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１． はじめに

生体内における代謝恒常性維持は，三大栄養素間の代謝
制御により支配されている．代謝恒常性の破綻から生じる
生活習慣病の多くは，主として糖代謝，脂質代謝調節の破
綻に起因しており，糖―脂質代謝相関は盛んに研究されて
いる．しかし，タンパク質，アミノ酸代謝がそれらの代謝
調節にどのように，またどの程度緊密に関わるかについて
は，知見が多いとはいえない．そのような研究背景から，
アミノ酸―脂質代謝の相関を探る研究を開始した．本論で
は，アミノ酸は脂質代謝制御にどのような形で関わるのか
について概説し，中でも我々が見いだした Glnの脂質代謝
制御機構に関する知見を紹介する．培養細胞培地に高濃度
で含まれる Glnの機能についても議論する．

２． アミノ酸と脂質代謝

生体内で種々の遊離アミノ酸が直接，脂質代謝産物に組
み込まれ機能している例は少なくない．Serはセラミド合
成の初発分子であり，スフィンゴミエリンに変換され膜脂
質の主要成分として機能する．同様に，主要膜リン脂質の

ホスファチジルセリンをあげることができる．Gly，Tau
は肝臓で合成される胆汁酸に抱合型として組み込まれ，胆
汁成分として消化管内で脂質消化，吸収促進に寄与する．
その後，小腸下部から肝臓へと再循環され，その過程で胆
汁酸結合核内受容体 FXR（farnesoid x receptor）を活性化
し，種々の脂質代謝関連遺伝子発現を調節する機能を発揮
する１）．さらに胆汁酸は血液中にも Mレベルで存在し，
それを７回膜貫通型の Gタンパク質共役受容体 TGR５が
リガンドとして認識し，種々の組織で脂肪酸酸化，熱産生
を上昇させる２～４）．また，必須アミノ酸である Leuを欠乏
した餌を投与したマウスでは，肝臓において脂質合成系遺
伝子発現が低下し，SREBP-１cの活性化抑制が重要な役割
を演じていることが示されている５）．アミノ酸センサーと
して機能する GCN２（general control nonderepressible２）欠
損マウスではこのような応答が消失することから，新たな
アミノ酸と脂質代謝の接点も明らかにされつつある．

３． 脂質代謝関連遺伝子発現を変動させるアミノ酸の
探索

我々は，アミノ酸と脂質代謝の接点を探る目的で，アミ
ノ酸が直接，脂質代謝関連遺伝子発現に及ぼす影響をヒト
培養肝細胞 Hep G２を用いて検討した．通常用いる
DMEM（Dulbecco’s modified Eagle medium）には２０種類
のアミノ酸のうち１５種類しか含まれないことより，２０種
類のアミノ酸を混合した Full培地を用意した６）（味の素製
薬より恵与）（図１）．脂質代謝で重要な働きをしている遺
伝子のプロモーター領域を含んだレポーター遺伝子を複数
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アミノ酸代謝と脂質代謝の接点を探ることを目的に，培養肝細胞を用いて各種アミノ酸の培地
への添加実験を行った．その過程で，グルタミン（Gln）が脂質代謝関連遺伝子の発現を変動
させることを認めた．応答がみられた遺伝子はいずれも転写因子 SREBP（sterol regulatory ele-
ment-binding protein）の標的であったことから，Glnによる SREBP活性化機構を解析した．Gln
は O-GlcNAc化を亢進させることにより SREBP-１aの発現を亢進し，同時に SREBP-１／-２前駆
タンパク質から成熟タンパク質へのプロセシングを促進し，結果的に応答遺伝子発現を上昇さ
せた．Glnの培養細胞増殖促進機能の一部は，SREBP活性化を介したコレステロール・脂肪
酸合成促進に起因することが考えられる．
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用意した７～９）．コレステロール合成，脂肪酸合成，リポタ
ンパク質合成，トリグリセリド合成，低密度リポタンパク
質（LDL）取り込み等に関わるヒト遺伝子のルシフェラー
ゼコンストラクトを Hep G２細胞に遺伝子導入し，ルシ
フェラーゼ活性を変動させるアミノ酸を追跡した．
DMEM，Full培地等の細胞培養培地に含まれるアミノ酸の
濃度は，ヒト血清中の濃度より高く設定されており，その
濃度は数倍から１０倍程度に相当する．そこで遺伝子導入
から４８時間後に細胞を回収して行うレポーターアッセイ
の最終１６時間は Full培地のアミノ酸濃度を１／１６に低下
させた低アミノ酸培地で細胞を培養した．そこに，個々の

アミノ酸について，Full培地濃度の数倍から１０倍濃度に
なるように添加し，それぞれのアミノ酸の作用を解析し
た．その結果，コレステロール代謝関連遺伝子である，
LDL受容体（LDLR），HMG CoA合成酵素（HMG CS），
スクアレン合成酵素（SQS），脂肪酸合成関連遺伝子であ
る脂肪酸合成酵素（FAS）等のプロモーター活性を Glnの
みが有意に上昇させた．一方，脂肪酸酸化関連遺伝子の
CPT１a（carnitine palmitoyltransferase１a），リポタンパク質
合成関連遺伝子のMTP（microsome triglyceride transfer pro-
tein），トリグリセリド合成関連遺伝子の DGAT１（digly-
ceride acyltransferase１）等のプロモーター活性はいずれの
アミノ酸添加によっても変化を受けなかった．この Glnの
効果は DMEM培地に４倍もしくは１０倍濃度の Glnを添
加した条件下でも確認された１０）（図２）．

４． Glnと転写因子 SREBP

ルシフェラーゼアッセイにおいて，Gln添加によりプロ
モーター活性が上昇した遺伝子はいずれも SREBP応答遺
伝子であった．SREBPは脂肪酸合成，コレステロール合
成経路の種々の遺伝子発現を正に制御する転写因子であ
る．Hep G２細胞を Gln添加培地で培養すると（１２時間），
内因性の LDLR，HMG CS等の mRNAの有意な上昇も確
認された．同時に培地にコレステロール＋２５-水酸化コレ
ステロールを添加し，培養細胞内での SREBPの活性化を
著しく抑制すると，Glnの効果はほぼ完全に消去された．
さらに Glnによりプロモーター活性が上昇する遺伝子のプ
ロモーター領域に含まれる SREBP応答配列に変異を入れ
たレポーター遺伝子を用いたレポーターアッセイを行う
と，Glnの効果は消失した１０）．これらの実験結果より，培
地への Gln添加による SREBP活性の上昇が予想された．
Hep G２細胞を DMEM培地で培養し，そこに Glnを添図１ DMEMと Full培地のアミノ酸組成

図２ 脂質代謝関連遺伝子のプロモーター活性に及ぼす Glnの効果
DMEMに Glnを４または１０倍量添加した培地で Hep G２細胞を１２時間培
養し，ルシフェラーゼアッセイに供した．MTP：microsome triglyceride
transfer protein, CPT１a：carnitine palmitoyltransferase１a.
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加すると SREBP応答遺伝子群ならびに SREBP-１aの遺伝
子発現が４時間以降，上昇することが確認できた．
SREBPには脂肪酸合成関連遺伝子を制御する SREBP-１と
コレステロール代謝制御をする SREBP-２が存在する．さ
らに，SREBP-１は，生体では多くの組織で SREBP-１cが主
たるアイソフォームで，一方ほとんどの培養細胞では
SREBP-１aが主要アイソフォームとして発現している１１，１２）

（図３）．およそ１４kb離れた２か所のプロモーター領域を
介して，２種類のスプライシングアイソフォームが産生さ
れ，SREBP-１aは N末端がおよそ２０アミノ酸程度長い１３）．
その結果，転写因子として SREBP-１cより活性が１０倍程
度高く１４），培養細胞では早い増殖を維持するのに SREBP-
１aを高発現するように適応変化していると考えられてい
る．SREBP応答遺伝子発現の上昇と同時に SREBP-１aの

遺伝子発現も上昇したことは，応答遺伝子発現上昇に先立
ち SREBP-１a自身の発現を亢進させる機構が働いているこ
とを意味する．

５． Glnによる O-GlcNAc化亢進

Gln添加により生じる細胞内応答として，ヘキソサミン
合成上昇が想定された．Glnとフルクトース６-リン酸が
GFAT（glutamine：fructose-６-phosphate amidotransferase）の
作用で Gluとグルコサミン６-リン酸に，さらに UDPグル
コース（uridine diphosphate glucose）-GlcNAc（N-acetylglu-
cosamine）へと変換され，種々のタンパク質の Ser／Thr残
基への O -GlcNAc修飾が進行する（図４）．複数の転写因
子が O-GlcNAc修飾を受け，その活性，局在等が制御され

図３ SREBP-１スプライシングアイソフォーム
SREBP-１aと SREBP-１cはおよそ１４kb離れたプロモーター領域による転写
制御を受け，N末端領域の長さが異なるタンパク質として合成される．
SREBP-１aプロモーター領域には転写因子 Sp１が結合し，転写を制御する．

図４ ヘキソサミン合成経路とタンパク質の O-GlcNAc修飾
Glnは GlcNAc合成の中間基質に位置し，培地への Gln添加は種々のタン
パク質の O-GlcNAc修飾を亢進する可能性がある．

３６２

生化学 第８６巻第３号（２０１４）



ることが報告されている１５）．SREBP-１aの発現調節にはそ
のプロモーター領域に結合する転写因子 Sp１の重要性が
報告されており１６），Sp１は O-GlcNAc修飾により核内移行，
活性等が調節される１７，１８）（図３）．そこで，細胞を Gln添加
培地で培養する際に，GFAT阻害剤 azaserineを添加し，
ヘキソサミン合成経路の関与を検討した．Gln添加培地に
よる１２時間培養の結果，SREBP-１a mRNAは増加し，コ
レステロール＋２５-水酸化コレステロール（sterols）添加に
より変動はみられず，azaserine添加により Gln効果は消失
した．一方，SREBP-１／-２に よる自己制御を受 け る
SREBP-２発現は１９），sterols添加により Gln効果が消失し，
azaserine添加は抑制効果を示さなかった（図５A）．した
がって，SREBP-１a遺伝子発現には O -GlcNAc修飾の亢進
が関与していることがうかがえた．実際，azaserin添加に
より Sp１の O-GlcNAc修飾は低下し，Gln添加により Sp１
の核内移行は亢進していた（図５B，C）．Gln添加時に
SREBP-１aプロモーター領域に Sp１の結合が増加している
ことを ChIPアッセイにより検証した．Sp１抗体により免
疫沈降した DNA断片を，Sp１結合部位をはさむプライ
マーを用いて定量 PCRを行うと，Gln添加により Sp１結
合量の増加が認められた（図５D）．一方，同様の PCRを
さらに上流（１a-distal）領域で行うと，Gln添加による PCR

産物の増加はみられなかった．Sp１の寄与を明らかにする
目的で siRNA法を用いて Sp１発現を２０％以下までに低下
させると，Glnの SREBP-１a発現上昇効果はほぼ消失し
た．以上の結果より，Gln添加により亢進した Sp１の O-
GlcNAc修飾が Sp１の核内滞留を高め，結果的に SREBP-
１a発現亢進を導く機構が示唆された．ほぼ同様の機構で
Glnがアルギニノコハク酸合成酵素遺伝子発現を亢進する
ことが報告されている２０）．
当然のことながら，O-GlcNAc修飾を受けて活性の変化

するタンパク質は複数存在するはずであり，Gln添加の生
理的作用のごく一部として Sp１の活性化は位置づけられ
る．

６． Glnによる SREBPタンパク質の活性化

転写因子 SREBP-１／-２はいずれも２回の膜貫通領域を含
む小胞体膜タンパク質として合成された後に，ゴルジ体ま
で輸送され，切断酵素により N末端側が切り出され，活
性型となり核へ移行し，応答遺伝子発現を促進する２１）．
Gln添加により，細胞内で前駆体 SREBPが効率よく切断
され，３０分以内の短時間に活性型へと変換されることが
確認された．この切断過程は，細胞へ過剰のコレステロー

図５ 培地への Gln添加による SREBP-１a発現上昇
Hep G２細胞を Gln添加培地で培養する際に，SREBP活性化を抑制する sterols（１０g／mlコレステロール＋１g／ml２５-
水酸化コレステロール）もしくは，GFAT阻害剤 azaserine（５M）を添加した．１２時間培養後に，mRNA量を real-time
PCR法にて定量した．文献１０より改変．
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ル＋２５-水酸化コレステロールを負荷すると抑制されるが，
Glnの効果は過剰のステロール添加により消失した．ステ
ロール添加による活性化抑制は，小胞体からゴルジ体への
輸送が阻止されることに起因しており，つまり Glnの
SREBP活性化促進効果は，① SREBPを小胞体からゴルジ
体へ輸送する過程，②もしくはゴルジ体での切断酵素によ
るプロセシングを亢進していることが予想された．ゴルジ
体において同じ切断酵素によりプロセシングを受ける小胞
体ストレス応答因子 ATF６は２２），Gln添加によるプロセシ
ング亢進を受けないことを確認し，②の可能性を棄却し
た．したがって，Glnは SREBPの小胞体からゴルジ体へ
の輸送を促進し，活性型への変換を亢進させ，応答遺伝子
発現上昇に寄与していると結論した．
これまでの培養細胞を用いた報告によると，細胞を Ala

もしくは Pro添加培地で培養すると細胞膨張が引き起こさ
れること２３），細胞膨張が複数の機構を介して SREBPの活
性化を促進することが示されている２４）．そこで，Glnの効
果が細胞膨張を介した SREBP活性化であるかについて，
Ala，Proを含む複数のアミノ酸を高濃度（２０mM）で培
地に添加し，SREBP-１／-２の活性化状態をウエスタンブ
ロット法により解析した（図６）．Gln添加時のみ，SREBP-
１の核内型，SREBP-２の C末端断片（N末端側が切断され
た残り）が上昇しており，Glnによる SREBPプロセシン
グ亢進効果の特異性が明らかになった．
SREBP-２タンパク質の小胞体―ゴルジ体輸送のコレステ

ロール量による調節，切断による活性化については詳細な
分子機構が明らかにされている２１）．培養細胞においてはコ
レステロール＋２５-水酸化コレステロールの培地への添加
により，SREBP-１／-２の活性化はほぼ完全に抑制される．
しかし in vivo において SREBP-１の活性化はインスリンの
調節を強く受け，ホスファチジルイノシトール３-キナー

ゼ（PI３K）／Akt経路が介在し，ステロールによる調節をほ
とんど受けない２５）．Gln添加培地で Hep G２細胞を培養す
ると，１時間後より Aktのリン酸化が亢進し，そのとき
PI３K阻害剤共存により SREBP-１の活性化は著しく低下
し，Glnの効果も消失した．しかし，Glnにより上昇した
SREBP-２の活性型への変換は影響を受けなかった１０）．した
がって，Glnによる SREBP-１／-２の活性化は異なる経路を
介して行われる可能性があり，その分子機構についてはさ
らなる解析が必要である．

７． 培養細胞培養液中に高濃度で含まれる Glnの生理
的意義

今から５０年以上前に，Eagleらは HeLa細胞の培養培地
の組成を検討する実験において，培養液中の Gln濃度が増
殖に必須であり，最終的に細胞増殖に不可欠なレベルとし
て４mMを定めた２６）．この濃度に基づき，現在多くの培養
細胞に用いられ，Eagleの名前も入っている DMEM培地
は，ほかのアミノ酸に比べ突出して高い４mM Glnが添加
されている．それでは高濃度 Glnが細胞増殖に必要とされ
るその分子メカニズムはどのようなものなのだろうか．
Glnと細胞増殖の関係を論じた論文は複数ある中で２７，２８），
培地の必須アミノ酸が mTOR（mammalian target of rapamy-
cin）キナーゼ活性を上昇させ，タンパク質翻訳，細胞増
殖，オートファジーを促進する際に Glnが重要な役割を演
じているという興味深い仮説がある２９）．それによると，細
胞内に取り込まれた Glnが双方向輸送トランスポーター
SLC７A５により排出される際に，必須アミノ酸を細胞内に
取り込む機構が働くという．残念ながらこの機構では Gln
の SREBP活性化機構は説明できない．しかし，我々が見
いだした Glnと SREBPの接点は，培地への高濃度 Gln添

図６ 培地への種々のアミノ酸添加による SREBP-１／-２の活性化
Hep G２細胞を各種アミノ酸を添加した培地で４時間培養し，細胞を回収し，ウエスタンブ
ロット解析を行った．文献１０より改変．
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加が，膜脂質を構成する脂肪酸とコレステロールの合成を
高め，さらに培地より LDLの取り込みを上昇させること
で，細胞の速やかな増殖に寄与していることを示している
（図７）．

８． おわりに

筆者らは，脂質代謝異常に起因するメタボリックシンド
ローム等とアミノ酸代謝の接点を探るべく研究を開始し
た．本研究の成果は，Glnが SREBPを活性化するという
新たな接点を提示したが，SREBPは脂質代謝異常時には
活性を抑制することが望まれる因子の一つである．それで
は実際に Gln摂取過剰が代謝異常を引き起こしているかと
いうとその可能性はきわめて低いと考えられる．小腸で吸
収された Glnのほとんどは小腸細胞内で代謝され，門脈血
中にそのままの形で排出されない．小腸細胞は１日もしく
は数日といわれる短寿命で腸管から剥離し，新たな細胞が
出現する増殖回転の速い細胞である．しかも生体内の組織
の中で SREBP-１a発現の高い数少ない組織である１１）．本研
究の培養細胞で認められた現象が小腸細胞で生じている可
能性は高く，Glnが積極的に小腸細胞の増殖を支持する役
割を演じていることが考えられる．腸管障害を Glnが抑制
するという報告ともよく一致する結果といえる３０，３１）．Gln
の新たな正の機能として，脂質代謝活性化を評価すること
ができる．
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