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研究成果の概要： 
本研究では 2 型糖尿病での膵E細胞におけるインスリン分泌の相対的低下の発症に着目した。
今回我々は、フォークヘッド転写因子 FoxO1 に焦点を絞り、その活性型および抑制型変異体
を膵E細胞で特異的に過剰発現させるマウスを作製しその表現型を解析するとともに、生体内
での膵E細胞での遺伝子変化に与える影響を検討した。膵E細胞特異的に活性型 FoxO1 を過剰
発現させると空腹時の高血糖を認めた。また、抑制型 FoxO1を Leprdb/dbマウスのE細胞におい
て過剰発現させると耐糖能の改善が認められた。E細胞においては p27 遺伝子の発現には影響
は認められなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
2 型糖尿病は、肝臓、脂肪組織、骨格筋など
の末梢組織のインスリン抵抗性と膵E細胞の
インスリン分泌不全により、発症する。イン
スリンは、肝臓においては、 glucose 
6-phosphatase ( 以 下 、 G6PASE) 及 び
phosphoenolpyruvate carboxykinase (以下、
PEPCK)遺伝子の発現を抑制し、糖産生を低
下させる。脂肪組織、骨格筋においてはブド
ウ糖の取込みを促進させる。膵E細胞の機能
においてもインスリンが重要な働きを担っ
ていることは、インスリン受容体基質（以下、

IRS）-2ノックアウトマウスにおいてE細胞の
増殖が低下し、糖尿病を発症することや、膵
E細胞特異的インスリン受容体(IR)ノックア
ウトマウスおよび IR/インスリン様成長因子
-1 受容体（以下、IGF-1R）ダブルノックア
ウトマウスが膵E細胞の機能不全により、糖
尿病を発症することからも明らかである。し
かしながら、膵E細胞におけるインスリンお
よび IGF-1シグナルの破綻が、実際に同細胞
の機能を低下させるにいたる分子メカニズ
ムに関しては不明な点が多い。 
 近年、インスリンの転写調節作用に関与す
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る様々な転写因子が報告されている。フォー
クヘッド転写因子 FOXO ファミリー
(FOXO1, FOXO3A, FOXO4)は、インスリン、
IGF-1により、PI3-kinase、Aktを介してリ
ン酸化され、核内から細胞質へ転出され、そ
の転写活性が抑制される転写因子である。
FoxO1 はマウスにおいて、肝臓、脂肪組織、
骨格筋、視床下部、膵E細胞に発現している。
肝臓においては、G6PASEの発現亢進により、
糖産生を増加させ、脂肪細胞の分化抑制、視
床下部においては、摂食調節ペプチドの転写
に関わっていることが報告されている。膵E
細胞における FOXO1の作用に関しては、以
前我々は、肝臓及び膵E細胞特異的活性型
FoxO1 過剰発現トランスジェニックマウス
(Ttr-S253A FoxO1-305)において、Pdx-1遺
伝子の発現が低下し、膵E細胞の増殖が抑制
されていることを報告した。さらに、FoxO1
が末梢組織のインスリン抵抗性に対するE細
胞の代償性肥大を抑制することが報告され
ている。我々は、野生型マウスの genetic 
background における活性型 FoxO1 のE細胞
における過剰発現のみでは、糖尿病発症には
至らないことを、C57bl6 マウスとの back 
cross を繰り返すことにより確認した。しか
しながら、Leprdb/dbマウスにおいて、活性型
FoxO1 を膵E細胞において過剰発現させた場
合 (Leprdb/db-Ttr S253A-305) 、 摂 食 量 が
Leprdb/dbと同じであるにも関わらず、体重お
よび白色脂肪組織重量の低下、グルコース刺
激に対するインスリン分泌の低下、E細胞に
おける Pdx-1、インスリンの発現低下を認め、
通常の Leprdb/db マウスよりも早期に糖尿病
を発症することを見いだした。Ttr-S253Aで
用いた変異型 FoxO1は Aktリン酸化部位の
一つであるSerine253をAlanineに置換した
ものであり、恒常的に核内に留まり
（constitutively nuclear）、in vitroでは恒常
的に活性があることが示されている。しかし、
genetic background の 相 違 に よ り 、
phenotype に著しい違いをもたらすことは、
FoxO1 の核内における活性調節の存在が示
唆される。同様の現象は C.elegansにおいて
も認められている。C.elegans においては、
FoxO1の homologueである DAF-16の 3つ
のAktリン酸化部位すべてをAlanineに置換
した constitutively nuclear type の変異体
（DAF-16aAM）は、野生型 C.elegans にお
いて過剰発現させても、寿命は延長しないが、
IRのhomologueであるDAF-2変異体で過剰
発現させた場合寿命の延長が認められる。以
上のことから、FoxO1が転写活性をフルに発
揮するには、核内にとどまることのみでは不
十分であることは明白である。しかしながら、
その分子メカニズムに関しては解明されて
いない。 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、FoxO1の核内における転
写活性調節メカニズムを明らかにすること
である。既に報告されているように、FoxO1
は、Aktによるリン酸化による抑制以外に、
CBP/p300 によるアセチル化、Sirt1 による
脱アセチル化が転写活性調節に重要である。
しかし、実際にマウス生体内の組織を用いて
なされた研究は報告されていない。本研究で
は、野生型および Leprdb/dbマウスの膵E細胞
に お い て constitutively nuclear type 
FoxO1(T24A/S253A/S316A; 以 下 、
3A-FoxO1)を過剰発現させ、3A-FoxO1 の結
合蛋白および翻訳後修飾を比較することに
より、新たなE細胞における機能不全発症の
メカニズムを明らかにし、その機構を抑制し
うる分子を同定する。以上のように、本研究
は、2 型糖尿病の創薬開発へつながりうると
考えられる。本研究では、上記の Ttr 
S253A-305 マウスが、膵E細胞のみならず肝
臓においても、変異型 FoxO1 が過剰発現し
ていることを考慮にいれ、新たに、膵E細胞
のみで constitutively nuclear typeの変異型
FoxO1(3A-Fox O1)を過剰発現させるマウス
を使用する。我々は、既に homologous 
recombinationにより、3A-FoxO1 cDNA を
Rosa26 genomic locus へノックインさせた
マウス(Rosa26-3A FoxO1)を作製した。 
このマウスは、Cre recombinaseの存在下で
組織特異的に 3A-FoxO1 を過剰発現させる。
褐色脂肪組織特異的Cre recombinase過剰発
現トランスジェニックマウスを用いた検討
では、mRNAレベルで内因性 FoxO1の 3倍
程度の過剰発現が認められている。
Rosa26-3A FoxO1 をラットインスリンプロ
モーターでCre recombinaseを過剰発現させ
るトランスジェニックマウス(Ins Cre)とか
けあわせ、Rosa26-3A FoxO1- Ins Creを得
ることで、膵E細胞特異的な変異型 FoxO1過
剰発現による糖代謝への影響の解析が可能
となる。膵E細胞特異的 FoxO1の過剰発現マ
ウスの作製は、未だ報告されていない。 
 以上のように、本研究の特色、独創的な点
には、1)FoxO1 の転写活性調節が、主に
subcellular localizationで規定されるとされ
てきたことに対し、結合蛋白、翻訳後修飾を
含めた核内での FoxO1 に対するある種の
eventsが、その活性に大きな影響を与えると
いうことをその phenotype から充分類推し
うる点（Leprdb/db-Ttr S253A-305 と Ttr 
S253A-305 の phenotype の比較）、2)膵E細
胞特異的 FoxO1 過剰発現マウスを Rosa26
ノックインマウスにより得ている点(このマ
ウスにより、臓器特異的または時間特異的
FoxO1過剰発現マウスを得ることができ、同
様の実験を各組織を用いて行うことが可能
であり、研究を発展させうる)、3)ノックイン
した変異型 FoxO1には、Flagタグがついて



 

 

いるため、プルダウンが容易である点などが
あげられる。以上本研究により、膵E細胞機
能不全時における同細胞における FoxO1 結
合蛋白の同定および翻訳後修飾が明確にな
ると考えられ、インスリン抵抗性における膵
細胞機能不全の一因を明らかにしうると考
えられる。本研究を発展させていくことは２
型糖尿病の創薬開発への一端であると考え
る。 
 
３．研究の方法 
＜平成 19年度＞ 
(1)膵E細胞特異的 constitutively nuclear 
FoxO1(3AFoxO1) 過 剰 発 現 マ ウ ス
(Rosa26-3AFoxO1-InsCre)の作製 
すでに作製した constitutively nuclear 
FoxO1ノックインマウス(Rosa26-3AFoxO1)
を Cre recombinaseを膵 細胞特異的に発現
する Ins Creマウスと交配する。 
 
(2)constitutively nuclear FoxO1(3AFoxO1)
を膵E細胞特異的に発現する Leprdb/dbマウス
(Leprdb/db-Rosa26-3AFoxO1-InsCre)の作製 
  Rosa26-3AFoxO1-InsCreを Leprdb/+マウ
ス と 掛 け 合 わ せ 、
Leprdb/+Rosa26-3AFoxO1-InsCreマウスを  
  得 る 。 さ ら に
Leprdb/+Rosa26-3AFoxO1-InsCre マウスを
Leprdb/+マウスと掛け合わせることにより、        
Leprdb/db- Rosa26-3AFoxO1-InsCreを得る。 
 
(3)Rosa26-3AFoxO1-InsCre お よ び
Leprdb/db- Rosa26-3AFoxO1-InsCre マウス
からの膵島の単離 
 Leprdb/dbマウスが明らかな糖尿病を発症し
な い 週 齢 で あ る 生 後 5-6 週 の
Rosa26-3AFoxO1-InsCreおよ  
  びLeprdb/db-Rosa26-3AFoxO1-InsCreマウ
スより膵島を単離する。 
(4)得られた膵島を既報に従い、溶解し、抗
Flag 抗体により免疫沈降する。その後、
SDS-PAGEにより電気泳動し、銀染色を行い、
Rosa26-3AFoxO1-InsCre お よ び
Leprdb/db-Rosa26-3AFoxO1-InsCre マウスよ
り 得 ら れ た バ ン ド を 比 較 し 、
Leprdb/db-Rosa26-3AFoxO1-InsCre 特異的な
バンドの出現、または消失を検討する。 
4. 特異的なバンドを切り出し、タンパク質同
定分析を行う。 
＜平成 20年度＞ 
(1) 活 性 型 FoxO1 発 現 マ ウ ス
Leprdb/dbCNFoxO1Insの糖代謝の解析 
   腹腔内ブドウ糖負荷試験を 6, 9, 12, 16週
齢で施行し、Leprdb/dbマウスに比べ、耐糖能
が悪化していない   か検討する。 
(2)変異型 FoxO1 発現による膵E細胞内にお
ける遺伝子発現変化の検討 

1)6-9 週 齢 の Leprdb/db マ ウ ス お よ び
Leprdb/dbCNFoxO1Ins マウスの膵臓のE細胞
の大きさ、インスリン発現、 PDX1 発現を
組織学的に検討する。 
2)上記マウスより膵島を単離し、RNAを抽出
し、microarray解析を施行し、遺伝子発現の
変化を、apoptosis, cell cycle, autophagy, 
oxidative stressなど既知の FoxO1標的遺伝
子および発現量の変化の大きい遺伝子の有
無を解析する。標的遺伝子として報告されて
いない遺伝子があればその解析を進める。 
3)12-16 週齢の Leprdb/db マウスおよび
Leprdb/dbD256FoxO1Insマウスについて、同
様に解析を進める。 
3. 膵E細胞における FoxO1結合蛋白の探求 
  変異型 FoxO1のN末端には FLAGタグ
を付加してあるので、6-9週齢の Leprdb/dbマ
ウスおよび Leprdb/dbCNFoxO1Ins マウスま
たは 12-16 週齢の Leprdb/db マウスおよび
Leprdb/dbD256FoxO1Insマウスより、膵島を
単離し、抗 FLAG抗体により免疫沈降し、銀
染色により、変異型 FoxO1 に特異的なバン
ドの有無を解析し、特異的と判断された場合
は、蛋白のアミノ酸配列を決定し、結合蛋白
を同定する。同定された蛋白が、報告されて
いない蛋白であればその解析をさらに進め
る。 
 
４．研究成果 
 本研究では 2 種類の FoxO1 変異体、すな
わち、活性型である constitutively nuclear 
(CN) FoxO1 と抑制型である truncated 
('256)FoxO1、を Rosa26 genomic locusに
ノックインさせた組織特異的 FoxO1 トラン
スジェニックマウス(R26floxneoCNFoxO1 および
R26floxneo'256FoxO1)をまず作製した。両マウス
を そ れ ぞ れ 膵 E 細 胞 特 異 的 に Cre 
recombinase を発現する InsCre トランスジ
ェニックマウスとかけ合わせ、膵E細胞特異
的に変異型 FoxO1 を発現するマウス
(CNFoxO1Ins および'256FoxO1Ins)を得、
さらに、Leprdb/+マウスとかけ合わせること
に よ り 、 Leprdb/dbCNFoxO1Ins お よ び
Leprdb/db'256FoxO1Ins マウスを得て、それ
ぞれ Leprdb/db マウスとその表現型を比較し
た。 
 Rosa26-3AFoxO1-InsCre マウスは、2 ヶ
月時において空腹時の血糖の高値を認めた。
Rosa26-'256FoxO1-InsCre マウスは、2 ヶ
月時の耐糖能はコントロール群と差を認め
なかった。 
 一方、Leprdb/db'256FoxO1Ins マウスは
Leprdb/dbマウスに比べ、摂食時の血糖の低下、
腹腔内ブドウ糖負荷試験における耐糖能の
改善、インスリン分泌の上昇が認められた。
また、糖尿病を発症した Leprdb/dbマウスに認
められる膵E細胞の縮小の遅延が認められた。



 

 

しかしながら、FoxO1の標的遺伝子の一つで
E細胞において重要な働きを有する p27 蛋白
の発現には変化は認められなかった。以上の
ことは、抑制型の FoxO1を膵E細胞特異的に
過剰発現させることで Leprdb/db マウスにお
けるE細胞の退縮過程に何らかの影響を及ぼ
したと考えられる。現在、同細胞における p27
以外の FoxO1 標的遺伝子発現の検討を行っ
ている。 
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