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研究成果の概要（和文）：GLUT2の発現におよぼすChREBPの影響について調べるため、ChREBP KOマウスにおける
GLUT2の発現レベルを野生型マウスと比較した。その結果、腎臓を除き、調べた全ての臓器においてKOマウスに
おけるGLUT2の発現量は野生型マウスに比べて減少していることが明らかとなった。一方、ChREBPの安定発現細
胞を用いてGLUT2発現量の変化を調べた結果、低グルコース濃度下ではChREBPの発現に相関したGLUT2発現量の増
加が認められなかった。以上の結果から、ChREBPの活性化により増加したグルコース代謝物がGLUT2の発現を制
御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：ChREBP KO mice showed a decrease in GLUT2 mRNA expression levels in all 
tissues, except the kidney, compared to the wild type mice. Next, to investigate whether ChREBP 
binds to the active promoter region of GLUT2, a series of reporter plasmids were constructed, each 
with a 500 bp insert, located 2.0 kb upstream and up to 500 bp downstream of the transcription start
 site of GLUT2 gene. The promoter activities of ChREBP were measured in HepG2 cells and not all 
reporter vectors used in this study demonstrated active promoter-binding interactions. Furthermore, 
experiments using ChREBP-overexpressed stable cell line, under low glucose condition, showed no 
correlation between mRNA level of GLUT2 and protein level of ChREBP. These results suggest that 
ChREBP did not regulate GLUT2 expression directly, but that glucose metabolite(s), which were 
increased in cells by ChREBP activation, might be involved in the regulation of GLUT2 expression.

研究分野：生活習慣病

キーワード： ChREBP　GLUT2
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研究成果の学術的意義や社会的意義
GLUT2の発現量がChREBP KOマウスの様々な臓器において減少したことから、ChREBPがGLUT2の発現を制御してい
ることが明らかとなった。この結果は、ChREBPを標的とした血糖降下薬の開発につながると考えられるため、糖
尿病治療に新たな選択肢を加えることができるという点において社会的意義は大きいと考えられる。また、本研
究によりChREBPは血糖調節機能を有することが明らかとなり、これまでに明らかになっている生理機能であるグ
ルコース代謝と脂質合成の他に、血糖調節機能というChREBPの新たな生理機能を明らかにしたという点において
学術的意義も高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ChREBP は血中グルコース濃度の上昇によりインスリン非依存的に解糖系を亢進し、脂肪酸の合
成を促進する。ChREBP のノックアウト（KO）マウスは、解糖系の阻害によるグルコース消費の
減少により血糖値が上昇することが報告されている。 
GLUT2 は、促進拡散によりグルコースを輸送するトランスポーターであり、グルコース濃度の
増加により発現が誘導されることが報告されている。しかしながら、血糖値の高い ChREBP KO
マウスの肝臓において GLUT2 の mRNA レベルが大きく減少していることから、グルコースは直接
GLUT2 の発現を誘導するのではなく、ChREBP の活性化を介して誘導していることが示唆された。 
また、これまでにGLUT2の細胞膜への局在にN型糖鎖の分岐が関与することが報告されている。
ChREBP は解糖系を制御することにより N 型糖鎖の分岐を担うドナー基質である UDP-GlcNAc の
合成を制御していると考えられるため、GLUT2 の細胞膜への局在にも影響を与える可能性が考
えられた。さらに、GLUT2 は側基底膜側のみに局在するが、ラット小腸においてはグルコース
濃度の増加により刷子縁膜側にも局在することが報告されている。これまでに極性分布に関す
るメカニズムは明らかになっておらず、ChREBP が GLUT2 の糖鎖の分岐に影響を与え側基底膜側
からのエンドサイトーシスを亢進することで刷子縁膜側への局在に関与していることが考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
ChREBP KO マウスの肝臓において GLUT2 の発現が大きく減少することから、ChREBP は GLUT2 の
発現を制御していることが示唆された。したがって、ChREBP は GLUT2 の発現を制御することに
より小腸からのグルコースの吸収、および肝臓への血中グルコースの取り込みを制御すること
で血糖値をコントロールしていると考えられる。そこで本研究では、ChREBP による GLUT2 の発
現制御機構を明らかにし、ChREBP による血糖値調節の分子メカニズムを解明する。これにより
ChREBP を標的とした血糖降下作用を有する新たな糖尿病治療薬の開発へと展開するための研
究基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) GLUT2 mRNA レベルの比較は、TaqMan プローブを用いたリアルタイム PCR 法により行った。
内在性コントロール遺伝子として GAPDH を用いた。 
(2) GLUT2 の発現における ChREBP のプロモーター活性の測定は、ルシフェラーゼアッセイによ
り行った。GLUT2 の転写開始点の上流 2000bp までと下流 500bp までを 500bp ずつレポータ
ーベクターへ組み込み、それぞれ HepG2 細胞へ導入した。ChREBP の発現ベクターを導入し
ていない細胞をコントロールとして、ChREBP を過剰発現させた際のルシフェラーゼ活性を
測定した。 
(3) ChREBP の安定発現細胞の作成は、3XFLAG タグを付加した ChREBP をレトロウイルスベクタ
ーへ組み込み、パッケージングベクターとともに HEK293 細胞へ遺伝子導入し、レトロウイ
ルス粒子を含む培養上清を回収した。得られたレトロウイルスを HT29-MTX-E12 細胞に感染
させ、G418 で選択することにより安定発現細胞を樹立した。得られた細胞における ChREBP
の発現量はウェスタンブロット解析により行った。 
 
４．研究成果 
(1)ChREBP KO マウスにおける GLUT2 mRNA レベルの変化 
肝臓以外の臓器においてGLUT2の発現におよぼすChREBPの影響について調べるため、ChREBP KO
マウスにおける GLUT2 の mRNA レベルを野生型マウスと比較した。その結果、腎臓を除き、調べ
た全ての臓器において KOマウスにおける GLUT2 の mRNA レベルは野生型マウスに比べて減少し
ていることが明らかとなった。また、その減少の程度は臓器間で異なっており、肝臓と骨格筋
においてはその発現がほぼ消失していたのに対して（図 1）、小腸や脂肪組織における減少の程
度は約 50%であることが明らかとなった。ChREBP KO マウスの血糖値はこれまでの報告と同様に
野生型マウスに比べて増加してい
たことから、GLUT2 の発現はこれま
で考えられていたようにグルコー
ス濃度依存的に増加するのではな
く、ChREBP の活性化を介して増加す
ることが示唆された。また、臓器間
で発現量の減少の程度にバラつき
があったことから（図 1）、一部の臓
器においては ChREBP 以外の発現制
御機構が存在する、または ChREBP
の活性化により増加した細胞内の
グルコース代謝物がGLUT2の発現を
制御しており、臓器間でその代謝物
の濃度が異なっていることが示唆
された。 



 (2)GLUT2 発現における ChREBP のプロモーター活性の検討 
(1)における検討により ChREBP はほぼ全ての臓器において GLUT2 の発現に関与していることが
明らかになった。次に ChREBP が GLUT2 のプロモーター/エンハンサー領域に結合して発現を直
接制御しているか明らかにするために、HepG2 細胞を用いてルシフェラーゼアッセイにより
GLUT2 発現における ChREBP のプロモーター活性の検討を行った。実験に用いた遺伝子領域は、
ChREBPが結合する既知のDNA配列は存在しないが未知の配列に結合することも考えられたこと
から、GLUT2 の転写開始点の上流と下流域（-2000/+500）とした。また、グルコース代謝物の
生成を最小限にするため低グルコース濃度下での活性を測定した。低グルコース濃度下では
ChREBP が核内へ移行しないために活性を示さない可能性があるため、全長 ChREBP とともに低
グルコース濃度下においても核内に局在するアイソフォーム である ChREBP-βを用いた検討
も合わせて行った。その結果、全長 ChREBP、 ChREBP-βともに発現を増加させてもルシフェラ
ーゼ活性の増加は認められなかった（データは示さない）。 
 
(3)ChREBP の安定発現細胞を用いた検討 
(2)における検討により ChREBP は GLUT2 の転写活性化領域に結合しないことが示唆されたが、
検討した領域外に結合し発現を増加させることも考えられたため、ChREBP を過剰発現した安定
発現細胞の作成を行い、ChREBP の過剰発現が GLUT2 の発現に与える影響について調べた。前述
のように GLUT2 は高グルコース濃度下の小腸において本来の側基底膜の他に刷子縁膜側にも局
在することが報告されていることから、ChREBP が GLUT2 の発現と局在に与える影響を検討する
ために、ヒト結腸癌由来の細胞で極性を有する HT29-MTX-E12 細胞を用いて ChREBP の安定発現
細胞を作成した。ChREBP の発現量はウェスタンブロット解析で検出できる程度であり、発現量
の異なる 2種類の細胞を樹立した。得られた 2種類の細胞に関して、GLUT2 の mRNA 量の変化を
検討した結果、ChREBP の発現量が高い細胞ほど、GLUT2 mRNA 量が減少する傾向が見られた（図
2）。この結果は ChREBP KO マウスにおいて GLUT2 mRNA 量が減少した結果と矛盾しており、(2)
における検討とあわせて ChREBP は直接 GLUT2 の発現を制御しないことが示唆された。 
また、高グルコース濃度下で GLUT2 の発現が増加した
条件において GLUT2 の極性分布に関して検討を行った
が、刷子縁膜側における GLUT2 の局在は確認できなか
った（データは示さない）。 
以上の結果から、これまで考えられていたグルコース
濃度依存的な GLUT2 の発現制御は、グルコース濃度の
増加により活性化した ChREBP により制御されている
ことが明らかとなった。また、(1)における検討により
グルコース代謝が盛んな臓器である肝臓や骨格筋にお
いて、ChREBP KO マウスにおける GLUT2 の発現がほぼ
消失していたことから、ChREBP は解糖系の促進を介し
て GLUT2 の発現を制御していることが示唆され、細胞
内で増加したグルコース代謝物が GLUT2 の発現を制御
していると考えられる。 
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