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Abstract

  Purpose: We evaluated the influence of ethanol intake on pathophysiology of diabetes using db mice, an animal model of type 2 
diabetes.
  Methods: The concentration of ethanol used was evaluated by the preference test. Then, 6 homozygotes (db) as diabetes and 6 
heterozygotes as non-diabetes were used. The mice were randomly separated to water group and ethanol group (5% ethanol was 
supplied), then they were kept for 9 weeks. Finally, they were anesthetized by after 6 h fasting, and organs were removed after blood 
collection from the heart. 
  Results: The ethanol concentration used was determined as 5%, which was not discriminated from water by db and control mice. 
Mice supplied with ethanol showed significantly lower intake of food, which was compensated by the energy from ethanol. db-
ethanol (EtOH) mice showed lower plasma glucose and HbA1c, indicating that glucose metabolism was not aggravated. On the 
other hand, in biochemical and histological examinations of liver, db-EtOH showed significantly higher content of triglycerides in 
association with vacuolization change, possibly due to fat accumulation in the liver.
Conclusions: Low concentration of ethanol aggravated fatty liver in db mice, in regardless of aggravation of glycemic control. This 
may indicate that fatty liver is a significant marker to consider alcohol intake in patients with diabetes.
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緒言
　糖尿病患者数は、年々増加傾向にある（「平成27年度
国民栄養・健康調査」2015 http: //www.mhlw.go.jp/bunya/
kenkou/kenkou_eiyou_chousa.html）。糖尿病患者数の増加
には、戦後の運動や食事などの生活習慣の変化が大きく
影響している。糖尿病の発症や進行を抑えるために、栄
養や運動、生活習慣の改善が保健指導において考慮され
る。栄養に関することとして、エネルギー摂取量を考慮
するうえで、アルコール摂取について考える必要があ
る1-3)。しかし、現状では、糖尿病患者のアルコール摂取
量について、保健指導の現場では十分考慮されていな
い4)。実際、アルコール摂取（飲酒）についての指針は
示されていないのが現状である（社団法人日本栄養士会
全国病院栄養士協議会「糖尿病栄養食事指導マニュアル」
2008 https://www.dietitian.or.jp/data/guide/h19-1.pdf）。また、
糖尿病患者のアルコール摂取の糖尿病病態への影響に
関する疫学調査の結果は、必ずしも一致していない5, 6)。
糖尿病患者にとってのアルコールは、好ましくない食品
として位置づけられ、肝臓疾患などとの合併症のある患
者にとっては、禁酒とされる。また、肝機能障害や合併
症が発症していない糖尿病患者に対しての飲酒の指導で
は、飲酒量の制限が必要なのかどうか判断が難しい。し
たがって、飲酒が糖尿病の急性・慢性合併症に及ぼす影
響を理解し、指導することが望まれる。
　動物モデルを用いたアルコール摂取の研究は、投与ア
ルコール濃度を10％以上とし、急性毒性による病態や臓
器の影響を評価したものが多い7, 8)。糖尿病モデル動物
においても、 1 型糖尿病ラットに高濃度アルコールを投
与し、アルコール性脂肪肝の発生機序についての報告が
ある9)。しかし、体重減少を生じさせない低濃度アルコー
ルの影響を評価した動物実験は、ほとんど行われていな
い。
　本研究では、アルコール低濃度・長期間摂取が糖尿病
病態に与える影響について、糖尿病モデルマウスを用い
て検討した。アルコール濃度については、対照群と嗜好
性に差のない濃度を設定した。また、摂取期間について
は、マウスの寿命は約 2 年であることより、人間に換算
して約 7 年間に相当する 9 週間をアルコール摂取期間と
設定した。本研究は、鹿児島大学動物実験委員会の承認
（承認番号：MD13111、MD14109）を得て実施した。
　
　
方法
 1 ．エタノール濃度検討　
　エタノール（Nacalai tesque、特級99.5%以上）投与
濃度を検討するために、日本チャールズリバーより
diabetic mice（dbマウス：n=2）と対照マウス（n=2）を

購入した。食餌は普通食CE-2（日本クレア、炭水化物・
タンパク・脂肪＝50・25・4.6％ kcal、3.45 kcal/g)を自
由摂食とし、エタノール投与は、 2 ボトル法（ 1 本には
水のみ、もう 1 本は 3 ～ 15％濃度エタノール）で行っ
た10）。飲用ボトルの位置による影響を除くため、 2 本の
ボトルは１日ごとに左右の位置を入れ替えた。各濃度
を 2 日間投与し、 2 日ごとに飲用量・体重・摂食量を測
定した。
 2 ．供試動物および飼育条件
　雄性 2 型糖尿病モデルマウス［dbマウス（n=6）］と
ヘテロ接合体マウス［対照マウス（n=6）］を 4 週齢で
日本チャールズリバーより購入した。イヤーパンチによ
り得られた耳組織を用いて遺伝子診断を行い確認した。
約 1 週間の馴化期間を設け、体重と週齢を考慮し、対照
水群（+/dbH2O）・対照エタノール群（+/dbEtOH）・db水
群（db/dbH2O）・dbエタノール群（db/dbEtOH）の 4 群
に分けた。エタノール摂取により糖尿病の悪化が予想さ
れること（倫理的配慮）より、各群のマウスはn= 3 匹
と設定した。飼育条件は、マウスをそれぞれ 1 個飼に
し、 7 時点灯、19時消灯とし、室温22-25℃、湿度60％
の環境下で 9 週間飼育した。食餌はCE-2を自由摂食と
し、 1 週間に 2 回測定した。給水はHydropac®給水具
（給水口 1 つ）を使用し、水群は水のみ、エタノール群
は 5 ％エタノール溶液を自由飲用とし、 1 週間に 1 回測
定した。体重は、毎週 1 回測定した。
 3 ．試料採取
　実験開始後 9 週目に 6 時間絶食後、ペントバルビター
ル麻酔下（100g/kg、腹腔内投与）で、EDTA（最終濃度
4mM）を含んだシリンジにて心臓採血を行い、頚椎脱
臼後に安楽死させた。血液は遠心分離後、上清を保存し
た。脳、心臓、肝臓、膵臓、腎臓、筋肉（ひらめ筋）、
白色脂肪組織（精巣上体周囲）を摘出し、重量測定後、
液体窒素にて凍結し、－80℃で保存した。
 4 ．血中物質測定
　尾静脈血で、HbA1c（DCA2000 HbA1cカートリッジ，
シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティクス株式会社）
を実験開始後 7 週目に測定した。また、心臓採血から得
た血漿を用い糖代謝系指標として、グルコース（グルコー
スCII-テストワコー：WAKO）、インスリン（モリナガ
超高感度マウスインスリン測定キット：森永生科学研究
所）を測定した。脂質代謝系指標としては、TG（トリ
グリセライドE‐テストワコー：WAKO）、コレステロー
ル（コレステロールE-テストワコー：WAKO）、NEFA 
（NEFA C‐テストワコー：WAKO）、レプチン（Quantikine® 
ELISA Mouse/Rat Leptin Immunoassay：R&D Systems）、
AST・ALT（トランスアミナーゼCⅡ-テストワコー：
WAKO）を測定した。
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 5 ．肝臓組織中指標測定
　採取した組織より脂質抽出（クロロホルム・メタノー
ル）を行い、TG、コレステロール共に血中物質と同様
の方法で測定した。
 6 ．肝臓の病理組織標本作製
　凍結肝臓を融解し、一部切り出した肝臓組織を10％中
性緩衝ホルマリンで浸漬固定（24時間以上）し、定法に
よりパラフィン包埋後、パラフィンブロックを作製した。
約 4 μmの厚さで薄切し、定法により脱パラフィン後、
ヘマトキシリン・エオジン染色を実施し、鏡検に供した。
 7 ．統計解析
　測定結果は、平均±標準誤差で示した。有意差検定は、
Student’s t-testを用いて行った。

結果
 1 .　エタノール濃度
　濃度嗜好試験を 2 ボトル法で実施し、対照マウスとdb
マウスにとって飲用量に差のないエタノール摂取濃度
を 5 ％と設定した（未掲載データ）。
 2 ．体重・摂食量・飲用量
　体重の平均値の推移をFig. 1 Aに示す。実験開始時
（ 7 週齢）、dbマウスは対照マウスに比べて体重が重かっ
た。対照マウスにおいては、 2 群間（水・エタノール）
の体重差は認められなかった。しかし、dbマウスでは、
水群よりもエタノール群が重い傾向にあった（16週齢：
p＝0.229）。継時的な体重変化に対するエタノール摂取
の影響は、遺伝子型により異なっていた。 1 日当たりの
摂食量の推移について、Fig. 1 Bに示す。摂食量は、対
照マウスおよびdbマウスともに、水群に比べてエタノー
ル群が低い傾向を示した。 1 日当たりの飲用量の推移に
ついて、Fig. 1 Cに示す。国際アルコール表に基づくエ
タノール換算表より、 5 ％エタノール溶液の比重を0.993
≒ 1 （水の比重と同じ）とし、測定重量（g）をmLで表
記した。対照マウスでは、 2 群間（水・エタノール）飲
用量に差が認められなかったが、dbマウスでは 2 群間
（水・エタノール）飲用量の差が 2 倍近くあった。次に、
エタノール由来総エネルギー量、食餌由来総エネルギー
量および総摂取エネルギー量（エタノール由来＋食餌由
来）と、それぞれの値を各週の体重を平均した値（平均
体重）で除した値をTable 1 に示した。総エネルギー量は、
各遺伝子型での 2 群間（水、エタノール）に差は認めら
れず、同等のエネルギー摂取をしていることが分かった。
また、エタノール摂取群においては、対照マウスとdbマ
ウスのエタノール由来総エネルギー量は、対照マウスよ
りdbマウスが有意に高かった。しかし、平均体重あたり
で換算すると有意差がなかった。

 3 .　臓器重量
　脳、心臓、肝臓、腎臓、膵臓、白色脂肪組織、筋肉（ひ
らめ筋）重量の測定値をTable 1 に示す。脳重量は、対
照マウスに比べてdbマウスは軽く、エタノール群でさら
に軽くなる傾向を示した。心臓重量は、db水群は軽くdb
エタノール群で重くなる傾向にあった。肝臓重量につい
ては、対照マウスでは、 2 群間（水・エタノール）に差
は認められなかった。dbマウスは、 2 群間（水・エタノー
ル）とも対照マウスに比べて有意に重かった。さらに、
dbエタノール群は、db水群に比べて有意に重かった。腎
臓重量は、db群では有意に重く、エタノール群では水群
に比べて軽い傾向だった。膵臓重量は、db水群が対照水
群に比べて重くなる傾向を示したのに対し、dbエタノー
ル群ではdb水群と比べて軽くなる傾向を示した。白色脂
肪重量は、dbマウスは、対照マウスよりも有意に重かっ
た。特に、dbエタノール群は、db水群に比べて有意に重
い値を示した。筋肉重量は、db水群に比べてdbエタノー
ル群は重い傾向を示した。

Fig.1.	 Body weight, food intake, and water intake during the 
experimental period
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Table 1.	Energy intake, organ weight and biochemical parameters including plasma hormones and hepatic fat content 
at 16 weeks of age

平均体重：各週ごとの体重を平均した値。
エタノール：7.1 kcal/g、食餌：3.45 kcal/gとして計算。
AST：aspartate aminotransferase，ALT：alanine aminotransferase.
#The values of HbA1c were measured at 14 weeks of age.
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. mice supplied with H2O at the respective genotypes.
†P < 0.05, ††P < 0.01 vs. +/db mice at the respective conditions (H2O or EtOH).
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 4 .　血中物質測定
　血中物質の測定結果をTable 1 に示す。血糖値は各遺
伝子型の 2 群間（水、エタノール）では差が認められ
なかった。HbA1cは、各遺伝子型での 2 群間（水、エタ
ノール）では差がなく、むしろ、dbエタノール群ではdb
水群と比べて低くなる傾向を示した。エタノールによっ
て、dbマウスの血糖コントロールの悪化のないことが示
唆された。インスリン、レプチン、中性脂肪、遊離脂肪
酸、コレステロール、ともに対照マウスよりもdbマウス
が高くなる傾向にあった。肝臓機能障害を調べるため、
AST・ALTを測定した。ASTについては、対照マウスでは、

水群に比べエタノール群が高い傾向にあったが、db群で
は反対に低い傾向にあった。ALTについては、対照マウ
スよりもdbマウスが有意に高くなる結果を示した。
 5 .　肝臓中の脂質指標
　対照マウスとdbマウスにおいて、肝臓重量に有意
な差が認められたため、肝臓 1 gあたりの脂質指標を
Table 1 に示す。肝臓組織 1 gあたりの中性脂肪、コレス
テロールは、どちらも対照マウスよりもdbマウスが高
かった。特に中性脂肪は、db水群よりdbエタノール群で
高くなっており、有意差が認められた。
　各群の肝臓の組織染色をFig. 2 A-Dに示す。dbマウス

Fig. 2. Histopathological examination of liver tissues stained with hematoxylin/eosin

Tissues are shown at ×100 magnification (bar: 100 μm).
A: +/db H2O　B: +/db EtOH　C: db/db H2O　D: db/db EtOH 
P: portal area　CV: central vein  V: vein.
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では空胞変性が認められ、脂肪滴と考えられた。特に、
空胞変性は、dbエタノール群の中心静脈側に多く存在し
ていた。

考察
　 2 型糖尿病病態におけるエタノールの長期摂取が臓器
へ及ぼす影響を検討する目的で、 2 型糖尿病モデルマウ
スに 5 ％エタノールの長期摂取実験を行った。 5 %エタ
ノール摂取においては、マウスの体重減少はなく、急性
毒性はないと考えられた。また、摂取エタノール量は、
dbマウスが対照マウスの 2 倍程度であったが、体重あた
りで比較すると有意な差はなく、得られた結果を比較す
る場合、dbマウスと対照マウスでほぼ同程度のエタノー
ル摂取量だったと考えられる。糖尿病モデルマウスに与
える影響として体重変化をみると、対照マウスに比べて、
dbマウスの体重がより増加する傾向を示した。対照マウ
スとdbマウス両群間のエタノール由来エネルギー量/平
均体重に有意な差が認められなかったことより、糖尿病
病態において、エタノールを摂取することで中性脂肪の
蓄積が増強され、脂肪肝・脂肪量増加を招き体重が増加
したものと考えられた。また、臓器へ及ぼす影響として、
肝臓重量の変化が著しく、肝臓中の中性脂肪の値からdb
エタノール群では脂肪肝の増強が考えられた。組織では、
肝細胞の小葉中心性の空胞変性を認めた。さらに、その
空胞変性は、一つの大型空胞が肝細胞の核を辺縁に押し
やるような形態を示しており、ヒトのアルコール性脂肪
肝の組織像に類似している11)。肝臓重量の変化に加えて、
腎臓重量において、いずれの遺伝子型マウスにおいても、
エタノール摂取群が水群に比べて、有意に軽い値を示し
た。エタノール摂取群は、エタノール摂取の分、水摂取
群と比べてたんぱく摂取量が少なくなっており、このこ
とが、腎臓重量に影響を与えたことが考えられた。
　肝臓中の中性脂肪の上昇については、まず、食餌由来
の脂質増加が予想された。しかし、dbエタノール群の食
餌由来エネルギー量は減少し、食餌由来の脂質摂取量は
低下していた。同様に、食餌由来の糖質摂取量が減少し
ていることより、中性脂肪の合成量は増えていないと考
えられた。また、アルコール代謝では、ミトコンドリア
のNAD＋はNADHに還元され、脂肪酸分解の酸化基質
としてのNAD＋が減少する。本研究結果において、ア
ルコール摂取によって脂肪酸分解が抑制され、脂肪蓄積
を促進した可能性が考えられた12)。血中中性脂肪値に差
はないことから、肝臓中性脂肪の分泌は顕著には抑制さ
れていないと考えた。この点は、VLDLに含まれる中性
脂肪含量を測定する必要があるかもしれない。今回使用
した糖尿病モデルマウスは、自然発症性のレプチン受容
体欠損マウスで、全身性にレプチンシグナルが低下して

いる。本糖尿病モデルマウスでは、レプチンシグナル低
下による脂肪合成促進や脂肪酸酸化抑制が報告されてい
る13, 14)。アルコール摂取によって、これらの変化が増強
されている可能性が考えられた。食餌摂取由来の脂質摂
取量は低下していることより、脂肪合成亢進よりも脂肪
酸酸化抑制が優位にはたらき、脂肪蓄積が増加した可能
性を最も考えているが、より詳細な解析が求められる。
今回の研究では、アルコール摂取期間を 9 週間としたが、
脂肪肝の線維化や肝がん発症への関与を検討するために
は、さらに長期の摂取期間を考慮することが必要である。　
　臨床的に、糖尿病患者は非糖尿病者に比べて脂肪肝の
発症頻度が高いことが知られている15)。糖尿病は、肥満
を介して、脂肪肝や非アルコール性脂肪肝炎（NASH）
を生じることが報告されている16)。最近の報告では、血
中レプチンレベルがアルコール性脂肪肝を改善するとい
う報告17) や、dbマウスでは、オートファジー抑制が脂肪
肝悪化に関連しているとの報告もある18)。今後、本モデ
ルマウスで認められた現象をさらに解析することで、ア
ルコールによる糖尿病における脂肪肝増強の病態発症機
構の一部が明らかにされることが期待される。糖尿病病
態においてアルコール摂取が、対照群に比べて脂肪肝を
より増強する可能性のあることから、糖尿病患者のアル
コール摂取の指標として、脂肪肝に着目していく必要性
も示唆される。本研究では、エタノール摂取により、両
遺伝子型マウスの血糖やHbA1cが低い値を示した（有意
差はない）。食餌由来のエネルギー量が少なくなるとい
うことと、エタノール代謝物の糖代謝への影響も考慮さ
れる。エタノールは肝臓で代謝され、細胞質NADHを産
生することから、肝臓では乳酸由来のピルビン酸が不足
し、ピルビン酸由来の糖新生が抑制されることが報告さ
れている19）。糖新生の亢進は空腹時血糖上昇の主な要因
であり、エタノール摂取が絶食下での血糖低下に関与し
ている可能性はある。一方、摂食時においては、骨格筋
での糖代謝が重要であるが、本研究では、充分な検討が
できておらず、今後の検討課題と考えられた。
　本研究結果の解釈において、次の 2 つの注意点を有し
ている。 1 つ目は、エタノールによる糖尿病病態におけ
る脂肪肝の増強は、 6 時間絶食条件の結果であることで
ある。従って、摂食条件において、脂肪肝の程度がどの
ようになるかは不明である。本研究の解釈はあくまで
も、絶食条件においての結果に基づいている。ただ、ヒ
トにおいても、腹部エコー実施時は、絶食条件（朝食を
抜く）で行うことが多いこともあり、糖尿病患者のエタ
ノール摂取時の脂肪肝増強については、臨床的にも検討
されるべきであろう。 2 つ目の注意点は、本研究に利用
した糖尿病モデルマウスは、レプチン受容体の遺伝的欠
損動物であることである。レプチン受容体欠損マウスは、
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食欲を抑制するホルモンであるレプチンが作用できない
ため、過食肥満となり糖尿病を発症する。しかし、ヒト
糖尿病では、単一遺伝子変異で病態が発症進行するわけ
ではないことから、ヒトの臨床病態を反映しているのか
という点に関して十分な考察を必要とする。

結論
　体重減少を示さないアルコール投与によって、糖代謝
の悪化を生じない範囲で、糖尿病病態において脂肪肝が
増強することが示された。脂肪肝増強のメカニズムは不
明であるが、脂肪酸酸化の抑制が最も考えられる。動物
実験での結果であるが、糖尿病患者のアルコール摂取保
健指導において、アルコール摂取量や食事量を評価する
ために、健常者以上に「脂肪肝」を指標とする可能性が
考えられ、より詳細な検討がなされることが期待される。
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