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研究成果の概要（和文）：本研究では循環器系および骨格筋における脂溶性リガンドGタンパク共役型受容体(GPCR)の
発現、シグナル伝達系解析およびそのシグナル伝達系からの細胞応答性を解明し、臓器機能向上を目指した脂溶性リガ
ンド受容体機能解析と新規リガンド探索からの創薬を目指すことを目的とした。心筋細胞および骨格筋細胞においてい
くつかの膜型脂溶性リガンドGPCRが発現することを見いだした。一例として膜型エストロゲン受容体GPR30は、初代培
養心筋細胞および骨格筋細胞株ににおいて、エストロゲン刺激でシグナル伝達下流のERKのリン酸化が亢進することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We examined the expression and function of G-protein coupled receptor (GPCR) for 
fat-soluble compounds in circulation and skeletal muscle system. We discovered the expression of some 
fat-soluble ligand receptors in heart and skeletal muscle. GPR30 is the GPCR for estrogen. Estrogen 
induced the phosphorylation of ERK signal cascade in primary-cultured cardiomyocyte and skeletal muscle 
cell line. Moreover, estrogen via GPR30 induced the proliferation and the highly-expression of several 
transcription factors of these cells. These results suggest that new function of G-protein coupled 
receptor (GPCR) for fat-soluble compounds improves for life style diseases and metabolic syndrome.

研究分野： 病態生理学

キーワード： GPCR　生活習慣病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年の分子生物学およびゲノム科学の進
歩により、生物活性を引き起こすさまざまな
受容体が同定されてきている。活性分子の多
くは受容体を介して生物活性を有すること
が示されている。脂溶性リガンドは核内の受
容体と結合し、genomic 作用から遺伝子発現
を制御することによって細胞機能を調節す
るものとして、多数報告されてきているが、
さらに近年では核内受容体に加えて、細胞膜
に存在する受容体に結合し、non-genomic 作
用を有する脂溶性リガンドも明らかにされ
てきた。 
 細胞膜に存在する脂溶性リガンド受容体
の多くは G-タンパク共役型受容体（GPCR）
であり、脂肪酸をリガンドとする GPR40、
GPR120、GPR41、GPR43 に加えて、ステ
ロイドホルモンであるエストロゲンの膜型
受容体である GPR30 が、臓器特異的に発現
するや、データベース検索により、いくつか
の膜型脂溶性リガンド受容体が脂肪細胞、骨
格筋細胞、心臓、肝臓などに発現が明らかに
なりつつある。しかしながら、膜型脂溶性リ
ガンド受容体の機能解明は発展途上にあり、
これらの受容体の機能を明らかにすること
が、生活習慣病・メタボリックシンドローム
の新しい予防、治療法の開発につながるもの
と期待できる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 本事業において、膜型脂溶性リガンド受容
体の新しい機能を開拓し、生活習慣病・メタ
ボリックシンドロームの予防・治療法を開発
するべく、創薬ターゲットの発掘を目指す。
生活習慣病・メタボリックシンドロームの標
的臓器は、栄養素の消化吸収に関わる消化管、
代謝制御に関わる膵細胞、肝臓、脂肪組織、
骨格筋、循環器系に関わる心臓、排泄系に関
わる腎臓など多岐にわたっているが、これら
臓器における膜型脂溶性リガンド受容体の
発現および機能については未知なものが多
い。そこで、生活習慣病・メタボリックシン
ドロームの標的臓器における膜型脂溶性リ
ガンド受容体の発現検索とリガンド刺激に
おける標的臓器の機能性を解明することを
目的とした。 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 膜型脂溶性リガンド受容体野発現解析に
は、ラットおよびマウスから摘出した臓器を
用いて遂行した。メタボリックシンドローム
の標的器官として、心臓と骨格筋に注目し、
心臓は初代培養心筋細胞、心臓線維芽細胞を、
骨格筋は細胞培養株の C2C12（ATCC）を用い
た。これら細胞を、ダルベッコ改変イーグル
培地（ニッスイ）、10%牛胎児血清（ハイクロ
ーン）を用いて培養を行った。骨格筋細胞の
C2C12 については、10%牛胎児血清を 2%馬血
清（ハイクローン）に置き換えて筋分化をさ
せた。 
 細胞増殖アッセイには WST-1 法（ナカライ
テスク）を用いた。ERK およびリン酸化 ERK
の解析、低酸素誘導因子 HIF-1a および転写
因子 MyoD のタンパク発現解析には、ウエス
タンブロット法を用いて行った。ウエスタン
ブロット法用の抗体はCST社のものを用いた。 
 
 
 
４．研究成果 
 本事業では、メタボリックシンドローム
に関連する器官のうち、心臓循環器系およ
び骨格筋に注目して、膜型脂溶性リガンド
受容体の機能の機能解明を目指した。 
 脂溶性リガンド受容体のメタボリックシ
ンドローム関連器官における発現の有無に
ついてまとめたのが表１である。GPR30
は多くの組織に発現が認められ、リガンド
であるエストロゲン様化合物が GPR30 を
介して多くの臓器に作用することが考えら
れる。 
 
表 1 メタボリックシンドローム関連器官
での脂溶性リガンド受容体の発現 

 
 
 
 循環器系、特に心臓においていくつかの
膜型脂溶性リガンド GPCR が発現するこ
とを見いだした。一例として膜型エストロ
ゲン受容体 GPR30 は、初代培養心筋細胞
および心臓線維芽細胞において、分化過程
において発現の上昇が認められ、特に心筋
細胞では分化経過依存的に顕著な発現上昇



が認められた（図 1）。 

 
図 1 初代培養心筋細胞および心臓線維芽
細胞の分化過程における GPR30 の発現変
化 
 
 
 エストロゲン刺激でシグナル伝達下流の
ERK のリン酸化が亢進することを明らか
にした（図 2）。 
 

 
図 2 初代培養心筋細胞および心臓線維芽
細胞の 17-estradiol刺激におけるERKの
リン酸化 
 
 
 また低酸素(0％O2)環境下での培養にお
いて、エストロゲン刺激により、初代培養
心筋細胞の細胞死の抑制が認められた（図
3）。 
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図 3 初代培養心筋細胞の低酸素(0％O2)
環境下での 17-estradiol 刺激における細
胞死抑制作用 
 
 
 この 17-estradiol の細胞死の抑制効果
について、低酸素誘導因子（HIF-1）の発
現について検討した結果、17-estradiol
刺激によって HIF-1の発現が上昇するこ
とが明らかとなった（図 4）。 
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図 4 初代培養心筋細胞の低酸素(0％O2)
環境における 17-estradiol 刺激での低酸
素誘導因子（HIF-1）の発現上昇 
 
 
 これらの結果から、低酸素(0％O2)環境下
す な わ ち 虚 血 性 環 境 下 に お い て 、
17-estradiol は HIF-1の発現上昇を引き
起こすことによって、細胞保護作用を示す
ことが明らかとなった。またその一部の機
構として、17-estradiol—GPR30 からのシ
グナル伝達系が関与することが明らかとな
った。 
 



 次に、メタボリックシンドロームの標的
器官で、血糖調節などに重要である骨格筋
についても、心筋細胞と同様の検討を進め
た。骨格筋においてもいくつかの膜型脂溶
性リガンド GPCR が発現することを見い
だした。 
 膜型エストロゲン受容体 GPR30 につい
て、骨格筋培養細胞系のC2C12 において、
17β- estradiol 刺激でシグナル伝達下流の 
ERK のリン酸化が亢進することを明らか
にした（図 5）。 
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図 5 C2C12 細胞における 17-estradiol
刺激における ERK のリン酸化 
 
 
 また、17β-エストラジオールの持続刺激
により、分化前細胞の増殖が認められた（図
6）。 
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図 6 C2C12 の 17-estradiol 刺激におけ
る細胞死抑制作用 
 

 この細胞増殖効果について、GPR30 か
らのシグナル伝達系と分化について検討を
進めたところ、MyoD などの骨格筋内転写
因子の発現の上昇が認められた（図 7）。 
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図 7 C2C12 の 17-estradiol 刺激での転
写因子 MyoD の発現上昇 
 
 
 GPR30－MyoD をつなぐシグナル伝達
系の解明には至らなかったが、性ホルモン
の骨格筋増強作用につながる新しい創薬タ
ーゲットを見出す研究を進めている。 
 
 
 本事業では、膜型脂溶性リガンド受容体の
うち膜型エストロゲン受容体 GPR30 につ
いて、メタボリックシンドローム標的臓器の
心臓と骨格筋についての機能解析を行った。
膜型脂溶性リガンド受容体にはまだまだ多
く存在し、さらにその機能については未解明
である。これらの受容体機能解明などの研究
が発展すれば、メタボリックシンドローム予
防・治療に結びつくこととなり、医療費削減
を目指せるものと期待する。 
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