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要約 

 苦味受容体（T2Rs）は気道や消化管などの上皮性組織では外来の毒物・異物

を検知して排除する役割を担っている。しかしながら、非上皮性組織に発現し

ている T2R は上述したような役割とは異なる役割を担っていることが示唆さ

れている。また、T2R のリガンドとなる苦味成分が糖や脂質の代謝機能調節に

関わっている可能性を示唆する報告も複数あることから、非上皮性組織に発現

している T2R は代謝機能調節に関わっているのではないかと仮説を立て、本

研究に着手した。 

本研究では、非上皮性組織に発現している T2R の役割解明を目的として、

まず、非上皮性組織とそのモデル細胞株を対象として T2R 発現プロファイル

を解析し、その後、脂肪組織や脂肪細胞株の T2R 発現に影響を与える因子

や、脂肪細胞の分化における T2R の役割について解析した。 

 マウスにおいて 4 種類の非上皮性組織（褐色脂肪、白色脂肪、骨格筋、肝

臓）に加えて小腸の T2R の発現プロファイルを RT-PCR 法を用いて解析し

た。白色脂肪のモデルである 3T3-L1 細胞と骨格筋のモデル細胞である C2C12

細胞についても同様に解析した結果、Tas2r108、126、135、137、143 がマウ

スの組織・細胞株に共通して他の T2R と比較して高レベルで発現していた。 

 T2R の発現レベルは細胞分化や外部環境からの刺激により変動することが知

られているため、3T3-L1 細胞と C2C12 細胞に発現している T2R の発現レベ

ルに細胞分化が与える影響を解析した。その結果、細胞分化による T2R 発現

レベルの上昇を確認した。また、脂肪細胞における T2R 発現レベルの変動に

影響する因子を探索したところ、3T3-L1 脂肪細胞では苦味化合物刺激や血清

飢餓により、マウス脂肪組織では苦味化合物刺激や絶食により、T2R の発現が

上昇することが明らかになった。 
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 さらに、苦味化合物であるエピカテキンで刺激した 3T3-L1 脂肪細胞のトラ

ンスクリプトーム解析において、分化に関わる転写因子である Egr2、Nr4a の

発現が上昇していた。 

また、T2r126、108 を過剰発現させた 3T3-L1 細胞では、3T3-L1 の分化が

阻害された。したがって、T2r126、108 は、3T3-L1 細胞の分化調節に関わっ

ていることを示した。 

 以上のように本研究では、T2R が脂肪細胞においても機能していることを示

し、T2r126、108 が脂肪細胞の分化調節に関わっていることを明らかにした。  
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第１章 序論 

 

1-1. 味覚と味覚受容体 

哺乳動物にとっての味には、甘味・旨味・苦味・酸味・塩味のいわゆる 5 基

本味が存在する(Chandrashekar et al. 2006; Gravina et al. 2013)。基本味の味覚

受容体には 7 回膜貫通型の G タンパク質共役型の味覚受容体とイオンチャネル

型の味覚受容体が存在し、前者は甘味・旨味・苦味の受容に、後者は酸味・塩

味の感知にそれぞれ関わっている(Gravina et al. 2013)。 

甘味受容体は Taste 1 receptor 2 (T1R2)と Taste 1 receptor 3(T1R3)の、旨味

受容体は Taste 1 receptor 1 (T1R1)と T1R3 のヘテロダイマーとして 1 種類ず

つ同定されており、甘味・旨味の味受容を担う(Nelson et al. 2001, 2002)。一方

で苦味受容体を担っている Taste 2 receptor（T2R）はヒトで 25 種類、マウス

で 35 種類のサブタイプが存在し、それぞれが異なるリガンド特異性を持つこと

により数多くの苦味物質の受容を可能としている(Meyerhof et al. 2009; Lossow 

et al. 2016)。酸味受容体は酸味受容体チャネル複合体（ polycystic kidney 

disease 1-like 3/polycystic kidney disease 2-like 1：PKD1L3/PKD2L1)とオトペ

トリン 1（otopetrin 1 ：OTOP1)であり(Huang et al. 2006; Zhang et al. 2019)、

塩味受容体は上皮性ナトリウムチャネル（epithelial sodium channel ：ENaC)が

低濃度の塩味の受容を担い(Chandrashekar et al. 2010)、バニロイド受容体

（vanilloid receptor 1：VR-1)が高濃度の塩味の受容に関与する(Lyall et al. 

2004)。 

これらの味覚受容体は、口腔内では主に舌、軟口蓋、咽頭蓋に存在する蕾状

の器官である味蕾中の味細胞に発現している(Ahmad and Dalziel 2020)。味覚

受容体は、対応する味物質が作用することで活性化される。味覚シグナルの伝

達機構は甘味、旨味、苦味の受容を担う G タンパク質共役型受容体（G protein 

coupled receptor：GPCR）と酸味、塩味の受容を担うイオンチャネル型の味覚

受容体の間で異なっている。 
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甘味、旨味、苦味の受容を担う GPCR の場合、味物質が受容体に結合すると

G タンパク質αサブユニットであるガストデュシン（α-gustducin ：Gαgust)

へとシグナルが伝わる(図 1-1)。次に Gαgust から βγ サブユニットが分離し、

ホスホリパーゼ Cβ2（phospholipase Cβ2：PLCβ2）を活性化する。PLCβ2 は

ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -4,5- 二 リ ン 酸 （ phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate ： PIP2 ） を 切 断 す る こ と で ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル

（diacylglycerol：DAG）及びイノシトール三リン酸（inositol trisphosphate：

IP3）を生成する。IP3 は小胞体膜に存在する IP3 受容体に結合し、小胞体から細

胞質へのカルシウムイオン（Ca2+）放出を誘導する。その結果、細胞内カルシ

ウム濃度が上昇するため、イオンチャネルである transient receptor potential 

melastatin 5（TRPM5 ）が開口し、ナトリウムイオン（Na+）が細胞内に流入

することで細胞膜電位が正の方向へ変化する。続いてその膜電位の変化により

電位依存性ナトリウムチャネルが開口することでさらなる Na+が流入し、活動

電位が発生する。最終的にアデノシン三リン酸（adenosine tri-phosphate ：

ATP)透過性イオンチャネルである calcium homeostasis modulator 1（CALHM1）

が開口することで神経伝達物質として ATP が細胞外に放出される。放出された

ATP は味神経に受容され、脳の味覚野へと味情報を伝達することで、動物は味

を認識する。 
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図 １-1. 甘味、旨味、苦味を司る G タンパク質共役型の味覚受容体とそのシグナル伝達経

路 

(Kobayashi et al. 2010) 

 

イオンチャネル型の味覚受容体（酸味・塩味）のシグナル伝達機構は、GPCR

の場合と異なり、酸味・塩味共にいくつか候補となっている受容体分子が報告

されている（図 1-2）。 

酸味の場合、Transient receptor potential channel (TRP channel)の 1 種であ

る PKD2L1 を欠損させると酸味に対する応答がなくなることがマウスを用いた

実験で明らかにされており(Huang et al. 2006)、PKD2L1 の膜局在に必須な

PKD1L3 を欠損させたマウスでは酸味に対する応答に変化がないことが確認さ

れている(Nelson et al. 2010)。 しかしながら、PKD2L1/PKD1L3 を共発現させ

た細胞は酸刺激直後でなく、酸刺激を止めたときにのみ応答することから

(Inada et al. 2008)、PKD 以外の酸味受容体の存在も示唆されていた。一方で、

味細胞に発現しているプロトンに選択性のあるイオンチャネルを形成する

OTOP1 も酸味の受容に関わることが示された(Zhang et al. 2019)。OTOP1 が

プロトンを輸送すると細胞内の pH が低下し、内向き整流性 K+チャネルを遮断

し、脱分極を引き起こす。その後の活動電位の発生は電位依存性カルシウムチ

ャネルの開口を誘導し、神経伝達物質が放出されて、味神経へとシグナルが伝

達される(Teng et al. 2019)。 
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塩味の場合、低濃度の塩味においてはナトリウムチャネル遮断薬であるアミ

ロライドによってマウスの塩味に対する嗜好性が抑制されるため、ENaC が低

濃度の塩味の受容を担っていると考えられている(Chandrashekar et al. 2010)。

しかし、高濃度の塩味に対する嫌悪はアミロライドによって抑制されないため、

高濃度の塩味の受容には ENaC ではなく別の受容体が関与していると考えられ

ていた(Lyall et al. 2004)。その一方で、高濃度の塩味に対する感受性はバニロ

イド受容体（VR-1）のノックアウトにより消失するため、VR-1 が高濃度の塩

味を受容すると考えられているが(Lyall et al. 2004)、そのシグナル伝達機構は

わかっていない。 

低濃度の塩味は、塩味細胞の表面に発現している ENaC がナトリウムイオン

を取り込むことで膜の脱分極が起こり、活動電位を惹起する。すると活動電位

に よ る 膜 電 位 の 変 化 に 応 答 し て calcium homeostasis modulator 1 and 3 

(CALHM1/3)が活性化し、塩味細胞から CALHM1/3 チャネルを通って ATP が

放出され、塩味の味神経を活性化する(Nomura et al. 2020)。 

以上のように、各味覚受容体は味細胞からの神経伝達物質の放出を誘導する

ことで、味覚受容による化学的なシグナルを電気的なシグナルとして伝えてい

る。 

 

 

図 １-2. 酸味、塩味を司るイオンチャネル型の味覚受容体 

(Kobayashi et al. 2010) 
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1-2. 口腔で味覚を感知する意義 

動物が口腔内において味覚受容体を通じて味覚を感知する意義は、生存に必

要な食物を摂取し、毒物や腐敗物などを忌避するためであると考えられている

(Callaway 2012)。例えば甘味は、解糖系により代謝されエネルギーとなる糖類

（スクロース、フルクトース、グルコースなど）を摂取しているというシグナ

ルを伝えている(Meyers and Brewer 2008)。旨味は、グルタミン酸ナトリウム

やイノシン酸ナトリウムなどの味であり、タンパク質の生合成に必要なアミノ

酸を摂取しているという情報を伝えている(Bachmanov et al. 2016)。塩味は、

塩化ナトリウムが代表であり、細胞外液の浸透圧の調節に加え、神経細胞や筋

細胞の収縮に必要なミネラルが食物に含まれていることを感知し、高濃度の塩

味は忌避されるが、体液の濃度に等しい 1%前後の濃度では好まれる(Bigiani 

2020)。 

一方で、苦味や酸味は基本的には毒や腐敗物に由来する味として忌避される

(Callaway 2012)。酸味はプロトンにより生じる味であり、食品中の有機酸が主

な酸味の原因である(Neta et al. 2007)。苦味は、主に植物に由来するアルカロ

イドやテルペノイドなどの味であり、苦味を呈する成分は毒物である場合が多

い(Danielle and Antti 2010)。このように、口腔内において味覚受容体はそれぞ

れの味を感知し、甘味・旨味・塩味の場合は生存に必要なものを体の中に取り

入れ、酸味・苦味の場合は不必要なものを体の中に入れないように促すための

センサーとして働くと考えられている（図 1-3）。 
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(Sakai et al. 2016) 

 

  

Figure １-1 基本味と対応する味物質、受容体分子、生理的意義について 図 １-3. 基本味と対応する味物質、受容体分子、生理的意義 
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1-3. 口腔以外における味覚受容体の発現とその役割 

 口腔の味細胞で発見された味覚受容体は、1-2 節に記したように口腔内では

味の感知を担い、体にとって必要なものかそうでないかを判断するためのセン

サーとして働く。しかし、最近の研究において味覚受容体が体の様々な組織に

発現していることが報告され、それらの機能に注目が集まっている(図 1-4)。

旨味受容体（T1R1/T1R3）はマウス小腸の内分泌細胞にも発現しており、リ

ガンドであるアミノ酸を受容すると、コレシストキニン（cholecystokinin：

CCK）を分泌することで食欲の調節を行っている(Daly et al. 2013)。塩味受容

体である ENaC は上皮細胞膜に発現しており、特に腎臓、肺、皮膚、生殖器、

結 腸 に お い て ナ ト リ ウ ム イ オ ン の 再 吸 収 を 担 っ て い る (Hanukoglu and 

Hanukoglu 2016; Hanukoglu et al. 2017; Enuka et al. 2012; Sharma et al. 2018)。

甘味受容体（T1R2/T1R3）や苦味受容体（T2R）は他の味覚受容体と比較して

発現が報告されている組織が多く、一部組織ではその発現意義についても解明

されている。これらについては 1-3-1 から 1-3-3 項で詳しく記述する。酸味受

容体については現在までに口腔以外の組織における発現は報告されていないた

め、ここでは割愛する。 

 



12 

 

 

図 １-4. 口腔および口腔以外の組織における甘味受容体 T1R2/T1R3 もしくは Gαgust、

甘味受容体と苦味受容体（T2R）の発現部位 

左図は Laffitte らの報告より引用して一部改変(Laffitte et al. 2014)、右図は Freund らの報

告より引用(Freund and Lee 2018)。 
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1-3-1. 口腔以外における甘味受容体の発現とその役割  

 甘味受容体（T1R2/T1R3）は様々な組織に発現しているとともに、多様な

機能の調節に寄与することがわかってきている（図 1-4）。 

腸管内分泌細胞における甘味アゴニストであるスクラロースによる刺激は、

グルカゴン様ペプチド-1（glucagon like peptide 1：GLP-1)及びグルコース依存

性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ glucose dependent insulinotropic 

polypeptide：GIP）のようなインクレチンの放出を促し、腸上皮細胞において

ナトリウム依存性グルコース輸送体（sodium glucose cotransporter 1：SGLT1）

の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と で 、 腸 管 腔 か ら の グ ル コ ー ス 吸 収 を 促 進 す る

(Margolskee et al. 2007; Jang et al. 2007)。Margolskee らは、こういった SGLT1

の発現上昇は Gαgust や T1R3 のノックアウトによって抑えられることを併せ

て報告しており、甘味受容体が関与していることを示している。 

マウスのランゲルハンス島や β 細胞の株化細胞 MIN6 にも T1R2/T1R3 は発

現しており、甘味アゴニストであるスクラロースやグルコースの刺激により、

細胞内 Ca2+及び環状アデノシン一リン酸（cyclic adenosine monophosphate：

cAMP）濃度を増加させ、インスリン分泌を誘発することが知られている

(Nakagawa et al. 2009)。 

脂肪細胞のモデルである 3T3-L1 細胞では、T1R2/T1R3 のヘテロダイマーで

はなく、T1R3 のみのホモダイマーが発現している(Masubuchi et al. 2013)。同

報告では、この T1R3 ホモダイマーをスクラロースやサッカリンなどで刺激す

ると、Gs タンパク質を介した経路で脂肪分化を抑制していることが明らかにな

っている。 
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1-3-2. 口腔以外の上皮性組織と非上皮性組織における苦味受容体

（T2R）の発現とその役割 

T2R も、生体内の様々な組織（脳、気道、胃、心臓、脂肪組織、小腸、肝臓、

大腸、精巣など）において発現が確認されており、一部の組織ではその発現意

義を推定できるほど解析が進んでいる(Lu et al. 2017; Freund and Lee 2018)。

以下に T2R の発現が確認されている組織と、役割がわかっている場合にはその

役割について述べる。 

気道では、鼻腔や副鼻腔の粘膜上皮において、T2R38 の発現が確認されてい

る(R. J. Lee et al. 2012)。T2R38 は、グラム陰性菌がクオラムセンシング分子と

して分泌するキノロンやアシルホモセリ ンラクトン （N-acyl homoserine 

lactone：AHL）を認識すると、細胞内の Ca2+濃度が上昇し一酸化窒素合成酵素

（nitric oxide synthease：NOS)を活性化させる(R. J. Lee et al. 2012)。NOS か

ら産生された一酸化窒素（nitric oxide：NO)の増加は抗菌効果をもたらす他、

環状グアノシン一リン酸（cyclic guanosine monophosphate：cGMP）を活性化

させ、さらにプロテインキナーゼ G（protein kinase G：PKG)を活性化させる。

活性化された PKG は繊毛運動を活発化させることで細菌を排除し、鼻腔や副

鼻腔内のクリアランス機能を担っている（図 1-5）。 
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図 １-5. T2R によるヒト副鼻腔上皮細胞における自然免疫の調節機構 

(Carey and Lee 2019) 

 

胃には T2R10 が発現しており、また メッセンジャー RNA（messenger 

ribonucleic acid：mRNA）レベルでは T2R8、45、60 を除きほとんど全ての

T2R が発現していることが、ヒト胃がん細胞株である HGT-1 を用いた解析試

験で明らかになっている(Liszt et al. 2017)。この報告では、カフェインをカプ

セルに入れて被験者に経口投与すると、胃酸分泌が促進されることを示してお

り、HGT-1 細胞を用いた試験では、カフェインの胃酸分泌効果が T2R43 とア

デニル酸シクラーゼに依存して起こることが示されている。 

気道平滑筋には T2R31、10、14、19 が発現しており、mRNA レベルでも

T2R5、4、3、20 など複数の発現が確認されている(Deshpande et al. 2010)。

ここでは、T2R の関与は直接調べられてはいないが、アゴニストであるキニ

ーネ投与によって気道平滑筋の弛緩効果を誘起し、気管支の拡張を促すこと

でマウスの喘息モデルの気道閉塞を改善させることがわかっている。 

マウスの消化管では複数の T2R の mRNA 発現が確認されているが、胃から

大腸までの各管腔部位で発現パターンに差異が存在している(Prandi et al. 2018)。

例えば、Tas2r108、126、135、137、138、143 は消化管各所に共通して発現し

ているが、Tas2r129 は回腸に特異的に発現しており、Tas2r119 は盲腸にのみ
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発現が見られない。また、大腸には上述の共通して発現しているものに加え、

Tas2r113 、 117 、 125 、 131 、 140 が 発現し て いる 。腸 管の 刷子 細胞 に は

Tas2r102、104、107、108、109、110、114、115、117、119、120、122、

125、129、130、131、136、139、140、143、144 の発現が確認されており、

寄生虫の分泌物に応答しインターロイキン 25 を放出することで、2 型の免疫応

答を誘導し寄生虫の排除を行っている(Luo et al. 2019)。また、小腸上皮細胞で

あるパネート細胞においても T2r131 の発現が確認されているが(Prandi et al. 

2018)、T2r131 はオーファン受容体ということもあり、その役割としては気道

の T2R のようなクリアランス機能を発揮するために発現しているのではないか、

と Prandi らは推定している。 

このように、気道や消化管などの上皮性組織に発現する T2R とその機能に関

しては複数の報告があり、これらは一般的に考えられている T2R の役割である

毒物・異物の検知とそれらの排除という点で一致する。一方で、脳、心臓、脂

肪組織、肝臓、精巣など非上皮性組織の場合には、以下のような関連報告があ

る。 

脳の場合、脳幹、小脳、大脳皮質、側坐核など複数の部位において T2R4、

mRNA レベルでは T2R10、T2R38 の発現が確認できており、このうち T2R4

はキニーネやデナトニウムなどの外因性のリガンドに応答することが確認され

ているが、その機能については CCK などのペプチドホルモンの分泌を促し、

摂食行動やその他の生理機能に関わっているのではないかと推測されている

(Singh et al. 2011)。 

ラットの心臓には Tas2r108、120、121、126、135、137、143 が、ヒトの心

臓では T2R1、3 がそれぞれ mRNA レベルで発現している。これらのうち

Tas2r126、135、143 の発現レベルは飢餓条件に曝すことで上昇することが in 

vitro 及び in vivo でも確認されている(Foster et al. 2013)。このことから Foster

らは、心臓に発現している T2R は栄養に対するセンサーとして働いているので

はないかと推測しているが、詳細はまだわかっていない。 

脂肪組織では、T2R38 が皮下脂肪組織（subcutaneous adipose tissue : SAT）
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と内臓脂肪組織（visceral adipose tissue : VAT）両方に発現している(Cancello 

et al. 2020)。また、この報告では、SAT/VAT から調製した細胞サンプルに苦

味化合物である 6-n-プロピルチオウラシルを共存させることで脂肪酸合成酵素

や Glut4、Pparg の発現が低下し、脂肪蓄積が抑制されることも併せて確認し

ている。ただし、6-n-プロピルチオウラシルが T2R38 のリガンドであることを

示す報告はなく、T2R との関わりは示されていない。 

肝臓には、Tas2r108、126、135、137、138、143 の発現が報告されている

(Prandi et al. 2018)。同報告では腸管や胃の T2R との発現量の比較も併せて行

っており、肝臓における Tas2r138 は腸管や胃のものと比較して発現量が高い

ことから、肝臓の生理機能において最も重要なのは Tas2r138 ではないかと推

定されているが、肝臓での T2R の役割は詳しくわかっていない(Prandi et al. 

2018)。 

精巣では T2R5 の発現が免疫染色により確認されており、T2R5 陽性細胞を

除去することで精巣自体が小さくなり、ほとんどの精細管から精巣相が除去さ

れたことから、精巣の T2R5 は精子の形成に関わっていることが示唆されてい

る(Li and Zhou 2012)。 

このように、非上皮性組織に発現する T2R の機能は、上皮性組織とは異なる

可能性がある。 
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1-3-3. T2R と肥満や糖尿病、糖・脂質代謝 

非上皮性組織に発現している T2R の機能と直接関連付けることは現在のとこ

ろできないが、個体の遺伝子型が肥満や糖尿病の発症と関係していることを示

唆している報告がいくつか存在する。 

ヒト T2R38 の主要なハプロタイプは 3 カ所の一塩基多型（single nucleotide 

polymorphism ：SNP、rs713598、rs1726866、rs10246939)を含むことからこ

れらの変異によるアミノ酸置換により、PAV 型、AVI 型（A49P、V262A 及び

I296V）と表される 2 型のアレルがある。この 2 型性で生じるホモの遺伝子型

AVI/AVI は、他のホモの遺伝子型 PAV/PAV 及びヘテロの遺伝子型 PAV/AVI

よりも肥満になりやすい(Ortega et al. 2016)。また、T2R の 4 つの SNP

（rs2588350、rs619381、rs3741845、rs648833）が二型糖尿病の発症と関連す

ることがジェノタイピングにより解析されており、T2R がグルコースの恒常性

に影響することが示唆されている(Dotson et al. 2008)。 

また T2R のリガンドである苦味成分が、糖や脂質の代謝機能を調節するとい

う報告は複数ある。緑茶に含まれる代表的な茶カテキンであるエピガロカテキ

ンガレート（epigallocatechin gallate ：EGCG)は、マウスの肝細胞において主

要な糖新生遺伝子の発現抑制を介してグルコース産生を阻害し、これは AMP

活性化プロテインキナーゼ（AMP-activated protein kinase：AMPK）経路を介

するものであることが報告されている(Collins et al. 2007)。ブドウの果皮や赤

ワインなどに含まれるポリフェノールの一種であるレスベラトロールは、マウ

ス脂肪細胞のグリセロール放出を抑え、脂肪分解を 抑制する効果がある

(Gomez-Zorita et al. 2017)。グレープフルーツに含まれる苦味成分であるノミ

リンは、マウスの食餌誘導性肥満と高血糖を改善することが知られている(Ono 

et al. 2011)。 

また、細胞レベルでも苦味成分が代謝と関連している可能性を示唆する報告

がある。キナの樹皮に含まれるアルカロイド化合物であり、代表的な苦味成分

でもあるキニーネは extracellular-signal-regulated kinase/ribosomal protein S6 

(ERK/S6)シグナル経路の活性化を通じて 3T3-L1 脂肪細胞の分化を促進し、こ
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れには T2r106 が部分的に関与していることがわかっている(Ning et al. 2016)。

フラボノイドの一種であるイソラムネチンは、3T3-L1 細胞の分化を抑制し、

トリグリセリドの蓄積やグリセロール三リン酸デヒドロゲナーゼの活性を減少

させる(J. Lee et al. 2009)。またウコンに含まれるクルクミンが、AMPK の活性

化を通じて 3T3-L1 細胞の分化を抑えることが報告されている(Y. K. Lee et al. 

2009)。 

このように、T2R の遺伝子型の違いと肥満が関連していることや、T2R リガ

ンドが個体レベル・細胞レベル両方においても肥満や糖尿病を改善するような

効果が複数報告されているため、非上皮性組織に発現する T2R は肥満や糖尿病

に関連した糖や脂質代謝の機能調節に関わっている可能性がある。 
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1-4. 非上皮性組織に発現する T2R の機能を調べる意義 

 非上皮性組織に発現する T2R は、1-3-2 項に記した気道や消化管などの上皮

組織に発現している T2R のように毒物・異物の検知とその排除のために発現し

ているとは考えにくく、別の意義があることが考えられる。そして 1-3-3 項に

記したように、T2R は肥満や糖尿病、糖・脂質代謝に関わっている可能性があ

る。非上皮性組織に発現している T2R が、これら代謝機能に関わることを明ら

かにすれば、苦味の持つ別の生理的意義についての有用な手がかりとなる。ま

た、T2R が糖・脂質代謝を調節するための標的分子であると分かれば、そのリ

ガンド化合物には肥満や糖尿病の予防や改善効果が期待できることとなり、保

健機能成分として苦味化合物を含んだ機能性食品の開発などが期待できる。こ

のように非上皮性組織に発現している T2R を調べることで、それらの T2R が

発現する意義とともに、食品科学分野の発展に大きく寄与すると考えられる。 

 

1-5. 本研究の目的 

非上皮性組織に発現している T2R は上皮組織に発現する T2R と異なる機能

を持つ可能性が示唆されており、苦味成分は代謝機能調節に関与している報告

が複数ある。苦味成分は T2R のリガンドであるため、T2R が代謝機能調節に関

わる可能性があるが、これを直接的に調べた例は現在までになく、非上皮性組

織に発現する T2R は発現プロファイルさえも詳細に解析されていない。そこで、

本研究では、非上皮性組織に発現する T2R のうち、代謝調節に関係のある組織

における T2R の発現プロファイルを明らかにし、それらが代謝調節にどのよう

にかかわっているかについての新たな知見を得ることを目的とした。 
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第２章 実験材料及び方法 

 

2-1. 機器類 
 

 本研究で用いた機器は以下の通りである。 

 サーマルサイクラー：T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc.) 

 サブマリン型電気泳動装置：Mupid-exU（株式会社ミューピッド） 

 LED トランスイルミネーターゲルみえーる（富士フィルム和光純薬株式会

社） 

 リアルタイム PCR：Thermal Cycler Dice Real Time TP800 (タカラバイオ

株式会社) 

 蛍光顕微鏡：ZOETM 蛍光セルイメージャー（Bio-Rad Laboratories, Inc.） 

 マイクロプレートリーダー：SynergyTM MX (BioTek Instruments, Inc.) 

 遠心分離機：テーブルトップマイクロ冷却遠心機 Model 3520（久保田商事

株式会社） 

 卓上小型遠心機：ファストジーン 卓上小型遠心機 Mini Centrifuge（日本ジ

ェネティクス株式会社） 

 サーモミキサー：Eppendorf ThemoMixer C（Eppendorf, Inc.） 

 マイクロプレート用小型低速遠心機：PLATE SPINNER PS-020（トミー工

業株式会社） 

 CO2 インキュベータ：MCO-18AC（パナソニック株式会社） 

 アイキューブ カルチャーインキュベーター（アズワン株式会社） 

 ポリトロンホモジナイザー（KINEMATICA AG） 
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2-2. 細胞培養 

2-2-1. 試薬類 

 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum：FBS）/ダルベッコ改変イーグル培

地（Dulbecco’s Modified Eagle Medium：DMEM、富士フィルム和光純薬

株式会社/High Glucose/品番 044-29765) 500 mL に対し FBS 55 mL と抗生

物質ストック溶液 500 μL を加え、冷蔵保存した。 

 

 2%ウマ血清（horse serum：HS）/DMEM：DMEM (High Glucose)培地

500 mL に HS を 10 mL と抗生物質ストック溶液 500 μL を加え、冷蔵保存

した。 

 

 抗生物質ストック溶液：ストレプトマイシン硫酸塩 100 mg、ゲンタマイシ

ン硫酸塩 200 mg、ペニシリン G カリウム塩 100,000 units を超純水 2 mL に

溶解し、0.20 µm フィルターで滅菌し冷凍保存した。 

 

 10×リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline：PBS(-)）：塩化ナ

トリウム 80 g、塩化カリウム 2 g、リン酸水素二ナトリウム十二水和物 29 

g、リン酸二水素カリウム 2 g を超純水 1 L に溶解し、室温で保存した。 

 

 PBS：10×PBS (-) 50 mL に超純水 450 mL を加えてオートクレーブ滅菌

（121℃、 15 分）した後、冷蔵保存した。 

 

 0.1%トリプシン溶液：PBS 40 mL にトリプシン（ブタ膵臓由来、富士フィ

ルム和光純薬株式会社 201-19181） 40 mg、エチレンジアミン四酢酸二水

素二ナトリウム二水和物（ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt 

dihydrate：EDTA2Na ）4 mg を加えて溶解した後、ろ過滅菌（0.20 μm）

して冷蔵保存した。 
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 インスリン保存溶液：インスリン（ヒト組換え体、富士フィルム和光純薬

株式会社 097-06474）を PBS に懸濁し、1M 塩酸を加えて溶解することで

10 mg/mL 溶液を作成した。溶液はろ過滅菌（0.20 μm）後、冷凍保存した。 

 

 分化誘導用培地：50 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン（3-isobutyl-1-

methylxanthine：IBMX）/0.1M KOH 溶液 500 μL と、0.5 mM デキサメタ

ゾン/ジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide：DMSO）溶液 25 μL、イ

ンスリン保存溶液 50 μL をそれぞれ 10%FBS/DMEM 50 mL に加えた。 

 

 インスリン培地：インスリン保存溶液 25 μL を 10%FBS/DMEM 50 mL に

加えた。 
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2-2-2. 3T3-L1 細胞培養法 

 3T3-L1 細胞（JCRB9014）は国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所

より入手した。 

 3T3-L1 細胞をプレートに播種し、10%FBS/DMEM 中で 37℃、10%CO2 下

コンフルエントに達するまで培養した。コンフルエントに達してから 2 日以内

に培地を分化誘導培地に交換して脂肪細胞への分化を誘導した(day 0)。Day 2

及 び day 4 に そ れ ぞ れ イン ス リ ン 培 地へ 交 換 し 、 day 6 及 び day 8 に

10%FBS/DMEM に交換し day 10 まで培養した。Day 10 に顕微鏡で細胞が線維

芽様の形態から球形に変化し、細胞内部に脂肪滴が蓄積していることを確認し

た後、各種試験に使用した。 

 

2-2-3. C2C12 細胞培養法 

 C2C12 細胞（RCB0987）は国立研究開発法人理化学研究所より入手した。 

 C2C12 細胞をプレートに播種し、10%FBS/DMEM 中で 37℃、10％CO2 下

60~70%コンフルエントに達するまで培養した。培地を 2%HS/DMEM に交換

し (day 0) 、 以 降 day 2 、 day 4 、 day 6 及 び day 8 に そ れ ぞ れ 新 し い

2%HS/DMEM 培地に交換し、day 10 まで培養した。Day 10 に顕微鏡で細胞が

融合し、筋管細胞を形成したことを確認した後、各種試験に使用した。 
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2-3. 細胞生存率試験 

 培養細胞の細胞生存率は、Cell Counting Kit 8（CCK-8：株式会社同仁化学

研究所 CK04）を用い、付属のプロトコルに従って測定した。細胞に培地で希

釈した Cell Counting Kit 8 溶液を加え、直後に 450 nm の吸光度をバックグラ

ウンドとして測定した。細胞を 37℃、10%CO2 下 20 分インキュベートした後、

再度測定を行った。バックグラウンドの吸光度を引き、被験物質を含まない溶

媒を加えたコントロールの値を 100％としたときの値を生存率とした。 

 

2-4. 3T3-L1 細胞の分化阻害試験 

 3T3-L1 細胞を 48 ウェルプレートに播種してコンフルエントになるまで培養

した。その後、分化誘導培地に 50%DMSO 水溶液に溶解したエピカテキンを

100 倍希釈で添加して分化誘導を行った（day 0）。インスリン培地にも同様に

エピカテキンを添加し、day 6 まで培養した。コントロールには 50%DMSO 水

溶液を添加した。細胞を AdiporedTM アッセイ試薬（ロンザ株式会社：カタログ

番号 PT-7009）を用い、付属のプロトコルに従って染色した。PBS で細胞を洗

浄後、48 ウェルプレートの 1 ウェルあたり 12 μL の AdiporedTM アッセイ試薬

を含む PBS を 400 μL/well 加え、暗所で 10 分間静置後、励起波長 485 nm、蛍

光波長 572 nm で測定を行った。測定された蛍光強度は分化に伴う脂肪蓄積の

量に比例するため、コントロールの脂肪蓄積量を 100%としたときのサンプル

の脂肪蓄積量を算出することで、分化に対する影響を評価した。 
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2-5. 動物実験 

 動物実験は、「動物の愛護及び管理に関する法律」および「北海道大学動物

実験に関する規定」にしたがって研究計画書を作成し、北海道大学実験動物委

員会の審査・承認のもと行った（承認番号 19-0163）。 

マウスは C57BL/6J 雄性マウス（三協ラボ）を使用した。これらのマウスは

12 時間毎の明暗サイクル条件下、23±2℃に室温が制御された動物飼育室で飼

料と水は自由に摂取させ飼育した。MF 固形飼料（オリエンタル酵母工業）を

用いて 3 日間の馴化飼育を行った後、脂肪組織における mRNA 発現解析に用い

るための十分な RNA 量を確保するため、Rodent Diet With 60 kcal% Fat (リサ

ーチダイエット社、D12492)を与えて 8~10 週飼育した。解剖時は、セボフル

ラン（和光純薬工業）麻酔下で頸椎脱臼を行い安楽死させた。マウスを開腹後、

精巣上体周囲白色脂肪組織（epididymal white adipose tissue：eWAT）、鼠径部

白色脂肪組織（inguinal white adipose tissue：iWAT）を摘出し、各種試験に用

いた。 
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2-6. mRNA 発現解析 

2-6-1. total RNA の抽出と逆転写 

 培養細胞からの total RNA 抽出は RNA 抽出キット（ReliaPrep RNA cell 

Miniprep System、Promega もしくは FastGene RNA Premium Kit, 日本ジェネ

ティクス）を用いて、付属のプロトコルに従って行った。Total RNA からの相

補的 DNA（complementary deoxyribonucleic acid：cDNA）の合成は逆転写反

応キット（ReverTra Ace qPCR Master Mix with gDNA Remover、東洋紡）を

用いて、付属のプロトコルに従って行った。 

 マウスの脂肪組織（eWAT、iWAT）からの total RNA の抽出は RNA 抽出キ

ット（RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, QIAGEN）を用いて、付属のプロトコル

に従って行った。組織の破砕にはポリトロンホモジナイザーを用いた。Total 

RNA からの cDNA の合成は培養細胞の場合と同様に行った。 

 

2-6-2. PCR による遺伝子発現解析 

 T2R の遺伝子発現解析は、表 1 に記したプライマーを用いて行った。Go Taq 

G2 Hot Start Polymerase Green Mastermix (Promega KK, Tokyo)を用いて PCR

反応を行った。反応条件は、95℃-2 分のインキュベートの後、95℃-30 秒およ

び 60℃-30 秒（Tas2r102、109、118、138、140、143 については 65℃-30 秒）、

続いて 72℃-60 秒の伸長反応を 35 サイクル繰り返した。Actb、Gnat1、Gnat2、

Gnat3 については 95℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-60 秒の反応を 30 サイクル繰

り返すことで伸長させた。それぞれの反応は最後に 72℃-5 分間の最終伸長を行

った。 

 PCR 後の反応液は 2％のアガロースゲルを用いて電気泳動を行い、核酸染色

試薬（GelGreenTM Nucleic acid gel stain, Biotium Inc.もしくは Midori Green 

Xtra, 日本ジェネティクス）を用いて DNA を染色した。染色後の DNA バンド

はゲルみえーる（富士フィルム和光純薬株式会社）により蛍光観察を行い、得

られたバンドについて ImageJ を用いた画像解析を行い、Actb のバンド強度を 1



28 

 

とした時のターゲットのバンド強度が 0.1 以上の場合に〇、0.01 から 0.1 の間

の場合に◦として評価した。 
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表 1. T2R 遺伝子発現解析に用いたプライマー 

Primer 
name 

Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) bp 

Actb GTACCACCATGTACCCAGGC AACGCAGCTCAGTAACAGTCC 247 

Gnat1 GGCTGGTCAAGGTATGCTGT GGTTGTGCCCTAGTCTTGCT 346 

Gnat2 GGACAAAGAACTTGCCAGGAGG CAAAGCAGGCTTGAACTCCACC 398 

Gnat3 ACTGCCCAGCCACTAACATC TTGTTCTTGGTCCTCTCGGC 343 

Tas2r102 GCGACGCTGTTATATGCCAA AAGACGCTGAGAGTTGTGGC 347 

Tas2r103 AGTGTCTGGTTTGCAACATGC GGGGTGAGTGTAAACCCAGT 272 

Tas2r104 TGAAGCCATGCTGGGAGTTT GGCTGGTGCTAAACCAAACG 263 

Tas2r105 GGCATCCTCCTTTCCATT ACCGTCCTTCATCACCTTC 447 

Tas2r106 GCACAGAAATGTTTCCTGGCA CCTGCTTCAGCTGACTGTTT 392 

Tas2r107 GGCTTGGCGATTTCCAGAAT CGATGATTGAGTGACCGCAG 685 

Tas2r108 GGGTCAACAGTCGCAGAATTG AGAGTGGTGAGGGCTGAAATC 328 

Tas2r109 ACTGGTGTCTCTGGTCCTCTT TTGCAAGGCTTTGAAGTGGG 298 

Tas2r110 AACCATTTCAGCGTTTGGCT TGGTGCTGGCATCTCTAGGT 445 

Tas2r113 GTGGCAGTTCTACAGAGCACA GCGGTGTGCTGCATATTCTT 644 

Tas2r114 CTGGGCATTGTAGGGAACACA ACTCCCCCATTGGTGAAAACA 497 

Tas2r115 AGACTGTGGTTGCCTTCCTC AGGTTTTCTCACGCTTGCAC 231 

Tas2r116 GGCCATCTCCAGAATTGCAC ATGGGCACTGTGTTGCATCT 496 

Tas2r117 AATGGGTTCATGGTCCTGGTC TGTCCACATGTCGGTTTCCA 399 

Tas2r118 TCACCGGTGGAGACGATTCT CTCAGCCAGAGGAAGATGGG 230 

Tas2r119 CTGATCCTGGCATCTGTGGT GAGGGCATGTCTGCTAGGTT 279 

Tas2r120 TTGGCTGGGGACCATACTGA GAGACCACAGTTTGCAAGGC 411 

Tas2r121 CAGTCTCTGGCTTGCCACTAT GGGCCACTGTGAATGGTGTT 299 

Tas2r122 CAATTGCTGGTGCCTCTCTC TCAAGAATGGAGCTTGCCACA 595 

Tas2r123 ATGATCAGTTCTCAATTGCTGC GTACTGACATCTCTAGGTTGTTTGG 268 

Tas2r124 AGCTTGGTGTTCTTGGTTGC GCCGTAGCACTAGGGTCTCT 269 

Tas2r125 CACCACCACAGCTGCACATA CAGGGAACCAACATCCGTACA 270 

Tas2r126 CTCCATCTGGTTGAGTACTCC GATAGAGCCCAACAAGAACC 204 

Tas2r129 TGGTTTCAGGGACTTTGCTCA TTGTGCATGCTGTTGCATCT 269 

Tas2r130 GCTGTTGGTGAGGCCTTAGT GACAGAGGCATGTCCAGCTT 510 

Tas2r131 AGTAGCCCACATTTCCCATCC GGGAGTGTTTCACCAAGGACA 299 

Tas2r134 ATGGCGGCCTGTGAAAACTA GTGAGCCTGGGTGCTGTAAT 207 

Tas2r135 GAGTGGCCATCAACCTTGGA GCAGAACTGAGTACCAGCGT 288 

Tas2r136 AAATGGACACCAGGGCAACTT TGGCAAATCAGGTGGATTGGT 327 

Tas2r137 AAACCACTTCAGTATTTGGC TGAGGGCAGAATAGATCTTA 200 

Tas2r137_2 ATTACCAGCTTGGCCCTCTTC AGCTCTCCATTTGAGCCAGAG 237 

Tas2r138 AGCTTTCCTGGTTTCCTCGG GGGAGGAACCTTGTGGACTG 367 

Tas2r139 AAGTGGGATTGTCATGGCTGT GAAGAGTAGCTGTTGCGACG 539 

Tas2r140 TCTTTCCCTAAGGTGGAGGGT GGCCTTAATATGGGCTGTGGT 334 

Tas2r143 AGAGTGGATGAGGAACCGGA GCCATGGTATGTGCCTGAGT 585 

Tas2r144 CACGTGGGTGCCATCAAATC TGAACATGGTGCTGAAACCG 221 
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2-6-3. RT-qPCR による遺伝子発現の定量解析 

 cDNA を鋳型として、Thermal Cycler Dice TP800（タカラバイオ株式会社）

を用いて、10 μL の反応溶液（5 μL の KAPA SYBR Master Mix；日本ジェネテ

ィクス、0.4 μL の 10 μM 各プライマー、1 μL の cDNA および 3.6 μL の水）で

RT-qPCR を行い、mRNA 発現レベルを測定した。測定条件は、95℃-3 分のイ

ンキュベートの後、95℃-3 秒および 60℃-20 秒を 1 サイクルとして 45 サイク

ル行い、最後に解離曲線を確認するために、95℃-15 秒、60℃-30 秒および

95℃-15 秒のインキュベートを行った。内部標準としては Actb を用いた。各遺

伝子特異的なプライマー配列は表 2 に示した。 

 

表 2. T2R 発現の定量解析に用いたプライマー 

Primer 
name 

Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) bp 

Actb TACGACCAGAGGCATACAG GCCAACCGTGAAAAGATGAC 103 

Tas2r108 AACAGGACCAGCTTTTGGAATC GAGGAAACAGATCATCAGCCTCAT 72 

Tas2r126 GCTCAGCGTCCTGTTCTGTA CAACGCTGGGAATCTCCACT 82 

Tas2r135 GAACTTCGGGATGTCTGGGC TATGGTGTGTTGCTGGCAGA 122 

Tas2r137 TTCTACTGCCTGAAAATAGCCAGT
T 

AACAACCACTCTAGAAGCTCTCCAT
T 

78 

Tas2r143 TCCCAGTTAGTTCCCAGGCT AAGTTCCCGGTGGCTGAAAT 80 

Trpm5 TATGGCTTGTGGCCTATGGT CGTGCTTTAGGAGGTAGCCACT 216 

Plcb2 TGCTGGATGTCAGATGGTTGCC ACCGTCCTTCATCACCTTC 110 

Pparg GTACTGTCGGTTTCAGAAGTGCC ATCTCCGCCAACAGCTTCTCCT 102 

Cebpa GCAAAGCCAAGAAGTCGGTGGA CCTTCTGTTGCGTCTCCACGTT 126 

Myod1 GCACTACAGTGGCGACTCAGAT TAGTAGGCGGTGTCGTAGCCAT 120 

Myog CTTGCTCAGCTCCCTCAACC GTTGGGACCGAACTCCAGTG 145 

Ckm CATGGAGAAGGGAGGCAATA GACGAAGGCGAGTGAGAATC 233 

Lepr CTTTCCTGTGGACAGAACCAGC AGCACTGAGTGACTCCACAGCA 134 

Egr2 CCTTTGACCAGATGAACGGAGTG CTGGTTTCTAGGTGCAGAGATGG 125 

Nr4a1 GTGCAGTCTGTGGTGACAATGC CAGGCAGATGTACTTGGCGCTT 113 

Nr4a2 CCGCCGAAATCGTTGTCAGTAC TTCGGCTTCGAGGGTAAACGAC 120 

Nr4a3 ACGCCGAAACCGATGTCAGTAC CTCCTGTTGTAGTGGGCTCTTTG 139 
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2-7. 3T3-L1 細胞へのプラスミドベクターのトランスフェクション 

 12 ウェルプレートに 5×104cells/mL の濃度で各ウェル１mL ずつ細胞を播種

し、翌日にトランスフェクションを行った。0.6 mL チューブを 2 本用意し（そ

れぞれチューブ 1、チューブ 2 とする）、チューブ 1 には 25 μL の Opti-MEM

（GibcoTM）を加え、1.5 μL の Lipofectamine3000 reagent（InvitrogenTM）を加

えピペッティングにより混合した。チューブ 2 には 25 μL の Opti-MEM を加

え、プラスミドベクターを 0.5 μg と 1 μL の P3000 reagent を加えてピペッティ

ングを行い混合した。チューブ 2 の溶液をチューブ 1 に全量加え、ピペッティ

ングで混合した後、15 分間室温でインキュベートを行い、全量をウェルに添加

した。トランスフェクションのコントロールとしては、Zsgreen をサブクロー

ニングした pcDNA3.1(+)を用い、3 日後の蛍光を観察することでトランスフェ

クション成功の指標とした。 

 

2-8. マウス組織と細胞株の T2R 発現解析 

2-8-1. マウス組織の T2R 発現解析 

 マウスの 4 種類の非上皮性組織（褐色脂肪、白色脂肪、骨格筋、肝臓）と小

腸由来の total RNA（C57BL/6N、8 週齢、雄性）として、ジェノスタッフ株式

会社の total RNA パネル（型番：MTP-10）を使用した。それぞれの total RNA

は 2-6-1、2-6-2 項に記した RT-PCR 法を用いて T2R 発現を解析した。 

 

2-8-2. マウス細胞株の T2R 発現解析 

 3T3-L1 細胞と C2C12 細胞はそれぞれ 2-2-2、2-2-3 項に記した方法で分化誘

導し、day 0 を未分化のサンプル、day 10 を分化後のサンプルとして total RNA

を調製し、2-6-1、2-6-2 項に記した RT-PCR 法を用いて T2R 発現を解析した。 
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2-9. T2R の発現レベルに影響を与える因子の解析 

2-9-1. マウス細胞株での T2R 発現変動解析 

細胞分化による T2R 発現変動解析 

 2-8-2 項と同様の方法で調製した total RNA を用いて、RT-qPCR 法で T2R 発

現変化を解析した。 

 

苦味化合物刺激による T2R 発現変動解析 

3T3-L1 細胞を 2-2-2 項に記した方法で day 10 まで分化させ、苦味化合物を

添加した 10%FBS/DMEM 培地に交換後、37℃、10%CO2 下で 1 時間のインキ

ュベートを行い、total RNA を抽出した。抽出した total RNA は RT-qPCR 法に

より mRNA 発現の解析を行った。被験物質は水、50%DMSO 水溶液または

DMSO に溶解しておき、培地で 100~200 倍希釈して DMSO の最終濃度が 0.5%

になるように細胞に添加した。コントロールは 50%DMSO 水溶液を培地に 100

倍希釈で加え、DMSO の最終濃度を 0.5%としたものを使用した。 

 

培養条件の違いによる T2R 発現変動解析 

 3T3-L1 細胞を 2-2-2 項に記した方法で day 10 まで分化させ、1)DMEM 培地

に 10%FBS を添加したもの、2)DMEM（アミノ酸不含、富士フィルム和光純

薬、製品番号 048-33575）に 10%FBS を添加したもの、3)DMEM 培地のみの

もの、4)DMEM（アミノ酸不含）のみのものの 4 種類の培地を調製し、細胞を

それぞれの培地に交換した。その後、37℃、10%CO2 下で 1 時間のインキュベ

ートを行い、total RNA を抽出した。抽出した total RNA は RT-qPCR 法により

mRNA 発現の解析を行った。 
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2-9-2. マウス組織での T2R 発現変動解析 

絶食による T2R 発現変動解析 

 2-5 節に記したように飼育したマウスを用いた。解剖前日の夕方から解剖当

日まで 16 時間の絶食を行い、セボフルラン麻酔下、頸椎脱臼により安楽死させ

て eWAT、iWAT をそれぞれ 100 mg ずつ摘出した。摘出した組織は十分量の

QIAZOL 存在下、ポリトロンホモジナイザーを用いて十分に破砕し、RNeasy 

Lipid Tissue Mini Kit（QIAGEN）の付属のプロトコルにしたがって total RNA

を抽出した。抽出した total RNA は RT-qPCR 法により mRNA 発現の解析を行

った。 

 

苦味化合物刺激による T2R 発現変動解析 

 2-5 節に記したように飼育したマウスを用いた。絶食は前項と同様に行い、

eWAT、iWAT をそれぞれ 100 mg ずつ摘出後、50%DMSO 水溶液に溶解した

エピカテキンを最終濃度 2.5 mM で添加した 10%FBS/DMEM 培地（DMSO の

最終濃度は 0.5%）2 mL に浸漬し、37℃、10%CO2 条件下で 3 時間のインキュ

ベートを行った。コントロールとしては、50%DMSO 水溶液を培地に 100 倍希

釈で加え、DMSO の最終濃度が 0.5%としたものを用いた。その後、PBS を用

いて組織を洗浄し、QIAZOL 存在下、ポリトロンホモジナイザーを用いて十分

に破砕し、RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（QIAGEN）の付属のプロトコルにし

たがって total RNA を抽出した。抽出した total RNA は RT-qPCR 法により

mRNA 発現の解析を行った。 
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2-10. RNAseq による遺伝子発現解析 

 RNAseq によるトランスクリプトーム解析は株式会社レリクサ（Rhelixa）に

受託解析を依頼した。 

サンプルはコントロール群、キニーネ刺激群、エピカテキン刺激群の 3 群を

それぞれ n=3 で用意した。分化させた 3T3-L1 にキニーネ 50 μM、エピカテキ

ン 2.5 mM をそれぞれ添加した 10%FBS/DMEM で 1 時間刺激した後に total 

RNA を 抽 出 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 0.5%DMSO を 添 加 し た

10%FBS/DMEM を用いた。total RNA は Bioanalyzer による電気泳動で評価し、

全て RNA integrity number (RIN)値が 9 以上のものを用いた。 

Trimmomatic を用いてシーケンスリードのトリミングを行い、ソフトウェア

HISAT2 を用いてトリミング後のシーケンスリードをリファレンスゲノムにマ

ッピングを行った。ソフトウェア featureCounts を用いて、既知エクソン領域

にマッピングされた raw リード数を算出、マッピングされたフラグメント数の

カウントから fragments per kilobase of exon per million mapped fragments

（FPKM）値を算出した。ソフトウェア stats を用いて、検出された全遺伝子に

ついて、raw リード数、FPKM 値によるサンプルの階層的クラスタリング解析

及び主成分分析を行った。ソフトウェア DESeq2 を用いてサンプル間の発現量

差[log2(fold change)]を算出し、発現変動遺伝子の抽出を行った。発現変動遺伝

子は P<0.05 及び|log2FC|>1 として抽出した。抽出したデータを基にボルケー

ノプロットによる可視化も併せて行った。抽出して得られた発現変動遺伝子を

それぞれ上昇遺伝子群・減少遺伝子群に分け、プログラム DAVIDWebservice

にて遺伝子オントロジー（gene ontology：GO）のエンリッチメント解析を行

った。次に、抽出された発現変動遺伝子が生体内でどのような機能・疾患に関

わるかを詳しく調べるため、Ingenuity Pathway Analysis ( IPA )を用いた解析を

行った。 
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2-11. T2R 過剰発現株の作製 

 プラスミドベクターである pcDNA3.1/hygro(+)のマルチクローニングサイト

に T2R108（NM_020502.1）、126（NM_207028.1）のタンパク質コード領域

の N 末端に rat somatostatin receptor 3 の膜移行シグナル 45 アミノ酸(Meyerhof 

et al. 2009)と C 末端にタグとして HSV glycoprotein epitope tag を付加した配列

を In-fusion 法でサブクローニングし、大腸菌（StellarTM Competent Cells : タ

カラバイオ）を形質転換した。インサートの挿入はコロニーPCR で確認後、ア

ンピシリン（100 μg/mL）を含む LB 培地中で一晩培養し、プラスミド精製キ

ッ ト （ NucleoSpin Plasmid Transfection-grade ： タ カ ラ バ イ オ ） を 用 い て

T2R108pcDNA3.1/hygro(+)及び T2R126pcDNA3.1/hygro(+)を精製した。そ

れぞれのベクターを 3T3-L1 細胞に 2-7 節に記した方法を用いてトランスフェ

ク シ ョ ン し 、 3 日 間 培 養 後 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 500 μg/mL 入 り の

10%FBS/DMEM に培地を交換し、3 日に一度新しい培地に交換しながら 1 週

間かけて選抜した。選抜後の細胞は RT-qPCR により目的の T2R が過剰発現で

きているかを確認し、実験に使用した。 

 

2-12. T2R の過剰発現がエピカテキンの 3T3-L1 分化阻害に与える影

響の解析 

 2-11 節で作成した細胞を用いて、2-4 節の方法により行った。Day 6 に、

Adipored 試薬により細胞の脂肪滴を染色後に測定した蛍光強度を分化の指標と

した。コントロールとしては T2R の過剰発現していない 3T3-L1 細胞を用いた。

Adipored 試薬による試験後、細胞を PBS で洗浄し、CCK-8 試薬を用いた細胞

生存率試験を行った。  



36 

 

2-13. 統計解析 

 データは 2 群間の比較を行う場合には Student’s t-test を用いた。多群間の平

均値の比較には GraphPad Prism software (version 9)を用い、単一の対照群に対

する複数の処理群との比較を行う場合には one-way ANOVA を実施後に

Dunnett’s multiple comparison test を行った。多重比較を行う場合は Tukey’s 

test を行った。各統計解析の結果、P<0.05 の時に統計的な有意差があるとみな

した。 
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第３章 マウス組織に発現する T2R プロファイル 

 

3-1. マウス非上皮性組織に発現する T2R プロファイル 

非上皮性組織に発現している T2R の機能を調べるためには、どの T2R がど

の組織に発現しているのかを明らかにする必要がある。そのため、まず初めに

各組織での T2R の発現プロファイルを調べることとした。被験動物としては、

in vivo での検証がしやすいこと及び一部組織に対応する細胞株が利用可能であ

るという点からマウスを選択した。解析対象とする組織としては、非上皮性組

織のうち糖代謝や脂質代謝と関係の深い脂肪組織、骨格筋、肝臓を選定した。

また、上皮性組織ではあるが食事由来の成分を取り込む入口であることから、

発現している T2R には異物の排除以外の機能も期待できるため、小腸について

も併せて調べた。方法としては C57BL/6N マウスの 5 種類の正常組織（褐色脂

肪：肩甲骨付近より採取、白色脂肪：精巣付近より採取、骨格筋：大腿筋より

採取、小腸：十二指腸から回腸までを採取、肝臓：外側左葉より採取）由来の

total RNA(マウス一般組織 total RNA Panel、製品番号 MTP-10、ジェノスタッ

フ株式会社より購入) を用いて逆転写 PCR 法によりマウス T2R（35 種類およ

び G タンパク質）の発現プロファイルを調べた（図 3-1 から図 3-5）。評価方法

としては、アガロースゲル電気泳動により検出されたバンド強度を Actb で標準

化し、二段階で評価した（◦, 〇）。実験はそれぞれ独立したサンプルを用いて

3 回繰り返し、3 つのサンプルのうち 2 つ以上バンドが確認されたものを発現あ

りとした。 

その結果、褐色脂肪組織では 9 種類（Tas2r108、 110、118、126、134、135、

137、140、143）、白色脂肪組織では 11 種類（Tas2r108、113、118、119、126、

135、137、138、140、143、144)、骨格筋では 8 種類（Tas2r108、126、134、

135、137、140、143、144）、小腸では 8 種類（Tas2r108、109、119、126、

135、137、138、140、143、144）、肝臓では 8 種類（Tas2r108、109、126、

130、135、137、138、143）の T2R の発現が確認された（表 3）。本研究にお
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いて調べた組織のうち褐色脂肪組織、白色脂肪組織、骨格筋においては発現レ

ベルが他の組織と比較して高いものが多く、また発現している T2R の種類も多

く見受けられた。そのため、まずは脂肪組織と骨格筋に発現している T2R の機

能について調べることを目標とした。しかし、詳細な解析試験を行うためには

動物個体を用いるよりも細胞株を用いた試験がより簡便である。白色脂肪組織

と骨格筋については対応した細胞株である 3T3-L1 と C2C12 がモデル細胞とし

てよく使われている。このことから、白色脂肪組織と骨格筋に発現している

T2R の機能を調べる上で、3T3-L1 細胞と C2C12 細胞がモデルとして使えるか

どうかを確かめるため、これらの細胞株での T2R 発現も併せて調べることとし

た。  
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図 ３-1. C57BL/6N マウスの褐色脂肪組織における T2R 発現 
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図 ３-2. C57BL/6N マウスの精巣上体周囲白色脂肪組織（eWAT）における T2R 発現 
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図 ３-3. C57BL/6N マウスの骨格筋（大腿筋）における T2R 発現 
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図 ３-4. C57BL/6N マウスの小腸（十二指腸、回腸、空腸）における T2R 発現 
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図 ３-5. C57BL/6N マウスの肝臓における T2R 発現 
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3-2. マウス細胞株に発現する T2R プロファイル 

3T3-L1 細胞および C2C12 細胞は脂質代謝や骨格筋代謝の研究においてモデ

ルとしてよく使用されている。これらは適切な条件で培養することで白色脂肪

組織様および骨格筋様に分化する。ここでは、3T3-L1 細胞および C2C12 細胞

が T2R の機能解析試験を行うにあたってモデルとして用いることができるかど

うかを確認するため、これらの細胞における T2R の遺伝子発現を 3-1 節と同様

に調べた（図 3-6 から図 3-9、表 3）。分化の状態で T2R の発現プロファイルに

差異がある可能性を考慮し、未分化の細胞、分化後の細胞両方とも解析を行っ

た。 

その結果、3T3-L1 及び C2C12 両者とも未分化・分化後に関わらず、

Tas2r108、126、135、137、143 が発現しており、これらは対応するマウス組

織において比較的高発現していたものと一致した。そのため、Tas2r108、126、

135、137、143 の 5 種類を解析対象として詳細な解析試験を行うこととした。 
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図 ３-6. 未分化 3T3-L1 細胞における T2R 発現 

 

 

図 ３-7. 分化後 3T3-L1 細胞における T2R 発現 
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図 ３-8. 未分化 C2C12 細胞における T2R 発現 

右端の Tas2r137 は mRNA 由来の増幅産物であることを確認するため、表 1 に示した

Tas2r137_2 のプライマーを用いて増幅した。 

 

 

図 ３-9. 分化後 C2C12 細胞における T2R 発現 
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表 3. C57BL/6N マウスの口腔以外の組織 5 種及びマウス由来細胞株 2 種における T2R 発

現のプロファイル 

 

Genes 

Mice extraoral tissues Cell lines 

Brown adipose White adipose Skeletal muscle Small intestine Liver 3T3-L1 C2C12 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 BD AD BD AD 

Gnat1 ○   ○ ◦ ◦    ○ ◦ ◦ ○ ○ ○           

Gnat2 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ◦ ◦ 

Gnat3          ○ ○ ○         

Tas2r102  ◦   ◦    ○            

Tas2r103 ○             ◦       

Tas2r104      ○   ◦            

Tas2r105      ○       ○        

Tas2r106   ◦     ◦             

Tas2r108 ○ ○ ○  ○ ○ ○ ○ ○ ◦ ○ ○ ◦ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 

Tas2r109  ○   ○   ○   ○ ◦  ○ ○     

Tas2r110 ◦  ◦   ◦               

Tas2r113 ◦   ◦ ○ ○   ◦      ◦     

Tas2r115        ◦      ◦       

Tas2r116    ◦                 

Tas2r118 ◦ ○  ○ ○ ◦ ◦   ◦           

Tas2r119 ◦   ◦  ◦ ◦   ◦  ◦         

Tas2r120               ◦     

Tas2r121                 ◦    

Tas2r122      ◦     ○    ◦     

Tas2r123      ◦ ◦              

Tas2r125   ◦  ◦                

Tas2r126 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ◦ ○ ○ 〇 ◦ ○ ○ 

Tas2r130             ◦ ◦ ◦     

Tas2r134 ○ ○ ○  ◦  ◦ ○ ○            

Tas2r135 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○  ○ ○ ○ ○ ○ ○ 

Tas2r137 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○  ◦ ◦ ○ ○ ◦ ○ 

Tas2r138    ○ ○ ◦    ○ ○ ○ ○ ○ ○     

Tas2r139    ○              ◦   

Tas2r140 ◦ ○ ○ ◦ ○ ○  ○ ◦  ○ ○  ◦       

Tas2r143 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 

Tas2r144     ○ ○   ○   ○ ○   ◦ ◦               

BD: Before differentiation; AD: After differentiation; 〇:バンド強度 > 0.1, °:0.1>バンド強

度>0.01 (Actb のバンド強度を 1 とする). Tas2r107、 114、117、 124、 129、 131、136

は検出されなかったため、表中に示していない。 
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3-3. C57BL/6J マウスと 3T3-L1 細胞に発現する T2R の塩基配列比

較 

 3-1 節と 3-2 節では、マウス非上皮性組織 4 種類（褐色脂肪、白色脂肪、骨

格筋、肝臓）及び小腸に加えて、白色脂肪細胞のモデルである 3T3-L1 細胞と

骨格筋細胞のモデルである C2C12 細胞の T2R 発現プロファイルを解析した。

その結果、マウスの組織や細胞株では Tas2r108、126、135、137、143 が共通

して発現していた。 

しかし、マウスの細胞株を T2R 機能解析のモデルとして用いた場合に、組織

に対する結果と同様に考えることができるのかという疑問があった。そこで、

T2R 遺伝子における変異の有無を DNA シーケンス解析により調べた。その結

果、C57BL/6J マウスと 3T3-L1 細胞 の Tas2r108（NM_020502.1）、126

（ NM_207028.1 ）、 135 （ NM_199159.1) 、 137 （ NM_001025385.1 ）、 143

（NM_001001452.1）は同一の塩基配列を持っていることを確認した。このこ

とから、3T3-L1 細胞は C57BL/6J マウスの脂肪組織モデルとして T2R 機能の

解析に用いることができると考えられた。なお、C57BL/6J マウスについては、

35 種類の T2R の DNA シーケンス解析を行っており、Tas2r107、130 について

はデータベースと一致しなかった（付録、表 6）。 
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3-4. まとめ 

 本章では、マウスの非上皮性組織 4 種類（褐色脂肪、白色脂肪、骨格筋、肝

臓）および小腸に加えて、白色脂肪細胞のモデルである 3T3-L1 細胞と骨格筋

細胞のモデルである C2C12 細胞の T2R 発現プロファイルを解析した。その結

果、調べた全てのマウス組織および細胞株には、Tas2r108、126、135、137、

143 が共通して発現していた。 

 次に、脂肪細胞に発現している T2R の機能解析に 3T3-L1 細胞を用いること

ができるか確認するため、C57BL/6J マウスと 3T3-L1 細胞の Tas2r108、126、

135、137、143 の DNA シーケンス解析を行った。その結果、C57BL/6J マウ

スと 3T3-L1 細胞の Tas2r108、126、135、137、143 は同一の塩基配列を有し

ていた。したがって、3T3-L1 細胞は脂肪細胞に発現している T2r108、126、

135、137、143 の機能解析を行うための有用なモデル細胞であることを示した。 
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第４章 マウス脂肪組織の T2R 発現レベルに影響を与える因

子 

 

 第 3 章で、マウスの 4 種類の非上皮性組織（褐色脂肪、白色脂肪、骨格筋、

肝臓）と小腸に加えて白色脂肪組織のモデルである 3T3-L1 細胞および骨格筋

細胞のモデルである C2C12 細胞における T2R の発現プロファイルを明らかに

した。 

 T2R は外部環境からの様々な刺激により発現変動することが報告されている。

各種刺激に対して T2R が応答し、遺伝子発現レベルの変化が起これば、上記の

組織に発現している T2R を介したシグナル経路の活性化が期待できる。また、

どのような刺激を受けた場合にどの T2R が応答するのかが明らかになれば、そ

れらの T2R の機能についても推定することができる。 

このことから、3T3-L1 細胞と C2C12 細胞に発現している Tas2r108、126、

135、137、143 を標的とし、これらの発現が分化により上昇するか（4-1-1 項）、

発現している T2R のリガンド化合物で刺激した場合に T2R 発現が変動するか

（4-1-2 項）、血清やアミノ酸の有無により T2R 発現に影響があるのか（4-1-3

項）をそれぞれ調べるため、RT-qPCR 法を用いた T2R の発現変動解析試験を

行った。 
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4-1. マウス細胞株での T2R 発現変動 

4-1-1. 細胞分化による T2R 発現変動 

3T3-L1 の未分化（day 0）と分化後（day 10）での T2R 発現量をリアルタイ

ム PCR により測定し、分化が T2R 発現量に与える影響を解析した（図 4-1）。

細胞が分化していること示すため、脂肪細胞の分化マーカーである Pparg、

Cebpa についても併せて定量した（図 4-2）。その結果、10 日間の分化誘導に

より分化マーカー遺伝子の発現が上昇し、Tas2r108、126、135、137、143 の

発現量も 有意に上昇した。 

また、C2C12 の未分化（day 0）と分化後（day 10）での T2R 発現量をリア

ルタイム PCR により同様に測定し、解析した(図 4-3)。細胞が分化しているこ

とを示すため、骨格筋細胞の分化マーカーである Myod1、Myog、Ckm につい

ても併せて定量した（図 4-4）。その結果、10 日間の分化誘導により分化マー

カー遺伝子の発現が上昇し、Tas2r126、135 の発現も上昇した。また、

Tas2r143 は上昇傾向にあった（P=0.078）。 

これらの結果から、3T3-L1 細胞の方が分化により発現が変動する T2R が多

く、発現変動も大きかったことから、後の細胞株を用いた解析は全て 3T3-L1

細胞のみで行った。 
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図 ４-1. 3T3-L1 細胞の分化における T2R 発現の変動 

未分化のものは分化誘導をかける直前の細胞、分化後のものは分化誘導後 10 日目の細胞

から total RNA を抽出し、RT-qPCR 法によって mRNA の発現量を測定した。データは平

均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. undifferentiated control. 

未分化のものは分化誘導をかける直前の細胞、分化後のものは分化誘導後 10 日目の細胞

から total RNA を抽出し、RT-qPCR 法によって mRNA の発現量を測定した。データは平

均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. undifferentiated control. 
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図 ４-3. C2C12 細胞の分化における T2R 発現の変動 

未分化のものは分化誘導をかける直前の細胞、分化後のものは分化誘導後 10 日目の細胞

から total RNA を抽出し、RT-qPCR 法によって mRNA の発現量を測定した。データは平 

均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. undifferentiated control. 

未分化のものは分化誘導をかける直前の細胞、分化後のものは分化誘導後 10 日目の細胞

から total RNA を抽出し、RT-qPCR 法によって mRNA の発現量を測定した。データは平

均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. undifferentiated control. 
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4-1-2. 苦味化合物刺激による T2R 発現変動 

3T3-L1 を苦味化合物で刺激した際の T2R 発現の変動を解析した。3T3-L1 に

発現している Tas2r108、126、135、137、143 のうち、Tas2r143 以外について

はリガンド化合物がカルシウムイメージング法による閾値と共に既に報告され

ている(Lossow et al. 2016)。そこで、報告されているリガンド化合物で細胞を

刺激した時に T2R の発現が変動するかどうかを調べた。試験に用いるリガンド

化合物としては、4 種類の T2R について 2 つ以上かつ化学構造が類似していな

いものを選定した（表 4、図 4-5）。また、T2R108、126、135、137、143 のい

ずれのリガンド化合物でもないが、抗肥満効果が報告されている EGCG 及びレ

スベラトロール（RE）についても同様に解析対象とした(図 4-6)。細胞を刺激

する化合物濃度としては、閾値が報告されているものについては閾値と同じ濃

度だとあまり変化が見られない可能性を考慮し、閾値の 5 倍濃度を試験濃度と

して設定した。EGCG とレスベラトロールは抗肥満効果が確認されている濃度

を参考に(Moon et al. 2007; Rayalam et al. 2008)、化合物濃度を設定した。 

次に、上記のように設定した化合物濃度で細胞を刺激したときに、細胞死に

影響がないかを調べるため、CCK-8 試薬を用いた細胞生存率試験を行った（図 

4-7）。サンプルを添加した細胞の生存率がコントロールと比較して減少してい

た場合、濃度を半分にしていき、細胞生存率に影響しない濃度を試験濃度とし

て決定した。 

 細胞生存率試験により決定した化合物濃度で分化誘導後 10 日目の 3T3-L1

を一時間刺激し、T2R 発現の変動解析を行った（図 4-8）。その結果、エメチ

ン、エピカテキン、カンファー、アリルイソチオシアネートでの刺激により、

Tas2r126、135、143 の発現が上昇した。特にエピカテキン、カンファー、ア

リルイソチオシアネートでは顕著な上昇が見られた。 
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表 4. T2r108，126、135、137 のリガンド化合物とその閾値濃度(Lossow et al. 2016) 

対応する T2R 化合物名 閾値濃度 

T2r108, 126, 137 Quinine (Q) 10 μM 

T2r108 Emetine (EM) 30 μM 

T2r108, 135, 137 6-propyl-2-thiouracil (PROP) 1 mM 

T2r126 Epicatechin (EC) 1 mM 

T2r135 denatonium benzoate (DB) 100 μM 

T2r135 allyl isothiocyanate (AITC) 300 μM 

T2r137 Camphor (CA) 1 mM 

 

 

図 ４-5. T2r108、126、135、137 のリガンド化合物の化学構造式 
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図 ４-6. 抗肥満効果が複数報告されている T2R リガンド化合物の化学構造式 

 

 

図 ４-7. 各苦味化合物に対する 3T3-L1 細胞の生存率 

分化誘導後 10 日目の 3T3-L1 細胞を苦味化合物で 1 時間刺激後、CCK-8 試薬による細胞

生存率試験を行った。データは平均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. 

control. 
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図 ４-8. 苦味刺激による 3T3-L1 細胞の T2R 発現の変化 

分化誘導後 10 日目の 3T3-L1 細胞を苦味化合物で 1 時間刺激後、total RNA を抽出し、

RT-qPCR 法により T2R の mRNA 発現量を測定した。データは平均値±SEM で示した。

n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. control. 
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4-1-3. 培養条件の違いによる T2R 発現変動 

 3T3-L1 細胞を分化させ、血清やアミノ酸を除いた培地で 1 時間の培養を行

うことで、T2R 発現に変化が見られるかどうかを解析した(図 4-9)。1 時間の血

清飢餓を行うことで、Tas2r108、126、137 の発現と共に Trpm5 と Plcb2 の発

現が上昇した。これらのうち最も発現レベルの上昇が大きかった Tas2r108、

137 は苦味刺激した場合に発現量に変化がなかったものであるため、苦味刺激

をした場合と別の現象に関与している可能性がある。苦味を持つアミノ酸は 11

種類あり、アミノ酸の有無により Tas2r の発現変化が起こることを期待したが、

アミノ酸飢餓では T2R 発現に変化は見られなかった。 

   

 

図 ４-9. 血清飢餓やアミノ酸飢餓による 3T3-L1 細胞の T2R 発現変化 

分化誘導後 10 日目の 3T3-L1 細胞を異なる条件で 1 時間培養し、total RNA を抽出後、

RT-qPCR 法により T2R および T2R シグナル関連タンパク質の mRNA 発現を定量した。

データは平均値±SEM で示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. FBS とアミノ酸を添

加した培地を用いたコントロール 
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4-2.マウス脂肪組織での T2R 発現変動 

4-1 節で、細胞の分化（4-1-1 項）、苦味刺激（4-1-2 項）、培養条件の違い

（4-1-3 項）により T2R の発現が大きく変動した。このような遺伝子レベルで

の発現変化は T2R を介したシグナル経路の活性化に影響を与えている可能性が

考えられるが、個体レベルでも同様の変化が起こるかは明らかではない。そこ

で、個体レベルでも苦味刺激や給餌条件などで T2R の発現変動が起こるかを確

かめるために、C57BL/6J マウスを用いて以下の解析試験を行った。 

 

4-2-1. 絶食による T2R 発現変動 

被験マウスを解剖前日の夕方から 16 時間絶食させ、eWAT、iWAT を摘出後

に各 WAT から total RNA を調製し、RT-qPCR で絶食による T2R の発現変化

を解析した(図 4-10、11)。その結果、絶食することで eWAT の T2R 発現レベ

ルに変化はなかったが（図 4-10）、iWAT の Tas2r108、137 の発現が上昇した

（図 4-11）。 
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図 ４-10. 一晩絶食が C57BL/6J マウスの eWAT の T2R 発現レベルに与える影響 

解剖前日から一晩の絶食を行ったマウスと非絶食マウスの eWAT を摘出して total RNA を

抽出後、RT-qPCR 法により T2R の mRNA 発現量を測定した。データは平均値±SEM で

示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. starvation (-) 

 

 

図 ４-11. 一晩絶食が C57BL/6J マウスの iWAT の T2R 発現レベルに与える影響 

解剖前日から一晩の絶食を行ったマウスと非絶食マウスの iWAT を摘出して total RNA を

抽出後、RT-qPCR 法により T2R の mRNA 発現量を測定した。データは平均値±SEM で

示した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. starvation (-)  
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4-2-2. 苦味化合物刺激による T2R 発現変動 

 食餌による T2R 発現への影響を除くため、解剖前日から 16 時間の絶食を行

ったマウスから eWAT、iWAT を摘出し、それらをエピカテキン 2.5 mM を含

む 10%FBS/DMEM 培地で 3 時間培養した。その後 total RNA を抽出し、eWAT、

iWAT の Tas2r 発現変化を RT-qPCR で解析した。その結果、eWAT、iWAT 共

に、Tas2r108、137 の発現が有意に上昇した（図 4-12、4-13）。 

 

 

図 ４-12. エピカテキンが C57BL/6J マウスの eWAT の T2R 発現レベルに与える影響 

組織は摘出後、2.5 mM のエピカテキンを含む 10%FBS/DMEM で 3 時間培養し、total 

RNA を抽出後、RT-qPCR 法で T2R の mRNA 発現量を測定した。データは平均値±SEM

で示した。 n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. control. 
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図 ４-13. エピカテキンが C57BL/6J マウスの iWAT の T2R 発現レベルに与える影響 

組織は摘出後、2.5 mM のエピカテキンを含む 10%FBS/DMEM で 3 時間培養し、total 

RNA を抽出後、RT-qPCR 法で T2R の mRNA 発現量を測定した。データは平均値±SEM

で示した。 n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. control. 
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4-3. まとめ 

 本章では、1)3T3-L1 細胞および C2C12 細胞の分化が T2R 発現に影響を与

えるか、2)3T3-L1 細胞とマウス脂肪組織に発現する T2R がどのような苦味化

合物刺激、血清飢餓、絶食などの刺激を受けた場合に発現変動するか、の 2 点

について解析を行った。1)の解析試験の結果、3T3-L1 細胞及び C2C12 細胞共

に分化により Tas2r108、126、135、137、143（解析した 5 種全て）の発現が

上昇した。2)の解析試験の結果、3T3-L1 細胞では苦味化合物刺激を行うこと

で主に Tas2r126、135、143 の発現が上昇し、血清飢餓では Tas2r108、137 の

発現が上昇することを確認した。マウスでは絶食することおよび絶食後のマウ

スから摘出した脂肪細胞をエピカテキンで刺激することにより Tas2r108、137

の発現が上昇した。 

このように、脂肪組織や骨格筋に発現している T2R は、これらの組織にお

いて苦味化合物や血清飢餓、絶食などの刺激により発現上昇し、T2R を介した

シグナリングを活性化させている可能性が示された。 
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第５章 3T3-L1 脂肪細胞における T2R の機能 

 

第 4 章では、マウス脂肪細胞のモデルである 3T3-L1 細胞を用いた発現変動

解析を行い、発現している T2R に対するリガンドである苦味化合物での刺激

や、血清を除去した条件で培養することで、T2R の発現レベルが変化すること

を確認した。さらに、C57BL/6J マウスの白色脂肪組織を用いた試験では、一

晩絶食を行うことで、Tas2r108 および 137 の発現レベルが上昇し、それらは

エピカテキン刺激でも発現レベルが上昇することが明らかになった。 

本章では、こういった各種刺激に対する T2R の発現変化がどのような生命

現象に関わっているのかを調べるため、RNA シーケンシング（ribonucleic acid 

sequencing：RNAseq）を用いたトランスクリプトーム解析を行った。 
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5-1. キニーネやエピカテキンで刺激した 3T3-L1 脂肪細胞の遺伝子

発現プロファイル 

苦味成分の投与により発現が変動する遺伝子を解析することで、T2R の機能

候補を抽出することが期待できる。そこで、3T3-L1 細胞に発現している T2R

のリガンド化合物で細胞を刺激し、その発現変動遺伝子をトランスクリプトー

ム解析により調べることにした。細胞を刺激する苦味成分は 2 種類選定した。

1 つ目は、T2R 発現レベルに大きな影響は示さなかったが（図 4-8）、T2R を介

した 3T3-L1 細胞の分化促進作用が報告されているキニーネとした(Ning et al. 

2016)。2 つ目は、3T3-L1 細胞の Tas2r126、135、143 発現を大きく上昇させ

（図 4-8）、またマウス白色脂肪組織でも Tas2r108、137 の発現を上昇させた

エピカテキンとした（図 4-12、4-13）。 

サンプルの調製や解析試験は 2-10 節に記した方法で行い、検出された全遺

伝子を基にした階層的クラスタリング解析の結果、キニーネ刺激群はコントロ

ール群と同一のクラスターに属しており、エピカテキン刺激群はクラスターが

別であった（図 5-1）。また、主成分分析の結果でも、キニーネ刺激群はコント

ロール群と近い、つまり比較的遺伝子の類似性が高く、エピカテキン刺激群は

コントロール群やキニーネ刺激群と離れている、つまり比較的遺伝子の類似性

が低かった（図 5-2）。これらのことから、キニーネ刺激群とエピカテキン刺激

群は両方ともコントロール群と比較して発現が変動した遺伝子が見られたが、

エピカテキン刺激群ではより顕著に変動していることが分かった。 

 

表 5. 発現変動遺伝子の抽出時に使用した閾値と抽出された候補遺伝子数 

閾値条件 コントロール群 vs キニーネ刺激

群 

コントロール群 vs エピカテキン刺激

群 

P<0.05 58 95 

|log2FC1|>1 2855 3007 
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図 ５-1. 階層的クラスタリング解析の結果 

 

  

図 ５-2. 主成分分析の結果 
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 本研究では脂肪細胞に発現している T2R が何等かの細胞機能調節、特に代謝

制御に関わっている可能性を前提にしているため、発現変動遺伝子の中から特

に代謝に関連しそうなものを抜粋して詳しい解析に移ることとした。  

キニーネ刺激により発現が上昇した遺伝子及び減少した全遺伝子について閾

値 P<0.05 で抽出した遺伝子（表 6、7）とそれを基に作図したボルケーノプロ

ット（図 5-3）を見るとわかるように、有意に発現変動した遺伝子数が 58 と少

ないため（表 5）、発現変動遺伝子から関与する機能を推定するのは困難であっ

た。そこで、発現変動遺伝子の抽出条件を閾値|log2FC|>1 に変更して再度発現

変動遺伝子の抽出を行った。すると、この条件では 2855 の発現変動遺伝子が

抽出された（表 5）。次に、抽出された発現変動遺伝子のデータを基にプログラ

ム DAVIDWebservice にて GO のエンリッチメント解析を行った。その結果、

閾値の条件を|log2FC|>1 とした場合に発現変動したものの上位 10 個の GO 

biological process terms のうち、フォスファチジルコリン代謝、痛覚刺激、炎

症、免疫応答に関連する遺伝子発現が比較的多く上昇していた(図 5-4)。ま

た、減少したものでは炎症応答、膜タンパクチロシンキナーゼシグナル経路、

DNA のメチル化に関係する遺伝子が比較的多く検出された(図 5-5)。このよう

にキニーネ刺激では炎症・免疫応答に関与する遺伝子発現の変動が比較的多く

検出された。 

 一方で、エピカテキン刺激により発現変動した遺伝子は閾値 P<0.05 の条件

では全部で 95 種類あり（表 5）、そのうち発現上昇が起きた遺伝子は、cAMP

への応答や脂肪細胞分化に関連する遺伝子群が特に多く発現上昇していた(図 

5-6、表 8)。減少した遺伝子群はコラーゲン生合成経路やストレスファイバー

アセンブリの正方制御などが上位にランクしていたが(図 5-7、表 9)、これらは

脂肪細胞の代謝機能には関係がなく、また検出された遺伝子数も少なかった。 

 これらの結果よりキニーネよりもエピカテキンの方が脂肪細胞の代謝調節に

関わっている可能性が高いと考え、エピカテキン刺激により発現が上昇した遺

伝子に注目した。GO エンリッチメント解析の結果から、エピカテキン刺激に

より脂肪細胞分化や cAMP への応答に関連する遺伝子の発現が上昇しているこ
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とが示唆されたので（図 5-6）、上位 10 個の GO biological process terms のう

ち、「fat cell differentiation」および「response to cAMP」に含まれる遺伝子を

確認したところ、「fat cell differentiation」には Nr4a1、Nr4a2、Nr4a3、Egr2

が、「response to cAMP」には Duox1、Dusp1、Mat2a、Fosb が含まれてい

た。また、発現上昇遺伝子の中からカテゴリー「lipid metabolism」で検索する

と、先ほどの Nr4a に加え、Lepr の発現も上昇していることがわかった。これ

らの遺伝子のうち Nr4a と Egr2 は脂肪細胞の分化を調節する転写因子であるこ

とが知られていることから(Chao et al. 2008; Duszka et al. 2013; Boyle et al. 

2009; Chen et al. 2005)、脂肪細胞に発現している T2R はエピカテキンを受容

することで細胞分化を調節している可能性が考えられた。また、Lepr は飽食ホ

ルモンであるレプチンの受容体をコードする遺伝子であることから、脂肪細胞

に発現している T2R はエピカテキンを受容して脂質代謝調節に関与している

可能性も考えられた。以上のことから Lepr、Egr2、Nr4a の発現上昇に注目し

た。なお、これらの注目した 3 つの遺伝子に加え、Tas2r135 の発現が上昇し

ていることも併せて確認できた（図 5-8、表 8）。  
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図 ５-3. キニーネ刺激により発現変動した遺伝子のボルケーノプロット 

赤色の丸は有意に発現上昇した遺伝子を、青色の丸は有意に発現減少した遺伝子を、灰色

の丸は有意な発現変動がみられなかった遺伝子をそれぞれ示す。P<0.05  
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表 6. キニーネ刺激により発現が上昇した 3T3-L1 脂肪細胞の遺伝子（P<0.05） 

GeneID log2FoldChange(B/A) p value gene_sym 

ENSMUSG00000004748 1.017 0.041 Mtfp1 

ENSMUSG00000014158 4.072 0.009 Trpv4 

ENSMUSG00000024210 1.369 0.047 Ip6k3 

ENSMUSG00000026479 1.098 0.008 Lamc2 

ENSMUSG00000027855 1.614 0.037 Sycp1 

ENSMUSG00000028555 1.162 0.025 Ttc39a 

ENSMUSG00000042549 1.088 0.019 Map2k3os 

ENSMUSG00000042604 1.118 0.030 Kcna4 

ENSMUSG00000048498 4.173 0.025 Cd300e 

ENSMUSG00000050368 4.043 0.032 Hoxd10 

ENSMUSG00000051920 1.308 0.026 Rspo2 

ENSMUSG00000054556 1.247 0.028 Gm4876 

ENSMUSG00000055629 1.421 0.044 B4galnt4 

ENSMUSG00000061082 2.594 0.038 Plac1 

ENSMUSG00000068762 2.138 0.026 Gstm6 

ENSMUSG00000078875 1.286 0.008 Gm14419 

ENSMUSG00000083817 1.178 0.043 Gm14400 

ENSMUSG00000085689 1.100 0.003 Gm16838 

ENSMUSG00000086773 1.091 0.025 Gm16192 

ENSMUSG00000087266 1.610 0.011 Gm15991 

ENSMUSG00000087400 1.003 0.038 Gm15270 

ENSMUSG00000092312 3.117 0.026 Zfp419 

ENSMUSG00000097300 1.723 0.013 Gm26835 

ENSMUSG00000097911 2.858 0.021 Gm26691 

ENSMUSG00000099126 4.069 0.031 Gm27321 

ENSMUSG00000109102 2.653 0.038 1700019A23Rik 
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表 7. キニーネ刺激により発現が減少した 3T3-L1 脂肪細胞の遺伝子（P<0.05） 

GeneID log2FoldChange(B/A) p value gene_sym 

ENSMUSG00000022066 -2.514 0.007 Gm21685 

ENSMUSG00000027356 -3.995 0.038 Fermt1 

ENSMUSG00000030336 -2.250 0.014 Cd27 

ENSMUSG00000035041 -3.835 0.048 Creb3l3 

ENSMUSG00000036641 -3.835 0.048 Ccdc148 

ENSMUSG00000036655 -3.841 0.048 Colec11 

ENSMUSG00000038155 -2.369 0.019 Gstp2 

ENSMUSG00000039492 -1.380 0.041 Ccdc27 

ENSMUSG00000050821 -1.290 0.041 Fam131a 

ENSMUSG00000051373 -4.313 0.021 Plpp7 

ENSMUSG00000054863 -2.956 0.046 Fam19a5 

ENSMUSG00000059511 -3.570 0.009 Gm20563 

ENSMUSG00000078365 -3.829 0.049 Mos 

ENSMUSG00000079499 -4.156 0.022 6530402F18Rik 

ENSMUSG00000080932 -2.872 0.045 Gm10224 

ENSMUSG00000082051 -2.307 0.025 Gm16072 

ENSMUSG00000086513 -4.016 0.036 9130208D14Rik 

ENSMUSG00000089781 -2.436 0.026 Gm15756 

ENSMUSG00000090674 -2.348 0.024 Gm17082 

ENSMUSG00000090839 -3.998 0.048 Gm17094 

ENSMUSG00000096922 -4.156 0.022 Gm17308 

ENSMUSG00000097098 -4.154 0.022 9330111N05Rik 

ENSMUSG00000097251 -3.783 0.017 5033417F24Rik 

ENSMUSG00000097855 -1.116 0.034 A930007I19Rik 

ENSMUSG00000099027 -4.775 0.047 Gm27176 

ENSMUSG00000099779 -1.283 0.039 Gm8228 

ENSMUSG00000100261 -1.236 0.025 Gm6473 

ENSMUSG00000102038 -1.229 0.032 Gm12345 

ENSMUSG00000105135 -1.165 0.030 Gm43667 

ENSMUSG00000105517 -4.832 0.003 Gm42436 

ENSMUSG00000107770 -1.396 0.000 Gm44126 
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図 ５-4. キニーネ刺激により発現が上昇した遺伝子の GO ターム（|log2FC|>1） 

 

図 ５-5. キニーネ刺激により発現が減少した遺伝子の GO ターム（|log2FC|>1） 
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図 ５-6. エピカテキン刺激により発現が上昇した遺伝子の GO ターム（P<0.05） 

 

 

図 ５-7. エピカテキン刺激により発現が減少した遺伝子の GO ターム（P<0.05） 

0 1 2 3 4 5

regulation of energy homeostasis

response to inorganic substance

regulation of type B pancreatic cell proliferation

response to hydrogen peroxide

skeletal muscle cell differentiation

steroid hormone mediated signaling pathway

negative regulation of neuron apoptotic process

fat cell differentiation

response to cAMP

cellular response to corticotropin-releasing hormone stimulus

-log10(p value)

GO biological process terms (top 10)

0 1 2 3

cell adhesion

positive regulation of gene expression

negative regulation of gene expression

response to glucose

positive regulation of stress fiber assembly

positive regulation of collagen biosynthetic process

-log10(p value)

GO biological process terms (top 6)



74 

 

 

図 ５-8. エピカテキン刺激により発現変動した遺伝子のボルケーノプロット 

赤色の丸は有意に発現上昇した遺伝子を、青色の丸は有意に発現減少した遺伝子を、灰色

の丸は有意な発現変動がみられなかった遺伝子をそれぞれ示す。図中に記載されている遺

伝子は本研究で注目した遺伝子を示す。P<0.05 
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表 8. エピカテキン刺激により発現が上昇した 3T3-L1 脂肪細胞の遺伝子(P<0.05) 

GeneID log2FoldChange(C/A) pvalue gene_sym* 

ENSMUSG00000003545 1.291 0.000 Fosb 

ENSMUSG00000005413 1.360 0.000 Hmox1 

ENSMUSG00000008348 1.499 0.000 Ubc 

ENSMUSG00000017300 3.470 0.044 Tnnc2 

ENSMUSG00000020423 1.574 0.000 Btg2 

ENSMUSG00000021640 4.023 0.037 Naip1 

ENSMUSG00000023034 1.626 0.000 Nr4a1 

ENSMUSG00000024190 1.056 0.000 Dusp1 

ENSMUSG00000026418 2.259 0.009 Tnni1 

ENSMUSG00000026692 3.562 0.047 Fmo4 

ENSMUSG00000026826 1.182 0.000 Nr4a2 

ENSMUSG00000026833 1.432 0.035 Olfm1 

ENSMUSG00000027173 1.770 0.001 Depdc7 

ENSMUSG00000027692 3.364 0.050 Tnik 

ENSMUSG00000028217 2.210 0.036 Cdh17 

ENSMUSG00000028341 2.559 0.000 Nr4a3 

ENSMUSG00000028475 1.086 0.041 5430416O09Rik 

ENSMUSG00000028946 3.880 0.047 Hes3 

ENSMUSG00000030344 4.040 0.033 Akap3 

ENSMUSG00000030431 3.898 0.048 Tmem238 

ENSMUSG00000032523 3.708 0.024 Hhatl 

ENSMUSG00000032589 2.486 0.006 Bsn 

ENSMUSG00000033007 1.800 0.029 Asic4 

ENSMUSG00000033268 3.070 0.041 Duox1 

ENSMUSG00000034845 1.253 0.049 Plvap 

ENSMUSG00000034936 1.129 0.001 Arl4d 

ENSMUSG00000036067 4.405 0.004 Slc2a6 

ENSMUSG00000037868 1.144 0.000 Egr2 

ENSMUSG00000040473 1.020 0.038 Cfap69 

ENSMUSG00000042417 1.196 0.007 Ccno 

ENSMUSG00000042549 1.369 0.002 Map2k3os 



76 

 

ENSMUSG00000044041 1.990 0.048 Krt13 

ENSMUSG00000053907 1.193 0.000 Mat2a 

ENSMUSG00000055494 3.377 0.048 Gm14168 

ENSMUSG00000055629 1.425 0.047 B4galnt4 

ENSMUSG00000056155 3.528 0.036 Nanos3 

ENSMUSG00000056203 2.898 0.050 Tas2r135 

ENSMUSG00000056313 1.016 0.006 1810011O10Rik 

ENSMUSG00000057722 3.477 0.040 Lepr 

ENSMUSG00000058297 4.184 0.026 Spock2 

ENSMUSG00000058900 1.302 0.048 Rsl1 

ENSMUSG00000061082 3.025 0.011 Plac1 

ENSMUSG00000061531 3.641 0.028 Tmem236 

ENSMUSG00000062461 2.928 0.049 Gm5453 

ENSMUSG00000069184 1.566 0.015 Zfp72 

ENSMUSG00000070526 1.097 0.045 Peg12 

ENSMUSG00000071181 3.503 0.038 3830408C21Rik 

ENSMUSG00000072612 1.428 0.000 Gm10382 

ENSMUSG00000074063 1.850 0.000 Osgin1 

ENSMUSG00000081021 1.518 0.038 Gm11964 

ENSMUSG00000081673 2.575 0.005 Gm14794 

ENSMUSG00000082029 1.520 0.003 H3f3c 

ENSMUSG00000082274 1.452 0.003 Gm14026 

ENSMUSG00000087530 4.597 0.009 Gm15533 

ENSMUSG00000092074 1.405 0.004 Dynlt1a 

ENSMUSG00000092284 1.206 0.020 Gm8801 

ENSMUSG00000094475 2.267 0.024 Gm11007 

ENSMUSG00000095717 2.229 0.030 Gm2056 

ENSMUSG00000096959 4.359 0.016 4930509G22Rik 

ENSMUSG00000097723 5.433 0.036 Gm26848 

ENSMUSG00000097754 1.281 0.032 Ptgs2os2 

ENSMUSG00000097787 1.399 0.015 2700046G09Rik 

ENSMUSG00000098590 4.597 0.009 Gm1113 

ENSMUSG00000098975 2.204 0.005 Gm27177 

ENSMUSG00000106181 1.035 0.013 Gm9523 
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ENSMUSG00000108591 1.217 0.000 Particl 

ENSMUSG00000109006 4.060 0.045 B230209E15Rik 

ENSMUSG00000110030 1.920 0.018 Gm45546 

ENSMUSG00000110622 2.558 0.009 KIAA1683 

*本研究で注目した遺伝子を太字で示す。 
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表 9. エピカテキン刺激により発現が減少した 3T3-L1 脂肪細胞の遺伝子(P<0.05) 

GeneID log2FoldChange(C/A) p value gene_sym 

ENSMUSG00000003934 -2.316 0.027 Efnb3 

ENSMUSG00000019997 -1.455 0.000 Ctgf 

ENSMUSG00000022018 -1.263 0.033 Rgcc 

ENSMUSG00000027356 -3.998 0.040 Fermt1 

ENSMUSG00000027861 -2.993 0.037 Casq2 

ENSMUSG00000032988 -2.374 0.043 Slc16a8 

ENSMUSG00000043085 -1.538 0.028 Tmem82 

ENSMUSG00000045868 -1.457 0.049 Gvin1 

ENSMUSG00000049699 -4.306 0.017 Ucn2 

ENSMUSG00000054957 -1.728 0.041 Gm9959 

ENSMUSG00000067786 -2.787 0.026 Nnat 

ENSMUSG00000075276 -4.020 0.048 Gm13653 

ENSMUSG00000087292 -2.309 0.023 Gm13832 

ENSMUSG00000089781 -2.852 0.022 Gm15756 

ENSMUSG00000090863 -4.749 0.005 A530084C06Rik 

ENSMUSG00000094103 -1.495 0.001 1700047I17Rik2 

ENSMUSG00000096945 -1.522 0.034 Gm26546 

ENSMUSG00000096946 -3.679 0.024 Fmr1os 

ENSMUSG00000100261 -1.735 0.003 Gm6473 

ENSMUSG00000103574 -2.291 0.020 Gm37116 

ENSMUSG00000105135 -1.417 0.014 Gm43667 

ENSMUSG00000105517 -2.963 0.041 Gm42436 

ENSMUSG00000108859 -4.166 0.035 Gm44776 

ENSMUSG00000109179 -2.349 0.041 Gm35339 

ENSMUSG00000109821 -4.168 0.026 Gm6593 
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次に、実際に Lepr、Egr2、Nr4a の遺伝子発現がエピカテキン刺激により上

昇しているのかどうかを調べるために、エピカテキン 2.5 mM で 1 時間刺激し

た 3T3-L1 脂肪細胞より total RNA を抽出し、RT-qPCR 法によりそれぞれの

遺伝子発現を解析した。その結果、エピカテキン刺激により Egr2、Nr4a1、

Nr4a2、Nr4a3 の発現が有意に上昇することを確認した(図 5-9)。Lepr はエピ

カテキン刺激により遺伝子発現に変化がなかった。 

 

 

図 ５-9. エピカテキン刺激による Lepr、Egr2、Nr4a 遺伝子発現への影響 

3T3-L1 を 10 日間の分化誘導後、最終濃度 2.5 mM のエピカテキンを含む培地に交換し 1

時間培養後に total RNA を抽出し、RT-qPCR 法で解析した。データは平均値±SEM で示

した。n=6, Student’s t-test, *P<0.05 v.s. control 
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5-2. T2R が 3T3-L1 細胞の分化に与える影響 

 5-1 節より、エピカテキン刺激が 3T3-L1 脂肪細胞の Egr2 と Nr4a の発現を

上昇させることが分かった。Egr2 と Nr4a は、脂肪細胞分化の際に働く転写因

子として知られている(Boyle et al. 2009; Chen et al. 2005; Chao et al. 2008; 

Duszka et al. 2013)。つまり、これら遺伝子発現の変化が T2R を介しているな

らば、T2R は 3T3-L1 細胞の分化を調節する機能を有する可能性が考えられる。 

エピカテキンには、その標的分子は明らかでないが、3T3-L1 細胞の分化阻

害効果が報告されている(Mohamed et al. 2016)。エピカテキンは T2r126 のリ

ガンドであるため、T2r126 は 3T3-L1 細胞の分化阻害に関わっている可能性が

ある。そこで、エピカテキンの 3T3-L1 細胞に対する分化阻害効果を確かめた

上で、T2R の過剰発現がそれに与える影響を解析した。 

 はじめに、エピカテキンの 3T3-L1 細胞に対する作用を確認するため、3T3-

L1 細胞の分化誘導の際にエピカテキンを共存させ、脂肪蓄積量を指標として分

化阻害効果を確認した。その結果、400 μM 以上の濃度で有意に 3T3-L1 の分化

阻害効果を確認した（図 5-10）。また、その際に細胞生存率に影響は見られな

かった（図 5-11）。 
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図 ５-10. エピカテキンの 3T3-L1 細胞に対する分化阻害作用 

3T3-L1 の分化誘導の際にエピカテキンを図中の濃度になるように培地に加え、6 日間培養

した後、Adipored 試薬により染色した脂肪滴の蛍光強度を指標に分化に対する影響を調べ

た。データは平均値±SEM で示した。n=6, one-way ANOVA に続く Dunnet’s multiple 

comparison test, *P<0.05 

 

 

図 ５-11. エピカテキンの 3T3-L1 細胞に対する分化阻害試験の際の細胞生存率 

3T3-L1 の分化誘導の際にエピカテキンを図中の濃度になるように培地に加え、6 日間培養

した後、CCK-8 試薬により細胞生存率を測定した。データは平均値±SEM で示した。n=6, 

one-way ANOVA に続く Dunnet’s multiple comparison test, *P<0.05  
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 次に、エピカテキンによる 3T3-L1 細胞の分化阻害効果が、T2R と関与して

いるかどうかを確認するため、3T3-L1 に T2R を過剰発現させ、分化に与える

影響、およびエピカテキンの分化阻害に与える影響を解析した。過剰発現させ

る T2R としては、エピカテキンをリガンドとする T2r126 に加え、エピカテキ

ン刺激での発現変化が Tas2r126、135、143 と比較して小さかった（図 4-8）

T2r108 とした。 

 T2R 過剰発現株の作製は T2r108、126 それぞれの全タンパクコード領域を

pcDNA3.1/hygro(+)プラスミドベクターに Infusion 法でサブクローニングした

ものを 3T3-L1 細胞にトランスフェクションし、ハイグロマイシンにより選抜

することで行った。作製した過剰発現株は RT-qPCR 法により T2R の過剰発現

を確認後（図 5-12）、T2R の過剰発現がエピカテキンの 3T3-L1 の分化阻害に

与える影響の解析を行った。方法としては、T2r108、126 をそれぞれ過剰発現

させた 3T3-L1 を分化誘導したのち、蓄積した脂肪滴を染色した際の蛍光強度

を分化の指標として評価した。また分化誘導中にエピカテキンを添加した際の

影響も評価した。 

 その結果、T2r126、108 の過剰発現によりコントロールと比較して分化が有

意に抑制された（図 5-13）。また、750 μM および 1 mM のエピカテキン投与に

より、コントロールではそれぞれ 15％および 40％の分化阻害が確認され、

T2r126、108 を過剰発現させたものでは更に分化が抑制されていた。  
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図 ５-12. RT-qPCR 法による T2R 過剰発現の確認 

T2R108 または T2R126pcDNA3.1/hygro(+)を 3T3-L1 にトランスフェクションし、3 日間

の培養後、ハイグロマイシン入りの培地で培養することで恒常的に目的の T2R を発現する

細胞を選抜後、RT-qPCR 法にて過剰発現の確認を行った。コントロールとしては、トラ

ンスフェクションを行っていない 3T3-L1 を用いた。 
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図 ５-13. T2R 過剰発現が 3T3-L1 の分化に与える影響と、エピカテキンの分化阻害に与え

る影響 

T2r108 を過剰発現する 3T3-L1 細胞、T2r126 を過剰発現する 3T3-L1 細胞、コントロー

ルとして過剰発現をしていない 3T3-L1 細胞をプレートに播種し、それぞれ 6 日間の分化

誘導を行った。分化誘導の際には最終濃度 1 mM でエピカテキンを添加した培地（DMSO

の最終濃度は 0.5%）と、コントロールとして最終濃度 0.5%DMSO を添加した培地を用い

た。6 日間の分化誘導後、Adipored 試薬により染色した脂肪滴の蛍光強度を測定し、コン

トロールの値を 100％としたときのサンプルの蛍光強度を分化の指標とした。データは平

均値±SEM で示した。異なるアルファベットは統計的に有意な差があることを示す。n=6, 

Tukey’s test, P<0.05.  
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5-3. まとめ 

キニーネとエピカテキンでそれぞれ刺激した 3T3-L1 脂肪細胞のトランスク

リプトーム解析の結果、キニーネで刺激した場合とエピカテキンで刺激した場

合とでは異なる遺伝子群の発現が変動していることが明らかになった。エピカ

テキンで刺激した場合に、脂肪細胞の分化や cAMP の応答など、脂肪細胞分化

の調節に関わる遺伝子発現の変動が起きていた。RT-qPCR 法に発現変動した

遺伝子について再解析した結果、エピカテキン刺激により脂肪細胞の分化に関

わる転写因子である Egr2、Nr4a の発現が上昇していることが確認された。 

エ ピ カ テ キ ン に は 3T3-L1 細 胞 の 分 化 阻 害 効 果 が 知 ら れ て い た た め

(Mohamed et al. 2016)、T2R の関与を調べるために T2r126、108 をそれぞれ過

剰発現した 3T3-L1 を用いて、T2R の過剰発現が脂肪細胞分化に与える影響及

びエピカテキンの分化阻害に与える影響を解析した。その結果、T2r126、108

の過剰発現により、3T3-L1 細胞の分化が抑制された。このことから、脂肪細

胞に発現している T2r126、108 は脂肪細胞の分化調節に関わっていることが示

された。 
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第６章 総合考察 

 

6-1.マウス組織に発現する T2R プロファイルに関して 

6-1-1. 先行報告との T2R 発現解析結果の比較 

 マウスの口腔以外の組織における T2R 発現については、小腸や肝臓において

調べた報告がある(Prandi et al. 2018)。その報告によると、小腸では Tas2r108、

119、126、129、135、137、138 及び 143 が、肝臓では Tas2r108、126、135、

137、138 および 143 の発現が報告されている。これに対し今回の結果では小腸

において Tas2r129 は発現しておらず、Tas2r109、140、144 が発現していた

（図 3-4）。肝臓の場合は、報告と同じ T2R に加え Tas2r109 及び Tas2r130 の

発現を確認した（図 3-5）。さらに Mouse Gene Expression Database (MXD)に

よると、肝臓、十二指腸、回腸、空腸には Tas2r108 と Tas2r138 が発現してお

り、空腸には Tas2r119 が、小腸上皮には Gnat3 が発現していることが示され

ており、これは今回の結果と一致していた。対照的に、MXD では Tas2r118 も

発現していると掲載されていたが、今回の結果では Tas2r118 の発現は確認で

きなかった。 

こうした遺伝子発現プロファイルの違いは、生育環境によって生じる個体差

があることや、苦味に対する感受性に個体差があることなどから説明できる

(Wooding 2006)。T2R の発現は、寄生虫の分泌する化合物刺激(Luo et al. 

2019)やヒトにおける喫煙習慣の違い(Aoki et al. 2014)など、様々な環境刺激に

より変動することが報告されている。したがって、ブリーダーによる生育条件

の違いや環境刺激などの因子がそれぞれ若しくは複合的に影響した結果、この

ような発現プロファイルの差異を生んだ可能性が考えられる。また、①今回の

解析結果は C57BL/6N マウスのものであり、他系統種では異なる遺伝子発現プ

ロファイルを示す可能性があること、②T2R の発現はタンパク質レベルではな

く全て mRNA レベルで解析していること、以上の 2 点の理由によりまだ解析の

余地が残されている。 
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 マウスの白色脂肪組織、褐色脂肪組織及び骨格筋の T2R 発現については、現

在までに報告がなく、今回の結果が最初の報告となった（図 3-1 から 3-3）。ヒ

トの脂肪組織や気道平滑筋における T2R 発現パターンは既に報告がある。例え

ば、Amisten らは T2R3、 7、 14、 19、 20、 31、 43,、45 及び 46 がヒト脂肪

組織に発現していることを(Amisten et al. 2015)、Deshpande らは T2R1、3、

4、5、8、9、10、13、14、19、20、30、31、42、45、46 お及び 50 がヒト平

滑筋に発現していることを(Deshpande et al., 2010)それぞれ報告している。ま

た、Genotype-Tissue Expression (GTEx)データベースによると、T2R3、4、5、

10、13、14、40、42、43、46、50、60 がヒトの脂肪組織に、T2R3、4、5、

10、13、14、43、46、50、60 がヒト骨格筋に発現していることが示されてい

る。このように、脂肪組織や筋組織においてもそれぞれデータベースや報告毎

に遺伝子発現パターンに差異があるが、これも前述したような生育条件や環境

刺激による違いであると考えられる。 

 Tas2r108、126、135、137、143 はマウスの組織および細胞株ともに共通し

て発現していた（表 3）。T2r108、126、135、137 はヒト T2R4、41、60、3 の

オーソログであることから(Lossow et al. 2016)、マウスの組織に発現する T2R

を活性化するリガンドはヒトの組織に発現する T2R も活性化できることを期待

した。しかしながら、Lossow らはこれらのオーソログ間でリガンドに対する特

異性が異なることを報告しているため、ヒトとマウスの T2R は必ずしも同じ機

能を有していない可能性もある（図 6-1）。このように、ヒトとマウスの T2R は

オーソログのペア間でリガンド認識性が異なるため、ヒトとマウスの T2R 機能

を結びつけるのは難しいと考えられる。 
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図 ６-1. マウスとヒトの苦味受容体オーソログのリガンド認識性 

図の上の数字はヒト T2R（TAS2R と表記）を示し、下の数字はマウス T2R（Tas2r と表

記）を示しており、上下は対応するオーソログであることを表す。縦軸は各オーソログペ

アが認識するアゴニストのうち、ヒト T2R のみに認識されるものを薄灰色のバー、マウス

T2R のみに認識されるものを黒色のバー、両方に認識されるものを濃灰色のバーで示す。

(Lossow et al. 2016)より引用して改変。 
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脂肪組織や骨格筋およびそれらの細胞株において共通の T2R が発現していた。

また、C57BL/6J マウスと 3T3-L1 に発現している Tas2r108、126、135、137、

143 遺伝子の塩基配列は DNA シーケンス解析の結果、完全に一致していた。

C57BL/6J マウスについては 35 種類全ての T2R の DNA シーケンスを解析した

が、T2R107、130 はデータベースと一部一致しない配列が存在した（付録、表

10）。これは苦味の感受性に影響を与える可能性があるが、これを詳しく調べ

るには更なる解析試験を行う必要がある。しかし、今回の結果から、Tas2r108、

126、135、137、143 の 5 種類においては、3T3-L1 細胞株をマウス組織のモデ

ルとして解析することで、マウス組織に発現している T2R 機能解析の足掛かり

になる可能性がある。 
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6-1-3. マウス組織と細胞株に共通して発現する T2R の機能推定 

今回調べた 5 種類のマウス組織および 2 種類の細胞株には共通して Tas2r108、

126、135、137、143 が発現していたが、これらの T2R が実際に組織や細胞で

どのような機能を担っているかについては、それぞれのリガンドが組織や細胞

に与える効果から推定することができる。 

T2r108、126、135、137、143 は、143 を除いてリガンド化合物が既に報告

されている(Lossow et al. 2016)。それらのリガンドのうち、キニーネ（T2r108、

126、137 のリガンド）、エメチンやヨヒンビン（T2r108 のリガンド）、安息香

酸デナトニウム（T2r135 のリガンド）、アリルイソチオシアネート（T2r135 の

リガンド）、サリチル酸（T2r135 のリガンド）、エピカテキンやコルヒチン

（T2r126 のリガンド）は、動物実験や臨床試験により、肥満や糖尿病に影響す

ることが示唆されており、以下にそれらについて詳しく述べる。 

キニーネの経口投与は、肥満マウスの食餌摂取量に影響を与えずに体重を減

少させ、デナトニウムも食餌摂取量が減少したものの、体重の減少効果を示す

ことが報告されている(Avau et al. 2015)。エメチンは、1 型糖尿病を誘導した

マウスに投与すると膵臓からの tumor necrosis factor-α（TNFα）の放出を抑

えて血糖値の低下作用を示す(Hudson et al. 2016)。ヨヒンビンは、マウスに腹

腔内投与を行うことで血中のグルコース量、コレステロールやトリグリセリド

などを低下させることが報告されている(Kotańska et al. 2018)。アリルイソチ

オシアネートは、食餌誘導性肥満マウスの肥満を改善し、インスリン抵抗性を

誘導した C2C12 細胞の糖取り込みを促進する(Ahn et al. 2014)。サリチル酸は

糖尿病患者の血糖値を下げることが知られ(Rumore and Kim 2010)、エピカテ

キンは高脂肪食摂取マウスのインスリン感受性を改善し、体重を減少させるこ

と(Cremonini et al. 2016; Hoek-van den Hil et al. 2015) や、ミトコンドリアの

生合成を促進することで脂肪細胞の褐色化を誘導することが知られている

(Varela et al. 2017)。また、痛風の治療薬として用いられているコルヒチンは

ヒトにおける臨床試験において血中グルコースやインスリン抵抗性に有意では

ないが改善効果が確認されている(Demidowich et al. 2019)。また、今回 WAT
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や骨格筋で発現が確認された T2R144 のリガンドである EGCG も、抗肥満効

果や抗糖尿病効果が報告されている。 

このように、本研究で確認したマウス組織や細胞株に共通して発現していた

T2R のリガンド化合物には、抗肥満効果や抗糖尿病効果が複数報告されてい

る。こういった作用はリガンド化合物が T2R に作用した結果起こったものか

どうかは確認されていないが、脂肪組織や骨格筋における T2R の働きを示唆

するものである。 

なお、ヒト脂肪組織にも T2R が発現しており(Amisten et al. 2015)、それら

はキニーネ（T2R7、14、43、46）やデナトニウム（T2R43、46）をリガンド

としている。このことから、ヒト T2R もまた、代謝機能に関わっている可能性

が考えられる。 
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6-2. T2R の発現レベルに影響を与える因子に関して 

3T3-L1 脂肪細胞において、苦味化合物による刺激により発現が上昇した

T2R は Tas2r126、135、143 であり（図 4-8）、血清飢餓を行った場合に発現が

上昇した T2R は Tas2r108、137 であった（図 4-9）。また、当研究室で行われ

た別の研究では、マウス肝細胞である NCTC1469 において、苦味刺激した場

合に Tas2r108、137 の発現が上昇し、血清飢餓処理により Tas2r126、135、

143 の発現が上昇することを確認している。また、Tas2r126、135、143 の 3

つと Tas2r108、137 の２つは共にマウスの第 6 染色体上にコードされており、

グループ毎に近隣に存在していることからも、T2r126、135、143 の 3 つと

T2r108、137 の 2 つは発現の制御機構が異なり、それぞれ異なる機能を有して

いる可能性を示唆している。 

3T3-L1 脂肪細胞の Tas2r126、135、143 の発現上昇を誘導した化合物は、

エピカテキン、カンファー、アリルイソチオシアネートの 3 種類である。エピ

カテキンは T2r126 のリガンド、カンファーは T2r137 のリガンド、アリルイ

ソチオシアネートは T2r135 のリガンドであることから、Tas2r126、135、143

の発現上昇には T2r126、135、137 が関与していると考えられた。しかしなが

ら、T2r108、126、137 のリガンドであるキニーネや、T2r108、135、137 の

リガンドである 6-プロピル-2-チオウラシルではほとんど T2R の発現量に変化

が見られなかった。これは前述したように、T2r126、135、143 と T2r108、

137 の 2 グループの機能が異なり、リガンドが両グループの T2R に作用した結

果、変化が見えにくくなった可能性が考えらえる。ただし、アリルイソチオシ

アネートと同様に T2r135 のリガンドであるデナトニウムでも T2R 発現の変化

は見られなかったことから、T2R の刺激とは無関係に、T2R 発現が変化してい

る可能性もある。また、今回細胞に添加した苦味化合物の濃度は、文献記載の

閾値を参考にしている(Lossow et al. 2016)。しかしながらこの文献では、Gα

16 タンパク質の C 末端側 44 アミノ酸残基をガストデュシンに置換したキメラ

タンパク質 Gα16gust44 と、T2R のＮ末端に膜移行シグナルである rat 

somatostatin receptor 3 および C 末端に herpes simplex virus（HSV） 
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glycoprotein epitope tag を接続したキメラタンパク質を HEK293T 細胞に共発

現させたものを用いている。そのため、動物における実際の味覚シグナル応答

の検出とは異なっている可能性も考えられる。したがって、この系で決定した

閾値は、3T3-L1 脂肪細胞に発現している T2R に対する閾値と差異があり、リ

ガンドの標的 T2R に対する濃度が適していないため、T2R 発現に変化が見ら

れなかった可能性も考えられる。 

次に、3T3-L1 細胞において、血清を除くことで発現が上昇した T2R は

Tas2r108、137 であり、苦味化合物による刺激により発現上昇した T2R とは

異なるものであった。血清には様々な成長因子・増殖因子に加え未知の成分が

含まれているため、これらが T2R 発現に影響を与えていると考えられる。ま

た、血清飢餓条件に曝された細胞は、細胞周期が G0/G1 期に同調されること

が知られている(Khammanit et al. 2008; Baghdadchi 2013)。そのため、

Tas2r108、137 の上昇は細胞周期に関係している可能性がある。ただし、今回

の 3T3-L1 細胞の血清飢餓処理は 1 時間で行っており、これに対し一般的な細

胞周期の同期化には血清飢餓処理を十数時間行っているため、今回解析した全

ての細胞の細胞周期が同期化されているかについては疑問がある。 

アミノ酸飢餓による T2R 発現に対する影響については、20 種類のアミノ酸

のうち、トリプトファン、フェニルアラニン、イソロイシン、アルギニン、ロ

イシン、バリン、システイン、メチオニン、リジン、ヒスチジン、チロシンの

11 種類は苦味を呈することが知られているため(Schiffman et al. 1981)、アミノ

酸の有無により T2R 発現変化が起こることを期待したが、変化は起こらなかっ

た。アミノ酸をリガンドとする T2R については調べた例があり、L-フェニルア

ラニンと L-トリプトファンがそれぞれ T2R1 と T2R4 を、D-トリプトファンが

T2R4 と T2R39 を活性化することが知られている(Kohl et al. 2013)。しかし、

これらは全てヒトの T2R についてであり、マウスのどの T2R をどのアミノ酸

が活性化するかについて調べた報告は現在までにない。また、前述したように

Tas2r108、137 の 2 つと Tas2r126、135、143 の 3 つは異なる環境刺激に対し

て応答することから、今回の結果は、複数種類のアミノ酸の影響が混在してい
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る可能性が考えられる。そのため、アミノ酸が T2R 発現に与える影響を解析す

るには、それぞれの T2R のリガンドがどのアミノ酸なのかを明らかにした上で、

無血清培地による処理後に単体のアミノ酸を投与した際の影響を調べることや、

単体もしくは特定のいくつかのアミノ酸の飢餓処理を行うなどの実験が必要で

ある。 

また、エピカテキン刺激により 3T3-L1 では Tas2r126、135、143 が発現上

昇したのに対し、マウス脂肪組織（eWAT および iWAT）では Tas2r108、137

の発現が上昇した（図 4-12、4-13）。これについては細胞株と組織では条件を

揃えて実験できないため、直接比較する事は難しいが、マウスは絶食させてい

ることで既に Tas2r108、137 の発現上昇が起こっていることによる影響なのか

もしれない。 

このように、脂肪細胞に発現している T2R は細胞レベルでは苦味化合物刺激

や血清飢餓により、マウス個体レベルでは苦味化合物刺激や絶食により発現量

が変化することが明らかになった。これは、脂肪細胞に発現している T2R を介

したシグナリングに、苦味化合物や血清飢餓および絶食が影響していることを

示唆する結果である。 
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6-3. RNAseq による網羅的遺伝子発現解析に関して 

階層的クラスタリング解析（図 5-1）や、主成分分析の結果（図 5-2）が示

しているようにキニーネ刺激群とエピカテキン刺激群では、影響を受けた遺伝

子が大きく異なっていた。これは、キニーネ刺激とエピカテキン刺激では細胞

機能に与える影響が異なることを示唆する。キニーネ刺激により発現変動して

いる遺伝子は免疫応答に関わる遺伝子が多かった（図 5-4、5）。免疫は宿主の

防御応答であるため、キニーネが T2R を介して遺伝子発現を変化させている

とするならば、これは毒物を感知するという一般的な T2R の機能に沿ってい

るといえる。 

一方で、エピカテキン刺激では、脂肪細胞の分化や cAMP に関する遺伝子の

発現変動が起こっていることが GO 解析の結果により示唆された（図 5-6）。エ

ピカテキンが T2R を介してこの変化を誘導しているならば、この結果は T2R

が異物の検知や排除を行うという一般的な機能ではなく、脂肪細胞の代謝調節

に関わっている可能性を示唆する結果である。 

エピカテキン刺激により発現が上昇した遺伝子のうち、今回注目したのは

Lepr、Egr2、Nr4a である（図 5-8、表 8）。これを RT-qPCR 法で再解析する

と、Lepr はエピカテキン刺激により発現変化は見られなかったが、Egr2 及び

Nr4a は発現上昇を確認できた（図 5-9）。以下では、それぞれについて発現変

動したことにより推定できる機能について述べる。 

Egr2（early growth response 2）は脂肪細胞分化の初期段階に関わる転写因子

である(Boyle et al. 2009)。Nr4a（nuclear receptor 4A ）には Nr4a1（Nur77）、

Nr4a2 (Nurr1)、Nr4a3 (NOR1)と 3 種類のアイソタイプが知られ、分化の初期

段階に発現が上昇するが、過剰発現を行うと分化抑制する方向に働く制御因子

であることが報告されている(Chao et al. 2008)。これらのことに、エピカテキ

ンで 3T3-L1 を 1 時間刺激することで Tas2r126、135、143 の発現が上昇した

点（図 4-8）を加味すると、脂肪細胞に発現している T2R は Egr2 や Nr4a の発

現レベルを調節することで、分化を調節している可能性が考えられる。 

また、本研究で行った RNAseq の結果では、キニーネ刺激群もエピカテキン
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刺激群も全体的にみると閾値 P<0.05 の条件だと有意に発現変動した遺伝子が

それぞれ 58、95 と決して多いとは言えないものであった（表 5）。これは苦味

刺激時間が 1 時間という短時間であることから、T2R シグナルや他のシグナル

経路に影響は与えているものの、シグナル経路の初期段階にしか影響していな

いことや、T2R の発現量が低いため、変化が見えにくくなっているなどの可能

性が考えられる。そのため、注目した遺伝子の経路の下流が活性化されている

かどうかは、エピカテキン刺激時間や濃度の検討など、更なる解析試験が必要

である。 
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6-4. 3T3-L1 脂肪細胞における T2r126、108 の機能 

 3T3-L1 細胞への T2r126、108 の過剰発現により、脂肪細胞への分化が抑制

された（図 5-14）。これは、T2r126、108 が脂肪細胞の分化調節に関わってい

ることを示唆する結果である。なお、リガンドを添加していないにも関わらず

このような変化が起きたことは、疑問点である。この点は、培地に含まれるア

ミノ酸、血清、もしくは分化誘導に用いている試薬、それらが T2r126、108 に

作用している可能性が考えられる。 

T2r126、108 の過剰発現株にエピカテキンを添加することにより、エピカテ

キン処理を行っていない細胞と比較して分化が有意に抑えられた。これは、エ

ピカテキンによる分化阻害作用と T2R の過剰発現による分化阻害作用の相加効

果である可能性もあるが、T2r126 についてはエピカテキンの標的であるため、

T2r126 がエピカテキンをリガンドとして受容したことで T2r126 を介したシグ

ナルが活性化したことによる影響を含んでいる可能性も考えられる。また、

T2r108 がエピカテキンをリガンドとして認識するという報告はないが、直接確

認したわけではないため、T2r108 もエピカテキンを受容している可能性がある。 

RNAseq 解析と RT-qPCR の結果において、エピカテキン刺激により発現の

上昇を確認した遺伝子である Egr2、Nr4a は、脂肪細胞の分化調節を担う転写

因子である(Boyle et al. 2009; Chao et al. 2008)。そのため、今後は T2r126 過剰

発現株をエピカテキン刺激した場合に、転写因子である Egr2、Nr4a に加え脂

肪細胞の分化マーカーである Pparg や Cebpa の発現量が変化しているかについ

ても解析する必要がある。 

 上述のように、検討すべき課題は残されているが、脂肪細胞に発現している

T2r126、108 は細胞分化の調節に関わっていることを示した。  
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第７章 結語 

 苦味受容体（T2Rs）は 1- 2 節および 1-3-2 項で記述したように、口腔内だけ

でなく体中の様々な組織に発現しており、気道や消化管をはじめとした上皮性

組織においては、毒物・異物の検知とその排除を担っている。一方で、非上皮

性組織に発現している T2R の機能は、前述したものとは異なる可能性がある。

また、苦味成分が代謝機能調節に関わっている報告から、非上皮性組織に発現

している T2R が代謝に関与しているのではないかと考えられた。しかし、非上

皮性組織に発現している T2R の役割についてはほとんど知られておらず、発現

プロファイルさえも詳細に解析されていなかった。本研究では、非上皮性組織

に発現している T2R の機能について新たな知見を得ることを目的とした。 

 第 3 章では、T2R のマウスの非上皮性組織（褐色脂肪、白色脂肪、骨格筋、

肝臓）と小腸に加え、白色脂肪細胞のモデルである 3T3-L1 細胞及び骨格筋細

胞のモデルである C2C12 細胞の発現プロファイルを明らかにした。これは、い

ままで発現プロファイルさえも詳細にわかっていなかった非上皮性組織のうち

脂肪組織や骨格筋に発現する T2R についての重要な知見を提供するものであり、

3T3-L1、C2C12 細胞については脂肪細胞や骨格筋細胞に発現している T2R 機

能解析におけるモデルとしての有用性を示すことができた。今後はこれらの細

胞を用いて、脂肪組織や骨格筋に発現する T2R の機能に関する更なる研究が期

待できる。 

第 4 章では、3T3-L1 や C2C12 細胞に発現している T2R が細胞分化により発

現上昇することを確認した。この結果は脂肪細胞や骨格筋に発現している T2R

がこれらの細胞の分化形質に関わっている可能性を示唆するものである。さら

に、3T3-L1 脂肪細胞においては、苦味化合物刺激、血清飢餓により T2R 発現

量が増加した。また、C57BL/6J マウスの脂肪組織を用いた試験では、苦味化

合物刺激や絶食によって T2R 発現が増加した。こうした結果は、脂肪細胞に発

現している T2R の発現レベルは外部環境からの刺激により変動することを示し

ており、脂肪細胞に発現している T2R を介したシグナリングに苦味化合物、血

清飢餓や絶食が影響を与えることを示唆している。 
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第 5 章では、3T3-L1 脂肪細胞を苦味化合物で刺激した時のトランスクリプ

トーム解析を行い、エピカテキンによる刺激で Egr2 や Nr4a などの脂肪細胞分

化に関わる転写因子が活性化していることを確認した。さらに T2r126、108 の

過剰発現により 3T3-L1 細胞の分化が抑制されたことから、T2r126、108 が

3T3-L1 細胞の分化に関わっていることを示した。 

しかしながら、1)今回の T2R 発現解析試験は全て RT-PCR 法で行っており、

タンパク質レベルでの発現を確認していないこと、2)用いた苦味化合物の添加

による T2R の活性化を確かめられていないこと、3)脂肪細胞に発現している

T2R がどのように分化を調節しているのかを明らかにできていないこと、等の

課題が残っている。そのため、今後は 1)T2R 抗体を用いたタンパク質レベルで

の T2R 発現の確認、2)T2R の活性化を検出できる系の構築とそれを用いたリガ

ンド特性試験、3)T2R の細胞分化制御機構解明のための詳細な解析試験が必要

である。 

また、今回は C2C12 細胞については T2R 発現変動解析や苦味化合物刺激時

のトランスクリプトーム解析を行っていない。しかし、C2C12 細胞についても

分化することで Tas2r126、135 の発現が上昇しているため（図 4-3）、こちらに

ついても同様な解析試験を行うことで骨格筋に発現している T2R の機能につい

て何か新たな知見が得られるかもしれない。 

基本味のうち苦味は味覚の嗜好性という観点からも甘味や旨味と比較して、

我々消費者が忌避しがちな味であるため、食品や飲料の加工においてしばしば

問題となる。これに対処するため、食品・飲料メーカーでは苦味のマスキング

技術の開発や苦味成分を加工段階で何らかの方法を用いて除去するなどの工夫

を凝らしてきた。例えば、グレープフルーツや八朔などの柑橘類に含まれる苦

味成分であるナリンギンは、これら柑橘類を利用した飲料への加工段階におい

て、風味の改善を目的としてナリンギナーゼ処理により除かれる(Yadav et al. 

2018)。また、紅茶やワイン、お茶などには苦味成分であるタンニンが含まれ

る が 、 こ れ も 同 様 の 理 由 で タ ン ナ ー ゼ 処 理 に よ り 除 か れ る 場 合 が あ る

(Raghuwanshi et al. 2013)。しかしながら、本研究での成果を礎に、脂肪細胞や
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骨格筋に発現している T2R が苦味成分の標的となって脂質・糖代謝の調節を行

っていることが明らかになれば、それら組織に発現している T2R を標的とした

苦味成分を保健機能成分として含んだ食品や飲料の開発が可能となる。現時点

では前述したように様々な解決すべき課題が残されているが、本研究が非上皮

性組織で苦味を感知する意義の理解と、それを応用した食品科学研究の一助に

なることを期待する。 
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付録 

表 10. C57BL/6J マウスの T2R の塩基配列をデータベースと比較した結果 

T2R Database と 一 致 し て い る か 

(Yes/No) 

Database との違い accession number 

102 Yes   NM_199153.2 

103 Yes   NM_053211.1 

104 Yes   NM_207011.1 

105 Yes   NM_020501.1 

106 Yes   NM_207016.1 

107 No c. 924A>C NM_199154.2 

108 Yes   NM_020502.1 

109 Yes   NM_207017.1 

110 Yes   NM_199155.2 

113 Yes   NM_207018.1 

114 Yes   NM_207019.1 

115 Yes   NM_207020.1 

116 Yes   NM_053212.1 

117 Yes   NM_207021.1 

118 Yes   NM_207022.1 

119 Yes   NM_020503.3 

120 Yes   NM_207023.1 

121 Yes   NM_207024.1 

122 Yes   NM_001039128.1 

123 Yes   NM_207025.1 

124 Yes   NM_207026.1 

125 Yes   NM_207027.1 

126 Yes   NM_207028.1 

129 Yes   NM_207029.1 

130 No c. 353delT NM_199156.1 

131 Yes   NM_207030.1 

134 Yes   NM_199158.1 

135 Yes   NM_199159.1 

136 Yes   NM_181276.1 

137 Yes   NM_001025385.1 
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138 Yes   NM_001001451.1 

139 Yes   NM_181275.1 

140 Yes   NM_021562.1 

143 Yes   NM_001001452.1 

144 Yes   NM_001001453.1 
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