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研究成果の概要（和文）：糖修飾（O-GlcNAc化）アクチン抗体を作製し、免疫染色により正常のWistarラットと
糖尿病モデルGKラットならびに健常人と糖尿病患者の組織における発現を比較検討した結果、特に糖尿病の腎臓
において糖修飾アクチンが核と細胞質でいずれも増加していることが明らかになった。
　さらに、糖修飾アクチンと相互作用する核内タンパク質を調べるため、正常と糖尿病ラット腎臓の核画分タン
パク質を、免疫沈降ならびにマススペクトロメトリーを行い、糖尿病で特に増加するタンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Antibody against glycosylated (O-GlcNAc-modified) actin was prepared and 
immunostaining was performed to compare the localization in tissues of normal and diabetic rat and 
human. It was shown that the immunostaining intensity both in the nucleus and cytoplasm increased in
 the diabetic tissues. 
Furthermore, in order to investigate the nuclear protein that interacts with glycosylated actin, 
immunoprecipitation and mass spectrometry were performed on the nuclear fraction proteins of normal 
and diabetic rat kidneys, and proteins that were particularly increased in diabetes were identified.

研究分野： 組織解剖学

キーワード： 糖尿病合併症　糖修飾アクチン　O-GlcNAc　リン酸化　腎臓　網膜　坐骨神経

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖修飾アクチンが核内でどのような役割を担っているかについての研究は、国内外を通じていまだ行われていな
い。本研究は、従来、糖尿病性合併症を起こすとして考えられていた病因に加えて、さらに核内アクチンの糖修
飾（O-GlcNAc化）という観点から検討するところが独創的な点である。新たな病因の分子機序の解明に寄与する
と考えられる。また、核内アクチンのO-GlcNAc化の程度を測定し、その亢進を抑制することができれば糖尿病合
併症の診断、予防や治療に向けた基礎的知見として役立つことが期待される。本研究の進展により、将来的には
糖尿病合併症の新しい治療法開発へと応用されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アクチンは細胞骨格成分としての機能がよく知られているのに加えて、近年、核内において転

写などの調節に関与することが明らかになりつつある。  
アクチンは、リン酸化、糖修飾（O-GlcNAc 化）、ユビキチン化、SUMO 化、アセチル化など様々
な翻訳後修飾を受ける。これらの修飾によるアクチンの機能調節、さらに、修飾異常と心疾患や
がんなど種々の疾患との関係が明らかになってきている（Terman JR, Kashina A, Curr Opin Cell 
Biol. 2013）。質量分析により、アクチンの糖修飾（O-GlcNAc 化）部位は 6 ヶ所あり、そのうち
3 ヶ所はリン酸化部位と一致していることが明らかになっているが、これらの部位の糖修飾が、
アクチンの機能の調節にどのように関与しているか、さらに糖尿病合併症との関係については
不明である。 
核および細胞質タンパク質の多くは、アミノ酸のセリン、スレオニン残基に 1 個だけ N-アセ

チルグルコサミン(GlcNAc)が O-グリコシド結合する糖修飾（O-GlcNAc 化）を受けている。この
糖修飾部位はリン酸化の部位と同一またはその近傍にあるため、この糖修飾            （O-
GlcNAc 化）はリン酸化を制御することにより、細胞内の重要な機能を調節している。糖尿病で
は転写調節因子など核内タンパク質の糖修飾（O-GlcNAc 化）が亢進する (Hart et al. Nature 2007)。
研究代表者らは、これまで II 型糖尿病モデ¬ル GK ラットの腎臓を用いて糖尿病合併症における
基底膜をはじめとする形態変化と糖修飾との関係を検討してきた。その結果、糖尿病の糸球体基
底膜の肥厚、糸球体上皮細胞足突起の融合、尿細管の形態変化に伴い O-GlcNAc 化レベルが上昇
することを明らかにした（Akimoto et al. Acta Histochem Cytochem 2005; Akimoto et al. Med Mol 
Morphol 2005)。また、O-GlcNAc 化の顕著に変化するタンパク質の同定をグライコプロテオミク
スにより試み、アクチン、アクチニン 4 などの細胞骨格タンパク質を同定した (Akimoto et al. Clin 
Proteom 2011)。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、糖尿病合併症における糖修飾アクチンの核内での役割を解明し、糖尿病合併症の病
因の新たな分子機序を明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
＜糖尿病合併症に伴う腎臓、神経、網膜における糖修飾アクチン発現の変化＞ 
糖尿病モデル動物において糖尿病合併症が起こる腎臓、神経、網膜における糖修飾アクチンの発
現の変化を免疫組織化学的に調べた。アクチンのアミノ酸配列の中で糖修飾とリン酸化の修飾
が同じセリン残基で起こる 3 ヶ所の配列に対してそれぞれ糖修飾・リン酸化・非修飾ペプチドを
作製し、ウサギポリクローナル糖修飾アクチン抗体、リン酸化アクチン抗体、非修飾アクチン抗
体を作製した。この抗体を用いて糖尿病モデル動物（GK ラット、KK マウス）腎臓、神経、網
膜における糖修飾アクチンの局在と発現量を免疫組織化学的に調べ、リン酸化アクチン、非修飾
アクチンと比較検討した。 
 
＜糖修飾アクチンの核と細胞質との間の移行＞ 
アクチンへの糖修飾を増加する、あるいは阻害する条件下で腎糸球体上皮細胞を培養し、糖修飾
アクチンの核―細胞質間のシャトリングを検討した。腎糸球体上皮細胞を高濃度のグルコース
あるいは加水分解酵素 O-GlcNAcase の阻害剤 Thiamet G 存在下で１〜８日間培養することによ
りアクチンへの糖修飾を増加させ、その際の細胞の形態変化並びに糖修飾アクチンの局在を光
顕、電顕レベルで検討した。さらに F-アクチンの脱重合を阻害するジャスプラキノライド、G-
アクチンの重合を阻害するラトルンキュリン、あるいは F-アクチンのプラス端の伸長を阻害す
るサイトカラシンによる糖修飾アクチンの局在の変化を解析した。 
 
＜糖修飾の有無によるアクチンの核内での機能＞ 
糖修飾アクチン抗体あるいは非修飾アクチン抗体を培養細胞に導入して、糖修飾の有無による
アクチンフィラメント形成への関与を解析した。 
 
＜糖修飾アクチンと相互作用する核内タンパク質の同定＞ 
核画分タンパク質を、O-GlcNAc 化アクチン抗体を用いて免疫沈降した後、一次元の電気泳動に
てバンドを検出した。さらに糖尿病合併症に伴い発現量が変化するタンパク質を、電気泳動解析
ソフトウェアを用いて調べた。このようにして O-GlcNAc 化アクチンと結合して複合体を形成す
るタンパク質を含むバンドあるいはスポットをゲルから切り出し、トリプシン処理してマスス



ペクトロメトリーによりアミノ酸配列を調べ、既知のデータベースにより同定を試みた。 
 
 
 
４．研究成果 
1) リン酸化部位と同一である 3 ヶ所のうちの 1 ヶ所の O-GlcNAc 化ペプチドを抗原として特異
的 O-GlcNAc 化 199Serine アクチンペプチド抗体を作製し、免疫染色により正常の Wistar ラット
腎臓と比較し、糖尿病モデル GK ラットの腎臓において糖修飾アクチンの局在が核と細胞質で
増加していることを明らかになった。さらに糖尿病合併症と糖修飾アクチンとの関係を解明す
ることを目的に糖尿病モデル GK ラットの坐骨神経と網膜における糖修飾アクチンの局在を検
討したところ、変化は認めれなかった。 
 
2) 糖尿病性腎症のヒト腎臓における糖修飾アクチンの役割を解明することを目的に、O-GlcNAc
化ペプチドを抗原として作製した特異的O-GlcNAc化199Serineアクチンペプチド抗体を用いて、
糖修飾アクチンの発現の変化について免疫組織化学的に光顕並びに電顕レベルで解析した。そ
の結果、ヒトでも糖修飾アクチンの局在が核と細胞質で増加していることを明らかになった。 
 
3) 核と細胞質との間のシャトリングにおけるアクチンの糖修飾の役割を明らかにするため、腎
糸球体上皮細胞を高濃度のグルコースあるいは加水分解酵素 O-GlcNAcase の阻害剤 PUGNAc 並
びに Thiamet G 存在下で１から８日間培養することによりアクチンへの糖修飾を増加させ、その
際の細胞の形態変化並びに糖修飾アクチンの局在を光顕、電顕レベルで検討した。さらにこれと
は逆に、O-GlcNAc 転移酵素の阻害剤 Ac4SGlcNAc 存在下で培養し、アクチンへの糖修飾を抑制
したときの形態変化並びに糖修飾アクチンの局在を光顕、電顕レベルで検討した。さらに、培養
糸球体上皮細胞を用いて、F-アクチンの脱重合を阻害するジャスプラキノライド、G-アクチンの
重合を阻害するラトルンキュリン、あるいは F-アクチンのプラス端の伸長を阻害するサイトカ
ラシンによる糖修飾アクチンの局在の変化を、ライブイメージング法にて解析した。 
 
4) 糖修飾の有無によるアクチンの核内での機能をしらべるため、糖修飾アクチン抗体を培養細
胞にタンパク導入試薬を用いて導入して、核の形態変化を解析した。その結果、糖修飾アクチン
抗体を導入された細胞では、核内にアクチン線維が形成された。これかのことから糖修飾アクチ
ンは、核内でアクチンフィラメントの形成を抑制する働きがあることが推測された。 
 
5) 糖修飾アクチンの核内における機能を解明するため、糖修飾アクチンと相互作用する核内タ
ンパク質の同定を行った。正常と糖尿病ラット腎臓の核画分タンパク質を、O-GlcNAc 化アクチ
ン抗体を用いて免疫沈降した後、一次元の電気泳動にてバンドを検出した。O-GlcNAc 化アクチ
ンと結合して複合体を形成するタンパク質を含むバンドをゲルから切り出し、トリプシン処理
してマススペクトロメトリーによりアミノ酸配列を調べ、既知のデータベースにより同定を試
み、いくつかのタンパク質を検出できた。 
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