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研究成果の概要（和文）：FoxO1、FoxO3がカロリー制限（CR）による癌の抑制と寿命延伸に個別に関わるメカニ
ズムを解明するために、ミトコンドリアの機能と代謝に着目した。老齢のマウスの肝ミトコンドリアでは、状態
3の呼吸速度と膜電位がFoxo3+/-マウスで対照に比べ高かった。メタボローム解析では、解糖系の代謝産物が
Foxo3+/-マウスで有意に変動していた。これらの結果は、ミトコンドリアの加齢変化の抑制にFoxO3が必要であ
ることを示唆している。肝臓癌モデルでは、腫瘍の発生にFoxO3が必要であることを示した。組織特異的Foxo3遺
伝子の欠失モデルは、脳や白色脂肪は、CRの寿命延伸効果に必須ではないことを示した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the differential roles of FoxO1 and 3 in inhibition of cancer 
and extension of lifespan by calorie restriction (CR), we focused on mitochondria functions and 
metabolism in Foxo1+/- and Foxo3+/- mice. Oxygen consumption rates in the state 3 of mitochondria 
isolated from liver tissues were greater in Foxo3+/- CR mice than in WT CR mice at 24 months of age 
(mo). The mitochondrial membrane potential was also elevated in Foxo3+/- CR mice. A hepatic 
metabolome revealed that some metabolites in the glycolysis were significantly affected in Foxo3+/- 
CR mice. These findings suggest necessity of FoxO3 for inhibition by CR of aging-related declines in
 mitochondrial functions and metabolism. A carcinogen-induced hepatocellular carcinoma model 
suggests that FoxO3 is required for development of the tumor. Conditional knock-out of Foxo3 gene in
 the white adipose tissue and in the brain indicated that these tissues are not essential for the 
life-extending effect of CR.

研究分野： 基礎老化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトのFOXO3遺伝子多形と長寿の関連性が複数の集団で指摘されていた。CRによる寿命延伸に関わるFoxO3関連メ
カニズムを解明することは、ヒトの健康寿命の延伸メカニズムに迫ることができる点で、学術的、社会的意義は
大きい。今後、アイソフォーム特異的活性化化合物を探索できれば、老化関連疾患の制御を目指す創薬に発展で
きる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 高齢者の健康寿命を延伸することは、現代社会の喫緊の課題である。線虫やマウスを用いた
実験的研究では、摂食カロリーを制限すること（カロリー制限（CR））によって、加齢関連疾
患を抑制し、寿命を延伸できる。CR は酵母や線虫からマウスを含む広範囲な実験動物の寿命
を延長する。アカゲザルの健康寿命も延長することが示唆され（Mattison JA 他、Nature 2012）、
実験動物ばかりではなく、ヒトの寿命や老化を制御するシグナルを解明する上で、重要な研究
モデルと考えられている。 
 線虫を用いた研究において、長寿命化には、IGF-1 系シグナルの減弱による転写因子 Daf-16 
の活性化が必要であること（Kenyon C,Nature 1993）、特にアイソフォームの一つである
Daf-16d/f が重要であることが報告された（Kwon ES 他、Nature 2010）。Daf-16 は、ほ乳類
では FoxO 転写因子群（FoxO1, 3, 4, 6）である。CR によっても、IGF-1 系は抑制されるの
で、FoxO 転写因子は、ほ乳類の癌や寿命、よって老化を制御する主要な因子であると予測さ
れる。実際に、ヒトの長寿と FoxO3 遺伝子多型との関連性も報告されているが（Willcox BJ 他、
PNAS 2008)、その分子メカニズムは不明である。 
 我々は、FoxO 遺伝子改変マウスを用いて、CR 環境においては、たった一つの遺伝子 FoxO1 
の半欠失によって、癌の抑制効果が減弱した（Yamaza H 他、Aging Cell 2010） 。一方、FoxO3 
遺伝子の半欠失によって寿命延長効果が消失することを示した（Shimokawa I 他、Aging Cell 
2015）。 
 
２．研究の目的 
 
カロリー制限（CR）による長寿命化機構を解明し、ヒトの老化および関連疾患の制御に応用

するための基盤を作る。我々の CR 研究は、FoxO1 転写因子が癌を、FoxO3 転写因子が老化
を選択的に抑制していることを示唆した。本研究は、ほ乳類の癌と老化、よって寿命を個別に
制御する FoxO 関連メカニズムをミトコンドリア機能制御、エネルギー代謝制御、ストレス応
答遺伝子発現ネットワークの観点から明らかにする。また、FoxO1,3 の組織特異的ノックアウ
トマウスを用いて、寿命を制御する責任組織を同定する。さらに、FoxO1、FoxO3 を活性化
する化合物をスクリーニングし、カロリー摂取を制限することなく老化および関連疾患を制御
する CR 模倣剤（CR mimetics, CRM）の開発へと発展させる。 
 
３．研究の方法 
 
（1）実験動物の作製と維持： 
 全身性の Foxo1+/-、Foxo3+/–マウス（C57BL6/J）は長崎大学動物実験施設において維持して
いる。組織特異性ノックアウトマウスは、Cre-loxP システムを用いて作製した。FoxO1L/L、
FoxO3L/L マウスと Nestin-Cre/ERT2 マウス(脳、 特に神経幹細胞特異的)、FABP4-Cre マウス
( 白 色 脂 肪 、 褐 色 脂 肪 特 異 的 ) 、 Alb-Cre マ ウ ス ( 肝 臓 特 異 的 ) を 交 配 し た 。
FoxO1L/L:Nestin-Cre/ERT2 マウス、FoxO3L/L:Nestin-Cre/ERT2 マウスでは、生後 8週でタモ
キシフェンを投与することによって、FoxO1, FoxO3 をノックダウンした。CR (自由摂食群の 70%
量を給餌する)は生後 12 週より行った。ノックアウトマウスによる寿命集団、経時的屠殺集団
を確立し、以下の実験へ供給した。寿命集団は自然死後、病理解剖し腫瘍を中心とした病変の
解析を行った。 
 
（2) ミトコンドリアの機能、Redox 制御に対する FoxO1, FoxO3 の役割： CR によるミトコン
ドリア機能制御に FoxO1, FoxO3 が関与していることを明らかにするために、細胞および組織
から分離したミトコンドリアの機能解析を行なった。既に飼育を行なっている FoxO1 (+/–)、 
FoxO3 (+/–)全身性ノックアウト CR マウス肝臓から分離したミトコンドリア分画において評
価した。細胞外フラックスアナライザー(XFe96 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse 
Bioscience. North Billerica, MA) を用いて、酸素消費速度および細胞外酸性化速度を計測し、
ミトコンドリア機能(定常状態、予備呼吸能、共役、脱供役状態)を評価した。同時に活性酸素
種(ROS)の発生も計測した。 
 ミトコンドリアバイオエナージェティックスにおける Foxo3 と Foxo1 の役割を明らかにする
ために、肝癌、肝細胞のセルラインを用いて、Foxo3、Foxo1 を siRNA によりノックダウンし、
標準的方法に従い、フラックスアナライザーによって酸素消費量を計測した。 
 
（3）ミトコンドリアの形態的変化の観察： 
 常法にしたがい、透過型電子顕微鏡を用いて、肝臓組織のミトコンドリアの形態計測を行っ
た。 
 
（4）肝臓組織を用いたメタボローム解析：CE-TOFMS および CE-QqQMS を用いて 24 ヶ月肝臓組
織の代謝産物を解析し、Foxo1, Foxo3 遺伝子半欠失の影響を比較した。 
 



（5）遺伝子毒性応答と発癌:発癌に関連する、遺伝子毒性応答を評価した。各系統のマウス(生
後 15 日)に DENA を投与後、24 時間、 48 時間で、マウスを屠殺し、肝臓組織を採取した。免
疫染色された組織切片上で細胞死、 細胞増殖を計測した。免疫染色による γ H2AX を指標と
して、DNA 傷害の指標とした。FoxO1、 FoxO3, Myc の発現、細胞回転停止(p21, p27)、DNA 修
復(Gadd45a)、ストレス応答(SOD2、Gclc, など)、細胞増殖(Cdk など)に関連する遺伝子、蛋白
質の発現を比較した。また、肝細胞癌の発生に重要な Glycogen synthesis kinase (GSK)-3beta/ 
beta-catenin 系の活性化を検索した。マウスは、DENA 投与後、24、32、40 週後に屠殺し、肝
癌の発生率を比較した。 
 
（6) FoxO1, FoxO3 を活性化する化合物の同定：Venus(蛍光物質)で標識した FoxO1 および 
FoxO3 プロモーターベクターを作製し、培養細胞へ遺伝子導入し、InCellAnalyzer 及び 384 プ
レート・ 30 枚程度で、9600 コアライブラリを用いたハイスループットスクリーニ ング(HTS)
を行なう予定であった。しかしながら、研究期間内にアッセイ系の構築に至らなかった。 
 
 
４．研究成果 
 
（1) ミトコンドリアの機能、Redox 制御に対する FoxO1, FoxO3 の役割:  
マウス肝臓からミトコンドリア分画を調整した。細胞外フラックスアナライザーを用いて、酸

素消費速度および細胞外酸性化速度を計測し、ミトコンドリア機能(定常状態、予備呼吸能、共
役、脱供 役状態)を評価した。WT マウス-CR では、10カ月齢、15カ月齢、24 カ月齢において、
年齢による大きな変化はなかった。Foxo3 (+/-)-C R 群では、10 カ月齢では、WT-CR に比べて、
脱共役状態における呼吸が減少していた。一方、24 カ月齢では、逆に酸素消費量が Foxo3 (+ 
/-)-CR において有意に上昇していた。Foxo1 (+/-)-CR では、WT-CR と有意な差はなかった。以
上の結果は、Foxo3 が加齢にともなうミトコンドリア呼吸機能の制御、維持に役割を果たして
いること、高齢期では、Foxo3 による抑制的な制御が破綻していることを示唆している。 
ミトコンドリアバイオエナージェティックスにおけるFoxo3とFoxo1の役割を明らかにするた

めに、肝癌、肝細胞のセルラインを用いて、Foxo3、Foxo1 を siRNA に よりノックダウンし、
標準的方法に従い、フラックスアナライザーによって酸素消費量を計測した。Foxo3 のノック
ダウンは、肝細胞において、酸素消費量の低下や解糖系の機能低下を示唆する所見を得た。 
 FoxO3 の役割をさらに解析するために、解糖系酵素の発現、ピルビン酸デヒドロゲナーゼの

リン酸化レベルなどを計測したが、FoxO3 特異的な変化は捉えられなかった。今後、FoxO3 特異
的な DRのエネルギー 代謝について解析を続ける。  
  

（2) ミトコンドリアの形態的変化: 
Foxo3 (+/-)マウスでは、高齢期にミトコンドリアの機能が破綻していることが示唆されたの

で、形態的な変化を電子顕微鏡的に観察した。Foxo3 (+/-)-CR マウスの肝細胞では、WT-CR に
比較して、長径が伸びたミトコンドリアや異常な分枝をともなうミトコンドリアが観察された。 
 
（3) 肝臓におけるメタボローム解析： 
 Foxo3 (+/-) DR では、解糖系の代謝産物の減少、NADH/NAD+比の増加 、乳酸/ピルビン酸比
の増加がみとめられた。この結果から、Foxo3 が半欠失した場合、DR 条件下では、pseudo-hypoxic
な状態にあることが示唆された。加えて、Foxo3 (+/-)マウスでは、GTP、GDP が増加していた。  
ミトコンドリア膜電位を計測すると、WT では、自由摂食(AL)マウスに比べ、DRでは低かったが、
Foxo3(+/-)では、膜電位が WT-DR よりも高い傾向があった。これらの結果は、WT-DR の特徴で
あるミトコンドリアの uncouping 機能が Foxo3(+/-)では低下していることが 示唆された。ミ
トコンドリアの機能解析結果を加えて、DRによるエネルギー代謝の変容に Foxo3 が必要である
ことが示された。 
 
（4）遺伝子毒性応答と発癌における FoxO の役割： 
 各系統のマウス(生後 15 日)に発癌剤 DEN を投与後、24週、32 週、40 週齢で屠殺し、肝癌
の発生率を比較した。WT-AL に対して、CR は肝細胞癌の発生を抑制した。WT-CR に比較し、
Foxo3(+/-)-CR, Foxo1/3 (+/-)-CR の肝癌発生頻度がより低下していた。この所見は、腫瘍の
増殖に FoxO3 が必要であることを示唆している。 
 FoxO3の腫瘍発生における役割を解析するために、DEN投与後24週(HCCが発生し始める時期)
の肝組織を用いて、DNA 障害と修復、ストレス応答などに関連する FoxO3, FoxO1 の標的遺伝子
の発現を計測した。しかしながら、現時点では、FoxO3 特異的で、発癌に必要な要素は特定で
きていない。  
さらに、発癌剤 DEN に対する初期の遺伝子毒性とそれに対する応答を評価するために、DEN

を投与後、24 時間、 48 時間後に屠殺し、肝臓組織を採取し、解析を進めている。  
 
（5）DR による寿命、老化制御に重要な組織の同定: 
脳や白色脂肪特異的 Foxo3 欠失マウスを用いて、DR の寿命延長効果に必須な組織を同定する



試みを継続している。当初、脂肪特異的と考えられた FABP4-Cre は、脳組織にも発現している
ことが確認された。FABP4-Cre によって、脳と脂肪組織において Foxo3 が半欠失したマウスを
用いた寿命研究では、予測に反して、自由摂食下では、寿命が短縮するが、DR では、野生型マ
ウスと同じように寿命が延伸することが示された。よって、DR に寿命延伸効果に脳や脂肪組織
は大きな影響を与えていないことが示唆された。  
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