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研究成果の概要（和文）： 

 トラフグから Foxo1 遺伝子の全翻訳領域をクローニングし，その転写産物が様々な組織
で発現することを示した。また，トラフグ Foxo1 タンパク質は哺乳類の相同分子と同様に
インスリン様成長因子-I（IGF-I）依存的に核から細胞質に移行することを明らかにし，さ
らに in vitroでトラフグ PPARと結合することを示した。一方，脂質蓄積部位が異なるトラ
フグおよびマダイでは，脂質含量の高い組織で PPARおよびその標的遺伝子であるリポタ
ンパク質リパーゼ（LPL）の mRNA 量が多かった。以上の結果は，PPARが魚類で組織特
異的に脂質蓄積を促進すること，また Foxo1 が IGF-I 依存的にそれを抑制することを示唆
している。 

 

研究成果の概要（英文）： 
  We cloned the full open reading frame of Foxo1 from torafugu. The transcripts were widely 

distributed in various tissues. Like the mammalian orthologues, torafugu Foxo1 protein was 

excluded from nucleus in a insulin-like growth factor I (IGF-I)-dependent manner, and bound to 

peroxisome proliferator-activated receptor  (PPAR) in vitro. On the other hand, the mRNA levels 

of PPAR and its putative target, lipoprotein lipase (LPL), showed a good correlation with the lipid 

content of liver and muscle in torafugu and red seabream. These results suggest that PPAR 

promotes the species-specific lipid accumulation in fish, and Foxo1 functions as an IGF-dependent 

inhibitor of PPAR. 
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１．研究開始当初の背景 

 脂質は生体の主要な構成成分の一つで，エ
ネルギーの貯蔵や細胞内シグナル伝達など

多くの生命現象に関わっている。魚類の主要
な脂質蓄積部位は肝臓および筋肉であるが，
両組織における脂質の存在比は魚種ごとに
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大きく異なっており，マダイのように主に筋
肉に脂肪を蓄える魚種と，トラフグのように
主に肝臓に脂肪を蓄える魚種に大別される。
筋肉の脂質含量は魚肉の味や食感，貯蔵特性，
加工適性などに大きな影響を及ぼす。そのた
め，組織特異的な脂質蓄積の機構を明らかに
することは基礎的にも応用的にも大きな意
義がある。 

 Foxo1および PPARγ（peroxisome-proliferator 

activated receptor gamma）は，それぞれ哺乳類
の脂質蓄積を抑制および促進する転写因子
である。低血糖状態では Foxo1 は核内に局在
し，p21 などの転写を活性化するとともに，
PPARγ に結合しその転写活性を阻害して脂
質蓄積に抑制的に働く。一方，高血糖状態で
は Foxo1 はインスリンシグナル伝達経路の
Akt キナーゼによりリン酸化され，細胞質へ
移行する。PPARγは，Foxo1 と解離した後，
細胞内へ脂質を取り込むリポタンパク質リ
パーゼ（LPL）などの転写を活性化するとと
もに，PPARγの転写も促進するポジティブフ
ィードバックを引き起こし，その結果，細胞
内の脂質蓄積が促進される。p21や LPLのほ
か，最近でも新規の Foxo1 および PPARγ標的
遺伝子が相次いで同定されている。魚類では，
これら分子に関する知見は限られており，上
述した組織特異的な脂質蓄積に果たす役割
も不明である。 

 

２．研究の目的 

 申請者は，マダイおよびトラフグの組織特
異的な脂質分布の要因を探る研究を進めて
おり，両魚種で組織の脂質含量と LPL遺伝子
の mRNA 量が相関することを明らかにして
いる。本研究では，LPL の転写を制御する
PPARγの機能解析を行うとともに，その調節
因子である Foxo1 の機能も明らかにし，両分
子が魚類の組織特異的な脂質蓄積に果たす
役割を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 トラフグから Foxo1遺伝子をクローニング
し，組織分布や局在制御機構を明らかにする。
また，トラフグ Foxo1および PPARの結合実
験を行う。さらに，両分子およびそれらの下
流遺伝子の発現様式をトラフグとマダイで
比較し，Foxo1と PPARが組織特異的な脂質
蓄積に果たす役割を考察する。 
 
４．研究成果 
 既 報 の ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Foxo1

（NP_001070725）の塩基配列をプローブにト
ラフグゲノムデータベースをスクリーニン
グした。得られた配列を参考にプライマーを
設計し，常法によりトラフグ Foxo1をクロー
ニングした。本遺伝子の組織分布を RT-PCR

で調べたところ，調べた全ての組織で転写産

物がみられた（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

図1. トラフグFoxo1転写産物の組織分布. 内
部標準にはアクチン遺伝子を用いた. 

 

 次に，トラフグ Foxo1の局在制御機構を調
べた。野生型トラフグ Foxo1 を Flagタグとの
融合タンパク質としてラット L6 筋芽細胞に
強制発現させた。抗 Flagタグ抗体を用いた免
疫染色の結果，トラフグ Foxo1 は無血清状態
では核に局在すること，培地にヒトインスリ
ン様成長因子（IGF-I）を添加すると細胞質へ
移行することが明らかとなった（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. IGF-Iによるトラフグ Foxo1の局在制御. 

 

 

 哺乳類 Foxo1 のリン酸化部位に相当する 3

つのアミノ酸残基をアラニンに置換したト
ラフグ Foxo1 変異体では，IGF-I による細胞
質への移行が阻害された。これらの結果から，
トラフグ Foxo1の局在は，哺乳類の相同分子
と同様に IGF-I 依存的なリン酸化によって制
御されることが示唆された。 

 また，野生型トラフグ Foxo1 が同魚種の
PPARγ に結合するかどうかを大腸菌発現系
を用いて検討した。両タンパク質をそれぞれ
GSTおよび Hisタグとの融合タンパク質とし
て大腸菌で発現させ，抗 GST 抗体を用いたプ
ルダウンアッセイに供した。抗 His タグ抗体
を用いたウエスタンブロットにより，両タン
パク質が特異的に結合することが示された。 

 

 さらに，トラフグおよびマダイの肝臓およ
び筋肉と，マダイの脂肪組織につき，PPAR

および LPL の mRNA 量をリアルタイム PCR

で調べた。その結果，両分子の mRNA 量は，
脂質含量とほぼ相関することが明らかとな
った。すなわち，マダイでは肝臓，筋肉およ
び脂肪組織で PPARおよび LPL の mRNA が
検出されたが，トラフグ筋肉では PPARは検
出されず，LPLの mRNA量も極めて少なかっ



 

 

た（図 3）。 

 マダイ筋肉中には，筋細胞以外に大きな油
滴をもつ脂肪細胞が存在し，筋肉脂質の大部
分はこの細胞に蓄積していると考えられて
いる。そこで，マダイ筋肉を対象に PPARお
よび LPLの in situハイブリダイゼーションを
行った。PPARの mRNAは検出されなかった
が，LPLの転写産物は，脂肪細胞に蓄積して
いることが明らかになった。この結果は，魚
類筋肉は筋細胞および脂肪細胞が混合した
組織であり，遺伝子発現解析の際には両者を
区別して考える必要があることを示してい
る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
図 3. トラフグおよびマダイの各組織におけ
る PPARおよび LPL mRNA量の比較. 

 
 以上の結果は，PPARおよび LPLが魚類
の組織特異的に脂質蓄積に関与すること，
さらに Foxo1 が IGF-I 依存的に PPARを阻
害し，脂質蓄積の調節因子として働くこと
を示唆している。 
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