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緒緒  言言  

 
2 型糖尿病は、遺伝的要因と環境的要因の両方が影響する複雑な病因を持つ、世界的に増加しつつある健康問

題である。主に加齢により筋肉量が減少して、筋力の低下、身体機能の低下をきたすサルコペニアおよび肥満は

2 型糖尿病の潜在的な原因および結果であることが報告されていることから、特に高齢者における生活習慣病の

重要な病態である。本研究では過食と不活動により著明な耐糖能障害や肥満およびサルコペニアと似た病態を認

める db/db マウスを用いて種々の実験をした結果、対照群（db/m マウス）と比較し db/db マウスでは高サイト

カイン血症のほか骨格筋内の飽和脂肪酸濃度が上昇しており、腸内細菌叢の多様性が低下していた。さらに小腸

上皮細胞のエピゲノム変化を確認すると、Fabp1、Cd36、Slc27a4、Pparg のヒストン修飾の統合シグナルは db/db
マウスで高く、Slc15a1 のヒストン修飾の統合シグナルは低かった。これらの結果は過食と不活動による腸内細

菌叢の改変が小腸上皮細胞のエピゲノムを変化させたことで栄養吸収動態に影響している可能性を示唆するもの

であった。これらの結果は腸管エピゲノム変化を介した新規糖尿病薬の創薬につながる可能性がある。 
 

方方  法法  

 
11．．モモデデルルママウウスス作作製製方方法法  
実験方法はすべて京都府立医科大学動物実験委員会の承認を得た（承認番号：M2023-83）。本試験は無作為化

と実験実施医師の盲検化を特徴とし、8 週齢の雄性 db/m（対照群、ヘテロマウス）および db/db マウス（レプチ

ンレセプター欠損マウス）を使用した（各群 n＝6）。一晩絶食させ、16 週齢で麻酔薬（4.0 mg/kg ミダゾラム、

0.3 mg/kg メデトミジン、5.0 mg/kg ブトルファノール）を投与して安楽死させた。16 週齢時に運動量をランニ

ングホイール（MK-713：室町機械）付きケージで評価した。 
 

22．．ササイイトトカカイインンアアレレイイ  
RayBio Mouse Cytokine Antibody Array Kits を用いて、マウス血清中の 96 サイトカイン（n＝6）の相対発

現量を、製造元のプロトコールに沿って評価した。アレイのシグナルを ImageQuant LAS 800（GE Healthcare, 
Piscataway, NJ, USA）で撮影し、db/m マウスの発現シグナルを相対値 1.0 とし、評価した。 

 
33．．血血清清、、骨骨格格筋筋おおよよびび糞糞便便中中のの代代謝謝物物のの定定量量化化  
血清（25μL）および小腸からの糞便、腓腹筋（15μg）から各種メタボライトを抽出し、Agilent 7890B/7000D

システムガスクロマトグラフィー質量分析（GC-MS）を用いて評価した［1］。 
 

44．．腸腸内内細細菌菌叢叢解解析析  
虫垂便から QIAamp® DNA Stool Mini Kit を使用して便 DNA 抽出後、次世代シーケンサーHiSeq 

2000/2500/4000 system（Illumina）を用いてショットガンメタゲノム解析を実施した［2］。 
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55．．NNOONN--TTiiEE--UUPP にによよるる標標的的下下ででのの切切断断ととタタググメメンンテテーーシショョンン  
単離した小腸上皮細胞を 96 ウェルプレートに播種し、一次抗体、二次抗体で標識した後、Dig-300 緩衝液、

pA-Tn5 トランスポソーム、ジギトニンに反応させた。Tagmentation Buffer を含む個々の微量遠心チューブに

移し、37℃でインキュベートした。タグメンテーション後、EDTA、SDS、およびプロテイナーゼ K を添加し、

一連のインキュベーションおよび加温工程を経た。SPRIselect ビーズを組み込んでボルテックスし、インキュベ

ートした後、磁気分離を行い、その後エタノールで洗浄した。乾燥後、DNA Purification Elution Buffer を加え、

タグ化 DNA を含む液を回収した。シークエンシングライブラリーの PCR 増幅は、タグメンテッド DNA とイン

デキシングプライマーを用いて、製造元の指示に従って行った。PCR ライブラリーは一連の温度条件を経て、

SPRIselect ビーズによる PCR 後のライブラリー精製とエタノール洗浄が行われた。シーケンスライブラリーは

最終的に DNA Purification Elution Buffer で溶出された［3］。 
 

結結  果果  

  

11．．22 型型糖糖尿尿病病にによよるる骨骨格格筋筋萎萎縮縮おおよよびび血血中中ササイイトトカカイインン濃濃度度  
db/dbマウスでは db/m マウスと比較し有意な体重増加を認めた一方で、運動量は有意に低下しており（図 1A、

B）、握力も低下していた（図 1C）。db/db マウスの VEGF-A 濃度は db/m マウスよりも高かったが、TNFRSF1A、

CXCL4、MIP-1γ、MMP-3、VEGFR2、IGF-1、HGFR、OPN、OPG の血清濃度は低かった（図 1D）。 

  
図 1．運動量、握力の評価および血清サイトカインアレイの結果 

A） 体重。 
B） 運動量（Light：p＝0.0017、Dark：p＝0.0046）。 
C） 握力（p＝0.0005）。 
D） 血清サイトカインアレイのボルケーノプロット。X 軸: Log2（db/db マウス／

db/m マウス比）、Y 軸：－Log10（p 値）。 
P 値は Weich’s t-test により算出した。 

 
22．．22 型型糖糖尿尿病病にによよるる血血清清、、骨骨格格筋筋、、便便中中のの脂脂肪肪酸酸濃濃度度  

db/db マウスは db/m マウスに比べ、血清、骨格筋、糞便中の長鎖脂肪酸濃度が高く、ラウリン酸、ミリスチン

酸、パルミチン酸、ステアリン酸といった飽和脂肪酸が血清、骨格筋に多く含まれていた。一方、db/db マウス

の糞便中の飽和脂肪酸濃度は db/m マウスよりも低値であった。パルミトレイン酸やオレイン酸などの一価不飽

和脂肪酸や飽和脂肪酸は、db/db マウスの血清や骨格筋で上昇したが、糞便では低値であった。多価不飽和脂肪

酸については、その傾向は一貫していなかったが、db/db マウスの骨格筋では、db/m マウスと比較して EPA お

よび DHA 濃度が低かった（表 1）。 
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表 1．血清、骨格筋、糞便中の長鎖脂肪酸濃度

  
 
33．．腸腸内内細細菌菌叢叢解解析析  

2つのグループにおける菌叢の相対的な存在量を調査した。db/mマウスではdb/dbマウスよりもBacteroidetes
門の存在量が多く、Firmicutes 門の存在量が少ないことが観察された（図 2A、B）。また、多様性の指標である

Shannon index は db/db マウスで db/m マウスより低かった（図 2C）。db/m マウスと db/db マウスの間で存在

率に差異のある特定の菌叢を特定するために、LEfSe アルゴリズムを採用した。db/db マウスでは 67 の分類群

が過剰発現しており（Erysipelotrichaceae 科、Faecalibaculumrodentium sp. nov.、Alistipesinops sp.nov.およ

び Romboutsiatimonensis sp.nov. を含む）、 141 の菌が過少発現（ Alistipes finegoldii sp. nov. 、
Parabacteroidesgordonii sp. nov.および Bacteroidesacidifaciens sp. nov.を含む）していた（図 2D）。 

 
図 2．腸内細菌叢解析 

A） 菌種の比率。 
B） Bactroidetes/Firmicutes 門比（p＝0.0026）。 
C） Shannon index（p＝0.0018）。 
D） LefSe解析によりdb/mマウスとdb/dbマウスの間で存在量の差が最も大きい分類

群を同定した。db/db マウスで増えている菌種は LDA スコアがマイナス（赤）、

db/m マウスで増えている菌種はプラス（緑）で示した。 
P 値は Weich’s t-test により算出した。 
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44．．ゲゲノノムム領領域域ににおおけけるる HH33KK99aacc のの分分布布ととピピーーククのの比比較較解解析析  
特定のゲノム領域におけるエピジェネティック修飾のレベルを定量的に比較するために、これらの領域にわた

るヒストン修飾の統合シグナルを計算した。mRNA-seqでdb/db群で高発現していたFabp1、Cd36、Slc27a4、
Ppargのヒストン修飾の統合シグナルはdb/db群で高く、mRNA-seqでdb/db群で低かったSlc15a1のヒストン修

飾の統合シグナルはdb/db群で低かった（図3）。 
 

 
図 3．小腸上皮細胞におけるヒストン修飾 

db/m マウス（赤）と db/db マウス（青）の小腸上皮細胞（Fabp1、Cd36、Slc27a4、
Slac2a2、Pparg、Slc15a1、Gapdh）の CUT&Tag シグナル。 

 
考考  察察  

 
本研究では、過食と不活動をもとに高度な肥満およびサルコペニアを来す db/db マウスを用いて、骨格筋、小

腸を中心に種々の解析を実施した。骨格筋において飽和脂肪酸濃度が有意に上昇していた。飽和脂肪酸は筋管細

胞において筋管径が減少し、インスリンシグナルが抑制されることが示されており、糖尿病の病態基盤の一つに

骨格筋中の飽和脂肪酸濃度の上昇が寄与している可能性が示唆された。さらに脂質トランスポーターとグルコー

ストランスポーターのヒストン修飾の統合シグナルは db/db マウスで高く、アミノ酸トランスポーターのヒスト

ン修飾の統合シグナルは低かったことから、これらの結果は腸管エピゲノム変化を介した新規糖尿病薬の創薬に

つながる可能性がある。 
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