレチンが膵に対

するインスリン分泌促進作用とは別に，イン

スリン抵抗性改善作用，心血管系保護作用，

さらには血管系に対する抗炎症作用，抗動脈

硬化作用を有することが報告され，一方で，

その証拠となる GLP-1 受容体（GLP-1R）の発

現が血管内皮細胞など種々の血管系構成細胞

において確認された．  

 

２．研究の目的 

インクレチン関連薬である GLP-1アナログ

は従来の糖尿病用薬とは作用機序が全く異な

る新しいタイプの治療薬として臨床の場で用

いられるようになったが，この GLP-1 は膵イ

ンスリン分泌促進作用以外に抗動脈硬化作用

など多彩な生理機能を有している．申請者は，

糖尿病患者においてはインスリン抵抗性の増

悪とともに血管系の主な抗酸化酵素である

extracellular-superoxide dismutase (EC-SOD)の

発現が低下していることを報告しており，こ

のような酸化ストレスに対する抵抗性の減弱

が糖尿病の病態悪化に繋がっているものと考

えられる．  

エピジェネティクスとは塩基配列の変化を

伴わない遺伝情報の発現制御機構である．具

体的には DNA メチル化やヒストンアセチル

化による遺伝子発現制御であり，細胞の分化

過程において中心的役割を担うことが知られ

ていたが，がん，生活習慣病，精神神経疾患

など多くの疾患の発症にも関わっていること

が報告されてきた．最近，GLP-1 アナログの

一つである exendin-4 がエピジェネティクス

機構により遺伝子の発現を変化させることが

報告された．Exendin-4 は日本では「エキセナ

チド」という一般名の GLP-1 アナログ製剤で

あり，糖尿病治療薬として用いられている． 

そこで，本研究では，exendin-4 の EC-SOD

発現調節のメカニズムを明らかにし，インク

レチン関連薬の血管系に対する直接的抗動脈

硬化抑制作用を提言することを目的とした． 

 

３．研究の方法 

(1) 各細胞は，それぞれ至適の培地を用い，至

適条件下で培養した． 

(2) EC-SOD mRNAレベルは real-time RT-PCR

法により測定した．DNAメチル化は，メチル

化部位特異的切断酵素(McrBC)によるDNA消

化法，bisulfite methylation-specific PCR (MSP)

法，並びに bisulfite シークエンス法により解

析した．ヒストン H3，H4 のアセチル化はヒ

ストン抽出を行った後，western blot 法により

検出した．EC-SOD プロモーター部位のヒス

トンアセチル化は，クロマチン免疫沈降法に

て検出した． 

(3) 臨床研究は，岐阜大学大学院医学系研究科

医学研究等倫理審査委員会ならびに岐阜薬科

大学生命倫理委員会の承認を得て実施した．

岐阜大学医学部附属病院の糖尿病患者へのイ

ンクレチン関連薬治療開始前と開始後の外来

通院時に採血し，得られた血漿中の EC-SOD

濃度を ELISAにて測定した． 

 

４．研究成果 

(1) Exendin-4 による EC-SOD 発現亢進作用

（A549細胞） 

正常肺上皮細胞においては EC-SOD の発現

が高いにも関わらず肺胞基底上皮がん細胞で

ある A549 細胞における発現は非常に低い．

Exendin-4 は DNA 脱メチル化剤である

5-azacytidine と同様に A549 細胞における

EC-SOD の発現を有意に亢進することが明ら

かとなった（図１）．A549 細胞においては

EC-SOD プロモーター領域が高度なメチル化

により転写抑制されており，これが原因で本

細胞では EC-SOD 発現が低いことが判明した．



Exendin-4 負荷後の変化をメチル化感受性制

限酵素を用いた PCR 法，methylation specific 

PCR 法（MSP 法），並びに bisulfite-sequence

法にて解析した結果，EC-SOD プロモーター

領域のうち-149 と-93 CpG サイトが exendin-4

により脱メチル化誘導されることが判明した．

また，この exendin-4 の作用は，GLP-1 受容体

アンタゴニストである exendin-(9-39)の添加に

より有意に抑制された結果から，GLP-1 受容

体への結合によることが明らかになった．さ

らに， exendin-4 は DNA methyltransferase

（DNMT）の発現量には影響を及ぼさないも

のの，その活性を阻害することで脱メチル化

を誘導することが判明した（図２）． 

 

(2) Exendin-4 による EC-SOD 発現亢進作用

（網膜血管内皮細胞） 

 報告者は，すでに糖尿病網膜症病態下では

網膜血管内皮細胞において酸化ストレスが増

大し，結果的に血管透過性が亢進することに

より血中タンパクが硝子体中に逸脱して炎症

病態を呈することを見出している．研究成果

(1)に示すように，exendin-4 が A549 細胞での

EC-SOD 発現を亢進することが確認されたた

め，exendin-4 が網膜血管系においても同様に

EC-SOD 発現を亢進することで酸化ストレス

に対する抵抗性を高め結果的に糖尿病性網膜

症の進展抑制に働いている可能性について検

討した．その結果，exendin-4 は網膜血管内皮

細胞（human retinal microvascular endothelial 

cells: HREC）での EC-SOD 発現を亢進するこ

とが判明した．また，GLP-1 受容体アンタゴ

ニストである exendin-(9-39)の添加により有意

に抑制された結果から，GLP-1 受容体への結

合によることが明らかになった．しかし，

A549 細胞の場合とは異なり，HREC では，

EC-SODプロモーター領域の CpGサイトが高

度にメチル化されているにも関わらず， 

5-azacytidine にて処理しても EC-SOD の発現

に変化はみられず，HREC での exendin-4 によ

る EC-SOD 発現亢進が DNA 脱メチル化によ

るものではないことが判明した．一方，HREC

をヒストン脱アセチル化酵素阻害剤である

trichostatin A にて処理したところ EC-SOD 発

現の亢進が認められた．HREC における

EC-SOD 発現はヒストンのアセチル化によっ

て制御されていると考え，exendin-4 によるヒ

ストンアセチル化レベルの変化を検討した結

果，ヒストン H3，H4 のアセチル化レベルの

亢進が認められた．また，クロマチン免疫沈

降法により EC-SOD プロモーター部位でのヒ

ストン H3アセチル化が確認された．さらに，

exendin-4 は HREC に お い て ， histone 

deacetylase (HDAC)活性を低下させ，ヒストン

アセチル化を促進することで EC-SOD 発現を

亢進していることが判明した． 

 

(3)インクレチン治療による血中 EC-SOD 濃

度の変化 

 臨床研究として，GLP-1 アナログあるいは

DPP-4 阻害剤による治療を開始した糖尿病患

者 12 名（男性 6 名，女性 6 名，42～83 歳）

の投与開始前後の血漿中 EC-SOD 濃度を測定

した結果，インクレチン治療開始により，血

中 EC-SOD 濃度が有意に上昇し，LDL-コレス

EC-SOD 
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図１ EC-SOD 発現に対する exendin-4 の影響 
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図 2 DNMT 活性に対する exendin-4 の影響 



テロールの低下を伴っていた． 
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