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研究成果の概要（和文）：細胞がどのようにグルコース濃度の変化を感知しているのかを明らかにするために、
細胞内に取り込まれたグルコース濃度およびグルコース応答性転写因子Mondoの活性を同時に検出するための実
験系の構築を行った。ショウジョウバエ幼虫の脂肪体と呼ばれる栄養感知器官の培養系を用いて、細胞内グルコ
ース濃度およびMondoの活性をそれぞれ緑色蛍光タンパク質および赤色蛍光タンパク質で経時的にモニターする
ライブイメージング実験系を構築した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism by which cells sense changes in glucose uptake, we 
constructed an experimental system to simultaneously detect intracellular glucose concentration and 
the activity of the glucose-responsive transcription factor, Mondo. Using a culture system of the 
fat body, a nutrient-sensing organ of Drosophila larvae, we constructed a live imaging system to 
monitor intracellular glucose concentration with green fluorescent protein and Mondo activity with 
red fluorescent protein over time.

研究分野： 発生遺伝学、代謝内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物の栄養摂取には変動があるため、細胞は常に栄養摂取状態を読み取り、栄養摂取に合わせて代謝を調節する
ことにより代謝恒常性を保っている。ヒトの主要なエネルギー源であるグルコース代謝の恒常性破綻は糖尿病な
どの疾患につながる可能性があり、グルコース感知の分子機構の解明は疾患発症メカニズムの解明に寄与するこ
とが期待される。

※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 

動物の栄養摂取には変動があるため、細胞は常に栄養摂取状態を読み取り、代謝調節系に伝達
して代謝レベルを栄養摂取に合わせることにより代謝恒常性を保っている。動物の主要なエネ
ルギー源であるグルコースはいくつかのメカニズムで感知されるが、Mondo/Carbohydrate 
response element-binding protein（ChREBP）転写因子による細胞内グルコース感知は、進化的に保
存されたメカニズムの１つである。Mondo/ChREBP はグルコース存在下で細胞質から核内に移
行し、多くの代謝関連遺伝子の転写を活性化することにより、グルコースからのエネルギー産生
と貯蔵のバランスがとれた適切な代謝状態を作り出す。Mondo/ChREBP を欠損したショウジョ
ウバエやマウスが通常レベルの糖質の摂取により致死となることは、このシステムの重要性を
示している。 

細胞外からのグルコース取り込みは、グルコース代謝経路を経て Mondo/ChREBP に伝達され
ると考えられてきた。しかし、どのようなグルコース代謝経路が Mondo/ChREBP を活性化する
のかについては議論が続いていた。哺乳類培養細胞を用いた解析では、グルコースの主要な代謝
経路である解糖系および解糖系から分岐するペントースリン酸経路の関与が報告されていた。
我々はショウジョウバエをモデルとした解析により、これまで生理機能がほとんど不明であっ
たポリオール経路と呼ばれるグルコース代謝経路の関与を明らかにした (Sano et al., 2022)。ポリ
オール経路は通常の生理状態においてグルコース依存的な Mondo/ChREBP の活性化に必用であ
るが、飢餓状態では不要であり、おそらく解糖系やペントースリン酸経路により代替されること
が示唆された。しかし、ポリオール経路によるグルコース感知はショウジョウバエ独自であるの
かもしくは他の動物種でも共通しているのか、および、なぜポリオール経路が通常の生理状態に
おけるグルコース感知に適しているのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ポリオール経路によるグルコース依存的な Mondo/ChREBP の活性化が哺乳類（マ
ウス）でも共通しているのかどうかを明らかにすることを第一の目的とした。第二に、ポリオー
ル経路が通常の生理状態におけるグルコース感知に適している理由を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスにおけるポリオール経路の機能 
 マウスにおけるポリオール経路の機能を解析するために、ポリオール経路の機能を喪失した
ノックアウトマウスを作製した。ポリオール経路はグルコースをソルビトールに変換し、ソルビ
トールをフルクトースに変換する２段階の代謝経路である。マウスにおいて、グルコースをソル
ビトールに変換するアルドース還元酵素をコードする遺伝子は複数存在するのに対し、ソルビ
トールをフルクトースに変換するソルビトール脱水素酵素は単一の Sorbitol dehydrogenase (Sord) 
遺伝子にコードされている。そこで、CRISPR/Cas9 システムを用いて Sord 遺伝子の機能ドメイ
ンを欠損したノックアウトマウスを作製した。ポリオール経路がグルコース摂取に応じた
Mondo/ChREBP の活性化に関与するかどうかを検証するために、Sord ノックアウトマウスにグ
ルコース水を経口投与し、肝細胞における ChREBP の核局在を ChREBP 抗体を用いた免疫染色
により解析した。さらに、ポリオール経路の生理機能を明らかにするために、Sord ノックアウト
マウスの耐糖能、肝脂肪蓄積を生化学的手法を用いて解析した。 
 
(2) ライブイメージングと数理モデルを用いたグルコース感知機構の解析 
 Mondo/ChREBP はグルコース存在下で核移行し、Mondo/ChREBP の活性化は核移行で評価で
きることが報告されていた。そこで、ショウジョウバエゲノム中の Mondo をコードする領域の
3’末端に赤色蛍光タンパク質である mApple をノックインし、内在性 Mondo を mApple の蛍光シ
グナルにより検出する Mondo::mApple 系統を作製した。細胞内グルコース濃度を可視化するた
めに、グルコース濃度に応じた強度の緑色蛍光を発する GreenGlifon (Mita et al., 2019) を挿入し
たショウジョウバエ系統を作製した。遺伝学的手法を用いて、Mondo::mApple および GreenGlifon
を同一個体に導入したマーカー系統を作製した。マーカー系統の幼虫脂肪体を培養し、培地中の
グルコース濃度を変化させ、細胞内に取り込まれたグルコース濃度と Mondo/ChREBP の核移行
をスピニングディスク共焦点レーザー顕微鏡を用いたライブイメージングにより経時的に計測
した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスにおけるポリオール経路の機能 

野生型マウスにグルコース水を経口投与すると、肝臓において ChREBP の核局在が観察され
た。これに対し、Sord ノックアウトマウスでは、グルコース水投与後の ChREBP の核局在はほ
とんど検出されなかった。Sord ノックアウトマウスにポリオール経路の最終代謝産物であるフ



ルクトース水を投与すると核局在が見られることから、マウス肝臓におけるグルコース依存的
な ChREBP の核局在はポリオール経路によって制御されていることが明らかになった。 

上記の結果から、Sord ノックアウトマウスは ChREBP ノックアウトマウスと同様な表現型を
示すことが期待される。ChREBP ノックアウトマウスは、グルコース投与後の血糖値の正常化が
遅れる耐糖能障害を示すことが報告されていた。筆者らの解析により、Sord ノックアウトマウ
スにおいても耐糖能障害が起こっていることが明らかになった。耐糖能の低下はインスリンの
分泌阻害に起因することが多いが、Sord ノックアウトマウスではインスリン分泌は正常であっ
た。Sord ノックアウトマウスで耐糖能が低下する原因は不明であるが、ChREBP ノックアウトマ
ウスやポリオール経路を阻害したショウジョウバエにおいてインスリン抵抗性が見られること
から、Sordノックアウトマウスにおいてもインスリン抵抗性が生じている可能性が考えられた。
以上の結果から、ポリオール経路はショウジョウバエとマウスにおいて保存されたグルコース
感知システムであり、グルコース摂取状況を Mondo/ChREBP に伝達することにより、代謝をグ
ルコース摂取状況に合わせて調節することが明らかになった。 
 
(2) ライブイメージングと数理モデルを用いたグルコース感知機構の解析 
 Mondo::mApple および GreenGlifon を持つマーカー系統の脂肪体を培養し、グルコース水を培
地中に滴下し、核内 Mondo::mApple および細胞質 GreenGlifon の蛍光強度の変化をスピニングデ
ィスク共焦点レーザー顕微鏡を用いたライブイメージングにより経時的に計測した。その結果、
Mondo::mApple はグルコース水滴下後数分内に核移行を示し、少なくとも２時間程度核移行が継
続した。細胞質における GreenGlifon の蛍光強度はグルコース水滴下直後に顕著に増加し、その
後数分間に渡り減弱し、再び増加に転じた。GreenGlifon の蛍光強度の変化は、レーザー照射に
よる退色、代謝による細胞内グルコースの減少などが原因として考えられ、現在検討中である。
また、グルコース水を培地中に滴下するという手法では、培地中のグルコースが拡散しにくく、
脂肪体に高濃度のグルコースが直接作用するという問題点が浮上した。高濃度のグルコースが
直接作用することにより、脂肪体の収縮およびそれに起因する蛍光強度の変化が生じたことか
ら、培地中のグルコース濃度を変化させる手法の検討が必用であることが明らかになった。これ
らの問題点を解決し、野生型およびグルコース代謝経路変異体を用いてイメージングを行うこ
とにより、数理モデルを構築するためのデータ取得が可能になると考えられる。 
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