
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

膜輸送体による食後過血糖抑制機構の解明と過血糖抑制に働く新規生体内基質の探索

Mechanism of postprandial hyperglycemia due to transporter gene knockout and 
identification of endogenous substrates

３０２５１４４０研究者番号：

加藤　将夫（KATO, YUKIO）

金沢大学・薬学系・教授

研究期間：

１５Ｋ１５０００

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：我々は、生体内のほぼすべての臓器に存在し、主に有機カチオン性化合物を認識して
細胞内に取り込む膜輸送体solute carrier について、その生体内での役割を解明する目的で、遺伝子欠損マウ
スを作製した。メタボローム解析を行ったところ、絶食時の小腸組織において糖新生の変化を示唆するデータを
得た。その詳細な分子機構は不明であるが、新たな血糖調節機構や糖尿病をはじめとする代謝性疾患の病態解明
につながる可能性がある。そこで、本研究では糖代謝のどこにOCTN1が関与するかを解明するとともに、その生
体内基質の探索を目的とした。

研究成果の概要（英文）：We have previously established gene knockout mice for the solute carrier 
membrane transporter which is expressed in ubiquitous organs and mainly accepts organic cations as 
substrates. Our previous metabolome analyses using both wild-type and knockout mice have suggested 
possible change in glucose metabolism in the body due to the gene knockout. Identification of the 
molecular mechanism may lead to clarifying the regulatory mechanism for glucose homeostasis and 
diabetics. Therefore, the aim of the present study is to clarify the role of thie transporter in 
glucose metabolism and to identify its  endogenous substrates.

研究分野：薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
 Carnitine/organic cation transporter 1 
(OCTN1)は、SLC22A family に属する膜輸送
体であり、12回膜貫通領域を持ち、551アミ
ノ酸から構成されている(Tamai et al. 1997)。
ヒトでは肝臓、腎臓、骨髄をはじめ、生体内
にユビキタスに発現している。OCTN1 は in 
vitroにおいて tetraethylammonium、quinidine、
pyliramine などの様々な有機カチオンを認識
することが報告されているほか、 carnitineや
ergothioneine (ERGO)、acetylcholineなど内因
性及び生体内基質も認識する(Yabuuchi et al. 
1999; Peltekova et al., 2004; Grundemman et al., 
2005; Pochini et al., 2012)。これらの中で
ERGOは、遺伝子発現系を用いた in vitroの解
析により OCTN1 の良好な基質であることが
報告されている(Grundemman et al., 2005)。し
かし、OCTN1 の生理的な役割は未だほとん
ど解明されていない。 
 細胞の生存や成長には、エネルギーや生体
内物質の合成などに働く代謝経路が必要不
可欠である。細胞の主なエネルギー源はグル
コースであり、その分解の経路を解糖という。
解糖は、グルコース 1 分子が 10 段階の酵素
反応によって炭素 3個のピルビン酸 2分子に
分解され、その過程で 2分子の ATPを産生す
る。ピルビン酸は CO2とアセチル CoA に酸
化され、それを再びエネルギー産生に使用す
るのが Tricarboxylic acid (TCA)回路である。
TCA回路は糖、脂質、アミノ酸などからエネ
ルギーを回収する。絶食時、肝臓が貯蔵グリ
コーゲンを使い果たしたときは、解糖生成物
の乳酸やピルビン酸、TCA回路中間体、多く
のアミノ酸骨格などから TCA 回路を経てグ
ルコースが合成される(糖新生)。グルコース
の血中濃度（血糖）は、膵 β細胞から分泌さ
れるインスリンによって制御されるが、それ
がうまく機能しなくなると高血糖となる。高
すぎる血糖は細胞毒であるため、糖代謝を改
善し高血糖を治療することが生命機能の維
持に重要である。 
 我々は、OCTN1 の生理的役割の解明のた
め、octn1遺伝子欠損マウス(octn1-/-)を作製し、
その絶食時の小腸組織をメタボローム解析
したところ(Kato et al., 2010)、octn1-/-において
wild-typeと比較して 9種のアミノ酸と、TCA
回路の一部の基質濃度が高かった。これより、
絶食時に組織中で起こる糖新生への OCTN1
の関与の可能性が考えられた。OCTN1 は膜
輸送体であるため糖代謝物や糖代謝酵素の
補酵素を輸送するとも考えられるが、そのよ
うな報告はなく、糖代謝のどこに関係するか
は不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は糖代謝に及ぼす OCTN1 の関与を
解明することを目的とした。本研究により、
新たな血糖調節機構や糖尿病をはじめとす
る代謝性疾患の病態解明につながる可能性
がある。 

３．研究の方法 
(1) 試薬および実験動物 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM)、
poly-L-lysine 、geneticin、超脱水アセトニトリ
ルは和光純薬 (Osaka, Japan)より、BioRad 
protein assay kit はBioRad laboratories (Hercules, 
CA, USA)より購入した。これら以外の試薬は
すべて市販試薬特級以上を用いた。 
 
HEK293細胞の培養 
 HEK293 細胞は 10 % FBS 含有 DMEM 培
地  (44 mM sodium pyruvate, 100 U/mL 
peniciline G, 100 µg/mL streptomycine)に懸濁
し、10 cm dishに播き、37 ℃、5 % CO2 イン
キュベーター (Hirasawa, Tokyo, Japan)中で培
養した。培地をアスピレーターで取り除いた
後、5 mL PBSで洗い、0.02 % EDTA 含有 0.1 % 
trypsinを添加し細胞をはがした。はがした細
胞は遠沈管に回収し、遠心後、上清を取り除
き培地で懸濁した。HEK293/hOCTN1 細胞は
10 cm dishに 2.0 × 106 cells/ dish、24 well dish
には0.5 ×105 cells/wellで細胞懸濁液を播き、
HEK293/mock細胞は 10 cm dishに 2.0 × 106 
cells/ dish、24 well dishには 0.5 ×105 cells/well
で細胞懸濁液を播いた。OCTN1 安定発現細
胞には G418  (1 g/10 mL)を DMEM 培地 10 
mLに対して 100 µL加え、37 ℃、5 % CO2

インキュベーターで培養した。 
 
通常培養と飢餓培養 
 Poly-L-lysine コ ー ト は 100 mg/mL 
poly-L-lysineを 24 wellプレートに 500 µLず
つ 加 え 、 15 分 室 温 で 放 置 し た 後 に
poly-L-lysineを吸い、PBS 1 mLで 2回 wash
し、30分以上を乾燥させた後、細胞墦種を行
った。Poly-L-lysine コートを施した 24 well
プレートで 78 時間培養後、回収したサンプ
ルを通常培養とした。細胞播種 60 時間後に
培地を吸い、あらかじめ 37 ℃に温めておい
た 1 mM glucoseを含む飢餓培地を 700 µL入
れた後、飢餓培地を吸い新たな飢餓培地を
500 µL入れ、37℃、5% CO2インキュベータ
ーで 12 時間培養後、培地を吸い、Transport 
buffer (TB, 123 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 5.6 mM 
Galactose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 
mM MgSO4, 20 mM HEPES, 4.14 mM NaHCO3 
pH 7.4 with NaOH)を 700 µL入れた後、4 mM 
glutamineを含む TBを 1 mL入れ、6時間 37℃
でインキュベーションし、氷冷 TB 1 mLを入
れて除くことを繰り返し、3 回洗浄した。細
胞を風乾した後、蒸留水 150 µLを入れて細胞
をセルスクレイパーで剥がし、さらに蒸留水
150 µLを入れて洗いこみをして、超音波処理
で細胞を完全に粉砕し、細胞サンプルとした。
細胞タンパク質量は BSA を標準とし、常法
に従い Protein Assay Kitを用いて測定した。 
 
誘導体化 
 ア ミ ノ 基 特 異 的 に 反 応 す る
3-aminopyridyl-N-hydroxysuccinimidyl 



carbamate (APDS, Shimbo et al., 2009)を用い、
測定前にアミノ酸を誘導体化し、逆相クロマ
トグラフィーと ESI-MS/MS を用いることに
より定量を行った。 
 
 
４．研究の成果 
 OCTN1の グルコース代謝に及ぼす役割解
明のため、HEK293/hOCTN1 および対照とし
て HEK293/mock に 2 種類の濃度のグルコー
ス添加後の培地中からの消失を追跡した（図
1）。両細胞間でグルコース消失に顕著な差は
なかったものの、HEK293/OCTN1の方が若干、
消失が早かった（図１）。一方、ガラクトー 

 
スの消失には違いが見られず、グルコース特
異的な働きであることが示唆された。グルコ
ースは解糖系によって TCA 回路基質である
ピルビン酸にまで代謝される。そこで次に、
ピルビン酸についても同様の解析を行った
と こ ろ 、 HEK293/mock に 比 べ
HEK293/hOCTN1でやや消失が早かった 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）。そこで、OCTN1によるピルビン酸
輸 送 の 可 能 性 を 考 え 、 両 細 胞 へ の
[14C]pyruvate の取り込みを観察したが、通常
培養条件下および、FCCPを添加し ATPを枯
渇させた状態ともに、取り込み量はほぼ同等
であり、輸送は示されなかった（図３）。以
上より、OCTN1 は何らかの働きによってグ
ルコースやピルビン酸の代謝に関わること
が示唆された。そこで、ピルビン酸以降の
TCA回路に及ぼす OCTN1の役割を探るため、
HEK293/hOCTN1 と HEK293/mock における
TCA 回路基質およびアミノ酸濃度を測定し

た（図４）。LC-MS/MSで測定された TCA回
路基質濃度は、培養条件ごとの変動が大き、
く OCTN1 安定発現細胞株と空ベクター導入
細胞の間で必ずしも明確な濃度の違いが観
察されなかったものの、5 種の必須アミノ酸
やαケトグルタール酸からリンゴ酸までの
化合物の細胞内濃度がHEK293/hOCTN1にお
いて高い傾向にあった（図５）。したがって
OCTN1の TCA回路における何らかの役割が
支持された。今後は、より生理的な培養細胞
と遺伝子ノックダウン等の手法を組み合わ
せることにより、糖代謝に及ぼす役割を定量
的に解明できるものと考えられた。 
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