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研究成果の概要（和文）：マウスから単離したⅢ型味細胞を用いたin vitro解析および二瓶選択嗜好実験やリッ
ク解析実験などのin vivo解析により、キニーネ除去後に活性化するPKD2L1チャネルのオフ応答がキニーネに対
する苦味の持続性に関与することが示唆された。本研究により、これまで酸味受容に寄与すると考えられていた
Ⅲ型味細胞が、PKD2L1チャネルを介したメカニズムにより苦味も受容する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vitro experiments using type-III taste cells isolated from mice and in 
vivo experiments such as two-bottle preference tests and lick tests suggested off responses that 
PKD2L1 channels are activated after removal of quinine are involved in continuous bitter taste 
responses to quinine. The present results suggest the possibility that type-III taste cells 
detecting sour taste may contribute to the bitter taste reception via the PKD2L1-mediated mechanism.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに複数の味刺激に応答する味細胞が存在することが知られているが、そのメカニズムについては解明さ
れていなかった。本研究において、酸味受容に関わるⅢ型味細胞が、PKD2L1チャネルを介したメカニズムにより
苦味刺激にも応答することが明らかになった。これは味覚の受容機構における新たな概念であり、苦味受容にお
ける新たな1頁を刻むものと考えられる。本研究で明らかとなったキニーネ除去後に活性化するPKD2L1のオフ応
答は、残存する嫌な苦味を生じると考えられることから、この機構の解明が苦味を減弱するためのマスキング剤
の開発につながる可能性がある。



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、「基本五味」と呼ばれる「塩味」、「甘味」、「酸味」、「苦味」、「うま味」で構成されて
いる。これらの基本味の受容には、味蕾に存在し、Ⅰ型からⅣ型に分類される味細胞が重要な
役割を果たしている。このうちⅡ型味細胞は、7 回膜貫通構造をもつ G 蛋白質共役型味覚受容
体（Taste 1 or 2 receptor: T1R or T2R）を発現しており、甘味・うま味・苦味の受容を担う
と考えられている 1。またⅢ型味細胞においては、6回膜貫通構造をもち、transient receptor 
potential 非選択性カチオンチャネルファミリーに属する polycystic kidney disease 2-like 1
（PKD2L1）と 11回膜貫通構造の受容体様蛋白質である PKD1-like 3（PKD1L3）がイオンチャネ
ル複合体を形成することで酸味受容に寄与することが示唆されている 2。このように各味細胞
の味覚受容には特異性があると考えられていたが、複数の味刺激に応答する味細胞も存在する
ことから 3-5、味覚受容にはより複雑な制御メカニズムが存在することが示唆されていた。 
 苦味は有害物を忌避するための味覚であり、他の味覚よりも持続性を示すことが知られてい
るが、これまでに明らかとなっている T2R を介した苦味受容メカニズムだけでは、刺激除去後
も持続する苦味について説明できない。我々がこれまでに行った PKD2L1 を一過性に発現させた
HEK293T 細胞を用いたパッチクランプ実験において、ヒト PKD2L1 チャネルが苦味標準物質であ
るキニーネを処理している最中でなく、洗い流した後で活性化するオフ応答を示すことを見出
していたことから、Ⅲ型味細胞に発現している PKD2L1 が苦味の持続性に寄与する可能性が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、単離味細胞を用いた in vitro 実験および二瓶選択嗜好実験やリック解析実験な
どの in vivo 実験を行い、PKD2L1 チャネルのキニーネに対するオフ応答が生体内で苦味受容に
寄与しているのかについて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養および遺伝子導入 
 ヒト胎児腎臓 HEK293T 細胞は、10％牛胎児血清を含む D-MEM 中で培養した。ヒト PKD2L1 をサ
ブクローニングした IRES-GFP ベクターの導入は、リポフェクション法により行い、トランスフ
ェクション 48時間後の細胞を実験に用いた。遺伝子発現している細胞は、GFP 蛍光により選別
した。 
 
（２）パッチクランプホールセル記録法 
 ヒト PKD2L1 を過剰発現させた HEK293T 細胞にホールセルパッチクランプ法を適用し、PKD2L1
依存的な非選択性カチオンチャネル電流を観測した。バス溶液の組成は、130 mM NaCl, 1 mM 
Na2ATP, 1 mM MgCl2・6H2O, 1 mM EGTA, 40 mM D(-)-mannitol, 10 mM HEPES (pH 7.4)であり、
ピペット溶液は 130 mM CsOH・H2O, 130 mM L-aspartate, 10 mM MgCl2・6H2O, 2 mM Na2ATP, 1 mM 
EGTA, 10 mM HEPES (pH 7.3)であった。キニーネとデナトニウムはバス溶液に加えた。 
 
（３）動物 
 本研究において、野生型マウスと PKD2L1 ノックアウトマウスを用いた。すべての動物実験は、
富山大学の遺伝子組換え生物等使用実験安全管理委員会および動物実験委員会の審議を経て、
富山大学学長から承認を受けて行った。 
 
（４）マウス味細胞の単離 
 各マウスから舌を摘出した後、有郭乳頭近傍の粘膜下組織を酵素処理した後、有郭乳頭を含
む上皮を剥離した。剥離した上皮上の有郭乳頭からマイクロピペットを用いて味雷を回収した。
トリプシン処理した後、ピペッティングにより味雷は味細胞へ単離した。 
 
（５）Ca2+イメージング法 
 マウス単離味細胞に Fura-2 を導入し、AQUACOSMOS/RATIO システムを用いて Ca2+イメージン
グを行った。コントロール溶液（regular Tyrode’s solution）の組成は、135 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 2 mM CaCl2・2H2O, 1 mM MgCl2・6H2O,5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 10 mM D(+)-glucose, 10 
mM Na-pyruvate (pH 7.3)であった。キニーネとデナトニウムはコントロール溶液に加えた。
PKD2L1 を発現しているⅢ型味細胞は電位依存性 Ca2+チャネルを有するため、high-K+溶液による
脱分極性細胞内 Ca2+上昇を観測し、選別した。high-K+溶液の組成は、90 mM NaCl, 50 mM KCl, 
2 mM CaCl2・2H2O, 1 mM MgCl2・6H2O,5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 10 mM D(+)-glucose, 10 mM 
Na-pyruvate (pH 7.3)であった。 
 
（６）二瓶選択嗜好実験 
 野生型マウスと PKD2L1 ノックアウトマウスにおいて、２種類の溶液を提示し、選択的に摂取
させる二瓶選択嗜好実験を行った。予め、左右両方の試料瓶から均等に飲むようにトレーニン
グしたマウスにおいて、15 分間あるいは 48 時間における飲水量を観測した。試料としては、
水、キニーネ溶液、デナトニウム溶液を用いた。 



 
（７）リック解析実験 
 野生型マウスと PKD2L1 ノックアウトマウスに溶液を提示した後、10 秒間における総舐め回
数と総舐め時間を測定し、味溶液に対する嗜好性を比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト PKD2L1 チャネルの苦味物質感受性 
 ヒト PKD2L1 を過剰発現させた HEK293T 細胞にホールセルパッチクランプ記録法を適用し、
PKD2L1 チャネル電流に対する各種苦味物質（キニーネ、カフェイン、デナトニウム、ベルベリ
ン）の効果について検討した。PKD2L1 チャネル電流はキニーネを作用させても変化しなかった
が、キニーネを除去した際に一過性の電流亢進が観測された。またカフェインを除去した際に
も PKD2L1 チャネル電流は亢進したが、デナトニウムやベルベリンでは、作用後の電流亢進が観
測されなかった。以上の結果から、ヒト PKD2L1 チャネルは、デナトニウムやベルベリンではな
く、キニーネやカフェインに対してオフ応答（除去後の活性化）を示すことが明らかとなった。 
 
（２）マウスⅢ型味細胞の苦味物質感受性 
 マウスから単離した味細胞に Fura-2 を用いた Ca2+イメージング法を適用し、PKD2L1 が発現
しているⅢ型味細胞の苦味物質感受性について検討した。Ⅲ型味細胞は、脱分極刺激時の Ca2+

応答により選別した。興味深いことに、野生型マウスから単離したⅢ型味細胞において、キニ
ーネ処理中ではなく除去後に緩やかな Ca2+応答が観測された。一方、PKD2L1 ノックアウトマウ
ス由来のⅢ型味細胞においては、キニーネを除去しても緩やかな細胞内 Ca2+濃度上昇は生じな
かった。この結果から、キニーネ除去後の Ca2+応答が PKD2L1 依存的であると考えられた。また
デナトニウムを作用させた場合においては、野生型マウスや PKD2L1 ノックアウトマウスから単
離したⅢ型味細胞のどちらも緩やかな Ca2+応答を示さなかった。これらの苦味物質感受性は、
PKD2L1 チャネル電流の感受性と一致していたことから、Ⅲ型味細胞に発現している PKD2L1 チ
ャネルが、これら苦味物質による Ca2+応答を担っていることが示唆された。 
 
（３）PKD2L1 を介した苦味受容解析 
 In vitro 実験において観察された PKD2L1 チャネルの苦味応答が、生体における苦味受容に
寄与しているかを検討するため、In vivo 実験を行った。48時間で観察した二瓶選択嗜好実験
において、野生型マウスと PKD2L1 ノックアウトマウスの両方がキニーネに対して同等な忌避応
答を示した。次に短時間二瓶選択嗜好実験を行い、15分間での飲水量を比較した。この実験条
件において、野生型マウスはキニーネ摂取後に水を忌避したが、PKD2L1 ノックアウトマウスは
キニーネ摂取後においてもキニーネを忌避した。さらにリック解析実験を行い、10 秒間におけ
る舐め回数と舐め時間を測定した。野生型マウスにおいて、キニーネを提示した後に水を提示
すると、水の舐め回数と舐め時間が共に減少した。一方、PKD2L1 ノックアウトマウスにおいて
は、キニーネの後に水を提示すると、水の舐め回数と舐め時間が増加した。これらの結果から、
短時間の溶液提示においては、野生型マウスは水を忌避するが、PKD2L1 ノックアウトマウスは
キニーネを忌避することが明らかとなった。したがって、これらの忌避応答の違いが PKD2L1
チャネルのキニーネに対するオフ応答の有無に起因する可能性が示唆された。 
 またデナトニウムを用いた 48時間の二瓶選択嗜好実験においては、キニーネの場合と同様、
野生型マウスと PKD2L1 ノックアウトマウスの両方がデナトニウムを同等に忌避した。一方、短
時間二瓶選択嗜好実験やリック解析実験では、キニーネの場合と異なり、野生型マウスと
PKD2L1 ノックアウトマウスの両方がデナトニウムを忌避した。これらの結果から、PKD2L1 チャ
ネルはデナトニウムに対する忌避応答には寄与しない可能性が示唆された。 
 
（４）総括 
 本研究において、パッチクランプホールセル記録法により、PKD2L1 が苦味物質の中でもキニ
ーネとカフェインに対してオフ応答を示すカチオンチャネルであることが明らかとなった。ま
たマウス単離Ⅲ型味細胞を用いた Ca2+イメージング実験、短時間二瓶選択嗜好実験やリック解
析実験など in vivo 実験から、キニーネ除去後に生じる PKD2L1 のオフ応答によりキニーネの苦
味が持続する可能性が示唆された。この結果は、PKD2L1 を発現しているⅢ型味細胞が苦味受容
を担うといった新たな概念の創出につながることが期待される。 
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