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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　霊長類由来の味蕾オルガノイドの作製方法であって、

　霊長類の有郭乳頭の細胞を破砕することにより有郭乳頭破砕細胞を調製する工程と、

　有郭乳頭破砕細胞をプロテアーゼ含有溶液でインキュベートすることにより有郭乳頭破

砕細胞から味幹細胞を遊離する工程と、

　味幹細胞を基底膜マトリックスを含有する基本培地で培養することにより味蕾細胞の細

胞塊を作製する工程と、

　細胞塊をプロテアーゼ含有溶液で分散した後、味蕾細胞を回収し前記基本培地で培養す

る工程と、

　を有することを特徴とする、霊長類由来の味蕾オルガノイドの作製方法であって、

　前記基本培地が、ニコチンアミドと、N-アセチルシステインと、A-83-01と、 SB202190

と、ガストリンと、CHIR99021と、チアゾビビンとを含有する、霊長類由来の味蕾オルガ

ノイドの作製方法。

【請求項２】

　前記有郭乳頭の細胞が、有郭乳頭の上皮細胞とその直下にある真皮細胞とからなる、請

求項１に記載の霊長類由来の味蕾オルガノイドの作製方法。

【請求項３】

　前記プロテアーゼが、トリプシン、コラゲナーゼ、ディスパーゼからなる群から選択さ

れた少なくとも１種類である、請求項１又は２に記載の霊長類由来の味蕾オルガノイドの
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作 製 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 方 法 に よ り

作 成 さ れ た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を 使 用 し て 呈 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 特 徴 と す

る 呈 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 培 養 方 法 及 び 該 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を 用 い た

呈 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は こ れ ま で マ ウ ス か ら の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 成 に 成 功 し て い る （ 非 特 許 文

献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ま た 、 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 培 養 に つ い て は こ れ ま で い く つ か の 方 法 が 提 案 さ れ て お り 、

例 え ば 、 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ６ ５ ５ ９ ０ 号 公 報 に は 、 非 ヒ ト 細 胞 （ ラ ッ ト ） の 味 蕾 か ら 単 離

さ れ 、 培 地 中 に お い て 少 な く と も 3日 間 生 存 す る 培 養 味 細 胞 、 及 び こ れ を 含 有 す る 味 蕾 細

胞 培 養 系 が 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 従 来 1日 以 上 培 養 す る こ と が 不 可 能 で あ っ た 味 蕾 細 胞

を 1週 間 以 上 生 細 胞 状 態 に 維 持 す る こ と が 可 能 に な り 、 ま た 味 蕾 細 胞 中 に わ ず か 10％ 程 度

し か 存 在 し な い と さ れ る 味 細 胞 を 分 子 レ ベ ル で 特 定 し 、 単 離 取 得 す る こ と が 可 能 に な っ た

こ と が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ０ ２ ４ ７ ０ 号 公 報 に は 、 ヒ ト を 除 く 哺 乳 類 の 有 郭 乳 頭 付 近 の 舌 上 皮 細

胞 よ り 、 イ ン テ グ リ ン β １ を 発 現 す る 細 胞 を 磁 気 カ ラ ム を 用 い て 選 抜 す る こ と 、 お よ び 、

前 記 で 選 抜 し た 細 胞 を 、 塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 含 み カ ル シ ウ ム 濃 度 が ３ ． ０ ～ ７ ．

０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る 培 地 で 培 養 す る 舌 上 皮 前 駆 細 胞 の 単 離 増 殖 方 法 が 開 示 さ れ て い る （ 特

許 文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 特 表 ２ ０ ０ ８ － ５ １ ６ ６ ０ ４ 号 公 報 に は 、 ａ ． 哺 乳 動 物 の 有 郭 乳 頭 か ら 単 離 し た 舌 上 皮

組 織 を タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と 、 ｂ ． 哺 乳 動 物 の 有 郭 乳 頭 か ら 単 離 し た 舌 上

皮 組 織 を 、 １ ５ ～ ２ ０ ％ Ｍ Ｃ Ｄ Ｂ １ ５ ３ 培 地 、 ５ ～ ２ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ イ ン シ

ュ リ ン お よ び 抗 生 物 質 を 添 加 し た イ ス コ ー ブ 培 地 を 含 む 細 胞 培 養 培 地 中 、 コ ラ ー ゲ ン で コ

ー ト さ れ た 細 胞 培 養 容 器 に て 培 養 す る こ と 、 お よ び ｃ ． ２ ４ ～ ４ ８ 時 間 後 に 培 地 を 交 換 し

、 次 い で ５ ～ １ ０ 日 毎 に 交 換 す る こ と 、 を 含 む マ ウ ス の 味 覚 受 容 体 細 胞 の 培 養 物 の 培 養 方

法 が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ３ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ６ ５ ５ ９ ０ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ０ ２ ４ ７ ０ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ ８ － ５ １ ６ ６ ０ ４ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ren W et al.， Single Lgr5- or Lgr6-expressing taste stem/progeni

tor cells generate taste bud cells ex vivo， Proceedings of the National Academy

of Sciences， 111， No.46， 16401-16406， 2014

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 こ れ ま で 、 味 覚 及 び 消 化 管 感 覚 の 研 究 は 、 マ ウ ス や ラ ッ ト な ど の げ っ 歯 類 を 主 な モ デ ル

動 物 と し て 用 い て き た 。 し か し な が ら 、 行 動 学 実 験 や in vitroの 味 覚 受 容 実 験 の 結 果 な ど

か ら 、 げ っ 歯 類 の 味 覚 は 必 ず し も ヒ ト や サ ル な ど の 霊 長 類 と 同 じ で は な い こ と が わ か っ て

き た 。 特 に 、 受 容 体 レ ベ ル で の う ま 味 や 甘 味 の 感 受 性 は げ っ 歯 類 と ヒ ト で は 大 き く 異 な る

。 例 え ば 、 ヒ ト の う ま 味 受 容 体 は 20種 類 の ア ミ ノ 酸 の う ち わ ず か 2種 類 と し か 反 応 し な い

が 、 げ っ 歯 類 の う ま 味 受 容 体 は 約 半 分 の ア ミ ノ 酸 と 反 応 す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 、 げ っ 歯 類 は 35種 類 も の 苦 味 受 容 体 を 発 現 す る の に 対 し 、 ヒ ト で は 25種 類 し か 発 現

し な い 。 つ ま り 、 げ っ 歯 類 で は 、 呈 味 物 質 の ス ペ ク ト ル が ヒ ト よ り も 広 い こ と を 示 唆 し て

い る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 こ れ ら の こ と か ら 、 味 覚 研 究 に お い て 、 げ っ 歯 類 は ヒ ト の モ デ ル 動 物 と し て は 適 切 と は

い え な い 事 情 が あ っ た 。 そ の 一 方 で 、 ヒ ト や サ ル な ど の 霊 長 類 か ら 味 蕾 細 胞 を 採 取 す る の

は 入 手 や 規 制 が 厳 し く 、 現 実 的 に は 困 難 で あ る と い う 問 題 が あ っ た 。 そ の た め 霊 長 類 由 来

の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を 人 工 的 に 培 養 す る 方 法 を 開 発 す る こ と が 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 従 っ て 本 発 明 の 目 的 は 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 培 養 技 術 及 び 該 味 蕾 オ ル ガ ノ

イ ド を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い た 呈 味 物 質 ア ッ セ イ 系 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 、 サ ル 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 培 養 技 術 に つ い

て 鋭 意 検 討 し た と こ ろ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 相 同 性 が 高 い ヒ ト の 増 殖 因 子 や サ イ ト カ イ ン を

組 み 合 わ せ 最 適 な 幹 細 胞 培 養 条 件 を 構 築 す る こ と に よ り 、 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 培 養 が 可 能

に な る と の 知 見 を 得 た 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 係 る 知 見 に 基 づ き な さ れ た も の で あ り 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製

方 法 で あ っ て 、 霊 長 類 の 有 郭 乳 頭 の 細 胞 を 破 砕 す る こ と に よ り 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 を 調 製 す

る 工 程 と 、 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 を プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 有

郭 乳 頭 破 砕 細 胞 か ら 味 幹 細 胞 を 遊 離 す る 工 程 と 、 味 幹 細 胞 を 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス を 含 有 す

る 基 本 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 味 蕾 細 胞 の 細 胞 塊 を 作 製 す る 工 程 と 、 細 胞 塊 を プ ロ テ ア

ー ゼ 含 有 溶 液 で 分 散 し た 後 、 味 蕾 細 胞 を 回 収 し 前 記 基 本 培 地 で 培 養 す る 工 程 と 、 を 有 す る

こ と を 特 徴 と す る 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 方 法 に よ れ ば 、 再 生 を 繰 り 返 す 幹 細 胞 の 培 養 系 で あ る

と と も に 、 最 終 分 化 し た 味 細 胞 を 含 有 す る 培 養 系 で も あ る た め 、 動 物 実 験 を 回 避 し つ つ こ

れ ま で 困 難 で あ っ た 霊 長 類 味 細 胞 の 性 状 解 析 を 可 能 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 げ っ 歯 類

を 用 い た 実 験 で は 分 か り 得 な か っ た 霊 長 類 味 細 胞 の 味 応 答 特 性 を in vitroに お い て 詳 細 に

調 べ る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ５ 】

【 図 １ 】 培 養 後 3週 間 後 の サ ル 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 全 体 像 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 ２ 】 培 養 開 始 か ら 21日 後 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 ３ 】 培 養 し た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド に う ま 味 物 質 と し て 6 m M Ｍ Ｓ Ｇ 、 苦 味 物 質 と し て 50

μ Mキ ニ ー ネ を 単 回 投 与 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 実 施 形 態 に 係 る 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 方 法 は 、 霊 長 類 の 有 郭 乳

頭 の 細 胞 を 破 砕 す る こ と に よ り 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 を 調 製 す る 工 程 と 、 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 を

プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 溶 液 で 培 養 す る こ と に よ り 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 か ら 味 幹 細 胞 を 遊 離 す る 工
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程 と 、 味 幹 細 胞 を 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス を 含 有 す る 基 本 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 味 蕾 細 胞

の 細 胞 塊 を 作 製 す る 工 程 と 、 細 胞 塊 を プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 溶 液 で 分 散 し た 後 、 味 蕾 細 胞 を 回

収 し 前 記 基 本 培 地 で 培 養 す る 工 程 と 、 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 実 施 形 態 に お い て 「 霊 長 類 」 と は 、 動 物 分 類 学 上 で の 霊 長 目 （ Primates） に 相 当 し 、

原 猿 類 、 新 世 界 ザ ル 、 旧 世 界 ザ ル 、 類 人 猿 、 ヒ ト な ど を 含 み 、 現 存 す る も の は 約 200種 知

ら れ て い る 。 具 体 的 に は 、 メ ガ ネ ザ ル 類 、 ク モ ザ ル 類 、 オ マ キ ザ ル 類 、 マ ー モ セ ッ ト 類 、

オ ナ ガ ザ ル 類 、 コ ロ ブ ス 類 、 類 人 猿 及 び ヒ ト で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 有 郭 乳 頭 は 、 舌 の 表 面 に 存 在 す る ４ 種 類 の 舌 乳 頭 の 内 の １ つ で あ る 。 舌 乳 頭 は そ の 形 状

や 存 在 部 位 に よ っ て 、 糸 状 乳 頭 、 茸 状 乳 頭 、 葉 状 乳 頭 、 有 郭 乳 頭 の 4つ に 分 類 さ れ て い る

が 、 本 実 施 形 態 に お い て は 有 郭 乳 頭 の 細 胞 を 利 用 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 有 郭 乳 頭 の 細 胞 の 中 で も 、 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 に は 有 郭 乳 頭 周 辺 の 上 皮 （ 表 皮 ） 細

胞 と そ の 直 下 に あ る 真 皮 細 胞 を 同 時 に 取 り 出 す 事 が 好 ま し い 。 幹 細 胞 は 有 郭 乳 頭 の 奥 底 （

ト レ ン チ ） に 存 在 す る た め （ Yee K K, Li Y, Redding K M, Iwatsuki K, Margolskee RF, J

iang P. Lgr5-EGFP Marks Taste Bud Stem/Progenitor Cells in Posterior Tongue. Ste

m Cells, 31, 992-1000 (2013)） 、 幹 細 胞 が 採 取 で き る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 は な い が 、

真 皮 細 胞 も 含 め て 採 取 し た 方 が 効 率 が よ い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 上 皮 細 胞 と 真 皮 細 胞 は 、 例 え ば 、 解 剖 用 鋏 を 用 い て 丁 寧 に 有 郭 乳 頭 周 辺 を 切 り 出 す こ と

に よ り 採 取 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 有 郭 乳 頭 周 辺 の 細 胞 は 採 取 後 、 PBS (4℃ )内 で ミ ン ス し 、 1～ 4 m m角 の 細 胞 塊 と す る 。 有

郭 乳 頭 周 辺 細 胞 は そ の 後 プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 溶 液 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ の 濃

度 は 、 そ の 種 類 に 応 じ て 適 宜 変 更 さ れ る が 、 例 え ば 、 0.05～ 0.25％ Trypsin/1m M EDTAで

あ る こ と が 好 ま し い 。 温 度 は 、 25～ 40℃ で あ る こ と が 好 ま し く 、 30～ 38℃ で あ る こ と が よ

り 好 ま し く 、 35～ 37℃ で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 時 間 は 、 30分 以 下 で あ る こ と が 好 ま

し い 。 こ の 処 理 に よ り 有 郭 乳 頭 破 砕 細 胞 か ら 味 幹 細 胞 を 遊 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 プ ロ テ ア ー ゼ と し て は 、 上 述 し た ト リ プ シ ン の 他 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 デ ィ ス パ ー ゼ か ら な

る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も １ 種 類 を 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 味 幹 細 胞 は そ の 後 、 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス を 含 有 す る 基 本 培 地 で 培 養 す る 。 基 底 膜 マ ト リ

ッ ク ス は 、 ラ ミ ニ ン （ 主 成 分 ） 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 ヘ パ リ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 エ ン

タ ク チ ン ／ ニ ド ゲ ン お よ び 数 々 の 成 長 因 子 を 含 む EC Mタ ン パ ク 質 が 豊 富 な Engelbreth-Holm

-Swarm （ EHS） マ ウ ス 肉 腫 か ら 抽 出 し た 、 可 溶 化 基 底 膜 調 製 品 で あ る 。 基 底 膜 マ ト リ ッ ク

ス は 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 コ ー ニ ン グ 社 製 の Corning（ 登

録 商 標 ） Matrigel（ 登 録 商 標 ） 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス マ ト リ ジ ェ ル 等 を 挙 げ る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 基 本 培 地 は Advanced D M E M/F12培 地 に 以 下 の 試 薬 を そ れ ぞ れ の 濃 度 に て 添 加 し た も の で

あ る 。 な お 、 Wnt3aは ATCC (A merican Type Culture Collection)な ど か ら 入 手 可 能 で あ る

。

【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 こ こ で 、 Gentamicinと A mphotericinは Penicill in G (100 units/ml)お よ び Streptomyci

n (100 μ g /ml)に 代 替 で き る 。 ま た 、 味 蕾 幹 細 胞 の 成 長 を さ ら に 進 め た い 場 合 は 下 記 の

試 薬 も 記 載 の 濃 度 に て 添 加 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 培 地 は 少 な く と も ４ 日 に 一 度 、 よ り 好 ま し く は ３ 日 １ 一 度 、 最 も 好 ま し く は ２ 日 に 一 度

交 換 す る 。 培 養 開 始 か ら 約 6日 後 に 味 蕾 細 胞 の 細 胞 塊 が 出 現 す る 。 な お 、 最 初 は 真 皮 も 上

皮 も 一 緒 に 培 養 さ れ る が 、 培 養 中 に 真 皮 は 消 失 す る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 得 ら れ た 細 胞 塊 を 採 取 し 、 先 述 し た プ ロ テ ア ー ゼ 含 有 溶 液 に 分 散 し た 後 、 味 蕾 細 胞 を 回

収 し 前 記 基 本 培 地 で 培 養 す る 。 培 養 後 8日 後 に 再 度 継 代 培 養 を 行 な い 、 所 望 の 味 蕾 オ ル ガ

ノ イ ド を 得 る 。 得 ら れ た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド は 4ヶ 月 以 上 経 過 し て も 増 殖 を 続 け て お り 、 通

常 の 生 体 で の 味 蕾 の 平 均 寿 命 （ 約 2週 間 ） よ り も 大 幅 に 寿 命 が 長 い と い え る 。 そ の た め 培

養 し た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を ア ッ セ イ 系 に 利 用 す る 場 合 に も そ の 点 が 優 位 に 働 く 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 培 養 し た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を ア ッ セ イ 系 に 利 用 す る 場 合 は 、 HEK293細 胞 を 用 い た 味 覚 受

容 体 と 呈 味 物 質 の 関 係 を 調 べ る 際 に 多 用 さ れ る Caア ッ セ イ を 用 い る 。 同 ア ッ セ イ は 細 胞 内

の カ ル シ ウ ム 濃 度 変 化 を 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 あ る い は 蛍 光 顕 微 鏡 に て 検 出 す る も の で 、

呈 味 物 質 が そ の 受 容 体 に 結 合 し た 際 に 細 胞 内 で 起 こ る カ ル シ ウ ム 濃 度 の 変 化 を Fluo-4や Fu

ra-2な ど の カ ル シ ウ ム 指 示 薬 の 発 す る 蛍 光 強 度 の 変 化 と し て 捉 え る 。 本 方 法 は 、 味 細 胞 を

含 む 舌 上 皮 の ス ラ イ ス 切 片 や 、 マ ウ ス オ ル ガ ノ イ ド で の 呈 味 物 質 に よ る 味 細 胞 の 応 答 な ど

で 実 績 が あ り 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド で も 同 様 に 有 用 な ア ッ セ イ 法 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 こ れ ま で 、 味 覚 お よ び 消 化 管 感 覚 の 研 究 は 、 げ っ 歯 類 が モ デ ル 動 物 と し て 用 い ら れ て き

た 。 し か し な が ら 、 行 動 学 実 験 や in vitroに お け る 味 覚 受 容 体 実 験 の 結 果 な ど よ り 、 げ っ

歯 類 の 味 覚 は 必 ず し も ヒ ト や サ ル な ど の 霊 長 類 と 同 じ で な い 事 が 分 か っ て き た 。 特 に 、 う

ま 味 や 甘 味 の 受 容 体 反 応 特 性 は げ っ 歯 類 と ヒ ト で は 大 き く 違 う 。 例 え ば 、 ヒ ト の う ま 味 受
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容 体 は 20種 類 の ア ミ ノ 酸 の う ち わ ず か 2種 類 と し か 反 応 し な い が 、 げ っ 歯 類 の う ま 味 受 容

体 は 約 半 分 の ア ミ ノ 酸 と 反 応 す る 。 ま た 、 げ っ 歯 類 （ マ ウ ス ） は 35種 類 も の 苦 味 受 容 体 を

発 現 す る の に 対 し 、 ヒ ト で は 25種 類 し か 発 現 し な い 。 つ ま り 、 げ っ 歯 類 で は 、 呈 味 物 質 の

ス ペ ク ト ル が ヒ ト よ り も 広 い 事 を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 事 か ら 、 味 覚 研 究 に お い て 、 げ

っ 歯 類 は ヒ ト の モ デ ル 動 物 と し て は 不 適 切 と い え る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 今 回 、 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製 に 成 功 し た 。 こ の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド は 、 通

常 の 培 養 細 胞 と 同 じ よ う に 継 代 で き 増 や す こ と が で き る 他 、 凍 結 保 存 も 可 能 で あ る こ と か

ら 利 便 性 も 高 い 。 将 来 、 動 物 実 験 の 代 替 法 と し て 重 要 な 細 胞 と な る に 違 い な い 。 現 在 ま で

に 下 記 の 利 用 方 法 が 考 え ら れ る 。 但 し 、 本 発 明 は 下 記 の 用 途 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

１ ） 甘 味 料 の ス ク リ ー ニ ン グ や 開 発 （ ア ス パ ラ テ ー ム な ど は 、 げ っ 歯 類 で は 感 じ ら れ な い

）

２ ） 苦 味 阻 害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ や 開 発

３ ） う ま 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ や 開 発

４ ） 酸 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ や 開 発

５ ） 塩 味 代 替 物 の ス ク リ ー ニ ン グ や 開 発

６ ） 単 一 味 物 質 で は な く 混 合 物 の 味 覚 測 定 系 の 開 発

７ ） 同 じ 霊 長 類 で あ る ヒ ト か ら 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を 作 製 し 、 再 生 医 療 （ 移 植 医 療 ） の 味 細

胞 ソ ー ス と し て 利 用

８ ） オ ル ガ ノ イ ド へ の 遺 伝 子 導 入 あ る い は ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り 、 特 定 の 形 質 が 付 与 さ れ た

り 欠 失 す る モ デ ル 味 細 胞 の 構 築

９ ） 上 記 ８ ） の 細 胞 を 呈 味 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ や 移 植 医 療 に 活 用

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ３ 】

１ ． 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製

（ １ ） 培 養 方 法

　 有 郭 乳 頭 の 上 皮 と そ の 直 下 に あ る 真 皮 を 切 り 取 り 、 細 か く ミ ン ス し た 後 ト リ プ シ ン 溶 液

（ 0.25％ Trypsin/1m M EDTA） に て 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 味 幹 細 胞 を 遊 離 さ せ た 上 で 5

％ 基 底 膜 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 基 本 培 地 で 培 養 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 mRN Aレ ベ ル で 相 同 性 が 高 い ヒ ト の 増 殖 因 子 や サ イ ト カ イ ン を 組 み 合 わ せ 最 適 な 幹 細 胞 培

養 条 件 を 構 築 し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 6日 後 に 細 胞 塊 が 出 願 し た た め 、 再 び ト リ プ シ ン 溶 液 に 分 散 し 、 継 代 し 、 8日 後 に 再 び 継

代 し た 。 上 記 の よ う に 継 代 を 繰 り 返 し 、 約 4ヶ 月 間 培 養 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

（ ２ ） 免 疫 染 色

　 培 養 を 開 始 し て か ら 21日 後 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を 4％ PFAに て 固 定 し ブ ロ ッ キ ン グ し た 後

、 一 次 抗 体 （ 抗 PLCbeta2） に 続 き 二 次 抗 体 （ 緑 色 蛍 光 付 ） を 反 応 さ せ 蛍 光 顕 微 鏡 に て 味 細

胞 マ ー カ ー が 発 現 し て い る か 確 認 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ ３ ） 細 胞 ア ッ セ イ （ Caイ メ ー ジ ン グ ）

　 14日 間 培 養 し た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド を Poly-L-lysineと ラ ミ ニ ン で コ ー ト し た 培 養 皿 に 播

き 接 着 さ せ た 。 1～ 2日 後 に Ca
2 +

蛍 光 プ ロ ー ブ で あ る Fluo-4-A Mあ る い は Fura-2A Mを 細 胞 に

取 り 込 ま せ 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 あ る い は 蛍 光 顕 微 鏡 下 に て 種 々 の 呈 味 物 質 を 添 加 し 細

胞 内 Ca濃 度 の 変 化 を 測 定 す る こ と で 、 呈 味 物 質 に 反 応 し た か 否 か を 判 断 し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

２ ． 結 果

（ １ ） 霊 長 類 由 来 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 作 製

　 図 １ は 培 養 後 3週 間 後 の サ ル 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド の 全 体 像 を 示 す 写 真 で あ る 。 オ ル ガ ノ イ
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ド が 結 合 し 、 大 き な 塊 と な っ た 。 継 代 を 繰 り 返 し て も 増 殖 を 続 け る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

（ ２ ） 免 疫 染 色

　 図 ２ は 培 養 開 始 か ら 21日 後 の 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 抗 PLCbeta2抗 体 に 陽 性

の 細 胞 （ 緑 ： II型 味 細 胞 ） は 、 味 細 胞 の 特 徴 で あ る 紡 錘 形 の 形 を し て い る （ 図 ２ ） 。 抗 PL

Cbeta2抗 体 が 猿 組 織 と 交 差 す る か は 有 郭 乳 頭 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 に て 確 認 し た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

（ ３ ） 細 胞 ア ッ セ イ （ Caイ メ ー ジ ン グ ）

　 図 ３ は 培 養 し た 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド に う ま 味 物 質 と し て 6 m M Ｍ Ｓ Ｇ 、 苦 味 物 質 と し て 50

μ Mキ ニ ー ネ を 単 回 投 与 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 着 目 し た 細 胞 は MSGに は 反 応 し た が キ ニ

ー ネ に は 反 応 し な い こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

３ ． 結 論

　 以 上 の 結 果 か ら 、 今 回 培 養 に 成 功 し た の は 、 霊 長 類 の 味 蕾 オ ル ガ ノ イ ド で あ る こ と が 明

ら か と な っ た 。 本 培 養 細 胞 は 、 様 々 な 意 味 物 質 に も 反 応 す る こ と か ら 、 こ れ ま で に な か っ

た ヒ ト の in vitroア ッ セ イ 系 の モ デ ル と な る こ と が 期 待 さ れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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