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研究成果の概要（和文）：　C2C12細胞株の筋形成分化過程での、うま味、アミノ酸受容体Tas1r1遺伝子の発現
調節における転写因子Myod1, Tcf12およびKlf5の機能解析を行った。方法としてはENCODEデータベース中の
ChIP-seqデータの解析、ルシフェラーゼアッセイ、免疫沈降法、DNAアフィニティ沈殿法およびsiRNA法を用いて
解析を行った。解析の結果、C2C12細胞の筋形成分化過程において、Tas1r1遺伝子プロモーター中のE-box1に
Myod1/Tcf12のヘテロダイマーが結合し、Klf5と共同でTas1r1遺伝子の発現を活性化することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Myoblast C2C12 cells expresses the umami and amino acid receptor Tas1r1. We 
analyzed the functions of transcription factors Myod 1, Tcf12, and Klf5 in Tas1r1 expression during 
C2C12 myogenic differentiation. Analysis of ENCODE ChIP-seq data, luciferase assay, 
co-immunoprecipitation assays, DNA affinity precipitation assays, and siRNA methods were performed 
to identify the functions of these factors. Our results showed that the heterodimer of Myod1/Tcf12, 
in cooperation with Klf5, binds to E-box1 and activates Tas1r1 expression during C2C12 myogenic 
differentiation. 

研究分野： 口腔組織学

キーワード： 転写制御　Tas1r1　Myod1　Tcf12　Klf5

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、うま味受容体Tas1r1遺伝子プロモーター中のE-box1にMyod1/Tcf12のヘテロダイマーが結合
し、Klf5と共同でTas1r1遺伝子の発現を活性化することが明らかになった。味が感じにくくなる味覚減退などの
味覚障害においては、味覚受容体の発現量の減少などが原因の一つとして考えられる。この発現量の減少は、味
覚受容体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。本研究成果を端緒とし
て、味覚受容体の転写活性化機構が明らかになれば、味覚受容体の発現量の減少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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Tas1r1 は Tas1r3 と結合し、ヘテロダイマー（Tas1r1/Tas1r3）を形
成し L-アミノ酸の受容体として機能している(図１)。Tas1r1/Tas1r3
は味蕾では味覚受容体として機能し、他の組織では細胞外のアミノ酸
のセンサーとして機能していると考えられている[1]。Tas1r1/Tas1r3
は、筋芽細胞株 C2C12 の筋管細胞への分化過程において発現している
[2]。Myod1 は bHLH 型転写因子で、筋細胞の分化過程での転写制御に
重要な役割を果たしている[3]。Myod1 は、Eタンパク質サブファミリ
ー(Tcf3，Tcf4，および Tcf12)のヘテロダイマーのパートナーとして
機能し、E-box 配列（CANNTG）に結合する[4]。Tas1r1 遺伝子の発現
は、C2C12 細胞の筋管細胞への分化過程において著しく増加すること
から、Tas1r1 遺伝子発現の活性化への Myod1 および E タンパク質サ
ブファミリーのヘテロダイマーの関与が推測された。 
C2C12 細胞の筋管細胞への分化過程において、Tas1r1 遺伝子プロモーターの GT box（CCACCC）
に転写因子 Klf5 が結合し、Tas1r1 遺伝子の発現を活性化する[2]。Klf5 は Myod1 に結合し、筋
分化に関与する筋肉特異的遺伝子を直接調節する[5]。したがって、Klf5 は Myod1 に結合し、
Tas1r1 遺伝子の発現を活性化している可能性があると推測される。しかしながら、Myod1 および
Klf5 が関与した Tas1r1 遺伝子の転写調節機構についてはほとんど明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、筋芽細胞株 C2C12 を用いて ChIP-seq 法，ルシフェラーゼアッセイ, RNAi 法, DNA
アフィニティ沈降法, および免疫沈降法により、マウスTas1r1遺伝子の転写調節におけるMyod1、
Myod1 のヘテロダイマーパートナー、および Klf5 の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) クロマチン免疫沈降およびシーケンシング（ChIP-seq）データ解析 
筋管細胞への分化過程の C2C12 細胞（0, 24, 60 時間および 6日）における、Myod1 および Tcf12
結合部位の ChIP-seq データは、ENCODE/Caltech データベースから引用した[6]。 Myod1 および
Tcf12 の結合シグナルを UCSC Genome Browser を使用し、マウスゲノム(mm9)上にマッピングを
行った。 
 
(2) 細胞培養および分化誘導培養 
10％ウシ胎仔血清を含む DMEM を用いて、37˚C，5％ CO 2環境下で C2C12 細胞を増殖させた。

C2C12 細胞を細胞密度が 90％になるまで培養を行い、さらに培地を 2％ウマ血清含有 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。 
 

(3) プラスミド構築 
 BACクローン（Advanced GenoTechs）中のマウスTas1r1 遺伝子のゲノムDNAを鋳型として、マ
ウスTas1r1遺伝子の5'-隣接領域 [-94bp〜+101bp(開始コドン：+1)]をPCRにより増幅し、pGL4.10 
(Promega)にサブクローニングを行った。このようにして得られたプラスミドを鋳型として、開
始コドンATGのATTへの部位特異的変異導入をPrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit(TAKARA)を使用
して行った。上記の操作によりpGL-94/+101を作成した。さらにpGL-94/+101をテンプレートとし
て、部位特異的変異導入によりpGLmEbox1, pGLmEbox2, pGLmEbox3, pGLmEbox1+3，およびpGLmGT
を作成した。Myod1遺伝子配列を標的とするshRNAに対応するプライマーを合成、アニーリング後、
pSilencer2.1-U6 puro(Ambion)にサブクローニングし、pSilp-Myod1を構築した。 
 
(4) レポーターアッセイ 
 ホタルルシフェラーゼレポータープラスミド、および内部標準ウミシイタケルシフェラーゼ
レポータープラスミド pGL4.74(Promega)について、C2C12 細胞への ViaFect(Promega)を用いて
トランスフェクションを行った。24 時間培養後ルシフェラーゼ活性を Dual Luciferase Assay 
Kit(Promega)を用いて測定した。  
 
(5) RNAi 法による発現抑制 
 C2C12細胞にLipofectamine RNAi MAX(Invitrogen)を用いて、25nM Tcf12遺伝子特異的MISSION 

siRNA(Sigma Genosys)、またはMISSION siRNA Universal Negative Control (UNC)のトランス
フェクションを行った。16時間培養し培地交換を行い、8時間後に再度上述した手法にてトラン
スフェクションを行った。分化させたC2C12細胞においては以下のように解析を行った。再トラ
ンスフェクション後、24時間後に分化培地に培地交換を行い、さらに培養24時間後、および60時
間後に全RNAおよび全タンパク質の調製を行った。 
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(6) トランスフェクションおよびリアルタイム RT-PCR 法 
Myod1 または TCF12 の各発現プラスミド、および発現ベクターpCMV-SPORT6 について、C2C12 細
胞への ViaFect を用いてトランスフェクションを行った。24 時間培養後、全 RNA を抽出し、
Superscript VILO cDNA synthesis kit(Invitrogen)を用いて 2μgの全 RNA から cDNA 合成を行
った。TaqMan Universal PCR Master Mix(Applied Biosystems)および Eco Real-Time PCR 
System(Illumina Inc)を用いてリアルタイム RT-PCR 法による解析を行った。得られた結果につ
いては、Ppia により標準化を行った。 
 
(7)  Myod1 ノックダウン C2C12 細胞株の作成 
 Myod1 shRNA 発現プラスミド pSilp-Myod1、およびネガティブコントロール-shRNA 発現プラス
ミド pSilencer2.1-U6 puro Negative Control の C2C12 細胞へのトランスフェクションは
ViaFect を用いて行った。安定発現細胞株の選抜は、ピューロマイシン耐性(3µg/mL)を指標とし
て行った。筋管細胞への分化過程におけるこれらの安定発現細胞株から、全 RNA および全タンパ
ク質を調製した。  
 
(8) 免疫沈降法 
 600µg の細胞溶解液を 2µg の通常のウサギ IgG、または特異的なウサギ抗体とともに IP バッ
ファー中にて、4˚C で 30 分間反応させた。次に、20µl の Dynabeads ProteinG(Dynal)を加え、
4˚C で 30 分間反応させた。ビーズを IP バッファーで 4˚C で 10 分間 3回洗浄した。ビーズを 20µl
の SDS サンプルバッファーに再懸濁し、ウエスタンブロットを行った。 
 
(9)  DNA アフィニティ沈殿法（DAPA 法） 
100µg の C2C12 核抽出物、および 2µg の野生型または変異型ビオチン化プローブを結合バッフ
ァー中にて、4˚C で 40 分間反応させた。次に、DNA-タンパク質複合体を Tcf4, Tcf12, および
Klf5 の場合は 25µl Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles(Promega)、Myod1 の場
合は 25µl MagCapture Tamavidin2-REV(Wako)と 4˚C で 30 分間反応させた。これらのビーズを結
合バッファーで 4˚C で 10 分間 3 回洗浄した。次にビーズを 20µl SDS サンプルバッファーに再
懸濁し、99˚C で 5分間反応させ、ウエスタンブロットを行った。 
 
４．研究成果 
(1) Myod1 結合部位の同定 
 ENCODE の ChIP データの解析により、C2C12 細胞の筋管
細胞への分化過程(0, 24, 60 時間および 6日)において、
Myod1 の結合は主に Tas1r1 遺伝子の第 1エクソンに観察
された。初期の筋管細胞への分化過程(0, 24, 60 時間)
において Myod1 結合シグナルの増加が認められた。この
Myod1 結合領域中において 3 つの E-box(E-box1〜3)が同
定された。これらの E-box の哺乳類の間での保存性を調
べた結果、E-box1 の CANNTG 配列は、マウス, ラット, ヒ
ト, チンパンジー, アカゲザル, ウマ, およびウシの動
物種間で保存されていた。 
  
(2) Tas1r1 遺伝子プロモーター中の E-box の機能解析 
 Tas1r1 遺伝子プロモーター中の E-box の機能を調べる
ために、E-box に変異を導入した Tas1r1 遺伝子プロモー
ターのレポータープラスミドを使用して、ルシフェラー
ゼアッセイを行った（図 2）。pGL-94/+101 のレポーター
活性は、発現ベクターのみの pGL4.10 と比較して 3.0 倍
の活性を示した(図 2, pGL-94/+101)。レポーター活性は、
E-box1 および E-box3 の欠失により大幅に減少した(図
2, pGLmEbox1 および pGLmEbox3）。これらの結果は、E-
box1 および E-box3 が転写活性化配列として機能する可
能性があることを示していた。 
Myod1 過剰発現下での、マウス Tas1r1 遺伝子プロモー
ター中の E-box の機能を、E-box に変異を導入したレポ
ータープラスミドのルシフェラーゼ活性を測定するこ
とにより調べた。Myod1 の過剰発現は、発現ベクター
(pCMV-SPORT6)をトランスフェクションした細胞と比較
して、ルシフェラーゼ活性を著しく増加させた(44.1
倍)(図 3, pGL-94/+101)。Myod1 の過剰発現の影響は、
E-box1 の欠失により大幅に減少した(図 3, pGLmEbox1
および pGLmEbox1+3）。一方、E-box3 の欠失は、Myod1 の
過剰発現下でのルシフェラーゼ活性に影響を与えなか
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った（図 3, pGLmEbox3）。 
 
(3) C2C12 細胞の筋管細胞への分化過程での Myod1 による Tas1r1 遺伝子の発現の活性化 
Myod1 shRNA，およびネガティブコントロール shRNA を安定発現する C2C12 細胞株を用いて、筋
管細胞への分化過程(0, 24 および 60 時間)での、Tas1r1 遺伝子
発現における Myod1 の機能を調べた。筋管細胞への分化過程で
の、本細胞株における Myod1 shRNA による Myod1 の発現量減少
は、ウエスタンブロット法により確認を行った。Myod1 の発現量
減少により、筋肉特異的マーカーであるミオシン重鎖（MHC）の
発現の減少も認められた。筋管細胞への分化過程での、Myod1 発
現量減少による Tas1r1 遺伝子発現への影響を、Tas1r1 遺伝子発
現量をリアルタイム RT-PCR 法で測定することにより調べた。筋
管細胞への分化過程（24 および 60 時間）において、Myod1 shRNA
はネガティブコントロール shRNA と比較して、それぞれ 35.1％
および 70.4％の Tas1r1 発現の減少を示し、60 時間においては統
計的有意差が認められた。Myod1 の過剰発現は、発現ベクター
（pCMV-SPORT6）をトランスフェクションした場合と比較して
Tas1r1 遺伝子の発現を 2.6 倍に増加させた（図 4）。 
 
(4) Tcf12 の Myod1 との相互作用および E-box1 への結合 
Myod1 のヘテロダイマーパートナーを検索するために、E-box1 を含む Tas1r1 遺伝子プロモー
ター（-55〜+ 5）のビオチン化プローブを使用し DAPA 法による解析を行った。この分析の前に、
C2C12 細胞における候補分子の発現を検索するためウエスタンブロット法を行った。ウエスタン
ブロット法により、C2C12 細胞において Tcf4 および Tcf12 が発現し、Tcf3 は発現していないこ
とが明らかになった。そこで Tcf4 および Tcf12 の DAPA 法による解析を行った。その結果、Tcf12
においてビオチン化プローブへの結合、および E-box1 の欠失による Tcf12 のプローブへの結合
の減少が認められた。これらの結果は、Tcf12 の E-box1 への結合が特異的であることを示して
いた。さらに、C2C12 細胞の筋管細胞への分化過程(60 時間)での ENCODE ChIP-seq データにおい
て、Tas1r1 遺伝子の第 1 エクソンに Tcf12 の結合シグナルが検出された。この Tcf12 結合領域
中には、E-box1〜3 の局在が認められた。Myod1 および Tcf12 間の相互作用を免疫沈降法で検証
し、Myod1 および Tcf12 間の直接結合を確認した。C2C12 細胞の筋管細胞への分化過程（24 およ
び 60 時間）での、Tas1r1 遺伝子発現における Tcf12 の機能を解析するため、Tcf12 siRNA およ
び MISSION ユニバーサルネガティブコントロール siRNA の C2C12 細胞へのトランスフェクショ
ンを行った。筋管細胞への分化過程(24 および 60 時間)での Tcf12 siRNA トランスフェクション
細胞における Tcf12 の発現量減少をウエスタンブロット法で確認した。Tas1r1 遺伝子発現への
影響はリアルタイム RT-PCR 法により分析した。筋管細胞への分化過程（24 および 60 時間）に
おいて Tcf12 siRNA により、ユニバーサルネガティブコントロール siRNA と比較して Tas1r1 遺
伝子の発現量がそれぞれ 75.2％および 96.8％減少した。Tcf12 の過剰発現においては、発現ベ
クター（pBApo-EF1α Pur）をトランスフェクションした場合と比較して Tas1r1 遺伝子の発現量
の増加は認められなかった。 
 
(5) Klf5 の Myod1 との相互作用および Tas1r1 遺伝子発現の活性化 
Tas1r1 遺伝子プロモーター活性に対する GT box と E-box1 の効果を調べるため、変異を導入し
た GT box または欠失した E-box1 を含む Tas1r1 遺伝子プロモーターのレポータープラスミドを
使用し、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、レポーター活性は GT box への変異導入
により大幅に減少した。E-box1 を欠失させると、レポーター活性も同様に減少した。これらの
結果は、GT box と E-box1 が転写因子の結合部位として機能することを示していた。Myod1 およ
び Klf5 間、Tcf12 および Klf5 間での相互作用を免疫沈降法により検証した。その結果、Myod1
と Klf5 間での直接結合を確認した。しかしながら、Tcf12 および Klf5 間の直接結合は検出され
なかった。GT box への Klf5 の結合を確認するため、GT box を含む Tas1r1 遺伝子プロモーター
(-55〜+5)のビオチン化プローブを使用して DAPA 法による解析を行った。DAPA 法により、Klf5
のビオチン化プローブへの結合、および GT box の欠失による Klf5 のプローブへの結合の減少
が認められた。これらの結果は、Klf5 の GT box への結合が特異的であることを示していた。 
 
(6) 結論 
機能的に重要な転写活性化に関わる配列は、動物種間において進化的に保存されている[7]。E-
box1 の配列の動物種間での比較により、多くの動物種において E-box1 の配列が保存されている
ことが明らかになった。この結果は、Tas1r1 遺伝子発現における E-box1 は、機能的に重要な転
写活性化に関わる配列であることが推測された。本研究により、C2C12 細胞の筋管細胞への分化
過程において、Myod1 および Tcf12 のヘテロダイマーが E-box1 に結合し、さらに Klf5 と協調し
て Tas1r1 遺伝子の転写活性化に関与していることが明らかとなった(図 5)。Myod1 および Myog
は、筋細胞の分化に重要な調節因子である。 しかしながら、Tas1r1 遺伝子の転写調節における
Myog の特定の機能は明らかになっていない。今後は、Tas1r1 遺伝子の転写調節における Myog の
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詳細な機能解析も必要であると考えられる。 
本研究により、転写活性化配列としてのE-box1、およびMyod1などのbHLH型転写因子による、
Tas1r1遺伝子活性化の機能の一端が明らかになった。今後は、味蕾細胞におけるE-box1およびbHLH
型転写因子のTas1r1遺伝子活性化における機能解析も進めていく予定である。 
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