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研究成果の概要（和文）：ベータ3アドレナリン受容体(β3AR)が肥満・Ⅱ型糖尿病・過活動膀胱に及ぼす影響を
明確にするため、β3ARの翻訳後修飾であるパルミトイル化に注目した。興味深いことに、ヒトとマウスβ3ARの
パルミトイル化修飾様式は大きく異なり、特異的アゴニスト、ミラベグロンによる細胞質膜上における受容体発
現量の増加機構も大きく異なる事が判明した。他のβ受容体と異なり、刺激依存的・リン酸化修飾依存的な内在
化を起こさない代わりに、パルミトイル化修飾の状態が細胞質膜上での受容体の安定性に重要なことが判明し
た。また、ヒト化β3AR受容体をプロモーターごとマウスにノックインしヒトβ3ARの解析をマウスにて行った。

研究成果の概要（英文）：To clarify the functions and effects of beta-3 adrenergic receptor (β3AR) 
on obesity, type II diabetes and overactive bladder, we focused on S-palmitoylation, a 
post-translational modification of β3AR. Interestingly, number and sites of palmitoylation 
modifications of human and mouse β3AR are distinct, and the mechanism of the increase in receptor 
expression on the plasma membrane by a β3AR specific agonist, mirabegron, is also distinct. 
Multiple S-palmitoylation of different sites differentially regulates the human β3AR, and 
differential S-palmitoylation distinguishes human and rodent β3ARs, potentially contributing to 
species-specific differences in the clinical efficacy of β3AR-directed pharmacological approaches 
to disease. In addition, we have generated and analyzed humanized β3AR knock-in mice to clarify the
 pathophysiological relevances of differential S-palmitoylation on β3AR.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、肥満・Ⅱ型糖尿病・過活動膀胱の病態に重要な役割を持つβ3アドレナリン受容体の解析の多くはマ
ウスやラットなどげっ歯類を用いて行われていたが、本研究によりヒトとげっ歯類のβ3アドレナリン受容体の
調節機構には大きな違いがあることが判明した。このことより、ヒトの病態を再現するために、ヒト化β3アド
レナリン受容体を持つマウスを作製し解析することの重要性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
3 アドレナリン受容体(3AR)は脂肪組織に多く、受容体の活性化が蓄積脂肪の放出や熱産生を
引き起こすことから、肥満・Ⅱ型糖尿病の治療薬として多くの特異的アゴニストの開発が行われ
てきた。しかしながら、これらの薬剤は肥満モデルマウスでは体重減少を引き起こしたが、ヒト
での効果が無く、ヒトとマウス 3AR のアゴニストに対する応答性の差異が示唆された。一方で、
膀胱平滑筋に存在する 3AR を標的として、ミラベグロンが過活動膀胱の治療薬として 2011 年
に承認された。ミラベグロンはもともと抗肥満薬として開発された 3 アゴニストで、平滑筋細
胞の弛緩により蓄尿量を増大させる。さらに、ミラベグロンによるヒト褐色脂肪組織の活性上昇
が報告され (Cell Metab, 2015)、他のアゴニストとは異なる作用機序をもつ可能性が示唆され
た。 
他の受容体が刺激依存的なリン酸化を受けて内在化（インターナリゼーション）し、脱感作す
るのに対して、C 末端領域・細胞内ドメイン内のリン酸化部位を欠失している。このことから、
3AR はどのように細胞質膜上での受容体の発現量・活性化・脱感作を調節しているのかは不明
な点が多い。 

 
２．研究の目的 
 
3 アドレナリン受容体(3AR)のヒト化マウスを作製し、遺伝子多型が肥満・Ⅱ型糖尿病・
過活動膀胱に及ぼす影響を明確にする。さらに、3AR 特異的アゴニスト、ミラベグロンに
よる受容体発現量の増加機構と、パルミトイル化修飾阻害薬による受容体の分解機構を解
明し、3AR の発現量を薬剤にてコントロール可能にし、各種疾患の新たな治療戦略の可能
性を探る。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト化3AR マウスの作製 
3AR ヒト化マウスとして、2 ヒット 2 オリゴ法を用いて、ヒト3AR 遺伝子のプロモーター・エ
キソン・イントロン領域をまるごとマウスの Rosa26 領域にノックインした遺伝子改変マウスの
作製を行った。これは、マウスの内在性 3AR 遺伝子と外来性ヒト3AR 遺伝子を同一個体で比
較・検討できる利点がある。また、作製したマウスを3AR ノックアウトマウスと交配させるこ
とで、ヒト化3AR 遺伝子のみを発現するヒト化3AR マウスの作製が可能となる。 
 
ヒト3AR・マウス3AR の機能解析 
HEK293 細胞にヒトとマウスの 3AR 遺伝子を恒常的に発現する細胞株をクローニングし、Acyl-
RAC 法（Forrester et al, J Lipid Res. 2011 Feb; 52(2): 393–398）を用いてパルミトイル化
タンパク質を特異的に精製し、ウエスタンブロットにより解析した。ヒト3AR は複数のパルミ
トイル化システイン残基を持っていたことから、QuikChange Mutagenesis によりシステイン残
基をアラニンに置換した変異体を複数作製し解析した。3AR の活性化状態を検討するために、
特異的アゴニストミラべグロン添加後 5分後の細胞内での cAMP 産生量を cAMP Parameter Assay 
Kit (R&D System)を持ちいて測定した。細胞質膜上での3AR の発現量は細胞を生きた状態で抗
体染色することにより、3AR の細胞質外ドメインを標識し（この時、細胞内に留まっている3AR
は標識されない）、フローサイトメーターにて定量した。 
 
４．研究成果 
 
ヒト化 3AR マウスの作製 
2 ヒット 2 オリゴ法を用いて、ヒト3AR 遺伝子をプロモーター領域ごとノックインした遺伝子
改変マウスの作製を行った。遺伝子導入に用いる組換えベクターを作製し、受精卵に注入後、仮
親に移植したところ、ヒト 3AR 遺伝子の全長が ｍRosa26 領域に挿入された系統が 4ライン得
られた。そこで、ヒトで 3AR 遺伝子発現が確認されている白色脂肪組織・褐色脂肪組織・腎
臓・膀胱の各臓器における3AR タンパク質発現の確認をするために、ヒト3AR 特異的抗体を用
いて、ウエスタンブロットを行った。結果、どのラインにおいても、ヒト3AR の発現は確認で
きなかった。そこで、今後は次の３つの解析を行う必要がる。１）ヒト3AR の mRNA 発現の確認
を行う。２）ヒト3AR 遺伝子をホモ接合体でもつ個体を作製し、各臓器での 3AR の発現確認
を行う。３）3AR 特異的アゴニストであるミラべグロンが3AR のタンパク質発現量を上昇させ
ることから、マウスにミラべグロンを経口投与後、一定時間を置いたのち、上記と同様に各臓器
における3AR の発現の確認を行う必要がある。 
 
ヒト3AR・マウス3AR の機能解析 
培養細胞を用いてヒトとマウス 3AR の機能解明を進めた。以下の点について、ヒトとマウスの
3AR における種間の差を明らかにした。 



① パルミトイル化修飾の状態。ヒト 4 カ所、マウス 1カ所。ヒト3AR においては、4カ所それ
ぞれが3AR の機能にどのような影響を与えるかについての解析を行った。 

② 脱パルミトイル化による受容体への影響。ヒト：cAMP 産生能低下、マウス：cAMP 産生能に
影響を与えない。ヒトにおいては C 末端部位のパルミトイル化が cAMP 産生能に特に重要で
あることが判明した。 

③ 細胞質膜上での受容体半減期への影響。ヒトではパルミトイル化されることで受容体の半減
期が伸びるが、マウスでは影響をうけない。ヒト3AR において、特に C末端部位のパルミト
イル化が特に重要であることが判明した。さらに、アゴニストによる受容体の内在化を起こ
さない3AR において、どのようなメカニズムで受容体が細胞質膜上から取り除かれている
のかを明らかにするために解析を行い、リソソームへの輸送経路を明らかにした。 

④ ミラべグロンによる細胞質膜上での安定化。ヒト3AR 発現細胞にミラべグロンを添加する
と可逆的に発現量が2.5倍量程度上昇した。この現象はマウス3AR発現細胞では起こらず、
また、内在性のアゴニストであるアドレナリン・ノルアドレナリンや、これまでに開発され
てきた3 アゴニスト IC316243、強力なアゴニスト Isoproterenol 添加時では、ヒト3AR
の細胞質膜上での安定化は起こらなかったことから、ミラべグロンには、特異的にヒト3AR
を安定化する働きがあることを確認した。この結果は、ミラべグロンがこれまで開発された
3 アゴニストとはことなる作用機序を持つことを示している。 

結果的に、ヒトとマウスの3AR は翻訳後修飾であるパルミトイル化修飾の状態が大きく異なり、
特にヒト3AR ではパルミトイル化修飾の変化により下流シグナルの活性化状態が変化すること
が判明した。また、既に過活動膀胱の治療薬として承認されているミラべグロンは特異的にヒト
3AR のタンパク質量を細胞質膜上で上昇させ、他のアゴニストとは異なる作用を3AR に及ぼし
ていることが判明した。 
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