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血管内皮細胞 PDK1シグナルの生理的役割の解明
〜血管内皮細胞特異的 PDK1欠損マウスを用いた検討

俵本 和仁

川崎医科大学糖尿病・代謝・内分泌内科学，〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　種々の成長因子によって支配される細胞内の分子機構に phosophoinositide-dependent 
protein kinese 1（PDK1）シグナル伝達系は広く関わると考えられている．本研究では血管内皮
細胞特異的 PDK1欠損（VEPDK1KO）マウスを作製し，そのフェノタイプを詳細に解析して，血
管内皮細胞における PDK1シグナルの生理的役割を検討した．その結果，通常食飼育下24週齢の
VEPDK1KO マウスでは非欠損コントロール群に比し，耐糖能および全身のインスリン感受性増強
を認めた．また血中アディポネクチン値上昇，肝での糖新生系酵素活性の抑制を認め，肝での糖産
生の抑制が確認された．インスリン感受性亢進の機構の詳細解明のため生後４週齢から高脂肪食負
荷をしたところ VEPDK1KO 群では12週齢で既にコントロール群に比し，内臓脂肪量の減少，白
色脂肪細胞におけるアディポネクチン mRNA 量は増加，monocyte chemoattractant protein（MCP）
-1，レプチン，tumor necrosis factor（TNF）-α の mRNA 量は低下を認めた．その結果，肝での
AMP-activated protein kinase（AMPK）活性化がみられインスリン抵抗性の改善をもたらしたと
考えられた．更に VEPDK1KO 群に認められた高脂肪食負荷による内臓肥満あるいは脂肪細胞肥
大の抑制には，脂肪組織における血管新生の抑制が関与する可能性が強く示唆された．本研究によっ
て，血管内皮細胞における PDK1シグナルが血管新生系調節による脂肪組織の形成に深く関与する
とともに，ひいてはインスリン感受性や糖代謝にも影響を及ぼすことが明らかにされた．
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緒　言
　生体内の各種細胞における phosphatidylinositol 
3-kinase（PI3K）/3-phosphoinositide dependent protein 
kinase-1（PDK1）/Aktシグナルは細胞増殖，代
謝調節などに関わっていると考えられ，その活
性化シグナル伝達機構は，インスリン作用を理
解する上で重要である１－３）．血管内皮細胞にお
けるインスリンシグナルは細胞増殖，代謝調節
以外に血管拡張，血管収縮作用にも大きく関与

しており，endothelial NO synthase（eNOS）が
主に寄与していると考えられている４－６）．Akt
は血管内皮細胞 eNOSの1177位をリン酸化さ
せ，nitric oxide（NO）を合成する７）．一方，イ
ンスリン以外にも，血管内皮系の増殖因子であ
る vascular endothelial growth factor（VEGF）も
PI3K/PDK1/Aktシグナル活性化を介して，血管
内皮細胞の増殖，機能調節に関わっている８）．
　インスリンは細胞膜上のインスリン受容体
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への結合，インスリン受容体基質蛋白 insulin 
receptor substrate（IRS）ファミリーや Shcな
どの内因性基質のチロシンリン酸化，その下
流の PI3キナーゼ調節サブユニットにある SH
ドメインの活性化によって PI3Kが活性化す
る．さらに PI3Kシグナルによってセリンキ
ナーゼである PDK1がリン酸化され，活性化
された PDK1は，さらにその下流の Aktを308
位セリン残基のリン酸化により活性化する．
PDK1は Akt以外にも p70S6キナーゼ，atypical 
PKC，Serum- and glucocorticoid-inducible kinases 
（SGK），p90Rskなどの蛋白キナーゼを活性化
させ，各細胞内の糖取り込み，蛋白合成，グリ
コーゲン合成，細胞増殖を亢進させる．このよ
うに PDK1はインスリンシグナルの中心的役割
を担うと考えられている．
　PDK1完全欠損マウスは胎生期に中枢神経系
の形成不全が起こり，完全致死であるため，
Cre-loxPシステムを用いて臓器特異的に PI3K/
PDK1/Aktシグナルに関わる遺伝子を欠損させ
たマウスによる各臓器の PI3K/PDK1/Akt経路
の役割解明が試みられてきた．肝特異的 PDK1
欠損マウスは定常状態では高血糖を認めないも
のの，腹腔内グルコース負荷試験を行うと耐糖
能障害を示し，肝における PDK1が全身のイン
スリン作用に重要であることを明らかになった
９，10）．心筋，骨格筋特異的 PDK1欠損マウスで
は心筋細胞サイズが縮小化し，心室壁が菲薄し，
心不全が進行した11）．膵β細胞特異的 PDK1
欠損マウス（β pdk1KO）では膵ランゲルハン
ス島面積が縮小し，膵β細胞サイズも縮小し，
インスリン分泌不全が顕性化し，耐糖能障害
が自然発症した12）．さらに forkhead transcription 
factor (FOXO) 1を介して，膵β細胞増殖に関
わる pancreatic and duodenal homeobox 1(PDX1)
や細胞分裂に関わる p27Kip1にも影響を与えてい
た．これらの成績は，インスリンシグナル異常，
すなわち PI3K/PDK1/Akt経路の遮断が各臓器，
各細胞の機能維持に悪影響を示し，肝機能，心
機能，膵β細胞機能の低下をもたらす可能性
があることを示唆している．

　本研究では，血管内皮機能における PDK1の
役割を解明するために，Cre-loxPシステムを用
いて血管内皮細胞特異的に PDK1遺伝子を欠損
させたマウス（VEPDK1KO）を作製し，そのフェ
ノタイプを詳細に解析し，血管新生系，脂肪組
織の形成との関連，さらには耐糖能，インスリ
ン感受性へ影響を検討した．

材料と方法
血管内皮細胞特異的 PDK1欠損マウスの作成
　血管内皮細胞特異的 PDK1欠損マウスを作成
するために，Cre-loxPシステムを利用した13）．
PDK1遺伝子の exon 3，exon 4の両端に loxP
配列を組み入れたトランスジェニックマウス
（PDK1flox/flox）14）と血管内皮細胞特異的遺伝子
である Tie2遺伝子をプロモーターとして Creリ
コンビナーゼ遺伝子を発現させたトランスジェ
ニックマウスを交配させ（Tie2Cre+/-），誕生し
たヘテロ遺伝子改変マウス（PDK1flox/+Tie2Cre+/-）
を再度交配し，誕生した PDK1flox/floxTie2Cre+/-

を血管内皮 PDK1欠損マウスとし，PDK1flox/

floxTie2Cre-/-マウスをコントロール群とした．生
後４週目に離乳前に尾組織一部から DNAを採
取し，genotypeを確認した．離乳後は通常食飼
育マウスにはオリエンタル酵母（東京，日本）
通常食（５％脂肪，30％タンパク質，53％炭水
化物，12％ビタミンおよび電解質）を，高脂肪
食マウスにはオリエンタル酵母特別高脂肪食
（30％脂肪，33％タンパク質，25％炭水化物，
12％ビタミンおよび電解質）を自由摂食下で投
与した．体重測定は毎週施行し，摂餌量測定は
生後21週から22週までの期間測定した．マウス
は通常食３か月，６か月齢，高脂肪食３か月齢
に以下の実験を施行し，組織採取を行った．本
研究は川崎医科大学組み換え DNA実験安全委
員会（05-04，08-118）に認可を受け，実験動
物は川崎医科大学医用生物センター使用規定に
沿って飼育された．

肺血管内皮細胞の単離初代培養
　生後８～12週齢マウスを頸椎脱臼法により
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絶命させ，その後開胸し，肺内をヘパリン
含有生理食塩水で還流し，肺組織を摘出，
0.1%collagenase（Worthington Biochemical 
Co，Lakewood, NJ, USA）/Ham's F-12 medium 
（Invitrogen Co，Carlsbad, CA, USA） 処 理 を
し，140μm sieveを通過させ粗大な膠原繊維を
除去した後，0.1％ゼラチンコートディッシュ
上で血管内皮細胞培養液（40％ Ham's F-12培養
液，40% low-glucose DMEM，20% foetal bovine 
serum，50μg/ml kanamycin，2mM L-glutamin，
50μg/ml endothelial mitoge，100μg/ml heparin）
内で初代24時間培養した．その後，CD16/CD32 
monoclonal抗体接着 magnetic beads（Invitrogen）
と CD102 monoclonal 抗体接着 beads を用い
て血管内皮細胞を positive selectionし，再度
血管内皮細胞培養液を用いて培養，75%程度
confluentとなった状態でさらなる実験に用いた．
　VEGF刺激によるシグナル伝達を検証する実
験では，採取した肺血管内皮細胞を16時間 FBS
非添加 low-glucose DMEM に培養後，VEGF
（50ng/m）（R&D systems，Minneapolis，MN，
USA）10分間刺激を行い，その後氷上でシグ
ナル伝達を遮断した後，lysis buffer（20 mM 
Tris/HCl, pH7.4, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 10 mM 
Na4P2O7, 100 mM NaF, 2mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 
10 μg/ml aprotinin, and 10 μg/ml leupeptin)を用
いてその細胞可溶性成分を抽出し，－80℃で凍
結保存した．

血圧測定，生化学パラメータの解析
　血圧測定は非麻酔下で tail-cuff 血圧測定器
（Muromachi Kikai Co，東京，日本）を用いて
測定した．血液検体は空腹時（マウスを一晩絶
食下）および非空腹時で非麻酔下尾静脈から採
取し，15000 rpm，10分間，４℃で血清成分を
遠心分離し，－80℃で凍結保存した．血清イ
ンスリン（Morinaga，東京，日本），遊離脂肪
酸，中性脂肪（Wako，大阪，日本）は ELISA
キットを用いて計測し，血中一酸化窒素代謝物
（Eicom，京都，日本），アディポネクチン（Otsuka 

Pharmaceutical Co Ltd，東京，日本），レプチン

（Ray Biotech Inc，Norcross，GA，USA）MCP-1
（R&D systems），VEGF（R&D systems）もアッ
セイキットを用いて計測した．

グルコース負荷試験とインスリン負荷試験
　グルコース負荷試験は一晩絶食下マウスの
腹腔内にグルコース（1g D-glucose/ kg body 
weight）を注射し，各時間帯における全血
血糖値をフリースタイルセンサー（Kissei 
Pharmaceutical Co. LTD.，東京，日本）を用い
て計測した．インスリン負荷試験はマウスを５
時間絶食させた，腹腔内にレギュラーインスリ
ン（1U/kg body weight）を投与し，全血血糖値
は同様にフリースタイルセンサーを用いて計測
した．

正常血糖高インスリンクランプ実験
　正常血糖高インスリンクランプ実験施行１週
間前にイソフルレン（Abbot）麻酔下で右頸静
脈からカテーテルを挿入．実験前日から一晩絶
食下したマウスに120分間の正常血糖高インス
リンクランプ実験を既報15）と同内容で施行し
た．概略を示すが，microdialysis pump（CMA/
Microdialysis，Solna，Sweden）を用いてヒトレ
ギュラーインスリン（15pmol/kg/min）と40％
グルコース溶液（血糖値を110mg/dl程度に維
持するよう量を調節）を持続静脈内投与し，
注入量が安定したところで，[3-3H]グルコー
ス（10μCi bolus, followed by 0.1μCi/min; GE 
Healthcare Bio-sciences Co.，Buckinghamshire，
UK）を投与してグルコース注入量（Glucose 
Infusion Rate; GIR）を計測した．各組織におけ
るグルコース取り込み量を検討するため，試験
開始後120分時に2-deoxy-D-[1-14C] glucose (GE 
Healthcare Bio-sciences Co.)を10μCi ボーラス
投与し，試験終了後，マウスをペントバルビター
ル過剰投与で絶命させ，各組織を採取し，液体
窒素を用いて急速凍結し，－80℃で凍結保存し
た．凍結保存した組織をホモジナイズし，組織
中14Cから組織中糖取り込み量を計測した．
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Western blotting
　採取された組織を lysis bufferとともにホモジ
ナイズし，可溶性細胞成分を抽出した．蛋白量
10-30μg相当の抽出液を200V，45分で電気泳
動し，その後100V，１時間でアクリルゲルか
ら PVDF メンブレンに転写させた．その後，
5％ non-fat milkもしくは５% BSAにて１時間
ブロッキングし，各種一次抗体で４℃，一晩
blotし，翌日対応した二次抗体液に反応させ
た．ECL Plus Western Blotting Detection Reagent
（GE Healthcare Bio-sciences Co.）で反応させ，
Chemiluminesceneseにて撮影した．一次抗体は
以下のもの各社から購入し使用した．抗 PDK1
抗体（Merck Biosciences，Darmstadt，Germany），
抗 Akt抗体，抗 Ser473リン酸化 Akt抗体，抗
Thr308Akt抗体，抗リン酸化 S6キナーゼ抗体，
抗 S6キナーゼ抗体，抗リン酸化 eNOS抗体，
抗 eNOS抗体，抗リン酸化 ERK1/2抗体，抗
ERK1/2抗体（Cell Signaling，Boston，MA，USA）

組織学的評価
　傍精巣脂肪組織を採取し，IHC Zinc固定液 
を用い24時間室温下で固定．その後，パラフィ
ン包埋し，4μm切片を作成した．脂肪細胞面
積はヘマトキシリン・エオジン染色切片を用
いて１個体400個以上計測し Image J® (National 
Insutitutes of Health)にて平均脂肪細胞面積を算
出した．CD34抗体 (Nichirei Biosciences Inc，東
京，日本 )免疫染色組織像も同様にパラフィン
包埋した切片を用い，強拡大視野（×400）５
視野における CD34陽性毛細血管数を算出し，
脂肪細胞数で除し，その比を算出した．

内臓脂肪面積の測定
　小動物用 CT撮影装置（LaTheta®，Aloka，東
京，日本）を用いた第５腰椎レベルにおける腹
部断面像から皮下脂肪面積，内臓脂肪面積，総
脂肪面積を計測した．

リアルタイム RT-PCR法
　各組織の Total RNAは SV total mRNA isolation 

system（Promega，Fitchburg，WI，USA）を用い
て採取し，2μg量の mRNAを TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents（Applied Biosystems，
foster city，CA，USA） に て 逆 転 写 反 応 さ
せ，cDNAを作成した．リアルタイム RT－
PCR は7500 Real-time PCR system（Applied 
Biosystems）を用いて施行，内部コントロール
として36B4 mRNAを使用した．使用したプラ
イマーの塩基配列を下記に示す．
mouse 36B4,
　5’-TTCCAGCTTTGGGCATCA-3’ （sense），
　 5’-ATGTTCAGCATGTTCAGCAGTGTG-3’ 
（antisense）;

mouse phosphoenolpyruvate carboxykinase 
（PEPCK），
　 5’-GCATAACTAACCCCGAAGGCAAG-3’ 
（sense），

　 5’- C AT C C A G G C A AT G T C AT C G C -3’
（antisense），

mouse glucose-6-phosphatase（G6Pase）
　 5’-CAGAATGGGTCCACCTTGACAC-3’
（sense）， 

　 5’- A G C G G A AT G G G A G C A A C T T G -3’ 
（antisense）;

mouse adiponectin
　5’-CGGCAGCACTGGCAAGTT-3’（sense），
　5’-CCGTGATGTGGTAAGAGAAGTAGTAGA
　-3’（antisense）;
mouse leptin:
　 5’-AACCCTCATCAAGACCATTGTCA-3’
（sense），

　 5’- C C T C T G C T T G G C G G AT A C C - 3’
（antisense）;

mouse MCP-1:
　5’-CTTCCTCCACCACCATGCA-3’（sense）， 
　 5’-CCAGCCGGCAACTGTGA-3’（antisense）;
mouse TNF-α :
　 5’-CACAAGATGCTGGGACAGTGA-3’
（sense），

　 5’- T C C T T G AT G G T G G T G C AT G A - 3’
（antisense）;
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mouse platelet / endothelical cell adhesion molecule 
1（PECAM1）:
　5’-CTGGGAGGTCGTCCATGT-3’（sense），
　5’-CACAGGACTCTCGCAATC-3’（antisense）；
mouse vascular cell adhesion molecule 1（VCAM1）:
　 5’-CCCCAAGGATCCAGAGATTCA-3’
（sense），
　 5’- A C T T G A C T G T G A C C G G C T T- 3’
（antisense）．

mouse sterol regulatory element binding protein 
（SREBP）1c:
　5’-GAGCCATGGATTGCACATTT-3’（sense），
　5’-CACGGACGGGTACATCT-3’（antisense）．

統計学的手法
　全データは平均±標準誤差で表記し，二群
間の比較はマンホイットニーの U検定，分散
分析を用いて統計学的有意差を算出した．

結　果
血管内皮細胞特異的 PDK1遺伝子欠損の確認
　VEPDK1KOおよびコントロールマウスの
肺組織から得た血管内皮細胞の初代培養細胞
（MLECs）における PDK1蛋白の発現を検討し
た．その結果，PDK1KOマウスでは PDK1蛋
白の発現は，約90％低下していた．一方，筋
肉，肝臓，脂肪組織などその他の組織における
PDK1蛋白発現量は，非欠損マウスと同等であ
り，VEPDK1KOマウスは血管内皮細胞特異的
PDK1遺伝子欠損を有していることが確認され
た（図１）．

血管内皮細胞特異的 PDK1欠損が VEGFシグナ
ル伝達に及ぼす影響
　PI3K/PDK1/Aktおよびmitogen-activated protein 
kinase（MAPK）経路を介して血管内皮細胞
の増殖や透過性の関与する VEGFのシグナル
伝達を検証するため MLECsを用いて PDK1
シグナルの下流に位置する Aktのリン酸化反
応を検討した．その結果，PDK1KOマウスで
は VEGF刺激下において，PDK1依存性である

Aktの Thr308リン酸化は認められず，PDK1非
依存性の Ser473リン酸化のみを認めた．一方，
コントロールマウスでは両部位ともリン酸化
が認められた．さらに S6Kの Thr389リン酸化
も PDK1KOマウスでは認められなかったが，
eNOSはリン酸化されていた．両群マウスの
Akt，S6K，eNOS蛋白量に差はなかった．以上
より血管内皮細胞特異的 PDK1欠損では PI3K/
PDK1/Aktシグナル伝達障害を認めるが，Ras/
ERK系シグナルは影響を受けないことが確認
された．

血管内皮細胞特異的 PDK1欠損による代謝への
影響
　VEPDK1KOマウスの出生率はメンデルの法
則に従っており，各臓器の組織像はコントロー
ル群と明らかな差を認めなかった．通常食飼育
下での12週齢，24週齢で比較した VEPDK1KO
群の体重と血圧は非欠損コントロール群と差は
みられず，生存率も12ヶ月までの観察では両
群間で同等であった．同様に血圧，血糖値，血
中遊離脂肪酸 (FFA)や総コレステロール値にも
両群間に有意差を認めなかった（表）．血中イ
ンスリン値とトリグリセリド（TG）値は12週

図１　血管内皮細胞特異的 PDK1 欠損（VEPDK1KO）
マウスとコントロールマウスから得た各臓器中の PDK
１蛋白発現．MLECs：肺組織から得た血管内皮細胞，
Gastro：腓腹筋，WAT：白色脂肪組織，BAT：褐色脂肪
組織
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齢では両群で差はなかったが，24週齢ではコン
トロールマウスに比し，コントロールマウス
でそれぞれ37％と36％の低下を認めた（いずれ
も p<0.05）．血中の NOx量は両群間で有意差を
認めなかった．全身の耐糖能をグルコース負荷
試験により検討した結果，12週齢では対照群と
同等であったが，24週齢では，VEPDK1KO群
で負荷後60分以内の血糖値は有意に低く，耐糖
能の亢進がみられた．またインスリン負荷試験
（12週齢0.8U/kg，24週齢0.95U/kgインスリン
腹腔内投与）によるインスリン感受性をみたと
ころ，24週齢の VEPDK1KO群で有意に亢進し
ていた．さらに高脂肪食を両マウスに離乳直後

から与え，人為的な肥満状態にし，同様に耐糖
能についての検討を行ったところ，12週齢から
VEPDK1KOのインスリン感受性は亢進してい
た．
　24週齢の VEPDK1KO群で耐糖能およびイン
スリン感受性の亢進を認めたことから，同週齢
マウスで，2-deoxy-D-[1-14C] グルコースを用い
た正常血糖－高インスリンクランプ法による体
内グルコース代謝の解析を行った．その結果，
VEPDK1KO群ではコントロール群に比し，全
身の糖取り込み量（図２Ａ），各組織での糖取
り込み量（図２Ｂ）の総量はかわらないもの
の，グルコース注入率（GIR）でみた糖代謝は

表　通常食 12 週齢，24 週齢における VEPDK1KOの体重，血圧，血液生化学パラメータ（食後採血）

12 週齢 24 週齢 
コントロール VEPDK1KO コントロール VEPDK1KO

体重 (g) 26.2 ± 0.9 26.6 ± 0.7 32.9 ± 1.2 32.7 ± 0.4
心拍数 (bpm) 643 ± 22 662 ± 31 702 ± 34 637 ± 75
収縮期血圧 (mmHg) 122 ± 2 122 ± 9 131 ± 9 136 ± 14
拡張期血圧 (mmHg) 72 ± 2 72 ± 7 82 ± 9 91 ± 7
血糖値 (mg/dl) 130 ± 8 125 ± 5 145 ± 8 137 ± 12
インスリン値 (ng/ml) 0.43 ± 0.08 0.35 ± 0.03 1.31 ± 0.19 0.82 ± 0.24*
遊離脂肪酸値 (mEq/L) 0.22 ± 0.05 0.28 ± 0.06 0.93 ± 0.08 0.95 ± 0.06
中性脂肪値 (mg/dl) 83 ± 5 77 ± 3 140 ± 22 90 ± 6*
総コレステロール値 (mg/dl) 99 ± 5 95 ± 3 110 ± 5 113 ± 4
NO代謝産物値 (µM) 113 ± 17 100 ± 7 54 ± 13 49 ± 6
（平均± SEM，n=8-10，*:p<0.05）

図２　正常血糖高インスリンクランプ実験での糖利用率（GIR），2-deoxy-D-[1-14C] グルコースでみた全身の糖取り
込み，肝からの糖放出抑制率の比較．A: 糖利用率，B: 全身の糖取り込み，C: 肝からの糖放出抑制率．コントロール群：
open bar，VEPDK1KO群：black bar，Cerebel：脳，Gastro：腓腹筋，Soleus：ヒラメ筋，EDL：長指伸筋，BAT：褐
色脂肪組織
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亢進していた（図２Ａ）．また高インスリンク
ランプ時の肝糖放出量は有意に抑制されてい
た（図２Ｃ）．また PEPCK と G6Paseの mRNA
発現量は，VEPDK1KO群でコントロール群に
比し，それぞれ37％と32％低下していた．また
SREBP1cの mRNA量も VEPDK1KO群で有意
な低下がみられた．

高脂肪食負荷による VEPDK1KOマウスのイン
スリン感受性への影響
　24週齢の VEPDK1KOマウスでインスリン感
受性亢進を認めたことから，その機構の詳細解
明のため生後４週齢から高脂肪食負荷をした
マウスを用いて，同様のフェノタイプ解析を
行った．両群マウスの体重を比較したところ，
VEPDK1KOは高脂肪食負荷開始２週目以降か
ら徐々に体重増加が抑制され，24週齢では対照
に比し，約16％の体重増加抑制を認めた（図
３Ａ）．両群マウス間で摂餌量には有意差はな
かった．直腸温には両群間で有意差はなかった
が，indirect calorimetryで測定した酸素消費量
は VEPDK1KO群で有意に増加しており，特に
夜間の活動期により顕著であった（12週齢；
54.7±1.5 ml/min/kg VEPDK1KO群 vs　49.2±0.6 
ml/min/kg コントロール群 , 各群 n=4, P<0.05）．
インスリン負荷試験（1.2 U/kgインスリン負荷）
により，12週齢の VEPDK1KOマウスで有意な
全身のインスリン感受性亢進を認める（図３Ｂ）

とともに，インスリンによる肝臓での Aktの
セリンリン酸化の亢進を認めた．さらに AMP-
activated protein kinase （AMPK） お よ び acetyl 
CoA carboxylase （ACC）のリン酸化がコント
ロール群に比し，それぞれ3.7倍，11.2倍と顕著
に亢進していた．

VEPDK1KOマウスの低体重およびインスリン
感受性亢進と脂肪細胞の関係
　VEPDK1KOマウスの低体重およびインスリ
ン感受性亢進をもたらす機序を明らかにするた
め，まず通常食下での24週齢および高脂肪食下
での12週齢の両群マウスにおける各臓器重量を
体重に対する比率で解析したところ，筋肉や肝
臓などの主要臓器重量比に差はないものの，
白色脂肪組織において両群間に有意差を認め
た（VEPDK1KO 1.31±0.15 % vs コントロール
1.79±0.02 % , 各群 n=8, P<0.05，高脂肪食下で
の12週齢）．小動物用 CT装置を用いて腹部 CT
画像を撮影し内臓脂肪面積，総脂肪面積を算出
したところ，総脂肪面積には差がなかったもの
の，内臓脂肪面積のみ有意に低下していた（総
脂肪：VEPDK1KO 3.2±0.1 cm2 vs コントロー
ル3.8±0.1 cm2，内臓脂肪 : VEPDK1KO 1.8±
0.1 cm2 vs コントロール 2.2±0.2 cm2, 各群 n=8, 
P<0.05）．また脂肪細胞サイズは VEPDK1KO
群でコントロール群に比し，有意に小さいこと
（VEPDK1KO 4544±214 μm2 vs コントロール 

図３　高脂肪食負荷によるマウス体重の変化と 12 週齢でのインスリン感受性の比較．
A：体重の変化，B：12 週齢での腹腔内インスリン負荷試験（1.2U/kg）．各群 n=8，*：p<0.05．コントロール群：□，
VEPDK1KO群：○



308 川　崎　医　学　会　誌

6469±213μm2, 各群 n=10, P<0.05，高脂肪食下
での12週齢）が明らかになり，このことが内臓
脂肪量の減少をもたらしたものと思われた．

脂肪細胞によるアディポカインの発現と分泌
　VEPDK1KOマウスにおいて脂肪細胞サイズ
の縮小によると思われる内臓脂肪量の減少を認
めたことから，アディポカインの解析を行っ
た．高脂肪食負荷12週齢マウスの白色脂肪細胞
中のアディポネクチン，レプチン，TNF-α，
MCP-1遺伝子発現をみたところ，VEPDK1KO
群においてアディポネクチン mRNAの増加が
みられ，その他の mRNA発現はコントロール
群に比し，有意に低下していた．さらに炎症機
転のマーカーである CD68および F4/8の mRNA
は VEPDK1KO群において有意に増加していた
（図４）．アディポカインの血中濃度をみると，

VEPDK1KO群においてアディポネクチン値の
上昇をみた（VEPDK1KO群10.2±1.8 μg/ml vs. 
コントロール群8.2±0.7μg/ml ，各群 n=7, P < 
0.05）．また血中 VEGF濃度は VEPDK1KO群
でコントロール群に比し，明らかに低値であっ
た（VEPDK1KO 群40.0±1.3 pg/ml vs. コ ン ト
ロール群48.7±5.6 pg/ml，各群 n=8，P<0.05）．

VEPDK1KOによる脂肪組織の血管新生への影
響
　血管内皮細胞 PDK1欠損が内臓脂肪組織
の肥大を抑制する機序を解明するため，
VEPDK1KOマウスの脂肪組織における血管新
生能を検討した．血管新生能を評価するため，

高脂肪食負荷12週齢マウスの内臓脂肪内の血管
数を脂肪細胞数に対する CD34陽性血管内皮細
胞数比率で求めた．その結果，CD34陽性血管
内皮細胞数比率は VEPDK1KO群でコントロー
ル群に比し，有意に低下しており，血管新生
能の低下が示唆された（VEPDK1KO群0.682±
0.016 μm2 vs. コントロール群0.983±0.011，各
群 n=8-10，P<0.05）． 血管内皮細胞は VEGFを
産生し，その VEGFは血管内皮細胞の VEGF
受容体と結合し，PI3K/PDK1/Akt経路を介して
血管新生を刺激すると考えられる．そのため
VEPDK1KOマウスの肺から単離，培養した血
管内皮細胞を用いてシグナル伝達を検討した結
果，308位 Aktリン酸化が抑制されていた．

考　察
　本研究は血管内皮細胞特異的 PDK1欠損に
よってインスリン感受性亢進を介する肝臓から
の糖放出の抑制，耐糖能の亢進が惹起されるこ
とを明らかにした．その機序として VEGFの
シグナル伝達障害による血管新生の減少と，そ
れによる内臓脂肪蓄積の抑制が考えられた．内
臓脂肪量の減少は個々の脂肪細胞の小型化によ
るものであり，そのことがアディポネクチン増
加，インスリン感受性低下に働くレプチン，
MCP-1，TNF-αの発現，分泌の低下を介する
インスリン感受性亢進をもたらしたものと考え
られた．当初は，eNOS活性が抑制による血圧
上昇が想定されたが，本研究結果では PDK1K
マウスの eNOSのリン酸化は抑制されず，さら
に血中 NOx濃度変化もなく，血圧への有意な
影響は認めなかった．eNOS欠損マウスでは血
圧上昇がみられる16，17）ものの，Aktトランスジェ
ニックマウスに NOS抑制薬を用いても血圧に
は影響しなかったとの報告18）もあり，PDK1/
Akt経路による血圧調節機構は endothelin-1と
の関連を含めて今後更なる解明を要するものと
思われる．
　VEPDK1KOマウスでは摂餌量がコントロー
ルマウスと同等にも関わらず，体重増加の抑制
がみられた．アディポネクチン過剰発現させた

図４　高脂肪食負荷（12 週齢）マウスの内臓脂肪組織に
おける各種アディポカイン mRNA量の比較．コントロー
ル群：open bar，VEPDK1KO群：black bar．
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マウスを高脂肪食負荷した場合，コントロール
に比し，摂餌量が同じでも体重増加が抑制され
るとの報告がある19）．このマウスでは酸素消費
量が増大していることも明らかにされている．
酸素消費量増大に加えて，アディポネクチン増
加を認める VEPDK1KOマウスにおいても同様
のメカニズムが働いている可能性が示唆され
た．しかしながら，アディポカイン調節機構，
摂餌量，エネルギー消費の関連性については，
今後更なる詳細解明が必要である．
　アディポネクチンによる筋肉や肝臓でのイン
スリン感受性増強作用および作用機構について
は，詳細な解明が進んでいる20－24）．Yamauchi
らはアディポネクチン受容体 AdipoR1と 
AdipoR2を同定し，それらの機能解析を行っ
た25－27）．その結果，AdipoR1は主に AMPK活
性抑制を介して，肝臓での糖新生系を抑制す
るとともに，SREBP1c活性抑制による脂肪酸
化の亢進に働くこと，AdipoR2は peroxisome 
proliferator – activated receptor （PPAR）α の 活
性化にはたらくことを明らかにした．本研究に
おいて肝糖放出抑制を認めたが，その機構とし
てアディポネクチン増加による AMPK活性化
とそれに基づく PEPCK，G6Pase，SREBP1c発
現低下が寄与するものと考えられた．
　一方，血管内皮細胞における PI3K/PDK1/Akt
経路は血管新生と血管の形成に関与すると言わ
れている．血管内皮の Aktトランスジェニッ
クマウスでは NO産生が亢進し，血管内皮細
胞のアポトーシスが抑制されること，血管内
皮細胞における PI3Kシグナルに対する特異的
negative regulator で あ る phosphatase and tensin 
homolog (PTEN)のヘテロ欠損マウスでは血管
新生が有意に減少する等の報告がある８，19）．血
管内皮細胞特異的 PDK1欠損動物を用いた本
研究でも同様の結果が得られたことは，PI3K/
PDK1/Aktシグナルが血管新生系の重要な調節
経路であることを明確に示唆するものである．
また脂肪組織の形成と血管新生系の関連につい
てもこれまでに報告がみられる28，29）．脂肪細胞
集団におけるマクロファージ（おそらく脂肪細

胞の前駆細胞？）や微小血管の共存は脂肪細胞
の分化・増殖に不可欠なものであり，さらに
VEGF，VEGF 受容体，matrix metalloproteinase
といった血管新生の関連因子の発現，活性化が
重要と考えられている．本研究結果も過去の報
告内容にほぼ一致しており，脂肪組織の形成と
血管新生は互いに強く関連し合うことをより明
確に示したものといえる．
　本研究において，血管内皮細胞特異的 PDK1
欠損モデルマウス作製し，そのフェノタイプを
詳細に解析した．PDK1シグナル欠損は血管新
生系を抑制による脂肪組織の形成抑制（脂肪細
胞の小型化）を惹起した．その結果，アディポ
ネクチン増加をはじめとするアディポカイン発
現調節がみられ，インスリン感受性亢進，さら
には耐糖能の亢進をもたらした．組織内の血流
やそれを構成する血管は，動脈硬化性疾患の形
成・進展のみならず全身の細胞や臓器の成長，
維持という観点から重要なファクターである．
また脂肪組織は肥大，縮小を繰り返す組織であ
り，他臓器と比べて，極めてユニークな存在で
ある．生活習慣病と内臓肥満の関係が明らかに
された今，脂肪組織の血管新生を制御する機構
の詳細解明と，その機構を分子ターゲットとし
た創薬や遺伝子治療の分野の進展に果たす役割
は大きく，今後の生活習慣病治療に広く貢献す
るものと大いに期待される．
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The physiological role of 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 
1 (PDK1) in vascular endothelial cells ~ Investigation by using vascular 

endotherial cell-specific PDK1 knockout mice

Kazuhito TAWARAMOTO

Division of Diabetes, Endocrinology, and Metabolism, Kawasaki Medical School,
 577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan

ABSTRACT  The phosophoinositide-dependent protein kinese 1 (PDK1) signaling pathway 
is involved in a broad range of cellular processes governed by growth factors. This study 
investigated the physiological role of PDK1 in vascular endothelial cells by generating tissue-
specific knockout mice that lacked PDK1 in their vascular endothelial cells (VEPDK1KO). 
The VEPDK1KO mice at 24 weeks of age fed the standard diet manifested enhanced 
glucose tolerance and whole-body insulin sensitivity due to the suppression of hepatic 
glucose production. Circulating adiponectin levels were higher and the activities of hepatic 
gluconeogenic enzymes were lower in the VEPDK1KO mice than in the control mice. When the 
VEPDK1KO and the control mice were fed a high-fat diet, adiponectin mRNA abundance was 
readily higher and MCP1, leptin and TNFα mRNA levels were lower in white adipose tissue of 
the VEPDK1KO compared with the control mice at 12 weeks of age. As a result, hepatic AMP-
activated protein kinase (AMPK) was significantly activated, subsequently enhancing whole-
body insulin sensitivity in the VEPDK1KO mice. High-fat-diet-induced obesity and adipocyte 
hypertrophy were attenuated in the VEPDK1KO mice, due to the suppression of angiogenesis 
in the white adipose tissue, in association with a reduction in the visceral fat area. These 
results suggest that angiogenesis and adipogenesis are closely related and that PDK1 signaling 
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in endothelial cells plays an important role in maintaining proper glucose homeostasis, primarily 
through regulation of adipocyte development. 
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