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研究成果の概要（和文）：　本研究では筋芽細胞株C2C12を用いて、マウスTas1r1遺伝子の転写調節機構の解析
を行った。レポーターアッセイにより、Tas1r1遺伝子プロモーター領域中のGTボックスの、転写活性化への関与
が明らかになった。そこで、RNAi法、過剰発現法を用いて、GTボックスに結合するSp/KLFファミリーの解析を行
ったところ、Klf5が転写を活性していることが明らかになった。さらにENCODEの ChIP-seqデータベースの検索
により、Klf5のGT-boxへの結合も認められた。以上の結果より、Tas1r1遺伝子のGTボックスにKlf5が結合し、転
写の活性化に関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the function of Tas1r1 promoter in the mouse 
C2C12 myoblasts. Reporter assays showed that a 148-bp region upstream of the start codon of Tas1r1 
had a promoter activity. Site-directed mutagenesis of GT-box in this promoter significantly reduced 
the promoter activation. RNAi-mediated depletion of Sp4 and Klf5 decreased Tas1r1 expression. The 
overexpression of Klf5, but not Sp4, significantly increased Tas1r1 expression. The ENCODE data of 
chromatin immunoprecipitation and sequencing (ChIP-seq) showed that Klf5 bound to the GT-box. 
Furthermore, the Klf5 knockout cell lines led to a considerable decrease in the levels of Tas1r1 
expression. Taken together, these results showed that Klf5 binds to the GT-box in the Tas1r1 
promoter and regulates Tas1r1 expression in C2C12 cells.

研究分野：口腔組織学

キーワード： 転写　Tas1r1　Klf5　プロモーター　うま味
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　高齢者に多い感覚器障害の一つであり、味覚障害を予防、治療することは、高齢者におけるQOLの維持を考え
る上で重要であると考えられる。味覚受容体発現の低下が認められる味覚障害患者においては、甘味、うま味受
容体T1Rファミリーの転写を活性化させる転写因子が、機能不全に陥っている可能性が考えられる。本研究によ
り、うま味受容体Tas1r1遺伝子の転写の活性化に、転写因子Klf5が関与していることが明らかになった。転写の
活性化には、複数の転写因子が関わっていることから、本研究を端緒として、他の転写因子を含めた転写活性化
機構が明らかになれば、その機能不全のメカニズムの解明にもつながると考えられる。

※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 
 近年、味覚障害の患者数は急激に増加しており、多様な原因が推測されている。その原因の１
つに味蕾での味覚受容体数の減少の可能性が推察される。受容体数の減少の原因として、その転
写調節機構の不全が考えられる。甘味およびうま味は T1R ファミリー(T1R1, T1R2, T1R3) の受
容体によって受容され[1] 、これらの受容体は味蕾のみならず消化管および脳など多様な組織に
おいても発現が認められており、生体において一種の化学セ
ンサーとして機能していると考えられている。味蕾において
T1R1 および T1R3 はヘテロダイマー(T1R1 / T1R3)を形成し、
グルタミン酸を含む L-アミノ酸を受容するうま味(アミノ酸) 
受容体として機能している(図１) 。T1R1 / T1R3 はマウス筋
芽細胞 C2C12 においても発現しており、L-アミノ酸を感知し
mTORC1 を活性化することが明らかになっている[2] 。 
 
２．研究の目的 
 マウス T1R1 および T1R3 は、4 番染色体上の Tas1r1 遺伝子および Tas1r3 遺伝子にコードされ
ている。Tas1r3 遺伝子の転写調節機構に関しては、これまでにヒトおよびマウスの遺伝子を対象
として研究が行われてきた。胆管癌細胞株 HuCCT1 において C /EBPβがヒト TAS1R3 遺伝子の発
現を調節している[3] 。さらに筋芽細胞株 C2C12 の筋管細胞への分化過程において、MyoD およ
びMyogeninはTas1r3遺伝子プロモーター活性を調節し、Tas1r3遺伝子の発現を増加させる[4] 。 
このように Tas1r3 遺伝子の転写調節機構の一部は解明されているが、Tas1r1 遺伝子の転写調節
機構に関してはほとんど明らかになっていない。そこで本研究では、筋芽細胞株 C2C12 を用い
てルシフェラーゼアッセイ、RNAi 法による発現抑制、発現プラスミドによる過剰発現、および
リアルタイム RT-PCR 法により、マウス Tas1r1 遺伝子プロモーター配列における転写活性化配
列の同定および本配列に結合する転写因子の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養および分化誘導培養 

マウス筋芽細胞株 C2C12（RCB0987）は理研バイオリソースセンターより提供された。10％ウ
シ胎仔血清を含む DMED 培地（Wako）中にて、37℃，5％ CO 2環境下で培養を行った。C2C12
を細胞密度が 90％ になるまで培養を行い、さらに上記培地を 2％ウマ血清（Sigma-Aldrich）含
有 DMEM に交換することにより筋管細胞への分化誘導を行った。誘導培地の交換は培養 9 日目
まで毎日行った。 

 
(2) 5'-RACE 法による Tas1r1 遺伝子の転写開始点の決定 

C2C12 細胞の total RNA から poly(A)+-RNA を調製後、GeneRacer™ Kit with SuperScript™ III RT
および遺伝子特異的プライマーを使用して 250 ng の poly(A)+-RNA の逆転写を行い、転写開始点
を含む DNA 配列を PCR にて増幅した。得られた PCR 産物は TOPO TA Cloning for Sequencing kit
（Invitrogen）を用いてサブクローニングを行い、その塩基配列を決定した。 

 
(3) レポータープラスミドの構築 

マウス Tas1r1 遺伝子を含む BAC クローン（Advanced GenoTechs，RP-23-37G1）からゲノム
DNA の抽出を行った。その DNA を鋳型として段階的に領域を短くしたマウス Tas1r1 遺伝子の
5'-隣接領域 [-886bp〜+ 54bp(開始コドン：+1)]を PCR により増幅し KpnI で消化後、KpnI および
EcoRV で消化した pGL4.10 (Promega)を連結させた。以上の操作により pGL-886 / + 54，pGL-803 
/ + 54，pGL-450 / + 54，pGL-94 / + 54 および pGL-37 / + 54 を作成した。  
 部位特異的変異導入は、PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kit（TaKaRa）を使用して行った。変異
導入はプラスミド pGL-94 / + 54 をテンプレートとして用いて、pGLmEbox および pGLmGT を構
築した。推定 E ボックス(-63〜-58)においては、配列中の一部の配列を欠失させた（CAACTG か
ら TG へ）。推定 GT ボックス(-50〜-41)においては配列中の一部の配列を別の配列に置換させた
（GTCCCACCCC から GTCCCAAACC へ）。  

 
(4) レポーターアッセイによる Tas1r1 遺伝子プロモーター領域の転写活性の定量的解析 
 段階的に領域を短くしたマウス Tas1r1 遺伝子の 5'-隣接領域 [-886bp〜+ 54bp]を、pGL4.74
（Promega）に連結したホタルルシフェラーゼレポータープラスミド、および内部標準 Renilla ル
シフェラーゼレポータープラスミド pGL4.74（Promega）を C2C12 細胞に Lipofectamine 3000
（Invitrogen）を用いてトランスフェクションを行った。24 時間培養後にホタルおよび Renilla ル
シフェラーゼ活性を Dual Luciferase Assay Kit（Promega）を用いて、ルミノメーターLuminescencer 
Octa (ATTO)により測定した。 
 
(5) RNAi 法による Sp / KLF ファミリーメンバーの発現抑制 
 C2C12 細胞に Lipofectamine RNAi MAX（Invitrogen）を用いて、25nM の Sp1，Sp3，Sp4，KLF2，
KLF4，KLF5 特異的 MISSION® siRNA（Sigma Genosys）および MISSION siRNA Universal Negative 
Control (UNC)のトランスフェクションを行った。16 時間培養後、通常培地に交換し、8 時間培養
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し再度 siRNA のトランスフェクションを同様な手法により行った。48 時間後に RNA を抽出し、
リアルタイム RT-PCR 法による Tas1r1 遺伝子発現の定量的解析を行った。 
 
(6)  Sp4 および Klf5 の過剰発現 
 C2C12 細胞に Lipofectamine 3000（Invitrogen）を用いて、Sp4 および Klf5 の発現プラスミド、
および発現ベクター(pCMV-Sport6)のトランスフェクトを行った。24 時間後に RNA を抽出し、
リアルタイム RT-PCR 法による Tas1r1 遺伝子発現の定量的解析を行った。 
 
(7) リアルタイム RT-PCR 法による遺伝子発現の定量的解析 

C2C12 細胞から GenElute mammalian total RNA mini-prep kit（Sigma-Aldrich）を用いて total RNA
を抽出した。次に TURBO™ DNase（Ambion）を用いて染色体 DNA の分解を 37˚Cで 30 分間行
い、NucleoSpin® RNA Clean-up XS(TAKARA)で精製を行った。Superscript® VILO™ cDNA synthesis 
kit（Invitrogen）を用いて 2µg の total RNA から一本鎖 cDNA 合成を行った。TaqMan Universal PCR 
Master Mix（Applied Biosystems）および Eco Real-Time PCR System（IIlumina Inc.）を用いてリア
ルタイム RT-PCR 法による遺伝子発現の定量的解析を行った。定量結果は、内部標準遺伝子
peptidylprolyl isomerase A（Ppia）により標準化を行った。 

 
(8) クロマチン免疫沈降シークエンス(ChIP-seq.) 法  

C2C12 細胞の分化段階(0, 2, 5 日)における Klf5 の ChIP-seq.データは、NCBI Gene Expression 
Omnibus (accession no: GSM2137967, GSM2137968 GSM2137969) を使用した。これらのデータを
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks) を用いて、mouse genome (mm9) に
マッピングを行い、Tas1r1 遺伝子における Klf5 の結合シグナルの分布を調べた。  
 
(9) Klf5 遺伝子ノックアウトクローンの作成 

CRISPR-Cas9システム(pX459 ver2)を用いて、Klf5遺伝子ノックアウトクローン(KO1, KO2)を作
成した。ウエスタンブロット法により、両クローンにおいてKlf5が著しく減少していることを確
認した。次に、前述したリアルタイムRT-PCR法により両クローンのTas1r1遺伝子発現の定量的
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マウス Tas1r1 遺伝子の転写開始点の決定 

C2C12 細胞における Tas1r1 遺伝子の転
写開始点を同定するために、5'-RACE 法
による解析を行った。5'-RACE 法により
得られた増幅断片に対して塩基配列の決
定を行った。18 クローンを解析した結果、
エクソン 1 の開始コドン上流 54bp，80bp，
95bp および 116bp の 4 箇所に Tas1r1 遺伝
子の転写開始点を同定した。それぞれの
開始点を順番にSite1からSite4とし、Site4
の転写開始点+1 とした（図 2）。Site2 は、
舌組織からの cDNA クローニングによっ
て決定され以前に報告された TSS（SiteT; 
図 2）の近傍に位置していた[5] 。今回の
結果では 7 クローンおよび 8 クローンの
配列がそれぞれ Site2 と Site4 であり、これ
らが主要な転写開始点であった（図 2）。一
方、3 クローンおよび 2 クローンの配列が
それぞれ Site1 と Site3 であった（図 2）。
イニシエーターは転写開始点周囲に位置し、下流のプロモーターエレメント（DPE）は転写開始
点の下流 30bp に位置する。Site4 についてはエクソン 1 の開始コドンの 54bp 上流の-2〜+34 の
間にイニシエーターおよび DPE と相同性が高い配列が認められた。他の転写開始点（Site1-3）
ではイニシエーターおよび DPE は認められなかった。E ボックス CANNTG および GT ボックス
CCACCC は、Tas1r1 遺伝子プロモーター活性の活性化に重要な-94-bp〜-37bp の領域中に存在し
ていた。 
 
 (2) C2C12 細胞における Tas1r1 遺伝子プロモーター領域および転写活性化領域のレポーター
アッセイによる同定 

 図 2. C2C12 細胞におけるマウス Tas1r1 遺伝子の転写開

始部位（TSS）の同定 
矢印は TSS（Site1-4）を示し、配列中の数字は Site 4 の

転写開始点を+1 とした場合を示す。プロモーター配列中の

推定転写因子結合配列を枠線で囲み示す[E ボックス，GT
ボックス，イニシエーターおよび下流プロモーターエレメ

ント（DPE）]。 



 Tas1r1 遺伝子上流領域の-803bp から+54bp を含むレポータープラスミド pGL-886/+54 を C2C12
細胞にトランスフェクションを行った。その結果、pGL4.10 をトランスフェクションした場合と
比較して 18.2 倍のルシフェラーゼ活性を示した(図 3) 。次に Tas1r1 遺伝子上流領域の-886bp か
ら-803bp の欠失させたところ、ルシフェラーゼ活性の 77.7％の減少が認められた。-803bp から
-94bp の欠失はプロモーター活性を変化させなかったが、さらに-94bp から-37bp に欠失させる
とルシフェラーゼ活性が 87.2％減
少した。これらの結果から、-886bp 
〜 -803bp および -94bp 〜 -37bp 
の 2 つの領域に Tas1r1遺伝子プロ
モーターの転写活性に関与する
シスエレメントが含まれること
が明らかになった(図 3)。この
Tas1r1 遺伝子上流領域の-94〜-
37bp の領域には E ボックスおよ
び GT ボックスと相同性が高い配
列が認められた(図 2)。本領域中
のシスエレメントの解析のため
に E ボックスおよび GT ボックス
に変異を導入したレポータープ
ラスミドを用いてルシフェラー
ゼアッセイを行った。ルシフェラ
ーゼ活性は E ボックス（図 4，
pGLmEbox）の欠失によってわず
かに増加しただけであった。GTボ
ックスの変異によりルシフェラ
ーゼ活性は 61.9％減少した（図 4，
pGLmGT）。これらの結果より、
GT ボックスが転写活性化に関わ
る結合配列であることが示唆さ
れた。 

 
(3)  Tas1r1 遺伝子の転写活性化に関わる Sp / KLF ファミリーメンバーの検索 
  Sp/KLFファミリーは GC ボックスまたは GT ボックスに結合することにより遺伝子発現を制
御する[6] 。そこで、Sp / KLF ファミリーのメンバー(Sp1，Sp3，Sp4，Klf2, Klf4 または Klf5) が
Tas1r1 遺伝子の転写活性化に関与するか調べるために、C2C12 細胞にこれらの転写因子の発現
を抑制する siRNA を導入し、Tas1r1 遺伝子の転写量の変化をリアルタイム RT-PCR 法により調
べた。これらの siRNA のトランスフェクションにより全てのメンバーにおいてタンパク質レベ
ルで有意に減少していることがウエスタンブロット法により認められた。Sp4 および Klf5 siRNA
のトランスフェクションによって Tas1r1 遺伝子の転写活性は UNC (Universal Negative Control)と
比較してそれぞれ 57.6％、47%の低下が認められた。次に Sp4 および Klf5 のどちらが転写の活
性化に関わっているかを過剰発現法により調べた。その結果、Klf5 の発現により、発現ベクター
pCMV-SPORT6 での Tas1r1 遺伝子の転写量と比較して 1.4 倍の増加が認められた。以上の結果に
より、Klf5 が Tas1r1 遺伝子の転写活性化に関わっていることが明らかになった。 
 
(4) C2C12 細胞の筋管細胞分化過程における T1R ファミリー発現量の解析 

 C2C12 細胞は、通常の 10％ウシ
胎児血清を含む培地から 2％ウマ血清
を含む培地に交換することにより筋
管細胞に分化誘導される。C2C12 細胞
は培養 4〜9 日にかけて細胞同士が融
合しあいながら最終的に成熟した多
核の筋管細胞に分化する。筋分化マー
カーの 1 つである myogenin の発現は
C2C12 の分化に伴って増加が認めら
れた。 0 日目から 3 日目までに
myogenin は mRNA レベルで 76.5 倍に
増加し、0 日目から 9 日目までに 125.4
倍増加した。本研究における C2C12 分化の形態的変化および myogenin の発現様式は他の論文に
おける結果と一致していた[7]。Tas1r1，Tas1r2 および Tas1r3 遺伝子は C2C12 の分化段階を通じ
て発現していることが認められた。Tas1r1 および Tas1r2 の発現は分化 0 日目から 9 日目にかけ
て増加が認められた(図 5)。Tas1r1 の発現が 0 日目から 3 日目までに 23.1 倍に増加し、0 日目か
ら 9 日目にかけて 63.0 倍に増加していた。Tas1r2 の発現においては 0 日目から 9 日目にかけて
1.7 倍の増加が認められた。また、Klf5 遺伝子も C2C12 分化段階を通じて発現の増加が認めら

図 3. C2C12 細胞におけるマウス Tas1r1 遺伝子プロモーター領域のルシ

フェラーゼ活性の測定 
 

図 4. C2C12 細胞における GT ボックスまたは E ボックスへの変異導入

によるマウスTas1r1遺伝子プロモーター活性のレポーターアッセイによ

る測定 
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れ、0 日目から 3 日目までに 1.5 倍、0 日目から 9 日目までに 3.3 倍の増加が認められた。Tas1r1
タンパク質の発現は分化 3 日目および 9 日目に C2C12 細胞で検出された。Tas1r1 タンパク質の
発現は 0 日目から 3 日目にかけて増加が認められた。Tas1r1 タンパク質レベルの 0 日目から 3 日
目にかけての増加は Tas1r1 mRNA レベルの増加と一致していた。C2C12 の分化過程における
Tas1r1遺伝子およびTas1r3遺伝子の発現様式は、既報の論文結果と一致していた[2] 。T1R1/T1R3
はアミノ酸センサーとして機能し、多様な組織において mTORC1 およびオートファジーを調節
する[8]。mTOR は筋分化を制御し骨格筋形成を調節する重要な因子でもある[9] 。したがって
Tas1r1 遺伝子の発現が増加することにより筋分化の各段階における mTORC1 を調節している可
能性が推察された。   
 
(5)  ChIP-seq.法 

C2C12 細胞の分化段階(0, 2, 6 日)における Klf5 の ChIP-seq.データの解析の結果、分化 0 日か
ら 2 日にかけて Tas1r1 遺伝子の GT ボックス近辺への結合シグナルの増加が認められた。 
 

(6) Klf5 遺伝子ノックアウトクローン KO1, KO2 の解析 
リアルタイムRT-PCR法により、KO1、KO2におけるTas1r1遺伝子発現量の定量を行った。その

結果KO1、KO2においては、野生株と比較しそれぞれ79％、52％の発現量の減少が認められた。
さらに、これらのクローンにおいて、Klf5がTas1r1遺伝子発現量の減少に関与しているかを確認
するために、Klf5の過剰発現下でのTas1r1遺伝子の発現量の変化を調べた。その結果、KO1、KO2
においてKlf5発現量の増加により、それぞれ2.6倍、2.5倍のTas1r1遺伝子の転写量の増加が認め
られた。この結果から、KO1、KO2におけるTas1r1遺伝子発現量の減少は、Klf5の減少によるも
のだと確認された。以上のKlf5遺伝子のノックアウトクローンの解析結果から、Klf5は筋芽細胞
株C2C12細胞においてTas1r1遺伝子の転写の活性化に働いていることが明らかになった。 
 
(7) 結論 

本研究により、C2C12 細胞において Klf5 が Tas1r1 遺伝子のプロモーター領域中の GT ボック
スに結合し、Tas1r1 遺伝子の転写活性化に機能していることが明らかになった。さらに Tas1r1
遺伝子の転写活性化に関与するその他の領域（-886bp〜-803bp）も同定した。しかしながら本領
域にはどのような転写因子が結合しているのかは不明である。今後は Tas1r1 遺伝子の転写調節
機構の全体像を解明していくために、この点に関しても研究を進めていく予定である。 
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