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【要 約】

3-phosphoinosi tide間 dependent protein kinase 1 

(POK1) はphospatydilinositol3-kinase (P13-K)依

存性に活性化される叢白リン酸化酔素であり， インス

リン作用のエブェクタ一分子である Akt，p70S6キナ

ゼ， atypical PKCsなどの蛋白リン酸化酔素の活性

化に関与することが示唆されている o 本研究では，

Cre-loxpシステムを用いて肝臓特異的に PDK1

子安欠損するマウス (L剛 PDKIKO)告作成し，インス

リン作用のエフェクター分子の活性化や糖尿代謝J国常

性維持機構における PDK1の生理的意義を解析したO

L-PDK1KOの肝臓における PDK1蛋白の発現盤は対

照の 5%以下に減少していた。随時接食時の肝臓重麗

が対照に比し20%程度減少しており，グリコーゲ

の低下がおそらくその原因と考えられた。 L-

PDK1KOの肝臓ではインスリン依存性の Aktの308

位のリン酸化は著しく低下していたが， 473位のリン

酸化には影響がなかった。 L-PDK1KOにおいて空腹

時，随時接食時の血糖及び印紫インスリン備は上昇し

ており，糖負荷試験時の血糖上昇反応も増強していた。

外来インスリンに対する印糖降下反応は低下し

ていた。以上の結果から， PDK1は生体においても

Aktの活性化に必須の分子であるとともに，糖代謝

恒常性の維持に重要な機能を果たすことが明らかとなっ

{緒 書}

Phospha tydilinos討itl 3-kinase (P刊l悶3-K)はインスリ

ンの代謝調節作用の発現に重要な機能を巣た1すr脂質リ

ン酸化障隣孝素素.である ))0 P13 

した細胞や優位抑制型変興体体必を発現させた細胞ではイ

ンスリンの各種の代謝調節作用が抑制されるまた，

肝臓特興的に優位抑制型 Pl日3帽Kを発現させたマウス

では糖.脂質・蛋白代謝と多岐にわたる代謝障害が生

じることも報告されておりへ個体レベルでも P13-K

が代謝調節の重要な制御印紙であることが明らかとなっ

ている。

P13-Kの下流では Akt，p70S6キナーゼ， atypical 

PKCなどの蛋白リン酸化酵素がインスリン作用のエ

ブェクタ一分子として機能すると考えられている

P13-Kは細胞膜に存在する phosphatydilinosito(Pl) 

4， 5-2リン酸のイノシトール環の D3位をリン酸化し，

P13， 4， 5-3リン酸を生成する o 3-phosphoinosi tide 

dependent protein kinasel (PDKl)は無細胞系で，

P13， 4， 5，-3リン酸存在下に活性化する蛋白リン酸化

酵素として同定された PDKlはP13，4， 5-3リン酸

の存在下に， Akt， p70S6キナーゼ， atypical PKC 

といった蛋白リン酸化酵素のキナ…ゼ活性ドメインに

存在するセリン・スレオニン残基をリン酸化し，活性

化することが知られている。実際， PDKl遺伝子を欠

失した臨性幹細胞ではインスリンをはじめとした増殖

因子依存性の Akt，p70S6キナーゼなどの蛋白リン酸

化酵素のリン酸化や活性化がほぼ完全に阻害され4)

atypical PKCそ含む PKCアイソフォームの安定性

キーワード:肝臓，遺伝子改変マウス， PDK1， P13明 K，インスリン抵抗性

( 79) 
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や活性が障害される九しかし， PDKl遺伝子を欠損

したマウスは胎生期に死亡するためへ PDKlの欠損

が個体レベルでのインスリン作用にどのような影響そ

及ぼすかは明らかではない。さらに， PDKlの活性が

正常の20%程度にまで低下した遺伝子改変マウスでは，

インスリン依存性の Aktの活性化がほぼ正常に生じ

るとの報告もありへ実際に個体レベルでも Aktを

はじめとした P13幽Kの下流のエフェクタ一分子の活

性化機構に PDKlが必須であるか窃かについても明

らかではない。

本研究では， P13欄K依梓性蛋白キナーゼの活性化に

おける PDKlの必要性とインスリンの代謝調節作用

における PDKlの生理的意義を明らかにするため，

Cre-LoxPシステムを用いて，肝臓特異的に PDKlを

欠損するマウス者作成し，その表現型を解析した。

【方法】

肝臓特異的 PDK1欠損マウスの作成

遺伝子相同組み換え法により PDKl遺伝子の第 3，

4エクソンの両側に loxP配列を挿入したマウス

(PDKlfloxj +)号作成した。本マウスを CAGプロ

モーターらより Creリコンピナーゼを脹性に発現す

るトランスジェニック (Tg)マウス(大阪大学宮崎純

り供与)7)と交配させ PDKlヘテロ欠損マウ

ス (PDKl十/一)を作成し， PDKl十/一同士の交配

から PDKlホモ欠損マウス (PDKl一/一)の作成を

試みた。また， PDKlfloxj十同士の交配により PDK

l遺伝子両側アリルに loxP配列を有するマウス

(PDKlfloxjflox)及び両側アリルに野生型 PDKl遺

伝子を有するマウス (PDKl十j+)告得て，両者の各

樺代謝パラメータを比較した。また， PDKlfloxj十

と，アルブミンプロモーターにより Creリコンビナー

ゼを肝臓特異的に発現する Tgマウス (AlbCr，

悶立衛生研究所， D.Reloith博士より供与)8)との交配

により， PDKl遺伝子片側アリルに loxP配列を有し，

かっ肝臓特異的に Creリコンビナ…ゼを発現するマ

ウス (PDKlfloxj十;AlbCr) を得た。 PDKlfloxj

十AlbCrとPDK1floxjfloxとの交配により， PDKl 

墳伝子両側アリルに loxP配列在有し，かっ肝臓特輿

的に Creリコンビナーゼ告発現するマウス [PDKl-

floxjflox;AlbCr(L欄PDLIKO)Jを得た。さらに， PDKl 

floxjfloxとしPDKIKOとの交配を行い，得られた

PDKlfloxjfloxとL-PDK1KOの代謝パラメータを

比較検討した。

イムノプロット及び血糖，血中インスリン値の測定

抗 PDK1抗体はテキサス大学サンアントニオ校F.

Liu博士より供与接受けた 9)。抗 Akt抗体は Upstate

Biotechnology社より. Aktの308位または， 473位

抗リン酸化特異抗体は CellSignaling社より購入し

た。インスリン依存性の Aktのリン酸化はマウスを

16時間絶食後，ネンブタール麻酔下でヒト速効型イン

スリン(マウス体議 1kgあたり 5単位)告隠静脈に

投与し， 5分後に肝臓告と摘出し，液体鐙紫中で凍結後，

-80
0Cで保得した口摘出臓器から既報のごとくわ細

胞可権化分蘭安調整した後，イムノプロットに供した。

血糖は静脈全血を用いてグルテストプロ(三和科学研

究所)により，インスリン値は血衆を用いてマウスイ

ンスリン ELISAキット(シパヤギ)により測定した。

経口糖負荷拭験及び腹腔インスリン負荷試験

(80 ) 

経口糖負荷試験では，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，経時的に

尾静脈よの血液を採取し，血糖を測定した。腹腔イン

スリン負荷試験では，随時摂食状態のマウスに，経腹

腔的にマウス体撞 1kgあたり 1単位のヒト漉効性イ

ンスリンを投与し，経時的に血糖そ測定した。

{結 果〕

PDK1十/一同士の交配から PDK1-jーは出生せず，

PDKlの全身での欠損は胎生期において致死的である

ことがホ唆された。次に PDK1遺伝子への loxP配列

挿入の PDKlの発現や各種代謝パラメ…タへの影響

を検討するため. PDKlfloxj十同士の交配から得ら

れた PDK1+j+とPDKlfloxjfloxについて比較検

した。出生後 8潤までの観察で， PDK1十j+と

PDKlfloxjfloxの体重に差はなかった(図1-a)oまた，

肝臓(閲トb)をはじめその他の各臓器での PDKl

白発現量(データ示さず). 8週齢での空腹時血糖

(図l-c)及びインスリン値(データ示さず)，随時摂

食下血糖及びインスリン値(データ示さず)，経口糖

負荷試験時の血糖上昇反応(データ示さず)，インス

リン負荷試験時の血糖降下反応(データ示さず)のい

ずれも， PDKl十j+とPDKlfloxjfloxの聞で差を認

めなかった。以上の結果から. PDKl遺伝子鹿への

loxp配列の挿入は. PDKl蛋白の発現量，耐糖能及

びインスリン感受性lこ影響を及ぼさないことが示唆さ

れた。次lこPDK1floxjfloxとL-PDKIKOの交配に

より，両遺伝子のマウスを得てそれら長比較すること

により肝臓特異的な PDKlの欠損がマウスに与える

影響在検討した。両遺伝子型のマウスはメンデルの法
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a. PDK1 + / +， PDK1flox/flox両マウスの各週齢における体重の変化

PDK1 + / + (N=9). PDKlflox/flox (n=9)の各遺伝子のマウスの体重を各週齢において随時摂食下で午

前10時から12時の間に測定した。統計解析に t検定を用いた。

b. PDK1 + / +， PDK1flox/flox両マウスの肝臓における PDK1蛋白の発現量の比較

PDK1 + / + ，PDKlflox/floxの各遺伝子型の 8週齢のマウスの肝臓から可溶性分画 (100μg)を調整しイ

ムノブロット解析に供した。

C. PDK1 + / +， PDK1flox/flox両マウスの空腹時血糖の比較

PDK1 + /+(n=9)， PDK1flox/flox (n=9)の各遺伝子の 8週齢のマウスの血糖を，随時摂食下で午前10時

から12時の間に測定した。統計解析に t検定を用いた。

則に従って出生した。 PDK1flox/floxとL・PDK1KO

の体重を12週齢まで観察したが，両群間で差を認めな

かった(図2-a)。肝臓における PDK1蛋白の発現量は，

L-PDK1KOでは PDK1flox/floxに比し 5%以下に

低下していたが，他の臓器においては両群間で差を認

めず(図2-b)肝臓特異的な Creリコンビナーゼの発

現により肝臓でのみ PDK1遺伝子の発現抑制が生じ

たことが示唆された。

随時摂食時の肝重量は L-PDK1KOで PDK1flox

/floxに比し約20%低下していた(図3-a)。へマトキ

シン・エオジン染色による組織学的検討では， L-

PDK1KOの肝臓には小葉構造の異常や壊死像などは

認めなかったが， PDK1flox/floxに比べ各肝細胞に

おいてグリコーゲン蓄積からなると思われる胞体が著

明に減少しており，細胞のサイズも小さかった(図3

b)。

Aktの308位のスレオニン残基は PDK1によりリン

酸化されると考えにれているω。インスリンの静脈内

投与による肝臓での Aktのリン酸化を検討したとこ

ろ， L-PDK1KOでは Aktの308位のリン酸化は著明

(81 ) 

に抑制されていたが， PDK1非依存性にリン酸化を受

けると考えられている473位のリン酸化 3)4)の程度には

影響がみられなかった(図4)。この結果から，肝臓

において PDK1蛋白の発現量低下により， PDK1依

存性のシグナル伝達の抑制が生じていることが示唆さ

れた。

L-PDK1KOの空腹時血糖は PDK1flox/floxに比

して，約1.4倍に上昇していた(図5-a)。随時摂食時

の血糖は L-PDK1KOで高い傾向を示したが，有意差

はなかった(図5-b)0 L-PDK1KOのインスリン{直は，

PDK1flox/floxに比し空腹時で約 8倍(図5-c)に，

随時摂食時で約6.5倍(図5-d)に増加していた。また，

L-PDK1KOに経口糖負荷試験を施行したところ，著

明な高血糖を呈した(図6-a)oL-PDK1KOの外来性

インスリンに対する血糖降下反応は PDK1flox/flox

に比して有意に減弱していた(図6-b)。

【考 察】

本研究では PDK1のインスリンシグナル伝達機構
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a. PDK1flox/flox， L-PDK1KO両マウスの各週齢における体重の変化

PDKlflox/flox (nニ9)，L-PDKIKO (n=9)の各遺伝子型のマウスの体重を各週齢において随時棋食下で

午前10時から12時の間に測定した。統計解析に t検定を用いた。

b. PDK1flox/flox， L-PDK1KO両マウスの各組織における PDKl叢白の発現最の比較

PDKlflox/flox， L-PDK1KOの各遺伝子型の 8週齢のマウスの肝臓，骨格筋，白位脂肪組織 (White

Adipose Tissue; WAT)，褐色脂肪組織 (BrownAdipose Tissue; BAT)，牌臓から可持母性分画 (100μg)

を調整しイムノプロット解析に供した。
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J 
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b 

図 3

a， PDK1flox/flox， L-PDK1KO 
両マウスの肝臓重量の比較

PDKlflox/flox (n=5)， L-
PDK1KO (n=6)の各遺伝子型

の8週齢のマウスにおいて，随

時摂食下で体重 CBodyweight; 
BW) 及び肝臓重量 (Liver

weight;LW)を測定し，肝臓

に占める割り合い

[LW/BW(%)]を両群聞で比較

した。統計解析に t検定を用

いた(*， p<0，05)白

b. PDKlflox/flox， L♂DK1KO 
両マウスの肝組織像の比較

PDKlflox/flox， L-PDK1KO 
の各遺伝子型の 8週齢のマウス

から随時摂食下に肝臓を採取し，

10%中性緩衝ホルマリン

した。脱水，パラフィン旬埋処

理を行った後切片を作成し，

H羽染色を行った (X100)。

* 

floxlflox L圃PDK1KO

floxlflox しPDK1KO

(82 ) 
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図 4

PDK1floxjflox， L-PDK1KO両マウスの肝臓におけるインスリン依存性の AKTのリン酸化の比較

PDK1floxjflox， L-PDK1KOの各遺伝子型の 8週齢のマウスにおいて，絶食後，インスリン投与群，非投

与群それぞれから肝臓を採取し，可溶性分画 000μg)を調整しイムノプロット解析に供した。
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図 5
a. PDKlfloxjflox， L-PDK1KO両マウスの空腹時血糖の比較

b. PDK1floxjflox， L-PDK1KO両マウスの随時摂食下の血糖の比較

c. PDKlfloxjflox， L-PDK1KO両マウスの空腹時インスリン値の比較

d. PDK1floxjflox， L-PDK1KO両マウスの随時摂食下のインスリン値の比較

PDKlfloxjflox (n=9)， L-PDK1KO (n=9)の各遺伝子型の 8週齢のマウスにおいて，随時摂食下及び18
時間絶食後それぞれについて午前10時から12時の間について血糖値，インスリン値を測定した。統計解析

にt検定を用いた(へ p<0.05)。

(83 ) 
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。
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図 6
a. PDK1flox/flox，レPDKIKO両マウスのグルコース負荷時の血糖の変化

PDK1flox/flox (n=9). L-PDK1KO (n==9)の各遺伝子型の 8週齢のマウスにおいて. 16時間絶食後グル

コースを負荷し，経時的lこ血糖を測定した。統計解析に t検定を用いた(*，pく0.05)。
b. PDK1flox/flox， L-PDK1KO両マウスのインスリン負荷時の血糖の変化

PDK1flox/flox (n出 9)，レPDK1KO(n==9)の各遺伝子型の週齢のマウスにおいて，随時摂食下で午前10
時から12時の間にインスリンを負荷し，経時的に血糖を測定した。統計解析に t検定を用いた(ぺ p<0.05)。

及び糖代謝恒常性の維持機構における重要性を個体レ

ベルで明らかにするため PDKlを欠損したモデルマ

ウスの作成を試みた。 PDKl遺伝子を全身で欠損した

マウスは胎生9.5日齢で死亡することが報告されてい

るがヘ編研究においても PDKl+/一間士の交配か

らPDKl-/ーは得られなかったO そこで Cre-loxP

システムにより肝臓特異的に PDKlを欠損するマウ

ス (L“PDK1KO)奇作成した。 L-PDKIKOの肝臓に

おける PDKl資自発現最は対照の 5%以下まで低下

していたが，ほぼメンデルの法則に従って出生し，生

後の成長障害も認めなかった。

レPDKIKOでは，随時摂食時の肝議最の減少を認

めた。また組織学的検討からグリコーゲン合量の減少

が示唆され，肝細胞のサイズも低下していた。 P13K

依存性のシグナルは肝臓のグリコーゲ

機能を果たすことが知られておりへ L-PDKIKOの

随時摂食時の肝重量及び肝細胞のサイズの低下は，

PDKl依存性のシグナル伝達機構の陣警によるグリコー

ゲン合最の低下に起因するのかもしれない。一方，い

くつかの墳伝子改変マウスの解析から P13-Kシグナ

ルは臓鵠サイズの決定に関与することが示唆されてい

る1山九肱の段階から PDK1の発現議が正常の20%程

度に低下したマウスにおいても肝臓を含め全身の臓器

サイズが縮小することが報告されている 6)。このよう

な知児を踏まえるに， PDKlは細胞の増殖や肥大のシ

グナルに しており. PDKIKOの肝臓重量の低下

も，少なくともそ は，増殖・肥大シグナルの抑

制による可能性も百定できない。

レPDK1KOではインスリン依存性の Akt308位の

リン酸化が著明に減弱しており， PDKlがAktのリ

ン酸化に必須の因子であることが明らかとなったo

PDKl遺伝子を完全に欠失した旺性幹細胞では増殖悶

子依存性の Aktのリン牒化や活性化がほぼ完全に抑

制されるものの 41 PDKlの発現監が20%程度にまで

低下したマウスでは肝臓をはじめとした各種の臓器で

インスリン依梓性の Aktのリン酸化・活性化がほぼ

正常に生じることが報告されている九このような知

と本研究で得られた結果を考えあわせると， PDKl 

はAktのリン酸化には必須の分子であるものの，細

胞内では PDKlは過量に存在しており，減少しでもある

一定の資自量が残存していれば，下流へのシグナ jレを十

分に伝達できるものと考えられる o L-PDK1KOでは

PDKl議白舗が著明に減少するため， Aktの308位の

リン酸化が抑制されると推測される O

L-PDK1KOは空腹時血糖及び糖負荷時の血糖上昇

皮応が対照lこ比べ有意に増強していた口空腹時及び随

時摂食時の血衆インスリン値が高値であったこと，外

来性のインスリン投与による血糖の降下反応が低下し

ていたことから， L-PDK1KOの耐糖能障害はインス

リン抵抗性によるものと考えられた。このような代謝

パラメータの変化は，優位抑制型 P13-Kをアデノウ

イルスベクターを用いて発現することにより作成され
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た肝臓特異的 P13岨K活性抑制マウスと類似してい

る2)。このことは肝臓における糖代謝調節機構におい

て PDK1はP13-Kのシグナノレの主要な部分を担うこ

とを示唆するものである O 今後，肝臓でのグリコーゲ

ン合成や分解に関わる情報伝達分子・酵素の発現量や

活性の変化，また，各種の糖脂質代謝関連遺伝子の発

現量や誘導の変化の解析が， PDK1の個体レベルでの

機能を明らかとするためには重要であろうo
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【Abstract】

3ωphosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDKl) is a protein kinase phosphorylated 

by phosphatydilinositol 3栴 kinase，and is thought to play a role in the activation of effectors 

of insulin action such as Akt， p70 S6kinase and atypical PKCs. In this study， we have 

generated liverωspecific PDKl knockout (L-PDKIKO) mice with the use of the Cre-loxp 

system， and investigated physiological roles of PDKl in the activation of effectors of insulin 

action， and in glucose homeostasis. The abundance of hepatic PDKl protein was less than 5% 

。fthat in control mice. In the randomlyfed state， the liver mass of these animals was 

reduced by about 20% compared to controlmice，probably due to the decrease in the 

accumulation of glycogen. Insulin-induced phosphorylation of Thr308， but of Ser473， of Akt 

was markedly inhibited in the liver of L-PDKIKO mice. In L-PDKIKO mice， the blood 

glucose and the plasma insulin concentrations in the fed and fasted state，and the glucose， 

increasing effect during glucose tolerance tests were elevated， while the glucoseωlowering 

effect of exogenously administered insulin was diminished. These results suggest that PDKl 

is essential for insulin-induced activation of Akt and for normal glucose homeostasis in 

li ving animals. 
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