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111師許

BSA ウシ IflI. tl~アルプミン

cAMP サイクリックアデノシン3'，5'-ー リン酸

DAB 3，3'ジアミノベンチジン四編駿視

DEPC ジエチルビロカルボン酸

EしISA 回相酵素免疫検定法

FCS 了牛血消

HRP ホースラディッシュペルオキシダーゼ

IP3 イノシ トール三 リン駿

lPTG イソプロピルチオ方ラクトシド

NMDA NーメチルーD-アスパラギン酸

PLC-s ホスホリバーゼC-s

RT-PCR 逆転写PCR
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動物が生き長らえるためには体の成長、発育、維持そして活動のために必要なタン

パク質、栄養源、エネルギーWllとなりうる物質を外界から摂取する必要がある。多

くの動物にとって生体に必要なこれらの物質か不足すると空腹感が生じ、食物を求

める行動がさ|ニじる。しかし、食物の存在する自然界には必ずしも生体にとって役に

立つ物質ばかりでなく、'1"には取り込むことにより警になる物質も多く存復する。

そこで食物を口から収り入れる際に食すべきものかどうかを感覚を用いて判断する

必姿が生じる。この判断には色、匂いなど視覚、政党の感覚からのシグナルも総合

して行われるが、外界の物質を体内に取り込むための窓口である口腔器官中の感覚

であるl味覚は口j肢に取り込まれた物質が摂取すべきかどうかの選択に本質的な役割

を演じている。口艇に取り込まれた物質が食すべきものであれば、 「おいしいJと

いうシグナルが生じ、食欲が地進し消化が促進される。逆に摂取すべきでないもの

の場合は「まずいjというシグナルが生じ食欲が減退するばかりでなく時には吐き

出すという行為にいたる。この一連の行為は意識的に行われるものではなく、 l床賞;

は述jJ)}J系・自律系の中~i[と緊密なìl!!絡を持ち、常に両者が一体となって機能するこ

とによりホメオスタシス(体内恒常性)を維持する生理機能の一環として重要な役

割を演じているlj3"を示している。

l味覚の研究は長年の閥、多方面から行われてきた。物質側からは、新たな甘味物

質の検索や背l床物質をマスクする物質の研究等がなされ、新たな食品の11自発に賞献

してきた。生体1l刊の研究としては1味覚受容器であるl床穏を対象とした形態学、生理

学、必化学的研究を始め、 l沫普から l味受容のシグナルを受け取る q制rJi~径の生理学的

研究、さらに大脳への味覚l判定伝導路の研究、味覚刺激による大脳での電気活動の

計測など多l肢の分里子にわたる研究が行われてきた。しかしながらそれぞれの分野に

おける研究は他の分野と繋がるような成果が待られていないのが現状である。また、

分子生物学的研究は本側究開始時にはほとんど行われていなかった。

本研究はl床留を用いて味覚の受容からl味布11経への伝達までのシグナルリングの分

子生物学的解析を目的としている。よって序論では、多岐の分野に渡る味覚の研究

のうち、味覚を構成する1床の種類とその生物学的意義、 l味覚受容器の形態学的特徴、

l球留から脳までの神経経路の概l略、長年行われてきた生理学・生化学的研究により

予怨されている味覚シグナリング経路等の知見に限定して概説し、最後に本研究の

目的を記す。

1.1味覚を憐成する基本旅とその生物学的意義

l味覚は食物そのものを受容器宮川こ触れさせる純近覚性の化学感覚である。味受容

器への刺激は、水浴状態にある化学物質の分子やイオンの接触であって、 l味物質は

食物』ドの水分やl監液に溶解し、受容される。 l床の種類に関しては、 l床物質の呈する
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会てのl味は11-.苦・庖 高知床といったそれぞれ他のl床から独立している 4つのl床の

適当な組み合わせによって作ることができるという'*の四而体説がとられ、これら

4つのl床は基本l床という名称で呼ばれてきた。これは色の三原色と煩似の考え方で

あるが実験的な根拠はない。また近年、旨1床も従来の 4基本!味には含まれないl床で

ある事が認められ 5つめの基本味とされている。また、これら 5つの基本味は全て

1味古?とそれに統く神経を経た感覚である。辛I味・渋味ーえぐみ・素材のテクスチヤ

ーなどもl米と術援に関与するが、これらのl床はシグナル伝達を行う味奮を介しての

感覚ではなく、舌表而にある.fiI市壬末端への刺激による感覚と考えられ、生理学 ・生

化学とではほとんど研究の対象とされていない。

1.l$*'床を示す物質のうち、甘味物質としては主に煎紙等の糖類が挙げられるが、

アスパルテームのようにペプチドで強烈な甘味を持つ物質をはじめ、アミノ酸、タ

ンパク賀、化学合成物質等様々な物質が目i味を呈する。苦l床物質はカフェインなど

の純物性アルカロイド、テルベン類や疎水性の物質(アミノ級、ペプチド)が多い。

胤，~は邸化ナトリウムなどの無機甑類の金属イオンの1味 (無機塩類の金属イオンで

もカリウムイオンはJ気味とともに苦味も持つ)、酸味は水素イオンによって生じる

l床である。旨1床はグルタミン酸、イノシン|酸、グアニル般の猛類等によって引き起

こされる独特の味である。糖やアミノ般のように栄養物の存在を示す物質は、一般

に聞旅あるいは旨l床といった快い味を呈する。低濃度の塩は生物にとって不可欠で

あり、鹿の存在は食物に“たべやすさ"(acceptability)を付加する。酸は、自然界では

腐敗した食物や未熟の*実に含まれており、忌遊物質は疎水性の物質が多い。これ

らの物質は、酸味、苦l床といった不快なl床を呈し、摂取しにくくしている。また;臨

も高濃度になると不快なl味になり摂取する量をコントロールしやすくしている。味

覚は物質の積類・濃度 j昆皮 摂取量-接触部位などにより様々な強さの感覚とな

るだけでなく摂収する生体の状態によっても感じ方は異なるが、基本的には栄養物

をH制Tし(preference-aversion)、有害物質を忌避することにより我々の身体を維持する

ために役立っている。

2_ ，床物質を受容する総官、l床笥

口l陸内に取り込まれた物質による刺激を受け取る構造物はl床議という務官である。

，liIl乳動物の舌の表而には、糸;1*:fL頭、茸状乳頭、有郭乳頭、業状乳頭の4種の手し頭

カ哨ー在する(図 1)0 ，床替は、糸状乳頭以外の乳頭に含まれている。有事11乳頭は舌

の奥昔11に存在しラ yトでは 1つ、ヒトでは 8から 12個存在する。ラッ トの場合、

手T郭乳穿lはTJ:H圭1-'_5mmで周囲を深い乳頭熔によって取り阻まれ、味警は乳TIJ!i梓側

壁と皮内に密集して約450個存在するといわれる (表 1)。葉状乳頭は舌の縁の部位

に袋状に存1'1:する。業状乳頭においてもl味奮は!fLID'li狩の側壁上皮内に多数出現して



いる。茸状乳~fíは舌の先端を中心に点在しており、 l つの乳頭にラットでは l つ、

ヒトでも 2~3 個しか味奮を含んでおらず、手L頭背苦11の重層扇平上皮に存在する。

また、 1味沓は;号上j支rj1のみならず口腔内粘膜にもわずかに分布しており、 l床奮の総

数はラットが約 1 000側、 ウシは約20000個、ヒト(成人)は約4~5000個にのぼる。

年齢により l床奮の分布の位置、総数は変化し、数的にヒトでは20才頃に最も多 くの

l米菅を持つとされている。

I !ぷ:子:は重層扇平上皮の中にあるほぼ球形の構造(図 2) である。長径約70~75μm、

従符約40μmで、 i引1111は上j支の表而lこ対しでほぼ垂直にあり、粘膜表而にはI床孔と呼

ばれる小孔があり l床物質がl床斎と篠fqg!できる場所である。 I床奮はヒ皮細胞由来の細

胞集合体であることがStoneらのモザイクマウスをmいた実験により示されている。

しかし、 1米僚内の半数近くの細胞にや|ぱ'圭特異的エノラーゼの発現が見られるなど神

経nの分子も右している (Yoshieel. al.， 1988)。これは、形態的にも類似性のある他の

感覚細胞や分泌裂の細胞(例、勝臓の傍小j泡細胞)と同様の特徴である。ちなみに、

問じ化学感覚のl奥覚受容を司る l皮細胞はそれ自体が千11崎査であり、同じ感覚昔話官の細

胞であってもその由来、性質は異なっている。

1床 11\ は主として紡錘形の細胞が40個 ~70個タマネギのように集合している器官で

ある。紡錘形の細胞の下端は恭底)1莫に接し、そこから細胞は一二皮表尼eに向かつてイ1判

長し、 l味孔を介して直接口腔環境と接する。l床孔部にあたる細胞の上端にはl床毛と

呼ばれる微械毛が存在し、 l沫物質と接触できる部位であることからl床毛に味覚レセ

プターが存在すると考えられている。

l床t::rを・構成する細胞は、形態学的特徴から 4槌煩 (I-IV型)に分けられる。基底

tllliJ包(IVl\~ )以外は、ほぽ!床恋の長径にわたる長さを持つ紡錘形の網I1 )J包で、電子密度の

1創立、 tlllW，質内の十!骨造か ら I、 n、 ill~に分類される 。 このうち III型の細胞がl床を受

容して、 l床神経にそのシグナルを伝達するl味細胞であるとされている。迎!由として、

多くの動物のJll型細胞が他の1、 U、VI型とは異なり、村l縫繊維とシナプスを形成し

ていることと、シナプス部位にシグナル伝達物質を含むと忠、われるシナプス小胞が

観祭されること(Yoshieet. ，，1.， 1990， Royer and Kinnamon， 1991)が挙げられる。しかし、

マウスにおいてはl、日型にもシ7プスが存在するという報告(Delayet. al.， 1986， 

Kinnamon et. al.， 1988)もあり、 IU型のみが味覚を受容する細胞であるかどうかは明ら

かではない。また、 I、Il、日I、型を光学顕微鏡レベル以下で見分けることは不可能

なので、光学顕微鏡を用いて行う 生理学的研究の結果と形態学的特徴を結びつける

ことが出来なし、。

シナプス小胞の存在が凹型をl床細胞と特定することの決め手の lつとなっている

が、小胞の'1:1に存ー在しているであろう神経伝達物質の特定は行われていない。現在
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のところ、アセチルコリン、カテコールアミン、セロトニン、アミノ酸などがその

候補として挙げられている。

3 味督から脳までの神経経路および神経の月末替に対する役割

lイ閣のl味習は平均 5本の神経線維の支配を受けており、 1個のl味神経線維は複数

個の乳頭|付に入り込み広範囲で多機な味を感じることが可能となっている(B巴idler，

1969). 1味覚シグナルは、いくつかの神経系により大脳に伝えられる(図 3)。晴乳

動物では来1犬乳E直前半部、茸状乳IJJlに存夜するl床替は鼓索神経に作仰|創el.al.， 1974， 

Farbman eL. 111.， 1 978) 、イ持'l\.{L~J'1、染状乳JîJiの後方昔日の1*菅は舌11因キlþ経(Fay 1927， 

Reichel1 1934)に、 11国頭、P{}(頭部のl味替は上11悶頭千111経に、口議の味苦手は大鍾イ材111経に

接続している。これらの味覚神経は延髄の孤東絞に入って第二次ニューロンに切り

~<わり、規床に入り第三次ニューロンとなり、最終的に大脳皮質のl味覚野に伝えら

れ、 1床が知覚される(Schwartzand W民IdeLl， 1938)。

l床 í~~: と接続しているこれらのl床1'111 *壬を切ると味蛮 は退化し、最後には消失してし

まう (Hosleyet. a1.， 1987)ことが知られている。しかし、味替の発生には神経が必要で、

ないことも示されている(B町lowet. a1.， 1996， Bar10w and NOrlhcutt， 1997)0 I味奮は周IIf:I

の上皮細胞よ り短い IO EI 問の周期で車~.しく入れ替わることが知 られているこ とから、

l床神経はl床替のターンオーパーに寄与していると思われる。 しかしながら、 どのよ

うな物質がl味神経から味奮に放出されているかは明らかではない。

4. I床物質の受容機構

1~14 にその模式図を示す。

llJf，ii[IW 

NaC1のNa・がナ トリウムチャンネルを通過することによってl床細胞を脱分極し伝達さ

れる(Heckel. a).， 1984)。このナトリウムチャンネJレの関口はアミロライドで阻害さ

れることが明らかになっており (Heckel. 81.， J 984)、ヒト による官能検査によっても

アミロライドで広l床を感じなくなることが線認されている(Schiffmanel. al.， 1983)。

分J-生物学的研究も最近なされ、舌上皮のcDNAライブラリーから腎臓に存在するア

ミロライド阻害担ナ トリウムチャンネル(Linguegliaet. 81.， 1993)の一部がクローニン

グされた(Liel.iIf.， 1994)。このチャンネJレはmSltuハイプリダイゼーションおよび抗

体染色(Toussonel. a/.. 1989， Simon el. al.， 1993)により味蓄を中心に舌上皮に発現する

ことが観然されており 、臨床に関与すると思われる。

(2)敵味

l味細胞にクエン般を与えると、 Na-チャンネJレ、 K-チャンネル、Ca-チャンネルが閉

じる(Kinnamonel. a1.. 1988)ことが明 らかになっている。 これは水素イオンがチャン

7 



ネルをプロックすることによるものではないかという知見はあるが、証明はされて

いない。また、鼓索神経繊維の応答、 l床細胞の水素イオンに対して発生する電流を

調べた結果、アミロライドにより阻害される電流もイ1:在している(Gilbertsonef. al.， 

1993)ことが知られているが、いずれも生息学的知見に留まうている。

[3] U味
11，*に関しては、以下のことが明らかになっている。外崎ら(1988)は、マウスの味細

胞にcAMPを討コ入すると、外向きのKーチャンネルが閉じて脱分援が起こることを見い

だした。|司織にAvenet(1988)らはカエJレのl床細胞にパッチクランプ法を適用し、

cAMPを与えると、 K-チャンネJレが閉じることを観察した。このcAルEによるl悦分飯

はcAMP依存七1:のプロテインキナーゼの阻害剤により抑TIiJjされることから、K-チャン

ネJレの不活性化には蛋白質のリン酸化が関与していることが示唆された。また、

Slriern (1989)らはラットの芯上皮に各種の糖を与えるとcAMPが増加すると報告した。

cAMPの上昇は、 G蛋白質共役型レセプターに共役するOsタイプのG蛋白質の活性化

に伴うアデニル自主シクラーゼの活性化によるものである。すなわち、精(甘味)はG

蛋白質J主役型レセプターにより受容されOsタイプのG蛋白質を活性化し、それによ

りアデニル酸シクラーゼが活性化されcAMPが増加し、K-チャンネJレが閉じて脱分極

が起こることにより 刺激として伝わるというモデルが提唱された。しか しながら、

糖の中でも |士味の強いフルク トースや非常に強い甘味を持つペプチドであるアスバ

ルテームを与えても 、細胞内のc品1pは増加 しないことから、甘味 のシグナル伝達経

路はこの系のみではないことがこの時点で予想された。

1996年にBernhardtらは人工甘味料guanidiniul11化合物のSC-45647が11未欝を構成する

一部の~111胞のキIU J抱 |付の IP3 (lnosiLOI 1人5-triphosphate)およびカルシウム濃度を上昇

させることをrYdらかにした。すなわち、 細胞内の11'3濃度が上昇し、カルシウムスト

アーの表面に存在するIP3レセプターを刺激した結果である。また、 l床細胞内にはIP3

レセプターの存在が確認されている(Hw副19el. al.， 1990)0 IP3濃度の上-界は、 G蛋白質

;)J-i役型レ七プターに共役するOqタイプのGタンパク質αサプユニット (0αqファミリ

一)、あるいはOiタイプのGタンパク fttsγサプユニットによるホスホリバーゼCs(PLC 

s)の術性化によるものである。Bemhardlらはまた、サッカリンも細胞内のIP3濃度を

上昇させることを明らかにしている。よってSC-45647、サッカリンといった合成甘

味料がGαqファミリ一、あるいはOiタイプのGタンパク質日ザナプユニットの関与する

系を介して伝達されることが予想される。また、 IT長奮特異的なGタンパク質αサプユ

ニットguslducin(0αgust、後述する)が放糖、および人工甘味料SC-45647のシグナリ

ングに関うすることがそのノックアウトマウスから示唆されている。

[411¥，I床
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苦味の最も強い物質の lつであるデナトニウムをi床細胞に与えると、味細胞中のカ

ルシウムストアーからカルシウムが欣出され、細胞中のカルシウム濃度が上がるこ

とがAkabasら(1988)によ って観察されている。また、多数の苦味物質が細胞内のIP3

汲皮をじ界ーさせることが明らかになっている(Spielmanet. 111.. 1996)。よって、これら

の丹l球物質もGαqファミリ一、あるいはOiタイプのGタンパク質日戸Tプユニットが関

ヲ-する系を介して伝達されることが予想される。また、苦l床物質を味細胞に添加す

ると刺胞巾のホスホジエステラーゼ(PDE)を活性化することも示唆されており (Pric巴，

1973)、OiタイプのGタンパク質αサフ'ユニット(0山ファミリー)の関与が考えられる。

Gωファミリーに属し、l床替特典的なGタンパク質αサプユニットであるG日gustは

McLaughlinらにより 1992年にラ ット舌ヒ皮からクローニングされた。生化学的研究で

はG収iファミリーは苦l床に関与することのみが示唆されていたので、 Gαgustは当初Jは

背|床にのみ関与するとJ3、われた。その後、ノックアウトマウスを用いて基木l床に対

する感受性を訓べた結来、 Gagustは1:1'1床 ・背l床の両方の情報伝達系に関与している

ことが示され(Wongel. a1.， 1996)Gagustのこれらの味覚における役割の解明が待たれ

る。また、G日gustと相向性カ市Jく、 1l1'iの梓体に特異的なG日夕ンパク質transducin

(0αt-rod)がl床背に発現していることがm SJtuハイプリダイゼーションと抗体染色によ

って明らかにな った(McLaughlinet. al.， 1994， Ruiz-Avila et. a1.， 1995)0 0αt-rod'ま苦l床物

質のデナトニウムによって味覚上皮中の受容体を介して活性化されること、ならび

にその上皮から単離されたPDEを活性化して細胞内の環状型ヌクレオチドの濃度を

減少させる方向に働くことが示され(Ruiz-Avilaet. a1.， 1995)、苦味に関与する可能性

が示されている。

また、|床細胞にキニーネを添加すると、電位依存性イオンチャンネルがブロック

されiJi'J7;、なくなることから(Kinnamonet. al.， 1988)、レセプターやGタンパク質が関与

せずに直後イオンチャンネルに作用する系が存夜することも考えられている。

[51日米

ナマズではアミノ般により活性化されるチャンネJレによって旨味が受容されること

が示唆されている(Brandet. al.， 1991， T，巴eteret. a1.， 1990)。また、セカンドメッセンジ

ャー、 cAMP、fP3を介したシグ7-Jレ伝達系の存在も示されている(Brandeιa1.， 1991)。

]1市乳鎖では、ナマズに見られるようなセカンドメ ッセンジャー系の存在は示されて

はいないが、脳iに存在するようなグルタミンレセプターの関与が予想されている。

1996年にChaudhariらは脳に発現している代諮問1グルタミン酸レセプターmGluR4がl床

資に存在していることを ill幻 IUハイブリダイゼーションにより明らかにした。加えて、

ラァトに旨l床物質のグルタミン酸ナトリウムに対する嫌慈条件付けを行い、種々の

グルタミン酸アゴニストに対する行動を調べ、グルタミン酸ナトリウムのレセプタ
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ーは代謝型グルタミン般レセプターであることを示唆したが、依然としてmGluR4が

旨味のレセプターであるのか伝達物質としてのグルタミン酸のレセプターであるの

かは I~Jかではない。 また、)J市乳郊では生理学 ・ 生化学的手法を用いた報告は無く、

このことも旨味のシグナリングの研究が進まない要因となっている。

5.1味覚の倒究の現在の状況

l味覚の研究は長年にわたって多}j商から行われてきたが、各々の分野で大きな問題

点を抱えたまま現住に至っている。各項目で端々にふれてきたが本項でまとめて記

述する。

川占tlド|沫について

J.，!yf:(1床は、他のl刷、ら独立していることと、そのl床に対して選択的なやi唯細胞治宝存

在することが条例となっている。しかしながらこの定義は陵昧なものであり暗黙の

了解によって成り立って現在に至っている。

[2.]形態学でのl床管制!日j包の分鎖について

l米音細胞の分類には 2つの説がある。 lつはj-皿型細胞が幹細胞と考えられている

恭J哀調11)]包から別個に分化してそれぞれが他型に移行しない独立した細胞型であると

いう考え方で(Murrayet.al.， 1969)、現在一般的に引用されている。しかし、マウスで

はl、H型にシナプスが観察されるため、シナプスとシナプスノト胞が存在することを

J将棋にしてm型細胞のみがl床細胞であるとする定義には疑問が持たれる。もう 一つ

はl床古市11胞は基本的にl型細胞であり各細胞の差異はそれぞれの細胞の成熟過程を反

映したものであるという 一元説である(Kinnamonet. aJ.， 1985)。どちらの説も生理学

的研究とま ったく結びつかないため現夜のところ決着はついていない。

[ 3 J~I:.l虫学(10 ・ '-1，化学的研先

生現学的研究の問題点は何点かある。 1点目は mいる細胞が|床を受容する細胞かど

うか明かでないことであり、たまたまある味覚物質に反応した細胞をI!未細胞として

如いている点である。先学顕微鏡ではシナプスを介したシグナリングを行える細胞

(1床細胞)を1'IJ別できないことがその原因として挙げられる。 2点目は実験が生体

そのものでなくコラゲナーゼで分離した細胞を用いて行われる点である。 3点目は

リカンドを、 l床を受け取る停伝子しにのみ添加するのが困難であるだけでなく、リガン

ドが多種鎖でしかも淡j支が生体内に存在し得ない濃度(例えば煎糖はO.5Mで反応す

る)をJlJいなければならない点にある。

14]分子生物学的研究

以前わわれていたタンパク質を実験材料として用いた研究による成果は今までほと

んど得られていなかった。その理由としてl味脊の舌上皮に占める割合が非常に少な

いこと、 l床箭の培養細胞株は樹立されていないことから笑験材料として十分なタン
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パク質の呈を入手するのが困難な組織であることが挙げられる。遺伝子を用いた}j

法でも l沫僚を多く含む舌上j支か ら のm附~Aを lμg得るには 1 00匹のラ ッ トが必要であ

り材料入手の問題は解決されておらず本研究当初はGαgust以外の分子は明らかにさ

れていなかった。

筆者はこの機な状況の下で研究を開始した。

6 汁~{i]fヲEの目的

l味覚の研究は、視覚 ・l奥覚と比較すると遅れをとっている。特に、未だにI床細胞

がl味奮を機成する細胞の"1.1のどの細胞なのか、各基本l朱に対してどの細胞が受容を

行うのかが|列かでないことは、味覚物質側からの研究や形態学、生理学 ・生化学の

研究のそれぞれの成呆を結びつけることが出来ないことの最大の要因である。味覚

シグナリングをJ旦う分子の笑体を明らかにしてその存在部位を解析することに よっ

てl床倍を構成する細胞個々の生理学 生化学的特徴を予位、することは、形態学と生

j理学 生化学の架け術となるため非常に重要なことである。本研究開始時点では、

l米伐に仔イEする分子はGagust以外はWJらかになっておらず、分子生物学的研究はほ

とんど手つかずの状況であったo そこで、ラッ トのl床驚に存在する味覚シグナリン

グを担う分子を研究の対象として選び、 その種類の特定と構造、機能、 発現脊11 f:立~

の解析を分子生物学的手法をmいて行うことにした。l床細胞の果たす主な役割jはl旅

物質の受容とl米中111;経へのシグナjレ伝達であるので、目的とする分子はI床奮を介した

味覚のシグナル伝迷系の引き金となりうる味覚レセプター、その下流に存在するGタ

ンパク賀、l米中111経へのシグナル伝達物質の欣出に関与する可能性の高い電位依存性

カルシウムチャンネJレ (Caチャンネル)を選択した。研究対象の1!iJJ!均は、ヒ トに近

いl味覚を持つであろうことと扱いやすく入手しやすい動物であることを考慮、してnm
:fL:J.1l~のラ ッ トを選択した。

JJc14'的には、まず、 1味沓に発現し1味覚レセプターの候補となりうるGタンパク質共

役型レセプターのクローニングを行い、味覚シグナリングの初発を担う可能性のあ

る分子を Iy~ らかにした。 次に 、 舌上皮から得たGタンパク質共役型 レセプタ ー の下流

にず(イけ一るGタンパク質を対象としてl味替に存在するGタンパク質αサプユニッ トの

t虫類を検索した。最後に、 l味1111経へのシグナル伝達物質の放出に関与することが考

えられ、l床細胞において、 l床物質の受容機構の解析と同様に重要であると考えられ

るCaチャンネルの解析を行った。

Gタンパク貨はその極類によりエフェクターおよびセカンドメ ッセンジャーを推定

するこ とができ、その存在が認め られる細胞の生埋作用を予想できるため、味覚シ
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グナリングを行っている細胞を特定しうる。また、 caチャンネルは味覚のシグナル

伝迷物質のj波乱iに関与していると考えられ、 Caチャンネルの発現している細胞はシ

ナプスを有する味細胞であるロI能性を示唆する。つまり、 Gタンパク質、 Caチャン

ネルはともに味沓細胞から味細胞を区別する|努のマーカーになりうると考えられる。

そこで、 Gタンパク質とCaチャンネルに関しては、 IJ，未替に発現している種類を特定

するのみならず、細胞レベルでの分布を調べ、味普を燐成する細胞を類型化するこ

とも1:1nりとした。



Rat Human 

図l 舌の全体図と味習を含む乳頭の存在位霞

cv :有郭乳頭、 Foliate・3害状乳頭、 Fungifoml 茸状乳頭、 Filifoml:糸状乳頭

1平状乳yJi 有詞11乳E頁 禁状乳頭 味奮の
種 数 % 数 % 数 % 総数
フット 185 17 467 42 460 41 1112 

ウシ 1707 9 16519 91 乳頭な し ー 18226 
サJレ 1296 16 2896 35 4294 50 8485 

ヒト 750 18 2400 48 1300 34 4450 

表l 乳頭によるl床習の数の割合 (Mistrenaet. aJ. (1989)) 



組織学(南山堂)よ りヲl用

区12 味替の細胞構成。III型がl床*，1111胞でありシナプスを形成している。

感覚の生理学(裳華房)より引用

凶3 舌から脳までの味情報の流れ
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本論文中で使用するj口語の定義

l体皆細胞 ・. . 1床智を情成する I~ JV型の細胞の内、光学銀微鏡では互いの区別がつ

かない紡鋭形の細胞I、 TI、 I1I l\~細胞を 11未沓細胞と記載する c

l床細胞 ・ ・あるI床物質を受容しl床神経へシグナlレ伝達物質を放出する細胞。未だ

に実体が明らかになっていないため、味奮細胞の中にl床細胞が含まれていることを

前提に研究を行うことにする。
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i味覚シグナリングに関与する分子を解析するにあたり、まず味物質の受容体をそ

の対象として選んだ。理由として、味覚シグナリングの初発を担う重要な分子であ

り、長年にわたりその存在が示唆されながらクローニングされていないことが挙げ

られる。

l味覚と同じ五感の中の視覚と l央党については、 G蛋白質共役型レセプターを介した

情報伝達経路が存在することが、生理学的にも分子生物学的にも明らかになってい

る。また、 l味覚のシグナリングにも、序論で述べたように甘味・苦味はG蛋白質共役

立1レセプターを介して伝達されることが生理学的 ・生化学的に示唆されている。そ

こで、味蓄に存在するG蛋白質共役~!レセプターに焦点をあて、そのクローニングを

試みた。

ヰ主宰では、まず、 l臭覚のレセプターを参考に作成したプライマーと、ラットの舌

上皮から待たmRNAを用いてRT-PCRを行い、舌上皮に発現し味覚に関与する可能性

のあるG~白質共役型レセプターの一部分を得た後、その断片をプロープとして舌上

皮cDNAライブラリーよりレセプターcDNA会長をクローニングすることを試みた。

次に、得られたクローンに対してinsituハイプリダイゼーション、抗体染色を行って、

より詳細な発現苦1st立を特定し1味覚レセプターの候補となり得るかどうかの検討を行

った。

第 l節 RT-PCRによる舌上皮に発現するレセプター遺伝子ファミリーの

クローニング

1.緒言

味覚に関与するレセプターをクローニングするための方法として、同じ化学感覚

である1央党のレセプターを参考にするのが妥当であろうと考えた。

(1) 峡党のレセプターはG蛋白質共役型である。甘味、苦味物質のレセプターも生理

学的見地からG~白質共役割.と予想されている。

(2) I史上皮は多磁多織な匂い物質を受容するために多くの種類のレセプターを遺伝子

ファミ リーとして持つ。l味覚物質も多種存在することより、それを受容するレセプ

ターが遺伝子ファミリーを形成する可能性がある。

(3) I味覚とl奥覚は同じ化学感覚であり、共に生体に筈を及ぼす物質を忌避し主主のある

ものを摂取するためのセンサーの役割を持つことより、類似した構造が予想される。

よってl民党のレセプタ-(Buckand Axel 1991)のアミノ酸配列を参考にして味覚に

関与するレセプターのクローニングを行うことを計画した。

クローニングの方法もl臭覚のレセプターを参考にした。 l奥覚レセプターの存在す

るl史上皮は一個体に存夜する量が非常に少ないため、組織よりレセプター蛋白質を
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縛ることはできない。 また、リガンドの極類が多く予怨される上、レセプターとの

結合力が低いため、リガンドを指標にしてスクリーニングを行うことは困難である。

H臭覚のレセプターはG蛋白質共役型のレセプターに共通の配列(特に視覚を中心にし

て)を参考にした方法を行っている。つまり、映上皮のmRNAとG蛋白質共役型のレ

セプターに共通の配列を含むプライマーを用いてRT-PCRを行い、その結果得られた

PCRクローンをプロープとしてcDNAがクローニングされた。

本uiiで、は、 I民党のレセプターのアミノ酸配列を基に合成したプライマーと、ラッ

トの舌の上皮から得たmRNAを用いてRT-PCRを行い、舌上皮に発現している味覚に

関与する可能性のあるG蛋lコ貿共役盟レセプターの一部分を得て、その構造を解析す

ることを目的とした。

2.実験材料および試薬

2-1 :k験材料

ラットはウィスター系オス (I 00 ~300 g)を日本生物材料から購入した。

2-2試薬類

2-2-1各{:if[キット等

Tim巴Saver'M日rststrand cDNA Synthesis KitはPh白羽laCla干上、 Multiprim巴DNAlabelling 

syst巴m、Rapicl hybridization buffer はAm巴rsham干上、 GeneAmp PCR reagenl kit、Taq 

DyeDeoxyTM Tenninator Cycle Sequencing KitはP四 kin-ElmerCetus社より購入した。

2・2-2クロマトグラフィー担体、メンブレインフィルター

セファデックスGδ0はPhanmlciaf:士、独過滅菌フィルターはm出ipore干':1:より購入し、

ナイロンフィルターはAmersham社のHybond™-Nを j下j いた。

2-3，vrJcl史溶液類

特にJ旨示したものを |徐き、試薬類は特級、生化学実Z矧1、またはクロマトグラフ

ィーm試薬を用いて、 2次純水で所定の濃度に溶解し、オー トクレーブ(+1気圧、

120'C、 20分)または漉過滅磁 (0.22 μmのフィルターを使用)を施してから使用し

一.. ~。

2ふ 1DNA' RNA拙i品別試楽

(i) DNA抽出緩衝液 8mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

48 mM塩化ナトリウム

40 mM EDTA 
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33.6μMスペル ミジン

4μMスペルミド

2% ザルコシル

[ii) 6M グアニジニウムチオシアネート 6 M グアニジウムチオシアネー ト

5mMクエン酸ナトリウム緩衝液(pH7.0)

0.5 %ザルコシル

以上の波皮の溶液を調製し、オートクレープはせずに保存して、使用する直前

に0.713%(v/v)の日一メルカプトエタノールを加えた。(これにより、 日一メル

カプトエタノールの濃度は0.1Mとなる。)

〔川)5.7M庖化セシウム・ 5.7M ijj;化セシウム

0.1 M EDTA 

水酸化ナトリウムでpHを7.5に合わせた。

(iv) SOS /百 100mM トリス境酸緩衝液 (pH8.5) 

5 mル1EOTA 

1 % SOS 

2-3-2 poly(A)+RNAの濃縮(水はOEPCで処理をした)

[i} 2Xローディング緩衝液 :40mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.6) 

1 M NaCI 

1mル!EDTA

0.1% SOS 

IXローデイング緩衝液は2Xローデイング緩衝液を水で希釈して用いた。

(ii)洗滞緩衝液 :20mM 卜1)ス峨酸緩衝液 (pH7.6) 

0.1 M NaCI 

1 mMEDTA 

0.1% SDS 

(iii)裕1J:l緩衝液 :JOmM トリ スta酸緩衝液 (pH7.6)

1 mMEDTA 

0.05% SOS 

2ふ 3核酸トランスファーj羽試薬

(i)アルカリ変位液:0.5 M 水酸化ナトリウム

1.5 M 塩化ナトリウム

(ii)中平[1ft夜:0.5 M トリス庖|酸緩衝液 (pH7.5) 

1.5 M 塩化ナトリウム

(iu) 20XSSC : 3 M 塩化ナトリウム
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0.3 M クエン酸三ナトリウム

使用時は必要に応じて希釈した。

2-3-4ノーザンプロ ット解析用試染

10XMOPS緩衝液:0.4 M MOPS (モルフォリノプロパンスルホン駿)

0.1 M 酢酸ナトリウム

10 rnM EDTA 

水酸化ナトリウム水浴液でpHを7.0に合わせた。

2-3-5ハイプリダイゼーション用試薬

50 X Denhardt's溶液:1 % BSA 

1% ポリピニルピロリドン

1% フイコール

3 実験)J法

fff~j[を付した試薬は2-3に記した。

3-1 .全貯，AのfllJ出 (グアニジウムチオシアネー ト/岩塩化セシウム法)

-80'Cで凍結してあった 1 ~3 gの臓器を木槌で粉砕してチュープに移し、 5借章一の

6Mグアニジウムチオシアネー 卜 を加え、直ちに2~ 3分間ホモジナイズを行って均一

にした後、 15'C、 13，000x gで、20分間l遠心した。上清を、前もって2.5mlの5.7M塩化

セシウムを入れた趨遠心チユ}ブに上層し、 Beckman社のL-80UI廿acentrifugeで36，000

x gで14時間遠心した。上清を除いた後、沈殿を手早く 80%エタノールでi先浄し、減

圧下ti吃悶した。これを 150f.llのTE/ SDSと150μlのフェノール溶液とを同時に加え、

激しく批持して溶解、フェノール拍出 を行い、15'C、13，000 x gで5分間遠心 した。

水417をエタノール沈殿し、 RNAを沈殿物として遠心(13，000x g、0'C、 5分間)する こ

とにより集めた。沈殿を乾闘し、 Imlの水に溶解した。

3-2一本鎖cDNAの作製

(1) poly(A)+悶呼Aの濃縮(この実験に用いる水はDEPCで処理をした)

オリゴ(dT)12_18セルロースカラムによる方法

オリゴ(dT) 1 2_ 1 8セルロースカラム(総容量~ 1 I111) は前もって 1 m!の0. 1 M7J，酸化ナ

トリウム/5mM印 'TA、続いてpHが7付近になるまで水で洗絡し、その後5mJのIX

ローデイング緩衝液を用いて平衡化した。抽出した全RNAを含む肘.JA水溶液0.5m!を

65'Cで5分間変性し、0.5mlの2×ローデイング緩衝液を加えて、室温まで冷却させた

後、平衡化 したカラムにチャージした。素通り画分は再度カラムにチャージした。
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次に、 3 I11JのlXローデイング緩衝液をJJIlえて洗悔した後、さらに2mJの盗塗盤盤並

でi先i争し、脳炎に31111の益出遅盤並で吸着したRNAを浴出させ、 8i商(約200μ)ずつ分

間した。分画した液の一部を附いて260 nmの11&光度を測定して、港出された分画を

集め、 2同エタノーjレ沈殿し、最終的に 1mgjmlになるように水に溶解した。

(2) 1本鎖cDNA合成

1-5μgのpoly(A)+RNAをRNase-FreeWarerで総量20~llになるように希釈し65"Cで10

分間変性し、氷中で冷却した。TimeSaver
lM

first strand cDNA Synthesis KitのFirst-Strand

Reaction Mix'こlμ!の 2∞mMDTr 浴液を加え、 1μlの0.5mg /叫オリコ・(dT)12_18プラ

イマ一、または lμlの0.037mg/m1のpd(N)6プライマーを加え、先の変性したpoly(A)七

RNAを人れ、経く混ぜ37"Cで111寺間反応した。

3-3DNA合成によるプライマーの作成

OligolOω DNA synthesizer(Beckmann 社)で合成し、同社のCLEVAGE 叩 d

DEPROTECTION KITをよrJいて精製した。

3-4 PCR法によるDNA断片の増幅

TaKaRa PCR kitを用いて行った。

0.5 mlチューブに以下の試薬およびDNAを混合した。

dNTP Mix (dNTP各2.5mM) 4μl 

10Xノfツファー (100nホ!1Tris，500mM KCI， 15日1MMgCh ) 5μl 

テンプレー トDNA

センスプライマー

アンチセンスプライマー

水

0.1-100 ng 

50 pmol 

50 pmol 

総量を50凶になるように加えた

Taq polym巴ras巴(5U/μ1) 0.5μl 

以上を混合した後、ミネラ Jレオイルを約 1i商上層して、 PCR反応装置(パーキンエ

ルマージャパンアプライドバイオシステム DNAThermal Cycler 480)にセットした。

i鼠度設定は96"C1分、 45"C4分 (1サイクル毎に6秒延長)、 72"C2分の条件にして50サ

イクル繰り返した。

3・5DNAの僚議

(1) 5末端標識
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DNA約50pmolに2mlの10Xリン酸化緩衝液と5μlの[y_32pjATP(約1.85おffiq)とを

混合し、総f誌が18μlとなるように水を加えた後、 2μ1(約10U)のT4ポリヌクレオチ

ドキナーゼを添加し37'(;で30分間反応させた。反応後lμlの0.5M EDTA (pH 8.0)と20

μのTEを)Jnえ、フェノール・クロロホルム紬出し、lOμgのキャリアーDNA(大腸菌

DNA)を加えてセフアデックス0-50ショートカラムクロマトグラフイーを通して標

識されたDNAを未反応器質と分けて回収した。

(2)ランダムプライミングによるDNA断片の標識

DNA 0.5μgに水を加えて28凶にし、 95'(;で5分間の加熱処理後、氷水中にて急冷

し、室禍に戻してからランダムプライマー5 1-11、5Xパッファー lO μ1 (いずれも

Amersham1'-I:DN Aラベリングキット)、 [α_32pJ dCTP 5μ1 (1.85 MBq)を加え、

Klenow frdgment 2 1-1.1をlJIlえて37'(;で30分、または室温で2/1寺間以上反応させた。反応

後lμlの0.5M EDTA (pH 8.0)を力日え反応を停止させ、 0.2%SDS/TEを50μl、10μgの

キャリアーDNA(大腸菌DNA)を加えてセフアデックス0-50ショ ートカ ラムクロマ

トグラフィーを通して標識されたDNAを未反応碁賓と分けて回収した。

3-6コロニーハイブリダイゼーション

(1 )コロニーリフティング

コロニーの正じたプレートにナイロンフィルターを密着させることにより、コ

ロニーのDNAをフィルターにi転写した。フィルターをまず、アルカリ 変件液で5分間

変附して血血並で5分間、 2田中和した後、主主主主♀で5分間処理した。その後、 80'(;

で完全に乾燥させて、紫外線をコロニーが付着した面に10分間照射してDNAを固定

した。

(2)ハイプリダイゼ」ション

(iJプレハイプリダイゼーション

Ame内ham全tのRapidhybridizatiol1 bu ffer (以下ハイプリダイゼ」シヨンバッファー

と略す) 1 ml当たりそれぞれ100μgのキャリアーDNAとサケ精子DNAを、約2倍量の

水とともに沸騰水中で 10分間加熱した後、氷水中で急冷した。室温に戻してからハ

イプリダイゼーションバッファーを加えて予洗液包三SSC/込I%SDSl中で洗浄し

たフィルターとともにポリバッグ中でスクリーニングl時と向じ温度により 30分以上

保滋しその後ハイブリダイゼーシヨンに供した。

(ii)ハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーションパッフ 7ー1ml当たりそれぞれ100μgのキャリアーDNA
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とサケ精子DNAに、約100万cpm/ mlとなるようにオリゴヌクレオチドプロープを加

え、これに約2倍長の水を加えてi刷機水中で10分間加熱した後、氷水中で急冷した。

室j鼠に戻してからハイプリダイゼーションバッファーを加えてよく混合し、プレハ

イプリダイゼーション後のフィ lレターとともにポリバッグに入れてハイプリダイぜ

ーシヨンを行った。反応温度は45'Cで行い 11時間以上反応させた。

(iii)洗浄・シグナルの検出

洗浄は6XSSC /0.1 %SDS中45'Cでヰ子った。シグナlレの検出は-80'CでX線フィ Jレム(フ

ジフィルム社) 、または室施でイメージングプレートに誌光させて行った。

3-7 t値基配列のi犬定

Taq DyeDeoxyTM Temlinator Cycl巴 SequencingKit (ノTーキンエルマージヤノTンバイオ

システム社)をmいた方法を行った。プラスミドDNA 1μgをプロ トコールに従い、

反応させた。泳!fVJ.JfJ色素はTaqDyeDeoxYl法(パーキンエJレマージャパンバイオシステ

ム社)JTI電気泳動色素を使用し、電気泳動はパーキンエルマージャパンアプライドバ

イオシステムズのDNAシークエンサ-373Aを用いて行った。泳動後、シークエンサ

ーの解析プログラムによって配列を検出解析した。

3-8全DNAの+TII出 (高分子染色体DNAの調製)

使用前にラット)J干臓を-80'Cで凍結してから実験に供した。乾熱済みの乳鉢に先

のラ 7 トの肝臓を 1 ~2 gを人れ、液体窒素を加えながらよく粉砕し、 50ml容量のプ

ラスチックチューブ (Falcon2070)に液体皇室素ごと流し込み、 80'Cで窒素を蒸発さ

せ、 18.75IllIのDNAfl11出緩衝液を加えて穏やかに撹枠した。さらに 10mg / mlプロテ

イナーゼK浴液180μlと10%SDSを4.2mlを加え、 60'Cで21時間30分間、時々ゆっくり

と悦伴しながら保抗した後、 2等分し、それぞれにフェノール溶液10mlを加えて室温

で31時間程ゆっくりと撹作し、フェノール抽出を行った。重ねて一晩フェノーJレ抽出

を行い、次いで31時間jのフエノール クロロホルム抽出、 30分のクロロホルム抽出を

行い、 1/10量の3 M酢酸ナトリウム緩衝液と田20'Cに冷やしておいたエタノールを2.5

恰ill;JJIIえて、析出した高分子DNAをガラス俸に巻つけて回収した。 75%エタノーJレ

に浸して洗い、 i成庄乾間後、適量のTE(pH 8.0)に浸して、 4'Cで一晩静置し、高分

子DNAを溶解させた。

3-9サザン分析

(1 )ブロ γ ティング(核酸の転写)

制限鮮素消化した DNAを0.7%アガロースゲルをj刊いて電気泳動した後、ゲJレを

24 



アルカリ変件液に浸し、室昔日lで30分間ゆ っくり振とうしてDNAを変性させ、次にゲ

Jレを丘~並に移して 30分間、 2回振とうし、最後にZ三SS (二に浸して 15分間振とうし

た後ナイロンフィルターにDNAを転写した。その後フィ Jレターを80"C中に30分以上

白設置し、更にフィルターの DNAを転写した面にトランスイ Jレミネーターで紫外線を

照射して、 DNAをフィ Jレター上に固定した。

ρ)ハイブリダイゼーション

ランダムプライムによりラベルしたDNAをプロープとしてよFJいて50"cまたは68"Cで

ハイプリダイゼーションを行った。洗浄は緩やかな条件では2XSSC/O.I%SDS、ス

トリンジェントな条件ではO.IXSSC/O.I%SDSでハイブリダイゼーションと同様の

il日i皮で行った。

他の粂{斗はコロニーハイプリダイゼーシヨンと同様に行った。

3-10ノーザン分析

(1 )プロッティング(核酸の転写)

RNAI0μgに5μlのlOXMOPS緩衝液、 8.75μlのホルムアルデヒド、 25μlのホルム

アミドを加え、水で総量を50μlにし、 55"Cで15分間変性させ、氷中で冷却し、これ

を悶オAJ.TI1%アガロースゲルで、 50V定電圧、 IXMOPS緩衝液中で電気泳動した。泳

動後、ゲJレを3分間水洗してから辺主主主£を用いてゲル中の悶呼Aをナイロンフィルタ

ーにJ!is写した。20XSSCで約3分間洗ゆ後、コロニーハイブリダイゼーションの時と

問機にナイロンフィルター上にRNAを固定した。

(2)ノーザンハイプリダイゼーション

ハイフリダイゼーションのi1n't度を65"Cにし、洗浄条件をO.IXSSC/O.I%SDSとした

他はサザンハイプリダイゼーションと同様に行った。

4.結果

4-1 RT-PCRによる舌上j支のG蛋白質共役型レセプターファミリーのクロ」ニング

舌上J支に存主EするG蛋白質共役型レセプターを得るためにRT-PCRを行った。まず

同じ化学感覚である l央党レセプターのアミノ酸配列を参考にしてプライマーを作成

した。I央党レセプターの 7つの朕貫通ドメインの内 2、3、6、7苓ー目のドメイン

の周辺にはl奥覚レセプターファミリーに共通に保存されているアミノ配列が存在す

る。この配列を蕊に 2、6、7番目のドメインの周辺に当たる位置のオリゴヌクレ

オチドのプライマーを、 日がセンス、v1、vnがアンチセンスとなるように合成した(図

トト1)0ラットの舌上j支出来のm附-fAをlμg用いてfs-cDNAを合成し、このfs-cDNAを

鋳型とし、合成したプライマーを伺いて仰はーTMv1、 TM日 制 VU)RT-PCR>S:-行



った。一般にG蛋白質共役型レセプターは互いにホモロジーが低いため、アニーリン

グの温度は45"Cと緩やかな条件で行った。予怨される長さのあたり (約700bp)のRT-

PCR産物を切り出してpUC18ベクターにライゲーションし、ミニライプラリーを作

製した。喋覚のレセプターファミリー間だけでなく他のG蛋白質共役型レセプターと

も1[1向性を有する配列を持った 3苦手自の朕貫通ドメインの周辺の塩基配列σMlII)を

プロープとして、スクリーニングをして60種類以上のクローンを得た。この内55種

のクローンについてその塩基配列を解析し、アミノ酸配列を推定した。これら55種

のクローンはG蛋白質共役型レセプターの持っている共通のアミノ酸配列を持ち、最

も高い中日向性はアミノ限レベlレで97%であり、最も低いものでも47%の相同性があっ

た。この55.j"jf[のクローンの推定アミノ酸配列を比較し、 80%以上の相同性を基準に

して分類した。その結果6つの奥なったグループに分類でき 、今回クローニングし

た断片全体をPTE(PCR c10nes from taste epith巴lium)と命名した(図1-1-2)。グループ問で

はPTE4SとPTES8の問で71.1%の高い相向性を示したが他は47-55%であった(図1-1司

3)。これらのクローンは 2、6、7番目の脱策通ドメインのプライマーを用いてRT

PCRにより待たため、N端やC端を欠き 、この部分の特徴を知ることはできなかっ

たが、今回待た音11分に関してはGOif白質共役型レセプターの特徴であるs-s結合の形

成司一能なCys(D日oneι 且1.1987， Karnilくel.a1.， 1988) (2番目と 3番目 、4番目と5番

目のl県民一辺部分の間にあり、共に!肢のアピカル側である)、lfiR水結合をなすであろ

うLeu (2番目と 3番目の朕貫通部分に存在している)が存在し、 G蛋白質共役型レ

セプターの一部分であることが判明した。

4-2ゲノムサザンプロッ トによるPTEの解析

|で符たレセプターの逃伝子上での位置を解析するためにゲノムサザンブロ y 卜解

析を行った。ラッ トの肝臓からゲノムDNAを抽出 し、 10開 をそれぞれEcoR1， Hind 

m，s加 lHlで消化して電気泳動を行いサザンプロッ トし、プロープには 6つのグルー

プの代表的なクローンの会長を月1い、ス トリンジェントな条件下 (68"C)でハイブ

リダイゼーションを行った。それぞ‘れハイブリダイズするバンドのパターンが異な

っていたので、これらは別々の遺伝子に由来すると考えられた(図ト1-4)0PCR産物の

PTE45をプロープとし、ハイブリダイゼーションの温度を50"Cにし、洗いも2XSSC

と緩やかな条件でゲノムサザンハイブリダイゼーシヨンを行うと多くのバンドとハ

イプリダイズした(図1-1-4右) 。この結果、 PTE45と似た構造を持つレセプターが多

数存花することが判明した。このことはl味覚レセプターが様々な匂いを受容するた

めに迫伝子ファミリーを形成していることと一致している。

4-3ノーザンプロ γ ト解析によるPTEの発現の解析
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さらに、これらのレセプターの組織特兵性を調べるために、ラ ットの舌、精巣、

網膜、脳、肝臓、 ti寄臓、 IMi、日華臓、小腸、骨格筋、 平滑筋のmRNAを用い、 P百 45を

プロ←プとしてノーザンプロ ット解析を行った。ハイブリダイゼーシヨンは65"(;で

行った。その結*PTE45にハイプリダイズするmRNAは約2kbの長さを持ち、舌上皮

にのみ発現しており(図l・ト5 lane6)、他の組織における発現は認められなかった。ま

た舌全体のmRNAではほとんど検出することができなかった(図1-1-5 lane5)。したが

って舌全体に対するPTEの量は非常に少なく、 舌上皮に局在していることが明らかと

なった。また、 PTEA5以外のPTEグループの代表的なクローンを等霊混合したものを

プロ ープにして同様に解析を行 ったところ、やはり舌上皮にのみ発現し、長さも一

致することが明らかとなった(図1-ト5lanel2)。

5.考察

l決党レセプターのアミノ般配列を主主に、舌上l支のmRNAを用いたRT-PCRによって

G蛋白質共役型レセプターの特徴を持つクローンを約60怒類得ることに成功し、 PTE

と命名した。PTEはそれぞれの相同性より 6つのサプグループに分けることができ、

サザン、ノーザンプロ ット解析により 、舌上皮に発現するレセプターファミリーが

存在することが示唆された。PTEと他のG蛋白質尖役型レセプターとの相同性を検察

したところ 1奥党レセプターファミリーと最も高く 33%~67%であった。しかし、こ の

数字はPTE聞での相同性が約80%であるのに比べると明らかに低〈、 PTEグループは

現住までにIYJらかになっている I央党レセプターとは異なるファミリーを形成してい

るものと忠われる。

PTEグ Jレープ附の相同性は45 と 58の間 で7 1. 1 %の高い相向性を示したが他は47 ~

55%の相府]'[1に飼まった。特に中日向性の低かった部分は 4番目と 5番目の膜貫通部

位の肢のアピカル似11に近い部位と 6番目と 7番目の11英貫通部位の[聞の部分(アピカ

ル側の11史外部位)であった。これらの部位は、 G蛋白質共役型レセプタ ーであるかー

アドレナリンレセプターのl皮貫通部位のl換のアピカルfl!llに近い音[11立を変異するとリ

ガンドとの結令力が弱くなることを示した知見(Straderet. aJ.， 1987)から、リガンドの

結合に関与している場所であると考えられる。事実このことは、既知のG蛋白質共役

型レセプター聞で、この部分の柑向性が非常に低いことからも裏付けられる。y四フ

ァミリーは各々よく似ているものの、この部位の相同性は低い。したがってPTEファ

ミリーは、リガンドの1虫類の多様性に対応するものと考えられる。以上のように、

今回待られたPTEクローンはファミリーを形成している点、舌上皮に発現している点

から、l米受容に関与するレセプターであることが示唆された。

近年、青上皮からいくつかのG蛋白質共役1i)!レセプターが待られている。Matsuoka

ら(1993)がPTEと同様l臭覚レ七プターと相向性の高いレセプターの一部分と神経性ペ
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プチド受容体に相IffJtt:の高いレセプターをクローニングした。また、 Talら(1995)はG

蚤 I~ 質共役型レセプターの特徴を持つ新規のレセプターを舌上皮から得た。 当研究

室においても、千葉(1997)がラット舌の有郭乳頭と禁状乳頭より、 GUST43、

GUST45など 6種類のレセプター遺伝子をクローニングした。GUST43はηl0masら

(1996)が1*背・ sJえ上皮・*丸に発現するレセプターであることを明らかにしたTB334

と相向性の高いクローンであり、 GUST45はPTE45と相向性の高いクローンであるこ

とからTB334およびPTE45それぞれの遺伝子ファミリーが存在することを裏付けた。

GUST45とPTE45、TB334とGUST43間以外のレセプターの互いの相同性は12-49%と

ぱらつきがあり、舌上皮にはPTEをはじめバラエティーに富んだレセプターが多種存

在すると考えられる。



NH2 

TMIII TMVII 

HOOC 

PCRのために作成したプライマー

TM][ 5二~C(~~_T.9ATGT A(TC)(TC)T(GA TC)TT(TC)(TC)(GA TC)TC(GA TC)AA-3' 
対応するアミノ般配列 PMY(FL)FLSN 

:!"1.vr _ 5'-TG((iA _!C)GA(GATC)CC(AG)CA(GATC)GT(GATC)GA(GA)AA四 7
対応するアミノ酸配列 FSTC(AG)SH 

:~~Vll _ 5'-(JAĈ-G1Tf¥(AG)AT(AG)AA(GATC)GG(AG)TT(GATC)A(AG)CAT-3' 
対応するアミノ酸配列 MLNPFY1YS 

オリゴヌクレオチドプロープ

TMI日 5'-CTGTG(CT)(CC)AT(CT)GCU(GT)GA(CT)(CA)G(CG)T AC-3' 
対応ーするアミノ酸配列 LC(A V)IA(L Yl)DR Y 

図 トトl合成したオリゴヌクレオチドの塩一基配列
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28S-

18S -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

図1-卜5 ノーザンプロット I~rl析による P1E45クローンm則可Aの様々な組織における
発現の検出

lane 1-11・PTE45をコードしているml;むIlAのI食出
]anc 1 肝臓、 lane 2 :腎i版、 lane3 :精巣、 lan巴4:脳、 lane 5 :舌全体、
lane 6 :育上皮、 lane7 網膜、 lane 8: IW、 lan巴9・小腸、 lanelO・骨格筋、
lanel L :平滑筋

各レーンにzμgのpolyA'RNAをj羽いPTE45をプローブとして

ハイブリダイゼーションを行った。

lane I 2 : PTE45以外のPTEをコードしているmRNAの検出

舌上Elの2μgのpolyA汲NAを用い、 PTEOI，03， 33， 38， 58を等量混合したものを

プロープとしてハイブリダイゼーンヨンをヰラった。
左端に28Sと18SのrRNAの位置を示した。



第2節 舌上皮に発現する G~白質共役型レセプタ- cDNA GUST27の

クローニング

1.緒言

第l節では舌上皮に発現し、 6つのグループに分類できる約60磁のGタンパク質共役

型レセプターの遺伝子ファミリー(PTE)をRT-PCRにより見出した。PTEはl臭覚レセプ

ターファミリーと最も相向性が高いが、別の遺伝子ファミリーを構成していると考

えられた。 しかしながら円Eは2番目の朕貫通部位から 7番目のJI英貫通部位までのク

ローンでありN端とC端を欠き、その特徴を主fIることができなかった。そこで、本節

ではラット背上皮のcDNAライブラリーからPTEをプロ」ブとしてスクリーニングを

行い、 PTEファミリーに属しているレセプターのcDNAの全長をクローニングするこ

とを試み、その構造を訪lべることを目的とした。

2 実験材料および試薬

2-1実験材料

ラットは第l節と同様のものを用いた。

2-2試薬1.ri

2-2-1 ;待相Iキ yト等

TimeSaver'" cDNA Synthesis KitはPhannacia社、 m vltro パッケイジングキット

Gigapack日GoldはStratageneCloning Syslems社より J!I~入した。

他は第l節と向様のものを月jいた。

2-3調製溶液類

cDNAライブラリー作製Jl'J試薬

IXライゲーシヨンバァファー 10mMトリ ス塩酸緩衝液 (pH7.6) 

10mM血化マグネシウム

1mν[ DTT 

0.5nホ~. ATP 

0.1 mg/ml BSA 

SM溶液 100nホII J~f;l化ナトリウム

50，巾f 卜リス寝殿緩衝液 (pH7.5) 

0.2% 硫駿マグネシウム 7水利物

0.01% ゼラチン
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NZCYM : 1% NZアミン

0.5% 嵐化ナトリウム

0.5% 醇l晋抗IIIU物

0.1% カザミノ般

0.2% 硫酸マグネシウム ・7水平日物

他は第 l節と同様のものを用いた。

3.実験方法

「線を付した試薬は2-3に記した。

3-1 cDNAライブラリーの作製

(1) poly(A)+RNAの淡締は第l節と同様に行った。

(2) cDNA合成(試薬は全てPharmaciaの TirneSaverTMcDNA Synthesis Kilを用いた)

[iJ 1 *鎖cDNA合成は第l節と同様に行った。

(iiJ 2本鎖cDNA合成

キッ トのSecond-StrandReaction Mixに第l節と同様に合成した 1本鎖cDNAを加えi径

〈混ぜ12'Cに30分間置いた後、 22'Cで I1時間反応させた。その後65'CでJO分間加熱し

反応を [1:め、室漏に戻した後、フェノール ・クロロ ホルム抽出を行い水層をセフア

ロースC[-4Bショー トカラムに通した。

(3) EcoR J / Not 1アダプターの付加

合成した 2..{;:鎖cDNAに [ ~ 5 凶のEcoR 1/ NiωIアダプターと PEG緩衝液を3ομ、15

mMATP溶液を 1!11、T4DNA ligas巴を lμI1JIIえ、16'Cでl時間反応した。その後65'Cで

10分間加熱し7.k'iIで冷却した。次に1.5μlの75rnM ATP溶液を 1)11、T4Polynucleotide 

Kinaseをlμl加え、 37'Cで30分間反応 した後65'Cで10分間加熱し、護協まで戻した後、

フェノール ・クロロホルム抽出 を行い水!習をセフアロ ースCI-4Bショー トカラムに通

した。

(4) cDNAの長さによる分間

アダプターをH1JIIした2*鎖cDNAを低融点アガロースゲルで電気泳動し、約0.5

kbp以上を切り 出して精製した。約0.3 同のλgllOベクターアームDNAを加えよ三71

ゲーションノTッファーにi容解した後エタノール沈殿し、沈殿を8 μlのIXライゲーシ

ョンバッファーに溶解した。

(5)λgllOベクターへの述結

先の0.5kbp以上のcDNA 1μ1 (30 ng)と1!11 (500 ng)のλgtlOベクタ 一、1mMATPを
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混合して、 0.5μlのT4DNAリガーゼを加えて一度氷中で冷却し16"Cで一晩連結した。

これに、市販のパッケイジングキ ット (Gigapackn Gold)を朋いて、 22"Cで2時間反

応させ、述結したDNAをパッケイジングし、ファージ粒子を形成させた。パフケイ

ジング反応後、 0.5 mlの革担盗並と 1-2滴のクロロ ホルムを加え、経く振とう混和し

て、 4"Cで保存した。

(6)ファージ‘の力側測定

(i)街示閣の翻裂

0.2%のマJレトースを含む国ZCY坦 20 凶に指示菌(大腸菌LE392) を入れて、 37

℃でーl挽保とう精義した。4"C、 3000rpmで10分間遠心して集iAiし、 10mlの10mM硫

骸マグネシウム水溶液に懸濁した。

(ii)ファージの感染

指示的 100μlに、 (5)で調製したファージ液0.5μ-5凶を加え、 37"Cで15分間感染

させてから、 一度i容解して50"Cに保存しておいた0.67%アガロース/NZCYMを2.5ml 

加え、直ちにNZプレートに撒き、 37"Cで一晩保温してプラークを生じさせた。

(7) cDNAライブラリーの作製

(6)の結来からファージ液lμl当りのファージ粒子数を算出し、 プレート l枚当り

のプラーク数がl万-4)5になるようにして、 (6)と同様の方法でNZフ・レー ト (大)に

倣き37"Cでー1%保1尽してプラークを生じさせた。

3-2プラークハイプリダイゼーション

5本1'1守に、コロニーハイブリダイゼーションと同様の方法で行った。ハイブリダ

イゼーションは65"C、洗浄は0.1XSSC /0.1 %SDSで=行った。

4. Ui* 
4・1cDNAクローンGUST27の単離

ラッ トの舌上皮のpoly(A)'RNAからcDNAライブラリーを作成し、先の 6つにグル

ープ分けしたRT-PCR産物の代表的なもの (PTEO1， 03， 33， 38， 45， 58 )の全長をほぼ

当事室になるように混合したものをプロープとして、スクリーニングを行った。その

結果、独立した2.5X 10'個のプラークから 5個のク ロ}ンが陽性クローンとして単離

された。これらはそれぞれ異なった制限酵素サイトを持っていたので、この 5つの

クローンは似た両日IJを持っているが別々のクローンであることが示された。これら

のcDNAlili入断片をサプクローニングしてその塩基配列を決定したところ 5つのクロ

ーンのうち 4つは全長を含んでいなかったため、残りの lつの会長を含んでいると

考えられるクローンλG27の全境基配列を解析した(図1-2-1)。λG27は全長1163bpで、

この中にはMel'からLeu.
mまで312アミノ酸残恭をコードする936 bpのオープンリーデ
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ィングフレームを有していた(図1-2-1)0 -33 bp~-3 1 bpの位置にはインフレームの

終止コドンが存在した。3

欠けているものの、オープンリーデイングフレームには、 Y四と高い相向性を示す塩

基配列がみられたので、このクローンがコードする蛋白をGUST27と命名した。

GUST27はハイドロパシーから 7凶膜貫通部分を含んで。いることが示された(図1-

2-2)。またキ11間性検索の結栄(後述)からも、 GUST27は7回膜ー貫通型であるGg{白

't1A役型!レセプターであることが判明した。

4-2 GUST27の他のレセプターとのキij向性の検索、および全体の構造の推測

GUST27には他のG蛋白質共役型レセプターが共通に持っている特徴が含まれてい

る。それはS-S結合を形成する.lfT.が可能なρixonel. a/.， 1987， Kamik el. a1.， 1988) Cys"， 

Cys'的(2番目と 3按目、 4若手目と 5番目のJj突貫通部分の間にあり、共にl撲のアピカ

ル1t11Jである(E2，E3))、isl!7k.結合をなす可能性のあるLeu"，Leu" (2番目と 3番目の

脱立通部分に存在している)、そして折りたたみ構造のターンを形成する (Applebury

el. 1.1.. 1986， Brandl and 0巴切に 1986)Pro'ベPro'
醐 (3番目と 4番目JI莫貫通部分の問(サ

イトゾル1l!1J)、 7番目膜質通部分にある)でありj換の外 中 内側からG蛋白質共役

型レセプターを形成するために存在していると考えられる(図1-2-4)。

j¥:;にクローニングしたPTEファミリーとGUST27の柿向性を調べると円'E33と80%

の相向性があり、 GUST27はP丁目3グループに属することが判明した。また、他の機々

なGA(j1!i)H支型レセプターとの相向性を翻べたところ、 l央党レセプターの内OLFF3

と 56%の高い相向性があり、次いで~I三勉細胞のレセプターとして知られている

HGP07Jと33%の相同性があった。説覚レセプターであるロドプシンや他のレセプタ

ーとはj民口辺部分に結干の相向性が認められた(図1-2-3)。

吏に詳細に相同性を調べてみた。 GUST27と0日目およびHGP07J(parmenti巴rel. al.， 

1992)は特に、 2、3、6、7番目のl換貫通部分のアミノ酸配列 Met-Tyr-Phe-Phe-Lell-

Ser-Asn-Leu-Ser. Phe-Leu-Lell-nu'-Leu-Mel， Phe-Ser -Thr-Cys-GI y-Ser-H is-Leu-Cys-Val-

Val. Tyr-Thr-Val-Ile-Ser-Pro、またロドメイン (膜の内1f!Uの4つのドメインの 2番目)

Asp-Arg-Tyr-Val-Ala-lJe-Cys. Tyr-Thr-Val-JJe-Met-As口、E3ドメインPro-His-Phe-Phe-Cys

が一放した。また[3ドメインはG蚤由貿と結合するサイトがあることで知られている

が(Kobilkael. aI.， J 988， H胡 11meuu.， 1988， Strader er.al.， 1987)、ロドプシン(Nathans，md 

Hogness. 1983)、 トロンボキサンレセプター(Hiratael. al.， 1991)、ムスカリニ 7クレセ

プター(Shapiro CI. iII.. 1988)の13ドメインが29，28， 157アミノ酸と長いのに比べ

GUST27はOLFF3. HGP07Jと同様19アミ ノ酸と短く、結合するGタンパク質の種類の

舵定はできなかった。



4-3ゲノムサザンブロ yトの解析によるGUST27に対応する遺伝子の解析

GUST27遺伝子の性質を調べるために、ゲノムサザンを行った。ラッ トの肝臓から

ゲノムDNAを却|出し、その内10μgをそれぞれEcoR1， Hincl1l1， BamH 1で消化してサザ

ンプロ y トし、 GUST27全長をプロープとしてス トリンジエントな条件下(68'C)で反

応した(図1-2づ)。その結来、プロープとハイプリダイズする約4.0kbp (EcoR I)、2.5

kbp (Hind IJη、6.0kbp (B，叩 H1)のパンドがみられ、 GUST27jiH云子はユニークな遺伝

子であることが明らかとなった。50'Cに反応漏度を下げると、 PTEの時と同様に複数

のバンドが俗認され、 GUST27と社|向性の商いレセプター遺伝子が多数存在すること

が示唆された。

4-4 ノーザンプロ 1 ト IfJ~析によるGUST27の械々な器官での発現の解析

種々の器官におけるGUST27のmRNAの発現を解析するために、ラッ トの舌、精巣、

削除、脳、肝臓、作l版、 JJili、l際臓、小j傷、骨格筋、平滑筋のmRNAをそれぞ、れ2μgを

月lいてノーザンプロ 7テイングを行い、 GUST27をプロープとして65'Cで反応を行っ

たところ、舌上J文からのmRNAとのみ約2kbのところでハイブリダイズするバンドが

線認された(1.羽 1-2-6)。他の器官ではバンドは検出されずGUST27の発現が認められな

かった。また、舌全体のmRNAでもクロスするバンドは希務であり検出されなかっ

た。このことより、 GUST27は舌全体に発現しているのではなく、舌上皮に局在して

発現していることカf明らかとなった。

1 考祭

以」ーより PTEファミリーに属し舌上皮に発現する cDNAクローンの全長である

GUST27をラット舌上皮のcDNAライブラリーからクローニングすることに成功した。

GUST27はこれまでに明らかになっているG蛋白質共役型レセプターの中では構造的

に相同性が低く、 l民党のレセプターと共に系統樹的には離れた位霞にある(図1-2-7)0

~党レセプター OLFF3 とは56%の相向性があり他のG蛋白質共役型レセプターの中で

段もよく似ていたが次の 3 点で大きく~なっていた(図 1 ・2-8)。

(I)N端のj以外の部位(El)はOLFF3では28アミノ酸残基ありN-グリコシド型糖鎖結合部

{立が存在している(Buckand Axel， 1991)がGUST27では 10アミノ酸残基と非常に短く

N-グリコシド型糖鎖結合部位は存在していなかった。

(2)1浪1¥tilll苦I1位においてアミノ酸配列に大きな差がみられた。GUST27とOLFF3の4番

目と 5番白の膜貫通告I1位のアミノ酸配列を比べると 27、35%と低い相同性であった。

特にJJ英貫通部位のアピカル側に近い部位ではそれぞれ27、35%よりも低い相同性で

あった。G蛋白EZJ与役型レセプターであるs2司アドレナリン レセプターの 2番目と 3
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脊日の)1失1'tiill昔日fll.のアピカルiJ!lJに近い青11位を変異するとリガンドとの結合力が弱く

なるという知見(Straderet. aJ.， 1987)やNKI/ NK3レセプターキメラを用い、 5番目と

6番日のJJ失貫通部{すのアピカ Jレ側の者111立がリガンドの結合に関与していることを示

した知見(GethereL. al.， 1993)より、 I英買通アピカル側部位はリガンド結合に関与して

いると思われる。よって、 11英民・通音11位のアピカル似IJの相同性の低いOLFF3とGUST27

のリガンドは異なる物質であることが予想できる。また 4番目のl漠外部位(E4)も

OLFF3と18%と非常に低い羽l同性であった。 E4はリガンドと接触可能な音11位である

ため、この部位の北1向性が低いことはGUST27に特異的なリガンドとの結合に関与し

ている可能t'I:均fある。

(3) C端の)1免内部位(14)のア ミノ隊配列もOLFF3との相向性は21%と低かった。特にC

端から 30アミノ駿伐基ではlアミノ般のみの一致であった。 α2/s2-アドレナリンレセ

プターキメラを用いた実験より 3番目の11美内部位。3)にG蛋白質を活性化させる領域

の{F(Eが示されていること(KobiLkaet. al.， 1988)、C末端配列のみ異なるプロスタグ

ランジンレセプターの 4積郊のアイソフ 1ームに共役するG蛋白質の種類がそれぞれ

~'~なること (Neg ish i el. aJ.， 1993)より、 13と14部位は、細胞内に情報を伝達する次の段

階の物質である G蛋白質との結合に関与することが知られている。したがって

GUST27はOLFF3とはシグナル伝達が異なることが示唆された。

以ヒのように、舌上皮に発現しているGUST27はl臭覚レセプターと 似ているものの、

GUST27特有な構造を持っていることから、l臭覚レセプターとは異なるリガンドと結

合し、シグナル伝達を行うと考えら れた。ノーザンプロット解析により GUS百 7は

PTEファミリーと問機舌上皮にのみ発現することが切らかとなり、味覚に関与するG

ril与質Jl:役型のレセプターであると推定した。これを確かめるために、より詳細な

~UJIj\'11f立のJfJTI析を次節で行った。



AGGGTCATTTTGTGATATGTCCGGTGCTATTATTTGGAAACTAAACTTAAATTTTCTTTA -73 

ACAGATACAAAAGTCATATGGAAACAGAGAACCACACAATGAGAACAGAATTTCACATCC -13 

* 
TGGGTCTCTCAGATGATCCTGAACTGCAACCCATTCTCTGGACTGTTCCTGTCCATGTAT 48 

M 1 L N C N P F S G 1 F L S M Y 16 

CTGGTCACAGTGCTTGGGAACTTGCTCATCATCCTGGCTGTCAGCTCTAATTCACATCTC 108 
L V T V L G N L L 1 1 L A V S S N 5 H L 36 

CACAACCTCATGTATTTCTTCCTCTCCAATCTGTCCTTTGTTGACATCTGTTTCATCTCA 168 
H N L M Y F F L S N L S F Y_ D 1 C F 1 S 56 

11 
ACCACAATACCAAAAAT宮CTAGTGAACATACATTCACAGACAAAAGACATCTCCTACATA 228 
T T 1 P K M L V N 1 H S Q T K D 1 5 Y 1 76 

GAATGCCTTTCACAGGTATATTTTTTAACTACTTTTGGTGGAATGGATAATTTTTTACTC 288 
E C L 5 Q V Y F L T T F G G M D N F L L 96 

111 
ACTTTAATGGCCTGTGATCGCTATGTAGCCATCTGCCACCCCCTCAACTACACTGTAATC 348 
T L M A f_ D R Y V A 1 C H P L N Y T V 1 116 

ATGAACCTTCAGCTGTGTGCCCTTCTGATTCTGATGTTTTGGTTAATCATGTTCTGTGTC 408 
M NLQLCA  ~ 1 L M F W L 1 M F C V 136 

IV 
TCCCTGATTCATGTTCTATTGATGAATGAATTGAACTTCTCCAGAGGCACAGAAATTCCA 468 
S L 1 H V L L M N E L N F 5 R G T E 1 P 156 

CATTTCTTCTGTGAACTGGCTCAAGTTCTTAAGGTAGCCAATTCTGACACTCATATCAAT 528 
H F F C E L A Q V L K V A N S D T H 1 N 176 

AATGTCTTCATGTATGTGGTGACTTCCCTACTAGGACTGATCCCTATGACAGGAATACTT 588 

N Y F M Y V V T S L L G L 1 P M T G 1 L 196 
v 

ATGTCTTACTCACAGATTGCTTCATCCTTATTAAAGATGTCTTCCTCTGTGAGTAAGTAC 648 

且~ 5 Q 1 A 5 5 L L K M 5 5 5 V 5 K Y 216 

AAGGCCTTTTCCACCTGTGGATCTCACCTCTGTGTGGTCTCTTTATTCTATGGGTCAGCA 708 
K A F S T C G 5 H L C V V 5 L F Y G S A 236 

VI 
ACTATAGTTTACTTCTGCTCTTCTGTGCTCCATTCTACACACAAGAAAATGATTGCTTCA 768 
T 1 V Y E C 5 5 V L H 5 T H K K M 1 A 5 256 

TTGATGTACACTGTAATCAGCCCCATGCTGAACCCCTTTATCTATAGCCTGAGAAACAAG 828 
L M Y T V 1 S P M L N P F 工 Y 5 I，_ R N K 276 

VII 
GATGTAAAGGGTGCCCTTGGAAAACTTTTCATCCGAGTTGCCTCTTGCCCATTGTGGAGC 888 
D V K G A L G K L F I R V A S C P L W S296  

AAAGACTTTAGACCTAAATTCATACTAAAACCTGAAAGGCAAAGTTTATAAACAAACCTC 948 
K D F R P K F 1 L K P E R Q 5 L * 312 

TCCTGGGTCATTTGTATCATAAAATATATGCCTAATTTACACTATTCTAAAAGTATATAT 1008 
AGCTTGTCATTTGTGTACTTTCTACAAAAAATATTTTAATTCCCTATGCATATTGTTTAA 1068 
AATTTGCAATTCTTGTTATGTC 1090 

図1-2-1cDNAクローン、GUST27の塩基配列および推定されるアミノ酸配列

インフ レームの終止コドンを女で示した。予想、される膜貫通部位をアンダーライ
ンに より示した。
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図1-2-2GUST27のノ、ィドロノTシー

縦iji)UはKyteand Doolitらの方法より計算した疎水性を示し、
検ljq!)はアミノ酸の位置を示す。

7回の主な疎水性部位はパー(1-VII)で示した。
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以下の 6磁のレセ プデーの内3¥般に共通な配列は反転して示した。

Ou司コ3:I臭覚レセプター(Buckand Axel 199り HGMP07J:生殖細胞レ七プター(Pamlenticrel， .1. 1992) 
Rodopsin : (Nalhan aJ1d Ho畠ness1983) TXR・トロンポキサンレセプター(Hiralael， .1， 1991) 
MMl・ムスカリニ yクレセプターCShapiroel叫 1988)



図ト2-4アミノ酸配列より予測されるGUST27t置白質の傍造様式図

GI責白質共役型レセプヂーに共通に保存されている配91)

• CysによるジスJレフイド結合

Prolこよる折りたたみ構造

~ ifJI(水結合の可能性のある Leu
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tastant. G U ST27 

odorant， OLFF3 

thyrotropin 

follitropin 

acetylcholine 
(muscarinic) 

dopamine 
(02・04)

α2B-adrenergic 

adenosine 

serotonin 

日2・adrenergic
01 dopamine 

cannabinoid 

adrenocorticotropin 

melanotropin 

substance K 

neuromedin 

rhodopsin 

endothelin 

bombesin 

neuromedin B 

bradykinin 

angiotensin 11 

thrombin 

neurotensin 

thromboxane 

図1-2・7 アミノ酸配列の相同性から様式的に示したGUST27および代表的なG蛋白質共役型レセプヲーの系統樹
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l割1-2-8OVST27とl央党レセプターOLFF3のアミノ酸配列の比較
• +l1同性のある配列
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費13節 In situハイプリダイゼーシヨンと抗体染色による GUST27の発現の解

析

l緒言

第l、2節により舌の上皮に発現している6つのグループに分類できる60種以上のG

タンパク1'{共役型レセプターの泣伝子ファミリー(PTE)および、cDNAクローンGUST27

を明らかにした。 PTE、GUST27の両者ともノーザンプロット解析により舌上皮に特

異的に発現していることが明らかになった。しかしながら、ノーサザンプロット解析

にITJいた舌上皮由来のmRNAには上皮の下にある筋層由来mRNAも含まれており、

GUST27の筋j召での発現を検出している可能性も残っているままである。また、ノー

ザンプロッ ト解析では舌の上皮内の細胞レベルでの発現部位が解析できない。PTEお

よびGUST27が1*党レセプターの候補となるにはそれぞれがl床物質F を受容できる組織

に発現している必要がある。そのことを確認するためには組織化学的実験が欠かせ

ない。そこで、木節ではPTEおよびGUST27のm知可Aの発現音111立をm $1印 ハイブリダ

イゼーシヨンにより解析し、 GUST27に関しては抗体染色も行って より 詳細な発現音11

位の検討を行った。

2.実験材料 ー試薬 .*品具

2-1 ~来聡材料

ラット (Fisher)、ウサギ(ニュージ」ランドホワイ ト種)は日本生物材料から購入

した。スライドグラスはMatsunamiGlass制より』待入した。

2-2試鋭剣

2-2-1キッ ト知

Dig-貯，AーLabellingmixtureはBoehringer-M加 nheimLLJ之内株式会社より購入した。

2-2-2 Ill situハイプリダイゼーション朋試薬

AnLi-digoxigenin-POD(peroxydas巴)Fab fragments はBoehringer-Mannheim111之内株式会

社から購入した。

2-2-3抗体染色用試袋

goaL出llirabbitrhodamineはBiomedic.alTechnologies社よ りj構入した。

2・3調製溶液類

下線を付した試薬は本項日中に記されている。

(1 )切j十作成用試薬

プアン溶液

ピクリン酸飽和溶液 :ホルムアルデヒド :酢酸を 15: 3 : 1になるように混合したo
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(2) in siluハイブリダイゼ」ション矧試薬

可能なl限り DEPCを最終濃度0.01%になるように加えーlぬ放置することにより

RNas巴を失活させ、その後オートクレ」プしてDEPCを分解して用いた。D日 Cにより

性質に変化をきたす試薬はDE区処盟率で調製した。

(i) DEPC処理水

蒸留7I('こDEPCを最終濃度0.01%になるように加え一晩放置することにより RNas巴

を失活させ、その後オートクレープしてDEPCを分解した。

[ii) 0.2 M リン餓パッファー (1/) NaH2P04 (2水) 5.93 g 

Na2町 04(12水) 58 g 

〔川J4%パラホルムアルデヒド

4gのパラホルムアルデヒドを50mlのH20に少量のNaOHを加え加熱して溶解し、常

iRに戻した後、 0.2Mリン酸パッファーを50ml加えたo

(iv) トリトン・サボニン浴液 0.25% トリトンX100 

0.25% サポニン

をPBS に i~WI した。

[v)グリシン/ トリス溶液 0.75% グリシンを0.2 Mトリス塩酸緩衝液(pH

8.0)に浴解した。

[vi) 0.25%I)!f，水間二酸熔液 0.25%無水酢酸を0.1M トリス按L肱緩衝液 (pH8.0) 

に溶~~~した。
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[vii) DAB溶液(毎l時制製)

DAB 20 mgを約751111の0.05Mトリス題酸緩衝液 (pH7.6 )に溶解した。これに蒸留

水で5%(6併希釈)にした過般化水素水0.1mlを加えて使用した。

(3)抗体染色刷試薬

グリセリン溶液

10%グリセリン/0.1M トリス塩駿緩衝液 (pH8.0) 

他の調製試薬は第 l、2lきに準じた。
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2-4 in situハイプリダイゼーションj日待具の準備

実験にRNAをmいるため、常にRNaseの混入に注意を払う必要がある。そのためlfl

SllUハイプリダイゼーシヨン用の器具は乾熱できるものは210"Cで2時間乾熱し、乾熱

不可能なものは DEPCを最終濃度0.01%を加えた水中に一晩放置することにより

貯，as巴を失活させ、その後オートクレーブしてDEPCを分解して使用した。

3 実験方法

下線を付した試薬は2-3に記した。

3-1組織切片の作製

ラット (Fisherオス 5週齢)の心臓から0βI%DEPCを含む生理食;温水を還流し、

次いで77ーと盗車を還流して回定を行った。その後、舌を摘出し有事[1乳頭を含む部

分と誹状乳W'iを含む先端部分に切断しプアン液でーlぬ更に閤定した。その後、70%

エタノーJレに 21時間、80%エタノールに 111寺問、90%エタノーlレ1時間、95%エタノ

ール lf明日j、100%エタノール l回目 11時間2回目 2時間、キシ レンに3時間入れ脱

水を行い、溶解しているパラフィン中に60度で41時間浸透させた後、室iiZに戻してパ

ラフィンを陸lめてプロックを作製した。切片は5 μmの厚さでミクロ トームを用いて

作製し、 37度で一晩乾燥させて実験に用いた。

3-2 切H-の )Jl~パラフィン

切片をキシレン 15分、 100%エタノール15分2回、95%エタノール5分、 90%エタノ

ー1レ5分、 80%エタノール5分、 70%エタノールで10分処理した。

3-3切片の脱水

切片を70%エタノー Jレに 10分、 80%エタノールに 10分、90%エタノール5分、 95%

エずノール5分、 100%エタノール15分2回、キシレンで15分処理した。

3-4へマトキシリンによる核の染色 (DABによる発色の後に行った)

ヘマ トキシリン液で2分間染色を行い、流水で十分に洗絡を行った。

3-5 in situハイプリダイゼーション

( 1)ゼラチンコートスライドグラスの作製

スライドグラスは洗剤につけた後、水洗し、 100% ElO日に授し次いで乾熱処理し

た。60"C湯煎 r[:1で0.5%ゼラテン溶液を調製して完全に溶解させた後、最終濃度
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0.05%になるようにクロム明主主を加えて40'Cにj昆度を下げた。乾熱したスライドグラ

スをこのゼラチン溶液で 15分コートした後取り出して風乾した。風乾後1%ホlレムア

ルデヒ J':溶液に 10分間いれてから再び風乾した。完全に風乾した後、 45'Cでさらに

ーI!ぬ乾燥させ混皮の低い場所で保存した。

(2)プロープの作成

cRNA プロープとして用いる配列をpB1uescriptSK'に組み込みアンチセンス、 セン

スのプロープを作成するのに使用した。pB1uescriplのn、1'3プロモータ ーを各々単独

に川いてアンチセンス、センスのプロープを作成するために、使用しないプロモー

ター側の5'末端が突出する適当な制限酵素サイトをその制限酵素で完全に分月平し、

1%となるようにSDSを加え、 0.1 μgになるようにプロテイナーゼKを加え、37'Cでl

|時間反応させ残存リボヌクレアーゼを完全に分解した。z回のフェノール クロロホ

ルムJ1t1山、クロロホルム1111出、エタノー Jレ沈澱を行った後、10川のDEPC水に溶解し、

うち lμgをDig-RNAラベリングキットをj羽いて辛0μlのスケールでデイゴキシゲニンラ

ベル附 A (以下、 Dig-附 Aとl略す)を合成した。 37'C、2時間の反応後l μlの0.5 M 

EDTAを1)11えて反応を停止させ、うち l μlを取り、電気泳動を行ってDig-悶ぜAが合成

されていることを機認した。反応液に2 ~llの4 M塩化リチウムと 10仰の大腸菌依NA

および75 p1のエタノ~)レを加えて合成したDig-RNAを -80'Cで沈澱させ、 冷却遠心に

より回収し、 20μlのTE(pH 8.0)に溶解して再度坂化 ')チウムで沈澱させた。 i成庄

下乾閉させたDig-貯，Aを、最終的に40 μlのDEPC水に溶解して、 配村氏イン ヒピター

を0.5p1加えて使m時まで-20'Cで保存した。

(3)ハイブリダイゼーション

切片「のjl党パラフインを行いPBSで5分間洗浄後、 4%パラホルムアルデヒドで15分間

処理し IflI定を行った。 トリトン ・サボニン溶液に15分間処理することに より細胞膜

に傷害を与え、グリシン/トリス溶液で15分間処理し標本に残存するパラホルムア

ルデヒドを '1'和した。0.25%無水酢酸溶液に 10分間入れた後1 mg/ml Proteinase K / 

PBSで37J!t5分間処思し、 細胞中の蛋白質を分解することにより、細胞内のmRNAと

プロープのcRNAがハイプリダイズしやすい状態にした。 4%パラホルムアルデヒド

で5分間再固まEを行うと共に Proteinase .Kを失汚させグリシン/トリ ス溶液で15分間

処思し伐存するパラホルムアルデヒドを中和した。2XSSC / 50%ホJレムアミド液中

で1ft寺附欣位した後、 45'Cまたは50'Cで5μg/mlになるようにcRNAプロープを加えた

ハイブリダイゼーションバッファーと 181時間ハイプリダイゼーションを行った。 2X

SSC /50%ホJレムアミド液'=1"で11時間、 1XSSC / 50%ホルムアミド液中で1時間、 1X

SSCで20分間X2回洗浄をハイプリダイゼ」シヨンと同じj鼠度で行った。 PBSで5分

間洗浄し59ら110叩 1algO<ll serUJ11 / PBSで20分間プロッキングを行った後、HRP標識抗デ

イゴキシグニン抗体を60分間反応させた。PBSを用いて5分間X3回洗浄した後、
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DAB益撞で発色させ適当な11寺fjjJに発色反応、をH20で止めた。核の染色の必要のある

場合は行い、凪Z主後、封入斉IJを用いて11入し顕微鏡で切片の観察を行った。

3-6 j冗ペプチドポリクローナjレ抗体の作成

(1 )抗原ペプチドの合成

ペプチド抗体に用いたペプチドはペプチド合成機(ノTーキンエルマージャパンアプ

ライドシステムMode1430A)を用いて合成した。

(2) KLH-MBS-ペプチドコンプレックスの調製

5001Mカリウム/リンi駿緩衝液(pH7.5) 1.5 011に、担体としてmいるKLH0.5011と

40μのMBS(rn-01aleirnidobenzoyl-N-hydroxysuccini01ide ester)とを加え、室j鼠で30分間

撹Jド:1，した。 この務液をPD I Oカラムにかけ、上記の緩衝液2.5 ~4. 5 011の問で浴出され

る分画をKLH-MsSコンプレックスとして回収した。次にパーキンエルマー430Aで合

成したペプチドは脱保護試楽で脱保護し、冷ジエチルエーテルで洗浄し、適量の50

mM 2-メルカプ トエタノールに溶解しーlぬ凍結乾燥した。このペプチド約10rngを4.5

mlの100mMカリウム/リン酸緩衝液 (pH7.5) に溶解し、これに上記のKLHゐ1BSコ

ンプレックス分画500μ1を加|えて 4"Cで一晩緩やかに撹持して反応させ、KLH-MBS-

ペプチドコンプレックスを生成させ、これを抗原として用いた。

(3)ウサギへの免疫

(2)で作製したKLH-MBS-ペプチドコンプレヅクス溶液1mlに、2mlのコンプリー トア

ジユパン トを加え、よく混合して完全に均一にし、これをウサギ(ニュージーラン

ドホワイ ト純)の左右後肢指問に0.3~0.4 mlずつ注射した。 2週間後、コンプリー

トア ジユパン トの代わりにインコンプリートアジユバントを用いて同様の混合液を

作成し、ウサギの背部に注射 した。さらに抗体ができるまで 2週間ごとに注射を し、

J.t動脈から少量探1I11を行いELISA法で'J1L体が産成されていることを縫認した後に頚動

脈から全保血を行った。

J采j釈したI血液は室jRで 111刊¥J保留Lし、統けて 4"Cで一晩放置し3000 ゅm、 4"C、

10分I:a遠心 した後の上清をIfll消画分とし、抗体染色に用いた。

3-7抗体染色

Ml繊切片の!凶パラフインを行いPBSで洗かし、 5%nomla1 goat serum I PBSで20分間

プロ 1キングを行った後、一次抗体として作成した抗原ペプチドに対する抗血清を

20分のlの淡!度になるように I%BSA-PBSで希釈し、組織切片と室温で60分間反応さ

せた。その後PBSで3回洗硲し二次抗体である蛍光物質ローダミンで標識したgoatanu 

rabbit IgGと30分間反応させた。PBSで5分間3回洗ゆし、グリセリン溶液で接着し蛍
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光顕微鏡で切片の観察を行った。

4 結果

4-1 in siruハイブリダイゼーションによるGUST27mRNAの発現部伎の解析

GUST27はl味覚に関与するレセプターであると考え、実験にはl床管の多く存在する

イf郭乳頭を含む舌の奥全体の組織と、味習が点在して分布しているまま状乳頭を含む

;号の前音11全体の組織をJFJいた。

GUST27のN端は他のG蛋白J民共役型レセプターとのホモロジーが非常に低い。よ

って、 GUST27のN端(図1-3ー1a) EcoR I-Hinc II断片で得られるフラグメントを基にデ

イゴキシゲニンラベJレc悶可Aプロープを作成して用いた。PTEファミリーは6つのグル

ープのそれぞれの代表のクローンをプロープとして用いた(図1-3-1b)。

ハイプリダイズした場所はDABによる褐色の沈着物として検出した(図中褐色)。

また細胞の位置をはっきりさせるために一部の切片はDABによる cRNAプロープの検

出後、ヘマトキシリンで核を青色に染色した。

まずGUST27をプロープとしてハイプリダイゼーションの温度を45"(:と比較的緩や

かな条件にして舌の前部の茸状乳頭を含む切片を用いた。アンチセンスプロープを

JH いると、 I味習を含むヨギ状乳頭の存在する舌の表1111jの上皮にのみ褐色の発色が見ら

れた(医11-3-2-aー上)01床替が存在せず味を感じない舌の裏1l1lJには発色しなかった(図1-

3-2ーか下)。また、上皮以外の筋層を中心とした組織は発色しなかった。ネガテイブコ

ントロールとしてGUST27に対するセンスのプロープを用いると、舌の組織のどこに

も発色しなかった(図 1-3-2-b)。このことにより、 GUST27mRNAは1*奮を含む舌の上

皮に発現し、 l床務を含まない上皮、筋層には発現していないことが明らかとなった。

次に、ハイプリダイゼーションの淑皮を50"(:に上げることで条件を厳しくして行っ

たところ、 l床習に ~rtl <発色し、 他の上皮には弱く発色した(図 1-3-2-c)。次に45"(:でハ

イプリダイズし 1.~1:~容を上げて観察したところ 、 GUST27mRNAはl味藷全体に発色が見

られた(図1-3-2-d)。以上の結果、 GUST27mRr呼Aはl床蓄に発現すると同時に、味奮を

含んでいる上皮にも発現することが確認された。次に舌の奥の味蓄が多く集まって

いる有事II;rLyJjの切片をmいて45"(:で同線の実験を行った。アンチセンスなプロープ

をHJ¥，、ると、舌の前者11と同様にl床奮を含む上j支に発色し、それ以外の筋層を中心と

する組織には発色しなかった(図1-3-3-a)。またセンスプロープを用いた場合は発色し

なかった(図 1-3-3-bおさらに|味鷲を観察するために倍率を上げたところl床奮細胞は上

皮細胞に比べ細胞が大きいために発色が薄いように見受けられるが、発色のない筋

細胞と比べると細胞の中は明らかに発色していることが観察できた(図1-3-3-c)。

次にPTEファミリーについてもそのmRNA発現を調べた。GUST27と同様に茸状乳

顕を含む舌の前部では、 45"(:で行うと舌の表側のl床習を含む上皮』こ発色し(図1-3-4-a)、
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温度を 50t:に上げることにより条件を厳しくして行うと、特に味菅に発色した。舌

の表側の上皮にも耳目い発色がみられた(図1-3-4-b)。青の裏側の上皮、筋l習などそれ以

外の組織には党色はみられなか った。l味習の部分を拡大し昧替の細胞における発色

を雌認した(区11-3-4-c)。次に、有事11乳頭の切片を用いて楓j支を50t:に上げ、厳しい条

('1:でハイプリダイゼーションを行ったところl床替が多く集まっている部分のl床奮お

よびl球習を収り阻んでいる i二皮にのみ強く発色し、他の1沫奮を含んで、いない上皮は

弱い発色であった(図1-3-4-d)oGUST27の時と同機に筋層を中心、とする他の組織には、

発色しなかった。図1-3-4-a、b、c、dはPτEOI(a)、PTE03(b)、PTE45(c)、PTE58(d)を

プロープとして行った場合のデータのみであるが、笑!務はその他PTE33とPTE38につ

いても 1f，1放の実験を行った。その結果、グループによる発色の傾向の差はなかった。

4-2 GUST27の抗体による抗休染色

m 511/)ハイプリダイゼーションで、はGUST27のmRNAの組織特異性をおおまかに観察

することができた。 しかしながら、遺伝子が実際に機能している段階である蚤 I~I 質

の訴磁を調べるには、蛋白質のレベルで解析を行う必要がある。そのために、抗体

染色を行うことにした。

本研究ではGUSτ'27の部分ペプチドを作成し、抗原として用いた。抗原ペプチドの

配列は、 il.J!1水1'1甘なアミノ自主配列でないことと、他のGタンパク質共役型レセプターと

相同性の低いことに留意して決定した(図1-3-5)。図に示したように、 5番目と 6番

日の脱ifi通青111立の[M]、つまり 3回目のj院内部位であるためこの部位をおと呼んだ。 13

は他のG蛋白質共役型レセプターとホモ ロジーが低く 、最も高いOLFF3でも55%であ

り、 GUST27の'1-'では疎水性が低い部位であるので13を抗原として用いることにして

13のペプチドを合成し、ウサギをfFJいて13の抗血清を得た。

l床僚を含む切片を容易に得るために、舌の有期l宇L頭の切片を用いた。有郭乳頭の5

μ111の厚さの切J十と 、13の抗血清を月]いて染色を行った。その結果発色はl味蓄に特異

的に強くみられることが明らかとなった(図 1-3-6)01床奮を含んでいる上皮の部分も

発色していたが、 rn$1ωハイプリダイゼーションの11寺と比べると、今回の抗体染色の

)Jがl床学;特災的発色が強く 、上皮の発色は弱くなっていた。それ以外の組織には発

色は認められなかった。

5.考祭

GUST27mRNAおよび、PTEm悶可Aはinsiwハイプリダイゼーシヨンにより茸状乳頭お

よびイ干草11乳顕のl床菅に発現していることが証明された。さらに抗体染色の結果、

GUST27A:白質の発現もl床驚に認められた。序論で述べたように、I味の受容がl床奮で

行われること、 l沫一少なくとも甘味 ・苦Irjミー受容にはG蛋白質共役型レセプターが関
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与していること、味習にはGαi~白質である Gaglls lが発現すること等を考慮すると、

GUSτ"'27はじめPTEはl味覚に関与するレセプターであると考えるのが妥当であると結

論した。

しかしながら、 GUS1'27、PTEはI床苛のみでなく舌上皮にも存在が認められた。こ

の点については以下のよう に考えている。

(1 )舌の上皮はl床管と起iliF.を同じくするものであり味蓄が脱落後に再生する際に

はl味常の周辺の上皮細胞が分化する(BeidJerand Sma11man， 1965)ことから、上皮

細胞にもI床常に関与するmRNAの発現の可能性がある。

(2)-'ニ皮細胞の機能にl刻1る知見がほとんとeないが、これらの細胞が恭本l床以外

のl成 (例えば半1味、渋I応等)やテクスチャー (混度差等の化学的刺激および固

さ柔らかさ等の物理的刺激等)等の広範聞なI床の認識に関与する可能性も否定

できない。今回得たレセプターがこのような1床受容レセプターとして働いてい

ることも:限定される。

(3)収1，*はア ミロライドで阻害されるナトリウムチャンネルの開閉により伝達さ

れる(Heckel. al.， 1984)。最近、 Liら(1994)はこのナトリウムチャンネルをクロー

ン化し、 それをmいて、insiwハイブリダイゼーションを行った。その結果、こ

のチャンネルはl床替のみでなく舌上皮全般に発現していることが明らかになり、

この結果は筆者のGUST27およびPTEからの結果と一致する。

すなわち「味覚の伝達」のための装置 (分子)はl床奮に存在することは必須である

が、 |米ttf以外の上皮細胞に存在していてもなんら不都合はないと考えられる 。以上

より、 GUS1'27およびPTEはl味覚レセ プタ ーである可能性が高いことが示された。今

後のレセプター下流のGタンパク質以降のシステムの決定、より詳細な発現部位の検

討、リガンドの検索等の課題に対する結果が待たれる。
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図ト3-2 1]':1犬乳頭の切片をmいたIflSltUハイプリダイゼーションによる
GUST27mRNAの発現部位の解析

プロープ 反応混皮 核染色

a。アンチセンスGUST27 45"C 有

b. センスGUST27 45"C 有

cアンチセンスGUST27 50"C 無
dアンチセンスGUST27 45"C 無

矢印はI床苦言を示している。

写真の倍率
3M音
301音
401音
160倍



a 

b 

図1-3-3 有事11乳頭の切片を用いたinSilllハイブリダイゼーションによる

GUST27mRNAの発現部位の解析
プローブ 反応温度 核染色

tアンチセンスGUST27 45"(; 有

b センスGUST27 45"(; 有
C.アンチセンスGUST27 45"(; 有
矢印は味奮を示している。

写真の倍率

80倍
80倍
360倍



b 

t、

C 

-τ 

図1-3-4 in siw ハイプリダイゼーションによるPTEmRNAの発現部位の f~平析
朋いた組織 プロープ 反応温度 核染色 写真の倍率

a茸状乳頭を含む舌表面 アンチセンスPTE01 45"C 有 30倍
b.茸状乳頭を含む舌表而 アンチセンスPTE03 50"C 無 30倍
c有郭乳頭 アンチセンスPT臼 5 50"C 無 40倍
d茸状乳頒 アンチセンスPTE58 45"C 無 160倍

矢印はI床普を示している。
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13 SYSQIASSL (太線部に位置する)

図1-3-5 GUST27に特異的な抗体を作成するための抗原ペプチドの決定
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図ト3-6 有事1¥乳頭切片を用いた13抗体による抗体染色 (250倍)
矢印はl床奮を示している。
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1.緒雪

第一~~に於いて、筆者はラット舌上皮中に少なくとも 60個のGタ ンパク質共役型レ

セプターが泣伝子ファミリ」を形成して存在することを示した。これらのレセプタ

ーにリガンドが結合すると、レセプターに共役する三長:体GTP結合タンパク質(以

下Gタンパク 'i'tと附す)によ ってシグナJレが細胞内に変換される。第一章で得たレセ

プター、 PTEおよびGUST27に共役するGタンパク質の磁類は明らかにならなかった

が、 l味覚シグナリング機構を解明する上で、味覚レセプターと~~役するG タ ンパク質

をl列らかにすることは重要である。なぜならGタンパク質の種類によってエフェクタ

ーおよびセカンドメッセンジャーを1((:定でき、その生理作用を予想することが可能

となるからである。そこで、第一章に続く研究としてl床替に発現して味覚レセプタ

ーと共役する可能性のあるGタンパク質の解析を試みた。

Gタンパク貿はα、p、γサプユニットからlおり、 Gタンパク質共役型 レセプタ ーに

リガンドが結合すると活性化状態になりαサブユニットと日戸Tプユニットに分かれ

て機能する。Gタンパク質は、アデニル駿シクラーゼを活性化して細胞内セカンドメ

ァセンジャーcAI¥伊を上昇させるGs(Quan el.. al.， 1991)、アデニル酸シクラーゼを不活

性化、またはPDEを活性化して細胞内セカンドメッセンジャーcAMPを減少させるGi

(Kalada ef. al.， 1984)、PLC-sを活性化し細胞内のセカンドメッセンジャー、 1P3の濃度

をuヰさせるGq(Smrcka el. al.， 1991)に大別される。Gタンパク質の主な性質は αサ

プユニット (Gαタンパク質)を反映する場合が多く 、現在までにクローニングされ

たGαタンパク質は、その機能および社|向性からGCtSファ ミリ 一、 Gα1ファ ミリ」

G似 1ファミリ一 、未だにその特異的な機能は明 らかでないGα1277ミリーの 4つの

ファミリーに分けられる(Simonet. al.， (991) (図2-1)。また、Pザナプユニットはそ

の機能に附してあまり研究が進んでいなかったが、近年、 日γサプユニットもシグナ

jレ伝達に関与し、エフェクターを調節することが明らかになりつつある。主に知ら

れていることとして、Giの日γサプユニッ トカヤLC-sを活性化すること(Campset. a1.， 

1992， Kalz el. al.， 1992)や、 MAPKjnaseを介した系を活性化すること (Crespoet. a1.， 

1994)、Gタンパク質共役型レセプターリン酸化酵素と結合することなどが挙げられ

る(Pilcherel. al.， 1992)。

味覚のシグナjレ伝達系におけるGタンパク貨の存在は、生理学、生化学によって示

唆されてきた。|味細胞に棺の|ナ1*物質を添加すると、 細胞内のcAMP量が増加する

(Striem el. al.， 1989)ことからGωファミリーの関与が示されている。また、糖以外の

甘味物質であるsc-45647、サッカリンや菅l味物Jtfを添加すると細胞内IP3量が増加す

るのemhardlet. al.. 1996. Spielman et・a1.，1996)ことや、苦味物質が引き起こすIP3量の
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I自加をGiの1m筈剤である向日咳毒素が阻害することも示されている(Spielmanet. a1.， 

1994)。よって糖以外の 1:li!;jと、背l床にはGαqフ7 ミリ一、あるいはGiのHγサプユニ 7

トの関与が考えられる。また、苦味が細胞内のPDEを活性化する(Price，1973)ことよ

りGiのαサブユニ ット(G山フ ァミ リ-)も61床に関することも示唆されてきた。特に

Gα1ファミ リーに属し網膜の梓体に発現しているGo:t-rodlまl床菅にも存在し

(McLaughlin el. al.， 1994， Ruiz-Avila el. aJ.， 1995)、背l床のレセプターにより活性化され

た後PDEを活性化する(Ruiz-Avilael. ，，1.， 1995)ことが近年示唆されている。

分子生物学的研究は、 1992年にMcLaughJinらが行ったI!未皆特異的発現を示す

gllstdllcin (G日gUSI)のクローニングが皮切りとなって始まった。McLaughlinらは同時に

|味沓を含む舌上皮にO日i2、Go:i3、Gα14、Ga12、Gas、が存在することをRT-PCRに

より不した。19941ドに吏にG創刊d、Gロt-coneが存在することも示している。Spiehnan

らも、 1994イ1::にウエスタンプロッ トM析により舌上皮にGαi2、Gaoの存在を示唆し

ている。しかしながら、これらの中でl味普に発現することが維認されているのは

Gagu~t と G日トrodのみである 。

本誌では、研究対象としてGタンパク質の主な機能をJB.うαサフaユニ γ ト (Gαサブ

ユニ ット)に焦点をあて、l床常に発現している種類を，検索することを目的とした。

また、 I床菅細胞の類型化をもう 一つの目的とした。序論でも記述したとおり、味奮

はl~ rv型の中HIII包極で構成される40~70個の細胞集団であり 、 このうちIT1型がl床を受

容する1球細胞とされているが、光学:顕微鏡レベルでは形態上の区別ができない上、

マーカーとなりうる分子も令く l問1定されていない。また、あるl味覚物質に!符異的に

反応する細胞が有:在するのか、もしあるとすれば形態学的、または分子生物学的に

特徴があるのかといった課題には全く手がつけられていない。そこで、 l床奮細胞に

おけるG日サフ。ユニ y トの発現様式および発現部伎を解析しl床普内での役割jを考察す

る と共に、 I ~転常利l胞をGαサブユニ ッ トを指標に分類した。

2 実験材料および試薬

2-1実験材料

実験動物は第一市と同様の物をj利いた。

2-2 試薬~i

2-2-1醇素

コラゲナーゼ Type1はSigma.nより購入した。

2-2-2抗f本
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アルカリフォスファターゼ僚識抗デイゴキシゲニン抗体はBoehringer-Man凶leml社の

製品をJlぃ、た。抗Gαs、抗G問、抗Gagust抗体はSantaCruz社より、抗Gαil/Gai2、抗

Gαi3抗体はCaJbi∞hem主lより、ピオチン様識抗ウサギIgG抗体はImmunorech.S. A社

より購入した。

2-2-3キット類

ABCKilはVectorLaboraloly社より、 ECLウエスタンプロ ッテイング検出試薬は

Amersham社よりJ!lIj;入した。

2-2-4プラスミド

fr1i'ltW!~NGαq発現m プラスミドpGaqQ209Lσ.vatanabe et. al.， 1995)は東京大学医学部、

4>:m善一郎博士より分与して頂いた。

2-2-5カラム

100bp以下の核酸を除くカラム、 CHROMASPIN-IOOはクローンテツク社より購入し

た。

2-2-6組織包1虫剤l

包J虫剤 O.C.T.コンパウンドはM江ES社より購入した。

2-3調製浴液矧

F記以外の試薬に関しては第一帯と向ーのものを用いた。

2・3- 1 細胞笑!~}fJ試薬

(i) リンガ-i容液. NaCI 150 nホf

KCI 4.7 rnM 

CaCI2' H20 3.3 mM 

HEPES 2mM 

Glucose 7.8 n合4

MgCI2 0.1 mM 

(ii)ーCぶ， E肝 A洲夜 NaCI 150 n制

KCI 4.7 nホ4

HEPES 5 nホf

Glucose 7.8 mM 

EDTA 2 nホ4
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〔川J0.1% BSA/リンガーi谷液;リンガ-i'iH夜にBSAを0.1%になるように加え、

0.22μmのフィルターにより泌過してmいた。

(ivJ DMEMJ:)f地: DMEM粉末 (ニッスイ) 9 g 

NaHC03 1.63 g 

硫酸ストレプトマイシン 0.1 g 

ペニシリンGカリウム IXIO賓U

を900mlの水に溶解し、 0.22~lm フィルターで泌過した。 使用時にはFCS を 10%加え、

IN NaOHを川いてpHを71J一近に調製して用いた。

2-3-2 アルカリフォスファターゼ発色j羽試薬

(iJ発色J日パッファー ・ Tris-HCI (pH 9.5) 100 mM 

NaCl 100mM 

MgCI2 5mM 

(ii]ニトロブルーテトラゾリウム(NBT)は75mg/mlになるように70%ジメチJレホル

ムアミドに溶解した。

(iiiJ リン際ブロモクロロインドリル(BCIP)は50mg/mlになるようにジメチJレホル

ムアミドにj容向干 した。

発色H年には 1mJの党色mハッファ -rlJにNBT5μl、BCIP5μlを添加して用いた。

2・3-3 ;n SilUハイブリダイゼーション用語t楽

ハイプリダイゼーション浴液 . ホルムアミド 50% 

5xSSC 

5xデンハル ト溶液

サケ精子DNA500μg/n:u 

tRNA 250μg/n廿

D1T 1 nホt1

cRNAプロープ 0.5附 'ml

rn S;wハイプリダイゼーションに用いる試薬、器具の準備は、基本的には第一主主と同

様に行った。スライドガラスは2%シラン/アセ トンに授潰して乾熱したものをJfJい
?、

ハ』 。
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2-3-4 single-ceU RT-PCR用試薬

(i) 5 x Firstパッファー:

(ii) 4 x RTノfッファー:

(iii) 10xPCRノTッファー

Tris-HCI (pH 8.3) 250 mM 

KCI 325 nホ4

MgCI2 15 mM 

40μM (各)4d(NTP) 

2μg/mlランダムプライマー

Tris-HCI (pH 8.4) 200 mM 

KCI 500 rru¥1 

MgC12 15 mM 

〔川 PCRバッフア -1(1サンプル当たり) :2mM (各)4dNTP 7μl 

lo x PCRノてッファー 7μl

H20 50μl 

(v) PCRバッフ 7-2 (Jサンプル当たり)

プライマーの配列および組み合わせは結果の図中に示した。

2・3-4抗体染色m試楽

クロロナフ トーjレ:

2n制 (各)4d NTP 3μl 

10 x PCRノfッファー 3~ll 

プライマーA(50pmol/μ1) 1μl 

プライマーB(50 pmol/μl) 1μl 

H20 22 μl 

4-chJoroーI-naphtol 10 mg 

EtOH 1 ml 

Tris-HCI (pH 7.6) -50 ml 

クロロナフ トールをElOH(，こ溶解し、その後Tris-HCJ(pH 7.6)を45ml加え、 主主j昆で30

分|笥批判:した。総過した後、pHを7.6に調整し、 Tris-HCI(pH 7.6)を用いて50mlにし、

分注してー20'Cで保存した。使JTjn寺にはH2印 を0.03%になるようにして用いた。

3 実験方法

下級をイサした試薬は2-3(こ記した。
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可 r

3-1 :有主/I-'fL頒と~状1'L頭の上皮の単向lli

ラットから青を摘出した後、有郭乳頭と業状乳頭直下にコラグナーゼ (2mg!mり/.'L

と主二主主を注入して宅iffitで30分間処理した。その後、有事1;. ~害状乳頭の上皮を剥離
した。

3-21味ff l味菅細胞のljl.高IE

上記の)]法で剥商IÊ した有郭・楽状宇L~.fiの上皮を、コラゲナーゼ ρ mg!ml)/リンガー

液で更に 10分間処理した後、手且'.'ID也盗車中で10分間処理rrし細胞を分離しやすい状

態にしたo 口径100μmのガラス管を用いて有郭 ー業状乳頭上皮の細胞を吸引するこ

とにより分縦した。分縦した細胞は、 0.1%BSA/リンガー溶液中に入れ、シャーレ、

ガラスtrに細胞がl汲精することを防いだ。顕微鏡下で、分離した細胞の中からI!未習

のみを口径30~40μmのガラス管の中に吸引することにより単離した。また、分離し

た細胞の "1"から紛~l)影の細胞を l床稽細胞として、同様に口径20~30μmのガラス管を

mいてI吸引することにより取離した。単離した細胞は、新たなリンガー液を入れた

シャーレ中に放出して他の細胞の混在が無いことを機認後、single-αIIRT-PCR用のエ

1ペンドルフチューブに移した。

3-3全RNAの.}11[/1'，

日(i(]の刺殺'&(細胞)を待た後、 100mgあたり 1mlのISOGENをt)IJえ、上皮組織はポリ

トロンホモジナイザーをmいてホモジネーシヨンした。1味藷細胞および培養細胞は

lSOGENを添加後激しく撹作した。2主jRIで5分静鐙した後、0.2mlのクロロホルムを加

え、激しく批判ミし、更に2、3分室i昆に静置した。その後、 12000Xg、4'Cで15分遠

心し、7.kJ¥'!!oに0.5mlイソプロパノールを加えて、イソプロパノーJレ沈殿をした。遠心

により集めた沈殿を減j王下で乾図した後、 50μlの水に溶解した。

3-4 PCR 

l米首に発lJl.するGαタンパク質m貯仙の種奴の検索は、 94'C1分、 45'C1分、 72'Cl分の

条件で50サイ クル行った。insiwハイプリダイゼーシヨンのプロープの作製、rat

Gα15)6)見J羽プラスミド構築、 Gagl附lおよびGαi3のC端の発現朗プラスミド構築の際

に行ったPCRの条件は、それぞれの実験方法に記した。他の条件は第一章に準じた。

3-5 COS-1細胞の暗養

COS-1細胞は10%FCSを含むDMEM培地中、 37'C、 5%C02の条件で培養した。



3-6問 tGcd5発現用プラス ミドの榊築

発f，JHllベクターpSRDがEcoR1とPst1のみのクローニングサイトをもっベクターであ

ったため、 mtG日 15会長を以下の椋に組み込んだ(図2-2a)。プライマーGI5-1;5'-

CTGGTGGCCTGTGAGGC-3・(-24-初と、EcoRIサイトを含むGI5-2;5'-

AGGTGGAA1寸CACGCCT-3'(+467-+451)を用い、 ralGα15cDNAを鋳型に、 N端側

491 bpをl首相した。PCRは94'C30秒、 50'C30砂!， n'C30秒の条件で30サイク Jレ行った。

平滑化した後EcoRIで切断し(fragmenll)、E切R1とPsrllfJr片(+458-+1188， fragmentII) 

と共にEcoRTサイトを平滑化したpSRDに組み込み、 pSRD-rGα15として用いた。

ー7前1"1:1盟変災ratG日15発.EJ!.プラスミドの構築

吋イトダイレクテイツドPCRi法(Hoet. al勺 1989)を用いた(図2-2b)0 ratGa15の212

脅I:Jのアミノ酸残ltGluをLysに変異させるために、 cDNA配列の635番目のAをTに置

換したプライマーQLl5-1、QL15-2を作成し、 G15-3とQLI5-1、G15-4とQLl5-2の組み

合わせでPCRを行った。増怖された両方の断片をQLl5-1、QLl5-2の位置でアニーリ

ングさせ、これを鋳型としてプライマーG15-3とG15-4の組み合わせで再びPCRを行

い、EcoR1とPsllで処Jlliし、変異を含む断片(fragmentII)とした。先のfragmentIと

fmgmenllfをpSRDに主nみ込み活性型変ー異raiGal59C現プラスミド(pSRD-rGα15Q212L)

として用いた。

3-8発JjiJ刊プラスミドのトランスフェクション

10 crnシャーレ l枚あたり 1.5X10'悩のCOS-I細胞を37'C、 5%C02、DMEM(合10%

FCS) 11 1 で201~\'Ii \J 、前哨挺した。 培養液を除去した1&PBS を j羽いて洗浄し、プラスミ

ド(1μg/ml)、DEAE-D色xtrlln(250μg/ml)、クロロキン(100凶のを含むDルffiM中で37'C、

211寺問地主主した。均等養液を除いた後、 JO%DMSO/PBSを汗lいて室温で 2分間処理rrし、

PBSで洗浄した後、DMEM(含10%FCS)を10ml加え、 37'C、 5%C02の条件下で培

養した。

3-9 ウエスタンプロ γ ト I~lf.析

CiJサンプJレの翻盤

(1) COS-I細胞

トランスフェクションの 2日後、 DMEM (含10%FCS)を除去し、 0.5%トリプシン/

EDTA処理してシャーレからCOS-I細胞を剥縦し、 10mlチューブに移した。室温、

800ゅmで5分間遠心することにより 細胞を集めてPBSで洗悔し、エッペンドJレフチ

ュープに移した。経音波破砕を行った後、 15，000巾m、IS分間逮心して、沈殿物を
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Gαタンパク'ITを含む脱画分と して川いた。

(2)大腸菌 (YA蘭)

集菌した後、 TEを用いて洗浄した。その後、 200 凶のTEに懸濁して超音波破砕を行

った。10，000x gで10分間遠心して沈殿物と上清に分け、最終量の1/25をサンプlレと

してイ史用した。

[ii)電気泳動およびウ エスタンプロット解析

両者ともSDS-PAGEサンプルバッファ ーを加え、 5分間煮沸して電気泳動に供した。

COS-I細胞に発現させたGnタンパク質は 10%、大腸菌に発現させたGαタンパク質C

端は 15%のアクリルアミドを含むSDS-PAGEJfJゲルを)fJいて電気泳動を行い、 PDVF

朕に転写した。転写後のPDVF朕は、 5%スキムミルク/TBSTを用いて室視で30分処

理後、 一次抗体を5%スキムミルク/TBSTに加えて 4'(;で一晩反応させた。一次抗体

として、抗ratGn 1 5泊l1i~ を400併、抗Ga i l /Gαi2、抗G臼 i3抗争~を 200倍に希釈して用い

た。TBSTをfIJいて洗給した後、アルカリフォスファターゼ結合抗ウサキτgG抗体を

5%スキムミルク /TBSTに加え(J:1000)、37'(;で1時間反応させた。1耳ぴ洗符iした後、

盟主とBCJPを用いて発色を行った。化学発光システムを用いた方法は、 三次抗体を

HRP結合-M;ウサ4勺gG抗体に換え(1:1000)、シグナルはECLウエスタンプロッテイン

グ検出試薬(Amersham)を庁lいてフィルムに感光させることにより検出した。

3-10抗体染色JTj組織切片の作製

ラッ ト (Wisterオス 5週齢)から舌を摘出し、 O.C.T.コンパウンドに包埋し、液

体窒系を川いて凍結した。切片は5μmのl享さにクライオスタット(ライカ 1900)を

J日いて作製し、 4%ホルマリンで10分間間定した後PBSで5分間3回洗浄して抗体染色

に供した。

3-11 :蛍光抗体染色

5% normaJ gO:t1 S巴rumlPBSで30分間プロッキングを行った後、 一次抗体として抗ml

Gα151血清、コントロール用ウサギ血清を200倍に、抗Gαq抗体を200僚に、抗Gas抗

体は30倍に I%BSA-PBSをよ1Iいて希釈し、組織切片と室温で60分間反応させた。その

後PBSで3回洗浄し、蛍光物質FITci索識anti-rabbit19Gと室温で30分間反応させた。

PBSで5分|百131司洗絡し、 50%グリセリン/PBSで接着し蛍光顕微鏡下で切片の観察を行

った。mtG臼15抗原ペプチド100!J.g/mlを等量の抗flUGα15血清 (100倍希釈)中に加え

4'(;でーlぬ反応させ、コントロールの吸収実験に供した。

3-12酵素抗体染色法 (ABC法)

73 



切片を0.3%H2印/メタノーlレで30分処理することにより組織内のペルオキシダーゼ

活性を失活させた。0.5%ヤギrfn.消/PBSで処理した後一次抗体を室温で90分間反応さ

せた。二次抗体としてピオチン標識のrabbit-lgG抗体を用いて30分間室温で反応させ

た後、 PBSで3回洗浄した。その後ABCとピオチンを室温で30分間放置して結合させ

ABCI勾のペルオキシダーゼによるDABの発色を行い、顕微鏡下で発色の位置を検出

した。 ー次抗体はJ1CGαil/Gα辺、抗Gai3抗体は501昔、抗Gαgust抗体は250倍、抗Gαs抗

体は30倍に希釈して用いた。

3-13二重染色法

ABC法を 2皮繰り返して行う方法を採った。まず、 1つめの一次抗体をmいてABC

法を行い、 DABとペルオキシダーゼを反応させ、茶色のi危着物をシグナルとして観

察した。次に、 2つめの一次抗体を用いて同様にABC法を行い、クロロナフトールを

用いた発色j去により紫色の沈蔚物を観察した。

3-14 IP3量の;nlj定

トランスフェクションの 2日後、 DMEM(含10%FCS)を除去し0.5%トリ プシン/

EDTA処J1!!.後シャーレからCOS-I細胞を剥離し、 10m1チューブに移した。室潟、 800

巾mで 5分間遠心することにより細胞を集めてPBSで洗給した後、再び100μlのPBS

に懸濁し、エツベンドルフチューブに移した。10%過:鼠素酸を加え氷上に20分間放

i位した後、 4"C、 5000rpmで15分間遠心し、 IP3が回収された上清に5~LIの 1 MHepes 

(pH7.4)と 10μlのpHindikatorを加え、 10NKOHでpHを7-8にあわせた。氷上に20分

間欣置した後、 4"C、 5000rpmで15分間違心を行い、DuPon耐:のIP3['H] Radioreceptor 

Assay Kilのサンプルとなる上清を得た。

このサンプル50μlにReceptorP陀 paration/ ['町 lP3Tracerを200μl加え、よく混合し

て氷上に 1ft;)，間放置した。4"C、 1000X呂で10分間遠心して集めた沈殿を25μlの0.15N 

NaOHに溶解して、室j鼠に 10分間放置し、2mlのクリアゾルを加えて液体シンチレシ

ヨンカウンターにて測定した。IP3量はスタンダードIP3とReceplorPreparation / ['H] 

LP3 Trac引をmいて検量線を作成し、定量した。

3-J 5 iJJ situハイプリダイゼ}ションのプロープの作製

プロープの作製のためにGαi2、G日目、Gαs、Gαgustl.こ特異的なプライマーを下記の

通りに作成し、有草11 ・ 1制犬宇L~JUニ皮m附~A由来の fs-cDNAを鋳型として用いてPCR を
行うことにより各Gαタンパク質をコードする断片を得た。

GαgUSl: 5'-ATGCCGTGACAGATATAATA-3・(+1027-+1047).5にTGCTTGTGGCAG-
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CCTAA1寸G-3'(+1510-+1491)， Gαs; 5二CACCTGAATICTATGAGCAT-3'(+429-+448)， 

5二TTAAGCTTACTAAAT1TGGA-3'(+1375-+1356)， G日i2;5'-ataagctIGGGGCA-

GTGGGCCTGGCAGG-3' (+ 1068-+ 1 087)， 5'-atgaattcGCCTCCAAGCGGCAGAGAGT_3・

(+1517-+1498)， Gαi3; 5'-ataagcuGAGGA TGGCA T AGT AAAAGC-3' (+ 1 066-+ 1085)， 5'-

tctctagaGTGGAATATTACTCCTGACC-3' (+1584-+ 1565) 

PCRは、 94'C30秒、 50'C30秒、 72'C30秒を50サイクル行った。その後、制限酵素サ

イトを小j 加されているGai2、 Gα i3断片はfllljlrr~酸素で処理し、 Gαgustは平滑化を行っ

た後、 pBluescriptSK'あるいはKS'に組み込んだ。GasはPstl、HincJillで処理して核

酸配91Jの+797-+1373に相当する PSII-HincJill断片をpBluescriptに組み込んで使用したo

cRNAプロープの作成法は第一章と同様に行った。

3-16 IJJsiωハイプリダイゼーション

クライオスタ ット(ライカ 1900) を別いて厚さ 10μmの凍結切片を作成した。4%パ

ラホJレムアJレデヒド溶液を用いて 10分間国定した後、 PBSで5分間、 3回洗浄した。

0，1 M トリ エタノールアミンで 1 0分間処理した後、 1P.~水酢酸を最終0，25%になるよう

に添加し、更に 10分間処理することによりアセチル化を行いプロープの組織に対す

る非特異的結合を防いだ。その後PBSで5分間3四百tかし、 50%ホルムアミド/5X

SSCを)fJいて72'Cで11時間処理し、ハイブリダイゼーション溶液を用いてハイブリダ

イゼーションを72'Cで181時間行った。ハイブリダイゼーション後の洗浄は5XSSC、

5分間、 2阿と0，2XSSC、30分間、 2回を72"Cの条例ニ下で行った。0，5%BJocking reagent 

/TBSTをmいてプロ ッキングした後、アルカリフォスファターゼ標識抗デイゴキシ

ゲニン抗体 (400倍に希釈して用いた)を用いて抗原抗体反応を室温で30分間行い、

TBSTをよ[]いて洗停を 10分[1¥J3回行った。発色はNBTとBCJPを用いて室温、または 4

℃で211年間から24時間行った。

3-17 G臼タンパク貿C端の発現プラスミドの構築

Gαgust、G日i3のcYiMの発現フ・ラスミドを十件築した。発現)fJに制限酵素サイトを含んだ

下記のプライマーを作成した。

Gαgust: 5'-aggg皇丑EιAGCCTGCTTCG-3'(+515-+525)， 5二caa些gc!1CAATICCAACT-3' 

(+1180-+1171) Gαi3; 5'-agacgl凶盟主CATTCCAACT-3'(+585-+594)，5'-

gla但巡cuTTACTATGCC-3'(+1165-1156) 

ラットの有羽i・3書状乳j)Ji上皮lTI米fs-cDNAを用いてPCRを行った。温度の条例は94'C

30秒、50'C30秒、 72'C30'C、 50サイクルで、他の条件は第一準と同様に行った。増

慨された断片をβヒ'OR1、HincJlllで切断し、pUCI8ベクター中にライゲーションし、

GαgustC、G日i3Cと命名した。YA瑳Iに導入して、 lPTGの誘導による発現を行った。
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3・18大腸菌によるGaタンパクf!{c端の発現

GαgUSlC、Gαi3Cを導入したYA幽を 1flg/mJアンピシリンを含むLB中で4時間培養した。

その後、最終淡度ImMになるようにTPTGを加えて発現の誘導を行い更に 2時間培養

した。

3-19 S川gl巴一cclJRT-PCR 

エツペンドルフチュープ中に5xFirstノTッフ 7ー1.25μ1，1;xRTバッファー 1.5μ1，

DEPC処理!水1~L1 をあらかじめ準備して、上記の方法でlìí.離した lつの紡錘形の細胞を

含むO.I%BSAIリンガー液(0.5μりを加えた。0.1M DTT 1 fll， RNase inhibitor 0.5μ1， 

Superscripl n 0.5μlを添加し、 42"C， 60分の条約ーで逆転写反応を行った。反応、後2μlず

つ分u:してそれぞれに4μlのH20を加えた。4"C中でPCRバッファーlを64μl加えた後、

94"Cで3分間処理することにより逆転写酸素を失活させた。その後85"Cにして、プラ

イマ一、 TaqDNAポリメラーゼを含むPCRノTッファ -2を30μl加え、94.CI分， 50"C 1 

分， 72"C 1分， 40サイクルの条件でPCRを行った。カラム(口王ROMASPIN-IOO)を用

いて余剰プライマーを除き、内10μlに 10XPCRパッファーを5μl、2.5mM4d NTPを

5μl、プライマーA、Bを各lμl、水を27.5凶、TaqDNAポリメラーゼを0.5μI加えて再

度PCRを|百j条例ニで40サイ クル行った。 PCRパ γファー2"1'に含まれるプライマーA、B、

および2同日のPCRに朋いたプライマーA、Bの配列および組み合わせは結果の図中に

示した。

3-20 サザンプロット解析

J左本的には第~~と問機の方法で行った。 結果中に示したオリゴヌクレオチドを
5'末端標識してプロープとして朋いた。ハイブリダイゼーシヨンは45"C~50'Cで行
い、 6XSSCをmいて洗絡を行った。

!自の実験は第一主主に準じた。

4 結来

4-1. I床普に発現する Gαタンパク質mRNAの鶴怒iの検索

まず、 I波哲に発現するGαタンパク質111悶~Aの極類の倹索を行った。 l床背由来の

mRNAをf与るために、コラゲナーゼを用いてラ ット有事1¥乳頭の上皮を剥離し(図2-3)、
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きらにコラゲナーゼとEDTA処理!を行うことにより有事11乳頭の細胞を分離した(図2・

4a) 。 顕微鏡下で味鷲(図2-4b) を 1 00個単離してm附~Aを得て、 fs-cDNAを作成し

PCRの鋳型として用いた。プライマーは全てのG日夕ンパク質mRNAに共通なもの

(Bergharcl ancl Buck， 1996)を用いた(図2-5)。アンチセンスプライマ-p43、p44は

Gαqファミリーがt削百されづらかったので、 Gaqファミリーに共通なプライマーp51、

p52も用いた。作成したプライマーは全ての組み合わせで使用した。 PCRによって地

怖された断片をサプクローニングして塩基配列を調べたところ、 Gaqファミリ一、

Gaiファミリ一、 Go.sファミリーに属するクローンがそれぞれ2種類以上得られた。

具体的には、 GaqファミリーはGuq(SlratJlmann ancl Simon， 1990)、Ga15'(4-2参照)

の2干:.ri~:fi 、 G日 tはGαgust (McLaughlin， et. al.， 1992)、G臼t-rocl(Raport， el. al.， 1989)、G日il、

Gai2、Gui3(Jones ancl Reecl， 1987)の5種類、 GasファミリーはGas(Nukacla et. al.， 

1986)とオールタナテイブスプライシングによりGα01f (J ones ancl R巴ed，1989)と向様の

短いW~;告を持つG日s(s)の2穏努iであった(図2・5 ) 。 味覚に関わるG日夕ンパク質は生

J1H学的知見より糖の 11'[去に関与することが予想されるGo.sファミリ一、糖以外の甘味、

もしくは背I味に関与するGaqファミリ一、苦l床に関与するGα1ファミリーであると考

えられており、今回得られたクローンは何れも上記3つのファミリーに属し生理学的

知見と一致した。

これらのGo.タンパク貨をコードするクローンの内2つ以上のクローン数が得られ

た磁(医12-5)、すなわちGαgusl、GIli2、Gαi3、G位q、Gα15'，G凶を、味菅中におけ

る発現様式および発現;寺11位の解析に用いた。G日15'1まGal5(mouse)何lilkieet， aJ.， 1991) 

と相向性.は高かったものの、新たなGαqファミリーの分子である可能性があったた

め、その全長のクローニングを含めたG叫 ファミリーに関する研究をまず行った。

次に、アデニJレ敵シク ラーゼの調節にIMJわるG回、Glliファミ リーに関して味奮中に

おける発現株式および、発現部位の解析を主に行った。

4-2 ラッ ト舌上皮に発現する Gaqファミ リーとその発現部位

4-2-1 rat Ga 15 cDNAのクローニング

ラットのイI草11乳iifiを含む舌上皮のcDNAライブラリ ーを作成し、4--1においてRT-PCR

により得たGllq、G皿15'をプロープとして用いてスクリーニングを行ったところ、

Gαq、Gα15'それぞれの全長のアミノ |餓配列を含む2種類のcDNAを得ることができた。

既に明らかになっているG日夕 ンパク質との相向性をアミノ酸レベルで比較したとこ

ろ、GαqはマウスのGαq(Stralhmann and Sil11on. 1990)と100%配列が一致した。G日15・

はG叫ファミリーに属すマウスのGα15の山kieet・1l1..1991)と94.9%の高い相向性があ

り、ヒ ト白米のGo.I6(Al11atrudaIlJ et. al.， 1991)とも85.6%の相向性を示 した。Gα16は
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a 

b 

図2-3 舌から剥離した味蓄を多く含む乳頭の上皮

a.有事日乳頭 b.禁状乳頭

矢印は味著を多く含む乳頭ij'li:を示す。



a 

b 

図2-4 有郭1LW'i上l皮細胞からの味替の単向性
il. r_皮由来の細胞。矢印は1床奮の一部分を、矢は上皮細胞を示す。
b. キャピラリーを用いて単離するI珠輩。紡銑形の細胞から構成されている。

写真中の実線は50μmの長さを示す。
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- _"・ト
凶3，凶4 p51， p52 

ート
l

t 

Ga?ンパク質

100 bp 

合成したプライマーの境基配列 対応するアミノ酸配列

;jJ 5'-GG工AA(AG)(AT) (GC)工AC工TT(TC)(CA)T工AA(AG)C且(AG)ATG-3' GKSTFLKQM 

5'-GG工AA(AG)AG(TC)AC工AT工GT工AA(GA)CA(GA)ATG-3' GKST工VKQM

5・ー (TC)(TC)工TG工CC工CC工且C(GA)TC(GA)AA(GC)AT-3' (工M)FDVGG(HQ)(NKSRG) 

5‘-T(CG)工(TG)(CA)工C(TG) (CT) TG工CCICC工AC(GA)TC-3' DVGGQR(DESAY) (DEH) 

5'-AAGA(AG)GGC(CT)TTG(GC) (AT) (CT)TC(CT)TCCAAT-3・ MEESKA(FL)(FL) 

5'-TC(TC)TCGA(GA) (GA)CA(TC)TG(AG)TC(GA)TA(CT)TC-3・ EYDQC(LF)E(DE)

G即ファミリー Gαqファミリー Gαsファミリー

Go.gust 0 4 Gαq o 2 Gαs(s) 

Gαt-cone Gα14 Gαs 0 4 

Gαil Gα15' o 2 

Go.i2 0 5 

Gαi3 0 6 

闘争5 RT-PCRにより l珠低からサブクローニングしたGαタンパタ質m悶'lAの種類
及びその数

a.用いたプライマーの位置、及ぴその配列。太線はGαタンパク質mRNAに共通な
スプライシングの位置を示している。

b. r味普からサプクローニングしたGαタンパク質の種類及びその数

01=11の付いた磁について、l床沓における発現様式および発現部伎の解析を行った。



7ウス Gα15に対するヒトのカウ ンターパートであると言われている。そこでOa15'はマ

ウλGα15に対する ラットのカウンターパートであると判断し、 Gα15'をralOα15と命名し

む ralO皿 15の』包装配列および推定アミノ駿配列を [~J2-6に示す。 ralOα15の、 G叫ファミ

リーに属する他の分了 o日午 Gα11、Gα14に対する相同性は53-56%に留まり、他のファ

ミリーに属するGαタンパク質とはGas(Nukada cl. a1.， 1986)と34.9%、Gαi2(Jones and Reed， 

1987)と42%、Gao1(Strathmann el. al.， 1990)と42%、Gαl-rod(Rapoπ， ct. al.， 1989)と41%と、

更に低い相向性を示した。

.J-2-2ラ7ト舌上皮におけるrat0α15、G臼qの発現部位の検討

ラッ ト舌上皮にral00; 15とOo;qm貯 _Aが発現することを更に確認するために、ノーザンプ

ロッ ト解析を行った(図2-7)0 rat Gα15をプロープとして用いた場合、約1.8kbの位置に

強いシグナルを示すバンドが、約3kbに弱いシグナルを持つバンドが検出された。一方、

Guqをプロープとして用いると約4.0kbの位盤に l本のバンドが観察された。よってl床奮

を合む舌上皮にはGaqファミ リーに属す 2種類のGαタンパク質、問IGα15とOaqが存在す

ることが確認された。

次に、より詳細なralOα15とGαqの発現部イ立を調べるために、舌の組織切片を用いて抗

体染色を行った。

まず、 rlll0al5に対する抗体を作製した。抗原としてC端の10アミノ酸残基H'Ala-Arg-

Tyr-L巴u-Asp-Olu-Ile-Asn-Leu-Leu'OHを用いて抗J血清を作製した。この抗血清がratG日 15を

特異的に認識することを係認するためにratGal5発現プラスミドpSRD-rGa15あるいはベク

ターpSRDのみを導入したCOS-I細胞の全タンパク質を!日いてウエスタンプロ ット解析を

fiったo その結果、 pSRD-rGα15を導入したCOS-I細胞に対してratGα15に相当する43kDa 

のl本のバンドが認められた(図2-8)。またpSRDのみを導入したものに対してはバンド

は確認されなかった。そこでこの抗血清はralGa L5を認識すると考え、抗ratOα15血清と

して仰いることにした。また抗Gαq抗体はGαqに特典的な抗体を購入して使用した。

抗体染色は有事11乳頭の切片を1+1いて行った。抗ratGα15血清を用いた場合、強い染色が

味替の位置に観察された(図2-9a)。この染色は抗原の合成ペプチドを吸収させた抗rat

Gul5血清を JTJ いた時や (1~2-9c )、コントロールのウサギ1frl清を用いた際には認められ

初、った(図2-9d)。また、抗Gaq抗体をmいて抗体染色を行った1時も同様に1床奮の位鐙

に染色が雌認された(図2・9b)。また、抗ratGal51血清、抗Gαq抗体の両者とも、全ての

昧菅細胞全体に染色が観察された。

4-2-3 rm Oal5のPLC-s活性機能の確認
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CT'I'AT 
226 

GAGTATTTCTTCCAGGGTGCTGGGTAGTCCCCACCTTTTGAGCAAGTTCAGCCTGGTTAAGTCCAAGCTGGGGCT -151 

AGCTGGGGCTCCCACAGGCCCTGGGCAGGGACACGGGGGGTCCTGGAGGGACCTCCACCCCCCλCTCCATCCAGA -76 

GAAGAAAGAATCCGGTAGCTGGGGCTGTGClミGGCTGCAGGAGCAATGTCGCCTGGTGGCCTGTGAGGCGCCCACC -1 

ATGGCCCGGTCCCTGACTTGGGGCTGCTGTCCCTGGTGCCTGACGGAAGAGGλGAAGACTGCCGCCAGT.ATCGλC 75 

H A R S L T W G C C p W C L T E E E K T A A R 1 D 25 

CAGGAGATCAACAAGATTTTGTTGGTACAG入AGAAACAAGAGCGCGGGGAATτ刃AAACTCCTGCTGTTGGGGCCC 150 

Q E 工 N K 工 L L V Q K K Q E R G E L K L L L L G P 50 

GGTGAGAGCGGGAAAAGCACGTTCATCAAGCAAATGCGCATCATTCACGGCGCCGGCTACTCTGAGGAGGACCGG 225 

G ES GKSTF 工 K Q M R 工工 H G A G Y 5 E E D R 75 

AGAGCCTTCCGGCTGCTCGTCTACCAGAACATCTTCGTCTCCATGCAGGCCATGAGTGAAGCAATGGACAGGCTG 300 

R A F R L L V Y Q N 1 F V S M Q A M S E A M D R L 100 

CAGAつrCCCCTTCAGCAGGCCGGACAGCAAACAGCACGCCAGCCTGGTGATGACCCAGGACCCCTATAAAGTGAGC 375 

Q 1 P F S R P D S K Q H A S L V M T Q D P Y K V S 125 

TCGTTCGAGAAGCCAT 1ミTGCAGTGGCCATGCAGTACCTGTGGCGGGACGCGGGCATCCGCGCATGCTACGAGCGG 450 

S F E K P Y A V A M Q Y L W R D A G 工 R A C Y E R 150 

AGGCGTGAATTCCACCTGCTG氾ACTCCGCGGTGTACTACCTGTCACACCTGGAGCGCATCGCCGA白<3ACGACTAC 525 

R R E F H L L D S A V Y Y L S H L E R 1 A E D D Y 175 

ATCCCCACTGCGCAGGACGTGCTGCGCAGTCGCAT包CCCACCACTGGCATCAATGAGTACTGCTTTTCCGTGCAG 600 

1 P T A Q D V L R S R M P T T G 1 N E Y C F S V Q 200 

AAAACCAAACTGCGCATCGTGGATGTTGGCGGCCAGAAGTCλGAACGTAAGAAATGGATCCACTGTTTCGAGAAC 675 

K T K L R 1 V D V G G Q K S E R K K W 工 H C F E N 225 

GTGλTTGCCCTCATCTACCTGGCGTCTCTGAGCGAGTATGACCAGTGTCTGGAGGAGAACAGTCAGGAGACCCGT 750 

V 工 A L 1 Y L A S L S E Y D Q C L E E N S Q E T R 250 

ATGAAGGAGAGTCTCGCTCTGTTTAGCACGATCCTAGAGCTGCCCTGGTTCAAGAGCACCTCGGTCATCCT巴TTC 825 

H K E S L A L F S T 1 L E L P W F K S T S V 工 L F 275 

C"CAACAAGACAGACATCCTGGAGGATAAAATCCACACCTCCCACCTAGCCTCATACTTCCCCAGCTTCCAGGGA 900 

L N k T D 工 L E D K 1 H T S H L A S Y F P S F Q G 300 

CCCCGGAGGGACGC.~GAGGCCGCCAAGCGCTTCATCTTGGACATGTACGCGCGCGTGTACGCGAGCTGTGC.~GλG 975 

P R R D A E A A K R F 工 L D M Y A R V Y A S C A E 325 

CCCCACGACGGTGGCAGGAAGGGATCCCGCGCGCGCCGCCTCTTCGCACACTTCACCTGTGCCACGGACACGCAC 1050 

P H 0 G G R K G S R A R R L F A H F T C A T 0 T H 350 

AGCGTCCGCAGCGTGTTCAAGGACGTGCGGGACTCAGTGCTGGCCCGGTACCTGGACGAGATCAACCTGTTGTGA 1125 

S V R S V F K D V R D S V L A R Y L D E 工 N L L * 374 

CACGGGGAACCCGAAGCGGTGGT百GCGλGGACACTGCGCCCCCTGGTGGCCACTCTCGGAACTGCAGCCAAGGGA1200 

AGTCλAGTCCAAGATCTGCTCCCCAGGGGCCCTCCAAGCCCAGCCCCTCTGTAATTCATCCCCTCACTCTCCTAG 1275 

CTGTT AGAGAAAGGACCTT宜ATCCCCAGCGCTCGGAGGCAGAGGGAGGAGGATCCTCTGTGAGTACCGGGATCCT1350 

GGGCCAAAAACTAAACAAACAAAACCGGATAGAACτ~TCCGGGGCTTGTGACTTCCCAGGGATCCTGTCCAAGTC 1425 
CTCCTG~、GGGCCTCATGCTGGGTAAGTGAAATGTGCλAGGAAGGAAGTTCTACTTGCTGTCTACCCATTGGTTGA 1500 
ACTGAGGTAGACTCCAATTAAAGATTGACTTTTGATAAAAAAAAAAAAAA 

図2-6cDNAクローン、 ratOα15の五塩基配列および推定アミノ酸配列
インフレームの終止コドンをホで示した。
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図2-7ノーザンプロット解析によるGuq.ratGcd5 mRNAの舌上皮組織における
発現の検出

各レーンに20mgO)全RNAを用いG叫 、 ra[Ga 15 cDNAをプローブとしてハイプ
リダイゼーションを行った.
左端に28Sと18Sのr悶'-lA!の位置を示した.
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図2-8 ウエスタンブロット解析・による抗ratGα15血清のratGa15に対する
反応性の石市認

各レーンにはpSRD-rGaIS、もしくはpSRDを導入したCOS-l細胞の細胞膜画分
10μgを用い、 500倍希釈した抗ratGα15血清と反応させた。発色はECLウエスタ

ンプロッテイング試薬を用いてフィ Jレムに感光させた。矢印は、 ratGα151こ相
当する43印 aを示す。
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図2-9 有事i乳頭切片を用いた抗体染色

a.抗ralGcd5J似清
b.抗Gaq抗体

50μm 

、司・ー .、

1 

-J 

50μm 

C.抗原ペプチドと予め反応させた抗ralGal5血清
d ウサギ血清
矢印はそれぞれ味習を示す。

b 

50!lm 

d 

50μm 



Gα15 (rnouse)がPLC予を活性化することは、日正に確かめられているの行巴mlannsand 

Sirnon， 1995)0 rat G日 15はGal5のカウンターパートと考えられるため、おそらくは

PLC-sを活性化するものと予怨されたが、確認のためにPLC-肘古性化能を調べた。そ

のために、 COS-I細胞に活性型変異mtG日15を発現させ、 lP31置を測定する方法を採っ

た。 G~表白質は一般的に水解ドメイン中のアミノ酸残恭Gln を L巴uに変異することに

より水郷能)]を欠き、 GTP紡合型状態、すなわち活性化状態になることが知られて

いる(DeVivo el. al.， 1992)。そこでratG日 15の212奪回のアミノ酸残基GlnをLeuに変異

するためにcDNA配ダ1)の635番目のAをTに置き換えた活性製変異ratGa J 5発現用プラ

スミド(pSRD-rG日15Q212L)を構築してJfiいた。また、ポジテイブコントロールとし

て柄拘:変異型G以lの発現プラスミド(pGαqQ209L)(Watanabe el. al.， 1995)、ネガテイブ

コントロールとして発現ベクター(pSRD)を用いた。COS-J細胞にpSRD-rGα15Q212L

を導入した後2日間培養し、細胞内のTP3畳を測定した。図2-10が示す通り、 pSRD-

rGα15Q212Lを発J]iさせた*111胞内のl町長はベクターのみを発現させた細胞に比べ約3

俗であり、 イ守為な差カf認められた。pGaqQ209Lを発現させた細胞内のlP3量はベクタ

ーのみを発mさせた細胞の約4倍であったがpSRD-rGα15Q212LとpGαqQ209Uこ依る

有為な差は認められなかった。よって、 ratGα15はGαqと同様にPLC-s活性能を持つ

ことが篠宮、された。

4-3. 1味弘・に発現する Gαs、Gαiファミリーの発現様式と発現昔日位の解析

4-3-1 in silllハイプ')ダイゼーションによるGω、Gaiファミリーの

発現する細胞の検索

Gαgustが一部の1床強引11胞に発現することは抗体染色により示唆されている

(Boughter J r. el. al.， 1997)。しかしながら、Gαgustをはじめ他の分子においてもm悶可A

レベルの発現様式は川Sltuハイブリダイゼ」シヨンにより !床替単位、すなわち細胞集

合体の総官単位で示され、 細胞 lつ1つを対象にしたものではなかった。そこで

GαgUSlと同様にアデニル酸シクラーゼを調節するG目、 Gαiファミリーm悶 Aの細胞

勾:の発現機式を制べた。

まず、ラット舌有事11乳頭の切片を用いてG町、Gαlファミリーに属すGagust、Gαi2、

Gαi3、Gasに対するc貯 .. Aをプロープとしてinsituハイブリダイゼーションを行った

(図2-11)0GαgustのアンチセンスcRNAをプロープとして用いると、発現する細胞は

どのI味習にも見られるが、個今のl床奮の中では 1-4個の細胞に発色が認められた(図

2-lla、b)oGαs、Gai2のアンチセンスc悶¥lAをプロープとした場合にはどの味奮にも

ほとんどの細胞に発色が見られた(図2-llc、d、巴、 η。いずれもセンスプロープを用

いた場合には特典的な発色は見られなかった(図2-llg、h、i)。また、G日i3に対して

発色を検出することができなかった。そこで、発現パターンの異なるG日gustとGas

86 



¥ 

E15 

cl 

;;-10 
(l_ 

30 

民
J
v
n
u

n〆
』

円

〆

』

(
目
=
由
臼
由
。

5 

。
，，'I)〆市

ぷ d、 dv
iJ _.cIヘJ .(5;;' 

。i" 0" 、

l主12-10 活性型変異ratGotl5およ びGαqの細胞内IP3量

pSRD (ベクターのみ) 、pSRD-市 α15Q212L(活性型変異ratGal5)、pGαqQ212L

(活性型変異Gαq)を導入したCOS-I調IIJJ包106個内のIP3量を測定した。
*はpSRDと比較して有為に差があることを示す(n=8)。 - E 
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ffi()2-ll (1) insItuハイブリダイゼーションによるGagus!m貯 <Aの発現部位の解析
有事1¥乳頭の切片を用いた。矢印はl床奮を、矢は染色された味菅細胞を示している。

白， Gagust、アンチセンスプロープ
b， G日gust、アンチセンスプロープ(拡大)
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100μm 

e 

50μm 

図2-11(2) il1 siωハイプリダイゼーションによるGαs、Gαi2mRNAの
発:現昔日伎の解析

有事1¥乳頭の切片をTflいた。矢印はl味習を示している。

100μm 

50μm 

c. G町、アンチセンスプロープ e. G回、 アンチセンスプロープ(拡大)
d. Gα辺、 アンチセンスプロープ f.Gαi2、アンチセンスプロープ(拡大)
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図2-]](3) jlJ siluノ、イプリダイゼーションによるGαgust、Gαs、Gαi2mRNAの
発現部位の解析
g. Gagust、センスプロープ
h. Gα呂、セ ンスプロープ

i. Gai2、セ ンスプロープ



に焦点を絞り、細胞レベルでの発現様式を調べることにした。

4-3-2 Single-cell RT-PCRによる味督細胞単位のGo:s，Go:iファミリーの発現様式

l床苛細胞を単離し、細胞毎にGagustとG肘の発現の有無をRT-PCRにより調べた。

まず、 1I未背*[1]胞を単離した。l味沓を単離する方法と同織に細胞を分縦し、その中か

ら紡錘形の細胞を味鷲細胞として選ぴ、カヲスのキャピラリーで単離した(図2-12a)。

単調1Iした細胞は、新たなバッファーの入った他のシャーレに移すことにより、他の

細胞のmRNAの混布を防ぐと共に lつの細胞を採取したことを確認し(図2・12b)、

その細胞をRT-PCRに供した。まず、逆転写反応液に採取した細胞を添加し、ランダ

ムプライマーをj刊いて逆松写鮮素反応を行った。 1つの細胞から得られるm陀仙の

量は非常に微量ーであるので、発現を調べる分子をGαgust、Gαs、コントロール用のs-

アクチンに絞り、 逆転写後のぬ cDNAを3等分した (図2-13)。また、 PCRの反応は

nesled PCR法を用いた (図2-14)。反応液中には細胞中の核が含まれるためゲノムが

鋳型となってPCRによるh守備が起こる lリ能性があるため、プライマーはイントロン

を挟むような位置を選び、 mRNAIII来の増幅を区別できるようにして図2-14のような

組み合わせで・行った。PCR後に電気泳動を行い増幅された断片を観察すると共に、

|詔2-1401コに示したオリゴヌク レオチドプロープを用いてサザンプロット解析を行い、

日的の分子が増幅された細胞を確認し統計処理を行った。

まず、ある 1回の実験で行った 16倒の細胞に対する結果を図2-15に示す。Janel-15

のようにRT-PCRによってβアクチンの増聞が見られ lつの細胞由来のmRNAからfs-

cDNAが合成されていることが維認されたサンプルを、 G臼gust、Gα54寺異EI9なプライ

マーを!日いたPCRの鋳型として用いた。区12-15より、 l床菅細胞にはG日gustのみ発現す

る車1111抱(Iane4、14)、あるいはGasのみ発現する細胞(lane3、8、10、12、13)、

Gαgust、Gasの両方が発現する細胞(lane1、7)、両者とも発現しない(lane2， 5、6、9、

11、15)といった4筏類カ常在することが明らかとなった(図2-15a)。尚、逆転写を

行わないとどの分子の地申請も見られす、(Iane16)PCRにより増幅された分子がfs-cDNA

山来であることが確認された。同様の方法で、 日ーアクチンの存在が確認された 106個

の細胞の発現パターンを調べたと ころ、 Go:guslが発現する細胞が35個、 Gasが44個、

両方発現する細胞が20個確認できた。よってGαgUSIのみ発現している細胞が15側、

Gωのみが発現している細胞が24個、阿者とも発現する細胞カせ0個、両者とも発現し

なかった細胞が47倒存在していた事になり、やはり上記の4パターンに分類できた(図

2-15c)。また、 GαgUSIの発JJlが確認された細胞数の方がG日Sよりも少ないという傾

向は、 inSilUハイプリダイゼーションと同様であることが明らかになった。
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図2-12 有邦乳頭からのl床官官細胞の単離

a. 有事11乳頭山来の細胞から選択した紡錘形の細胞(矢印)。
右のキャピラリーを用いて単離する。上皮細胞を矢で示したn

b. 1l立雌後、洗俸のために日Ijのシャーレに移した細胞。
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Ggust Gg2 5'-TGTCAATCCGAGAAGTAGA-3' 1+285-+303) 
Gg3 5・-ACCAACAACTGCTTCTCTCC-3' 1 +308-+327) 
G4 5 '-GACTTGAACTTCAGAATGTTT-3 ， 1 +577-+697) 
A4 5'ーCCTTATCTTCTTTTTTTAAG-3' 1 +952-+933) 
A5 5 '-TGCTGAGGTGCACCTTGGTCAC-3 ， 1 +853-+832) 

Gs Gs2 5' -CTGCAAGGAGCAACAGCGATGGT-3' 1 +236-+258) 
Gs3 5'ーCACCTGAATTCTATGAGCA-3' 1+428-+446) 
GsA3 5φーGAAGTACTTGGCCCGGGTCAC-3' 1 +1020-+1000) 
GsA4 5'ーG且GCAGCTCGTATTGGCGAAG-3' 1 +1182-+1162) 
GsA5 5'ーTGGGTCCTCTCCGGGCTCGGG-3・ 1+996-+976) 

~-Actin Act-15'-GCACCCTGTGCTGCTCAC-3・ (+300-+317 ) 
Act-2 5 '-GAACCCTAAGGCCAACCGTG-3 ， 1 +330-+349) 
Act-3 5'-GGTGGTて;CCACCAGACAG-3' (+909-+892) 
Act-4 5・-TCTCCTTCTGCATCCTGTC-3' 1+947-+928) 
Act-5 5'-TGAAGATCCTG且CCGAGCGT-3' 1 +569-+588) 

図2-14singlecell RT-PCRにl背いたオリゴヌクレオチドプライマー
およびプロープの塩基配列

太線はGαタンパク質に共通して保存されているスプライシングの
位置、およびアクチンのスプライシングの位置を示す
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47個

図2-15 I!未驚細胞を用いたSingle-cellRT-PCRによる昧菅細胞毎の
GαgustとGωの発現パターン

a. single-cell RT-PCR後Gαgust、Gαs、s-actinをプロープとして用いた

サザンブロット解析。 lane16は逆転写反応を行わずにPCRを行った。
b.ある一回の笑験で用いたl床管細胞
c.106個の味奮剤lJ胞に対する発現ノfターン



4-3-319転資*111胞内におけるG的、 Gαlファミリーの発現部位の解析

次に、 G日s、Go.iファミリ」の細胞内の局在を調べるために、抗体染色を行った。

抗体は、 Gail!Gai2、Gαi3、Gαs、Gαguslに対するペプチド抗体を購入して用いた。

それぞれの抗原を調べたところ(図2-16a)、Gαs、G日gustは、各々に特異的な配列

を抗原としていたが、抗Gail!Gαi2、抗G日i3はGaiファミリ一間で相向性の高いC端の

アミノ限配列に対する抗体であった。抗G日il!G臼2はGαi3を認識しないこと、抗G日i3

がGail!Gai2を認識しないことは既にl珂かであったが、抗G臼山i1ν!Gαl辺2および

Gαg伊us幻1を認識するか否拍か、はf催佐言需認P思、されていなカか‘つた。そこで、 GαgustとG白i3のC端俄IJを

合む部分(GagusLC、G日i3C)を大腸菌で発現させ、抗Gail!Gαi2あるいは抗Gai3抗体を

mいてウエスタンプロット解析を行うことにより抗Gαil!Gai2、抗G日i3抗体のG臼gust

に対する反応性を制べた(図2-16b)。その結果、抗Gαil!Gai2はGagustC発現タンパ

ク質を認識するがGai3C発現タンパク質は認識しないこと、また抗Gαi3はGaguslC発

現タンパク 'l{を認識しないことが明らかになった。よって抗G臼il!Gαi2抗体はGαil、

Gαi2、Gagustを認識し、抗Gαi3抗体はGαi3のみ認識することが明らかになった。と

ころで、 1*務内ではGαil発現最が少ないであろう事が4-1または図2-1から示唆されて

いる。よって、抗G日il!Gαi2抗体はG日i2、Gαgustを認識するものとして扱った。Gαi2

は、抗Gagllst、抗Gαil/G臼i2抗体をff:Jいて二重染色を行い抗Go.i1!Gai2抗体は認識する

が抗G臼gustは認識しないタンパク質として区別した。

抗イヰ染色の結袋、 G師、 Gaiファミリーの細胞内の発現部位のパターンは、細胞全

体に存イEする分子種と l味孔に局在する分子筏に分かれた。まず、抗Gαgust抗体を用

いると細胞全体に染色が見られた。また、 m51ω ハイブリダイゼーションと同様、限

られたl床甜車111胞に染色された(図2-17a、b)。抗G山 I/Gαi2抗体を用いると細胞全体

の染色はGagllslと同機に限られたl味背細胞に染色が見られ(図2-17c、d矢印)、残り

の刻11胞はl床孔側にのみ発色が見られた (図2-17c、d矢)。この染色はG日i2、Gαgustに

対するものなので、抗G臼gust、抗Gαil!Gαi2抗体を用いた二重染色を行った。その結

果、抗Gαil/Gαi2抗体により細胞全体に染色される細胞は全て抗Gαgustによっても染

色され、抗Gαii/Gαi2抗体のみの染色はI床孔側に限られることが明かとなった(図2-

18a)。二次抗体を逆にしても同様の結泉が得られ(図2-18b)、l床孔を中心lこGαi2が発

現していることが示唆された。抗Gαi3抗体を用いた染色では切片中にl床孔を含まな

い!床穏には染色が見られず(図 2- 1 9c矢印)I~ミ孔のみに強い発色が見られた(図 2-19a、 c

矢)。抗Gω抗休による染色は、有郭乳頭全体では染色はわかりにくいが(図2-20a)、

拡大するとl床孔を含まないl味背には染色が見られず(図2-20b矢EIJ)味孔に特異的な染

色がえられることが明らかになり(図2-20b矢)、蛍光抗体染色(図2-20c矢)により更に

篠宮、された。Gaq、m( Go.I5の発現音111立(4ふ 2参Hi¥)を総合すると、 Gαs、Gα1、Gαqフ

ァミリーの細胞内の発羽音111立のパターンは、細胞全体に存在する分子種Gαgust、Gαq、
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図2-16抗OaillG刷 Zおよひ、抗G叫 3抗体のG口guscに対する反応性の確認

a抗体染色に用いた抗原
b. OagustC、Gαi3Cを発現させたYA菌のタンパク質と抗G刷 110αi2抗体(1)、

抗Oui3抗体(2)を用いたウエスタンプロット解析
矢印はGαgustC、Gαi3C発現蛋白に相当する位置を示す
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Gαs、Gaiファミリーのl床菅細胞内の局在l
(有郭乳頭切片を用いた抗体染色)

a.抗G<xgust抗体 b.抗Gαgust抗体(拡大)
c抗Gαil/G<xi2抗体 d抗GωI/Gαi2抗体 (拡大)
矢印は全体的に染色されている細胞を、矢は味孔を示す。

図2-17
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刊2-18 Gas、Gaiファミリーの11未奮細胞内の局花2

a抗Gagllsl抗体と抗Gαi1/Gai2抗体を用いた二重染色
(DABによる茶色が抗Gαgust抗体を用いた染色、クロロナフトールによる紫色
が抗G日il/Gαi2抗体を用いた染色)

b抗Gagust抗体と抗G削l/Gαi2抗体を用いた二重染色 (発色基質がcの逆)
(茶色が抗G日i1/G臼i2抗体を用いた染色、紫色が抗GαguSI抗体を用いた染色)

ヰGαi1幻αi2抗体のみにより染色された部位 (a，紫、 b，茶)を矢印で示し、抗Ga.g凶抗体
と抗Gαil/Gai2抗体の両方により染色された部位 (紫+茶色)を矢で示す。 ロ
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殴2-19 Gas、Ga.iファミリ」のIl未奮細胞内の局在3

(有郭乳頭切片を用いた抗体染色)
a抗G日i3抗体
b.抗Gai3抗体(拡大)

100μm 

50μm 

矢は|床孔を矢印は味孔が切片に含まれていない味驚を示す。
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図2-20 Gcxs、 Gcxiファミリーの!日未管細胞内の局在4
(有事1¥干し頭切片を用いた抗体染色)

a抗Gαs抗体

b.抗Go.s抗体 (拡大)
c. .J1GGo.s抗体 (FITC標識)
矢は味孔を、矢印は|床孔が含まれないI床奮を示す。
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ratGα15と味チしに局在する分子碕G臼i2、Ga.i3、Gasに分類で、きた (図2-22-1、2参照)。

5 考察

本主主では、 [C肘去にGaタンパク質、 Gω、Gαi、Gαqファミリーが発現していること

を明らかにし、更に細胞レベルでの発現様式及びその局在を解析した。

I.Gαタンパク質111附仙の発現様式 (図2-21)

加 situハイブリダイゼーシヨンの結果より、限定されたl床細胞に発現するG日gustと、

ほとんとぜの細胞に発現するG師、 Gai2の2つの発現様式が見られた (図2-21-1)。味

僚は直径50μmの球)1予で‘あり切片作製u寺に切り口によって分断されるため、組織切片

をmいて行ったinsituハイプリダイゼーションでは 1つの味驚中のGαguStを発現する

車I!IJ抱数を明らかにはできなかった。しかしながら、ある分子のIllRNAの発現の有無

がl床管制J1Jj包レベルで線認されたことは今回が始めてであり、 G日gustはl床蕃細胞を分

類する際の初の分子的なマーカーとなりうることが明らかとなった。

G師、 G日i2はGαgustと比較すると明らかに多くの細胞に発現が認められた。 lつ

の|床背中の発現を観察すると発色の強さは細胞により幾分異なるように思われるが、

Ga.gustほど発現する細胞数が限定されていないため明維に分類することは出来なか

った。また、今回行った川51ω ハイプリダイゼーシヨンでは、抗体で検出可能なGai3

を{i'sl認することはできなかった。おそらく現在行っているinsituハイプリダイゼーシ

ヨン法の検出限界以下のmRNA発現長なのではないかと考えられる。

先に述べたように、本研究で用いた白51ωハイプリダイゼーション法ではGa.sある

いはGui2のようにl朱背中で発現する細胞数が多い場合には、 l床習会体に発現してい

るように飢祭され細胞毎の発現の有無を確認することは困難であった。また、/l)幻lU

ハイ プリダイゼー ション法をj刊いてGαgustm貯仙の発現様式と他の分子の発現様式

を同時にIYiらかにするためには、標識の異なる2磁のプロープを用いる二重染色法が

必災となるが、舌純織では二重染色i去を用いたinsiruハイプリダイゼーシヨンを成功

させた例はない。本誌で行ったsingle-celJRT-PCRは、完全に単独の細胞についてその

中に存花する3種類までの分子の発現の有無.を確認できるため、 insill1ハイプリダイ

ゼーショ ン法ではゆj慨に出来ない複数の分子の発現様式の比較を可能とした。l味菅

細胞でのsingle-cellRT-PCRは初の試みであった。

Jn siωハイプリダイゼーションで、はGusを発現しているl床菅細胞の数は少なくとも

Ga.gustを発現している細胞の3僚はあることが在日祭された。しかし、 single-cellRT-

PCRではGCtSを発現している細胞はGugustの約1.3倍に留まり、 insituハイブリダイゼ

ーショ ンの紡梁とは傾向が一致するにと どまった。迎由として、日米奮細胞を形態的

特徴のみで選んでいることから選択した細胞には人の日を通した係りが生じる可能
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1. in situ.ハイプリダイゼーショ ンより観察された発現パターン

2. single屯 elJRT-PCRより分類された味菅細胞の種類

Go.gUSIのみ
発現する細胞

Gαsのみ
発現する細胞

Gα:gUSIのみ Gαsのみ G崎 、 Gugust両者を両者とも発現
発現する細胞発現する細胞 発現する細胞 していない細胞

3. IとZより予想される味宮内のG師、Go.guSlの発現パターン

図2-2J mRNAレベルで明らかになったGαタンパク貨の発現パターン
(G崎 、 GαgU51を中IIAこ)
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性があること、 一個の細胞をよ11いるため微妙な条件の差で細胞からm肘~Aが得られ

ない、酵素反応が行われないことなどが挙げられる。しかし、この方法を用いると、

少なくともGagustのみが発現している細胞、 Gasのみが発現している細胞、両者が発

現している細胞の 3種類に味営細胞を分瀕でき、 single-cellRT-PCR法が分子生物学的

手法を用いたI床沓キIs胞の分類への足がかりとなることを示した。また、 insituハイプ

リダイゼーションの結来と single-celJRT-PCR訟の結果を総合すると、分類された 3稜

類の細胞がlつのn，.jd宮内に存在することが予想されるほ12-21-3)。

Single酬cellRT-PCRで発現様式を調べたGαgustはG日iファミリーに属し、細胞内

C品伊濃度を減少させる働きを持ち(Katadaet. al.. 1984)、Gasは逆に細胞内cAMP濃度

を上昇させる性質をJ守つ (Quanel. al.. 1991)。本章で・行ったsingle-celJRT-PCRの結果

を細胞内セカンドメッセンジャーcAMPの濃度変化のみに焦点を当てて考察すると、

1*背*IlIJ泡には細胞内cA叩 3濃度を上昇させる性質を持つものと、減少させるものと、

上昇 ・減少の両方の機能を兼ね備えたものか存夜することになり、 lつの機能を焦

点にしたときでさえ 3秘類に分類できることが示された。今後、 l味覚に関与してい

ることが示唆されているもう 一つのセカンドメッセンジャーIP3に関係するG日qにつ

いてもsingle-ωIIRT-PCRを行うなら、味悲細胞は更に多種類に分類されるかもしれな

い。この予知、は|味覚の情報伝達カスケードの多様性とそれを司る味沓細胞の組み合

わせといった綾斜!さを反映していると考えられる。

2. Gaタンパク質の細胞内の局在 (図2-22)

mRNAレベルの発JJ!.:f，'R式は、 l床弘:細胞の分類には有効であるが、細胞内における

Gαタンパク質の役割を考察するには抗体染色によりその局在を明らかにすることが

必要である。Gαタンパク質の局在は抗体染色の結呆より、 l床孔に局在するもの(Gω、

Gαi2、Gai3)と制lIJJ包全体に存在するもの(Gαgust、G皿q、ralGα15)の2稜類に分けられ

た (1_gJ2-22-2)。細胞全体に発現しているGαタンパク質がl床孔にも発現していると

考えると、 l米孔には今回検討した全てのGαタンパク質が集中して発現して(図2-22-

3) 、そこに局花する多数のGタンパク質共役型レセプターと共役することが予想さ

れた。吏に、 l味孔はl床習の構造の中で外界と後触する部位であることから、ここに

存住するレセプターは味覚レセプターとしてl床物質と結合する可能性が高い。また、

第一~で報告したレセプターを始め舌上皮からクローニングされた多種類のGタンパ

ク質共役型レセプターがl床孔に発現してl味覚シグナリングを行う可能性もある。

今回の抗体染色により、ほt:f全ての細胞がGαqファミリーを含むことが明らかに

なった。また、 singl巴-cellRT-PCRの給与長より lつの細胞内にGαsとG凹ファミリーを同

時に有する釧胞が存在することが示されている。したがって lつの細胞内にG白人

Gαs、Gαqの3磁のファミリーを有している細胞が存在していることになり、ここで
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L 味奮内の発現パターン
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Gα郡1stの発現パターン
限定された細胞全体に
発現が観察される

2. Iつの細胞内のGαタンパク質の局在

Gαq、 r拡 G，d5及びGαgust

細胞全体に染色される

GαS、Gα辺、Gα13の
発現パターン
味孔にのみ発色が見られる

G凶 、 G叫 2.Gαi3 

味孔にのみ染色される

3. その結果予想される味奮内のGCtタンパク質の発現パターンとシグナル伝達

外界 味孔

僚々なf物質

多種のGタンパ{質共役型レセプタ一

… 引7LZ共…タ川賞

細胞内シグナリング

図2-22 Gaタンパク質の細胞内における局在の概略図と

その結果予想される発現パターンおよびシグナル伝達
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は複数のシグナ 1レ伝達機構が部分的にあるいは同時に起こりうる。

基j氏昔11側には味孔での発現の極類には及ばないものの、 1つの細胞内に数種類Gα

タンパク質が存在することが明らかになった。味細胞中に存在するl味覚以外のシグ

ナル伝達系は明らかになっていないが、基底古11側にも何らかのシグナル伝達系が存

花することが予怨!される。

3.1味 iJi に{:(.ィ'Eする Gα タンパク ~f1tの役割

本帝で待たGαタンパク質がl味覚に関与するとすれば、各ファミリーによって以下

のような役割を持つことが考えられる。

Oaiファミリーに属しているOagustは、そのノックアウトマウスが砂糖、糖以外の

Hi*物質sc-45647の感受性をほぼ完全に失うことと、多くの背l床物質の感受性を一部

抑えることが報告されている(Wonget. al.， 1996)ことから、これらのl朱物質のシグナ

ル伝達に関与していることが示唆されている。sc-45647(Bemhardt el. alリ 1996)と大

半の背l床物質はPLCsを活tl:化させる伝達系を経る(Spielmanel. al.， 1996)ことが示さ

れており、 Gαgustに結令する日γサプユニッ トが関与する可能性も高い。 しかし、

Gαgusrのノックアウ トマウスはPLC-sを活性化する甘味物質サッカリンに感受性を残

し、背l味物質の感受性は一部の:trlJiI，iIに留まっている。よってGαgustが関与しない"1:1

l床 ・および苫l床のシグナル伝達はOiのG日i2、Gαi3を含めたOaiファミリーと9ザナプユ

ニット、および以下にその推定される役割を記述するG叫 ファミリーが関与寸ーる可

能性がある。

また、Oaiファミリーの阻害斉IJである百日咳毒素で処理したl床普に苦味物質サッカ

リンオクタアセテー トを添加すると、それによる細胞内TP3濃度の上昇が抑えられる

ことからも(Spichnanel. M・， 1994)、今回得られたGαi2、Gαi3を含めたOaiファミリー

に結合するRγサプユニ ットが苦|旅物質のシグナリングに関与しうることが示唆され

る。

Gαqファミリーは、 ral'Oα15、Gαqの2種のみがクローニングされた。両者ともPLC

Hを活性化し細胞内IP3ii;V支を上昇させるので、糠以外の甘味、あるいは苦味に関与

すると忠われる。両者の中ではratOα15の性質が注目される。G位q、Gα11、Gα14聞

の相向性が80-88%であるのに対し、 rJtOα15、Gα15(マウスO(15)、Gα16(ヒトと

G日 15)とGαq、Oall、Gα141問の相向性は54-57%と低い。よってralOα15はG臼 15や

Gα16と共にOaqファミリーの中ではユニークな立場にあることが予想される。注目

すべき特徴は、 Gα15はGαqフ7ミリーと共役するGタンパク質共役型レセプターと

総合できるのみならず、 GαiファミリーやOasフ7 ミリーと共役するレセプターとも
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結合してPLC引を活性化することが出来る点である (Offem1annsand Simon， 1995)。ま

た、 Gaqがほぼ全ての組織に発現しているのに対し、 Ga15，Gα16は造JUlに関与する

細胞に豊富に発現する特徴を有することが報告されている(Wilki巴el.al.，1991)。

rat G日15は苦上皮からクローニングされ、 Gα15が造I血に関与しない細胞にも発現

することが明らかにな った。ratGα15はGタンパク質共役型レセプターに対する選択

性が低いため、 l!.jミ孔に存布二する多数のGタンパク質共役型レセプターの多くと結合し

てPLC-sを介した苦味のシグナリングを行う可能性が高い。また、GαIファミリーや

Gasファミ リーと共役するレセプターを共有する可能性もある。

Gαsはスプライシングの迷いによる21:主類が得られたが、大きさの遠いによる性質

の相逃は明かではない。生化学的研究から結の甘味は細胞内cAMP濃度を上昇させる

(Su.iem er.α1.， 1989)ことよりGωが糖の甘味に関与すると思われる。また、 Gαgustの

ノックアウトマウスは砂糖に対する感受性を失う 刊'onget. al.， 1996)ことから、 Gas

のみが仙の Ui味のシグナ lレ伝達系に関与ーしているのではなく Gαgustも関与している

と考えられる。

以上のようなGαタンパク質の役割が考えられるが、これらの系が同ーの細胞に存在

したときにどのようなシグナリングを行い、複雑なl味覚シグナル伝達系を構築して

いるかを解明することは今後の大きな課題である。
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第三章

味菅に発現する電位依存性カルシウムチャンネル
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1.緒言

l床物質を受容した味細胞の情報は、 l床例l経とのシナプス音11位に干111m王伝達物質を放

出することにより伝迭される。

細胞から細胞へシグナルが伝達される|捺には、細胞内にキIIt経伝達物質、ホルモン、

サイトカインなどのシグナル物質が産生された後、細胞外に分泌され標的細胞にそ

のシグナルを伝える。細胞内から細胞外への物質の放出には*1111抱内のCa-濃度の上昇

が必要であり、それは細胞外からのCa"の流入、あるいは細j泡内Ca-ス トアーからの

Ca叫の放出により引き起こされる。前者はイオンチャンネルが、後者はセカンドメッ

センジヤ -IP3濃度の上昇が関与する。イオンチャンネルのうち、Ca-を通すものは

電位依ff>I生カルシウムチャンネルをはじめ、環状型ヌク レオチド活性型チャンネル

(Frings， el. ElI.， 1995)、N恥白A受容体側acDemlo11e/. al.， 1986)等が存在する。中でも、

細胞に発生した何らかのシグナルの結果、膜電位が変化 して細胞外からCa'"が流入す

ることが多く、 11莫電位に依存 したCaチャンネJレを介する系が多数存在する ことが考

えられる。

l味苛細胞から!沫干111経に神経伝達物質が放出される際にも一過性のCaH
の濃度の上昇

が必要である。甘味物質およぴ三苦11未物質がGタンパク質共役型レセプターに結合し

てGタンパク質Gq、PLCsを活性化 し、その結果細胞内セカンド メッセンジャーIP3

濃度のよ昇が起こり Ca....ス ト アーから*1Ij}~内へCaHが放出 される こ と が示唆されてい
る(B巴rnhardtel. al.， 1996， Ak.abas el・al.，1988)。他の味覚物質に対する車!ll))包内のCa"濃

度の上昇は、何らかのイオンチャンネルからのCa'"'の流入に依るのではないかと考え

られる 。l床普細胞は、電気的刺激を与えると活動電位が生じる ことが知られている

だけでなく (Roper1983， Avenet and Lindemann， 1987)、酸味(Kinnamonand Roper， 1988)、

血味(Aveneland Lindemann， 1987)、サッカリンの甘味(Beheel・al.，J990)によって も活

動屯位が生じることが観察されてきた。活動電イ立が生じることはつまりj換電位変化

が起こることなので、その際にはf4!:1立依存性Caチャンネルが閉口し膜外からCaH
が

流入すると考えられる。更に、生理学的にはn;jC菅細胞中に電位依存性Caチャン ネル

のし、 T~9. (後述)の存在が示唆されている(Beheel. lll.， J 990)。よって酸味、 塩l床、

サッカリンは電位依存性CaチャンネルからのCaH のV1i入を引き起こし、最終的にI床

u';-細胞からl床神経へ伝迷物質を欣出させるに至ると思われる。また、成糖をn;jC審車III

JJ包に添加すると細胞1;!.1CaH

濃度の上昇が見られ、しかも細胞外から流入 した結果であ

ることも示されているの白山町dtel. (/1.， 1996)。しかしながら、分子生物学的には味奮

lよjの電位依存性caチャンネルの存在は明かではなかった。

電位依存性Caチャンネル(以後Caチャンネ Jレとi絡す)は、生理学的性質(チャン

ネルの|対日時間と活性化閥値電位)により大きく T、L、N、P(Q)、Rの5種類の型に

分けられる (1週3ーla)(Birnbaumer. et. al.， 1994)0 T、L型は犠々な組織に存在し、N、
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P(Q)、R型は干111経七1:であり、 N型は脳・神経系金般を中心に、 P(Q)型はプルキンエ細

胞を中心としたj泌に、 R型は海馬を中心に存在することが長11られている(Bill1baumer.

e/. a/.. 1994)。分子生物学的にはT型を除く L、N、P(Q)、R型が明らかになっており

(Billlbaumer. et. a/.. J 994)、特に'持・格筋Llliの構造が最も詳細に調べられている。現在

までに、 Caチャンネルはサフ'ユニ ッ ト.fl~造を形成し、 一般にはαl 、 α2 、 日 、 8サブユ

ニットから構成され、背・格筋型のみそれらにザナプユニ γ 卜を)J[/えた構造をとること

が明かとなっている。そのうちαlサブユニットが電位センサーおよびチャンネJレポ

アを含み、生埋ま非的性質を反映することが9:r1られている(Cat!erall.1995)。

αlサプユニ ットはNa'チャンネ Jレのαサブユニットと同じ基本構造を有している

(図3-1b)。すなわち、 細胞j換を貫通するセグメントを6本ずつ持つ構造が4回繰り

返された構造をしており、 4つのドメインが集合して中心にイオンの通るチャンネル

をj形成していると考えられる 。また、各ドメインに存在するS4セグメントは細胞肢

のI1英電位変化を感知する電位センサーであり (Cattemll， 1995)、S5とS6セグメントの

間にポア形成部位およびイオン選択性フィルターが存在している 。現在までにラッ

トからは少なくとも5種類のαlサプユニットの遺伝子が見出されており、それぞれ

P(Q)型、 N型、 R型、 2稜のL型(Bimbaumer.eιa1.， 1994)であることが明らかになって

いる (図3-la)。

第一、ニポではl味覚の受容に関与する分子の解析を行ったが、本章では味細胞に

とって受容と同等に重要であり、 l床干IllffJ?へのシグナル伝達物質の放出に必要な細胞

外からのカルシウムイオンの流入に着目した。具体的には、味王宮細胞に存在するCa

チャンネlレαlサプユニットの種類およびその発現音11位を明らかにすることを目的と

した。

2.笑験材料および試薬

2-1笑験材料

実験動物は第一 、 二Ìt~と同様の物を用いた。

2-2試薬類

2-2-1 :カラム

エポキシ情性化セフアロース6BカラムはPh抑 laciaBiotech社より購入した。

2-2-2抗体

rbB(N)に対する抗体としてAntiαIsをAlamonelabs社から購入して用いた。

2-2-3抗原ペプチド
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a. 電位依存性caチャンネルαlサプユニ ットの種類

機能的略称 ラ yトcDNAクローン 存在 阻害斉1J

P(ω型 rbA 
l悩、神経(プルキンヱ細胞)‘

ω.アガトキシン内分館、細胞

N lf，~ rbB 脳、干Iji経、 内分泌細胞 曲ーコノ トキシン

rbC 様々な組織
ジヒドロピリジンL型

巾D 神経、 内分泌細胞

Rff';! rbE 脳(海馬) Ni' 

T型 合口ーニングされていない 様々な組織 Nt 

b. 電位依存性Caチャンネ jレαlサ フ。ユニ ッ トの構造的特徴

11 III IV 

COOH 

図3-1 電位依存性Caチャンネルαlサフ'ユニッ トの種類およびその構造的特徴

a. i[f立依存性Caチャンネルαlサプユニ.:;卜の種類、組織特異性、阻害剤、および

ラッ トで明らtJ、にされているクローンの一覧表

b電位依存性Caチャンネルαlサフ'ユニ ットの構造的特徴

1 ~ 6は各セグメントを示し、 I ~ IVは6つのセグメントが集合したドメインを示し
ている。 S5 と S6の!日j はポアをJf~成する部位を 1i している 。



『司r

抗原ペプチドは有限会社バイオリンクに合成を委託した。

2-3調製浴液類

0ペプチド抗体精製m試薬

(i]カップリング緩衝液 :

(ii]プロッキング緩衝液:

(iii)洗絡緩衝液・

(iv)浴出緩衝液.

50 I協 4炭酸ナ トリウムー重炭酸ナトリウム(pH8.5) 

0.1 mMモノエタノールアミン

50 n制トリ ス硫酸緩衝液 (pH8.0 ) 

1 Mt値化ナトリウム

1%トリトンX-100

20mMトリス塩酸緩衝液 (pH7.5) 

グリシン取酸緩術Ìì~(pH 2.5) 

f也は第一、二章と同様のものを用いた。

3 笑験方法

下線昔日の試楽は2-3に記載した。

3-1 PCR 

C泊チャンネルを得るために作製したプライマ一、および発現の確認に用いたプライ

マーは結果中に記載した。鋳型として有事11・葉状乳頭上皮由来mRNAから作成した

fs-cDNAをmいたoPCRは、 94"C30秒、 45"C30秒、 72"C30秒を50サイクル行った。他

の条件は第一種と 同様に行った。

3-2サザンプロット解析

基本(1むには第一章と同i僚の方法で行った。結果中に示したオリゴヌクレオチドを

5'米端標識してプロープと して用いた。ハイブリダイゼーシヨンは45"cで行い、 6X

SSCをmいて洗i争を行った。

3-3抗ペプチドポリクローナル抗体の作成

(1 )j冗原ペプチドの合成

抗原ペプチドとしてrbA(P(Q))に対してはH・GJu-S巴トAla-Arg-Asp-Pro-Asp-A1a-Arg-

Arg-Ala-T中・OH(853-864)を、 rbC(し)に主すしてはH. Ser-Pro-Pro-Thr-Thr-Lys-1Je-Asn-Met-

Asp-Asp-Leu-Gln-Pro' OH (815-828)を合成して斤jいた。

(2)iJr:l原ペプチドの合成から抗J但消の獲得までは第一主主と同様に行った。

(3)抗イ本の精製

7](で膨ilMJした 1gのエポキシ活性化セ フアロース6Bカラ ムに水にi溶解した1mgの抗
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原ペプチド、 7 mlのカップリング緩衝液を加え37"Cでーl挽振とうした。カップリン

ツグ緩衝液でカラムを洗絡し、プロッキング緩衝液を 10 ml程度加え45"Cで4時間振

とうした。その後、水、 TBSでカラムを洗浄し4 mlの抗lIIl清を加え4"Cでーl免抗原ベ

プチドと抗体を結合させた。カラムをTBS、並並鐘盤盗、 TBS、0.15M Na口被で洗

持した後、進出盤盈虚で抗体を溶出させ回収した。

3-4ウエスタンプロットj呼布?

第二指と I ;JJ~栄の方法で 101~の有事11 ・ 3産状乳頭上皮を剥離した。ポリトロンを用いて l

mM PMSFを含むPBs'i'でホモジナイズした後、更に超音波破砕を行った。 600中m、

l分の述心を行い、核と角質化した組織を除いた上作iを得た。更に10.000Xg 10分の

述心を行い、むと殿物をカルシウムチャンネルを含むであろうj煤函分として用いた。

電気泳動には6%のアクリルアミドを含むゲルを用い、サンプjレバッファーに溶解さ

せた股四分のl人l、20分の1(o.m分)を各レーンに用いた。ウエスタンプロット解

析の方法は基本的に第二章と問機に行い、一次抗体は抗rbA(p(Q))は100倍、抗rbC(L)

は200倍に希釈してJ.J]いた。シグナルの検出はECLウエスタンプロッ ト検出試薬

(All1巴rch~un札)を用いてフィ lレムに感光させることにより行った。

3-5ノトJJ必の標本作製

ラットから小l焔を摘/:L¥し、 5mm以下の組織片を作成し、ブアン溶液に一l児静置して

同定した。パラフィンに包思するまでの過程は第一平と同様に行った。

3-6抗体染色

ABC1去、および蛍光法を用いた。舌の有郭乳頭、手書状乳頭、茸状乳頭の切片は共に

凍結切)-¥ーをmいた。小JJ必はノfラフイン切片をよ目い、はじめに脱パラ フインを行った。

凍結切片、パラフイン切片は共に511mの厚さの切片を朋いた。 他の行程は舌、脳と

もに第二輩と同様に行った。抗体は、抗rbA(p(Q))を50倍、抗rbB(N)をが200倍、抗

rbC(L)を100倍に希釈して用いた。

他の方法は第一、二f，i:に準じた。

4.結果

4-1 RT-PCRによるラット有事11・禁状乳頭に存在するCaチャンネJレαlサプユニット

ll1RNAの種類の同定
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ラ ッ ト有郭・来状乳ÿj~に存在する Caチャンネルαl サプユニ ッ ト (以降、単にCaチ

ャンネルとl附す)mRNAの『虫類を調べるためにRT-PCRを行った。今までに明らかに

されている 4つの型 (P(Q)型、 N辺、し裂、 R型)のCaチャンネjレの構造の内、中日同性

の高いポア領域をその間に合む第4ドメインのS5とS6セグメントのアミノ酸配列

(Pellegrini-Giampietro， el. al.， 1992)を基にしてプライマー l、2を合成した(図3-2a) 。

鋳辺としてラ ッ ト有事11 ・~~*乳頭上皮由来の fs-cDNAを用いてPCRを行ったところ、

予想された位i~にバンドが雌認された。 そのバンドをサブクローニングして核置支配

列をしらべたところ、 2{!f[鎖のCaチャンネルをコードするクローンが得られた。既匁l

のCaチャンネルとの相向性を検索したところ、ラット脳から既にクローニングされ

ている干111経性P(Q)型のrbA(Starr， el. al.， 1991)とN型のrbB(Dubel， ec. al.， 1992)と完全に

一致することが明らかになった(図3-2b)。以後巾AをrbA(p(Q))、rbBをrbB(N)、と

記す。使用したプライマーの位置はイントロンを挟んでいないため、待られた

rbA(P(Q))、rbs(N)は遺伝子白米である可能性がある。そこでラット有事11・葉状乳頭

上皮由来のmRNAに刻して逆l伝写酵素反応を行ったものと行わないものを鋳型とし、

rbA伊(Q))、rbB(N)それぞ、れに特異的なプライマー (1;g13-3a) を用いてPCRを行い、ォ

リゴヌクレオチドプロープを用いてサザンブロット解析を行った(図3-3b)。逆転

写鮮表反応を行うと予怨された位置にバンドが確認されたが、行わない場合にはバ

ンドは検出されず、今回得たrbA(p(Q))、 rbs(N)は有郭・葉状乳頭由来であることが

確認された。

以|ーのように、有半11・葉状乳頭上皮には現在までその存在が示されていない布MI
'1'[:のP(Q)型のrbA(P(Q))、N型のrbs(N)が発現していることが明らかになった。しかし

ながら、生理学的にその存在が示唆されているL型はクロ」ニングされなかった。そ

こで、新たにU\~!に共通するアミノ酸配列を碁にプライマーを作成して(図3-2a)

lミT-PCRを行い、得られた臨rr片をサブクローニングした。その結果、やはりラット目指

からクローニングされたLffi2のrbC(Snutch， et. al.， 1991)と完全に一致する断片のみが

得られた(区13-2b) (以後、 rbC(L)と記す) 0 rbC(L)は遺伝子構造が明らかなので、

rbC(L)の有郭・~状乳頭上皮における発現を確認するためにイントロンを挟んだ位

置のプライマーを作成し(図3-4a) 、fl}ぴRT-PCRを行った。尚、この位置はオール

タナテイプスプライシングにより rbC-I(L)、rbC-ll(L)が生じることが知られている

(Snutιh， e/. a/.， 1991) (区13-4a)。そこでrbC-I(し)、 rbC-ll仏)それぞれに特異的なオリ

ゴヌクレオチドをプロープとしてRT-PCR産物をサザンプロット解析に供した。その

結果、両者とも予想された位位にバンドが検出され、有郭 ・業状乳頭上皮にはrbC-I(L)、

rbC-日(L)が存在することが明らかとなった(悶3-4b)。

4-2抗体染色によ るCaチャ ンネルの発現部伎の解析
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a.作成したプライマー

I 11 日T 3 4 

作成したプライマーの塩基配列

1. ATGCT(CG)TTCTTCATCTA(TC)GC 

2. GGGTC(AG)TA(TC)TC(TA)G(AC)CCA(TG) 

3. GA(AG)TA(CT)AAGAACTGTGAGCTG 

4. GGG(CT)TT(AG)AA(AGT)GC(AGT)ATGA(CG) (TC)TT 

b.プライマーの組み合わせと得られたクローン

プライマ-

1，2 

1，2 

3，4 

クローン

rbA 

rbB 

rbC 

IV1 2 

COOH 

対応するア ミノ酸配列

MLFF工YA

(工V)W(SA)EYDP

EYKNCEL 

K(VL)工AFKP

医13-2 舌有事1¥・葉状乳頭上皮lドに存在するCaチャンネJレmRNAの種類

a. RT-PCRに用いたプライマーの位置、及びその配列。矢印は用いたプラ

イマーの位置を示している。

b. PCRにmいたプライマーの組み合わせとその結来得・られたクローン。
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a 
IV 

一一一一------81 82 83 84 85 86 

rbA(P(Q)) 
rbB(N) 

b 

AS 
BS 

Pimer -ー-
probe 

AI 
BI 

作成したプライマーおよびプロープの核酸配列

AS 
AA 
A工

BS 
BA 

BI 

5・-ACCATCATGGCCATGATCGCT-3' (+4564 ~ +4584) 
5'-GGCATAGATGAAGAAGAGCA-3' (+4973 ~+4954) 

5'-ATCACAGACATCCTCGT-3' (+4777 ~ +4793) 

5・-TTCATTATGGCCATGATAGCC-3' (+4432 ~ +4452) 
5'-GGCGTAGATGAAGAACAGCA-3' (+4842 ~ +4822) 

5' -TACGATGCCCCTTATGAGTAC-3' (+4483 ~ +4503) 

rbA(P(Q)) 

「ー「
RT +一

410 bp惨 410 bp砂

rbB(N) 
r-l 
+一

図3-3RT-PCRによる有郭 ・葉状乳頭上皮中のrbA(P(Q))、rbB(N)の発現の確認、
a. PCR に用いたプライマーの配列。 TVはドメインを、 S I ~ S6は セ グメン トを示す。

矢印はプライマーに用いた位置を、太線はプロ ープに用いた位置を示す。 v

b.逆転写酵素の有無による発現の硲d?f.o_ RT +~ーは逆転写鮮素の有無を示す。
PCR後、サザンプロット解析を計二不したプロープAI、BIを用いて行った。
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a 

rbC(L) 

-------
IV 

一一一一一一
81 82 83 84 85 86 

CS 
Pimer __._ 

prob巴

母与0
11 

CA 

4・-

C工l 工bc工用プロープ

C工2 rbC工工用プローブ

作成したプライマーおよびプロープの抜酸配列

CS 5' -TACGGCCAGAGCTGCCTCTTC-3 ' (+3 721 ~ +3 7 41) 

CA 5' -TGCATAGATAAAGAACAGCA-3 ' (+4124 ~+4 105) 

C工ユ 5' -TTCTCAGTGAAACTAAT-3' (+3896 ~+39 ユ 2 ) 

C工2 5' -CAATCACCGAGGTACAC-3' (+3896 ~+39 12) 

b 
11 

368bp ~ 

区13-4RT-PCRに与る有事11・iW;1犬乳頭上皮中のrbC-I(L)、 rbC-ll(L)の発現の1確認
a.PCRに用いたブライマーの配列。 IVはドメインを、 Sl~S6はセグメントを示す。

矢印はプライマーに用いた位置を、太線はプロープに用いた位置を示す。
bサザンプロット解析によるrbC-I、rbC-llの発現の際認。I、EはrbC-I、rbC-IIを示す。

aに記したプロープを用いた。
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次に、今回得たCaチャンネル(rbA(P(Q))、 rbB(N)、rbC(L))の舌上皮 (有郭 ・禁状・

茸状乳頭)における発現部伎を調べるために抗体染色を行った。rbB(N)に対する抗

体は購入した物創刊い、 rbA(P(Q))、 rbC(L)に関しては抗rbB抗体を参考にしてCaチャ

ンネル聞で相向性の低い部位であるドメインHとmの問の15アミノ骸残基を基に合成

ペプチド(図3-5)を抗原として抗体を作成した(図3-5)。先に示したとおり、rbC(L)

はオールタナテイプスプライシングによる IとII地帯在するが、全体的に非常に相同

作1:が高く、また特に注目すべき組織特性が両者ともないため(Snutch，et. al.， 1991)、

rbC(L)に対する抗体はrbCl(L)、rbCI[(L)とも認識するものを用いた。ラット有事11乳頭

上皮を用いてウエスタンプロット解析を行い、作製した抗体がそれぞ、れのCaチャン

ネルに特異的であることを lí{~認することにした(図3-5 ) 0 rbC(L)に対する抗体は約

210ゅのタンパク質のみを認識し、 rbC(L)の大きさとほぼ一致した。しかしながら、

rbA(P(ω)に関してはバンドは純認されなかった。この原因として、ラッ ト有郭乳類

lニ皮内のrbA(P(Q))の干'HE量カヲ127古に少ないことが挙げられる。そこで、 他の組織で

その尉在が明らかになっているものをコン トロールとして抗体染色を行うことにし

た。小!l&iにおけるrbA(P(Q))、rbB(N)、rbC(L)の発現部位は抗体染色により 既に明らか

になっている(S桃山出 el.al.，1996， Westenbroek et. a/.， 1992， HeU et. al.， 1993)ので、まず

小/Jì~をポジティプコン ト ロールとして抗体染色を行った。その結果、 既存の報告と

同様、抗rbA(P(Q))抗体に対しては小臓のプルキンエ細胞に特異的に(図3-6a)、抗

rbB(N)抗体はプJレキンエ細胞の内ffjlJに存在する穎粒細胞に(図3-6b)、抗rbC(L)抗体

はプルキンエ細胞を含むヰ111*，HIllJJ包に特契約な染色が見られ(図3-6c) 、それぞれのチ

ャンネlレを認識する抗体として用いることカ匂T能であると判断した。そこで、 I床脊

を合む有事11乳頭、業状乳頭、 i1::伏乳li1iの切片を用いて抗体染色を行った。

rbA(P(Q))に対する抗体を用いて有郭乳頭の切片を染色した場合、 l床孔に強い染色

が凡られた(図3-7a)。切片に含まれているl床務の内、味孔を含まないものにはこの

染色は見られず、 l味孔特異的な染色であることが明らかになった(図3-7c)0 J床孔以

外(基底古111l!lj)では、日未務中の数個の細胞のみに局所的な染色が見られた(矢印)。

これらの染色は抗原のペプチドで予め抗体を吸収させると観察されなくなった(図

3-7b)。また、来状宇LliJの切片を用いて染色しでも同様の傾向が見られ(図3-7d)、

青の先端を中心に点在する茸状乳頭を用いて染色を行った場合にも l床孔部分に染色

が見られた(図3c7e)。

rbB(N)に対する抗体を用いて有郭乳頭の切片を染色するとやはり味孔flllJに特異的

な染色が見られた(図3-8a)0 J味孔1MlJの染色は、全ての!床菅細胞に見られたが、細胞

全体に染色されるものは数個に限られ、 rbA(p(Q))と似た傾向が見られた(図3-8b)。

禁状乳頭の切片を用いて染色を行うとやはり有郭乳頭と同様の傾向が見られたが(図

3-8c) 、茸状宇LE買に関しては特定の細胞の全体にのみ染色が見られ(図3-8d)味孔部
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分には染色は見られなかった (図3-8e)。

rbC(L) にJ~ する抗体を月l いて布主11乳頭の切片を染色すると味孔に染色が見られた

(区13-9a)。しかしながらrbA(P(Q))、rbB(N)とは異なり基底細胞側の染色は見られな

かっ た。 また、筋J~ との;境界官I11 のよ皮細胞にも点在して存在することが明らかにな

った (1j:g3-9a)。これらの染色は吸収実験により観察されなくなるため(図3-9b)、

rbC(L)特異的染色であると判断された。また、染状干し頭切片を用いてもrbAσ(Q))、

rbB(N)と問機に有:;11乳頭と同じ位置すなわち味孔に染色が見られた(図3-9c)。 しか

しながら1!，τ状乳顕での特異的な染色は観祭されなかった(図3-9d)。

よって-rY!ill・'*状乳頭のl珠子百細l泡には1)未干しにrbA(P(Q))、rbB(N)、rbC(L)が局在する

こと、限定された細胞の基底音1111l1JにrbA(P(Q))、 rbB(N)が存在することが明らかにな

った。また、茸状干し頭におけるrbA(P(Q))、rbB(N)、 rbC(L)の局在は、有郭 ・業状乳頭

とは異なる可能ttカf高いことカ守明らかになった。

5 考書毛

本41において、ラッ ト有郭 葉状乳頭からCaチャンネJレの-;}IIを3種類クローニン

グした。これらはラット脳から既にクローニングされているCaチャンネル、rbA(P(①)、

rbB(問、 rbC(L)であった。rbC(L)の属すし型は、生理学的にもその存在が示唆されて

おり (Beheet. al.， 1990)、また今回抗体染色により l沫藷のみならず舌の上皮にも点在す

ることが明らかになった。そのため、有事I1乳頭上皮を用いたウエスタンプロット解

析では1派務のみに発現サるrbA(P(Q))を検出できなかったのに対しrbC(L)の検出は可

能となったと忠われる。

本市では、更に、 1床普に存在することが示唆されていない神経性のrbA(P(ω)と

rbs(N)が存有することが明らかになった。 1床菅は上J.i!UUlI.泡由来であることが示唆さ

れているが、 l床常細胞"1"には神経特異的エノラーゼ(NSE)を有する(Yoshie el. a 1・3

1988)神経EI9な性質を持つ細胞が存在することが明らかになっており、他の神経性の

分子の存干Fも卜分に考えられる。また、 rbA(P(Q))は心臓にも発現していることがノ

ーザンプロ ット解析からも明らかになっており (Slaπ，et. a1.， 1991)、今回の結果は

rbA(P(①)とrbB(N)がや11経細胞のみに発現する分子でないことをさらに裏付けた。千111

経細胞 11~ では、 rbA(p(ω)、 rbB(N)はシナプス前朕に存在し(Robitaille et. al.， 1990， 

Westenbroek et. <11.. 1995)神経伝達物質の放出の制御に関与する(Himinget. al.， 1988， 

Wh巴巴ler，eι al.. 1994. Luebke el. a/.， 1993， Takahashi and Moriyama， 1993)ことが明らか

になっている 。 l床細胞 と l床や11経のシナプスは味普中のm~*IllJ泡の基底部1HU に存在し、

l味細胞に存在するシナプス小胞中のシグナル伝達物質がl味神経に放出されると考え

られ、シナプス前肢はl床細胞側に当たる。rbA(P(⑪)、 rbB(N) 7J 'iII型細胞に発現する

か否かは明かではないが、 rbA(p(Q))、rbB(N)は|浪られた細胞の基底部側に存在する
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a 

b 

C 

I 

rbA(P(Q)) 
rbB(N) 
rbC(L) 

日 UI 

ESARDPDARRAW (853-864) 
RHHRHRDRDKTSASTPA (851-867) 
SPPTTKINMDDLQP (815-828) 

rbA(P(Q)) rbC(L) 

+ 

175kDT-ト

rv 

COOH 

図3-5有事目・禁状乳頭上皮を用いたウエスタンプロット解析
a抗原として選んだ部位 (11ドメインとII1ドメインの問)を@ で示した。
b.抗原にJfJいたペプチドのアミノ自主目[;9110それぞれに相当するCaチャンネJレ中の

アミノ酸残基の番号を右に記した。
C.ウエスタンプロッ ト解析。有郭 禁状乳頭上皮を各レーンに0.5匹分用いた。

+は抗rbC抗体を200倍にして用し¥ーは予め抗体と抗原ペプチドを反応させて
から用いた。+のレーンの矢はrbC(L)と思われるパンドを示す。
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a 

50μm 

100μm 

50μm 

区13-6 ノj、脳切片と抗Caチャンネル抗体を用いた抗体染色

a抗rbA(P(Q))抗体をJfJいた染色。矢印はプJレキンエ細胞を示す。
b.抗rbB(N)抗体を用いた染色。矢印はプルキンエ細胞を、矢は穎粧細胞層を示す。
C.抗rbC(L)抗体を用いた染色。矢印はフソレキンエ細胞を示す。
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c 
100μm 

b 

-50μm 
d e 

、，

ム、-
-h

.

100μm -ーーーー圃50μm 

図3-7 rbA(P(Q))の各乳頭の味沓内における局在
a.有郭乳頭における局在。矢は1味替の位置を示す。
b抗原ペプチドによる吸収を行った抗rbA(p(Q))抗体による染色。
c味三宮内の局在。矢はl床孔を示し、矢印は基底部側の発現部位を示すo

d.禁状宇Lii買における局在。矢は味孔を含む味沓を示す。
e.茸状乳頭における局在。矢lま味孔を示す。
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a 

c 

d 

100ぃm

-50μm 

図3-8 rbB(N)の各乳頭の味沓内における局在

b 

e 

a有郭乳頭における局在。矢印は味菅の位置を示す。
b.味菅内の局在。矢はl床孔を示し、矢印は基Jii:部1P.1Jの発現部位を示すn

C.葉状幸L頭における局在。矢は味孔を含む味奮を示す。

-50μm 

-50μm 

d. e茸状乳jJ[における局在。矢印は染色の観察された味奮細胞を示し、矢は味孔を示す。
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a 

c 

b 

50μm 50μm 

d 

50μm 50μm 

図3-9 rbC(L)の各手LNflのI!未督体]における局在
a有事11乳頭における局在。FlTC標識された二次抗体を用いた。矢はn，*孔を示し、矢
印は上皮細胞の発現部位を示す。

b. vi:原ペプチドによる吸収を行った抗rbC(L)抗体による染色。FITC標識された二次
抗体を用いた。矢印は乳頭百年の非特異的染色であり、味孔に対する染色ではない。
C.葉状乳頭における局在。矢は1床孔を示す。
d.茸状乳ID:[における局在。矢は味孔を示す。
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ことから、 11未神経への情報伝達物質の欣出に関与する可能性がある。

また、味覚物質と接触することの可能な味孔i別には、 rbA(P(Q))、rbB(N)、rbC(L)が

共に存在することが示された。l'未孔にその存在が集中する傾向はGαタンパク賀、

GωファミリーのGαs、GaiファミリーのGαi2、Gαi3でも観察されている(第二章)。

Gタンパク質はcaチャンネルの制御を行う性質も有している。それは、 Gsにより し型

が関口することと(Yataniel. al.， 1988)、Giの日ザナプユニットがP(Q)型、 N裂を聞き員lE

くすること(Ikeda.1996， Herlitze el. al.， 1996)であり、 l床孔に局在するGタンパク質お

よびCaチャンネルの極瀕と 一致している。l床孔におけるこれらCaチャンネ Jレの役割

についての知見は符無であるが、 GタンパクfZ共役型レセプターにより活性化したG

タンパク ï~がCaチ ャンネルを制御する ことにより、 細胞に何らかのシグナルを発生

させているのかもしれない。味孔に存在するCaチャンネルは外界と接していると考

えられるため、舌の表而を阻害責IJで処理することにより i床干しのCaチャンネJレの働き

を阻害することが可能である。本主主で得られたCaチャンネルは、 L型がジヒドピリジ

ン(1-1巴sset. al.， 1984)、N型地、コノトキシン GVIA(Crus et. al.， J 987)、P(Q)型地、ーア

ガトキシン(Mintzet. al.， 1992)またはωーコノトキシンνrvnc(I-fillyard el. a/.， 1992)によ

り阻害されることが知られている。現在、 Caチャンネル阻害剤存在下で味覚物質を

青に添加1してそれに対するや11経応答を測定し、阻害剣非存在下の応答と比較するこ

とにより味孔に存在するCaチャンネルの役割を検討中であるが、今のところ目立っ

た変化は児られていない。

本車では、有郭 主主状・茸状写LJlI!の-1;1]片を朋いて抗体染色を行い、それぞ、れの乳

fiJ'4によるCaチャンネJレの局在の差を観祭した。有事11乳頭と禁状乳頭の局在は同傾向

を示したが、茸状乳頭の局ギEは一部異なっていた。茸状季L頭に含まれる味奮は lつ

のみで、しかも舌前昔日に点在して存在するのでl味孔を含めた切片を得ることは困難

であったため、有郭・*状乳頭と茸状乳頭の局在が異なることを断言するには至っ

ていない。 しかし 、 有羽I~Uif[と来状乳頭の奥苦11が舌H酎I~経に接続し(Pea rson ， 1947)、

業状乳9J[の前官11とi¥'状乳頭が鼓索干11けをに接続する(MiUareι al.，1974， Farbman el. a1.， 

1 978) ことヤ、有事11乳頭と葉状乳~Jîが乳頭株1ll~ T.~上皮内にl床奮を多数含んでいるのに

対し、茸状乳立政は舌の表而に当たる乳9fi背昔11の重層扇平上皮に単独で存在するなど

の特徴を桁していることを考慮に入れると、有草11乳頭と禁状字LE買の1，*箸細胞の性質

とまf状?LliJ:[の細胞の性質は異なる可能性もある。

現在まで、生虫v..生化学的にもCaチャンネJレとl床党に関する知見はほとんど得ら

れていないばかりかrbA(p(Q))、rbB(N)に関してはその存在もl列かではなかった。し

かし、生理学的研究で示されている味皆細胞のL製チャンネlレによると忠われる電気

的なコンダクタンスは、その阻害斉1Jの0600により 76%閲筈され(Beheel. al.， 1990)、阻

害されないコンダクタンスも残存している。また、 N型、 P(ω型に対する阻害斉IJを用
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いたコンダクタンスの変化は調べられておらず、今後の生理学的研究によってN型、

P(Q)型の存在が示されることが期待される。また、うもに述べた[阻害淘jを用いた神経

応答実験により It長官におけるCaチャンネJレの役割引列らかにするとともに、免疫電

顕をH.JいてシナプスとCaチャンネJレの佼置関係を示すなど更に詳細な局在を検討す

ることも今後の課題である。
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1.はじめに

本研究により、 11m乳煩のl味覚シグナリングを担う分子を明らかにした。第一章で

明らかにしたGタンパク質共役型iレセプターは味覚シグナリングの正に入り口である

|味覚レセプターの候補となり、第二章で解析したGaタンパク質はそのレセプターに

共役する可能性がある。一方、第三主主で得られたCaチャンネルはi床脊細胞における

シグナリングの II~U 口、すなわち l床管細胞から l床キ111経への伝達物質の放出に関わる可

能性の高い分子であり、本研究ではl床督細胞の倒UiきのI:tで最も重要である味覚物質

の受容と I~糾11 1経への伝達に関与する分子を得ることができたと言えよう 。
本考察では、本研究とf最近発表された知見を交え、|粉乳類の味覚シグナリングに

関して論じてみたい。また、本研究で‘はGαタンパク質の発現様式をm 51ωハイプリ

ダイゼーシヨン、 single-celJRT-PCR、抗体染色法を用いて明らかにし、分子生物学的

な視点から!味沓細胞を分瀕した。この研究は iつの細胞を標的としてその細胞内の

l味覚シグナリングを明らかにすることを目的とする新たな研究の方向性を見出した。

実験を行う際に浮かび上がった問題点を踏まえ、今後の研究の方向についても検討

してみたい。

2. I!未留山来のmRNAを獲得するに当たって

本研究で用いたI床替を含む舌上皮層はその下層にあたる筋層と緊筏に結合してお

り、よ皮のみを剥離するにはコラゲナーゼを用いることが必須である。研究を開始

した当IlIは、コ ラグナ}ゼによって舌上皮を剥離する方法を修得していなかった事

に加え、酵素処J!_llの問にmRNAが分解するのではないかという懸念も持っており 、

ハサミを川いて筋府をできるだけ除くようにして舌上皮を得ていた。この材料を用

いたcDNAクローニングではいつも筋層からの分子の混在を念頭に撞く必要があった。

また、鍛jJ替の混入により味菅由来のmRNAの占める割合が低くなることも気にかか

る点であった。幸いにもコラゲナーゼによるmRNAの分解はほ とんどなかったため、

[~:者はコラグナーゼをnJいて味替の多く含まれている有郭乳頭 ・ 禁状乳頭上皮を剥

向!tして、筋府が含まれずl床普が多く含まれている組織由来のmRNAを獲得すること

を試みた。さらに、 l味?宮は複数種の細胞の集団であるので lつの|床奮細胞を材料と

することに挑F険しsingle-ceJJRT-PCRを行うに至った。味奮は総数が約1000個と非常に

少ない上、仁|腔内に点在している。しかもl床を受容しない細胞を含めた複数種の細

胞集団であり、これらのことがl味覚の研究を困難にしている。よって、 l床議及び味

奮細胞自体からmRNAを得て個身の細胞の有する分子を得られるようになった事は

本研究における大きな成楽であった。

3. Gタンパク質共役型レセプター
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筆者は苦上皮由予|毛m陀ぜAより合成したfs-cDNAを鋳型に用いてPCRを行い、互いに

40%以上の相向性を有する60胞のGタンパク質共役型レセプターの断片σTE)を得て、

その断片を基にレセプタ一会長をコードする cDNAクローンGUST27のクローニング

に成功した。PTEおよびGUST27を発表後、舌上皮からは様々なGタンパク質共役型

レセプターcDNAおよびRT-PCRクローンが他グループおよび当研究室からも明らか

になったo他グループからはMarsuokaらがウシの雪上皮から明らかにした唆覚レセ

プターファミリーと相向性のあるTASファミリーおよび神経性ペプチドレセプター

とれl向性のあるレセプタ一、 Tal らが1~3 らかにした既知のレセプターとは相同性の低

い新規のレセプタ一、 η10m拙らが明らかにした味昔、|奥上皮、準丸に同時に発現す

るレセプターが発表されたo当研究室の千葉はI床普を多く合む舌有害QS・葉状乳頭上

j支から 6程矧のレセプタ」を I~~ らかにした。 それらの中には筆者カf待たPTE45 に98%

の相同性があり PTEファミ リーに腐すGUST45、Thomasらが明らかにしたTB334に

86%の相同性のあるGUST43等が含まれ、筆者ゃη10masらが明らかにしたレセプター

が有郭・ 1制犬乳頭に存在することを裏付けた。以上より、舌上皮には我々が得たよ

りも多い底究iのレセプターが存夜していることが示唆される。しかし、以上の レセ

プターの中で味覚安容総官であるl床沓に発現することが示唆されているクローンは

筆者と千葉が明らかにしたPTEファミリーと GUST27、GUSη2、GUST43、GUST45

のみであり、他のレセプターは舌上皮における発現部位は|狗かでなくその役割は全

く予想できない。そればかりでなく 、|床脊に発現することを明らかにしてもそのこ

とが直に味覚レセプターであることの証明にはなり待ない。なぜなら、l床奮細胞に

はl球物質以外に対するレセプターの存在も考えられるからである。例えば、 l床菅内

には干IjJ縫とのシナプスも存在しており、ヰ1)1経伝達物質のレセプターの存在も考えら

れる 。また、 l床苛車lIIJ抱は非常にターンオーパーが早い組織であることから、細胞増

殖および千111統成長凶子等のレセプターの存在も否めない。よって、 PTEおよび

GUST27が味覚レセプターであることを決定する ことは困難であった。 しかし、 「甘

l床Jr脊l床」のように大筋でー くくりにされるl味も、そのl味を呈する物質は例えば

討1*では糖からタンパク質まで非常に多様性があり、それを受容するレセプターは

多経からなるファミリーを形成することが必須であること、同じ化学感覚である l臭

覚レセプターと近縁であることが予想されながら r):ガンド結合部位の相同性が低く

o~~ なるおi績のリガンドに対するレセプタ」であると思われる点から PTEおよび

GUST27はl味覚レセプターの候補として挙げられると判断した。

GUST27がl味覚レセプターであることの証明への試みは千葉がパキュロウイルス系

を用いてGUST27を発現させた見虫細胞sロlにl味覚物質を添加して細胞内セカンドメ

ッセンジャーlP3濃度を測定することにより行った。その結果、 GUST27を発現した

細胞に対して;Ý~1I胞内TP 3を上昇させる傾向が見られたが今のところ有為な差は得られ
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ていない。共発現させるGタンパク質の種鎖、リガン ドの選択など多岐の条件設定が

必妥であることがこの笑験を困難にしていると思われる。本研究でレセプターを得

る際に参考にしたラットの吹上皮特典的なレセプターは匂い物質を受容する喋細胞

の繊毛部分に局夜し、おそらく l央党レセプターであろうとされている。その上レセ

プターと共役するかどうかは明かでないがレセプタ ーと同位置に局夜するGタンパク

賀、エフエクターであるアデニル椴シクラーゼ、環状型ヌクレオチド活性型チャン

ネJレなど一連のシグナリングに関する分子が符られている 。にもかかわらず、それ

らが!民党レセプターである証明はレセプターを昆虫細胞に発現させた細胞が匂い物

質によって細胞内セカンドメッセンジャーIP3波皮を上昇させる事を示した一例

(Raming el. aJ.， 1993)以外は示されていない。このことは再僻成によるリガンドアツ

セイ系が困銚であることを示している 。また、 GUST27にとって昆虫細胞を用いた再

構成系が適しているか否かは明かでなく、導入したGUSτ27がリガンドを受容できる

状態にあるかどうかも分からない。他の方法としてはCOS細胞や293細胞に発現させ

リガンドアッセイする系や、アフリカツメガエルの卵母細胞にレセプターを発現さ

せる系などが存在し、現在、既に研究を開始しており結果が待たれる。

4.G日夕ンノTク質

第二準において、 l床背に発現しているGαタンパク質の種類を|殉らかにし、その内

の代表的なものに関してmRNAの発現様式、タンパク質の局在を1fj1f析した。本研究

でGαタンパク質を研究対象としてその発現様式を調べた理由は、多様性のあるレセ

プターと比較するとGaタンパク質は種類が限定されており、しかも味覚シグナリン

グに関与する可能性が高いので分子生物学的方法でl味驚細胞を分類するのには格好

の分子であると考えたからである。また、第一撃で60種類以上のレセプターを得て

いるのでそれに共役しうるGαタンパク質の候補を挙げる目的もあった。

まずl米替からfト cDNAを作製してPCRを行い!味奮に発現するGαタンパク質の種類

を191らかにした。他のグループも舌上皮に発現しているGαタンパク質を明らかにし

ているがl床背からのみのmRNAからのfs-cDNAを用いたのは今回がはじめてである 。

しかし、 l日に一匹のラットから味苛細胞を数千から 1万個採るのが精一杯であり

III悶可Aの誌の安求されるような実験には向いておらず、今回のように標的をG日夕ン

パク質のみに絞る場合には有効であると思われる。

!床?17に発現しているG日夕ンパク質の種類を明らかにした後、まず、 m悶司Aの発現

株式を車lUlJ包レベルでl珂らかにしたo in situハイプリダイゼーシヨンとsingle-c巴" RT-

PCRの結決を総合すると lつのl床悲中の細胞がcAMP濃度変化を指標にして 4緩類に

分刻されることがrYJらかになり、 l床鷲細胞が分子生物学的手法で分類しうることを

初めて示した。ここでの注目すべき成果は、今までシグナル伝達系に関与する分子
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をl床普レベルすなわち細胞集合体レベルで明らかにしてきたのに対し、今回は 1つ

の細胞内のシグナリングに関与する分子を扱える点である。今回行ったsingle-cell 

RT-PCRにより Gαタンパク質は iつの細胞に l磁査員存在しているのではなく複数稜

が峨々な組み合わせで存在し、分子生物学的に味藷細胞を分類すると、形態学的分

類の 4種類とは全く異なる多種類に分類されることが示された。これは、味沓細胞

によって組み合わせの異なる後数のシグナル伝達系が存在することを示唆している。

l味覚シグナリングが複雑であることが主な理由であろうが、前述したように味奮細

胞内には味覚以外にも様々なシグナル伝達系が存在することが予想されるので、今

後、 l味覚に関与する分子のみをl床驚細胞内から得るには生理学的手法を併用する必

要があろう 。例えば、 1:1"1床物質を細胞に添加lし、パッチクランプ法や蛍光カルシウ

ム指示薬を用いた生理学的手法を用いて反応が観察される昧普細胞を待て、細胞特

JT~的な分子を調べることにより目 l床シグナル伝達系に関与する分子を得ることがで

きょう。このような方法で lつの細胞内の味覚シグナル伝達系に関与する分子を明

らかにしていく際にはsingle-c巴URT-PCR法は不可欠であり、今回初めて行ったsingle-

α11 RT-PCRはその突破口を聞く笑験となり得た。

mRNAの発:5V隊式に続いてタンパク質の局在を調べると l床孔のみの局在と細胞全

体の存在の 2種に分かれた。mRNAによる分類は今回はGagustとGasに関 してのみ行

い、 G白 i2、Gai3、Gaq、ratG臼 15の発現様式はgFJらかにしなかったので、 mRNAに関

する笑験の結果とタンパク質局荘の結染を総合した分類を行うことはできなかった。

今後取り組むべき課題であろう 。また、タンパク質のより詳細な局在は免疫電顕法

をmいてl列らかになり、その結果は形態学と分子生物学を総合した味鷲細胞の分類

を導き /i¥すであろう 。

本側先ではGaタンパク質のみに焦点を当てたが、実際にはGタンパク質は共役し

ているレセプターにより活性化されるとα、9ザTブユニッ トに分かれて機能する。特

に、 PLC-sを活性化しないGagustが細胞内IP3濃度の上昇を引き起こす甘味や苦味の

シグナリングに関与することがノックアウ トマウスにより示唆されており、 Gagust

に結合しているFザナプユニットがPLC-sを活性化していると思われる。味蓄に存在す

るザナプユニ γ トの種類については当研究室の千葉が明らかにしているが、細胞レベ

ルでの発現綴式は示されておらず、今後ザナブユニ Yトに関しでもsingle-cell RT-PCR 

により、その発奥様式を FJ~ベてG日夕ンパク質との組み合わせを明らかにしていきた
ν、。

5. Caチャ ンネル

第三主主において、 l床習に発現する CaチャンネJレの種類を調べ、その局在を観察し
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た。その結果、思いがけず今までその存在が示唆されていなかった神経性のCaチャ

ンネ Jレが味菅に発現していることが1:!fJ らかになった。 また、 Ca~の味覚シグナルにお

ける役割lはl床神経への伝達物質のl放出のみ示唆され、その局在はシナプスの存在す

る基底部側のみであると予怨していたが抗体染色の結果、l床孔にも局在することが

明らかになった。 このように、木研究は生I笠学的研究に新しい観点を示すものとな

った。特にl床孔の局布が生体にとってどのような役割を果たすかは全く予想のつか

ないことである。味覚シグナリング以外に目を向けると形態学的知見より、 I床藷を

構成する紡銭形の細胞(1-rnlí~)のうち I型細胞は細胞頂部において分泌頼粒の放出像

が観祭されており、 l床孔に局在するCaチャンネルはI型細胞頂音11の分泌に関与してい

る可能性はあるが、光学顕微鏡を用いた今回の抗体染色では分泌綴粒との関係は解

析できなかった。また、基底音|叩lのCaチャンネlレの存在はl床神主Eへの伝達物質の放

出にl主Jl子する と思われる。形態学的には凹型細胞がシナプスを持つのでCaチャンネ

ルのj可在 との~'H関は早急に行うべき謀越である 。

以 1::.より、 l味孔の局在も基底昔Il1Imの存在も、今後免疫電顕法によりI-UIのどの細

胞に観察されるか、細胞内のより詳細な局在を観察する必要がある 。特に、基底苦11

1l!1Jの発;IJiがul型のみならばCaチャンネルは山型のマーカーになり得る。また、抗体

染色を二重染色法をJFIいて行ってGαタンパク質とCaチャ ンネルの発現様式の相関を

調べるなど、 二つの分子の局在の比較を行うことによってもCaチャンネJレの役割を

示すことができると考えられる。

1*党シグナ リングを分子生物学的に解明する試みは世界的にも我々とほぼ同時に行

われ始め、その研究はまだ絡についたばかりである。本研究の目的は、 生化学的 -

!tJ1H学的にl味覚シグナリングに関与することが示唆されている分子をクローニング

することであったが、それだけに憎まらず今回の成果は分子生物学的研究が形態学、

生化学、生息学の梨け椅となることを示し、それらの研究に新しい観点、を示したと

確信している。吏に、様々なl床物質のシグナリングを明らかにすることによって従

来の|凌l味な基本l床の定義に対して新たな味物質の分類法を旋言できるであろう 。ま

た、 l味覚シグナル系を再構成して リガンドアッセイ系を確立することにより、新し

いl味覚物質の開発、味覚修飾物質のメカニズムの解明などが遂行さ れ、食品開発に

新たな局面を導き出すことができると考えている。
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論文の内容の要旨
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指導教官名阿部啓子

論文~ I::I 11筒乳類における味覚シグナリングの分子機構に関する研究

味覚は、口j佐内に取り込まれたl床物質を摂取すべきか忌避すべきかの判断を司る感覚

である。日未物質が舌上J支に存在する|床奮の味細胞に受容されることによって発生する l床

党は、 l床車IIlJJ包のシグナリング機構を経て味料l経に伝わり、脳へ達する。すなわち、 l床細

胞のよいたす主な役割は、 l球物質の受容とl味キ111mまへのシグナル伝達である。

l味覚の研究は、問主i三瀕 ・11111乳類について生理学的・生化学的に、長年にわたり数多く

なされてきたが分子生物学的研究はほとんど行われていなかった。そこで本研究は、 l床

千:lfにイFイlニする味党レセプター、共役するGタンパク質、そしてカルシウムチャンネルを特

定し、その術造、機能、及び発現音11位を解析することを目的として行った。

i、舌上皮l味覚受容組織に発現するG蛋白質共役lli!レセプター

はじめに、味物質を受谷する分子のJiJ~ 1珂に当たり、視覚・ l奥覚のレセプターがG蛋白質

共役 7InI)J英貫通型であることを念頭に置いて研究に着手した。すなわち、味覚のシグナ

ル伝達の過程で目 1*は細胞内のcAMPの濃度を」二昇させ、苦1*は細胞内のIP3の濃度を上昇

させることが生理学的 ・生化学的研究によ って明らかにされていることから、 l味覚も視

覚 . 1呉党と同様のG ~白質J主役型レセプターを介した系であろうという仮説の基に僻究を

行った。まず、|史党レセプターの構造を参考にし、その中で特に相同性の高い 2番目と

7番目のj民貫通&111立のアミノ酸配9"1]fこ相当するE塩基配列を基にしたプライマーと、ラ γ

ト舌上j支出来のmRNAから作製したcDNAの鋳型を用いてPCRを行い、 G蛋白質共役型レ

セプターの断片を60種以上得た。これらをアミノ酸配列の相向性に基いて分類すると 6

つのグループとなった。また、ゲノムサザン分析より、別hの遺伝子に由来することが

ム ー一一ーー.，...圃



示唆された。

次に、 RT-PCRクローンをプロ}プとして舌上皮のcDNAライブラリーのスクリーニン

グを行い、7回牒見通ドメインを持つG蛋白質共役型レセプターであるGUST27を待た。

GUSτ'27は60のRT-PCRクローンの lつP丁目 3と最もよく似ており、相同性は80%であった。

また、 l央党レセプターである OLFF3との相同性は56%と高かったが、視覚レセプターであ

るロドプシンとの相同性は 16%であった。

GUST27の組織特異的発現を調べるために綴々な組織由来のm悶ぜAを用いてノーザンプ

ロット解析を行ったところ、舌J二J支にのみハイブリダイズする約2kbのバンドが見られた。

in situ ハイプリダイゼーションを行ってGUST27mRNAの発現部位を調べたところ、 n~ミ奮

を含む舌ヒ皮に発現することが明らかになった。また、 GUSη7特具的な抗体を作製して

染色を行ったところ、主にl味替の寄11分に発色がみられた。以上より GUST27は味奮を中心

とした場所に発現する味覚レセプターである可能性が強く示唆された。

2 1味合?に発現するGタンパク質αサプユニットの種類とその発現部位

l床党シグナリング機構を解明する上で、 1味欝に発現するl味覚レセプターと共役するGタ

ンパク質を明らかにすることは重要である。一般に、Gタンパク質の種類によってエフェ

クタ }およびセカンドメッセンジャーを推定し、その生理作用 を予想することが可能と

なる 。 I!未省はT~IV裂の細胞穫で椛成される40 -70個の細胞集団であり 、 このうち即製が

味を受容する1床細胞とされているが、 I、U、11聞は全て紡錘形であり、形態上の区別が

光学顕微鋭レベルではできなし、。また、マーカーとなりうる分子も全く特定されていな

い。そこで、 Gタンパク質の主な性質を担う αサフ骨ユニッ ト (Gαタンパク質)に焦点をあ

て、 l沫併に発現している感類、および細胞レベルでの分布を調べることにより味蓄を構

成する細胞の~M~化を試みた。 以後、 l沫古?を構成するI、 口 、 1II型細胞をl床菅細胞と記載

する。

まず、 l床昔に発現しているGαタンパク質mRNAの種類を調べた。 既知lの全てのG日タン

パクnに共通なアミノ酸配列に相当するプライマーと 、舌の有郭乳頭から得た約100個の

月末~~Ii Lb来cDNAを鋳型として PCRを行った。その結果、味奮にはGα1ファミリーに属する

Gαil、Go:i2、 G日i3、gustducin，Gαsファミリーに属するGαs、Gαqファミリーに属する

Go:q、Gα15のmRNAが発tliしていることが明らかになった。G臼 15は今まで造lUl細胞に特

典的であることが知られていたが、今回初めてl床習に発現することを見出したものでも

ある。また、 G凶はスプライシングの違いによる 2純類の同ミNAの存在がf確認された。図

のように、現花までに |寸l床物質が細胞内のcA附 3濃度を上昇.させることと、苦味物質が細

胞内IP3濃度の上呉、あるいはホスホジエステラーゼ(PDE)の活性化を誘導することが明ら

かにな っていることから 、味覚にはGo:i、Go:s、Gαqファミリーの関与が示唆されており、

今回の結呆と 一致した。

続いて、これらのGαタンパク質mlひ~Aの発現を調べるためにm SJtuハイブリダイゼーシ
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ヨンを行った。その結果、 gustducinの発現する細胞は全ての14ミ警に認められたが、 lつの

|嶋一 ……il'lJJ:l~ 1J'1:: IJ: ~…の糊を指標ー誉細胞の
分類が可能になった。一方、 Gas、Gai2はどの味警にも、 gustducinと比較して明らかに多

くの細胞に発現していた。そこで発現パターンの異なる gustducinとGasを対象とした

singl巴ーαURT-PCRより、各々のm悶ぜAを発現している細胞の割合を調べた。 Single-ceUは舌

上皮をコラゲナーゼ処理後、遊離した細胞のうち紡錘形のものを単離することにより選

択した。その結果、細胞106個の内、 35個にgustducinが、 44個にG叫が、 20個に両者の発

現が認められた。Gasとgustducinは味覚のシグナJレ伝達に関与するセカンドメッセンジャ

ーである cAMP量を正反対に調整する役割を持つ。従って、セカンドメッ センジャーの 1

つに限定して考えても、それを増加、減少、増減といった応答の異なる細胞が味蓄に存

在することを示し、 I味覚の複雑さを表している。
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次に、味驚由来のG日タンパク質の細胞内での局在を、抗体を用いて染色した。その結

果、 Gaタンパク質の発現は 2パターンを示した。すなわち、 G皿il、G日i2、Gai3、Gωは

味孔に局在し、 gustducin、Gaq、Gal5は細胞内全体に存在した。味孔は味物質と生体と

の接点であることから、味孔に存在が認められる複数種のGαタンパク質は、そこに発現

している可能性のある味覚レセプターと共役しうると考えられる。しかも、これらのG日

夕ンパク質及びレセプターが多種であることは、シグナル伝達のスキームに多様な組み

合わせがあることを示唆する。実際に、gustducinが族糖やデナトニウムの苦味のシグナリ

ングに関与することが、ノックアウ トマウスを用いた実験により既に報告されている。

しかし、 gustducinノックアウトマウスはサッカリンの甘味の感受性を有し、苦味に対する

感受性を大部分残していることも明らかになっている。 よってgustducinを介きない甘味と

苦味に対しては他のGαタンパク質が関与すると思われる。特に、 Gal5はGaiファミリー

やG凶ファ ミリーに結合するレセプターにも共役するユニークな性質を持っていること が

報告されており、 G日15は味蓄に存在している様々なGタンパク質共役型レセプタ ーと結

合して細胞内のIP3濃度を上昇させる可能性が示唆された。

l苦味物質



3 1床瞥に発現するTE佼依存型1，カルシウムチャンネル

l味を受容したl床細胞はシナプスで神経伝達物質を放出して味神経にシグナルを伝達す

る。.{Ijl経伝達物質の欣出にはシナプス部位のカルシウムイオン濃度の上昇が必要である

とされ、電位依存性カルシウムチャンネルを介して細胞外からカルシウムイオンを取り

込んだ結果引き起こきれることが多い。l床蓄には様々な組織に発現するし、 T型のカルシ

ウムチャンネ Jレが存在することが生:gj!学的に示唆されているが、分子生物学的には明か

ではなかった。そこで!床泣に発現しているカルシウムチャンネルの種類およびその発現

部位を解析することにした。

まず、ラット有郭・葉状才L~fi上皮由来のmRNAを用いてRT-PCRを行ったところ、予想

されたuJ.Qのみならず、今までその存在が示唆されていない神経特異的なP(Q)型、 N型も

1'f.イ上することカfIYjらかとなっfこ。

次に、それぞれの抗体を用いて抗体染色を行い有郭乳頭における発現部位を調べた。そ

の結果、 し、 N、P(Q)製全てのカルシウムチャンネルがl床孔に局在していることが示され

た。1沫孔でのカルシウムイオンの1!WJきを示唆する知見は皆祇であるが、 l床受容あるいは

シグナル伝達に何らかの|苅わりを持つ可能性がある。また、干111経性のN、P(①型は11.未奮中

の数個の細胞の基底苦111111)に局所的な発現が見られた。一般に、N、P(ω型はネIjI経のシナプ

ス]IIjJJ具に存在し、シグナル伝達物質の欣出に関与することが知られており、 l球替細胞の

基底部↑JlUに存伝1るシナプス音[1位もシナプス前肢に相当することから、味奮に存在するN、

P(Q)型はl床苦手!日胞からl床神経へのシグナル伝達物質の放出にも関与していると考えられ

た。このj求決はシグナル伝達物質そのものを特定する研究に貢献するはずである。

4 まとめ

本研究において、 l床背を含む上皮に発;現するレセプターをクローニングし、それらが

l味覚レセプターであることを強〈示唆する結果を待た。続いて11.未藷に存在するGaタンパ

ク質及びカルシウムチャンネルの盤類、発現パターンを解析した。その結果、 gusωucmと

カルシウムチャンネル、 N、P(Q)型がそれぞれ限られた細胞に発現している ことが初めて

ゆlらかになった。l床背細胞は形態学的解析によって4種類に分類されてきたが、今後、

gustducinとカ Jレシウムチャンネルの発現を免疫電顕で明らかにすることにより 、l床菅細胞

の分類ならびに役割を分子レベルで定義しうる可能性を示した。 また、本研究では細胞

レベルでのRT-PCRを係立した。この成果は、 lつのl床物質に対して特徴的な電気シグナ

ルを発生する 1床常細胞に特異的な分子のj鮮明に繋がるのみならず、細胞の分子生物学的

研究一般に普く賞献すると考えられる。
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