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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖尿病合併症やアルツハイマー病等の疾病に関与する糖

化物（GPs）のモニタリング及び細胞内 GPs 濃度応答性遺伝子発現制御を可能とする技術の開

発を目的とし、GPs を認識する転写調節因子の検索及び、構築を行なった。まず細菌由来の

GPs 異化機構よりは GPs 応答性の転写調節因子 (GprR)様タンパク質を単離し、本タンパク質

が GprR 様機能を持つことを示した。更に，本タンパク質を用いて、動物細胞用転写調節因子

の構築を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel transcriptional regulators for intracellular glycated products 

monitoring and transcriptional regulation systems in mammalian cells have been 

investigated. A putative glycated product-responsive regulator (GprR) was cloned and 

found to function as GprR. A regulator based on the GprR was then designed as novel 

transcriptional regulator which allows intracellular GPs monitoring in mammalian cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 糖化反応は、グルコース等の還元糖とアミ

ンの間で起こる非酵素的な一連の化学反応

であり、生体内や細胞内においても普遍的に

起こることが知られている。反応初期生成物

で あるア マドリ 化合物 や後期 生成物

(Advanced glycation end products, AGEs)

等の糖化物(GPs)の形成は、タンパク質の生

体機能喪失をもたらし、糖尿病合併症や老化

を始めアルツハイマー病、癌など多くの疾病

に関与するとして注目されている。しかし、

生体内における GPs 形成機構および GPs の

疾病発症への関与機構は未だ明らかではな

く、その解明の為には細胞内 GPs のモニタリ

ングを可能とする技術の開発が望まれる。 

 センサー細胞技術は細胞内物質のリアル
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タイムモニタリングを可能とするとして注

目される。刺激応答領域(SRE)と発現プロモ

ーターの下流にレポーター遺伝子を融合し

て細胞に導入し、レポーターの発現量を指標

として刺激を検出する本技術は、細胞内外の

刺激に依存して目的遺伝子の発現を制御で

きることから、レポーターの代わりに酵素等

と組み合わせる事で、遺伝子治療への応用も

期待される有用な技術である（図１）。しか

し、これまでに GPs に特異的な動物細胞由来

の SRE は報告されていない。 

 一方、細菌由来のラクトースリプレッサー

(LacI)は、動物細胞内で転写調節因子として

機能し、動物細胞内の遺伝子発現制御系に用

いられている。又、研究代表者らは、これま

でに LacI とグルコースをリガンドとする基

質結合タンパク質のキメラタンパク質を作

製し、これを転写調節因子として用いること

で細胞内のグルコース濃度を検出できるこ

とを示した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、動物細胞内 GPs のセンシング

技術の開発を目的とし、GPs を認識する転写

調節因子(GprR)または GPs応答配列の検索及

び、動物細胞内 GPs 計測用システムの構築を

試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）GprR 及び GPs 応答配列の検索 

 DNA データベースを用いて遺伝子配列及

び微生物の GPs 資化能を指標に、GprR また

は GPs 応答配列の検索を行い、検索された遺

伝子のクローニング及び、大腸菌発現用ベク

ターの構築を行った。また、これらを用いて

大腸菌を形質転換し、組換え生産及び精製を

行った。 

（２）GprR の機能評価 

大腸菌組換え GprR 様タンパク質と GPs を

混合後、透析法あるいは、リガンドの結合に

伴う GprR 様タンパク質の構造変化にともな

う自家蛍光強度変化率を測定し，in vitro にお

ける GprR 様タンパク質の特性検討を行った。 

（３）動物細胞発現用 GprR 及びレポーター

遺伝子発現ベクターの構築 

得られた GprR の動物細胞発現用ベクター

並びにレポーター遺伝子発現用ベクターの

構築を行った。また、GprR のリガンド結合

ドメイン様領域に LacI の DNA 結合ドメイン

及び複合体形成ドメインを付加したキメラ

タンパク質の立体構造モデルを作製し、これ

を基に、キメラ転写調節因子動物細胞発現用

ベクター及びレポーター発現用ベクター(Lac

オペレーターの下流にレポーター遺伝子を

挿入したベクター)の構築を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）これまでに、糖化物特異的に誘導発現

する真核生物由来のタンパク質の報告はな

い。一方、細菌の GPs 資化能及び遺伝子配列

を元に、GprR の検索を行ったところ、GPs

資化能を有す細菌のGPs誘導性GPs異化機構

の上流に存在するLacI様蛋白質(SocR)および

GntR 様蛋白質(FrlR)の遺伝子は GprR である



 

 

ことが示唆された（図２）。そこで、PCR を

用いて GPs 資化細菌のゲノムより SocR 遺伝

子及び FrlR のクローニングを行った。また、

His-tag 融合大腸菌発現用ベクターを構築し、

SocR および FrlR の組換え生産及び His-Tag

アフィニティーカラムを用いた精製を行い、

それぞれの予測される分子量である約 40 

kDa、29 kDa の精製タンパク質が得られた。 

（２）得られた精製 His-tag 融合 GprR 様タン

パク質を用いて、in vitro における GprR 様

タンパク質の特性検討を行った。まず透析法

を用いて、糖化アミノ酸であるフルクトシル

アミノ酸（α-フルクトシルバリン、FV）に

対する結合能の検討を行ったところ、SocR

が FV と結合することが示唆された。そこで、

SocR のより詳細なリガンド特性を自家蛍光

変化率測定法を用いて検討したところ、SocR

は、FV に対しては結合能を示し、その解離

定数は 10 µM 程度だったのに対し、糖及びア

ミノ酸に対する結合能は示さなかった。また、

SocR はε位が糖化されたε-フルクトシルリ

ジン（ε-FK）に対しても結合が見られた。   

以上より、SocR は LacI 様の構造を有し、

GPs に結合して構造変化を起こす新規の

GprR であることが示唆された。GPs モニタ

リング用転写調節因子としての SocR の利用

が期待される他、本研究によって得られた

GprRs の更なる特性検討を行うことによっ

て、土壌微生物における GPs 分解機構の解明

に寄与すると期待される。 

（３）そこで、次に動物細胞内 GPs モニタリ

ング用の動物細胞発現用 SocR 及びレポータ

ー遺伝子発現ベクターの構築を行った。まず、

SocR の動物細胞用発現ベクター及び SocR

の結合領域(オペレーター)様 DNA 断片の下

流にレポーター遺伝子を挿入したベクター

の構築を行った（図３（A））。また、以前構

築した動物細胞内発現制御用転写調節因子

として用いられている LacI と基質結合タン

パク質のキメラ転写調節因子構築技術を用

いて、新規 GprR の構築を試みた。まずコン

ピューターシミュレーションを用いて、SocR

立体構造モデル、及び SocR のリガンド(GP)

結合ドメインにLacIのDNA結合ドメイン及

び複合体形成ドメインを付加したキメラタ

ンパク質(SocR chimeric protein, ScoRC)の

立体構造モデルを作製した。これを基に、

ScoRC 大腸菌及び動物細胞発現用ベクター

の構築（図３（B））を行い動物細胞における

転写調節因子としての機能評価を試みた。今

後、動物細胞内における GprR 機能を示すこ

とで、細胞内 GPs 濃度応答性遺伝子発現制御

技術の構築が可能になると期待される。 
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