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味覚の行動科学的 ・認知神経科学的実験:法について

山本 隆 ・志村 剛 ・硲 哲崇 ・八十島 安伸 ・坂井信之

1.は じめ に

行動は観点の違いから多様に分類可能である。本文では、感覚刺激にもとつ く行動 として味

覚行動を考えてみたい。味覚は嗅覚 とともに外界の化学刺激を受容 した ときに生 じる感覚であ

るから、化学感覚 ともいわれる。化学受容はアメーバのような単細胞か ら霊長類まですべての

生き物が持つ機能であることを考えると、生命維持のために本質的に重要な感覚要素 とみなさ

れる。生き物は、生命維持のため必ず外界から必要な化学物質を取 り込まなければならないが、

毒物の摂取を避けることも必要である。このような体に必要なものを取 り込み、有害物質を忌

避する行動に化学感覚は本質的な役割を持つ と考えられる。

本文でいう味覚行動 とは、化学感覚の中でも味覚にもとつ く前述のような基本的な行動、お

よび、それに関連する行動の総称である。味覚行動の本態を明らかにするには、単なる行動観

察の レベルに留まっていてはならない。化学刺激を受け取る味蕾の中の味細胞からの情報は、

脳に送られ、脳細胞の働 きの結果 として味覚行動が生 じることを考えれば、脳の働 きを明らか

にしなければ事の本質にせまることはできないといえよう。脳をブラックボ ックスとする限 り、

いかに行動を分析 しようがその解釈は説明のための理論構築、不毛の議論に終始することにな

りかねない。

近年急速に発達 している神経科学的技術をいかに味覚行動研究に応用すれば実 りある結果が

得られるかを考えてみたい。

2.行 動 学 的 実 験

A味 覚機能の測定

味覚には、2っ の機能的側面がある。一つは、快か不快か、すなわち摂取すべきかすべきで
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ないか といった生命維持 に密接 した情動的な面、他の一つは味物質の物理化学的構造の差から

生 じる味質の違いを識別する分析的な面である。行動学的実験法のうち、前者を調べる方法は

嗜好テス トと呼ばれてお り、後者を調べる方法は味質弁別テス トと呼ばれている。嗜好テス ト

は、飲食物の摂取に際して、動物がその味を好むか嫌うかを判定 しようとするもので、味質弁

別テス トは、動物がある味と別の味とをその味質の違いにより区別 しているかどうかを調べよ

うとするものである(山 本,1994)。

a)味 覚嗜好テス ト

嗜好テス トの測定には、1)単 一味溶液を動物に呈示 してその摂取量を測定する1ビ ン法、

2)味 溶液 と蒸留水 とをそれぞれ別の容器に入れ対呈示 し、いずれの液を好むかを調べる2ビ

ン法、3)さ らに多 くの味溶液を同時に呈示する多ビン法(カ フェテリア法)な どがある。い

ずれの場合 も、各溶液の摂取量の違いによって嗜好の傾向を探 ることができる。摂取量を実測

する代わりにリッコメーターを用いて、リック(ぺ ろぺろなめ)の 数をカウン トする方法もあ

る。 これらのテス トの他に、動物の口腔内にあらか じめ導いておいたカニューレを通 じて味溶

液を与え、 このときに生 じる動物の口、顎、舌あるいは体全体の動 きを指標 とすることによっ

て動物の味の嗜好性を調べようとする味覚反応テス ト(tastereactivitytest)が ある(Grilland

Norgren,1978)。 与えられた味溶液の快一不快によって、動物の反応は異なる。この様子を

ビデオに収録 しておき、典型的な摂取パターンと嫌悪パ ターンの発現頻度をカウン トすれば、

その味溶液に対する嗜好の程度がわかる。典型的な摂取パターンとしては舌の前方 ・側方への

突出 し、顎運動、手のひらをなめるな どの行動があり(図1のAか らD)、 嫌悪パターンとし

ては口を大 きく開ける、顎 を床にこする、頭や手を振るといった行動がある(図1のEか ら

H)。 ラッ トがいろいろな味つけをされた飼料を摂取する際にも同じような味覚誘発性の反応

が現れる(十 河 ら,1995)。
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図1ラ ッ トの 味 覚 反 応 。

A顎 運 動(mouthmovement)B舌 の 前 方 へ の 突 き 出 し(tongueprotrusioω

C舌 の 側 方へ の突 き出 し(lateraltonguemovement}D手 の ひ らな め{pawlicking)

Eロ を 大 き く開 け る(gaping}F顎 こ す り(chinrubbing}

G頭 を振 る{headshaking}H手 を 振 る{forelimbflailing)

Steiner(1974)は 、ヒ トで正常な新生児、水頭症や無脳症の新生児の口腔内に甘味、酸味、

苦味の各溶液を注入 し、顔面表情を調べた結果、いずれの新生児で も快 ・不快の規準で顔面表

情が変化することから、この味覚誘発性の顔面表情は脳幹部の反射によるものと推察 している。

b)味 覚弁別テス ト

ヒ トは、蕨糖やサ ッカリソな どを甘い、酢酸や塩酸は酸っぱい といったように味刺激を質的

に区分できるが、動物は どうだろうか。これを調べるのが、味覚弁別テス トである。このテス

トは、味覚嫌悪学習な どの条件づけ手法(後 述)を 用いて、動物にある味を記憶させることが

基本 となる。つまり、ある溶液に対 して、嫌悪を獲得させ、ヒ トで5基 本味とされる甘味、塩

味、酸味、苦味、うま味を含む各種テス ト溶液を与えたとき、 どの溶液の摂取量が少な くなる

か(ど の溶液に対 して汎化がみられるか)を 調べることによって、味の類似度を判定 しようと

するのである。

B味 覚に関する学習

a)味覚嫌悪学習

味の嗜好性は、生まれてから死ぬまで一貫 しているわけではない。例えば、ラットにサヅカ

リン という人工甘味料の水溶液を与えると、初めて与えられた日の摂取量は少ない(こ れを新

奇性恐怖 という)が 、次の日から摂取量は増加し、最終的には蒸留水の摂取量をうわまわるよ



182

うになる。つま り、ラットはサッカリンに対する嗜好性を生来的に持 っているのである。しか

し、初 日の呈示後に内臓不快感(下 痢など)を 起 こさせると、ラッ トは、以後サッカリンを呈

示 されても、それを摂取 しな くなる(Garciaeta1.,1974)。 このような現象はニホンザルや

ヒ トでも認められてお り、味覚嫌悪学習 と呼ばれている(こ の学習の最近の総説は志村 ら,

1994を参照)。

なお、我 々の研究室ではラットを被験体 として用い、味溶液(条 件刺激)と してサッカリソ

溶液(0.005%)、 内臓不快感を起 こす無条件刺激 として塩化 リチウムの腹腔内注射(0.15M水

溶液を体重の2%量)を 採用 している。味覚一内臓不快感の対呈示は一回とし、次の日から4

日間テス トとして、サッカリン溶液の単独呈示(20分 間、その後に蒸留水の単独呈示を行 う場

合 もある)を 行い、サッカリンの摂取量の抑制をもって味覚嫌悪学習が獲得されたとみなして

いる。

b)味 覚嗜好学習

味に対する好みが増加する、いわゆる味覚嗜好学習の要因は、嫌悪の形成に比べるとかなり

多様であるとされている。例えば、食塩欠乏ラットは、正常ラットなら嫌 う高濃度の食塩水を

好んで摂取するようになる(志 村,1995)し 、必須アミノ酸あるいは蛋白質を制限された飼育

条件下のラッ トは、欠乏 しているアミノ酸(鳥 居,1990)や 蛋白質(RogersandHarper,

1970)を 含む餌や溶液を選択 し、好んで摂取するようになる。また、ある味刺激 と高カロリー

性の液体の胃内注入 との対呈示により、その味刺激を多 く摂取するようになる(Elizaldeand

Sclafani,1990)こ ともわかっているし、ある味刺激 と視床下部外側野の脳内報酬刺激 との対

呈示を繰 り返すと、その味刺激の摂取が増加するという報告などがある。

c)味覚学習 と他の学習 との関係

例えば、上記の味覚学習実験で、条件味刺激を八方向迷路のいずれかに置けば、場所の学習

と味の学習を組み合わせた実験パ ラダイムを考案することができる。味覚学習 と他の学習 との

共通点、類似点、相違点などを探 るうえでも、他の学習 との連合実験パラダイムの開発 とその

研究は今後の課題であろう。

C破 壊行動学的研究法

味覚行動の神経機序を探る方法の一つに、生体に損傷を与え、行動に及ぼす影響を調べるも

のがある。

a)神経切断実験

味覚情報を伝える末梢神経は鼓索神経、舌咽神経、大浅錐体神経、迷走神経である。各神経

を単独、あるいは組み合わせて切断することによって起 こる行動の変化を詳 しく調べれば、各

神経の機能的役割が理解できる。
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b)除 脳実験

味覚情報の脳内での流れや味覚嫌悪学習の脳内メカニズムを探るために、脳の様々な部位を

破壊する脳破壊実験法がある。除脳実験 とは、脳を切断 し、切断部より上位の脳の働きを除外

したときの効果を調べる実験法である。Gri11とNorgren(1978)は 、上丘以上の部位(大 脳や

間脳など)と 下位の脳部位 との神経的つながりを絶たれたラットを用い、これ らの動物の味覚

反応を調べた。その結果、 これらの除脳動物は生得的な忌避反応は維持 していたが、味覚嫌悪

学習を獲得することはできなかった。

c)脳微小破壊実験

脳組織の微小破壊法 としては、電気凝固破壊 と細胞毒による細胞体破壊 とがある。これらは、

形態的にも機能的にも回復不可能であるか ら、不可逆的破壊である。電気凝固破壊は電流の大

きさや通電時間な どのパラメーターを変化させることで限局 した細かな破壊が作れるが、その

周辺を走っている神経線維まで も破壊 してしまう。細胞毒による破壊には、イボテソ酸、カイ

こン酸などのグルタミン酸のアゴニス トが用いられる。これらの薬物を脳内に微量投与すると、

通過線維にはあまり影響を与えずに、グルタミン酸 レセプターを持つ細胞体だけを過剰興奮さ

せ、破壊することができる。しか し、注入部位から他の部位への薬物の流出が見 られるために、

限局 した破壊は難 しい。我タの研究室では、その どち らの破壊法も用いてお り、限局 した破壊

が必要な時には電気凝固破壊を用いている。細胞毒による広い破壊を行った時には各動物の破

壊を重ね合わせ、その結果はそれらの最大公約数的な部位の破壊の結果 として解釈せさるをえ

ない。脳部位を同時に複数個所破壊する方法を用いれば代償作用の有無を検討することもでき

る。

不可逆的破壊を加えると、味覚学習の脳機序を調べる場合、学習の どの相が障害を受けたこ

とによる効果なのかを特定できないので、最近は、一時的に機能を麻痺させる薬物(麻 酔薬や

テ トロ ドトキシンな ど)を 用い、味覚刺激の前後の短い間だけ神経や脳細胞の活動を抑える方

法が用い られるようになってきた。このような方法を可逆的脳微小破壊実験法 という。薬理作

用の明確な薬物を使用することにより細胞レベルあるいは細胞下レベルでの物質レベルの研究

も可能 となってきた 』(本文5.神 経化学的実験の項参照)。

3.神 経 解 剖 学 的 実 験

神経解剖学 とは、脳や神経の形態や部位問のつなが りを調べた り、神経が どのような化学的

伝達物質 ・修飾物質を含んでいるかを同定する研究分野である。味覚行動の中枢神経機序を理

解するうえで、その形態学的基盤 となる情報を提供するものであ り、きわめて重要である。
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Aト レーサー法

ある神経 と別の神経 とのつながりを個別的に調べることは技術的に困難である。今 日の技術

で知ることができるのは、ある部位の神経細胞群はどの部位に情報を送っているのか(軸 索を

のばしているのか)、あるいは、 どの部位か ら情報を受けているのか、つま り、比較的マクロ

な神経連絡路である。古 くは、脳のある部分を損傷 し、それによって生 じる変性線維を追跡す

るMarcki法 、Fink-Heimer法 などが用い られていたが、変性像をみる専門的な観察力が必要

であり、今 日ではあまり用いられていない。近年は神経にある物質を取 り込ませて、軸索流に

よって神経内を移動させ、発色させてその移動部分を調べる方法が良 く用いられている。

この 目的で用いられる物質にHRP(西 洋ワサビ過酸化酵素)が ある。HRPは 主に神経の末端

から取 り入れられて、細胞体へ と運ばれる(図2の 上)。微量のHRPを 電気泳動的に、あるい

はマイクロピペ ットにより脳の局所に注入後、2～3日 後に動物を灌流固定 し、凍結切片を作

製 した後、DAB法 によりHRPを 発色させるとHRPを 取 り込んだ細胞体を可視化できる。この

ように、物質を神経細胞の末端から取 り込ませ、細胞体を染め出す手法を逆行性標識 と呼ぶ。

これに対 し、細胞体から薬物を取 り込ませ、神経の末端を染め出す方法を順行性標識 という

(図2の 下)。 細胞体からのHRPの 取 り込みを促進させるためWGA-HRP(HRPに 小麦胚芽か

らの糖鎖物を結合させた もの)が 用いられるようになつたが、神経末端や通過線維からの取 り

込み も促進 され るという副作用 も出る。 より特異的な順行性標識の物質 として、PHA-

L(Phaseo1ロsvロ1garゴs-L)が 良 く用いられる。最近、順行一逆行のどちらも標識する様々な物

質(Biotin-Dextran,CholeraToxinBsubunit)が 見出されている。PHA-Lや これ らの物質の

可視化には、免疫組織化学的手法(後 述)を 用いる。
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このような手法を用いて味覚に関する脳部位を決定することができる。味覚に関する解剖学

的研究のデータはラットに関するものが多 く、詳細に調べられているが、サル、ウサギ、ハム

スター、マウスについても基本的な研究がなされている。上記のFink-Heimer法 やHRP法 を用

いてラットの味覚中継核 として橋の結合腕傍核を見出し、さらに前脳への味覚投射部位の詳細

を明らかにしたNorgrenら の業績は特筆に値する(図3)。 我々の研究室ではWGA-HRPを 用

いた神経解剖学的手法により味覚嫌悪学習の脳内神経路を検索 している(Sakaieta1.,1995)。
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B神 経機能解剖学

a)2DG法

トレーサーを用いた手法では脳部位間の線維連絡はわかるが、行動のなかでどのような機能

的役割を果たしているのかは推測するのみである。そのため、前記の破壊実験 との組み合わせ

や、電:気生理学的手法 と組み合わせた研究が必要 となる。

神経細胞が活性化されると、脳のある特定の部位(刺 激や行動によってそれぞれの特定部位

が異なる)の 代謝率が上昇する。この代謝率の上昇は、脳の栄養源であるグルコースの消費量

という形で測定できる。そこで、グルコースと同じように細胞に取 り込まれるが、完全には代

謝されずに、細胞内に分解産物が蓄積する2-deoxyglucose(2DG)を 利用する方法がある。放

射性同位元素を含んだ2DGを 動物に注射 し、刺激を受けた り、行動を行っている動物の各脳

部位のグルコース代謝量を可視化することによって、脳全体での情報伝達の様子を観察するこ

とができる(2DG法)。 つまり、この方法を用いれば、細胞の活動の様子 と情報伝達路 との

両方が同時に検出できるのである。 しかし、この場合放射能を使わざるを得ないし、軸索や樹
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状突起の活性化をも同時に検出してしまう、細胞 レベルでの解像度は得 られないなどといった

欠点もある(Carlson,1994)。

b)遺 伝子発現法

最近、細胞が興奮 した際に直早期遺伝子によって作 られる核内蛋白質を染色 ・可視化するこ

とにより、細胞間連絡 と細胞の機能 とがさらに簡便に詳細に研究できるようになった。現在我

々の研究室ではc-fbsmRNAに より生成されるFOS様 蛋白質を細胞興奮性のマーカー として用

いている。直早期遺伝子により生成 される蛋 白質の中でもFOS蛋 白質は最:も重要であ り、免

疫組織化学法(後 述)を 使えば、特別な装置なしに可視化できる。我々の研究室では、この方

法を用いて味覚行動に関するいくつかの研究を行っている。味覚嫌悪学習の無条件刺激である

塩化 リチウムをラットの腹腔内に注射 したときに活性化する脳部位の検索(YamamotoetaL,

1992)、 各種味溶液をラットに摂取させた ときに活性化する脳部位、特に結合腕傍核 における

機能局在性の検討(Yamamotoeta1.,1994)、 味覚嫌悪学習にともなう神経興奮性の可塑的

変化(Yamamotoetal.,1995b)な どが挙げられる。

しか し、このFOSラ ベ リソグ法にもい くつかの欠点がある。1)FOS蛋 白質は部位によっ

て発現 しやすさが異なること。例えば、我々の実験で も視床味覚野にはFOS様 蛋白質の発現

は一切みられなかった。2)細 胞が興奮 してから蛋白質が生成されるまでに時間がかかるので

(約2時 間)、時間分解能が良 くないこと。3)味 刺激以外の要素でも発現すること。例えば、

味覚刺激の前後 に何 らかの嗅覚、視覚、聴覚刺激な どがあると、それ らによって誘発された

FOS様 蛋白質の発現を味覚刺激によって誘発されたもの と勘違いしてしまう恐れもある。4)

電気生理学的方法ほ ど感度が良くないこと。例えば、胃の中に7.5mlと いう大量の蒸留水を注

入し、胃を物理的に拡張させても、FOS様 蛋白質の発現は見 られなかった(澤 ら,1995)が 、

電気生理学的実験によると、胃の拡張により結合腕傍核外側部でニ ューロン活動が記録されて

いる。

直早期遺伝子ではあるが、c-fbsと は異なったグループに属するzff/268(θgr1、Krox24、

NGFI-A)と いう遺伝子が学習に深 く関っているということが報告されている。c-fbsは細胞内

にカルシウムイオソが流入することによって発現が誘発されると考えられており、cぜbs発現

とシナプス長期増強の間には直接の関連性は示されていない。一方、zf刀268の 発現 とシナプ

ス長期増強との関連がラッ トにおいて示唆されており(Abrahameta1.,1991)、 今後の研究

の発展が期待される。

.C免疫組織化学法

免疫組織化学法は、免疫反応を応用 したものである。抗原(バ クテリアやウイルスな どの蛋

白質 ・ペプチ ド)に 対 して抗体(白 血球により作られる)が 結合 し、それを攻撃 ・排除 しよう

とする活動が免疫反応である。免疫組織化学法では、検出したい物質、例えば神経伝達物質や
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核内蛋白質などを動物(ウ サギやヤギなど)に 注射 し、その物質に対 しての抗体を作る。この

抗体を調べたい脳組織 と反応させると、検出したい物質(抗 原)と 抗体が結合する。 この抗体

に呈色源を反応させると可視化できるので、その物質(抗 原)の 存在が検出できることになる。

この呈色反応にはい くつかの方法があるが、現在最 も高感度であるといわれているのはLSAB

法である。 この方法では、抗原(例 えばFOS様 蛋白質)に 対 して一次抗体(ウ サギの免疫グ

ロブリソG)を 反応させ、さらに一次抗体に対 してビオチン化された二次抗体(ウ サギ免疫グ

ロブリソGに 対するヤギ抗体)を 反応 させる。最後に、ビオチンに結合する性質をもったス ト

レプ トアビジン(HRP色 素が結合されている)を 反応させ、そのス トレプ トアビジンに結合

している且RPをDAB法 を用いて染色するのである。

免疫組織化学法の利点は、1)放 射能を必要 としないこと、2)簡 便であること(一 次抗体、

二次抗体などを含んだキットが販売されており、初心者で も簡単に使用できるように考えてあ

る)、3)二 次抗体の種類(染 色の種類)の 選択によっては何種類もの異なる抗原を同時に染

め出すことができる(実 際的には3種 類が限度である)こ と、などである。

Dト レーサー法と免疫組織化学法との融合(二 重染色法)

Aと いう部位 とBと いう部位 との線維連絡が どのような神経伝達物質を介 しているかを知る

ためには、最初に トレーサーを注入 しておき、その後脳切片に対 して免疫組織化学法を施す必

要がある。一番簡便な方法は、フルオロゴール ドな どの蛍光色素系の トレーサー と蛍光化され

た二次抗体を用いた免疫組織化学法を使用することである。 しか しながら、蛍光色素を検出す

るには蛍光顕微鏡が必要であ り、蛍光色素はす ぐに消失 して しまう(観 察中に消えることさえ

ある)こ とな どから敬遠されることもある。

MantyhとHunt(1984)は 、 この二重染色法を用いて、末梢か ら大脳皮質までの味覚経路に

おいてどのような神経ペプチ ドが存在 しているか ということを報告 している。

4.電 気 生 理 学 的 実 験

A遺 伝子のクロー:ニンゲおよび発現系

甘味や苦味の味細胞における受容体は蛋白質であるとされているが、その構造(ア ミノ酸配

列、三次元構造)は 不明である。1960年 代末から1970年 代にかけて、数多 くの動物の舌乳頭を

集めその組織中から受容体蛋 白質を生化学的手法により抽出しようとする試みがなされたが成

功するに至らず、この手法は現在全 く行われていない。近年は、受容体の解明に向けて遺伝子

工学的手法が採用されているので以下にその概略を述べる。

まず、 目的 とする細胞(場 合によっては組織全体)よ りmRNAを 抽出する。次に、この

mRNAよ りそれに相補的なDNA(cDNA)を 合成 し、バクテリオファージなどのベクター とな

るDNA内 に挿入 し、宿主の菌内で増殖させる。 このフ ァージを十分に希釈することによって
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1分 子のcDNA由 来のクローンを作製する。次に、各々のcDNAク ローソよりcRNAを 合成し、

カエル(ア フリカッメガエルがよく用いられる)の 卵母細胞に注入する。

この時、たとえばcRNAの 翻訳産物がイオンチャネルであれば、パ ッチクランプ法(別 項参

照)に より細胞膜に組み込まれたイオソチャネルを検出することが可能 となる。また、この翻

訳産物(蛋 白質)の 一次構造(ア ミノ酸配列)も 、クローニングされたcDNAの 塩基配列を決

定することより構造決定が可能 となる。近年、このような方法で、ラットの甘味受容体 と思え

る膜7回 貫通型のポリペプチ ドの構i造が報告されている(Abeeta1。,1993)。

B細 胞内電位記録法

味刺激は、味細胞膜に存在するレセプター、あるいはチャネルに作用するので、味細胞内に

微小電極を挿入 し、味細胞自体の電気的変化を調べることは、味覚の末梢受容機構についての

重要な情報を提供する。

動物を麻酔後、舌を固定 し、硬質ガラス管から作製 した微小ピペ ット(先 端直径が1μm以

下)に 高濃度電解質溶液(塩 化カリウム、酢酸ナ トリウムな ど)と 色素(プ ロシオンイエロー

など)を っめた微小電極を味孔から味細胞内に刺入する(図4)。

受容器電位

味刺激 、
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図4味 細胞と味覚神経の電気活動記録。

測定終了後、電極の中の色素を電気泳動的に注入 し、組織切片上で味細胞のみが色素によっ
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て染色されていることを確認する。

KimuraとBeidler(1961)は 、 ラッ トおよびハムスターの味細胞からの細胞内電位記録に初

めて成功 し、受容器電位 とよばれる脱分極性変化を記録 した。その後、各種動物から記録され

たが、味細胞を損傷 し正確な応答が記録できないことか ら、現在は、次に述べるパッチクラン

プ法が主流にな りつつある。なお、細胞内に2本 の電極を刺入 し、一方か ら記録、他方から味

細胞内にcAMPな どセカン ドメッセンジャー系薬物を注入 し、その作用を調べる実験 も行われ

ている。

Cパ ッチクランプ法

味細胞が電位変化を示す際に、膜を介 してイオソが どのように動 くのかを調べるのがこの方

法である。生体膜におけるイオンの通 り道をイオンチャネル と呼んでおり、その実体は、脂質

二重層を基本構造 とする膜内在性蛋白質である。このようなイオンチ ャネル1分 子を流れる電

流(単 一チ ャネル電流)を 測定する画期的な方法がNeherとSakmann(1976)に より1970年 代

半ばに開発され、その後の爆発的な進展 と相まってノーベル賞受賞に結びついた。

まず、パパイン,エ ステラーゼなどの酵素処理により、舌から味細胞を単離 して取 り出す必

要がある。パッチクランプに用いる電極(パ ッチ電極)は 通常先端直径が0。5～3μmで 、細胞

内記録(前 項参照)で 用いるものよりは太い電極を用いる。これは、電極を細胞内に刺入する

のではな く、イオンチャネルの存在する細胞表面に吸着させることを目的 とするか らである。

この電極を、 目的 とする細胞膜表面に押 しあて、電極内に陰圧をかけると、電極 と細胞膜 との

間に109Ω以上の高抵抗の密着(ギ ガオームシール)が 得 られる。 このギガオームシールによ

り電流ノイズが減少 し、電極先端開口部直下の細胞膜微小領域(パ ッチ膜)を 流れる微小電流

を測定することができる。

当初、パ ッチクランプ法が、味細胞に適応されたのは、比較的味細胞を取 り出す ことが簡単

な、カエル、マ ッドパピー、ナマズなどであったが、現在ではラヅト、マウス、ハムスターな

どの哺乳類を用いた研究 もなされている。

このように、パ ッチクランプ法の味覚生理学研究への応用は、比較的新 しいものではあるが、

Na+イ オンによって生 じる電位がアミロライ ドによって抑制されること、Na・サッカリンに対

する味細胞のポテンシャルの発生にCa2+イ オソが関与すること、酸味や苦味物質は、味細胞

の膜電位依存性K+チ ャネルをブロックすること、H+イ オンがNaチ ャネルを通る可能性があ

ることなど重要な知見が得 られている。

なお、パ ッチ膜からの記録ではなく、比較的太めの電極を味細胞膜に貫通させ、細胞全体の

活動を記録するホールセルクラソプ法は、従来のfηvfvoの 細胞内電位記録法にかわって、 よ

く用いられている。

D神 経応答記録
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味覚受容細胞が受け取った味覚情報がどのような神経情報 として脳に送 り込まれるかを明ら

かにするには、味覚神経の活動を電気生理学的に記録 し分析する必要がある。逆に、味覚神経

の活動を分析することにより末梢の受容体の性質や味物質の作用機作を推定することも可能で

ある。

ヒ トを初めとする哺乳類の味覚情報は、舌前方2/3を 支配する鼓索神経、舌後方1/3を 支

配する舌咽神経、軟 口蓋を支配守る大浅錐体神経、咽頭部、喉頭部を支配する上喉頭神経の4

種により伝えられる。鼓索神経 と大浅錐体神経は、顔面神経の枝であ り、上喉頭神経は迷走神

経の枝である(図3)。

味覚の強さを定量的に測定するには、動物の味覚器に味刺激を与えた時の、味神経応答を測

定するのが一般的である。味応答は、上記の各味覚支配神経から測定が可能である。味応答を

記録するには、動物を麻酔 した後、当該神経を露出させる。神経の中枢側 を切断 し、銀一塩化

銀電極ない しは白金電極によりインパルスを増幅器に導 く。不関電極は、近隣の組織に固定す

る。

神経束からの味応答を記録する場合は、電極は、神経束表面に接触させる。線維束応答の場

合、その神経は数百本以上に及ぶので、インパルス数を数えるのは不可能で、通常積分器を通

し、積分応答として記録する。

ラッ トの場合、その神経により味物質に対する応答性が異なることがよく知 られている。例

えば、鼓索神経束は、苦味物質であるキニーネに対する応答は小さいが、舌咽神経では大きい。

逆に、塩味であるNaClの 応答は、鼓索神経のほうが大きい。また、大浅錐体神経は、甘味物

質に対する応答が大 きいことが知 られている。

同様の方法で、単一神経線維からの応答の記録 も可能である。神経束は多数の神経線維から

成るので、実体顕微鏡下でピンセットやピンなどを用いて細いフィラメン ト状に分けていく必

要がある。細 くした束を電極にかけると、神経線維の太さや電極からの距離に依存 して各線維

ごとに異なった大きさのインパルスが得 られる。神経束をさらに細か く分けてい くと、大 きさ

のそろったイソパルスつまり単一神経活動が導出できる(図4)。

Pfaffmann(1941)は ネコの単一鼓索神経線維からの応答を初めて記録 したが、1種 類の基

本味のみを伝える神経線維はかなり少なく、大部分の単一神経線維は2種 類以上の基本味に反

応するとしている。このような単一神経応答の特徴は、その後、マウス、ラッ ト、ハムスター、

マカクザルでも明らかにされている。 このような単一神経活動の分析から、味覚情報伝達機序

として、Erickson(1964)に よりアクロスファイバーパターン説が、Frank(1974)に よりラベ

ル ドライン説が提唱されている。

E味 覚を変化させる物質の構造 と作用

味覚を変化させる物質の構造を明らかにし、その作用機序 と対応させることにより、受容器

側の機構を明らかにしようとする研究方法がある。
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甘 味を抑制す る物質 として次の ような ものがある、1)ギ ムネマ酸(gymnemicacid)。 こ

れは、 イン ド産の熱帯植物 θ皿1ηemasylves亡reの 葉 に含 まれ る トリテルペン誘 導体であ る。

2)ジ ジフ ィン(ziziphin)。 これは、 ナッメ(Zfz加husノ ロ知ba)の 葉 に含 まれるギムネマ酸

と類似の構造物で あ り、ギ ムネマ酸 に比べ、 よ り選択的 に甘味のみ を抑制す る。 また、 ジジフ

ィンの甘味抑制効果 はギムネマ酸 よ り広 く、各種の人工甘味料 による甘味 も抑制す るこ とが知

られてい る。3)グ ルマ リン(gurmarin)。 ギ ムネマ酸が顕著 な抑制効果 を示 すのは、 ヒ トを

含む チンパ ンジー以上 の高等動物 であるが、 同 じ 伽 ηθm∂5y17θSぴ θの葉 の抽出物中にギム

ネマ酸 とは異な る物質でかつ、 ラッ トの シ ョ糖 に対す る応答 を抑制す る物質が存在す るこ とが

発見 され、 グルマ リソ と名づけ られた(Imotoeta1.,1991)。

塩 味 を抑制す る物質 として、ア ミロライ ド(Alniloride)が あ る。利尿薬 として開発 されたア

ミロライ ドは、上皮 や腎臓 におけるNa一 チ ャネルの プロ ッカーであるが、 ラ ッ トのNaClに 対 す

る味応答 を選択的 にブロ ックす るこ とが示 され(DeSimoneandFerre11,1985)、 塩 味(Naイ

オ ンの味)の 発現 には、ア ミロライ ド感受性 のNa一 チ ャネルが関与 して いるこ とが示 唆 されて

いる。

苦み を抑制 す る物質 として、 ホスフ ァチ ジン酸含有 リボ蛋 白が最近見 出 された(Katsuragi

andKurihara,1993)。

酸 味 を甘味 に変 える物質 として、 ミラク リン(西 ア フ リカ産の植物Rfchdelladulc缶caの 実

に含 まれ る191個 の ア ミノ酸か らな るポ リペ プチ ド)と クルク リン(東 南 ア ジア原産の植 物

Cロrcロ1f8'01a亡ffblfaに 含 まれ る分子量12,000の ポ リペ プチ ドの二量体)が 知 られてい る。 ミラ

ク リンや クル ク リンが酸 っぱい もの を甘 くす る機構は、味細胞の コンホー メー シ ョソの変化で

説 明され る。 つま り、酸の ない条件下ぞ は、 その活性 中心 は甘味受容サ イ トにほ とん ど結合せ

ず、酸の存在 によって は じめて、味細胞の コンホ ーメーシ ョンが変化 しミラク リンの活性 中心

が甘味受容サ イ トに結合す る もの と考 え られ ている。

F中 枢神経からの味応答記録

脳内で味覚情報が伝達される部位 として、延髄孤束核、橋結合腕傍核(鶴 歯類)、 視床後内

側腹側核、大脳皮質味覚野(サ ルでは、第一次及び第二次味覚野)や 、視床下部外側野、扁桃

体などが知 られている(図3)。 それぞれの場所におけるニューロンが味刺激に対 してどのよ

うに応 じるかは電気生理学的実験により知ることがで きる。実験は大きく、麻酔下における急

性記録実験 と覚醒動物における慢性記録実験に分けることがで きる。

a)急性記録法

ガラス管微小電極や金属微小電極(ガ ラスで絶縁 したタングステン電極がよく用い られる)

などを用いて単一ニューロンのインパルス発射を通法に従い記録 し、データレコーダーに収録

する。動物は麻酔されているため、術者が味溶液を口腔内に注入 しなくてはな らない。口腔後
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方部の味蕾を刺激するのは困難であるが、舌や 口蓋な どを局所的に刺激することにより単一ニ

ューロンの受容野を調べることができる。また、味刺激以外に、触刺激や温度刺激の効果を調

べることもできる。

b)慢 性記録法

これには、 自由行動下の動物が自由に飲食物を摂取 した ときの記録 と、動物の頭部のみを固

定 し、実験者が動物の 口腔内に溶液を注入 した り、口の ところに呈示 した溶液を飲ませた とき

の記録がある。自由行動下のラットにおける慢性記録では、ステン レスや白金イ リジウムなど

の極細ワイヤー(直 径25-80μm)を 数本脳内に埋め込んだ後、ワイヤーから任意の2本 の組合

せを選び、それぞれか らの電位信号を差動増幅することでユニッ ト活動が記録できる。また、

サルにおける慢性記録の場合には、電極ホルダーを頭蓋骨に固定 し、ガラスで絶縁 したタソグ

ステン電極な どをそのホルダーに取 り付け、モンキーチェアに座らせて記録する方法が多用さ

れる。慢性記録では、動物が積極的に口や舌を動か して摂取や拒否の行動を示すので、口腔全

体に刺激が行き渡るという利点がある。また、意識のある状態で記録するので、行動や学習(例

えば、味覚嫌悪学習)と 組み合わせて、味覚ニューロンの働 きを調べることができる。

c)光学測定法

近年、多 くの電位感受性の色素な どが開発された結果、それらを神経組織に投与し、その吸

光や蛍光の変化を測定することで、多 くの神経細胞の電気的活動を計測することができるよう

にな りつつある。光学測定法の利点は、多 くの部位での活動性の変化を一度に計測できるので、

神経細胞群間でのダイナミックな情報の流れを観察できることにある。柳浦 ら(1995)は 、2

波長光学計測法を用いて島皮質における内因性ヘモグロビンの酸化状態を測定 ・解析すること

によって味覚野の神経応答を画像計測している。

G非 侵襲的脳機能測定法

a)味 覚誘発電位(脳 波)

大脳皮質に視床からの味覚情報が投射する部位(第 一次味覚野)は 、島皮質を覆 う前頭弁蓋

部に存在する。鼓索神経などの味覚神経を電気刺激すると、 この前頭弁蓋部に限局 した誘発電

位が生 じる。また、この部位の外側部には口腔が再現されていて、触覚、温度覚などの三叉神

経刺激による誘発電位も観測される。

ヒ トにおける味覚誘発電位の最初の記録は、被験者の舌に一定量の味溶液の呈示 と水の洗浄

を繰 り返 し、40回 の加算平均をすることで行われた(FunakoshiandKawamura,1971)。 味

覚性電位の潜時は個体差が大 きい ものの酸味 と塩味に対 して大 きな応答が記録 された。

Koba1(1985)は 、触刺激の混在を除外するためガス状の味刺激を行 う方法を開発 し、12-20回
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の加算平均により電位を記録 した。そして、味刺激に用いた酢酸の濃度に依存 して電位の大 き

さと潜時が変化すること、 口腔粘膜の局所麻酔により電位が消失することを観察 した。彼は、

甘味、酸味、塩味、苦味刺激に対する味覚性誘発電位を記録 している。

味覚性誘発電位の記録は、刺激法の困難さ、順応の起 こり易さ、繰 り返 し刺激の困難さや味

覚性電位 と他の感覚性電位(触 覚、温度覚)な どの混入があり、一般的には難 しい。 しかし、

臨床上の検査などでは今後の応用が期待されている(生 井 ら,1995)。

b)PET(positronemissiontomography)

PETは 、11C、13N、150、18Fな どのラジオアイソ トープを微量投与 し、その同位体から放出

される陽電子消滅線をCTス キャンと同様な画像処理法にて2次 元像に再構成 してい く方法で

ある。空間分解能は10mm程 度 と良 くないが、脳血流やエネルギー代謝を時間軸を含めて3

次元的に測定できる。150を 用いた脳局所血流量測定は、神経細胞の活動性を反映すると考え

られており、近年のイメージデータの処理技術等の改善により、多 くの脳の高次機能研究に適

用されつつある。Kinomuraら(1994)は 、生理食塩水 と純水 との呈示による脳内血流量を測

定 したところ、視床、島皮質、帯状回、海馬傍回、側頭回などの血流量に差を認めた。

c)脳磁図(MEG:magnetoencephalography)

近年の磁気物性工学の進歩により、きわめて高感度な磁気センサーであるSQUID(supercon-

ductingquantuminte㎡erencedevice、 超電導量子干渉素子)が 開発され、それを用いた脳磁

場計測装置が開発されている。最近では、多 くのSQUIDセ ソサーを取 り付けた全頭型も利用

されている。観測された磁場から等磁界線図を描 き、 この磁界図に対応する電流ベク トルを計

算 し、脳内での電流源を3次 元的に求めることができる。MEGは 、優れた空間分解能 と、 ミ

リ秒単位の時間分解能で測定可能である。小早川 ら(1995)は 、サ ッカリン溶液 と食塩溶液の

呈示によるMEGを 観測 している。双方の刺激により、両半球の島 と前頭弁蓋部 との移行部位

に電流源を認めた。

d)fMRI(functionalmagneticresonanceimaging)

現在、完全無侵襲なfMRI(磁 気共鳴機能描画)は 、脳局所の活動状況を秒オーダーの時間分

解能 とミリメーターの空間分解能で測定できるので各方面 より注目されている。fMRIは 、酸

化型ヘモグロビンと還元型ヘモグロビソでの磁性の違いで生 じた局所磁場不均一によって生 じ

る水素原子の核スピソ共鳴状態の変化を画像化するものである。従来は、測定物体の動きによ

って画像に乱れが生 じやすかったが、田淵 ら(1995)は 、覚醒ラットに各種味溶液を自由摂取

させたときのfMRIの 撮像に成功 した。今後 とも、脳の高次機能解明に対 しての適用が増える

と思われる。
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H筋 電図

味刺激により誘発される行動を客観的にとらえる方法に、ビデオ撮影による行動解析がある

が、それと相補的に、あるいはより詳細に運動解析をするには、行動のもとになる筋の活動を

分析する必要がある。

筋電図(electromyography:EMG)と は、筋細胞が興奮する際に発生する活動電位であり、

筋表面上の皮膚に表面電極をあてた り、筋肉中に針電極を刺入 して測定する。食物に含まれる

味物質がラットの咀噛筋活動に及ぼす影響につき、十河 ら(1995)は 、高濃度キニーネの よう

な嫌悪的な味物質の混入された飼料を摂食するとき、咬筋、側頭筋、顎二腹筋の咀噛バース ト

の周波数は、他の味質を混入された飼料摂食時より高 くな り、そのバース ト放電量は小さくな

ることを明らかにした。

1心 電図

味の刺激が自律神経系に作用することは、唾液や消化液の分泌、消化管運動、インスリン、

成長ホルモンなどのホルモン分泌が味覚の影響を受けることか らも示唆されている。これ以外

の自律神経に対する作用 として、味覚が心臓の働きに影響を及ぼすか否かも興味が持たれると

ころである。

心電図(electrocardiogram:ECG)と は、体表面に電極をあてて導出された心臓の活動電位

をいう。HanamoriとIshiko(1993)は 、ラッ トの舌咽神経領域を、種 々の味溶液で刺激 した

際の心電図、心拍動数、動脈圧の変化を記録 し、塩酸、キニーネ、高濃度食塩水で刺激された

時、その心拍動数と動脈圧が、大 きくなることを見出した。この結果は、口腔内への味刺激が、

心機能にも影響を与えることを示 している。

5.神 経 化 学 的 実 験

ニューロン活動はシナプスにおける化学伝達物質やその他の液性要因にもとついて生 じるも

のであるから、中枢の味覚情報処理様式を明らかにするためには、それらの生理活性物質がど

のようにニューロン活動に影響を及ぼ しているかを解明する必要がある。 しかし、.味覚行動の

中枢機構に関する神経化学的知見は現在までのところごく限られているので、今後 この方面の

研究が重要な課題になると思われる。

A脳 内薬物注入法

味覚行動に対する影響を検討するため、覚醒動物の脳内局所に薬物を注入する方法と、中枢

味応答性ニューロンの活動に対する影響を検討するため、電気生理学的実験時に記録部位近傍

への薬物投与を行う方法などについて簡潔に述べる。

脳内に薬物を微量注入するには、圧力注入法とイオン電気泳動法の2種 類があ り、前者は主
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に行動実験に用いられ、後者は電気生理学的実験 と併用されることが多い。

a)圧 力注入法

麻酔下で圧力注入法により薬物を注入 し、麻酔から覚醒 したあとでの行動に影響がみられる

か否かを検討する方法 もある(RoldanandBures,1994)が 、観察対象 となりうる行動の種類

やパラダイムが限られてしまう。実験可能な行動の種類を増やすためにも、覚醒動物における

薬物注入が必要である。

覚醒 した状態の自由行動下動物に注入する場合には、あらかじめ麻酔下にて脳内にダミーカ

ニュー レを装填 したガイ ドカニューレを埋め込んでお く。注入は、ダミーカニューレと注入用

カニュー レを取 り替えることにより随時可能である。注入に際し、外径200μm程 度のステソレ

ス製パイプを注入用 カニ ュー レとしてガイ ドカニ ュー レに刺入 し、1-10μ1の ハ ミル トンマ・イ

クロシリンジをポリエチ レンチ ューブで連結 した後、微速にて薬物溶液を押 し出し注入する。

注入部位の組織の力学的な破壊の度合いを最小限にするために、注入速度を控え、一定の流速

で注入することに留意する必要がある。Rosenblumら(1993)は 、大脳皮質味覚野に蛋白質

合成阻害剤を注入すると、味覚嫌悪学習の獲得が障害されることを見いだしている。同様に、

八十島ら(1995)は 、蛋 白リン酸化酵素C(PKC)の 阻害剤を扁桃体に注入すると、味覚嫌悪学

習が障害されることを認めた。

b)イ オン電気泳動法

イオン電気泳動法には、多連ガラス微小電極が用いられる(桜 井、1985)。 多 くの場合、七

連管が使用される。中心のガラス管を細胞外活動電位の記録用電極 とし、周囲のガラス管を薬

物泳動用に用いる。摂食行動に関する視床下部などで、一つのバ レル(ガ ラス管)か らブ ドウ

糖 を局所投与 することによって、 ブ ドウ糖感受性ニ ューロンの存在が報告 されてい る

(Oomura,1988)。 また、同じニ ューロンが別のい くつかのバ レルに詰めたノルア ドレナリン

や ドーパ ミンな どの神経伝達物質の電気泳動的投与に対 して応答するか否か、そして味刺激な

どに応答するか否かについて も調べることができる(Karadieta1.,1992)。 ラッ トの島皮質

味覚野において、ニコチン性およびムスカリン性アセチルコリソ受容体の作動薬 と遮断薬 とを

電気泳動的に投与 して、島皮質ニューロンの自発放電 と味覚応答に対する影響が調べられてい

る(長 谷川ら,1995)。 神経活動に対する薬物電気泳動投与実験の最大の留意点は、神経活動

の変化が真の薬理効果によって起 こっているか否かを吟味する実験を行 うことである。さらに、

放出電流や保持電流などの電流アーチファク ト、薬液によるpHの 変化によるアーチファク ト、

薬液バ レルの 目詰まりな どに注意を払 う必要がある(桜 井,1985)。

c)薬物注入実験における注意点 とその応用

双方の投与法に共通 して、コン トロール実験の実施には特に注意が必要である。薬物作用は、
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薬物の種類や濃度によって左右されるため、薬理作用が明確で特異性の高い薬物を用いること、

その薬物作用に濃度依存性が見られることなどを確認する必要がある。圧力注入法ならば溶液

の濃度を変えること、電気泳動法ならば放出電流の大きさを変えることな どが必要である。ま

た、溶媒の種類やpHに も留意 し、その溶媒単独の投与によっては効果が見られないことも必

要なコン トロールである。さらに、化学的に構造の類似 した誘導体で、薬理作用の異なる物質

をコソ トロール剤 として使 うとよい。これにより、浸透圧のわずかな変化や薬物の非特異的作

用の効果などを除外できる。さらに、問題とする脳部位での限局 した薬物処理によって行動が

影響を受けることを示すため、薬物注入部位をあらかじめ目的部位 とは違う近傍に設定し、そ

の場所への注入による効果をみる実験をすることが望ま しい。

従来の圧力注入法を用いると、カイニン酸やイボテソ酸などの興奮性神経毒を使った場合に、

溶液の拡散範囲が広 くなり、限局 した脳部位の破壊を行うことは難 しい。そこで、電気泳動法

の応用として、それらの興奮性神経毒を局所に投与することもできる(Sandoreta1.,1992)。

電気泳動的な投与の場合は、ガラス管の先端孔が微小なため溶液拡散を最小限に抑えることが

できる。また、ガラス微小管を刺入するので、ハ ミル トンシリンジなどの針を刺入する場合 よ

りも物理的侵襲が少ないなど利点が多い。

Bマ イクロダイアリシス(microdialysis)法

スウェーデンのUngerstedt(1984)の グループにより開発されたマイクロダイア リシス法(脳

内微小透析法)は 、脳内に透析プローブを植え込み、半透膜を介 して灌流液中に向収 した脳内

生理活性物質を連続的に定量する方法である。この方法により、従来不可能であった脳局所の

細胞間隙に放出される脳内物質の連続測定が可能になリ、現在、神経科学の広い領域で盛んに

この方法が応用されている。また、この方法は無麻酔、無拘束の被験体にも適用できるので、

行動に関連 した脳内物質を調べるには絶好の方法である。味覚行動に関 して、この方法を採用

した研究は我々自身の研究(Shilnuraeta1.,1995)も 含めて、まだ少数 しか報告 されてい

ないが、味覚の神経機構を追求するためにはきわめて有用な方法である。

マイクロダイアリシス法の基本的原理は、分子量の小さい物質は自由に通すが、大分子は通

過できないような特性の透析膜を用いたプローブを特定の脳部位に刺入 し、プローブ内部をリ

ンゲル液などで灌流することにより、血管の機能を模倣することである。細胞外液 と灌流液 と

を半透膜で隔てることにより、低分子量物質は細胞外液あるいは灌流液中からそれぞれ濃度勾

配の低い方向へと拡散する。マイクロダイアリシス法は、この半透膜の性質を利用 して、細胞

間隙に存在する種々の化学物質、 とりわけ神経伝達物質 とその代謝関連物質を透析液中に回収

したり、灌流液に薬理学的に活性な物質を溶解 して脳局所に微:量注入 した りする方法であるが、

ここでは、現在マイクロダイアリシス法の主流 となっている脳内物質の定量方法について述べ

る。

自由行動下の動物か ら神経伝達物質を測定するためには、あ らか じめ麻酔下の手術により目
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的 とする脳部位の近傍までガイ ドカニ ュー レを挿入 しておき、動物が手術の侵襲から十分回復

したあ とでマイクロダイア リシス実験を行う。実験時には、ダミーカニ ュー レを取 り除き、透

析プローブを目的脳部位まで刺入 して灌流を行うが、灌流液は測定対象によりやや異な り、基

本的には体液のpHや 浸透圧に近い溶液を用いる。当研究室では、pH7.4の 人工脳脊髄液を実

験 日の朝にその都度調整 し、毎分2μ1の 流速で透析プローブに送液 し、20分 毎に試料 をマイク

ロサンプラーに自動的に回収 している。なお、マイクロダイア リシス法により、脳内からある

生理活性物質を回収 しようとする際には、 目的 とする部位で当該物質の存在がすでに明らかに

されていることが前提 となるので、測定対象物質に応 じて、適切な回収方法を選択する必要が

ある。例えば、アセチルコリソを回収測定 しようとする場合には、回収後のアセチルコリンの

分解を抑える目的で、アセチルコリン分解酵素阻害剤のフィゾスチグミンやネオスチグミソを

あらか じめ標準灌流液に添加 してお く。

このような方法で、自由行動下の動物から継時的に特定の物質を回収するが、物質の濃度変

化 と行動 との時間的な対応関係をしらべるためには、動物の行動をビデオ記録 した り、行動量

測定装置を用いて定量的にとらえた りする必要がある。

また、回収された物質が神経細胞の活動に基づいて放出された ものであることを証明するた

めには、シナプス伝達を促進 した り遮断 した りする処置によって、当該物質が予測通 りの方向

に変化することを確認する必要がある。例えば、Ca2+を 含まない灌流液を用いた場合、シナ

プス伝達は抑制されるので、伝達物質の放出も著明に減少することが予測される(Westerink

etal.,1988)。

試料回収後の分析方法は測定 しようとする物質に応 じて、それぞれ適切な方法を用いるが、

最近の測定技術の進歩により、ごく微量の物質でも、電気化学検出や蛍光検出を用いた高速液

体クロマ トグラフィーで詳細な定量がで きるようになって きた。

以上のような測定法を用いて、我 々は大脳皮質味覚野のアセチルコリソが苦味を呈するキ

ニーネや、あらか じめ味覚嫌悪を条件づけたサッカリンな ど、動物が嫌悪する味刺激に対 して、

有意に増加することを明らかにしている(Shimuraeta1。,1995)。 また、Hoebe1の グループ

は、摂食の動機づけに関連 してマイクロダイアリシス法による実験をい くつか報告 しており、

中でも興味深い成績 として、側坐核では ドーパ ミンが嗜好性の味刺激に、アセチルコリソが嫌

悪性味刺激の処理に関係することを示唆 している(Marketal.,1995)。

C酵 素電極法によるバイオセンサー

上記のように、マイクロダイアリシス法により、味覚行動に関連 した神経伝達物質が少 しず

つ明らかになってきたが、この方法には時間分解能が劣るという大きな欠点がある。すなわち、

回収 した試料を分析するためには、最低でも1サ ソプルあたり数分の時間を要するので、秒あ

るいはミリ秒のような短い時間間隔の神経化学的変化を検出することは不可能であリ、急速に

変化する細胞外事象を見落 とすことがある。一方、細胞間隙に存在する電気化学的に活性な酸
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化還元物質を、微小電極を用いて直接測定する 加 伽oボ ルタンメ トリー法はリアルタイムで

活動変化をとらえることができるという利点をもつ反面、測定 した対象物質の同定が困難であ

るという欠点がある。

最近開発されたマイクロダイアリシスバイオセンサー(Galleyeta1.,1993)は 、透析膜を

用いたプローブの中に電極を封 じ込み、電気化学検出器を構成 して、リアルタイムでプローブ

近傍の脳内物質の濃度変化を検出する方法である。つまり、センサー内部に酵素溶液を満たす

ことによって、その酵素に特異性のあるダイアリシスバイオセソサー となる。例えば、酵素 と

してグルタミン酸オキシダーゼを使用すると、透析膜からプローブ中に拡散 してきたグルタミ

ソ酸は酵素によって過酸化水素を生成するので、それを電気化学的にプローブ内部の電極で検

出するというしくみである。 この方法は麻酔下の動物を対象にい くつか試み られているが、自

由行動中に適用 した例はまだほとんど報告されていない。ごく最近、我々はこの方法を無麻酔

無拘束の動物に適用 し、動物が好んで味刺激を摂取するときに、腹側淡蒼球のグルタミン酸 レ

ベルが上昇することを観察 している(志 村 ら,1996)。 味刺激に対する特異性や測定部位など、

まだまだ検討すべき課題は多いが、時々刻々の脳内物質の変動を行動中にモニターできること

か ら、味覚行動の神経化学的研究においても将来有望な方法である。

6.お わ りに

行動の しくみを最近の科学的知識、技術を駆使 して解明するためには旧来の心理学、生理学、

解剖学 といった一定の枠の中に留まっていてはならない。学際的アプローチ として、脳行動学

とか認知神経科学 という学問領域を新 しく考える必要があろう。このような領域での研究の結

果、脳の構造や機能が不明の時代に唱えられた心理学領域の各種の理論や学説の中には過去の

遺物 とみなされるようになった り、逆にその科学的背景が明かになったものもある。

行動を脳の働きとして とらえる限 りは、ヒ トや動物を対象にした非侵襲的脳機能計測の他に、

実験系をモデル化 し、動物実験を行わざるをえない。考え方は心理学的、認知科学的発想であ

っても実験技術は本論文で紹介 したような神経科学的手法を用いる必要がある。従って、脳に

っいて基本的な知識、実験装置、その使用技術、実験遂行上の経費などが必要となる。研究発

表の舞台も・、生理学会、神経科学会な どの専門家の集まる場所でな くてはならない。

以上のことは残念ながら現状では日本の多 くの心理学研究室では実行不可能であろう。この

点、少 くとも味覚の神経科学的研究成果の大部分が米国の心理学研究室から出ていることとき

わめて対照的である。 日本の実験心理学、生理心理学の体質を再考する必要がある。一方、医

学関係の研究室の多 くは、より細分化、先端化 し、細胞生物学、分子生物学の方面に研究が進

んで行 く現状では、一部の研究室を除恥て認知科学的研究を期待することは難 しい。幸い本学

部の我々の講座は、上記の条件を満足 しうる貴重な存在 といえる。人間科学の素養を身につけ

た学生が本文で記載 した神経科学的手法を用いて新領域を開発 し、世界に羽ばたいてもらいた
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い と切望 する。

文 献

Al)e,K:.,Kusakabe,Y.,Tanemura,K.,Emori,Y.andArai,S.Primarystructureandce11-type

specificexpressionofagustatoryGprotein-coupledreceptorrelatedtoolfactoryreceptors.J.

Bio1ごChem.268:12033-12039,1993.

Abraham,W.D.,Drag㎜o㎜,M.andTate,W.P.Theroleofimmediateearlygenesinstabili-

zationoflong-termpotentiation,MoLNeurobioL5:297-314,1991,

Ca士lson,N.R.PhysiologyofBehavior.AllyllandBacon,1994.

DeSimone,∫.A.andFerrell,F.Analysisofamilorideinhibitionofchordatympanitasteresponseof

rattoNaCl.Am.J.Physiol.249:R52-61,1985.

Elizalde,G.andSclafani,A.FlavorpreferencesconditionedbyintragastricPolycoseinfusions:a

detailedanalysisusinganelectronicesophaguspreparation,PhysioLBehav.47:63-77,1990.

Erickson,R.P.Sensoryneuralpatternsandgustation.In:01factionandTaste,editedbyY.Zotter-

man.Oxford,UK:Pergamon.vo1.1,pp.205-213,1963.

Frank,1愛 【.Ananalysisofhamsterafferenttastenerveresponsefunctions.J.Gen,Physiol.61:588-

618,1973.

Funakoshi,M.andKawamura,Y.Summatedcerebralevokedresponsestotastestimuliinman.

Electroenceph.Clin.Neurophysiol.30:205-209,1971.

Galley,P.T.,Errington,M。L.andBliss,T.V.P.Real-timemeasurementofglutamaterelease

inthedentate騨sduringlong-tempotentiationusingadialysiselectrode.BrainRes.Assoc.

Abstr.10:34.4P,1993.

Garcia,J.,Hankins,W.G.andRusiniak,K.W.Behavioralregulationofthemilieuinterneinman

andrat,Science185:824-831,1974.

Gri11,H.J.andNorgren,R.Chronicallydecerabrateratsdemonstratesatiationbutnotbait

shyness.Science201:267-269,1978.

Hanamori,T.andIshiko,N.Cardiovascularresponsestogustatoryandmechanicalstimulationofthe

nasopharynxinrats.BrainRes.619:214-222,1993.

長 谷 川 佳 代 子 、 小 川 尚 ラ ッ ト大 脳 皮 質 味 覚 野 ニ ュ ー ロ ソ に 対 す る ア セ チ ル コ リ ン の 修 飾 作 用 。 日本 味

と匂 学 会 誌2:383-384,1995.

生 井 明 浩 、 富 田 寛 、 池 田 稔 、 伊 藤 勇 味 覚 誘 発 電 位 の 臨 床 応 用 一 刺 激 関 連 電 位 、 事 象 関 連 電 位 の ど

ち ら が よ い か 一 日 本 味 と 匂 学 会 誌2:189-191,1995.

Imoto,T.,Miyasaka,A.,Ishima,R.andAkisaka,K.AnovelpeptideisolatedfromtheIeavesof

Gymnemasylvestre.Comp.Biochem.Physio1.A.100:309-314,1991.

Karadi,Z.,Oomura,Y.,Nishino,且.,Scott,T.R.,Lenard,L.andAou,S.Responsesof

lateralhypothalamicglucose-sensitiveandglucose-insensitiveneuronstochemicalstimuliinbehaving

monkey.J.Neurophysio1.67:389-400,1992,

Katsuragi,K.andKurihara,K.Specificinhibitorforbittertaste.Nature365:213-214,1993.

Kimura,K.andBeidler,L.M,Microelectrodestudyoftastereceptorsofratandhamster.J.



味覚の行動科学的 ・認知神経科学的実験法について 201

Ce1LComp.Physio1.58:131-140,1961.

Kinomura,S.,Kawashima,R.,Yamada,K.,Ono,S.,Itoh,M.,Yoshida,S.,Yamaguchi,

T.,Matsui,H.,Miyazawa,H.andItoh,且.Functionalanatomyoftasteperceptioninthehu-

manbrainstudiedwithpositronemissiontomography.BrainRes.659:263-266,1994.

Kobal,G.Gustatoryevokedpotentialinman.Electroenceph.Clin.Neurophysio1.62:449-454,

1985.

小 早 川 達 、 斎 藤 幸 子 、 綾 部 早 穂 、 遠 藤 博 史 、 小 川 尚 、 山 口佳 子 、 熊 谷 徹 、 武 田 常 広 誘 発 磁 気 計 測

に よ る ヒ ト大 脳 皮 質 味 覚 野 の 推 定 。 日 本 味 と匂 学 会 誌2:293・296,1995.

Mantyh,P.W.andHunt,S.T。Neuropeptidesarepresentinprojectionneuronsatalllevelsin

visceralandtastepathways:fromperipherytosensorycort6x.BrainRes.299:297-311,1984.

Mark,G.P.,Weinberg,J.B.,Rada,P.V.and且oebe1,B。G.Extracelhiaracetylcholineisin-

creasedinthenucleusaccumbensfo110wingthepresentationofanaversivelyconditionedtaste

stimu111s.BrainRes.688:184-188,1995.

Neher,E.andSakmann,B.Single-channelcurrentsrecordedfrommembraneofdenervatedfrog

musclefibers.Nature260:779-802,1976.

Oomura,Y.Chemicalandneuronalcontroloffeedingmotivaton.PhysioLBehav.44:555-560,

1988.

Pfaffmann,C.Gustatoryafferentimpulses.J.Cel1.Comp.Physio1.17:243-258,1941.

Rogers,Q.R.andHarper,A.E.Selectiollofasolutioncontaininghistidinebyratsfedahistidine-

imbalanceddiet.J.Comp.Physiol.Psychol.72:66-71,1970.

Roldan,G.andBures,J.Tetrodotoxinblockadeofamygdalaoverlappingwithpoisoningimpairsac-

quisitionofconditionedtasteaversioninrats.Behav.BrainRes.65:213-219,1994.

Rosenblum,K.,Meiri,N.andDudai,Y.Tastememory:theroleofproteinsynthesisingustatory

cortex.Behav.NeuralBio1.59:49-56,1993。

Sakai,N.,Shimura,T.andYamamoto,T.Asearch牽orneuralpathwayinvolvedinconditionedtaste

aversioninrats.FourthIBROWorldCongressofNeuroscienceAbstracts393,1995.

桜 井 正 樹 微 小 イ オ ン 泳 動 法 。 生 体 の 科 学36:416-418,1985.

Sandor,P.,且anjnal.,A.,Jando,G.,Karadi,Z,andLenard,LMicroelectrophoreticapplica-

tionofkainicacidintotheglobuspallidus.BrainRes.Bull.28=751・756,1992..

澤 幸 祐 、 坂 井 信 之 、 山 本 隆 各 種 味 溶 液 胃 内 注 入 に よ るc-fos発 現 の 脳 内 分 布 。 日 本 味 と匂 学 会 誌2:

415-418,1995.

Shimura,T.,Suzuki,M.andYamamoto,T.Aversivetastestimulifacilitateextracellularacety1-

cholinereleaseintheinsulargustatorycortexoftherat:amicrodialysisstudy.BrainRes.679:

221-226,1995.

志 村 剛 食 塩 摂 取 行 動 の 発 現 機i構 。 大 阪 大 学 人 間 科 学 部 紀 要21:175-197,1995.

志 村 剛 、ZoltanKaradi、 山 本 隆 味 刺 激 時 の 淡 蒼 球 腹 内 側 部 グ ル タ ミ ン 酸 レ ベ ル の 変 動 。 第72回 日 本

生 理 学 会 大 会 予 稿 集 、1996.印 刷 中

志 村 剛 、 八 十 島 安 伸 、 坂 井 信 之 、 山 本 隆 味 覚 嫌 悪 学 習 の 生 理 機 構 。 大 阪 大 学 人 間 科 学 部 紀 要20:143-

166,1994.

魯



202

十 河 宏 行 、 硲 哲 崇 、 山 本 隆 ラ ッ トの 咀 噛 行 動 に 及 ぼ す 味 覚 の 効 果 。 日 本 味 と 匂 学 会 誌2:371-374,

1995.

Steiner,J.E.Innate,di6criminativehumanfacialexpressionstotasteandsme11stimulation.Annals

oftheNewYorkAcademyofSciences237:229-233,1974。

田 淵 英 一 、 余 川 隆 、 近 藤 高 史 、 小 野 武 年 、 鳥 居 邦 夫FunctionalMRIに よ る 各 種 溶 液 飲 水 行 動 時 の ラ ッ ト

脳 内 活 動 の 変 化 。 日 本 味 と 匂 学 会 誌2:219-222,1995.

鳥 居 邦 夫 嗜 好 形 成 と そ の 変 化 。 臨 床 栄 養76:608-617,1990

Ungerstedt,U.Measurementofneurotransmitterreleasebyintracranialdialysis.Ed.Marsden,C.

A.MeasurementofNeurotransmitterReleaseInVivo.JohnWiley&Sons,NewYork,pp。81-

105,1984.

Westerink,B.H.C.,Hofsteede,H.M.,Damsma,G。andDeVries,J.B.Thesignificanceof

extracellularcalciumforthereleaseofdopamine,acetylcholineandaminoacidsinconscious

rats,evaluatedbybrainmicrodialysis.Naunyn-Schmiedeberg'sArchPharmaco1.337:373・378,

1988.

山 本 隆 味 覚 テ ス ト。 生 体 の 科 学45:488-489,1994.

Yamamoto,T.,Fujimoto,Y.,Shimura,T.andSakai,N.Conditionedtasteaversioninratswith

excitotoxicbrainlesions.Neurosci.Res.22:31-49,1995a。

Yamamoto,T.,Shimura,T.,Sakai,N.andOzaki,N.Representationofhedonicsandqualityof

tastestimuliintheparabrachialnucleusoftherat.Physiol.Behav.56:1197-1202,1994.

Yamamoto,T.,Shimura,T.,Sako,N.,Azuma,S。,Bai,W。 一Zh.andWakisaka,S.C-fosex-

pressionintheratbrainafterintraperitonealinjectionoflithiumchloride.Neuroreport3:1049-

1052,1992.

Yamamoto,T.,Shimura,T.,Sako,N.andSakai,N.C・fosimlnlmohistochemicalstudyonbrain-

stemmechanismsofconditionedtasteaversionintherat.FourthIBROWorldCongressofNeu-

roscienceAbstracts393,1995b.

柳 浦 真 美 子 、 塩 野 悟 、 中 島 道 夫 、 谷 藤 学2波 長 脳 計 測 光 学 シ ス テ ム に よ る 味 覚 野 神 経 活 動 の 画 像 計

測 。 日本 味 と匂 学 会 誌2:483・486,1995.

八 十 島 安 伸 、 高 橋 有 理 、 山 本 隆 カ ル シ ウ ム 依 存 性 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ の 味 覚 嫌 悪 条 件 づ け 獲 得 に 対 す る 関

与 。 日本 味 と匂 学 会 誌2:367-370,1995.



味覚の行動科学的 ・認知神経科学的実験法について 203

OntheMethodsforBehavioralandNeuroscientificResearchesinGustation
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Tastestimulationelicitsvariousbehaviorsfrominnateacceptance-relectionbehaviorsto

sophisticatedfeedingbehaviorsbasedonleamingandmemoryoftastestimuli.Tounder-

standthebrainmechanismsunderlyingthesebehaviors,experimentsshouldbedonewith

combinationsofthemoderntechniquesemployedinthefieldofneuroscience.

Wehavedescribedsuchexperimentalapproachesnecessaryforbehaviora1,neu-

roanatomica1,electrophysiologica1,andneurochemicalstudiesontasteandtaste-elicitedbe-

haviors.Thefactthatalargeamountofimportantfindingsbymeansofthesetechniqueshave

comefrompsychologistsand/orpsychologicallaboratoriesoftheUSAgivesasharpcontrast

tothefactthatessentianynodatahavebeenbornebytheJapanesecounterparts.


