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特集　刺激受容に お ける相互作用の 発現機構の メカニ ズ ム

味覚の 相乗効果発現 機序に 関する研究 ：

味細胞 内Caイオ ン 濃度 の 変化 を指標 として
＊

福 田 敦 夫 ・ 西 野 仁 雄
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Abstract

　It　is　well 　known 　that　taste　stimuli 　by　amino 　acids 　and 　nucleosides 　can 　cause 　synergistic 　effects ．　 It　is

also 　known 　that　saccharin 　could 　cause 　augmentation 　of　D −phenylalanine 　response ．　 However
，
　the

mechanisms 　of　these　synergistic 　effects 　are 　unknown 　yet．　 To 　elucidate 　the　underlying 　mechanism ，　we

have　assessed 　intracellular　Ca2＋ dynamics　during　coInbined 　taste　stimuli 　by　monosodium 　glutamate

（MSG ）and 　 guanosine−5
’−monophosphate （GMP ）or 　inosine−5’−monophosphate （IMP ）as　well 　as 　by

saccharin （Sac）and 　D −
phenylalanine （D −Phe），　 Fura −PE3　 were 　loaded　in　taste　cells　and 　temporal

changes 　in ［Ca2＋

］lwere 　assessed ，　 Taste　cells　that　responded 　to　MSG 　by　an 　increase　in ［Ca2
＋

］Ialso

responded 　to　IMP 　or 　GMP ．　 Some 　of 　these　cells 　exhibited 　synergistlc ［Ca2＋

］1increases 　in　responses 　to

MSG 十 GMP ／IMP ．　These ［Ca2
＋

］正 transients　persisted　under 　removal 　of　extracellular 　Ca2＋

，　indicating

that 　synergistic 　effect 　could 　be　mediated 　by　signal 　transduction 　systems 　coupled 　to　Ca2＋
released 　from

intracellular　stores ，　 In　add 三tion
，
　sacchar ｛n 　caused 　augmentation 　of　D −phenylalanine−induced ［Ca2 ＋

］【

increases，　that　was 　compatible 　with 　those　previously 　suggested 　electrophysiological 】y．
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緒　言

　 うま味 ア ミ ノ 酸 とヌ ク レ オ シ ドの 混合刺 激
llβ ）・3）

或 い は、サ ッ カ リン （Sac）に よる甘味ア ミノ 酸応答

の 増強
4）・5 ）

等 の う ま味や 甘味物質 に よ る味覚の 相乗

効果 が 発現 す る こ と が 官能テ ス ト
1）や 電 気生 理 学

的
2｝・3L4）・5）に 確認 され て い る 。 しか し、その機序 に つ

い て は未だ明らか に な っ て い な い
。

　 こ れ らの 機序 を解明す るため に は、パ ッ チクラ ン

プ 法や細胞 内イオ ン の 光学的計 測法 な ど の up 　to

dateな方法 を用 い て 詳細 な 生理学 的情 報 を得る 必

要が あ る。そ こ で 我 々 は、まず こ れ らの 方法 の 適 用

が 可能な味細胞 の 急性単離標本 の 作成法 の 確立を試

み た。

　味覚応答 に は 種 々 の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ーが 関

与 し て い る こ とが知 られ て い る が
6〕、味覚 の 相乗効

果発現 に関し て は細胞 内情報伝達系が ど の よ う に関

与 して い る か に つ い て は明 らか に な っ て い な い
。 そ

こ で 、 相乗効果発現に関 して 、 細胞内情報伝達に お

い て 重要 な働 きの ある細胞内 Ca イオ ン 濃度 の 変化

に つ い て まず知 る 事 が 必要 で あ る。

　そ こ で 今 回我 々 は、急性単離味細胞標本 を用 い て 、

＊
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グル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム （MSG ）、 5’一グ ア ニ ル 酸

（GMP ）、 5 ’一
イ ノ シ ン 酸 （IMP ）、及びそ れ ら の 混

合液で刺激 した 際の 味細胞応答や 、サ ッ カ リ ン 投与

後 の D 一
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （D − Phe）応答 に お け る

細胞 内 Ca イオ ン 濃度 の 変化 に つ い て 解析 し、その

意義を考察 した 。

材料 と方法

　 う ま味 の 相乗効 果 を示す こ と が 知 られ て い る

C57 　BL ／ KsJ マ ウ ス （6 − 16週齢〉を実験 に 用 い

た 。

　味蕾 を ピ ン セ ッ トに て 機械的 に単離し た後、エ ラ

ス タ
ーゼ （1m 暮／mD の Ca −freePBS　l容液 （2

mMEDTA 、ユO　mM グ ル コ ース 加）に よ る酵素処理

を 30℃ で 30分間行 っ た 。
パ ス ツ ー

ル ピ ペ ッ トに よ

る trituration を 行 い 、味細胞 お よ び 上 皮細胞 を 急 性

単離 した 後、遠心 し （1000回転、10分）、沈降物 に

10％FBS 加 DMEM を加え て 酵素反応を停 止 し、細

胞浮遊液 と した 。

　4mg ／ml コ ン カ ナ バ リ ン A （Sigma ，　Type 　IV ）

をコ
ー

テ ィ ン グ した ペ トリデ ィ シ ュ 上 に 細胞浮遊液

を加 え て 95％0 ，

−5％CO2を充満 さ せ た密閉容 器 中

で 30 分
一1 時間静置 し、単離 した 細胞 をデ ィ シ ュ 底

面 に 接着さ せ た 。

　遊99　Ca の 蛍光指示薬 で ある fura−2 の ア ナ ロ グ

で fura−2 よ り漏出が 少な い と さ れ る fura−PE 　3 の

ア セ トキ シ ル メ チ ル エ ス テ ル （Texas 　 Fluorescence

Laboratories）を 5μ M で リン ガー液に溶解 し、こ の

溶液 中 で 単離細胞 を 30 分 間室温 で イ ン キ ュ ベ ート

し fura−PE 　3 を味細胞 内 に 負荷 した。75　W 　Xe ラ ン

プ 光源 を 用 い 、波長 340nm お よ び 380　nm で 励起 さ

れ た 蛍光 （500nm ）を SIT カ メ ラ で測光し、デジタ

ル 画像 と し て取得 して そ の蛍光強度比 を コ ン ピ ュ ・一一

タ に て 計算す る こ と に よ り細胞内 Ca イ オ ン濃度の

変化を経時的に モ ニ ターした （Argus　50、浜松ホ ト

ニ ク ス ）。

　実験中、味細胞 は 95％02−5％CO ， で 飽和 した リ ン

ガ ー液 （126mM 　 NaCI ，2．5　mM 　 KCI ，2，  mM

MgSO ， ．2 ．｛）mM 　 CaCl 　2 ，1．25mM 　 NaH2

PO 　4，26　mM 　NaHCO3 ，5mM 　glucose ） で 室 温

に て 持続潅流 した
。

結 　果

急性単離さ れ た 味細胞お よ び 上 皮細胞 は ペ ト リ

デ ィ シ ュ 上 に 良 く接着 して お り、両者 はそ の 形状お

よ び microvilli の 有無 に よ り、容易 に 鑑別す る事 が

で き た．さ ら に 、fura−PE 　3 の 細胞内負荷 は味細胞 の

み で 認 め ら れ、上皮細胞で は 全 く認め ら れ な か っ た。

こ の よ う に、急性単離 さ れ た味細胞は細胞内 Ca イ

オ ン 濃度 の 変化 の 経時的測定実験 に供す る事が で き

た。

　 う ま味 ア ミ ノ 酸 の グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

（MSG ）30　mM の 投与 に 対 して 細胞 内 Ca イオ ン

濃度の 上 昇 を 示 す 味細胞 が 認 め ら れ た。 こ れ ら の う

ち の多 くは 、核酸関連物質の 5L グア ニ ル 酸 （GMP ）

10mM あ る い は 5L イ ノ シ ン 酸 （IMP ）1mM に 対

して も細胞内 Ca イ オ ン濃度の 上昇応答を 示 し た。

　
一

方、MSG に対す る応答が み られな か っ た細胞

で は、GMP あ る い は IMP の投与 に たい して も殆 ど

反応 を認 め な か っ た
。 うま味ア ミ ノ 酸 と ヌ ク レ オ シ

ドに よ るうま味 の 相乗効果 に 関 して は、い くつ か の

細胞 で MSG 十GMP あ るい は MSG ＋ IMP に よ り

細胞内 Ca イ オ ン 濃度上昇 の 程度お よ び持続時間 が

相乗的に上昇 した 。

　上記 の MSG 、　 IMP 、　 GMP の 単独投与、或 い は

MSG 十 IMP ／ GMP の 混 合刺激 に 対す る細 胞内

Ca イ オ ン 濃度上昇 は 細胞外 Ca イ オ ン 非存在下 （O

mM 　 CaCI　2十 〇．5mMEGTA ）で も認 め ら れ た が 、

そ の 反 応 パ ターン は 多 く の 場 合 oscillation 様 と

な っ た 。

　
一一

方、 D − Phe　100　mM の 投与 に よ っ て 細 胞 内

Ca イ オ ン濃度の 上昇を お こ す 甘味応答性味細胞 に

は、Sac　20　mM の 前投与 に よ りそ の 反 応 が 増強 さ れ

る もの があ っ た。

考 察

　細 胞膜 貫通 型 の fura−PE 　3 の ア セ トキ シ ル メ チ

ル エ ス テ ル が細胞内エ ス テ ラーゼ に よ り加水分解さ

れ て細胞膜非貫通型の fura−PE 　3 と な り細胞 内 に

留 ま る 事 に よ りfura−PE　3が 負荷 さ れ る わ け で あ

る が 、 今 回 の 結果 で は fura−PE 　3 の 細胞 内負荷は

味細胞 の み で 認 め られ、上皮細胞 で は全 く認 められ

な か っ た 。
こ の こ とか ら、味細胞 に 分化す る前 の 上

皮細胞で は細胞内エ ス テ ラーゼ活性が低 い 事が 示唆

さ れ る 。 実際 、 我々 は 上皮細胞で は エ ス テ ラーゼ活

性 が 低 い こ と を免疫組織化学 的 に 証明す る事 が で き

た 。

　 MSG ÷ IMP ／ GMP に よ る 細 胞 内 Ca イ オ ン 濃
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度の相乗的上 昇 が細胞外 Ca イ オ ン 非存在下で も認

め られ た た め 、う ま味 の 相乗効果 の 発現 に は細胞内

貯蔵部位か ら の Ca イ オ ン 放出が 関与 し て い る こ と

が示唆 された。さ らに、その 反応 パ ターン が oscilla −

tion様で あ る こ と もこ れ を支持す る 。 すな わ ち、う

ま味 の 相乗効果 の 発現 に細胞 内 Ca が関与 し た 細胞

内情報伝達系が関与 して い る こ とが示唆 された。

　一方、D − Phe に 反応 して お こ る 細胞内 Ca イオ

ン濃度の上昇が 、Sac の前投与に よ っ て増強さ れ た

も の が あ っ た 。こ れ は Ninomiya ら
4 〕・5）が 電気生理

学的 に証明 し た Sac に よ る D − Phe 甘味応答の増

強 に相当 す る もの と考え られ る 。
こ の こ と か ら、甘

味の増強に関 して も細胞内 Ca イオ ン 濃度の 上昇が

そ の 発現 に 関与 して い る 可能性が 示唆 さ れた 。
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