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要　　　旨

短鎖脂肪酸(SCFA;Table1参照)は哺乳類では主に腸内細菌叢(ミクロフローラ)で食

物繊維から産生される生理活性物質で、消化管上皮細胞の増殖や免疫細胞の制御、糖脂質代謝

の調節など多岐にわたる作用を持っていることは示唆されてきた。それにも関わらず、SCFA

が如何なる分子メカニズムで標的細胞に作用を及ぼすかは殆ど解っていなかった。最近、新規

G蛋白質共役型受容体(GPCR)1)であるGPR41とGPR43がSCFAの細胞膜受容体であるとい

う大変興味ある事実が明らかになった。GPR41は主に脂肪細胞、GPR43は白血球細胞に発現

しており、それぞれ脂質代謝や自然免疫において何らかの生理的役割を演じていると推測され

る。

ここではこれらSCFA受容体発見の経緯とこれらの遺伝子欠損マウス作製の試みおよび抗体

を用いた解析から得られた知見を述べる。

Table 1 Short chain fatty acid(SCFA)

CH3COOH 酢酸acetic acid

C2H5COOH プロピオン酸propionic acid

C3H7COOH 酪酸butyric acid

C4H9COOH 吉草酸valeric acid

キーワード:短鎖脂肪酸、 GPR41、 GPR43、遺伝子欠損マウス

学問の背景

ヒトGPR41とGPR43は1997年にヒト染色体の

19番にGPR40と42とクラスターをなすリガンド

が判らない受容体(オーファン受容体)として同

定されたが(Sawzdargo et al., 1997)、それら

の機能やリガンドは長い間不明であった。ところ

が、 2003年にGPR40は膵臓のβ細胞2)に高発現し、

中長鎖脂肪酸をリガンドとしてインスリンの分泌

を制御している極めて重要な分子であることが明

らかになった(ItOh et al., 2003)。

一方、 GPR41とGPR43のリガンドはこれとほ

ぼ時を同じくして共にC2-C6のSCFAであること

が報告され、 GPR40シリーズはこれにより脂肪

中部大学生命健康科学部生命医科学科- Department of BiOmedical Sciences, College of Life and Health Sciences, Chubu
University

35



生命健康科学研究所紀要
第3号　2007　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　岩　本　隆　司

酸をリガンドとする新しいGPCRファミリ-とし

て位置付けられた(Brown et al., 2003)。

我々はマウス骨髄性白血病細胞Mlがleukemia

inhibitory factOrというサイトカイン3)により単

球に分化する過程で発現が誘導される新規GPCR

を単離し、 LSSIGと命名した(Senga et al.,

2003)。 LSSIGはヒト　GPR43とアミノ酸レベル

で85%相同性があり、 GPR43のマウスカンター

パートと考えられた。 GPR43/LSSIGも組織での

発現は、血液細胞に特異的で末梢血細胞において

強い。さらに、ヒト末梢血より単離した単球と好

中球を種々のサイトカインやリポ多糖体で刺激し

たところ,その発現が増強した。以上より我々は

GPR43/LSSIGの発現は白血球の分化や活性化に

密接に関連しており、自然免疫になんらかの役割

をはたしていると推測した。

他方、 GPR41はGPR43とアミノ酸レベルで52

%の相同性があり脂肪細胞で発現が高いが、血管

内皮細胞、リンパ球、牌臓、膵臓など広い組織に

発現が分布していると報告されている(Brown

et al., 2003)。 Xiongらは、マウス脂肪細胞にお

いてSCFAがGPR41を介して摂食抑制サイトカイ

ンであるレプチンの発現を誘導し、実際マウス成

体にSCFAを経口で投与すると血中レプチンの濃

度が上昇することを示した(ⅩiOng et al., 2004)。

この事実は経口投与されたSCFAが摂食を抑制す

るという今までの報告を裏づけるものである。

この様にGPR41とGPR43の好発現組織は異なっ

ており、更に、 SCFAに対する親和性も両者で若

干異なっている。成体はこれらのSCFAの受容体

を組織により巧妙に使い分けていると思われるが、

その分子メヵニズムは殆ど明らかにされていない。

実験結果

I. GPR41欠損マウスの作製と解析

GPR41の成体での機能を解析するために遺伝

子欠損マウスの作製を試みたo相同組み換え遺伝

子の子孫への伝達が確認出来た1匹のGPR41キ

メラマウスから雌雄GPR41へテロ欠損マウス

(+/-)を得て交配させ、複数の子マウスを得

て、尾DNAを解析した(図1)。その結果、現在

まで解析した34匹の生体マウスの内、野生型

(+/+)が10匹、ヘテロ欠損マウス(+/-)が

24匹であった(図2A)。この結果から、 GPR41

36
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尾から抽出したDNAを制限酵素ВamHIで消化し、

アガロースゲルで泳動oアイソトープで標乱ノたプ
ローブでハイプl」ダイズした。野生型は4.8kbpのバ
ンドが1本のみであるが、ヘテロ欠損マウスでは
4.8kb酪よび4.2kbpの2本のバンドが確認できる。

図1 GPR41遺伝子へテロ欠損マウス(+/-)

のサザンブロット法による解析

ホモ欠損マウスは胎生致死となっている可能性が

高いと考えられたo　そこで、胎生18.5日齢の胎児

21匹、胎生9.5日齢の胎児31匹を解析したが、そ

れぞれ野生型(+/+)が3匹、ヘテロ欠損マウ

ス(+/-)が18匹(図2B)、野生型(+/+)

が5匹、ヘテロ欠損マウス(+/-)が26匹(図

2C)であった(Table2参照)。

そこで既にこれ以前に発生停止になっている可

能性が高いと考え、過排卵処理した雌GPR41へ

テロ欠損マウス　　蝣-)を雄GPR41へテロ欠損

マウス(+/-)と交配させ、受精後3.5日の腫盤

胞4)を回収してPCR反応を行った。その結果、 12

匹の内、野生型(+/+)が2匹、ヘテロ欠損マ

ウス(+/-)が10匹であった(datanOtshown)。

Table2　GPR41欠損マウスの遺伝子型

(図2のまとめ)

( )内の数値はPCR解析によって確認した数

野生型-マウス ヘテロ欠損マウス ホモ欠損マウス M ffi iSSs

4 週齢
ー0匹 ー6 2 4 匹 0 匹 3 4 匹

胎児ー8 ,5日齢
3 匹 18匹 0 匹 2 一匹

胎児9.5 日齢
5匹 26匹 0 匹 З一匹
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BamHI Digestによるサザン解析にて、スクリーニングを行った。

ヘテロ欠損マウス同士の交配によって生れた仔マウスを4週齢にて、サザン解析したものo
あらかじめPCR解析によって、少なくともヘテロには欠損していると思われるものを解析した。

図2A
この週齢ではホモ欠損マウスは確認できず、
GPR41の欠損により胎生致死となる可能性が示されたo
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さらにヘテロ欠損マウス同士の交配による18.5日齢のマウス胎児を用いてサザン解析したもの
前もってのPCR解析は、行っていない。
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この時点のマウス胎児でも、ホモ欠損マウスを確認することは出来なかった。

さ引こ胎児の日齢をさかのぼり, 95日齢にて胎児を採取しBamH伐てサザン解析を行った。
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図2　GPR41 (+/-)雌雄マウス交配により生まれた子マウスの遺伝子型の解析
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Ⅱ. GPR43に対するポリクロナル抗体の作製

GPR41とGPR43の発現解析は我々を含め複数

のグループにより報告されているが、それらはノー

ザンブロット法やReal time PCRなどのRNAレ

ベルの解析が主である。しかしRNAの発現量は

分子の発現を必ずしも反映していない。そこでタ

ンパクレベルでの解析が必要になるが、そのため

には良質な抗体が必須である。我々はヒト、マウ

スのGPR41およびGPR43のペプチドを合成して、

家兎に免疫してポリクロナル抗体の作製を試みた。

1)マウスおよびヒトの各組織を免疫染色したと

ころGPR43の抗体ではノーザンブロット法

の結果と一致して単球に強い発現が見られた。

また、意外にも腸管上皮の一部の細胞に発現

が確認できた。この細胞は抗glucagon-like

peptide-1 (GLP-1)抗体により染色される

ため内分泌系細胞であるL細胞であると考え

られた(data not shown)。

2)これらの抗体が確かにGPR43を認識してい

ることを確認するために網膜の光受容体であ

るロドプシンとGPR43の融合遺伝子を発現

ベク　ターに組み込みChinese hamster

ovary cell (CHO細胞)に導入してウエタ

ンプロット法にて解析した。図3に示すよう

に予想される分子量である　-60kDの位置に

明瞭なバンドを確認した。

一方、何らかの原因でGPR41に対する抗体の作

製には未だ成功していない。

分子量k。 ♂

図3　GPR43/LSSIGタンパクの

ウェスタンブロット解析

(コンストラクトをCHO細胞に導入後

48時間で抗マウスGPR43抗体で解析)
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現在までのところGPR41のホモ欠損マウス

(-/-)は得られていない。今後さらに腫盤胞

についてPCR解析を行う予定である。最終的に

(-/-)個体が得られない場合はヘテロ欠損生

殖細胞同士の受精不全あるいは受精後の子宮への

遊走不全の可能性も考えられる。特に子宮が

SCFAの豊富な場所であることを考えると、

SCFAがGPR41を介して受精卵の遊走を制御して

いる可能性も考えられる。

当初白血球のみに強い発現がみられると考えら

れていたGPR43であるが我々の抗体を用いた解

析により腸管の内分泌系上皮細胞にも発現してい

ることがわかった。この事実を支持する報告がご

く最近ラットを使った研究グループからあった

(Karaki et al, 2006)。彼らはPYYペプチドを

分泌する腸管内分泌細胞がGPR43を発現してい

ることを報告している。 PYYは摂食抑制作用を

有する腸脳ペプチドであるため、 GPR43が腸管

内のSCFAを感知して、 PYYを分泌することに

より摂食を抑制しているのかもしれない。

glucagOn-like peptide-1 (GLP-1)は牒臓のβ

細胞に作用してインスリンの分泌を増加する。最

近、新しい中長脂肪酸の受容体として新規GPCR

であるGPR120が同定されたが、これらは腸管の

内分泌細胞に発現しており脂肪酸に反応して

GLP-1を分泌することがわかった(Hirasawa et

al., 2005)。今までに明らかになったGPCRと脂

肪酸の関係を図4に示す。今後このように新しい

中長鎖E旨肪敢

■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　▲

GPR4 0

図4　脂肪酸受容体モデル
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脂肪酸の特異的受容体がさらに明らかになること

により脂肪酸を介する情報伝達ネットワークの全

貌を垣間見ることができるだろう。それが糖尿病

やメタポリックシンドロームの新しい予防法や治

療薬の開発に繋がることを期待して研究を進めた

い。

文中の用語

1) G蛋白質共役型受容体(GPCR) :細胞膜を

7回貫通する特徴的な構造をもち、それぞれ

特異的な分子(リガンドと呼ぶ)と結合して

情報を細胞内に伝達する。細胞膜受容体とし

て最もメージャーなファミリーを形成してい

る。しかしこれらの多くはリガンドが未知で

あり、 「オーファン受容体」とも呼ばれる。

ヒトゲノム全体でGPCRは800近くあると

予想されるが、リガンド既知の受容体はその

3分の1程度であり、残りはオーファン受容

体である。また既存の医薬品の半数近くは

GPCRを標的としている。

2)捧臓β細胞:捧臓の内分泌部ランゲル-ンス

島にあるィンスリンを分泌する細胞。この細

胞の機能が低下すると糖尿病の原因となる。

3)サイトカイン:当初リンパ球から分泌されて

免疫反応、炎症反応を制御するタンパク質と

して同定されたが、最近では種々の細胞から

分泌されることがわかり、その作用も細胞の

増殖、分化制御など多岐にわたることが明ら

かになっている。ホルモンとの違いはホルモ

ンが血流にのって全身に作用するのに対して、

サイトカインは局所で作用する。

4)腫盤胞(ブラストシスト):受精後3.5日前後

の受精卵。胞腫腔と内部細胞塊を栄養外腫葉

が取り囲む構造をとる。
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