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研究成果の概要（和文）：味覚器である味蕾の形態形成・維持の分子機構を、同種親和性細胞接着分子である古
典的カドヘリンに着目して解明することを目的とした。
　本研究により、①18種の古典的カドヘリンのうち11種がRNAレベルで味蕾細胞に発現していることが分かっ
た。②そのうちのいくつかは、タンパク質レベルで味蕾細胞に局在すること、細胞接着に必要なαカテニンと共
局在することが示された。③さらに、②のうち1種の古典的カドヘリン（以下Xと称す）は、形態学的に分類され
るⅠ～Ⅲ型味蕾細胞のうち、主にⅡ型細胞に局在していることが示された。④超微形態レベルでXは細胞膜上に
局在しているが、隣り合う細胞で発現していないことが示された。

研究成果の概要（英文）： We focus on the roles of classical cadherins in the formation and 
maintenance of taste buds, since they have been known as important molecules for morphogenesis. 
 In this study, we obtained the following results. ①Our results by RT-PCR indicated that among the 
18 classical cadherins, which have been reported, 11 ones were expressed in taste bud cells. ②Using
 immunohistochemistry, it was confirmed that several of these 11 classical cadherins were localized 
in taste bud cells. Moreover, classical cadherin-positive taste bud cells showed immunoreactivity 
for alpha catenin, which is associated with the C-terminus of classical cadherins. ③The taste bud 
cells which expressed one of these classical cadherins were confirmed that they were the Type-II 
cells. ④Our immunohistochemical and ultrastructural analyses revealed that this classical cadherin 
localized on plasma membrane but was not expressed in adjacent cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

正常な味覚は、「おいしく食事をいただく」

という生活の質の向上に重要なだけでなく、

「健康な体を作る」上でも非常に重要である。

味覚受容器である味蕾は、主に舌乳頭に存在

し、周囲の上皮と明瞭に区別されるタマネギ

のような形態を有した 50～100 個の味蕾細

胞の集合構造から成る。味蕾細胞は平均して

約 10 日のサイクルで入れ替わっているが、

味蕾の形態は常に維持されている。しかし、

どのような分子機構により味蕾の形態が維

持されているのかはよく分かっていない。 

 多くの組織では、形態形成や維持に細胞接

着分子カドヘリンが重要な役割を果たすこ

とが知られている。つまり、味蕾の形態形成

や維持にカドヘリンが関与していることは

妥当であると考えられる。しかし、本研究開

始当初、味蕾の形態形成・維持にカドヘリン

が関与するという報告はなかった。 

申請者らは、カドヘリンスーパーファミリ

ーの中でも、強い接着力を持ち、同種親和性

を示す古典的カドヘリンに着目した。予備的

な実験として、味蕾を含む舌組織（有郭乳頭

を含む舌上皮）とそれに隣接する味蕾を含ま

ない舌組織（有郭乳頭に隣接する舌上皮）を

用いて、報告されている 18 種の古典的カド

ヘリンの発現を RT-PCR 法により検討した

ところ、2 種の組織の間で、いくつかの古典

的カドヘリン特異的増幅産物の増幅量に差

があることを見いだした。 

 

２．研究の目的 

味蕾細胞とその周辺の上皮細胞との間で、

発現量に差がある古典的カドヘリンを同定

し、その発現様式・味蕾における機能を明ら

かにすることで、味蕾の形態形成・維持の分

子機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究全般を通して、マウス舌有郭乳頭を用

いた。 

 

(1) 味蕾における古典的カドヘリンの発現解

析 

味蕾細胞とその周辺の上皮細胞との間で、

発現量に差がある古典的カドヘリンを選抜

した。深麻酔下のマウスから舌を取り出し、

有郭乳頭を切り出した。OCTコンパウンドに

包埋後、ヘキサン＋ドライアイス冷却剤で速

やかに凍結させ、凍結切片作製用ミクロトー

ムを用いて 7 μmの新鮮凍結切片を作製した。

細胞単位で単離することができるレーザー

マイクロダイセクション法を用いて、これら

の切片から味蕾細胞とその周辺の上皮細胞

を別々に回収後、各細胞群から総 RNA を抽

出し、逆転写酵素とオリゴ dT プライマーを

用いて cDNA を合成した。報告されている

18 種の古典的カドヘリンを増幅するプライ

マーペアを構築し、半定量的 RT-PCR法を用

いて各細胞群間の古典的カドヘリン特異的

増幅産物の増幅量を比較した。 

 

(2) 味蕾における古典的カドヘリンの局在解

析 

半定量的 RT-PCRの結果、味蕾細胞とその

周辺の上皮細胞との間で増幅量に差があっ

た古典的カドヘリンの局在を検討するため、

これらの古典的カドヘリンに対する抗体を

用いた免疫組織化学を行った。深麻酔下のマ

ウスから、舌を取り出すか、もしくは、適当

な濃度のパラホルムアルデヒド溶液を用い

て灌流固定したマウスから舌を取り出して

有郭乳頭を切り出した。前者は OCT コンパ

ウンドに包埋後、ヘキサン＋ドライアイス冷

却剤で速やかに凍結させ、凍結切片作製用ミ

クロトームを用いて 7 μmの切片を作製した。

後者は、灌流固定に用いた固定液による後固

定、25％スクロース溶液による置換の後、同

様に OCT コンパウンドに包埋、凍結、切片

作製を行った。新鮮凍結切片は、スライドグ



ラスに貼付、風乾後、適当な固定液で固定し、

ブロッキング剤、古典的カドヘリンに対する

抗体、適当な二次抗体と順次反応させ、その

局在を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察

した。灌流固定したマウスから作製した切片

は、固定の操作を除いて、新鮮凍結切片と同

様に行った。 

 

(3) 味蕾における古典的カドヘリン局在細胞

の味蕾細胞種の検討 

味蕾細胞は、形態学的に I～III型に分類さ

れる。I～III 型のどの味蕾細胞種に古典的カ

ドヘリンが局在しているのかを検討するた

め、I～III 型細胞に特異的なマーカー抗体を

用いて古典的カドヘリン抗体との二重免疫

染色を行った。方法は、(2)に準ずる。ただし、

古典的カドヘリンに対する抗体との反応の

後に、各味蕾細胞マーカー抗体との反応を行

った。 

 

(4) 超微形態レベルでの古典的カドヘリンの

局在検討 

超微形態レベルでの古典的カドヘリンの

局在を明らかにするため、包埋前免疫電子顕

微鏡法による観察を行った。深麻酔下のマウ

スを、適当な濃度のパラホルムアルデヒド・

グルタルアルデヒド混合溶液を用いて灌流

固定した後、舌を取り出し、有郭乳頭を切り

出して同固定液による後固定を行った。25％

スクロース溶液による置換の後、組織を OCT

コンパウンドに包埋し、ヘキサン＋ドライア

イス冷却剤で速やかに凍結させて 7 μmの切

片を作製した。凍結切片は、スライドグラス

に貼付、風乾後、ブロッキング剤、古典的カ

ドヘリンに対する抗体、ビオチン標識二次抗

体、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ

ン、3,3'‐ジアミノベンジジン四塩酸塩溶液

と順次反応させた。同切片は、続けて、オス

ミウム酸固定液を用いて固定し、50、70、80、

95、100%エタノール系列による脱水の後、

エポキシ樹脂包埋超薄切片を作製し、透過電

子顕微鏡を用いて観察した。 

 

４．研究成果 

(1) 味蕾における古典的カドヘリンの発現解

析 

現在までに報告されている 18 種の古典的

カドヘリンのうち 10 種類において、味蕾細

胞とその周辺の上皮細胞との間で半定量的

RT-PCR増幅産物の増幅量に差があることを

見出した。このうち、味蕾細胞で特異的に増

幅された、もしくは、味蕾細胞での増幅量が

上皮細胞でのそれを上回ったものは 9 種類、

上皮細胞で特異的に増幅された、もしくは、

上皮細胞での増幅量が味蕾細胞でのそれを

上回ったものは 1種類であった。また、どち

らの細胞でも増幅され、今回用いた方法では

その増幅量に差が見られなかった古典的カ

ドヘリンが 1種類あった。 

 

(2) 味蕾における古典的カドヘリンの局在解

析 

(1)の結果、増幅量に差があった古典的カド

ヘリンのうち、抗体が市販されている複数種

について、その局在を免疫組織化学を用いて

検討した。その結果、いくつかの古典的カド

ヘリンが味蕾細胞特異的に局在しているこ

とが明らかになった（図 1）。 



古典的カドヘリンの細胞接着は、古典的カ

ドヘリンの細胞内領域が、カテニン分子群を

介して細胞骨格とつながることで機能する

ことが知られている。このカテニン分子群の

うち αカテニンに対する抗体と、古典的カド

ヘリンに対する抗体を用いた二重免疫染色

を行ったところ、古典的カドヘリンは αカテ

ニンと共局在しており、味蕾においても古典

的カドヘリンが細胞接着の機能を担ってい

ることが示唆された。 

 

(3) 味蕾における古典的カドヘリン局在細胞

の味蕾細胞種の検討 

(2)の結果、味蕾細胞に局在していることが

明らかになった古典的カドヘリンに関して、

形態学的に分類される I～III型のどの味蕾細

胞に局在しているのかを、二重免疫染色によ

って検討した。本報告までに、1 種類の古典

的カドヘリン（以下、Xと称する）について

のみ、明瞭な結果が得られており、主に II

型細胞に局在することが明らかとなった（図

2）。X 以外の古典的カドヘリンについては、

現在検討中である。 

 

(4) 超微形態レベルでの古典的カドヘリンの

局在検討 

Xについて、超微形態レベルでの局在を明

らかにするため、包埋前免疫電子顕微鏡法に

よる観察を行った。その結果、Xは、細胞膜

上に局在しているが、隣り合う細胞で発現し

ていないことが明らかとなった。このことよ

り、少なくとも、Xは同種親和性結合ではな

い様式で細胞接着を行っていることが示唆

された。 
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