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第 1章

はじめに



動物は生命維持のために食物を娘取し、それを自分のl血や肉にするために消

化吸収を行っている。食物を筏取する|努には、それが食べるべきものであるか

どうかの判断をドす必要があり、それには食物が持っている味が大きな材料と

なる。一般に栄養があり食べるべきもの、あるいは食べてもよいものは甘味に

代表されるような快いl沫を呈し、食べるべきでないものは苦味に代表されるよ

うな不快な味を呈する。つまり味覚は娘食行動そのものをコントロールしうる

非常に高度な機能であると言えるであろう。

さらに人間においては、食品を単にエネルギー補給や生存のためにのみ摂取

するのではない。おいしいものを食べることを快楽と感じ、 「おいしさ」への

飽くなき追求を行っている。そのままで食べれない食材を調湿することにより

食べられるようにし、さらに調味することにより「食材Jから「料理」へと変

化させる。この過程を技術として認め、その技術を評価していることからも、

食に対するこだわりが感じられる。

また人間は舌上皮で感じるl床だけでなく、口j箆全体で食品を味わい飲み込ん

だ後に得られる満足感も含めて、感覚として認識している。これら全体をいわ

ゆる「おいしさjと言っても過言ではない。

一方食品を筏取すると、舌において!床を認識した後に、胃へと運ばれ消化が

始まる。この摂食行動に伴って起きる味覚受容と、腎での初期消化の機能との

t:りにやIJらかの|羽述づけが可能ではないかというところから今回の研究は開始さ

れた。米知の分子に注目することにより、何らかの関連づけができる ようにな

るなら、問者のいわば、橋渡し的な解析が可能になると期待された。

このような背景のもと、 l味覚受容からii号化までの過程に関わる 2つの新規分

子について、分子生物学的手法を用いて解析を行った。個々の細かい背景につ

いては各車の序論に述べてあり、ここでは簡単に紹介するに留める。

まず第 2主主において味覚の情報伝達経路で機能していることが示唆される環

状ヌクレオチド情性化チャンネルについての解析を行った。 l床を感じる舌上皮

にて機能しており、古くよりその存在は予想されてはいたものの、長い間実イ*

が姻めなかった分子である。他の感覚受容を行う組織からの推測により、伝達

経路中で重要な役割を呆たしていることが予想される。

また第3T1においてヒト関に発現し消化機能にかかわると考えられる水チャ

ンネルについての解析を行った。水を透過させる機能を持つチャンネルは水透

過性の高い組織における水透過を担っている分子であり、胃における胃液分泌
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に関わっていることも推測される。

これら新規分子に注目した解析を通して、これまで知られていない知見を見

い出すことができることが強く期待される。



第 2章

舌上皮に発現する環状ヌクレオチド

活性化チャンネル



第l節 序論

1 . 感覚の受容

脊椴動物は視覚、!隠覚、平衡、 l央覚、味覚などの感覚によって外界からの情

報を感知し、行動へと結びつけている。これらの感覚受容はそれぞれ特有の組

織、細胞で行われ、受容された後に神経伝達を介した系により脳のそれぞれの

感覚野へと情報が送られ認識される。これらの感覚受容の際に行われる細胞内

および細胞聞のシグナルの伝達および増幅といった過程に関しては、組織や細

胞が違いながらも多くの共通な特徴を有している。

そのうち侃覚は脊椎動物において最も詳しく調べられている感覚である。臨

孔から入った光はflR球の奥へと進み、網膜を通過してその深層に達する。そこ

において光のエネルギーは粁状体制IIJ抱(杵体とIs告される)および錐状体細胞(錐

体と略される)によ って電気的な信号に変換される。ヒトの網膜には約 l億

2000万個の杓:体および約700万個の錐体が存在しており、それぞれ明暗や色彩

を感じているとされる。以下杓ー体における光受容について概説する。

杓:体においては先の情報を受容、伝達するために用いられる分子が同定され

ている。光を受容する 7@J牒貫通型のレセプターであるロドプシン、 GTP結合

タンパク質 (Gタンパク質)のαサプユニ ットであるトランスデユーシン、効

よ佐官誌であるホスホジエステラーゼ、環状ヌクレオチド活性化チャンネル (CNG

チャンネ jレ)がそれにあたる。これらの分子が以下のように協調して光のシグ

ナJレ伝迷を行っている (Yau，K.-W. and Baylor， D. A.， 1989)。

光を受容しないとき、すなわちH音符においては、グアニル酸シクラーゼの働

きにより細胞内に存在するcGMPによってCNGチャンネルが活性化されており、

このチャンネルを介した内向きのIl英電流が流れている。この内向きの膜電流に

より杯体は約-40mVのJJ見分極状態に保たれており、その結果、 ~qb索終末部より

まを常的に和JI経伝達物質が放出されている。光照射が起こりレセプターであるロ

ドプシンで光が受容されると、 Gタンパク質であるトランスデユーシンが活性

化され、さらに活性翠!トランスデューシンはホスホジエステラーゼの調節サプ

ユニットと結合することによりホスホジエステラーゼを活性化する。その結果

大誌のcGMP分子が加水分解され、 CNGチャンネルが閉じることにより内向き

電流が減少する。これによ って過分極性の電位変化が起こり、軸索終末部から
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の事11経伝達物質の放出が抑制される。このようして変換された光の情報は粁体

から双経細胞や水平細胞へと伝達され、脳の視覚野へと伝わっていく。

これらの光の情報伝達に関わる分子は視細胞で特異的に機能しているように

考えられているが、唆覚においても視覚と相同なシグナル伝達経路が存在する

と現殺では強く般察されている (Buck，し B.，1996) 0 1奥物質は鼻腔の上壁に

存在するl史上皮で受容され認識される。 I決上皮に多数存在する喋神経産III胞 (1奥

細胞)の末摘突起はいわばl奥覚の受容器としての機能を果たしている。唆細胞

においては 1000以上の遺伝子にコー 1ごされている1臭覚レセプター (Ressler，K 

J.， 1994)、l央上皮に特異的なGタンパク質 (Jones，D. T. and Reed， R. R.， 1989)、

CNGチャンネlレ (DhaU加，R. S. et al.， 1990)などが発現しており、これらの分

子はl央党の情報伝達に関与していると考えられている。その中でも注目すべき

事実は、それぞれの唆細胞は非常に大きな遺伝子ファミリーの中から lつもし

くは高々数個のレセプターしか発現していないことである。この事実はそれぞ

れの喋細胞に発現しているレセプタ一分子が各細胞のリガンドに対する特異性

を決定しているということを強〈推察するものである (R巴ssler，K. J.， 1994)。

2. I味覚 ー l床の認識

一方視覚や1央党と並ぶ重要な感覚として味覚がある。l味覚は舌上皮に存在す

るl床習と呼ばれるl味覚器1吉で受容される。これはヒ トをはじめ、Ilf自乳類を含む

ほとんどすべての動物に共通している。|床曹は主として舌表蘭に存在する乳頭

に存在する。舌前音11には茸状乳頭が、後音11に有郭乳頭が、後似IJi宣iに葉状乳頭が

それぞれ存在する 。 主f状幸L~J:lは最も数が多く、舌jÌÍJ部の全面に存在する 。 有郭

!fLiJJiは比較的大きな乳頭でラットの場合は 1個、ヒトの場合は 8-12個存在す

る。茶，;j;k乳~.i'i はひだ状の形状をしており 、多くのH甫乳動物がこれを有している 。

これらの乳頭部に存在するのl床普の数は、茸状乳頭にはラッ トで l個、ヒ トで

複数個であり、有郭、業状乳頭には非常に多数が認められる。味奮の総数は動

物により興なるがヒトで約9000個程度であるとされる。

l床替は乳頭部上皮中に存在するl床党総で、その大きさは長さ約60μm、幅約

50μmでありタマネギ械の形状をしている。味奮は上皮細胞に囲まれ、味鷲上

方に存在する味孔と呼ばれる孔で外界と援している。 l床奮を構成する細胞の個

数は40-120個程度であり、 l床の受容を行う l床細胞以外に支持細胞、基底細胞
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等から構成されている。これらの細胞は紡錘形の細長い形状をしているものが

多く、 l床.fL部に位置する先端部分には微減毛を持っているものもある。味細胞

l氏音rsには中佐に投射しているl味料l経がシナプス述絡しており、 l床細胞上音11から

もたらされている味情報を脳に伝えている。

口より摂取された食品中の呈味物質は、その種類により様々な経路を経て受

容、夜、識されている。古くより味の基本概念として甘味、駿1味、苦味、塩l来、

旨味といったクラシックな 5基本味の類型がある。これらの基本l床はそれぞ、れ

契なった機構を用いて認識されているだけでなく、一つの基本味の中でも様々

な機構を利用しているときれている (Kinnamon，S. C. and Margolskee， R. F.， 

1996)。つまり恭本l味の概念と皐l床物質の受容の際におこる受容機構との悶に

は大きな隔たりがあり、 l床の受容について論じるのにこれら基本味の分類を斤l

いることはある種の誤解を招く原因にもなるであろう。しかし生理学的な研究

にはこれらの分類で区別することが多いため、以下の記述には基本味の名称を

用いる。

味覚の受容における機構は、大まかに味物質がイオンチャンネJレに直接作用

するものと、何らかのレセプターを介して受容されるものとに分けられる。イ

オンチャンネルに直接作用する経路の例としては塩味がある。ナ トリウムイオ

ンは瓜l床の代表的な虫1床物質である。この受容にも複数の経路の存在が示され

ているが、そのうちの一つにl床細胞膜に存在するNぶチャンネルを介してナト

リウムイオンが細胞内に流入するという経路がある。鼓索神経における神経電

流を測定した生理学的な解析により、硫化ナトリウムに対する反応性がアミロ

ライドにより阻害されることが示されていることより (Heck，G. L. et al.， 1984)、

アミロライド感受性のNぜチャンネルがこれに関わる主要な経路とされる。ま

た水素イオンに起因する酸味も、 K'チャンネルを直接阻害する経路などにより

感知されている(K.innamon，S. C. et al.， 1988)。

一万、レセプターを介した系により伝達が行われているとされる主な味に甘

味ヤ苦l床がある。ある種のi:li床や苦味の呈l床物質で1床細胞に刺激を与えること

により cAMPやIP3といった細胞内二次メッ センジャーの量が増加することが示

されている (Striem.B. J. et剖.1991:Spi巴Iman，A. 1. etal， 1994)。しかし甘味や

菅1床によって統一的な現象は起こらず、甘味物質、苦l床物質の中での細かい分

類分けが必要であると考えられる。

さてここ数年の問に、レセプターを介した味覚の情報伝達に関わることが強
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く期待される綾数の分子が舌上皮よりクローニングされた。そのうちの代表的

なものとして、複数のグループからGタンパク質に共役する 7回膜貫通型のレ

セプタ一分子が同定されたことが挙げられる (Abe，K. etal.， 1993a; Abe， K. etal.， 

1993b; Matsuoka， 1. et aI.， 1993; Tal， M. el al.， 1995; Thomas， M. B. et剖.， 1996)。

それらレセプタ一分子のうちの一つであるGUST27は唆上皮に発現する唆覚レ

セプターと約60%の相向性を持ち、 mSltuハイブリダイゼーションや抗体染色に

よってl床奮およびその周辺に発現していることが明らかにされた (Abe，K. et al.， 

1993b; Kusakabe， Y. el al.， 1996)。またl床細胞に存在するGタンパク質として、

l床細胞に特異的に発現していると考えられるガストデユーシンと、視細胞で発

現しているトランスデューシンが明らかにされている (McLaughlin，S. K. et al.， 

1992; Ruiz-Avila，し etal.， 1995)。

これらクローニングされた分子が何らかの味の情報伝達に直接関与している

という証拠は提出されていないが、最近ガストデューシンのノックアウトマウ

スが作製され (Wrong，G. T. et al.， 1996)、甘味物質や苦l床物質に対する反応が

非常に減少したことより、このGタンパク質がl味の'豆容経路に直接もしくは間

接的に関与していることが強く推察されている。

3. 環状ヌクレオチド活性化チャンネル (CNGチャンネル)の一般的性質

視覚や喋党といった感覚の受容経路において重要な役割を巣たすCNGチャン

ネJレについて概説する前に、まずイオンチャンネJレ一般について簡単に述べる。

イオンチャンネルはイオンの通り道となる車III孔構造を有している膜貫通型の

タンパク質である。イオンチャンネルの機能はまに電気生型学的な手法、すな

わちイオンがl撲の電気化学ポテンシヤル勾配を下るl向きにチャンネルを透過す

るときにその流束を電流として測定するという方法により解析がなされてきた。

イオンチャンネルの分類については、第一にその電気生理学的性質(ゲーテ

イング機構、コンダクタンス、イオン選択性など)により行われる。イオンチ

ャンネル分子は何らかの構造変化により、イオンの透過を行う関状態と、透過

を行わない閉状態とを行き来することによりイオンの透過の制御を行っている。

|沼状態と問状態との状態の変化をゲーテイングと一般にH千ぶが、ゲーテイング

により大まかな分類がなされる。l撲電{立の変化に依存する電位依存性チャンネ

ル、細胞内または細胞外にある穆のリガンドが結合することにより活性化され
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るリガンド感受性チャンネ lレ、膜の fF~張により開閉が制御される機械刺激受容

チャンネルなどに分けられる。

さらに問状態にあるイオンチャンネルを特徴づける性質と して、透過するイ

オンの種実質(選択性)とその透過速度(コンダクタンス)がある。両者はイオ

ンの通り道となる細孔構造の大きさや形状により決定される。生理的なイオン

のうち一種類のみに対する選択性が特に高いイオンチャンネルは、そのイオン

の名前により、 Na'チャンネル、 K'チャンネJレ、 Ca'ゅチャンネjレ、 crチャ ンネル

などと呼ばれることが多い。それぞれのイオンを透過するチャンネルの中にお

いてはイオン透過を阻害するような毒物や薬物といった薬理学的な性質から分

類がなされている。

さて環状ヌク レオチド活性化チャンネル (CNGチャンネル)はゲーティング

機構に関してはリガンド感受性チャンネルに分類されるもので、細胞内の環状

ヌクレオチド濃度の地加により閑状態から開状態へと変化する。

CNGチャンネルが最もIJに発見されたのは視細胞においてである。 1985年に杵

体の外節形質膜から作製したパッチl換を用いて、 cG肘1pによって直ー接かつ可逆

的に増大するコンダクタンスが見つけられた (Fesenko，E. E. et a1.， 1985)。こ

れが環状ヌクレオチドによって直接開閉されるコンダクタンス機構としての最

初の報告であった。次いで1987:i.!三に峡細胞にも同様のコンダクタンスが報告さ

れ (Nakamura，T. and Gold， G. H.， 1987)、情報伝達における新しい機構として

注向され出した。ウシの網膜より精製されたタンパク質 (Cook，N. J. et al.， 

1987) のアミノ酸配列をもとに1989年にcDNAクローニングがなされ、新規の

チャンネルであることが判明した (Kaupp，U. B. etal.， 1989)。推定アミノ酸配

列から予怨される構造として 6回のIJ莫貫通領域を持ち、 C末端の細胞質に位置

する領域に環状ヌクレオチドの結合領域を有していた。

その後、この粁体に発現するCNGチャンネルと相向性を持ち、同様の構造を

とるCNGチャンネルの発現がl奥上皮、脳などの組織で認められた (DhaJJ出1，R.

S. etal.， 1990; Kingslon， P. A. etal.， 1996)。当初感覚受容を行う組織に特異的に

発現すると考えられていたが、大動脈や精巣といったそれ以外の組織における

有-在も明らかにされている (Biel，M. et a1.， 1993; Weyand， r. el al.， 1994)。また

I~IJ乳類だけでなく、ハエやナマズにもCNGチ ャンネルが存在することが確認さ

れている (Golllding，E. H. el al.守1992:Ballmann， A. et al.守1994)。さらに線虫の

71~度受容の変異体の解析から同定された原因遺伝子がCNGチャンネルであるこ
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とが最近明らかにされた (Coburn，C. M. and Bargmann， C. 1.， 1996; Komatsu， H.， 

et al.， 1996)。

4 本研究の目的

これまで述ぺてきたように、舌上皮のI~ミ藩中に存在しl床物質の受容を行う味

細胞には、悦覚 l央覚レセプターと相同性を有する七回膜貫通型レセプターや

l床利IJJ泡特奨的に発現するGタンパク質の存在が篠認されている。また味細胞に

おいて、ある磁のI床物質で刺激を行うと細胞内の環状ヌクレオチド濃度が上昇ー

することが生化学的に示されている。これらの事実は、 l床細胞においてもレセ

プターを介した、;環状ヌクレオチドを細胞内二次メッセンジャーとして利用す

る味覚の情報伝達系路が存夜し、その下流にある種のCNGチャンネルが機能し

ている可能性を示唆するものである。にもかかわらず、味覚受容器官における

CNGチャ ンネルの存在については全く報告されていなかった。

そこで本研究においては舌上皮において発現しているCNGチャンネルの検索

を行うことにした。まず第 2節にて、 RT-PCRによるCNGチャンネルをコード

するcDNA断片の獲得を手がかりにして舌上皮に発現するCNGチャンネルの構

造を明らかにするととを試みた。このチャンネルのチャンネル活性について培

養細胞を用いた発現系で詳細lに解析した結果を第3節で述べた。また舌上皮有

郭乳頭におけるこのCNGチャンネルの局在について調べた結果を第4節で述ペ
マ.，、ー。

なお、この主主における結果については、 Journalof Biological Chemistry、272巻

22623 -22629頁に rThste buds have a cyclic nucleotid巴-activatedchannel， CNGgustJ 

という越にて公表を行った。
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第2節 舌上皮に発現するCNGチャンネ Jレのクローニング

1. J字

CNGチャンネルは 6回11英貫通型のイオンチャンネルで、 C末端側の細胞質領

域にヌクレオチド紡令領域を持つという構造的特徴を有している。既知のCNG

チャンネルにおいては膜貫通領域やヌクレオチド結合領域において高い相向性

が見られる。そこでこれらの保存性の高い領域をもとに縮重プライマーを作製

してRT-PCRを行い、その後ゲノムDNAのスクリーニング、 5'-RACEによりラッ

ト舌上皮に発現するCNGチャンネルをコードするcDNAの配列を明らかにした。

以下に詳細を述べる。

2.材料お よび方法

2.1 材料

ラッ ト (Wistar)は日本生物材料センターおよび埼玉笑験動物社より購入し

た。RNA十Itl/l:¥に用いたISOGENはニッポンジーン社より、 cDNA合成のための

First-Strancl cDNA Synthesis KitはPharmacia社より、ラット、マウス、ヒ トのゲノ

ムDNAはClontecht.士より、それぞれj昨年入した。オ リゴdTカラムはオリゴdTセル

ロース (PharmaciaU) をガラスパスツ ールピペッ トに詰めて作製した。

2.2 試楽

・リンガー液

150日制 織化ナ トリ ウム

4.7 mM 織化カリウム

3.3 mM 硫化カルシウム

2nホt1 HEPES 

7.8 mM グJレコース

0.1 mM 塩fヒマグネシウム

.カラ ム洗浄緩衝液

0.1 M 水酸化ナトリウム

5mM EDTA 

ローデイング緩衝液

20mM トリ ス/塩酸緩衝液 (pH7.6) 
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0.5 M 塩化ナトリ ウム

0.5 mM EDTA 

0.1% SDS 

2Xローデイング緩衝液

40mM トリス/猛酸緩衝液 (pH7.6) 

1M 塩化ナトリウム

1 mM EDTA 

0.2% SDS 

-洗浄緩衝液

20mM トリス/塩酸緩衝液 (pH7.6)

0.1 M 海化ナ トリウム

111ホII EDTA 

0.1% SDS 

・溶出緩衝液

10mM トリス/;:1.酸緩衝液 (pH7.6) 

1 nホ11 EDTA 

0.05% SDS 

-ライブラリースクリーニング用ハイブリダイゼーション緩衝液

6XSSPE 

5 X Denhardt's solution 

0.5% SDS 

I/loof査のサケ精子DNA(JO mg!ml)および適当量(約100万cpm/ml)のプロ

ープを熱変性させてから加えて使用した。

・サザン分析mハイプリダイゼーション緩衝液

5XSSPE 

10XD巴nhardt'ssolution 

2% SDS 

1/100量のサケ精子DNA(10 mg!ml)および適当量(約100万cpm/ml)のプロ

ープを熱変性させてから加えて使用した。

. TdT反応緩衝液

100mM カコジル酸ナトリウム (pH7.2) 

ImM 塩化コバル ト
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0.1 mM  D1T 

0.66 m恥1 dATP 

2.3 方法

2.3.1 縮重プライマーの作製

既知のCNGチャンネルに高く保存されている配列をもとにして、各種紛重プ

ライマーをB巴ckman社のOligo1000を用いて合成した。

合成後のプライマーはフェノール抽出、フェノールクロロホルム抽出を行っ

た後、エタノール沈殿により回収した。MiLuQ水に溶解後、 260nmの吸光度を

測定することによりプライマーの濃度を算出した。プライマーは50pmol!lμ!の濃

度にしてイ史用した。

2.3.2 ラット舌上皮からの悶 Aの州出

ラァトにネンプタール注射液(大日本製薬社)を腹腔注射して麻酔し、舌を

ハサミで切り取った。リンガー液で洗絡後、 2mg/mlの濃度でリンガー液に溶解

したコラゲナーゼ (Sigma社、TypeI)を有郭乳頭お よび業状乳頭の皮下に注入

した。室温でリンガー液中に約30分間放重した後、 実体顕微鏡下で両手L~買を含

む上皮部分をピンセットを用いて剥離した。剥離した上皮から乳頭以外の部分

をli民事|パサミを用いてできるだけ除去し、 TSOGEN(ニッポンジーン社)の熔

液中に浸した。溶液lドでホモジナイズを行い、プロ トコールに従いRNAを摘出

した。エタノール沈殿することにより得た沈殿をDEPC*に溶解後、再度リチ

ウム沈殿、エタノール沈殿を行った。待られたRNAは260nmのIJ&光度を測定し

濃度を算~.H した。

2.3.3 m附 Aの精製

オリゴdTカラムをJtJいてm陀~Aの精製を行った。 オリコ'dTカラムに 1 mlのカ

ラム洗符緩衝液と5mlのローデイング緩衝液を流し平衡化した。RNA溶液を65

℃で 5分処遇!した後、 2xローデイング緩衝液を等量加え室ifm.まで冷やしカラ

ムに供した。素通り画分をもう 一度カラムに供した後、3mlのローデイング緩

衝液、 3mlの洗浄緩衝液でカラムをJlIfi次洗かし、 3mlの浴出緩衝液で浴出した。

260 nmのl汲光j立を測定することにより m悶可Aの画分を決定し、エタノール沈殿

を2回行いn沢NAを回収した。
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2.3.4 一本鎖cDNAの合成

舌上皮由来のmRNAよりFirst-StrandcDNA Synthesis Kit (Pharmacia社)を用い

て一本鎖cDNAを合成した。

2.3.5 RT-PCR 

舌上皮由来の一本鎖cDNAを鋳型として、作製した縮重プライマーを用いて

PCRを行った。条例は96'(;45秒、 45'(;2分、 72'(;3分で50サイク lレ行った。

PCR産物はアガロースゲルで電気泳動を行い、ナイロンフィルターに転写した。

2.3目6 サザン分析

増幅される領域中に含まれる、 CNGチャンネル問で保存性の高い配列をもと

に作製したオリゴヌクレオチドに[y-3lP1ATPとT4ポリヌクレオチドキナーゼを

mいて5'ラベルを行った。これをプロープとしてPCR産物のサザン分析を行っ

た。ハイプリダイゼーションは42'(;で行い、洗浄は42'(;で、 6XSSCjO.1%SDS 

を用いて行った。

2.3.7 サブクローニング

サザン分析で|場性と判断されたPCR産物を平滑化処理、リン酸化処理を行っ

た後、プラスミドベクターにサプクローニングした。サザン分析に用いたもの

と同じプロープを用いてコロニーハイプリダイゼーションを行い陽性クローン

の単離を行った。 プラスミドを精製後、 I包碁西日列の I~If析を 373A DNAシークエ

ンサー (PerkinElmer社)を用いて行った。

2.3.8 ラットゲノムライブラリーのスクリーニング

約100万プラークよりなるラットゲノムライブラリーを得られたRT-PCR断片

をプロープとして用いてスクリーニングした。ハイプリダイゼーションは65'(;

で行い、洗ゅは65'(;で、最終的に0.1XSSCjO.l% SDSを用いて行った。その後

セカンドスクリーニングを行うことにより i場性クローンを単離した。

2.3.9 陽性クローンの解析

陽性クローンからファージDNAの精製を行い、各種制限酵素で消化後、プラ
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スミドベクターにサプクローニングした。クローン全体の制限酵素地図を作製

し、極基配列の解析を行った。

2.3.10 5'-RACE (Frohman， M. A. et札 1988)

グノムDNA断片中に存住する配9IJをもとに14merのオリゴヌクレオチド (Ch-

P、5'-TGAAGTGCAAGGTC-3')を作製し、これを用いてラット舌上皮由来の

mRNAから一本鎖cDNAを合成した。合成したcDNAをエタノーJレ沈殿した後、

TdT反応緩衝液に溶解し、 TdTを作用させることにより cDNAの3'末端にポリdA

の配列を付加した。dA配列が付加したcDNAを鋳裂として、オリゴdTプライマ

ーとゲノムDNA断片中の配列から作製したプライマー (Ch-Q、5'-G竹 TCCAC-

AGCCTC1TGG-3')を用いてPCRを行うことにより cDNAの5'上流を含む断片を

憎帽した。さらにPCR産物を新たに鋳型として、オ リゴdTプライマーとCh-Qプ

ライマーの上流に相当するプライマー (Ch-R、5'-ATCCCTGACCA廿 AGGCC-

3') を用いてPCRを行い、増幅された断片の塩悲配列の解析を行った。

2.3.11 CNGgust cDNA全長のRT-PCRによる増傾

得られた5'-RACEクロー ンおよびゲノムクローンの配列をもとに、 5' ~Iõ翻訳

領域を含むプライマー (5'-πCAGGATGCATCAGATG-3'、図2-8の-6-+12に相

当する)と 3 ・~Iõ翻訳領域に相当するプライマー (5'-GCATCCAACAACACTCTC-

3" 区12-8の+2 1 83~+2200に相当する)を作製した。ラッ ト舌上皮由来のcDNA

を鋳型に 2つのプライマーを用いてRT-PCRを行った。

2.3.12 ゲノムサザン分析

lレーンあたり 25同のラット、ヒト、マウスのゲノムDNA(Clontech社)を

制限酵素EcoRI、BamHI、Pst1で消化後、1%のアガロースゲルを用いて電気泳

動を行い、ナイロンフィルターに転写した。RT-PCRによって得られた断片を

プロープとして60'Cでハイプリダイゼーションを行った。洗浄は60'Cで、 1X

SSC/O.I % SDSを用いて行った後、さらに65'Cで、O.1 X SSC/O.1 % SDSを用いて

行った。

2.3.13 マウスゲノムライブラリーのスクリーニング

ラッ トCNGgustのcDNA断片をプロープとして朋い、マウスゲノムDNAライ
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プラリー (東京大学分子細胞生物学研究所分子系統研究分野 -加藤茂明助教授

から供与降して頂いた。)のスクリーニングを行った。ハイプリダイゼーション

は60'Cで行い、洗絡は60'Cで、 1XSSC/O.I% SDSを用いて行った。

3.結果

3.1 舌上皮に発現するCNGチャンネJレのRT-PCR断片の獲得

CNGチャンネ Jレは 6回}I英貰通型のイオンチャンネルで、 C末端の細胞質仮I}に

ヌクレオチド結合領域を持つという構造的特徴を有しており(図2-1)、細胞内

の環状ヌクレオチド濃度の上昇によってチャンネルが開きイオンが透過する。

視細胞やl炭車111胞に発現している既知のCNGチャンネlレはj煤貫通領域やヌクレオ

チド結合領域において高い相同性を有している。そこで保存性の高い領域をも

とに縮重プライマーを作製し、ラット舌上皮由来のcDNAを鋳型としてRT-PCR

を行い、舌上j支に発現するCNGチャンネJレの検索を試みた。

杯体やl呉細胞に発現する既知のCNGチャンネルのアミノ酸配列を並べると、

N末端を除いた全体にわたって保存性の高い領域が存在している(図2-2)0 N 

末端領域は杯体に発現するもの、 l央細胞に発現するもののそれぞれにおいては

相同性を有している。そこで図2-2に示したように、全体に保存されている領域

およぴN末端のそれぞれに保存されている領域を選び、これらに相当する縮重

プライマーを区12-3に示したように作製した。各種プライマーの組み合わせで舌

上皮のcDNAを鋳型にPCRを行った。その後増幅される領域中に含まれる保存

配列に相当するオリゴヌクレオチドプロープでPCR産物のサザン分析を行い、

陽性断片の獲得を試みた。

この方法を用いたところ、ほとんどのプライマーの組み合わせではサザン分

析における|効性バンドが確認できず、舌上皮におけるCNGチャンネルの発現量

の少なさが予想された。さらに多種の組み合わせでPCRを繰 り返し試みたとこ

ろ、 Ch-4とCI1-7のプライマーの組み合わせでPCRを行い、 その産物をCh-6をプ

ロープとしてサザン分析を行ったときに陽性のバンドが係認された。この長さ

を持つPCR断片をサプクローニングし、サザン分析に用いたのと同じオリゴヌ

クレオチドプロープでスクリーニングを行うことにより約400bpのインサート

を持ったクローン (pchI2)を獲得することができた。混基配列の解析の結果、

pchl2断片にコードされているアミノ酸配列は用いたプライマーの内側、すな

わちCNGチャンネルの 6回目の11莫貫通領滅の直後からヌクレオチド結合領減の
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前半音I1までに相当することが判明した (図2-4A、B)。地幅された領域は全て

のCNGチャンネル問でに非常・に相向性の高い領域であるが、既知のものの相当

する部分と比較するとアミノ酸レベルで80~ 84%程度の相同性しか有していな

かった(図2-4C)。この結果今回採用した方法により、舌上皮に発現する新規

のCNGチャンネルをコードするcDNAの断片が得られたものと推定した。

3.2 舌上皮に発現するCNGチャンネルのcDNAの同定

次にこのPCR断片に相当するcDNAの会長を得ることを試みた。まず一本鎖

cDNAの作製に朋いたm附すAと同様にして抽出したラッ ト舌上皮由来のmR1司A約

10時を用いて、 RT-PCR断片をプロープとして用いたノーザン分;j斤を行った。

その結果、このクローンに対応するmRNAの発現は全く確認できなかった(デ

ータ未縄i除)。このことより通常のcDNAライブラ リーをスクリーニ ングする

方法ではPCR断片に相当するcDNAクローンを得ることが非常に困難で、ある こ

とが予想された。従って以下のような方法でcDNAの配列を決定することにし

た(図2-5)。まず得られたPCR断片をプロープに用いてゲノムDNAのクローン

を得ることにより、 PCR断片周辺のエキソンの配列を決定した。その塩恭配列

の情報をもとに5'-RACEを行いcDNAの5'上流の配亨1Jを決定し、最後にcDNA会

長を舌上皮由来の一本鎖cDNAからPCRにより増幅することを試みることにし

た。

まず約100万プラークよりなるラッ トゲノムライブラリーをRT-PCR断片をプ

ロープに用いてスクリーニングしたところ、 lつの陽性クローン (λ2)を得る

ことができた。 このクローンのインサートをサプクローニングし、 í~Jj限酵素地

図を作製した(図2-6)。プロープがハイプリダイズする周辺の塩基配列を解析

したところ、 PCR断片に相当する犠基配列が維認された。さらにその周辺を含

む部分に lつの長いエキソンの存在が推察された(区12-7)。

.JfE定エキソン中の上流昔I1に位置する;鼠基配列をもとにプライマーを作製し

(区12-7)5'-RACEJ日の鋳型の作製および、PCRを行ったところ、複数穏の5'-

RA包 クローンが待られた。そのうち最も多く得られたク口一ンの配列をもと

に5

非翻訳領域にキ相目当するプライマ一をイ作乍製した。これらの組み合わせでラ ット舌

上皮由来のcDNAを鋳型lこRT-PCRを行ったところ、図2-8に示した配列のほぼ全

長に相当するバンドが増隠されたことより 、このクローンがfJ在かに舌上皮に発
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現していることが確認された。

3.3 舌上皮に発現するCNGチャンネル (CNGgust)の構造

このようにして得られたcDNAにコードされているCNGチャンネルを、舌上

l支に発現していることからCNGgustと命名した。 CNGgustをコードするcDNAの

』塩基配列および推定されるアミノ酸配列を図2-8に示した。 CNGgustは611アミ

ノ酸残基よりなっており、既知のCNGチャンネルと同様に 6回の推定j操貫通領

域、イオン透過性を決定寸るポア領域およぴC末端に位置するヌクレオチド結

合領域を有していた(図2-9)。既知のCNGチャンネルとの相同性はア ミノ酸

レベルで50~80%であり、最も高い相向性を有してるものとしてウシの精巣に

発現するCNGチャンネ ル (Weyand，1. et al.， 1994; Biel， M. et al.， 1994)およびヒ

卜錐体に発現しているとされるCNGチャンネル (Yu，W.-P. etal.， 1996)が挙げ

られる。

3.4 CNGgustのcDNAのエキソ ン・イントロン構造

スクリーニングよって得られたゲノムDNAクローンロを解析したところ、最

初のRT-PCR断片周辺に存在する長いエキソン(図2-8の+437~+2200に相当す

る)以外にも、その上流に 2 つのエキソン、すなわち図2-8の+222~+329'こ柑

当する 108bpおよびf+330~+436に相当する 107 bpの存在が確認された (図2-6)。

cDNAのー 1 3 ~+22 1 の部分については対応するエキソンがクローンロ中には見つ

からなかった。そこではの上流に相当するゲノムDNAクローンを得る目的で、

クローンロの上流部をプロープとして用い、再度ラ ットゲノムライブラリーの

スクリーニングを行った。その結来、最初のゲノムDNAクローンの上流に位置

しておりcDNAの上流部に対応するエキソンを含むようなゲノムDNAクローン

を得ることができた。塩基配列の解析の結果、 2カ所のエキソン (図2-8の 13

~+4 1 と +42~+221 の部分)が確認され、今回明らかにしたCNGgustをコードす

るcDNAは5つのエキソンから鱗成されていることが判明した(図2-8)。

3.5 ゲノムサザン分析

CNGgustに相当する遺伝子を同定するため、ゲノムサザン分析を行った。ラ

ットのゲノムDNAをfljlJ限酵素で消化後ナイロンフィルターに転写し、最初に得

られたRT-PCR断片(図2-8の+961~+1343に相当する)をプロープとしてハイ
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プリダイゼーションを行った。60't:でハイ プリダイ ゼーションを行い、洗浄を

60't:で、 1XSSC/O‘I%SDSを用いて行うというややゆるい条件でサザン分析を

行っても、陽性パンドは各レーンに一本しか確認できなかった(図2-10)。こ

のことからCNGgustをコードする遺伝子はラットグノムヒにシングルコピーで

存在すること、および非常・に相同な遺伝子が他に存在しないことが強く示唆さ

れた。またラットゲノムで観察されたパンドの長さは、ゲノムDNAクローンλ2

の制限酵素地図に一致した (図2-6)。

またラ ット以外にもマウス、ヒトのゲノムDNAを制限酵素で消化後、同様の

条件でハイブリダイゼーションを行ったところ、それぞれ各レーンに一本のバ

ンドが硲・認できた(図2-10)。ハイプリダイゼーションの条件を考慮すると、

マウスおよびヒトにもCNGgustをコードする遺伝子に相同なものが存在するこ

とが強〈示唆される。特にマウスにおいては、 65't:で0.1XSSC/O.l% SDSを用

いて洗絡を行ってもバンドは消失しなかった。

3.6 マウスゲノムDNAのスクリーニング

ゲノムサザン分析によりマウスにおいても非常に相同な遺伝子の存在が推察

されたこと より 、ラッ ト CNGgustのcDNAY9f片 ( 1週2-8の+450~+ 1 8 11 に相当する )

をプロープとして用いマウスゲノムライブラリーのスクリーニ ングを行った。

その結果 lつの陽性クローン (λA)が得られた。11ilJ限酵素地図を作製し;猛基配

列の解析を行ったところ、ラ ットの場合と同じようにコード領域のC末端に相

以する部分に長いエキソンの存在が示唆された(図2-11)。このエキソンのコ

ード領域に相当する部分 (1400bp)については、ラットとの相向性が塩基レベ

ルで93%、アミノ酸レベルで95%であることが判明した (図2・11)。また図2-10

で見られたゲノムサザン分析の結果は、このクローンの制限酵素地図と一致し

た。

4.考察

l味覚の情報伝達に関わることが強〈期待される分子として、環状ヌクレオチ

ド市↑生化チャンネル (CNGチャンネル)に注目し、ラ ット舌上皮において発現

するCNGチャンネJレの検索を行うことにした。

視覚、 l史覚といった他の感覚受容を行う組織においてはCNGチャ ンネルの存

在がすでに明らかにされているが、味覚受容を行う舌上皮においてはCNGチャ
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ンネルの存在についての報告は生理学的にも、分子生物学的にもなされていな

かった。今回舌上皮に発現していることを見い出したCNGgustが舌における

αサGチャンネルに関しての初めての報告である。

最初に既知のCNGチャンネJレに保存性の高い領域をもとに多種類の縮重プラ

イマーを作製し、舌上皮由来のcDNAを鋳裂にRT-PCRを行った。しかしCNGチ

ャンネlレをコードする断片を獲得することは非常に困難であった。|場性断片の

3JHi.j後にラット舌上皮由来のmRNAを10は用いたノーザン分析を行ったところ

その発現が確認できなかったことからも、告上皮におけるCNGチャンネルの発

現金の少なさがうかがえる。これには舌上皮中に存在するl床細胞の割合も影響

しているものと考えられる。RNA抽出の際にはコラゲナーゼを用いて舌上皮を

剥離した後、 I床脊が集まっている有事I1乳頭および葉状乳頭の上皮以外の部分を

できるだけ除去するようにしたが、元来、乳頭r:~1 に含まれる I床細胞の数はそれ

ほど多くないため、乳頭部の上皮にはl床細胞以外の上皮細胞がかなり混入して

いる。一方、光の受容を行う網膜は多筏の細胞が層状の構造をとっているが、

粁体と錐体がその一層を占めているため網膜中の視細胞の割合は多い。また匂

物質の受容を行う l奥上皮はl央細胞、支持細胞、基底細胞よりなっており、ここ

でも喋細胞の割合は非常に多い。事実、本干体やl柴細胞に発現するCNGチャンネ

jレはノーザン分析を行うとはっきりとしたバンドが確認されている(DhalJan， 

R. S. et al.， 1990; LlIdwig， J. et al.， 1990; Dhallan. R. S. et al.， 1992; Pittl巴r，S. 1. et 

al.， 1992)。今回のCNGチャンネルのクローニングが困難だったことの原因の

一つには、舌上皮において|味覚の受容を行う細胞、すなわちl床細胞の割合の少

なさがあると考えられる。

舌上j支に発現しているCNGgllstはウシの精巣からクローニングされたCNGチ

ャンネルに披も相向性が高かった(図2-9)。このCNGチャンネルは抗体染色

により網膜での発現も雑認されている (Weyand，T. et al.， 1994)。しかも網膜に

おいては粁体には存在せず、錐体に発現が特異的であった。今回ラット舌上皮

からクローニングされたCNGgustの網膜錐体における発現については調べてい

ないが、もし錐イ本と舌上皮に同じ分子が発現しているとすれば、情報伝達経路

の解析などにおいて得られる知見は大きいであろう。

今回l狗らかにしたCNGgustのアミノ酸配列のN末端は他のCNGチャンネJレに

比べて50アミノ酸残基程度短かかった(図2-9)0 5'上流の塩基配列は5'-RACE

クローンより決定したが、 5'-RACEを行った際にはこの長さをもっク ローンが
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多数待られた。そのことから開始メチオニンの位置を推定したが、もしかする

とN末端が長いようなCNGgust分子も同時に発現しているかもしれない。しか

し第3節で述べるように、この長さをもっCNGgustも環状ヌクレオチドにより

活性化されるチャンネルを形成しうることから、 N末端のアミノ酸配列が仮に

存在していたとしてもチャンネルの基本的な機能には景究主しないことが舵測さ

れる。

このように本節にて舌上皮における発現が確認されたCNGチャンネルである

CNGgustのチャンネル機能について、第3節にて培養細胞を用いた発現系で解

析を行った。
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き
を
矢
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で
示
し
た
。



Ch-1 F(VC)I(AT)(ML)PV(LM)YNW 
5'-TTσC)(TG)(TG)IA T(A TC)(AG)CI(ACT)TICCIGπ(CT A)TITA(TC)AA(TC)TGG-3' 

Ch-2 MFEFF(DQ)RTET 
5にATGTTσC)GA(GA)1寸(TC)1寸(TC)(GC)AI(AC)GIACIGA(GA)AC-3'

Ch-3 YI(LI)(VI)I田WNAC
5'-TA(TC)A T(A TC)(A TC)TI(GA)TIAT(ATC)A T(A TC)CA(TC)TGGAA(TC)GCITG-3' 

Ch-4 GSMISNWNA 
5'-GGJTCIA TGA T(A TC)TCIAA(TC)ATGAA(TC)GC-3' 

Ch-5 YM(QJ-司)FR(KN)VSKDM
5'-T A(TC)A TGCAI1寸(TC)(AC)GIAAIGTITCIAA(GA)GA(TC)ATG-3'

Ch-6 VIKWFDYL Wの相補鎖
グーGTCCAIA(GA)(GA)TA(GA)TC(GA)AACCA(TC)TT(GA T)A TIAC-3' 

Ch-7 KEMYlIKEGKLの相補鎖
5'-AG(TC)τ寸ICC(TC)TC(CT)TT(GAT)AT(GA T)A T(GA)TACA T(TC)TC(CT)TT-3・

Ch-8 EISJLNrKGSK 
5二GA(GA)AT(A TC)IA T(ATC)(TC)TIAA(CT)A T(A TC)AA(GA)GGITCIAA-3' 

Ch-9 KDDLMEA(VL)TEYの相補鎖
5'-TA(CT)TCTGTlA(GAC)IGC(TC)TCCATIA(GA)(GA)TC(GA)TC(CT)TT-3' 

Ch-10 ルIK(ED)GLLD(EI)N
5'-A TGAA(GA)GAIGGI(TC)TT(TC)TIGA(TC)(GA)(A T)(A TC)AA-3' 

Ch-1 1 QQKLKQR(IL)Tの相補鎖
5'-GTIA(GA T)IC(GT)(TC)TG(TC)TTIA(GA)(TC)γf(TC)TG(TC)TG-3' 

Ch-B lGFG(VN)DTWVY 
5'-A T(A TC)GGITT(CT)GGJ(GA)(A T)IGA(TC)ACITGGGTITA-3' 

Ch-G GNRRTAN1の梢ili鎖
5'-A T(GA)TTIGCIGTIC(GT)JC(GT)(GA)TTICC-3' 

Ch-H DFしIGVLIF
5'-GA(CT)TT(TC)(TC)TIAT(A TC)GGrGTICTIA T(A TC)TT-3' 

Ch-1A MTEK(AS)NGVK 
5'司ATGACIGA(GA)AA(GA)(GT)CIAA(TC)GGIGTIAA-3'

Ch-2A ANN1-INHH 
5'-GCIAA(TC)AA(TC)CA(TC)AA(TC)CA(TC)CA-3' 

Ch-3A 口くA(SN)GKDDH
デーATIAA(GA)GCIA(GA)(TC)GG IAA(GA)GA(TC)GA(TC)CA-3' 

CIト5A l(TR)RルaNGAC
5'-A T(ATC)A(GC)JCGIA TGGA(GA)AA(TC)GGJGCITG-3' 

図2-3 作製した縮重プライマー

図2-2に示した領域に相当するプライマーを上記のような配列で作製した。作

製したプライマーの名前、相当するアミノ酸l配列、合成した塩基の)1聞で記した。



A 
Transmembrane Domain 

1 2 3 4 5 6 
Cyclic Nucleotide 
Binding Domain 

CNG channel cDNA I M 

RT .PCR Fragment 

B 

C 

TTCCCGGGCGGAGTTCC且GGCTAAGATAGATTCC且.TCAAGC且，GTAC且TGCAGTTCCGGAA 60 
5 R A E F Q A K 1 D 5 1 K Q Y M Q F R K 

GGTAACCAAGG且CTTGGAG且CTCGGGTTATCCGGTGGTTTG且CTATCつrGTGGGCTAACAG 120 
V T K D L E T R V 工 R W F D Y L W 且 N R 

GAAGACGGTGG且TGA且A且，GG且且GTGCTCAAAAACCTCCC且GACAAGCTGAAGGCCG且.GAT 180 
K T V D E K E V L K N L P D K L K A E 工

CGCCATCAACGTGC且CCTGGACACACTGAAGAAAGTCCGAATCTTCC且.GGACTGCG且.GGC 240 
A 工 N V R L D T L K K V R 工 F Q D C E A 

AGGGCTTCTGGTGG且GCT沼GTGCTGAAGCTTCGTCCTGCTGTGTTCAGCCCTGGGG且CTA300 
G L L V E L V L K L R P A V F 5 P G D Y 

CATTTGCAAAAAGGGGGACATTGGA 325 

1 C K K G D 1 G 

Rat gus七 :5RAEFQAK工D5工KQYMQFRKVTKDLETRV工RWFDYLWANRKTVDEKEVLKNLPDKLKAE工
Bovine rod :A..... .R..且.. . . . H. . N. 5. . M. K. . . K. . . . . . T.K. . . • • R. • • • Y. • . . . R. . . 

Hu.man rod :A......R..A.....!l..N.5..M.K...K......T.K..........Y.....R... 
Mouse rod :A.... .5RV.A.... .N. .N.5. .M.K.. .K..... .T.K.... .R.. .RY.... .R... 

Rat olf : T. • • . . . • • .且V.H・・・・ー・ .5..M.AK. .K..... .T.K.... .R...... .A. .R... 
Bovine olf :T........ .AV.H...... .5.EM.且K.........T.K.5.. .R...... .A. .R... 

Rat gust :AINVHLDT工~KVRIFQDCEAGLLVELV工ぷLRP且，VF5PGDYICKKGD工G

Bovine rod !・ ー・ー・・・・・・・・・・・A..............Q.Q.Y 
Hurn出 1 rod :...............A..............Q.Q.Y.. 
伺ouserod : ••• .. .. ..• . .• • .A.. . . ••. . . •• . . .Q.Q. Y... ••••• .. . . • 
Rat 011 : ... .. .5.ーー ー................. ..Q........ .R... 

Bovine ol:f : . . . . . .5. • . . • • . . • • . • • • • • • • • . . • • . . Q. . . • . • • . • R. • 

ド12-4 托|て皮より斜られたKf-PCR断片

A:件られたJIT-PCR断片のCDNAに対する位置を僕式的に示した。 l民民通領減を背で、

ヌクレオチド結合領域を赤で示したa

B : RT-PCR断)'，.の嵐」剖MIJおよび舵定されるアミノ酸配ダIJを示した。用いたプライマー

の内側1::相当するrs9iJを示した。

C : RT-PCR断片の挑定アミノ隊配ダIJ を他のCNGチャ ンネルのキ~~する部分と比較した。

問、'--PCR断)4-のもの (Ratgustと友記)と相|司な残必は点で示したa



Transmembrane Domain 

1 2 3 4 5 6 
Cyclic Nucleotide 
Binding Domain 

1. RT-PCR Fragment 仁]

2. Genomic DNA 
Fragment 直日

3. 5'-RACE 1M 111 

4. RT-PCR 

国国園 | 

|辺2-5 舌 |二1えに発現するCNGチャ ンネルのクロ』ニング方法

得られたlIT-PCR断)¥-を含むcDNAの全長を決定するために、以下のような

方法を選択した。得られたPC:R断)¥-をプロープとしてゲノムDNAのスクリー

ニングを行い、周辺のエキソンの配列を決定した。得られた権基配列をもと

に5'-R主CEを行った後、cDNAの全長を網帽するようなRT-PCRを行った。
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1 O!ld乞cctggdaccbgtggctct.gεgggtccCCat!lg9gCaatt.a t tt.d1I.Co!UlgdgcddCc乞gaggaa包gggdgcdtcggai!gt.tqtdcggg

91 t.cgta巳・999tgacd'lccttg t.CI'Jヒtttt:dgCt"dd99t.CCx-gtgc乞egedgccdtqacgcC'ctgaac t:t 9 t.dca t. 9 t.gcc tc d ~こgactta

181 aqct.g巴ggggcaCdatJccC・gcact:gtt:tCat:"tga・cζct9ζtt:cacggtgdta竺catct.tggtaggct.t.caacc包qagt.ttt:tgadgt:t

271 包gacgacc・ua巴ttt.cdtggat:dtacacaacQCdaagagd9oi!lζaacgtg乞gagadagct.cacat.巴ctctcaccと!lB.ccgcagtgtgca

361 C{II司tC巴cc・atgcgtttg包ctt乞taaaa乞.gtd，!ltctヒeattcc包tgCtgt:c:atctcacatccag tc巴attt.t: t. tcddagg tatccaa tヒa

451 ・u 同国民出t.ta5acc:tgaaCdgagacctgg担 ddgt aa ctcag tCd t:acadcc c tagcヒtatctadqgt.cct:gqgtt.caattccca.g

541 cdgagaabagi5d.dCtad.acagddgdgdt.t奮 aaacatt8t.t t. tt:_t t:dda_ddtggt.gaat:g tCt乞taada包tagtc8tgtcζaatattg包

611 むtctcヒcat:a tacacaccactgヒgヒCヒgt.tgtgtg:acCAヒ，9a t.gggdgd.Catc t t tc tg tac acag t t.ζataccヒct.ttggt.gcccaagt.

c:h-R Ch-Q Ch-P 

121 ga叩 CCCCt:tct回目出 回 明 恒 常 吋AACAAG止四幅削田即日三い町叩町山田川CA白 M君主
FLEQGL 河 V R 0 T K R L W K H Y T K T L 

8"  τ'GCAC'.M'CAAG日己τOOAC'ATCCTG宮CTC'I'CATCCCCACAGACCてI:GGC!l'TA'l'TTGAAG'ITGCGCl担'GAACτ'ACCCGGλACTGi¥GG'ITとAATC

何 FK t. D1LSLl P T D L A Y L K L G 舗 NYPELRFNR

901 GCCTCC'l'GAGGTTCTCτ'CGGCTCT'吋'(lAG百'<."I'T'田ACCGCACCGAGACAAGGACCAACTACCCCAλ官官''1'(珂'TCAGGATAGGGAACT'l'GG

L L R P 5 R ~ F E F F 0 R T E T R T N Y P N V F R 1 G N L V 

9.91 Tl'C'1'G"主 ĈAιCCτ'CM叩'ATCA雪'CCACTGGMCGCCτ'GCA喧'C'I'ACT'円治ccλτ'TTCCAAG.TTCλTCGGTM"1'GGAACAGλτ守CCτ'GGGTCT

L Y T L I 1 1 A W ~ A C T Y F A 1 S K P 工 G F G T 0 S W V y 

108] ATCCAAλCACC'I'CCAAGCCGG~祉GTATOCACGC('''TC'I'CCAGGAAGTACATTτ'ACAGCCTC守'AC'I'GC'守CCACCτ可'GÍ\CCC宮古ACCACCAτ可也

P N T 5 K P E Y G R L S R K Y 1 Y 5 L Y W S T L T L T T I G 

1171 GGGAGACCCCGCCCCCC町田AGGATGAGGAGT.岬町で押時四回CATAGAC官'CCTGGTGGGCGTC白目?廿陀GCCACTATAGTAG

巴 T P P P V K 0 E E Y L F V V 1 D P L V G V L 1 F A T 1 V G 

1261 GCAA'l怠宮司'GGC'l'CCA'!唱A喧可守'C('AAC'A明 :;AACGC'I可でCCG(;G町田AG伊 rCCAGGCT汎AGATAGA'Mぞ'CA1l'CAAGCつl¥.GTACλ'roC'1¥αMY‘?

N V G S M 1 S N M N A 5 R A E F Q A K 1 0 5 1 K 0 Y 例 Q F R 

115.1 G治AAGGTAACC'AA巴ロAC'l"TGGAGAC守賞、:;GGT唖ATCC'G(;，吹ヨ司市MYミM~巾A宝で空想TGGGCTAACAGGAAGACGGTGGA宝'CAAAAGGAAGTGC

K V T K 0 ιεT  R V 1 R W F 0 Y L W A ~ R K T V 0 B K E V L 

1441 午CAAAAACC'1'CCCAGli.CAAGCTGAAGGCrm晃代ATCGCCATCAACG'l'GC1\CC守宅~A~1>.r.A('守YミAAGAAAG'!ぞCGAI是々y・'I'TCCAGGAC'T泡CG

K N L P 0 K L K A E 1 A 1 N V H L 0 T L K K V R T F Q 0 C E 

15J1 AGGCAGGGCTTC1沼田CGAGL'T田町円'GAAGCT'l'CGTCCTGC'l官官'M'CAαCCCTGGGGACTACATT明白Jt.AAAr.r.:屯GGACA明 'GGAA

λG  L L V 目 L V u K L R P A V F S P G D Y I C K K G 0 1 G R 

1621 CGGA.GAτ"G1'ACA'I'CA.TCAAαGAGGGCAAGCTGGC'I可JTCGTGGC"I可JACGI¥τ'GGuGTCACCCAG'I"円也τちG(fCCTCACroATGGCAGTTACT

E ~ Y 1 1 K E G K L A V V A 0 0 G V T Q F V V L 5 0 G 5 Y F 

1'111 T'悶CGGAGATCAGCATCT'I'MACATT.九AGGGGAGCAAGτ'CGGGGλACCGCAGG.λCAGCCAACATCAGGAGCATCGGC'l京C注むGGACCTGT

G E ] S 1 L ~ 1 K G S K S G N R R T A N 1 R S I G Y 5 0 L F 

1801 TCτ'GCCTCTC氾AAGGATG判CTTGAτ刃GAGACCC'同AC喝GAGTACCCGGNl'GCTAAGAGGGCTσ田 GAGGAAAAGGGTCGGCAGA'乍セ'CTGA

t L S K 0 0 L M E T L T E Y P 0 A X R A u E E K G R Q 1 L M 

1891 由 AAGGACAACCTAA'J'CGA'I'GACGACC'民京TI'GACGGCCAG拍 CAGATGCCAGGAACATCGAGGAGAAGGτ沼田町田町沼CAG乍'CATCC'I'

K 0 N L 1 000  L V T A R A 0 A R N 1 E 8 K V E Y L E S 5 L 

1981 '1'GGACGGcCτ'CCAGACGAGGTTCGCCCGACTCCTGGC'!むAGTACAGTGCCτ'CCCAGATGAAGCTGAAACAGCGGCTCAGCCAGCTGGAGA

o G L 0 T R P A R L L A E Y 5 A S Q M K L K Q R L S Q L E S 

:<1071 GCCAGA'l'GACCM;QAGGGGTCA'!閣C'M'C'l'CACCTGACAGGGAGMT1'CCGAGGA'fGCll'"1'CAλAAGCTGAC四 Aaai5岡田ggtgqcヒCむ

"月r R R G H G F S P 0 R E N S E 0 A S Kλo  • 

2161 gecむcctgct-tcccaggc;cci5ljfctgccagtgagd.C8ct.ttacagccヒcqtggtgaaqagtttgoctgむgcヒttt.gcC'乞cagtgttectcg

2251 I:c<ztttggtt.gtaggdcagcdagggagagccむにca包巴巴cctCi5Cctdggaaa巳9ggactca t.gcctgccaacccC"d tgdag t. tc cag d tt 

2)41 dtcatgaggζCζ.c乞tgdtdcaaggdcdagggttgcagc包t.tggBaagag乞gdagggt tccodaccaag t.gta tgaa包gcacatgcgcga.

2431 巴totaatg包巴cgtaattatgtt乞qtgti5tg巴qadt:g乙tgggt乙acctgtg9'agg巴caggagagdg巴9tt9巴包ggatcc

図2-7 ゲノムクローンλ2の様基配列

RT-PCR断片をプロープにして得られたゲノムクロ ーンのプロープ周辺の息基配

91Jを示した。推定コード領域に相当する部分の坂基を大文字で、プロープとして

月3いたRT-PCR断片の塩基年配列に相当する部分を下線で示した。5'-RACE府に作製

したプライマーの位置を矢印で示した。
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1 Aヲ'CCATCAGATCGAAACATCGACCλ官沼CTCCAAGACMCAuGGτ也TCACGCTTC'Aτ'CATCτ'CCAττ℃

M H 0 M E T S T M V 0 0 R g V S R F 1 1 5 1 RλioJ A A R H L 30 

91 cACCA'!'Gん，¥GλCCCGACGCC1'Ci¥Cτ'C=円守"'l'GGA'l'COTtτ寸'CAτ'GGAGCτ'GAGCCTAAGGAλ.fJTA'τ定:CAGCCAGGAAAGGAAτ'GCCCAG

“H E 0 P T P 0 S F t. .D R F H G A E P K E V 5 S Q E R N A 0 60 

V 
181 CCCAACCCAGGAGGλCλ，GGAACCACCAGAGGGAGGGAAT.GGCAGGAAGAAGGATCCCAτ'TGTGG'τ沼GA亡CCσrcCAGCAACA宝'CTACTAC

P. N P G G 0 E P P E G G R G R K K D T I V V D P S S N 1 Y Y 90 

V 
'211 CGCTGGC宮むACl可:;CCATCGCCCTCCCGG賢明でつ~l;T".ACTGGτ'GTCTACT'国T町'GC'AGGGCC'I沼T円可沼ATGhGCTACAGTCAGAACAC

R W L r A 1 11. L P V F Y N W C L L V C R A C F 0 E L Q S E 鈍 120

V 
j61 CTCAtACTGl'CGC宮泡Gヨ'CCTGGACTACTC'roCAGλTGCCι~TGTA'τl:l'1"I可"渇G'AD\TGCTGGTTCGTGCCCGGλCAGG宝吋可'CC'lτ'GAACAA

L r L W L V L 0 Y S A D A L Y V V D K L V R A Iミ T G F L E Q 150 

451 GGCCTAA'!泡GTC{，GGGA'空京.CCAAGAGGCす'GTGGAAACAT'I'i¥CACAAAGACCT守GCACτ'TCAAGCTGGACATCCTGTCTCτ'CATCCCCACA

G L M V R D T K R L W K H Y T K T L H F K L 0 1 L S L I P T 180 

541 GACC'I可GC'I'TAT'門'GAAG'I'TGGGCA'I芯AAC'TACCCGGAAC立'GAGG'ITCAATCGCCTCCTGAGG'ITCTCTCGGむな'CT'l・2也λGTTeτTτ'GAC

D L h Y L K L G M N 'i P E L R F N R L L R F' 5 R L F E F F D 210 

611 CCCACGGλGJ¥CA.λ，GGACCAAC 

R T E l' R T N Y P N V F' R 1 G N L V L Y T L 1 1 1 H W N A C 240 

721 ATCl'AC'I守吹JCCAT'I'TCCAA匂TTCATCGGτ?円。G1I.ACAG
1 Y F A 1 S K F' 1 0 F G T D S W V Y P N T S K P E Y G R L S 270 

日 AGGAAGtrACA'M'TI¥CAGCCTι:TACTGGτ'CCACC'M'て::ACCCτ沼ACCACCATTGGGGAGACCCCGCCCCCCG'I也AAGGATG，.. GGAGTATCT亡

R .K Y 1 Y S L Y W S T t.. T .L T T 1 G E: T P P P V K 0 e E Y L 300 

01 'I"l'l'G叩CTCATAGAC'，円'CCTGG目 GGCGTCC叩 ATC

F V V 1 D F' L V G V L I F A T 1: V G N V G S M 1: S N M N A S 330 

991 CGGGCGG同 町CChGGCTAAGATAGA'1寸'CCATC陥 GにAGTACA'四 CAG'I'TCCGGAλ回目λCCAAGGACT'国GAGACTC回 GTTATCCG市

R A E F Q A K t 0 S .[ K Q Y M Q F R K V T K D L E T R V 1 R 360 

1081 TGG'I可勺むACTATCTG'IちGGCTA込C1¥GGAAGACGGτ'GGAτsλλAAGGAAGTGCTCAAAAACCTCCCAGACAAGCTCAAGGCCGAGATCGCC

W F D Y  LWANR  KTVD El K EV  L KNL  PDKL  K 九E: I A 390 

1171 ATC入ACGToeACσl'GGACACACτ'GAAGAA1I.GTCCGAKI'CTTCChGGAC宝'GCGAGGC.ハ.GGGC'可でτ沼GTGGAGCTGG宮支::;CXGAJ、，GCTTCGT

1 N V H L 0 T L K K V R l: F' Q 0 C B A G L L V E L V L K L R 420 

1261 CCTGc'l'GTG'j・'I'CACCCC'J唱ロGGA.CTACATTTGCMAAAGGGGGACAT'tちGAAGCGAGATGTACATCATCAAGQAGGGCλAGCTGGCTGTC

PAVFSPGO 'i ICKKGD 工 G R E M Y 1τ K  E G K L A V 450 

13引 ....4~L"l"bt\Llj t\" l"ljVl:i~ι~Atòl.:に辺、，t:n~I~lü:.Lüü'l'二CTCAG'f'GATGGCAG'M'曳rT'門Y'.c:rJ.:l!.r.:l!.'1Y"lI.r-rl!.'1V""市予且 ..r益守司星AGCGGAGCλAG

S K 480 

144 J 'l'CGGGGAACCGCA(;CACAGCCAACATCAGGAGCATCGGCTACTC沼GAむ'C'刃ττ'CTGCCTCτ'CCAAGGA1'GACτ可也ATGGλGACCσrCACG

S G N R R T A N 1 R S 1 G y S 0 L F C L 5 K 0 D L M E T L T 510 

1531 011.σ'.rACCCGC'.ATGC↑AAGAαα(lr"rで 'T'('.t'l hαaλAJ'>.lI.r.r.r.'J'{"r..r..rll.r..r.明間吋杷色明日 "'r!，..，，，....~ "，..作め民高~"'伸明臥""‘ 州'‘ACGGCC

T A 540 

162:1 ACOGCAGA"τ沼CCACGAACA'l'CG lI.GGAGAAGGTGGAG干ACC句、尽に克己可'('A守内r'T"'i'("'.t'!l'lrnr.;rr'TV:r ~ r:!京 r(u. r、F神崎rr門戸伺r，r句ce，ちGeT

L λ 5 7 0  

1711 GAGTACAGTGCCTCCCAロATGAì悶CTGAAACAGCC..GMC及。rc志向円'1Y".i:Ar.. Ar.何百但，~信、 r(' .!I r.n.:!I.円~r:!"""， ，，...，.戸山町仰TCACCTGAC

P D 600 

180:1 1¥GGGAGAATTCCGAGGAτ'GCτ守CAλAAGC'I'GACTGAAAA.τ沼CAGGTGGCTC宮司:>CC'l'CCTGCTTCCCAGGGCCAGCTGCCAG'I泡AGAC.ACT

REN5EDASKλ ロ ・ 611 

1891 

1981 

2071 、且 l-n.n，iAAJ¥¥:oA(:i'J.'uAAUuliιn.:CAAJ¥CCAAG'l'GTA'l'GAA'l'GCACATGCGCGATTCTAA宮'GTTCGl'AATTA'I文'TTl宮T官TA宝沼τ可:iAATG'M'
3161 

図2-8 舌上皮に発現するCNGチャンネJレ(CNGgust)をコードするcDNAの塩基目c91Jならびに

批定されるアミノ酸配列

5二RACEクローンおよびゲノムDNAクローンから明らかにされた坂基配列を示した。ゲノム

上イントロンが符T人されている位置をVで示した。
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第3節 CNGgUSlのチャ ンネル機能の解析

i 序

舌上皮に発現が機認された新規CNGチャンネルであるCNGgustのチャンネル

機能の解析を行うため、 CNGgustを培養細胞に発現させて、電気生理学的な性

質についての検討を行った。

なおこの主主における電気生理学的な解析は、千葉大学医学部高次機能制御・

発達主主J!ll分野研究室にて行ったものである。

2.材料および方法

2.1 材料

CNGgustタンパク質発現のための培養細胞はヒ ト))台児腎臓由来の細胞である

HEK293株を使用した。

アミノ末端にシステインを持ちそれにCNGgustのC末端の15アミノ酸残基に

相当する配列を続けた言1'16残基のペフ。チド (CFSPDRENSEDASKAD)の合成は

宝酒造社に委託した。

細胞培養用の刷也として用いたDMEMおよびOPTI-MEM、培地添加用のFBS、

細胞をはがす際に用いたトリプシン液、およびトランスフェクションに用いた

LipoJ'ectAM町EはLifetechnologi郎社よ り、コラーゲン (TypeIA)は新田ゼラチ

ン社より、ウ エスタン分析に用いたHRP結合抗 ウサギ!gG抗体、検出のための

ECLKilおよびHyperfilm-ECしはAmersham社より、チャンパースライドは岩城硝

子社より、 FITC結合抗ウサギIgG抗体はフナコシ社より、それぞれ購入した。

微小電極作製用の:日:入りガラス管およびマイクロプラーはナリシゲ科学社の

ものを、電極のコー トには室町化学社のダウコーニングシルポッ ト184を、 i猛

流用チャンパーはWanerInstrl.lment社のRC-26Gを、電流iJ判定用のアンプはList

Elec町onict上のEPC-7を、ぞれそfれ使用した。

2.2 試薬

. PBS 

0.2 g .!l化カリウム

0.2 g リン蔽二水素カリウム

2.9 g リン椴水素二ナトリウム・ 12水和物
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8g 温化ナトリウム

M川Q7jcを用いて溶解し、lリットルにした0

. 3XSOS-PAGEサンプル緩衝液

150mM トリス1温酸緩衝液 (pH6.8) 

30% グリセロール

0.3% BPB 

300mM OTI 

6% SOS 

終波度がIXの濃度になるようにして使用した。

.カップリング緩衝液

50mM 炭酸ナトリウム 重炭酸ナトリウム (pH9.5) 

.プロッキング緩:fiHIi夜

1M エタノールアミン

塩酸を用いてpH8.0に調製した。

.グリシン緩衝液

0.1 M グリシン

:嵐酸を用いてpH2.5に調製した。

洗浄緩衝液

20mM トリス/:!A;酸緩衝液 (pH8.0) 

1M .ti化ナトリウム

1% トリト ンX-IOO

. TBS 

20，巾4 トリスバ包酸緩衝液 (pH8.0) 

150，叫4 塩化ナトリウム

-電気生理A緩衝液

140，凶 1 :騒化ナト リウム

5n制 塩化カリ ウム

0.5111M EDTA 

0.5111M EGTA 

10l11M HEPES (pH 7.4) 

2.3 方法
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2.3.J CNGgust発現プラスミドの構築

発現プラス ミド構築のためのベクターはpSRDおよびpcDNA3.I(ー)(lnvitrogen 

社)を用いた。CNGgustのコード領主主全長を含むようなcDNAItfr片 (図2-8の-6

-+1836に相当する)をPCRにより地帽し、両ベクターのクローニングサイト

に挿入したものをCNGgust発現プラスミドとして使用した。発現プラスミドは

起迷心により精製して朋いた。

2.3.2 コラーゲンコート

細胞猪養に月lいたカバーガラスはコラーグンコートを行ってから使用した。

滅的水を用いて 10倍に希釈したコラーグン (TypelA、新自化学社)をガラスシ

ャーレ I吋1]で乾熱したカバーガラス (9mml19方)に加え、冷蔵庫で一晩欣置した。

コラーグンを吸引して~視でー|挽乾燥させた後、使用するまで冷蔵庫で保存し

た。使用直前にDM肋 fで2回洗符iしてから使用した。

またチャンパースライドも同様の処理を行ってから使用した。

2.3.3 トランスフェクション

I-ffiK293細胞はFBSを終濃度10%となるように加えたDMEMを用いて、 C02イ

ンキユベーター (C02濃度5%) 中、 37'Cで100mmシャーレを用いて培養した。

コンフルエント近くまで培養した細胞をPBSで2回洗得後、 トリプシン液を用

いて;~1lI胞をはがし、 1 200 中mで 5 分遠心することにより細胞を集めた。 上清を

除去した後DMEMに懸濁し、 35mmシャーレ(必要なときにはシャー レ内にコ

ラーゲンコートしたカバーコゲラスを敷いた)に2XIO‘個(電気生理用)もしく

は4X10'個(ウエスタン分析用)の細胞をまき、翌日に以下の操作を行った。

マイクロチュープに2μgの発現プラスミド、 0.25陪のpAdVAntage (Promega 

社)、 100μlのOPTI-MEM(Life technologies社) 、さらに必要なときには0.25時

のGFP発現用のプラスミド (pS64T-CIもしくはEGFP-NI、αontech社)を加え

た。ファルコン2051チューブに 10μlのLipofeclAMINE(Life rechnologies社)と

100ldのOPTI-MEMを加えた後、マイクロチューブの中身を金量加え、撹事f後室

I日Lで30分間静註した。細胞を生やしたシャーレをFBSを加えていないDMEMで

2回洗絡し、 800μlの0円 1-MEMを追加したフア Jレコン2051チューブの中身を全

量シャーレに加えた。さらに 611寺間後に20%FBSを含むDI¥伍MをIml加えた。翌

日以降毎日培地交換を行い、 トランスフェクションから 2日後もしくは 3日後
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に、トランジ‘エントに外来タンパク質を発現した細胞として使用した。

2.3.4 J;{:f養細胞からのタンパク質の:IlI1出

細胞を培養したシャーレをPBSで 2同洗符後、ピペッティングにより細胞を

はがし、マイクロチュープに細胞を移した。10000中mで 1分途心後上清を除去

し、得られた沈殿にSDS-PAGEサンプル緩衝液を加えて超音波破砕後、熱処理

を行いSDS-PAGEに供 した。

2.3.5 抗原液の作製

へモシアニンに梨橋試塁走であるm-maJ巴imidobe皿 oyl-N-hydroxysuccinimideester 

を反応させた後、合成したペプチドに作用させることによりペプチドをへモシ

アニンに結合させた。I01gのペプチドより作製したヘモシアニン結合物を最終

的にMilliQ7J<で5011にした。

2.3.6 抗血清の作成

体重約2kgのオスのウサギ(ニュージーランドホワイ ト)を用いて抗血清を

作成した。 1011の抗原液と 1011のコンプリ ート アジユパンド (Freund)を用い

てエマJレジョンを作製し、ウサギの雨脚の指の間に注射して初回免疫を行った。

初回免疫から 3週間以上経過した後に、 1011の抗原液と 1011のインコンプリー

トアジ、ユバンド (Freund)を用いて作製したエマルジョンを背中の皮下に注射

し迫力日免疫を行った。その後抗体価が上昇するまで、約 3週間おきに追加免疫

を行った。最終の追加l免疫より約 3週間後に頚動脈から採瓜lを行った。採血後

の血液は37"(で 1時間保混し、その後冷蔵庫でーlぬ静置した。3000中mで10分

遠心して得られた上清を0.45μmのフィ lレターを用いて被過したものを抗血清と

して使用した。t1L血清は使mするまで凍結保存した。

2.3.7 CNGgust抗体のアフィニティ精製

抗血清よりアフイニティー精製朋のカラムを用いてCNGgust抗体を精製した。

Igのエポキシ活性化セフアロース6B樹脂 (Phamlacia社)をMilliQ水でJllt'3i院lさせ、

洗絡を行った。その後20mlのカップリング緩衝液に懸濁し、 1mgの合成ペプチ

ドを加え、 45"(で一晩振とうした。カップリング緩衝液で数回洗浄した後、 20

mlのフ・ロッキンク・緩衝液に懸濁し、 45"(で一晩静置した。樹脂をカラム容器に
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移した後、 10mlのMilliQ水、 10mlのグリシン緩衝液、 10m!のMiUiQ水、 10ml

の洗符緩衝液、 10mlのMilliQ水を順次用いて洗浄した。

作製したカラムを 101111のTBSで洗浄後、液を完全に流しきった後に適当量の

IUL清を加え、数回転倒混手[1してから冷蔵庫中で一晩放置した。血清をi流した後

に、 10mlのTBS、30吋の洗i1'緩衝液、 30mlのTBS、10mlの0.15M.t:塩化ナトリ

ウムを用いて順次洗浄した。液を完全に流した後に、カラム樹脂にグリシン緩

衝液を重層した。裕社i液のpHをpH試験紙をmいて測定し、溶出液が酸性にな

ったら、あらかじめ50μlの1M トリスを加え氷冷しておいたマイクロチュープ

にImlずつ分注した。5ml採取したら、さらに10mlのグリシン緩衝液で洗浄し、

20mlのMilJiQ水で洗浄した。カラムは最終的に50制のアザイドに置換し、冷蔵

庫で保存した。

ペプチドカラムで精製した抗体画分は、原液の280nmのl汲光度を計ることに

より波皮を測定した。ウサキ'IgG I mg/mJの280nmにおける吸光度は約1.35であ

る。

2.3.8 ウエスタン分析

10%アク リJレアミドゲルを用いて培養細胞由来のタンパク質のSDS-PAGEを

行い、フィルターに$f.写した。一次抗体としてCNGgust抗体を、二次抗体とし

てHRP紡合抗ウサギ19G抗体を斤lいてウエスタン分析を行った。検出はECLKit

(Amershalllll:) を用いて行った。

2.3.9 培養縦胞の抗体染色

チャンパースライドに培養した細胞に前述した方法でトランスフェクション

を行い、 2日後に抗体染色に供した。スライド部からチャンパ一部分をはずし

てPBSで洗持した後、アセトンに 5分間浸し固定を行い、0.1%トリトンX-IOO/

PBSに5分間浸した。PBSで3回洗均した後、 2%BSA/PBSで100倍に希釈した

CNGgust抗体で 111辛問反応した。PBSで3@]洗浄した後、 2%BSA/PBSで400倍

に希釈した円TC結合抗ウザーギIgG抗体を 1時間反応させた。 PBSで3回洗浄し

た後、蛍光顕微鏡で観察した。

2.3.10 CNGgustのチャンネル活性の測定

芯入りガラス管をマイクロプラーを用いて引くことにより、先端直径がJ ~5
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仰のガラス針を作製した。針先端のガラス管が剥くなった部分の外側にダウコ

ーニングシJレポット 184を塗り、ニクロム殺で熱することにより針のコートを

行った。さらに針先端部を顕微鏡下で白金総を用いて熱し、 heatpolishすること

により電流測定加のガラス微小電極を作製した。微小電極の末端から0.2μmの

フィルターで11M.過した電気生理用緩衝液を充填し、電流測定用のプロープに取

り付けた。

コラーゲンコートしたカバーガラス上にHEK293細胞を培養し、 CNGgust発

現プラスミドおよびGFP発現プラスミドをトランスフェクションしたものを、

カバーガラスごと顕微鏡下に設置した縫流用のチャンハーに入れ電気生理府緩

衝液でゆるやかに瀧流した。微小電極を陽圧を与えながら滋流液中に浸し、電

圧をかけない状態での電流値がOAになるようにアンプの調整を行った。紫外

線照射により GFPの発:EJ.が認められた細胞の細胞膜にガラス微小電極を接した

後、電極に与えていた|場圧を解除した。微小電車Eの電気抵抗を常時モニターし、

電気抵抗が十分上昇するまで続く陰圧を与ーえた。電気抵抗が上昇したことを確

認した後、電位先端を細胞表面からi被流液中に引き上げることにより電極先端

部の微小11'英領域を切り取り、イ ンサイドアウトのパッチを作製した。

作製したパッチJJ換の)~電{立をOmVに固定しておき、膜電伎を 30ms問変化さ

せた際に流れる電流を記録した。lJ集電位の変化は 1秒に i回行い、 +90mV、

+75 mV、+60mVのよ うにー75mVまで15mV間隔で計12回変化させた。パγチ!皮

に対するこの一連の操作を、[佐流液中の環状ヌクレオチド (cGMPもしくは

cAMP)濃度を変えながら繰り返し行った。 30ms間の膜電位を与えたうち、与

えはじめてから25ms後における電流の値を数値化し、環状ヌクレオチドの濃

度依存性等のj呼析に用いた。

3 結"*

3.1 崎養細胞におけるCNGgustタンパク質の発現

主青謎*~nJ泡発現IlJ のベクタ -1こCNGgus tをコードする cDNAのコード領域全体を

挿入した発現プラスミドを構築した。この発現プラスミドをE也K293細胞にト

ランスフェクションし、2日後におけるCNGgustタンパク質の発現をCNGgust

抗体を用いたウエスタン分析により検討した。 トランスフエクションの際には、

外来タンパク質の発現量を噌加させるためのpAdVAntage (Promega社)ゃ、蛍

光タンパク質であるGFPを発現するようなプラスミド (pS64T-CIもしくは
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EGFP-Nl、CJonlech社)をCNGgust発現プラスミドとともに用いた。

ウエスタン分析の結果、 CNGgust発現プラスミドをトランスフェクションし

た釧胞から抽出したタンパク質を泳動したレーン(図2-J2、レーン 3) には、

コントロールとしてベクターのみをトランスフェクションしたもの(図2-12、

レーン 1)には見られない約66kDaのバンドカf確認できた。これより構築した

CNGgllSI発現プラスミドをHEK293細胞にトランスフェクションすることによ

りCNGgustタンパク質が発現することが確認された。またpAdVAn旬E巴とGFPを

発現するようなプラスミドをベクターとともに下ランスフェクションした細胞

山来のタンパク質にはバンドが見られず(図2-12、レーン 2)、また両プラス

ミドはCNGgustタンパク質の発現を阻害しなかった(図2-12、レーン 4)。従

って今後トランスフェクションを行う際には~~'・にpAdVAntage を用い、 トランス

フェクションされた細胞を確認する必要があるときにはGFP発現プラスミドも

mいることにした。

3.2 府養細胞に発現させたCNGgustタンパク質の細胞内の局在

発現させたCNGgustタンパク質が細胞]J莫に局在しているかどうかについて、

CNGgllst抗体を用いた抗体染色により検討した。その結果、採用したトランス

フェクションの条件では全体で約20~30%の細胞にCNGgustタンパク質が発現

している綴子が観察された。またそれぞれの細胞においては、細胞膜にも存在

している様子が確認された(図2-13)。

3.3 CNGgustのチャンネル活性

CNGgustのチャンネJレ前性について検討するため、 CNGgustを発現している

細胞の細胞)j莫からインサイドアウトのパッチを作製し、パッチj撲にl際電位を与

えたときに流れる電流を環状ヌクレオチド添加の有無の場合について測定した。

トランスフェクションにはCNGgustの発現プラスミドとともにGFP発現斥jの

プラスミドをmいた。紫外線照射した|努の蛍光を観察することにより GFPの発

現が権認された細胞の細胞膜から2.3.10に述べたようにしてインサイドアウ ト

のパッチを作製した(図2-14)。電極の電気抵抗を常時モニターすると、港流

1夜に浸した段階での低抗は数Mnの値を示すが、電極を細胞膜に接~1!させた瞬

間にその紙抗は増加する。その後電位に与えていた陽圧を解除してやや陰圧を

与えると、細胞膜がガラス電極に密若することにより抵抗は飛躍的に増加する。
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電極先端の微妙な形状や細胞JJ英との'$-着j支により得られるほ抗値はその都度変

わるが、この段階での抵抗が高いほどノイズの少ない測定結果カさ得られる。3

回もしくは 4固に 1回程度の割合で数Gn程度の抵抗にまで増加した。この状

態になった膜を細胞から切り出し、インサイドアウトのパッチl換の作製を行っ

た。

まず作製したパ 7チ膜の膜電{立をOmVに固定すると、電流は全く流れなかっ

た。その状態から図2-15Aに示したようにl際電位を変化させた際に流れる電流

を記録した。まずii'主流i1主に電気生理!用緩衝液を用いたときには、 l撲電{立を変化

させてもパッチ)j莫を流れる電流はほとんど鋭察されなかった(図2-15B)0 -

)J同ーのパッチl院に対して、 frJf流液に100).lMのcGMPをIJIIえた電気生理用緩衝

i(~ を 月1 いたときには、)民電位を変化させると電位依存的にパッチ膜を電流がi流

れる桜子が雑誌できた(図2・15C)。パッチ肢を流れる電流はJJ英電位を与えた

30 msの|問lほぼ一定であった。

1つのパッチ膜において、与えた11英電位と流れる電流との関係をi整流液中に

4準々な濃度のcGMPをJJUえたときについて記録すると図2-16のようになり 、

cGMPの波l支依有ーがJに電流の噌力[Jが見られることが判明した。 また膜電位を+90

mVからー75mVまで変化させた場合においては極端な整流性は見られなかった。

牒電位が-60mVのときに、i鑑流液中に筏々のj農度の環状ヌク レオチドを加えた

際に流れるtE流を、 lOOμMのcGMPを加えたときに観察される電流に対する相

対値で示すと図2ー17のようになった。最大電流の半分を流すような各環状ヌク

レオチドの濃度はcGMPが約3~lMなのに対してcAMPは約300 凶4であり、

CNGgllstの澱;1允ヌクレオチドに対する感受性はcGMPの方が約 2桁高いことが

判明した。 またcAMPを十分量瀧流ii~ に加えた|祭に見られる電流値はcG叩3を十

分量添加した場合の約85%で、あった(図2-17)。

4.考察

パァチクランプ法は細胞J]英において単一 (あるいは複数個)のイオンチャン

ネル分下の活動をそれを通るイオン電流として記録する方法で、 1976年に

N巴herとSakm剖mによって開発された (Neher，E. and Sakmann， B.， 1976)。具体

的には細胞膜にガラス微小電位をギガオーム (Gn、lo'n)以上の高抵抗て、密

着させ、その先端|湖口部の微小1]英領土攻を電気的に他の領域と隔絶した状態で電

位固定し、そこに含まれるイオンチャンネlレを通る電流 (pA(IO'''A)オーダ
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一)を言hnリする方法である。

この方法には極々のバリエーシヨンがあり、測定したいチTンネルの種類や

状態により採用する方法は異なってくる (H叩 lil，O. P. et al叶 1981)。 微小包極

に細胞膜を密着させた状態で電極をヲ|きょげると、細胞からパッチした践が切

り取られてインサイドアウトのパッチが形成される(図2-14)。この方法では

細胞内に相当する側が綴流液に接しているため、細胞内液条件をi謹流i夜を介し

て自由に制御しつつ、細胞活動とは独立した形でチャンネルの活性を観察でき

る。ただし細胞質函分はii'l主流液により洗浄されるため、細胞質にチャンネルの

制御因子が存在している場合にはそれが欠落してしまうことに注意が必要であ

る。

CNGチャンネルは細胞質11刊に存在するヌクレオテド結合領域に環状ヌクレオ

チドが結合することによりチャンネルが聞くが、この際に他の細胞質図子は必

要ではない。また外部から与える環状ヌクレオチドのj農度を制御するためにも、

細胞内領域がilIi.流液側に露出されていることが皇ましい。これらのことはイン

サイドアウト法の理論に合致しているといえよう 。

CNGgustとともに:情養細胞に発現させたGFPというタンパク質はクラゲから

発見されたタンパク質で、他の因子を必要とせずに紫外線の照射により単独で

緑色の蛍光を発する。生きた細胞中でのモニターが可能なことから、現在では

大腸菌、貯v母、線虫、ハエ、 nnl乳類培養細胞、純物など多種の分野で使用され

ている。今回はパッチ肢の作製の|祭の効率を上昇させるために、 トランスフエ

クションが行われた細胞のマーカーとして使用した。実際にはCNGgustの発現

を可悦化することが最も良い方法ではあるが、細胞を生きたままの状態で確認

することは困雌である。そこでCNGgust発現プラスミドに比べ少量のGFP発現

プラスミドを トラ ンスフェクションに用いることにより、 GFPが発現している

細胞にはCNGgustも発現していることが強〈期待される状況をつくった。実際

今回の条件で、電気生息の実験を行ったときには、 GFPが発現している細胞から

パッチl換を作製するとその大部分から環状ヌクレオチド依存性の電流が観察さ

れた。

これまでにクローニングがなされたCNGチャンネルにおける電気生理学的な

解析は多数行われている。発現系としては培養細胞もしくはアフリカツメガエ

ル卵母細胞の発現系を用いたものが多い。用いる培養細胞としては環状ヌクレ

オチドによって直接影響を受けるようなチャンネルを発現していないことから
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HEK293株がよく月Jいられている。それぞれのCNGチャンネルの環状ヌクレオ

チド濃度依存性を求める際には、今回CNGguslで行ったのと同じようにインサ

イドアウトのパッチを作製して測定を行っている。これまでに出されたデータ

ーとして、自の杵体に発現するCNGチャンネルはImMという高濃度のcA恥1]>を

与えても電流が流れず、 c仙伊によっては活性化されないことが知られている

(Kaupp， U. B. el al.， 1989; Barnslabl.e， C. J. and Wei， J.-Y.， 1995)。一方、1良上皮

に発現するCNGチャンネルはc品在Pによっても活性化されるが、その感受性は

cGMPに比較して約30倍低い (DhaUan，R. S. et aJ.， 1990) 0 CNGguslは粁体に発

現するCNGチャンネルの場合とは呉なり、 cGI¥在PによってもcAI¥1Pによ って も活

性化されるが、 cGI\1P~こ対する反応性の方が約 100倍高かった(図2-17 ) 。

イオンチャンネル一般の構造として、電位依存性のNぶチャンネルおよびCa"

チャンネJレは 6回膜良一通の領域が分子内で4回繰り返される24回膜貫通の構造

をと っている。一方、電位依存性のKふチャンネJレやCNGチャンネルは 6回朕貫

通型の備造をしていることから、これらは 4量体を形成することによりチャ ン

ネル分子として機能していることが推測されている。電位依存性のK'チャンネ

ルにおいてはサソ リ毒素および毒素不感受性変異体を用いた解析により、 4つ

のサプユニッ トから構成されていることが確認された (MacKinnon，R.， 1991)。

またCNGチャンネルにおいてはコンダクタンスの異なる 2稜のCNGチャンネル

を月]いた解析により 、やはり 4量体の形成が示されている (Liu，D. T. et al.， 

1996)。

多量休で機能するCNGチャンネルは、最近 αサブユニッ トと βサブユニッ ト

からなるへテロオリゴマーを形成していることが強く推定されている。 αサプ

ユニ y トは一般にCNGチャンネルタンパク質として呼ばれてきたものであり、

単独で発現させたときでも環状ヌクレオチドによって活性化されるチャンネル、

すなわちCNGチャンネJレとして機能しうる。 pサブユニット は杵体、 l奥細胞、

精巣からクローニングされ、。サプユニッ トとアミノ酸配列の相向性を有して

おり構造的に相同であるのにも関わらず、単独では環状ヌ クレオテドによって

活性化されるチャンネルを形成しない (Chen，T.-Y. et al.， 1993; Biel， M. et al.， 

1994; Bradley， J. el al.. 1994; Liman， E. R.出ldBuck，し B.，1994; Korscb巴n，H.G. el 

aL， 1995)。しかし、戸サプユニァトを αサプユニットと共発現させることに

よってチャンネJレを形成させたときには、αサプユニット単独のチャンネJレの

場合と比'絞して電気生理学的諸性質が変化することが知られている。例えば唆
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細胞のCNGチャンネルの場合にはpサプユニ ットと共発現することにより

cAMPへの感受性が上昇し、実際のI奥細胞で機能しているチャンネルと電気生

理学的な性質が非常に似てくる (Bradley，J. et al.， 1994; Liman， E. R. and Buck， L 

B.. 1994)。これらのことより、現在ではpサプユニ ットはCNGチャンネJレの

調節サプユニットとして機能していることが示唆されている。舌上皮にも何ら

かのpサプユニットが発現しているなら、 σサブユニットであるCNGgustとヘ

テロオリゴマーを形成する可能性は強く、その場合には今回CNGgust単独を発

現させた際に観察された環状ヌクレオチドに対する感受性等が変化することも

十分予想される。実際のl床細胞から電気生理学的にCNGチャンネルに相当する

電流が鋭祭されていればCNGgustの解析で得られた結果と比較することが可能

であるが、現段階ではまだ報告はされていない。味細胞で機能している分子構

造を推測するためにも、実際の味細胞におけるCNGチャンネルの電気生理学的

性質の解明が待たれるところである。

舌上皮における発現ならびにCNGチャンネルとしての機能を有していること

が確認されたCNGgustのラ yト舌上皮における局在について、抗体染色により

第4iii'iで検討を行った。
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区12-12 HEK293細胞に発現させたCNGgustのウエスタン分析

CNGgustの発現プラスミドもしくはコントロールとしてベクターのみ

をトランスフエクシヨンした細胞からタンパク質を摘出し、 CNGgust抗

体をmいたウエスタン分析を行った。また示した場合にはトランスフエ

クシヨンの|祭にpAdVAntageとGFP発3)inJのプラスミドも斤jいた。



'. 

|刻2-13 CNGguslを発現させたJ者養細胞の抗体染色

HEK293K:[I]胞にCNGgust発現プラスミドを トランスフ ェクションし、

2日後に抗体染色を行った。一次抗体にCNGgust抗体を、 二次抗体に

FπC結合抗ウサギIgG抗体を用いた。透過光および蛍光の写真は阿ー

悦~牙のものである 。
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C D 

図2-14 CNGgustの電気生理学的な測定方法

CNGgllstが発現している細胞の細胞膜に方、ラス微小電極を着け (A)、

電極に与えていた|場圧を解除した (B)。電極にやや陰圧をかけて細胞膜

を十分密着させ (C)、電極を引き上げることによりインサイドアウトの

パッチ膜を作製した (D)。その後作製したパッチ膜に膜電位を与えたと

きに流れる電流を測定した。
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関与15 CNGgustの電気生理学的性質

CNGgustが発現している剤J1JI包からインサイドアウ トのパッチl換を作製し、作製したパ

ッチIJ英に11英泡伎を与えたときに流れる電流を測定した。同ーのパッチ膜に対してAの

ように30l11sの1I英電位を与えたとき、海流液中に環状ヌクレオチドがないとき (B)、

ilif流液中に 100μMのcGMPを添加したとき (C)にそれぞれ流れる電流を示した。膜電

位をゆOmVから司75mVまで、 15rnV間隔でJ2回与えた結果を一つにまとめて示した。B

の電話LのスケールはCに比べて 4倍拡大しである。
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l主12-16 CNGguslを発現させた細胞の細胞膜より作製したパッチl撲を

流れる電流

CNGgustを発現しているHEK293細胞よりインサイドアウ トのパッ

チ朕を作製した。一つのパッチ11具に対してjJ莫電位を与えたときにパ

ッチl撲を流れる電流の値を、 i磁流液中に種々の濃度のcGMPが存在す

る場合について測定した。 !換'il1f立と流れた電流との|掲係についてグ

ラフで示した。
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区12-17 CNGguSIの環状ヌクレオチドに対する濃度依存性

CNGgustを発現している細胞の細胞膜よりインサイドアウトのパッチ

膜を作製し、l民電位を-60mVにしたときにパッチ膜を流れる電流を測定

した。i荏流液中に種々 の波}1(のcGMPまたはcAMPを添加した際に流れる

電流を、 100~1MのcGMPを添加した際に観察される電流に対する相対値

で示した。数値は複数個のパッチl段より符られた値の平均値を示した。



第4節舌上皮有郭字LR買におけるCNGguslの局在

1.序

舌上j支での発現が確認されたCNGgustタンパク質の局在について検討するた

め、ラットギI郭乳頭から切片を作製しCNGgust抗体を用いた抗体染色を行った。

またl床務特ー異的な発現J隊式を示すかどうかについて、舌/1因神経を切断したラッ

トをmいた解析も行った。

2.材料および方法

2.1 材料

包思府樹脂のocrコンパウンドは凶 郎社より、正常ヤギ血清およびFlTC結合

抗ウサギfgG抗体はフナコシ社より、それぞれ購入した。

2.2 試薬

・組織図定液

10% ホルムア Jレデヒド液

PBSを用いて希釈した。

2.3 方法

2.3.1 ラッ ト舌有事11乳頭の切片の作製

ラッ トを麻酔後速やかに舌を切除してocrコンパウンドに包埋した後、液体

窒素を用いて凍結固化させた。固化させた樹脂から有郭乳頭を合u部分をクラ

イオスタツ トを用いて約5μmの厚さに切り、スライドグラス上にのせた。顕微

鏡で観察して乳頭部であることが位認できた切片を以下の染色の操作に用いた。

2.3.2 抗体染色

有郭乳頭を含む切片を組織悶定液で10分間処理した後、 PBSで希釈した正常

ヤギ血清を用いてプロッキングを行った。次いでPBSで100倍に希釈した

CNGgustI1国Eでー1]免反応し、 PBSで洗絡を行った。その後PBSで400倍に希釈し

たFITC結合抗ウサギ:'IgG抗体を反応させた。PBSで洗浄後、蛍光顕微鏡を用い

て観察を行った。
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2.3.3 ラット舌11国神経の切断

ラット舌H因神経の切断は 1初日大学歯学部二ノ富裕三教綬に行っていただいた。

生後約5週間のラ ットに手術を施すことにより舌咽神経を切断し (Ninomiya.Y 

ela l .. 1 994) 、約 6 週間通常飼育を行った後に有事~乳頭の切片の作裂を行った。

切片は上記したのと同様にCNGguSl抗体を用いた抗体染色に供した。

3.結よ!!:

3.1 舌上皮有事[1'iLWIiにおけるCNGgustの局在

舌上皮に発:FJlが確認されたCNGgustの局在について検討するため、 CNGgust

抗体をmいた抗体染色を行った。切片はl味替が多く含まれる有郭乳頭から作製

した。

その結果、有郭乳頭切片に存在するほぽ全てのl床替においてシグナjレが観察

され、それ以外の上皮部分には有意なシグナルは認められなかった(図2-J8B)。

これと|司じ様子が多数の切片で確認、されたことから、 CNGgustは有事m~にお

いては味奮に発現していることが確かめられた。それぞれの味奮における染色

はl床孔部分に強〈認められ(図2-18C)、1*細胞の先端部にCNGgustが局在して

いることが強〈示唆された。

3.2 舌11削111経を切断したラ ットにおける抗体染色

舌11酎111経を切断することにより有郭乳頭のl床菅は退化し、味細胞が消失する

ことが匁|られている (Guth，L.， 1957)。今回は舌咽神経切断の 6週後に有享11乳

~の切片を作製したが、顕微鏡観察によ っては味奮は認められなかった。 この

切片を用いてCNGgust抗体を用いた抗体染色を同様に行ったところ、 l床奮が存

1:Eしていた部分に相当する乳頭株部分の上皮における有意な染色は観察されな

かった(図2- 1 8D) 。このことより有事11 'fL~におけるCNGgustの発現は味警に特

異的、すなわちl味苛を構成するl床細胞に特異的であることが示唆された。

4.考察

舌上皮に発現が位認されたCNGgustの局夜について検討するため、 CNGgust

抗体を用いた抗体染色を行った。材料としては1味奮が多数集まっている有事[1乳

頭を選択し、乳頭i詳の上皮における局在を検討した。

抗体染色の結巣、 CNGguslは有郭乳頭のほぼ全てのl床蓄に発現が認められた。
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またl床奮の中でも味孔付近に局在している綾子が確認、された。味細胞は味孔部

にて外界と接しており、この部分には多数の微減毛が存在する。 l床細胞はl味孔

部分でl床物質の受容を行っていると推定されている。 CNGgustがI床孔に局在し

ているということは、この分子が何らかのI床物質の受容における情報伝達経路

に関わる分子であることを強〈推察するものであろう。

ラットにおいては、舌11因神経の切断後約 1週間で有郭乳頭に存在する味奮は

完全に消失することが知られている (Guth，L.， 1957)。また再び舌H図千111経を連

絡しない限り、 l床驚が再生することはない。舌上皮に発現するGタンパク質で

あるガストデユーシンにおける解析でも、舌咽やjJ経切断により l床奮を退化させ

たときにその有事~乳頭における発現が観察されなかったことより 、 l床細胞に特

異的であることを磯認している (McLaughlin，S. K. et al.， 1992)。ガス トデユー

シンと同様に、今IIiI解析を行ったCNGgustにおいてもl床奮を退化させたときに

その発現が認められなくなったことより(図2-18D)、CNGgustの有郭乳頭にお

ける発現がl床細胞特異的であることが強く示唆された。l床細胞特異的な発現様

式を示すことがl味覚情報伝達にかかわる分子であることの証明にはならないが、

現時点ではCNGgu引が味覚の情報伝達に関与する分子であることを十分に期待

することができると言えよう。



図2-18 ラット有郭乳頭におけるCNGgllSlの局在

ラット有事11幸L~より切片を作製し、 CNGgllSl抗体をJfJいて抗体染色を行った。有郭

fL頭上皮においては味音に局在している様子が観察できる (A、B)。逢う切片の味菅

部分を拡大すると特に味孔部分に局在が認められる (C)。舌咽神経を切断すること

により味穫を退化させたラットにおいては有事II:fL頭におけるCNGgUSlの発演が認め ら

れなかった (0)。



第5節 まとめ

第2節から第4節にかけて舌上皮に発現しているCNGチャンネルとして

CNGgustを '~1 らかにした。 これは舌上皮におけるCNGチャネルの存在に関する

初めての報告である。CNGgustのクローニングは先に第 2節で述べたように非

常に困難を伴った。舌上皮では味の受容を行っているとされる味細胞の割合が

低〈、 l床細胞に特異的な発現J様式を示すCNGgustの発現量が舌上皮全体からす

ると非常に少ないこともその原因の一つであったであろう。他の感覚受容を行

う組織と同じように、 l床細胞においてもかなり古くより何らかのCNGチャンネ

ルが存有:していることが推察されていた。事実、複数のグループにおいて、 I床

細胞を月?いた電気生理学的手法により CNGチャンネJレに相当するコンダクタン

スの獲得のための努力がなされていた。今回それに先駆けて分子生物学的手法

により舌上皮におけるCNGチャンネルの存在を明らかにしたことから、今後は

CNGチャンネルのl床細胞で来たしている機能を推測するための解析へと研究が

向かうことが期待される。

3)I在までに得られている情報から考えると、以下に述べる多数の理由によっ

てCNGgustが味覚の細胞内情報伝達に関与している分子であることが強く 1ft定

される。味覚の情報伝達経路を担うであろう複数の分子の味細胞における存在、

環状ヌクレオチドを細胞内二次メッセンジャーとする味覚情報伝達経路の示唆、

CNGgustのl米細胞に特異的な局在様式、味覚以外の感覚受容を行う組織での

CNGチャンネJレの役割などがそれらの理由である。

呈l床物質はその麓~により様々な経路を経て受容、認識される (Lindemann，

s.， J 996; Kinnamon， S. C. and MargoJskee， R. F.， 1996)。ある種のl味物質におい

てはGタンパク質に共役する 7回jj良質通型レセプターが受容を行うことが示唆

されている。実際、舌上皮l床細胞にはレセプターならびにその下流に位置する

細胞内情報伝達に関わる分子の存在が雌認されている。これまでに味細胞に発

現が設、められた分子として、 l奥上j支に発現するl臭覚レセプターと相向性を有す

る多数のGタンパク質共役型の 7図脱貫通レセプター (Abe，K. et al.， 1993a; Abe， 

K. et aJ.， 1993b; Matsuoka， r. et al.. 1993; TaJ， M. et aJ.， 1995; Thomas， M. B. et al.， 

1996)、Gタンパク質であるガス トテ。ューシンやトランスデユーシン

(McLaughlin， S. K. et aL， 1992; Ruiz-Avila， L. et aJ.， 1995)、環状ヌクレオチドの

1111/.K分jIjlf.を行う酵素であるホスホジエステラーゼ (McLaughkin，S. K. et al.， 
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1994; Ruiz-Avjla， L. etal.， 1995)、cAMPやcGMPの合成を行うアデニル酸シクラ

ーゼやグアニル酸シクラーゼ (Kurihara，K 加 dKoyama， N.， 1972; Asanuma， N. 

and Nomura， H.， 1 995 ) 、レセプターの脱!~作を行うロドプシンキナーゼ

(Prernont， R. T. el a1.， 1994)などが挙げられる。これらの分子はl床細胞に共存

していることから、 l司ーの細胞内情報伝i討委路に関わることも期待される。

環状ヌクレオテドを細胞内二次メッセンジャーとする情報伝達経路の存在は

以下のような知見から示唆されている。前述したように環状ヌクレオチド濃度

のi!J1J1却に直接的に関与するホスホジエステラーゼ、アデニル酸シクラーゼ、グ

アニル酸シクラーゼといった分子がl味細胞には存在している。またl床細胞に発

現するGタンパク質であるガストデューシン、 トランスデューシンは環状ヌク

レオチド濃度を下げるような経路で働く Giのファミリーに属していることから、

その下流には環状ヌクレオチド濃度の減少が起きることが予想される。さらに

生化学的な笑験により、ラット味細胞においては砂糖の刺激により 細胞内

凶 川 3のil%.度の増大が観察されている (Stri巴rn，B.J. etal.， 1991) 0 1床細胞から

Jj出へとl床の情報が伝達されるためには、味ネrIl経を介したシグナル伝達が必要で

あり、それにはl球細胞中で最終的に何らかの電位変化が起こることが必要であ

ると考えられる。その過程にチャンネル分子が関与することが推定され、 CNG

チャンネ Jレも候補分子のーって、あると忠われる。

またCNGgustは1*替に特異的な発現様式を示し、その他の上皮細胞における

存在は確認されなかった(図2-18)。しかも有郭乳頭においては切片に含まれ

るほぽ全ての!床穏において存在していた。 しかし味奮中の全ての細胞が染色さ

れたわけではない。CNGgustの発現している細胞に存在する他の情報伝達因子

が明らかにされれば、その経路も引f~mljできるであろう 。 特にGタンパク質はレ

セプターの下流の情報伝達経i泌を決定1ることより、ある種のGタンパク質と

共存していることが観察されれば、CNGgustの機能の推測が可能となるであろ

っ。

視覚 ・l央党の情報伝達においてはCNGチャンネ Jレが視細胞および!球細胞の細

胞内情報伝達に重要な役割を果たしていることはこれまで何度も繰り返し述べ

てきた。悦覚の情報伝遥経路では、レセプター、 Gタンパク質、ホスホジエス

テラーゼ、CNGチャンネルに至る経路が証明されている (Yau，K目 W.and 

Baylor， D. A.， 1989)。 しかし伝達の経路がはっきりと証明されているのは視覚

のみであり、 l臭覚においも非常に強く示唆されてはいるものの、完全な経路の
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証明はなされていなし、。その理山として各l奥覚レセプターに対するリガンドの

決定がなされていないことが挙げられる。視細胞に発現するロドプシンはレチ

ナーlレを結合しておりあが照射されるとレチナーJレの異性化が起こる。それが

シグナルとなり下流へと情報が伝わる。受容するものが光であることが分かっ

ていたことから、視細胞においては情報伝達経路の検証が可能であった。 一般

にレセプターが受容する物質 (リガンド)が明らかでないと、レセプター下流

に存在する経路の同定は非常に困難である。匂物質を受容するl臭覚レセプター

はIIIH乳類においては 1000種類以上も存在しているとされるが(Buck，L. and Axel， 

R.， 1991; Buck， L. B.， 1996)、それらが受け取るであろう匂いの種類は無数と

いってもいいほど存住する。候補となるリガンドの数があまりにも多いため、

リガンドとレセプターとの対応関係はほとんど明らかにされていない。

11佐一1県覚レセプターにおいて リガンドとの対応古河すけられているものとして

線虫由来のレセプターがある。線虫においては302個の神経細胞問で形成され

る全てのシナプス結合が電子顕微鏡の レベルで解析されている。 神経細胞のう

ち、 32個が匂いやl床を認識する化学受容を行う神経細胞であると考えられてい

る。匂いやl床の受容を行う候補分子として、化学受容を行う神経細胞で発現し

ている多数の 7回JJ莫貫通型のレセプターファミ リーが同定されている (Troem巴1，

E. R. el al.， 1995)。それらのうちの一種類であるOdト10というレセプターが

2，3-プタンジオン(ジアセチル)を受容することが明らかにされている

(Sengupla， P. el aJ.. 1996)。 しかしこの知見はジアセチルに不感受性の変異体

および遺伝学的手法を用いての解析により見いだされたものであり、生化学的

手法からのアプローチではない。線虫では遺伝学的解析が可能なこと、および

各市)1経細胞の機能が明らかにされているからこそリガンドの同定ができたので

あろう 。段近の報告で、魚類のゼブラフイシユの喚覚レセプターの一つをIIfIi乳

瀕積雪を細胞で発現させたところ、このレセプターが魚、の餌の抽出物に反応する

ことが見いだされた (WeUerdieck，C. et al.， 1997)。まだこのレセプターのリガ

ンドは同定にまで至っていないが、今後このような解析が多数行われれば、近

い将来複数のI奥覚レセプターにおいてリガンドの決定が行われると予想される。

受容するリガンドが分かりさえすればレセプターのアァセイを行うことが可能

となり、 l奥覚受容においてもいくつかの情報伝達経路の決定がなされるであろ

つ。

味覚受容を行う舌上皮にもl央党レセプターと柑同性を持つ多数の 7回膜貫通
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型のレセプターが存在するが、これらに関しても現在においてはリガンドを決

定するには至っていない。味を呈する物質も匂い物質と同じように無数の種類

のものが存在し、 I災党の場合と同じようにその同定は困維であろう 。リガンド

からレセプター、 Gタンパク質という経路までが硲定されないことには、その

さらに下流に位置するであろう CNGチャンネルの陶与は検討することができな

い。l味覚レセプターのリガンド決定が!望まれるところである。

!央党のほとんと、の情報伝達経路にCNGチャンネjレが関与することを強く示唆

するデーターが儀jfl:提出された。喋細胞に存在するCNGチャンネルを発現しな

いようなノックアウトマウスを作製したところ、このマウスはほとんどの喫物

質に対する反応性を消失した (Burn民L.J. et剖， 1996)。古くより行われてい

るl史上皮に作用させた際の生化学的な解析から、匂い物質は喚細胞内のcAMP

濃度を上昇させるようなもの (Pace，U. et al.， 1985; SkJar， P. B. et al.， 1986; Breer， 

H.， 1 990) と、 I~細胞内のlP3の濃度を上昇させるようなもの (Huque， T. and 

sruch， R. C.， 1986; Boekho仔， 1. et al.， 1990; Breer， H 飢 dBoekhoff， r.， 1991)とに

分類されている。 cAMP波度が上昇することはその下流にCNGチャンネルの活

性化古ち包こることが推定されるため、 l曳細胞CNGチャンネルのノックアウトマ

ウスにおいてはcA肘伊織皮を上昇させるような匂いに対する反応のみが;Jlpさえ

られると予怨されたが、笑|祭にはIP3i農j支を上昇させるような匂い物質に対する

反応をも阻害した。この事実はcAMPとIP3がそれぞれのl呉物質に対する二次メ

ッセンジャーとして機能することにより、異なる経路によって伝達されている

のではないかという予想を複すものであった。

味覚とは直接関連はないが、 ~~C)庄の前下部に存在しており多くの動物でよく

発達している鋤鼻器と呼ばれる滞官に存在する粘膜構造は、 l奥上皮粘膜の構造

に類似している。しかしこの組織では匂物質ではなくフェロモンを認識してい

るとされる。事実、鋤鼻器で‘は1央」二!支において発現しているI臭覚レセプターは

発現していない。最近この組織からフェロモン受容を行うことが期待される 7

回脱貫通型レセプターのクローニングがなされた (Dulac，C. and Axel， R.， 1995; 

Herrada， G. and Dulac， C.， 1997; Matsunami， H. and Buck， L. B.， 1997) 。鋤鼻務の

細胞においてはGタンパク質としては主にGoとGi2の2種類しか発現しておらず、

しかも これらは発現する部位が明織に異なり、細胞はどちらか一方のGタンパ

ク質 しか発現していない (Haipern，M. et al.， 1995)。レセプタ ーとGタンパク

質との局従に注目すると、 lつのレセプターはGoを発現している細胞に特異的
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に発現しているか、 Gi2を発現している細胞に特異的に発現しているかのどち

らかであった。つまりレセプターとGタンパク質の組み合わせが明確なことか

ら、レセプター下流の伝達経路が推定しやすいといえよう 。しかもリガンドの

候補物質も基本的にフェロモンのみに絞られるため、その種類はI実物質やl床物

質に比べて ~Iア誌に少ない。 さらに鋤鼻器にはCNGチャンネルも発現している。

この器官では1奥細胞に発現するCNGチャンネlレのpサプユニットのみが発現し、

αサプユニットは発現していない (Berghard，A. et札 ，1996) 0 sサブユニット

は環状ヌクレオチドにより活性化されるチャンネルは形成しないことが知られ

ていたが、最近、 NO供与基によって活性化されるチャンネルを形成しうるこ

とが発見された (Broillel，M.-C. and Firestein， S.， 1997)。これらの知見を考え

合わせると、フェロモン受容を行う鋤JAt訴という特殊な告書官ではあるが、レセ

プターとリガンドの同定、その下流の伝達経路、 CNGチャンネルの役割!などに

ついて、関わる分子の種類が少ないという利点を生か した解析が今後進むこと

が期待される。この昔話官で得られる知見には、 l味覚受容においても共通に行わ

れている事柄が多数存在することが期待される。

多種多織の味物質の認識を行っている舌」ニ皮において、今まで存在が知られ

ていなかったCNGgustが味覚の情報伝達経路の一端に関わっているとすれば、

この分子に注目した解析を行うことにより、味覚情報伝達の解明への道が少し

でも聞けるかもしれないし、 開けることを強〈期待する。
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第 3章

ヒト胃に発現する水チャンネル



第l節 !事論

1 . 細胞j慌の水透過

細胞l換を過しての水の移動は、消化、吸収、 l呼吸、循環、体温調節といった

多くの重要な生製作用に関与している。細胞における水の出入りは細胞膜の脂

質二重!炭層の間隙を通して浸透圧差に応じて行われている。一般に動物細胞の

細胞膜はある程度の水を透過し、周辺環境との浸透圧バランスを保っている

(Haines， T. H.. 1994)。 しかし腎臓や肺といった大量の水を出入りさせる組織

や務官もあり、そこで観察される細胞の水透過性の大きさは脂質二重j換を通過

する水の査だけからはとうてい説明できない (vanOs， C. H. etal.， 1994)。こ

のことから、実体は明らかとされてはいなかったが、水を選択的に透過するよ

うな細胞膜上の穴のようなもの、おそらくは水選択的なチャンネルの存在が古

くより示唆されてきた。

2. 7.Kを選択的に透過する水チャンネルの発見

水を選択的に透過する水チャンネルの同定は変わったところから行われた。

赤泊iJ;~の JJ英から主要股タンパク質を検索している過程で見つけられた約28 kDa 

のタンパク質が、最初に発見された水チャンネJレであった。

1988年にこのタンパク質がヒ ト赤血球のJJ失より精製され、精製タンパク質に

対する抗体を別いた実験により、 ( 1 )このタンパク質が赤血球JJ莫に非常に多

量に存在すること、 (2 )糖鎖が付加されることにより高分子量になったもの

も存在すること、 (3 )他の組織における分布を調べたところ、腎臓を構成す

る細胞の細胞膜にも多品♂に存在すること、といった事実が明 らかにされた

(Dcl1ker， B. M. etal. 1988)。さらにこのタンパク質が一般的なチャンネルタン

パク質のように多量休を形成しうることも判明した (Smith，B. L. et aJ.. 1991)。

精製タンパク質のN末端アミノ駿配列 (Smith，B. L. etal.， 1991)をもとにcDNA

のクロ」ニングが行われ、アミノ駿配列の疎水位プロッ トから推定される全体

的な構造が6回践をJ'r逸するチャンネJレ様タンパク質であったことから、新た

にこのタンパク質はC町P28(ch印 刷 イomlmg!l1teg凶 p_roteinof 28 kDa)と命名さ

れた (PreSlon，G. M. et ai.， 1991)。この段階においてもCHIP28タンパク質の機
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能については未知lのままであったが、赤.llJl球および腎臓という水透過性の高い

細胞ヤ組織の細胞膜に局在してチャンネル様の構造をとることから、水を透過

させるチャンネルであることも般定される機能のひとつではあった。

このcDNAにコードされるタンパク質をアフリカツメガエル卵母細胞に発現

させたところ、卵母細胞の外液を希釈液にしたときに著しい体積増加が見られ、

浸透圧に依存した水透過性が鳩加したことが判明した (Preston，G. M.巴tal， 

1992)。また同時に、赤血球膜の水透過を可逆的に阻害する水銀によって

CHIP28タンパク質を発現させた卵母細胞の水透過が阻害されること、および

CI-ITP28が水以外のイオンの透過性を上昇させないことも確かめられた。以上の

結果より、このタンパク質が卵母細胞に内在する未知の水チャンネル分子を活

性化させるような調節因子ではないかという危倶はあったものの、実際に細胞

膜で機能している水チャンネルそのものであることが強〈 推定された。

その後CHJP28の精製タンパク質とリポソームを用いた再構成実験によっても

このタンパク質が水透過活性を有すること (Zeidel，M. L. et al， [992; van Ho巴k，A. 

N. et al， 1992) 、およびアフリカツメガエル卵母細胞だけでなく CHO細胞に発

現させたときにも細胞の水透過性の上昇が侃認された (Ma，T. et al， J993b)こ

とから、 CHIP28がjj(チャンネルタンパク質そのものであることが明らかにされ

た。

3. CHIP28の水チャンネルとしての諸性質

水チャンネJレとして初めて同定されたこのCHIP28はヒ ト以外の生物種からも

相当する分子のクローニングがなされ、 CHIP28に相同なタンパク質を生物が共

通に有していることが示唆された (Deen，P. M. T. et al.， [992; Patil， R. V. et al.， 

1994; Abrami， L. et al.， 1994)。さらにCHTP28を材料として、 ( 1)アミノ酸配

列中にエピ トープを掃入した変異体を用いた解析により 、疎水性プロッ トから

推定される通り、 N末端とC末端が細胞質側に存在する 6回JJ英賞通の構造をし

ていること (Preston.G. M. et al.， 1994)、 (2) CHIP28の水透過を阻筈する水

銀は還元斉IJ添加により|侵害効果を失うことから (Preston，G. M. etal， 1992) 阻

害作用は細胞外に位置するシステイン残基によりもたらされると推測されたが、

部位指定変具体を用いた解析により 189残基自のシステインがその原因である

こと (Preston，G. M. elal.， 1993) 、といった性質が検証された。
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C叩 P28タンパク質が持つ機能の霊安性は以下の実験からも示唆される。腎臓

から折1111¥したm貯'Aをアフリカツメガエル卵母細胞に注入すると卵母細胞の水

透過性は上昇する (Zhang，R. et al.， 1990)が、 mRNAを注入する際にCHIP28の

アンチセンスのオリゴヌクレオチドも同時に注入するとその上昇の大部分が押

さえられることが判明した (Echevarria，M. eLal.， 1993)。これより腎臓に存在

する細胞の高い水透過性にCHIP28タンパク質が主要な役割jを来たしていること

が強く般察された。

4:体仁1"のCHIP28タンパク質の組織づ〉布については様々なグループが抗体を用

いた組織染色やm Sltuハイプリダイゼーションによる報告を行っている (Sabolic，

1. cl <11.， 1992; Bondy， C. et al.， 1993; Hasegawa， H. et aJ.， 1993; Nielsen， S 巴tal.， 

1993a; Nielsen， S. et al， 1993b; Zhang， R. et al.， 1993; Folkesson， H. G. et al.， 1994; 

Hasegawa， H. eL al.， 1994a) 0 C田P28タンパク質は腎臓だけでなく 、目、 l陣臓、

IliIiといった水の透過性の高い組織に幅広く分布しており、細胞機能の基本的役

割lをよRたしていると推定されている。

また多量休のj形成や立体構造に関する解析も精力的に行われている。精製さ

れたCHIP28タンパク質とリポソームを用いた再構成Il英の 2次元結晶解析の実験

により、 CHIP28タンパク質が4量体を形成することが判明した (Jap，B. K. and 

Li，H.， 1995)。さらに最近の研究として 3次元結晶解析により αヘリックス構

造がl燥を 6回111盈していること古河峰認された (Walz.T. et <11.， 1997; Cheng， A. et 

川、1997)。

4. 他の1.Kチャンネlレ ー アクアポリン (AQP)ファミ リー

このようにしてC田P28タンパク質の水チャンネルとしての諸性質が徐々に明

らかにされてきたが、組織分布の詳細な解析などに より水チャ ンネJレを形成す

るタンパク質が 1種類ではないことが予想されてはいた。事実この数年間の問

に、PCRならび可こcDNAクローニングの手法により CHIP28と高い相向性を持つ

水チャンネルタンパク質が次々と明らかにされた。これらのタンパク質は「水

の穴Jという意味からアクアポリン (aquaporin、AQPと略される)と命名され

たファミリーに分知きれるに至った (Agre，P. etal.， 1993)。

最初にクローニングされ、これまでCHIP28と呼んでいたものはaquaporin1 

(AQPI)と呼ばれるようになった。その後はクロ ーニングがなされた順序に
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従って番号付けがなされ、現在までに|浦乳類においてはAQPIからAQP5の5種

類の水チャンネルがWJらかとなっている (Agre，P. et al.， 1995)。これらはいず

れも 6回の推定JI集貫通領域と、水の選択的な透過に必要とされている 2つの

NPA (Asn-Pro-Ala)モチーフを共通に保存しており、立体構造的にも相同であ

ることが推測されている。

他のアクアポリンについてその特徴を簡単にまとめると、 AQP2(Fushimi， K. 

el al.， 1993) はAQPlが発現していない腎臓の集合管に特異的に発現している。

AQP3は主に腎!路、大勝、小)J島に発現している (Ishibashi，K. et剖，1994)。この

チャンネルは他のアクアポリンが水のみを透過するのに対し、尿素やグリセロ

ールといった水以外の低分子物質も透過させる機能を有する (Ishibashi，K. et al， 

1994)。またラット脳からは水銀に感受性を持たない水チャンネルである

AQP4が見つけられた (Jung，J. S. et al.， 1994) 0 AQP5は唾液)J泉に発現しており、

i盛液の分泌に関与しているとされている (Raina，S. et al.， 1995)。

水を透過するという共通の性質を持つ各アクアポリンタンパク質の機能相関

についてはそれほどIJJらかとされていないが、尿の生成および、排泌を行ってい

る腎臓においては複数のアクアポリンの組織分布と機能との関連について詳し

く制べられている。腎臓に存在するAQPI、AQP2、 AQP3、AQP4はそれぞれ特

典的な局在を示しており、しかもその役割も異なっていることが推測されてい

る。AQPIは近位尿細管およびへンレ下行l肉lの尿細管の管腔朕と基底膜の両方

に発興している (Sabolic.l.et al.， 1992; Nielsen， S. et al.. 1993a) 0 AQP2は集合

管の管j腹膜および*1lI胞内小胞にあり 、抗利尿ホルモン(パソプレッシン)に よ

る制御を受けている (Ni巴Is巴n.S.巴(al.，1 993c; Fushimi. K. etal.， 1994; DiGiovanni， 

S. R 巴.(aL， 1.994; Nielsen， S. et al.， 1995)。パソプレッシンはAQP2を細胞内小j抱

から管!制限上に移動させることにより集合管の水透過性を充進させる。腎原』凶

尿泊i症という尿の濃縮が不能になる遺伝病がAQ回の変異によって生ずること

も主11られている (Deen.P. M. T. et aJ.， 1994) 0 AQP3およびAQP4は集合管の基

底艇に特異的に発現している (Ishibashi，K. el aJ， 1994; TeITis. J. et al.， J995)。

このような一つの組織内での局者iこの相違は、水を透過するという同ーの性質を

持つアクアポリンタンパク質がそれぞれ特異的な機能を呆たしていることを示

唆するものであろう 。

5. 消化管におけるアクアポリンの存在
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摂取した食物の消化、 I吸収を専業とする胃や腸においても水の透過は盛んに

行われている。例えばヒト宵においては 1口に平均 2リットルもの胃液が分泌

されている。そこに何らかの水チャンネルが関与している可能性は大きいこと

が考えられる。それにもかかわらず消化管に注目したアクアポリンの解析につ

いてはこの研究を開始した段階ではほとんどなされていなかった。

AQPlは広い組織分布を示していることが知られているが、胃における発現

は依認されていない。これまでクローニングされた水チャンネルの中では

AQP3のみがノーザン分析によってラット留において発現していることが確認

されている(Ishibashi.K. et al， 1994)。 しかしこのタンパク質の習における局

在や機能については調べられておらず、さらに仙のアクアポリンの存在の可能

性についても知|られていない。

6. 本研究の目的

以」このような背景をもとに、 フド;主主においては消化管の中で食品の初期消化を

:t.!:!っている胃に注目し、そこに発現している水チャンネルの検索を行うことに

した。間を選択した理由としては、消化に関係する酸やペプシノーグンの分泌

機怖について詳しく調べられていること、および消化に関与している細胞の役

割分担がはっきりしていることなどが挙げられる。さらに食品を摂取した後、

最も早〈食品が到達して消化が行われる臓器であることから、摂食行動と消化

との関係についての検討がしやすいと考えられたためである。

まず第 21liiにてヒト胃において発現する水チャンネJレのRT-PCRによる検索

ならびにそのcDNAクローニングを行った。この水チャンネルの水透過性の前回

性についてアフリカツメガエJレ卵母細胞の発現系をiflいた解析を第 3節で行っ

た。ヒト胃における機能の推定を行うため、 抗体染色によりその局在を第4節

にて検討した。さらに習における水チャンネルの発現が広く保存された形質で

あることを確認するため、ラッ トを材料として解析を行った結果を第 5節にま

とめた。

なお、この章におけるヒト胃からのcDNAクローニング、水透過活性、抗体

染色についての結果は、 FEBSLeUers、381巻 208~2 1 2頁に rA water channel 

cJosely relaled to ral br出 naquaporin 4 is expressed in acid-and pepsinogen-secretory 
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ceUs of hwnan stomachJ という題にて公表を行った。
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第2節 ヒト胃に発現する水チャンネルのクローニング

1 .序

ヒ卜習に発現する水チャンネJレを検索するため、 RT-PCRの手法を用いて実

験を開始し、その後cDNAクローンの単離を行った。以下に詳細を述べる。

2.材料および方法

2.1 材料

ヒト関由来のm町サAおよびヒトゲノムDNAはClontech社よ り購入した。 cDNA

合成キット (FirSI-StrandcDNA Symhesis KitおよびTimeSavercDNA Synrhesis Kit) 

はPhamlacia社のものを、ヒト組織のノーザン分析用のフィルターはClontech社

のHumanMultiple Tissue Northem Blotを使用した。

2.2 試薬

・10XMOPS緩衝液

0.4 M MOPS 

0.1 M i酢目立ナ トリウム

10mM EDTA 

*酸化ナ トリウム溶液を用いてpH7.0に調整した。

.ノーザン分析泳動)J'J緩衝液

1 XMOPS緩衝液

18% ホルムアJレデヒド液

M出iQ水を用L、て作製した。

・ノーザン分析二TfJハイプリダイゼーション緩衝液

5XSSPE 

10 X Denhardt's solution 

50% ホJレムアミド

2% SDS 

1/100泣のサケ精子DNA(10 mg/ml)および適当量(約100万cpm/ml)のプロ

ープを熱変性させてから加えて使万jした。

2.3 方法
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2.3.1 プライマーのデザイン

日U[Jのアクアポリンタンパク質に高〈保存されている領域をもとにして、セ

ンス 2種類 (WIとW2)、アンチセンス 2種類 (WAとWB)の計4種類のプラ

イマー(各20mer)を合成した。

WI 5'-CA(TC)lT(AC)AA(TC)CCIGCrGTIAC-3' 

W25'-AGIGGIG(GC)ICACI(TC)CAA(TC)CC-3' 

WA 5'-GCIA(GA)(GA)I(A T)IC(GT)rGC(A T)GG(GA)TI-3' 

WB5'一CCIA(TC)CCA(GA)(AT)AIAσC)CCA(GA)TG-3'

それぞれH(札)NPAVT、SG(AG)H(SIA)NP，NP ARS(FL)(GA)、HW(IV)(FY)-

wσV)Gというアミノ酸配列に相当する。

2.3.2 RT-PCR 

ヒト智由来のm附すA (Clon旬ch社)1時より 、オ リゴdTプライマーおよび

First-Strand cDNA Synthesis Kit (Pharmacia~土)を用いて一本鎖cDNAを作製した。

作製したセンスプライマー2{豆、アンチセンスプライマー 2筏を用いた全ての

組み合わせ(言十4種類)でPCRを行った。PCRは96"C1分、 50"C1分、 72"C3

分の条利二で30サイク Jレ行った。アガロースゲルで電気泳動を行い、約400bpの

バンドを切り 出した。切り出したPCR産物をプラスミドベクターにサブクロー

ニングし、 E託基配列の~ji(，析を行った。

2.3.3 cDNAライブラリーの構築および‘cDNAクローニング

ヒト間出来のmRNA2時よりランダムプライマーを用いて二本鎖cDNAを合成

し、NOlI-EcoRJアダプターを付加した。λgtlOファージベクターのEcoR1のサイ

トに押入してパッケージングを行い、ヒト留のcDNAライブラリーを作製した。

約100万プラークよりなるライブラリーのスクリーニングを上記のRT-PCR断片

をプロープとして別いて行った。ハイプリダイゼーションは60"Cで行い、洗浄

は60"Cで、最終的に 1X SSC/O. 1 % SDSで行った。陽性クローンはNotlでインサ

ートを切断後プラスミドベクターにサプクローニングし、塩基配列の解析を行

った。

2.3.4 5'-RACE 

RT-PCRによ って待られた断片中に存夜する塩基配列をもとに14merのオリゴ

67 



ヌクレオチド (WC、5'-T1TCCCA TGATAAC・3') を作製し、これを用いてヒ ト

留のmRNAから一本鎖cDNAを合成した。合成したcDNAの3・末端にTdTを用いて

ポリdAの配列を付加した。オリゴdTプライマーとRT-PCR断片中の寝基配列か

ら作製したプライマー (WD、5にGCAGGTCCAAAGGATCGG-3') を用いてPCR

を行うことによりcDNAの5'J二流を含む断片を増幅し、得られた断片の配列を解

析した。

2.3.5 ゲノムサザン分析

iレーンあたり 20時のヒトゲノムDNA(Clontech社)を各種制限鮮素で消化

後、 1%のアガロースゲルを用いて電気泳動を行い、ナイロンフィ Jレターに転写

した。他のアクアポリンの遺伝子構造 (Moon，C. etal.， 1993; Uchida， S. et aI.， 

1994)より一つのエキソンよりなると舵定される部分 (図3-4の-3-+407に相当

する)をhAQP4cDNAより PCRで場幅し、得られた断片をプロープとして用いて

の℃でハイプリダイゼ」ションを行った。洗ゅは最終的に65'C、 O.IX

SSC/O.I % SDSで11'った。

2.3.6 ノーザン分析

5μgのヒト悶由来のmRNAに5μlの10XMOPS緩衝液、 8.75μlのホルムアルデ

ヒド液、 25μlのホjレムアミドを加え、水で全量を50μlにし65'Cで熱変成したも

のを 1%アガロースゲJレで泳動し、ナイロンフィルターに転写した。 他の組織由

来のものについてはHumanMultipl巴TissueNorthern Blor (Clontech社)を使用し

た。フィルターはhAQP4のcDNA1M') 'r ( l;gj 3-4の-3-+1102に相当する)をプロー

プとして42'Cでハイブリダイゼーシヨンを行った。洗俸は最終的にO.IX

SSCρ 1% SDSを別い、 60'Cで行った。

2.3.7 ヒト AQP1cDNA断片の獲得およびノーザン分析

ヒト AQPlcDNA (Presron， G. M.， and Agre， P.， 1991)のコード領域を増幅する

ようなプライマーを合成し、ヒト腎由来のcDNAを鋳型としてPCRを行うこと

により AQP1cDNA断片を獲得した。この断片をプローブとして用い、 hAQP4の

ノーザン分析に用いたフィルターのリハイプリダイゼ」ションを行った。条件

はhAQP4の場令と同様に行った。
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3.結呆

3.1 RT-PCR 

まずヒト胃に発現する水チャンネルの検索ならびにコードするcDNA断片を

得る目的で、既知のアクアポリンに高く保存されている配列に相当するプライ

マーを作製してヒト問のcDNAを銑裂としてRT-PCRを行うことを試みた。図3-

LAに示したように、既知lの水チャンネルのアミノ酸配列は11史貫通領域を中心と

する中央部付近に高い相向性を有している。そこで図3-IA、Bに示した位置に、

センス 2種、アンチセンス 2湿のプライマーを作製した。これらを組み合わせ

た全ての組み合わせ (4種類)で、ヒト簡のcDNAを鋳型としてPCRを行った。

その結果、 WIとWB、W2とWBという 2つの組み合わせで約400bpの断片が増

幅された。嶋中高された断片の長さが既知のアクアポリンの塩基配列から予想さ

れる長さとほぼ同じであったことより、増幅された断片をサプクロ}ニングし、

混恭配列の解析を試みた。サプクローニングによって得られた複数の断片の犠

基配列を l~rl.{Jí'した結果、プライマーの組み合わせにかかわらずただ 1 種類の断

片のみが符られたことが判明した。図3-2AにはWIとWBのプラ イマーの組み合

わせで得られた断片の塩基配列およびそこから推定されるアミノ酸配列を示し

た。RT-PCR断片にコードされているタンパク質はラッ ト脳に発現している

AQP4のものと非常に相同性が高く、さらにその他のアクアポリンにも相向性

を有していた(図3-2B)。このことより、今回試みたRT-PCRによってヒト胃

において発現するぷチャンネルをコードするcDNAI断片が待られたものと判断

した。

3.2 ヒト間に発現する水チャンネJレのcDNAクローニング

得られたRT-PCRクローンに相当するcDNA断片を獲得するため、 RT-PCR断

片をプロープとして朋い、約100万プラークからなるヒ ト宵のcDNAライプラリ

ーのスクリーニングを行った。得られた 5個の陽性クローンのインサー トをサ

プクローニングし筏基配列を解析したところ、長さの違いはあるものの全てが

一種類のm悶'1A由来であることが推定された。待られた陽性クローンのうちコ

」ド領域全てを含んだものをW4と命名した。このクローンは約1.7kbpのイン

サートを有しており(図3・3)、従定されるコード領域は969bp (323アミノ酸

残蕊)であった。図3-4にクローンW4の塩基配列およびそこから推定されるア

ミノ駿配列を示した。推定開始メチオニン周辺の配列はコザツクの法則に合致
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していた (Kozak， M.， [987)。

3.3 5'-RACE 

得られたRT-PCRの断片の配列をもとにしてアンチセンスのオリゴヌクレオ

チドを合成した。これをプライマーに用いてヒト腎のmRNAより cDNAを合成し、

TdTを用いて3'末端にポリdA配列を付加した。これを鋳型とすることにより 5'-

RACEの反応を行った。得られた多数の5'-RACEクローンの塩基配列を解析した

紡糸、そのうちのt縁員長のものはt推佐定関始メチオニンの上流に2初Ob句pの5

域の混基配列を有していた。この長さを持つクローンが多数獲得できたことか

ら、このタンパク質をコードするm附仙の5'末端は-20の位置付近であることが

強く推定された。

3.4 アミノ鮫配列の相向性および全体の構造

得られたcDNAクローンにコードされているタンパク質のアミノ酸配列を主

なアクアポリンファミリーーのものと比較した(図3-5)。ヒ ト習に発現している

水チャンネルはラッ ト脳に発現しているAQP4 (Jung， J. S. et al.， 1994)にアミ

ノ駿レベルで94%の相同性を有していた。今回得られた ものがヒト由来のもの

であることから、コードされているタンパク質をhumanaquaporin 4 (hAQP4と

略す)と命名した。

またhAQP4はAQP4以外の既匁lのアクアポリンにも棺向性を有していた。

AQP5 (Raina， S. el al.， 1995)と54%、AQP2(Fushimi， K. el al.， 1993)と49%、

AQPI (Preston，G. M.elal.， 1991)と47%、AQP3 (Ishibashi， K. et al.， 1994)と

30%の相同性をそれぞれ有していた。hAQP4も他のアクアポリンタンパク質と

同じようにアミノ酸配列中に 2つのNPA(Asn-Pro-Ala)モチーフを有 していた。

このモチーフはチャンネJレとしての水の選択的透過に機能しているとされてい

る配列である。また疎水性プロッ トからhAQP4は6回の推定l際貫通音[1位を有し、

N末端とC末端がお11胞質似Ijに位置していることが推定された(図3-6)。

3.5 hAQP4をコードする遺伝子の同定

hAQP4に相当する遺伝子を同定する目的で、ヒトのゲノムDNAを各稜制限酵

素で消化し、hAQP4cDNAの一部をプロープとして用いたゲノムサザン分析を

行った。その結果、 EヒoR1、B且mHI、Hind.ill、BgJrrで消化 したそれぞれのレ
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ーンに一本のバンドしか維認されず、 hAQP4をコードする遺伝子がゲノム上シ

ングルコピーであることおよびプロープとして用いた配列に非常に似かよった

遺伝子がゲノム上存在しないことが推定された(因子7)。

3.6 hAQP4mRNAの組織分布

ヒト胃におけるhAQP4mRNAの発現の偽認を行うため、ヒト胃のmRNA5時を

電気泳動しナイロンフィ Jレターに転写後、 hAQP4cDNAのコード領域をプロー

プとして用いてノーサーン分析を行った(図3-8A)。その結果縫いバンドが約5.5

kbの位置に見られ、 二本の薄いバンドが約3.7kb、1.4kbの位置に見られた。胃

以外の組織における発現については、脳、肺、骨・格筋において強い発現が、心

臓、腎j胸、卵巣において弱い発現が見られた。消化管である小勝、 大腸を含む

その他の組織においては今回のノーザン分析で'hAQP4mRNAの発現は認められ

なかった。

一方向じフィルターを月1いてヒトのAQPlcDNAのコード領域をプロープとし

て用いることにより AQPI のm附~Aの発現についても検討したところ、胃を含む

ほぽ全ての組織において発現がf確認された(図3-8B)。

4. 考察

ヒ卜間において発現する水チャンネルを同定するためRT-PCRによ り水チャ

ンネルをコードするcDNA断片の検索を行い、その後cDNAクローンの単離を行

うという方法を採用した。現在では7)<チャンネルをコードするcDNAは動物、

植物を初Jめとする慨広い生物由来のものが明らかになっており、その数も40を

超えている。またひとつの生物においても、例えばラットでは10稜ものcDNA

クローンが何られており、そのレパートリーは今後ますます広がるであろう事

が予想される。しかしこの研究を始めた当初はクローニングされた水チャンネ

ルがそれほど多くなかった。従って少ない情報を最大限に生かすため、保存性

の高い配列に相当する総重プライマーをデザインしRT-PCRを行うことにした。

最初Jにヒ卜問のcDNAからRT-PCRを行った際には 1種類の断片しか得られな

かった。デザインした縮重プライマーの猛基配列によるPCRの増幅のかかり具

合に遠いがある ことを考厳に入れなければならないが、得られた断片にコード

される水チャンネル、すなわちhAQP4がヒト胃の中で他の水チャンネJレに比べ

て多量に発現していることを示唆する結果といえるであろう 。
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hAQP4はラット脳において発現しているAQP4と94%の相向性を、また他のア

クアポリンタンパク質とはそれよりも低い30-50%の相同性を有していた (図

3-5)。十目同性の高さが今回得られた水チャンネルをhAQP4と命名した所以であ

る。ラァト AQP4における解析では、ノーザン分析により脳、 j賄、腎臓におい

ての発事lが確認されている (Jung，1.S. etal.， 1994; Hasegawa， H. elal.， 1994b)。

-"j}、ヒトにおいてhAQP4は胃、脳、!郎、および骨格筋において強い発現が認

められた(図3-8)。相向性の高さおよび発現組織から判断すると、今回ヒト胃

よりクローニングされたhAQP4はラット AQP4のカウンターパートであるとも考

えられる。しかしラットにおいてAQP4が胃に存在していることは知られてい

なかったため本研究によりヒト胃におけるhAQP4の発現を示したことは、腎に

おける水の分泌、吸収といった機能を考える上での新たな知見となったであろ

つ。

ノーザン分析により hAQP4m悶仙の発現が認められた組織においては 3本の

バンドが観察された(図3-8)。ゲノムサザン分析の結果、hAQP4をコードする

遺伝子はヒトのゲノムにシングルコピーで存在することが示唆されたことより

(図3-7) 、複数のバンドはオールタネイテイプなスプライシングに起因するも

のであることが推定される。hAQP4のmRNAの長さの違いの意味については未

知のままであるが、 mRNAの安定性なときに関わっている可能性は考えられる。

また|到3-8で同時にノーザン分析を行ったAQPlがほぼ全ての組織に普遍的に発

現しているのに対して、 hAQP4は組織特異的な発現様式を示している。しかも

消化管においては腎のみに発現が限られていることが強く示唆された。

ヒト慢においてはhAQP4とAQPlの両方のmRNAが発現していることがノーザ

ン分析により示された(図3-8)。しかし当初のRT-PCRではヒトAQPlのアミノ

限配列も卜分考慮に入れてプライマーを設計したのにも関わらず、 AQPlをコ

ードするcDNA断片は得られなかった。以上を考え合わせると、胃において

|的QP4タンパク伎が他のアクアポリンタンパク質に比べて多量に存夜している

ことが推定され、胃におけるhAQP4の機能の重要さカ子般祭で、きる。
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附ーl 納車プライマーのデザイ ン

人:研究を開始した段階でクローニングされていた水チャ ンネルであるヒトのC同 P28

(Preslon， G. 11'1. ;mdλεre， P.， 1991) 、カ了 lレのCHIP28(Abrruni， L. et al.， 199 

41、ラットのWCJI-CD (Fushlm.i， K. et al.， 1993)、ラットのWCH3(Ma， T. et 

札 1993a ) のアミノ駿配~ll を並べた。全てに共通なアミノ酸残1蓄を網掛けで示し
た。デザインしたブライマーに相当するアミノ酸配列を矢印で示した。

日:アクアポリンの予想されるトポロジーを去し、令てのアクアポリ ンに共通に保存

されているNPA(Asn-Pro-AJ凡)モチーフを示した。デザイ ンしたプライマーに相出

する位向を矢印で示した。



A 

B 

10 20 30 40 50 60 
TGTGGCCATGGTGTGCACCAGGAAGATCAGCATCGCCAAGTCTGTCTTCTACATCGCAGC 

V A M V C T R K 工 S 工 A K S V F Y 工 且 A

70 80 90 100 110 120 

CCAATGCCTGGGGGCCATCATτ'GGAGC且GGAATCCTCTATCTGGTCACACCTCCCAGTGT

Q C LGAIIGAGILYLVTPPSV  

130 140 150 160 170 180 

GGTGGGAGGCCTGGGAGTCACCATGGTTCATGGAAATCTTACCGCτロGTCATGGTCTCCT
V G G L G V T M V H G N L T 且 G H G L L 

190 200 210 220 230 240 

GGTTGAGTTAATAATCACATTTCAATTGGTGTTTACTATCTTTGCCAGCTGTGATTCCAA 

V E L 工工 T F Q L V F T 工 FASCDSK

250 260 270 280 290 300 

ACGGACTGATGTCACTGGCTCAATAGCTTTAGCAATTGGATTTTCTGTTGCAATTGGACA 

R T 0 V T G S I A L A I G F S V A 工 G H 

310 320 330 340 350 360 
TTTATTTGCÀ~TCAATTATACTGGTGCCAGCATGAATCCCGCCCGATCCTTTGGACCTGC 

L F A 工 N Y T G A S M N P A R S F G P A 

370 380 

AGTTATCATGGGAAATT包GGAAAAC

V 工 M G N W E N 

RT-PCR 

Raヒ AQP4
AQPl 
AQP2 

R'I'-PCR 

Rat AQP4 
AQPl 
AQP2 

医13-2 ヒト悶より得られたRT-PCR断片の犠基配列および推定されるアミノ酸

配列

A: RT-PCR断片の邸基配列および推定されるアミノ酸配列を示した。塩基配列

はプライマーとしてfttJいた配列の|勾側に相当する配列から示した。

B: RT-PCR断片にコードされているアミノ駿配列と既知のアクアポリンの相当

する部分との相向性を示した。今回得られたものと相同なアミノ酸残基を反転

で示した。
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ー20 GCACTCTGGCTGGGGAAGGC 
1 ATGAGTG且CAGACCCACAGC且AGGCGGTGGGGTAAGTGTGGACCTTTGTGTACCAGAGAG

M S D R P T A R R W G K C G P L C T R E 20 

61 AACATCATGGTGGCTTTCAA且GGGGTCTGGACTCAAGCTTTCTGGAAAGCAGTCACAGCG

N 工 M V A F K G V W T Q 且 F W K A V T A 40 

121 GAATTTCTGGCCATGCTTATTTτ'TGTTCTCC官CAGCCτ~GGATCCACCATCAACTGGGGT

E F L A M L 1 F V L L S L G S T 工 N W G 60 

181 GGAACAGAAAAGCCTTTACCTGTCGACATGGTTCTCATCTCCCTTTGCTTTGGACTCAGC 

G T E K P L P V D M V L 1 S L C F G L S 80 

241 ATTGCAACCATGGTGCAGTGCTTTGGCCATATCAGCGGTGGCCACATCAACCCTGCAGTG 

1 A T M V Q C F G H 工 S G G H 工 N P A V 100 

301 ACTGTGGCC且::!'OO'l'GTGCACCAGGAAG且TCAGCATCGCCAAGTCTGTCTTCTACATCGCA

T V A M V C T R K 1 S 工 A K S V F Y 工 A 120 

361 GCCCAGTGCCTGGGGGCCATC且TTGGAGCAGGAATCCTCTATCTGGTCACACCTCCC且.GT

且 Q C L G A 工工 G A G 工 L Y L V T P P S 140 

421 GTGGTGGGAGGCCTGGGAGTCACCATGGTTCATGGAAATCTTACCGCTGGTCATGGTCTC 

V V G G L G V T M V H G N L T A G H G L 160 

481 C'l'GGTTGAGTTGATAATCACATTTCA且TTGGTGTTTACTATCTTTGCCAGCτ~TGATTCC

L V E L 工工 T F Q L V F T 工 F A S C D S 180 

541 MAcGGACTGATGTCACTGGCTCA且TAGCTTTAGCAATTGGATTTTCTGTTGCAATTGGA

K R T D V T G S 工 A L A 工 G F S V A 1 G 200 

601 C且甲小TATTTGCAATCAATTATACTGGTGCCAGCATGAATCCCGCCCGATCCTTTGGACCT

H L F A 工 N Y T G A S M N P A R S F G P 220 

661 GCAGTTATCATGGGAAATTGGGAAAACCATTGGATATA:ττ~GGTTGGGCCCATCATAGGA 
A V 工 M G N W E N H W 工 Y W V G P 工工 G 240 

721 GCTGTCCTCGCTGGTGGCCTTTATGAGTATGTCTTCτ~TCCAGATGTTGAATTCAAACGT 
且 V L A G G L Y E Y V F C P D V E F K R 260 

781 CGTTTTAAAGAAGCCTTCAGCAAAGCTGCCCAGCAAACAAAAGGAAGCTACATGGAGGTG 

R F K E A F S K A A Q Q T K G S Y M E V 280 

841 GAGGACAACAGGAGTCAGGTAGAGACGGATGACCTGATTCTAAAACCTGGAGTGGTGCAT 

E D N R S Q V E T D D L 工 L K P G V V H 300 

901 GT宮ATTGACGTTGACCGGGGAGAGGAGAAGAAGGGGAAAGACCAATCTGGAGAGGTATTG

V 1 D V D R G E E K K G K D Q S G E V L 320 

961 TCTTCAGTATGACTAGAAGATCGCACTGAAAGCAGACAAGACTCCTTAGAACTGTCCTCA 

S S V * 
1021 GATTTCCTTCCACCCATTAAGGAAACAGATTTGTTATAAATTAGAAATGTGCAGGTTTGT 

1081 TGTTTCATGTCATATTACTCAGTCTAAACAATAAATATTTCATAATTTACAAAGGAGGAA 

1141 CGGAAGAAACCTAT'rGTGAATTCCAAATCTAAAAAAAGAAATATTTTTAAGATGTTCTTA 

1201 AGCAAATATATACCT且TTTTATCTAGTTACCTTTCATTAACAACCAATTTTAACCGTGTG

1261 TCAAGATTTGGTTAAGTCTTGCCTGACAGAACTCAAAGACACGTCTATCAGCTTATTCCT 

1321 TCTCてPACTGGAATATTGGTATAGTCAATTCTTATTTGAATATTTATTCTATTAAACTGAG

1381 TTTAACAATGGCAAAATACAGTATGTCACAGTCA引GCACATTCAAGAGAGAAAATATAAC

1441 AAG!τ可可CτTTTATGAGCAATCCCTT且TGCATAGACT且CCTTGGCAAAAGAGCATTAGCAAG

1501 TGTCACTGCTCATCAGTTACTTCCTTCCATTTATATCACAAATACCCAAGTTTCAATTCT 

561 AACTTCATTTCATGGTATTTCTTCCTCCTCAATGCCCAAGGTAATGTGGGACTAAAGCCC 

1621 AGAAATTTGAAAAGAATATTCAGAAATCCTTCCCAAATCATAAGGGCACCTATTGAGATT 

1681 CAAG且CAAGCAGACTCGTAAAATCTTGTAGAGGCAGAGGCAAAG

323 

図3-4 ヒト胃よりクロ」ニングされたcDNAクローンW4の泡主主配列およぴそこから推定さ

れるアミノ 酸配列

最初jに得られたRT-PCR断片に相当する塩基配列を下線で示した。
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図3-5 hAQP4の推定アミノ酸配列と他のアクアポリンの相向性

hAQP4およびAQP4(Jung， J. S. et a1.， 1994)、AQP5 (Raina， S. et a1.， 1995)、

AQP2 (Fushimi， K. ef a1.， 1993) 、AQPI(Preston， G. M. eta1.， 1991)の推定アミノ酸

配列を.'IEべ、 hAQP4と相同なアミノ酸を反転で示した。 推定牒貫通領域を二重線で

上に示し、NPA(Asn-Pro-Ala)モチーフを・で、糖鎖付加可能配列を+で示した。
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図3-6 hAQP4の疎水性プロットと推定されるトポロジー
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hAQP4のゲノムササ、ン分析

ヒトゲノムDNAを各種制限酵素で処理し、電気泳動後ナイロンフィル

ターにllii写した。フィ JレターはhAQP4cDNA断片を用いてハイブリダイ

ゼーションを行った。サイズマーカーの位置を左に示した。
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ノーザン分析lill3-8 

ヒトの各組織由来のmRNAに対して、 hAQP4(A)、AQPI(B)それ

ぞれのcDNA断片をプロープとしてハイブリダイゼーションを行った。

サイズマーカーの位置を左に示した。



第3節 hAQP4の水透過性機能の解析

1. J予

今回クローニングされ、ヒト胃における発現が確認されたhAQP4は他の水チ

ャンネルと高い相向性を有していた。アミノ酸配列中には 6回の推定膜貫通領

域ならびにぷの選択的透過に必要であることが強く示唆されるNPA(Asn-Pro 

Ala)モチーフが存在している。これらのことより 、hAQP4も他の水チャンネル

と同様に水透過活性を有していることが強く期待される。そこでアフリカツメ

ガエル卵母細胞の発現系を用いて、その活性についての検討を行った。

2.材料および方法

2.1 材料

アフ リカ ツメガエ1レ(雌、体長LOcmぐらいのもの)は 日本生物材料センタ

ーおよぴアルプス料学社からl!持入した。十分な大きさを持ち、水の深さが10

mほとEの71<糟にカエルを入れ、 18"(;から20"(;一定に混度を保つ部屋で飼育を行

った。 餌として制かく切った牛もしくは豚レバーを逝に 2回与えた。

アミノ末端にシステイン残基を持ち、それにhAQP4のC末端に位置する 10ア

ミノ酸残基に相当する配列を続けた計11残基のペプテド (CDQSGEVLSSV)は

宝酒造社に合成を委託した。ウエス タン分析の二次抗体として用いたアルカリ

フォスファタ ーゼ結合抗ウサギIgG抗体はSigma社より購入した。

in vitroでのcRNA合成にmいたmRNAcapping kilはStratagene社より購入した。

微小注入針作製のためのガラス管はDmmmond社の20cmガラスキャピラリーを、

ガラス針作製j日のマイクロプラーはナリシゲ科学社のものを使用した。低分子

物質の取り込みil!IJAの際にj刊いた"cラベルされた尿素とグリセロールは

Amersham1Iよ り購入した。

2.2 試薬

卵ほ細胞培養液 (ModitiedBarlJ1's Saline， r-在BS)

88.0 m恥1NaCI 

1.0町lMKCI

2.4 mr-在NaHC03

10 mM HEPES (pH7.6) 
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0.3 mM Ca(N03)2 

0.41 mM CaCI2 

0.82 mM  MgS04 

10 unil~/ml PelUcillin 

10μg/ml Streptomycin 

MilliQ水を用いて作製し、 4"(;で保存した。

コラゲナーゼ溶液

0.1% コラゲナーゼ (Sigma社、 TypelA)

MBSを朋いてj容解した。

・回S希釈液

MsSをMiHiQ水を斤!いて 3倍に希釈した0

.タンパク質)11，出緩衝液

20mM ト1)ス/抗酸緩徳ri!t(pH 8.0) 

10mM EDTA 

20μ.g/ml PMSF 

lμg/ml ペプスタチン

アルカリフォスファターゼ反応緩衝液

0.1 M トリス/J]l;酸緩衝液 (pH9.5) 

5n制 盗化マグネシウム

0.1 M :t;¥fc化ナトリウム

・アルカリフォスフ ァターゼ発色液

10011 アルカリフォスファターゼ反応緩衝液

33μ1 15 mg/ml BCIP/ジメチルホルムアミド

66μ1 30 mg/ml NBT /70%ジメチルホルムアミド

2.3 方法

2.3.1 発現ベクターの燐築

hAQP4 c府~A合成に汀j いた発現プラスミド構築のためのベクターとしては

pCS2φもしくはpSP64T(Krieg， P. A. and Melton， D. A.， (984)を使用した。これ

らのベクターはSP6RNAポリメラーゼのプロモーターの下流にアフリカツメガ

エルのかグロピンの5'上流配列を含んで、いることにより導入したc即仙の翻訳効

率が上昇することが知られており、アフリカツメガエルの発現系を用いるとき
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』こ一般的に使用されている。

クローニングしたhAQP4の塩基配91Jをもとに して、コード領域全長を増幅す

るためのセンス (5にGGCATGAGTGACAGACCC-3')、アンチセンス(グーCCT-

CTAGACTGAGTAATATGACATG-3') 2種頻のプライマーを合成した。このプ

ライマーを用い、 hAQP4cDNAを鋳型にしてPCRによ り増幅した断片(図3-4の句

3-+1102に相当する)を平滑化処理し、 pCS2+もしくはpSP64Tベクターのクロ

ーニングサイトに何人した。正しい方向に帰入されたことが確認されたものに

ついては、 A望遠心によりプラスミドを精製した。また水チャンネルの活性測定

の際にポジテイプコン トロールとして使用するため、ヒ トAQPlcDNA(Preston， 

G. M.， and Agre， P.， 1991)のコード領域に相当する断片をヒ ト胃のcDNAより

PCRにて増慨し、同様に発現プラスミドを作製した。

2.3.2 cRNAの作製

趨遠心により精製を行白った発現プラスミドをコード領域の3'下流に位置する

制限酵素で処理して直線化し、 m附すAcapping kit (StratagenelJ:)およびSP侃 NA

ポリメラーゼを)fJいてinvitroでcRNAを合成した。cRNAはエタノール沈殿を行

った後、注射用蒸留水(光製薬社)に0.1-1μglltlの濃度になるように熔解した。

2.3.3 アフリカツメガエJレ卵母細胞におけるタ ンパク質の発現

雌のアフリカツメガエルを氷水中に約15分つけることにより麻酔を行い、下

IJ即日をハサミで約1cm~J) り Ij~J いた。 ピンセ γ トを用いて卵塊を取り出し、適当

量を切り 出した。切り出した尉l泌は肘asで洗浄し、ピンセッ トを用いて小さく

ちぎるようにして分け、コラゲナーゼ浴液中で約 21時間、室温で緩やかに振と

うした。MBSで数回洗浄後、成熟の進んだ卵母細胞の被胞細胞を笑体顕微鏡下

でピンセッ トを用いて除去した。その後卵母細胞I;!:MBSに浸し、使用するまで

1Stのインキユベータ -I_Pで静置した。

ガラスキャピラリーをマイクロプラーを用いて引き延ばし、先端部をカ ッタ

ーで切断することにより直径20-40μmの針先をもっガラス針を作製し、卵母

細胞にcRNAを注入するための剣として用いた。使用前には乾熱滅菌を行った。

ガラス針の末端に少量のミネラ Jレオイルを注入し、マイクロディスペンサー

(DrummonM:I:)に取り付けた。cむ-lA溶液もしくは注射ff:J蒸留水をパラフィル

ム上に置き、コゲラス針の先端から溶液を吸い上げた。泊施細胞を除去した卵母
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細胞を実体顕微鏡下に澄き 、 c附~Ai容液またはコントロールとして同量の水を

卵母細胞 l個当たり 50nlずつ注入した。注入した卵母細胞はMBSに浸し、 18'(;

のインキュベーター中で精華与を行った。

2.3.4 hAQP4抗体の作製

hAQP4のC末端のアミノ酸配列に相当する合成ペプチドは第 2章で述べたよ

うにヘモシアニンと結合させ、ウサギに免疫することにより抗血清を得た。抗

l血清を抗原ペプチドによって作製したカラムを月1いてアフイニティ精製を行っ

たものを、 hAQP4抗f本として使用した。

2.3.5 卵母細胞からのタンパク質の抽出

府主主後の~11 1]細胞を氷冷したタ ンパク質抽出緩衝液中で超音波破砕した後、

2500叩mで 5分間遠心することによって得られた上清を、さらに15000rpmで30

分間迷心した。得られた沈澱をSDS-PAGEサンプル緩衝液に懸濁し、熱処理R後

SDS-PAGEに供した。

2.3.6 ウエスタン分析

10%アクリ Jレアミドゲルを用いて卵母細胞由来のタンパク質のSDS-PAGEを

行った。フィルターに転'fiJ:後、一次抗体としてhAQP4抗体を、 二次抗体として

アルカリフォスファターゼ結合抗ウサギIgG抗体を用いてウエスタン分析を行

った。

2.3.7 7t透過性の測定

培養後の卵母細胞をMBSからb在BS希釈液に移した後、10秒から30秒ごとに尖

焦点顕微鏡 (Bio-Rad1Dで取り込みを行った卵母細胞の画像をもとにして断面

積を算出した。卵母細胞が球状の形をしていることより断面積から体積を算出

し、さらに体積増加の初期においては直線的に体積増加が起こることより各卵

母細胞の体積の初期値を算出した。その後以下の式に より、浸透圧に応じた水

透過性を示す値であるPf(cm/s)を算出した (Zhang，R. e( al.， 1990)。

PF (cm/s)=[Vo X d(VNo)/dt]/[S X Yw X (osmin-osmout)] 

ここでVoは卵母細胞の併端の初期値、 d(V/Vo)/dtは相対併噺の時間当たりの変

化、 Sは表面積の初期イ慮、 yWは水のモル当たりの休積(=18 cm'/mol)、
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(Qsmin-osmoUl)は卵母細胞内外の浸透庄の差を示す。

2.3.8 ~JfJ 母細胞の水銀処理

培養後の卵母細胞を水透過測定の直前に ImMのHgCJ2を含むMBSで5分間処

理した後に、同様に水透過性の測定を行った。

2.3.9 低分子物質の取り込み

50 ngのhAQP4cRNAもしくはコン トロールとして同体積の水を注入した卵母

細胞の注入 2日後における尿素およびグリセロールの取り込みを測定した。 1

mJのMBSに20μlの"Cラベルされた尿索、グリ セロールの原液をそれぞれ溶解し

た液に卵母細胞を加え、 0、15、30分間室温で静霞した後に卵母細胞を取 り出

し、直ちに氷冷したMBSで5回洗持した。洗事争後の卵母細胞をl個ずつ10%S08

中で溶解し、その後放射活性を液体シンチレーションカウンタ ーで測定するこ

とにより卵母細胞に取り込まれた低分子物質の萱を求めた。

3 料i巣

3.1 hAQP4抗体の作製

hAQP4のC末端10アミノ駿残基に相当するペプチドをシステイン残基を介し

てヘモシアニンに結合し、ウサギに免疫することに より抗血清を得た。 抗血清

を抗原ペプチドを用いて作製したカラムによりアフイニティ精製を行いhAQP4

抗体を得た。精製抗体を28011mの吸光!度をilllJ定することによりその濃度を推定

したところ約0.2mg/m1であり、十分量のhAQP4:!1i岬;が符られたことが判明した。

3.2 卵母細胞におけるhAQP4タンパク質の発現

hAQP4cRNAを注入したアフリカツメガエル卵母細胞におけるhAQP4タンパ

ク質の発現を検討するため、作製したhAQP4抗体を用いてウエスタン分析を行

ったo その結果、 c貯.JA溶液を注入しなかった卵母細胞から抽出 したタンパク

賓のレーンには見られない約38kDaと約56kDaの2本のはっきりとしたバンド

が観察され、 hAQP4タンパク質の卵母細胞における発現が篠認された(図テ9)。

3.3 hAQP4タンパク質によって生じる水透過性

次にhAQP4タンパク iliを発現させたアフリカツメガエJレ卵母細胞の水透過性
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について検討を行った。具体的には等張液であるιffiS(200 mosM)で指養した

卵母細胞をMilliQ水で 3倍に希釈したMBSに浸した際に生ずる体稜増加の速度

をもとに浸透圧に依存した水透過性を示す伎であるPFを求め、透過性の大きさ

について検討した。

すでに水透過活性が確認できているヒトのAQPIタンパク質を発現させた卵

母細胞を用いてこの条例ユで実験を行ったところ、水を注入した卵母細胞と比較

して有意に大きな体積地加が確認された(データー未掲載)ことから、発現な

らびにil!IJ定方法に問題はないことが確認できた。

まず卵母細胞を希釈したMBSに浸した後の断而積の大きさの変化の様子を、

希釈液に浸してから30秒ごとに取り込みを行った卵母細胞の闘像により示した。

c附仏浴液の代わりに水を注入した卵母細胞は外液を 3倍に希釈したMBSに変

えでも断而.fi'~の変化はほ とんど見られないのに対し(図3-10) 、 cRNA を注入す

ることにより hAQP4タンパク質を発現させた卵母細胞は同様の条件下で目で確

認できるほとーの断面積の増加が生じた(図3-11)。卵母細胞の相対体積の時間

経過をみても、 hAQP4c附-fAを注入した卵母細胞における体積増加の速さが確

認できる(図3-12)。

多数の卵母細胞の体積増加の速度からPfのイ[査を算出したところ、 hAQP4c即可A

を注入したものにおいては水を注入した場合に比べて有意に大きな水透過性が

確認できた(医13-13)。この水透過性は訓IJ定前に卵母細胞をHgCI2で5分間処

思しでも阻害されなかった(図3-13)。

3.4低分子物質の取り込み

l凶 QP4の水以外の低分子物質に対する透過性について検討するため、 "Cラベ

ルした尿素とグリセローlレを用い、その卵母細胞への取り込みについて検討し

た。jj]常よりも多誌に (卵母細胞 l個当たり 50ng) hAQP4 cRNAを注入し、 2

日後に卵母細胞を尿素およびグリセローJレを溶解したMBSに一定時間浸した際

にl取り込まれた放射活性の値を測定した。その結果、取り込まれた放射活性は

水を注入した卵毎細胞のものと比べてほとんど差がなく(図3-14)、hAQP4は

これらの物質を透過させる活性を持たないことが強く示唆された。

4.考察

ヒト宵からクローニングしたhAQP4の水透過活性について検討するため、ア
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フリカツメガエル卵母細胞の発現系をmいて笑験を行った。

卵母細胞の発現系を月]いる利点としては、 ( 1) 1個の細胞の大きさが大き

く(直径約1mm)、比較的簡単に機械的な操作 (肘砧やDNAの注入など)が

できること、 (2 )細胞内にリ ボゾームやI町制なとaを大量に貯蔵 して受精直後

に開始される急激なタンパク質令成に備えているためm附~Aを注入することに

よりコードされるタンパク質を効率よく翻訳すること、 (3 )発現させるタン

パク質が)J!史タンパク質であっても機能を保持した構造をして細胞膜に局在する

ことが多いこと、 (4) GTP結合タ J パク質や効果器などの細胞内情報伝達に

必要な因子を有していることから情報伝達系の実験にも用いることが可能で、あ

ること、等が挙げられる。反間不利な点として、 ( 1 )卵母細胞の供給源であ

る雌カエルそのものの個体差や、 1つIつの卵母細胞におけるぱらつきが大き

いこと、 (2 )外来タ ンパク質を発現させるためには 1つ lつの細胞にDNAや

RNAの注入操作をしなければならず、試行回数(卵母細胞の個数)を増やすの

が困雛である、等が挙げられる。

1992年にアフリカツメガエル卵母細胞の発現系を用いてAQPlの水透過活性

の測定が行われて以来 (PreSlon.G. M. et al. 1992)、多数の水チャンネルの発

現にこの系が用いられてきた。水チャンネ lレの発現を行う際には球状の形態を

していることおよび細胞が大きいことが年IJ点となる。取り込んだ画像(臨rr而積)

から体積を算出するため接着細胞のような形では算出がしづらく 、また細胞の

大きさは取り込みおよび解析の容易さへとつながる。さらに水チャンネルがl良

タンパク質であることから、発現タンパク質が活性を保持するような構造をと

って)J英に愉送されることが必要であり、この聞からも卵母細胞の発現系は優れ

ていると言える。反面、個体差が大きいことから得られたデーターの定量的な

解析が鋭しく、定性的な傾向としてとらえた方が良いということも考慮に入れ

ておく必要がある。

hAQP4c知可Aを注入した卵母細胞においては、イ本積増加を指標とした水透過

性が有意に増大すること、および尿素、グリセロールといった水以外の低分子

物質に対する透過性が上昇しないことから、アフリカツメガエJレ卵母細胞にお

いて水を選択的に透過するチャンネルを形成しうることが強〈推定された。既

知のアクアポリンファミリーに分類されているタンパク質はいずれも水の透過

活性を有するが、このファミリーとアミノ隊配列の相向性を持ちながらも非常

に弱い水透過活性しか持たないタンパク質も存在する。自の水晶体の繊維細胞
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において朕タンパク質の約60%を占めているMIP(major intrinsic I2rotein)という

タンパク貿がそれである。このタンパク質は 6回膜貫通のタンパク質で、アミ

ノ隊配列はアクアポリンフ ァミリーのものと30-60%の相向性を有しており、

さらにその中にはNPA(Asn-Pro-Ala) モチーフも存在している (Gorin，M. B. et 

al.， 1984)。しかしアフリカツメガエル卵母細胞にこのタンパク質を発現させ

た際には水透過性がほとんど上昇しない (Mulders，S.M.etal.， 1995)。水晶体

のrl'でのMIPタンパク質の機能はいまだ明らかではないが、水透過以外の機能

も巣たしていること地対佐測されている。

水銀による水透過の阻害は古くから赤血球や腎臓の細胞を用いた研究に より

見出されている。遼元剤添加によりこの阻害がかからなくなることから、シス

テインを介した阻害であることが推定されている (Macey，R. 1.， 1984)。事実

AQPIを凡jいた研究では部{立指定変異体を用いた解析により 189残基自のシステ

インがその原因であることが明らかにされている (Preston，G. M. et al.， 1993)。

今回クローニングされたhAQP4およびラットからクローニングされたAQP4

(Jung， J. S. el al.， 1994)においては、 AQPIの189残基自のシステインに相当す

る校基が210残基自のアラニンであり、アミノ残基の相違が水銀による阻害を

受けない原因であるとされている。

hAQP4も一般的なアクアポリンと同様に水以外の低分子物質に対しての透過

活悩を持たなかった。日!日日のアクアポリンファミリーの中ではAQ円のみが低

分子物質透過の機能を有しているとされている (lshibashi.K.巴t剖.1994)。

AQP3においては今回行ったのと同様の条件下で、コントロールに比べて 2-

4惜の取り込みがlim認されている。水の選択的透過に関わるとされるNPAモチ

ーフ周辺のアミノ般配列が他のアクアポリンよりも約15アミノ酸残基長いこと

が、 AQP3において水よりも分子量-のやや大きい低分子物質の透過を可能にし

ていると披iJliJされている。

以上のようにして水透過活性を有することが確認されたhAQP4のヒ ト胃にお

ける機能を推測するため、胃の 101]でのhAQP4タンパク質の局在について次節に

て検討を行った。
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図3-9 アフリカツメガエル卵母細胞におけるhAQP4タンパク質の発現

hAQP4c則可Aを注入した卵母細胞からタンパク質を抽出し、 SDS-PAGE後

hAQP4抗体を用いてウエスタン分析を行った。コン トロー JレとしてcRNAを

注入しなかった卵母細胞由来のタンパク質を同時に泳動した。
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図3-10 水を沌入した卵母細胞の希釈液に浸してからの変化

卵母細胞を 3倍に希釈したMBSに浸してから30秒 (A)、60秒 (s)、90秒 (C)、

120秒 (D)、150秒 (E)、180秒 (F)後に取り込んだ画像を示した。
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図3・11 hQP4c附 Aを注入した卵母細胞の希釈液に浸してからの変化

卵母細胞を 3備に希釈したMBSにお正してから30秒 (A)、60秒 (8)、90秒 (C)、

120秒 (D)、150秒 (E)、 180秒 (F)後に取り込んだ翻像を示した。
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図3-12 ~i釈液に浸した際の卵母創H胞の体積増加

。fJ時刻II胞を 3倍に希釈したMBSに浸してからの相対体桜の時間経過を

示した。hAQP4c肘"Aを注入した卵母細胞の相対体積を口で、コン トロー

ルとして水を注入した卵母細胞の相対体積をOで示した。
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hAQP4タンパク質を発現させた卵母細胞における水透過性

水もしくはhAQP4cRNAを注入した卵Ijj細胞を 3倍に希釈したMBSに浸

した際に止Eずる体積嶋力fJの述度から浸透圧に依存した水透過性を示す値で

あるpfの値を算出した。卵母細胞を測定的に ImMのHgCI2で5分間処理し

たときの結来・を黒様で示した。 測定に用いた卵母細胞の数を下に示し、数

値は平均値および傑準偏差で表した。

|到3-13



A 

Urea 

(
E
a
豆、
C
一〉

-vO回
O
-
3
5比

口 Waterinjected 

• hAQP4cRNA injected 

15 30 

Time (min) 

B 
250 

Glycerol 

2001 

E a 

百五1〉 1t 日凹

て叩3 

E二

ロWaterinjected 

• hAQP4cRNA injected 

15 30 

Time (min) 

関3-14 卵母細胞への低分了-物質の取り込み

l倒あたり50ngのhAQPLJcRI'IA、もしくはコン トロールとして同体積の水を

注入した卵母釧H包をJ，ICラベルした尿素(A)もしくはグリセロール (B) を加え

たMBsrr'で静出し、 一定H年1m後に細胞|人lに取り込まれた政射活性を測定した。水

を注入した卵母細胞を口で、hAQP4cぼ呼Aをn入した卵母細胞を.で示した。数

liliは復数日市|の卵時刻IJIl包における平均値を示した。



~4 節 hAQP4のヒト胃における局在

1. r'r; 

ヒト胃において発現し、 7j(透過活性を有することが『確認されたhAQP4タンパ

ク質の間における機能を推定するために、ヒト胃におけるhAQP4タンパク質の

局在について抗体染色により検討を行った。

2.材料および方法

2.1 材料

ヒト闘の肉片は宵ガン怠者の摘w手術の検体の際に生じた一昔11(言十2検体)

を東京大学医学部第一内科ー一瀬雅之先生より提供して頂いた。

組織固定のためのブアン液はSigma社より、正常ヤギ血清および組織染色の

二次抗体として用いたピオチン化抗ウサギIgG抗体はフナコシ社から、 ABCキ

ットはVectorLaborator聞社よりそれぞ、れ購入した。

2.2 試楽

・タンパク質抽IllJtj都j事

9M 尿素

2% トリトンX-IOO

5% 2-メルカプトエタノーJレ

組織l国定液

3川Iml過酸化水素水/メタノール

.パーオキシダーゼ発色液

JOmM リン酸緩衝液 (pH7.4) 

0.05% DAB 

0.01% 過酸化水素

2.3 方法

2.3.1 ヒト同からのタンパク質の抽出

間ガン患者の摘出手術のさいに提供して頂いたヒト聞の胃体音11の肉片を摘出

直後に液体窒素で凍結した。この肉片を乳鉢を用いて粉末にし、 10%トリクロ

ロ酢酸を加え0"Cで15分間i停電した。遠心によ って得られた沈殿にタンパク質
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摘出用試楽を加え超音波紋M'を行い、その後1/4登の10%SDSを加えた。1Mト

リスを加えることにより中和を行い、 SDS-PAGEに供した。

2.3.2 ウエスタン分析

LO'I'oアクリルアミドゲルを用いてヒト間体制1由来のタンパク質のSDS-PAGE

を行い、フィルターにìjij;~子した。一次抗体としてhAQP4抗体を 、 二次抗体とし

てアルカリフォスファターゼ結合抗ウサギ19G抗体を用いてウエスタン分析を

行った。

2.3.3 ヒト胃切片の作製

ヒト胃の|勾片を摘出直後にブアン液に浸し卜分固定した後、 70%、80%、

90%、95%、99.5%のエタノー1レ、キシレンに順次浸して脱水を行った。パラフ

インに包思後ミクロトームを用いて厚さ約4μmに切り、ヒ ト胃の切片を作製し

fこ。

2.3.4 抗体染色

組織国定液で30分処迎した切片をPBSで20倍に希釈した正常ヤギ血清を用い

てプロッキングを行った。その後PBSで 100侍に希釈したhAQP4抗体でーr~反応

後洗めし、 PBSで100僚に希釈したピオチン化抗ウサギIgG抗体で30分間反応 し

む ABCキァ トをmいてj幻E‘を行った後、パーオキシダーゼ発色液を用いて発

色した。

3.結果

3.1 ヒト間由来のタンパク質を用いたウエスタン分析

ヒト間体苦I1の|勾j十からタンパク質を抽出してSDS-PAGEを行った後、hAQP4

抗体制nいてウエスタン分析を行った。その結果、約38印 aの位置にはっきり

としたバンドが見られ、それよりも高い位置に数本のブロー ドなバンドが見ら

れた(区13-15)。

3.2 hAQP4タンパク質の組織分布

ヒト宵におけるhAQP4タンパク質の局在についての詳細な情報を得るため、

hAQP4抗体を用いた抗体染色を行った。
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提供していただいたヒト自の検体は、 1 ;検体が宵体部のみのものであり、も

うl検体が胃体部と幽門昔11の両方であった。それぞれの肉片より切片を作製し

てhAQP4抗体を用いた抗休染色を行ったところ、問イ本音I1の肉片より作製した切

片からは強いシグナルが見られたのに刈し、幽門部の肉片「より作製したものに

ついてはシグナルがほとんど見られなかった(図3-17)。

i同体音11粘膜には腎底l肢が垂直に並んでいるが、 hAQP4の染色は上皮細胞カサt

ぷ閉まl瓜上部には観察されず、胃底腺下部に限定された(図3-17)。染色が認

められた主姿な細胞は、ペプシノーゲンの分泌を行う主細胞であり、細胞全体

が染色されているように見られた(図3-18B)。また胃酸の分泌を行う壁細胞

においても染色が見られる場合もあったが、この細胞においては基底牒側に凝

集しているようにみられた(図3-18C)。

4.考察

hAQP4タンパク貿の宵における機能を推測するため、ヒト 腎における局在に

ついて抗イ本染色により検討した。

同はl噴門、幽門により区分される消化器官であり、大まかに噴門部、幽門部、

それらに挟まれた胃休部という構造に分けられる(図3-16)。胃における消化

機能は同体部粘膜に存在する胃j剖患において行われている。胃底線は単一管状

腺であり、ヒトの場合直径約50μm、長さ約1mmという大きさをしており、成

人一人平均約3500万個もの関底j燥を持っている。各j娘はお互いに密着しており

粘膜表而にほぼ垂直に益んでいる。胃底!践を情成するのは上皮細胞、 主細胞、

壁細胞、事ii液分泌細胞、内分花、細胞などといった複数径の機能をもっ細胞であ

る。l肢の上部には主に上皮細胞が一様に並んでおり、 l腺中部から下部にかけて、

般を分泌する盤細胞やぺプシノーゲンを分f吾、する主細胞などが混在している

(1羽子16)。この 2種の細胞は形態的に大きく異なり容易に判別しうる。壁細

胞は大きな円~H[形の細胞で、』泉JJ!r~に面する音11は狭く基底膜に後ーする部は広いた

め、切片においては扇形の形状をしている。主細胞は底而がやや広い円柱状の

*1lI胞で、切片においては長方形に近い形で観察される。

抗体染色におけるhAQP4の主なシグナJレはペプシノーゲンの分泌を行う主細

胞で認められた(図3-18)。アスパラギン般プロテイナーゼであるペプシノー

ゲンは主細胞から分泌された後、低pHの条件で自己触媒的に活性型のペプシン

へと変わり消化隣禁として働く。主細胞に存在するhAQP4はペプシノーゲンの
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分泌に何らかの関与をしていることが則待される。一方壁細胞においてはw
K' -ATPaseの1~J) きにより般の分泌を行っ ている 。 抗体染色ではその基底膜にお

いてhAQP4タンパク質が凝集している機子が観察された。酸の分泌によって生

ずる浸透圧差を緩和するために何らかの機構が必要であり、 hAQP4を介した水

の移動がこれに関わっていることが1m定される。

以上ヒト留においてhAQP4タンパク質が胃底腺において局在強〈局在してい

ること、および胃底腺の中でも胃での消化に深く関わっている細胞において存

在していることを明らかにした。この4:JJ'iAから推測されることとして、 hAQP4

が宵における消化に強く関係していることが挙げられる。具体的には胃液自体

の分泌や、問責およびベプシノーゲンの分泌もしくはその調節に関わっているこ

とが期待され、 hAQP4を作m分子とした胃液分泌や消化機能の調節機構が存在

するか否かについて興味が持たれるところである。



---54kDa 

---38 kDa 

区J3-15 ヒト間におけるhAQP4タンパク質の存在

ヒト胃イ本音11の肉片より il11/11したタンパク質を泳動後、 bAQP4抗体を

JIJいたウエスタン分析を行った。



胃体部

幽門

上皮細胞

壁細胞

主細胞

図3-16 胃および胃底!践の模式図

EI3 
同

胃底腺

上:筒はl噴門、幽門により区分される消化器官であり、大まかにl噴門部、幽r'l
/!ili、それらに挟まれた間体部という憐造に分けられる。

下:胃休部粘膜に多数存在する腎l底腺ば後数積の機能をもっ細胞より構成されて

いる。11患の上部には主に上皮細胞が一線に並び、 j族中部から下部にかけて酸を分

泌する盛細胞やペプシノーゲンを分泌する主細胞などが混在している。



Fundic glands Pyloric glands 

~13- 17 ヒト胃におけるhAQP4タンパク質の局在

ヒト胃切片をhAQP4抗体を用いて抗体染色を行った。胃体部由来の切片

を左に、幽門官11由来の切片を右に示した。胃J)[i;;JJ裂の様式図を写真の左に示

した。



A 

2守、

B C 

図3-18 ヒト胃体部におけるhAQP4タンパク貿の局在

ヒト間体部切片をhAQP4抗体を用いて抗体染色を行った。上皮細胞が並ぶ胃

底腺上告11には染色が認められない (A)。染色が確認された胃底l浪の下音11を拡大

すると、主に主細胞が染色されている (B)。また染色がみられた皇制11胞におい

ては基底膜に凝集している繰子が確認できる (C)。



第5節 ラット宵における水チャンネルの発現

1 . )'f 

ヒト宵においてhAQP4が発現しており消化を担う細胞に局在していることを

第2節から第 4節において明らかにした。本自i'iではAQP4タンパク質が胃にお

いて発現している形質が広〈保存されているかどうかについて検討するため、

ラットを材;j斗として加い、その胃におけるアクアポリンの発現について解析を

行った。

2 材料および方法

2.1 材料，

ラット (Wistar)は日本生物材料センターおよび崎玉実験動物社よりi溝入し

た。

2.2 方法

2.2.1 ラット各組織からの貯仙の抽出

第2章に述べた方法により、ラットの胃、脳、肺、腎臓、小Jj号、大腸から

ISOGEN (ニッポンジーン社)を用いて附-JAを抽出した。

2.2.2 一本鎖cDNAの合成

賞品2主主と同様に、各組織出来のm附ぜAIμgよりランダムプライマーを用いて

一本鎖cDNAを合成した。

2.2.3 オリゴヌクレオチドの合成

日正知のラットのアクアポリンファミリー (AQPI-S)のcDNAのコード領域

に相当する断片を増幅するために、各アクアポリンに対応するプライマーを合

成した。センスプライマーは開始メテオニンのコドンを含む18m巴rのものを、

アンチセンスプライマーは終止コドンの位置に対応するもので、制限酵素認識

配列を加えて26merにした。センス、アンチセンスプライマーの下線部はそれ

ぞれ開始メチオニンおよび終止コドンの位置を示す。

ラットAQPI (Deen， P. M. T. et aJ.， 1992) 

センス 5にAAC企工QGCCAGCGAAATC-3' 
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アンチセンス グーGCGAATTCcr A TITGGGCTTCA TCTC-3' 

ラット AQP2(Fushimi， K. et aJ.， 1993) 

センス 5'-AGCA主QTGGGAACTCAGA-3'

アンチセンス シーCCTCTAGATC企GGCCTIGCTGCCGCG-3' 

ラットAQP3 (Jshibashi， K. et al. 1994) 

センスシーGAGATGCTCCACATCCGC-3・

アンヲーセンス 5'-CCTCTAGA工ζ企GATCTGCTCCTTGTG-3' 

ラッ トAQP4(Jung， J. S. et aJ.， 1994) 

センス シーGGCA主QAGTGACGGAGCT-3'

アンチセンス ターCCTCTAGATC企TACAGAAGATAA T AC-3' 

ラットAQP5(Raina， S. etal.， 1995) 

センス 5'-ACCATGAAAAAGGAGGTG-3' 

アンチセンス ターCCTCTAGATC企.GTGTGCCGTCAGCTC-3'

2.2.4 RT-PCR 

各組織由一来のcDNAを鋳型として、それぞれのアクアポリンのセンス、アン

チセンスのプライマーの組み合わせでPCRを行った。条件は94'C45秒、 50'C1 

分、 72'C2分で40サイクル行った。

2.2.5 ラッ トAQP4cDNA断片の単離

/J漏出来のcONAを鋳裂とし、 AQP4のプライマーの級み合わせを用いたPCR産

物からAQP4cDNAに相当する長さを持つバンドを切り 出し、 プラスミドベク タ

ーにサブクローニングした。塩基配列を解析し、既知のラ ットAQP4のものと

同一であることを縦かめた。

2.2.6 ノーザン分析

第3章第2節で述べたのと同様に、 l脳、胃、小勝、大腸の各組織由来の

rnRNA 5時ずつをアガロースグルで泳動し、ナイロ ンフィ Jレターに転写した。

上記のラッ トAQP4cONA断片をプロープに用いてハイプリダイゼーションを行

った。 洗めは65'Cで、最終的に0.1XSSC/O.I % SOSを月1いて行った。

2.2.7 ラッ ト胃の抗体染色
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第3章第4節に述べたヒト間の場合と同様にして、ラットの胃から切片を作

製した。一次抗体にhAQP4抗体を用いて抗体染色を行った。

3 結巣

3.1 ラッ ト各組織におけるアクアポリンの発現

胃においてAQP4が発現していることが、ヒ トだけでなく広〈保存された形

質であるかどうかについて検討1るため、ラγトを材料として用い、 AQP4お

よび他のアクアポリンの発現について検討を行った。

まずRT-PCRにより各アクアポリンの発現の有無を検討した。既知のラット

のアクアポリン (AQPI-5)のコード領域全長を培幅する ようなプライマーを

合成し、各組織由来の一本鎖cDNAを鋳型としてPCRを行った (@3-19)。胃の

cDNAを鋳型にしてPCRを行うとAQPI、3、4に相当するバンドが増幅され、ラ

ット間において 3種類の水チャンネルが発現していることが明らかとなった。

また他の消化管である小JJ易、大腸においても 、冒と同様にAQPI、3、4に相当

するバンドがI国中高された。

3.2 ラァ ト組織におけるAQP4の発現量の比較

すでにラ γトにおいては脳およびj怖から、2つのグループにより AQP4に相

当するタンパク質のcDNAクローニングがなされており (Jung，J. S・巴1al.， 1994; 

Hasegawa， H. el al.， 1994b) 、阿組織においてAQP4が多量に発現していること

が知られている。

そこで脳をポジテイプコン トロールとして用い、 RT-PCRによりAQP4の発現

が確認できた問、ノj、!助、 大IJ島におけるAQP4mRNAの発現についてノーザン分析

により検討した。各組織由来のmRNAを5μgずつ泳動し、 AQP4cDNA断片をプ

ロープとして朋いてハイプリダイゼーションを行ったところ 3本のJ<ンド(約

4.5 kb、2.3kb、1.7kb)が観察された(図3・20)。これはヒトのhAQP4の場合

と同様で、あった(医13-8)。ラッ トにおけるAQP4m附 Aの発現量について比較

を行うと 、mいた組織の中では脳に最も多く発現していた。消化管の中では胃

に最も大きな発現が認められたが、小腸、大腸においてもAQP4に相当するバ

ンドが確認できた。

3.3 ラット閤におけるAQP4タンパク質の局在
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ラット宵におけるAQP4タンパク質の局在について検討するため、ラット胃

より切片を作製して抗体染色を行った。第3節でhAQP4抗体作製に用いたペプ

チド抗原はhAQP4のC末端に相当する 10アミノ酸残基であるが、ラット AQP4の

相当する部分と比較すると 10アミノ酸中 9アミノ酸が同一であり(図3-5)、作

製したhAQP4抗体がラットAQP4タンパク質にも反応することが十分に期待され

た。そこでラット問におけるAQP4の局夜を検討する際にも、hAQP4抗体を用い

て抗体染色を行うことにした。

その結果ラ ットにおいてもヒトと同様に胃底l燥の下部がはっきりと染色され

た(区13-21)。主に染色された細胞は酸分泌を行う控細胞であり、ヒトで見ら

れた主細胞の染色はほとんど認められなかった。また壁細胞におけるシグナル

は基底艇に限定されていた(図3-21)。

4.考察

ヒト問においてhAQP4が多量に発現しており、そのタンパク質の局在が消化

機能に強く関わる細胞(主細胞、壁細胞)に限定されていることを第 2節から

第 4 節においてIy~ らかにしてきた。これらの事実より hAQP4がヒト胃において

消化機能に強く関わっていることを推測した。本節ではラントを材料として用

い、ラット胃におけるAQP4の発現ならびに局夜について検討することにより、

ヒトで待られた釘l児が広く保存された形質であるかどうかを検討した。

まず既知|のアクアポリンに対応するプライマーを合成し、 RT-PCRを行うこ

とにより各種組織におけるアクアポリンの発現について検討した。宵において

は3種 (AQPl、3、4)のアクアポリンの発現が確認され(図3-19) 、ラ ット胃

においてもAQP4が発現していることを見いだした。生体内で幅広い組織分布

を示すAQPIはラットの胃においても発現しており、またすでに報告のあった

ようにAQP3の宵における発現も同時に確認された (Ishibashi，K. et al， 1994)。

ヒトにおけるノーザン分析において、 hAQP4の消化管における発現は習に限

定されており、小勝、大腸における発現が認められなかったのに対し(図3-8)、

ラットにおいては習だけでなく 小脇、大腸においても相当するバンドが確認で

きた(図3-20)。発現世は胃に比べて非常に少ないものの、ヒトの場合と違い

が見られたことは興味深い。

ラットにおいてはRT-PCRを試みた全ての組織において複数のアクアポリン

の発現が確認された(図3・19)。例えば腎臓においては 4種類のアクアポリン
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(AQPl-4)が発現しているoe削減では抗体染色によって各アクアポリンの局

在が明機に奥なることが明らかにされており、存在する部位の遠いが機能の途

いとなっていることが示唆されている (Sabolic，1.el aJ.， 1992; Nielsen， S. et al.， 

1993a; Nielsen， S. et al.， 1993b; Fushimi， K. et al.， 1994; DiGiovanni， S. R. et al.， 

1994; lshibashi， K. el <11， 1994; Ni巴Isen，S. el al.， 1995; Terris， J. et al.， 1995)。しか

し他の組織においては、後数のアクアポリンの局在について明確な知見は得ら

れておらず、各アクアポリンの機能を.jffi測する上でも、組織内における局在の

違いを明らかにすることが今後の誹、題となるであろう。

ラット宵におけるAQP4タンパク質はヒトの場合と同様に胃底腺の下部に局

在していることが示された(図3-21)。ヒトにおいてはペプシノーゲンの分泌

を行う主細胞が主に染色されたのに対して、ラットにおいては酸を分泌する壁

細胞が主として染色された。消化を担う細胞に局在している点においては両者

は共通であり、 AQP4の腎における消化機能への関与がさらに強 〈推測できた

といえるであろう。

RT-PCRで胃における発現が舵認された他のアクアポリン (AQPl、3)の胃

における局在についての情報は得られていないが、腎!蹴で明らかにされたよう

な明維な局在の相還が観察されれば、それぞれの機能についてさらなる理解が

得られることが期待される。
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図3-19 ラット各組織におけるアクアポリンの発現

AQP1 

AQP2 

AQP3 

AQP4 

AQP5 

ラットの脳、JJiIj，胃、小JJ品、大l湯、背』戯曲来のcDNAを鋳型とし、各アク

アポリンを増慨するようなRT-PCRを行い、 PCR産物の電気泳動を行った。

PCRの|療に鋳型を加えないものをコントロールとした。
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図3-20 ラ γ トにおける AQP4m貯~Aの発現

脳、胃、小腸、大Il身よりお11出したmRNAをそれぞれ5時ずつ泳動し、

ラット AQP4cDNA断片をプロープとして用いてノーザン分析を行っ

た。サイズマーカーの位置を左に示した。
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図3-21 ラット留におけるAQP4タンパク質の局在

ラァ トi耳切片を一次抗体にhAQP4抗体を用いて抗体染色を行った。低

|音で観察したものを左に、問底腺下部を拡大 したものを右に示した。



第6節まとめ

我々が食品を娯取した際はまず円肢にて味を受容し、夜、識する。それに引き

続き間における消化が行われる。食物の消化は多種多様な分子が協調すること

によって行われている。これまでその関与は知られていなかったが、水を透過

する機能を持つ水チャンネjレが消化液の分泌にも関わることが予想された。そ

こで闘に発現する水チャンネルについて、検索ならびに分子生物学的解析を行

った。

第2節から第 6節にかけてヒト胃およびラット胃を材料として用い、 hAQP4

もしくはAQP4といった分子板が聞に発現していること、お よび胃でのタンパ

ク質の局在が消化機能をJ:!J.う細胞に限定されていることを示してきた。腎とい

う食品の初期消化を行う組織に注目した水チャンネルの解析は他に例がなく、

今回切らかにしたAQP4分子畿の発現は、胃での消化を考える上で新たな知見

となるであろう 。

ヒトでは一日に約 2リット Jレの割合で胃液が分泌されている。この胃液の分

泌に何らかの水の輸送を行う機構が関わっている可能性は非常に高いことが推

定される。間において発現するhAQP4が胃液の分泌に直媛関わるということは

証明できていなし、。しかしヒトにおいてもラッ トにおいてもAQP4の発現が消

化機能を担う細胞に限定されていることから、消化機能に何らかの関与はして

いることは強く示唆される。例えば、摂食行動前後でのタンパク質の局在など

に大きな変化が見られれば、さらに強く消化への関与が推定できるであろう。

i早酸は問底腺に存干Fする壁車IJI)胞より分泌され、同じ習底腺の主細胞から分泌

されるべプシノーグンをペプシンへと情性化することによ って消化に重要な役

割を来たしている。豊富細胞における般の分泌を促進するホルモンとしてヒスタ

ミン、アセチルコリン、芳、スト')ンがある。これらホルモンの受容を行う レセ

プターは壁細胞の基底jJ英に存在している。ラッ トにおけるAQP4タンパク質の

局在も同級に盛細胞基底l換であり、これらの分子間で同じ局在を示すことは興

味深い。何らかの機能相|渇が認められれば新しい知見となるであろう 。また 3

f!T[のホルモンのうち、アセチルコリンは脳での知覚により迷走神経末端を経て

盤細胞から放出される。よって味覚の情報伝達を阻害するような薬剤などを投

与して観察すると、味覚受容と樗の酸分泌との関係についてのより詳細な情報

が得られることカf期待される。
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以上のようにして、舌における味覚の受容と同における消化の機能に直接も

しくは間後に関与することが期待される 2つの新規チャンネルタンパク質につ

いての分子生物学的な解析を行ってきた。

食品には栄養商での機能、 H書好関での機能、病気予防而での機能があるとさ

れる。これらのうち栄養而での機能は食品の性質な中で最も基本的なものであ

り、これまでの食品研究においては主要な対象となってきた。またその研究の

発展の過程で派生した病気予防而での機能は最近世界的な関心、を呼び、その研

究は食l完}科学:の新しい潮流となりつつある。その反面、 l帯好面での食品の機能、

すなわち呈l床を担っている機能については、本来食品の特性を最も端的に表す

属性であるにも |刻わ らず、その研究は上記の 2つの機能に遅れをと っている。

少なくとも食品成分によって引き起きれるI床の感覚の情報が脳へ伝達される機

構を分子レベルで解析する研究はほとんど行われていなかった。

感覚は外来の情報を受容し認知するために使われている。感覚受容により得

られた情報は単に誘因や忌避といった行動を誘導するばかりでなく、諸々の生

理統御にも一定の効果を及ぼすことが示唆される。味物質が味覚を介して生理

統御系に与える影響も少なくない。例えば唾液の分泌、消化液の分泌はそうい

ったもののー仔uである。つまり食品のl噂好而での機能と病気予防而での機能と

のli.¥jには互いにオーバーラップした領域が存在するといえ よう 。しかしこの新

領域に断み込む研究、とりわけ分子レベルでのアプローチは全くといっていい

ほどなされていなかった。

チャンネlレを共通項とする 2稜の新規分子の解析を試みた本研究は、味覚と

消化の述1flIJの機怖の新側面をとらえうるとの考えで開始されたものである。 こ

のアプローチが、今後、特定のl床の食品成分の摂取と、その食品の消化とが分

子論l切に連動することを解明する研究につながることが期待される。またそれ

は将来、 H

あろうと予f惣gされる。
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l はじめにー研究の背景

イオンや低分子物質が細胞膜を透過する際には、 1I英賞j菌製のチャンネルタンパク質を利

!日する。生体の細胞11具には物質を選択的に透過させるチャンネJレが多種存在している。 し

かもそれらはl柿乳類にl浪らず、純物や微生物に至るまで広〈分布し、生体内や細胞内の様々

を生息E機能に泌く |掬わっていることが9，11られている。

我#人間が食1171を筏取し、消化、吸収を行うといった一連の過程においても、何らかの

fャンネルタンパク質が関与していることは想像に難くない。本研究においては、特ーに食

自摂取|時と摂取直後に機能することが強く推定される 2種の新規チャンネルタンパク質の

事在をよLいだし、その詳細なWHJi'を行った。

1 活上J支に発現する環状ヌクレオチド活性化チャンネル

11) 緒論

食品倶取|時に最初に起こる生体反応は、舌上皮におけるl床の受容である。生体で、は舌上

皮においてl球物質を受容するのと同じように、自の網膜において光、鼻のI県上皮において

句物質を受容している。光や匂物質の受容を担うこれらの細胞においては、リガンドを認

議する七回l良質i盛型レセプタ一、共役するGTP結合タンパク質 (Gタンパク質)、それら

1:続〈効果擦といった分子の存在、および劇11胞内二次メッセンジャーとしての環状ヌクレ

オチド (cGMPやc品伊)の濃度の増減に至る一連の経路が明らかとなっている。さらに環

抗ヌクレオチドの波度の増減は、それぞれの組織特a耳的に発現している環状ヌクレオチド

活性化チャンネJレ (cyclic nucleotide-gated channel、CNGチャンネル)の開閉を引き起こし、

こjしが視覚や|央覚の情報伝達に重要な役割を果たしていることが知られている。

一方、舌仁皮のl床習中に存在し、味物質の受容を行う l床細胞には、視覚 ・嘆覚レセプ夕

、と相同世J:を有する七回IJ英貫通型レセプターや味細胞特異:的に発現する Gタンパク質の存



在1}{li'ui認されている。また|来創u胞において、ある極の味物質で刺激を行うと細胞内の環状

ヌクレオチド(主としてc品伊)波j支が上昇することが生化学的に示されている。これら

の事実は、l床細胞においてもレセプターを介した、環状ヌクレオチドを細胞内二次メッセ

yジャーとして利用するl味覚の情報伝達系路が存在し、その下流にある種のCNGチャン

ネ1レが機能している可能性を強く示唆するものである。そこで本研究においては舌上皮味

細胞において発現しているCNGチャンネルの検索を行うことにした。

(2) 舌上皮に発現するCNGチャンネルのクローニング

CNGチャンネルは 6回膜貫通型のイオンチャンネルで、 C末端側の細胞質領域にヌク

レオチド結合領域を持つという構造的特徴を有しており、環状ヌクレオチドによってチャ

ンネJレが聞きイオンが透過する。視細胞やl奥細胞に存在している既知のCNGチャンネル

においてはJJ史貫通領域やヌクレオチド結合領域において高い相向性が見られる。そこでこ

れらの保存tt の高い領域をもとにプライマーを作製し、ラット舌上皮より抽出した貯~Aか

ら作製したcDNAを鋳製としてRT-PCRを行った。さらに待られたPCR産物に対して、増幅

される領域'1-'に含まれる配列をもとに作製したオリゴヌクレオチドプロープを用いてサザ

ン分析ーを行うことにより、 CNGチャンネルをコードするcDNA断片の検索を行った。合成

した多種のプライマーの組み合わせでPCRを行った結果、 6回目の!良質通領域の直後から

ヌクレオチド結合鎖j戒の前半部までに相当する約400bpの!陽性断片を得ることができた。

この断片にコードされるアミノ酸配列は、既知lのCNGチャンネルのものとは80%程度の相

向性しか有さず、新規のCNGチャ ンネルをコードするものであることがJ羽待された。こ

のチャンネルの発現量が非常に少ないことが予怨されたため、 cDNAの会構造を明らかと

するために以下の方法を行った。まず得られたPCR断片をプロープにしてラッ トゲノムラ

イプラ リーのスクリーニングを行い、 PCR断片周辺のエキソンの配列を明らかとした。得

られた情報をもとにして5二RACEを行い、 cDNAのコード領域の配列を決定した。またコ

ード領域全長が噌慨されるようにプライマーを作製し、再度舌上J支出来のcDNAより PCR

t行ったところ、相当するバンドがf確認できたことより、このクローンが確かに舌上皮に

発現していることが明らかとなった。

このようにして得られたcDNAにコードされているCNGチャンネル (CNG思1St)は611ア

ミノ般残法よりなり、 6回の脱J!t通領域とヌクレオチド結合領i或を有していた。既知の

CNGチャンネルとはアミノ酸レベルで50-80%の相向性を示した。最も高い相同性をもつ

ものと しては、ウシの精巣に発現しているCNGチャンネ Jレおよびヒトの錐体に発現して

いるCNGチャンネルが挙げられる。

(3) CNGguslのチャンネJレ機能の解析

舌上皮に発現しているCNGgllstのチャンネJレ機能の解析を行うために、 CNGgustを培養

細胞 (HEK293) に発現させた。培養細胞発現よIlのベクターにクローニングしたCNGgUSI

cDNAのコード領域に相当する断片を挿入した発現プラスミドを構築し、これをトランス

7エクションに用いることによりトランジ、エントにCNGguslタンパク質を発現させた。

まずCNGguSIに対する抗体を111いてウエスタン分析を行ったところ、予想される位置に

バン ドがl低認でき、さらにトランジエントに発現させた細胞を抗体染色に供したところ、

CNGgUSIタンパク質の細胞膜への局在が観察された。

次に電気生理的な・|生質を解析するため、パッチクランプ法により検討を行った。この際



[:はトランスフェクションされた細胞を確認するため、 CNGgUSlの発現プラスミドと同時

l:f世光タンパク質であるGFPを発現させるようなプラスミドをHEK293細胞にコトランス

7エクションした。GFPの発現が認められた細胞の細胞膜にガラス微小電極を密着させ、

電極を引き上げることにより電車E先端部の微小膜領域を切り取り、インサイドアウトのパ

7チを作製した。インサイドアウトのパッチIJ英においては、電極側が細胞外側に、瀧流液

側が細胞質側に相当する。パッチJJ莫に電位をかけ、滋流液にcG品在PやcAMPを添加した際に

流れる電流について検討した。 その結果、 ifii流液にcGMPやcAMPがないときにはパッチ膜

に電位をかけても電流は流れず、 cGMPやcA九1pを添加した際に濃度依存的、電位依存的に

電流が流れるという、 CNGチャンネル特有の性質を示したe 電位と電流の関係について

調べたところほぽ直線的であり、経端ーな整i流性は示さなかった。また環状ヌクレオチドの

濃度依存性に関しては、最大電流の半分を流すような濃度についてはcGMP(約3μM)の

ほうがcM在p (約300 凶~) よりも約 2 桁感受性が高いことが判明した。

(4) 舌上皮有車問L頭におけるCNGgustの局在

CNGgUSlの舌上皮における存在音11位を調べるため、 CNGgUSI抗体を用いてラット有郭乳

頭切片の抗体染色を行った。 その結梨、有郭手L頭の，*奮にCNGgUSIの局在カf認められ、さ

らにl床蕊を構成するl床車!日胞のl床孔に近い部位に強いシグナルが観察された。また舌11困神経

を切断することにより有事11乳頭に存在するl床奮を退化させたときにはCNGgust抗体による

抗体染色のシグナルが見られず、 CNGgUSlの発現が味習に特典的であることが判明した。

(5) 結論

以上のように新規CNGチヤンネルであるCNGgustがI!未菅に特異的な発現様式を示すこと、

および味覚情報伝達経路の細胞内二次メッセンジャーのーっとして考えられる環状ヌクレ

オチドに よりイオンを透過する機能を有することを明らかとした。今回得られたこれらの

知比は、 l液細胞におけるl味覚の情報伝達の一端にCNGチャンネルが関わっていることを

強く示唆し、伝達経路上流に位i置するレセプタ一分子の同定、延いてはそのリガンドの決

定にまで矧待を抱かせるものである。

3 ヒト刊に発現する水チャンネル

(1)緒論

摂取された食品は消化の過程へと進む。この過程に関わることが強く 期待されるチャ ン

ネルとして、ノkを透過する機能を持つ水チャンネルに着目した。食物の消化、吸収を専業

とする胃やl阪においては、7}cの透過が感んに行われており、水チャンネルカす何らかの関与

をしている可能性は大きいと考えられた。そこでヒト胃において発現する水チャンネルの

検索を行った。

(2) ヒト留に発反する水チャンネルのクローニング

既知1の水チャンネルタンパク質(アクアポリン、 AQP)ファミリーに保存されている配

列をもとにしてプラ イマーを作製し、ヒト胃のcDNAを鋳型として用いてRT-PCRを行った。

得られた断片をプロープとしてヒ ト胃のcDNAライブラリーをスクリーニングすることに

より、新規水チャンネルをコードするcDNAクローンを単離した。ここにコードされるタ

ンパクP.l!立323アミノ酸残基よりなっており 、6回の推定Jl莫貫通領域を有していた。この

9ンパク質はラ ットのAQP4とアミノ駿レベルで94%の相向性を有していたことから、



hAQP4 (human aquaporin 4)と名付けた。

(3) hAQP4の/k透過性機能の19'f.-IJi'

hAQP4の水透過性について検討するため、アフリカツメガエル卵母細胞の発現系を用い

てhAQP4タンパク質を発現させた。hAQP4のコード領域を含むc則可Aを合成して卵母細胞

に成人し、 1FIもしくは 2日後に卵ほ細胞の水透過性を検討した。細胞外液を培養液(等

張液)から 3 倍に希釈した格養液(低張l(~) に変化させた|僚に起こる卵母細胞の体積増加l
a-j則定すること により、反透圧に依存した水の透過性を算出した。hAQP4のcRNAを注入

した卵旬細胞はコントロールに比べ水透過性が著しく増加した。またこの水透過活性は一

般に水チャンネ jレの阻害剤として知られる水銀によってはl狙答きれなかった。また水以外

の低分子物質の透過性について倹討したところ、尿素、グリセロールに関しては透過を促

進しなかった。以上の結果より、 hAQP4が水を選択的に透過するチャンネルとして機能し

ていることが示された。

(4) hAQP4のヒト腎における局在

間の組織におけるhAQP4の局在について調べるため、hAQP4抗体を用いてヒト宵切片の

抗体染色を行った。 その結果、 hAQP4は胃体音11の IJJ~組織(胃底l派)に発現していたが、幽
門付近の幽門!践には発現が見られなかった。胃底!践を情成する細胞のうちでも、上皮細胞

州在ぶJ1泉の上音11には発現が見られず、ペプシノーゲンを分?必する主細胞および酸を分泌す

る墜出IUJ胞が存在しているl肢の下部に強い局夜が鋭祭された。

(5) 結論

聞において水チャンネ Jレが発現し、さらに宵での消化に直接関係する細胞に強く局在が

観祭されたというこれらの事笑は、ヒト胃においてhAQP4がぺフ。シノーゲンや酸の分館、の

際の浸透圧調主主において主~な役割を果たしている可能性を強〈示唆するものである 。

4 おわりに

食品を摂収すると生体はまずl味という外来のシグナルに応答する。その直後に始まる食

物m化の幣備は、感覚と栄養の媛点であるとも考えられる。本研究が明らかにした 2種の

チャンネルタンパク 伎は、それぞれ直接もしくは間接に、舌におけるl味覚の受容と胃にお

ける消化の機能に深く関わるものであると考えられる。食品摂取!時におけるこれらのチャ

ンネルの局在や機能の変化についての詳細な解析が、 l味覚と消化の連動の新側面を把えう

るものであることがJ招待される。
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