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研究成果の概要（和文）：本研究では、加齢性疾患に係わるインスリンシグナル伝達に対するメタロチオネイン（以下
、MT）の関与をMT遺伝子欠損マウス（以下、MTKOマウス）を用いて検討した。MTKOマウスは、野生型マウスと比較して
寿命が短いことが明らかとなった。このマウスの脂肪組織形成能は、野生型マウスのものより高く、高脂肪食摂取下で
は糖代謝能の亢進も見られた。またMT遺伝子を発現抑制した前駆脂肪細胞は、脂肪細胞への分化能が高かった。さらに
MTKOマウス由来の線維芽細胞は、インスリンシグナル伝達の亢進が認められた。以上から、MTがインスリンシグナル伝
達を制御し、加齢性疾患を抑制するという仮説の一端を明らかすることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated involvement of metallothionein (MT) in insulin sign
aling pathways responsible for aging-related diseases. We showed that MT gene knockout mice (MTKO mice) ha
d shorter lifespans than wild-type mice. MTKO mice had larger amounts of adipose tissues than wild type mi
ce, and glucose metabolic capacity was greater in MTKO mice fed a high-fat diet than in the corresponding 
wild-type mice. Gene expression levels of adipocyte enlargement factor, Mest and lipoprotein receptor, Vld
lr in adipose tissues were higher in MTKO mice than in wild type mice. We characterized gene and protein e
xpression patterns of MT in adipogenesis model in vitro, 3T3-L1 cell line. In addition, pretreatment of MT
 siRNA promoted adipocyte differentiation in 3T3-L1 preadipocytes. MT knockout increased insulin-stimulate
d phosphorylation of Akt in mouse fibroblasts. Taken together, MT may protect against aging-related diseas
es through negative regulation of insulin signaling pathways.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) インスリンシグナル伝達と老化の関係 

インスリンシグナル伝達は、インスリンあ
るいはインスリン様成長因子（insulin-like 
growth factor,以下 IGF）が、インスリン/IGF
受容体に結合することで起こり、肝臓、骨格
筋や脂肪組織へのグルコースの取り込みを制
御する。一方、インスリンシグナル伝達が過
栄養により過剰かつ持続的に活性化すると、
活性酸素種（reactive oxygen species; ROS）
の生成を増大させて老化を促進させるといわ
れている。このインスリンシグナル伝達の亢
進が、過栄養から肥満や糖尿病を含む加齢性
疾患発症に至るメカニズムの１つと考えられ
る。一方、インスリン受容体ホモログ daf-2 
遺伝子が変異した線虫は、1.5～2倍程度高寿
命となることが知られている（Jennie B.ら、
Genetics, 1995）。この線虫の高寿命化は、イ
ンスリン受容体の欠損が栄養分の少ない環境
に順応するのと同じように自らの成長を抑制
して長く生きるようとする、いわゆるカロリ
ー制限による老化抑制・寿命延長のモデルと
考えられている。このインスリンシグナル伝
達経路の機構は、ヒトに至るまで高度に保存
されているが、この高寿命化現象が線虫と同
様に起こるかどうかは不明である。 
(2)メタロチオネインと寿命の関係 
 メタロチオネイン（metallothionein、以下
MT）は、分子量約 7,000 の低分子量タンパク
質で、I～IV の 4 つのアイソフォームが存在
する。そのアミノ酸組成の 1/3 がシステイン
であり、チオール基を介して銅や亜鉛イオン
などの必須微量元素と結合し、またカドミウ
ムや無機水銀イオンなどの有害重金属元素と
結合し無毒化する。このチオール基は、フリ
ーラジカルとも容易に反応するため、MT は、
ROS を強力に消去する抗酸化タンパク質とし
てもはたらく。上述の高寿命線虫 daf-2 遺伝
子変異体において、MTのホモログ mtl-1遺伝
子の発現が増大することが示されている
（Barsyte D.ら、FASEB J, 2001 および Murphy 
C.T.ら、Nature, 2003）。一方で、daf-2遺伝
子変異体の mtl-1 をノックダウンすると、延
長した寿命が短縮する。しかし、MTが哺乳類
などの高等生物で寿命を制御するかどうかは
あまりよく分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、以下の２点について検討した。 
(1) MT 発現は寿命に関与するのか? 
 線虫の研究から、MTは、抗老化効果を有し、
老化を促進するインスリンシグナル伝達経路
に拮抗すると考えられるが、MT発現が寿命に
与える影響はあまり検討されていない。そこ
で MT-I, MT-II遺伝子遺伝子欠損マウス（MTKO）
マウスを用いて、MT が寿命に与える影響を検
討することとした。 
(2) MT 欠損による肥満や老化にはインスリン

シグナル伝達が関与するのか？ 
当研究室では、雌性 MTKOマウスが、高脂肪

食摂取下において野生型（WT）マウスと比べ
て有意に肥満を発症することを示した（Sato
ら、FASEB J, 2010）。この高脂肪食誘導性の
肥満は、線虫における mtl-1 と daf-2 の関係
同様に MT の欠損によりインスリンシグナル
伝達が亢進し、糖取り込みおよび脂質合成能
が増大することに起因し、遂には寿命に至る
と仮定した。そこで、インスリンシグナル伝
達に対する MTの関与に着目し、MT 欠損の糖・
脂質代謝から肥満を含む加齢性疾患に与える
影響について検討することとした。また、特
にインスリンシグナル伝達と肥満などの加齢
性疾患と密接にかかわる臓器として脂肪組織
がある。この脂肪組織・脂肪細胞に着目し、MT
発現が、インスリンシグナル伝達と加齢性疾
患にどう関わるかを in vivo および in vitro
で検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) MTKO マウスの寿命の調査 
雌雄 MTKOおよび WTマウス（ともに 129/SV

バックグラウンド、n=11～18）を使用した。恒
温恒湿下、明暗周期 12：12 時間で飼育した。
自由摂食、自由飲水条件下で寿命まで飼育し
た。マウスの寿命は、Kaplan-Meier の生存曲
線を作成し、比較検定（ログランク検定およ
び一般化ウィルコクソン検定）によって評価
した。 
 

(2) MTKOマウスにおける各種パラメータの解
析 
 8週齢雌雄マウスを通常飼料(343 kcal/100 
g、粗脂肪率 3.8%)で長期（35 週）飼育した後
に、その体重、生殖器周囲の脂肪組織重量を
測定した。生殖器周囲脂肪細胞面積は、HE染
色像を蛍光顕微鏡 BIOREVO（キーエンス社）の
計測モジュールを使用して測定した。血糖値
は、ニプロフリースタイルセンサー（ニプロ
社）を用いた。血中インスリン値およびレプ
チン値は ELISA 法により測定した。また通常
食あるいは高脂肪食(508 kcal/100 g、粗脂肪
率 32%)で 13～16 週間飼育したマウスの腹腔
内糖負荷試験では、12時間絶食後、グルコー
ス 2 g/kgで腹腔内に投与し、0, 15, 30, 60, 
120 および 180 分後に血糖値を測定した。各
遺伝子発現量は、RT-PCR 法により評価した。 
 
(3) 培養脂肪細胞を用いた in vitro 研究 
汎用される in vitro 培養脂肪細胞分化モ

デル 3T3-L1 前駆脂肪細胞株および分化させ
た脂肪細胞を用いて以下の実験を行った。 
 
① 3T3-L1 脂肪細胞分化過程における MT の

発現変動 
分化誘導剤カクテル（インスリン（以下、

INS）、デキサメタゾン（以下、DEX）、キサンチ
ン誘導体(以下、IBMX)）およびその各コンポ
ーネントで刺激した際 MT mRNA の発現を RT-
PCR により解析した。また各コンポーネント
で刺激した際の MT タンパク質の発現を一次



抗体として抗 MT 抗体を、二次抗体として
Alexa Fluor 488標識抗体を用いた間接蛍光
抗体法で観察した。 
 
② MT 遺伝子の機能喪失実験 

3T3-L1 前駆脂肪細胞株に対して 50 nM 
siRNAをトランスフェクションして MT遺伝子
をノックダウンさせた。この時の MT mRNA の
発現を RT-PCR法で、タンパク質の発現を間接
蛍光抗体法で確認した。この MT siRNA と
siRNA control を処理した 3T3-L1細胞に脂肪
細胞分化誘導処理し、脂肪細胞の分化度を Oil 
Red Oによる中性脂肪染色を指標に検討した。 
 
③ MTKO マウス由来線維芽細胞株のインスリ

ン曝露によるインスリンシグナルの活性
化 

 MTKO および WT 両系統マウスの脂肪組織か
ら単離した線維芽細胞株に対して無血清培地
下で 0～100 ng/mL インスリンを 10分間処理
後に細胞抽出液を調製し、インスリンシグナ
ル伝達の下流に存在する Akt タンパク質のリ
ン酸化をウェスタンブロット法により検出し
た。 
 
４．研究成果 
(1) MTKO マウスの寿命 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：雌雄 WTおよび MTKOマウスの生存曲線 

黒線：WTマウス群、赤線：MTKOマウス群 

 
 研究当初の計画通り、研究期間内に全マウ
スが死亡しなかったため、途中結果を示す。
雌雄 MTKO マウスの寿命（平均値 97.6 週齢、
中央値 102.0週齢）は、雌雄 WT マウスの寿命
（平均値 117.8 週齢、中央値 120.0 週齢）と
比較し、有意に短いことが確認された（ログ
ランク検定および一般化ウィルコクソン検定
いずれも P<0.001）（図 1）。雌性マウスのみに
おいても、WT マウス（平均値 112.3 週齢、中
央値 120.0週齢）と比較して MTKOマウス（平
均値 90.3 週齢、中央値 99.0 週齢）は有意
（P<0.001）に短く、雄性マウスに関して、死
亡例数が少ないものの、同様の傾向が認めら
れた（0.01<P<0.05）。このことから MT の欠損
は、マウスの寿命を短縮化することが初めて
示された。 
 

(2) MTKO マウスにおける各種パラメータ 
 WTおよび MTKOマウスを通常食で 35週間飼
育した際の各種パラメータを表１に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1：雌雄 WTおよび MTKO マウスの各種パラメータ 

値は平均値±標準誤差で示した。P*<0.05、対 WT群。 

 
雌性 MTKO マウスと WT マウス間の体重は、有
意な差は認められなかったが、脂肪重量は、
MTKOマウスの方が重い傾向を示し、脂肪細胞
面積は、WTマウスと比較して顕著に高値を示
した。雄性マウスでは、WTマウスと比較して
MTKOマウスの方が有意に体重、脂肪重量、脂
肪細胞面積が大きかった。この WT マウスと
MTKOマウスの脂肪組織の大きさは、全身の脂
肪組織量と比例するアディポカインであるレ
プチン量と相関した。一方、血漿インスリン
値には、有意な差は、認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：A, Mest遺伝子発現; B, Vldlr遺伝子発現 

値は平均値±標準誤差で示した。P*<0.05、P**<0.01。 

 
 次にマウスの脂肪組織中の脂肪組織関連遺
伝子について RT-PCR 法によりその発現を比
較解析した。その中で脂肪細胞肥大化促進遺
伝子 Mest（図 2A）および脂質代謝の活発な組
織で発現の高いリポタンパク質受容体遺伝子
Vldlr（図 2B）の発現が、雌雄共に WT マウス
と比較して MTKOマウスで高値を示した。これ
らの結果は、脂肪細胞サイズと相関したため、
MTKOマウスは、摂取カロリーおよび血漿イン
スリン値が WT マウスと同等であるにもかか
わらず、脂肪組織が肥大化しやすく、食餌に
対する感受性が高いと考えられる。しかし、
糖の取り込み（Slc2a4 など）、脂質の取り込み
（Ldlr や Cd36 など）や脂質生成や分解に関
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わる遺伝子（Fasn や Acaca など）の発現は、
WTと MTKOマウス間で有意な差は認められず、
どのように脂肪細胞が肥大していくのかは、
今後の検討課題である。 

次に、WT および MTKO マウスに対して腹腔
内糖負荷試験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：腹腔内糖負荷試験 

A, 雌性; B, 雄性：△、通常食摂取 WTマウス；▲通常

食摂取 MTKOマウス；○高脂肪食摂取 WTマウス；●高脂

肪食 MTKOマウス。P*<0.05、対高脂肪食摂取 WT群。 

 
糖負荷による血糖値の変動は、通常食摂取の
WTと MTKOマウス間において、雌雄とも同程
度であった（図 3A, 3B：△と▲）。一方、高
脂肪食を摂取したマウス間において、WTマ
ウスと比較して MTKO マウスの最高血糖値は
有意に低く、血糖の濃度時間曲線下面積は、
低い傾向を示した（図 3A, 3B:○と●）。し
たがって、MTKO マウスは、高脂肪食摂取時
において WT マウスと比較して糖代謝能が高
いことを示している。この高脂肪食摂取した
MTKOマウスの高い糖代謝能は、MT遺伝子欠
損によりインスリンシグナル伝達が亢進して
いる可能性を示唆しており、これが MTKOマ
ウスの短寿命化に影響を与えているのかもし
れない。しかし、糖代謝能に差が認められな
い通常食摂取下において MTKO マウスの短寿
命化が認められることから、今後、MTKOマ
ウスの通常食摂取下におけるインスリン感受
性について検討する必要がある。 
 
(3) In vitro における MT と脂肪細胞に関す

る研究 
① 脂肪細胞分化過程における MT の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4:3T3-L1脂肪細胞分化モデルにおける MT mRNAの発現

変動 A, MT-I; B, MT-II  P**<0.01, 対 0時間。 

 

汎用される in vitro 脂肪細胞分化モデル
である 3T3-L1前駆脂肪細胞株を用いて、その
分化過程における MT の発現を検討した。MT-
I mRNA の発現量 

は、分化誘導開始 3 時間後をピークに有意

に増大し、その後 1 日以降は、分化誘導開始
前の発現レベルに戻った（図 4A）。一方、MT-
II mRNA の発現量は、分化誘導開始 3 時間後
をピークに有意に増大し、その後緩やかに減
少していき、5 日目には基底レベルへ戻った
（図 4B）。次に、この脂肪細胞分化による MT
の発現が、分化誘導剤カクテル(以下、DIM)に
含まれる各コンポーネントによる影響かどう
かを検討するため、それぞれを単独処理した
場合の MT mRNA およびタンパク質の発現を解
析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5:分化誘導剤カクテルとその各コンポーネント刺激に

よる MT mRNAの発現変動 A, MT-I; B, MT-II  P**<0.01, 

対基礎培地（BM）。 

 

MT-Iおよび MT-IIの mRNA発現量は、DIM同様
に DEX の単独処理によって有意に増大した
（図 5A, 5B）。また IBMX 単独処理では、MT-II
の有意な発現増大が観察された（図 5B）。これ
らの mRNA の発現変動は、MT-I と MT-II 両タ
ンパク質を認識する抗体を用いた間接蛍光抗
体法の結果と一致し、DEX 単独処理群および
DIMで MTタンパク質の顕著な増大が細胞質で
認められ、IBMX単独処理群ではわずかな増大
が観察された（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6:分化誘導剤カクテルとその各コンポーネント刺激に

よる MT-I/-IIタンパク質の発現 

 
したがって、当該分化系における MTの発現増
大は、脂肪細胞分化過程に伴った反応ではな
く、脂肪細胞分化には不十分な IBMXや DEXに
よるものだと考えられる。また ISN によって
発現増大しなかったため、インスリンシグナ
ル伝達は、MT の発現自体に直接関与しないと
考えられる。 
 
② 脂肪細胞分化に及ぼす MT発現抑制の影響 
MTKOマウスの脂肪組織中の脂肪細胞は、WT

マウスと比較して肥大化し、脂肪組織が大き
くなる傾向を示した。したがって、MTは、脂
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肪組織形成および加齢性疾患、特に肥満を制
御すると考えられる。そこで in vitro におい
て MT の発現を siRNA によって発現抑制した
ときの 3T3-L1 脂肪細胞分化系に与える影響
を検討した。まず MT siRNAの効果を検討した。
分化誘導剤刺激による MT mRNA（図 7A）およ
びタンパク質（図 7B）の発現増大は、siRNA 処
理により有意に抑制された。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7: 3T3-L1細胞株に対する MT siRNAの効果 

A, mRNA発現; B, MTタンパク質発現; Bar=40 µm, 青、

核染色; 緑、MTタンパク質 
 

3T3-L1 前駆脂肪細胞株に対して MT siRNA
を前処理し、脂肪細胞分化誘導処理を行った。
その結果、MT siRNA を処理した 3T3-L1 細胞
株は、siRNA control を処理した細胞と比較
して中性脂肪の指標となる Oil Red O 色素の
保持量が増大し、脂肪滴を有する脂肪細胞が
多く認められた（図 8Aと 8C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8: 3T3-L1脂肪細胞の脂肪蓄積に対する MT siRNAの効

果 

A, 通常の脂肪細胞分化誘導カクテル（DIM）で分化誘導

した場合の細胞像。B, DEXの代わりに PGZを用いた場合

の細胞像（Bar=250 µm; 赤, Oil Red O 色素）。C, Oil 

Red O色素の保持量（P**<0.01; n.s., not significant） 

 
次に、MTの発現誘導作用を有する DEXの代わ
りに MT 誘導作用をもたないが脂肪細胞分化

を誘導するピオグリタゾン（PGZ）を用いて同
様に MT siRNA 処理を行った。その結果、脂肪
蓄積量は、MT siRNA と siRNA control 間で有
意な差は認められなかった（図 8B と 8C）。こ
れらの結果から、MT の発現抑制は、3T3-L1脂
肪細胞分化系においても脂肪蓄積を増大させ
ることを示し、MTの発現が脂肪組織の形成を
制御する可能性の一端を明らかにした。詳細
なメカニズムは、さらなる解析が必要となる。
一方でこの発現抑制効果は、合成ステロイド
である DEX を含まない分化系では認められな
いことから、MTが発現誘導されるような環境
下、例えば環境ストレスが多い条件などで起
こる現象である可能性が示唆される。これは、
MTKOマウスが高脂肪食誘発性肥満であること
と関係するかもしれない。 
 
➂MTKOマウス由来線維芽細胞株のインスリン
シグナル伝達 
 本研究のこれまでの結果から、MTKOマウス
は、野生型マウスと比較して糖代謝能が高く、
インスリンシグナル伝達が亢進している可能
性が示唆された。そこで、この可能性を検証
するため、in vitro 細胞系を用いた。MTKOお
よび WT 両系統マウスの脂肪組織から単離し
た線維芽細胞株を樹立している（Sato ら、
FASEB J, 2010）。この細胞株に対して各濃度
のインスリンを処理し、インスリンシグナル
伝達の下流に存在するタンパク質キナーゼ
Aktの活性化（リン酸化）を指標に検討した。 
 
 
 
 
 
 
図 9:インスリン暴露した WTおよび MTKOマウス由来線維

芽細胞株の Aktのリン酸化 

 

その結果、野生型と比較して MTKOマウス由来
線維芽細胞株において 1 nM インスリン添加
群で顕著な Akt のリン酸化（P-Akt）が観察さ
れ、MTKOマウス由来細胞は、より低濃度のイ
ンスリンでシグナル伝達が活性化することが
分かった。したがって、MT遺伝子欠損によっ
てインスリンシグナル伝達が亢進しているこ
とが in vitro の系で明らかとなった。このイ
ンスリンシグナル伝達の亢進が、肥満を含む
加齢性疾患および寿命に影響を与えているか
どうかに関し、さらなる研究が必要がある。 
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