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は しがき

これ まで に生命 の寿命 を規 定す るメカニ ズム に関 しては、酵 母、線 虫、 シ ョ

ウジ ョウバ エ な どを用 いてお こな われ 、老化 、寿命 に関わ る遺伝 子が 同定 され 、

さ らにそ の シグナル経 路 も同定 されつ つ あ る。 線 虫にお け る研究 で はイ ンス リ

ン/IGF-1シ グナル 経路が寿命 の調節 に重要 な役割 を果 た してい るこ とが明 らか

に され てい る。一方、哺乳動物 では、成 長 ホル モ ン欠損マ ウス(Amesdwarf,Snell

dwarf)お よび成長 ホル モ ン受 容体欠損 マ ウス は、IGF-1濃 度 が著 しく低 く、イ

ンス リン濃度 お よび血糖値 が減少 し、寿命 の延長 を呈す る ことが知 られ てい る。

さらにはIGFI・1受 容体欠損マ ウスのヘテ ロ結合 体が寿命 の延長 を呈す る こ とが

報告 され 、イ ンス リン/IGF・1シ グナル経 路 が哺 乳動物の寿命調節 に何 らかの役

割 を担 って い るこ とが示唆 され てい る。 しか し、成長 ホルモ ン作用 の欠如 にお

ける延命 効果 にお いて、イ ンス リン/IGF-1シ グナル 経路 の下流 にあ る詳細 な分

子機構 は明 らかにな ってい ない。 この分子機 構 を研究す るこ とは 、未 だ解 明 さ

れ ていない哺乳動物 個体 にお け る加 齢現象 の分 子 メカニズ ムを明 らか にす る上

で有益で ある と考 え られ る。
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1.研 究 の概 要

成長 ホル モ ンの寿命 に及 ぼす影 響 の分子 機構 を解 明す るため、寿命 の延 長 を

呈す る成長 ホルモ ン受容体欠損 マ ウス(Ghr-/Lマ ウス)と 成 長 ホル モ ン受容体

欠損 でフォー クヘ ッ ド転写因子Foxo1ヘ テ ロ欠損 マ ウス(Ghr「/‐Foxo1+/‐ マ ウ

ス)を 比較す るこ とによ り成長 ホルモ ン作用の欠如 にお ける延命効果 におい て、

Foxo1が その下流 にあるか ど うか解析す るこ とを試 みた。

本 マ ウスの基本 的な性 状 を確認 す る 目的で成長 と糖 代謝 につ いて検討 した。

成 長 につ い て解 析す るた め体 重 を比較 した と ころGhr≠ マ ウス に対 して

Ghr-/一 ・Foxol+/Lマ ウスは、有 意な体重増加 を示 し、成 長ホルモ ン欠損 マ ウスの

インス リン様成長 因子低下 に伴 う成長 障害 にFoxolが 関与 してい る可能性 を示

唆 した。

次 に糖代謝 に関 して解析 した。絶食時 の血糖 値 を経 時的(2,4,6ヵ 月齢)に 測

定 した ところ雄 ではGhr;!Lマ ウス に対 してGhr‐/‐Foxo1+/‐ マ ウス は、2ヵ 月

齢 において若干 では あるが有 意 に低 い値 を示 し、他 の月齢 にお いて も平 均値 は

若干低 かったが、雌 において はほぼ同等の値 を示 した。また、6ヵ 月齢 での摂食

時の血糖値 は、Ghrマ ウス、(訪r≠F伽01がLマ ウス間 には雌雄 ともに違 い

が見 られ な かった。 しか し、血漿 イ ンス リン濃度 は、雄 ではGhr/Foxo1+/‐

マ ウスの方 が有意 に低 くイ ンス リン感 受性 が充進 して いたが 、雌 で はほぼ 同等

の値 を示 した。 この結果 は、Foxolの ヘ テ ロ欠損 がお よぼす イ ンス リン感 受性
y進 作用 に雌雄差 があ るこ とを示 した

。

今 回の研究 で確認 され た、Ghr-/一 とGhr‐/‐Foxo1・ 砕 マ ウス との違 い(体 重

増加 と雄 にお け るイ ンス リン感 受性 の充進)が 加齢 に よ りど うな るのか、 また

は、寿命 に及 ぼす影 響 につ いて は、マ ウスの寿命 が数年 と長 いた め、現在継 続

して検討 中である。

2.緒 言

これ まで に生命 の寿命 を規 定す るメカニズ ムに 関 して は、酵母 、線 虫、 シ ョ

ウジ ョウバエ な どを用いた研究 に よ り、老化 、寿命 に関わ る遺伝子 が同定 され 、

さらにそのシグナル経 路 も同定 されつ つあ る。

線 虫は、元 来L1,L2,L3,L4の4つ のステー ジを経 てそ の短 い一生 を終 えるが、

高温 、飢餓 状態、高 フェ ロモ ンの状態で は、L2ス テー ジの後 、あ る特殊 なステ
ー ジ(dauerlarvae)に 入 り、成長 、生殖 、代謝 の抑制 、脂肪滴 の貯 留 、寿命 の延

長 を呈す る。 しか しなが ら、イ ンス リン受容 体daf-2遺 伝子 の突然変異体 では、

正常 な環境 下にお いて も、dauerlarvaeス テー ジに入 る ことが知 られ てい る。

さらに興味深 い ことに、 フォ.___.クヘ ッ ド転写 因子daf」16遺 伝 子 とdaf2遺 伝 子
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の ダブ ル ミュー タ ン トで は、このdaf2遺 伝 子 の変 異 体 の表 現 型 が 、正 常 に戻 る

こ とが 示 され て い る。 した が っ て 、線 虫 にお い て は 、DAF-2は 、DAFI・16の 下

流 に位 置 し、DAF・2と 拮 抗 す る働 き を持 つ こ とが示 され た。 こ の こ とは 、線 虫

で は イ ン ス リン11GF・1シ グナ ル 経 路 が寿 命 の 調 節 に重 要 な役 割 を果 た して い る

こ と を示 唆 して い る1)2)。

一 方
、 哺 乳 動 物 で は 、成 長 ホ ル モ ン欠 損 マ ウス(Amesdwarf,Snelldwarf)

お よび成 長 ホル モ ン受 容 体 欠 損 マ ウス は 、IGF-1濃 度 が著 し く低 く、イ ンス リ

ン濃 度 お よび 血 糖 値 が減 少 し、寿 命 の延 長 を 呈す る こ とが知 られ てい る1)。 さ ら

に 、IGF・1受 容 体 のヘ テ ロ ノ ック ア ウ トマ ウス が 寿命 の 延 長 を呈 す る こ とが 近

年 報 告 され て い る3)。 ま た 、長 期 の カ ロ リー 制 限 に寿命 の延 長 作用 が あ る こ とが

明 らか に な って い る が 、 カ ロ リー 制 限 を行 っ た マ ウス に お い て もイ ンス リン、

IGFI・1、 血糖 値 の減 少 が見 られ る2)。 これ らの 知 見 よ り、哺 乳動 物 にお い て もイ

ン ス リン/IGF・1シ グナ ル 経 路 が酵 母 、線 虫、 シ ョウジ ョウバ エ と同様 に寿 命 調

節 に何 らか の役 割 を担 っ てい る こ とが 示 唆 され る(図1)。

Floxo1は 、線 虫 に お け るイ ンス リン受 容 体 、phosphatidylinositol3・kinase

(PI3・kinase)、proteinkinaseB(PKB/AKT)と 相 同 なDAF-2,、AGE・1、AKT

の 下 流 に存 在 し、DAF-2シ グナ ル 経 路 の負 の 調 節 因子 で あ るDAF-16と 相 同な

転 写 因子 で あ る4)。Foxolは 、 フ ォー クヘ ッ ド転 写 因 子 フ ァ ミ リー に 属 し、約

100個 の ア ミノ酸 か らな る フ ォー クヘ ッ ドDNA結 合 部 位 と、 そ のC末 端 の

transactivationdomainを 有 す る。Foxolに は 、3つ のPKB/AKTリ ン酸 化 部

位(threonine24,serine253,serine316)が 存 在 し、イ ンス リン、IGF・1刺 激 に よ り、

主 にPI3K・PKBIAKT依 存 的 に リン酸 化 を受 け 、核 内 よ り細胞 質 内 へ 移 行 し、そ

の 転 写 活 性 が失 われ る5),6)。Foxo1の 標 的 遺 伝 子 と して は 、す で にFasligandT)、

p278)、p219)、Igfbp-16)、 σadd4510)、G6pase11)な どが 同 定 され て お り、 細 胞 死

誘 発 、細 胞 増 殖 の抑 制 、 ス トレス に 対 す る抵 抗 性 、糖 産 生 に 関 与 す る こ とが知

られ て い る。

本研 究 の 目的 は 、成 長 ホル モ ン作 用 の 欠 如 にお け る延命 効 果 にお い て 、Foxo1

が そ の 下流 に あ るか ど うか を 明 らか に し、 未 だ 解 明 され て い な い 哺 乳 動 物 個 体

に お け る加 齢 現 象 の分 子 メカ ニ ズ ム を 明 らか に して い く こ とで あ る。
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3.研 究 方 法

解 析 に用 い るマ ウス の作 製 と飼 育 につ い て

Ghr≠/Lマ ウス は 、 コ ロ ン ビア大 学ArgirisEfstratiadis博 士 よ り供 与 され た

もの を用 い 、Foxol・ 解 マ ウス は、 コ ロ ン ビア大 学DomenicoAccili博 士 よ り供

与 され た もの を 用 い た12)・13)。Ghr+/一 マ ウス とFoxol+/Lマ ウス を 交 配 す る こ と

に よ り、 σhr〃 「」ゐ蜘1〃]マ ウス を得 、 さ らに そ の マ ウス とGhr+/一 マ ウス を交

配 す る こ とに よ り正 常型 、Foxol+/一 、Ghr-/一 、Ghr-/-Foxol+/一 、Ghr+/一 、

Ghr+/-Foxo1+/]マ ウス を作 製 した。 マ ウス は 、 室 温約23℃ 、 明 期14時 間(点

灯5時 、 消 灯19時)の 環 境 で飼 育 した 。 水 と餌 は 、 自由 に摂 取 させ た。 遺 伝 子

型 は尾 断 片 よ りゲ ノムDNAを 抽 出 しPCRに よ り決 定 した。 マ ウス の飼 育 、 取

り扱 い に 関 して は 、旭 川 医 科 大 学 動 物 実 験 施 設 の規 定 に従 っ て行 っ た。

成長 につ いて

新 しく生 まれ たマ ウスは、カ ラーイ ンク を用いて識別 し、生後10日 目に耳に

標識 を付 けた。生後49日 目までは、毎 日、そ の後 は、一週 間お きに体重 を電子

天秤 で測 定 した。

血液生化学 的解 析

血糖値 は、簡易血糖 測定器 を用い て測定 した。絶食 時血糖値 は、一晩絶食後

(16時 間)、 採血 し測 定 した。血漿 イ ンス リン濃度 は、RIA法 を用 いて測定 し

た。

統計解析

群 間の解析 は、Fisherの 検 定の後 、Studentのt検 定 を行い解析 した。有意

差 は、p<0.05を 有意差 あ りと判断 した。 グラフ中のエ ラーバ ーは、標 準偏差 を

表示 した。
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4.研 究成 果

1)寿 命 の解 析

現 在 、寿 命 を解 析 す る た め、 正 常 型 、Foxol+/一 、(訪rr/L、Ghr-/-Foxo1+/一 、

Ghr+/一 、Ghr+/-Foxo1・ 所 マ ウス を正 常環 境 下 で 飼 育 して い る(表1)。 マ ウ ス

は、 線 虫 、 酵 母 、 シ ョ ウジ ョ ウバ エ な どの モ デ ル 生 物 と比 べ て 寿 命 が 数 年 と長

い た め、 最 終 的 にFloxo1が マ ウス の寿 命 に影 響 す るの か 、 現 在 継 続 して検 討 中

で あ る。

性別 遺伝子型 数

雄

離
謙

雛

4

1

4

3

6

7

1
↓

-
△

9
一

9
臼

-
-

9
一

雌

慧
嶽

雛

15

9

22

23

15

11

表1寿 命 の解析 に用い てい るマ ウス の性別 、遺伝子型 、数

一5一



2)成 長

生後49日 目までは、毎 日、そ の後 は、一週間お きに体重 を測定 し84日 目ま

でのデー タを示 した(図2)。 その結果 、Ghr/Foxol・ 解 マ ウスは、Ghr-/一 マ

ウス に対 して有意 な体重差 が確 認 され た。有 意差 が見 られ た期 間において雄 で

は約16%、 雌 では、約9%の 体 重増加 が見 られた。
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・一・1201

-10
L

.98
ゆ

≧6

台4
0
m2

0

Males

4

2

0

8

6

4

2

0

コ

　ロ

　　

《O
)
三

〇
旧0
3

>
眉
O
薗

Females　
τTTTTi

i

020406080100

PostnatalDay

『… …-1

TTTTT

禽1飴 禽

020406080100
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ロ■■-Ghr」 ノ」 Ghr-/-Foxo1+/一

図2Ghr-/一 マ ウ ス とGhr二Foxol+/‐ マ ウ ス の 体 重 の 比 較
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3)血 液 生化 学的解 析

絶食 時の血糖値 を経時 的(2,4,6ヵ 月齢)に 測定 した ところ雄 ではGhr-/一 マ

ウスに対 してGhr‐/‐Foxol+/‐ マ ウスは、2ヵ 月齢 においてわずか ではあ るが有

意に低い値 を示 し、他 の月齢 におい て も平均値 は若 干低 か った が、雌 におい て

は同等 の値 であ った(図3)。 また、6ヵ 月齢 で の摂食 時の血糖値 は、Ghr-/一 マ

ウス、Ghr‐/‐Foxol・晒 マ ウス間には雌 雄 ともに違 いが見 られ なか ったが、血漿

イ ンス リン濃度 は、雄で はGhr‐/‐Foxo1・ 解 マ ウスの方 が有意 に低 くGhr-/一 マ

ウスの53.3%で あった。しか し、雌 ではGhr‐/‐Foxol・F/一マ ウス の方 が平均値 で

約20%高 い値 を示 した(有 意 差 な し)。 正常 型マ ウス、Foxo1・ 解 マ ウスにおい

て も摂食 時の血糖値 は雌雄 ともに違 いが見 られ なかったが 、雄 では、Foxo1+/‐

マ ウスの血 漿 イ ンス リン濃 度 は正 常 型 マ ウス に対 して有意 に低 く、 正 常型 の

54.7%で あった(図4)。 雌 で は平均値 は正常型 の68.9%で あった が有意 差 はな

かった(図4)。
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5.考 察

Ghr-/一 マ ウスでは、成 長 ホル モ ンシグナル 伝達 が無いた めIGF・1濃 度 が著 し

く低 く、そのた め著 しい成長 障害が見 られ る。 今回 、我 々は、Ghr-f-一 マ ウスに

対 してGhr/Foxol+/Lマ ウスは、有 意 に体 重 が増加 す るこ とを示 した。これ は、

成長 ホル モ ン受容 体欠損マ ウスのIGF-1低 下 に伴 う成長障害 にFoxo1が 関与 し

てい る可能性 が ある と考 え られ た。

また、我 々は、軟骨前駆細胞株ATDC5がFoxolを 発現 してい るこ とを確認

し(デ.___タは示 さない)、Foxo1の 標 的遺伝子 の一つ であ るサイ ク リン依存性 キ

ナーゼイ ンヒビターp21が 軟骨 前駆細胞株ATDC5の 軟骨 細胞へ の分化 に重要

な役割 を担 ってい るこ とが報告 されてい る こ とか らFoxo1が 骨分化 に関与 して

い ると考 えてい る9),14)。

糖 代謝 において は、6ヵ 月齢 時 において雄 において は、摂食 時血漿 イ ンス リ

ン濃度 の有意 な低 下が見 られ 、イ ンス リン感受 性 がy進 してい る と考 え られ た。

しか し、雌 におい ては有意 差が見 られ なか った。Foxo1の ヘ テ ロ欠損 がお よぼ

す イ ンス リン感 受性充進 作用 に雌 雄差 が存在 す る と考 え られ た。 また、そ の雌

雄差 は、成 長ホルモ ン受容体欠損 マ ウスで顕著 であ った。

Foxo1が 寿命 に どの よ うに 関与 してい るか現在継 続 して検 討 中であ るが 、成

長 、イ ンス リン感受性 に変化 が見 られ た こ とか ら、何 らか の役割 が見い だせ る

もの と期待 され る。
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