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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

マ ウス 味蕾細 胞 に お け る味刺激応答の 画像記録
＊

　　林　　由佳子
＊

（京都大学食糧 科学研 究所〉

は じめに

　味細胞 の 味受容機構 に っ い て 電気生 理 学的 や 生化

学的手法 を用 い た論文 が 数多 くあ る中、い ずれ も細

胞 に 何 らか の 機械的ダ メ
ージ を与 え る た め実際の 応

答を見逃 して い る可能性が ある 。 画像解析法は、非

侵襲的 な （蛍光試薬 を細胞 に 取 り込 ませ る の で 厳密

に は非侵襲 と は い え な い が ）方法で あ る こ と は も と

よ り、味細胞 とい うごく小 さ な細胞 で も細胞内の イ

オ ン 分布や細胞 間相互作用が わ か る こ と、装置の性

能 ア ッ プ （高時間解像化 ・高空間解豫化 ・高ダイ ナ

ミ ッ ク レ ン ジ 化）な らび に 目的 に そ っ た蛍光試薬 の

作成 が 急速 に 進 ん で い る こ とな ど か ら、 こ れ か らの

味覚研究に お い て活躍 す る と考え ら れ る。

　本研究で は味細胞の味受容機構の解明 を 目的と し

て 画像解析法 の 味覚分野 へ の 応用 を試み た 。 使用 し

た装置の特徴 と して は、  4波長励起が 行え る の で

2種類 の 蛍光試薬の モ ニ タ リ ン グが で き る 。   deb−

lurプ ロ グ ラ ム に より味蕾 などの 厚 い サ ン プ ル に対

して も
一

般 の 蛍光顕微鏡 で 個 々 の味細胞が観察 で き

る、こ とが 挙 げられ る。膜電位 と細胞 内 カ ル シ ウム

濃度 の 同時計測は以前 に 報告例 の な い こ と で あ っ た

の で、まず リボ ソ
ーム を用 い て 2種 の 蛍光試薬の 条

件検討を行 っ た後、味細胞 の グ ル タ ミ ン 酸受容解析

に 応用 した 。

材料 と方法

実験材料は 大 豆 の 全 リ ン 脂質 （45％ボ ス フ ァ チ ジ

ル コ リン 、20％ ホ ス フ ァ チジル エ タ ノール ア ミ ン 、

20％ ホ ス フ ァ チ ジル セ リ ン、10％ ホ ス フ ァ チ ジル イ

ノ シ トール お よ び 5％ ス テ ロ ール 類 と糖 タ ン パ ク

質）に コ レ ス テ ロ ール を加 えて （25 ：1）調製 した リ

ボ ソ ーム お よ び生体材料 と し て うま味感受性 の あ る

C3H ／HeJ マ ウス （7−11週齢、メ ス ）の 舌か ら調製

し た 味蕾 を 用 い た 。 味蕾 は 舌 に コ ラ ゲ ナ ーゼ （2．5

mg ／m1 ）・
エ ラ ス ターゼ （2．Omg ／ml ）・ア ミ ロ ラ イ

ド （10μM ）・DNase （15　U ／ml ）を含む リ ン ガ ー液

を皮下注射す る こ と に よ っ て剥離 した 舌上皮上 の有

郭乳頭と葉状乳頭か ら キ ャ ピ ラ リーガ ラ ス を用 い て

単離し、ConA 被膜 した カ バ ーグ ラ ス に接着さ せ た 。

光学画像解析装置

　蛍光顕微鏡 （Niken 　Diaphot　300　microscope ）・

40倍対物 レ ン ズ （N ｛kon　fluor油浸、　 n ，　a，＝1．4）・

キ セ ノ ン 光源 （モ ノ ク ロ メーター、T ． 1，　 L．　 L．

Photonics　GmbH ）・cooled 　 CCD カ メ ラ SC
−90 （Theta　System　Elektronik　GmbH ）

・パ
ー

ソ ナ

ル コ ン ピ ュ
ータ ー （IBM 　compatible ＞に よ っ て構成

され、画像 は 王2bitの 解像度 で デジタル 化 した。画

像解析 は Bernd　 Lindemann 博 士 よ りい た だ い た

Img8 プ ロ グラム （C 言語 で 組 まれ て い る）を改 良 し

て使用 し た 。

蛍光試薬の 導入

　蛍光物質
D

は膜 電位感 受性色素の di−8−ANEpps

（excitation 　max ．498　nm ，　extinction 　coefficient 　35，

＊
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OOOM −1cm − 1
，　emission 　max ．713　nm ）（75μM 一リポ

ソーム 、5−20μM 一
味蕾 ）と遊離 カ ル シ ウ ム 指示 薬の

fura−2 （膜透 過性 AM 体）（2μ M ） を pluronic　F127

（20−80μM ）共存下室温 で 30 分 か ら 1 時間導入 し た。

di−8−ANEPPS は
“fast” 電位感受性 styry1 色素 に 分

類 さ れ る。味細胞 に は fura−2 を Di−8−ANEPPS よ

り 30 分長 く染色し た。リボ ソ
ーム と味細胞はベ ー

ス

ラ イ ン の 安 定化 の た め
，測定 す る前 に 10−15分 間 リ

ン ガー液で リ ン ス した 。

　味刺激は グ ル タ ミ ン 酸、ionotropicグル タ ミ ン 酸

受容体 の ア ゴ ニ ス トで あ る N −
methy1

−D −
aspartic

acid （NMDA ）、　 metabotropic グル タ ミ ン 酸受容体

の ア ゴ ニ ス ト で あ る L −2−amino −4−phos −

phonobutyric 　acid 〔L −AP4 ）を各 々 lmM の 濃 度 で

リン ガ ー液 に 溶解 し、外液置換で 行 っ た 。5L グア ニ

ル 酸 は 0．ユmM で 添加 した。解析時、味蕾内 の 細胞

は deblurプ ロ グ ラ ム に よ っ て 視覚化 し、解析範 囲

（個々 の細胞）を選ん だ 。 画像は蛍光強度に依存 し

て 100−2000msec で 積算 し 12bitの ダ イ ナ ミ ッ ク

レ ン ジで デ ジタル 化した 。

結果 と考察

　まず 、
fura−2 と di−8−ANNEPS の 励起 波長特性

を リボ ソーム を使 っ て 調 べ た 。 蛍光 試薬 は溶媒 に

よ っ て 蛍光特性 が 変 わ る の で モ デ ル リ ン 脂質二 重 層

膜、リボ ソーム を用 い た。そ の 結果、fura−2 と di−8
−ANNEPS は蛍 光 シ グ ナ ル 波 長 特 性 に つ い て は

500 か ら 600nm と重 な っ て い る に も関わ らず、そ れ

ら の 励起波長特性は重 な っ て い な い こ とが 明ら か に

な っ た 。その 上 、こ れ ら は トポ ロ ジー
的 に も fura−2

は細胞質に、di−8−ANNEPS は細胞膜 に と、細胞 で

の 別 の 部位 を染 色 す る こ とか ら 同 じ 細胞 で fura−2

を用 い た細胞 内 カ ル シ ウム （340　nm − Ca2 ＋
感受性、

360nm − Ca2＋

非感受性励起）と di−8−ANNEPS を

用 い た膜電位 （440 と 505nm 励起）は同時に計測可

能で あ る と考え られ る。測定蛍光波長 に つ い て検討

し た 結果、測定バ ン ド幅は膜電位測定 に使用 され

る ＞ 570　nm よ り も＞ 525　nln の 方 が 両試薬を用 い る

蛍光測定 に 適 して い た。di−8−ANEPPS は蛍光強度

変化 が 小 さ い が、上 記 の 条件下 リ ボ ソーム の 内外 の

イ オ ン組成の 違 い か らで き た膜電位差をバ リノ マ イ

シ ン に よ っ て 消失 さ せ る 方法 で 51mV 変化 さ せ た

と き、蛍光強度 は 5．6％変化 し、こ れ か ら逆算 した ノ

イ ズ に よ る 測定誤差 は 約 5mV で あ り使用 に 耐 え る

と判断し た 。 蛍光強度比 の ド リフ トは、蛍光色素の

共 存下 で リボ ソ
ー

ム 調製 し た と き に は見 られ ず、リ

ボ ソーム 調整後 に蛍光色素 で 染色 した ときに 見 られ

た こ と か ら、色素 の 蛍光特性 の 変化で は な く、脂質

膜 2重層 内で の 蛍光色素 の 再配置 に よる と考 えられ

た 。

　次 に マ ウ ス の 味 蕾 を 用 い て fura−2 と di−8−

ANEPPS の 2 重 染色 と味刺激応答 を 検討 し た 。味

蕾内の細胞は deblur処理
2｝に よ り個 々 を判別 し た 。

fura−2 は細胞質に局在して お り、di−8−ANNEPS は

細胞膜 に 局在して い た 。 味細胞を用 い た測定 で はわ

ずか な di−8−ANEPPS の fura−2 へ の オ ーバ ーラ ッ

プ が色素 の 染 ま り具合 に よ っ て は強 く効 い て くる こ

とが あるた め 360nm と 440　nm で 励起 した ときの

蛍光強度 の 比 （F360 ／F440 ）が 10以上 で ある場合の

み （実験値 10−70）細胞内カ ル シ ウ ム濃度解析を行 っ

た 。 24個 の 細胞 の 解析を行 っ た結果、L−AP 　4 に よ っ

て細胞内カ ル シ ウ ム が減少 し （n ＝11）、NMDA に

よ っ て増加 し た （n ＝ 5）。グル タ ミ ン 酸 は増加 （11＝

ll） と減少 （n ＝4） の両方 の作用 を示 した。細胞 内

カ ル シ ウ ム の増加 は 膜 の 脱分極 の 後 に追随 して 起 き

て お り、膜電位感受性カル シ ウム チ ャ ネル が 開 い た

こ と に よ る細胞内 カ ル シ ウ ム の 上 昇 と考 え られ る 。

細胞 内 カ ル シ ウ ム の減少に お い て は測定で き る よ う

な 膜 の 電 位変化 は な く異 な る 系 が 働 い て い る と考 え

られ る。5
’一グア ニ ル酸に よ る グ ル タ ミ ン 酸応答の相

乗効果 は 細胞内カ ル シ ウ ム の 上 昇 を引き起 こ し た 。

こ の と き の細胞 内 カ ル シ ウ ム 変化 は 小 さ くまた膜 の

電位変化は ノ イ ズ レ ベ ル で あ っ た の で 脱分極 に と も

な っ て 起 き た の か は 不明 で あ る。

　 こ の 様 に 味質 で あるグル タ ミ ン 酸 に 対 し て 細胞 が

異な る応答 を示す こ と は少な くと も 2 種 の グル タ ミ

ン 酸応答機構 が一一
個 の 細胞 に共存し て い る こ と を示

し て お り、5’一グア ニ ル 酸 に よ る相乗効果 は片方 の 系

に働 い て い る と考え られ る。 こ の 2種の グル タ ミ ン

酸受容 の 細胞 で の 機能 に つ い て は こ れ か ら の 課題 で

ある。

　以 上 の よ う に 膜感受性色素と遊離カ ル シ ウ ム感受

性色素を 用 い て味細胞の味応答を記録 し た 。 2種以

上 の 蛍光色素を使用 し た 測定で は試薬の 蛍光 特性
1〕

が実験 を左右す る。つ ま りお 互 い に 干渉 し合 っ て い

て は データその もの が 意味を失っ て し まう。しか し

用 い る実験材料 に よ っ て検討 し なければ な ら な い  

蛍光 試薬の 選択、  最適 な励起波長、  測定す る 波
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長の選択に よ っ て そ れ を克服 した ときは、蛍光試薬

がただ 2種 に な っ た こ とで 得 られた デ
ー

タが何倍 に

も意味 を持 っ よ うに な る。

　今回は細胞 内カ ル シ ウム濃度変化 と膜電位変化を

1D秒間隔 で 記録 した。モ ノ ク ロ メ
ー

タ
ー

は 20　Hz で

波長 を替 え る こ と が で きる光源 で ある 。 ま た di−8
−ANEPPS は活 動電位 を測定で き る ぐら い す ばや

い 膜電位応答が可能で あ る し、fura−2 も ミ リ秒 の 応

答をす る の で 、膜電位や イ オ ン濃度の すばや い 変化

を追跡す る こ とが で き る実験系 で あ る 。 さ らに deb−

lurプ ロ グ ラ ム を フ ル に活 用 して 味蕾 内 の味応答細

胞 の 分布 も調 べ る こ とが で き る。今後 は こ の ポ テ ン

シ ャ ル の 高さを利用 し て 研究 を 発展 させ て い く予定

で あ る。

　 本研究 は、米国 Monell　Chemical　Senses　Center

に お い て 、M ．　Muz 　Zwiman 博 士 、　 John　Teeter博

士 、Joseph　G ．　Brand 博士、　Diego　Restrepo 博士 と

と もに行わ れ た もの で あ る 。
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