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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、味覚受容機構解明の基盤となり、また、様々な味物質・非味物質で
構成される食品の味の総合的な評価を実現する解析系の構築を目指したものである。
Ca2+感受性蛍光タンパク質遺伝子を味蕾細胞に発現する複数系統の動物の作製に成功した。これらの動物を用い
て、遺伝子導入によって味蕾細胞に発現したCa2+感受性蛍光タンパク質の蛍光観察による味蕾細胞の味刺激応答
のイメージングを試みた。結果として、基本味の1つを呈する味溶液の刺激によって、わずかであるが有意に味
蕾細胞における蛍光の変化を観察することが出来た。つまり、味刺激に対する味蕾細胞の応答を観察できた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms in taste reception, we have tried to 
build its assay system based on in vivo Ca2+-imaging technique. Two lines of transgenic animals 
expressing Ca2+-indicator proteins in their taste bud cells were successfully established. Slight 
but significant changes of fluorescence in their taste bud cells were observed after the stimulation
 of taste solution. Further improvement of this assay system would enable the evaluation of taste of
 foods with highly complicated composition and contribute to both the basic research of taste 
reception and the food product development.

研究分野： 食品科学

キーワード： 味覚　イメージング
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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、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。そして、食
べ物の「おいしさ」を決める最も重要な要素
である。 
味覚感覚の理解のため、また応用的には

「おいしい」食品の開発のため、味物質の受
容の全容解明が求められている。近年、いく
つかの味覚受容体分子が同定されたことか
ら、これらを培養細胞にヘテロ発現させるこ
とで味物質受容機構の解明が進んできてい
る。申請者のグループも甘、苦、旨味の受容
機構について解析を行ってきた（Oike H. et 
al., J. Neurosci., 2007, Imada T. et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 2010, Toda 
Y. et al., J. Biol. Chem., 2013）。 
一方、このような in vitro の解析系には

いくつかの問題点が存在する。例えば、酸味
や高濃度塩味など受容体分子が同定されて
いない味については解析できないことや、in 
vivo と異なる細胞内シグナル伝達分子を用
いること、苦味受容体はヒトで 25 種と多数
でその全てを解析することが困難であるこ
となどである。そして、応用的に強く求めら
れているのは、様々な味物質・非味物質で構
成される食品の味の総合的な評価であり、こ
れを実現することは、個々の味覚受容体の解
析からは非常に困難である。 
これらの問題点を克服しうる手法として、

in vivo やそれに近い状態で、味受容細胞群
（味蕾）の応答に伴う細胞内 Ca2+濃度上昇を
解析する Ca2+イメージング解析がある。これ
までに、味蕾への Ca2+指示薬導入法が様々に
検討されて、一定の成果を挙げてきた
（Caicedo A. et al., J. Neurosci., 1999, 
Chandrashekar J. et al., Nature, 2010）。
一方、近年、GCaMP に代表される Ca2+感受性
蛍光タンパク質を標的細胞に発現させた遺
伝子組換え動物を作出し、イメージング解析
する手法が様々な神経系、受容組織に適用さ
れて成果を挙げている（Zariwala H.A. et al., 
J. Neurosci., 2012）。この手法は、手技お
よび条件設定が困難な Ca2+指示薬導入の過程
を排除できる事から、簡便性・再現性に優れ
ているが、これまでに味蕾細胞の応答解析に
適用された例はない。 

本申請研究では、Ca2+感受性蛍光タンパク
質を味覚受容組織である味蕾に発現する動
物の作出およびそのイメージングにより、各
味覚受容細胞の応答解析を実現する系の構
築を目的とする。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、各味覚受容細胞の応答解

析系の構築を目的とする。また期間内に、成
果発表を行うため、下記 3を行う。 
1. 味蕾全細胞にCa2+感受性蛍光タンパ
ク質を発現するマウス系統の作出 
2. マウス味蕾のCa2+イメージング解析

法の確立 
3. 味蕾のCa2+イメージング解析による
脂肪味受容細胞の同定 
 
３．研究の方法 
メダカ苦味受容体 mftas2r1 の遺伝子上流

の発現制御領域ゲノム配列に Ca2+感受性蛍光
タンパク質 A の cDNA を接続したコンストラ
クトを作製した。このコンストラクトをメダ
カ受精卵に微量注入した。発生、孵化した個
体からゲノムに遺伝子挿入された個体を選
抜し、野生型メダカ個体と交配することによ
って系統化した（mft2r1-A Tg メダカ）。 
メダカβ-アクチン（mfactb）の遺伝子上

流の発現制御領域ゲノム配列に Ca2+感受性蛍
光タンパク質 A の cDNA を接続したコンスト
ラクトを作製した。このコンストラクトをメ
ダカ受精卵に微量注入した。発生、孵化した
個体からゲノムに遺伝子挿入された個体を
選抜し、野生型メダカ個体と交配することに
よって系統化した（mfactb-A Tg メダカ）。 
Tg メダカ稚魚を味溶液で刺激した後、薄切

切片にし、共焦点レーザー顕微鏡で観察し、
蛍光変化値を計測した。 
 
４．研究成果 
本申請研究では、当初、遺伝子改変（Tg）

マウスを作出し、それを用いて解析系を構築
することを計画していた。しかし、研究開始
時に動物実験施設が使用不可能な状況にな
り、研究期間内に目的を達しするために計画
の大幅な変更を余儀なくされた。目的である
各味覚受容細胞の応答解析系の構築を実現
するため、遺伝子改変ではなく、ウイルス感
染によって Ca2+感受性蛍光タンパク質を発現
する方法などを検討した。最終的に、実験動
物をマウスからメダカに変更して、遺伝子改
変メダカを作出することで目的達成を目指
した。 
メダカ苦味受容体 mftas2r1 の発現制御領

域を用いて、Ca2+感受性蛍光タンパク質 A を
メダカ味蕾の苦味受容細胞に発現する Tg メ
ダカを作出した（mft2r1-A Tg メダカ、図 1）。
また、メダカβ-アクチン（mfactb）の発現
制御領域を用いて、メダカ味蕾細胞を含む全
細胞に Ca2+感受性蛍光タンパク質 A を発現す
る Tgメダカを作出した（mfactb-A Tg メダカ、
図 2）。 



作出した Tg メダカを用いて、味蕾細胞の
味物質応答の解析系構築を検討した。まず、
mft2r1-A Tg メダカを苦味物質である安息香
酸の 10 mM 溶液で刺激し、Ca2+感受性蛍光タ
ンパク質 Aの蛍光変化について解析した。し
かし、検討した条件では、Ca2+感受性蛍光タ
ンパク質 A の蛍光変化は観察されなかった。 
次に、mfactb-A Tg メダカに対して、酸味

物質クエン酸の 25 mM溶液で刺激した（図 3）。
その結果、味蕾細胞における蛍光変化が観察
された。一方、味蕾周辺の上皮細胞において
も蛍光変化が観察された。味蕾細胞における
蛍光変化値は上皮細胞における蛍光変化値
よりも有意に高かった。味蕾細胞の酸味刺激
応答を検出可能であることが示唆された。 

続いて、mfactb-A Tg メダカに対して、旨
味物質アミノ酸（L-Ala、L-Arg、L-Pro、L-Ser
の混合）の各 100 mM 溶液で刺激した（図 4）。
その結果、味蕾細胞における蛍光変化が観察
された。一方、味蕾周辺の上皮細胞において
も蛍光変化が観察された。味蕾細胞における
蛍光変化値は上皮細胞における蛍光変化値
との間に有意差は観察されなかった。 

今後、味刺激法の検討、蛍光変化観察法の
検討を行って、本申請研究で開発した系を改
善し、再現的に信頼度高く、味応答を解析で
きる系の確立を目指す。 
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