
第二 章

PLA2-IIAの 味 蕾 におけ る発現解析



序

50～100個 程度 の細胞か ら構成 され てい る味蕾は、序章で も述べ た よ うに、機能や時

間(分 化)と いった側 面か ら見て均一 ではな く、様 々な性質 、状態 の細胞 が混在 してい

る。機能的 には、味 を感 じる味細胞 と、そ うではない支持細胞や幹 細胞 が存在 している

(Lindemann,1996)。 特に最近の研 究か ら、甘味や 旨味 、苦味 といった味の違 いは、味

細胞 の レベル で識別 され てい るこ とが明 らかに され 、つま り、味細胞 の中に も甘味細胞

や苦 味細胞 とい うものが存在 してい るこ とがわかってきている(Zhao et al., 2003)。

第一章で明 らかにな った よ うに、PLA2-IIAは 味蕾中の一部 の細胞 にのみ強 く発現 して

いる ことか ら、機能 を考 える上で、このタンパ ク質が、どの よ うな細胞 の どのよ うな構

造 に発現 してい るか とい う情 報を得 ることは非常に重要 である。第一章 の最後 で用いた、

ヒ トPLA2-IIAに 対す る抗 体が、 ラ ッ トの切片において も使 用可能 であった ことか ら、

この抗体 を用いて、免疫組織 化学的な解析 を行 うことで、多 くの情報 が得 られ る と期待

され た。そ こで、本章では、まず、免疫染色法に よ りそのタ ンパ ク質 の細胞 内局在お よ

び発現細胞 の性 質を解析 した。その後、発現細胞 の成熟段階(細 胞齢)を 解析す る 目的

で、味蕾 の初期発 生過程 に ある新生児 ラッ トを用 いた免疫染色お よび 、成体 ラ ッ トを用

いたBrdU追 跡実験 を行いPLA2-IIAの 発現 開始時期 を解 析 した。
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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、 お よび 妊 娠 後 期 の メ ス)を 日本 生 物材 料

セ ン ター よ り購 入 した。

PLA2-IIAと の免 疫 二 重 染 色

切 片 の作 製 お よび抗 体 反応 は 特 記 しな い 限 り第一 章 に記 述 した通 りで あ る。 使 用抗 体

お よ びそ の使 用 濃 度 、組 み合 わせ につ い て は 表2-1、2-2に 示 した。

<Ggust、PLCβ2>

一 次 抗 体反 応 溶 液 に
、抗hPLA2-IIA抗 体 お よび 、抗Ggust抗 体 ま た は抗PLCβ2抗 体 を

添 加 し4℃ で 一 晩 の抗 体 反応 を行 った 。二 次 抗体 反 応 溶 液 に は 、Alexa488標 識 抗 ウサ ギ

IgG抗 体 お よび 、Alexa546標 識 抗 マ ウスIgGを 添加 した 。遮 光 した室 温 の 湿 室 中で1時

間反 応 させ た 後 、PBSで10分 間3回 洗浄 し、Gel/Mountと カバ ー ガ ラ ス で封 入 した。

画 像 はLSM510共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 シ ス テ ム(Zeiss)で 撮 影 した。

<GM130、 β-COP、SNAP-25>

一 次 抗 体反 応 は
、抗GM130抗 体 、 ま た は抗 β-COP抗 体 、 ま た は抗SNAP-25抗 体 で 単独

に行 った 。Alexa488標 識 抗 マ ウスIgG抗 体 に よ る二 次抗 体反 応 ま で行 った 後 、再 び ブ

ロ ッキ ン グ を して 、Alexa546標 識 抗hPLA2-IIA抗 体 に よ り4℃ で一 晩 の抗 体 反 応 を行 っ

た。PBSで10分 間3回 洗 浄 し、Gel/Mountと カ バ ー ガ ラス で封 入 した 。

画 像 はLSM510共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 シ ス テ ム(Zeiss)ま た は 、蛍 光 顕 微 鏡(Olympus

BX-51、DP-70 CCDカ メ ラ シ ステ ム)で 撮 影 した。

新 生児 ラ ッ トを用 い た 免 疫 染 色

1匹 の メ ス よ り生 ま れ た 生 後2、4、6、8、10、12、14日 目の 新 生 児 ラ ッ トを用 い 、第

一 章 と同様 に
、抗hPLA2-IIA抗 体 を用 い て 、 有 郭 乳 頭 切 片 に 対 す る免 疫 染 色 を行 った 。

BrdU注 入 ラ ッ トの 単 離 味 蕾 細 胞 の染 色

サ ン プ リング の1-5日 前 、 ラ ッ トに50mg/kg B.W.のBrdUを 腹 腔 注射 した 。 味 蕾 細
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胞 の 単 離 操 作 は 、基 本 的 に は 以 前 に詳 述 した もの に従 った(Kishi et al., 2001)。 舌

を摘 出 し、Ca2+-freeリ ンガ ー 液(*)に 浸 した。 有 郭 乳 頭 直 下 に リンガ ー溶 液(*)

で 希 釈 した コ ラ ゲナ ー ゼ(2mg/ml)を 皮 下 注射 し、室 温 で30分 静 置 した。 有郭 乳頭 を

含 む 上 皮 を剥 離 し、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ を含 む リンガ ー 溶 液 に3分 間 浸 した 。 剥 離 上 皮 を

Ca2+-freeリ ンガ ー 液 に 移 し、 室 温 で15分 間静 置 後 、4% PFA/0.1MPB(75mM Na2HPO4,

25 mM NaH2PO4, ～pH 7.4)で40Cで30分 間 固定 した 。 剥 離 上 皮 を水 で す す い だ後 、新

た な 水 中に 裏 返 して 沈 め 、 内径 約50μmの ガ ラ ス キ ャ ピラ リー で 味 蕾 を吸 い 取 っ た。

味 蕾 を含 む 液 を ス ライ ドガ ラ ス上 に 吐 き 出 し、60℃ で10分 間乾 燥 させ て 味 蕾 を貼 り付

けた。味 蕾 の 張 り付 い た ス ライ ドガ ラス を4%PFA/PBSに 浸 し室 温 で10分 間再 固 定 した。

PBSで 洗 った 後 、 ゲ ノムDNAを 変性 させ る た め 、Target Retrieval Solution(Dako)中

で40分 間煮 沸 した。室 温 で 冷 却 し、水 で10分 間洗 浄 した 後 、PBSに 浸 した。以 下 の個 々

の 操 作 は、基 本 的 に第 一 章 に記 述 した もの と同様 に行 った 。室 温 で1時 間 ブ ロ ッキ ン グ

した 後 、 抗BrdU抗 体 お よび抗Ggust抗 体 を用 い4℃ で一 晩 、一 次 抗 体 反応 を行 っ た。

PBSで 洗 浄 後Alexa488標 識 抗 ウサ ギIgG抗 体 、お よび ビオ チ ン標 識 抗 マ ウスIgG抗 体

で 二 次 抗 体 反 応 を室 温 で1時 間 行 った 。ABC-HRP法 に よ りBrdUの シ グナ ル を検 出 した。

再 び 室 温 で1時 間 ブ ロ ッキ ン グ した 後 、Alexa546標 識 抗hPLA2-IIA抗 体 に よ る抗 体 反 応

を行 った 。PBSで10分 間3回 洗 浄 し、Gel/Mountと カバ ー ガ ラ スで 封 入 した。

細 胞 は蛍 光 顕 微 鏡 下(Olympus BX-51、DP-70 CCDカ メ ラ シス テ ム)で 計 数 後 、撮 影

した 。

*リ ンガ ー 溶 液

150mM NaCl, 4.7mM KCl, 2mM HEPES, 7.8mM D-glucose, 2mM CaCl2, 0.1mM MgCl2,

pH7.4(NaOH)

Ca2+-free溶 液 はCaCl2お よびMgCl2を 除 き、2mM EDTAを 加 え た。
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表2-1 免疫染色に使用 した抗体情報 とその使用濃度

表2-2 二重(三 重)染 色に使用 した抗体の組み合わせ
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結 果

PLA2-IIAの 細胞 内局在

PLA2-IIAの 免疫染色 シグナル は、細胞内 の一部、特 に核 の近傍 か ら細胞 の先端に向か

って斑点状 に観察 され た。これは、分泌経路の途 上であ るゴル ジ体 での発現 を反映 して

い る と予想 され た こ とか ら、 シス ゴル ジに存在 す る こ とが知 られ て い る分 子GM130

(golgi marker 130 kDa; Nakamura et al., 1995)と の免疫 二重染 色を行 い、PLA2-IIA

の細胞 内局在 を解析 した(図2-1A)。 抗GM130抗 体 と抗hPLA2-IIA抗 体 は両者 ともマ ウ

スで作製 した抗体 であったため、まず 、抗GM130抗 体で染 色 し、蛍光標識 した二次抗体

反応 まで行 った後 、別 の蛍光物 質で標識 した抗hPLA2-IIA抗 体 を反応 させ て、二重染色

を行 った。その結果、有郭乳頭 切片で は、GM130は ほぼ全 ての細胞 内にシグナルが観 察

された。味蕾細胞 に注 目す ると、紡錘形 の細胞 の核 か ら先端部 に向 かって細長い シグナ

ルが多 く観察 された。PLA2-IIA陽 性細胞 において、両者 の シグナル は よく重なっていた。

一つ の細胞 にお ける両タ ンパ ク質 の発現 をよ り観察 しやす くす るため
、味蕾細胞 を単離

して染色 を行 った(図2-1B)。 切片 と同様 に、両者 のシグナル は、核か ら先端部にむけ

斑点状 のシグナル が観察 され 、PLA2-IIAの シグナル はGM130の シグナル とよ く重な って

いた。 また 、他 の ゴル ジマーカー であ る β-COP(Pepperkok et al., 1993)とPLA2-IIA

につい て も二重染 色 を行 った ところ、同様 にシグナル が重 なっていた(図2-2)。 これ

らの結果か ら、PLA2-IIAは 分泌経路 上に多 く存在 し、染 色 シグナル の多 くは、ゴル ジ体

中に存在す る ことが明 らかになった。

PLA2-IIA発 現細胞 と味細胞 の関係

続 いて、PLA2-IIAを 発現 してい る細胞 と味細胞 の関係 を調べ るた め、味細胞 マー カー

で あるPLCβ2と の免 疫二重染色 を行 った。PLCβ2の シグナル は味蕾 中の30-40%程 度 の

細胞の細胞質全体 に観察 された(図2-3B)。 基本 的にPLA2-IIA陽 性 細胞は全 てPLCβ2

で も陽性 であ り、PLCβ2の みに陽性 な細胞 もあ り、つ ま りPLA2-IIAは 、PLCβ2を 発現

してい る細胞(味 細胞)の 一 部の細胞 のみ に発現 してい るこ とが明 らかにな った(図

2-3C、D)。 味細胞 はそ の中で も さらに、甘味 ・旨味 ・苦味細胞へ と分 類可能 であ り、

PLA2-IIA陽 性 細胞 が、これ らの味種 特異的に発現 してい る可能性 を考 え、次 に苦味細 胞
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図2-1 PLA2-IIAと ゴル ジマ ーカ ーGM130と の免疫 二 重染 色の共 焦点 画像

抗GM130抗 体 に よる緑 色の蛍 光 と、抗hPLA2-IIA抗 体 に よ る赤色 の蛍 光。 ラ ッ ト有郭 乳

頭 切 片(A)と 単離 味蕾 細胞(B)に お け る染 色像。 スケー ル は10μm。
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図2-2 単 離味 蕾 細胞 にお け るPLA2-IIAと β-COPと の免疫 二 重染色 の共焦点 画像

ゴル ジマ ー カー の β-COPに 対す る抗 体 に よる緑 色 の蛍 光 と、抗PLA2-IIA抗 体 に よ る赤色

の蛍 光。 スケール は10μm。
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マー カー であるGgustと 免疫二重染 色を行 った。その結果 、PLA2-IIA、Ggustと もに陽

性 な細胞 が存 在す る一方 、PLA2-IIAの み に陽性 な細胞 、Ggustの み に陽性 な細胞 も存在

す る関係 であった(図2-4)。 以上 の結果 か ら、PLA2-IIAは 、甘味 ・旨味 ・苦味 といっ

た味種 には依 存 しない が、味細胞の一部 に発現 してい ることが明 らかになった(図2-5D

参照)。

PLA2-IIA発 現細胞 とシナ プス形成 細胞の関係

味細胞 で受容 した味情報 は、味神経 を介 して中枢へ と伝 え られてお り、電子顕微鏡観

察か ら、味蕾 中の約10%の 細胞 が味神経 とシナ プスを形成 している ことが知 られ てい

る。 しか し、味細胞マーカー であるPLCβ2を 発現 している細胞 は味蕾 中の約30-40%に

のぼ ることか ら、その内の一部の細胞 のみ がシナプスを形成 してい ると推察 され る。上

記 の よ うに、PLA2-IIAは 、味種 に依存 しないが一部の味細胞 のみに発 現 してい るこ とか

ら、シナ プス形成 と相 関 してい る可能性 が考 えられた。そ こで、味蕾 中のシナ プス形成

細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る こ とが知 られ て い るSNAP-25(synaptosomal associated

protein 25 kDa)と の発現関係 を調べ た。抗SNAP-25抗 体 、抗hPLA2-IIA抗 体共 にマ ウ

スで作製 され た ものであった ことか ら、GM130と の二重染 色 と同様 に、SNAP-25に 対す

る免疫染 色を先 に行 い、その後、蛍光標識 した抗hPLA2-IIA抗 体で染色 した。SNAP-25

の染色 シグナル は、味蕾中の細胞に斑 点状で観察 され るもの と、筋層 で繊維状 に観 察 さ

れ る ものが存在 した(図2-5)。 また、わずかに、味蕾の基底側に も繊維 状で観察 され

る ものがあった。おそ らく、後者2つ の繊維状の シグナルは、味蕾お よびその周辺に投

射 している神経繊維 を染 めている ものであ ると考 え られ る。味蕾 内の斑点状の シグナル

は、ほぼ完全に、PLA2-IIAの シグナル と重な っていた ことか ら、PLA2-IIAは 味蕾中の シ

ナプ ス形成細胞特異的 に発現 しているこ とが明 らかに なった。

PLA2-IIAの 発現 開始時期 の解析 ～味蕾初 期発生過 程～

シナ プスを形成 している細胞 が味細胞 の一部であった ことか ら、シナプスの形成 は味

細胞の成 熟度 と関係が あるのではない か と予測 された。例 えば、味細胞の早い時期 、あ

るいは、遅 い時期 のみで シナプス を形成 してい るとい うことを考 えた。そ こで、これ を

明 らか にす るた め、味細胞 中にPLA2-IIAが 発現 して くる時期 を解析 した。 まず、味蕾
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図2-3 PLA2-IIAとPLCβ2の 免 疫 二重 染色 の 共焦点 画像

ラ ッ ト有 郭 乳頭 切 片 にお け る、抗PLA2-IIAの 赤色 の蛍 光(A)と 抗PLCβ2抗 体 に よる緑

色 の蛍 光(B)お よび、そ の 重ね合 わせ(C)。 発現 関係 を模 式的 に表 した(D)。PLA2-IIA

を発現 してい る細胞 はPLCβ2も 発現 してい た。 スケー ル は10μm。
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図2-4 PLA2-IIAとGgustの 免 疫二 重染 色 の共 焦点 画像

抗PLA2-IIA抗 体 に よる赤色 の蛍 光(A)と 抗Ggust抗 体 に よる緑 色 の蛍 光(B)お よび、

両者 の重 ね 合わ せ 画像(C)。 発現 関係 を模 式的 に表 した(D)。PLA2-IIAの み を発現 して

い る細胞(矢 印)、Ggustの み を発 現 して い る細 胞(ア ステ リス ク)、 両方 を 発現 して い

る細 胞(矢 尻)が 存在 して い る。 スケール は10μm。
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図2-5 PLA2-IIAとSNAP-25の 免 疫 二重 染色 の蛍 光 画像

抗PLA2-IIA抗 体 に よる赤 色 の蛍 光(A)と 抗SNAP-25抗 体 に よる緑 色 の蛍 光(B)お よび 、

両者 の 重ね 合わ せ 画像(C)。 味蕾細 胞 にお け るPLA2-IIA、SNAP-25、PLCβ2、Ggustの 発

現 関係 を模 式的 に表 した(D)。SNAP-25の 蛍 光 シ グナル は味 蕾 内の細胞 と、味 蕾周 辺 に

投射 して い る神 経線 維 に観 察 され て い る。 味蕾 内で の シ グナル は 、PLA2-IIAの シ グナル

とほぼ 完 全に重 な っ てい る。 スケール は50μm。
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の初期発 生過 程であ る新生児 ラッ ト(生 後2、4、6、8、10、12、14日)を 用 いて、有

郭 乳頭切 片に対す る免疫 染色 を行い、味蕾 が形成 され る過程 の どの時期 か ら、PLA2-IIA

が発現 を開始 す るのか調 べた。対照 として 、味蕾 中のほ とん どの紡錘形細胞 に発現す る

ことが知 られ てい る細胞骨格 分子のCK8(cytokeratin 8)、 味細胞 の細胞 内シグナ リン

グ関連 分子 であ るGgustお よびIP3R3(Inositol-trisphosphate Receptor subtype3)、

そ して シナプスマーカーであ るSNAP-25に ついて も同様 の実験 を行 った。その結果 、CK8、

Ggust、IP3R3は 生後2日 目で既 にはっき りとシグナルが観 察 され、この時期 では既 に味

蕾 の形成 が始 まってお り、味細胞 シグナ リング分子 を発 現 してい る味細胞様 の細胞 も存

在 してい ることが明 らかにな った(図2-6、 生後10、12、14日 のデ ータは省略 した)。

一方
、PLA2-IIAとSNAP-25の 味蕾 内のシグナルは、生後6日 目以降に しか確認 されず 、

上記 の分子 よ りも発現 の開始時期が遅い ことが明 らかになった。以上 の結果 か ら、新生

児 ラッ トの味蕾形成過程 では、味細胞様の細胞が先 に形成 され 、それ か ら数 日後 にシナ

プスが形成 され ることが示唆 された。

PLA2-IIAの 発現開始時期 の解析 ～ 味蕾細胞維持過程～

成 体 ラ ッ トの味蕾細胞維持過程 におい て も同様に、味細胞形成 とシナ プス形成の時間

依存性 を調べ るためBrdU(bromodeoxyuridine)追 跡実験 を行 った。 この方法 は、チ ミ

ジンアナ ログであるBrdUを 動物(細 胞)に 注入す ると、細胞増殖期 にDNA中 に取 り込

まれ 、適 当な時間後 にサ ンプ リングを してBrdUを 検 出す ると、BrdU陽 性細胞 は、BrdU

注入後 か らサ ンプ リングの 間までに増殖 を した ことがわか るものであ る。 具体的 には、

ラ ッ トの腹腔 にBrdUを 注入 し、1～5日 後 の各 日に舌 を摘出 し、有郭乳頭切片 を作製 し

て免疫染 色を行 うことで、BrdU陽 性 味蕾細胞 はそれぞれ1～5日 以 内に幹細胞 から分裂

し、分化 した ことが明 らかにな る。BrdU陽 性細胞 とPLA2-IIA陽 性細胞 の関係 を調べ る

こ とで、PLA2-IIAが 分化 して何 日目の細胞 か ら発現す るのか を解 析 した。 ここで、

PLA2-IIAの 免疫染 色 シグナル は細胞 の中で も偏 りがあ り、切片 ではBrdU陽 性細胞(シ

グナル は核 に出る)と の関係 を把握 しにくいので、味蕾細胞 を単離 して染色す ることで、

この問題 を解 消 した。実験対 照 として、PLA2-IIAと 同程度 の頻度 の味蕾細胞 に存在す る

Ggustを 用い 、単離味蕾細胞 を両者 の抗体 で二重染色 した(図2-7)。BrdUの シグナル

は核 内で観察 され 、PLA2-IIAとGgustの シグナルは一部の細胞集 団の細胞質 に観察 され
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図2-6 新 生児 ラ ッ ト有郭 乳頭 を用い た免疫 染 色 に よる発現 開始 時期 の解 析

CK8、IP3R3、Ggustは 生 後2日 目(P2)で す でに味 蕾 内に シ グナル が観 察 され た(白 矢

尻)の に対 し、PLA2-IIA、SNAP-25は 生後8日 目(P8)あ た りにな らない とシ グナル が

観 察 され な か った。SNAP-25の 皮 下 に観 察 され る シグナル は神経 線維 が 染 まって い る。

スケ ール は50μm、 写真 は 全 て同倍率 。
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た。PLA2-IIAとGgust発 現 細 胞 は 、切 片 と同様 に 、お 互 い に一 部 が 重 な り合 う関係 で あ

っ た。 単離 した細 胞 に は 、周 辺 上皮 細 胞 も若 干 含 まれ て しま うこ とか ら、紡 錘 形 を した

細胞 の み を計 測 す る こ とで 、 味 蕾 細 胞 の み を抽 出 した。 紡 錘 形 細 胞 中 のBrdU陽 性 細 胞

は 、1日 後 で は0.2%(2/1256)の み で あ っ た が 、2日 後 は1.8%(73/4113)、3日 後 は2.6%

(167/6307)、4日 後 は4.1%(120/2961)そ して5日 後 に は5.2%(142/2741)と 日を追 う

ご とに増 加 して い っ た(表2-3、 図2-8○)。 この こ とか ら、 味 蕾 細胞 は幹 細 胞 か ら分

裂 した 後 、 早 い もの は1日 以 内 に紡 錘 形 の 細胞 へ と分 化 してい くこ とが確 か め られ た。

同様 に 、PLA2-IIA陽 性細 胞 中のBrdU陽 性 細 胞 を計 測 した と ころ 、BrdU注 入 後3日 目ま

で は1つ も観 察 され ず 、4日 目で 初 め て0.3%(3/992)の 細 胞 が そ して5日 目で1.3%

(12/953)の 細 胞 が観 察 され た の み で あ った(表2-3、 図2-8□)。 一方 、紡 錘 形 細 胞 中

の 陽性 細 胞 の 割合 は 、PLA2-IIA(26.9-34.8%)と 同 程 度 のGgust(27.9%-34.2%)で は 、2

日 目か らBrdU陽 性 細 胞 が現 れ 始 め(0.2%(3/1236))、5日 目ま で増 加 して いた(表2-3、

図2-8△)。 以 上 の結 果 か ら、Ggustは 幹 細胞 か ら分 裂 して、2日 程 度 経 過 した味 細 胞

か ら発 現 を開 始 す るの に 対 し、PLA2-IIAは そ れ よ りも2日 ほ ど遅 く、4日 程 度 経 過 しな

い と発 現 が 開 始 しな い こ とが 明 らか に な った 。
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図2-7 ラ ッ ト有郭 乳頭 単離 味 蕾細胞 の免 疫 染色像 の例(BrdU注 入後5日 目)

BrdUのDAB発 色 シ グナ ルは 一部 の細胞 の核 内 には っ き りと見 られ た(A)。PLA2-IIAの 赤

色 蛍 光 シ グナ ル は切 片 と同様 に、紡錘 形 の 一部 の細胞 で 、核 辺 縁か ら局部 に向か う斑 点

状 の シグナル と して検 出 され た(B)。Ggustの 緑 色蛍 光 シ グナル も切片 と同様 に、一 部

の紡錘 形 細胞 の細 胞 質全体 に見 られ た(C)。Dは 蛍 光画像 と明視 野 画像の 重ね合 わせ で 、

左 の細胞 はGgustの み ポジテ ィブ 、中央 の細胞 はPLA2-IIAとBrdUに ポジテ ィブ でGgust

ネ ガテ ィブ、右 の細 胞 はGgustとBrdUに ポ ジテ ィブな のがわ か る。 スケール は10μm。
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表2-3 BrdU注 入 ラ ッ ト単離 味 蕾細胞 のPLA2-IIA,Ggust,BrdU陽 性 細 胞数

BrdU注 入後1-5日 目ま で、各 日2匹 の ラ ッ トよ り有 郭 乳頭 味蕾 を単離 し、 抗BrdU抗 体 、

抗PLA2-IIA抗 体 、抗gustducin抗 体 によ り免疫 染色 を行 い 、各抗体 で 染色 され た細胞数 お

よび、紡 錘 形 の細胞 数 を測 定 した。

1 BrdU days:BrdU注 入 後 の 日数[days]

2 SS cells:紡 錘 形 の細 胞数[cells]

3 PLA
2+ cells:PLA2-IIA免 疫 反応 陽性 細胞 数[cells]

4 Ggust+ cells:Ggust免 疫 反応 陽性細 胞数[cells]

ア ステ リス クをつ けた欄 を図2-8の グ ラフに示 した
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図2-8細 胞種 ご とのBrdU免 疫反 応 陽 性細胞 の割合 とBrdU注 入 後 の 日数 の 関係

紡錘 形 細胞(○)、Ggust免 疫反 応 陽性 細胞(△)、PLA2-IIA免 疫反応 陽性細 胞(■)の

内 、BrdU免 疫 反応 陽性 細胞 の割合 。表2-1の ア ステ リス クをつ けた欄 の数値 をグ ラフ上

に示 した。 紡錘 形細 胞で は 、BrdU陽 性 細胞 が1日 目よ り出現 し、5日 目まで 増加 して い

る。PLA2-IIA陽 性細 胞 では 、3日 目ま で はBrdU陽 性 細 胞が 現れず 、4日 目で初 めて観察

され たの に対 し、Ggust陽 性細胞 では 、2日 目か らBrdU陽 性細 胞 が現れ 、5日 目まで増

加 してい る。 こ の こ とか ら、Ggustは 味 蕾細胞 に分 化 して か ら2日 程度 よ り発現 し始 め

るの に対 し、PLA2-IIAは4日 目以 降の成 熟 した細胞 で ない と発現 を 開始 しない こ とが明

らか にな った。
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考 察

PLA2-IIAの 細 胞 内 局 在 と機 能 に つ い て

一 般 に分 泌 タ ンパ ク質 は
、小 胞 体 上 の リボ ソー ムで 合 成 され て か らゴル ジ体へ と輸 送

され 、こ こで 行 き先 の 選 別 が 行 われ 目的 地 へ と送 り出 され て い る。PLA2-IIAは 分泌 性 の

タ ンパ ク質 で あ る こ とか ら、当然 、 この経 路 上 に も存 在 してお り、ゴル ジマ ー カー で あ

るGM130や β-COPと 局在 が よ く一 致 した こ とに 不 思議 は な い。実 際 、血 管 平 滑 筋細 胞 や

腎臓 メ サ ンギ ウム 細胞 に お い て も 、PLA2-IIAが ゴル ジ体 で検 出 され た とい う報告 が あ る

(Kurihara et al.,1991;van der Helm et al.,2001)。PLA2-IIAの シ グナ ル はGM130

の シ グナ ル よ りもやや 広 い 範 囲 で検 出 され てお り、シス ゴル ジだ け で は な く、 トラ ンス

ゴル ジ や 、 ゴル ジ体 か ら先 の輸 送 経 路(分 泌 小胞)で の 発 現 も検 出 され た 結果 だ と推 察

され る。 また 、PLA2-IIAは 一 端 分 泌 され た 後 、細 胞 膜 上 の カ ベ オ ラに 代 表 され るよ うな

脂 質 マ イ ク ロ ドメ イ ン(ラ フ ト)に 存 在 し、待 機 して い る とい う記 述 もあ るが(Kudo and

Murakami,2002)、 本 実験 の染 色 で は 、そ の よ うな細 胞 膜 での 局 在 は観 察 され な か っ た。

PLA2-IIAの シ グナ ル は 、SNAP-25の 味蕾 細 胞 内の シ グナ ル と も一 致 して い た。SNAP-25

の 味 蕾 内 の シ グ ナ ル は 、 β-COPの シ グナ ル と一 致 す る と い う報 告 が あ り、 本 研 究 の

PLA2-IIAの シ グナ ル がSNAP-25お よび β-COPの シ グナ ル と一 致 す る とい う結 果 とよ く合

っ て い る(Pumplin et al.,2000)。 ゴル ジ体 で は 、輸 送 小 胞 の分 泌 ・融 合 が盛 ん に行

われ て お り、 小 胞 の 融 合 に必 要 なSNAREタ ンパ ク質 の存 在 も知 られ て い る こ とか ら、

SNAP-25は ゴル ジ体 で機 能 して い る こ とが考 え られ る。 た だ し、味 蕾 内 でSNAP-25を 発

現 して い る細 胞 は 、味神 経 とシナ プ ス を形 成 して い る細胞 に 限 られ て い る こ とか ら、全

て の細 胞 で 存 在 して い る ゴル ジ体 で機 能 して い る とい うよ りはむ しろ 、神 経 細 胞 で報 告

され て い る よ うに 、シナ プ ス 小胞 の 分 泌(細 胞 膜 との 融 合)に 働 い て い る可能 性 が高 い。

PLA2-IIAに 関 して も、脂 質 二 重 膜 を切 断 す る酵 素 で あ る こ とか ら、膜 を切 断 す る こ とで

局 所 的 に膜 の性 質 を変化 させ 、小 胞 の 分 泌 や 融 合 を促 進 す る とい っ た機 能 を果 た してい

る可 能 性 が あ る。 実 際 、海 馬 神 経 細 胞や 、PC12細 胞 に お い てPLA2-IIAを 作 用 させ る と

神 経 伝 達 物 質 が放 出 され る こ とが 明 らか にな っ て い る(Kudo et al.,1996;Matsuzawa

et al.,1996,Wei et al.,2003)。 これ ま で に 、 ゴル ジ体 でPLA2-IIAが 機 能 してい る

とい う報 告 は な く、活 性 化 にmM程 度 のCa2+を 必 要 とす る こ とか ら考 え る と、 シナ プ ス
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部 でのエキ ソサイ トー シスに関与 してい る とい う可能性 が高い。

シナプ スの形成 につ いて

味細胞マーカー であるPLCβ2発 現細胞お よび、苦味細胞 マーカーであるGgust発 現細

胞 との免疫 二重染色の結果か ら、PLA2-IIAは 味種には依 存 しないが、味細胞 の一部の細

胞 のみに発 現 してい るこ とが 明 らかにな った。そ して、SNAP-25を 発現 す る細胞 と一致

し、それ がシナ プス形成 細胞で あることが明 らかになった(図2-5D)。 また、時 間的要

因を考慮す ると、PLA2-IIAは 味細胞 の中で も成熟 した細胞のみに発 現す ることを見 出 し、

この ことか ら、 シナプス も味細胞 の成熟 に伴 って形成 され る ことが示唆 された。

PLA2-IIAが 味蕾で発現 を開始す る時期 を、本研 究では2通 りの方 法で解析 した。1つ

は、味蕾 の初期形成過程 、も う1つ は味蕾細胞 の更新過程 である。味蕾細胞更新過程 に

おけ る解析 で は、今 までな され た ことのない単離味蕾細胞 を用いた方 法 を行 ったが、Cho

らに よる切 片 を用いた解 析の 、Ggustは2.5日 目よ り発現す るとい う結果 と近 い ことか

ら(Cho et al.,1998)、 単離 に よる問題 はな く、PLA2-IIAの よ うに、切片 では染色 シ

グナルが見 に くい分子 に関 しては有効 な方法 と言 える。本研究 か ら、初期形成 、更新過

程 と どち らの場合 も、味 シグナ リング分子 であるGgustの 方 が先行 して発現 を開始 し、

数 日遅れてか らPLA2-IIAが 発現 を開始す るとい う同様 の結果 を得た。 この ことか ら味

細胞 は、初期 形成 過程 にお いて も、更新過程 におい ても、ある程度成 熟が進 んで初 めて、

シナプスを形成 す ることが示唆 され た。そ の他の味 シグナ リング分子 であるPLCβ2や

TRPM5、IP3R3は 常にGgustを 内包 す るよ うな細胞集 団に発現 しているこ とか ら、Ggust

と同時期かそれ以前に発現 を開始す るこ とは 自明であ り、シナプス形成 以前 に これ らの

味 シグナ リング構成 因子が揃 ってい る とい う新たな知 見が得 られ た(図2-9)。 残 るは、

味受容 体であ り、今後の発現解 析 に興味が持たれ る。

味覚神 経 である、舌咽神経 あるいは鼓索神経 を切断す ると、その支配下にあ る味蕾が

消失 し、神経 の回復 に伴い味蕾が再生す る ことが知 られてい る(Farbman,1969;Hosley

et al.,1987)。 この こ とか ら、味蕾細胞 の形成 には味覚神経 の投射 が必須 であるこ と

がわか る。本研 究 よ り味細胞 ・味神経 間の シナプスは、Ggustな ど、味 シグナ リング分

子が発現 した後で形成 され る と考 え られ る ことか ら、味覚神 経か ら上皮 系幹細胞へ の作

用は、直接 的に も間接 的に も、味細胞 ・味神経 間のシナ プスを介 さない方法に よる こと
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図2-9 BrdU取 り込み後の時間軸上におけるPLA2-IIAお よび味 シグナ リング関連分子の

発現関係

BrdU注 射後1日 付近か ら、紡錘形の細胞 が出現 し始め、2日 目付近か ら、苦味の情報伝

達に関わるGgustが 発現 を開始す る。甘 ・旨 ・苦味シグナル全般に必須なPLCβ2、TRPM5

お よびそれ と同細胞 に発現す るIP3R3は 、Ggustよ りも広い細胞集団に存在す ることか ら

(図0-2参 照)、 これ と同時か先行 して発現を開始す ると考えられる。Ggustよ り約2日

遅れて、PLA2-IIAお よびSNAP-25が 発現を開始する。 この細胞集団がシナプス形成細胞

と相関する(太 線)。6日 目以降は今後の解析 により、その詳細が明らかに され ると期待

され る(点 線)。
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が伺 える。つま り、味覚神経 よ り分泌 され る浸透性 の因子 が、上皮 系幹細胞 に直接働 き

か けるこ とによって、味蕾細胞の形成 を誘 導す ると考 え られ る。また、苦味シ グナ リン

グに関わ るGgustが シナ プス形成以前 に発現 してい ることか ら、味細胞 の運命 が決 定 さ

れてか ら、味神 経 を呼び込み、シナプスを形成す るもの と推察 され る。味神経 も味細胞

と同様 に、味種 による特異性 がある と考 え られてい ることか ら(Frank,1973;Zhao et

al.,2003)、 味種 の混乱 を招か ないた めに、苦味細胞が苦味神 経 を呼び込む といった味

種 依存的な神 経の呼び込み機構 が存在 しているのか も しれない。嗅神経細胞 の嗅球(二

次神 経)へ の投射 には嗅覚 受容体が関与 しているこ とか ら(Mombaerts et al.,1996)、

味覚 にお いて も味受 容体 が関与 した味神 経の呼び込み機構 が存在す る可能性 も考 え ら

れ る。味細胞 と味神 経の対応 関係 につ いては、ほ とん ど解 明 されてい ない こ とか ら、今

後の研 究が注 目され る。
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