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1-1. 味覚 

味覚は、生物が生存していくうえで欠くことの出来ない、食物摂取時に生じ

る化学的な感覚である。味細胞で受容される味質には、５つの基本味である甘

味・塩味・酸味・辛味・苦味・そしてうま味がある。５つの基本味は、その生

物学的な意味から二つに分類できる。第一は、甘味やうま味など生存するため

に有用な食べものを選ぶための味覚である。糖やアミノ酸などの多くは甘味を

呈している。甘味は動物にとって重要なエネルギー源を得ることができる食物

であることを知らせる。イノシン酸やグルタミン酸などが引き起こすうま味は、

身体を作るために必要なアミノ酸がその食物にあることを知らせる。さらに、

塩味は生体の塩濃度の恒常性に関与しており、高濃度では忌避されるが、低濃

度では好まれる。塩味は、甘味やうま味を増強させる効果をもっている。第二

は、酸味や苦味などの忌避されるものである。腐敗物や植物の産生する有毒な

代謝物が酸味もしくは苦味を呈することから、危険信号として認識されている。 

動物が好んで摂取する甘味を受容するタンパク質として甘味受容体が知られ

ている。甘味受容体は、舌の有郭乳頭、葉状乳頭、茸状乳頭、さらに口蓋上皮

に分布する味蕾に存在する。この味蕾は、40～150個程度の受容細胞、支持細

胞および基底細胞が形成する蕾状の集合体である。味蕾の上部 (口腔側) には

味を感知する味孔が開いている。細胞膜に存在する受容体には種々のタイプが

存在するが、細胞外の情報を Gタンパク質を介して細胞内へ伝達する一群の受

容体が知られており、G タンパク質共役受容体 (G protein-coupled receptor: 

GPCR) と呼ばれている。細胞膜を 7回貫通する-へリックス (TM1-7) を共通

な構造として、細胞内領域には Gタンパク質が結合する細胞内ループ、細胞外

領域には多様な構造をもつ細胞外ループと N 末端ドメインをもち、細胞膜に長

鎖脂肪酸でアンカーした-ヘリックス構造を含む C 末端ドメインからなる。

GPCRが細胞外のリガンドと結合すると、細胞内領域にある Gタンパク質が構

造変化を引き起こすことにより細胞内へとシグナルが伝達される。ヒトでは、

Gタンパク質共役受容体と分類できるものが約 800種近く存在すると推定され
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る。この GPCR は生体機能の調節に重要な役割を果たしている。この GPCR

には、A～E の 5 つのクラスに分類されており、そのうち主要な 3 つのクラス

は、A、B、および C クラスである。A クラスは、N 末端と C 末端にあるルー

プが短いことが特徴的であり、これには早期に立体構造が明らかになった網膜

に存在する光量子受容体ロドプシンが含まれ、感覚や神経伝達など重要な生理

機能に関わるものが多くある。B クラスは、N 末端に 100～300 のアミノ酸残

基をもつことが特徴であり、セクレチン受容体が含まれペプチドホルモンの刺

激伝達を行う。Cクラスは、Bクラスよりもさらに大きなN末端に 300のアミ

ノ酸残基を持つことが特徴であり、そこにアミノ酸などに対するリガンドが結

合する結合ドメインが存在する。この Cクラスには、代謝型グルタミン酸受容

体が含まれ、神経伝達を行う。GPCR の多くは匂いや味覚の受容体であるが、

これに限らず視覚や嗅覚にも関与しているほか、ホルモンやサイトカインのシ

グナル伝達にも関与している。GPCRの機能の異常はアレルギーやなどの疾患

を引き起こすことが知られている。GPCRのリガンドとしては、ホルモンや神

経伝達物質など多岐にわたることから、創薬の観点からも重要であり、実際臨

床で用いられている医薬品の約半数が GPCR をターゲットに創薬されている

といわれている。 

 

1-2. 甘味受容体 

味蕾の味覚受容体細胞に発現している甘味受容体は、クラス C の GPCR で

ある T1R ファミリーに属する T1R2 および T1R3 の二量体からなり[1]、短い

cysteine-rich domain (CRD) を経て標準的な 7 回膜貫通領域 (TMD) に繋が

る大きな細胞外の venus flytrap domain (VFTD) により特徴づけられる (次

項の図)。このヘテロ二量体受容体は、サッカライドやアミノ酸、甘いタンパク

質および人工甘味料を含む構造的に異なる多数のアゴニストにより活性化され

る。代表的な甘味物質を表 1に示す。そして異なるタイプの化合物は受容体の

異なる部分に結合する[2]。一方、甘味受容体の下流のシグナル伝達機構は、ま
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図. 甘味受容体の構造 

だ完全には明らかにされていない。現在広く受け入れられているシナグル伝達

カスケードとして、T1R2 および T1R3 のヘテロ二量体は、味覚受容体細胞に

選択的に発現しているヘテロ三量体 G タンパク質ガストデューシンと共役し

て、ホスホリパーゼ C-2 (PLC2) を活性化する。これにより、ホスファチジ

ルイノシトール-4,5-二リン酸が加水分解され、イノシトール 1,4,5-三リン酸 

(IP3) とジアシルグリセロール (DAG) が生じる。IP3は小胞体からのカルシウ

ムの放出を惹起し、細胞質カルシウム濃度 ([Ca2+]c) の上昇を引き起こす。こ

の[Ca2+]cの上昇は、非選択的陽イオンチャネル TRPM5を活性化し、ナトリウ

ムイオンの流入が起こり細胞膜が脱分極する。この脱分極により ATP 透過性

CALHM1 チャネルが活性化され ATP が放出される。放出された ATP は、感

覚求心路線維を興奮させる。ノックアウトマウスを用いた研究の結果は、この

モデルを裏づけている[7]-[9]が (総説については[3]を参照)、これは甘味シグナ

ル伝達の唯一のメカニズムではない。例えば、T1R2 もしくは T1R3 のどちら

かを欠損したマウスは、いくつかの甘い化合物への応答が減少するが消える訳

ではない[4]-[6]。これらの観察結果は、他の明らかにされていない甘味感知受

容体およびシグナル伝達機構が甘味刺激の認識のために存在することを示唆し

ている。 
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1-3. 味蕾以外の組織における甘味受容体の発現 

甘味受容体は味蕾だけでなく、腸管内分泌細胞のような味覚受容に関与しな

い細胞にも発現していることが明らかになっている[10]。腸管内分泌細胞にお

ける甘味受容体の刺激は、グルカゴン様ペプチド 1 (GLP-1) およびグルコース

依存性インスリン分泌ポリペプチド (GIP) のようなインクレチンの放出を惹

起し、腸上皮細胞におけるナトリウム依存性グルコース輸送体 SGLT1 の発現

を増加させ、腸管腔からのグルコースの吸収を増加させる[10][12][13]。膵細

胞における甘味受容体の刺激は、[Ca2+]cおよび[cAMP]cを上昇させインスリン

分泌を誘発する[11]。これらの結果は、甘味受容体に味覚ではない新しい機能

があることを示している。甘味受容体が糖代謝やエネルギー代謝においてより

広範な役割を果たしている可能性を示唆しているものと考えられる。 
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天然糖 
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糖アルコール 
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甘いタンパク質 
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配糖体 

 

 

 

 

 

Artificial Sweetener 

人工甘味料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1. 代表的な甘味物質

キシリトール 

アスパルテーム 

D-トリプトファン 

サッカリンナトリウム 

アセスルファムカリウム 

グルコース スクロース フルクトース 

フェニルアラニン グリシン 

ソルビトール 

モネリン ブラゼイン ソーマチン 

グリチルリチン 

シクラメート 

(サイクラミン酸ナトリウム) スクラロース 

ネオテーム 

ステビア 
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第 2章 

脂肪細胞における甘味受容体の発現と機能 
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2-1. 目的 

本研究では、脂肪細胞における甘味受容体の発現と機能を明らかにすること

を目的とした。そのために、脂肪細胞のモデル細胞としてよく知られているマ

ウス 3T3-L1細胞における甘味受容体の発現と機能を検討した。 

 

 

2-2. 材料と方法 

材料 

ウサギ抗 peroxisome proliferator activated receptor  (PPAR) 抗体、ウサ

ギ抗 CCAAT/enhancer-binding protein  (C/EBP) 抗体、ウサギ抗

aP2/FABP4抗体は、Cell Signaling Technologies Inc. (Danvers, MA, USA) よ

り購入した。モルモット抗 GLUT4 抗体は、本研究室において作製した[14]。

ウサギポリクローナル抗 T1R3 抗体は Abcam 社 (Cambridge, UK) より購入

した。マウスモノクローナル抗 tubulin 抗体 (clone TUB 2.1)、抗 actin 抗体 

(clone AC-40)、sucraloseおよび Oil Red-Oは、Sigma-Aldrich (St Louis, MO) 

から入手した。Sodium saccharin、D-mannitol、コレラ毒素は、和光純薬工

業 (大阪, 日本) から入手した。Endothelin-1は、ペプチド研究所 (大阪, 日本) 

から購入した。YM-254890 (アステラス製薬, 筑波, 日本) は、原液としてジメ

チルスルホキシドで溶解し 10 mM の原液として保存した。マウスの有郭乳頭

および葉状乳頭の RNA[15]は、江藤譲博士 (味の素株式会社, 川崎, 日本) か

ら提供して頂いた。 

 

細胞培養および分化誘導法 

Howard Green教授 (Harvard Medical School, Boston, MA, USA) より提

供して頂いた 3T3-L1細胞[16]は、50 g/mlペニシリン、75 g/mlストレプト

マイシン、10% 仔牛血清 (CS) を加えた 4.5 g/L D-glucoseを含む Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM-HG) を用いて 5％CO2、37℃で継代した。
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さらに、3T3-L1 細胞は以前に示した方法[17]により脂肪細胞へと分化させた。

コ ン フ ル エ ン ト の 細 胞 を 、 10% 牛 胎 児 血 清  (FBS) 、 0.5 mM 

1-methyl-3-isobutylxanthine (IBMX)、10 M dexamethasone、1.7 M イン

スリン、1.0 g/L D-glucoseを含む新しい DMEM (DMEM-LG) 中で培養した。

48時間後、培地を 10% FBS、1.7 M インスリンを含む新しい DMEM-LGに

交換した。さらに 48時間後、培地からインスリンを除き、細胞は 10% FBSを

含む DMEM-LGで培養した。 

 

動物 

オスの C57BL/6J マウスは、日本クレア株式会社 (東京, 日本) から購入し

た。これらの動物は、12時間ごとの明暗サイクル条件のもと、自由摂餌システ

ム下で 23℃に制御された動物実験施設で飼育した。実験動物は、群馬大学動物

実験倫理委員会によって発行された動物のケアのためのガイドラインに従って

行った。プロトコルは、群馬大学動物実験倫理委員会により承認された (承認

番号: 09-069)。精巣上体の脂肪パッドを得るために腹部切開を含むすべての手

順は、ナトリウムペントバルビタール麻酔下で行われ、すべて苦痛を最小限に

するために行われた。 

 

脂肪細胞と間質-血管画分の調製 

脂肪細胞および非脂肪細胞画分は、C57BL/6Jマウス (6週齢) の精巣上体脂

肪組織からコラゲナーゼ消化法 [18]により調製した。脂肪組織は、

Krebs-Henseleit Hepes 緩衝液 (118 mM NaCl, 4.74 mM KCl, 2.54 mM 

CaCl2, 1.18 mM KH2PO4, 1.18 mM MgSO4, 30 mM Hepes/NaOH, pH 7.4) に

40 mg/ml BSA (fraction V) と 3 mM ピルビン酸ナトリウム (Buffer A) を加

え 2 mg/ml コラゲナーゼ (Type I, Worthington Biochemical Corporation, 

Lakewood, NJ, USA) で 37℃にて 45分間で消化し、そして 3,000 rpmで 10

分間遠心分離した。浮遊細胞とペレットを分離し、それぞれを Buffer Aで 4 回
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洗浄し、成熟脂肪細胞および間質-血管画分 (SVF) とした。 

 

脂肪組織由来間質細胞の精製と分化 

初代マウス脂肪組織由来間質細胞 (ATSCs) は、以前に記載された方法[19]

に若干の修正を加え、C57BL/6Jmマウス (6週齢) の精巣上体脂肪組織から精

製した。脂肪組織は、DMEM-LG で十分に洗浄し、1 mg/ml コラゲナーゼ 

(Type I, 和光純薬工業) で 37℃、120分間消化させた。細胞を 40 mのナイロ

ンメッシュ (Becton, Dickinson, NJ, USA) で濾過した後、3,000 rpmで遠心

分離した。ペレットを 10% FBSおよび抗生物質 (70 g/ml ペニシリンと 100 

g/ml スプレプトマイシン) を含む DMEM-LGで再懸濁し、5% CO2、37℃で

培養した。2日後、コンフルエントの細胞に、10% FBSを加えた脂肪細胞分化

培養液  (ADM) (Cellular Engineering Technologies, Inc., Coralville, IA, 

USA) に培地交換し、脂肪細胞へと分化させた。この培養液は、48時間ごとに

新しい ADM + 10% FBSに置き換えた。 

 

定量的 RT-PCR 

Total RNAは、TRIzol試薬 (Life Technologies, Inc., Rockville, MD, USA)

を用いて細胞から抽出し、Superscript II逆転写酵素 (Life Technologies, Inc.)、

random primer (タカラバイオ社, 滋賀, 日本) および oligo (dT) 12-18 (Life 

Technologies, Inc.) を用いて、cDNAに転写した。定量的 PCRは、ABI ViiA7 

配列検出システム (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) を用いて、

first-strand cDNA template、SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) とプライマーセットを含む 20 l の反応液で行った。マウス

T1R1, T1R2, T1R3, CaSR, Ggust, G14, Gs, -actinおよびリボソームタ

ンパクの S18、ヒト T1R2, T1R3および-actinのオリゴヌクレオチドプライ

マ ー は 、 タ カ ラ バ イ オ 社 か ら 購 入 し た 。 mouse T1R1, 

5′-GAGACACAGACCTCTGGTGACAA-3′ (forward) and 
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5′-CTGAGCACACGTCATACAGTTCATA-3′ (reverse); for mouse T1R2, 

5′-CTGCTTCGAGTGTGTGGACTG-3′ (forward) and 

5′-GAAGCAAGCGATGTTGTTCTTGTAA-3′ (reverse); for mouse T1R3, 

5′-AAGGCCTGCAGTGCACAAGA-3′ (forward) and 

5′-GGCCTTAGGTGGGCATAATAGGA-3′ (reverse); for mouse CaSR, 

5′-TTTGGAGTAGCAGCCAAAGATCAAG-3′ (forward) and 

5′-ACCATCGGAATCCACGGAAG-3′ (reverse); for mouse Ggust, 

5′-GCGGGATGCAAGAACTGTGA-3′ (forward) and 

5′-ACTCCATGCATTCTTGTTTGCTGTA-3′ (reverse); for mouse G14, 

5′-TGAACGACGGAAATGGATTCAC-3′ (forward) and 

5′-ATGGTTCTAAACAGGGCTTTGCTC-3′ (reverse); for mouse Gs, 

5′-CATTCTGAGCGTGATGAACGTG-3′ (forward) and 

5′-AGTCAATCAGCTGGTACTCATTGGA-3′ (reverse); and for mouse 

-actin, 5′-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3′ (forward) and 

5′-ATGGAGCCACCGATCCACA-3′ (reverse); for mouse S18, 

5′-TTCTGGCCAACGGTCTAGACAAC-3′ (forward) and 

5′-CCAGTGGTCTTGGTGTGCTGA-3′; for human T1R2, 

5′-CCCTATGTCCATGTGTTCCAAGAG-3′ (forward) and 

5′-CAGGCCTGGCATTCATATTCA-3′ (reverse); for human T1R3, 

5′-GGGTTCCACTCCTGCTGCTA-3′ (forward) and 

5′-AAGGTGCAGGCGATGTCGT-3′ (reverse); for human -actin, 

5′-TGGCACCCAGCACAATGAA-3′ (forward) and 

5′-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3′ (reverse)。反応混合液は、初期

変性のために 95℃で 10 分間インキュベートし、続いて 40 回の PCR サイク

ルを行った。各サイクルは、95℃・15秒、60℃・60秒からなる。全ての遺伝

子の mRNA レベルは、-actin およびリボソームタンパクの S18 を内在性コ

ントロールとして用いて規準化した。 
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免疫ブロット法 

PPAR、C/EBPおよび aP2 の免疫検出の為に細胞を PBS で洗浄し、

Laemmli buffer中に溶解し 5分間煮沸した後、10,000 rpm, 4℃で 10分間遠心

分離した。上清に bromophenol blue (BPB) と dithiothreitol (DTT) を加えサ

ンプルとし、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) と免疫ブロ

ットを行った。T1R3 の免疫検出の為に細胞を complete protease inhibitor 

cocktail (Roche, Basel, Switzerland) を含んだ PBSにホモジナイズし、7,500 

rpm, 4℃で 5 分間遠心分離した。上清に BPB と DTT を加えサンプルとし、

SDS-PAGEと免疫ブロットを行った。ブロットは、Amersham ECL検出シス

テム (GE Healthcare UK Ltd, Amersham, UK) およびLAS-4000発光イメー

ジアナライザ (GE Healthcare UK Ltd) を用いて可視化した。バンドのシグナ

ル強度は、Multi Gaugeソフトウェア (富士写真フィルム, 東京, 日本) を用い

て定量化した。タンパク量は、それぞれの PVDFメンブレンを再検出するかも

しくは、同じサンプルを抗-tubulin抗体または抗 actin抗体で免疫ブロットす

ることにより内在性コントロールとして-tubulinまたはactinの量で規準化し

た。 

 

免疫染色 

前述の様に[17]、カバーガラス上で分化した 3T3-L1細胞を、3% (w/v) パラ

ホルムアルデヒドで固定し、抗 T1R3および抗 GLUT4一次抗体、Alexa Fluor 

568 または Alexa Fluor488 で標識された二次抗体を用いて免疫染色した。細

胞は、核を可視化するために DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) でも染色

した。免疫蛍光画像は、FluoView FV1000共焦点顕微鏡システム (Olympus, 

東京, 日本) を用いて得た。 

 

Oil Red-O染色 
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分化 6日目の 3T3-L1細胞およびATSCsをPBSで 2回洗浄した後、3% (w/v) 

パラホルムアルデヒド/PBS で 10 分間、室温で固定した。PBS で 2 回洗浄後、

細胞を 60% isopropanol 溶液に 1 分間置換し、そして Oil Red-O 染色液 (3 

mg/mL 60% (v/v) isopropanol) で 20 分間染色した。細胞を 60% (v/v) 

isopropanolで 1回洗浄後、さらに PBSで 2回洗浄し、顕微鏡により観察した。

Oil Red-Oの量を定量化するために、染料を 100% isopropanol で 20分間震盪

することで抽出し、518 nmにおける吸光度を測定した。 

 

siRNAまたはプラスミド DNAの遺伝子導入 

マウス Gs を標的にした低分子干渉 RNA (siRNA) 二本鎖 (表 2) は、

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) から Dharmacon 

siGENOME SMARTpoolとして購入した。100 mm培養ディッシュにて増殖

させた 3T3-L1 前駆脂肪細胞を、0.05% トリプシン/PBS を用いて剥がした。

PBSで 3回洗浄した後、細胞をElectroporation Buffer (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, CA, USA) に再懸濁した。0.4 cm-gap cuvetteに細胞溶液の一

定量 (0.55 ml) を 4つの siRNA二本鎖 (各 5 nmole) の混合液 0.2 mlに懸濁

し、 200 V, 500 microfarads に設定した Gene Pulser Xcell (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.) を用いてシングルパルスで遺伝子導入を行った。遺伝子導

入した細胞を 10% CS を含む DMEM-HG に再懸濁し、12-well の培養プレー

トに播き、コンフルエントになるまで培養した (通常は 2日間)。そして上記の

ように分化誘導した。 

マウス T1R3を標的にした低分子ヘアピン型 RNA (shRNA) (表 2) または、

non-silencing shRNAを含むpGIPz発現ベクターは、Thermo Fisher Scientific 

Inc. から購入した。この発現プラスミド (30 g) を、電気穿孔法により 3T3-L1

前駆脂肪細胞に遺伝子導入し、12-wellの培養プレートに播き、分化誘導した。 

野生型ラット Gsの cDNAは、Randall R. Reed博士[20] (Johns Hopkins 

University, Baltimore, MD, USA) に提供して頂き、pCMV5発現ベクターに



14 

 

サブクローニングした。Gs-G226A変異体[21][22]の cDNAは、QuikChange 

II site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA) を用いて作製した。野生型または Gs-G226A 変異体の発現プラスミド 

(20 g) を、3T3-L1 前駆脂肪細胞に電気穿孔法により遺伝子導入し、12-well

の培養プレートに播き、分化誘導した。マウス T1R2および T1R3 の cDNAを

含む pcDNA3.1 発現ベクターは、丸山豊博士 (味の素株式会社) に提供して頂

いた。発現プラスミド (20 g) は、上記同様に電気穿孔法により HEK293 細

胞に遺伝子導入し、細胞内 cAMP含有量測定用に 12-wellの培養プレートに播

いた。また[cAMP]cのリアルタイム測定用に 35 mm ガラス底の培養プレート

に播き、アッセイの前に 24時間培養した。 

 

細胞内 cAMP含有量の測定 

cAMP の細胞含有量は、メーカーの使用説明書に従い AlphaScreen cAMP 

assay kit (PerkinElmer, Boston, MA, USA) を用いて測定した。12-well培養

プレート上の細胞を 3時間無血清培地で培養し、そしてHanks’ balanced salt 

solution (HBSS: 138 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 

0.38 mM MgSO4, 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4, 5.5 mM D-glucose, 

20 mM, Hepes/NaOH, pH 7.4) 中に37℃で 30分間培養した後、0.5 mM IBMX

存在下に甘味料で 30 分間刺激した。培養の終わりに、0.5 M HCl の 0.2 vol.

を加え、細胞を-30℃で凍結および解凍することにより溶解させ、4℃で 10 分

表 2. shRNAおよび siRNAの標的配列 
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間、15,000xgで遠心分離した。得られた上清を 200 mM Hepes/NaOH, pH 7.4

の等量で希釈し、アッセイに使用した。 

 

細胞質 cAMP濃度のリアルタイム測定 

細胞質のサイクリック AMP濃度 ([cAMP]c) は、Epac-based cAMP sensor 

[23]を少し改良した方法[11]の Epac1-camp を用いて測定した。Epac1-camp

は、強化シアン蛍光タンパク質 (ECFP) と強化黄色蛍光タンパク質 (EYFP) 

との間で融合した Epac1 のシングルサイクリックヌクレオチド結合ドメイン

から構成されている。cAMP が結合すると、FRET (蛍光共鳴エネルギー移動) 

の減少として測定されるフルオロフォア間の距離の増加による構造変化が誘導

される。従って、FRET発光比 (EYFP/ECFP) の減少は、[cAMP]cの増加を示

す。電気穿孔法により Epac1-campをコードしたプラスミド (30 g) を遺伝子

導入し、そして 35 mmガラス底の培養プレートに播いた。24時間培養後、培

地を取り除き、HBSSで置き換えた。[cAMP]cを測定するために、Epac1-camps

は、440 nm の波長で励起し、ECFP と EYFP の２つの発光イメージは、

AQUACOSMOS/ASHURA 蛍光共鳴エネルギー移動イメージングシステム 

(浜松ホトニクス , 浜松 , 日本 ) を用いて得た。 [cAMP]c のデータは、

EYFP/ECFP (i.e. ECFP/EYFP) の発光比の逆数として示された。 

 

統計解析 

データは、スチューデントの t検定により解析し、P<0.05が統計学的に有意

とみなした。 

 

 

2-3. 結果 

私は、まず 3T3-L1細胞の分化過程における T1RファミリーGPCRの発現プ

ロファイルを定量的 RT-PCRにより検討した。表 3に示す様に、マウス有郭
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乳頭および葉状乳頭と比較して、3T3-L1前駆脂肪細胞では、すべての T1R 

GPCRの発現が非常に低値であった。-actinに対する比率に基づいて、前駆

脂肪細胞における T1R1, T1R2, T1R3の mRNAレベルは、有郭乳頭における

T1R3発現のそれぞれ 0.03, 0.01および 0.6%であった。 

しかしT1R3の発現は、分化誘導で劇的に発現増加した (Day2では12.4倍、

Day6では 83.0倍)。一方、T1R2は、わずかな増加が認められたのみである 

(Day6で 3.8倍) (図 1A)。従って T1R3発現は、Day2と Day6の T1R2と比較

してそれぞれ 17.7倍、46.2倍と増加していた。同様に、分化により T1R3の

タンパク量が著明に増加することが明らかになった (図 1B)。また免疫蛍光染

色によっても、分化による T1R3および GLUT4の増加が明らかになった。さ

らにこの２つのタンパク質は、Day7の細胞において共存していた (図 1C,a-d)。

図 1C (e) 中の矢印で示すように、一部の細胞では Day7において T1R3が細胞

の周辺部に局在していた。T1R3のシグナルは細胞質にも存在した。これらの

細胞質シグナルは、他の相互作用するタンパク質により細胞内に補足された成

熟 T1R3タンパク質、もしくは未熟 T1R3タンパク質を示しているのかもしれ

ない。しかし、現時点ではこれらのシグナルが非特異的なものであるという可

能性も排除できない。より正確な方法、またはより特異的な抗体を用いること

でこれらを明確にできるかもしれない。3T3-L1細胞におけるこれらの発現プ

ロファイルが生理学的な意義をもつかどうかを明らかにするために、次に私は

マウス脂肪組織での T1Rの発現レベルを検討した。表 3に示すように、T1R2

表 3 T1RファミリーGPCRの相対的発現量 
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と T1R3はマウスの有郭乳頭および葉状乳頭においては同等レベルに発現して

いた。それとは対照的に、C57BL/6Jマウスの精巣上体脂肪細胞における T1R3

発現量は、T1R2に比べて著明に高値であった。実際、T1R3発現は T1R2の

420倍であった。一方、間質-血管画分 (SVF) での発現レベルは、3T3-L1前

駆脂肪細胞での発現と同等であった。これらの結果から、T1R3はホモダイマ

ーもしくは、他の未知の受容体とのヘテロダイマーとして主に発現しているこ

と、そして分化した 3T3-L1細胞や成熟脂肪細胞においてはごく少数の T1R3

が T1R2とヘテロダイマーを形成している可能性が示唆された。これに関連し

て、味蕾に発現しているカルシウム感知受容体 (CaSR)、他のクラスCのGPCR

などは検出できなかった[24]-[26]。 

 

次に、これらの T1Rs が 3T3-L1細胞において甘味物質に対する受容体とし

て機能しているかどうか、またもしそうであれば、どのようなシグナル伝達機

構なのかを検討した。図 2Aに示すように、分化の最初の 48時間にスクラロー

スもしくはサッカリンを添加すると、Day2における PPARと C/EBPの発現

は抑制された。さらに、スクラロースとサッカリンは、Day4における aP2の

発現も抑制し (図 2B)、さらに Day6におけるトリグリセリドの蓄積を減少さ

せた (図 2C)。これとは対照的に、Day3および Day4もしくは、Day5および

Day6に甘味料を添加すると、Day6におけるトリグリセリドの蓄積はあまり変

化しなかった (図 2C 左のパネル)。これらの結果は、3T3-L1細胞には甘味を

感知する受容体が発現し機能していること、そしてそれは、脂肪分化に抑制的

に作用することを示唆している。3T3-L1細胞におけるこれらの結果の生理学

的意義をさらに明らかにするために、C57BL/6Jマウス由来の初代脂肪組織由

来間質細胞 (ATSCs) の分化に対するスクラロースおよびサッカリンの効果を

検討した。図 2Dに示すように、分化培地への甘味料の添加により、ATSCs

のトリグリセリド蓄積は有意に抑制された。これは、甘味料が脂肪細胞の初期

分化を抑制するという考えと一致している。 
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これらの結果は、T1R3のホモダイマー、もしくは T1R3と他の未知の GPCR

とのヘテロダイマーは、3T3-L1細胞において甘味を感知する受容体として機

能していることを示している。脂肪細胞分化抑制効果を媒介する T1R3の役割

をさらに明らかにするために、私は、低分子ヘアピン型 RNA (shRNA) を用い

て、T1R3の発現を減少させる実験を行った。図 2Eに示すように、T1R3を

標的とする shRNA配列を含むプラスミドの遺伝子導入は、80 %の効率でT1R3

の発現を減少させ、Day2における甘味料による PPARと C/EBPの減少を有

意に抑制し、さらに Day6におけるトリグリセリドの蓄積も抑制した。これら

の結果は、T1R3が甘味料の脂肪細胞分化抑制効果に関与していることを示唆

している。 

 

甘味感知受容体の下流シグナル伝達機構を探求するために、私は次に、甘味

受容体と結合する可能性がある三量体 Gタンパク質のサブユニット、即ちガ

ストデューシン (Ggust), G14 (G14), Gs (Gs) の発現を検討した。前述し

たように、ガストデューシンは甘味受容体と共役する Gタンパク質であると考

えられている。Gqファミリーの Gタンパク質に属している G14は、舌の後部

の味覚受容体細胞において T1R2と T1R3と共発現しており、甘味受容体と共

役する Gタンパク質の一つの候補と考えられている[27][28]。甘味応答におけ

る Gsの役割は明らかにされていないが、Gsとアデニル酸シクラーゼが味蕾

に発現していることが報告されている[29][30]。さらにスクラロースとサッカ

リンは、味蕾において cAMP濃度を上昇させ、アデニル酸シクラーゼを活性化

することが示されている[30]-[33]。さらに我々は最近、マウスインスリノーマ

MIN6細胞において、スクラロースもしくはサッカリン刺激により cAMP濃度

の上昇が起こることを報告してきた[11]。そしてこの効果は Gsの siRNAに

よるノックダウンにより減弱した (中川による未発表の知見) 。これらの事実

は、甘味受容体と Gsが共役することを示唆している。図 3Aに示すように、



19 

 

定量的RT-PCRの解析により、分化過程においてGgustは検出されなかった。

一方、G14と Gsは連続的に発現していた。しかし、G14の発現レベルは

Gsの 0.2 %以下であった。 

 

3T3-L1細胞において甘味感知受容体の下流シグナルを媒介する Gタンパク

質をさらに明らかにするために、まず私は、阻害剤により G14の機能を阻害し

た。図 3Bに示すように、Gqや G11, G14のような Gqファミリーの Gタン

パク質の阻害剤である YM-254890 [34][35]の培養液への添加により、Day2に

おけるエンドセリン-1による PPARおよび C/EBPの発現抑制は解除された。

しかし、スクラロースおよびサッカリンの効果は解除されなかった。この結果

は、エンドセリン-1が、おそらく Gqのような YM-254890感受性 Gタンパク

質[36]-[40]の活性化を介して、3T3-L1細胞の分化を抑制していることを示唆し

ている。従って、G14を含むこれら Gqファミリータンパク質は、甘味感知受

容体からの脂肪細胞分化抑制シグナルを媒介していない。一方、Gsのドミナ

ントネガティブ変異体 (Gs-G226A)  [21][22]の過剰発現により、PPARおよ

び C/EBPでの甘味料の抑制効果は著しく減弱した (図 3C)。このことから、

甘味料の脂肪細胞分化抑制シグナルは、Gsを介したものであることが強く示

唆された。 

 

次に 3T3-L1細胞において甘味感知受容体がGsと共役しているかどうかを

検討した。図 4Aに示すように、スクラロースおよびサッカリンは、Day2お

よび Day6の分化した 3T3-L1細胞の cAMPコンテントを増加させた。3T3-L1

細胞における[cAMP]cのリアルタイム測定により、スクラロース刺激により

[cAMP]cも急速に増加することが明らかになった (図 4B)。これらの結果は、

甘味感知受容体はおそらく Gsと共役しており、アデニル酸シクラーゼを活性

化することを示している。しかし、Day6にける甘味料による cAMP増作は、

Day2よりも Day6において T1R3の発現量が高いにもかかわらず小さいもの



20 

 

であった (図 4A)。この理由は不明であるが、T1R3の発現量の増加はそれだ

けで、アデニル酸シクラーゼを活性化し、甘味料の影響を鈍らせる可能性があ

る[41]。また内在性アデノシンによるアデニル酸シクラーゼの持続的な抑制が、

甘味料の効果を調節する可能性があるかもしれない[42]。 

 

3T3-L1細胞の甘味感知受容体の分子実体を特定するために、私はマウス

T1R3を発現するHEK293細胞での cAMP応答を調べた。図 4Cに示すよう

に、スクラロースおよびサッカリンは、T1R3のみを遺伝子導入したHEK293

細胞において細胞内 cAMP含量を増加させた。[cAMP]cのリアルタイム測定に

おいて、スクラロースは T1R3を発現させた HEK293細胞において[cAMP]c

を増加させた。一方、T1R2のみを遺伝子導入した細胞、および T1R2と T1R3

の両方を遺伝子導入した細胞では[cAMP]c上昇が見られなかった (図 4D)。内

在性 T1R2および T1R3は、HEK293細胞において無視できるレベル (それぞ

れアクチンmRNAとの比で、1.40±0.49×10-6および 22.5±6.6×10-6) なの

で、内在性受容体の発現が過剰発現実験の結果に影響を与えることはありえな

い。従って、マウス T1R3のホモマーがHEK293細胞内の cAMPを上昇させ

甘味感知受容体として機能することが示された。 

 

cAMPに依存する過程は脂肪細胞分化の初期段階で極めて重要である。この

ことは、ホスホジエステラーゼの阻害剤であり細胞内 cAMPを上昇させる

IBMXを分化用培養液に入れていることからも明白である。しかし、脂肪細胞

分化の抑制には Gs活性化が関与するという結果とは一見矛盾する[43][44]。

これに関して、これまでの報告では、脂肪細胞分化における Gsの負の作用が

明らかにされている[45]-[48]。そこで我々は、3T3-L1細胞の脂肪細胞分化にお

ける Gsの役割を再検討した。コレラ毒素による Gsの活性化は、Day2にお

ける PPARおよび C/EBPの発現を抑制した。一方、アデニル酸シクラーゼを

直接活性化するフォルスコリンは、これらの転写因子の発現への効果はわずか
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であった (図 5A)。これとは対照的に、Gsの siRNAによるノックダウンは、

Day2における PPARおよび C/EBPの発現を著しく増強した (図 5B)。これ

らの結果は、これまでの報告と合致しており、脂肪細胞分化における Gsの負

の調節の役割を確認することができた。 

 

 

2-4. 考 察 

本研究において、我々は脂肪細胞における甘味感知受容体の発現を明らかに

し、それが 3T3-L1細胞の分化を負に調節することを明らかにした。味覚では

ない甘味感知受容体の新しい機能を示すことができた。しかし、3T3-L1細胞

における甘味感知受容体の分子実体は、味蕾に発現している T1R2と T1R3の

ヘテロダイマーとは異なっていた。脂肪細胞において T1R2 と T1R3の発現量

は等量ではなく、Day2と Day6において T1R3は T1R2 の 17.7倍、46.2倍と

大量であった (図 1A)。さらに、SVFにおいて T1R2 と T1R3の発現量は、

3T3-L1前駆脂肪細胞と同様に低値であったのに対して、成熟脂肪細胞におけ

る T1R3は、T1R2よりも有意に高いレベルで発現していた (表 3)。これらの

結果は、分化した成熟脂肪細胞において T1R3の大部分は、ホモダイマーもし

くは他の未知の GPCRとのヘテロダイマーとして発現していることを示唆し

ている。Nelsonら[1]は、T1R2と T1R3のヘテロダイマーだけでなく、これ以

外の非定型的な味覚受容体が存在し得ることを形態学的観察から予測していた。

今回の検討では、これとは対照的に T1R3を単独導入したHEK293細胞に甘味

刺激を行うと cAMPが増加したことから、T1R3ホモダイマーが甘味感知受容

体のような機能をもつことが明らかになった (図 4)。T1R3ホモダイマーは、

Gs-アデニル酸シクラーゼ-cAMPのシグナル経路を活性化することができる 

(作業モデルについては図 6を参照)。 

 

本研究の結果によれば、T1R3ホモダイマーは YM-254890感受性 G14を含
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む Gqファミリータンパク質ではなく、おそらく Gsと共役し Gsの活性化

を介して脂肪細胞分化抑制シグナルを伝達している。その根拠として第一に、

スクラロースおよびサッカリン刺激は、3T3-L1細胞だけでなくマウス T1R3

を発現させたHEK293細胞においても cAMPを上昇させたこと (図 4)。第二

に、Gsのドミナントネガティブ変異体の過剰発現が、PPARおよび C/EBP

の発現に対する甘味料の阻害効果を有意に減弱したこと (図 3)。第三に、Gs

をコレラ毒素処理で活性化することにより、スクラロースおよびサッカリンに

よる脂肪細胞分化抑制効果を再現し、逆に siRNAによる Gsのノックダウン

が、これら脂肪分化に関連する転写因子の発現を増強したことがあげられる 

(図 5)。一方、アデニル酸シクラーゼを直接活性化するフォルスコリンは

PPARおよび C/EBPの発現を抑制しなかった。甘味感知受容体の脂肪細胞分

化抑制シグナルは、Gs活性化を介するものの cAMPを介するわけではない 

(図 5)。 

 

これらの結果は、Gsの脂肪細胞分化抑制作用への関与を明らかにしたこれ

までの報告[45]-[48]と一致したものの、現時点で下流のエフェクターは不明の

ままである。Zhangら[48]は、TSH受容体もしくは Gsの恒常的活性化型変

異体の過剰発現は、cAMPの上昇および CREBのリン酸化に関わらず、3T3-L1

細胞の脂肪細胞分化を抑制することを示した。彼らは、恒常的活性型 Gsは、

WDリピートおよび FYVE domain-containing protein 2 (WDFY2) の転写阻

害による FoxO1のリン酸化の抑制を介して PPARの発現量を減少させ、リン

酸化 Aktへの結合を介して Aktにより FoxO1のリン酸化を促進することを明

らかにした。過去 10年間、ヘテロ三量体 G タンパク質のいくつかの非定型的

な作用が報告されている[49]。これらは、チュブリン GTPaseの促進を介した、

微小管の不安定化[50]および、エンドソーム選別機構の重要な構成要素である

肝細胞増殖因子調節チロシンキナーゼ基質 (Hrs) との Gsの相互作用を介す

る EGF受容体の分解[51]などが含まれる。 Rho-GEFのあるタイプ (例えば、
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GEF-H1) は、微小管の分解を介し活性化されること[52]や、Rhoは脂肪細胞

分化の負の制御因子であること[53]などから、甘味刺激が、微小管の分解およ

び Rhoを介したシグナル伝達経路の活性化を引き起こすかは大変興味深い。こ

の点については次章で述べる。 

 

最後に、本研究の結果は cAMPを上昇させる味蕾の甘味受容体の分子実体へ

の示唆を与える。前述したように、cAMPを上昇させる甘味受容体の分子実体

は曖昧なままであるが、甘味受容体のシグナル伝達経路の下流で Gsおよびア

デニル酸シクラーゼの関与が示唆されている。HEK293細胞を用いた私の検討

では、T1R3ホモダイマーが cAMPを上昇させることが明快に示された。従っ

て、味覚受容体細胞においても T1R3ホモダイマーが cAMPを上昇させる甘味

受容体として機能している可能性がある。 

 

3T3-L1細胞における甘味感知受容体のシグナル伝達機構の作業モデルを図 

6に示す。味細胞 (左側) において T1R2と T1R3のヘテロ二量体の甘味受容体

は、ガストデューシン (Ggust) もしくは他の Gタンパク質を介して PLCを

活性化し、[Ca2+]cの上昇および膜脱分極を惹起する (詳細は序論を参照)。

3T3-L1細胞(右側)においては、T1R3のホモダイマーが Gsと共役し、アデニ

ル酸シクラーゼ-cAMP依存の脂肪細胞分化促進および cAMP非依存性の脂肪

細胞分化抑制シグナルの両方を産生する可能性が示唆される。 

 

要約すると、3T3-L1細胞は、味蕾に発現している T1R2 と T1R3のヘテロ

ダイマーとは異なり、T1R3ホモダイマーからなるユニークな甘味感知受容体

を発現している。この非定型的な甘味感知受容体は、Gs依存性であるが cAMP

には依存しないメカニズムにより脂肪細胞分化を負に調節する。この受容体の

生理学的意義を明らかにするには、脂肪細胞特異的 T1R3ノックアウトマウス

などを用いた更なる研究が必要である。 
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第 3章 

甘味受容体を介する脂肪分化抑制機構 

  



25 

 

3-1. はじめに 

第二章において、マウス 3T3-L1細胞には T1R3が T1R2よりも優位に発現

していることを示した。また、甘味受容体アゴニストであるスクラロースやサ

ッカリンなどの甘味料は、脂肪細胞分化に抑制的に関与していることを示した。 

本章では、この甘味受容体アゴニストが脂肪細胞分化抑制をきたす細胞内シ

グナルについてさらに明らかにする。まず私は、3T3-L1細胞にスクラロース

を添加した場合、分化誘導初期の細胞増殖期間 (clonal expansion) に、細胞の

接着性が低下し、形態が球状変化を起こすとともに培養ディッシュから剥がれ

易くなることに着目した。この観察結果から、T1R3ホモダイマー受容体が細

胞骨格機能の調節に関与している可能性が考えられた。 

近年、アデニル酸シクラーゼ活性化以外の非定型的 Gs作用として、Gs

がチュブリンと複合体を形成し、チュブリン GTPase活性化により微小管脱重

合を起こすことが報告されている[54]-[57]。一方で、微小管脱重合により微小

管に局在しているRho-GEFの1つであるGEF-H1 (ARHGEF2) が微小管から

遊離されて活性化され、これにより低分子量 Gタンパク質 RhoA が GTP型と

なり活性化されることが知られており[52]、GEF-H1はチュブリン細胞骨格の

動的な変化を RhoA依存性シグナル経路に伝える制御因子であると考えられる

[58]。脂肪細胞分化における Rhoの役割として、Rhoが脂肪細胞分化を抑制的

に調節していることが報告されている[53][59]。また、Rho活性化により Rho

結合キナーゼである Rho-associated coiled-coil forming kinase (ROCK) が活

性化される。これらは、甘味受容体アゴニストが Gsを活性化し、チュブリン

GTPase活性化・Rho活性化を介して脂肪分化抑制作用を発揮する可能性があ

ることを示唆している。また、3T3-L1細胞の脂肪細胞分化には、PI3-kinase

も重要な役割を果たしており、この PI3-kinaseは細胞骨格形成、細胞増殖、代

謝などの作用に広く関与していることが知られている[60]-[62]。また、細胞骨

格の形成においても役割があり[61]、低分子量 Gタンパク質 Rhoを活性化する

と細胞が球状化し細胞接着が弱まること[63]などが明らかにされている。さら
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には、PI3-kinase-Akt-FoxO1系は脂肪細胞分化の調節因子であることが知ら

れている[64]。そして、PI3-kinaseと拮抗する PTENが Rho/ROCK経路に関

与すること[65][66][67]から、私の分化抑制シグナルのモデルにも Rho/ROCK

経路を介した経路が関与していることが想像される。 

 

 

3-2. 目的 

3T3-L1細胞におけるスクラロースおよびサッカリンの分化抑制シグナルと

して、甘味受容体アゴニストによる Gsの活性化に伴い、微小管脱重合が起こ

ることで GEF-H1の活性化、Rhoの活性化を介して、Aktおよび FoxO1のリ

ン酸化が抑制される可能性がある。そしてこれにより、Aktおよび FoxO1が核

内に留まり、PPARおよび C/EBPが発現抑制され、脂肪細胞分化抑制が生じ

ることが考えられる。そこで、本研究においては、この脂肪細胞分化抑制の

Gs下流シグナルを検討した。 

 

3-3. 材料と方法 

材料 

ウサギ抗 PPAR抗体、ウサギ抗 C/EBP抗体、ウサギ抗 GEF-H1抗体、ウ

サギ抗MYPT1抗体、ウサギ抗 Phospho-MYPT1 (Thr853)、ウサギ抗 PTEN

抗体、ウサギ抗 Akt抗体、ウサギ抗 Phospho-Akt (Ser473)、ウサギ抗 FoxO1

抗体、ウサギ抗 Phospho-FoxO1 (Ser256) は、Cell Signaling Technologies Inc.

より購入した。マウスモノクローナル抗 tubulin抗体、sucralose、forskolin、

isoproterenol、phalloidinは、Sigma-Aldorichから購入した。Sodium saccharin、

コレラ毒素、Y-27632は和光純薬工業から購入した。 

 

細胞培養と分化誘導法 

継代用培養液の D-MEM (High Glucose)、分化用培養液の D-MEM (Low 
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Glucose) は、和光純薬工業より購入した。3T3-L1細胞は、10% CSを加えた、

penicillin-streptomycin solution (x100) を含む D-MEM (High Glucose) を用

いて、5% CO2、37℃で継代した。継代したおよそ 2日後にコンフルエントに

なった細胞に、10% FBS、0.5 mM IBMX、10 M dexamethasone、1.7 M イ

ンスリンを加え penicillin-streptomycin solution (x100) を含む D-MEM (Low 

Glucose) で置き換えた。その 48時間後、培地を 10% FBS、1.7 M インスリ

ンを加え、penicillin-streptomycin solution (x100) を含む新しい D-MEM 

(Low Glucose) に交換した。さらに 48時間後インスリンを含まない 10% FBS

および penicillin-streptomycin solution (x100) を含む新しい D-MEM (Low 

Glucose) のみで培養した。 

 

免疫染色法 

カバーガラスを入れた 6-well培養プレートに細胞を播き、コンフルエントに

なった 3T3-L1細胞を 3% パラホルムアルデヒドで 10分間・室温、もしくは

氷冷したメタノールで 2分間・-30℃で固定し、抗 tubulin、抗 phalloidin もし

くは抗 GEF-H1一次抗体、さらに Alexa Fluor568または Alexa Fluor488で

標識された二次抗体で免疫染色を行った。細胞は、核を可視化するために DAPI

でも染色した。免疫蛍光画像は、FluoView FV1000共焦点顕微鏡システム 

(Olympus) を用いて得た。 

 

免疫ブロット法 

GEF-H1、FoxO1、リン酸化 FoxO1、PPAR、C/EBPの免疫検出のために、

細胞を PBSで洗浄し、Laemmli buffer中に溶解し、5分間煮沸した後、氷冷

してから 10,000 rpm、4℃で 10分間遠心分離した。上清に BPB と DTTを加

えサンプルとし、SDS-PAGEと免疫ブロットを行った。MYPT1、リン酸化

MYPT1、Akt、リン酸化 Akt、PTENの免疫検出のために、細胞を complete 

protease inhibitor cocktail (Roche) を含んだ PBSにホモジナイズし、7,500 
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rpm, 4℃で 5分間遠心分離した。上清に BPBと DTTを加えサンプルとし、 

SDS-PAGEと免疫ブロットを行った。ブロットは、Amersham ECL検出シス

テム (GE Healthcare) および LAS-4000発光イメージアナライザ (GE 

Healthcare) を用いて可視化した。バンドのシグナル強度は、Multi Gaugeソ

フトウェア (富士写真フィルム) を用いて定量化した。タンパク量は、それぞ

れの PVDFメンブレンを再検出するかもしくは、同じサンプルを抗-tubulin

抗体で免疫ブロットすることにより内在性コントロールとして-tubulinの量

で規準化した。 

 

プラスミド DNAの遺伝子導入 

100 mm培養ディッシュで増殖させた 3T3-L1前駆脂肪細胞を、0.05 % トリ

プシン/PBSを用いて剥がした。PBSで 3回洗浄した後、細胞をElectroporation 

Buffer (Bio-Rad Laboratories, Inc.) に再懸濁した。0.4 cm-gap cuvetteに細胞

の 0.55 mlの一定量を各発現ベクター (20 g) 0.2 mlに懸濁し、220 V, 28 milli 

secondに設定した Gene Pulser Xcell (Bio-Rad Laboratories, Inc.) を用いて

シングルパルスで遺伝子導入を行った。遺伝子導入した細胞を 10% CSを含む

D-MEM (High Glucose) に再懸濁し、12-wellの培養プレートに播き、コンフ

ルエントになるまで培養した (通常は 2日間)。そして、上記のように分化誘導

した。 

 

Rho活性化の測定 

Rhoの活性化測定は、メーカーの使用説明書に従いActive Rho Detection Kit 

(Cell Signaling Technologies Inc.) を用いて測定した。3T3-L1細胞を D-MEM 

(High Glucose) で 100 mmディッシュに継代し、コンフルエントになるまで

培養した (通常 2日間)。そして、各ディッシュをスクラロース、サッカリンお

よびノコダゾールで 2時間刺激した後、細胞を氷冷した PBSで 1回洗浄し、

検出キットを用いて Rho-GTPのサンプルを作製した。得られたサンプルを 5



29 

 

分間煮沸し、7,500 rpm, 4℃で 10分間遠心分離した。上清を SDS-PAGEと免

疫ブロットに使用した。また、Rho loadingのサンプルとして残りのアッセイ

液を Laemmli bufferに溶解し、5分間煮沸し、7,500 rpm, 4℃で 10分間遠心

分離した。この上清に BPB と DTTを加えサンプルとし、SDS-PAGEと免疫

ブロットをした。抗体は、ウサギ抗 RhoA抗体 (Cell Signaling Technologies 

Inc.) を使用した。ブロットは、Amersham ECL検出システム (GE 

Healthcare) および LAS-4000発光イメージアナライザ (GE Healthcare) を

用いて可視化した。バンドのシグナル強度は、Multi Gaugeソフトウェア (富

士写真フィルム) を用いて定量化した。 

 

Rhoの継時的変化の測定 

RhoAの活性化測定は、既に知られた方法[68]である FRETベースのプロー

ブの Raichu-RhoA-1237X (WT) を用いて検討した。Raichu-RhoA-1237Xは、

RhoA の結合ドメインをもち、エフェクタータンパクへの活性化型 RhoA-GTP

の結合分子が CFPから YFPへの FRETの増加をもたらす。従って、FRET発

光比 (YFP/CFP) の増加は、RhoAの活性化を示す。細胞を上記のような電気

穿孔法を用いて、Raichu-RhoA-1237Xをコードしたプラスミドを 30 gで遺

伝子導入し、そして 35 mmのガラス底の培養プレートに播いた。24時間培養

後、培地を取り除き、HBSSで置き換えた。RhoAの活性化を測定するために、

Raichu-RhoA-1237Xを 433 nmの波長で励起し、YFPおよび CFPの 2つの

発光イメージは、AQUACOSMOS/ASHURA蛍光共鳴エネルギー移動イメージ

ングシステム (浜松ホトニクス) を用いて得た。 

 

 

3-4. 結果 

まず甘味受容体アゴニストであるスクラロースおよびサッカリンで微小管脱

重合が引き起こされるかどうかを免疫染色法により検討した。図 7に示すよう
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に、分化刺激のみでは微小管脱重合は認められず、スクラロースもしくはサッ

カリンを添加した場合に微小管脱重合が認められた。また、微小管脱重合がみ

られる細胞ではphalloidin染色により染色されているアクチンストレスファイ

バーの増加が観察された。さらに、Gsを活性化するイソプロテレノールやコ

レラ毒素によっても微小管脱重合が起こることが再現されたが、Gsとは無関

係にアデニル酸シクラーゼを活性化し、cAMPを上昇させるフォルスコリンで

は、微小管脱重合は再現されなかった。 

 

次にこの甘味受容体アゴニストによる微小管脱重合が Gsを介した作用で

あるかをドミナントネガティブ変異体である Gs-G226Aを用いて検討した。

図 8に示すように、Gs-野生型を発現した細胞へのスクラロースおよびサッカ

リン刺激では、微小管脱重合が観察された。しかしながら、Gsのドミナント

ネガティブ変異体を発現した細胞では、この甘味受容体アゴニストによる微小

管脱重合作用は阻害された。また、恒常的活性化型変異体である Gs-Q227L

の発現により再現された。これらの結果から、Gsの活性化により微小管脱重

合が起こり、甘味受容体アゴニスト刺激が、Gsを介して微小管脱重合を引き

起こすことが示唆された。 

 

次に私は、甘味受容体アゴニストによる微小管脱重合が Rhoを活性化するか

どうかを検討した。まず、微小管脱重合で活性化される Rho-GEFの 1つであ

る GEF-H1が 3T3-L1細胞に発現し、この GEF-H1は微小管と共局在してい

ることを確認した (結果は、図 9A)。さらに、Rhoの活性化をプルダウンアッ

セイにより検討したところスクラロースおよびサッカリン刺激により Rhoが

活性化されること、およびこの Rhoの活性化は微小管脱重合剤であるノコダゾ

ールでも同様に起こることが明らかになった (図 9B)。このように Rhoが甘味

受容体刺激により活性化されることから、Rho/ROCK経路が活性化されること

が予測されるので、ROCKの活性化を免疫ブロットで検討した。この ROCK
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の活性化は、ROCKの基質であるMYPT1 (myosin phosphatase target 

subunit 1) がリン酸化されるかどうかを免疫ブロットで検討した。その結果、

スクラロースおよびサッカリン刺激により、MYPT1のリン酸化が亢進するこ

とが明らかになった (図 9C)。このことから、甘味受容体アゴニスト刺激で

ROCKが活性化されることが示された。さらに、Rho活性化の時間経過を Rho

のプローブである Raichu-RhoA-1237Xを用いて検討したところ、スクラロー

ス刺激 10分後以降に徐々に Rhoが活性化していることが示された (図 9D)。 

 

さらに 3T3-L1細胞におけるこの甘味受容体刺激によるRhoの活性化の脂肪

細胞分化に対する効果を検討した。RhoAのドミナントネガティブ変異体であ

る RhoA-T19Nを 3T3-L1細胞に電気穿孔法により強発現させた細胞では、甘

味受容体アゴニストによる Day2 (48時間後) での PPARおよび C/EBPの発

現抑制の阻害が見られ、その上流シグナル分子である Aktのリン酸化抑制の阻

害も明らかになった (図 10A)。また、ROCK阻害剤である Y-27632の存在下

においてスクラロースによる Aktのリン酸化抑制が阻害された (図 10B上)。

また、スクラロースおよびサッカリンによる C/EBPの発現抑制が阻害された

(図 10B下)。これらの結果から、甘味受容体アゴニストによる 3T3-L1細胞に

対する脂肪分化抑制作用は、Rho-ROCK経路を介することが示唆された。 

 

PPARおよび C/EBPの上流シグナル分子である Aktおよび FoxO1に対す

る甘味受容体アゴニストの効果を検討した。その結果、スクラロース刺激によ

り Aktのリン酸化を抑制すること、そしてこれにより FoxO1のリン酸化の抑

制が示された (図 11A)。さらに、Rho/ROCK経路からこの Aktのリン酸化抑

制を介するカスケードとして PTENが脂肪細胞分化に関与していることから、

PTENの変化を検討した。その結果、PTEN の量がスクラロース刺激により増

加することが示された (図 11B)。このことから、甘味受容体アゴニスト刺激は、

PTENを介し、Aktのリン酸化抑制、および FoxO1のリン酸化抑制により
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PPARおよび C/EBPの発現抑制作用を引き起こしていることが示唆された。 

 

 

3-5. 考察 

第二章では、脂肪細胞に発現する甘味受容体として、T1R3ホモダイマーが

機能していること、これが脂肪細胞分化に抑制的に働くことを明らかにした。

T1R3と共役する Gタンパク質として Gsが活性化されることから、T1R3刺

激により cAMP濃度の上昇をきたすが、T1R3刺激は cAMPに非依存的な経路

により脂肪細胞分化を抑制することを示した。本章では、この Gsを介する甘

味受容体アゴニストの脂肪細胞分化抑制シグナルを検討した結果、まず甘味受

容体アゴニストであるスクラロースやサッカリン刺激により微小管の脱重合が

起こることを免疫蛍光染色により明らかにした。またこの作用は、Gsを活性

化させるイソプロテレノールやコレラ毒素で再現され、アデニル酸シクラーゼ

を直接活性化させ cAMPを上昇させるフォルスコリンには微小管脱重合作用

がなかった。さらに、この作用は Gsのドミナントネガティブ変異体の

Gs-G226Aで解除された。従って、Gs活性化により微小管脱重合が起こる

こと、また甘味料は Gsを活性化し、微小管脱重合作用を引き起こすことが明

らかになった。 

 

また、微小管と共局在している Rho-GEFの１つである GEF-H1が分化した

脂肪細胞では発現が増強していることが明らかになった。さらに甘味受容体ア

ゴニスト刺激により Rho/ROCK系が活性化することが明らかになった。この

ことは、以前の報告と一致する[52]。Rho活性化の時間経過を考察すると、

Racichu-RhoA-1237Xの結果から、甘味受容体刺激から短時間 (10分間) で

Rhoが活性化された。しかし、免疫蛍光染色により微小管脱重合が観察される

のは数時間後からであり、少なくとも 1時間後から脱重合が起こりはじめ、ど

の細胞でも一様に脱重合作用がみられるには更に数時間が必要であった。観察



33 

 

結果は、2時間 (図 7) および 3時間 (図 8) 刺激を行った。このことから、完

全な微小管脱重合が Rhoの活性化に必要ではなく、Gsを介した微小管脱重合

作用が少しでも生じることでシグナル伝達され Rhoが活性化する可能性が考

えられる。そしてこの甘味刺激による Rho活性化が脂肪細胞分化抑制に関与す

ると思われる。さらに、Rhoのドミナントネガティブ変異体を遺伝子導入した

際に脂肪分化特異的な転写因子である PPARおよび C/EBPの発現抑制が解

除されたことから、Rhoが分化に対して抑制的に関与していることを明らかに

した以前の報告[59]を裏付ける。しかし、以前の報告では、ROCKがインスリ

ン受容体基質-1 (IRS-1) をブロックし、インスリンによる PI3Kを介した Akt

のリン酸化抑制が脂肪分化を抑制しているとしているが、私は彼らとは異なる

シグナル経路で脂肪分化抑制が引き起こされると考えている (作業モデルにつ

いては図 12を参照)。 

 

これらの結果から、Gsを介した微小管脱重合からRho/ROCK系の活性化、

それによる Aktおよび FoxO1のリン酸化抑制による脂肪細胞分化抑制が生じ

ると考えられるが、GEF-H1の活性化による Rho活性化が生じるとしている報

告[52]が私のモデルにも適応できるかは、まだ明確な証拠がない。現時点では、

GEF-H1が微小管と共局在しており分化した脂肪細胞では発現が増強すると

いうことだけである。これを明らかにするためにも、甘味受容体アゴニスト添

加による GEF-H1の活性化を測定する必要があり、またその活性化が GEF-H1

の siRNAなどを用いた場合に阻害されるというような検討がさらに必要であ

る。また、Rhoのドミナントネガティブ変異体を用いた結果から、Rho活性化

が PPARおよび C/EBPの発現抑制を引き起こすことが示されたが、ROCK

の阻害剤である Y-27632の検討において、PPARでは甘味受容体による抑制

作用が阻害されず C/EBPは阻害されたことから、Rho-ROCK-Akt-FoxO1の

経路は C/EBPのみであり PPARに関しては Rho-ROCK-Aktまでは同様の経

路であることを示したが、他にシグナル経路が存在し発現抑制に関与している
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可能性を示唆している。これらを明らかにするためにも更なる研究が必要であ

る。 
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第 4章 

まとめ 
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 第一章に述べたように、これまで舌の味蕾に発現する甘味受容体は、大きな細

胞外領域をもつ CタイプのGPCRである T1R2と T1R3のヘテロダイマーであ

ると考えられてきた。これに結合する甘味料は多様であり、人工甘味料である

スクラロースおよびサッカリンもこの甘味受容体に感知されることが知られて

いる。この受容体は近年、味蕾以外にも発現していることが明らかになってい

る。 

第二章に述べたように、本研究ではマウス脂肪細胞である 3T3-L1細胞に甘味

受容体が発現していること、また分化前後において T1R2の発現量は非常に低

値に推移するのに対して、T1R3の発現量は分化後に著明に増加することを明ら

かにした。この甘味受容体の機能として、人工甘味料であるスクラロースおよ

びサッカリンを感知し、脂肪細胞分化の指標である PPARおよび C/EBPの発

現抑制を濃度依存的にもたらした。また、スクラロースおよびサッカリン刺激

により脂肪蓄積が抑制されること、この効果は、分化初期における甘味受容体

アゴニストの添加が重要であることを見出した。また、この甘味受容体と共役

する Gタンパク質の検討の結果、Gsが共役している可能性が示唆され、脂肪

分化に対して抑制的に関与していることを明らかにした。そしてこの作用は、

cAMPに非依存的であることを明らかにした。さらに T1R3のみを強発現させ

たHEK293細胞においてスクラロース刺激に反応し、cAMPの上昇をきたすこ

とから、T1R2と T1R3のヘテロダイマーではなく T1R3のみのホモダイマーで

も甘味を感知することを明らかにした。従って、3T3-L1細胞では、T1R3のホ

モダイマーがGsと共役し cAMP非依存的経路により脂肪分化を抑制している

ことを示した。 

第三章に示したように、この甘味受容体アゴニストによる脂肪分化抑制シグ

ナルは、Gsを介して微小管脱重合を引き起こし、微小管と共局在している

GEF-H1を活性化し、Rho/ROCK系を活性化した。ただし、GEF-H1活性化に

ついては明確な結果はないが、これまでの報告からおそらく活性化されるであ

ろうと考えられる。そして Aktのリン酸化抑制および FoxO1のリン酸化抑制を
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引き起こすことで FoxO1が核内に留まり、PPARおよび C/EBPの発現が抑制

されることを明らかにした。この Rho/ROCKから Aktのリン酸化抑制の間には

おそらく PTENが関与していることが予想され、このことを明らかにすること

は抑制シグナルを明確にするうえでも重要である。この点については、現在詳

細検討を行っている。 

要約すると、3T3-L1細胞には甘味受容体が発現しており、甘味受容体アゴニ

スト刺激は、脂肪分化を抑制することを明らかにした。この 3T3-L1細胞におい

て甘味を受容する受容体は、これまでに知られている T1R2 と T1R3のヘテロ

ダイマーではなく T1R3ホモダイマーであり、この受容体で甘味を感知するこ

と、この受容体は Gsを介することを示した。Gs下流のシグナル伝達機構は, 

Gs-微小管脱重合-Rho/ROCK系の活性化-AktおよびFoxO1のリン酸化抑制

-PPARおよび C/EBPの発現抑制が連鎖的に引き起こる結果、脂肪細胞分化が

抑制されることを明らかにした (シグナル伝達機構のモデルについては図 12を

参照)。 

脂肪細胞に発現するこの甘味感知受容体は、2 型糖尿病やメタボリックシンド

ロームのような肥満関連疾病の治療のための標的となる可能性がある。 
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図およびその説明



51 

 

 

図 1. 3T3-L1細胞の分化過程における T1Rの発現変化 

A. 3T3-L1細胞を様々な時間培養し、RNAを調製した。内在性コントロール

としてマウスリボソームタンパク質の S18を用いて定量的 RT-PCRを行っ

た。T1R2と T1R3の mRNAレベルは、Day6における T1R3量に対する

割合として示した。結果は、mean±SE (n=3-6) で示されている。 

B. 未分化 (Day0) と分化した (Day7) 3T3-L1細胞における T1R3およびアク

チンの発現変化を免疫ブロット法で測定した。 

C. 未分化 (Day0, aと c) および分化した (Day7, bと d) 3T3-L1細胞における

T1R3 (aと b, 赤) および GLUT4 (cと d, 緑) の免疫蛍光染色画像。核は、

DAPI (青) で可視化した。eは、Day7の細胞における T1R3 (赤) の細胞内

分布を示す。矢じりは T1R3の細胞膜周辺への局在化を示している。 
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図 2. 
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図 2. 脂肪細胞分化に対する甘味料の効果 

A. 3T3-L1細胞を、様々な濃度のスクラロースおよびサッカリン存在下で分化

させ、Day2 (48時間) における PPARおよび C/EBPの発現量を免疫ブロ

ット法で検討した。PPARおよび C/EBPの典型的な免疫ブロットデータ 

(パネル上段) および、-tubulinで規準化したタンパク質の相対的な量 (パ

ネル下段) を示す。結果は、2つの独立した実験の平均値として示した。 

B. 3T3-L1細胞を、分化の始めの 48時間に、刺激なし (コントロール: Con)、

20 mM D-マニトール (Man)、20 mM スクラロース (Suc)、20 mM サッ

カリン (Sac) の存在下に分化させた。Day2における PPARおよび

C/EBPの発現量とDay4におけるaP2の発現量を免疫ブロットにより検討

した。典型的な免疫ブロットデータ (パネル上段) および、-tubulinで規

準化したタンパク質の相対的な量 (パネル下段) を示す。結果は、mean±

SE (n=3) で示した。＊は、P<0.05 (vs. Con) である。 

C. 3T3-L1細胞を、分化の最初の 48時間 (Day1および Day2)、2番目の 48

時間 (Day3およびDay4)、3番目の48時間 (Day5およびDay6) に、20 mM 

D-マニトール (Man)、20 mM スクラロース (Suc)、20 mM サッカリン 

(Sac) 存在下および刺激なし (コントロール: Con) で分化させ、Day6に

Oil Red-Oで染色した。色素の量を定量化した (パネル左側)。結果は、mean

±SE (n=3) として示した。＊は P<0.005、＊＊は P<0.05 (vs. Con) である。

初期の 48時間の期間に、刺激なし (コントロール) (a)、20 mM D-マニトー

ル (b)、20 mM スクラロース (c)、もしくは 20 mM サッカリン (d) を添

加し分化させた細胞の Oil Red-O染色した顕微鏡画像を示した (パネル右

側)。 

D. 幹細胞由来脂肪組織は、刺激なし (コントロール: Con) (a)、20 mM D-マニ

トール (Man) (b)、20 mM スクラロース (Suc) (c)、20 mM サッカリン 

(Sac) (d)存在下で材料と方法に示した方法にて 6日間脂肪細胞へ分化させ、

Oil Red-Oで染色した。Oil Red-Oの量 (パネル左側) および顕微鏡画像 (パ
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ネル右側) を示した。結果は、mean±SE (n=3) で示した。＊は P<0.001、

＊＊は P<0.01 (vs. Con) である。 

E. 未分化の 3T3-L1細胞に電気穿孔法により non-silencing (shControl) もし

くは、T1R3-targeting shRNA配列 (shT1R3) (各 30 g) を含む pGIPz発

現ベクターで遺伝子導入した。遺伝子導入した細胞を、12-well培養ディッ

シュに播き、刺激なし (コントロール: Con)、20 mM スクラロース (Suc)、

20 mM サッカリン (Sac) を添加して分化誘導する前にコンフルエントま

で培養した。T1R3の発現量は、分化導入前 (Day0) に即座に定量的

RT-PCRで測定した (パネル左側)。Day2 (48時間) における PPARおよび

C/EBPの発現量を、免疫ブロットにより測定した。代表的な免疫ブロット

データおよび、-tubulinで規準化したタンパク質の相対的な量を示した 

(パネル中央)。結果は、mean±SE (n=3) として示した。＊は P<0.05 (vs. 

Con) である。Oil Red-Oの量および Day6の染色した細胞の顕微鏡画像を

示した (パネル右側)。non-silencing (shControl) (a-c) もしくは

T1R3-targeting shRNA (shT1R3) (d-f) を遺伝子導入した細胞を初期の 48

時間に 20 mM スクラロース (Suc) (bおよび e)、20 mM サッカリン 

(Sac)( cおよび f) の条件下もしくは、刺激なし (aおよび d) で分化させた。

結果は、mean±SE (n=3) で示した。＊は P<0.01、＊＊は P<0.05 (vs. 

shControl) である。 
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図 3. 



56 

 

図 3. 3T3L1細胞分化への甘味料の効果における Gタンパク質の役割 

A. 3T3-L1細胞の分化過程における Ggust、G14および Gsの発現変化。

図 1で示した 3T3-L1細胞から調製した total RNAを用いGgust、G14、

GsのmRNAを定量的 RT-PCRにより測定した。マウスリボソームタン

パク質 S18を内在性コントロールとして用いた。結果は、mean±SE (n=3) 

として示した。 

B. 3T3-L1細胞を YM-254890 (10 M) の条件下もしくは非存在下 (0.1% 

DMSO) に、20 mM スクラロース (Suc)、20 mM サッカリン (Sac)、20 nM 

エンドセリン-1 (ET-1) の添加もしくは、刺激なし (コントロール: Con) で

分化させた。Day2 (48時間) における PPARおよび C/EBPの発現量を免

疫ブロットにより測定した。代表的な免疫ブロットデータ (パネル下段) お

よび、-tubulinで規準化したタンパク質の相対的量 (パネル下段) を示す。

灰色および黒色の棒は、それぞれコントロールおよび YM-254890を添加し

たデータである。結果は、2つの独立した実験からの平均値として示した。 

C. 未分化の 3T3-L1細胞を剥離させ、電気穿孔法により Gs-野生型 (WT) も

しくは Gsドミナントネガティブ変異体 G226A (G226A) の cDNA (各 20 

g) を含む発現ベクターを遺伝子導入した。遺伝子導入した細胞は、6-well

培養ディッシュに播きコンフルエントになるまで培養した。20 mM スクラ

ロース (Suc) もしくは 20 mM サッカリン (Sac) もしくは、刺激なし (コ

ントロール: Con) の条件下で分化誘導を行った。PPARおよび C/EBPの

発現量は、Day2 (48時間) における免疫ブロットにより測定した。代表的

な免疫ブロットデータ (パネル上段) および、-tubulinで規準化したタン

パク質の相対的量 (パネル下段) を示す。灰色および黒色の棒は、それぞれ

Gs-WT (灰色) および Gs-G226A (黒色) のデータを示した。結果は、

mean±SE (n=3) として示した。＊は P<0.01、＊＊は P<0.05 (vs. WT ) で

ある。 
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図 4. 甘味物質による cAMPの変化 

A. Day0 (未分化)、分化させた Day2および Day6の 3T3-L1細胞を、37℃で

30分間、20 mM スクラロース (Suc) もしくは 20 mM サッカリン (Sac) 

もしくは、刺激なし (コントロール: Con) とインキュベートし、cAMP量

を測定した。結果は、mean±SE (n=3) で示した。＊は P<0.05、＊＊は

P<0.01 (vs. Con) である。 

B. 分化した 3T3-L1細胞 (Day6) に電気穿孔法により Epac1-campsを遺伝子

導入した。24間培養後、細胞を 20 mM スクラロース (Suc) で刺激し

[cAMP]cの変化を測定した。 結果は、[cAMP]cを CFP/YFPとして示した。 

C. HEK293細胞に電気穿孔法で pcDNA3.1ベクター (20 g) のみ (mock) も

しくはマウス T1R3 cDNA (20 g) (T1R3) を含んだベクターを遺伝子導入

し、12-well培養プレートに播いた。24時間培養後、細胞を 20 mM スクラ

ロース (Suc)、20 mM サッカリン (Sac) もしくは、刺激なし (コントロー

ル: Con) で、37℃で 30分間インキュベートし、cAMP量を測定した。結果

は、mean±SE (n=4-6) で示した。＊は P<0.05、＊＊は P<0.01 (vs. Con) で

ある。 

D. pcDNA3.1ベクター (mock)、T1R2 (20 g) (T1R2)、T1R3 (20 g) (T1R3) 

もしくは T1R2および T1R3の両方 (各 10 g) (T1R2 + T1R3) を電気穿孔

法で遺伝子導入したHEK293細胞を 35mmガラス底培養プレートに播き、

矢印で示す時点に 20 mM スクラロース (Suc) で刺激した。 
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図 5. 脂肪細胞分化における Gsの役割 

A. 3T3-L1細胞を 0.1 g/ml コレラ毒素 (CTX) あるいは 20 M フォルスコ

リン (Fsk) の条件下もしくは刺激なし (コントロール: Con) で 48時間分

化させた。PPARおよび C/EBPの発現量を免疫ブロットで測定した。代

表的な免疫ブロットデータ (パネル左側) および-tubulinで規準化したタ

ンパク質の相対的な量(パネル右側)を示した。データは、mean±SE (n=3) 

として示した。＊は P<0.05、＊＊は P<0.01 (vs. Con) である。 

B. 未分化の 3T3-L1細胞に、non-silencing (Con) もしくは Gs-targeting 

siRNA (20 nmole) (siGs) を遺伝子導入した。細胞は 12-well培養ディッ

シュに播き、コンフルエントまで培養した。その後 48時間分化させた後に
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PPARおよび C/EBPの発現量を免疫ブロット法により測定した。代表的

な免疫ブロットデータ (パネル左側) および、-tubulinで規準化したタン

パク質の相対的な量 (パネル右側) を示した。データは、mean±SE (n=3) 

として示した。＊は P<0.05、＊＊は P<0.01 (vs. Con) である。 
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図 6. 味細胞および 3T3-L1細胞における甘味感知受容体の下流シグナル伝達

機構モデル 

味細胞 (左側) においては、T1R2と T1R3のヘテロ二量体甘味受容体がガスト

デューシン (Ggust) もしくは他の Gタンパク質を介して PLC2を活性化し、

[Ca2+]cの上昇および細胞膜脱分極を引き起こす。この脱分極により CALHM1

が活性化され ATPが放出される。3T3-L1細胞 (右側) においては、T1R3の

ホモダイマー受容体が Gsを活性化し、cAMP非依存的に脂肪細胞分化抑制シ

グナルを伝える。PLC: phospholipase C-2、DAG: diacylglycerol、IP3: 

inositol 1,4,5-trisphosphate、TRPM5: transient receptor potential cation 

channel subfamily M member 5、CALHM1: calcium homeostasis modulator 

1、AC: adenylate cyclase、PDE: cAMP phosphodiesterase 
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Control 20 mM Sucralose 

20 mM Saccharin 5 M Isoproterenol 

0.1 g/ml Cholera toxin 40 M Forskolin 

tubulin/phalloidin/DAPI 

図 7. 
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図 7. 甘味受容体アゴニストによる微小管脱重合作用 

未分化の 3T3-L1細胞における tubulin (緑)、および phalloidin (赤) の免疫蛍

光染色画像。核は、DAPI (青) で可視化した。固定方法は、3% (w/v) パラホル

ムアルデヒドで行った。刺激なし (Control)、20 mM スクラロース (Sucralose)、

20 mM サッカリン (Saccharin)、5 M イソプロテレノール (Isoproterenol)、

0.1 g/ml コレラ毒素 (Cholera toxin)、40 M フォルスコリン (Forskolin) 

で 2時間刺激した。 
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Gs-WT Gs-G226A 

Gs-Q227L 

Control 

20 mM 

Sucralose 

20 mM 

Saccharin 

Control 

図 8. 
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図 8. Gsを介する微小管脱重合作用 

未分化の 3T3-L1細胞に Gs-WT (20 g)、Gs-G226A (20 g) および

Gs-Q227L (20 g) を電気穿孔法で遺伝子導入した。その後、24時間後に 20 

mM スクラロース (Sucralose)、20 mM サッカリン (Saccharin) および

D-MEM 培地のみの刺激なし (Control) と 3時間インキュベートし、tubulin 

(緑) の免疫蛍光染色を行った。Gs-Q227L (20 g) は遺伝子導入後 24時間で

tubulin (緑) の免疫蛍光染色を行った。核は、DAPI (青) で可視化した。 
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A. GEF-H1 

B. RhoA (pull-down assay) 

C. ROCK Activity 

D. Raichu-RhoA (Ratio Image YFP/CFP) 

図 9. 



67 

 

図 9. 微小管脱重合による Rho/ROCK系の活性化 

A. 3T3-L1細胞の分化前後 (Day0, Day7) における GEF-H1および tubulin

の発現変化を免疫ブロット法により測定した。右は、未分化の細胞における

tubulin (緑) および GEF-H1 (赤) の免疫蛍光染色画像。核は、DAPI (青) で

可視化した。 

B. プルダウンアッセイによる Rhoの活性化の測定。刺激なし (コントロール: 

Con) または、20 mM スクラロース (Suc)、20 mM サッカリン (Sac) お

よび 5 M ノコダゾール (Ncz) で刺激した細胞を回収し、免疫ブロットに

より測定した。RhoA loadingで規準化した相対的な量を示した (パネル右

側)。結果は、コントロールを 100%として示した (n=2)。 

C. 刺激なし (コントロール: Con)、20 mM スクラロース (Suc) もしくは 20 

mM サッカリン (Sac) を添加して分化誘導した。Day2 (48時間) における

MYPT1およびリン酸化MYPT1、内在性コントロールとして tubulinの発

現量を免疫ブロットにより測定した。リン酸化MYPT1/MYPT1の比を取り

示した (パネル右側)。結果は、コントロールを 100%として示した (n=2)。 

D. 未分化の 3T3-L1細胞に、電気穿孔法により Rhoのプローブである

Raichu-RhoA-1237Xを遺伝子導入した。遺伝子導入した細胞に 20 mM ス

クラロース (Sucralose) を添加し、その後の経時的変化を観察した。矢印

で示したポイントでスクラロースを添加した。 
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図 10. 甘味刺激による脂肪細胞分化抑制は Rho/ROCKを介する 

A. 未分化の細胞に、Rho-WT (WT) (20 g) およびドミナントネガティブ変異

体である Rho-T19N (T19N) ( 20 g) を遺伝子導入した。遺伝子導入した細

胞がコンフルエントになった後、刺激なし (コントロール: Con)、20 mM ス

クラロース (Suc) および 20 mM サッカリン (Sac) を含む分化刺激入り

D-MEM (Low Glucose) で分化させた。Day2 (48時間後) におけるリン酸

化 Akt、PPARおよび C/EBPを免疫ブロットにより測定した。 
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B. 3T3-L1細胞を Y-27632 (20 M) 存在下もしくは非存在下で、刺激なし (コ

ントロール: Con)、20 mM スクラロース (Suc) および 20 mM サッカリン 

(Sac) を含む分化刺激入り D-MEM (Low Glucose) で分化させた。分化 6

時間後における Akt、リン酸化 Aktおよび tubulin (パネル上段) および、

Day2 (48時間後) における、PPAR、C/EBPおよび tubulin (パネル下段) 

を免疫ブロットにより測定した。  
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図 11. 受容体アゴニストによる PTEN量の変化と Aktのリン酸化 

A. 3T3-L1細胞を分化刺激なし (Con) もしくは 20 mM スクラロース (Suc) 

で刺激し 48時間後における Akt、FoxO1および tubulinの発現量を免疫ブ

ロットで測定した。内在性コントロールとして tubulinで規準化した。代表

的な免疫ブロットデータ (パネル左側)、リン酸化 Akt / Aktおよびリン酸化

FoxO1 / FoxO1 (パネル右側) の比として示す。結果は、mean±SE (n=3) で

A. Aktおよび FoxO1のリン酸化 

B. PTENの量的変化 
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示した。＊＊は P<0.01 (vs. Con) である。 

B. 3T3-L1細胞を分化刺激なし (Con) もしくは 20 mM スクラロース (Suc) 

で刺激し 3時間後における PTEN発現量を免疫ブロットで測定した。内在

性コントロールとして tubulinで規準化した。代表的な免疫ブロットデータ 

(パネル左側)、PTENの量的変化 (パネル右側) を示す。結果は、mean±

SE (n=3) で示した。＊は P<0.05 (vs. Con) である。 
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図 12. 3T3-L1細胞における甘味アゴニストによる脂肪分化抑制メカニズム 

3T3-L1細胞では、T1R3のホモダイマーが Gsを活性化し、cAMP非依存的

に分化抑制シグナルを伝える。Gsの下流シグナル分子として、Gsの活性化

による微小管の脱重合が引き起こされ、微小管と共局在している GEF-H1が活

性化しRho/ROCK経路が活性化される。このRho/ROCK経路の活性化を介し、

Aktのリン酸化抑制および FoxO1のリン酸化抑制が引き起こされ、PPARお

よび C/EBPの発現抑制を引き起こす。 
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