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研究成果の概要（和文）： 

我々は、3T3-L1脂肪細胞をGHで24時間前処理した後、インスリンで刺激すると、GLUT4の細胞膜

移行に影響を与えず、糖取り込みが抑制されることを示してきた。本研究では、糖膜透過能を制

御するAkt基質およびGLUT4の翻訳後修飾を同定するとともに、GLUT4の糖膜透過能を制御する低

分子化合物や抗体をスクリーニング、これらの物質の処理が一部のインスリン抵抗性を解除する

ことを細胞レベルで示すことを目的としている。 

まず、GH長時間処理によって、インスリン依存的なリン酸化が減少するAkt基質を探索し、AS47

タンパク質の同定に成功した。またこのタンパク質をsiRNAによって発現抑制したところ、

GLUT4の細胞膜移行に影響を与えずに糖取り込み量を抑制していた。このことから、AS47が

GLUT4の糖膜透過能に重要な役割を果たしていることがわかった。 

次にGLUT4分子内から翻訳後修飾されうる予想モチーフを網羅的に検索し、その部位に変異を

導入したGLUT4変異体を作製した。この変異体をGLUT4が発現していない293細胞に導入し、糖

取り込み量を測定した。その結果、リン酸化モチーフに変異を導入したGLUT4変異体（GLUT4-P）

が、野生型GLUT4を発現させた場合に比べ糖取り込み能が有意に上昇していた。 

また、GLUT4の細胞外ドメインを認識する抗体の単離は既に成功しており、現在糖取り込み能

を亢進する抗体の同定を進めている。 

このように、GLUT4の糖膜透過能を制御するAkt基質とGLUT4の翻訳後修飾を同定することがで

きた。このAkt基質やGLUT4の翻訳後修飾を制御する低分子化合物も、GLUT4に対する抗体と同

様にインスリン抵抗性解除薬の有力な候補となりうる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have reported that chronic GH pretreatment inhibited insulin-induced glucose 

uptake without affecting insulin-induced GLUT4 translocation. This study was 

undertaken to identify Akt substrates and GLUT4 postranslational modification that 

regulate GLUT4 transport activity. In addition, in order to rescue insulin resistance 

we searched for the small molecular chemicals and antibodies that modulate GLUT4 

transport activity.  

At first, we succeeded to isolate the Akt substrates, AS47, whose insulin-induced 
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phosphorylation was suppressed by GH pretreatment. Knockdown of AS47 inhibited 

insulin-induced glucose uptake without affecting GLUT4 translocation, suggesting 

that AS47 plays important roles in GLUT4 transport activity. 

Next, we searched for posttranslational modification motif in a GLUT4 molecule. GLUT4 

was site-directed mutagenized in some modification sites and these mutants were 

transfected into HEK293 cell. And then glucose uptake was measured. Mutation at the 

phosphorylation site of GLUT4 (GLUT4-P) significantly enhanced glucose transport 

activity, suggesting that phosphorylation impaired GLUT4 transport activity. 

Moreover, we have already succeeded to isolate antibodies, which recognize GLUT4 

extracellular domain. 

In this study we succeeded to identify the Akt substrate and GLUT4 posttranslational 

modification, which play important roles in GLUT4 transport activity. Chemicals or 

antibodies, which interact with the Akt substrate and GLUT4 could be candidates to 

cure insulin resistance. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、3T3-L1脂肪細胞を100 nMの成長ホル

モン（GH）で24時間長時間処理した後、イン

スリンで刺激すると、インスリン依存的な糖

輸送担体（GLUT4）の細胞膜移行は正常に引き

起こされるにもかかわらず、インスリン依存

的な糖取り込みが抑制されることを示した。

さらにその分子メカニズムを解析すると、GH

長時間処理によって、IRS-2と結合したPI 

3-kinase活性が抑制されており、その結果、

Aktキナーゼの活性が減弱、一部のAkt基質の

リン酸化が抑制されていた。さらに、IRS-2

の発現抑制は、インスリン依存的なGLUT4の細

胞膜移行に影響を与えず、糖取り込みが抑制

された。このことから、IRS-2を介したAkt基

質のリン酸化によってGLUT4に何らかの翻訳

後修飾が施され、その結果、糖膜透過能が制

御される、という仮説を提唱するに至った。 

 

 

２．研究の目的 

そこで、本研究では、GLUT4の糖膜透過能を制

御するAkt基質を同定し、さらに糖膜透過能を

変化させるGLUT4の翻訳後修飾を同定する。さ

らには、Akt基質やGLUT4と結合する低分子化

合物や抗体をスクリーニングし、これらの物

質の処理がGLUT4の糖膜透過能を変化させ、一

部のインスリン抵抗性を解除することを細胞

レベルで示すことを目的としている。 

 

３．研究の方法 

（１）GLUT4の糖膜透過能を制御する Akt基

質の同定 

 3T3-L1脂肪細胞を 100 nM GHで 24時間処

理し、その後 100 nM インスリンで刺激し、



細胞抽出液を調製、SDS-PAGEに供し、

phospho-Akt substrate抗体で immunoblotし

た。 

 

（２）AS47の機能解析 

（１）の結果から、約 47kDaの Akt基質のイ

ンスリン依存的なリン酸化が GH 24時間処理

によって減弱されていた。そこでこのタンパ

ク質、AS47を siRNA法によって発現抑制し、

インスリン依存的な GLUT4の細胞膜移行、糖

取り込みを測定した。 

 

（３）GLUT4の翻訳後修飾が糖取り込み活性

に与える影響 

GLUT4の糖膜透過能に影響を与える翻訳後修

飾を同定するため、GLUT4内の翻訳後修飾が

予想されるモチーフを検索した。その結果、

リン酸化、SUMO化、糖鎖付加、などの予想も

チーフが存在した。そこでそれらの付加サイ

トに変異を導入した変異体を作成し、これら

の変異体を HEK293細胞に遺伝子導入した。

それぞれの変異体が発現された細胞の糖取

り込み量を測定し、糖取り込み量に変化の認

められる変異体を探索した。 

 

（４）GLUT4と結合する抗体の作成 

GLUT4の細胞外ドメインを認識する抗体の作

成を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）GLUT4 の糖膜透過能を制御する Akt 基

質の同定 

十分に分化させた 3T3-L1 脂肪細胞を 100 nM 

GHで 24時間処理し、その後インスリン 1 nM

で５分刺激し、細胞抽出液を調製、抗 Akt 

substrate抗体で immunoblotした。その結果、

47 kDa付近の Akt基質（AS47）のインスリン

依存的なリン酸化が減少していることが明

らかとなった。 

 

（２）AS47の機能解析 

続いて、AS47を siRNAによって発現抑制した

ところ、インスリン依存的な GLUT4の細胞膜

移行には影響を与えずに、インスリン依存的

な糖取り込みを抑制した。このことから、

AS47は GLUT4の糖膜透過能を促進するタンパ

ク質であることが示された。 

 

（３）GLUT4の翻訳後修飾が糖取り込み活性

に与える影響 

GLUT4内の翻訳後修飾が予想されるモチーフ

に変異を入れた GLUT4変異体を作成し、GLUT4

の発現が認められない HEK293細胞に導入し

た。その結果、GLUT4を発現させると糖取り

込み量が促進されるが、リン酸化に変異を入

れた変異体（GLUT4-P）は野生型 GLUT4に比

べて有意に糖取り込み能が増加していた。 

 

（４）GLUT4と結合する抗体の作成 

GLUT4の細胞外ドメインを認識する抗体の作

成を行い、現在約２０種類の候補抗体の単離

に成功している。 
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