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研究成果の概要（和文）： 

味細胞は機能的に I～III 型の 3 種類に分類される。III 型細胞には味神経の間に典型的なシナ

プスが存在するが、II 型細胞には存在しない。よって II 型細胞で受容された味情報は III 型

細胞に伝達されると考えられているが、味細胞-味細胞間および味細胞-味神経間の連絡経路に

ついては完全には明らかになっていない。本研究では苦味刺激物質と ATP を使用し、マウス味

細胞を用いてカルシウムイメージング法と抗体染色法を行うことにより、II 型細胞内および

III 型細胞のカフェイン味刺激伝達経路を解析した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

There are a lot of unsolved issues about the pathway from taste cells to taste cells or 

taste nerves. Therefore, we analyzed the caffeine transduction mechanism of mouse using 

behavioral test, calcium imaging, and immunocytochemistry. The responsiveness of taste 

cells to caffeine, ATP, and high concentration of K+ were examined by calcium imaging 

followed by  immunocytochemistry to detect expression of Gα-gustducin and IP3R3 which 

are known as type II cell markers. As a result, caffeine stimulated taste cells both type 

II and the other type of cells. A part of type II cells was depolarized by high 

concentration of K+, and taste cells which responded to caffeine and high K+ existed. 

Therefore we concluded there are voltage-gated calcium channels in subset of type II cells. 

Also, ATP stimulates both type II and other type of cells. Considering the report that 

ATP is released from type II cells, it seems to play an autocrine role in taste cells. 
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１．研究開始当初の背景 

味物質には、味細胞の細胞膜上に受容体と

いう特殊なタンパク質によって感知される

ものと、チャネルや細胞膜に直接働きかける

ものがある。近年、ゲノムプロジェクトの成

果とバイオインフォマティクス分野の発展

から味受容体候補遺伝子や味情報伝達関連

分子候補遺伝子の報告が相次いでいる。ゲノ

ムから得た遺伝子の機能に関しては、今日に

至るまでの累積された生理学的データと一

致することで同定され、現在、約 200 ある受

容体候補遺伝子は、いずれは 20 ほどに絞ら

れるであろうと想定されている。また、受容

体だけではなく、情報変換に関わる可能性の

ある遺伝子群の機能解明が待たれるところ

である。このように、ゲノムからの情報は膨

大な量に登って来ており、それを整理するた

めの生理学的研究が希求されている。 

味を受容する味蕾の中には3種類の味細胞

が存在し、それぞれマーカー分子が提唱され

ている。マーカー分子と電子顕微鏡的観察か

ら得られた共通認識は、Ⅱ型味細胞のみに味

受容体があるが味神経とのシナプスはない、

中枢に味情報を送る味神経はⅢ型味細胞とシ

ナプスを作るがⅢ型味細胞には味受容体は存

在しない、である。この大きな矛盾は現時点

で明らかになっていない。Ⅰ型味細胞はグリ

ア様細胞で味受容に直接関係していないと考

えられている。 

申請者らが行った味受容と受容関連分子を

視覚化する方法によって行った試験実験にお

いて、苦味受容には2タイプあり、苦味受容は

Ⅱ型、Ⅲ型で行われている可能性が考えられ

た。ただし、試験実験においては、ガストジ

ューシン(味細胞特異的Gタンパク質)抗体を

用いてⅡ型味細胞と判別して調べた。また、

パッチクランプ法において、カルシウム電流

を示すものをⅢ型味細胞と判別して調べた。

ガストジューシンは半数のⅡ型味細胞のしか

持っていないがⅡ型味細胞特異的なのでその

抗体は汎用されている。Ⅱ型味細胞は電位依

存性カルシウムチャネルを持っていないと提

唱されていた1)のであるが、2006年10月、Ⅱ型

味細胞にも電位依存性カルシウムチャネルが

存在することが報告された2)。このことから申

請者が行った試験実験においてⅢ型味細胞と

判断した細胞はガストジューシンを持たない

Ⅱ型味細胞である可能性が出てきた。これま

では、Ⅱ型味細胞には電子顕微鏡観察よりシ

ナプス小胞が存在することが既にわかってい

たが、電位依存性カルシウムチャネルが存在

しないと考えられ、シナプス小胞からの神経

伝達物質放出に十分なカルシウム上昇を得ら

れないことと神経とのシナプスを形成してい

ないことから、Ⅱ型味細胞のシナプス小胞の

役割について言及されていない。今回報告さ

れたⅡ型味細胞におけるカルシウムチャネル

の存在は未だ広く受け入れていないが、申請

者はこのシナプス小胞が細胞間伝達物質であ

り、Ⅲ型味細胞は嗅覚における嗅球と類似の

役割、すなわち味情報を洗練し味神経に味情

報を送っているのではないかと考えた。そこ

で、カルシウムチャネルの存在を確認し、味

応答とマーカー分子をより詳細に調べること

によって、味細胞内だけではなく、味細胞間

の味情報伝達機構も網羅して解析できるとい

う発想に至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまで蓄積した生理学的研

究を発展させて、これまで missing ring と

いわれていた味細胞－味細胞－味神経間の

情報伝達カスケードの構築を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 短時間二瓶選択試験  

個別飼育下のマウスに蒸留水と各濃度の

カフェイン水溶液が入った二瓶を提示し、10

分間自由に飲水させ、各瓶の飲水量を測定し

た。位置に対する嗜好性が出ないように、1

分後、3 分後、5 分後に左右の瓶の位置を入

れ替えた。二瓶の飲水量の合計のうち、カフ

ェイン水溶液を飲水した割合をカフェイン

嗜好率とした。 

(2) 味覚嫌悪条件付け試験 

マウスを 6時間絶水させ、直後に給水瓶を

提示するとただちに飲水を始めるように数

日間訓練し、訓練終了後に条件付けを行った。

マウスを 6時間絶水させ、10 mM カフェイン

の入った瓶を提示し 10 分間飲水させ、直後

に LiCl（0.6 g/kg）を腹腔内に投与し、体調

不全を誘発させた。3 mM カフェインの味認

識について、対照として蒸留水を用いて短時

間二瓶選択を行った。 

(3) カルシウムイメージング法 

マウスより舌を摘出し、酵素処理後、舌上

皮を筋肉層より剥離した。剥離した舌上皮か

ら微小ガラスピペットを用いて有郭・葉状乳

頭由来の味細胞を単離した。単離した味細胞

に膜透過性の Ca2+感受性蛍光プローブである

Fluo-4AM（3μM）を負荷させ（4℃、25 分間）、

共焦点レーザー顕微鏡を用いて各溶液で刺

激した時の細胞内 Ca2+濃度変化を調べた。 

(4) 抗体染色法 

カルシウムイメージング終了後の味細胞

に抗体染色を行うことによって細胞型を特



定した。一次抗体にはⅡ型細胞特異的に発現

す る G α -gustducin 抗体  （ Santa Cruz 

Biotechnology, rabbit polyclonal）とIP3R-3

抗体（BD Biosciences, mouse monoclonal）

を使用した。二次抗体には Alexa Fluor 488 

(goat, anti rabbit, invitrogen) と Alexa 

Fluor 555 (goat, anti mouse, invitrogen) 

を使用し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて以

下のことの観察を行った。 

 

① Ⅱ型味細胞におけるカルシウムチャネル

の確認 

カルシウムチャネルの存在を、カルシウム

イメージング法を用いて調べた。マウス舌か

ら味細胞を単離し、遊離カルシウム指示薬

Fluo4を細胞内に導入し、細胞外カリウム濃度

を変えることによって細胞膜電位を脱分極方

向に変化させた。電位依存性のカルシウムチ

ャネルが存在すれば開口し、細胞内カルシウ

ム濃度が上昇する。➁単離した味細胞にカル

シウムイメージング後、同細胞に免疫染色を

行った。用いるのは、市販されているガスト

ジューシン抗体、イノシトール3リン酸受容体

(IP3R3)抗体を用いた。 

 

② 味細胞のATPに対する応答解析 

味蕾にはP2Y1受容体が存在しATPに応答し

細胞内カルシウムが上昇することがわかって

いる。ATP応答と細胞タイプの同定は行われて

いないため、味細胞がATPにどのように反応す

るか調べた。また、ATPによる細胞間情報伝達

には同時に他の神経伝達物質が関わっている

ことが中枢で報告されている。そこで、セロ

トニンとATPに対する応答はカルシウムイメ

ージング法で調べ、味細胞応答と味細胞タイ

プの関係を解析を行った。そのため、➀ATP

で単離味細胞を刺激しカルシウムイメージン

グを行味種によって異なるⅡ型味細胞が応答

すると考えられているが、Ⅲ型味細胞は味種

によって異なるかどうかについては未だ報告

例がなかった。 

 

(5) 苦味受容体抗体の作成 

酵母（Saccharomyces cerevisiae）を用い

て His タグ融合型の hTAS2R16 を大量精製し

た。精製した hTAS2R16 をニワトリに免疫（0.2

～0.5mg/羽）することにより hTAS2R16 に対

する鶏卵抗体を作製した。この抗体の物理化

学的特性、受容体発現 HEK293 細胞株への応

答ならびに官能検査による苦味への影響を

調べた。 

 

４．研究成果 

(1) カフェイン嗜好性 

マウスは 5 mM 以上のカフェインを忌避す

る傾向があり、10 mM 以上のカフェインは有

意に忌避した（図 1）。3 mM カフェインは忌

避されなかったが、味覚嫌悪条件付け試験の

結果、マウスはその味を認識しているという

ことがわかった（図 2）。 

 

 

図 1短時間二瓶選択試験 

 

 

 

 

 

図 2 味覚嫌悪条件付け試験 

 

(2) 味細胞のカフェイン濃度別応答パター

ン 

カフェインの嗜好性が味細胞のカフェイ

ン応答パターンの違いに起因している可能

性について検討するために、マウスが完全に

忌避する 10 mM カフェインと認識しているが

忌避しない 3 mM カフェインを使用して、細

胞外 Ca2+枯渇下（Ca2+ free液かん流下）と細



胞内 Ca2+ストア枯渇下（1μM thapsigargin

かん流下）で味細胞のカフェイン応答を解析

した。図 3 に 10 mM カフェインの応答例を、

表 1 にカフェインに応答した全細胞のうち、

各応答パターンが見られた細胞の割合を濃

度別に示した。カフェインに応答した細胞の

うち、大部分の細胞はいずれの濃度でも細胞

内 Ca2+および細胞外 Ca2+を利用していた。 

 

 
図 3  10 mM カフェインの応答例 

 

 

(3) Ⅱ型・Ⅲ型細胞のカフェイン味刺激伝達

経路 

 

味細胞タイプ別の味刺激伝達経路を解析

するために 10 mM カフェイン、10μM ATP、

High K+液を用いてカルシウムイメージング

を行った。さらに応答細胞に対してⅡ型細胞

のマーカーである Gα-gustducin と IP3R-3 に

対する抗体を用いて抗体染色を行い、細胞型

を判別した。応答パターンは以下の 7 種類に

分類された。表 2 にそれぞれの応答パターン

を示した細胞の割合と染色率（Gα-gustducin

または IP3R-3 が発現している細胞、すなわち

Ⅱ型細胞の割合）を示した。図 4 は表 2 から

作成したグラフである。（a）には各刺激に応

答する細胞の染色率を示した。全細胞中、カ

フェイン応答細胞、ATP応答細胞、および High 

K+応答細胞の染色率はそれぞれ70.4%、36.7%、

33.3%であった。（b）にはカフェインまたは

High K+に応答する細胞の染色率を示した。カ

フェインのみに応答する細胞の染色率は

71.6%、カフェインと High K+の両方に応答す

る細胞の染色率は 67.6%であり、両者の間に

明らかな差はなかった。High K+のみに応答す

る細胞の染色率は 23.3%であった。 

（c）にはカフェインまたは ATP に応答す

る細胞の染色率を示した。カフェインのみに

応答する細胞、カフェインおよび ATP に応答

する細胞、ATP のみに応答する細胞の染色率

はそれぞれ 72.2%、61.1%、22.6%であった。 

苦味受容体との関連性をみて、さらに研究

を深めようと苦味受容体 T2R16 の抗体を作成

中である。今回得られた抗体は、salicin 刺

激に対する受容体発現 HEK293 細胞株のカル

シウム応答を部分的に抑制した。更に官能評

価を実施した結果、hTAS2R16 のリガンドであ

る salicin の苦味を減少させる傾向があり、

アンタゴニスト抗体の可能性を示唆した。し

かし、活性が弱いため、本研究では使用でき

なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
細胞内Ca2+ および

細胞外 Ca2+を利用 

細胞内 Ca2+ 

のみを利用 

細胞外 Ca2+のみ

を利用 

どちらでもな

い 

10 mM カフェイン

応答率 
92.4%(97/105) 4.8%(5/105) 1.0%(1/105) 1.9%(2/105) 

3 mM カフェイン

応答率 
92.9%(13/14) 0%(0/14) 7.1%(1/14) 0%(0/14) 

表 1．カフェイン濃度別の応答率 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

図 4 味細胞の応答パターン別の染色率 

(a) 各刺激に応答する細胞, (b) カフェ

インまたは High K+に応答する細胞, (c) 

カフェインまたは ATP に応答する細胞 

 

 

考 察 

本研究では、まずマウスのカフェインの嗜

好性について行動学的に検討した。苦味物質

は基本的に忌避されるが、カフェインの場合、

マウスは 3 mM カフェインを認識しているも

のの忌避しなかった。よって 3 mM カフェイ

ンは苦味の嗜好性に関わる濃度であること

が考えられる。実際に食品に含まれるカフェ

インの濃度も同程度である。 

次に、忌避される濃度である 10 mMカフェ

インと 3 mM カフェインを用いて、カルシウ

ムイメージングを行い、味細胞がカフェイン

応答の際に動員する Ca2+の由来を解析した。

  

(a)カフ

ェインの

みに応答 

(b)ATP

のみに応

答 

(c)High 

K+のみに

応答 

(d)カフ

ェインお

よび ATP

に応答 

(e)カフェイ

ンおよび

High K+に応

答 

(f)ATP およ

び High K+に

応答 

(g)カフェイ

ン、ATP、およ

び High K+に

応答 

応答

率 

10.2% 

(99/972) 

2.5% 

(24/972) 

17.0% 

(165/972) 

1.6% 

(16/972) 
3.4%(33/972) 3.8%(37/972) 1.4%(14/972) 

染色

率 

74.2% 

(49/66) 

0% 

(0/6) 

22.0% 

(20/91) 

50% 

(4/8) 
66.7%(16/24) 28%(7/25) 70%(7/10) 

表 2． 味細胞の応答パターン別の応答率と染色率 



結果として、どちらの濃度でも味細胞は細胞

内外 Ca2+の両方を利用したことから、カフェ

インの嗜好性は味細胞の応答パターンの差

によるものではないということが示唆され

た。 

さらに、味細胞タイプ別の味刺激伝達経路

を解析するために 10 mM カフェイン、10μM 

ATP、High K+液を用いてカルシウムイメージ

ングを行い、さらに応答味細胞に対して抗体

染色を行うことで細胞型を判別した。一般的

に苦味物質はⅡ型細胞で受容され、High K+

はⅢ型細胞を刺激すると考えられている。ま

た、ATP は味細胞における神経伝達物質の候

補であり、味刺激によってⅡ型細胞から放出

され、Ⅲ型細胞、もしくはⅡ型細胞とⅢ型細

胞の両方で受容されると言われている。今回

の結果では、カフェイン応答細胞、ATP 応答

細胞、および High K+応答細胞のⅡ型細胞の

割合はそれぞれ 70.4%、36.7%、33.3%であっ

た（図 4a）。これは、カフェイン応答細胞で

Ⅱ型細胞以外のものが 29.6%存在するという

ことになる。スライス標本による実験では、

Ⅲ型細胞が苦味物質を含む様々な味質に応

答することが知られているが、今回、Ⅱ型細

胞以外にもカフェイン応答が見られたこと

は興味深い知見である。今後、Ⅲ型細胞のマ

ーカーを使用した追加実験が必要である。ま

た、High K+応答細胞の 33.3%がⅡ型細胞であ

る（図 4a）ことと、カフェインと High K+の

両方に応答する味細胞が全細胞の 4.8%存在

し（表 2e, g）、そのうち 67.6%はⅡ型細胞で

ある（図 4b）ことは、一部のⅡ型細胞に電位

依存性 Ca2+チャネルが存在することを示唆し

ている。現在、Ⅱ型細胞には電位依存性 Ca2+

チャネルは存在しないという報告と一部に

は存在するという相反する報告があるが、今

回の結果は後者を支持するものとなった。

ATPはカフェインや High K+と共に応答するこ

とが多く（表 2d, f, g）、ATP 応答細胞もⅡ

型細胞とⅡ型細胞以外の細胞の両方が存在

したので（図 4a, c）、ATP はⅡ型・Ⅲ型細胞

の両方で受容されると考えられる。これは

ATP が神経伝達物質としてⅢ型細胞を刺激す

る一方でⅡ型細胞にポジティブフィードバ

ックをかけるという報告と一致した。 
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