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総説特集　素材の お い しさを科学する 一5

素材の お い し さを測 る一 生物学的ア プ ロ ー チ
ー ＊

　　　潮 　　秀樹
＊ ＊

（
＊ ＊

東 京海洋 大学　海洋科学部 ）

　眛刺激 に 対す る末梢 の 応 答 を解析す る方法 と して い くつ か の 方法 が 採 用 さ れ て い る。電気生理学 的 手法で

は、マ ウ ス や ラ ッ トの鼓索神経や舌咽神経等 を外科的 に露出 し、その 電気的活動 を細胞外電極で取得する手

法 が 良 く用 い られ る 、，ま た 、バ ッ チ ク ラ ン プ法も昧細胞 の 活動 解析に 用 い ら れ て い る 。 最末梢で あ る味細胞

の 活動 を観察で きるた め 、単一細胞 の 味受容機構の 解析に 力を発揮する ．．
一
方で 、多点 の 同時計測 に は困難

が 伴う た め 、検体数を増や すため に は多大 な労力を要する．カ ル シ ウ ム イ メ
ージ ン グも味細 胞 の 応 答解析 に

良く用 い られ る 。 細胞は 外部か ら情報を受容する と、それ に 応 じ て 特有 な反応 を示 し、細 胞内に情 報 を伝達

する。多くの 細胞で Ca2＋

が セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ーと し て 採用 され て お り、味 細胞 も例 外 で は な い 。こ れ

まで昧細胞 の カ ル シ ウム イ メ
ージ ン グ で は 単離味細胞や ス ラ イ ス 試料を用い る の が

一
般的で あ っ た。その た

め、味 刺激 を 与えた際に味細胞の 凵腔側だ け で な く基底側 まで もが 同時に刺激 され る 、昧細胞 の 生存時間 が

短 い な どの 欠点が 残 っ て い た。我々 は こ の 点を克服すべ く、マ ウ ス の 舌か ら剥離 し た舌一h皮をそ の まま カ ル

シ ウ ム イメ
ージ ン グ に 供す る方法 を確立 し た、、本法 を用 い る こ と に よ っ て 多数 の 味細胞 の 応答 を同時 に 長時

間に渡 っ て観察する こ とが可能とな っ た 。

キ ーワ ー ド ：味 覚、昧細胞 、細胞 内情報 伝達 、カル シ ウ ム イ メ
ージ ン グ 、舌 L皮

は じめ に

　素材の 「お い し さ」は味覚だ けで はな く、視覚 、

Il臭覚、触覚、聴覚など五感全 て を用 い て
’
rl亅定 さ れ る

だ け で は な く、食べ る側の 生理的状態や習慣 、文化、

学習な ど様 々 な要素 が関 与す る，，その た め 、素材の

お い し さを総 合的 に 判定 す る際の 最終的な手段 と し

て ヒ トに よる官能検査に 勝る もの は な い と言 え る 。

し か し な が ら 、逆 に 脳 の 高次機 能 の 影響 を受け て し

ま う こ とや パ ネル に毒性の ある阻害剤や賦活剤を投

与で きな い こ と か ら、末 梢に お ける味受容機構そ の

もの を解析する に は 困難 が 伴 う。そ こ で 、マ ウ ス な

ど の 眛覚神経応答や味細胞の バ ッ チ ク ラ ン プな どの

技術が 用 い ら れ て き た 。官能検査 の 詳細 に つ い て は

他の 総説等
L’4｝を参考に して頂 くと して、本稿で は

こ れ らの 実験動物や培養細胞を用 い た技術を概説す

る と と も に、我 々 が こ れ ま で 確立 し て き た マ ウ ス 舌

上皮を用 い た カ ル シ ウ ム イ メージ ン グ法に よる味刺

激応答解析 法 に つ い て 述 べ た い と 思 う。

1．行動学的手法

　 マ ウ ス や ラ ッ トの 嗜好性に 基づ い た行動学的な解

析 手法 も用 い ら れ る 。 最 も頻繁 に 用 い ら れ るの が

2 瓶選択法 と呼ばれ る もの で 、対照 と 試験 液 の ど ち

らを多く摂取する か に よ っ て 、実験動物 の 嗜好を判

断する と い うもの で あ る 。 好ま し い と判断 した場合

は 多量に 摂取 し、好 ま し くな い と判断 し た場合は摂

取量 が減少する 。さらに 、ある味質に対 し て 嫌悪づ

け学 習 を させ て お く こ と に よ り、同等の 味質と し て

判定 し て い る か 否 か 、そ の 味質に 対す る 閾値な ど の

情報 を得る こ と もで きる。ただし、試験液と対照と

の 問に十分な量 の 差 を得る た め には数分か ら日単位

の 時間を要する た め 、
一

度試験に使用 し た 個体は 満
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潮

腹な どの た め 摂取衝動 を失 い 、連続 した測定 が不 可

能で ある。ま た 、1 日以上 で の 測定 につ い て は、消

化管か ら の 反射に よ る 影響 も無視で きな くなる 。

方、試験液をな め る 回数や その 間隔を計測する こ と

によ り、実験 動物の 嗜好性を解析する こ とがで き る 。

リ ッ ク カ ウ ン タ
ーあ る い は ガ ス ト メ

ー
タ
ー

と呼ばれ

る装置 を用 い 、電気的、機械的ある い は光学的に実

験動物 の 舌と試験液 との 接触を計測す る。こ の 方法

で は、数秒 か ら数分程度の短時間で解析 可能なデ ー

タ が 取得 で きる た め、同
一

個体を連続 し て 試験に 用

い る こ ともで き、多検体の 試験液に つ い て 解析する

こ と が 可能 とな る
5）。2瓶選択法 と同様 に嫌 悪 づ け

学習を併用する こ と で 、様々 な情報を得 る こ とがで　　A
き る。

2．電 気生 理学的 手 法

　電気生理学的手法で は、マ ウス や ラ ッ トの 鼓索神

経 や 舌咽神経等 を外科的に露出 し、そ の 電気 的活動

を取 得す る手法 が良く用 い られる。味細胞 に刺激物

質が到達する と、それ に 応 じ た電気的応答 とともに

味細胞か ら神経伝達物 質が 放 出 され 、味神経 へ と刺

激が伝達 される，，こ の 際に生 じ る イ ン パ ル ス を細胞

外電極で 取得 し、増幅 し て 記録す る （図 1）。必要

に応 じて イ ン パ ル ス の 積分を行い 、味の 強 さを判断

し やす くす る こ と もあ る （図 2＞。 単
一

神経線維の

応答 も取得で きる が 、非常に 細 か な作 業 を必要 とす

る た め 、熟練が 必 要であ る。

　 ま た 、1976 年 に Neherと Sakmann　1二 よ っ て 開 発

され たパ ッ チ ク ラ ン プ法 も味細胞の 活動解析 に用い

られ て い る。パ ッ チ ク ラ ン プ法はパ ッ チ ピペ ッ トを

吸 引 に よ っ て 細胞膜 に 密着 させ 、細胞膜 を介す るイ

オ ン の 移動 を測定 す る もの で あ る n 図 3 に 主 な

モ ードを示す。パ ッ チ ピベ ッ トをギ ガ オ
ーム 以上 の

高抵抗で細胞膜 に密着 させ （on 　ccll モ ー ド）、その

ままパ ッ チ ピペ
ッ トを引 きはがすと細胞内が外液に

触れ る inside　out モ
ード と な る。　 On 　 cell モ

ー
ドか ら

ピ ペ ッ ト内 を陰匡 に し て 膜 を破 る と conventional

wholc 　 ccll モ
ー

ドとな り、　 on 　 cell モ
ー

ドで ピペ ッ ト

内か ら イオ ノ フ ォ ア などによ っ て細胞膜に部分 的に

穴 を空 け る と perforated　patchモ ー ド と な る tt こ れ

ら 2 つ の モ
ー

ドが味細胞の 活動 をと らえ る の に用

い られ る。また、conventional 　 whole 　celL モ
ー

ドで パ
ッ

チピペ ッ トを引 きはがすと細胞膜が裏返 っ て 再構成

図 1　 マ ウ ス 鼓索神経応答測定。

図 2　マ ウ ス 鼓索神経 イ ン パ ル ス （A ）お よ び そ の 積 分 変

　　 換図（B）。

され、細胞内が外液に 触れる outside 　out モ ードが得

られ る。その 他 の 改 良法 も多数存在する が 、技術的

な詳細に つ い て は成書をごらん い た だ きた い
6〕

。 本

法で は 、最末梢で あ る味細胞の 活動 を観察で きる た

め 、単
・
細胞の 眛受容機構の 解析に 力を発揮する。

また、遺伝子導入に よっ て 受容体を発現 させ た細胞

など で受容体の 機能や そ の 下流に存在する情報伝達

機構に つ い て 詳細 な検討 をする際に も重要 な手法 と

な る。
一一
方で 、多点の 同時計測に は 困難が伴 うた め 、

検体数 を増やすため には労力を要する 。

3． カ ル シ ウム イ メ ー
ジ ン グ法

　細胞は外部か ら情報を受容する と、それに応 じ て

特有な反応を示 し、細胞内に情報を伝達する 。 多く

一
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　　　　　　素材の お い し さを測 る
一
生物学的 ア ブ ロ

ー
チ
ー

Conve 冂tional　whole 　cell　　　 Perrora量ed−petch

》
lnSFde　out

》
Outside　out

図 3 一
般 に 用 い ら れ る パ ッ チ ク ラ ン プ法の 種 々 の モ

ー

　　 ド．

の 細胞で Ca2＋ が セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ーと して 採

用 されて お り、味細胞 も例外で は な い 。
一

般に 、静

止状態 の 細 胞で は Ca2＋濃度は 100　nM 程度 に保たれ

るが 、刺激 に対 し て 細胞質中の Ca2＋

濃度が 上昇す

る。こ の 濃度上昇をカ ル シ ウ ム プ ロ ーブ と い われ る

蛍 光色素で 検 出す る こ とが で きる。最 も良く用 い ら

れ るプ ロ
ー

ブは Fura−2 で あ り、そ の Ca2＋

結合型 は

340　 nm の 励起 によ っ て 510　nm の蛍光 を発 し、そ の

蛍光強度は Ca2＋濃度上 昇に伴 っ て 増 大す る。
一

方、

38e　nm の 励起 光 で は 、　 Ca2＋濃度上 昇 に 伴 っ て 蛍光

強度が減少す るため 、2 波長励起の 蛍光強度比 を算

出す る こ とに よ り、細胞内の Ca2膿 度を評価 で き

る。こ れ ら の カ ル シ ウ ム プ ロ ーブ に は細胞膜透過性

ア セ トキ シ メ チ ル エ ス テ ル （AM ） 体 があ り、これ

を用い る こ と に よ っ て非破壊で細胞内に導人する こ

と が で きる。AM 体は細胞内の エ ス テ ラ
ーゼ に よ っ

て遊離の プ ロ
ーブ に 変換 さ れ、Ca2＋

と結合 し て 蛍光

を発す るよ う に な る th 現在で は 、　 Furu−2 の 他に 多 く

の プ ロ
ーブ が 市販 されて お り、共焦点 レ

ー
ザ

ー
顕微

鏡で 多用 される ア ル ゴ ン レ
ー

ザ
ー

の 波長 488 ・nm で

励起可能 な Calcium 　Grccn−1 な ど多彩な ブ ロ ーブが

市販 され て い る。本法で は 、高感度 CCD カ メ ラ や

共焦点 レ
ー

ザ
ー顕微鏡を用 い る こ とで 経時的に 2

次元あ る い は 3次 元の 解析 が 可能 と な る の が利点

で あ る 。

一
方で 、眛細胞 は こ の よ う な プ ロ ーブ を細

胞外に 輸送する装置を有 し て い るため
1〕
、プ ロ

ー
ブ

の 漏出が測定時の 問題 とな る こ とが ある。

図 4　マ ウ ス 剥離舌上皮 （A ），有郭乳頭 （B ） お よ び 葉

　 　 状乳頭 （C）。図中 ス ケール は 1mm
。

4． ln　situ カル シ ウム イ メ ー ジ ン グ法に よ

　　る複合 味応 答解 析

　 こ れ まで味細胞の カ ル シ ウ ム イ メージ ン グ で は単

離味細胞や ス ラ イ ス 試料を用 い るの が一般的で あ っ

た 、 そ の た め 、味刺激を与え た 際に 味細胞の 口腔側

だ けで な く基底 側 まで もが 同時に 刺激 される 、味細

胞 の 生 存 時 間 が短 い な ど の 欠点が 残 っ て い た 。

Roper の グ ル
ープ は こ れ を改善すべ く、細胞外へ の

漏出が ほ とん どな い Calcium　Green −l　dextranを、眛

蕾を含む ス ラ イ ス標本中の 味 細胞 に直接導入 し、灌

流状態に お い て 味孔付近だけ に刺激物質を投 与する

方法を採用 し た
8）

。 彼 らの 方法は その 検 出感度 や 分

解能 に お い て 非常 に 優れた もの で あ り、味細胞 の 眛

受 容機構に 関 し て 多くの 情報 を提供 して い る
c
）’11）。

しか し な が ら、目的の 細胞の み に プ ロ
ーブ を導 入 す

る た め 、
‘
お い し ざ とい う複合的な観点 か ら あ ら ゆ

る昧細胞 の 応 答を同時 に取得する こ と が困難で あ る

とい う欠点 が存在する。我々 は こ の点 を克服す べ く、

マ ウ ス の 舌 か ら剥離 し た舌上皮をその まま カ ル シ ウ

ム イ メ
ージ ン グ に供する方法の 開発 を試み た r／マ ウ

ス の 舌上皮 と 筋層 の 問 に コ ラ ゲナ
ーゼ な ど の 酵素を

注 入 して イ ン キ ュ
ベ ー トすると、図 4A に示す よう

に味覚器 で あ る各種乳頭 を含ん だ舌上皮が剥離で き

る。マ ウ ス の 場合、舌根部付近 に 1対 の 有郭乳頭が

存在し、両脇に葉状乳頭が存在す る。茸状乳頭は舌
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中央部に 散見 され る。有郭乳頭 （図 4B） お よび葉

状乳頭 （図 4C）では外分泌腺で あ る von 　Ebner’

s 腺

が 付着 し た 状態 で 剥離 で きて い る の が確認で き る。

図 5 に承す ように ロ
ーダ ミ ン 123 と い う蛍光試薬

で 、味蕾中の細胞が 好染 さ れ る。味 細胞 か らの 漏出

を防 ぐ た め に シ ク ロ ス ポ リ ン A 存在 ドに お い て ア

ル ゴ ン レ
ー

ザ
ー

で 励 起 可 能 な Calcium 　Green −1 の

AM 体を酵素的に剥離 し た マ ウ ス 舌 上皮に 負荷 し、

高感度 CCD カ メ ラ を装着 した ニ ポ ウデ ィ ス ク型共

焦点 レ
ー

ザ ー顕微鏡上で刺激物質 を灌流 させ て その

潮

カ ル シ ウ ム 応 答を観察する と味苗の 巾に存在する細

胞群 が蛍光 を発する。こ の 際の シ ス テ ム の概略図を

図 6 に示 す 。リ ア ル タ イ ム で も観察で き る が 、全

て の 画像をコ ン ピュ
ー

タ ーに直接導入するこ とに よ

り、刺激の シーク エ ン ス を終 え た 後、フ リ
ー

ソ フ ト

の NIH −lmagc や Image−J　 （http：1！rsb ．info．nih ．gov！nih −

imagefindex．html な どか ら ダ ウ ン ロ ー ド可）あ る い は

市販の 画像解析 ソ フ トな どを用 い て 画像解析を行 う

こ と で 、同峙に 多数 の 細胞 に つ い て カ ル シ ウ ム 応答

を測定で き る の が 利点で あ る。細胞 内 の Ca2＋

濃度

を顕著に上昇 させ る こ とが知 られて い る苦味物質デ

ナ トニ ウ ム 、け味物質サ ッ カ リ ン お よび うま味物質

グ ル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム を種 々 の 濃度で 投与す る

と、
一

部 の 細胞で 図 7 に 示 すよ うな濃度依存的 な

Cl1、m 止肥「

図 5 葉状乳頭 （A） お よび 有郭乳頭 （B ） の ロ ーダ ミ

　　 ン 123染色 に よ る蛍光顕微鏡像，、

　図中 ス ケ 冖ル は 100
μ
m 。　　　　　　　　　　　　　 図 6

鯵

齲一

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Xc ［1｛川 UI 叩

  …

・
ぐ

一

⊥

MHI1 “匚Lge 旧Nf ？x’1「1K、sh

lnsituカ ル シ ウ ム イ メ
ージ ン グ シ ス テ ム の 概略図。

5

秒50

ー
臨、
L

刈頃ロ．
O

o、5t

2

20

　 　 30
　 1
　 2
且

一

デナ トニ ウム

一

サ ッ カ リ ン

一

グル タ ミ ン 酸 ナ ト リウム

図 7　デ ナ トニ ウ ム ，サ ッ カ リ ン および グル タ ミン酸に よ る カル シ ウ ム 応答。

　図中数字 は 当該物質 の 濃度 （mM ） を示す。

一 148 一
N 工工

一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Association for the Study of Taste and Smell

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Assooiation 　for 　the 　Study 　of 　Taste 　and 　Smell

日本味 と匂学 会誌 Vol．12　 No ．22005 年 8 月

　　　　　　素材の お い し さを測 る
一
生物学的ア プ ロ

ー
チ
ー

カル シ ウム応答が 観察で きる 。

　本法 の 応 用例 に つ い て 以 下に 述 べ た い 。まず、複

合味の 基本で あ る グ ル タ ミ ン 酸ナ トリウ ム と イ ノ シ

ン酸の 相乗効 果で あ る が、図 8 に 示すように 本法

に お い て もよ く知 られ て い る相乗効果を示す細胞が

確認で きる 。

．一
方、本法の 利点は多数の細胞に つ い

て 比較的長時間 の 観察 が 可 能 で あ る こ と で あ る tt 図

9 に 示 す よ う に 、グ ル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム に よ っ

て マ ウ ス 舌上皮 を刺激する と図 巾矢印 に示 す よ うに

い くつ か の 細胞 が カ ル シ ウ ム応答 を示す。その 軌跡

を追 うと、神経細胞の 刺激伝達時に 見られるよ うに

一 　 　 　 　 　 　 　一 　 　　 　 　 　 　一

MSG 　　 IMP　 MSG ＋IMP

図 8　ゲ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リウ ム （MSG ＞お よび イ ノ シ ン

　　 酸 （IMP ） に よ る相乗作用 ，

図 9 　グ ル タ ミ ン酸 ナ ト リウ ム 投 与中に お け る 味細胞 の

　　 カ ル シ ウ ム 応答。

　矢印 で 示 し た 細 胞 に お い て 細 胞 IAI　Cu：＋
濃度 の 上昇 が 見

え る。1枚 あ た り 、5 秒／．

カル シ ウ ム応答があ た か も近傍の 細胞同士 で 伝播 さ

れ て い る よ う な像が確認 で き る。本当 に こ の ような

こ とが最末梢の 味細胞 レ ベ ル で起 こ っ て い るとすれ

ば、味刺激に対 して 末梢の 味細胞であ る程度情報が

制御 されて か ら巾枢へ と伝え られ る こ とになる，、こ

の こ とは、複合的な味覚 を論ず る際に 重要 な意味を

持 っ て く る。す な わち 、単
．
の 味刺激で 得 られ る 応

答 と、複合的 な昧刺激で は細胞間の 相互作用を介し

て か ら出力される応答で は異な る 可能性が ある。今

後も こ の 可能性に つ い て検討を加 えて い きた い と考

えて い る、．

　 また、乳頭巾の どの 細胞が 目的の 眛物質に応答を

示すか 不明な場合に も本法は そ の 力を発揮する。海

の パ イ ナ ッ プ ル と も呼ばれ る ホ ヤは、東北地 方を中

心 に 刺身等で 食 され て い る．ホ ヤの 筋膜体を食べ た

後に 、お 酒や水を飲む と非常に 廿 く感 じ るとい うこ

と が 経験 的 に 知 ら れ て い る が 、そ の 本体 や 甘味発現

機構につ い ては全く情報が得られて い な い u そ こ で、

ホ ヤ ↑†味物質に対するマ ウ ス 鼓索神経の 応答を調 べ

た と こ ろ、図 10A に 示 す よ うに ホ ヤ 甘
’
味物質の 投

与に よ っ て 神経 応答 が 確認 され 、マ ウ ス 舌を水で 洗

浄 し た際に さらに 大きな応答が確認 された。しか し

A

B

ホ ヤ甘味物 質
广
＼ガ

n t
b・tW ・一 ・va ．・．wAPt ．pm ．、，．，．h ・・

　 　 一 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　　 　　 　 　一

5mM サ ッ カ リ ン 　 ホ ヤ ti’”k 物質

図 10　ホ ヤ tt昧物質 に 対す る マ ウ ス鼓索神経応答 （A ）

　　 　お よ び カ ル シ ウ ム 応 答 （B ）．，
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なが ら、こ の 結果は 単一神経線維の 応 答で はな く、

全鼓索神経 線維 の 応答で あ る た め 、マ ウ ス が け眛を

感 じ て い る か ど うか は定 か で は な い 。そ こ で 、in

situ カ ル シ ウ ム イ メ
ージ ン グ法 を用 い て ホ ヤ の 甘味

物 質 に 対す る カ ル シ ウ ム 応答 を取得 し た と こ ろ、

サ ッ カ リ ン に対 して カ ル シ ウ ム 応答を示す細胞 の
一一

部がホ ヤ 甘昧成分 を除去 し た際に 人きな カ ル シ ウ ム

応答 を示す こ とが明 らか と な っ た （図 10B）．　・
方 、

サ ッ カ リ ン に は 応 答せ ず 、 ホ ヤ の 甘昧成分の み に応

答 を示す細胞 も存在 し た tt こ の こ と か ら、お そ ら く

マ ウ ス は 日
’
味とそ の他の 味を同時に 感 じて い る もの

と 推測 で きる、，こ の よ う に 、あ る味質に 特異的 な味

細胞 の 活動を解析する際 に も本法 は有効で あ る。

お わ りに

　以上、本稿で は実験動物 を用 い た味覚の解析方法

を述 べ て き た tt 素材の お い し さ を と ら え る に は 上述

し た よ うに ヒ トに よる官能検査 に 勝る もの は な く、

さ ら に池崎 の 稿 で述 べ られ て い る よ うに 、ヒ トの 官

能 を模 し た味覚セ ン サ ー
も実用化 されて い る 。 し か

し なが ら、素材 の お い し さを感 じ る機構その もの を

明 らかに して い こ うとい う試み に お い て は本稿で述

べ た手法が有用な情報を提供 し て くれるもの と期待

し て い る 、
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