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緒　　言
味覚は食品の属性として最も重要な三大機能の一つで

ある感覚機能の主要因であり、食物の味をどのように受
容、認知、識別するのかを知ることは、食品科学的に非
常に重要である。近年の分子遺伝学的研究により味覚受
容機構に関する理解が大きく進み、様々な味覚受容体が
同定されたほか、味覚識別の第一段階は味覚ごとに異
なる受容細胞を活性化することであることが明らかと
なった 1, 2）。しかし、既知の味覚受容体だけでは説明出
来ない事象も報告されている。例えば、甘味旨味受容
体 T1R3 の遺伝子破壊マウス（ノックアウトマウス）は
甘味物質や旨味物質に対する応答が著しく減少するもの
の、完全には消失しない 3）。特に、複合多糖類の受容は
T1R3 とは全く異なる受容機構である 4）。このように、
既知味覚受容体を用いた解析のみでは味覚受容機構の詳
細・全容を知ることが困難であるというのが現状である。

新たに味覚受容体の探索を行い網羅的に味覚受容体を
同定することは、以降の研究への直接的な解決策のひと
つである。しかし、受容体が異なる複数の呈味物質に対
して、異なる受容体を介して呈味物質を受容する一つの
味細胞がどのように活性化されるのかを明らかにするた
めには、個別の受容分子を対象とした解析より、それら
を共発現する細胞自体を対象とする方が適している。本
申請研究では、既知の分子知見を利用し、食品成分の呈
味性を in vivo および ex vivo で定量的に観察・計測す
る実験系の構築を目指した。

方法、結果、および考察
T1R3 発現細胞の活性化は細胞内カルシウム濃度の上

昇で検出することが可能である 5, 6）。したがって、細胞
内カルシウム濃度の上昇を高感度で検出し得る組み換え
タンパク質 G-CaMP2 をレポータータンパク質として
選択した。G-CaMP2 は GFP をベースに作製された人

為的なカルシウム結合タンパク質 G-CaMP の改良型で
あり、カルシウム結合依存的に GFP 蛍光を発するだけ
でなく、G-CaMP2 発現細胞を活性化しない状態におい
ても弱い GFP の蛍光を観察することが可能である 7, 8)。
最も重要な改良点は、G-CaMP とは異なり、37 ℃で活
性化型の構造が安定であるため、哺乳類での解析が可能
となった点である 7, 8）。

G-CaMP2 を甘味旨味細胞特異的に発現させるため、
T1R3 遺伝子プロモーター／エンハンサーを用い、トラ
ンスジーン t1r3-GCaMP2 を作製した。トランスジー
ン断片をマウス前核期受精卵に注入し、仮親マウスの卵
管へと胚移植を行い、得られた産仔の尾部から抽出した
DNA を用いて PCR を行い、トランスジーンの有無を
解析した。トランスジーンの導入が確認されたファウン
ダーマウスは C57BL/6J と交配させ、産仔のジェノタ
イピングを行った。これまでにトランスジェニックマウ
ス系統を 3 系統確立した。

トランスジェニック個体が十分に得られた #19 系統
の成体マウスを深麻酔下で還流固定後、有郭乳頭を含
む組織塊を摘出し、包埋剤を用いて凍結ブロックを作
製した。クライオスタットを用いて凍結切片を作製し、
抗 GFP 抗体を用いて免疫組織染色を行った。その結果、
GFP に対するシグナルが味蕾の一部の細胞で観察され
た。G-CaMP2 を発現するトランスジェニックマウスが
得られたことが明らかとなった。

次に、G-CaMP2 の発現が T1R3 発現細胞に観察され
るかどうかを調べるため、抗 GFP 抗体および抗 T1R3

抗体を用いて蛍光免疫二重染色を行った。その結果、
GFP のシグナルは T1R3 のシグナルと一切重ならず、
t1r3-GCaMP2 #19 系統が G-CaMP2 を異所的に発現す
るトランスジェニックマウスであることが判明した。

トランスジェニック動物を作製する場合には、細胞種
特異的発現を誘導するプロモーター／エンハンサーを用
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いた場合でも、今回のような異所的発現が観察される
ことは珍しくない。T1R3 promoter/enhancer を用いて
我々がこれまでに作製したトランスジェニックマウスで
は、レポータータンパク質の発現は T1R3 発現細胞限
定的に観察されている 9）。#19 系統には、トランスジー
ンが挿入された場所による位置効果など、トランスジェ
ニック動物作製に際して研究遂行者が制御出来ない影響
が現れたと考えられる。

#19 系統以外の 2 系統は現在繁殖中である。十分な数
のトランスジェニック個体得られた時、上述と同様の解
析を行う。T1R3 発現細胞特異的に G-CaMP2 を発現す
る系統が得られることを期待している。

要　　約
食品成分の呈味性を in vivo および ex vivo で定量的

に観察・計測するため、甘味旨味受容体遺伝子 T1R3

の遺伝子発現制御領域を用いて、細胞内カルシウム
濃度依存的に GFP 蛍光を呈する組み換えタンパク質
G-CaMP2 を発現するトランスジェニックマウスの作製
を試みた。現時点では、目的としたマウスは得られてい
ない。未だ解析していない繁殖中の系統に期待したい。
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