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研究成果の概要（和文）：本研究では、体内で脂肪酸をリガンドとしその感知とエネルギー代謝制御を担う脂肪
酸受容体の生理機能の解明を目指して研究を行った。脂肪酸受容体のうちでも、中長鎖遊離脂肪酸を受容体とす
るGPR120に着目し、組織特異的な生理機能を解明するべく、部位特異的欠損マウスの作出を試みた。その結果、
GPR120のエクソン1をはさんでLoxP配列が挿入されたGPR120 floxedマウスの取得に成功した。また、このマウス
と全身におけるCre発現マウスの交配によりGPR120全身欠損マウスの取得にも成功した。今後、進行中の各種脂
肪組織や単球における欠損マウスの取得と解析を通じてさらなる研究の発展が見込まれる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the physiological functions of fatty 
acid receptors responsible for sensing and controlling energy metabolism. Among fatty acid 
receptors, we focused on GPR 120, which is a medium long-chain free fatty acid receptor, and 
attempted to create tissue-specific gene deficient mice to elucidate tissue-specific physiological 
functions. As a result, we shave generated GPR 120 floxed mouse with LoxP sequence inserted with 
exon 1 of GPR 120 genomic sequences. We also have successfully obtained GPR120 systemic deficient 
mice by crossing GPR120 floxed mice with systemic Cre expressing mice. In the future, further 
research development is expected through acquisition and analysis of deficient mice in various 
adipose tissues and monocytes in progress.

研究分野： 分子薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  GPR40 フ ァ ミ リ ー (GPR40, 41, 43) や
GPR120 等の遊離脂肪酸(短鎖、中鎖、長鎖)
を天然リガンドとする受容体群が見出され
たことで、“遊離脂肪酸受容体”という概念が
確立され、脂肪酸が単なる栄養源としてだけ
でなく、シグナル伝達物質として様々な生理
機能を担っていることが明らかにされてき
た。これらの受容体は、食事中に含まれる遊
離脂肪酸や、体内で合成される遊離脂肪酸の
うち、特定の鎖長・不飽和度のものを特異的
に認識することで生理機能を発揮すること
から、”外部環境と生体内ホメオスタシスとの
コミュニケーション“を司っていると想定さ
れる。そのため、脂肪酸受容体は、食事中に
含まれる物質からのシグナルを感知して生
体機能を制御するセンサーとして機能して
おり、脂肪酸受容体が中核となるエネルギー
代謝制御システムが存在すると想定される。 
  本研究を開始するまでに、長鎖遊離脂肪酸
受容体 GPR120 に注目し、これを欠損したマ
ウスを作出して解析した結果、脂肪細胞に発
現している GPR120 が外部環境である高脂
肪食に応じて脂肪細胞分化を制御し、全身の
エネルギー代謝を調整していることを見出
した。GPR120 を全身で欠損したマウスは、
高脂肪食負荷に依存して肥満し、糖尿病様の
糖代謝異常を示すことが分かった。更に、ヒ
トにおける GPR120 非同義アミノ酸置換変
異(R270H)が GPR120 の機能不全を引き起こ
すとともに、肥満と相関することを見出し、
最近報告した(Ichimura A. et al., Nature, 483: 
350-354,2012)。GPR120 はエネルギー代謝調
節を担う脂肪酸受容体として注目されてお
り、マクロファージで発現するGPR120 がω3 
脂肪酸の抗炎症効果を媒介しており、インス
リン抵抗性の改善に資することが報告され
ている(Oh DYet al., Cell, 142:687-98, 2010)。こ
の生理機能を利用し、低分子化合物による
GPR120 の活性化により、肥満時の炎症、イ
ンスリン抵抗性、脂肪肝を改善できることが
示されている (Oh DYet al., Nat Med. 20:942-7, 
2014)。他方、短鎖脂肪酸受容体である GPR41 
が交感神経に発現しており、腸内細菌により
産生される短鎖脂肪酸や、飢餓時等に生じる
ケトン体が GPR41 を介して交感神経を直接
制御することで、エネルギーのホメオスタシ
スを維持していることも見出していた
(Kimura I. et al., PNAS,108:8030-8035, 2011)。
このように、個々の脂肪酸受容体が果たして
いる役割は徐々に明らかになってきている
ものの、GPR120 を始めとした脂肪酸受容体
の担う生理機能の詳細と全容は未だ不明で
あった。 
２．研究の目的 
  そこで本研究では、未解析の組織を含めた
GPR120 の生理機能を組織特異的に解明する
ことを試みた。脂肪酸受容体組織特異的欠損
動物を解析することにより、脂肪酸受容体が
担っているエネルギー代謝調節機構の全容

と生理・病態における役割を解明し、脂肪酸
受容体を標的とする治療薬創成へ資するこ
とを目的として研究を行った。 
３．研究の方法 
  GPR120 の発現部位のうち、エネルギー代
謝に寄与が大きいと考えられる組織におけ
る特異的遺伝子欠損マウスを作出し、その表
現型を解析することにより、GPR120 の組織
特異的な機能を解明するとともに、全身のエ
ネルギー代謝に対してもっとも重要な組織
を同定することを試みた。具体的には
GPR120 の遺伝子配列のうちエクソン 1 を
LoxP 配列で挟んだタゲッティングベクター
を作製し、それを遺伝子組換えによりマウス
ゲノム DNA に組み込むことにより、生殖系
列に変異遺伝子をもった遺伝子組換えマウ
スを作出する。薬剤耐性遺伝子を除去し、外
来遺伝子として LoxP 配列のみをもつマウス
を取得する。GPR120 は、白色および褐色脂
肪組織、マクロファージに代表される単球細
胞、腸管などに発現しそれぞれの組織や細胞
において生理機能を発揮することにより全
身のエネルギー代謝を調節していると考え
られる。当初は白色脂肪組織における遺伝子
欠損のみを想定していたが、研究期間中に
GPR120 が褐色脂肪細胞や白色脂肪組織中に
出現する褐色脂肪様細胞において熱産生に
関与することが報告された。これらの知見に
基づき、一種類の組織でのみ遺伝子欠損を行
うよりも、複数の組織での欠損マウスを並行
して解析することが必要であるとの着想を
得た。そこで、白色脂肪組織特異的 CRE 発現
マウスとして AdopoQ-Cre マウス、褐色脂肪
組織特異的 CRE 発現マウスとして UCP1-Cre
マウス、単球細胞特異的 CRE 発現マウスとし
て Lyz2-Cre マウスをジャクソンラボラトリ
ーより入手した。これらのマウスを作出した
GPR120 floxed マウスと交配し、それぞれの
組織で特異的に GPR120 を欠損した部位特異
的遺伝子欠損マウスの作出を試みた。更に、
これらのマウスの対照群とすることを目的
とし、全身の細胞において CRE を発現する
CAG-Cre マウスとの交配も同様に行い、全身
にて GPR120 を欠損したマウスを作出した。 
  これらと並行して、GPCR などの細胞膜受
容体への刺激に応じて小胞体からカルシウ
ムを放出する際、電荷のバランスを取ること
によって持続的なカルシウム放出を補助す
るカウンターイオンチャネル TRIC-B に着目
した。本カルシウムイオンチャネルの遺伝子
変異がヒトにおいて骨形成不全症の原因と
なっていることが報告されていることから、
TRIC-B チャネルは骨形成時になんらかの生
理的役割を担っているものと想定された。し
かしながら、多様なヒト変異体の病態からの
みでは分子病態学的解析は困難であったた
め、独自に作出した Tric-b 欠損マウスを解析
することにより、TRIC-B チャネルが骨形成
において果たしている役割の解明を行った 
  更に、軟骨細胞における細胞内カルシウム



制御機構に着目し、その分子機構並びに生理
機能との関連について調べた。 
４．研究成果 
  GPR120 のゲノム配列からエクソン 1 の両
端を標的とした相同性組み換えを行うこと
によって、GPR120 エクソン 1 を LoxP 配列で
はさんだマウスの取得した。本マウスから薬
剤耐性遺伝子を除去し、外来遺伝子として
LoxP のみを持つ GPR120floxed の作出に成功
した。この GPR120floxed マウスを、全身で
CRE リコンビナーゼを発現する CAG-Cre ト
ランスジェニックマウスと交配することに
より、全身において GPR120 を欠損した系列
を樹立した。GPR120floxed マウスと GPR120
全身 KO マウスに対して 60%高脂肪食を 5 週
齢から負荷し 16 週齢に至るまで体重を計測
したところ、過去の検討結果と同様に、高脂
肪食負荷した状態下において、GPR120 全身
欠損マウスにおいては野生型よりも統計学
的に有意な体重増加を示した。このとき、肝
臓及び脂肪組織重量においても有意な差が
認められた。これらのことから、過去の報告
同様に、新規に作出した GPR120 全身欠損マ
ウスにおいても、生活習慣病様の表現型が出
現することが明らかとなった。続いて、
GPR120 を白色脂肪組織、褐色脂肪組織及び
単球系免疫細胞において特異的に欠損した
マウスを作出するため、それぞれ AdipoQ-Cre
トランスジェニックマウス、UCP1-Cre トラ
ンスジェニックマウス及び Lyz2-Cre トラン
スジェニックマウスをジャクソンラボラト
リーより購入して繁殖を行った。その上で、
GPR120floxed マウスと交配を行い、それぞれ
の組織特異的 GPR120 欠損マウスの取得及び
解析を実施している。 
  ヒト骨形成不全症の原因遺伝子として報
告されていたものの、病理学的メカニズム
は不明であった小胞体カウンターイオンチ
ャネル TRIC-B の骨形成における生理機能
について、遺伝子欠損マウスを用いて解析
を行った。Tric-b 欠損マウスは肺胞上皮の
サーファクタント分泌不良による新生致死
性を示すとともに、ヒト変異患者同様全身
性の骨密度低下も呈する。この変異マウス
では軟骨内骨化とともに膜内骨化も障害さ
れており、骨芽細胞の機能低下または破骨
細胞の機能亢進が強く疑われた。初代培養
骨芽細胞を用いた実験から、Tric-b 欠損に
より骨芽細胞のコラーゲン合成が障害され
ることが示された。即ち、Tric-b 欠損骨芽
細胞では IP3 による Ca2+放出が抑制され、
小胞体にCa2+が過剰貯留することが原因と
なり、小胞体が膨潤化するとともに未成熟
コラーゲンが貯留する。これらの表現型は、
Tric-b cDNA の強制発現により回復するこ
とも確認した。コラーゲン翻訳後修飾を担
う小胞体内腔酵素群は Ca2+感受性であり、
Tric-b 欠損による Ca2+濃度上昇により阻害
され、小胞体ストレス応答を伴う未修飾コ
ラーゲン貯留が引き起こされるものと推定

される。そのため、Tric-b 欠損マウスでは
骨基質コラーゲン量が低下し、石灰化の工
程が障害されることになる (下図)。 

以上の成果を Science Signaling 誌にて発表
し (Zhao C & Ichimura A et al ., Sci Signal. 
2016)、総説にて解説を行った (Ichimura & 
Takeshima, Biol Pharm Bull., 2016)。 
  Tric-b 欠損マウスの軟骨細胞にも異所的
な細胞死が観られるなど野生型マウスと比
較して異常が観察されたため、次に軟骨細
胞における細胞内Ca2+制御と生理機能にお
ける TRIC-B の生理機能を解明しようと試
みた。この過程において、軟骨細胞におけ
る正常なCa2+動態やその生理機能の詳細が
不明であること、及び、培養細胞系や初代
培養細胞を用いた既存の実験系だけではこ
れらの解明が困難であることを認識するに
至った。そこで、マウス大腿骨端の軟骨組
織を薄切し、Ca2+インジケータを導入した
上で、水深レンズを装備した蛍光顕微鏡で
リアルタイムかつ経時的に観察する新たな
実験系を構築した (下図)。 

この新たな手法を用いることで、これまで
技術的制約により困難であった軟骨細胞の
形態と組織中の位置や、遺伝子発現の情報



をふまえたCa2+動態の解析が可能となった。
本手法を用いて野生型マウスの軟骨細胞を
観察した結果、自発的かつ不規則な Ca2+振
幅が観られることを見出した。関連候補分
子の薬理的スクリーニングと遺伝子網羅的
発現解析により、これまで軟骨における
Ca2+動態制御について報告のなかった二価
カチオンチャネル TRPM7 が自発的 Ca2+振
幅の制御を担っていることを明らかとした。
また、これらの分子機構を通じた細胞内カ
ルシウム制御によって軟骨細胞の増殖や段
階的な機能的成熟の一部を制御しているこ
とを明らかとした。 
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