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研究成果の概要： 
 カエル味覚器である茸状乳頭は切り取って除去した後、再生してくる。本研究の目的は再生

過程にあるカエル味覚器内細胞の電気生理学的特性を細胞タイプ別に調べ、成熟味細胞と比較

することで、味細胞の分化・再生機構を明らかにすることである。まず、成熟味細胞の基礎的

データを得るために、味細胞タイプ別に味覚受容機構を調べた。成熟味細胞では Ib 型および

II 型細胞が苦味を受容する細胞であり、III 型細胞が塩味を受容する細胞であることを明らか

にした。摘出後１ヶ月経過し再生してきた味覚器は苦味や塩味を受容することを明らかにした。

摘出後１ヶ月で苦味および塩味を受容する細胞タイプに分化していることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 味蕾を構成する細胞は電顕像によってタ
イプ I、II、III および基底細胞に分類され
る。それぞれの細胞タイプで味覚受容におけ
る役割が異なると考えられているが未だ不
明な点が多い。味細胞は基底細胞からそれぞ

れの細胞タイプに分化していくと考えられ
ている。しかし、細胞タイプごとの細胞系譜
は明らかになっていない。細胞の分化段階に
応じて電位依存性イオンチャネルの発現は
調節されている。これまで、味細胞の発生・
再生過程で細胞の電位依存性電流の性質が
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変化することが報告されてきた。しかし、こ
の再生過程における電位依存性電流の変化
を細胞タイプとの関係についてはあまり考
慮されてこなかった。これまで味蕾の再生研
究は主に組織学的手法で行われてきた。しか
し、味細胞は興奮性細胞であり、味細胞の分
化機構を探る上で再生過程における電気生
理学的特性や味覚受容機構の変化を明らか
にしていく必要が有る。 
 
２．研究の目的 
 味蕾は味細胞を含む数種類の細胞タイプ
から成る。味蕾の再生過程においてそれぞれ
の細胞タイプの分化メカニズムについては
不明な点が多い。興奮性細胞はその細胞分化
過程で電位依存性イオンチャネルの発現が
調節されている。そのため細胞の分化段階に
応じて膜電流の構成が変化していく。本研究
で我々は興奮性細胞である味細胞からパッ
チクランプ記録を行い、膜電流を記録する。
パッチ電極に封入した蛍光色素で味細胞タ
イプを形態学的に同定し、味細胞タイプごと
の再生過程における膜電流の変化を明らか
にする。 
 味細胞タイプごとに受容する味物質が異
なると考えられているが、それぞれの味細胞
タイプとその受容機構の関係は不明な点が
多い。そこで、成熟味細胞タイプ別に味覚受
容機構を調べ明らかにする。この味覚受容機
能が再生過程のどの段階で回復するかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 体 重 200-400g の ウ シ ガ エ ル （ Rana 
catesbeiana）をウレタン（3g/kg）で麻酔後、
舌を摘出した。ホールセルパッチクランプ法
やカルシウムイメージング法をスライス標
本の細胞に適用した。 
（１）スライス標本とカルシウムイメージン
グ法 
 １個の味覚器を摘出し、鋭利なメスで半切
しスライス標本を作製した。 
 パッチ電極法により味覚器内細胞の膜電
流を測定した。また、カルシウムイメージン
グ法による味細胞内 Ca2+の動態を調べた。Ca2+

感受性色素（ Calcium Green-1 dextran, 
potasium salt, 3000 MW (CaGD))をパッチ電
極内に充填し、共焦点レーザー走査型顕微鏡
（FV1000BX61WI-TS、オリンパス）を用いて、
味細胞内 Ca2+の動態を観察した。CaGD の励起
はアルゴンレーザー（励起波長 488 nM）を用
いた。記録細胞を標識することで細胞タイプ
を同定した。 
 細胞内 Ca2+の上昇が膜電流変化に関与して
い る か を 調 べ る た め に 2.5 mM 
2,6-dimethyl-4-nitropyridine (DMNP)-EDTA
と 0.75 mM CaCl2 (caged Ca

2+)を電極内液に

封入しパッチクランプ記録を行った。405 nm
レーザーで caged Ca2+の uncaging を行い、細
胞内 Ca2+濃度を上昇させ、膜電流を記録した。 
（２）味覚器内細胞の先端受容膜近辺への味
覚刺激 
 味覚刺激液を充填したパイペットからス
ライス標本における先端受容膜近辺にピコ
ス プ リ ッ ツ ア ー （ General Valve 
Corporation）を通じて５〜１０秒間圧をか
け味覚刺激液を噴出（パフ）させて味覚刺激
を行った。 
（３）再生してきた味覚器からの味覚神経応
答記録 
 味覚器摘出後一ヶ月経過したカエルを用
いた。再生してきた味覚器から吸引電極を用
いて味刺激を行った時の逆行性神経インパ
ルスを記録した。 
（４）再生してきた味覚器スライス標本から
のパッチクランプ記録 
 味覚器摘出後一ヶ月経過したカエルを用
いた。1 個の味覚器を摘出し、鋭利なメスで
半切しスライス標本を作製した。パッチ電極
法により味覚器内細胞の膜電流を測定した。
パッチ電極内に Alexa Fluor 488 hydrazide
を充填し、記録細胞を標識することで細胞タ
イプを同定した。 
 
４．研究成果 
（１）成熟味細胞の味覚受容機構 
 カエル舌の味覚器は舌咽神経線維によっ
て支配されている。カエル舌咽神経線維には
水や低濃度の Ca2+によく応答する水線維と苦
味物質のキニーネによく応答する Q-線維が
存在する。水線維は持続的刺激に対し持続性
応答を示し、Q-線維は刺激が持続しても一過
性の応答しか出現しない相動性応答を示す。
水線維はキニーネ刺激には応答せず、Q-線維
は Ca2+に応答しない。これらの性質の違いか
らこの２種類の神経線維は異なる味覚受容
細胞を支配することが考えられる。そこで、
キニーネ味覚刺激あるいは Ca2+味覚刺激はど
のタイプの細胞によって受容されるか調べ
た。また、水線維は Na+にも応答する。この
水線維の Na+応答は刺激液に加えた低濃度の
NiCl2 によって増強される。そこで、2 mM の
NiCl2を含む NaCl 溶液を刺激液に用いて Na+

味覚刺激はどのタイプの細胞によって受容
されるか調べた。 
 
①苦味刺激 
 10 mM 塩酸キニーネ（Q-HCl）パフ刺激を
スライス標本の口腔サイドに面した細胞の
先端受容膜近辺に 5秒間与えた。図１に示す
ように Q-HCl 刺激は Ib 型細胞において細胞
内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度の増大と内
向き電流の増加をもたらした。Q-HCl 刺激で
Ib 型細胞の 11 個の内、8個で細胞内 Ca2+濃度



 および内向き電流が増加した。II 型細胞では
Q-HCl 刺激で 11 個の内、2個の細胞で細胞内
Ca2+濃度の増加が見られた。図２に示すよう
にQ-HCl刺激はII型細胞において細胞内Ca2+

濃度の上昇による蛍光強度の増大と内向き
電流の増加をもたらした。II 型細胞では外液
を Ca2+ free にしても、Q-HCl 刺激による細胞
内 Ca2+濃度の増加が観察された。このことは
細胞内 Ca2+濃度の増加は細胞外からではなく、
細胞内の Ca2+ストアからもたらされたことを
示す。しかし、III 型細胞では Q-HCl 刺激に
よる細胞内 Ca2+濃度と内向き電流の変化は見
られなかった（n=8）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ CaCl2 刺激により III 型細胞におこっ
た細胞内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度の増
大と内向き電流。細胞は-80 mV に電圧固定し
ている 

 
 
 
 
  

③Na+味覚刺激  
  110 mM NaCl+ 2 mM NiCl2刺激液で 5秒間の

パフ刺激を細胞の先端受容膜近辺に与えた。
図４に示すように細胞内 Ca2+濃度の上昇によ
る蛍光強度の増大と内向き電流の増加が III
型細胞で見られた。NaCl 刺激で III 型細胞の
10 個の内、7 個で細胞内 Ca2+濃度および内向
き電流が増加した。Ca2+ free Ringer 液還流
下で、110 mM NaCl2+ 2 mM NiCl2 刺激による
細胞内 Ca2+濃度の増加が観察された。このこ
とは細胞内 Ca2+濃度の増加は細胞外からでは
なく、細胞内の Ca2+ストアからもたらされた
ことを示す。また、Ib 型細胞（n=3）および
II 型細胞（n=13）では NaCl 刺激で応答はみ
られなかった。次に、内向き電流の成員を
caged Ca2+を用いて調べた。caged Ca2+を充填
したパッチ電極内液を用いてタイプ III細胞
からパッチクランプ記録を行った。405 nm レ
ーザーで uncaging を行い、細胞内 Ca2+濃度を
上昇させた。細胞内 Ca2+濃度の上昇に伴って
内向き電流が観察された。NaCl 受容機構には
細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放出と細胞内
Ca2+濃度の上昇に伴う非選択的陽イオンチャ
ネルの開口が関与していることが示唆され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
図１ Q-HCl刺激によりIb型細胞におこった
細胞内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度の増大
と内向き電流。細胞は-80 mV に電圧固定して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Q-HCl刺激によりII型細胞におこった
細胞内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度の増大
と内向き電流。細胞は-80 mV に電圧固定して
いる。 

 
 
 
  

②Ca2+味覚刺激  
  40 mM CaCl2刺激液で 5秒間のパフ刺激を細

胞の先端受容膜近辺に与えた。図３に示すよ
うに細胞内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度の
増大と内向き電流の増加が III型細胞で見ら
れた。CaCl2刺激で III 型細胞の 4 個の内、2
個で細胞内 Ca2+濃度および内向き電流が増加
した。また、Ib 型細胞（n=4）および II 型細
胞（n=3）では CaCl2刺激で応答はみられなか
った。 

 
 
 
 
 
図３ NaCl+ NiCl2刺激によりIII型細胞にお
こった細胞内 Ca2+濃度の上昇による蛍光強度
の増大と内向き電流。外液を Ca2+ free にし



ても、刺激による細胞内 Ca2+濃度の増加が観
察された。細胞は-80 mVに電圧固定している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ caged Ca2+の uncaging による細胞内
Ca2+濃度の上昇と内向き電流。細胞は-80 mV
に電圧固定している。 
 
 
（２）味覚器再生過程における味覚神経応答 
 図５に味覚器摘出後 30 日経過し再生して
きた味覚器から記録した味覚神経応答であ
る。CaCl2 刺激により水線維から持続的応答
が記録された。Q-HCl 刺激により Q-線維から
一過性の応答が記録された。成熟味細胞では
細胞タイプで受容する味物質が異なってい
る。したがって、味覚器摘出後 30 日で味細
胞は苦味を受容する Ib型および II型細胞と
Ca2+を受容する III 型細胞に分化しているも
のと思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 再生味覚器を吸引した吸引電極から
記録したQ-HClと CaCl2刺激による味覚神経
の逆行性インパルスの記録。 
 
（３）再生過程の味細胞からの膜電流記録 
 摘出後 30 日経過し再生してきた味覚器の
スライス標本から一個の Ib 型細胞と一個の
III 型細胞からパッチクランプ記録ができた。
蛍光画像から Ib 型細胞は羽根状の突起を持
ち、III 型細胞は細いロッド状の突起を持つ
ことから、細胞の外部形態は摘出後３０日以
内に成熟味細胞と同様の形に再生してくる
と思われる。再生 Ib 型細胞の内向き電流の
最大値は-619.02 pA であった。-80 mV から
60 mV まで脱分極させた時の外向き電流の最
大値は 220 pA であった。我々の成熟味細胞
でのデータでは Ib 型細胞内向き電流の最大
値は平均で-1666±124 pA で、-80 mV から 60 
mV まで脱分極させた時の外向き電流の最大

値は平均で 1149.3±160.6 pA であった。Ib
型細胞において内向き電流、外向き電流とも
に 30 日では成熟味細胞のレベルにまで回復
していないものと思われる。再生 III 型細胞
の内向き電流の最大値は-271.7 pAであった。
-80 mV から 60 mV まで脱分極させた時の外向
き電流の最大値は222.2pAであった。成熟III
型 細 胞 内 向 き 電 流 の 最 大 値 は 平 均 で
-680±50 pA で、-80 mV から 60 mV まで脱分
極させた時の外向き電流の最大値は平均で
964±68.7 pA であった。III 型細胞において
内向き電流、外向き電流ともに 30 日では成
熟味細胞のレベルにまで回復していないも
のと思われる。今回、II 型細胞からは記録が
取れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 再生 Ib 型細胞から記録した電位依存
性電流と細胞の蛍光画像。蛍光写真のスケー
ルは 10 µm を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 再生 III型細胞から記録した電位依存
性電流と細胞の蛍光画像。蛍光写真のスケー
ルは 10 µm を示す。 
 
 成熟味細胞の味覚受容機構の研究におい
て NaCl 刺激により Ca2+ free Ringer 液の灌
流下で III 型細胞に内向き電流が流れ、細胞
内 Ca2+濃度の上昇が見られることを明らかに
した。しかし、Ca2+ free Ringer 液で灌流し
ていることと細胞を電圧固定していること
から、この NaCl 刺激による細胞内 Ca2+濃度の
上昇は電位依存性 Ca2+チャネルを通る Ca2+の
細胞外からの流入ではなく細胞内 Ca2+ストア
からもたらされたものと思われる。NaCl 味覚
受容メカニズムには味細胞先端受容膜ある
いは味細胞基底外側膜にある Na+チャネルか
らの Na+の細胞内流入による味細胞の脱分極
が引き金となり,電位依存性 Ca2+チャネルが
開き細胞内に Ca2+が流入し神経伝達物質が放
出される経路が考えられてきた。しかし、本



研究の成果はカエルのNaCl応答にはNa+チャ
ネルからの Na+の流入による脱分極以外の細
胞内シグナル伝達経路が関わっている可能
性を示すものである。Caged Ca2+を用いた実
験の結果より III 型細胞には細胞内 Ca2+スト
アからの Ca2+放出と細胞内 Ca2+濃度の上昇に
伴う非選択的陽イオンチャネルの開口を引
き起こす細胞内シグナル伝達経路が存在す
ることが明らかになった。この研究をさらに
進め塩味受容機構を明らかにする必要が有
る。本研究でカエルにおいては味覚器摘出後
30日で Ca2+と Q-HClに対する味覚応答が回復
していることが分かった。摘出後 30 日で Ib
型細胞と II 型細胞にそして、Ca2+を受容する
III 型細胞に分化しており、味覚神経線維と
の連絡が回復していると思われる。Ib 型細胞
と III 型細胞では内向き電流、外向き電流が
ピークのレベルまで回復していないが記録
された。したがって膜電流は小さいものの興
奮することが可能で受容した味覚情報を伝
達できると思われる。 
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