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序論 

 

メタボリックシンドロームとは、内臓脂肪型肥満に高血糖、高血圧、脂質代謝異常が組合わさ

った病態である[19, 26, 37]。日本では、ウエスト周囲径が男性 85 cm 女性 90 cm を超え、高血圧・高

血糖・脂質代謝異常の 3 つのうち 2 つに当てはまるとメタボリックシンドロームと診断される。日

本におけるメタボリックシンドロームの診断には、内臓脂肪の蓄積が必須条件で、それに加えて、

血圧・血糖・血清脂質のうち 2 つ以上が基準値を超えていることが条件となっている[50]。メタボリ

ックシンドロームが臨床上極めて重要な概念である理由は、内臓脂肪型肥満に加えて高血糖、高血

圧、脂質代謝異常が軽症でも重積して存在すると、心臓病や 2 型糖尿病をまねきやすいからである。

メタボリックシンドロームの患者数は近年増加しており、メタボリックシンドロームの病態解明お

よび治療薬開発のための良質な実験動物モデルが必須であるが、ヒトのメタボリックシンドローム

に類似する実験動物モデルがない。 

メタボリックシンドロームは遺伝要因と環境要因が組み合わさって発症すると考えられている。

遺伝要因では、レプチンおよびレプチン受容体などの遺伝子変異がヒトで肥満を惹起することが報

告されている[11, 28, 29]。環境要因では高脂肪食や高糖質食の食事の影響が大きく、糖質では甘味料

として使用が急増しているフルクトースのメタボリックシンドローム発症への寄与が注目されてい

る[5]。フルクトースは、主にショ糖の分解により、又は果物から生体へ取り込まれるが、最近では

ソフトドリンクや菓子類に汎用されるコーンシロップに多く含まれることから、米国や日本におい

て摂取量が増加している。フルクトースはグルコースとは異なる代謝的特性を有し、主に肝臓に取

り込まれ代謝される。フルクトースはグルコース代謝のヘキソキナーゼに比べ遥かに高い酵素活性
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を有するフルクトキナーゼにより、フルクトース 1-リン酸に変換された後、フルクトース 1-リン酸

アルドラーゼにより、グリセリンアルデヒドとジヒドロキシアセトンリン酸に分割され、トリオー

スを経て解糖系へ一気に流入する[16, 25, 43]。この経路はグルコース代謝の律速酵素であるホスホフ

ルクトキナーゼを迂回するため、ATP やクエン酸によるネガティブフィードバックの制御を受けな

い。したがって、フルクトースの大量摂取は大量のアセチル CoA を供給することになり、それがグ

ルコースや中性脂肪に変換される。また、最近ではフルクトース摂取と高中性脂肪血症、脂肪肝お

よびインスリン抵抗性との関連が報告されている[8, 12, 38, 40, 41, 45]。 

WBKDF ラットは、肥満を伴わない 2 型糖尿病モデルである WBN/Kob に Zucker 肥満ラットの

レプチンレセプター肥満遺伝子（Leprfa）を戻し交配により導入した新規コンジェニックラットであ

る[10]。レプチンレセプター肥満遺伝子は、レプチン受容体の機能不全を生じ、ホモの個体は過食、

肥満およびインスリン抵抗性を示すことが知られている。これまでの研究により、WBKDF ラット

はヒトの肥満を伴う 2 型糖尿病の病態をよく反映することが明らかとなっており、メタボリックシ

ンドロームの病態研究に有用な新規モデル動物としても期待されている[1, 20, 30, 33]。 

そこで本研究では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索

するため、以下に示す第 1～3 章の実験を実施した。 

第 1 章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である WBKDF

ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼす影

響を検討した。その結果、糖代謝については高脂肪食と高フルクトース食で異なるプロファイルを

示し、高血糖は高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽減すること、血漿
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中インスリン値は、高脂肪食負荷で標準食群と同様に減少するのに対して、高フルクトース食負荷

では高値を維持することが明らかとなった。そこで、第 2 章では、WBKDF ラットに負荷した高フ

ルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べるため、糖代謝の主要臓器である膵臓および肝臓に対す

る作用について検討した。 

第 1 章および第 2 章の結果から、WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより、

ヒトのメタボリックシンドロームに類似する種々の病態がみられることが明らかとなった。メタボ

リックシンドロームの病態解明および治療薬開発のための当該動物モデルの有用性を検証するため

には、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている薬剤による改善作用が、

当該動物モデルとヒトで類似するかどうかを検討する必要があると考える。Glucagon-like peptide-1

（GLP-1）アナログであるリラグルチドは、GLP-1 受容体作動による血糖低下作用をもつ糖尿病治療

薬で、2 型糖尿病患者でその有効性と安全性が確認されている[17, 24, 36]。また、GLP-1 アナログで

は、血糖低下作用に加えて、体重減少、血圧低下、血中脂質低下などのメタボリックシンドローム

でみられる種々の病態に対する多面的な作用も認められることが報告されている[4, 7, 15, 27, 47, 49]。

そこで第 3 章では、高フルクトース食を負荷した WBKDF ラットを用いて、ヒトで抗メタボリック

シンドローム作用があることが報告されている GLP-1 受容体作動薬であるリラグルチドによる作用

を検討した。 
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WBKDF ラットにおける高脂肪食および高フルクトース食誘導性肥満に関する研究 
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緒言 

 

メタボリックシンドロームとは、内臓脂肪型肥満に高血糖、高血圧、脂質代謝異常が組合わさ

った病態である[19, 26, 37]。メタボリックシンドロームの患者数は近年増加しており、メタボリック

シンドロームの病態解明および治療薬開発のための良質な実験動物モデルが必須であるが、ヒトの

メタボリックシンドロームに類似する実験動物モデルがない。 

メタボリックシンドロームは遺伝要因と環境要因が組み合わさって発症すると考えられている。

環境要因では高脂肪食や高糖質食の食事の影響が大きく、糖質では甘味料として使用が急増してい

るフルクトースのメタボリックシンドローム発症への寄与が注目されている[5]。 

WBKDF ラットは、肥満を伴わない 2 型糖尿病モデルである WBN/Kob に Zucker 肥満ラットの

レプチンレセプター肥満遺伝子（Leprfa）を戻し交配により導入した新規コンジェニックラットであ

る[10]。レプチンレセプター肥満遺伝子は、レプチン受容体の機能不全を生じ、ホモの個体は過食、

肥満およびインスリン抵抗性を示すことが知られている。これまでの研究により、WBKDF ラット

はヒトの肥満を伴う 2 型糖尿病の病態をよく反映することが明らかとなっており、メタボリックシ

ンドロームの病態研究に有用な新規モデル動物としても期待されている[1, 20, 30, 33]。 

そこで本章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索す

るため、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である

WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に

及ぼす影響を検討した。 
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実験材料および実験方法 

 

動物 

実験には日本 SLC 株式会社（Hamamatsu, Japan）より入手した雄性 WBKDF ラットおよび Wistar

ラットを使用した。動物の飼育は、麻布大学付属生物科学総合研究所のクリーンエリア動物実験室

（室温 21±2°C、湿度 55±5%、12 時間明暗周期）でプラスチックケージにて行った。なお、全ての動

物実験は、麻布大学動物実験委員会の承認を得た（承認番号 110325-4）。 

 

飼料 

実験には、標準食として CE-2（CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）、高脂肪食として 45% kcal from fat

（PMI Nutrition International, St. Louis. MO, USA）、高フルクトース食として 60% fructose purified diet

（PMI Nutrition International, St. Louis. MO, USA）を使用した。飼料は自由摂取させた。ただし、実験

期間終了時の採血日前日の夕方から採血日当日の安楽死までの期間（約 18 時間）は絶食とした。な

お、実験に用いた飼料は、ラットに肥満を誘導する際に一般的に使用されるものである[13, 39]。 

 

実験プロトコール 

動物を 5 週齢で搬入し、7 週齢で群分けした。なお、群分けまでは全ての動物に標準食を与えた。 

WBKDF ラットを標準食群（STD 群）、高脂肪食群（HFD 群）および高フルクトース食群（FRD

群）の 3 群（n=8/群）に分け、それぞれ標準食、高脂肪食、高フルクトース食を 7 週齢から 11 週齢

の 4 週間与えた。Normal 群として、Wistar ラットに標準食を 7 週齢から 11 週齢の 4 週間与えた。
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実験期間中に体重、血糖値および血漿中インスリン値の測定を週 1 回実施した。血糖値および血漿

中インスリン値の測定のための採血（0.2 mL）は尾静脈より行い（午後）、遠心分離（約 3000×g、

15 分間、約 4°C）後得られた血漿（抗凝固剤：ヘパリンナトリウム）をサンプルとして測定まで冷

凍保存（-20°C）した。 

実験期間終了時に、ペントバルビタールナトリウム（Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan）の腹腔内投

与（50 mg/kg）による麻酔下で腹部大静脈より血液を採取（3 mL）し、遠心分離（約 3000×g、15

分間、約 4°C）後得られた血漿（抗凝固剤：ヘパリンナトリウム）を血液生化学的検査のためのサ

ンプルとして測定まで冷凍保存（-20°C）した。採血後にペントバルビタールナトリウムの過量投

与により動物を安楽死させた。精巣周囲脂肪および腸間膜脂肪を採取後、重量を測定した。 

 

血糖値および血漿中インスリン値の測定 

血糖値の測定は、自動分析装置 JCA-BM 2250（JEOL, Ltd., Tokyo, Japan）を用いて行った。血漿

中インスリン値の測定はラットインスリン測定キット（Morinaga Institute of Biological Science, 

Yokohama, Japan）を用いて行った。 

 

血液生化学的検査 

血液生化学検査として、総コレステロール（T-Cho）、リン脂質（PL）および中性脂肪（TG）を

測定した。測定は、自動分析装置 JCA-BM 2250（JEOL, Ltd., Tokyo, Japan）を用いて行った。 
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統計解析 

結果は平均値±標準誤差で表示した。体重、血糖値、血漿中インスリン値、血液生化学的検査お

よび器官重量のデータについて、二元配置分散分析（two-way ANOVA）後に Tukey test を実施した

（Wistar ラット vs WBKDF ラット、STD 群 vs HFD 群又は FRD 群）。有意水準は 5%とした。統計解

析には GraphPad Prism 5 statistical software（GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA）を用いた。 
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実験結果 

 

体重および器官重量 

体重、精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重量の結果を Figure 1-1 に示す。 

WBKDF ラットの体重は、高脂肪食又は高フルクトース食負荷開始時点（7 週齢）では群間差は

みられなかった。WBKDF ラットの STD 群の体重は、7 週齢から 11 週齢で Normal 群と比較して高

かった（P<0.01）。WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を 4 週間負荷した後（11 週齢）

の HFD 群および FRD 群の体重は、STD 群と比較して高かった（P<0.01）。 

WBKDF ラットの STD 群の精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重量は、Normal 群と比較して高

かった（P<0.01）。WBKDF ラットの HFD 群および FRD 群の精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重

量は、STD 群と比較して高かった（P<0.01）。 

 

血液生化学的検査 

血漿中 T-Cho、PL および TG の結果を Figure 1-2 に示す。 

WBKDFラットのSTD群の血漿中T-Cho、PLおよびTGは、STD群と比較して高かった（P<0.01）。

WBKDFラットのHFD群および FRD群のT-Choおよび PLは、STD群と比較して高かった（P<0.01）。

HFD 群および FRD 群の TG は STD 群と比較して有意な差はみられなかった。 

 

血糖値および血漿中インスリン値 

血糖値および血漿中インスリン値の結果を Figure 1-3 に示す。 
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WBKDF ラットの STD 群の血糖値は、8 週齢より顕著に増加し、10 週齢で頭打ちとなった。

WBKDF ラットの HFD 群の血糖値は、STD 群よりも高く推移し、11 週齢で高かった（P<0.05）。一

方、WBKDF ラットの FRD 群の血糖値は、11 週齢まで STD 群よりも低く推移した（P<0.01）。 

WBKDF ラットの血漿中インスリン値は、高脂肪食又は高フルクトース食負荷開始時点（7 週齢）

で Normal 群と比較して高かった（P<0.01）。WBKDF ラットの STD 群および HFD 群の血漿中インス

リン値は同程度で推移し、8 週齢から 11 週齢にかけて減少し、11 週齢で Normal 群と有意な差はみ

られなかった。一方、WBKDF ラットの FRD 群の血漿中インスリン値は、11 週齢まで Normal 群と

比較して高値を推移した（P<0.01）。 
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第 1 章の図表 

 

Figure 1-1 Effects of the 4-week feeding of HFD and FRD on (A) the body weights (open circle, 
Wistar-STD; closed circle, WBKDF-STD; closed square, WBKDF-HFD; closed triangle, 
WBKDF-FRD), and (B) epididymal and (C) mesenteric fat weights in WBKDF rats. The fat weights 
were determined at 11 weeks of age. Data are expressed as mean ± SE (n=8). Different superscript 
letters (a, b, c) indicate significant differences between groups (p<0.05).   
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Figure 1-2 Effects of the 4-week feeding of HFD and FRD on plasma levels of (A) triglyceride, (B) 
total cholesterol and (C) phospholipid in WBKDF rats. Data are expressed as mean ± SE (n=8). 
Different superscript letters (a, b, c) indicate significant differences between groups (p<0.05). 
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Figure 1-3 Effects of the 4-week feeding of HFD and FRD on (A) plasma glucose concentrations and 
(B) plasma insulin concentrations in WBKDF rats (open circle, Wistar-STD; closed circle, 
WBKDF-STD; closed square, WBKDF-HFD; closed triangle, WBKDF-FRD). Data are expressed as 
mean ± SE (n=8). Different superscript letters (a, b, c) indicate significant differences between 
groups (p<0.05). 
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考察 

 

第 1 章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である WBKDF

ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼす影

響を検討した。なお、実験に使用した高フルクトース食に含まれる糖質のほとんどはフルクトース

であるが、フルクトースは肝臓で速やかに代謝され、グルコース（~約 66%）、乳酸（~約 25%）など

に変換され血中に放出されることが報告されていることから[5]、高フルクトース食による飼育は血

中にグルコースが供給されにくい条件ではない。 

本章では、1）WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することにより遺伝性の

肥満および脂質異常症が増悪すること、2）高血糖については高脂肪食と高フルクトース食で異なる

プロファイルを示し、高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽減すること、

3）血漿中インスリン値は、高脂肪食負荷で STD 群と同様に減少するのに対して、高フルクトース

食負荷では高値を維持することが明らかとなった。 

WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を 4 週間負荷した後の HFD 群および FRD 群

の体重、精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重量は、STD 群と比較して高かった（P<0.01）ことか

ら、高脂肪食および高フルクトース食が WBKDF ラットにおける遺伝性の肥満を増悪することが示

された。本実験は、2 型糖尿病モデルラットにおいてフルクトースが肥満を誘導することを示した最

初の実験であると考える。なお、本実験でみられた高脂肪食による遺伝性の肥満の増悪は、ZDF ラ

ットでの報告[44]と類似する。 
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WBKDFラットのHFD群およびFRD群のT-ChoおよびPLは、STD群と比較して高かった（P<0.01）

ことから、高脂肪食および高フルクトース食が WBKDF ラットにおける遺伝性の脂質異常症を増悪

することが示された。本実験でみられた高脂肪食および高フルクトース食による脂質異常症の増悪

は、正常のげっ歯類で高脂肪食および高フルクトース食が脂質異常症を惹起するという文献報告[6, 

13, 39]と類似する。高脂肪食による脂質異常症の増悪は、脂肪の過剰摂取が原因と考えられた。一

方、フルクトースは肝細胞で脂質生合成を介して脂肪酸に変換されることが報告されており[5]、高

フルクトース食による脂質異常症の増悪は、フルクトースの過剰摂取による脂肪酸合成の増加が原

因である可能性が考えられた。 

WBKDF ラットは、週齢が進むにつれて膵疲弊に伴う膵 β 細胞の障害によるインスリン分泌不

全と高血糖を発症することが報告されている[20, 30, 33]。本実験でみられた HFD 群での高血糖の増

悪は、高脂肪食の摂取と 2 型糖尿病発症の関連を示唆する文献報告[32]と一致する。一方、FRD 群

では血漿中インスリン値は高値のまま推移し、高血糖は軽減された。WBKDF ラットにおいて週齢

が進むにつれて膵 β 細胞の障害を発症すること[1, 33]を踏まえると、膵 β 細胞の障害を軽減させるこ

とが高フルクトース食による血漿中インスリン値の減少の抑制の発現機序として推察された。 
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小括 

 

第 1 章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である WBKDF

ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼす影

響を検討した。 

本実験では、1）WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することにより遺伝性

の肥満および脂質異常症が増悪すること、2）高血糖については高脂肪食と高フルクトース食で異な

るプロファイルを示し、高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽減するこ

と、3）血漿中インスリン値は、高脂肪食負荷で標準食群と同様に減少するのに対して、高フルクト

ース食負荷では高値を維持することが明らかとなった。 

以上、WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することにより、ヒトのメタボ

リックシンドロームに類似する種々の病態がみられた。 
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第 2 章 

 

 

 

高フルクトース食負荷 WBKDF ラットにおける病態解析 
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緒言 

 

第 1 章では、1）WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することにより遺伝性

の肥満および脂質異常症が増悪すること、2）高血糖については高脂肪食と高フルクトース食で異な

るプロファイルを示し、高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽減するこ

と、3）血漿中インスリン値は、高脂肪食負荷で標準食群と同様に減少するのに対して、高フルクト

ース食負荷では高値を維持することが明らかとなった。 

WBKDFラットにおいて週齢が進むにつれて膵 β細胞の障害を発症すること[1, 33]を踏まえると、

膵 β 細胞の障害を軽減させることが高フルクトース食による血漿中インスリン値の減少の抑制の発

現機序として推察された。一方、肝臓での糖代謝に対するフルクトースの影響は未検討であるため、

高フルクトース食による高血糖の軽減と血漿中インスリン値の減少抑制における肝臓の寄与は不明

である。 

そこで本章では、WBKDF ラットに負荷した高フルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べる

ため、糖代謝の主要臓器である膵臓および肝臓に対する作用について検討した。 
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実験材料および実験方法 

 

動物 

実験には日本 SLC 株式会社（Hamamatsu, Japan）より入手した雄性 WBKDF ラットおよび Wistar

ラットを使用した。 

 

飼料 

実験には、標準食として CE-2（CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）、高フルクトース食として 60% 

fructose purified diet（PMI Nutrition International, St. Louis. MO, USA）を使用した。飼料は自由摂取さ

せた。 

 

実験プロトコール 

本実験は、実験 1 および実験 2 に分けて実施した。 

実験 1 の動物の飼育は、麻布大学付属生物科学総合研究所のクリーンエリア動物実験室（室温

21±2°C、湿度 55±5%、12 時間明暗周期）でプラスチックケージにて行った。なお、実験 1 の動

物実験は、麻布大学動物実験委員会の承認を得た（承認番号 130314-3）。実験 1 では、5 週齢で搬入

し、7 週齢で群分けを行った。Wistar ラットおよび WBKDF ラットを、それぞれ標準食群（STD 群）

および高フルクトース食群（FRD 群）の計 4 群（n=8/群）に分け、それぞれ標準食、高フルクトー

ス食を 7 週齢から 11 週齢の 4 週間与えた。実験期間中に体重および血糖値の測定を週 1 回、摂餌量

の測定（各測定日間の重量差から、その期間の 1 日平均摂餌量を算出）を実施した。 
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実験 2 の動物の飼育は、帝人ファーマ株式会社生物医学総合研究所の飼育室（室温 24±2°C、

湿度 55±15%、12 時間明暗周期）で自動洗浄ブラケットケージにて行った。なお、実験 2 の動物実

験は、帝人ファーマ株式会社生物医学総合研究所の動物実験委員会の承認を得た（承認番号 A17-091）。

実験 2 では、6 週齢で搬入し、7 週齢で群分けを行った。Wistar ラットおよび WBKDF ラットを、そ

れぞれ標準食群（STD 群）および高フルクトース食群（FRD 群）の計 4 群（n=12/群）に分け、それ

ぞれ標準食、高フルクトース食を 7 週齢から 11 週齢の 4 週間与えた。剖検前日の夕方から一晩（約

17 時間）絶食させた後にペントバルビタールナトリウム（Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan）の腹腔内

投与（50 mg/kg）による麻酔を行い、腹部大動脈より血液（約 5 mL）を抗凝固剤（ヘパリンナトリ

ウム）で処理した真空採血管を用いて採取した。採取した血液を遠心分離（約 1200×g、15 分間、

室温）後、得られた血漿を血液生化学的検査のためのサンプルとして、測定まで冷凍保存（-20°C）

した。血液生化学検査として、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノ

トランスフェラーゼ（ALT）、総コレステロール（T-Cho）、リン脂質（PL）、中性脂肪（TG）および

遊離脂肪酸（NEFA）を測定した。測定は日立 7180 自動分析装置（Hitachi High-Technologies Corporation, 

Tokyo, Japan）を用いて行った。血液生化学検査のための採血後に動物を放血安楽死させた。肝臓を

採取後、重量を測定した。肝臓の外側左葉を病理組織学的検査に、外側左葉以外を肝臓中 TG の定

量に使用した。 

 

静脈内糖負荷試験（IVGTT） 

実験 1 では、11 週齢で静脈内糖負荷試験（IVGTT）を実施した。一晩（約 18 時間）絶食させた

後にペントバルビタールナトリウム（Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan）の腹腔内投与（50 mg/kg）によ
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る麻酔を行い、大腿静脈内に 0.5 g/kg の用量で糖（20% w/v; Otsuka Pharmaceutical, Tokyo, Japan）負

荷を行った。糖負荷後 0、2、5、10 および 20 分に頸静脈より血液（0.2 mL/時点）を採取し、遠心分

離（約 2000×g、15 分間、約 4°C）後得られた血漿を血糖値および血漿中インスリン値測定のため

のサンプルとした。血糖値の測定は、自動分析装置 JCA-BM 2250（JEOL, Ltd., Tokyo, Japan）を用い

て行った。血漿中インスリン値の測定はラットインスリン測定キット（Morinaga Institute of Biological 

Science, Yokohama, Japan）を用いて行った。また、IVGTT における血糖値および血漿中インスリン

値の時間曲線下面積（AUC）を台形公式により算出した。IVGTT のための血液採取後に腹部大動脈

より放血安楽死させ、膵臓を採取した。 

 

肝臓中 TG の定量 

実験 2 で採取した肝臓の外側左葉以外を、液体窒素にて冷却した金属板を用いて押しつぶした

後、液体窒素で冷却した乳鉢を用いて粉砕したものを凍結サンプルとした。凍結サンプルは肝臓中

TG の抽出まで凍結保存した。肝臓の凍結サンプルを秤量し、1 g の肝臓に対して 10 mL の容量とな

るように 2-プロパノールを加え、室温で約 1 時間振盪した。遠心分離（3000 min-1、10 分間、4℃）

後、上清をチューブに採取し TG 抽出液試料とした。全ての試料について識別表示を行い、測定ま

で凍結保存した。測定にはLタイプワコーTG・M（Wako-Pure Chemical Industry Co., Ltd., Osaka, Japan）

を用いた。測定は duplicate で行い、平均値を肝臓中 TG 濃度として算出した。 

 

病理組織学的検査 

実験 1 で採取した膵臓を 10%中性緩衝ホルマリン溶液に浸漬固定した。常法に従って、HE 染色
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標本、免疫染色（インスリン）標本を作製した。膵臓の免疫染色後、画像解析ソフト ImageJ（Rasband, 

NIH）にて β 細胞の面積を測定した。 

実験 2 で採取した肝臓の外側左葉を 10%中性緩衝ホルマリン溶液に浸漬固定した。常法に従っ

て、凍結ブロックを作製し、HE 染色標本およびオイルレッド O 染色標本を作製した。凍結ブロッ

クおよび各標本作製は株式会社札幌病理総合病理研究所に委託した。 

 

統計解析 

結果は平均値±標準誤差で表示した。実験 1 の体重、血糖値、IVGTT、β 細胞の面積、実験 2 の

血液生化学的検査、器官重量、肝臓中 TG 量のデータについて、二元配置分散分析（two-way ANOVA）

後に Tukey test を実施した（Wistar ラット vs WBKDF ラット、STD 群 vs FRD 群）。有意水準は 5%

とした。実験 1の統計解析にはGraphPad Prism 5 statistical software（GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA）を用いた。実験 2 の統計解析には SAS 9.2（SAS Insutitute Japan Ltd., Tokyo, Japan）およびその

連動システム EXSUS Ver. 7.7.1（CAC Croit Corporation, Tokyo, Japan）を用いた。 
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実験結果 

 

体重、摂餌量および血糖値 

体重、摂餌量および血糖値の結果を Figure 2-1 に示す。 

Wistar ラットの体重では、11 週齢で FRD 群と STD 群の間に有意な差はみられなかった。WBKDF

ラットの FRD 群の体重は、11 週齢で STD 群と比較して高かった（P<0.01）。 

Wistar ラットの FRD 群の摂餌量は、8 週齢から 9 週齢で STD 群と比較して低かった（P<0.05）。

WBKDF ラットの FRD 群の摂餌量は、10 週齢から 11 週齢で STD 群と比較して低かった（P<0.05）。 

Wistar ラットの血糖値では、FRD 群と STD 群の間に有意な差はみられなかった。WBKDF ラッ

トの FRD 群の血糖値は、11 週齢まで STD 群よりも低く推移した（P<0.01）。 

 

静脈内糖負荷試験（IVGTT） 

IVGTT の結果を Figure 2-2 に示す。 

血糖値は、全群において糖負荷後 2 分でピークに達し、その後は緩やかに減少した。Wistar ラ

ットの血糖値では、FRD 群と STD 群の間に有意な差はみられなかった。WBKDF ラットの血糖値は、

FRD群で糖負荷前後にSTD群と比較して低値を示し、血糖値AUCもFRD群で低値を示した（P<0.01）。 

血漿中インスリン値は、全群において糖負荷後 2 分でピークに達し、その後は緩やかに減少し

た。Wistar ラットの血漿中インスリン値は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示し、糖負荷前と糖

負荷後 20 分で有意差（P<0.05）がみられたが、血漿中インスリン値 AUC に有意差はみられなかっ

た。WBKDF ラットの血漿中インスリン値および血漿中インスリン値 AUC に、FRD 群と STD 群で
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有意差はみられなかったものの、FRD 群の血漿中インスリン値 AUC は、STD 群に対して 180%の高

値を示した。 

Wistar ラットの血漿中インスリン値 AUC/血糖値 AUC に、FRD 群と STD 群で有意差はみられな

かった。WBKDF ラットの血漿中インスリン値 AUC/血糖値 AUC に、FRD 群と STD 群で有意差はみ

られなかったものの、FRD 群の血漿中インスリン値 AUC/血糖値 AUC は、STD 群に対して 222%の

高値を示した。 

 

膵臓の病理組織学的検査 

代表的な膵臓の HE 染色像および免疫染色像並びに膵 β 細胞の面積の結果を Figure 2-3 に示す。 

HE 染色標本を用いた病理組織学的検査では、WBKDF ラットの STD 群と FRD 群で出血、線維

化などを伴う膵島の破壊がみられた。インスリンの免疫染色では、インスリン分泌細胞（膵 β 細胞）

が FRD 群で STD 群と比較して多かった。WBKDF ラットの膵 β 細胞の面積は、FRD 群で STD 群と

比較して高値を示した（P<0.01）。 

 

血液生化学的検査 

血液生化学的検査の結果を Table 2-1 に示す。 

Wistar ラットの血漿中 T-Cho は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示した（P<0.01）。WBKDF

ラットの血漿中 AST、ALT、T-Cho および PL は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示した（P<0.01）。 
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肝臓の重量、肝臓中 TG 量および肝臓の病理組織学的検査 

肝臓重量および肝臓の病理組織学的検査の結果を、それぞれ Table 2-1 および Table 2-2 に示す。

肝臓中 TG 量の結果を Figure 2-4 に示す。代表的な肝臓の HE 染色像およびオイルレッド O 染色像を

Figure 2-5 に示す。 

Wistar ラットの肝臓重量では、FRD 群と STD 群の間に有意な差はみられなかった。WBKDF ラ

ットの肝臓の絶対重量および体重当りの相対重量は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示した

（P<0.01）。 

Wistar ラットの肝臓中 TG 量では、FRD 群と STD 群の間に有意な差はみられなかった。WBKDF

ラットの肝臓中 TG 量は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示した（P<0.01）。 

肝臓の病理組織学的件検査では、Wistar ラットの FRD 群で軽微な脂肪変性がみられた。WBKDF

ラットでは、STD 群で軽度～中等度の脂肪変性、FRD 群で中等度～重度の脂肪変性がみられた。 
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第 2 章の図表 

Table 2-1 Effects of the 4-week feeding of FRD on plasma levels of AST, ALT, T-Cho, PL, TG and 
NEFA and liver weight in Wistar and WBKDF rats. 

 
 
  

 Plasma AST (U/L) 91 ± 4 68 ± 4 161 ± 32 933 ± 157 **, ##

 Plasma ALT (U/L) 48 ± 4 36 ± 2 211 ± 45 751 ± 125 **, ##

 Plasma T-Cho  (mg/dL) 48 ± 2 67 ± 2 ** 101 ± 4 ## 197 ± 5 **, ##

 Plasma PL (mg/dL) 98 ± 3 120 ± 2 221 ± 9 ## 344 ± 10 **, ##

 Plasma TG  (mg/dL) 53 ± 7 92 ± 10 657 ± 34 ## 553 ± 78 ##

 Plasma NEFA  (mEq/L) 395 ± 48 407 ± 28 579 ± 27 ## 663 ± 67 ##

 Absolute liver weight (g) 7.6 ± 0.2 6.8 ± 0.1 14.5 ± 0.7 ## 22.8 ± 2.5 **, ##

 Ratio of liver weight to body weight (%) 3.1 ± 0.0 3.1 ± 0.0 4.5 ± 0.1 # 6.7 ± 0.6 **, ##

Data are expressed as the mean ± SE (n = 12). AST: Aspartate aminotransferase, ALT: Alanine aminotransferase, T-Cho: total cholesterol, PL:
phospholipid, TG: triglycerides, NEFA: non-esterified fatty acid. Significant differences between groups are indicated (**: p<0.01 vs STD, #: p<0.05,
##: p<0.01 vs Wistar rats, Tukey test).

Variables
WBKDF

STD FRDSTD

Wistar

FRD
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Table 2-2 Histopathological findings of livers in Wistar and WBKDF rats supplemented with a 
fructose-rich diet for 4 weeks. 

 
 
  

STD
n=12

FRD
n=12

STD
n=12

FRD
n=12

Fatty degeneration

 Minimal 0 12 0 0

 Mild 0 0 10 0

 Moderate 0 0 2 6

 Marked 0 0 0 6

Findings
Wistar WBKDF
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Figure 2-1 Effects of the 4-week feeding of FRD on the body weights (A), food intake (B) and plasma 
levels of glucose (C) in Wistar and WBKDF rats (open circle, Wistar-STD; closed circle, Wistar-FRD; 
open square, WBKDF-STD; closed square, WBKDF-FRD). Data are expressed as the mean ± SE (n = 
8). Significant differences between groups are indicated (*: p<0.05, **: p<0.01 vs STD, #: p<0.05, ##: 
p<0.01 vs Wistar rats, Tukey test). 
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Figure 2-2 Effects of the 4-week feeding of FRD on glucose tolerance in Wistar and WBKDF rats. The 
IVGTT was performed as described in the Materials and Methods section. The plasma levels of 
glucose (A) and insulin (B) during IVGTT were measured at 11 weeks of age (open circle, 
Wistar-STD; closed circle, Wistar-FRD; open square, WBKDF-STD; closed square, WBKDF-FRD). 
The AUCs of plasma glucose (C) and plasma insulin (D) were calculated. The AUC of plasma 
insulin/AUC of plasma glucose (E) was calculated as described in the Materials and Methods section. 
Data are expressed as the mean ± SE (n = 8). Significant differences between groups are indicated (*: 
p<0.05, **: p<0.01 vs STD, #: p<0.05, ##: p<0.01 vs Wistar rats, Tukey test). “NS” represents not 
significant. 
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Figure 2-3 Effects of the 4-week feeding of FRD on pancreases of Wistar and WBKDF rats. 
Histopathological examination was performed as described in the Materials and Methods section. 
Data are expressed as the mean ± SE (n = 8). Significant differences between groups are indicated 
(**: p<0.01 vs STD, Tukey test). “NS” represents not significant. 
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Figure 2-4 Effects of the 4-week feeding of FRD on hepatic TG level in Wistar and WBKDF rats. The 
hepatic TG level was measured as described in the Materials and Methods section. Data are 
expressed as the mean ± SE (n = 12). Significant differences between groups are indicated (**: p<0.01 
vs STD, #: p<0.05, ##: p<0.01 vs Wistar rats, Tukey test). “NS” represents not significant. 
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Figure 2-5 Effects of the 4-week feeding of FRD on livers of Wistar and WBKDF rats. 
Histopathological examination was performed as described in the Materials and Methods section. 
The scale bar represents 200 μm. 
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考察 

 

第 2 章では、WBKDF ラットに負荷した高フルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べるため、

糖代謝の主要臓器である膵臓および肝臓に対する作用について検討した。 

本章では、1）WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより膵 β 細胞の破壊が軽減

されること、2）WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより脂肪肝が増悪することが

明らかとなった。以上のことから、WBKDF ラットにおける高フルクトース食による高血糖の軽減

と血漿中インスリン値の減少抑制は、肝臓への影響によるのではなく、膵 β 細胞の障害進展を抑制

することによることが示唆された。 

第 1 章と同様に WBKDF ラットでは、高フルクトース食負荷により遺伝性の肥満および脂質異

常症が増悪されたものの、血糖値の上昇は顕著に抑制された。 

WBKDF ラットの FRD 群の摂餌量は、STD 群と比較して低値を示した（P<0.05）。実験に使用

した標準食（3.39 kcal/g）と高フルクトース食（4.05 kcal/g）のカロリーに大きな差はないことも踏

まえると、WBKDF ラットにおける高フルクトース食による遺伝性の肥満および脂質異常症の増悪

は、摂食促進やカロリー摂取量の増加によるものではないと考えられた。 

WBKDF ラットの IVGTT では、FRD 群の血糖値AUC は、STD 群と比較して低値を示し（P<0.01）、

耐糖能の悪化の軽減がみられた。また、FRD 群の血漿中インスリン値 AUC は、STD 群に対して 180%

の高値を示し、インスリン分泌能の悪化の軽減がみられた。さらに、WBKDF ラットに高フルクト

ース食を 4 週間負荷した後の膵 β 細胞の面積は、STD 群と比較して高値（P<0.01）を示した。以上

のことから、高フルクトース食によって WBKDF ラットで膵 β 細胞の破壊が軽減され、耐糖能およ
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びインスリン分泌能の悪化が軽減されることが示唆された。したがって、WBKDF ラットにおける

高フルクトース食による高血糖の軽減と血漿中インスリン値の減少抑制の発現機序として、膵 β 細

胞の障害進展の抑制が示唆された。なお、WBKDF ラットにおいて高フルクトース食が膵β細胞の

障害進展を抑制する詳細な機序を検討する目的での研究は実施しておらず、その機序は不明である。

WBN/Kob ラットにおいて、膵 β 細胞の障害進展と T 細胞による自己免疫反応の関連が報告されて

おり[1]、膵 β 細胞の障害進展の抑制の機序の 1 つとして、フルクトース摂取による自己免疫反応の

抑制が推察された。 

WBKDF ラットの肝臓中 TG 量は、FRD 群で STD 群と比較して高値を示した（P<0.01）。また、

肝臓の病理組織学的件検査では、WBKDF ラットでは、STD 群で軽度～中等度の脂肪変性、FRD 群

で中等度～重度の脂肪変性がみられた。さらに、WBKDF ラットの血漿中 AST および ALT は、FRD

群で STD 群と比較して高値を示した（P<0.01）。以上の結果から、WBKDF ラットに高フルクトース

食を負荷することにより脂肪肝が増悪することが明らかとなった。本実験でみられた高フルクトー

ス食による脂肪肝の増悪は、正常のラットで高フルクトース食が脂肪肝を惹起するという文献報告

[22]と類似する。フルクトースは肝細胞での脂質生合成を増加させることが報告されており[5, 8, 12, 

41]、フルクトースの過剰摂取による脂質生合成の増加が脂肪肝増悪の原因である可能性が考えられ

た。 
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小括 

 

第 2 章では、WBKDF ラットに負荷した高フルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べるため、

糖代謝の主要臓器である膵臓および肝臓に対する作用について検討した。 

本章では、1）WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより膵 β 細胞の破壊が軽減

されること、2）WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより脂肪肝が増悪することが

明らかとなった。以上のことから、WBKDF ラットにおける高フルクトース食による高血糖の軽減

と血漿中インスリン値の減少抑制は、肝臓への影響によるのではなく、膵 β 細胞の障害進展を抑制

することによることが示唆された。 
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第 3 章 

 

 

 

高フルクトース食負荷 WBKDF ラットにおける 

GLP-1 誘導体リラグルチドの作用に関する検討  
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緒言 

 

ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するため、第 1 章お

よび第 2 章において、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動

物である WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼ

す影響を検討した。その結果、WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより、ヒトの

メタボリックシンドロームに類似する種々の病態がみられることが明らかとなった。一方、ヒトで

抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている薬剤が、ヒトと同様に有効性を示さ

ないようでは、メタボリックシンドロームの病態解明および治療薬開発のために有用な動物モデル

とは言えない。したがって、メタボリックシンドロームの病態解明および治療薬開発のための当該

動物モデルの有用性を検証するためには、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報

告されている薬剤による改善作用が、当該動物モデルとヒトで類似するかどうかを検討する必要が

あると考える。 

Glucagon-like peptide-1（GLP-1）アナログであるリラグルチドは、GLP-1 受容体作動による血糖

低下作用をもつ糖尿病治療薬で、2型糖尿病患者でその有効性と安全性が確認されている[17, 24, 36]。

また、GLP-1 アナログでは、血糖低下作用に加えて、体重減少、血圧低下、血中脂質低下などのメ

タボリックシンドロームでみられる種々の病態に対する多面的な作用も認められることが報告され

ている[4, 7, 15, 27, 47, 49]。 

そこで本章では、高フルクトース食を負荷した WBKDF ラット（WBKDF-FRD ラット）を用い

て、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている GLP-1 受容体作動薬であ
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るリラグルチドによる作用を検討した。 
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実験材料および実験方法 

 

動物 

実験には日本 SLC 株式会社（Hamamatsu, Japan）より入手した雄性 WBKDF ラットを使用した。

動物の飼育は、麻布大学付属生物科学総合研究所のクリーンエリア動物実験室（室温 21±2°C、湿度

55±5%、12 時間明暗周期）でプラスチックケージにて行った。給餌および給水は自由摂取とした。

ただし、静脈内糖負荷試験前日の夕方から一晩（約 18 時間）は絶食とした。なお、全ての動物実験

は、麻布大学動物実験委員会の承認を得た（承認番号 160303-8）。 

 

飼料 

実験には、標準食として CE-2（CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）、高フルクトース食として 60% 

fructose purified diet（PMI Nutrition International, St. Louis. MO, USA）を使用した。 

 

化合物 

リラグルチドは、Novo Nordisk Pharma Ltd.（Tokyo, Japan）より購入した。 

 

実験プロトコール 

WBKDF ラットを 5 週齢で搬入し、6 週齢から高フルクトース食を与え、7 週齢で群分けした。

なお、6 週齢までは標準食を与えた。 

WBKDF ラットを対照群（溶媒：生理食塩液）、リラグルチド低用量群（75 μg/kg）およびリラ
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グルチド高用量群（300 μg/kg）の 3 群（n=8/群）に分けた。リラグルチドの投与量は過去の試験結

果[30, 31]を参考に設定した。生理食塩液又はリラグルチドを 7 週齢から 11 週齢の 4 週間、1 日 1 回

午後に皮下投与（投与容量：1 mL/kg）した。実験期間中に体重、摂餌量、摂水量および血糖値の測

定を週 1 回実施した。血糖値の測定のための採血（0.2 mL）は尾静脈より行い（午後の投与前）、遠

心分離（約 3000×g、15 分間、約 4°C）後得られた血漿（抗凝固剤：ヘパリンナトリウム）をサン

プルとして測定まで冷凍保存（-20°C）した。なお、血圧測定および肝臓の病理組織学的検査のた

めの週齢をマッチングした無処置群として、標準食を与えた WBKDF ラット（n=8）を使用した。 

 

血圧測定 

7 週齢および 11 週齢で収縮期血圧の測定を実施した（午後の投与前）。収縮期血圧は、過去の実

験[42]と同様の方法で、tail cuff blood pressure analyzer (BP98A-L, Softron, Tokyo, Japan)を用いて測定、

算出した。 

 

静脈内糖負荷試験（IVGTT） 

11 週齢で静脈内糖負荷試験（IVGTT）を実施した。一晩（約 18 時間）絶食させた後にペントバ

ルビタールナトリウム（Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan）の腹腔内投与（50 mg/kg）による麻酔を行い、

大腿静脈内に 0.5 g/kg の用量で糖（20% w/v; Otsuka Pharmaceutical, Tokyo, Japan）負荷を行った。糖

負荷後 0、2、5、10 および 20 分に頸静脈より血液（0.2 mL/時点）を採取し、遠心分離（約 2000×g、

15 分間、約 4°C）後得られた血漿を血糖値および血漿中インスリン値測定のためのサンプルとした。

血糖値の測定は、自動分析装置 JCA-BM 2250（JEOL, Ltd., Tokyo, Japan）を用いて行った。血漿中イ
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ンスリン値の測定はラットインスリン測定キット（Morinaga Institute of Biological Science, Yokohama, 

Japan）を用いて行った。また、IVGTT における血糖値および血漿中インスリン値の時間曲線下面積

（AUC）を台形公式により算出した。 

インスリン抵抗性について、インスリン抵抗性指数（homeostasis model assessment of insulin 

resistance : HOMA-IR）を用いて評価した。HOMA-IR は以下の式より算出した。空腹時血漿中インス

リン値（μU/mL）×空腹時血糖値（mmol/L）/22.5 

 

血液生化学的検査 

IVGTT 後に、下大静脈より血液（3 mL）を採取し、遠心分離（約 3000×g、15 分間、約 4°C）

後得られた血漿を血液生化学的検査のためのサンプルとして測定まで冷凍保存した。血漿中総コレ

ステロール（T-Cho）、リン脂質（PL）および中性脂肪（TG）の測定は、自動分析装置 JCA-BM 2250

（JEOL, Ltd., Tokyo, Japan）を用いて行った。 

 

器官重量測定および病理組織学的検査 

血液生化学的のための採血後にペントバルビタールナトリウムの過量投与により動物を安楽死

させた。肝臓、精巣周囲脂肪および腸間膜脂肪を採取後、重量を測定した。肝臓を 10%中性緩衝ホ

ルマリン溶液によって固定した。パラフィン包埋した肝臓を薄切し、常法に従ってヘマトキシリン

エオジン（HE）染色を行い、病理組織学的検査のための標本とした。 

 



 44 / 76 
 

統計解析 

結果は平均値±標準誤差で表示した。体重、摂餌量、摂水量、血糖値、IVGTT（血糖値、血漿中

インスリン値、血糖値の AUC、血漿中インスリン値の AUC、HOMA-IR）、血圧、血液生化学的検査

および器官重量のデータについて、一元配置分散分析（one-way ANOVA）後に Dunnett’s test を実施

した。有意水準は 5%とした。統計解析には GraphPad Prism 5 statistical software（GraphPad Software Inc., 

La Jolla, CA, USA）を用いた。  
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実験結果 

 

体重および脂肪重量 

体重、精巣集脂肪重量および腸間膜脂肪重量の結果を Figure 3-1 に示す。 

リラグルチド投与開始前時点（7 週齢）の WBKDF-FRD ラットの体重に群間差はみられなかっ

た。リラグルチド投与群の体重は、8 週齢から 11 週齢で対照群と比較して用量依存的な低値を示し

た。投与期間を通じた体重増加量は、リラグルチド投与群で対照群と比較して用量依存的な低値

（P<0.01）を示した。 

精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重量は、リラグルチド高用量群で対照群と比較して低値を

示した（P<0.01）。 

 

摂餌量および摂水量 

摂餌量および摂水量の結果を Figure 3-2 に示す。 

リラグルチド投与開始前時点（7 週齢）の WBKDF-FRD ラットの摂餌量および摂水量に群間差

はみられなかった。投与期間中の摂餌量および摂水量は、リラグルチド投与群で対照群と比較して

用量依存的な低値を示し、高用量群で 8 週齢以降に有意差（P<0.01 又は P<0.05）がみられた。 

 

血糖値（非絶食下） 

血糖値（非絶食下）の結果を Figure 3-3 に示す。 

リラグルチド投与開始前時点（7 週齢）の WBKDF-FRD ラットの血糖値に群間差はみられなか
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った。対照群の血糖値は 7 週齢（105 ± 4 mg/dL）より増加し、11 週齢では 333 ± 42 mg/dL であった。

一方、リラグルチド投与群では血糖値の増加が抑制され、9 週齢から 11 週齢で対照群と比較して低

値がみられた（P<0.01）。 

 

IVGTT  

IVGTT の結果を Figure 3-4 に示す。 

空腹時の血糖値および血漿中インスリン値は、リラグルチド投与群で対照群と比較して低値を

示した（血糖値：低用量群；P<0.05、高用量群；P<0.01、血漿中インスリン値：P<0.05）。 

血糖値は、糖負荷後 20 分にリラグルチド高用量群で対照群と比較して低値を示した（P<0.05）。

高用量群の血糖値 AUC は、対照群に対して 14%の低値を示した（P<0.05）。 

血漿中インスリン値は、糖負荷後 10 分にリラグルチド高用量群で対照群と比較して高値を示し

た（P<0.05）。血漿中インスリン値 AUC に統計学的有意差はみられなかったものの、高用量群の血

漿中インスリン値 AUC は、対照群に対して 17%の高値を示した。 

インスリン抵抗性の指標である HOMA-IR は、リラグルチド投与群で対照群と比較して低値を

示した（P<0.05）。 

 

血圧 

血圧の結果（11 週齢）を Table 3-1 に示す。 

7 週齢の WBKDF-FRD ラットの収縮期血圧は、対照群、リラグルチド低用量群およびリラグル

チド高用量群で、それぞれ 123 ± 5、125 ± 3、122 ± 4 mmHg であり、群間差はみられなかった。対照
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群の収縮期血圧は、11 週齢（139 ± 6 mmHg）で 7 週齢（123 ± 5 mmHg）と比較して高値を示した。

リラグルチド投与群の収縮期血圧は、11 週齢で対照群と比較して用量依存的な低値を示し、高用量

群で有意差（P<0.01）がみられた。 

標準食を与えたWBKDFラットの収縮期血圧は、7週齢で 121 ± 4 mmHg、11週齢で 126 ± 3 mmHg

であった。 

 

血液生化学的検査 

血液生化学的検査の結果を Table 3-1 に示す。 

血漿中 T-Cho および PL は、リラグルチド高用量群で対照群と比較して低値を示した（P<0.01）。

血漿中 TG は、リラグルチド投与群と対照群の間に有意な差はみられなかった。 

 

肝臓 

肝臓重量の結果を Table 3-1 に示す。また、代表的な肝臓の HE 染色像を Figure 3-5 に示す。 

肝臓重量は、リラグルチド投与群で対照群と比較して用量依存的な低値（P<0.01）を示した。 

肝臓の病理組織学的検査では、対照群で重度な脂肪変性がみられ、リラグルチド投与群で用量

依存的な脂肪変性の改善がみられた。 
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第 3 章の図表 

 
Table 3-1 Effects of low- and high-dose liraglutide on blood pressure, plasma lipids and liver weight 
in WBKDF rats supplemented with a fructose-rich diet for 4 weeks. 

 

 
 
  

 Systolic blood pressure (mmHg) 139 ± 6 132 ± 6 116 ± 2 **

 Plasma T-Cho  (mg/dl ) 184 ± 3 179 ± 4 144 ± 7 **

 Plasma PL (mg/dl ) 344 ± 6 341 ± 12 295 ± 14 **

 Plasma TG  (mg/dl ) 517 ± 73 484 ± 52 493 ± 56

 Absolute liver weight (g) 24.8 ± 2.2 12.6 ± 0.7 ** 9.5 ± 0.3 **

 Ratio of liver weight to body weight (%) 7.2 ± 0.8 3.9 ± 0.1 ** 3.4 ± 0.1 **

Data are expressed as the mean ± SE (n = 8). T-Cho: total cholesterol, PL: phospholipid, TG: triglycerides. Significant
differences from the control group are indicated (**: p<0.01, Dunnett’s test).

Variables
Liraglutide

75 μg/kg 300 μg/kg
Control
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Figure 3-1 Effects of low- and high-dose liraglutide on body weight (A) (open diamond, control; closed 
square, 75 µg/kg of liraglutide; closed triangle, 300 µg/kg of liraglutide), body weight gain (B), 
epididymal fat weight (C) and mesenteric fat weight (D) in WBKDF rats supplemented with a 
fructose-rich diet for 4 weeks. The fat weights were measured at 11 weeks of age. Data are expressed 
as the mean ± SE (n = 8). Significant differences from the control group are indicated (**: p<0.01, 
Dunnett’s test). 
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Figure 3-2 Effects of low- and high-dose liraglutide on food intake (A) and water intake (B) in 
WBKDF rats supplemented with a fructose-rich diet for 4 weeks (open diamond, control; closed 
square, 75 µg/kg of liraglutide; closed triangle, 300 µg/kg of liraglutide). Data are expressed as the 
mean ± SE (n = 8). Significant differences from the control group are indicated (*: p<0.05, **: p<0.01, 
Dunnett’s test). 
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Figure 3-3 Effects of low- and high-dose liraglutide on non-fasting plasma glucose concentrations in 
WBKDF rats supplemented with a fructose-rich diet for 4 weeks (open diamond, control; closed 
square, 75 µg/kg of liraglutide; closed triangle, 300 µg/kg of liraglutide). Data are expressed as the 
mean ± SE (n = 8). Significant differences from the control group are indicated (**: p<0.01, Dunnett’s 
test). 
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Figure 3-4 Effects of low- and high-dose liraglutide on glucose tolerance in WBKDF rats 
supplemented with a fructose-rich diet for 4 weeks. The IVGTT was performed as described in the 
Materials and Methods section. The plasma levels of glucose (A) and insulin (B) during IVGTT were 
measured at 11 weeks of age (open diamond, control; closed square, 75 µg/kg of liraglutide; closed 
triangle, 300 µg/kg of liraglutide). The AUCs of plasma glucose (C) and plasma insulin (D) were 
calculated. The HOMA-IR (E) was calculated as described in the Materials and Methods section. 
Data are expressed as the mean ± SE (n = 8). Significant differences from the control group are 
indicated (*: p<0.05, **: p<0.01, Dunnett’s test). 
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Figure 3-5 Effects of low- and high-dose liraglutide on livers of WBKDF rats supplemented with a 
fructose-rich diet for 4 weeks. Histopathological examination [WBKDF rats fed standard rat chow 
(A), control (B), 75 µg/kg of liraglutide (C) and 300 µg/kg of liraglutide (D)] was performed as 
described in the Materials and Methods section. 
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考察 

 

第 1 章および第 2 章において、WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより、ヒ

トのメタボリックシンドロームに類似する種々の病態がみられることが明らかとなった。メタボリ

ックシンドロームの病態解明および治療薬開発のための当該動物モデルの有用性を検証するために

は、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている薬剤による改善作用が、

当該動物モデルとヒトで類似するかどうかを検討する必要があると考える。そこで第 3 章では、

WBKDF-FRD ラットを用いて、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されてい

る GLP-1 受容体作動薬であるリラグルチドによる作用を検討した。 

本章では、1）WBKDF-FRD ラットにおいてメタボリックシンドロームの特徴である耐糖能異常、

肥満、高血圧、脂質異常症および脂肪肝がみられること、2）リラグルチドは、ヒトでの抗メタボリ

ックシンドローム作用の報告と同様に WBKDF-FRD ラットの耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常

症および脂肪肝を改善することが明らかとなった。 

WBKDF ラットでみられる重度な高血糖が高フルクトース食で軽減されることを示した第 1 章

および第 2 章の結果と同様に、対照群の WBKDF-FRD ラットでマイルドな高血糖がみられた。リラ

グルチドは WBKDF-FRD ラットのマイルドな高血糖を有意に抑制した。また、インスリン抵抗性の

指標である HOMA-IR がリラグルチド高用量群で対照群と比較して有意な低値を示したことから、

リラグルチドが WBKDF-FRD ラットのインスリン抵抗性を改善することが示された。これらの結果

は、リラグルチドの血糖低下作用を示す臨床試験結果[17, 18, 24, 36]と類似する。 

リラグルチドは WBKDF-FRD ラットの体重、精巣周囲脂肪重量および腸間膜脂肪重量を用量依
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存的に減少させた。同様のリラグルチドによる体重減少は、2 型糖尿病を合併する肥満患者を対象と

した臨床試験においても報告されている[35, 48]。GLP-1 受容体作動による体重減少の主な機序は中

枢における食欲抑制作用であると考えられている[34]。本実験でみられたリラグルチド投与群での摂

餌量減少は、当該想定機序を支持する知見であると考えられる。 

高フルクトース食はラットの収縮期血圧および平均動脈圧を増加させることが報告されており

[9, 21]、WBKDF-FRD ラットでも収縮期血圧の軽度な増加がみられた。リラグルチドは WBKDF-FRD

ラットの軽度な収縮期血圧の増加を抑制した。同様のリラグルチドによる収縮期血圧の減少は、2

型糖尿病患者を対象とした臨床試験においても報告されている[14]。心臓での GLP-1 受容体は心房

に局在しており、GLP-1 受容体の活性化は心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）を分泌し、血圧

の低下を促進することが報告されている[23]。 

第 1 章および第 2 章の結果と同様に、対照群の WBKDF-FRD ラットで血漿中 T-Cho、PL および

TG の高値並びに肝臓での重度な脂肪変性がみられた。リラグルチドは WBKDF-FRD ラットの重度

な脂肪変性を用量依存的に改善し、血漿中 T-Cho および PL を減少させた。同様のリラグルチドによ

る脂肪肝の改善は、非アルコール性脂肪性肝炎患者を対象とした臨床試験においても報告されてい

る[3]。更に、非アルコール性脂肪性肝炎患者において、リラグルチドが肝臓での脂肪合成を抑制す

ることが報告されている[2]。また、GLP-1 受容体作動薬による脂質異常症改善の作用機序として、

肝臓での脂肪合成の抑制、小腸からのコレステロールやリポ蛋白の分泌抑制、エネルギー産生のた

めの中性脂肪利用の亢進等が報告されている[46]。したがって、本実験でみられたリラグルチドによ

る脂質異常症および脂肪肝の改善は、肝臓での脂肪合成の抑制、小腸からのコレステロールやリポ

蛋白の分泌抑制およびエネルギー産生のための中性脂肪利用の亢進、並びに摂餌量減少が原因と考
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えられた。 
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小括 

 

第 3 章では、WBKDF-FRD ラットを用いて、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があるこ

とが報告されている GLP-1 受容体作動薬であるリラグルチドによる作用を検討した。 

本章では、1）WBKDF-FRD ラットにおいてメタボリックシンドロームの特徴である耐糖能異常、

肥満、高血圧、脂質異常症および脂肪肝がみられること、2）リラグルチドは、ヒトでの抗メタボリ

ックシンドローム作用の報告と同様に WBKDF-FRD ラットの耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常

症および脂肪肝を改善することが明らかとなった。 

以上、ヒトのメタボリックシンドローム患者で報告されているリラグルチドの抗メタボリック

シンドローム作用が WBKDF-FRD ラットでもみられた。 
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総括ならびに結論 

 

本研究では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、以下に示す第 1～3 章の実験を実施した。 

第 1 章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である WBKDF

ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼす影

響を検討した。その結果、1）WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することによ

り遺伝性の肥満および脂質異常症が増悪すること、2）高血糖については高脂肪食と高フルクトース

食で異なるプロファイルを示し、高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽

減すること、3）血漿中インスリン値は、高脂肪食負荷で標準食群と同様に減少するのに対して、高

フルクトース食負荷では高値を維持することが明らかとなった。そこで、第 2 章では、WBKDF ラ

ットに負荷した高フルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べるため、糖代謝の主要臓器である膵

臓および肝臓に対する作用について検討した。その結果、1）WBKDF ラットに高フルクトース食を

負荷することにより膵 β 細胞の破壊が軽減されること、2）WBKDF ラットに高フルクトース食を負

荷することにより脂肪肝が増悪することが明らかとなった。以上のことから、WBKDF ラットにお

ける高フルクトース食による高血糖の軽減と血漿中インスリン値の減少抑制は、肝臓における糖代

謝改善によるのではなく、膵 β 細胞の障害進展を抑制することによることが示唆された。 

第 1 章および第 2 章において、WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより、ヒ

トのメタボリックシンドロームに類似する種々の病態がみられることが明らかとなった。メタボリ
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ックシンドロームの病態解明および治療薬開発のための当該動物モデルの有用性を検証するために

は、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている薬剤による改善作用が、

当該動物モデルとヒトで類似するかどうかを検討する必要があると考える。そこで、第 3 章では、

WBKDF-FRD ラットを用いて、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されてい

る GLP-1 受容体作動薬であるリラグルチドによる作用を検討した。その結果、1）WBKDF-FRD ラ

ットにおいてメタボリックシンドロームの特徴である耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常症およ

び脂肪肝がみられること、2）リラグルチドは、ヒトでの抗メタボリックシンドローム作用の報告と

同様に WBKDF-FRD ラットの耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常症および脂肪肝を改善すること

が明らかとなった。 

本研究において、WBKDF-FRD ラットはヒトのメタボリックシンドローム患者に類似する種々

の病態を有するとともに、リラグルチドによる改善作用もヒトのメタボリックシンドローム患者に

類似することが明らかとなった。当該動物モデルはヒトのメタボリックシンドロームの病態解明お

よび治療薬開発に有用であることが示唆された。 
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要旨 
 

メタボリックシンドロームとは、内臓脂肪型肥満に高血糖、高血圧、脂質代謝異常が組合わさ

った病態である。メタボリックシンドロームの患者数は近年増加しており、メタボリックシンドロ

ームの病態解明および治療薬開発のための良質な実験動物モデルが必須であるが、ヒトのメタボリ

ックシンドロームに類似する実験動物モデルがない。 

メタボリックシンドロームは遺伝要因と環境要因が組み合わさって発症すると考えられている。

環境要因では高脂肪食や高糖質食の食事の影響が大きく、糖質では甘味料として使用が急増してい

るフルクトースのメタボリックシンドローム発症への寄与が注目されている。 

WBKDF ラットは、肥満を伴わない 2 型糖尿病モデルである WBN/Kob に Zucker 肥満ラットの

レプチンレセプター肥満遺伝子（Leprfa）を戻し交配により導入した新規コンジェニックラットであ

る。レプチンレセプター肥満遺伝子は、レプチン受容体の機能不全を生じ、ホモの個体は過食、肥

満およびインスリン抵抗性を示すことが知られている。これまでの研究により、WBKDF ラットは

ヒトの肥満を伴う 2 型糖尿病の病態をよく反映することが明らかとなっており、メタボリックシン

ドロームの病態研究に有用な新規モデル動物としても期待されている。 

そこで本研究では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索

するため、以下に示す第 1～3 章の実験を実施した。 

第 1 章では、ヒトのメタボリックシンドロームの病態特性に類似する動物モデルを探索するた

め、遺伝的要因により肥満および脂質異常症を自然発症する 2 型糖尿病モデル動物である WBKDF

ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷したときの肥満、脂質代謝および糖代謝に及ぼす影
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響を検討した。その結果、1）WBKDF ラットに高脂肪食又は高フルクトース食を負荷することによ

り遺伝性の肥満および脂質異常症が増悪すること、2）高血糖については高脂肪食と高フルクトース

食で異なるプロファイルを示し、高脂肪食負荷で増悪するのに対して、高フルクトース食負荷で軽

減すること、3）血漿中インスリン値は、高脂肪食負荷で標準食群と同様に減少するのに対して、高

フルクトース食負荷では高値を維持することが明らかとなった。そこで、第 2 章では、WBKDF ラ

ットに負荷した高フルクトース食の糖代謝に及ぼす影響を調べるため、糖代謝の主要臓器である膵

臓および肝臓に対する作用について検討した。その結果、1）WBKDF ラットに高フルクトース食を

負荷することにより膵 β 細胞の破壊が軽減されること、2）WBKDF ラットに高フルクトース食を負

荷することにより脂肪肝が増悪することが明らかとなった。以上のことから、WBKDF ラットにお

ける高フルクトース食による高血糖の軽減と血漿中インスリン値の減少抑制は、肝臓における糖代

謝改善によるのではなく、膵 β 細胞の障害進展を抑制することによることが示唆された。 

第 1 章および第 2 章において、WBKDF ラットに高フルクトース食を負荷することにより、ヒ

トのメタボリックシンドロームに類似する種々の病態がみられることが明らかとなった。メタボリ

ックシンドロームの病態解明および治療薬開発のための当該動物モデルの有用性を検証するために

は、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されている薬剤による改善作用が、

当該動物モデルとヒトで類似するかどうかを検討する必要があると考える。そこで、第 3 章では、

WBKDF-FRD ラットを用いて、ヒトで抗メタボリックシンドローム作用があることが報告されてい

る GLP-1 受容体作動薬であるリラグルチドによる作用を検討した。その結果、1）WBKDF-FRD ラ

ットにおいてメタボリックシンドロームの特徴である耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常症およ

び脂肪肝がみられること、2）リラグルチドは、ヒトでの抗メタボリックシンドローム作用の報告と
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同様に WBKDF-FRD ラットの耐糖能異常、肥満、高血圧、脂質異常症および脂肪肝を改善すること

が明らかとなった。 

本研究において、WBKDF-FRD ラットはヒトのメタボリックシンドローム患者に類似する種々

の病態を有するとともに、リラグルチドによる改善作用もヒトのメタボリックシンドローム患者に

類似することが明らかとなった。当該動物モデルはヒトのメタボリックシンドロームの病態解明お

よび治療薬開発に有用であることが示唆された。 
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Abstract 
 

Metabolic syndrome (MS) is composed of visceral fat obesity, hyperglycemia, hypertension and 

dyslipidemia. An increase in metabolic syndrome patients worldwide has stimulated the development of 

useful animal models for investigating the causal mechanism and new medical agents against MS. However, it 

is still challenging to find a dietetic model that closely approximates human MS. 

MS is a multi-factorial disorder influenced by interactions between genetic and environmental factors. 

Higher consumption of foods rich in fat and carbohydrates greatly influence the onset of MS. As for 

carbohydtrates, the rapid increase in fructose consumption as a sweetner has focused attention on its 

contribution to the onset of MS. 

The WBKDF rat is a new congenic strain developed by introduction of the fa allele of the Zucker fatty rat into 

the parental WBN/Kob rat genome. The leptin receptor fatty gene (Leprfa) is a recessive mutation that leads to 

leptin receptor deficiency, and homozygous animals (fa/fa) exhibit obesity and hyperphagia, in addition to insulin 

resistance. Previous reports demonstrated that WBKDF rats develop obesity and insulin resistance, both of which 

lead to T2DM. These data also suggest that WBKDF rats may be a useful model to simulate human MS. 

Therefore, in this research, the experiments comprised of 3 chapters were performed in order to find the 

animal model that closely approximates human MS. 

In the Chapter 1, we examined the effects of a high-fat diet (HFD) and fructose-rich diet (FRD) on obesity, 

dyslipidemia and T2DM in WBKDF rats, which spontaneously develop obesity, dyslipidemia and T2DM due to 

genetic factor in the search of the animal model that closely approximates human MS. The main findings of this 
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study were that 1) HFD and FRD aggravated obesity and dyslipidemia spontaneously developed in WBKDF rats; 

2) feeding of HFD and FRD leads to a distinct phenotype in glucose metabolism in WBKDF rats. Hyperglycemia 

spontaneously developed in WBKDF rats was aggravated by HDF, but inversely inhibited by FRD; 3) the plasma 

insulin levels of WBKDF-FRD rats remained high whereas those of WBKDF rats fed standard diet (STD) and HFD 

were comparable and had a tendency to decrease. Therefore, in the Chapter 2, we examined the effects of FRD on 

glucose metabolism in pancreases and livers of WBKDF rats. The main findings of this study were that 1) FRD 

attenuated injury of the pancreatic β-cells in WBKDF rats; 2) FRD aggravated hepatic steatosis in WBKDF rats. 

These findings suggest that the mechanism by which FRD attenuated hyperglycemia and inhibited reduction of 

plasma insulin levels in WBKDF rats is not improvement of hepatic glucose metabolism, but attenuation 

of injury of the pancreatic β-cells. 

The findings in the Chapter 1 and 2 demonstrated that feeding of FRD resulted in several features of MS in 

WBKDF rats. In order to verify the usefulness of animal models for investigating the causal mechanism and 

new medical agents against MS, we need to examine whether the pharmacological responses of 

WBKDF-FRD rats to anti-MS agent are similar with those of human MS patients. Therefore, in the Chapter 3, 

we examined the pharmacological response of WBKDF-FRD rats to liraglutide, a clinically-used GLP-1 

receptor agonist for MS patients. The main findings of this study were that 1) feeding of FRD resulted in several 

features of MS, including glucose tolerance, obesity, hypertension, dyslipidemia and hepatic steatosis in WBKDF 

rats; 2) Liraglutide improved glucose tolerance, obesity, hypertension, dyslipidemia, and hepatic steatosis 

associated with MS in WBKDF-FRD rats. 

This research demonstrated that WBKDF-FRD rats exhibited signs of human MS, including glucose tolerance, 
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obesity, hypertension, dyslipidemia and hepatic steatosis. The pharmacological responses of WBKDF-FRD rats to 

liraglutide are similar with those of human MS patients. WBKDF-FRD rats may be a useful model to investigate 

the etiology of human MS. 
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