
第三 章

ア ラキ ドン酸 と味 蕾細胞 内Ca2+濃 度 変化 の解析



序

味細胞 で感 じた味は、味神 経 を介 して中枢 へ と伝 え られ る。電子顕微鏡 による観 察か

ら、味蕾 中の10%程 度 の細胞 に、味神 経 との求 心性 シナ プス様構 造が確認 され てい る

(Kinnamon et al.,1985,1987)。 そ こにはシナプス前膜 と考え られ る肥厚 した細胞膜

が存在 し、近傍 に多数の シナ プス小胞様の電子密度 の低 い小胞や 、大型 で電子密度の高

い有芯小胞 が存在 してい る。味情報 を伝 える神経伝達物質 は未だ不 明であるが、この シ

ナ プスで味細胞 か ら味神 経へ と情報が伝 えられている と考 え られ る。一般 に、神経細胞

のシナ プス部位 におけ る神 経伝達物質放出 は、脱分極刺激 によ り、電位依存性Ca2+チ ャ

ンネル が開 き、Ca2+が 流 入す るこ とで、エ キソサイ トー シスが引き起 こされ るこ とによ

る。エキ ソサイ トー シスにはCa2+が 必要 であるこ とか ら、味蕾中のシナ プス部位 におい

て も、Ca2+濃 度 の上昇 が必須 で ある と考 え られてい る。 これ を支持す るよ うに、一連の

カル シ ウムシ グナ リング分子が味細胞特異的 に発現 している ことや(図0-2参 照)、 実

際 に、味物 質に よ り細胞 内Ca2+濃 度 が上昇す る味蕾細胞 が存在す ることが知 られ ている

(Ogura et al.,2002)。

本章 では、序章 で述べ たよ うに、アラキ ドン酸は味 シグナ リングに関わる と予想 され

た ことか ら、味蕾細胞 を単離 し、カル シ ウム指示薬であ るFura-2に よ り、アラキ ドン

酸 が味蕾細胞 内のCa2+濃 度 に与える影響 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)を 日本 生 物 材 料 セ ン ター よ り購 入 した。

Ca2+イ メー ジ ン グ

<味 蕾 細 胞 の 単 離>

有 郭 乳 頭 上 皮 を剥 離 し(第 二 章 方 法 参 照)、 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 置 い た。 この 間 に ピ ン

セ ッ トで 、エ ブ ナ ー 腺 を切 り取 り、上 皮 に付 着 した組 織 残 骸 を取 り除 い た 。内径 約50μ

mの ガ ラス キ ャ ピ ラ リー で 味 蕾 を吸 い 取 り、 あ らか じめCell Tak(BD Biosciences)で

コー テ ィン グ した5mm四 方 の カ バ ー ガ ラ ス上 に 吐 き 出 した。 この カ バ ー ガ ラ スを5μ

M Fura-2 AM (Molecular Probes)を 含 むHEPESバ ッフ ァー(10mM HEPES,130mM NaCl,

5mM KCl,10mM glucose,2mM CaCl2,1.2mM MgCl2,NaOHでpH7.4に 調 整)1ml

中 に静 か に 沈 め 、 室 温 で20分 間 、遮 光 して静 置 した。 カ バ ー ガ ラ ス を灌 流 チ ャ ンバ ー

(図3-1)に 移 し、HEPESバ ッ フ ァー で 灌 流 し、10分 程 度 経過 した 時点 で測 定 を開 始 し

た。灌 流溶 液 の 流 速 は毎 分6ml程 度 に 調 整 した。刺 激 溶 液 と して 、50mM KCl、10mM安

息 香 酸 デ ナ トニ ウム(Sigma)、100μMス テ ア リン酸(Sigma)、30,100μMア ラ キ ドン

酸(Sigma)、100μM NDGA(nordihydroguaiaretic acid;Sigma)、100μM MFA

(meclofenamic acid;Sigma)、5μMイ オ ノマ イ シン(Sigma)の それ ぞれHEPESバ ッフ ァ

ー に 溶 解 した もの を調 製 し、 これ を30-90秒 間灌 流 した 。 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡(Olympus

IX-70)、MicroMax CCDカ メ ラ(Princeton Instrument)お よ び解 析 ソフ トMetaFlour

(Universal Imaging)を 用 い 、340nm、380nmの 波 長 の光 に よ り励 起 した510nmの

蛍 光 の 画像(露 光:0.5秒)を4秒 に一 度 取得 し、Ca2+濃 度 変化 を イ メー ジ ン グ した。

<免 疫 染 色>

Ca2+イ メー ジ ン グ後 、 味 蕾 細胞 が 載 っ た カバ ー ガ ラス を、4%PFA/PBSに 浸 し、4℃ で

30-60分 間 固定 した 。 水 で洗 浄 して か ら、60℃ で風 乾 し、細 胞 を完 全 に貼 り付 けた。 以

降 の 染 色 操 作 は、第 二 章 の単 離 細 胞 の免 疫 染 色 と同 様 に、再 固 定 、ブ ロ ッキ ン グ、抗 体
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反 応 を行 っ た(Target Retrieval Solution中 で の煮 沸 は行 って い な い)。 細 胞 膜 の透

過 性 を高 め る た め 、 ブ ロ ッキ ン グ溶 液 、お よび 一 次抗 体 反応 溶 液 に0.1%TritonX-100

を添加 した 。 一 次 抗 体 反 応 は抗hPLA2-IIA抗 体 で4℃ 一 晩 、 二 次抗 体反 応 はAlexa546

標 識 抗 マ ウスIgG抗 体 を使 用 し、室 温 で1時 間行 った 。
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図3-1 Ca2+イメー ジングに使用 した灌流装置

右上の各容器に入 った溶液は ゴム管 を通 り、自由落下に より灌流チャンバーの右側に流れ

込む。それぞれの容器の先端にはコックが取 り付 けてあ り、これを開閉す ることで、各溶

液の切 り替えができる。チャンバーの中央に、味蕾細胞が載 ったカバーガラスを置き、左

側か ら溶液 を吸い出 してチャンバー内の溶液が灌流 されるよ うに した。チャンバーの底面

は光が透過 できるよ うに薄いガラスで作製 してある。
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結 果

単離味蕾細胞 を用 いたCa2+イ メー ジング

ラ ッ ト有郭乳頭味蕾細胞 を単離 し、Ca2+指示薬 と して広 く利用 され ているFura-2を 用

いて、Ca2+イ メー ジングを試 みた。Fura-2は 、Ca2+と結合 している場合 は340nm付 近 の

光で励 起 され 、未結合の状態 だ と380nm付 近の光 で励起 され 、共 に510nm付 近の蛍 光

を発す る。すなわ ち、340nmと380nmで 励起 した ときの蛍光強度の比(Ratio340/380)

が細胞内Ca2+濃 度 に対応 した値 となる。 単離直後 は紡錘形 を保 った細胞 が多 かった が、

イ メー ジングの終了時 には、丸 い細胞 が多 く、イ メー ジング中に形態が丸 く変化 して し

ま う細胞が多 く存在 した。既 に、ラッ トの単離味蕾細胞 で、カル シ ウム応 答が報告 され

てい る高濃度K+(50mM KCl;Park et al.,2003)お よび、強い苦 味を呈す る10mM

denatonium(Ogura et al.,2002)に よ り刺激 を行 った。 その結果、両者 ともに1割 以

下で はあるが複数 の細胞 で細胞 内Ca2+濃 度 上昇が観察 できた(図3-2)。 高濃度K+に よる

Ca2+濃度 変化 は素早 く、ピー クが鋭 か ったの に対 し、denatoniumに よるピー クはそれに

比べ る と緩や かで小 さめであった。両刺激 に反応 した細胞 には、紡錘形の細胞 も丸い細

胞 も含 まれ ていたが、丸 い細胞 の方 が比 較的反応性 が良か った。

以上 の結果 か ら、 この実験系に よ り、細胞 の形態 が丸 くなって しま うこ とはあるが、

少な くとも一部の味蕾細胞 においては、細胞 内Ca2+濃 度 をイメー ジングす ることが可能

である と判断 できた。

ア ラキ ドン酸に よる味蕾細胞 内Ca2+濃 度上昇

続 いて、ア ラキ ドン酸 に よる、味蕾細胞 内Ca2+濃 度へ の影響 を調べた。 まず対照 とし

て、不飽和脂肪酸 であ る100μMス テア リン酸で90秒 間刺激 した。ここで、細胞 内Ca2+

濃度 に変化 はなかった(図3-3B)。 続 いて、100μMの ア ラキ ドン酸溶液 によって刺激 し

た ところ、多 くの細胞 で細胞 内Ca2+濃 度 が上昇 した(図3-3C)。 上昇度の小 さい もの も

含 める と、3割 程度 の細胞が反 応 していた。上記 の高濃度K+やdenatoniumと 比べて、

Ca2+濃度上昇 の速 度は遅 く、 ピー クは小 さく緩 やかで あった(図3-4B)。 また、30μM

と100μMの ア ラキ ドン酸刺激 に よ り、反応の大 きさに濃度依存性 が見 られた。イ メー

ジ ングの最後 に、全細胞 の反応性 を確認 す るためCa2+イ オ ノフォアであるionomycin(2
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図3-2 単 離 味 蕾 細 胞 のCa2+イ メ ー ジ ン グ

脱 分 極 を 引 き 起 こす 高 濃 度K1(50mM KCl)と 、 苦 味 物 質 のdenatonium(10mM)で 刺 激

した 、 刺 激 に 反 応 した 細 胞 のCaじ 濃 度 変 化 を グ ラ フ に 示 し(B)、 そ の 細 胞 を 明 視 野 の 画

像 中 に 矢 尻 で 示 した(A、KCl:黒 矢 尻 、denatonium:白 矢 尻)。 グ ラ フの 縦 軸 は 細 胞 内Ca2+

濃 度(Ratio340/380)、 横 軸 は 時 間(秒).,1つ の ト レー スは1つ の細 胞 に 対 応 して い る。

ス ケ ー ル は50μm。
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μM)で刺激 し、 ここで反応 しなかった細胞 は、細胞内のCa2+濃 度 の恒常性や測定に必要

なFura-2濃 度 を保 ててお らず、細胞膜 の機 能を維持 できてい ない と判断 した。PLA2-IIA

発現細胞 にお いて も細胞 内Ca2+濃 度 が上昇 してい るかを調べ るた め、Ca2+イ メー ジング

後 の細胞 を固定 し、抗PLA2-IIA抗 体で染色 した(図3-4A)。 その結果 、PLA2-IIA陽 性細

胞 において も、カル シ ウム応答が見 られていた(図3-4B)。 ただ し、イオ ノマ イシンに

も応 答 を示 さない、測定不能の細胞 も多か った。続い て、細胞内で産生 され うるアラキ

ドン酸に よって も細胞内Ca2+濃 度 が上昇す るかを調べ るた め、ア ラキ ドン酸代謝酵素 で

あ る リポ キシゲナーゼ(LOX)の 阻害剤NDGA(nordihydroguaiaretic acid;100μM)

で刺激 した。 これ は、LOXを 阻害す るこ とによ り、そ の基質 であるア ラキ ドン酸が細胞

内 に蓄積す る ことが期待 され た。その結果 、多 くの細胞 でCa2+濃 度 が上昇 した(図3-5)。

アラキ ドン酸 による刺激 よ りも反応 は大 きくCa2+濃 度 上昇 の ピー ク も鋭 かった。測定後

の細胞 を抗hPLA2-IIA抗 体 で染 色 した ところ、測定可能 であったPLA2-IIA陽 性細胞は全

てCa2+濃 度が上昇 していた(4/4個)。 また 、別のLOX阻 害剤であ るMFA(meclofenamic

acid;100μM)に よって も同様 に、多 くの細胞のCa2+濃 度上昇が 引き起 こ され た (図

3-6)。 反応 は緩やかで、ア ラキ ドン酸 による反応 と似 ていた。

以上 の結果 か ら、生理的な濃度のア ラキ ドン酸 によって、PLA2-IIA陽 性 細胞 を含 む一

部の味蕾細胞 で、Ca2+濃度 上昇が引 き起 こされ ることが明 らかになった。
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図3-3 ア ラキ ドン酸 によ る味 蕾細 胞 内Ca2+濃 度 の上 昇

Ratio340/380の 値 に対応 す る擬 似 カラー であ らわ した画像(A-C)。 刺激 前(A)、 お よび

100μMス テア リン酸刺激 後(B)、100μMア ラキ ドン酸刺 激 後(C)。 ステア リン酸 で は、

細 胞 内Ca2+濃 度 の 上昇 は 見 られ な か ったが 、 ア ラキ ドン酸 では上 昇 した細胞 が 多数存 在

した(矢 尻)。 そ の うちの7個 の細胞 につ い てCa2+変 化 を グラ フに示 した(D)。 スケール

は50μm。
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図3-4 ア ラキ ドン酸 がPLA2-IIA陽 性 味 細胞 のCa2+濃 度 に与 える影 響

Ca2+イ メー ジン グ後 に抗hPLA2-IIA抗 体 で染色 した(A;赤 色蛍 光)。 ステ ア リン酸(100μ

M)、ア ラ キ ドン酸(30μM、100μM)、 イ オ ノマ イ シ ン(5μM)で 刺激 した ときの、PLA2-IIA

陽性 味細 胞 の細胞 内Ca2+濃 度 の変 化(B)。Aの 矢尻 とBの トレー スの 色はそ れぞれ 対応

してい る。赤 と水色 で示 した 細胞 はア ラキ ドン酸 に よって細 胞 内Ca2+濃 度が 上昇 してい

る。 残 りの細 胞 は イオ ノマイ シンに も反 応性 を示 さず 、 細胞機 能 を保 ててい ない。 スケ

ー ル は50μm 。
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図3-5 NDGAに よ る細胞 内Ca2+濃 度 上昇

リポ キ シゲナ ーゼ の阻害 剤 で あ るNDGA(nordihydroguaiaretic acid;100μM)に よ り、

細胞 内Ca2+濃 度 が上昇 す る味 蕾細胞 が 見 られ た。 測定後 の細胞 を抗PLA2-IIA抗 体 で染色

し(A)、 陽性 細胞 の細胞 内Ca2+濃 度 変 化を グラフに示 した(B)。 矢尻 の色 とグラ フの ト

レー スの色 は対応 してい る。 測定 可能 で あった 全て のPLA2-IIA発 現細胞 で細胞 内Ca2+濃

度 は上 昇 していた。 スケー ル は50μm。
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図3-6 MFAに よ る細 胞 内Ca2+濃 度 上昇

リポキ シゲナ ーゼ お よび シ クロオ キ シゲナー ゼの 阻害 剤で あ るMFA(meclofenamic acid;

100μM)に よ り、細胞 内Ca2+濃 度が 上昇 す る味蕾 細胞 が 見 られ た(A)。 矢尻 で示 した細

胞 のCa2+濃 度 変化 を グラ フに示 した(B)。 矢尻 の色 と グラ フの トレー スの色 は対応 して

い る。 スケー ル は50μm。
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考 察

本章 では、単離 味蕾細胞 を用いたCa2+イ メージ ングを行 い、アラキ ドン酸 によって、

細胞 内Ca2+濃 度 上昇 が引 き起 こされ る細胞 が存在す ることを明 らかに した。そ して、こ

の現象 は、PLA2-IIA陽 性細胞 、すなわ ちシナプスを保有す る味細胞(第 二章参照)に お

い て も引き起 こされ る ことを示 した。

アラキ ドン酸 に よってCa2+濃 度 上昇が引き起 こされた細胞は3割 程度であ り、高濃度

K+やdenatoniumに 応 答 した細胞数 よ りもかな り多かった。 しか し、この応 答細胞数 の

多 さが、生体内 での事情 を反映 しているかは不明であ る。それ は、実際 に生体内の どの

細胞で 、どの程度 のア ラキ ドン酸が産生 され るか とい うこ とと関係 す る。ア ラキ ドン酸

は1～100μM程 度 で様 々なイオ ンチ ャンネル の活性 に直接的、 あるい は、間接 的に影

響 を与 えるこ とが知 られ てい る(Meves,1994)。 本実験では、100μMと い う比較的高

濃度 のア ラキ ドン酸 を外部 か ら細胞全体 に作用 させ た結果 として細胞 内Ca2+濃 度 が上

昇 してお り、アーテ ィファク トの危険性 も含んでい る。 しか し、鋤鼻神 経細胞 を用 いた

Spehrら の実験 と同様 に(Spehr et al.,2002)、 細胞 内で産生 され るアラキ ドン酸 に

よって刺激す ることを 目的 とした、LOX阻 害剤 を用 いた実験 におい て も細胞内Ca2+濃 度

上昇が見 られ た ことか ら、実際 の味細胞内でアラキ ドン酸 が産生 されれ ば、Ca2+濃度上

昇 が引 き起 こ され るこ とが示唆 され た。PLA2-IIA陽 性細胞 におい ては、この分子が活性

化 されれ ば、ア ラキ ドン酸が産生 され る ことか ら、実際にCa2+濃 度 上昇にまで結 び付 く

可能性 は高い と考え られ る。

本実験でのア ラキ ドン酸の標的分子 として、い くつかの候補が挙げ られ る。 まず 、単

離 味蕾細胞 を用いた実験 か ら、遅延整 流性K+チ ャンネルがア ラキ ドン酸お よび ドコサヘ

キサエ ン酸に よって抑 制 され るこ とが報告 されてい る(Gilbertson et al.,1997)。 ま

た、味蕾での発現が報告 されてい る漏洩型K+チ ャンネル のTREKや 、酸 味受容体候補分

子 であ るASIC(acid sensitive ion channel)は ア ラキ ドン酸 によって活性 が制御 さ

れ ることが知 られてい る(Allen and Attwell,2002)。 さらに、TRPチ ャンネル フ ァミ

リー の中に もTRPC4、TRPV4、TRPV(osm-9)の よ うにア ラキ ドン酸に よって活性 が制御

され る分子種 があ り(Wu et al.,2002;Clapham,2003;Kahn-Kirby et al.,2004)、

甘 ・旨 ・苦味 の伝達 に必須 なTRPM5も その候補 として挙 げ られ る。ただ し、現在 までに、
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アラキ ドン酸 に よるこのチ ャンネル活性 の影響 を調べた報告 はない。味蕾細胞 には、そ

の他 に も多数のイオ ンチ ャンネルが存在 してい ることか ら、上記 の分子 の他 に も、Ca2+

チ ャンネル やCl-チ ャンネルな ど、ア ラキ ドン酸 によって活性 が制御 され る分子が存在

す る と予想 され る。

ア ラキ ドン酸 も しくはLOXの 阻害剤 であ るMFAに よる細胞 内Ca2+濃 度上昇は 、高濃度

K+やdenatoniumと 比 較 して非常に緩や かな ものであった。 高濃度K+は 脱分極 を引 き起

こ し、電位 依存性 のCa2+チ ャンネル よ りCa2+イ オ ンが流入 した と考 え られ る。 また、

denatoniumは 苦味受容体 であるT2Rに よ り受容 され 、PLCβ2を 介 した細胞 内シグナ リ

ング経 路の下流で、細胞内小胞体 よ りCa2+が 放出、それ に付随 して細胞外か らCa2+が 流

入 した と考 え られ る(Ogara et al.,2002)。100μMア ラキ ドン酸やMFAに よって産

生 されたア ラキ ドン酸 は、イオ ンチ ャンネル に穏や かに働 きかけ、少 しずつCa2+が 流入

した結果 、細胞 内Ca2+濃 度 上昇が見 られ、電位依存性Ca2+チ ャンネル な どの 、Ca2+を一

過的で多量 に透過 させ るチ ャンネルの開 口には至 らなか った もの と思われ る。一方 、別

のLOX阻 害剤 であ るNDGAを 作用 させた ときは、鋭 いCa2+濃 度 上昇が見 られた。これ は、

LOXの 阻害効果がMFAと は異な り、局所的 にアラキ ドン酸濃度 が上 が り、その近傍 に存

在 したCa2+透 過性 のチ ャンネル を開 口させた結果 か もしれ ない。NDGAが ア ラキ ドン酸 を

介 さない経路 に よ り細胞 内Ca2膿 度上昇 を引 き起 こ した可能性 を否 定す るこ とは でき

ないが、単離嗅神経細胞 にお いては細胞 内Ca2+濃 度 上昇 を引き起 こさない とい う知 見が

あ り(Spehr et al.,2002)、NI)GAに よる細胞 内Ca2+濃 度上昇は、細胞普遍的ではな く、

味蕾細胞特異的 な現象 である ことがわか る。

味 シグナ リングにお けるア ラキ ドン酸 の役割仮説

以上 の知 見 と本 章のCa2+イ メー ジングの結果を、味シグナ リングにあてはめて考 える

と、以 下の経 路が想 定できる(図3-7)。Gタ ンパ ク質 あるいは、PLCβ2の 下流でPLA2-IIA

が活性化 され ア ラキ ドン酸 が産生 され ると仮 定す る と、そのア ラキ ドン酸 によ り(1)Ca2+

チ ャンネル も しくはCa2+透 過型TRPチ ャ ンネル が開 口し、Ca2+が 流入す る。(2)Ca2+非 透

過型TRPチ ャ ンネル(TRPM5)やASICな どのNa+チ ャンネル が開 口しNa+が 流入 し脱分極

を引き起 こし、電位依存性 のCa2+チ ャンネルを介 してCa2+が 流入す る。(3)(漏 洩型)

K+チ ャンネル が抑制 され脱分極 を引 き起 こ し、電位依 存性 のCa2+チ ャンネル を介 して
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図3-7 味シグナ リングにおけるPLA2-IIAお よびアラキ ドン酸(AA)の 役割仮説

図中の番号は本文中の番号 と対応 している。
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Ca2+が流入す る。

スナネズ ミの味神 経応 答が、ア ラキ ドン酸やPLA2の 阻害剤 に よって影響 を うけるこ と

か ら、PLA2が 味 シグナ リングの途 中で機 能 してい る可能性 は高 く(Shiffman et al.,

1995)、 今後 、ラッ トにおいてPLA2-IIAが 味 シグナ リングの どの段 階に関わってい るか

を解 明す るこ とが重要で ある。第一 には、本 章のCa2+イ メー ジング実験 を応用 し、味応

答に対 して、PLA2や 味 シグナ リング関連分子の阻害剤 が及ぼす影響 を解析す ることで多

くの情報が得 られ ると期待 され る。その後は、培養細胞 にPLA2-IIAとGgustやPLCβ2

な どの味 シグナ リング分子 を発現 させた再構築 シグナ リング系を用い、分子 同士 の相互

作用を解析 す ることで、PLA2-IIAの 活性化 因子が同定で きるのではないか と考え られ る。
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序章



本研 究は、味蕾 にPLA2を 起点 とした脂 質セカ ン ドメ ッセ ンジャー シグナ リング経路 を

想 定 し、免 疫組織 学的解 析に よ り、PLA2-IIAが シナプスを形成 している成熟 した味細胞

で特異的 に発現す るこ とを見出 した。この過程で、味細胞 では味シグナ リング分子が先

行 して発 現 し、成 熟 が進 ん でか らシナ プス を形 成 す る とい う新 た な知 見 も得 た。

PLA2-IIAの 機 能については、この酵素 の産生物質であ るア ラキ ドン酸によって、味細胞

内のCa2+濃 度 が上昇す る ことを示 し、味細胞 カル シウム シグナ リングに関わる可能性 を

提示 した。

ノ ックア ウ トマ ウス と他 の動物種 にお けるPLA2-IIA

一般 に
、 ある遺伝子 の機能 を解析す るた めに、その遺伝子 の ノックア ウ ト動物 を作製

す ることは非常 に有効な手段 であ り、技術的観点か ら、哺 乳類 ではマ ウスが利用 しやす

い。 しか し、PLA2-IIA遺 伝 子に関 しては例外的 な状況 にある。 分泌型PLA2は 哺乳類 に

お いて10種 類報 告 され てい るが、IIA型 はその 中で も優位種 であ り、 ヒ トや ラ ッ トに

おいては、多 くの組 織に発現 してい ることが知 られ てい る(Kudo and Murakami,2002)。

しか し、マ ウスのPLA2-IIA遺 伝子 は系統 に よって、 コー ド領域 の途中に1塩 基の挿入

があ り、フ レームシフ トを起 こ して、酵素活性 を持た ないタンパ ク質 しか産生 され ない。

つま り、 自然 な ノックア ウ トマ ウスが既 に存在 してい る(MacPhee et al.,1995)。 さ

らに、正 常なPLA2-IIAの 遺伝子 を持 ってい る系統 において も、その発現 は、小腸 な ど

一部 の組織 に限 られ てお り
、他 の動物種 とは様子 が異 なっている。実際、正常 な遺伝子

を有す る系統 と有 しない系統のマ ウス有郭乳頭切片に対 して、in situハ イブ リダイゼ

ーシ ョンお よび免疫染 色を行 ったが、どち らの系統において も、ラッ トで観察 された よ

うなPLA2-IIAの 味蕾 中での シグナル は検 出できなかった(デ ー タ省略)。 また、マ ウス

は系統 に よる味覚応答 の違 いが よく研 究 されてい るが、これ らの相違 と正常なPLA2-IIA

遺伝子 の有無 とで一 致す るよ うな事例 がない ことか ら、マ ウスの味蕾 中では、PLA2-IIA

遺伝子 はほ とん ど機能 していない と考 え られ る。

一方
、スナネズ ミ、ウサ ギ、サル 、オ ラン ウー タンの味蕾 中では、免疫染 色によって 、

ラ ッ トと同様 の シグナルが観察 され た(デ ー タ省 略)。 このこ とか ら、哺乳類 の味蕾一

般 には、PLA2-IIAが 共通 に発現 ・機 能 してお り、マ ウスの味蕾にお いては、他 の分子 に

よって代 替 され てい る、も しくは必要がない と考え られ る。 この ことは、PLA2活 性や ア
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ラキ ドン酸 産生能 を解析 す ることで、今後 明 らかにできるもので ある。仮 に、他の分子

が代 替 してい る とす る と、そ の類似性 か ら、分泌型PLA2の 他 の分子種 が第一 に考 え ら

れ る。 しか し、マ ウス有 郭乳頭切 片に対す るin situハ イブ リダイゼー シ ョン解析 を行

ったが、特定の分子種 が味蕾内で優位 に発現 してい ることは確認 できなか った(デ ー タ

省 略)。PLA2-IIAの 機 能 が主 にアラキ ドン酸の産生であ るとす るな らば、細胞質型PLA2

や ジア シル グ リセ ロール リパーゼ(DAG lipase)が 機能 を代替 している可能性 も考 えら

れ る。 特に、DAG lipaseに 関 して は、味覚 とシグナ リングの共通性 の高い 、鋤鼻感覚

神 経にお いてア ラキ ドン酸産生 に関与 してい ると言われ てお り注 目され る分子 であ る

(Spehr et al.,2002)。

味細胞 の成熟化 とシナ プス形成

味蕾の細胞 は、電子顕微鏡 による観察 か ら、I～IV型 細胞 に分類 され る。基本的にはI

型 細胞(暗 細胞)が 支持細胞 であ り、IV型 細胞が幹細胞 と考 え られ ている(Lindemann,

1996)。 そ して、動物種に よる違い も報告 され てい るが、 ラ ッ トでは、III型 細胞のみ

が味神 経 と求 心性 の シナ プスを形 成 してい る(Clapp et al.,2004)。 つま り、 これ が

味細胞 である と考え られ る。 しか しなが ら、免疫 染色試 料 を電 子顕微鏡 で観 察す ると、

いわゆ る味細胞マーカー で識別 され る細胞集団の大半はII型 細胞 で、少数 のみ しかIII

型細胞 に分類 されない こ とか ら(表4、 図4-1)、 味細胞 とシナプス細胞 は異 な るのでは

ないか との議 論が起 こってい る。 しか し、本研 究で得 られた知見 を基 に、個 々の味蕾細

胞に時間軸 を導入 し、II型 細胞 が成熟 してIII型 細胞にな ると仮 定す るとこれ らの関

係 が矛 盾な く説明で きる。II型 細胞 は、PLCβ2やGgustと いった味覚 シグナ リング分

子は発現 しているが、シナ プスを有 さない 、いわゆる未成 熟な段階の味細胞 である と考

え られ る。SNAP-25お よびPLA2-IIAは 、この成熟 したシナプス形成 味細胞(III型 細胞)

にのみ発現 してお り、味覚 シグナ リング分子 もここでは同時 に発現 してい る(図4-2)。

上の よ うな議論 が起 こる背景 には、II型 細胞 に比べ てIII型 細胞の数が少 ない ことが

原 因の一つで ある と思われ る。 これ は、III型 細胞 である期 間がII型 細胞 である期 間

よ りも短いか 、II型 細胞 の一部 しかIII型 細胞 にな らないた め と考 えられ る。 味蕾 中

の細胞 は短い期間で更新 され続 けている ことか ら、味神経が伝達す る味情報 を一 定に保

つため には、新 しい味細胞 との シナプ スも随時形成 しなければな らない。そ こで、味 シ
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表4 免疫染色 と電子顕微鏡観察結果の対応

(上)表4 免疫染色 と電子顕微鏡観察結果の対応

(下)図4-1 各抗体による免疫反応性 と細胞 タイプの対応模式図

Yang et al.,2004よ り引用
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図4-2 味細胞 とシナプス細胞の関係 の概念図

本研 究で得 られた知見を基 に、味細胞 の成熟 に伴 う発現分子 の関係 を時間軸 に載せて表

し、それ と同時に細胞タイプが変化す るとい う仮説 を図に示 した。

丸い幹細胞(左 側)か ら、シナプスは形成 していないが、味シグナ リング関連分子(Ggust、

Gi2、PLCβ2;Taste Receptor(TR)は 不明)を 発現 している未成熟味細胞(中 央)に な り、

味神経 とシナプスを形成 し、PLA2-IIAやSNAP-25を 発現 してい る成熟 した味細胞(右 側)

と分化 してい く。過去 の免疫染色お よび電子顕微鏡観 察の結果 との照 らし合わせか ら、

未成熟味細胞がII型 細胞、成熟味細胞がIII型 細胞に対応す ると仮定できる。一部のII

型細胞 は、シナプスを形成す ることなく細胞死を迎えるのかも しれない(上 部点線矢印)。
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グナ リング分子 を完全に備 え、受容す る味 も決定 され てい る新 たな味細胞(II型 細胞)

が準備 万端で待機 してい るこ との重要性 は大きい。仮 に、シナプスを形成 できず に、死

んでゆ く一見無駄 な細胞が多数あ った と して も、それ は、味情報 を保つ ための安全策で

あ り、有効 な戦略 なのか も しれ ない。また 、各細胞 の寿命 は数 日～3週 間程度 と細胞に

よってかな り違 うこ とは、シナプスを形成 した細胞 は、よ り長 い細胞寿命 を持 ち、そ う

でない細胞は早 く死ぬ とい った こ とか ら説 明できるのか もしれ ない。本実験では、BrdU

の追跡 実験 を5日 間 しか行 ってい ないが、よ り長 い期 間行 うことで、細胞 タイプ と寿命

についての新たな知見 を得 られ る可能性 もあ る。

味蕾 の シナ プス部位 にお けるPLA2-IIAの 生理機能

第 二章で示 した よ うに、PLA2-IIAは シナ プスを形成 している成熟 味細胞 で特異的に発

現 してお り、シナプ ス周辺 での役割が考 え られた。また、第 三章 よ り、PLA2-IIAが ア ラ

キ ドン酸を介 して細胞内Ca2+濃 度 を上昇 させ るこ とが示唆 され た。これ ら2つ の機 能は

排他 的な もの ではな く、む しろ両者 の機能 を同時に果た してい ることも充分 にあ りえる。

エキ ソサイ トー シスにはCa2+と 細胞膜 の流動性が重要であ る。PLA2-IIAは これ ら両者 を

同時にまかな うこ とがで きる分子 の一つ である。PLA2-IIAを 活性化す る因子 は、基本的

にはCa2+と 言われ ているが 、細胞外 の酸性糖鎖 などに結 合 して待機 してお り、細胞内の

ホスホ リパー ゼに よって脂質 二重膜の 内側 に切 り込みが入 った ところ を外 か ら切 り込

んでい くとい う知 見が ある(Kudo and Murakami,2002)。 味覚 シグナ リングの下流で

PLCβ2あ るいは、cPLA2な ど他 のホスホ リパーゼによって脂質二重膜 に切 り込 みが入 り、

膜 の物理 的性質 が変化 した ところで、細胞外か らPLA2-IIAが 切 り込 んでい くのか も し

れ ない。 これ は、培養細胞 にPLA2-IIAお よびPLCβ2な どのシグナル分子 を発現 させ 、

シグナ リングをまわす ことに よってPLA2-IIAが 活性化 され るかをアラキ ドン酸の産生

によって解析 す るといった手法で解析 で きると考えている。

PLA2-IIAが 活 性化 され る と、細胞膜 を切断 し、ア ラキ ドン酸 な どの不飽和脂肪酸 とリ

ゾ リン脂質 を産生す る。 これ らは、細胞膜 の流動性 を高 め、シナ プス小胞 と細胞膜の融

合 が起 こ りやす い環境 を作 り出す。それ と同時に、不飽和脂肪酸(ア ラキ ドン酸)は 周

囲 のチャンネル に働 きかけ、直接 的あ るいは間接的 にCa2+流 入 を促す。これ らの作用に

よ りシナ プス前膜周辺 に待機 していた小 胞はエキ ソサイ トー シスを起 こ し、神経伝達物
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質 が放出 され る と考 え られ る(図4-3)。 実際 にPLA2-IIAが 味 シグナ リングの下流 で機

能 してい るか は、今後の検討課題 であ る。PLA2の 阻害剤 や抗体が、味 シグナ リングに与

える影 響 を味細胞Ca2+イ メー ジングによ り解析す ることや、エキ ソサイ トー シスや シナ

プ ス小胞 の リサイ ク リングに与 える影響 を膜 結合 型の蛍光 色素 を用い て評価 する こ と

が可能で ある。また、ア ラキ ドン酸の標的 となる分子 については、培養細胞 に候補 とな

る遺伝 子 を発現 させ 、電 気生理 的にその関係 を明 らかにす ることが有効であ る。そ して、

何 よ りも、RNAiな どの手 法を用い、味細胞 においてPLA2-IIAの 遺伝 子 ノックダ ウン動

物 を作製 ・解 析す るこ とで多数 の情報 を得 ることがで きると考 えている。

味 シグナ リングの分子的 実態 は、 ここ数年 で急速に明 らかに され つつ あ り、近い うち

に主要経路が完全 に解 明 され る と思 われ る。その後はゲ ノ ミクスや プ ロテオ ミクス とい

った網羅的 な分子解析 に より、味細胞 に発現す る分子が網羅 的に示 され 、シグナ リング

の主要経路 を根幹 として、タ ンパ ク質 間の相互作用や転写調節 とい った分子 間の枝 で細

部 まで繋 がってい くと思 われ る。本研 究は、その走 りであ るDNAマ イク ロア レイ解析 に

よ り明 らかになった分子 を糸 口に、抜 け落 ちた穴 を埋め、機 能解析 へ と研 究を進 めて行

った。 本研 究に よって明 らか になった知 見が、味 シグナ リグ全容解 明への土台 とな り、

可憐 な花が咲 き誇 るこ とを期待 している。
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図4-3 味 細胞 の シナ プ ス部位 にお け るPLA2-II八 の予想 され る機 能

PLA2-IIAが 細 胞外 か ら脂 質 二重膜 を切断 しア ラ キ ドン酸(不 飽 和脂肪 酸)が 遊 離 され る。

この時点 で物 理 的 に も細胞 膜 の物理 的性 質 が変化 し、流 動性 が 上が る。 アラ キ ドン酸 は、

直接 的 に(Ca2+チ ャ ンネル やTRPM5チ ャ ンネ ル な どを活性化 させ る)、 あるい は間接 的に

(PKCな どの分 子 を介す る)、Ca2+の 流 入 を促 進 す る。そ の結 果、神経伝 達物 質 を含む 小胞

のエ ク ソサ イ トー シ スが促 進 され る。

AA:ア ラ キ ドン酸(arachidonic acid)

VGCC:電 位依 存性Ca2+チ ャ ンネル(voltage-gated calcium channel)
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論文題 目 ボ ス ホ リパ ー ゼA2の 味 細胞 特 異 的発 現 とそ の機 能 の解 析

脊椎動物の味覚受容組織である味蕾は40-120個 程度の細胞 によって構成 されている。 そ

の細胞 のい くつかが実際に味を感 じる 「味細胞」であ り、味神経へ と情報 を伝達 している。

近年 、苦味や甘味の受容体お よび、下流の細胞内情報伝達分子のいくつかが同定 され
、味

細胞 における味受容機構 の解明が急速 に進 んでいる。 しか しなが ら、受容 した味物質の情

報を どのよ うに味神経 に伝 えるのかな ど、味細胞内シグナ リング経路の途 中には不明な点

も多く、全容が理解 され るには至っていない。

細胞内の情報伝達系において脂質 メデ ィエー ターは非常に重要な役割 を果 たす
。嗅覚系

化学感覚器官である嗅上皮や鋤鼻器 の単離細胞において、アラキ ドン酸はイオ ンチャンネ

ルの活性制御や細胞内Ca2+濃 度上昇を引き起 こす。また、単離味蕾細胞において も、シス不

飽和脂肪酸が遅延整流性K+チ ャンネルの活性 を阻害す ることが報告されている
。 さらに、

アラキ ドン酸やその産生酵素であるホスホ リパーゼA
2(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、アラキ ドン酸等の不飽和脂肪酸が味覚 シグナ リングの制

御に関与 している可能性が示唆 され た。

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
、そ

の過程でPLA2のIIA型(PLA2-IIA)が 味蕾内で強く特異的に発現 してい ることを見出 して

いる。 そこで、味蕾中にPLA2を 起点 とし、アラキ ドン酸を中心 とした脂質セカン ドメッセ

ンジャーシグナ リング系が存在す ると想定 し、本研究を開始 した。
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1.味 蕾に発現す るPLA2分 子種の特定

PLA2は 哺乳類で20種 類程度の分子種が報告 されている。そ こでまず、味蕾で発現 してい

るPLA2の 分子種 を特定す るため、ラ ットで報告のある13分 子種について、ラッ ト有郭 ・葉

状乳頭上皮 由来cDNAを 用いてRT-PCRを 行った。その結果、IB型を除 く全ての分子種でcDNA

断片の増幅が確認 された。続いて、よ り詳細な発現状況を、有郭乳頭切片に対す るin situ

ハイブ リダイゼーシ ョンによ り解析 した ところ、IIA型 のみが味蕾の一部の細胞 に有意なシ

グナル を示 した。 また、味蕾にお けるこのタンパ ク質 の発現 を、免疫染色によって確認 し

た。

2.PLA2-IIAの 味蕾にお ける発現解析

PLA2-IIAの 免疫染色 シグナルは味蕾中の一部の細胞 に斑点状で観察 され るとい う特異性

があることか ら、 この分子 を発現 している細胞の特性や細胞内での局在 を明 らかにするこ

とで、機能 を解明す る足がか りとな ると考 え、 より詳細な免疫組織学的解析を実施 した。

PLA2-IIAは 分泌性のタンパ ク質であ り、味蕾細胞内での斑点状の染色シグナルは、分泌

経路の途上に位置するゴル ジ体での局在を反映 していると推測 された。そ こで、 ゴルジ体

マーカーであるGM130お よびβ-COPと 免疫二重染色を行った ところ、これ らのシグナル とよ

く重な り、分泌経路上に多 く存在 していることが明 らか となった。

次に、PLA2-IIAを 発現する細胞の特性について調べた。味蕾中には、実際に味を受容す

る味細胞 のほかにも、支持細胞や前駆細胞な ど機能の異なるい くつかの細胞種が存在 して

いることが知 られている。 さらに、味細胞 も味種 ごとに異なる受容細胞が存在することが

明 らかにな りつつあ り、少なくとも、甘 ・旨味受容細胞 と、苦味受容細胞に分類すること

が可能である〇 まず、PLA2-IIAを 発現す る細胞 と味細胞の関係 を調べ るため、味細胞 マー

カーであるホスホ リパーゼCβ2(PLCβ2)と 免疫二重染色を行った。 この結果PLA2-IIAは

PLCβ2発 現細胞(味 細胞)の 一部の細胞集団に発現 していることが明 らかになった。続いて、

この発現が味種依存的であるかを調べ るため、味細胞 の中で も苦味細胞特異的に発現 して

い るGタ ンパク質、gustducinと の関係を調べた。両者の発現は一部の細胞では重な り合 っ

たが、互いに独立 した関係 であった。以上の結果よ りPLA2-IIAは 甘 ・旨 ・苦味 とい う特定

の味種 には依存せず に、味細胞の一部 に発現す ることが明 らかになった。

味細胞で受容 した味の情報は、味神経を介 して中枢へ と伝達 されてお り、電子顕微鏡に

よる観察か 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 しこれは、味細胞マーカーであるPLCβ2の 発現細胞 と比べてかな り少ない ことか

ら、味細胞 の一部のみ しか味神経 とシナプスを形成 していない と考 えられた。そ こで、味

神経の一部のみに発現す るPLA2-IIAと シナプス形成細胞 との関係を調べるため、味蕾中の

シナプス形成細胞 で特異的に発現 しているSNAP-25と の免疫二重染色を行った。その結果、

PLA2-IIAとSNAP-25の シグナルはよく一致 した。以上の結果か ら、味細胞の一部のみがシ

ナプスを形成 してお り、その細胞 にのみPLA2-IIAが 発現 していると判明 した。
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味蕾細胞 は上皮か ら分化 し、10日 前後で新 しい細胞へ と入れ替 ってい くことか ら
、味蕾

中には、分化 してか らの時間が異なる細胞が混在 している。PLA2-IIAの 発現およびシナプ

ス形成細胞 が味細胞の一部に限 られてい るとい うことは
、これ らが味細胞 の分化段階に依

存 してい る可能性が考え られ た。 そこで、発現の開始時期 を解析するため
、まず、味蕾の

初期形成過程である新生児 ラッ トの有郭乳頭切片の免疫染色を行った
。味蕾細胞に豊富な

細胞骨格であるcytokeratin 8や 、味細胞内のシグナル伝達分子であるgustducinやIP3R3

は生後2日 目よ り染色シグナルが検出 されたのに対 し、PLA2-IIAや シナプスマーカーであ

るSNAP-25は 生後6日 目あた りまでシグナルが確認 できず
、これ らの分子はある程度成熟

した味細胞でない と発現 しないことが示唆 された。続 いて、成体 ラッ ト味蕾細胞 において

も発現開始時期を解析す るため、BrdU追 跡実験を行った。その結果、味蕾細胞 にPLA2-IIAが

発現 し始めたのは、gustducinの 発現 よりも2目 ほど遅い、4日 目以降であ り、より成熟化

した味細胞 に特異的であることが明 らかとなった。

以上の ことから、味細胞 ではgustducinな どの味覚 シグナ リング分子が先行 して発現 し
、

2日 ほど成熟が進んだ ところでシナプスが形成 され
、PLA2-IIAやSNAP-25が 発現 し、機能 し

てい ると推察 された(図)。

PLA2-IIAは 、海馬神経細胞やPC12細 胞 においてエキソサイ トーシスを促進 させ ることに

よ り神経伝 達物質 の放出に関与 していることが報告 されている
。味細胞 における発現は、

シナプスを形成 してい る細胞 に限 られていることか ら
、同様の機能を果た している可能性

もある。

3.ア ラキ ドン酸 と味蕾細胞内Ca2+濃 度変化の解析

PLA2の 代謝産物であるアラキ ドン酸は、鋤鼻神経細胞において細胞内Ca2+濃 度上昇を引き

起 こす ことや、味神経応答に影響を及ぼすことか ら、味細胞においても、アラキ ドン酸が

細胞内Ca2+濃 度上昇を引き起 こすかは興味深い。また、味細胞内でのCa2+濃 度上昇は神経伝

達物質を放 出す る重要な過程 と考 えられ ることか ら、単離味蕾細胞 を用いたCa2+イ メージン

グを行い、アラキ ドン酸が与 える影響を解析 した。

ラッ ト有郭乳頭味蕾細胞 を単離 し、Ca2+指示薬であるFura-2に より、細胞内のCa2+濃 度を

イ メー ジングした。その結果 、100μMの アラキ ドン酸刺激により、細胞内Ca2+濃 度上昇 を

起 こす細胞が多 く存在 した。イメージング後 の細胞を固定 し
、免疫染色 を行 った ところ、

PLA2-IIA陽 性細胞 もこれに含まれていた。次に、細胞 内で産生 されるアラキ ドン酸によっ

てもCa2+濃 度上昇が引き起 こされるかを調べ るため、アラキ ドン酸代謝酵素である リポキシ

ゲナーゼ(LOX)をNDGAで 阻害 した ところ、細胞内のCa2+濃 度が上昇 した。 これは、LOXを

阻害 したことによ り細胞 内にアラキ ドン酸が蓄積 し、それによりCa2+濃度が上昇 した と解釈

できる。 アラキ ドン酸は様 々なイオンチ ャンネル の活性 を制御す ることか ら
、味蕾細胞 に

おいても、Ca2+透過性のチ ャンネルや、脱分極 を引き起 こすチャンネルの活性に影響を与え

た結果、Ca2+濃度上昇が引き起 こされた ものと考 えられる
。以上の結果か ら、PLA2-IIAが ア
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ラキ ドン酸の産生を介 して細胞内Ca2+濃 度を上昇 させ る可能性 が示唆 された。今後は、味物

質による味細胞のカルシウム応答がPLA2-IIA阻 害剤やアラキ ドン酸によって制御 され るか

否かを検討 したい。

本研究は、味蕾中にPLA2を 起点 とした脂質セカン ドメ ッセンジャーシグナ リング経路を

想定 し、免疫組織学的解析 により、PLA2-IIAが シナプスを形成 してい る成熟 した味細胞で

特異的に発現す ることを見出 した。 この過程で、味細胞では味シグナ リング分子が先行 し

て発現 し、成熟が進んでか らシナプスを形成す るとい う新たな知見も得 た。PLA2-IIAの 機

能については、この酵素の産生物質であるアラキ ドン酸によって、味細胞 内のCa2+濃 度が上

昇することを示 し、味細胞カルシ ウムシグナ リングに関わる可能性を提示 した。

今後、味蕾内でのPLA2-IIAの 活性化因子やアラキ ドン酸の作用機構 を明 らかに し、実際

に味シグナ リングや 、他の現象に どの ように関わっているのかを評価す る必要がある。具

体的 には、Ca2+イメージングによ り、阻害剤の影響を解析することや、培養細胞系を用いて

PLA2-IIAの 活性化因子やア ラキ ドン酸の標的分子 を明 らかに し、 さらには味蕾特異的に

PLA2-IIA遺 伝子を制御 した動物を作出 し、解析することが有効であると考 える。本研 究で

得 られた知 見が、未だ明か されていない味シグナ リングの、全容解明の基礎 になると期待

してい る。
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