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研究成果の概要（和文）：RNA-Seq法と、味蕾を構成する味細胞種の割合が変化した転写因子Skn-1a（Pou2f3）
欠損マウスを用いて、新規イオンチャネル型味覚受容体、特に高濃度の塩に対する塩味受容体の探索を行った。
その結果、有郭乳頭と葉状乳頭の味蕾特異的に発現する遺伝子を同定した。HEK293T細胞を用いた電気生理学的
解析から、この分子はクロライドチャネルであることが示された。欠損マウスは高濃度の塩溶液に対する舌咽神
経応答と忌避のリック応答が減少していた。以上の結果から、この遺伝子は食品中に含まれるクロライドアニオ
ンの検出に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We carried out screening of novel ion channels for salty taste using RNA-Seq
 method and the transcription factor Skn-1-deficient mice. As a result, we found that gene X is 
specifically expressed in taste receptor cells of circumavallate and foliate papillae. 
Electrophysiological analysis using HEK293T cells revealed that X forms a chloride channel. Finally,
 X-decifient mice showed reduced glossopharyngeal nerve and aversive lick responses to high 
concentration (>100 mM) of NaCl. Taken together, these results demonstrate that gene X may be 
involved in the detection of chloride anion in food.

研究分野：食品科学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトを含め動物は、食物の栄養価（糖、ア
ミノ酸含量）、毒性（苦味強度）、塩濃度、酸
性度（腐敗度）を評価するために味覚系を利
用している。口腔内に取り込まれた食物は、
主に舌上皮に存在する味蕾という組織でま
ず受容される。味覚は、甘味、旨味、苦味、
酸味、塩味の 5 基本味に分類される。近年、
味蕾における甘、旨、苦味受容の分子機構に
関しては、G タンパク質共役型受容体からそ
の下流のシグナル伝達因子など、多くの知見
が得られた。一方、酸味と塩味の受容に関し
ては、後述するいくつかのイオンチャネル型
受容体が報告されているが、複数の受容機構
が存在し、分子機構全体像の解明には至って
いない。 
酸味は食物が腐敗していることを示すシ
グナルである一方で、乳酸、クエン酸、酢酸
などは我々の健康に良い様々な働きを持つ。
味蕾や味蕾に投射する味神経を用いた解析
では、酸に対する応答には、酸刺激直後の「オ
ン応答」と酸刺激除去後の「オフ応答」とい
う二種類の応答が観察された。味蕾で酸味を
感知する酸味受容体に関しては、研究代表者
自らが発見した TRP チャネル関連分子
Pkd1l3/Pkd2l1や炭酸脱水酵素の一種Car4な
どが報告されている（Ishimaru et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. (2006); Ishimaru et 
al., FASEB J. (2010); Chandrashekar et al., 
Science (2009)）。Pkd1l3/Pkd2l1 はクエン酸
や酢酸など様々な酸溶液に対する「オフ応
答」を担っており、これは、例えばレモンを
かじった時、徐々に唾液が出てきて次第に酸
味が強くなる現象の分子基盤と解釈できる。
一方、Car4 は炭酸飲料やビールなどの飲料に
含まれる炭酸と水を、炭酸水素イオンと水素
イオンに変換し、炭酸を感知する働きを持つ。 
塩味は生体のミネラル平衡維持のために
必要であり、低濃度では嗜好され、高濃度で
は忌避される。味神経の電気生理学的な解析
から、低濃度の塩に対するナトリウム選択的
でアミロライド感受性の応答と、高濃度の塩
に対するナトリウム非選択的でアミロライ
ド非感受性の応答という薬理学的に異なる
二種類の応答が観察されていた。前者の応答
を担う塩味受容体として、アミロライド感受
性ナトリウムチャネルである ENaC が報告さ
れた（Chandrashekar et al., Nature (2010)）。
後者の応答に関しては、高濃度の塩はマウス
の味蕾において、苦味と酸味という共に忌避
される基本味を感知する味細胞を刺激する
ことが示された（Oka et al., Nature (2013)）。
しかし、高濃度の塩に対する受容体の分子実
体は依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、酸味・塩味受容機構の全容解
明に向けて、RNA-Seq 法という新しい網羅的
な遺伝子発現解析の手法と、味蕾を構成する
味細胞種の割合が変化した転写因子 Skn-1a

（Pou2f3）欠損マウスを用いて、新規イオン
チャネル型味覚受容体、特に高濃度の塩に対
する塩味受容体を同定することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)RNA-Seq 法（ Mortazavi et al., Nat. 
Methods (2008)）を用いて、野生型（WT）マ
ウスの味蕾を多く含む有郭乳頭上皮（CV）と
味蕾を含まない周辺上皮（Epi）における遺
伝子発現プロファイルを比較した。約 20 匹
の WT マウスからそれぞれの組織を単離し、
全 RNA を抽出した後、次世代シークエンサー
を用いた RNA-Seq 解析と ERANGE による発現
情報解析を行った。 
(2)公開プログラム（TMpred や TMHMM）を用
いて膜貫通領域を予測した。 
(3)(1)と同様に RNA-Seq 法を用いて、KOマウ
スの有郭乳頭上皮における遺伝子発現プロ
ファイルを解析し、WT マウスの CV 値と比較
した。 
(4)in situ hybridization（ISH）法を用い
て、有郭乳頭上皮においてどのような発現様
式を示すかを調べた。 
(5)培養細胞やアフリカツメガエル卵母細胞
発現系を用いて、パッチクランプ法により電
気生理学的な機能解析を行った。 
(6)TALEN 法を用いて、遺伝子欠損マウスを作
出し、表現型を解析した。具体的には、行動
学的な 2瓶嗜好テスト（長期）とリッキング
テスト（短期）、及び、電気生理学的な味神
経応答解析を行った。 
 
４．研究成果 
 最初に、RNA-Seq 法を用いて味蕾特異的発
現遺伝子の探索を行った。CV 値と CV/Epi 値
が大きい遺伝子は、味蕾特異的に強く発現す
ると予想した。その結果、CV か Epi の少なく
とも一方で発現する遺伝子が約 18,000 個存
在し、そのうち CV 値>3 かつ CV/Epi 値>3 以
上の遺伝子が 1,123 個抽出された。これらに
は、味蕾特異的に発現し、味覚の受容伝達に
重要な働きをする甘・旨味受容体（Tas1r1、
Tas1r2、Tas1r3）、苦味受容体（Tas2rs）、酸
味受容体（Pkd1l3、Pkd2l1、Car4）、Gタンパ
ク質（Gnat3、Gna14、Gnb3、Gng13）、下流シ
グナル伝達因子（Plcb2、Trpm5）などが含ま
れたことから、本実験方法の有効性が実証さ
れた。イオンチャネルは一般に、複数回膜貫
通型の膜タンパク質である。そこで次に、公
開プログラム（TMpred や TMHMM）を用いて膜
貫通領域を予測し、候補遺伝子の絞り込みを
行った。 
我々の研究室は、転写因子 Skn-1a（Pou2f3）
欠損（KO）マウスの味蕾では、甘・旨・苦味
細胞が消失し、代わりに酸味細胞に置き換わ
っていることを報告した（Matsumoto et al., 
Nature Neurosci. (2011)）。つまり、KO マウ
スの有郭乳頭上皮では、WT マウスの CV 値と
比較して、甘・旨・苦味細胞特異的に発現す



る遺伝子の値が 0に近くなるのに対して、酸
味細胞特異的に発現する遺伝子の値は増大
すると予想される。本研究の目的とした高濃
度の塩に対する塩味受容体は、苦味・酸味細
胞特異的に発現すると考えられる。そこで、
前述と同様に RNA-Seq 法を用いて、KOマウス
の有郭乳頭上皮における遺伝子発現プロフ
ァイルを解析し、WT マウスの CV 値と比較す
ることによって、各遺伝子が発現する味細胞
の種類を予測した。その結果、約 900 個の遺
伝子に絞られた。 
 そのうち、候補遺伝子 72 個に関して、in 
situ hybridization（ISH）法を用いて、有
郭乳頭上皮においてどのような発現様式を
示すかを調べた。その結果、21 個の新規味蕾
特異的発現遺伝子を同定することができた。 
 候補遺伝子が塩味受容体である可能性を
検証するため、培養細胞やアフリカツメガエ
ル卵母細胞発現系を用いて、パッチクランプ
法により電気生理学的な機能解析を行った。
その結果、ある分子がクロライドチャネルと
しての性質を持つことを明らかにした。 
 塩味受容体候補の生体内での機能を明ら
かにする目的で、TALEN 法を用いて、その遺
伝子欠損マウスを作出し、表現型を解析した。
作出した欠損マウスが、塩味や他の味覚受容
において欠損の表現型を示すかを、野生型マ
ウスと比較して調べた。具体的には、行動学
的な 2瓶嗜好テスト（長期）とリッキングテ
スト（短期）、及び、電気生理学的な味神経
応答解析を行った。その結果、欠損マウスは
高濃度の塩溶液に対する応答が減少する表
現型を示した。 
 以上より、新規塩味受容体候補（クロライ
ドアニオンチャネル）を同定することに成功
した。 
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