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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、メダカ酸味細胞に発現誘導可能な転写制御領域の獲得に成功した。
今回獲得した領域の利用によって、ゼブラフィッシュなど他のモデル魚類においても酸味細胞への外来遺伝子導
入が可能となると期待される。また、経シナプス性トレーサーの活用によって、複数種の味覚情報伝導路の相関
が明らかになってきた。得られた知見は、他のモデル生物で示されつつある味覚情報伝導路の知見を補完するも
のであり、その全容解明に大きく貢献するものである。味覚刺激応答観察について、本申請研究の条件検討で蓄
積された知見に加え、蛍光強度が大きく改善されたツールの活用やその発現誘導法の検討などを行うことでその
目的達成が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have succeeded in obtaining a transcriptional regulatory 
region that can induce expression in medaka sour taste cells. By using this region, it is expected 
that the introduction of foreign genes into sour taste cells will be possible in other model fishes 
such as zebrafish. In addition, the trans-synaptic tracer has revealed the correlation between the 
conduction pathways of taste information in several species. The obtained findings are complementary
 to the findings of gustatory conduction pathways that have been shown in other model organisms, and
 will greatly contribute to the full understanding of gustatory conduction pathways. In addition to 
the knowledge accumulated through the examination of the conditions in this study, we expect to 
achieve our goal of observing the response to gustatory stimuli by utilizing tools with greatly 
improved fluorescence intensity and examining methods to induce the expression of these tools.

研究分野： 食品科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請研究では、複数種の味細胞に発現誘導可能な転写制御領域の取得に成功した。得られた転写制御領域の活
用は味覚受容、味覚情報伝達などの研究の進展に大きく貢献するものである。また、申請者のグループの本申請
研究およびこれまでの研究によって、5基本味の味覚情報伝導路の重なり合いの様式が明らかになってきた。な
ぜそれぞれの味が認識できるのか、その仕組みの解明に貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
味覚は、生体にとって栄養となる物質と害とな

る物質とを判断するための、動物の生存にとって
重要な化学感覚である。味覚は、食物中の呈味性
化合物（味物質）の受容、情報の神経伝達、およ
び中枢における認識、という一連の機構を経て生
じる。脊椎動物では口腔や咽頭などの上皮層に存
在する味蕾という器官で味物質が受容され、味蕾
に投射する神経（味神経）を介して中枢へと情報
が伝達される（図 1）。 
われわれが感じる 5 つの基本味（甘味、旨味、

苦味、酸味、塩味）の味情報は末梢の味蕾では別々の細胞集団で受容されることが明らかになっ
てきた。一方、個々の味情報の伝達・処理のシステムは未詳である。味神経から中枢まで独立し
て伝達・処理される（labeled line モデル）、途中で統合される（across fiber pattern モデ
ル）という 2つのモデルが提唱されており、その解明が待たれている。 
 
２．研究の目的 
申請者は味情報の伝達・処理のシステムを解析するツールとして、新規に 2種の経シナプス性

トレーサー・トランスジーンの開発に成功した。これら開発したトランスジーンの利用によって、
組織化学的に、同一個体中で 2種以上の味情報の伝達・処理細胞を同時に標識・同定することが
実現可能となった。実際に、このトレーサー・トランスジーンを利用して、いくつかの組み合わ
せについて、2種の基本味情報の伝達・処理を担う味神経細胞の同時標識を行い、互いの細胞集
団の重複を検討した。これによって前述の 2つのモデルを検証した。 
さらに、このようなトレーサー・トランスジーンを用いた解析に加え、最近開発された神経活

性化解析ツールである CaMPARI を研究に導入することで、より詳細な解析が可能になると期待
される。蛍光タンパク質 CaMPARI は神経活性化に伴う細胞内 Ca2+濃度上昇時に、紫色光照射する
ことによって、永続的に緑色から赤色に蛍光を変化させる（Fosque et al., Science, 2015）。
つまり、味刺激に応答する神経細胞を固定・薄切した切片上で赤色蛍光として検出することが出
来る。これらの技術を組み合わせることで、味受容細胞から味神経への情報伝達をトレーサー輸
送と神経活性化の 2つの点から同時に評価することが可能になる。 
本申請研究では、①経シナプス性トレーサー・トランスジーン技術による組織化学的な味情報

伝達・処理細胞解析を推し進め、味神経レベルで各基本味情報の伝達細胞を同定し、それらの細
胞集団の重複の有無を明らかにする。②加えて、経シナプス性トレーサー・トランスジーン技術
と神経細胞活性化を標識する CaMPARI 技術とを組み合わせた解析を行う。これによって、味受容
細胞から味神経への情報伝達をトレーサー輸送と神経活性化の 2 つの点から同時に評価する。
これらの解析から、味情報の伝達・処理のシステム解明に貢献することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) メダカ味細胞特異的に発現を誘導する転写制御領域の取得 
 メダカ酸味細胞に発現する mfpkd1l2b 遺伝子の 5’上流領域のゲノム情報を解析し、転写制御
領域候補を設定した。この領域の DNA 断片を取得し、その下流にレポーターとして egfp 遺伝子
を連結したコンストラクトを作製し、メダカ初期胚に注入した。 
 メダカ味細胞に発現する mfgna14 遺伝子の 5’上流領域のゲノム情報を解析し、転写制御領域
候補を設定した。この領域の DNA 断片を取得した。 
 
(2) メダカ全細胞に発現を誘導する転写制御領域の取得 
 メダカ全細胞への発現誘導を期待し、mfactb 遺伝子の 5’上流領域のゲノム情報を解析し、転
写制御領域候補を設定した。この領域の DNA 断片を取得した。 
 
(3) メダカ神経細胞に発現を誘導する転写制御領域の取得 
 メダカ神経細胞への発現誘導を期待し、mfhuC 遺伝子の 5’上流領域のゲノム情報を解析し、
転写制御領域候補を設定した。この領域の DNA 断片を取得した。 
 
(4) 経シナプス性トレーサーを用いた味覚情報伝導路の関係解析 
 同一個体中の複数種の味細胞に由来する神経回路を、経シナプス性トレーサーを用いて可視
化することで、味覚情報伝導路の相関解析を行った。mfplcb2 発現味細胞に WGA を発現させた系
統（plcb2-W）と mfpkd2l1 発現味細胞にトレーサーXを発現させた系統（pkd2l1-X）とを交配し、
二重 Tgメダカ（plcb2-W×pkd2l1-X）を作出した。この二重 Tgメダカに対し二重免疫組織化学
染色を行い、トレーサーの味蕾での発現および味神経への輸送を解析した。 
 



(5) CaMPARI を用いた味細胞刺激応答解析 
 mft2r1 発現細胞に CaMPARI を発現させた系統（t2r1-CaM）、mfpkd2l1 発現細胞に CaMPARI を発
現させた系統（mfpkd2l1-CaM）、mfactb 発現細胞に CaMPARI を発現させた系統（actb-CaM）を作
出した。それぞれの系統のメダカ稚魚に対し、苦味物質デナトニウム安息香酸塩水溶液、酸味物
質クエン酸水溶液を提示し、提示中に 405 nm の紫外線を照射した。照射後のメダカ稚魚を蛍光
顕微鏡観察、もしくは、抗 CaMPARI-red 抗体による免疫組織化学染色によって、CaMPARI の緑色
から赤色への変化を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) メダカ味細胞特異的に発現を誘導する転写制御領域の取得 
 メダカ酸味細胞に発現する mfpkd1l2b 遺伝子の 5’上流領域の下流にレポーターとして egfp
遺伝子を連結したコンストラクトを作製し、メダカ初期胚に注入した。蛍光顕微鏡観察にて EGFP
蛍光の局在を観察したところ、メダカ味蕾の一部の細胞に EGFP 由来の蛍光が観察された。egfp
プローブと mfpkd1l2b プローブを用いて二重 in situ ハイブリダイゼーションを行ったところ、
両プローブに対するシグナルは同一細胞に共局在しており、取得した mfpkd1l2b 遺伝子の 5’上
流領域はメダカ酸味細胞への発現誘導が可能であることが確認された（図 2）。なお、全身での
mfpkd1l2b 遺伝子の発現を in situ ハイブリダイゼーションで解析したところ、味蕾以外にも鰓
に存在する一部の細胞、尾部に存在する一部の細胞にも mfpkd1l2b 陽性細胞が存在することが
明らかになった（図 3）。 
 

(2) 経シナプス性トレーサ
ーを用いた味覚情報伝導路
の関係解析 
 同一個体中の複数種の味
細胞に由来する神経回路を、
経シナプス性トレーサーを
用いて可視化することで、味
覚情報伝導路の相関解析を
行った。二重 Tg メダカ
（plcb2-W×pkd2l1-X）に対
し二重免疫組織化学染色を
行い、トレーサーの味蕾での
発現および味神経への輸送
を解析した。両トレーサーは
味細胞では別々の細胞種に
局在していた。味神経では基
本的には別々の神経細胞に
局在していた（未発表データ
のため、図は掲載しない）。 
 
(3) CaMPARI を用いた味細胞
刺激応答解析 
 CaMPARIを用いた神経細胞
の活性化可視化検討の前に、
味細胞において CaMPARI 観
察方法を最適化することを
目指した。t2r1-Ca 系統、
mfpkd2l1-CaM系統、actb-CaM
系統の 3 系統の作出に成功
した。それぞれ期待された細
胞での CaMPARI 発現誘導を
確認した。これら系統のメダ
カ稚魚に対し、苦味物質デナ
トニウム安息香酸塩水溶液、
酸味物質クエン酸水溶液を
提示した。水溶液提示中に紫
外線を照射したメダカ稚魚
を蛍光顕微鏡観察、もしくは、
抗 CaMPARI-red 抗体による
免疫組織化学染色によって、
CaMPARIの緑色から赤色への
変 化 を 観 察 し た 。 既 報
（Fosque et al., Science, 



2015）の方法を基に、プロトコールを設定した。紫外線照射後のメダカ稚魚をパラホルムアルデ
ヒドによって固定し、薄切切片にして蛍光顕微鏡にて CaMPARI の緑色から赤色への変化を観察
したところ、CaMPARI-red は観察されなかった。続いて、パラホルムアルデヒド固定後に、whole 
mount で蛍光顕微鏡観察を行ったが、やはり CaMPARI-red は観察されなかった。続いて、前述の
薄切切片に対し、抗 CaMPARI-red 抗体を用いた免疫組織化学染色を行い、CaMPARI-red の検出を
試みた。ところが、CaMPARI-red 由来のシグナルは観察されなかった。そこで、組織固定条件、
検出条件などを様々に設定し、試行した。しかし、ポジティブな結果を得ることに成功していな
い。これまでの試行の結果から免疫組織化学染色の条件とともに、味刺激を行う条件を併せて検
討し、最適化する必要があると考察した。一方、最近、本研究で用いた神経活動マーカーCaMPARI
に改良を加えた、より蛍光強度の強い新型の神経活動マーカーCaMPARI2 が報告されており
（Moeyaert et al., Nat. Commun., 2018）、上記の条件検討とともに、この新型の神経活動マー
カーの導入によって、味覚受容・情報伝達の神経活動の検出が可能になると考えている。 
 本申請研究では、メダカ酸味細胞に発現誘導可能な転写制御領域の獲得に成功した。これまで
の知見から硬骨魚類間では転写制御領域配列が保存されている可能性が高く、今回獲得した領
域の利用によって、ゼブラフィッシュなど他のモデル魚類においても酸味細胞への外来遺伝子
導入が可能となることが期待される。また、経シナプス性トレーサーの活用によって、メダカに
おいて複数種の味覚情報伝導路の相関が明らかになってきた。得られた知見は、マウスなど他の
モデル生物で示されつつある味覚情報伝導路の知見を補完するものであり、その全容解明に大
きく貢献するものであると考えている。CaMPARI を用いた味覚刺激応答観察について、本申請研
究ではポジティブな結果を得ることが出来なかった。今後、本申請研究の条件検討で蓄積された
知見に加え、蛍光強度が大きく改善された CaMPARI2 の活用やその発現誘導法の検討などを行う
ことでその目的達成が期待される。 
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