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研究成果の概要：本研究課題においては、転写因子 FoxO1 が膵細胞の分化や膵細胞型の決定に

果たす役割を vivo で明らかにする為に、膵特異的 FoxO1 欠損マウス（KO）と膵特異的 FoxO1

トランスジェニックマウス（TG）を作成し、解析を行った。耐糖能は KO で優位に改善、逆に

TG では悪化し、一部のマウスは顕性の糖尿病を発症した。重要なことに、KO ではインスリン陽

性の膵管細胞と小さなサイズのラ氏島の増加が認められ、・細胞の新生が促進されていると考

えられた。一方、TG では明らかな・細胞の減少とともに、腺房細胞の著減、膵管の増加とラ氏

島内血管の増加が認められた。これらの結果から、FoxO1 が膵細胞の分化、新生のみならず、

その機能にも重要であることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 インスリンの絶対的、あるいは相対的な不
足によって発症する糖尿病にとって、インス
リンを分泌する組織である膵ラ氏島の移植
は究極の治療法である。近年の技術開発によ
り、膵ラ氏島移植は安全に、そして効率的に
行われる様になってきた。しかし、最大の問
題点は、対象となる糖尿病患者数に比べ、膵
ラ氏島供給者（ドナー）の数が圧倒的に不足
している点である。この問題を解決すべく、
胚性幹細胞や成体の幹細胞を用いて、インス

リン産生細胞（・細胞）を作成する試みが、
世界的に行われているが、未だ成功には至っ
ていない。最大の問題点は、膵臓の発生段階
における、・細胞の基本的な分化メカニズム
が、未だ十分に理解されていない点である。
さらに、成体の膵臓において、・細胞は新生
しているのかどうか、そして、もし新生して
いるのなら、そのプロジェニターはどこに存
在するのか、という問題が未解決であるとい
う点もある。研究代表者はこれまでに、転写
因子 FoxO1が膵・細胞の増殖を調節すること



を報告している（Kitamura et al., J Clin 
Invest 2002）。さらに、マウスの胎生期の膵
発生過程における FoxO1 の発現パターンが、
Pdx1 と酷似していることを確認した。一方、
Notch シグナルは膵臓の発生や膵細胞の分化
に重要であるが、研究代表者はFoxO1がNotch
シグナル下流の転写因子、Rbp-jk と直接結合
することで、Notch シグナルと協調して Hes1
の転写を調節することを報告した（Kitamura 
et al., J Clin Invest 2007）。これらの学
術的背景と研究代表者のこれまでの研究成
果より、FoxO1 が膵細胞の分化や膵細胞型の
決定に重要な役割をする可能性が強く示唆
される。一方、議論のあるところではあるが、
複数の状況証拠から、成体においては、膵管
細胞は膵内分泌細胞のプロジェニターと考
えられている。研究代表者はマウスから膵管
細胞を単離培養する方法を独自に開発して
いる。 
 
２．研究の目的 
 上記の学術的背景と研究代表者のこれま
での研究成果を踏まえて、本研究においては、
まず FoxO1が実際に膵細胞の分化や膵細胞型
の決定に何らかの役割を果たしているかを
in vivo で明らかにする。膵臓特異的 FoxO1
欠損マウスと膵臓特異的 FoxO1トランスジェ
ニックマウスの両方を作成し、全身の表現型
の解析と膵臓の形態学的解析を行う。次に、
これらのマウスに高脂肪食を与える、あるい
は db/db マウスと交配した際に、耐糖能に変
化が生じるかを検討する。また、研究代表者
が既に確立している手法を用いて、マウスか
ら膵管細胞を単離培養し、アデノウイルス発
現系を用いて、FoxO1 の恒常的活性型、ある
いは優位抑制型変異体を発現させ、膵管細胞
が膵内分泌細胞に分化移行し得るかを検討
する。さらに、FoxO1 以外の転写因子の遺伝
子導入や、・細胞の分化や増殖を促進すると
されている種々の生理活性物質の併用も検
討する。本研究の特色は、これまで全く知ら
れていない FoxO1の膵細胞分化における役割
を、in vivo で検討する点であり、本研究の
成果は、膵・細胞の分化メカニズムの解明に
大きく貢献する可能性がある。また、・細胞
のプロジェニターと考えられている膵管細
胞からインスリン産生細胞（・細胞）を作成
する方法として、FoxO1 の導入を検討するこ
とにより、・細胞再生の新しい手法の開発に
も貢献する可能性がある。 
 
３．研究の方法 

［１］ FoxO1の膵特異的欠損マウスの解析 

 FoxO1 の全身の欠損マウスは胎生早期

（E9.5）に大血管の形成不全により死亡す

る（Hosaka et al., PNAS 2004）。その為、

膵機能の解析はもとより、胎生膵の形態学

的解析すら困難であった。そこで本研究に

おいては、膵臓特異的FoxO1 欠損マウスを

作成する目的で、FoxO1lox/lox マウスと

Pdx1-Creトランスジェニックマウスとの交

配を行う。Pdx1-Creトランスジェニックマ

ウスは米ハーバード大学のDouglas Melton

博士から供与して頂いている。Pdx1 は基本

的には全ての膵細胞のプロジェニターで発

現しており、結果として、Cre酵素は全膵細

胞に発現される。作成した膵特異的FoxO1

欠損マウスの解析は以下の手順で行う。

（１）まず、Pdx1-Creの臓器特異性を確認

する為に、Pdx1-CreマウスとeGFP-Rosaマウ

ス（Jackson Labから購入）を交配し、各臓

器でのGFPの発現を組織学的に調査する。

（２）次に、膵臓におけるFoxO1 の欠損効

率を定量RT-PCRやウエスタンブロットを用

いて評価する。（３）最終的にマウスの表現

型を、各種代謝パラメーター（体重、血糖

値、血清インスリン値、等）の測定、膵臓

の形態学的調査（膵臓やラ氏島のサイズ、

ラ氏島の構築、・細胞量、等）、必要であれ

ば、負荷テスト（グルコース耐性テスト、

インスリン耐性テスト、等）を施行して検

討する。 

 

［２］ FoxO1の膵特異的トランスジェニッ

クマウスの解析 

 FoxO1 の膵特異的欠損マウスの解析が

loss-of-functionの研究方法であるのに対

し、逆に、gain-of-functionの研究として、

FoxO1 の膵特異的トランスジェニックマウ

スを作成する。具体的には、米ハーバード

大学のDouglas Melton博士より供与して頂

いたマウス Pdx1 プロモーター領域の 5’-

端に、恒常的活性型の FoxO1 全長を・グロ

ビンのイントロンとポリ A に挟まれた形で

挿入し、トランスジーンのコンストラクト

とする。トランスジェニックマウスの作成、

維持は群馬大学大学院医学系研究科付属動

物実験施設との共同研究とする。作成され

たマウスの解析は、基本的には、先述の

FoxO1 の膵特異的欠損マウスの解析と同様

に行う。つまり、まずトランスジーンの発

現量と発現部位の特異性を組織免疫染色や

ウエスタンブロットで検討し、その後、各

種代謝パラメーターの測定や膵臓の形態学

的調査、そして必要があれば、負荷テスト

も順次行っていく。 

 

［３］ FoxO1 の遺伝子学的操作により、培

養マウス膵管細胞からインスリン産生細

胞を作成する試み 



 研究代表者は、従来の方法（Arkle et al., 
Q J Exp Physiol 1986）とは全く異なる、新
しい膵管細胞の単離培養法を既に確立して
いる。重要なことに、この方法で得られた膵
管細胞には、Pdx1 と FoxO1 が共に発現してい
る。組織学的解析から、本来成体マウスの膵
管上皮細胞には、非常に稀にしか Pdx1 と
FoxO1 は発現しておらず、Pdx1/FoxO1 陽性膵
管細胞が膵内分泌細胞のプロジェニターで
はないかと考えられている（Kitamura et al., 
J Clin Invest 2002）。本研究では、培養膵
管細胞に FoxO1の恒常的活性型や優位抑制型
の変異体をアデノウイルス発現系により、あ
るいは FoxO1 特異的 SiRNA をトランスフェク
ション法により、発現させることで、膵管細
胞の形態や性質に変化が生じるかを検討す
る。具体的には、RT-PCR を用いて各種ホルモ
ン（インスリン、グルカゴン、ソマトスタチ
ン等）や膵酵素（アミラーゼ、エラスターゼ、
トリプシン等）、インスリン遺伝子に対する
転写因子（NeuroD、MafA）、その他の膵細胞
分化関連転写因子（Nkx2.2、Pax4、Pax6、
Neurogenin3 等）の発現が膵管細胞に誘導さ
れるかを検討する。 
 
 研究計画［１］と［２］に関しては、さら
に詳しく FoxO1の膵細胞分化や膵細胞機能に
おける役割を検討する目的で、これらのマウ
スに高脂肪食を与え、膵・細胞に負荷をかけ
た際の表現型や・細胞の形態にコントロー
ルとの違いが見られるかを検討する。また、
糖尿病モデルマウスである db/dbマウスとの
掛け合わせを行い、耐糖能や血糖値に変化が
生じるかを検討する。研究計画［３］に関し
ては、もし培養膵管細胞にインスリン遺伝子
の発現を誘導することに成功すれば、さらに
この研究を推進させる為に、これらの細胞を
糖尿病モデルマウスの腎皮膜下に移植して、
in vivo での血糖降下作用を判定し、臨床応
用を目指して解析を進める 
 
４．研究成果 
[1] 膵特異的 FoxO1 欠損マウス 
①FoxO1lox/loxマウスとPdx1-Creトランスジェ
ニックマウスを掛け合わせて作成した
FoxO1lox/lox：Pdx1-Creマウスの膵臓を採取し、
定量RT-PCRを用いて、膵臓において特異的に
FoxO1 遺伝子がノックアウトされていること
を確認し、膵特異的FoxO1 欠損マウスの作成
に成功した。さらに、膵臓以外の臓器では
FoxO1 の発現量に変化が無いことも確認した。
②次に、これらのマウスの体重、血糖値、血
清インスリン値を測定したが、コントロール
マウスとの間に有為な差は認められなかっ
た。③また、これらのマウスの膵臓の組織学
的解析を行った所、膵臓、及びラ氏島のサイ
ズやラ氏島の構築に有為な差は認められな

かった。しかしながら、興味深いことに、膵
特異的FoxO1 欠損マウスの膵臓においては、
インスリン陽性の膵管細胞の数が増加して
おり、さらに小さなラ氏島やインスリン陽性
細胞からなる細胞集塊の数も増加していた。
④膵特異的FoxO1 欠損マウスに、グルコース
耐性テスト（GTT）を行った所、コントロー
ルマウスに比べて、軽度の耐糖能改善が認め
られた。さらに、膵特異的FoxO1 欠損マウス
に高脂肪食を８週間与えた後、グルコース耐
性テスト（GTT）を行った所、コントロール
マウスに比べて、明らかな耐糖能の改善が認
められた。また、より明らかなインスリン陽
性膵管細胞数の増加が確認された。しかしな
がら、糖尿病モデルであるdb/dbマウスと交
配させたところ、膵特異的FoxO1 欠損マウス
では明らかな耐糖能の悪化が確認された。現
在、その原因につき、検討中である。 
 
[2] 膵特異的FoxO1トランスジェニックマウ
ス 
 Pdx1 プロモーターを用いて膵臓に特異的
に恒常的活性型の FoxO1（FLAG-FoxO1-ADA）
を発現するマウスを作成し、その膵臓組織に
おいて、FLAG-FoxO1-ADA の発現を FLAG 抗体
を用いた組織免疫学的手法により確認した。
興味深いことに、これらのマウスではラ氏島
構築の異常と、明らかな・細胞数の減少、相
対的な・細胞の増加が認められた。グルコー
ス耐性テスト（GTT）により、これらのマウ
スは耐糖能の異常が認められ、一部のマウス
は顕性の糖尿病を発症していた。また、膵特
異的 FoxO1 トランスジェニックマウスでは、
著明な外分泌腺房細胞の減少と、膵管構造の
増加、ラ氏島内微小血管の増加が確認された。
次に、これらのマウスに高脂肪食を８週間与
えた所、多くのマウスが糖尿病を発症し、GTT
においても耐糖能の明らかな増悪が認めら
れた。これらの結果から、FoxO1 が・細胞の
分化、新生に重要な役割を果たす可能性が
vivo の系で証明され、この成果は・細胞の分
化メカニズムの解明に大きく貢献すると考
えられる。 

 

[3] FoxO1 の遺伝子学的操作により、培養マ
ウス膵管細胞からインスリン産生細胞を作
成する試み 
 転写因子 FoxO1が膵管細胞から・細胞への
分化を誘導し得るかを検討する為、従来から
知られている膵分化関連転写因子（Pdx1, 
Ngn3, MafA）との組み合わせにより、アデノ
ウイルス発現系を用いて膵管細胞への導入
を試みた。まず、培養膵管細胞に Pdx1、Ngn3、
MafAに加えて恒常的活性型のFoxO1を発現さ
せることで、インスリン遺伝子の転写調節因
子の１つである NeuroD の発現が誘導された
が、残念なことにインスリン遺伝子の発現誘



導には至らなかった。次に、これまでに・細
胞の分化や増殖を促進すると報告されてい
る生理活性物質であるアクチビン Aとベータ
セルリン（BTC）の影響を検討したが、３つ
の異なるクローンにおいて、アクチビン Aと
BTCの併用は濃度依存性にNeuroDの発現を増
加させたが、やはりインスリン遺伝子の発現
誘導は認められなかった。さらに、特異的
siRNA を用いた FoxO1 遺伝子のノックダウン
や優位抑制型 FoxO1変異体の強制発現も試み
たが、やはり膵管細胞にインスリン遺伝子の
発現は誘導できなかった。 
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