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研究成果の概要（和文）：G0S2蛋白はATGLを抑制する作用が報告され、脂質代謝における調節因子の一つとして
注目されている。本研究ではアデノウイルスでG0S2蛋白を肝臓に過剰発現させ、G0S2蛋白が肝臓でのインスリン
感受性や線維化に及ぼす影響及び作用機序について検討した。肝臓でのG0S2過剰発現により、肝臓でのみインス
リン抵抗性が増悪した。組織学的評価ではG0S2過剰発現により2.5倍の脂肪沈着増加を認め、脂肪肝の悪化を認
めたが、線維化が有意に抑制された。以上の結果より、肝臓でのG0S2蛋白の過剰発現は、脂肪肝を増悪させ、肝
臓でのインスリン抵抗性を増悪させる一方で、肝臓での線維化を抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of hepatic G0S2 on insulin sensitivity in male 
Wistar rats receiving a normal chow diet (NCD) or a high-fat diet (HFD). In the HFD-fed rats, during
 the clamp study, the glucose infusion rate required for euglycemia significantly decreased by 16% 
in the Ad-G0S2 group compared with the Ad-GFP group. The insulin-suppressed hepatic glucose output 
significantly increased in the Ad-G0S2 group. Moreover, Oil Red O-staining indicated that 
overexpression of G0S2 protein in the liver promoted hepatic steatosis by 2.5-fold in the HFD-fed 
rats. However, Masson’s trichrome staining revealed that overexpression of G0S2 significantly 
ameliorated fibrosis in the livers of the HFD-fed rats. Consistent with histological data, the 
expression of TGF-b and Smad2 were significantly decreased in livers of the HFD-fed rats.
These results indicate that hepatic G0S2 protein might promote hepatic insulin resistance by 
exacerbating hepatic steatosis, but ameliorating hepatic fibrosis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肝臓でのG0S2蛋白発現が脂肪肝の進展に関与し、肝臓でのインスリン抵抗性の増悪因子としての役
割を果たすことを明らかにした。
本研究の成果により、肝臓におけるG0S2蛋白と脂肪肝・インスリン抵抗性との関連が解明され、インスリン抵抗
性の新たな発症機序の解明につながると期待される。さらに今後ますます重要と考えられるインスリン抵抗性の
治療薬の開発につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
わが国の２型糖尿病患者は、食生活の欧米化及び運動量の低下というライフスタイルの変化

に伴い、ここ数年、増加の一途を示し、医療上の問題のみにとどまらず、社会的な問題となっ
ている。糖尿病治療における最大の問題は慢性合併症の発症・進展を如何に抑制するかである。
これまでの数々の大規模臨床試験により、心筋梗塞などの大血管障害の発症・進展にはインス
リン抵抗性が密接に関与していることが報告されている。さらにインスリン抵抗性は、２型糖
尿病ばかりでなく、高血圧、脂質異常症などのメタボリック・シンドロームの原因となること
や閉経後の女性に増加することも広く知られており、糖尿病の病態において中心的意義を持つ
インスリン抵抗性をいかに改善させるかが、21世紀の糖尿病治療戦略にとって重要な問題であ
ると考える。 

近年、肝臓における脂肪蓄積、すなわち脂肪肝や非アルコール性脂肪性肝炎が、インスリン
抵抗性の増悪要因として注目されている。肝臓はインスリンの主要な作用臓器の一つであり糖
代謝において重要な役割を果たすことが知られている。しかしながら、脂肪肝や非アルコール
性脂肪性肝炎とインスリン抵抗性の発症機序との関係に関しては、多岐に渡る点が多く、まだ
十分に解明されていない。 
 一方、脂肪分解酵素の一つである adipose triglyceride lipase (ATGL) の低下が脂肪肝発症に関
与すること、また、心筋においても ATGL が脂肪蓄積に関与することが報告され、ATGL が脂
肪肝や非アルコール性肝炎の発症に重要な役割を果たしていると考えられる。 
 最近、G0/G1 switch gene 2 (G0S2) 蛋白がATGLの特異的な抑制因子であることが発見された。
この報告以前は、G0S2蛋白は、脂肪組織や肝臓において発現していることが知られていたが、
どのような働きをするかは不明であった。しかし、ATGLの特異的な抑制因子であることが明
らかになったことにより、G0S2蛋白は、肝臓において脂肪肝や非アルコール性肝炎の発症、さ
らにインスリン抵抗性の発症に深く関与している可能性が推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究ではアデノウイルスを用いて G0S2 蛋白を肝臓で過剰発現させ、G0S2 蛋白が肝臓での

インスリン感受性や線維化に及ぼす影響および作用機序について検討した。 
 
３．研究の方法 
 6 週齢、雄、Wistar ラットを通常餌もしくは高脂肪餌 (60%) で 3 週間飼育後、G0S2 蛋白を
過剰発現するアデノウイルス(Ad-G0S2)もしくはコントロールウイルス(Ad-GFP)を投与した。
1) 通常餌 + Ad-GFP 群、2) 通常餌 + Ad-G0S2 群、3) 高脂肪餌 + Ad-GFP 群、4) 高脂肪餌 + 
Ad-G0S2 群の 4 群について、アデノウイルス投与１週間後に、0.5 g/kg 経静脈的ブドウ糖負荷
試験と高インスリン正常血糖クランプ検査にて、耐糖能及びインスリン感受性を評価した。高
インスリン正常血糖クランプ検査後に採取した肝臓、骨格筋、脂肪組織を用いて、インスリン
シグナルをウエスタンブロット解析および RT-PCR 解析にて検討した。肝臓組織に対しては Oil 
Red O 染色法、Masson’s Trichrome 染色法を行い、肝臓での脂肪沈着および線維化を評価した。 
  
４．研究成果 
 我々は、まず、ウエスタンブロット分析により、コントロールラットの肝臓、骨格筋、およ

び白色脂肪組織における G0S2 蛋白の発現を調べた。肝臓および白色脂肪組織において高脂肪
餌を負荷したラットの G0S2 蛋白レベルは、通常餌を与えたラットよりも有意に高かった。し
かし、骨格筋中の G0S2 蛋白レベルは、通常餌を与えたラットと高脂肪餌を与えたラットとの
間で有意な変化はなかった。Ad-G0S2 による G0S2 タンパク質発現を確認するために、Ad-G0S2
または Ad-GFP をヒト胚腎臓（HEK）293 細胞に感染させ、その細胞溶解物のウエスタンブロ
ット分析を行った。 G0S2 蛋白の発現は Ad-G0S2 に感染した細胞では検出されたが、Ad-GFP
に感染した細胞では検出されなかったことより、Ad-G0S2 が細胞内で G0S2 タンパクを発現す
ることを確認した。 
次に Ad-G0S2 または Ad-GFP を投与したラットの肝臓を G0S2 抗体で免疫組織を行った。G0S2

蛋白は肝細胞の細胞質に局在していた。 Ad-G0S2を投与した肝組織のG0S2蛋白発現レベルは、
Ad-GFP を投与した肝組織よりも有意に高かった。 
 Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群において、体重、肝臓重量、および食物摂取量に有意な差
は認めなかったが、高脂肪餌負荷群ラットの体重および肝臓重量は通常餌群ラットと比較して
有意に重かった。また、Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群において、血糖値、インスリン値、
インスリン抵抗性の指標である HOMA-IR に有意な差は認めなかったが、高脂肪餌負荷群ラッ
トの血糖値、インスリン値、HOMA-IR は、通常餌群ラットと比較して有意に高かった。 
 まず、静脈内投与ブドウ糖負荷試験（ivGTT）を施行した。アデノウイルス投与 7 日後に、

8 時間絶食させ、ブドウ糖（0.5 g / kg 体重）を頸静脈に注射したラットで ivGTT を施行した。
通常餌群では、空腹時およびブドウ糖負荷後の血糖値は、Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群と
の間に有意な差は認めなかった。さらに空腹時およびブドウ糖負荷後のインスリン値も
Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群との間に有意な差は認めなかった。一方、高脂肪餌負荷群で
は、Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群との間に有意な差は認めなかったが、ブドウ糖負荷後 15
分および 30 分の血糖値は、Ad-GOS2 投与群で Ad-GFP 投与群と比較して有意に高かった



（283.3±11.4 vs 244.9±10.7 mg / dl および 226.2±9.4 vs 195.9±8.7 mg / dl）が、空腹時およびブド
ウ糖負荷後のインスリン値も Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群との間に有意な差は認めなかっ
た。 
次にインスリン感受性を評価するために正常血糖高インスリン血症クランプ検査を施行した。

通常餌群では、Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して全身のインスリン感受性を示す
Glucose Infusion Rate (GIR)、末梢組織でのインスリン感受性を示す Insulin-stimulated Glucose 
Disposal Rate (IS-GDR)、肝臓でのインスリン感受性を示す clamp Hepatic Glucose Output (cHGO)
の有意な変化を認めなかった。一方、高脂肪餌負荷群では、Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与
群と比較して、GIR が約 15％有意に減少し、全身のインスリン抵抗性の増悪を認めた。IS-GDR
は、Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群とに有意な差を認めなかったが、cHGO は、Ad-G0S2 投
与群で Ad-GFP 投与群と比較して、約 30％有意に増加し、肝臓でのインスリン抵抗性の悪化を
認めた。 
次に正常血糖高インスリン血症クランプ終了時にラットから肝臓、骨格筋および白色脂肪組

織を採取し、ウエスタンブロット分析にてインスリンシグナル伝達系を検討した。インスリン
シグナル伝達系で最も重要な分子である Akt（Ser473）のリン酸化を検討した。通常餌群では、
肝臓、骨格筋、および白色脂肪組織の Akt リン酸化は、Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群にお
いて有意な差は認めなかった。一方、高脂肪餌負荷群では、骨格筋および白色脂肪組織の Akt
リン酸化は Ad-G0S2 投与群と Ad-GFP 投与群において有意な差は認めなかったが、肝臓の Akt
リン酸化は、Ad-G0S2 投与群で、Ad-GFP 投与群と比較して、約 65％有意に減少していた。こ
れらの結果は、クランプ結果と一致していた。 
肝臓の重量は、通常餌群では、Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して有意な差を認

めなかった。一方、高脂肪餌負荷群では、Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して、肝
臓の重量が有意に増加していた。次に肝臓の組織学的評価を行った。次に組織学的に肝臓を評
価した。HE 染色では、通常餌群では、Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して有意な差
を認めなかった。一方、高脂肪餌負荷群の Ad-G0S2 投与群では、脂肪肝の所見が目立っていた。
さらに高脂肪餌負荷の Ad-G0S2 投与群では、高脂肪餌負荷の Ad-GFP 投与群と比較して、さら
に脂肪肝の増悪が認められた。次にオイルレッドO染色で脂肪蓄積を評価した。通常餌群では、
Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して、肝臓内の脂肪沈着に有意な差を認めなかった。
一方、高脂肪餌負荷群の Ad-G0S2 投与群では、肝臓内の脂肪沈着が有意に増加した。さらに高
脂肪餌負荷の Ad-G0S2 投与群では、高脂肪餌負荷の Ad-GFP 投与群と比較して、肝臓内の脂肪
沈着が約 2.5 倍有意に増加した。 
次に肝臓の線維化を評価するためにマッソントリクローム染色を施行した。通常餌群では、

Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して肝臓の線維化に有意な差を認めなかった。一方、
高脂肪餌負荷群では、Ad-G0S2 投与群は Ad-GFP 投与群と比較して、肝臓の線維化が約 50％有
意に抑制されていた。さらに線維化に関与する遺伝子である TGF-β および Smad2 の発現をリ
アルタイム qRT-PCR 法にて解析した。それぞれの肝臓から RNA を抽出した。通常餌群では、
Ad-G0S2 投与群は、Ad-GFP 投与群と比較して肝臓の TGF-β および Smad2 の mRNA の発現は
有意な差を認めなかった。一方、高脂肪餌負荷群では、Ad-G0S2 投与群は Ad-GFP 投与群と比
較して、肝臓の TGF-β および Smad2 の mRNA の発現は約 50％有意に抑制されており、マッソ
ントリクローム染色による評価と一致した。 
以上の結果より、正常耐糖能状態では、肝臓での G0S2 蛋白の過剰発現 はインスリン感受性

に影響を及ぼさなかったが、高脂肪負荷によるインスリン抵抗性状態では、肝臓での G0S2 蛋
白の過剰発現は、脂肪肝を増悪させ、肝臓でのインスリン抵抗性を増悪させることが明らかに
なった。一方で、高脂肪負荷によるインスリン抵抗性状態では、G0S2 蛋白の過剰発現は肝臓
での線維化を抑制することが明らかになった。脂肪肝を伴ったインスリン抵抗性状態では、
G0S2 がインスリン抵抗性の増悪因子となるが、肝臓での線維化は抑制する可能性が示唆され
た。 
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