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略語

ABC avidin-biotin complex

AP alkaline phosphatase

APS 3-aminopropyltriethoxysilane

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate

BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridine

BSA bovine serum albumin

CK 8 cytokeratin 8

DAB 3,3'-lliaminobenzidine tetrahydrochloride

DAG diacylglycerol

DEPC diethylpyrocarbonate

DIG digoxigenin

DTT dithiothreitol

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

Ggust gustducin

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid

HRP horseradish peroxidase

IP3R3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3

LOX lipoxygenase

MFA meclofenamic acid

NBT nitroblue tetrazolium chloride

NDGA nordihydroguaiaretic acid

NGS normal goat serum

PB phosphate buffer

PBS phosphate buffered saline

PFA paraformaldehyde

PLA2 phospholipase A2

cPLA2 cytosolic PLA2

iPLA2 calcium independent PLA2

sPLA2 secretory PLA2

PLCβ2 phospholipase C β2

RASSL Receptor activated solely by a synthetic ligand

RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction

SNAP-25 synaptosomal associated protein 25 kDa

SNARE SNAP receptor

SNAP soluble NSF attachment protein

NSF N-ethylmaleimide sensitive factor (or fusion protein)

SSC standard saline citrate

TBS Tris buffered saline

TRP transient receptor potential
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序章



味覚 は五感 の一つであ り、摂 取すべ き食物(栄 養)と 忌避すべ き食物(毒)と を判断

す る際に重要 な感 覚であ る。脊椎動物 にお いて、味物質 は味蕾 と呼ばれ る組織 によって

受容 され、その情報が味神 経 を介 して 中枢へ と伝 達 され、味覚 として認識 され る。

味蕾は、50～100個 程度 の細胞 が花の蕾型 に集 まった組織 で、哺 乳類 ではその多 くが

舌上の有郭 ・葉状 ・茸状乳頭 と呼ばれ る乳頭構造 中に存在 してい る(図0-1A)。 電子顕

微鏡 に よる観 察や 、免疫組織学 的解析 、電気生理学的解 析か ら、味蕾 を構成す る個 々の

細胞 の形態や性質 は様 々であ ることが知 られている。例 えば、電子顕微鏡 による観 察か

ら、哺 乳類 の味蕾細胞 は、暗調 なI型 細胞 、明調 なII、III型 細胞 、そ して、基底部 に

存在す る丸 い形態 を したIV型 細胞 に分類 され る(Farbman,1965;Lindemann,1996;図

0-1C)。 そ して、動物種 に よる違 い も報告 されてい るが、 ウサ ギや ラッ トでは、III型

細胞 のみ で味神経 とのシナ プスが観察 され ている(Kinnamon et al.,1985,1988;Clapp

et al.,2004)。 味物質 の情報 を中枢 へ伝 えるためには、 この味神経 との シナプスが必

須で ある と考 え られ るが、 シナ プス を保有す る細胞 は味蕾 中の10%程 度 に過 ぎない。

また、組織化学的解析 か ら、受容体や味 シグナ リング分子 を発現 してい る細胞 も味蕾 中

の半数以下の細胞 である ことが示 され ている。この よ うな ことか ら、実際に味を受容 し

てい るのは味蕾 中の一部の細胞集団 であ り、その他 は形態や機 能 を維持 す るための支持

細胞や 前駆 細胞であ ると考 え られ る。つま り、細胞機能 とい う側面か ら見た場合 、味蕾

はヘ テ ロな細 胞集 団 といえ る。また、味蕾 を構成す る細胞 は、基底部や周辺 に存在 して

い ると考え られ る上皮系幹細胞 に由来 してお り(Stone et al .,1995)、 放射性チ ミジ

ンの追跡 実験 に よ り、一 つの味蕾細胞 の寿命 は平均 して10日 程度 である ことが明 らか

に され てい る(Beidler and Smallman,1965;Farbman,1980)。 これ は、1個 の味蕾 中

で、1日 に5～10個 程度 の細胞 が出現 し、また、死んでい くことを意 味 している。 この

こ とによ り味蕾中には、細胞齢 が異 な る、おそ らく分化段 階が異 なる細胞が混在 してお

り、時間的側 面か ら捉 えて も、ヘ テ ロな細胞集 団である とい える。この よ うに、味蕾 中

には機能 と時 間 とい う2つ の異 なる因子 の入 り組 んだ多様な細胞が混在 している。以下

に、 この時 間や機能 に関す る分子的知見 をま とめる。
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図0-1 舌 上 にお け る味蕾 の存在 部位 と味 蕾 の構 造

舌 の全 体 図 と味蕾 を含 む各 乳頭 の断 面 図(A)お よび 、味刺 激 に よる味神経応 答(B)。

味 蕾 の断 面模 式 図(C)。 電 子顕 微鏡観 察 よ り、I～IV型 細 胞 に分類 され る。

(A、B:Yamamoto et al.,1998よ り一部 改変 、C:組 織学(南 山堂)よ り一部 改変)
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味 蕾 に発 現 す る分 子 と時 間 要 因 に 関す る研 究

味 蕾 細 胞 の分 裂 後 の 時 間(細 胞 齢)を 解 析 す る実験 と して 、動 物 個 体 に注 入 したBrdU

(bromodeoxyuridine)を 追 跡 す る とい う方 法 が あ る。BrdUは チ ミジ ンの ア ナ ログ で あ

り、DNAの 複 製 時 に 基 質 と して 取 り込 まれ る。 ま た 、味 蕾 細 胞 は、 上皮 系 幹細 胞 か ら分

化 し、味 蕾細 胞 とな っ て か らは 分 裂(増 殖)し ない とい う知 見 が あ る こ とか ら(Beidler

and Smallman,1965)、 味蕾 中 に 存在 す るBrdU保 有細 胞 は 、BrdU注 入 後 に幹 細 胞 か ら

分 裂 し、味蕾 細 胞 へ と分 化 した 細 胞 で あ る こ とが わ か る。 この 方 法 に よ り、苦 味 の細 胞

内情 報 伝 達 に 必 要 なgustducin(ガ ス トデ ュー シ ン;Ggust)は 分 裂後2.5日 目か ら、

味神 経 の 投 射 や シナ プ ス形 成 に 必 要 と考 え られ るBDNF(brain-derived neurotrophic

factor)は3日 目か ら発 現 し始 め る こ とが 明 らか にな っ てい る(Cho et al.,1998;Yee

et al.,2003)。 ま た 、細 胞 骨 格 で あ るサ イ トケ ラチ ン18,19に 関 して 、サ イ トケ ラチ

ン19は 分 裂 後1日 で発 現 を 開始 す る の に対 し、サ イ トケ ラチ ン18は3日 目以 降 の 細 胞

に しか発 現 しな い とい う報 告 が あ る(Zhang et al.,1995)。 しか しな が ら、 味 蕾 細 胞

の機 能 を支 え る多 くの 分子 に 関す る発 現 の 開始 時 期 や 、味神 経 との シナ プ ス形 成 時 期 な

ど細 胞 機 能 と時 間要 因 を結 び付 け る知 見 は 非 常 に少 な い の が現 状 で あ る。

味 シ グナ リン グに 関 す る分 子 的 知 見

味 は慣 習 的 に、 甘 味 ・旨味 ・苦 味 ・酸 味 ・塩 味 の5基 本 味 に 分類 され る。 広 義 の 味 に

は辛 味 や 渋 味 も含 まれ る が 、これ らは 味蕾 を介 さない 感 覚 で あ る こ とか ら、こ こで は扱

わ ない 。

まず 酸 味 と塩 味 に関 して で あ るが 、この2つ の味 は味 物 質 が直 接 イ オ ンチ ャ ンネル に

働 き 、 細 胞 の 膜 電 位 を 変 化 さ せ る と 考 え られ て い る(Lindemann,1996,2001;

Gilbertson and Boughter Jr.,2003)。ASIC(acid sensitive ion channel)やHCN(hyper-

polarization-activated and cyclic nucleotide-gated cation channel)と い った 受

容 体 の 候 補 分 子 も あ るが(Ugawa et al.,1998,2003;Stevens et al.,2001,Richer et

al.,2004b)、 いず れ の 分子 も味蕾 にお け る機 能 の解 明 に ま で は至 っ てい な い。

甘 味 ・旨味 ・苦 味 に 関 して は 、そ の 受 容 体 と してGタ ンパ ク質 共役 型(7回 膜 貫 通 型)

受 容 体 のT1Rフ ァ ミ リー とT2Rフ ァ ミ リー が 同 定 され て い る(Hoon et al.,1999;Adler

et al.,2000;Matsunami et al.,2000;Montmayeur et al.,2001)。T1Rフ ァ ミ リー
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に はT1R1、T1R2、T1R3の3種 類 の サ ブ タ イ プ が あ り、T1R1とT1R3の ヘ テ ロ ダイ マ ー

が 旨味(L-ア ミノ酸)を 受容 し、T1R2とT1R3の ヘ テ ロダ イ マー が糖 や 人 口甘 味料 、D-

ア ミノ酸 とい っ た甘 味 を受 容 す る こ とが報 告 され て い る(Nelson et al., 2001,2002;

Li et al.,2002)。T2Rフ ァ ミリー に属 す る受容 体 は ヒ トゲ ノム にお い て は約30種 類

存 在 してお り、これ が 苦 味 の 受 容 体 と考 え られ 、そ の い くつ か は、苦 味 物 質 の リガ ン ド

が 同 定 され て い る(Chandrashekar et al.,2000;Conte et al.,2002;Pronin et al.,

2004;Kuhn et al.,2004)。

上記3種 類 の 基本 味(甘 味 ・旨味 ・苦 味)に 対応 す る受 容 体 の発 現 細 胞 は 、まれ に重

な る もの の 、基 本 的 に は独 立 して い る こ とか ら(Hoon et al.,1999;Adler et al.,2000;

図0-2)、 少 な く と も甘 味 ・旨味 ・苦 味 とい う基 本 味 は 、味 細 胞 の レベ ル で識 別 してお

り、甘 味 受容 細胞 ・旨味 受 容 細 胞 ・苦 味 受 容 細 胞 が そ れ ぞ れ 存在 して い る と考 え られ る。

この こ とは 、 人 工 リガ ン ドを受 容 す る よ うに 改変 した κ-オ ピオ イ ド受容 体RASSLを 甘

味細 胞(T1R2発 現 細 胞)に 発 現 させ る と、そ の 人 工 リガ ン ドで あ るspiradolineを 好

ん で摂 取 し、 苦味 細 胞(T2R発 現 細 胞)に 発 現 させ る と反 対 に忌 避 す る こ とか ら、強 く

支 持 され る(Zhao et al.,2003)。

受 容 体 以 下 の細 胞 内 シグ ナ ル伝 達 系 に 関 して も、い くつ か の 関連 分 子 が 明 らか に され

てい る。味覚 組 織 特 異 的Gタ ンパ ク質 と して ク ロー ニ ン グ され たGgustの ノ ックア ウ ト

マ ウス は 、苦 味 に 対 す る神 経 応 答 が著 し く抑 制 され る こ とか ら、Ggustは 苦 味 の伝 達 に

必 須 で あ る こ とが 示 され て い る(Wong et al.,1996)。 ま た 、 ホ ス ホ リパ ー ゼCβ2

(PLCβ2)お よび 、TRP(transient receptor potential)チ ャ ンネ ルM5型(TRPM5)

の そ れ ぞ れ の ノ ックア ウ トマ ウス は塩 味 ・酸 味の 応 答 は正 常 だ が 、甘 味 ・旨味 ・苦 味 へ

の 応 答 が 消 失 す る こ とか ら、PLCβ2とTRPM5は 、甘 味 ・旨味 ・苦 味 に共 通 した細 胞 内

シ グナ リン グ 分子 で あ る こ とが 示 され て い る(Zhang et al.,2003)。 ま た 、組 織 染 色

等 の ア プ ロー チ に よ り、これ らの分 子 を発 現 す る細 胞 の 関係 が解 析 され 、苦 味 の伝 達 に

必 要 なGgustを 発 現 して い る細 胞 は、苦 味 受 容 体 で あ るT2Rを 発 現 して い る細胞 を 内包

す る関係 に あ り、PLCβ2,TRPM5を 発 現 してい る細 胞 はT1R,T2Rを 発 現 す る細胞 を 内

包 す る関 係 に あ る こ とが 明 らか に な っ て い る(Miyoshi et al.,2001;Perez et al.,

2002;図0-2)。 また 、PLCの 産 生 物 で あ るIP3に よ り、 細胞 内 小胞 体 か らCa2+を 放 出す

るIP3受 容 体3型(IP3R3)やGタ ンパ ク 質 の アル フ ァサ ブユ ニ ッ トGi2を 発 現 す る細 胞
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図0-2 甘味 ・旨味 ・苦味の細胞内シグナ リング(仮 説、左)と 関連分子の発現相関(右)
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も、PLCβ2を 発 現 す る細 胞 集 団 とほ ぼ 同 じで あ る こ とや(Kusakabe et al.,2000;

Miyoshi et al.,2001)、 甘 味 、 苦 味刺 激 に よ り、細 胞 内小 胞 体 か らCa2+を 放 出す る細

胞 が 存 在 す る こ とか ら(Akabas et al.,1988;Bernhardt et al.,1996)、 受 容 体

(T1R/T2R)→Gタ ンパ ク質(Gi2/Ggust)→PLCβ2→(IP3↑)→IP3R3→(Ca2+↑)→TRPM5

→ 脱 分 極 →(電 位 依 存 性Ca2+チ ャ ンネ ル 、Ca2+↑)→ 神 経 伝 達 物 質 の放 出 とい う一 連 の

カ ル シ ウム シ グナ リン グ経 路 が想 定 され て い る。しか しな が ら、TRPM5の 活 性 化 因 子 や 、

電 位 依 存 性Ca2+チ ャ ンネ ル の 存 在 な ど、議 論 途 上 の もの も多 く、受 容 した 味 の 情 報 を 味

神 経 に伝 え る まで の 細 胞 内情 報 伝 達 系 に は不 明な 点 が 残 され て お り、全 容 が解 明 され る

に は 至 って い ない 。

細 胞 内 情 報 伝 達 系 とア ラキ ドン酸

味 覚 と同様 に 、 フ ェ ロモ ン受 容 を 司 る鋤 鼻 感 覚 、 そ して視 覚(シ ョウジ ョウバ エ)の

受 容 細 胞 にお い て も、PLCを 介 した イ ノ シ トー ル リン脂 質 シグ ナ リング が重 要 な細 胞 内

情 報 伝 達 経 路 とな っ てお り、共 通 の構 成 因 子 が存 在 して い る(Dulac and Torello,2003;

図0-3)。 外 部 か らの刺 激 は外 界 と接 す る細胞 膜 に存 在 す るGタ ンパ ク質 共役 型 受 容 体

に よっ て受 容 され 、Gタ ンパ ク質 を介 して 、PLCが 活 性 化 され る。 直接 的 なつ な が りは

不 明 だ が 、そ の 下 流 でTRPチ ャ ンネ ル(味 覚:TRPM5、 鋤 鼻 感 覚:TRPC2、 シ ョ ウジ ョ ウ

バ エ 視 覚:TRP,TRPL)が 活 性 化 され 、直 接 あ るい は 間接 的 に 、Ca2+が 流 入 す る と考 え ら

れ て い る。 このTRPチ ャ ンネ ル の 活 性 化 因 子 と して 、視 覚 で は リノ レン酸 、鋤 鼻感 覚 で

は ア ラ キ ドン酸 とい った 不 飽 和脂 肪 酸 が 想 定 され て い る。

この よ うに、 細 胞 内 の 情 報 伝 達 系 にお い て不 飽 和脂 肪 酸 は 重 要 な 役割 を果 たす 。 そ の

代 表格 で あ るア ラキ ドン酸 は 、自身 が セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャー と して も機 能 す る し、ロ

イ コ トリエ ンや プ ロス タ グ ラ ン ジ ンの 前 駆 体 ともな っ て い る。自身 の生 理 機 能 と して は 、

様 々 な イ オ ンチ ャ ンネル の活 性 を 制御 す る こ とが よ く知 られ てお り(Meves,1994)、 嗅

上 皮 の単 離 細 胞 にお い て 、K+チ ャ ンネル 、Na+チ ャ ンネ ル の 活 性 を制 御 し、膜 電位 を 変化

させ る(Seebungkert and Lynch,2002)。 ま た 、鋤 鼻器 の 単離 細 胞 にお いて は、 細 胞 内

Ca2+濃 度 上 昇 を引 き起 こ し(Spehr et al.,2002)、 単 離 味 蕾 細 胞 にお い て は、 シス 不飽

和 脂 肪 酸(ア ラキ ドン酸 、 ドコサ ヘ キ サエ ン酸)が 遅 延 整 流 性K+チ ャ ンネ ル の活 性 を

阻 害 す る こ とが報 告 され て い る(Gilbertson et al.,1997)。 ア ラ キ ドン酸 の 産生 は ホ
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(Dulac and Torello, 2003よ り 引 用)

図0-3視 覚 、鋤 鼻感 覚 、味 覚 の細 胞 内 シ グナ リン グの共 通性

シ ョ ウジ ョウバ エ の視 覚(A)お よび脊 椎 動 物 の鋤 鼻感 覚(B)と 味覚(C)の シグナ リン グモ

デル お よび 主要構 成 要素 を表 にま とめた(D)。

A、BはDulac and Torello, 2003よ り引用 し、Cは それ に倣 って作成 した。
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ス ホ リパ ー ゼA2(PLA2)の 活 性 化 あ るい はPLC/ジ ア シル グ リセ ロー ル リパ ー ゼ の活 性 化

が 一 般 的 で あ り、鋤 鼻 細 胞 で は阻 害 剤 を用 い た実 験 か ら後 者 が想 定 され て い る。味細 胞

に お い て は 、 ア ラ キ ドン酸 とPLA2の 阻 害 剤 が スナ ネ ズ ミの 味神 経応 答 に影 響 を及 ぼす

こ とか ら(Shiffman et al.,1995)、 お そ ら くPLA2が 存 在 し、 この酵 素 が産 生す る ア

ラ キ ドン酸 に よ って 味 シ グナ リン グ が制 御 され て い る こ とが予 想 され る。

ホ ス ホ リパ ー ゼA2に 関 す る知 見

PLA2は 脂 質 二 重 膜 の成 分 で あ る グ リセ ロ リン脂 質 の2位 のエ ステ ル 結 合 を加 水分 解 す

る酵 素 で あ る(図0-4)。 ア ラ キ ドン酸 な どの 生 理 活 性 作 用 を持 つ 不 飽 和 脂 肪 酸 は 、 通

常 、この2位 の 部位 に 結 合 して 貯 蔵 され て い る こ とか ら、PLA2は ア ラキ ドン酸 代 謝 系 の

初 発 段 階 を制 御す る重 要 な役 割 を 果 た して い る。そ の構 造 と性 質 か ら分 泌 型(secretory

type PLA2;sPLA2)、 細 胞 質 型(cytosolic type PLA2;cPLA2)、Ca2+非 依 存 型(Ca2+

independent type PLA2;iPLA2)に 大 別 され 、 これ に、 血 小板 活 性 化 因子(PAF)を 分解

す るPAFア セ チル ヒ ドラー ゼ を加 え る場 合 もあ る(Kudo and Murakami,2002;表0)。

sPLA2は 低 分 子 量 のPLA2で 、 細胞 外 分泌 の た め の シ グナ ル 配 列 を持 ち 、活 性 発 現 にmM

濃 度 のCa2+を 必 要 とす る こ とか ら、基本 的 には細 胞 外 に分 泌 され て か ら機 能 す る と考 え

られ て い る。哺 乳類 で は 現 在 ま で に10種 類 の分 子 種(IB,IIA,IIC,IID,IIE,IIF,III,

V,X,XII)が 同 定 され て い る。IB型 は膵 臓 で リン脂 質 の消 化 に 、IIA型 は 炎症 や 神 経

で の エ キ ソサ イ トー シ ス に 関与 す る と言 われ てい るが 、他 の 分 子 種 に 関 して は 知 見 が少

な く、 個 々 の酵 素 の 機 能 的 役 割 分担 に つ い て は 不 明 な点 が多 い。cPLA2は 、 通 常 、細 胞

質 に 局 在 し、 細 胞 内Ca2+濃 度 の 上 昇(μM程 度)に よ り膜 へ 移 行 しア ラキ ドン酸含 有 膜

リン脂 質 を選 択 的 に加 水 分解 す る。哺 乳 類 で は4分 子 種(IVA～IVD)が 報 告 され て い る。

iPLA2はCa2+に 対 す る依 存 性 は な く、構 成 的 に働 き 、膜 の再 構 築 に機 能 して い る と考 え

られ て お り、2分 子 種(VIA,VIB)が 報 告 され てい る。

ア ラキ ドン酸 の 産 生 に 重 要 で あ る と考 え られ て い るsPLA2とcPLA2は 、Ca2+に よ って活

性 化 され る こ とか ら、細 胞 内 カル シ ウム シ グナ リン グ経 路 との 関連 が 予想 され る。ま た 、

ウ シ の 網 膜 桿 体 細 胞 に お い て 、 光 刺 激 の 伝 達 を 担 う視 覚 系 特 異 的Gタ ンパ ク質 、

transducin(ト ラ ンス デ ュー シ ン;Gt)の 下流 でPLA2の 活 性 が制 御 され る こ とが示 さ

れ て い る(Jelsema and Axelrod,1987)。 味 蕾 中 に もGtの 発 現 が確 認 され て い る こ と
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表0 哺乳類 のPLA2分 子種一覧
Mammalian PLA, enzymes

a According to the Dennis's classification .
b Sizes of two cnzymatically activc splicc variants

.

c Not determined.

Kudo and Murakami,2002よ り 引 用 。 現 在 は これ に 加 え て 、cPLA2のIVDが 報 告 され て い る。

図0-4 各種ホスホ リパーゼがグ リセロ リン脂質 を切断す る部位

ア ラキ ドン酸な どの不飽和脂肪酸は、R2の 部位 に多い。
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か ら(Ruiz-Avila et al.,1995)、Gt、PLA2を 介 した シグナ リング経路 の存在 が予想 さ

れ る。 さらに、transducinは 苦 味の細胞 内情報伝 達 系に必須 なGタ ンパ ク質で ある

gustducin(Ggust)と 約80%と 高い相同性 を持つ ことか ら、苦味細胞においては、Ggust

の下流でPLA2が 機 能 してい る可能性が示唆 され る。

当研 究室で は、数年前 か ら、味蕾細胞 の機能 を特徴付 け る分 子の探 索を行 ってお り、

ラ ッ ト有郭 乳頭 上皮 に対 す るマイ クロア レイ解析 よ り、IIA型PLA2(PLA2-IIA)が 味蕾

内で強 く特徴 的に発現 してい ることを見出 している(永 松 、2004修 士論文)。 先 に述べ

たよ うに、味細胞には、PLA2を 起点 としたア ラキ ドン酸 シグナ リング経路 の存在が予想

され た ことか ら、本研 究は、マイ クロア レイ解析 で抜 け落 ちた分子 を解析す る ことも含

め、味蕾 に発現す るPLA2分 子種 の検 索か ら開始 した。第一章 では、RT-PCR法 お よびin

situハ イ ブ リダイゼー シ ョン法に よ り網羅的な発現解 析 を行い、味細胞 に発現す る分

子種 の候補 と してPLA2-IIAを 特定 した。第二章では、機能解 明へ の足 がか りとして、

PLA2-IIAの 細胞内局在 と、発現細胞 の性質、そ して発現 の開始時期 を免疫組織学的に解

析 し、第 三章では、単離味蕾細胞 のCa2+イ メージングによ り、アラキ ドン酸が味蕾細胞

に与 える影響 を解析 した。
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第一 章

味 蕾 に発現 す るPLA2分 子種 の同定



序

哺乳類 では、現在 までに16のPLA2分 子種 が報告 されてい る(表0)。 以前に 当研究室

で行 った、ラ ッ ト有郭乳頭上皮(味 蕾 を多 く含んでい る)を 用いたマイ クロア レイ解析

によ り、そ の うちの6分 子種(IB,IIA,IIC,IVA,V,VIA)の 発現状況については既

にデー タを得 てい る(表1-1)。 その結果 、IIA、IVAに 関 しては、この組織 にmRNAが 発

現 してい るこ とが明 らか になっている。特 に、IIAに 関 してはin situハ イブ リダイゼ

ー シ ョン法に よ り
、味蕾中に発現す るこ とを確認 している(永 松、2004修 士論文)。 し

か しなが ら、マイ クア レイ に載 っていなかった10分 子種 に関す るデー タはな く、また 、

味覚組織 にお けるPLA2の 発現 を記述 した論文 も今 の ところ見当た らない。

そ こで、本研究で は、味蕾 に発 現 してい るPLA2分 子種 を同定す ることを 目的 と し、ま

ず 、感度 が高 く、簡便 な方法であ るRT-PCR法 に よる解析 か ら開始 した。対象動物は、

上述 のマイ ク ロア レイ解析 に も使 用 し、研 究室内外 でのデー タ蓄積 が多 く、組織の取 り

扱 い も比較的容易 なラ ッ トに決 め、できる限 り網羅的 に解 析 を行 った。 さらに、味蕾細

胞 の レベル で も発現 を確認す るため、次段階 としてin situハ イ ブ リダイゼー シ ョン法

による発現解析 を行 った。 味 シグナ リングに関与す るPLA2分 子種 は、味細胞特異的に

発現 してい る ことが期 待 され、発現解析 の結果 、IIAの みが これ に当てはまっていた。

IIAに 特異的 な抗体 を用 い、免疫染色 を行い、このタンパ ク質の味蕾での発現を確認 し

た。
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表1-1 マイクロア レイ解析による有郭乳頭上皮および周辺上皮、嗅上皮、鋤鼻上皮に

お ける各種PLA2のmRNA発 現状況

各組 織 にお ける発現 量 を数値 で表 して いる。各数 値 の右側 の欄 にあ るPはPresent(陽 性)、

AはAbsent(陰 性)、MはMarginal(境 界)を 意 味 してい る。
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材料 と方法

材 料

ウ ィス ター 系 ラ ッ ト(オ ス 、約150-200g)を 日本 生物 材 料 セ ン ター よ り購 入 した 。

RT-PCR

<味 覚 組 織 ・膵 臓total RNAの 抽 出/poly(A)+RNAの 精 製>

ラ ッ トを麻 酔 後 、頚 椎 脱 臼 させ 、す ぐに 舌 を摘 出 した 。 有 郭 ・葉 状 乳頭 直 下 に コ ラゲ

ナ ー ゼ(TypeI;Sigma)を2mg/ml含 む リンガー 溶 液(150mM NaCl,4.7mM KCl,3.3

mM CaCl2,2mM HEPES,7.8mM glucose,0.1mM MgCl2)を 注入 し、室 温 で30分 間静 置

した。 実 体顕 微 鏡 下 で 、は さみ を 用 い て 乳頭 周 辺 上皮 を切 り、 ピンセ ッ トを用 い て 乳頭

を含 む 上 皮 を剥 離 した。24匹 よ り得 た 有 郭 ・葉 状 乳 頭 上 皮 をISOGEN(ニ ッポ ン ジー ン)

に 浸 し、 は さみ で 細 か く切 断 した 。 膵 臓 は 、 頚 椎 脱 臼後 す ぐに摘 出 し、適 当量(数 十

mg)を 切 り取 り、ISOGEN中 で細 か く切 断 した。 以 下 の操 作 は製 品 の プ ロ トコール に従

い 、total RNAを 抽 出 し、Oligotex-dT30<Super>(Roche)を 用 い て 、poly(A)+RNAを 精

製 した。

<cDNAの 合 成>

逆 転 写 反 応 は20μ1ス ケ ー ル で 行 っ た 。 反 応 溶 液 の 組 成 は 以 下 の 通 りで あ る:

poly(A)+RNA(*),5mM(100ng)oligo(dT)12-18プ ライ マ ー,500μM each dNTPs,10

mM DTT,1×First Strand Buffer(50mM Tris-HCl pH8.3,75mM KC1,3mM MgCl2),

15URNAguard(Amersham Bioscience),200U Super Script II逆 転 写 酵 素(Invitrogen)。

まず 、poly(A)+RNA、oligo(dT)12-18プ ライ マー 及 びdNTPsを 入れ 、65℃ で5分 間変 性 処

理 を行 っ た 後 、急 冷 し、First Strand Buffer,RNAguard,Super Script II逆 転 写 酵 素

を加 え て か ら、cDNA合 成 反 応 を42℃ で30分 間行 っ た。Super Script II逆 転 写 酵 素 を

200U追 加 し、45℃ で30分 間反 応 させ た 後 、70℃ で15分 間 失活 させ た。

*有 郭 ・葉 状 乳 頭 上 皮 は30μg total RNAよ り精 製 した全 量 、膵 臓 は100μg total

RNAよ り精 製 した 全 量 を使 用 した 。

<PCR>

PCR反 応 は25μ1ス ケー ル で行 っ た。上 で得 られ たcDNA 0.1μ1、 各 プ ライ マー20pmol
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及 びEx Taqポ リメ ラー ゼ(Takara)を 用 い 、94℃,2分 のDNA変 性 処 理 後 、 以 下 の 条 件

で40サ イ クル の反 応 を行 った:94℃,30秒;53℃,30秒;72℃,2分(最 後 の サ イ

クル の み72℃ は5分)。 プ ラ イマ ー の配 列 は表1-2に 示 した 。PCR産 物 の 一 部 は 、Eco RV

で 切 断 したpBlueScript II SK(-)(Stratagene)に 挿 入 し、ABI PRISM 310 Genetic

Analyser(Applied Biosystems)を 用 い て塩 基 配 列 を決 定 した。

In situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン

<プ ロー ブ の合 成>

上 で得 られ た 各cDNA断 片 を含 む プ ラス ミ ドをそ れ ぞ れBamHI(IIE,IVA)、EcoRI(IIA,

IID,III,V,X,XII)、Xho I(IB,IIC,IIF,IVB,VIA)(そ れ ぞれcDNA断 片 中 にサ

イ トは な い)に よっ て 消化 し、線 状 化 した 。 この プ ラ ス ミ ドを鋳 型 と して 、ジ ゴ キ シ ゲ

ニ ン-UTPを 含 むrNTP溶 液(Roche)中 でT7(IIA ,IID,IIE,III,IVA,V,X,XII)

も し くはT3(IB,IIC,IIF,IVB,VIA)RNAポ リメ ラー ゼ(Stratagene)を 反 応 させ

て 、 ジ ゴキ シ ゲ ニ ン標 識 した ア ンチ セ ン スRNAプ ロー ブ を合 成 した 。

<試 料 の凍 結 と薄 切>

ラ ッ トの 有 郭 乳 頭 を含 む 部 位 を適 切 な大 き さに トリ ミン グ した 後 、O.C.T.(Optimal

Cutting Temperature)Compound(Sakura)中 に包 埋 し、液 体 窒 素 上 に浮 か べ た アル ミ

ホ イ ル に 乗 せ て凍 結 し、要 時 ま で-80℃ に 保 存 した。 ク ライ オ ス タ ッ トで10μm厚 の凍

結 切 片 を作 製 し、APS(3-aminopropyltriethoxysilane)コ ー トした ス ライ ドガ ラス(マ

ツ ナ ミガ ラス)に 貼 り付 けて-80℃ で保 存 した。

<切 片 の前 処 理>

ジエ チ ル ピロカ ー ボ ネ ー ト(DEPC)に よ り前 処 理 を行 う方 法 は 、Braissant and Wahli

に よ る方 法(Braissant and Wahli,1998)に 従 った。 切 片 を貼 り付 けた プ レパ ラー ト

を4%パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ド(PFA)を 含 むPBS(137mM NaCl,2.7mM KCl,8.1mM Na2HPO4,

1.5mM KH2PO4)中 で10分 間固 定 し、0.1%ジ エ チル ピ ロカー ボネ ー トを含 むPBS中 で

15分 間2回 、5×SSC(20×SSC:3M NaCl,0.3M Na3Citrate-2H2O)中 で15分 間 前 処

理 した。 これ らの操 作 は全 て 室 温 で行 っ た。

<ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン>

50%ホ ル ム アル デ ヒ ド、5×SSC、40μg/mlサ ケ精 子DNAか らな るプ レハ イ ブ リダ イ
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ゼ ー シ ョン液200μ1を 切 片 に載 せ 、湿 室 に移 し、58℃ で2時 間 の プ レハ イ ブ リダ イゼ

ー シ ョン を行 った
。 次 に 、 プ レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン液 を 、約50ngのRNAプ ロ ー ブ

を含 む ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン液(50%ホ ル ム ア ミ ド、5×SSC、5×Denhardt's液(*)、

500μg/mlサ ケ精 子DNA、250μg/ml酵 母tRNA、1mM DTT)に 交換 し、パ ラフ ィル ム で

覆 い 、湿 室 中 で2昼 夜58℃ でハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 った。パ ラフ ィル ム を外 し、

5×SSC中 、5分 間1回58℃ で 、0.2×SSC中 、30分 間2回58℃ で 、0.2×SSC中 、5分 間

1回 室 温 で 洗 浄 した。

*Denhardt's液:0.1%w/vFicoll400、0.1%w/v polyvinylpyrrolidone、0.1%w/v

ウ シ血 清 アル ブ ミン(BSA)

<抗 体 反応 とシ グナ ル の検 出 、 画像 の 取得>

切 片 をTBS(50mM Tris-HCl pH7.5,150mM NaCl)に 、5分 間 浸 した 後 、TBSに0.5%

Blocking reagent(Roche)を 含 む ブ ロ ッキ ン グ液 中 で 、1時 間室 温 で ブ ロ ッキ ン グ し、

アル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ 標 識 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン抗 体Fab断 片 を ブ ロ ッキ ン グ液 で

1000倍 に希 釈 した 溶 液 中 で 、1時 間 室 温 で反 応 させ た 。反 応 後 、TBS中 、15分 間3回 室

温 で洗 浄 し、APバ ッフ ァー(100mM Tris-HCl pH9.5,100mM NaCl,50mM MgCl2)に

5分 間 浸 し た 。 発 色 反 応 は 、 切 片 にNBT(nitro-blue tetrazorium)、BCIP

(5-bromo-4-chloro-3-indoryl phosphate)(と もにRoche)を 含 むAPバ ッフ ァー を載

せ 、 遮 光 した 湿 室 中 、室 温 で5時 間 あ るい は4℃ で一 晩 行 った。APバ ッフ ァー で10分

間 洗 浄 した 後 、Gel/Mount(Biomeda)と カバ ー ガ ラス で 封 入 し、DP-70 CCDカ メ ラ シス

テ ム(Olympus)で 画 像 を 取得 した。

抗 体 染 色

<試 料 の凍 結 と薄 切>

上記in situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン と同様 の操 作 を行 っ た。

<抗 体 反 応 とABC法 に よ るシ グ ナル の 検 出 、 画 像 の 取 得>

切 片 を貼 り付 け た ス ライ ドガ ラス を4%PFA/PBSに 浸 漬 し、室 温 で10分 間固 定 した。PBS

で10分 間 ず つ3回 洗浄 した 後 、 切 片 の 周 辺 にパ ップペ ン(大 道 産 業)で 堤 防 を築 き、

切 片 の上 に ブ ロ ッキ ン グ溶 液(3%正 常 ヤ ギ血 清(NGS、Vector Laboratories)、1%BSA

(Sigma)を 含 むPBS)を 載 せ 、 室温 で 一 時 間 、 湿 室 中(以 下 の 抗 体 反 応 も全 て湿 室 中)
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に静 置 した。ブ ロ ッキ ン グ溶 液 を除 き、一 次 抗 体 溶 液(抗humanPLA2-IIA抗 体(Cayman)

を1/50量 、1%NGS、1%BSAを 含 むPBS)を 載せ 、4℃ で 一 晩 反 応 させ た。PBSで10分

間3回 洗浄 し、 二次 抗 体 溶 液(ビ オ チ ン化 マ ウスIgG抗 体(Vector Laboratories)を

1/1000量 、1%BSAを 含 むPBS)を 載 せ 、室 温 で1時 間 反応 させ た。PBSで10分 間3回

洗浄 した 後 、ス トレプ トア ビジ ン と ビオ チ ン化HRPの 複 合 体 溶 液(東 洋 紡)を 載 せ 、室

温 で30分 間静 置 した 。PBSで10分 間3回 洗 浄 し、Metal Enhanced DAB Substrate Kit

(PIERCE)を 用 い て シ グ ナ ル を 発 色 させ た 。5分 後 に イ オ ン交 換 水 で 発 色 を止 め 、

Gel/Mountと カバ ー ガ ラ ス で封 入 し、DP-70 CCDカ メ ラ シ ステ ムで 画 像 を取 得 した。
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表1-2 RT-PCRに 使 用 した プライマー の配列お よび その領域

ラッ トの配列が報告 されていない ものは、マ ウスもしくは ヒ トの配列のアクセ ス番号を

載せ、その下にラ ッ トのゲノムのアクセス番号を載せた。
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結果

RT-PCR

哺 乳類 で報 告 され ているPLA2、16分 子種 の うち、ラ ッ トでデー タベー スに登録 され て

いる7分 子種(IB,IIA,IIC,IVA,V,VIA,X)お よび 、 ラッ トでは登録 され ていない

が、マ ウスまたは ヒ トで登録 され ていて、さらにラ ッ トのゲノム情報やESTデ ー タベー

スか らコー ド領域が推測 できた6分 子種(IID,IIE,IIF ,III,IVB,XII)の 合計13

分子種 につ いて、それ ぞれ 特異的 なプ ライマーセ ッ トを設計 した(表1-2)。 各プライ

マーセ ッ トは、ゲ ノムDNA由 来 の増幅反応 と区別す るた め、イ ン トロンを含 む領域 に設

定 した。増 幅断片の鎖長 は500bp程 度 とし、次のin situハ イブ リダイゼーシ ョン解

析 に使 用で きるよ うに した。これ らのプライマーセ ッ トを用い、ラッ ト味覚組 織(有 郭 ・

葉状 乳頭 上皮)由 来cDNAを 鋳型 に、40サ イクル のPCR反 応 を行 った ところ、IBを 除 く

12分 子種全 てのPLA2で 目的のcDNA断 片 が増幅 された(図1-1A-C)。 特 に、IIA、IIF、

V、XIIに 関 してはcDNA断 片が効率 よく増幅 され た。IBに 関 しては、同 じプライマーセ

ッ トを用い、既に発現 が報告 され てい る膵臓組織 のcDNA(Ohara et al., 1986)を 鋳

型 にPCR反 応 を行 った ところ、 目的 のcDNA断 片が増幅 され た ことか ら、味覚組織 では

ほ とん ど発現 していない ことが明 らかになった。 なお 、鋳型に用いた味覚組織cDNAの

陽性 コン トロール と して、味細胞特異的 に発現 してい る味覚受容体、TIR3に 対す るプ

ライマーセ ッ トを設計 し、上記分子 と同時 にPCR反 応 を行 い、cDNA断 片の増幅 を確認

した(図1-ID)。

In situハ イブ リダイゼー シ ョン

上記RT-PCRで 用 いた味覚組織cDNAに は、味蕾周辺 の上皮細胞 に由来す るcDNAも 多 く

含 まれ てい ることか ら、味蕾にお ける発現 を確認 す ること、お よび細胞 レベル での発現

を解析す る ことを 目的 と し、ラッ ト有郭乳頭切片 に対 しin situハ イブ リダイゼー シ ョ

ンを行 った。RT-PCRで 得 られ た各分子種 のcDNAを 基 にRNAプ ローブ を作製 し、ラ ッ ト

有郭乳頭切片 に対 してハ イブ リダイゼー シ ョンを行 った。ほ とん どの分子種 に関 しては、

若干 、周辺上皮 よ りも味蕾 内での発現 が強い印象 を受 ける ものもあるが、いずれ も上皮

層全体 が一様 に薄 く染 ま り、味蕾 内には っき りとしたシ グナル は得 られなか った(図
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図1-1 RT-PCRに よる ラ ッ ト味 覚組 織 にお け るPLA2の 発 現解析

各 分子種 ご とに特異 的 なプ ライマ ーセ ッ トを用 いて 、ラ ッ ト有郭 ・葉 状 乳頭 上皮 由来cDNA

を鋳 型 に40サ イ クルのRT-PCRを 行 った。sPLA2(IB,IIA,IIC,IID,IIE,IIF,III,V,

X,XII)の うちIBを 除 く全 ての分 子種 で 目的のcDNA断 片が増 幅 され た(A;上 段)。IBは

陽性 コ ン トロー ル で ある膵 臓 を鋳 型 に した場 合 はcDNA断 片 が増幅 され た(A;下 段)。cPLA2

(IVA,IVB)お よびiPLA2(VIA)に つ いて も 目的 のcDNA断 片 が増幅 され た(B、C)。 陽性 コ

ン トロール で あ る味 覚受 容体 、T1R3の 結果(D)。T1R3は 味 細胞 のみ で特異 的 に発現 して

い る分 子。

21



1-2B、D-N)。 それ に対 しIIAは 、味蕾内 の一部、おそ らく半数 以下の細胞 に濃 いシグ

ナル が観 察 され、反対 に、味蕾 内の他 の細胞や周辺上皮細胞では、一様 な薄 い染色 もほ

とん ど見 られ なかった(図1-2C)。 このこ とから、IIA以 外 の分子種 は、発現総量 に差

はある として も、味蕾 お よび周辺 上皮 全体 を通 して一様 に発現 している(あ るい は発現

していない)の に対 し、IIAは 味蕾 内の一部 の細胞のみ でmRNAが 強 く発現 してい るこ

とが明 らかになった。

免 疫染色

味蕾 にお けるPLA2-IIAタ ンパク質発現 の確認 、お よび、よ り詳細な発現状況の解析 を

目的に、ラッ ト有郭 乳頭切 片に対 し免疫染色 を行 った。抗体 は、入手可能であったマ ウ

スモ ノクローナル抗humanPLA2-IIA抗 体を利 用 した。そ の結果、in situハ イブ リダイ

ゼー シ ョンと同様 に、味蕾 中の10%程 度 の細胞 で特異的 なシグナル が観察 された(図1-3

A、B)。 染 色シ グナルは、核か ら味 孔にかけて、まれ に核 よ り基底部側 にかけての細胞

質 中に、斑 点状の シグナル が連な るよ うに見受 けられ た。一次抗体 のみを除いた陰性 コ

ン トロール では、 シグナルは観 察 されなか った(図1-3C,D)。

以上 の結果 か ら、味蕾 中の一部の細胞 でPLA2-IIAのmRNAお よび タンパ ク質 が強 く発

現 してい るこ とが明 らかになった。
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図1-2 in situハ イブ リダイ ゼー シ ョン によ るラ ッ ト有郭 乳頭 にお け るPLA2各 分子 種 の

mRNAの 発 現 解析

A.有 郭乳頭 にお け る味蕾 の位 置 を模 式的 に示 した。

B.-N.ラ ッ ト有郭 乳頭 切片 に対 しPLA2-IB(B),IIA(C),IIC(D),IID(E),IIE(F),IIF

(G),III(H),V(I),X(J),XII(K),IVA(L),IVB(M),VI(N)のmRNAに 対 す るア

ンチセ ンスRNAプ ローブ を用 いてハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョンを行 った。IIAの み 、味蕾 の一

部 で 強 い シグナル が観 察 され た。 スケー ルは50μm(F,N)、 写真 は全 て同倍 率。
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図1-2続 き
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図1-3 免疫染色 によるラッ ト有郭乳頭におけるPLA2-IIAタ ンパク質の検出

抗hPLA2-IIA抗 体 を用い、ラッ ト有郭乳頭切片に対 して免疫染色を行 い、DABに よ り発

色 させた(A)。 四角で囲んだ部位 の高倍率写真(B)。 味蕾内の一部の細胞に、斑点状 の染

色 シグナル が観察 されている。隣接切片を用い、一次抗体のみを省略 して同様の染色操作

を行った もの(C)。 四角で囲んだ部位の高倍率写真(D)。 味蕾内に染色 シグナルは観察 さ

れ なかった。味蕾の1つ を点線で囲 って示 した(B,D)。 スケールは50μm。
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考 察

本章 では、味蕾に発現 してい るPLA2分 子種 を同定す ることを目的 と し、まず、13の 分

子種 について、RT-PCR法 に よる解析 を行 った。 以前 に当研 究室で行われたマイク ロア

レイ解析 では、IB、V、VIAが 陰性 であ り、IIA、IVAが 陽性 、IICが その中間程度の発

現 とい う結果 を得 ている(表1-1)。 今回行 ったRT-PCR法 では、IBは 陰性 、それ以外 の

分子種 につい て陽性 とい う結果 が出た。IBのmRNAに 関 しては両解析 ともに陰性の結果

であった ことか ら、有 郭乳頭上皮 にはほ とん ど発現 していない と考 え られ る。V、VIA、

IICに 関 しては、RT-PCR法 では陽性 だが、マイ クロア レイ解析 では、陰性 も しくは半陽

性の結果 が出 てい る。 これ は、解析法 に よる感度 の違い 、も しくは、解析 に用い られ た

遺伝 子領域の違い に起因す る ものである と考 え られ る。残 りの2分 子種(IIA、IVA)

につい ては、 両解析 ともに陽性 であ ることか ら、有郭乳頭上皮でmRNAが 発現 してい る

と考 え られ る。また、マ イク ロア レイには載 っていなかった、IID、IIE、IIF、III、IVB、

X、XIIに ついては、RT-PCR法 に よって発 現が確認 され た。 ただ し、ここで注意 しな け

れ ばな らない点 は、マ イク ロア レイ解析 お よびRT-PCRで 使用 したmRNAに は、味蕾由来

の もの も含 まれ てい るが、周辺上皮細胞 由来 の もの も含 まれ ている とい うことである。

つ ま り、こ こで陽性 となった12分 子種のmRNAは 、有郭乳頭上皮 には発現 しているが、

味蕾 で発現 しているか ど うかは不明 とい うことである。そ こで、味蕾 での発現 を調べ る

た めに、in situハ イブ リダイゼー シ ョン法 に よる解析 を行 った。 この解析 の結果 は、

RT-PCR法 による解 析結果 とは様子 が違 い、は っき りとしたシグナルが得 られたのはIIA

に関 してのみ であった。IIAに 関 しては、マイ クロア レイ法、RT-PCR法 、in situハ イ

ブ リダイゼー シ ョン法 と全 ての解析 において陽性 の結果 であった ことか ら、そのmRNA

の発現 量は多 く、しか も味蕾中の一 部の細胞に集約 され ている と解釈 できる。IIC、IIE、

IIF、X、XIIに つ いては、若干 ではあるが、周辺上皮 細胞 に比べ る と味蕾 中の方が強 く

染 まってい るよ うな印象 を受け ることか ら、味蕾中では多めに発現 しているのかも しれ

ない。他 の分 子種 に関 しては、in situハ イ ブ リダイゼー シ ョン法では、はっき りとし

た シグナル が得 られ なか った。 しか し、 これ らの分子種 が全 て発現 していない とは、

RT-PCRや マイ クロア レイ解析 の結果 か らは考えに くい。おそ らくは、mRNA総 量 はある

程度 以上存在 してお り、RT-PCRや マイ ク ロア レイ解析 では陽性 になったが、味蕾 でも
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周辺 上皮 で もmRNAが 一様 に発現 してお り、in situハ イブ リダイゼ ーシ ョン法 では、

IIAの よ うな有意の シグナル とはな らなか った と考 えられ る。 また、IBに 関 しては、お

そ らく、3種 類 の解析法全 てで陰性 の結果 であった こ とか ら、一様 に発現 していない と

考 え られ る。

PLA2は 膜の再構成 とい う、細胞の基本的活動に重要な酵 素である ことか ら、多 くの細

胞 に存在 していた ことは不思議 で ない。 特にcPLA2(IV型)やiPLA2(VI型)な どは、

細胞 普遍的 に発現 してい ることが知 られてお り(Kudo and Murakami, 2002)、 上皮細胞

にお いて も、また、味蕾細胞 において も、細胞維持的な機 能 を担 ってい ると考 え られ る。

sPLA2に 関 しても細胞普遍的 な機能 が考え られ るが、その分子種 の多 さか ら、細胞特異

的 な機 能 を果た してい る分子種 もあ る と推測 され る。味 シ グナ リングに関与す るPLA2

分子種 は、味細胞 で特異的 に発現 してい ることが期待 された。味細 胞は、味蕾 中の一部

の細胞集 団であ り、in situハ イブ リダイゼー シ ョンの結果 か ら、IIAの み が、これ を

満 た してお り、味 シグナ リングに関与す るPLA2分 子種 であ る可能性 が強 く考 え られた。

よって本研 究では、 この先、IIAに 絞 って、詳細な解析 を進 め ることに した。

IIAのmRNAが 味蕾 中の一部の細胞 で強 く発現 してい ることが明 らかになった ことか ら、

タ ンパ ク質 の発現を抗 体 によ り確 認 した。免疫染色は、その タンパ ク質 を発現 してい る

細 胞 の特 定や 、 タ ンパ ク質 の動 態 を解析 す る上 で有用 な手段 と して使 え る。 ヒ トの

PLA2-IIAに 対す る抗体 が入手 可能 であった ことか ら、これ を購入 して免疫染 色を行 った。

抗原部位 は非公表 であ り、 ラッ トのPLA2-IIAと 反応す るかは不明であったが、in situ

ハ イブ リダイゼー シ ョンと同程度 の細胞 集団で特異的 な染 色像 が得 られた ことか ら、ラ

ッ トのPLA2-IIAタ ンパ ク質 も認 識 してい る と考 えられた。この抗体 が、IIEやIIDな ど

他 の近親PLA2分 子種 を認識 してい る可能性 を否定す るデー タはないが、45%の 相 同性 を

持 つVの タンパク質 を認識 しない ことは公 表 され ている(Cayman,#160500;図1-4参

照)。

味蕾中のIIAタ ンパ ク質の シグナル は、10%程 度の細胞 に限 られてお り、 さらに、細

胞 内で も、全体 に観察 され るのではな く、斑 点状 に観察 された ことか ら、細胞 内の特定

の微細構造 に限定 されてい ると考 え られた。この ことについては、第二章で解析 を行 っ

た。
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図1-4 sPLA2の 分 子系 統樹

III、XIIを 除 く近 親8分 子種 のsPLA2をGenetyx ver.7ソ フ トウェア を利 用 し、UPGMA

法 に よ り分子 系統 樹 を作成 した。III、XIIに つ いて は、 これ らの分子 種 とは大 き く離れ

て い るので省 略 した。IIA、Vに 関 しては ヒ ト(h)と ラ ッ ト(r)の 両方 を載 せ 、そ の他

の分 子種 に関 して は、ラ ッ トで報 告 があ る ものは ラ ッ トを、無い もの はマ ウス(m)を 載

せ た。
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