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略語 

 

2-APB 2-Aminoethyl biphenyl borate 

AITC Allylisothiocyanate 

ASIC(s) Acid-sensing ion channels（s） 

BCECF 2,7-Bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)- carboxyfluorescein 

CALD Cinnamaldehyde 

CBD Cannabidiol 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid 

GAD Glutamic acid decarboxylase 

HEK Human embryonic kidney 

HEPES 4-（2-Hydroxyethyl）-1-piperazineethanesulfonic acid 

PKD Polycystic kidney disease 

TRP Transient receptor potential 
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酢酸  ‐食酢中に含まれる酸味成分‐ 

食品は多様な酸を含有している。代表的な例として、食酢には酢酸、ヨーグルトには乳酸、

レモンにはクエン酸、リンゴにはリンゴ酸、ワインには酒石酸、ビールには炭酸が主要な酸とし

て含有されることが挙げられる。ヒトがこれらの食品の味を感じるということは、含有される呈味

成分を味覚として受容するということであり、酸は呈味成分の重要な要素である。特に食酢は

およそ 500－1000 mMという高濃度で酢酸を含有しており、酢酸の有する呈味性、すなわち酸

味を強く呈する食品である。この酸味を呈するという性質に基づき、食酢は調理において酸味

を付与する酸味調味料として広く世界中で使用されている。食酢の歴史は古く、バビロニア

（現在のイラク）では紀元前 5000年頃から使用されていたといわれる(1)。また酢酸には強い防

腐・静菌作用があることから、食酢は調味用途以外にも静菌用途として古くから使用されてい

る(2)。事実、現代食品業界においても米飯や、生タイプ麺に少量の食酢を添加、浸漬するこ

とで保存性を向上させる技術が一般的に普及している(3)。更に近年、酢酸の経口摂取による

内臓脂肪減少、血圧低下、血中脂質低下、食後血糖上昇抑制、カルシウム吸収促進、疲労

回復効果といった健康機能が証明され、生活習慣病の予防を期待して食酢が摂取される機

会も多い(4–9)。これらに示されるよう、酢酸は人類の食生活に呈味性、防腐・静菌性、健康機

能性の点で古来より重要な関わりを持った酸であると言えよう。 

 

味覚 

味覚は化学感覚の一種であり、甘味、旨味、苦味、酸味、塩味の 5基本味より形成されてい

る。味覚は飲食物の味を評価する機能を担う。飲食物に含まれる味物質は哺乳類においては

舌上の有郭乳頭、葉状乳頭、茸状乳頭（図 1-1）および軟口蓋に存在する味蕾と呼ばれる組

織によって受容される。ヒトの舌上に存在する味蕾の数は平均 5,235 個で、そのうち 30%が茸

状乳頭に、28%が葉状乳頭に、42%が有郭乳頭に存在する(10)。1 個の味蕾は 50－100 個の

味細胞から構成される。5 基本味はそれぞれが味蕾中の異なる味細胞で受容される。茸状乳
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頭の味蕾には鼓索神経が投射しており、有郭乳頭の味蕾には舌咽神経が投射している。葉

状乳頭は鼓索、舌咽神経の両方が投射している。これら味神経によって味覚シグナルは脳へ

と伝達され、味覚が認識される。味蕾は舌の上皮細胞層に埋め込まれるように配置しているが、

味細胞の先端部は舌表面に露出しており、食品成分と接触することができる。各味細胞には 5

基本味のうち 1 種類の味覚受容体が発現しており味物質の受容を担うと考えられている（図

1-2）(11, 12)。甘味受容体としてはGタンパク質共役型受容体であるT1R2とT1R3のヘテロマ

ー（T1R2/T1R3）が機能している。T1R2/T1R3 は糖、人工甘味料、甘味タンパク質など多様な

甘味物質を受容することが in vitroの解析によって示されている(13, 14)。野生型マウスの舌を

甘味刺激すると鼓索神経の応答が認められるが T1R2 および T1R3 のダブル KO マウスでは

甘味刺激に対する鼓索神経応答が消失し、しかも糖（スクロース、マルトース、グルコース）、人

工甘味料（サッカリン）、甘味アミノ酸（D-トリプトファン）のいずれの甘味刺激に対しても鼓索神

経応答が消失した(15)。すなわち甘味物質の受容を T1R2/T1R3 受容体が担っており、かつこ

の受容体は分子構造の異なる様々な甘味物質をいずれも受容しているのである。旨味受容

体としては G タンパク質共役型受容体である T1R1 と T1R3 のヘテロマー（T1R1/T1R3）が機

能している。苦味受容体としては G タンパク質共役型受容体であり、ヒトでは 25種類存在する

T2Rs という分子群が機能している(11)。塩味に対する味神経応答は薬理学的にアミロライドの

口腔内投与によって抑制されるアミロライド感受性成分と、抑制されないアミロライド非感受性

成分に分類される(16)。すなわち塩味受容には少なくとも、アミロライド感受性の受容機構と非

感受性の受容機構の 2種類の機構が存在すると考えられている。アミロライド感受性の塩味受

容を担う受容体としてはイオンチャネル型受容体であるENaCが機能している(17)。アミロライド

非感受性の塩味受容機構に関しては受容細胞に関する知見は得られつつあるものの、受容

体は未だに同定されていない(18)。 

 

酸味受容体 
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Acid-sensing ion channels（ASIC）、hyperpolarization activated channels、two-pore domain 

K
+
 channelsなどの複数の分子が酸味受容体候補として提唱されている(19–21)。しかしながら

いずれの分子も酸味受容体であることを示す直接的な証拠は得られていない(22, 23)。近年、

新たにプロトン透過性のイオンチャネルが酸味受容体として機能している可能性が提唱された

が、この仮説も決定的なものではない。これは in vitro実験にて単離味細胞の味孔付近に酸を

投与すると膜電流が生じることが確認されたことから、酸刺激によって開口するプロトン透過性

のイオンチャネルが味細胞に発現していることが示唆されたのみで、その分子実態を明らかに

するものではなかった(24)。また観察された膜電流は Zn
2+によって阻害されたが、ヒトの酸味受

容強度は Zn
2+によって抑制されないことが官能評価によって示されている(24, 25)。このことか

ら味細胞に酸投与した際に観察された膜電流と酸味受容の関係性は現段階では明らかでな

い。 

Polycystic kidney disease （PKD）1L3 と PKD2L1のヘテロマーである PKD1L3/PKD2L1は

後述の理由から哺乳類における酸味受容体として機能している可能性が考えられている(26, 

27)。PKD2L1 は transient receptor potential （TRP） イオンチャネルファミリーに属する膜タン

パク質であり(28)、PKD1L3は C末に 6回膜貫通の TRP様ドメインを有する 11回膜貫通タン

パク質である(29)。PKD1L3 および PKD2L1 は甘味、苦味、旨味受容体発現細胞とは異なる

一部の味細胞に発現している。野生型マウスの茸状乳頭および葉状乳頭に投射している鼓索

神経は酸味刺激に対して神経応答を生じるが、弱毒性のジフテリアトキシンを発現させること

により PKD2L1 発現細胞を人為的に欠失させたトランスジェニックマウスでは酸味刺激に対す

る鼓索神経応答が消失したことから PKD2L1 発現細胞が酸味受容細胞として機能しているこ

とが示されている(27)。マウス味細胞における発現分布の解析より PKD1L3および PKD2L1は

有郭乳頭、葉状乳頭において同一味細胞に共発現しており(26, 27, 30, 31)、互いに相互作用

してヘテロマーである PKD1L3/PKD2L1を形成し味孔付近へ局在することが示されている(32, 

33)。PKD1L3/PKD2L1 の in vitro における機能解析では PKD1L3/PKD2L1 を発現させた
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HEK293T 培養細胞は酸刺激に対して応答を示した。一方、甘味、苦味、旨味、塩味刺激に

対して応答を示さなかった(26)。このことは PKD1L3/PKD2L1 が酸刺激特異的に応答する受

容体であることを示している。これらのことから PKD1L3/PKD2L1は酸味受容体として機能して

いる可能性が考えられている。 

ここで PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの酸刺激に対する応答が「オフ応答」と称される特

殊な様式を示したことは特筆すべきである。すなわち PKD1L3/PKD2L1 チャネルは酸刺激に

対して開口するのではあるが、詳細には酸に暴露されている間は開口せず、酸を洗い流した

後に開口することが in vitro での詳細な機能解析により示された(34)。オフ応答は HEK293T

培養細胞を用いた試験だけでなく味細胞を用いた試験でも観察され、マウスの有郭乳頭

（PKD1L3および PKD2L1が共発現している）より単離した味細胞は酸刺激に対してオン応答

（酸への暴露中に生じた応答）とオフ応答の両方を示した(35)。茸状乳頭（PKD2L1 は発現し

ているが PKD1L3は発現していない）より単離した味細胞ではオン応答のみが観察された(35)。

この結果は PKD1L3/PKD2L1 がオフ応答を発生する受容体として有郭乳頭において機能し

ていることを示唆している。「オフ応答」は特徴的な応答様式であるが、酸味刺激に対して味神

経もオフ応答を示すことが過去の複数の報告において示されている。すなわち舌を酸味溶液

で刺激すると味神経の応答ピークが観察されるが、続いて酸味溶液を舌から洗い流すと味神

経応答のピークが再び観察される(36–38)。オフ応答の生理学的意義は不明であるが、例え

ばレモンをかじったとき、ジワジワと唾液が出てきて、次第に酸味が強くなる感覚を惹起してい

る可能性が考察されている(39)。有郭乳頭、葉状乳頭の周囲には唾液分泌腺が配置しており、

また酸味刺激は唾液分泌を誘導することから(40)、酸に暴露された味細胞は唾液による中和

作用を受け、PKD1L3/PKD2L1 がオフ応答を示すと考えられている(34)。また唾液分泌速度

の速いヒトでは、分泌速度の遅いヒトよりも、酸味刺激を受けた際の唾液の中和作用により、舌

上の pH が高く推移するにも関わらず、酸味強度を強く感じることが示されている(41)。このこと

は唾液の分泌作用による食品中の酸の中和と酸味受容強度が深く関与していることを示唆し
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ており、酸刺激に対するオフ応答が酸味受容に寄与している可能性を示していると考えられ

る。 

近年 PKD1L3および PKD2L1のダブルノックアウトマウスが作出され、その酸味刺激に対す

る味神経応答についての報告がなされた(42, 43)。ダブルノックアウトマウスでは有郭乳頭と葉

状乳頭を支配する舌咽神経の酸刺激に対するオフ応答（酸味刺激除去後 10 秒間の舌咽神

経応答より算出）は野生型マウスと比較して有意に低下した (42, 43)。このことから

PKD1L3/PKD2L1は酸味刺激に対する味神経のオフ応答の発生に寄与していることが示され

た。一方でオン応答には低下が認められず、PKD1L3/PKD2L1を介さない酸味受容経路が別

に存在する可能性も同時に示唆された (42, 43)。すなわち酸味受容の全体において

PKD1L3/PKD2L1は部分的に寄与していると考えられた。 

ヒトにおける知見としては酸味感受性を失った二人の味覚異常症患者の舌における発現遺

伝子に関する報告がなされている。健常なヒトの茸状乳頭には PKD1L3および PKD2L1が発

現しているが、二人の患者の茸状乳頭中の mRNA を解析したところ PKD1L3、PKD2L1 の転

写産物が認められなかった(44)。なお、ASIC も健常なヒトでは発現しているが、患者では発現

していなかった(44)。この報告は PKD1L3および PKD2L1が酸味受容を担っているという考え

方と矛盾しない。これらのことより PKD1L3/PKD2L1は生体における酸味受容に部分的ではあ

るものの、寄与している可能性が強く示唆されている。 

 

酢酸の酸味 

酸味は基本的にはプロトン（pH）によって惹起されると考えられている。しかしながら酸味強

度が pH だけでは説明しきれないことが古くから指摘されており、現在でも酸味強度を決定す

る要因に関する議論がなされている(45, 46)。等しい pHにおける比較では、一般に強酸よりも

弱酸の酸味が強い。また弱酸の中では酢酸の酸味が強い。官能評価による酸味強度の測定

では pH3.1 の酢酸刺激によって惹起される酸味は pH3.0 のクエン酸によって惹起される酸味
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の約 2 倍（フィンガースパン法、すなわち被験者が指の距離で酸味強度を示す手法によって

定量化された数値より算出）の強度を示した(41)。また酸味の閾値は酢酸:pH4.55、クエン

酸:pH4.40、塩酸：pH4.00 と報告されており、酢酸は他の酸より高 pH（低プロトン濃度）で酸味

を惹起する(47)。またマウスの味細胞を用いたカルシウムイメージングによる生理学的解析で

は味細胞はpH3.0の塩酸よりもpH3.0のクエン酸に有意に強く応答した(23)。ラットの神経生理

学的解析では pH3.2 程度の酢酸刺激に対して pH3.2 程度の塩酸刺激に対するよりも約 2.5

倍程度大きな鼓索神経応答が観察された(48)。またヒトの官能的には酸の種類により酸味の

強度だけでなく、酸味の味質（tart；鋭い、acrid；ツンとする、smooth；なめらかな等）にも差が認

められる(49)。このように酸の種類によって酸味強度や味質の違いが認められることから、生体

の酸味受容機構はいずれの酸に対しても同じではなく、酸の種類毎によって受容機構や応答

性が異なることが予想される。しかしながら基本的な酸味受容機構や、酸により差が生じる機

構は明らかではない。ここで、酢酸は同じ pHの他の酸と比較して、強い酸味を惹起することか

ら(41)、酢酸に対する応答性の高い受容機構が酸味受容に関与している可能性がある。すな

わち酢酸は酸味受容機構全体像を解明する上で良好なモデル分子と考えられ、酢酸の呈味

発現機構を解明することは酸味受容機構の全体像解明の端緒となり得る。 

 

酢酸の呈味発現機構の解明の応用的意義 

酸味は多様な食品の味の全体像を形づくる上で重要な役割を担う。Macaca nemestrina（ブ

タオザル）での酢酸の嗜好試験では、スクロース溶液に低濃度（<20 mM）の酢酸を添加した

場合は酢酸濃度依存的な嗜好性の上昇が認められたが、高濃度（>20 mM）の酢酸を添加し

た場合は濃度依存的に嗜好性の低下が認められた(50)。このように高濃度の酸味は忌避され

る傾向にある。酸味に対する忌避行動は、未成熟な果実や食品の腐敗により蓄積する酸を検

出、忌避するという生理学的意義を反映していると推察されている(51)。上述の通り、食酢は酸

味付与の目的のみならず、静菌、健康機能を期待して使用される。しかしながら、これらの用
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途においては酸味が付与されることは必ずしも望ましいとは言えない。例えば健康機能を期待

して飲まれる食酢飲料は、酸味が強すぎて嗜好性が損なわれている、と感じる方もいる。 

嗜好性を維持しつつ、食酢の静菌作用や健康機能の効果を享受するためには、食酢の使

用量は減らさずに酸味を低減させる酸味抑制剤の開発が有効と考えられる。これまでにも酸

味抑制剤が探索されており、ショ糖、豚肉由来ペプチドなどが酸味抑制作用を持つことが見出

されている(52, 53)。しかしながら、いずれも酸味抑制作用は弱く、完全に酸味を消失させる酸

味抑制剤は見出されていない。甘味においてはラクチゾール（2-（4-メトキシフェノキシ）プロピ

オン酸塩）と呼ばれる化合物が強い甘味抑制作用を持ち、甘味をほぼ消失させることが見出さ

れている(54)。酸味において同様に効果の強い抑制剤が見出されていない点は対照的である。

ラクチゾールは甘味受容体（T1R2/T1R3）の応答を抑制することが、甘味受容体を発現させた

培養細胞を用いたカルシウムイメージングによって示されている。すなわち味覚受容体の応答

抑制活性を持つ物質は味覚の抑制剤となり得るのである。現時点で酢酸の酸味の受容体は

明らかにされていないが、酢酸の酸味の受容体を同定し、その受容体の応答抑制剤を見出す

ことで酢酸の酸味を抑制できる可能性がある。酢酸の酸味抑制剤は、食酢の酸味抑制剤とし

ても応用可能であろうと考えられ、強すぎる酸味で嗜好性を損なうことなく、食酢の静菌作用や

健康機能の効果を享受するために有益なものとなろう。このように食品産業における応用的側

面からも、酢酸の呈味受容機構を解明することは意義深い。 

 

本論文においては酢酸の有する呈味発現機構について解明を試みた。特に酸刺激に対し

てオフ応答を示す PKD1L3/PKD2L1 による酢酸受容について解析を実施した。第 2 章では

PKD1L3/PKD2L1 の酢酸に対する応答性を評価した。第 3 章では PKD1L3/PKD2L1 の薬理

学的性質の解明を試み、酢酸の酸味抑制の可能性について言及した。第 4 章では酢酸が培

養細胞に特異的に誘起するがクエン酸は誘起しない内因性応答について、その発生要因の

解明を行った。 
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図1-1 舌上に存在する味蕾の模式図 

味蕾（Taste buds）は有郭乳頭（Circumvallate）、葉状乳頭（Foliate）、茸状乳頭（Fungiform）に存在する。味蕾は
50-100個の細胞（TRC:Taste Receptor Cell）から構成される。味物質は味孔（Taste pore）を通じて味蕾に到達する。
図はNature, 444, 288-294 (2006)より引用。 
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図1-2 味覚受容体 

C 

A B 

（A）味蕾の模式図。5基本味は味蕾中の異なる味細胞で受容される。図はNature, 444, 288-294 (2006)より引用。
（B）ウサギ葉状乳頭の味蕾の味孔付近の電子顕微鏡観察像（A）において円で囲んだ部分に相当。図は 『電子
顕微鏡による細胞組織図譜IV』 (1986)より引用。（C）味覚受容体の模式図。酸味受容細胞ではPKD1L3と
PKD2L1のヘテロマー（PKD1L3/PKD2L1）が酸味受容体の機能を担っていると考えられている。また炭酸脱水素
酵素CA IVは炭酸の受容に関与する。旨味受容体はT1R1とT1R3、甘味受容体はT1R2とT1R3のヘテロマーであ
る。苦味受容体としては哺乳類では～30種類のT2Rsが存在する。ヒトでは25種類存在する。ENaCは塩味受容体
である。味覚受容体は味細胞の味孔付近に発現する。図はCell, 139, 234-244 (2009) より引用、一部改変。 

+PKD1L3 
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第 2章 

 

酢酸による PKD1L3/PKD2L1の活性化 
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2-1． 序 

 

酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1の活性化 

PKD1L3/PKD2L1 は第１章にて記載した通り、酸刺激を感知し得る受容体として機能してい

る。PKD1L3および PKD2L1 を共発現させた HEK293T 細胞は、酸刺激のみには反応しない

ものの、それに続き、酸を洗い流した際に応答を示す（オフ応答）ことがカルシウムイメージング、

あるいはパッチクランプ法により示されている(26, 34)。これまでに 7 種類の酸、すなわち無機

酸である塩酸、硫酸、リン酸、ジカルボン酸であるリンゴ酸、コハク酸、酒石酸、トリカルボン酸

であるクエン酸により PKD1L3/PKD2L1 が活性化されることが示されている(26, 34)。従ってモ

ノカルボン酸である酢酸や他の酸によっても PKD1L3/PKD2L1が活性化されることが予想され

る。しかしながら、それを示す実験的な証拠は得られていなかった。 

 

カルシウムイメージングによる機能解析 

カルシウムイメージングは生細胞におけるカルシウム濃度変化を記録できるため、カルシウ

ムシグナリングを誘導する様々な受容体の機能解析に用いられている。受容体を発現してい

る細胞にカルシウム指示薬を負荷した後に受容体を刺激すると、受容体の活動により生じたカ

ルシウム濃度変化を反映して指示薬は蛍光変化を生じるため、蛍光変化を測定することで受

容体の活動を測定できる。しかしながら、代表的なカルシウム指示薬 Fura-2を負荷した培養細

胞自体が、酢酸の投与に対して、大きな蛍光変化を示すことが予備試験より明らかにされてい

る。そのために PKD1L3/PKD2L1 を発現させた培養細胞に酢酸を投与した後に観察される応

答が、PKD1L3/PKD2L1 の活性化を反映した反応であるか、内因性の反応であるかについて、

カルシウムイメージングによって判断することができなかった。一方、電気生理学的手法にお

いても HEK293T 培養細胞を用いたパッチクランプ法において酢酸の投与中および投与後に

酸受容とは無関係な反応が観察されることが報告されている(34)。これらの結果は酢酸が酸味
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という呈味特性以外にも多様な生理機能を持ち、それによって培養細胞が様々な反応を起こ

してしまうことを示している。そのため、これまでに酢酸による PKD1L3/PKD2L1 の活性化は実

験的に示されおらず、酢酸の酸味受容における PKD1L3/PKD2L1 の寄与については不明で

あった。 

 

異なる酸に対する PKD1L3/PKD2L1の応答性の差異 

第 1 章にて述べた通り、酸の種類によって酸味閾値や強度が異なることが示されている(41, 

49)。等しい pHにおける比較では、一般に強酸よりも弱酸の酸味が強く、弱酸の中では酢酸の

酸味が強いが、興味深いことに PKD1L3/PKD2L1 を発現した HEK293T において、弱酸であ

るクエン酸に対する応答は、同じ pH の強酸である塩酸に対する応答よりも強いことが、カルシ

ウムイメージングおよびパッチクランプにより示されている(26)。すなわち PKD1L3/PKD2L1 の

反応性は、酸の種類による酸味閾値や強度の差を説明する可能性がある。この点においても

PKD1L3/PKD2L1の酢酸刺激に対する応答性を測定することは意義深い。 

 

本章では PKD1L3/PKD2L1の酢酸刺激に対する応答性の評価を目的とした。カルシウムイ

メージング法に基づく測定手法の最適化を行い、酢酸に対する培養細胞の内因性応答と、

PKD1L3/PKD2L1 の活性化を反映した細胞応答の分離を試みた。その結果、酢酸刺激に対

する応答を正確に測定できる条件の確立に成功した。更にその手法を用いて、

PKD1L3/PKD2L1 が酢酸刺激によって pH 依存的に活性化されることが示された。これらの結

果は酢酸の酸味受容における PKD1L3/PKD2L1の関与を強く示唆すると言える。 
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2-2． 材料と方法 

 

PKD1L3および PKD2L1発現ベクター 

PKD1L3（Accession no. AB290926）と PKD2L1（Accession no. AB290927）の発現ベクターは

マウス由来の遺伝子のコード領域を pDisplay（Invitrogen）と pCI（Promega）ベクターにそれぞ

れサブクローニングして構築されたものを東京大学、石丸喜朗特任助教より分与頂いた(26)。 

 

バッファーおよび酸溶液（表 2-1） 

カルシウムイメージング用アッセイバッファーの組成は 1 mM HEPES、130 mM NaCl、5 mM 

KCl、2 mM CaCl2、1.2 mM MgCl2、10 mM glucose とし、NaOHを用いて pH 7.4に調整した。

また緩衝剤によるpH変化の影響を観察するためHEPES濃度の異なるバッファーを準備した。

HEPES濃度を 2、5、10、20 mM とし、その他の組成は上記バッファーと等しいバッファーを調

製した（以下それぞれ 1H、2H、5H、10H、20H バッファーと記載する）。カルシウム非含有の 1 

mM HEPESアッセイバッファー（以下 0Ca-１Hバッファーと記載する）の組成は 1 mM HEPES、

130 mM NaCl、5 mM KCl、1.2 mM MgCl2、10 mM glucose、0.2 mM EGTA とし、NaOHを用

いて pH 7.4に調整した。酸溶液は酢酸、クエン酸を希釈して調製し、酸以外の組成はアッセイ

に使用したバッファーの組成と等しくした。 

 

細胞培養 

HEK293T培養細胞は直径 100 mmのプラスチック製培養皿（IWAKI）にて、37°C、5%CO2

条件下で培養した。培地は 10%ウシ胎児血清（Invitrogen）を含む Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium （Sigma-Aldrich Japan）とした。継代操作として細胞が増殖して 80－90%コン

フルエントに達する度（約 2日間隔）に培養皿底面に接着している HEK293Tをトリプシン処理

して回収し、新しい培養皿に 10分の 1から 8分の 1量程度を播種した。 
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トランスフェクション 

トリプシン処理して回収した細胞を直径 35 mmガラス底培養皿（IWAKI）に 40－60万個播

種した。翌日、約 60％コンフルエントの状態の細胞に発現ベクターをリポフェクトアミン 2000

（Invitrogen）と共に投与して遺伝子を導入した。PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tは PKD1L3、

PKD2L1、およびトランスフェクションマーカーとして赤色蛍光タンパク質 DsRed2

（pDsRed2-N1; Takara Bio Inc.）発現ベクターを 10:10:0.4の比率にて導入して得た。PKD2L1

発現 HEK293Tは PKD2L1、DsRed2発現ベクターを 10:0.4にて導入して得た。トランスフェク

ション操作の 30–38時間後にカルシウムイメージングに供し細胞応答を記録した。画像解析に

おいては DsRed2陽性細胞を遺伝子導入がなされた細胞とみなして解析を行った。 

 

カルシウムイメージング 

培養皿から培地をバッファーで洗浄した後、底面に接着している細胞に対して 5 µM 

Fura-2/AMを 30分間室温で負荷させ、その後、細胞をバッファーで洗浄した後、バッファー中

で 10分間以上静置した。その後、培養皿を灌流装置に設置し、流速 10 mL/分でバッファーを

灌流した。細胞に対する刺激は、灌流液をバッファーから刺激溶液に切り替えることで実施し

た。1回あたりの刺激時間は 6秒間とし、刺激後は速やかに灌流液をバッファーに切り替えて、

刺激溶液を洗い流した。このとき、灌流液に使用したアッセイバッファーと刺激溶液の HEPES

濃度（1、2、5、10、20 mM）は一致させた。細胞応答の測定は 340 nm及び 380 nmにて励起し

た際の 510 nmにおける Fura-2の蛍光（F340および F380）をシャッターコントローラーLambda 

10-2（Sutter）、MicroMax 冷却 CCD カメラ（Princeton Instruments）、蛍光倒立顕微鏡 IX-70

（Olympus）を用いて 4 秒毎に記録した。画像解析は解析ソフトウェア MetaFluor（Molecular 

Devices）を用いて実施した。2 種の励起波長における蛍光の比（F340/F380；以下 Ratio もしく

は RatioF340/F380と記載する）を細胞内カルシウム濃度の指標として採用した。解析対象とした細
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胞数および試行数は結果の段落もしくは図のレジェンド欄に記載した。応答曲線はヒルの式を

用いて近似した(55)。 
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2-3． 結果 

 

酢酸刺激に対する HEK293T細胞の応答 

PKD1L3/PKD2L1の酢酸刺激に対する応答性を評価するために、PKD1L3/PKD2L1発現

HEK293Tに Fura-2を負荷し、カルシウムイメージングに供した。コントロールとして PKD2L1

発現 HEK293T、ノントランスフェクション HEK293T を用いた。PKD1L3/PKD2L1発現

HEK293Tはこれまでに酢酸以外の 5種類の弱酸及び 2種類の強酸による pH3.0以下の刺激

にオフ応答を示すことが報告されている(26, 34)。オフ応答とは第 1章に記載の通り、酸刺激に

続いて酸を洗い流した後に発生する応答である。カルシウムイメージングによる観察では細胞

が酸に暴露されている間はカルシウム濃度上昇が認められず、酸を洗い流した後に細胞内カ

ルシウム濃度の明瞭な上昇が認められる(26, 34)。 

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tに 100 mM酢酸溶液（pH 2.8、1 mM HEPES）を投与し、

速やかに１Hバッファーで酢酸溶液を洗い流す操作を行った。酢酸溶液投与中に視野中のほ

ぼ全ての細胞で Ratioが速やかに上昇し（図 2-1A、32 s）、酢酸投与から約 40秒間上昇を示

すことが判明した（図 2-1Ｂ）。この現象は PKD2L1発現 HEK293T、ノントランスフェクション

HEK293Tにも共通しており、100 mM酢酸溶液を投与したところ、同様に視野中ほぼ全ての

細胞で Ratioが上昇する現象が認められた（図 2-1A、32 s）。 

この酢酸溶液投与直後に観察された Ratioの上昇は PKD2L1発現 HEK293T、ノントランス

フェクション HEK293Tにおいても観察されたことから、PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映した

現象でなく、酢酸刺激に対する HEK293T内因性の応答を反映した現象であることが示された。

既報ではPKD1L3/PKD2L1の活性化を介した細胞応答は投与した塩酸またはクエン酸をバッ

ファーで洗い流した後、細胞応答が認められた直後に定量化されている(26)。しかし酢酸を投

与した場合は投与直後に HEK293Tの強い内因性応答がバックグラウンドとして観察されるた

め、PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映した細胞応答を、既報と同様の時点で定量化すること
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は困難であった。 

しかしながらRatioの経時的な変動パターンは PKD1L3/PKD2L1発現HEK293T、PKD2L1

発現 HEK293T、ノントランスフェクション HEK293Tの間で異なった。PKD1L3/PKD2L1発現

HEK293Tでは測定開始から 100秒以上経過した時点において明瞭に高いRatioを示す細胞

が一部に認められた（図 2-1A、100 s、152 sのパネルにて赤く表示された細胞）。PKD2L1発

現HEK293TおよびノントランスフェクションHEK293Tは測定開始後 152秒の時点では、ほぼ

すべての細胞の Ratioが基底状態に戻っていた（図 2-1A、100 s、152 s、Ｂ）。測定開始後 100

秒以降の時点において高い Ratioを示す細胞は PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tでのみ観

察され、PKD2L1発現 HEK293T、ノントランスフェクション HEK293Tではほとんど観察されな

かったことから、測定開始後 100秒以降に観察される高い Ratioが PKD1L3/PKD2L1の活性

化による細胞内カルシウム濃度上昇を反映している可能性が考えられた。 

 

クエン酸刺激後の PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tにおける Ratioの経時的変化 

測定開始後 100秒以降に観察される Ratioが PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映している

可能性を検証するために、クエン酸をリガンドとして用いた際の Ratioの経時変化を観察した。

クエン酸は HEK293Tに投与した際に内因性の応答を誘起しないことが示されている(34)。

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293TにFura-2を負荷し、カルシウムイメージングに供した。4 mM

クエン酸溶液（pH 2.8）で酸刺激を行い、刺激後速やかに１Hバッファーにてクエン酸を洗い流

した。クエン酸の投与中に細胞応答は認められず、クエン酸を洗い流した後に細胞応答、す

なわちオフ応答が観察された（図 2-2A）。この結果は既報と同様であった(34)。引き続き観察

を続けたところ、オフ応答により上昇した Ratioは 152秒の時点で基底状態には戻らず、高い

カルシウム濃度を保つことが示された（図2-2B）。細胞応答が観察された直後の時点を earlyフ

ェーズ（測定開始後 80秒）、十分に洗浄された時点を lateフェーズ（測定開始後 152秒）と定

義し、それぞれの時点における Ratioの測定開始時点（0秒）との差（ΔRatio）を求めた。early
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フェーズにおけるΔRatioは 0.17 ± 0.03であり、この値はコントロールである PKD2L1発現

HEK293Tの earlyフェーズにおけるΔRatio よりも有意に高かった（図 2-2C）。またこの現象が、

細胞外からのカルシウムイオンの流入によるかどうかを検証するために実施した 0Ca-１Hバッ

ファー中での PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tのクエン酸刺激に対する earlyフェーズにお

けるΔRatio よりも有意に高かった。このことから PKD1L3/PKD2L1がクエン酸刺激によって活

性化され、細胞外液からカルシウムが流入したことを反映して Ratioが上昇したと考えられた。 

次に lateフェーズにおける活性評価の妥当性を判断するために、クエン酸刺激後の細胞応

答の lateフェーズにおけるΔRatioを評価した。PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tでは lateフ

ェーズにおけるΔRatioは 0.15 ± 0.01であり、基底状態よりも高いカルシウム濃度を示していた。

この値はコントロールであるPKD2L1のみ発現させたHEK293Tや、0Ca-１Hバッファー中での

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの lateフェーズにおけるΔRatio よりも有意に高かった（図

2-2C）。すなわち lateフェーズにおける Ratioも earlyフェーズと同様に PKD1L3/PKD2L1がク

エン酸により活性化され、細胞外からカルシウムイオンが流入した結果を反映していることが示

唆された。 

次いで lateフェーズに観察できる Ratioの pH依存性を評価するために PKD1L3/PKD2L1

発現 HEK293Tを pH3.4－2.8のクエン酸溶液で刺激した。lateフェーズにおけるΔRatioは

pH3.0付近を閾値として、pH低下依存的に増加した（図 2-2D）。この性質は earlyフェーズで

認められたものと同様であった。lateフェーズのΔRatioが earlyフェーズにおけるΔRatio と同

様に PKD1L3/PKD2L1の発現依存的、細胞外液カルシウム依存的、pH低下依存的であった

ことから、本実験系において観察される lateフェーズのΔRatioは PKD1L3/PKD2L1の活性化

を評価し得ると判断した。 

 

酢酸刺激による PKD1L3/PKD2L1チャネルの活性化の評価 

PKD1L3/PKD2L1の活性化を lateフェーズの Ratioが反映することが示されたため、lateフ
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ェーズ（152 s）においてΔRatioを定量することにより、酢酸刺激による PKD1L3/PKD2L1の活

性化を評価できると判断し評価を実施した。 

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293T、PKD2L1発現 HEK293T、ノントランスフェクション

HEK293Tをカルシウムイメージングに供した。100 mM酢酸（pH2.8）を投与し、速やかに酢酸

溶液を１Hバッファーで洗浄し、lateフェーズにおける観察を実施した。PKD1L3/PKD2L1発現

HEK293Tでは lateフェーズにおいて一部の細胞が高い Ratioを示したが、PKD2L1発現

HEK293T、ノントランスフェクション HEK293Tでは高い Ratioを示す細胞はほとんど認められ

なかった（図 2-3A）。なお、PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tにおいて高い Ratio値を示した

細胞はトランスフェクションマーカーである DsRed2陽性細胞と一致している場合が多かった

（結果は示さない）。lateフェーズにおけるΔRatioは PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tでは

0.16 ± 0.03 （n=3）であった。この値は PKD2L1発現 HEK293Tの lateフェーズにおけるΔ

Ratio よりも有意に高かった。PKD2L1発現 HEK293TのΔRatioは負の値を示した。これはベ

ースラインのドリフトによるものと考えられた。また PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293T を細胞外

液中にカルシウムを含まない条件にて酢酸刺激した後の lateフェーズにおけるΔRatio よりも

有意に高かった（図 2-3B）。これらの結果は酢酸刺激後に観察された lateフェーズでのΔ

Ratioが、PKD1L3/PKD2L1発現依存的、細胞外液カルシウム依存的に高値となることを示す

結果と言える。 

pH 依存性を評価するために、pH3.5 － 2.8 の酢酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1 発現

HEK293T の応答を観察した。酢酸溶液の酢酸濃度は 10 － 100 mM とし、酢酸溶液および

バッファー中のHEPES濃度は 1 mMとした。lateフェーズにおけるΔRatioは pH3.1以下の酢

酸刺激により上昇が認められ、より低い pH の酢酸刺激に対して高い値を示す、pH 依存性が

認められた（図 2-3C）。しかし、ここで用いた酢酸溶液は pH が異なるだけでなく、酢酸濃度も

異なるため、ΔRatioの増加がpHでなく酢酸濃度依存的である可能性も考えられた。そこで酢

酸濃度が等しく pHの異なる酢酸溶液を調製し PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの応答性を
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評価した。酢酸溶液は酢酸濃度を 100 mMに固定しHEPES濃度を 1 － 20 mMとした。それ

ぞれの溶液の pHは 2.8 － 3.6であった（表 2-1）。lateフェーズにおけるΔRatioは pH3.1以

下で上昇を示し、pH が低下するに従って依存的に増加した（図 2-3C）。このことから

PKD1L3/PKD2L1 は酢酸刺激に対して pH 依存的に活性化され、その応答閾値は pH3.1 付

近であることが示された。 
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2-4． 考察 

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tをカルシウムイメージングに供し 100 mM酢酸溶液を投

与したところ、ほぼ全ての細胞で Ratioが顕著に上昇した。この現象はノントランスフェクション

HEK293Tでも観察されたため HEK293T細胞に内因性の応答であることが示唆された（図

2-1）。酢酸刺激自身が強いバックグラウンドを与えるため、酢酸刺激に対する

PKD1L3/PKD2L1の活性化を、塩酸、クエン酸刺激に対する活性化を評価した既報(26)と同

様に評価することは困難と判断された。なお、酢酸刺激に対する内因性応答は CHO-K1、

HeLa培養細胞株においても観察された（結果非掲載）ため各種の培養細胞において共通に

認められる普遍性を持った細胞応答であると考えられ、大変興味深い。そこで内因性応答が

酢酸特異的に生じる機構については本論文第 4章にて論じた。 

 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tでは内因性応答によって上昇したRatioが基底状態に戻

った時点でもなお高い Ratioを示している細胞が観察された（図 2-1）。これは

PKD1L3/PKD2L1の活性化による細胞内カルシウム濃度上昇を反映している可能性が考えら

れたため、lateフェーズにおいてPKD1L3/PKD2L1を介した応答を定量することの妥当性につ

いて検討を実施した。PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tをクエン酸で刺激すると内因性応答

は認められなかった。クエン酸を洗い流した後に PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映したRatio

の上昇が一部の細胞で認められ、lateフェーズでも基底状態には戻らなかった（図 2-2B）。late

フェーズにおけるRatioの上昇は PKD1L3/PKD2L1発現依存的、pH依存的に認められたこと

からPKD1L3/PKD2L1の活性化を反映していると考えられた。PKD1L3/PKD2L1はカルシウム

透過性のイオンチャネルであり、活性化されると細胞外液から細胞内へカルシウムを流入させ

る(34)。細胞外液にカルシウムが存在しない場合、流入による細胞内カルシウム濃度の上昇は

起こらない。lateフェーズにおける Ratioの上昇が細胞外液カルシウム依存的であったことは、

PKD1L3/PKD2L1の活性化によって生ずる細胞内カルシウム濃度の上昇が比較的長時間持
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続することを示している。これらのことから lateフェーズにおける Ratioの上昇は

PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映していることが示された。酸刺激後、酸を洗い流し、応答が

認められた時点で定量するという既存手法に加え、本章において示した lateフェーズにおける

ΔRatioを定量する手法も PKD1L3/PKD2L1の活性化を評価する手段として妥当であることが

示された。 

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tを酢酸刺激した際の lateフェーズにおけるΔRatioは

PKD2L1発現 HEK293TのΔRatio よりも有意に大きかったことから、late フェーズにおける

Ratioの上昇 は PKD1L3/PKD2L1発現依存的であることが示された。Ratioの上昇は細胞外

液カルシウムに依存的であり、PKD1L3/PKD2L1を介したカルシウム流入による細胞内カルシ

ウム濃度の上昇を反映していると考えられた（図 2-3）。HEK293Tの酢酸刺激に対する内因性

応答は細胞外カルシウムの有無に関わらず観察された（第 4章 図 4-3に図示している）。この

ため lateフェーズにおける高い Ratioは内因性応答と異なる細胞応答を反映していることが示

唆された。以上より PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tで酢酸刺激後の lateフェーズに観察さ

れるRatioは PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映しており、酢酸が PKD1L3/PKD2L1を活性化

することが実験的に示された。このため酢酸の有する酸味は PKD1L3/PKD2L1を介して受容

され我々の味覚感覚として認知されている可能性がある。 

 

酢酸はクエン酸とは異なる化学的特性を有する。例えば酢酸の解離定数（pKa1）はクエン酸

よりも高い（酢酸：4.8、 クエン酸：3.1）。疎水性の指標とされる Log P（オクタノール／水分配比

の対数）は、酢酸（‐0.17）ではクエン酸（‐1.72）よりも高い(56)。解離定数や疎水性は酸味の閾

値や強度に関わることが報告されている(57–60)。官能評価による酸味強度の測定では pH3.1

の酢酸刺激によって惹起される酸味は pH3.0のクエン酸によって惹起される酸味の約 2倍（フ

ィンガースパン法、すなわち被験者が指の距離で酸味強度を示す手法によって定量化された

数値より算出）の強度を示した(41)。しかしながら PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの pH2.8
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の酢酸刺激に対する lateフェーズの応答強度は 0.16 ± 0.03であり pH2.8のクエン酸刺激に対

する応答強度 0.15 ± 0.01 と同程度であった（図 2-2C、2-3B）。また酢酸刺激に対する応答閾

値は約 pH3.1、クエン酸刺激に対する応答閾値 pH3.0であり、両者に顕著な差は認められな

かった（図 2-2D）。すなわち PKD1L3/PKD2L1の応答強度、閾値 pHに酢酸とクエン酸の間で

顕著な差は認められなかった。酢酸の呈味発現機構を解明する上で、酢酸とクエン酸の酸味

の閾値、強度の差が生じる機構を解明することは重要な課題であるが PKD1L3/PKD2L1の性

質からは、その機構を説明することはできなかった。そのため何らかの他の受容機構が関与し

ていることが示唆された。例えば酢酸はクエン酸と異なり強い臭気を呈するため、この臭気が

酸味の閾値や強度に影響を与えて、酸味を強く感じさせる可能性が考えられる。また酸分子

の解離定数や疎水性によって感度の変わる、別の酸味の受容機構が存在しているのかもしれ

ない。クエン酸よりも酢酸刺激に対して強く応答する体性感覚神経の存在も示されており(61)、

体性感覚との複合的感覚によって酸味を強く感じている可能性もある。これらの仮説の検証が

研究の進展の方向性として重要であると言えよう。 

 

本章においては酢酸刺激に対する内因性応答と PKD1L3/PKD2L1を介したカルシウム応

答を観察時間により分離することで、酢酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1の応答測定系を確

立した。また本手法により酢酸が PKD1L3/PKD2L1を活性化することを実験的に示し、酢酸の

酸味が PKD1L3/PKD2L1を介して受容される可能性が示唆された。 
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図2-1 酢酸刺激に対する内因性応答 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293T（PKD1L3/PKD2L1）、PKD2L1発現HEK293T（PKD2L1）およびノントランスフェ
クションHEK293T（non-TF）をカルシウムイメージングに供し、100 mM酢酸（pH2.8）で刺激した際のRatioの経時変
化を示した。（A）Bにおいて矢頭で示した時点（0秒、32秒、100秒、152秒）における代表的な蛍光イメージを示した。
スケールバー：100 μm。（B）代表的な10細胞のRatioの平均の経時変化を示した。エラーバーは標準誤差を示す。
PKD1L3/PKD2L1発現HEK293T（1L3/2L1）では152秒時点で高いRatioを示していた10細胞の平均を示した。黒
色の水平な線は100 mM酢酸（pH2.8）の投与を示す。 
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図2-2 クエン酸刺激に対するPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答  
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で示した時点（0秒、32秒、100秒、152秒）における代表的な蛍光イメージを示した。スケールバー：100 μm。（B）80

秒時点で高いRatioを示した代表的な10細胞のRatio経時変化を示した（C）earlyフェーズ（黒）、lateフェーズ（灰）に
おけるΔRatioの平均±標準誤差を示した（n = 3） 。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞より
ΔRatioの平均値を算出した。PKD1L3/PKD2L1発現HEK293T（1L3/2L1）、PKD2L1発現HEK293T（2L1）、 
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図2-3 酢酸刺激に対するPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答 
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第 3章 

 

カプサイシンおよびその刺激性を有する類縁体による 

PKD1L3/PKD2L1を介した細胞応答の抑制 
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3-1． 序 

 

PKD1L3/PKD2L1の薬理学的性質 

PKD1L3/PKD2L1 は PKD1L3 と PKD2L1 からなるヘテロマーである(33)。一方で PKD2L1

は単独でも、また PKD1L3 以外の分子ともヘテロマーを形成し機能することが報告されており、

以下に記載するような多様な性質を示す。培養細胞に単独で発現させた PKD2L1 は酸刺激

に対しては応答しないがアルカリに対しては応答する(62)。また培養細胞に PKD1 と共発現さ

せた PKD2L1 は低浸透圧刺激に対して応答する(63)。PKD1L3 と共発現させると第 2 章にて

示した通り酸刺激に対してオフ応答を示す（図 2-2）。このように相互作用する分子によって性

質が変化するのである。この特性は同じファミリーに属する PKD2 においても認められており、

PKDファミリーの特徴の 1つとされる(64)。しかしながらPKD1L3/PKD2L1が示すオフ応答のよ

うに、酸刺激後に酸が除去されて初めて応答が生じる、という特徴的な様式は他に例を見ず、

このような性質を有する PKD1L3/PKD2L1の薬理学的な性質は非常に興味深い。また薬理学

的性質の解明は味覚受容機構の解明においても有益な情報となる場合がある。塩味受容機

構の解明ではアミロライドやマスタードの辛味成分であるアリルイソチオシアネート（AITC）が

塩味に対する応答を抑制するという薬理学的性質を端緒に塩味受容体や、塩味受容細胞の

解明がなされている(17, 18)。このように受容体の薬理学的性質の解明の意義は味覚受容機

構の解明、ひいては酢酸の呈味発現機構の解明にとって有益と考えられる。しかしながら

PKD1L3/PKD2L1の薬理学的な性質はほとんど明らかにされていないのが実情であった。 

 

酸味抑制 

酢酸は食酢中に含まれる主要な酸であり、食品の腐敗を防ぐ静菌作用や、様々な健康機

能を発揮することが知られている。しかしながら静菌作用や健康機能を期待して食酢を多く使

用しすぎると酸味が強くなりすぎて嗜好されない場合がある。酸味抑制が可能になると嗜好性
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を維持したまま静菌または健康機能用途で食酢を使用することが可能となり、食品衛生、健康

維持に貢献することができる。第 2 章にて示した通り、酢酸は PKD1L3/PKD2L1 を活性化し、

酢酸の酸味受容に関わっている可能性があるため PKD1L3/PKD2L1の抑制剤は酢酸の酸味

抑制剤になりうる可能性がある。しかしながらPKD1L3/PKD2L1の薬理学的な性質に関する報

告はほとんどなく、これまでに有効な抑制剤の報告はない。 

 

TRPチャネルのアゴニストの多様な作用 

TRP チャネルファミリーは哺乳類では少なくとも 29 種類の遺伝子より構成されており、

PKD2L1は、この TRPチャネルファミリーに属する(28)。PKD1L3は 11回膜貫通タンパク質で

あり(29)、一般に 6 回膜貫通タンパク質である TRP チャネルとは区別される。しかし C 末端領

域に 6 回膜貫通の TRP 様ドメインを有することから、広義には TRP チャネルファミリーに属す

るとして扱われる。TRPチャネルの生理学的機能は多様であるが、感覚受容体としての機能が

広く知られている。 

興味深いことに TRPチャネルファミリーにおいては、単一のチャネルが複数の異なる刺激に

より活性化される例が複数報告されている。例えば、TRPV1は熱（>43°C）、酸、カプサイシン、

2-aminoethyl diphenyl borate （2-APB）、カンファーなどによって活性化される(65, 66)。一方、

単一の刺激が複数のTRPチャネルを活性化する例も報告されている。カンファーは TRPV3と

TRPV1の両方を活性化し(67, 68)、イシリンはTRPA1とTRPM8の両方を活性化する(69, 70)。

更に単一の刺激が複数の TRP チャネルに対して逆の作用をすることも報告されている。

2-APBはTRPV1、TRPV2、TRPV3を活性化する一方でTRPC5、TRPC6、TRPM2、TRPM3、

TRPM8 を抑制する(66, 71–73)。メントールは TRPM8、TRPV3 を活性化する一方で、TRPA1

を抑制し、シンナムアルデヒド（CALD）はTRPA1を活性化する一方でTRPM8を抑制する(74)。

このように TRPチャネルのアゴニストの中には他の TRPチャネルと相互作用するものが認めら

れ、なおかつ抑制的に作用することがある。そのため既知の TRP チャネルアゴニストの中には
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PKD1L3/PKD2L1に対し抑制作用を有する物質が存在する可能性がある。 

 

本章では特定のTRPチャネルのアゴニストが他のTRPチャネルの抑制剤として機能する例

があることに着目し、各種TRPチャネルのアゴニストのPKD1L3/PKD2L1に対する影響を評価

し、抑制剤の探索を試みた。PKD1L3/PKD2L1 の活性評価は HEK293T を用いたカルシウム

イメージングを適用した。実験の迅速性を向上させるために、新たに中和法と定義したリガンド

投与法を開発した。その結果、TRPV1 のアゴニストとして知られるカプサイシンおよびその類

縁体が PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの酸刺激に対するカルシウム応答を抑制することを

見出した。更にマウスの有郭乳頭より単離した味細胞の酸刺激に対する応答もカプサイシンに

より可逆的に抑制された。以上よりカプサイシンおよびその類縁体が酸味抑制剤となる可能性

が示された。 
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3-2． 材料と方法 

 

試薬 

カプサイシン、カンファー、CALD、バニリルアミン、ノナン酸、6-ジンゲロールは和光純薬工

業株式会社より購入した。（–）カンナビジオール（CBD）は Tocris Bioscience 社より購入した。

2-APB、ジヒドロカプサイシン、オルバニル、アルバニルは Cayman Chemical 社より購入した。

L-メントールは関東化学株式会社より購入した。リナロールはBASF社より購入した。AITC、オ

イゲノールは東京化成工業株式会社より購入した。ノニバミドは Enzo Life Sciences社より購入

した。ω-アガトキシン IV Aは株式会社ペプチド研究所より購入した。 

カプサイシン、CBD、2-APB、カンファー、L-メントール、リナロール、AITC、CALD、ジヒドロ

カプサイシン、ノニバミド、バニリルアミン、ノナン酸、6-ジンゲロール、オイゲノールはDMSOに

溶解したものを、オルバニル、アルバニルはエタノールに溶解したものをそれぞれストック溶液

とした。 

 

溶液（表 3-1） 

カルシウムイメージング用のバッファーは第 2章にて使用した１Hバッファー（1 mM HEPES）、

10Hバッファー（10 mM HEPES）と同じものを使用した。中和法用の中和液の組成は 100 mM 

HEPES、130 mM NaCl、5 mM KCl、2 mM CaCl2、1.2 mM MgCl2、10 mM glucose、0.2 mM 

EGTA、80 mM NaOH、pH 8.2 とした。50 mM high K液の組成は 10 mM HEPES、85 mM 

NaCl、50 mM KCl、2 mM CaCl2、1.2 mM MgCl2、10 mM glucose とした。それぞれ NaOHを

用いて pH 7.4 に調整した。酸溶液は酢酸、クエン酸を希釈して調製し、酸以外の組成はアッ

セイに使用したバッファーの組成と等しくした。カプサイシン、カンファー等、上述の試薬を含

む溶液は各試薬のストック溶液を 1H バッファー、10H バッファー、酸溶液、中和液、50 mM 

high K 溶液に適宜溶解して調製した。全ての実験において DMSO の終濃度は＜1.0%
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（vol/vol）、エタノールの終濃度は＜0.1%（vol/vol）であった。 

 

細胞培養とトランスフェクション 

灌流法（細胞外液を灌流して刺激溶液を投与する方法）によるカルシウムイメージングに供

するトランスフェクション細胞は、第 2章に記載の通り、直径 35 mmガラス底培養皿上に準備し

た。中和法（後述）によるカルシウムイメージングに供するトランスフェクション細胞も基本的に

は同様の操作により準備したが、発現ベクターとリポフェクトアミンの投与 6 時間後に細胞を回

収し、ルモックス 96 穴プレート（Sarstedt）（以下 96 穴プレートと記載する）に播種しなおした。

更に 24－28 時間培養した後にカルシウムイメージングに供した。尚、対照実験に用いた

hTRPA1 と hTRPV3 の発現ベクターはそれぞれのコード領域（BC148423、BC104866）を

pcDNA5/FRT（Invitrogen）、pEAK10（EdgeBio System）に導入して作製した。 

 

カルシウムイメージング 

灌流法によるカルシウムイメージングは第 2 章に記載の通り実施した。中和法によるカルシ

ウムイメージングは 96穴プレートの各穴から培地を 10Hバッファーで洗浄し除去した後、底面

に接着している細胞に対して 5 µM Fura-2/AMを 30分間室温で負荷させた。細胞を１Hバッ

ファーでリンスした後、100 µlの１Hバッファー中で 10分間以上静置した。酸溶液の投与は 2 × 

濃度の酸溶液（酸以外の組成は１Hバッファーと同じ）を各穴に 100 µlずつ添加して実施した。

投与された刺激溶液（100 µl）は穴中のバッファー（100 µl）と混合され 1×濃度に希釈される。

希釈後の終濃度を刺激濃度と定義した。酸溶液投与 8秒後に中和液 50 µlを添加して細胞外

液を中和した。実施したいずれのケースにおいて中和液投与後の細胞外液 pHはほぼ中性域

になった。例えば pH4.0、3.8、3.5、3.3、3.0、2.8 のクエン酸溶液は中和液投与後にはそれぞ

れ pH 8.0、8.0、7.9、7.6、7.4、7.2 となった。細胞応答の測定は第 2章に記載の通り実施した。 

 

37



カルシウムイメージングによる味細胞応答の評価 

動物実験は東京大学動物実験委員会の承認のもと実施された。味細胞の単離に用いたタ

イロード液の組成は 10 mM HEPES、140 mM NaCl、10 mM glucose、10 mM sodium pyruvate、

5 mM KCl、1 mM CaCl2、1 mM MgCl2とし、NaOHで pH7.2に調整した。カルシウムおよびマ

グネシウム非含有タイロード液は上記の組成よりCaCl2およびMgCl2を除き、1 mM EGTAを加

えたものとした。コラゲナーゼ（Sigma-Aldrich）はタイロード溶液で希釈した。 

8 週齢以上の成体の C57BL/6J 雄マウスを頚椎脱臼により安楽死させた後、舌を摘出した。

2 mg/mL コラゲナーゼ溶液を有郭乳頭周辺の上皮直下に注入し 7分間室温で静置した。有

郭乳頭を含む上皮を剥がして、2 mg/mL コラゲナーゼ溶液に 30秒間浸漬した後、15分間カ

ルシウムおよびマグネシウム非含有タイロード液に浸漬して室温で静置した。味細胞を上皮よ

りガラスキャピラリーを用いて穏やかに吸引して単離しCellmatrix type I-C （新田ゼラチン株式

会社）でコートした直径 35 mmガラス底培養皿に移した。単離した味細胞に 5 µM Fura-2/AM

を 30分間室温で負荷させた。細胞をバッファーでリンスした後、試験に供した。刺激溶液の投

与は灌流装置を用いて実施した。灌流液は 10Hバッファーとし流速は 5 mL/分とした。カルシ

ウムイメージング法による細胞応答の記録操作は第 2章に記載の通り実施した。但し味細胞で

は HEK293T 細胞と比較して、蛍光像の輝度が低かったため露光時間を延長して 340 nm: 

1500 ms、380 nm: 750 ms とした。 
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3-3． 結果 

PKD1L3/PKD2L1活性化の迅速な評価法の開発 

PKD1L3/PKD2L1 の機能解析手法として HEK293T 培養細胞を用いたカルシウムイメージ

ング法が確立されている。カルシウムイメージングにおいて PKD1L3/PKD2L1を活性化するた

めには培養細胞の細胞外液（バッファー）を中性から一度酸性にした後に、中性に戻す必要

がある。既報では灌流装置によって連続的に細胞外液を置換しながら酸を投与し、一度酸性

化した後に、酸を洗い流すことで中性に戻すという制御をしている。しかしながら灌流装置を用

いる手法は迅速性に欠け、リガンド溶液が大量に必要になるという課題があり、抑制剤、増強

剤のスクリーニングには不向きであった。迅速にスクリーニングを実施するためにカルシウムイ

メージングにおける細胞外液 pH制御法を改良した。 

PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T を 96 穴プレートで培養し、Fura-2 を負荷した後に、ウェ

ルに酸溶液を添加して細胞外液を一度酸性化した後に、中和液を添加して中性に戻す方法

を採用した（図 3-1A）。酸溶液にはクエン酸溶液を用いた。なお酢酸溶液を用いた場合には

酢酸自身の緩衝能の高さから中和液の投与により中和することが困難であった（結果非掲載）。

中和液は緩衝剤濃度（100 mM HEPES）が酸溶液の緩衝剤濃度（1 mM HEPES）より高い

pH8.2 の溶液とし、HEPES の緩衝能を利用して中和する方法を採用した。本方法により灌流

装置を用いることなく、迅速な細胞外溶液の pH 制御が可能となった。PKD1L3/PKD2L1 は酸

刺激後（< pH3.0）、細胞外液が pH5.0以上まで戻ることで十分に活性化される(34)。本研究に

おいて実施したいずれの実験においても、中和後の pH は 5.0 以上に戻ることを確認している。

以下、本方法による細胞外液の pH 制御を伴うカルシウムイメージング法を「中和法」と記述し

た。酸溶液投与後に中和液を投与する刺激を「酸‐中和刺激」と記述した。また酸性化時の pH

を「刺激 pH」と定義した。 

中和法の具体的な操作および結果を記す。96 穴プレートに播種した PKD1L3/PKD2L1 発

現HEK293TにFura-2を負荷した後、細胞外液を１Hバッファーに置換してカルシウムイメージ
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ングに供した。2×濃度の酸溶液を投与し細胞外液を酸性化した 8 秒後、中和液を投与して、

細胞外液を中性化した（図 3-1A）。PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T を pH3.0 のクエン酸溶

液（2.5 mM）で刺激し、続いて中和液を添加した（酸‐中和刺激）。クエン酸溶液の添加時には

応答細胞は認められなかったが、中和後に応答細胞が観察された。PKD2L1 のみ発現した細

胞は、酸‐中和刺激に対し応答を示さなかった（図 3-1B）。これは灌流法により細胞外液の pH

制御を実施した場合と同様の結果であった（第 2 章）。これらのことから中和法を用いて観察さ

れた細胞のカルシウム応答は機能的な PKD1L3/PKD2L1 チャネルの活性化を介して誘導さ

れていることが示された。 

pH2.8－4.0 の酸‐中和刺激を実施し、細胞応答の pH 依存性を評価した。応答強度

（ΔRatio）は酸刺激の pH低下依存的に強くなり EC50値は pH3.3であった（図 3-1C）。この値は

以前の報告とほぼ同等であった(26)。これらの結果から中和法が PKD1L3/PKD2L1 の応答評

価法として適当であり、灌流法より迅速性に優れることからチャネルの抑制剤の迅速なスクリー

ニングに適用可能であると判断した。 

 

TRPチャネルアゴニストの PKD1L3/PKD2L1に対する抑制作用の評価 

TRPチャネルアゴニストの PKD1L3/PKD2L1に対する抑制作用を評価した。以下の 8種類

の TRPチャネルアゴニストを被験化合物とした。カプサイシン（TRPV1アゴニスト、トウガラシに

含まれる成分）(65)。CBD（TRPV2 アゴニスト、大麻に含まれる成分）(75)。カンファー（TRPV3、

TRPV1アゴニスト、湿布などに用いられ鎮痛作用を有する）(67, 68)。2-APB（TRPV1、TRPV2、

TRPV3 アゴニスト、人工合成化合物）(68)。メントール（TRPM8 アゴニスト、ミント中に含有され

る成分）(76)。リナロール（TRPM8 アゴニスト、レモン中に含有される成分）(77)。AITC（TRPA1

アゴニスト、マスタードオイルに含有される成分）(78)。CALD（TRPA1 アゴニスト、シナモンに

含有される成分）(79)。 
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初めに 8 種類の TRP チャネルのアゴニストをそれぞれ PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T

に単独で投与した。その結果ほとんど応答が認められなかったため、これらの化合物自身によ

って PKD1L3/PKD2L1 は活性化されないことが示された（図 3-2）。次に PKD1L3/PKD2L1の

酸‐中和刺激に対する応答が TRP チャネルアゴニストによって抑制作用を受ける可能性を検

証した。PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293T を 100 µM の TRPチャネルのアゴニスト存在下で

酸‐中和刺激し、応答強度を測定した。酸溶液には 2×濃度の被験化合物（TRPアゴニスト）を、

中和液には 1×濃度の被験化合物を予め添加することで酸刺激以降の細胞外液中の被験化

合物濃度を一定に保った（図 3-3A）。酸刺激に用いる酸溶液のクエン酸濃度は 1.4 mM と 2.5 

mMの2点とした。前者はEC50付近であるpH3.3を与え、後者は応答が飽和する付近のpH3.0

を与える。TRP アゴニスト非存在下（コントロール）では PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T は

pH3.3‐中和刺激に対して 0.13 ± 0.03の、pH3.0‐中和刺激に対して 0.20 ± 0.05のΔRatioを

示した。続いて TRP アゴニスト存在下で酸‐中和刺激に対する応答評価を行った。注目すべ

きことに 100 µM カプサイシン存在下における pH3.0‐中和刺激に対する応答強度（ΔRatio 

0.04 ± 0.01）はコントロールと比較して有意に低かった。CBD、2-APB、カンファー、メントール、

リナロール、AITC、CALD の存在による細胞応答強度の有意な変化は認められなかった（図

3-3B）。 

応答強度を経時的に解析すると、コントロールでは酸刺激に続く中和後に Ratio の上昇が

認められた。Ratio は 60 秒間以上高い値を維持した（図 3-3C）。一方、カプサイシン存在下で

はRatioの上昇を示した細胞数は少なく、また応答強度も弱かった（図 3-3C）。この結果はカプ

サイシンが PKD1L3/PKD2L1 の活性抑制作用を有する可能性を示唆した。そこでカプサイシ

ンの抑制作用について以下で詳細に解析を行った。 

 

pH依存性および濃度依存性の評価 

カプサイシン存在下における PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T の酸‐中和刺激に対する
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応答のpH依存性を評価した。カプサイシン非存在下（コントロール）では酸‐中和刺激に対し

て図 3-1Cに示した結果と同様に細胞応答強度は酸刺激の pH低下依存的に上昇した。一方、

100 µM カプサイシン存在下では酸‐中和刺激に対してほとんど応答を示さなかった。pH3.8、

3.5、3.3、3.0、2.8 における応答強度はカプサイシン非存在下と比較して有意に小さかった（図

3-4A）。 

抑制作用のカプサイシン濃度依存性を評価するために PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T

の酸（pH3.0）‐中和刺激に対する応答を 1 － 150 µMカプサイシン存在下において評価した。

カプサイシン濃度は酸溶液投与時から、中和剤投与時、測定終了まで一定に保った。応答強

度はカプサイシン濃度依存的に減少し、用量依存的抑制カーブから IC50が 32.5 ± 10.2 µMで

あることが示された。150 µMのカプサイシン存在下では応答はほぼ完全に消失した（図 3-4B）。

この結果よりカプサイシンが PKD1L3/PKD2L1の抑制剤として機能することが示唆された。 

 

抑制作用の特異性の評価 

カプサイシンの応答抑制作用の特異性を評価するために、他の TRP チャネルや受容体を

介したHEK293Tのカルシウム応答に対するカプサイシンの作用を検証した。初めにTRPチャ

ネルの一種である hTRPA1を介した応答に対するカプサイシンの作用を評価した。hTRPA1を

一過的に発現させた HEK293Tを 100 µMカプサイシン存在下、非存在下で hTRPA1の既知

のアゴニストである 100 µM AITCで刺激した。hTRPA1発現 HEK293Tはカプサイシンの存在

の有無に関わらず 100 µM AITC刺激に対して明瞭なカルシウム応答を示した（図 3-5A）。ま

たカプサイシン存在下、非存在下における AITC 濃度依存性は同等であり各濃度における細

胞応答強度に有意差は認められなかった（図 3-5B）。更に TRP チャネルの一種である

hTRPV3、および HEK293T に内在性の受容体であるプリン受容体(80)を介した応答に対する

カプサイシンの作用を評価した。前者は hTRPV3を一過的に発現させたHEK293Tを既知のリ

ガンドであるカンファーで刺激して評価した。後者は HEK293T を ATP で刺激して評価した。
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いずれの応答も 100 µM カプサイシンの存在の有無に関わらず明瞭なカルシウム応答を示し

た。さらに応答の濃度依存性はカプサイシンの存在の有無に関わらず同等であり、各濃度に

おける細胞応答強度に有意差は認められなかった（図 3-5C、D）。これらの結果よりカプサイシ

ンは非特異的にあらゆる受容体を介した細胞応答を抑制するわけではないこと、および

HEK293Tはカプサイシン存在下でカルシウム応答能を維持していることが示された。 

 

カプサイシン類縁体の PKD1L3/PKD2L1に対する作用の評価 

カプサイシンが PKD1L3/PKD2L1 の応答抑制作用を発揮するために必要となる分子の構

造的特徴を明らかにするため、カプサイシン類縁体群のPKD1L3/PKD2L1に対する抑制作用

を評価した。カプサイシンと構造的に類似性を持つ化合物は多数存在する。カプサイシンは

バニリルアミンと 8-メチル-6-ノネン酸がアミド結合した酸アミドという構造である（図 3-6A）。まず

酸アミドの構成部位のうちアミド結合から伸びている炭素鎖の構造と抑制作用の関連性を評価

した。ジヒドロカプサイシン、ノニバミド、オルバニル、アルバニルはそれぞれバニリルアミンと、

8-メチルノナン酸、ノナン酸、オレイン酸、アラキドン酸の酸アミドとみなすことができ、炭素鎖の

長さや二重結合、分岐の有無が異なる （図 3-6A ） 。 これら類縁体の存在下で

PKD1L3/PKD2L1 発現 HEK293T を酸‐中和刺激し応答強度をカルシウムイメージングによっ

て記録した。100 µM ジヒドロカプサイシン、ノニバミド存在下ではΔRatio（応答強度）は

0.08±0.02、0.04±0.01 であり、非存在下（コントロール）におけるΔRatio（0.31±0.04）より有意に

低かった。一方、オルバニル、アルバニル存在下でのΔRatio にコントロールと比較して有意

な差は認められなかった。一方、バニリルアミン、ノナン酸はカプサイシンおよびノニバミド分子

を構成する部分構造とみなせる。これらの部分構造のみによって応答抑制作用が発揮される

か否かを評価するためにバニリルアミン、ノナン酸の存在下で細胞応答を評価したところ抑制

作用は認められなかった。6-ジンゲロールおよびオイゲノールの分子構造はカプサイシン同様

にバニリル基と炭素鎖を有するが、アミド結合を有さない。応答抑制作用にアミド結合が必須
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であるか否かを評価するために 6‐ジンゲロール、オイゲノール存在下で細胞応答を評価した。

6-ジンゲロール存在下において、酸‐中和刺激に対する細胞応答時のΔRatioは 0.11±0.02で

あり、抑制作用は小さいながらもコントロールより有意に低かった。オイゲノール存在下では応

答強度にコントロールと有意な差は認められなかった（図 3-6B）。 

抑制作用を示した類縁体、すなわちジヒドロカプサイシン、ノニバミド、6-ジンゲロールにつ

いて抑制作用の濃度依存性を評価した。いずれの化合物も濃度依存的に酸‐中和刺激に対

するPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの細胞応答強度を低下させた。濃度依存曲線より推定

された IC50値はジヒドロカプサイシンで 55.0 ± 14.2 µM、ノニバミドで 42.2 ± 8.9 µMであった。

これらの値はカプサイシンの IC50 値と同等程度であった。一方、6-ジンゲロールの IC50 値は

85.9 ± 34.7 µMであり、この値はカプサイシンの IC50値の約 2.5倍であった（図 3-6C）。抑制作

用の強度（IC50 値より示される等濃度での抑制強度）はカプサイシン  ジヒドロカプサイシン 

 ノニバミド > 6-ジンゲロールであり、オルバニル、アルバニル、バニリルアミン、ノナン酸、

オイゲノールに抑制作用は認められなかった。 

 

カプサイシンの PKD1L3/PKD2L1抑制作用の可逆性 

カプサイシンによる PKD1L3/PKD2L1 抑制作用の可逆性を検証するため 、

PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの酸刺激に対する細胞応答を灌流装置を用いて連続的に

細胞外液のカプサイシンの有無を切り替えながら観察した。初めにカプサイシン非存在下に

おいてクエン酸（pH 2.8）を投与し、投与後速やかにバッファー（pH 7.4）でクエン酸を洗い流し

た。この時には明瞭なカルシウム応答が認められ、ΔRatioは0.12±0.02であった。応答細胞の

Ratioが基底レベル付近まで低下した後（約 800秒後）、100 µMカプサイシン存在下において

クエン酸（pH 2.8）を投与し速やかに洗浄した。この場合、細胞応答はほとんど観察されず、Δ

Ratio は 0.02±0.01 であり 1 度目の酸刺激に対する応答強度より有意に低かった。再度、灌流

液をカプサイシン非含有バッファーに切り替えて細胞外液からカプサイシンを除去し、クエン
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酸（pH 2.8）を投与した後に、速やかに洗浄したところ再び明瞭な細胞応答が観察された（図

3-7A）。ΔRatioは 0.08±0.01でありカプサイシン存在下と比較して有意に大きかった（図 3-7B）。

この結果はカプサイシンによるPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答抑制作用が可逆的で

あることを示している。 

 

マウス味細胞における酸応答のカプサイシンによる抑制 

マウスの有郭乳頭より単離された味細胞の中に、クエン酸刺激に対してオン応答およびオ

フ応答を示す細胞が存在することが近年、実験的に示された(35)。単離された味細胞のうち酸

刺激に応答した細胞は全てグルタミン酸脱炭酸酵素 67 kDaアイソフォーム（GAD67）を発現し

ていた。GAD67陽性細胞は酸刺激に対する応答性を持つことが確認されており、酸味受容細

胞のマーカー遺伝子とされる(81)。GAD67陽性細胞の大部分（92.8％）が PKD2L1タンパク質

を発現しており、また有郭乳頭においてPKD2L1はPKD1L3と共発現している。一方PKD2L1

は発現するが、PKD1L3 を発現しない茸状乳頭由来の味細胞はオン応答のみを示した(32, 

35)。以上のことより有郭乳頭由来味細胞において観察された酸に対するオフ応答は

PKD1L3/PKD2L1 を介して発生したものである可能性が示唆されている (35)。そこで

HEK293T を用いた実験系にて見出されたカプサイシンの抑制作用が、味細胞のオフ応答に

対しても同様に発揮されるか否かを検証した。 

C57BL/6J マウスの有郭乳頭より味細胞を摘出し、味細胞に Fura-2 を負荷してカルシウムイ

メージングに供した。味細胞に連続的に刺激溶液を投与してカルシウム応答を評価した。味

細胞の準備にあたり、ガラスキャピラリーを使用して味蕾全体を摘出したため、目的の酸味受

容細胞以外の甘味受容細胞等もカルシウムイメージングの視野中に含まれてしまっている。細

胞の外観による細胞種の識別は不可能であるので、常法に従い、脱分極刺激に対する応答

性により酸味受容細胞の識別を試みた。味細胞の脱分極を誘導する 50 mMカリウム（高濃度

K）刺激すると、電位依存性カルシウムチャネルを発現している一部の細胞においてカルシウ
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ム応答が観察される。この高濃度 K 刺激応答性細胞の大部分が酸味受容細胞に相当すると

考えられている(82, 83)。高濃度 K 刺激を酸やカプサイシンなど一連の被験物質の投与後に

実施し、高濃度 K 刺激に対して応答した細胞を酸味細胞とみなし解析対象として選択した。

酸刺激には pH4.3 のクエン酸溶液を用いた。この pH は HEK293T に発現させた

PKD1L3/PKD2L1 の活性化閾値（pH3 付近）より高いが、味細胞でのオフ応答の閾値は pH5

付近と報告されているため、オフ応答を誘起し得ると考えられた(35)。 

その結果、5 個の味蕾に由来する 11 細胞が高濃度 K 刺激に対して応答した。代表的な 2

細胞（図 3-8A で cell a、cell b で示した細胞）の Ratio を図 3-8B に示した。11細胞のうち 10

細胞（90.9%）において最初の 3.0 mM クエン酸刺激（pH 4.3）に対して 2回の独立した一過的

な応答が認められた（図 3-8B-2）。1 回目の応答は酸溶液に暴露中に観察されたためオン応

答、2 回目の応答は酸溶液の洗浄後に観察されたためオフ応答とみなした。オフ応答におけ

るΔRatioは 0.62±0.11であった。Ratioが基底レベル付近に戻った後（400秒後）、100 µMカ

プサイシン存在下で 3.0 mM クエン酸刺激（pH 4.3）を実施した。酸溶液の洗浄後にオフ応答

が観察されたが、ΔRatioは 0.17±0.03でカプサイシン非存在下と比較して有意に小さかった。

オフ応答のピークはブロードな形状を示した（図 3-8B-3、C）。カプサイシン存在下における酸

に対するオン応答のΔRatio も非存在下と比較して有意に小さかった（図 3-8B-3、C）。カプサ

イシン除去後に再度 3.0 mMクエン酸刺激（pH 4.3）すると明瞭なオン応答とオフ応答が観察さ

れた（図 3-8B-4）。オフ応答のΔRatioは 0.50±0.10でカプサイシン存在下と比較して有意に大

きかった。一方、味細胞をカプサイシンのみで刺激した際に明瞭な応答は観察されなかった

（図 3-8B-5）。これよりカプサイシンがマウスの味細胞において酸刺激に対するオフ応答を可

逆的に抑制することを示された。 

 

味細胞におけるカプサイシンの作用機序解明 

酸味受容細胞は電位依存性カルシウムチャネルを発現している(82, 83)。味細胞で観察さ
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れたオフ応答における Ratio の上昇は PKD1L3/PKD2L1 のポアを通じたカルシウム流入だけ

でなく、カルシウム流入により生じた膜電位の変化により二次的に活性化された電位依存性カ

ルシウムチャネルを通じたカルシウム流入を反映している可能性も否定することはできない。そ

のため、カプサイシンによるオフ応答の抑制がPKD1L3/PKD2L1の抑制を反映しているか、電

位依存性カルシウムチャネルによる二次的なシグナル伝達の抑制を反映しているかは不明で

ある。このことを検証するために味細胞の高濃度K応答に対するカプサイシンの影響を評価し

た。摘出した味細胞に Fura-2を負荷し、高濃度 K刺激をカプサイシン存在下、非存在下で評

価した。その結果、味細胞の高濃度 K 応答がカプサイシンによって可逆的に抑制された（図

3-9）。すなわち味細胞に発現している電位依存性カルシウムチャネルがカプサイシン感受性

であることが示された。味細胞においてカプサイシンがPKD1L3/PKD2L1を直接的に抑制して

いるか否かを評価するためには電位依存性カルシウムチャネルの影響を排除して、オフ応答

の観察およびカプサイシン感受性の評価を実施する必要があると考えられた。酸味受容細胞

に発現する電位依存性カルシウムチャネルは P/Qタイプに分類され、選択的 P/Qタイプチャネ

ルブロッカーである 300 nM ω-アガトキシン IV Aによって高濃度 K刺激に対する細胞応答が

抑制されることが報告されている(82, 83)。P/Q タイプチャネルの影響を排除するために ω-アガ

トキシン IV A存在下で酸応答に対するカプサイシンの影響を評価する実験を計画した。しか

しながらω-アガトキシン IV Aの作用条件の予備的検討段階において、300、および 1000 nM 

ω-Agatoxin IV A （株式会社 ペプチド研究所）は高濃度 K 刺激に対する応答を抑制しなか

った（図 3-10、1000 nMについては結果非掲載）。そのため電位依存性カルシウムチャネルの

影響について詳細な解析はしなかった。 

 

酢酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの応答のカプサイシンによる抑制 

これまでの実験では迅速性の観点より中和法にて評価ができるクエン酸溶液を使用したが、

ここでは第 2 章にて開発した酢酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1 応答評価手法を用いて酢
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酸刺激に対する応答と、そのカプサイシンによる抑制を評価した。PKD1L3/PKD2L1 発現

HEK293Tを灌流装置を用いて 100 mM酢酸（pH2.8）で刺激し、速やかに酢酸を洗い流した。

一過的な内因性応答が観察された後、lateフェーズにおいても高いRatioを維持している応答

細胞が観察された。ΔRatio は 0.10±0.01 であった。 late フェーズにおけるΔRatio は

PKD1L3/PKD2L1の活性化を反映している（第 2章）。次に 100 µMカプサイシン存在下で酢

酸刺激に対する応答を評価した。内因性応答は同様に観察されたが、late フェーズにおける

ΔRatio は 0.02±0.01 でありカプサイシン非存在下と比較して有意に小さかった（図 3-11）。以

上より、酢酸刺激に対する PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293T の応答も、カプサイシンにより抑

制されることが示された。 
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3-4. 考察 

本章において、PKD1L3/PKD2L1発現 HEK293Tの酸‐中和刺激に対する応答は、TRPV1

のアゴニストとして良く知られているカプサイシンによって抑制されることが示された（図 3-3、

3-4）。異種発現させたhTRPA1、hTRPV3、および内在性プリン受容体を介したHEK293Tのカ

ルシウム応答はカプサイシン非感受性であり（図 3-5）、また PKD1L3/PKD2L1 の抑制作用は

可逆的であったことから（図 3-7）、カプサイシンによる抑制作用はおそらくPKD1L3/PKD2L1タ

ンパク質とカプサイシンの一過的な相互作用によるものであり、HEK293T 自体の応答性を抑

制したり、PKD1L3/PKD2L1 タンパク質を不可逆的に変性するものでないと推察された。

TRPV1およびPKD1L3/PKD2L1はいずれもTRPチャンネルファミリーに属するにも関わらず、

カプサイシンは両者に対して逆の作用を示した点は非常に興味深い。味細胞の酸刺激に対

するオフ応答もカプサイシンは可逆的に抑制した（図 3-8）ことから、カプサイシンを経口摂取し

た際に発揮される作用は TRPV1 活性化による辛味の惹起に留まらず、味細胞の酸刺激に対

する応答性にも影響することが示された。 

 

さらに一部のカプサイシン類縁体においても PKD1L3/PKD2L1を介した細胞応答の抑制作

用が認められた（図 3-6）。カプサイシン、ジヒドロカプサイシン、ノニバミドは抑制作用を示し、

その IC50値は同程度であった。一方、オルバニル、アルバニルは抑制作用を示さなかった。カ

プサイシンの炭素鎖の鎖長はC9である。ジヒドロカプサイシン、ノニバミドも C9であるが、炭素

鎖内の二重結合、メチル基の有無や位置が異なる。オルバニルの炭素鎖は C18、アルバニル

の炭素鎖は C20である。これらのことから炭素鎖における二重結合、メチル基の存在よりも、炭

素鎖長が重要であることが示唆された。複数のカプサイシン類縁体が PKD1L3/PKD2L1 抑制

作用を示したことから、抑制作用を発揮するために必要な構造には一定の多様性が許容され

ることが示唆された。すなわち本研究において評価した類縁体の他にも、カプサイシンと類似

構造を有する化合物の中に PKD1L3/PKD2L1 抑制作用を持つ物質が存在するかもしれない。
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更なるスクリーニングによって新たな抑制剤を見出せる可能性がある。 

本研究において開発された中和法は一般的な灌流装置を用いた方法と比較し、測定に要

する時間を約 5 分の 1 に短縮することができる。更に試験に供するサンプル化合物の消費量

を約 50分の 1に減らすことができる。そのため抑制剤のスクリーニングにおいては有効な手段

と言える。一般的な TRP チャネルの抑制剤として知られる複数の化合物 (66)の

PKD1L3/PKD2L1 に対する効果を、中和法を用いて評価したところ、 SKF96365 が

PKD1L3/PKD2L1に対する抑制作用を示すことも証明した。その IC50値は 48.1 ± 10.8 µMで

あり、カプサイシンと同程度であった（図 3-12）。SKF96365 は広範な TRP チャネルにポアブロ

ッカーとして作用することが知られるが、PKD1L3/PKD2L1 に対する作用や力価はこれまでに

評価されていなかった。本手法を用いて多様な成分を対象にスクリーニングを実施することで、

酸味抑制成分を同定できる可能性がある。 

 

PKD1L3/PKD2L1 抑制作用を示したカプサイシン、ジヒドロカプサイシン、ノニバミド、ジンゲ

ロールはいずれも辛味（Pungency）を呈する物質として知られる(84)。そのため、これらの化合

物による口腔内における辛味誘導機構と PKD1L3/PKD2L1抑制機構の間に共通性が存在す

る可能性が推察された。辛味は体性感覚神経に発現する TRPV1 の活性化を介して誘導され

(65)、カプサイシン、ジヒドロカプサイシン、ノニバミド、ジンゲロールはいずれも TRPV1 のアゴ

ニストである(85, 86)。カプサイシンによる TRPV1の活性化については変異体を用いた解析か

ら、TRPV1タンパク質の細胞内領域に位置するY511の芳香環とカプサイシンのバニリル基の

相互作用が必須とする作用モデルが提唱されている(87)。TRPV1 の Y511 残基の近傍アミノ

酸配列（509
DSYSE

513）は PKD2L1 のアミノ酸配列の一部（562
DTYSE

566）と相同性を有する。こ

の相同配列は PKD2L1 の第 6 膜貫通領域の直後の細胞質内、すなわち C 末端領域に位置

するが、この領域は PKD1L3/PKD2L1チャネルが活性化し、カルシウムを透過させるために必

須の機能を果たしていると考えられている(32)。具体的には、PKD2L1 のデリーションミュータ
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ントを用いた試験により、PKD2L1の細胞質側 C末端領域（N561–F621）を欠失したデリーショ

ンミュータントは PKD1L3 と相互作用し、細胞膜表面に発現する性質は維持するにもかかわら

ず、酸刺激に対する応答性を失うことが示されている(32)。相同配列（562
DTYSE

566）はこの C

末端領域（N561-F621）内に位置するためカプサイシンと PKD1L3/PKD2L1 は PKD2L1 サブ

ユニット中の相同領域において相互作用し、チャネルの活性化阻害やポアのブロックに関わ

っているのかもしれない。 

TRPV1 のカプサイシン受容機構の解明を目的として、ラット TRPV1 の Y511 における点変

異体の機能解析がなされている(87)。野生型の TRPV1 はカプサイシンだけでなく酸刺激に対

しても応答を示す。一方、点変異体 Y511A、Y511C、Y511Fは酸応答性を維持しながら、カプ

サイシン応答性が選択的に消失もしくは低下することが報告されており Y511がカプサイシンと

の相互作用に関与していることが示されている(87)。そこで PKD2L1 においても相同配列

（562
DTYSE

566）におけるチロシン残基（Y564）がカプサイシンとの相互作用に関与している可

能性があり、このことを検証するために、PKD2L1 の 3 種類の変異体（Y564A、Y564C、

Y564F）を作出し、PKD1L3（WT）とHEK293Tに共発現させカルシウムイメージングによる機能

解析を実施した。その結果Y564A、Y564Cはチャンネル本来の機能自体を喪失し、酸‐中和

刺激に対して応答しなかった。またY564Fは酸‐中和刺激に対する応答性を維持していたが

カプサイシン感受性を評価したところ、野生型と同様にカプサイシン濃度依存的に酸‐中和

刺激に対する応答強度の低下が観察された（図 3-13A、B）。この結果は PKD2L1 の Y564 と

カプサイシンとの相互作用性を示唆するものではなかった。次に別の残基がカプサイシンとの

相互作用に関与する可能性についても検証を試みた。ラット TRPV1 のカプサイシン受容には

S512 も関与していることが示唆されている(87)。これは TRPV1 の点変異体、S512Y、S512A、

S512T が酸応答性を維持しながら、カプサイシン応答性が選択的に消失もしくは低下すること

から示されている(87)。そこで PKD2L1 においても相同配列（562
DTYSE

566）におけるセリン残

基（S565）がカプサイシンとの相互作用に関与している可能性があり、このことを検証するため
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に、PKD2L1 の 3 種類の変異体（S565Y、S565A、S565T）を作出し機能解析した。その結果

S565Yはチャンネル本来の機能自体を喪失し、カプサイシン非存在下においても酸‐中和刺

激に対して応答しなかった。S565A、S565T は酸‐中和刺激に対する応答性を維持していた

が、S565A、S565T のカプサイシン感受性を評価したところ野生型と同様、カプサイシン濃度

依存的に酸‐中和刺激に対する応答強度の低下が観察された（図 3-13C、D）。これらの結果

は PKD2L1 の S565 とカプサイシンとの相互作用性を示唆するものではなかった。

PKD1L3/PKD2L1 とカプサイシンの相互作用領域の解明には更なる研究が必要であろう。 

TRPV1 アゴニストであるカプサイシン、ノニバミド、ジヒドロカプサイシン、6-ジンゲロールは

PKD1L3/PKD2L1の応答を抑制したが、同じく TRPV1アゴニストであるオルバニル、アルバニ

ル(88, 89)は抑制作用を示さなかった（図 3-6）。TRPV1 は食品の辛味の受容体としての機能

を有し、カプサイシン、ノニバミド、ジヒドロカプサイシン、6-ジンゲロールは辛味を惹起する。オ

ルバニル、アルバニルは in vitroではTRPV1のアゴニスト活性を示すが、辛味を惹起しない類

縁体（Nonpungent analogs）である。TRPV1 アゴニスト活性を持つカプサイシン類縁体の中で

PKD1L3/PKD2L1 の応答を抑制する化合物と、辛味を惹起する化合物が一致している。この

点は PKD1L3/PKD2L1の応答抑制機構を考察するうえで興味深い点であり、更なる解析が待

たれる。 

 

マウスの味細胞を用いた解析においても、カプサイシンは酸刺激に対するオフ応答を有意

に抑制した（図 3-8 ） 。有郭乳頭より摘出された味細胞で観察されるオフ応答は

PKD1L3/PKD2L1 の活性化を介して発生していることが示唆されている(35)。また味細胞にお

けるオフ応答のカプサイシンによる抑制は可逆的であり、カプサイシン投与後に味細胞が応答

性を失っていないことが高濃度K応答性により確認されている（図 3-8）。さらにHEK293Tを用

いた異種発現系においてもカプサイシンによる PKD1L3/PKD2L1の抑制作用が確認されてい

る（図 3-3、4）ことから味細胞における酸刺激に対するオフ応答のカプサイシンによる抑制は、
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カプサイシンによる PKD1L3/PKD2L1の応答抑制を反映している可能性が示唆された。 

しかしながら味細胞においてカプサイシンがPKD1L3/PKD2L1を直接的に作用していること

を示すためには更なる解析が必要である。味細胞で観察されたオフ応答における Ratio の上

昇は PKD1L3/PKD2L1 のポアを通じたカルシウム流入だけでなく、カルシウム流入により生じ

た膜電位の変化により二次的に活性化された電位依存性カルシウムチャネルを通じたカルシ

ウム流入を反映している可能性がある。またカプサイシンは電位依存性カルシウムチャネルを

可逆的に抑制するということも今回示された（図 3-9）。このため観察されたオフ応答の抑制が、

二次的に活性化された電位依存性カルシウムチャネルに対するカプサイシンの抑制作用のみ

を反映している可能性を否定できておらず、PKD1L3/PKD2L1 にカプサイシンが直接的に作

用していない可能性も否定できていない。味細胞の細胞内シグナル伝達に関与する分子群

や薬理学的な性質に関する知見の集積は十分ではない。本研究においても酸味受容細胞の

電位依存性カルシウム流入はω-アガトキシン IV A 非感受性であるという、既報(83)とは異な

る知見が得られた（図 3-10）。カプサイシンによる味細胞のオフ応答抑制の作用機序の詳細な

解明のために、シグナル伝達機構、薬理学的感受性に関する知見の集積が待たれる。 

 

次に PKD1L3/PKD2L1 の応答をカプサイシンが抑制する、という本研究において明らかに

された知見と、ヒトの食生活実態との関連性について考察する。まず、カプサイシンの作用濃

度に関してであるが、PKD1L3/PKD2L1 の応答抑制におけるカプサイシンの IC50値は 32.5 ± 

10.2 µMであり（図3-4B）、この値は重量濃度に換算するとおよそ9.9 µg/gに相当する。市販の

食品中には 2.6－1471.5 µg/g 程度のカプサイシンが含まれるものがあり(90)、そのため

PKD1L3/PKD2L1を抑制するために十分な濃度のカプサイシンが食事によって口腔内に到達

しうる。すなわち通常の食事においてカプサイシンによる PKD1L3/PKD2L1 の阻害が味細胞

の酸応答の抑制を引き起こし酸味抑制を誘導するかもしれない。実際に、カプサイシンは味細

胞の酸応答を抑制する（図 3-8）。また、カプサイシン及びトウガラシの粗抽出物が官能的に酸

53



味を抑制することが複数の論文により報告されている(91, 92)。なお、本研究においてはクエン

酸刺激だけでなく、酢酸刺激に対するPKD1L3/PKD2L1の応答もカプサイシンにより抑制され

ることが示された（図 3-11）。そのため酢酸を主成分とする食酢の酸味をカプサイシンは抑制す

る可能性があると言えよう。 

 

本章では PKD1L3/PKD2L1 の迅速な活性評価法を確立した。本手法を用いて

PKD1L3/PKD2L1 の薬理学的性質の解明を試みカプサイシンとその類縁体によって

PKD1L3/PKD2L1 を介した細胞応答が抑制されることを示した。またマウス有郭乳頭より単離

した味細胞の酸刺激に対するオフ応答がカプサイシンによって抑制されることを示した。 
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図3-1 「中和法」によるPKD1L3/PKD2L1の活性評価 

（A）中和法の模式図。細胞の準備と測定の段階を示した。測定の段階では細胞を酸に8秒間暴露し、その後中和
した。下部の黒色線は細胞外液のpH変化を模式的に表現した。（B）Fura-2を負荷した細胞の代表的な蛍光イメー
ジを示した。上段はPKD1L3/PKD2L1発現HEK293T（PKD1L3/PKD2L1）、下段はPKD2L1発現HEK293T

（PKD2L1）。スケールバー：100 μm。（C）中和法により評価したPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答のpH依存
性。各点はΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 6）。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞より
ΔRatioの平均値を算出した。 
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図3-2 TRPチャネルアゴニストのPKD1L3/PKD2L1に対するアゴニスト活性 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tをカルシウムイメージングに供した。TRPアゴニストを終濃度100 μMで投与し細胞
応答を観察した。酸‐中和刺激は実施していない。各バーはΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 3－6）。各試
行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。同条件で準備した細胞に対し
て酸‐中和刺激を実施した際のΔRatioを最も右のバーに示す。 
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図3-3 TRPチャネルアゴニストのPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答への影響 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tを中和法を用いたカルシウムイメージングに供した。（A）実験手法の模式図。下
部の黒色線は細胞外液のpH変化を模式的に表現した。水平な赤線は被験化合物の存在を示す。（B）100 μMの
TRPチャネルアゴニスト存在下における酸－中和刺激に対する細胞応答。酸溶液として1.4 mM（灰色）、2.5 mM（
黒色）のクエン酸を用いた。各バーはΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 5）。各試行にてランダムに選択した
100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 1.4 mM、2.5 mMクエン酸溶液のpHはテスト化合物の有
無に関わらずpH3.3、3.0であった。但し100 μM 2‐APBを添加した2.5 mMクエン酸溶液は例外的にpH3.1であっ
た。有意差検定は分散分析に続くダネットの検定をCitric acid群（コントロール）を対照とし1.4 mM、2.5 mMのそれ
ぞれで実施した。*p<0.05。（C）Ratioの経時的な測定。黒色の線はカプサイシン非共存下において、赤色の線は
100 μM カプサイシン共存下において酸－中和刺激をした際の代表的な20細胞のRatioを示す。酸刺激はいずれ
もpH3.0。白、黒の矢頭はそれぞれ酸刺激、中和の時点を示す。 
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図3-4 カプサイシン濃度依存的なPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答の抑制 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tを中和法を用いたカルシウムイメージングに供した。（A）カプサイシン共存下（黒
丸印）、非共存下（白丸印）における細胞応答のpH依存性。各点はΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 11）。各
試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。有意差検定は各pHにおい
て対応のあるt検定にて実施した。*p<0.05、**p<0.01（B）応答抑制効果のカプサイシン濃度依存性。カプサイシン
共存下で酸（pH3.0）－中和刺激をした。各点はΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 4）。各試行にてランダムに
選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 
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図3-5 TRPA1、TRPV3、内在性のプリン受容体を介したHEK293Tのカルシウム応答に対するカプサ
イシンの影響 

hTRPA1もしくはhTRPV3遺伝子を導入したHEK293TおよびノントランスフェクションHEK293Tをカルシウムイメージ
ングに供した。刺激は既知のリガンド（AITC、カンファー、ATP）を投与して実施した。（A）hTRPA1導入細胞にお
けるRatioの経時的な測定。黒色の線はカプサイシン非共存下において、赤色の線は100 μM カプサイシン共存
下において100 μM AITC刺激をした際の代表的な20細胞のRatioをそれぞれ反映している。白の矢頭はAITC刺
激の時点を示す。（B）TRPA1、（C）TRPV3、（D）内在性プリン受容体を介した細胞応答のリガンド濃度依存性。カ
プサイシン共存下（黒四角印）、非共存下（白丸印）における細胞応答。各点はΔRatioの平均±標準誤差を示す
（n = 3）。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 
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図3-6 カプサイシン類縁体のPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答に対する抑制作用 

（A）カプサイシン類縁体の構造式。（B）100 μMのカプサイシン類縁体存在下における2.5 mMクエン酸－中和刺
激に対する細胞応答。各バーはΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 11）。各試行にてランダムに選択した100個
のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 2.5 mMクエン酸溶液のpHは類縁体の有無に関わらずpH3.0

であった。有意差検定は分散分析に続くダネットの検定をCitric acid群を対照とし実施した。**p<0.01、***p<0.001

。（C）抑制効果の濃度依存性。カプサイシン類縁体共存下で酸（pH3.0）－中和刺激をした。各点はΔRatioの平均
±標準誤差を示す（n = 10）。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出し
た。  
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図3-7 カプサイシンの抑制効果の可逆性 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tをカルシウムイメージングに供した。刺激には灌流装置を用い連続的に細胞応
答を測定した。（A）Ratioの経時変化。各線は代表的な100細胞のRatioを示している。上側のパネルでは矢頭が25 

mM クエン酸刺激（pH2.8）の投与時点を示している。赤色の水平線は100 μMのカプサイシンの存在を示している

。下側のパネルは、上側パネルにおいて点線で囲った部分の拡大図である。白色、赤色の水平線は酸、カプサイ
シンの存在をそれぞれ示している。（B）細胞応答の定量結果。各バーはΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 6）
。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 有意差検定は分散分
析に続くテューキーの検定を実施した。*p<0.05、**p<0.01、n.s.：not significant。 
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図3-8 マウス有郭乳頭の酸応答に対するカプサイシンの作用 

マウス有郭乳頭を摘出しカルシウムイメージングに供した。（A）有郭乳頭由来味細胞の応答の経時変化。（B）にお
ける1、2、3、4、5、6時点の蛍光イメージを示した。位相差観察像を右に示した。スケールバー：50 μm。（B）Ratioの
経時変化。（A）においてa、bとして示した味細胞のRatioを反映している。黒色の水平線は3.0 mMクエン酸
（pH4.3）刺激を、赤色の水平線は100 μMカプサイシンの存在を、灰色の水平線は50 mM high K刺激をそれぞれ
示した。（C）各バーは酸に対するオフ応答のΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 10細胞）。High Kに応答した5

個の味蕾に由来する11細胞のうち、酸刺激に対して応答した10細胞を解析対象とした。ΔRatioは各酸刺激直前の

ベースラインから、オフ応答のピークまでの変化値とした。有意差検定は分散分析に続くテューキーの検定を実施
した。*p<0.05、**p<0.01、n.s.：not significant。 
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図3-9 マウス有郭乳頭の高濃度K刺激応答に対するカプサイシンの作用 

マウス有郭乳頭を摘出しカルシウムイメージングに供した。（A）代表的な味細胞のRatioの経時変化。黒色の水平
線は50 mM カリウム刺激を、赤色の水平線は100 μMカプサイシンの存在をそれぞれ示した。（B）各バーはhigh K

刺激に対する応答のΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 9細胞、5個の味蕾に由来）。 ΔRatioは各high K刺激直

前のベースラインから、応答のピークまでの変化値とした。有意差検定は分散分析に続くテューキーの検定を実施
した。***p<0.001、n.s.：not significant。 

64



図3-10 マウス有郭乳頭のhigh K応答に対するω‐アガトキシンIV Aの作用 

マウス有郭乳頭を摘出しカルシウムイメージングに供した。（A）代表的な味細胞のRatioの経時変化。黒色の水平
線は50 mM カリウム刺激を、水色の水平線は300 nM ω‐アガトキシンIVの存在をそれぞれ示した。（B）各バーは
high K刺激に対する応答のΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 5細胞、1個の味蕾に由来）。ΔRatioは各high K

刺激直前のベースラインから、応答のピークまでの変化値とした。有意差検定は分散分析に続くテューキーの検定
を実施した。n.s.：not significant。 
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図3-11 酢酸刺激に対するPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答のカプサイシンによる抑制 

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tをカルシウムイメージングに供した。（A）代表的な蛍光イメージ。スケールバー：
100 μm。（B）late phaseにおけるΔRatioの平均±標準誤差を示した（n = 6）。各試行にてランダムに選択した100個
のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。有意差検定は対応のあるt検定を実施した**p<0.01 
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図3-12 TRPチャネル阻害剤のPKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tの応答に対する作用  

PKD1L3/PKD2L1発現HEK293Tを中和法を用いたカルシウムイメージングに供した。 （A）TRPチャネル阻害剤存
在下における酸－中和刺激に対する細胞応答。酸溶液として2.5 mMクエン酸を用いた。各バーはΔRatioの平均
±標準誤差を示す（n = 4－10）。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算
出した。RR、SKF96365、CPZ、Gd3+は100 μMで、BCTC、SB-366791、5'-IRTX、BTP2は10 μMで、ZnCl2は1 mM 

の濃度で投与した。2.5 mMクエン酸溶液のpHはテスト化合物の有無に関わらずpH3.0であった。但し100 μM RR

を添加した2.5 mMクエン酸溶液は例外的にpH3.1であった。有意差検定は分散分析に続くダネットの検定をCitric 

acid群を対照とし実施した。**P<0.01。（B）SKF96365による抑制効果の濃度依存性。SKF96365共存下で酸（
pH3.0）－中和刺激をした。各点はΔRatioの平均±標準誤差を示す（n = 5）。各試行にてランダムに選択した100個
のDsRed陽性細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 
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図3-13 PKD2L1の点変異体の機能解析 
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PKD2L1の点変異体（Y564A、Y564C、Y564F、S565Y、S565A、S565T）をそれぞれPKD1L3（WT）とHEK293Tに
共発現させ中和法を用いたカルシウムイメージングに供した。各試行にてランダムに選択した100個のDsRed陽性
細胞よりΔRatioの平均値を算出した。 （A） （C） Y564およびS565における点変異体の酸－中和刺激に対する応答
のpH依存性評価。各点はΔRatioの平均を示す（n=2）。（B） （D） Y564F、S565A、S565T変異体のカプサイシン感
受性評価。カプサイシン共存下で2.5 mM クエン酸（pH3.0）－中和刺激に対する応答を評価した。各点はΔRatio

の平均±標準誤差を示す（n = 4）。 
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第 4章 

 

酢酸投与に対する培養細胞の 

内因性応答の解析 
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4-1. 序 

 

酸の種類によって異なる細胞応答 

哺乳類細胞は外界の多様な刺激に暴露されており、刺激に対して多様な応答を示す。例

えば消化管の上皮細胞は食品に含まれる多様な成分に暴露されており、この刺激に対して消

化管内分泌細胞はホルモン分泌、小腸エンテロサイト細胞は食品成分の取り込みを行うトラン

スポーターの発現亢進といった応答を示す(93, 94)。果実やピクルス、ヨーグルトなど酸味食品

を摂取した際、口腔内や食道の組織は酢酸、クエン酸、乳酸、酒石酸など多様な酸に暴露さ

れる。酸に対する応答は暴露される酸の種類によって異なることが知られている。第 1 章にて

述べた通り、酸の種類によって酸刺激に対する神経応答強度や酸味強度が異なる。また食道

の上皮細胞は酢酸に暴露されると外観が白色化するが、クエン酸の暴露ではこの応答は生じ

ない(95)。白色化の強さや持続時間が組織によって異なることが知られており、この性質に基

づき咽頭に酢酸を塗布し、白色化の状態を観察する手法が咽頭のがん診断において適用さ

れている(96)。第 2 章にて示した通り、Fura-2 を負荷した HEK293T 細胞は酢酸刺激に対して

内因性応答を生じた。一方で、クエン酸刺激に対しては生じなかった（図 2-1、2-2）。このことは

酸の種類により生体応答が異なることを示す顕著な例と言える。 

 

Fura-2 

Fura-2 は一般的な細胞内カルシウム指示薬である。Fura-2 はカルシウムイオンをキレートし、

Fura-2-Ca
2+複合体を形成する。カルシウム濃度の変動に伴い Fura-2-Ca

2+複合体の存在比率

が変動する。遊離のFura-2とFura-2-Ca
2+複合体では蛍光特性が異なるためカルシウム濃度を

反映して蛍光が変化する。一方で Fura-2 の蛍光に pH が影響を与えることも知られている。こ

れは pHが Fura-2 とカルシウムイオンの解離定数に影響を与えるためである(97)。 

 

70



培養細胞の内因性応答に関する詳細な解析は生体細胞の様々な酸に対する応答を解釈

する上で重要な知見をもたらす可能性がある。特に酢酸が特異的に細胞応答を誘起すること

は、酢酸の呈味の発現機構を解析する上で非常に興味深い現象である。本章では培養細胞

に内因性応答を誘起させる要因について詳細な解析を行った。その結果、非解離酢酸分子

が細胞内を酸性化することが要因となり内因性応答が誘起されることが示された。 
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4-2． 材料と方法 

 

溶液 （表 4-1） 

カルシウムイメージング用および細胞内 pH の測定用のバッファーは第 2 章にて使用した

10Hバッファー（10 mM HEPES）と同じものを使用した。50 mM high K液は第 3章にて使用し

たものと同じものを使用した。酸溶液は各酸を希釈して調製し、酸以外の組成はアッセイに使

用したバッファーの組成と等しくした。 

 

細胞培養 

第 2章記載の通り実施した。 

 

カルシウムイメージング 

HEK293T 培養細胞を 96 穴プレートに各穴あたり 4－5 万個播種して、20－28 時間培養し

た後に Fura-2を負荷した。Fura-2の負荷は第 2章に記載の通り実施した。刺激溶液の投与は

2×濃度に調整した刺激溶液を各穴に 100 µl 添加し実施した。投与された刺激溶液（100 µl）

は穴中のバッファー（100 µl）と混合され1×濃度に希釈される。この終濃度を刺激濃度と定義し

た。 

 

pHi測定 

HEK293T 培養細胞を 96 穴プレートに各穴あたり 4－5 万個播種した。20－28 時間培養し

た後、培地をバッファーで洗浄し、3 µM BCECF/AM（Invitrogen）を 30分間室温で負荷した。

負荷後 30分間隔で 2度、細胞をバッファーでリンスした。100 µlのバッファー中で 10分間以

上静置し、pHi測定に供した。刺激溶液投与は 2 × 濃度に調製した刺激溶液を各穴に 100 µl

添加し実施した。445 nm 及び 500 nm にて励起した際の 542 nm における BCECF の蛍光
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（F445および F500）をシャッターコントローラーLambda 10-2、MicroMax冷却 CCDカメラ、蛍

光倒立顕微鏡 IX-70 を用いて 4 秒毎に記録した。画像解析は解析ソフトウェア MetaFluor を

用いて実施した。2 種の励起波長における蛍光の比（F500/F445；以下 RatioF500/F445 と記載す

る）を pHi の指標として採用した。解析対象とした細胞数および試行数は結果の段落もしくは

図のレジェンド欄に記載した。RatioF500/F445 は必要に応じてキャリブレーションカーブにより pH

に変換した。キャリブレーションカーブは BCECF を負荷した細胞を 10 µM ナイジェリシン

（Sigma）を含むキャリブレーション液（pH 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0）中で 10 分間静置した後、細

胞の Ratio F500/F445を測定し、得られた Ratio F500/F445を非線形最小二乗法によりフィッテイングし

て得た(98)。キャリブレーション液の組成は 10 mM HEPES、5 mM NaCl、130 mM KCl、2 mM 

CaCl2、1.2 mM MgCl2、10 mM glucose とし、NaOHを用いて pH 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0に調整

した。 
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4-3. 結果 

 

酢酸刺激に対する HEK293Tの内因性応答の評価 

酢酸刺激に対するHEK293T細胞の内因性応答を評価するため、96穴プレートに播種した

HEK293T（ノントランスフェクション）に Fura-2 を負荷してカルシウムイメージングに供した。酸

溶液をピペットマンを用い各穴に投与して細胞を刺激した。10 mM酢酸（pH4.5）で刺激すると

ほぼ全ての HEK293T 細胞において Ratio（蛍光強度比 F340/F380）の増加が認められた（図

4-1A）。Ratio の上昇は酢酸投与後に速やかに認められ、酢酸存在下では Ratio は高値を維

持していた（図 4-1B）。一方、10 mM塩酸（pH3.0）および 10 mM クエン酸（pH3.2）で刺激した

場合にはRatioの増加は認められなかった。内因性応答の酢酸濃度依存性を評価するために、

濃度の異なる酢酸溶液によって HEK293Tを刺激したところ 6 mM以上の酢酸刺激で応答が

誘起された（図 4-1C）。 

経時変化を観察するため Fura-2を負荷したHEK293Tに灌流装置を用いて酢酸を投与し、

続いて酢酸を洗浄した際の Ratio 変化を観察した。Ratio は酢酸刺激後に増加し洗浄後に基

底レベルに戻った。このことから酢酸刺激により誘起された Ratio 上昇は、可逆的な応答を反

映していることが示唆された。また酢酸洗浄後に ATP を投与したところ明瞭なカルシウム応答

が観察された。このことより細胞が不可逆的に変性を受けていないことおよびカルシウム応答

性を失っていないことが示された（図 4-2）。 

カルシウムイメージングで認められた内因性応答が細胞内カルシウム濃度変化によるもので

あるかどうかの検討を行った。細胞内カルシウム濃度上昇は一般に細胞外液からのカルシウ

ム流入、もしくは小胞体からのカルシウム放出により発生する。両方のカルシウム源を枯渇させ

るために、小胞体のカルシウムを枯渇させる作用を持つタプシガルギンの前処理をカルシウム

を含まないバッファー中で行った。HEK293T はプリン受容体を発現しており ATP 刺激に対し

て通常はカルシウム応答を示すが、この前処理を施した細胞では ATP に対するカルシウム応
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答がほぼ完全に消失した（図 4-3）。そのため前処理によってカルシウム源は枯渇していること

が確認された。前処理によってカルシウム源を枯渇させた細胞においても酢酸刺激に対して

は明瞭な Ratioの上昇が認められた（図 4-3）。この結果より内因性応答が細胞内カルシウム濃

度の上昇ではなく、酢酸によって特異的に誘導される何らかの現象を反映していることが示唆

された。 

これらのことから、酢酸は他の酸と異なり、内因性応答を誘起する性質を有することが示され

た。また内因性応答は可逆的で、かつカルシウム非依存的であることが示された。本章ではこ

の HEK293T内因性の応答発生要因の解明を試みた結果について述べる。 

 

プロトン、酢酸イオンの影響評価 

酢酸分子は解離定数に従って部分的に解離しており、非解離酢酸と酢酸イオンとプロトン

の 3 要素の平衡状態にある。そのため酢酸刺激はこれらの 3 要素の複合刺激とみなすことが

できる。3 要素のうち内因性応答を誘起する要素の特定を試みた。10 mM 酢酸（pH4.5）刺激

は（I）pH4.5（プロトン 32 µM）、（II）酢酸イオン 3.6 mM、（III）非解離酢酸 6.4 mMの混合刺激

とみなせる。なお、pH は pH メーターによる実測値であり、酢酸イオン濃度、非解離酢酸濃度

は酢酸の解離定数（pKa=4.76）から算出した理論値である。 

はじめにプロトンの影響を評価するために 4.8 mM 塩酸溶液（（I）pH4.5、（II）酢酸イオン 0 

mM、（III）非解離酢酸 0 mM）で刺激を行った。4.8 mM塩酸溶液（pH4.5）のプロトン濃度は、

応答を誘起した 10 mM酢酸溶液（pH4.5）と等しいにも関わらず、応答は認められなかった（図

4-4）。次いで酢酸イオンの影響を評価するために、3.6 mM 酢酸ナトリウム（（I）pH7.4、（II）酢

酸イオン 3.6 mM、（III）非解離酢酸 ≈ 0 mM）で刺激を行った。酢酸ナトリウムは水溶液中で

ほぼ完全に酢酸イオンとナトリウムイオンに電離する。そのため 3.6 mM 酢酸ナトリウム溶液中

の酢酸イオン濃度は 3.6 mM となり、10 mM 酢酸溶液の酢酸イオン濃度と等しい。しかしこの

条件でも応答は認められなかった（図4-4）。以上より、酢酸刺激時に観察される内因性応答は
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プロトン、酢酸イオンによって誘起されたものではないことが示された。 

 

非解離酢酸の影響評価 

次に非解離酢酸の影響を評価した。酢酸は解離、非解離状態の平衡にあるが、pH 低下に

伴い平衡は非解離側に傾く。そこで pH を制御しながら、酢酸濃度を変化させるために酢酸と

塩酸の混合溶液を調製した。酢酸溶液に塩酸を混合することで溶液の pH は低下し、非解離

酢酸の比率が酢酸単独の場合と比較し上昇する。そこで酢酸と 2、3、4、5、10 mM 塩酸の混

合溶液で細胞を刺激し細胞応答を評価した。 

数多くの組み合わせの溶液を投与したところ、非常に興味深い結果が得られた。4 mM 酢

酸刺激に対して細胞応答は認められなかった。一方で、4 mM酢酸と 3 mM塩酸の混合溶液

に対しては穏やかな応答が認められた（図 4-5A）。各刺激溶液の非解離酢酸濃度を算出し、

それに対して、応答強度（刺激溶液投与 20 秒後における細胞の Ratio）をプロットした。Ratio

は無作為に抽出した 60細胞（20細胞×3回の独立した試行）の平均値とした。応答は 0.5 mM

以上の非解離酢酸濃度で認められ、応答強度は非解離酢酸濃度依存的に上昇した（図

4-5B）。この結果より、酢酸刺激を構成する 3 つの要素、（I）プロトン、（II）酢酸イオン、（III）非

解離酢酸のなかで（III）非解離酢酸が HEK293Tの内因性応答を誘起することが示された。 

 

疎水性の異なる酸に対する応答評価 

引き続いて非解離酢酸の作用機構解明を試みた。酢酸イオンやプロトンがそれぞれ負、正

の電荷を帯びたイオンであるのに対し、非解離酢酸は電荷を帯びておらず、このため疎水性

が高いと考えられる。そこで疎水性が高いことが応答を誘起するための重要な要因であると仮

定し、様々な疎水性を有する 14種類の酸（酢酸、酪酸、プロピオン酸、蟻酸、コハク酸、乳酸、

マロン酸、酒石酸、グリコール酸、ピルビン酸、リンゴ酸、クエン酸、シュウ酸、グルコン酸）に対

する細胞応答を評価した。疎水性の指標としてオクタノール/水分配比（LogP）を用い、各化合
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物の LogP の値は ALOGPS 2.1（http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html）より得た(99)。一

般に LogPが高いほど、疎水性が高い。投与した 14種類の酸の Log Pは‐1.87から 0.79であ

った。14 種類の酸を 10 mMの濃度で Fura-2を負荷した HEK293Tに投与したところ、酪酸、

プロピオン酸、酢酸、蟻酸刺激により応答が誘起されたものの、コハク酸、乳酸、マロン酸、酒

石酸、グリコール酸、ピルビン酸、リンゴ酸、クエン酸、シュウ酸、グルコン酸刺激によっては応

答は認められなかった。（図 4-6）。このとき応答を誘起した酪酸、プロピオン酸、酢酸、蟻酸の

LogPは‐0.54以上であったのに対し、誘起しなかった他の酸の LogPは全て‐0.59以下であっ

たことから、細胞応答に疎水性が関与する可能性が示唆された。更に疎水性の高い安息香酸

（Log Pは 1.87）は 10 mMの濃度でバッファーに溶解しなかったため、上記の結果と直接的に

比較することができなかったが、5 mM 安息香酸溶液によって明瞭な内因性応答が観察され

た（結果は示さない）。安息香酸によっても内因性応答が誘起されたことは、直鎖短鎖脂肪酸

に限定される現象ではないことを示しており、疎水性の高さが内因性応答を誘因する条件と考

えられた。 

次いで疎水性が高いことが応答を誘起するために十分な条件であるか否かを検証するため

に、酪酸、プロピオン酸、酢酸、蟻酸と同程度の LogP を示すアルコールであるメタノール

（LogP: ‐0.77）、エタノール（‐0.31）、プロパノール（0.25）、ブタノール（0.88）刺激に対する細

胞応答を評価した。投与濃度は 10 mM とした。いずれのアルコール刺激に対しても細胞応答

は認められなかった（図 4-6）。これらの結果より内因性応答を誘起するために疎水性が高いこ

とは必要条件であるが、十分条件ではなく、これらの結果から疎水性が高く、かつ酸としての

性質を有することが必要であることが示唆された。 

 

細胞内酸性化の影響評価 

内因性応答は疎水性の高い酸刺激によって共通に認められたことから、内因性応答は酢

酸に特異的な機構ではなく、疎水性の高い酸に共通する性質を反映した機構によって生じる
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可能性が考えられた。一般的に分子の疎水性が高いほど脂質二重膜に対する透過速度が高

く、細胞内に酸が透過することで細胞内環境が酸性化されることが予想される。そのため内因

性応答は細胞内酸性化に伴って発生している可能性が考えられた。そこで、酸刺激時の細胞

内 pH（pHi）を測定し応答強度との関係を評価した。 

Fura-2 を負荷した HEK293T に 4 種類の疎水性の高い酸（蟻酸、酢酸、プロピオン酸、酪

酸）、2種類の親水性の高い酸（塩酸、クエン酸）を 2、4、6、8、10 mMの濃度で投与してRatio

を測定した。蟻酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸を 6 mM以上の濃度で投与した際、明瞭な応答

が認められたが、塩酸、クエン酸の投与では応答が認められなかった（図 4-7A）。 

次に細胞内 pH 指示薬である BCECF を用いて pHi を測定した。BCECF を負荷した

HEK293Tを酸溶液で刺激し、Ratio F500/F445を測定した。得られたRatio F500/F445は必要に応じて

キャリブレーションカーブ（図 4-8）を用い pHiに変換した。刺激前の細胞のRatio F500/F445は 1.59

であった。この値は pHi7.32 に相当する（結果非掲載）。細胞をバッファー（pH7.4）で刺激した

場合 Ratio F500/F445はほとんど変化せず 1.58であった。この値は pHi7.30に相当する。2、4、6、

8、10 mM 酢酸で細胞を刺激したところ、濃度依存的に Ratio F500/F445 は低下した（それぞれ

1.41、1.13、1.01、0.77、0.75、 刺激 20秒後の値）。2、4、6、8、10 mMの蟻酸、プロピオン酸、

酪酸刺激に対しても Ratio F500/F445低下が観察された（蟻酸：1.46、1.12、0.74、0.72、0.72プロピ

オン酸：1.33、1.07、0.82、0.87、0.76、酪酸：1.45、1.04、0.83、0.79、0.74、 刺激 20 秒後の値）

（図 4-7B）。 

Fura-2のRatio（図 4-7A）をBCECFのRatio F500/F445（図 4-7B）に対してプロットした（図 4-7C）。

Fura-2の Ratio増加は BCECFの Ratio F500/F445がおよそ< 1.0以下（pHi < 6.5に相当）に低下

した際に観察された。また Fura-2 の Ratio は BCECF の Ratio F500/F445低下依存的に上昇する

傾向にあった。これらの結果より HEK293T において細胞内酸性化に伴い Fura-2 の Ratio が

増加すること、すなわち内因性応答が誘起されることが示された。 

細胞内の酸性化によって内因性応答が誘起されることを検証するために、細胞内を人為的
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に酸性化した際の細胞応答を評価した。プロトンの脂質二重膜に対する透過速度は疎水性分

子と比較して遅く、細胞外液に存在するプロトンの細胞内への透過は限定的である。細胞内を

人為的に酸性化させるために、ナイジェリシン‐high K 法(98)により細胞膜のプロトン透過性を

上昇させた条件下において細胞外液に酸を投与した。ナイジェリシンはプロトン、カリウムイオ

ン透過性のイオノフォアであり、細胞外液にナイジェリシンを添加すると細胞膜のプロトン、カリ

ウムイオンの透過性が向上する。ここで細胞内外のカリウムイオン濃度を等しくすると、細胞内

pH は細胞外 pH に等しくなる。Fura-2 を負荷した HEK293T を 10 µM ナイジェリシンを含む

high Kバッファー中で 10分間インキュベートした後 10 mM酢酸、塩酸、クエン酸溶液で細胞

を刺激した。細胞外 pHはそれぞれ 4.7、3.1、3.3であり、細胞内 pHも同程度の値と考えられた。

いずれの酸刺激によっても明瞭な応答が観察された。ナイジェリシン処理しなかった細胞は

high K バッファー中で塩酸、クエン酸刺激しても応答は認められなかった。酢酸はナイジェリ

シン処理の有無に関わらず応答を誘起した（図 4-9）。塩酸やクエン酸のような親水性の酸刺

激に対してもナイジェリシン処理した細胞では応答が誘起されたことから細胞内酸性化が内因

性応答を誘起する要因であると考えられた。 
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4-4. 考察 

酢酸は哺乳類細胞において特徴的な内因性応答を誘起することが、第 2 章にて示された。

酢酸に対する細胞応答は Fura-2のみならず、別のカルシウム指示薬である Fluo-4を用いたカ

ルシウムイメージグによっても確認され、Fura‐2 に特異的な現象ではないことが確認されてい

る（図 4-10）。酸味受容体の機能解析のために実施された HEK293T を用いたパッチクランプ

においても内因性応答が確認されている。しかし、クエン酸、塩酸に対して内因性応答はいず

れの手法によっても検出されていない（図 4-1）(34)。本章ではこの応答を誘起する酢酸分子の

化学的性質について解明を試みた。その結果、酢酸の持つ疎水性が、Fura-2 を負荷した

HEK293T の細胞応答を誘起する要因であることが示された。更に、酢酸以外の疎水的な酸

（蟻酸、プロピオン酸、酪酸）も細胞応答を誘起することが示された（図 4-6）。 

疎水的な酸は脂質二重膜を透過することが報告されていることから(100, 101)、細胞内の酸

性化が細胞応答を誘起する要因であると仮説が立てられた。細胞内 pH 指示薬 BCECF を用

いた試験により、酢酸刺激後に細胞内 pH が低下していることが確認された（図 4-7）。疎水的

な酸を 6-10 mMの濃度で投与したところ、BCECFの蛍光比Ratio F500/F445は約 1.0以下に低下

した。これはおおよそ細胞内 pH6.5 以下に相当し、細胞応答と細胞内酸性化が伴って発生し

ていることが確認された。更にプロトン透過性のイオノフォアを用いた試験により、細胞内酸性

化の細胞内応答への寄与を検証した。ナイジェリシン high K
+処理によって細胞外液中のプロ

トンが細胞内に透過し、細胞内が酸性化がされる条件下では親水的な酸である塩酸、クエン

酸刺激によっても応答が誘起された（図 4-9）。以上の結果から、内因性応答は細胞内酸性化

によって誘起されると結論付けられた。 

Fura-2は細胞内カルシウム濃度指示薬として汎用されており、通常、細胞内カルシウム濃度

上昇を反映してRatioが上昇する。しかしながら、タプシガルギン処理とカルシウムフリーバッフ

ァーの使用によって、小胞体由来のカルシウム放出および細胞外からのカルシウム流入を遮

断した HEK293T においても、酢酸刺激に対して細胞応答が明瞭に確認された。このため酢
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酸刺激によって観察される細胞応答、すなわち Ratio の上昇は細胞内カルシウム濃度上昇を

反映していない可能性が考えられた。Fura-2の蛍光はカルシウム濃度以外にも pH、疎水性物

質、温度、マグネシウムイオン濃度の影響を受けることが報告されている。(97, 102, 103)。pH、

疎水性物質は細胞の生理応答とは関係なく、Fura-2 とカルシウムイオンの解離定数に影響す

ることで蛍光に影響を及ぼすことが報告されている(103)。酢酸刺激によって細胞内 pHは低下

するため、Fura-2の蛍光に影響を及ぼすこと予想される。しかしながら報告されている pH依存

的な Fura-2の蛍光の変化によって、酢酸刺激に対する細胞応答、すなわち Ratioの上昇を説

明することはできない。Fura-2は解離定数に従いカルシウムイオンをキレートし、Fura-2-Ca
2+複

合体を形成する。カルシウム濃度の上昇に伴い Fura-2-Ca
2+複合体の存在比率が上昇する。こ

のことによって蛍光特性が変化し Ratio が上昇する。Fura-2 とカルシウムイオンの解離定数は

pH低下依存的に上昇し、pH7.4では 10 - 20 nMであるが、pH6.0では 5000 nMである(104)。

このことは細胞内酸性化に伴い、Fura-2-Ca
2+複合体の存在比率が低下することを意味する。

実験的にも酸性条件下で Ratio が低下することが示されている(103)。報告されている疎水性

物質の Fura-2に対する影響によっても、酢酸刺激に対するRatio上昇を説明することはできな

い。プロパノールに溶解した Fura-2の蛍光 F340（340 nmで励起した際の 510 nmにおける蛍

光）は水に溶解した Fura-2 の F340 より低いと報告されている(103)。一方、Fura-2 を負荷した

HEK293T を酢酸で刺激すると明瞭な F340の上昇が認められる（結果非掲載）。また、疎水的

なアルコールを 10 mM の濃度で細胞外に投与した場合には Ratio の上昇は認められなかっ

た（図 4-6）。すなわち報告されている疎水性物質中における Fura-2の蛍光特性の変化によっ

て酢酸刺激に対する Ratio 上昇を説明することはできない。これらのことから細胞内酸性化に

よって内因性応答が誘起される機構の解明には更なる研究が必要である。細胞内にはカルモ

ジュリンのようにカルシウムと結合しているタンパク質が存在しているが、疎水性の酸刺激によ

って、細胞内の pH が低下したことにより、それらタンパク質のコンホメーション変化が生じ、結

合していたカルシウムを細胞質内に遊離し細胞内の遊離カルシウムイオンの濃度を上昇させ
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ているのかもしれない。 

カルシウムイオンは重要なセカンドメッセンジャーである。そのためカルシウムイメージング

は細胞応答を解析するために幅広く用いられている手法である。過去の報告の中には酢酸や

他の疎水性の酸の存在下でカルシウムイメージングが実施されている例がある(105–107)。酢

酸や他の疎水性の酸によって誘起される Ratioの上昇はバックグラウンドノイズとなるであろう。

カルシウムイメージングを実施する際にシグナルのバックグラウンドノイズを理解することは重

要であるが、本章において酢酸や他の疎水性の酸によって誘起される細胞応答について詳

細に記述された内容は、培養細胞を用いたカルシウムイメージングにおいて観察される蛍光

シグナルを正しく解釈するために、重要な情報となろう。 

本章では、Fura-2を負荷した HEK293T細胞において観察される酢酸刺激に対する応答が

非解離酢酸濃度に依存的であること、および細胞応答は細胞内酸性化によって誘起されるこ

とを見出した。酢酸によって誘起される細胞応答の生理的意義については、今後の更なる研

究が待たれるが、本章で示した結果は、非解離型の酢酸分子の有する、細胞に対する特徴的

な性質を明瞭に示した例であると考える。生体と酢酸分子の接触する領域で起こる現象の記

録と解釈は、酢酸の呈味性の発現機構を考察する上で重要な知見となるであろう。 

82



1
0
H

バ
ッ
フ
ァ
ー

0
C
a
‐
1
0
H

バ
ッ
フ
ァ
ー

H
ig

h
 K
液

キ
ャ
リ
ブ
レ
ー
シ
ョ
ン
液

H
E

P
E

S
（
ｍ
M
）

1
0

1
0

1
0

1
0

N
a
C

l
（
ｍ
M
）

1
3
0

1
3
0

5
5

K
C

l
（
ｍ
M
）

5
5

1
3
0

1
3
0

C
a
C

l 2
（
ｍ
M
）

2
-

2
2

M
g

C
l 2

（
ｍ
M
）

1
.2

1
.2

1
.2

1
.2

G
lu

c
o

s
e

（
ｍ
M
）

1
0

1
0

1
0

1
0

E
G

T
A

（
ｍ
M
）

-
0
.2

-
-

p
H

7
.4

7
.4

7
.4

6
.0
、

6
.5
、

7
.0
、

7
.5
、

8
.0

表
4
-1

 
本
章
で
用
い
た
溶
液
の
組
成

 

83



図4-1 Fura-2を負荷したHEK293Tの酸刺激に対する応答 

C 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。白色文字は細胞外pHを示す。スケール
バー：100 μm。（A）10  mM酢酸、塩酸、クエン酸でHEK293Tを刺激した際の代表的な蛍光イメージ。上段は酸投
与前、下段は酸投与20秒後。（B）Ratioの経時変化。黒色線は代表的な20細胞のRatioを反映している。灰色の水
平の線は10 mMの各酸の存在を示す。（C）様々な濃度の酢酸によりHEK293Tを刺激した。 

 

Acetic acid Citric acid 

Acetic acid Citric acid 

84



図4-2 酢酸投与後の細胞応答の可逆性評価 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。灌流装置を用いて10 mM酢酸（pH4.5）を投
与した後、すみやかに酢酸を洗い流し、続けて10 μMATPを投与した。黒色の線は代表的な20細胞のRatioを反映
している。灰色の水平線は各リガンドの投与を示す。 

Acetic acid 
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図4-3 内因性応答のカルシウム依存性評価 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。黒色線は代表的な20細胞のRatioを反映し
ている。黒色の水平の線は細胞外カルシウム濃度とタプシガルギン（TG）の存在を示す。灰色の水平の線は10 

mM酢酸、10 μMATPの存在を示す。タプシガルギンによる前処理は0Ca－10Hバッファー中で10分間以上実施し
た。 

acid 

acid 

Acetic acid 
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図4-4 Fura-2を負荷したHEK293Tのプロトン、酢酸イオン刺激に対する応答  

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。HEK293Tを10 mM酢酸、4.8 mM塩酸、3.6 

mM酢酸ナトリウムで刺激し、刺激20秒後の代表的な蛍光イメージを示した。酢酸イオン（CH3COOH－）、非解離酢
酸（CH3COOH）の理論濃度を下部に示した。白色文字は細胞外pHを示す。スケールバー：100 μm。 
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図4-5 内因性応答の非解離酢酸濃度依存性 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。（A）刺激20秒後の代表的な蛍光イメージ。

刺激溶液は酢酸と塩酸を混合して調製した。酢酸と塩酸の終濃度をそれぞれ図の左側と上部に記した。白色文字
は細胞外pHを示す。スケールバー：100 μm。（B）刺激溶液の非解離酢酸濃度に対して細胞のRatioをプロットした
散布図。非解離酢酸濃度は総酢酸濃度とpHから計算された理論値。各点は平均±標準誤差を示す（n = 60、3回
の独立した試行×20細胞）。 
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図4-6 Fura-2を負荷したHEK293Tの疎水性の異なる酸に対する応答 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。細胞を10 mMの酸およびアルコールで刺激
し、刺激20秒後の代表的な蛍光イメージを示した。垂直の軸は各分子のLog P値を示す。黒色の四角印は各酸の
、白色の丸印は各アルコールのLogP値を示した。白色文字は細胞外pHを示す。スケールバー：100 μm。Butanoic

：酪酸、Propionic：プロピオン酸、Acetic：酢酸、Formic：蟻酸、Succinic：コハク酸、Lactic：乳酸、Malonic：マロン酸
、Tartaric：酒石酸、Glyocolic：グリコール酸、Pyruvic：ピルビン酸、Malic：リンゴ酸、Citric：クエン酸、Oxalic：シュウ
酸、Gluconic：グルコン酸。 
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図4-7 細胞応答の細胞内pH（pHi）依存性 

pHiと細胞応答の関係を示した。白色文字は細胞外pHを示す。スケールバー：100 μm。（A）Fura-2を負荷した
HEK293Tをカルシウムイメージングに供し、2、4、6、8、10 mMの蟻酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、塩酸、クエン酸
で細胞を刺激した（n=3）。刺激20秒後の代表的な蛍光イメージを示した。（B）BCECFを負荷したHEK293TをpHi測
定に供した。（A）で用いたものと同じ酸溶液で細胞を刺激した（n=3）。刺激20秒後の代表的な蛍光イメージを示し
た。（C）BCECFのRatio（F500 /F445）に対してFura-2のRatio（F340 /F380）をプロットした。各Ratio値は（A）、（B）に
示した実験により得たものである。各点は平均±標準誤差を示す（n = 60、3回の独立した試行より得られた60細胞
の値）。 
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図4-8 BCECFのRatio（F500/F445）をpHiに変換するキャリブレーションカーブ 
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作成されたキャリブレーションカーブ。 pH 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0のキャリブレーション溶液中でのHEK293T細胞の
Ratio（F500/F445）をプロットした。各店は平均±標準誤差を示す。フィッティングは非線形最小二乗法により実施し
た。 
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図4-9 ナイジェリシン処理したHEK293Tの酸刺激に対する応答 

Fura-2を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。細胞をhigh Kバッファー中でインキュベート
し、ナイジェリシン共存下（上段）、非共存下（下段）で10 mM酢酸、塩酸、クエン酸で刺激した。刺激20秒後の代表
的な蛍光イメージを示した。酸溶液は酸をhigh Kバッファーに溶解して調製した。白色文字は細胞外pHを示す。ス
ケールバー：100 μm。 
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図4-10 Fluo-4を負荷したHEK293Tの酸刺激に対する応答 

Fluo-4を負荷したHEK293Tをカルシウムイメージングに供した（n=3）。（A）10 mM酢酸、塩酸、クエン酸で
HEK293Tを刺激した際の代表的な蛍光イメージ。上段は酸投与前、下段は酸投与20秒後。白色文字は細胞外
pHを示す。スケールバー：100 μm。（B）Fluo-4蛍光の経時変化。黒色線は代表的な20細胞の蛍光強度を示してい
る。灰色の水平の線は10 mMの各酸の存在を示す。 
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第 5章 

 

総合討論 

94



本論文では酢酸が PKD1L3/PKD2L1 を活性化することを実験的に証明し、このチャネルが

酢酸の酸味発現に強く関与するという可能性を示した。更にカプサイシンとその類縁体が

PKD1L3/PKD2L1 を介した細胞応答を抑制することを示した。また酢酸刺激に対して培養細

胞が示す内因性応答についてその要因が細胞内酸性化にあることを明らかにした。 

 

第 1 章の序論にて述べた通り、酢酸は食酢中の主要な有機酸である。しかしながら食酢が

酸味調味料として用いられる上で最も重要といえる、酢酸の有する呈味発現機構について、

十分に解明されていないのが現状であった。酸味の受容機構は、甘味や苦味などの他の基

本味と比較し、その解明が遅れているが、これは酸味の受容機構の複雑性を反映した結果か

もしれない。すなわち酸味はプロトンによって惹起されると考えられながらも、酸の種類によっ

て同じ pH でも異なった酸味強度を示すため(45, 46)、単純なプロトン受容体が酸味受容体で

あると想定した場合、酸味受容の全体像を説明できないのである。このため必然的に酸の種

類毎によって、異なった応答性を示す酸受容機構の存在が想定される。ここで、酢酸は同じ

pH の他の酸と比較して、強い酸味を惹起することから(41)、酢酸に対する応答性の高い機構

が酸味受容に関与している可能性がある。すなわち酢酸は酸味受容機構全体像を解明する

上で良好なモデル分子と考えられ、酢酸の呈味発現機構を解明することは酸味受容機構の

全体像解明の端緒となり得る。また酢酸が食酢中の主要な酸味物質であることを鑑みると、酢

酸の呈味発現機構の解明は学術的価値を有するだけでなく、食品産業における応用学的見

地からも意義深いものである。 

第 2章では、PKD1L3/PKD2L1が酢酸刺激により活性化することを実験的に証明した。すな

わち従来課題となっていた、カルシウムイメージングにおける酢酸刺激に対する培養細胞の内

因性応答の影響を、リガンド投与法や応答解析時間の最適化によりできるだけ排除することで

酢酸に対する本チャネルの応答測定手法の確立に成功した。この手法により本チャネルが酢

酸によっても pH依存的に活性化されることを証明した。このことから PKD1L3/PKD2L1が酢酸
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の呈味発現に関与するという可能性を示した。 

第 3章では、PKD1L3/PKD2L1の薬理学的性質の解明を目的としてチャネルの応答を抑制

する阻害剤の探索を実施した。これまでに PKD1L3/PKD2L1 の薬理学的性質についての報

告はほとんどなかったが、本研究において辛味を有する化合物であるカプサイシンに抑制能

があることを見出した。またカプサイシンの類縁体についても幅広く探索した結果、抑制能を

有する類縁体も多数同定した。カプサイシンはマウスの味細胞の酸刺激に対するオフ応答も

抑制したため、カプサイシンが酢酸の酸味を抑制する物質となる可能性が示された。味覚受

容体における薬理学的な性質の解明は、味覚受容機構を解析する上においても重要な知見

と言え、本解析で明らかにされた結果は、今後の酸味受容機構の全体像解明においても有用

なものとなることが期待される。 

第 4 章では酢酸刺激に対して培養細胞が示す内因性応答の発生機序の解明を試みた。こ

の内因性応答は、塩酸やクエン酸刺激によっては誘起されない。そのため酢酸が、他の酸より

も強い酸味を惹起する、などの酢酸の特殊性の解明の端緒となる可能性があった。詳細な解

析の結果、酢酸は細胞内を酸性化して内因性応答を誘起することが示された。これは塩酸や

クエン酸など、親水性の高い酸では認められなかったが、蟻酸、プロピオン酸、酪酸のように

酢酸同様に疎水性の高い酸によって誘起されることが判明した。すなわち、生体細胞におけ

る酸刺激受容を考察する上で pH のみならず、疎水性のような酸分子の化学的性質が細胞の

反応性を大きく左右するという新たな視点を提起した。更に、疎水性のような化学的性質が、

pH だけでは説明できない、他の酸よりも強く酸味を惹起するという酢酸の呈味発現機構に関

与する可能性をも同時に示唆することができた。 

 

PKD1L3/PKD2L1による酢酸受容 

培養細胞を用いたカルシウムイメージングによって PKD1L3/PKD2L1 の機能解析が行われ

ているが、酢酸は培養細胞に内因性応答を誘起するために、これまでは酢酸刺激に対して
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PKD1L3/PKD2L1 が活性化されることは示されていなかった(26, 34)。そこで応答解析時間の

最適化として late フェーズに定量を行うことの妥当性を示し、内因性応答の影響を可能な限り

排除した測定手法を確立した。この手法により酢酸がPKD1L3/PKD2L1を活性化することを直

接的に示した。PKD1L3/PKD2L1は 40 mM酢酸（pH3.1）刺激に対して応答を示した（図 2-3）。

一般的な食酢中の酢酸濃度は 500－1000 mM 程度で pH2.5－3.5 程度である。このことから

食酢を喫食した際に酢酸が PKD1L3/PKD2L1 を活性化しうる濃度で味細胞に到達することが

予想される。市販の食酢（ミツカン穀物酢、10 倍希釈液）を PKD1L3/PKD2L1 発現細胞に投

与したところ明瞭な応答が認められた（結果非掲載）。すなわち、市販の食酢の喫食時に感知

される、酸味の発現にPKD1L3/PKD2L1による酢酸刺激の受容が関与している可能性が示唆

された。 

 

カルシウムイメージングによる味の客観的測定 

培養細胞を用いたカルシウムイメージングにより PKD1L3/PKD2L1 の酢酸刺激による活性

化を評価できたことは、産業上も重要な意味を持つ。食品の呈味の評価は、食品の品質設計

において重要な工程である。食品の呈味評価は一般に官能評価によって実施されるが、官能

評価には、評価者間における感受性の違いなどの個人差や、1 人の評価者においても日ごと

の体調等の影響による個人内差など、多様な誤差要因が多く、また客観性確保が困難である

というデメリットがある。そのため官能評価に変わる安定で客観的な呈味評価技術が求められ

ている。一方、食品中の呈味物質の濃度を測定し、味の強度を推定する方法は１つの有効な

手段であるが、呈味物質の濃度から味の強度を完全に推定することは困難である。例えば旨

味物質であるグルタミン酸ナトリウムとイノシン酸の混合溶液で発揮される、旨味の相乗効果に

代表されるように、呈味物質同士の相互作用が発揮されるため、呈味物質濃度と呈味強度の

間に単純な相関関係はない(108)。また食品中の呈味物質の種類は多く、例えば甘味物質だ

けでも、糖、アミノ酸、甘味タンパク質、人工甘味料、というように化学的性質の全く異なる物質
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が多種類含まれている。また同定すらされていない呈味物質も存在するであろう。これら化学

的性質の異なる成分は、それぞれ異なった手法で濃度測定を実施する必要があり、呈味物質

の濃度を網羅的に把握することは非常に煩雑な作業となる。これらの理由から呈味成分の分

析濃度から、完全に味覚強度を推定することは困難である。 

近年、味覚センサーと呼ばれる、人間の味覚を再現する装置が複数開発されている。これ

らは一定の客観性や評価の安定性を有している点で優れているが、いずれも完全に人間の

味覚を再現したものとは言えない。AISSY社の開発した味覚センサーは代表的な 8種の呈味

成分（Na
+、K

+、Cl
+、H

+、グルコース、スクロース、グルタミン酸塩、カフェイン）の濃度測定値よ

り呈味強度を推定するという原理に基づいている(109)。そのため、人工甘味料、ペプチド成分

のような測定対象物以外の呈味成分の味覚への影響や、pH だけでは説明できない酸の種類

ごとの酸味強度の違いは測定できないと思われる。Insent 社の味覚センサーは人工脂質膜に

対する呈味物質の相互作用強度と、官能的な呈味強度の相関に基づいて味覚測定を行う装

置である(110)。しかしこの手法は味覚受容体の分子基盤に基づく味覚の受容機構を一切反

映していない。そのため本研究の第 3 章で実施したような味覚受容体を分子標的とする味覚

抑制剤の探索には原理的に適用することができない。 

一方、本研究で実施した、味覚受容体の反応性をカルシウムイメージングにて測定する手

法は、個人差、体調などの影響を排除した客観的手法としても、酸味抑制剤の探索において

も、その適用が期待される。しかしカルシウムイメージングを一般食品の呈味評価に適用する

ためには技術的課題が存在することも事実である。食品は多様な成分の混合物であり、含ま

れる成分がカルシウムイメージングの測定系に影響を与え、測定を妨害する場合がある。例え

ば酢酸は培養細胞に内因性応答を誘起する（図 2-1）。また食品中に一般的に含まれるメイラ

ード反応物は自家蛍光を発してカルシウム指示薬の蛍光測定を阻害する。前者は測定時間

を lateフェーズにすることによって（図2-3）、後者は蛍光指示薬の代わりに発光タンパク質を使

用することによって解決することが可能である(111)。このような測定手法の改良、最適化は受
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容体の機能解析技術を食品産業に応用するために欠かすことのできない研究領域と考えられ、

今後ますますの発展が待たれる。 

 

カプサイシンによる抑制 

本研究において、カプサイシンおよびその類縁体が PKD1L3/PKD2L1の応答抑制剤として

機能することが示された（図 3-6）。PKD1L3/PKD2L1 は酸味受容体としての機能を有すること

が強く示唆されており、カプサイシンおよびその類縁体は酸味抑制剤となる可能性が示唆され

た。これまでにカプサイシンやトウガラシ粗抽出物により酸味の強度が抑制されることが、複数

の官能評価に基づく研究報告により示されている(91, 92)。カプサイシンによる酸味抑制の作

用機序として PKD1L3/PKD2L1のカプサイシンによる応答抑制が考えられる。ここで興味深い

点は、PKD1L3/PKD2L1 の応答はカプサイシンによりほぼ消失するが（図 3-4A）、官能的な酸

味の抑制は酸味が完全に消失するのではなく、部分的な抑制効果しか認められていないこと

である(91, 92)。このことからヒトの酸味受容にはカプサイシンによって抑制されるカプサイシン

感受性の機構と、抑制されない非感受性の機構の双方が存在することが予想される。すなわ

ち PKD1L3/PKD2L1 以外の受容体が酸味受容体として機能している可能性を支持する結果

とも言えよう。 

PKD1L3/PKD2L1 を介さない酸味受容機構が機能していることは、マウスの神経生理学的

な実験からも示唆されている。すなわち PKD1L3および PKD2L1のダブルノックアウトマウスの

酸味刺激に対する味神経応答は野生型と比較して有意に小さかったが、完全には消失しな

かったのである(42, 43)。このように酸味受容は複数の受容機構が関与する、複雑で多元的な

受容機構であると考えられ、甘味や旨味が単一の受容体によって受容されることと比較すると、

対照的である。酸味受容機構の解明が、甘味、旨味受容機構よりも遅れていることの一因とし

てこの複雑性があげられよう。塩味も同様に複数の受容機構が関与するとされ、その受容機構

の解明はなされていなかった。しかし塩味にはアミロライド感受性の機構と、アミロライド非感受
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性の機構があるという薬理学的な性質が知られており、この事実に基づき解析が進められ

ENaC がアミロライド感受性の塩味受容体であることが同定された(17)。またアミロライド非感受

性の機構は、マスタードの辛味成分である AITC によって抑制されることが、近年示され、この

薬理学的性質から、塩味シグナル伝達経路の解明が試みられている(18)。このように味覚受

容体の薬理学的な性質は味覚受容機構解明にとって重要な知見と言える。本研究では

PKD1L3/PKD2L1 がカプサイシン感受性であることを示した。本知見はカプサイシンが酸味抑

制剤となる可能性を示したに留まらず、今後の酸味受容機構の全体像解明にとっても有用な

知見である。 

 

酢酸の呈味発現機構に関する考察 －味覚受容の観点より－ 

酢酸の酸味は同じ pHのクエン酸や塩酸よりも強く(41)、酢酸の呈味発現機構は他の酸と比

較して特徴的であると考えられる。それにも関わらずその呈味発現機構については、既知の

酸受容体である PKD1L3/PKD2L1 に対する作用さえ、明らかでなかった。本研究において、

酢酸は PKD1L3/PKD2L1 を活性化させることが明らかにされ、酢酸の呈味発現に

PKD1L3/PKD2L1 の活性化が関与することが強く示唆された。しかし一方で、その閾値 pH、

同じ pHにおける応答強度にクエン酸と顕著な差は認められなかった（図 2-2、2-3）。このことか

ら酢酸とクエン酸の酸味閾値、強度の差を生じさせるのは PKD1L3/PKD2L1 の酸の種類毎の

反応性の差ではなく、別の酸受容機構の関与の可能性も示唆された。 

同じ pHでも酸の種類によって酸味強度が異なることから、pHでなく酸の分子構造を認識す

る受容機構が機能している可能性も疑われる。G タンパク質共役型受容体 FFA2（GPR43）は

酢酸を含む短鎖脂肪酸の構造を認識して活性化される受容体であり、脂肪組織、膵臓などで

の発現が報告されている。(112, 113)。興味深いことに FFA2の mRNAはマウスの茸状乳頭、

葉状乳頭、有郭乳頭でも検出された(114)。現時点で舌における FFA2 の機能は明らかでない

が、酢酸の呈味性に関与している可能性があり、今後の研究が待たれる。 
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酸の種類による酸味強度の差は、プロトンを供出するという酸に共通の性質とは異なる、各

酸分子に特有の化学的性質の差によって説明されるのかもしれない。酢酸分子は非解離型と

解離型の平衡状態にあるが、本研究では酢酸は高い細胞膜透過性を有しており、クエン酸や

塩酸よりも、細胞内の pHを低下させることが示された（図 4-5）。このことから、細胞膜の透過性

や、細胞内の酸性化能の違いを反映して、反応性が変わる酸受容機構が存在しており、この

ような機構によって酢酸とクエン酸、塩酸の酸味閾値、強度の差が生じている可能性がある。

味覚受容体は、味孔付近で一部を細胞外に露出するように発現しており、食品中の呈味成分

と直接相互作用する。そのため、呈味物質の細胞膜透過性や細胞内酸性化能は、味覚受容

には関与しにくいと考えられる。しかし、酢酸の呈味発現に関しては、一般的なこの考え方と異

なり、細胞膜透過性や細胞内酸性化能が関与している可能性がある。この仮説を支持する神

経生理学的な報告がある(115)。これによるとラットの舌表面をプロテアーゼ処理して味溶液に

対する鼓索神経応答を評価すると、スクロース刺激に対する神経応答の低下が認められたが、

酸刺激に対する神経応答の低下は認められなかった（ただし Ogiso らはプレリミナリーな実験

結果であると報告している）というものである(115)。このことは甘味受容がプロテアーゼの消化

作用を受けやすい、味細胞の表面に露出したタンパク性受容体によって受容されるのに対し

て、鼓索神経を介した酸の受容には、味細胞の表面に露出したタンパク性受容体が関与しな

い可能性を示唆している。すなわち酸刺激は舌表面でない部位（細胞内、組織内）によって受

容されており、酸の細胞膜透過性の影響を強く受ける可能性がある。 

 

酢酸の呈味発現機構に関する考察 －体性感覚受容の寄与について－ 

本研究では、分子生物学的な研究の進展が目覚ましい、味覚受容機構を切り口として実験

を進め、PKD1L3/PKD2L1が酢酸の呈味発現に部分的ではあるものの関与することを示した。

一方で味覚受容機構とは異なる感覚受容機構もまた、酢酸の呈味発現に寄与している可能

性もある。食品にはトウガラシの辛味のように一般に食品の「味」と認識されているものの、基本
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五味とは区別される感覚がある。基本五味は味覚神経系を介するが、辛味は体性感覚神経

系を介し、脳に伝達される。この体性感覚が、酢酸の呈味発現に寄与している可能性がある。

味覚シグナルは味細胞が神経伝達物質として ATPを放出し、ATPが味神経に発現するプリン

受容体 P2X2および P2X3により受容されることで伝達される。そのため P2X2P2X3ノックアウト

マウスは味覚シグナルの伝達ができず、酸味刺激や他の味刺激に対する味神経（鼓索、舌咽

神経）応答を失う。しかしながら、このマウスは二瓶試験法という味溶液の飲水量を評価する行

動学的試験では、酸溶液を忌避した(116)。すなわち味神経以外にも酸刺激を受容する機構

が存在する結果であると言える。味神経以外の酸受容機構の全体像は明らかでないが、体性

感覚神経の神経終末は味蕾内および味蕾周辺にも存在する(117)。また顎顔面領域の痛みを

中継する三叉神経脊髄路核尾側亜核も舌への酸の投与に対して応答する(118)。これにより

不快なヒリヒリとした感覚（unpleasant burning sensation）や炭酸の心地よいピリピリした感覚

（pleasant tingling sensation）が引き起こされると考えられている(119)。このように酸の口腔内に

おける受容には、味覚と体性感覚の二者が関与していると考えられる。両者はシグナル伝達

経路において明瞭に区別されるが、摂食により口腔内で惹起される感覚という点では類似して

いる。また様々な食品成分の呈味特性を官能評価した場合、sour（酸味）の強い食品は、

burning（ヒリヒリする）、tingling（ピリピリ感）という特性も強いという相関関係が認められている

(120)。このことから酸味食品の喫食時に惹起される味覚と体性感覚は無意識に混同して認知

されている可能性がある。そのため酢酸刺激に対して惹起される味覚と体性感覚の複合感覚

が「酢酸の呈味」として捉えられている可能性があり、酢酸の呈味発現機構の解明には両者の

包括的理解が必要となろう。 

近年、体性感覚神経の酸に対する応答性は、酸の細胞内酸性化能の影響を受けることが

明らかにされつつある。体性感覚神経の一部である三叉神経に発現する TRPA1 受容体は、

細胞内酸性化によって活性化される(107)。本研究では＞1 mM の非解離酢酸溶液は細胞内

酸性化を誘導することを示した（図 4-5）。一般的な食酢中の非解離酢酸濃度は＞450 mM 
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（酢酸濃度 500－1000 mM程度、pH2.5－3.5程度として算出）であり、十分に細胞内を酸性化

し得る。このことから TRPA１を介した体性感覚神経の応答が酢酸の呈味発現に寄与している

可能性がある。また、咽頭を酸で刺激すると TRPV1 の活性化を介して体性感覚神経の一部

である上喉頭神経が応答し、なおかつ酢酸刺激に対する上喉頭神経の TRPV1を介した応答

は同じ pH のクエン酸刺激に対する応答より大きいことが明らかにされている(61)。このことから

TRPV1を介した体性感覚神経の応答も酢酸の呈味発現に寄与している可能性がある。 

酢酸の呈味発現がTRPA1やTRPV1を発現する体性感覚神経を介するという仮説は、喫食

時に酢酸がこれらの受容体に到達することを前提としている。しかし、味覚受容体が味細胞の

先端に局在し（図 1-2）、食品成分と直接、接触できることが明らかであるのに対し、TRPA1 や

TRPV1を発現する体性感覚神経は組織の内部に投射しており、食品成分の到達経路は不明

瞭である。薬物動態学の領域では、上皮組織への物質の浸透性が研究されており、薬剤の浸

透経路として細胞間隙を透過するパラセルラー経路と、細胞内を透過するトランスセルラー経

路が想定されている(121)。同様にこのような経路を経て、食品中の酸が体性感覚神経に到達

するのかもしれない。非解離酢酸分子は細胞膜に対する透過性が高く、クエン酸よりも細胞内

を酸性化しやすいことが示された（図 4-5）。このことから細胞内を透過するトランスセルラー経

路での透過性が、酢酸は、他の酸よりも高く、体性感覚神経に強く作用する可能性がある。こ

のことは酢酸の呈味発現機構の特性を本質的に示しているのかもしれない。現在、酢酸の組

織透過性に関する報告は少なく(122)、酢酸の呈味性の理解において非常に興味深い研究

領域であり、今後の研究の進展が待たれる。 
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