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味覚順応 に関わ る分子の 検索
一 小腸細胞を用い た試み
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　味の 感覚 に は 、強 い 味 刺激 に よ っ て 起 こ る順応 と呼ばれ る現 象が よ く知 ら れ て い る 。 こ の 味覚の順応は 、

多くの 味覚が G 蛋白質共役型受容体 で 感知 さ れ る こ と か ら 、こ の 受容体 の 調節 因子 が 関 わ っ て い る 可 能性

が高い と考 え られ る。そこ で 、舌と同様な機構で 味物質に応答する こ とが最 近報告 され た小腸 の 培 養細胞

STC −1 をモ デ ル に し て 、　 G 蛋白質共役型受容体系の 調節因子で ある RGS フ ァ ミリ
ー

と GRK フ ァ ミリーを検

索 し た ，、結果、RGS9 と GRK2 が STC −1 細胞に 見つ か り、さ ら に こ れ ら が 実際舌 の 昧細胞 に もあ る こ とが 判

明 し た．， そ こ で 、STC −1細胞を用 い て昧覚応答が こ れ ら の 分子 の 高発現 で ど う変化する か 解析 した 。すると、

少 な くて も GRK2 の 発現 で 、
一

部の 苦味応答が減弱する の が 観察 され、そ の 味覚順応 に お ける関与の 可能

性が示唆 され た 。
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は じめ に

　哺乳類の味覚 は 、甘味、旨味 、塩味 、 酸味、苦味

の 五 つ の 基本味 の 組み合わせ で 、舌の 上の 味細胞で

認知 され る n こ の 味覚情報 の 受容 に つ い て は 、特 に

甘味 ・
う ま味 ・苦味 は ．G 蛋自質共役型 受容体

〔GPCR ）で感知 され 、さらに その 受容体は実は か な

り多数存在す る こ と が 、近年の 研究に よ っ て 明 ら か

に な っ て きた ttそ し て 、幾つ か の昧物質に つ い て は 、

そ の 特異的な受容体が同定 され 、そ の 構造 と機能が

分 か り始め て きた と こ ろ で あ る （図1）
1’4）

。 また、

味覚受容体で感知さ れ た 味情報の 一部は 、味細胞特

異的な ガ ス トデ ュ
ーシ ン を含む ．三量体 G 蛋白質に

伝わ る こ とが、ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス を用 い た研究に

よ っ て 示 され た S）。さ らに 、細胞 内 の 情 報伝達 に 関

して は 、受容体を介 し て G 蛋 自質が 活性化 され る

と、細胞内の カ ル シ ウ ム が E昇 し て脱分極 が起き、

昧覚神経 を興 奮させ る こ とが知 られ て い る，しか し、

甘 味 受容 うま 味受容 苦味受容
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図 lGPCR が 関与す る 主な 味覚 の 受容機構．、

多数 見つ か っ て きた味覚の受容体候補分 f一が ど の味

に 対応する の か 、味細胞内の 味覚 の カ ス ケ ードに は

どの よう な因子群が 関与 し て味 と して 感知 ・識別 さ

れ る の か 、さ ら に そ の 調節は ど う な っ て い る の か 、

な ど詳細な分子機構つ い て は まだ 多くの なぞが残 さ

れ て い る 、

　一方、味の 感覚に は 、生理学的に 占くか ら、ad −

aptation （順応） と言わ れ る現 象が よ く知 られて い

る。こ の 順応 とは、長時間 の あ るい は強 い 特定の 眛
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刺激を受ける と、1司じ味刺激に 対 して 、時には他の

味刺激に対 し て も、感覚が 減少し て い く生理現 象で

あ る 。 味覚が最近の 研究が示すよ う に特異受容体 を

介する反応な ら、どの よ うに し て こ の 現象が起 きる

の だ ろ うか ？　 現在、こ の 昧覚の順応の 分 了
一
的な機

構は 、ま だ ほ と ん ど明 ら か に されて い な い 、， そ こ で 、

私た ちは、味覚順応 に関わ る分子 を見つ け る こ とを

目指 して 、味 の 研究 を始め る こ と に し た，，し か し、

味 を感 じる味細胞 は舌上 に極 少数 しか 存在せ ず、さ

らに 味細胞 の 細胞株 は樹立 さ れ て い な い た め 、眛細

胞内の シ グナ ル 因子を探 っ て い くこ とは 、容易で は

な か っ た 。し か し、
一

方、舌で は な く小腸 の 培養細

胞が、昧に反応 する こ とが報告され た の で あ る。そ

こ で 、私 た ちは、こ の 昧に 反応する小腸の 細胞をモ

デ ル に 、昧覚順応因了の 検討 を行 っ て きた。得 られ

た知見を紹介し な が ら、こ の 系 の 味覚研究 におけ る

有用性につ い て考察して い きた い 。

1．味覚の 順応と GPCR 調節因子

　味の 感覚 の 順応現 象は 、どの よ う に し て 起 き る の

だ ろ うか ？　 丑 つ の 基本 味の う ち 3 種 の 味 質が

GPCR で 感知 され る こ とか ら、少な くて もそれ らの

味覚 の 順 応 に は お そ ら く GPCR の 調節 因子 が 関

わ っ て い る と考え られる。
一

方、近年、二量体 （a 、

β、 γ）G 蛋臼質 を介す る GPCR 系の 調節に 関わ る

因子 群 と し て は、G 蛋 臼質 の レ ベ ル を制御 す る

RGS （Regulator　of　G　protein　Signaling）フ ァ ミ リーと

受容体に作用するキ ナ ーゼ の GRK （G −protein　 eoupl −

ed 　rcccptor 　kinase）フ ァ ミ リーなどが 明らか に されて

き た （図 2）。どち ら の 因子 も、　
一
般 的 に は GPCR

系 を負 に調 節する こ とが知 られ て い る。RGS タ ン

パ ク は、イ
ー

ス トの フ ェ ロ モ ン応答の脱感作遺伝子

と し て 見 つ か っ て き た 因子で 、二量体 G 蛋 自質の

活性化 された G α に 直接結合 して そ の 不活性化を促

進す る GAP 作用 をもち、現在で は 30 種近 くの フ ァ

ミリ
ー分子の 存在が知 られて い る

6）
。 そこ で 、お そ

ら く味覚 の 順応 と呼ばれ る現 象は、G 蛋白質 （ガ ス

トデ ュ
ー

シ ン など）を介す る味覚の 情報伝達を、味

細胞特異的な RGS タ ン パ ク が調節 して 引 き起 こ し

て い る とい う可能性が考え られ る。こ の場合 、こ の

RGS の 制御が か か る と 、G 蛋白質を共有 する 幾 つ

か の 違 う昧を感 じる味覚受容体系の順応 が起 きるの

で は な い か と予想 され る 。 他方 、GRK フ ァ ミリ
ー

I　 　　 　　 　 GPCR 調節に 関与 する主 要な 蛋白 質ファミリ
ー

i錙 塾垂：（G 蛋 白質 を調節 する）、6創くコ圃 止＝ （yg 体を調節する）
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図 2GPCR 調節 に 関 与す る主要 な 蛋白質フ ァ ミ リー。

は 、直接受容体をリ ン酸化 して 、受容体の 細胞内移

行 な どを引 き起 こ し て 、そ の GPCR 系 を脱 感 作す

る分子群で ある。こ の フ ァ ミ リ
ーは 、より味刺激依

存的 に 特 定 の 味 の 順応 に 関 わ っ て い る の か も知れ な

い 。こ の よ うに 、ど の よ うな RGS フ ァ ミ リ
ー

と

GRK フ ァ ミ リ
ーが 味細胞に あ っ て 、ど う味 の 感覚

に 関わ っ て い る の か 、極め て 興味深い 問題 で ある。

し か し、 こ れ ま で 全 く詳 し い 検 討 は行 わ れ て い な

か っ た。そ こ で、私た ち の グ ル
ープ は 、味細胞の

RGS ・GRK フ ァ ミ リーを解析 し て い こ う と考え た、、

し か し、舌上 の 味蕾が非常 に小 さく、さ らに培養細

胞 もな い こ と か ら、何 か よ い 実験 系がな い か検討す

る こ とにな っ たが、実に次の ような興味深 い 知見が

報告 され て き た の で あ る。

2．小 腸 の 培 養細胞 STC −1 は 、味 が 分 か

　　る

　消化 管 の 胃や腸 の 粘膜に は 、消化管内を移動 して

きた 内容物に存在する分 r一を感知 ・識別 し て 、胃腸

の動 き、ホ ル モ ン の 分泌、消化酵素の 分泌、時に は

毒物拒否を行 う調節 シ ス テ ム が存在す る こ と が 、占

くか ら知 られ て い る。こ の 消化管内に み られる分子

識別が どの よ うな機構 に よ っ て 行わ れ て い るの か

は、長 い 間不明で あ っ た が 、近年興味深い 知見が 報

告 さ れ るよ う に な っ て き た。まず、1996年 に 、胃

や小腸の 粘膜の細胞の
一

部が、舌の 味細胞 に特異的

な G α （G 蛋白質 α サ ブユ ニ ッ ト）の ガ ス トデ ュ
ー

シ ン の 抗体で 染色される こ とが示 され た の で あ る。

し か も PCR に よる解析に よ っ て 、こ の 消化管に あ

るの は、舌 と全 く同 じガ ス トデ ュ
ーシ ン RNA で あ

る こ とが判明 し た
8）。こ の 報告に よっ て 、胃や 小腸
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味 覚 1幀応 に 関 わ る 分 子 の 検 索 一小 腸 細 胞 を 用 い た試 み一

な ど で の 分子認識は 、実は 舌の 眛細胞で の 味物質の

受容と か な り類似 し た機構 を使 っ て い るの で はな い

か と論議 さ れ る よ う に な っ た 。 そ し て 、1999年か

ら 2002 年に か け て 、舌で機能する甘味 ・うま味 の

受容体 と して TIR フ ァ ミ リー、さ ら に 苦味受容体

と し て T2R フ ァ ミリ
ー

が発見 された こ とか ら、　 Wu

たち の グル
ー

プは消化 器系 で の それ ら味覚受 容体 の

発現 を解 析 した の で ある．その 結果 、極め て 注目す

べ き こ と に 、苦 味受容体で あ る T2R フ ァ ミ リーの

多くが、胃や 1−．二指腸 の 粘膜 の 主 に内分泌系 の 細胞

に発現 して い る こ とが 判明 した
9）。即 ち、消 化器官

で も、舌 で 味 を感 じ る の と 同 じ 仕組 み を使 っ て 、昧

物質を感知 して い た の で ある。そ こ で 、もし小腸山

来の培 養細胞が あれば．味 を感 じ る細胞 と して 有用

性が高 い こ と が 大 い に期待で き る と考え られた 。

　
一

方、STC −1細胞は 、　 T 抗原を発現 させ た トラ ン

ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 小腸 に 発生 し た 内分泌 性 の ガ

ン か ら樹 立 さ れ た細胞株で あ る
t“）

。 こ の 細胞 は 、主

に 消化器系の 研究 目的に 、Bombesin などの 神経 ペ

プ チ ド に反応する腸の 内分泌系細胞の モ デ ル と して

用 い ら れ て い た、、胃腸 で の 苦味受容体 の 発現 を見出

し た Wu た ち は、更 に 、 こ の STC −1 細 胞 が各種味

覚受容体 を発現 して い な い か 、解析を行 っ た。その

結 果 、期 待通 り 多 く の 苫味 受容体 ・T2R フ ァ ミ

リーの 発現 が確認 された の で あ っ た、，そ して 、最終

的に 、こ の STC −1細胞が 苦味 に 反応 で き る の か ど

うか 、培地 に幾 つ か の 苦眛物質が添加 され、カル シ

ウ ム イ メ ージ ン ゲ 法で細胞応答が記録 され た
。 結果、

舌が感 じる幾つ もの苦味物質に応答で きる こ とが示

さ れ 、小腸 由来の STC −1 細胞 は 正 に味 が 分 か る 細

胞で あ る こ とが報告 され たの で あ る
9）

。

3． 味覚順応 に 関わ る分子の 検索

3．1STC −1 細 胞 の 苦 み 応答

　私た ち は 、若み 受容体 T2R フ ァ ミ リ
ーが 発現 し

て い る こ と が 報告 さ れ た 小腸 由来の STC −1 細胞 を、

米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 大 学 の Hanahan 博 上 よ り供 与

を受 け、安定 な培養条件 を検討後 、実際 に こ の 細胞

の 反 応 性 を 調 べ て み た 、STC −1 細胞 に 蛍 光 カ ル シ ウ

ム 指示薬の Furu−2 を ロ ー ド し、刺激物 質添加に 伴

う細胞内カ ル シ ウ ム イオ ン の 変動を観察 し た。まず、

小腸内分泌細胞を刺激する神経ペ プ チ ド Bombesin

を添加 し た と こ ろ、報告通 り Gq 系の 顕著な応答が

記録され た。そ こ で 、次 に 各種の 苦味物質 に よる刺激

を加え 、応答 を解析 し た 。 そ の結果、苦眛物質 と知 ら

れて い る Dcnatonium 　bcnzoate，　PTC ，6−PTU ，　Caffcinc

な ど に、実際に 顕 著に 応答 し て 、細胞内カ ル シ ウ ム

の 上昇 が起 こ る こ とが確認 され た 。ま た 、特 に Dc −

natunium 　bcnzoatcと Caffeincへ の 反応性 に つ い て 詳

し く調べ た結果、STC −1 細胞は両苫味物質に対 して

用 景依存的に 応答 し て 、そ の EC50 は 、4．8　mM と

〔〕．53mM で ある こ とが判明 し た （Caffeineの 応 答性

を図 3 に 示 し た）tt しか も、こ れ らの 、

1
・
「1味応 答 は、

昧 細胞 で 知 られ て い るの と 同様に 、ボ ス ホ リ バ ーゼ

（：affeine

3．o

02 ．〔，
量

1．0
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図 3STC −1 細胞の 苦味物質　Caffeineに 対す る 反応 n

EC50 　＝ 〔〕，53mM

涯
君

　 　 　 1−7−一．−T〒．T．．T．…．’1　　　　 　　
−一．

「
．．．一一一一一一一

コ
ー

0　　　　−5　　　　　　　 −4　　　　　　　　−3　　　　　　　 −2

　　　　　　io9「Caffeine1（M ）

STC −1細胞 に 蛍光 カ ル シ ウ ム 指示薬 Fura−2 を取 り込 ませ 、各濃度の Caffeineで 細胞 を刺激 し、細胞内 の カル シ ウ ム

変動を二 波長蛍光法で 解析 し た （文献 14 よ り）、，
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図 4　STC ・i細胞の 細胞応答 に 対す る PLC 阻害剤 の 効果。

　STC −1 細 胞 に蛍光 カ ル シ ウ ム 指示 薬 Fura −2 を取 り込 ま

せ、更 に 細胞 に PLC 阻害剤あるい は不活性類似体 の 処

理 を行 い 、その 後 Bombcsin ，　Denutonium ，　Caffeine を添加

して細胞内の カル シ ウ ム 変動を解析した （文献 14 より），．

を経由 した もの で ある こ とが、そ の 阻害剤 を用 い た

解析に よ っ て 明らか に な っ た （図 4）。こ の よ うに 、

小腸由来の S’1℃−1細胞は 、種 々 の 苦味物質に 応答

する こ とが で き、しか もその情報伝達経路や感受性

は舌 と大き くは変わ らな い こ とが分か り、 味覚研究

の 良 い モ デ ル 細胞 に な りうる こ と が 強 く示 唆 され

た／）

3．2STC −1 細 胞 の 発現 す る RGS フ ァ ミ リー

　私た ち は 、味覚順応に 関 わる分子 を見 つ け出し て

い くた め、STC 一ユ細胞 をモ デ ル に まずど の ような

RGS フ ァ ミ リーが発現 し て い るの か 検討 を行 っ た
。

G α GAP と し て の 性質を持 つ RGS フ ァ ミ リ
ーは ，

G α に 結合する た め の 保存 され た RGS ドメ イ ン を

共有 し て い る。そ こ で 、こ の RGS ドメ イ ン の 保存

図 5STC −1 細胞 の 発現 す る RGS フ ァ ミ リ
ー。

　A 、STC −1 細胞 か らmRNA を調製 し、　 RGS ドメ イン の

保存 ア ミノ 酸配列 に対 応 した一
対の 混合プ ラ イマ ーを 用

い た RT −PCRtS を 行 っ た。　 NC は、鋳 型 溶液 な し、一
は

逆転写酵素不添加、十 は 逆転写酵素を加 え て 調製 し た

cDNA を添加 して 反 応 させ た もの 。
　 B 、三種 の RGS フ ァ

ミ リ
ー

が示す G α 選択性。

ア ミ ノ 酸配列 の 対応 し た 混合プ ラ イ マ
ーを合成 し

て 、RT −PCR をか け る こ とによ り、STC −1細胞 に発

現 す る RGS フ ァ ミ リ ーを検索 し た 。 結果、図 5A

に示 し た よ うに PCR 産物が 得 られ た。そ こ で 、ど

の よ う な RGS タ ンパ ク が存．在する の か 、こ の PCR

産物 を T−vector に 組み 込み ク ロ ーニ ン グ して 、配列

を決定 した
。

33 ク ロ
ー

ン の 配列 を調 べ た と こ ろ 、

2 ク ロ
ー

ン が RGS2 、21 ク ロ
ー

ン が RGS4 、10 ク ロ
ー

ン が RGS9 で あるこ とが判明し た tt こ の ようにまず、

STC −1細胞に は RGS2 、　 RGS4 、　 RGS9 が 発現 し て い

る こ とが明 ら か に な っ た。こ れ まで の 知見 で は、各 々

の RGS タ ン パ ク の G α 選択性 に つ い て は 、図 5B

に ノ式し た よ うに RGs2 が Gq、　 RGs4 が Gi〆o と Gq

で あ る 。 さ ら に 、RGS9 つ い て は、RGS9 −1 と RGS9 −2

の 2 種 の サ ブ タ イプ が あ っ て 、それ ぞれ RGS9 −1 は

Gt に、　 RGS9 −2 は Gi〆o に 親和 性 が 高 い
ll）。味 覚 の

情報伝達に深 く関 わる昧細胞特異的な Ga の ガ ス ト
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　　 　　 味 覚 順 応 に 関 わ る 分 子の 検 索
一

小 腸 細 胞 を 用 い た 試み
一

デ ュ
ーシ ン は 、特に Gt に ホ モ ロ ジ ーが 高 い こ とが

知られて い る。そ こ で 、特に RGS9 −1 の 発現 が注 目

され た 。特異 的な プ ラ イ マ ーを用 い た PCR で検討

する と、STC −1 細胞 に は どち らの RGS9 も発現 して

い る こ とが明 らかにな っ た 。

3．3 味覚組織に発現され る RGS フ ァ ミ リー

　実際 の 舌 上 の 味細 胞 に 、前述の 三 種の RGS フ ァ

ミ リーが 発現 されて い る か ど うか を調べ る た め 、そ

れぞれの RGS フ ァ ミ リ ーに特異的なプ ラ イマ ーを

用い た RT −PCR を行 っ た 。 まず、舌組織を、実体顕

微鏡下で眛蕾 を含 む 組織 （味覚組 織、Taste　tissue）

と含 ま な い 組織 （非 味覚組 織、Non −taste　tissue） に

分 け、次に両者か ら total　 RNA を調製 して RT −PCR

を行 っ た 。第
一に 、組織 を味蕾 を含む 組織 と含ま な

い 組織に 分別 で き た か ど う か 、β
一actin と ガ ス ト

デ ュ
ー

シ ン の 発現 を調 べ て み た （図 6）．す る と、

β
一actin は ほ ぼ 同量両組織 に 検出 され、　

・
方 ガ ス ト

デ ュ
ーシ ン は 味覚組織 の み で 発現 が み られ 、組織 が

きちん と分別 されて い る こ とが確認 された 。 そ こ で

次 に 、三 種の RGS タ ン パ ク の 発現 レ ベ ル を解析 し

た n 結果、RGS2 は、ほぼ
一．
様 に 舌組織に発現 して

い る の に 対 し て 、RGS4 と RGS9 は昧覚組織に 発現

が高 い こ とが判明 した （図 7A ）u 又 、　 RGS9 の サ ブ

タ イ プ に つ い て は 、味覚組織に発現 し て い る の は 、

RGS9 −1 の み で あ る こ と が 明 ら か に な っ た （図 7B）。

こ れ まで、RGS9 は脳の 一部と目 に 限局 し て 発現 し

て い る こ とが知 られ て い た
1ユ）が 、今回初め て 味覚組

織 に RGS9 が、特 に RGS9 −1 が発現 し て い る こ と が

明 ら か に な っ た 。ま た 、RGS9 −1は 、前述 の よ う に

ガ ス トデ ュ
ーシ ン との 反応性 も期 待 され る こ とか ら

も注 目され た。そ こ で、RGS9 抗体で の 、舌の 組織

切 片 の 染 色 を試 み た 。そ の 結果、図 8 に 示 す よ う

に、抗 ガ ス トデ ュ
ーシ ン 抗体で 染まる味蕾 の 部位に 、

RGS9 抗体の 陽性反応 が 検出 され 、　 RGS9 −1 が 味細

胞に存在する こ とが明 らか に な っ た 。

3．4STC −1 細胞 と味細 胞 に 発 現 される GRK フ ァ ミ

　　 リ
ー

　RGS フ ァ ミ リ
ー

以 外に G タ ン パ ク共役系を脱 感

作に導 く系と し て 、G タ ン パ ク 共役型受容体 を リ ン

酸化する受 容体 キナ
ーゼ （GRK ）フ ァ ミ リ

ーに よ る

調節 シ ス テ ム が知 られ て い る。そ こ で 、さらに 味覚

系の制御 には どの よ うな GRK が関わっ て い るか 、

tSActin
Non．
　 　 　 　 Tas　te’raste

NC 　 ．　　＋ 　　・　　÷

Gustducin

Non −
　 　 　 Tas吐e
Tas　te

NC ．　 ＋　 ．　 ＋

図 6　味覚組織 と非味覚組織の 分離。

　マ ウ ス の 舌組織を、味蕾を含む味覚組織と含 ま な い 非味覚組織 に 分離 して 、total　RNA を調製 し、特 異ブ ラ イマ ー

を用 い て βア ク チ ン と ガ ス トデ ュ
ーシ ン 検出の RT −PCR を行 っ た．
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齊藤
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A RGS2 RGs4 RCSt）

Non ，
　 　 　

「
lhsヒe

T缸 ste

1　un ・
　 　 　 Tagte
Tas重e

Nolト

　 　 　
「
1hste

Taste

Nc 　 ・　 ＋ 　　．　 ＋ NC 　 −　 　＋　 　 ．　 ＋

噂

Nc 　 ・　 ＋　 　．　 ＋

B Taste

RGS9 ・1RCS9 ．2

Nc 　 ・　　 ＋　 Nc 　 一　　＋

図 7 味覚組織で の RGS4 と RGS9 の 発現，

　A 、マ ウ ス の 味覚組織 と 非眛覚組織の total　 RNA を用 い て 、特 異 プ ラ イマ ーを使用 し た RT −

PCR を行 っ て 、　 RGS2 、　 RGS4 、　 RGS9 の 発現 を調べ た。　 RGS4 と RGS9 が、味覚組織 に 高 い 発

現 で検出 された 。B 、味覚組織 に RGS9 −1 と RGS9 −2 ど ち らが 発 現 し て い る の か 、特異 プ ラ イ

マ
ー

を用い た RT −PCR で 検討 し た。

STC −1 細 胞 で検 索 を試み た n
　 GRK に共通 なキ ナ

ー

ゼ ドメ イ ン の ア ミ ノ 酸配列 に対応 した混 合ブ ラ イ

マ ーを用 い て 、RT −PCR を行一
） た　（図 9）。結果、

こ の PCR に よ っ て 顕著 に 検嵐 され る GRK ブ ァ ミ

リ
ー

が存 在す る こ とが分 か り、更 に PCR 産物 を ク

ロ
ーニ ン グ して配列 を決定 した結果、GRK2 の みが

増幅され て い る こ とが判明 し た。即ち、GRK2 が 特

異的に STC −1 細胞に発現 して い る こ とが明 ら か に

な り、そ の 眛覚制御 にお ける重要性が示唆 された、，
一

方、Premontた ち は 、牛 の 舌組 織 に、　 GRK2 、

GRK3 、　 GRK5 が存在す る こ と を報告 し て い た
］3〕、，

そ こ で 、舌の 組織 切片 を作 成 し て 、こ の 三種 の
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　　　　 昧 覚 順 応 に関 わ る分 子 の 検 索
一小 腸 細 胞 を用 い た試 み 一

図 8 味蕾に お け る RGS9 の 発現 、．

　 マ ウ ス の tTfの 有郭乳頭 を含 む 組織切片 を作成 し て 、抗 ガ ス トデ ュ
ー

シ ン 抗体、抗 RGS9 抗体を川

い た 間接蛍 光抗体染色を行い 、そ れぞ れ の 分布を調べ た、、

十

1000bp 一

750 一

500 一

400 一

300 一

図 9STC −1 細胞 の 発現す る GRK フ ァ ミ リー．

　A 、STC −1細胞か ら mRNA を調 製し、　 GRK フ ァ ミ リー

の 触媒活性 ド メ イ ン の 保存 ア ミ ノ 酸配列 に 対応 し た一
対

の 混合 プ ラ イマ ー
を用 い た RT −PCR を行 っ た t／一は逆転

写酵 素不 添加、十 は 逆 転写 酵 素を加 え て 調 製 し た

cDNA を添加 し て 反応 させ た もの （文献 14 よ り）1

GRK フ ァ ミ リ
ー

に 対 す る 抗 体 を 川 い て そ れ ら の 舌

組 織で の 分布 を解析 した 。図 10 に示す よ うに 、こ

の 三種の GRK は 、舌組織で 顕著 に分布域が異 なる

こ と が 分 か り、さ ら に 、ガ ス トデ ュ
ーシ ン の 分布 と

の 比較か ら分か る よ う に 味苗の 存在する領域に は

STC −1細胞に 見 つ か っ た GRK2 の み が発現 され て

い る こ とが判明 した ，

3．5GRK2 は 、苦味応答の 一部を調節す る

　 舌上 の 味細胞に 見出され た RGS9 −】 と GRK2 が、

味覚応答をど う調節する の か 、STC −1細胞に 遺伝
．r一

導 入 し て それ らを強制 発現 させ 、そ の 効果 を解析 し

た 。特 に 、導 入細 胞 が 生 き た 状態 で 識 別 で きるよ う

に 、RGS9 −1 と GRK2 は 、赤 い 蛍 光蛋白質 DsRed と

の 融合蛋白質と して 発現 させ た、、第
・
に 、RGS9 −1

に 関 し て は 、細胞 で の 安定 し た 発現 が 得られず、む

し ろ他の 細胞性の 発現調節因 子の存在が ・亅酸 される

こ とに な っ た 。 今後、更に詳 し い実験 ・検討が 必 要

で ある 、　
・
方、GRK2 につ い ては外来遺伝子を発現

さ せ る こ と が で き、STC −1 細胞 の 細 胞 応答 が 、
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図 IO　味蕾 に お ける GRK2 の 発現 ．

　マ ウ ス の 舌の 有 郭乳 頭 を 含む 組織 切 片 を作成 して 、抗 ガ ス ！・デ
ュ
ー一シ ン 抗体、抗 GRK2 抗

体、抗 GRK3 抗体、抗 GRK5 抗体を川 い た 間接蛍 光抗体染色を行 い 、それ ぞ れ の 分布を調 べ

た （文献 14よ り）、

GRK2 に よ っ て ど う調節 さ れ る の か検討を行 っ た 。

Bombesin 受 容体 系 は、　 GRK2 に よ っ て 阻害 され る

こ とが よ く知 ら れ て い るが、確か に STC −1細 胞 の

Bembesin 応 答 も GRK2 で 抑 制 さ れ る の が 観察 さ れ、

機 能的 な GRK2 分子 が 発現で き て い る こ と が 確認

され た （図 IIA ，D ），次 に 、苫味応答 に つ い て 、

Denatoniurn へ の 反 応 を調 べ た／t 結 果、　 Denat〔mium

応 答は 、GRK2 の 発現 に よ っ て 大 きく影響 され な い

こ と が 示 さ れ た （図 11B ，E ）。そ こ で 、次 に苦味物

質 Caffcillcへ の STC −1細胞の 応答が 、　 GRK2 の 発現

に よ っ て どう変化するか 解析 し た
。 する と、興昧深

い こ と に 特 に ImM の Caffcincに よ っ て 刺激 し た 時

に GRK2 の 抑制効 果が顕著で あ る こ とが明 ら か に

な っ た （図 11C．F）、こ の こ とは、現在、　 Caffeine受

容 体 は まだ同定 され て い な い が、こ の Caffeine受容

体 が GRK2 に よ 一
っ て リ ン 酸 化 さ れ る と 濃 度依存性

が 変化するよ う な受容体 で ある こ とを示 し て い る の

か も知れ な い ，

　以 Eの 解析か ら、STC −1 細胞に お い て GRK2 を

発現 させ る と 、Bombesin 応 答が阻害 さ れ 、さ ら に

特 定 の 苦味応 答 に 対 して 抑制 的 に 作用す る こ とが判

明 し、GRK2 が味覚順 応 に 関与 し て い る ロ∫能性が 示

唆 され た／t

4． お わ り に

　以上述 べ て 来た よ うに 、消化器官 で あ る 小 腸 に 由

来す る培養細胞の STC −1細胞が 、種 々 の 1

「
・7昧受容

体を発現 し て い て 、実際に 、眛細胞に類似 し た 様式

で 生理的に 苦味物資に応答する シ ス テ ム を有し て い

る こ と が 分 か っ て き た。そ こ で 、こ の 培 養細 胞 は ．

味覚シ グ ナ ル を解析する為の よ い モ デ ル 細胞 にな っ

て い くこ とが 期待で き る 。 実際、こ の 細胞を用 い て 、

GPCR 系 の 調節因 了
．
をサ ーチ し た と こ ろ 、　 RGS9 と

GRK2 が見つ か り、これ ら は 舌の 昧細胞に発現 し て

い る調節因子 で あ っ た．，さ ら に 、こ の STC −1細胞

は、外来遺伝子を導入 して 、昧覚 シ グ ナ ル に 対する

生 理 機能 解析 を進 め て い く こ と が 可能 で あ り、

GRK2 が
・
部の 苫昧応答に抑制的 に 作 用す る こ と が

分か っ た、、

　 ま た 、こ の STC −1 細胞 は、リ ガ ン ドが 未同定 な

多数 の 味覚受容体 を発現 し て い る こ と か ら、生理 反

応 と対応 させ な が ら味覚受容体を特定 して い く こ と
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　 　 　 　 味 覚 順 応 に関 わ る分 子 の 検 索 一小 腸 細 胞 を 用 い た試 み 一
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図 11STC −1 細胞 の 細胞応答 に対す る GRK2 の 効果 。

　STC −1細胞 に GRK2 −DsRed 　 cDNA を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 2 冂後、細胞に Fura−2 を取 り込

ませ 、Bombesin，　 Denatoniurn，　 Caffeineを添加 して 、　 DsRed 陽 性の 細 胞 （白丸 、白抜 き バ ー）と陰

性の細胞 （黒丸、灰色バ ー）で 細胞内の カル シ ウ ム 変動 を比較 ・解析 した （文献 14 より〉。

がで きる貴重 な細胞 で もある。

　 こ れ らの こ と か ら、今後 、さらに こ の STC −1 細

胞は、味覚研究の有用な ツ
ー

ル として注 目 されて い

くこ と に な る だ ろ う、，
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