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研究成果の概要（和文）：本研究では活性型FoxO1変異体を用いた血管内皮細胞（EC）におけるFoxO1標的遺伝子
の網羅的解析を施行するとともに、その発現制御機構を解明し、インスリン抵抗性を基盤とする耐糖能異常に伴
う血管障害における病態生理的意義を明らかにすることを目的とした。マウス血管内皮細胞株においてFoxO1の
恒常活性型変異体を過剰発現することにより、リポカリン2の遺伝子発現がAkt/NF-κB系依存的に増加した。2型
糖尿病におけるインスリン抵抗性と高血糖が、FoxO1の活性化によりリポカリン2/NGALの発現を増加させ、血管
におけるインスリン抵抗性と血管機能障害を誘導する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Insulin resistance and hyperglycemia activate transcription factor FoxO1 by 
dephosphorylation and deacetylation, respectively. We aimed to elucidate the pathophysiological 
roles of FoxO1 in diabetes-associated vascular injury, by identifying target genes of FoxO1 in 
endothelial cells and examining the regulatory mechanisms by FoxO1. Constitutive active FoxO1 mutant
 significantly induced Lcn2 (lipocalin-2/NGAL) gene in endothelial cells via Akt/NF-κB-dependent 
manner. It suggests that FoxO1 promotes type 2 diabetes-associated vascular dysfunction by induction
 of Lcn2 (lipocalin-2/NGAL) in endothelial cells. 

研究分野： 内分泌代謝学、糖尿病学

キーワード： インスリン抵抗性　リポカリン2
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１．研究開始当初の背景 
FoxO（forkhead transcription factors）は
1, 3a, 4 のサブファミリーを有する転写因子
であり、インスリンによるリン酸化やグルコ
ースによる脱アセチル化などの翻訳後修飾
により制御されている。リン酸化と脱アセチ
ル化によりFoxOの核外移行が促進するため、
脱リン酸化 FoxO と脱アセチル化 FoxO はいず
れも転写因子として“活性型 FoxO”と考え
られている。 
 2 型糖尿病では血管内皮細胞（EC）の機能
障害を契機として動脈硬化症を発症する。イ
ンスリン抵抗性と高血糖は2型糖尿病の主要
な病態であるが、EC 機能障害における病態生
理的意義には不明の点が多い。EC では FoxO
サブファミリーのうちFoxO1が最も高発現す
ること、EC においてインスリン抵抗性と高血
糖がそれぞれFoxO1の脱リン酸化と脱アセチ
ル化を促進することが明らかにされている
（Cell Metab. 15: 372-381, 2012; Diabetes 
58: 2344-2354, 2009）。更に、FoxO は一酸化
窒素産生や炎症反応を制御する EC 機能のマ
スターレギュレーターであり、EC 特異的に
FoxO1, 3a, 4 全てを欠損させたマウス
（EC-FoxO 欠損マウス）ではインスリン抵抗
性と高血糖による動脈硬化が著しく抑制さ
れることが示されている（Cell Metab. 15: 
372-3381, 2012）。以上により、FoxO1 は 2型
糖尿病と EC 機能障害をリンクする鍵分子で
あると考えられるが、EC における FoxO1 標的
遺伝子の網羅的解析は未施行であり、FoxO1
標的遺伝子の発現調節における脱リン酸化
FoxO1 と脱アセチル化 FoxO1 の機能的差異も
不明である（図 1）。 

２．研究の目的 

 本研究では、活性型 FoxO1 変異体を用いた
ECにおけるFoxO1標的遺伝子の網羅的解析を
施行するとともに、標的遺伝子の FoxO1 の翻
訳後修飾による発現制御の差異を検討する。
加えて、FoxO1 による標的遺伝子の発現制御
機構を解明し、インスリン抵抗性を基盤とす
る耐糖能異常に伴う血管障害における病態

生理的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）活性型 FoxO1 変異体を用いた EC におけ
る FoxO1 標的遺伝子の同定 
 培養 EC に恒常的脱リン酸化 FoxO1 変異体
（FoxO1-ADA）を導入し、マイクロアレイ解
析により EC における FoxO1 標的遺伝子の網
羅的解析を行う。発現変化が顕著であり、か
つFoxO1との関連が未知な遺伝子については
候補的アプローチにより蛋白レベルでの発
現変化を検討する。 
2）血管内皮細胞における FoxO1 標的遺伝子
の制御機構の解明 
 1）で明らかにした遺伝子について、FoxO1
による制御機構を明らかにする。恒常的脱ア
セチル化 FoxO1 変異体（FoxO1-KR）導入 EC
においても発現変化を評価し、翻訳後修飾依
存的な制御機構の可能性についても検討す
る。 
 
４．研究成果 
FoxO1-ADA をマウス EC 株（MS-1 細胞）に導
入し、DNA マイクロアレイ解析を施行した。
FoxO1-ADA（100MOI）の導入により FoxO1 mRNA
は約 30 倍に上昇することを確認した。DNA マ
イクロアレイ解析により、14 の遺伝子の発現

が FoxO1-ADA により 3倍以上に増加していた
（表）。このうち、Lcn2（lipocalin-2/NGAL）
は定量的 RT-PCR 及び ELISA 法において遺伝
子発現及び蛋白分泌の増加が確認された（図

遺伝子名 Gene ID 
Fold 

change 

S100g NM_009789 19.67 

Mmp13 NM_008607 12.03 

Lcn2 NM_008491 5.80 

Apod NM_007470 5.79 

Slpi NM_011414 4.99 

Sema3c NM_013657 4.05 

Serpina3h NM_001034870 3.82 

LOC100048386 XM_001480393 3.68 

Il1f6 NM_019450 3.65 

Fbxo15 NM_015798 3.33 

Irg1 NM_008392 3.30 

Ccl2 NM_011333 3.20 

Dkk2 NM_020265 3.17 

Cp NM_007752 3.03 
図 1：研究の背景 

表：MS-1 細胞において FoxO1-ADA 導入
（100MOI）により 3 倍以上発現が増加した
遺伝子 



2）。MS-1 細胞においてアデノウイルスを用い
て FoxO1-KR を導入したことによっても Lcn2
の有意な発現増加が認められ、Lcn2は 2型糖
尿病に伴うインスリン抵抗性（FoxO1 脱リン
酸化促進）および高血糖（FoxO1 脱アセチル
化促進）いずれの病態においても FoxO1 依存
性に発現が誘導される可能性が考えられた。
Lcn2 の 既 知 の 発 現 誘 導 機 構 と し て
Akt/NF-κB 系を介した機序が報告されてい
る（Clin. Cancer Res. 20: 688–700, 2014）。
MS-1 細胞に FoxO1-ADA および FoxO1-KR を導
入すると Akt のリン酸化が亢進し、これらの
変異体による Lcn2の発現誘導は NF-κB阻害
剤（Bay11-7085）の前処置により有意に抑制
された。このことから、FoxO1 は Akt/NF-κB
の活性化を介して Lcn2 の発現を誘導するこ
とが示唆された。lipocalin-2/NGAL はグラム
陰性菌に対する鉄イオン封鎖効果による強
力な静菌作用を有する分子として同定され
（Nature 432:917-921, 2004）、血管内皮機
能 と の 関 連 で は 、 ラ ッ ト に 対 す る
lipocalin-2/NGAL 投与により血管組織の血
管型 NO 産生酵素（eNOS）の機能不全（eNOS

アンカップリング）、酸化ストレス産生の増
加を伴い、血管機能障害が惹起されることが
報告されている（Br. J. Pharmacol. 165: 
520-531, 2012）。lipocalin-2/NGAL 欠損マウ
スにおいては大動脈のインスリンシグナル
が増強することが報告されており（Br. J. 
Pharmacol. 165: 520-531, 2012）、2 型糖尿
病におけるインスリン抵抗性と高血糖が、
FoxO1 の活性化により Akt/NF-κB を介して
lipocalin-2/NGAL の発現を増加させ、血管に
おけるインスリン抵抗性と血管機能障害を
誘導する可能性が考えられた。 
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図 2：MS-1 細胞における FoxO1-ADA 導入
（100MOI）による（左）Lcn2 遺伝子及び（右）
培養上清中 Lipocalin-2 蛋白濃度 
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