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研究成果の概要（和文）：転写因子HNF4αは膵β細胞からのインスリン分泌に必須の分子であるが、低酸素によりその
蛋白発現が著明に低下する。しかしその分子メカニズムは不明であった。本研究によって、低酸素によるAMPKの活性化
がHNF4αの発現低下に関与していることが明らかになった。低酸素によるHNF4α蛋白の著明な発現低下は、転写レベル
の制御ではなく翻訳後修飾により強く制御されており、低酸素条件下およびAMPK活性化条件下においてHNF4α蛋白はユ
ビキチン・プロテアソーム経路を介して積極的に分解されていることが判明した。今後、in vivoでも低酸素によりHNF
4αの発現が低下しているかが重要な検討課題である。

研究成果の概要（英文）：HNF4 alpha, a beta-cell transcriptional factor, is a key molecule for insulin secr
etion from pancreatic beta-cells. Although we found that HNF4 alpha protein was significantly reduced by h
ypoxia, its molecular mechanism was unclear so far. In this study, we demonstrated that hypoxia-induced ac
tivation of AMPK suppresses HNF4 alpha protein levels not via transcriptional regulation, but via ubiquiti
n-proteasome pathway mediated degradation in vitro. Further experiments are needed to see whether HNF4 alp
ha protein might be reduced by hypoxia or AMPK activators in vivo.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）インスリン需要の高い膵β細胞では、
酸素の受給バランスが崩れやすいために、細
胞内が容易に低酸素に陥ること（in vitro で
の検討）、更に肥満 2 型糖尿病モデルマウス
（ob/ob マウス）膵島は糖負荷時に著明に低
酸素化されていることを見出し（in vivo で
の検討）、糖尿病の膵島が低酸素ストレスに
曝されていることを明らかにした（Sato Y. 
JBC 2011）。  
しかし膵島の低酸素ストレスを、糖尿病時

の膵 β 細胞機能障害メカニズムの一つとし
て想定した研究は認められない。 
（２）転写因子 HNF4α、 HNF1α、 PDX-1、 
HNF1β、 NeuroD の遺伝子異常により、イン
スリン分泌不全型の糖尿病（Maturity onset 
diabetes of the young ; MODY）が発症する
（Fajans. N Engl J Med 2001）ことが知ら
れている。膵β細胞株 MIN6 細胞を低酸素に
暴露した時に、これらの遺伝子群の中で HNF4
α蛋白の発現が著明に低下することを新た
に見出した。 
（３）転写因子 HNF4αは zinc フィンガー型
核内転写因子の 1 つであり、MODY1 の原因遺
伝子である（Yamagata K. Nature 1996）。
また膵β細胞特異的 HNF4αノックアウトマ
ウスはインスリン分泌不全を呈し（Miura. 
JBC 2006）、HNF4αは膵β細胞からのインス
リン分泌に必須の分子である。 
（４）肥満 2 型糖尿病モデルマウスである
ob/ob マウス膵島は低酸素化されているが同
時に HNF4αの発現も低下していた。 
(１)～（４）の背景から、肥満糖尿病の膵
島は、低酸素ストレスに曝されており、HNF4
αの発現低下が生じる。HNF4αの発現低下は、
インスリン分泌
不全を助長し、
糖尿病の高血糖
を増悪させる一
要因になるとい
う新たな糖尿病
進展機構を着想
す る に 至 っ た
（右図）。 
 
２．研究の目的 

本研究では、低酸素ストレスが HNF4αの発
現を低下させる分子メカニズムを in vitro、
in vivo において明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）低酸素による HNF4α発現調節の解析 
①転写レベルの発現解析 
マウス膵β細胞株である MIN6 細胞を低酸

素に暴露した後、トータル RNA を調製、cDNA
を合成しリアルタイム PCR 法により HNF4α 
mRNA の発現を検討した。 
②蛋白レベルの発現解析 
同様の条件で回収した蛋白サンプルと

HNF4α特異的抗体を用いてウエスタンブロ

ッティング法により、HNF4α蛋白を検出し、
そのシグナルの強度を定量・数値化した。 
（２）HNF4α発現低下に関与している低酸素
シグナルの検討 
①低酸素誘導因子 HIF1αの関与 
HIF1αノックダウン MIN6 細胞を作製し、

低酸素による HNF4α蛋白発現低下に HIF1α
が関与しているかどうかをウエスタンブロ
ッティング法にて検討した。さらに HIF1α安
定化剤（DFO）および恒常的活性型 HIF1αが
HNF4α蛋白に与える影響を検討した。 
②AMPK の関与 
AMPK の活性化剤（AICAR、メトフォルミン）

およびカルシウムイオノフォア（A23187）が
HNF4α蛋白に与える影響を検討した。また
AMPK シグナルの阻害剤（Compound C）と CAMK
Ⅱの阻害剤（STO-609）を用いることで低酸
素による HNF4α蛋白発現低下に AMPK が関与
しているかどうかをウエスタンブロッティ
ング法にて検討した。 
（３）HNF4α蛋白の安定性に関する検討 
①低酸素および AMPK 活性化剤が遺伝子導入
して発現させた FLAG-HNF4α蛋白に与える影
響を、FLAG 抗体を用いたウエスタンブロッテ
ィング法にて検討した。 
②タンパク翻訳阻害剤であるシクロヘキシ
ミドを添加後、低酸素条件下あるいはメトフ
ォルミン存在下で HNF4α蛋白の発現変化を
検討し分解速度を算出した。 
③低酸素条件下あるいはメトフォルミン存
在下での HNF4α蛋白の分解にユビキチン・プ
ロテアソーム経路が関与しているかを、タン
パク分解阻害剤 MG132 を用いて検討した。 
 
（４）生体内における HNF4α発現調節の解析 
In vitro で確認できたように、低酸素によ

る HNF4α発現低下やメトフォルミンによる
HNF4α発現低下が生体内でも再現できるか
を検討する。マウスにメトフォルミンを投与
した後、膵島を単離しウエスタンブロッティ
ング法にて HNF4α蛋白発現を検討する。また
マウス個体を低酸素環境（7 ％O2）に暴露し
た後に同様に HNF4α蛋白発現を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）低酸素による HNF4α発現調節の解析 
 MIN6 細胞を低酸素に暴露した時、HIF1α蛋
白の発現誘導を認め、低酸素関連遺伝子（解
糖系遺伝子など）の有意な発現上昇を認めた。
この時、β細胞関連の転写因子に注目して検
討したところインスリン合成やインスリン
分泌機構に関与する転写因子 Mafa、Pdx1 の
著明なmRNA発現の低下を認める一方で、HNF4
αmRNA の軽度な発現低下を認めた。更に蛋白
レベルでの評価を行ったところ、低酸素によ
って HNF4α蛋白が著明に低下することが判
明した。すなわち低酸素による HNF4α発現
の低下に関して、蛋白レベルと転写レベルと
では乖離があり転写調節による制御は軽度
であるのに対し、翻訳後修飾により強く制御



されていると考えられた。このことから、低
酸素による HNF4α蛋白の低下機序に着目し
て以降の検討を行った。 
 
（２）HNF4α発現低下に関与している低酸素
シグナルの検討 
 低酸素は、細胞内の種々のシグナルを活性
化することで細胞機能あるいは細胞生存に
影響を与えている。低酸素誘導因子（HIF）
は低酸素応答の主要な調節因子であるので、
次に低酸素によるHNF4α蛋白の抑制にHIFが
関与しているかどうかを検討した。HIF1αノ
ックダウン MIN6 細胞を作製し、低酸素に暴
露した。この時の HNF4α蛋白低下への影響を
検討したところ、低下度に有意な差は認めら
れなかった。また遺伝子導入や薬剤によって
通常酸素下において HIF1αを恒常的に発現
させた場合においても、HNF4α蛋白の発現に
変化を認めなかった。つまり低酸素による
HNF4α蛋白の低下にHIFの関与は否定的であ
った。 
 次に、低栄養や低酸素状態で活性化される
AMPK シグナルの関与について検討した。MIN6
細胞に対して AMPK の活性化剤である AICAR
やメトフォルミンを添加した時、HNF4α蛋白
の発現は有意に低下した。またその発現低下
の度合いは薬剤濃度に依存した（図１）。細
胞内カルシウムの上昇はCAMキナーゼを活性
化し、AMPK の活性化を引き起こすことが知ら
れていたため、カルシウムを強制的に細胞内
に取り込ませるカルシウムイオノフォア
（A23187）を細胞に添加し AMPK を活性化さ
せた時の HNF4α蛋白の発現を検討した。その
結果、A23187 によっても HNF4α蛋白の発現
著明に低下した。さらに低酸素による AMPK
の活性化が HNF4α蛋白の発現低下に重要か
どうかを検討するため、 AMPK 阻害剤
（Compound C）およびCAMKⅡ阻害剤（STO-609）
を同時添加した。その結果 HNF4α蛋白の発現
低下が抑制されたことから、低酸素によって
引き起こされる AMPK 活性化が HNF4α蛋白の
抑制に関与していることが明らかとなった。 
このように低酸素で発現が調節される遺

伝子群は、HIF 経路の影響を受ける報告が多
いが、今回の HNF4αの場合は HIF 経路の関与
はなく、低酸素で活性化される AMPK が発現
低下に重要な役割を果たしているという新
知見を得ることができた。 

 
（３）HNF4α蛋白の安定性に関する検討 
上記の結果より、低酸素条件下では HNF4

α蛋白の安定性が変化していることが考え

られたので、蛋白翻訳阻害剤シクロヘキシミ
ドを添加し細胞内の HNF4α蛋白の経時的変
化について検討した。その結果、低酸素条件
下ならびにメトフォルミン存在下では HNF4
α蛋白の分解速度が上がることが明らかに
なった（図２, 低酸素条件のデータのみ提
示）。またこの分解速度の上昇はタンパク分
解阻害剤であるMG132でキャンセルできるこ
とから、ユビキチン・プロテアソーム経路に
よる蛋白分解の亢進によるものであると結
論付けた。このように翻訳後修飾による調節
であることから、細胞外から遺伝子導入し発
現させた HNF4α蛋白に対しても、低酸素およ
びメトフォルミンはその蛋白発現抑制効果
を発揮した。 

 
（４）生体内における HNF4α発現調節の解析 
以上の検討より低酸素下での AMPK 活性化

が HNF4αの蛋白分解速度を規定していると
考えられた。生体内でも同様の現象が見られ
るかを検討する必要があり現在マウスに対
して、AMPK 活性化剤メトフォルミンを持続的
に投与し、in vivo での HNF4αの蛋白発現に
ついて検討を進めているところである。まだ
条件の最適化などを行っている段階であり
有力なデータは得られていない。しかしなが
ら、今後マウス個体を低酸素環境に暴露する
などの検討も含め継続して行っていく予定
である。  
 

（５）まとめと展望 
本研究では、低酸素条件下で蛋白レベルで

著明に低下する転写因子 HNF4αに着目し、そ
の発現低下の分子メカニズムの解明を目指
した。低酸素で発現制御を受ける多くの遺伝
子は、HIF 経路の影響を受けることが報告さ
れているが、HNF4αに関しては HIF 経路の関
与はなく、低酸素で活性化されるAMPKがHNF4
α発現低下に重要な役割を果たしていた。分
子機序としても非常に興味深いが、膵β細胞
機能の回復効果を見込んだ治療薬の開発に
繋がるだけでなく、AMPK を治療標的にした糖
尿病治療薬がすでに汎用されていることか
ら薬剤選択の際に有益な情報となることが
期待される。 
研究期間全体を通して、当初の研究計画と

は異なるアプローチになってしまったが、低
酸素が HNF4αの発現を低下させるメカニズ



ムの一端を明らかにすることができた。 
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