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研究成果の概要（和文）：栄養環境に応じた糖輸送体の細胞表面局在制御は、細胞の増殖や、糖尿病やガン等の
疾病に関与する。本研究では低グルコース環境での増殖に必須である分裂酵母六炭糖輸送体Ght5の細胞表面局在
に必要な遺伝子群を探索し、小胞輸送やシグナル伝達に機能する25遺伝子はGht5-GFPの表面局在を通じて低グル
コース環境での増殖に機能することを明らかにした。また、ヒト培養細胞において、GRP78等の小胞体シャペロ
ンは高グルコース環境では糖輸送体GLUT1の表面局在に必要であったが、グルコース枯渇環境では不要であっ
た。以上の結果から環境グルコース濃度により複数回膜貫通蛋白質の輸送機構が調節されることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Proper regulations of glucose uptake via glucose transporters are not only 
vital for cellular proliferation but also related to human diseases including type II diabetes and 
cancer. This study was focused on the molecular mechanism that ensures cell-surface targeting of the
 fission yeast glucose transporter Ght5, which is essential for vigorous cell proliferation under 
glucose-limited conditions. Out of the 51 genes tested, 25 genes involved in vesicle transport or 
signal transduction functioned in proliferation under glucose-limited conditions by ensuring 
cell-surface localization of Ght5-GFP. In human cultured cells, endoplasmic reticulum chaperones 
such as GRP78, which were required for cell-surface localization of GLUT1 under glucose-rich 
conditions, became dispensable upon glucose starvation. Taken together, this study uncovered that 
the transport mechanism for cell-surface multi-pass transmembrane proteins is modulated by the 
extracellular glucose level. 

研究分野：細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) グルコースはヒトを含む真核生物の主
要なエネルギー源・炭素源であり基本的なレ
ベルで細胞機能を支えている。細胞外が常に
グルコースに富むとは限らないので、栄養環
境に応じてグルコースの取り込みを制御す
ることが細胞の生存や機能に重要であるが、
その分子機構は明らかではなかった。 
 
(2) 所属研究室において、幅広いグルコース
濃度で増殖できる分裂酵母が低グルコース
（0.08%以下）環境で増殖するために必要な
遺伝子群が約２００種類同定された。なかで
も、分裂酵母では８つ有るグルコース輸送体
遺伝子のうち ght5 遺伝子を欠失する変異体
だけが低グルコース環境で増殖できない低
グルコース感受性（LGS）表現型を示した。
さらにグルコース濃度の低減に応答して
ght5 遺伝子の発現が誘導され、それに伴い
Ght5 蛋白質が細胞膜に強く局在することが
分かってきた。これは Ght5 輸送体の発現誘
導と細胞表面局在が、グルコース欠乏環境に
応答して細胞の増殖を支える重要な因子で
あることを示している。しかし、Ght5 の細胞
膜局在を制御する分子機構は明らかになっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、分裂酵母と哺乳類培養細胞
を用いてグルコース輸送体の細胞表面局在
を制御する分子機構を解明することを目的
とした。分裂酵母では、Ght5 の細胞表面局在
に必要な遺伝子群を明らかにし、低グルコー
ス環境での細胞増殖に重要な細胞機能を解
明することを主目的とし、また、Ght5 自体が
受けうる翻訳後修飾の細胞表面局在におけ
る機能を解明することも目的とした。 
 
(2) また、本研究においてグルコース輸送体
が細胞表面へ局在する進化上普遍的な分子
機構を明らかにするために、ヒト培養細胞を
用いて、低グルコース環境における糖輸送体
蛋白質の細胞表面局在を制御する機構を解
明することも主な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 所属研究室において同定された、低グル
コース環境での増殖に欠損を示す分裂酵母
LGS 変異体 70 株に Ght5-GFP をゲノム上から
発現させて、低グルコース環境における
Ght5-GFP の蛍光強度および細胞内局在を生
細胞で観察した。ここで用いた LGS 変異体の
多くは高温感受性変異を持つため、低グルコ
ース環境に移行すると同時に制限温度 36℃
で培養し、Ght5-GFP の観察を実施した。 
 
(2) 細胞表面に局在するグルコース輸送体
を同定することをねらい、低グルコース環境
で培養したヒト培養細胞の総膜画分におい
て発現量が増大している蛋白質を質量分析

によって同定し、低グルコース環境に対する
細胞応答における当該蛋白質の分子機能を
RNAi ノックダウン等により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)-1. 野生型細胞では低グルコース環境に
おいて Ght5 の発現が亢進し細胞表面により
強く局在するようになる。本研究では、51 遺
伝子に変異を有する 70 個の LGS 変異体を用
いて高グルコース(2-3%)環境および低グル
コース環境における Ght5-GFP の細胞内局在
を観察した。この結果、51 遺伝子のうち 25
遺伝子が Ght5-GFP の細胞表面局在に必要で
あった。これらの 25 遺伝子は、蛋白質リン
酸化、細胞骨格、小胞輸送、蛋白質分解に関
与していた。例えば、小胞輸送に機能するア
ダプター蛋白質の変異体apm1では、Ght5-GFP
蛋白質は、低グルコース環境においてのみ正
常に細胞 表面に局在せず、細胞質中で塊と
して観察された。このような Ght5 の局在異
常は、変異体細胞のグルコース欠乏環境での
増殖欠損を説明できるものと考えられる。 
 
この一連の結果を整理すると図１のように、
低グルコース環境における適切な Ght5 の細
胞表面局在に必要な細胞機能は、小胞体(ER)
—ゴルジ体間輸送、ゴルジ体間の輸送、ゴル
ジ体からの小胞の生成およびエキソサイト
ーシス、エンドサイトーシス、液胞輸送およ
びゴルジ体への後退輸送が挙げられる。つま
り、12 回膜貫通蛋白質である Ght5 の細胞内
輸送に関与すると考えられる蛋白質に変異
を持つ細胞が、低グルコース環境における細
胞増殖に欠損を示したものと考えられる。こ
のように、Ght5 蛋白質の細胞内小胞輸送のサ
イクルの各ステップのいずれかに欠損があ
ると低グルコース環境での増殖に欠損を示
すことが本研究により明らかとなった。 

 
とりわけ、環境中の栄養状態を感知して細胞
増殖や代謝などの細胞機能を調節するキナ
ーゼ複合体である mTORC2 (mechanistic 
Target of Rapamycin Complex 2)およびホス
ホイノシチド 3-キナーゼ(PI3K)/Akt キナー
ゼ経路に関与するシグナル伝達因子の変異
細胞においては、低グルコース環境における
Ght5-GFP の細胞表面局在は顕著に欠損を示
し、GFP 蛍光の多くは細胞質中の液胞に観察
された（文献①）。これらの PI3K/mTORC2/Akt



経路の変異体群はいずれも低グルコース感
受性を示すことから、Ght5 蛋白質の細胞表面
局在は低グルコース環境への適応にとって
最も重要な細胞応答の一つであると考えら
れる。実際、哺乳類グルコース輸送体であり
エネルギー生成に必要な基礎的なグルコー
ス取り込みに機能するとされる GLUT1 は、
PI3K, Akt, mTORC2 の活性に依存して細胞表
面に輸送されることが知られている（文献②、
③）。これらの知見は、分裂酵母で得られた
結果と合致すると考えられる。その一方で、
Ght5 蛋白質が mTORC2 経路を介して細胞表面
に局在する背景にある分子制御機構は未だ
明らかとはなっていない。 
 この不明な点を追求するために次項の実
験を実施した。 
 
(1)-2. 分裂酵母グルコース輸送体Ght5の発
現誘導と細胞表面局在の促進は、低グルコー
ス環境に適応して増殖するために必須であ
る。ght5 遺伝子転写や細胞内局在の制御機構
と異なり、Ght5 蛋白質自体の翻訳後修飾の細
胞内局在における役割は不明であった。
mTORC2 の触媒サブユニット Tor1 の欠失変異
体 tor1∆では、Ght5 蛋白質の泳動度が早く観
察され、Ght5 がリン酸化を含めた修飾を受け
ていることが示唆された（文献①）。また、
Ght5 蛋白質のカルボキシ末端付近、536 番目
のセリン残基(Ser536)がリン酸化を受けて
いることが過去の研究（文献④）および、沖
縄科学技術大学院大学・G0ユニットの柳田充
弘教授と佐二木健一博士の研究から明らか
となった。さらに Ser536 の前後のアミノ酸
配列がAktキナーゼの標的配列と相同性が観
察されたため、Ser536 をアラニンやグルタミ
ン酸残基に置換した変異 Ght5(S536A)-GFP, 
Ght5(S536E)-GFP 蛋白質をゲノム上で発現す
る細胞を作製し、その低グルコース環境での
増殖や変異蛋白質の細胞内局在を観察した。
Ght5(S536A)-GFP を発現する細胞は、mTORC2
経路欠損変異体が示すような低グルコース
感受性を示すものと予想されたが、しかしな
が ら 、 こ れ ら Ght5(S536A)-GFP, 
Ght5(S536E)-GFP 変異蛋白質を発現する分裂
酵母細胞は、検討した低グルコース環境
（0.02 – 0.08%）のいずれでも野生型細胞と
同等の増殖能を示した。また、低グルコース
環 境 に お い て 、 変 異 蛋 白 質 で あ る
Ght5(S536A)-GFP および Ght5(S536E)-GFP は
いずれも野生型 Ght5-GFP と同様に細胞表面
に局在した。さらに、mTORC2 経路欠損変異株
や分裂酵母キナーゼ欠失変異体ライブラリ
ーの細胞における Ser536 リン酸化を、特異
的なリン酸化抗体を用いて検討した。その結
果、Ser536 リン酸化を欠失する変異体は見い
だせなかった。これらの結果から、Ght5 
Ser536 残基のリン酸化の役割のこれ以上の
追求は困難と考えられた。Ght5 蛋白質の細胞
内局在を制御する分子機構を理解するため
には、遺伝学的手法等の異なるアプローチが

今後必要になるであろう。 
 
（2）グルコース輸送体が細胞表面へ局在す
る進化上普遍的な分子機構を明らかにする
ために、グルコース枯渇環境においてヒト培
養細胞の膜画分における発現が増大する蛋
白質を二次元電気泳動法および質量分析に
よって同定した。質量分析は Nurhan Ozlu 博
士研究室（トルコ, Koc 大学）によって行わ
れた。その結果、当初予想していた GLUT 等
の糖輸送体ではなく、小胞体(ER)シャペロン
で あ る GRP78/HSPA5, GRP94/HSP90B1, 
calreticulin, protein disulfide 
isomerase/PDI が同定された。 
 
これらの ER シャペロンは、グルコース枯渇
環境で発現が増大することが知られている
glucose-regulated proteins (GRPs)に属し
（文献⑤）、翻訳により生じるポリペプチド
鎖の正常な折りたたみに必要なだけでなく、
グルコース枯渇や酸化ストレス等の小胞体
ストレスに対する細胞応答に重要であるこ
とが知られてきている。このため、同定され
た ERシャペロンの 12回膜貫通蛋白質である
GLUT1 の細胞表面局在における役割を検討し
た。ER シャペロンの発現を RNAi 法によりノ
ックダウンすると、高グルコース(4.5g/l)環
境では GLUT1-EGFP の細胞表面局在が欠損し
た。その一方で、興味深いことに、ER シャペ
ロンを RNAi ノックダウン後にグルコース枯
渇環境に移行させると、GLUT1-EGFP の細胞表
面局在が観察されるようになった（図２）。 

 
GLUT1 だけでなく、その他の細胞表面蛋白質
の局在における ER シャペロンの役割を解析
するために、Na+/K+ ATPase サブユニットであ
り 10個の膜貫通ドメインを持つ ATP1A1 およ
び、１回膜貫通蛋白質である上皮成長因子受
容体(EGFR)、アミノ酸輸送体サブユニット
CD98 の細胞内局在を免疫染色法により観察
した。HSP70 ファミリーに属する GRP78 の発
現を RNAi ノックダウンにより抑制した HeLa
細胞を高グルコース環境で培養すると
ATP1A1 の細胞表面局在は減退したが、グルコ
ース枯渇環境へ移行させると細胞表面に観
察された。一方、EGFR および CD98 は、GRP78
発現量や環境グルコース濃度に関わらず細
胞表面に観察された。以上の結果から、細胞



は複数回膜貫通蛋白質を細胞表面に輸送す
る機構を複数持っており、環境グルコース濃
度によって適切に切り替えることが明らか
となった。 
 
分裂酵母は低グルコース環境に応答して遺
伝子転写プロファイルやグルコース取込み
能を大規模に調節することが知られている
（文献①、⑥）。本研究によって、ヒトにお
いても環境グルコース濃度によって細胞内
輸送の ER シャペロンへの依存性が調節を受
けることが明らかとなり、グルコース濃度の
変化への適応における細胞機能の調節機構
の一端が明らかとなった。細胞表面蛋白質は、
糖輸送、イオン勾配の生成、増殖因子等を介
したシグナル伝達などの細胞の生存や増殖
に欠かせない。本研究で明らかとなった、グ
ルコース枯渇環境において蛋白質が細胞表
面へ輸送される新規の機構は、グルコース枯
渇に近い環境にあるガン細胞が死滅せず細
胞機能を保つことに貢献すると考えられる
ため、この機構はガン治療の良い標的となり
得る。GRP78 は細胞のストレス耐性と深く関
与しており、GRP78 を大量発現するガンを有
する患者の予後が悪化することが知られて
いる（文献⑦）。一方、GRP78 発現の抑制によ
ってガン組織や培養細胞がストレス感受性
を示すようになるため、GRP78 がガン治療の
標的の一つとみなされている。本研究により
存在が示唆された蛋白質のGRP78非依存的な
細胞表面への輸送機構と、GRP78 を同時に抑
制すれば、より効果的なガン治療を開発でき
るものと期待される。それゆえに、GRP78 非
依存的な細胞表面への輸送機構の中心的な
分子およびその分子機構の全貌の理解は、新
規のガン治療法の開発の基盤となるものと
期待される。 
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