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研究成果の概要（和文）：我々は、肥満・インスリン抵抗性における肝糖取り込み障害が、グルコキナーゼ活性
化障害に起因すること、さらに、グルコキナーゼ活性化障害のメカニズムとして、グルコキナーゼ結合蛋白質
GKRPのアセチル化が重要であることを見出している。我々はGKRPのアセチル化部位が126番リジン残基であるこ
とを見出し、GKRP非アセチル化を模倣するK126Rマウスおよび、アセチル化を模倣するK126Qマウスを作製した。
本研究において、GKRP非アセチル化変異が、肥満・糖尿病マウスでのインスリン抵抗性・脂肪肝を軽減し、GKRP
アセチル化変異が、耐糖能障害を起こすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：The master regulator of hepatic glucose uptake is glucokinase, a hepatic 
enzyme which converts glucose to glucose-6-phosphate. We have found that impaired hepatic glucose 
uptake is causes by impeded activation of glucokinase in obesity and insulin resistance and that 
this impediment to glucokinase activation is induced by an acetylation of GKRP, a 
glucokinase-binding protein. We have also identified K126 as the acetylation site of GKRP. Here, we 
generated mice with K126R or K126Q mutation of GKRP as deacetylation- or acetylation mimicking 
mutant, respectively, to investigate the role of hepatic glucose uptake and GKRP in the pathogenesis
 of obesity-induced insulin resistance. K126Q mutation resulted in glucose tolerance, and K126R mice
 resisted insulin resistance and hepatic steatosis under the condition of high-fat diet induced 
obesity. These findings indicate that the regulatory mechanism of GKRP acetylation is a therapeutic 
target of insulin resistance in obesity.

研究分野： 健康科学および栄養代謝内分泌学

キーワード： 肝臓　糖取り込み　生活習慣病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GKRPのK126非アセチル化が、高脂肪食摂餌肥満マウスでの耐糖能異常・インスリン抵抗性を軽減することは、
GKRP-K126のアセチル化制御機構が、肥満に伴う耐糖能異常・インスリン抵抗性の治療標的となることを示唆し
ている。グルコキナーゼの恒常的活性化は、脂肪肝を増悪させ、インスリン抵抗性を増悪することから、今日で
は、グルコキナーゼは肥満・インスリン抵抗性の治療標的分子と考えられていない。GKRP-K126非アセチル化
は、肥満でのGK活性化障害を抑止するが、その恒常的活性化は起こさない。本研究の知見は、グルコキナーゼお
よびGKRPの肥満・インスリン抵抗性治療標的としての再評価へとつながる。

※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 
食後高血糖が、心血管合併症や致死率の増加と密接に関連することが知られている。肝臓は、

食事由来の外来性グルコースの三分の一を取り込んでおり、骨格筋とともに、食後における血糖
値恒常性の維持に重要な役割を担っている。肥満・２型糖尿病では、骨格筋における糖取り込み
だけではなく、肝臓の糖取り込みも障害されており、食後高血糖の誘因となっている。骨格筋に
おける糖取り込みは、インスリンに依存しており、肥満・２型糖尿病における骨格筋糖取り込み
の障害は、炎症などに伴うインスリン抵抗性に起因する。一方で、肝臓における糖取り込みは、
インスリンだけでなく、グルコースにも依存しており、肝糖取り込み障害の詳細な分子メカニズ
ムは明らかにされていない。 
肝臓への糖の取り込みは、グルコースをグルコース-６-リン酸に置換する反応を触媒するグ

ルコキナーゼと、その逆反応を触媒し糖新生系酵素としても知られているグルコース-６-リン
酸脱リン酸化酵素のバランスにより制御されている。しかし、グルコース-６-リン酸脱リン酸化
酵素活性は食後 90 分までは有意な変化を示さないことが知られており、食後早期の肝臓糖取り
込みにおいては、グルコキナーゼ活性の増加が重要な役割を果たしている。グルコキナーゼは、
肝臓・膵島・視床下部などで発現しており、肝臓におけるグルコキナーゼ欠損が高血糖を引き起
こすことが報告されている。肝臓におけるグルコキナーゼ活性はホルモンによる遺伝子転写発
現調節とグルコキナーゼ調節蛋白質（GKRP）による活性調節により制御されている。GKRP は、
グルコキナーゼと結合し、その活性を阻害し、グルコース濃度依存的に、グルコキナーゼと解離
することで、その活性を増強する。食直後などでの急速なグルコースレベルの変化には、特に、
GKRP によるグルコキナーゼ活性調節が重要な役割を担うことが知られている。 
グルコキナーゼは若年発症成人型糖尿病の原因分子として知られているが、肥満・２型糖尿病

における肝糖取り込み障害も肝臓グルコキナーゼの活性化障害に起因する。そのため、グルコキ
ナーゼ活性化剤は、２型糖尿病治療薬の新規治療薬剤として注目されてきた。実際に、グルコキ
ナーゼ活性化剤は、肝糖取り込みを増加させることで、短期的には耐糖能を増強する。しかし、
グルコキナーゼ活性化剤の耐糖能増強作用も半年ほどで消失し、その後に、むしろ耐糖能異常・
インスリン抵抗性を悪化させる。さらに、グルコキナーゼ活性化剤は、脂肪肝や脂肪肝炎といっ
た非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）・高中性脂肪血症を引き起こす。これらの問題点から、
グルコキナーゼおよび肝糖取り込みを標的とした２型糖尿病・インスリン抵抗性治療薬の開発
は十分に進んでいない。 
研究代表者らは、世界に先駆け、肥満・２型糖尿病における肝臓グルコキナーゼ活性障害が、

GKRP アセチル化の亢進に起因することを、マウスモデルを用いて解明した。GKRP は、アセチル
化状態では、高グルコース状態においてもグルコキナーゼと解離できず、その結果、グルコキナ
ーゼ活性化が障害される。また、研究代表者らは、肥満・２型糖尿病で増強する GKRP アセチル
化修飾部位として、126 番リジン残基(K126)を見出している。近年、グルコキナーゼ・GKRP 結合
の解離を促進する低分子化合物が、正常血糖マウスでは低血糖を引き起こさずに、肥満・糖尿病
モデルマウスでのみ血糖降下作用を示すことが報告され、GKRP の糖尿病治療標的としての重要
性が指摘されている。しかし、肥満・2型糖尿病における GKRP および GKRP アセチル化の役割は
解明されていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、GKRP の K126 アセチル化／非アセチル化を模倣する遺伝子改変マウスを作製し、

その表現型解析により、GKRP およびそのアセチル化の２型糖尿病・インスリン抵抗性治療標的
としての有用性を解明する。具体的には、GKRP の K126 アセチル化／非アセチル化を模倣する遺
伝子改変マウスとして、それぞれ K126Q/K126R マウスを作製し、研究に供した。 
 
３．研究の方法 
１）動物実験 
動物実験は、金沢大学実験動物施設において、金沢大学動物実験規程に従い、金沢大学動物実

験委員会による審査、金沢大学長からの承認を得て、実施した。マウスは、自由摂餌・自由給水
で 12 時間の明暗サイクルと温度管理した環境下で飼育した。 
GKRP-K126R/K126Q マウスは、CRISPR-Cas9 システムを用いて作出した。非肥満マウスは、10-

12 週齢まで、通常食（9%脂肪（CRF-1）、オリエンタル酵母、東京）の自由摂餌・自由給水で飼育
した。肥満マウスは、7週齢健常マウスに、6-8 週間、高脂肪食（60%脂肪（D12429）、リサーチ
ダイエット、ニューブランズウィック、ニュージャージー）を与え、作成した。体重 35 グラム
以上に育ったマウスのみを、肥満マウスとして用いた。 
２）血漿パラメータおよび肝臓中性脂肪量の解析 
血液サンプルは、尾静脈から採取し、血漿サンプルは-80℃で保存した。血糖値測定にはグル

コカード Gプラスメーター(アークレイ株式会社、京都)を使用した。血中インスリン値をマウス
インスリン ELISA キット（森永生科学研究所、横浜）により測定した。肝トリグリセリド量は、



凍結した肝臓を粉砕後、イソプロパノールでトリグリセリドを抽出し、TG E-テストワコーキッ
ト（富士フイルム和光純薬、大阪）により、測定した。肝糖取り込みは、経静脈的に、グルコー
ス（非肥満マウスでは 2 g/kg 体重、肥満マウスでは 1 g/kg 体重）を、その 10分後に 2－デオ
キシグルコース（2-DG, 200μmol/kg 体重）をそれぞれ投与し、肝臓 2-DG 取り込み量により評
価した。肝 2-DG 取り込み量は、2-DG 取り込み測定キット（コスモバイオ、東京）を用いた。 
３）マウス単離肝細胞の解析 
マウス単離肝細胞は、コラゲナーゼ環流法を用いて、採取した。糖取り込みは、2-DG（25 mM）

を含むリン酸緩衝液中で、３分間の取り込み時間で計測した。ニコチンアミド(20μM)は、2-DG
取り込み前 6時間より添加した。遺伝子導入は、アデノウィルスベクターを用いた。アデノウィ
ルベクターの作製は、Adenovirus Dual Expression Kit（タカラ、大津）を用いて行った。 
４）統計解析 
全データは、平均値±標準誤差で表記した。統計解析は IBM SPSS Statistics 24(IBM)を用いて、
2群間の比較はスチューデント t検定を用い、3群以上の比較には ANOVA およびダネット検定ま
たはチューキー検定により行った。有意水準は 5％未満とした。 
 
４．研究成果 
単離肝細胞において、GKRP-K126R 変異体または野生型 GKRP を、アデノウィルスベクターを用

いて過剰発現させ、解析に供した。GKRP-K126R 変異体は、低グルコース培養条件でグルコキナ
ーゼと結合し、高グルコース培養条件によりグルコキナーゼと解離した。ニコチンアミドによる
sirtuin 阻害によって、GKRP-K126 アセチル化は増強するため、野生型 GKRP では、グルコース依
存的なグルコキナーゼとの解離障害が起こるが、K126R 変異体では、高グルコース培養条件での
グルコキナーゼとの解離障害は起こらなかった。ニコチンアミド添加は、野生型 GKRP 過剰発現
肝細胞において 2-DG 取り込みの減少を起こすが、K126R 変異体発現肝細胞では 2-DG 取り込み障
害が軽減していた。肥満２型糖尿病 db/db マウス由来単離肝細胞は、細胞内に脂肪滴を多数有
し、肝糖取り込み障害を呈する。この db/db マウス由来単離肝細胞では、野生型 GKRP は培養液
中のグルコース濃度に関わらず、2-DG と結合しているが、K126R 変異体は培養液中のグルコース
濃度依存的に、グルコキナーゼと解離した。また、db/db マウス由来単離肝細胞において、K126R
変異体は 2－DG 取り込みを増加させた。一方で、K126Q 変異体は、高グルコース培養条件におい
て、ニコチンアミド添加と同程度に、強固にグルコキナーゼと結合し、2-DG 取り込みを減少さ
せた。K126R または K126Q マウス由来の単離肝細胞は、肝 2-DG 取り込みについて、K126R 変異体
または K126Q 変異体の過剰発現単離肝細胞と同様の結果を示した。 
K126Q マウスは、随時摂食下において、血糖値および血中インスリン値の増加を呈した。また、

肝臓グルコキナーゼおよびグルコース－6‐リン酸脱リン酸化酵素の遺伝子発現に変化を与えず、
糖負荷に伴う肝臓 2-DG 取り込みが減少し、血糖値の上昇および血中インスリン値の増加を来し
た。一方で、K126R マウスは、随時摂食下での血糖値および血中インスリン値、糖負荷に伴う肝
臓 2-DG 取り込み、血糖値、血中インスリン値に明らかな変化を示さなかった。一方で、高脂肪
食摂餌肥満マウスにおける肝臓 K126R マウスでは、血糖値および血中インスリン値が減少し、イ
ンスリン感受性の亢進を呈した。また、肝臓 2-DG 取り込みの増加に伴い糖負荷試験においても、
血糖値および血中インスリン値が減少を示した。高脂肪食摂餌肥満条件で、K126R マウスは、野
生型と比較し、肝臓中性脂肪量の減少を示した。 
GKRP の K126R が、高脂肪食摂餌肥満条件での耐糖能異常・インスリン抵抗性・肝中性脂肪量

を軽減するは、GKRPK126 のアセチル化制御機構が、肥満に伴う耐糖能異常・インスリン抵抗性・
脂肪肝の治療標的となることを示唆している。グルコキナーゼの恒常的活性化は、脂肪肝を増悪
させ、インスリン抵抗性を増悪する。GKRPK126 非アセチル化は、肥満でのグルコキナーゼ活性
化障害を抑止するが、その恒常的活性化は起こさないことが、グルコキナーゼ恒常的活性化との
表現型の違いにつながったと考えている。 
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