
 

0 

 

博士論文 

血糖降下薬 SGLT2 阻害薬の血清尿酸値 

低下作用に関する研究 

 

金沢大学大学院自然科学研究科 

生命科学専攻 

分子作用学講座 

 

 

 

 

 学 籍 番 号  1123032319 

 氏    名  地野 之浩 

 主任指導教員名  玉井 郁巳 教授 

 提 出 年 月  平成 26 年 3 月 



 

1 

 

目次 

目次   .................................................................................................................................... 1 

本論文中に用いた略号の一覧 ................................................................................................. 4 

第 1章 序論 ............................................................................................................................... 6 

1. 糖尿病およびその患者数の概要と新規血糖降下薬の必要性 ..................................6 

2. Sodium/glucose cotransporter 2阻害薬 ............................................................. 11 

3. 血糖降下薬による血清尿酸値低下作用の意義 ..................................................... 14 

第 2章 Luseogliflozinの血清尿酸値低下作用および尿酸排泄作用 ............................. 17 

第 1節 緒言 ...................................................................................................................... 17 

第 2節 試験および解析方法 ............................................................................................ 19 

1. 臨床試験の概要.................................................................................................... 19 

2. 被験者 .................................................................................................................. 19 

3. 試験デザイン ....................................................................................................... 20 

4. 測定方法 .............................................................................................................. 20 

5. データ解析 ........................................................................................................... 21 

6. 統計解析 .............................................................................................................. 22 

第 3節 結果 ...................................................................................................................... 23 

1. 被験者の背景値（baseline値） .......................................................................... 23 

2. LuseogliflozinのSUA値低下作用 ..................................................................... 25 

3. LuseogliflozinのUEUA促進作用 ........................................................................ 26 

4. Luseogliflozin投与によるCLUAの変化 .............................................................. 27 

5. Luseogliflozin投与によるCLCREの変化 ............................................................ 28 

6. Luseogliflozinの尿量に対する作用 .................................................................... 29 

7. Luseogliflozin投与後のSUA値の低下とUEUAの増加の関連性....................... 30 

8. Luseogliflozin投与後のUEUA、UEGLおよび血漿中薬物濃度の比較 ................ 32 

9. UEGLとSUA値およびCLUAの関係 ................................................................... 35 

第 4節 考察 ...................................................................................................................... 37 



 

2 

 

第 3章 Luseogliflozinの尿酸輸送体への作用および SGLT2の尿酸輸送への関与 .. 40 

第 1節 緒言 ...................................................................................................................... 40 

第 2節 実験方法 .............................................................................................................. 43 

1. 被検物質 .............................................................................................................. 43 

2. 試薬 ...................................................................................................................... 43 

3. 試験系 1：輸送体遺伝子発現哺乳類培養細胞 ..................................................... 43 

4. 試験系 2：輸送体発現アフリカツメガエル oocyte .............................................. 45 

5. 遺伝子発現培養細胞を用いた[14C]UA取り込み阻害試験（URAT1、OAT1、OAT3

およびOAT4） ................................................................................................ 46 

6. 遺伝子発現 oocyteを用いた[14C]UA取り込み阻害試験（GLUT9 isoform 1、

OAT10およびSMCT1） ................................................................................ 49 

7. SGLT2による[14C]UA取り込み試験 ................................................................. 49 

8. データ解析 ........................................................................................................... 50 

第 3節 結果 ...................................................................................................................... 52 

1. 尿酸の再吸収に関わるURAT1およびOAT4に対するLuseogliflozinの作用 . 52 

2. 尿酸の再吸収に関わるGLUT9 isoform 1およびOAT10に対するLuseogliflozin

の作用 .............................................................................................................. 53 

3. URAT1の活性化に関与するSMCT1に対するLuseogliflozinの作用 .............. 54 

4. 尿酸の分泌に関わるOAT1およびOAT3に対するLuseogliflozinの作用 ........ 55 

5. 尿酸の消化管分泌に関わるBCRPに対するLuseogliflozinの作用 ................... 56 

6. SGLT2による尿酸の輸送 ................................................................................... 57 

第 4節 考察 ...................................................................................................................... 58 

第 4章 GLUT9 isoform 2に対するグルコースの作用 ..................................................... 60 

第 1節 緒言 ...................................................................................................................... 60 

第 2節 実験方法 .............................................................................................................. 62 

1. 試薬 ...................................................................................................................... 62 

2. 試験系：GLUT9 isoform 2発現アフリカツメガエル oocyte ............................. 62 

3. GLUT9 isoform 2発現 oocyteによる[14C]UA取り込み trans-促進試験 ........... 64 

4. GLUT9 isoform 2発現 oocyteによる[14C]UA排出 trans-促進試験 .................. 64 



 

3 

 

5. GLUT9 isoform 2発現 oocyteによる[14C]UA取り込み cis-阻害試験 ............... 64 

6. 統計解析 .............................................................................................................. 65 

第 3節 結果 ...................................................................................................................... 66 

1. GLUT9 isoform 2発現 oocyteによる[14C]UA取り込み試験条件の検討 ........... 66 

2. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースのtrans-促進

作用 .................................................................................................................. 67 

3. GLUT9 isoform 2発現 oocyteによる[14C]UA排出試験条件の検討 .................. 68 

4. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA排出に対するD-グルコースのtrans-促進作用

 ......................................................................................................................... 70 

5. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースの cis-阻害作

用 ..................................................................................................................... 72 

第 4節 考察 ...................................................................................................................... 73 

第 5章 結論 ............................................................................................................................. 78 

引用文献  .................................................................................................................................. 79 

参考論文  .................................................................................................................................. 94 

謝辞   .................................................................................................................................. 95 

 

  



 

4 

 

本論文中に用いた略号の一覧 

ADA The American Diabetes Association 

ABCC ATP-binding cassette sub-family C 

ABCG ATP-binding cassette sub-family G 

AUC0-∞ area under the plasma concentration-time curve extrapolated to infinity 

α-GI α-glucosidase inhibitor 

α-MG methyl-α-D-glucopyranoside 

BCRP breast cancer resistance protein（ABCG2） 

Caco2 colon carcinoma 2 

CHO-K1 Chinese hamster ovary-K1 

CKD chronic kidney disease 

CLCRE renal clearance of creatinine 

CLUA renal clearance of uric acid 

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline 

DPP4 dipeptidyl peptidase 4 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

EGF epidermal growth factor 

FBS fetal bovine serum 

FPG fasting plasma glucose 

GCP Good Clinical Practice 

GLP-1 glucagon-like peptide-1 

GLUT9 facilitative glucose transporter 9（SLC2A9） 

GIP glucose-dependent insulinotropic polypeptide 

GWAS genome-wide association study 

HbA1c hemoglobin A1c 

HBSS Hanks’ balanced salt solution 

HEK293 human embryonic kidney 293 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HIV human immunodeficiency virus 
IDF International Diabetes Federation 

IRB institutional review board 

JDS Japan Diabetes Society 

Km Michaelis constant 

LB medium Lysogeny Broth medium 

MBS modified Barth’s solution 

MDCKII Madin-Darby canine kidney II 

MRP4 multidrug resistance-associated protein 4（ABCC4） 

Na
+
/K

+
-ATPase Na

+
/K

+
-ATP phosphohydrolase 

NGSP National Glycohemoglobin Standardization Program 

注）2012年4月1日より、HbA1cは、特定健康診査・保健指導等を除く日常臨床および著作物においてNGSP値、HbA1c（NGSP）

を用い、当面の間、日常臨床では JDS値を併記する。換算式（NGSP値（％）＝1.02×JDS値（％）＋0.25％）に基づくNGSP値は、

我が国でこれまで用いられてきた Japan Diabetes Society（JDS）値で表記されたHbA1c（JDS）におよそ 0.4％を加えた値となり、特

に臨床的に主要な領域である JDS値5.0～9.9％の間では、JDS値（％）＋0.4％と完全に一致する 1)。 

NPT1 sodium phosphate transporter 1（SLC17A1） 
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NPT4 sodium phosphate transporter 4（SLC17A3） 

OAT1 organic anion transporter 1（SLC22A6） 

OAT3 organic anion transporter 3（SLC22A8） 

OAT4 organic anion transporter 4（SLC22A11） 

OAT10 organic anion transporter 10（SLC22A13） 

OGTT oral glucose tolerance test 

OR2 oocyte Ringer's（solution）2 

QOL quality of life 

PCR polymerase chain reaction 

S1 segment 1 

S2 segment 2 

S2 cell segment 2 cell 

S3 segment 3 

SD standard deviation 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SEM standard error of mean 

SGLT1 sodium/glucose cotransporter 1（SLC5A1） 

SGLT2 sodium/glucose cotransporter 2（SLC5A2） 

SLC solute carrier (transporter) 

SMCT1 sodium/monocarboxylate cotransporter 1（SLC5A8） 

SMCT2 sodium/monocarboxylate cotransporter 2（SLC5A12） 

SMIT1 sodium/inositol cotransporter 1（SLC5A3） 

SMIT2 sodium/inositol cotransporter 2（SLC5A11） 

SOC medium super optimal broth with catabolite repression medium 

SU sulfonylurea 

SUA serum uric acid 

Tris tris(hydroxymethyl)-aminomethane 

UA uric acid 

UEGL urinary excretion rate of glucose 

UEUA urinary excretion rate of uric acid 

URAT1 uric acid transporter 1（ALC22A12） 

WHO World Health Organization 
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第1章 序論 

1. 糖尿病およびその患者数の概要と新規血糖降下薬の必要性 

糖尿病とは、インスリン作用の不足による慢性の高血糖状態を主徴とし、種々の特徴的な代

謝異常を伴う疾患群である。高い血糖値の持続は、口渇、多飲、多尿、体重減少、易疲労感など

の症状を呈するが、それ以外の自覚症状は少ない。しかしながら、高度のインスリン作用不足は、

血糖値の著しい上昇、ケトアシドーシス、高度脱水などを引き起こし、昏睡に陥る場合もある。

また、慢性的に続く高血糖や代謝異常は、網膜、腎臓、神経を代表とする細血管の異常から視力

障害または失明、腎障害、末梢神経障害などの細小血管合併症、いわゆる“三大合併症”を引き

起こし、心臓、脳および全身において動脈硬化症、すなわち大血管合併症を促進し、患者のQOL

を著しく低下させる 1, 2, 3)。 

糖尿病は、その成因から 4つに分類される（Table 1-1）。1型糖尿病は、インスリンを分泌する

膵臓ランゲルハンス島β細胞の破壊性病変によるインスリンの欠乏による。β細胞破壊の原因は、

主にヒト白血球型抗原などの遺伝因子にウイルス感染などの誘因・環境因子が加わって起こる「自

己免疫性」であり、自己免疫が証明できない症例は「特発性」と分類する。1型糖尿病はあらゆ

る年齢層で起こり得る。2型糖尿病は、インスリン分泌やインスリン抵抗性をきたす複数の遺伝

的因子に、過食、運動不足、肥満、ストレスなどの環境因子および加齢が加わり発症する。2型

糖尿病の病態は「インスリン分泌の低下を主体とするもの」と「インスリン抵抗性が主体でイン

スリンの不足を伴うもの」があるが、実際の病態は不均一であり、明確に区別できない。日本人

では糖尿病患者の90%以上は生活習慣の悪化が原因で起こる生活習慣病としての2型糖尿病であ

る。他に、遺伝子異常やその他の疾患に伴う糖尿病、妊娠による妊娠糖尿病がある 1, 2)。 

Table 1-1 糖尿病と糖代謝異常の成因分類 1, 2) 

I. 1型： 膵β細胞の破壊、通常は絶対的インスリン欠乏に至る 

 A. 自己免疫性 

B. 特発性 

II. 2型： インスリン分泌低下を主体とするものと、インスリン抵抗性が主体で、それにインスリ

ンの相対的不足を伴うものなど 

III. その他の特定の機序、疾患によるもの 

 A. 遺伝因子として遺伝子異常が同定されたもの 

   ①β細胞機能に関わる遺伝子異常 ②インスリン作用の伝達機構に関わる遺伝子異常 

 B. 他の疾患、条件に伴うもの 

   ①膵外分泌疾患 ②内分泌疾患 ③肝疾患 ④薬剤や化学物質によるもの ⑤感染症 

⑥免疫機序によるまれな病態 ⑦その他の遺伝的症候群で糖尿病を伴うことの多いもの 

IV. 妊娠糖尿病 
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糖尿病の診断基準を Table1-2に示す。①空腹時血糖（FPG）値が 126 mg/dL以上、②75g経口

ブドウ糖負荷試験（75 g OGTT）で 2時間値が 200 mg/dL以上、③随時血糖値が 200 mg/dL以上、

④HbA1c（NGSP）が 6.5%以上のいずれかが確認された場合は「糖尿病型」と判定し、さらに別

の日に再検査を行い、再度「糖尿病型」が確認されれば糖尿病と診断する。ただし、HbA1c のみ

の反復検査による診断は不可とする。また、同一採血でも①～③のいずれかと④が確認されれば、

初回検査だけでも糖尿病と診断する。一方、⑤早朝 FPG値が 110 mg/dL未満でなおかつ⑥75 g 

OGTTで 2時間値が 140 mg/dL未満の場合は「正常型」と判定する。なお、上記のいずれにも属

さない場合は「境界型」と判定する 1, 2, 3)。 

Table 1-2 糖代謝異常の判定区分と判定基準 1, 2, 3) 

 判定基準 判定区分  

 ①早朝 FPG値 126 mg/dL以上 ①～④のいずれかが確認された場合は「糖

尿病型」と判定する。 

ただし、①～③のいずれかと④が確認された

場合には、糖尿病と診断してよい。 

 

②75 g OGTTで 2時間値 200 mg/dL以上 

③随時血糖値 200 mg/dL以上 

④HbA1c（NGSP）が 6.5%以上 

⑤早朝 FPG値 110 mg/dL未満 ⑤および⑥の血糖値が確認された場合に

は、「正常型」と判定する。 ⑥75 g OGTTで 2時間値 140 mg/dL未満 

上記の「糖尿病型」「正常型」いずれにも属さない場合は「境界型」と判定する。 

 

境界型とは、WHO分類での「耐糖能異常」と「空腹時血糖異常」に相当し、糖尿病型に移行

する率が高い高リスクグループと考えられている。その病態は、インスリン分泌障害が主たるも

のと、インスリン抵抗性の増大が主たるものとがあり、後者にはメタボリックシンドローム（内

臓脂肪症候群）を呈するものが多い 1)。メタボリックシンドロームは、腹腔内脂肪蓄積とインス

リン抵抗性を基盤とした、2型糖尿病や動脈硬化性疾患の危険因子が個人に集積した病態と考え

られている 2)。 

国際糖尿病連合（IDF）の報告によると、2013年の世界の糖尿病有病者数は 3億 8,200万人（成

人の 8.3%）、それ以外にインスリン抵抗性患者が 3億 1,600万人と推定された。糖尿病が原因で

死亡した人は、2013年は 510万人に上り、6秒に 1人が糖尿病のために亡くなっている計算にな

る。2013年の糖尿病による経済的な損失は、総支出の 11%に相当する 54兆 8,000億円（5,480億

ドル）に上ると推定された。また、1型糖尿病の患者数は欧州（12万 9,400人）や北米（10万 8,600

人）で多い 4)。2型糖尿病の有病者数は、世界のすべての国で増加している。糖尿病有病者の 80%

は低・中所得の国に集中しており、豊かな先進国に多い疾患というイメージはまったくの誤解で

ある。さらに、糖尿病有病者の推定数 3億 8,200万人のうちの 46%は診断（治療）を受けていな
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い。このまま有効な対策を施さないと、糖尿病有病者は 2030年までに 5億 9,200万人に増加する

と予測されている 4)。 

2013年の日本国内の糖尿病患者数は、前述の IDFの報告において 720万人で、昨年の 710万

人から微増した。国別に最も多いのは中国（9,840万人）で、次いでインド（6,507万人）、米国（2,440

万人）が続き、8位にドイツ（755万人）、日本は 10位に位置した 4)。厚生労働省の平成 24年国

民健康・栄養調査報告によると、糖尿病が強く疑われる人（HbA1c[NGSP]：6.5％以上または糖尿

病の治療を受けている人）が 1997年には 690万人であったものが 2013年には 950万人（成人の

8.7%）に達した。さらに、糖尿病の可能性が否定できない人（HbA1c[NGSP]：6.0%～6.5％）を

加えると 2050万人（同 13.1％）と推定された 5)。 

 

上記のとおり糖尿病患者およびその予備軍が増加している現状において、既存の薬剤による

治療については十分に満足できるものではないと考えられている。実際に海外においても国内に

おいても糖尿病患者の寿命は数年から 10年以上短いと言われている 6, 7)。米国において 2型糖尿

病患者の半数は、HbA1cが米国糖尿病学会（ADA）の治療目標であるHbA1c（NGSP）「7.0%未

満」に達しないとの報告がある 8)。国内においては、ヒューマンサイエンス振興財団・医療ニー

ズ調査（2011）によると、今後、新たな薬剤による治療が必要な疾患では、アルツハイマー、膵

癌、肺癌に次いで糖尿病が上位に挙げられた 9)。さらに、2011年、大阪府豊能 2次医療圏の約 350

の調剤薬局に糖尿病薬の処方箋を持参した 1,026人の患者を対象に糖尿病実態アンケートを実施

した結果、HbA1c（NGSP）の平均値は 7.2%で、患者の約半数は日本糖尿病学会が定める血糖コ

ントロールの目標の「7.0%未満」を達成していないことが明らかになった 10)。これら、既存薬に

よる血糖降下によって大血管合併症の発生や死亡の抑制が実現されない原因としては、多くの大

規模臨床試験では動脈硬化が進行した患者を対象としていた可能性があり、2型糖尿病では β細

胞の数や機能の経年的低下が生じる 11, 12)ことから、既存の治療薬では効果が期待できない可能性

が示唆されている 13)。また、インスリンや SU薬によって助長される肥満や高インスリン血症が

大血管合併症をむしろ促進した可能性も示唆されている 13)。したがって、今後の 2型糖尿病に求

められる薬物療法は、十分な血糖降下作用がありながら、低血糖・体重増加・高インスリン血症

などの副作用がなく、膵 β細胞に対する保護作用があるものが望まれる。 

2013年の現在、日本国内において承認されている血糖降下薬の特徴をTable1-3に、作用機序

を Figure 1-1に示した。現在のところ、先にも述べた β細胞の経年的機能低下を克服し、糖尿病

を完治させる方法はない 14)。したがって、糖尿病治療の目標は細小血管合併症（網膜症、腎症、
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神経障害等）および大血管合併症（心筋梗塞、脳梗塞、閉塞性動脈硬化症等）などの合併症の発

症や進展を抑制し、糖尿病患者のQOLや寿命を健康者と同じレベルに維持することである 14)。 

Table 1-3 血糖降下薬の特徴 2, 3)
 

主作用 使用 分類 一般名 主な副作用 主な禁忌 

インスリン 

抵抗性改善 

第1 
選択薬 

ビグアナイド薬 
メトホルミン、ブホルミン 乳酸アシドーシス a）、胃腸障

害 
乳酸アシドーシスの既往、

低酸素血症、（*） 

- チアゾリジン誘導体 
ピオグリタゾン 浮腫、心不全、体重増加、骨

折、膀胱がん、黄斑浮腫 
心不全、膀胱がん、（*） 

インスリン 
分泌促進 

第1 
選択薬 

スルホニル尿素（SU）
薬 

トルブタミド、アセトヘキサミド、

クロルプロパミド、グリクロピラミ

ミド、グリベンクラミド、グリクラ

ジド、グリメピリド 
低血糖 b）、体重増加、肝障害 

（*） 

- 
速効型インスリン 
分泌促進薬 

ナテグリニド、ミチグリニド、 

レパグリニド 
（*） 

第2 
選択薬 

DPP4阻害薬 

シタグリプチン、ビルダグリプ

チン、アログリプチン、リナグリ

プチン、テネリグリプチン、 

アナグリプチン、サキサグリプ

チン 

低血糖の増強、胃腸障害、急
性膵炎 

（*） 

- GLP-1誘導体 
リラグルチド、エキセナチド、 

リキシセナチド 

1型糖尿病、糖尿病昏睡・ケトア

シドーシス、重症の感染症 

食後過血糖 

改善 

第2 

選択薬 

α-グルコシダーゼ 

阻害薬 

アカルボース、ボグリボース、

ミグリトール 

肝障害、胃腸障害（放屁、下

痢、満腹、便秘） 
（*） 

 
＊全経口血糖降下薬共通：1型糖尿病、糖尿病昏睡・ケトアシドーシス、重症の肝障害・腎障害・感染症、妊娠（インスリン治療

の絶対適応である）。 

a）適性条件下ではリスクは増加しない 15, 16, 17)。 

b）腎機能低下・高齢など低血糖を起こしやすい場合、速効型インスリン分泌促進薬の慎重投与を考慮。 

 

糖尿病の薬物治療の第 1選択薬は、ビグアナイド薬およびスルホニル尿素（SU）薬である 3)。

ビグアナイド薬は、主に肝臓での糖新生を抑制し、ほかに消化管からの糖吸収抑制、末梢組織で

のインスリン感受性の改善などにより血糖を降下させ、体重増加もしにくい。重篤な副作用とし

て乳酸アシドーシスがある。肝、腎、心、肺機能障害、循環障害、脱水、大量飲酒者、手術前後、

高齢者、インスリン絶対適応の患者、栄養不良などの場合には使用できない 2, 18)。SU薬は、膵臓

β細胞の SU受容体に結合してインスリン分泌を促進し、服用後短時間で血糖降下作用を発揮す

る。そのため症例によっては、投与量が少量でも低血糖を起こすことがある。β細胞を刺激して

インスリン分泌を促進する機序であることから、投与中に臨床効果がなくなる場合があり、イン

スリン抵抗性による１次無効に対し「2次無効」と呼ばれ、代謝改善が不十分な場合は薬剤を切

り替えるか他の経口薬との併用またはインスリン療法に変更する必要がある。また、SU薬は体

重増加をきたしやすいので注意する必要がある 2)。 

第 2選択薬は、α-グルコシダーゼ阻害薬（α-GI）およびジペプチジルペプチダーゼ 4（DPP4）

阻害薬である 3)。α-GIは、小腸粘膜上皮細胞に存在する二糖類を単糖に加水分解する α-グルコシ

ダーゼを阻害し、糖の吸収を遅らせることにより食後の高血糖を抑制する。単独投与では低血糖 
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Figure 1-1 Sites of action for antidiabetes agents19). 
 

 

を起こしにくい。食直前投与が必須である。副作用としては、腹部膨満感、放屁の増加、下痢な

どが認められる。α-GIの 1つアカルボースでは重篤な肝障害が報告されている 2)。DPP4阻害薬

は、小腸粘膜に局在する細胞から分泌され、グルコース濃度依存的にインスリン分泌を促進する

インクレチン（GLP-1、GIP）を分解するDPP-4を阻害することにより血糖を降下させる。単独

投与では低血糖の危険は少なく、膵臓の β細胞への負担も少ない。シタグリプチン、アログリプ

チン、アナグリプチンは腎排泄型であるため腎機能障害患者で投与量の調節が必要となる 2)。SU

薬との併用で重篤な低血糖、ほかに胃腸障害が報告されており、膵癌、膵炎の懸念も完全に払拭

されたとは言えない 2, 3, 20)。 

上記のほかに、チアゾリジン誘導体、速効型インスリン分泌促進薬およびグルカゴン様ペプ

チド 1（GLP-1）誘導体がある 2)。チアゾリジン誘導体は脂肪組織に作用し、インスリン抵抗性を

改善する作用を持つ。インスリン抵抗性の関与がある状態では有効率が高い。単独投与では低血

糖の危険は少ない。時に浮腫貧血などが認められ、体重が増加しやすい 2)。国内では使用されて

いないが、同クラスの rosiglitazoneにおいて心血管リスク上昇が 21)、ピオグリタゾンの疫学調査

で膀胱がんのリスクが報告されている 22)。速効型インスリン分泌促進薬は、SU薬の一種であり

作用機序も同一であるが、吸収および消失が速いことから、食後の高血糖を効率よく抑制するの

が特徴である。食 30分前投与では食事開始前に低血糖を起こす可能性があるため、必ず食直前に

投与しなければならない。薬物のクリアランスが低下するため肝・腎障害者では特に注意が必要

とされる。重篤な腎障害患者ではナテグリニドは禁忌、他は慎重投与が必要である 2)。GLP-1誘
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導体は、膵臓の β細胞のGLP-1受容体を介して作用することによりグルコース濃度依存的にイン

スリン分泌を促進させる。体重増加はしにくく、β細胞への負担は少ない。注意すべき副作用は

嘔吐、下痢･便秘、急性膵炎、SU薬との併用に際しての低血糖など、エキセナチド投与中に腎不

全がまれに報告されている 2, 23)。 

以上のように、血糖降下薬には多くの種類があるが、現行の治療薬による目標達成率は 50%

に達せず、糖尿病患者の寿命も 10年短い状況である。最近承認されたDPP4阻害薬ではそれまで

に効果が出なかった患者層にも有効との評価結果が出つつあるが 24)、糖尿病との診断を受けた際

には既に β細胞の障害はかなり進んでいる症例も多い現状において、インスリン作用に依存する

機序であるため体重増加に対しては有効でない。今後は、より早期の診断方法を開発しながら、

できるだけ早期に安全に使える薬剤、インスリン分泌に頼らず β細胞の保護が見込まれる薬剤が

必要とされている 25)。 

2. Sodium/glucose cotransporter 2 阻害薬 

Sodium/glucose cotransporter 2（SGLT2）阻害薬は、SGLT2を選択的に阻害することにより、グ

ルコースの尿細管再吸収を抑制し、グルコースを体外に排泄して血糖を低下させるという作用機

序を持つ新規クラスの血糖降下薬である（Figure 1-2）26, 27)。2013年現在、dapagliflozinが欧州 28)

で、canagliflozinが米国 29)で承認されており、ほかに 6種の開発化合物が後期臨床試験を実施中ま

たは終えている。 

 

 

Figure 1-2 Mechanism of action for selective SGLT2 inhibitor26, 27). 
 

SGLTは、solute carrier 5（SLC5）遺伝子ファミリーに属している 14回膜貫通型の輸送体であ
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り、現在ヒトにおいて 11種の isoformが報告されている 30)。そのうち SGLT2とアミノ酸レベル

で相同性が高いものは、SGLT1～5ならびに sodium/inositol cotransporter（SMIT）1および 2の 7

種である 30)（Table 1-4）。これらは、生体内においてNa
+
/K

+
-ATPaseによって形成されたNa

+勾配

を利用して単糖またはイノシトールを細胞内に取り込む働きを担っている 31)。 

以下にそれぞれの特徴を簡単に説明する。SGLT1は主に小腸上皮に発現し、グルコースおよ

びガラクトースの吸収に関わる。ほかに腎臓、気管および心臓などにも発現する 32, 33, 34, 35)。SGLT2

は腎臓の近位尿細管の S1部位を中心に強く発現し 34, 35)、グルコースの再吸収に関わる 36, 37)。

SGLT3は、小腸に多く発現するが、グルコース輸送能は持たずにグルコースセンサーとして機能

していると考えられている 34, 38)。SGLT4は、主に小腸に発現し、グルコースおよびマンノースを

輸送する 33, 34)。SGLT5は、腎臓に多く発現し、マンノースおよびフルクトースを輸送する 34, 39, 40)。

SMIT1および 2は、主に脳に発現し、イノシトールを取り込むが、生体での機能の詳細は明らか

になっていない 34, 41, 42, 43, 44)。 

Table 1-4 Highly-homologous SLC5 family members with human SGLT2. 

Protein Gene Main expressing tissue in human Substrate (Km) 

Amino acid 

homology to 

hSGLT2 

SGLT1 SLC5A1 small intestine>trachea, skeletal 

muscle, heart, kidney, large intestine 

glucose (1.8 mM) 

galactose (6.1 mM) 

59% 

SGLT2 SLC5A2 kidney glucose (4.9 mM) 100% 

SGLT3 SLC5A4 small intestine> skeletal muscle glucose (20 mM) 56% 

SGLT4 SLC5A9 small intestine>pancreas, skeletal 

muscle、kidney, liver 

glucose (2.6 mM) 

mannose (0.15 mM) 

54% 

SGLT5 SLC5A10 kidney mannose (0.45 mM) 

fructose (0.62 mM) 

55% 

SMIT1 SLC5A3 brain>kidney, thyroid gland, testis, 

fallopian tube 

inositol 46% 

SMIT2 SLC5A11 brain> spinal cord, small intestine inositol (0.16 mM) 50% 

 

SGLT2阻害薬は、リンゴの樹皮などに存在し、非選択的な SGLT阻害剤である phloridzin（Figure 

1-3）を基本骨格として種々の誘導体が合成された。PhloridzinはグルコースにO-グリコシド結合

でアグリコンが付いた構造であり、消化管の β-グルコシダーセにより加水分解されやすいため経

口投与時の bioavailabilityが低い。血糖降下薬として開発された初期の化合物群はいずれもO-グリ

コシド型であったため、bioavailabilityが改善できなかった 19)。そこで、次の世代の化合物群は、

グルコースとアグリコンが直結されたC-グリコシド結合型となり、顕著な bioavailabilityの改善が

図られた。さらに、腎臓で再吸収されるグルコースの 80～90%以上を担う SGLT2を標的とし、

SGLT2への選択性の高い開発候補化合物が創製された。SGLT2への選択性を上げることにより、
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SGLT1による再吸収経路を確保でき、血糖降下薬にとって重要である作用の超過による低血糖リ

スクを低下させることができると考えられている。また、SGLT2への選択性を上げることにより

Table 1-4に示した近縁のSGLT isoformなどのオフターゲットへの予期せぬ作用も回避することが

可能となる 19)。 

 
 

 

 

Figure 1-3 Chemical structures of phloridzin and luseogliflozin. 
 

 

SGLT2阻害薬の作用上での特徴は、インスリン作用に依存しないことである。インスリン作

用を介さずに血糖を下げるため、過剰なインスリン作用に基づく低血糖および体重増加が出現す

る可能性が低く、膵 β細胞へ負担をかけることなく血糖をコントロールすることが可能である 19, 

26, 27)。また、初期の SGLT2阻害薬である、T-1095を糖尿病モデルである db/dbマウスに経口投与

したときに膵 β細胞の保護作用を示すことが報告されている 45)。インスリンを含めた他のクラス

の血糖降下薬の作用は、血糖を下げるためにグルコースを細胞内に溜め込むため、脂肪として蓄

積されてしまう結果につながる。これらに対し、SGLT2阻害薬は余分な糖を体外に排出するとい

う機序により体脂肪を減少させ、それに伴うインスリン抵抗性を改善する作用が期待されている。

したがって、SGLT2阻害薬は 2型糖尿病の重症度、インスリン分泌不全、インスリン抵抗性の重

度によらず幅広い患者層において有用性が示唆されている 19)。当初に問題とされた SGLT2を長

期間阻害することによる健康への影響は、家族性腎性糖尿が SGLT2の欠損に起因することか明ら

かになり、かつ一般生活に問題ないことが示されたことから、長期的にも問題ないと考えられて

いる 38)。現在、多くの SGLT2阻害薬が開発されており、後期臨床試験において有用性および安

全性が確認されている 46, 47, 48, 49)。そして、これら SGLT2阻害薬には、主薬効の他に血清尿酸（SUA）

値を低下させる作用を持つことが、luseogliflozin 
50, 51)（Figure 1-3）を含め、情報のある 5つの薬

物で認められた 52, 53, 54, 55)。 
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3. 血糖降下薬による血清尿酸値低下作用の意義 

ヒトを含む類人猿のグループでは、尿酸（UA）をアラントインに分解するウリカーゼが不活

性化している 56)。そのためプリン代謝系の最終産物はUAとなり（Figure 1-4）57)、ヒトの SUA

値は他の哺乳類と比較して約 5～10倍も高い 58, 59)。UAは還元力が強いことから、アスコルビン

酸合成系を欠損した類人猿においてアスコルビン酸に代わり抗酸化的にラジカル除去に重要な役

割を担っていると考えられている 58, 60, 61)。その一方で、糖尿病における血糖と同様に、SUA値が

一定の値を超えると病的状態である高尿酸血症になる。高尿酸血症とは、痛風関節炎、腎障害を

はじめとする尿酸塩沈着症の病因であり、血清尿酸値が 7.0 mg/dLを超えるものと定義されてい

る 62)。 

最近の日本における 2つの大規模な調査の結果によると、高尿酸血症の頻度は、成人男性に

おいて 21.5%および 26.2%と高い割合であった 63, 64)。年齢別では 30歳代、40歳代が最も多く、30

歳代の頻度は 30%に達した 63)。痛風発作の有病率については、和歌山県の一部の地域で行われた

住民調査の結果、全体で 0.5%、男性で 1.1%との報告がある 65)。これらの痛風患者はすべて 30歳 

 

 

Figure 1-4 Purine metabolism in mammals. 
 

 

以上の男性で、このグループの有病率は 1.7%であった。この地域の年齢構成は日本の平均値と類

似しているため、ここで得られた有病率は日本人男性が生涯のうちに痛風を発症する割合に近い

と考えられる。したがって、これは日本人男性の約 60人に 1人が痛風を発症することを示すこと

になる 62)。 

高尿酸血症により高い SUA値が持続すると痛風発作の発症率が高くなる 66, 67, 68, 69)。痛風に加

えて、近年、一般集団病において SUA値が高いほど腎機能が低下し慢性腎臓病（CKD）の発症

や進展に関係することが示され 70, 71, 72)
 、2型糖尿病においても SUA値とCKDに関係があること

73)、SUA値の上昇に伴ってメタボリックシンドロ－ムの頻度が上昇することが示されている 74, 75)。
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さらに高血圧 76, 77, 78)および心血管系障害 72, 79, 80, 81)に関しては、関連があるとする報告と関連がな

いとする報告が混在する。UAは一般的にはラジカルを除去する方向に働くが 58)、細胞内に取り

込まれるとラジカル発生を促進する方向に働くとの報告がある 82)。これらの知見は、UAがCKD

および心血管系疾患のリスクファクターとなることを説明することができる。 

現在、新規の血糖降下薬のクラスとして SGLT2阻害薬が開発されつつあり、それらに SUA値

を低下させる作用が認められた 52, 53, 54, 55)。糖尿病においては、冒頭で述べたとおり高血糖や代謝

異常から、細小血管および大血管の合併症を引き起こし進展させる。したがって、糖尿病患者に

おいて循環系への負の要素が取り除かれることは有用なことであると考えられる。 

通常、健康成人の体内には約 1200 mgのUAプールが存在する 57)。UAは主に肝臓や筋肉で産

生され、一日の産生量は約 700 mgになる。UAの産生にはキサンチンオキシダーゼが関わってい

る。一日に産生されるうちの約 70%（500 mg）は腎臓により尿中へ排泄され、残り（200 mg）は

唾液、胃液および消化管分泌液として消化管へ排泄される（Figure 1-5）57, 83)。腎臓におけるUA

の輸送には再吸収と分泌の両者が存在し、糸球体濾過を受けたUAは最終的に約 90%が再吸収さ

れ、尿中へ排泄されるのは 6～10%である 84, 85)。UAはアニオンとしての極性物質であり細胞膜を

透過できないため、細胞内外への輸送にはUA輸送体が関わっている 86, 87)（第 3章にて詳細に述

べる）。 

 

 

     
 

Figure 1-5 Normal daily uric acid homeostasis. 
 

 

高尿酸血症の成因は、UA産生過剰型とUA排泄低下型および両者の混合型に大別される 66, 88)。

1982年の国内における報告によると、産生過剰型が 12%、排泄低下型が 60%、混合型が 25%、
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正常型が 3%と推定されている 89)。SUAを低下させる高尿酸血症の治療薬には、これらUAの産

生に働くキサンチンオキシダーゼを阻害するUA生成抑制薬とUAの腎臓における再吸収を抑制

するUA排泄促進薬の 2つがある 62)。 

 

上記のことから、SGLT2阻害薬の SUA低下作用の機序についても、UA産生を抑制する可能

性およびUA排出を促進する可能性の 2つが考えられる。今回の検討では、luseogliflozinをモデ

ル薬物として、SGLT2阻害薬の SUA値低下作用の機序を明らかにすること、ならびに本作用の

有用性、安全性を見極めることを目的とした。第 2章においては、健康成人および糖尿病患者に

luseogliflozinを投与したときの臨床検査値を精査し、SUA値の低下作用の特徴を明らかにした。

第 3章においては、その作用機序の解明を目的として in vitroにて luseogliflozinのUA輸送体への

作用および SGLT2によるUA輸送への寄与を検討した。さらに、第 4章において、SGLT2阻害

の結果として尿中で濃度が上昇するグルコースについてGLUT9 isoform 2への作用を検討した。 
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第2章 Luseogliflozin の血清尿酸値低下作用および尿酸排泄作用 

第1節 緒言 

SGLT2阻害薬には、主薬効の他に SUA値を低下させる作用を持つことが、dapagliflozin 
52)、

canagliflozin 
53)、ipragliflozin 

54)および empagliflozin 
55)において報告されている（Figure 2-1）。現在

のところ、luseogliflozinを加えて、情報のあるすべての SGLT2阻害薬において SUA値の低下が

観測されている。さらに、非選択的 SGLT阻害剤として知られる phloridzinに関しては、UAの尿

中排泄促進作用を持つことが 40年以上前に報告されている 90, 91)。以上より、SUA値の低下作用

は、SGLT2阻害薬におけるクラス効果と予想される。なお、phloridzinのUA排泄促進作用はその

後も具体的な機序は明らかにされていない。 

 

 

 Phloridzin and SGLT2 inhibitors. Figure 2-1
 

 

UAと糖尿病に関しては密接な関わりがある。第 1に、糖尿病の原疾患であるインスリン抵抗

性と SUA値が相関するという報告は数多く存在し 92, 93, 94, 95, 96, 97)、SUA値が糖尿病の独立した予

測因子となることも報告されている98)。健康成人の血中インスリン濃度を強制的に上昇させると、

尿中のNa
+排泄量とともにUAの排泄量も低下することが示され、インスリンはNa

+とともにUA

の腎における再吸収を亢進させる作用を持つと考えられている 95)。インスリン抵抗性による高イ

ンスリン状態はNa
+
/K

+
-ATPaseを活性化し、細胞内外でのNa＋勾配を強化する。それにより、ナ
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トリウム-モノカルボン酸共輸送体 1および 2（SMCT1/2）によるNa
+依存的なモノカルボン酸の

再吸収が促進され、モノカルボン酸を交換基質としてUAを取り込む uric acid transporter 1（URAT1）

の活性化につながる機序が想定される 99, 100)。 

第 2に、糖尿病を発症して尿糖が出現すると SUA値が低下することが報告されている 92, 93, 97, 

101)。40歳以上の男性約 10,000人の SUA値と耐糖能を検討した研究では、正常者に比べて耐糖能

異常者ではSUA値は高値を示すものの、糖尿病患者では正常者よりもSUA値が低値を示した 92)。

このように、糖尿病の前段階まではインスリン抵抗性の進行に伴って SUA値が上昇するが、尿

糖出現後には SUA値が低下に転じる現象（逆U字現象）が見られる 97)。これは、尿糖の出現に

よりUAの腎排泄が増えるためで 92, 97, 101)、機序としてはグルコースによるUA再吸収の阻害が考

えられているが 92, 101)、尿糖により SUA値が低下する機序の詳細はいまだ明らかになっていない。 

糖尿病患者における尿糖出現に伴う SUA値の低下現象に関しては、SGLT阻害剤による SUA

値低下作用と類似性も認められる。今回著者の所属機関において、luseogliflozinの薬物動態、薬

力学および安全性を検討する目的で行った 3つの臨床試験にて、安全性評価の一環として血漿お

よび尿中の SUA値データを得ていたことから、これらの測定値に関し、SUA値の低下作用の特

徴について解析を試みた。  
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第2節 試験および解析方法 

1. 臨床試験の概要 

健康成人および 2型糖尿病患者における luseogliflozinの薬物動態、薬力学および安全性を検討

するため、①健康成人における単回投与試験、②健康成人における 7日間反復投与試験および③2

型糖尿病患者における 7日間反復投与試験を実施した。本研究においては、この 3つの臨床試験

における血漿および尿中の臨床検査値データ、luseogliflozinの血漿中濃度データおよび尿糖排泄

データを用いた。 

1-1．ヘルシンキ宣言およびGCP遵守の陳述 

いずれの臨床試験も「ヘルシンキ宣言」102)に基づく倫理的原則、「薬事法第 14条 3項およ

び第 80条の 2」103)に規定する基準、平成 9年 3月 27日付厚生省令第 28号「医薬品の臨床試

験の実施の基準（GCP）に関する省令」104)を遵守して実施された。 

1-2．治験委員会の承認および被験者の同意の確認 

いずれの治験実施計画書も、臨床試験審査委員会（IRB）の承認を事前に得た。健康成人

における単回投与試験および 7日間反復投与試験は、医療法人相生会九州臨床薬理クリニッ

ク（福岡県福岡市）の IRBの承認を得た。2型糖尿病患者における 7日間反復投与試験は、医

療法人社団慶幸会ピーワンクリニック（東京都八王子市）の IRBの承認を得た。すべての被

験者は、割り付け前に書面にて同意の確認を行った。 

2. 被験者 

2-1．健康成人 

単回投与試験では、57人の健康成人（日本人）が、反復投与試験では 24人の健康成人（日

本人）が試験に参加した（Table 2-1）。健康成人は、加齢による腎機能等への影響を少なくす

るため年齢 20歳以上 40歳未満とし、スクリーニング検査で健康と診断されたものとした。

検査は臨床検査、心電図、身体検査、耐糖能検査を行った。主な除外基準は、既往歴、試験

前 4週間での 3 kg以上の体重変動、何らかの薬剤使用に該当するものとした。 

2-2．2型糖尿病患者 

39人の 2型糖尿病患者（日本人）が試験に参加した（Table 2-1）。2型糖尿病患者は、年齢
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20歳以上 75歳未満で、HbA1c（NGSP）が 6.5～10.0%、空腹時血糖（FPG）値が 126 mg/dL

以上を記録したものとした。主な除外基準は、クレアチニン値が基準以上、腎疾患を有する

もの、開始前 4週間にインスリン、経口血糖降下薬、12週間以内にチアゾリジン誘導体にて

治療を行ったもの、感染症陽性のものとした。 

3. 試験デザイン 

3-1．健康成人での単回投与試験 

57人の適格者を placebo、1、3、5、9、15および 25 mg群にランダムに割り付けた。治験

薬（placeboまたは luseogliflozin）は、10時間以上の絶食下で 200 mLの水で経口投与された。

薬物動態評価のための採血は、投与前、投与後 0.25、0.5、1、1.5、2、3、4、6、8、12、24、

48、72および 96時間に行い、薬力学評価のための採血は、投与前、投与後 0.5、1、2、4、4.5、

5、6、8、12、12.5、13、14、16、24、48および 96時間に行った。薬物動態評価および薬力学

評価のための蓄尿は、投与前 24時間、投与後 0-2、2-4、4-6、6-8、8-10、10-12、12-16、16-24、

24-48、48-72、72-96時間に行った。 

3-2．健康成人での 7日間反復投与試験 

24人の適格者を placebo、5および 10 mg群にランダムに割り付けた。治験薬（placeboま

たは luseogliflozin）は、1日一回、朝食直前に 200 mLの水で 7日間にわたり経口投与された。

薬物動態評価および薬力学評価のための採血は、Day 1およびDay 7は、単回投与と同様の時

間に行い、Day 2～6は投与前のみ、Day 8～11はそれぞれ朝 1回採血を行った。薬物動態評価

および薬力学評価のための蓄尿は、Day 1とDay 7は単回投与と同様の時間に行い、初回投与

前日とDay 2～6およびDay 8～11は 24時間間隔で行った。 

3-3．2型糖尿病患者での 7日間反復投与試験 

39人の適格者をplacebo、0.5、1、2.5および10 mg群にランダムに割り付けた。治験薬（placebo

または luseogliflozin）の投与、採血および蓄尿は、健康成人での 7日間反復投与試験と同様に

行った。 

4. 測定方法 

4-1．グルコース（血糖および尿糖） 

血液は採取後直ちに遠心分離（4°C、3000 rpm、10分）して血漿を得た。血漿および尿中
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のグルコースは自動分析装置（TBA-120FR、東芝、Glucoroder NX、A&Tまたは 7180、日立）

を用い、glucose dehydrogenase法で測定した。 

4-2．尿酸（血清および尿） 

自動分析装置（TBA-120FR、東芝、Glucoroder NX、A&Tまたは 7180、日立）を用い、

uricase-peroxidase法 105)で測定した。なお、高尿酸血症の診断目的では 3日前より高プリン食

および飲酒を制限し、当日に絶食を行うが 88)、今回は 3日前からの高プリン食制限、飲酒制

限は行わず、健康成人での単回試験のみで絶食を行った。 

4-3．クレアチニン（血清および尿） 

自動分析装置（TBA-120FR、東芝、Glucoroder NX、A&Tまたは 7180、日立）を用い、

creatinase-sarcosine oxidase-peroxidase法 106)で測定した。 

4-4．血漿中 Luseogliflozin 

血漿中の luseogliflozin濃度は、重水素標識 luseogliflozinを内部標準物質として添加後、

OASIS HLB（Waters）にて固相抽出したのち、高速液体クロマトグラフィー・タンデムマスス

ペクトロメトリー（API4000、Applied Biosystems/MDS SCIEX、Foster City、CA、USA）で測

定した。定量限界は 0.0500 ng/mLであった 107)。 

5. データ解析 

5-1．尿酸の腎クリアランスおよびクレアチニンの腎クリアランス 

UAの腎クリアランス（CLUA）およびクレアチニンの腎クリアランス（CLCRE）は、以下

の式を用いて計算した。なお、薬物投与後 1日（Day 1）の場合は、SUA値の低下が大きいこ

とから baseline値とDay 1値の平均値を用いた。 

CL (mL/min) ＝ 
尿中濃度（mg/dL）×尿量（1 mL/min） 

血清中濃度（mg/dL） 

5-2．血漿中未変化体濃度の薬物動態パラメータ 

健康成人での単回投与試験における被験者各人の血漿中未変化体濃度から、薬物動態解析

ソフトWinNonlin（Ver. 5.2）を用い、モデル非依存的方法（ノンコンパートメント解析法）に

よりAUC0-24hを算出した。 
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5-3．平均値、標準偏差および標準誤差の算出 

試験ごとの全被験者の背景値における年齢、体重、HbA1c（NGSP）、空腹時血糖（FPG）、

尿中グルコース排泄速度（UEGL）、SUA値、尿中UA排泄速度（UEUA）、CLUAおよび尿量に

ついて、平均値および標準偏差（SD）を算出した。 

各試験の群ごとの SUA値、UEUA、CLUA、CLCREおよび尿量について、治験薬投与前（baseline

値）および投与後の各測定時期の値ならびに投与前後の差の平均値および標準誤差（SEM）

を算出した。 

6. 統計解析 

背景値においては、健康成人における単回投与試験の被験者と 7日間反復投与試験の被験者

の間および健康成人全体と 2型糖尿病患者の間で Student’s t-testにより検定を行った。治験薬

（placeboまたは luseogliflozin）投与後は、placebo群に対する実薬投与各群の比較はDunnett’s test

により、任意の 2群間の比較は分散分析を行ったのち、Student’s t-testまたはAspin-Welch’s t-test

により検定を行った。相関関係は最小二乗法により回帰分析を行った。統計的有意差は p < 0.05

の場合に有意差ありと判定した。  
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第3節 結果 

1. 被験者の背景値（baseline 値） 

今回解析した luseogliflozinにおける3つの臨床試験の被験者の背景値をTable 2-1およびFigure 

2-2に示す。 

健康成人の単回投与試験と反復投与試験の被験者の背景値は、CLUAにおいて有意差が認めら

れたが、そのほかのパラメータでは有意差がなかった。2型糖尿病患者は、健康成人全体に対し

て有意に年齢が高く、体重が重く、糖尿病の病態であるHbA1c（NGSP）、空腹時血糖（FPG）値、

尿中グルコース排泄速度（UEGL）および尿量が高値を示した。UAに関するパラメータでは、SUA

値に有意差は認められなかったが、UEUAおよびCLUAは糖尿病患者の方が有意に高値であった

（Figure 2-2）。 

健康成人 81例の SUA値は、78例（96.3%）が正常値（7 mg/dL以下）108, 109)で、3例（3.7%）

が正常範囲よりも高値であった。2型糖尿病患者 39例の SUA値は、34例（87.2%）が正常範囲

内値で、5例（12.8%）が正常範囲よりも高値であった。 

次に、背景値における SUA値とUEUAの関係、SUA値とCLUAの関係を Figure 2-3に示す。SUA

値とUEUAの関係に相関は認められなかったが、SUA値とCLUAの関係には有意な相関が認めら

れた（Figure 2-3）。 

Table 2-1 Demographic and baseline characteristics. 

Clinical characteristics 
Single dose study 

in healthy subjects 

Multiple dose study 

 in healthy subjects 

Multiple dose study 

in diabetic subjects 

Male (n) 57 24 33 

Female (n) 0 0 6 

Age (years) 26.5 ± 5.5 28.9 ± 5.9 57.5 ± 8.6 

Body weight (kg) 61.8 ± 5.9 62.4 ± 6.8 71.3 ± 12.6 

HbA1c（NGSP） (%) 5.1 ± 0.2 5.1 ± 0.2 8.4 ± 1.0 

FPG (mg/dL) 91.1 ± 4.8 89.3 ± 5.7 159.9 ± 28.6 

UEGL (g/day) 0.1 ± 0.2 0.2 ± 0.2 27.3 ± 22.9 

Urine volume (mL/day) 2374 ± 795 2630 ± 756 2997 ± 1037 

SUA level (mg/dL) 5.7 ± 0.8 5.5 ± 0.9 5.4 ± 1.4 

UEUA (mg/day) 556 ± 90 589 ± 91 705 ± 115 

CLUA (mL/min) 6.88 ± 1.29 7.68 ± 2.20 9.62 ± 2.95 

Data are the mean ± SD. 
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 Demographic and baseline characteristics. Figure 2-2

Data are the mean ± SD. 

*p < 0.05, **p < 0.01 (Student’s t-test). 

 
 

 

 Relationship serum uric acid (SUA) level and urinary excretion Figure 2-3

rate of UA (UEUA) (A) and urinary clearance of uric acid (CLUA) 

(B) at the baseline.  



 

25 

 

2. Luseogliflozin のSUA値低下作用 

治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後の SUA値について、baseline値からの変化量

を Figure 2-4に示す。 

健康成人に luseogliflozinを投与後の SUA値は、すべての投与群において低下し、3 mg以上の

群で placebo群に比べて有意に低下した（Figure 2-4A、B）。1～25 mgを単回投与後 24時間の SUA

値の変化量は、−0.50～−1.59 mg/dL（placebo群：+ 0.36 mg/dL）であった。5 mgまたは 10 mgを 7

日間反復投与したときの SUA値の変化量は、Day 1にそれぞれ−1.39および−1.33 mg/dL（placebo

群：−0.04 mg/dL）であったが、Day 3では、ほぼ下げ止まりDay 7まで同じレベルで推移した。 

2型糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したときの SUA値は、Day 1およびDay 7のいずれ

においても変化量に placebo群との有意な差は認められなかった（Figure 2-4C）。 

 

 
 

 Effect of luseogliflozin on serum uric acid (SUA) level. Figure 2-4

Changes in SUA level from the baseline after a single dose in healthy subjects 

(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 

diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM. **p < 

0.01 vs. placebo (0 mg) (Dunnett’s test). 
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3. Luseogliflozin のUEUA促進作用 

治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後の尿中UA排泄速度（UEUA）について、baseline

値からの変化量を Figure 2-5に示す。 

健康成人に luseogliflozinを投与したとき、UEUAの顕著な増加が認められた（Figure 2-5A、B）。

Luseogliflozinを投与後 24時間までのUEUAは、最少投与量の 1 mg群においても baseline値に比べ

て有意に増加し、1～25 mg群の値は 189～268 mg/day（placebo群：−59 mg/day）であった（Figure 

2-5A）。UEUAの増加は、1 mg群でプラトーに達していた。7日間反復投与した場合は、Day 1が

最も排泄量が多く、5 mg群および 10 mg群の値は 279および 243 mg/dayであった（placebo群：

−85 mg/day）、Day 3、Day 7は日数を経るに従い排泄速度が減少した（Figure 2-5B）。 

糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したとき、Day 1のUEUAは増加し、0.5～5 mg群の値は

−13～75 mg/day（placebo群：−38 mg/day）であり、1 mg群および 5 mg群で有意な差が認められ

た。Day 7では健康成人と同様に排泄量の増加は認められなかった（Figure 2-5C）。 

 

 

 Effect of luseogliflozin on the urinary excretion rate of UA (UEUA). Figure 2-5

Changes in UEUA from the baseline after a single dose in healthy subjects  

(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 

diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM. *p < 0.05,  

**p < 0.01 vs. placebo (0 mg) (Dunnett’s test). 
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4. Luseogliflozin 投与によるCLUAの変化 

治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与したときの SUA値とUEUAからUAクリアラン

ス（CLUA）を算出した。 

健康成人に luseogliflozinを単回投与したときの1～25 mg群のCLUAはplacebo群に比べて有意

に上昇した（Figure 2-6A）。UEUAでは 1～5 mg群の間では差がみられなかったが、CLUAでは投与

量依存的に増加し、5 mg付近でプラトーになった。健康成人に反復投与したときは、Day 1で

placebo群に比べて有意な上昇がみられ、Day 7においてもDay 1と同様に高値を示した（Figure 

2-6B）。 

糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したとき、Day 1の 1 mg群においてCLUA上昇が認めら

れ、Day 7では placebo群との差は認められなかった（Figure 2-6C）。 

 

 

 The renal clearance of uric acid (CLUA) after administration of Figure 2-6

luseogliflozin.  

Changes in CLUA from the baseline after a single dose in healthy subjects  

(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 

diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM.  

*p < 0.05, **p < 0.01 vs. placebo (0 mg) (Dunnett’s test). 
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5. Luseogliflozin 投与によるCLCREの変化 

Luseogliflozinの腎機能への影響を確認するために、治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を

単回または反復投与したときのクレアチニンクリアランス（CLCRE）を算出した。 

健康成人に luseogliflozinを単回または反復投与したときのCLCREは、25 mg単回投与群の

baseline値を除き、placebo群との有意な差は認められなかった（Figure 2-7A、2-7B）。 

糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したときのCLCREでは、placebo群との有意な差は認め

られなかった（Figure 2-7C）。 

 

 

 The renal clearance of uric acid (CLCRE) after administration of Figure 2-7

luseogliflozin. 

The CLCRE after a single dose in the healthy subjects (A, n = 3~14), multiple dose 

in the Healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in diabetic subjects (C, n = 7 

or 8). Data are shown as the mean ± SEM. *p < 0.05 vs. placebo (0 mg) 

(Dunnett’s test). 
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6. Luseogliflozin の尿量に対する作用 

SGLT2の阻害による尿糖の増加によりわずかながら尿量が増加することが明らかになってい

る 110, 111, 112)。尿量の増加によりUAの尿中排泄が促進される可能性があることから、治験薬

（placeboまたは luseogliflozin）を単回または反復投与したときの尿量に対する影響を検討した。 

健康成人に luseogliflozinを投与したときの尿量は、baseline値よりも増加したが、placebo群に

おいても増加していた（Figure 2-8A、2-8B）。いずれの投与群においても placebo群と比較して有

意な差は認められなかった。 

糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与後の尿量では、placebo群に対して有意な差は認められ

なかった（Figure 2-8C）。 

 

 

 The urine volume after administration of luseogliflozin.  Figure 2-8

The urine volume after a single dose in healthy subjects (A, n = 3~14), multiple 

dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in diabetic subjects (C, n = 

7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM. Not significant vs. placebo (0 mg) 

(Dunnett’s test). 
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7. Luseogliflozin 投与後のSUA 値の低下とUEUAの増加の関連性 

Luseogliflozinによる SUA値低下作用がUEUAに起因するかどうか検証するため、健康成人に

luseogliflozinを単回投与したときの SUA値（baseline値からの低下）の推移とUEUA（baseline値

からの増加）の推移を、1、5および 25 mg群のデータで比較した（Figure 2-9）。 

健康成人に luseogliflozinを単回投与したときの SUA値の低下（Figure 2-9A）とUEUAの増加

（Figure 2-9B）の推移には関連性が認められた。1 mg群では SUA値がDay 1に低下したのちDay 

2に baseline値に戻ったのと同様に、UEUAもDay 1に有意に増加したのち baseline値に戻った。

25 mg群では SUA値の低下がDay 4まで最大値を維持し、UEUAの有意な増加はDay 2まで認め

られ、Day 3においても高い傾向であった。そして、5 mg群ではそれぞれが 1 mg群と 25 mg群の

中間の値で推移した。 

 

 

 

 Comparison of the daily changes of serum uric acid (SUA) level and Figure 2-9

urinary excretion rate of UA (UEUA) after a single administration of 

luseogliflozin in healthy subjects. 

Daily changes in SUA level (A) and UEUA (B) from the baseline at the 1, 5 and 

25-mg dosing groups. Data are shown as mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 

placebo (Dunnett’s test, Student’s t-test or Aspin-Welch’s t-test). 
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次に、健康成人に治験薬（placeboまたは luseogliflozin 1～25 mg）を単回または反復投与した

ときの全 57例において、Day 1の SUA値（baseline値からの変化量）とUEUA（baseline値からの

変化量）をプロットした。その結果、SUA値とUEUAの変化量の間には有意な負の相関が認めら

れた（Figure 2-10、r = - 0.7672、p < 0.001）。 

 

 Negative correlation between the changes in the serum uric acid Figure 2-10

(SUA) level and urinary excretion rate of UA (UEUA) on Day 1 from 

the baseline values in the single dose study in healthy subjects. 
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8. Luseogliflozin 投与後のUEUA、UEGLおよび血漿中薬物濃度の比較 

Luseogliflozin投与後のUEUAの増加が luseogliflozinの血漿中濃度に依存するのかどうか検証す

るため、健康成人に luseogliflozinの 1、5および 25 mgを単回投与後 24時間までの経時的なUEUA

（mg/h）、luseogliflozinの血漿中濃度およびUEGL（g/h）を比較した。 

治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後のUEUAの推移を Figure 2-11に示す。Placebo

群のUEUAは、投与後 0～10時間は 25～28 mg/hであり、10～24時間では 14～23 mg/hで推移し

た（Figure 2-11）。この結果は、運動および昼食による増加は大きくなく、それぞれ 1.04倍および

1.1倍という報告 113)、SUA値は明け方に高く夕方に低下するという報告 114)と一致した。 

 

 

 

 The time course profile of urinary excretion rate of UA (UEUA) after a Figure 2-11

single administration of luseogliflozin in healthy subjects. 

Data are shown as the mean ± SEM. 

 

Luseogliflozin投与後のUEUAおよびUEGL（g/h）の推移は、placebo群の値を減算した値にて

Figure 2-12に示す。健康成人に luseogliflozinを単回投与したときのUEUAの増加分（placebo群減

算値）は、投与後 3～8時間の間および 15時間付近で 2つピークを認める推移を示した（Figure 

2-12A）。このときの血漿中 luseogliflozin濃度は、投与後 1時間付近で最大濃度に達し、その後は

低下する推移を示し、UEUAの推移とは異なった（Figure 2-12B）。一方、UEGL（placebo群減算値）

の推移は、投与後 5時間付近と 13時間付近に食後の血糖上昇に起因すると考えられるピークが認

められ、UEUAと類似した推移を示した（Figure 2-12C）。 
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 Comparison of the time course profile of (A) urinary excretion rate of Figure 2-12

UA (UEUA), (B) the plasma concentration of luseogliflozin, and (C) 

urinary excretion rate of glucose (UEGL) after a single administration 

of luseogliflozin in the healthy subjects.  

Data are shown as the mean ± SEM. 

 

さらに、UEUAとUEGLの関連性を検証するために、健康成人に治験薬（placeboまたは 

luseogliflozin 1～25 mg）を投与したときの全 57例において、Day 1のUEUA（baselineからの変化

量）とUEGL（baselineからの変化量）、およびUEUAと血漿中未変化体のAUC0-24hの相関を検討し

た。その結果、UEUAとUEGLには有意な相関が認められた（Figure 2-13A、相関係数 r = 0.7875、p 
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< 0.001）。それに対し、UEUAとAUC0-24hの相関は有意ではあったが、それよりも低いものであっ

た（Figure 2-13B、相関係数 r = 0.5707、p < 0.001）。また、利尿作用によってもUEUAが促進され

る可能性があることから、UEUA（baseline群減算値）と尿量（投与後 0～24時間）について相関

を調べた結果、有意な相関は認められなかった（Figure 2-13C、相関係数 r = 0.2161、p = 0.106）。 

 

 

 Relationship between the urinary excretion rate of UA (UEUA) and Figure 2-13

urinary excretion rate of glucose (A, UEGL), plasma AUC0-24h of 

luseogliflozin (B) or urine volume (C) after a single administration 

of luseogliflozin in healthy subjects.  
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9. UEGLとSUA 値およびCLUAの関係 

9-1．Baseline値における比較 

健康成人 81例および糖尿病患者 39例の baseline値におけるUEGLを 0～5、5～20、20～50

および50～100 g/dayで層別化し、算出した各グループのSUA値およびCLAUの平均値をFigure 

2-14に示す。 

健康成人 81例のUEGLは、0.0～1.05 g/dayの範囲内（平均値 ± SEM：0.16 ± 0.02 g/day）で

あり、すべての被験者が0～5 g/dayのグループに入った。健康成人のSUA値は5.64 ± 0.09 mg/dL

（以下平均値 ± SEM）、CLUAは 7.12 ± 0.18 mL/minであった（Figure 2-14A、2-14B）。 

糖尿病患者の39例のUEGLは、0.3～81.4 g/dayの範囲内であった。糖尿病患者のSUA値は、

UEGLが 20 g/dayを超えるグループで低値を示す傾向を示し、20～50および 50～100 g/dayの

グループの値は、それぞれ 5.00 ± 0.28 mg/dL（n = 15）および 5.05 ± 0.69 mg/dL（n = 6）であっ

たが、健康成人に対し有意差は認められなかった（Figure 2-14A）。CLUAは、0～5 g/dayのグル

ープでは健康成人と同等であったが、UEGLの増加に従って高くなる傾向を示し、5 g/dayを超

えるグループで健康成人に対し有意に高値を示し、50～100 g/dayのグループでは 11.49 ± 1.40 

mL/min（n = 6）であった（Figure 2-14B）。 

 

 

 Relationship between urinary excretion rate of glucose (UEGL) and Figure 2-14

serum uric acid (SUA) level or renal clearance of uric acid (CLUA) at 

the baseline. 

Data are shown as mean ± SEM. Numbers of cases are shown in parentheses.  

**p < 0.01 vs. healthy subjects (UEGL: 0-5 g/day) (Dunnett’s test). 
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9-2．Day 1における比較 

健康成人および糖尿病患者の実薬投与群のDay 1のUEGLにより層別化したときの各グル

ープの SUA値およびCLUAの平均値を糖尿病患者の baseline値とともに Figure 2-15に示す。 

健康成人に luseogliflozin（1～25 mg）投与後の SUA値は、UEGLの増加に従って低下し、

UEGLが 20～50および 50～100 g/dayのグループでは、健康成人の baseline値に対し有意に低

値を示した（Figure 2-15A）。一方、CLUAは、UEGLの増加に従って上昇し、20～50および 50

～100 g/dayのグループでは、健康成人のbaseline値に対し有意に高値を示した（Figure 2-15B）。 

糖尿病患者に luseogliflozin（0.5～5 mg）投与した場合では、SUA値は 20～50 g/dayのグル

ープに比べて 50 g/dayを超える 3グループが低い傾向を示し、CLUAは高い傾向を示したが、

いずれもそれ以上は頭打ちの傾向を示した（Figure 2-15A、2-15B）。 

健康成人および糖尿病患者の実薬投与群（Day 1）の SUA値およびCLUAは、5～20、20～

50および 50～100 g/dayの 3グループにおいて、糖尿病患者の baseline値と有意差は認められ

なかった（Figure 2-15A、2-15B）。 

 

 
 

 Relationship between urinary glucose excretion rate (UEGL) and Figure 2-15

serum uric acid (SUA) level or renal clearance of UA (CLUA) at Day 1. 

Data are shown as the mean ± SEM. The number of cases is shown in parentheses.  

**p < 0.01 vs. the baseline of healthy subjects (UEGL: 0-5 g/day), N.S.: not significant 

among each group of UEGL (Student’s t-test or Dunnett’s test).  
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第4節 考察 

SGLT2阻害薬は、luseogliflozinを含む 5つの薬剤において SUA値の低下作用が報告されてい

る 52, 53, 54, 55)。本第 2章においては、SUA値低下作用の機序を明らかにするために、luseogliflozin

の 3つの臨床試験の検査値を解析した。 

Luseogliflozinを投与したとき、健康成人および 2型糖尿病患者によらず SUA値の低下が認め

られると同時に、UEUAが有意に増加していた（Figure 2-4、5）。また、健康成人に 1～25 mgを単

回投与したときの経日的な SUA値の推移とUEUAの推移は強く関連しており（Figure 2-9）、placebo

群を含めた全被験者 57例のDay 1における SUA値とUEUAには有意な相関が認められた（Figure 

2-10）。SUA値を低下させる機序としては、UAの体内における産生の抑制と排泄の促進が考えら

れるが、産生抑制の場合は排泄量も低下する。したがって、luseogliflozin投与によりUEUAが増加

したことから、SUA値低下には排泄促進が主であると考えられる。さらに、ヒト体内のUAは血

漿および組織に分布し、健康成人の体内における総UAプール量は 1200 mg程度と報告されてい

る 57)。健康成人に単回投与したときのUEUAの増加は 189～279 mg/dayであり、この量はUA体

内プールの 16～22%に相当する。このときの SUA値低下は−0.5～−1.59 mg/mLで、baseline値の 8

～25%に相当するため、UEUAの増加量は SUA値を低下させるために相応な量と考えられる。な

お、反復投与後の排泄量の増加は、Day 1が最も顕著でその後は減少したが（Figure 2-5B）、これ

はUA体内プールが減少し SUA値が低下したためと考えられる。一方、CLUAにおいてはDay 7

まで高値を維持したことから（Figure 2-6B）、luseogliflozin投与によるUA排泄促進作用としては

Day 7まで継続したことが推測される。以上の結果から、luseogliflozin投与による SUA値低下作

用は、UEUA促進に起因すると考えられる。なお、同じ被験者群のCLCREには、luseogliflozin投与

による影響は認められなかったことから（Figure 2-7）、腎機能を介した作用ではなく、UA輸送に

対して特異的な作用と考えられる。 

次に、luseogliflozinを投与後の SUA値の低下、UEUAの増加およびCLUAの増加には、いずれ

においても明確な投与量依存性が認められなかったため、UEUAの推移と薬物の血漿中濃度推移の

関係を検証した。その結果、UEUAは投与後 3～8時間と 15時間付近で 2つのピークが認められ、

血漿中薬物濃度の推移からは説明できない推移を示した。一方、UEGLには食後に血糖値が上昇す

るための増加と考えられる 2つのピークが認められ、UEUAと類似の推移を示した（Figure 2-12）。

さらに、健康成人での単回投与試験における placebo群を含めた全被験者 57例について、薬物投

与後 24時間までのUEUAとUEGLの相関およびUEUAと血漿中未変化体濃度のAUC0-24hの相関を



 

38 

 

比較した結果、UEUAはAUC0-24hよりもUEGLにおいて高い有意な相関が認められた（Figure 2-13）。

なお、UEUAと尿量については、有意な相関は認められなかったことから、グルコースによる利尿

効果の影響は限定的と考えられる（Figure 2-13C）。以上の臨床試験の結果から、UEUAの増加は尿

中のグルコースの増加に起因する可能性が示唆された。 

高尿酸血症と糖尿病は、両者ともインスリン抵抗性を主な成因とするという共通点により関

係が深い。インスリン抵抗性による高インスリン状態は、近位尿細管のURAT1によるUA再吸

収を促進することにより SUA値を上昇させると考えられている 100)。その一方で、さらに病態が

進行して尿糖を示すようになった糖尿病患者の SUA値は正常者よりも低下することが数多く報

告されている 92, 93, 97, 101)。糖尿病患者で血糖値の正常化により尿糖が減少すると SUA値が上昇す

ること 115)およびグルコース投与によるUEGL出現の際にもUEUAの亢進が起こることから
91, 116, 117)、

糖尿病患者の SUA値の低下は尿糖に起因すると推察されるが、それを明確に示した報告はまだ

ない。グルコースによるUEUA促進作用に関して、古くは 1946年から報告がある。BonsnesとDana

は、健康成人にグルコースを持続投与し、UEUAが促進されることを報告し、グルコースが何らか

の機序でUAと競合している可能性を指摘した 116)。Christensenと Steenstrupは、健康成人女性に

グルコースを持続投与し、UEUA促進作用およびわずかながら有意な SUA値の低下を報告した。

さらに、血漿中グルコースとUEUAが相関したことから、グルコースがUAの分泌を促進する可

能性を示した 117)。Skeithらは、ヒトにグルコースおよびマンニトールを持続静脈内投与したとき

のUEUAを測定し、グルコースによるUEUAの促進作用はマンニトールによるものよりも強いこと

から、グルコースのUEUA促進作用には、浸透圧以外の機序があること、グルコースとUAは類

似の機序で吸収されること、その機序が同じではない場合は共通の駆動力か共通の基質要求性が

あるということを考察した。さらに Skeithらは、非選択的 SGLT阻害剤として知られる phloridzin

はグルコースよりも強いCLUA増加作用を持つことを報告し、phloridzinの作用は浸透圧でもUA

輸送のどちらにも依存しないと結論している 91)。また、Knightらは、微小還流法を用いてラット

尿細管においてグルコースおよび phloridzinがUA再吸収阻害効果を有すること、両者の効果は

相加的でないことから、同一の機序である可能性を報告している 118)。以上のように、糖尿病患者

の SUA値の低下現象およびグルコースと phloridzinのUA排泄の促進作用について多くの報告が

あるが、それらが関連した現象であるかどうか、さらにそれらを統一的に説明可能とする機序は

不明なままである。 

我々は、luseogliflozinを投与したときの SUA値、尿糖およびUA排泄のデータを、健康成人

81例および2型糖尿病患者39例の両方の被験者群から得た。そこで、これらのデータを尿糖（UEGL）
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により層別化し解析を行うことによって糖尿病患者における病態性の尿糖と luseogliflozin投与に

よる薬剤性の尿糖の SUA値およびUA排泄に対する作用の比較ができると考えた。解析の結果、

luseogliflozinを投与前（背景値）の糖尿病患者のUEGLが少ないグループ（0～5および5～20 g/day）

の SUA値は健康成人と同等であったが、UEGLが 20 g/dayを超えるグループの SUA値は健康成人

に対し低値を示す傾向を示した。また、CLUAは 5 g/day以上のグループにおいてUEGLの増加に

従って増加しており、文献報告 92, 93, 97, 101)に整合する結果が確認できた（Figure 2-14）。さらに、

UEGLと SUA値の関係およびUEGLとCLUAの関係について、①健康成人に luseogliflozinを投与し

た場合および②糖尿病患者に luseogliflozinを投与した場合について、③糖尿病患者における

baselineでの関係と比較した。その結果、①～③においてUEGLが同じグループ間ではSUAとCLUA

のいずれにおいても有意差が無いことが示された（Figure 2-15）。これらの結果より、luseogliflozin

を投与したときの SUA値の低下およびUEUAの増加が尿糖の増加で明瞭に説明できること、なら

びに糖尿病患者において尿糖出現によりSUA値が低下する現象とSGLT2阻害薬によりSUA値が

低下する現象の機序が同一である可能性が示唆された。このことは、2型糖尿病患者での

luseogliflozinの SUA低下作用およびUA排泄作用が健康成人に対して弱かったこと、ならびに糖

尿病患者で尿糖が是正されると SUA値が上昇することを説明することができる。 

以上をまとめると、健康成人および糖尿病患者に luseogliflozinを投与したときの SUA値の低

下作用はUEUAの増加に起因すること、およびUEUAの増加は luseogliflozinの直接作用ではなく、

尿糖の増加に起因する可能性が高いことが示唆された。さらに、糖尿病患者において尿糖出現に

よりSUA値が低下する現象とSGLT2阻害薬によりSUA値が低下する現象の機序が同一である可

能性が示唆された。 
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第3章 Luseogliflozinの尿酸輸送体への作用および SGLT2の尿酸

輸送への関与 

第1節 緒言 

第 2章において、luseogliflozinの SUA値低下作用はUEUAの増加に起因することが明らかにな

った。さらにUEUAの増加は、尿糖の増加に起因する可能性が高いことが示唆された。しかしな

がら、薬物の直接作用、すなわちUAの輸送体に影響を及ぼす機序および SGLT2がUAを輸送す

る可能性も排除できないと考えられる。そこで本第 3章においては、UAの輸送体に対する

luseogliflozinの作用および SGLT2によるUA輸送を検討した。 

ヒトの体内で産生されるUAの約 70%は腎臓により尿中へ排出されるため、腎臓からのUA

排泄がSUA調節において重要である57)。血漿中におけるUAのタンパク結合率は4%と低いため、

ほとんどのUAが糸球体で濾過されて原尿へ移行する。原尿中のUAは近位尿細管において再吸

収されるが、近位尿細管ではUAの分泌も同時に起こり、最終的に糸球体濾過されたUAの約 90%

が再吸収される 84, 85)。 

近年、これらUAの腎動態に寄与する輸送体が分子レベルで解明されている（Figure 3-1）。

Enomotoらは、UAが体内では有機酸として存在することから、その輸送体は organic anion 

transporter（OAT）ファミリーに属すると予想し、2001年に公開されたヒトゲノム配列を検索した。

その結果、OAT4遺伝子配列に相同性のある遺伝子を見出し、アフリカツメガエル（Xenopus laevis）

卵母細胞（oocyte）による機能解析を行い、ヒト組織発現の確認および低尿酸血症の患者に当該

遺伝子の変異の発見により、腎尿細管においてUAを輸送するURAT1（SLC22A12）を同定した

119)。URAT1は、近位尿細管の管腔（apical）側の細胞膜に発現し、生体内では乳酸などを交換基

質とし、UAの再吸収に働くことが明らかになった 119)。その後、2002年に開発された全ゲノム関

連解析（genome-wide association study、GWAS）により facilitative glucose transporter 9（GLUT9、

URATv1、SLC2A9）120, 121, 122)の関与が示唆され、Xenopus oocyte発現系による機能解析および遺伝

子変異と低尿酸血症の関連性の発見によりUA再吸収に重要な輸送体であること、2つの isoform

が存在しそれぞれ管腔（apical）側と側底（basolateral）側細胞膜に発現し、膜電依存的にUAを

細胞外に排出することが示された 123, 124)。URAT1およびGLUT9の遺伝子に機能を低減させる変

異や欠損を認めると、SUA値が 1 mg/dL以下となる著しい低尿酸血症を呈することから、腎臓に

おけるUA再吸収に主要な役割を果たすと考えられている。日本人における低尿酸血症患者の 80
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～90%はURAT1遺伝子の変異に起因し 125)（G774Aのアレル頻度は 2.3~2.37%
126, 127)）、GLUT9遺

伝子（SLC2A9）の欠損による頻度はURAT1に比べると著しく少ない 128, 129, 130)。さらに、URAT1

とGLUT9（isoform 1）は、それぞれ apical側と basolateral側細胞膜に発現し、UAの再吸収に両

者が協調的に働くことがNakanishiらにより示されている 131)。そのほかに、GWASによりOAT4

（SLC22A11）132)の関与が示唆され、遺伝子発現系における in vitro試験においてOAT4
133)および

OAT10（SLC22A13）134)がUAを輸送することが報告され、UAの再吸収への関与が指摘されてい

る。また、UAの輸送体ではないが、sodium/monocarboxylate cotransporter 1（SMCT1、SLC5A8）

は近位尿細管の apical側細胞膜に発現し、Na
+依存的にモノカルボン酸を取り込む 135)。細胞内へ

取り込まれたモノカルボン酸はURAT1に対し交換基質として機能するため、結果的にURAT1に

よるUA取り込みが活性化されることが Luらにより明らかにされている 99)。 

 
 

 

 Transporters involved in renal UA handling in human  Figure 3-1

proximal tubule epithelial cell. 
 

 

一方、UAの分泌方向の輸送に関しては、basolateral側に発現するOAT1
136)およびOAT3

137)が、

腎臓での発現量は高くないがOAT2
138)が哺乳類細胞発現系およびXenopus oocyte発現系による in 

vitro試験によりUAを取り込むことが報告されている。Apical側細胞膜においてUAを排出する

輸送体は、GWASにより sodium phosphate transporter 4（NPT4、SLC17A3）132, 139)、NPT1（SLC17A1）
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132)の関与が示唆され、NPT4についてはXenopus oocyte発現系による in vitro試験によりUAを膜

電位依存的に排出することが明らかにされている 140, 141)。これらのほかに SUA値に影響を与える

輸送体として、同じくGWASにより breast cancer resistance protein（BCRP、ABCG2）132, 139)が報告

されている。その後、BCRPは消化管においてUAの排出に関わる重要な輸送体であることが明

らかにされた 83, 142)。 

UA排泄薬のベンズブロマロンおよびプロベネシドは、URAT1を阻害することによりUEUA

を促進することがURAT1の同定と同時に明らかになっている 119)。また、SUA値低下作用を有す

るアンギオテンシン II受容体拮抗薬ロサルタンおよびサリチル酸の作用もURAT1の阻害に起因

することが明らかになっている 119, 143, 144)。以上のように、現在知られているUA排泄促進作用を

持つ薬物は、いずれもURAT1に作用するものである。これらに対し、同様にUEUAを促進するこ

とが示された SGLT2阻害薬については、UA輸送体に対する作用に関する報告はない。 

第 2章において、luseogliflozinのSUA値低下作用およびCLUAの増加作用は最低投与量の 1 mg

から認められた。このことは、luseogliflozinの SUA値に対する作用は、主薬効である SGLT2阻

害作用（IC50：2.26 nM
50)）に匹敵する強力な作用であることを意味する。その可能性に対し、GLUT9

のように、グルコースとUAの両者を輸送する例が存在すること 123, 124, 145)、また、SGLT2に変異

を認める家族性腎性尿糖において SUA値が低下する報告がある 146)ことから、SGLT2がUAを輸

送する可能性も考えられる。 

以上のことから、本第 3章においては、腎臓でUAの再吸収に関わるURAT1、GLUT9（isoform 

1）、OAT4、OAT10および SMCT1ならびにUAの分泌に関わるOAT1およびOAT3に対する

luseogliflozinの作用を、それぞれの遺伝子を発現させた哺乳類細胞系またはXenopus oocyte発現系

を用いて検討した。さらに、消化管においてUAの排出に関わるBCRPへの影響および SGLT2

によるUAの輸送についても哺乳類細胞発現系を用いて検討した。  
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第2節 実験方法 

1. 被検物質 

Luseogliflozin（(1S)-1,5-anhydro-1-[5-(4-ethoxybenzyl)-2-methoxy-4-methylphenyl]-1- thio-D-glucitol 

hydrate）50)は、大正製薬株式会社（埼玉県、さいたま市）で合成した。今回の試験では 3.18～3.96%

の水を含む luseogliflozin水和物を用いたが、luseogliflozin濃度は水分を補正した無水物として表

示した。 

 

 

 Chemical structure of luseogliflozin. Figure 3-2
 

 

2. 試薬 

[
14

C]Uric acid（1.96 TBq/mol）はAmerican Radiolabeled Chemicals, Inc. （Saint Louis, Missouri, USA）

またはMoravek Biochemicals, Inc.（Brea, California, USA）から購入した。[
3
H]p-Aminohippuric acid、

[
3
H]estrone 3-sulfateおよび[

3
H]Prazosinは、PerkinElmer Inc.（Waltham、Massachusetts, USA）から購

入した。[
3
H]nicotinic acidはAmerican Radiolabeled Chemicalsから、Methyl-α-D-[U-

14
C] 

glucopyranoside（[
14

C]α-MG）はGE Healthcare UK Ltd.（Little Chalfont, Buckinghamshire, UK）から

購入した。その他の試薬は、Sigma-Aldrich Co.（St. Louis, Missouri, USA）、Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.（大阪府、大阪市）、Nacalai Tesque, Inc.（京都府、京都市）、Invitrogen Corporation

（Carlsbad, California, USA）、Life technologies（Carlsbad, California, USA）、Applied Biosystems, LLC

（Foster City, California, USA）、Becton, Dickinson and Company（Franklin Lakes, New Jersey, USA）お

よびAmbion Inc.（Austin, Texas, USA）から購入した。 

3. 試験系 1：輸送体遺伝子発現哺乳類培養細胞 

3-1．URAT1、OAT1およびOAT3発現HEK293細胞 

URAT1、OAT1またはOAT3発現HEK293細胞（ヒト胎児腎臓由来HEK293細胞にヒト
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URAT1、OAT1またはOAT3の cDNAを含むベクターをトランスフェクションした細胞）およ

び control HEK293細胞（HEK293細胞にベクターのみをトランスフェクションした細胞）は、

受託機関が保有するものを使用した。 

遺伝子発現および controlのHEK293細胞は、10% fetal bovine serum（FBS）、100 units/ml 

penicillin、100 μg/ml streptomycin、0.25 μg/ml amphotericin Bおよび 2 mM L-glutamineを含む

Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM、Life technologies）でCO2インキュベーター（37°C、

CO2：5%）中で培養した。輸送試験には、2.5×10
5
 cells/wellの密度にてコラーゲン Iでコート

した 24 wellプレートに播種し 2日間培養した。 

3-2．OAT4発現S2細胞 

OAT4発現 S2細胞（Temperature-sensitive simian virus 40 large T抗原遺伝子を持つトランス

ジェニックマウスの腎近位尿細管中間部由来細胞にヒトOAT4の cDNAを含むベクターをト

ランスフェクションした細胞）および control S2細胞（ベクターのみをトランスフェクション

した細胞）は受託機関が所有する細胞を使用した。 

OAT4発現および controlの S2細胞は、5% FBS、10 μg/L epidermal growth factor（EGF）、0.08 

units/mL insulinおよび 10 mg/L transferrinを含むRITC80-7 medium（機能性ペプチド研究所、山

形県、東根市）でCO2インキュベーター（33°C、CO2：5%）中で培養した。輸送試験には、

2.5～2.6×10
5
 cells/wellの密度にてコラーゲン Iでコートした 24 wellプレートに播種し 2日間

培養した。 

3-3．BCRP発現MDCKII細胞 

BCRP発現MDCKII細胞（イヌ腎臓由来細胞株にヒトBCRPの cDNAを含むベクターをト

ランスフェクションした細胞）および controlのMDCKII細胞（ベクターのみをトランスフェ

クションした細胞）は Solvo Biotechnology（Budaörs, Hungary）から購入した。 

BCRP発現および controlのMDCKII細胞は、10% FBS、2 mM L-Glutamine、Non-essential 

amino acids solution、100 units/mL penicillinおよび 100 μg/mL streptomycinを含むDMEMでCO2

インキュベーター（37°C、CO2：5%）中で培養した。輸送試験には、2×10
5
 cells/cm

2の密度

で 12-well transwell カルチャーインサート（Corning）に播種し、3日目に培地交換し、4日間

培養した。 
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3-4．SGLT2発現CHO-K1細胞 

SGLT2発現CHO-K1細胞（チャイニーズハムスター卵巣由来細胞K1株にヒト SGLT2の

cDNAを含むベクターをトランスフェクションした細胞）およびcontrol CHO-K1細胞（CHO-K1

細胞にベクターのみをトランスフェクションした細胞）は、大正製薬株式会社にて構築した

ものを使用した 51)。 

SGLT2発現および controlのCHO-K1細胞は 10% FBS、100 units/mL penicillin、100 μg/mL 

streptomycinおよび 250 μg/mL geneticinを含む F-10 nutrient mixture（Invitrogen）でCO2インキ

ュベーター（37°C、CO2：5%）中で培養した。輸送試験には、7.5×10
4
 cells/wellの密度でpoly-lysine

でコートした 24 wellプレート（Becton Dickinson）に播種し 2日間培養した。 

4. 試験系 2：輸送体発現アフリカツメガエル oocyte 

GLUT9 isoform 1、OAT10およびSMCT1をアフリカツメガエル（Xenopus laevis）卵母細胞（oocyte）

に発現させたものを使用した。 

4-1．実験動物 

アフリカツメガエルはカトーSカガク（千葉県、長生郡一宮町）より購入した。 

4-2．輸送体遺伝子発現 oocyteの調製 

アフリカツメガエルを氷中に 30分以上置き仮死状態にし、下腹部を切開し卵巣を摘出し

た。OR2（oocyte Ringer’s solution 2）中、顕微鏡下で卵塊を適当な大きさに分割後、OR2で 10

回洗浄した。その後、卵塊を 2 mg/mL collagenase含有OR2に移し、20～25分間、室温で振と

うし、collagenase処理を行った。処理後、collagenase溶液を除き、OR2で 10回、modified Barth’s 

solution（MBS）で 5回洗浄した。処理後の卵塊は、MBS中 18°Cで維持し、2日以内に使用

した。 

Collagenase処理した卵塊を defollicurate solutionを入れたシャーレに取り、実体顕微鏡下で

滅菌した精密ピンセットを用いて濾胞膜を除去し、濾胞除去 oocyteを必要数調製した。濾胞

除去 oocyteは、50 μg/mL gentamycin含有MBS中、18°Cで維持し、1日以内に使用した。 

濾胞除去oocyteに50 nLのcRNA溶液（GLUT9 isoform 1、OAT10またはSMCT1、0.5 μg/nL）

または超純水をマイクロディスペンサー（Digital Microdispenser 10 μl #510、Drummond Scientific 

Company, Broomall, Pennsylvania, USA）を用いて注入した。注入後の oocyteは、50 μg/mL 

gentamycin含有MBS中で 18°C、2～3日間培養して遺伝子発現 oocyteおよび対照として用い
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る水注入 oocyteを調製した。今回注入に用いた cRNAは、所属研究室にて調製したものを用

いた 99, 131)。 

Oocyte Ringer’s solution 2（OR2、pH 7.4） 

Chemical Concentration 

NaCl 82.5 mM 

KCl 2.0 mM 

MgCl2・6H2O  1.0 mM 

HEPES 5.0 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 

and sterilized by autoclaving. 

 

Modified Barth’s solution（MBS、pH 7.4） 

Chemical Concentration 

NaCl  88.0 mM 

KCl 1.0 mM 

Ca(NO3)2・4H2O 0.33 mM 

CaCl2・2H2O 0.41 mM 

MgSO4・2H2O 0.82 mM 

NaHCO3 2.4 mM 

HEPES 10.0 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 

and sterilized by autoclaving. 

 

Defolliculate solution（pH 7.4） 

Chemical Concentration 

NaCl  110 mM 

EDTA 1.0 mM 

HEPES 10.0 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 

and sterilized by autoclaving. 

5. 遺伝子発現培養細胞を用いた[14C]UA 取り込み阻害試験（URAT1、OAT1、OAT3

およびOAT4） 

5-1．UA再吸収に関わる輸送体の阻害試験 

URAT1またはOAT4発現細胞および control細胞をそれぞれ 1群に付き 3 wellずつ割り振

り、0.2％DMSOおよび所定濃度の luseogliflozinを含む uptake bufferを 300 μL添加し、恒温槽

を用いて 37°Cで 15分間プレインキュベーションした。取り込み試験は、uptake bufferを完全

に除去し、37°Cに加温した 50 μMの[
14

C]uric acid（UA）および所定濃度の luseogliflozinを含
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有したuptake buffer 300 μLを添加することにより取り込みを開始した。URAT1の場合2分間、

OAT4の場合15分間、37°Cでインキュベーションして[
14

C]UAの取り込み反応を行ったのち、

氷冷した uptake bufferまたは PBSで 3回洗うことにより取り込みを停止させた。取り込み停

止後の細胞は 0.1 N NaOH 0.5 mLを加え細胞を溶解し、300 μLをガラスバイアルに採取し、10 

mLのシンチレーター（Hionic-Fluor、PerkinElmer）を加えて混和し、液体シンチレーチョンカ

ウンター（2500TR、PerkinElmer）で放射能を測定した。また、残りの溶解液から 20 μLを採

取し、BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いてタンパク濃度を測定した。

[
14

C]UAの初期濃度は、添加前に測定した。薬物を添加するために用いたDMSOの最終濃度

は 0.2%（v/v）にした。 

 

Uptake buffer for HEK293 cells (Hanks’ balanced salt solution 
containing 4.17 mM NaHCO3 and 10 mM HEPES) 

Chemical Concentration 

NaCl 1369 mM 

KCl 53.7 mM 

MgCl2・6H2O 4.92 mM 

MgSO4・7H2O 4.07 mM 

CaCl2 12.6 mM 

KH2PO4 4.41 mM 

Na2HPO4・7H2O 3.36 mM 

NaHCO3 4.17 mM 

HEPES 10.0 mM 

D-Glucose 55.6 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH. 

Hanks’ balanced salt solution (Life technologies) 

 

Uptake buffer for S2 cells (Dulbecco's phosphate-buffered saline) 

Chemical Concentration 

NaCl 1369 mM 

KCl 26.8 mM 

CaCl2 9.01 mM 

Na2HPO4・7H2O 80.6 mM 

MgCl2・6H2O 4.92 mM 

KH2PO4 14.7 mM 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (Life technologies) 

 

5-2．UA分泌に関わる輸送体の阻害試験 

OAT1またはOAT3発現細胞およびcontrol細胞をそれぞれ1群に付き6 wellずつ割り振り、
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5-1項と同様に阻害試験を行った。なお、uptake bufferはHEK293 cells用（5-1項）を用いた。

インキュベーション時間は、OAT1の場合 0.5分間、OAT3の場合 2分間とし、プローブ基質

は、OAT1の場合 1 μM [
3
H]p-aminohippuric acid、OAT3の場合 0.05 μM [

3
H]estrone 3-sulfateを用

いた。薬物を添加するために用いたDMSOの最終濃度は 0.2%（v/v）にした。 

5-3．BCRP発現培養細胞を用いた経細胞輸送阻害試験 

BCRP発現細胞および control細胞を播種したカルチャーインサートをそれぞれ 1群に付き

3個ずつ割り振り、カルチャーインサートおよびプレート中の培地をtransport bufferに置換し、

恒温槽を用いて 37°Cで 20分間プレインキュベーションした。経細胞輸送の阻害試験は、

transport bufferを完全に除去し、37°Cに加温した所定濃度の luseogliflozinと[
3
H]prazosinを含む

transport buffer（donor溶液）または所定濃度の luseogliflozinのみを含む transport buffer（acceptor

溶液）を添加することにより輸送を開始させた。Apical側から basolateral側（A to B）への膜

透過試験では、apical側に donor溶液を 600 L、basolateral側に acceptor溶液を 1,500 L添加

した。Basolateral側から apical側（B to A）の膜透過試験では溶液を逆にして行った。輸送反

応は 37°Cでインキュベーションし、30分後に acceptor溶液 100 Lをガラスバイアルに採取

し、5 mLのシンチレーター（Insta-Gel Plus，PerkinElmer）を加えて混和し、液体シンチレー

チョンカウンター（2910TR、PerkinElmer）で放射能を測定した。[
3
H]Prazosinの初期濃度は、

開始直後にdonor溶液100 Lを採取して濃度を測定した。薬物を添加するために用いたDMSO

の最終濃度は 0.2%（v/v）にした。 

 

Transport buffer for MDCKII cells (HBSS containing 10 mM HEPES) 

Chemical Concentration 

NaCl 1369 mM 

KCl 53.7 mM 

MgCl2・6H2O 4.92 mM 

MgSO4・7H2O 4.07 mM 

CaCl2 12.6 mM 

KH2PO4 4.41 mM 

Na2HPO4・7H2O 3.36 mM 

HEPES 10.0 mM 

D-Glucose 55.6 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 8 N NaOH. 

HBSS (Invitrogen) 
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6. 遺伝子発現 oocyte を用いた[14C]UA 取り込み阻害試験（GLUT9 isoform 1、

OAT10 およびSMCT1） 

遺伝子発現 oocyteまたは水注入 oocyteをそれぞれ 1群に付き 10個ずつ 24 wellプレートに振

り分け、ND96 oocyte uptake buffer（ND96）を約 1.5mL加え、恒温槽を用いて 25°Cで 15分間プ

レインキュベーションした。GLUT9 isoform 1およびOAT10の場合は、20 μMの[
14

C]UAおよび

所定濃度の luseogliflozinを含有したND96の 500 μLに置換することにより取り込みを開始した。

SMCT1の場合は、[
14

C]UAの代わりに 15 μMの[
3
H]nicotinic acidをプローブ基質に用いた。25°C

で 60分間インキュベーションして放射性プローブ基質の取り込み反応を行ったのち、氷冷した

ND96で 3回洗い取り込みを停止させた。取り込み停止後の oocyteを一つずつチューブにとり、

50 μLの 5% sodium dodecyl sulfate（SDS）を添加して溶解させた。チューブに 1.5 mLのシンチレ

ーター（クリアゾル、Nacalai Tesque）を加えて混和し、液体シンチレーチョンカウンター（LSC 5100、

Aloka、東京都、三鷹市）で放射能を測定した。[
14

C]UAの初期濃度は、添加直後に 20 μLを採取

して放射能を測定した。薬物を添加するために用いたDMSOの最終濃度は 0.2%（v/v）にした。 

 

ND96 oocyte uptake buffer（pH 7.4） 

Chemical Concentration 

NaCl 96.0 mM 

KCl 2.0 mM 

MgCl2・6H2O 1.0 mM 

CaCl2・2H2O 1.8 mM 

HEPES 5.0 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 M Tris. 

 

7. SGLT2 による[14C]UA 取り込み試験 

SGLT2発現細胞および control細胞をそれぞれ 1群に付き 3 wellずつ割り振り、Na
+
free-uptake 

bufferを 0.6 mL添加し、恒温槽を用いて 37°Cで 20分間プレインキュベーションした。取り込み

試験は、uptake bufferを完全に除去し、37°Cに加温した 9 μM [
14

C]UAを含有した uptake buffer 250 

μLを添加することにより取り込みを開始した。37°Cで 5分間インキュベーションして[
14

C]UAの

取り込み反応を行ったのち、氷冷したuptake bufferで3回洗うことにより取り込みを停止させた。

取り込み停止後の細胞は 1 N NaOHを 200 μL加えて細胞を溶解し、0.5 N HClを 400 μL加えて中

和した。細胞溶解液の 500 μLをバイアルに採取し、5 mLのシンチレーター（Insta-Gel Plus、

PerkinElmer）を加えて混和し、液体シンチレーチョンカウンター（2910TR、PerkinElmer）で放射
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能を測定した。また、残りの溶解液から 20 μLを採取し、BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いてタンパク濃度を測定した。[
14

C]UAの初期濃度は、添加直後に 20 μLを採取し

て放射能を測定した。なお、SGLT2活性を確認するため典型基質である[
14

C]α-MG（1 mM）の取

り込みも測定した。 

 

Uptake buffer for CHO-K1 cells（pH 7.4） 

Chemical 
Concentration 

Normal Na
+
free 

NaCl 140 mM - 

Choline chloride - 140 mM 

KCl 2 mM  2 mM 

CaCl2 1 mM 1 mM 

MgCl2・6H2O 1 mM 1 mM 

HEPES 10 mM 10 mM 

Tris 5 mM 5 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N HCl. 

 

8. データ解析 

8-1．Oocyteにおける放射性プローブ基質の取り込み量 

Oocyteにおける放射性プローブ基質の取り込み速度（μL/min/oocyte）は、所定時間（min）

における oocyte中の放射能量（dpm/min/oocyte）を uptake buffer中放射能の初期放射能濃度

（dpm/μL）で除することにより算出した。輸送体を介した取り込み量は、遺伝子注入 oocyte

の値から、水注入 oocyteの値を減じた。Luseogliflozin添加時の阻害率は、輸送体を介した取

り込み量を、阻害剤がないときの値を 100%として% of controlで示した。 

8-2．培養細胞における放射性プローブ基質の取り込み量 

培養細胞における放射性プローブ基質の取り込み量（μL/min/mg protein）は、所定時間（min）

における細胞中の放射能量（dpm/min/well）を uptake buffer中放射能の初期濃度（dpm/μL）お

よびタンパク量（mg protein/well）で除することにより算出した。Luseogliflozin添加時の阻害

率は、8-1項と同様に% of controlで示した。 

8-3．細胞単層膜透過試験における放射性プローブ基質の透過係数およびEfflux ratio 

Netの透過係数（Papp、単位：cm/sec）は、放射性基質の donor溶液の初期濃度と輸送量か

ら次に示す式によって算出した。 



 

51 

 

Papp (cm/sec)  = 
1 

× 
dQ (pmol) 

A (cm
2
) × C0 (pmol/mL) dt (sec) 

なお、C0は0時間におけるdonor溶液の基質濃度（pmol/mL）、Aはフィルターの面積（cm
2）、

dQは acceptor溶液へ輸送された基質量（pmol）、dtは輸送時間（sec）とした。 

Efflux ratioは、発現細胞単層膜および control細胞単層膜それぞれのA to BおよびB to Aの

Papp（3例の平均値）から以下の式によって算出したのち、発現細胞の efflux ratioを control

細胞の efflux ratioで除して control細胞による輸送を補正した。 

Efflux ratio = 
B to Aの Papp 

A to Bの Papp 

Luseogliflozin添加時の阻害率は、8-1項と同様に% of controlで示した。 

8-4．平均値、標準誤差の算出および統計解析 

すべてのデータはmean ± SEMで表記し、統計的有意差は分散分析を行ったのち、Student’s 

t-testまたはAspin-Welch’s t-testにより検定を行い、p < 0.05の場合に有意差有りと判定した。  
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第3節 結果 

1. 尿酸の再吸収に関わるURAT1 およびOAT4 に対する Luseogliflozin の作用 

URAT1およびOAT4を介した[
14

C]UA取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を、それぞれ

URAT1発現HEK293細胞およびOAT4発現S2細胞ならびにそれぞれの control細胞を用いて検討

した。Luseogliflozinを 1～1,000 nMの濃度で添加したときの[
14

C]UAの取り込みを control

（luseogliflozin濃度：0 nM）に対する%で示した（Figure 3-3）。 

検討の結果、URAT1およびOAT4を介した[
14

C]UA取り込みに対し、luseogliflozinは阻害作用

を示さなかった（Figure 3-3）。 

 

 
 

 Effect of luseogliflozin on [14C]uric acid (UA) uptake mediated by Figure 3-3

URAT1 (A) or OAT4 (B). 

Cells were incubated at 37°C for 2 min (URAT1) or 15 min (OAT4) in 50 μM 

[
14

C]UA with absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular 

buffer. The values were expressed as percentages of uptake under control 

conditions (absence of luseogliflozin). Data are shown as the mean ± SEM  

(n = 3). 
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2. 尿酸の再吸収に関わるGLUT9 isoform 1 およびOAT10 に対する Luseogliflozin

の作用 

GLUT9 isoform 1およびOAT10を介した[
14

C]UA取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を

遺伝子および水注入Xenopus oocyteを用いて検討した。Luseogliflozinを 2～200 nMの濃度で添加

したときの[
14

C]UAの取り込みを control（luseogliflozin濃度：0 nM）に対する%で示した（Figure 3-4）。 

検討の結果、GLUT9 isoform 1およびOAT10を介した[
14

C]UA取り込みに対し、luseogliflozin

は阻害作用を示さなかった（Figure 3-4）。 

 

 
 

 Effects of luseogliflozin on [14C]uric acid (UA) uptake mediated by Figure 3-4

GLUT9 isoform 1 (A) or OAT10 (B).  

Oocytes were incubated at 25°C for 60 min in 20 μM [
14

C]UA with absence or 

presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The values were 

expressed as percentages of uptake under control conditions (absence of 

luseogliflozin). Data are shown as the mean ± SEM (n = 6~8). 
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3. URAT1 の活性化に関与するSMCT1 に対する Luseogliflozin の作用 

SMCT1を介したnicotinic acid取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を遺伝子注入Xenopus 

oocyteおよび水注入 oocyteを用いて検討した。Luseogliflozinを 1～10,000 nMの濃度で添加したと

きの[
3
H]標識した nicotinic acidの取り込みを control（luseogliflozin濃度：0 nM）に対する%で示し

た（Figure 3-5）。 

検討の結果、SMCT1を介した[
3
H]nicotinic acid取り込みに対し、luseogliflozinは阻害作用を示

さなかった（Figure 3-5）。 

 

 
 

 Effect of luseogliflozin on [3H]nicotinic acid uptake mediated by Figure 3-5

SMCT1. 

Oocytes were incubated at 25°C for 60 min in 15 μM [
3
H]nicotinic acid with 

absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The 

values were expressed as percentages of uptake under control conditions 

(absence of luseogliflozin). Data are shown as the mean ± SEM (n = 5 or 6).
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4. 尿酸の分泌に関わるOAT1 およびOAT3 に対する Luseogliflozin の作用 

OAT1およびOAT3に対する luseogliflozinの作用を、遺伝子発現HEK293細胞および control

細胞を用いて検討した。Luseogliflozinを 1～100 μMの濃度で添加したときの[
3
H]p-aminohippuric 

acidまたは[
3
H]estrone 3-sulfateの取り込みを control（luseogliflozin濃度：0 μM）に対する%で示し

た（Figure 3-6）。 

検討の結果、OAT1を介した[
3
H]p-aminohippuric acidの取り込みに対し、luseogliflozinは影響を

示さなかった（Figure 3-6A）。OAT3を介した[
3
H]estrone 3-sulfateの取り込みに対しては、

luseogliflozin濃度が 100 μMの時に 67.5%に低下させた（Figure 3-6B）。 

 

 
 

 Effects of luseogliflozin on [3H]p-aminohippuric acid uptake mediated Figure 3-6

by OAT1 (A) and [3H]estrone 3-sulfate uptake mediated by OAT3 (B).  

Cells were incubated at 37°C for 0.5 min (OAT1) or 2 min (OAT3) in 1 μM 

[
3
H]p-aminohippuric acid (OAT1) or [

3
H]estrone 3-sulfate (OAT3) with 

absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The 

values were expressed as percentages of uptake under control conditions 

(absence of luseogliflozin). Data are shown as the mean ± SEM (n = 6). 
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5. 尿酸の消化管分泌に関わるBCRP に対する Luseogliflozin の作用 

BCRPに対する luseogliflozinの作用を、BCRP発現MDCK2細胞および control細胞の単層膜を

用いて検討した。Luseogliflozinを 1～100 μMの濃度で添加したときの[
3
H]prazosinの輸送（efflux 

ratio）を control（luseogliflozin濃度：0 μM）に対する%で示した（Figure 3-7）。 

検討の結果、BCRPを介した[
3
H]prazosinの輸送に対し、luseogliflozinは影響を示さなかった

（Figure 3-7）。 

 

 
 

 Effects of luseogliflozin on [3H]prazosin transport mediated by BCRP Figure 3-7

Cells were incubated at 37°C for 30 min in 5 μM [
3
H]prazosin with absence or 

presence of luseogliflozin added to the donor and acceptor solutions. The 

values were expressed as percentages of transport under control conditions 

(absence of luseogliflozin) calculated from three samples. 
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6. SGLT2 による尿酸の輸送 

SGLT2を発現させたCHO-K1細胞および control細胞を用いて、UAの輸送を評価した。Control

細胞およびSGLT2発現細胞における[
14

C]α-MGの取り込みならびに[
14

C]UAの取り込みをFigure 

3-8に示す。 

SGLT2基質である[
14

C]α-MGの取り込みは、SGLT2発現細胞において control細胞に比べて有

意に高かった（Figure 3-8A）。Control細胞および SGLT2発現細胞における[
14

C]α-MGの取り込み

は、それぞれ 2.35 ± 0.96 μL/5 min/mg proteinおよび 8.15 ± 1.49 μL/5 min/mg protein（mean ± SEM）

であった。一方、[
14

C]UAの取り込みはそれぞれ、2.12 ± 0.75 μL/5 min/mg proteinおよび 1.73 ± 0.44 

μL/5 min/mg protein（mean ± SEM）であり両細胞でほぼ同等であった（Figure 3-8B）。 

 

 
 

 Uptake of [14C]uric acid (UA) by SGLT2-expressing cells. Figure 3-8

Cells were incubated at 37°C for 5 min in 1 mM [
14

C]α-MG or 9 μM [
14

C]UA. 

Data are shown as the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05 vs. control cells 

(Aspin-Welch’s t-test). 
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第4節 考察 

UAの尿中排泄促進剤で高尿酸血症治療に用いられるベンズブロマロンおよびプロベネシド

は腎臓においてUAの再吸収に主要な働きをするURAT1を阻害することにより作用を発現する

119)。ほかに、SUA値低下作用を有するアンギオテンシン II受容体拮抗薬ロサルタンおよびサリ

チル酸についてもURAT1を阻害することが明らかになっている 119, 143)。すなわち、現在において

UAを排泄する作用を持つ薬剤の機序はいずれもURAT1の阻害が関与する。第 2章において、

luseogliflozinによるUEUAの増加は、SGLT2阻害に起因する尿中グルコースの増加による可能性

が高いことが示唆されたが、luseogliflozinがUAの再吸収に関わる輸送体を阻害する可能性もあ

る。これらのことからまず、腎臓においてUAの再吸収に関わる輸送体に対する luseogliflozinの

阻害作用を検討した。 

検討の結果、UAの再吸収に関与するURAT1、GLUT9 isoform 1ならびに可能性のあるOAT4

およびOAT10を介した[
14

C]UA取り込みに対し、luseogliflozinは最高 200～1000 nMの濃度におい

ていずれも阻害作用を示さなかった（Figure 3-3、3-4）。また、SMCT1はURAT1のUA取り込み

の交換基質となるモノカルボン酸をNa
+依存的に細胞内に取り込み、URAT1を活性化することが

示されている 99)。そこで、SMCT1を介した nicotinic acid取り込みに対する luseogliflozinの阻害作

用を検討したが、阻害作用は示さなかった（Figure 3-5）。Luseogliflozinの臨床最高投与量 5 mgを

ヒトに反復投与したときの定常状態における最高濃度（Cmax）0.7 μMおよび血漿タンパク結合形

分率 96%
50)から非結合形濃度は最高で 28 nMと推定され、臨床において luseogliflozinは腎におけ

るUAの再吸収に直接影響しないことが示唆された。なお、試験はすべて細胞外液に[
14

C]UAお

よび luseogliflozinを添加して行われたが、URAT1によるUA取り込みに対して、細胞内薬物がそ

の機能を阻害すること（trans-阻害作用）を Satoらが報告している 65)。LuseogliflozinのCaco-2細

胞系による膜透過係数は 14.4 cm/s×10
6であり細胞膜透過性が良いことが示されており 50)、

Xenopus oocyte発現系では取り込み反応時間を 60分としたことから、細胞内濃度も十分に上昇す

ると考えられる。一方、哺乳類細胞に発現させたURAT1およびOAT4の阻害試験においては取

り込み時間が 2分間および 15分間と短く、細胞内への薬物移行が不十分となる可能性があること

から、15分間のプレインキュベーション中においても luseogliflozinを曝露させた。これらことに

より、luseogliflozinは、いずれの試験においても内部まで十分な濃度となっており、trans-阻害作

用についても起こる可能性はきわめて低いと考えられる。以上の結果から、luseogliflozinがUA

を再吸収する輸送体を阻害してUA排泄を促進する可能性は排除できると考えられる。 
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腎臓におけるUA再吸収に関わる輸送体に加えて、UAの分泌に関わる輸送体であるOAT1お

よびOAT3への luseogliflozinの作用についても検討したが、最高 100 μMの濃度において影響は

認められなかった（Figure 3-6）。さらに、消化管でUA分泌に働くBCRPに対しても luseogliflozin

の影響は最高 100 μMの濃度において認められなかった（Figure 3-7）。これらの結果から、

luseogliflozinは、腎臓におけるUAの分泌および消化管におけるUAの分泌に影響を与えないと

考えられる。 

健康成人における luseogliflozinのUEUA促進作用はUEGLと高い相関が示され（Figure 2-13A）、

さらに、SGLT2に変異を認める家族性腎性尿糖において SUA値が低下する報告があることから

146)、SGLT2がUAを再吸収していれば、すべてが説明可能と考えた。しかしながら、SGLT2に

よるUAの取り込みを測定した結果、UAの取り込みは認められなかった（Figure 3-8）。したがっ

て、luseogliflozinが SGLT2によるUA再吸収を阻害する機序の可能性はないと考えられる。 

以上の結果をまとめると、第 2章において臨床データからUEUAは薬物濃度よりもUEGLと相

関することが示され、本章において luseogliflozinはUA輸送に関わる輸送体を阻害または促進し

なかったこと、ならびに SGLT2がUAを取り込まなかったことから、UEUAは luseogliflozinの直

接作用ではなく、SGLT2阻害による尿糖に起因する可能性が強く示唆された。 
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第4章 GLUT9 isoform 2 に対するグルコースの作用 

第1節 緒言 

第 2章および第 3章の結果から、luseogliflozinによるUEUAの促進は、尿糖による作用の可能

性が強く示唆された。グルコースのUEUAの促進作用についても、phloridzinと同様に古くからの

報告が複数あるが、その機序は明らかになっていない 90, 116, 117, 147)。 

これまでの検討の結果を踏まえ、尿細管上皮細胞の apical膜に発現し、グルコースとUAの両

者を輸送するGLUT9の isoform 2に着目した。GLUT9はグルコース輸送体ファミリーに属し、主

に肝臓および腎臓に発現している 145)。近年の機能的および遺伝学的研究により、GLUT9は生体

内において電位依存的にUAを細胞内から細胞外の排出方向に輸送することが明らかになった120, 

123, 124)。GLUT9にはN末端側アミノ酸残基数が異なる2種のスプライシングバリアントがあり145)、

isoform 1が近位尿細管上皮細胞の basolateral側に発現し、isoform 2が apical側に発現している。

Apical膜に発現するURAT1が管腔からUAを細胞内に取り込み、basolateral膜に発現する isoform 

1が血管側へUAを排出する経路が、UAの主要な再吸収経路と考えられている 131, 145)。さらに、

isoform 1については、グルコースによるUA排出およびUAによるグルコース排出が促進され、

グルコースとUAを交換輸送することが示されている 124, 148)。一方、isoform 2については生理的

な役割に関する報告はひとつもない 145)。また、5 mMのまでのグルコースにおいてUAとの交換

輸送も示されていない 123, 148)。しかしながら、isoform 2は isoform 1とN末端の数十アミノ酸残基

以外は同一配列であり 145)、UAやグルコースの輸送特性も類似していることから 123, 124)、グルコ

ースとUAを交換輸送する能力は持っているのではないかと考えた。 

健康成人の血漿中のグルコース濃度は 5～5.5 mM（100～190 mg/dL）であり、食後においては

10 mM程度まで上昇する 19)。血漿中のほとんどのグルコースは糸球体ろ過を受けるため、血漿中

と糸球体ろ過直後の原尿中ではほぼ同じ濃度となる。ここに SGLT2の阻害が起こった場合には、

さらに高濃度のグルコースにて近位尿細管が曝露を受ける可能性が考えられる。 

以上のことから、GLUT9 isoform 2は、試験条件を見直すことによりグルコースとUAの交換

輸送を示す可能性があると考えた。本第 4章においては、GLUT9 isoform 2を発現させた Xenopus 

oocyteを用いて、D-グルコースとUAの交換輸送を検出可能とする試験条件を検討し、D-グルコ

ースによるUA輸送の促進作用を検討した。 

さらにごく最近、KimuraらはGLUT9の isoform 2タンパクがヒト集合管の apical側に強く発
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現することを示し、UAの再吸収に関与する可能性を報告した 149)。健康成人に luseogliflozin 3 mg

以上を投与したときの尿中グルコース濃度は 100 mM以上となったことから、集合管における

GLUT9の isoform 2によるUAの再吸収を高濃度のグルコースが阻害する可能性が考えられる。

そこで、交換輸送の検討と同様にGLUT9 isoform 2を発現させたXenopus oocyteを用いて、UAの

取り込みに対する 100 mMのD-グルコースの阻害作用についても検討を行った。 
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第2節 実験方法 

1. 試薬 

[
14

C]Uric acid（1.96 TBq/mol）はMoravek Biochemicals, Inc.から購入した。その他の試薬は、

Sigma-Aldrich、Wako Pure Chemical Industries、Nacalai Tesque、Invitrogen、Life technologies、Applied 

BiosystemsおよびBecton, Dickinsonから購入した。 

2. 試験系：GLUT9 isoform 2 発現アフリカツメガエル oocyte 

GLUT9 isoform 2を Xenopus oocyteに発現させたものを使用した。 

2-1．プラスミドDNAの調製 

GLUT9 isoform 2のcoding regionを含むpCMV6-XL5ベクター10 ng（20 μL）を大腸菌（DH5α、

タカラ、滋賀）液 25 μLに添加後、42°Cで 1分間熱処理し、形質転換させた。氷上で 2分間

冷却後、SOC培地 300 μLに移し、37°Cで 30分間振とう培養した。大腸菌液を、100 mg/mL

の ampicillin溶液を塗布した LB寒天培地プレートに播種し、37°Cで 12時間培養した。形成

された大腸菌コロニーを4つ採取し、それぞれ100 μg/mLの ampicillin含有LB培地12 mLで、

37°Cで 5時間振とう培養した。4つのうちの 2つの菌液からそれぞれ 0.50 μLを採取し、PCR

にて増幅後（35サイクル）、2% agarose gel-tris-acetate-EDTA bufferによる電気泳動により、135 

bpのDNAバンドを確認した（Figure 4-1）。 

    

Figure 4-1 PCR products of plasmid DNA for GLUT9 isoform 2. 
 

GLUT9 isoform 2のDNAが確認されたうちの1つから、10 μLを採取し、200 mLのampicillin

含有 LB培地に播種し、37°Cで 13時間振とう培養し、遠心（6000 rpm、5分間、4°C）して大
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腸菌ペレットを得た。このペレットから、QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit（Qiagen）を用いてプ

ラスミドDNAを抽出・精製した。すなわち、ペレットをRNaseAを含有する溶解 bufferに完

全に再懸濁し、細胞をアルカリ溶解させた。溶解液を中和した後、filter cartridgeに添加し、室

温で 10分間静置した。その後、filter cartridgeにてろ過しながら column cartridgeに添加した。

DNAを columnに吸着させ、洗浄 bufferで洗浄したのち、溶出 bufferでDNAを溶出させた。

溶出液についてイソプロパノール沈殿およびエタノール沈殿にてDNAを洗浄したのち、超純

水（Invitrogen）に溶解しのプラスミドDNA（97 μg）を得た。プラスミドDNAを制限酵素

XbaIにより切断して直鎖にした。反応液の一部を取り、1% agarose gel-tris-acetate-EDTA buffer

による電気泳動により 6500 bpのバンドを確認した（Figure 4-2）。確認後、反応液からクロロ

フォルム抽出およびイソプロパノール沈殿にてDNAを洗浄したのち、超純水に溶解し cDNA

（45 μg）を得た。 

 

Figure 4-2 Single stranded DNA of GLUT9 isoform 2. 

2-2．cRNAの調製 

T7 RNA polymeraseによる copied RNA（cRNA）合成は、mMESSAGE mMACHINE Kit（Life 

Technology）を用いて、37°Cで 2時間行った後、鋳型DNAを除くためにDNase I処理を 37°

Cで 15分間行い、フェノール・クロロホルム抽出後、エタノールおよび酢酸アンモニウムで

cRNAを沈殿させた。合成した cRNAを遠心により回収し、70%エタノールで洗浄後、超純水

で溶解し cRNA（91 μg）を得た。 
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2-3．GLUT9 isoform 2発現 oocyteの調製 

第 3章 2節 4-2項と同様の方法にて collagenase処理、濾胞除去、cRNAまたは水注入を行

い、遺伝子発現 oocyteおよび水注入 oocyteを調製した。前述した方法と異なる条件を用いた

場合は適宜各項に記載した。 

3. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み trans-促進試験 

cRNA（25 ng/oocyte）または水を注入後 2日間培養した oocyteをそれぞれ 1群に付き 18個ず

つ 24 wellプレートに振り分けた。Na
+
/K

+置換ND96で 15分間、25°Cでプレインキュベーション

後、50 nLのD-グルコース溶液（100 mM）を注入し、10 μMの[
14

C]UAを含むNa
+
/K

+置換ND96

に置換することにより取り込み反応を開始させた。25°Cで 15分間インキュベーション後、第 3

章 2節 6項と同様に[
14

C]UAの取り込みを測定し、浸透圧対照として設定した L-グルコース溶液

（100 mM）を注入した場合と比較した。条件検討において上記と異なる方法を用いた場合は各試

験結果の項に示した。 

 

Na
+
/K

+
-replaced ND96 oocyte uptake buffer（pH 7.4） 

Chemical Concentration 

KCl 98.0 mM 

MgCl2・6H2O 1.0 mM 

CaCl2・2H2O 1.8 mM 

HEPES 5.0 mM 

The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 M Tris. 

4. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 排出 trans-促進試験 

cRNA（0.25 ng/oocyte）または水を注入後 1日間培養した oocyteをそれぞれ 1群に付き 8～10

個ずつ振り分けた。1個ずつND96で 15分間、25°Cでプレインキュベーション後、1 mMの[
14

C]UA

を注入し、その後 5および 10 mMのD-グルコースを含むND96（100 μL）に置換することにより

排出反応を開始させた。25°Cで 5分間インキュベーション後に所定量のND96を採取し、第 3章

2節6項と同様にND96および卵母細胞の放射能を液体シンチレーチョンカウンター（LSC 5100、

Aloka）を用いて測定した。[
14

C]UAの残存率または排出率（% radioactivity）は、ND96中の放射

能量（dpm）および oocyte中の放射能量（dpm）を求め、合計値で除することにより算出した。

条件検討において上記と異なる方法を用いた場合は各結果の項に示した。 

5. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み cis-阻害試験 

cRNA（25 ng/oocyte）または水を注入後 2日間培養した oocyteをそれぞれ 1群に付き 10～12
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個ずつ24 wellプレートに振り分けた。ND96で15分間、25°Cでプレインキュベーション後、10 mM

の[
14

C]UAおよび10または100 mMのD-グルコースを含むND96に置換することにより取り込み

反応を開始させた。25°Cで 15分間インキュベーション後、第 3章 2節 6項と同様に[
14

C]UAの

取り込みを測定し、control（ND96）ならびに浸透圧対照として設定したD-マンニトール（100 mM）

および L-グルコース（100 mM）と比較した。 

6. 統計解析 

すべてのデータはmean ± SEMで表記した。統計的有意差は、2群間の比較は分散分析を行っ

たのち、Student’s t-testまたはAspin-Welch’s t-testにより、3群の場合はDunnett’s testにて検定を行

い、p < 0.05の場合に有意差有りと判定した。 
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第3節 結果 

1. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み試験条件の検討 

GLUT9 isoform 2によるUAとD-グルコースの交換輸送を検討するにあたり、はじめに、より

安定的な結果が得られやすい取り込み試験にてD-グルコースの trans-促進作用を検討することと

した。緒言にも述べた通り、GLUT9 isoform 2のUA取り込みに対してD-グルコースは trans-促進

作用を示さないとする報告があることから、下記のように生理条件を考慮した新規の試験条件を

検討した。 

GLUT9は、isoform 1および isoform 2共に負の膜電位を駆動力としてアニオンであるUAを排

出する活性を示す 123)。そのため、通常の反応液（ND96）での取り込みは膜電位の抵抗を受け、

絶対活性が低く促進効果が検出しにくいと考えられる。そこで、ND96のNa
+をK

+に置換（Na
+
/K

+

置換ND96）することにより、GLUT9 isoform 2発現 oocyteの膜電位差を低下させ、取り込み方向

の活性を高める条件を検討した。 

GLUT9 isoform 2発現Xenopus oocyteおよび水注入 oocyteを用い、反応液にNa
+
/K

+置換ND96

を用いて[
14

C]UAの取り込みを検討した。その結果、GLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの取り込

みは、通常のND96に比べて 5.7倍に増加した（Figure 4-3）。 

 

 

 

Figure 4-3 The effects of the replacing Na+ with K+ in ND96 on GLUT9 isoform 

2-mediated [14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 20 min (A) or 60 min (B) in 10 μM [
14

C]UA 

added to the extracellular buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 9 or 10).  
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2. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースの trans-促進

作用 

GLUT9 isoform 2を介したUAの取り込みに対するD-グルコースの trans-促進作用について、

反応液にNa
+
/K

+置換ND96を用い、GLUT9 isoform 2発現Xenopus oocyteおよび水注入 oocyteを

用いて検討した。D-グルコースは、[
14

C]UAの取り込み反応の開始直前に 100 mMの濃度の溶液

を各 oocyteに 50 nL注入した。なお、oocyte内容積を考慮した場合、oocyte内では 16倍希釈され

るため 150)、濃度は 6.25 mM程度であると推定される。 

検討の結果、100 mMのD-グルコースを注入したときのGLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの

取り込みは、浸透圧対照として用いた 100 mMの L-グルコースを注入した場合に比べて有意に増

加し、その増加は L-グルコースの 32%であった（Figure 4-4）。 

 

 

 

Figure 4-4 Trans-stimulatory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 2-mediate 

[14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 15 min in 10 μM [
14

C]UA added to the 

extracellular buffer after the injection of 100 mM D-glucose or L-glucose. Data 

are shown as mean ± SEM (n = 14~17). **p < 0.001 vs. L-glucose 

(Aspin-Welch’s t-test). 
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3. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 排出試験条件の検討 

GLUT9 isoform 2発現 oocyteを用いた[
14

C]UA排出輸送の試験条件は、当初 Xenopus oocyteへ

の cRNA注入量を 25 ng、注入後の oocyteの培養期間を 2日間、排出の反応時間を 5分間、oocyte

に注入する[
14

C]UA濃度を 0.4 mMとしていた。その結果、10 mM以上のD-グルコースにおいて

再現性のある促進効果は認められなかった。促進効果が認められなかった理由として、[
14

C]UA

の排出速度が速く oocyte内の[
14

C]UAが不足することが想定された。そこで反応時間中十分な

[
14

C]UAが維持できるよう、GLUT9 isoform 2を介したUA排出活性を低下させる条件を検討した。 

まず、GLUT9 isoform 2の発現量を低下させることを意図し、cRNA注入量を 25 ngから 2.5 ng

まで低下させ、その場合の[
14

C]UAの oocyte内の残存量および反応液中への排出量を測定し、残

存率を測定した。その結果、cRNA注入量 25 ngのときの細胞内[
14

C]UAの残存量は注入量の 56

～64%であり、2.5 ngまで減少させた場合でも 66％であり、十分な排出量の低下は認められなか

った（Figure 4-5A）。次に、cRNAの注入量を 0.1 ngまで減少させ、さらに oocyteの培期間を 2日

から 1日に短縮、[
14

C]UA濃度を 1 mMとした条件にて[
14

C]UAの残存量を測定した。その結果、

cRNA注入量 2.5 ngのときの[
14

C]UAの残存量は注入量の 87%となり、さらに 0.25 ngまで低下さ

せたときの排出量は 95％となった（Figure 4-5B）。また、cRNA注入量を 2.5 ngとしたときの経時

的な残存量の変化を検討した結果、15分までの間、直線的な残存量の低下（排出）が認められ、

5分後では 97%、15分後では 91%まで低下する結果が得られた（Figure 4-5C）。なお、水を注入

した oocyteにおける[
14

C]UAの残存率は、GLUT9 isoform 2発現 oocyteに比べて高い値であること

を確認した（Figure 4-5A～C）。 

以上の結果より、cRNAを 0.25 ng注入後 1日培養した oocyte（GLUT9 isoform 2低発現 oocyte）

を用い、1 mMの[
14

C]UAを注入後、5分間の排出を測定する条件で試験を行うこととした。 
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Figure 4-5 The effects of injection amount of cRNA, culturing time, substrate 

concentration, and reaction time on GLUT9 isoform 2-mediated 

[14C]uric acid (UA) efflux by gene expressing Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 5 (A and B) or 15 min (C) after the 

injection of 0.4 (A) or 1 mM (B and C) [
14

C]UA. Data are shown as mean ± 

SEM. 
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4. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA排出に対するD-グルコースの trans-促進作用 

GLUT9 isoform 2を介したUAの排出に対するD-グルコースのtrans-促進作用について、GLUT9 

isoform 2低発現oocyteおよび水注入oocyteを用いて検討した。個々のoocyteに[
14

C]UAを注入し、

直後に 5 mMおよび 10 mMのD-グルコースを含む反応液に交換し、10 mMの L-グルコースと比

較した（Figure 4-6）。 

検討の結果、GLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの排出は、浸透圧対照として用いた 10 mMの

L-グルコースに比べて 5 mMのD-グルコースにより 2.1倍、10 mMのD-グルコースにより 3.1倍

に増加した。10 mMのD-グルコースの場合は有意差が認められた（Figure 4-6）。 

 

 
 

Figure 4-6 Trans-stimulatory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 

2-mediated [14C]uric acid (UA) efflux in the gene expressing 

Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 5 min after the injection of 1 mM [
14

C]UA 

with D-glucose or L-glucose added to the extracellular buffer. Data are shown 

as mean ± SEM (n = 5~10). *p < 0.05 vs. L-glucose (Dunnet’s test). 
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さらに、GLUT9 isoform 2低発現 oocyteにおけるD-グルコースによる[
14

C]UA排出の trans-促

進効果がGLUT9 isoform 2によるものかどうかを確認するために、GLUT9（isoform 1および 2）

に対し阻害作用を有するベンズブロマロンの効果を検討した（Figure 4-7）。なお、ベンズブロマ

ロンは、GLUT9 isoform 1に対して 50 μMで 55%、100 μMで約 80%、isoform 2に対して 50 μM

で 68%を阻害すると報告されていることから、100 μMとなるようにND96（反応液）に添加した。 

検討の結果、10 mMのD-グルコース添加時のGLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの排出は、100 

μMのベンズブロマロンにより非添加時の 54%にまで有意な低下が認められた（Figure 4-7）。 

 

 

 

Figure 4-7 Inhibitory effect of benzbromarone on D-glucose-stimulated 

[14C]uric acid (UA) efflux via GLUT9 isoform 2-expressing 

Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 5 min after the injection of 1 mM [
14

C]UA 

with presence of D-glucose and/or benzbromarone added to the extracellular 

buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 7~10). *p < 0.05 vs. 10 m M 

D-glucose (Aspin-Welch’s t-test) 

 

  



 

72 

 

5. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースのcis-阻害作

用 

ごく最近、GLUT9の isoform 2タンパクがヒト集合管の apical側に強く発現することおよび

UAの再吸収に関与する可能性が報告された 149)。そこで、SGLT2阻害薬により尿糖の濃度が上昇

した場合に、集合管におけるGLUT9の isoform 2によるUAの再吸収を阻害する可能性が考えら

れる。そこで、GLUT9 isoform 2を発現させたXenopus oocyteおよび水注入 oocyteを用いて、UA

の取り込みに対する 100 mMのD-グルコースの cis-阻害作用について検討を行った。この検討に

おいては、生理的条件下でのUAの取り込みが想定されるため反応液にND96を用い、通常の発

現量の oocyteにより検討を行った。 

検討の結果、GLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UA取り込みについて、浸透圧対照として用いた

100 mMのD-マンニトールおよびD-グルコースならびに10 mMのD-グルコースはcontrol（ND96）

と有意差が付かなかったが、100 mMのD-グルコースは controlに対して約 23%の有意に低下させ

る作用が認められた（Figure 4-8）。 

 

 
 

Figure 4-8 Cis-inhibitory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 2-mediate 

[14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  

Oocytes were incubated at 25°C for 15 min in 10 μM [
14

C]UA added to the 

extracellular buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 8~12). *p < 0.05 vs. 

control (Aspin-Welch’s t-test), Significant difference was not observed as a 

result of multiple comparison (Dunnett’s test) was used. 
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第4節 考察 

本第 4章においては、腎尿細管の apical側の細胞膜に発現するGLUT9の isoform 2を介して、

近位尿細管においてはグルコースとUAの交換輸送、集合管においてはグルコースがUAの再吸

収を阻害することによりUEUAを増加させるとの仮説を立て、GLUT9 isoform 2を発現させた

Xenopus oocyteによる[
14

C]UA輸送に対するD-グルコースの作用を検討した。検討の要点は、

GLUT9の isoform 2によるD-グルコースによる[
14

C]UAとの交換輸送、およびUA取り込みの阻

害作用に関して否定的な報告 123, 148)のみである状況において、生理条件および SGLT2阻害薬の作

用発現状況等を考慮した試験条件の変更により交換輸送および阻害作用を示す結果が得られるか

どうかの点にある。 

GLUT9 isoform 2による[
14

C]UAとD-グルコースの交換輸送は、はじめに、より安定的な結果

が得られやすい取り込み試験にて検討した。GLUTファミリーは促進拡散型の輸送体で、濃度勾

配に従って糖類の輸送を行う。GLUT9によるUAの輸送に関しても排出と取り込みの両方向の活

性を持つこと 123, 124)、さらに、GLUT9 isoform 1ではUA取り込みに対するD-グルコースの trans-

促進作用が示されている 148)。しかしながら、GLUT9 isoform 2ではD-グルコースによる trans-促

進作用は起こらないことが報告されている 123, 148)。GLUT9は、isoform 1および isoform 2共に負

の膜電位を駆動力としてアニオンであるUAを細胞外に排出することが明らかになっており 123)、

生理的条件下でのUAの取り込みは膜電位による抵抗を受けると考えられる。そこで、反応液の

Na
+をK

+に置換することによって膜電位を低下させた条件であれば、GLUT9を介した取り込み輸

送特性を検出しやすいのではないかと考えた。輸送試験に用いる反応液（ND96）中のNa
+をK

+

に置換して試験を行った結果、GLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの取り込みは、通常のND96に

比べて 5.7倍に増加した（Figure 4-3）。この条件にて検討を行った結果、100 mMのD-グルコース

注入により、GLUT9 isoform 2を介した[
14

C]UAの取り込みが促進されること（trans-促進作用）

が明らかになった（Figure 4-4）。この結果は、生理的条件とは異なる条件での結果であるが、GLUT9 

isoform 2の本質的な輸送能を示したものと考えられる。 

次に、生理的条件下と同一方向の排出試験にてGLUT9 isoform 2によるUAとD-グルコース

の交換輸送を検討した。SGLT2阻害薬を投与したときの近位尿細管におけるグルコース濃度とし

て 10 mMを設定した。過去の報告での検討では、D-グルコース濃度を 3および 5 mMとしていた

ことから、10 mMまで上げた条件であれば trans-促進作用が示されることが期待された。しかし

ながら、通常のGLUT9 isoform 2の発現量（cRNAの注入量：25 ng/oocyte）では 10 mMのD-グル
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コースのUA排出 trans-促進作用に再現性は認められず、過去の報告 123, 148)の通りの結果となった。

この試験条件においては、trans-促進作用が確認されない原因としてGLUT9 isoform 2の[
14

C]UA

輸送活性が高すぎる可能性が推察された。すなわち、コントロール条件下においてGLUT9によ

る排出活性が高すぎるために oocyte内の[
14

C]UAが不足することによって排出活性の促進が検出

できない可能性が想定された。そこで、cRNAの注入量を 25 ng/oocyteから 0.25 ng/oocyteまで減

少させ、注入後の培養日数を 2日から 1日に短縮することによってGLUT9 isoform 2低発現 oocyte

を作成した。さらに、注入する[
14

C]UAの濃度を 0.4 mM（標識体の定量可能な最低濃度）から 1 mM

（煩雑な pH調整をせずに溶解可能な最高濃度）へ変更した結果、[
14

C]UAの排出量は当初注入量

の約 40%であったものから約 5%に低下した（Figure 4-5A～C）。本条件にてD-グルコースによる

[
14

C]UA排出への作用を検討したところ、10 mMのD-グルコースにより[
14

C]UA排出が促進され

ることが確認された（Figure 4-6）。さらに、[
14

C]UA排出の促進効果がGLUT9 isoform 2に起因す

るかどうか確認するために、GLUT9 isoform 2のUA取り込みを阻害する濃度 123)のベンズブロマ

ロンの効果を検討した結果、100 mMのベンズブロマロンは、10 mM D-グルコース添加によって

増加した排出量を有意に低下させた（Figure 4-7）。これらの結果から、D-グルコースによるGLUT9 

isoform 2を介した[
14

C]UAの排出輸送の trans-促進作用がはじめて明らかにされた。序論にも述べ

た通り、健康なヒト血漿中のグルコース濃度は 5～5.5 mMであり、食後においては 10 mM程度

まで上昇し 19)、血漿中のほとんどのグルコースは糸球体ろ過を受け原尿中においても、ほぼ同じ

濃度となると考えられる。この状況下で SGLT2阻害薬により SGLT2が阻害された場合、近位尿

細管におけるグルコース濃度はさらに高くなる可能性が考えられる。したがって、ヒト in vivoに

おいてもGLUT9 isoform 2によりグルコースとUAの交換輸送が生じるものと考えられる。なお、

近位尿細管の起始部（S1～S2）に発現する SGLT2を選択的に阻害した場合、その遠位側（S3）

に発現する SGLT1がグルコースを高度に再吸収し、上皮細胞内のグルコース濃度が高まることに

よってGLUT9 isoform 1によるUAの血管側への排出が阻害される可能性も想定される。しかし

ながら、その場合のUAおよびグルコースの細胞内濃度に関しては何も情報がないことから、検

討は行わなかった。以上のことから、SGLT2阻害薬によるUEUA促進作用について、近位尿細管

におけるGLUT9 isoform 2によるUAとグルコースの交換輸送が関与する可能性が示唆された。 

GLUT9の isoform 2に関し、ヒト集合管に強く発現することおよびUAの再吸収に関与する可

能性がごく最近に報告された 149)。過去の報告では、GLUT9の isoform 1
124)および isoform 2

123)のい

ずれを介した[
14

C]UA取り込みも 1 mMのD-グルコースによって阻害が示されていない。しかし

ながら、集合管では近位尿細管よりもさらに尿の濃縮が進むため、SGLT2阻害薬により、近位尿
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細管以上にグルコースの濃度が上昇する。実際、健康成人に luseogliflozin 3 mg以上を投与したと

きの尿中グルコース濃度は 100 mM以上であった。そこで、通常の発現量のGLUT9 isoform 2発

現oocyteを用いて、[14
C]UAの取り込みに対するD-グルコースのcis-阻害作用について検討した。

その結果、100 mMのD-グルコースに[
14

C]UAの取り込みに対して cis-阻害作用があることがはじ

めて明らかになった（Figure 4-8）。以上の結果から、SGLT2阻害薬によるUEUA促進作用につい

て、前述の近位尿細管における機序に加え、集合管におけるグルコースによるGLUT9 isoform 2

を介したUA再吸収の cis-阻害が関与する可能性が示唆された。 

以上の結果から、SGLT2阻害薬の SUA値低下の機序は、尿中のグルコースによるGLUT9 

isoform 2を介したUAとの相互作用である可能性が示唆された（Figure 4-9）。なお、ヒトにおけ 

 

 

 

Figure 4-9 Proposed model for uricosuric effect of SGLT2 inhibitor by 

glycosuria–induced uric acid/glucose interaction mediated 

by GLUT9 isoform 2. 

The luminal glucose possibly stimulates the UA efflux mediated by 

GLUT9 isoform 2 or any other functionally similar transporters at the 

proximal tuble, and possibly inhibits the UA uptake mediated by GLUT9 

isoform 2 at the collecting duct after an administration of SGLT2 

inhibitor. 
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るGLUT9 isoform 2の関与を確認するには、当該遺伝子欠損者による臨床試験が必要と考えられ

る。また、近位尿細管 apical膜におけるGLUT9 isoform 2の分布については、isoform非選択的な

抗GLUT9抗体による免疫組織化学的結果はあるものの 131)その主要な発現部位は集合管であると

報告がなされた 149)。これらの評価にもさらなる検討が必要と考えられ、機能的に類似する輸送体

が今後確認される可能性もあると考えられる。 

SGLT2阻害薬の SUA値低下の機序について、GLUT9 isoform 2を介したグルコースの作用以

外にもいくつかの可能性が考えられる。まず、SGLT2阻害薬の作用の結果、尿細管上皮細胞内の

グルコース濃度が低下することにより、エネルギー上の不足が生じてUA再吸収が低下する可能

性が考えられる。しかし、糖尿病患者における SUA値低下の機序と共通であった場合、糖尿病

患者では細胞内のグルコース濃度は低下せずに尿糖が生じるため、その可能性は低いと考えられ

る。次に、マンニトールにおいても若干のCLUA上昇が報告されていることから
90)、グルコース

による浸透圧利尿の寄与も考えられるが、尿量とUEGLとの相関が低かったことからその可能性

は高くない。また、URAT1、OAT4、OAT10および SMCT1などのUAを再吸収する輸送体に対

するグルコースの阻害作用も考えられる。しかし、今回検討は行わなかったが、これらの輸送体

は基本的にアニオンを基質とすることから、その可能性は低いと考えられる。ほかに、糖尿病患

者において腎臓の器質的障害によりUEUAが促進される可能性も考えられるが、luseogliflozinによ

るUEUA促進作用は、健康成人に投与後 2時間で認められること、UEGLの消失後速やかに baseline

値に戻ったことからその可能性は低いと考えられる。 

今回の検討において、SGLT2阻害薬による SUA値低下の機序の 1つとして、GLUT9 isoform 2

を介したグルコースによるUAと交換輸送の可能性が示めされた。この機序によると、UAの排

泄によりグルコースの再吸収が促進される可能性が考えられる。LuseogliflozinによるUEUAの増

加は 1日あたり最大で約 300 mgであった（Figure 2-5）。これは 1日あたりの尿糖約 60 gに対して

1/200の量であるため、GLUT9 isoform 2によるUAとグルコースの輸送される分子比は不明であ

るが、GLUT9 isoform 2による交換輸送が尿糖排泄作用を減弱させる可能性は低いと考えられる。

また、luseogliflozinによるCLUAの増加は尿糖排泄 100 g/day付近でプラトーに達する傾向が認め

られたことから（Figure 2-15）、過剰に作用して低尿酸状態を来たす可能性は低いと考えられる。

一方、このような SUA値低下作用は、糖尿病患者において心血管系への障害リスク低減の可能

性と血糖降下薬によりUEGLが是正されたときにSUA値が上昇するリスク低減の面から有用な作

用と考えられる。さらに、高尿酸血症への使用を想定すると、1日あたり約 300 mgのUAの排泄

促進作用は、300 mgまでのUA産生亢進または排泄の低下を是正できると考えられる。さらに、
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SGLT2阻害薬には、動物モデルにおいて糖毒性の解除を通じてインスリン抵抗性の改善作用も示

されていることから 45, 151)、日本における高尿酸血症患者の 6割を占める排泄低下型 89, 152)に対し

て根本的な治療効果を示す可能性も考えられる。これらの結果から、luseogliflozinによるUAへ

の作用は、主薬効へ影響を及ぼさず、インスリン抵抗性改善の作用とUA排泄促進により高尿酸

血症に対し有効である可能性が示唆された。 

In vitroにおいてGLUT9の isoform 1および isoform 2は、いずれも電位依存的にUAを排出す

ることから、生体内においてもUAの排出を行うと考えられている 123)。抗GLUT9抗体を持ちい

たヒト腎臓の免疫組織染色においては近位尿細管の basolateral膜の isoform 1方が apical膜の

isoform 2よりも強く染色されることが示された 131)。また、basolateral側では他にUA排出に働く

輸送体が見付かっていないこと、GLUT9遺伝子のホモ変異を認める症例では SUA値が 1.0 mg/dL

以下となり、尿中UA排泄率が糸球体ろ過量の 150%以上であることが報告され、GLUT9 isoform 

1による血管側へのUA排出への寄与が大きいことが示された 129, 130)。近位尿細管の apical膜では、

MRP4、NPT4などがUAの分泌に関与し 141, 153)、上皮細胞内のUAの滞留を回避するなどの役割

が考えられている 154)。しかしながら、GLUT9 isoform 2に関しては報告が無くその生理的作用は

全く不明であった。今回の研究により、初めてGLUT9 isoform 2の生理的作用の一端が示された。

すなわち、尿糖が増加した場合、近位尿細管においてはグルコースとの交換輸送によりUA排出

促進に関与し、集合管においてはUA再吸収に関与する可能性である。さらに、これらは糖尿病

患者において尿糖が出現したときにも同様に作用する可能性が示された。生理的意義としては、

運動によりUA産生が高まった場合にUAとの交換輸送によりエネルギーとして必要なグルコー

スの再吸収をわずかながらでも上昇させる可能性、腎臓においてグルコースを再吸収する SGLT1

および 2の欠損時にグルコース再吸収に寄与する可能性などが考えられる。 

以上をまとめると、試験条件を最適化することにより、過去の報告では認められていなかっ

たD-グルコースによるGLUT9 isoform 2を介したUAとの交換輸送およびUA取り込みの阻害作

用を明らかにすることができ、SGLT2阻害による SUA値低下の機序となる可能性が示された。

また、このような SUA値低下作用は、糖尿病患者における心血管系への障害リスク低減ならび

に高尿酸血症患者に対してはインスリン抵抗性改善の作用とUA排泄促進の作用により有効であ

る可能性が示された。さらに、これらの作用はGLUT9 isoform 2に関する初めての生理作用に関

する報告となる。 
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第5章 結論 

今回の検討では、luseogliflozinをモデル薬物として、SGLT2阻害薬の SUA値低下作用の機序

解明を試みた。 

第 2章においては、健康成人および糖尿病患者に luseogliflozinを投与したときの臨床検査値を

精査し、SUA値の低下作用はUEUAの増加に起因すること、ならびにUEUAの増加は luseogliflozin

の直接作用ではなく、尿糖に起因する可能性が高いことを明らかにした。 

第 3章においては、in vitroにて luseogliflozinは腎臓および消化管においてUA輸送に関与する

輸送体へ作用しないこと、および SGLT2によるUA輸送への寄与がないことを明らかにした。 

さらに第 4章においては、グルコースがGLUT9 isoform 2を介してUAと交換輸送すること、

さらに高濃度のグルコースはUA取り込みを阻害することを初めて明らかにした。 

これらの結果から、SGLT2阻害薬による SUA値の低下作用は、SGLT2阻害の結果として尿中

で濃度が上昇するグルコースが腎臓尿細管上皮細胞の apical膜に発現するGLUT9 isoform 2を介

して、近位尿細管においてはUAと交換輸送すること、集合管においてはUAの再吸収を阻害す

ることに起因すると考えられる。さらに、この機序は糖尿病患者において尿糖が出現したときに

SUA値が低下する現象をも説明可能と考えられる。 

 

以上 
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