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研究成果の概要（和文）：味物質受容細胞が発生する電気信号、活動電位は、味情報伝達に重要な役割を担っている。
私は、味覚器である味蕾を構成する細胞のタイプによって活動電位の形状が異なること、活動電位の生成に関与する電
位依存性電流の性質および遺伝子発現に細胞型依存性があることを明らかにした。各細胞型について、味情報伝達にお
ける活動電位の役割について議論する。

研究成果の概要（英文）：Action potentials in taste receptor cells play an important role in taste transmis
sions to neighboring cells including taste nerve fibers.  I show that the shape of action potentials diffe
rs among cell types and that taste bud cells express voltage-gated channels and their genes in a cell-type
-dependent manner.  The discussion is made on the role of these voltage-gated currents in the transmission
 of taste responses.
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１． 研究開始当初の背景 
食べ物に含まれる化学情報は、味質と濃度
である。我々が感じる味質は、一般に基本５
味と呼ばれ、甘味・塩味・苦味・酸味・旨味
の 5種類に分類される。これらの味覚を引き
起こす物質は、口腔内に多数分布する味蕾で
検出される。マウス単一味蕾は、約 50 の味
蕾細胞から成り、味蕾細胞は更に４種類の細
胞型（Ⅰ～Ⅳ型）に分類される。近年の研究
により、基本５味に対する受容体は、別々の
味蕾細胞が発現し、Ⅰ型細胞の一部は塩味、
Ⅱ型細胞は甘味・旨味・苦味、Ⅲ型細胞は酸
味を受容すると考えられるようになってき
た。 
一方、味の濃度に関する研究は、味蕾細胞
からの出力情報を受け取る味神経からの測
定が古くから行われ、味物質濃度の増加は、
味神経の発火周波数を増加させることが分
かっている。しかし、味蕾細胞レベルでの研
究はほとんどない。また、単一味神経は、複
数の味蕾細胞の情報を受け取るため、味神経
の応答特性から味蕾細胞の電気的応答を予
測するのも単純ではない。私は予備実験で、
味蕾細胞は、神経細胞に比べ、活動電位の高
周波発火が困難な細胞であることを明らか
にした（Ohtubo, 2009）。この結果は、味蕾
細胞は、神経細胞とは異なる手法で、化学物
質の濃度の違いを生体信号に変換すること
を示唆する。本研究では、味の濃度変化に対
する味蕾細胞の活動電位と起動電位の動的
関係に着目し、味蕾細胞における味物質濃度
検出機構を明らかにする。 
 
２． 研究の目的 
生体電気信号の生成には各種イオンチャ
ネルが関与している。興奮性細胞と同様に味
蕾細胞においても、活動電位を伴う膜電位変
化が味情報伝達において重要である。前述し
たように、味蕾細胞は細胞型によって発現す
る味物質受容体が異なっている。この味物質
受容体発現の違いに加え、味神経への情報伝
達方法も細胞型によって異なる。Ⅱ型細胞は
電位依存性ヘミチャネルの開口による傍分
泌によって、Ⅲ型細胞は化学シナプスによっ
て味情報を伝達すると考えられている。従っ
て、細胞の電気生理学的特徴や味物質応答特
性を細胞型と関連付けて研究することは、味
物質濃度検出機構の解明において重要であ
る。本研究では、味蕾細胞の電気生理学的お
よび分子生物学的特徴と細胞型の関係を常
に明確にし、以下の点を明らかにする。 
 
（1）活動電位形成に関与するイオンチャネ
ルの性質と種類 
活動電位は、上昇相（電位依存性 Na チャ
ネルの活性化）と下降相（電位依存性 Kチャ

ネル、電位依存性陰イオンチャネル、ヘミチ
ャネルなどの活性化）からなる。これらイオ
ンチャネルの発現量や種類の違いは、活動電
位の発火周波数に影響を与える。各味蕾細胞
型について、電位依存性 Na チャネルの電気
生理学的特長を明らかにし、薬理学的に分類
する。下降相についても、電位依存性電流の
特徴、薬理学的性質を解明する。 
 
（2）味蕾に発現するイオンチャネルサブタ
イプの同定 
電位依存性 Na チャネルはαサブユニット
とβサブユニットから成り、9 種類のαサブ
ユニットと４種類のβサブユニットの遺伝
子サブタイプが存在する。味蕾細胞特異的に
発現するサブタイプの同定を行う。下降相を
形成する電位依存性 Kチャネル、電位依存性
陰イオンチャネル、ヘミチャネルなどの遺伝
子は多数存在する。電流特性の薬理学実験か
ら予想されるイオンチャネルについて同定
を試みる。 
 
（3）イオンチャネルサブタイプと細胞型の
関係 
味蕾細胞は細胞型によって味物質受容体
や伝達物質の放出方法が異なっている。（2）
で同定したイオンチャネルの遺伝子サブタ
イプと細胞型の関係を解明する。 
 
３． 研究の方法 

 
1）活動電位形成に関与するイオンチャネル
の性質と種類 
細胞の電気生理学的特性を調べるために
ホールセルパッチクランプ法を適用した。細
胞型との関連性は、ホールセルパッチクラン
プ電極内にマーカー物質（バイオサイチン）
を導入することで調べた。具体的には、電位
依存性電流の測定および薬理学実験終了後、
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。各細胞型について、
電位依存性電流の大きさや特徴（活性化・不
活性化電位など）および薬理学的性質を測定、
比較した。 
 
（2）味蕾に発現するイオンチャネルサブタ
イプの同定 
電位依存性 Na チャネルのαサブユニット
とβサブユニットに特異的なプライマーを
設計し、味蕾に発現する遺伝子サブタイプを
Reverse Transcription (RT)-PCR 法で同定し
た。下降相形成に寄与しているイオンチャネ
ルについては、薬理学実験の結果から予想さ



れるイオンチャネルについてサブタイプ同
定を行った。 
細胞が死んでしまうと mRNA は急速に分解
されるため、素早い標本調整が必要となる。
また、他組織からの細胞の混入を避ける必要
がある。この両方を満たすため、標本調整が
短時間（～10分）ですむ剥離舌上皮標本に二
本のガラス電極を用いて味蕾を採取する方
法を用いた。具体的には、先端が細いガラス
電極で味蕾を剥離舌上皮標本から切り離し、
味蕾を吸い付けた。剥離舌標本から離れた位
置に、先端が太い二本目の吸引用ガラス電極
を待機させた。一本目の電極に吸い付いてい
る味蕾を二本目の電極開口部まで移動させ、
二本目の吸引電極で味蕾を吸い取り、電極内
に吸引した味蕾細胞のみを RT-PCR 実験に用
いた。 
 
（3）イオンチャネルサブタイプと細胞型の
関係 
研究方法（2）で絞り込んだ各電位依存性
チャネルサブタイプと細胞型との関連は
Single Cell RT-PCR 法で解明した。単一細胞
からの RNA 抽出は困難なため、イントロンを
含むプライマーセットを目的遺伝子に対し
て 2セット準備した。まず、１セット目のプ
ライマーセットを用い RT-PCR を行った。そ
の増幅産物に対して2セット目のプライマー
セットを用いて PCR を行った。研究方法（2）
の二本のガラス電極を用いた味蕾採取法を
単一味蕾細胞に応用することで、他細胞の混
入を防ぎ、味蕾細胞型とチャネルサブタイプ
の関係を調べた。 
 
４． 研究成果 
 

（1）活動電位形成に関与するイオンチャネ

ルの性質と種類 

電位依存性電流およびその薬理学的性質
を測定した細胞の免疫染色性から、Ⅱ型、Ⅲ
型およびⅡ型とⅢ型の免疫染色性を示さな
い細胞（Non-IR）の３種類に測定した細胞を
分類した。分類できた全ての細胞は電位依存
性外向き電流（電位依存性Ｋチャネル、電位
依存性陰イオンチャネル、ヘミチャネル）を
機能的に発現していた。電位依存性内向き電
流（電位依存性 Na 電流）を発現していた細
胞は、分類できた細胞の 94％であった。外向
きおよび内向き電流密度の大きさは、Non-IR
細胞が他の細胞型に比べ有意に小さかった。
各細胞型に発現する電位依存性 Na チャネル
電流の大部分は、1μM テトロドトキシン
（TTX）で抑制され、一部の電流は抑制され
なかった。Ⅲ型細胞の外向き電流は Kチャネ
ルブロッカーであるテトラエチルアンモニ

ウム（TEA）で大部分が抑制された。しかし、
Ⅱ型細胞の外向き電流はTEA感受性を持たな
い電流が主であった。Ⅱ型およびⅢ型細胞の
外向き電流の活性化速度に違いがあった。ま
た、Ⅲ型細胞の活動電位は、Ⅱ型細胞に比べ、
-20ｍＶにおける活動電位の幅が有意に狭い
ことが分かった。これらの結果は、細胞型依
存的に電位依存性チャネルを発現している
ことを示す。 
 
（2）味蕾に発現するイオンチャネルサブタ
イプの同定 
電位依存性 Na チャネルの薬理実験から、
味蕾細胞には少なくとも２種類のタイプが
存在する。各サブタイプについて特異的プラ
イマーを作成し、遺伝子サブタイプを同定し
た。味蕾細胞には数種類のαサブユニットが
発現し、TTX 感受性タイプと TTX 非感受性タ
イプの遺伝子を同定できた。この結果は薬理
実験と一致した。これらサブタイプの RNA 発
現量を定量的に調べ、味蕾細胞の主要な電位
依存性 Na チャネルを同定した。またβサブ
タイプについても遺伝子発現を調べ、少なく
とも１種類のサブタイプ発現を明らかにし
た。βサブユニットは電位依存性 Na チャネ
ルの電気生理学的性質を修飾する。味蕾細胞
は活動電位の繰り返し発火が困難な性質を
持つのは、βサブユニットによるチャネル修
飾が予想される。 
下降相を形成する外向き電流については、
Ⅱ型細胞の主成分であるTEA非感受性電流に
ついて調べた。ヘミチャネルを形成するコネ
シキンタンパク質について、これまでの研究
成果と合わせて、合計１9 種類のマウスコネ
キシン遺伝子について調べ、数種のサブタイ
プを同定できた。また、他のヘミチャネル構
成タンパク質であるパネキシンの遺伝子サ
ブタイプ Px1 が発現することも確認した。ま
た、最近の研究で味情報伝達に CALHM1 チャ
ネルが関与していることが示唆された。この
遺伝子もマウス味蕾細胞に発現することを
確認した。Ⅲ型細胞の主な外向き電流である
TEA 感受性電流については、今後明らかにす
る予定である。 

 

（3）イオンチャネルサブタイプと細胞型の
関係 
電位依存性Ｎａチャネル発現の細胞型依
存性について single cell RT-PCR 法で調べ
た。同定できた数種類のサブタイプのうち、
細胞型依存性があるもとと無いものがあっ
た。 
味蕾細胞は受容体発現や情報伝達機構に
加え、電気信号形成に必要な電位依存性チャ
ネルの発現および電気生理学性質も細胞型



依存性があることを示唆した。発現するサブ
タイプが異なることは、細胞毎に異なる調節
機構が存在する可能性がある。今後、チャネ
ル修飾機構などを中心に味情報の生体情報
への変換機構を明らかにしたい。 
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