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研究成果の概要： 
 うま味受容体(T1R1, T1R3)のプロモーター領域の検索および解析を行った。その結果、ヒト

T1R1遺伝子においては、その上流領域の開始コドン上流118bp にプロモーター領域が存在し、

その領域中に Sp1が結合し、T1R1の転写を活性化していることが明らかになった。ヒト T1R3遺

伝子においては、C/EBPβが T1R3遺伝子の開始コドン上流226bp にあるプロモーター領域に結合

し、T1R3の転写の活性化していることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 味蕾においてうま味および甘味受容には
それぞれ T1R1+T1R3 および T1R2+T1R3 のヘ
テロダイマー(異種 2 量体)が関与している。
T1R ファミリー(T1R1, T1R2, T1R3)は味蕾
よりクローニングが行われたが、その後の
研究により味蕾以外の小腸、大腸、および
肝臓の胆管上皮などでの発現が明らかにな
っている。このように T1R ファミリーは消
化器系の器官で、消化物中の各種の分子を
感知していると推測され、生体内において
一種の化学受容体として機能していると考
えられている。しかしながらこれらの受容

体の転写調節機構に関してはほとんど明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では T1R1 および T1R3 遺伝子
の転写調節機構の解明を目的として、T1R フ
ァミリー発現細胞であるヒト肝内胆管由来
細胞株 HuCCT1 およびヒト結腸由来細胞株
Caco-2 を用いてプロモーター領域の同定お
よび解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 
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  HuCCT1 は RPMI1640 (Invitrogen)に FBS(最
終濃度 10%)を加え、37˚C, 5%CO2 で培養を行
った。Caco-2 は MEM (Invitrogen)に FBS(最
終 濃 度 10%) お よ び 非 必 須 ア ミ ノ 酸 
(NEAA=Non Essential Amino Acids) 
(Invitrogen)を加え、37˚C, 5%CO2 で培養を
行った。 
(2) RT-PCR 
 培養したHuCCT1およびCaco-2からRNeasy 
protect (Qiagen) を用い total RNA を調製
し DNaseI 処理後、oligo dT primer および
Ominiscript RT  (Qiagen)を用いて cDNA を
調製した。同様な手法によりヒト肝臓 total 
RNA(Biochain)からも cDNA を調製した。これ
らの cDNA を鋳型として Sp ファミリー(Sp1, 
Sp3, Sp4)および C/EBP ファミリー(C/EBPα, 
C/EBPβ,  C/EBPδ)に関して PCR を Ex-Taq 
(TaKaRa) を用いて行った。 
(3)免疫組織化学 
 培養した HuCCT1 を 4%PFA で固定後に、Sp
ファミリー(Sp1, Sp3, Sp4) および C/EBP フ
ァミリー(C/EBPβ,  C/EBPδ)に対する抗体を用
いて蛍光抗体法を行った。 
(4) 5’-RACE 法 
 培養した HuCCT1 から RNeasy protect 
(Qiagen) を用いて total RNA を調製後、
GenElute mRNA miniprep kit (Sigma) を用
いて poly(A)+RNA の調製を行った。これを用
いて BD SMARTTMRACE cDNA amplification Kit 
(Clontech)によりヒト T1R3 遺伝子の転写開
始点の同定を行った。 
(5)レポーター用プラスミドの構築  
 T1R1(T1R3)遺伝子を含むヒトゲノム DNA 
BAC クローン DNA を鋳型として、各長さの開
始コドン上流領域を PCR にて増幅し、ホタル
ルシフェラーゼアッセイ用ベクターpGL4.10 
(Promega)にサブクローニングを行った。推
定 Sp ファミリー結合配列および C/EBP 結合
配列の部位特異的変異誘発はレポーター用
プラスミドを対象として QuikChange® II XL 
Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Stratagene)を用いて行った。変異導入は塩
基配列決定により確認を行った。 
(6)デュアルルシフェラーゼアッセイ 
 HuCCT1 (または Caco-2)を 24well plate で
一晩培養後、構築したレポータープラスミド
およびウミシイタケルシフェラーゼレポー
タ ー ベ ク タ ー pGL4.74(Promega) を
Lipofectamin 2000 (Invitrogen)を用いて
co-transfection を行った。24 時間培養後、
Dual-Luciferase Reporter Assay System 
(Promega) およびルミノメーターLumat 
LB9506 (Berthold)を用いてアッセイを行っ
た。 
(7)ゲルシフトアッセイ 
 核蛋白質の抽出は NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents (PIERCE)

を用いて行った。ゲルシフトアッセイは
LightShift ® Chemiluminescent EMSA Kit 
(PIERCE)を用いて行った。 
(8)転写制御因子過剰発現による T1R1(T1R3)
転写活性への影響 
 T1R1遺伝子の解析においてはヒトSp1発現
プ ラ ス ミ ド pCMV-Sp1 (OriGene Tech- 
nologies)を使用した。T1R3 遺伝子の解析に
おいてはpCDNA3 (Invitrogen)に C/EBPβ cDNA 
(RZPD)をサブクローニングを行い、発現プラ
スミドを構築した。 
 発現プラスミドと共にレポーター用プラ
スミドおよび pGL4.74 を Lipofectamin 2000
を用いて HuCCT1 に co-transfection を行っ
た。48 時間培養後、ルシフェラゼレポーター
アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
(1) T1R1 遺伝子のプロモーター領域の解析 
①ルシフェラーゼアッセイを用いた T1R1 の
プロモーター領域の解析 
 T1R1 のプロモーター領域の検索を開始コ
ドン上流664bp から段階的に上流領域を欠失
させたレポータープラスミドおよび
HuCCT1(または Caco-2)を用いてルシフェラ
ーゼアッセイにより行った。その結果、開始
コドン上流 664bp から 118bp まではレポータ
ー活性の変化は認められなかった。この結果
から、T1R1 の-118~-1 (開始コドン:+1)にプ
ロモーター領域が存在が明らかになった(図
１)。開始コドン上流-118~-108 bp には推定
Sp ファミリー結合領域が存在し、この結合領
域に変異もしくは欠失を導入したところ、転
写活性の低下が認められた。 
② HuCCT1におけるSpファミリーの発現様式
の解析 
 RT-PCR 法によりヒト肝臓および HuCCT1 に
おいて Sp1, Sp3 および Sp4 の発現が認めら
れた。さらに蛍光抗体法により HuCCT1 の核
における Sp1 および Sp3 の発現が認められた。 
③ 推定Sp ファミリーに結合する蛋白質のゲ
ルシフトアッセイによる解析 
 HuCCT1 核抽出蛋白質および推定 Sp ファミ
リー結合領域をプローブとして用いたゲル
シフトアッセイを行った。その結果、核蛋白
質を加えた場合のみシフトバンドが検出さ
れ、推定 Sp ファミリー結合領域に結合する
蛋白質の存在が認められた。さらに推定 Sp
ファミリー結合領域に結合する蛋白質の同
定を行う為に、抗 Sp1 抗体および抗 Sp3 抗体
を用いてスーパーシフトバンドの検出を行
った。その結果、抗 Sp3 抗体ではスーパーシ
フトバンドは検出されなかったが、抗 Sp1 抗
体ではスーパーシフトバンドが検出された。
この結果より、Sp1 が推定 Sp ファミリー結合
領域に結合することが明らかになった。 



 

 

 
図1 ヒトT1R1遺伝子のプロモーター領域の
解析 
 
④ Sp1 過剰発現による T1R1 転写活性への影
響 
 HuCCT1にSp1発現ベクターをトランスフェ
クションし、T1R1 遺伝子の開始コドン上流
118bp を対象としてルシフェラーゼアッセイ
を行ない、Sp1 過剰発現の影響を観察した。
その結果、発現ベクターのみを導入した場合
と比べ約 3 倍の活性の増加が認められた。 
⑤ 考察 
 これらの結果により Sp1 が T1R1 遺伝子の
プロモーター領域に結合し、T1R1 遺伝子の転
写の活性化に関与していることが明らかに
なった。さらに、ヒト T1R1 遺伝子のプロモ
ーター領域をチンパンジーおよびマウスの
相同領域において比較したところ、これらの
動物種のプロモーター領域中においても Sp1
結合配列が保存されていることが明らかに
なった。このように T1R1 遺伝子プロモータ
ー領域において、Sp1 結合配列が種を越えて
保存されていることから、本配列が T1R1 の
転写の活性化に重要な役割を果たしている
ことが推測された。 
 
(2) T1R3 遺伝子のプロモーター領域の解析 
① 5’-RACE 法による転写開始点の決定 
 HuCCT1 の mRNA を用いた 5'-RACE 法により
T1R3 転写開始点は開始コドンの上流
176bp(転写開始点 1)および 67bp (転写開始
点2)の2カ所であることが明らかなった (図
2)。上流176bp(転写開始点1)の近傍にはTATA
ボックスなど共通配列は見出せなかった。一
方、上流 67bp (転写開始点 2)においは転写

開始点上流 30bp の領域に TATA ボックスと相
同性が高い配列が認められた。さらに転写開
始点 2 においては転写開始点上流 50bp の領
域に推定 C/EBP 結合領域が認められた。 

  図 2 ヒト T1R3 遺伝子の転写開始点 
 
②ルシフェラーゼアッセイを用いた T1R3 の
プロモーター領域の解析 
 T1R3 のプロモーター領域の検索を開始コ
ドン上流1.5kb から段階的に上流領域を欠失
させたレポータープラスミドおよび HuCCT1
を用いてルシフェラーゼアッセイにより行
った。その結果、開始コドン上流 1.5kb から
226bp まではレポーター活性の変化は認めら
れなかった。この結果から開始コドン上流
226bp の領域中にプロモーター領域が含まれ
ることが明らかになった(図 3A)。この 226bp
領域を上流からさらに100bp 欠失させたとこ
ろ、転写活性の半減が認められた(図 3B, 
pGL-59/+67)。開始コドン上流 130bp には推
定 C/EBP 結合領域が存在し、100bp の欠失に
より本領域が部分的に欠失されていた。そこ
でこの推定C/EBP 結合領域に変異を導入した
ところ、転写活性の低下が認められた(図 3B)。
次にT1R3発現細胞であるCaco-2およびT1R3
非発現細胞である HEK293 において上記レポ
ータープラスミドを用いてレポーターアッ
セイを行った。その結果、Caco-2 においては
高い転写活性がみとめられ HuCCT1 と同様な
結果が得られたが、HEK293 では転写活性は認
められなかった。これらの結果より、T1R3 発
現細胞でのみ転写活性が認められ、T1R3 非発
現細胞では認められなかったことから、T1R3
遺伝子上流226bp のプロモーター領域による
転写活性は T1R3 遺伝子の転写活性に特異的
であると考えられた。 
③ HuCCT1 における C/EBP ファミリーの発現
様式の解析 
 RT-PCR 法によりヒト肝臓において C/EBPα, 
C/EBPβおよび C/EBPδの発現が認められた。一
方、HuCCT1 においては C/EBPαの発現は認め
られなかったが、C/EBPβおよび C/EBPδの発現
が認められた。さらに蛍光抗体法により
HuCCT1 の核における C/EBPβおよび C/EBPδの
発現が認められた。 
④ 推定 C/EBP 結合領域に結合する蛋白質の
ゲルシフトアッセイによる解析 
 HuCCT1核抽出蛋白質および推定C/EBP結合
領域をプローブとして用いたゲルシフトア
ッセイを行った。その結果、HuCCT1 核蛋白質
を加えた場合のみシフトバンドが検出され、



 

 

推定C/EBP 結合領域に結合する蛋白質の存在
が認められた。さらに推定 C/EBP 結合領域に
結合する蛋白質の同定を行う為に、抗 C/EBP
β抗体および抗 C/EBPδ抗体を用いてスーパ
ーシフトバンドの検出を行った。その結果、
抗 C/EBPδ抗体ではスーパーシフトバンドは
検出されなかったが、抗 C/EBPβ抗体ではス
ーパーシフトバンドが検出された。この結果
より、C/EBPβが推定 C/EBP 結合領域に結合
することが明らかになった。 

図３ ヒト T1R3 遺伝子のプロモーター領域
の解析 
 
⑤ C/EBPβ過剰発現による T1R3 転写活性へ
の影響 

 HuCCT1 に C/EBPβ発現ベクターをトランス
フェクションし、T1R3 遺伝子の開始コドン上
流226bp を対象としてルシフェラーゼアッセ
イを行ない、C/EBPβ過剰発現の影響を観察
した。その結果、発現ベクターのみを導入し
た場合と比べ約2.5 倍の活性の増加が認めら
れた。 
⑥ 考察 
 5’-RACE 法によるヒト T1R3 遺伝子の転写
開始点の解析によりATGの上流176bp(転写開
始点 1)および 67bp (転写開始点 2)の 2 カ所
の転写開始点が同定された。転写開始点 2で
はその近傍に TATA ボックスと相同性が高い
配列が認められた。十二指腸においては他の
T1Rファミリー(T1R1, T1R2) の転写活性と比
較して T1R3 の転写活性が高いことが明らか
になっている。一般的に TATA ボックスを有
している遺伝子は、有さないものに比べ高い
転写活性を有している。このことから T1R3
遺伝子は TATA ボックスを有することから、
他のT1Rファミリーと比較して高い転写活性
を有している可能性が推察された。 
 レポーターアッセイを用いたヒト T1R3 遺
伝子のプロモーター領域の検索により、開始
コドン上流0.2kb の領域中にプロモーター領
域が含まれることが明らかになった。さらに
欠失変異および部位特異的変異法によりそ
の領域中の推定C/EBP 結合領域が転写を正に
制御していることが明らかになった。C/EBP
は C/EBPαからC/EBPζの 6種類がありファミ
リーを形成している。C/EBP ファミリーは組
織特異的遺伝子の発現、細胞増殖、分化、代
謝および炎症において転写因子として機能
している。本ファミリーにおいて C/EBPα, 
C/EBPβおよび C/EBPδは転写を活性化する機
能を有し、さらに肝臓での発現が認められて
いる。そこでこれらのメンバーの HuCCT1 に
おける発現を RT-PCR 法および蛍光抗体法に
より調べた。その結果、HuCCT1 における
C/EBPβおよび C/EBPδの発現が認められた。 
 次にスーパーシフトアッセイの結果、
C/EBPβが推定C/EBP 結合領域に結合している
ことが明らかになった。さらに HuCCT1 にお
ける C/EBPβ過剰発現による T1R3 転写活性へ
の影響をレポーターアッセイにより調べた
ところ、約2.5 倍の活性の増加が認められた。
これらの結果より、C/EBPβが T1R3 転写の活
性化に関わっていることが明らかになった。  
 以上の結果をまとめると、T1R3 遺伝子のプ
ロモーター領域中にある C/EBP 結合領域に
C/EBPβが結合し、T1R3 遺伝子の転写の活性化
に機能していることが明らかになった。
C/EBPβはホモダイマー(同種２量体)を形成
して、DNA と結合する以外にも、C/EBPαとヘ
テロダイマーを形成して、DNA に結合するこ
とが知られている。しかしながら、HuCCT1 に
おいては C/EBPαの発現が認められなかった



 

 

ことから、C/EBPβのホモダイマーが T1R3 遺
伝子の転写活性化に機能していることが推
測された。 
(3) まとめ 
 このように T1R1 および T1R3 遺伝子のプロ
モーター領域およびその領域に結合し転写
調節に関わる転写因子は明らかになったが、
これらの遺伝子の転写調節に重要な役割を
担うエンハンサー領域およびその領域に結
合する転写因子は全く明らかになっていな
い。そこで今後は T1R1 および T1R3 遺伝子の
エンハンサー領域およびその領域に結合す
る転写制御因子の検索、解析を行っていく予
定である。 
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