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略称一覧 

 
ACF aberrant crypt foci 
AGEs advanced glycation endproducts 
AMP adenosine monophosphate 
AMPK AMP kinase 
ARE adenosine- and uridine- rich elements 
AREBPs: ARE binding proteins 
ARRDC arrestin-domain containing 
ATF activating transcription factor 
BSA bovine serum albumin；ウシ血清アルブミン 
ChoRE carbohydrate response element 
ChREBP ChoRE binding protein 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DTT dithiothreitol 
ERK extracellular signal-regulated kinase 
FCS fetal calf serum 
FOXO forkhead box O 
GABA ganma-aminobutyric acid 
GLUT glucose transporter 
GMA polyglycizyl methacrylate 
GO Gene Ontology 
GST glutathione S transferase 
HSE heat shock element 
HSF heat shock protein 
HIF-1 hypoxia-inducible transcriptional factor 1 
IL interleukin 
IPTG isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside 
JNK c-Jun N-terminal kinase 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
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MAPKKK MAPK kinase kinase 
MEK MAPK/ERK kinase 
MPO myeloperoxidase 
MT metallothionein 
mTOR mammalian target of rapamycin 
nAchR nicotinic acetylcholine receptor 
NF-κB nuclear factor-kappa B 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid 
NEAA non-essential amino acids 
PBS phosphate buffered saline 
PDH pyruvate dehydrogenase 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PKC protein kinase C 
POU Pit-Oct-Unc 
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor 
RMA Robust Multi-Array Average 
ROS reactive oxygen species 
RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
SAPE Streptavidin Phycoerythrin 
SLC solute carrier family 
SGLT sodium-glucose transporter  
TAUT taurine transporter 
TCA trichloroacetic acid 
TGF transforming growth factor 
TNF tumor necrosis factor 
TXNIP thioredoxin interacting protein 
VEGF vascular endothelial growth factor 
VSOAC volume-sesitive organic anion channel 
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序論 

 

食品には、1 次機能としての栄養効果、2 次機能としての美味しさだけではな

く、3 次機能としての体調調節機能を求められており、手軽に入手でき日常的に

摂取することで健康改善効果をもたらす機能性食品の開発がおこなわれている。

機能性食品の素材候補となりうる食品成分の研究も進み、多くの機能性成分が

注目されるようになったが、その一つとしてタウリンがある。 

 

(1) タウリン 

 タウリン (2-アミノエタンスルホン酸) は、メチオニン・システイン・ホモシ

ステインなどと同じようにカルボキシル基の代わりに硫酸基を持つβ-アミノ酸

であり、システインやメチオニンと違いタンパク質を構成しない遊離アミノ酸

である[1]。生体内に豊富に存在し、特に網膜・心臓・骨格筋・肝臓といった組

織に高濃度に存在する。食品中にも多く存在し、母乳・肉や魚などが代表例で

ある。特に魚介類やイカ、タコといった軟体動物に豊富に含まれる。一方で植

物や細菌には存在しない。食事からのタウリンの摂取量は一日当たり40-400 mg

である[2-4]。医学療法としてのタウリン投与量は、急性・慢性疾患により違い

はあるものの一日当たり 500 -10000 mg となっている[4]。なお、過剰に摂取し

ても腎臓で調節され、尿により排出される[4]ため、他の含硫アミノ酸と違い毒

性基準が設けられていない。また、ラットにおいて高タウリン含有食を 3 週間

与え続けることで、血中タウリン濃度は 1.2 mM となり通常食と比べて 6 倍も

増加する[5]ことから、吸収機構が発達しているといえる。タウリンは、ヒトで

はその一部は食品によって体内に取り込まれるが、細胞内への取り込みは、タ

ウリンなどを基質とするタウリントランスポーター (taurine transporter；

TAUT) を介しておこなわれている。 

 

(2) タウリントランスポーター (TAUT) (Fig. 0-1) 

 TAUT はその構造に 12 回膜貫通領域を有していると推定されており、生体内
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のほとんどの組織で発現がみられる。TAUT は Na+および Cl-依存的な輸送特性

を示し、タウリン 1 分子に対して 2 分子の Na+、1 分子の Cl-の割合で共輸送さ

れる[6]。基質としてはタウリン以外にもβ-アラニンやヒポタウリン、GABA と

いった他のβ-アミノ酸、γ-アミノ酸が存在する。一方、細胞内からのタウリンの

排出には TAUT は関与せず、クロライドチャネルが関与することが示唆されて

いる。 

TAUT は様々な要因および機構でその活性が制御される。例えば TAUT は基

質であるタウリンの細胞内外濃度変化に応じてその発現が制御される。細胞外

タウリン濃度が高い場合には TAUT mRNA 発現量および活性はいずれも減少

し、一方、低タウリン濃度環境においては増加する[6]。このような基質による

TAUT の制御は、腎臓、胎盤、腸管上皮、肝臓など様々な組織あるいは組織由

来培養細胞で確認されている。また、炎症性サイトカインの一種である TNF-α

によって TAUT は転写レベルで活性化され、その制御には NF-κB が関与してい

ることが明らかとなっている[7]。また、高浸透圧条件によっても TAUT が活性

化される。これも、腎臓、網膜、肝臓、腸管、アストロサイトといった様々な

組織および組織由来培養細胞で報告されており、mRNA 発現の増加を伴ってい

る[6]。 

 TAUT 転写制御に関しては、TAUT プロモーター活性は細胞内カルシウム濃

度の上昇によって亢進すること[8]、転写因子 c-Jun/AP-1 によって活性化し定常

的なプロモーター活性には Sp1 が必須であること[6]、酸化ストレス条件下にお

いて heat shock factor 1 (HSF1) によって亢進すること[9]、さらにガン抑制遺

伝子である p53 によって負に制御されることが明らかとなっている[8]。また、

翻訳過程以降での TAUT 活性調節として、protein kinase C (PKC) による活性

調節が知られている[10]。PKC を活性化させると TAUT 活性は顕著に抑制され、

PKC を阻害すると TAUT 活性は増加する。 

 

タウリンはこの TAUT を通して細胞内に取り込まれるが、一部の組織ではタ

ウリンの生合成経路も存在している[11]。タウリンは生体内でシステインやメチ

オニンから合成される。その主要な生合成経路では、システインを基質とした
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酵素反応から始まり、数段階の反応を経てタウリンが生成する。すなわち、シ

ステインデオキシゲナーゼ (CDO) によりシステインを基質としてチオール基

を酸化し、システインスルフィン酸を合成する。合成したシステインスルフィ

ン酸はシステインスルホン酸脱炭酸酵素 (CSAD) によりヒポタウリンに変換

され、ヒポタウリンからタウリンへの変換は非酵素的におこなわれる。CDO は

タウリン生合成の律速酵素とされる。ヒトでは肝臓と胎盤に非常に高い発現が

みられ、また脳や心臓、脂肪組織にも発現しているが、肺や腎臓、膵臓などで

は発現が認められていない[12]。ヒト成人はタウリン生合成能をある程度有する

が、乳幼児期には生合成能が十分に発達しておらず、食事からの摂取が必要と

される[1]。タウリンはヒトの母乳中に多く含まれることなどから、新生児及び

乳児の脳・神経の発達などに重要であることが知られている[13]。また、タウリ

ンの研究が盛んに進められるようになったきっかけは、タウリン生合成能をも

っていないネコを用いておこなわれた研究であった。ネコにタウリンを含まな

い食事を与え続けたところ、体内タウリン濃度の低下とともに網膜に重篤な障

害がみられ、やがて失明に至ることが報告され、タウリンが生体に重要な機能

を果たしていることが初めて明らかになった[14]。以降タウリンが生体に及ぼす

様々な生理作用が報告されてきた。以下にその代表的な生理作用を挙げる。 

 

(3) 一般的なタウリンの生理作用 

抗酸化作用 

 タウリンの抗酸化機構には、① reactive oxygen species (ROS) の発生を抑制

する、② ROS を除去する、③ ROS の作用を妨害するといった 3 種類が考えら

れている。①の例は、カルシウムイオンの細胞内過剰蓄積によって生じる ROS

の発生をカルシウムイオンの放出によって抑制する[15]。また、inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) などの酸化体合成酵素活性を抑制することで ROS の発

生を抑制する[16]。②は、タウリンはROS除去作用を持つ superoxide dismutase、

glutathione peroxidase などの抗酸化酵素活性や HSP 70、glutathione などの

抗酸化物質量の増加を誘導する[17]ことで ROS を除去する。③の例は、タウリ

ンが膜構造を変化させることによって ROS の作用を妨害する[18]。このように
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タウリンは酸化ストレスに対して直接関与しているのではなく、間接的に作用

していると考えられている。一般的に、タウリンの抗酸化作用に関する報告は

②に関するものが多い。 

 

抗炎症作用 

 細胞傷害によって誘導される炎症時において、タウリンは炎症性サイトカイ

ンである interleukin (IL)-6 産生[19]や myeloperoxidase (MPO) 活性を抑制す

る[19,20]。また、白血球などでは過酸化水素とクロライドイオンから MPO の

作用によって次亜塩素酸が生成する。この過剰な生成は細胞自身に毒性を示す

ため、タウリンは次亜塩素酸に直接反応して taurine chloramine (TauCl) を生

成し、過剰に産生された次亜塩素酸は除去されるが、この TauCl は強力な抗炎

症作用を示すことが報告されている。TauCl は活性化マクロファージにおける

NO、tumore necrosis factor-α (TNF-α) の産生量を減少させる[21,22]。他にも

IL-6 や IL-8 などの炎症性サイトカイン発現も抑制される[23]。これらのタウリ

ンや TauCl の抗炎症作用は主として NF-κB の活性化の阻害によるもの、または

抗酸化作用によるものだとも考えられている。 

 

浸透圧調節作用 

低浸透圧環境におかれた細胞では、細胞内浸透圧を低下させるためにタウリ

ンは放出され、高浸透圧環境におかれた細胞では、細胞内浸透圧を上昇させる

ために膨張しようとして蓄積される。浸透圧バランスの崩壊は様々な疾患によ

り生じ、例えば低ナトリウム血症状態では細胞内の浸透圧が高くなる。その結

果細胞が膨張し、低酸素症や、虚血などを引き起こす[24]。これは細胞遊走や増

殖、アポトーシスなどと関わっているため、浸透圧の維持は重要といわれてい

る。タウリンに限らず浸透圧調節作用をもつものは、インテグリンや成長因子

受容体によるシグナル伝達、細胞内カルシウム濃度、チロシンキナーゼ活性化

などを感知して細胞容積を調節すると報告されている[25]。細胞内の浸透圧増加

が認識されるとタウリンは volume-sensitive organic anion channel (VSOAC) 

によって放出される。一方、高浸透圧条件下では、TAUT を介したタウリンの
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取り込み量が増加する。またタウリンの生合成を促進することによってもタウ

リンを蓄積する。 

 

神経伝達物質様作用 

 タウリンは抑制性神経伝達物質様の作用を示す。脳・神経において、タウリ

ンはグルタミン酸による神経興奮毒性及びカルシウムチャネルを介したカルシ

ウムイオンの流入を抑制したり[15]、抑制性神経伝達をおこなうグリシン受容体

や GABAA受容体のアゴニストとしてはたらく[26]。しかし例外もあり、タウリ

ンは GABAA 受容体を介しているが、GABA の抑制性神経伝達とは相反する作

用を示すことがある。その例として、GABAA受容体を介した NMDA 受容体の

活性化による ROS の発生をタウリンは抑制する[27]。これはタウリンの抗酸化

作用によるものであるが、必ずしもアゴニストとしてはたらくわけではない。 

 

胆汁酸の抱合 

 胆汁酸は腸管内での脂質や脂溶性ビタミンの乳化や吸収にはたらくと共に、

肝臓におけるコレステロールの代謝をおこなう。しかし通常は不活性化してお

り、タウリンやグリシンによる抱合を受けて初めてこのような機能を示す。特

にタウリンによる胆汁酸抱合体 taurocholic acid は、コレステロールの可溶化や

その排出に寄与しており、血中コレステロール濃度を下げる効果を持つ[28]。 

 

ミトコンドリアにおけるタンパク質合成の安定化 

 タウリンはミトコンドリアタンパク質をコードした tRNA のウリジンと結合

して、ミトコンドリアにおけるタンパク質の合成を安定化している。タウリン

は変異 tRNA には結合せず、さらに変異 tRNA ではミトコンドリアにおける正

常なタンパク質合成がおこなわれないこと、またタウリンが結合しない人工的

につくった tRNA を構築しタンパク質合成能を調べると、顕著な低下がみられ

ることから、タウリンによるウリジン修飾が正常なタンパク質合成過程に必須

であることが明らかとなった[17]。これによりタウリンの存在は、ミトコンドリ

アでおこなわれる電子伝達系の安定化につながり、ATP 産生の効率化につなが
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ると共にスーパーオキシドである O2-の形成を抑制する抗酸化作用を示すこと

になる。 

 

(4) 各疾患におけるタウリンの効用 

糖尿病 

糖尿病患者は、健常者に比べて血小板凝集が亢進しており、タウリンを投与

することで糖尿病患者の過剰な血小板凝集を抑制する効果がある[28]。また、糖

尿病患者に派生して起こる網膜やニューロン、腎臓の障害は、タウリン処理に

より軽減される[17]。主にタウリンによる糖尿病軽減効果はタウリンの抗酸化作

用によるものだとされている。もちろん他の作用によるものもあり、糖尿病時

に生じる毒性物質である advanced glycation endproducts (AGEs) などとタウ

リンが結合して無毒化すること (glycation scavenger) 、インスリンシグナルを

刺激し glucose transporter 4 (GLUT4) を活性化させてグルコースを取り込む

ことで血糖値を下げること、膵β細胞においてミトコンドリアでの ATP 産生を

亢進することでインスリン分泌を亢進すること、によるものなどがある[17]。し

かし、タウリンの抗糖尿病効果は主に I 型糖尿病限定であり、II 型糖尿病では

効果がみられないものがほとんどであり、詳細は未だ解明されていない。 

 

高血圧 

 タウリン経口投与により高血圧が緩和するが、脳室投与においても同様の効

果が得られた。タウリンの高血圧緩和作用の要因の一つとして、神経系に及ぼ

す抑制性作用、特に抗利尿作用を持つアルギニン、バソプレシン分泌活性の阻

害や血圧調節に関わるレニンーアンジオテンシン系ホルモンの活性抑制作用が

示唆されている[29]。 

 

心疾患 

 タウリンは心臓中の全遊離アミノ酸のうち 50%以上を占める[28]ため、タウ

リンの欠乏は心臓に多大な影響を与えることが考えられる。タウリン摂取量の

指標となる尿中排泄量と心筋梗塞をはじめとする虚血性心疾患 (IHD) による
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死亡率との間には負の相関があるとされており、タウリン摂取による IHD の予

防作用が示唆された[30]。また、IHD は心筋細胞のアポトーシスがその疾患の

進展に大きく関与しているとされるが、タウリン添加により心筋細胞のアポト

ーシスが顕著に抑制されることから、タウリンは心筋障害を抑制することで

IHD を軽減する可能性が示唆されている[31]。 

 

網膜変性 

 タウリンは網膜中の全遊離アミノ酸のうち 50%以上を占める[32]ため、タウ

リンの欠乏は網膜に多大な影響を与えることが考えられる。事実 TAUT ノック

アウトマウスでは自発的な網膜の変性が進み失明に至ることが報告された[33]。

また加齢による網膜におけるタウリンの濃度減少にともなって網膜変性発症率

が上昇することからタウリンが網膜変性を軽減することが示唆され、実際にタ

ウリン投与により網膜変性が改善された。さらにこれはタウリンの抗酸化作用

によるものであることが示唆された[32]。 

 

骨格筋機能障害 

 タウリンには Ca-ATPase 活性を強化することで、細胞内カルシウム濃度を調

節する作用がある[34]。また細胞内カルシウム濃度の上昇により炎症が引き起こ

され、筋線維細胞のネクローシスや分解を誘導し、骨格筋機能障害に至る。し

かしタウリン添加により細胞内カルシウム濃度の上昇が抑制され、障害を軽減

する[34]。他にもクロライドチャネルの変異により生じる障害においても、タウ

リンはそのチャネルに作用することで障害を軽減する[34]。 

 

上記のように、タウリンには多くの機能が報告されており、生体内の各所で

重要な役割を果たしていることが推測される。摂取された食品成分が最初に接

触し、作用する場である消化管にも TAUT が高発現しており、特に物質吸収や

生体防御の最前線である腸管上皮細胞層におけるタウリンの役割には興味が持

たれる。 
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(5) 腸管上皮細胞 

 腸管上皮細胞は、腸管壁の最内層を構成する粘膜の中でも最も内表面に位置

しており、経口摂取された食品成分などといった外来因子に絶えず曝されてい

る。そのため、栄養素の吸収の場であると共に外来因子から身を守るために独

自の防御機構を発達させている。腸管上皮細胞の役割として、① transporter

や transcytosis を介した能動輸送、paracellular pathway や transcellular 

pathway を介した受動輸送による物質輸送、② タイトジャンクションを形成し、

有害物質の侵入を防ぐ物理的なバリアー機能、③ 外来因子に対してサイトカイ

ンなどの液性因子の分泌や薬物代謝酵素の発現といった細胞応答による生体防

御、などが挙げられる。腸管上皮細胞がこのような役割を果たすことにより、

我々の体の健康維持につながっている。 

  

(6) 腸管上皮モデルとしての Caco-2 細胞 

 ヒト結腸癌由来の上皮細胞株である Caco-2 細胞は、分化させることにより円

柱型で微繊毛やタイトジャンクションを持つ単層を形成すると共に、小腸に特

徴的な加水分解酵素や各種トランスポーターを発現する。このように形態的に

おいても機能的においても小腸上皮様の特徴を示すことから、腸管上皮様のモ

デルとして広く利用されている[35,36]。当研究室においても Caco-2 細胞を用い

て、様々な食品成分が腸管上皮細胞の物質輸送、生体防御機構などに及ぼす影

響に関する研究がおこなわれている。 

 

(7) ニュートリゲノミクス 

 ニュートリゲノミクスは DNA マイクロアレイによって食品や個々の食品成

分、栄養素などが遺伝子発現変化に及ぼす影響を網羅的に理解し、健康に与え

る影響を明らかにする学問である[37]。DNA マイクロアレイは細胞や組織の

RNA を取り出し mRNA の cDNA への逆転写を経て蛍光標識した cRNA を合成

し、cRNA を DNA マイクロアレイチップ上に配置された数万の遺伝子プローブ

と相補的にハイブリダイズさせて蛍光強度を測定することで遺伝子発現変化を

網羅的に解析することが可能である (Fig. 0-2) 。 
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ニュートリゲノミクスによる研究は様々な組織や細胞株でなされているが、

食品の機能発現において重要な組織である腸管においてもヒト腸管上皮細胞で

ある Caco-2 細胞を用いて、ビタミン D[38]、エピカテキンおよびココアポリフ

ェノール抽出物[39]、共役リノール酸[39]などの食品成分について解析がおこな

われている。 

 

(8) 本研究の目的 

これまで述べてきたように、タウリンがヒト生体内に及ぼす生理作用は多数

報告されており、当研究室においてもタウリンの抗炎症作用 (in vivo [40]、in 
vitro [41]) 、TAUT の発現調節[42]に関する研究がおこなわれてきた。しかしな

がらタウリンの生理作用に関しては現象論に止まっている研究が多く、その詳

細な作用機序については不明な点が多い。さらに遺伝子・分子レベルでの解析

も十分になされていないのが現状である。 

そこで本研究では、腸管上皮細胞におけるタウリンの生理作用の分子レベル

での解析をおこなうために、ニュートリゲノミクスの概念をタウリンに応用し

た。腸管上皮モデル Caco-2 細胞においてタウリンがどのような遺伝子発現を調

節しているのかを網羅的解析によって明らかにするとともに、その制御機構お

よび遺伝子発現変化がもたらす細胞機能への影響を解明することを目的として

研究を進めることとした。 
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第 1 章 

タウリンが腸管上皮細胞の 

遺伝子発現プロファイルに及ぼす影響 
 

第 1 節 

タウリンが腸管上皮細胞の遺伝子発現に及ぼす影響の網羅的解析 

 

1．緒言 

 近年のニュートリゲノミクスの進展に伴い、食品成分が様々な組織における

遺伝子発現に及ぼす影響を網羅的に解析することで食品の機能性に関する科学

的な根拠を立証する試みがなされるようになった。序論で述べたとおり、食品

成分であるタウリンの生理作用については様々な報告がなされているものの、

現象論に留まっているものが多く、遺伝子レベルでの研究は十分になされてい

ない。そこでタウリンにもニュートリゲノミクスの概念・手法を適用すること

で、タウリンがもたらす生理作用の作用機序を遺伝子レベルで科学的に解明す

ることが可能となると考えられる。さらに得られた知見は新たな生理作用の発

見につながり、機能性食品成分としてのタウリンの理解が深まることが期待さ

れる。そこで本章では、タウリンが腸管上皮細胞のどのような遺伝子及び遺伝

子群の発現を調節して、その結果としてタウリンがどのような生理作用を示す

可能性があるのか、ということについて検討するために、DNA マイクロアレイ

を用いてタウリンによる遺伝子発現の網羅的な解析をおこなった。 

  

2．実験材料 

(1) 細胞 

 ヒト結腸ガン由来株化細胞である Caco-2 細胞は American Type Culture 

Collection より購入した。 
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(2) 細胞培養関連試薬 

 ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）は和光純薬より購入した。PBS(-) 粉

末は日水製薬より購入した。トリプシン粉末、牛胎児血清（FCS）、非必須アミ

ノ酸（NEAA）、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液は Gibco より購入した。コ

ラーゲン type I-C 溶液は新田ゼラチンより購入した。トリパンブルー溶液は

Sigma より購入した。 

 

(3) 試薬類の調製 

① PBS(-)：PBS(-)粉末 4.8 g を Milli-Q 水 500 ml に溶かし、オートクレーブ

（121℃/20 分、以下すべて同様）した。 

 

② トリプシン溶液：トリプシン粉末 1 g、EDTA 0.2 g、PBS(-) 9.6 g を 800 ml

程度の Milli-Q 水に溶かし、攪拌しながら NaOH で pH8.0 に調整した。1 L に

fill up して 4℃で一晩攪拌した後、HCl で pH7.2 に調整し、ろ過滅菌した。保

存は-20℃で行った。 

 

③ 0.02 N HCl 溶液：Milli-Q 水で調製した 0.02 N HCl 溶液をオートクレーブ

した。 

 

④ Caco-2 細胞培養培地： 凍結保存された FCS を 37℃で融解後、56℃で 30

分間処理し補体成分を不活性化した。DMEMに対し、FCS 56 ml、NEAA 5.6 ml、

ペニシリン-ストレプトマイシン溶液（ペニシリン濃度 10000 U/ml、ストレプ

トマイシン濃度 10 mg/ml）2 ml を無菌操作で混合し、細胞培養培地とした。 

 

⑤ RNA 用 Milli-Q： Milli-Q 水をオートクレーブして使用した 

 

⑥ 70％ エタノール：オートクレーブした Milli-Q 水 150 ml にエタノール 350 

ml を加えて調製した。 
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(4) 実験器具、機器 

 細胞培養用 100 mm ディッシュ、60 mm ディッシュ、24 ウェルプレート、

50 ml 及び 15 ml 遠沈管、ろ過滅菌装置（0.20 μm）は Corning より購入した。

CO2インキュベーターは BNA-111 (ESPEC) を用いた。 

 

(5) プレートのコラーゲンコーティング 

コラーゲン type I-C 溶液を 0.02 N HCl で 15 倍希釈したものを 24 ウェルプ

レートに 400 μl ずつ加え、30～40 分静置した。その後コラーゲンを取り除き、

PBS(-) 500 μl で二回洗浄した。その後、4℃で保存した。 

 

(6) サンプル 

 タウリンは関東化学より購入した。 

 

3．実験方法 

(1) Caco-2 細胞の培養 

培養には 100 mm ディッシュを用い、5％CO2を含む 37 ℃のインキュベータ

ー内で行った。培地は 1 日ないし 2 日おきに新しいものと交換し、細胞が約 80％

コンフルエントに達したら随時継代をおこなった。24 ウェルプレートに播いた

細胞は上記と同様に培養を行い、14 日間培養することで腸管上皮様に分化させ

たものを実験に供した。なお継代数は 40～80 のものを用いた。 

 

(2) 細胞の継代 

100 mm ディッシュより培地を除いて PBS(-）で細胞を洗浄後、トリプシン溶

液 1 ml を加え、37℃インキュベーター内で 5 分程度放置した。細胞が完全にデ

ィッシュからはがれたら、培地を 9 ml 加えて細胞を 50 ml 遠沈管に回収した。

十分にピペッティングした後、500 μl ほどを細胞数計測用に分け、残りの細胞

懸濁液を 800 rpm で 5 分間遠心し細胞を沈殿させた。上清を除去後、新しい培

地を 1 ml 加えてペレットを懸濁した。その後培地を加えて 2.0 x 105 cell/ml の

細胞懸濁液を作製した。100 mm ディッシュには、10 ml の培地に 2.0 x 105 個
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の細胞を均一になるようにまいた。さらに、DNA マイクロアレイ用にはコラー

ゲンコートした 60 mm ディッシュを用いて、2.0 x 105 cell/ml の Caco-2 細胞懸

濁液を 5 ml 播いた。 

 

(3) 生細胞数の計測 

細胞数計測用の細胞懸濁液 40 μl に、トリパンブルー染色液を 120 μl 加えて

十分ピペッティングした。この希釈液を細胞計数板付きスライドガラスにのせ、

細胞数を計数して懸濁液中の全細胞数を算出した。 

 

(4) サンプル培地の調製 

タウリンを添加した培地は、終濃度 50 mM になるように細胞培養培地に溶解

し、ろ過滅菌装置を通すことによって調製した。 

 

(5) DNA マイクロアレイ 

① サンプル処理 

 60 mm ディッシュ上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞に上記で調製したタウリンを含んだ培地で 24 時間培養し、細胞を回収し網

羅的な遺伝子発現変化を DNA マイクロアレイ法により測定した。なお、サンプ

ル群はコントロール・タウリン共に n=3 でおこない、total RNA 抽出後それぞ

れの群を一旦 1 つにプールした。その後に再び 3 つに分けて以降の作業をおこ

なうことで n=3 とした。 

 

② total RNA の抽出 

 サンプル処理をおこなった Caco-2 細胞を 1% 2-メルカプトエタノールを含む

細胞溶解緩衝液に溶解させ、Qiashrreder および RNeasy Mini Kit (QIAGEN) 

を用い、付属のプロトコールに従い total RNA を調製した。調製の過程で、オ

プションの DNase 処理をおこなった。 
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③ cDNA の合成と精製 

DNA マイクロアレイ用の cDNA 合成は GeneChip Expression 3’- 

Amplification One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix) を用いた。Total 

RNA 5 μg に相当する液量に RNA 用 Milli-Q で 8 μl に fill up した後、Diluted 

poly-A RNA controls を 2 μl、50 μM T7-Oligo(dT) Primer を 2 μl 加え 70℃で

10 分間加熱した。氷上で 2 分間静置し、5 x First strand cDNA buffer を 4 μl、

0.1 M ジチオスレイトール（dithiothreitol；DTT）溶液を 2 μl および 10 mM 

dNTP を 1 μl 加えた後、42℃で 2 分間静置した。SuperScript II 逆転写酵素を

1 μl 添加し、再び 42℃で 1 時間静置した。反応後、氷上で 2 分間静置した。次

に、5 x Second strand reaction bufferを30 μl、10 mM dNTPを3 μl、E coli DNA 

ligase を 1 μl、E coli DNA Polymerase I を 4 μl、RNase H を 1 μl および

RNase-free Water を 91 μl 加えた後、よく混ぜ、16℃で 2 時間静置した。T4 DNA 

Polymerase を 2 μl 加え、16℃で 5 分間静置した後、0.5 M EDTA を 10 μl 添加

した。Double－Stranded cDNA Cleanup Kit (Affymetrix) を用いて、付属のプ

ロトコールに従い二本鎖 cDNA の精製を行い 12～14 μl の cDNA 溶液を得た。 

 

④ in vitro 転写（in vitro transcription；IVT）反応によるビオチン標識相補的

RNA（cRNA）の合成と断片化 

ビオチン標識 cRNA の合成は GeneChip Expression 3’-Amplification 

Reagents For IVT Labeling (Affymetrix) を用いた。Template cDNA を 12 μl

に 10 x IVT Labeling Bufferを 4 μl、IVT Labeling NTP Mixを 12 μlおよび IVT 

Labeling Enzyme Mix を 4 μl 加えた。RNase-free Water を 8 μl 加えてよく混

ぜ、37˚Cで16時間反応させた。Biotin-Labeled cRNA Cleanup Kit (Affymetrix) 

を用いて、付属のプロトコールに従い cRNA の精製をおこなった。精製した

cRNA 量を定量し、IVT 反応に持ち込んだ全 RNA 量を差し引くことで増幅した

正味の cRNA 量を換算した。続いて cRNA を切断（フラグメンテーション）す

るために、換算 cRNA 20 μg に 5 x Fragmentation Buffer を 8 μl 加えた。反応

溶液が 40 μl になるよう RNase-free Water を加えよく混ぜ、94˚C で 35 分間静

置した。 
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⑤ ハイブリダイゼーション 

ハイブリダイゼーションはHybridization Control Kit (Affymetrix) を用いた。

断片化された cRNA 30 μl に 3 nM Control Oligonucleotide B2 を 5 μl、20 x 

Eukaryotic Hybridization Controls (bioB, bioC, bioD, cre)を 15 μl、10 mg/ml 

Herring Sperm DNA を 3 μl、50 mg/ml BSA を 3 μl、2 x Hybridization Buffer

を 150 μl および dimethyl sulfoxide (DMSO) を 30 μl を混合し、300 μl になる

ように DEPC Treated Water を加え、ハイブリダイゼーション溶液を調製した。

GeneChip (human Genome U133 Plus 2.0 ; Affymetrix) に Hybridization 

Buffer を 200 μl 注入し、45℃、60 rpm で 10 分間回転させた。ハイブリダイゼ

ーション溶液を 99℃で 5 分間静置し、45˚C で 5 分間静置した後、12,000 rpm

で 5 分間遠心した。GeneChip から Hybridization Buffer を抜き、遠心後の上

清のハイブリダイゼーション溶液 200 μl を注入し、45℃、60 rpm で 16 時間ハ

イブリダイズさせた。 

 

⑥ 洗浄、染色、スキャニング 

プローブアレイの洗浄と染色には Affymetrix GeneChip Fluidics Station450 

(Affymetrix) を使用した。Non- Stringent Buffer（6 x SSPE, 0.01% Tween20）

と Stringent Buffer（100 mM MES, 0.1 M [Na+]、 0.01% Tween20）を用意し、

付属のプロトコールに従って洗浄をおこなった。次に染色液 (100 mM MES、

1M [Na+], 0.05% Tween-20 、 2 mg/ml BSA 、 10 μg/ml Streptavidin 

Phycoerythrin (SAPE))で染色をおこなった。また、抗体溶液（100 mM MES, 1M 

[Na+], 0.05% Tween-20、2 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml Goat IgG Stock、3 μg/ml 

biotinylated antibody）で処理し、発色強度の増幅をおこなった。その後、

Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G（Affymetrix）によりスキャニングを

おこなった。 

 

⑦ データ解析 

得られたデータの解析は ArrayStar (DNASTAR) を用いておこなった。

GeneChip のプローブデータを、プローブセットごとの発現データに変換し、ノ



20 
 

ーマライズをおこなうためのアルゴリズムとして Robust Multi-Array Average 

(RMA) 法を用いた。その後、コントロール群とタウリン添加群を比較して、2

倍、あるいは 1.5 倍発現変化した遺伝子のうち有意差が生じたものを抽出した。

さらに、GeneOntology (GO) 解析を用いて遺伝子発現変化について機能的な側

面から解析をおこなった。 

 

(6) Real-time RT-PCR  

① サンプル処理 

 DNA マイクロアレイ用に使用した細胞と同じ cDNA を用いて、thioredoxin 

interacting protein (TXNIP)、metallothionein 1H (MT1H)、solute carrier 

family 7A11 (SLC7A11)、activation of transcription factor (ATF4)、SLC2A3、

SLC2A1 の mRNA 発現量を Real-time RT PCR 法によって測定した。 

 

② Real-time RT-PCR 

1 サンプル当たり 2 x SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa) を 5 μl、Forward 

primer 0.4 μl、Reverse primer 0.4 μl、RNA 用 Milli-Q 3.2 μl になるように混

合し、キャピラリー (Roche) に 9 μl ずつ分注した。その後、(2)で合成した cDNA

をキャピラリーに 1 μl ずつ添加した。キャピラリーにふたをして閉じ、4 ℃ 

3000 rpm で 10 秒程度遠心して混合液をキャピラリーの下に落とした。PCR は

Roche 社の Light Cycler system を用いた。 

95℃で 10 秒間変性させた後、「95℃で 5 秒間変性させ、60℃で 20 秒間アニ

ーリング、72℃で 15 秒間伸長させる」というサイクルを 35 回繰り返した。PCR

プライマーによって単一の PCR 産物ができたことは、Light Cycler system の

Melting curve 解析で単一のピークが見られることで確認した。用いたプライマ

ーの配列、アニーリング温度、PCR 産物の大きさを以下の表に示した。また、

housekeeping gene としてβ-actin を用いた。プライマーはいずれも Invitrogen

より購入した。 
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Table 1-1-1 Real-time RT PCR に用いたプライマー 

gene  primer sequence 
annealing 

temperature(℃) 

amplicon 

size(bp) 

β-actin 
forward ccagcacaatgaagatcaaga 

60 198 
reverse agaaagggtgtaacgcaactaa 

TXNIP 
forward acgcttcttctggaagacca 

60 93 
reverse aagctcaaagccgaacttgt 

MT1H 
forward tgggaactccagtctcacct 

60 106 
reverse catttgcactttttgcacttg 

SLC7A11 
forward tcattggagcaggaatcttca 

60 128 
reverse ttcagcataagacaaagctcca 

ATF4 
forward tctccagcgacaaggctaa 

60 106 
reverse caatctgtcccggagaagg 

SLC2A3 
forward gccctgaaagtcccagattt 

60 115 
reverse ttcatctcctggatgtcttgg 

SLC2A1 
forward ggttgtgccatactcatgacc 

60 66 
reverse cagataggacatccagggtagc 

 

(7) 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で表した。2 標本間の有意差検定には Student’s t-test

を用い、有意水準 p ＜0.05 を有意差ありとした。 

 

4．結果 

4-1．タウリンにより発現が 2 倍以上変化した遺伝子 

 DNA マイクロアレイをおこない、データ解析をおこなった。まず、遺伝子発

現が 2 倍以上変化し、かつ有意水準 5%未満かつコントロールの発現強度が log 

ratio で 4 以上の遺伝子プローブに絞り込んだところ、発現が亢進した遺伝子数

は 10 個、発現が低下した遺伝子数は 12 個であった。遺伝子リストを Table 1-1-2、

1-1-3 にそれぞれ示した。なお、同一遺伝子に対するプローブセットが複数存在
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する際、Table における遺伝子の重複は省略し、未知の遺伝子については記載し

ていない。また、その条件で GO 解析をおこない、P-value<0.05 である GO term

を抽出した。発現が亢進した GO term は酵素阻害活性、ケラチノサイト分化で

あり (Table 1-1-4) 、低下したGO termはアミノ酸輸送であった (Table 1-1-5) 。 

 

4-2．タウリンにより発現が 1.5 倍以上変化した遺伝子 

発現が亢進したものについては遺伝子発現が 1.5 倍以上変化し、かつ有意水準

10%未満、かつコントロールの発現強度が log ratio で 4 以上の遺伝子プローブ

に絞り込んだところ、遺伝子プローブ数は 161 個であった (データ省略) 。さら

にその条件で GO 解析をおこない、P-value<0.05 である GO term を抽出し

Annotation: Biological process に属する GO term に注目したところ、鞭毛・微

小管・ヌクレオソームという各種オルガネラの凝集、固着に関わる遺伝子 term、

また網膜・毛様体の発達に関する遺伝子 term において発現亢進する結果が得ら

れた (Table 1-1-6) 。発現が低下したものについては、遺伝子発現が 1.5 倍以上

変化し、かつ有意水準 5%未満、かつコントロールの発現強度が log ratio で 4

以上の遺伝子プローブに絞り込んだところ、遺伝子プローブ数は 59 個であった 

(データ省略) 。さらにその条件で GO 解析をおこない、P-value<0.05 である

GO term を抽出し、Annotation: Biological process に属する GO term に注目

したところ、アミノ酸輸送、グルコース代謝に関わる遺伝子 term の発現が低下

する結果が得られた (Table 1-1-7) 。それぞれにおいて具体的に発現が低下した

遺伝子を Table 1-1-8、1-1-9 にそれぞれ示した。なお、同一遺伝子に対するプ

ローブセットが複数存在する際、Table における遺伝子の重複は省略した。 

 

4-3．α-arrestin family の遺伝子発現変化 

Table 1-1-2 において発現が大きく亢進した TXNIP と arrestin-domain 

containing 3 (ARRDC3)はいずれもα-arrestin family に属している。そのため、

タウリンによるα-arrestin family の遺伝子発現変化を調べたところ、ARRDC4

において有意差はないものの発現が約 2.2 倍亢進する傾向が見られた。一方でそ

の他のα-arrestin family については顕著な発現変化が見られなかった (Table 
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1-1-10) 。 

 

4-4．Real-time RT-PCR による DNA マイクロアレイの再現性 

 タウリンにより発現が変化した遺伝子の中で、タウリンによる発現変化が大

きく、生理機能が明確になっている遺伝子について Real-time RT-PCR により

発現変化の再現性を確認した。TXNIP、MT1H、SLC2A3 については DNA マ

イクロアレイよりも大きい発現変化が確認され、その他の遺伝子については

DNA マイクロアレイと同程度の発現変化が確認された (Table 1-1-11) 。 

 

5．考察 

発現が亢進した遺伝子・遺伝子 term について 

タウリン添加により 2 倍以上発現が亢進し、有意水準 5%未満の遺伝子プロー

ブ数 (Table 1-1-2) は 10 個に留まり、遺伝子数としては 8 個であった。それら

の中で、有益な情報があるものについて抜粋し簡単に記載したい。最も発現変

化が高かったものは TXNIP であった。この遺伝子についての詳細な考察は第 2

節以降で扱うが、GO 解析 (Table 1-1-4) において発現増加がみられた酵素阻害

活性やケラチノサイト分化に関わる遺伝子 term に該当する遺伝子については、

プローブ数は複数あるもののいずれも TXNIP のプローブである。そのためこれ

らの遺伝子 term に有意な発現上昇がみられたことは、TXNIP がそれらの生理

機能に果たす役割は大きいことが言える。酵素阻害活性について、具体的には

チオレドキシンの活性阻害であり、TXNIP はチオレドキシンと相互作用するこ

とでその活性を抑制する[43,44]。分化誘導に関してはケラチノサイトに限らず

消化管上皮[45]、 NK 細胞[44]、破骨細胞[46]などにおいても関わっているとさ

れている。本研究ではすでに分化している Caco-2 細胞を用いて実験をおこなっ

たため、実際にタウリンが腸管上皮細胞において分化を誘導しているかどうか

については未分化の Caco-2 細胞に対してタウリンを与え続け、アルカリフォス

ファターゼ[47]スクラーゼ-イソマルターゼ[48]などの腸管上皮特異的分化マー

カーの発現変化を調べる必要がある。 

TXNIPの次に大きい発現誘導がみられたARRDC3はTXNIPのホモログであ
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り、同じα-arrestin familyに属する[49]。そこでタウリンによるα-arrestin 

familyの遺伝子発現変化を調べたところ、TXNIP、ARRDC3の他にも、有意差

はないもののARRDC4についても増加傾向がみられた (Table 1-1-10) 。

α-arrestin familyはβ-arrestinと共にタンパク質構造にarrestin fold (a 

two-lobe, immunoglobulin-like β-strand sandwich structures) を持つタンパ

ク質の総称であり、中心部に極性残基を持たず、PPxY motifと呼ばれるアミノ

酸配列を持っている点でβ-arrestinと異なる[50] (Fig 1-1-1 (A)、(B)) 。

α-arrestin familyの中でも、TXNIP、ARRDC3、ARRDC4は、遺伝子系統樹に

おいて最も近縁関係にあり[49]、実際に80%の相同性を持っている[51]ため、そ

の生理機能が類似していることが推察される。TXNIPとARRDC4についてはin 
vitroにおいてグルコースの吸収を抑制するという点で共通しているが、

ARRDC3はこの生理機能を有していない[52]。また、ARRDC3は肥満を誘導す

る因子であり、ARRDC3 KOマウスは熱産生が増加しエネルギー消費率が向上

すること[53]から、エネルギーを蓄積することが考えられる。一方でTXNIPに

ついて、TXNIP KOマウスは絶食によるエネルギー不足時に死に至りやすく[54]、

また絶食時に心筋などにおいてATP保存、合成に関与するAMP kinase (AMPK) 

[55]の活性が抑制される[56]ことからTXNIPはエネルギーの維持に関与するこ

とが考えられ、この点においてはARRDC3の生理機能と類似している。なお、

ARRDC4はこれらに関する報告は為されていないため、この機能を有している

かについては不明である。このように、ARRDC3、ARRDC4それぞれについて

TXNIPと共通する生理機能が2つほど考えられ、タウリンがこれらの作用を増強

している可能性が考えられる。この検証については第3章でおこなう。 

また、他の発現亢進が見られた遺伝子について、PDE4DIPは筋収縮を制御す

る機能を持ち肥大型心筋症との関連も示唆されている[57]。タウリン欠乏マウス

は心筋症を誘発し、タウリンが心筋症発症を抑止すると考えられている[58,59]

ことから、PDE4DIPはその制御因子と考えられる。また、CAT1 (SLC24A1) は

K+依存的Na-Ca交換チャネルであり、腸管上皮細胞における報告はないものの、

網膜の杆体視細胞などで発現が確認されており、このチャネルの変異体は網膜

疾患を引き起こす[60]。これは、タウリンの網膜変性緩和作用[32]との関連性が
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考えられる。 

次に、発現変化が 1.5 倍以上、有意水準が 10%未満の遺伝子について、その

GO 解析をもとに機能的な側面から遺伝子発現変化の傾向を探った。このとき、

Table 1-1-6 に示すように、微小管の固着、鞭毛やヌクレオソームの凝集に関わ

るタンパク質の遺伝子、また網膜の桿体細胞発達や恒常性維持に関わるタンパ

ク質の遺伝子群などに発現上昇がみられた。タウリンと微小管、鞭毛、ヌクレ

オソームの関係についての報告はなされていない。一方、タウリンが網膜に及

ぼす影響について、TAUT ノックアウトマウスでは自発的な網膜の変性が進み

失明に至ることが報告されており、タウリンが網膜機能の維持に必須であるこ

とが示唆されている[33]が、この遺伝子群がタウリンの網膜に対する作用の分子

機序に関わっている可能性が考えられる。また、タウリンによる胆汁酸の抱合

はペルオキシソームにおいておこなわれる[61,62]ので、Annotation：Cellular 

Component におけるペルオキシソーム関連の遺伝子群は、タウリンの胆汁酸の

抱合との関与が考えられる。 

 

ただし、今回発現亢進が見出された遺伝子群のタンパク質については、GO 解

析する限り腸管の生理機能ではないものが多く、今後は実際に該当する組織に

おいてタウリンによる目的遺伝子の発現変化を確認する必要がある。 

 

発現が低下した遺伝子・遺伝子 term について 

タウリンにより 2 倍以上発現が低減し、有意水準 5%未満の遺伝子に注目する

と遺伝子プローブ数は 12 個であった (Table 1-1-3) 。GO 解析の結果アミノ酸

輸送に関するタンパク質の遺伝子群について有意な差がみられ (Table 1-1-5)、

さらに 1.5 倍以上低減した遺伝子についての GO 解析より、タウリンはアミノ

酸輸送だけでなくグルコース輸送・代謝に関する遺伝子 term の発現を抑制する

ことが考えられた (Table 1-1-7) 。 

アミノ酸輸送について、Table 1-1-8 に示す transport の遺伝子 term に属す

る遺伝子のうち、アミノ酸トランスポーターは SLC6A6、SLC7A11、SLC38A2、

SLC38A1、SLC7A1、SLC7A5 である。一般にアミノ酸トランスポーターは輸
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送されるアミノ酸の種類や輸送機構によって分類されている[63]が、上記の 6 つ

のトランスポーターについては基質アミノ酸や輸送機構に共通点はほとんどな

く、トランスポーターの特性の点からは説明できない。そこで、各トランスポ

ーターの発現制御機構という点から考察を進める。 

最も遺伝子発現が下がった TAUT (SLC6A6) は、序論でも示した通りタウリ

ンやβ-アラニン、γ-aminobutyric acid (GABA) などの細胞内取り込みを担って

いる[42]。xCT (SLC7A11) は、様々なアミノ酸トランスポーターに共通する

4F2hc と呼ばれる heavy subunit とヘテロダイマーを形成することで xc-トラン

スポーターとなり、細胞内にシスチンを取り込み、細胞外へグルタミン酸を放

出する交換輸送体である[64]。また、SNAT2 (SLC38A2) 、LAT1 (SLC7A5) は

中性アミノ酸の輸送を担うトランスポーターであり、xCT、SNAT2、LAT1 の

mRNA 発現を転写活性レベルで誘導する共通の転写因子として ATF4 が知られ

ている[65-67]。Table 1-1-9 よりタウリンは ATF4 mRNA 発現を抑制しており、

本実験におけるタウリンによるこれら 3 つのトランスポーターmRNA 発現量の

減少は ATF4 を mRNA レベルで抑制しているためだと推察される。さらに、

SNAT2 は浸透圧調節作用を持ち、高浸透圧条件下で発現・活性が上昇し、細胞

内にアミノ酸を取り込むことで細胞内浸透圧を高めている[68]。この点で

SNAT2 は TAUT と共通しており[6]、さらに、アミノ酸欠乏時においてタウリ

ンが TAUT 同様 SNAT2 の mRNA 発現を低下することが報告されている[66]。

このことから、タウリンは TAUT と同様の制御機構で SNAT2 mRNA 発現を抑

制していることが推察される。一方で、SNAT2 と同じアミノ酸輸送系であり、

ほぼ同じアミノ酸を基質とする中性アミノ酸トランスポーターSNAT1 

(SLC38A1) については浸透圧調節作用を有しておらず、アミノ酸欠乏時のタウ

リンによる mRNA 発現低下も生じていない[66]。そのため、SNAT2 などとは

別の機構でタウリンによって制御されていると考えられる。また、塩基性アミ

ノ酸トランスポーターである CAT1 (SLC7A1) [69]に関しては、その mRNA の

誘導に ATF4 が関与するという報告はなされていないが、GCN2 の活性化が必

要であり[70]、アミノ酸欠乏時にGCN2-ATF4シグナルが誘導されATF4 mRNA

が転写されること[71]から、本研究におけるタウリンによる CAT1 mRNA の発
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現抑制機構についても ATF4 mRNA の発現抑制によるものだと推察される。本

研究においてはアミノ酸を欠乏させた条件ではないため実験条件が異なるが、

タウリンによるアミノ酸トランスポーターの mRNA 発現抑制には主として

ATF4 mRNA 発現の低下によるものだという可能性が推察された。 

 次に、タウリンによるグルコース輸送、代謝の抑制 (Table 1-1-9) に関して考

察する。2型糖尿病患者においてTAUTのmRNA発現は抑制されること[72]、ま

た造血幹細胞においてグルコース添加によっても抑制されたりすること[73]か

ら、タウリンまたはTAUTがグルコース代謝に影響を与えていることが考えられ

ている。PDK1はピルビン酸脱水素酵素キナーゼであり、pyruvate 

dehydrogenase (PDH) をリン酸化することで不活性化し、解糖系においてピル

ビン酸からアセチルCoAへの変換を阻害する[74]。その上流としてMYCは

hypoxia-inducible transcriptional factor 1 (HIF-1) 存在下でPDK1の遺伝子発

現を誘導しており[75]、解糖系の抑制に関与している。また、ATF4ノックアウ

トマウスでは糖新生の減少に伴う低血糖を生じること[76]から糖新生に関与し

ていることが考えられる。このようにタウリンはグルコース代謝に関して、解

糖系を抑え、ならびに糖新生を誘導する遺伝子の発現を抑制するため、遺伝子

発現を通して解糖系を活性化することが推察される。またLAT1は基質の選択性

が低く、糖原性アミノ酸を含む多くの中性アミノ酸の取り込みを担っている。

そのため、この遺伝子発現を抑えることは糖新生の抑制につながることが考え

られ、上述した解糖系の活性化とも一致する。しかしながら一方で、グルコー

ス取り込みに関与するGLUT3 (SLC2A3) の遺伝子発現も抑制しており解糖系

の材料となるグルコース量を減少させることになる。これらを考慮するとタウ

リンはグルコースの取り込みを抑え、かつ解糖系を誘導することで「細胞内グ

ルコース量を減らす方向にはたらく」ことが考えられる。 

 このように、DNAマイクロアレイの結果よりタウリンがアミノ酸輸送やグル

コース代謝に影響を与えていることが推察されたが、実際にはタウリンがこれ

らの生理作用を発揮しているのかについて検証する必要がある。 
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なお、DNAマイクロアレイを用いたタウリンによる遺伝子発現変化の研究に

ついては、肝臓モデルであるHepG2細胞において以前におこなわれていた (タ

ウリン濃度：20 mM) [77]が、今回の結果とは一致しなかった。これは細胞株の

特性や実験条件の違いによるものだと思われる。 

 

Real-time RT PCRにより再現性が得られた遺伝子の生理的意義について 

これまで、DNA マイクロアレイ解析を用いてタウリンによって 1.5 倍以上の

発現変化が見られた遺伝子について網羅的な解析をおこなったが、それらの中

でも発現変化が大きく、生理機能が明確になっている遺伝子について Real-time 

RT-PCR を用いてマイクロアレイの再現性を確認した。以下 TXNIP 以外につい

て考察する。 

MT1H は metallothionein (MT) family の一つである。DNA マイクロアレイ

解析結果において、タウリンにより 1.5 倍以上の発現変化が見られた具体的な遺

伝子の中には MT1H を含め 5 つの MT family が存在し（データ省略）、Table 

1-1-6においてAnnotation：Molecular Functionに属する cadmium ion binding

に該当する遺伝子 termである。さらに、発現が presentと判断されたMT family

はすべてタウリンにより 1.34～1.71 倍の間で発現誘導がみられた（データ省略）。

MT1H はその代表として選択した。MT は分子量 6-7 kDa の小タンパク質でシ

ステイン残基を 30%含み、銅、カドミウム、亜鉛などの 2 価の重金属イオンと

高い親和性を持って結合する。これにより細胞内の重金属量を一定に維持して

いる。特に MT1、2 はアストログリア、ミクログリア、マクロファージ、上皮

細胞を主としてユビキタスに存在しており、様々なストレスにより誘導される

[78]。MTがCaco-2細胞に及ぼす作用についていくつかの報告がなされており、

重金属の解毒・恒常性維持[79-81]、抗炎症作用[82]、各種フラボノイドによる

mRNA レベルでの誘導を介した抗酸化活性などが挙げられる[83-85]。腎臓にお

いて、タウリンの前処理がカドミウムストレスによって誘導される脂質過酸化

やタンパク質カルボニル化を抑制し、カドミウム毒性から保護すること[86]もふ

まえると、タウリンの抗酸化作用を中心とした生理作用の一部が MT の発現亢

進を介したものである可能性も大いに考えられる。 
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Caco-2 細胞はヒト結腸ガン由来細胞であるためガン細胞の性質も持っている。

以下 xCT (SLC7A11) 、ATF4、GLUT3 (SLC2A3)、GLUT1 (SLC2A1) につい

ては Caco-2 細胞をガン細胞と見なした上で、ガン細胞における生理機能の観点

から考察したい。 

xCT のトランスポーターを抑制することはガン細胞にアポトーシスを誘導す

るため様々なガン疾患に有効だとされている[64,87]。その mRNA を転写活性レ

ベルで誘導する転写因子 ATF4[65]も xCT と同様にガン発症に関与しており、

ガン転移因子を誘導するほか、ガン抑制遺伝子 p53 の働きを抑制する[88]。 

GLUT3、GLUT1 はグルコースに対する親和性が高く、基礎状態におけるグ

ルコース輸送に深く関わっているとされている[89,90]。しかしながら、大部分

の組織においてガンが発症した際に GLUT1 の過剰発現が確認されており[91]、

また肺や卵巣、消化管などにおいて正常組織では GLUT3 の発現が見られない

が、ガン発症により誘導される[92]といった報告などから、GLUT1 および

GLUT3 の過剰発現は、ガン細胞へのグルコースの供給を通してガン細胞の増殖、

進行・転移を助長すると考えられている。特に GLUT1、GLUT3 に関しては実

際の腸管上皮細胞の基底膜においては発現しておらず、腸管において外部から

グルコースの供給を担っているのは sodium-glucose transporter 1 (SGLT1) 

[93,94]である。その点からもガン細胞における生理的意義という考察は妥当で

ある。タウリンは GLUT1、GLUT3 の mRNA 発現を抑制し、ガン細胞にとっ

ての栄養源であるグルコースの吸収を抑制することでガンの悪化を抑える可能

性が考えられる。 

このように複数の遺伝子の生理機能からタウリンの抗ガン作用の可能性が示

唆されたが、タウリンのガン抑制に関する報告はなされていない。大腸ガンを

予防する作用を持つ食品成分の評価系として用いられている大腸異常腺窩巣 

(aberrant crypt foci, ACF) モデルマウス[95-97]等を用いて、腫瘍の形成、拡大

がタウリンにより抑制されるか検討することでタウリンの抗ガン作用を示すこ

とができるかもしれない。 

一方で、Caco-2 細胞を腸管上皮細胞と見なした場合アポトーシスと分化の関

係から考えてみる。これらはどちらも増殖を止めるという点で共通しており、
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シグナル経路は類似している [98-100]。Peroxisome proliferator-activated 

receptor γ (PPARγ) などは分化とアポトーシスどちらにも関わり、低濃度におい

て分化を誘導し、高濃度になるとアポトーシスを引き起こす[101]。上皮細胞に

おいて、幹細胞は活発に分裂し増殖しているがその細胞が管腔側へ移動してい

くと増殖が止まり、アポトーシス様のシグナル伝達が誘導されて上皮細胞へと

分化していく。タウリンに関して、アポトーシスや毒性に関する報告がなされ

ていないことから、これらの遺伝子発現変化は、アポトーシスを示さない程度

の影響を与えて分化を誘導する可能性が考えられる。腸管上皮細胞は絨毛の基

部にあるクリプトと呼ばれるくぼみに存在する幹細胞から作られる単層の上皮

細胞からなる細胞層であり、活発に分裂している幹細胞は絨毛の表面を移動し

ながら機能を持った上皮細胞に分化していく。最終的には絨毛の先端から脱落

したり、マクロファージに貪食されたりすることにより消失し、新陳代謝の活

発な組織である。そのため、分化を誘導することにより腸管上皮細胞の入れ替

わりが活発になり、上皮細胞に比較的新しい細胞が存在することになる。その

結果として腸管上皮細胞の生理機能が高まるという利点が考えられる。実際に

タウリンがアポトーシスを誘導しているのか分化を誘導しているのかについて

は、今後それぞれのマーカーの変化について検討する必要がある。 

  

このようにタウリンによる遺伝子発現変化について網羅的に解析してきたが、

次節では DNA マイクロアレイ結果から、タウリンにより最も大きい発現変化を

示した TXNIP に着目し、タウリンによる発現亢進の特性について解析をおこな

った。 
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第 1 章 

第 2 節 タウリンが TXNIP 発現に及ぼす影響 

 
1．緒言 

 第 1 節におけるタウリンによる遺伝子発現変化の網羅的解析により、タウリ

ンがどのような遺伝子・遺伝子群の発現を調節しているかが明らかとなり、タ

ウリンがどのような生理作用をもたらすのかについていくつかの可能性が示唆

された。第 2 節では、DNA マイクロアレイの結果からタウリンにより発現が変

化した遺伝子の中で最も大きい変化が確認されたTXNIPについて、そのmRNA

およびタンパク質発現変化およびタウリンによる特異性について検討をおこな

った。 

 

2．実験材料 

(1) 細胞 

 ヒト結腸ガン由来株化細胞である LS180 細胞、ヒト肝ガン由来株化細胞

HepG2 細胞いずれも、American Type Culture Collection より購入した。 

 

(2) 実験器具、機器 

 ヒートブロックは IWAKI より購入した。6 ウェルプレートは Corning より購

入した。25G needle、1 ml シリンジはテルモより購入した。電気泳動装置、パ

ワーサプライ、ブロッティング装置はニホンエイドーより、3MM 濾紙はアトー

より購入した。ルミノイメージアナライザー (LAS-1000 mini) 、画像解析ソフ

ト (Image gauge) は富士フィルムより購入した 

 

(3) 試薬類の調製 

① 0.1% Triton-X： Milli-Q 水 100 ml に Triton-X を 100 μl 添加した。 

 

② 50% TCA： トリクロロ酢酸 (trichloroacetic acid, TCA) 50 g を Milli-Q 水
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50 ml に溶かした。 

 

③ TNE buffer：10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1％ 

NP-40、20 mM NaF、100 μM Na3VO4、0.1 % inhibitor cocktail (Sigma、使

用直前に添加) 

 

④ 2 x Loading buffer： 125 mM Tris-HCl pH 6.8、4％ (w/v) SDS、14％ グ

リセロール、10％ (w/v) β-メルカプトエタノール、0.05％ (w/v) ブロモフェノ

ールブルーを混ぜて調製した。 

  

⑤ 分離ゲル溶液 (10％アクリルアミド) ： 蒸留水 2.5 ml に 30％アクリルアミ

ド＋0.8％ビスアクリルアミド溶液を 2 ml、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)＋0.4％SDS

溶液を 1.5 ml、10％APS 溶液を 40 μl を混合し、さらに TEMED 3.3 μl を混合

して分離ゲル溶液とした。 

 

⑥ 濃縮ゲル溶液 (4.5％アクリルアミド) ： 蒸留水 2.4 ml に 30％アクリルアミ

ド＋0.8％ビスアクリルアミド溶液を 0.6 ml、1.5 M Tris-HCl (pH 6.8)＋0.4％

SDS 溶液を 1 ml、10％APS 溶液を 20 μl 混合し、さらに TEMED 6.7 μl を混合

して濃縮ゲル溶液とした。 

 

⑦ PBS-T：PBS(-) 500 ml に Tween 20 を 250 μl 添加した。 

 

⑧ 泳動バッファー： 2.5 mM Tris-HCl、19.2 mM グリシン、0.1％ (w/v) SDS

を混合して泳動バッファーとした。 

 

⑨ ブロッティングバッファー： 100 mM Tris-HCl、192 mM グリシン、20％ 

メタノールを混合してブロッティングバッファーとした。 

 

⑩ ブロッキングバッファー： PBS-T にスキムミルク粉末を 5％になるように
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溶かして調製した。 

 

⑪ LS 180 細胞培養培地： Caco-2 細胞と同様のものを用いた。 

 

⑫ HepG2 細胞培養培地： DMEM に対し、不活性化した FCS 56 ml、ペニシ

リン-ストレプトマイシン溶液 2 ml を無菌操作で混合し、細胞培養培地とした。 

 

(3) サンプル 

 ヒポタウリンは Sigma、β-アラニンは和光純薬工業、GABA は東京化成工業

よりそれぞれ購入した。 

 

(4) サンプル培地の調製 

 各サンプルをそれぞれの終濃度になるように細胞培養培地に溶解し、0.20 μm

のフィルターを通すことによって調製した。 

  

その他上記以外は第 1 節に準じた。 

 

3．実験方法 

(1) Caco-2、LS180、HepG2 細胞の培養、継代 

 100 mm ディッシュによる培養と継代は LS180 細胞、HepG2 細胞いずれも

Caco-2 細胞と同様の方法でそれぞれの細胞培養培地でおこなった。 

Real time RT-PCR 用には、いずれもコラーゲンコートした 24 ウェルプレー

トを用いておこない、2.0 x 105 cell/ml の細胞懸濁液を 500 μl ずつ播いた。細胞

内アミノ酸量の測定用には、Caco-2 細胞を用いて上記と同様の操作をおこなっ

た。Western blotting 用には、コラーゲンコートした 6 ウェルプレートを用い

ておこない、2.0 x 105 cell/ml の Caco-2 細胞懸濁液を 2 ml ずつ播いた。 
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(2) Real-time RT PCR 

① サンプル処理 

・Caco-2 細胞における TXNIP mRNA 発現変化の測定 

プレート上で 2 週間培養し、小腸上皮細胞様に分化させた Caco-2 細胞（以下

分化 Caco-2 細胞とする）をタウリン 5、10、25、50、100 mM を含む培地で

48 時間培養した。 

 

・LS180、HepG2 細胞における TXNIP mRNA 発現変化の測定 

 LS180、HepG2 細胞を 24 ウェルプレート上に播いて 3 日後にタウリン 100 

mM を含む培地で 48 時間培養した。 

 

・タウリンや他のアミノ酸による TXNIP mRNA 発現変化の測定 

分化 Caco-2 細胞をタウリン、ヒポタウリン、β-アラニン、GABA 100 mM を

それぞれ含んだ培地で 48 時間培養した。 

 

・タウリンとβ-アラニンの競合実験 

 分化 Caco-2 細胞にタウリン 25 mM やβ-アラニン 100 mM、または両方を含

んだ培地で 48 時間培養した。 

 

② total RNA の抽出 

プレートの各ウェルから培地を除き、PBS(-)で洗浄した。PBS(-)を除去後、

ISOGEN (ニッポンジーン) を 500 μl ずつ添加して細胞を溶解し、エッペンチュ

ーブに回収した。その後ボルテックスして細胞を更に溶解したものにクロロホ

ルムを 100 μl 加え、よく混ぜてから室温で 2～3 分静置し、4℃ 15,000 rpm で

15 分間遠心した。RNA が存在する水層のみを新しいエッペンチューブに回収し

た。回収した水層と等量の 2-プロパノールを加えてよく混合した後、室温で 10

分程度放置した。4℃ 15,000 rpm で 10 分間遠心した後上清を取り除き、70％

エタノール 500 μl でリンスして更に 4 ℃で 15,000 rpm、5 分間遠心した。再び

上清を取り除き、RNAの沈殿を風乾させた後、RNA用Milli-Q水に溶解させた。 
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③ cDNA の合成 

cDNA の合成は PrimeScript RT Master Mix (TaKaRa) を使用し、すべて氷

上でおこなった。(1)で抽出した total RNA 0.5 μg に相当する液量に、RNA 用

Milli-Q で 8 μl に fill up した。その後、5 x PrimeScript RT Master Mix 2 μl

を加え、静かに混合した。スピンダウンした後、37 ℃のヒートブロックの上で

15 分間インキュベートした。その後、85℃で 5 秒間加熱することで逆転写酵素

を失活させ、氷上に回収して反応を停止させた。合成した cDNA は-30℃に保存

した。 

 

(3) 細胞内アミノ酸量の測定 

① サンプル処理 

 24 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞をタウリンを含んだ培地で 24 時間培養し、細胞を回収し細胞内タウリン濃

度をアミノ酸分析計により測定した。 

 

② サンプル調製及び細胞内アミノ酸量の測定 

Caco-2 細胞を PBS(-)で 2 回洗浄し、0.1％ Triton X-100 250 μl で細胞を可溶

化、エッペンに回収した。10,000 rpm で 2-3 分間、室温で遠心し、上清 225 μl

を別のエッペンに回収、そこに 50% TCA を 25 μl ずつ加えた。ボルテックスで

よく撹拌した後、10,000 rpm で 15 分、室温で遠心した。その後、上清をシリ

ンジで回収し、0.2 μm のフィルター (クラボウ) を通してアミノ酸分析用のサ

ンプルとした。このサンプルをアミノ酸分析計 (L-8900 high-speed amino acid 

analyzer：日立ハイテク) に供し、細胞内のアミノ酸 (タウリン) 量を測定した。 

 

(4) Western blotting 

① サンプル処理 

6 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2 細

胞を上記で調製したタウリン 25、50、100 mM を含んだ培地中で 48 時間培養

した。その後、細胞を回収し、TXNIP のタンパク質発現量を検出した。 
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② whole cell extract の調製 

 4℃に冷やした PBS(-)で細胞を 2 回洗浄した後、セルスクレイパーで細胞を回

収した。1,000 x g、4℃で 5 分遠心し、上清を除いた後、100 μl の TNE buffer

を加え、25G シリンジに通すことで細胞を破砕した。15,000 rpm、4℃で 10 分

遠心し、上清を whole cell extract として回収した。 

そのうち 4 μl はタンパク質定量用に分けておき、残りの液量と等量の 2 x 

Loading バッファーを加え、98℃で 5 分ボイルして急冷することにより

western blotting のサンプルとした。 

 

③ タンパク質量の定量 

前項で得られた上清 1 μl に Milli-Q 水 49 μl を加えることにより 50 倍希釈溶

液を調製した。この 50 倍希釈液を 96 ウェルプレートの 3 ウェルに 10 μl ずつ

入れ、5 倍希釈した BIO-RAD Protein Assay 反応液 (BIO-RAD) を 200 μl 加え

た。室温で 5 分間反応させた後、吸光光度計 (MODEL 550：BIO-RAD) で

595nm の吸光度を測定した。検量線用に、標準タンパク質として BSA 31.25、

62.5、125、250、500 μg/ml をそれぞれ 2 ウェルに 10 μl ずつ入れ、同様に反応、

測定を行った。 

 

④ SDS-PAGE 

ガラス板の間にシリコンシールをはさみ、クリップでとめた。分離ゲル溶液

を混合してすばやくガラス板の間に流し込んだ。その上から Milli-Q 水を注ぎ、

ゲルが固まるまで静置した。ゲルが固まったのを確認したら Milli-Q 水を除き、

ろ紙などを用いて余分な水分を除いた。続いて濃縮ゲル溶液を混合し、分離ゲ

ルの上に注いでコームをさした。ゲルが固まったらゲル板からコームを抜き、

シリコンシールを外し、泳動槽にセットした。泳動バッファーを注いでゲルが

完全に浸るようにした後、各レーンにタンパク量がそれぞれ一定になるように

サンプルを添加した。ゲル一枚につき定電流で 20 mA の電流を流して約 90 分

間泳動を行った。 
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⑤ ブロッティング 

PVDF 膜 (Immobilion：Millipore) を適当な大きさに切り、メタノールに 20

秒程浸した後、ブロッティングバッファーに 15～20 分程度浸した。ろ紙も同様

にブロッティングバッファーに浸した。ブロッティング装置に下から順に、ろ

紙 3 枚、PVDF 膜、ゲル、ろ紙 3 枚を重ね、ブロッティングバッファーを全体

に行き渡らせてからブロッティング装置をセットした。ブロッティングは定電

流で 200 mA、2 時間おこなった。 

 

⑥ ブロッキング 

ブロッティング終了後、タンパク質の転写された PVDF 膜を PBS-T で一度洗

浄してからブロッキングバッファーに浸し、室温で 1.5 時間振とうまたは 4℃で

一晩静置した。 

 

⑦ 抗体反応 

ブロッキングをした PVDF 膜を PBS-T で 5 分間 x 3 回洗浄した後、1 次抗体

反応をおこなった。TXNIP は monoclonal anti-Txnip（医学生物学研究所 

(MBL) ）を Can Get Signal 1 (TOYOBO) で 1000 倍希釈したもの、β-actin は

monoclonal anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich) を Can Get Signal 1 で

2500 倍希釈したものを反応溶液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸して室温で

1 時間静置した。1 次抗体反応が終わった PVDF 膜を PBS-T で 5 分 x 3 回洗浄

した後、2 次抗体反応をおこなった。TXNIP は HRP 標識抗マウス IgG 抗体 

(Amersham) を Can Get Signal 2 (TOYOBO) で 1000 倍希釈したもの、β-actin

は HRP 標識抗マウス IgG 抗体を同じく can get signal 2 で 2500 倍希釈したも

のを反応溶液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸して室温で 1 時間静置した。  

 

⑧ ECL 反応 

検出には ECL plus Western Blotting Detection System (GE healthcare) を

用いた。A 液 1000 μl、B 液 25 μl を混合して反応液を調製した。二次抗体反応

を終えたPVDF膜をPBS-Tで5分x 3回洗浄してサランラップの上にのせた後、
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調製した反応液を全量のせて 5 分間反応を行った。その後ルミノイメージアナ

ライザーLAS-1000 mini で解析し、得られたバンドを Image gauge を用いて定

量した。 

 

(5) 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で表した。有意差検定には Dunnett’s test、Student’s 

t-test、Tukey’s test を用い、有意水準 p ＜0.05 を有意差ありとした。 

 

 その他上記以外は第 1 節に準じた。 

 

4．結果 

4-1．タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導の濃度依存性 

DNA マイクロアレイ解析により見出された「タウリンにより発現変化が得ら

れた遺伝子」のうち、最も顕著な変化が見られた TXNIP に着目した。Caco-2

細胞をタウリン 5、10、25、50、100 mM の濃度で 48 時間処理した後、Real-time 

RT PCR 法により TXNIP mRNA 発現量を調べた。その結果、タウリン濃度依

存的に TXNIP mRNA 発現量の増加が見られ、25 mM 以上の濃度で有意な発現

上昇となった (Fig. 1-2-1) 。 

 

4-2．タウリンが TXNIP のタンパク質発現量に与える影響 

 Caco-2 細胞をタウリンを含む培地で培養した後、細胞を回収し TXNIP のタ

ンパク質発現量を Western blotting 法により調べた。タウリンを 25、50、100 

mM で 48 時間処理した結果、タウリンの濃度依存的に TXNIP のタンパク質発

現量の上昇が認められ、100 mM においてはコントロールと比べて約 3.8 倍まで

増加した (Fig. 1-2-2) 。以上より、タウリンはタンパク質レベルで TXNIP の発

現を亢進することが示された。 

 

4-3．タウリンが LS180、HepG2 細胞の TXNIP mRNA 発現量に与える影響 

 タウリンを 100 mM の濃度で 48 時間、ヒト結腸ガン由来細胞 LS180 に処理
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したところ、約 2.5 倍の TXNIP mRNA 発現量の増加が見られた (Fig. 1-2-3-A) 。

同様の条件でヒト肝ガン由来細胞 HepG2 を処理したところ、約 1.5 倍の TXNIP 

mRNA 発現量の増加が見られた (Fig. 1-2-3-B) 。このことからタウリンは腸管

上皮細胞だけでなく、肝臓においても TXNIP の発現を誘導することが示唆され

た。 

 

4-4．他のアミノ酸が TXNIP mRNA 発現量に与える影響 

 タウリン添加による TXNIP mRNA 発現量の増加がタウリン特異的なもので

あるか調べるために、タウリンと構造的または機能的に類似したアミノ酸であ

るヒポタウリン、β-アラニン、GABA を用いて TXNIP mRNA 発現量に与える

影響を調べた。それぞれのアミノ酸 100 mM で 48 時間処理した結果、ヒポタウ

リンはタウリンほどではないものの TXNIP mRNA の有意な発現上昇が見られ

たが、一方でβ-アラニンや GABA は TXNIP mRNA の発現変化を誘導しなかっ

た (Fig 1-2-4) 。以上より、TXNIP mRNA 発現はタウリン特異的に誘導される

ことが示唆された。 

 

4-5．β-アラニン存在下でのタウリンによる TXNIP mRNA 発現変化 

 Caco-2 細胞においてβ-アラニンは TAUT の基質として知られており、競合的

にタウリンの吸収を阻害する[102]。そのため、β-アラニンがタウリンによる

TXNIP mRNA の誘導を阻害するかどうかについて検討した。タウリン 25 mM

で 48 時間処理した結果、TXNIP mRNA 発現量は 2.7 倍上昇した一方で、タウ

リン 25 mM とβ-アラニン 100 mM を同時に添加すると、その上昇がコントロー

ルレベルまで抑制された (Fig. 1-2-5) 。このことからタウリンによる TXNIP 

mRNA 発現誘導に TAUT が関与していることが考えられた。 

 

4-6．β-アラニン存在、非存在下での細胞内タウリン濃度の変化 

 タウリンとβ-アラニンを同時に添加した場合に、タウリン単独添加時と比べて

細胞内のタウリン濃度がどの程度減少しているかを調べるためにアミノ酸分析

計を用いて細胞内タウリン濃度を測定した。その結果、タウリン添加 24 時間後
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において、細胞内タウリン濃度は約 15 倍上昇したが、β-アラニン存在下では細

胞内タウリン濃度が約 55%にまで減少した (Fig. 1-2-6) 。 

 

5．考察 

TXNIP は DNA マイクロアレイの結果よりタウリンによって最も大きい発現

誘導を示した遺伝子である。この発現亢進はタウリン濃度依存的にみられ (Fig. 

1-2-1) 、タンパク質レベルにおいても同様にタウリン濃度依存的な発現誘導が

確認された (Fig. 1-2-2) 。また、タウリンによる TXNIP mRNA 発現量の増加

は他の腸管モデル細胞株である LS180、肝臓モデル細胞株である HepG2 にお

いてもみられ (Fig. 1-2-3) 、肝臓においても誘導されることが示唆された。 

TXNIP については様々な生理機能が報告されている[44]。TXNIP KO マウス

はエネルギー不足に対する適応性が著しく低下する[54,56,103-105]。脂肪酸の

代謝効率の低下[54]、高脂血症の発症[103,106]、低血糖状態などの代謝異常

[104,105]を生じるためである。さらに、TXNIP は肝臓の糖新生に寄与しており

[107]、TXNIP の変異と糖尿病、高血圧発症には関連性が示唆されている

[106,108]。また、TXNIP は心臓の肥大を制御するとされている[109]。さらに

は、TXNIP を適度に強発現させることによる免疫増強も考えられている[44]。

腸管における生理機能としては Takahashi らによって報告されている[110]。慢

性炎症性腸疾患である潰瘍性大腸炎の患者の炎症部位である大腸粘膜における

TXNIP mRNA の発現は低下しており、それが潰瘍性大腸炎発症の一因だと考え

られている。なお、当研究室においてタウリンはデキストラン硫酸ナトリウム

によって誘導される大腸炎に対して抗炎症作用を示すことが報告されており

[41]、それがタウリンの TXNIP 発現誘導によるものである可能性が考えられる。

このように、TXNIP の発現を亢進することにより様々な疾患を予防、治療する

ことが期待される。 

タウリンによる TXNIP 発現の亢進が、タウリン特異的な誘導かどうかを明ら

かにするために、他のアミノ酸（ヒポタウリン、β-アラニン、GABA） (Fig. 1-2-4 

(A)) が TXNIP mRNA 発現に与える影響を検討した。今回用いた他のアミノ酸

は、いずれも TAUT の共通基質であり[102]、TAUT を介して細胞内に取り込ま
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れる。その中で、タウリンの生合成における中間体であるヒポタウリンはTXNIP 

mRNA を誘導したもののβ-アラニンや GABA では誘導がみられなかった (Fig. 

1-2-4 (B))。構造的な側面からみると、タウリンはβ-アラニンのカルボキシル基

部分が硫酸基になっており、ヒポタウリンではスルフィノ基になっている。ヒ

ポタウリンでは TXNIP mRNA の発現亢進がみられるもののタウリンと比べて

その上昇は弱いことから、硫酸基が TXNIP 誘導に重要であることが推察された。

TXNIP を誘導する化合物としてグルコース、H2O2、transforming growth factor 

β (TGF-β)、アニソマイシン、デキサメタゾンなど[44]様々なものが報告されて

いるが、それらはいずれも硫酸基を有していないことからこれらとは違う新規

的な作用機構で TXNIP mRNA 発現を亢進していることが考えられる。 

また、β-アラニン添加によってタウリンの細胞内への取り込みを阻害した時、

タウリンによる TXNIP mRNA 発現量の増加はコントロールレベルまで抑制さ

れた (Fig. 1-2-5) ことから、TAUT がタウリンよる TXNIP mRNA の誘導に関

与していることが示唆され、この制御には細胞内のタウリンが重要であること

が推察された。タウリンは脳組織において GABA-A 受容体やグリシン受容体に

作用し[111]、弱いアゴニストとして働く[112,113]ことが知られているが、これ

らの受容体は細胞膜に発現しており[114]、β-アラニンによっても活性化される

[111]。そのため、これらの受容体は関与していないと思われる。さらに、これ

らの受容体の発現については神経組織においてのみ報告されており、本研究の

DNAマイクロアレイの結果において発現が absentとなっている（データ省略）

ことから、Caco-2 細胞において発現していないことが推察される。これらのこ

とから、細胞内にタウリンを特異的に認識する受容体が存在する可能性が考え

られる。さらに、β-アラニンとタウリンを同時に添加した場合、24 時間後の細

胞内のタウリン濃度はタウリン単独添加時に比べ約 55%まで減少し (Fig. 

1-2-6) 、そのとき TXNIP mRNA 発現量は増加しなかった (Fig. 1-2-5) ことか

ら、TXNIP mRNA 発現を誘導するためには、タウリン添加 24 時間後において

350 μM 以上の細胞内タウリン濃度が必要であることが示唆された。 
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第 2 章 

タウリンによる TXNIP 発現亢進機構の解析 

第 1 節 

タウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進機構の解析 

 

1．緒言 

 第 1 章における DNA マイクロアレイ解析により、タウリンが TXNIP mRNA

の発現を顕著に誘導することが明らかとなった。TXNIP は第 1 章第 2 節で前述

したとおり多機能性の分子であり、タウリンの多彩な生理作用に関与する可能

性が考えられる。そのためこの分子に着目し、タウリンによる TXNIP 発現亢進

機構を解析することとした。本節では TXNIP mRNA 発現を亢進する直接の作

用機序に着目した。すなわちタウリンが TXNIP mRNA 発現を亢進する際に考

えられる可能性として、タウリンが TXNIP の ①mRNA 安定性を向上させてい

るのか、または ②転写活性化を誘導しているのか、という 2 点について検討す

ることとした。 

  

2．実験材料 

(1) 試薬 

 アクチノマイシン D はナカライテスクより購入した。OPTI-MEM○R  I は

Gibco より購入した。 

 

(2) 実験器具、機器 

PCRによるDNA増幅装置PCR SPRINTはThermo Scientificより購入した。

電気泳動漕 Mupid-2 plus はコスモバイオより購入した。UV トランスイルミネ

ーター FAS-III は TOYOBO より購入した。シェーカー (MODEL BC-730) は

BIO CRAFT より購入した。ルミノメーターLumat LB 9507 は Berthold より
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購入した。ルミノメーターチューブは SARSTEDT より購入した。 

 

(3) 試薬類の調製 

① 滅菌水：Milli-Q 水をオートクレーブしたものを用いた。 

 

② TAE buffer：40 mM Tris-HCl, pH 7.5、40 mM 氷酢酸、1 mM EDTA 

 

③ LB 培地：LB Broth (Sigma) を 1 L あたり 20 g となるように溶解し、オー

トクレーブした。 

 

④ 抗生物質（アンピシリン）プレート 

 LB 培地に 1.5% (w/v) となるように寒天を加え、オートクレーブした。アン

ピシリン（終濃度 50 μg/ml）を加え、100 mm プレートに流し込んで固めた。 

 

⑤ TFB1：30 mM CH3COOK、100 mM RbCl、10 mM CaCl2、50 mM MnCl2、

15% glycerol。0.2 mM CH3COOH で pH 5.8 に調整し、ろ過滅菌装置に通した。 

 

⑥ TFB2：10 mM MOPS、75 mM CaCl2、10 mM RbCl、15% glycerol。KOH

で pH 6.5 に調整後、オートクレーブした。 

 

⑦ 30% (w/v) PEG 溶液：ポリエチレングリコール 6000 を 30% (w/v) で含む溶

液を作り、ろ過滅菌した。 

 

⑧ 10 x KCM：1 M KCl、0.3 M CaCl2、0.5 M MgCl2を含む溶液を作り、ろ過

滅菌した。 
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3．実験方法 

(1) Real-time RT PCR 

○サンプル処理（アクチノマイシン D 処理） 

 24 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞にタウリン 100 mM を含んだ培地を添加した。48 時間培養した後、アクチ

ノマイシン D 10 μg/ml とタウリン 100 mM を含む培地に交換し、3、12、24

時間処理した後の細胞をそれぞれ回収した。回収後、TXNIP mRNA 発現量を

Real-time RT PCR により測定した。 

 

(2) Luciferase vector の作製 

① PCR による DNA 増幅 

まず、TXNIP プロモーター全領域[115]を PCR により増幅した。1 サンプル

あたり 5 x PS buffer (TaKaRa) 10 μl、dNTP (2.5 mM) 4 μl、プライマー (10 μM) 

1 μl、Prime STAR (TaKaRa) 0.5 μl、ゲノム DNA 12.5 ng を混合し、滅菌水で

50 μl に fill up した。これを 4 サンプル (200 μl) 分調製し、PCR に供した。PCR

は、98℃で 2 分間変性させた後、「98℃で 10 秒間変性させ、55℃で 5 秒間アニ

ーリング、72℃で 90 秒間伸長させる」というサイクルを 30 回繰り返した。ま

た、TXNIP プロモーター部分領域の PCR による増幅については、鋳型 DNA

としてゲノム DNA の代わりに、上記で作製した TXNIP プロモーター全領域を

含む luciferase vector 100 ng を用いた。 

なお、プライマー配列およびPCRにおける72℃の伸長時間を以下Table 2-2-1

に示す。プライマーについては、forward の 5’末端に CC + Kpn I 認識配列、

reverse の 5’末端に GC + Hind III 認識配列を付加した。 
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Table 2-1-1  TXNIP プロモーター（全領域、部分領域）プライマー 

領域  プライマー配列（5’→3’） 伸長時間

-1299/+256 

(全領域) 

forward CCGGTACCCCAACAAAGAATGAAGAGAGAG 
90 秒 

reverse GCAAGCTTCTCCAAATCGAGGAAACCC 

-109/+256 
forward CCGGTACCAGCCAATGGGAGGGATG 

25 秒 
reverse -1299/+256 と同じものを用いた。 

-39/+256 
forward CCGGTACCCGGGCTACTATATAGAGACG 

20 秒 
reverse -1299/+256 と同じものを用いた。 

-39/+142 
forward -39/+256 と同じものを用いた。 

15 秒 
reverse GCAAGCTTCTAGGTTTTCGAAAAGGCGCC 

-39/+65 
forward -39/+256 と同じものを用いた。 

10 秒 
reverse GCAAGCTTCCCCAATTGCTGGAGAAAAG 

-1299/+142 
forward -1299/+256 と同じものを用いた。 

90 秒 
reverse -39/+142 と同じものを用いた。 

+122/+256 
forward CCGGTACCGGCGCCTTTTCGAAAACCTAG 

25 秒 
reverse -1299/+256 と同じものを用いた。 

 

② DNA の電気泳動 

泳動バッファーは TAE バッファーを用いた。泳動アガロースゲルはアガロー

ス ME（岩井化学薬品）を TAE バッファーに溶かして作製した。アガロースゲ

ルの濃度は DNA の塩基数に応じて 1%、2%、3%で使い分けた。マーカーは 100 

bp DNA ladder、1 kb DNA ladder (Bio Labs) を用いた。泳動後のアガロース

ゲルはエチジウムブロマイドを溶解させた TAE に 15 分程度浸し、UV トラン

スイルミネーターFAS-III を用いて DNA のバンドを検出した。 

 

③ Gene clean 

PCR 産物（溶液）を 1.5 ml チューブに回収した。300 bp 以上の産物につい

ては、GENECLEAN II kit （フナコシ）を用いた。3 倍量の NaI を入れた後、
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Milli-Q 水に溶かした GLASS MILK 5 μl を加え、室温で 2 分放置しさらに氷上

に 3 分置いた。10,000 rpm で 10 秒遠心し、上清を取り除いた。そこに 500 μl

の New Wash を加え沈殿を溶かした後、同様に遠心し上清を取り除いた。この

過程を 3 回繰り返した。その後、沈殿を室温で 20 分放置して乾燥させた。乾燥

した沈殿は Milli-Q 水 8 μl に懸濁し、55℃で 3 分インキュベートした。10,000 

rpm で 3 分遠心し、上清を回収した。オプションとして、回収後の沈殿に Milli-Q

水 8 μl を加え同様の作業をもう一度繰り返すことで回収率を上げた。 

また、300 bp 以下の産物については、QIAquick PCR Purification Kit 

(QIAGEN) を用いて、付属のプロトコールに従い精製をおこなった。 

 

④ 制限酵素による double digestion 

制限酵素は Kpn I と Hind III（いずれも TaKaRa）を用いた。10 x buffer M 

(TaKaRa) 20 μl、Kpn I 4 μl、Hind III 4 μl、gene clean 産物全量を混合し、滅

菌水で 200 μl に fill up した。これを 37℃で 4 時間反応させた。また、インサ

ート DNA を組み込む pGL4 vector についても同様に double digestion をおこ

なった。なお、pGL4 vector に関して、Table 2-2-1 に示すインサートのうち

-1299/+142 までは pGL4.15 [luc2P/Hygro] Vector (Promega) を、また

+122/+256 および以下の Table 2-2-2 に示すインサートは pGL4.27 

[luc2P/minP/Hygro] Vector (Promega) をそれぞれ用いた。Double digestion 後

に再び GENECLEAN II kit による gene clean をおこない、DNA を精製した。

なお、300 bp 以下の DNA については NaI と混合した際に、1/10 量の TBE 

Modifier を加えた。 

以降の操作は⑦以下に記す。 

 

⑤ オリゴ DNA 配列のアニーリング 

 60 bp以下のDNA配列についてはその全配列プライマー（オリゴDNA配列）

を注文し、相補的配列とアニーリングさせた。なお、プライマーについては 5’

側に制限酵素切断後のKpn I配列、3’側に切断後のHind IIIを付加することで、

アニーリング後の double digestion を不要にした。プライマー配列を Table 
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2-2-2 に示す。アニーリングについては、プライマー溶液（100 μM；TE buffer 

[10 mM Tris HCl、1 mM EDTA pH 8.0] に溶解）5 μl ずつ、5 M NaCl 1 μl、

Milli-Q 水 39 μl を混合し、100℃で 5 分処理した後、65℃で 10 分インキュベー

トした。さらに、ヒートブロックを 37℃に変更することで徐々に温度を下げて

いき、37℃になったら混合液を取り出し室温で 2 時間放置した。 

 

 

Table 2-1-2  アニーリング用の TXNIP プロモーター部分配列（オリゴ DNA） 

領域  プライマー配列（5’→3’） 

+122/+178 
forward cggcgccttttcgaaaacctagtagttaatattcatttgtttaaatcttattttata 

reverse agcttataaaataagatttaaacaaatgaatattaactactaggttttcgaaaaggcgccggtac 

+162/+218 
forward cttaaatcttattttatttttaagctcaaactgcttaagaataccttaattccttaaaga 

reverse agcttctttaaggaattaaggtattcttaagcagtttgagcttaaaaataaaataagatttaaggtac

+211/+256 
forward cccttaaagtgaaataattttttgcaaaggggtttcctcgatttggaga 

reverse agcttctccaaatcgaggaaacccctttgcaaaaaattatttcactttaaggggtac 

 

⑥ エタノール沈殿 

 ⑤でアニーリングした二本鎖 DNA 溶液をエタノール沈殿によって精製した。

溶液 50 μl に 3 M 酢酸アンモニウム 10 μl、100%エタノール 125 μl を加え、室

温で 15 分放置した。15,000 rpm で 20 分遠心し上清を取り除いた後、70%エタ

ノール 250 μl を加えて 15,000 rpm で 5 分遠心した。上清を取り除いた後、真

空遠心をおこなうことで完全に乾燥させた。乾燥後 20 μl の滅菌水に溶かした。 

 

⑦ ライゲーション 

④と⑥で回収したインサート DNA とベクターDNA の一部を電気泳動し、得

られた DNA バンドで DNA 濃度を判断し、インサート比とベクター比が 10：1

になるように混合し、さらにその混合液と等量の Ligation High (TOYOBO) を

加えた。その後 14℃で 30 分間反応させ、ligation solution とした。 
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⑧ コンピテントセルの作成 

大腸菌 K-12 由来株である DH5αを OD550が 0.7 程度になるまで 37℃で振盪

培養した。氷上に 15 分程度放置した後、遠心して上清を除き、菌体に培養液の

1/10 量の TFB1 を加え丁寧に懸濁した。氷上に 5 分放置した後、遠心し上清を

除き、菌体に 1/25 量の TFB2 を加え丁寧に懸濁した。氷上に 15 分程度静置し

コンピテントセルを得た。これは－80℃にてイソプロピルアルコールを入れた

ラックにて保存した。 

 

⑨ 形質転換 

DNA 溶液を滅菌水で 41 μl に調製し、30% PEG 溶液 4 μl、10 x KCM 5 μl、

コンピテントセル 50 μl を加え、氷上で 20 分間、室温で 10 分間静置した。適

量の LB 培地で 1 時間培養し、抗生物質を含む寒天培地に播いた。 

 

⑩ コロニーPCR 

 ⑨により LB 寒天培地に生えたコロニーをコロニーPCR に供した。1 コロニ

ーにつき、5 x Green Go Taq Reaction Buffer (Promega) 4 μl、dNTP (2.5 mM) 

1.6 μl、プライマー (10 μM) 0.5 μl、Go Taq DNA Polymerase (Promega) 0.1 μl、

Milli-Q 13.3 μl を混合し、混合液中に爪楊枝で掻き取ったコロニーを加え、PCR

に供した。PCR は、95℃で 2 分間変性させた後、「95℃で 30 秒間変性させ、58℃

で 30 秒間アニーリング、72℃で伸長（伸長時間は DNA 1kb につき 60 秒）さ

せる」というサイクルを 30 回繰り返した。電気泳動後目的 DNA のバンドが検

出されたサンプルについて、そのコロニーを抗生物質含有 LB 培地 3 ml に播い

て 37℃で一晩培養し、ミニプレップに供した。 

 

⑪ プラスミド DNA の調製～ミニプレップ 

ChargeSwitch○R -Pro Plasmid MiniPrep Kit (Invitrogen) を用いた。コロニー

を 3 ml の抗生物質を含む LB 培地に植菌し、37℃で一晩振盪培養した後、15,000 

rpm、4℃で 30 秒遠心して 1.5 ml チューブに菌体を回収した。回収した菌体に

Resuspension Buffer を 250 μl 加え懸濁し、Lysis Buffer を 250 μl 加えエッペ
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ンを緩やかに上下反転し菌体を溶解した。室温に 2～5 分静置後、Presipitation 

Buffer を 250 μl 加えエッペンを緩やかに上下反転して混ぜた。15,000 rpm で

10 分遠心後、上清を ChargeSwitch○R -Pro MiniPrep Colum に移し、15,000 rpm

で 1 分遠心した。透過した液を捨て、Wash Buffer1 を 750 μl 加えて 15,000 rpm

で 1 分遠心した。透過した液を捨てた後、Wash Buffer2 を 250 μl 加え 15,000 

rpm で 1 分遠心した後、カラムを新しい 1.5 ml チューブに移した。Elusion 

Buffer を 30～50 μl 添加した後 15,000 で 1 分遠心し、プラスミド DNA 溶液を

得た。 

 

⑫ プラスミドの Sequence 解析 

・サンプルの調製 

PCR 反応には Big Dye Terminater Cycle Sequencing v3.1 Ready Reaction 

kit（Applied Biosystems）を用いて解析した。得られたプラスミド 250 ng、5 x 

buffer 1 μl、1 μM プライマー2.5 μl、MilliQ 水 2 μl、BigDye2 μl を混合した。

PCR 反応は熱変性 97℃、1 分おこなった後、97℃、30 秒、アニーリングは 50℃、

30 秒、伸長反応は 60℃、4 分で 25 サイクルおこなった。反応終了後、PCR チ

ューブに 25 μl のエタノール、1 μl の 3 M 酢酸ナトリウムを加え 1.5 ml チュー

ブに移して氷上で 10 分静置した。その後室温で 15 分静置し、15,300 rpm、室

温にて 20 分遠心を行い、アスピレーターで上清を除き 250 μl の 70 %エタノー

ルを加え、15,300 rpm、室温にて 10 分遠心した。アスピレーターで上清を除き、

遠心吸引機でペレットを乾かし、12.5 μl の High Dye を加えて溶解し、95℃で

5 分インキュベートした後、氷上で急冷した。その後シークエンス操作に用いる

か、遮光して-20℃において保存した。 

 

・シークエンス操作 

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を用いておこなった。

添付のシーケンシング操作ガイドに準じて行い、DNA 配列をデータベースのも

のと比較し、一致することが確認できたものを実験に用いた。 
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⑬ プラスミド DNA の調製～ラージプレップ 

NUCLEOBOND AX500 カラム（MACHEREY-NAGEL）を用いた。抗生物

質を含む LB 培地 150 ml で一晩培養した大腸菌を、50 ml チューブに移し 3,500 

rpm、4℃で 10 分遠心し、菌体を沈殿させた。菌体は S1 溶液 12 ml に懸濁し、

S2 溶液 12 ml を加えチューブを緩やかに上下反転し菌体を溶解した。室温に 5

分程度放置した後、S3 溶液 12 ml を加えチューブを緩やかに上下反転して混ぜ、

氷上に 5 分放置した。15,000 rpm、4℃で 10 分遠心し、上清を濾過した。

NUCLEOBOND AX500 カラムを N2 溶液 6 ml で平衡化した後、濾過液をカラ

ムに通した。N3 溶液 16 ml を 2 回カラムに加え洗浄した。新しいチューブに移

して N5 溶液 15 ml を加えてプラスミドを溶出した。イソプロピルアルコール

11 ml を加えて 15,000 rpm、4℃で 30 分遠心し、核酸を沈殿させた。上清を除

き、70％エタノール 5 ml を加え、15,000 rpm、4℃で 10 分遠心した。上清を

除いて風乾し、適量の MilliQ 滅菌水に溶かした。 

 

(3) Luciferase assay 

① 遺伝子導入 

 Caco-2 細胞をコラーゲンコートした 24 ウェルプレートに 0.66 x 105 cells/ml

で 500 μl ずつ播いて一晩培養した。80%程度コンフルエントとなったところで

リポフェクション法によりベクターをトランスフェクトした。 

 リポフェクション法には LipofectAMINE Reagent (Invitrogen) を用いた。

80%程度コンフルエントになった細胞（24 ウェルプレート）の培地を

OPTI-MEM○R  I 500 μl へ置換し 37℃で 1 時間培養した。また 1 時間培養後、

OPTI-MEM○R  I 200 μl へ置換した。 

 その間に、1 ウェルあたり TXNIP プロモーター領域を含む pGL4 luciferase 

vector 1 μg、pRL-CMV vector 0.05 μg、Plus Reagent (Invitrogen) を 1 μl 含

んだ 25 μl の OPTI-MEM○R  I を調製し、ボルテックス後 15 分間静置した。そ

の後、1 ウェルあたり 25 μl の OPTI-MEM○R  I に 1 μl の LipofectAMINE 

Reagent (Invitrogen) を含んだ溶液と混合しボルテックス後、再び 15 分間静置

した。その後 1 時間培養した OPTI-MEM○R  I 200 μl を含む 24 ウェルプレート
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に 50 μl ずつ添加することで遺伝子導入をおこなった。遺伝子導入の 4 時間後に

通常の Caco-2 培養培地に交換した。 

 

② サンプル添加 

 遺伝子導入した翌日にタウリンを含む培地に交換し、24 時間後の細胞を回収

し、Luciferase assay に供した。 

 

③ Luciferase assay 

サンプル処理した細胞の培地を取り除き PBS (-)で 2 回洗浄した。そこに、50 

μl の Passive Lysis Buffer (Promega) を加え、15 分間室温にてシェーカーで振

盪した。その後細胞を剥ぎ取り、エッペンに回収した。回収後 15,000 rpm で 5

分遠心し、上清を Luciferase 活性測定に使用した。 

Luciferase 活性の測定には、同一サンプルを用いて pGL4-promoter vector

と pRL-CMV に由来する発光を測定できる Dual-Luciferase Reporter assay 

system (Promega) を用いて、ルミノメーターで測定した。測定時間は 10 秒に

設定した。 

50 μl の Luciferase Assay Reagent II (LAR) に、上清サンプル 10 μl を混合

し、レポータージーンであるホタルルシフェラーゼ活性を測定した。その後、

50 μl の Stop&GloTM Reagent をさらに添加し、インターナルコントロールベク

ターである pRL-CMV により発現するウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定

した。この値を遺伝子導入効率の補正値として用い、コントロールを 1 とした

ときの値を RLU (Relative Luciferase Unit) として示した。 

 

(4) 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で表した。有意差検定には Tukey’s test、Student's 

t-test を用い、有意水準 p ＜0.05 を有意差ありとした。 

 

 その他上記以外は前章に準じた。 
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4．結果 

4-1 タウリンが TXNIP mRNA の安定性に及ぼす影響 

 タウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進機構の解析として、まずタウリンが

TXNIP mRNA の安定性に影響を与えているのかについて mRNA 合成阻害剤で

あるアクチノマイシン D を用いて検討した。タウリンのみを含む培地で 48 時間

インキュベートした後、アクチノマイシン D を加えて 3、12、24 時間後の TXNIP 

mRNA 発現変化を検討したところ、3、12 時間後ではコントロール群、タウリ

ン群いずれにおいても mRNA の有意な減少はみられなかったが、24 時間後に

おいていずれも約 60%にまで減少した (Fig. 2-1-1) 。アクチノマイシン D を処

理し mRNA 合成を阻害した後の TXNIP mRNA 発現量がコントロール、タウリ

ン添加群において同じ割合で減少したことから、タウリンが TXNIP の mRNA

安定性に影響しないことが示唆された。 

 

4-2 タウリンが TXNIP の転写活性に及ぼす影響 

 次に、タウリンが TXNIP の転写活性に影響を及ぼしているかについて検討す

るために、TXNIP プロモーター領域を含むルシフェラーゼベクターを作製し、

ルシフェラーゼアッセイにより検討した。その結果、タウリンの濃度依存的に

TXNIP の転写活性上昇がみられた (Fig. 2-1-2) 。このことから、タウリンは

TXNIP mRNA 発現を転写レベルで亢進していることが明らかとなった。 

 

4-3 タウリンが TXNIP プロモーター部分配列の転写活性に及ぼす影響① 

 タウリンにより TXNIP 転写活性が亢進したことから、TXNIP プロモーター

領域中にタウリンによって活性化される遺伝子配列（タウリン応答配列）が存

在することが示唆された。そこで、そのタウリン応答配列を同定するために詳

細な TXNIP のプロモーター解析をおこなった。具体的には、TXNIP プロモー

ター領域を一部欠損させたルシフェラーゼベクターを作製し転写活性を調べる

こと (deletion 解析) で応答配列を絞り込むこととした。まず 5'側を欠損させた

ベクターを作製し、転写活性を調べたところ、-109 / +256 およびさらに欠損さ

せた-39 / +256 領域においてもタウリンによる転写活性の亢進はみられた (Fig. 
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2-1-3 (A)) 。そこでさらに領域を欠損させることとし、基本転写因子を残すため

に 3’末端を欠損させることとした。その結果、-39 / +256 でみられた転写活性の

増加が、-39/+142 や-39 / +65 の領域においてはみられなくなった (Fig. 2-1-3 

(B)) 。これよりタウリンによる TXNIP の転写活性亢進には、少なくとも TXNIP

プロモーター領域中の+143 / +256 が重要であることが示唆された。 

  

4-4 タウリンが TXNIP プロモーター部分配列の転写活性に及ぼす影響② 

Deletion 解析により TXNIP プロモーター領域中の+143 / +256 がタウリンに

よる転写活性化に必要であることが考えられたため、次に+143/+256 のみのプ

ロモーター領域でタウリンによる転写活性の誘導がみられるか検討した。なお、

+142-+143 部分に何らかの応答配列が存在する可能性を考慮し、5'側の配列を

20 塩基ほど 5'側に伸ばした+122 / +256 を含むルシフェラーゼベクターを作製

しておこなった。また、対照群として-1299 / +142 の領域についても検討した。

Fig. 2-1-4 に示すように、-1299 / +142 ではタウリンによる転写活性は亢進しな

いのに対し、+122 / +256 において有意な転写活性の上昇がみられた。このこと

から、タウリンは TXNIP プロモーター中の+122 / +256 領域内の遺伝子配列を

認識して TXNIP 転写活性を亢進していることが明らかとなった。 

 

4-5 TXNIP プロモーター+122 / +256 領域中におけるタウリン応答配列候補の

解析 

 TXNIP プロモーター解析に関する報告は複数存在するものの、+122 / +256

領域においてはこれまで検討されておらず、この領域内にどのような転写因子

応答配列が存在するかについては不明である。そこで、in silico 分野において転

写制御領域の配列解析を専門とされている東京大学医科学研究所 機能解析イ

ン・シリコ分野 中井研究室（中井謙太教授）との共同研究により TXNIP プロ

モーター+122 / +256 領域に存在する転写因子候補配列の解析をおこなった。 

転写因子結合配列予測データベースである TRANSFAC を用いた検索により

TXNIP プロモーター中の転写因子応答配列を調べた結果を Fig. 2-1-5 (A) に示

す。横軸は TXNIP の転写開始点 (0；青矢印) からの距離を示し、水色のブロ
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ックはその配列を認識する転写因子の数の程度を示す。この図から、+122 / +256

領域内に 6 つの転写因子応答配列（重複含む）が存在することが分かった。ま

た、進化的に高く保存された遺伝子配列が mRNA 発現誘導に重要ではないかと

いう仮説から、哺乳類 46 種のプロモーター配列の比較をおこなった。配列の保

存度を評価するパラメータである phastCons[116]による計算結果を Fig. 2-1-5 

(B) に示す。ピークが高いほど進化的保存度が高いことを表す。-100 前後に保

存度が非常に高い一連の配列が存在している一方で、+122 / +256 内では比較的

短い配列ではあるが保存度の高い配列が 2 つ存在することが分かった。なお、

水色のブロックは (A) と同様にその位置に転写因子応答配列が存在することを

示しているが、進化的保存度の高い配列とは一致しない配列であった。+122 / 

+256 中の具体的な遺伝子配列および(A)、(B)の情報をまとめたものを Fig. 2-1-5 

(C) に示す。それぞれの転写因子応答配列の中でコア配列となるものを大文字で

示した。また、進化的保存度の高い配列は 1 つ目が 7 塩基、2 つ目が 9 塩基長

であった。 

 

4-6 タウリンが TXNIP プロモーター部分配列の転写活性に及ぼす影響③ 

 4-5 で得られた情報をもとにさらに deletion 解析を進めた。TXNIP プロモー

ター+122 / +256 の領域を+122 / +178、+162 / +218、+211 / +256 の 3 つに分

け、それぞれを含むルシフェラーゼベクターを作製し、タウリンを添加した後

の Caco-2 細胞の転写活性を調べた。これらの 3 つの領域のうち、タウリン添加

によって+162 / +218 領域においてのみ転写活性が有意に上昇し、+122 / +178、

+211 / +256 の 2 つの領域では転写活性に変化がみられなかった (Fig. 2-1-7) 。

これより、タウリン応答配列は TXNIP プロモーター領域中の+162 / +218 に存

在することが明らかとなった。Fig. 2-1-6 (C) よりこの領域内には転写因子

FOXJ2 の応答配列、進化的保存度の高い配列が 2 つ、転写因子 Tst-1 の応答配

列が存在している。しかしながら、FOXJ2 については転写活性亢進がみられな

かった+122 / +178 と重複しているため、残りの 3 つの配列がタウリン応答配列

の候補として考えられた。 
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5．考察 

 TXNIP の mRNA 発現を亢進する機構として、(1) mRNA の安定性の向上、(2) 

TXNIP 遺伝子における転写活性の亢進の 2 つの可能性が考えられる。 

(1) について、真核生物において、転写された一次産物である RNA は、5’末

端に cap 構造、3’末端に polyA 配列が付加された mRNA として細胞質に移動す

る。その後、polyA 部分には細胞質に存在する polyA 結合タンパク質が付加し、

cap 構造には eIF2 や eIF4 などの高分子複合体が結合する。一例として 3'側の

非翻訳領域に存在する adenosine- and uridine- rich elements (ARE 配列； 

(AUUUA)) を有する遺伝子は ARE 配列に特異的な結合タンパク質によって制

御を受けると考えられている[117,118]。これらの結合タンパク質が mRNA を環

状化させ、翻訳が効率よくおこなわれると共に mRNA の安定性も向上すると言

われているが[119]、本研究においてタウリンは TXNIP の mRNA 安定性には影

響を与えていないことから (Fig. 2-1-1) 、TXNIP mRNA の転写活性の亢進に

寄与していることが考えられた。 

そのため、タウリンがTXNIPの転写活性に及ぼす影響を検討したところ、Fig. 

2-1-2に示すようにTXNIPプロモーター領域を含むLuciferase vectorを遺伝子

導入した Caco-2 細胞においてタウリンによる転写活性が上昇しており、タウリ

ンは転写レベルで TXNIP の発現を誘導していることが明らかとなった。 

 タウリンにより TXNIP の転写活性が誘導されたことから、TXNIP プロモー

ター領域中にタウリンによる活性化に関与する塩基配列（タウリン応答配列）

が存在することが考えられた。そこでタウリン応答配列を同定するために、プ

ロモーター解析 (deletion 解析) を進めた。TXNIP プロモーター全領域-1299 / 

+256 においてみられたタウリンによる転写活性の上昇は、-109 / +256 の領域に

おいてもみられた (Fig.2-1-3 (A)) 。このことから、TXNIP プロモーター領域

の-109 よりも 5’側にはタウリン応答配列は存在しないことが考えられた。Bosc

細胞を高密度で播くことで TXNIP の転写活性は上昇し、その応答配列は-650 / 

-643 の heat shock element (HSE) であること[115]、また、正常ヒト大動脈内

皮細胞においてグルコースは転写因子 forkhead box O1 (FOXO1) の-142 / -137

における応答配列への結合により転写活性を誘導する[120,121]が、タウリンは
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これらの応答配列に関与しないことが示された。グルコースについては FOXO1

応答配列に加えて-90 / -73 に存在する carbohydrate response element 

(ChoRE) を介して TXNIP の転写活性を亢進している[122]。ChoRE を介した

TXNIP 転写活性の上昇は、グルコースの他にも NAD+などの

adenosine-containing molecules[123,124]によって引き起こされている。さら

に、ChoRE に結合する転写因子 ChoRE binding protein (ChREBP)-Mlx 複合

体は解糖系の中間代謝物によって活性化され[125]、そのターゲット遺伝子は新

規脂質合成に関与するものであることから[126]、TXNIP プロモーター領域の

ChoRE は代謝系の恒常性の維持に重要な応答配列と考えられている。そこで、

TXNIP の ChoRE に変異を導入した TXNIP プロモーターベクターを作製しタ

ウリンの影響を調べた。しかしながら、TXNIP ChoRE mutant ベクターにおい

ても、wildtype と同様の転写活性の上昇がみられた（データ省略）。このことか

らタウリンは ChoRE を応答配列としないことが示された。-39 / +256 のプロモ

ーター領域においてタウリンによる転写活性が亢進する (Fig. 2-1-3 (A)) とい

う deletion 解析の結果もこれを支持しており、-39 よりも 5’側においてタウリン

は影響を与えないことが示された。 

 さらに deletion 解析を進めた結果、TXNIP プロモーター領域中の+143 / +256

がタウリンによる転写活性亢進に重要であることが示唆された (Fig. 2-1-3 

(B)) 。そこで、+122 / +256 を含むルシフェラーゼベクターを作製し検討したと

ころ、タウリンによる有意な転写活性上昇がみられた (Fig. 2-1-4) 。このこと

から、タウリン応答配列が+122 / +256 領域内に存在することが明らかとなった 

TXNIP のプロモーター解析について、-39 よりも 3’側の領域に関する報告は

なされておらず、この領域にどのような転写因子応答配列が存在するか不明で

ある。そのため、東京大学医科学研究所 中井研究室において転写因子結合配列

予測データベースによる配列、また哺乳類 46 種における進化的保存度の高い配

列の検索をおこない、それらを転写因子応答配列の候補とした。その結果、

TXNIP +122 / +256 内に転写因子応答配列 6 種類（重複含む）、進化的保存度が

高い配列 2 種類を見出すことができた (Fig. 2-1-5) 。そこで、候補配列に留意

して+122 / +256 領域をさらに 3 つに分けたルシフェラーゼベクター (+122 / 
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+178、+162 / +218、+211 / +256) を作製しそれぞれ検討した結果、+162 / +218

のベクターのみでタウリンによる転写活性の亢進がみられた (Fig. 2-1-6) 。こ

のことから+162 / +218 領域内にタウリン応答配列が存在することが明らかと

なった (Fig. 2-1-7) 。この領域内には進化的保存度の高い配列が 2 つ、さらに

転写因子 Tst-1 の応答配列が存在している。Tst-1 は Pit-Oct-Unc (POU) ドメイ

ンを持つ遺伝子ファミリーに属し、脳に発現しているとされており[127]、細胞

表面接着分子である P0 遺伝子発現に対して抑制的にはたらいたり[127]、

nicotinic acetylcholine receptor (nAchR) のサブユニットであるα3 の遺伝子発

現を特異的に誘導する[128]。しかしながら、Tst-1 については脳における報告に

留まっており、他の組織については検討されておらず、本研究の DNA マイクロ

アレイの結果では発現が absent となっている（データ省略）ことから、Caco-2

細胞において発現していない可能性が高い。しかしながら、DNA マイクロアレ

イの発現データは参考程度であるため、今後 Tst-1 応答配列のみを含むルシフェ

ラーゼベクターを作製し、検討したい。 

なお、deletion 解析において、それぞれの TXNIP プロモーター部分配列によ

ってコントロールにおけるルシフェラーゼ活性値が異なっており、基本的に部

分配列長が長いほどその値は高い (Fig. 2-1-3、Fig. 2-1-4、Fig. 2-1-6) 。これは、

それぞれのプロモーター部分領域において定常的に様々な転写因子がその応答

配列に結合して転写活性が制御されている可能性が考えられる。Deletion 解析

によりプロモーター領域を欠損させると転写因子応答配列も減少するため、そ

れぞれのコントロールにおける転写活性も変化し、ルシフェラーゼ活性値が異

なったと推察される。 

このように deletion 解析と in silico の観点からプロモーター解析を進めた結

果、タウリン応答配列のある程度の範囲を決定することができた。タウリン応

答配列の同定のために今後さらに deletion 解析または mutation 解析を進める

必要がある。 
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第 2 章 

第 2 節 

タウリンの TXNIP 発現誘導に関与するシグナル伝達経路の解析 

 

1．緒言 

 前節より、タウリンは TXNIP mRNA 安定性の向上ではなく、転写活性の亢

進により TXNIP mRNA 発現を誘導していることが明らかとなった。そこでそ

の上流の機構として、タウリンがどのようにして TXNIP 転写活性を上昇し

mRNA 発現を誘導しているのかについて解析するために、タウリンが TXNIP 

mRNA 発現を誘導するシグナル伝達経路の解析をおこなった。 

 タウリンが TXNIP mRNA 発現を亢進するシグナル伝達経路を探索するため

に、(1) タウリンの生理作用やタウリンが誘導することが知られているシグナル

伝達経路、(2) 他の化合物が TXNIP mRNA 発現を誘導するシグナル伝達経路と

いう 2 つの観点からシグナル伝達経路の候補を挙げ、それぞれのシグナル経路

に対する特異的阻害剤を用いてタウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進のメカ

ニズムを検討した。 

 

2．実験材料 

(1) 試薬 

 EGTAはナカライテスクより購入した。BAPTA-AMはSigmaより購入した。

SB203580、SP600125、PD98059 は Calbiochem より購入した。 

 

(2) 試薬類の調製 

① 1M EGTA：EGTA 7.6 g を Milli-Q 水 15 ml に溶かし、5 M NaOH を用いて

pH を 7.0 に調整した。その後 Milli-Q 水で 20 ml に fill-up し、ろ過滅菌装置に

通した。 

 



79 
 

② 50 mM BAPTA-AM：購入時の濃度で用いた。 

 

③ SB203580 (20 mM) 、SP600125 (100 mM) 、PD98059 (50 mM) ：それぞ

れの粉末を DMSO に溶かした。 

 

④ リン酸化測定用 Lysis buffer：50 mM HEPES (pH 7.5)、150 mM NaCl、1% 

NP-40、0.5% sodium deoxycholate、1 mM NaVO3、50 mM NaF、20 mM 

β-glycerophosphate、0.1% inhibitor cocktail (Sigma、使用直前に添加) 

 

⑤ その他の Western blotting 用試薬：第 1 章第 2 節参照 

 

3．実験方法 

(1) Real-time RT PCR 

○サンプル処理（阻害剤の添加） 

 24 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞に前処理として各種阻害剤を含んだ培地で 2 時間インキュベートし、その

後タウリンと阻害剤を含んだ培地に交換した。48 時間培養して細胞を回収した

後、TXNIP、ARRDC3、ARRDC4 の mRNA 発現量を Real-time RT PCR によ

り測定した。なお、用いた阻害剤については Table 2-1-1 に示す。また、本節で

新たに用いたプライマーを Table 2-1-2 に示す。 

 

Table 2-1-1 用いた阻害剤とその終濃度 

阻害剤 阻害作用 希釈倍率 終濃度 

EGTA  細胞外カルシウムキレート 1/1000 1 mM 

BAPTA-AM 細胞内カルシウムキレート 1/5000 10 μM 

SB203580 p38 MAPK 阻害 1/1000 20 μM 

SP600125 JNK MAPK 阻害 1/10000 10 μM 

PD98059 ERK MAPK 経路(MEK1)阻害 1/2500 20 μM 
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Table 2-1-2 Real-time RT PCR に用いたプライマー 

gene  primer sequence 
annealing 

temperature(℃) 

amplicon 

size(bp) 

ARRDC3 
forward cacttcctgaaagacctgaagc 

60 89 
reverse agcactcactggtgcaagatt 

ARRDC4 
forward ttggcagcagaaactccag 

60 118 
reverse tcctctgataccacatctgcat 

 

(2) Luciferase assay 

○ サンプル添加 

 遺伝子導入した翌日に、MEK1 阻害剤 PD98059 50 μM を含んだ培地で 2 時

間インキュベートし、その後タウリン 100 mM と PD98059 を含んだ培地に交

換した。24 時間培養して細胞を回収し、Luciferase assay に供した。 

 

(3) Western blotting 

① サンプル処理 

 6 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮様に分化させた Caco-2 細胞に

タウリン 100 mM を含んだ培地に交換した。そして、3、24、48 時間後のリン

酸化型 ERK 1/2 (Thr202/Thr204) および不活性型 ERK 1/2 の発現量を

Western blotting により検出した。 

 

② whole cell extract の調製 

 4℃に冷やした PBS(-)で細胞を 2 回洗浄した後、セルスクレイパーで細胞を回

収した。1,000 x g、4℃で 5 分遠心し、上清を除いた後、100 μl のリン酸化測定

用 Lysis buffer を加え、25G シリンジに通すことで細胞を破砕した。15,000 

rpm、4℃で 10 分遠心し、上清を whole cell extract として回収した。 

 

③ 抗体反応 

1 次抗体反応について、リン酸化型 ERK 1/2 は p-ERK 1/2 (Thr 202/Tyr 204) 
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(Santa Cruz) を Can Get Signal 1 で 200 倍希釈したもの、不活性型 ERK 1/2

は ERK 1 (Santa Cruz) を Can Get Signal 1 で 1000 倍希釈したものを反応溶

液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸して室温で 1 時間静置した。1 次抗体反

応が終わった PVDF 膜を PBS-T で 5 分 x 3 回洗浄した後、2 次抗体反応をおこ

なった。2 次抗体反応は、リン酸化型 ERK 1/2 および不活性型 ERK 1/2 いずれ

も HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Amersham) を Can Get Signal 2 で 1000 倍希

釈したもの反応溶液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸して室温で 1 時間静置

した。 

 

その他上記以外は前章に準じた。 

 

(4) 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で表した。有意差検定には Tukey’s test を用い、有意

水準 p ＜0.05 を有意差ありとした。 

 

4．結果 

4-1 タウリンの TXNIP 発現誘導とカルシウムイオンとの関与 

 まず、タウリンの生理作用および TXNIP 発現亢進に関与していることが報告

されているカルシウムイオンに着目し、細胞外のカルシウムキレート剤である

EGTA、細胞内へ透過するカルシウムキレート剤である BAPTA-AM を用いて、

タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導に与える影響を調べたところ、Caco-2

細胞をいずれのキレート剤で処理した場合においても、タウリンによる TXNIP 

mRNA 発現量の増加に変化はみられなかった (Fig 2-2-1) 。 

 

4-2 タウリンの TXNIP 発現誘導と MAPK シグナル伝達経路との関与 

 次に、タウリンの生理作用もしくは TXNIP 発現亢進に関与していることが報

告されている mitogen-activated protein kinase (MAPK) シグナル伝達経路で

ある p38 経路、c-Jun N-terminal kinase (JNK) 経路、extracellular 

signal-regulated kinase (ERK) 経路に着目し、それぞれのシグナル伝達経路阻
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害剤を用いて、タウリンによるTXNIP mRNA発現誘導に与える影響を調べた。

その結果、Caco-2 細胞を p38 経路の阻害剤である SB203680 や JNK 経路の阻

害剤である SP600125 で処理しても、タウリンによる TXNIP mRNA 発現量の

増加に変化はみられなかったが、ERK 経路における MAPK/ERK kinase 1 

(MEK1) の阻害剤である PD98059 を添加したところ、タウリンによる TXNIP 

mRNA 発現量の増加はコントロールと同程度まで抑制された (Fig. 2-2-2)。 

 

4-3 タウリンの TXNIP mRNA 発現誘導と ERK 経路との関与 

タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導を抑制した PD98059 を 10、20、50 

μM の濃度でそれぞれタウリンを含む培地に添加し細胞を 48 時間インキュベー

トしたところ、10 μM の濃度においては有意な差はみられないもののタウリン

による TXNIP mRNA 発現誘導を抑制する傾向が認められた。さらに 20 μM や

50 μM においてはコントロールと同程度まで抑制され、タウリンによる TXNIP 

mRNA 発現亢進において PD98059 の濃度依存的な抑制が確認された (Fig 

2-2-3) 。これより、タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導に ERK-MAPK シ

グナル伝達経路が関与していることが示唆された。 

 

4-4 タウリンによる TXNIP 転写活性亢進における ERK 経路の関与 

 タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導は ERK-MAPK シグナル伝達経路を

介していることが示唆されたため、その上流であるタウリンによる TXNIP 転写

活性の亢進も ERK シグナル伝達経路を介しているか検討した。Caco-2 細胞を

ERK 経路の阻害剤である PD98059 で処理し、タウリンによる TXNIP 転写活

性の亢進に与える影響を調べたところ、Fig. 2-2-4 に示すように、タウリンによ

る TXNIP 転写活性の上昇は、PD98059 50 μM 添加により有意に抑制された。

このことから、タウリンは ERK-MAPK シグナル伝達経路を活性化することで

TXNIP の転写活性を亢進していることが示唆された。 

 

4-5 タウリンが ERK1/2 の活性化に与える影響 

 4-3、4-4 より、タウリンによる TXNIP 発現誘導は ERK-MAPK シグナル伝
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達経路を介していることが示唆されたため、実際にタウリンにより ERK-MAPK

シグナル伝達経路が活性化されているか検討した。タウリン 100 mM を添加し

て 3、24、48 時間後における、ERK シグナル経路の活性化指標である Thr 

202/Tyr 204 残基リン酸化型の ERK1/2 発現量を測定したところ、タウリン添加

3 時間後と 24 時間後によってリン酸化型 ERK1/2 発現量の増加が見られた一方

で 48 時間後においては発現量の増加はみられなかった (Fig. 2-2-5) 。このこと

からタウリンは少なくとも 3時間から 24時間にかけてERK1/2を活性化してお

り、その活性化は徐々に減衰することが示された。 

 

4-6  タウリンによる ARRDC3、ARRDC4 発現誘導における ERK 経路の関与 

 第 1 章第 1 節で示したように、タウリンは TXNIP の他にも同じα-arresin 

family に属する ARRDC3、ARRDC4 の mRNA 発現も亢進した。そこで、これ

らの発現制御にも TXNIP と同様に ERK 経路が関与しているか調べるために、

PD98059 を用いてタウリンによるそれぞれの mRNA 発現誘導に与える影響を

検討した。その結果、タウリンによる ARRDC4 mRNA 発現の上昇は PD98059 

20 μM 添加によって抑制された (Fig. 2-2-6 (A)) が、一方で ARRDC3 について

は PD98059 による抑制はみられなかった (Fig.2-2-6 (B)) 。このことから、タ

ウリンによる ARRDC4 mRNA 発現誘導は TXNIP と同じ ERK-MAPK 経路を

介しているが、ARRDC3 については ERK 経路とは異なる機構で誘導している

ことが示唆された。 

 

4-7 TXNIP と ARRDC4 のプロモーター領域 0/+300 における配列比較 

 タウリンは TXNIP と ARRDC4 の mRNA 発現を同じ ERK-MAPK 経路を介

して誘導していることが示唆された。そのため、TXNIP と ARRDC4 はタウリ

ン添加によって同じ転写因子を介して転写されている可能性が考えられた。そ

こで、TXNIP と ARRDC4 のプロモーター領域 0 / +300、特に+162 / +218 の配

列に共通の配列が存在するかについて、東京大学医科学研究所 中井研究室で解

析したところ、TXNIP プロモーター領域の+162 / +218 において、ARRDC4 の

プロモーター領域と 4 塩基以上連続で共通する配列はみられず、また第 1 節で
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見出された進化的保存度の高い配列 2 つ、および Tst-1 応答配列においても塩基

配列に高い相同性はなかった (Fig. 2-2-7 (A)) 。また、TRANSFAC による転写

因子結合配列の検索においても ARRDC4 プロモーター領域において Tst-1 の応

答配列はみられなかった (Fig. 2-2-7 (B))。 

 

5．考察 

タウリンによる TXNIP mRNA 発現を誘導するシグナル伝達経路の解明のた

めに、タウリンが活性化するシグナル伝達経路と TXNIP mRNA を誘導するシ

グナル伝達経路に関する報告をもとに検討をおこなった。 

タウリンによってカルシウムイオンの細胞内への流入が心臓細胞や[129]神経

細胞において誘導される[130]ことが知られている。一方で、TXNIP mRNA 発

現を亢進する分子として NAD+、NADPH、ATP、ADP、cAMP などの adenosine- 

containing molecules が報告されている[123]。少なくとも NAD+[131,132]、

ATP[132,133]はカルシウムイオンの細胞内への流入を促進し、さらにそれらに

よる TXNIP mRNA の誘導には細胞内のカルシウムイオンが必要だとされてい

る[123]。このことから、タウリンがカルシウムイオンの流入を介して TXNIP 

mRNA 発現を誘導している可能性が考えられたが、カルシウムキレート剤を添

加してもタウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導に変化はみられず (Fig. 

2-2-1) 、Caco-2 細胞においてタウリンはカルシウムイオンの細胞内への流入を

誘導していないと考えられた。 

  

TXNIP mRNA を誘導する代表的なシグナル伝達経路は MAPK 経路であり、

グルコース添加による TXNIP mRNA 発現の上昇には p38[120]または p38 およ

び ERK[134]が、セラミドによる発現上昇には p38 および JNK[135]が関与して

いるとされている。一方で、タウリンは様々な細胞において MAPK の中でも

ERK シグナルを活性化する報告がなされている[136-139]。そのため、各種

MAPK 阻害剤を用いてタウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進に及ぼす影響を

調べたところ、ERK 経路の阻害剤である PD98059 によってタウリンによる

TXNIP mRNA 発現の上昇が抑制された (Fig. 2-2-2) 。さらに、PD98059 の濃
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度依存的に TXNIP mRNA 発現の上昇を抑制することが確認された (Fig. 

2-2-3) 。さらに PD98059 によってタウリンによる TXNIP の転写活性上昇も抑

制された (Fig. 2-2-4) 。このことは、タウリンは転写レベルで TXNIP の発現を

亢進していることを支持している。しかしながら、mRNA レベルにおいて

PD98059 は 20 μM の濃度で効果があったのに対し、転写活性レベルにおいては

20 μM では効果的ではなく（データ省略）、50 μM において抑制がみられた。

この濃度の違いについては細胞の培養条件の違いが考えられる。mRNA 発現に

ついてはCaco-2を 2週間培養させて小腸上皮様に分化させたものを実験として

用いたが、転写活性については 2 日間しか培養しておらず Caco-2 細胞は未分化

の状態でおこなっており、両者の細胞の性質の違いが表れたものだと考えられ

る。 

阻害剤の実験により、タウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導に ERK が関与

していることが示唆された。そこで、タウリンが ERK を活性化しているか検討

したところ、タウリン添加による ERK のリン酸化（活性化）がみられた (Fig. 

2-2-4) 。このことから、タウリンは ERK 経路を介して TXNIP mRNA 発現を

誘導していることが示唆された。 

哺乳類において上記 3種類のMAPK経路は互いに深く関わり合いながら増殖

因子やストレス刺激に対する細胞応答を調節し、細胞表面から核内へと情報を

伝達する役割を担っている[140]。これら MAPK 経路の活性化は主に kinase 類

のリン酸化の亢進、もしくは脱リン酸化酵素の活性化を介している[141]。増殖

因子やサイトカインによる刺激が加わると MAPK kinase kinase (MAPKKK) 

が多量体化などによってすぐさま活性化し、下流にある MAPKK をリン酸化す

る。続いて MAPK がリン酸化され、特異的な標的をリン酸化したり、MAPK

自身の転写活性化を活性化したりする[142]。ERK 経路は、多くの細胞外刺激や

細胞内における変化によって、Ras などの低分子量 G タンパク質の活性化によ

りシグナルカスケードが始まり[143-145]、増殖、分化、発生、生存、記憶、遊

走などの誘導において中心的な役割を果たす[146]。しかしながら、同じ ERK

の活性化でもその活性の持続性により機能は異なる[146,147]。細胞種や刺激に

よって違いはあるものの、60 分以内に終わるような一過性の ERK 活性化は細



86 
 

胞増殖を誘導する一方で、持続的な活性化は細胞分化へ導く[146]。また、一過

性の活性化では ERK 自身の核内移行がおこなわれず下流のキナーゼが核内に

移行するが、持続的な活性化の場合は ERK 自身が核内へ移行し転写因子を直接

リン酸化するという違いがあるため、シグナル伝達経路が異なり遺伝子発現の

プロファイルも変わってくる[147]。本研究においてタウリンによる ERK の活

性化は少なくとも 3 時間から 24 時間までみられており、比較的持続的である 

(Fig. 2-2-5) 。そのため、タウリンは ERK を活性化することにより ERK 自身

が核内に移行し、転写因子を活性化していることが推察された。同時に ERK の

活性化はタウリン添加後 48 時間においてみられなくなったことから、タウリン

による TXNIP mRNA 発現の上昇は一時的なものであることが考えられた。 

タウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進は JNK 阻害剤である SP600125 に

よって抑制されるのではなく、さらに亢進したこと (Fig. 2-2-2) から、Caco-2

細胞においてJNK経路はTXNIP mRNA発現を抑制しているということが考え

られる。タウリンは肝臓や心臓において様々なストレスによって活性化された

JNK 経路を阻害する[148-150]ことから、本研究においてはタウリンが JNK 経

路を阻害することで TXNIP mRNA 発現を誘導し、JNK 阻害剤によりさらに亢

進したという可能性が考えられる。JNK 経路が TXNIP mRNA 発現を低下する

という報告はなされていないが、一般的に ERK 経路は細胞増殖や抗アポトーシ

スにはたらくのに対し、p38 経路や JNK 経路は炎症やアポトーシスを誘導する

[151,152]。また vascular endothelial growth factor (VEGF) は ERK 経路を活

性化し JNK 経路を不活性化することでアポトーシスを抑制すること[153]が報

告されており、同じ MAPK 経路でも ERK 経路と JNK 経路は逆の生理作用を

示す場合がある。本研究においても同様の機構がはたらいている可能性がある。 

 

なお、上記以外のシグナル伝達経路がタウリンによる TXNIP mRNA 発現誘

導に与える影響についても検討した。タウリンによる活性化が報告されている

mammalian target of rapamycin (mTOR) シグナル経路[154]や

phosphoinositide 3-kinase (PI3K) シグナル経路[138]について、それぞれの阻

害剤である rapamycin、LY294002 を用いて調べたところ、いずれにおいても
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阻害剤を添加したサンプル群のコントロールにおける TXNIP mRNA 発現量が

阻害剤無添加のコントロールと比べて有意に増加した（データ省略）。そのた

め、これらの阻害剤自身が TXNIP mRNA 発現に影響を与えていることが示唆

され、タウリンによる TXNIP mRNA 発現に mTOR 経路や PI3K 経路が関与し

ているかについては、阻害剤の実験からでは判断できない。 

 

また、DNA マイクロアレイ解析においてタウリンは TXNIP と同じα-arrestin 

family である ARRDC3 や ARRDC4 の mRNA 発現も誘導することが見出され

たことから、これらについても ERK 経路の阻害剤を用いてその影響を検討した

ところ、ARRDC4 については TXNIP と同様に抑制した (Fig. 2-2-6 (A)) が、

ARRDC3 については阻害剤の濃度依存的に発現が亢進する結果となった (Fig. 

2-2-6 (B)) 。このことから、タウリンが同様の作用機構で TXNIP と ARRDC4

の mRNA 発現を誘導することが示唆された。また、ARRDC3 は核内受容体で

ある PPARγのターゲット遺伝子であると考えられている[155]。一方で、ERK

経路は PPARγの 112 番目の Ser 残基をリン酸化することでその転写活性を抑制

する[156]。このことから、ERK 経路阻害剤の添加によりタウリンによる ERK

活性化が抑制されたため、内因性 PPARγの転写活性が誘導され ARRDC3 

mRNA 発現が亢進したと考えられる。 

タウリンがTXNIPとARRDC4 mRNA発現を同様の機構で誘導していること

が考えられたため、それぞれのプロモーターにおける共通配列から応答配列を

同定しようと試みた。第 1 節よりタウリンは TXNIP プロモーター領域+162 / 

+218 における遺伝子配列を認識していることが示唆されている (Fig. 2-1-6) 

が、その領域について共通配列を調べたところ、TXNIP プロモーター+162 / 

+218 において ARRDC4 と 4 塩基以上で共通する配列は存在せず、相同性の高

い配列は得られなかった (Fig. 2-2-7 (A)) 。また、+162 / +218 に存在する転写

因子Tst-1の応答配列もARRDC4には存在しなかった (Fig. 2-2-7 (B)) 。なお、

Tst-1 応答配列については、ARRDC4 のプロモーター領域-1300 / +300 に広げ

て検索しても存在しなかった（データ省略）。このことから考えられる可能性は、

(1) タウリンによる TXNIP と ARRDC4 mRNA 発現亢進機構は異なること、ま
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たは(2) ARRDC4 プロモーター領域の-1300 / +300 以外の部分に共通配列が存

在することである。ARRDC4 のプロモーター領域はグルコースなどによって認

識される ChoRE を持つことが報告されている[157]が、第 1 節より ChoRE は

タウリンと関与しないことが明らかとなっている。TXNIP と ARRDC4 の ORF

は 80%もの相同性がある[51]ものの、プロモーター領域においては少なくとも 0 

/ +300 における相同性は約 30%であり高いとはいえない (Fig. 2-2-7 (A)) 。

ARRDC4 の転写制御機構は前述した ChoRE 配列以外については報告されてお

らず、TXNIPとのプロモーター配列の違いがその一因であることが考えられる。   

ARRDC4 のプロモーター配列から TXNIP プロモーター領域におけるタウリン

が認識する遺伝子配列を推察することはできなかったため、今後さらに deletion

解析などで TXNIP のプロモーター解析を進めていく必要がある。 
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第 3 章 

タウリンによる TXNIP 発現誘導が腸管上皮細胞 

に及ぼす影響 
 

1．緒言 

 第 1 章においてタウリンは TXNIP の発現を誘導することを明らかにし、第 2

章ではその作用機序について解析を進めた。本章では、タウリンが TXNIP 発現

を亢進することで誘導されるその下流の変化を解析するために、タウリンが

TXNIP を介して腸管上皮 Caco-2 細胞にどのような影響を与えるのかについて

大きく 3 つに分けて研究を進めた。(1) TXNIP を強発現することによりグルコ

ースの吸収が抑制される[52,123]ことから、タウリンがグルコース吸収に及ぼす

影響を調べた。(2) TXNIP ノックアウトマウスは絶食時に心筋などにおいて

AMP kinase (AMPK) の活性が抑制される[56]ことから、タウリンが AMPK 活

性に与える影響を検討した。(3) TXNIP はチオレドキシンと相互作用すること

でその活性を抑制する[43,44]ため、タウリンがチオレドキシン活性に及ぼす影

響を検討した。 

 

2．実験材料 

(1) 試薬 

 TritonX-100、クリアゾル II（液体シンチレーション用カクテル）はナカライ

テスクより購入した。D-[2-3H]グルコース（比放射能 21.2 Ci/mmol）は Moravek 

Biochemicals より購入した。ネガティブコントロール  (ON-TARGETplus 

Non-targeting Pool) および TXNIP の siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool 

siRNA) は Thermo Scientific より購入した。LipofectamineTM RNAiMAX は

Invitrogen より購入した。 
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(2) 実験器具、機器 

 液体シンチレーションアナライザーはAloka社のLSC5100液体シンチレーシ

ョンアナライザーを用いた。12 ウェルプレートは Corning より購入した。96

ウェルプレート（ブラック）は Thermo より購入した。 

 

(3) 試薬類の調製 

① HBSS (Glc-)：以下の組成 (Table 3-1) で Milli-Q 水 1000 ml に溶かし、KOH

で pH7.4 に調整した。 

 

Table 3-1  HBSS (Glc-)の組成 

CaCl2・2H2O 0.185 g 

MgCl2・6H2O 0.10 g 

MgSO4・7H2O 0.10 g 

KCl 0.40 g 

KH2PO4 0.06 g 

NaHCO3 0.35 g 

NaCl 8.00 g 

Na2HPO4 0.048 g 

 

② 0.05%アジ化ナトリウム溶液：アジ化ナトリウムを 0.05%になるように

PBS(-) に溶かした。 

 

③ 0.1% TritonX-100 溶液：TritonX-100 を 0.1%になるように Milli-Q 水に溶か

した。 

 

④ [3H]-グルコース溶液 

 使用直前に[3H]-グルコースの原液を 1000 倍（約 50 nM）希釈になるように

HBSS (Glc-) 溶液に加え、十分に混合した。 
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⑤ siRNA 溶液：RNA 用 Milli-Q 水 250 μl に溶かし、20 μM にした。 

 

⑥ TE buffer：50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1 mM EDTA 

 

その他の試薬、器具に関しては前章までに準じた。 

 

3．実験方法 

(1) グルコース取り込み実験 

① サンプル処理 

 24 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞にタウリン含んだ培地に交換し、48 時間培養した。また、ノックダウン誘

導下におけるグルコース取り込み実験については、siRNA を添加し 2 日後の

Caco-2 細胞を使用し、上記と同様に処理した。また、これらはすべて実験時に

同一の細胞を 2 枚の 24 ウェルプレートに播き、一方をグルコース取り込み用、

もう一方をタンパク質定量用として用いた。 

 

② グルコース取り込み実験 

 輸送実験をおこなう前に PBS(-)、HBSS (Glc-) を 37℃でプレインキュベート

した。また、0.05%アジ化ナトリウム溶液は氷冷しておいた。24 ウェルプレー

トから培地を除去し、各ウェルを 37℃で保温しておいた PBS(-) 700 μl で 2 回

洗浄した。その後、HBSS (Glc-) を 1 ウェルあたり 300 μl 加え、37℃で 10 分

間インキュベートした。HBSS (Glc-) を除去し、[3H]-グルコース溶液を 1 ウェ

ルあたり 300 μl 加え、37℃で 10 分間インキュベートした。[3H]-グルコース溶

液を除去し、氷冷しておいた 0.05%アジ化ナトリウム溶液を 1 ウェルあたり 700 

μl ずつ加えることで反応を停止させた。0.05%アジ化ナトリウム溶液を除去し、

再度同量の 0.05%アジ化ナトリウム溶液で洗浄した。その後、0.1% TritonX-100

溶液を 1 ウェルあたり 250 μl ずつ加え、37℃で 10 分間インキュベートした。

細胞をよく懸濁して 2.5 ml の液体シンチレーションカクテルに回収し、ボルテ

ックスで均一になるまで混合した。このカクテル中の 3H 量を液体シンチレーシ
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ョンアナライザーにより測定した。 

 

③ 細胞のタンパク質定量法 

 第 1 章第 2 節参照 

 
(2) RNA 干渉 
 Caco-2 細胞を 0.5 x 105 cell の細胞数で 24 well プレートに播いた翌日に、

30-50%コンフルエントになっていることを確認した。そしてトランスフェクシ

ョンする 1 時間前に培地を OPTI-MEM○R  I に交換し、1 well あたり 500 μl 加

えた。その後、以下の 2 種類の混合液をつくった。1 well あたりの量を示す。 

A． 50 μl の OPTI-MEM○R  I 中に siRNA を 6 pmol 加えて、穏やかに混合した。 

B． 50 μl の OPTI-MEM○R  I 中に LipofectamineTM RNAiMAX を 1 μl 加えて、

穏やかに混合した。 

 次に、A 液と B 液を混合し、室温で 15 分放置した。その後、プレートの各

well に混合液 (100 μl) を加えて最終 RNA 濃度を 10 nM、最終容量を 600 μl

とした。このまま 48 時間培養することで遺伝子ノックダウンをおこなった。そ

の後、サンプル処理をおこなった。 

 

(3) Western blotting 

① サンプル処理 

 6 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮様に分化させた Caco-2 細胞に

タウリン 25、50、100 mM を含んだ培地に交換した。そして、48 時間後のリン

酸化型AMPKα (Thr172) および不活性型AMPKαの発現量をWestern blotting

により検出した。 

 

② whole cell extract の調製 

 4℃に冷やした PBS(-)で細胞を 2 回洗浄した後、セルスクレイパーで細胞を回

収した。1,000 x g、4℃で 5 分遠心し、上清を除いた後、100 μl のリン酸化測定

用 Lysis buffer を加え、25G シリンジに通すことで細胞を破砕した。15,000 
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rpm、4℃で 10 分遠心し、上清を whole cell extract として回収した。 

 

③ 抗体反応 

1 次抗体反応について、リン酸化型 AMPKαは AMPKα (Thr172) (Cell 

Signaling Technology) を Can Get Signal 1 で 2000 倍希釈したもの、不活性型

AMPKαは AMPKα (Cell Signaling Technology) を Can Get Signal 1 で 1000

倍希釈したものを反応溶液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸して 4℃で一晩

振盪した。1次抗体反応が終わったPVDF膜をPBS-Tで 5分 x 3回洗浄した後、

2 次抗体反応をおこなった。2 次抗体反応は、リン酸化型 AMPKαおよび不活性

型 AMPKαいずれも HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Amersham) を Can Get 

Signal 2 で 1000 倍希釈したもの反応溶液とし、これに洗浄した PVDF 膜を浸

して室温で 1 時間静置した。 

 

(4) 細胞内 ATP 量の測定 

① サンプル処理 

 24 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞にタウリン含んだ培地に交換し、48 時間培養した。 

 

② サンプル調製 

ATP 量は ATP Bioluminescence Assay Kit HS II (Roche)を用いて測定した。

Caco-2 細胞を冷 PBS(-)で洗浄し、冷 PBS(-)を 1 ウェルあたり 500 μl 加えて細

胞を剥ぎ取り、1.5 ml チューブに回収した。1,700 rpm、4℃で 5 分遠心し PBS

を取り除いた後、沈殿にDilution Buffer 100 μlを加えて希釈した（細胞希釈液）。

細胞希釈液 10 μl に Dilution Buffer を 40 μl 加えて 50 μl にし（※A）、さらに

そこから 6 μl とり、Dilution Buffer を 54 μl 加えて計 50 倍希釈にした。Cell 

Lysis Reagent を 60 μl（等量）加えて、室温で 5 分間静置した。また、検量線

用として Dilution Buffer で希釈した ATP Standard の各濃度の液 (10-11～10-7 

M) 60 μl についても同様の処理をおこなった。サンプルについてはさらに 100℃

で 2 分インキュベートし、10,000 x g で 1 分遠心して上清 100 μl を調製サンプ
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ルとした。なお、サンプルは測定直前まで氷上で保存した。 

 

③ ATP 量の測定 

 Kit のプロトコールに従い、以下のようにして ATP 量を測定した。 

 各サンプルを 100 μl ずつ入れたルミノメーターチューブに Luciferase 

Reagent 100 μl を添加し、ルミノメーターによりルシフェラーゼ活性を測定し

た。測定時間は 10 秒に設定した。 

 また、②の※A で残ったサンプル液を用いてタンパク質量を測定した。サン

プル液 10 μl に滅菌水 30 μl を加えて希釈した溶液のタンパク質量を色素結合法

（第 1 章第 2 節参照）により定量した。ルシフェラーゼ活性値を ATP 量に換算

した後タンパク質量で補正して、各サンプルの細胞内ATP量 (M/μg protein) と

した。 

 

(5) チオレドキシン活性 

① サンプル処理 

 12 ウェルプレート上で 2 週間培養し、腸管上皮細胞様に分化させた Caco-2

細胞をタウリン 100 mM を含んだ培地に交換し、72 時間培養した。 

 

② cell lysate の調製 

 4℃に冷やした PBS(-)で細胞を 1 回洗浄した後、セルスクレイパーで細胞を回

収した。1,000 x g、4℃で 5 分遠心し、上清を除いた後、200 μl の TE buffer を

加え、25G シリンジに通すことで細胞を破砕した。10,000 rpm、4℃で 20 分遠

心し、上清を cell lysate として回収した。 

 

③ タンパク質量の定量 

前項で得られた上清 5 μl に Milli-Q 水 45 μl を加えることにより 10 倍希釈溶

液を調製した。その後は第 1 章第 2 節に準じた。 
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④ チオレドキシン活性 

  Thioredoxin Activity Fluorescent Assay Kit (Cayman Chemical) を用いて

測定した。96 ウェルプレート（ブラック）に 10 μg 相当の cell lysate を加え、

assay buffer で 65 μl に fill-up した。Recombinant thioredoxin reductase を

10 μl 加えた後、β-NADPH を 5 μl 加えてプレートに蓋をして 37℃で 30 分イン

キュベートした。その後、fluorescent substrate を 20 μl 添加し、37℃で 5 分

インキュベートした。インキュベート後、室温で 485 nm の励起波長、544 nm

の蛍光波長を測定し、0 分後の蛍光値とした。また、30 分後に同様の測定をお

こない、30 分後の蛍光値とした。チオレドキシン活性は、各サンプルの 30 分

後の 0 分後の蛍光値の差を測定時間 30 分で割りさらにタンパク質量 10 μg で割

ることで酵素活性とし、コントロールの値を 1 としたときの相対値で示した。 

 

(6) 統計処理 

結果は平均値±標準誤差で表した。有意差検定には Dunnett’s test、Tukey’s 

test、Student’s t-test を用い、有意水準 p ＜0.05 を有意差ありとした。 

 

 その他上記以外は前章に準じた。 

 

4．結果 

4-1 タウリンがグルコース取り込み活性に及ぼす影響 

Caco-2 細胞をタウリン 25、50、100 mM で処理して 48 時間後のグルコース

取り込み活性を測定したところ、タウリンの濃度依存的にグルコース取り込み

活性を抑制する結果が得られた (Fig. 3-1) 。タウリン 100 mM においてコント

ロールと比べて取り込み活性は約 60%となった。このことからタウリンは

Caco-2 細胞においてグルコースの取り込みを抑制することが示された。 

 

4-2 タウリンによるグルコース吸収の抑制における TXNIP の関与 

 4-1 よりタウリンがグルコースの取り込みを抑制することが見出されたが、そ

の作用が TXNIP の誘導によるものかについて明らかにするために、siRNA を
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用いて TXNIP mRNA のノックダウンをおこない、グルコース取り込みへの影

響を検討した。その結果、siRNA ネガティブコントロールにおいてはタウリン

によるグルコース取り込み抑制がみられたのに対し、TXNIP の siRNA を添加

しノックダウンを誘導したときにその抑制効果が解除された (Fig. 3-2) 。この

ことからタウリンによるグルコース取り込み抑制はタウリンによる TXNIP 発

現誘導を介していることが示唆された。 

 

4-3  タウリンが AMPK 活性に及ぼす影響 

 Caco-2 細胞をタウリン 25、50、100 mM で 48 時間処理し、細胞を回収して

Thr172 残基リン酸化型の AMPKα発現量を測定したところ、タウリンの濃度依

存的にリン酸化型 AMPKα発現の亢進がみられ、タウリン 100 mM において約

1.5 倍まで上昇した (Fig. 3-3) 。このことからタウリンは AMPK を活性化して

いることが明らかとなった。 

 

4-4 タウリンが細胞内 ATP 量に及ぼす影響 

 タウリンによって活性化された AMPK はエネルギー源である ATP 量の維持

および合成に関与している[55]。そこで、タウリンが細胞内の ATP 量に与える

影響を検討した。タウリン 100 mM を含む培地で 72 時間培養し、細胞内 ATP

量を測定したところ、コントロールと比べて有意な上昇がみられた (Fig. 3-4) 。

このことからタウリンはエネルギー産生を誘導することが示された。 

 

4-5 タウリンがチオレドキシン活性に及ぼす影響 

 Caco-2 細胞をタウリン 100 mM で処理し、72 時間後のチオレドキシン活性

を測定したところ、コントロールと比べて有意なチオレドキシン活性の低下が

みられた (Fig. 3-5) 。このことからタウリンによって誘導された TXNIP はチ

オレドキシンと相互作用し、チオレドキシン活性を低下させることが示唆され

た。 
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5．考察 

TXNIP は多彩な生理機能に関与していることが知られているが、それらの中

で多くの報告がなされており中心的な機能と考えられる「エネルギー代謝」と

「チオレドキシンとの相互作用による redox 制御」に着目して、タウリンによ

る TXNIP 発現誘導が Caco-2 細胞に及ぼす影響を検討した。 

TXNIPの発現上昇によりグルコースの吸収が抑制されることからタウリンは

TXNIPを誘導することでグルコースの取り込み活性を抑えることが考えられる。

そこで、Caco-2 細胞においてタウリンがグルコース取り込み活性に及ぼす影響

を検討したところ、添加したタウリンの濃度依存的にグルコースの取り込みを

抑制した (Fig. 3-1) 。さらに、その生理作用に TXNIP が関与しているかにつ

いて TXNIP の siRNA を用いて検討したところ、TXNIP をノックダウンするこ

とによりタウリンによるグルコース取り込み活性の抑制が解除された (Fig. 

3-2) 。このことから、タウリンは TXNIP の発現誘導を介してグルコースの吸

収を抑制していることが明らかとなった。心臓において TXNIP をノックアウト

したときにはグルコースの取り込みに顕著な増加がみられる[158]。グルコース

や adenosine-containing molecule は、転写因子 ChREBP-Mlx 複合体がプロモ

ーター領域の ChoRE に結合することで TXNIP を誘導し、グルコースの吸収を

抑制する[123,125]。ChREBP-Mlx 複合体はグルコースによって応答する遺伝子

の多くに関与していること[126]から、グルコースの代謝に関して ChREBP-Mlx

やChoREをターゲットとした研究が進められてきた[159,160]。しかしながら、

第 2 章第 1 節で述べたようにタウリンによる TXNIP 発現誘導に ChoRE は関与

しなかったこと、また遺伝子導入による TXNIP の強発現がグルコースの吸収を

抑制すること[123]から、TXNIP を誘導する化合物やその転写制御機構が異なっ

ても、同じ TXNIP を誘導することでグルコース吸収抑制という共通の生理機能

が発揮されると考えられた。 

第 1 章第 1 節において見出されたタウリンによる GLUT1 および GLUT3 の

mRNA 発現の抑制 (Table 1-1-11) は、タウリンによるグルコース取り込み活性

抑制作用の一因だと考えられる。一方で、TXNIP のノックダウンによりグルコ

ース取り込み活性の低下が完全に抑制されたこと (Fig. 3-2) から、TXNIP のグ
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ルコース吸収抑制機構として GLUT1 及び GLUT3 を mRNA レベルで抑制して

いることが推察される。また、TXNIP は核内にのみ発現がみられると報告され

ている[52,161]ため、TXNIP が転写レベルで GLUT1、GLUT3 mRNA を制御

している可能性も考えられる。実際にはその検証のために、Caco-2 細胞におけ

る TXNIP の局在や、TXNIP のノックダウンによりタウリンによる GLUT1 お

よび GLUT3 の mRNA 発現抑制が解除されるか検討する必要がある。 

  

 TXNIP ノックアウトマウスにおいて AMPK の活性が抑制されること[56]、ま

たTXNIPはmTORシグナル経路を抑制し[162]、mTOR経路は一般的にAMPK

によって抑制される[163]ことから、TXNIP が AMPK の活性化に関与している

可能性が考えられる。そこで、本研究において TXNIP 発現を亢進するタウリン

が AMPK の活性化を誘導しているか検討したところ、添加したタウリンの濃度

依存的に AMPK の活性が上昇した (Fig. 3-3) 。AMPK は通常エネルギー不足

時（AMP/ATP 比または ADP/ATP 比の上昇時）に活性化され、同化を抑制し異

化を促進することで ATP の維持、合成を誘導する[164]。具体的なエネルギー不

足としてグルコース欠乏や、代謝毒、筋収縮などによる ATP の消費などが挙げ

られる。またエネルギー不足に限らず、抗糖尿病薬 (メトホルミン、フェンホル

ミン) などの薬物、レスベラトロールやエピガロカテキンガレートなどの植物成

分といった外来物質によっても AMPK は活性化される。本研究においてタウリ

ンが AMPK を活性化したことから、タウリンが ATP の維持や合成を促進して

いる可能性が考えられた。そのため、タウリンが細胞内 ATP 量に及ぼす影響を

調べたところ、タウリン 100 mM 添加により有意な細胞内 ATP 量の増加がみら

れた (Fig. 3-4) 。このことから、タウリンは TXNIP を誘導することによって

AMPK を活性化し、細胞内 ATP 量を増加させる可能性が考えられた。一方で、

タウリンはミトコンドリアタンパク質をコードした tRNA のウリジンと結合し

て、ミトコンドリアにおけるタンパク質の合成を安定化しており ATP 産生の効

率化につながる[165]と報告されているため、それにより ATP 産生量の増加につ

ながることも考えられる。しかしながらタウリンのウリジン修飾に関しては、

内因性のタウリンが恒常的にウリジンに結合しており定常状態における正常な
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タンパク質合成に必須であるといわれているため、本研究のような外因性のタ

ウリンが作用するとは考えにくい。タウリンによる細胞内 ATP 量の増加は

AMPK 活性化によるものだと考えられる。 

  

タウリンによる TXNIP 発現誘導を介したグルコース吸収の抑制と AMPK 活

性との関連性について考察する。グルコース吸収抑制により細胞内のグルコー

ス量は減少しているため、エネルギー不足が生じている可能性が考えられる。

AMPK はグルコース不足といったエネルギー不足により活性化する[164]ため、

タウリンが TXNIP の発現を誘導してグルコースの吸収を抑制した結果、AMPK

が活性化され細胞内 ATP 量が増加するという一連の流れが成立する。栄養源で

あるグルコースの吸収を抑制することは、タウリンが細胞に貧栄養というスト

レスをもたらしてしまうが、細胞内 ATP 量を増加させるためのプロセスと考え

れば生理的意義として妥当な生理作用である。この仮説を検証するためには、

グルコース不足時に AMPK が活性化するための条件である、AMP/ATP 比や

ADP/ATP比の増加[166]がCaco-2細胞においても生じているか調べる必要があ

る。なお、タウリンによるグルコース吸収抑制が細胞に貧栄養をもたらすとい

う点については、AMPK 活性化によりグルコーストランスポーターである

GLUT1 や GLUT4[167]、SGLT1[168]の細胞膜への移行が生じグルコースの吸

収が亢進するため、タウリンによるグルコース吸収抑制は一過性のものであり

恒常性は維持されると思われる。 

 

 TXNIP はチオレドキシンと相互作用しその活性を抑制する[43,44]ことから、

タウリンがチオレドキシン活性に及ぼす影響を検討したところ、タウリン 100 

mM添加によりチオレドキシン活性の有意な抑制がみられた (Fig. 3-5)。TXNIP

を誘導することにより抗酸化力を持つチオレドキシンの活性が抑制されるため、

活性酸素種 (ROS) が増加すると報告されている[120,169,170]。そのため、タ

ウリンが TXNIP を誘導することで ROS を産生する可能性が考えられた。しか

しながらタウリン自身は抗酸化作用を有しているため[15-18]、タウリンによる

ROS の産生については実際に検討する必要がある。 
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 TXNIPはチオレドキシンとの相互作用において247番目のCys残基が重要と

されており、その変異体はチオレドキシンと結合しない[171]。TXNIP のグルコ

ース取り込み抑制作用に関しては、変異体においてもみられること[52]からチオ

レドキシンと相互作用することが重要ではなく、さらにチオレドキシン活性の

低下によって誘導される機能ではないと考えられる。そのため、タウリンが

TXNIP発現を誘導することによって生じるグルコース取り込み抑制作用とチオ

レドキシン活性の抑制作用は独立した機能であることが示唆される。 
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補章  

タウリン結合タンパク質の探索 

 
1．緒言 

 ヒトゲノムの解析が完了した現在、低分子化合物を利用して生体内のタンパ

ク質の機能やそれが関与する生体反応の制御機構及びネットワークを研究する

概念として、化学的観点から生命現象を解明するケミカルバイオロジーが注目

されている。この学問は、低分子化合物を用いて生体内で起こる表現型を解析

し、その作用機構及び標的タンパク質が関わる生体制御やネットワークを解明

するものであり、医薬品などを中心にしてその解析がおこなわれている。一方、

タウリンは腸管上皮細胞において遺伝子発現を制御していることから、腸管上

皮細胞にはタウリン濃度変化を認識する分子の存在が考えられる。そのためケ

ミカルバイオロジーの概念を食品成分であるタウリンの受容・認識機構解明に

応用して、腸管上皮細胞におけるタウリンの標的タンパク質を同定し、十分な

研究がおこなわれていないタウリンの分子レベルでの詳細な作用機序を解明し

ようとした。 

 本章の内容は、東京工業大学 半田宏研究室で開発された FG ビーズを用いた

アフィニティ製法を用いて進めたタウリン結合タンパク質の探索に関わるもの

である。FG ビーズはフェライトを芯に持ち、表面をポリグリシジルメタクリレ

ート (polyglycizyl methacrylate：GMA) で覆われた粒径約 200 nm のナノ磁性

ビーズであり、① 粒径が小さいので単位容積あたりの表面積が大きく、多量の

リガンドを固定できる、② 非特異的吸着がほとんどない、③ 分散性・可動性

なのでリガンドと標的物質との結合・再結合頻度が高まり、リガンドの標的物

質を高効率、かつ高純度に単離できる、などの優れた特徴を持っている。この

ビーズを用いることにより、低分子化合物をリガンドとする目的タンパク質を

少量で、迅速・簡便に見つけることが可能である。これまでに当研究室の

Ishimoto らによって、腸管上皮モデル細胞である Caco-2 細胞のライセート中

のタウリン結合タンパク質の探索がおこなわれ、候補分子として 1 つのタンパ
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ク質 (protein taurine-binding-protein (TBP)：仮称) が見出された。 

 本章では、タンパク質 protein TBP について大腸菌組み換えタンパク質を作

製し、精製したタンパク質とタウリンとの結合の確認をおこなった。 

 

2．実験材料 

(1) 試薬類の購入 

Glutathione Sepharose 4B は GE healthcare より購入した。 

 

(2) 試薬類の調製 

① Isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside (IPTG) 1 M 溶液：Milli-Q 水に溶か

した 1 M IPTG 溶液を 0.20 μm のろ過滅菌装置を通すことによって調製した。 

 

② TNE buffer：第 1 章第 2 節参照 

 

③ glutathione elution buffer：10 mM 還元型 glutathione、50 mM Tris-HCl 

(pH 8.0) 

 

④ 100 mM binding buffer：10 mM Tris-HCl (pH8.0)、10% Glycerol、50 mM 

NaCl、0.1 mM EDTA、0.1% NP-40、1 mM DTT、0.5 mM PMSF (DTT と PMSF

は使用直前に添加) 

 

⑤ elution buffer：10 mM Tris-HCl (pH8.0)、10% Glycerol、1M NaCl、0.1 mM 

EDTA、0.1% NP-40、1 mM DTT、0.5 mM PMSF (DTT と PMSF は使用直前

に添加) 

 

⑥ CBB 染色液：CBB R-250 2.5 g、メタノール 500 ml、酢酸 100 ml、滅菌水 

400 ml 

 

⑦ 2 × Loading buffer：第 1 章第 2 節参照 
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⑧ 固定液 1：メタノール 25 ml、酢酸 2.5 ml、Milli-Q 水 22.5 ml 

 

⑨ 固定液 2：メタノール 25 ml、Milli-Q 水 25 ml 

 

(2) 実験器具、機器 

撹拌機（小型ロータリーミキサー）Rotary Mixer NRC-20D は日伸理化より

購入した。 

 

3．実験方法 

(1) protein TBP の大腸菌組み換えタンパク質の作製 

① タウリン結合タンパク質候補の発現 

protein TBP のコーディング領域を含む大腸菌発現ベクター pGEX 6P-1 

-protein TBP については東京工業大学 半田宏研究室より御供与頂いた。このベ

クターをコンピテントセル TG1（大腸菌 K-12 由来株）に形質転換し、アンピ

シリンプレートに播いた。翌日生えてきたコロニーを採取し、坂口フラスコ 300 

ml×2 に植菌した。OD600=0.5 になったら IPTG を終濃度 1 mM になるように

加え、一晩培養させた。 

 

② タウリン結合タンパク質候補の精製 

ペレットを回収し、TNE buffer を入れて懸濁した。その後、1 分おきに超音

波破砕を計 5 回おこない細胞膜を破砕した。15,000 rpm で 10 分遠心し、上清

を回収した。上清に、あらかじめ 10 倍量の PBS で洗浄しさらに等量の PBS を

加えた 50％Glutathione Sepharose 4B 400 μl を入れ、1 時間回転撹拌 (6 rpm) 

させた。その後、1,500 rpm で 2 分遠心して Sepharose を回収し、PBS 500 μl

を加えて懸濁し洗浄した。この洗浄作業は 4 回おこなった。そして、250 μl の

glutathione elution buffer を加え、10 分回転攪拌 (6 rpm) させた。この作業を

2 回おこなうことで、500 μl の elution buffer に回収した。なお、検出は

SDS-PAGE を経て CBB 染色によりおこなった。 
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③ SDS-PAGE：第 1 章第 2 節参照 

 

④ CBB 染色 

  SDS-PAGE のゲルを CBB 染色液に浸して 20 分振盪した。その後ゲルを、キ

ムワイプを入れておいた熱湯に浸し振盪することで脱色をおこなった。脱色に

おいて適宜キムワイプと熱湯は交換し、十分脱色するまで繰り返した。 

 

(2) タウリン固定化 FG ビーズの作成 (Fig. 4-1) 

① カルボン酸型 FG ビーズの大量製造 

 2 ml のエッペンチューブに FG 粒子 10 mg をとり、500 μl の MilliQ 水を加

え懸濁し 15,000 rpm, 室温, 5 min 遠心後上清を除去することで洗浄した。同

様に MilliQ 水で 2 回、N,N-ジメチルホルムアミド（DMF）で 5 回洗浄した後、

DMF 300 μl に懸濁し、トリエチルアミン 100 μl、500 mM 無水コハク酸 600 μl

を添加し、遮光条件下室温で 24 時間反応させた。その後、DMF で洗浄後、430 

μl の DMF に懸濁し、Et3N 50 μl、無水酢酸 20 μl 添加し、室温で 2 時間振とう

した。MilliQ 水で 2 回洗浄後、450 μl の MilliQ 水に懸濁し、1N NaOH 50 μl

を添加して室温で 30 分間振とうした。MilliQ 水で 5 回洗浄後、MilliQ 水 500 μl

に懸濁して 4℃で保存した。 

 

② カルボン酸型 FG ビーズへのタウリンの固定化法 

2 ml のエッペンチューブにカルボン酸型 FG ビーズ 1 mg (50 μl、20 mg/ml) 

をとり、遠心・上清の除去という操作を繰り返してメタノールと MilliQ 水を任

意の比率で混合した溶液（メタノールと MilliQ 水の比率は反応に使用するタウ

リンストック溶液における比率に準ずる）で 3 回洗浄した。ここにあらかじめ

MilliQ 水で 500 mM に調製したタウリン溶液 (タウリンストック溶液、pH9.0)

をメタノールで 0、100 mM、250 mM 各濃度に希釈した溶液を 500 μl 添加し、

さ ら に カ ル ボ キ シ ア ミ ド 合 成 用 カ ッ プ リ ン グ 剤 で あ る

4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride 
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(DMT-MM) 27.7 mg（終濃度 0.2 M）を粉末のまま加え、室温で 72 時間振とう

し、ビーズのカルボキシル基とタウリンのアミノ基を反応させた。15,000 rpm

で 5 min 遠心し、上清を回収後、1 M エタノールアミン（溶媒：メタノール）

500 μl を添加し、さらに DMT-MM 27.7 mg（終濃度 0.2 M）を粉末のまま加え、

引き続き室温で72時間振とうすることで未反応のカルボキシル基をマスクした。

遠心して上清を回収し、ビーズを MilliQ 水で 5 回洗浄後、MilliQ 水 200 μl で

懸濁、4℃遮光条件で保存した。 

 

(3) protein TBP のタウリン固定化 FG ビーズへの結合 (Fig. 4-2) 

① protein TBP とタウリン固定化 FG ビーズの反応および溶出 

タウリン固定化ビーズ(40 μl、5 mg/ml)を 1.5 ml チューブに 0.2 mg とり、100 

mM binding buffer 200 μl を加え懸濁後、磁石でビーズを集めて上清を取り除

いた。この操作をもう一度繰り返し洗浄したビーズに、先程の binding buffer

と glutathione 以外は同様の組成になるように調製した任意のタンパク質量を

含むタンパク質溶液を 200μl 加えて、粒子を再分散させた。これを、ローテー

ターを用いて 4℃、4 時間回転撹拌 (6 rpm) させ、タウリン固定化ビーズと細

胞抽出液を反応させた。 

 このビーズを磁石で集めて上清を取り除いた後、200 μl の 100mM binding 

buffer を用い、再分散・磁石によるビーズの回収・上清の除去という操作を 3

回繰り返し、非特異的結合タンパク質の除去、ビーズの洗浄をおこなった。 

 次に、ビーズの表面に特異的に結合していると考えられるタンパク質を溶出

するために、以下の操作をおこなった。 

 

＊塩溶出 

 洗浄したビーズに 30 μl の elution buffer を加え、ビーズを再分散させた後 10

分間氷上で放置した。磁石でビーズを集めた後上清を回収し、これを塩による

タンパク質溶出画分（塩溶出）とした。 
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＊界面活性剤による溶出 

塩による溶出をおこなった後、30 μl の 1× Loading buffer を加え、ビーズを

再分散させた。その後、98℃で 5 分間煮沸し 15,000 rpm、5 分間、室温で遠心

分離した後、上清を回収し、これを界面活性剤によるタンパク質溶出画分（SDS

溶出）とした。  

 

 以上のように溶出させたタンパク質溶出画分を各々9 μl ずつとり、2 × 

Loading バッファー9 μl を加えた後、98℃で 5 分間加熱して変性させ

SDS-PAGE をおこなった。検出は銀染色法を用いた。 

 

② SDS-PAGE：第 1 章第 2 節参照 

 

③ 銀染色法 

 銀染色は Silver Stain MS Kit (Wako) を用いておこなった。SDS-PAGE のゲ

ルを固定液 1 で 20 分（または一晩）振盪した。20 分後、固定液 2 に浸して 10

分浸透した。10 分後、Milli-Q 水で 10 分浸透した。その後、増感液（原液を

Milli-Q 水で 10 倍希釈）で 1 分振盪し、Milli-Q 水で 1 分振盪、再び Milli-Q 水

で 1 分浸透した。さらに、37℃のウォーターバスで温めておいた染色液（原液

を 10 倍希釈）に浸し、20 分浸透した。20 分後 Milli-Q 水で 1 分振盪を 2 回お

こなった後、同様に温めておいた現像液（1%現像粉末、溶媒は現像原液を 10

倍希釈したもの）に浸しバンドが見えるまで振盪した。バンドが見えたら停止

液を加え、1 分振盪した。 

 

4．結果 

4-1 ヒト protein TBP の発現・精製 

 腸管上皮 Caco-2 細胞におけるタウリン結合タンパク質候補である protein 

TBP に つ い て 大 腸 菌 TG1 を 用 い て 発 現 ・ 精 製 を お こ な っ た 。

glutathion-S-transferase (GST) タグを持つpGEXベクターにより発現させて、

タグである GST の基質であるグルタチオンを、エポキシ結合を介して結合させ
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た Sepharose 4B を用いて精製した。精製後の CBB 染色の結果、protein TBP

の目的分子量位置にバンドが検出された (Fig 4-3、分子量非公開) 。 

 

4-2 protein TBP のタウリン固定化 FG ビーズへの結合 

 タウリン固定化 FG ビーズと精製した protein TBP との結合を確認したとこ

ろ、塩溶出・SDS 溶出いずれにおいても、タウリン非固定化ビーズ (NC) では

バンドが確認されず、タウリン固定化ビーズ (taurine) のみにおいて精製され

た protein TBP と同じ分子量位置に、総タンパク質量依存的にバンドが確認さ

れた (Fig 4-4) 。このことから、protein TBP はタウリンと結合することが示唆

された。 

 

5．考察 

 これまでタウリンの受容体としては、脳神経において GABAA受容体

[112,113,172]、グリシン受容体[112,173]のアゴニストとして結合することが報

告されているが、GABAAやグリシンに比べて受容体との結合親和性は弱い。ま

た、脳神経以外の組織において、これらの受容体と結合しているという報告は

なされていない。また、タウリンは腸管上皮細胞において TAUT の発現調節に

寄与しているが、GABA やグリシンは TAUT の発現調節に寄与していない[102]。

このことからタウリンは GABAA受容体やグリシン受容体とは違った分子に結

合していることが考えられる。本実験では、タウリンの構造類似体であるβ-アラ

ニンとは結合しないタンパク質を抽出するために、タウリンのアミノ基部分を

固定化 FG ビーズと結合させており、β-アラニンと異なっている硫酸基部分がビ

ーズに対して外側を向いている構造をとっている (Fig. 4-1)。さらに、Caco-2

細胞のライセートからのタウリン結合タンパク質候補の抽出は通常のプロトコ

ールでは検出が困難であるため、drug elution、competition assay という 2 種

類の戦略をおこなうことでタウリン特異的に結合するタンパク質が見出された。

drug elutionは、塩溶出のbufferに過剰量のタウリンを溶解させておくことで、

塩溶出の際にタウリン結合タンパク質をより高濃度に存在する buffer 側のタウ

リンに結合させやすくし、タウリン結合タンパク質をより多く溶出させること
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で、検出バンドを濃くする方法である。一方で、competition assay は Caco-2

細胞のライセート中に過剰量のタウリンを溶解させておくことでビーズへの結

合を抑え、ライセートのみの場合と比較してタウリン結合タンパク質のバンド

が薄くなることを利用した方法である。このようにタウリン結合 FG ビーズを

用いること、溶出過程を工夫することで、タウリン特異的に結合するタンパク

質の抽出が可能となる。このようにして Caco-2 細胞におけるタウリン結合タン

パク質の探索をおこない、候補として protein TBP が見出された。 

なお、本実験は東京工業大学 半田宏研究室との共同研究によりおこなわれた

ものであり、共同研究により protein TBP についてはタンパク質名や参考文献

を記載できないことをご容赦いただきたい。 

本章では、まず protein TBP の大腸菌組み換えタンパク質を発現し、精製し

た。その確認のためにCBB染色を用いて溶液中のタンパク質を検出したところ、

目的位置にバンドを得ることができた (Fig 4-3) 。目的バンドよりも下位に

protein TBP 分解物または大腸菌由来成分などの不純物と思われるバンドが見

られるが、本研究で用いている FG ビーズは非特異的吸着がほとんどなく、高

純度に単離できる優れた特徴をもっているため、ある程度の不純物が存在して

いても問題ないと考えられる。 

そこで、この protein TBP 精製溶液をタウリン固定化 FG ビーズと反応する

ことでタウリンとの結合確認をおこなった。その結果、塩溶出、SDS 溶出いず

れにおいてもタウリン固定化ビーズのみで結合が見られた (Fig. 4-4) 。このこ

とから protein TBP はタウリンに結合することが示唆された。また、塩溶出よ

りも SDS 溶出の方で濃いバンドが確認された。一般的に塩溶出はタウリンと親

水的な結合タンパク質が溶出され、SDS 溶出では疎水的な結合や強い結合力（共

有結合など）を持つタンパク質が溶出される。そのため、タウリンと protein TBP

の結合様式は疎水的結合、もしくは共有結合などの強い結合である可能性が高

いが、実際には結合親和性を測定する必要がある。 

本章の結果 protein TBP がタウリン結合タンパク質の有力な候補であること

が示された。protein TBP がタウリンと結合する意義として、タウリンのどのよ

うな生理機能に関与しているか明らかにする必要がある。そこで、その一手段
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として、タウリンによる遺伝子発現変化に protein TBP が関与しているか

protein TBP の siRNA を用いてその影響を検討することとした。第 3 章と同様

の手法でノックダウンをおこない、タウリンによって発現変化がみられた遺伝

子のうち、TXNIP、SLC24A1 (Table 1-1-2) 、TAUT (Table. 1-1-3) について、

Real time RT-PCR により protein TBP ノックダウン下でのタウリンによる遺

伝子発現変化を検討した。しかしながら、いずれの遺伝子においても protein 

TBP siRNA 添加群におけるタウリンによる遺伝子発現変化は、siRNA negative 

control 群と比べて有意な差はみられなかった（データ省略）。このことから

protein TBP は TXNIP、SLC24A1 および TAUT の遺伝子発現機構に関与して

いないことが示唆された。なお、DNA マイクロアレイに供した Caco-2 細胞は

分化させたものを用いており、siRNA によるノックダウンは未分化 Caco-2 細胞

を用いなければならず、分化細胞ではみられた発現変化が未分化細胞ではみら

れないような遺伝子も多く、それらについては検討できなかった。今後、未分

化 Caco-2 細胞でもタウリンによる発現変化がみられる他の遺伝子について

protein TBP の関与を検討する予定である。また、分化 Caco-2 細胞でのみみら

れるタウリンの遺伝子発現変化への protein TBP の影響を検討するために、レ

ンチウイルスの実験系を用いて shRNA を作製して遺伝子導入することも必要

である。さらに、遺伝子発現変化に留まらず腸管上皮細胞におけるタウリンの

抗炎症作用[41]、および Caco-2 細胞傷害の回復作用[41]などについても protein 

TBP の関与の有無を検討したい。そして、いずれかにおいて protein TBP との

関与がみられた場合、protein TBP がタウリン受容体であることを証明できる。 
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総合討論 

  

(0) 本研究の総括 (Fig. 5-1) 

 本研究では、タウリンが細胞に与える作用の遺伝子・分子レベルでの解析の

ために、腸管上皮 Caco-2 細胞における遺伝子発現変化という視点から研究を進

めた。第 1 章では、DNA マイクロアレイによりタウリンが Caco-2 細胞におい

て TXNIP の mRNA 発現を顕著に亢進することを見出した。さらにタウリンの

TXNIP 発現誘導に関する特性の解析を進めることで、タウリンによる TXNIP

発現制御は構造的、機能的に類似しているβ-アラニンや GABA ではみられない

特異性の高いものであることが明らかとなった。さらに、TXNIP 発現誘導のた

めには高濃度のタウリンが必要であり、タウリンは TAUT を介して細胞内に取

り込まれた後、細胞内受容体により認識されている可能性が考えられた。その

受容体は明らかになっていないものの、第 2 章におけるタウリンによる TXNIP

発現亢進機構の解析から、タウリンは ERK-MAPK シグナル伝達経路を介して

TXNIP プロモーター領域の+162 / +218 に存在する遺伝子配列に転写因子が結

合することで、転写レベルで mRNA 発現を誘導していることが示唆された。ま

た、TXNIP を転写レベルで誘導する他の化合物とは異なる新規な制御機構で誘

導していることも明らかとなった。このようにして誘導された TXNIP はエネル

ギー代謝や redox 制御に影響を与え、前者はグルコースの吸収抑制、また AMPK

の活性化に伴う細胞内 ATP 量の増加、後者はチオレドキシン活性の抑制といっ

た生理機能を発揮していることが示唆された。 

 本研究を総括した上で、総合討論では、(1) タウリンの濃度 (25-100 mM) が

非現実的ではないか、(2) ERK 経路の上流、下流のシグナルはどのようになっ

ているのか、(3) in vivo においてタウリンによる TXNIP の発現が亢進されるか、

(4) 腸管上皮細胞において報告されているタウリンの抗炎症作用に TXNIP が関

与しているか、(5) タウリンが TXNIP の発現を亢進することによって発揮する

3 つの生理機能の意義、(6) グルコース吸収における Caco-2 細胞の捉え方、(7) 

今後の展望について、それぞれ考察していきたい。 



127 
 

(1) 添加したタウリンの濃度について 

タウリンによる TXNIP 発現誘導には少なくとも 25 mM 以上の濃度である必

要があり、その時の細胞内のタウリン濃度に関しては24時間後において350 μM

である (Fig. 1-2-1、Fig. 1-2-6) 。このように高濃度のタウリンが必要であるが、

他の研究においてもタウリンの生理作用がみられるのは mM 単位であるものが

多い。網膜上皮細胞においてはカテコールアミンにより誘導された細胞損傷を

10、20 mM の濃度で抑制し[174]、新生児ラット心筋細胞においては 20 mM の

濃度で[175]、交感神経細胞 PC-12 細胞においては 60 mM、80 mM で[154]そ

れぞれ抗アポトーシス作用を示す、というように他のタウリンに関する研究例

と比べて本研究で用いた濃度が特に高濃度であるとは言えない。また、栄養ド

リンク剤などのサプリメントにタウリンは高濃度含まれており、その濃度は 240 

mM に達するものもあるので、摂取した場合に胃や腸上部においては 25-100 

mM 程度の濃度で到達することが考えられる。腸管上皮細胞は胃から消化され

たものに直接曝されているため、本研究において Caco-2 細胞を処理したタウリ

ン濃度は現実的だと考えられる。また、胃上皮細胞をタウリン 100 mM で処理

した研究例[176]も報告されている。 

高濃度のタウリンが必要である理由として、まず受容体との親和性の低さが

考えられる。タウリンはグリシン受容体や GABA 受容体のリガンドとなるがそ

の親和性が低いこと[111]から、TXNIP を誘導するための細胞内タウリン受容体

となるものに対しても親和性が低いことが考えられる。さらに、タウリンは結

合の親和性が低いため、細胞内の様々な分子と非特異的に結合することで、細

胞内タウリン濃度に対して目的の受容体と結合する割合が低くなるという可能

性も考えられる。事実タウリンは胆汁酸[28]やウリジン tRNA[165]と結合する

など、様々な分子と結合することが推察される。一方で、タウリンは最終代謝

産物で安定であるため[12]、代謝や分解によって細胞内でタウリンとして存在す

る量が少なくなっているという可能性は考えにくい。 

このように結合という点で柔軟性の高いタウリンは、親和性が低いという点

で強い活性を示すとは考えにくいが、逆に高い柔軟性ゆえに多彩な生理機能を

生み出すことができると考えている。 
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(2) ERK-MAPK 経路の上流、下流のシグナル 

タウリンによるTXNIP発現亢進機構としてERK-MAPK経路を介して転写レ

ベルで TXNIP を誘導していることが明らかになったが、タウリンが ERK を活

性化する機構や、ERK を活性化して転写活性を誘導するまでの機構については

明らかになっていない。 

ERK 経 路 の 上 流 シ グ ナ ル と し て 、 Ras/Raf/MEK/ERK[177] 、

Ras/PKC/MEK/ERK[178]、PKC/Ras/MEK/ERK[179]、Ras および Raf を介さ

ない PKC/MEK/ERK[180]などが報告されている。この 4 種類の経路のうち 3

つにおいて PKC 経路が関与しているため、その阻害剤である Ro318220 を用い

てタウリンによる TXNIP mRNA 発現に与える影響を検討したところ、第 2 章

第 2 節考察で示した rapamycin、LY294002 と同様に、タウリンではなく阻害

剤のみを処理することでTXNIP mRNA発現量が有意に増加した（データ省略）。

そのためタウリンによるTXNIP mRNA発現にPKC経路が関与しているかにつ

いては、阻害剤の実験からでは判断できない。また Ras の阻害剤は見出されて

いないことから、ERK 経路の上流経路を明らかにするためにはまずタウリンが

PKC と Ras を活性化するか検討する必要がある。 

一方、ERK 経路の下流としてタウリンにより ERK の活性化が長く続いたこ

とから ERK が核内に移行し転写因子を直接活性化している可能性が考えられ

た（第 2 章 2 節考察参照）。そのためには、タウリンによる ERK の核内移行を

検討する必要がある。また、核内移行が確認された場合は ERK により活性化し

た転写因子が TXNIP プロモーターのアクチベーターになる可能性が高い。その

ため、ERK が直接活性化する転写因子という点からもタウリンにより認識され

る遺伝子配列を同定することが可能となる。ERK が直接活性化する転写因子と

して c-Fos、Elk1、Ets1、SP-1[181]が知られており、これらの応答配列が TXNIP

プロモーター領域+162 / +218 中に存在するか in silico 解析をおこないたい。 

 

(3) in vivo における検討 

本研究において腸管上皮細胞である Caco-2 細胞においてタウリンは TXNIP

の発現を亢進したが、機能性食品成分として応用されるには in vivo における検
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討が必要である。そこで、腸管におけるタウリンの抗炎症作用が報告されてい

る C57/BL6J マウス（6 週齢、♀）[40]を用いてタウリンが TXNIP mRNA 発現

に与える影響を検討した。3 日間予備飼育後、タウリンを 4%の濃度になるよう

に滅菌した水道水に溶かし、1 週間自由摂取させた。その後、頸椎脱臼法で屠殺

し、小腸から腸管上皮細胞を精製した。そして、Real-time RT PCR 法により腸

管上皮細胞におけるマウス TXNIP の mRNA 発現量を調べたが、コントロール

群とタウリン投与群で有意な発現上昇はみられなかった（データ省略）。実験条

件を変え、タウリンの投与期間を 2 週間に延ばしたり、タウリンをできるだけ

多く摂取するために自由摂取に加えて 150 mg/kg/day のタウリン強制経口投与

を 1 週間あるいは 2 週間続けたりしたが、いずれにおいても TXNIP mRNA 発

現に変化はみられなかった。 

考えられる原因として、まず投与期間の不適切性が考えられる。タウリンの

濃度に関しては報告されている限りでの最大の濃度で設定しているため、問題

があるとすれば投与期間だと考えられる。本研究より、タウリンによる TXNIP

発現誘導は一過性のものであると考えられるため、1 週間より短い期間や 2 週間

より長い期間において今後条件検討を繰り返す必要がある。また、ヒトとマウ

ス間でのプロモーター領域の相同性が低いことも理由として考えられる。ヒト

とマウスではTXNIPプロモーター領域+162 / +218の相同性が50%であり (Fig. 

5-2) 、進化的保存性の高い 2 つの配列や転写因子 Tst-1 の応答配列においても

いずれも 50%程度の相同性である。「進化的保存性の高い配列」は哺乳類 46 種

で比較した場合に保存度が高い配列であり、ヒトとマウスではそれほど高くな

いといえる。そのため、ヒトのみでみられる配列をタウリンが認識している場

合、マウスにおいては mRNA 発現の亢進はみられないことになる。これらを解

決するためにもプロモーター解析を進め、タウリンによって認識される遺伝子

配列を同定する必要がある。 

 

(4) タウリンの抗炎症作用と TXNIP の関連性 

 タウリンは腸管上皮 Caco-2 細胞において TNF-αによって亢進した炎症性ケ

モカインである IL-8 の産生を抑制することで抗炎症作用を示す[41]。そのため、
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本研究でタウリンによる発現亢進が認められた TXNIP がこの抗炎症作用に関

与しているか明らかにすることは重要である。TNF-α による IL-8 産生亢進の

一機構として、nuclear factor-kappa B (NF-κB) の活性化が知られている

[182-184]。一方で、TXNIP はその強発現により TNF-αで誘導された NF-κB の

活性化を抑制する[185]。このことから、TXNIP は TNF-αで誘導された NF-κB

の活性化を抑制することで、IL-8 産生を低下する可能性が考えられる。また、

タウリンは活性化された NF-κB を抑制するという報告がある[150]ことから、タ

ウリンの抗炎症作用には、タウリンが TXNIP の発現を誘導することによる

NF-κB の抑制が関与しているという仮説が成り立つ。 

そこでその検証として、Caco-2 細胞においてタウリンが TNF-α による

NF-κB の活性化を抑制しているかを確認する必要がある。そのために、NF-κB

応答配列を含むルシフェラーゼベクターを遺伝子導入し、ルシフェラーゼアッ

セイにより検討していきたい。 

タウリンの抗炎症作用に関して TXNIP の関与は現在のところ見出すことが

できていないが、第 1 章第 2 節で述べたように臨床的な観点から TXNIP と抗炎

症の関連性は示唆されている[110]。慢性炎症性腸疾患である潰瘍性大腸炎の患

者の炎症部位である大腸粘膜における TXNIP mRNA の発現は低下しており、

それが潰瘍性大腸炎発症の一因だと考えられている。(3)で述べたように in vivo

においてタウリンが TXNIP を誘導する結果は得られていないが、今後の検討で

誘導がみられた場合、潰瘍性大腸炎疾患モデルを用いてタウリンの抗炎症作用

に TXNIP が関与しているか明らかにしていきたい。 

 

(5) タウリンが TXNIP 発現誘導を介して発揮する生理機能の意義 

 タウリンは、TXNIP 発現を亢進することで、グルコースの吸収抑制、また

AMPK の活性化に伴う細胞内 ATP 量の増加、チオレドキシン活性の抑制などの

作用を発揮するが、それらがもたらす意義を考えたい。 

グルコースの吸収抑制に関しては第 3 章でも述べたとおり、AMPK を活性化

するために一時的に細胞を貧栄養状態にするという意義が考えられる。そして、

そのようにして活性化された AMPK は細胞内 ATP 量を増加させる。ATP はエ
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ネルギー源であり、ATP binding cassette (ABC) トランスポーターによる能動

輸送[63]、同化、熱産生、またアクチン・ミオシンの収縮による筋収縮[186]な

ど様々な生命活動の基本となる。 

AMPK 活性化に関しては明らかとなっていないが、少なくともグルコース吸

収抑制に関しては、TXNIP はチオレドキシンと結合する必要がない[52]。しか

しながら、チオレドキシン活性の抑制にはチオレドキシンと相互作用する必要

があり、その相互作用しているという点に注目したい。TXNIP は単独で存在す

る場合、ユビキチンリガーゼである ITCH によってユビキチン化されプロテア

ソーム系により分解されてしまう[52]が、チオレドキシンは TXNIP と相互作用

することで TXNIP タンパク質を安定化させている[187]。その点でチオレドキ

シンと相互作用することは重要であり、TXNIP が機能を発揮するためにはチオ

レドキシンと結合することが必須である。また、TXNIP によるチオレドキシン

活性の抑制に伴う ROS の増加が懸念されるが、TXNIP はその原理上、自身が

新しく ROS を産生するわけではないこと、タウリン自身が抗酸化作用を持って

いること[15-18]、タウリンによる TXNIP 発現亢進も一時的なものだと考えら

れること（第 2 章第 2 節考察参照）という点で、ROS が増加したとしても大き

な影響を及ぼすとは考えにくい。 

 

(6) グルコース吸収における Caco-2 細胞の捉え方 

 Caco-2 細胞は分化させることで小腸上皮様の特徴を示すことから、腸管上皮

様のモデルとして広く利用されている[35,36]。しかしながら小腸においてグル

コースの供給を主に担っている SGLT1 [93,94]は Caco-2 細胞に発現しておらず、

Caco-2 細胞は主に GLUT1 を介してグルコースを吸収すること[188]から、グル

コースの吸収においてCaco-2細胞を小腸上皮モデルとして捉えることはできな

い。一方で、GLUT1 は大腸上皮細胞において発現している[94]ため、Caco-2

細胞を大腸上皮細胞として見なすことができる。ただし、大腸上皮細胞では

GLUT1 の発現は基底膜側であり[94]、GLUT1 は向きの無い促進拡散型のトラ

ンスポーターであること[189]から、血中からのグルコース再吸収をタウリンが

抑制することになる。 
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(7) 今後の展望 

本研究ではニュートリゲノミクスの概念に基づき、タウリンが細胞に与える

作用の遺伝子・分子レベルでの解析に取り組んだ。その結果として見出された

タウリン応答性分子 TXNIP に着目し、タウリンが細胞内に取り込まれてからシ

グナル伝達を経て TXNIP の発現を誘導し、TXNIP 発現制御を介したタウリン

の生理機能を見出すという一連の流れを示すことが出来た。第 3 章までの考察

および総合討論を踏まえた上で、今後優先的に明らかにすべきことは 

①ERK シグナル経路の上流部分（Ras、PKC の活性化） 

②TXNIP プロモーター解析による転写因子応答配列、転写因子の同定 

③TXNIP を介したグルコース取り込み抑制機構、AMPK 活性上昇機構 

④TXNIP を介した NF-κB の活性化（炎症）抑制の有無とその機構 

であり、特に②についてTXNIPプロモーター領域+162 / +218におけるdeletion、

mutation 解析を進めることが急務である。 

 

TXNIP については、本研究において示した 3 つの生理作用以外にも、第 1 章

第 2 節で記したような様々な組織における生理機能が報告されており、タウリ

ンの多彩な生理作用を司る制御因子としての可能性も考えられる。未だ不明な

点が多いタウリンの機能とその作用機序の解析において本研究がその一助とな

り、タウリンの機能性食品成分としての理解が深まることを期待しつつ、本論

文を締めくくりたい。 
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論文題目 腸管上皮細胞におけるタウリンによる TXNIP 発現制御に関する研究 

 

 

 

 

 遊離アミノ酸の 1 つであるタウリンは、カルボキシル基の代わりに硫酸基を持つβ-アミノ

酸である。魚介類に多く含まれ、主に食品を介して摂取される。生体内に取り込まれたタ

ウリンは、各組織において抗酸化作用・抗炎症作用・浸透圧調節作用といった多彩な生理

作用を示すことが報告されている。当研究室においても腸管上皮細胞におけるタウリンの

抗炎症作用、タウリンの輸送を担うタウリントランスポーター (TAUT) の発現調節に関す

る研究がおこなわれてきた。しかしながらタウリンの生理作用に関しては現象論に留まっ

ている研究が多く、その詳細な作用機序については不明な点が多い。さらに遺伝子・分子

レベルでの解析も十分になされていないのが現状である。 

近年のニュートリゲノミクスの進展に伴い、食品成分が様々な組織における遺伝子発現

に及ぼす影響を網羅的に解析することで食品の機能性に関する科学的な根拠を立証する試

みがなされるようになった。食品の機能発現において重要な組織である腸管においても、

ヒト腸管上皮細胞である Caco-2 細胞を用いて解析がおこなわれている。 

そこで本研究ではこの概念をもとに、腸管上皮細胞における遺伝子発現に及ぼす影響に

ついて、Caco-2 細胞を用いて検討することにした。すなわち、Caco-2 細胞においてタウリ
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ンがどのような遺伝子発現を制御しているのかを網羅的解析によって明らかにすると共に、

その制御機構および遺伝子発現変化がもたらす細胞機能への影響を解明することを目的と

して研究を進めることとした。 

 

第 1 章 タウリンが腸管上皮細胞の遺伝子発現プロファイルに及ぼす影響 

 タウリンがどのような遺伝子発現を制御するのかについて明らかにするために、DNA マ

イクロアレイを用いて網羅的な解析をおこなった。 

 Gene Ontology 解析の結果、タウリンはアミノ酸輸送を主とするトランスポーターに関

する遺伝子群やグルコース代謝に関する遺伝子群の発現を抑制する可能性が示された。一

方で、具体的な遺伝子としてタウリンは thioredoxin interacting protein (TXNIP) の

mRNA 発現を顕著に亢進することが見出され、タンパク質レベルにおいてもその亢進は確

認された。この誘導はタウリンと構造的、機能的に類似しているアミノ酸であるβ-アラニン

やγ-aminobutyric acid (GABA) ではみられず、タウリン特異的であることが明らかとなっ

た。さらに、β-アラニンはタウリンと同様に TAUT の基質でありタウリンの細胞内吸収を

競合的に阻害するため、タウリンとβ-アラニンを同時に添加しタウリンの細胞内取り込みを

阻害したときの TXNIP mRNA 発現に与える影響を調べたところ、β-アラニン存在下にお

いてタウリンによる TXNIP mRNA 発現上昇が抑制された。このことからタウリンによる

TXNIP mRNA 発現誘導に TAUT が関与していることが示唆され、細胞内のタウリンが重

要である可能性が考えられた。 

 

第 2 章 タウリンによる TXNIP 発現亢進機構の解析 

 第 1 章で見出されたタウリンによる TXNIP mRNA 発現誘導に関して、その作用機序の

解析をおこなった。タウリンによる TXNIP mRNA 発現亢進機構として、タウリンが TXNIP

の mRNA を安定化させているのか、または転写活性を亢進しているのかという 2 つの可能

性が考えられる。mRNA 合成阻害剤であるアクチノマイシン D を用いてタウリンが TXNIP

の mRNA 安定性に与える影響を調べたところ、タウリンの有無に関わらずアクチノマイシ

ン D 添加後の TXNIP mRNA の分解速度に違いが見られなかった。このことから、タウリ

ンは mRNA の安定性に影響を与えていないことが考えられた。一方で、タウリンが TXNIP

の転写活性に及ぼす影響を検討するために、TXNIP プロモーター領域を含むルシフェラー
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ゼベクターを作製しルシフェラーゼアッセイをおこなったところ、タウリンの濃度依存的

に TXNIP 転写活性の亢進がみられた。このことからタウリンによる TXNIP mRNA 発現亢

進機構として、TXNIP の転写活性に影響を与えていることが明らかとなり、同時に TXNIP

のプロモーター領域中にタウリンを認識する遺伝子配列が存在することが示唆された。そ

のため、その遺伝子配列を同定するためにプロモーター解析を進めた。 

TXNIP プロモーター領域を部分的に欠損させたベクターを数種類作製し、それぞれにお

いてタウリンによる転写活性への影響を検討したところ、TXNIP プロモーター領域の

+142/+256 を欠損させた場合にタウリンによる転写活性の亢進がみられなくなった。さら

に、その領域の中でも+162/+218 のみを含むルシフェラーゼベクターをトランスフェクシ

ョンさせた細胞において、タウリンがその転写活性を亢進したため、タウリンを認識する

遺伝子配列がこの領域内に存在することが示された。この領域についてイン・シリコ解析

によりタウリン応答配列の候補を分析したところ、哺乳類における遺伝子配列の保存度が

高いものが 2 つ、および転写因子 Tst-1 の応答配列が存在しており、これらの配列が候補と

して考えられた。 

並行して、タウリンがどのようなシグナル伝達経路を介して TXNIP 発現を亢進している

かについて明らかにするために、様々なシグナル伝達経路阻害剤を用いて検討をおこなっ

た。その結果、mitogen-activated protein kinases (MAPKs) の 3 種類の経路のうち、

extracellular signal-regulated kinase (ERK) 経路の阻害剤である PD98059 添加によって、

タウリンによる TXNIP mRNA 発現量の増加が抑制された。また、その抑制は mRNA だけ

でなく転写活性レベルにおいてもみられた。さらに、タウリンによる ERK1/2 の活性化が

確認されたため、タウリンは ERK-MAPK シグナル伝達経路を介して TXNIP mRNA 発現

を亢進していることが示唆された。 

 

第 3 章 タウリンによる TXNIP 発現誘導が腸管上皮細胞に及ぼす影響 

 第 1 章で見出されたタウリンによる TXNIP 発現誘導が、細胞機能にどのような影響を及

ぼすのかについて検討した。TXNIP はグルコースの吸収抑制に関与していることが報告さ

れているため、タウリンによるグルコース取り込みに与える影響を検討したところ、タウ

リンの濃度依存的なグルコース取り込み量の低下がみられた。さらに、TXNIP のノックダ

ウンを誘導することによりその低下が解除する結果が得られた。このことから、タウリン
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が TXNIP の誘導を介してグルコースの吸収を抑制することが示された。 

また、TXNIP はチオレドキシンと相互作用して、その抗酸化活性（チオレドキシン活性）

を負に制御し、活性酸素 (ROS) の増加につながることが知られている。そのため、タウリ

ンがチオレドキシン活性に与える影響を検討したところ、その活性の低下がみられた。こ

のことから、タウリンはチオレドキシンの抗酸化作用を低下させ、それにより ROS を増加

させる可能性が考えられた。 

 

総括 

 本研究ではニュートリゲノミクスの概念に基づき、タウリンが細胞に与える作用の遺伝

子・分子レベルでの解析に取り組んだ。その結果として見出されたタウリン応答性分子

TXNIP に着目し、その解析を進めた結果、TXNIP 発現制御を介したタウリンの生理機能

を見出すことができた。TXNIP は redox 制御以外にも抗炎症作用をはじめとする様々な生

理機能を有することが報告されており、タウリンの多彩な生理作用を司る制御因子として

の可能性も考えられる。未だ不明な点が多いタウリンの作用機序の解析において本研究が

その一助となり、タウリンの機能性食品成分としての理解が深まることを期待したい。 
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