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研究成果の概要（和文）：インスリンシグナル伝達系の Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3

キナーゼ) p85α欠損マウスでは、末梢(筋肉と脂肪細胞)でのインスリン感受性の亢進が認めら

れ、低血糖を起こす。私達は、以前、p85α欠損マウスの肝臓における糖代謝を検討した。その

結果、末梢組織とは異なり、肝臓のインスリン感受性は亢進していなかった。今回、初代培養

細胞を用いた検討を行った。その結果、p85α欠損マウスの肝糖新生は、野生型マウスと比較し、

抑制されていないことが判明した。 

 

研究成果の概要（英文）： Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) p85alpha-deficient mice exhibit 

hypoglycemia as a result of increased insulin sensitivity and glucose uptake in peripheral tissues. We 

previously investigated hepatic glucose homeostasis in p85alpha-deficient and wild-type mice. 

Gluconeogenesis was rather elevated in p85alpha-deficient mice, compared with in wild-type mice. In 

this study, we evaluated the hepatic glucose production of primary hepatocyte in p85alpha-deficient and 

wild-type mice. Hepatic glucose production of primary hepatocyte in p85alpha-deficient mice was not 

decreased compared to that in wild type mice.  
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１．研究開始当初の背景 
近年 2型糖尿病患者数は、生活習慣の欧米化
等により増加の一途であり、この対策をとる
ことは急務である。インスリンのシグナル伝
達系の Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3
キナーゼ) p85α欠損マウスでは、末梢(筋肉
と脂肪細胞)でのインスリン感受性の亢進が
認められ、低血糖を起こす (Terauchi Y et al. 

Nat Genet. 21:230-235. 1999)。また、肝臓
特異的に p85αを欠損させたマウスでは肝臓
と末梢のインスリン感受性が亢進していた
(Taniguchi CM et al. Proc Natl Acad Sci USA . 
103: 12093-12097, 2006)。私達は PI3キナ
ーゼ p85α欠損マウスの肝臓における糖代謝
を検討し、報告した(Aoki K et al. Am J 
Physiol Endocrinol Metab. 296:E842-853. 
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2009)。末梢組織とは異なり、肝のインスリ
ン感受性は亢進せず、糖新生遺伝子発現が亢
進していた。 

 

２．研究の目的 
p85α欠損マウスでは、肝のインスリン感受
性は亢進せず、低血糖を予防するために、血
中のカテコラミンとグルカゴン濃度が上昇
しており、このため、Taniguchi らの結果と
異なっていた可能性がある。しかし、その詳
細は不明であるため、これらの影響を除外し
た、初代培養肝細胞で p85α抑制の意義を解
明する。最近、インスリン抵抗性と血管内皮
機能の関連性が注目されつつある。実際、
IRS-2 欠損マウスは野生型マウスに比して血
管内皮機能が障害されることが報告されて
いる(Kubota T et al. Circulation. 
24:3073-3080, 2003、Kubota T et al. Cell 
Metab. 13:294-307, 2011)。本研究で、私達
は末梢組織でインスリン感受性が亢進して
いる p85α欠損と野生型マウスの血管内皮機
能を in vivoでまず比較し、血管における p85
αの役割を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1)初代培養肝細胞の肝糖放出の評価：我々
は、以前より肝臓の糖代謝について検討し、
測定系を確立し報告してきた。(Aoki k et al. 
Diabetes. 48:1579-85, 1999、Aoki K et al. 
Endocr J. 47:799-804, 2000、Aoki K et al. 
J Steroid Biochem Mol Biol. 85:469-472, 
2003、Aoki K et al. Life Sciences 74: 
3075-3084, 2004)。そこで、p85α欠損と野
生型マウスを生産し、この 2 群のマウスの初
代培養肝細胞を用いて、上記の方法にて以下
の測定を行う。低血糖時に分泌されるカテコ
ールアミンやグルカゴンの影響を除外する
ため、初代培養細胞を作成翌日に基質無しバ
ッファーと fructose 入りバッファーをそれ
ぞれ添加し、30分後の glucoseの濃度を測定
（in vitroでの測定）する。 
(2)培地のブドウ糖濃度変化によるアポトー
シス評価：初代血管内皮細胞を作製する。そ
の後、正常血糖（グルコース 100mg/dL）と高
血糖（グルコース 300mg/dL）の条件設定の
もと、高血糖維持・一過性高血糖反復・正常
血糖維持の 3群に分けて培養する。24時間毎
に培地交換を行い、一過性高血糖反復群につ
いては、24時間ごとに正常血糖と高血糖を反
復させることとする。ウエスタンブロット法
にてアポトーシスのマーカーを比較する。 
 

４．研究成果 
p85α欠損マウスと野生型マウスから初代培
養肝細胞を作成し、糖新生を測定した。その
結果、初代培養肝細胞において両群での糖新
生に有意差は認められなかった。PI3 キナー

ゼ p85α欠損マウスでは、in vivoと in vitro
とも肝臓のインスリン感受性は亢進してい
ないことが判明した。 
慢性的な高血糖状態だけではなく、食後の一
過性高血糖がすでに心血管イベントのリス
クであることが判明している。Risso らは細
胞株（HUVEC）を用い、高血糖条件の培地を
維持した細胞に比較して、一過性の高血糖を
反復させた細胞の方が、多くのアポトーシス
が誘導されたと報告している(Risso A et al. 
Am J Physiol Endocrinol Metab.2001)。そ
こで我々は、マウスの血管内皮初代培養細胞 
を作成し、食後の一過性高血糖状態をシャー
レの中で作り、アポトーシスの発生を検討し
た。野生型マウスの血管内皮細胞を小林の方
法（Kobayashi M et al. J Atheroscler Thromb. 
2005）によってマウスの大動脈から血管内皮
細胞を単離・培養した。そして、培地のグル
コース濃度を、①100mg/dL、②300mg/dL、③
100と 300mg/dL交互の 3群に分けて 2週間培
養し、caspase-3, bax, Bcl-2, Bad, Akt を
ウエスタンブロット法にて解析した。その結
果、①②③群間で蛋白発現の有意差を認めな
かった。 
また、窪田らの報告に基づき、PI3 キナーゼ
の上流に存在する IRS2 を全身で欠損させた
(IRS2 欠損)マウスより作成した血管内皮細
胞で上記と同様の検討を行った。その結果、
①②③群間で caspase-3, bax, Bcl-2, Bad, 
Akt蛋白発現の有意差を認めなかった。現在、
p85α欠損マウスの血管内皮細胞を作成し、
①②③群間で同様の検討を行っている。 
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