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研究成果の概要（和文）：本研究では、①様々な苦味物質に対する応答プロファイルによりマウス苦味受容細胞
が幾つかのタイプに分類されること、②茸状、有郭乳頭間でこれら苦味細胞の応答プロファイルに差がないこ
と、③これら細胞での苦味受容にはgustducin-PLCβ2-TRPM5を介する伝達経路が重要であること、④ヒト苦味受
容体阻害剤がマウスの苦味応答には影響を与えないこと、⑤CCKが苦味受容細胞から味神経線維への情報伝達に
関与する可能性を示した。これらにより、味細胞における苦味受容機構について明らかとし、末梢における苦味
情報の伝達及びコーディングについての知見を得た。

研究成果の概要（英文）：This study has demonstrated that (1) Bitter sensitive taste cells are 
heterogeneous from the point of view of their responsiveness, (2) Overall response profile of bitter
 taste cells to multiple bitter compounds was not significantly different between fungiform and 
circumvallate papillae, (3) Bitter responses of taste cells were significantly suppressed by TRPM5 
inhibitor and PLC inhibitor, (4) Bitter responses of mouse taste cells were not affected by human 
bitter receptor antagonists, (5) CCK may be involved in peripheral bitter taste signaling. These 
data help understanding receptors and transduction mechanisms for bitter taste and give insights 
into coding of bitter taste information in the peripheral taste system.

研究分野： 口腔生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
味覚は摂食調節において非常に重要な役

割を持ち、その情報は動物に嗜好（甘味、う
ま味、低濃度の塩味）、または忌避（酸味、
苦味、高濃度の塩味）行動を惹起する。中で
も苦味はアルカロイド、配糖体、アミノ酸、
ペプチドなど非常に多様な物質により生じ
る感覚で、毒物検知の役割を持つと考えられ
る。実際には毒物のみならず、医薬品や食品
の有効成分も苦味を呈することが多く、これ
らの分野では苦味を低減する技術の開発が
重要となっている。また新たな展開として、
苦味受容体が気道の化学受容細胞や気道平
滑筋に発現し、苦味物質が気道での感染防御
や気管支拡張に寄与する可能性が示され、感
染症予防や喘息治療に対する苦味物質の有
用性が示唆されている。さらに、苦味受容体
は消化管や脳、精巣などにも発現し、何らか
の機能を担っていると考えられる。このよう
に、苦味は口腔内の感覚のみならず様々な器
官で多様な役割を持つ可能性が示唆されて
いる。これら苦味受容の分子基盤は口腔内の
苦味受容細胞と同様であると考えられ、その
詳細を理解することは苦味を制御・利用する
うえで重要となってきている。 
苦味物質はTAS2R遺伝子ファミリーに属す

る多くのタンパク質(T2Rs)により受容される。
ヒトの場合、36 個の TAS2R 遺伝子のうち 25
個が機能的な苦味受容体をコードすると考
えられており、その多様性が多彩な構造を持
つ苦味物質を受容する基盤になると考えら
れている。実際、培養細胞を用いた異所発現
系により、ヒト T2Rs のリガンドが同定され
つつあり、様々な苦味物質により活性化され
るものや（T2R14 など）、特定の苦味物質に
のみ活性化されるもの（T2R5 など）が存在
することが明らかとなってきた。しかし、未
だどの T2R を活性化するか不明な苦味物質
も多数存在しており、T2R 非依存的な苦味受
容機構も存在する可能性が考えられる。これ
ら T2Rs はマウスでは同じ味細胞に発現する
ことが示されており、これは各苦味細胞が多
種の苦味物質に応答することを示唆する。一
方、ラットやヒトでは各 T2R の発現は味細胞
により異なることが示されており、これは各
味細胞の苦味物質に対する応答特性がそれ
ぞれ異なることを示唆する。実際、マウス味
細胞でも、苦味受容細胞の苦味物質に対する
応答特異性は有郭乳頭領域では高く、茸状乳
頭領域では低いことが示されており、両者が
混在する可能性も否定できない。T2R 活性化
に続き、Gαgust を含む三量体 G タンパク質、
PLCβ2、IP3R3、TRPM5 が次々と活性化され、
最終的に味細胞では活動電位が発生し、味覚
神経へと情報が伝達される。これらの細胞内
情報伝達分子を欠損したマウスの味覚応答
を調べると、苦味物質に対する神経応答・行
動応答が共に消失するという報告と、減少す
るが消失はしないという報告があり、苦味受

容機構が均一である可能性と複数存在する
可能性が示されている。このように異なる種、
舌部位、手法により異なる結果が示されてお
り、苦味受容に関し統一的な見解が得られて
いない。 
これまで、申請者らは苦味以外の甘味、塩

味、うま味の受容機構を解析してきたが、い
ずれの味質も複数の受容機構が関与する可
能性が考えられた。例えば、甘味や塩味につ
いてはその抑制剤の効果の有無により少な
くとも２種の受容機構が存在すると考えら
れ、うま味についても T1R 系と mGluR 系の
少なくとも２系統の受容機構が存在すると
考えられる。申請者らは、甘味、塩味、うま
味の受容機構と同様に、苦味受容機構も複数
存在し、それが苦味情報のコーディングに影
響を及ぼすのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、味細胞における苦味受容およ
び 伝 達 機 構 に 注 目 し 、 既 知 の
T2R-Gαgust-PLCβ2-TRPM5 を介した苦味受容
機構と、これとは独立した新奇の苦味受容機
構について生理学的、分子生物学的手法を用
い追及し、味細胞における苦味受容機構と、
苦味情報のコーディングにおける味細胞の
果たす役割ついて明らかにすることを目的
とする。具体的には、様々な遺伝子改変マウ
スと生理学的、薬理学的、分子生物学的手法
を用い、各種苦味物質に対する味細胞の応答
や苦味阻害剤の効果、苦味受容細胞の T2R 発
現などを調べることで、T2R 依存的苦味受容
機構について解析し、これを介した苦味物質
の弁別可能性について明らかとする。また、
T2R 依存的苦味受容機構を保有せず、且つ苦
味刺激に応答する味細胞を探索し、それら味
細胞における各種味蕾マーカーの発現を探
ることで、T2R 非依存的な新奇の苦味受容機
構の存在について追求する。さらに、苦味刺
激により特異的に放出される伝達物質候補
の測定を試みる。 
 
３．研究の方法 
  
(1)マウス味細胞応答解析 
 本実験には、申請者らが開発した味細胞応
答記録システムを利用した。マウス舌組織よ
り茸状乳頭または有郭乳頭味蕾を単離し、そ
の味孔側を刺激ピペットにより吸引保持す
る。各種味刺激はこの刺激ピペットを介し味
細胞の味孔側のみに与えられる。動物には
gustducin-GFP マウスを用い、共焦点レーザー
顕微鏡観察下で gustducin-GFP 発現細胞に記
録電極を当て、味細胞が発生する活動電位を
記録する。基底外側膜側からは PLCβ2 阻害剤
や TRPM5 阻害剤を与えることで、これらの
味応答に対する効果を調べた。T2R 阻害剤は
味孔側より与え、その効果について検討した。 
 



(2)マウス行動応答解析 
 ２３時間絶水マウスをリック計測用ケー
ジに移し、リック計測器より水を飲むトレー
ニングを行う。このトレーニングを５日間行
い、６日目から各種味溶液に対する短時間
（１０秒間）リック応答を記録する。味溶液
は苦味溶液が連続しないようランダムな順
序で与えた。 
 
(3)免疫組織化学的解析 
 マウスを安楽死させた後、有郭または茸状
乳頭を含む舌組織、および膝神経節を取得し、
4% PFA で固定後、薄切切片を作成する。CCK、
TRPM5、PLCβ2、T1R3、CCK-Ar、CCK-Br、
P2X2 に対する一次抗体で処理後、対応する
蛍光二次抗体で処理し、組織像を共焦点レー
ザー顕微鏡にて取得した。 
 
(4)マウス鼓索神経応答解析 
 麻酔下でマウスの右側鼓索神経を剖出し、
記録電極に乗せる。舌に各種味溶液を与えた
時の全神経束応答（積分応答）を記録した。
動物間の個体差を考慮し、各種味刺激に対す
る応答は 0.1M NH4Cl に対する応答を基準と
して標準化した。マウスは野生型、CCK-Ar
欠損、CCK-Br 欠損および CCA-Ar/Br 欠損マ
ウスを用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1)マウス茸状乳頭および有郭乳頭の
gustducin-GFP 発現細胞の苦味応答特性 
 マウス茸状乳頭および有郭乳頭味蕾の
gustducin-GFP 味細胞から、10 種の苦味物質
[quinine-HCl (QHCl) 、 denatonium (Den) 、
cyclohexamide (Chx)、caffeine (Caf)、sucrose 
octaacetate（SOA）、tetraethylanmonium (TEA)、
phenylthiourea（PTU）、L-phenylalanine (L-Phe)、
MgSO4、高濃度 saccharin (Sac)]、および高濃
度 NaCl に対する応答を記録した。いずれの
乳頭においても、一部の gustducin-GFP 味細
胞は QHCl または Chx にかなり特異的な応答
を示し、また逆に多種の苦味物質に幅広く応
答する細胞も存在した（図１、２）。応答特
異性を表すエントロピー値（0～1 で表される。
１種の刺激に特異的に応答した場合エント
ロピー値は 0 となり、10 種の刺激に同程度応
答した場合は 1 となる。）は、茸状乳頭味細
胞で 0.462 ± 0.072 (n=30)、有郭乳頭味細胞で
0.452 ± 0.072 (n=31)であり、両者に有意差は
なかった。また、クラスター解析を用い、苦
味物質に対する応答性により苦味細胞を分
類すると、大きく５つのグループが形成され
たが、茸状または有郭乳頭に特異的なグルー
プは存在しなかった。これらの結果から、苦
味感受性 gustducin-GFP 味細胞の応答性は茸
状および有郭乳頭間で大きな違いは無いと
考えられる。しかし、各味物質に対する応答
強度には差が見られ、QHCl 応答は有郭乳頭
味細胞で有意に大きく、また MgSO4応答は茸

状乳頭味細胞で有意に大きかった。 

 
図１. マウス茸状乳頭におけるgustducin-GFP
味細胞の応答プロファイル． 30 個の
gustducin-GFP 味細胞の各種苦味物質に対す
る応答を示す． 

図２. マウス有郭乳頭におけるgustducin-GFP
味細胞の応答プロファイル． 31 個の
gustducin-GFP 味細胞の各種苦味物質に対す
る応答を示す． 
 
(2)苦味受容機構の解析 
 Gustducin-GFP 味細胞における苦味受容機
構を調べるため、PLCβ2 阻害薬（U73122）お
よび TRPM5 阻害薬（TPPO）の苦味応答への
影響を調べた。Gustducin-GFP 味細胞の苦味
応答は U73122 投与、または TPPO 投与によ
りほぼ完全に消失した。TPPO 洗浄後には苦
味応答はほぼ元の大きさまで回復したが、
U73122 洗浄後には苦味応答の回復は見られ
なかった（図３A,B）。これらの結果から、
gustducin 発現細胞において PLCβ2 や TRPM5
が苦味応答に必要不可欠である可能性が示



唆される。 
 

図３. PLCβ2 阻害剤および TRPM5 阻害剤の
gustducin-GFP 味細胞苦味応答に対する効果．
A: PLCβ2 阻害剤（U73122）の効果, B: TRPM5
阻害剤（TPPO）の効果 
 
 近年、アミノ酸誘導体である GABA および
Nα,Nα-bis(carboxymethyl)-L-Lysine (BCML)が
ヒト T2R4 受容体の阻害剤として機能し、
QHCl に対する応答を抑制すること、
Probenecid が ヒ ト T2R38 を 阻 害 し
phenylthiocarbamide (PTC)に対する応答を抑
制することが報告されている。Gustducin-GFP
味細胞では QHCl 応答を容易に記録できるこ
とから、この細胞の QHCl 応答に対する
GABA および BCML の阻害効果を調べた。そ
の結果、GABA および BCML 共に有効濃度で
あってもgustducin-GFP味細胞のQHCl応答に
影響を与えなかった（図４A,B）。また、マウ
ス行動応答においても GABA、BCML および
Probenecid の苦味抑制効果について解析した
が、いずれもマウスの苦味物質に対する行動
応答に影響を与えなかった。これらの結果か
ら、これらヒト苦味受容体阻害剤はマウス苦
味受容体には影響を与えない可能性が示唆
される。 

図４．ヒト苦味受容体阻害剤の gustducin-GFP
味細胞苦味応答に対する効果．A: ヒト T2R4
阻害剤（GABA）の効果, B: ヒト T2R4 阻害
剤（BCML）の効果 
 
(3)苦味の情報伝達機構の解析 
 味細胞から味神経への情報伝達に ATP 以
外の伝達物質としてコレシストキニン
（CCK）が関与するかについて解析した。免
疫組織化学的解析により、味蕾内で CCK は
主に TRPM5 や PLCβ2、gustducin 発現細胞に
発現していた。これは、甘味、うま味、苦味
の受容細胞である II 型細胞が CCK を保有す
ることを示す。また、甘味・うま味受容体コ
ンポーネントである T1R3 との共発現の割合
が少ないことから、多くの CCK 発現細胞は
苦味細胞であると考えられた（図５）。また、

CCK の受容体である CCK-Ar および CCK-Br
は味蕾内で CCK 発現細胞に見られると共に、
膝神経節での発現が見られた。各種味刺激に
対する鼓索・舌咽神経応答を調べると、野生
型マウスと比較し、CCK-Ar 欠損マウス、
CCK-Br 欠損マウス、両受容体欠損マウスの
苦味物質に対する神経応答が減少していた
（図６）。静脈に CCK-8 を投与すると濃度依
存的な鼓索神経活動が見られ、CCK-Ar 阻害
剤である lorglumide を投与すると苦味物質に
対する鼓索神経応答が抑制された。これらの
結果から、苦味刺激により味細胞から CCK
が分泌され、味神経に発現する CCK 受容体
を介し味神経線維を活性化すると考えられ
る。このように、CCK は味細胞から味神経へ
の苦味情報の伝達に関与する可能性が示唆
される。 

図５．味蕾内での CCK と味細胞マーカー分
子との共発現．A. gustducin と CCK の共発現。
B. TRPM5とCCKの共発現．C. PLCβ2 と CCK
の共発現．D. T1R3 と CCK の共発現． 

図６．各種味溶液に対する野生型、CCK-Ar
欠損、CCK-Br 欠損、CCK-Ar/Br 欠損マウス
の鼓索神経応答．A. HCl、B. NaCl、C. グル
タミン酸カリウム、D. ショ糖、E. キニーネ、
F. デナトニウムに対する応答． 
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