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【要約】

PI払キナーゼはインスリンの代謝作用の重要な調

節困子であるが，生体において PI与キナーゼの活性

抑制がどのような代謝状態の変化をもたらすかは明ら

かではな ~'o 本研究ではアデノウイルスベクタ一安用

いて優位抑制型凹与キナ…ゼ(ムp85)をマウス肝に

発現させることにより，肝特輿的な PI3剛キナーゼ活

性の抑制が生体の糖代謝に与える影響を検討した。ム

p85をコードするアデノウイルスベクターの経静脈

投与により肝特異的なムp85の発現が生じた。ムp85

投与マウスでは肝でのインスリン依存性の PI3-キナ

ゼの活性化や PI3-キナーゼの下流のエフぶクターで

あるAktのリン酸化は著しく抑制されたが，骨格筋の

PI払キナ…ゼ活性やAktのリン酸化には影響がなかっ

た。ムp85投与マウスは高インスリン血症が誘導され，

経口糖負荷により著明な高血糖を呈した。また，経口

糖負荷による肝のAkt.GSK3のリン酸化の増強及び

グリコーゲン合成酵素の活性化は著明に抑制され，肝

のグリコーゲン， ク、、ルコース鵬6-リン酸含量の増加も

著しく抑制された。以上より，肝特異的な PI与キナー

ゼ活性の抑制により，高インスリン血症と経口糖負荷

時の高血糖，及びグリコーゲンの著明な蓄積障害号車

することが明らかとなった。

【緒営】

インスリン抵抗性は糖尿病の発痕，進展に関わる

嬰な要業の一つである。インスリン抵抗性はインスリ

ン作用，特にその代謝調節作用が個体レベ

れた状態であるが，インスリンの情報伝達機構のどの

段階の障害により個体におけるインスリン抵抗性が生

じるかは十分に明らかではない (1)。インスリンは細胞

内で様々な情報伝達分子を活性化するが，種々の細胞

生物学的検討から脂質リン酸化酵素であるPI3-;:fナー

ゼがインスリンの代謝調節作用の重要な制御悶子とし

て機能することが明らかとなっている (2.3)。また，糖

尿病モデル動物やヒト糖尿病患者において，インスリ

ン抵抗性状態ではPI3ーキナーゼの活性化が陣響され

ることも報告されており (4.5) インスリン抵抗性を誘

導する主要な原困である可能性が示唆される。

近年，遺伝子相同組換え法により種々の遺伝子の欠

損マウスが作観され，特定の遺伝子の生体の糖代謝に

おける機能の検討が行われているO しかし，このよう

なモデルマウスでは，時に臓器の発生や発達の障害，

また，他の情報伝達分子の代償性過剰j発現などが生じ，

その表現型の解釈が困難となる場合も多い。実際，肝

臓特異的にインスリン受容体を欠損させたマウスでは，

ンスリン血症，高血糖とインスリン感受性の低下

を示すものの，肝重量の減少や肝臓の組織学的異常を

伴う (6)ため，これらの代謝異常がインスリン作用の低

下のみに起因するのか否かは明らかではない。また，

キーワード:PI 払キナーゼ，糖代謝，肝，インスリン抵抗性

(47 ) 
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PI 3-キナーゼの調節サブユニットのひとつである p8

5α遺伝子を欠損したマウスや p85α遺伝子より遺伝

プライシングにより産生される 3種の調節サプユ

ニット蛋白のうち p85α蛋白のみを欠損したマウスで

は低血糖とインスリン感受性の増強が生じることも報

れているがけ，へこれらのマウスの糖代謝の変化も，

臓器障害や仰のサブユニッ卜蛋白の代償的発現増加といっ

た二次的な影響により誘導された可能性がある。

アデノウイルスベクタ…による議伝子導入は，ゲノ

ムに導入遺伝子が組み込まれない一過性の遺伝子導入

であるが，静止期の細胞にも短時間のうちに強力な遺

伝子発現が可能であるため，生体への外来性遺伝子導

入に広く用いられている(トヘまた，肝細胞はアデノ

ウイルスベクターに対して最も感受性の高い細胞のひ

とつであることが知られており，本ベクターを経静脈

的に投与することにより様々な蛋白を肝臓特異的に発

現し得ることが報告されている(トヘそこで，本研究

では肝臓におけるPI3-牛ナーゼ活性の抑制がどのよ

うな代謝異常を招来するかを明らかとするため，アデ

ノウイルスベクターを用いて優位抑制型PI3-キナー

ゼを肝臓特異的に発現させることにより，肝臓での

PI 3-キナーゼの活性化を抑制したモデルマウスを作

成し，その楠代謝状態の変化を解析した。

【方法〕

抗体及び血糖，血中インスリン傭の測荒

抗 p85抗体，抗Akt抗体，抗IRS-1抗体及び抗IRS-2

抗体はUpstateBiotechnology社より， Aktの473位

リン酸化セリン残基特異的抗体， GSK3の9位リン酸

化セリン残基特異的抗体はCellSignaling社より，抗

GSK3抗体はTransduction社より購入した。ウシp85

を認識し，マウスp85を認識しないモノクローナル抗

体 (G12)は既報の如く調整した(ヘ血糖は静脈全血

を用いてグルテストセンサー(三和科学)により，血

中インスリン値は血紫を用いてインスリン日LISAキッ

ト(森永生科学)により測定した。

アヂノウイルスベクターのマウスへの投与

優位抑制型PI3-キナーゼ変異体をコ…ドするアデ

ノウイルスベクター(AxCAムp85)及びs-ガラクト

シダーゼをコードするアデノウイルスベクター(AxC

ALacZ)は既報の如く調整した 8-10週齢の雄性Balb/

cマウスに5X 1Q8plaque-forming units (pfu)のAxC

Aop85あるいはAxCALacZを躍静脈より投与し，投

与後 3日目に実験に供した。マウスを用いた実験は神

田大学大学院医学系研究科動物実験倫理委員会の求認

の上，施行した。

PI3・キナ-1t活性の測定

アデノウイルス投与マウスを16時間絶食の後，ネン

ブタール麻酔下でマウ，ス体重1kgあたり 5単位のヒト

速効型インスリンを尾静脈より投与し， 2分後に肝及

び下肢骨格筋を摘出し，直ちに液体議素中で凍結した。

られた各組織より，既報のごとく細胞可溶化分画を

調整した後(141 抗IRS-1抗体または抗IRS“2抗体によ

る免疫沈降を行い，免疫沈降分画中のPI3-キナ…ゼ

活性を既報のごとく測定した(ヘ

経口糖負荷拭験

(48 ) 

アデノウイルス投与マウスを16時間絶食の後，ネン

ブタール麻酔下でマウス体重1kgあたり 2gのブドウ糖

を含む蒸留水を経口的に投与した後，経時的lこ尾静脈

より血液を採取し，血糖及び血中インスリン値を測定

した。また，負荷開始 2時間後に肝を摘出し，既報の

方法によりグリコ…ゲン合量 グルコ…ス幽ιリン

酸 (G6P)合最州及びグリコーゲン合成酵素活性問を

測定した。

【結果】

アヂノウイルスベクターの全身投与による優位抑制型

PI3・キナーゼ(aP85)の発現

優位抑制型PIふキナーゼあるいはβ-ガラクトシダー

ゼ、をコードするアデノウイルスベクター(AxCAムp

85あるいはAxCALacZ)をマウス 1匹あたり 5X 1Q8pf 

u投与し投与3日後に各臓器を摘出し，イムノフーロッ

ト法にて変異蛋白の発現を検討した。ムp85はウシの

p85αcDNAより作製したが(131 ウシの p加を特異的

し，マウスの p85は認識しないそノクロ…ナル

抗体を用いたイムノプロット解析により，ムp85議白

が肝臓にのみ発現することが確認された(図 1A)。

また，ウシ及びマウスの p85を共に雄認する抗体を用

いて，肝臓でのムp85の発現盤を検討したところ， Ax 

CAbp85投与マウスの肝臓では対照、としたAxCALacZ

マウスと比較して p85蛋白が5倍程度強発現していた

(図 1B)。
インスリン依梓性のPI3-キナ…ゼの活性化及びAktの

リン酸化に対するap85の効果

次にムp85の発現がインスリン依存性のPI3ーキナ

ゼの活性化及びAktのリン酸化に与える効果そ検討し

た。 AxCAムp85あるいはAxCALacZを投与したマウ

スを 16時間絶食の後，インスリンを隠静脈より投与

し，インスリン投与 2分後に肝臓，下肢骨格筋を摘出

し実験に供した。対照としたAxCALacZ投与マウス

では，インスリン依存性にIRS-1及びIRS-2に共沈す

るPI与キナーゼの活性の著明な上昇が認められたが，
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図1.優位抑制型PI3-キナーゼ(6.P85)の発現

(A) AxCA 6. p85投与 3日後にマウス各臓器を摘出し，

細胞可格化分間安，ウシ p85そ特異的に認識するそノ

ク口一ナル抗体 (G12)によるイムノプロットに供し

た。

(B) AxCAムp85(ムp85)あるいはAxCALacZ(LacZ) 

を投与したマウスの肝臓より細胞可溶化分間を抽出し，

ウシ及びマウスの p85を共に認識する抗体によるイム

ノブロットに供した。

AxCA6.p85投与マウスではインスリン依存性のPI与

キナ…ゼの活性上昇はほぼ完全に抑制されていた(図

2A)。一方，骨格筋におけるIRS-1及びIRS-2に共沈す

るPI3-キナ…ゼ活性は， AxCAムp85投与マウス及び

AxCALacZ投与マウスでインスリン刺激によりほぼ

した(図 2B)。

次に肝臓におけるPI3-キナーゼシグナル伝達経路

の抑制在確認するため， PI 3-キナーゼ依存性にリン

酸化が生じることが知られているAktのインスリンに

よるリン酸化そ検討した。抗リン酸化Akt抗体を用い

たイムノプロットにより検討したインスリン依存性の

Aktのリン酸化は， AxCAムp85投与マウスの肝臓で

は著明に抑制されていた(図 3A)。一方，骨格筋で

はAxCA6.p85投与マウスにおいても AxCLacZ投与

マウスと同程度のインスリン依存性のAktのリン酸化

が生じた(図 3B)。以上の結果から， AxCA6.p85の
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図 2.インスリン依存性のPI3-キナーゼの活性化に

対するムp85の効果

AxCAムp85 (6. p85) あるいは AxCALacZ
(LacZ)を投与したマウスを 16時間絶食の後，イン

スリンを尾静脈より投与しインスリン投与 2分後

に肝臓(A)及び下肢骨格筋(B)を摘出した口各々の

臓器の細胞可溶分闘を抗IRS-l，あるいはIRS-2抗

体にて免疫沈降し，その免疫沈降分闘を用いてPI

Lキナーゼ活性を測定した。数値は三聞の実験で得

られた結果の平均値土標準誤差で表示した。

全身投与により肝臓でのPI3-キナーゼの活性化及び

PI 3ーキナーゼの下流のエフェクターであるAktのリ

ン酸化が抑制されることが明らかとなった。

血糖及び血中インスリン値lこ対する Ap85の影響

AxCAムp85与マウスの空腹時血糖はAxCALacZ

投与マウスに比して軽度の上昇を示したが，随時摂食

時の由糖はAxCA6.p85投与マウスとAxCALacZ投与

マウスで有意な差を認めなかった(表 1)。一方， Ax 

CAムp85投与マウスの空腹時，随時摂食時の血中イ

ンスリン備はAxCALacZ投与マウスの各々4倍， 1.8 

していた(表 1)。さらに， AxCAムp85投与

マウスに経口糖負荷試験を行ったところ，対照とした

AxCALacZ投与マウスと比べ著明な血糖の t昇を認

めた(図 4A)。また，経口糖負荷試験時の血中イン

スリン値もAxCAムp85投与マウスで高値であった

(図 4B)。以上の結果から，肝臓における円払キナー

ゼの活性化の抑制により，インスリン抵抗性が誘導さ

れ，経口的糖負荷により著明な高血糖を呈することが

明らかとなった。

(49 ) 
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図 4.経口糖負荷試験に対するムp85の影響

AxCAムp85 (ム p85)あるいは AxCALacZ

(LacZ)を投与したマウスを 16時間絶食後に，経

口的糖負荷試験を行い，経時的に尾静脈より血

液を採取し，血糖(A)及びインスリン値(B)を測

した。数備は五回の実験で得られた

均値土標準誤差で表示した。

90 60 30 
A凶器

図 3.インスリン依存性のAktのリン酸化に対するムp

85の効県

AxCAムp85 (ム p85)あるいは AxCALacZ
(LacZ)を投与したマウスを 16時間絶食の後，イ

ンスリンを尾静脈より投与し，インスリン投与 2

分後に肝臓(A)及び下肢骨格筋(B)を摘出した。

各々の臓器可溶化分闘を抗リン酸化Akt抗体及び

抗Akt抗体によるイムノブロットに供した。

LA量cZ

肝臓でのグリコーゲン蓄積に対する.d.p85の影響

経口糖負何により AxCALacZ投与マウスにおける

肝臓グリコ…ゲン含量は前値の約 45倍に増加したが，

AxCAムp85投守マウスでは肝グリコーゲ

加は著しく抑制されていた(図 5A)。また， AxCA 

ilp85投与マウスの肝臓G6P合盤は糖負荷前でAxCA

LacZ投与ウスのと比較して約 40%，負荷後で約 80%

1.純食及び随時摂食時の血糖及び血中インスリン

{直に対するムp85

52.4土2.6本

1.50士0.18**

LacZ 

44.8士2.2

0.37士0.08

グノレコース

(mg/dl) 

インスリン

(ng/ml) 

の抑制を認めた(図 5B)。

以上のことから，肝でのPI3ーキナーゼ活性の抑制

により，経口的に摂取された糖の肝での利用，及び肝

でのグリコーゲン蓄積が著明に障害されることが明ら

97.5士4.7110.5土5.8グルコース

(mg/dl) 

インスリン

の酵紫活性に対

ゲ

かとなった。

した。グリコ

さら

するム

(50 ) 

5.86土0.41糾

(ng/ml) 

数値は得られた結果(n=4-8)の平均値士標準誤兼で表

示した。統計学的解析には Student-t検定を用いた

(*p<0.05.料 Pく0.01)。

3.22土0.57
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図 5.肝臓のグリコーゲン蓄積に対するムp85の影響

AxCAムp85(ム p85) あるいは AxCALacZ
(LacZ)を投与したマウス 16時間絶食後(pre)，あ

るいは経口糖負荷試験開始 2時間後(post) に肝

を摘出し，グリコーゲン合最(A)，G6P含量(日)

を測定した。数値は三回の実験で得られた結果

の平均値士標準誤差で表示した。

の活性化に関与すると考えられるAktとGSK3のリン

酸化はAxCALacZ投与マウスで増強を認めたが， Ax 

CAムp85投与マウスでは経口糖負荷依存性のこれら

のキナーゼのリン酸化が著しく抑制された(図 6A)。

また，グリコーゲン合成の律速酵素であるグリコーゲ

ン合成酔素の活性は AxCALacZ投与マウスでは経口

糖負荷により約2.2倍増強した。 AxCAムp85投与マウ

スではグリコーゲン合成酔素の活性化は著明に抑制さ

れていた(図 6B)。これらのことにより，肝でのPI

3-キナーゼ活性の抑制により，経口糖負荷依存性のグ

リコーゲン合成にかかわる酵素の活性化が問書される

ことが明らかとなっ fこ。

( 51 ) 
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図 6.経口楠負荷試験前後での種々の酵素活性に対す

るムp85の影響

AxCAムp85 (ム p85)あるいは AxCALacZ
(LacZ)を投与したマウスを 16時間絶食後(pre)，
あるいは経口糖負荷試験開始 2時間後(post) に

肝を摘出し，細胞可j容分画を調整し，抗リン酸

化Akt抗体，抗Akt抗体，抗リン酸化GSK3抗体，
抗GSK3抗体によるイムノプロット解析(A)，あ

るいはグリコーゲン合成酵素活性測定(B)に供し

fこ。

【考察】

本研究ではアデノウイルスベクターを用い

導入により，肝臓特異的PI3-キナーゼシグナルが抑

制されたマウスの作製奇試みた。 AxCAムp85を経静

脈的に投与したマウスでは肝臓にのみ変異蛋白の発現

を認め，インスリン依存性のPI与キナーゼの活性化

やAktのリン酸化は著しく阻害されたが，骨格筋にお

ける PI3-キナーゼの活性化やAktのリン酸化には影
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響がなかった。すなわち， AxCAムp85投与マウスで

は肝臓特異的なPI3-キナーゼ経路の抑制が生じた。

AxCAムp85投与マウスでは空腹時，随時摂食時の高

インスリン血症と経口的糖負荷後の著明な高血糖を呈

したことから，肝臓におけるPI3-キナーゼの活性化

は個体におけるインスリン感受性及び肝臓での糖処理

に重要な機能を果たすことが明らかとなった。

PI 3-キナーゼはその調節サフeユニットがSH2ドメ

インを介してチロシンリン酸化蛋白に結合することに

より活性化される (3)0 PI 3-キナーゼの調節サブユニッ

トのひとつである p85α遺伝子を欠損したマウスでは

肝や骨格筋におけるインスリンによるPI3-キナーゼ

の活性化が障害されているにもかかわらず，低血糖と

低インスリン血症を呈することが報告されている(7)。

しかし，このマウスでは肝臓や褐色脂肪細胞の壊死や

筋線維の肥大など多数の臓器の異常を認め，多くのマ

ウスは出生後比較的早い時期に死亡する(7)。このこと

から， p85α遺伝子欠損マウスで認める低血糖や低イ

ンスリン血症はインスリン作用の抑制による直接的な

効果というより，むしろ多臓器の重篤な障害による二

次的な影響である可能性が否定できない。

また， p85α遺伝子からは遺伝子スブライシングに

より p85α，p55α， p50α の 3種の調節サブユニット

蛋白が作られるが(3) このうち p85α蛋白のみを欠損

したマウスでも低血糖，低インスリン血症とインスリ

ン感受性の増強を認める (8)0 PI 3-キナーゼはフォス

ファチジルイノシトール 3.4. 5-3リン酸を産生する

ことにより種々のエフェクタ一分子の活性化を促すけ)o

p85α蛋白欠損マウスから得られた細胞ではインスリ

ン依存性のフォスファチジルイノシ卜ール 3，4， 5-3 

リン酸の産生や p55α や p50α蛋白の発現量の増加が

見られることから(ヘ調節サブ、ユニットのアイソフォー

ム比率の変化により PI与キナーゼのシグナル伝達経

路が増強している可能性がある。一方，ムp85の過剰

発現細胞ではインスリンによるフォスファチジルイノ

シ卜ール 3，4， 5-3リン酸の産生低下が生じることか

ら(13) AxCAムp85投与マウスでは肝臓におけるムp

85の過剰発現により，おそらくは全ての調節サフーユニッ

卜のチロシンリン酸化蛋白への結合を阻害することに

より PI3-キナーゼのシグナル伝達経路が抑制され，

インスリン抵抗性を生じたものと推察される。

AxCAムp85投与マウスでは肝臓のグリコーゲン蓄

積の著しい障害が生じた。門脈より肝臓に流入したグ

ルコースのグリコーゲンへの転換反応は，摂食後の糖

処理の最重要な段階のひとつである(へまた，糖尿病

患者では肝臓におけるグリコーゲン蓄積障害が存在す

ることも報告されており (1へグリコーゲン蓄積の障害

( 52 ) 

は本モデルマウスにおける糖負荷後の血糖上昇の主要

な要因のーっと考えられる。また， AxCAムp85投与

マウスでは糖負荷依存性のAkt及びGSK3のリン酸化

が著しく障害されること，また，グリコーゲン合成の

律速酵素であるグリコーゲン合成酵素の活性化も強く

抑制されることが明らかとなった。 invitroでの検討

からインスリンによるグリコーゲン合成酵素の活性化

にはPI3-キナーゼーAkt-GSK3によるシグナル伝達経

路が関与することが示されているが(20.21)本研究の結

果はこのような仮説を支持するものと考えられる。ま

た， G6Pはグリコーゲン合成酵素を直接活性化するこ

とが知られているが(15)，AxCAムp85投与マウスでは

糖負荷依存性のG6Pの増加も強く障害されていた。こ

のことから， AxCAムp85投与マウスにおけるグリコー

ゲン合成酵素の活性化障害は， Akt-GSK3シグナル伝

達経路の抑制とともにG6P濃度の低下により生じた可

能性も示唆される。

本研究では優位抑制型PI与キナーゼの肝臓特異的

な過剰発現によりインスリン抵抗性及び肝臓での糖処

理，グリコーゲン蓄積障害が誘導されることが明らか

となった。今回の報告はインスリンによるPI3-キナー

ゼの活性化が生体においても糖代謝恒常性の維持に必

須の機能を果たすことを示した最初の報告である。ア

デノウイルスベクターを用いた遺伝子導入法は個体に

おけるインスリン作用の解析，特に，肝臓におけるイ

ンスリン作用と個体における糖代謝の関連を明らかと

する上で有用な手段であると考えられる。
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日vidence has suggested that phosphatydilinositol (PI) 3 、白嗣剛剛批白嗣剛白嗣白
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metabolic actions of insulin. In this study. we have investigated metabolic impact of 

liver欄 specificinhibition of PI 3-kinase signaling with the use of adenovirus-mediated gene 

transfer. Systemic infusion of an adenovirus vector encoding a dominant negative PI 

3-kinase (AxCAムp85)resulted in liver時 specificoverexpression ofムp85protein. In AxCAム

p85-infused mice， insulin-induced activation and phosphorylation of PI 3・・kinaseand Akt， 

respectively， were almost abolished in the liver， but not in skeletel muscle. AxCAムp85

infused mice exhibited hyperinsulinemia and marked increase in blood glucose levels in 

response to oral glucose tolerance test (OGTT). OGTT-elicited phosphorylation of Akt and 

GSK3， activation of glycogen synthase as well as accumulation of glycogen and 

glucose-6-phosphate was greatly attenuated in the liver ofAxCAムp85-infusedmice. These 

data indicate that liver“specific inhibition of PI 3-kinase signaling resulted in whole body 

insulin刷、resistanceand severe impairment of glycogen metabolism in the liver. 
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