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研究成果の概要（和文）：肝臓はグルコースを取り込み、肝臓代謝のみならず、遺伝子転写から他臓器との連関
などのグルコース応答を惹起する。過栄養・肥満では、肝グルコース応答が障害され、その障害は耐糖能障害・
インスリン抵抗性の病因となる。本研究では肝グルコース応答の制御メカニズムとしてGck調節タンパク質
(GKRP)の役割の解明に取り組んだ。GKRPは過栄養・肥満によって126番リジン残基(K126)アセチル化が増加す
る。GKRPのK126R変異ノックインマウスは、肝糖代謝に明らかな変化を示さないものの、トランスクリプトーム
解析では遺伝子発現変化を来した。GKRPが新規なグルコース応答制御分子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The liver takes up glucose and triggers glucose responses, including not 
only hepatic metabolism but also transcriptional regulation and inter-organ crosstalk with other 
organs. In overnutrition and obesity, hepatic glucose response is impaired, which contributes to the
 pathogenesis of glucose intolerance, insulin resistance, and fatty liver. This study aimed to 
elucidate the role of glucokinase regulatory protein (GKRP) in the control mechanism of hepatic 
glucose response. GKRP undergoes increased acetylation at lysine 126 (K126) due to overnutrition and
 obesity. Although K126R mutant knock-in mice of GKRP did not show significant changes in hepatic 
glucose metabolism, transcriptome analysis revealed changes in gene expression. This suggests that 
GKRP may be a novel glucose response control molecule. 

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

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝グルコース応答障害は、耐糖能障害からインスリン抵抗性・脂肪肝などの様々な生活習慣病の病因となる。肝
グルコース応答の制御分子としてGckが知られてきたが、Gckを標的とした生活習慣病治療薬の開発は十分な成果
が得られていない。本研究において、新規な肝グルコース応答のメカニズム分子候補としてGKRPを見出すこと
は、生活習慣病の新規治療標的の解明に繋がる。さらに、生活習慣病の発症と増悪において、肝グルコース応答
とその障害が果たす役割の解明へと繋がる。

※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 
肝臓はグルコースを取り込み、それに応答して、肝臓内外の糖・エネルギー代謝を変化させる

(以後、この代謝変化を「肝グルコース応答」と記述)。グルコース取り込みを契機として、脂肪
利用・糖産生から脂肪産生・糖利用へと、肝内代謝を変換する。また、肝グルコース取り込みに
続いて、自律神経や内分泌を介した臓器連関を誘導し、全身の糖・エネルギー代謝を変化させる。
実際に、肝グルコース取り込みに伴い、摂食抑制や脂肪燃焼が誘導され、そのメカニズムに求心
性迷走神経やヘパトカイン FGF21 を介した肝-脳連関が関与することが明らかにされている。 
肝グルコース取り込みの制御因子として、グルコキナーゼ(Gck)が知られている。Gck は、細

胞質でグルコースからグルコース-6 リン酸(G6P)への代謝反応を触媒する酵素である。肝細胞で
グルコースは、GLUT2 輸送担体を介して、細胞内外に移行することができる。しかし、Gck が、
グルコース濃度依存性に酵素活性を増加させる特性を持つことから、高グルコース環境下で、グ
ルコースを G6P へと置換することで、細胞内外のグルコースの濃度勾配を内向きに維持するこ
とができる。一方で、正常グルコース濃度（細胞内外のグルコースレベルが 100 から 120g/dL 程
度）では、Gck 活性は制限され、肝グルコース取り込みは起こらない。G6P は、解糖系反応の最
初の代謝物であるとともに、肝グルコース応答の強力なアロステリック代謝物である。実際に、
G6P が、グリコーゲン代謝酵素、解糖系代謝酵素や転写因子 ChREBP などの活性を制御すること
が知られている。そのため、グルコース濃度に依存して G6P 生成を調節する Gck は、肝内代謝変
化から臓器連関に及ぶ肝グルコース応答の制御因子と考えられている。 
過栄養・肥満では、肝グルコース取り込みとその応答が障害される。それらの障害は、肝糖・

脂肪産生の恒常的増強や臓器連関障害による脂肪燃焼の減少などを惹起し、耐糖能障害・インス
リン抵抗性・脂肪肝の病因となる。この肝グルコース取り込みと応答の障害の原因が、肝 Gck の
活性化障害に起因すると考えられたため、かつて、肝 Gck は２型糖尿病やインスリン抵抗性の治
療標的として注目された。しかし、肝 Gck 活性化剤は、耐糖能障害や脂肪肝をむしろ増悪させ、
その開発は悉く失敗に終わっている。このことは、肝臓では、Gck とは異なる肝グルコース応答
の制御メカニズムが存在し、そのメカニズムの障害が過栄養・肥満の病態に関与することを示唆
している。 
Gck の活性制御分子として、Gck 調節タンパク質(GKRP)が知られている。GKRP は、肝細胞特異

的に発現し、正常グルコースレベルで肝細胞 Gck 活性を強力に抑制する。詳細には、GKRP は、
正常グルコース環境では Gck と結合し、核に局在するが、グルコース濃度が増加すると、Gck か
ら解離し、細胞質へと局在を変える。研究代表者らは、過栄養・肥満で、GKRP がアセチル化さ
れ、肝 Gck 活性化を恒常的に抑制することを明らかにした(Nat Commun 2018;9:30)。脂肪肝で
は、GKRP の 126 番リジン(K126)アセチル化が増加し、グルコース濃度依存的な Gck-GKRP 解離が
阻害され、Gck 活性が恒常的に抑制される。また、GKRP 非アセチル化変異体(GKRP の K126 を R
に置換)の肝臓過剰発現では、過栄養・肥満による肝グルコース取り込みを増加させ、GKRP アセ
チル化変異体(GKRP の K126 を Q に置換)の肝臓過剰発現では、肝グルコース取り込みを減少させ
る。GKRP はグルコース濃度に依存し、Gck との結合・解離を起こし、細胞内局在を変える。前述
の研究代表者らの知見など、GKRP が肝グルコース取り込みに密接に関与することを示す報告は
多い。しかし、GKRP の肝グルコース応答に果たす役割は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GKRP アセチル化を介した肝臓グルコース応答とその破綻の解明を目的とする。

具体的には、既に作出を済ませた GKRP の K126R／K126Q のそれぞれのノックインマウスの表現
型解析とともに、肝遺伝子発現解析を行い、その肝グルコース応答における役割を明らかにする。 
 
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。非肥満マウスは、10-12 週齢まで、
通常餌（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、12 週間、高脂肪餌（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。グルコース負荷テストは、16 時間絶食の後に、経腹腔
的にグルコースを2グラム/kg体重となるように投与し、120分まで血中グルコース値を計測し、
同時に血液サンプルを採取した。 
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、尾静脈からアプロチニンおよび EDTA の存在下でヘマトクリット管を用いて

採取し、血漿サンプルは-80℃で保存した。血中グルコース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。 
３）肝臓遺伝子発現解析 
-80℃で凍結保存をした肝臓から、SV Total RNA Isolation System（プロメガ、ウィスコンシ

ン）を用いて、RNA を採取した。cDNA は、PrimeScript Rt-PCR Kit（タカラ、草津）により作製
した。定量的 PCR は、SYBR Select Master Mix（Thermo Fisher Scientific、マサチューセッ
ツ）を用い、内部標準として Rplp0 遺伝子を用いた。網羅的な遺伝子発現解析のために、TruSeq 
Stranded mRNA Library Prep Kit（イルミナ、カリフォルニア）を用い、NovaSeq 6000（イルミ
ナ）によるシークエンス解析を行った。 
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 
GKRP アセチル化変異を模倣する K126Q マウスは、通常餌飼育下 8 週齢において、随時摂餌下

の血中グルコース値およびインスリン値は統計的に有意ではないものの、増加傾向を呈した。ま
た、肝中性脂肪量は対照と比して、変化を示さなかった。経腹腔的グルコース負荷テストでは、
グルコース投与後 30 分および 60 分で血中グルコース値・インスリン値が、120 分で血中インス
リン値が高値を呈した。 
一方で、K126R マウスは、通常餌飼育下 8 週齢において、随時摂餌下の血中グルコース値およ

びインスリン値、肝臓中性脂肪量のいずれにおいても変化は示さなかった。また、経腹腔的グル
コース負荷テストにおいても、血中グルコース値・インスリン値の両者ともに、対照との差は示
さなかった。しかし、高脂肪餌飼育下では、投与期間中血中グルコース値に明らかな変化はない
ものの、投与開始 8週間以降で、血中インスリン値が低値を呈した。高脂肪餌飼育 12 週間後で
の経腹腔的グルコース負荷テストでは、負荷後 30 分および 60 分で、血中グルコース値・インス
リン値は対照と比し低値を示した。また、肝臓中性脂肪量も有意な低値を示した。 
通常餌飼育下の K126Q マウスおよび K126R マウスの肝臓において、網羅的な遺伝子発現解析

を行った。野生型マウスと比して、2 倍以上の発現変化を示す遺伝子を抽出すると、K126Q マウ
スで発現が低下し、K126R マウスで増加するものは、71 遺伝子であった。また、K126Q マウスで
発現が増加し、K126R マウスで低下するものは、198 遺伝子であった。ヘパトカインである FGF21
の遺伝子発現は、K126Q マウスで発現が低下し、K126R マウスで増加していたが、この発現変動
は、定量的 PCR においても同様であった。通常食飼育下において、K126R はほぼ表現型の変化を
持たず、耐糖能障害やインスリン抵抗性を示さないが、肝臓遺伝子発現は、明らかな変化を呈す
る。この知見から、GKRP がアセチル化を介して、肝臓遺伝子発現制御に関与する可能を示唆し
た。GKRP は、Gck とともに、肝グルコース応答と密接に関連している。本萌芽研究から、GKRP ア
セチル化依存性の肝臓遺伝子発現制御の役割解明の必要性が示された。 
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