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 研究成果の概要（和文）： 味細胞の一部（II 型細胞）は、味刺激に応答するにも関わらず求心性神経とのシナプス形成因子が欠落している。本研究では II 型細胞の神経伝達物質（ATP）放出能と味細胞が発する活動電位の機能を調べた。その結果、II 型細胞は発火頻度の増大に応じて ATP を放出し、活動電位の阻害で抑制され、ヘミチャネルの阻害で消失した。II 型細胞の活動電位は、ヘミチャネルを介した ATP 放出を増幅する働きがあることが分かった。 
 研究成果の概要（英文）： Subsets of taste bud cells generate action potentials in response to sapid stimuli. Type II taste cells have many taste transduction molecules but lack well elaborated synapses, which leads to the question in the functional significance of action potentials in these cells. We examined the dependence of adenosine triphosphate (ATP) transmitter release from taste cells upon action potentials. To identify Type II taste cells we used mice expressing a green fluorescence protein (GFP) transgene from the gustducin promoter.  Action potentials were recorded by an electrode basolaterally attached to a single GFP-positive taste cell. ATP release was monitored from gustducin-expressing taste cells by collecting the electrode solution immediately after tastant-stimulated action potentials and using a luciferase assay to quantify ATP. Stimulation of gustducin-expressing taste cells with a sweet, bitter, or umami compound on the apical membrane increased ATP levels in the electrode solution; the amount of ATP depended on the firing rate. Increased spontaneous firing rates also induced ATP release from gustducin-expressing taste cells. ATP release from gustducin-expressing taste cells was depressed by tetrodotoxin and inhibited below the detection limit by carbenoxolone. Our data support the hypothesis that action potentials in Type II taste cells enhance ATP release through hemichannels. 
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研究分野： 医歯薬学 科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 キーワード：味細胞、活動電位、シナプス、神経伝達物質 
 １．研究開始当初の背景 味覚はヒトの食行動を左右する重要な口腔内感覚であり、その入力センサーとして機能するのが味細胞である。味細胞で得られた情報は、化学シナプスを介して味神経に伝達される。形態学的にⅠ型、II型、III型細胞および基底細胞の4つに分類される味細胞のうち、シナプス小胞を持つのはⅢ型細胞である（e.g. Yang et al 2000）。しかし、甘味、うま味および苦味受容体（T1r、T2r）を発現しているのは、シナプス前細胞の特徴を持たないII型細胞であることが判明した。（例 DeFazio et al 2006）。すなわち、受容体を発現する味細胞（II型）は、旧来のシナプスでない、何らかのメカニズムで神経へ味情報を伝達することと思われるが、そのメカニズムはどのようなものなのか、研究当初、味覚研究が抱える最大の謎となっていた。 味細胞・味神経間の神経伝達物質の新たな候補として、研究当初、ATPが注目されていた。その最大の理由は、味神経のATP受容体・P2X2/P2X3の遺伝子のダブルノックアウトマウスが味に対して全く応答しないことが判明したことによる（Finger et al 2005）。また、さらに、単離味細胞にATPバイオセンサーを近づけた研究でⅡ型細胞はヘミチャネルを介してATPを放出する可能性が示され（Romanov et al 2007、Huang et al 2007）、シナプス小胞を必要としないATP放出メカニズムが浮かび上がってきた。しかし、味細胞のATP放出が自然条件下の味刺激に応じて生じうるか、さらに何を直接のトリガーとしてどのようなメカニズムで作動するかは全く不明であった。 前段の報告で興味深いのは、味細胞は、活動電位様のパルス波を与えられただけでATPを放出することである（Romanov et al 2007）。味細胞の活動電位は約20年前に両生類味細胞で記録されたのが始まりで、哺乳類の味細胞でも様々な味刺激により活動電位が発生する。活動電位を発生する味細胞の応答はほぼそのまま味神経に伝達されていることからも（Yoshida et al 2006）、味細胞の活動電位発現が味細胞・味神経間の情報伝達に極めて重要だと考えられる。すなわち、シナプス小胞を必要としないATP放出メカニズムを解明する鍵は、活動電位を発生する味細胞にあると考えられたのである。    

２．研究の目的 本研究の目的は、味細胞に備わっている新規活動電位に依存した新規の神経伝達物質放出機構を解明することにある。本研究ではATP に焦点を当て、まず活動電位を発生する味細胞（II 型細胞およびⅢ型細胞）が ATP を放出するのかを味応答特性ごとに検証する。味刺激に応じて ATP が放出される味細胞について、神経伝達物質放出における活動電位の機能を明らかにするために、ATP 放出が活動電位の発火頻度に依存して生じるかどうかを検証し、ATP 放出に関わる因子を明らかにする。上記の目的を達成するために、当研究室で確立した活動電位記録システムをもとに、単一味細胞の応答を測定しながら、放出される超微量の ATP をリアルタイム測定する新たなシステムを開発することを目指した。 
 ３．研究の方法 GFPマウス茸状乳頭由来のⅡ型細胞またはⅢ型細胞から、共焦点レーザー顕微鏡下でルーズパッチ記録法により活動電位を記録した。味孔に限局して与えられた味刺激に対して活動電位の発火頻度が上昇したら、記録後速やかに電極内液を回収してルシフェラーゼアッセイに供し、超微量の ATP をリアルタイム測定する方法を開発した。本研究ではⅡ型細胞とⅢ型細胞の活動電位発生の有無と味応答特性を解析しながら、ATP 放出能を調べ、ATP 放出が活動電位の発火頻度に依存するかを明らかにし、どのような因子が関与するかを薬理学的に解析した。  ４．研究成果 (1) II 型細胞の ATP 放出能とその発火頻度依存性  甘味刺激で誘発される活動電位の頻度が上昇すると、記録電極内液に検出された ATP 濃度は増大する傾向を示した。苦味刺激でも同様の結果が得られた。うま味刺激に応答した II 型細胞からもATP が検出された。さらに自発発火頻度とATP検出量との間にも正の相関がみられた。 (2) II 型細胞の ATP 放出におけるヘミチャネルの機能 II 型細胞からの ATP 放出は、ヘミチャネルブロッカーのカルベノキソロンを投与することで検出限界以下となった。その濃度は 5 µM と低濃度であり、パネ



キシン 1 の特性に一致した。コネキシンのブロッカーである GAP26と GAP27の混合液を投与してもATP放出は抑制されなかったことから、II 型細胞からの ATP放出はパネキシン1を含むヘミチャネルを介して生じるものをと考えられる。 (3) II 型細胞の ATP 放出における活動電位の機能的役割  電位依存性 Na チャネルのブロッカーであるテトロドトキシンを投与したところ、II 型細胞からの ATP 放出は抑制されたが、検出限界以上の値を示した。このことから、II 型細胞の細胞内情報伝達機能の活性化に伴うヘミチャネルの開口によって生じる ATP 放出を、活動電位は増強する働きがあるものと考えられる。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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