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研究成果の概要（和文）：本研究では、①末梢の味覚受容器官である味蕾の形態的な発生・発達やその神経支配の過程
において味蕾内のGABAは明確な役割を持たない可能性、②味蕾内でGABAは一部味細胞の興奮により放出されること、③
味細胞の細胞内Cl-濃度は非常に高く、GABAにより興奮性の応答が生じることを示し、味蕾内ではGABAは主に味覚受容
の調節機構の一旦として機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study has demonstrated that (1) GABA may not have a pivotal role in developme
nt of taste buds or taste cells and in innervation of gustatory nerve fibers to taste buds, (2) GABA may b
e released from a subset of taste cells, possibly Type III cells, by depolarization of these cells, (3) in
tracellular Cl- concentration in taste cells may be very high therefore GABA would induce excitatory respo
nses in these taste cells. These results suggest that GABA may play some roles in modulation of taste sens
itivities in taste buds.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
食物に含まれる化学物質は舌や口蓋に存
在する味蕾内の味細胞により検知され、その
情報は味神経を通じ脳へと伝達される。味覚
情報は甘味（エネルギー）、うま味（アミノ
酸・タンパク質）、塩味（ミネラル）、酸味（酸）、
苦味（苦味）の５基本味に分類され、味蕾に
はこれら基本味に特異的に応答する味細胞
や、複数の味質に応答を示す味細胞が混在し
ている。味蕾細胞は形態学的に I~IV 型に分
類され、そのうち II型細胞は甘、うま、苦味
受容細胞、III 型細胞は酸特異的、または多
種の味質に応答する味細胞である。塩味特異
的細胞は存在するが、その細胞型は同定され
ていない。これら味細胞の味覚応答特性と、
それらと接続する味神経線維の味覚応答特
性は非常に近似しており、味細胞レベルで弁
別された情報は特異的な味覚情報ラインを
通じ中枢へと伝達される可能性が示唆され
る。このように成熟味細胞の機能は徐々に明
らかとなりつつあるが、味細胞は約１０日と
いう早いサイクルでターンオーバーしてお
り、その過程でどのようにして機能的成熟を
果たし、特異的な神経接続を得るのかについ
ては不明な点が多い。しかし、味蕾内で短い
周期で起こるこのようなダイナミックな過
程は、他の神経系における分化・発生・再生
の研究モデルとしても活用できるのではな
いかと考えられる。 
 味神経を挫滅すると一時的に味蕾は萎
縮・消失するが、神経再生に伴って味蕾は再
生し、最終的には挫滅前と同様の味覚情報ラ
インが形成される。この味覚情報ラインの再
生過程を追うと、塩味を抑制するアミロライ
ドに感受性を持つ塩味感受性神経線維が非
感受性の塩味感受性神経線維に遅れて出現
し、甘味を抑制するグルマリンに感受性を持
つ甘味感受性神経線維が非感受性の神経線
維に遅れて出現する。また、相乗効果を示す
うま味感受性神経線維が示さない神経線維
に遅れて出現する。このように、味覚情報ラ
インにより再生時期に差が生じる。再生過程
において先に出現する神経線維の応答性か
ら、その味覚情報の発信源は多種類の味刺激
に応答する GAD67発現味細胞（III型細胞）
である可能性が考えられる。GAD67 は
GABAの合成酵素であり、この細胞は GABA
を持つが、味蕾内での機能は不明な点が多い。
近年２種類の Cl-トランスポーター[KCC2
（Cl-排出）、NKCC1（Cl-取り込み）]の働き
により細胞内 Cl-濃度が変化することで
GABA が興奮性にも抑制性にも機能するこ
とが明らかとなってきており、実際味蕾にお
いても GABA 投与により自発放電頻度の増
加または減少が見られる味細胞が共に存在
する。また、GABA 作動性興奮は神経系の分
化、細胞移動、シナプス形成など、神経回路
の発達過程に重要な役割を果たすと考えら
れている。さらに GAD67発現細胞は、味神
経の味蕾へのターゲッティングに関与し

GABA 系とのインタラクションが示唆され
る BDNF を保有すると考えられる。以上の
ことから、味覚情報ラインの再生過程におい
て、先に再生される GAD67発現味細胞から
放出される GABAが周囲の味細胞の分化、成
熟、神経線維との接続などに関与し、アミロ
ライド感受性神経線維、グルマリン感受性神
経線維などが遅れて再生するという仮説を
考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、GABAの神経回路発達過
程での機能に注目し、神経挫滅後の再生過程
における味蕾内 GABA系の機能・動態および
作動機序を解析することで、味細胞の機能成
熟における GABA の役割を明らかとすると
共に神経系における分化・発生・再生のモデ
ルと成すことを目的とする。また、味覚受容
における GABA の機能的役割について解明
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1). 免疫組織化学的手法による味蕾内での各
種タンパク質の発現解析 

GAD67-GFPマウス、T1R3-GFPマウスを
用い、舌の茸状乳頭および有郭乳頭領域の薄
切切片を作成し、gustducin、SNAP、NKCC1、
KCC2に対する一次抗体およびそれらに対す
る蛍光二次抗体により処理し、味蕾内におけ
るこれら分子の発現を調べた。 
2). 味細胞より放出される GABAの測定 
 味細胞応答記録システムを用い味細胞よ
り味応答を記録する。これにより放出された
GABA は記録電極内液に拡散すると考えら
れ、電極内液を回収し、そこに含まれる
GABAの濃度を測定した。GABAの検出には
基質（α-ketoglutarate）および酵素（GABase）
を用いた NADP+→NADPH変換による蛍光
検出法を利用した。また、石英ガラススライ
ド表面に GABaseを固着させ、味蕾をその近
傍にセットし、α-ketoglutarateを含む細胞外
液で灌流し、刺激により放出される GABA
をイメージングにより検出した。 
3). 味細胞の細胞内 Cl-濃度変化 
 各種 GFPマウスを用い、Cl-感受性色素で
ある 6-methoxy-N-ethylquinolinium iodide 
(MEQ)を味孔側より電気穿孔的に細胞内に
導入し、紫外線（300-360nm）で励起された
MEQの蛍光強度（420-480nm）を計測した。
細胞外液にNigericinとTributyltinを加え細
胞内外の Cl-濃度を等しくし、細胞外液の Cl-
濃度を変化させた時のMEQ蛍光強度変化を
測定することで、静止時の細胞内 Cl-濃度を
定量した。また GABAを細胞外液に加えた時
のMEQ蛍光強度変化を測定した。 
 
４．研究成果 
 
1) GAD67欠損マウスにおける味蕾組織の形
態的変化 



 GABA の味蕾での発達段階での影響を調
べるため、GABA の合成酵素である GAD67
を欠損させた遺伝子改変マウスを用い、味蕾
組織に形態的変化が生じるかを調べた。
GAD67-GFPノックインマウスは、ホモマウ
スでは GAD67を欠損することとなり、口蓋
裂により生後まもなく死亡する。しかし、生
後１日目は生存することから、生後１日目の
ホモマウスおよびヘテロマウスでの味蕾組
織における各種味蕾マーカー（gustducin:II
型細胞マーカー、SNAP25:III 型細胞マーカ
ーおよび GAD67-GFP）の発現を調べた。し
かし、この段階ではホモマウス、およびヘテ
ロマウス間でこれら味蕾マーカーの発現に
差は見られなかった（図１）。また、SNAP25
陽性神経線維の味蕾への投射も同様に見ら
れた（図２A-B）。これらは、味細胞の発達過
程や神経支配の過程において GABA は明白
な役割を持たない可能性を示唆する。ヘテロ
マウ スで生後 ３日目 に gustducin や
GAD-GFP の発現を調べると、gustducin 発
現細胞は生後１日目と比較し増加する傾向
が見られたが、GAD67-GFP発現細胞は特に
有郭乳頭領域で減少する傾向が見られた（図
2C）。しかしその要因や生理的意義について
は不明である。 

図１．生後１日目の GAD67-GFPヘテロおよ
びホモマウスにおける GAD67-GFP と
gustducinの発現（有郭乳頭）。どちらのマウ
スでも、GAD67-GFPおよび gustducin発現
細胞は同程度存在した。 

図２．A,B: 生後１日目の GAD67-GFP ヘテ
ロ（A）およびホモマウス（B）における SNAP
陽性神経線維支配の様子（茸状乳頭）。
緑:GAD67-GFP、赤:gustducin、水色：SNAP
の発現を示す。C:生後３日目の GAD-GFPヘ
テロマウスにおける GAD67-GFP（緑）と
gustducin（赤）の発現。図１と比較し、
gustducin 陽性細胞は増加しているが、
GAD67-GFP発現細胞は見られない。 
 
2) 味細胞からの GABAの放出 
 味蕾において、III型細胞に GAD67が発現

することから、III型細胞より GABAが放出
されると考えられる。そこで、実際に III 型
細胞から GABA が刺激により放出されるか
を調べた。先行研究での味細胞からの ATP
放出検出に倣い、味細胞から味刺激により放
出される GABA を基質（α-ketoglutarate）
お よ び 酵 素 （ GABase ） を 用 い た
NADP+→NADPH 変換による蛍光検出法を
用い測定したが、検出感度不足のため GABA
を定量できるまでに至らなかった（図３）。
次に GABA イメージングによる味細胞から
の GABA放出の検出を試みた。その結果、III
型細胞を脱分極させる高 K+溶液による刺激
により、GAD67-GFP発現細胞近傍での蛍光
強度変化が観察された（図４）。しかし、味
刺激を味蕾の味孔側のみに与え、GABA放出
を記録するシステムを確立するまでには至
らなかった。 
 

図 ３ ．
GABA 蛍光
検出法によ
るGABAの
検量線。 
1μM以上の
GABA であ
れば定量可
能 

 
図４．GABAイメージングによる味細胞から
放出された GABAの検出。高 K+溶液刺激に
より領域２の部分で蛍光強度の増加（GABA
濃度の増加）が観察された。 
 
3) 味細胞の細胞内 Cl-濃度の測定 
 GABA の GABAA 受容体を介する効果は
細胞内 Cl-濃度に依存し、その濃度が低い場
合は抑制性の高い場合は興奮性の応答を生
じさせる。そこで、味細胞の細胞内 Cl-濃度
について調べた。茸状乳頭味蕾内の味細胞に
MEQを導入し、Nigericinと Tributyltinを
用い細胞内外の Cl-濃度を一致させ、細胞外
溶液の Cl-濃度を変化させることで、味細胞
の静止時の細胞内 Cl-濃度について解析した
（図５）。T1R3-GFP発現細胞、GAD67-GFP
発現細胞共に、細胞外 Cl-濃度が 60-80mMの
間でMEQ蛍光強度の逆転が生じ、予想され
る細胞内Cl-濃度は約 72mMと非常に高値で
あった。次に、細胞外に GABAを投与した時
の細胞内 Cl-濃度変化について調べた。その
結果、一部の T1R3-GFP発現細胞で、GABA
投与によりMEQ蛍光強度の増加（細胞内Cl-
濃度の低下）が見られた（図６）。また免疫
組織化学的手法により細胞内 Cl-濃度調節に



関与するNKCC1とKCC2の発現を調べたと
ころ、T1R3発現細胞では Cl-排出型の KCC2
（172/323, 53.3%）よりも Cl-取り込み型の
NKCC1（242/323, 74.9%）の発現割合が大
きかった（図７）。これらの結果から、一部
の甘味細胞ではNKCC1を優位に発現し細胞
内Cl-濃度が高くなるためGABAにより興奮
性の応答が生じる可能性が示唆される。 

図５．静止時の細胞内 Cl-濃度測定。Nigericin
と Tributyltin を細胞外液に加えることで細
胞内外の Cl-濃度を均一にする。細胞外 Cl-
濃度を変化させるとそれに合わせて、MEQ
蛍光強度が変化する。蛍光強度増加は Cl-濃
度の増加を、蛍光強度低下は Cl 濃度増加を
示す。KSCNはMEQ蛍光を完全に消失させ
る。 

図６．GABA投与による細胞内Cl-濃度変化。
この T1R3-GFP細胞は GABAを細胞外溶液
に加えることでMEQ蛍光強度の増加（細胞
内 Cl-濃度の低下）が生じた。 

図７．有郭乳頭味蕾における T1R3（緑）、
NKCCl（マゼンタ）、KCC2（赤）の発現。 
 
4) 総括 
 本研究では、味蕾発生時における GABA
の機能について解析したが、GABAの合成酵
素である GAD67を欠損したマウスにおいて
も、生後１日目の段階では野生型マウスの味
蕾の形態や神経支配には明確な差は見られ
なかった。これは味蕾では GABAが発達の段
階では明白な機能を持たない可能性を示唆
する。しかし、近年別の GABA合成酵素であ
る GAD65が味蕾内の I型細胞に発現すると
いう報告もあり、I 型細胞から放出される
GABA が何らかの役割を果たす可能性が残
されている。 

 味蕾内において、GABA は高 K+溶液によ
る脱分極刺激により放出された。この刺激で
は GAD67 を発現する III 型細胞が刺激され
ることが報告されていることから、III 型細
胞の興奮により GABA が放出される可能性
が考えられる。GAD67 発現細胞は主に酸味
刺激または様々な電解質刺激で興奮するこ
とから、これらの味刺激により GABAが放出
される可能性が考えられる。本研究ではその
特定にはいたらなかったが、近年、別のグル
ープが酸味刺激による味細胞からの GABA
放出を報告している。本研究では、甘味・う
ま味の受容細胞である T1R3発現細胞の細胞
内 Cl-濃度が非常に高く、一部の T1R3 発現
細胞がGABA刺激により細胞内Cl-濃度が低
下した。また T1R3 発現細胞では Cl-排出型
の KCC2よりも Cl-取り込み型のNKCC1の
発現割合が高かった。これらのことから、一
部の甘味細胞は NKCC1を有意に発現し、細
胞内 Cl-濃度が高く保たれるため、GABA に
よる脱分極性応答が生じる可能性が示唆さ
れる。このように味蕾内で GABAは味覚受容
を調節するよう機能している可能性が考え
られる。 
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