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研究成果の概要（和文）：肥満、高脂血症、糖尿病および高血圧といったメタボリックシンドロ

ームを呈する人が増加している。これら肥満を中心とした発症機序には糖・脂質代謝の異常が

深く関与していることが知られている。糖・脂質代謝には複数の酵素が互いに関連しあって調

節がなされており、なかでも重要な酵素の発現調節を促進する転写因子が ChREBP である。本課

題では ChREBPの活性化メカニズムを解明し、肥満予防や治療薬の開発を目指した。 

抗 O-GlcNAc 抗体を用いた解析により ChREBPは、O-GlcNAcで修飾されていることが明ら
かとなった。また阻害剤を用いた実験より、O-GlcNAc 化が促進すれば ChREBP の核内への
局在も増え、転写活性が増強されることが判明した。しかし、O-GlcNAc修飾のリン酸化部
位への影響は見られなかった。 

現在、O-GlcNAcの修飾部位を特定し、転写因子のさらなる核内移行へのメカニズムおよ
びグルコース応答の反応機構の解明を進めている。 

 
 
研究成果の概要（英文）： The number of people who suffer from metabolic syndromes, such 

as overweight, hyperlipemia, diabetes, and high blood pressure. It is known that the 

abnormalities of sugar and lipid metabolism are participating in the pathogenic mechanism 

centering on these overweight.  Two or more enzyme relate to these metabolism mutually 

and the transcription factor which promotes the expression of important enzyme especially 

is ChREBP.  In this study, we challenged to solve the activation mechanism of ChREBP and 

aimed at overweight prevention and development of a curative medicine. 
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１．研究開始当初の背景 

肥満等による生活習慣病は近年増加の一

途をたどり、大きな社会問題となっている。

過剰に摂取された炭水化物は速やかに単糖

類に消化され、解糖系を経て脂肪酸や中性脂

肪に変換、蓄積される。糖質から脂肪酸合成

には多岐に渡る酵素群が関与しており、この

経路を担う酵素群は、翻訳後修飾やホルモン、
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栄養摂取などにより調節されている。 

炭水化物の消化により、血中グルコース濃

度が上昇し、β細胞からインスリンが分泌さ

れる。このインスリン分泌が肝臓において脂

肪酸合成の各種酵素の転写活性を上昇させ

ると考えられてきたが、これは sterol 

regulatory element binding protein-1c 

(SREBP-1c)を介するものであると判明した

（ Horton et al. J. Clin. Invest. 109, 

1125-1131, 2002）。    

 さらに後年になり、インスリンを介さない

脂肪酸合成経路が見い出され、特に acetyl 

CoA carboxylase (ACC) 、  fatty acid 

synthase (FAS) 、  liver type pyruvate 

kinase (L-PK)の発現を促進する転写因子と

して carbohydrate response element binding 

protein (ChREBP)が発見された(Yamashita 

et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 

9116-9121,2001)。 

当初は、この ChREBP の転写活性化として

ペントースリン酸回路において生じたキシ

ルロース-5-リン酸により活性化された脱リ

ン酸酵素 PP2Aの作用により ChREBPの核内へ

の移行、および ChRE 結合能の獲得の２ステ

ップからなると報告された。しかし、これだ

けでは説明がつかない場合があり、新規活性

化機構あるいはリン酸化・脱リン酸化に付随

するその他の因子（翻訳後修飾など）の可能

性が考えられた。 

 近年になり 14-3-3タンパクが ChREBPに結

合するという報告がなされ、我々がさらに詳

細に検討した結果、ChREBPの N末部分に結合

することが判明し、14-3-3との結合が核移行

に重要な役割を果たすことを見出した

(sakiyama et al. J. Biol. Chem, 283, 

24899-24908, 2008)。 

さらに ChREBP が糖鎖修飾（O-GlcNAc 化）

を受けていることも発見し、転写活性に影響

を与えることを世界に先駆け報告した。 

 

２．研究の目的 

（１） 我々は ChREBPの転写活性に糖鎖修飾

が影響を及ぼすことを見出したが、その修飾

部位や詳細な構造に関しては不明なままで

あった。そこでまず修飾部位と構造決定の為

に、部位欠損の変異体を作成することにした。 

（２）修飾部位の決定の為には、抗体が必要

である。しかしながら、市販の抗体では非特

異的に ChREBP を認識してしまい、実験に適

さないことが判明した。そこで、ウサギを使

用して新たなポリクローナル抗体の作製を

行うことにした。 

（３）現在まで、ChREBPはグルコース濃度に

応答し核内へと移行することが知られてい

るが、その他の活性化因子が存在するのか探

索する。同時に、その新規活性化機構を解明

する。 

 

３．研究の方法 

（1）糖鎖修飾を受けることの意義と修飾部

位の同定とその構造解析 

ChREBPの活性化にはリン酸化・脱リン酸化以

外に糖鎖修飾の可能性があることを見出し

ていた。 

①糖鎖修飾の構造決定 

構造決定の為に、Tagを付けた ChREBPを培

養細胞に発現し、Tag抗体で免疫沈降を行

う。電気泳動をおこなったあと、ChREBPに

対応するバンドを切り出し Massにより構

造および部位を決定する。 

②糖鎖修飾の意義の検討 

修飾による ChREBPの活性化に対する影響

を、糖転移酵素の阻害剤や RNAiによる手法

によりノックダウンし、核内への移行およ

び転写活性の両面から比較検討する。 

 

（２）その他の活性化因子が存在するのか探

索する 

種々の細胞内ストレスが ChREBPの活性化

に影響を与えるのかを GFPを用いた細胞内

局在の検討や、レポーター遺伝子を用いた

手法により解析する。 
 

４．研究成果 

本研究では、肝臓において脂肪酸合成に係

わる acetyl CoA carboxylase (ACC)、fatty 

acid synthase (FAS)、および解糖系の律速

酵素のひとつである liver type pyruvate 

kinase(L-PK)を制御している転写因子、

Carbohydrate response element binding 

protein (ChREBP)に着目し、その転写活性化

機構を解明することで肥満や糖尿病などい

わゆる生活習慣病により惹起される病気を

コントロールできると期待するものである。

ChREBPはグルコース濃度に応じて核内に移

行するが、そのメカニズムはまだ不明な点が

多い。本研究においてその活性化のメカニズ

ムを解明することで糖尿病治療薬の新薬開



発につながると予想される。またその他の活

性化因子の探索も行った。 

我々は、これまで O-GlcNAc 修飾が転写活

性化に影響を与えることを報告したが、本研

究で修飾部位とその構造決定を目指した。し

かしながら、変異体を用いた修飾部位の検討

などにおいて必須であると考えられる

ChREBP抗体の特異性が低い為、満足する結果

が得られなかった。そこで、ChREBP抗体を作

成することを優先させた。 

抗原サーチにより決定した部位を含む合

成ペプチドを使用し、キャリヤータンパクと

して KLH を結合させ、ウサギに数回免疫を行

った。現段階では、血清ではあるが特異性の

高い抗体を産生していることを確認してい

る。引き続き、抗体作製を行っていく予定で

ある。また構造解析については現在、検討中

である。 

次に、我々はグルコース以外の新規活性化

因子の探索を行った。通常、ChREBPはグルコ

ース濃度に応答し、核内へと移行し、L-PKの

ChoREエレメントに結合し L-PKの転写をオン

にする。解糖系は３つの律速酵素により制御

がなされていて、肝臓におけるグルコースの

取り込みは解糖系による代謝の影響をもろ

に受けている。糖の代謝に大きな影響を与え

る要因の一つに、癌化が挙げられる。癌化し

た細胞では、グルコースの消費が正常細胞に

くらべ多く、さらに低酸素の環境にあること

が知られている。そこで低酸素状態や酸化ス

トレスが糖代謝に及ぼす影響を検討すると

ともに、ChREBPとの関わりを検討することに

した。 

まず酸化ストレスを培養細胞に与え、

ChREBPの細胞内動態やレポータージーンを

使用した転写活性を測定した。培養細胞に酸

化ストレスを与えた結果、ChREBP は核内へと

移行し、転写活性が上昇することが確認され

た。この結果より、ChREBPはグルコースのみ

ならず、酸化ストレスにも応答することが示

唆された。 

現在、酸化ストレスによる ChREBPの活性

化機構の解明と酸化ストレスに応答する生

理的意義の検討を行っている最中である。 

最後に、今後の展望としては、酸化ストレ

スのモデルマウスを使用し、より in vivoに

近い状態における酸化ストレス下の ChREBP

活性化機構、ならびに生理的役割を検討して

いく予定である。 
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