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研究成果の概要（和文）：味物質の受容を行う味覚受容体を利用し、呈味物質に対して安定的な

数値を提示する味センサーの作製を行った。最も嗜好される味である甘味を測定するために、

ヒト甘味受容体を安定的に発現する培養細胞を作製した。甘味物質を投与した際に観察される

細胞内カルシウム濃度変化を蛍光カルシウム指示薬の蛍光強度変化として測定することで、長

期間安定的な数値を提示しうる甘味センサー細胞となりうることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：We planned to construct a novel taste sensor using the taste 
receptor protein.  The taste censor should be present a stable score to the tastants.  
To measure the sweetness, we generated a cell line that were stably expressing the human 
sweet taste receptor (hT1R2/hT1R3).  The cell could be worked as a sensor for sweet taste 
to obtain the change of fluorescent intensities of the intracellular calcium indicator 
dye. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、ヒトやマウスを初めとするい
くつかの生物種において、ゲノムプロジェ
クトの成果によりほぼ全遺伝子について
の塩基配列情報が明らかとなった。そして
情報工学を組み合わせたいわゆる「バイオ

インフォマティクス」の発展により、多く
の新規遺伝子が同定された。味覚受容に関
わる分子についてもこの手法が活かされ、
長年多くの研究者達が同定できなかった
甘味・旨味や苦味を受容するいわゆる味覚
受容体分子の決定が、2000年からのたった
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数年間のうちに行われた。 
 
（２）哺乳類由来の味覚受容体のうち、
甘・旨・苦味を受容する受容体はGタンパ
ク質共役型受容体であり、構造の大きく異
なる2つのファミリーに分類される。甘
味・旨味は細胞外領域が非常に大きく、代
謝型グルタミン酸受容体やカルシウム受
容体等と同じグループに属するT1Rファミ
リーと命名された3種類の分子の組み合わ
せで、苦味は光受容体であるロドプシンや
嗅覚受容体等と同じグループに分類され
るT2Rファミリーと命名された数十種類の
分子で、それぞれ受容される。このような
味覚受容体ファミリーの存在は哺乳類の
みならず、他の脊椎動物においても保存さ
れており、我々の研究グループにおいては
モデル動物として使用されている小型魚
類（メダカ・ゼブラフィッシュ）における
味覚受容体の発現様式について明らかに
してきた。 
 
（３）各味覚受容体に対するリガンド同定
においては、培養細胞発現系を用いたカル
シウムイメージング法が汎用されている。
この方法では哺乳類培養細胞（HEK293T）
に味覚受容体およびキメラGタンパク質
（ヒトGα16やラットGα15のC末端部分を
他のGiファミリーのものと置換したもの）
を一過的に発現させ、リガンド投与依存的
な細胞内カルシウム濃度の変化を観察し
ている。しかしこの方法には以下のような
欠点がある。 
・培養細胞を用いる解析のため、投与する
リガンドに制約がある（種類・pH・浸透圧・
温度等） 
・他の受容体の機能解析と比較して応答す
る細胞頻度が低いため、解析が困難である。 
・受容体を一過的に発現させているために、
細胞を都度準備する必要がある。 

我々が口腔内で感じる味物質はバラエ
ティに富んでおり、濃度や温度などの条件
は多岐にわたる。このような条件下で呈味
物質を客観的にかつ正確に評価するには、
現在の評価系は充分に機能しているとは
言い難い。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、甘味や旨味といった呈味
物質を客観的に評価しうるセンサーを、味覚
受容体タンパク質を基に創出することを目
的として行われる。 
 
（２）細胞系を用いるセンサーについては、
細胞系を用いる上での欠点は存在するもの
の、従来の手法よりも応答が高頻度で簡便に
検出することが可能であれば、より現実的な

手法として利用することができると思われ
る。この目的のため、受容体やレポーターを
安定的に発現する細胞株を新たに作製し、い
わゆる「呈味物質センサー細胞株」を構築す
ることを試みる。 
 
（４）呈味物質を検出する「味覚センサー」
を開発する試みはこれまでにも多くの研究
がなされている。実際、多種の脂質膜と電位
測定を組み合わせることにより、複数の味質
を同時に計測するという機器も開発されて
いる。しかしこうした試みは、味質の検出は
可能ではあるかもしれないが、実際の生体に
おける受容体を介した検出を反映していな
い。甘味・旨味といった呈味物質を、生体に
おいてそれらを受容する味覚受容体を基盤
としたタンパク質を用いて客観的に検出す
る系を構築しようとする本研究は非常に独
創的であり、実際の呈味物質が有する「複合
的な味」を評価する上での指標となりうるこ
とが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト甘味受容体を機能解析するために
は、甘味受容体サブユニット（hT1R2 と hT1R3）
とキメラ Gタンパク質を発現させる必要があ
る。安定的発現のために、配列特異的組換え
を用いることによってゲノム中に 1コピーの
みを導入することが可能な市販の遺伝子導
入システム（Flp-In システム）を利用するこ
とを考えた。作製した発現コンストラクトに
ついて、安定発現細胞の作出を行った。 
 
（２）甘味受容体安定発現細胞を用いて、甘
味物質に対する細胞応答をカルシウムイメ
ージング法により測定した。細胞に蛍光カル
シウム色素である Fura-2/AM を負荷し、細胞
内にカルシウム感受性色素をとりこませた。
洗浄後、細胞に甘味物質の投与を行った。甘
味物質投与時における Fura-2 の蛍光強度を、
蛍光顕微鏡下で観察を行った。取得した画像
より、応答細胞数の計測を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ゲノム中に 1 コピーのみを導入するこ
とが可能な市販の遺伝子導入システム
（Flp-In システム）を用いて複数のタンパク
質を同時発現させる際には、発現させたい遺
伝子を１つの発現プラスミドに集約する必
要がある。そこで 3 遺伝子を発現させる発現
コンストラクトを、複数のプロモーターなら
びに IRES 配列を利用することによって構築
することを試みた。 
 蛍光タンパク質である GFP を利用し、高い
発現量が期待されるような部位の検索を行
った結果、図１に示すようなコンストラクト
を用いることを決定した。つまり、プラスミ



 

 

ド内に 2つの転写カセットを有するプラスミ
ドであり、各々のカセットにはhT1R2とhT1R3
の cDNA を含んでいる。それぞれのコード領
域直下には一つの mRNA からポリシストロニ
ックな発現が可能となる IRES 配列を配置し、
その後にキメラ G タンパク質（G16gust44）
の cDNA を配置した。この発現プラスミドを
用いることで、細胞内において 3遺伝子を同
時に発現することが可能になると考えた。 
 

 
図１ 構築した発現コンストラクト 
 
（２）作製した発現コンストラクトをもとに、
安定発現細胞を作製した。市販の FLP-In-293
細胞に、発現コンストラクトを配列特異的組
換え酵素発現プラスミドとともに遺伝子導
入した。薬剤耐性を指標にし、外来発現コン
ストラクトが挿入された細胞を選抜した。 
 
（３）得られたヒト甘味受容体安定発現細胞
における甘味物質に対する応答性をアスパ
ルテーム投与により検証したところ、従来法
と比較して劇的に向上している様子が確認
できた（図２）。 
 

 

図２ 従来の一過的発現と安定発現細胞と
の応答の比較 
 
（４）応答測定の簡便化のため、マルチウェ

ルプレートを用いたセルベースアッセイを
行ったところ、多種の甘味物質に対する濃度
依存的な応答が確認できたことから、「呈味
センサー細胞」としての利用ができる可能性
が示された（図３）。 
 

 

図３ セルベースアッセイによるアスパル
テームに対する応答測定 
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