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研究成果の概要（和文）：我々は高感度質量分析計による定量的リン酸化プロテオミクス技術を用いて、のべ20000を
超えるリン酸化について定量解析を行った結果、mTORC1の下流分子として転写因子FOXK1を含む36分子を同定した。さ
らにFOXK1によって誘導される遺伝子として、単球の遊走因子である炎症性ケモカインのCCL2を同定した。腫瘍細胞の
皮下移植実験の結果、ラパマイシン投与、FOXK1の抑制、CCL2の抑制によって、それぞれTAMの浸潤抑制が認められた。
このことより、mTORC1-FOXK1-CCL2経路は栄養シグナルと炎症をつなぎ、がんの発生や進展に重要な役割を持つことが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Excessive nutrition gives rise to noninfectious inflammation, a major component 
of metabolic syndrome, but the molecular mechanism by which nutrient signalling triggers inflammation has 
remained poorly understood. Here we show that the transcription factor forkhead box K1 (FOXK1) links 
nutrient signaling mediated by mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) to inflammation. FOXK1 
was dephosphorylated in response to mTORC1 activation, and such dephosphorylated FOXK1 directly induced 
expression of CCL2, an inflammatory chemokine. The mTORC1-FOXK1-CCL2 pathway was found to be integral to 
infiltration of tumor-associated macrophages (TAMs) that support tumor growth. Depletion of FOXK1 in 
tumor cells thus attenuated TAM infiltration and tumor growth in mice in a manner similar to rapamycin 
treatment. Our results suggest that FOXK1 plays a central role in nutrient signalling to noninfectious 
inflammation.

研究分野：分子生物学

キーワード： 慢性炎症
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１．研究開始当初の背景 
	 糖尿病は長期にわたる過栄養が原因であ
り、一方で近年は「慢性炎症」というキーワ
ードでしばしば語られる。すなわち糖尿病で
は複数の臓器が慢性炎症状態にあり、それが
病態の悪化・慢性化の原因という理解である。
予備的解析からわれわれは mTORC1 
(mammalian Target Of Rapamycin 
Complex 1) によって転写因子 FOXK1のリ
ン酸化が制御され、炎症性ケモカイン CCL2
の転写が誘導されるという新規のシグナル
経路（mTORC1-FOXK1-CCL2経路）を見出
した。既に mTORC1・CCL2 はともに糖尿
病の悪性化因子として独立に報告されてお
り、このことは、本シグナル経路全体が糖尿
病の発症に関わることを示唆するものであ
る。 
	 栄養シグナルの司令塔である mTORC1 の
研究は長い歴史があるが、これまで
mTORC1 がリン酸化させる下流分子の同定
は難しく、その知見は限定的であった。よっ
て必然的に「栄養に応じてどのような現象が
起こるのか」についての理解も限定的であっ
た。そこでわれわれは、定量的リン酸化プロ
テオミクス解析 (Phospho-iTRAQ 解析)を用
いて、このシグナル伝達系の全貌を明らかに
し、各々の生物学的現象における鍵分子を見
つけることを行ってきた。本研究では、特に
栄養シグナルと慢性炎症惹起の観点から研
究を行った。 
 
２．研究の目的 
	 現代は「過栄養」の時代である。メタボリ
ック症候群や糖尿病に代表されるように、過
栄養は慢性炎症に結びつくことが推測され
ているが、その機序の解明はほとんど行われ
ていない。われわれは予備的な研究により、
栄養シグナルと炎症を直接繋ぐシグナル伝
達経路（mTORC1-FOXK1-CCL2経路）を発
見した。本申請研究では特に糖尿病の視点か
ら本シグナル経路の重要性を示すことを目
的とする。特に、このシグナル伝達の中心的
な転写因子 FOXK1が糖尿病発症に関わるメ
カニズムの解明と、その治療に関する応用に
向けた基礎的な研究を行う。 
 
３．研究の方法 
１）FOXK1 欠損マウスの作製と耐糖能の解
析 

FOXK1 欠損マウスの作製については、転
写活性部位をコードする４番エキソンと５
番エキソンの両方を欠損させたマウスを作
製した。コンディショナルノックアウトマウ
ス作製を目的とし、４番エキソンと５番エキ
ソンを挟む形で 2 つの loxP 配列を挿入した
ターゲッティングベクターを構築した。この
うち片方の loxP配列には 2つの FRT配列に
挟まれた PGK-Neo-pA が連結されており、
これをセレクションマーカーとして ES 細胞
のクローニングを行った。この ES 細胞から

マウス個体を作製し、できたキメラマウスに
CAG-FLPe Tg マウスとかけ合わせること
により、loxP配列の Germlineへの移行を確
認すると同時に、2つの FRT配列に挟まれた
PGK-Neo-pA を除いた。この FOXK1flox/flox

マ ウ ス と aP2-Cre Tg マ ウ ス 及 び
Adiponectin-Cre Tg マウスとの掛け合わせ
を行い、脂肪特異的な FOXK1欠損マウスを
作製した。 
 
２）FOXK1 阻害剤の開発と糖尿病の治療応
用への展開	

FOXK1 阻害剤作製のためのスクリーニン
グ系の構築を目指し、以下の複数の項目につ
いて遺伝子改変を行った細胞株を作製した。
FOXK1によって発現が誘導される CCL2に
ついて、ゲノム編集技術を用いて EGFP遺伝
子と置き換えた細胞を作製した。一方で
NF-κB 経路は CCL2 の遺伝子発現に大きな
影響を及ぼし、微小な活性化がシグナルノイ
ズに繋がる可能性が高いため、これを抑制す
る目的で RelA を欠損させた細胞を調製した。
さらにグローバルな転写抑制によるレポー
ターの抑制を除去するため、ネガティブコン
トロールとして CMV-tdTomato の発現カセ
ットをゲノムに挿入した。 
	
４．研究成果	
	 １）FOXK1 欠損マウスの作製と耐糖能の
解析 

FOXK1 を全身で欠損させたマウスを作製
したところ、B6 マウスのバックグラウンド
において胎生期で発生が止まり、マウスは産
まれてこないことがわかった。しかしながら
FOXK1flox/floxマウスについてはメンデルの法
則に従って産まれ、FOXK1 の発現が維持さ
れており、マウスの作製に成功していること
が確認された。現在脂肪特異的な FOXK1欠
損マウスへの高脂肪食の長期投与を開始し
ているが、現在のところコントロールと比べ
て体重に違いが見られていない。今後は継時
的に耐糖能・インスリン抵抗性を測定し、こ
れらを比較してゆく。 

 
２）FOXK1 阻害剤の開発と糖尿病の治療応
用への展開	
上記の複数の複雑な遺伝子改変について、

ゲノム編集技術を行うことでこれを成功し
た。CCL2 を EGFP に置き換えた細胞株で
EGFP の発現を確認し、また RelA を欠損し
た細胞においては TNF-α刺激により NF-κ
B経路を活性化させた際にもCCL2の発現上
昇が完全に抑えられることを確認した。しか
しながら、インスリンによる EGFPのシグナ
ル増強がクリアには観察されず、創薬スクリ
ーニングをワークさせる上で課題が残され
ている。現在はこれを解決するため、EGFP
シグナルの変動を増幅するための工夫を行
っており、この問題を解決することで、薬剤
スクリーニングの系は完成する。 
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