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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖尿病の主病態である高血糖による臓器への直接的な悪

影響を考慮した新規な栄養指標開発について、新たなモデルマウスの確立に基づき検討した。

特に、高血糖と相関して細胞内にて増大することが知られるタンパク質の「O-GlcNAc 化」に

着目し、食事による高血糖の改善が の  内 態にと のように影響するのかを明らかにした。

また、確立したモデルマウスを用いて、高血糖を起因とする組織病態（脂肪肝）の発症機構を

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We have established a mouse model which is useful in evaluating 

the in vivo dynamics of protein O-GlcNAc modification. By using this model, we revealed 

that global O-GlcNAc levels in tissue proteins were strictly maintained at a constant level, 

in spite of their glycemic status, whereas the expression levels of certain 

O-GlcNAc-modified proteins responded to the glycemic status. This study also revealed 
the effectiveness of a low carbohydrate ketogenic diet for improving hyperglycemia and 

thereby preventing the development of steatosis. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 日本では食 活習慣の大きな変化により、
糖尿病を代表とする 活習慣病の発症率が
高まっている。 の予備群の数は約 3000 万
人に及ぶと推定されており、緊急の対策が社

会的に必要とされている。糖尿病の主な発症
リスクファクターとして、日常的な過食によ
る高血糖が指摘されており、よって食 活の
改善により発症リスクの低下や病状の緩解
が期待されている。このような背景から、食
物摂取エネルギー量(cal)、血糖上昇度を示す
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GI（グリセミックインデックス）、GL（グリ
セミックロード）値などの栄養指標の概念が
広く浸透しつつあり、国民の健康への意識も
高まっている。しかし、単に cal/GI/GLが低
値な食品を摂取すれば発症が予防できると
いうわけではなく、正確には高血糖により惹
起される組織／細胞レベルでの慢性的な病
変の改善を評価する必要がある。 のために
は、高血糖を起因とする細胞内の慢性病変を
評価できる有効な指標の開発が必要である。 
 

２．研究の目的 

 

 本研究では、高血糖により影響を受けるこ
と が 知 ら れ る 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の
「O-GlcNAc 化」に着目し、これを指標とし
て用いることで、食品が有する糖尿病予防効
果を評価する方法の確立を目指している。本
研究期間では、食餌により高血糖の表現型を
改善したモデルマウスの確立と、  試料中
のO-GlcNAc化タンパク質の定量的分析法の
確立を目標とした。よって確立したモデルと
分析法により、食餌による高血糖の改善が、
O-GlcNAc 化タンパク質の  内 態にどの
ように影響するのかについて検討した。 

 

３．研究の方法 

 

（１）食餌により高血糖を改善したモデルマ
ウスの確立 
 過食により高血糖の表現型を示すモデル
マウス（ob/obマウス）を、通常食および糖
質制限食（Ketogenic diet: KD）にて飼育す
ることで、 の血糖値を持続的に高低にコン
トロールした食餌摂取モデルを確立した。 
 
（２）モデルマウスの表現型解析 
 血液 化学的検査、組織病理検査、 重測
定、食餌摂取量測定等により、確立したモデ
ルマウスの表現型を解析した。中性脂肪（ト
リグリセリド、コレステロール）の含量は、
市販の 化学分析キットにより測定した。脂
肪酸の分子種は、ガスクロマトグラフィーに
より分析した。組織抽出液中のタンパク質の
発現は、SDS-PAGEにより解析した。 のうち、
同定が必要なタンパク質については、
SDS-PAGEによるタンパク質の分離後、CBB染
色によりタンパク質を染色し、目的とするタ
ンパク質に由来するバンドを切り出し、酵素
消化した後、LC-MS/MSによりペプチド断片の
質量を測定し、得られた結果よりタンパク質
の実 を予測した。予測されたタンパク質の
検出抗 を用いたウエスタンブロット法に
より、目的のタンパク質を最終的に同定した。 
 
（３）O-GlcNAc化タンパク質の解析 
  糖尿病に関連する主要な臓器/組織とし

て、肝臓、腎臓、膵臓、筋肉、脂肪組織を選
択し、確立した食事摂取モデルのエンドポイ
ントにて組織試料を採取した。各組織試料は、
緩衝液中で破砕し、遠心分離することで
O-GlcNAc化タンパク質の濃縮画分を調製し
た。調製した試料中の O-GlcNAc化タンパク
質の総量は ELISA法により解析した。更に、
SDS−PAGEにより分子量の異なる O-GlcNAc化
タンパク質を分離し、 れぞれの発現量をウ
エスタンブロット法にて解析した。O-GlcNAc
化タンパク質検出には、抗 O-GlcNAc抗 
（CTD110.6）を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）食餌により高血糖を改善したモデルマ
ウスの確立 
 
 本研究では、肥満及び糖尿病のモデルマウ
スとして汎用されている ob/obマウスを、目
的とするモデル確立に利用した。このマウス
は、食欲抑制ホルモンであるレプチンを欠損
したマウスで、過食の表現型を示し、 の結
果として慢性的な高血糖が見られる。高血糖
の表現型は、特に若年期（離乳後〜14週齢）
に増強することが知られている。 こでまず、
この表現型を確認するために、 後 5週齢〜
12週齢の ob/obマウスを通常食（CE-2）摂取
下にて飼育し、血糖値のレベルを測定したと
ころ、CE-2の摂取下にて持続的な高血糖が惹
起されていることを確認した。次に、理論的
な糖質制限食である KDにて、同週齢のマウ
スを飼育したところ、KD摂取期間における持
続的な血糖値の改善が確認された。実験期間
中における ob/obマウスの血糖値の平均値は、
通常食摂取群の ob/obマウスで 194.6 mg/dl、
KD摂取群の ob/obマウスで 103.6 mg/dlであ
った。なお、通常食摂取群の野 型マウスの
同条件下での血糖値の平均値が 142.4 mg/dl
であった。 

 
図１：モデルマウスの血糖値 
通常食又は糖質制限食（KD）により飼育した
ob/obマウスの血糖値を示す。横軸にマウス



 

 

の週齢、縦軸に血糖値（mg/dl）を示す。 
■：通常食摂取群、□：KD摂取群、means ± 
S.D., n = 9 
 
 飼育期間中、各 ob/obマウス群は明らかな
異常なく 育し、ob/obマウスの主要な表現
型である肥満は、通常食摂取群と KD摂取群
間において同等に進行した。また、カロリー
ベースの食餌摂取量も２群間で同等量（約 18 
kcal/day）であった。KD摂取群では、血液中
にグルコースに代わる栄養素となるケトン
 が上昇しており、かつ血糖値も一定のレベ
ルで維持されていることから、これらにより
末梢組織まで十分な栄養が供給されている
と考えられる。以上の結果から、上述の条件
下にて飼育した ob/obマウスを、目的とする
モデルマウスとして確立した。 
 
（２）モデルマウスの表現型解析 
 
 確立したモデルマウスのエンドポイント
にて、マウスの主要な臓器/組織試料を採取
したところ、2群間における著明な肝臓の形
態の差異が見られた。病理解析及び中性脂肪
の含量の解析の結果、通常食摂取群では
ob/obマウスの表現型である脂肪肝が形成さ
れているが、KD摂取群ではこの表現型が改善
されていることが判明した（図２）。 
 

 
図２：マウス肝臓の病理像 
左図：通常食摂取群の ob/obマウス肝臓 
右図：KD摂取群の ob/obマウス肝臓 
通常食摂取群では、多数の脂肪滴が肝臓全 
に観察される。一方で、KD摂取群では、脂肪
滴はほとんど観察されない。 
 
 この KDによる脂肪肝改善効果のメカニズ
ムについて検討したところ、肝臓に発現する
タンパク質のうち、KD摂取群にて発現量が著
しく低下するタンパク質を見いだした。この
タンパク質を同定したところ、脂肪酸 合成
酵素（FAS, ACC1）であった。肝臓の総脂質
を用いた脂肪酸分析では、上述の脂肪酸 合
成酵素により合成される脂肪酸の分子種の
比率が KD摂取群の肝臓にて低下しているこ
とも明らかとなった。詳細な解析の結果、KD
摂取による高血糖の改善により、脂肪酸 合
成酵素の発現量が低下することで、肝臓での
脂質 合成が抑制され、この効果により脂肪

肝形成が抑制されていることを明らかにし
た。この成果は、ob/obマウスでは食餌によ
る脂質の摂取よりも、糖質の過剰摂取に伴う
脂質 合成が脂肪肝の形成を促進すること
を示しており、糖質摂取制限による脂肪肝形
成の抑制効果を支持する新規な知見である。 
 
（３）O-GlcNAc化タンパク質の解析 
 
 確立した食餌摂取モデルのエンドポイン
トにて採取したマウスの臓器/組織試料を用
いて、O-GlcNAc化タンパク質の濃縮画分を調
製した。調製した試料を用いて、ELISA 及び
ウエスタンブロッティングにより試料中の
O-GlcNAc 化タンパク質の発現量を半定量的
に解析可能な評価法を確立した。確立した評
価法により、肝臓、腎臓、膵臓、筋肉、脂肪
組織から調製した試料を れぞれ解析した
ところ、O-GlcNAc化タンパク質の総量につい
ては 2群間にて有意な差が確認されなかった。
一方で、ウエスタンブロット法による分離解
析により、各組織中にて検出される主要な
O-GlcNAc 化タンパク質のうち、一部の
O-GlcNAc化タンパク質の発現量が、２群間に
て変化していることを見いだした。代表例と
して、肝臓のウエスタンブロット像を図３に
示す。 
 

 
図３：肝臓試料のウエスタンブロット解析 
 
上図：肝臓試料のウエスタンブロット像 
レーン 2〜6 は、通常食摂取群の ob/ob マウ
ス由来試料、レーン 7〜11 は、KD 摂取群の
ob/ob マウス由来試料。レーン１は、比較対
象として、通常食を摂取させた野 型マウス
由来試料をロードした。抗 O-GlcNAc 抗 に
て検出される主要なバンドを矢印（I〜VI）



 

 

で示す。矢印 xは、検出に用いた二次抗 よ
るバックグラウンド（IgM）を示す。 
下図：矢印（I〜VI）で示した各バンドのシ
グナル強度のグラフ。■：通常食摂取群、□：
KD摂取群、means ± S.E., n = 9,

 **
 P < 0.01, 

*** 
P 

< 0.001 (Student’s t-test) 

 
 肝臓で検出された主要な O-GlcNAc 化タン
パク質のうち、矢印 II と VI で示した
O-GlcNAc化タンパク質は、高血糖の持続的改
善後に の発現レベルが有意に低下してお
り、特に II の O-GlcNAc 化タンパク質では、
著明な発現量の低下が確認された。同様に、
他の臓器/組織試料中においても、高血糖の
改善により発現量が有意に変化する
O-GlcNAc化タンパク質が幾つか確認された。 
 
 高血糖の改善により O-GlcNAc 化タンパク
質の発現量が変化するメカニズムについて
も検討した。本研究期間では、特にタンパク
質の O-GlcNAc 化を触媒する酵素（O-GlcNAc
転移酵素）及び分解する酵素（O-GlcNAcase）
の発現量に着目し、ELISA 法によりこれら酵
素の発現量を解析した。 の結果、O-GlcNAc
転移酵素と O-GlcNAcaseは、ほとんどの組織
において２群間で同等に発現していたが、肝
臓では高血糖の改善にともない O-GlcNAc 転
移酵素の発現量が有意に低下していた。この
結果は、肝臓では高血糖の改善によりこの酵
素が減少し、細胞内のタンパク質の O-GlcNAc
化が起こりにくくなっていることを示す。よ
って酵素活性の影響を受けやすい一部の基
質タンパク質において O-GlcNAc 化レベルが
低下し、このような変化が起きた可能性があ
る。一方、肝臓では高血糖の改善により発現
量が低下するタンパク質が確認されており、
見いだした O-GlcNAc 化タンパク質の発現量
の低下は、基質タンパク質自 の発現量の低
下を反映している可能性もある。 
 
 結論として、本研究では、食餌による高血
糖の改善モデルを用いて、マウス主要な臓器
に発現する O-GlcNAc 化タンパク質のうち、
特定のタンパク質のみの発現量が血糖値レ
ベルを反映して変化することを見いだした。
ヒトの糖尿病患者由来赤血球試料を用いた
解析でも、特定のタンパク質における
O-GlcNAc 化のみが血糖値を反映して変化す
ることが確認されており（Wang, Z., et al. 
Diabetes, 58, 309-317, 2009）、今回確立し
たモデルマウスの表現型と一致する。よって、
確立したモデルでは目的とするマーカーの
開発に適した 内環境を構築できていると
考えられる。また、肝臓にて検出された
O-GlcNAc 化タンパク質のうち、特に矢印 II
で示した O-GlcNAc 化タンパク質は、高血糖
の持続的改善下において の発現レベルが

著明に低下していた。この性質から、この
O-GlcNAc化タンパク質は、本研究の目的とす
る糖尿病の改善効果を評価するための指標
物質となる可能性がある。 こで現在、 の
実 同定に向けた解析や、イムノアッセイに
よる評価法の確立について、引き続き検討を
進めている。 
 
 また、本研究では確立したモデルマウスの
病理解析により、ob/ob マウスの主要な表現
型である脂肪肝の形成が、食餌による持続的
な高血糖の改善により抑制されていること
も見いだした。メタボリックシンドロームの
予防及び改善に糖質の摂取制限がどの程度
効果的であるかはよくわかっていなかった
が、本研究の成果により、脂肪肝の予防にお
ける糖質制限食の効果の科学的根拠が示さ
れた。 
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