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研究成果の概要（和文）：１．パルミチン酸投与方法: パルミチン酸投与後のO-GlcNAc修飾はダイナミックに変
化し、５時間後にピークを迎え、２４時間経つと消失した。
２．O-GlcNAｃ修飾蛋白の網羅的解析: ラベリングによる新しい方法によるO-GlcNAcで免疫沈降プロファイリン
グを行った。臍帯血管内皮細胞を、通常グルコース（5mM)、高グルコース（30mM)、高グルコース＋パルミチン
酸負荷（100mM、5時間）、ThiametG（1μM）の条件で48時間培養し蛋白抽出後に分析に提出している。
３．患者の血管内皮細胞の採取：心臓バイパスグラフトの余剰断端から採取する方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：1. Palmitic acid administration method: O-GlcNAc modification after palmitic
 acid administration was dynamic, peaking at 5 hours and disappearing after 24 hours. Subsequent 
experiments were conducted at 5 hours after administration.
2. Comprehensive analysis of O-GlcNAc modified proteins: Immunoprecipitation profiling was performed
 with O-GlcNAc using a novel method of labeling. Umbilical cord vascular endothelial cells were 
cultured for 48 hours under normal glucose (5 mM), high glucose (30 mM), high glucose + palmitate 
load (100 mM, 5 hours), and ThiametG (1 μM) conditions and submitted to the contractor after 
protein extraction.In addion, collection of vascular endothelial cells from patients was performed 
to know O-GlcNAcylation of diabetics. A method was established to collect endothelial cells from the
 excess end of cardiac bypass grafts.

研究分野： Vascular Biology

キーワード： 血管内皮細胞　O-GlcNAｃ　Palmitic acid

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病性血管障害は高脂血症が加わるとさらに悪化する可能性があるが、明らかな機序はわかっていない。今回
の研究ではパルミチン酸による細胞毒性が高血糖に加わることで、細胞のグルコサミン修飾（O-GlcNAｃ）が変
化して悪化につながる可能性について研究を行った。パルミチン酸でどのような蛋白がO-GlcNAc修飾をうけるの
か解析している段階である。

※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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課題名：糖尿病性血管内皮機能障害におけるパルミチン酸の O-GlcNAc を介した機序の解

明 

研究代表者：防衛医大集中治療部 眞崎 暢之 

 

（趣旨） 

糖尿病では脂肪肝や高トリグリセライド血症が高率に合併しており、血管内皮機能をさら

に悪化させている可能性がある。最近、血清中の脂肪酸の一つであるパルミチン酸が、他

の脂肪酸に比べて、 糖代謝のヘキソサミン経路を活性化させて血管内皮細胞内グルコサ

ミン修飾（O-linked Nacetylglucosamine：O-GlcNAc）を増加させることを発見した。O-

GlcNAc は血管内皮の NO 産生を阻害するため、血管内皮機能障害の原因の一つと報告さ

れている。心臓カテーテル検査器具から採取した実際の糖尿病患者の血管内皮細胞をもち

いて、パルミチン酸の O-GlcNAc を介した新たな糖尿病性血管内皮機能障害の機序の可能

性について研究を行った。 

（研究方法） 

１．培養細胞による研究： 

市販のヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）の 3～5 継代したもの用いた。培養液には EBM-2

（Lonza）を用いた。パルミチン酸を投与に際しては、24 時間前にアルブミンや細胞成長

因子などを含まない Quiescent 培養液に変換し 50μM カルニチンを事前に投与して行った。 

２．パルミチン酸溶液の作成： 

0.1N NaOH 溶液 にパルミチン酸（Sigma Aldrich P5585）を 70 度で加熱溶解させ、55 度に

加熱している 10％脂肪酸フリーアルブミン（Sigma Aldrich A6003）／PBS 溶液の中に加え

てゆくことで、5mM パルミチン酸含有アルブミンを作成した。コントロールとしてパルミ

チン酸を加えていない 10％脂肪酸フリーアルブミン／PBS 溶液を作成し、共に使用まで‐

20 度で保存した。 

３．ウェスタンブロット法： 

PMSF 含有の Lysate Buffer にて抽出を行ったのちソニケーションを行い、LDS サンプルバ

ッファー（Invitrogen NP0007）と 0.5M DDT を混和、80 度 10 分の加熱処理を行った。4⁻

12％ゲル（Invitrogen NP0321）にサンプルを注入し 150V にて電気泳動を行った。トランス

ファーは PVDF 膜を使用し 10V、16 時間で行った。ブロッキングは市販溶液（ナカイラス

ク 03953-95）で 60 分行い、一次抗体に 4 度冷蔵 overnight で反応させた。一次抗体は、

anti-O-GlcNAc (Abcam ab2739) 1:1000、anti-MEGA/OGA (Abcam ab105217) 1:2000、anti-OGT 

(Abcam ab96718) 1:2000 を使用した。他、eNOS、AKT、GAPDH 抗体（Cell Signaling）を用

いた。翌日に洗浄後に二次抗体へ室温にて 90～120 分反応させた。洗浄ののちに専用試薬

（Thermo Fisher 34076）を用い RAS3000（Fujifilm）にて検出を行った。 
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（結果） 

１．パルミチン酸の投与量と O-GlcNAc 修飾の関係（24 時間） 

方法：HUVEC にパルミチン酸をそれぞれの濃度で投与し（0、1、10、100μM）O-GlcNAc

修飾の程度を比較した。24 時間前に Quiescent 培養液に交換し、パルミチン酸、もしくは

アルブミンを投与した。さらに 24 時間培養ののちに細胞回収した。 

結果：パルミチン酸 1mM では殆ど変化を認めなかったが、10mM、100mM になるにつれ

て、24 時間後の O-GlcNAc 修飾が低下し（図１）パルミチン酸の細胞毒性が示唆された。 

 
図１ パルミチン酸の投与量による O-GlcNAc 修飾蛋白の変化 

HUVEC を用いパルミチン酸投与後 24 時間培養した。パルミチン酸の量が多くなるにつれ

て O-GlcNAc 修飾が減少した。 

 

２．パルミチン酸投与による O-GlcNAc 修飾の時間的変化（0－24 時間） 

方法：HUVEC に投与するパルミチン酸濃度を 100mM に固定し、時間によって O-GlcNAc

修飾が変化するかどうかを検討した。陽性コントロールとしてグルコース 30mM、さら

に、他の細胞障害モデルとして TNFα20nM を投与後 24 時間培養した群を設定した。 

結果 1：事前に Quiescent 培養液に交換しなかった場合、パルミチン酸による O-GlcNAc 修

飾の増加は認められなかった。 

結果 2：事前に Quiescent 培養液に交換した場合では、パルミチン酸による O-GlcNAc 修飾

は 5～10 時間に最大となり、24 時間後には非常に低下した。陽性コントロールであるグル

コース 30mM、TNFα20ng/mL を投与群は共に O-GlcNAc 修飾が増強した。（図２） 

解釈：パルミチン酸 100mM による O-GlcNAc 増加効果をみるには、事前に Quiescent 培養

液に交換することが必須であり、投与後 5～10 時間が適していた。一方で、Quiescent 培

養液で 24 時間以上培養すれば細胞死に陥る可能性がある。よって、以降の実験では、事

前に Quiescent 培養液＋アルブミン 2％EBM2 培養液（50％v/v）に交換しカルニチン 50μM

投与、パルミチン酸 100mM 投与、5 時間培養ののちに細胞回収と条件を決定した。また、

TNFαに O-GlcNAc 修飾が反応することも示された。O-GlcNAc 修飾は外部環境でダイナミ

ックに変動することがわかった。 
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図２ パルミチン酸の投与時間による O-GlcNAc 修飾蛋白の変化 

HUVEC を用いパルミチン酸投与後 0～24 時間培養した。O-GlcNAc 修飾蛋白は約 5-10 時

間後が最大となる。分解酵素である OGA の量は 24 時間後に低下していた。 

 

３. パルミチン酸投与による O-GlcNAc 修飾の網羅的解析 

次に、パルミチン酸でどの蛋白が O-GlcNAc 修飾されるのか、免疫沈降によって明らかに

することにした。しかし、従来の抗 O-GlcNAc 抗体を用いて免疫沈降を行った研究では、

抗体の質にばらつきによって一貫した結果が得られてないことが問題であった。(1,2) 最近

では Click ItTM（Thermo Fisher 社) と呼ばれるラベリング技術が発達し、抗原抗体反応より

も正確と言われている。この技術によって修飾蛋白を網羅的に解析した文献は未だない。

今回、Click ItTM で O-GlcNAc 修飾蛋白のプロファイリングを行う方針とした。 

方法：HUVEC を Quiescent 培養液＋アルブミン 2％EBM2 培養液（50％v/v）に交換しカル

ニチン投与を行ったのち、①投薬なし（コントロール）、②グルコース負荷 30mM48 時

間、③グルコース 30mM 48 時間＋パルミチン酸 100mM 5 時間、④Thiamet G 1μM（DMSO

＜0/01%）の４群を作成した。Thiamet G は OGA 阻害薬であり O-GlcNAc を増加させる。

これらの細胞は通常の Lysate（PMSF なし）で回収したのち、Click ItTM O-GlcNAc 

Enzymatic Labeling System（Thermo Fisher 33368）でラベリングし、Click- ItTM Protein 

Enrichment Kit（Thermo Fisher 10416）で抽出した。質量分析を行うため、溶出前のスピン

カラムに入ったレジンの段階で委託業者へ冷凍で提出した。 

結果：HUVEC を高血糖状態で培養することによって、ミトコンドリア蛋白（Mitochondrial 

intermembrane space import and assembly protein 40）、IRS 関連蛋白（Insulin-like growth 

factor-binding protein 7）、ER 蛋白（Thioredoxin domain-containing protein 5）にセリン、ス

レオニン部位の O-linkled GlcNAc 結合が認められていた。パルミチン酸負荷、OGA 

inhibitor (Thiamet G) 負荷の結果についても解析結果待ちの状態である。 

 

４．患者から得た血管内皮細胞との O-GlcNAc 修飾の比較 
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狭心症で冠動脈バイパス手術を受ける患者約 20 人の大伏在静脈（グラフト血管）の断端

からの細胞浮遊液を-80 度で冷凍保存している（図３上）（倫理 NO.4417、R4.1.30 承

認）。さらに、解凍後でも培養可能と確認している（図３下）。蛋白免疫沈降やトランス

クリプトームで mRNA 発現を調べるのに十分な量と質が得られ、かつ、RT-PCR で初代継

代血管内皮細胞である証明を行った。患者から血管内皮細胞を得る条件が整った。 

次に、患者の血管内皮細胞の O-GlcNAc 修飾蛋白が、３．の免疫沈降プロファイリングで

示される結果と類似しているか、患者の血管内皮細胞の Click ItTM での O-GlcNAc 修飾蛋白

抽出とプロファイリングを行う。患者から得た初代継代血管内皮細胞のみに O-GlcNAc 修

飾が認められる細胞内・核内蛋白質があれば、生活習慣など後天的要因によって生じたも

のと考えられる。修飾が認められる蛋白の機能についてリストアップし患者背景との関連

を明らかにする。mRNA についても網羅的解析を予定する。 

 

 

 

 

 

 

図３ 大伏在静脈からの血管内皮細胞採取 

上段 大伏在静脈 

下段左 血管内皮細胞（培養１ヵ月後） 

下段右 血管内皮細部（培養 2 か月後） 

（まとめ） 

パルミチン酸による O-GlcNAc 増加について、substrate の増加もしくは細胞にかかるスト

レスによるものと考えられるが、時間や他の条件に左右されることがわかった。今回の課

題の中で実験が完了しておらず、詳細なメカニズムについてはまだ明らかになっていな

い。免疫沈降プロファイリングの分析結果が今後出てくるため報告する。また、患者血管

内皮細胞のデータと照らし合わせることで、糖尿病性血管障害にパルミチンの影響がどの

程度関与しているかさらに研究を推し進める予定である。 

（索引） 

1. Reeves RA, Lee A, Henry R, Zachara NE. Characterization of the specificity of O-GlcNAc 

reactive antibodies under conditions of starvation and stress. Anal Biochem. 2014 Jul 15;457:8-

18. doi: 10.1016/j.ab.2014.04.008. Epub 2014 Apr 18. 

2. Fahie K, Narayanan B, Zahra F, Reeves R, Fernandes SM, Hart GW, Zachara NE. 

Detection and Analysis of Proteins Modified by O-Linked N-Acetylglucosamine. Curr Protoc. 

2021 May;1(5):e129. doi: 10.1002/cpz1.129. 
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