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研究成果の概要（和文）：インスリンはグルコーストランスポーターであるGLUT4の局在を細胞内の貯蔵小胞か
ら細胞膜上に変化させることによって、グルコースホメオスタシスを制御している。本研究では、細胞内輸送制
御に関わるGLUT4糖鎖の役割の解明を目指した。質量分析法によりGLUT4のN型糖鎖構造の相対定量解析を行っ
た。その結果、シアル酸、フコースを含む高分岐糖鎖が多数同定され、非常に大きな構造の特殊な糖鎖が機能に
関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The facilitative glucose transporter GLUT4 plays a key role in regulating 
whole-body glucose homeostasis. To elucidate the functional significance of the sole N-glycan chain 
on GLUT4, wild-type GLUT4 and a GLUT4-glycosylation mutant conjugated with EGFP were stably 
expressed in HeLa cells and its N-glycoforms were analyzed by mass spectrometer. Kifunensine-treated
 cells lost sensitivity to insulin, suggesting the functional importance of the N-glycan structure 
for GLUT4 trafficking. Large, unique structures were detected on insulin-responsive GLUT4, 
suggesting that a specific structural element of N-glycan may be critical for the localization of 
GLUT4 to the appropriate intracellular pool essential for insulin-mediated translocation, and part 
of the N-glycan structure has the potential to act as a sorting signal.

研究分野：糖鎖生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
インスリン応答性グルコース輸送体

GLUT4 は、主に脂肪細胞や筋肉に存在する
12回膜貫通型タンパク質で、血中グルコース
濃度の恒常性維持に重要な役割を果たして
いる。インスリン刺激下における GLUT4の
応答性低下は 2型糖尿病の発症に深く関与し
ているため、インスリン依存的な GLUT4の
細胞内動態研究は古くから活発に行われて
きた。これまでの研究から、インスリンはグ
ルコーストランスポーターであるGLUT4の
局在を細胞内の貯蔵小胞から細胞膜上に変
化させることによって、血中グルコースの筋
肉や脂肪組織への取り込みを増加させ、グル
コースホメオスタシスを制御していること
が明らかになっている。しかし、その輸送を
正確に制御する細胞内情報伝達機構は複雑
であり、局在変化の制御メカニズムはいまだ
不明な点が多い。 
一般に、細胞膜タンパク質や分泌タンパク
質の大部分は糖鎖修飾を受けた糖タンパク
質である。糖鎖がタンパク質の輸送や機能発
現をはじめとした様々な生理的・病理的現象
に関わっている例が数多く報告されている。
GLUT4 もまた、N 型糖鎖をもつ糖タンパク
質である。GLUT4 がインスリンに応答する
メカニズムについては古くから研究されて
きたが、N型糖鎖がその性質や機能にどのよ
うに影響するかは、これまで全く調べられて
いなかった。 

GLUT4は他のGLUTファミリータンパク
質（拡散促進型輸送体）と同様、細胞外部分
に 1 本 N 型糖鎖をもつ。申請者は C末端に
GFPを融合させた野生型 GLUT4と、その糖
鎖欠損変異体(N57Q 変異体)を構築し、機能
解析を行った。ライブセルイメージングによ
ってインスリンに応答してGLUT4が細胞膜
に移動してくる様子を顕微鏡で観察したと
ころ、野生型 GLUT4ではインスリン刺激依
存的なGLUT4貯蔵小胞―細胞膜間の可逆的
な小胞輸送が観察されたのに対し、N57Q変
異体はインスリン応答性を失い、細胞内にお
ける局在も野生型と異なるという驚くべき
結果を得た。さらに薬剤処理により糖鎖構造
を変化させた GLUT4の解析も行い、糖鎖構
造を変化させた GLUT4も、N57Q糖鎖変異
体と同様の挙動を示すことを確認した。これ
らの結果から、GLUT4上の N型糖鎖の特定
の構造が正しい経路を通るための指標とな
っている可能性を示した（引用文献１）。さ
らに、標的糖タンパク質のうち特定の糖鎖修
飾を受けたものだけを区別して可視化する
技術を開発し、糖鎖構造の微細な違いがイン
スリンに応答したGLUT4の細胞内取り込み
速度にも影響する可能性があることを世界
に先駆けて示している（引用文献２）。一方、
GLUT4 のグルコース輸送活性には糖鎖付加
の有無による差が見られなかったことから、
糖鎖付加はトランスポーターとしての輸送
活性に及ぼす影響は小さいと考えられる。さ

らに糖鎖付加は新たに合成されたGLUT4の
安定性に寄与しており、糖鎖が付加しないも
のの一部は ERAD(小胞体関連分解)で分解さ
れることを明らかにし、N 型糖鎖が GLUT4
の品質管理に重要な役割を果たしているこ
とも見出した。 
 
２．研究の目的 
上述のように、糖鎖は GLUT4の特徴的な
輸送過程に重要な役割を果たしていること
が予想された。GLUT4 の選別輸送にはレク
チン等の糖鎖認識分子の関与が考えられる
が、現在までにその因子は明らかにされてい
ない。 
そこで本研究では、GLUT4 研究において
これまで全く焦点が当てられることのなか
った「糖鎖」に着目し、細胞内輸送制御に関
わる糖鎖の役割の解明と、選別輸送メカニズ
ムの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
インスリン応答性・非応答性の細胞を用い、
GLUT4 上の N 型糖鎖の構造をウエスタンブロ
ッティング、レクチンブロッティングにより
解析した。薬剤によって糖鎖構造を変化させ、
挙動解析も行った。 
また、質量分析法によって詳細な糖鎖構造
解析を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 生化学的手法によるGLUT4糖鎖構造解析 
図１は C 末端に GFP を融合させた野生型
GLUT4 と、その糖鎖欠損変異体(N57Q 変異体)
のウエスタンブロッティングの結果である
(HeLa 細胞)。HeLa 細胞はインスリン受容体
や下流のシグナル伝達因子を発現している
ことが知られ、HeLa 細胞に発現させた
GLUT4-EGFP はインスリン応答性を示すこと
から、糖鎖依存的に輸送を制御する糖鎖認識
分子も存在している可能性が高い。GLUT4 に
は N型糖鎖が 1ヶ所しか結合しないにも関わ
らず、PNGase F で N型糖鎖を脱離した場合や、
N57Q 変異体と比較して、相対的な分子量が
20 kDa 程も違う。分子量シフトの原因として
シアル酸付加の影響が考えられたが、野生型
GLUT4 をシアリダーゼで処理をしても分子量
への影響は小さかった。このことから、GLUT4
には非常に大きな構造の特殊な糖鎖が結合
していることが予測された。 
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図１ 野生型 GLUT4 とその糖鎖欠損変異体



 次に、GLUT4 が本来発現している細胞であ
る繊維芽細胞と脂肪細胞で同様の分析を行
った。GLUT4 のソーティング制御の仕組みは
未分化な繊維芽細胞(前脂肪細胞)や筋芽細
胞では未発達であり、分化誘導によって
Sortilin 等の分子の発現が誘導されること
によって初めて発達していくことが知られ
ている。分化の前後で糖鎖構造に変化がある
かレクチンを用いて調べたところ、分化誘導
前の 3T3-L1 繊維芽細胞と比べて分化後の脂
肪細胞では糖鎖構造のプロファイルが明ら
かに変化し、ポリラクトサミン(poly LacNAc)
と呼ばれる長鎖構造が増えることが明らか
になった(図２)。このことから、分化後の脂
肪細胞GLUT4にのみ存在する糖鎖構造が輸送
に関与しているのではないかと推定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 質量分析法による GLUT4 上の N型糖鎖構
造プロファイリング 
 HeLa 細胞に GLUT4-EGFP を発現させ、細胞
溶解液を調製後、免疫沈降法により
GLUT4-EGFP を回収した。SDS-PAGE を行い、
バンドを上下に切り出してゲル内消化を行
った。得られたトリプシン消化物は
LTQ-Orbitrap-Velos 質 量 分 析 計 (Themo 
Scientific 社)にて分析を行った。その後取
得した質量分析データをExpressionistプロ
テオームデータベースサーバー(Genedata
社)に転送し、必要なデータ処理後に検出さ
れた糖鎖構造を比較した。高分子量側のバン
ドからは予想通り、高分岐の複雑な構造が検
出された一方で、低分子量側のバンドからは
主にハイマンノース型の糖鎖構造が検出さ
れた。 
次に溶液内消化での糖ペプチドの調製を
試みた。GLUT4-EGFP の第一細胞外ループ(N
型糖鎖付加部位の近傍)に HAタグを導入した
コンストラクトを構築し、GFP 抗体と HA 抗体
の 2 段階の免疫沈降を行い、純度を上げた。
HAペプチドによって濃縮したGLUT4糖ペプチ
ドを溶出し、質量分析を行ったが、ゲル内消
化で得られた結果以上の糖鎖構造は得られ
なかった。 
糖鎖構造を確定させるに至らなかった理
由として、GLUT4 が 12 回膜貫通型タンパク質
であることから疎水性が非常に高く、界面活
性剤を使わない方法では限界があるためで

あると考えられた。 
そこで、免疫沈降で精製した GLUT4 を、質
量分析に使用可能な界面活性剤を用いて溶
出し、トリプシン消化を行って糖ペプチドを
濃縮した。得られた糖ペプチドに対して特定
の糖鎖付加部位に結合した糖鎖バリエーシ
ョンを一斉定量できる質量分析技術 Energy 
Resolved Oxonium Ion Monitoring 
Technology (Erexim)法を用い、GLUT4 の N型
糖鎖構造の相対定量解析を行った。その結果、
73 構造もの N 型糖鎖が同定され、シアル酸、
フコースを含む高分岐糖鎖が多く含まれる
ことが明らかになった。 
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