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研究成果の概要（和文）：糖鎖による膜タンパク質の動態制御は、細胞の生理機能において重要な役割を果たし
ており、その異常は疾病の原因となる。我々は、これまでの研究で、糖鎖がGLUT4の膜動態を制御することを明
らかにしてきたが、その機構については不明な点が多い。本研究では、その制御機構を解明することを目的とし
て、GLUT4を細胞膜上で特異的にビオチン化するプローブを開発し、GLUT4と相互作用するタンパク質を検出し
た。

研究成果の概要（英文）：Regulation of membrane protein dynamics by glycans plays an important role 
in cellular physiology, and its abnormalities can cause diseases. Our previous studies have revealed
 that glycans regulate the membrane dynamics of GLUT4, but the mechanism of this regulation remains 
unclear. In this study, we developed a probe that specifically biotinylates GLUT4 on the plasma 
membrane to detect proteins that interact with GLUT4 with the aim of elucidating the regulatory 
mechanism.

研究分野：ケミカルバイオロジー・蛍光イメージング

キーワード： 糖鎖　タンパク質動態制御　近位依存性標識　蛍光イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GLUT4は、インスリン刺激に伴い細胞膜移行し、グルコースを取り込むことで血糖値を低下させる役割を担って
いる。その動態異常は、2型糖尿病の原因となることが知られている。本研究では、GLUT4の動態制御機構の解明
に資する研究ツールを開発することで、糖鎖が制御するGLUT4の動態と糖尿病に関する研究を促進する。また、
本研究で開発する技術は、より一般的に生体分子間相互作用を明らかにするものであり、広範囲に生命科学研究
の発展に貢献する。

※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 
 多くの膜タンパク質は、細胞内外からのシグナルに応答し、局在を大きく変化させる。ある時
は細胞膜に存在していても、細胞外からの生体シグナルに応答し、細胞内に内在化しオルガネラ
膜に移行することや分解されることがある。更には、膜タンパク質はエクソソームと呼ばれる小
胞の膜に組み込まれ細胞外に分泌され、他の遠く離れた細胞に取り込まれることもある。このダ
イナミックな「膜動態」が膜タンパク質の機能の制御に重要であり、その異常は、癌や生活習慣
病などの様々な疾患発症の原因となるため、「膜動態」の制御機構を明らかにすることは、生命
科学・医学の重要な課題と言える。 
 近年、その制御機構に糖鎖が関わることが明らかにされつつある。例えば、糖鎖の有無によっ
て、膜タンパク質の安定性や細胞内への移行速度が変化することが報告されている。一方、解析
の困難さから、糖鎖による制御機構には不明な点が多く、その解明が期待されている。 
 我々は、申請者は、オリジナルの手法として、タグタンパク質である PYP（Photoactive yellow 
protein）とその特異的蛍光プローブを利用したタンパク質ラベル化法を開発してきた 1。PYPタ
グは、紅色硫黄細菌由来の小タンパク質であり、標的タンパク質と融合させて用いる。その融合
させた PYPタグを共有結合により蛍光プローブでラベル化することで、標的タンパク質を可視
化する。本手法の利点は、タグのサイズ（14 kDa）が小さく、迅速・高効率・高コントラストな
ラベル化・可視化が可能な点である。これまでに、この技術を応用して、グルコース輸送体の 1
種である GLUT4 の動態を可視化してきた 2。GLUT4は、通常は細胞内の貯蔵小胞に存在する
ものが多いが、インスリン刺激に応答して細胞膜に移行し、グルコースを細胞内に取り込み血糖
値を下げる。一方、その細胞膜への移行が何らかの理由で障害されると、血糖値異常が起こり、
2型糖尿病の原因となる。我々は、GLUT4の動態を可視化することで、インスリン刺激時に糖
鎖が GLUT4を細胞膜に引き留める役割を果たすことを示してきた。さらには、糖鎖が欠損する
と一部の GLUT4 は、比較的早期にリソソームに移行することも示してきた 3。しかしながら、
糖鎖が GLUT4の動態をどのように制御しているかは、不明な点が残されており、その解明が期
待されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、タンパク質が糖鎖と相互作用し、GLUT4の動態を制御していると仮説を立てて、
クロスリンカーまたは近位依存性標識法を用いて、相互作用するタンパク質を検出する技術を
開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PCAF-biotinの開発 
 GLUT4相互作用タンパク質を検出するうえで、PYPをビオチン化するラベル化プローブを設
計した。PYPに結合するリガンド部位として、我々が以前に開発したラベル化性能が高いリガン
ドである PCAFを採用した 2。PCAFにフレキシブルな PEGリンカーを介してビオチンを連結し
た。また、リンカーの間には溶液中で負電荷となるスルホン酸を導入し、膜非透過性とすること
で細胞膜上の GLUT4と選択的にラベル化できるようにした。 
 
(2) PCAF-Biotinを利用した GLUT4の生細胞イメージング 
 PYP-GLUT4を発現している細胞に対して PCAF-Biotinを用いて生細胞イメージングを行っ
た。インスリンで PYP-GLUT4 を細胞膜上に移行させ、プローブ及びストレプトアビジンと蛍
光色素の複合体を添加した。 
 
(3) PCAF-Biotinによる GLUT4相互作用タンパク質の検出 

PYP-GLUT4(NQN)安定発現細胞にインスリンを添加後、PCAF-Biotin とクロスリンカーを
添加し、細胞破砕を行い、ストレプトアビジンビーズでプルダウンし、ウエスタンブロットを行
った。また、近位依存性標識を行うために、PYP-GLUT4(NQN)安定発現細胞に PCAF-Biotinを
加え、ストレプトアビジン結合HRPと結合させた後、ビオチニルチラミドと過酸化水素を加え
近傍タンパク質のチロシン残基をビオチン化し、細胞破砕を行いプルダウンし相互作用タンパ
ク質を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) PCAF-Biotinによるラベル化 
 PCAF-Biotinと PYPタグを反応させ、SDS-PAGEを行いストレプトアビジン-HRPによりブロ
ッティングを行ったところ、PCAF-Biotinにより PYPタグがラベル化されることが分かった。ま
た、ラベル化反応の経時変化を調べるために、既存の PYP タグプローブとの競合実験を行い、
SDS-PAGE で解析した。また、PYP タグの野生型 PYP(WT)に加え、アニオン性プローブである



PCAF-Biotin との静電反発を抑制することを考
え、PYP(WT)の酸性アミノ酸を中性アミノ酸に
変異させた変異体 PYP(NQN)についても、ラベル
化実験を行った。その結果、PYP(WT)はラベル化
反応に 45 min程度要したが、PYP(NQN)は 20 min
程度でラベル化が完了した。 
 次に、PYP(WT)-EGFRの HEK293T一過性発現
細胞に PCAF-Biotinを添加し、ストレプトアビジ
ン-AF647 を添加したところ、細胞膜上で蛍光が
観測された（図 1）。また、PYP(W T)-GLUT4の
HeLa 安定発現細胞を用いて、インスリンを添加
しイメージング実験を行ったところ、細胞膜上か
ら蛍光が観測された。また PCAF-Biotinでラベル
化したこれらの細胞を破砕し、ストレプトアビジ
ンビーズでプルダウンし、ウエスタンブロットを
行ったところ、PYPタグを融合させた上記のタン
パク質が検出された。以上の結果から、生細胞上
に発現させた PYP タグ融合膜タンパク質を
PCAF-biotin でラベル化でき、それらを生細胞で
可視化できるだけでなくプルダウンで検出でき
ることが分かった。 
 GLUT4 は脂肪組織や筋肉細胞に発現している
ため、レトロウイルスベクターを用いて、ラット
由来筋芽細胞 L6に GLUT4(NQN)を安定発現させ、分化誘導して PCAF-Biotinを用いて上記と同
様のラベル化・イメージング実験を行った。その結果、インスリン添加時に、細胞膜上から蛍光
が観測されたことから、L6安定発現・分化細胞においても PCAF-Biotinにより GLUT4をラベル
化できることが分かった。 
 
(2) クロスリンカーによる GLUT4相互作用タンパク質の検出 
 PCAF-Bitoinでラベル化し、クロスリンカー処理した細胞を破砕し、プルダウンし解析したと
ころ、GLUT4 と相互作用することの分かっている IRAP と LRP1 のバンドが検出された。この
ことから、クロスリンカーを用いて GLUT4相互作用タンパク質を検出することができることが
分かった。一方で、バンド検出時に露光時間を長くする必要があり、検出感度は低いことが分か
った。また、クロスリンカー処理後に細胞破砕し、SDS-PAGEを行い、ゲルを銀染色したところ、
PCAF-Biotinの添加後に変化のあるバンドは検出されなかった。このため、特異的な相互作用を
検出するには、この手法では不十分であることが示唆された。 
 
(3) 近位依存性標識による GLUT4相互作用タンパク質の検出 
 GLUT4(NQN)の L6 安定発現細胞に対し
て、PCAF-Biotinを加え、GLUT4をラベル
化し近位依存性標識を行った。その結果、
ストレプトアビジン磁性ビーズにプルダウ
ンしたところ、PCAF-Biotinを添加したとき
は添加しないときに比べ、IRAPと LRP1両
方ともに、より強い強度のバンドが観測さ
れた（図 2）。また、プルダウンされた試料
に対して SDS-PAGEを行い、得られたゲル
を銀染色した。その結果、PCAF-Biotin非添
加時には検出されなかったバンドが、添加
時に確認された（図 3）。以上の結果から、
クロスリンカー処理に比べ、近位依存性標
識の場合は、タンパク質複合体の構造やト
ポロジー、反応基の位置や距離に大きく依
存せず、より包括的に相互作用タンパク質
を検出できたと考えられによる。 
このように、PCAF-Biotin によるラベル
化と近位依存性標識の両方を用いること
により、GLUT4 相互作用タンパク質を検出することができた。今後、糖鎖欠損体を発現させて
同様の実験を行い得られた結果を比較するとともに、プロテオミクス解析を行うことで、GLUT4
の糖鎖と相互作用するタンパク質が明らかになると期待できる。 
 
 
 

図 1. PCAF-Biotinとストレプトアビジ
ン-AF647を用いた PYP-EGFRのイメー
ジング。PYP-NLSは核移行シグナル
NLSをもち、PYPを核に発現させる。
この手法では、細胞内の PYPはラベル
化せず、細胞表層選択的に可視化でき
る。 

図 2. PCAF-Biotinとストレプトアビジン-
HRPを用いた近位依存性標識。 
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