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研究成果の概要（和文）： 代謝異常疾患の標的臓器である脂肪組織、骨格筋、肝臓および心臓

に発現する脂溶性物質をリガンドとする受容体の機能解明を目的とした。エストロゲンをリガ

ンドとする GPR30 は、脂肪細胞、骨格筋、肝臓、単離心筋初代培養細胞および代謝異常疾患で

リスクが上昇するといわれる心筋梗塞などで認められる心臓線維芽細胞において、その発現が

認められた。心筋細胞および線維芽細胞に 17b-エストラジオール刺激を行った結果、ERK のリ

ン酸化の亢進が認められた。本研究によって、心臓においてエストロゲンが GPR30 を介した

non-genomic 作用をもつことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： The aim of this study is the discovery of the function of 
lipophilic ligand receptors in metabolic disorder-related organ, such as adipose tissue, 
skeletal muscle, liver and heart.  GPR30, membrane receptor of estrogen, was expressed 
in adipose tissue, skeletal muscle, liver, primary cardiac myocytes and cardiac 
myofibroblasts, which are detected in myocardial infarction.  Administration of 
17b-estradiol induced the phosphorylation of ERK on myocytes and myofibroblasts.  These 
results suggest that estrogen possesses the non-genomic effect via GPR30 in heart. 
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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

が言われており、多くの創薬のターゲットに
もなっている。受容体の中でも特に G-タンパ
ク質共役受容体（GPCR）は、主たる創薬のタ
ーゲットとして注目され続けている。最近、
特定の脂肪酸をリガンドとする GPCR が見い
だされてきている。例えば、膵β細胞に存在
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しインスリン分泌を惹起するもの（GPR40; 
Ito et al., Nature, 2003）、脂肪細胞に存
在しレプチン分泌を惹起するもの（GPR41; 
Xiong et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2004）
が報告されている。またこれまで申請者の所
属グループでは、消化管に新規脂肪酸受容体
GPR120 が発現していることを見いだした。ま
た、この受容体を介して消化管ホルモンのグ
ルカゴン様ペプチド（GLP-1）分泌が惹起さ
れることを新しく見いだした（Hirasawa, 
Adachi et al., Nat. Med, 2005）。GLP-1 な
どの消化管ホルモンは膵β細胞に作用しイ
ンスリン分泌を惹起する因子としてインク
レチンと呼ばれ、抗糖尿病性物質として世界
的に注目されている。申請者は、平成 17～18
年度科学研究費補助金若手研究(B)「消化管
新規脂肪酸受容体 GPR120 の栄養生理学的機
能解析」で、消化管に脂肪酸を投与すること
によって、GLP-1 およびインスリン分泌惹起、
糖尿病モデル動物での血糖値低下を確認し
た(Adachi et al., Biochem. Biophys. Res. 
Comm, 2006)。また、平成 19～20 年度科学研
究費補助金若手研究(B)「生活習慣病での脂
溶性リガンド受容体機能の解析」では、消化
管に効率よくリガンドを送達するために、カ
ルシウム素材の新しい殻としてカルシェル
を用い、GPR120 のリガンドであるa-リノレン
酸を豊富に含む油脂をコーティングするこ
とで、高効率に GLP-1 分泌性を示すことを明
らかにした(Adachi et al., Biol. Pharm. 
Bull, 2008)。さらに同研究プログラムにお
いて、脂肪細胞で発現する GPR120 のリガン
ド刺激により、脂肪分化が亢進すること
(Gotoh, Adachi et al., Biochem. Biophys. 
Res Comm, 2007)を見いだした。これまでの
研究から、脂肪酸リガンドとその受容体が生
体内の代謝機構に作用することが認められ
た。 
上述のように、申請者は脂肪酸をリガンド

とする GPCR の機能解析について研究を進め
てきている。脂肪酸以外の脂溶性化合物をリ
ガンドとする GPCR も知られてきており、例
えば、GPR30 はエストロゲンといったステロ
イドをリガンドとする GPCR も見出されてき
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 近年、メタボリックシンドローム患者の急
増が問題視されてきており、メタボリックシ
ンドロームの増悪には、脂肪組織、骨格筋細
胞、肝臓および心血管系などの臓器の代謝異
常による、トータルボディでの代謝のアンバ
ランスが関与するとされている。また、代謝
異常の進行によって糖尿病、脂質異常症に加
え、心血管系のリスク上昇などが臨床研究に

おいて報告されてきている。上述の臓器にお
ける代謝調節には多くの受容体からのシグ
ナル伝達が考えられることから、代謝異常疾
患の標的臓器である脂肪組織、骨格筋、肝臓
および心臓に発現する脂溶性物質をリガン
ドとする受容体の機能解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 脂溶性リガンド受容体の発現解析 
 
ペントバルビタール麻酔下において、

Wistar 雄性ラットより、脂肪組織、ひらめ筋、
肝臓および心臓を摘出し、Isogen (Nippon 
Gene, Tokyo, Japan)を用いて RNA を抽出し
た。抽出した RNA を PrimeScript RTase 
(Takara Bio, Otsu, Japan) を用いて逆転写
を行った。脂溶性リガンド受容体として、
GPR120、GPR40、GPR41、GPR43 および GPR30
について、リアルタイム PCR 法 (ABI Prism 
7300, Life Technologies, Tokyo, Japan) に
て発現解析を行った。使用したプライマーは、 
GPR120 Forward, GCAGATGAACGCTCTCACAG; 
GPR120 Reverse, TACCTGGCACCAGCAGTTAG; 
GPR40 Forward, AAGAGGAACAGTGACGAGAGG; 
GPR40 Reverse, CTCCAGAGGTGGCTGCTACT; 
GPR41 Forward, TTTGCCGATGTCAGGGAGGTG; 
GPR41 Reverse, AGTAGGTGGACGCTGATGAAG; 
GPR43 Forward, GACTTGCTGTTGTTGCTGCTG; 
GPR43 Reverse, CGTTCTATGCTGATGCCCGCC; 
GPR30 Forward, TTCCTCTCCTGCCTCTACACC; 
GPR30 Reverse, ATCAGGGAGTCGGCCACCAGG;  
18S Forward, TCAAGAACGAAAGTCGGAGGTT;  
18S Reverse, GGACATCTAAGGGCATCACAG 
 
 
(2)心筋細胞および心臓線維芽細胞の培養過
程における GPR30 の発現解析 
 
ペントバルビタール麻酔下において、生後

2 日の Wistar ラットより、心臓を摘出し、コ
ラゲナーゼを用いて、細胞を分散させた。分
散させた細胞をプリプレーティングするこ
とによって、新生仔初代心筋細胞と心臓線維
芽細胞を分離し、別々に培養を行った。培養
1、2、3、5、7、10 および 14 日後に細胞を回
収し、上述と同様に RNA 抽出、逆転写、リア
ルタイム PCR を行った。 
 
 

(3)心筋細胞および心臓線維芽細胞のエスト
ロゲン刺激における細胞内シグナル伝達系
の解析 
 
培養 7日後の心筋細胞および心臓線維芽細

胞を Hanks 液で 2時間処理後、10 mM 



 

 

17b-estradiol の Hanks 液で 15 分刺激した。
刺激後、RIPA 緩衝液で細胞を溶解させ、タン
パクサンプルを得た。GPR30 からの情報伝達
系について検討を行うために、
Extracellular signal- regulated kinase 
(ERK) のリン酸化について、リン酸化 ERK 抗
体および総 ERK 抗体 (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, USA) を用いてウ
エスタンブロッティング解析を行った。 
 
 
(4) 心筋細胞および心臓線維芽細胞のエス
トロゲン刺激における細胞増殖活性の解析 
 
7 日間培養後の心筋細胞および心臓線維芽

細胞を、10 mM 17b-estradiol (チャコール
処理血清含有、フェノールレッドフリー
DMEM) で、0、3、5、7 および 10 日間刺激し
た。各日において、WST-1 アッセイを行い、
細胞増殖活性を測定した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 脂溶性リガンド受容体の発現 
 
 脂溶性リガンド受容体の、GPR120、GPR40、
GPR41、GPR43 および GPR30 について、ラット
脂肪組織、ひらめ筋、肝臓および心臓におけ
る発現を検討した (Table 1)。GPR120 および
GPR43 は脂肪組織では発現が認められたが、
その他の組織では検出感度以下であった。
GPR40 は本検討組織で検出感度以下であった。
GPR41 は脂肪組織、心臓で発現が認められた。
GPR30 は本検討組織で発現が認められた。 
 

 
 
(2) 心筋細胞および心臓線維芽細胞の培養
過程における GPR30 の発現解析 
 
 培養 1、2、3、5、7、10 および 14 日後に
おける心筋細胞および心臓線維芽細胞での
GPR30 の発現を検討した。両細胞とも培養日
数に従って GPR30 の発現上昇が認められた 
(Fig. 1)。 
 
 

 
 

 
 
 
(3) エストロゲン刺激における心筋細胞お
よび心臓線維芽細胞の ERK リン酸化 
 
 培養 7日後の心筋細胞および心臓線維芽細
胞について、10 mM 17b-estradiol (E2) 刺
激における GPR30 からの ERK リン酸化を検討
した。心筋細胞および心臓線維芽細胞ともに、
E2 刺 激 に お い て 、 リ ン 酸 化 ERK 
(phospho-ERK)の上昇が認められた (Fig. 2)。 
 
 

 
 
(4) エストロゲン刺激における心筋細胞お
よび心臓線維芽細胞の細胞増殖活性 
 
 培養 7日後の心筋細胞および心臓線維芽細
胞について、10 mM E2 を 0、3、5、7 および
10 日間刺激し、各日において、WST-1 アッセ
イを行い、細胞増殖活性を測定した。心筋細
胞において、E2 刺激により細胞増殖の亢進が
認められた。一方、心臓線維芽細胞において
は、E2 刺激において細胞の増殖性の抑制が認
められた (Fig. 3)。 
 
 
 



 

 

 
 

 
 
 
(5) 考察 
 
 代謝異常疾患の標的臓器である脂肪組織、
骨格筋、肝臓および心臓に発現する脂溶性物
質をリガンドとする受容体である、GPR120、
GPR40。GPR41。GPR43。GPR30 の発現について
検討を行った。本研究において、エストロゲ
ンをリガンドとする GPR30 について、脂肪細
胞、骨格筋、肝臓、心筋細胞および心臓線維
芽細胞において、その発現が認められた。エ
ストロゲンは核内受容体であるエストロゲ
ン受容体 (ERaおよび ERb)による genomic 作
用に加え、膜型受容体 GPR30 を介した
non-genomic 作用を有するが、本検討におい
て、代謝異常疾患の標的臓器である脂肪組織、
骨格筋、肝臓および心臓において、GPR30 が
発現することが認められ、エストロゲンの新
規作用の可能性が考えられる。そこで、代謝
異常疾患でリスクが上昇するといわれる循
環器系疾患の要である心臓に注目し、初代心
筋細胞および心筋梗塞などで認められる心
臓線維芽細胞における、GPR30 の機能解析を
行った。心筋細胞および心臓線維芽細胞にお
いて、培養経日的に GPR30 の発現上昇が認め
られ、E2 の急性刺激における、ERK のリン酸
化の亢進が認められた。心筋細胞および心臓
線維芽細胞においてエストロゲンが GPR30を
介した non-genomic 作用をもつことが示唆さ
れた。また、E2 の長期刺激において、心筋細
胞では細胞増殖性の亢進が認められた一方
で、心臓線維芽細胞においては増殖の抑制が
認められた。この現象については genomic 作
用－non-genomic 作用の両者が関連するもの
と考えられるが、そのメカニズムについては
今後の課題である。 
 本研究により、代謝異常疾患でリスクが上
昇するといわれる循環器系疾患の要である
心臓について、心筋細胞・心臓線維芽細胞で
の脂溶性リガンド受容体 GPR30 が E2 を受容
することによってシグナル伝達を活性化し、

E2 の 心 筋 細 胞 ・ 心 臓 線 維 芽 細 胞 で
non-genomic 作用を有することが示唆された。 
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