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研究成果の概要（和文）：食品や薬物などの味は、舌の味蕾にある味細胞で感知する。そのため、味細胞を使え
ば、甘味、苦味、酸味、塩味、うま味など、味を感知するメカニズムを解明したり、これらの味を生み出す元と
なる物質を探索したりするのに役立つと考えられる。しかしながら、味細胞を単離して培養する方法はまだ確立
されていない。そこで、一般的な平面（2次元）ではなく、立体的（3次元）に味細胞を培養することで、味細胞
の機能を維持したまま培養する新たな方法を試みた。

研究成果の概要（英文）：We can sense the taste through taste cells in the taste bud of the tongue. 
It is thought that taste cells are useful for elucidating mechanisms for sensing taste such as 
sweet, bitter, sour, salty, and umami taste, and searching for substances from which these taste are
 produced. However, the methods for isolation and culture of taste cells have not yet been 
established. Therefore, we tried to find a new method to cultivate taste cells while maintaining 
their function by culturing in a stereoscopic (three dimensional) condition rather than a plane (two
 dimensional).

研究分野：栄養生化学、機能性食品、薬用食品学

キーワード： 味細胞　3次元培養　スフェロイド
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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	
 
	
 
(1) 舌の味蕾にある味細胞に、食品や薬物に

含まれる呈味物質が作用することによ
って、味を感じることができる。	
 
	
 

(2) 味細胞は味覚の研究に有用なツールで
あるが、味蕾から単離して培養すると生
存率が著しく減少し、味細胞そのものを
研究に利用することが難しかった。	
 
	
 

(3) ヒト、マウス、ラット、ウサギ、ブタ、
ウシ等で味蕾から味細胞を単離して培
養する方法が報告されている。しかしな
がら、同じ初代培養細胞でも神経細胞や
血管内皮細胞のような誰にでも容易に
できる確立された方法ではない。また、
株化された味細胞も存在しない。	
 
	
 

(4) 味細胞の機能や、味細胞を用いた新規呈
味物質の探索には、細胞本来の性質を保
持したまま、長期間安定して培養できる
方法の開発が期待されていた。	
 

	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 
	
 味細胞の 3 次元培養を行い、スフェロイド
様の味細胞（味細胞スフェロイド）の樹立を
目指す（下図）。	
 

	
 
	
 さらに味細胞を用いた in	
 vitro 実験用プ
ラットフォームを開発するため、次の項目を
明らかにする。	
 
	
 
(1) 味細胞スフェロイド樹立のための条件

（培地、添加因子、培養器材など）を検
討し、最適な組み合わせを決定する。	
 
	
 

(2) 味細胞スフェロイドを構成する細胞の
種類の特定や、受容体およびイオンチャ
ネルの発現を調べる。各細胞の特異的マ
ーカーで免疫染色を行い、味細胞スフェ
ロイドを構成する細胞の種類を同定す
る。	
 
	
 

(3) 味細胞スフェロイドに、グルコース（甘
味）、キニーネ（苦味）、酢酸（酸味）、
塩化ナトリウム（塩味）、グルタミン酸
ナトリウム（うま味）を添加し、細胞内
カルシウムイオン濃度、ATP 産生量、活
動電位などを測定する。非添加群と比較
して味細胞スフェロイドの機能を調べ
る。	
 

	
 

	
 
３．研究の方法	
 
	
 
(1) 味細胞の単離	
 
	
 
・	
 ヒトの葉状乳頭を擦って味細胞を回収し

①、コラゲナーゼ等の酵素で処理して、味
細胞を単離する。	
 
	
 

・	
 マウスの茸状乳頭②、ラットの有郭乳頭③

をそれぞれコラゲナーゼ等の酵素で処理
して、味細胞を単離する。	
 

	
 
(2) 3 次元培養による味細胞スフェロイド

の樹立	
 
	
 
・	
 単離した味細胞をハンギングドロップ、
ナノカルチャープレート、磁性ナノ粒子
の 3つの器材で培養する(下図)。	
 

	
 
①	
 ハンギングドロップ	
 
	
 ディッシュに培地の液滴をぶら下げ
るように保持し、その中でスフェロイド
を形成させる。	
 
	
 
②	
 ナノカルチャープレート	
 
	
 ディッシュ底面にナノサイズの格子
を敷き詰め、その上でスフェロイドを形
成させる。	
 
	
 
③	
 磁性ナノ粒子	
 
	
 無毒性の磁性ナノ粒子を培地に添加
して細胞に取り込ませる。ディッシュ上
部に磁石を置き、磁力によって細胞を浮
上させ、スフェロイドを形成させる。	
 

	
 
・	
 安定的に味細胞スフェロイドを樹立する
ための培地、添加因子の組み合わせを決
定する。	
 

	
 
(3) 味細胞スフェロイドの性質	
 
	
 
• 味蕾内部の味細胞は TypeⅠ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳの 4種類に分けられる（下表）。	
 

	
 
各細胞の特異的マーカーで免疫染色を
行い、味細胞スフェロイドを構成する細
胞の種類を同定する。	
 
	
 

• TypeⅠ〜Ⅳの各細胞で、基本五味(甘味、
苦味、塩味、酸味、旨味)を認識する受

味細胞 味細胞スフェロイド in vitro実験系 
葉状乳頭 
（ヒト） 

有郭乳頭 
（ラット） 

葉状乳頭 
（ヒト） 

茸状乳頭 
（マウス） 

酵素処理 

味細胞 

味細胞スフェロイド 

3次元培養 

組織切片 初代培養細胞（2次元） スフェロイド 

in vivo環境の再現度 ◎ X ◎ 
操作性 ◎ △ ◎ 

大量サンプル処理 ◎ △ ◎ 

① ハンギングドロップ 

② ナノカルチャープレート 

③ 磁性ナノ粒子 
磁石 

特異的マーカー 味覚受容体 

TypeⅡ gustducin 
PLC-β2 

T1R2/T1R3（甘味） 
T2R（苦味） 
T1R1/T1R3（旨味） 

TypeⅠ GPR120 

TypeⅢ GAD67 PKD2L1/PKD1L3（酸味） 

TypeⅣ LGR5 ENaC（塩味） 

- 

特異的マーカー 受容体・イオンチャネル 

TypeⅡ gustducin 
PLC-β2 

T1R2/T1R3（甘味） 
T2R（苦味） 
T1R1/T1R3（うま味） 

TypeⅠ GPR120 

TypeⅢ GAD67 PKD2L1/PKD1L3（酸味） 

TypeⅣ LGR5 ENaC（塩味） 

- 

味細胞 味細胞スフェロイド in vitro実験系 
葉状乳頭 
（ヒト） 

有郭乳頭 
（ラット） 

葉状乳頭 
（ヒト） 

茸状乳頭 
（マウス） 

酵素処理 

味細胞 

味細胞スフェロイド 

3次元培養 

組織切片 初代培養細胞（2次元） スフェロイド 

in vivo環境の再現度 ◎ X ◎ 
操作性 ◎ △ ◎ 

大量サンプル処理 ◎ △ ◎ 

① ハンギングドロップ 

② ナノカルチャープレート 

③ 磁性ナノ粒子 
磁石 

特異的マーカー 味覚受容体 

TypeⅡ gustducin 
PLC-β2 

T1R2/T1R3（甘味） 
T2R（苦味） 
T1R1/T1R3（旨味） 

TypeⅠ GPR120 

TypeⅢ GAD67 PKD2L1/PKD1L3（酸味） 

TypeⅣ LGR5 ENaC（塩味） 

- 

特異的マーカー 受容体・イオンチャネル 

TypeⅡ gustducin 
PLC-β2 

T1R2/T1R3（甘味） 
T2R（苦味） 
T1R1/T1R3（うま味） 

TypeⅠ GPR120 

TypeⅢ GAD67 PKD2L1/PKD1L3（酸味） 

TypeⅣ LGR5 ENaC（塩味） 

- 



容体・イオンチャネルの発現を、免疫染
色およびウェスタンブロッティングで
明らかにする。	
 
	
 

• 上述した特異的マーカーや味覚受容体
の発現を、平面（2次元）で培養した味
細胞で調べ、味細胞スフェロイドとの違
いを比較する。	
 
	
 

• 上述したナノカルチャープレート上で
培養したスフェロイドは、透過型電子顕
微鏡で形態が観察できるため、味細胞ス
フェロイドの形態観察を行う。	
 

	
 
(4) 味細胞スフェロイドの機能	
 
	
 
• 味細胞スフェロイドの味物質に対する

応答性を確認する。	
 
	
 
①	
 甘味、苦味、旨味	
 
	
 T1R1、T1R2、T1R3、T2R は G タンパク
質共役型受容体である。受容体の活性化
により、細胞内カルシウムイオン濃度が
増加し、細胞外に ATP が放出される。味
細胞スフェロイドに呈味物質（グルコー
ス、キニーネ、グルタミン酸ナトリウム）
を添加した時の細胞内カルシウムイオ
ン濃度を FLIPR で、培地中の ATP 濃度を
ELISA でそれぞれ測定する。	
 
	
 
②	
 酸味、塩味	
 
	
 PKD2L1、PKD1L3 はプロトンチャネル、
ENaC はナトリウムチャネルである。味
細胞スフェロイドに呈味物質（酢酸、塩
化ナトリウム）を添加し、パッチクラン
プ法で活動電位を測定する。	
 
	
 

• 上述した味物質に対する応答性を平面
（2次元）で培養した味細胞で調べ、味
細胞スフェロイドとの違いを比較する。	
 

	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1) 味細胞の単離	
 
	
 
• 文献①を参考に、研究代表者自身の味細

胞の単離を試みた。しかしながら、細胞
は全く回収できなかった。ボランティア
を募り、人数を増やして回収する方法も
考えたが、臨床研究倫理委員会への申請
や準備に時間を要すること、ヒト味細胞
を用いた研究は世界でもほとんど報告
例が無いことなどの理由から、ヒト味細
胞の単離を断念した。	
 
	
 

• 文献②、③を参考に、マウスとラットの味
細胞の単離を試みた。ヒトと異なり、味
蕾が存在する乳頭を直接コラゲナーゼ
処理できるため、細胞の回収量は増加し

た。	
 
	
 
• 研究が遂行しやすいという利点を考慮

し、以後はマウスとラットの細胞を用い
ることにした。	
 

	
 
(2) 3 次元培養	
 
	
 
• マウスの茸状乳頭から単離した細胞、お

よびラットの有郭乳頭から単離した細
胞を、接着性を高めるために底面をコラ
ーゲンでコーティングしたディッシュ
（2次元）、ハンギングドロップ（3次元）、
ナノカルチャープレート（3次元）、磁
性ナノ粒子（3次元）の各培養器材で培
養した。	
 

	
 
• 培地は DMEM、α-MEM、RPMI1640、F-12

の 4種類を、ウシ胎児血清は5％、10％、
20％と濃度を変えて最適な培養条件を
検討した。	
 
	
 

• コラーゲンコーティングディッシュで
は、培養 2日目で細胞はほとんど死滅し
た。培地や血清濃度を変えても、細胞の
状況は改善しなかった。	
 

	
 
• ハンギングドロップ、ナノカルチャープ

レート、磁性ナノ粒子で培養すると、い
ずれも細胞塊が確認できた。しかしなが
ら、培養を継続してもそれらの細胞塊が
増殖する様子は見られなかった。	
 

	
 
• また、培地や血清濃度を変えても、細胞

塊の様子に大きな変化は見られなかっ
た。	
 

	
 
• 申請時は研究期間を平成 27〜28 年度の

2 年間に設定していたが、進行が遅れて
いたため、さらに 1年間の延長を申請し、
認可された。	
 
	
 

• 延長した期間では、単離した味細胞を含
む細胞集団から味細胞の割合を高め、そ
の後でハンギングドロップ、ナノカルチ
ャープレート、磁性ナノ粒子で培養する
計画を立てた。	
 

	
 
• 具体的には、味細胞を特異的マーカーに

対する抗体で標識し、フローサイトメト
リーで解析し、味細胞のみを分取するこ
とにした。	
 

	
 
• この時点で研究代表者が所属先を変更

することになった。異動先では研究を継
続するためのセットアップに大半の時
間を要したため、結果的にフローサイト
メトリーの解析は実施できなかった。	
 

	
 
• 味覚の研究者とコンタクトを取り、味細



胞の培養についてのコツやヒントを教
えていただけるよう依頼した。しかしな
がら、どの方も一様に、味細胞の培養は
難しいので、詳しくはわからないという
回答だった。	
 

	
 
• 類似した研究として、マウスの有郭乳頭

に存在する Lgr5（幹細胞マーカー）陽
性細胞が、味細胞に分化することが判明
した④。また、味蕾周辺の Lgr5 陽性細
胞から味蕾オルガノイドの構築方法も
報告されている⑤。	
 

	
 
• 単離した細胞に Lgr5 陽性細胞が含まれ

ていると仮定して、味細胞に分化する培
養条件で 3次元培養を実施すれば、味細
胞スフェロイドが樹立できたかもしれ
ない。	
 

	
 
• あるいは、生体由来の味蕾ではなく、

Lgr5 陽性細胞から構築した味蕾オルガ
ノイドをコラゲナーゼなどの酵素で処
理し、単一になった細胞を培養すれば、
味細胞の培養方法を確立できるかもし
れない。	
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