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研究成果の概要（和文）：本研究では、味蕾細胞の分化におけるMash1の機能とGABA・セロトニンの機能検索を
目的として、Mash1-CreERT2/ CAG-floxed Neo-DTAマウスにタモキシフェンを投与し、Mash1発現細胞を変性させ
ることで味蕾の形態や細胞分化に変化が見られるかどうか検索したが、味蕾の形態には有意な変化は観察されな
かった。さらにタモキシフェン投与による味細胞のマーカー発現細胞数の変化を検索した結果、Ⅲ型細胞マーカ
ーを発現する細胞の数は、タモキシフェン投与日数が多いほど減少しているのが観察された。このことから、
Mash1が味蕾においてⅢ型細胞の分化に関与していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, to begin to understand these mechanisms, we 
investigated the role of Mash1-positive cells in regulating adult taste bud cell differentiation 
through the loss of Mash1-positive cells using the Cre-loxP system. We found that the cells 
expressing type III cell markers; aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC), carbonic anhydrase 4 
(CA4), glutamate decarboxylase 67 (GAD67), neural cell adhesion molecule (NCAM), and 
synaptosomal-associated protein 25 (SNAP25); were significantly reduced in the circumvallate taste 
buds after administration of tamoxifen. However gustducin and Phospholipase C beta2 (PLC beta2);
markers of type II taste bud cells; were not significantly changed in the circumvallate taste buds 
after administration of tamoxifen. These results suggest that Mash1-positive cells could be 
differentiated to the type III cells, not to the type II cells in the taste bud.

研究分野： 解剖学

キーワード： 味蕾　転写因子　Mash1　セロトニン　GABA
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに味蕾細胞の分化に関わる
転写因子、特に Mash1 が味蕾細胞の分化にど
のような機能を演じているのかについての
研究を行ってきた。その中で、Mash1 が味蕾
の一部の細胞に発現し、味蕾における Mash1
の発現が味神経に依存する(Seta et al, 
1999)、Mash1 が味蕾細胞の中で未分化の基底
細胞とⅢ型細胞の１部に発現し、Ⅲ型細胞の
分化に関与している(Seta et al. 2003, 
2006)、Mash1 ノックアウトマウスの軟口蓋の
味蕾においてセロトニンの合成酵素である
AADC と GABA の合成酵素である GAD67 の発現
が消失し、Mash1 がⅢ型細胞の機能発現に関
与していることを示してきた(Seta et al. 
2011, Kito-Shingaki et al. 2014)。また、
Mash1 を培養舌上皮に強制発現しても、一部
のⅢ型細胞のマーカーしか誘導できないこ
とから、Mash1 のみでは３型細胞の分化には
不十分であることがわかった。しかしながら、
Ⅲ型細胞の機能については酸味と塩味の受
容に関与するなど限られたことしかわかっ
ておらず、Ⅲ型細胞の分化制御や伝達物質の
特定など解明すべき点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 

本研究ではマウス味蕾の３型細胞がもつ
生物学的特性の解明を目的として、Ⅲ型細胞
が合成しているセロトニンならびに GABA の
味蕾での機能の解析とⅢ型細胞の分化にお
ける転写制御因子 Mash1 の機能検索を行う。
本研究では研究期間内に下記の実験を行い、
味蕾のⅢ型細胞の生物学的特性の解明を試
みる。 
① 味蕾におけるMash1発現細胞がどの細胞

型に分化しているのかを検討するため
に、Cre-loxP システムを利用して、成体
マウスでMash1発現細胞にGFPを発現さ
せ、Mash1 発現細胞の細胞系譜を検索す
る。 

② セロトニンならびに GABA が味蕾内でど
のような機能しているのかを検討する
ために、Cre-loxP システムを利用して、
成体マウスでMash1発現細胞にジフテリ
ア毒素を発現させ、Mash1 コンディショ
ナルノックアウトマウス(Mash1 CKO)を
作製して検索する。 

 
３．研究の方法 

（１）成体マウス味蕾における Mash1 発現

細胞の細胞系譜の検索 

① Mash1-CreERT2 マ ウ ス と CAG-floxed 

Neo-EGFPマウスを交配させ、Mash1-CreERT2/ 

CAG-floxed Neo-EGFP マウスを作製する。 

②①で作製したマウスにタモキシフェンを

投与して、味蕾における Mash1 発現細胞の

系譜を味細胞のマーカー（Ⅱ型：gustducin, 

PLC2, Ⅲ型：AADC, CA4, SNAP25, NCAM）

を用いて検索する。 

（２）成体マウス味蕾における Mash1 の機

能検索 

① Mash1-CreERT2 マ ウ ス と CAG-floxed 

Neo-DTA マウスを交配させ、Mash1-CreERT2/ 

CAG-floxed Neo-DTA マウスを作製する。 

②①で作製したマウスにタモキシフェンを

投与して、Mash1 欠損による味蕾の細胞型の

構成の変化を味細胞のマーカー（Ⅱ型：

gustducin, PLC2, Ⅲ 型 ： AADC, CA4, 

SNAP25, NCAM）を使用して検索する。 

（３）味蕾のおけるセロトニン・GABA 受容

体の発現の検索 

①セロトニン受容体・GABA 受容体のサブタ

イプの発現を RT-PCR 法で検索する。 

②①において味蕾で発現が認められたセロ
トニン・GABA 受容体の味蕾における局在を
in situ Hybridization、免疫染色を用いて
検索する。特に発現が認められた受容体が、
味蕾のどの細胞型に発現しているのかを各
細胞型のマーカー（gustducin, PGP9.5, 
NCAM, serotonin など）との 2重染色により
確認する。 

（４）味蕾におけるセロトニン・GABA の機

能検索 

①Mash1-CreERT2/ CAG-floxed Neo-DTA マウ

スにタモキシフェンを投与して、味蕾にお

けるセロトニン産生細胞とGABA産生細胞を

変性させる。 

②２ボトルテストで①のマウスが各味覚に

対する感受性の変化が生じているかどうか

を検索する。 

③①のマウスと野生型マウスの舌に味物質

（酸味・塩味・甘味・うま味・苦味）で刺

激して、舌咽神経ならびに鼓索神経の応答

の変化を比較する。 

（５）Ⅲ型細胞の分化における Mash1 の機

能検索 

①マウスの有郭乳頭上皮と味蕾を含まない

舌上皮、さらにタモキシフェン投与

Mash1-CreERT2/ CAG-floxed Neo-DTA マウス

からそれぞれ mRNA を抽出し、PCR-array 法

で神経細胞の分化関連する転写因子の発現

のプロファイルを作製する。 

②作製したプロファイルを解析ソフトウェ

アにより詳細に解析する。有郭乳頭上皮に



おいて発現頻度の高い転写因子の抽出（特

に bHLH

こなう。

 
 
４．研究成果
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るようになった。
日の味蕾では、
胞）の中に
一致する細胞が観察されたが、
ーカーと局在が一致する細胞は認められな
かった。これらの結果は、味蕾における
発現細胞は
化することを示しており、
の分化に関係している可能性が強く示唆さ
れた。
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で、RT-PCR で発現が有郭乳頭上皮に認められ
るかどうか検索中である。 
 
助成期間で得られた結果から、Mash1 は味蕾
のⅢ型細胞の一部の細胞の分化に深く関与
していることが強く示唆された。 
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