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研究成果の概要（和文）：イオンチャネルサブユニットCALHM1およびCALHM3の機能と発現を独自の研究ツールを
用いて探索・解析した。まずCALHM1のゲート機構と局在がパルミトイル化で調節されることを発見した。次に、
味覚を担う味細胞からの神経伝達物質放出経路がヘテロ６量体CALHM1/3チャネルと突き止めた。さらに、
CALHM1/3により構成される味蕾細胞シナプスの局在と構造を明らかにした。一方で、CALHMチャネルを発現する
新たな感覚受容器細胞を見出している。以上よりCALHMチャネルが担う味蕾細胞シナプスの構成分子・局在・構
造を明らかにするとともに、CALHMシナプスの新たな生理機能を示唆するデータを得た。

研究成果の概要（英文）：Using my original research tools, I analyzed function and expression of two 
ion channel subunits, CALHM1 and CALHM3. First, I discovered protein palmitoylation on CALHM1 
regulating its gating and localization. Second, I identified a CALHM1/3 heteromer as the 
neurotransmitter-release pathway in taste receptor cells of the taste buds required for taste 
perception. Third, I elucidated the structure and localization of CALHM channel synapses in taste 
cells. Lastly, my analyses uncovered sensory cells expressing CALHM channel subunits.
These findings revealed the structure, localization, molecular mechanisms, function, and regulatory 
mechanisms of CALHM channel synapses of the taste buds, and further proposed novel physiological 
function of CALHM synapses.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外ATPシグナルは味覚・機械・侵害など多くの感覚情報伝達など幅広い生理現象を担うが、多くの場合細胞
からのATP放出の分子機構は不明である。本研究では味覚の認識を担う味蕾細胞からの神経伝達物質ATPの放出経
路としてCALHM1/3チャネルを同定し、その機能調節機構も発見した。さらに、CALHMチャネルが担う味蕾細胞シ
ナプスの構造とその形成原理の一端を明らかにすることで、シナプス小胞を持たない”イオンチャネルシナプ
ス”とも呼ぶべき全く新しい化学シナプスの概念を確立した。さらにCALHMチャネルシナプスの新たな機能部位
を示唆するデータを得たことは新たな学術領域の萌芽である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞外 ATP シグナルは味覚・機械・侵害・温度受容など多くの感覚情報伝達、血管緊張性
制御、グリア細胞間連絡など幅広い生理現象を担うが、多くの場合細胞からの ATP 放出の分
子機構は不明である（Physiol Rev 87:659, 2007）。Calcium Homeostasis Modulator 1 
(CALHM1)チャネルはアルツハイマー病発症に関わる遺伝子として同定され（Cell 133:1149, 
2008）、最近 CALHM1 が重要な生理的役割を担っていることが明らかとなってきた（PNAS 
109:E1963, 2012; J Neurosci 33:12275,2013）。特に、CALHM1が ATP 放出チャネルとして味
蕾での甘味・苦味・旨味のプリン作動性神経伝達を担うという発見（研究代表者の成果: Taruno 
et al. Nature 495:223, 2013; Taruno et al. BioEssays 35:1111, 2013）から、CALHM研究が ATP
放出機構不明のプリン作動性細胞間連絡分子機構解明の糸口として期待されているが、従来の
研究はCALHM1 単独および味蕾等に限局された部位での研究に留まっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では独自の研究ツールを用いて CALHM チャネルファミリーの全身における発現部
位・機能発現分子機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子改変動物の作出 
 CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集の技術を用いて、内在性 CALHM1 タンパクに V5
エピトープタグを付与するとともにCALHM1プロモータの下流でCre を発現するノックイン
マウス系統Calhm1-V5-IRES-Cre を作出した。本マウスは組織におけるCALHM1パルミトイ
ル化の生化学的検出に用いた。また、GCaMP3 レポーターマウス Rosa26LSL-GCaMP3（Ai38
系統）と交配させることで Calhm1 プロモータの制御下で GCaMP3 を発現するマウス
Calhm1-GCaMP3 の作出にも本マウスを用いた。 
 CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集の技術を用いて、Calhm3 の exon1 を tdTomato に
置換したCalhm3-tdTomato マウス系統を作出した。本マウスは、Calhm3 をノックアウトする
とともにCALHM3プロモータの下流で赤色蛍光タンパク tdTomato を発現するので、Calhm3
の機能解析とともに全身におけるCalhm3 発現部位の探索にも用いた。 
（２）抗マウスCALHM1 抗体の作出 
 マウスCALHM1のC末端領域に対するポリクローナル抗体をモルモットを宿主に作製した。
血清からアフィニティ精製によって得た精製抗体を実験に用いた。 
（３）電気生理実験 
 急性単離した味細胞または CALHM チャネルを発現させた培養細胞におけるパッチクラン
プ法による全細胞電流測定を行った。 
（４）ATP放出アッセイ 
 急性単離した味細胞または CALHM チャネルを発現させた培養細胞からの細胞外への ATP
放出量をルシフェラーゼアッセイを用いて測定した。 
（５）細胞・組織免疫蛍光染色 
 4 % paraformaldehyde で固定した組織切片または培養細胞を用いて、蛍光抗体法を用いて、
目的タンパク質の染色をおこなった。 
（６）味覚解析 



 ４８時間２瓶味覚嗜好性試験、リックテスト、鼓索神経応答を用いてマウス個体の味刺激に
対する行動および神経応答を解析した。 
（７）生化学解析 
 急性単離した味細胞または CALHM チャネルを発現させた培養細胞の細胞溶解液を用いて
タンパク質間相互作用を調べる共免疫沈降法、細胞表面に局在するタンパク検出のための表面
ビオチン化法、パルミトイル化を検出するアシル-ビオチン交換アッセイ（ABE アッセイ）を
はじめ種々の生化学的解析を適宜用いた。 
 
４．研究成果 
（１）パルミトイル化によるCALHM1機能調節機構の発見（Taruno et al. J Physiol, 2017） 
 CALHM1の翻訳後修飾を探索した。様々な化学修飾を受けるシステイン残基（C）に着目し、
変異体スクリーニングから C100 と C207 の分子内２カ所にパルミトイル化とよばれる可逆的
脂質修飾を受けることを発見した。パルミトイル化の検出にはトリチウムによる代謝ラベルや、
アシル-ビオチン交換法などの生化学的な手法を駆使した。また、２３あるパルミトイル化酵素
のスクリーニングにより、３つの CALHM1 パルミトイル化酵素 DHHC3/7/20 を同定した。
さらにパルミトイル化がCALHM1の電位依存性を制御すること、味細胞に発現するCALHM1
がパルミトイル化を受けていることなどを明らかにした。これは初めて見つかった CALHM1
機能調節機構であり、味覚神経伝達の調節メカニズムを含めた全容解明に資する発見である。 
（２）味蕾細胞神経伝達物質放出経路CALHM1/CALHM3 チャネルの同定（Ma#, Taruno# et 
al. Neuron, 2018） 
 次に、CALHM1 に結合する分子を探索した。その結果、新たな CALHM1 の修飾サブユニ
ットCALHM3を発見し、CALHM1/CALHM3複合体が内在性味細胞ATP放出チャネルと同
一の性質を持つ電位依存性 ATP 放出チャネルとして機能することを電気生理学的な方法を駆
使して明らかにした。さらに CALHM1 と同様に、マウスにおける CALHM3 ノックアウトが
II 型味細胞 ATP チャネル電流・ATP 放出および味認識（甘・苦・うま味）を消失させたこと
から、CALHM1/CALHM3 複合体が II 型細胞の神経伝達物質放出機構の分子実体であると結
論づけた。 
 本研究結果により、味を舌から脳へと伝える分子レベルの仕組みを明らかにするとともに、
シナプス小胞をもちいないイオンチャネルによる神経伝達物質の放出という“イオンチャネル
シナプス”の概念を分子レベルで確立することに成功した。 
（３）味蕾細胞CALHMチャネルシナプスの構造・局在の解明（Kashio et al. Sci Rep, 2019） 
 （２）で明らかにしたイオンチャネルシナプスは類例のない新しい化学シナプス様式であり、
その構造や形成原理については全くわかっていない。そこで、独自にモルモットを宿主に作製
した抗マウスCALHM1抗体を用いてマウス味蕾におけるCALHM1の局在を解析し、CALHM
チャネルが味細胞とATP受容体P2X2Rを発現する求心性味細胞との接点に局在することを明
らかにした。味細胞内で、求心性味細胞と接する部分の形質膜を裏打ちするように巨大なミト
コンドリアが存在することが知られている。これらの結果から、巨大ミトコンドリア（ATPリ
ザーバー）～CALHM1/3 チャネル（ATP 放出部位）～求心性味神経（ATP レシーバー）が直
線的空間配置を取ることで限局かつ安定した神経伝達を可能にしていることが強く示唆された。 
 さらに、MDCKII 細胞による極性モデル上皮への CALHM サブユニットの強制発現系を用
いて、CALHMチャネルが生得的に側底膜へと選択的にソーティングされる性質をもつことが
明らかになった。側底膜ソーティングに必要なシグナル配列の一部も突き止めることができた。 



 このように、CALHMチャネルによるイオンチャネルシナプスの構造とその形成原理の一端
を明らかにした。 
（４）CALHMチャネルサブユニットの発現部位の網羅的解析 
 CALHMチャネル機能は今のところ味細胞においてのみ詳細に記述されている。一方で、そ
の他の臓器における発現や機能については未だよく分かっていない。さらに、おそらく発現量
が低いことが原因で in situ hybridization や特異的抗体などを用いた発現解析もこれまでうま
くいっていない。そこで、我々はCALHMサブユニットの発現の高感度解析を可能にする２系
統の遺伝子改変マウスCalhm1-GCaMP3 および Calhm3-tdTomato を作出し、これらのマウス
を用いて Calhm1 および Calhm3 を発現する細胞を全身で探索することを目指した。
CRISPR/Cas9システムによってCalhm1-GCaMP3およびCalhm3-tdTomatoの作出に成功し、
それぞれ各種臓器における GCaMP3 および tdTomato の発現を解析している。全ての臓器の
解析は終了していないが、これまでに今まで知られていなかったCALHMサブユニット発現細
胞を発見しており、今後の CALHMチャネル研究の萌芽が得られたと考えている。 
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