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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、申請者らが見出したAMPK-GSK3複合体が協調して両者の基質に対し
てどのように活性制御を行っているのかを解析することにある。共通する基質のうち、グリコーゲン合成酵素で
あるGSの活性に対してAMPK-GSK3複合体が形成されないと、GSK3はGSをリン酸化する能力が低下することを見出
した。また、この他GSK3とAMPKに共通する新たな基質として、微小管関連タンパク質であるMAP1Bを見出した。
特に、AMPKは細胞内でMAP1Bをリン酸化することで細胞内の微小管の再形成に影響を及ぼすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We reported that AMPK interacts with GSK3 previously, however, it was not 
clear how this complex formation affects its own substrates. In this study, we found that GSK3 needs
 complex formation with AMPK to regulates glycogen synthase (GS). Interestingly, the interaction 
between AMPK and amylose resin promoted association with GSK3, suggesting that glycogen enhances 
AMPK-GSK3 complex formation.
Furthermore,  we identified MAP1B, which is microtubule related protein and also known as a 
substrate of GSK3, as a substrates of AMPK. The phosphorylation of MAP1B by AMPK affected cellular 
microtubule reconstitution like GKS3 regulates MAP1B. 

研究分野： 栄養生化学

キーワード： AMPK　GSK3　リン酸化修飾
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１．研究開始当初の背景 
 AMPK (AMP-activated protein kinase)は
細胞内のエネルギー恒常性を制御するセリ
ンスレオニンキナーゼである。飢餓状態によ
り活性化され、ATP 産生の促進・ATP 消費の
阻害を進めることでエネルギーバランスを
図る。申請者は、AMPK が阻害されるメカニズ
ムについて研究を行ってきた。その結果、
GSK3β (Glycogen synthase kinase 3β)が
AMPK と結合し、また、インスリン刺激により
AMPK をリン酸化し、キナーゼ活性を阻害する
ことを初めて明らかにした（Suzuki et al. 
Mol Cell 2013）。  
 一般的に、インスリン刺激によりGSK3βは
リン酸化され、キナーゼ活性を失う。これは
リン酸基が、ターゲットとなる基質と結合す
る部位を塞ぐためである。しかし、AMPK は
GSK3β のリン酸化によらず結合できるユニ
ークな基質であり、また、インスリン刺激に
よる AMPK の立体構造の変化が、GSK3β によ
るリン酸化を促進することを示した。つまり、
インスリン刺激は、GSKβ の一般的な基質へ
のキナーゼ活性をオフにするとともに、AMPK
の阻害を促進する。 
 興味深いことに、AMPK と GSK3β は共通す
る基質を複数有し、基質への作用は両者によ
り増幅または補完傾向を示す。その１つの GS
は、両者により異なる部位へのリン酸化を受
けることで阻害され、グリコーゲン合成が抑
制される。一般的に AMPK と GSK3βは、それ
ぞれ別々に GS をリン酸化すると考えられて
いる。しかし、AMPK と GSK3β が複合体を形
成することで、より効率的にそして同時に GS
を制御する新しいモデルが考えられる。 
 また、AMPK はグリコーゲン結合領域を有す
るが、一方、GSK3βはこれを持たない。それ
ゆえ、GSK3β は AMPK を足場とすることで、
GS へ接近するモデルが考えられる。これはグ
リコーゲンに局在する AMPK は GSK3βと結合
し、その結果 GS を効率的に阻害する可能性
が考えられる。 
 この共通する基質は GS のみならず、イン
スリンシグナル伝達経路の因子である TSC2
や IRS1、そしてアルツハイマーとの関連が示
唆される tau など複数あげられる。また、こ
れらの基質は AMPK と GSK3βにより、それぞ
れ異なる部位をリン酸化され、その基質への
作用は、効果の増幅または補完傾向を示すこ
とが特徴である。特に GS に関しては、複数
存在するリン酸化部位のなかでも、AMPK と
GSK3β によるリン酸化制御が、GS を阻害す
る上で必須である。 
 次に、インスリン刺激が「複合体の活性の
スイッチ」となる利点があげられる。飢餓状
態ではAMPK・GSK3βともに活性化しており、
一方インスリン刺激は、GSK3β による AMPK
の阻害と同時に、GSK3β の GS を含む、一般
的な基質へのキナーゼ活性も阻害する。よっ
て、AMPK と GSK3β は同時に GS に対する作
用を失う。つまり、細胞が栄養を得た時に速

やかに GS への阻害作用をオフにし、グリコ
ーゲン合成の促進に切り替えるモデルが考
えられる。実際にインスリン添加によって、
AMPK による GS の阻害が減少するとの報告が
ある(Hunter, R.W. et al. Diabetes 60, 
766-774. 2011)。 
 以上の学術的背景により本研究は、
「AMPK-GSKβ複合体」を形成することが、GS
などの共通する基質の活性を調節する上で
重要な役割を果たしているという新しい制
御モデルが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新しく見出した AMPK-GSK3β
複合体の形成が、GS の活性調節に及ぼす影響
の解明を目的とし、その詳細な制御メカニズ
だけでなく、グリコーゲン代謝などへの生理
学的意義をも明らかにする。そのために、
AMPK と GSK3β の結合部位を調べ、結合に重
要なアミノ酸配列を明らかにすることや、
GSK3βと AMPK の結合が、GS の活性調節に寄
与しているか解明する。また、細胞内のグリ
コーゲン量またはその形態がAMPK-GSK3βの
複合体形成に与える影響を解析することを
目的とする。 
 この他に、GSK3 と共通する新たな AMPK の
基質を探索し、GSK3-AMPK 複合体の新たな制
御経路を見出すことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) グリコーゲンがAMPK-GSK3βの複合体形
成に及ぼす影響の解析 
 AMPK と GSK3 との結合にグリコーゲンが影
響を与えるかどうかを解析するために、グリ
コーゲンを模倣したアミロースビーズを用
いて検討した。AMPK のβサブユニットにはグ
リコーゲンと結合するドメインが存在する
ため、アミロースビーズと結合する。そこで、
HEK293T 細胞から得た破砕液を用いて免疫沈
降法にて精製した AMPK とアミロースビーズ
にて精製した AMPK にそれぞれ GSK3 がどの程
度結合するか解析をすることで、AMPKと GSK3
との結合にグリコーゲンが与える影響を解
析した。 
 
(2) AMPK ノックダウンが GSK3 による GSのリ
ン酸化に及ぼす影響の解析 
 GSK3βがGSをリン酸化するためにAMPKが
必要であるか検討した。AMPK は α/β/γ サ
ブユニットから形成されるヘテロ三量体で
あり、これまでに申請者は AMPK のβサブユ
ニットが GSK3β と結合することを既に報告
した。そこで HEK293T 細胞を用いて、AMPKβ
サブユニットをレンチウイルスにてノック
ダウンし、GSK3β による GS のリン酸化が減
少するか western blotting 法を用いて解析
した。 
 
(3) AMPK における GSK3 との結合ドメインの
探索および結合が出来ない AMPK 変異体が



GSK3 の活性に及ぼす影響の解析 
 GS の活性やグリコーゲン代謝を解析する
ために、複合体を形成できない AMPK 変異体
を作成した。 
 既に作成した AMPKβ、発現プラスミドを用
い、それぞれ複数の異なる欠失変異体を作成
し HEK293T 細胞に発現させ、免疫沈降法によ
り GSK3 との結合部位を同定した。その後、
その変異体と GSK3 を共発現させ、GS に対す
るリン酸化状態を western blotting 法にて
解析した。 
 
(4) AMPK-GSK3 に共通する新規基質の探索 
 AMPK の新規結合因子を探索し、その中から
すでに GSK3 の基質として知られているタン
パク質を抽出し、AMPK の基質でもあるのかど
うか解析することで AMPK と GSK3 に共通する
新たな基質を探索した。具体的には、ストレ
プトアビジンビーズにて精製することが可
能なタグを融合した AMPK のβサブユニット
の発現ベクターを作成し、これを HEK293T 細
胞に安定的に発現する細胞株を樹立した。こ
の細胞株を用いて、AMPK を精製し、これを
LC-MS/MS を用いたショットガン解析を行う
ことで AMPK に結合するタンパク質を網羅的
に検索した。その後、GSK3 の基質として知ら
れているタンパク質を抽出し、AMPK の基質で
もあるか、in vitro kinase assay を行った。
また、それと同時に、AMPK によるリン酸化部
位の特定をリン酸化抗体も使用して行った。 
 
(5) AMPK が MAP1B に及ぼす影響の解析 
 AMPKの新規基質として同定したMAP1Bのリ
ン酸化修飾は、MAP1B が関与する微小管形成
にどのような影響を及ぼすか解析をした。
AMPKによるMAP1Bのリン酸化部位を変異した
発現プラスミドを作成し、MAP1B の発現が比
較的低いことが知られているCos-1細胞に導
入し、その後、微小管の重合を nocodazole
にて分解し、再形成にどのような影響が現れ
るかについて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) グリコーゲンがAMPK-GSK3βの複合体形
成に及ぼす影響の解析 
 グリコーゲンが AMPK と GSK3 との結合に影
響を及ぼすか、アミロースビーズを用いて解
析をした結果、免疫沈降法にて精製した AMPK
と比較して、アミロースビーズと結合した
AMPK の方がより GSK3 と結合することが示さ
れ、グリコーゲンと結合している AMPK はよ
り GSK3と結合することが示唆された。また、
AMPK のβサブユニットに存在するグリコー
ゲン認識モチーフを変異した結果、GSK3 との
結合が低下することも示された。この結果か
らも、グリコーゲンに局在する AMPK は GSK3
とより結合することが示唆された。GSK3 はグ
リコーゲンを認識するモチーフを持たない
ことから、GSK3 は AMPK を介することでグリ
コーゲンに局在して GS の活性化を制御する

可能性が示された。 
 
(2) AMPK ノックダウンが GSK3 による GSのリ
ン酸化に及ぼす影響の解析 
 
 GSK3がGSをリン酸化するためにAMPKが必
要であるか、AMPK のα１及びα２サブユニッ
トをノックダウンし、GSK3 による GS のリン
酸化状態を解析した結果、AMPK をノックダウ
ンすると GSK3 による GSのリン酸化状態が低
下する結果が得られた。GSK3 がグリコーゲン
への局在に AMPK が関与するかどうかを免疫
染色法にて確認するまでには至らなかった
ものの、研究成果（１）の結果から鑑みても、
GSK3 が AMPK に結合してグリコーゲンに局在
することで GS をリン酸化することが示唆さ
れた。今後は様々な手法を用いて GSK3 のグ
リコーゲンへの局在に AMPK を介しているか
検討を重ねる必要があると考える。 
 
(3) AMPK における GSK3 との結合ドメインの
探索および結合が出来ない AMPK 変異体が
GSK3 の活性に及ぼす影響の解析 
 AMPK のどの部位が GSK3 との結合に重要で
あるのか解析した結果、AMPK のβサブユニッ
トの C末端に近い 20から 30アミノ酸である
ことが示された。また、この部位を欠損した
AMPKβサブユニットを GSK3 とともに発現さ
せた細胞では、GSK3 による GS のリン酸化状
態が低下する傾向にあることが示された。こ
の結果からも、GSK3 は AMPK と複合体を形成
することで GS の制御を行っていることが示
唆された。 
 
(4) AMPK-GSK3 に共通する新規基質の探索 
 GSK3 と共通する新たな AMPK の基質を探索
するために、AMPK の結合因子を解析した結果、
新たに微小管関連タンパク質であるMAP1Bが
候補として検出された。MAP1B は微小管の重
合に関与しており、GSK3 によってリン酸化さ
れることでその作用が制御されることがす
でに知られている。そこで、MAP1B に存在す
る AMPK のリン酸化モチーフが含まれるペプ
チドを大腸菌内にて作成し、AMPK による in 
vitro kinase assay を行った結果、AMPK に
よってリン酸化されることが示された。また、
リン酸化部位の特定にも至った。さらに抗リ
ン酸化 MAP1B 特異的抗体を作成し、細胞内に
て本研究で見出したMAP1Bのリン酸化状態を
解析したところ、細胞内においてもリン酸化
が確認された。これらの結果より、GSK3 と共
通する AMPK の新たな基質として MAP1B を同
定することができた。 
 
(5) AMPK が MAP1B に及ぼす影響の解析 
 AMPKによるMAP1Bのリン酸化修飾が微小管
の再形成におよぼす影響を解析した結果、
MAP1B のリン酸化部位をアスパラギン酸に変
異させたリン酸化模倣変異体を発現させた
細胞において、再形成が他と比較して遅れる



現象が観察された。微小管の再形成などは細
胞周期や神経細胞の制御においても重要で
あることから、AMPK-GSK3 複合体が GS のみな
らず、MAP1B を介してエネルギー代謝以外に
も関与することが新たに示唆された。 
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