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研究成果の概要（和文）：メトホルミンは、DNA結合に必須であるChREBPとMlxのヘテロ2量体の形成を阻害する
ことにより、ChREBPの活性を阻害することを明らかにし、ChREBPがメトホルミンの薬効の発現を担う標的タンパ
ク質の1つであることを明らかにした。また、メトホルミンによるChREBPとMlxの2量体形成の阻害は、O-GlcNAc
転移酵素（OGT）を共発現することにより消失することを明らかにした。さらに、ChREBP上のO-GlcNAc修飾はMlx
との結合に関与していないことを明らかにし、OGTはO-GlcNAc修飾非依存的にChREBPに対するMlxの結合を増加さ
せることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Metformin is known to regulate blood glucose levels by inhibiting hepatic 
gluconeogenesis via activation of AMPK. However, the identification of downstream substrates of AMPK
 has never been performed. Furthermore, the molecular basis for metformin response remains poorly 
understood. It is reported that metformin inhibited the activity of ChREBP, which could be a 
potential therapeutic target protein of type 2 diabetes mellitus. This suggests that ChREBP is one 
of a target protein of metformin.
In this study, metformin inhibited the formation of ChREBP-Mlx heterodimer, which is essential for 
DNA binding, via phosphorylation on Ser568 in ChREBP through AMPK activation. Moreover, 
overexpression of O-GlcNAc transferase (OGT) mitigated the effect of metformin on the binding of Mlx
 to ChREBP. OGT might enhance the interaction of ChREBP with Mlx in O-GlcNAcylation-independent 
manner because the binding of O-GlcNAc on ChREBP did not enhance the binding of Mlx to ChREBP. 

研究分野： 生化学

キーワード： ChREBP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ChREBPのDNA結合を制御する因子に関する研究は少ない。特にMlxとの2量体形成を制御する因子に関しては、こ
れまでにほとんど研究が行われておらず、Mlxの結合がAMPKによるリン酸化により制御されていることを明らか
にした本研究は、ChREBPの活性化メカニズムの解明において新たな領域を開拓した重要な研究であり、学術的意
義は大きいと考えられる。また、糖尿病患者数は近年急激に増加しており、次世代の治療薬の開発に対する社会
的要請は極めて強い。本研究は糖尿病治療薬の開発において新たな標的部位を提案できたことから、新たな治療
薬の開発に資する一助になると考えられるため、社会的意義は大きいと考えられる。

※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 
メトホルミンは、2型糖尿病の薬物治療の第一選択薬として世界中で使用されている。メトホ

ルミンは、肝臓において AMP-activated protein kinase (AMPK) を活性化し、糖新生を抑制する

ことで血糖低下作用を発現することが知られている。しかしながら、メトホルミンによる AMPK

の活性化によりリン酸化され薬効の発現を担う標的タンパク質などその詳細な作用機序は明ら

かになっていない。 

Carbohydrate response element-binding protein (ChREBP)は解糖系の亢進と脂肪酸合成に関与

する酵素群を誘導する転写因子である。レプチンを欠損した 2 型糖尿病モデルマウス (ob/ob マ

ウス)と ChREBP ノックアウト（KO）マウスをかけ合わせたマウスでは、ob/ob マウスに比べて

血糖値やインスリン抵抗性などが改善されたことから、ChREBP は糖尿病の発症に関与すると考

えられている。ChREBP の活性がメトホルミンにより抑制されることが明らかになっていること

から 1)、ChREBP がメトホルミンの標的タンパク質の 1つであることが示唆された。また、これ

までに AMPK の活性化による ChREBP 上の Ser568 のリン酸化が ChREBP の DNA 結合に必要な

Max-like protein x (Mlx) との 2量体形成を阻害することを明らかにしている。これらの結果か

ら、メトホルミンは AMPK を活性化して ChREBP の DNA 結合を阻害することにより、血糖低下

作用を発現することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
これまでに ChREBP がメトホルミンの標的タンパク質の1つであることが示唆されているが、

メトホルミンの薬効発現における ChREBP の関与は報告されていない。したがって本研究では、

メトホルミンの薬効発現における ChREBP の役割とその分子メカニズムを検討することにより、

ChREBP の活性阻害を介したメトホルミンの新たな作用機序を明らかにする。これにより新たな

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ことが目的である。 
 
３．研究の方法 
＜ChREBP と Mlx の結合実験＞  

ヒト胎児腎由来細胞（HEK293T）に 3xFLAG タグを付加した ChREBP、HA タグを付加した

Mlx を共発現させ、ChREBP を FLAG 抗体を用いた免疫沈降法により精製後、ウェスタンブロ

ット法により結合した Mlx の量を検出した。 

＜ChREBP の核移行の評価＞ 

ChREBP の核移行は、GFP タグを付加した ChREBP をヒト肝癌由来細胞（HepG2）に発現さ

せ、核内に ChREBP が局在する細胞を蛍光顕微鏡によりカウントすることにより評価した。 

＜ChREBP 活性の測定＞ 

HepG2 細胞を用いて、ChREBP の L 型ピルビン酸キナーゼのプロモーター活性をルシフェラ

ーゼアッセイにより測定した。 
 
４．研究成果 

① メトホルミンによる ChREBP 活性阻害の分子メカニズムの解明 

メトホルミンにより ChREBP 上の Ser568がリン酸化され、Mlx との結合が阻害されるか明ら

かにするために、HEK293T 細胞に ChREBP と Mlx を共発現し、メトホルミン処理により結合が

阻害されるか検討を行った。その結果、メトホルミンは濃度依存的に ChREBP と Mlx の結合を

阻害することが明らかとなった。また、Ser568 をアラニンに置換し、AMPK によりリン酸化さ

れない変異体（Ser568Ala）では、メトホルミン処理による Mlx の結合阻害はみられなかった。こ

れらの結果から、メトホルミンは、AMPK を活性化し ChREBP の Ser568をリン酸化することで

ChREBP-Mlxヘテロ 2 量体の形成を阻害し、ChREBP の DNA 結合を阻害することが明らかとな

った。 

ChREBP の活性を抑制するメカニズムとして、ChREBP の DNA 結合の阻害のほかに核移行の

阻害が考えられる。そこで、メトホルミンにより ChREBP の核移行も阻害されるのか明らかに

するため、メトホルミン処理による ChREBP の細胞内局在の変化を調べた。その結果、ChREBP

が核に局在する割合は、メトホルミン処理により大きな変化を認めなかったことから、メトホル

ミンが ChREBP の核移行に与える影響はわずかであり、主に DNA 結合を阻害することにより



ChREBP の活性を阻害していることが示唆された。  

② 14-3-3 が ChREBP に対する Mlx の結合に与える影響 

これまでに ChREBP に対する Mlx の結合部位が 701-750番目のアミノ酸領域内にあることを

明らかにしており、Ser568 とはアミノ酸の 1次配列上離れた位置にある。したがって、メトホル

ミンによる Ser568 のリン酸化により Mlx の結合が阻害されるメカニズムについて明らかにする

ため、リン酸結合タンパク質である 14-3-3 が Ser568 のリン酸基に結合し Mlx の結合を競合的に

阻害する可能性について検討した。その結果、ChREBP に対する 14-3-3 の結合は、AMPK の活

性化では増加しないことが明らかとなり、Ser568 のリン酸基に対して 14-3-3 は結合しないこと

が明らかとなった。この結果から、メトホルミンによる ChREBP の Ser568 のリン酸化を介した

DNA 結合阻害に 14-3-3 は関与しないことが明らかになった。  

③ ChREBP に対する Mlx の結合における O-GlcNAc修飾の影響 

O-GlcNAc 修飾はリン酸化と競合することによりリン酸化の生理作用を阻害することが知ら

れていることから、ChREBP の Ser568 のリン酸化による DNA 結合阻害における O-GlcNAc修飾

の影響について検討した。 

・ChREBP 上の O-GlcNAc修飾部位の検討 

ChREBP と Mlx の結合を阻害する Ser568 のリン酸化が O-GlcNAc修飾により阻害されると考

えられたため、Ser568 が O-GlcNAc 修飾を受けない変異体（Ser568Ala）を用いたとき、または

Ser568 をリン酸化したときの O-GlcNAc 修飾数について調べた結果、いずれも O-GlcNAc 修飾

数が減少しなかったことから、Ser568 に O-GlcNAc は結合しないことが示唆された。これらの

結果から、O-GlcNAc修飾は ChREBP の Ser568 のリン酸化を阻害しないことが示唆された。  

・ChREBP の DNA 結合におよぼす OGT 共発現の影響 

O-GlcNAc 転移酵素(OGT)を過剰発現することにより、ChREBP の DNA 結合が増加すること

が報告されていることから、HEK293T 細胞に OGT を過剰発現したときの ChREBP と Mlx の結

合を調べた結果、メトホルミンによる ChREBP と Mlx の結合阻害効果は、OGT を共発現するこ

とによりほぼ消失することが明らかとなった。また、O-GlcNAc 修飾活性を有していない OGT

の変異体（Asp554Asn）を共発現したときの ChREBP と Mlx の結合は、野生型の OGT を共発現

したときと比べて小さいことが明らかとなった。これらの結果から、野生型 OGT の過剰発現は、

ChREBP と Mlx の結合を増加させることが明らかとなった。 

次に、ChREBP と Mlx の結合における O-GlcNAc修飾の関与について調べるため、O-GlcNAc

修飾を受けない ChREBP の変異体（Δ301-350）に対する Mlx の結合を調べた結果、野生型とΔ

301-350間でMlxの結合に違いが認められなかったことから、ChREBPとMlxの結合にO-GlcNAc

修飾は関与していないことが示唆された。この結果から、OGT は O-GlcNAc 修飾非依存的に

ChREBP に対する Mlx の結合を促進していることが示唆された。 

 

以上の結果から、本研究において、ChREBP がメトホルミンの標的タンパク質であることが明

らかとなった。また、メトホルミンが ChREBP の活性を阻害する分子メカニズムとして、AMPK

の活性化による Ser568 のリン酸化が ChREBP と Mlx の結合を阻害し、ChREBP の DNA 結合を抑

制することが明らかとなった。ChREBP の活性化メカニズムに関するこれまでの研究の大半は、

核移行のメカニズムの解明に関する研究であり、ChREBP の DNA 結合を制御する因子に関する

研究はほとんど行われていない。特に Mlx との 2 量体形成を制御する因子に関してはほとんど

研究が行われておらず、Mlx の結合が AMPK によるリン酸化により制御されていることを明ら

かにした本研究は、ChREBP の活性化メカニズムの解明において新たな領域を開拓する重要な研

究であるとともに、糖尿病治療薬の開発において新たな標的部位を提案できたことから、本研究

結果は、新たな糖尿病治療薬の開発に資する一助となると考えられる。 
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