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論文内容の要旨

【目的】

味覚(酸味/塩味)の受容体遺伝子を単離・解析する。

【方法ならびに成績】

味覚には、塩味、酸味、苦味、甘味、旨味の 5 種類の基本的な構成要素がある o しかしながら、味覚の受容体及び

それをコードする遺伝子はこれまで単離・同定されていなかった。一方、酸味および塩味受容体の一部に関しては電

気生理学的にアミロライド感受性ナトリウムチャネルの特性を有することが電気生理学的に証明されていた。そこで、

味奮が豊富に分布するラット舌有郭乳頭より cDNA library を作製し、 EST Cexpressed sequence tags) クローンの

中からアミロライド感受性陽イオンチャネル遺伝子ファミリーと相向性を有する断片を探し出し、これをプロープと

して酸味あるいは塩味受容体候補遺伝子のスクリーニングを low stringency で行った。その結果、 18個のクローン

が得られ、これらの全ての cDNA から in vitro transcription により cRNA を製作し、アフリカツメガ‘エル卵母細胞

に微量注入しそれぞれの蛋白を強制発現させ、 two-electrode voltage clamp 法を用いて電気生理学的にその特性を

解析した。これらの cDNA の中で、一つのクローンが pH が酸性になると開くアミロライド感受性陽イオンチャネル

の特性を有していた。さらに、このクローンの詳しい分布を in situ hybridization 法を用いて解析したところ、味奮

にのみ限局して発現していたため、このクローンが酸味受容体遺伝子ではないかと考えられた。このクローンの全塩

基配列を明らかにしたところ、 open reading frame 1536旬、 512個のアミノ酸をコードしており、非翻訳領域の塩基

配列は 3 カ所異なっていたが、最近、脳から単離されたアミロライド感受性ナトリウムチャンネルである MDEG1

Cmammalian degenerin -1 )と同じ蛋白をコードしていた。単離したこの酸味受容体候補遺伝子は水素イオンをリ

ガンドに持ち、水素イオン自身も通過させるが、ナトリウムイオンに最もイオン選択性が高く、電気生理学的特性も

メッセンジャー RNA の発現部位も酸味受容体としてふさわしいものであった。そこで詳細な蛋白レベルでの発現部

位を検討するため、ウサギを用いて特異的な抗体を作製し、免疫組織化学法を行ったところ、味奮の細胞の先端から

側面にかけての細胞膜を中心に免疫陽性構造が認められた。さらにこの抗体を用いて免疫電顕法を行ったところ、免

疫陽性細胞の底部で、有芯小胞を含むシナプス小胞が観察され、神経の樹状突起と接している E型味細胞の特徴的な像

が得られた。このクローン CMDEG 1) は少なくとも味覚受容細胞である E型細胞には発現しており、生理学的に

も、薬理学的にも、形態学的にも以前から想定されていた酸味受容体の一つであると結論した。
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古くから我々人類は酸味の調味料として酢を用いてきた。その主成分である酢酸は、塩酸などの無機酸よりも酸っ

ぱいことが知られており、電気生理学的にも同じpHでは塩酸に比べ酢酸の方が酸味応答が強いという知見が得られ

ていた。そこで、酢酸の酸味受容体に対する効果を解析した。酢酸あるいは塩酸を使って同じ pH に調整したナトリ

ウム溶液を酸味受容体遺伝子を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞に投与することによりその応答性を電気生理

学的に比較した。同L:pH溶液の場合、水素イオン濃度は同じはずであるが、酢酸の方が塩酸よりも強い応答を示し

た。この結果は、酸味受容体分子が、水素イオンをリガンドとして開くチャンネルであると同時に、酢酸が何らかの

機序で酸味受容体分子のチャンネルの活性を増強しているということの証明になり、 “塩酸に比べ酢酸の方が酸味が

強い"というヒトの感覚に一致するものであった。

【総括】

cDNA library のスクリーニングと機能発現を組み合わせることで、酸味受容体遺伝子を単離した。塩基配列を明

らかにしたところ、 MDEGl と同じアミノ酸をコードしていた。このクローンは、電気生理学的に酸味受容体とし

て想定されていたアミロライド感受性ナトリウムチャンネルの特性を有し、味覚受容細胞である E型味細胞の味孔側

細胞膜を中心に強く発現していた。このチャンネルは、水素イオンによって活性化され、 pHの低さに応じて陽イオ

ン電流を流すが、同L:pHで‘も塩酸よりも酢酸に対してより強く反応し、このことは“塩酸に比べ酢酸の方が酸味が

強い"というヒトの味覚の特性によく一致するものであった。以上の結果より、今回、単離した酸味受容体遺伝子は、

生理学的にも、薬理学的にも、形態学的にも以前から考えられていた酸味受容体の機能的特性を単一クローンで兼ね

備えるものであった。

論文審査の結果の要旨

視覚や嘆覚の受容体が既にクローニングされていて、それぞれの感覚器における分子メカニズムが明らかになりつ

つあるのに対して、味覚受容の分子機構は未だ不明な点が多く、これまで味覚受容体遺伝子は同定されていなかった。

本論文は、味覚受容体遺伝子を初めて明らかにした点で学術的な価値が極めて高いと考えられるo 従来から生理学的

に想定されていた酸味受容体遺伝子をcDNAライブラリーのスクリーニングと機能発現を組み合わせることで単離し、

この遺伝子が水素イオンをリガンドに持つアミロライド感受性ナトリウムチャンネル mammalian degenerin -1 

(MDEG 1) と同ーのものであることを証明した。さらに、免疫組織化学法を用いてこの遺伝子が味奮の中でも味覚

受容細胞 (3 型細胞)に発現していることを確認した。この酸味受容体は水素イオンによって活性化されるが、同じ

pHで、も塩酸よりも酢酸に対して強く反応し、 “塩酸に比べ酢酸の方が酸味が強い"というヒトの感覚に一致するも

のであった。分子生物学的手法、生理学的・薬理学的手法、解制学的手法をすべて組み合わせることで酸味受容体遺

伝子の同定に成功しており、本論文は、博士(学位)の授与に値すると考えられる。
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