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略語 
 
ATP 
ADP 
BSA 
CBB 
cDNA 
cpm 
Da 
DAB 
DDW 
DEPC 
DMSO 
DNA 
dNTP 
DTM 
DTT 
ECL 
EDTA 
G3PDH 
HBSS 
HRP 
IgG 
IPTG 
MOPS 
Ni-NTA 
O.D 
OG 
PBS 
PCR 
PMSF 
RI 

adenosine 5ʼ-triphosphate 
adenosine 5ʼ-diphosphate 
bovine serum albumin 
coomassie brilliant blue 
complimentary DNA 
count per minute 
Dalton 
3,3'-diaminobenzidine 
distilled water 
diethylpyrocarbonate 
dimethyl sulfoxide 
deoxyribonucleic acid 
deoxynucleotide triphosphate 
n-decyl-β-D-thiomaltopyranoside 
dithiothreitol  
enhanced chemiluminescence amplification 
ethylenediamine-N,N,NʼNʼ-tetraacetic acid 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
Hank's balanced salt solution 
horseradish peroxidase 
immunoglobulin G 
isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid 
nickel-nitrilotriacetic acid 
optical density 
n-octyl-β-D-glucoside 
phosphate buffered saline 
polymerase chain reaction 
phenylmethylsulfonylfluoride 
radioisotope 



 4 

RNA 
RT-PCR 
SDS  
SDS-PAGE 
TB 
TBS 
tris 
 

ribonucleic acid 
reverse transcription PCR 
sodium dodecyl sulfate 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
terrific broth 
tris-buffered saline 
tris (hydroxymethyl) aminomethane

 
アミノ酸の⼀⽂字表記 
 
G 

V 
I 
T 
N 
Q 
R 

glycine 
valine 
isoleucine 
threonine 
asparagine 
glutamine 
arginine 

A 
L 
S 
D 
E 
K 
C 

alanine 
leucine 
serine 
aspartic acid 
glutamic acid 
lysine 
cysteine 

M 
F 
Y 
W 
H 
P 
 

methionine 
phenylalanine 
tyrosine 
tryptophan 
histidine 
proline 
 

 
 
DNA の⼀⽂字表記 
 
A       adenine          T     thymine 
G       guanine                         C     cytosine
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第一章 序論 

 

多くの細胞にとってグルコースは解糖系や TCA 回路で代謝されてエネルギー

を生み出すだけでなく、様々な生体物質へ転換される必須な栄養素である。グル

コースは細胞膜上にある facilitative glucose transporter (GLUT) や、sodium-glucose 

cotransporter(SGLT)によって細胞内に取り込まれ利用される。GLUT は

MFS(Major Facilitator Superfamily)に属する 12 回膜貫通型のトランスポーターで

細胞膜に発現し、受動輸送である促進拡散によってグルコースを取り込むこと

が知られている(1)。細胞内に取り込まれたグルコースはヘキソキナーゼによっ

てグルコース-6-リン酸に変換されるため、一方向性のグルコース取り込みが受

動輸送によって起きる(2)。一方で SGLT は細胞内外のナトリウム濃度勾配を駆

動力としてグルコースを能動輸送するグルコースとナトリウムの共輸送体であ

る(3)。SGLT が小腸や腎臓の刷子縁膜に発現しグルコースの体内への吸収に関わ

るのに対し、GLUT はほとんどの細胞に存在して細胞膜を隔てたグルコース輸

送とグルコースホメオスタシスに関わっている。 

GLUT には 14 のサブタイプが知られており、アミノ酸配列の相同性によりク

ラスⅠ〜Ⅲに分けられる(図 1)。クラスⅠには GLUT1〜4、14 が含まれる。その中

でも GLUT1、GLUT4 は疾患に関わることから特に研究が進められている(2, 3)。

GLUT1 は多くの細胞に発現しているが、特に赤血球や血液脳関門では主な糖輸

送体として機能している(4, 5)。また、がん細胞に多く発現しており、大量のエ

ネルギーを消費するがん細胞へのエネルギー供給経路になっている(2, 6)。

GLUT4 は筋肉や脂肪組織に発現するインスリン感受性のトランスポーターであ

り、インスリン刺激によって細胞内小器官から細胞膜上に移動し血中のグルコ

ースを細胞内に取り込む(7)。低親和性のグルコーストランスポーターとして知

られる GLUT2 は小腸において基底膜側に発現しておりグルコースの放出、拡散

に関わっている(8)。クラスⅡには小腸でフルクトースを細胞内に輸送する

GLUT5 や、尿酸を基質とする GLUT9 などがある(9–11)。GLUT7、GLUT11 の機

能は解明されていない。クラスⅢには GLUT6、8、10、12、13 が分類される。ク

ラスⅢの特徴として N 末端に細胞内膜系への発現シグナル配列であるダイロイ

シンモチーフを有する(1)。これにより、細胞膜上のみでなく小胞や分泌顆粒な

どの細胞内小器官での機能が示唆される。これまでの報告では GLUT8、GLUT10
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がそれぞれ分泌小胞やミトコンドリアに発現していること、グルコース以外に

デヒドロアスコルビン酸を輸送することがわかっている(12–15)。また GLUT13
は脳の神経に発現しており、グルコースを輸送しないがプロトンと myo-イノシ

トールを共輸送する能動輸送体として機能するなど、細胞膜上で機能する他の

クラスとは異なる性質を有するものが多い(16, 17)。 

 GLUT12は2002年に乳腺がん細胞ライン化細胞のMCF-7から発見された(18)。

GLUT12 はがん細胞だけでなく骨格筋や脂肪細胞、小腸、胎盤、心臓、前立腺、

脳、腎臓など生体に広く分布している(18, 19)。また、遠位尿細管や集合管では

細胞のアピカル側に発現していることが報告されている(20)。GLUT12 はクラス

Ⅲのその他の GLUT と同様に細胞内在性を示しており、代謝組織では GLUT4 と

同様にインスリン感受性も報告されている(21)。近年では、がん細胞の浸潤や増

殖に関与する事が明らかになり、がん治療のターゲット候補として注目され始

めている(22, 23)。しかし基質に対する速度論解析や細胞内局在を解析した報告

はなく、その生理機能は不明なままである。近年になってプロトン勾配やナトリ
ウムイオン勾配で輸送が制御される事が報告され、GLUT 共通の性質である促

進拡散だけでなく能動輸送を行う可能性が示唆された(24, 25)。これまで GLUT

ファミリー内でグルコースを能動輸送するトランスポーターは確認されておら

ず、非常に大きな発見である。しかし、Wilson-O’Brien らが MDCK 細胞を⽤い
て、プロトン勾配形成によりグルコース輸送量が増加することをを⽰したが、
Pujol-Giménez らのアフリカツメガエル卵細胞を⽤いた研究ではナトリウムイオ
ンの存在によってグルコース輸送量は増⼤する⼀⽅で、プロトンは輸送量に影
響しなかった。このように、これら能動輸送に関する結果は一致しておらず、詳

細は不明なままである。GLUT の生理機能解明を困難にしている原因のひとつ

が輸送活性測定系にあると考える。 

これまで行われてきているグルコース輸送実験の多くはアフリカツメガエル

卵細胞や CHO 細胞などを用いた培養細胞系の実験である。GLUT 本来の基質で

ある D-グルコースは細胞内で代謝されるため、正確な輸送量を測定することが

できない。そのため 2-デオキシグルコース(2-DG)が用いられているが、2-DG も

細胞内でヘキソキナーゼにより代謝されるため、この酵素の活性の影響下での

測定となる(図 2)(26)。一方で、大腸菌での発現・精製再構成系を用いれば、目的

のトランスポーターを大量に発現・精製することが可能で、リポソームに再構成

することでその他のタンパク質の影響や細胞内代謝を気にすることなく本来の
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基質であるグルコースを用いた迅速な実験が可能である。このようなシステム
での解析は GLUT12 では⾏われていなかった。内膜系での機能や、輸送メカニ
ズムが明らかになっていない GLUT12 の解析はグルコース動態や GLUT クラス
Ⅲの働きを知る上で⾮常に重要であると考える。そのため本研究では GLUT12

の精製・再構成系を構築し、グルコース輸送解析を行った。 

また、GLUT12 は骨格筋や脂肪組織、腎臓などの組織での発現が報告されてい

るが、クラスⅢのその他 GLUT と同様に、乳腺上皮細胞や MDCK 細胞では細胞

内組織に発現することがわかっている(12, 18, 24, 27–31)。このことは、インスリ

ン依存性のグルコース輸送だけがその機能ではないことを示唆している。その

ため、グルコース輸送解析に加えて、マウス組織を用いて腎臓や小腸、そしてこ

れまで解析がされていなかった内分泌系での GLUT12 の詳細な発現部位の解析

を行った。 
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図 1 GLUT ファミリー 

GLUT は SLC2 ファミリーに属するグルコーストランスポーターである。アミ
ノ酸の相同性により、クラスⅠ〜Ⅲに分類され、14 のサブタイプが存在する。 
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図 2 培養細胞系と精製再構成系 

培養細胞を⽤いた実験では、細胞内代謝や細胞内物質、その他のトランスポータ
ーの影響を受ける可能性がある。精製・再構成系ではGLUTのみの機能を測定す
ることができ、GLUT本来の基質であるグルコースの使⽤が可能である。 
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第二章 実験材料と方法 

 
＜大腸菌発現用プラスミドの作製＞ 

 

 ヒト GLUT1(Mammalian Gene Collection clone ID:40085220)、ヒト GLUT12(clone 

ID:30371087)の 5’-末端、3’-末端由来の配列にベクター末端配列に相同な 15 塩基

を 5’-末端に付加したプライマーを用いて PCR を行った。反応液(全量 16 µL)の

組成は下記の通りである。 

  

 鋳型 DNA  0.5 µL  

 2.5 mM dNTP mix 2.0 µL  

 10 µM forward primer 2.0 µL  

 10 µM reverse primer 2.0 µL 

 10×Pfx50 PCR buffer 1.6 µL  

 Pfx50 DNA polymerase (Invitrogen) 0.3 µL  

 

各プライマー配列は以下の通りである。 

hGLUT1 

 forward primer 5’- CGGGGGATCCGAATTCATGGAGCCCAGCAGCAAGAA -3’ 

 reverse primer 5’- CGCACCTCATCTCGAGCACTTGGGAATCAGCCCCCAG -3’ 

 

hGLUT12 

 forward primer 5’- CGGGGGATCCGAATTCATGGTACCTGTTGAAAACAC -3’ 

 reverse primer 5’- CGCACCTCATCTCGAGGGTCTCTGGAGAAAGCTGCCT -3’ 

  

 各遺伝子において以下のサイクルを行った。 

94℃  2 分 

94℃ 30 秒 

55℃ 30 秒       25 サイクル 

68℃  3 分 

68℃  5 分 
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 各 PCR 産物 30 ng と、EcoRI、XhoI、High buffer を含む反応液で 37℃、4 時

間制限酵素処理した β-pET-28a(+)-α ベクター 50 ng を混合し、In-fusion HD 

enzyme (TaKaRa) 0.5 µL を加え、全量を 5 µL とし、50℃で 30 分反応させた。こ

れをコンピテントセル DH5α に加え、30 分氷上に置いた後、42℃で 45 秒ヒー

トショックし、SOC 培地 250 µL を加えた。37℃で 1 時間置いた後、30 µg/mL 

カナマイシンを含む LB 寒天培地で一晩培養した。得られたコロニーから 30 

µg/mL のカナマイシンを含む LB 培地で大腸菌を培養し、ミニプレップ法により

プラスミドを回収した。このプラスミドの塩基配列を BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (ABI) を用いて DNA シーケンサー (ABI 3500 ジェネティ

ックアナライザ) で確認した。 

 

 

＜タンパク質の発現と精製＞ 

 

 精製には Shani Leviatan らの方法を用いた(32)。各 GLUT 大腸菌発現用プラス

ミドを大腸菌 C43(DE3)株にヒートショック法により導入し、30 µg/mL カナマイ

シンを含む TB 培地 [12% trypton、24% yeast extract、170 mM KH2PO4、550 mM 

K2HPO4、4% グリセロール] で、37℃で培養した。O.D600 が 0.6 となったら終濃

度が１mM となるように IPTG、10 mM となるように D-グルコースを加えて 12℃

で 16 時間培養し、タンパク質の発現を誘導した。以降の全ての操作は 4℃で行

った。 

 その後、遠心操作 (1,200 ×g、15 分、4℃) で菌体を回収した。これを sonication 

buffer [50 mM MOPS-Tris pH 8.0、100 mM NaCl、10 mM KCl、20% グリセロール、

10 µg/mL leupeptin、10 µg/mL pepstatin A、1 mM PMSF] に懸濁し、遠心 (5,900 ×g、

10 分、4℃) して上清を除いた。再び sonication buffer で菌体を懸濁し、ソニケ

ーション（SONICS 社 VC-505、出力 25%、30 秒×8 回）により菌体を破砕した

後、遠心 (5,900 ×g、10 分、4℃) した。上清を回収し、再び遠心 (5,900 ×g、5 

分、4℃) した。上清を回収し、超遠心 (120,000 ×g、1 時間、4℃) により得られ

た沈澱物を膜画分とした。これを solubilization buffer [50 mM MOPS-Tris pH 8.0、

100 mM NaCl、10 mM KCl、10% グリセロール、10 µg/mL leupeptin、10 µg/mL 

pepstatin A、1 mM PMSF] に懸濁し、タンパク質濃度を測定した後 10 mg/mL と

なるよう solubilization buffer で希釈した。終濃度 1.5％(w/v)となるよう Fos-
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Choline 14 (affymetrix) を加え、氷上で 15 分間可溶化した。超遠心 (210,000 ×g、

30 分、4℃) により得られた上清を可溶性画分とした。 

Ni–NTA super flow レジン (Qiagen) 1 mL に solubilization buffer で 2 倍希釈し

た可溶性画分を 2 時間転倒混和し吸着させた。混合液をカラム (1.0×5 cm) に充

填し、これを 10 mL の wash buffer Ⅰ [50 mM MOPS-Tris pH 8.0、100 mM NaCl、10 

mM KCl、10% グリセロール、5 mM イミダゾール、0.1% DTM、10 µg/mL leupeptin、

10 µg/mL pepstatin A、1 mM PMSF] で洗浄し、次いで 20 mL の wash buffer Ⅱ [50 

mM MOPS-Tris pH 8.0、10% グリセロール、45 mM イミダゾール、0.1% DTM 

(affymetrix) ] で洗浄した後に、3 mL の elution buffer [50 mM MOPS-Tris pH 7.0、

300 mM イミダゾール、20％ グリセロール、0.1％ DTM] で溶出した。 

 

 

＜リポソームの調製＞ 

 

 大豆の L-α-phosphatidylcholine (Sigma type Ⅱ-S) を 20 mg 試験管に計りとり、

20 mM MOPS-NaOH pH 7.0、1 mM DTT を 2 mL 加えた。チップ式ソニケーター

(SONICS 社 VC-505、出力 25%)にて、液が澄明で均一となるまでソニケーショ

ンを行った。 

 500 µL ずつチューブに分注して使用時まで−80℃にて保管した。 

 

 

＜蛋白質定量＞ 

 

BIO-RAD protein assay kit (Bio-Rad) 

 

 総量 800 µL になるように蒸留水でタンパク質溶液を希釈した。200 µL の BIO-

RAD Protein Assay 試薬 (Bio-Rad) を加え、ボルテックスし、O.D 595 の吸光度を

分光光度計 (UV-1800：島津製作所) で測定した。牛血清アルブミン (BSA) をス

タンダードとして、タンパク質量を定量した。 
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Schaffner & Weissmann 法(33) 

 

 総量 300 µL になるようにタンパク質溶液を蒸留水で希釈し、A 液 [1 M Tris-

HCl pH 8.0, 1%(w/v) SDS] 30 µL を加え懸濁した。B 液 [50%(w/v) TCA] を 100 µL

加え懸濁し、15 分以上室温放置した。ニトロセルロースメンブレンフィルター

(pore size 0.45 µm；ADVANTEC) に吸引濾過した。ニトロセルロースメンブレン

を C 液 [5% TCA] で洗い、staining solution [Amido scwartz 10B 0.2 g、メタノール 

90 mL、酢酸 20 mL] で 5 分間染色した。Destaining solution [メタノール:蒸留水:

酢酸=90:8:2 by volume] でバックグラウンドが白くなるまで脱色し、elution 

solution [50%(v/v) エタノール、25 mM NaOH、50 µM EDTA] 3 mL で溶出した。

数回ボルテックスし、完全に溶出した後、O.D630 の吸光度を測定した。 

 

 

＜SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびウエスタンブロット法＞ 

 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動は Laemili らの方法で行った(34)。サン

プルは、1 ×SDS Sample Buffer [2% SDS、2% β-メルカプトエタノール、10% glycerol、

125 mM Tris/HCl pH 6.8、0.02% Bromophenol blue] にて変性（30 分、室温）させ

た。Electrode buffer [12 mM Tris、0.72% Glycine、0.013% EDTA、0.025% SDS] 、

11%のポリアクリルアミドで、10 mA、約 16 時間電気泳動した。CBB 染色は泳

動後のゲルを CBB 染色液 [5% 酢酸、50% メタノール、0.25% CBB] に入れ、

約 30 分染色した。固定液 [20% メタノール、10% 酢酸] で 30 分振盪し、その

後バックグラウンドが透明になるまで脱色液 [5% メタノール、7% 酢酸] で脱

色した。 

ウエスタンブロットでは泳動後のゲルから蛋白質をニトロセルロースメンブ

レン (pore size 0.45 µm；ADVANTEC) に blotting buffer [25 mM Tris、1% Glycine、

0.02% SDS、20% メタノール] 、0.35 A の電流にて 2 時間転写し、その後メンブ

レンを 0.5% BSA を含む TEN buffer [25 mM Tris-HCl pH 7.4、1 mM EDTA、140 

mM NaCl] にて 3 時間ブロッキングした。次いで 0.5%の BSA を含む TEN buffer

で 100-1,000 倍に希釈した一次抗体(GLUT1：GTX100684、GLUT12：GTX37419 ; 

GenTex)と室温にて 2 時間反応させた。メンブレンを、wash buffer [0.1% Tween 

20 (和光純薬) を含む TEN buffer] を用いて、室温 10 分×3 回洗浄し、wash buffer
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で 2,000 倍に希釈したペルオキシダーゼ標識抗ウサギ  IgG 抗体  (Organon 

Teknica) と室温にて 30 分反応させた。反応後、wash buffer で、随時液を交換し

ながらメンブレンを 2-3 時間室温にて洗浄した。最後に、ECL kit (Amersham 

Bioscience) を用い抗体のシグナルを検出した。 

 

 

＜GLUT による D-グルコース輸送活性測定＞ 

 

 10 mM MOPS-Tris pH 7.5、2 mM MgSO4、20 µg 精製 GLUT、2 mg リポソーム、

0.5% OG(affymetrix)を混合し、氷上で 15 分間可溶化した後、–80 ℃にて 15 分間

静置した。凍結後これを取り出し、迅速に解凍し、その後直ちに dilution buffer 

[10 mM MOPS-Tris pH 7.5、2 mM MgSO4] にて 50 倍以上に希釈し、130,000 ×g、

4℃で 1 時間遠心した。ペレットを dilution buffer 200 µL で懸濁し、再構成プロ

テオリポソームを得た。 

 Dilution buffer にリポソームと終濃度が 0.2 mM になるよう[3H]D-グルコース

（放射比活性 1 M Bq/µmol）を加え、20 ℃水浴で 30 秒反応させた。反応液を分

取し、ニトロセルロースメンブレンフィルター (pore size : 0.22 µm GSWP；

Millipore)に通した。氷上で冷やした dilution buffer 2 mL を 3 回通し洗浄した。メ

ンブレンフィルターをクリアゾル 6 mL に入れ、含まれる放射能 (リポソーム内

に取り込まれた基質の量に相当する) を液体シンチレーションカウンター (Tri-

Carb 4810TR；パーキンエルマー) により計測した。各阻害剤は 20 ℃で 10 分間

プレインキュベーションした。フロレチンは 100%の DMSO で溶解し、反応液

中の DMSO 濃度は 1%以下になるよう調整した。  

 

 

＜データ解析＞ 

 

 測定値は、平均±標準誤差で示した。統計学的有意差は、one-way ANOVA を

行った後に、post-hoc test として Dunnett 法を用いて検定した。*p < 0.05 で示し

た。 
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＜免疫組織化学＞ 

 

マウス灌流固定 

 

7 週齢オスの C57BL/6 マウスを麻酔し、腹部・胸部を切開して肝臓・心臓を露

出した。左心室にカニューレを挿入して右心房に切り込みを入れてから、HBSS

［10×HBSS(GIBCO)を希釈し、1.26 mM CaCl2、0.49 mM MgCl2、0.83 mM MgSO4、

0.35 g/mL NaHCO3、フェノールレッドを添加して 1×溶液を作製］を灌流し、肝

臓が灰褐色になるまで脱血した。脱血後、固定液［4% パラホルムアルデヒド(ナ

カライテスク)、0.2% ピクリン酸(和光純薬)を含む 0.1 M ナトリウムリン酸緩衝

液(pH 7.4)］を 10 分間灌流して固定した。マウスから組織を採取し、固定液に

30 分間漬けて追加固定した後、PBS で 10 分間×3 回洗浄した。10%, 15%, 20%

シ ョ 糖 を 含 む PBS に 4 時 間 ×2 回 ず つ 浸 漬 し て 脱 水 し た 後 、

O.T.C.compound(SAKURA)に包埋して液体窒素で凍結し、Cryostat 2800 Frigocut-

E(Leica)により厚さ 6 μm の凍結切片を作製した。切片は MAS コートスライドガ

ラス(松浪ガラス)に採り、30 分間風乾してから染色に使用するまで–80℃保存し

た。 

  

間接蛍光法による組織切片の免疫染色 

 

切片を 0.1％ TritonX-100 を含む PBS で、室温で 30 分間処理して脂質膜を可

溶化した。PBS で 2 回洗浄した後、2％ ヤギ血清(GIBCO)と 0.5%(w/v) BSA を

含む PBS で、室温で 30 分間ブロッキングした。一次抗体を室温で 1 時間反応

させた後、PBS で洗浄(5 分間×4 回)して一次抗体を除いた。その後、二次抗体

を室温で 1 時間反応させ、PBS で洗浄(5 分間×7 回)して二次抗体を除いた。

Perma Flour Aqueous Mountant(IMMUNON)で切片を封入した後、共焦点レーザー

顕 微 鏡 OLYMPUS FV300(OLYMPUS) ま た は 蛍 光 顕 微 鏡 Olympus 

BX60(OLYMPUS)で観察した。 
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HRP 法による組織切片の免疫染色 

 

切片を 0.3% H2O2を含むメタノールで 30 分間内在性ペルオキシダーゼ不活化

処理を行った。0.05％ Tween20 を含む PBS(PBST)で洗浄し、1.5％ヤギ血清

(GIBCO)を含む PBS で、室温で 30 分間ブロッキングした。一次抗体を室温で 1 

時間反応させた後、PBST で洗浄(5 分間×4 回)して一次抗体を除いた。その後、

二次抗体を室温で 30 分間反応させ、PBST で洗浄(5 分間×4 回)して二次抗体を

除いた。VECTASTAIN ABC kit(Vector)で室温、30 分反応させた後、PBST で 10

分間×4 回洗浄し、DAB 反応を 1-2 分間行った。その後、ddw で洗浄して DAB を

洗浄した。切片を封入した後、蛍光顕微鏡 Olympus BX60(OLYMPUS)で観察した。 

 

<一次抗体> 

 抗マウス GLUT12 ウサギ抗血清 

(マウス GLUT12 ペプチド(560-CSLEQISVELAKANYVK-576)から作製)  

: 200 倍希釈 

 

使用した一次抗体はシグマアルドリッチに受託依頼し作製した。抗体作

製に使用したペプチド領域はその他 GLUT と交差性のない細胞質側に露出

した部分であり、ウエスタンブロット法により、ヒトGLUT1、マウスGLUT6,

マウス GLUT8, マウス GLUT10, マウス GLUT13 と交差性がないことを確

認している。ヒト GLUT1 とマウス GLUT1 のアミノ酸配列の同一性は 97%

である。 

  

<二次抗体> 

  Alexa Fluor 488 標識抗ウサギ IgG 抗体（Molecular Probes、A-11034） 

: 500 倍希釈 

Biotinylated anti-rabbit IgG 抗体（フナコシ） : 500 倍希釈 
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＜RT-PCR＞ 

 

Total RNA の調製 

 

 C57BL/6 マウス(オス、7 週齢)より臓器を採取した。750 µL の ISOGENⅡ(ニッ

ポンジーン)を加え、ホモジナイズした後、常温で 15 分間静置した。12,000 ×g、

室温で 15 分間遠心した。水層を回収し、等倍量のイソプロパノールを加えて混

和した後、12,000 ×g、室温で 10 分間遠心した。上清を除き、0.5 mL の 75% エ

タノールで１度洗った後、上清を完全に除き、DEPC 処理した超純水に懸濁して

total RNA を得た。 

 

 

Total RNA の精製 

 

 RNeasy mini kit(QIAGEN)を用いた。調製した total RNA に DNase I buffer、400 

U/mL Ribonuclease inhibitor、200 U/mL DNase I を添加し、37ºC で 30 分間インキ

ュベートして DNase 処理した。350 µL の RLT buffer を加えて混和し、250 µL の

100% ethanol を加え、RNeasy スピンカラムに充填して 16,000 ×g、常温で 15 秒

間遠心した。500 µL の RPE buffer を添加し、16,000 ×g、常温で 2 分間遠心した。

RNase free water を添加して常温で 1 分間静置後、16,000 ×g、常温で 1 分間遠心

し、精製 total RNA を得た。 

 

逆転写反応 

 

 精製した total RNA 1 µg に、Prime Script RT Master Mix(タカラバイオ)を添加

し、RNase free water で全量を 20 µL にした後、37ºC で 15 分間、85ºC で 5 秒間

反応させた。 

 

PCR 

 

逆転写反応産物に PCR 反応液 (Q5 DNA ポリメラーゼ (NEW ENGLAND 

Biorabs) 0.1 nit、dNTP 0.2 mM、各プライマー5 pmol)を調整し PCR を行った。ポ
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ジティブコントロールにはハウスキーピング遺伝子である G3PDH を用いた。目

的産物の増幅に用いたプライマーとその増幅産物(bp)は以下に記した。PCR 反応

産物に loading buffer(TaKaRa)を混ぜ、5% ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行

った。泳動後のゲルを ethidium bromide で 30 分間染色した後、UV にてシグナル

を検出した。 

 

 

<増幅プライマー> 

mGLUT12（139 bp） 

forward primer 5’- CAGTCGTCCCAGCTGCTTACAA -3’ 

reverse primer 5’- ATGGCGCGGCCTCTAATTC -3’ 

 

mG3PDH (150 bp) 

forward primer 5’- TGTGTCCGTCGTGGATCTGA -3’ 

reverse primer 5’- TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG -3’ 

 

各遺伝子において以下のサイクルを行った。 

98℃ 30 秒 

98℃ 30 秒 

60℃ 30 秒       31 サイクル 

72℃ 10 秒 
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第三章 結果 

 
＜各 GLUT の精製＞ 

 
今回の研究では、コントロールとして GLUT1 を⽤いた。本来であればコント

ロールとして GLUT12 と同じクラスⅢの GLUT を⽤いるべきであると考えるが、
クラスⅢは機能解析が進んでおらず、新規に機能解明する GLUT12 のコントロ
ールとしては不適当と判断した。そこでクラスは異なるが、GLUT の中で最も解
析が進んでいる GLUT1 をコントロールとして使⽤した。 

 ヒト GLUT1、ヒト GLUT12 の N 末端と C 末端に親⽔性のαヘリックスタン
パク質（YaiN、YbeL）を融合したタンパク質を発現するプラスミドを作成した。
この⼤腸菌発現⽤プラスミドを導⼊した⼤腸菌 C43(DE3)株を 12℃で培養し
IPTG で発現を誘導した。⼤腸菌をソニケーションで細胞破砕後、界⾯活性剤 Fos-

Choline 14 で膜タンパク質を可溶化し Ni-NTA カラムクトグラフィーにより
GLUT を精製した(図 3)。GLUT1、GLUT12 いずれにおいてもタンパク質の回収
量は VGLUT や VNUT に⽐べると低く、培養液 2 L から約 0.5 mg であった。精
製 GLUT を SDS-電気泳動およびウエスタンブロットで解析するとアミノ酸配列
から計算された分⼦量よりやや⼩さな分⼦量の位置にメジャーバンドとして泳
動された。GLUT1 においては理論値より低い分⼦量の位置にバンドが出る傾向
がある(35, 36)。また、精製度は GLUT1、GLUT12 それぞれ 40.6%、45.6%であっ
たが輸送活性測定には問題ない精製度であると判断した。 
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図 3 GLUT1、GLUT12 の精製 

Ni-NTA elution 画分を SDS-PAGE で泳動後、CBB 染⾊とウエスタンブロッティ
ング法によりそれぞれ確認した。CBB 染⾊には 10 µg、W.B.には 1 µg を泳動し
た。⽬的のバンドを⽮頭で⽰した。各精製 GLUT のアミノ酸配列から計算され
た理論値は精製 hGLUT1 : 83.0 kDa、精製 hGLUT12 : 95.8 kDa。得られたバンド
から計算した値は GLUT1：69.1 kDa、GLUT12：81.1 kDa であった。 

 

 

 

 

 



 21 

＜GLUT によるグルコース輸送活性測定＞ 

 
精製した各 GLUT20 µg を 2 mg の⼤⾖レシチンと混ぜ、凍結融解希釈法にて

リポソームに組み込み、プロテオリポソームを得た。プロテオリポソームに RI

標識した D-グルコースを添加し、⼀定時間後にサンプリングしニトロセルロー
スフィルターでろ過した。取り込まれた RI 標識グルコース量を液体シンチレー
ションカウンターで測定した。これまで当研究室で輸送活性測定に⽤いてきた
27℃では反応が速いため、20℃で反応させた。 

その結果、GLUT1、GLUT12 をそれぞれ再構成したリポソームにおいて時間
依存的にグルコースの取り込み量が増加した(図 4)。⼀⽅、GLUT を含まないリ
ポソームの取り込み量はプロテオリポソームに⽐べて 4〜5 pmol と⼩さく、時間
変化を⽰さなかった。バックグラウンド値が 4〜5pmol であるのは、リポソーム
へのグルコースの吸着であると考えられる。 

これまで GLUT12 の速度論解析は⾏われておらず、KM 値や Vmax 値といった
親和性や最⼤輸送速度は⽰されていなかった。そこで、各グルコース濃度で輸送
活性を測定した(図 5)。解析の結果、GLUT1 と GLUT12 は典型的なミカエリス・
メンテン型のキネティクスを⽰し、KM 値はそれぞれ 11.6±2.2 mM(n=3)、6.4±
1.6 mM(n=3)であった。Vmax 値はそれぞれ 1.4±0.1 µmol/mg/min(n=3)、1.2±0.1 

µmol/mg/min(n=3)であった(図 5)。GLUT1 の KM 値はこれまでの報告と同様のレ
ンジの結果が得られており、本測定系で輸送活性が正しく測定できていること
を⽰している(37–43)。GLUT12 は GLUT1 よりやや⾼いがほぼ同等の親和性であ
った。最⼤輸送速度はほぼ同じ値であった。 
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図 4 GLUT1、GLUT12 によるグルコース輸送のタイムコース 

精製した GLUT1、GLUT12 をそれぞれリポソームに再構成し D-グルコースの取
り込み量を測定した。グルコース濃度は 0.2 mM。反応温度は 20℃。○：GLUT1

を再構成したリポソーム、●：GLUT12 を再構成したリポソーム、□・■：再構成
をしていないリポソーム。(n=3) 
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図 5 GLUT1、GLUT12 による濃度依存的なグルコース輸送 

GLUT1、GLUT12 をそれぞれ再構成したリポソームに D-グルコースを添加し
(グルコース濃度：0.2、0.4、0.8、1.5、6、12、20 mM) 、20℃で 30 秒反応させ
た。左：GLUT1 右：GLUT12。GLUT1、GLUT12 の KM 値はそれぞれ 11.6±
2.2 mM、6.4±1.6 mM。Vmax 値はそれぞれ 1.4±0.1 µmol/mg/min、1.2±0.1 

µmol/mg/min となった。(n=3) 
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 さらに GLUT12 の性質を明らかにするため、GLUT ファミリー共通の阻害剤
であるフロレチンの効果について検討した (図 6)。GLUT12 では 100 µＭのフロ
レチン添加で 73±2.5%(n=3)の阻害がみられた。⼀⽅、GLUT1 では活性はバック
グラウンドレベルに低下した。フロレチンは GLUT の阻害剤として広く使⽤さ
れており、グルコース輸送がフロレチン感受性を⽰した事はグルコース輸送活
性が GLUT を介したものであることを⽰している(1)。 

 次に、各種糖の効果について検討した。アスコルビン酸、デヒドロアスコルビ
ン酸、GLUT13 の基質である myo-イノシトール、D-グルコース以外の単糖類や⼆
糖類、細胞内物質を添加し、グルコース輸送に対する影響を解析した。各試薬を
GLUT1、GLUT12 を再構成したリポソームに添加し、20℃で 30 秒プレインキュ
ベーションした。その後 D-グルコースを添加し取り込み量を測定した。アスコ
ルビン酸を添加しても輸送量に影響はなかったが、デヒドロアスコルビン酸に
より 55±8.3%(n=3)の阻害がみられた。GLUT1 でも同様に 53±8.5%(n=3)の阻害
が⾒られた。 

GLUT ファミリーは L-グルコースを認識しないことが知られており、実際に
本研究で検討したところ L-グルコースは GLUT1 によるグルコース輸送を阻害
しなかった(4, 44, 45)。同様に GLUT12 においても L-グルコースは影響しなかっ
た。また、myo-イノシトール、単糖類の D-ガラクトース、D-フルクトースは
GLUT12 に影響しなかったが、⼆糖類のマルトース、スクロース添加でそれぞれ
55±12.3%(n=3)、58±3.7%(n=3)阻害された。GLUT1 についても検討した結果、
同様の結果が得られ、マルトース、スクロースでの阻害はそれぞれ 68±
19.6%(n=3)、71±3.4%(n=3)であった。 

 GLUT1 は ATP によってその活性が制御されることが⽰唆されている(46, 47)。
GLUT12 に ATP、ADP を添加すると、それぞれ 54±3.9%(n=3)、45±4.5%(n=3)

の阻害がみられた。GLUT1 では ATP、ADP 添加によりそれぞれ 68±5.7%(n=3)、
71±1.6%(n=3)阻害された。また、グルコース代謝物であるグルコース-6-リン酸
(G-6-P)、グルコース-1-リン酸(G-1-P)添加により、GLUT12 ではそれぞれ 39±
12.8%(n=3)、34±1.8%(n=3)阻害された。GLUT1 においても同様に G-6-P、G-1-P

添加でそれぞれ 62±2.7%(n=3)、55±3.6%(n=3)阻害された。 

GLUT12 で GLUT 阻害薬のフロレチンを様々な濃度添加しグルコース輸送量
の変化を検討した。フロレチンの濃度が上がるに従ってグルコース輸送量は低
下し、濃度依存的な阻害がみられた(図 7)。IC50 は 36 µM であった。これまでの
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報告では GLUT1 での IC50 値は 20 µM 程度であり(48)、これまでの結果も含めて
GLUT12 は GLUT1 と同様の性質を有していることが⽰唆された。 
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図 6 各種糖、細胞内物質の効果の検討 

GLUT1、GLUT12 を再構成したリポソームに各試薬を添加し 20℃で 10 分間プ
レインキュベーションした。その後 0.2 mM になるよう D-グルコースを添加し、
20℃で 30 秒反応させた。(n=3) 
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図 7 GLUT12 によるグルコース輸送のフロレチン濃度依存性 

GLUT12 を再構成したリポソームに、フロレチンを添加し(1、5、10、50、100、
200 µM)、20℃で 10 分プレインキュベーションした。その後 0.2 mM になるよう
D-グルコースを添加し、20℃で 30 秒反応させた。IC50 値は 36 µM となった。
(n=3) 
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＜タンパク質レベルにおけるマウス GLUT12 の発現＞ 

 
GLUT12 は⾻格筋や⼩腸、胎盤、⼼臓、前⽴腺、脳、腎臓など⽣体に広く発現

している(18, 19)。遠位尿細管、集合管ではアピカル側に発現していることが⽰
されている(20)。しかし、腎臓以外で詳細な組織発現解析は⾏われていなかった。
そこで、腎臓や⼩腸に加えて、これまで解析されていなかった内分泌組織の解析
を⾏った。 

マウス GLUT12 特異的抗体を作製し、間接蛍光法、HRP 法によりマウスにお
ける GLUT12 の発現部位を解析した。 

腎臓では、これまでの報告と同様に遠位尿細管、集合管のアピカル側に強いシ
グナルが得られた(図 8)。⽪質では近位尿細管には認められなかったが、⽷球体
タコ⾜細胞にシグナルが⾒られた。⼀⽅、遠位尿細管は⽪質にのみシグナルが認
められ、髄質では⾒られなかった。したがって、遠位尿細管では集合管に近い領
域で GLUT12 は特に発現していると考えられる。集合管では⽪質から髄質、腎
乳頭(papilla)にいたるまでシグナルが得られた。 

空腸では⼩腸上⽪細胞のアピカル側にシグナルが得られた(図 9)。 

また、興味深いことに内分泌組織である脳下垂体で GLUT12 の発現がみられ
た(図 10)。脳下垂体では前葉のみで発現がみられ、中葉、後葉ではシグナルは得
られなかった。内分泌組織である脳下垂体前葉で発現がみられたことから、その
他の内分泌組織にも GLUT12 が関わっている可能性があると考え、甲状腺と副
腎を解析した。 

甲状腺では濾胞上⽪細胞で発現がみられた(図 11)。 

副腎では⽪質にはシグナルがなく、カテコールアミンを合成、分泌する髄質の
みで強い発現がみられた(図 12)。 

いずれの組織においても間接蛍光法と HRP 法で同様の結果が得られた。 

 

 
＜mRNA レベルにおけるマウス GLUT12 の発現＞ 

 
マウスの各組織から mRNA を抽出しマウス GLUT12 特異的なプライマーを⽤

いて RT-PCR を⾏った。その結果、空腸、腎臓、副腎、甲状腺、脳下垂体、⼤脳
で⽬的の位置にバンド(139 bp)を検出した(図 13)。この結果は免疫組織化学法の
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結果と⼀致した。逆転写反応を⾏わなかったサンプル(–RT)では、バンドは検出
されなかった。 

 

 

 

 

 
 



 30 

 

 
図 8 マウス腎臓における GLUT12 の発現 

間接蛍光抗体法(左)、HRP 法(右)を⽤いてマウスの腎臓を免疫染⾊した。ネガテ
ィブコントロールとして免疫していないウサギの⾎清を使⽤した。 

G：glomerulus、CD：collecting duct、DT：distal tubule、PT：proximal tubule 
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図 9 マウス空腸における GLUT12 の発現 

間接蛍光抗体法(左)、HRP 法(右)を⽤いてマウスの空腸を免疫染⾊した。ネガテ
ィブコントロールとして免疫していないウサギの⾎清を使⽤した。 
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図 10 マウス脳下垂体における GLUT12 の発現 

間接蛍光抗体法(左)、HRP 法(右)を⽤いてマウスの脳下垂体を免疫染⾊した。ネ
ガティブコントロールとして免疫していないウサギの⾎清を使⽤した。 
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図 11 マウス甲状腺における GLUT12 の発現 

間接蛍光抗体法(左)、HRP 法(右)を⽤いてマウスの甲状腺を免疫染⾊した。ネ
ガティブコントロールとして免疫していないウサギの⾎清を使⽤した。 
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図 12 マウス副腎における GLUT12 の発現 

間接蛍光抗体法(左)、HRP 法(右)を⽤いてマウスの副腎を免疫染⾊した。ネガ
ティブコントロールとして免疫していないウサギの⾎清を使⽤した。 
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図 13 RT-PCR によるマウス GLUT12 の発現解析 

マウスの各組織から total RNA を抽出し、RT-PCR 法により GLUT12 を検出し
た。Control としてマウス GLUT12 の cDNA を⽤いた。 
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第四章 考察・展望 

 
GLUT は細胞内へのグルクースの取り込みや蓄積されたグルコースの細胞外

への分泌に関わっており、グルコースホメオスタシスに必要不可⽋なタンパク
質である。また、GLUT の⽋損は中枢神経系を中⼼に深刻な症状を⽰すことから
その⽣理機能、輸送機構の解析がなされてきた。GLUT1 や GLUT4 などの細胞
膜型トランスポーターが属するクラス I に⽐べて、クラス III は主に細胞内膜系
に存在しているとされており、その機能はほとんど分かっていない(1)。本研究
では、クラス III に属する GLUT12 の機能に焦点を当て解析した。 

これまで GLUT の輸送機機能の解析は⾚⾎球を⽤いた系やアフリカツメガエ
ル卵細胞、CHO 細胞や HEK 細胞などの強制発現系が⽤いられてきた(4, 24, 25, 

49)。これらの細胞では細胞内に取り込まれたグルコースは解糖系、ペントース
リン酸回路や TCA 回路などによって速やかに代謝されてしまうため、正確なグ
ルコース輸送活性を測定することは困難である。このため、これまでの実験系で
は 2-デオキシグルコースなどグルコースのアナログを⽤いた解析が⾏われてき
た。本研究では GLUT12 の輸送機能を解析するために、⼤腸菌での発現、精製、
リポソーム再構成による輸送活性測定系を構築した。精製再構成系は基質が細
胞内で代謝を受ける GLUT にとって有⽤な⼿法と考える。本研究で⽤いた⼤腸
菌発現系は⽬的タンパク質の N 末端と C 末端に親⽔性のαヘリックスタンパク
質（YaiN、YbeL）を融合することで、活性を持った真核⽣物膜タンパク質を発
現、精製できるものである(32)。この系を⽤いて⼩胞型ヌクレオチドトランスポ
ーター(VNUT)、⼩胞型グルタミン酸トランスポーター（VGLUT）、有機アニオ
ントランスポーター（NPT3）、マラリア原⾍クロロキントランスポーター（PfCRT）
などの輸送機能が解析されている(50–54)。 

この系を⽤いて GLUT1、GLUT12 を発現させ、界⾯活性剤で可溶化後、Ni-NTA

カラムクロマトグラフィーで部分精製することができた。凍結希釈融解法でリ
ポソームに再構成したところ、時間依存的なグルコース取り込み活性が⾒られ、
容量応答曲線から GLUT1 の D-グルコースに対する KM 値は約 12 mM とこれま
でに報告されている GLUT1 の KM 値に近いがやや⼤きな値であった。これまで
に報告されている 2-デオキシグルコースに対する KM 値は CHO 細胞を⽤いた系
では 0.7 mM から 2 mM と報告されている(37–39)。また、ツメガエル卵細胞を⽤
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いた系では 6.9 mM から 9.8 mM と報告されている(40–43)。リポソーム再構成系
では埋め込み⽅向や膜脂質の種類の問題などから細胞や膜⼩胞を⽤いた系に⽐
べてやや⼤きな KM 値を⽰す傾向がある(53)。また、本研究では⼤腸菌発現系を
⽤いており、糖鎖付加の状況が動物細胞培養系とは異なる。GLUT1 に関しては、
グリコシル化されない変異型 GLUT1 の 2-デオキシグルコースに対する親和性
は２倍程度低下する(37)。これらのことを考えると、本研究で得られた KM 値は
妥当なものであり、GLUT 輸送機能解析系としての有⽤性を⽰している。 

同様に精製された GLUT12 の KM 値は約 6 mM と GLUT1 の約半分の値とな
り、GLUT1 と同様に⾼親和性のグルコーストランスポーターグループに属する
ことが明らかになった。これは KM 値が⼗数 mM という低い親和性の GLUT2 と
は異なる機能を持っている事を⽰唆している(55)。GLUT2 は⼩腸上⽪細胞や腎
臓尿細管細胞の基底膜側に存在し、SGLT によって細胞内に吸収されたグルコー
スを濃度勾配に従って⾎流側へ放出している。また、膵臓ランゲルハンス⽒島で
は⾎中グルコース濃度の上昇に対応して細胞内グルコース濃度を変動させるこ
とで、⾎糖応答性に関与している(1, 56, 57)。⾼親和性の KM 値を⽰したことは、
GLUT12 がこのような機能に関わっていない事を⽰唆している。 

精製 GLUT12 は GLUT1 と同様にフロレチンで阻害され、フロレチンの濃度依
存性を解析した結果、濃度依存的にグルコース輸送量は低下し、IC50 は 36 µM と
なった。GLUT1 では IC50 は 20 µM 程度であり、同程度の親和性を⽰す(48)。
GLUT12 の糖特異性を検討したところ、還元型ビタミンＣであるアスコルビン
酸は影響しなかったが、酸化型のデヒドロアスコルビン酸で阻害された。この事
は GLUT1 と同様に GLUT12 がデヒドロアスコルビン酸輸送に関わっている可
能性を⽰している(58)。アスコルビン酸はナトリウムイオン依存性ビタミン C ト
ランスポーター（SVCT）によって細胞内に取り込まれるが、酸化型であるデヒ
ドロアスコルビン酸は GLUT によって輸送される事が近年報告されている(14, 

59)。これは GLUT の新しい機能として重要と考える。また、GLUT12 は L-グル
コースによって阻害されなかった。同じクラス III に属する GLUT13 の基質であ
る myo-イノシトールは GLUT1、GLUT12 いずれも阻害せず、特異的な基質であ
ると考えられる(17)。グルコース以外の糖類の効果を検討した結果、ガラクトー
ス、フルクトースは認識しなかったが、⼆糖のマルトース、スクロースによって、
グルコース輸送は阻害された。浸透圧の影響も考えられたが、同じ濃度の単糖、
イノシトールやアスコルビン酸が活性を抑制していないことから⼆糖そのもの



 38 

による阻害と思われる。阻害様式は不明だが、マルトース、スクロースは D-グ
ルコースを含んでいるため競合による阻害と考える。⼆糖は乳腺を除き⽣体内
にはほとんど存在せずその意味するところは不明である。GLUT12 は乳腺細胞
にも発現していることから同じ⼆糖であるラクトースとの関連も考えられる
(31)。 

GLUT1 には ATP 結合部位が存在することや、細胞内 ATP によってグルコー
スの結合親和性が低下することが報告されており、細胞内のエネルギー状態に
よって輸送が制御されている可能性がある(46, 47)。今回の結果から、GLUT12 も
ATP や ADP によって活性が低下した事からこれらのヌクレオチドによって制御
を受ける可能性が⽰唆された。また、グルコース代謝物であるグルコース-6-リ
ン酸、グルコース-1-リン酸も GLUT12 を阻害した。これらヌクレオチドや代謝
物による GLUT 制御は細胞内のエネルギー状態に依存するものと思われるが、
その詳細は不明なままで今後の展開が待たれる。このような解析には本研究で
⽤いた精製再構成系が重要になってくるであろう。以上の結果から、GLUT12 は
GLUT1 と同様の輸送活性と阻害特性を⽰し、GLUT12 が GLUT1 と似た性質を
持つトランスポーターであることがわかった。 

抗マウス GLUT12 抗体を作製し、免疫組織化学法、RT-PCR を⽤いてマウスの
各組織の GLUT12 発現部位を解析した。これまでの報告と同様に GLUT12 は⼩
腸絨⽑上⽪、腎臓の遠位尿細管、集合管のアピカル膜に発現していた(20)。これ
らの部位では GLUT12 がグルコースの取り込みや再吸収に関わっていると思わ
れる。より詳細に⾒ると GLUT12 は腎臓では⽪質の遠位尿細管に発現している
が、髄質の遠位尿細管では⾒られなかった。⼀⽅、集合管は⽪質、髄質、腎乳頭
（Papilla）のアピカル側に広く発現が認められた。髄質の遠位尿細管では発現が
認められなかったことから、GLUT12 は遠位尿細管でも集合管に近い終端部に
のみ存在しているものと思われる。グルコースの取り込みが主に近位尿細管で
⾏われることを考えると、この分布はこれまでに受け⼊れられているグルコー
ス再吸収モデルとは⼀致しない(60)。⼩腸上⽪細胞にも受動輸送を⾏う GLUT12

が存在している事が報告されており、⾼濃度のグルコースが存在している時に
受動輸送体である GLUT12 が取り込みに関わっている可能性が⽰唆される。⼀
般に尿中グルコースは 1 mM 以下であることと本研究から GLUT12 の KM 値が
約 6 mM であることを考えると、尿中にグルコースが排泄される⾼⾎糖状態で
の腎臓でのグルコース回収に関わっているのかもしれない(61)。GLUT12 がナト
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リウムイオンあるいはプロトンに依存したグルコース輸送をするという報告も
あり、タンパク質レベルでの輸送機能解析が重要であろう(24, 25)。 

今回の研究で、興味深いことに GLUT12 は脳下垂体前葉、甲状腺、副腎髄質
などの内分泌細胞に発現することがわかった。脳下垂体前葉ではペプチドホル
モンが合成、分泌されている。ペプチドホルモンは分泌⼩胞内でペプチジルグリ
シン α-アミド化オキシゲナーゼによって、C 末端がアミド化されるが、この酵
素の活性にはアスコルビン酸が必要であることが報告されている(62, 63)。また、
副腎髄質ではアドレナリンやノルアドレナリンなどのカテコールアミンが合成、
分泌されている。ドパミンからノルアドレナリンの合成は分泌⼩胞内でドパミ
ン β-ヒドロキシラーゼにより⾏われている。この反応には補酵素としてアスコ
ルビン酸が必要であることが報告されている(64, 65)。今回の実験で GLUT12 は
デヒドロアスコルビン酸によって阻害を受けた。GLUT12 はデヒドロアスコル
ビン酸を基質とする可能性があり、脳下垂体、副腎髄質において分泌⼩胞内にア
スコルビン酸を供給する経路となっているのかもしれない(図 14)。GLUT12 はク
ラス III に属しているが、内膜系での機能は不明なままである。今後、GLUT12

の⽣理的意義を解析するにあたり内分泌系での機能は本質的に重要と考える。 

本研究から GLUT12 は GLUT1 とよく似た⽣化学的特徴を持つことが解明で
きた。しかし、その発現組織と局在は異なっており、また、転写因⼦や相互作⽤
分⼦にも違いがある(表 1)。発現部位の違いや、異なる制御機構(発現量、タンパ
ク質相互作⽤等)を有することで、GLUT1 と GLUT12 は似た⽣化学的特徴を持
つが⽣体内では異なる働きをすることが⽰唆される。集合管での GLUT12 の局
在はこれまで⽰されてきたグルコース再吸収とは異なるメカニズムの存在を⽰
唆している。また、本研究により内分泌系に多く発現が⾒られたことから、アス
コルビン酸動態との関連が⽰唆される。アスコルビン酸輸送体として SVCT が
単離されているが細胞膜型のトランスポーターであり、細胞内のアスコルビン
酸動態は全くわかっていない。 

しかし、GLUT12 の細胞内の局在やデヒドロアスコルビン酸を輸送するかは
まだ不明なままである。今後、デヒドロアスコルビン酸輸送機能解析、RNA ⼲
渉やノックアウトマウスを⽤いたカテコールアミンの内在量・分泌量測定、培養
細胞を⽤いて⼩胞・顆粒に発現するタンパク質との共局在を解析するなどの詳
細な発現解析等により GLUT12 の⽣理的意義を解明していく必要がある。 

脳下垂体、甲状腺、副腎髄質の機能は⽣体の恒常性を維持するうえで⾮常に⼤
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きな役割を担っている。GLUT12 がカテコールアミンやホルモンの合成、分泌に
関わっているならば、GLUT12 をターゲットとした薬物の開発が様々な疾患の
治療につながるであろう。 

 

 

 

 
表 1 GLUT1 と GLUT12 の相違点 

 GLUT1 GLUT12 

発現組織 
⾚⾎球や⾎液脳関⾨など 

ほぼすべての細胞 

骨格筋、脂肪細胞、小腸、

胎盤、心臓、前立腺、脳、

腎臓、脳下垂体、甲状腺、
副腎髄質 

発現部位 細胞膜 細胞膜、細胞内⼩器官 

KM 値 11.6±2.2 mM 6.4±1.6 mM 

Vmax 値 1.4±0.1 µmol/mg/min 1.2±0.1 µmol/mg/min 

転写因⼦ 
AR、ARNT::HIF1A、

ASCL1 

ALX3、AR、ARNT2、
ARNT::HIF1A、ASCL1 

相互作⽤分⼦ 
GIPC、AKT、 

stomatin、neuropilin 
TBC1D4 

 
GLUT1 と GLUT12 について、これまでの報告と本研究により得られた結果をま
とめた(1, 4, 5, 18–20)。本研究により得られた結果は太字で⽰した。転写因⼦は
JASPAR データベースを使⽤し、スコア＞0.8 のものを記載した。各 GLUT と相
互作⽤する可能性のある分⼦を、SPRING データベースを⽤いて探索し、物理
的・機能的に相互作⽤を⽰すものを記載した(66–70)。 
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図 14 分泌⼩胞での GLUT12 の役割 

GLUT12 のグルコース輸送はデヒドロアスコルビン酸(DHA)によって阻害され
たことから、GLUT1 と同様に DHA 輸送を⾏う可能性がある。さらに、脳下垂
体前葉や副腎髄質に発現しており、分泌⼩胞への DHA 輸送を GLUT12 が担っ
ている可能性がある。 
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