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本論文の構成と概要 

本論文は、序論、実験方法、結果、考察、結論から構成され、以下に概要を記述する。 

【序論】 

私たちが認識できる「味」は、口腔内に分布する味蕾により検知される。味蕾は、Ⅰか

らⅣに分類される味蕾細胞が集団を形成することで機能する。Ⅱ型細胞は、甘味、旨味、

苦味、一部の塩味の検知を行い、Ⅲ型細胞は酸味の検知を行う。味蕾細胞の先端に味物質

を検知する受容体があり、そこに味物質が結合すると、その情報が味蕾細胞から味神経へ

伝達され、最終的に脳で私たちは味を認識する。 

味蕾細胞から味神経への味情報伝達には、アデノシン三リン酸（ATP）が必須であるこ

とが、2005年に報告された。その後、ATPの放出機構として、細胞膜の電位が正の方向に

変化した時、つまり脱分極した時に開口するパネキシン （Px） やコネキシン （Cx） ヘ

ミチャネルの存在が報告された。ヘミチャネルとは、分子量 1200程度の物質を細胞外へ

放出できる膜タンパク質である。さらに、Ⅱ型細胞には、脱分極および細胞外カルシウム

濃度の低下時に開口する Calcium Homeostasis Modulator （CALHM） チャネルの発現が報

告された。CALHMノックアウトマウスを用いた研究では、甘味、旨味、苦味への感受性が

顕著に低下したことから、CALHMが ATPの放出に最も関与しているチャネルであると考え

られている。 

私は、CALHMに加え Pxもしくは Cx、またどちらもが ATP放出に関与しているのではな

いかと考えた。理由は、CALHMノックアウトマウスの実験で、特に、旨味、苦味への味神

経応答が完全に消失しないこと、CALHMの mRNAはⅡ型細胞の 80%に発現すること、ATP放

出能がある Px、Cxも CALHM が開く脱分極した時には開くこと、などからである。単一味

蕾における CALHMおよびヘミチャネルの機能的な発現割合を調べた報告はなく、味情報伝

達機構の解明に重要だと考え、本研究では、物質の取込実験および薬理学的手法を用い

て、①味蕾細胞における CALHMの機能的な発現割合、および、② Px、Cxの機能的な発現

割合を解明することを目的とした。 

ATPは負電荷である。ATP以外にも、中性電荷のアドレナリン、正電荷のアセチルコリ

ンなどが細胞間の情報伝達に関与するが、その放出経路は不明である。ヘミチャネルか

ら、中性、正電荷の物質が取り込まれるかを調べることで、それらの物質の放出にヘミチ

ャネルが関与するのかを知ることができると考え、本研究では更に、③ 味蕾細胞が取込

む物質の電荷依存性を明らかにすることを目的とした。 

【実験方法】 

 細胞が放出する ATP量の測定から、ヘミチャネルの機能的発現割合を求めることは困難

である。そこで、細胞外液に加えた biocytinが、何個の味蕾細胞に取込まれるかを定量

的に測定する方法を考えた（取込実験）。Biocytion の取込条件を変えることで、CALHMの
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みを開口させることが可能である。取込条件および阻害剤を用いることで、CALHM、Cx、

Pxの機能的な発現割合を求めた。細胞型は、細胞型特異的に発現しているタンパク質の免

疫染色法で同定した。共焦点レーザー顕微鏡で取得した連続光学切片像を用いることで、

biocytin取込細胞数および免疫陽性細胞数を計数し、取込率を求めた。また、取り込まれ

る物質の電荷の影響は、中性物質の biocytin、１価の正電荷を持つ biotin誘導体、２価

の正電荷を持つ propidium iodideを用いた。 

【結果】 

主に、以下の 6つの点が実験から明らかとなった。 

1. CALHMが開く 0 mM [Ca2+]outの条件では約 50%のⅡ型細胞に biocytinが取り込まれた。 

2. 電気生理学実験では、0 mM [Ca2+]outに約 40%の細胞が応答した。 

3. 脱分極、細胞外カルシウム濃度低下なしの条件である 5 mM [K+]out、2 mM [Ca2+]outであ

っても、約 20%のⅡ型細胞に biocytinが取り込まれた。 

4. Px、Cxが開口する脱分極（150 mM [K+]out）条件では 100%のⅡ型細胞に biocytinが取

り込まれた。ごく一部のＩ型細胞も取込んだが、Ⅲ型細胞は取込まなかった。 

5. 脱分極条件での biocytinの取り込みは、Pxの阻害剤である、DIDS、probenecid、

10Panxで抑制されなかった。 

6. Ⅱ型味蕾細胞には、中性の biocytinおよび１価の正電荷を持つ biotin誘導体が取り

込まれたが、２価の正電荷を持つ propidium iodide は取り込まれなかった。 

【考察】 

約 30～40% のⅡ型細胞に CALHMが、全てのⅡ型細胞に Px以外のヘミチャネル（Cxまた

は未知のチャンネル）が機能的に発現していることを明らかにした。Ⅱ型において ATP放

出に関するヘミチャネルが異なることは、遠心性情報伝達により ATP放出量を細胞ごとに

制御することが可能である。Ⅱ型細胞に発現する味物質受容体とヘミチャネルサブタイプ

の関係を明らかにすることで、味情報の修飾に関する知見が得られることが期待できる。

また、ヘミチャネルは、陰イオンに加え、中性および一価の正電荷の物質の放出が可能で

あることから、ヘミチャネルは、味蕾における多様な味情報伝達経路に関与することが考

えられる。 

【結論】 

Ⅱ型細胞は、発現する味物質受容体は異なるが、細胞内のシグナル伝達経路は共通と考

えられていた。しかし、本研究により、Ⅱ型細胞をヘミチャネル発現の違いにより、Ⅱ型

サブタイプに分類可能であることを初めて示した。ヘミチャネル発現の違いによるⅡ型細

胞の多様性が、味情報伝達や味蕾機能の維持にどのように関与するのかを今後明らかにす

る必要がある。 
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第 1 章 序論 

 

味蕾の概要および最新の研究で明らかとなった味蕾細胞から味神経への ATP を介した

情報伝達の仕組みを研究背景として概説するとともに、本研究の目的について説明する。 
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1-1 研究背景 

細胞同士の情報伝達は化学物質を介して行われる化学シナプスとギャップ結合を介

して膜電位変化を伝達する電気シナプスにより行われる。化学物質を介した情報伝達は、

神経細胞間や神経細胞と受容細胞間などでみられる。例えば、神経細胞間の化学シナプ

ス結合では、ドナー側の細胞がセロトニンなど、極性を持つために細胞膜を透過しない

物質をシナプス小胞として脂質膜で包むことで細胞外へ放出することが知られている。

細胞内からの情報伝達物質の放出機構は、上述のシナプス小胞を用いた方法とイオンチ

ャネルを用いた方法に大別される。情報伝達物質の放出を担うイオンチャネルとしてヘ

ミチャネルが知られている。ヘミチャネルは 6 つのユニットが集まりチャネルを形成

し、分子量 1200程度以下の物質、例えば、ATP (Stout, Costantin, Naus, & Charles, 

2002)、cAMP (Valiunas, 2013)、NAD+ (Bruzzone, Guida, Zocchi, Franco, & Flora, 

2001)などを通過させることができる。哺乳類細胞に発現しているヘミチャネルとして、

パネキシン、コネキシン、CALHMが報告されている。コネキシンは、情報伝達物質の放

出だけではなく、細胞間でギャップ結合を形成し、細胞間の物質輸送を行うことも分か

っている。これらのヘミチャネルは、ヒトにおいても様々な臓器を形成する細胞に発現

していることが報告され (Willebrords, et al., 2016)、情報伝達物質の放出に加え、

発生や成長段階で重要な役割を担っている。 

味の受容細胞である味蕾細胞にもヘミチャネルが発現していることが確認されてお

り、味情報伝達に重要な役割をしていることが最近の研究で明らかとなった。味蕾の分

布および味蕾細胞の分類や細胞型別の機能の違いについて概説したのち、Ⅱ型細胞の情

報伝達におけるヘミチャネルの役割について説明する。 

 

1-1-1 味蕾構造と味蕾細胞の分類 

五感の一つである味覚は、脊椎動物（哺乳類、鳥類、爬虫類、両棲類、魚類） (Ogawa, 

1987)、無脊椎動物（節足動物 (Yarmolinsky, Zuker, & Ryba, 2009)、軟体動物）の幅

広くの生物が備えており、生物が生きていくうえで欠かせない機能である。味覚の検知

を行う際に、最初に味物質に触れる器官が味蕾である。哺乳類の味蕾は、主に舌上皮に

広く分布しており、マウスにおいては発現部位ごとに３つに分類される。舌の根本に環

状に味蕾が集積している有郭乳頭、舌根元近くの左右のひだ内に分布している葉状乳頭、

舌中央から舌先端にかけて点在している茸状乳頭である（図 1）。舌上皮には味孔と呼
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ばれる小さな穴があり、そこから味蕾細胞の先端が舌表面へ露出している（図 2）。舌

上皮を受容膜とよび、味蕾細胞の細胞体側を基底膜（側）と呼ぶ。味蕾細胞を基底膜側

から顕微鏡観察すると図 3に示すような構造をしており、細胞が集団を形成している。

味蕾は、Ⅰ型からⅣ型に分類される細胞が 50から 100個集まり構成される (Ohtubo & 

Yoshii, 2011; Ogata & Ohtubo, 2020)。ⅠからⅢ型の味蕾細胞はアピカルと呼ばれる

特徴的な細胞先端構造を持ち、縦長の細胞であり、約 30 から 45 μm ほどの長さがあ

る。Ⅳ型細胞は、ⅠからⅢ型細胞ヘ分化する幹細胞である (Miura, et al., 2004; Miura, 

Scott, Harada, & Barlow, 2014)。それぞれの細胞型ごとの特徴を図 4と以下に示す。 

Ⅰ型細胞は、支持細胞として、細胞間の恒常性維持に関与していると考えられてい

る 。 細 胞 膜 に ATP 分 解 酵 素 で あ る NTPDase2 （ Nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase-2 ）を発現しており、Ⅱ型細胞から放出された ATPを速やかに分

解することで、味情報の調整を行っていると考えられる (Bartel, Sullivan, Lavoie, 

Sévigny, & Finger, 2006)。また、glutamate を取り込む glutamate-aspartate 

transporter（GLAST）を発現しており、脳のグリア細胞や視細胞でみられるように、神

経伝達物質の glutamate の再取り込みを行っていると考えられている (Lawton, 

Furness, Lindemann, & Hackney, 2000) 。 Amiloride 感 受 性 Na+ チ ャ ネ ル

(ENaC;Epithelial sodium channel）をノックアウトしたマウスで、塩味への応答が消

失したこと (Chandrashekar, et al., 2010)、Ⅰ型細胞が ENaC を発現していることか

ら、塩味に応答する細胞と考えられている (Vandenbeuch, Clapp, & Kinnamon, 2008)。

ただし、最新の研究では、 ENaC が機能するために必要な 3 つのユニット（α、 β、

γ） が味蕾細胞においては同一の細胞に共発現していないという報告もあり、ENaC が

塩味の検知にかかわっているかは確定していない (Lossow, Hermans-Borgmeyer, 

Meyerhof, & Behrens, 2020)。 

Ⅱ型細胞は甘味、旨味、苦味に応答する受容体である T1Rおよび T2R ファミリータン

パク質を持つ (Hoon, et al., 1999; Nelson, et al., 2001)。T1R1/T1R3 は旨味に応

答し、 T1R2/T1R3は甘味に応答する (Zhao, et al., 2003)。T2R は苦味に応答する 

(Mueller, et al., 2005)。最近の報告では、Ⅱ型細胞の一部が、塩味にも応答すると

考えられている (Nomura, Nakanishi, Ishidate, Iwata, & Taruno, 2020)。 

Ⅲ型細胞は酸味と amiloride 非感受性の塩味に応答することが分かっており (Chang, 

Waters, & Liman, 2010; Lewandowski, Sukumaran, Margolskee, & Bachmanov, 2016)、
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情報伝達物質としてセロトニンを放出する機構に関与する SNAP25（Synaptosomal-

associated protein 25kDa ）、 神 経 と 細 胞 接 着 に も 関 与 す る NCAM

（Neural Cell Adhesion Molecule）を発現している。 

茸状乳頭においては、味蕾当たり平均 41 個の味蕾細胞で構成され、約 25%の割合で

Ⅱ型細胞、約 5%の割合でⅢ型細胞、70%の割合でⅠ型およびⅣ型細胞が発現している 

(Ohtubo & Yoshii, 2011)。 

哺乳類が検知できる味物質は、塩味、甘味、旨味、苦味、酸味の 5つである。それら

の五味がどの細胞型で検知され、どのように情報が神経に伝達されているのかを最新の

報告をもとに、以下に述べる。 

 

1-1-2 味蕾細胞から味神経への情報伝達 

Ⅱ型およびⅢ型味蕾細胞は、舌上皮から露出している細胞先端の受容体で味物質を

検知したのち、その情報を中枢神経に伝達する。Ⅱ型細胞は、甘味（T1R2 + T1R3）、旨

味（T1R1 + T1R3）、苦味（T2Rs）に応答する受容体を持っており (Hoon, et al., 1999; 

Nelson, et al., 2001; Zhao, et al., 2003; Mueller, et al., 2005)、Ⅲ細胞は、味

孔先端のイオンチャネルから H+を取り込むことで酸味に応答すること (Chang, Waters, 

& Liman, 2010)が報告されている（図 4）。塩味は amiloride 感受性と非感受性の応答

に分けられ、Ⅰ～Ⅲ型のいずれか、またはすべての細胞で検知されている可能性があり、

確定していない。Ⅲ型細胞では、電子顕微鏡観察からシナプス結合があることが分かっ

ており、小胞に包んだセロトニンを放出することで中枢への情報伝達が行われている 

(Kaya, Shen, Lu, Zhao, & Herness, 2004; Huang Y.-J. , et al., 2005)。しかし、

Ⅱ型細胞には小胞に包み物質を細胞外に放出する機構が備わっておらず、また、セロト

ニン受容体をノックアウトしたマウスにおいて甘味、旨味、苦味への応答が正常マウス

と変わらなかったことから (Finger, et al., 2005)、別の情報伝達経路が存在するこ

とが考えられた。 

 

1-1-3 Ⅱ型細胞における味情報伝達 

味蕾細胞には、cholecystokinin (Herness S. , Zhao, Lu, Kaya, & Shen, 2002)、

adrenaline (Herness S. , et al., 2002)、acetylcholine (Ogura, 2002)、GABA (Huang, 
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Pereira, & Roper, 2011)、noradrenaline (Huang, Maruyama, & Roper, 2008)、

glutamate (Vandenbeuch & Kinnamon, 2016)、ATP の受容体が発現していることが報告

されている。また、味神経にはセロトニン受容体 (Larson, et al., 2015) 、ATP受容

体 (Bo, et al., 1999; Kim, Bobkov, & Kolesnikov, 2000; Rong & Spyer, 2000; 

Kataoka, Toyono, Seta, Ogura, & Toyoshima, 2004)が発現していることが報告され

ている。このように、味蕾細胞及び味神経に様々な化学物質に対する受容体が発現して

いることから、味蕾細胞間での情報伝達の可能性やⅡ型細胞から神経細胞への化学物質

を介した情報伝達の可能性が考えられた。ATP 受容体である P2X2 および P2X3 をノック

アウトしたマウスにおいて、味神経でのすべての味覚応答が消失し、行動観察実験にお

いて、甘味、旨味、苦味への反応が顕著に減ったことから、ATPがⅡ型細胞から味神経

細胞への情報伝達に強く関与していることが示唆された (Finger, et al., 2005)。ま

た、Ⅱ型細胞から放出される ATPは周囲の ATP受容体 P2Xおよび P2Yファミリーを発現

しているⅢ型味蕾細胞を活性化させることも報告されている  (Baryshnikov, 

Rogachevskaja, & Kolesnikov, 2003; Kataoka, Toyono, Seta, Ogura, & Toyoshima, 

2004; Bystrova, Yatzenko, Fedorov, Rogachevskaja, & Kolesnikov, 2006; Hayato, 

Ohtubo, & Yoshii, 2007; Huang, Dando, & Roper, 2009; Huang, Pereira, & Roper, 

2011)。味情報伝達において重要な役割をしている ATP が、どのようにⅡ型細胞から放

出されるかについては不明であり、これまでに様々な研究がおこなわれてきた。 

Ⅱ型味蕾細胞は、ヘミチャネルであるパネキシン（Pannexin 1）、コネキシン（Cx26、

Cx30、Cx 30.3、Cx31.1、Cx32, Cx43、Cx45、Cx46、Cx47）、CALHM（1、2、3）の mRNA が

発現していることが報告されており、これらが ATP を放出するヘミチャネルと考えられ

た。アフリカツメガエルの卵母細胞での発現系の研究から、Px1は ATP を放出すること

ができるチャネルとして報告された (Bao, Locovei, & Dahl, 2004)。それを受け、味

蕾細胞においても ATPの放出経路として最初に検討された。Px1がⅡ型味蕾細胞のほと

んどに発現しており、また、Px1 の阻害剤である carbenoxolone の低濃度暴露により、

味刺激で放出される ATPが減ることが報告されている (Huang Y.-J. , et al., 2007; 

Murata, et al., 2010)。このことから、ATPは Px１から放出されていると考えられた。

しかし、Px1 をノックアウトしたマウスにおいても ATP の放出が確認されたこと、Px1

ノックアウトマウスが正常マウスと比較して味物質応答に対して何ら違いがないこと 

(Vandenbeuch, Anderson, & Kinnamon, 2015)から、現在では Pxは、味情報伝達のため

の ATP 放出経路ではないと考えられている。後の研究で、Px1 の阻害剤である
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carbenoxoloneにより ATP放出が減ったのは、 carbenoxolone がミトコンドリアの膜電

位を低下させ、ATP の産生を妨げたためであると考えられている (Romanov, et al., 

2018)。次に多くのサブタイプの発現が確認されているコネキシン（Cx）が ATP の放出

機構ではないかと考えられた (Romanov R. A., et al., 2007)。2013 年になり、３つ

目の候補となる CALHM1 および CALHM1/3 複合体チャネルが ATP 放出に関わっているこ

とが報告された (Taruno, et al., 2013)。CALHM は主にⅡ型細胞に発現しており、ノ

ックアウトマウスを用いた行動観察実験で、甘味、旨味、苦味の検知を損なう結果とな

ったことより、CALHM1 が味情報伝達にかかわる ATP 放出チャネルだと考えられた。し

かし、CALHM1 欠失マウスにおいても完全に味覚を失わない結果は、複数のチャネルが

ATP 放出に関わっている可能性を示唆している。CALHM チャネルからの ATP 放出には、

通常とは異なるミトコンドリア （atypical mitochondria） が関与していることが報

告されている (Romanov, et al., 2018)。通常のミトコンドリアに比べ大きく、また、

CALHM チャネルが発現している細胞膜近傍にミトコンドリアが位置しており、CALHM チ

ャネルとミトコンドリアの距離は非常に近く、20～30 nm であった。Atypical 

mitochondria が CALHM に近接することでイオン選択性が低い CALHM チャネルが開いた

時でも細胞外からのカルシウム流入を抑えていると考えられている。Ⅱ型味蕾細胞での

ATP放出には、主に CALHM1、CALHM3 および CALHM1/3 複合体が関与していると考えられ

ている (Taruno, et al., 2013; Ma, et al., 2018)が Cxの関与を否定する研究デー

タは報告されていない（図 5）。 
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図 1 マウスの舌における味蕾の分布と呼称 

発現部位により、味蕾の大きさや味蕾を形成する細胞数が異なる。茸状乳頭で

は、舌の中央に発現している味蕾ほど、先端に発現しているものよりも大きい。 

 

 

図 2 味蕾の模式図 

有郭乳頭味蕾では個、葉状乳頭味蕾では個、有郭乳頭味蕾では個の細胞集団か

ら一つの味蕾が形成されている。Ⅱ型およびⅢ型細胞は味神経との情報伝達が

おこなわれている。 
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図 3 味蕾の透過光顕微鏡写真 

味蕾を基底膜側から撮影した透過光顕微鏡写真。赤の破線の内側が味蕾で約 50

～100個の 4つの異なる細胞で構成される。 
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図 4 味蕾細胞の分類 

それぞれの細胞型は、電子顕微鏡観察による味蕾先端部位の構造の違いや明暗

の見え方の違いによって、ⅠからⅣに分類された (Paran, Mattern, & Henkin, 

1975; Royer & Kinnamon, 1988; Yang, et al., 2020)。その後、電子顕微鏡で

の構造による分類と、免疫染色法により細胞型ごとに発現している特定のタン

パク質が結び付けられた。 
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図 5 味蕾細胞の情報伝達の仕組み 

Ⅱ型細胞では、味孔に発現している G タンパク質共役型受容体 T1Rs や T2Rs で

甘み、旨味、苦みの物質を検知すると、phospholipase Cを介したカスケードに

より、IP3受容体を持つ細胞内カルシウムストアである ER-Ca2+ （Endoplasmic 

Reticulum）からカルシウム放出され (Clapp, Yang, Stoick, Kinnamon, & 

Kinnamon, 2004)、TRPM5 （Transient Receptor Potential Melastatin 5）の

活性化に伴いナトリウムやカルシウムイオンが細胞内へ流入し脱分極が起き 

(Pérez, Margolskee, Kinnamon, & Ogura, 2003; Prawitt, et al., 2003)、そ

れに続く活動電位により、電位依存性ヘミチャネルが開口し、ATP が放出され

る。放出された ATP は味神経上に発現している P2X2および P2X3受容体にて検知

され味情報が脳へ伝達される。Ⅲ型細胞は味神経との間に従来のシナプス結合

を形成していることが報告されている (Royer & Kinnamon, 1988)。酸味に応答

することが分かっており、味孔に発現した Otop1 チャネルからの H+の流入が起

点となり (Teng, et al., 2019; Zhang, et al., 2019)、SNAP-25が関与した

小胞のエキソサイトーシスによりセロトニンを放出する。放出されたセロトニ

ンは、味神経上に発現している 5-HT3Aを活性化して脳への味情報伝達がおこな

われる (Larson, et al., 2015)。 
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1-2 ヘミチャネルの特徴 

味蕾細胞に発現していることが報告されている、コネキシン、パネキシン、CALHMへ

ミチャネルの特徴を以下にまとめる。 

 

1-2-1 コネキシン 

コネキシン（Cx）は細胞膜に発現している膜貫通タンパク質であり、脊椎動物では

様々な細胞で広く発現し、機能していることが報告されている。Willebrords らは、Cx

や Pxを発現している細胞をまとめており、その報告によると、脳、心臓、血管、肝臓、

腹腔内、皮膚、腎臓、肺、眼、免疫細胞、膵臓、骨格筋および骨髄で発現している 

(Willebrords, et al., 2016)。Cxの役割は発現している部位でそれぞれ異なるが、以

下のような報告がある。心筋に発現しているコネキシンは細胞膜電位の協調的な伝播に

より、心臓の収縮活動を制御している。また、Cxは癌の発生とも密接にかかわっている

ことが最近の研究で報告されている (Aasen, et al., 2019)。Cxヘミチャネルから放

出される ATP により活性化された AKT/AMPK/mTOR 経路により癌細胞が増殖することが

報告されている。造血細胞に発現している Cx43 ヘミチャネルから放出された ATP はパ

ラクリンシグナルとして、炎症カスケードを励起し、癌の増殖を抑制している。 

味蕾においてもⅡ型細胞に特異的に発現していることが Romanov らのグループおよ

び Huangらのグループにより報告されている (Huang Y.-J. , et al., 2007; Romanov 

R. A., et al., 2007)。Cxは、21つの異なるサブタイプが存在することが報告されて

いる。チャネルは 6つのコネキシンが合わさって形成されコネクソン呼ばれ、単一のコ

ネキシンのみから形成される場合もあれば、複数のコネキシンから形成される場合もあ

る。Cx は 2 つが合わさってギャップ結合をつくり細胞間のコミュニケーションの役割

を担うこともあれば、それ単体として細胞膜にヘミチャネルの状態で存在し、細胞外へ

の情報伝達物質の放出に関与することが報告されている (Stout, Costantin, Naus, & 

Charles, 2002)。放出される物質としては、ATP、 グルコース、グルタチオン、アスコ

ルベート、NAD+、グルタメート や プロスタグランジンが報告されている (Bruzzone, 

Guida, Zocchi, Franco, & Flora, 2001; Ahmad & Evans, 2002; Sáez, Retamal, 

Basilio, Bukauskas, & Bennettb, 2005; Rana & Dringen, 2007; Retamal, et al., 

2007)（表 1）。また、カルシウムなどのイオンも通過することが報告されている。Cxは

分子量 1200 以下の低分子を通すことができ、Cx のサブタイプにより、電荷の影響によ
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る分子の透過度は異なる。アフリカツメガエルの卵母細胞に単一の Cx を発現させた実

験より、Cx30 は 2 価の正電荷を帯びた物質である YO-PRO および propidium iodide を

透過することが確認されている (Hansen, et al., 2014)。また、Cx45 も propidium 

iodideを透過するが確認されている (Valiunas, 2002)。一方、Cx36 および Cx43は正

電荷を帯びた分子（YO-PRO や propidium iodide）を通過しないことが報告されている 

(Hansen, et al., 2014)。チャネルのサイズは、サブタイプにより Cx26 （14 Å (Maeda, 

et al., 2009)）、Cx43 （12.6 Å (Wang & Veenstra, 1997)）、Cx40 （13.2 Å (Beblo 

& Veenstra, 1997)）、Cx32 （12 -14 Å (Oh, et al., 1997)）と若干異なるが約 14 Å

である。 

Cxヘミチャネルの開口は pH、電位及び細胞外カルシウム濃度の影響を受けることが

報告されている (Srinivas, Calderon, Kronengold, & Verselis, 2006)。ネイティブ

なコネキシンヘミチャネルの開口確率は、通常の生体内での細胞外カルシウム濃度条件

下（2 mM）では、減少する (Patel, Zhang, & Veenstra, 2014)。細胞外カルシウムが

低下した条件では、より低い電位でも開口確率が上昇することが報告されている。細胞

外カルシウムによる IC50は、アフリカツメガエルの卵母細胞に発現させた Cx46 では、

380 μM である。細胞外マグネシウムに対しては、5.3 mM である。Cx50での細胞外カ

ルシウムによる IC50は、100 μMであると報告されている (Patel, Zhang, & Veenstra, 

2014)。細胞内カルシウム濃度の上昇によりギャップ結合の開口確率が低下することが

報告されている。細胞内カルシウムによる IC50は、HeLa 細胞に発現させた Cx43 ギャッ

プ結合では 360 nM であると報告されている (Lurtz & Louis, 2007)。 

また、機械的刺激によりチャネルが開口し ATP を放出することも報告されている 

(Stout, Costantin, Naus, & Charles, 2002)。刺激がない場合でも ethidium bromide

が Cx43 を発現させた HeLa 細胞でまれに取り込まれることが報告されている 

(Contreras, Sáez, Bukauskas, & Bennett, 2003)。Cxの興味深い特徴としては、半減

期はわずか数時間しかなく、頻繁に新しく作られた Cx と入れ替わりが起きている 

(Laird, 2006)。 
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表 1 Cxヘミチャネルから放出されることが報告されている物質とその細胞 

 

 

Cx ヘミチャネルを阻害する物質として Gd3+ (Poon, et al., 2014)、MFA (Liu, 

Hashimoto-Torii, Torii, Ding, & Rakic, 2010)、疑似ペプチドである Gap19、Gap26、

Gap27 (Wang, et al., 2013; Abudara, et al., 2014)などが知られている。Cxギャッ

プジャンクションを阻害する物質として probenecidおよび CBXが知られている (Sahu, 

Sukumaran, & Beraa, 2014)。Cx の阻害物質として heptanol (Sahu, Sukumaran, & 

Beraa, 2014)および Trovafloxacin (Poon, et al., 2014)が知られている。リコンビ

ナント Cx43 は、100 μM NPPB、200 μM La3+と 150 μM Gd3+で阻害されることが報告さ

れているが、Ⅱ型味蕾細胞の電流測定においては、ヘミチャネルに由来していると考え

られる外向き電流の抑制は、これらの阻害剤では見られず、同様の評価においては、

Gap26 および octanol のみが顕著な外向き電流の抑制がみられたと報告されている 

(Romanov R. A., et al., 2007)。Cx43のギャップジャンクションの阻害剤として CBX

が報告されている (Patel, Zhang, & Veenstra, 2014)。ただし、CBX は、より低濃度

（5 μM）で Pxもブロックするため (Patel, Zhang, & Veenstra, 2014) Pxを発現し

ている味蕾においては選択的な阻害剤としては不向きである。疑似ペプチドの Gap26 と

Gap27も阻害剤として報告されているがキメラタイプには効果が弱く、Px1 も阻害する。

Px1 の疑似ペプチドである 10Panx1 も部分的に Cx46 を阻害する (Patel, Zhang, & 

Veenstra, 2014)。 
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1-2-2 パネキシン 

Px は 3 つのサブタイプ、Px1、Px2、Px3 が存在し、様々な組織で広く発現している

ことが確認されている (Panchina, et al., 2000; Baranova, et al., 2004)。Cxでは

みられる 2 つの細胞間のヘミチャネルが結合して作るギャップ結合は、Px では機能的

なギャップ結合を形成しないとする報告 (Sosinsky, et al., 2011; Penuela, et al., 

2007)と機能的なギャップ結合を形成するという報告 (Bruzzone, Hormuzdi, Barbe, 

Herb, & Monyer, 2003; Fabien, et al., 2006; Ishikawa, et al., 2011)があり、議

論が分かれる。 

Px1 は脱分極、細胞外カリウム濃度、浸透圧上昇や陰圧などの機械的刺激で開口す

るが、細胞外カルシウムおよびマグネシウムはチャネルの開口に影響を与えない 

(Hansen, et al., 2014; Patel, Zhang, & Veenstra, 2014)。細胞内カルシウムの上昇

で開口確率が上がることが報告されている (Murali, Zhang, & Nurse, 2014)。チャネ

ルサイズは、17-21Åであると見積もられており (Ambrosi, et al., 2010)、チャネル

のイオン選択性については、いまだ議論の余地がある (Chiu, Ravichandran, & Bayliss, 

2014)。正電荷の物質である propidium iodide（PI）を透過するとの報告もある (Patel, 

Zhang, & Veenstra, 2014)。Px1はアポトーシスを起こしている細胞において細胞死の

初期段階で「find-me」シグナルとして ATP や UTP を放出し、phagocyte を引き寄せる

機能があることが報告されている (Chekeni, et al., 2010)。 

Px の選択的ブロッカーとして報告されている probenecid の IC50 は 150 μM で

Brilliant Blue FCFの IC50は 0.27 μMである (Sahu, Sukumaran, & Beraa, 2014)。

BB FCF は 100 μM では、Cx32/43複合体および Cx46 を阻害しない。CBX (Wang, et al., 

2013; Poon, et al., 2014; Sahu, Sukumaran, & Beraa, 2014) 、Trovafloxacin (Poon, 

et al., 2014)、10Panx (Pelegrin & Surprenant, 2006)が阻害剤として報告されてい

る。10Panxは Pxの構造を模倣したペプチドで、選択的な阻害剤とされている。 

 

1-2-3 CALHM  

CALHM （calcium homeostasis modulator）は 6量体からなるチャネルで、サブタイ

プとして CALHM1～6 までの 6つが存在することが報告されている (Siebert, et al., 

2013)。CALHMチャネルは、人の遺伝子を網羅解析した時に発見さた。海馬で優先的に発
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現し、アルツハイマー病の感受性遺伝子座に位置するヒト遺伝子として以前は FAM26C

と呼ばれていた (Dreses-Werringloer, et al., 2008)。CAHLM1のチャネル開口は電位

および細胞外の 2価のイオンである Ca2+および Mg2+依存的に行われ、脱分極することで

正の影響を受け、細胞外の 2価イオン濃度の上昇により負の影響を受ける (Ma, et al., 

2012)。Mg2+による影響は Ca2+の 10分の 1である (Ma, et al., 2012)。細胞外カルシウ

ムが 1.5 mMの場合は、約 0 mVの膜電位であってもチャネルは閉じている (Ma, et al., 

2012)。 

イオン選択性について、電気生理実験結果から PNa / PK / PCl = 1 : 1.14 : 0.52 （0 

mM [Ca2+]outの場合）、1 : 1.46 : 0.88 （2 mM Ca外液の場合）であり、一価の陽イ

オン間では Naの透過性を 1とした場合、PNa / PLi / PK / PRb / PCs = 1 : 0.77 : 1.54 : 

1.57 : 1.53、二価の陽イオン間では Naの透過性を 1とした場合、PNa / PMg / PCa / PBa 

= 1 : 3.1 : 13.8 : 8.6 と報告されている (Siebert, et al., 2013)。また、このイ

オン選択性は Cx40 および Cx43と非常によく似ている (Beblo & Veenstra, 1997; Wang 

& Veenstra, 1997)。蛍光色素である Luciffer yellow, LY（Mw.443、電荷-2）、Alexa 

350（Mw. 350、電荷-1）、Alexa 488（Mw. 570、電荷-2）は容易に透過するが、Alexa 594

（Mw 760、電荷-2）はわずかに透過し、Alexa 633（Mw.1150、電荷不明）はまったく透

過しなかったことから有効なチャネルの直径は Alexa 594 の約 14 Åであると見積もら

れている (Siebert, et al., 2013)。Cx, Pxと構造的に非常によく似ているがギャッ

プ結合は形成しない (Siebert, et al., 2013)。 

CALHM1 は脳で発現しており、細胞外カルシウム濃度の低下によって誘発される皮質

ニューロンの興奮性に関与している (Ma, et al., 2012)。味蕾ではⅡ型味蕾細胞の基

底膜側に CALHM1、CALHM2、CALHM3および CALHM1/3 複合体が発現していることが報告さ

れている (Moyer, et al., 2009; Romanov, et al., 2018; Kashio, Wei-qi, Ohsaki, 

Kido, & Taruno, 2019; Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020)。Ⅱ型味蕾細胞におい

て、ATP を細胞外に放出することで神経へ味情報伝達を行う重要な役目をしているチャ

ネルであると考えられている (Taruno, et al., 2013; Ma, et al., 2018)。 

CALHM に対する阻害効果がある薬剤として、RuR (Ma, et al., 2012; Dreses-

Werringloer, et al., 2013; Taruno, et al., 2013)、Gd3+ (Ma, et al., 2012; Dreses-

Werringloer, et al., 2013)、Zn2+ (Ma, et al., 2012; Dreses-Werringloer, et al., 

2013)、Heptanol (Taruno, et al., 2013)がある。阻害効果がないことが確認されてい
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る薬剤として、Probenecid (Taruno, et al., 2013)、 CBX (Ma, et al., 2012)、TTX 

(Ma, et al., 2012)、TEA (Ma, et al., 2012)、1-octanol (Ma, et al., 2012)が報告

されている。RuRは CALHM のチャネルの開口を阻害するが、チャネルが完全に閉じるの

ではなく、開口部が狭くなることが分かっている (Choi, Clemente, Du, & Lü, 2019)。 

 

 

 

図 6 Ⅱ型味蕾細胞に発現しているヘミチャネル 

Ⅱ型味蕾細胞に発現していることが確認されているヘミチャネル。右上の数字

は参考文献を表す。1 (Huang Y.-J. , et al., 2007)、2 (Romanov R. A., et 

al., 2007)、3 (Moyer, et al., 2009)、4 (Taruno, et al., 2013)、5 (Ma, et 

al., 2018)。 
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表 2 ヘミチャネルの特性まとめ 

 

Px では機能的なギャップ結合を形成しないとする報告 (Sosinsky, et al., 

2011; Penuela, et al., 2007)と機能的なギャップ結合を形成するという報告 

(Bruzzone, Hormuzdi, Barbe, Herb, & Monyer, 2003; Fabien, et al., 2006; 

Ishikawa, et al., 2011)がある。 
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表 3 Cx、Px1および CALHM1 の阻害剤 

 

プラス（+）は、それぞれの物質で阻害されることが報告されており、マイナス

（－）はそれぞれの物質で阻害されないことが報告されている。右上の数字は

参考文献を意味する。1 (Dreses-Werringloer, et al., 2013)、2 (Ma, et al., 

2012)、3 (Sahu, Sukumaran, & Beraa, 2014)、4 (Wang, et al., 2013)、5 (Poon, 

et al., 2014)、6 (Abudara, et al., 2014)、7 (Ma, Hui, Pelegrin, & 

Surprenant, 2009)、8 (Taruno, et al., 2013)、9 (Liu, Hashimoto-Torii, 

Torii, Ding, & Rakic, 2010)。*については、ヘミチャネルではなくギャップ

ジャンクションでの阻害が報告されている。ND:報告されているデータなし。 
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表 4 味蕾細胞に発現している Cx、Pxのサブタイプと開口確率の細胞外カルシウム依

存性 

 

Cx43 のみが、2 つの異なる研究グループにより、味蕾細胞に発現していること

が確認されている（黄色）。Cx26, 30, 30.3, 31.1については一方のグループ

でのみ発現が確認されている（緑）。Cx33および 36は片方のグループでは発現

が確認されたが、一方のグループでは、発現していないという結果であった（青）。

RomanovらはⅡ型細胞一つを採取して PCRを行った (Romanov R. A., et al., 

2007)のに対し、Huangらは味蕾全体を採取して PCRを行った (Huang Y.-J. , 

et al., 2007)。その手法の違いにより、Huang らの測定では、発現量が比較的

少ない Cxが検出されなかったのではないかと考えられる。 
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1-3 本研究の目的 

単一味蕾における CALHM チャネルの機能的な発現割合 

これまでの研究から、CALHMが ATPの放出機構として最も有力と考えられているが、

CALHMをノックアウトしたマウスであっても、甘味、旨味、苦味に対する神経応答が完

全に消失していないこと (Taruno, et al., 2013)、Ⅱ型細胞すべてに mRNA が発現して

いるわけではないこと（有郭乳頭においてⅡ型細胞マーカーである TRPM5を発現してい

る細胞の約 80%で CALHMの mRNAが確認されている (Taruno, et al., 2013; Moyer, et 

al., 2009)、さらに、CALHM が開く脱分極条件では Cxや Pxも ATPを放出できることか

ら、CALHM がⅡ型細胞での ATP 放出にどの程度重要かについては議論の余地がある。

CALHMのⅡ型細胞での機能的な発現割合を調べるためには、放出される ATP を測定して

も分からない。そのため、CALHM が開口する条件において細胞外から biocytin が取り

込まれたⅡ型細胞数を測定することで、CALHM を機能的に発現するⅡ型細胞の割合を明

らかにする（図 7）。 

 

図 7 CALHM の発現割合の測定 

Biocytin 取り込み実験では、Ⅱ型細胞にける機能的な CALHM 発現割合を求

めることができる。 

 

味蕾細胞に機能的に発現しているヘミチャネルの同定 

味蕾細胞には、Pxと Cxのサブタイプの mRNA が発現していることが報告されている 

(Huang Y.-J. , et al., 2007; Romanov R. A., Rogachevskaja, Khokhlov, & 

Kolesnikov, 2008; Taruno, et al., 2013)。一部の Cxサブタイプについては免疫染色
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によりタンパク質が発現していることも確認されているが、mRNA の発現とタンパク質

の発現は必ずしも一致しない。そのため、本研究では、味蕾細胞に Pxと Cx が機能的に

発現しているかを明らかにする。また、ヘミチャネルが発現している細胞の細胞型につ

いても明らかにする。 

 

ヘミチャネルを通過する物質の電荷の影響 

Ⅱ型細胞では負電荷の物質が取り込まれることが報告されているが (Takeuchi, 

Seto, Ohtubo, & Yoshii, 2011)、中性電荷の物質と正電荷の物質が透過できるかは不

明である。味蕾細胞での情報伝達に負電荷、中性電荷、正電荷の低分子がかかわってい

ることが分かっている（図 8）。放出経路がいまだ解明されていない中性物質である

adrenaline や正電荷の物質である acetylcholine について、特に、これらの電荷の物

質の放出が可能かを調べることは重要である。Ⅱ型細胞に中性物質の biocytin（分子

量 372）、正電荷物質の biotin 誘導体（分子量 286）が取り込まれるかを調べること

で、Ⅱ型細胞に発現しているヘミチャネルを通過できる物質の電荷の影響を明らかにす

る。 

 

  

図 8 味蕾細胞の情報伝達にかかわっている低分子 

味蕾細胞では右の表に報告されている様々な電荷をもつ物質が左の図に示すよ

うな細胞間や細胞と神経の間での情報伝達に関与している。Adrenalineは放出

される細胞型が不明である。Noradrenaline の受容体が発現している部位は不

明である。 
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第 2 章 実験方法 

 

標本作成、細胞外液調製、取り込み実験および取り込み実験における条件設定、データ

解析手法について記述する。 
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2-1 実験動物 

生後 5～8週齢のオスの ddYマウスを使用した。マウスは日本エスエルシーまたは九

動株式会社から入手した。 

すべての実験は九州工業大学動物実験委員会の承認を得て実施した （承認番号：生

-H25-017、生-H26-014、生-H27-002、生-H28-004、生-H29-001、生-H30-005）。 

 

2-2 標本調製方法 

実験には、味蕾構造が保存されている剥離舌上皮標本を用いた。剥離舌上皮は、過

去に報告されている Furue らの方法を用いて作成した (Furue & Yoshii, 1997; Furue 

& Yoshii, 1998)。マウスを二酸化炭素で麻酔した後、断頭し、舌を切り出した。切り

出した舌に、1 mg / mL の濃度のエラスターゼを 40～60 μL注入し、混合ガス（95% O2、

5% CO2）を飽和させておいた earle’s 外液中で 4～6分間酵素処理を行った。その後舌

上皮を剥離し、基底膜側が上を向くように測定用のチェンバーに固定した（図 9）。  
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図 9 標本調製方法 

オスの ddY マウス 5～8 週齢を用いた。CO2で麻酔をしたのち、断頭し、舌を有

郭乳頭あたりから切り出した。舌を裏返し、顕微上で位置を確認しながら、舌

が膨らむ程度（40～60 μL） 酵素溶液を注入した。25 ℃で 4～6分間処理した

のち、顕微鏡下で舌の上皮を剥いだ。基底膜側が上になるように専用台に固定

した。舌の中央から前よりの茸状乳頭部分を使用し、4～6 個程度の味蕾が固定

領域に収まるよう調整した。 

 

 

2-3 溶液組成 

以下に示した溶液は、すべて脱イオン水に溶かして調製した。使用した試薬は特に

記述のない限り、Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan から購入した。 
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パラホルムアルデヒド溶液：パラホルムアルデヒドが 4%となるように PBSに溶かした。 

 

Normal外液は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 150 NaCl、 5 KCl、 2 CaCl2、 

0.5 MgCl2、 10 glucose、 5 HEPES、 pH 7.4 / NaOH。 

 

高カリウム外液(30 mM [K+]out)は、以下の成分を含む水溶液である（mM）: 125 NaCl、 

30 KCl、 2 CaCl2, 0.5 MgCl2、 10 glucose、 5 HEPES、 pH 7.4 / NaOH。 

 

高カリウム外液(100 mM [K+]out)は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 55 NaCl、 

100 KCl、 2 CaCl2、 0.5 MgCl2、 10 glucose、 5 HEPES、 pH 7.4 / NaOH。 

 

高カリウム外液(150 mM [K+]out)は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 5 NaCl、 

150 KCl、 2 CaCl2、 0.5 MgCl2、 10 glucose、 5 HEPES、 pH 7.4 / NaOH。 

 

低カルシウム外液(0 mM [Ca2+]out)は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 150 NaCl, 

5 KCl, 0.5 MgCl2, 10 glucose, 5 HEPES, pH 7.4 / NaOH。 

 

EGTA低カルシウム外液(0 mM [Ca2+]out)は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 150 

NaCl, 5 KCl, 0.5 MgCl2, 0.5 EGTA, 10 glucose, 5 HEPES, pH 7.4 / NaOH。 

 

ブロッキング溶液は、以下の成分を含む水溶液である（mM）： 3% Donkey、 1% BSA、 

0.1% Triton in PBS。 

 

エラスターゼ溶液は、以下の成分を含む水溶液である（mM）：  normal外液中に 1 mg/mL 

エラスターゼ。 

 

Earle’s 溶液は、以下の成分を含む水溶液である（mM） ： 116 mM NaCl、 26.2 mM 

NaHCO3、 5.4 mM KCl、 1.8 mM CaCl2、 1.0 mM NaH2PO4、 0.8 mM MgSO4。 

 

PBS溶液は、以下の成分を含む水溶液である（mM）: 137 mM NaCl、 2.7 mM KCl、 8.1 

mM NaH2PO4、 1.5 mM KH2PO4、 pH 7.4。 
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LY 溶液は、lucifer yellow CH dilithium salt、SIGMA-ALDRICH 製、cat# L0259-25MG、

分子量 457.25 を、任意の細胞外液 1 mLあたり 0.457 mg加え 0.88 mM濃度に調製した。 

 

Biocytin 溶液は、biocytin、SIGMA-ALDRICH 製、分子量 372.46 を、任意の細胞外液 1 

mL あたり 2 mg加え 5.37 mM 濃度に調製した。 

 

Biocytin ethylendiamine 溶液は、SIGMA-ALDRICH 製、分子量 367.3 を、任意の細胞外

液 1 mLあたり 1.97 mg加え 5.37 mM 濃度に調製した。 

 

Propidium iodide溶液は、SIGMA-ALDRICH 製、分子量 668.39 を、150 K 外液 1 mLあ

たり 0.67 mg 加え、その溶液を 150 K 外液で 100倍に希釈して、10 μMに調製した。  

 

RuR溶液は、cat#174-00331、分子量 858.41 を、1.7 mg を 100 μLの超純水に溶解し、

その溶液 10 μLを 10 mLの任意の細胞外液に溶解し、20 μMに調製した。 

 

Probenecid溶液は、分子量 285.36 を、0.3 M KOH 10 mL に 285.36 mgを加えた （100 

mM）。高カリウム外液(150 mM [K+]out)で 100倍に希釈したのち HClにて pHを調整した。

Probenecidの最終濃度は 1 mM に調製した。100 μM、10 μMの溶液はそれぞれさらに、

10 倍希釈、100倍希釈して調製した。 

 

DIDS 溶液は、TOCRIC および SIGMA-ALDRICH 製、分子量 498.48 を、2.49 mg を 150 mM 

[K+]outに溶解し、1000 倍希釈して 5 μMに調製した。 

 

GdCl3溶液は、GdCl3・6H2O SIGMA-ALDRICH 製、分子量 371.70 を、3.72 mg 計り取り任

意の細胞外液 1 mLに溶解し、それを 100倍希釈して 100 μMに調製した。 

 

ZnCl2溶液は、分子量 136.32、1.36 mg計り取り、150 mM [K+]out 1 mLに溶解し、最終

濃度が 300、100、10 μMとなるように調製した。 
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2-4 Biocytin 取り込み実験 

Biocytinの取り込み実験の流れをいくつかの場合に分けて以下の図に示す。実験は

すべて室温で行った。 

 

2-4-1 Biocytin 取り込み実験 

高カリウム外液(150 mM [K+]out)で biocytin 取り込み実験を行った方法を示す（図 

10）。基底膜側を外側とした標本を、1分間 150 mM [K+]outに 2度浸漬し、細胞外液を完

全に 150 mM [K+]outに置換した。その後、5分間 biocytin を加えた外液に浸漬した。細

胞表面に非特異的に付着した biocytin を除くため、10 秒間 normal 外液で洗浄し、4%

ホルマリン溶液で固定した。ホルマリン固定は、最低 12 時間行った。全く同様の方法

を用いて 0 mM [Ca2+]outでの取込実験も行った。 

 

 

図 10 Biocytin の取り込み実験 

上記の図に示す流れで取り込み実験を行った。 

 

2-4-2 阻害剤を用いた場合 

阻害剤が完全に作用した状態で biocytin の取り込み率を調べるために、阻害剤を加

えた normal 外液に 1 分間ずつ、2 度浸漬した後、阻害剤存在下で biocytion を取込ま

せた（図 11）。低カルシウム外液(0 mM [Ca2+]out)での阻害剤の影響を調べる場合は、
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normal 外液からのカルシウムの持ち込みを減らす目的で、biocytin 取り込みの前に、

阻害剤を加えた 0 mM [Ca2+]out に 10 秒間浸漬した（図 12）。その後、阻害剤および

biocytinを加えた外液へ 5分浸漬した。細胞表面に非特異的に付着した biocytin を除

くため、10 秒間 normal外液で洗浄し、4%ホルマリン溶液で固定した。ホルマリン固定

は、最低 12 時間行った。 

 

 

図 11 阻害剤を用いた 150 mM [K+]outでの取り込み実験 

阻害剤は「取り込み」前に、2分間それぞれ作用させて、biocytinを加えた 150 

mM [K+]outに浸漬し、取り込み実験を行った。 

 

 

図 12 阻害剤を用いた 0 mM [Ca2+]outでの取り込み実験 

阻害剤は「取り込み」前に、2分間それぞれ normal 外液中で作用させ、normal

外液からの Ca持ち込みを防ぐため、短時間 0 mM [Ca2+]outで洗浄し、biocytin

を加えた 0 mM [Ca2+]outに浸漬し、取り込み実験を行った。 
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2-4-3 阻害剤 10Panx および Gap26 を用いた場合 

ペプチド阻害剤である 10Panx および Gap26 は効果が現れるまでに 15 分程度かかる

ため (Hawat, Benderdour, Rousseau, & Baroudi, 2010; Wang, et al., 2012)、

biocytin取り込み前に、それぞれの阻害剤を加えた normal外液へ 20分間浸漬した（図 

13）。その後、阻害剤および biocytin を加えた外液に 5分間浸漬した。細胞表面に非特

異的に付着した biocytin を除くため、10 秒間 normal 外液で洗浄し、4%ホルマリン溶

液で固定した。ホルマリン固定は、最低 12時間行った。10Panx TOCRIS （cat# 3348 

batch 5B）分子量 1242.37 は、300 μMで使用した。Gap26 TOCRIS （cat# 1950 batch 

5A） 分子量 1550.79は、300 μMで使用した。 

 

 

図 13 阻害剤 10Panx および Gap26を用いた場合の取り込み実験 

阻害剤の効果が出る時間を考慮して「取り込み」前に、20分間阻害剤を加えた

normal外液に浸漬した。 

 

2-4-4 Biocytin 取り込み実験における取り込み時間の最適化 

特に記載していない場合は、biocytin 取り込み時間は 5 分で行った。理由は、5 分

の取り込み時間で取り込み率が飽和に達したからである。詳細は、「3-3 取り込み率と

時間の関係」で説明する。 
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2-4-5 Biocytin 浸漬後の洗浄時間について 

Biocytinを含む各種細胞外液へ浸漬したのち、ホルマリン固定前に、細胞表面に非

特異的に付着する biocytin を除くため、洗浄した。LY を用いた実験から、1 分以上洗

浄すると一部の細胞（図 14 cell 2）で、LYが細胞外へ排出される現象が確認された

ため、約 10秒程度の短時間洗浄とした。 

 

 

図 14 LYが normal 外液で排出される様子 

LY を加えた 100 mM [K+]outに味蕾を 3 分間浸漬したのち、normal 外液に置換

し、LYの蛍光強度の変化を測定した。a） normal外液へ置換直後の蛍光測定 b）

透過光画像との重ね合わせ画像。c） cell 1、3、5、4は蛍光強度が変化しなか

った細胞。Cell 2 は蛍光強度が経時的に変化し、約 3 分間でほぼ LY の蛍光が

観察されなくなった。 
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2-5 免疫組織化学染色 

免疫染色は 1 次抗体、2 次抗体からなる間接法を用いた。パラホルムアルデヒド溶

液で固定した標本を PBS 中で 10 分間の洗浄を 3 回行った。クエン酸緩衝液中で 20 分

間、85 ℃の加熱処理を行い、抗原の賦活化を図った。室温で 15～30分冷却した後、10 

分間の洗浄を 3回行い、ブロッキング液に 2時間浸けてブロッキングを行った。ブロッ

キングを終えた標本を、1次抗体を溶かしたブロッキング液に浸け、室温で 2時間置い

て 1 次抗体を反応させた。反応後、標本を 6 回 10 分間ずつ PBS で洗浄し、2 次抗体と

蛍光標識したストレプトアビチンを溶かしたブロッキング液に浸け、4℃で１晩反応さ

せた。10分間の洗浄を 6回行った後、上皮を退色防止剤である 0.1 mg / ml PPDA を溶

かした 50% グリセロールで、スライドガラスとカバーガラスの間に包埋した。細胞型

を調べるために、Ⅱ型細胞マーカーとして IP3R3、 Gγ13、PLCβ2を用い、Ⅲ型細胞マ

ーカーとして SNAP25 を用いた（表 5）。蛍光測定はレーザー共焦点顕微鏡（Leica 

Microsystems）を用いて行い、味蕾細胞の連続断面画像を得た。 

表 5 1 次抗体および 2次抗体 
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2-6 データ解析方法 

共焦点顕微鏡での測定画像は、LAS X（Leica Application Suite X、ver3.4.2.18368 、 

Leica Microsystems）ソフトフェアを用いて行った。 

 

2-6-1 Biocytin 取込の判定 

Biocytinが取り込まれているかは、以下の判定基準により判断した。蛍光測定画像

で染色されたいる部分に ROI（Region of interest）を設定（Aとする）し、また、味

蕾内かつ染色されていない部位にも ROI を設定（B とする）した。B に対して A の蛍光

強度が 5 倍以上高い場合、biocytin を取り込んだ細胞と判断した。以下に示す一例の

場合では、Bの蛍光強度は 0.1で、Aは ROI 1 から ROI 8に相当し、それぞれの蛍光強

度は図 15bのとおりである。Bに対して 5倍以上の蛍光強度であったことから、ROI 1

から ROI 8 の細胞には biocytinが取り込まれたと判定した。 

 

図 15 Biocytin が取り込まれた細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像 

Biocytin は蛍光標識された streptavidin にて標識され、画像内のシアンで表

された部位に存在することが分かる。 

 

2-6-2 細胞型の判定 

細胞型の判定について、Ⅱ型細胞を例に説明する。味蕾細胞は細胞型ごとに特異的

に発現するタンパク質が存在する。特異的に発現するタンパク質を免疫染色法により、

染色することで細胞型を判定した。免疫染色では、非特異的な染色がみられるため、特
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異的な染色と区別する必要がある。図 16の 1、2、3の写真に示すように、Ⅱ型細胞マ

ーカーで染色されている画像が 3枚以上連続的に続き、切れ目なく円を描いていること

を判断基準とした。共焦点レーザー顕微鏡での撮影間隔は、1.5 μm であるため３枚連

続で続くことは少なくとも 4.5 μmの細胞の長さに相当する。味蕾細胞の核の長さが 6

～8 μm であることから、核の部分が明確に免疫陽性であることを確認し、１個の細

胞と判断した。 

 

図 16 味蕾細胞を味孔から基底膜側に向かって光学切片を連続で撮影した画像 

画像１が味孔側で画像３が基底膜側で、共焦点レーザー顕微鏡を用いて連続し

て 1.5 μm間隔で光学スライス画像を取得した。赤はⅡ型細胞マーカーである

PLCβ2の局在を表す。矢印で示した細胞のように、連続する 3枚の画像で切れ

目のない円状に PLCβ2が局在していることから、特異的な染色と判断した。 

 

2-6-3 Biocytin 取り込み率の計算 

Ⅱ型細胞における biocytin の取り込み率の計算方法について説明する。Ⅱ型細胞の

マーカー分子である PLCβ2を指標とし、単一味蕾に含まれるⅡ型細胞の数を測定した。

図 13は味蕾のあるピント面で撮影した共焦点画像である。このピント面では、目印“*”

を付けた 6 つの細胞をⅡ型細胞と判定した。また、その 6 つの細胞すべてで biocytin

が取込まれたと判定されたため、以下の計算式をもとに取り込み率は 6（biocytinかつ

Ⅱ型マーカーで染色された細胞数）/6（Ⅱ型マーカーで染色された細胞数）で 100%と計

算された。解析はピント面を変え単一味蕾全体に対して行った。図 18の例では、PLCβ2

陽性細胞数が 12 細胞で、この全てが biocytion を取込んでいたことから、取り込み率

は 12/12 で 100%であった。このような計算方法を用いて、単一味蕾に含まれる biocyion

取込率を求め、各種実験条件で比較した。 
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図 17 biocytin 取り込み率の計算式 

 

 

 

図 18 Biocytin が取り込まれかつ PLCβ2で染色された細胞の共焦点顕微鏡画像 

細胞体が確認できるピント面で解析を行い、ピント面を変えることで、味蕾全

体に対して解析を行った。 

  



35 

  

第 3 章 結果 

 

中性物質である biocytinが取込実験で有用であること、単一味蕾に発現する 30～40%

のⅡ型細胞が CALHM チャネルを機能的に発現すること、Ⅱ型細胞の全てが脱分極により

ATPを放出可能であること、ヘミチャネルは陰性物質に加え、中性、１価の正電荷を持

つ物質を通すことを、実験結果から記述する。 

 

  



36 

  

3-1 味蕾細胞への biocytin の取り込み 

ATP は Px、Cx もしくは CALHM ヘミチャネルを通して細胞外に放出されていると考え

られている。ヘミチャネルが開く条件で、細胞外液に biocytin を加えておけば、チャ

ネルが開いた際、biocytin は濃度勾配により細胞内へ拡散すると考えた。細胞膜を脱

分極させた場合、ATP と同じく負電荷の物質である LY が細胞外から細胞内に取り込ま

れることが報告されている (Takeuchi, Seto, Ohtubo, & Yoshii, 2011)。細胞膜を脱

分極させるために、細胞外液を 150 mM Kとした条件における biocytinの取り込みを調

べた。免疫染色の結果、biocytin が味蕾細胞内に局在していた。つまり、味蕾細胞に

biocytinが取り込まれた（図 19 a）。また、normal 外液でも biocytinが取り込まれた

細胞が観察された（図 19 b）。取り込まれる細胞は主にⅡ型細胞であった。 

 

 

図 19 高カリウム外液(150 mM [K+]out)および normal 外液での biocytin の取り込み 

味蕾細胞を基底膜側より撮影した共焦点顕微鏡画像である。a）biocytinを

加えた 2 mM Ca 外液、150 mM [K+]out溶液に 5分間味蕾を浸漬させた時の取

り込み実験結果。シアンで染色されている部位に biocytin が局在している

ことが分かる(矢印)。また、PLCβ2 の免疫染色より、Ⅱ型細胞に biocytin

が局在していることが分かる。b）biocytin を加えた 2 mM [Ca2+]out、5 mM 

[K+]outに 5 分間味蕾を浸漬させた時の取り込み実験結果。a）と同様にⅡ型

細胞内に biocytin が局在していることが分かる。 
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3-2 細胞膜損傷による biocytin の細胞内蓄積の可能性 

標本調製過程での細胞膜が損傷し、その損傷部位から biocytin が取り込まれた可能

性が考えられる。そこで、細胞膜損傷の確認に汎用される propidium iodide（分子量

415）を用いて細胞膜損傷の有無を調べた。Propidium iodideは図 20に示すように 2

価の正電荷を持つ分子であり、過去の研究から 2価の正電荷の物質は脱分極条件では取

り込まれないことが分かっている (Takeuchi, Seto, Ohtubo, & Yoshii, 2011)ため、

本目的には適切である。５つの味蕾で 62 個のⅡ型細胞を測定したが、いずれも

propidium iodide で染色された細胞は観察されなかった（図 21）。味蕾を取り囲む周

辺細胞や上皮細胞では、propidium iodide で染色される細胞が観察された。これらの

細胞は、標本調製する際に細胞膜が損傷した細胞であると考えられる。Biocytin 取り

込み実験を行った 150 mM [K+]outで、Ⅱ型細胞は propidium iodide で染まらなかった

ため、細胞膜の損傷がなかったことが確認された。 

 

図 20 Propidium iodide の構造式 

ヨウ素を除いた上記構造式の分子量は、415 である。 

 

 

図 21 剥離舌上皮標本の propidium iodide を用いた細胞膜損傷の確認 

Propidium iodide（PI、10 μM）を溶解させた 150 mM [K+]outに、味蕾細胞

を 5分間浸漬した。細胞型マーカーとして PLCβ2を使用した。味蕾の周辺

細胞や上皮細胞で PI陽性細胞が確認できるが、Ⅱ型細胞（赤）は染色され

なかった。 
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3-3 取り込み率と時間の関係 

Biocytin が味蕾細胞に取り込まれることが分かったので、取り込み率と浸漬時間の

関係について調べた。細胞膜を脱分極させた場合での最大取り込み率を調べる目的で、

取り込み率が飽和に達する浸漬時間を 2つの方法にて測定した。一つは、LY を用いて、

それぞれの細胞における LY の取り込み量をリアルタイム計測し浸漬時間との関係を調

べる方法である。もう一つは、biocytin を用いた免疫染色との組み合わせによりⅡ型

細胞における取り込み率が浸漬時間に対してどのように変化していくかを測定する方

法である。 

LYを加えた 100 mM [K+]outに味蕾を浸漬し、細胞内の蛍光強度の変化から取り込みの

時間依存性を調べた。その結果、2分で細胞内の蛍光強度の増加が定常に達した（図 22）。 
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図 22 高カリウム外液（100 mM [K+]out）での LY を用いた色素の取り込み速度の測定 

a) LY添加 60秒後に測定した蛍光顕微鏡画像。b) LYに浸漬 120秒後の測

定画像。c) LYを washout した後の測定画像。d) Cell 1～3に対して蛍光

強度をプロットした e）細胞外液を LYが加えられた 100 mM [K+]outに変更

し、60 秒後に蛍光強度の測定を開始した。Cell 1および Cell 2 では、蛍

光強度の時間依存的な上昇がみられた後、一定となった。Cell 3 において

は蛍光強度の上昇は見られなかった。 
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Biocytin 取り込み実験と免疫染色法を組み合わせⅡ型細胞における取り込み率を測

定する方法では、150 mM [K+]outもしくは 30 mM [K+]outに浸漬する時間を 1、 5、 10、 

20 分と変化させ、取り込み率が浸漬時間に応じて変化するか調べた。取り込み率は、

細胞外液のカリウム濃度により異なった。高濃度の 150 mM [K+]outでは、浸漬時間が 5

分の場合、ほぼすべての細胞へ biocytinが取り込まれたのに対し、30 mM [K+]outでは

約 40%の細胞に取り込まれた（表 6、図 23）。この方法においても、2分程度で取り込

み率は定常となった（図 24）。つまり、biocyion の浸透時間は 2 分で飽和に達すると

結論し、以下の実験を実施した。 
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図 23 高カリウム外液（30 mM [K+]out）での biocytin の取り込み画像 

aから dの順に biocytin への浸漬時間 1、5、10、20分である。図中の白矢

印で記した細胞は、Ⅱ型細胞マーカーである PLCβ2 で染色されており、か

つ biocytin を取り込んだ細胞である。 
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表 6 高カリウム（30 mM [K+]out）外液での biocytin 取り込みデータまとめ 

 

SD: 標準偏差、ND : データなし 

 

表 7 高カリウム（150 mM [K+]out）外液での biocytin 取り込みデータまとめ 

 

SD: 標準偏差、ND : データなし 

 

 

 

図 24 高カリウム外液（150 mM [K+]outおよび 30 mM [K+]out）でのⅡ型細胞の biocytin

取り込み率と浸漬時間の関係 

高カリウム条件である 150 mM [K+]outおよび 30 mM [K+]outどちらの場合に

おいても biocytin の取り込み率が飽和に達するのは、約 2分であった。ま

た、150 mM [K+]outではほぼすべてのⅡ型細胞が取り込むのに対して、30 mM 

[K+]outでは、約 40%で飽和した。（ ）内は測定味蕾数を示している。 
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3-4 CALHM が開口する条件での biocytin 取り込み割合と阻害剤の効果 

Tarunoらは、細胞外カルシウム濃度の低下に伴い、CALHM の開口確率が上昇し、それ

に応じて ATP の放出量が増加することを HeLa 細胞に発現させた CALHM1 チャネルの実

験から明らかにした (Taruno, et al., 2013)。細胞外カルシウム濃度の減少により開

口するチャネルが味蕾細胞に機能的に発現しているのかを調べた。その際、チャネルの

開口確率を最大限に上げるために、0.5 mM の ethylene glycol tetraacetic acid （以

下、EGTA）を細胞外液に加えた。細胞外 Ca濃度を 0 mMにし、EGTA を加えた条件下で、

味蕾細胞は biocytionを取込むことを明らかにした（図 26）。取込んだ細胞の細胞型を

同定したところ、Ⅱ型細胞であることが分かった。定量的解析により、Ⅱ型細胞の 50.9 

± 11.2% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 75 / 148、11

味蕾、平均±SD）が biocytin を取込んだ。Normal 外液では、21.8 ± 19.2% （Ⅱ型細

胞かつ biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 23 / 101、12味蕾、平均±SD）で

あり、Ⅱ型細胞における biocytin 取込細胞の割合は、有意に大きかった（P<0.0001、

等分散における t-検定）。 

EGTAを加えていない 0 mM [Ca2+]outでは、Ⅱ型細胞の 54.2 ± 15.3% （Ⅱ型細胞かつ

biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 40 / 70、6味蕾、平均±SD）で biocytin

が取り込まれていた（図 26）。統計解析により、EGTA の有無による取り込み率を解析し

たところ、有意差は見られなかった（P>0.075、等分散における t-検定）。結果、EGTAの

有無は biocytinの取り込み率に影響を与えなかった。つまり、0 mM [Ca2+]out（EGTA な

し）において、細胞外カルシウム濃度は十分低下し、細胞外カルシウム依存性チャネル

の開口確率への影響が少ないことを示している。 

次に、biocytion 取込率の浸漬時間依存性を調べた。浸漬時間を 5 分から 10 分とし

た場合、Ⅱ型細胞の 45.3 ± 20.6% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ

型細胞 = 74 / 147、11味蕾、平均±SD）が biocytin を取込んだ。統計解析の結果、5

分と 10分では取り込み率に有意な差がみられなかった（P>0.17、等分散における t-検

定）。つまり、5分間の取り込み時間で、細胞外カルシウム依存性チャネルからの取り込

み率が最大になることが分かった。 
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図 25 低カルシウム外液（0 mM [Ca2+]out）および 2 mM [Ca2+]outでの biocytin の取り

込みの蛍光顕微鏡画像 

a) 0 mM [Ca2+]outにおける蛍光顕微鏡写真。b) 2 mM Ca外液における蛍光顕

微鏡写真。矢印１は、biocytin が取り込まれたⅡ型細胞。矢印２は biocytin

が取り込まれなかったⅡ型細胞。 
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図 26 低カルシウム外液（0 mM [Ca2+]out）での biocytin の取り込み率の時間依存性

および Ca キレート剤による影響 

Normal 外液である 2 mM [Ca2+]out (2 Ca)と比較すると細胞外液にカルシウ

ムを加えていない 0 mM [Ca2+]out (0 Ca) 取り込み時間 5 分、0 mM [Ca2+]out 

(0 Ca) 取り込み時間 10 分、0 mM [Ca2+]out (0 Ca EGTAあり) 取り込み時

間 5 分は有意差あり。浸漬時間が 5分 10 m 分の間、および EGTA ありの間

では取り込み率に有意差なし。（ ）内は測定味蕾数を表す。 

 

さらに、CALHM1の非選択的な阻害剤として報告されている RuR、 Gd3+を作用させた場

合の取り込み率の変化を調べた。RuR（20 μM）は、 hCALHM1を発現させた HeLa 細胞に

おいて、細胞外カルシウムを除くことで生じる ATP の放出を 100%阻害する (Taruno, et 

al., 2013)。味蕾に発現する細胞外カルシウム濃度低下で開口するチャネルの薬理学的

性質を調べるため、20 μM RuR 存在下で biocytion の取込実験を行った。RuR存在下で

の取り込み率は 52 ± 14%（ Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 
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= 52 / 104、11味蕾測定、平均±SD）となり、有意な阻害効果は無かった（P>0.45、等

分散における t-検定）。一方、300 μM Gd3+を用いた場合、取り込み率は 32 ± 21%（ Ⅱ

型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 42 / 116、11味蕾測定、平均

±SD）となり有意に biocytin の取り込みを抑制した（P<0.001、不等分散における t-検

定）（図 28）。つまり、非選択的な阻害剤であるが、Gd3+により biocytion 取込が有意に

抑制されたこと、細胞外カルシウム濃度の減少（0 mM）により biocyionが透過できる

チャネルが開口することから、biocytion の取込は、CALHM チャネルを介して生じてい

ると考えた。 

 

図 27 低カルシウム外液（0 mM [Ca2+]out）での biocytin取り込み率への阻害剤の影響 

蛍光顕微鏡画像 

a) 20 μM RuR を阻害剤として加えた場合、b) 300 μM GdCl3を阻害剤とし

て加えた場合の取り込み実験の蛍光顕微鏡画像。矢印１は biocytin が取り

込まれたⅡ型細胞、矢印 2は biocytinが取り込まれなかったⅡ型細胞。 
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図 28 低カルシウム外液（0 mM [Ca2+]out）での biocytin 取り込みにおける阻害剤の

影響 

阻害剤である 20 μM RuR に暴露させた環境においてもⅡ型細胞の biocytin

の取り込み率には影響がなかった。一方、阻害剤である 300 μM GdCl3に暴

露させた環境においては、優位に、Ⅱ型細胞の biocytin 取り込み率が減少

した。（ ）内は測定味蕾数を表す。 

 

 

3-5 細胞外カルシウム濃度低下による電位依存性外向き電流の増加 

 細胞外カルシウム濃度を低下させた場合、biocytin が通るチャネルが開口すること

がこれまでの結果から明らかになった。チャネルが開口するということは、チャネル電

流を測定することが可能である。このことを確認するため、パッチクランプ法を用いて

味蕾細胞の電位依存性電流を調べた。具体的には、normal外液と細胞外 Ca 濃度を 0 mM

にしたときの条件下で、電位依存性電流を測定し、比較した、Ⅱ型細胞の電依存性外向

き電流は、TEA および Cs イオン非感受性電流が主成分である (Ohtubo, Iwamoto, & 

Yoshii, 2012; Kimura, et al., 2014)。従って、電極内液には CsCl が主成分となる組

成で実験を行った。 

細胞外 Ca 濃度低下により、電位依存性外向き電流が増加する細胞と、変化が少ない
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細胞が存在した（図 29）。Ⅱ型細胞 10 細胞から記録をおこない、4 つの細胞が細胞外

Ca 濃度低下により、外向き電流の増加が生じた（図 30）。つまり、イオンチャネルが開

口したことを示す。一方、残り 6 つの細胞では、大きな電流増加は観測できなかった。

電依存性電流の測定から、40%のⅡ型細胞が細胞外 Ca濃度低下により、イオンチャネル

の開口確率が上昇していることを明らかにした。なお、電位依存性電流の測定は、共同

研究者である高島と共同で実施した (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020)。 

細胞外 Ca感受性電流が活性化される時定数は、25 ms (+ 50 mV)であった。（図 31）

アフリカツメガエルの卵母細胞に CALHM1 を発現させた場合の活性化時定数は 9 s (+ 

50 mV)、CALHM1/3複合体を発現させた場合は 2 s (+50 mV)と報告されている (Ma, et 

al., 2018)。 

 

 

図 29 Ⅱ型細胞での normal 外液および 0 mM [Ca2+]outでの外向き電流測定 

ホールセルパッチクランプにて電極内溶液の Kを Csに置き換えて電気測定

を行った。左が normal外液中、右が 0 mM [Ca2+]outでの電流測定結果; a) 0 

mM [Ca2+]outで外向き電流が増加した細胞 b) 0 mM [Ca2+]outで外向き電流が

ほぼ変化しなかった細胞。 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 
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同様の実験を 10個のⅡ型細胞に対して行ったところ、4つのⅡ型細胞、つまり 40%の

Ⅱ型細胞で外向き電流が 0 Ca外液により上昇した（図 30）。 

 

 

 

図 30 Ⅱ型細胞での normal 外液および 0 mM [Ca2+]outでの外向き電流測定結果まとめ 

a) normal 外液中での外向き電流 b) 0 mM [Ca2+]out中での外向き電流 c) 0 

mM [Ca2+]out中で増加した外向き電流から normal外液中での外向き電流を引

いた値。細胞外カルシウム濃度を 0とすることで 10個のⅡ型細胞中 4個で

外向き電流の増加がみられた。 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 
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図 31 低カルシウム外液（0 mM [Ca2+]out）での外向き電流の活性化時定数 

左 : 電流測定結果は、0 mM [Ca2+]outでの電流値を nomal外液での電流値か

ら引いた細胞外 Ca 感受性電流である。右 : + 50 mV における細胞外 Ca感

受性電流を表示。一次の指数関数でカーブフィッティングを行い、時定数を

求めた(n=1)。 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 

 

 

3-6 Px、Cxが開口する条件での biocytin の取り込み割合と阻害剤の効果 

細胞外カリウム濃度を上昇させること（高カリウム刺激）は、細胞の脱分極を引き起

こす。味蕾細胞に発現する Cx、Px および CALHM はいずれも脱分極で開口するチャネル

であることが報告されている (Taruno, et al., 2013; Patel, Zhang, & Veenstra, 

2014)。しかし、N2A細胞に発現させた CALHM1 チャネルは細胞外カルシウムが 1.5 mM存

在する条件では、0 mV に脱分極させてもチャネルが開かないことが実験で確認されて

いる (Ma, et al., 2012)。つまり、150 mM [K+]out、2 mM [Ca2+]outでは、Pxおよび Cx

チャネルが開口すると考えることができる。この高カリウム条件下に、Px、Cxに対する

阻害剤を用いることで、どちらのヘミチャネルが biocytin の取込に関与しているのか

を調べた。 

前述の結果のように、高カリウム刺激により、味蕾細胞は biocytin を取込む（図 19）。 

Cxチャネルの阻害剤である Gd3+および Zn2+存在下で高カリウム刺激をおこなうと、どち

らにおいても濃度依存的に取込率が抑制された。（図 32、図 33）。Bioctytin の取り込

み率は、100 μM Gd3+を加えた場合 72 ± 27% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれ
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た細胞 / Ⅱ型細胞 = 145 / 192、12味蕾測定、平均±SD）で、300 μM Gd3+を加えた

場合 21 ± 32% （Ⅱ型細胞かつ biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 24 / 91、

9味蕾測定、平均±SD）であった。統計解析結果、300 μMと 100 μMの間、300 μMと

阻害剤なしの間で有意差が認められた（one-way analysis of variance followed by 

scheffe's test、 P < 0.01）。また、10 μM Zn2+を加えた場合 98 ± 5% （Ⅱ型細胞か

つ biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 135 / 139、9味蕾測定、平均±SD）で、

100 μM Zn2+を加えた場合 18 ± 13% （Ⅱ型細胞かつ biocytinが取り込まれた細胞 / 

Ⅱ型細胞 = 26 / 152、12味蕾測定、平均±SD）で、300μM Zn2+を加えた場合 4 ± 5% 

（Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 6 / 151、15 味蕾測定、

平均±SD）であった。統計解析結果、300 μMと阻害剤なしの間、100 μM と阻害剤な

しの間で有意差が認められた（one-way analysis of variance followed by scheffe's 

test、 P < 0.01）。 

 

Probenecid は、Cx ヘミチャネルの阻害剤ではなく、ギャップジャンクションの阻害

剤として報告されており、またPx1の阻害剤としても報告されている (Sahu, Sukumaran, 

& Beraa, 2014)。Bioctytin の取り込み率は、1 mM probenecidを加えた場合、96 ± 

5% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 114 / 119、7味蕾測

定、平均±SD）で、0.01 mM probenecidを加えた場合、97 ± 5% （Ⅱ型細胞かつ biocytin

が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 114 / 118、10味蕾測定、平均±SD）であった。加

えていない場合と比較して有意差は見られなかった（one-way analysis of variance 

followed by scheffe's test、 P>0.5）。 

 

RuRは、CALHM1 および 2の阻害剤として報告されている (Ma, et al., 2012; Dreses-

Werringloer, et al., 2013; Taruno, et al., 2013; Choi, Clemente, Du, & Lü, 

2019)。Cx および Px に対する阻害剤としての作用を調べた報告はされていない。

Biocytinの取り込み率は、20 μM RuR を加えた場合、96 ± 6% （Ⅱ型細胞かつ biocytin

が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 73 / 76、6味蕾測定、平均±SD）であった（図 32、

図 33）。加えていない場合と比較して有意差は見られなかった（P>0.08、t-検定）。 

 

DIDS（4,4’-diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid）は、Pxの阻害剤とし
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てマウスにおける IC50は 9 ± 2 μMであると報告されている (Ma, Hui, Pelegrin, 

& Surprenant, 2009)。Takeuchi らは、5 μM DIDS により LYの取り込みがほぼ抑制

（取り込み率約 10%）されたと報告している (Takeuchi, Seto, Ohtubo, & Yoshii, 

2011)。著者の実験では完全に異なる結果となり、biocytin の取り込み率は、5 μM 

DIDSを加えた場合、TOCRIC 製および SIGMA 製どちらにおいても、100% （Ⅱ型細胞かつ

biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 46 / 46、3味蕾測定（TOCRIC 製）、Ⅱ型

細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 41 / 41、4味蕾測定（SIGMA製）、

平均±SD）であった。加えていない場合と比較して有意差は見られなかった（等分散に

おける t-検定）。 

 

10Panxは、Px1 の特異的な阻害剤として知られており、Px1 を発現させた HEK 細胞に

おいて、200 μM の 10Panx に 10分暴露させることで Px1を阻害剤し、ATP 放出および

60 mV の脱分極下での電流が減少することが報告されている (Pelegrin & Surprenant, 

2006; Wang, et al., 2013)。Biocytinの取り込み率は、300 μM 10Panx を加え 20分

間処理した場合、99 ± 3% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 

= 67 / 68、5 味蕾測定、平均±SD）であった。10Panx を加えず同様の取り込み実験を

行った場合の取り込み率は、95 ± 6% （Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り込まれた細胞 / 

Ⅱ型細胞 = 46 / 48、4味蕾測定、平均±SD）であった。10Panxによる biocytin取り

込み抑制効果は、加えていない場合と比較して有意差は見られなかった（P>0.14、等分

散における t-検定）。10Panx による biocytin 取り込み抑制効果がみられなかったこと

は、これまでに報告されている電気生理学実験の結果とも一致する (Romanov R. A., 

Rogachevskaja, Khokhlov, & Kolesnikov, 2008; Takeuchi, Seto, Ohtubo, & Yoshii, 

2011)。 

 

Gap26は、Cx43の特異的な阻害剤として、300 μM作用させることで、Ⅱ型味蕾細胞

の外向き電流を顕著に抑制したとの報告がある (Romanov R. A., Rogachevskaja, 

Khokhlov, & Kolesnikov, 2008)。また、160 μMの Gap26に 30分暴露させること

で HeLa細胞に発現させた Cx43を阻害することが報告されている (Boitano & Evans, 

2000)。Biocytin の取り込み率は、300 μM Gap26 を加え 20 分間処理した場合、94 

± 7% （Ⅱ型細胞かつ biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 129 / 136、12味

蕾測定、平均±SD）であった。Gap26 を加えず同様のとりこみ実験を行った場合の取り
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込み率は、98 ± 6% （Ⅱ型細胞かつ biocytinが取り込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 57 / 

58、5味蕾測定、平均±SD）であった。Gap26 による biocytin 取り込み抑制効果は、加

えていない場合と比較して有意差は見られなかった（P>0.2、等分散における t-検定）。

また、Cx43 が味蕾内に発現しているか調べるため、免疫染色を行ったが、味蕾内には

Cx43の局在が確認されなかった（図 34）。つまり、biocytin の取込に Cx43 は関与して

いないと考えた。 
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図 32 高カリウム外液（150 mM [K+]out）での biocytin 取り込みにおける阻害剤の効

果 

a) RuR（20 μM）を加えた条件での biocytin の取り込み結果。b) 300 μM 

Gd3+ c) 100 μM Gd3+を加えた条件での biocytinの取り込み結果。d) 300 

μM Zn2+を加えた条件での biocytin の取り込み結果。b、cおよび dの画

像に示すように、biocytin の取り込みは全く取り込まない細胞と、取り

込む細胞で蛍光強度の差が明確に表れた。 
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図 33 高カリウム外液（150 mM [K+]out）でのⅡ型細胞の biocytin 取り込み割合と阻

害剤の効果まとめ 

高カリウム外液(150 mM [K+]out)では、ほぼすべてのⅡ型細胞が biocytin を

取り込んだ。Cxの阻害剤である Gd3+および Zn2+に対しては濃度依存的に取り

込みが阻害された。一方、Px1 阻害剤である probenecid、DIDS、10Panx、

CALHM1 および 2 の阻害剤である RuR、Cx43 阻害剤である Gap26 では取り込

み率の低下は見られなかった。（ ）内は測定味蕾数を表す。 

 

 

図 34 免疫染色法による C43の味蕾内でのタンパク質発現の有無 

Cx43 の抗体を用いて、味蕾細胞の免疫染色を行ったが、味蕾内には Cx43(緑)

の蛍光が確認されなかったことから、Cx43 はタンパク質として発現してい

ないことが明らかとなった。 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 
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3-7 電気生理学実験での阻害剤の効果 

 Biocytin 取り込み実験にて、ZnCl2、GdCl3のみが取り込みを阻害する結果

となった。電気生理学実験でも、ヘミチャネルを通るイオンよる外向き電流

が、それらの阻害剤に対して変化するかを調べた。ホールセルパッチクラン

プにて電極内溶液の Kを Csに置き換えて電気測定を行った。結果、150 mM 

[K+]outでの取り込み実験の結果同様、ZnCl2, GdCl3では顕著な抑制効果が外

向き電流の減少として測定されたが、RuRでは測定されなかった。 

 

 

図 35 外向き電流、テール電流に対する阻害剤の効果 

a) ZnCl2を阻害剤として用いた場合、外向き電流およびテール電流(矢印)の

抑制がみられた。b) GdCl3を阻害剤として用いた場合、外向き電流およびテ

ール電流(矢印)の抑制がみられた。c) RuR を阻害剤として用いても、外向

き電流およびテール電流(矢印)の抑制がみられなかった。a、b、cはそれぞ

れ異なる細胞。 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 

 

 

3-8 Ⅱ型細胞以外で biocytin が取り込まれる細胞について 

先にも述べたように、150 mM [K+]outでは、biocytin は主にⅡ型細胞に取り込まれて

いた。一部、Ⅱ型細胞マーカーで染色されず biocytin が取り込まれた細胞が観察され

た。筆者がおこなった修士課程の研究では、200 mM [K+]outでの取り込み実験において、

Ⅲ型細胞マーカー（SNAP25）で染色された細胞で biocytin が取り込まれた細胞は 0 個

(22味蕾中の 53個のⅢ型細胞)であった（岩本修士論文 2007 年）。 
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0 Ca 外液で biocytin が取り込まれた細胞は、主にⅡ型細胞であった。Ⅲ型細胞マー

カーで染色された細胞は、8味蕾のうち 12個あり、かつ biocytin が取り込まれた細胞

は 0 個であった。Ⅱ型細胞マーカーで染色されず biocytin が取り込まれた細胞は 7 味

蕾中 11 個であった。 

Normal 外液においても biocytinが取り込まれた細胞は、主にⅡ型細胞であることが

確認された。取り込み率は、12味蕾のうち 101個の味蕾細胞が PLCβ2で染色され、か

つ biocytinが取り込まれた細胞は 23個であったので、率は 22 ± 19%であった。Ⅲ型

細胞マーカーで染色された細胞は、5 味蕾のうち 9 個あり、かつ biocytin が取り込ま

れた細胞は 0 個であった。Ⅱ型細胞マーカーで染色されず biocytin が取り込まれた細

胞は 5味蕾中 4個であった。 

上記の 3 つの外液環境下すべてで、biocytin が取り込まれる細胞は、主にⅡ型細胞

で、Ⅲ型細胞は全く取り込まれなかった。一部でⅡ型、Ⅲ型細胞マーカーで染色されな

い細胞で取り込みがみられた。細胞体が味孔まで伸びていたことから、Ⅳ型ではなく、

Ｉ型であると考えた。 

 

表 8 各種細胞外液での biocytin が取り込まれた細胞の割合 

 

カッコ内は、biocytin が取り込まれかつ細胞型マーカーで染色された細胞

数/細胞型マーカーで染色された細胞数を表す。取り込み率は平均±SDで表

している。Ⅱ型、Ⅲ型細胞マーカーで染色されず、biocytin が取り込まれ

た細胞は１味蕾あたり約１つ、いかなる細胞外液条件においても観察された。

（ ）内は、biocytinが取込まれかつ型マーカーで染色された細胞 / 型マ

ーカーで染色された細胞である。 

 

細胞外液条件
Ⅱ型細胞の

取り込み率 (%)
Ⅲ型細胞の

取り込み率 (%)
Ⅱ型、Ⅲ型細胞マーカーで染
色されなかった細胞数

2 mM [Ca2+]out, 150 mM [K
+]out 100 (99/99) 0 (0/53) 9味蕾中9個

0 mM [Ca2+]out, 5 mM [K
+]out 49 ± 18 (40/70) 0 (0/12) 7味蕾中11個

2 mM [Ca2+]out, 5 mM [K
+]out 22 ± 19 (23/101) 0 (0/9) 5味蕾中4個
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図 36 Ⅱ型マーカーで染色されない 0 mM [Ca2+]outで biocytin が取り込まれた細胞 

a）が基底膜側で f）が味孔側であり、z軸方向（基底膜側から味孔方向）に

3.0 μm間隔で光学スライスされた共焦点レーザー顕微鏡での撮影画像。矢

印で示した 3 つの細胞は、Ⅱ型細胞マーカーである、PLCβ2 および Gγ13

で染色されなかった。細胞体は、味孔まで伸びていることが確認された。 
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図 37 Ⅱ型マーカーで染色されない 150 mM [K+]outで biocytin が取り込まれた細胞 

a）が基底膜側で d）が味孔側であり、z軸方向（基底膜側から味孔方向）に

3.0 μm間隔で光学スライスされた蛍光観察画像。矢印で示した細胞は、Ⅱ

型細胞マーカーである、PLCβ2 で染色されなかった。細胞体は、味孔まで

伸びていることが確認された。 
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3-9 脱分極条件における細胞内から細胞外への負電荷物質の放出 

味蕾細胞では、脱分極刺激により、負電荷をもつ ATPが細胞外へ放出されることが分

かっている (Huang Y.-J. , et al., 2007; Romanov R. A., et al., 2007; Taruno, 

et al., 2013)。脱分極刺激により、同じく負電荷をもつ LYが細胞内から細胞外へ放出

されるかを調べた。つまり、これまでは、細胞外からの細胞内への物質（LYや biocytin）

の取込を測定していたが、逆方向の物質の移動を測定することで、ヘミチャネルの細胞

内から細胞外への物質透過性を知ることができる。 

高カリウム外液（100 mM [K+]out）に味蕾を 5分間浸漬し細胞に LYが取り込まれたこ

とを確認した。その後、LYを含まない 100 mM [K+]outでの蛍光強度の変化を、共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて 1分おきに測定し、蛍光強度の変化を測定した（図 38）。取り込

まれた LYは、100 mM [K+]outに味蕾をさらすことで、7分後には、ほぼすべての LYの蛍

光強度が減少した（図 39）。これは、高カリウムによる脱分極でヘミチャネルが開口し、

細胞内から細胞外へ LY が流出したことによるものである。一方、LY を取込ませた後、

通常の細胞外液中に味蕾を曝した場合は、多くの味蕾細胞中の LY の蛍光強度には変化

がなかった。つまり、生理条件では細胞外に排出されないことが分かった（図 14）。一

部の味蕾細胞では、通常外液中でも LY が排出されたが、これは通常外液中でも一部の

細胞が biocytin を取り込む現象が測定されたのと同じように、通常外液中では、一部

のヘミチャネルが自発的に開口していることによると考えた。これらのことから、脱分

極刺激により開口するヘミチャネルを通して、細胞内の色素が可逆的に細胞外に排出さ

れることが確認された。 
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図 38 高カリウム外液（100 mM [K+]out）での細胞に取り込まれた LYの蛍光強度の変

化 

画像 aから dの順に洗浄開始直後（0分）から、2分、5分、7分後の画像。

実際の測定は、1 分おきに行っているが、3 分、6 分の画像は表示していな

い。 
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図 39 ROI 1～3における LYの蛍光強度変化 

a) 蛍光強度変化を測定した細胞の ROI。b) LYの蛍光強度の時間変化を測

定するため、画像中に示す 1～3の領域の蛍光強度の領域内の平均値を 0分

から 7分まで 1分ごとに求めた。高カリウム外液(100 mM [K+]out)に浸漬し

7 分後には、ROI1～3 の細胞及びその他の細胞も LY の蛍光強度がほぼ 0 と

なった。 

 

 

3-10 Biotin 誘導体を用いた取り込まれる分子の電荷の影響 

Ⅱ型味蕾細胞からは、負の電荷をもつ ATP が放出されることが既に報告されており、 

(Huang Y.-J. , et al., 2007; Romanov R. A., et al., 2007; Romanov R. A., 

Rogachevskaja, Khokhlov, & Kolesnikov, 2008; Taruno, et al., 2013; Ma, et al., 

2018)、同じく負電荷をもつ LY が細胞内から細胞外へ放出されることを示した。Cx お

よび CALHM チャネルのポアサイズはそれぞれ約 12 - 14 Å、約 14 Åと報告されてお

り (Beblo & Veenstra, 1997; Oh, et al., 1997; Wang & Veenstra, 1997; Maeda, et 

al., 2009) (Siebert, et al., 2013)、非常に近い値である。透過する物質の電荷の影

響についてもどちらも弱い選択性を持ち Cxでは正電荷を持つ物質は、分子量が 1200 以

下であっても制限されるという報告がある (Hansen, et al., 2014)。電荷が負である

LY が取り込まれ、電荷が正である rhodamine B（分子量 479、電荷+1）は取り込まれな

いことが分かっていた (Takeuchi, Seto, Ohtubo, & Yoshii, 2011)。本研究で中性電

荷の biocytin が取り込まれることを明らかにした。Biocytin と比較した場合、1 価の

正電荷を持ち、かつ構造が近い biotin ethylenediamine（以下 Biotin ED）（図 41）で

取り込まれるかを調べた。 
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結果、biotin EDは 150 mM [K+]outで 91.5 ± 8.5%（ Ⅱ型細胞かつ biocytin が取り

込まれた細胞 / Ⅱ型細胞 = 64 / 70、9味蕾、平均±SD）で取り込まれることが分か

った（図 40）。biocytin がほぼ 100%のⅡ型細胞に取り込まれることと比較すると有意

に（P<0.01、不等分散における t-検定）取り込み率は低下したが、差は 10%程度と小さ

かった。 

 

 

図 40 高カリウム外液（150 mM [K+]out）での biotin EDの取り込み 

a）、b）の画像ともに、biotin ED の取り込みにおける免疫染色画像。多く

のⅡ型細胞に biotin ED は取り込まれたが、一部画像 b 中に矢印で示した

Ⅱ型細胞のように biotin ED が取り込まれなかった細胞が観察された。 
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図 41 Biocytin と biotin ethylendiamine の構造式 

Biocytinはカルボン酸とアミノ基を持ち、電荷的に中性である。一方 biotin 

ED はアミノ基のみを持ち、pH 7.4 バッファー中では正電荷を持つ。1級ア

ミンの例えば 1-propylamine の pKaは 10.2 である。 

 

3-11 同一細胞での biocytin と LY の取り込み量の比較 

電荷をもたない biocytinおよび１価の正電荷を持つ biocytin ethylendiamine がⅡ型細

胞に取り込まれることが分かった。電荷をもたない biocytin と負電荷をもつ LY の取り込

まれる量を比較するため、biocytinと LYが取り込まれた細胞において、それぞれの物質の

細胞内濃度を測定した。Biocytinと LYを加えた 150 mM [K+]outに味蕾を浸漬し、biocytin

と LYの蛍光強度から、取り込み量を比較した（図 42）。相関係数は 0.668であり、biocytin

と LY が取り込まれる濃度には有意な相関がみられた（無相関検定、p<0.001）。つまり、

biocytinをより多く取り込む細胞は、LYも多く取り込むことが分かった。 
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図 42 Biocytin と LY の細胞内濃度の比較 

a) Biocytinと LY を同時に取り込んだ細胞の共焦点顕微鏡写真。b)IP3R3で

染色されたⅡ型細胞内における biocytin と LY の濃度を解析するため、図

中に示すように細胞内に ROI を設定し、味蕾内で biocytin および LY で染

色されていない部位をバックグラウンド（図中 B）として蛍光強度を補正し

た。c) 横軸を LYの蛍光強度、つまり LYの濃度を、縦軸を biocytin の濃度

としてそれぞれの細胞の蛍光強度をプロットした。26味蕾細胞、3味蕾を解

析した。 
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第 4 章 考察 

 

Ⅱ型細胞の一部に発現する CALHM チャネルの役割、Ⅱ型細胞以外での biocytin 取込細

胞の味情報伝達における役割、多様な荷電物質を通すヘミチャネルの味情報伝達におけ

る役割などを考察する。 
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細胞外カルシウム濃度低下で開くチャネルがⅡ型細胞の 30～40%に機能的に発現して

いることを、電気生理学実験、および取り込み実験の両方から明らかにした。また、脱

分極刺激のみで biocytin がすべてのⅡ型細胞に取り込まれたことから、複数のヘミチ

ャネルがⅡ型細胞に発現していることが明らかとなった。つまり、Ⅱ型細胞は味情報の伝

達経路であるヘミチャネルの発現の違いによりサブタイプに分類できる（図 43）。本章

では、味情報におけるヘミチャネルの役割について考察した。さらに、取り込まれる物

質の電荷の影響、また、biocytinを取り込む I型細胞の役割についても考察した。 

 

図 43 ヘミチャネルの発現の違いによるⅡ型細胞の分類 

Ⅱ型細胞は上記の図のいずれかに、ヘミチャネルの発現の違いから分類でき

る。上（ヘミチャネルの発現の違いから、3つに分類）: Ⅱ型細胞のすべて

に Cxが発現している。Ⅱ型細胞の 30～40%には、Cxと CALHMの両方が発現

している。Cx 発現細胞の約 20%は、より低い脱分極で開口する Cxのヘテロ

タイプが発現している。下（ヘミチャネルの発現の違いから、2つに分類）: 

Ⅱ型細胞のすべてに Cx が発現している。Ⅱ型細胞の 30～40%には、Cx と

CALHMの両方が発現している。Cx発現細胞の約 20%は、Cxが自発的に開口で

きる程度の浅い静止電位状態にある。 
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4-1 Biocytin の取り込み経路 

4-1-1 味蕾細胞間ギャップ結合による biocytin 拡散の可能性 

本研究では、biocytionの取込実験からヘミチャネルの機能的な発現割合を測定した。

ヘミチャネルとは、細胞内外での物質の移動を可能にするチャネルである。一方、ヘミ

チャネルが 2つ合わさり形成されるギャップ結合は、細胞間で物質の移動を可能にする

チャネルである。Biocytin の細胞外からの取り込み率から、機能的なヘミチャネルの

発現割合を測定する手法は、ギャップ結合により細胞間での biocytin の移動が生じる

場合は使えない。例えば、ヘミチャネルが発現した 1個の細胞において、細胞外からヘ

ミチャネルを通り biocytion が取り込まれる場合、ヘミチャネル発現細胞は１個であ

る。もし、この細胞が５個の味蕾細胞とギャップ結合を形成している場合、ヘミチャネ

ル発現細胞は 1個であるが、biocytion 取込細胞は６個となり、ヘミチャネル発現細胞

数の測定に誤りが生じることになる。 

パッチクランプのガラス電極内液にマーカーとして加えた biocytin が他の細胞に移

動しなかったことから、Ⅱ型細胞がギャップ結合を形成していないと考えられる。取り

込み実験と同一の方法で調製した単一味蕾細胞標本を用いて、電気測定を行い、その後

streptavidinを用いて biocytinを染色した画像が図 44である。Biocytion を 16個の

Ⅱ型細胞に注入したが、2 つ以上の細胞が染色されることはなかった。全 16 データの

うち、6例は Ohtubo らの結果 (Ohtubo, Iwamoto, & Yoshii, 2012)、10例は Iwamoto

らの結果 (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020)である。つまり、味蕾細胞間のギャ

ップ結合は極めて少ない。従って、本研究で、biocytionを取込んだ細胞数は、ヘミチ

ャネルを発現している細胞数を反映していると考えられる（図 45）。 
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図 44 ホールセルパッチクランプ電極内に加えた biocytin により染色された細胞 

ホールセルパッチクランプ電極内に biocytinを加え、単一味蕾細胞に注入

した。画像にあるように、一つの細胞のみに biocytin が局在している。 

(Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020) 

 

 

 

図 45 Biocytin の取り込み経路 

Biocytin はヘミチャネルから取込まれ、その biocytion がギャップ結合を

通って多数の細胞に拡散することは無いと考えられる。 
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4-1-2 低カルシウム外液（5 mM [K+]out、0 mM [Ca2+]out）での biocytin 取り込み

経路 

細胞外液を 0 mM [Ca2+]outにした場合では、Pxチャネルの開口にはカルシウム依存性

がないため、Cxもしくは CALHM1から取り込まれたと考えられる。Cxは 0 mM [Ca2+]out

のみでは開口せず、脱分極が必要であるが、今回の条件では細胞外液カリウム濃度が 5 

mM であることから、CALHM チャネルから取り込まれたと考えられる。 

 

RuR は CALHM1 の阻害剤として報告されているが、取り込み実験において阻害効果は

見られなかった。このことは、CALHMを否定する結果ではないと考えている。RuRは CALHM

を完全に閉じるのではなく、チャネルの口径を狭めるように阻害することが報告されて

おり (Choi, Clemente, Du, & Lü, 2019)、そのことから biocytin の取り込みが阻害さ

れず、また biocytin よりもさらに小さなイオンから構成される電流に影響を与えなか

ったと考えられるからである。 

 

CALHM1 の近傍には、通常とは異なるミトコンドリアが接近しており、細胞膜とミト

コンドリアの距離が 20～30 nm との報告がある。Biocytin が細胞外から細胞質および

核内まで取込まれるには、チャネルを通った後に、この隙間を通り抜けなければならな

い。Biocytin がその隙間を通り細胞質へ移動できるのかは、以下の計算から求められ

る。炭素の単結合距離が 0.15 nmであること、最大に伸長した場合の結合角が 120度で

あることから、計算すると biocytin の最大長は 2 nmであると求められる。周囲の環境

により分子の形は影響を受け、水溶液中で最大に伸長していることはまれであるため、

約 1 nm 程度であると考えるのが妥当である。よって、biocytin は大きさの観点から

は、チャネルサイズが 1.4 nmである CALHM1チャネルを通過し、かつ細胞質へ移動する

ことは十分可能であると考える。 
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図 46 Biocytin の構造式と計算される長さ 

上記のように直鎖に伸びた最長の構造をとっていた場合でも、全体の長さは

2 nmほどで、観察された CALHMとミトコンドリアの距離 20～30 nm と比較

して十分小さい。 

 

 

実験から、約 50%のⅡ型細胞が細胞外カルシウムを 0 mMにした場合に、biocytinを

取り込んだ。Normal外液でも biocytinが取り込まれる細胞が 20%程度観察されたため、

その分を除いた残りの 30%程度が 0 mM [Ca2+]out で biocytin を取り込んだと考えられ

る。電気生理学実験においても、10個のⅡ型細胞を測定したところ、4個のⅡ型細胞で

細胞外カルシウム濃度低下に伴い、Cs 非感受性外向き電流の増加がみられた。Ⅱ型細

胞の 40%が細胞外カルシウム依存的なチャネル開口があるという結果で、これは、

biocytin 取り込み実験における約 30%と近い値であった (Iwamoto, Takashima, & 

Ohtubo, 2020)。つまり、本研究により、Ⅱ型細胞の 30～40％が CALHMチャネルを機能

的に発現していると結論した。 

 

本研究の実験条件（0 mM [Ca2+]out）では、発現している CALHM の開口確率は最大に達

しており（図 26）、Ⅱ型細胞における機能的に発現している細胞数は、以下の理由から

すべて測定できたと考えた。アフリカツメガエルの卵母細胞への CALHMを発現させ ATP

放出量の測定を行った実験では、細胞外カルシウム濃度が 1 μM以下で放出量が飽和に

達していることから (Taruno, et al., 2013)、CALHM チャネルは、細胞外液のカルシ

ウム濃度を 1 μM 以下とすると開口確率が最大となる。Biocytin 溶液への浸漬を行う

前に、標本調製で使用した normal 外液からのカルシウムの持ち込みや外液調製に用い
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た試薬からのカルシウム混入を考慮しても十分 1 μM 以下のカルシウム濃度とするた

めに、0.5 mMの EGTA を加えた。EGTA は ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）よ

りも、2 価の特に Mg2+よりも Ca2+に対してのキレート定数が高く、系中からカルシウム

を除くのには適するキレート剤である。細胞外液にカルシウムを加えていない 0 mM 

[Ca2+]outにおいて、細胞外液調整に用いた試薬中すべてを合わせて 155 μM （細胞外液

調製のために使用した試薬に 1/1000 の量、カルシウムが含まれていたと仮定した場合）

含まれていたとしても、EGTA のカルシウムとのキレート定数から計算すると、EGTA を

加えた場合での外液のカルシウム濃度は、50 nM以下と計算される。0.5 mM の EGTA を

加えた 0 mM [Ca2+]outでも取り込み率の上昇がみられなかったこと、EGTA を加えていな

い 0 mM [Ca2+]outでの取り込み時間を 5分から 10分とした場合でも取り込み率の上昇が

みられなかった（図 26）ことから、CALHM チャネルの開口確率は最大であった考えられ

る。 

 

CALHM の mRNA が 80%のⅡ型細胞に発現していたという先行研究 (Moyer, et al., 

2009; Taruno, et al., 2013)とは割合に違いがある。その理由は、1）茸状乳頭(本研

究)と有郭乳頭（先行研究）の部位の違い、2）味蕾構造が保持されている単一味蕾に含

まれる割合（本研究）とスライス標本のあるスライス面の複数味蕾から求めた割合（先

行研究）といった解析方法の違い、また、mRNA の発現量とタンパク質の発現量は、必ず

しも一致しないという報告が多数あり (Abreu, Penalva, Marcotte, & Vogel, 2009; 

Reikvam, et al., 2015)、本研究では機能的な CALHM タンパク質の発現割合を調べた初

めての報告であり、先行研究では mRNA の発現量を測定していることなどが理由である

と考えられる。 

 

4-1-3 高カリウム外液（150 mM [K+]out、2 mM Ca2+]out）外液での biocytin 取り込

み経路 

細胞外液を 150 mM [K+]out にした場合、全てのⅡ型細胞とごく一部のⅠ型細胞が

biocytinを取込んだ。高カリウム外液(150 mM [K+]out)は細胞膜を脱分極させる。本結

果は、単一味蕾に含まれる全てのⅡ型細胞は、脱分極によりヘミチャネルを開口させ、

物質を通すこと、つまり ATPを放出できることを示している。高カリウム外液(150 mM 

[K+]out)における biocytin の取込経路について、以下のように考えた。 

細胞外液を 150 mM [K+]outとした場合の味蕾細胞の静止電位は Goldman-Hodgkin-Katz

の式（図 47）より、-9.4 mVと計算される。細胞内のイオン濃度は、Na+が 5 mM、Cl-が
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10 mMであると仮定し、また PK : PNa : PClをそれぞれ 1 : 0.04 : 0.45 として計算し

た。 

 

 

図 47 Goldman-Hodgkin-Katz の式 

 

 

細胞外液に 2 mM の Ca2+が存在すると、CALHM1 チャネルは 0 mV 付近でも開かないと

いう報告と併せて考えると、150 mM [K+]outでは、CALHM1チャネルの開口確率は非常に

低いと考えられる。そのため、電位依存的にチャネルが開口する Pxもしくは Cxにより

biocytinが取り込まれたと考えられる。Px1のチャネル開口は Gd3+にて阻害されないが 

(Hansen, et al., 2014)、Cxのチャネル開口は Gd3+により阻害されることが報告され

ており (Poon, et al., 2014)、図 33に示すように 150 mM [K+]outでの取り込みは Gd3+

により強く抑制されたこと、Pxの阻害剤である probenecid、DIDS、10Panx が効かなか

ったことから、Ⅱ型細胞に取り込まれた biocytin は Cxを通過したと考えられる。電気

生理学実験の結果からも、Gd3+による抑制効果がみられなかった（図 35）ため、Px の

機能的な発現はないと考えられる。Cx43 の抗体を用いた免疫染色では、Cx43 の味蕾内

での局在は観察されなかった (Iwamoto, Takashima, & Ohtubo, 2020)。また、Cx43 の

阻害剤である Gap26 を用いた場合でも、biocytin の取り込み率が低下しなかった（図 

32）。このことから、Cx43 以外で味蕾細胞に発現している Cx26, 30, 30.3, 31.1, 33, 

36 のいずれかを biocytin が通過したと考えられる。Cx以外のチャネルの可能性として

は、ATP放出に関与することが報告されているマキシアニオンチャネル（Maxi-Cl）など

が関与している可能性もある (Sabirov & Okada, 2004; Liu, Toychiev, Takahashi, 

Sabirov, & Okada, 2008; Okada, Okada, Islam, & Sabirov, 2018)。Cxサブタイプに

特異的ブロッカーを用いた実験や、Maxi-Cl の味蕾細胞での発現などを今後調べる必要

がある。 

 

DIDS の阻害効果が先行研究と全く異なる結果となった原因は、Takeuchi らの実験で
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は DIDS 存在下で LY の蛍光測定をするために励起光を照射したことで DIDS からラジカ

ルが発生し、細胞内 pH が低下したことがヘミチャネルの活性を阻害したと考えられる。

Wangらは、腹膜好中球に DIDSを作用させた際に、顕著にフリーラジカルの増加がみら

れたが、細胞内カルシウムストアからのカルシウム流出がなかったことより、DIDS か

ら生じるラジカルにより細胞内 pH 低下を伴いスーパーオキサイドが発生したと考えて

いる (Wang, Chen, Liu, & Lin-Shiau, 2000)。 

 

  

 

図 48 DIDSの構造式 

π共役結合が長くつながっており（赤線）、蛍光色素などにみられる構造と

同様、光によって励起されやすく、基底状態から遷移状態になった際にラジ

カルが発生する。 

 

 

4-1-4 Normal 外液（5 mM [K+]out)、2 mM [Ca2+]out）での biocytin 取り込み経

路 

生理的条件下（5 mM [K+]out)、2 mM [Ca2+]out）でも約 20%の味蕾細胞が biocytin を取

り込んだ（図 26、図 28）。CALHM1 は 2 mM カルシウム存在下かつ脱分極しない条件で

は、ATPの放出が検出されなかったことから (Taruno, et al., 2013)、CALHM1 チャネ

ルの開口確率は非常に低いと考えられる。Cx を発現させた HeLa 細胞でも約 10%が生理

的条件下で取り込む現象が確認されていることから (Contreras, Sáez, Bukauskas, & 

Bennett, 2003)、Cxから取り込まれたと考えられる。単一味蕾には、約 10 個のⅡ型細

胞が存在するが、各Ⅱ型細胞の静止膜電位は不明である。例えば、いくつかのⅡ型細胞

が比較的高い静止電位を持つ場合、Cxが自発的に開口し、そこから biocytin が取込ま

れた可能性がある。静止電位と biocytin 取り込みの関係を明らかにすることが、生理
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的条件下のヘミチャネル開口の生理学的意義の解明につながるかもしれない。 

または、味蕾細胞には複数種類の Cx サブタイプの mRNA が確認されているため、20%

には別のサブタイプが発現している可能性、ヘテロヘミチャネルを形成している可能性

がある。Cx はサブタイプにより開口する電位依存性が異なることから、ヘテロヘミチ

ャネルの電位依存性も異なることが予想できる。静止膜電位付近で開口可能なヘテロヘ

ミチャネルが自発的に開口することで、biocytinを取込んだ可能性もある。Single-cell 

RT-PCRを用いることで、単一Ⅱ型細胞に何種類の Cxサブタイプが発現するのか明らか

にすることで、この可能性について議論が可能と考える。  
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4-2 Ⅱ型細胞におけるヘミチャネルの役割 

電気生理学実験から、細胞外 Ca 感受性電流の活性化時定数が味情報伝達を行うのに

十分早い(25 ms)ことを明らかにした。遠心性の刺激により Cx、CALHMの発現量の調節、

つまり ATP放出量の調整で、味応答に“修飾”を加えている可能性も考えられる。味神

経から味蕾細胞へ放出される物質としては、glutamate が報告されている程度で 

(Vandenbeuch, Clapp, & Kinnamon, 2008)、まだ不明な点が多くあり、今後の研究が必

要である。CALHM はノックアウト動物実験より、味情報伝達に必須の ATP放出を行って

いると考えられているが (Taruno, et al., 2013)、今回、機能的な発現が明らかとな

った Cx(脱分極で開く Px以外のヘミチャネル)の役割について次の節で考察した。 

 

4-3 Cx(脱分極で開く Px 以外の)ヘミチャネルの役割 

本研究で、脱分極により開口するヘミチャネルがⅡ型細胞のすべてに機能的に発現し

ていることを明らかにした。阻害剤を用いた取り込み実験の結果より、Pxではなく、Cx

が機能的に発現していると考えるのが妥当である。Cx は他の組織において ATP を放出

することが確認されている。例えば、Ⅱ型細胞にも発現が確認されている、Cx26 (Nhieu, 

et al., 2003)、Cx30 (Essenfelder, et al., 2004)、Cx43 (Stout, Costantin, Naus, 

& Charles, 2002)は HeLa 細胞に発現させた場合、いずれも ATPを放出することが報告

されている。味蕾では、ATPは CALHM から放出され味情報伝達がおこなわれていると考

えられているため、Cxが味蕾内でどのような役割をしているのかについて考察した。 

 

Cxは CALHM チャネルと非常によく似た性質をしており、特に CALHM チャネルが開く

活動電位による脱分極条件で、同時に開いていることが強く推測される。Ⅱ型細胞の約

30～40%では、Cxと CALHM チャネルが協調して働き、味情報伝達を調整している可能性

がある。ATP受容体である P2X2は味神経のみでなく、Ⅲ型細胞にも発現している (Yang, 

Montoya, Bond, Walton, & Kinnamon, 2012)。同じく ATP受容体で、P2X2と協調して働

く P2X3もⅢ型細胞に発現していると考えられている (Ishida, et al., 2009)。Cxから

放出される ATPは味神経ではなく、Ⅲ型細胞へ向けて傍分泌されているのかもしれない

（図 49 ①）。Ⅱ型細胞自身にも P2X 受容体が発現している (Hayato, Ohtubo, & Yoshii, 

2007; Huang, et al., 2011)。Hayatoらは、細胞外からの ATP刺激により味蕾あたり

平均 1 個の細胞が LY を取り込むことも報告している（ATP 刺激では平均 2 個の味蕾細
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胞が LY を取り込み、ATP 刺激なしでも平均 1 個の味蕾細胞が取り込こんだことから、

ATP 刺激での取り込みは平均 1 つと結論付けている）。さらに、細胞外からの ATP 刺激

に対し濃度依存的に応答する細胞が増えた(1 μM の ATP 刺激に対し、味蕾あたり平均

2個の細胞で細胞内カルシウムが上昇、3 mM の ATP 刺激に対し、味蕾あたり平均 5個の

細胞で細胞内カルシウム上昇)と報告している。Ⅱ型細胞では細胞内カルシウム上昇は、

脱分極を引き起こし、ATP をより放出する正のフィードバックである。しかし、Cxの開

口確率だけでみれば、細胞内カルシウム濃度の上昇は負のフィードバックになる。細胞

内カルシウムが上昇すると Cxは閉じることが分かっており、Cx 43の IC50は 360 nMで

あると報告されている (Lurtz & Louis, 2007)。CALHM の開口確率に及ぼす細胞内カル

シウム濃度の影響は調べらえていない。Cx は CALHM と協調して働き、味受容体が検知

したわずかな味物質の情報を増幅したり、ヘミチャネルのような大きなチャネルが開き

続けるのを防ぐために、負のフィードバックをかけたりする役目があるのではないかと

考えられる（図 49 ②）。 

 

 

図 49 Ⅱ型細胞での Cxヘミチャネルによる ATP 放出の調節 

 

Normal 外液条件でも biocytin が取り込まれるⅡ型細胞が 20%観察されたが、そのⅡ
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型細胞に発現している Cx の役割について考察する。Ⅱ型細胞には、甘味受容体、旨味

受容体、苦味受容体はそれぞれ独立に別々のⅡ型細胞に発現していることが報告されて

いる (Zhang, et al., 2003; Zhao, et al., 2003; Mueller, et al., 2005; Angela 

L. Huang, et al., 2006; Yarmolinsky, Zuker, & Ryba, 2009; Lee, Macpherson, 

Parada, Zuker, & Ryba, 2017)。Ⅱ型細胞が甘味、旨味、苦味物質を受容した場合、そ

の情報はどの味であっても ATPの放出により味神経へ伝達される。そのため、味情報を

受取る味神経側で違いを認識する機構が必要となる。一部の例外を除いては、特定の味

物質に応答する細胞は特定の味神経と結合していることが報告されている (Barretto, 

et al., 2015; Lee, Macpherson, Parada, Zuker, & Ryba, 2017)（図 50）。また、Ⅱ

型細胞の半減期は約 8日と入れ替わりが常に生じている (Perea-Martinez, Nagai, & 

Chaudhari, 2013)。そのため、新生したⅡ型細胞は、その細胞に発現する味物質受容体

と同じ味質を伝える味神経と特異的な接続を形成しなければならない。生理的細胞外液

環境下、つまり、5 mM [K+]out 2 mM [Ca
2+]outにおいても 20%程度のⅡ型細胞が biocytin

を取り込んだことから（図 26、図 28）、これらのⅡ型細胞は ATP およびその他の低分

子を自発的に放出している可能性がある。この自発的に放出される物質が味神経誘導に

かかわっていると考える。例えば、アポトーシスを起こしている細胞は、ATP を放出し、

phagocyteを引き寄せる Find-meシグナルを出している (Chekeni, et al., 2010)。特

定の細胞と神経の結合は生体内では広く行われているが、そのメカニズムについて不明

な点が多い。味物質を受容する細胞が絶えず新生している味蕾において、味情報の検出

を安定しておこなうための分子機構の解明は、重要な研究テーマである。本研究で、自

発的な物質放出が行われている可能性を示したことは、味神経誘導機構の研究への発展

が期待できる。 
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図 50 味蕾細胞と神経の関係 labelled-line 仮説と across-fiber 仮説 

Ⅱ型細胞にはそれぞれ別々の甘味、旨味、苦味受容体が発現していることが

分かっている。味蕾細胞と神経の接続は、不特定の神経が味蕾細胞と結合し

ている(右図、Across-fiber)のではなく、それぞれ特定の味神経が特定のⅡ

型細胞と結合していることが分かっている(左図、Labelled-line)。共通す

る ATP という味情報から 3 つの味質を区別するためには、左に示した

Labelled-lineのように、味神経側でも甘味、旨味、苦味それぞれに対応す

る神経が必要である。 

 

 

4-4 Ｉ型細胞（Ⅱ型、Ⅲ型マーカーで染色されない biocytin 取り込み細胞）

の役割 

BiocytinはⅡ型およびⅢ型細胞以外にも、ごく一部の細胞で取込まれた。Ⅱ型細胞マ

ーカーである PLCβ2 で染色されず他のⅡ型細胞マーカー(IP3R3、gustducin、TRPM5)で

染色される細胞がわずかにいる(Ohtubo & Yoshii, 2011)。今回観察された PCLβ2で染

色されず、biocytin が取り込まれた細胞が他のⅡ型細胞マーカーで染色される可能性

について考察した。PLCβ2で染色されず、他のⅡ型細胞マーカーである IP3R3で染色さ

れる細胞が 1～3%存在する。Ⅱ型細胞マーカーで染色されずかつ biocytin を取り込ん

だ細胞が 1 味蕾あたり 1 つ観察された。Ⅱ型細胞は１味蕾あたり 10 個程度あることを

考えると、PLCβ2 で染色されないⅡ型細胞は 10 味蕾を観察して 1～3 個程度となる。

このことから、今回観察された biocytinを取り込みかつ PLCβ2で染色されなかった細



80 

  

胞は、他のⅡ型マーカーで染色される可能性は低く、タンパク質の発現による細胞型の

分類からは、Ⅱ型以外にも biocytin が取り込こまれたと考える。Ⅲ型細胞マーカーで

ある SNAP-25 では染色されないことから、Ⅰ型もしくはⅣ型細胞であると考えられる。

顕微観察からは、味孔まで細胞体が伸びていることが確認される細胞もあったため（図 

36、図 37）、biocytin は、Ⅱ型細胞に加え、一部のⅠ型細胞にも取り込まれたと考え

る。 

Ⅰ型細胞と考えた場合に、どのような役割があるのかを考察する。Ⅰ型細胞は、Ⅱ型

やⅢ型細胞を取り囲むように発現し、glutamate を取り込む glutamate-aspartate 

transporter（GLAST）を発現しており、脳のグリア細胞や視細胞で同様の機構がみられ

るように、神経伝達物質の再取り込みを行っている支持細胞と考えられている (Lawton, 

Furness, Lindemann, & Hackney, 2000)。Ⅰ型細胞の別の役目として、Ⅲ型細胞の情報

伝達を補佐する可能性を考えた。遺伝子操作によりⅡ型細胞を含まない味蕾を用いて、

ATPの味情報伝達に関する研究がおこなわれた (Larson, Vandenbeuch, Anderson, & 

Kinnamon, 2020)。Ⅱ型細胞を発現しないマウスでも、酸味応答はワイルドタイプマウ

スと同程度であった。プリン受容体の阻害剤である AF353を用いると酸味と塩味に対す

る応答をワイルドタイプと同様消失したことから、Ⅲ型細胞が酸味の味情報を伝達する

のにも ATPが必要と考えられるが、ATP を唯一放出すると考えられているⅡ型細胞が存

在しないため、どこから ATPが放出されたのか分かっていない（図 51）。Romanov らは、

センサー細胞を用いた実験でＩ型、Ⅲ型細胞からの ATP放出は検出されなかったと報告

している (Romanov R. A., et al., 2007)。Ⅲ型細胞がセロトニンを小胞に包んで放出

する際に ATP もその小胞に含まれて放出された可能性も Romanov らの結果からは否定

される。今回筆者が観察した biocytin を取り込むⅠ型細胞が ATP の放出を担い、Ⅲ型

細胞の酸味応答を支持する細胞ではないかと考えられる（図 51）。このＩ型細胞は、1

味蕾あたり一つ程度と数が少ないが、Ⅲ型細胞も 1 味蕾あたり 1～2 個程度しか発現し

ていないことを考えると、Ⅲ型細胞の近傍に特殊なＩ型細胞が発現している可能性が考

えられる。このＩ型細胞は、細胞外カリウムやカルシウム濃度に依存せず、開孔した。

どのようなチャネルが関与しているのか、またどのような刺激で開口するのかは不明で

あるため、今後のさらなる研究が必要である。 
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図 51 Ⅱ型細胞をノックアウトした味蕾でのⅢ型細胞からの酸味応答 

Ⅲ型細胞における酸味の情報伝達には、セロトニンに加え、ATPが必須であ

る。しかし、ATPを味蕾細胞で唯一放出することが確認されているⅡ型細胞

をノックアウトしているため、ATPの供給源が不明となっている。本研究結

果から、Ⅰ型細胞の一部に biocytin が取り込まれたと考えられ、そのⅠ型

細胞が ATP の供給源の可能性があると考えられる。 

 

 

4-5 ATP以外で、ヘミチャネルから放出される低分子の可能性 

負電荷の LY、中性電荷の biocytin、1価の正電荷を持つ biotin誘導体が味蕾細胞に

ヘミチャネルを通り取り込まれ(図 19、図 40)、一方、２価の正電荷を持つの propidium 

iodideは取り込まれなかった(図 21、図 52)。また、一つのⅡ型味蕾細胞において、負

電荷の LYと中性電荷の biocytinは同等程度取り込まれることが分かった（図 42）。味

蕾細胞では、図 8 で示したように負電荷から正電荷の物質が細胞間、および細胞と神

経の間での情報伝達に関与していることが明らかとなっている。中性電荷の adrenaline

はどの型の味蕾細胞から放出されているか明らかとなっていない。また、acetylcholine

は、Ⅱ型細胞から放出されることが分かっているがその機構については不明である。負

電荷の LYが細胞外に放出されることが確認されたことから（図 39）、それらの物質が

ヘミチャネルを通り細胞外に放出されている可能性があるのではと考えられる。中性電

荷、正電荷の物質が取り込まれるだけでなく、放出もされるのかの確認が今後の研究で

必要である。特定の物質に応答するよう改変したセンサー細胞を用いる方法などが考え

られる。例えば、センサー細胞として、細胞膜に ATP受容体を発現させ、細胞外の ATP

に対し、センサー細胞内のカルシウムが上昇することを利用し、Ⅱ型細胞からの ATP放
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出を検出した手法が考えられる (Romanov R. A., et al., 2007)。Acetylcholine や

adrenaline などにそれぞれ応答する、同様のセンサー細胞を用いた研究などでⅡ型細

胞から放出される ATP以外の物質について明らにできるのではないかと考えらえる。 

 

 

図 52 取込み実験に用いた物質の構造式 

Lucifer yellow、biocytin、biotin ethylenediamine は味蕾細胞に取込ま

れた。Propidium iodide は取込まれなった。赤字は、物質の電荷を表す。 
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第 5 章 結論 

 

本研究により、30～40%のⅡ型細胞が CALHM チャネルを、全てのⅡ型細胞が Px以外の

biocytin 透過性ヘミチャネル（Cx の可能性が高い）を機能的に発現していることを明

らかにした。また、約 20％のⅡ型細胞は、自発的に biocytin を取込んでいた。これら

の結果は、Ⅱ型細胞は、ヘミチャネルの発現の違いにより複数種類に分類可能であるこ

とを意味する。 

Ⅱ型細胞が発現する味物質受容体は、細胞ごとに異なるが、細胞内のシグナル伝達経

路は共通であると考えられていた。しかし、本結果で、シグナル伝達経路の最下流であ

るヘミチャネルの発現の違いにより、Ⅱ型細胞をサブタイプに分類できることを示した。

味受容体の発現とヘミチャネル発現の関係解明は今後の課題だが、もし、特定の味質に

特定のヘミチャネルが発現している場合、遠心性の神経伝達物質により、ヘミチャネル

の開口、つまり ATP 放出が調節可能となる。末梢器官で、味の“修飾”が可能となる。

味の修飾という観点で本研究の発展が期待できる。 

生理的条件下での自発的なヘミチャネルの開口は、各種伝達物質の放出を可能とする。

味蕾細胞は絶えず新生細胞が生じる代謝が早い器官にも関わらず、安定した味情報伝達

を可能としている。自発的な伝達物質の放出により、Ⅱ型細胞から味神経へ何らかの情

報が送られることで、味蕾細胞は適切な味神経を誘導しているのかもしれない。神経誘

導機構の観点からも本研究の発展が期待できる。 

一部のＩ型細胞にも自発的に開口するヘミチャネルがあることを明らにした。Ⅲ型細

胞の酸味応答に必要な ATPの放出を担っている可能性も考えられるが、今後のさらなる

研究が必要である。 

本研究では、味蕾細胞のヘミチャネルが、負電荷から１価の正電荷を持つ物質が透過

できることも明らかにした。味蕾には、様々な神経伝物質の候補が存在する。ATP 以外

の低分子がヘミチャネルを介して味蕾細胞から放出されている可能性がある。 

味蕾は細胞集団で機能する。ヘミチャネルの違いによりⅡ型細胞に多様性があること、

ヘミチャネルが多様な低分子を放出可能であることなどから、多種多様な細胞が集まる

ことが、味の情報伝達に重要なのかもしれない。単純な化学受容だけなら、単一細胞で

も、その機能を発現できる。本研究が、細胞集団における味覚受容機構解明の一助とな

ることを期待する。 
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