
JP 2009-539377 A 2009.11.19

(57)【要約】
　本発明は、塩味感覚、特にヒト塩味感覚に関与する遺
伝子、また、甘味、苦味、うま味、および酸味感覚に関
与する遺伝子も含む味覚特異的遺伝子、ならびに消化機
能および消化関連疾患等の他の味細胞および味覚受容体
に関連した活性、味細胞代謝回転、口道もしくは消化管
の免疫調節、ならびに糖尿病および肥満等においての代
謝制御に関与する遺伝子を同定する新規理論的根拠およ
び方法と、これらの方法を用いて同定された該遺伝子と
、これらの遺伝子を使用して味覚モジュレーター（エン
ハンサーまたはブロッカー）および潜在的治療学を同定
するためのアッセイと、に関する。これらの化合物は、
味感覚、特に塩味感覚の調節（増強または遮断）におけ
る、および潜在的治療学としての潜在的用途を有する。
さらに、本発明は、哺乳類における甘味、苦味、うま味
、酸味、塩味、および他の味細胞を含む異なる味細胞型
に対するマーカーとして使用できる味覚特異的遺伝子を
同定する新規方法、ならびに甘味、苦味、うま味、およ
び酸味のモジュレーターを同定し、特に消化または代謝
疾患、味覚喪失、および経口感染を治療するための治療
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類の塩味感覚に関与するポリペブチドをコードする遺伝子を同定する方法であって
、
（ｉ）味細胞内で発現されるが、舌細胞内で発現されない遺伝子、および／または舌細胞
よりも実質的に高いレベルで味細胞内で発現される遺伝子を含む、一連の遺伝子を同定す
るステップ、
（ｉｉ）（ｉ）で同定された該遺伝子のうち、これらの細胞（Ｔ１ＲまたはＴ２Ｒ、ＴＲ
ＰＭ５、およびＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３）のうま味、甘味、苦味、あるいは酸味受容
体またはマーカーを発現する味細胞内で発現されない一連の遺伝子を同定するステップ、
および
（ｉｉｉ）（ｉｉ）に従って同定された１つ以上の遺伝子を機能的に発現させ、該遺伝子
のうちどれがナトリウム反応性イオンチャネルあるいはナトリウム反応性受容体またはト
ランスポーターとして機能するかを判断し、それにより、この遺伝子または遺伝子群を、
塩味を調節する推定遺伝子として同定するステップと、
を含む、上記方法。
【請求項２】
　前記ステップ（ｉ）は、非味覚組織から味覚組織を切離および精製するために、レーザ
ーキャプチャーマイクロダイセクション（ｌａｓｅｒ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｍｉｃｒｏｄｉ
ｓｓｅｃｔｉｏｎ：ＬＣＤ）の使用を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ステップ（ｉ）は、味細胞および舌細胞からの遺伝子のＲＮＡ増幅を含み、前記増
幅された遺伝子は、前記味覚および舌組織が得られる特定の哺乳類に特異的な遺伝子の試
料を含有する遺伝子チップに対してスクリーニングされる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記味覚組織は、ヒトまたは齧歯類源に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記遺伝子チップは、一連の注釈付けされた哺乳類遺伝子を含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　前記ステップ（ｉ）は、前記ヒトまたは哺乳類ゲノム内の各イオンチャネルのためのプ
ライマーを用いるハイスループットＰＣＲを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ステップ（ｉｉ）は、味覚対舌細胞内での発現レベルを判断するために、ステップ
（ｉ）で同定された前記遺伝子に対して特定的なアンチセンスＲＮＡプローブを用いるｉ
ｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによって達成される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記ステップ（ｉｉ）は、ステップ（ｉ）で同定された遺伝子または遺伝子群によりコ
ードされたタンパク質に特異的な標識抗体を用いる免疫化学的検出の使用によって達成さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記同定された遺伝子または遺伝子群は、ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ
３を発現しない細胞の特徴を示している、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない細胞を選択する方法であっ
て、細胞が、請求項１に記載の方法に従って同定された遺伝子を発現するかどうかを判断
するステップを含み、前記遺伝子を発現する細胞は、ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１／Ｐ
ＫＤ１Ｌ３を発現する可能性が低い、上記方法。
【請求項１１】
　前記遺伝子は、表１～３のいずれか１つに含有される遺伝子から選択される、請求項１
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０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記遺伝子は、ナトリウム反応性イオンチャネルとして機能し、さらに、チャネル集団
のごく一部は開口し、静止ナトリウムを通過させる、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　哺乳類の塩味感覚に関与するポリペブチドをコードする遺伝子を同定する方法であって
、
（ｉ）味細胞内で発現されるが、舌細胞内で発現されない遺伝子および／または舌細胞よ
りも実質的に高いレベルで味細胞内で発現される遺伝子を含む一連の遺伝子を同定するス
テップ、
（ｉｉ）（ｉ）で同定された該遺伝子のうち、これらの細胞（Ｔ１ＲもしくはＴ２Ｒまた
はＴＲＰＭ５、またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３）のうま味、甘味、苦味、または酸味
受容体またはマーカーを発現する味細胞内で発現されない一連の遺伝子を同定するステッ
プ、および
（ｉｉｉ）（ｉｉ）に従って同定された１つ以上の遺伝子を発現させる一次ニューロンに
おいて、該遺伝子のうちどれがナトリウム反応性イオンチャネルまたはナトリウム反応性
受容体もしくはトランスポーターとして機能するかを判断し、それにより、塩味を調節す
る推定遺伝子としてこの遺伝子または遺伝子群を同定するステップと、
を含む、上記方法。
【請求項１４】
　前記遺伝子は、表１、２、もしくは３のうちの１つに記載された遺伝子、またはオルソ
ログもしくは対立遺伝子変異体、あるいは前記遺伝子もしくはそのオルソログによってコ
ードされたタンパク質と少なくとも９０％同一であるタンパク質をコードする変異体を含
む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ヒト塩味を調節するための潜在的な生体内用途を有する化合物を同定するためのアッセ
イであって、
（ｉ）請求項１～１４のいずれか１項に従って同定されたイオンチャネル、受容体、また
はトランスポーターをコードする遺伝子、またはそれによりコードされるポリペプチドと
少なくとも９０％の配列同一性を有する、ポリペプチドをコードする遺伝子を発現する細
胞を、少なくとも１つの推定エンハンサー化合物と接触させるステップ、
（ｉｉ）該推定エンハンサーの存在および非存在下で、ナトリウムコンダクタンス、受容
体活性またはナトリウム輸送をアッセイするステップ、および
（ｉｉｉ）ナトリウムコンダクタンス、該受容体の活性、またはナトリウム輸送を増加さ
せるかどうかに基づいて、該化合物を潜在的な塩味エンハンサーとして同定するステップ
と、
を含む、上記アッセイ。
【請求項１６】
　前記遺伝子は、イオンチャネルをコードする、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記遺伝子は、ＧＰＣＲをコードする、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記遺伝子は、ヒトまたは哺乳類遺伝子である、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　ヒト味覚テストにおいて前記化合物またはその誘導体の効果をテストするステップをさ
らに含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　推定塩味に影響を与える遺伝子は、両生類卵母細胞内で発現される、請求項１５に記載
の方法。
【請求項２１】
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　推定塩味に影響を与える遺伝子は、哺乳類細胞内で発現される、請求項１５に記載の方
法。
【請求項２２】
　前記アッセイは、ナトリウム感受性色素を使用する電気生理学的アッセイである、請求
項１５に記載の方法。
【請求項２３】
　前記アッセイは、２電極式電圧クランプアッセイである、請求項１５に記載の方法。
【請求項２４】
　前記テスト細胞は、アフリカツメガエル卵母細胞または哺乳類細胞である、請求項１５
に記載の方法。
【請求項２５】
　前記哺乳類細胞は、ＨＥＫ２９３、ＨＥＫ２９３Ｔ、Ｓｗｉｓｓ３Ｔ３、ＣＨＯ、ＢＨ
Ｋ、ＮＩＨ３Ｔ３、およびＣＯＳ細胞から成る群から選択される、請求項２４に記載の方
法。
【請求項２６】
　前記細胞は、アフリカツメガエル卵母細胞である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記アッセイは、パッチクランプアッセイである、請求項１５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記膜電位色素は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社の膜電位キット（Ｍｅｍｂ
ｒａｎｅ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｋｉｔ）（カタログ番号Ｒ８０３４）、ジ－４－ＡＮＥ
ＰＰＳ（ピリジニウム、４－（２－（６－（ジブチルアミノ）－２－ナフタレン－イル）
エテニル）－１－（３－スルホプロピル）水酸化物、内塩、ＤｉＳＢＡＣＣ４（２）（ビ
ス－（１，２－ジバルビツール酸）－トリエチンオキサノール）、Ｃｃ－２－ＤＭＰＥ（
Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ１，２－ジエトラデカノイル－ｓｎ－グリセロール－３ホスホ
エタノールアミン、トリエチルアンモニウム塩）およびＳＢＦＩ－ＡＭ（１，３－ベンゼ
ンジカルボン酸、４，４－［１，４，１０－トリオキサ－７，１３－ジアザシクロペンタ
デカン－７，１３－ジイルビス（５－メトキシ－６，１，２－ベンゾフランジイル）｝ビ
ス－テトラキス｛（アセチルオキシ）メチル｝エステル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ）から成る群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２９】
　前記ナトリウム感受性色素は、ナトリウムグリーンテトラ酢酸（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ）またはナトリウム感受性色素キット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ
ｓ）である、請求項２２に記載の方法。
【請求項３０】
　前記アッセイは、イオン流動アッセイにより活性を測定する、請求項１５に記載の方法
。
【請求項３１】
　イオン流動を検出するために原子吸光分析を用いる請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　推定塩味に影響を与える遺伝子は、制御可能なプロモーターの制御下で発現される、請
求項１５に記載の方法。
【請求項３３】
　蛍光プレートリーダー（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＦＬ
ＩＰＲ）を用いる請求項１５に記載の方法。
【請求項３４】
　ナトリウムまたは流体吸収を増加させるために使用される電圧イメージングプレートリ
ーダー（ｖｏｌｔａｇｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＶＩＰＲ）を用
いる、請求項１５に記載の方法。
【請求項３５】
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　前記選択された化合物は、味蕾細胞へのナトリウムイオン輸送を促進させる、請求項１
５に記載の方法。
【請求項３６】
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社の膜電位キット（Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｐｏｔｅ
ｎｔｉａｌ　Ｋｉｔ）（カタログ番号８０３４）、
　ジ－４－ＡＮＥＰＰＳ（ピリジニウム、４－（２－（６－（ジブチルアミノ）－２－ナ
フタレン－イル）エテニル）－１－（３－スルホプロピル）－水酸化物、内塩）、ＤｉＳ
ＢＡＣＣ４（２）（ビス－（１，２－ジバルビツール酸）－トリメチンオキサノール）、
ＤｉＳＢＡＣ４（３）（ビス－（１，３－ジバルビツール酸）－トリメチンオキサノール
）、ＣＣ－２－ＤＰＭＥ（Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ，２－ジエトラデカノイル－ｓｎ－
グリセロール－３－ホスホエタノールアミン、トリエチルアンモニウム塩）およびＳＢＦ
Ｉ－ＡＭ（１，３－ベンゼンジカルボン酸、４，４’－［１，４，１０－トリオキサ－７
，１３－ジアザシクロペンタデカン－７，１３－ジイルビス（５－メトキシ－６，１，２
－ベンゾフランジイル）］ビス－テトラキス［（アセチルオキシ）メチル］エステル（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）から成る群から選択される膜電位色素を使用する、請
求項１５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記細胞は、前記推定塩味に影響を与える遺伝子を安定に発現する、請求項１５に記載
の方法。
【請求項３８】
　前記細胞は、推定塩味に影響を与える遺伝子を過渡的に発現する、請求項１５に記載の
方法
【請求項３９】
　活性は、ナトリウム感受性色素を使用して監視される、請求項１５に記載の方法。
【請求項４０】
　前記色素は、ナトリウムグリーンテトラ酢酸塩（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）
またはナトリウム感受性色素キット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）である、請
求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　活性は、パッチクランプ法または２電極式電圧クランプ法によってカエル卵母細胞にお
いて電気生理学的にアッセイされる、請求項１５に記載の方法。
【請求項４２】
　自動イメージング装置を使用する、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記装置は、蛍光プレートリーダー（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａ
ｄｅｒ：ＦＬＩＰＲ）である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記装置は、電圧イメージングプレートリーダー（ｖｏｌｔａｇｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　
ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＶＩＰＲ）である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　前記遺伝子配列を発現する前記細胞は、ＨＥＫ－２９３、ＢＨＫ、ＣＨＯ、ＣＯＳ、サ
ルＬ細胞、アフリカミドリザル腎細胞、Ｌｔｋ－細胞および卵母細胞から成る群から選択
される、請求項１５に記載の方法。
【請求項４６】
　前記スクリーニングされた遺伝子は、表１～３のいずれか１つに含有される遺伝子を含
む、請求項１～４５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４７】
　前記細胞は、ＨＥＫ－２９３細胞である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４８】
　ヒト甘味、苦味またはうま味を調節するための潜在的な生体内用途を有する化合物を同
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定するためのアッセイであって、
（ｉ）ＴＲＰＭ５味細胞内に存在する表１～３に記載の遺伝子を発現する細胞を、少なく
とも１つの推定エンハンサー化合物と接触させるステップ、
（ｉｉ）該推定エンハンサーの存在および非存在下で、ナトリウムコンダクタンス、受容
体活性またはナトリウム輸送をアッセイするステップ、および
（ｉｉｉ）ナトリウムコンダクタンス、該受容体の活性またはナトリウム輸送を増加させ
るかどうかに基づいて、該化合物を甘味、苦味またはうま味に対する潜在的エンハンサー
として同定するステップと、
を含む、上記アッセイ。
【請求項４９】
　前記細胞は、哺乳類細胞またはカエル卵母細胞である、請求項４８に記載のアッセイ。
【請求項５０】
　前記哺乳類細胞は、ＣＨＯ、Ｃｏｓ、ＢＨＫまたはＨＥＫ－２９３細胞である、請求項
４８に記載のアッセイ。
【請求項５１】
　前記細胞は、ＨＥＫ－２９３細胞である、請求項５０に記載のアッセイ。
【請求項５２】
　前記化合物の甘味への効果は、味覚テストにおいて確認される、請求項４８に記載のア
ッセイ。
【請求項５３】
　前記化合物のうま味への効果は、味覚テストにおいて確認される、請求項４８に記載の
アッセイ。
【請求項５４】
　前記化合物の苦味への効果は、味覚テストにおいて確認される、請求項４８に記載のア
ッセイ。
【請求項５５】
　前記味覚テストは、ヒトボランティアに対して施行される、請求項５２～５４のいずれ
かに記載のアッセイ。
【請求項５６】
　推定酸味モジュレーターを同定するためのアッセイであって、
（ｉ）ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３味細胞内に存在する表１～３に記載の遺伝子を発現し
、酸味感覚に関与する別の遺伝子を任意に発現する細胞を、化合物と接触させるステップ
、
（ｉｉ）イオン輸送、イオンコンダクタンス、または前記イオンチャネルによって誘発さ
れた活性への該化合物の効果をアッセイするステップ、および
（ｉｉｉ）イオン輸送、イオンコンダクタンス、または前記チャネルによって誘発された
活性への効果を有する場合に、酸味モジュレーターとして前記化合物を同定するステップ
と、
を含む、上記アッセイ。
【請求項５７】
　前記イオンはナトリウムである、請求項５６に記載のアッセイ。
【請求項５８】
　前記化合物の酸味への効果は、味覚テストにおいて確認される、請求項５６に記載のア
ッセイ。
【請求項５９】
　前記味覚テストは、ヒトボランティアにおいて施行される、請求項５８に記載のアッセ
イ。
【請求項６０】
　酸味を誘発するとして知られる化合物の追加を含み、前記アッセイは、イオン輸送、イ
オンコンダクタンスまたは前記イオンチャネルによって誘発される活性への該化合物の効
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果をスクリーニングする、請求項５６に記載のアッセイ。
【請求項６１】
　前記細胞は、ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３も発現する、請求項５６に記載のアッセイ。
【請求項６２】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物をスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、味細胞発生、老化、アポトーシス、または味蕾
再生のうちの少なくとも１つを推定的に調節する化合物を同定する方法。
【請求項６３】
　前記スクリーニングアッセイは、前記遺伝子を発現する遺伝子導入動物において、また
はｓｉＲＮＡまたは遺伝子ノックアウトアプローチを用いて前記遺伝子の発現の減少また
は除去を呈する遺伝子組み換え動物において施行される、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物をスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、胃腸機能を推定的に調節する化合物を同定する
方法。
【請求項６５】
　前記細胞は、味覚または胃腸細胞であり、前記アッセイは、胃運動性、食物感知、食物
吸収、またはペプチド分泌のうちの１つに影響を与える化合物をスクリーニングする、請
求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記スクリーニングされた化合物は、アミラーゼ、ＧＬＰ－１（グルカゴン様ペプチド
１）、セクレチン、ペプシン、およびＧＩＰ（グルコース依存性インスリン分泌ポリペプ
チド）のうちの少なくとも１つの分泌に影響を与える、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記同定された化合物は、味覚または胃腸機能へのそれらの効果について生体内評価さ
れる、請求項６４に記載の方法。
【請求項６８】
　胃腸機能は、栄養吸収、栄養感知、イオン輸送、ペプチドもしくはホルモンもしくは酵
素分泌、および／または食欲を含む、請求項６４に記載の方法。
【請求項６９】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物をスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、消化器系または消化器官に関する病的状態を治
療または予防することにおいて潜在的治療効果を有する化合物を同定する方法。
【請求項７０】
　前記状態は、潰瘍または非潰瘍による機能性消化不良または別の消化不良である、請求
項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記治療化合物は、空腹または消化に関わるホルモンに影響する、請求項６９に記載の
方法。
【請求項７２】
　前記タンパク質は、ガストリン、セクレチン、アミラーゼ、コレシストキニン、グルコ
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ース依存性インスリン分泌ポリペプチド、グルカゴン様ペプチド１グレリン、またはレプ
チンから選択される、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　前記治療化合物は、炎症性または自己免疫性胃腸疾患の治療に有用である、請求項６９
に記載の方法。
【請求項７４】
　前記疾患は、セリアック病、炎症性腸症候群、クローン病、シェーグレン症候群、胃炎
、憩室炎、または潰瘍性大腸炎から選択される、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　前記治療化合物は、消化器系または消化器官関連の癌を治療または予防するために使用
される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７６】
　前記癌は、結腸、小腸または大腸、肛門、肝臓、膵臓、胆嚢、食道、舌、唾液腺、味蕾
、もしくは胃癌から選択される器官または癌関連の悪液質に影響を及ぼす、請求項７５に
記載の方法。
【請求項７７】
　前記治療化合物は、食欲に関連した疾患または機能障害を治療または予防するために使
用される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７８】
　前記食欲に関連した疾患または状態は、過食症もしくは食欲不振、またはそれらと関連
する悪液質である、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記治療化合物は、胃逆流と関連する障害または疾患を治療または予防するために使用
される、請求項６９に記載の方法。
【請求項８０】
　前記障害または疾患は、胃食道逆流症、食道炎、バレット食道、または胸やけから選択
される、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物のスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、口腔または胃腸管内の免疫系を調節するのに有
用な化合物を同定する方法。
【請求項８２】
　歯肉炎、口臭を治療、またはその中の有害物質もしくは微生物を中和または抑制するの
に有用な化合物をスクリーニングするために使用される、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物のスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、口内乾燥（例えば、シェーグレン症候群等にお
いて）、味覚異常または味覚脱失のうちの１つを治療するのに有用な化合物を同定する方
法。
【請求項８４】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物のスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
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、該スクリーニングアッセイに基づいて、味覚または消化器系細胞機能に関する代謝疾患
を治療するのに有用な化合物を同定する方法。
【請求項８５】
　前記代謝疾患は、糖尿病または肥満である、請求項８４に記載の方法。
【請求項８６】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物のスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子またはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一性を有す
る変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチドを使用し
、該スクリーニングアッセイに基づいて、味細胞受容体の輸送、味細胞神経伝達物質放出
、味覚受容体機能の自己分泌／傍分泌調節、および味細胞作用電位発生頻度／膜電位のう
ちの少なくとも１つに影響を与える化合物を同定する方法。
【請求項８７】
　味覚特異的ポリペプチドの活性を特異的に結合および／または調節する化合物のスクリ
ーニングする結合または機能アッセイにおいて、表１または表２または表３に記載された
遺伝子もしくはまたはそれらのオルソログもしくはそれらと少なくとも９０％の配列同一
性を有する変異体から選択される遺伝子によってコードされる該味覚特異的ポリペプチド
を使用し、該スクリーニングアッセイに基づいて、傷害、癌、化学療法、放射線、傷害も
しくは手術後の後の味細胞消失、または加齢の結果としての味蕾消失を治療するのに有用
な可能性がある化合物を同定する方法。
【請求項８８】
　表１、２、または３に記載の少なくとも１つの遺伝子を発現する単離または精製された
味覚または胃腸細胞。
【請求項８９】
　αＥＮａＣ、サイトケラチン１９、および／またはＣ６ｏｒｆ１５をさらに発現する、
請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９０】
　Ｔ１Ｒを発現しない、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９１】
　Ｔ２Ｒを発現しない、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９２】
　ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３および／またはＴＲＰＭ５を発現しない、請求項８８に記
載の前記単離された味細胞。
【請求項９３】
　ヒトである、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９４】
　Ｔ１Ｒ、Ｔ２Ｒ、またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない、請求項８８に記載
の前記単離された味細胞。
【請求項９５】
　幹細胞に関連した遺伝子を発現する、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９６】
　ＴＮＦ、ＭＩＦ、インターフェロン、およびインターロイキンから選択されるサイトカ
イン遺伝子を発現する、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９７】
　増殖因子を発現する、請求項８８に記載の前記単離された味細胞。
【請求項９８】
　ガストデューシンまたはトランスデューシンを発現する、請求項８８に記載の前記単離
された味細胞。
【請求項９９】
　ガストデューシンまたはトランスデューシンを発現しない、請求項８８に記載の前記単
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離された味細胞。
【請求項１００】
　表１、２、または３に含有される少なくとも１つの遺伝子または該遺伝子またはそのオ
ルソログに少なくとも９０％の同一性であるタンパク質をコードする遺伝子の発現または
発現しない場合に基づいて、所望される味細胞型または系譜を含む混合細胞集団または細
胞懸濁液内に含有される少なくとも１つの所望される味細胞サブタイプまたは系譜を単離
、精製、濃縮、および／または標識する細胞単離、精製、濃縮、または標識技術において
、表１、表２または表３に含有される少なくとも１つの遺伝子またはそのオルソログもし
くはそれらと少なくとも９０％の同一性のタンパク質をコードする変異体を使用する方法
。
【請求項１０１】
　前記所望される味細胞サブタイプまたは味細胞系譜は、蛍光標示式細胞分取器（ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｅｒ：ＦＡＣＳ）の使用
を含む方法によって単離、精製、濃縮、または標識される、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０２】
　前記所望される味細胞サブタイプまたは味細胞系譜は、標識電磁ビーズの使用を含む方
法によって単離、精製、濃縮、または標識される、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０３】
　前記混合細胞集団または細胞懸濁液は、酵素消化および／または味細胞を含有する組織
の組織分離によって生成される、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０４】
　前記細胞は、舌、口腔、胃腸管もしくは随伴器官、または尿路のうちの少なくとも１つ
に由来する、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
　前記所望される味細胞サブタイプまたは味細胞系譜は、表１、２、または３に含有され
る少なくとも１つの遺伝子の発現または発現しない場合に基づいて、少なくとも１つの非
標的味細胞サブタイプまたは系譜を除去する陰性細胞選択技術を含む方法によって、単離
、精製、濃縮または標識される、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０６】
　前記方法は、少なくとも１つの非標的細胞型または系譜を特異的に死滅させるために細
胞傷害抗体を使用する、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０７】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、甘味細胞を含
む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０８】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、うま味細胞を
含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、苦味細胞を含
む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、酸味細胞を含
む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、塩味細胞を含
む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１２】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、脂肪味細胞を
含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１３】
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　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、味覚幹細胞を
含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１４】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、味細胞ニュー
ロンを含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１５】
　前記濃縮、単離、精製または標識された味細胞サブタイプまたは系譜は、味覚免疫細胞
を含む、請求項１００に記載の方法。
【請求項１１６】
　味覚調節化合物をスクリーニングする方法において、請求項１００～１１２のいずれか
１項に従って単離、精製、濃縮または標識された細胞を使用する方法。
【請求項１１７】
　１つ以上の味細胞系譜もしくはサブタイプまたは味蕾への、濃縮、単離、精製または標
識された味覚幹細胞の分化を誘発する化合物をスクリーニングする方法において、請求項
１１３に従って生成された該単離、濃縮、精製または標識された味覚幹細胞を使用する方
法。
【請求項１１８】
　前記味細胞系譜またはサブタイプは、表１、２、または３に含有される少なくとも１つ
の味覚特異的遺伝子の発現または発現しない場合に基づいて同定される、請求項１１７に
記載の方法。
【請求項１１９】
　請求項１００～１１８のいずれか１項に従って生成された、単離、精製、濃縮または標
識された味細胞系譜またはサブタイプ。
【請求項１２０】
　甘味、うま味、苦味、酸味、塩味、脂肪味、もしくは金属味細胞または味細胞ニューロ
ン、免疫もしくは幹細胞を含む、請求項１１９に記載の前記単離、精製、濃縮または標識
された細胞系譜またはサブタイプ。
【請求項１２１】
　ヒトである、請求項１１９に記載の前記単離、精製、濃縮または標識された細胞系譜ま
たはサブタイプ。
【請求項１２２】
　ヒト舌、口腔、胃腸管もしくは随伴器官、または尿路もしくは泌尿器に由来する、請求
項１１９に記載の前記単離、精製、濃縮または標識された細胞系譜またはサブタイプ。
【請求項１２３】
　甘味、うま味、苦味、酸味、脂肪味、塩味または金属味のうちの少なくとも１つを調節
する化合物をスクリーニングするアッセイにおける、請求項１１９による味覚特異的細胞
の使用。
【請求項１２４】
　味細胞分化または代謝回転を調節する化合物をスクリーニングする方法における請求項
１１９による細胞の使用。
【請求項１２５】
　消化機能のうちの１つ、味細胞代謝回転、食物感知、経口免疫、食欲、胃腸代謝疾患、
栄養吸収、栄養排泄、消化液、ペプチド、酵素もしくはホルモン分泌、味覚受容体輸送、
または自己免疫性、腫瘍性もしくは炎症性胃腸疾患もしくは障害のうちの少なくとも１つ
を調節または治療する化合物をスクリーニングするアッセイにおける、請求項１１９によ
る味細胞の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
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　本出願は、２００６年６月８日に出願された米国仮特許出願第６０／８１１，７６３号
、２００６年７月１７日に出願された第６０／８３１，１９９号、２００６年１０月４日
に出願された第６０／８４８，９９５号、および２００６年１１月１６日に出願された第
６０／８６６，１７８号の優先権を主張するものである。これらの仮特許出願の全ては、
参照によりその全体が本願明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、その広範な実施形態において、化学感覚細胞、またはさらに具体的には味細
胞、例えば、マウス有郭味細胞、ならびにヒトおよび非ヒト霊長類等の他の哺乳類に由来
するあり得る味（例えば、有郭）細胞内で特異的に発現される新規一連の遺伝子を同定す
る。これらの遺伝子は、本明細書において、味細胞内で特異的に発現されるため「味覚特
異的」遺伝子と称される。しかし、これらの味覚特異的遺伝子は、味覚検出および調節、
例えば、塩味、うま味、甘味、酸味、脂肪味、金属味、または苦味変換に直接的または間
接的に関与する遺伝子、ならびに消化の調節、味細胞代謝回転、免疫系の制御、口腔の特
徴、および例えば炭水化物代謝、糖尿病、肥満、悪液質、消化時の食物検出等の代謝の制
御等の味覚検出に直接関連しない生物学的機能に関与する遺伝子を含む。
【０００３】
　上記に関連して、本発明は、異なる味覚様式、例えば塩味、甘味、うま味、苦味、酸味
、脂肪味、または金属味を直接または間接的に調節する化合物を同定するスクリーニング
アッセイ、好ましくはハイスループットスクリーニングアッセイにおいて有用な舌細胞内
で発現されないまたは著しく低いレベルで発現される、マウス化学感覚細胞、例えばマウ
ス有郭味細胞内で特異的に発現される新規一連の遺伝子を提供する。
【０００４】
　さらに、上記に関連して、本発明は、例えば、癌および自己免疫疾患等の消化器系疾患
の治療における治療学として有用な化合物を同定するため、味細胞アポトーシスもしくは
味細胞代謝回転を調節するため、味細胞再生を誘発するため、口腔内の免疫制御と、例え
ば、糖尿病、肥満、摂食障害、および他の代謝疾患の治療における代謝の制御とに影響を
与えるためのスクリーニングアッセイ、好ましくはハイスループットスクリーニングアッ
セイにおいて有用である新規一連の遺伝子および対応する遺伝子産物またはそれらを発現
する細胞を提供する。
【０００５】
　また、上記に関連して、本発明は、例えば、特定の味覚様式、口腔内の免疫系制御、味
細胞アポトーシスもしくは味細胞代謝回転、味細胞再生、消化器系制御、食物検出、空腹
および消化等に関与するホルモンもしくは酵素の分泌等に役立つ細胞等の代謝の制御等、
味覚または化学感覚細胞の特定の型または系譜の同定および／または単離および／または
濃縮に有用な新規一連の遺伝子を提供する。
【０００６】
　さらに、本発明は、味覚を調節する化合物を同定するスクリーニングアッセイにおける
、ならびに免疫系を調節する治療学の同定、特に、口腔内の免疫ホメオスタシスの制御、
味細胞アポトーシスの制御、代謝回転もしくは味細胞再生および増殖、消化および他の味
細胞機能に関与するホルモンもしくは酵素の制御、口腔癌もしくは消化器系癌、自己免疫
性もしくは炎症性消化器疾患等の消化器系疾患の治療、糖尿病、肥満、摂食障害、もしく
は他の代謝疾患の治療等における、これらの単離された化学感覚細胞または味細胞の使用
に関する。
【０００７】
　さらに具体的には、本発明は、本明細書に提供される１つ以上の味覚特異的遺伝子の発
現に基づいて、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、脂肪味、酸味、金属味および味覚幹
細胞を含む所望される味細胞型および味細胞系譜ならびに味蕾細胞、味細胞ニューロン、
味覚免疫細胞等へ分化する他の味細胞系譜を単離、精製および標的する方法を提供する。
これらの単離および精製方法は、陽性および陰性細胞分離法の両方を含む。例えば、所望



(13) JP 2009-539377 A 2009.11.19

10

20

30

40

50

される味細胞系譜または型は、陽性細胞選択方法、例えば、蛍光標示式細胞分取器（ｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）、
抗体被覆ビーズを使用した電気生理学による個別のトランスフェクト細胞等の所望される
細胞の視覚的同定等による電磁ビーズ細胞選択を用いて単離されてもよい。あるいは、所
望される味細胞系譜または型は、陰性細胞精製および単離方法によって回復または精製さ
れてもよく、所望される細胞型は、１つ以上の所望されない細胞系譜を除去することによ
って、例えば、所望される味細胞および所望されない細胞を含有する混合細胞集団を、標
的遺伝子または除去される所望されない味細胞型上で発現される遺伝子に特異的な細胞傷
害抗体と接触させることによって、混合細胞集団から濃縮または精製される。
【０００８】
　また、本発明は、特定の味覚および非味覚特異的機能、特定の味覚特異的遺伝子を発現
する胃腸管および随伴器官の特定領域のマッピングに関与し、したがって本明細書に開示
する１つ以上の味細胞特異的機能に関与する舌および口腔のマッピング領域における１つ
以上の対象味覚特異的遺伝子に特異的な、例えば抗体またはオリゴヌクレオチド等のマー
カーの使用、および／または、例えば、所望される味細胞系譜および味細胞型への味覚幹
細胞および他の多能性もしくは未成熟細胞型の分化を誘発する化合物を同定するための味
細胞分化研究における対象遺伝子の使用に関する。
【０００９】
　本発明は、さらに具体的には、新規理論的根拠、方法、および塩味受容体標的として機
能する遺伝子を含む、新規味覚特異的遺伝子を同定および特徴付ける電気生理学的アッセ
イを含むアッセイに関する。また、本発明は、そのモジュレーター、例えば、塩味エンハ
ンサーを同定するためのその使用、ならびにヒト塩味感覚を調節するため、および高血圧
、低血圧、体液貯留、心発作および脳卒中等のナトリウム輸送および吸収に関する状態の
治療もしくは予防のためのその使用に関する。
【００１０】
発明の背景
　上皮性ナトリウムチャネル（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｓｏｄｉｕｍ　ｃｈａｎｎｅｌ：
ＥＮａＣ）は、哺乳類の酸感知イオンチャネル（ａｃｉｄ－ｓｅｎｓｉｎｇ　ｉｏｎ　ｃ
ｈａｎｎｅｌ：ＡＳＩＣ）、虫の機械受容デジェネリンチャネル、および軟体動物のＦＭ
ＲＦ－アミドペプチド依存性チャネル（Ｋｅｌｌｅｎｇｅｒ，Ｓ．ａｎｄ　Ｓｃｈｉｌｄ
，Ｌ．（２００２）Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｒｅｖ．８２：７３５－７６７）を含む、イオンチ
ャネルのＥＮａＣ／デジェネリンファミリーのメンバーである。ＥＮａＣは、腎臓、結腸
、および肺を含む多数の組織における高抵抗上皮にわたるアミロリド感受性頂端膜Ｎａ＋
輸送を媒介する。
【００１１】
　ＥＮａＣは、α、β、およびγサブユニットまたはδ、β、およびγサブユニットで構
成されるヘテロ三量体チャネルであることが知られている。このヘテロ三量体チャネルは
、ヒト塩味感覚に関与すると仮定されてきた。以前に、これらの化合物がヒト塩味感覚を
調節する可能性があるかどうかを検討するため、δβγおよびαβγヒトＥＮａＣを調節
する化合物を同定するためにＥＮａＣ配列を使用して本譲受人によりアッセイが開発され
ている。また、これらの化合物は、異常なＥＮａＣ機能に関するヒト病理学を治療するた
めに使用され得る可能性がある。
【００１２】
　他の哺乳類とは異なり、アミロライドは、ナトリウムクロライド味覚の強度を僅かに減
少、つまり、ＥＮａＣ機能を特異的に調節する濃度で使用される場合に約１５～２０％減
少させることのみが報告されている（Ｈａｌｐｅｒｎ，Ｂ．Ｐ．（１９９８）Ｎｅｕｒｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ．２３：５－４７）。
本発明人により行われた実験は、アミロライド、またはより強力なアミロライド誘導体フ
ェナミルが、αβγＥＮａＣに対するＩＣ５０値を上回る３００倍（アミロライドに対し
て）および３０００倍（ベンザミルに対して）のレベル（δβγＥＮａＣに対するＩＣ５
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０値を上回るアミロライドの１０倍およびベンザミルの１００倍に相当）でテストされた
場合に認識されたヒト塩強度へ有意な効果を導かなかったことを示している。したがって
、付加的な非ＥＮａＣ遺伝子は、ヒト塩味覚に関与する可能性がある。
【００１３】
　さらに、味覚受容体は、非口腔組織内、例えば、消化器系および潜在的に腎臓等の他の
器官内で発現される場合があることが最近報告されている。特に、甘味、苦味、およびう
ま味受容体は、胃腸細胞等の口腔内以外の細胞内で発現されることが報告されている（例
えば、Ｓｔｅｒｎｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍｅｒ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｇａｓｔｒｏ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ａｎｄ　Ｌｉｖｅｒ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２９２：Ｇ４５７
－Ｇ４６１，２００７；Ｍａｃｅ，Ｏ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ．１
０：１１１３／Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２００７．１３０９０６．Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｏ
ｎｌｉｎｅ　Ｍａｙ　１０，２００７を参照）。さらに、塩味受容体は、尿路内で発現さ
れる可能性がある。それらに基づいて、味覚受容体は、胃運動性、吸収、食物検出、代謝
、および口道もしくは消化管の免疫調節等の消化機能等の、味覚に直接関連しない機能に
関与し、また、血圧および体液貯留等のナトリウム吸収、排泄および輸送に関連する機能
に影響を及ぼし得ると仮定されている。したがって、味細胞特異的遺伝子の同定およびこ
れらの遺伝子が特異的に発現される特定細胞を同定することは、これらの味覚受容体の他
の非味覚機能のさらなる理解を容易にし、またこれらの遺伝子、遺伝子産物、および新規
治療学を同定するための、例えば、自己免疫、炎症および癌等の消化器疾患、代謝、糖尿
病、摂食障害、肥満、味細胞代謝回転、高血圧、体液貯留、ならびに消化器系の免疫調節
を治療するためのアッセイにおいてそれらを発現する細胞の使用を容易にするはずである
。
【００１４】
発明の簡単な説明および目的
　本発明は、一実施形態において、化学感覚細胞または味細胞、特に、マウス有郭味細胞
内で、ならびにヒトおよび非ヒト霊長類等の他の哺乳類のあり得る味細胞内で特異的に発
現される新規一連の遺伝子の同定に関する。これらの遺伝子は、塩味、甘味、うま味、酸
味、脂肪味、および金属味等の特定の味覚様式の検出および／または味覚強度および持続
時間の調節に直接または間接的に関与する遺伝子を含む。
【００１５】
　本発明は、別の実施形態において、化学感覚細胞または味細胞、特に、マウス有郭味細
胞内で、ならびに一例として、味細胞アポトーシスもしくは味細胞代謝回転、味細胞再生
、消化、口腔内の免疫系の制御、炭水化物または消化、食物検出、味細胞輸送に関連する
他の代謝機能の制御等を含む他の味細胞機能に関与するヒトおよび非ヒト霊長類等の他の
哺乳類に由来する他のあり得る化学感覚細胞または味細胞および同様の細胞内で特異的に
発現される新規一連の遺伝子の同定に関する。
【００１６】
　本発明は、別の実施形態において、一例として、甘味、うま味、酸味、苦味、塩味、脂
肪味および金属味を含む特異的味細胞サブタイプもしくは味細胞系譜の同定、単離、また
は濃縮するための、および、例えば口腔内における免疫の制御、消化もしくは代謝の制御
、味細胞アポトーシス、代謝回転、もしくは味細胞分化および増殖の制御、ならびにナト
リウム排泄、輸送および吸収の制御等の非味覚機能に関与する味細胞を単離するためのマ
ーカーとして使用できるマウスまたは他の哺乳類味細胞内で特異的に発現される特異的遺
伝子または遺伝子産物の同定にさらに関する。
【００１７】
　本発明は、別の実施形態において、これらの味細胞特異的遺伝子もしくは遺伝子産物、
または例えば甘味、酸味、うま味、塩味、苦味、脂肪味または金属味の調節を引き出す化
合物を同定するためのスクリーニングアッセイに用いられる該味細胞特異的遺伝子を発現
する、該単離もしくは濃縮された味細胞系譜もしくは味細胞型の使用と、これらの遺伝子
、遺伝子産物、または、例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病、セリアック病、消化不良、
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消化器系の癌等の種々の消化器系疾患の治療に対する治療学、味細胞代謝回転もしくはア
ポトーシスを調節するため、および例えば癌を有するまたは化学療法もしくは放射線を受
ける高齢者被験者または個人において味細胞分化および再生を制御するための化合物、口
腔の免疫系を調節または増強するための化合物、消化および代謝の制御のための化合物、
例えば、唾液、胃液および腸液、ＧＬＰ－Ｉ（グルカゴン様ペプチド１）、ＧＩＰ（グル
コース依存性インスリン分泌ポリペプチド）、セクレチン、アミラーゼ等の消化液、ホル
モンもしくは酵素の生成に影響を及ぼす化合物、消化運動に影響を及ぼす化合物、食物検
出を調節するため、糖尿病を治療するための化合物、ならびに肥満もしくは摂食障害、悪
液質等を治療するための化合物等の、潜在的治療化合物の同定のために単離もしくは濃縮
された味細胞の使用と、にさらに関する。
【００１８】
　本発明は、本明細書に提供される１つ以上の味覚特異的遺伝子の発現または発現しない
場合に基づいて、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、脂肪味、酸味、金属味を含む所望
される味細胞型および味細胞系譜、ならびに味蕾細胞、味細胞ニューロン、味覚免疫細胞
へ分化する細胞を含む、味覚幹細胞および他の未成熟および成熟味細胞系譜を単離、精製
および標的する方法をさらに提供する。これらの単離および精製方法は、陽性および陰性
細胞分離方法の両方を含む。例えば、所望される味細胞系譜または型は、陽性細胞選択方
法、例えば、蛍光標示式細胞分取器（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　
ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）、抗体被覆ビーズを使用した電気生理学による個
別のトランスフェクト細胞等の所望される細胞の視覚的同定等による電磁ビーズ細胞選択
を用いて単離されてもよい。あるいは、所望される味細胞系譜または型は、陰性細胞精製
および単離方法によって回復または精製されてもよく、所望される細胞型は、１つ以上の
所望されない細胞系譜を除去することによって、例えば、所望される味細胞と例えば舌、
口腔または胃腸管および随伴器官に由来する所望されない細胞を含有する細胞懸濁液とを
、標的遺伝子または除去される所望されない味細胞型上で発現される遺伝子に特異的な細
胞傷害抗体と接触させることによって、混合細胞集団から濃縮または精製される。
【００１９】
　また、本発明は、特定の味覚および非味覚特異的機能、特定の味覚特異的遺伝子を発現
する腸上皮または尿路等の胃腸管および随伴器官の特定領域上に含まれる細胞のマッピン
グに関与し、したがって本明細書に開示する１つ以上の味細胞特異的機能に関与する舌お
よび口腔のマッピング領域における、本明細書において提供される１つ以上の対象味覚特
異的遺伝子に特異的な、例えば抗体またはオリゴヌクレオチド等のマーカーの使用、およ
び／または、例えば、所望される味細胞系譜および味細胞型への味細胞の、例えば、成体
もしくは胚性幹細胞および他の多能性もしくは未成熟細胞型の分化を誘発する化合物を同
定するための味細胞分化研究における対象遺伝子およびそれらに特異的なマーカーの使用
に関する。
【００２０】
　本発明は、そのより特定の実施形態において、新規理論的根拠および方法、ならびにこ
れらの理論的根拠を使用したこれまでの結果および塩受容体標的を構成する種々のパラメ
ータに基づいた新規味覚特異的遺伝子の同定および特徴付け方法に関する。これらの手順
を使用した標的は、ヒト塩味エンハンサーを同定するためのハイスループットスクリーニ
ングの取り組みにおいて有用な標的である。これらの標的は、新規塩受容体標的遺伝子を
同定するために、遺伝子チップおよびポリメラーゼ連鎖反応（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃ
ｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ：ＰＣＲ）スクリーニングの２つの異なる技術を使用して同
定した。まず、殆ど全て既知のマウス遺伝子を含有するアフィメトリクス遺伝子チップを
使用して、どの遺伝子が、レーザーキャプチャーマイクロダイセクションによって単離さ
れた舌の上皮細胞ではなく舌の後部において、マウス有郭乳頭味細胞内で特異的に発現さ
れるかを判断する。次に、ＰＣＲを使用して、ヒト／マウスゲノムに分類整理した３３９
チャネルからどのイオンチャネルが、レーザーキャプチャーマイクロダイセクションによ
って単離された舌の上皮細胞ではなくヒト／マウス有郭（ｃｉｒｃｕｍｖａｌｌａｔｅ：
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ＣＶ）乳頭味細胞内で特異的に発現されるかを判断する。いずれかのアプローチによって
同定された遺伝子の味覚特異的発現は、どの遺伝子が味細胞内で発現されるかを判断する
ために、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションまたは免疫組織化学等の非依存性組織学
的方法を使用して確認する。２重標識組織学的方法を使用し、どの新規味覚特異的遺伝子
が、味覚特異的イオンチャネルＴＲＰＭ５を発現する甘味、苦味およびうま味細胞、味覚
特異的イオンチャネルＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現する酸味細胞、またはＴＲＰＭ
５もしくはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない特有の細胞型内で発現されるかを判
断する。伝導性またはナトリウムにより活性化され、ＴＲＰＭ５－およびＰＫＤ２Ｌｌ／
ＰＫＤ１Ｌ３－陰性細胞集団内で発現される味覚特異的遺伝子、好ましくは、イオンチャ
ネルは、哺乳類塩味受容体をコードする遺伝子および特定の細胞型を同定するためのスク
リーニングの取り組みに対してあり得る候補であり、これらの塩味受容体遺伝子は、口腔
および尿路内等で発現し、また、ヒトにおける塩味エンハンサーを特定するように設計さ
れたハイスループットアッセイに用いる。
【００２１】
　塩受容体標的を構成し得る新規イオンチャネルを同定することに焦点を当てて取り組ん
でいるが、一方、塩受容体標的は、トランスポーター、Ｇタンパク質共役受容体（Ｇ－ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ：ＧＰＣＲ）、または性質不明の膜貫
通タンパク質等のタンパク質の別の型を含み得ることも認識している。したがって、１つ
より多い膜貫通ドメインを有する膜タンパク質も分析に含めている。甘味、苦味、うま味
、および酸味受容体は全て、多数の膜貫通ドメインを有する膜貫通タンパク質であるため
、塩受容体を含む他の味覚受容体は、多数の膜貫通ドメインを有するタンパク質でもある
と理論的に説明する。
【００２２】
　また、これらの実験の焦点は新規塩受容体標的を同定することであるが、上述のように
、検討過程中、他の味覚様式（例えば、酸味、渋味、口あたり、脂肪味、金属味等）に関
与する付加的な味覚特異的遺伝子が同定されたと予想することは理にかなっている。した
がって、本明細書において同定され、ならびに塩味感覚（およびナトリウム吸収、輸送お
よび排泄等によって影響され得る他の生物学的活性ならびに体液貯留および血圧制御等の
それらの効果）に影響を与える新規味覚特異的遺伝子は、その他にも、他の味覚様式およ
び風味知覚に概して影響を及ぼす場合がある。また、これらの実験の焦点は新規塩受容体
標的を同定することであるが、検討過程中、付加的な味覚特異的遺伝子が同定される可能
性がある。したがって、本明細書において同定される新規味覚特異的遺伝子は、甘味、苦
味、うま味、酸味および塩味細胞を含む味蕾もしくは味覚受容体細胞型の特定のマーカー
として使用される可能性があり、特定された味覚特異的遺伝は、味、苦味、うま味、酸味
および塩味の味覚を調節するための標的となり得る。
【００２３】
　さらに、対象アッセイは、あり得る塩受容体標的を同定するように設計されているが、
これらの方法は、上述のような非味覚生物学的機能に関与する味覚特異的遺伝子を同定し
た可能性がさらにある。したがって、これらの新規味覚特異的遺伝子およびそれらの対応
する遺伝子産物は、新規味細胞サブタイプまたは味細胞系譜を単離するのに有用であるは
ずである。さらに、これらの味覚特異的遺伝子または対応する遺伝子産物、またはこれら
の味細胞特異的遺伝子を発現する単離または濃縮された内在性の味覚もしくは化学感覚細
胞等のそれらを発現する細胞は、例えば、消化器癌等の消化器系疾患、潰瘍性大腸炎、消
化不良、クローン病、セリアック病、炎症性腸症候群、憩室炎等の自己免疫性および炎症
性消化器疾患の治療のために治療学を同定するため、味細胞アポトーシスまたは味細胞代
謝回転を制御するため、例えば、化学療法または放射線を受ける高齢者、癌患者または個
人において味細胞再生を誘発するため、口腔の免疫系を調節するため、ＧＬＰ－１（グル
カゴン様ペプチド１）、ＧＩＰ（グルコース依存性インスリン分泌ポリペプチド）、アミ
ラーゼ、唾液、胃酸、腸液、ペプシン、セクレチン等の消化粘液もしくは消化液、酵素ま
たはホルモンの制御のため、および糖尿病、摂食障害、悪液質、およびこれらの遺伝子お
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よび／または単離もしくは濃縮された味細胞に関する他の代謝疾患の治療のための治療的
スクリーニングアッセイに有用である。
【００２４】
　さらに具体的には、本発明は、アポトーシス、味細胞再生、味細胞受容体発現を調節す
る転写因子の調節、頂端膜／味孔領域へのおよびからの味覚受容体輸送、特定の味覚／味
覚強度もしくは特定の味覚を制御する求心性神経への神経伝達物質放の強度を管理および
／または調節するための味細胞作用電位発生頻度／膜電位の制御、ならびに神経線維への
味細胞シグナリング等において作用し得る味覚特異的遺伝子の発見に関する。
【００２５】
　また、本発明は、例えば、胃腸細胞または口腔細胞等の味細胞（この味細胞は、例えば
、消化管および口腔、舌内等に存在する）内で特異的に発現される味覚特異的遺伝子の発
見と、これらの遺伝子、遺伝子産物、およびこれらの遺伝子に特異的に結合または調節し
、消化機能に関する病的状態を治療または予防するために使用され得る化合物を同定する
ためのそれらを発現する細胞と、にさらに関する。これらの状態は、一例として、機能性
消化不良（消化不良）、および潰瘍に由来または関連する可能性があるまたはなく、上腹
部管、中腹部管または下腹部管等の消化管の異なる領域を含有し得る他の消化不良を含む
。
【００２６】
　さらに、本発明は、塩味またはうま味細胞等の味細胞内で特異的に発現される遺伝子を
提供し、遺伝子、遺伝子産物、または例えば、胃腸もしくは口腔由来の味細胞などのそれ
らを発現する細胞は、ガストリン、セクレチン、ペプシン、コレシストキニン、グルカゴ
ン様ペプチド１（ＧＬＰ－１）、アミラーゼ、グレリン、レプチン等の消化もしくは空腹
に関与する胃腸液、粘液、酵素またはホルモンを伴う病的状態を治療または予防するため
に使用することができる化合物を同定するために、スクリーニングアッセイにおいて使用
されてもよい。また、これらの化合物は、唾液または他の消化粘液性分泌物および消化液
の生成を増強させ得る。これらの化合物は、必要としている被験者において空腹を抑制ま
たは誘発および／または消化を調節するために使用され得る可能性がある。
【００２７】
　さらに、本発明は、塩味、甘味、苦味、酸味またはうま味細胞等の味細胞内で特異的に
発現される遺伝子を同定するため、本発明は、また、これらの遺伝子、遺伝子産物、また
は、これらの遺伝子または遺伝子産物の活性もしくは量に結合または調節し、クローン病
、炎症性腸症候群（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ：ＩＢＤ
）、セリアック病、潰瘍性大腸炎、憩室炎、胃炎、逆流性食道炎等の病理学的または慢性
炎症性または自己免疫性胃腸状態等を治療または予防するために使用され得る可能性があ
る化合物を同定するためのスクリーニングアッセイにおける、例えば、胃腸または口腔由
来細胞等の味細胞を含むがそれに限定されない、それらを発現する細胞の使用にも関する
。これらの化合物は、消化器系に影響する自己免疫性または炎症性疾患を治療または予防
するために使用されてもよい。
【００２８】
　また、本発明は、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、または酸味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を提供するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、ま
たは、これらの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、食道逆流症、胸やけ
、バレット食道および食道炎等の胃逆流およびそれらに関連する疾患および状態を調節す
るために使用され得る可能性がある化合物を同定するためのスクリーニングアッセイにお
ける、例えば、胃腸または口腔由来細胞等の味細胞等のそれらを発現する細胞の使用にさ
らに関する。
【００２９】
　また、本発明は、例えば、うま味、塩味、甘味、苦味、または酸味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を同定するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、ま
たは、これらの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、したがって、一例と
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して、味蕾癌および唾液腺癌等の舌癌および口腔癌、胃癌、食道癌、小腸もしくは大腸癌
、肛門もしくは直腸癌、膵臓癌、胆嚢癌、肝臓癌、結腸直腸もしくは結腸癌等の消化器系
に関連する癌または悪性腫瘍を治療または予防するために使用され得る可能性がある化合
物を同定するためのスクリーニングアッセイにおけるそれらを発現する細胞の使用にさら
に関する。
【００３０】
　また、本発明は、例えば、うま味、甘味、酸味または他の味細胞等の味細胞内で特異的
に発現される遺伝子を同定するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、または、
これらの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、肥満、食欲不振、過食症、
およびそれらに関連する悪液質等の食欲機能障害およびそれらに関連する状態を治療また
は予防するために使用され得る可能性がある化合物を同定するためのスクリーニングアッ
セイにおけるそれらを発現する細胞の使用にさらに関する。
【００３１】
　また、本発明は、特定の味細胞系譜またはサブタイプ、特に、１つ以上のこれらの味細
胞特異的遺伝子を発現する、例えば、舌、口腔、または胃腸系由来の味細胞の単離または
濃縮のための味細胞内で特異的に発現される本明細書において同定された遺伝子の使用に
も関する。
【００３２】
　また、本発明は、味細胞（例えば、うま味、甘味、酸味、苦味または他の味細胞型）内
で特異的に発現される遺伝子を同定するため、および味細胞は、消化管および口腔、舌内
に存在するので、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、およびこれらの遺伝子または
遺伝子産物の活性に結合または調節し、消化機能に関する病的状態を治療または予防する
ために使用され得る化合物を同定するための、例えば、胃腸細胞または口腔細胞等の味細
胞を含むがこれらに限定されないそれらを発現する細胞の使用にさらに関する。これらの
状態は、一例として、機能性消化不良（消化不良）、および潰瘍に由来または関連する可
能性があるまたはなく、上腹部管、中腹部管または下腹部管等の消化管の異なる領域を含
有し得る他の消化不良を含む。
【００３３】
　さらに、本発明は、うま味、甘味、酸味、苦味、塩味または他の味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を同定するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、お
よび唾液、消化液、ガストリン、セクレチン、コレシストキニン、グルコース依存性イン
スリン分泌ポリペプチド、グルカゴン様ペプチド１、アミラーゼもしくはグレリン、レプ
チン等の消化または空腹に関与する胃腸ホルモン、酵素、または胃腸液を伴う病的状態を
治療または予防するために使用され得る化合物を同定するための、例えば、胃腸または口
腔細胞等の味細胞を含むがこれらに限定されないそれらを発現する細胞の使用にさらに関
する。これらの化合物は、必要としている被験者において空腹を抑制もしくは誘発または
消化を調節するために使用され得る可能性がある。
【００３４】
　さらに、本発明は、うま味、甘味、酸味、塩味、苦味または他の味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を提供するため、本発明は、また、これらの遺伝子、遺伝子産
物、およびこれらの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、クローン病、炎
症性腸症候群（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ：ＩＢＤ）、
セリアック病、潰瘍性大腸炎、憩室炎、胃炎、逆流性食道炎等の病理学的または慢性炎症
性または自己免疫性胃腸状態を治療または予防するために使用され得る可能性がある化合
物を同定するためのスクリーニングアッセイにおける、例えば、胃腸または口腔由来の細
胞等の味細胞を含むがこれらに限定されないそれらを発現する細胞の使用にも関する。こ
れらの化合物は、消化器系に影響する自己免疫性または炎症性疾患を治療または予防する
ために使用され得る可能性がある。
【００３５】
　また、本発明は、うま味、甘味、塩味、酸味または他の味細胞等の味細胞内で特異的に
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発現される遺伝子を同定するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、およびこれ
らの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、胃食道逆流症、胸やけ、バレッ
ト食道、および食道炎等の胃逆流およびそれらに関連する疾患または状態を調節するため
に使用され得る可能性がある化合物を同定するためのスクリーニングアッセイにおける、
例えば、胃腸または口腔由来の細胞等の味細胞等のそれらを発現する細胞の使用にさらに
関する。
【００３６】
　また、本発明は、うま味、甘味、塩味、苦味、酸味または他の味細胞等の味細胞内で特
異的に発現される遺伝子を提供するため、本発明は、これらの遺伝子、遺伝子産物、およ
びこれらの遺伝子または遺伝子産物の活性に結合または調節し、したがって、一例として
、唾液腺および癌味蕾癌、舌癌、口腔癌、胃癌、食道癌、小腸もしくは大腸癌、肛門癌、
膵臓癌、胆嚢癌、肝臓癌、結腸直腸もしくは結腸癌等の消化器系に関連する癌または悪性
腫瘍を治療または予防するために使用され得る可能性がある化合物を同定するためのスク
リーニングアッセイにおけるそれらを発現する細胞の使用にさらに関する。
【００３７】
　また、本発明は、ナトリウム輸送に関与する甘味、うま味、苦味、酸味、塩味、または
他の味細胞等の味細胞内で特異的に発現される遺伝子を同定するため、これらの遺伝子、
遺伝子産物、およびそれらを発現する細胞は、例えば、血圧および体液貯留ならびに異常
なナトリウム吸収、排泄および輸送に関する状態および疾患を調節するために使用されて
もよい治療化合物を同定するために、イオン輸送またはイオン流動、特にナトリウムイオ
ンを制御する化合物を同定するためのスクリーニングアッセイにおいて使用することがで
きる。
【００３８】
　また、本発明は、甘味、うま味、苦味、酸味、塩味、または他の味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を同定するため、これらの遺伝子、遺伝子産物、およびそれら
を発現する細胞は、味細胞の選択的アポトーシスを制御する化合物の同定、味覚受容体発
現を管理する転写因子の調節、味覚細胞発生の自己分泌／傍分泌調節、味蕾生存期間、ス
ーパーテイスター表現型をもたらす遺伝子を使用する選別、味覚幹細胞を活性化させる化
合物、例えば頂端膜／味孔領域からの味細胞受容体の輸送に影響する化合物、電位発生頻
度／膜電位を介して味細胞作用の制御を調節することによって味覚強度に影響する化合物
、一般的または特定の味覚強度を管理する求心性神経への神経伝達物質放出、および味覚
受容体機能の自己分泌／傍分泌調節を制御する化合物のためのスクリーニングアッセイで
使用することができる。
【００３９】
　また、本発明は、甘味、うま味、苦味、酸味、塩味、または他の味細胞等の味細胞内で
特異的に発現される遺伝子を同定するため、これらの遺伝子、遺伝子産物、およびそれら
を発現する細胞は、例えば、罹患もしくは高齢者個人または傷害もしくは手術後、化学療
法を受けるもしくは傷害後の被験者における味細胞もしくは味蕾の再生に影響する化合物
、例えばシェーグレン症候群において見られるような、薬物性味覚異常、味覚脱失、味蕾
消失、口渇または口内乾燥を調節するための化合物、口腔衛生の維持、口臭、ウイルスお
よび細菌等の有害な口腔微生物の治療または予防等に有用な化合物を同定するためのスク
リーニングアッセイで使用することができる。
【００４０】
　また、本発明は、例えば、甘味、うま味、苦味、塩味、酸味、脂肪味、金属味等、およ
び幹細胞、味細胞ニューロン、免疫細胞等の他の味細胞系譜等の味細胞内で特異的に発現
される遺伝子を同定するため、本発明は、本明細書に提供される１つ以上の味覚特異的遺
伝子の発現に基づいて、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、脂肪味、酸味、金属味を含
む所望される味細胞型および味細胞系譜ならびに味覚幹細胞および味蕾細胞、味細胞ニュ
ーロン、味覚免疫細胞等へ分化する細胞を含む他の味細胞系譜を単離、精製、濃縮および
標的する方法も提供する。これらの単離および精製方法は、陽性および陰性細胞分離方法
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の両方を含む。例えば、所望される味細胞系譜または型は、陽性細胞選択方法、例えば、
蛍光標示式細胞分取器（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓ
ｏｒｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）、抗体被覆ビーズを使用した電気生理学による個別のトランス
フェクト細胞等の所望される細胞の視覚的同定等による電磁ビーズ細胞選択を用いて単離
されてもよい。あるいは、所望される味細胞系譜または型は、陰性細胞精製および単離方
法によって回復または精製されてもよく、所望される細胞型は、所望されない細胞系譜を
除去することによって、例えば、所望される味細胞と所望されない細胞を含有する混合細
胞集団を、標的遺伝子または除去される所望されない味細胞型上で発現される遺伝子に特
異的な細胞傷害抗体と接触させることによって、混合細胞集団から濃縮または精製される
。
【００４１】
　また、本発明は、例えば、うま味、甘味、苦味、塩味、酸味、脂肪味、金属味等、なら
びに幹味覚幹細胞、味覚ニューロンおよび味覚免疫細胞等の他の味細胞系譜および型等の
味細胞内で特異的に発現される遺伝子を同定するため、本発明は、特定の味覚および非味
覚特異的機能、特定の味覚特異的遺伝子を発現する胃腸管および随伴器官の特定領域のマ
ッピングに関与し、したがって本明細書に開示する１つ以上の味細胞特異的機能に関与す
る舌および口腔のマッピング領域における１つ以上の対象味覚特異的遺伝子に特異的であ
る、例えば、抗体またはオリゴヌクレオチド等のマーカーの使用、および／または、例え
ば、所望される味細胞系譜および味細胞型への味覚幹細胞および他の多能性もしくは未成
熟細胞型の分化を誘発する化合物を同定するための味細胞分化研究における対象遺伝子の
使用にさらに関する。
【００４２】
　さらに具体的には、下記に詳述するように、本発明は、候補塩味覚遺伝子、好ましくは
下記を呈するイオンチャネルへの理論的根拠および基準を提供する。
【００４３】
　ａ）舌細胞でなく味細胞内での特異的発現または舌細胞よりも高いレベルでの味細胞内
での発現。
【００４４】
　ｂ）組織学的方法による味細胞内での発現。特に、甘味、苦味、およびうま味細胞マー
カーＴＲＰＭ５または酸味細胞マーカーＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない特有の
味細胞型内での発現。この特有の細胞型は、献身的な塩感知細胞であり得る。
【００４５】
　ｃ）異種発現系（アフリカツメガエル卵母細胞および哺乳類細胞等）または一次ニュー
ロン（後根神経節ニューロン等）における基本的な構成機能（つまり、チャネル集団のご
く一部は開口および静止ナトリウムを通過する）を有するナトリウムチャネルまたはナト
リウム活性受容体としての機能的発現。
【００４６】
　これらの基準を満たす遺伝子は、ヒト塩味感覚増強させる化合物を同定するために、ハ
イスループットスクリーニングの取り組みに進む。さらに、本明細書において、例えば表
１、２および３において報告される上記の味覚特異的遺伝子は、上記のような治療的スク
リーニングアッセイにおいて有用である。
【００４７】
　したがって、本特許出願において、塩味感覚ならびに味覚および他の味細胞媒介活性一
般に関与する遺伝子を推定的に同定するためのスクリーニングアッセイに関して記述する
。
【００４８】
　特定の目的は、遺伝子チップおよび／またはＰＣＲ手法を用いて、舌細胞でなく味細胞
内で、また、舌上皮細胞よりも高いレベルで味細胞内で特異的に発現される膜タンパク質
をコードする味覚特異的遺伝子を同定すること、塩味モジュレーターならびに他の味覚様
式および味知覚および味細胞に関連する生物学的細胞機能および味細胞に関連する表現型
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一般に影響する化合物を同定するためのアッセイにおいて塩受容体標的としてそれらを使
用することである。
【００４９】
　本発明のさらに具体的な目的は、どの味覚特異的遺伝子が、味細胞内で、特に、甘味、
苦味、および／またはうま味細胞（ＴＲＰＭ５陽性）、酸味細胞（ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ
１Ｌ３陽性）または特有の細胞型（ＴＲＰＭ５陰性）内で発現されるのかを判断すること
である。これらの特有の細胞型は、塩味感覚に専念する細胞を含む可能性がある。
【００５０】
　本発明の別の目的は、これらの化合物がヒト塩味感覚を調節する可能性があるため、味
覚特異的イオンチャネルまたは味覚特異的遺伝子のモジュレーター（エンハンサー）を同
定するために、特定のアッセイにおいてこれらの遺伝子を使用することである。
【００５１】
　本発明の特定の目的は、推定エンハンサーの存在および非存在下で、本明細書で同定さ
れた推定味覚イオンチャネルのコンダクタンスを測定する電気生理学的アッセイを提供す
ることである。
【００５２】
　本発明の別の特定の目的は、卵母細胞発現系における対象推定塩味関連のイオンチャネ
ルおよび他の知覚に作用する遺伝子のエンハンサーを同定することである。
【００５３】
　本発明のさらに特定の目的は、推定塩味受容体イオンチャネルを使用して、このチャネ
ルの活性を調節する、したがって、塩味を調節する化合物を同定するためのパッチクラン
プ法または２電極式電圧クランプアッセイを提供することである。本発明のこれらのおよ
び他の目的は、後述の１つ以上の実施形態により達成される。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００５４】
　本発明は、その広範な実施形態において、化学感覚細胞、例えば、マウス有郭味細胞、
ならびにヒトおよび非ヒト霊長類等の他の哺乳類に由来する、あり得る味（例えば、有郭
）細胞内で特異的に発現される新規一連の遺伝子を同定する。これらの遺伝子は、味覚検
出および味覚調節、例えば、塩味、うま味、甘味、酸味、脂肪味、金属味、または苦味変
換に直接的または間接的に関与する遺伝子、ならびに消化の調節、唾液、胃液および腸液
、ＧＬＰ－１（グルカゴン様ペプチド１）、ＧＩＰ（グルコース依存性インスリン分泌ポ
リペプチド）、セクレチン、ペプシン等の消化液の生成および組成に関与する遺伝子、血
圧および体液貯留の制御に関与する遺伝子、味覚受容体輸送、味細胞代謝回転および味細
胞再生に関与する遺伝子、口腔の免疫系および胃腸系の制御に関与する遺伝子、癌等の胃
腸関連疾患、口腔および消化器系に影響する炎症性および自己免疫性疾患の予防または発
病に関与する遺伝子、代謝の制御、例えば、炭水化物代謝、肥満、摂食障害に関与する遺
伝子、消化中の食物検出に関与する遺伝子等の味覚検出および味覚調節に直接的に関連し
ない機能を含む。
【課題を解決するための手段】
【００５５】
　上記に関連して、本発明は、異なる味覚様式、例えば塩味、甘味、うま味、苦味、酸味
、脂肪味、または金属味を直接または間接的に調節する化合物を同定するためのスクリー
ニングアッセイ、好ましくはハイスループットスクリーニングアッセイにおいて有用な舌
細胞内で発現されないまたは著しく低いレベルで発現される、マウス化学感覚細胞、例え
ばマウス有郭味細胞内で特異的に発現される新規一連の遺伝子を提供する。
【００５６】
　さらに、上記に関連して、本発明は、消化器系疾患の治療における治療学として有用な
化合物を同定するため、味細胞アポトーシスもしくは味細胞代謝回転を調節するため、味
細胞再生を誘発するため、口腔もしくは消化器系の免疫の制御、および糖尿病、肥満、摂
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食障害、および他の代謝疾患の治療を有効にするためのスクリーニングアッセイ、好まし
くはハイスループットスクリーニングアッセイにおいて有用である新規一連の遺伝子を提
供する。
【００５７】
　また、上記に関連して、本発明は、例えば、特定の味覚様式、口腔内の免疫系制御、味
細胞アポトーシスもしくは味細胞代謝回転、味細胞再生、消化器系制御、食物検出、空腹
および消化等に関与するホルモンもしくは酵素の分泌を促進させること等による代謝の制
御等、味覚または化学感覚細胞の特定の型または系譜の同定および／または単離および／
または濃縮に有用な新規一連の遺伝子を提供する。
【００５８】
　さらに、本発明は、味覚を調節する化合物を同定するスクリーニングアッセイにおける
、ならびに口腔の免疫系制御を調節するための治療学の同定、味細胞アポトーシス代謝回
転、味細胞再生、消化および他の味細胞機能に関与するホルモンもしくは酵素または液体
および粘液の制御、消化器系疾患の治療、糖尿病、肥満、摂食障害、もしくは他の代謝疾
患の治療等における、該単離された化学感覚細胞または味細胞の使用に関する。
【００５９】
　さらに、本発明は、本明細書に提供される１つ以上の味覚特異的遺伝子の発現に基づい
て、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、脂肪味、酸味、金属味および味覚幹細胞を含む
所望される味細胞型および味細胞系譜ならびに味蕾細胞、味細胞ニューロン、味覚免疫細
胞等へ分化する他の味細胞系譜を単離、精製および標的する方法に関する。これらの単離
および精製方法は、陽性および陰性細胞分離法の両方を含む。例えば、所望される味細胞
系譜または型は、陽性細胞選択方法、例えば、蛍光標示式細胞分取器（ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）、抗体被覆ビー
ズを使用した電気生理学による個別のトランスフェクト細胞等の所望される細胞の視覚的
同定等による電磁ビーズ細胞選択を用いて単離されてもよい。あるいは、所望される味細
胞系譜または型は、陰性細胞精製および単離方法によって回復または精製されてもよく、
該所望される細胞型は、所望されない細胞系譜を除去することによって、例えば、所望さ
れる味細胞および所望されない細胞を含有する混合細胞集団を、標的遺伝子または除去さ
れる所望されない味細胞型上で発現される遺伝子に特異的な細胞傷害抗体と接触させるこ
とによって、混合細胞集団から濃縮または精製される。
【００６０】
　また、本発明は、放射性核種、フルオロフォア、酵素等の検出可能なマーカーで標識化
されてもよい、例えば抗体またはオリゴヌクレオチド等のマーカーまたはプローブであっ
て、例えば、うま味、甘味、苦味、塩味、酸味、脂肪味、金属味等の特定の味覚様式に関
与する細胞、ならびに本明細書において同定されるような非味覚特異的機能、特定の味覚
特異的遺伝子を発現する細胞を含有する胃腸管および随伴器官の特定領域のマッピングに
関与し、したがって本明細書に開示する１つ以上の味細胞特異的機能に関与する細胞を含
む舌および口腔のマッピング領域における１つ以上の対象味覚特異的遺伝子に特異的であ
る、該マーカーまたはプローブの使用、および／または、例えば、所望される味細胞系譜
および味細胞型への、例えば、成体もしくは胚性幹細胞および他の多能性もしくは未成熟
細胞型等の味細胞の分化を誘発する化合物を同定するための味細胞分化研究における該対
象遺伝子の使用に関する。
【００６１】
　本発明は、さらに具体的には、新規理論的根拠、方法、および塩味受容体標的として機
能する遺伝子を含む、新規味覚特異的遺伝子を同定および特徴付ける電気生理学的アッセ
イを含むアッセイに関する。
【発明の効果】
【００６２】
　ヒト塩味は、ナトリウムもしくは他のイオンチャネルならびにトランスポーターおよび
味細胞内で特異的に発現するＧＰＣＲによって、一部分において媒介されてもよいと考え
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られる。したがって、本発明は、遺伝子チップおよびＰＣＲ手法を使用して、塩味、なら
びに他の味覚様式および味細胞媒介の機能および表現型を制御し得る遺伝子を含む味覚特
異的遺伝子を同定するための方法を提供する。これらの標的遺伝子の活性を調節する同定
された該化合物およびそれらの誘導体は、食用の食物、飲料および医薬品におけるヒト塩
味のモジュレーターとして使用することができる可能性がある。また、かかる化合物およ
びそれらの誘導体は、異常なイオンチャネル機能に関する疾患を治療するために使用され
得る可能性もある。さらに、本明細書において同定された該遺伝子およびそれらを発現す
る細胞を使用して同定された該化合物は、本明細書に記述するように、他の味細胞関連の
機能および表現型を調節する潜在的治療学を同定するための治療的スクリーニングアッセ
イにおいて有用である。
【００６３】
　一形態において、本発明は、哺乳類の味細胞においてポリペブチドをコードする遺伝子
を同定する方法を提供する。本方法の一実施形態は、（ｉ）味細胞内で発現されるが、舌
細胞内で発現されない遺伝子および／または舌細胞よりも実質的に高いレベルで味細胞内
で発現される遺伝子を含む一連の遺伝子を同定するステップと、（ｉｉ）うま味、甘味も
しくは苦味受容体（Ｔ１ＲまたはＴ２Ｒ）または酸味受容体（ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ
３）を発現する味細胞内で発現されない、（ｉ）で同定された該一連の遺伝子内の遺伝子
のサブセットを同定するステップと、（ｉｉｉ）（ｉｉ）に従って同定された該サブセッ
ト内の１つ以上の遺伝子を機能的に発現させ、該遺伝子のうちどれがナトリウム反応性イ
オンチャネルまたはナトリウム反応性受容体もしくはトランスポーターとして機能するか
を判断し、それにより、塩味を調節する推定遺伝子としてこの遺伝子または遺伝子群を同
定するステップと、を含む。一般的に、本方法のための味覚組織はヒトまたは齧歯類源に
由来する。本方法の好適な一実施形態において、ステップ（ｉｉｉ）における該遺伝子は
、ナトリウム反応性イオンチャネルとして機能し、より好ましくは、チャネル集団のごく
一部は開口し、静止ナトリウムを通過する。
【００６４】
　好適な実施形態において、ステップ（ｉ）は、非味覚組織から味覚組織を切離および精
製するために、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション（ｌａｓｅｒ　ｃａｐｔｕ
ｒｅ　ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ：ＬＣＭ）の使用を含む。本実施形態の一形態に
おいて、ステップ（ｉ）は、味細胞および舌細胞からの遺伝子のＲＮＡ増幅を含み、該増
幅された遺伝子は、該味覚および舌組織が得られる特定の哺乳類に特異的な遺伝子の試料
を含有する遺伝子チップに対してスクリーニングされ、好ましくは、該遺伝子チップは、
一連の注釈付けされた哺乳類遺伝子を含む。本実施形態の代替形態において、ステップ（
ｉ）は、哺乳類ゲノム内の各イオンチャネルのためのプライマーを使用するハイスループ
ットＰＣＲを含む。
【００６５】
　別の好適な実施形態において、ステップ（ｉｉ）は、味覚対舌細胞内での発現レベルを
判断するために、ステップ（ｉ）で同定された該遺伝子に対して特定的なアンチセンスＲ
ＮＡプローブを用いるｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによって達成される。好適
な代替実施形態において、ステップ（ｉｉ）は、ステップ（ｉ）で同定された遺伝子また
は遺伝子群によりコードされたタンパク質に特異的な標識抗体を用いる免疫化学的検出の
使用によって達成される。
【００６６】
　哺乳類の塩味感覚に関与するポリペブチドをコードする遺伝子を同定する方法の別の実
施形態において、本発明の該方法は、（ｉ）味細胞内で発現されるが、舌細胞内で発現さ
れない遺伝子および／または舌細胞よりも実質的に高いレベルで味細胞内で発現される遺
伝子を含む一連の遺伝子を同定するステップと、（ｉｉ）うま味、甘味もしくは苦味受容
体（Ｔ１ＲまたはＴ２Ｒ）または酸味受容体（ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３）を発現する
味細胞内で発現されない、（ｉ）で同定された該一連の遺伝子内の遺伝子のサブセットを
同定するステップと、（ｉｉｉ）（ｉｉ）に従って同定された該サブセット内の１つ以上
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の遺伝子を発現させる一次ニューロンにおいて、前記遺伝子のうちどれがナトリウム反応
性イオンチャネルまたはナトリウム反応性受容体もしくはトランスポーターとして機能す
るかを判断し、それにより、塩味を調節する推定遺伝子としてこの遺伝子または遺伝子群
を同定するステップと、を含む。本実施形態の一形態において、ステップ（ｉｉｉ）は、
該ニューロンを、該遺伝子に特異的に結合し、その機能を阻害する抗体と接触させるステ
ップを含む。
【００６７】
　上述の該方法のいずれかに従って同定された遺伝子は、ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１
／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない細胞の特徴を示してもよい。別の形態において、本発明は、
細胞が、上記の該方法に従って同定された遺伝子を発現するかどうかを判断することによ
って、ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３を発現しない細胞を選択するのに役
立つ方法を提供する。好ましくは、本段落の該方法で使用される該遺伝子は、味細胞内の
膜貫通タンパク質をコードする味覚特異的遺伝子を記載している表１～３に記載される遺
伝のうちの１つである。甘味、苦味、うま味、および酸味に対する全ての既知の味覚受容
体は膜貫通タンパク質をコードするので、膜貫通遺伝子に焦点を当てて取り組んだ。
【００６８】
　別の形態において、本発明は、ヒト塩味を調節するための潜在的な生体内用途を有する
化合物を同定するためのアッセイを提供する。この方法は、（ｉ）上記の該方法のいずれ
か１つに従って、推定塩味に影響を与える遺伝子として同定されたイオンチャネル、受容
体またはトランスポーターをコードする遺伝子、またはそれによりコードされるポリペプ
チドと少なくとも９０％の配列同一性を有する、該ポリペプチドをコードする遺伝子を発
現する細胞を、少なくとも１つの推定エンハンサー化合物と接触させるステップと、（ｉ
ｉ）該推定エンハンサーの存在および非存在下で、ナトリウムコンダクタンス、受容体活
性またはナトリウム輸送をアッセイするステップと、（ｉｉｉ）ナトリウムコンダクタン
ス、該受容体の活性またはナトリウム輸送を増加させるかどうかに基づいて、該化合物を
潜在的な塩味エンハンサーとして同定するステップと、を含む。種々の実施形態において
、該遺伝子はイオンチャネルをコードするか、または該遺伝子はＧＰＣＲをコードする。
好ましくは、該遺伝子はヒト遺伝子である。より好ましくは、該方法は、ヒト味覚テスト
において該化合物およびその誘導体の効果をテストするステップをさらに含む。好ましく
は、該選択された化合物は、味蕾細胞へのナトリウムイオン輸送を促進する。該推定塩味
に影響を与える遺伝子は、両生類卵母細胞内または哺乳類細胞内で、好ましくはアフリカ
ツメガエル卵母細胞またはＨＥＫ２９３、ＨＥＫ２９３Ｔ、Ｓｗｉｓｓ３Ｔ３、ＣＨＯ、
ＢＨＫ、ＮＩＨ３Ｔ３、サルＬ細胞、アフリカミドリザル腎細胞、Ｌｔｋ－細胞およびＣ
ＯＳ細胞から成る群から選択される哺乳類細胞内で発現してもよい。好ましくは、該推定
塩味に影響を与える遺伝子は、制御可能なプロモーターの制御下で発現される。該推定塩
味に影響を与える遺伝子は、安定にまたは過渡的に発現されてもよい。好適な形態におい
て、該推定塩味に影響を与える遺伝子は、表１～３に含有される遺伝子ならびにそれらの
オルソログおよび変異体から選択される。
【００６９】
　好適な形態において、ステップ（ｉｉ）の該アッセイは、ナトリウム感受性色素を使用
する電気生理学的アッセイであり、好適な色素は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ
社の膜電位キット（Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｋｉｔ）（カタログ番号Ｒ
８０３４）、ジ－４－ＡＮＥＰＰＳ（ピリジニウム、４－（２－（６－（ジブチルアミノ
）－２－ナフタレン－イル）エテニル）－１－（３－スルホプロピル）水酸化物、内塩、
ＤｉＳＢＡＣＣ４（２）（ビス－（１，２－ジバルビツール酸）－トリエチンオキサノー
ル）、Ｃｃ－２－ＤＭＰＥ（Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｂｌｕｅ１，２－ジエトラデカノイル－ｓ
ｎ－グリセロール－３ホスホエタノールアミン、トリエチルアンモニウム塩）およびＳＢ
ＦＩ－ＡＭ（１，３－ベンゼンジカルボン酸、４，４－［１，４，１０－トリオキサ－７
，１３－ジアザシクロペンタデカン－７，１３－ジイルビス（５－メトキシ－６，１，２
－ベンゾフランジイル）｝ビス－テトラキス｛（アセチルオキシ）メチル｝エステル（Ｍ
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ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）から成る群から選択される膜電位色素を含み、より好
ましくは、該ナトリウム感受性色素は、ナトリウムグリーンテトラ酢酸（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）またはナトリウム感受性色素キット塩（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅ
ｖｉｃｅｓ）である。別の好適な形態において、ステップ（ｉｉ）の該アッセイは、アフ
リカツメガエル卵母細胞における２電極式電圧クランプアッセイ、または哺乳類細胞にお
けるパッチクランプアッセイである。好ましくは、該アッセイは、イオン流動アッセイに
より活性を測定し、イオン流動を検出するために原子吸光分析を用いることを含む。
【００７０】
　あるいは、該アッセイは、蛍光プレートリーダー（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｌａ
ｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＦＬＩＰＲ）、またはイオンチャネル依存性のナトリウムまたは流
体吸収を増加させるために使用される電圧イメージングプレートリーダー（ｖｏｌｔａｇ
ｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＶＩＰＲ）を使用する。この方法の好
適な実施形態において、該推定塩味に影響を与える遺伝子の活性は、蛍光プレートリーダ
ー（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ：ＦＬＩＰＲ）または電圧イ
メージングプレートリーダー（ｖｏｌｔａｇｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄ
ｅｒ：ＶＩＰＲ）であってもよい自動イメージング装置を好ましくは使用し、パッチクラ
ンプ法または２電極式電圧クランプ法によってカエル卵母細胞において電気生理学的にア
ッセイされる。
【００７１】
　さらに別の形態において、本発明は、ヒト甘味、苦味、うま味、または酸味を調節する
ための潜在的な生体内用途を有する化合物を同定するためのアッセイを提供する。この方
法は、（ｉ）表１～３の遺伝子またはオルソログもしくは変異体を発現する細胞を、少な
くとも１つの推定エンハンサーまたはブロッカー化合物と接触させるステップと、（ｉｉ
）該推定エンハンサーまたはブロッカーの存在および非存在下で、ナトリウムコンダクタ
ンス、受容体活性または味覚遺伝子産物機能をアッセイするステップと、（ｉｉｉ）ナト
リウムコンダクタンス、該受容体の活性または味覚遺伝子産物機能を調節するかどうかに
基づいて、該化合物を、甘味、苦味またはうま味に対する潜在的エンハンサーまたはブロ
ッカーとして同定するステップと、を含む。
【００７２】
　さらに別の形態において、本発明は、潜在的な生体内用途を有する潜在的治療学として
のための化合物を同定するアッセイを提供する。この方法は、（ｉ）表１～３の遺伝子ま
たはオルソログもしくは変異体を発現する細胞を、少なくとも１つの推定エンハンサーま
たはブロッカー化合物と接触させるステップと、（ｉｉ）該推定エンハンサーまたはブロ
ッカーの存在および非存在下で、ナトリウムコンダクタンス、受容体活性または味覚遺伝
子産物機能をアッセイするステップと、（ｉｉｉ）ナトリウムコンダクタンス、該受容体
の活性または味覚遺伝子産物機能を調節するかどうかに基づいて、消化器疾患もしくは障
害、味細胞もしくは味蕾代謝回転もしくは再生、口腔もしくは消化器系の免疫調節、また
は糖尿病、肥満、摂食障害等の代謝疾患の治療等の、味覚に直接関与しない味細胞関連の
機能または表現型を調節するために使用されてもよい潜在的治療学として該化合物を同定
するステップと、を含む。
【００７３】
　本発明は、味覚組織内で特異的に発現される遺伝子の同定に関する。本発明は、塩味ま
たは他の味覚様式もしくは味覚一般に推定的に関与するか、または、味細胞もしくは味蕾
再生および代謝回転、口腔の免疫調節または消化もしくは代謝の消化器系制御、癌、自己
免疫疾患、およびＩＢＤ、潰瘍性大腸炎、シェーグレン症候群、セリアック病、クローン
病等の炎症状態等の消化器系疾患の発症または予防等の、味覚に直接関与しない味細胞関
連の機能もしくは表現型に関与する味覚細胞内で特異的に発現される遺伝子の同定、なら
びに、塩味感覚または他の味覚様式もしくは味覚一般を調節する化合物を同定するための
、またはヒトに用いる潜在的治療学を同定するためのスクリーニングアッセイにおけるそ
れらの使用に関する。特に、本発明は、新規味覚特異的遺伝子を同定するために、下記の
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手法の使用を含む。
　１）レーザーキャプチャーマイクロダイセクション（ｌａｓｅｒ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｍ
ｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ：ＬＣＭ）およびＲＮＡ増幅。レーザーキャプチャーマイ
クロダイセクションにおいて、微細レーザービームを、組織切片から味細胞を分析および
精製するために使用する。この方法は、混入する舌上皮細胞および結合組織がない味細胞
を単離させ、高度に濃縮された味細胞集団への分子生物学実験を行うことを可能にする。
同時に、舌の上皮細胞をＬＣＭで単離し、味細胞を欠く陰性対照として使用する。これら
の粗技術は、味細胞が採取した材料の１～２０％を構成する味細胞と舌細胞の異種混合物
をもたらすため、ＬＣＭは、味覚乳頭の手動もしくは酵素的切離に有利である。ＲＮＡ増
幅は、分子生物学的研究（遺伝子チップまたはＰＣＲ）を行うために、偏見にとらわれな
い方法において十分な遺伝子材料を産生する最大１００万倍までに、ＬＣＭによって単離
された味細胞および舌細胞から総ＲＮＡを増幅させる。１３００～２０００の味細胞は、
マウス味覚組織を用いた遺伝子チップ実験に対して十分であり、ヒト味覚組織を用いるＰ
ＣＲ実験に対しては、５，０００を超える味細胞が十分であることが分かっている。
　２）遺伝子チップ－遺伝子チップは、小チップ上の全ての注釈遺伝子を含有する。味細
胞および舌細胞から単離および増幅されたＲＮＡを遺伝子チップとハイブリダイズさせる
ことは、どの特異的遺伝子が舌細胞でなく味細胞内で発現されるか、およびどの特異的遺
伝子が舌細胞と比べて高いレベルで味細胞内で発現されるかを判断するために用いること
ができる。
　３）ＰＣＲ－ハイスループットＰＣＲは、ヒト／マウスゲノム内の各イオンチャネルに
対して特異的なプライマーおよびをＬＣＭによって端単離されたヒト／マウス味細胞およ
び舌細胞から増幅されたＲＮＡ使用して、９６のウェルプレートで行われる。舌細胞でな
く味細胞の適当なサイズの産物の検出および遺伝子同一性を確認するための該産物のＤＮ
Ａ配列は、関心イオンチャネルが味覚特異的遺伝子であることを示す。
　４）ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション－（遺伝子チップまたはＰＣＲにより同定
された）個々の遺伝子に対して特異的なアンチセンスＲＮＡプローブは、関心遺伝子に対
するｍＲＮＡ転写が、味細胞内、特に酸味、甘味、苦味、および／またはうま味細胞内、
または塩味検出に関与し得る特有の細胞型内で発現するかどうかを判断するために、味細
胞を含有する組織切片とハイブリダイズされる。
　５）免疫組織化学－（それらの遺伝子が遺伝子チップまたはＰＣＲによって同定された
）個々のタンパク質に対して特異的な抗体は、関心タンパク質が、味細胞内、特に酸味、
甘味、苦味、および／またはうま味細胞内、または塩味検出に関与し得る特有の細胞型内
で発現するかどうかを判断するために、味細胞を含有する組織切片に適用される。
【００７４】
ＲＮＡ品質管理
　ＲＮＡ完全性は２つの方法を使用して評価する。ＲＮＡ品質は、ＳｅｒｉｅｓＩＩ　Ｒ
ＮＡ　６０００　Ｐｉｃｏ　Ａｓｓａｙ（カタログ番号５０６７－１５１４）でＡｇｉｌ
ｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）
を使用して判断する。大量の２８ＳリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）および１８ＳｒＲＮＡ
バンド間の比率を定量化する。比率２は分解のない高品質のＲＮＡを示す。比率約１は、
部分的なＲＮＡ分解を示す。０．５～１．０の間の比率は、試料が染色され、室温でＬＣ
Ｍ処理された場合に発生する部分的なＲＮＡ分解のために、ＬＣＭ試料に対して一般的な
比率である。さらに、ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ　Ｎｕｍｂｅｒ（ＲＩＮ）を判断する
。ＲＩＮ値１０は、分解のない高品質ＲＮＡを示し、ＲＩＮ値５は、部分的なＲＮＡ分解
を示し、ＲＩＮ値１は、大量なＲＮＡ分解を示す。ＲＩＮ値＞５は、遺伝子チップ分析に
許容可能であり、ＬＣＭ試料に一般的である。通常、マウス味覚組織試料の２８Ｓ／１８
ＳｒＲＮＡ比は約１．０、ＲＩＮ値は７～８であり、一方、ヒト味覚組織試料の２８Ｓ／
１８ＳｒＲＮＡ比は０．５～１．０、ＲＩＮ値は５～６であった。
【００７５】
　次に、ＲＮＡ品質を、Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ　ＲＮＡ　Ａｓｓａｙ　
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Ｋｉｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、カタログ番号Ｒ１１４９０）で判断する。
１ｐｇ／μｌまでの感受性を有する色素に結合する蛍光ＲＮＡは、味細胞および舌細胞試
料内の総ＲＮＡ量を定量化するために使用する。ＲＮＡの精密な定量化は、等量の味覚お
よび舌ＲＮＡを遺伝子チップおよびＰＣＲ実験に加えるために重要である。
【００７６】
　２）遺伝子チップ
　遺伝子チップ実験は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ４３０　２．０アレイを使用して５対のマ
ウスＣＶ味覚および舌試料に対して行い、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸ　ｖ７．３ソフト
ウェア（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して分析した。１３００－
２０００間のＣＶ味細胞および舌細胞を、ＬＣＭによって別々に単離し、総ＲＮＡを各試
料に対して精製した。次いで、ＲＮＡを増幅し、遺伝子チップとハイブリダイズした。遺
伝子チップ上の完全一致およびミスマッチプローブの両方を考慮するＡｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ５（ＭＡＳ５）と、遺伝子チップ上の完全一致プ
ローブのみを考慮するロバストマルチチップアルゴリズム（ｒｏｂｕｓｔ　ｍｕｌｔｉ－
ｃｈｉｐ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：ＲＭＡ）の２つの別々のアルゴリズムを使用してデータ
分析を行った。この分析において、膜貫通タンパク質をコードする味覚特異的遺伝子を同
定した。
【００７７】
　３）ＰＣＲ：ヒト／マウスゲノムで同定された全３３９のイオンチャネルに対するプラ
イマーを使用したハイスループットＰＣＲに先立って、まず、味覚および舌ＲＮＡが高品
質であることを確認するために、品質管理ＰＣＲ反応を最大４つの既知の味覚特異的遺伝
子および２つのハウスキーピング遺伝子に行う。検査される４つの味覚特異的遺伝子は、
Ｇαタンパク質ガストデューシン、甘味受容体成分Ｔ１Ｒ２、イオンチャネルＴＲＰＭ５
、および酵素ホスホリパーゼＣアイソフォームβ２であり、検査される２つのハウスキー
ピング遺伝子は、βアクチンおよびＧＡＰＤＨである。舌細胞でなく味細胞による味覚遺
伝子の特異的発現と、さらに味細胞および舌細胞の両方による遍在性ハウスキーピング遺
伝子の発現は、高品質ＲＮＡ材料を示す。
【００７８】
　適当なサイズのバンドが舌細胞でなく味細胞内に存在するかどうかを判断するために、
ＰＣＲ産物をアガロースゲル上で分析した。この発現パターンを有する遺伝子は、推定味
覚特異的遺伝子である。遺伝子同一性を確認するため、全ての味覚特異的遺伝子をクロー
ン化および配列決定した。
【００７９】
　４）ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
　２重標識ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションにおいて、２つの異なるＲＮＡプロー
ブを、２つの異なる遺伝子、特に、遺伝子チップおよび／またはＰＣＲアプローチによっ
て同定した２つの異なる味覚特異的遺伝子を標識化するために産生する。あるいは、遺伝
子が味細胞内で発現されるかどうかを判断するために、１つのプローブを、単一遺伝子を
標識化するために産生することができる。２重標識研究では、第１の遺伝子は、蛍光顕微
鏡において１つの色を発生するＦＩＴＣプローブで標識化し、一方、第２の遺伝子は、蛍
光顕微鏡において異なる色を発生するジゴキシゲニン（ｄｉｇｏｘｙｇｅｎｉｎ：ＤＩＧ
）プローブで標識化する。
　プローブ１とプローブ２の重畳は、遺伝子が同じまたは異なる細胞型内で発現されるか
どうかを明らかにする。例えば、遺伝子チップまたはＰＣＲアプローチによって同定され
た特有のイオンチャネルがＴＲＰＭ５を発現する細胞に共存する場合、そのイオンチャネ
ルは、甘味、苦味、および／またはうま味に関与する細胞内で発現する。それに対して、
遺伝子チップまたはＰＣＲアプローチによって同定された特有のイオンチャネルがＴＲＰ
Ｍ５を発現する細胞に共存しない場合、その特有のイオンチャネルは、塩味（または別の
味様式）に関与し得る異なる細胞型内で発現し、その特有のイオンチャネルは、ナトリウ
ム検出に直接関与する場合がある。
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【００８０】
　５）免疫組織化学
　２重標識免疫組織化学において、２つの異なる抗体プローブは、２つの異なるタンパク
質、特に、遺伝子が遺伝子チップおよび／またはＰＣＲアプローチによって同定された２
つの異なる味覚特異的タンパク質を標識化するために使用する。あるいは、１つの抗体プ
ローブは、タンパク質が味細胞内で発現されるかどうかを判断するため、単一タンパク質
を標識化するために使用することができる。２重標識研究では、第１のタンパク質は、チ
ラミドシグナル増幅（ｔｙｒａｍｉｄｅ　ｓｉｇｎａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ：
ＴＳＡ）と称される高感度な検出法でのみ検出できる非常に希釈な濃度で抗体を用いて標
識化する。次いで、第２のタンパク質を別の抗体で標識化し、非ＴＳＡ方法を使用して検
出する。第１の希釈な抗体は、一般的な非ＴＳＡ方法で検出できないため、同じ種（例え
ば、ウサギポリクロナール抗体）からの２つの異なる抗体は交差反応せず、従って、２重
標識実験で使用することができる。タンパク質標識１とタンパク質標識２の重畳は、タン
パク質が同じまたは異なる細胞型内で発現されるかどうかを明らかにする。例えば、遺伝
子チップまたはＰＣＲアプローチによって同定された特有のイオンチャネルがＴＲＰＭ５
を発現する細胞に共存する場合、その特有のイオンチャネルは、甘味、苦味、および／ま
たはうま味に関与する細胞内で発現する。それに対して、遺伝子チップまたはＰＣＲアプ
ローチによって同定された特有のイオンチャネルがＴＲＰＭ５を発現する細胞に共存しな
い場合、その特有のイオンチャネルは、塩味（または別の味様式）に関与し得る異なる細
胞型内で発現し、その特有のイオンチャネルは、ナトリウム検出に直接関与する場合があ
る。
【００８１】
　かかる理論的根拠、方法および手順を使用して、本明細書の表に含まれる下記の遺伝子
を同定した。これらの表を下記に略説する。
【００８２】
　表１：Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ４３０　２．０マイクロアレイ／遺伝子チップの膜貫通タ
ンパク質をコードするマウス味覚特異的遺伝子の概要。
【００８３】
　表２：ＰＣＲスクリーニングのヒトおよびマウス味覚特異的イオンチャネルの概要。
【００８４】
　表３：ＴＲＰＭ５（甘味、苦味、うま味）およびＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３（酸味）
細胞における味覚特異的遺伝子の共存の概要。
【００８５】
　したがって、上記に基づいて、主題発明は、概して、塩味感覚に関与する遺伝子を含む
味覚遺伝子を同定する方法と、ヒト塩味エンハンサーおよび他の味覚調節化合物を同定す
るための、ならびに味覚変換に直接関連しない疾患および状態を含む他の味細胞関連の機
能および表現型を調節する潜在的治療学を同定するためのスクリーニングアッセイにおけ
る使用とに関する。
【００８６】
　特に、本発明は、塩味モジュレーター（エンハンサー）を同定するための細胞ベースの
アッセイの使用を含む。これらの化合物は、ヒト塩味感覚を調節する潜在的用途を有する
。例えば、電気生理学的アッセイで同定された化合物およびそれらの生物学的に許容可能
な誘導体を、ヒト塩味感覚へのそれらの効果を確認するためにヒトボランティアを用いて
ヒト味覚テストにおいてテストする。さらに、潜在的治療学として同定された化合物は、
意図とされる用途の性質に応じて、適切な生体外および生体内モデルにおいて評価する。
例えば、糖尿病に対する潜在的治療学として同定された化合物は、ＮＯＤマウスモデルま
たはＢＢラットモデル等の既知の糖尿病の動物モデルにおいて評価してもよい。同様に、
ＩＢＤまたはクローン病に対する潜在的治療学として同定された化合物は、ＩＢＤまたは
クローン病に対する齧歯類動物モデルにおいてテストしてもよい。
【００８７】
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　下記にさらに記述するように、例えば、塩味調節または治療化合物等の味覚を同定する
ために使用される細胞ベースのアッセイは、本明細書に開示する遺伝子またはそれらの組
み合わせを発現する細胞を使用して、塩味感覚に関与する遺伝子の活性を調節（増強）す
る化合物を同定するために、好ましくは、ハイスループットスクリーニングプラットフォ
ームを含む。さらに、これらの配列は、サイレント変異またはイオン（ナトリウム）流入
に影響する定義された変異等の機能的効果を有する変異をもたらすように修飾されてもよ
い。上記のように、アッセイは、好ましくは、両生類卵母細胞において施行される電気生
理学的アッセイおよび蛍光イオン感受性色素または膜電位色素、例えば、ナトリウム感受
性色素を使用する本発明に従ってイオンチャネルを発現する哺乳類細胞を用いたアッセイ
を含む。好ましくは、かかるイオンチャネルを調節する化合物は、本明細書において同定
されたイオンチャネルを発現する卵母細胞を用いて施行される電気生理学的アッセイを使
用するスクリーニングによって同定される（例えば、パッチクランプ法または２電極式電
圧クランプ法）。
【００８８】
　その上あるいは、塩味に推定的に関与する対象イオンチャネルを調節する化合物は、イ
オン流動アッセイ、例えば、放射性標識イオン流動アッセイまたは原子吸光分光結合のイ
オン流動アッセイによって検出されてもよい。上記に開示したように、これらの化合物は
、ヒト塩味感覚の調節における、または異常もしくは正常イオンチャネル機能に関する他
の生物学的工程を調節するための潜在的用途を有する。
【００８９】
　対象細胞ベースのアッセイは、所望される細胞、好ましくは、卵母細胞またはＨＥＫ－
２９３細胞等のヒト細胞、あるいはイオンチャネルもしくはＧＰＣＲ調節細胞を同定する
ためのスクリーニングにおいて従来使用される他のヒトもしくは哺乳類細胞内で発現され
る変異核酸を使用する。これらの細胞は、他の配列、例えば、他の味覚ＧＰＣＲ、つまり
、本譲受人Ｓｅｎｏｍｙｘによる他の特許出願に記載されるようなＴ１ＲもしくはＴ２Ｒ
および適当なＧタンパク質を発現するようにさらに操作されてもよい。
　卵母細胞系は、多数のｍＲＮＡ種の直接注入を可能にし、高タンパク質発現を提供し、
イオンチャネルの過剰発現に固有な有害効果に適応できるために有利である。しかし、欠
点は、両生類卵母細胞を使用する電気生理学的スクリーニングは、大量の化合物のハイス
ループットスクリーニングを受け入れず、また、哺乳類系を受け入れないことである。上
述のように、本発明は哺乳類細胞を使用するアッセイ、好ましくはハイスループットアッ
セイを包含する。
【００９０】
　塩味（ＥＮａＣ）タンパク質に推定的に関与する一部のイオンチャネルは、α、β、お
よびγもしくはδサブユニットの３つのサブユニットを構成する異種チャネルを形成する
ことが知られている。これらの個別のＥＮａＣサブユニットの配列は、本譲受人による先
行特許出願である米国特許出願第１０／１３３，５７３号に開示されており、参照により
その全体が本願明細書に組み込まれる。適切な細胞内での同時発現の際に、これらのサブ
ユニットは、カチオンイオンチャネル活性を有するヘテロ三量体チャネルをもたらし、特
に、ナトリウムに反応し、本明細書および上記Ｓｅｎｏｍｙｘの先行出願に開示されるも
の等の細胞ベースのアッセイにおいてリチウムイオンに同様に反応するはずである。
【００９１】
　参照により組み込まれるＳｅｎｏｍｙｘ出願は、ウェルまたは培養プレート内に形質移
入または播種した哺乳類細胞を使用するハイスループットスクリーニングアッセイを提供
し、ここで、テスト化合物の存在下において機能的発現は続行することが可能であり、活
性は、膜電位蛍光またはイオン（ナトリウム）蛍光色素を使用して検出される。
【００９２】
　上述のように、本発明は、ヒト塩味または他の味覚様式のモジュレーター、例えば、活
性化因子、抑制物質、刺激因子、エンハンサーに対するスクリーニング方法、ならびに核
酸およびタンパク質、本明細書に提供される配列を使用する他の味細胞機能もしくは表現
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型を標的する潜在的治療学を特に提供する。かかるモジュレーターは、例えば、転写、翻
訳、ｍＲＮＡまたはタンパク質安定性を調節することによって、細胞膜、もしくは他の分
子とのイオンチャネルの相互作用を変化させることによって、またはイオンチャネルタン
パク質活性に影響を与えることによって、塩味または他の味覚様式もしくは味細胞関連の
機能および表現型に影響を及ぼすことができる。
　化合物は、味覚受容体もしくは味覚イオンチャネルポリペプチドもしくはトランスポー
ターもしくはそれらの断片の活性に結合および／または調節するそれらの化合物を断定す
るために、例えば、ハイスループットスクリーニング（ｈｉｇｈ　ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ：ＨＴＳ）を使用してスクリーニングされる。本発明において、タ
ンパク質は、例えば、ヒト細胞またはカエル卵母細胞等の細胞内で、組み換えで発生し、
活性の調節は、膜電位の測定または細胞内ナトリウムもしくはリチウムレベルの変化の測
定等の、イオンチャネル、受容体またはトランスポーター機能のいずれかの測定を使用し
てアッセイする。イオン、例えばカチオンチャネル機能をアッセイする方法は、例えば、
パッチクランプ技術、２電極式電圧クランプ法、全細胞電流の測定、ならびにイオン感受
性蛍光色素およびイオン流動アッセイを使用する蛍光イメージング技術、例えば、放射標
識イオン流動アッセイおよびイオン流動アッセイを含む。
【００９３】
　さらに前述のように、本発明は、本明細書に提供する１つ以上の味覚特異的遺伝子の発
現に基づいて、例えば、うま味、甘味、塩味、苦味、脂肪味、酸味、金属味等を含む所望
される味細胞型または味細胞系譜、ならびに味細胞系譜および味蕾細胞、味細胞ニューロ
ン、味覚免疫細胞等に分化する細胞を含む他の味細胞系譜を単離、精製および標識する方
法をさらに提供する。これらの単離および精製方法は、陽性および陰性細胞分離方法の両
方を含む。例えば、所望される味細胞系譜または型は、陽性細胞選択方法、例えば、蛍光
標示式細胞分取器（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌ　ｓｏｒ
ｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）、抗体被覆ビーズを使用した電気生理学による個別のトランスフェ
クト細胞等の所望される細胞の視覚的同定等による電磁ビーズ細胞選択を用いて単離され
てもよい。あるいは、所望される味細胞系譜または型は、陰性細胞精製および単離方法に
よって回復または精製されてもよく、所望される細胞型は、所望されない細胞系譜を除去
することによって、例えば、所望される味細胞および所望されない細胞を含有する混合細
胞集団を、標的遺伝子または除去される所望されない味細胞型上で発現される遺伝子に特
異的な細胞傷害抗体と接触させることによって、混合細胞集団から濃縮または精製される
。
【００９４】
　例えば、表１、２および３に報告される本明細書で同定された味覚特異的遺伝子は、甘
味、うま味、酸味、苦味、塩味、脂肪味、および幹細胞を含む他の味細胞を一例として含
む特定の細胞を同定および／または精製するために、マーカーとして使用することができ
る。一実施形態において、表１、２または３のうちの１つに含まれる遺伝子、またそれら
のオルソログもしくは変異体、例えば、それと少なくとも９０％同一であるタンパク質を
コードする変異体によってコードされるタンパク質のうちのいずれか１つに対して作られ
る抗体は、例えば、味蕾細胞、または、例えば酵素消化および組織分離によって生成され
た味細胞を含む胃腸管に由来する細胞懸濁液等の、味細胞の懸濁液内に含有される細胞を
標識化するために使用することができる（例えば、哺乳類味蕾を単離するための分離手順
を教示するＨｅｒｎｅｓｓ　Ｍ．Ａ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｌｅｔｔｅｒｓ１０
６：６０－６４（１９８９）等を参照）。また、所望される味細胞系譜またはサブタイプ
の分離は、蛍光標示式細胞分取器（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃ
ｅｌｌ　ｓｏｒｔｉｎｇ：ＦＡＣＳ）（例えば、Ｂｅａｖｉｓ，ＡＪ　ａｎｄ　Ｐｅｎｎ
ｌｉｎｅ　ＫＪ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２１：４９８－５０３（１９９６）を参
照）の使用により、または電磁ビーズ細胞分離技術（例えば、抗体被覆ビーズを使用する
トランスフェクト細胞の視覚的同定を参照報告するＪｕｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１７：８８７－８８１（１９９４）を参照）の使用により、ある
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いは、１つ以上のマーカー遺伝子の発現に基づいて、混合細胞集団内に含有される所望の
細胞を単離、精製、標識および／または濃縮するための当技術分野において一般的に知ら
れる他の方法の使用により達成することができる。また、特定の細胞サブセットに属する
細胞は、例えば、非標的味細胞サブセットを表すもの等の非標的細胞を、非標的細胞を除
去する方法の使用により、例えば、混合細胞集団を、１つ以上の非標的味細胞サブタイプ
に特異的な細胞傷害抗体と接触させることによって除去する、陰性細胞選択手順によって
精製または濃縮することができる。
【００９５】
　また、発明は、表１、２、または３に含有される対象味覚特異的遺伝子、またはそれら
のオルソログもしくは変異体を使用する方法、ならびに放射性核種、フルオロフォア、酵
素等の検出可能なマーカーで標識化されてもよく、例えば、うま味、甘味、苦味、塩味、
酸味、脂肪味、金属味等の特定の味覚様式に関与する細胞を含む舌および口腔のマッピン
グ特異的領域に対する、および本明細書において同定されるような非味覚特異的機能に関
与するマッピング細胞に対する、および特定の味覚特異的遺伝子を発現し、したがって本
明細書に開示する１つ以上の味細胞特異的機能に関与する細胞を含有する胃腸管および随
伴器官の特定領域のマッピングに対する、１つ以上の対象味覚特異的遺伝子に特異的であ
る、例えば、抗体またはオリゴヌクレオチド等のマーカーまたはプローブの使用、および
／または、例えば、所望される味細胞系譜および味細胞型への、例えば、成体もしくは胚
性幹細胞および他の多能性もしくは未成熟細胞型等の味細胞の分化を誘発する化合物を同
定するための味細胞分化研究における対象遺伝子の使用を提供する。
【００９６】
　本発明は、さらに具体的には、新規理論的根拠、方法、および塩味受容体として機能す
る遺伝子を含む新規味覚特異的遺伝子を同定および特徴付ける電気生理学的アッセイを含
む、アッセイに関する。
【００９７】
　ヒト塩味は、ナトリウムもしくは他のイオンチャネルならびにトランスポーターおよび
味細胞内で特異的に発現するＧＰＣＲによって、一部分において媒介されてもよいと考え
られる。したがって、本発明は、遺伝子チップおよびＰＣＲ手法を使用して、塩味、なら
びに他の味覚様式および味細胞媒介の機能および表現型を制御し得る遺伝子を含む味、覚
特異的遺伝子を同定するための方法を提供する。本明細書に提供される味覚特異的遺伝子
の機能に結合および／または調節する本明細書において同定された化合物およびそれらの
誘導体は、味覚モジュレーターとして、また、糖尿病、肥満、悪液質等の胃腸および代謝
疾患を治療するための治療学としても有用である。
【００９８】
定義
　「推定塩味受容体またはイオンチャネル遺伝子」とは、特に舌細胞内で発現されない味
覚細胞中、または舌細胞内で実質的により少なく発現され、さらに好ましくはＴ１Ｒ、Ｔ
２Ｒ、ＴＲＰＭ５またはＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３遺伝子が発現される味覚細胞内で発
現されない遺伝子を指す。
【００９９】
　「味細胞」とは、成熟時に少なくとも１個の受容体、トランスポーター、または甘味、
酸味、うま味、塩味、苦味、脂肪味、金属味またはその他の味覚認識、または味覚強度や
味覚反応の継続時間などの一般的な味覚認識などの特定の味覚の様相（モダリティ）を、
直接的または間接的に制御または調節するイオンチャネルを発現する細胞を指す。味細胞
は、ＳＴＧとしても知られる遺伝子Ｃ６ｏｒｆ１５（染色体読み枠１５）に、ｍＲＮＡお
よび／またはタンパク質を発現する。この遺伝子は、味覚特異的遺伝子（Ｍ．Ｎｅｉｒａ
　ｅｔ　ａｌ．，Ａ　Ｎｅｗ　Ｇｅｎｅ（ｍＳＴＧ）ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｆｏｒ　ｔａｓ
ｔｅ　ｂｕｄｓ　ｉｓ　ｆｏｕｎｄ　ｂｙ　ｌａｓｅｒ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｍｉｃｒｏｄ
ｉｓｓｅｃｔｉｏｎ．Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ１２：６０－６６（２００１）
）として定義されており、マウス味覚特異的遺伝子とともに本願に記述されている。また
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、成熟した味覚受容器細胞は、通常αＥＮａＣにｍＲＮＡおよび／またはタンパク質を発
現する。我々は、αＥＮａＣが少なくとも甘味、苦味、うま味、酸味内で、そしておそら
く塩味の味細胞内で発現することを明らかに示すデータ（本願に記載せず）を有している
。さらに、成熟した味覚受容器細胞は、通常サイトケラチン１９にｍＲＮＡおよび／また
はタンパク質を発現する。このタンパク質は、成熟した味細胞内にのみ発現し、基底細胞
や幹細胞には見られない（Ｌ．Ｗｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｋｅｒａｔｉｎ－ｌｉｋｅ　
ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　ｍａ
ｍｍａｌｉａｎ　ｔａｓｔｅ　ｂｕｄｓ”．Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｅｎｓｅｓ１９（３）
：２５１－２６４（１９９４））。さらに、味細胞はその特徴的形態に基づいて当業者に
よって同定されることができる。特定の成熟した味覚受容体において、味細胞は細長く、
紡錘状である。また、成熟した味覚受容器細胞は、味孔内に貫通している細胞の頂部（頂
端膜）を有しており、これによって唾液に接近または曝露する。それに反し、例えば基底
細胞や幹細胞などの未熟な味細胞は円形であり、味孔や唾液に曝露しない。また、成熟し
た味細胞とは異なり、基底細胞や幹細胞は、味蕾の基部に向かって局在する傾向にある。
【０１００】
　「化学感覚細胞」とは、味物質などの化学的刺激物の感知や、臭気物質などの他の化学
的な感覚上の刺激に関与する細胞である。本願において、化学感覚細胞とは、味覚受容器
細胞および消化管または尿路、もしくは成熟時に１個以上の味覚受容体を発現する他の器
官に含まれる細胞を特に含む。例えば、消化管内の化学感覚細胞は、Ｔ１ＲまたはＴ２Ｒ
を発現し、細胞がおそらく食物の感知、代謝、消化、糖尿病、食物吸収、胃運動性などに
関与するということが知られている。また、尿路内に見られる細胞は、おそらく塩味受容
体を発現し、ナトリウムの輸送、排出、ならびに血圧や体液貯留などのそれに関連する機
能に関与する。さらに、消化器系において、味覚受容体を発現する化学感覚細胞はまた、
分泌顆粒の標識であるクロモグラニンＡを発現しうる（Ｃ．Ｓｔｅｒｎｉｎｉ，“Ｔａｓ
ｔｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　Ｔｒａ
ｃｔ．ＩＶ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｂｉｔｔｅｒ　
Ｔａｓｔｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｉｎ　Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ
ｏｓｅｎｓｉｎｇ”．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
，Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ａｎｄ　Ｌｉｖｅｒ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ．”
，２９２：Ｇ４５７－Ｇ４６１，２００７）。
【０１０１】
　本願において、「味細胞特異的遺伝子」とは、例えば、味覚関連または非味覚関連の味
細胞機能または表現型に関与する舌細胞によって特異的に発現されない有郭味細胞などの
味細胞によって特異的に発現される遺伝子を指す。味細胞は、舌などの味覚受容体を発現
する口腔内の細胞、ならびに消化器系や尿管などの味覚受容体を発現する、身体の他の領
域における味細胞を含む。かかる遺伝子は、表１、２および３に含まれる受入番号（Ａｃ
ｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒｓ）を含むもの、またそのオルソログ、対立遺伝子変異体
、キメラ、ならびに厳重なハイブリダイゼーション条件下においてこれとハイブリダイズ
した遺伝子および／またはタンパク質の保有を少なくとも８０％、より好ましくは少なく
とも９０％、さらにより好ましくは少なくとも９５％、前述のいずれかにコードする遺伝
子を含む。
【０１０２】
　これらの味細胞特異的遺伝子は、味細胞の代謝回転、消化器系または口腔に影響する疾
患、口腔および／または消化器系の免疫調整、糖尿病、肥満、血圧、体液貯留などの味細
胞に関与する消化器機能および代謝機能などの、味覚関連または非味覚関連の機能に関与
する遺伝子を含む。本願に記述されるように同定される特定の味覚特異的遺伝子に関して
、これらの遺伝子は、表１、２および３に含まれる受入番号（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕ
ｍｂｅｒｓ）に対応する核酸配列、またそのオルソログおよびキメラ、ならびにその対立
遺伝子変異体を含む変異体を含む。特に、かかる変異体は、列挙された受入番号またはそ
のオルソログ、特にヒトおよび非ヒト霊長類オルソログに対応する遺伝子によってコード
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されたポリペプチドと少なくとも８０％同一の、より好ましくは少なくとも９０％または
９５％同一のポリペプチドをコードする配列を含む。また、この遺伝子は、厳重なハイブ
リダイゼーション条件下において本願の表に列挙された遺伝子受入番号に対応する遺伝子
配列の１つに対応する核酸配列にハイブリダイズした核酸配列を含む。
【０１０３】
　「陽イオンチャネル」とは、陽イオンの細胞膜間における流れを制御するさまざまなタ
ンパク質である。通常、ある特定の陽イオンチャネルの、特定の陰イオンを輸送する能力
は、その陽イオンの価数、および特定の陽イオンに対する任意のチャネルの特異性によっ
て異なる。
【０１０４】
　「ホモメリックチャネル」とは同一のαサブユニットから成る陽イオンチャネルを指し
、一方、「ヘテロメリックチャネル」とは、２つ以上の異なる型のαサブユニットから成
る陽イオンチャネルを指す。ホモメリックおよびヘテロメリックチャネルはどちらも補助
βサブユニットを含むことができる。
【０１０５】
　「βサブユニット」とは、αサブユニットから成る陽イオンチャネルの補助サブユニッ
トであるポリペプチドモノマーであるが、βサブユニット単体ではチャネルを形成するこ
とができない（例えば、米国特許番号第５，７７６，７３４号を参照）。βサブユニット
は、例えば、αサブユニットの細胞表面への到達、活性化速度の変更およびチャネルに結
合する天然リガンドの検出感度の変更を助けることによって、チャネルの数を増加させる
ことが知られている。βサブユニットは、細孔領域外および細孔領域を含むαサブユニッ
トに関連付けられてもよい。これらはまた、細孔領域の外部口に寄与することができる。
【０１０６】
　「真性」または「野生型」または「天然」核酸配列という用語は、本願の表に含まれる
野生型核酸配列、および当技術分野において概して周知であるスプライス変異体およびそ
の他の核酸配列を指す。
【０１０７】
　「真性」または「野生型」または「天然」ポリペプチドという用語は、表に含まれる遺
伝子および核酸配列によってコードされたポリペプチドを指す。
【０１０８】
　「修飾亢進受容体核酸配列」または「最適化された核酸配列」という用語は、特に組み
換え宿主細胞において、遺伝子活性に影響を与える（阻害または亢進する）もの、および
もっともとりわけＨＥＫ－２９３細胞などの卵母細胞またはヒト細胞である、１つ以上の
変異体を含む核酸配列を指す。特に、これらの突然変異は、突然変異サブユニット配列を
含む、得られたイオンチャネルによるゲーティングに影響を与えるものを含む。イオンチ
ャネルは、特定のイオンチャネルを構成する３つのサブユニットのうちの１つか複数個に
おいてかかる突然変異を含んでもよい。例えば、修飾核酸配列は、１つのサブユニット内
に、機能または表面発現欠損のゲーティングに影響を与える（妨げる）置換変異を含んで
もよい。本発明は、他の突然変異遺伝子配列、すなわちスプライス変異体、欠失または付
加を含むもの、対象配列のキメラおよびその同等物などの使用を包含する。さらに、本発
明は、宿主細胞が好むコドン、特に両生類またはヒト宿主細胞が好むコドンを導入するた
めに修飾された配列を使用することがある。
【０１０９】
　本発明によれば、受容体またはイオンチャネルタンパク質またはトランスポーターまた
はそのフラグメント、もしくは特定の味覚受容体をコードする核酸またはイオンチャネル
またはトランスポーターまたはそのフラグメントという用語は、核酸およびポリペプチド
多型変異体、対立遺伝子、突然変異体、ならびに（１）例えば本願の表に含まれる遺伝子
核酸配列にコードされたタンパク質ならびにそのフラグメント、およびその保守的修飾変
異体などの野生型核酸にコードされたアミノ酸配列または味覚タンパク質のアミノ酸配列
と、約６０％以上のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列、６５％、７０％、７５％
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、８０％、８５％、９０％、好ましくは９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％または９９％、もしくはそれ以上のアミノ酸配列の同一性、好ましく
は少なくとも約２５、５０、１００、２００、５００、１０００、またはそれ以上の領域
にわたるアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列、（３）厳重なハイブリダイゼーション条
件下において明確に該遺伝子の１つにコードされる遺伝子をコードする核酸配列に対応す
るアンチセンス鎖にハイブリダイズした、核酸配列によってコードされたポリペプチド、
およびその保守的修飾変異体、（４）約６０％以上の配列同一性、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、好ましくは９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％、または９９％、またはそれ以上のヌクレオチド配列同一性、好ま
しくは少なくとも約２５、５０、１００、２００、５００、１０００、またはそれ以上の
領域にわたるヌクレオチドから、例えば、本願に開示される核酸へ、を有する、核酸配列
を有する種間同族体を指す。
【０１１０】
　推定塩味または他の味特異的遺伝子またはポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列は
、通常、例えばヒトなどの霊長類、例えばラット、マウス、ハムスターなどのげっ歯類、
ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジを含むがこれに限定されない哺乳類、または任意の哺乳類から
のものである。本発明の核酸およびタンパク質は、自然発生のまたは組み換えの分子を両
方含む。通常、これらの遺伝子は、イオンチャネル活性を有するタンパク質をコードする
、すなわちこれらはナトリウムまたはリチウムに対して透過性を持つ
【０１１１】
　「機能効果を判定する」または「細胞への効果を判定する」とは、好ましくは本願にお
いて同定される塩味覚遺伝子などの味覚遺伝子の間接または直接の影響下におけるパラメ
ータを増加または減少させる化合物の効果、例えば機能効果、物理的効果、表現型効果、
および化学的効果などのアッセイを行うことを意味する。かかる機能効果には、イオン流
出の変化、膜電位、電流振幅、および電圧ゲーティング、ならびにあらゆる標識遺伝子の
遺伝子発現の変化などのその他の生物学的効果を含むがこれに限定されない。イオン流出
には、例えばナトリウムまたはリチウムなどの、チャネルを透過するあらゆるイオン、お
よび放射性同位体などのその類似体を含むことができる。かかる機能効果は、例えばパッ
チクランプ法、電位感受性染料の使用、または分光学的特性（例えば蛍光、吸光度、屈折
係数）、流体力学（例えば形状）、クロマトグラフ、または溶解特性などのパラメータの
変化の測定などの、当業者に周知の任意の手段によって測定されることができる。
【０１１２】
　ポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列を発現した対象味細胞の「阻害因子」「アク
チベーター」「モジュレーター」は、ポリヌクレオチドおよびポリペプチド配列の生体外
および生体内アッセイを用いて同定された分子の活性、阻害または調節を指して使用され
る。阻害因子とは、例えば、例えばアンタゴニストなどのこれらの味覚特異的タンパク質
の活性または発現を、結合する、部分的または全面的に活性をブロックする、減少させる
、妨げる、活性を遅らせる、不活性化する、脱感作する、または下方制御する化合物であ
る。「アクチベーター」とは、タンパク質活性において、活性を増加させる、開放する、
活性化する、促進する、活性化を亢進させる、感作させる、作動活性化する、または上方
制御する化合物である。阻害因子、アクチベーター、またはモジュレーターもまた、例え
ば活性が変化した種類、ならびに自然発生のおよび合成のリガンド、アンタゴニスト、ア
ゴニスト、ペプチド、環状ペプチド、核酸、抗体、アンチセンス分子、ｓｉＲＮＡ、リボ
ザイム、有機小分子などの、遺伝子組み換えが行われた種類の対象味細胞特異的タンパク
質を含む。かかる阻害因子およびアクチベーターのアッセイは、例えば、対象味細胞特異
的タンパク質の生体外、細胞内、細胞抽出物、または細胞膜での発現、推定モジュレータ
ー化合物の適用、ならびに次に、上述のとおり活性の機能効果の測定を含む。
【０１１３】
　潜在アクチベーター、阻害因子、またはモジュレーターで処理された、本願において同
定される遺伝子によってコードされたタンパク質を含むサンプルまたはアッセイは、阻害
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因子、アクチベーター、またはモジュレーターのない対照サンプルと比較されて、活性ま
たは移動調整の程度が検討される。対照サンプル（阻害因子で処理されていない）は、１
００％の相対タンパク質活性価に割り当てられる。イオンチャネルの阻害は、対照に相対
する活性価が約８０％、好ましくは５０％、より好ましくは２５～０％である場合に達成
される。イオンチャネルの活性は、対照に相対する活性価（アクチベーターで処理されて
いない）が１１０％、より好ましくは１５０％、より好ましくは２００～５００％（すな
わち、対照に相対して２～５倍高い）、より好ましくは１０００～３０００％以上である
場合に達成される。
【０１１４】
　本願で使用される「テスト化合物」または「薬剤候補」または「モジュレーター」とい
う用語またはその文法的同等物は、冷覚を調整するキャパシティをテストされる、自然発
生のまたは合成物、あらゆる分子、好ましくは小分子、またはタンパク質、オリゴペプチ
ド（例えば、長さ約５～約２５のアミノ酸、好ましくは長さ約１０～２０または１２～１
８のアミノ酸、好ましくは長さ１２、１５、または１８のアミノ酸）、有機小分子、多糖
類、脂質、脂肪酸、ポリヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、リボザイムな
どを示す。テスト化合物は、十分な範囲の多様性を提供する組み合わせまたは無作為のラ
イブラリなどの、テスト化合物のライブラリの型であることができる。テスト化合物は、
例えば、標的化合物、レスキュー化合物、二量化化合物、安定化合物、アドレス可能化合
物、およびその他の官能基などの融合パートナーに選択的に接合される。従来、有用な性
質を持つ新規化学物質は、テスト化合物（「リード化合物」と称する）を、例えば、活性
の阻害、リード化合物の変異体の作成などの望ましい性質または活性と同定する、ならび
にこれらの変異化合物の性質および活性を評価することによって生成される。しばしば、
かかる分析には、ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）法が採用される。
【０１１５】
　「有機小分子」とは、約５０ダルトン以上、約２５００ダルトン未満、好ましくは約２
０００ダルトン未満、好ましくは約１００～約１０００ダルトン、より好ましくは約２０
０～約５００ダルトンの間の分子量を有する、自然発生のまたは合成の有機分子を指す。
【０１１６】
　「生体サンプル」とは、生検および解剖検体などの組織の切片、および組織学的目的の
ために採取された凍結切片を含む。かかるサンプルには、血液、痰、組織、例えば、初代
培養、移植片、および形質転換細胞などの培養細胞、便、尿などを含む。生体サンプルは
通常、もっとも好ましくは、例えば、チンパンジーまたはヒトなどの霊長類、ウシ、イヌ
、ネコなどの哺乳類、例えば、モルモット、ラット、マウスなどのげっ歯類、ウサギ、鳥
類、爬虫類、または魚類などの真核生物から取得される。
【０１１７】
　２つ以上の核酸またはポリペプチド配列の文脈において、「同一」またはパーセント「
同一性」という用語は、下記に記載のとおり、デフォルトのパラメータとともにＢＬＡＳ
ＴまたはＢＬＡＳＴ２．０配列比較アルゴリズムを使用して測定された場合と、または手
動配置および目視検査（例えば、ＮＣＢＩのウェブサイトなどを参照）によって、同じ２
つ以上の配列またはサブシーケンス、または特定の領域（例えば、本願の表に含まれる遺
伝子または配列）にわたって、同じ（すなわち、比較窓または指定の領域にわたって最大
コレスポンダンスに比較および配置された場合）約６０％の同一性、好ましくは６５％、
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％、９９％、またはそれ以上の同一性）特定の割合のアミノ酸残基
またはヌクレオチドを有するものを指す。かかる配列は次に、「実質的に同一」と言われ
る。この定義はまた、テスト配列の補体を指すか、またはこれに適用される。この定義は
また、欠失および／または付加を有する配列、ならびに置換を有する配列を含む。後述の
ように、好ましいアルゴリズムは、ギャップなどから成ることができる。好ましくは、同
一性は、少なくとも長さ約２５アミノ酸またはヌクレオチドにわたる領域、またはより好
ましくは、長さ５０～１００アミノ酸またはヌクレオチドにわたる領域に存在する。
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【０１１８】
　配列比較について、通常は１つの配列が参照配列として働き、これにテスト配列は比較
される。配列比較アルゴリズムを使用する場合、テスト配列および参照配列はコンピュー
タに入力され、必要であればサブシーケンス配位が割り当てられ、配列アルゴリズムプロ
グラムパラメータが割り当てられる。好ましくは、デフォルトのプログラムパラメータが
使用されることができ、または代替パラメータが割り当てられることができる。次に、配
列比較アルゴリズムが、プログラムパラメータに基づいて、参照配列に相対するテスト配
列の配列同一性の割合を計算する。
【０１１９】
　本願において使用される「比較窓」は、２０～６００、通常約５０～約２００、さらに
通常約１００～約１５０を含む群から選択されるこの２つの配列が最適に配置された後に
、配列が同じ数の隣接位置の参照配列と比較される、隣接位置の数のうちの任意の１つの
切片への参照を含む。比較のための配列の配置法は、当技術分野で周知である。比較のた
めの配列の最適な配置は、例えば、Ｓｍｉｔｈ＆Ｗａｔｅｒｍａｎ、Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．
Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１）の局所ホモロジーアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ
＆Ｗｕｎｓｃｈ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）のホモロジー配置ア
ルゴリズム、Ｐｅａｒｓｏｎ＆Ｌｉｐｍａｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ８５：２４４４（１９８８）の類似法の探索、これらのアルゴリズムのコンピュ
ータ化された実施（ＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、ａｎｄ　ＴＦＡＳＴＡ　ｉｎ
　ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．
、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓ．）、または手動配置および目視検査（例えば、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．、ｅｄｓ．１９９５ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）参照）によって実行されるこ
とができる。
【０１２０】
　配列同一性の割合および配列相同性の決定に適したアルゴリズムの好ましい例は、ＢＬ
ＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、これらはＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　
ａｌ．、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２（１９７７）、およ
びＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０（
１９９０）にそれぞれ記載されている。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０は、本発明の
核酸およびタンパク質の配列同一性の割合を決定するために、本願に記載のパラメータと
ともに使用される。ＢＬＡＳＴ分析を行うためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃ
ｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎを通じて公
的に入手可能である。このアルゴリズムは、データベース配列内の同じ長さのワードと一
列に並んだとき、いくつかの正の数の閾スコアＴと一致するかこれを満たす、クエリ配列
内の長さＷのショートワードを同定することによって、高スコア配列対（ＨＳＰ）を関与
させる。Ｔとは、近接ワードスコア閾値（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．、上述）を指
す。これらの初期近接ワードヒットは、そこに含まれるより長いＨＳＰを見つける探索の
シードとしての役割を果たす。ワードヒットは、累積配置スコアが増加する限り、各配列
に沿って両方向に伸長する。ヌクレオチド配列の累積スコアは、パラメータＭ（一致する
残渣の対に対する報酬スコア、常に＞０）およびＮ（不適合の残渣に対するペナルティス
コア、常に＜０）を使用して計算される。アミノ酸配列について、累積スコアを計算する
ためにスコアマトリクスが使用される。両方向におけるワードヒットの延長は、累積配置
スコアがその最大達成値から数量Ｘ減少した場合、１つ以上の負のスコアの残渣配置の蓄
積により、累積スコアがゼロになるか、それを下回った場合、またはどちらかの配列の末
端に達した場合に中断される。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータＷ、Ｔ、およびＸは、
配置の検出感度および速度を決定する。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド配列用）
は、ワード長（Ｗ）１１、期待値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両方の鎖の比較を
デフォルトで使用する。アミノ酸配列について、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、ワード長３
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、期待値（Ｅ）１０、およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアマトリクス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ＆Ｈ
ｅｎｉｋｏｆｆ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ、ＵＳＡ８９：１０９１５（１
９８９）参照）配列（Ｂ）５０、期待値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、および両方の鎖
の比較をデフォルトで使用する。
【０１２１】
　「核酸」は、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドおよび単鎖または二本
鎖型のそのポリマー、ならびにその補体を指す。この用語は、周知のヌクレオチド類似体
、または合成の、自然発生の、および非自然発生の、参照核酸に似た結合特性を有する、
参照ヌクレオチドに似た様式で代謝される、修飾された骨格残渣または連鎖を含む核酸を
包括する。かかる類似体の例として、ホスホロチオエート、ホスホロアミデート、メチル
ホスホン酸塩、キラル－メチルホスホン酸塩、２－Ｏ－メチルリボヌクレオチド、ペプチ
ド－核酸（ＰＮＡ）を含むがこれに限定されない。
【０１２２】
　別様に示されない限り、特定の核酸配列はまた、保守的に修飾したその変異体（例えば
、縮重コドン置換）および相補配列、ならびに明確に示された配列を黙示的に包括する。
具体的には、縮重コドン置換は、１つ以上の選択された（またはすべての）コドンの第三
位が混合基および／またはデオキシイノシン残渣と置換される配列を生成することによっ
て達成されてもよい（Ｂａｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ
．１９：５０８１（１９９１）；Ｏｈｔｓｕｋａ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．、Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ８：９１－９８（１９９４））。核酸という用語は、遺伝
子、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドと交換可能に使
用される。
【０１２３】
　特定の核酸配列はまた、黙示的に「スプライス変異体」を包括する。同様に、核酸によ
ってコードされた特定のタンパク質は、その核酸のスプライス変異体によってコードされ
た任意のタンパク質を黙示的に包括する。その名からわかるように、「スプライス変異体
」とは、遺伝子の選択的スプライシングの産物である。転写後、最初の核酸転写は、異な
る（代替）核酸スプライス産物が異なるポリペプチドをコードするようにスプライスされ
うる。スプライス変異体の産出のメカニズムはさまざまであるが、エクソンの代替スプラ
イシングを含む。リードスルー転写による同じ核酸由来の代替ポリペプチドもまた、この
定義に包括される。スプライス産物の組み換え型を含むスプライシング反応のあらゆる産
物は、この定義に含まれる。カリウムチャネルスプライス変異体の例は、Ｌｅｉｃｈｅｒ
、ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３（５２）：３５０９５－３５１０１（
１９９８）において検討されている。
【０１２４】
　「ポリペプチド」「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、本願においてアミ
ノ酸残基のポリマーを指して交換可能に使用される。この用語は、１つ以上のアミノ酸残
基が対応する自然発生のアミノ酸の人工の化学的模倣物であるアミノ酸ポリマー、ならび
に自然発生のアミノ酸ポリマーおよび非自然発生のアミノ酸ポリマーに適用される。
【０１２５】
　「アミノ酸」という用語は、自然発生および合成のアミノ酸、ならびに自然発生のアミ
ノ酸と同様の様式で機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣物を指す。自然発生のア
ミノ酸とは、遺伝コードによってコードされたもの、ならびに後に修飾されたアミノ酸、
例えば、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸塩、およびＯ－ホスホセリン
である。アミノ酸類似体とは、自然発生のアミノ酸と同じ基本化学構造、すなわち、水素
に結合した炭素、カルボキシル基、アミノ基、および例えばホモセリン、ノルロイシン、
メチオニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウムなどのＲ基を有する化合物を指
す。かかる類似体は、修飾Ｒ基（例えば、ノルロイシン）または修飾ペプチド骨格を有す
るが、自然発生のアミノ酸と同じ基本化学構造を保有する。アミノ酸模倣物とは、一般的
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なアミノ酸の化学構造と異なる構造を有するが、自然発生のアミノ酸と同様の様式で機能
する化学的化合物を指す。
【０１２６】
　本願において、アミノ酸は、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅ
ｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎが推奨する周知の３文字の記号または１文字の
記号で表されることがある。同様に、ヌクレオチドは、広く受け入れられている１字のコ
ードで表されることがある。
【０１２７】
　「保守的に修飾された変異体」とは、アミノ酸および核酸配列の両方を指す。特定の核
酸配列に関して、保守的に修飾した変異体とは、同一または本質的に同一のアミノ酸配列
をコードする核酸、または核酸がアミノ酸配列を本質的に同一の配列にコードしない場合
を指す。遺伝コードの縮重により、多くの機能的に同一の核酸があらゆる任意のタンパク
質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵはすべて、アミノ
酸アラニンをコードする。したがって、アラニンがコドンによって特定されるすべての位
置において、このコドンは、コードされたポリペプチドを変性させることなく記載の対応
する任意のコドンに変性されることができる。かかる核酸の変異は、保守的に修飾された
変性の一種である「サイレント異形」である。本願におけるポリペプチドをコードするす
べての核酸配列はまた、すべての可能な核酸のサイレント異形を示す。当業者であれば、
核酸内の各コドン（通常メチオニンの唯一のコドンであるＡＵＧ、および通常トリプトフ
ァンの唯一のコドンであるＴＧＧを除く）が修飾されて機能的に同一の分子を産すること
を認識するであろう。それゆえ、ポリペプチドをコードする核酸の各サイレント異形は、
記載の各配列において、実際のプローブ配列に関してではなく、発現産物に関して黙示的
である。
【０１２８】
　アミノ酸配列について、当業者であれば、核酸、ペプチド、ポリペプチドへの個別の置
換、欠失または付加、またはコードされた配列内の単一アミノ酸またはわずかなアミノ酸
を変性、付加、削除するタンパク質配列は、この変性がアミノ酸の化学的に類似のアミノ
酸との置換をもたらす「保守的に修飾した変異体」であることを認識するであろう。機能
的に類似のアミノ酸を提供する同類置換表は、当技術分野で周知である。かかる保守的に
修飾した変異体は、多型変異体、種間同族体、および本発明の対立遺伝子に追加するもの
であり、これを排除しない。
【０１２９】
　次の８つの群、１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；２）アスパラギン酸（Ｄ）、グ
ルタミン酸（Ｅ）；３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；４）アルギニン（Ｒ）
、リジン（Ｋ）；５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン
（Ｖ）；６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；７）セ
リン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；および８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）（例え
ば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１９８４）参照）は、それぞれ互いに同類
置換であるアミノ酸を含む。
【０１３０】
　ポリペプチド構造などの巨大分子構造は、さまざまなレベルの組織体の観点から示され
ることができる。この組織体の一般的な検討については、例えば、Ａｌｂｅｒｔｓ　ｅｔ
　ａｌ．、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ（３ｒｄ　ｅ
ｄ．、１９９４）およびＣａｎｔｏｒ　ａｎｄ　Ｓｃｈｉｍｍｅｌ、Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃ
ａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｐａｒｔ　Ｉ：Ｔｈｅ　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（１９８０）を参照されたい。「
一次構造」とは、特定のペプチドのアミノ酸配列を指す。「二次構造」とは、局所構造の
、ポリペプチド内の三次元構造を指す。これらの構造は、例えば、膜貫通ドメイン、細孔
ドメイン、および細胞質尾部ドメインなどのドメインとして広く知られている。ドメイン
とは、ポリペプチドの小型ユニットを形成するポリペプチドの一部分であり、通常１５～
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３５０アミノ酸の長さである。模範的なドメインとして、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイ
ン、細胞質ドメインを含む。ドメインは通常、一続きのβシートやαらせんなどの小組織
の部分からできている。「三次構造」とは、ポリペプチドモノマーの完全な三次元構造を
指す。「四次構造」とは、独立三次ユニットの非共有結合性会合によって形成される三次
元構造を指す。異方性の用語はまた、エネルギーの用語として知られる。
【０１３１】
　「ラベル」または「検出可能な成分」とは、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学
的、化学的、またはその他の物理的手段によって検出可能な組成である。例えば、有用な
ラベルには、３２Ｐ、蛍光染料、高電子密度試薬、酵素（例えば、ＥＬＩＳＡにおいて広
く使用されるような）、ビオチン、ジゴキシゲニン、または、例えば、ペプチドに放射標
識を組み込むことによって検出可能にできる、またはペプチドに特に反応する抗体の検出
に使用されるハプテンおよびタンパク質を含む。
【０１３２】
　「組み換え」という用語は、例えば、細胞、または核酸、タンパク質、またはベクター
などに関して用いられた場合、その細胞、核酸、タンパク質またはベクターは、異種の核
酸またはタンパク質、もしくは天然核酸またはタンパク質の変性の導入によって修飾され
たことを、またはその細胞がそのように修飾された細胞由来であることを示す。それゆえ
、例えば、組み換え細胞は、天然（非組み換え）型の細胞には見られない遺伝子を発現す
る、または別様には異常発現する、不十分に発現する、またはまったく発現されない天然
遺伝子を発現する。
【０１３３】
　「異種」という用語は、核酸の一部分に関して用いられた場合、核酸が、本来は互いに
同じ関係では見られない２つ以上のサブシーケンスを含むことを指す。例えば、この核酸
は通常、組み換えによって産出され、例えば、ある供給源からはプロモーター、別の供給
源からはコーディング領域というように、新規の機能的な核酸を作るために用意された非
関連の遺伝子からの２つ以上の配列を有する。同様に、異種タンパク質とは、このタンパ
ク質が、本来は互いに同じ関係では見られない２つ以上のサブシーケンスを含むことを示
す（例えば、融合タンパク質）。
【０１３４】
　「厳重なハイブリダイゼーション条件」という語句は、プローブが通常、核酸の複合混
合物において、他の配列にではなく、その標的サブシーケンスにハイブリダイズする条件
を指す。厳重な条件とは配列依存であり、異なる環境においては異なる。より長い配列は
、より高い温度で特にハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションの広範な指針
は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ，“Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ”（１９９３）に見られる。概して、厳重な条件は、定義さ
れたイオン強度ｐＨにおける特異的配列の熱融点（Ｔｍ）より約５～１０℃低く選択され
る。Ｔｍとは、標的に相補するプローブの５０％が平衡状態で標的配列にハイブリダイズ
する温度（定義されたイオン強度、ｐＨ、および核濃度）である（標的配列はＴｍにおい
て過度に存在するため、プローブの５０％が平衡状態で占有される）。厳重な条件は、ホ
ルムアミドなどの不安定化剤の添加によっても達成されうる。選択的または特異的なハイ
ブリダイゼーションについて、正の信号は少なくともバックグラウンドの２倍、好ましく
はハイブリダイゼーションバックグラウンドの１０倍である。模範的な厳重なハイブリダ
イゼーション条件は、５０％ホルムアミド、５Ｘ　ＳＳＣ、および１％ＳＤＳ、４２℃で
培養、または、５Ｘ　ＳＳＣ、１％ＳＤＳ、６５℃で培養、０．２Ｘ　ＳＳＣ、および０
．１％ＳＤＳ中で６５℃で洗浄、であることができる。
【０１３５】
　厳重な条件下において相互にハイブリダイズしない核酸は、それらがコードするポリペ
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プチドが実質的に同一である場合、やはり実質的に同一である。これは、例えば、核酸の
複製が遺伝コードによって許可される最大のコドン縮重を使用して作成される場合などに
起こる。かかる場合、核酸は通常、中程度に厳重なハイブリダイゼーション条件下におい
てハイブリダイズする。模範的な「中程度に厳重なハイブリダイゼーション条件」には、
４０％ホルムアミドの、１Ｍ　ＮａＣｌ、３７０℃で１％ＳＤＳ、緩衝剤中におけるハイ
ブリダイゼーション、および４５℃、１．Ｘ　ＳＳＣでの洗浄を含む。正のハイブリダイ
ゼーションは、少なくともバックグラウンドの２倍である。当業者であれば、代替ハイブ
リダイゼーションおよび洗浄条件が、類似の厳重性条件を提供するために利用されること
ができることをただちに認識する。ハイブリダイゼーションパラメータを決定するさらな
る指針は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ、ｅｄ．Ａｕｓｕｂｅｌ、ｅｔ　ａｌなどの数多くの参考資料に提供され
ている。
【０１３６】
　ＰＣＲについて、アニール温度はプライマーの長さによって約３２℃～４８℃の間であ
るが、低い厳重度の増幅には、温度約３６℃が通常である。高度に厳密なＰＣＲ増幅につ
いて、高度に厳密なアニール温度はプライマーの長さおよび特異性によって約５０℃～約
６５℃の範囲であることができるが、温度約６２℃が通常である。高度および程度の厳重
度の増幅の通常のサイクル条件は、９０℃～９５℃、３０秒～２分間の変性フェーズ、３
０秒～２分間続くアニールフェーズ、および約７２℃、１～２分間の拡張フェーズを含む
。低度および高度に厳密な増幅反応のプロトコールおよび指針は、例えば、Ｉｎｎｉｓ　
ｅｔ　ａｌ．（１９９０）ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ
．Ｎ．Ｙ．）に提供されている。
【０１３７】
　「抗体」とは、免疫グロブリン遺伝子またはそのフラグメントからの骨格領域を含む、
抗原を特に結合および認識するポリペプチドを指す。この認識された免疫グロブリン遺伝
子は、κ、λ、α、γ、δ、ε、およびμ定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリ
ン変異の領域遺伝子を含む。Ｌ鎖は、κまたはλのどちらかに分類される。重鎖は、γ、
μ、α、δ、またはεに分類され、これは次に免疫グロブリンのクラス、ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥをそれぞれ定義する。通常、抗体の抗原結合領域は、結合
の特異性および親和性においてもっとも重要な意味を持つ。
【０１３８】
　また、本願において使用される抗体は、抗体全体の修飾によって生成されたか、または
組み換えＤＮＡの方法論（例えば、単鎖Ｆｖ）を使用して新規に合成されたもの、キメラ
、ヒト化、またはファージ提示ライブラリ（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ
．、Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）参照）を使用して同定された抗
体フラグメントも含む。例えば、組み換え、単クローン抗体、またはポリクローナル抗体
などの抗体の調製について、当技術分野で周知の多くの技術が使用されることができる（
例えば、Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７（１
９７５）；Ｋｏｚｂｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　４：７２
（１９８３）；Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，ｐｐ．７７－９６　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ
ｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌ
ｉｓｓ，Ｉｎｃ．（１９８５）；Ｃｏｌｉｇａｎ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９１）；Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）ａｎｄ　Ｈａｒｌｏｗ＆
Ｌａｎｅ，Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ（１９９９）；およびＧｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（２ｄ　ｅｄ．１９８６）。
【０１３９】
　抗体に「特定に（または選択的に）結合する」または「特定に（または選択的に）免疫
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反応性である」という語句は、タンパク質またはペプチドに関する場合、しばしばタンパ
ク質および他の生物学の不均一集団におけるタンパク質の存在を決定する結合反応を指す
。したがって、指定の免疫測定条件下において、特定のタンパク質は規定の抗体に、少な
くともバックグラウンドの２倍、およびさらに通常はバックグラウンドの１０～１００倍
結合する。かかる条件下の、抗体への特定の結合は、特定のタンパク質の特異性のために
選択された抗体を必要とする。例えば、タンパク質、多型変異体、対立遺伝子、オルソロ
グ、および保守的に修飾した変異体に引き上げられたポリクローナル抗体、またはスプラ
イス変異体、またはその一部分は、他のタンパク質ではなく本願において同定されるタン
パク質をコードする特異的に免疫反応性である遺伝子産物であるポリクローナル抗体のみ
を取得するために選択されることができる。この選択は、他の分子と交差反応する抗体を
除外することによって達成されることができる。さまざまな免疫測定のフォーマットが、
特定のタンパク質と特異的に免疫反応性である抗体の選択に使用されることができる。例
えば、固相ＥＬＩＳＡ免疫測定は、タンパク質に特異的に免疫反応性である抗体の選択に
日常的に使用される（例えば、特定の免疫活性の決定に使用される免疫測定フォーマット
および条件の説明に関してはＨａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）参照。）。
【０１４０】
　本願において、「治療的に有効な投与量」とは、投与される、効果を産する量を意味す
る。厳密な投与量は治療の目的によって異なり、当業者によって周知の技術を使用して確
定されることができる（例えば、Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　
Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ（ｖｏｌｓ．１－３、１９９２）；Ｌｌｏｙｄ，Ｔｈｅ　Ａｒ
ｔ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｉｎｇ（１９９９）；およびＰｉｃｋａｒ，Ｄｏｓａｇｅ　Ｃａ
ｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ（１９９９）参照）。
【０１４１】
本願で同定される味覚（塩味）遺伝子の組み換え発現
　対象遺伝子をコードするｃＤＮＡなどの、クローン化した遺伝子の高レベルの発現を取
得するためには、通常、遺伝子を転写、転写／翻訳ターミネーターさせるための強力なプ
ロモーター、およびタンパク質をコードする核酸の場合、翻訳開始のためのリボソーム結
合部位を含む発現ベクターにサブクローンする。適切な真核性および原核プロモーターは
、当技術分野で周知であり、例えば、上述のＳａｍｂｒｏｏｋら、およびＡｕｓｕｂｅｌ
らに記載されている。例えば、味覚特異的タンパク質を発現するための細菌性の発現系は
、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．、ａｎｄ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ（
Ｐａｌｖａ　ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ　２２：２２９－２３５（１９８３）；Ｍｏｓｂａ
ｃｈ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒｅ　３０２：５４３－５４５（１９８３）で入手可能で
ある。かかる発現系のキットは市販されている。哺乳類細胞、酵母、および昆虫細胞の真
核性発現系は当技術分野で周知であり、市販されている。例えば、レトロウイルス発現系
が本発明において使用されることがある。後述のとおり、対象推定塩味影響遺伝子は、好
ましくはハイスループットスクリーニングに広く使用されているＨＥＫ－２９３細胞など
のヒト細胞に発現される。
【０１４２】
　異種の核酸を発現させるために使用されるプロモーターの選択は、特定の用途によって
異なる。このプロモーターは、その自然環境においては転写開始部位からであるため、好
ましくは異種転写開始部位からほぼ同じ距離に位置づけられる。しかし、当技術分野で周
知のとおり、この距離のいくらかの変動は、プロモーター機能を損失することなく適応可
能である。
【０１４３】
　プロモーターに加えて、発現ベクターは通常、転写ユニットまたは宿主細胞における核
酸の発現に必要なすべての追加的な要素を含む発現カセットを含む。それゆえ、通常の発
現カセットは、転写の有効なポリアデニル化、リボソーム結合部位、および翻訳終結に必
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要な、同定された遺伝子および信号をコードする、核酸配列に操作可能に接続されたプロ
モーターを含む。カセットの追加的な要素には、エンハンサーと、ゲノムＤＮＡが構造遺
伝子として使用される場合には、機能的スプライスドナーおよび受容体部位とイントロン
を含んでもよい。
【０１４４】
　プロモーター配列に加えて、発現カセットはまた、有効な終結を提供するために構造遺
伝子下流の転写終端領域を含む。この終端領域は、プロモーター配列と同じ遺伝子から取
得されるか、または異なる遺伝子から取得されることができる。
【０１４５】
　遺伝情報を細胞内に輸送するために使用される特定の発現ベクターは、特に重要な意味
をもたない。真核性細胞または原核細胞における発現に使用される従来の任意のベクター
が使用されることができる。標準的な細菌性の発現ベクターは、ｐＢＲ３２２ベースのプ
ラスミドなどのプラスミド、ｐＳＫＦ、ｐＥＴ２３Ｄ、およびＭＢＰ、ＧＳＴ、およびＬ
ａｃＺなどの融合発現系を含む。単離の都合のよい方法を提供するために、エピトープタ
グが組み換えタンパク質に加えられてもよい。例えば、ｃ－ｍｙｃ．配列タグが核酸レス
キューの発現カセットに含まれてもよい。蛍光タンパク質、緑色または赤色蛍光タンパク
質、β－ｇａｌ、ＣＡＴおよび同等物などの標識が、ベクター形質導入の標識としてベク
ターに含まれてもよい。
【０１４６】
　真核性ウイルスからの制限要素を含む発現ベクターは、通常、例えば、ＳＶ４０ベクタ
ー、乳頭腫ウイルスベクター、レトロウイルスベクター、およびＥＢウイルス由来のベク
ターなどの真核性発現ベクターにおいて使用される。他の模範的な真核性ベクターには、
ｐＭＳＧ、ｐＡＶ００９／Ａ＋、ｐＭＴＯ１０ｌＯ／Ａ＋、ｐＭＡＭｎｅｏ－５、バキュ
ロウイルスｐＤＳＶＥ、およびＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０早期プロモーター、ＳＶ４
０後期プロモーター、メタロチオネインプロモーター、マウス乳癌ウイルスプロモーター
、ラウス肉腫ウイルスプロモーター、ポリヘドリンプロモーター、または真核性細胞内で
の発現に有効であると見られている他のプロモーターによる指揮下においてタンパク質の
発現を可能にするその他のあらゆるベクターを含む。
【０１４７】
　真核性ベクターからのタンパク質の発現はまた、誘導プロモーター．を使用して制限さ
れることができる。誘導プロモーターを使用すると、これらの剤のプロモーターへの応答
要素の組み込みにより、発現レベルはテトラサイクリンまたはエクジソンなどの誘発剤の
濃度に関係する。概して、誘発剤がある場合にのみ誘導プロモーターから高レベルの発現
が得られ、基本的発現レベルは最小限である。
【０１４８】
　本発明で使用されるベクターは、例えば、ｔｅｔ制限系およびＲＵ－４８６系などの制
限可能なプロモーターを含むことができる（例えば、Ｇｏｓｓｅｎ＆Ｂｕｊａｒｄ、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ８９：５５４７（１９９２）；Ｏｌｉｇｉ
ｎｏ　ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．５：４９１－４９６（１９９８）；Ｗａｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．４：４３２－４４１（１９９７）；Ｎｅｅｒｉｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｌｏｏｄ　８８：１１４７－１１５５（１９９６）；およびＲｅｎ
ｄａｈｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：７５７－７６１（１９
９８）参照）。これらは、小分子の候補標的核酸の発現の制御に影響する。この有益な特
徴は、所望の表現型が体細胞変異というよりはトランスフェクトｃＤＮＡによるものであ
ると断定するために使用されることができる。
【０１４９】
　発現系の中には、チミジンキナーゼおよびジヒドロ葉酸還元酵素などの、遺伝子増幅を
提供する標識を有するものがある。あるいは、ポリヘドリンプロモーターまたはその他の
強力なバキュロウイルスプロモーターの指揮下におけるコード配列と、昆虫細胞内のバキ
ュロウイルスベクターを用いるなど、遺伝子増幅を用いない高収量発現系もまた適切であ
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る。
【０１５０】
　発現ベクターに通常含まれる要素はまた、特定の宿主細胞内で機能するレプリコンを含
む。Ｅ．ｃｏｌｉ（大腸菌）の場合、ベクターは、組み換えプラスミドを匿う細菌の選択
を許可するための抗生物質の抵抗性をコードする遺伝子、および真核性配列の挿入を可能
にするプラスミドの非必須領域における固有の制限部位を含むことができる。選ばれる特
定の抗生物質の抵抗性遺伝子は重要な意味を持たず、同技術分野で周知の多くの抗生遺伝
子のどれもが適切である。原核配列は、好ましくは、必要であれば、真核性細胞内のＤＮ
Ａの複製を妨げないように選ばれる。
【０１５１】
　標準トランスフェクション法は、所望の味覚特異的タンパク質を大量に発現する細菌性
の、哺乳類の、酵母または昆虫細胞系を産生するために使用されることができ、これらは
次に、標準的技術（例えば、Ｃｏｌｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６４：１７６１９－１７６２２（１９８９）；Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕ
ｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ、ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、ｖｏｌ．
１８２（Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ、ｅｄ．、１９９０）参照）を使用して精製される。真核性
および原核細胞の転換は、標準的技術に基づいて行われる（例えば、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、
Ｊ．Ｂａｃｔ．１３２：３４９－３５１（１９７７）；Ｃｌａｒｋ－Ｃｕｒｔｉｓｓ＆Ｃ
ｕｒｔｉｓｓ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１０１：３４７－３６２
（Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．、ｅｄｓ、１９８３）。外来ヌクレオチド配列の宿主細胞への導入
には、広く周知の手順が使用されることができる。これには、リン酸カルシウムトランス
フェクション、ポリブレン、原形質融合、エレクトロポレーション、バイオリスティック
、リポソーム、マイクロインジェクション、プラズマベクター、ウイルスベクター、クロ
ーン化ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成のＤＮＡまたはその他の外来遺伝物質を宿主細胞に
導入するおよびその他のあらゆる広く周知の方法の使用を含む（例えば、上述のＳａｍｂ
ｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．）。使用される特定の遺伝工学的手法が、遺伝子を発現すること
ができる少なくとも１つの遺伝子を、宿主細胞に成功裏に導入できる必要しかない。
【０１５２】
　発現ベクターが細胞に導入された後、トランスフェクト細胞は、遺伝子の発現に都合の
よい条件下で培養される。いくつかの例において、ポリペプチドは、下記で同定される標
準的技術を使用して培養を脱することがある。
【０１５３】
　本願で同定される推定味細胞特異的遺伝子産物のモジュレーターのアッセイ
　推定味細胞特異的タンパク質の調整は、上述のとおり、細胞に基づいたモデルを含むさ
まざまな生体外および生体内アッセイを用いて査定されることができる。かかるアッセイ
は、タンパク質またはそのフラグメントの阻害因子およびアクチベーター、および結果と
して、その阻害因子およびアクチベーターをテストするために使用されることができる。
かかるモジュレーターは、薬物治療または塩味またはその他の味様式または一般的な味を
調整する香味料として、または本願に記載の１つ以上の同定味細胞特異的遺伝子を用いた
、味細胞関連の機能または表現型を調整する潜在治療としての使用などに潜在的に有用で
ある。
【０１５４】
　組み換えまたは自然発生のどちらかの対象味覚特異的タンパク質を発現する細胞を使用
するアッセイは、本願に記載のとおり、生体外、生体内、および体外で、さまざまなアッ
セイを使用して行われることができる。その活性を調節することができる分子を同定する
ために、さまざまな候補モジュレーターの、好ましくは細胞内に発現する活性に対する効
果を検出するためのアッセイが行われる。
【０１５５】
　特に、イオンチャネルタンパク質のチャネル活性は、パッチクランプ法、全細胞電流の
測定、放射標識イオン流出アッセイまたは原子吸光分光学と連結したフラックスアッセイ
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、および電位感受性染料またはリチウムまたはナトリウム感受性の染料を使用した蛍光ア
ッセイ（例えば、Ｖｅｓｔｅｒｇａｒｒｄ－Ｂｏｇｉｎｄ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｍｅｍｂ
ｒａｎｅ　Ｂｉｏｌ．８８：６７－７５（１９８８）；Ｄａｎｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ
．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｍｅｔｈ．２５：１８５－１９３（１９９１）；Ｈｏｅｖｉｎｓ
ｋｙ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｂｉｏｌ．１３７：５９－７０（１９９４
）参照）を含む、イオン流出の変化を測定するさまざまなアッセイを使用して分析される
ことができる。例えば、イオンチャネルタンパク質またはその同族体をコードする核酸は
、アフリカツメガエル卵母細胞に注入されることができ、または哺乳類細胞、好ましくは
ＨＥＫ－２９３細胞などのヒト細胞にトランスフェクトされることができる。チャネル活
性は次に、膜分極の変化、すなわち膜電位の変化を測定することによって分析される。
【０１５６】
　電気生理学的測定を取得する好ましい手段は、例えば、「細胞接着型」モード、「イン
サイドアウト」モード、および「全細胞」モードなどのパッチクランプ法を使用して電流
を測定することである（例えば、Ａｃｋｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．
Ｊ．Ｍｅｄ．３３６：１５７５－１５９５、１９９７参照）。全細胞電流は、Ｈａｍｉｌ
　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｆｌｕｇｅｒｓ．Ａｒｃｈｉｖ．３９１：１８５（１９８１）によっ
て記載されるなどの標準的な方法論を使用して判定されることができる。
【０１５７】
　チャネル活性はまた、細胞内のイオンレベル、すなわち、ナトリウムまたはリチウムの
変化を測定することによって都合よく分析される。かかる方法は本願に例示されている。
例えば、ナトリウム流動は、放射標識ナトリウムの取り込みの分析によって、または適切
な蛍光染料を使用することによって測定される。通常の微量蛍光定量アッセイにおいて、
単一ナトリウムイオンの結合時に蛍光の変化を受ける染料は、味細胞特異的イオンチャネ
ル発現細胞のサイトゾル内に充填される。アゴニストへの曝露に際し、細胞質ナトリウム
の増加が、ナトリウムが結合されるときに発生する蛍光の変化によって反映される。
【０１５８】
　対象味細胞特異的ポリペプチドの活性は、これらの好ましい方法に加えて、さまざまな
他の生体外および生体内アッセイを使用して、例えば、ペプチド、有機小分子および脂質
を含むその他の分子への結合の測定、タンパク質および／またはＲＮＡレベルの測定、ま
たは例えば転写レベルなどの、対象ポリペプチドの他の側面の測定、または味細胞特異的
タンパク質の活性に影響を与える生理学的変化などの、機能的、化学的および物理的効果
を判定するために分析されることができる。機能的結果が無傷細胞または動物を使用して
判定された場合、細胞増力の変化やｐＨの変化、ＩＰ３、ｃＧＭＰ、またはｃＡＭＰなど
の細胞内の二次メッセンジャー、または経路を示すホスホリパーゼＣのコンポーネントま
たはレギュレーターなどの、さまざまな効果を測定することができる。かかるアッセイは
、アクチベーターおよびＫＣＮＢタンパク質の阻害因子の両方をテストするために使用さ
れることができる。それゆえ、同定モジュレーターは、例えば、多くの診断用途および治
療用途のために有用である。
【０１５９】
生体外アッセイ
　対象遺伝子の調節活性で化合物を同定するアッセイは、好ましくは生体外で行われる。
本願のアッセイは、好ましくは、本発明またはその変異体に基づくフルレングスのタンパ
ク質を使用する。このタンパク質は、任意に異種タンパク質に融解されてキメラを生成し
てもよい。本願において例証されるアッセイにおいて、フルレングスのポリペプチドを発
現する細胞は、好ましくはハイスループットアッセイにおいて使用され、遺伝子機能を修
飾する化合物を同定するために使用される。あるいは、精製された組み換えまたは自然発
生のタンパク質は、本発明の生体外法において使用されることができる。精製されたタン
パク質またはそのフラグメントに加え、組み換えまたは自然発生の味細胞タンパク質は、
細胞溶解物または細胞膜の一部であることができる。後述のように、結合アッセイは、固
相または水溶性であることができる。好ましくは、タンパク質、そのフラグメントまたは
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膜は、固体のサポートに共有結合的にまたは非共有結合的に結合する。しばしば、本発明
の生体外アッセイは、（メントールなどの周知の細胞外のリガンドと）非競争または競争
のリガンド結合またはリガンド親和性アッセイである。これらの生体外アッセイには、分
光学的（例えば、蛍光、吸光度、屈折係数）、流体力学（例えば、形状）、クロマトグラ
フ、またはタンパク質の溶解特性などの変化の測定を含む。
【０１６０】
　好ましくは、ハイスループット結合アッセイが行われ、そこでタンパク質が潜在モジュ
レーターに接触され、適切な時間培養される。後述のように、有機小分子、ペプチド、抗
体、およびリガンド類似体を含む、さまざまなモジュレーターが使用されることができる
。モジュレーター結合を同定するために、標識タンパク質－タンパク質結合アッセイ、電
気泳動移動度シフト、免疫測定、リン酸化反応アッセイなどの酵素的アッセイなどを含む
さまざまなアッセイが使用されることができる。いくつかの場合において、候補モジュレ
ーターの結合は、周知のリガンドの結合の干渉が潜在モジュレーターの存在下において測
定される、競合的結合アッセイの使用を通じて決定される。かかるアッセイにおいて、周
知のリガンドがまず結合し、次に所望の化合物、すなわち、推定エンハンサーが加えられ
る。特定のタンパク質の洗浄後、潜在モジュレーターまたは周知のリガンドの結合の干渉
が決定される。しばしば、潜在モジュレーターまたは周知のリガンドは標識である。
【０１６１】
　また、ハイスループット機能ゲノミクスアッセイもまた、味覚特異的ポリペプチドと、
結合する他のタンパク質との間のタンパク質相互作用を混乱させる化合物を同定すること
によって、冷覚のモジュレーターを同定するために使用されることができる。かかるアッ
セイは、細胞系または一次細胞のどちらかを使用して、例えば、細胞表面標識発現の変化
、細胞内のカルシウムの変化、または膜電流の変化の監視をすることができる。通常、こ
の細胞はｃＤＮＡまたは無作為ペプチドライブラリ（核酸にコードされる）に接触される
。ｃＤＮＡライブラリは、センス、アンチセンス、フルレングスおよび切断ｃＤＮＡを含
むことができる。ペプチドライブラリは、核酸によってコードされる。ｃＤＮＡまたはペ
プチドライブラリの細胞の表現型に対する効果が、上述のアッセイを使用して次に監視さ
れる。ｃＤＮＡまたはペプチドの効果は、例えば、テトラサイクリンプロモーターからの
発現などの制限可能な核酸の発現を使用して認証され、体細胞変異と区別されることがで
きる。ペプチドをコードするｃＤＮＡおよび核酸は、当業者に周知の技術、例えば、配列
タグを使用して、レスキューされることができる。
【０１６２】
　本発明によるｃＤＮＡによってコードされたタンパク質と相互作用するタンパク質は、
酵母２－ハイブリッド系、哺乳類２－ハイブリッド系、またはファージ提示スクリーンな
どを使用して単離されることができる。そのように同定された標的は、特定のイオンチャ
ネル、受容体またはトランスポータータンパク質と相互に作用する可能性のある追加的な
コンポーネントを同定するために、さらにこれらのアッセイにおけるおとりとして使用さ
れることができ、そのメンバーもまた医薬品開発の標的である（例えば、Ｆｉｅｌｄｓ　
ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒｅ　３４０：２４５（１９８９）；Ｖａｓａｖａｄａ　ｅｔ　
ａｌ．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．ＳｃｉＬ．ＵＳＡ　８８：１０６８６（１９
９１）；Ｆｅａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ８９：７９５８（１９９２）；Ｄａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．、ＭｏｌＩ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ
ｌｌ．１１：９５４（１９９１）；Ｃｈｉｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９５７８（１９９１）；および米国特許番号５，２８３，１７
３、５，６６７，９７３、５，４６８，６１４、５，５２５，４９０、および５，６３７
，４６３参照）。
【０１６３】
細胞に基づいた生体内アッセイ
　好ましい実施形態において、野生型および突然変異味細胞特異的タンパク質は細胞内に
発現され、機能的な、例えば、物理的および化学的、または表現型の変化が、例えば、ゲ
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ーティング機能障害のある突然変異遺伝子の機能を回復させるモジュレーターの同定のた
めに分析される。また、タンパク質を発現する細胞は、結合アッセイにおいて使用される
ことができる。あらゆる適した機能効果は、本願に記載のとおりに測定されることができ
る。例えば、膜電位の変化、細胞内のリチウムまたはナトリウム値の変化、およびリガン
ド結合はすべて、細胞に基づく系を使用した潜在モジュレーター同定に適したアッセイで
ある。かかる細胞に基づいたアッセイに適した細胞は、一次細胞およびタンパク質を発現
するように加工された組み換え細胞系の両方を含む。対象味細胞特異的タンパク質はそれ
ゆえ、自然発生または組み換えであることができる。また、上述のとおり、イオンチャネ
ル活性を持つこれらのタンパク質のフラグメントまたはキメラは、細胞に基づいたアッセ
イにおいて使用されることができる。例えば、本発明によるイオンチャネルまたはＧＰＣ
Ｒまたはトランスポーター遺伝子の膜貫通領域は、異種タンパク質、好ましくは異種イオ
ンチャネルタンパク質の細胞質ドメインに融合されることができる。かかるキメラタンパ
ク質はイオンチャネル活性を有し、本発明の細胞に基づいたアッセイにおいて使用される
ことができるであろう。別の実施形態において、細胞外のまたは細胞質ドメインなどの味
細胞特異的タンパク質のドメインは、本発明の細胞に基づいたアッセイにおいて使用され
ることができる。
【０１６４】
　別の実施形態において、特定の標的味覚ポリペプチドの細胞ポリペプチドレベルは、タ
ンパク質またはｍＲＮＡのレベルを測定することによって決定されることができる。タン
パク質またはイオンチャネル活性に関連するタンパク質のレベルは、ウエスタンブロット
法、ＥＬＩＳＡなどと、ポリペプチドまたはそのフラグメントに選択的に結合する抗体な
どの免疫測定を使用して測定される。ｍＲＮＡの測定について、例えば、ＰＣＲ、ＬＣＲ
を使用した増幅、または、例えばノーザンハイブリダイゼーション、ＲＮＡｓｅプロテク
ション、ドットブロット法などのハイブリダイゼーションアッセイが望ましい。タンパク
質またはｍＲＮＡのレベルは、本願に記載のとおり、直接的または間接的に標識された検
出剤、例えば、蛍光標識または放射活性物質で標識された核酸、放射活性物質で標識され
た、または酵素的に標識された抗体などを使用して検出される。
【０１６５】
　あるいは、タンパク質発現は、レポーター遺伝子系を使用して測定されることができる
。かかる系は、レポーター遺伝子に操作可能に接続した、クロラムフェニコール・アセチ
ルトランスフェラーゼ、蛍ルシフェラーゼ、細菌ルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ
およびアルカリホスファターゼなどの標的遺伝子のプロモーターを使用して考案されるで
あることができる。さらに、当該のタンパク質は、赤色または緑色蛍光タンパク質などの
第２のレポーターへの連結を通して間接レポーターとして使用されることができる。（例
えば、Ｍｉｓｔｉｌｉ＆Ｓｐｅｃｔｏｒ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
１５：９６１－９６４（１９９７）参照）。レポーター構築は、通常、細胞内にトランス
フェクトされる。潜在モジュレーターでの処理の後、レポーター遺伝子転写、翻訳、また
は活性の量は、当業者に周知の標準的技術に基づいて測定される。
【０１６６】
　別の実施形態において、シグナル形質導入に関する機能効果は、測定されることができ
る。活性化されたまたは阻害されたイオンチャネルまたはＧＰＣＲまたはトランスポータ
ーは、潜在的に標的酵素、二次メッセンジャー、チャネルおよび他のエフェクタータンパ
ク質の特性を変性させることになる。例として、ホスホリパーゼＣおよび他のシグナル系
の活性化を含む。ジアシルグリセロールおよびＩＰ３の世代などの下流結果もまた、ホス
ホリパーゼＣによって調査される。
【０１６７】
　イオンチャネル活性のアッセイには、例えば、ナトリウム流入または細胞内のナトリウ
ム放出を観察することによって、活性をリポートするためにイオンまたは膜電位感受性色
素とともに充填された細胞を含む。かかる受容体の活性を判定するアッセイはまた、テス
ト化合物の活性を分析するために、陰性または陽性対照として、これらの受容体の周知の
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アゴニストおよびアンタゴニストを使用することができる。モジュレーター化合物（例え
ば、アゴニスト、アンタゴニスト）を同定するアッセイにおいて、細胞質または膜電圧内
のイオンのレベルの変化は、イオン感受性のまたは膜電圧蛍光インジケーターをそれぞれ
使用して監視される。使用されることができるイオン感受性のインジケーターおよび電圧
プローブは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ１９９７　Ｃａｔａｌｏｇに開示されて
いるものである。原子吸光分光学に連結した放射標識イオン流出アッセイまたはフラック
スアッセイが使用されることもできる。
【０１６８】
動物モデル
　動物モデルもまた、遺伝子活性のモジュレーターのスクリーニングにおいて利用の可能
性がある。同様に、例えば適した遺伝子標的ベクターとの相同的組み換え、または遺伝子
の過剰発現の結果としてのｓｉＲＮＡおよび遺伝子ノックアウト技術を含むトランスジェ
ニック動物技術は、標的タンパク質の不在または発現増加をもたらすことになる。ノック
アウト細胞の作成にも同じ技術が適用される。所望される場合、組織特異的発現または標
的遺伝子のノックアウトが必要となる場合がある。かかる方法によって作られたトランス
ジェニック動物は、遺伝子標的に関連する応答の動物モデルとしての利用可能性がある。
例えば、遺伝子または本発明による遺伝子を発現するかかる動物は、化学的および生体の
毒素のスクリーニング、酸敗した／腐敗した／汚染された食物および飲み物、または味覚
幹細胞の分化を調節する治療用化合物スクリーニングに使用されるスーパーテイスター表
現型を導き出すために使用される。
【０１６９】
　ノックアウト細胞およびトランスジェニックマウスは、相同的組み換えを通じて標識遺
伝子または他の異種遺伝子をマウスゲノムの内在性遺伝子部位に挿入することによって作
られることができる。かかるマウスはまた、内在性遺伝子を突然変異の標的遺伝子と置換
することによって、または、内在性遺伝子を、例えば、周知の突然変異原に曝露すること
によって突然変異させることによって作られることができる。
【０１７０】
　ＤＮＡ構造は、胚幹細胞の中核に導入される。新規に組み替えられた遺伝子病変を含む
細胞は、宿主マウスの胚に注入され、これは受容するメスに再移植される。これらの胚の
いくつかは、部分的に突然変異細胞系由来の生殖細胞を保有するキメラマウスに成長する
。したがって、キメラマウスを交配することにより、導入された遺伝子病変を含む新規の
マウスを取得することが可能である（例えば、Ｃａｐｅｃｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４４：１２８８（１９８９）参照）。キメラ標的のマウスは、Ｈｏｇａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）ａｎｄ　Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍ
ａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，ｅｄ．，１９８７）に基づいて考案されること
ができる。
【０１７１】
候補モジュレーター
　推定味覚関連タンパク質またはその他の非味覚関連機能としてテストされた化合物モジ
ュレーター、および味細胞に関する表現型は、例えば、抗体またはペプチドなどのタンパ
ク質、糖、例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムなどの核酸、また
は脂質などの、あらゆる有機小分子、生物学的存在であることができる。あるいは、モジ
ュレーターは、遺伝子組み換えされたタンパク質であることができる。通常、テスト化合
物は有機小分子、ペプチド、脂質、および脂質類似体である。一実施形態において、化合
物は自然発生のまたは合成のメントール類似体である。
【０１７２】
　本質的に、本発明のアッセイにおいて、潜在モジュレーターまたはリガンドとして、あ
らゆる化学的化合物が使用されることができるが、ほとんどの場合、水溶液または有機物
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（特にＤＭＳＯベースのもの）に融解される化合物が使用される。アッセイは、アッセイ
のステップを自動化し、任意の都合のよい供給源から化合物をアッセイに提供することに
よって、大型化学ライブラリをスクリーンするように設計され、これは通常並行して行わ
れる（例えば、ロボットアッセイにおけるマイクロタイタープレート上のマイクロタイタ
ーフォーマット）。Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、Ｍｏ．）、Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ、Ｍｏ．）、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、Ｍｏ．）、Ｆ
Ｉｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｋａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ　Ａｎａｌｙｔｉｋａ（Ｂｕｃｈｓ　
Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）などを含む多くの化学的化合物の供給者が存在することが理解
されよう。
【０１７３】
　好ましい一実施形態において、ハイスループットスクリーニング法は、多くの潜在治療
化合物（潜在モジュレーターまたはリガンド化合物）を含む組み合わせ有機小分子または
ペプチドライブラリを提供することを含む。「組み合わせ化学ライブラリ」または「リガ
ンドライブラリ」は、次に、本願に記載のとおり、これらのライブラリメンバー（特定の
化学種またはサブクラスを同定するために、１つ以上のアッセイにおいてスクリーニング
され、これは所望の特性活性を表示する。こうして同定された化合物は、従来の「リード
化合物」としての役割を果たすか、またはこれら自身が潜在的または実質的な治療として
使用される。
【０１７４】
　組み合わせ化学ライブラリとは、試薬などの多くの化学的「ビルディングブロック」を
合わせることによって、化学合成または生物合成によって作られた多様な化学的化合物の
一群である。例えば、ポリペプチドライブラリなどの線形の組み合わせ化学ライブラリは
、一組のビルディングブロック（アミノ酸）を、得られた複合長（すなわち、ポリペプチ
ド化合物中のアミノ酸の数）で可能なあらゆる方式によって合わせることによって形成さ
れる。無数の化学的化合物が、化学ビルディングブロックのかかる組み合わせ混合によっ
て合成されることができる。
【０１７５】
　組み合わせ化学ライブラリの調製およびスクリーニングは、当業者に周知である。かか
る組み合わせ化学ライブラリは、ペプチドライブラリ（例えば、米国特許番号５，０１０
，１７５、Ｆｕｒｋａ、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔ．Ｒｅｓ．３７：４８７－４９
３（１９９１）ａｎｄ　Ｈｏｕｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８４
－８８（１９９１）参照）を含むがこれに限定されない。化学的多様性ライブラリを作る
他の化学反応が使用されてもよい。かかる化学反応には、ペプトイド（例えば、ＰＣＴ出
願番号ＷＯ９１／１９７３５）、コードされたペプチド（例えば、ＰＣＴ出願番号ＷＯ９
３／２０２４２）、ランダムバイオオリゴマー（例えば、ＰＣＴ出願番号ＷＯ９２／００
０９１）、ベンゾジアゼピン系薬（例えば、米国特許番号５，２８８，５１４）、ヒダン
トイン、ベンゾジアゼピン系薬およびジペプチド（Ｈｏｂｂｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：６９０９－６９１３（１９９３））などのダ
イバーソマー、ビニル性ポリペプチド（Ｈａｇｉｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ａｍｅｒ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：６５６８（１９９２））、グルコース足場付きの非ペプタ
イダルペプチド模倣物（Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ
．Ｓｏｃ．１１４：９２１７－９２１８（１９９２））、小化合物ライブラリの類似有機
合成（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１６：２６６１（
１９９４））、オリゴカルバメート（Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：
１３０３（１９９３））、および／またはペプチジルホスホン酸塩（Ｃａｍｐｂｅｌｌ　
ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５９：６５８（１９９４））、核酸ライブラリ（
前述のＡｕｓｕｂｅｌ、Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ参照）、ペプチド核酸
ライブラリ（例えば、米国特許番号５，５３９，０８３参照）、抗体ライブラリ（例えば
、Ｖａｕｇｈｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１４（３
）：３０９－３１４（１９９６）およびＰＣＴ／ＵＳ９６／１０２８７参照）、炭水化物
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ライブラリ（例えば、Ｌｉａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７４：１５２０－
１５２２（１９９６）および米国特許番号５，５９３，８５３参照）、有機小分子ライブ
ラリ（例えば、ｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｓ、Ｂａｕｍ　Ｃ＆ＥＮ、Ｊａｎｕａｒｙ
　１８、ｐａｇｅ　３３（１９９３）；イソプレノイド、米国特許番号５，５６９，５８
８；チアゾリジノンおよびメタチアザノン（ｍｅｔａｔｈｉａｚａｎｏｎｅｓ）、米国特
許番号５，５４９，９７４；ピロリジン、米国特許番号５，５２５，７３５および５，５
１９，１３４；モルホリノ化合物、米国特許番号５，５０６，３３７；ベンゾジアゼピン
系薬、米国特許番号５，２８８，５１４など参照）を含むがこれに限定されない。
【０１７６】
　組み合わせライブラリの調製の装置は、市販されている（例えば、３５７　ＭＰＳ、３
９０　ＭＰＳ、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｈｅｍ　Ｔｅｃｈ、Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ　Ｋｙ．
、Ｓｙｍｐｈｏｎｙ、Ｒａｉｎｉｎ、Ｗｏｂｕｒｎ、Ｍａｓｓ．、４３３Ａ　Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、Ｃａｌｉｆ．、９０５０　Ｐｌ
ｕｓ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｅｄｆｏｒｄ、Ｍａｓｓ参照）。また、多くの組み合わせ
ライブラリそれ自体が市販されている（例えば、ＣｏｍＧｅｎｅｘ、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ
、Ｎ．Ｊ．、Ａｓｉｎｅｘ、Ｍｏｓｃｏｗ、Ｒｕ、Ｔｒｉｐｏｓ、Ｉｎｃ．、Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ、Ｍｏ．、ＣｈｅｍＳｔａｒ、Ｌｔｄ、Ｍｏｓｃｏｗ、ＲＵ、３Ｄ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｅｘｔｏｎ、ＰＡ、Ｍａｒｔｅｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｃｏ
ｌｕｍｂｉａ、Ｍｄ．参照）。Ｃ．固相および可溶性ハイスループットアッセイ
【０１７７】
　また、標的味覚特異的タンパク質、または自然発生のまたは組み換えの、本願に開示さ
れる標的味覚タンパク質を発現する細胞または組織を使用して、可溶性アッセイがもたら
されることができる。またあるいは、細胞質ドメインなどのタンパク質またはそのフラグ
メントが固相基質に接触している、ハイスループットフォーマットの固相ベースの生体外
アッセイがもたらされることができる。本願に記載のアッセイのどれもが、であることが
できる。例えば、リガンド結合、カルシウム流出、膜電位変化などのハイスループットス
クリーニングに適用されることができる。
【０１７８】
　本発明のハイスループットアッセイにおいて、可溶性または固相のどちらにおいても、
一日に数千の異なるモジュレーターまたはリガンドをスクリーニングすることが可能であ
る。この方法論は、生体外タンパク質、または本願で同定される遺伝子からのタンパク質
を含む、細胞に基づいたまたは膜に基づいた分析に使用されることができる。特に、マイ
クロタイタープレートの各孔は、選択された潜在モジュレーターに対する個別のアッセイ
を行うために使用されることができる。濃縮または培養時間効果が観察される場合、５～
１０ごとの孔で単一のモジュレーターをテストすることができる。したがって、単一の標
準のマイクロタイタープレートは、約１００（例えば、９６）モジュレーター分析するこ
とができる。１５３６孔プレートが使用される場合、単一のプレートは約１００～約１５
００の異なる化合物を用意に分析することができる。本発明の統合システムを使用して、
一日に多くのプレートを分析することが可能であり、約６，０００、２０，０００、５０
，０００、または１００，０００以上の異なる化合物のスクリーン分析が可能である。
【０１７９】
　固相反応について、当該のタンパク質、もしくは例えば細胞外のドメインなどのそのフ
ラグメント、または当該のタンパク質もしくは融合タンパク質の一部としてそのフラグメ
ントを含む細胞もしくは膜は、直接的または間接的に、例えばタグなどの共有または非共
有の結合を通じて、固相コンポーネントに結合することができる。タグは、さまざまなコ
ンポーネントであることができる。概して、タグを結合する分子（タグ結合剤）は、固体
のサポートに固定され、タグされた当該分子は、タグとタグ結合剤との相互作用によって
固体のサポートに接触している。
【０１８０】
　多くのタグおよびタグ結合剤が、文献に詳述される周知の分子間相互作用に基づいて使
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用されることができる。例えば、タグがビオチン、タンパク質Ａ、またはタンパク質Ｇな
どの天然の結合剤を有する場合、例えば、これは適したタグ結合剤（アビジン、ストレプ
トアビジン、ニュートラビジン、免疫グロブリンのＦｃ領域など）と併せて使用されるこ
とができる。ビオチンなどの天然の結合剤を有する分子に対する抗体および適したタグ結
合剤もまた広く入手可能である（ＳＩＧＭＡ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ　１９９
８　ｃａｔａｌｏｇｕｅ　ＳＩＧＭＡ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　Ｍｏ．参照）。
【０１８１】
　同様に、あらゆるハプテン性のまたは抗原性の化合物が、タグ／タグ結合剤対の生成に
、適した抗体と合わせて使用されることができる。数多くの特定の抗体が市販されており
、多くのさらなる抗体が文献に記載されている。例えば、よく用いられる一構造において
、タグは一次抗体であり、タグ結合剤は第一抗体を認識する第二抗体である。抗体－抗原
の相互作用に加えて、受容体－リガンドの相互作用もまたタグおよびタグ－結合剤対に適
している。例えば、細胞膜受容体（例えば、トランスフェリン、ｃ－ｋｉｔ、ウイルス受
容体リガンド、サイトカイン受容体、ケモカイン受容体、インターロイキン受容体、免疫
グロブリン受容体および抗体、カドヘリン族、インテグリン族、セレクチン族など、例え
ば、Ｐｉｇｏｔｔ＆Ｐｏｗｅｒ，Ｔｈｅ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｆａｃ
ｔｓ　Ｂｏｏｋ　Ｉ（１９９３）参照、のアゴニストおよびアンタゴニストなどの細胞受
容体－リガンド相互作用である。同様に、毒素および毒、ウイルスエピトープ、ホルモン
（例えば、アヘン、ステロイドなど）、細胞内の受容体（例えば、ステロイド、甲状腺ホ
ルモン、レチノイドおよびビタミンＤを含むさまざまな小リガンド、ペプチドの効果を介
在するもの）、薬物、レクチン、糖、核酸（線状および環状ポリマー配列の両方）、オリ
ゴ糖、タンパク質、リン脂質および抗体は、すべてさまざまな細胞受容体と相互作用が可
能である。
【０１８２】
　ポリウレタン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、ポリアミド、ポリエチレ
ンイミン、ポリアリレン硫化物、ポリシロキサン、ポリイミドおよびポリアセテートなど
の合成のポリマーもまた、適したタグまたはタグ結合剤を形成することができる。本開示
を読めば当業者には明白であるように、多くの他のタグ／タグ結合剤対もまた本願に記載
のアッセイ系において有用である。
【０１８３】
　ペプチド、ポリエーテルなどの一般的なリンカーもまた、タグとしての役割を果たし、
約５～２００アミノ酸のポリグリ配列などのポリペプチド配列を含む。柔軟リンカーは、
当業者に周知である。例えば、ポリ（エチレングリコール）リンカーは、Ｓｈｅａｒｗａ
ｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ、Ｉｎｃ．Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ、Ａｌａで入手可能である。
これらのリンカーは、選択的にアミド結合、スルフヒドリル結合、またはヘテロ機能結合
を有する。
【０１８４】
　タグ結合剤は、現在利用可能なあらゆるさまざまな方法を使用して固体基板に固定され
る。固体基板は一般的に、すべてのまたは一部分の基板を、化学基をタグ結合剤の一部分
と反応する表面に固定する化学的試薬に曝露することによって誘導体化または機能化され
る。例えば、より長い鎖部分への接合に適した基は、アミン、ヒドロキシル、チオールお
よびカルボキシル基を含む。アミノアルキルシランおよびヒドロキシアルキルシランは、
ガラス表面などのさまざまな表面を機能化するために使用されることができる。かかる固
相バイオポリマー配列の構成は、文献において詳述されている。例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉ
ｅｌｄ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５４（１９６３）（例えば
、ペプチドの固相合成について記載）；Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｍｅｔｈ．１０２：２５９－２７４（１９８７）（ピンの固相コンポーネントの合成
について記載）；Ｆｒａｎｋ＆Ｄｏｒｉｎｇ、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　４４：６０３１
－６０４０（１９８８）（さまざまなペプチド配列のセルロースディスク上の合成につい
て記載）；Ｆｏｄｏｒ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５１：７６７－７７７（１９
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９１）；Ｓｈｅｌｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３９
（４）：７１８－７１９（１９９３）；ａｎｄ　Ｋｏｚａｌ　ｅｔ　ａｌ．、Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２（７）：７５３－７５９（１９９６）（すべて、固体基板に固
定されたバイオポリマー配列について記載）などを参照されたい。タグ結合剤の基板への
固定の非科学的アプローチには、熱、ＵＶ放射線による架橋結合などの他の一般的な方法
を含む。
【０１８５】
　上記に本発明について記載したが、下記に提供される例は本発明の好ましい実施形態に
ついてさらに説明する。これらの例は、説明を目的として提供されるのみであり、本発明
を制限するように解釈されるものではない。
【０１８６】
発明の実用化
　本明細書において同定した表１～３の遺伝子の活性を調節、好ましくは増強させる化合
物は、ヒト塩味、および可能性として他の味覚様式もしくは味覚一般の調節において重要
な影響を及ぼす。さらに、これらの化合物は、味細胞代謝回転、消化器疾患、消化機能、
代謝の調節、口腔および／または消化器系の免疫の調節等の他の味細胞関連の機能および
表現型を含む治療的用途において有用な可能性がある。
【０１８７】
　舌上の味覚乳頭において味覚イオンチャネルを活性化させる化合物は、味蕾細胞へのＮ
ａ＋輸送を促進することによって、塩感覚を増強させるために使用することができる。こ
れは、低塩食品および飲料の味覚および嗜好性を向上させる点において明白な消費者用途
を有する。
【０１８８】
　その上、本明細書の遺伝子および遺伝子産物は、甘味、苦味、うま味、酸味、塩味、脂
肪味、金属味等を含む、特定の味細胞型または系譜を同定、単離または濃縮するためのマ
ーカーとして使用することができる。
【０１８９】
　さらに、本明細書において同定した味細胞に特異的な遺伝子および遺伝子産物は、味細
胞のアポトーシスを調節し、例えば一部の野菜、薬、コーヒー等の異味を軽減させるため
に、味覚受容体発現を管理する転写因子を調節し、味細胞発生の自己分泌／傍分泌調節を
調節し、味蕾生存期間を延長させ、バイオテロリズム等のためのスクリーニングに用いら
れるスーパーテイスター動物表現型または生体内味細胞への幹細胞の活性化および分化を
誘発する化合物に対するスクリーニングに用いられる動物を産出する化合物を同定するた
めに使用することができる。
【０１９０】
　その上、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、脂肪味または
金属味細胞等の補助的味覚受容体または一次味覚受容体を同定するために使用されてもよ
い。
【０１９１】
　また、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、胃運動性、食物
検出、食物吸収またはＧＬＰ－１（グルカゴン様ペプチド１）、ＧＩＰ（グルコース依存
性インスリン分泌ポリペプチド）、ペプシン、セクレチン、アミラーゼ、唾液等の消化液
、ペプチド、ホルモンもしくは酵素の生成等の消化機能に影響を及ぼす化合物を同定する
ためのスクリーニングに使用することができる。
【０１９２】
　また、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、一般的もしくは
特定の味覚を増強もしくは抑圧するための頂端膜／味孔領域への、およびそこからの味覚
受容体の輸送、一般的もしくは特定の味覚強度を管理するための味覚細胞動作の潜在的発
生頻度／膜電位の制御、求心性神経への神経伝達物質放出の制御、および味覚受容体機能
の自己分泌／傍分泌調節に影響を与える化合物をスクリーニングするために使用されても
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よい。
【０１９３】
　さらに、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、味覚、薬物性
味覚異常、味覚脱失、および味蕾消失の軽減に影響を及ぼす癌、化学療法放射線、傷害ま
たは手術を伴う高齢者個人もしくは患者等において味細胞を再生する化合物を同定するた
めに使用することができる。
【０１９４】
　その上さらに、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、口腔衛
生、口臭、口腔内の有害物質の解毒、ならびに細菌、ウイルス、および唾液／口または消
化管の他の免疫原の中和／除去に影響を与える化合物をスクリーニングするために使用す
ることができる。
【０１９５】
　その上付加的に、対象遺伝子および遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、唾液
生成および組成、ならびに口内乾燥（例えば、シェーグレン症候群等の場合）およびＩＢ
Ｄ、潰瘍性大腸炎、および憩室炎等の自己免疫性もしくは炎症性胃腸疾患ならび口腔およ
び消化管に影響を与える癌等の状態における口渇の治療に影響を及ぼす化合物を同定する
ためのスクリーニングにおいて使用することができる。
【０１９６】
　下記の実施例は、上述の材料および方法を使用して達成した。これらの実施例は、主題
発明の製作および使用方法の完全な開示および記述を当業者に提供するために進められ、
本発明としてみなされるものの範囲を制限することを意図するものではない。
実施例
【０１９７】
実施例１
　結果を図１に示す本実験は、ヒト味覚組織へのＬＣＭの例である。Ａ～Ｃ：有郭（ｃｉ
ｒｃｕｍｖａｌｌａｔｅ：ＣＶ）味蕾採取。Ｄ～Ｅ：舌上皮採取。左列は、ＬＣＭ前の切
片を示す。中央列は、ＬＣＭ後の切片を示す。右列は、採取および単離されたＣＶ味蕾（
輪状味蕾当たり５～１０細胞）および舌上皮組織を示す。ＬＣＭで前もって採取した味蕾
領域はＤおよびＥでも見える。
実施例２
　結果を図２に示す本実験は、ヒト味細胞および舌細胞のＰＣＲ品質管理の例である。舌
細胞でなく、味細胞は、味覚特異的マーカーガストデューシン、ＴＲＰＭ５、およびＰＬ
Ｃβ２を特異的に発現する。それに対して、味細胞および舌細胞の両方は、遍在性ハウス
キーピング遺伝子ＧＡＰＤＨおよびβアクチンを発現し、味細胞および舌細胞ＲＮＡが無
傷で高品質であることを示す。
実施例３
　結果を図３に示す本実験は、味覚特異的イオンチャネルを同定するためのハイスループ
ットＰＣＲの例である。
　８つの異なるイオンチャネルを示す。各チャネルに対して６つのレーンがある。各チャ
ネルでは、左２つのレーンはヒトＣＶ味蕾（ｔａｓｔｅ　ｂｕｄ：ＴＢ）のＰＣＲを示し
（＋は逆転写酵素を有することを示し、－は逆転写酵素を有さない陰性対照を示す）、中
央の２つのレーンはヒト舌上皮（ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ：ＬＥ）のＰＣＲを示し、右２つ
のレーンは陽性対照（表示プール）とのＰＣＲを示し、ＰＣＲプライマーがＰＣＲ循環状
態下において産物を産生することを実証する。８つのイオンチャネルは全て、陽性対照（
プール）の適切なサイズのＰＣＲ産物を生じるが、ＴＲＰＰ３（ＰＫＤ２Ｌ１としても既
知）のみが、舌上皮（黄色矢印）でなく味蕾の適切なサイズの産物を生じることに留意さ
れたい。したがって、ＴＲＰＰ３／ＰＫＤ２Ｌ１は味覚特異的遺伝子である。
実施例４
　結果を図４に示す本実験は、マウスまたはヒト味覚組織切片内での既知の味覚遺伝子ガ
ストデューシンの発現を視覚化するための、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよ
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び免疫化学組織学的方法の例である。左画像は、陰性対照マウスセンスＲＮＡではなく、
味覚特異的Ｇタンパク質ガストデューシンマウスアンチセンスＲＮＡ（緑色）で標識化さ
れたマウスＣＶ味蕾を示す。中央画像は、陰性対照（抗原ペプチドとプレインキュベート
された抗体）でではなく、市販の抗体（赤色）を使用してガストデューシンで標識化した
マウスＣＶ味蕾を示す。右画像は、陰性対照ヒトセンスＲＮＡでではなく、味覚特異的Ｇ
タンパク質ガストデューシンヒトアンチセンス（紺青色）ＲＮＡで標識化したヒトＣＶ味
蕾を示す。
実施例５
　結果を図５に示す本実験は、マウスまたはヒト味覚組織切片内でのＴＲＰＭ５味覚遺伝
子発現を視覚化するための、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび免疫化学組織
学的方法の例である。左画像は、陰性対照マウスセンスＲＮＡでではなく、味覚特異的イ
オンチャネルＴＲＰＭ５マウスアンチセンスＲＮＡ（緑色）で標識化されたマウスＣＶ味
蕾を示す。中央画像は、陰性対照２次抗体のみでではなく、Ｓｅｎｏｍｙｘで開発された
抗体（赤色）を使用してＴＲＰＭ５で標識化されたマウスＣＶ味蕾を示す。右画像は、陰
性対照２次抗体のみでではなく、Ｓｅｎｏｍｙｘで開発された抗体（赤色）を使用してＴ
ＲＰＭ５で標識化されたヒトＣＶ味蕾を示す。
実施例６
　結果を図６に示す本実験は、マウス味覚組織内でのＴＲＰＭ５味覚遺伝子発現を視覚化
するための免疫組織化学の例である。画像は、Ｓｅｎｏｍｙｘで開発された抗体を使用し
てＴＲＰＭ５で標識化されたマウス有郭（ｃｉｒｃｕｍｖａｌｌａｔｅ：ＣＶ）味蕾を示
す。ＴＲＰＭ５は、唾液に向かう頂端味孔領域へ極性化される。
実施例７
　結果を図７に示す本実験は、マウス味覚組織内でのＳＣＮ３Ａ／Ｎａｖ１．３ナトリウ
ムチャネル遺伝子発現を視覚化するための免疫組織化学組織学的方法の例である。左画像
は、陰性対照（抗原ペプチドとプレインキュベートされた抗体、右画像はＡｂ＋ペプチド
）でではなく、ＳＣＮ３Ａ／Ｎａｖ１．３に対する市販の抗体で標識化されたマウスＣＶ
味蕾を示す。この結果により、ＳＣＮ３Ａ／Ｎａｖ１．３が味覚特異的遺伝子であること
が確認される。ＳＣＮ３Ａ／Ｎａｖ１．３は、遺伝子チップおよびＰＣＲアプローチの両
方により味覚特異的遺伝子として同定された。
実施例８
　結果を図８に示す本実験は、同じ味細胞内でのＳＣＮ３ＡおよびＴＲＰＭ５の同時発現
を例証する２重標識免疫組織化学の例である。ＳＣＮ３Ａ（左、緑色）は、ＴＲＰＭ５（
中央、赤色）を発現する細胞内で検出可能である。ＳＣＮ３ＡおよびＴＲＰＭ５シグナル
の重層は、黄色（右）で図示する。ＴＲＰＭ５は、甘味、苦味、およびうま味に関与する
細胞内で発現するため、これらのデータにより、ＳＣＮ３Ａが甘味、苦味、および／また
はうま味細胞の機能を調節するように機能することが示唆される。
【０１９８】
　ＳＣＮ３Ａは、甘味、苦味、およびうま味感覚に関与するＴＲＰＭ５細胞内で発現する
。したがって、ＳＣＮ３Ａ機能を調節する化合物は、甘味、苦味、および／またはうま味
を増強または遮断するために使用され得る。
実施例９
　結果を図９に示す本実験は、マウス味覚組織内でのＰＫＤ２Ｌ１味覚遺伝子発現を視覚
化するための免疫組織化学の例である。左画像は、市販の抗体を使用してＰＫＤ２Ｌ１で
標識化されたマウス有郭（ｃｉｒｃｕｍｖａｌｌａｔｅ：ＣＶ）味蕾を示す。中央画像は
、ＰＫＤ２Ｌ１　１次抗体（陰性対照２次抗体のみ、２次抗体のみ）なしでインキュベー
トされた隣接切片内の無標識化を示す。右画像は、唾液に向かう頂端味孔領域へのＰＫＤ
２Ｌ１の極性化を例証する単一マウスＣＶ味蕾の拡大を示す。
実施例１０
　結果を図１０に示す本実験は、異なる味細胞内でのＰＫＤ２Ｌ１およびＴＲＰＭ５発現
を示す２重標識免疫組織化学の例である。左画像は、ＰＫＤ２Ｌ１（緑色）に対する市販
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の抗体で標識化されたマウスＣＶ味蕾を示し、中央画像は、Ｓｅｎｏｍｙｘで開発された
抗体（赤色）を使用するＴＲＰＭ５での標識化を示し、右画像は、ＰＫＤ２Ｌ１およびＴ
ＲＰＭ５標識の混合を示す。下４つの画像は、高倍率での個々の味蕾を示す。ＰＫＤ２Ｌ
１は、ＴＲＰＭ５（標識は、別々の細胞型内で発現する）と共存せず、ＰＫＤ２Ｌ１が甘
味、苦味、および／またはうま味細胞（ＴＲＰＭ５で標識化）内で発現しないことが示唆
されることに留意されたい。
【０１９９】
　この結果により、ＰＫＤ２Ｌ１が味覚特異的遺伝子であることが確認される。ＰＫＤ２
Ｌ１は、遺伝子チップおよびＰＣＲアプローチの両方により味覚特異的遺伝子として同定
された。ＰＫＤ２Ｌ１は、甘味、苦味、およびうま味感覚に関与するＴＲＰＭ５細胞内で
発現しない。最近の報告は、ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３が酸味受容体として機能し、Ｐ
ＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３は、酸味細胞に対するマーカーであることを示している（Ｉｓ
ｈｉｍａｒａ　ｅｔ　ａｌ　ＰＮＡＳ　１０３（３３）：１２５６９－１２５７４，２０
０６；Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ　Ｎａｔｕｒｅ　４３４：２２５－２２９，２００６）。
したがって、ＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３機能を調節する化合物は、酸味を増強または遮
断するために使用され得る。
実施例１１
　ＰＣＲスクリーニングによってマウスＣＶ乳頭内の味覚特異的遺伝子として同定された
過分極および環状ヌクレオチド感受性カチオンチャネルＨＣＮ４が、ＴＲＰＭ５（甘味、
苦味、およびうま味細胞のマーカー）、ＰＫＤ２Ｌ１（酸味細胞のマーカー）、特有の細
胞型（推定塩味細胞）と共存するかどうかを判断するために、付加的な組織学的実験を行
った。ＨＣＮ４に特異的な抗体を使用し、ＨＣＮ４は、ＴＲＰＭ５細胞（図１１参照）内
で発現しなかったが、ＰＫＤ２Ｌ１細胞（図１２参照）内で発現したと判断した。図１１
に示すように、２重標識免疫化学を、別々のマウスＣＶ細胞におけるＨＣＮ４およびＴＲ
ＰＭ５を視覚化するために使用した。ＴＲＰＭ５（左、緑色）は、ＨＣＮ４（中央、赤色
）を発現しない細胞内に存在する。ＴＲＰＭ５およびＨＣＮ４標識の混合は右側に図示す
る。ＴＲＰＭ５は、甘味、苦味、およびうま味に関与する細胞内で発現するので、この図
のデータは、ＨＣＮ４が甘味、苦味、またはうま味を調節しないことを示す。
　ＨＣＮ４のみ、ＴＲＰＭ５のみ、またはＨＣＮ４とＴＲＰＭ５を発現する細胞の数およ
びパーセンテージを図１１の表に記載する。図１２は、同じマウスＣＶ細胞内のＨＣＮ４
およびＰＫＤ２Ｌ１を視覚化するために使用した別の２重標識免疫化学実験の結果を含む
。ＰＫＤ２Ｌ１（左、緑色）は、ＨＣＮ４（中央、赤色）を発現する細胞内に存在する。
ＰＫＤ２Ｌ１およびＨＣＮ４標識の混合を右側に図示し、黄色は、ＨＣＮ４も発現するＰ
ＫＤ２Ｌ１細胞を示す。ＰＫＤ２Ｌ１は、酸味に関与する細胞内で発現するので、ここの
データは、ＨＣＮ４が酸味を調節するように機能し、酸味調節細胞を同定するアッセイに
おいて使用してもよいことを示す。ＨＣＮ４のみ、ＰＫＤ２Ｌ１のみ、またはＨＣＮ４と
ＰＫＤ２Ｌ１を発現する細胞の数およびパーセンテージを図１２の表に記載する。混合画
像におけるＰＫＤ２Ｌ１細胞（緑色）と共存しないＨＣＮ４細胞（赤色）は、ＣＶ間隙内
へ脱落する細胞を表し、味蕾内に含まれる細胞ではなく、したがって、これらの細胞はカ
ウントしなかった。図１３に含まれる実験結果により示されるように、ＨＣＮ４は味孔に
突出している微絨毛内に存在しなかった。特に、図１３に含まれる２重標識免疫化学実験
は、マウスＣＶ味細胞内の味孔からのＨＣＮ４排除を実証する。［ここで、ＰＫＤ２Ｌ１
（左、緑色）、ＨＣＮ４（中央、赤色）、およびＰＫＤ２Ｌ１とＨＣＮ４の混合（右、黄
色）。］また、同図は、ＰＫＤ２Ｌ１が味覚受容体細胞（画像上部）の先端にまで及ぶこ
とを示し、一方、ＨＣＮ４は味孔領域から排除される。ＰＫＤ２Ｌ１およびＨＣＮ４は細
胞体内で共存し、ＰＫＤ２Ｌ１のみが頂端膜内で発現する。下部の画像は、混合画像内の
点々の四角形で輪郭を描いた領域の拡大を示す。
【０２００】
結果
表１：Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ４３０　２．０マイクロアレイ／遺伝子チップからのマウス
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味覚遺伝子発現の概要。遺伝子チップ実験は、５対のマウスＣＶ味覚および舌試料に対し
て行い、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸ　ｖ７．３ソフトウェア（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して分析した。１３００から２０００間のＣＶ味細胞および
舌細胞をＬＣＭで単離し、総ＲＮＡを単離および精製した。
　ＲＮＡを増幅し、遺伝子チップとハイブリダイズした。２つの別々のアルゴリズムを使
用して分析を行った。遺伝子チップ上の完全一致およびミスマッチプローブの両方を考慮
するＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｓｕｉｔｅ５（ＭＡＳ５）と、遺伝子チップ上の完全一致プ
ローブのみを考慮するロバストマルチチップアルゴリズム（ｒｏｂｕｓｔ　ｍｕｌｔｉ－
ｃｈｉｐ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ：ＲＭＡ）の２つの別々のアルゴリズムを使用して分析を
行った。表は、下記の分析によって同定された遺伝子を記載する。まず、遺伝子を同定し
、下記の基準を満たす味覚特異的遺伝子に分類した。１）膜貫通タンパク質をコードする
として注釈付けされ、２）いずれか一方のアルゴリズムにより、舌細胞と比較して味細胞
内で１．４倍以上高く発現され、３）１５以上の粗発現値を提示した。これらの包括基準
は、見込まれたとおりに、甘味、苦味、うま味および酸味受容体への遺伝子および他の遺
伝子を含む既知の味覚遺伝子の同定を導いた。フォールド変化（舌細胞と比較した味細胞
内での遺伝子発現の割合）、味細胞内での遺伝子発現の粗計算、および膜タンパク質をコ
ードする味覚特異的遺伝子の受入番号を記載する。次に、遺伝子は、下記の特定の組み入
れ基準を使用して味覚特異的遺伝子として同定した。
組み入れ基準：
ａ）Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＭＡＳ５正規化データを使用
　　　ＣＶ味蕾平均発現値≧５０
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率≧４倍増加
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率ｐ値≦０．０５
　　　４３３の遺伝子を同定
ｂ）Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧＣ－ＲＭＡ正規化データを使用
　　　ＣＶ味蕾平均発現値≧５０
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率≧５倍増加
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率ｐ値≦０．２
　　　１３７の遺伝子を同定
ｃ）さらに、両方のデータセット（ＭＡＳ５およびＲＭＡ）から同定された４１９の遺伝
子
ｄ）ＭＡＳ５　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘデータのＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇクラスタリング分析
を使用
　　　ＣＶ味蕾平均発現値≧１００
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率≧２倍増加
　　　ＣＶ対ＬＥ発現率ｔ検定＋Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ多重検定補正≦
０．０５
　　　７７の遺伝子を同定
マウス味蕾特異的遺伝子の合計数＝１０６６
機能的特定のないまたは低い多数の膜貫通ドメインを有するタンパク質をコードするこの
第２の分析からの遺伝子を下記に記載する。
【０２０１】
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【表１－１】
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【表１－２】
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【表１－３】



(59) JP 2009-539377 A 2009.11.19

10

【表１－４】



(60) JP 2009-539377 A 2009.11.19

10

20

30

40

50

【表１－５】
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【表１－６】

表２：ＰＣＲスクリーニングからの味覚特異的イオンチャネルの概要。ヒトおよび／また
はマウス味細胞内で特異的にＰＣＲ産物を産出する遺伝子または舌細胞よりも味細胞内で
より大量だったＰＣＲ産物を産出する遺伝子を記載する。ＤＮＡ配列は、全ての味覚特異
的遺伝子の同一性を確認した。味覚特異的遺伝子の受入番号を記載する。
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【表２－１】
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【表２－２】

【０２０２】
表３：ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび／または免疫組織化学による、組織
学的実験におけるＴＲＰＭ５（甘味、苦味、うま味）およびＰＫＤ２Ｌ１／ＰＫＤ１Ｌ３
（酸味）細胞内の味覚特異的遺伝子の共存の概要。

【表３】

【０２０３】
　上記のように、本明細書で同定された味細胞特異的遺伝子および対応する遺伝子産物お
よびそれらを発現する細胞、例えば、内在性味細胞もしくは化学感覚細胞および表１、２
、および３に記載の味覚特異的遺伝子を含む組み換え細胞、ならびにそれらのオルソログ
、対立遺伝子変異体、それらと少なくとも９０％の同一性を有する変異体および／または
上記否定されたハイブリダイゼーション条件下においてそれらと特異的にハイブリダイズ
する遺伝子は、味覚調節化合物を同定するアッセイおよび治療的スクリーニングアッセイ
において使用されてもよい。
【０２０４】
　例えば、これらの味覚特異的遺伝子、ポリペプチドおよびそれらを発現する細胞は、消
化器系疾患の治療をスクリーニングするために使用することができる。これらの疾患は、
一例として、消化不良等の消化に影響を与える状態、潰瘍性大腸炎、炎症性腸症候群、ク
ローン症候群、セリアック病等の消化器系に影響を与える自己免疫性および炎症性疾患、



(64) JP 2009-539377 A 2009.11.19

10

20

30

40

50

ならびに唾液腺、味蕾、胃、膵臓、胆嚢、食道、肛門もしくは結腸に影響を与える癌等の
消化器系に影響を及ぼす前癌状態および癌を含む。
【０２０５】
　また、これらの味覚特異的遺伝子は、味細胞代謝回転に影響を及ぼす化合物を同定する
ためのスクリーニングアッセイで使用されてもよい。味細胞は早急に代謝回転することが
知られている（約２～３週おきに）。さらに、化学療法もしくは放射線治療を含む多くの
状態、ならびに老齢は、味細胞の発達能力に悪影響を与える場合がある。結果として、癌
患者または高齢者の生活の質の低下に繋がり得る味感覚が減少する。これは、頭頸部癌、
食道癌、胃癌、肺癌、または膵癌を有する患者において特に明白である。さらに、これは
、別の状態、悪液質または組み合わせて食欲を減少させる消耗症候群とともに進化する場
合がある。適切な栄養素の欠乏は、癌患者における罹患率および死亡率の深刻な原因であ
る。対象味覚特異的遺伝子は、幹細胞内で発現される遺伝子を含有し、それらが、味細胞
の前駆物質であり、該味細胞へと進化する幹細胞のマーカーであることが示唆される。こ
れらの遺伝子またはそれらを発現する細胞は、味細胞発生を促進するシグナルを同定する
ために使用することができる。
　味細胞上に存在するサイトカイン様受容体を含むと考え得るこれらのシグナルは、味細
胞発生を媒介するとみられ、味細胞分化または増殖を誘発する化合物を同定するためのス
クリーニングに使用することができる。したがって、リガンドは唾液から単離され得る可
能性があり、味覚機能に影響する唾液の能力を担う場合がある。例えば、シェーグレン症
候群（唾液腺を攻撃する自己免疫疾患）の患者は、変化した味覚機能を呈する。対象遺伝
子および遺伝子アレイを用いた唾液腺内での遺伝子発現の研究は、これらの分化機構の理
解を容易にする。
【０２０６】
　対象味細胞特異的遺伝子および対応する遺伝子産物ならびにそれらを発現する細胞は、
口腔の免疫系を調節する潜在的治療学を同定するために使用されてもよい。口腔は、消化
管と同じように常在菌叢が定植している。常在菌叢の変化は、虫歯または歯牙欠損に繋が
り得る歯肉炎、口臭、胃の問題および他の感染症等の状態を発生させる場合がある。本明
細書において同定した味細胞特異的遺伝子は、多くの免疫系遺伝子を含む。これらの遺伝
子および対応するポリペプチドまたはそれらを発現する細胞は、口腔内の免疫ホメオスタ
シスの維持、病原性微生物の過成長の予防、および適切な口腔免疫を維持するのに重要な
役割を担う口腔内の細胞型の同定のための治療学を同定するために使用することができる
。
【０２０７】
　さらに、対象味細胞特異的遺伝子および対応する遺伝子産物またはそれらを発現する細
胞は、糖尿病や、肥満、食欲不振、過食症、および他の代謝疾患等の摂食障害の治療のた
めの化合物を同定するスクリーニングアッセイにおいて有用である。消化器系での味覚受
容体の発現は、消化時に異なる場所で食物および異なる型を検出する包括的な系を表すと
考え得る。したがって、炭水化物、脂肪、うま味食物、塩等の食物または特定の型の存在
を「感じる」ことは、腸内の腸内分泌細胞によって生成されるＧＩＰ（グルコース依存性
インスリン分泌ポリペプチド）およびＧＬＰ－１（グルカゴン様ペプチド１）等の消化の
制御に関与する分子の生成を調節し得る種々のシグナルを誘発するはずである。
　これらの細胞上の味覚受容体は、誘発された場合に消化器系の他の細胞内の他の分子シ
グナルの生成を制御する可能性がある。これらの現象は、どの細胞が異なる受容体を発現
するかを判断し、次いで、活性化されたときに、これらの細胞が生成する分子を研究する
ために遺伝子アレイを使用することによって研究することができる。
【０２０８】
参考文献
　本出願に引用される全ての参考文献は、参照によりそれら全体が本願明細書に組み込ま
れる。
【図面の簡単な説明】
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【０２０９】
【図１】ヒト味覚組織を使用するＬＣＭの例を含む。
【図２】ヒト味細胞および舌細胞のＰＣＲ品質管理の例を含む。
【図３】新規味覚特異的イオンチャネルを同定するためのハイスループットＰＣＲスクリ
ーニングの例を含む。
【図４】マウスまたはヒト味覚組織切片内での既知の味覚遺伝子の発現を視覚化するため
の、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび免疫化学組織学的方法の例を含む。
【図５】は、マウスまたはヒト味覚組織切片内でのＴＲＰＭ５味覚遺伝子発現を視覚化す
るための、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび免疫化学組織学的方法の例を含
む。
【図６】マウス味覚組織内でのＴＲＰＭ５味覚遺伝子発現を視覚化するための免疫組織化
学の例。
【図７】マウス味覚組織内でのＳＣＮ３Ａ／Ｎａｖ１．３ナトリウムチャネル遺伝子発現
を視覚化するための免疫組織化学組織学的方法の例。
【図８】同じ味細胞内でのＳＣＮ３ＡおよびＴＲＰＭ５の同時発現を例証する２重標識免
疫組織化学の例。
【図９】マウス味覚組織内でのＰＫＤ２Ｌ１味覚遺伝子発現を視覚化するための免疫組織
化学の例。
【図１０】異なる味細胞内でのＰＫＤ２Ｌ１およびＴＲＰＭ５発現を示す２重標識免疫組
織化学の例。
【図１１】別々のマウスＣＶ細胞内でのＨＣＮ４およびＴＲＰＭ５発現を視覚化する２重
標識実験を含む。
【図１２】同じマウスＣＶ味細胞内でのＨＣＮ４およびＰＫＤ２Ｌ１発現を視覚化する２
重標識免疫化学実験を含む。
【図１３】マウスＣＶ味細胞における味孔からのＨＣＮ４排除を示す２重標識実験を含む
。
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