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研究成果の概要（和文）：3T3-L1細胞 に発現するT1R3ホモダイマー型甘味受容体（T1R3/T1R3）の活性化が脂肪
分化を抑制するメカニズムを明らかにした。 T1R3/T1R3はGsと共役して微小管脱重合を惹起し，RhoGEF 
(GEF-H1)の活性化を介してRho-ROCK経路を活性化し，Akt-FoxO1のリン酸化抑制によりPPARγ とC/EBPαの発現
が抑制されることが示された。また同受容体は成熟脂肪細胞において，インスリンによるGLUT4のトランスロケ
ーションと糖取り込みを抑制することが示された。またマクロファージにおいては炎症性サイトカイン（TNF-α
と IL-6）産生を促進することが示された。

研究成果の概要（英文）：3T3-L1 cells express a functional sweet taste receptor as a T1R3 homomer 
that negatively regulates adipogenesis by a Gαs-mediated but cAMP-independent mechanism.  In this 
study, we show that stimulation of this receptor induced microtubules disassembly in 3T3-L1 
preadipocytes, which was attenuated by overexpression of the dominant-negative mutant of Gαs (Gα
s-G226A) and mimicked by overexpression of the constitutively active mutant of Gαs (Gαs-Q227L).  
Sweetener also activated RhoA and Rho-associated kinase (ROCK), which was attenuated with by 
knockdown of GEF-H1, a microtubule-localized RhoGEF.  Overexpression of the dominant-negative mutant
 of RhoA (RhoA-T19N) blocked sweetener-induced dephosphorylation of Akt and repression of PPARγ and
 C/EBPα in the early phase of adipogenic differentiation.  Thus, the T1R3 homomeric sweet taste 
receptor negatively regulates adipogenesis through Gαs-mediated microtubule disassembly and 
consequent activation of the Rho/ROCK pathway.

研究分野：細胞生物学，代謝学

キーワード： 甘味受容体　脂肪細胞　微小管　Rho　サイトカイン
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含めた動物の食行動・食習慣と密接

に関連する味覚の受容は，主として舌の味蕾

に発現する味覚受容体によって行われる。

2000年から 2010年にかけ，5つの基本味と
される苦味，甘味，うま味，酸味，塩味を感

知する受容体が次々と同定されたが，味覚受

容体に関する最近の驚くべき発見は，味覚受

容体が味蕾以外の組織にも発現し機能して

いることが相次いで報告されたことである

（2012 Nature 特集 OUTLOOK 'Taste'）。
我々は，特に，栄養素である糖質の感知に預

かる甘味受容体が小腸内分泌細胞に発現し

ており，インクレチン（GLP-1）の分泌や
Na 共役型グルコース輸送体（SGLT1）の発
現調節を介して，糖質の吸収に関与するとい

う報告（Margolskee ら，2007）に注目し，
甘味受容体は単に栄養素の感知だけではな

く，エネルギー代謝の調節により広範に関与

しているのではないかという着想に至った。

その後の膵β細胞や視床下部における甘味

受容体の発現の報告（Nakagawaら，2009；
Renら，2009）や，心筋におけるうま味受容
体の発現の報告（Fosterら，2013）は，この
着想が全く誤ったものではないことを支持

している。 
 我々は脂肪細胞における甘味受容体の発

現と機能に関してこれまで検討を行い，甘味

受容体が前駆脂肪細胞に発現し、脂肪細胞の

分化を負に制御していることを世界で始め

て明らかにし報告した (Masubuchi et al. 
PLOS ONE 2013)。舌の味蕾の味細胞におい
ては，甘味受容体の分子実体は G蛋白共役型
受容体（GPCR）である T1R2と T1R3のヘ
テロダイマー（T1R2/T1R3）であり，三量体
型 G蛋白 gustducinと共役し，ホスホリパー
ゼ Cβ（PLCβ）を活性化することにより甘
味シグナルを伝達すると一般には考えられ

ている。しかし，興味深いことに，3T3-L1
細胞においては味細胞とは異なり，T1R3 が
T1R1 や T1R2 と比しドミナントに発現して
おり，T1R3 はホモダイマーを形成し甘味受
容体として機能することが想定された。また，

この T1R3ホモダイマーは gustducinその他
の Gqファミリーではなく，Gsと共役してお
り，Gs 活性化を介するが cAMPの増加を介
さないメカニズムで脂肪分化を抑制するこ

とを明らかにした。 

 では cAMP 非依存性に脂肪細胞分化を抑
制する Gs 以降のシグナルは何なのか，とい
うのが本研究開始の背景・動機となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の主たる目的は，申請者が得た上記

の成績に基づき，この Gs以降の cAMP非依
存性脂肪分化抑制シグナル機構を明らかに

することにある。近年，こうした非定型的

（non-canonical）な三量体型 G 蛋白の機能
が 報 告 さ れ て い る （ 総 説 と し て

Roychowdhury S, et al. 2008等）。シカゴ大
学イリノイ校の Mark Rasenick らは，そう
した non-canonical な Gs の機能として，G
αsによるチュブリン GTPase活性化を介し
た微小管脱重合作用を報告している（Yu et 
al. 2009; Sarma et al. 2015）。一方，微小管
脱重合は低分子量 G 蛋白 Rho の活性化因子
である Rho-GEFの微小管からの遊離とそれ
に伴う活性化により Rho を活性化すること
が知られている（Krendel M et al. 2002）。
Rho は脂肪分化の抑制因子であること
（Sordella et al. 2003; Bryan et al. 2005; 
Noguchi et al. 2007; Horii et al. 2009）から，
Gs 下流の分化抑制シグナル機構として図 2
に示す作業仮説モデルが考えられる。本研究

においては，微小管と Rhoに着目し，このモ
デルの検証を柱として研究を進めていく予

定である。 
図 2 T1R3甘味受容体によるシグナル機構 
 
 本研究のもう一つの目的は，前駆脂肪細胞

以外の細胞，とくに成熟脂肪細胞および脂肪

組織の慢性炎症に関わるマクロファージに

おける T1R3ホモダイマー受容体の機能を明
らかにすることにある。我々の検討により



T1R3 ホモダイマー受容体の発現は脂肪分化
に伴い著明に増加することが明らかになっ

ている（Masubuchi et al, 2013）。したがっ
て，上記モデルの検証と並行して，成熟脂肪

細胞の機能，特にインスリンによるグルコー

ス取込み促進作用と炎症性サイトカイン産

生における T1R3ホモダイマー受容体の機能
を明らかにすることを第 2の目的としている。
また，T1R3 の生理的機能はまだ完全には明
らかにはされていないが， T1R3ノックアウ
トマウスは高脂肪・高カロリー食下において，

野生型と比し，脂肪組織重量が少なく，また

脂肪細胞のサイズも小さいことが報告され

ている（Simon et al. ）。我々の予備検討の
結果では，マクロファージにおいても T1R3
が T1R1，T1R2 と比しドミナントに発現し
ていることから，マクロファージにおいても

T1R3 がホモダイマー型受容体として機能し
ている可能性が示唆された。したがって，本

研究においては，マクロファージにおける炎

症性サイトカインの産生における T1R3ホモ
ダイマー受容体の機能を明らかにすること

により，脂肪組織における慢性炎症成立にお

ける T1R3の関与を明らかにすることを第３
の目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）T1R3 ホモダイマー受容体による脂肪分化

抑制シグナル機構の検討。 

 ２６年度は，主として，前項図 2で提示し

た作業仮説モデルの検証を中心に，T1R3 ホ
モダイマー甘味受容体による脂肪分化抑制

シグナル機構の解明をすすめた。 

 

１−１．T1R3ホモマー甘味受容体刺激の微小
管細胞骨格に対する効果：3T3-L1 細胞にお
いて T1R3甘味受容体刺激により Gs活性化
と微小管の脱重合が起きるか検討した。その

結果，3T3-L1 前駆脂肪細胞をスクラロー
ス・サッカリンなどの人工甘味料で刺激する

ことにより，微小管の脱重合とアクチン線維

の増生が起こることを蛍光免疫法により形

態学的に確認した。次に，この作用が Gαsを
介するものかどうかを Gαsのドミナント・ネ
ガティブ変異体（Gαs-G226A），構成的活性
型変異体（Gαs-Q227L）およびコレラ毒素を
用いて検討した。また，Gαsによる微小管脱
重合作用が，果たして βアドレナリン作動性

受容体（βAR）や GLP-1 受容体（GLP-1R）
など他の Gs 共役型受容体でも普遍的に見ら
れるものであるかどうかを，イソプロテレノ

ール，GLP-1刺激により検討した。この検討
は，従来 cAMPでは解釈が困難な Gs 共役型
受容体の作用の解明に新たな知見を与える

可能性がある。 

１−２．微小管脱重合による Rho-ROCK経路
活性化の検討：微小管脱重合により

Rho-GEFである GEF-H1が微小管から遊離
して活性化されることが Scripps研究所のグ
ループにより報告されている（Krendel M et 
al. 2002）。まず，甘味刺激による微小管脱重
合により Rho の活性化が起こるかを，
Rhotekin-Rho 結合ドメイン（RBD）を用い
たpull-downアッセイおよびRho活性プロー
ブである Raichu1237X（京都大学・松田道行
博士より供与）を用いたリアルタイム・イメ

ージングにより検討した。さらに ROCK が
活性化するかどうかに関しては，ROCK特異
的基質である MYPT1（ミオシンホスファタ
ーゼ調節サブユニット）のリン酸化をみる。

以上の検討には，コントロールとして微小管

脱重合剤である nocodazoleを用いた。また，
甘味刺激による Rho-ROCK 経路の活性化が
GEF-H1を介するかどうかについて，3T3-L1
細胞に GEF-H1 が発現し微小管と共局在し
ているかどうかを免疫蛍光抗体法似寄り確

認し，次に，GEF-H1のノックダウンにより
同作用が GEF-H1 を介するかどうか検討し
た。 

１−３．Rho-ROCK経路による脂肪細胞分化
抑制機序の検討：脂肪分化初期において中心

的役割を担う転写因子である PPARγ と
C/EBPαの発現は PI3キナーゼによって活性
化される Akt の基質である転写因子 FoxO1
により抑制的に調節を受ける。そこでまず，

スクラロース等の甘味刺激により，脂肪分化

初期（48 時間以内）における Akt および
FoxO1 のリン酸化が抑制されるか検討した。
またこれらの作用が Rho-ROCK 経路に依存
することを Rhoドミナント・ネガティブ変異
体（Rho-T19N），Rho 阻害剤ボツリヌス菌
C3酵素，ROCK阻害剤 Y-27632等を用いて
検討した。一方，Rho経路と PI3キナーゼ経
路を繋ぐシグナルとして，PI3 キナーゼに拮
抗する脂質ホスファターゼ PTEN が ROCK
による C2ドメインのリン酸化（S229, T232, 



T319, T321）により活性化されることが知ら
れている（Li et al. 2005）。そこで，甘味刺
激による Aktおよび FoxO1リン酸化抑制が
PTEN のリン酸化を伴うかを pS229-PTEN
特異的抗体（ABGENT 社）を用いて検討し
た。 
 

（２）成熟脂肪細胞におけるT1R3甘味受容体の

機能を明らかにする。 

 前駆脂肪細胞で得られた知見に基づき，成

熟脂肪細胞における T1R3甘味受容体の機能
の検討を行った。我々の検討では，成熟脂肪

細胞における T1R1および T1R2の発現は非
常に僅かで，かつ T1R3が前駆脂肪細胞より
もはるかに高レベルで発現している

（Masubuchi et al. 2013）。したがって，成
熟脂肪細胞においても T1R3はホモダイマー
型受容体として発現し，甘味刺激により Gs
と共役して，cAMP非依存性に微小管脱重合
と Rho-ROCK 経路活性化，Akt の抑制をも
たらすことが十分予想された。 
 
１−１．インスリン感受性グルコース取込み

における T1R3甘味受容体の機能の検討：微
小管と Akt は，共にインスリンによる
GLUT4（インスリン感受性グルコーストラ
ンスポーター）のトランスロケーションとグ

ルコース取込み促進作用において，極めて重

要な役割を担う細胞骨格とシグナル分子で

ある。したがって，まずインスリン刺激によ

るグルコース取込み促進作用に対する T1R3
甘味受容体刺激の効果を検討した。甘味受容

体刺激により，インスリンによる 2-デオキシ
グルコース（2DG）取り込み促進作用が抑制
されるならば，甘味刺激により，GLUT4 の
細胞膜へのトランスロケーションが抑制さ

れるかどうかを，蛍光免疫法およびショ糖密

度勾配膜分画法によりGLUT4の細胞膜分画
へのトランスロケーションに対する効果を

検討する。 
 一方で，甘味受容体刺激によるグルコース

取込み抑制機構について検討した。これに関

しては前駆脂肪細胞と同様に，（１）Gs依存
性に関しては Gαsドミナント・ネガティブ変
異体（Gαs-G226A）と構成的活性型変異体
（Gαs-Q227L）およびを用いた検討を行った。
（２）cAMP依存性に関してはコレラ毒素と
フォルスコリンの効果を検討した。 

 
（３）脂肪細胞-マクロファージ相互作用における

T1R3 甘味受容体の機能を明らかにする。 

 3T3-L1 細胞における甘味受容体刺激によ
る単球／マクロファージ遊走因子 MCP-1 の
発現への効果を検討した。またマクロファー

ジ細胞株である RAW264.7 細胞およびマウ
ス腹腔マクロファージを用いて，T1R1, 
T1R2, T1R3, CaSR（カルシウム感受性受容
体）の発現を検討した。さらに甘味受容体刺

激による TNF-αおよび IL-6の発現を検討し
た。さらにこれら炎症性サイトカイン産生に

おける Rho-ROCK 経路の関与について検討
した。 

 

４．研究成果 

（１）T1R3 ホモダイマー受容体による脂肪分化

抑制シグナル機構 

 3T3-L1 前駆脂肪細胞をスクラロース・サ
ッカリンなどの人工甘味料で刺激すること

により，微小管の脱重合とアクチン線維の増

生が起こることを確認した。さらに，この作

用が Gαs のドミナント・ネガティブ変異体
（Gαs-G226A）により抑制されること，ま
た逆に構成的活性型変異体（Gαs-Q227L）
およびコレラ毒素により再現されることを

確認した。また，βアドレナリン作動性受容

体（βAR）や GLP-1 受容体（GLP-1R）な
ど他の Gs 共役型受容体刺激によっても微小
管脱重合がみられることを確認した。 
 3T3-L1細胞にも GEF-H1が発現し微小管
と共局在していることを確認し，甘味刺激に

よる微小管脱重合により Rho および ROCK
の活性化が起こることを，Rhotekin-Rho 結
合ドメイン（RBD）を用いた pull-downアッ
セイおよび Rho 活性プローブである
Raichu1237Xを用いたリアルタイム・イメー
ジングにより確認した。 
 脂肪分化に重要な転写因子である PPARγ
と C/EBPαの発現は Akt の基質である転写
因子 FoxO1 により抑制的に調節を受ける。
今回，スクラロース等の甘味刺激により，脂

肪分化初期において Aktおよび FoxO1のリ
ン酸化が抑制されること，またこれらの作用

がRho-ROCK経路に依存することを確認し，
さらにPI3キナーゼに拮抗する脂質ホスファ
ターゼ PTEN の発現量が甘味受容体刺激に
より増加することを確認した。 



 
以上の結果から，我々の作業仮説モデルが正

しいことが証明された。（原著論文として発

表。PLoS One. 2017, 12 (5): e0176841.） 
（２）成熟脂肪細胞におけるT1R3甘味受容体の

機能 

分化した 3T3-L1 脂肪細胞を甘味受容体アゴ
ニストであるスクラロースで刺激すること

により，微小管の脱重合と Rho活性化がみら
れ，インスリンによるAkt活性化を抑制した。
これらの作用は Gs を活性化するイソプロテ
レノール，コレラ毒素あるいは Gαs の構成
性活性型変異体であるGαs-Q227Lの過剰発
現により再現され，Gαs のドミナント・ネ
ガティブ変異体 Gαs-G226A 過剰発現によ
り阻害されたが，フォルスコリンは無効であ

った。一方，スクラロースおよびイソプロテ

レノール刺激はインスリンによるグルコー

ス輸送促進およびGLUT4トランスロケーシ
ョンを抑制した。以上の結果から，脂肪細胞

における T1R3ホモマー甘味受容体刺激はイ
ンスリン依存性グルコース輸送を抑制する

こと，またこのメカニズムとして Gαs を介
した微小管脱重合と Rho 活性化による Akt
活性化の抑制が関与することが示された。

（2014年第 57回日本糖尿病学会年次学術総
会にて発表） 

（３）脂肪細胞-マクロファージ相互作用における

T1R3 甘味受容体の機能 

マクロファージにおける栄養素感知受容体

(T1RsおよびCaSR (カルシウム感知受容体)) 
の発現を検討したところ，RAW264.7細胞お
よびマウス腹腔マクロファージには T1R3が
ドミナントに発現しており，マクロファージ

においても T1R3ホモマーが甘味受容体とし
て機能すると考えられた。人工甘味料である

スクラロースによる T1R3ホモダイマー受容
体の活性化により，微小管の脱重合と Rho 
GTPase の活性化がみられ，マクロファージ
の遊走が阻害された。この作用はフォルスコ

リンでは再現できず，脂肪細胞と同様に Gαs
依存性だが cAMP 非依存性シグナルによる
と考えられた。またスクラロース刺激は，炎

症性サイトカイン（IL-6 および TNF-α）の
産生を促進したが，この作用は Rhoキナーゼ
阻害剤 Y-27632 により抑制された。また
T1R3 ノックアウトマウス由来の腹腔マクロ
ファージではスクラロースによる炎症性サ

イトカイン産生促進作用は消失した。以上の

結果から，マクロファージにおいて T1R3甘
味受容体は微小管脱重合と Rho 活性化によ
り，遊走阻害と炎症性サイトカイン産生促進

に関与することが示された。同受容体の阻害

薬は，炎症性サイトカインの産生抑制により

慢性炎症を抑制することが期待され，生活習

慣病治療薬としての可能性が示唆された。

（2017年第 60回日本糖尿病学会年次学術総
会にて発表） 
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