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研究成果の概要（和文）：細胞内代謝経路のヘキソサミン経路を介したO-結合型糖修飾（O-GlcNAc）は栄養素により活
性化される。
本研究では、果糖過剰摂取による肝臓における細胞内蛋白のO-GlcNAc修飾の調節異常を介した代謝異常への影響に着目
した。①マウス系統間での果糖摂取による肝臓でのO-GlcNAc修飾核内蛋白の発現量が、脂肪肝や代謝異常と関連してい
た。②転移酵素O-GlcNAc transferase(OGT)遺伝子の肝臓特異的ノックアウトモデルマウスは、O-GlcNAc修飾蛋白の発
現が減少し、組織学的に肝細胞障害や偽胆管の形成、線維化を著明に認めており、OGTが細胞の恒常性を保つのに重要
であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：O-GlcNAcylation is characterized by the addition of O-linked 
β-N-acetylglucosamine to proteins and serves as an intracellular nutrient sensor for modulating cell 
functions. O-GlcNAc transferase (OGT) is a critical enzyme for O-GlcNAcylation. We found out that protein 
O-GlcNAcylation and expression of OGT was increased in the liver fed a high-fructose diet compared to a 
control diet related to elevation of the lipogenesis and metabolic disorders, associating to the 
susceptibility to high-fructose diet.
To examine the physiological role of O-GlcNAcylation in hepatocyte biology, hepatocyte-specific 
OGT-deleted mice (Ogt-KO) were generated by crossbreeding Ogt-flox mice with Albumin-Cre mice. Ogt-KO 
showed severe hepatocellular damage, proliferation of bile ducts and fibrosis.
Our results suggest that protein O-GlcNAcylation is a key modulator for nutrient-derived metabolism in 
the liver, and tuning of OGT-mediated protein O-GlcNAcylation is essential to maintain hepatocyte 
homeostasis.

研究分野： 代謝学
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１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドロームの発症人口が増
加していることが問題となっており、過栄養
や食事バランスの不均衡が肥満や内臓脂肪
の蓄積、糖代謝異常や脂質代謝異常に大きく
影響している。特に肝臓においては脂肪肝や
脂肪肝炎を生じていることが多い。我々はこ
れまでに、清涼飲料水などに多く含まれてい
る果糖の過剰摂取が肥満や耐糖能異常を惹
起し、肝臓での脂質合成系遺伝子の転写因子
SREBP-1c の発現上昇を介して糖・脂質代謝
を悪化させることを、果糖摂取マウスを用い
た実験にて明らかにしてきた（J Biol Chem. 
279:29031,2004）。 

  
 我々は核内蛋白の翻訳後修飾の重要性を
明らかにしつつある。細胞内代謝経路のヘキ
ソサミン経路が栄養素により活性化を受け、
その最終産物 UDP-N-アセチルグルコサミン
（UDP-GlcNAc）が単糖として蛋白と O-結
合する（O-結合型糖修飾：O-GlcNAc）。
O-GlcNAc 修飾には、転移酵素 O-GlcNAc 
transferase(OGT) お よ び 解 離 酵 素
O-GlcNAcase(OGA)の２つの修飾酵素によ
り調節されており（図 1）、これらの酵素の調
節異常が糖尿病や代謝異常と関連性が高い
ことが話題となっている。最近我々はショウ
ジョウバエの脳に存在するインスリン分泌
細胞におけるこれらO-GlcNAc修飾酵素の遺
伝子をノックダウンさせたところ、インスリ
ンの産生量や末梢組織でのインスリンの感
受性が変化していると報告した（J Biol 
Chem. 285:38684, 2010）。 
 また、果糖過剰摂取マウスは対象食マウス
と比較して、食事摂取による肝臓での
O-GlcNAc 修飾核内蛋白の発現量が増加して
おり、OGT の遺伝子発現量が亢進しており、
OGA の遺伝子発現量が減少していた。 
そして、我々は肝臓特異的 OGT 遺伝子ノッ
クアウトモデルマウスを作成させることに
成功している。 
 
２．研究の目的 
 食事摂取によりこれらのO-GlcNAc調節酵
素が互いにバランスよく調節し合うことが、
糖・脂質代謝の恒常性を保たせるのに重要で
あり、果糖過剰摂取などの食事バランスの不

均衡により、これら O-GlcNAc 調節酵素の調
節異常を来すものと推測している。 
 そこで、肝臓において細胞内蛋白の
O-GlcNAc 修飾を介した糖・脂質代謝異常の
機構を明らかにさせるために以下の研究を
行った。 
(1) 果糖摂取による肝臓での O-GlcNAc 修飾
核内蛋白の発現量やヘキソサミン経路の活
性などについて、マウス系統間に違いがある
かを検討した。 
(2) 肝臓特異的 OGT 遺伝子ノックアウトモ
デルマウスにおける、糖・脂質代謝への影響
を検討した。 
(3) 肝臓特異的 OGT 遺伝子ノックアウトモ
デルマウスにおける、肝臓での組織学的変化
を評価し、肝細胞障害の機構などを検討した。 
(4) 肝臓特異的 OGT ノックアウトモデルマ
ウスの初代培養肝細胞において、果糖投与に
よるO-GlcNAc蛋白の発現パターンの変化や
脂質合成系酵素遺伝子発現への影響を検討
する。 
(5) 肝臓特異的 OGT ノックアウトマウスの
肝臓での遺伝子発現の変化を、マイクロアレ
イ法を用いて網羅的に解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 各 4 週令の、果糖摂取により糖・脂質代
謝異常を来しやすい系統の CBA/JN マウスと
果糖低反応性の DBA/2N マウスに対して、高
果糖食（カロリー比率：炭水化物 63.4%{う
ち果糖が 95%}、蛋白質 22.44%、脂質 14.52%）
群と対象食（カロリー比率：炭水化物 58.3%、
蛋白質 29.3%、脂質 12.6%）の 2群に分けて
4 週間飼育させた（オリエンタル酵母工業）。
一晩絶食後 2時間摂食させ、それぞれのマウ
スより肝臓を摘出、核蛋白を抽出した。
SDS-PAGE にて蛋白を泳動後 Western blot 法
にて O-GlcNAc 修飾蛋白抗体（RL2 抗体）を用
いて、肝臓核内における O-GlcNAc 修飾蛋白
の発現の変化を検討した。また、摘出肝臓よ
り total RNA を抽出し逆転写酵素を用いて
cDNA を作成し、脂質合成系遺伝子やヘキソサ
ミン経路の調節遺伝子及び O-GlcNAc 修飾調
節遺伝子の発現について real-time PCR 法を
用いて評価した。 
 
(2) OGT 遺伝子 floxed マウス（129S1/SvJ 
background, Jackson Laboratory 社）には
OGT 遺伝子の Exon1 を含む領域が Cre 
recombinase認識配列であるloxP領域により
挟まれており、Cre recombinase の作用にて
Exon1 を含む領域を欠損させることにより、
臓器特異的ノックアウトモデルを作成させ
ることができる。OGT 遺伝子 floxed マウスと
アルブミンプロモーターの働きにより肝臓
で特異的に Cre recombinase が誘導される
Cre recombinase 発現マウスとを交配させ、
Cre-loxPシステムを用いて肝臓特異的OGT遺
伝子コンディショナルノックアウトマウス
を作成した。 



各 10〜12 週令の肝臓特異的 OGT 遺伝子ノッ
クアウトマウス、および対照マウスにおける
糖代謝の検討として、7 時間絶食後に腹腔内
ブドウ糖負荷試験（IPGTT）（ブドウ糖 
1g/kgBW）や腹腔内インスリン負荷試験
（IPITT）（レギュラーインスリン 0.5 単位
/kgBW）、腹腔内ピルビン酸負荷試験（IPPTT）
（ピルビン酸ナトリウム 2g/kgBW）などを行
った。 
 
(3) 各 4週令の肝臓特異的 OGT遺伝子ノック
アウトマウス、および対照マウスに高果糖食
または対照食を 8 週間投与し、肝臓から RNA
および核蛋白を抽出して、OGT 遺伝子欠損状
態における OGT 発現の状態や O-GlcNAc 修飾
蛋白の状態についてmRNAを用いたreal-time 
PCR 法や Western blot 法等にて確認した。 
 肝臓における組織学的な検討として、摘出
した肝臓をホルマリン固定後にパラフィン
包埋を行い、HE 染色や Azan 染色などを行っ
た。 
 肝障害への検討として、下大静脈から血液
を採取し、血清を分離した後にトランスアミ
ナーゼ値を測定した（和光純薬工業）。 
酸化ストレスマーカーや繊維化マーカーな
どの発現状態について、mRNA を用いた
real-time PCR 法や Western blot 法等にて確
認した。 
 
(4) OGT 遺伝子 floxed マウスおよび対象マウ
スの門脈よりコラゲナーゼを用いて還流を
行い、摘出した肝臓より初代肝細胞を単離培
養させた。培養 3 時間後に Cre recombinase
発現アデノウイルスを感染（10pfu/cell）さ
せ、肝細胞に対して OGT 遺伝子を欠損させる
試みを行った。感染 24 時間後に初代培養肝
細胞に対して 25mM の果糖を 6 時間投与した
後に RNA や核蛋白を抽出、OGT 遺伝子欠損状
態における OGT 発現の状態や O-GlcNAc 修飾
蛋白の状態についてmRNAを用いたreal-time 
PCR 法や Western blot 法等にて確認した。 
 
(5) OGT 遺伝子 floxed マウスおよび対象マウ
スから単離培養した初代肝細胞に Cre 
recombinase 発現アデノウイルスを感染
（10pfu/cell）させ、感染 24 時間後に肝細
胞を回収した。肝臓特異的 OGT ノックアウト
マウスの肝臓での遺伝子発現の変化を、マイ
クロアレイ法を用いて網羅的に解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) CBA/JN マウスでは DBA/2N マウスと比較
して、①高果糖食による肝臓内 SREBP-1c の
遺伝子発現、標的遺伝子FASの発現の亢進や、
血中中性脂肪値及びインスリン値の上昇を
認めた。②高果糖食群における肝臓核内
O-GlcNAc 修飾蛋白の種類や発現量が増加し
ていた。③高果糖食による肝臓内 OGT 遺伝子
発現が亢進していた。④肝臓内ヘキソサミン

経 路 の 律 速 酵 素
glutamine-fructose-6-phosphate 
aminotransferase(GFAT)1 遺伝子発現が亢進
していた。 
果糖摂取による、肝臓内でのヘキソサミン経
路や O-GlcNAc 修飾の調節異常が、マウス系
統間で差異を認めており、マウス系統間での
糖・脂質代謝異常の差異に関連していること
が示唆された。 
 
(2) 糖代謝への検討として IPGTT や IPITT、
IPPTT を行ったところ、肝臓特異的 OGT ノッ
クアウトマウスは対照マウスと比較して、負

荷後の血糖値に変化を認めなかった。 
 
 
(3) 肝臓特異的OGTノックアウトマウスは対
照マウスと比較して、肝臓における OGT や
O-GlcNAc 修飾蛋白の発現が減少しており、体
長や脂肪重量が小さいにもかかわらず、肝重
量が大きいという特徴が認められていた（図
2）。組織学的な検討にて、肝細胞壊死や炎症
細胞の浸潤、偽胆管の形成や線維化など、肝
細胞障害を著明に認めていた（図 3）。これら
の変化は、通常食よりも高果糖食摂取におい
て、より顕著であった。また、血清トランス

アミナーゼ値が著明に上昇していた。 
 
肝臓組織から抽出したcDNAより定量的PCR

法を行ったところ、炎症（TNFα）や線維化
（1 型コラーゲン）および酸化ストレス



（gp91phox や p47phox）に関連する遺伝子の
発現が増加していた。また、胆管形成の指標
となる cytokeratin-19 の蛋白発現は、
Western blot法および免疫組織化学法にて上
昇を認めた（図 4）。 

 
これらのことは、肝細胞での OGT 欠損状態に
より細胞内での恒常性が保てなくなること
で、肝細胞障害からアポトーシスなどの肝細
胞死を招き、肝芽細胞から肝細胞への再生に
対してOGT欠損により機能しなくなることで、
胆管上皮細胞への分化が主体となることで
偽胆管が豊富に形成され、一連の過程で炎症
や繊維化、酸化ストレスが関与しているもの
と推察された。 
週令ごとの検討を行ったところ、離乳前（生
後 3週）では OGT 遺伝子の発現は低下してい
たものの、組織学的な変化は認めておらず、
離乳後より肝障害が発生し進行しているこ
とが判明した。 
 
(4) OGT 遺伝子 floxed マウスからの初代培養
肝細胞に対して、Cre recombinase 発現アデ
ノウイルスを感染させたところ、O-GlcNAc 修
飾蛋白の発現や OGT 遺伝子の発現および OGA
遺伝子発現が減少していることを確認でき
た。 
対象マウスからの初代培養肝細胞に対して、
果糖投与は O-GlcNAc 修飾蛋白の発現が増加
していた。また、果糖投与は OGT 遺伝子発現
の上昇やOGA遺伝子発現の減少している傾向
が見られた。 
 
(5) 肝臓特異的OGTノックアウトマウスの肝
臓での遺伝子発現の変化を、マイクロアレイ
を用いて解析を行った。遺伝子オントロジー
（GO; gene ontology）解析にて、遺伝子発
現変動比(Fold Change)の絶対値が 2 より上
であった 742 プローブのうち、422 個が遺伝
子として認識されるものであった。一方、遺
伝子発現カスケード解析にて、遺伝子発現変
動比(Fold Change)の絶対値が 3.5 より上で
あった 175 個の遺伝子と、発現に変動がなか
った 882 個の遺伝子が認められた。 
今後はこれらの結果より、有意に多く結合部

位が推定される転写因子群やカスケード解
析などを詳細に行っていく予定である。 
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