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研究成果の概要（和文）：味覚器である味蕾は、異なるタイプの味蕾細胞や神経終末が細胞ネットワークを形成
し味情報を伝達している。私は、傍分泌に関わるイオンチャネルの電気生理学的特徴、イオンチャネルおよび神
経伝達物質受容体発現の細胞型依存性、イオンチャネルや受容体を発現する細胞型の単一味蕾に含まれる割合な
どを明らかにした。味情報伝達におけるイオンチャネルおよび神経伝達物質受容体の役割について議論する。

研究成果の概要（英文）：Taste buds consist of the heterogeneous population of taste bud cells with 
different cell types that may make cell-to-cell communications within taste buds.  I show that the 
electrophysiological properties of ion channels for paracrine signaling, the cell-type dependent 
expression of the channel and neurotransmitter receptors, and the ratio of cell types expressing the
 channel and receptors in a single taste bud. The discussion is made on the role of these channels 
and receptors in the transmission of taste responses.

研究分野：感覚生理学

キーワード： 傍分泌　ヘミチャネル　アセチルコリン受容体　ATP受容体　電位依存性Kチャネル　パッチクランプ法
　細胞間情報伝達　味神経線維
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

味を感じる小器官(味蕾)は、口腔内に分布
し、味蕾細胞と味神経終末が集まることで機
能する。味蕾細胞は、微細構造や免疫性から、
Ⅰ～Ⅳ型に分類され、近年、味蕾細胞レベル
の機能が明らかになってきた。Ⅱ型は、甘味、
うま味、苦味物質受容体をもつが、味神経と
化学シナプスは形成せず、神経伝達物質とし
て ATP を周囲にまき散らす（傍分泌する）。
一方、Ⅲ型は味神経と化学シナプス持つ唯一
の細胞で、酸味物質を受容する。Ⅰ型は支持
細胞とされてきたが、塩味応答を生成する可
能性がある。Ⅳ型はこれらの前駆細胞である。
さらに、味蕾内には、顔面神経、三叉神経な
どの求心性、遠心性終末が存在する。このよ
うに味蕾は、多種多様な細胞が集団を形成す
ることで機能している。 
味蕾の細胞集団において、味蕾細胞ネット
ワークに関する知見が、近年いくつか報告さ
れている。我々も、傍分泌によるⅡ型細胞か
らⅢ細胞型への味情報伝達の可能性や味蕾
細胞のギャップ結合、神経伝達物質受容体を
発見し、神経終末を含めた細胞ネットワーク
が味蕾としての味応答を生成することを示
唆している。しかし、各細胞型および神経終
末の味蕾内配置と細胞ネットワークの関係
については、不明な点が多い。例えば、Ⅱ型
とⅢ型細胞が空間的に離れた場所に存在す
るなら、Ⅱ型－Ⅲ型間の情報伝達は困難とな
る。また、甘味受容体を持つⅡ型細胞と苦味
受容体を持つⅡ型細胞が同一味蕾に発現す
ると、これらの細胞から傍分泌された ATP
が味蕾内を自由に拡散し、同じ味神経終末に
それぞれの味応答を送ることになる。従って，
味質を識別するためには，ATP拡散の制御が
必要となる。Ⅰ型細胞の細胞膜には、ATP分
解酵素が発現しているので、Ⅰ型、Ⅱ型細胞
および味神経終末の適切な配置があるに違
いない。本研究では、味蕾細胞や神経終末の
味蕾内配置（構造）と細胞ネットワークにお
ける味応答生成機構（機能）の関係を明らか
にする。 

 

２． 研究の目的 

感覚細胞からの感覚情報は、通常、脳の特
定の部位へ送られるため、特定の神経終末と
感覚細胞間の化学シナプスを介して伝搬さ
れる。しかし、味を感じる感覚細胞（味蕾細
胞）の多くは、味神経終末と化学シナプスを
形成せず、むしろ神経伝達物質を周囲にまき
散らす方法（傍分泌）によって、味情報を伝
搬する。従って、傍分泌で放出された神経伝
達物質は、本来の標的神経細胞に加え、近傍
の細胞や神経終末までも刺激することにな
る。本研究では、味蕾という細胞集団の構造
と機能に注目し、味蕾内における味蕾細胞お
よび神経終末の空間配置と細胞ネットワー

クを用いた味応答の生成機構の関係を解明
することを目的とした。上述のように、細胞
型によって、生理学的役割は異なるので、本
計画では、常に、味蕾細胞の構造や機能と細
胞型とを関連付け、以下の点を明らかにした。 

 
（1）舌後部味蕾を構成する細胞の細胞型比
率および味神経終末の味蕾内配置パターン 
舌後部中央および舌後部両側に分布する
味蕾について、単一味蕾に含まれる細胞数お
よび味覚受容に重要な役割を果たすⅡ型、Ⅲ
型細胞数を定量的に調べ、味蕾を構成する細
胞型について明らかにした。また、味神経終
末に発現する ATP 受容体サブタイプを免疫
染色し、味蕾内での配置パターンを明らかに
した。 
 
（2）ATP放出チャネルの薬理学的性質 
味蕾細胞の傍分泌に関わるイオンチャネ
ルは電位依存性および細胞外 Ca 依存性があ
り、複数のタイプが関与しているとの報告が
ある。生理学的実験によって、ATP放出チャ
ネルの薬理学的性質を明らかにした。 
 
（3）細胞ネットワークに関与するアセチル
コリン（ACh）受容体発現の細胞型依存性 
味蕾細胞は ACh受容体を発現し、ACh刺
激によって細胞内 Ca 濃度上昇を引き起こす
ことを我々は報告している。しかし、ACh受
容体を発現する細胞の型や細胞内 Ca 濃度上
昇の分子機構については不明だったので、こ
れらの点について明らかにした。 

 
（4）興奮性に関与する A型 Kチャネル電流 
味蕾細胞は各種電位依存性 K チャネルを
発現する。この中で、活動電位の生成や発火
周波数の調節に関与する A 型電流について
電気生理学的特徴を明らかにした。また、遺
伝子サブタイプの同定および電流発現の細
胞型依存性を明らかにした。 
 

３． 研究の方法 

（1）舌後部味蕾を構成する細胞の細胞型比
率および味神経終末の味蕾内配置パターン 
単一味蕾を構成する細胞の細胞数および
細胞型の同定は、免疫染色法と共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いて行った。具体的には、舌後
部中央に存在する有郭乳頭および舌後部両
側に分布する葉状乳頭を酵素処理で剥離し
（剥離舌上皮標本）、固定後、Ⅱ型およびⅢ
型に特異的な抗体と核染色の三重染色し、共
焦点レーザー顕微鏡で、味孔から味蕾基底部
まで連続光学切片を撮影した。単一味蕾に含
まれるⅡ型、Ⅲ型細胞数、味蕾の大きさなど
を定量化し、舌前方に分布する茸状乳頭味蕾



および軟口蓋味蕾と比較した。 
味神経終末には、ATP受容体である P2X2
および P2X3 受容体が発現している。P2X2
受容体およびⅡ型、Ⅲ型細胞マーカーの多重
免疫染色をおこない、超高解像蛍光顕微鏡で
抗体の分布を可視化した。剥離舌上皮標本は
味蕾構造が保存されているので、茸状乳頭に
おける味神経終末の味蕾内の配置を明らか
にすることができた。 

 
（2）ATP放出チャネルの薬理学的性質 
生理学実験として、電気生理学的測定（ホ
ールセルパッチクランプ法）と色素の取り込
み実験のなる二つの異方法で、ATP放出チャ
ネルの薬理学的性質を調べた。ホールセルパ
ッチクランプ法には、電極内液に Cs+イオン
を含む溶液およびマーカー物質（バイオサイ
チン）を充填することで、電位依存性 Kチャ
ネルの抑制および測定した細胞型の同定を
行った。具体的には、剥離舌上皮に含まれる
茸状乳頭味蕾細胞にパッチクランプ法を適
用し、各種ブロッカーの投与および細胞外
Ca 濃度を変化させて、電位依存性電流を測
定し、投与前後で比較した。電気測定終了後、
その標本に対し、免疫染色法を適用した。Ⅱ
型およびⅢ型細胞に特異的な抗体と、バイオ
サイチン-アビジン反応を利用した三重染色
法を用い、共焦点レーザー顕微鏡で測定した
細胞の細胞型を同定した。色素の取り込み実
験は、剥離舌上皮の茸状乳頭味蕾に対し、細
胞外にバイオサイチン存在下で、高カリウム
刺激および低 Ca 刺激をおこなった。刺激に
よって細胞外バイオサイチは細胞内へ取り
込まれるので、各種ブロッカーの有無でバイ
オサイチンを含む細胞数を比較した。細胞数
の定量化および取り込んだ細胞型の同定は、
上述の免疫染色法および共焦点レーザー顕
微鏡を用いて行った。 

 
（3）細胞ネットワークに関与する ACh受容
体発現の細胞型依存性 
茸状乳頭味蕾を Ca 感受性色素で染色し、

AChに応答する細胞をCaイメージング法で
調べた。各種アゴニストおよびアンタゴニス
ト存在下で、Ca 応答を測定し、細胞内情報
伝達経路を明らかにした。また、細胞型の同
定には、Ca 応答測定後、高カリウム刺激で
蛍光色素を細胞内に取り込ませてから標本
を固定し、同一標本に対し、前述の免疫染色
法を適用することでおこなった。細胞内情報
伝達経路に関与する分子の同定は、その分子
に特異的なプライマーを設計し、Reverse 
Transcription (RT)-PCR 法を用いておこな
った。 

 
（4）興奮性に関与する A型 Kチャネル電流 

電位依存性 Kチャネルの中で、A型電流の
生成に関わっている K チャネルについて電
気生理学的特徴、発現する遺伝子サブタイプ
を調べた。A型 K電流は、ホールセルパッチ
クランプ法で測定し、各種ブロッカー存在下
で、K電流の薬理学的性質および電気生理学
的特徴を明らかにした。細胞型の同定は、前
述のようにバイオサイチンを電極内液に導
入し、免疫染色法にて行った。遺伝子サブタ
イプについては、A型電流を形成する Kチャ
ネルに特異的なプライマーを設計し、
RT-PCRで行った。具体的には、剥離舌上皮
標本は、味蕾以外の細胞も含むため、２本の
ガラスピペットを用いて、茸状乳頭味蕾を採
取し、一定量の味蕾を集めてから、total RNA
の抽出、DNase処理後、RT-PCRを行った。
増幅産物の確認は、アガロースゲル電気泳動
でおこなった。 
 

４． 研究成果 

（1）舌後部味蕾を構成する細胞の細胞型比
率および味神経終末の味蕾内配置パターン 
剥離舌上皮に含まれる有郭乳頭および葉
状乳頭味蕾から、味蕾構造を保持した状態で、
味蕾全体から連続光学切片画像を取得する
ことに成功した。味蕾の形態および単一味蕾
に含まれるⅡ型、Ⅲ型細胞数を明らかにし、
茸状乳頭味蕾と比較した。その結果、単一味
蕾に含まれる各細胞型の割合は、味蕾の存在
部位によって異なることを明らかにした。Ⅱ
型細胞のマーカー分子は数種類存在する。こ
られⅡ型細胞マーカーの共発現率も部位に
よって異なることも明らかにした。また、味
蕾の大きさが部位によって異なることも解
明した。味蕾で生成される味情報は、味神経
を介して脳へ送られる。味質に対する味神経
の応答特性は、舌の部位ごとに異なるとの報
告がある。舌の部位ごとに味蕾を構成する細
胞型の比率が異なることは、味神経応答の応
答特性に影響を与えている可能性を示唆し
た。 
味蕾構造が保存されている茸状乳頭味蕾
標本に対して、P2X2および SNAP25の二重
免疫染色法を適用し、共焦点連続画像を撮影
して、それらの味蕾内分布を調べた。P2X2
免疫陽性神経線維の大部分は、SNAP25に対
して免疫陽性を示すことを明らかにした。
SNAP25 はⅢ型細胞の細胞型マーカー分子
としても使用される。SNAP25免疫陽性Ⅲ型
細胞の近くに存在する神経線維が P2X2免疫
陽性を示すことから、SNAP25免疫陽性神経
線維終末からⅢ型細胞へ放出される伝達物
質に ATPが含まれている可能性を示唆した。
後述するが、ACh受容体はⅢ型細胞に特異的
に発現している。AChと ATPが味神経から



放出され、Ⅲ型細胞の味情報を修飾している
可能性がある。このとき、味神経に発現する
P2X2 がオートレセプターとして機能し、
ACh の放出量の調節に関与しているのかも
しれない。味蕾における ACh の役割を明ら
かにするためには、更なる研究が必要である。 

 
（2）ATP放出チャネルの薬理学的性質 
パッチクランプ法および色素の取り込み
実験によって、ATP放出チャネルの薬理学的
性質を明らかにした。両方の実験手技で同様
の結果が得られ、味蕾細胞に発現するこのイ
オンチャネルの性質は、イオンチャネルを強
制発現させた実験系で得られたイオンチャ
ネルの薬理学的性質と異なることを明らか
にした。また、高カリウム刺激および脱分極
によって開口するチャネルは、ほぼ全てのⅡ
型細胞に存在するのに対し、細胞外 Ca 濃度
低下によって開口するチャネルはⅡ型細胞
の一部に存在することを明らかにした。 

 
（3）細胞ネットワークに関与する ACh受容
体発現の細胞型依存性 

Ca 感受性色素で染色した味蕾細胞の基底
膜側に ACh を与えると、味蕾細胞は細胞内
Ca 濃度上昇を引き起こした。過去の研究よ
り、ムスカリン性受容体であるM3受容体が
味蕾に発現していることを我々は報告して
いるが、発現している細胞型については、不
明だった。今回、ACh刺激によって Ca応答
した細胞の細胞型を同定する新規同定法を
開発し、細胞型の同定に成功した。ACh応答
細胞の全てがⅢ型細胞であることを明らか
にした。また、ACh応答の分子機構について
は、ACh応答が PLC阻害剤で抑制されたこ
とから、PCL経路を介していることを明らか
にした。Ⅲ型細胞には、PLC経路に関わる分
子として、PLCβ2 および IP3受容体 type3
が発現していない。味蕾には PLCβ3や IP3

受容体 type1の遺伝子が発現していることを
明らかにし、これらの分子が細胞内 Ca 濃度
変動に関与していると考えた。AChがどこか
ら放出されるのか、味情報伝達における ACh
の生理的役割など、まだ不明な点もあり、追
加の研究が必要である。 

 
（4）興奮性に関与する A型 Kチャネル電流 
早期不活性化型（A型）Kチャネルについ
て、発現する遺伝子サブタイプおよびチャネ
ルの電気生理学的特徴を明らかにした。A型
Kチャネル電流を形成するイオンチャネルは、
7種類の遺伝子がある。これら遺伝子のうち、
味蕾には、複数種類が発現していた。定量的
な解析により主要なサブタイプを同定する
ことができた。また、A電流は特定の細胞型
に発現すること、活性化電位は、単一指数関

数で良く近似でき、不活性化電位および不活
性化過程からの回復過程は、二重指数関数で
良く近似できること、A電流の不活性化過程
を修飾するリン酸化酵素の活性化剤は、不活
性化過程の電流に大きな影響を与えなかっ
たこと、などを明らかにした。味蕾には多種
多様な神経伝達物質受容体が細胞型依存的
に発現したいる。リン酸化酵素の活性化剤の
効果は明確ではなかったが、味蕾における細
胞ネットワークは、細胞型依存的に発現する
A型Kチャネルの電気生理学的性質を修飾し、
味神経へ送られる味情報を修飾しているの
かもしれない。 
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