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序論 

 

2 型糖尿病の発症や進展の一因に、膵 β 細胞からのインスリン分泌能低下が強く関与してい

ることが知られている (1)。そのため、スルフォニルウレア (SU) 薬や速効型インスリン分泌促進

薬などの経口インスリン分泌促進薬が、これまで糖尿病治療薬の中でも重要な役割を占めてきた 

(2)。一方でこれらの薬剤は、血中グルコース濃度非依存的にインスリン分泌を促進するため低血

糖を引き起こすことが懸念されている (3)。また、長期投与では膵機能を低下させる (二次無効) 

ことも臨床現場で問題となっている (4)。このような背景から、近年、グルコース濃度依存的にイ

ンスリン分泌を促進する薬剤として dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) 阻害薬 (5) や glucagon-like 

peptide-1 (GLP-1) アナログ (6) が新しいインスリン分泌促進薬として注目を集めている。しかし

ながら、DPP4 阻害薬は食後に分泌される内因性の GLP-1 および glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide (GIP) に作用が依存するため、その薬効がマイルドであること、GLP-1 アナログは注

射剤であり費用や利便性の観点から十分でないことなど、改善すべき課題も残されている。また、

様々な糖尿病治療薬が使用されているにも関わらず、多くの糖尿病患者ではいまだ十分な血糖コ

ントロールが得られていないのが現状であり (7)、安全かつ新たな作用機序を有する薬剤の開発が

望まれている。 

遊離脂肪酸は栄養素としての役割に加えて、様々な細胞イベントに関与していることが知ら

れている。すなわち、空腹時に上昇する血中遊離脂肪酸は、食後のインスリン分泌を増強させる

作用を担っており、食事により吸収された糖質を速やかにエネルギーとして貯蔵するのに役立っ

ている。GPR40/FFAR1 は、内因性リガンドの不明なオーファン G タンパク共役型受容体 (GPCR) 

として 1997 年にクローニングされた (8)。2003 年、武田薬品工業を含む 3 つの研究グループから

ほぼ同時期に、GPR40 が中長鎖脂肪酸を内因性リガンドとし、膵 β 細胞に高発現して遊離脂肪酸

によるインスリン分泌促進作用を介していることが報告された (9-11)。この発見により、長年に

わたり不明であった脂肪酸がインスリン分泌を増強するメカニズムが明らかとなった。GPR40 は

主にGαqに共役するGPCRであり、受容体活性化は細胞内でホスホリパーゼC (PLC) を活性化し、

ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸 (PIP2) を分解し、イノシトール 1,4,5-三リン酸 (IP3) 

とジアシルグリセロール (DAG) を産生する。生じた DAG は、プロテインキナーゼを活性化し、

IP3 は小胞体 (ER) に作用して、ER からのカルシウム放出を引き起こし、細胞内のカルシウム濃

度を上昇させる。膵 β 細胞では細胞内カルシウム濃度上昇は、インスリン分泌と直結することか

ら、結果としてインスリン分泌が促進される (10,12,13)。GPR40 を介したインスリン分泌機構は、

既存薬とはまったく異なることから、GPR40 が新規インスリン分泌促進薬のターゲット分子にな

り得ると考えられた。 

Fasiglifam (TAK-875) は武田薬品工業で創製された GPR40 作動薬である (14)。ヒト GPR40

を強制発現した Chinese Hamster Ovary (CHO) 細胞を用いた細胞内カルシウムアッセイにおいて、

EC50値が 14 nM と強力なアゴニスト活性を示した (14)。最近、X 線結晶構造解析により fasiglifam

とヒト型 GPR40 の共結晶構造が明らかとなり、内因性リガンドが結合するオルソステリック結合

部位とは異なる特有の結合部位に fasiglifam が結合していることが示された (15)。このような特
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徴が薬理作用としてどのように反映されるか、脂肪酸と何が異なるのかに関しては、薬理学的観

点からも関心が高い。本研究において、著者は、in vitro および in vivo の詳細な薬理学的検討から、

fasiglifamがグルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進するというインスリン分泌促進薬とし

て最も重要な特徴を明らかにした。また、fasiglifam の様々な病態モデルへの長期投与試験を通し

て、既存薬が無効な病態に対しても有効性を示すこと、内因性リガンドの脂肪酸の有する有害作

用 (脂肪毒性) を惹起しないことなどを明らかにし、その高い安全性を証明した。実際、fasiglifam

は 2 型糖尿病患者を対象とした臨床試験においても有効性が確認されており (16)、本研究成果は

それに至る創薬過程に大きく貢献するものである。本研究成果を以下に 3 章にまとめて報告する。 
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第 1 章 

GPR40 作動薬 fasiglifam のグルコース濃度依存的インスリン分泌促進作

用 

 

第1節 緒言 

 

序論にも述べたように、GPR40 を介したインスリン分泌機構は既存薬とは異なることから、

GPR40 作動薬が新たなインスリン分泌促進薬として期待された。これまで、GPR40 の生理機能を

明らかにするため、in vitro において詳細な解析が行われてきたが、その多くにおいてリガンドに

脂肪酸が用いられてきた (10,12,13)。しかしながら、これら脂肪酸の中には GPR40 以外の細胞膜

上の GPCR に対して作用を有するものもあり (17)、また、細胞内で代謝されることで別の生理活

性物質に変換されることから (18)、GPR40 非依存的な作用も含まれる。実際、GPR40 欠損マウス

の単離膵ラ氏島を用いた検討から、GPR40 が脂肪酸刺激インスリン分泌の約 50%を担っているこ

とが報告されている (19,20)。したがって、脂肪酸を用いた解析には限界があり、GPR40 の機能を

より理解するためには、選択的な GPR40 作動薬を用いた検討が必要である。 

ヒト GPR40 を強制発現した CHO 細胞を用いた細胞内カルシウムアッセイにおいて、GPR40

作動薬 fasiglifam (TAK-875、Figure 1) は、他の類似する脂肪酸受容体 (GPR41、43、120) には作

用せず、高い選択性を有することが示された (14)。また、ラットおよびイヌにおける高い経口吸

収性も確認された (14)。本研究では、fasiglifam の詳細な in vitro の解析から、脂肪酸よりも強力

なアゴニスト活性を示すとともに、グルコース濃度依存的なインスリン分泌促進活性を有するこ

とを明らかにした。これらの特徴は in vivo においても保持されており、その結果、低血糖を誘発

することなく血糖低下作用を達成し得ることを見出したので報告する。 

 

 

 

 

 

Figure 1. Chemical structure of fasiglifam. 

 

 

第2節 実験材料と方法 

 

1. 使用薬物 

Fasiglifam、[(3S)-6-({2',6'-dimethyl-4'-[3-(methylsulfonyl)propoxy]biphenyl-3-yl}methoxy)- 

2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl]acetic acid hemi-hydrate (Figure 1) は武田薬品工業株式会社 
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Chemistry, Manufacturing and Control Center にて合成された。グリベンクラミドは和光純薬株式会

社 (大阪、日本)、ナテグリニドは Toronto Research Chemicals, Inc. (North York、Canada) より購入

された。In vitro 試験に際しては、fasiglifam はジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解して使用し

た。In vivo 試験に際しては、fasiglifam は 0.5% メチルセルロース (MC) 溶液に懸濁し、示された

用量で投薬した。 

 

2. 使用細胞 

ヒトおよびラット GPR40 発現 CHO 細胞およびその対照 CHO 細胞 (14) は、10% 透析および

非働化処理済ウシ胎仔血清 (Thermo Fisher Scientific、Australia)、100 IU/ml penicillin および 100 

μg/ml streptomycin (Invitrogen、Carlsbad、CA) 含有 α-minimum essential medium で培養した。ラッ

トインスリノーマ INS-1 833/15 細胞は Dr. Christopher B. Newgard (Duke University Medical Center、

Durham、NC) より供与され、L-glutamine (Invitrogen)、1 mM sodium pyruvate (Invitrogen)、10 mM 

HEPES (Invitrogen)、 10%非働化処理済ウシ胎仔血清  (Thermo Fisher Scientific)、 55 μM 

2-mercaptoethanol (Invitrogen)、100 IU/ml penicillin および 100 μg/ml streptomycin 含有 RPMI 1640 培

地 (Invitrogen) で 37℃、5%CO2環境下で培養した。 

 

3. 細胞内イノシトールリン酸産生の測定 

細胞内イノシトールリン酸濃度は、IP-One ELISA kit (Cisbio、Bedford、MA) を用いて定法に

従って測定した。CHO 細胞あるいは INS-1 833/15 細胞をそれぞれ 8×10
4あるいは 5×10

4
 cells/well

の細胞密度で 96-well plate に播種し、一晩培養した。培地を除去後、化合物を含む stimulation buffer 

(146 mM NaCl、4.2 mM KCl、0.5 mM MgCl2、1 mM CaCl2、10 mM HEPES、5.5 mM グルコース、

50 mM LiCl、pH 7.4) で 37°C で 1 時間培養した。INS-1 細胞を用いた実験では、1、3 あるいは 10 

mM のグルコースを含む stimulation buffer を用いた。細胞溶解液を添加し細胞を溶解し、37°C で

30 分培養した後、細胞内 IP 濃度を測定した。EC50値は logistic regression analysis (SAS Institute、

Cary、NC) によって算出された。 

 

4. 細胞内カルシウム濃度測定 

INS-1 833/15 細胞は 5×10
4
 cells/well の細胞密度で poly-D-lysine-coated 96-well black plate で 1

晩培養した。1 μM Fura-2 acetoxymethyl ester (同仁科学研究所、熊本、日本)、0.025% pluronic F-127 

(Invitrogen)、1 mM グルコースおよび 1%ウシ胎仔血清を含む Krebs-Ringer-bicarbonate HEPES 

buffer (KRBH) (loading buffer) で 37°C で 30 分培養した後、Fura-2 acetoxymethyl ester 非含有 loading 

buffer で細胞を洗浄した。細胞内カルシウム濃度は、1、3 および 10 mM グルコース含有 KRBH を

添加後、細胞を 340 と 380 nm で交互に励起し、cooled charge-coupled device camera を用いて 510 nM

の emission シグナルとして検出され、AquaCosmos (浜松ホトニクス、浜松、日本) によってその

ratio が算出された。グルコース応答性のカルシウム変化が観察された後、化合物および各濃度の

グルコースを含む等量の KRBH が添加され、ランダムに選択された 30 細胞の平均 340/380 

fluorescence ratio が計算された。 
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5. 動物 

雄性 neonatally streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats 1.5 days after birth (N-STZ-1.5 ラット) は

生後 1-2 日齢の Wistar Kyoto (WKY) ラットに 120 mg/kg の STZ を皮下投与して作製した (21)。

N-STZ-1.5 ラットおよび対照 WKY ラットは武田ラビックス (大阪、日本) より取得した。雄性

Sparague-Dawley (SD) ラット、Zucker Diabetic Fatty (ZDF) ラットおよびその対照 Zucker Lean (ZL) 

ラットは日本チャールスリバー (横浜、日本) から購入した。動物の取り扱いおよび実験は、武田

実験動物倫理委員会の定める基準に準じて実施した。すべてのラットは CE-2 (日本クレア、東京、

日本) 給餌および自由飲水条件下で飼育した。 

 

6. In vitro インスリン分泌試験 

INS-1 833/15 細胞は 5×10
4
 cells/well の細胞密度で 96-well plate で 1 晩培養した。細胞は 1 mM

グルコース含有 KRBH で 37°C で 2 時間プレインキュベーションした後、化合物および示された

濃度のグルコースを含む KRBH でさらに 2 時間培養した。各 well から上清を回収し、分泌された

インスリン濃度をラットインスリン ELISA (森永生科学研究所、横浜、日本) を用いて定法に従っ

て測定した。膵ラ氏島を用いた試験においては、雄性 SD ラット (7 週齢) をペントバルビタール 

(50 mg/kg、大日本住友製薬、大阪、日本) にて麻酔後、総胆管の十二指腸側を結紮し、肝臓側か

ら 1 mg/mL コラゲナーゼ溶液 (和光純薬) を注入した。膵臓を単離した後、37℃で 20 分間コラゲ

ナーゼ処理を行ない、Ficoll-Conray 液 (8.3% Ficoll PM400、11.1% Conray 400、0.0004% フェノー

ルレッド、1 mg/mL グルコース、100 U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin) を用いた密度勾配

遠心法により、膵ラ氏島を回収した。ラ氏島を 5.5 mM グルコース、10%ウシ胎仔血清、10 mM 

HEPES、100 U/mL penicillin および 100 μg/mL streptomycin 含有 RPMI1640 培地で、37℃、1 晩イン

キュベートした。1 mM グルコースおよび 0.2%脂肪酸フリーウシ血清アルブミン (和光純薬) 含有

KRBH を添加した 48 well プレートに、1well あたり膵ラ氏島を 10 個ずつ移し、30 分インキュベ

ートした。化合物含有 KRBH を等量添加し、37℃でさらに 2 時間インキュベートした。上清を回

収後、分泌されたインスリンを測定した (ラットインスリン RIA キット、Millipore、Bedford、MA)。

また、残った膵ラ氏島は超音波破砕し、PicoGreen dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) を用

いて、DNA 含量を測定した。インスリン値は DNA 含量で補正した値で表記した。 

 

7. 経口グルコース負荷試験 

18 週齢の N-STZ-1.5 ラットを 1 晩絶食後、0.5% MC 懸濁液あるいは fasiglifam (1-10 mg/kg) 懸

濁液を 5 mL/kg で経口投与した。化合物投与 1 時間後に、グルコース (1 g/kg) を経口投与した。

グルコース負荷直前 (0 分値) および 10、30、60、120 分後に尾静脈採血し、血漿中グルコースお

よびインスリンを測定した。血漿中グルコースは、自動分析装置 7080 (日立、東京、日本) で測定

し、インスリンは、ラットインスリン RIA キット (Millipore) を用いて測定した。 

 

8. 空腹時血糖に対する作用の検討 

正常および 2 型糖尿病動物の空腹時血糖に対する作用を検討するため、それぞれ雄性 SD ラッ

ト (8 週齢) および雄性 ZDF ラット (12 週齢) を用いた。ZDF ラットの正常対照ラットとして、
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ZL ラット (12 週齢) を用いた。1 晩絶食後、0.5% MC 懸濁液あるいは fasiglifam (30 mg/kg)、ナテ

グリニド (50 mg/kg)、グリベンクラミド (10 mg/kg) の 0.5%MC 懸濁液を 5 mL/kg で経口投与後、

経時的に採血し、上記と同様の方法で血漿中グルコースおよびインスリンを測定した。 

 

9. 統計解析 

2 群間の比較は Student’s t-test あるいは Aspin-Welch test を行った。多重比較は Dunnett’s test

あるいは Steel test を用いて解析した。用量依存性の評価は片側 Williams’ test を用いた。すべての

データは平均±標準偏差で示した。 

 

第3節 結果 

 

1. 内因性リガンド脂肪酸との GPR40 アゴニスト活性の比較 

ヒトおよびラット GPR40 発現 CHO 細胞において、fasiglifam は細胞内カルシウム濃度を上昇

させることが示されたが (14)、内因性リガンドである脂肪酸との直接比較は検討されていない。

そこで、Gαq共役型GPCRのもう一つの主要な細胞内シグナルである IP3の代謝物イノシトール 一

リン酸 (IP) の細胞内濃度を指標に、内因性リガンドであるオレイン酸と fasiglifam のアゴニスト

活性を比較した。ヒト GPR40 発現 CHO 細胞において、fasiglifam (0.01–10 μM) およびオレイン酸 

(3–100 μM) はともに濃度依存的に細胞内 IP 濃度を上昇したが (Figure 2A)、GPR40 非発現 CHO

細胞においては両刺激とも細胞内 IP 産生を亢進しなかった (Figure 2B)。ヒト GPR40 発現 CHO 細

胞における fasiglifam およびオレイン酸の IP 産生作用の EC50値を算出したところ、それぞれ 0.072 

μM および 29.9 μM となり、fasiglifam はオレイン酸に比して 400 倍強いアゴニスト活性を有する

ことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Fasiglifam shows potent agonist activity in CHO cells expressing human GPR40. 

Intracellular inositol monophosphate (IP) concentrations in CHO cells stably expressing human GPR40 (A) 

and control vector (B) were measured after stimulation with fasiglifam (0.01–10 μM; ●) or oleic acid 

(3–100 μM; ▲). Data are mean + S.D. of duplicate wells. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 1 
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2. In vitro グルコース濃度依存的インスリン分泌促進作用 

次に、ラット膵 β 細胞株 INS-1 833/15 細胞を用いて fasiglifam のインスリン分泌促進作用を評

価した。10 mM グルコース存在下、fasiglifam (0.001-10 μM) は濃度依存的にインスリン分泌を促

進し、10 μM 添加時のインスリン分泌量は非添加時の約 1.8 倍に達した (Figure 3A)。興味深いこ

とに、fasiglifam (10 μM) によるインスリン分泌促進作用は 10 mM グルコース存在下においてのみ

認められ、低グルコース環境下 (1 および 3 mM グルコース) では認められなかった (Figure 3B)。

一方、SU 薬のグリベンクラミド (10 μM) によるインスリン分泌促進作用は、グルコース濃度非

依存的に認められた (Figure 3B)。同様の検討をラット単離膵ラ氏島の初代培養を用いて実施した。

Fasiglifam (10 μM) は 8 および 16 mM グルコース存在下においてのみ有意にインスリン分泌を促

進し、3 mM グルコース存在下では作用を示さなかった (Figure 3C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Fasiglifam enhances insulin secretion in INS-1 833/15 cells and primary rat islets in a 

glucose-concentration dependent manner. A, INS-1 833/15 cells were stimulated with 10 mM glucose in 

the absence or presence of fasiglifam (0.001–10 μM) for 2 h. Secreted insulin concentration in each 

supernatant was measured by ELISA. Data are mean + S.D. (n=3). 
#
p≤0.025 versus vehicle control by 

one-tailed Williams’ test. B, INS-1 833/15 cells were treated with 1, 3, or 10 mM glucose (G) in the 

absence or presence of fasiglifam (10 μM) or glibenclamide (Gliben; 10 μM) for 2 h. Empty bars, vehicle; 
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filled bars, fasiglifam or glibenclamide. Data are mean + S.D. (n=3). *p≤0.01 versus vehicle control by 

Dunnett’s test. C, Isolated rat pancreatic islets (10 islets per test) were stimulated with 3, 8, or 16 mM 

glucose in the absence or presence of fasiglifam (10 μM) for 2 h. Secreted insulin concentration was 

normalized with intracellular DNA content. Empty bars, vehicle; filled bars, fasiglifam. Data are mean + 

S.D. (n=3). *p≤0.05 and 
#
p≤0.01 versus vehicle control by Aspin-Welch test and Student’s t-test, 

respectively. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 4 

 

3. グルコース濃度依存性の細胞内メカニズム解析 

Fasiglifam のインスリン分泌促進作用のグルコース濃度依存性の細胞内メカニズムを明らか

にする目的で、fasiglifam によって惹起される各種細胞内シグナル (細胞内 IP およびカルシウム産

生) に対するグルコース濃度の影響を評価した。INS-1 833/15 細胞において、10 mM グルコース

存在下、グリベンクラミドとは対照的に fasiglifam (0.1-10 μM) は化合物濃度依存的に IP 産生を亢

進した (Table 1)。インスリン分泌促進作用を示さなかった 1 および 3 mM グルコース環境下にお

いても fasiglifam (0.1-10 μM) は同程度に IP 産生を上昇し、グルコース濃度による影響を受けなか

った (Table 1)。Figure 4C に示されるように、INS-1 833/15 細胞に 10 mM グルコースを添加すると

細胞内カルシウム濃度上昇が観察され、そこに fasiglifam (30 μM) を処置するとさらなるカルシウ

ム濃度上昇が観察された。Fasiglifam 刺激カルシウム上昇は、1 および 3 mM グルコース存在下で

は大きく減弱した (Figure 4A、B)。一方、グリベンクラミド刺激によっても細胞内カルシウム濃

度上昇が観察されたが、その上昇はグルコース濃度に依存せず一定であった (Figure 4D-F)。これ

らの結果から、fasiglifam による細胞内カルシウム濃度上昇もまたグルコース濃度依存的に惹起さ

れ、インスリン分泌のグルコース濃度依存性のプロセスにおいて重要な役割を果たしている可能

性が示唆された。 

Table 1. Fasiglifam enhances intracellular inositol monophosphate production in INS-1 833/15 cells. 

Compound 
Intracellular inositol monophosphate concentration (nM) 

1 mM glucose 3 mM glucose 10 mM glucose 

vehicle 153.9 ± 14.7 151.8 ± 8.8 161.5 ± 15.1 

Fasiglifam (0.1 μM) 226.0 ± 19.3
a
 236.7 ± 31.7

 a
 239.9 ± 14.2

 a
 

Fasiglifam (1 μM) 436.2 ± 30.9
 a
 478.4 ± 30.7

 a
 415.5 ± 80.8

 a
 

Fasiglifam (10 μM) 486.0 ± 38.5
 a
 521.2 ± 67.3

 a
 464.2 ± 13.1

 a
 

Glibenclamide (10 μM) 143.4 ± 19.2 134.5 ± 16.7 128.8 ± 12.2 
a
p≤0.025 versus control (vehicle with each respective glucose concentration) by one-tailed Williams’ test. 

Data are mean ± S.D. (n=3). 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Table 1 
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Figure 4. Fasiglifam, but not glibenclamide, exhibits glucose-dependent enhancement of intracellular 

calcium concentration in INS-1 833/15 cells. Changes in intracellular calcium concentration in INS-1 

833/15 cells after initial challenge with various concentrations of glucose and subsequent challenge with 

each glucose concentration and fasiglifam or glibenclamide are shown. Fura-2-loaded INS-1 833/15 cells 

were initially treated with 1 mM (A and D), 3 mM (B and E), or 10 mM (C and F) glucose. The cells were 

subsequently stimulated with 30 μM fasiglifam (A–C) or 10 μM glibenclamide (D–F) in the presence of 

each glucose concentration. The traces shown are averages of the ratio of fluorescent intensity at 340 and 

380 nm (average of 30 cells). Bars indicate the presence of glucose, vehicle, fasiglifam, or glibenclamide in 

the buffer solution. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 3 
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4. In vivo インスリン分泌促進作用と血糖低下作用 

Fasiglifam の in vivo インスリン分泌促進作用を確認する目的で、耐糖能異常を呈する非肥満 2

型糖尿病モデルである N-STZ-1.5 ラットを用いてグルコース負荷試験を試みた。グルコース負荷

60 分前に fasiglifam (1-10 mg/kg) を単回経口投与したところ、用量依存的にグルコース負荷後

10-60 分のインスリン分泌が促進した (Figure 5C、D)。インスリン分泌と相関して、3 mg/kg の用

量から有意な耐糖能改善作用が観察された (Figure 5A、B)。In vivo における fasiglifam のインスリ

ン分泌促進作用のグルコース濃度依存性を確かめる目的で、正常血糖値を示す空腹状態の SD ラ

ットを用いて fasiglifam の作用を評価した。SD ラットへのグリベンクラミド (10 mg/kg) あるいは

即効型インスリン分泌促進薬であるナテグリニド (50 mg/kg) の単回投与は、空腹時インスリンレ

ベルの上昇とともに空腹時血糖値を有意に低下し、その低下は 60 mg/dL 付近にまで達し低血糖を

生じた (Figure 6A、B)。一方、N-STZ-1.5 ラットで耐糖能改善作用を示した用量の 3-10 倍高用量

の 30 mg/kg の fasiglifam を SD ラットに投与しても、空腹時インスリンおよびグルコースレベルに

有意な影響は認められなかった (Figure 6A, B)。重症 2 型糖尿病モデルである ZDF ラットは、耐

糖能異常に加え空腹時高血糖を呈することが知られている。興味深いことに、同じ空腹状態でも、

本モデルにおいて fasiglifam は強力に空腹時インスリンレベルを上昇し、空腹時高血糖を改善した 

(Figure 6C、D)。一方、グリベンクラミド (10 mg/kg) あるいはナテグリニド (50 mg/kg) は血糖低

下およびインスリン分泌傾向を示すものの有意な作用を示さなかった (Figure 6C、D)。 
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Figure 5. Fasiglifam improves postprandial hyperglycemia in type 2 diabetic rats. Male N-STZ-1.5 

rats were fasted overnight and orally given vehicle or fasiglifam (1, 3, and 10 mg/kg). One hour later, all 

animals received an oral glucose load (1 g/kg), and plasma glucose and insulin were monitored for 2 h. A, 

time-dependent change of plasma glucose. B, area under the curve of plasma glucose (0–120 min). C, 

time-dependent change of plasma insulin. D, area under the curve of plasma insulin (pre-30 min). Data are 

mean ± S.D. (n=6). 
#
p≤0.025 versus control by one-tailed Williams’ test. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Fasiglifam improves fasting hyperglycemia without affecting fasting normoglycemia. A and 

B, Male SD rats were fasted overnight and orally given vehicle, fasiglifam (30 mg/kg), nateglinide (50 

mg/kg), or glibenclamide (10 mg/kg). Plasma glucose (A) and insulin levels (B) were monitored over 3 h. 

C and D, Male ZDF and age-matched ZL rats were fasted overnight and orally given vehicle, TAK-875 (10 

mg/kg), nateglinide (50 mg/ kg), or glibenclamide (10 mg/kg). Plasma glucose (C) and insulin levels (D) 

were monitored over 6 h. Data are mean ± S.D. (n=6). *p≤0.05 and **p≤0.01 versus control by Dunnett’s 

test. 
#
p≤0.05 versus control by Steel test. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 7 
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第4節 考察 

 

Briscoe らは、マウス膵 β 細胞株 MIN6 細胞を用いて、GPR40 作動薬 GW9508 がグルコース刺

激インスリン分泌を亢進することを報告した (22)。また、Tan らは食餌性肥満マウスを用いた腹

腔内グルコース負荷試験において、GPR40 作動薬 compound C の単回投与が耐糖能改善作用を示

すことを報告した (23)。このように、本研究よりも以前に低分子 GPR40 作動薬を用いた GPR40

の薬理作用の検討がいくつか報告されているが、これらは主にマウスで検討されている。GPR40

はマウス、ラットおよびヒトと種を越えて、膵ラ氏島に多く発現していることが知られている 

(9,10,24)。しかしながら、マウスにおいては、インスリン陽性細胞 (膵 β 細胞) に加えて、グルカ

ゴン陽性細胞 (膵 α 細胞) にも GPR40 の発現が報告されているが (25)、ラットおよびヒトにおい

てはインスリン陽性細胞に選択的な発現が認められている (10,24)。したがって、本研究では、

GPR40 作動薬の膵 β 細胞に対する作用により焦点を当てるため、またヒトへの外挿性の高い結果

を取得するため、in vitro および in vivo ラットモデルを用いて GPR40 作動薬 fasiglifam の薬理作用

の解析を試みた。ラット膵 β 細胞株 INS-1 833/15 細胞あるいはラット単離膵ラ氏島において、

fasiglifam は 8 mM 以上の高グルコース存在下においてのみインスリン分泌促進作用を示し、低グ

ルコース存在下では作用を示さなかった。本結果と一致して、ヒト膵ラ氏島においても、fasiglifam

は高グルコース環境下においてのみインスリン分泌促進作用を発揮した (26)。これらの結果は、

GPR40 作動薬によるインスリン分泌が厳密にグルコース濃度によって制御されていることを示し

ており、インスリン分泌促進薬として重要な特徴を有していることが明らかとなった。 

上述の通り GPR40 を介したインスリン分泌促進作用はグルコース濃度によって厳密に制御

されているが、その詳細な細胞内メカニズムは完全には明らかとなっていない。本研究において、

fasiglifam 刺激による IP 産生作用はグルコース濃度非依存的であるのに対して、その後の細胞内

カルシウム濃度上昇はグルコース濃度依存的に惹起されたことから、細胞内カルシウム上昇がそ

のプロセスにおいて重要な役割を担っていることが示唆された。興味深いことに、Yang らは、グ

ルコース刺激以外にも、電位依存性カルシウムチャネル開口薬によって誘導されるインスリン分

泌に対しても GPR40 作動薬が増強作用を発揮することを示し (27)、本結果と一致して、細胞内カ

ルシウム濃度上昇の重要性を示唆する結果を報告している。GPR40 活性化により IP3 産生と同時

に DAG が産生され、プロテインキナーゼを介した細胞内イベントを活性化することが知られてい

る (19)。最近、膜透過性の DAG 類似薬を用いて直接 PKC を活性化すると、細胞内カルシウム濃

度に変化が認められないにもかかわらず、グルコース濃度依存的にインスリン分泌が惹起される

ことが報告された (28)。このことは、GPR40 によって誘導される IP3および DAG 経路の両方が独

立してグルコース濃度依存性のメカニズムに関与していることを示唆している。 

食後過血糖は糖尿病患者の発症初期から認められる臨床的特徴であり、その是正が糖尿病に

対して有効であることはよく知られている。耐糖能異常を呈する 2 型糖尿病モデル N-STZ-1.5 ラ

ットへの fasiglifam 単回投与は、グルコース負荷後の血漿インスリン濃度を上昇し、耐糖能を改善

した。一方、正常血糖値を示す空腹時の SD ラットにおいて、耐糖能改善作用を示す薬効量の 3-10

倍高用量の fasiglifam を投与しても、血漿インスリンやグルコース濃度に有意な影響を示さなかっ

た。本ラットにおける fasiglifam の良好な体内動態 (3 mg/kg 経口投与後 AUC0-24h = 65 μg·h/mL、
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Cmax = 5.77 μg/mL、Tmax = 1 hr、t1/2 = 4.1 hr、bioavailability = 76%) を考慮すると (14)、約 90 mg/dL 

(約 5 mM) の正常空腹時血糖値が fasiglifamのインスリン分泌反応のグルコース濃度閾値に到達し

なかったためだと推察される。同条件下、グリベンクラミドおよびナテグリニドが低血糖を惹起

したことから、fasiglifam が in vivo においても、グルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進す

るため、低血糖リスクが低いことが示された。 

近年、血中 GLP-1 および GIP 濃度上昇を介した経口インスリン分泌促進薬として DPP4 阻害

薬が広く使用されている (5,29)。DPP4 阻害薬もまた、GPR40 作動薬同様、グルコース濃度依存

的なインスリン分泌を起こすことから、低血糖リスクが低い薬剤として知られている。しかしな

がら、その作用は食後に分泌される内因性の GLP-1 や GIP の量に依存するため、主な作用が食後

に限定され、抗糖尿病作用は SU 薬等と比較してマイルドであるとも言われている (1)。GPR40

作動薬は膵 β 細胞膜上に存在する GPR40 を直接刺激してインスリン分泌を惹起することから、そ

の作用は食後に加え空腹時においても有効であると考えられる。実際、本検討において fasiglifam

は空腹時高血糖を示す重症 2 型糖尿病モデル雄性 ZDF ラットに対して、強力な空腹時高血糖改善

作用を示した。 

生体内において様々な種類の脂肪酸が存在しており、その血漿レベルは日内でも大きく変動

し、糖尿病患者では 0.4-0.8 mEq/L に達すると言われている (30)。これら脂肪酸の一部が GPR40

に対するリガンドであることを考慮すると (10)、fasiglifam の in vivo 作用は血漿中脂肪酸レベルに

応じて競合し打ち消し合うのではないかという疑問が生じる。しかしながら、本研究において、

血漿中脂肪酸レベルが高値に達していると考えられる空腹条件下においても、食後と同様、

fasiglifam は強力なインスリン分泌亢進作用を示した。序論で述べたとおり、fasiglifam とヒト型

GPR40 の共結晶構造から、fasiglifam は内因性リガンドの作用すると考えられるオルソステリック

結合部位とは明らかに異なる特有の結合部位に結合していることが示されている (15)。また、最

近の in vitro の詳細な解析から、fasiglifam が脂肪酸に対してアロステリックモデュレーターとして

作用し、協調する形でインスリン分泌を促進していることが示された (31)。In vivo で認められる

良好なインスリン分泌促進作用は、脂肪酸とのこうした協調作用を反映した結果であると考えら

れる。 

結論として、fasiglifam は内因性リガンドである脂肪酸より強力かつ選択的な GPR40 作動薬

であり、グルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進するという特徴を有していることが明ら

かとなった。このような特徴から、fasiglifam は高血糖状態における強力な血糖低下にもかかわら

ず、正常血糖に対して影響を示さず、低血糖リスクが極めて低いことが示めされた。以上の結果

に基づき、GPR40 作動薬 fasiglifam は新たな作用機序を有する新規インスリン分泌促進薬として

有用である可能性が示唆された。 
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第 2 章 

GPR40 作動薬 fasiglifam と SU 薬との差別化および併用投与の可能性の

検討 

 

第1節 緒言 

 

序論にも述べたように、現在最も広く使用されている 2 型糖尿病治療薬の一つとしてインス

リン分泌促進薬の SU 薬がある (2)。しかしながら、SU 薬は血中グルコース濃度非依存的にイン

スリン分泌を促進するため低血糖を引き起こすことが懸念されている (3)。また、長期投与ではか

えって膵機能を低下させる、いわゆる二次無効を発症することも臨床現場で問題となっている (4)。

したがって、GPR40 作動薬の新規インスリン分泌促進薬としての可能性を考える上で、SU 薬と

直接比較により明確な差別化点を示すことが不可欠である。 

糖尿病治療において、十分な血糖コントロールを達成するために、作用機序の異なる複数の

薬剤の併用が頻繁に行われる (32)。そのため、既存薬との併用効果に関する知見も重要である。

Yang らは、ラットインスリノーマ細胞を用いた in vitro の検討において、GPR40 を介したインス

リン分泌促進のグルコース濃度依存性は、SU 薬との共添加により破綻することを報告した (27)。

このことは、SU 薬との併用投与時、低グルコース濃度環境下においても GPR40 作動薬がインス

リン分泌を促進し得ることを示唆しており、低血糖の可能性が懸念される。しかしながら、これ

までのところ、in vivo における GPR40 作動薬と SU 薬の併用効果について詳細な検討はなされて

いない。 

第 1 章において、GPR40 作動薬 fasiglifam はグルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進

することで、SU 薬に比して低い低血糖リスクを有することを示した。本章では、SU 薬とのさら

なる差別化点を明らかにする目的で、長期投与効果について比較したところ、SU 薬に比して

fasiglifam は二次無効を惹起する可能性が明らかに低いこと、SU 二次無効状態のラットにおいて

も fasiglifam は強力な血糖低下作用を発揮し得ることが明らかとなった。また、fasiglifam と SU 薬

を同時投与しても低血糖を助長することなく、相加的に血糖低下作用を発揮し得ることが示唆さ

れたので、以下にまとめて報告する。 

 

第2節 実験材料と方法 

 

1. 使用薬物 

Fasiglifam および alogliptin (33) は武田薬品工業株式会社 Chemistry, Manufacturing and 

Control Center にて合成された。グリベンクラミドおよびグリメピリドは和光純薬株式会社 (大阪、

日本)、ナテグリニドは Toronto Research Chemicals Inc. (North York、Canada) より購入された。薬

物は 0.5% MC 溶液に懸濁し、示された用量で投薬した。 
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2. 動物 

雄性 N-STZ-1.5 ラットは生後 1-2 日齢の WKY ラットに 120 mg/kg の STZ を皮下投与して作

製した (21)。N-STZ-1.5 ラットおよび対照 WKY ラットは武田ラビックス (大阪、日本) より取得

した。雄性 SD ラットは日本クレア (東京、日本) から購入した。動物の取り扱いおよび実験は、

武田実験動物倫理委員会の定める基準に準じて実施した。すべてのラットはCE-2 (日本クレア) 給

餌および自由飲水条件下で飼育した。 

 

3. 経口グルコース負荷試験 (単独作用の比較試験) 

20-27 週齢の N-STZ-1.5 ラットおよび WKY ラットを 1 晩絶食後、N-STZ-1.5 ラットは体重お

よび血漿パラメーターを指標に 7 群 (n=6) に群分けした。0.5% MC 懸濁液 (vehicle)、fasiglifam 

(3-30 mg/kg) 懸濁液あるいはグリベンクラミド (3-30 mg/kg) 懸濁液を 5 mL/kg で経口投与した。

正常対照群として、WKY ラット (n=5) には vehicle を経口投与した。化合物投与 1 時間後に、グ

ルコース (1.5 g/kg) を経口投与し、グルコース負荷直前 (0 分値) および 10、30、60、120 分後に

尾静脈採血し、血漿中グルコースおよびインスリンを測定した。 

 

4. 二次無効リスクの評価 

16 週齢の N-STZ-1.5 ラットを体重および血漿パラメーターを指標に 2 群 (n=12) に群分けし

た。0.5% MC 懸濁液 (vehicle) あるいは fasiglifam (10 mg/kg) 懸濁液を 2.5 mL/kg で 1 日 1 回 15 週

間経口投与した。投与 90 日目に、予期せぬ体重低下により vehicle 群のラットが 1 匹死亡したた

め、本個体のデータを解析から除外した。投与 14 週目で、各処置群をそれぞれ 2 群 (n=5-6) に再

群分けし、さらに 1 週間投与を継続した後、1 晩絶食した。Vehicle あるいは fasiglifam (3 mg/kg) 懸

濁液を 2.5 mL/kg で経口投与 30 分後、グルコース (1 g/kg) を経口投与した。グルコース負荷直前 

(0 分値) および 10、30、60、120 分後に尾静脈採血し、血漿中グルコースおよびインスリンを測

定した。正常対照群として、同様の期間 WKY ラット (n=6) に vehicle を反復投与し、同様のグル

コース負荷試験を実施した。グルコース負荷試験後のラットから膵臓を摘出し、Bouin’s solution 

(Polyscienes, Inc、Warrington、PA) を用いて 1 晩固定し、パラフィン包埋切片を作製した。一次抗

体として抗インスリンおよび抗グルカゴン抗体 (Dako、Glostrup、Denmark) を用いて染色し、染

色画像を inverted microscope IX71 (オリンパス、東京、日本) を用いて取得した。 

 

5. SU 二次無効モデルを用いた検討 

20 週齢の N-STZ-1.5 ラットを体重および血漿パラメーターを指標に 2 群 (n=16 および n=32) 

に群分けした。0.5% MC 懸濁液 (vehicle、n=16) あるいはグリベンクラミド (10 mg/kg、n=32) 懸

濁液を 2.5 mL/kg で 1 日 1 回 4 週間経口投与した。1 晩絶食後、vehicle 投与群を 2 群に再群分けし 

(n=8)、vehicle あるいはグリベンクラミド (10 mg/kg) 懸濁液をグルコース負荷 (1 g/kg) 1 時間前に

5 mL/kg で経口投与した。グリベンクラミド投与群を 4 群に再群分けし (n=8)、vehicle、グリベン

クラミド (10 mg/kg) 懸濁液および fasiglifam (3 mg/kg) 懸濁液をグルコース負荷 1 時間前に 5 

mL/kg で経口投与し、残り 1 群にはナテグリニド (50 mg/kg) 懸濁液をグルコース負荷 30 分前に 5 
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mL/kg で経口投与した。グルコース負荷直前 (0 分値) および 10、30、60、120 分後に尾静脈採血

し、血漿中グルコースおよびインスリンを測定した。 

 

6. 経口グルコース負荷試験 (併用効果の検討) 

21 週齢の N-STZ-1.5 ラットおよび WKY ラットを 1 晩絶食後、N-STZ-1.5 ラットは体重およ

び血漿パラメーターを指標に 4 群 (n=6) に群分けした。0.5% MC 懸濁液 (vehicle)、fasiglifam (3 

mg/kg) 懸濁液、グリメピリド (10 mg/kg) 懸濁液あるいはこれらの併用懸濁液を 5 mL/kg で経口

投与した。正常対照群として、WKY ラット (n=5) は vehicle を経口投与した。化合物投与 1 時間

後に、グルコース (1.5 g/kg) を経口投与した。グルコース負荷直前 (0 分値) および 10、30、60、

120 分後に尾静脈採血し、血漿中グルコースおよびインスリンを測定した。 

 

7. 非絶食正常血糖に対する作用の検討 

10週齢の雄性 SDラットは、体重をもとに 6群 (n=6) に群分けした。0.5% MC懸濁液、fasiglifam 

(3 mg/kg) 懸濁液、alogliptin (1 mg/kg) 懸濁液、グリメピリド (10 mg/kg) 懸濁液、fasiglifam (3 

mg/kg) + グリメピリド (10 mg/kg) 併用懸濁液および alogliptin (1 mg/kg) + グリメピリド (10 

mg/kg) 併用懸濁液を 5 mL/kg で経口投与後、示された時間で経時的に採血し、血漿中グルコース

およびインスリンを測定した。 

 

8. 血漿パラメーターの測定 

血漿中のグルコースは、自動分析装置 7080 (日立、東京、日本) で測定した。血漿中インスリ

ンは、ラットインスリン RIA キット(Millipore、Bedford、MA) を用いて測定し、低い血漿インス

リン値を検出するために、ラットインスリン ELISA (森永生科学研究所、横浜、日本) を使用した。 

 

9. 統計解析 

2 群間の比較は Student’s t-test あるいは Aspin-Welch test を行った。用量依存性の評価は片側

Williams’ testあるいは Shirley-Williams testを使用した。併用効果は 2元配置分散分析 (ANOVA) を

用いて解析した (34)。解析結果は以下の基準に従って解釈された。1) 有意な interaction (p≤0.05) が

観察された場合、その併用効果は相乗効果 (単独効果の総和を上回る効果)、2) 各薬剤の有意な

main effect (p≤0.05) かつ有意でない interaction が観察された場合、その併用効果は相加効果 (単独

効果の総和に等しい効果) と解釈された。すべてのデータは平均±標準偏差で示された。 

 

第3節 結果 

 

1. SU 薬との血糖低下作用の比較 

最初に、fasiglifam および SU 薬の食後過血糖低下作用を比較する目的で、N-STZ-1.5 ラット

を用いたグルコース負荷試験を試みた。Fasiglifam (3、10 および 30 mg/kg) の単回経口投与は用量

依存的な血糖面積の低下 (vehicle 群に比してそれぞれ 19.1%、33%および 37.6%低下) およびイン

スリン分泌面積の上昇 (vehicle 群に比してそれぞれ 1.5 倍、1.5 倍および 1.7 倍上昇) を示し、30 
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mg/kg 投与時の耐糖能は正常対照ラットに匹敵するレベルに達した (Figure 1)。対照的に、SU 薬

グリベンクラミド (3、10 および 30 mg/kg) 投与による血糖低下作用は 3 mg/kg でプラトーに達し、

グルコース負荷後のインスリン分泌も上昇傾向にとどまった (Figure 1)。同モデルにおいて、別の

SU 薬グリメピリドについて、同様の血糖低下およびインスリン分泌促進パターンが観察された 

(data not shown)。最大投与量 30 mg/kg で比較したところ、fasiglifam の作用は有意にグリベンクラ

ミドの作用を上回った (Figure 1C、D)。この時、両薬剤ともグルコース負荷直前 (空腹時) の血糖

低下およびインスリン分泌上昇作用を示したが、その作用は薬剤間で明確な差は認められなかっ

た (空腹時血糖値: vehicle、98.1±2.1 mg/dL; fasiglifam、91.9±4.1 mg/dL; グリベンクラミド、88.4±3.7 

mg/dL; 空腹時インスリン値: vehicle、0.5±0.1 ng/mL; fasiglifam、1.4±0.3 ng/mL; グリベンクラミド、

1.1±0.2 ng/mL; Figure 1A、B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Fasiglifam improves glucose tolerance more effectively than glibenclamide during oral 

glucose tolerance tests in male N-STZ-1.5 rats. (A) and (B) show time-dependent changes in plasma 

glucose and insulin levels, respectively, after glucose load (1.5 g/kg) in N-STZ-1.5 rats treated with vehicle 

(Veh), 3-30 mg/kg of fasiglifam (Fasi) or 3-30 mg/kg of glibenclamide (Glib), and in WKY rats (normal 

controls) treated with vehicle. Data in (C) and (D) represent plasma glucose AUC0-120 min and plasma 

insulin AUC0-120 min, respectively. 
#
p≤0.025 compared with vehicle-treated N-STZ-1.5 rats by one-tailed 

Williams’ test or one-tailed Shirley-Williams test. *p≤0.05, **p≤0.01 compared with vehicle-treated 

N-STZ-1.5 rats by Student’s t-test or Aspin-Welch test. 
++

p≤0.01 by Student’s t-test or Aspin-Welch test. 
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Data are mean ± S.D. (n=6 for N-STZ-1.5 rats, n=5 for WKY rats). 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 1 

 

2. 長期投与による二次無効リスクの検討 

N-STZ-1.5 ラットを用いた以前の検討において、グリベンクラミドの 4 週間反復投与は耐糖能

悪化およびグリベンクラミドに対する応答性消失を示し、二次無効を惹起することが報告された 

(35)。そこで、同モデルを用いて fasiglifam の二次無効リスクについて検証した。グリベンクラミ

ドよりも十分強い耐糖能改善作用を示した 10 mg/kg の fasiglifam (Figure 1) を用いて 15 週間反復

投与を行ったが、グルコース負荷試験における耐糖能およびインスリン分泌能は、vehicle 反復投

与ラットのそれと比較して明確な違いは認められなかった (Figure 2、Rep. Veh-Veh versus Rep. 

Fasi-Veh)。興味深いことに、15 週間 fasiglifam を反復投与したラットに再び fasiglifam (3 mg/kg) を

単回投与すると、初回投与時と同程度の有意な血糖低下作用が観察された (Figure 2A、C、Rep. 

Fasi-Fasi versus Veh-Fasi)。この時、15 週間 fasiglifam を反復投与したラットにおいて、fasiglifam 単

回投与後のインスリンレベルは初回投与時に匹敵するレベルに達していたが (Figure 2B、D、Rep. 

Fasi-Fasi versus Veh-Fasi)、同ラットにおいては vehicle 単回投与によるインスリン分泌反応も上昇

しており (Figure 2B、D、Rep. Fasi-Veh)、vehicle に比して有意なインスリン分泌上昇には至らな

かった (Figure 2B、D、Rep. Fasi-Veh versus Fasi-Fasi)。また、反復投与後の膵組織を免疫染色によ

り解析したところ、N-STZ-1.5 ラットの膵ラ氏島は正常ラットよりもやや小さいラ氏島構造を示し

たが、vehicleおよび fasiglifamを反復投与したN-STZ-1.5ラット間でラ氏島形態およびその大きさ、

インスリンおよびグルカゴンの染色性に明確な違いは認められなかった (Figure 3)。 
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Figure 2. Chronic treatment with fasiglifam does not cause secondary loss of glucose-lowering 

efficacy. N-STZ-1.5 rats were treated once daily with vehicle (Rep. Veh) or fasiglifam (Rep. Fasi, 10 

mg/kg) for 15 weeks. After fasting overnight, vehicle (Veh) or fasiglifam (Fasi, 3 mg/kg) was given orally 

to both groups 30 min before glucose load (1 g/kg). Similarly, WKY rats (normal controls) were treated 

with vehicle once daily for 15 weeks, and the same oral glucose tolerance test was performed. (A) and (B) 

show time-dependent changes in plasma glucose and insulin levels, respectively. Data in (C) and (D) 

represent plasma glucose AUC0-120 min and plasma insulin AUC0-120 min, respectively. *p≤0.05, **p≤0.01 by 

Student’s t-test or Aspin-Welch test. n.s., not significant, Rep., repeatedly treated. Data are mean ± S.D. 

(n=5-6). 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 2 
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Figure 3. Pancreatic islet morphology in male N-STZ-1.5 rats after multiple dosing of fasiglifam. 

N-STZ-1.5 rats were treated with vehicle (Veh) or fasiglifam (10 mg/kg), and WKY rats (normal controls) 

were treated with vehicle, once daily for 15 weeks. Fixed pancreata were immunostained with anti-insulin 

and anti-glucagon antibodies. Scale bar = 100 µm. 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 3 

 

3. SU 二次無効を呈する糖尿病ラットにおける作用 

次に、SU 二次無効を呈する糖尿病ラットに対して、fasiglifam が作用を発揮し得るかどうか

を検証した。以前の報告と一致して (35)、N-STZ-1.5 ラットにグリベンクラミド (10 mg/kg) の 4

週間反復投与は、耐糖能の有意な悪化を示した (Figure 4A、C、Rep. Veh-Veh versus Rep. Glib-Veh)。

4 週間 vehicle を反復投与した N-STZ-1.5 ラットにおいて、グリベンクラミド (10 mg/kg) は有意な

耐糖能改善作用を示したが (Figure 4、Rep. Veh-Veh versus Rep. Veh-Glib)、4 週間グリベンクラミド

反復投与後の N-STZ-1.5 ラットにおいて、その反応は完全に消失し (Figure 4、Rep. Glib-Veh versus 

Rep. Glib-Glib)、SU 二次無効の誘発が確認された。本モデルに、同 SU 受容体に作用する即効型イ

ンスリン分泌促進薬であるナテグリニド (50 mg/kg) を投与しても血糖低下およびインスリン分

泌促進作用は観察されなかった (Figure 4、Rep. Glib-Veh versus Rep. Glib-Nate)。対照的に、fasiglifam 

(3 mg/kg) の単回投与は、有意なインスリン分泌促進および耐糖能改善作用を示した (Figure 4、

Rep. Glib-Veh versus Rep. Glib-Fasi)。 
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Figure 4. Fasiglifam is effective in male N-STZ-1.5 rats with SU secondary failure. N-STZ-1.5 rats 

were treated once daily with vehicle (Rep. Veh) or glibenclamide (Rep. Glib, 10 mg/kg) for 4 weeks. After 

the treatment, vehicle (Veh) or glibenclamide (Glib, 10 mg/kg) was given orally to the Rep. Veh group, and 

vehicle, glibenclamide (10 mg/kg), or fasiglifam (Fasi, 3 mg/kg) or nateglinide (Nate, 50 mg/kg) was given 

orally to the Rep. Glib group. Following 1 hr (vehicle, glibenclamide and fasiglifam) or 30 min 

(nateglinide) after dosing, all animals received oral glucose load (1 g/kg). (A) and (B) show time-dependent 

changes in plasma glucose and insulin levels, respectively. Data in (C) and (D) represent plasma glucose 

AUC0-120 min and plasma insulin AUC0-120 min, respectively. *p≤0.05, **p≤0.01 by Student’s t-test or 

Aspin-Welch test. Data are mean ± S.D. (n=8). 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 4 

 

4. SU 薬との併用効果 

Fasiglifam および SU 薬の併用効果の有無について、N-STZ-1.5 ラットを用いたグルコース負

荷試験により評価した。本検討では、臨床外挿性の高い結果を得るために、SU 薬としてより臨床

で汎用されているグリメピリドを選択した。Fasiglifam (3 mg/kg) および SU 薬グリメピリド (10 

mg/kg) の単回投与はそれぞれ 25.3%および 20.0%血糖面積を低下し、また、これらの併用は 43.1%
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のさらなる低下作用を示し、相加的な耐糖能改善作用が確認された (Figure 5A、C、2-way ANOVA; 

fasiglifam、p≤0.01; glimepiride、p≤0.01; interaction, not significant)。血糖値と相関して、fasiglifam 単

独、グリメピリド単独およびそれらの併用はそれぞれ 1.4 倍、1.3 倍および 1.7 倍グルコース負荷

後のインスリン分泌を促進し、相加作用が確認された (Figure 5B、D、2-way ANOVA; fasiglifam、

p≤0.01; glimepiride、p≤0.01; interaction, not significant)。 

次に、非絶食飼育下の正常ラットを用いて、上記と同用量の fasiglifam およびグリメピリドを

用いて併用単回投与の影響について検討した。グリメピリド (10 mg/kg) 単独投与は 60 分をピー

クとするインスリン分泌促進作用を示し、血糖値を 65 mg/dL 以下にまで低下し、低血糖を誘発し

た (Figure 6)。Fasiglifam (3 mg/kg) 単独投与は有意に血糖値を低下するものの、その低下は正常血

糖範囲内 (120 mg/dL 以上) にとどまり、グリメピリドの作用に比して血糖およびインスリン値に

対する影響は軽微であった (Figure 6)。興味深いことに、fasiglifam およびグリメピリドの併用投

与は、グリメピリド単独投与時に比してさらなるインスリン分泌促進および血糖低下作用を示す

ことはなかった (Figure 6)。GPR40 作動薬と同様グルコース濃度依存的にインスリン分泌促進す

ることが知れている DPP4 阻害薬 alogliptin についても同評価系で評価した。用量は、N-STZ-1.5

ラットを用いた以前の検討において (35)、十分強い耐糖能改善作用を示した 1 mg/kg の alogliptin

を用いた。Alogliptin 単独投与もまた正常血糖範囲以下に血糖低下することはなく (Figure 6)、ま

た、グリメピリドとの併用投与時において、グリメピリドによる血糖低下作用を増強せず、

fasiglifam と同様の結果が確認された (Figure 6)。これの結果から、fasiglifam と SU 薬との併用は

低血糖を増悪することなく、相加的に食後過血糖を改善し得ることが示された。 
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Figure 5. Combination of fasiglifam and glimepiride additively improves glucose tolerance in 

N-STZ-1.5 rats. (A) and (B) show time-dependent changes in plasma glucose and insulin levels, 

respectively, after glucose load (1.5 g/kg) in N-STZ-1.5 rats treated with vehicle (Veh), 3 mg/kg of 

fasiglifam (Fasi) or 10 mg/kg of glimepiride (Glime), and in WKY rats (normal controls) treated with 

vehicle. Data in (C) and (D) represent plasma glucose AUC0-120 min and plasma insulin AUC0-120 min, 

respectively.The results of two-way ANOVA are indicated in insets. n.s., not significant. Data are mean ± 

S.D. (n=6 for N-STZ-1.5 rats, n=5 for WKY rats). 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 6 
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Figure 6. Fasiglifam does not induce hypoglycemia or exacerbate SU-induced hypoglycemia in 

normal rats. (A) and (B) show time-dependent changes in plasma glucose and insulin levels, respectively, 

after treatment with vehicle (Veh), 3 mg/kg of fasiglifam (Fasi), 3 mg/kg of alogliptin (Alo), 10 mg/kg of 

glimepiride (Glime), 3 mg/kg of fasiglifam in combination with 10 mg/kg of glimepiride, or 1 mg/kg of 

alogliptin in combination with 10 mg/kg of glimepiride. Data in (C) and (D) represent change in plasma 

glucose AUC0-180 min and change in plasma insulin AUC0-180 min after drug treatments, respectively. Data are 

mean ± S.D. (n=6). *p≤0.05, **p≤0.01 compared with vehicle by Student’s t-test or Aspin-Welch test. n.s., 

not significant. 

（出典）Ito et al. J Pharmacol Exp Ther., 357, 217-27 (2016)., Figure 7 
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第4節 考察 

 

第 1 章において、GPR40 作動薬 fasiglifam はグルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進

することで、SU 薬に比して低血糖リスクが低いことが示された。GPR40 作動薬の新規糖尿病治

療薬としての可能性を考える上で、SU 薬とのさらなる差別化点を明確にする必要がある。しかし

ながら、これまで GPR40 作動薬と SU 薬の in vivo 作用を詳細に比較した報告はまだない。本研究

において、fasiglifam が SU 薬グリベンクラミドに比してより強力に食後過血糖を低下することが

示された。また、SU 薬よりも十分強い血糖低下を達成し得る用量の fasiglifam を 15 週間にわたっ

て反復投与しても、SU 薬で認められるような二次無効は惹起されず、良好な薬効持続性を有する

ことが確認された。興味深いことに、SU 二次無効を呈するラットに対しても、fasiglifam は血糖

低下およびインスリン分泌促進作用を維持し、二次無効患者に対する有効性も示唆された。また、

fasiglifam と SU 薬グリメピリドの併用投与は糖尿病モデルに対して相加的に血糖低下作用を示す

一方で、正常ラットにおいて SU 薬によって誘導された低血糖を増悪することはなかった。これ

ら SU 薬を用いた多面的な解析から、SU 薬服用でも十分効果が得られない患者に対する新しい選

択肢として GPR40 作動薬の可能性が示された。 

GPCR は選択的な作動薬により繰り返し刺激し続けると、その応答性が次第に減弱し脱感作

を生じることが知られている。膵 β 細胞においてもインスリン分泌に関与する GPCR について、

脱感作がいくつか報告されている (36-38)。近年、インスリン分泌促進薬として開発されてきた

GPR119 作動薬 GSK1292263 が臨床において長期投与で薬効減弱することが報告され (39)、GPCR

の脱感作リスクによる作動薬の開発の難しさが浮き彫りとなった。本研究において、SU 薬が二次

無効を生じる期間よりも長期の 4ヶ月にわたって fasiglifamを投与しても二次無効症状は惹起され

ず、fasiglifam が脱感作を起しにくい特徴を有している可能性が示唆された。第 1 章の考察でも述

べたが、最近、fasiglifam は GPR40 のアゴアロステリックモデュレーターとして作用し、内因性

リガンドである脂肪酸と協調する形でインスリン分泌を促進することが明らかとなった (31)。ま

た、fasiglifam の結合部位は類似の GPCR のオルソステリック結合部位とは異なる、脂質二重膜内

に存在する特有の結合部位に結合することが示されている (15)。一般的に、オルソステリック作

動薬と比較して、アロステリックモデュレーターは受容体脱感作を誘導する可能性が低いことが

知られており (40)、本検討で認められた fasiglifam の低い脱感作リスクは、この特有の GPR40 活

性化形式に起因すると推測される。 

臨床において、SU 薬に対して二次無効を生じる正確なメカニズムは明らかになっていないが、

非臨床研究から長期活性化による膵 β 細胞の疲弊あるいは不十分な血糖コントロールによる糖毒

性等が原因として考えられている (41,42)。本検討において、N-STZ-1.5 ラットに 4 週間グリベン

クラミドを反復投与することで二次無効を生じたが、正常空腹時血糖値を維持していたことから、

その原因は糖毒性よりもむしろ膵 β 細胞の長期刺激によるインスリン分泌機構の不応答 (疲弊) 

であると考えられる。以前の in vitro の検討において、グリベンクラミドに長期間さらした β 細胞

は高い細胞内カルシウム濃度を維持する一方で、細胞膜上の機能性 KATPチャネルの量が低下する

ことが報告されている (43,44)。二次無効を呈する N-STZ-1.5 ラットに対して fasiglifam がインス

リン分泌促進作用を維持していた本結果から、十分な細胞内カルシウム濃度存在下であれば、
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GPR40を介したインスリン分泌にKATPチャネルは必ずしも必要ないことを示唆しているのかもし

れない。これは、第 1 章の考察中でも論じたが、KATPチャネルを介さず、電位依存性カルシウム

チャネルの直接開口で誘導されるインスリン分泌に対して GPR40 作動薬が増強作用を発揮する

という以前の報告 (27) とも一致する結果である。 

以前のラットインスリンノーマ細胞を用いた検討において、GPR40 を介したインスリン分泌

促進のグルコース濃度依存性は、SU 薬の共添加により破綻することが報告され (27)、SU 薬との

併用により GPR40 作動薬が低血糖を助長する懸念があった。糖尿病ラットにおいて fasiglifam と

グリメピリドの併用は相加的に耐糖能改善およびインスリン分泌促進作用を示す一方で、同用量

を非絶食の正常ラットに投与しても、fasiglifam がグリメピリドによって惹起される低血糖を増悪

することはなかった。これらの結果から、SU 存在下における GPR40 のグルコース濃度依存性の

破綻は in vivo では起こりにくい (代償される) ことが想定される。In vivo におけるインスリン分

泌はグルコース以外にも神経制御や他の内分泌細胞からのパラクライン機構による制御など様々

な因子によって調節されており、これが in vitro と in vivo の結果の違いに貢献していると考えられ

る。また、正常ラットを用いた同評価系において、DPP4 阻害薬 alogliptin もまたグリメピリドに

よる低血糖に影響を与えなかった。しかしながら、高齢者あるいは腎機能の低下した特定の患者

層に比較的高用量の SU 薬を使用したケースで、DPP4 阻害薬と SU 薬の併用が重篤な低血糖をも

たらすという臨床報告がある (45)。臨床における fasiglifam 単独処置による低血糖リスクは極め

て低いことがすでに確認されているが (46)、SU 薬との併用治療においては細心の注意を払う必

要があるだろう。 

これらの結果から、GPR40 作動薬が SU 薬に比して強力にかつ持続的に血糖低下作用を発揮

し得ることが示された。また、SU 薬二次無効患者に対する置き換え、あるいは血糖コントロール

不十分な SU 薬服用患者への追加投与など広範な患者への治療オプションとして GPR40 作動薬が

有効である可能性が示唆された。 
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第 3 章 

GPR40 作動薬 fasiglifam の脂肪毒性への関与についての検討 

 

第1節 緒言 

 

膵 β 細胞への脂肪酸の短期暴露はインスリン分泌を促進するが、長期に高濃度暴露するとむ

しろ膵 β 細胞機能低下および細胞死を誘発する、いわゆる脂肪毒性を惹起することが知られてい

る (47)。GPR40 の内因性リガンドが脂肪酸であることから、GPR40 の持続的な活性化が脂肪毒性

を惹起する可能性が懸念され、GPR40 の遺伝子改変マウスを用いた検証が行われてきた。2005 年

に Steneberg らが報告した pancreas duodenum homeobox-1 (PDX-1) プロモーター下 GPR40 を膵 β

細胞に高発現したマウスの解析では、β 細胞機能低下や糖尿病悪化などの表現系が確認され、脂

肪毒性への関与を示唆する成績が示された (48)。一方、長住らはインスリン II プロモーター下で

膵 β 細胞特異的にヒト GPR40 を高発現するマウスを作製したところ、野生型マウスと比較してむ

しろ経口グルコース負荷後のインスリン分泌の上昇および耐糖能の改善が認められ  (49)、

Steneberg らと相反する結果を報告した。また、GPR40 欠損マウスに関しても複数のグループから

報告されており (20,50,51)、これらはすべて GPR40 の脂肪毒性への関与を否定している。このよ

うに、GPR40 の遺伝子改変マウスの結果からは GPR40 の脂肪毒性への関与について一定の結論が

得られておらず、膵 β 細胞機能に対する GPR40 作動薬の長期的な影響について高い関心が集まっ

ている。 

一般的に、脂肪毒性の原因となる遊離脂肪酸は、肥満にともない内臓脂肪細胞から過剰に放

出されると考えられている。したがって、脂肪毒性が危惧されるのは、主に肥満・インスリン抵

抗性を呈する欧米型 2 型糖尿病患者である。ビグアナイト薬のメトフォルミンは、肝臓における

糖産生抑制、末梢組織における糖利用亢進あるいは消化管における糖吸収抑制などさまざまな作

用により血糖低下作用を発揮するインスリン抵抗性改善薬である (52)。その安全性の高さから、

糖尿病治療指針の中で、肥満 2 型糖尿病患者の多い欧米における第一選択薬として推奨されてい

る (53)。複数の薬剤を併用する糖尿病治療の現状を考えると、脂肪毒性との関連性が懸念される

GPR40 作動薬に関してはメトフォルミン併用下での膵 β 細胞に対する影響は特に考慮する必要が

ある。 

本研究では、fasigifam を用いて GPR40 の脂肪毒性への関与を in vitro および in vivo で検討し

た結果、fasiglifam が膵 β 細胞に対して脂肪毒性を誘導する可能性は極めて低いことが示され、

GPR40 作動薬の糖尿病治療薬としての可能性を考える上でも重要な知見が得られた。また、メト

フォルミンとの併用投与条件においても、fasiglifam は膵 β 細胞をむしろ改善しながら、強力な血

糖コントロールを達成し得ることが証明されたので以下に報告する。 

 

第2節 実験材料と方法 
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1. 使用薬物 

  Fasiglifam は武田薬品工業株式会社 Chemistry, Manufacturing and Control Center にて合成され

た。メトフォルミンは和光純薬株式会社 (大阪、日本) より購入された。In vitro 試験に際して、

fasiglifam は DMSO に溶解して使用し、10%脂肪酸フリーウシ血清アルブミン (和光純薬) 溶液で

希釈した。また、パルミチン酸ナトリウム (Chem Service、West Chester、PA) およびオレイン酸

ナトリウム (Sigma、St. Louis、MO) は加温した蒸留水に溶解後、氷上で攪拌しながら等量の 20%

脂肪酸フリーウシ血清アルブミン溶液と混和した。アルブミンおよび DMSO の最終濃度はそれぞ

れ 1 および 0.1%となるよう調製した。In vivo 試験に際して、fasiglifam およびメトフォルミンはと

もに 0.5% MC 溶液に懸濁し、示された用量で投薬した。 

 

2. 使用細胞 

ラットインスリノーマ INS-1 832/13 細胞は Dr. Christopher B. Newgard (Duke University Medical 

Center、Durham、NC) より供与され、L-glutamine (Invitrogen、Carlsbad、CA)、1 mM sodium pyruvate 

(Invitrogen)、10 mM HEPES (Invitrogen)、10%非働化処理済ウシ胎仔血清 (Thermo Fisher Scientific)、

55 μM 2-mercaptoethanol (Invitrogen)、100 IU/ml penicillin および 100 μg/ml streptomycin 含有 RPMI 

1640 培地 (Invitrogen) で 37℃、5%CO2環境下で培養した。本章では脂肪毒性に対する影響を評価

するという目的から、第 1 章で用いたサイトカイン耐性株 INS-1 833/15 細胞ではなく、サイトカ

イン感受性株 INS-1 832/13 細胞を選択した (54)。 

 

3. インスリン分泌および細胞内インスリン含量の測定 

短期刺激によるインスリン分泌を評価するため、INS-1 832/13 細胞は 5×10
4
 cells/well の細胞

密度で 96-well plate に播種し、1 晩培養した。細胞は 1 mM グルコース含有 KRBH で 37°C で 2 時

間プレインキュベーションした後、1%脂肪酸フリーウシ血清アルブミンおよび 0.1%DMSO 

(control)、パルミチン酸 (10-1000 μM)、オレイン酸 (10-1000 μM) あるいは fasiglifam (1-100 μM) お

よび示された濃度のグルコースを含むKRBHでさらに 2時間培養した。各wellから上清を回収し、

分泌されたインスリン濃度をラットインスリン ELISA (森永生科学研究所、横浜、日本) を用いて

定法に従って測定した。長期暴露のインスリン分泌に対する影響を評価するため、INS-1 832/13

細胞は 2×10
4
 cells/well の細胞密度で 96-well plate に播種し、1%脂肪酸フリーウシ血清アルブミン

および 0.1%DMSO (control)、パルミチン酸 (10-1000 μM)、オレイン酸 (10-1000 μM) あるいは

fasiglifam (1-100 μM) が添加された。72 時間培養後、細胞は 1 mM グルコースおよび 0.2%脂肪酸

フリーウシ血清アルブミン含有 KRBH で 37°C で 2 時間プレインキュベーションし、示された濃

度のグルコースを含む KRBH でさらに 2 時間培養した。各 well から上清を回収し、分泌されたイ

ンスリン濃度をラットインスリン ELISA を用いて定法に従って測定した。細胞内インスリン含量

を測定するために、細胞は PBS で洗浄後、酸エタノール (0.15 M 塩酸含有 74%エタノール) 溶液

を添加し、氷上で超音波破砕した。-30℃で 1 晩静置後、上清を 4℃、12000 rpm で 5 分遠心し、

細胞から抽出したインスリン量を測定した。 

 

4. カスパーゼ 3/7 活性の測定 
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INS-1 832/13 細胞は、2×10
4
 cells/well の細胞密度で poly-D-lysine coated 96-well black plate に

播種し、1%脂肪酸フリーウシ血清アルブミンおよび 0.1%DMSO (control)、パルミチン酸 (62.5-1000 

μM)、オレイン酸 (62.5-1000 μM) あるいは fasiglifam (6.25-100 μM) を添加した。72 時間培養後、

カスパーゼ 3/7 活性を Apo-one homogenous caspase 3/7 assay (Promega、Madison、WI) を用いて定

法に従って蛍光強度を測定した (励起波長 485 nm、測定波長 535 nm)。 

 

5. 動物 

雄性 ZDF ラットおよびその対照ラット ZL ラットは日本チャールスリバー (横浜、日本) から

購入した。すべてのラットは CE-2 (日本クレア、東京、日本) 給餌および自由飲水条件下で馴化

飼育し、試験時に示された飼育条件に変更した。動物の取り扱いおよび実験は、武田実験動物倫

理委員会の定める基準に準じて実施した。 

 

6. 反復投与試験 

ZDF ラットおよび ZL ラットは粉末 CE-2 食の朝晩 1 日 2 回 (各 2 時間) の時間制限給餌条件

下で 5 日間飼育した。10 週齢で ZDF ラットを体重および血漿パラメーターを指標に 4 群 (n=6) に

群分けし、餌を高カロリー食 (Quick Fat、日本クレア) に変更した。0.5% MC 懸濁液 (vehicle)、

fasiglifam (10 mg/kg、1 日朝晩 2 回) 懸濁液、メトフォルミン (50 mg/kg、1 日夕方 1 回) 懸濁液あ

るいは fasiglifam (10 mg/kg、1 日朝晩 2 回) およびメトフォルミン (50 mg/kg、1 日夕方 1 回) 併用

懸濁液を各給餌 30 分前に 2.5 mL/kg で投与した。ZL ラット (n=5) は 0.5% MC 懸濁液を投与され

た。反復投与 2、4 および 6 週目の朝の給餌前に尾静脈採血し、血中糖化ヘモグロビン値、血漿中

グルコース、トリグリセリド、総コレステロール、遊離脂肪酸、インスリンおよびグルカゴンを

測定した。体重および摂餌量は週 1 回測定した。投与 44 日目、ラットから膵臓を摘出し、2 つに

分けた。1 片は膵インスリン含量の測定に、もう 1 片は免疫組織化学的解析に用いられた。 

 

7. 血漿および膵パラメーターの測定 

血中糖化ヘモグロビン値は HPLC-based automated analyzer HLC-723 G7 (東ソー、東京、日本) 

を用いて測定した。血漿中グルコース、トリグリセリド、総コレステロール、遊離脂肪酸は、自

動分析装置 7080 (日立、東京、日本) で測定した。血漿中インスリンおよびグルカゴンは、RIA キ

ット (Millipore、Bedford、MA) を用いて測定した。膵インスリン含量を測定するために、膵臓を

酸エタノール溶液中でホモジナイズし、遠心した。上清中のインスリンおよびグルカゴンは、RIA

キット (それぞれ Millipore および TFB、東京、日本) を用いて測定した。 

 

8. 免疫組織化学的解析 

膵臓は Bouin’s solution (Polyscienes, Inc、Warrington、PA) を用いて 1 晩固定し、パラフィン包

埋切片を作製した。一次抗体としてモルモット抗インスリン抗体 (Dako、Glostrup、Denmark)、ウ

サギ抗グルカゴン抗体 (Dako)、ウサギ抗 PDX-1 抗体 (TransGenic、熊本、日本) およびマウス抗

PCNA 抗体 (Dako)を、発色基質として 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride を使用して染色し、

対比染色として haematoxylin 染色を行った。染色画像を inverted microscope IX71 (オリンパス、東
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京、日本) あるいは Aperio ScanScope XT system (Aperio Technologies、Vista、CA) を用いて取得し

た。 

 

8. 統計解析 

Homeostasis model assessment of β-cell function (HOMA-β) index は、(360 × 空腹時インスリン

値 [μU/ml]) ÷ (空腹時血糖値 [md/dL] - 63) (55) で算出された。Vehicle との比較は Dunnett’s test

あるいは Steel test を用いて解析した。2 群間の比較は Student’s t-test あるいは Aspin-Welch test に

より行った。併用効果は 2 元配置分散分析 (ANOVA) を用いて解析した (34)。解析結果は以下の

基準に従って解釈した。1) 有意な interaction (p≤0.05) が観察された場合、その併用効果は相乗効

果 (単独効果の総和を上回る効果)、2) 各薬剤の有意な main effect (p≤0.05) かつ有意でない

interaction が観察された場合、その併用効果は相加効果 (単独効果の総和に等しい効果) と解釈さ

れた。すべてのデータは平均±標準偏差で示された。 

 

第3節 結果 

 

1. 膵 β 細胞における長期暴露の影響 

Fasiglifam の長時間暴露の影響について評価する目的で、第 1 章で用いたサイトカイン耐性ラ

ット膵 β 細胞株である INS-1 833/15 ではなく、本章ではサイトカイン感受性株の INS-1 832/13 細

胞を用いた (54)。また、血漿中において、脂肪酸のほとんどはアルブミンと結合することで長期

間安定して存在することから、本検討では 1%ウシ血清アルブミン条件が選択された。最初に、1%

ウシ血清アルブミン存在下における脂肪酸あるいは fasiglifam 短期刺激によるインスリン分泌を

評価した。10 mM グルコース存在下、GPR40 の内因性リガンドであるパルミチン酸およびオレイ

ン酸はともに 62.5-1000 μM において濃度依存的なインスリン分泌促進活性を示し、同条件下

fasiglifamも6.25-100 μMの濃度範囲において同等以上のインスリン分泌促進作用を示した (Figure 

1A-C)。次に、同 INS-1 832/13 細胞を用いて、脂肪酸あるいは fasiglifam 長期暴露のグルコース刺

激インスリン分泌能および膵インスリン含量に対する影響を評価した。パルミチン酸 (1000 μM) 

の 72 時間暴露は、20 mM グルコース刺激インスリン分泌を有意に低下させ、また細胞内インスリ

ン含量を低下させた (Figure 2A、B)。同条件下、オレイン酸 (1000 μM) は、インスリン分泌の低

下を示さなかったが、インスリン含量を有意に減少させた (Figure 2A、B)。対照的に、高濃度の

fasiglifam (1000 μM) を 72 時間暴露しても、インスリン分泌および膵インスリン含量に明確な影響

は確認されなかった (Figure 2A、B)。また、パルミチン酸 (62.5-1000 μM) およびオレイン酸 

(62.5-1000 μM) の INS-1 832/13 細胞への 72 時間暴露は、濃度依存的にアポトーシスの指標である

カスパーゼ 3/7 活性を亢進し、それぞれ 250 μMおよび 500 μMから有意な上昇を示した (Figure 2C、

D)。一方、インスリン分泌を惹起するのに十分な濃度の fasiglifam (62.5-100 μM) を同期間処置し

ても、カスパーゼ 3/7 活性の上昇は確認されなかった (Figure 2E)。これらの結果から、in vitro に

おいて、fasiglifam による GPR40 の長期活性化が脂肪毒性様作用を誘発する可能性が低いことが

示された。 

 



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Effects of plamitic acid, oleic acid and fasiglifam in the presence of 1% bovine serum 

albumin (BSA) on insulin secretion in INS-1 832/13 cells. INS-1 832/13 cells were stimulated with 1 or 

10 mM glucose, in the absence (shown as -) or presence of palmitic acid (62.5-1000 μM, A), oleic acid 

(62.5-1000 μM, B), or fasiglifam (6.25-100 μM, C), together with 1% BSA. Data are mean + S.D. (n=3). 

**p≤0.01 by Student’s t-test. 
#
p≤0.025 versus control (10 mM glucose alone) by one-tailed Williams’ test. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Supplemental Figure 1-2 
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Figure 2. Prolonged stimulation of GPR40 with fasiglifam does not cause β cell dysfunction and 

initiate apoptotic signaling in INS-1 832/13 cells. A, insulin secretion capacity in response to high 

glucose concentration after 72-h exposure to palmitic acid, oleic acid, or fasiglifam in INS-1 832/13 cells. 

INS-1 832/13 cells were treated with palmitic acid (10, 100, or 1000 μM), oleic acid (10, 100, or 1000 μM), 

or fasiglifam (1, 10, or 100 μM) for 72 h, and subsequent insulin secretory capacities in response to 20 mM 

glucose were examined. Empty bars, vehicle alone; filled bars, palmitic acid, oleic acid, or fasiglifam. Data 

are mean + S.D. (n=3). **p≤0.01 by Aspin-Welch test. 
#
p≤0.025 versus control (20 mM glucose 

stimulation) by one-tailed Williams’ test. B, intracellular insulin content in INS-1 832/13 cells after 72-h 

exposure to palmitic acid (1000 μM), oleic acid (1000 μM), or fasiglifam (100 μM). Data are mean + S.D. 

(n=3). *p≤0.05 and **p≤0.01 versus control by Dunnett’s test. C to E, caspase 3/7 activity in INS-1 832/13 

cells after 72-h exposure to palmitic acid (62.5–1000 μM) (C), oleic acid (62.5–1000 μM) (D), or 

fasiglifam (6.25–100 μM) (E). Data are mean + S.D. (n=3). 
#
p≤0.025 versus control by one-tailed 

Williams’ test. 

（出典）Tsujihata et al. J Pharmacol Exp Ther., 339, 228-37 (2011)., Figure 5 
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2. 高脂血症を呈する糖尿病モデルラットにおける長期投与効果 

ZDF ラットは高脂血症、インスリン抵抗性を呈する 2 型糖尿病モデルである。加齢とともに

膵 β 細胞の機能低下を示し、高血糖に先行して血漿中脂肪酸レベルの上昇や膵ラ氏島内の脂質蓄

積が認められることから、その病態形成に膵 β 細胞の脂肪毒性の関与が示唆されている (56,57)。

そこで、高カロリー食の 1 日 2 回時間制限給餌条件下で飼育した ZDF ラットを用いて、fasiglifam

の長期投与による膵 β 細胞に対する影響を評価した。ZDF ラットは 12 週齢 (試験開始 2 週目) か

ら血糖が上昇し始め、16 週齢 (6 週目) で顕著な高血糖に達した (Figure 3A)。Fasiglifam (10 mg/kg、

1 日 2 回) の 6 週間反復投与は、空腹時血糖値を 22.4%低下する傾向を示し、また血糖コントロー

ルの長期指標である糖化ヘモグロビン値 (GHb) を 1.7%有意に低下させた (Figure 3)。ZDF ラット

では、反復投与 4 週目まで血漿中インスリンレベルが上昇し、高インスリン血症を呈するが、6

週目以降、血糖値上昇に伴って急速にインスリンレベルが低下し、膵 β 細胞機能低下が確認され

た (Figure 4A)。Fasiglifam 投与群において、血漿インスリンレベルは vehicle 投与ラットに比して

2.2 倍高値、膵 β 細胞の機能指標である HOMA-β 値も 5 倍高値を示した (Figure 4A-C)。一方、膵

α 細胞から分泌される血糖上昇ホルモンであるグルカゴンの血漿レベルに対して、fasiglifam 反復

投与は、明確な影響を与えなかった (Figure 4D)。反復投与 6 週目時点で、対照ラットに比して、

ZDF ラットは、血漿トリグリセリド (TG) および総コレステロール (TC) レベルが有意に高値を

示し、高脂血症を呈することが確認された (Table 1)。Fasiglifam の 6 週間反復投与は血漿脂質レベ

ルに対して影響を与えなかった (Table 1)。これらの結果から、高脂血症環境下においても、

fasiglifam による GPR40 の長期活性化は、膵 β 細胞機能を悪化するよりもむしろ血糖コントロー

ルをともない機能改善することが示唆された。 
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Figure 3. Effects of 6 week treatment with fasiglifam (Fasi), metformin (MET) and Fasi in 

combination with MET on glycaemic parameters in ZDF rats. A shows fasting plasma glucose levels in 

ZDF rats during 6 weeks of treatment with vehicle, 10 mg/kg, b.i.d. of Fasi, 50 mg/kg, q.d. of MET, or 

their combination, and in ZL rats during 6 weeks of treatment with vehicle. Data in B and C represent 

fasting plasma glucose and GHb levels after 6 weeks of treatment, respectively. *p≤0.05, **p≤0.01 

compared with vehicle-treated ZDF rats by Dunnett’s test or Steel test. 
++

p≤0.01 compared with 

vehicle-treated ZDF rats by Student’s t-test or Aspin–Welch test. The results of two-way ANOVA are 

indicated in insets. Data are mean ± S.D. (n = 6 for ZDF rats, n = 5 for ZL rats). n.s., not significant. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Figure 4. 
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Figure 4. Effects of 6 week treatment with fasiglifam (Fasi), metformin (MET) and Fasi in 

combination with MET on plasma insulin and glucagon levels in ZDF rats. A shows fasting plasma 

insulin in ZDF rats during 6 weeks of treatment with vehicle, 10 mg/kg, b.i.d. of Fasi, 50 mg/kg, q.d. of 

MET, or their combination, and in ZL rats during 6 weeks of treatment with vehicle. Data in B, C and D 

represent fasting plasma insulin levels, homeostasis model assessment of β-cell function (HOMA-β) index 

calculated from fasting plasma glucose and insulin levels and fasting plasma glucagon levels after 6 weeks 

of treatment, respectively. *p≤0.05, **p≤0.01 compared with vehicle-treated ZDF rats by Dunnett’s test or 

Steel test. 
++

p≤0.01 compared with vehicle-treated ZDF rats by Student’s t-test or Aspin–Welch test. The 

results of two-way ANOVA are indicated in insets. Data are mean ± S.D. (n = 6 for ZDF rats, n = 5 for ZL 

rats). n.s., not significant. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Figure 5 
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Table 1. Effects of 6-week treatment with Fasi, MET and Fasi in combination with MET on plasma 

lipid profile. 

Animal Compound 
TG TC NEFA 

(mmol·L
-1

) (mmol·L
-1

) (mEq·L
-1

) 

ZDF Vehicle 12.4 ± 2.9 4.8 ± 0.5 0.44 ± 0.05 

ZDF Fasi 12.9 ± 3.9 4.5 ± 0.6 0.49 ± 0.11 

ZDF MET  18.3 ± 3.7
a
 5.1 ± 0.4 0.48 ± 0.09 

ZDF Fasi + MET  18.0 ± 3.3
a
 4.9 ± 0.4 0.53 ± 0.1 

ZL Vehicle    2.1 ± 0.5
b
   2.1 ± 0.1

b
 0.48 ± 0.05 

 

Data show plasma triglyceride (TG), total cholesterol (TC) and non-esterified fatty acids (NEFA) levels in 

ZDF rats after 6 weeks of treatment with vehicle, 10 mg/kg, b.i.d. of TAK-875 (TAK), 50 mg/kg, q.d. of 

MET, or their combination, and in ZL rats during 6 weeks of treatment with vehicle. 
a
p≤0.05 compared 

with vehicle-treated ZDF rats by Dunnett’s test or Steel test. 
b
p≤0.01 compared with vehicle-treated ZDF 

rats by Student’s t-test or Aspin–Welch test. Data are mean ± S.D. (n = 6 for ZDF rats, n = 5 for ZL rats). 

Fasi, fasiglifam; MET, metformin. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Table 1 

 

3. インスリン抵抗性改善薬メトフォルミンとの併用効果 

メトフォルミン併用下における fasiglifam の作用を検証するために、同 ZDF ラットモデルを

用いて併用反復投与を試みた。Fasiglifam (10 mg/kg、1 日 2 回) およびメトフォルミン (50 mg/kg、

1 日 1 回) の 6 週間併用反復投与は、vehicle 処置群に比して 37.9%空腹時血糖値を低下する傾向を

示し、その作用は各単独処置群よりも強い作用であった (Figure 3A、B)。また、併用群において

GHb レベルの 2.4%の有意な低下が確認され、その作用は二元配置分散分析により相加作用である

ことが確認された (Figure 3C、fasiglifam、p≤0.05; メトフォルミン、p≤0.01; interaction、not significant)。

また、併用投与群の血漿インスリンレベルは試験期間を通して高値を維持し、6 週目時点で vehicle

群の 3.2 倍高値に達し、各単独群に比して相加的な上昇が確認された (Figure 4A、B、fasiglifam、

p≤0.05; メトフォルミン、p≤0.01; interaction、not significant)。HOMA-β 値も vehicle 群に比して 9.6

倍有意に高値を示した (Figure 4C)。 

血漿インスリンレベルは、血糖値など様々な因子の影響を受けるので、膵 β 細胞に対するよ

り直接的な影響を評価するため、膵臓中のインスリン含量を測定した。血漿インスリンレベルと

相関し、fasiglifam およびメトフォルミン併用投与群の膵インスリン含量は vehicle 群に比して有

意に高値を示し、その量は正常対照ラットに匹敵するレベルに達した (Figure 5A)。対照的に、膵

グルカゴン含量は、すべての投与群で差は認められなかった (Figure 5B)。免疫染色により膵臓の

詳細な組織学的解析を試みたところ、ZDF ラットの膵臓において、肥大化しかつ周囲の外分泌細

胞が浸潤した異常なラ氏島構造が多く確認された (Figure 6A、Q)。また、通常インスリン陽性細
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胞 (β 細胞) の外側に位置するグルカゴン陽性細胞 (α 細胞) がラ氏島内部にも散在し (Figure 6B、

R)、β 細胞機能の主要転写因子である PDX-1 の発現量の低下傾向が確認された (Figure 6C、S)。

Fasiglifam 単独投与は膵ラ氏島形態あるいはインスリン、グルカゴンおよび PDX-1 の染色性に明

確な影響を与えなかった (Figure 6A-C、E-G)。一方、fasiglifam およびメトフォルミンを併用投与

したラットの膵臓において、多くのインスリン陽性細胞が丸い密集したラ氏島構造を維持し、正

常対照ラットの膵ラ氏島に近い形態を示した (Figure 6M、Q)。また、vehicle 群に比して高い PDX-1

発現を示すラ氏島が多く観察される傾向があった (Figure 6C、O)。さらに、ラ氏島内に細胞増殖

マーカーである PCNA 陽性細胞核が検出され (Figure 6P、矢印)、インスリンとの二重染色からそ

れらの細胞の多くがインスリン陽性細胞であることが確認された (Figure 7)。これらの結果から、

fasiglifam はメトフォルミンとの併用投与により、相加的な血糖コントロールに加えて、さらなる

β 細胞機能改善を発揮し得ることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Effects of 44 day treatment with Fasiglifam (Fasi), metformin (MET) and Fasi in 

combination with metformin on pancreatic insulin and glucagon content. Data in A and B represent 

pancreatic insulin and glucagon content, respectively, in ZDF rats after 44 days of treatment with vehicle, 

10 mg/kg, b.i.d. of Fasi, 50 mg/kg, q.d. of MET, or their combination, and in ZL rats after 44 days of 

treatment with vehicle. *p≤0.05 compared with vehicle-treated ZDF rats by Dunnett’s test or Steel test. 

++
p≤0.01 compared with vehicle-treated ZDF rats by Student’s t-test or Aspin–Welch test. The results of 

two-way ANOVA are indicated in insets. Data are mean ± S.D. (n = 6 for ZDF rats, n = 5 for ZL rats). n.s., 

not significant. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Figure 6 
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Figure 6. Effects of 44 day treatment with Fasiglifam (Fasi), metformin (MET) and Fasi in 

combination with MET on insulin staining, glucagon staining, PDX-1 expression and PCNA-positive 

cell numbers in pancreatic islets from ZDF rats. ZDF rats were administered vehicle (A–D), 10 mg/kg, 

b.i.d. of Fasi (E–H), 50 mg/kg, q.d. of MET (I–L), or their combination (M–P) for 44 days, and ZL rats 

were administered vehicle (Q–T). The pancreata were isolated and immunostained with anti-insulin (A, E, I, 

M, Q), anti-glucagon (B, F, J, N, R), anti-PDX-1 (C, G, K, O, S) and anti-PCNA (D, H, L, P, T) antibodies. 

Representative images for each group are shown. Arrows indicate PCNA-positive cells. Scale bar = 250 

μm. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Figure 7 
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Figure 7. Effects of 44-day treatment with fasiglifam, metformin and Fasi in combination with MET 

on insulin- and PCNA-double positive cell numbers in pancreatic islets from ZDF rats. ZDF rats were 

administered the combination 10 mg/kg, b.i.d. of Fasi and 50 mg/kg, q.d. of MET for 44 days. The 

pancreata were isolated and immunostained with anti-insulin (red color) and anti-PCNA (brown color) 

antibodies. Arrows indicate the representative image of the co-localization of PCNA-positive nuclei with 

insulin staining. Scale bar = 250 μm. 

（出典）Ito et al. Br J Pharmacol., 170, 568-80 (2013)., Supplemental Figure 

 

 

第4節 考察 

遊離脂肪酸は膵 β 細胞に対して二面的な作用を持つことが知られている。短期間の暴露はイ

ンスリン分泌を促進するが、持続的な高濃度の暴露は膵 β細胞の機能低下 (脂肪毒性) を促す (47)。

糖尿病治療薬は長期間投与することが想定されることから、もし GPR40 作動薬が脂肪毒性様作用

を惹起するのであれば致命的である。これまでにも、遺伝子改変マウスを用いて GPR40 と脂肪毒

性の関係について検討され、その大半がその関与を否定するものであったが (20,49-51)、一部関

与を示唆する報告もあり (48)、一定の結論に至っていない。本研究において、INS-1 832/13 細胞

にオレイン酸あるいはパルミチン酸を 72 時間暴露したところ、インスリン分泌およびインスリン

含量の低下、アポトーシスの指標であるカスパーゼ 3/7 活性の上昇が確認された。一方、同条件

下、インスリン分泌を惹起するのに十分な濃度の fasiglifam を暴露しても、これらの指標に明確な

影響は確認されなかった。 

重症 2 型糖尿病モデルである ZDF ラットは、血糖低下に先行して高脂血漿を呈し、その病態

形成に膵 β 細胞に対する脂肪毒性の関与が示唆されており、脂肪毒性のリスクを評価するのに適

した in vivo モデルであると考えられる。実際、本検討においても正常対照ラットに比して ZDF ラ

ットは高脂血症を呈していることが確認された。本モデルへの fasiglifam の 6 週間反復投与は、血

糖コントロールの長期指標である GHb 値を有意に低下するとともに、空腹時インスリンおよび膵

インスリン含量の増加傾向を示し、むしろ膵 β 細胞機能を保持する結果を示した。反復投与後の

膵組織の解析においても、ラ氏島形態に明確な悪化は認められなかった。これら in vitro および in 

vivo の一連の結果は、fasiglifam が脂肪毒性を惹起する可能性が極めて低いことを示唆する。序論
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でも述べたように、内因性リガンドが結合すると考えられるオルソステリック結合部位とは異な

る部位に結合するという fasigifam の特徴が (15)、その低い脂肪毒性リスクに寄与している可能性

が考えられる。一方、脂肪酸は細胞内で代謝されることで、アシル CoA やセラミドなど別の生理

活性物質に変換されることから (47,58)、これらが脂肪毒性の惹起に関与しているのかもしれない。 

ビグアナイト薬のメトフォルミンは、肝臓における糖産生抑制、末梢組織における糖利用亢

進あるいは消化管における糖吸収抑制などさまざまな作用により血糖低下作用を発揮するインス

リン抵抗性改善薬として知られいる (52)。その安全性の高さから、糖尿病治療指針の中で、欧米

で第一選択薬として推奨されている (53)。複数の薬剤を併用する糖尿病治療の現状を考えると、

メトフォルミンと良好な併用効果を示すことが必要不可欠である。本研究では ZDF ラットにおい

て、fasiglifam とメトフォルミン併用の 6 週間反復投与は、相加的に GHb 値を低下し、血漿イン

スリンレベルを上昇させ、膵 β 細胞機能の指標である HOMA-β および膵インスリン含量を有意に

増加させ、そのインスリン含量は正常対照ラットレベルにまで回復した。併用処置 ZDF ラットの

膵臓の免疫染色を行ったところ、vehicle 処置あるいは各単独処置群に比して、膵ラ氏島構造の正

常化、PDX-1 発現亢進および PCNA 陽性細胞数の上昇傾向が確認された。PCNA 陽性核の多くが

インスリン陽性細胞であったことから、膵 β 細胞の増殖亢進がラ氏島構造の正常化およびインス

リン含量の回復に寄与しているものと推察される。これらの結果は、メトフォルミンとの併用下、

fasiglifam が膵 β 細胞機能のさらなる改善を示す可能性を示唆している。 

上述の通り、fasiglifam 単独あるいはメトフォルミンとの併用反復投与は、膵 β 細胞をむしろ

保護する作用を示したが、その作用機序は十分には分っていない。持続的な高血糖は膵 β 細胞機

能低下 (糖毒性) をもたらすことが知られており (59)、本検討においても血糖コントロール自体

が β 細胞機能改善に一部寄与している可能性が考えられる。一方、Janssen らは腎臓におけるグル

コースの再吸収を薬物により阻害し、ZDF ラットの血糖値を強力に低下しても、血漿インスリン

レベルの回復は認められるが、ラ氏島構造の改善にまでは至らないことを報告しており (60)、

fasiglifam およびメトフォルミンの β 細胞に対する直接的な保護作用の可能性も示唆される。特定

の薬物にのみ反応するように設計された Gαq 共役 GPCR を膵 β 細胞に強制発現したマウスを用い

た以前の検討で、β 細胞における Gαq シグナルの持続的な活性化は、ERK1/2 および IRS-1 活性化

を誘導し、β 細胞機能亢進を導くことが報告された (61)。GPR40 が膵 β 細胞に高発現する Gαq 共

役 GPCR であることから、本試験においても同様の細胞内イベントが惹起された可能性が考えら

れる。実際、β 細胞株の MIN6 細胞において、脂肪酸が ERK1/2 のリン酸化を亢進することが報告

されている (10)。別の可能性として、GPR40 は腸管内分泌細胞にも発現が報告され、脂肪酸刺激

の GLP-1 分泌を介していることがマウスの検討で報告された (62)。メトフォルミンもまた血漿

GLP-1 濃度を亢進することが臨床試験において確認されている (63)。GLP-1 が膵 β 細胞に対して

保護作用を有することは広く知られており (64)、本試験の β 細胞保護作用における GLP-1 の関与

の検討は今後の重要な課題である。 

一部の 2 型糖尿病患者において血漿グルカゴンレベルの亢進が認められ、肝糖産生の亢進を

介して高血糖の増悪に寄与していると考えられている (65)。我々の検討においても、正常対照ラ

ットに比して ZDF ラットは血漿グルカゴンレベルが有意に高値を示した。以前のマウスの検討に

おいて、GPR40 は β 細胞に加え α 細胞にも発現していることが確認され、脂肪酸刺激によるグル
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カゴン分泌促進に関与することが報告された (25)。しかしながら、本試験において、ZDF ラット

への fasiglifam 反復投与は血漿グルカゴンレベル、膵グルカゴン含量および膵グルカゴン陽性細胞

分布に明確な影響を与えなかった。これらの結果はヒト膵ラ氏島を用いた以前の in vitro の検討結

果と一致する (26)。また、fasiglifam の 2 型糖尿病患者における臨床試験においても、明確なグル

カゴン分泌亢進は観察されなかった (66)。第 1 章でも論じたとおり、これらの違いはマウスおよ

びラット・ヒト間の GPR40 の発現パターンの違いに起因するものと推察される (9,10,24)。近年、

グルカゴン C 末抗体を用いた RIA 法での評価では、グリセンチンなどグルカゴン類縁ペプチドを

区別できないことが報告されており (67)、グルカゴンへの影響をより明確にするために ELISA 法

によるグルカゴンの正確な評価が必要であろう。 

以上筆者らは、in vitro および in vivo の詳細な検討から、GPR40 作動薬 fasiglifam が脂肪毒性

を誘発する可能性は極めて低いことを示した。本報告は、脂肪毒性に対する感受性の高いモデル

を用いてGPR40 作動薬が β 細胞機能を低下するよりむしろ維持あるいは改善する可能性を in vivo

において示した初めての報告である。また同時に、fasiglifam とインスリン抵抗性改善薬であるメ

トフォルミンとの併用が膵 β 細胞機能を保護しながら強力に血糖コントロールを達成し得る有用

な治療戦略になり得ることを証明した。 
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総括 

 

GPR40/FFAR1 は膵 β 細胞に高発現する Gαq 共役 GPCR であり、そのアゴニストは、既存薬

とは異なる作用メカニズムを有する新たなインスリン分泌促進薬として期待された。著者らは、

選択的 GPR40 作動薬 fasiglifam を見出し、in vitro および in vivo の詳細な薬理学的検討から、

fasiglifamがグルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進するというユニークな特徴を示すこと

を明らかにした。また、様々な病態モデルを用いた検討を通して、GPR40 作動薬が高い安全性を

有するとともに、広範な糖尿病患者に対して有効性を発揮し得る可能性を示した。 

Fasiglifam は、in vitro において内因性リガンドであるオレイン酸に比して 400 倍強い GPR40

活性化作用を示した。ラット膵 β 細胞株および単離膵ラ氏島において、fasiglifam は低グルコース

存在下では作用を示さず、グルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進した。さらに、耐糖能

異常を呈する 2 型糖尿病モデル N-STZ-1.5 ラットに fasiglifam を単回投与すると、経口グルコース

負荷後のインスリン分泌を用量依存的に促進し、耐糖能を改善した。また、重症 2 型糖尿病モデ

ル ZDF ラットにおいて、fasiglifam の単回投与は、空腹時高血糖を改善した。一方、正常血糖値

を示す空腹時 SD ラットにおいて、既存インスリン分泌促進薬である SU 薬のグリベンクラミドが

低血糖を誘発するのに対して、fasiglifam は薬効量よりも 3-10 高用量投与しても空腹時血糖および

インスリン値に影響を与えなかった。以上の結果から、fasiglifam のインスリン分泌はグルコース

濃度によって厳密に制御されており、高血糖時においてのみ作用を発揮することで、低血糖リス

クが極めて低く、かつ食後および空腹時高血糖をともに改善し得ることが示された。 

著者は fasiglifam 刺激インスリン分泌のグルコース濃度依存性の細胞内メカニズムについて

も検討を行った。ラット膵 β 細胞株において、fasiglifam 刺激 IP 産生はグルコース濃度に非依存

的であるのに対して、その後の細胞内カルシウム濃度上昇はグルコース濃度依存的に起こること

を明らかにした。この結果は、fasiglifam のインスリン分泌促進作用のグルコース濃度依存性のメ

カニズムにおいて細胞内カルシウム上昇が重要な役割を担っていることを示唆している。本知見

は、膵 β 細胞の生理機能を理解する上でも重要な基礎的知見であると考えられる。 

上記の通り SU 薬に比して fasiglifam の低血糖リスクは低いことが示されたが、さらなる差別

化点を明らかにするために、詳細な比較試験を行った。N-STZ-1.5 ラットを用いたグルコース負荷

試験において、3-30 mg/kg の fasiglifam は、用量依存的な血糖低下作用を示し、その最大活性はグ

リベンクラミド (30 mg/kg) の作用を有意に上回った。SU 薬を使用する糖尿病患者の中には、長

期使用で次第に血糖コントロールが悪化し、いわゆる二次無効を生じることがある。実際、

N-STZ-1.5 ラットにグリベンクラミドを 4 週間反復投与すると、耐糖能の悪化が認められ、グリベ

ンクラミド単回投与で認められた血糖低下作用が完全に消失した。同モデルにグリベンクラミド

よりも十分強い耐糖能改善作用を示す用量の fasiglifam を 15 週間反復投与しても血糖低下および

インスリン分泌促進作用は維持され、二次無効は惹起されなかった。興味深いことに、SU 薬無効

状態のラットにおいて、fasiglifam 単回投与は有意な耐糖能改善およびインスリン分泌促進作用を

示し、SU 二次無効を呈する患者に対しても有効性を示す可能性が示唆された。 

糖尿病治療において、十分な血糖コントロールを達成するために、作用機序の異なる複数の
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薬剤の併用がよく用いられる。N-STZ-1.5 ラットに fasiglifam と SU 薬グリメピリドを併用投与す

ると、作用を打ち消しあうことなく相加的なインスリン分泌促進および血糖低下作用を示した。

一方、正常ラットに同用量で併用投与しても、fasiglifam がグリメピリドにより誘発される低血糖

を増悪することはなかった。 

脂肪酸の膵 β 細胞への短時間暴露はインスリン分泌を促進するが、高濃度で長時間暴露する

と膵 β 細胞の機能低下や細胞死を招く、いわゆる脂肪毒性を惹起する。脂肪酸が GPR40 の内因性

リガンドであることから、GPR40 作動薬が脂肪毒性様作用を惹起することが懸念された。ラット

膵 β 細胞株への fasiglifam の 3 日間暴露は、脂肪酸とは対照的に、インスリン分泌能低下や細胞死

を誘発しなかった。ZDF ラットは、加齢とともに膵疲弊を呈し、その病態形成に膵 β 細胞におけ

る脂肪毒性の関与が示唆されている。本モデルへの fasiglifam の 6 週間反復投与は、血糖コントロ

ールの長期指標である GHb 値の有意な低下に加え、血漿インスリンレベルおよび膵インスリン含

量を増加する傾向を示し、膵 β 細胞機能をむしろ保持する結果を示した。しかも、インスリン抵

抗性改善薬メトフォルミンとの併用反復投与により、相加的な GHb 低下および血漿インスリンレ

ベル上昇を示し、良好な併用効果が確認された。この時、各単独投与群に比して、併用投与群で

は膵ラ氏島構造の正常化および膵 β 細胞の主要な転写因子 PDX-1 の発現亢進が観察され、膵 β 細

胞機能のさらなる正常化が確認された。これらの結果から、in vitro および in vivo の両方において、

fasiglifam が膵 β 細胞に対して脂肪毒性を誘導する可能性は極めて低いことが示唆された。 

欧米における 2 型糖尿病患者を対象とした臨床試験において、fasiglifam の 1 日 1 回 12 週間

反復投与は、陽性対照の SU 薬と同等の血糖コントロールを示す一方で、低血糖の頻度は SU 薬に

比べて有意に低いことが報告され (46)、GPR40 作動薬のヒトにおける有効性および安全性が世界

で初めて証明された。本研究で明らかとなった fasiglifam の様々な薬効プロファイルは、そこに至

る過程に大きく貢献するものである。しかしながら、その後の大規模臨床試験において、fasiglifam

は肝毒性の懸念を有することが明らかとなり、残念ながら上市には至らなかった (16)。これまで

のところ、その詳細なメカニズムは明らかとなっていない。肝臓における GPR40 発現は膵臓に比

して極めて低いこと (9,24)、また、最近 Li らが報告した fasiglifam の胆汁酸トランスポーターの

直接阻害に関する知見 (68) を考慮すると、GPR40 非依存的なメカニズムが肝毒性の要因となっ

ている可能性が示唆されるが、今後さらなる検討が必要である。Fasiglifam 以外にも非臨床および

臨床段階には未だ複数の GPR40 作動薬が研究開発されており (69)、その興味はまだまだ尽きない。

Fasiglifam を用いた本研究結果は、GPR40 作動薬の特徴的な薬理学的性質を明らかにするととも

に、低血糖および二次無効リスクが少なくかつ強力な血糖コントロールを達成し得る 2 型糖尿病

治療薬としての GPR40 作動薬の可能性を強く示唆するものである。また、SU 薬無効状態に対し

ても有効性を示し、かつ既存薬とも良好な併用効果を示した本成績から、GPR40 作動薬の広範な

患者層への適応の可能性が期待される。 
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