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Althoughfishtastesystemsarehighlysensｉtivetoaminoacids,themolecular

mechanismsinvolvedinfishtastetransductionhavebeenonlyhardlyelucidated.

Thus,molecularapproacheswereprimarilyattemptedinthisinvestigationtoknow

theexistenceofG-porteinsintastecellsofcarp,CypronuscarpioL.Toidentify

G-proteinsintastetissues,weusedcertainprimｅrshavigsequenciesofconserved

regionsofG-protein,-TIVKQM-and-EYQL-.TheRT-PCRresultedtoamplifyDNA

fragmentsofabout300bp,fｒomwhichelevendifferentcloneswereisolated.Analyses

ofnucleicacidsequenciesshowedthattheyarerelatedtopartialsequenciesoftwo

typesofG-proteins,ratGilalphaandGOlf.ThepartｉalsequenceofBIlamongthe

clonesmostlyresembledtothoseofratGi1α,andthatofB10istoGolf.

Therefore,BIlmostlyclonedwasusedwithinsituhybridizationexperimentsto

identifyifthepartialsequenceexactlyexistsintastebuds.

Inconclusion,theBllcloneisdefinitelyderivedfromthecellsintastebudsofthe

carp.Ontheotherhand,theimmunohistochemicalexperimentsusinganti-gustducin

antibody(rabbit)showedthatthesuitablepartialsequnciesbetweenratandcarpare

widelydiffrent.

Keywords:G-protein,taste,insituhybridization,fish

緒 言

Gタ ンパ ク質(guaninucleotmd-bindingprotein)

は シグ ナル変換 器 と して知 られ,多 くの ホル モ ン,

神 経伝達 物質,ケ モ カ イン,あ るい は 自己分 泌 ・

傍 分泌 において情 報の交信機 能,す なわ ち細胞 内

の生化学的反応 の スイ ッチ を切 り換 えるなど して

その役割 を果 た して いる1,2)。ま た細胞 にとって最

も重要な シグナル伝 達分子 とされ,種 々の感覚 受

容 において 関与 してい る。 感覚膜 の受容体 には,

三 量体Gタ ンパ ク質 と共役 して,感 覚 シグナル を

変換 す るとい う特殊 な細胞機 能 を発揮 して い るも

の が あ る1)。 こう した七 回膜 貫通 型 の らせ ん構 造

を もつG一 タ ンパ ク質共役型 の リセブ タ゚ ー(GPCR,

G-proteincoupledreceptor)は,ホ ル モ ンや 神

経伝 達物 質 ばか りで はな く,化 学感覚 におけ る臭

い物 質や 味物 質 の検 知器 と して も働 い てい る3～9)。

Gタ ンパ ク質 は大 きな遺伝 子 フ ァ ミリー を形成 し
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ており,受 容体を含む他の遺伝子 ファミリーと比

べて,昆 虫か ら哺乳動物まで特によく保存 された

アミノ酸配列を含んでいることで知 られている1,2)。

Gタ ンパク質はGs,G元,Gq,Gt,Golfな どに分類 さ

れ,そ れぞれ役割や働 く場所が異なっていた りす

る。例 えばアデニル酸シクラーゼ活性に関わるも

のでは,Gsのsは 「stimulate:刺 激」 を意味 し

ており,Giのiは 「mhibit:抑制」を意味している。

またGtは 視覚受容 におけ るtransducinと 呼ばれ

るGタ ンパク質であり,Golfは 嗅覚受容に関わる

Gタ ンパク質をいう。

これまでに味質によって異なった味受容の トラ

ンスダクシ ョン機構が提唱 されてきているが,未

だ分子レベルで確立 されたものとはなっていない。

また受容体に関する解析 も種々行われてきたが,

最初 に明 らか となった分子 メカニズムは,受 容

体 そのものではなく,受 容体と共役 したGタ ンパ

ク質の一つであるガス トデユーシ ン(gustducin)

と名付けられた分子の齧歯類における研究であっ

た10,11)。その後,味 覚上皮に発現す る甘味や苦味

の受容体が次ぎ次 ぎと明らかに された12～18)。けれ

どもこれ らの受容体に関してはGタ ンパ ク質 との

関係は完全には解明されていないばかりでなく,

それらの機能,シ グナル経路,タ ンパ ク質相互作

用が理解されているとは言い難い。

魚類はアミノ酸に対 して極めて感受性が高 く,

味覚研究には優れた材料であることはよく知 られ

ている19,20)。最近 になって,魚 類で も味覚受容体

のクローニングが行われ,殆 どの遺伝子 ファ ミ

リーがほ乳類のものと共通 していることがわかっ

てきたが3),Gタ ンパ ク質 と受容体 との関連 を具

体的に説明した報告は殆 ど見あたらない。また魚

類そのものが味覚研究上十分に評価 されていると

は言 えない面がある。一般に,甘 ・苦 味受容あ

るいはア ミノ酸(ヒ トでは旨味〉受容について

GPCRが 関与 していることはこれまでの知見から

確かであるが,分 子 レベルでの詳細な共役メカニ

ズムに関わる報告は見あたらない。そこで,味 覚

受容に関わるGタ ンパク質の構造 と機能の解明の
一助として

,ア ミノ酸受容に高い感受性をもち,

電気生理学的研究か らその受容動態について判明

している魚類のコイ(CyprinuscarpioL.)を 材料

と して19),分 子 生物 学 的方法 で あるRT-PCR法 に

よりGPCRの 部 分 配列 を抽 出 して 同定 し,insitu

hybridizationに よ って コ イの味 蕾 内 に局 在 して

い るこ とを確 認 し,そ の相 同性 につ いて哺乳類 と

比 較検討 す るこ とを本研究 の 目的 と した。

材料と方法

1.材 料

コイ は,養 鯉 場 か ら購 入 して1週 間以 上20℃

で 飼育 した もの を使 用 した。RT-PCR(reverse-

trancriptasepolymerasechamnreaction)に よ っ

て 目的のcDNAの 部 分配列 を検 索 す るため に,コ

イの味蕾の豊富 な ヒゲと口唇,お よび コン トロー

ル と して味蕾 の ない 頭皮 か らmRNAを 抽 出 し鋳

型 として実験 を行 った。

なお,実 験 に あた っては奥羽大学動物 実験委 員

会 の承 認 を得 て,奥 羽大学実験 動物指 針 を遵守 し

て行 った。

2.コ イの 味覚 受 容体 にあ るG一 タ ンパ ク質 の

ク ローニング

a.プ ライマーの設計

プ ラ イ マ ー の 設 計 は,全 動 物 のGタ ンパ ク

質 の 塩 基 配 列 に 共 通 し て 保 存 さ れ て い る 部

分,す なわ ち48番 目か ら53番 目の ア ミノ酸 配 列,

-TIVKQM一 に対す る塩 基配列 の5'一末 端側 に制 限

酵素 のEcoRIの 認 識 配列 をつ けた フォワ ー ド ・フ゜

ライマー を作成 し,一 方,リ バ ースプ ライマー と

して145番 目 か ら148番 目の 一EYQL一 に 対す る塩

基 配列の5'一末 端側 に制限酵 素BamHIの 認 識配 列

を付 けた もの を作成 した。 これ らを使 用 してRT-

PCRで 得 られ た 目的のcDNAを ク ローニ ング した。

b.鋳 型cDNAの 作 製

味蕾 を豊 富 に含 む コイ の ヒゲ か ら,mRNAを

FastTrackR2.OKit(lnvitrogen)に よ って抽 出 し

た。 コイ味 覚上 か ら抽 出 したpoly(A)+RNAは,用

い る直前 に加 熱(65℃ で5分 間)し て後,氷 上

で急 冷 して変成 させ一本 鎖 と した。このRNAか ら,

リバ ース ・フ ラ゚ イ マ ー と逆 転写 酵 素(ReverTra

Ace一 α一,TOYOBO)に よ って42℃ で1時 間 処

理 して鋳型 のcDNAを 作 製 した。

c.PCRの 条 件

DNApolymeraseは,TaKaRaExTaqを 使 用 し,



以下の条件でPCRを 行 った。
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翻3・ サイクル
d.電 気 泳動 によるPCR産 物 のス ク リーニ ング

PCR産 物 で あ るDNA断 片 は,ア ガ ロー スゲル

電気泳 動 に よって分離 し,目 的の300merのDNA

断 片 を回収 した。 な お電気 泳 動 に は,1．5%ア ガ

ロ ー ス ゲ ル とTBE(Tris,Borate,EDTA)バ ッ

フ ァー を用い た。

e.サ ブ クローニ ング

電 気泳 動終 了後,目 的のDNA断 片 のバ ン ドを

切 り出 し,SuprecTM-01(Takara)に 回収 して,

定 法 に よ りDNA溶 液 を得 た。得 られ たDNA断 片

は定 法 によ りプ ラス ミ ドベ ク ター(pUC18)に 入

れ,大 腸菌(DH5α)に インサー トして増 幅 した。

f.DNAシ ー ケ ンシ ング と解析

目的 とす るDNA断 片 の 塩基 配列 の決定 には,

ダ イ タ ー ミネ ー タ ー法 に よ りDNAシ ー ク エ ン

サ ー(ABIPRISMＲ310)を 使 用 した。

3.insituhybridization(ISH)

得 られ たDNA断 片 が味蕾 に由来 す るこ とを確

認す るため に,合 成RNA一 組 織 中RNA間 のISHを

行 った。免疫 組織化学 的に検討す るために,ベ ク

ターに組 み込 まれ たcDNAを 制 限酵素 に よ り直鎖

化 し,ア ンチ セ ンス ・セ ンスの デイゴ キ シニ ゲ ン

標 識 のRNA(得 ら れ た ク ロ ー ンB11>を 合 成 し

プ ローブ と した。RNAは 精 製 し定 量 した もの を

使用 した。

対 象 組 織 は コ イの ヒゲ と し,固 定 液(4%

paraformaldehyde/0.5%glutaraldehyde/1mM

CaCl2/1mMMgCl2/0-1Mphosphatebufｆer,pH

7.2～7.4)に4℃ で 一 晩 浸 漬 し,ア ル コ ー ル

脱 水 の 後,パ ラ フ ィ ン包 埋 した。 組 織 は10～

15μmに 薄切 した後 に シ ラ ン処 理 した ス ライ ド

グ ラス に載 せ脱 パ ラ フ ィン した。風 乾 後,0.01

Mク エ ン酸バ ッフ ァー(pH6.0)中 で マ イク ロ

ウエ ーブ加熱(95℃15分 間)し,ProteinaseK

(4μg/mlinPBS)で(37℃30分 間 〉処理 して ア

ル コ ール脱水 し乾燥 した。 その後 た だ ちに70～

75℃ で 熱 変成 した プ ロー ブ を載せ,カ バ ー グ ラ

ス をか け密 封 し湿 箱 に入 れ て37℃ で一 晩 ハ イ ブ

リ ッ ドさせ た。 切 片 は洗 浄 後ABC法(ABCKit,

vectorLab.)で 発 色 させ顕微 鏡で観察 した。

結 果

1.DNAシ ー ケ ンシ ング

設 計 した フ ラ゚ イ マ ーでRT-PCRを 行 っ て電 気

泳 動 に よ り得 られ たDNAの 分 離 を行 った と ころ,

目的 とす るGPCRのDNA断 片 が300bp付 近 に最 も

濃 く得 られ た。 このDNAを 切 り出 して精 製 して

pBR322ベ ク ターに ライゲ ー シ ョン し,宿 主 コン

ピテ ン トセル(DＨ 一5α)に イ ンサ ー トし,一 晩培

養 して増 幅 した。得 られた コロニーか ら適宜 ピ ッ

クア ップ して シーケ ンサ ーに掛 け,塩 基配列 を調

べ,ア ミノ酸 配列 と して表 した結果 がFig.1に 示

して あ る。 この図 の 結果 は,シ ー ケ ンサ ーで 得

られ た配 列 を,解 析 ソフ トウエ ア(Genetyx6.02,

ソ フ トウエ ア開 発)に て相 同性 を検討 し,特 に相

同性 の 高 い配 列(70%以 上)の もの を列 挙 した。

また遺伝 子 問 の機 能 や 関連 な どの推 測 を行 うた

め に,解 析 ソフ トウエ アに て分 子系 統 樹 を作 成

した ところ,ク ロー ンB10はGolfに 最 も近縁 で あ

り,そ の他の クロー ンはGilα に最 も近 縁で あ っ

た(Fig.1)。

2.B11に よ るｉnｓiｔuhybridization

組 織 中 の どの 細 胞 に 遺 伝 子 が 存 在 し,ま た

発 現 して い るの か を特 定 す るた め に,inｓitｕ

hybridization法 を適 用 した。Fig.2に そ の結果 が

示 して あ る。B11か ら合 成 したRNAは 味 蕾 内 の

上方 にある細 胞 とハ イブ リッ ドしてい る ことが明

らか とな った。 このB11ク ロ ー ンが味 蕾内 の どの

種 の細胞 か ら由来 してい るの かは この結果 か らは

不明 であ る ものの,味 覚受容機 構 に関連 したGタ

ンパ ク質 の部分配列 で あ り,GPCRに 関 与 してい

るDNA分 子 の断片で あ ることが強 く示 唆 された。

3.ラ ッ トのgustducinの 抗 体 を用 いた コイ味

蕾内 のGタ ンパ ク質 の検索

Fig.1のrα 一Gustの 四 角 で囲 んだ部 分のペ プチ

ドを抗原 として特異 的な抗体 を作 製 し,免 疫 組織

化学 的 に ラッ トの味 蕾 内にgustducinが 存 在 して

い るこ とが確 認 され た10)。この抗 体 は市 販 されて
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hG口 α 一TIVK㎝KI田EAGYSEEECKQYKAVVYSNTIQS目AilRAMGRLKIDFGDSARADDARQしFVLAGAAEEGFMT-AELAGVIKRLWKDSGVQACFNRSREYQL-

rα 一Gust-TIVK㎝KI田KNGYSKQEC納EFKAVVYSNTLQSILAIVKAMTTL旧YVNPRSREDQQLLLSMATLEDGDMTPQ-LAEIIKRしWGDPGIQACFERASEYQL一

E4

E5

Bl

B2

B4

B7

B8

Bg

BIl

B12

一丁1VK㎝KllHEDGYSVEECKQYRAVVYSNTlQSIMAllKAMTNLKlEYEDSARADDARQLFALAGPAEGQGVLPDDLANVVTRLWADGGVQSCLTRAREYQL-

-TIVK㎝KlIHEDGYSEEECKQYRAVVYSNTlQSlMA日KAMTNLKlEYEDSARADDARQLFALAGPAAGQAVLPVDLANVVTRLWADGGVQSCLTRAREYQL-

-TlVK㎝KllHEAGYSEEECKQYKAVVCCNAIQSlIAllRAMGRLKlDFGD触RADDARQLFVLAGSAEEGFMT-AELAGVlRRLWKDQGVHVCFSASREYQL-

-TIVK㎝KllHEDGYPEEKCKQYRAVVYSNTlQSlMA目KAMSNLKlEYEDGGRADDARLLFSL-GGAGRGTGLPDDVANVlTRLWADGGVQSCFTRAREYQL-

-TIVKQMKIlHEAGYSEEECKQYKAVVYCNTIQSIlAITRAMGRLKIDFGDAARADDARQLFVLAGSAVEGFMT-AELAGVVKRLWKDGGVQACFSASREYQL-

-TlVK㎝KllHEAGYSEEECKQFRAVVYSNTlQSllAIlRAMGRLKlDFADPGRADDARQLFVLAGSADEGYMT-SELSG目LRLWKDGGVQACFSRSREYQI _一

一TlVKQMKilHEAGYSEEECKQFRAVVYSNTEQSllAllRAMGRLKIDFADPGRADDARQLFVLARSADEGYMT-SELSGllLRLWKDGGVQACFSRSREYQL-

-TlVK㎝KIIHEDGYSEEECKQYRAVVYSNTlQSIMAIIKAMTNLKMEYEDSARADDARQLFALAGPAEGQGILPDDLANVATRLWADGGVQSCLTRAGEYQL-

-TIVKQMKllHEAGYLEEECKQYKAVVYSNTIQSllATIRAMGRLKlDFGDAARADDARQLFVLAGSAEEGFMS-DELAGVlKRLWKDGGVQACFSRSREYQL-

-TlVKQMKllHEDGYSEEECKQYRAVVYSNTIQSlMAlIKAMTNLKIEYEDSARADDARQLFSPGLGGEGQGMLPDVLANVVTRLWADGGVQSCLTRAREYQL一

rGs2α

rGo/プ

B10

54144

-TlVK㎝RlLHVNGFNPEEKKQKiLDiRKNVKDAIVTlISAMSTliPPVPLANPENQFRSDYlKSIAPiTDFEYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQし 一

一TlVK㎝RlLHVNGFNPEEKKQKiLDiRKNVKDAIVTliSAMST目PPVPLANPENQFRSDYlKSlAPITDFEYSQEFFDHVKKLWDDEGVKACFERSNEYQL-

-TlVK㎝RlLHVNGFNAEEKKQKlLDlRKNVKDAlVTlVSAMSTしTPPVSlDNPSNQPRAEYIKSlAPしSDFDYTEEFFEHAKNLWDDEGVKACFERSNEYQL一

Fig.1Partialaminoacidsequenciesoftheclonesobtainedfromthecarpepithelia.ThePCRprimer

sitesareindicatedbyboldIetters.Sequenciesarealignedwithcorrespondingsequencies

ofllclones.Shadowedregionsareknown-sequenciesofG-proteinsinratorhuman.The

framedrectang置eofthesequenceinrα 一GustistheportionfortheantigenbyMargolskeelo)

toanti-gustducin,andtheunderlinedportionofBlliscorrespondingtothatoftheantigen

peptideinrα 一Gust.

Abbreviations:E,epithliawithouttastebud;B,barbellwithtastebuds;h,human;r,rat;

Gust,gustducin.
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D.Alongtitudinalsectionofabarbell.
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い るので(SantaCrutz),こ の抗 体 を使 用 して コ

イの味蕾 に ラ ッ トのgustducinが 発 現 してい るか

を検討 した。 その結果 をFig.3と4に 示す。Fig.

3は,ラ ッ トの有郭乳 頭 にある味蕾 につ いて,市

販 され て い るanti-gustducinを 用 いてgustducin

の 存 在 を確 認 した もので ある。AとBに,味 蕾 内

の細胞 の一 部 にgustducinが 存 在 してい るこ とを

示 して いる。

Fig.4で は,コ イの ヒゲ を試 料 と して市 販 の

anti-gustducinを 使 って反応 が起 きるか ど うか検

討 した結果 で ある。 この抗体 はコ イの味蕾 内の細

胞 に反応 を呈 す るこ とは なく,少 な くと もラッ ト

のgustducinの 抗 体 を作 製 したペ プチ ドは,同 じ

部分の コイのペプチ ドとは異 なってい るこ とが示

唆 され た。

考 察

味覚受容機構の解明は,こ れまで様々な試みが

行われてきた。1990年 代 になって分子の レベル

で遺伝子工学 を駆使 して研究が行われ,甘 味 との

関係が最初に明 らかにされた10,11)。しかしそれは



受容体そのものではなく受容体 と共役するGタ ン

パク質gustducinで あった21)。Gタ ンパ ク質は遺伝

子ファミリーを形成 しており,一 般に全動物 を通

じて特別に良く保存 されたアミノ酸配列をもった

分子で ある2)。1992年 にその保存 された配列に対

するPCRフ ラ゚イマーを設計 し,RT-PCRに よって

Gタ ンパ ク質のクローニングが行われ,味 蕾の存

在す る組織からGタ ンパク質 をコー ドする遺伝子

が クローニ ングされgustducinと 名付け られた10)。

またこの遺伝子を破壊 したノックアウ トマウスで

は,甘 味 と苦味の感受性が著 しく低下す ること

が報告 されている22)。1999年以降,ほ 乳類におい

て味覚受容体遺伝子であるTlrとT2rフ ァミリー

がクローニ ング され,新 しい遺伝子 ファミリー

(Tas1RとTas2R)と して分類 された12)。これ らの

分子のヘテロマーの組合せによる複合体は,前 者

では甘味と旨味の受容を,後 者では苦味の受容に

関与 していることが解明 されている23)。魚類にお

いても,こ れらの受容体の基本的な機能は前述 し

たように共通性が存在することが予測された。 し

か しながら,こ れ らのほ乳類と魚類の報告はいず

れもGPCRで あることを強 く示唆 しているとはい

え,共 役 しているGタ ンパク質 との分子レベルで

の動態 とその下流にあるシグナル伝達因子 との関

連は未だよく分かっていない3)。

味蕾の構造を有す るのは脊椎動物に限 られてい

るので,魚 類が進化系統学的に脊椎動物の中で最

も速 く分岐 して,ほ 乳類とは最 も離れていること

から,味 覚研究における魚類の重要性は高く,研

究対象としては有用である。さらにゼブラフィッ

シュやメダカのゲノムプロジェク トも完了 してお

り,受 容体の解明には強力なツール といえる。 し

かし魚類の味覚受容の分子機構に関しては,味 細

胞内シグナル伝達の分子基盤について,ほ 乳類 と

比べて不明なままである3,22)。そのため本研究で

は,未 だ不明な味覚受容体の一端に焦点をあてる

ために,さ らに将来的に味覚受容関連分子の構造

や,発 現様式,さ らにそれらの機能などを比較解

析するのに役立つ ものと考えて,味 覚受容機構 に

関わるGタ ンパ ク質の分子生物学的な分析に取 り

組むこととした。

本研究 で,B11をinｓituhybridizationに 適用

した理由は以下のようである。

1)遺 伝子解析 ソフ トウエアにより相同性 と分

子系統樹 を調べた ところ,BlOの みがG。lfに相同

性が高 く近縁であった。

2)B10の ア ミノ酸配列の特異的な配列に対 し

て抗体を作製 し,免 疫組織化学的に検索 したとこ

ろ,嗅 上皮では発色反応が見られたが,ヒ ゲでは

反応が観察されなかった(デ ータ未発表)。

3)顔 面皮膚 に由来するクロー ンE4とE5の 部

分配列は,ヒ ゲ由来のBク ローンと極めて相 同性

が高かったが,顔 面には側線器(孔 器)が 多数存

在 し23),その シナプス部の受容体からのGタ ンパ

ク質をクローニングした可能性が大 きい。

市販のラッ トのanti-gustducm抗 体がコイの味

覚上組織において発色反応 を示 さなかった理由は,

その抗原 となってい るFmg-1のrα 一Gustの 列の

四角で囲まれたペプチ ドとBiiの 下線部のペプチ

ドを比べてみると,相 同性が低いので,コ イの味

蕾内の細胞が反応 しなかった ものと考えられる。

本研究で得 られた結果は,Gタ ンパ ク質が味蕾

内の細胞に存在するが,相 同性が高いとはいえ,

ほ乳類 とは大きく異なっている部分アミノ酸配列

が存在 していたことを示 した。つまり,魚 類味覚

において も,Gタ ンパク質は味蕾内にあるGPCR

のサブセッ トとして発現 していることが判明 した。

しかし本研究はまだ端緒に過ぎず,こ の後Bi1ク

ローンか ら,こ のGタ ンパク質の全塩基配列 を決

定 し,GPCRと して受容体とどのように関連 して

機能 しているのかを検討 しなければならない。 さ

らにTlrお よびT2rの 受容体 と,得 られ たGタ ン

パク質 との関係 を,分 子 レベルで解明するだけで

なく,そ れ らの機能チェックを生理的に正常な状

態で行ってゆくことが不可欠である。

結 論

RT-PCRに より,コ イの味細胞 にはGタ ンパ ク

質が存在 して味覚受容機構 に関わっているものと

考 えられたが,ラ ットの味細胞 に発現するGタ ン

パ ク質(gustducin)に たい して作製 された抗体

を使 って免疫組織化学的に検討 した結果,ほ 乳類

と魚類では相同性が高いものの,一 部のア ミノ酸

配列が異なっていることが判明した。
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