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研究成果の概要（和文）：味覚は食物摂取を制御する特殊感覚であり、味覚受容機構の理解は食生活が発症に深
く関与する高血圧・糖尿病をはじめとする生活習慣病の予防の観点からも重要である。先行研究でCALHM1イオン
チャネルが味蕾細胞から求心性神経への神経伝達に必須であると報告したが、生体内でのCALHM1機能修飾機構が
示唆されていた。本研究で、CALHM1が生体内でS-パルミトイル化修飾を受けること、さらにCALHM1のパートナー
分子CALHM3を発見し、CALHM1/3チャネルが甘味・苦味・旨味・一部の塩味の神経伝達を担うことを解明した。こ
れらの研究成果は味覚の神経伝達機構の分子理解に貢献する。

研究成果の概要（英文）：The sense of taste controls our eating behaviors. Full understanding of the 
taste mechanisms is invaluable for preventing lifestyle diseases such as diabetes and hypertension. 
We previously reported that CALHM1, a subunit of a voltage-gated plasma membrane ion channel, is an 
essential portion of the neurotransmitter release channel in taste bud cells. However, rigorous 
regulation of CALHM1 channel function by unknown mechanisms has been implicated in vivo. In this 
study, we discovered two regulatory mechanisms of CALHM1 channel: (1) CALHM1 gating and submembrane 
distribution is post-translationally regulated by S-palmitoylation, and (2) a CALHM1 paralog, 
CALHM3, forms a novel oligomeric ion channel with CALHM1 and the CALHM1/3 channel mediates 
neurotransmission of sweet, bitter, umami and amiloride-insensitive salt tastes.
These findings significantly advance our molecular understanding of taste mechanisms.

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 味覚は食物摂取を制御する特殊感
覚であり、味覚受容機構の理解は食生活が
発症に深く関与する高血圧・糖尿病をはじ
めとする生活習慣病の予防の観点からも重
要である。これまで、味受容体（TAS1Rs・
TAS2Rs）のクローニングをはじめ、味細胞に
おける味覚受容の分子生物学的研究にはめ
ざましい発展があったが、まだ多くの未解明
かつ重要な謎が残されている。これまでの研
究から、味覚は５つの modality（甘味・苦味・
旨味・塩味・酸味）に大別することができる。
塩味についてはさらに２つに分類される。閾
値が低く Na+選択性が高いアミロライド感受
性（AS）塩味、および、閾値が高くイオン非
選択性のアミロライド非感受性（AI）塩味で
ある。味蕾細胞（以下、味細胞）による各味
modality のセンシングの分子機構は酸味・AI
塩味を除きその受容体が明らかになってい
るが、味細胞から求心性味神経終末への神経
伝達の分子機構は大部分が未解明である。
 甘味・苦味・旨味・一部の AI 塩味
は II 型味細胞により受容され、この細胞は
ATPを神経伝達物質として非シナプス性に放
出することが知られていた (Finger et al. 
Science 2005)が、その分子機構は不明であっ
た。我々は先行研究において(Taruno et al. 
Nature 2013)、Calcium Homeostasis Modulator 1 
(CALHM1)が II型味細胞におけるATP放出チ
ャネルの必須分子であることを明らかにし
た。しかし、培養細胞に発現させた CALHM1
チャネルと味細胞から記録される ATP 放出
チャネル電流の間には電気生理学的および
薬理学的な性質に齟齬があり、未知の
CALHM1 チャネル機能調節因子の存在が示
唆されていた。例えば、活性化速度が
CALHM1チャネル（τ = ~ 3 s）よりも味細胞
における ATP チャネル電流（τ = ~ 10 ms）の
方が圧倒的に早く(Ma et al. 2012; Romanov et 
al. 2008)、carbenoloxoneは味細胞 ATPチャネ
ルを阻害するが CALHM1 チャネルは阻害し
ない(Huang and Roper 2010; Huang et al. 2007; 
Ma et al. 2012; Murata et al. 2010)。このように、
このプリン作動性味覚神経伝達の分子機構
の全容解明にはいたっていなかった。 
 
２．研究の目的  
 
 本研究では II 型味細胞における
CALHM1 チャネルの機能修飾メカニズムの
探索を行い、味覚におけるプリン作動性神経
伝達の分子機構の全容解明を目指した。本目
的達成のために二つのアプローチをとった。
一つ目は CALHM1 チャネルの翻訳後修飾に
よる機能制御機構の探索、もう一つは
CALHM1 チャネルの機能修飾サブユニット
の探索である。 
 以下に、それぞれのアプローチにお
いて得られた研究結果を報告する。 

 
３．研究の方法 
 
（１）細胞培養 

 Neuro2a、HeLa、HEK293 細胞(ATCC®)
を 37ºCの 5% CO2/ 95% O2 インキュベータ内
にて培養し、プラスミド DNA の導入には
Lipofectamine 3000 (Invitrogen)を用いた。 

（２）電気生理実験 

 パッチクランプ全細胞電流測定法によ
り単離した味細胞および培養細胞における
膜電流測定を行った。また、Xenopus oocyte
を用いた二電極膜電圧固定法により強制発
現させた CALHM電流を測定した。 

（４）ATP放出アッセイ 

 単離した味蕾および CALHM チャネル
を発現させた培養細胞から放出される ATP
量をルシフェラーゼアッセイによって測定
した。 

（５）組織・細胞染色 

 4 % paraformaldehydeで固定した培養細
胞および動物組織切片を用いて、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。また、in situ hybridizationnを用いて目的
遺伝子の mRNA発現部位を可視化した。 

（６）生化学実験 

 BN-PAGE・SDS-PAGE・表面ビオチン化
法・共免疫沈降法・acyl-biotin exchange (ABE)
アッセイ・17-ODYA代謝ラベル法を用いた。 

（７）分子生物学実験 

 定量 RT-PCR、siRNA による遺伝子ノッ
クダウン、CRISPR/Cas9法によるノックアウ
ト・ノックインマウスの作製など 

（８）味覚嗜好試験 

 ２瓶法およびリックテストによってマ
ウスの味溶液への嗜好性を定量化した。 

 
４．研究成果 
 
（１） パルミトイル化による CALHM1 チ
ャネル機能制御機構の発見 

①CALHM1のパルミトイル化の発見 

 CALHM1 の細胞内システイン残基をセ
リン残基に置換した変異体の作製および
ABE アッセイ・17-ODYA 代謝ラベル法を駆
使して、CALHM1がパルミトイル化修飾を受
けること、TM3および TM4近傍の Cys100お
よび Cys207 がパルミトイル化部位であるこ



と、DHHC3・DHHC7・DHHC20が CALHM1
のパルミトイル化酵素であることを見出し
た。 

②パルミトイル化による CALHM1 の機能修
飾の解析 

 ATP アッセイ・電気生理学実験により、
CALHM1 がパルミトイル化によって負に機
能制御されていることが明らかとなった。パ
ルミトイル化不全変異体では野生型に比べ
ておよそ-20 mV の V１/2のシフトおよび活性
化速度の増大が見られ、チャネルゲーティン
グへの直接的な関与が示唆された。 

 さらに、パルミトイル化不全変異体が野
生型チャネルに比べ、脂質ラフトへの局在が
減少していることも見出した。このことは
CALHM1 がパルミトイル化によって脂質ラ
フトへの局在が制御されていることを示唆
している。 

③味細胞 CALHM1のパルミトイル化の検出 

 内在性に発現する CALHM1 に V5 エピ
トープタグが付加されるCALHM1-V5ノック
インマウスを作出した。このマウスによって
内在性 CALHM1 タンパク質の生化学的解析
が可能になり、ABEアッセイによって味細胞
に発現する CALHM1 がパルミトイル化修飾
を受けていることが確認された。 

（２） 味細胞 ATPチャネルの同定 

①機能修飾サブユニット CALHM3の発見 

 CALHM ファミリーは６つの遺伝子で構
成される。生化学的手法および電気生理学的
手法を駆使して CALHM1 と相互作用して機
能修飾するパラログを探した。CALHM1以外
で、単独でイオンチャネル機能を持つパラロ
グはなかった。まず、５つの CALHM1 パラ
ログの中から、共免疫沈降法・細胞内共局
在・BN-PAGE 解析によって CALHM3 が
CALHM1 と最も強く相互作用することを見
出した。イオンチャネル機能に関し、
CALHM3 単独では膜コンダクタンスを発生
させなかったが CALHM1 と共発現させるこ
とでCALHM1電流が増大することを見出し、
CALHM1と CALHM3が複合体を形成してオ
リゴメリックチャネルとして機能しうるこ
とを示唆している。 

 CALHM1チャネルの V1/2は+71.7 mVで
活性化速度は 3.5 s at +80 mVであるのに対し
て、味細胞 ATPチャネルの V1/2は+31 mVで
活性化速度は~10 ms at +80 mVである。この
ように CALHM1 単独では、活性化するのに
味細胞 ATP チャネルに比較してより強い脱
分極を必要とし、さらにその活性化速度もは
るかに遅いことが分かる。CALHM1/3チャネ
ル電流の性質を解析したところ、V1/2は+23.2 

mV、活性化速度は 9.58 ms at +80 mVであっ
た。このように、CALHM1/3チャネルと味細
胞 ATP チャネルのゲーティングの性質は酷
似していた。 

 また、CALHM1 チャネルと味細胞 ATP 
チャネルは carbenoxolone に対する感受性が
異なっている。 carbenoxolone に対して
CALHM1 は非感受性であるが、味細胞 ATP
チャネルは感受性がある。CALHM1/3チャネ
ル電流は 10 µM carbenoxolone によって９
０％以上阻害された。このように、CALHM1/3
チャネルと味細胞 ATP チャネルは薬理学的
特性も似ている。 
 
②II型味細胞選択的 CALHM3発現 
 
 味蕾において、CALHM1と CALHM3が
II型味細胞特異的に共発現していることを、
in situ hybridizationにより見出した。 
 
③味覚受容における CALHM3の役割 
 
 CALHM3 の味覚受容における役割を行
動実験によって調べた。CALHM3ノックアウ
トマウスにおいて甘味、旨味、苦味、AI塩味
に対する応答が野生型に比べて優位に減弱
していた。一方で、III型細胞によって受容さ
れる酸味応答は野生型と CALHM3 ノックア
ウトマウスで違いは見られなかった。この味
覚表現型は CALHM1 ノックアウトマウスで
みられたものと酷似していた。さらに、
CALHM3 ノックアウトマウスから単離した
味蕾から味刺激による ATP 放出が消失して
いた。以上の結果から、新規に発見したオリ
ゴメリック CALHM1/3 チャネルが甘味・苦
味・旨味・一部の AI塩味の II型細胞からの
ATP放出チャネルの実体であると結論付けた。 
 
（３）結論 
 
 本研究により、（１）味覚神経伝達を担
う CALHM1 チャネルのパルミトイル化によ
るチャネルゲーティング・細胞内局在の新規
制御機構、および（２）CALHM1/3ヘテロオ
リゴマーが II型味細胞ATPチャネルの分子実
体であること、を明らかにした。本研究結果
は味覚のプリン作動性神経伝達分子機構・調
節機構を明らかにするものであり、学術雑誌
へ投稿中である。 
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