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概 要 我が国の高血圧症患者数は 900 万人に登り，成人の死因上位を占める脳心血管障害の発症と進展に深く関与

している。食塩の摂取過多が高血圧（塩分感受性高血圧）の牽引であることがよく知られるが，これは我々が食塩を「おい

しい」と感じることに起因する。実際，日本人の平均塩分摂取量は日本高血圧学会の減塩目標値を大きく上回る。従って，

食塩摂取に深く関わる舌で塩味を受容するメカニズムの全容解明には予防医学的観点からも社会的希求がある。しかし，

舌における塩味受容の細胞基盤・受容機構・神経伝達機構はその大部分が未解明である。 

塩味は少なくとも２種類に分類できる。閾値が低く Na+選択性が高いアミロライド感受性（AS）塩味，および，閾値が高く

イオン非選択性のアミロライド非感受性（AI）塩味である。前者の AS 塩味受容は上皮型 Na+チャネル（ENaC）が受容分子

であることが知られているが，その細胞基盤や神経伝達機構は不明である。一方で，後者の AI 塩味受容は苦味・酸味細

胞を介することが知られているが受容体は不明で神経伝達機構についても全容は不明である。本研究では，塩味の（１）

神経伝達分子機構および（２）細胞基盤の解明を目指した。 

（１）について，Calcium Homeostasis Modulator 1（CALHM1）が味蕾で甘味・苦味・旨味・AI 塩味受容を担う II 型味細

胞に選択的に発現し，プリン作動性味覚神経伝達を担う ATP 放出チャネルの必要分子である事が報告されていたが，未

知の CALHM1 チャネル機能調節因子の存在が示唆されていた。我々は，CALHM1 のパラログである CALHM3 が

CALHM1 と共にヘテロメリックチャネル CALHM1/3 チャネルを構成することを明らかにし，CALHM1/3 チャネル電流と II

型味細胞における ATP 放出チャネル電流が電気生理学的・薬理学的に同じ性質を持つこと，CALHM3 が II 型味細胞特

異的に発現していること，さらにはCALHM3のノックアウトマウスにおいて甘味・苦味・旨味・AI塩味受容が減弱することを

明らかにした。これらの結果より，CALHM1/3 チャネルが AI 塩味の神経伝達の分子機構であると結論付けた。 

（２）について，AS 塩味は茸状乳頭味蕾において，甘味・苦味・旨味・酸味を受容する細胞とは独立した細胞集団によ

って受容されるが，その詳細は不明である。今回我々は，茸状乳頭味蕾において ENaC が CALHM1/3 チャネルと共発現

していることを明らかにした。このことは AS 塩味受容が CALHM1/3 発現細胞集団が担っていることを示唆しており，さら

には CALHM1/3 チャネルが神経伝達の分子機構であることを強く示唆している。 

 

１．研究目的 

我が国の高血圧症患者数は 900 万人に登り，成人の死

因上位を占める脳心血管障害の発症と進展に深く関与し

ている。また毎年，高血圧性疾患治療が国民医療費の約

5%，1.9 兆円を占める。食塩（NaCl）の摂取過多が高血圧

（塩分感受性高血圧）の牽引であることがよく知られるが，

これは我々が食塩を「おいしい」と感じることに起因する。

実際，日本人の平均塩分摂取量（10.7 g）は日本高血圧

学会の減塩目標値（6 g）を大きく上回る。従って，食塩摂

取に深く関わる舌で塩味を受容するメカニズムの全容解

明には予防医学的観点からも社会的希求がある。しかし，

味細胞における塩味受容・伝達の分子機構は未解明のま

まである。しかし，舌における塩味受容の細胞基盤・受容

機構・神経伝達機構はその大部分が未解明である。これ

までの研究から，塩味は少なくとも２種類に分類することが

できる。閾値が低く Na+選択性が高いアミロライド感受性



 

（AS）塩味，および，閾値が高くイオン非選択性のアミロラ

イド非感受性（AI）塩味である。AS 塩味受容はアミロライド

感受性上皮型 Na+チャネル（ENaC）が受容分子であること

が知られているが（Chandrashekar et al. 2010），その細胞

基盤や神経伝達様式は不明である。一方で，AI 塩味受

容は苦味・酸味細胞を介することが知られている（Oka et 

al. 2013）が塩受容体は不明で神経伝達機構についても

全容は不明である。本研究では，塩味の（１）神経伝達分

子機構および（２）細胞基盤の解明を目指した。 

（ １ ） に つ い て ， Calcium Homeostasis Modulator 1

（CALHM1）が味蕾で甘味・苦味・旨味・AI 塩味受容を担

う II 型味細胞に選択的に発現し，ノックアウトすることによ

り甘味・苦味・旨味・AI 塩味受容が消失することから，プリ

ン作動性味覚神経伝達を担う ATP 放出チャネルの必要

分子である事が報告されていた（Ma et al. 2016; Taruno et 

al. 2013a; Taruno et al. 2013b）。しかしながら，培養細胞に

発現させた CALHM1 チャネルと味細胞から記録される

ATP 放出チャネル電流の間には電気生理学的および薬

理学的な性質に齟齬があり，未知の CALHM1 チャネル

機能調節因子の存在が示唆されていた。例えば，活性化

速度が CALHM1 チャネル（τ＝～3 s）よりも味細胞におけ

る ATP チャネル電流（τ＝～10 ms）の方が圧倒的に早く

（Ma et al. 2012; Romanov et al. 2008），carbenoloxone は

味細胞 ATP チャネルを阻害するが CALHM1 チャネルは

阻害しない（Huang and Roper 2010; Huang et al. 2007; Ma 

et al. 2012; Murata et al. 2010）。このように，AI 塩味の神

経伝達の分子機構の全容は解明されておらず，本研究で

は味細胞 ATP チャネルを構成する CALHM1 のカウンタ

ーパート分子の発見を目指した。 

（２）について，AS 塩味は茸状乳頭味蕾において，甘

味・苦味・旨味・酸味を受容する細胞とは独立した細胞集

団によって ENaC を Na+センサーとして受容されるが，AS

塩味細胞についての詳細は不明であった（Oka et al. 

2013）。特に，その神経伝達機構は明らかでなかった。本

研究で我々 は ， 茸状乳頭味蕾の AS 塩味細胞に

CALHM1/3 チャネルが発現しているかどうかを，免疫組

織学的手法を用いて検討した。さらに，細胞種特異的な

ENaCαサブユニットのコンディショナルノックアウトマウスの

作成を行い，AS 塩味受容の細胞基盤・神経伝達様式の

解明を目指した。 

以上，（１）（２）の研究項目の成果についてここに報告

する。 

 

２．研究方法 

２．１ 細胞培養 

Neuro2a 細胞は ATCC®より入手し，10% FBS（Gibco）お

よび 1x antibiotic/antimycotic（Gibco）を添加した MEM 培

地（Gibco）を用い，37ºC の 5% CO2/ 95% O2 インキュベー

タ 内 に て 培 養 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA の 導 入 に は

Lipofectamine 3000（Invitrogen）を用い，手順は使用説明

書に従った。プラスミド DNA を導入した細胞で実験を行う

場合は全て，導入後 24 時間で実験を実施した。 

２．２ パッチクランプ法 

細胞外液：150 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 

HEPES, 10 Glucose, pH 7.4（in mM）；細胞内液：140 CsCl, 

2 MgCl2, 11 EGTA, 10 HEPES, pH 7.4（in mM）。パッチク

ラ ン プ シ ス テ ム は Axopatch 1D-2/ Digidata 1321A/ 

pCLAMP8（Molecular Devices）を用い，電流は 500 Hz の

4-pole Bessel filter をかけ，2 kHz でサンプリングした。 

２．３ 組織・細胞染色 

細胞を 4 % paraformaldehyde in PBS で固定し（室温，

20 min），0.25 % Triton X-100 in PBS で透過処理（室温，

15 min），5% Normal Goat Serum in PBS でブロッキング

（室温，1 hr）を行った後，１次抗体（抗 GFP 抗体および抗

FLAG 抗体）でインキュベートし（4ºC，一晩），続いて蛍光

２次抗体（Alexa 488 および Alexa 546 コンジュゲート）と反

応させた。撮影は共焦点レーザー顕微鏡（LSM510, Carl 

Zeiss）を用いて行った。 

味細胞組織染色（免疫染色および in situ hybridization）

は先行研究の通り行った（Taruno et al. 2013b）。抗

CALHM1 抗体は guinea pig を用いて作製し，アフィニティ

ー精製したものを用いた。 

２．４ 共免疫沈降法 

細胞を 1% Triton X-100，1 mM PMSF，1x Protease 

Inhibitor Cocktail（Sigma）を含むPBS で溶解し，共免疫沈

降法を標準的な方法を用いて行った。 

２．５ リックテスト 

味覚嗜好試験（リックテスト）については Calhm3-/-マウス

と野生型マウスを用いて先行研究の通りおこなった

（Taruno et al. 2013b）。 



 

 

３．研究結果 

３．１ 味細胞 ATP チャネルの同定 

３．１．１ CALHM1 のカウンターパート分子 CALHM3 の

発見 

CALHM遺伝子ファミリーは6遺伝子で構成される（Fig. 

1）。我々は生化学的手法および電気生理学的手法を用

いて CALHM1 と相互作用し機能修飾するパラログを探索

した。CALHM1 以外のパラログの中に単独でイオンチャ

ネル機能を持つものはなかった。まず，我々は５つのパラ

ログの中から，CALHM3 が CALHM1 と最も強く相互作用

することを明らかにした。Fig. 2 に示すように，N2a 細胞に

発現させると CALHM1 と CALHM3 は形質膜状で共局在

を示した。さらに，共免疫沈降法によって CALHM1 と

CALHM3 が相互作用を示すことを明らかにした（Fig. 3）。

イオンチャネル機能に関しても，CALHM3 単独では膜コ

ンダクタンスを発生させなかったが CALHM1 と共発現さ

せることで CALHM1 電流が増大することを見出した（Fig. 

4）。これらの結果は CALHM ファミリーの中で CALHM1 と

CALHM3 が複合体を形成してオリゴメリックイオンチャネ

ル CALHM1/3 として機能しうることを示唆している。 

３．１．２ CALHM1/3 チャネルと味細胞 ATP チャネルの

電気生理学的性質 

先行研究で CALHM1 チャネルと味細胞 ATP チャネル

が共に電位依存性を示すことが報告されている。しかし，  

 
Figure. 1. CALHM gene family 

 

 

Figure. 2. Co-localization of CALHM1 and CALHM3 in 

N2a cells 

 

 

Figure. 3. Protein-protein interaction of CALHM1 and 

CALHM3 in N2a cells 

 

 

Figure. 4. CALHM3 augments CALHM1 current in N2a cells 

 



 

この二つのチャネルの間には電位依存性や活性化速度

において大きな違いがあった。CALHM1 チャネルの V1/2

は+71.7 mV で活性化速度は 3.5 s at +80 mV であるのに

対して，味細胞 ATP チャネルの V1/2 は+31 mV で活性化

速度は~10 ms at +80 mV である。このように CALHM1 単

独では，活性化するのに味細胞 ATP チャネルに比較して

より強い脱分極を必要とし，さらにその活性化速度は 350

倍も遅いことが分かる。我々はパッチクランプ法を用いて

recombinant CALHM1/3 チャネル電流の性質を解析した。

すると，CALHM1/3 チャネルの V1/2 は+23.2 mV で活性化

速度が 9.58 ms at +80 mV であった（Fig. 5）。このように，

CALHM1/3 チャネルと味細胞 ATP チャネルのゲーティン

グの性質はよく似ていることが分かる。 

３．１．３ CALHM1/3 チャネルと味細胞 ATP チャネルの

薬理学的性質 

また，CALHM1 チャネルと味細胞 ATP チャネルは

carbenoxolone（CBX）に対する感受性も異なっている。

CBX に対して CALHM1 は非感受性であるが，味細胞

ATP チャネルは感受性がある（Huang and Roper 2010; 

Huang et al. 2007; Ma et al. 2012; Murata et al. 2010）。そ

こで，我々は CALHM1/3 チャネルの CBX 感受性を，パッ

チクランプ法を用いてテストした。CALHM1/3 チャネル電

流は 10 µM CBX によって 90%以上阻害された（阻害時定

数～83.4±7.4 s）。このように，CALHM1/3 チャネルと味細

胞 ATP チャネルは電気生理学的性質のみならず薬理学

的性質も類似している。 

３．１．４ 味蕾における CALHM3 の発現パターン 

CALHM1 は味蕾において TRPM5 陽性の II 型味細胞

選択的に発現していることが知られている。そこで，

CALHM3 の 味 蕾 に お け る 発 現 パ タ ー ン を in situ 

hybridization 法を用いて調べた。Fig. 6 に示す通り，

CALHM3 発現細胞と TRPM5 発現細胞が完全に一致す

ることが分かる。このことは，CALHM1 と CALHM3 が味蕾

において II 型味細胞選択的に共発現していることを示し

ている。 

 

    

Figure. 5. Gating properties of CALHM1/CALHM3 is identical to those of taste cell ATP channel 

 

 

Figure. 6. Selective CALHM3 expression in type II taste cells 

 



 

３．１．５ 味覚受容における CALHM3 の役割 

最後に，CALHM3 の味覚受容における役割を行動実

験（リックテスト）によって調べた。Fig. 7 に示す通り，

CALHM3 ノックアウトマウスにおいて甘味（サッカリン），旨

味（MSG），苦味（denatonium），AI 塩味（高濃度 NaCl に

対する応答に含まれる）に対する応答が野生型に比べて

優位に減弱していることが分かる。一方で，III 型細胞によ

って受容される酸味応答は野生型と CALHM3 ノックアウト

マウスで違いは見られなかった。この味覚表現型は

CALHM1 ノックアウトマウスでみられたものと酷似してい

る。 

本研究で我々は，新規イオンチャネル CALHM1/3 を同

定し，CALHM1/3 ヘテロオリゴマーが II 型味細胞 ATP チ

ャネルの分子実態であることを明らかにした。本研究結果

は AI 塩味の神経伝達分子機構を明らかにしたものであ

る。 

３．２ AS 塩味細胞の characterization 

３．２．１ AS 塩味細胞における CALHM チャネル発現 

ENaC を Na+センサーとする AS 塩味は茸状乳頭味蕾に

おいて，甘味・苦味・旨味・酸味を受容する細胞とは独立

した細胞集団によって受容されるが，AS 塩味細胞の特徴

に ついては全く未解明で ある。先行研究に おいて

CALHM1 ノックアウトマウスで AS 塩味受容も消失してい

たことから（Tordoff et al. 2014），ENaC のポア形成サブユ

ニットである α サブユニット発現細胞における CALHM1 の

発現の有無を免疫組織染色により解析した。 

まず抗 CALHM1 抗体を作製し，免疫組織染色におけ

る抗体の特異性の確認を行った。抗 CALHM1 抗体による

免疫染色により葉状乳頭において味細胞特異的に点状

の小さなシグナルが多数見られ，CALHM1 ノックアウト組

織においてそのシグナルは消失していた（Fig. 8）。このこ

とから，この抗体は CALHM1 タンパク質特異的に反応し

ていることが確認された。特筆すべきは，CALHM1 は味

細胞において点状に局在していることである。CALHM チ

ャネルが味細胞からの神経伝達を担うことを考えると，

P2X2/3R 陽性の求心性神経終末との接触部位との関係

性を今後注意深く解析する必要があると思われる。 

次に，この抗 CALHM1 抗体と ENaCα サブユニット発現 

 

 

Figure. 8. Validation of guinea pig anti-CALHM1 antibody 

 

 

Figure. 7. Effects of Calhm3 knockout on taste behavior of mice 



 

細胞に GCaMP3 が発現する ENaCα-Cre;Rosa26LSL-GCaMP3

マウスを用いて ENaCα 発現細胞における CALHM1 発現

を解析した。CALHM1 を Alexa488 で，ENaCα 発現細胞

を，抗 GFP 抗体を用いて Alexa546 で染色した。Fig. 9 に

示す通り，CALHM1 が ENaCα 発現細胞に CALHM1 が

発現していることが確認できた。 

３．２．２ 結 論 

上記の結果は，AS 塩味細胞に CALHM チャネルが発

現していることを示している。別の研究でも示されていると

おり，CALHM チャネルは甘味・苦味・旨味・AI 塩味の神

経伝達を担っていることがわかっている。本研究結果と先

行研究結果（Tordoff et al. 2014）を合わせると，AS 塩味の

神経伝達も CALHM チャネルが担っていることを強く示唆

している。 

 

４．考 察 

本研究では，塩味を AI 塩味と AS 塩味に分類し，AI 塩

味の神経伝達分子機構 CALHM1/3 チャネルの新規同定，

および AS 塩味受容細胞における CALHM1/3 チャネル発

現の検出に成功した。これらの研究結果により，塩味の神

経伝達は AI・AS に関わりなく CALHM1/3 チャネルがその

分子機構であることが強く示唆される。 

 

５．今後の課題 

今後，CALHM1 と AS 塩味の関係をより明確にするべく，

CALHM1 発現細胞特異的に ENaCαサブユニットをノック

アウトした CALHM1-Cre;ENaCαfl/fl マウスにおいて，AS

塩味受容を行動実験・鼓索神経応答記録などをもちいて

解析する予定である。これにより CALHM1 発現細胞に存

在する ENaC の役割が明らかになり，AS 塩味の神経伝達 

 

 
Figure. 9. CALHM1 expression in ENaCα-expressing 

fungiform taste cells 

における CALHM1/3 チャネルの役割が明確になると期待

される。 
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Summary 

Although the pathogenesis of hypertension is multifactorial, high salt intake is the best known factor. 

Therefore, understanding the mechanism of tasting salt which controls our salt intake is crucial for prevention of 

hypertension.  However, the peripheral mechanisms of salty taste sensing and neurotransmission in the taste bud 

are largely known.  Salty taste sensation involves at least two pathways: amiloride-sensitive (AS) and 

amiloride-insensitive (AI) pathways.  AS salty taste is known to utilize epithelial sodium channel (ENaC) as the 

Na+ sensor but its cellular basis and neurotransmission mechanisms are unknown.  AI salty taste is known to 

recruit sour and bitter taste pathways but its salt sensor molecule and neurotransmission mechanisms remain to be 

identified.  This study is aimed at elucidating (1) the neurotransmission mechanism of salty taste and (2) the 

cellular basis of AS salty taste.  Regarding (1), type II taste bud cells sense sweet, bitter, umami, and AI salty 

tastes and transmit the taste information to the afferent nerves by releasing ATP as the neurotransmitter.  

Although Calcium homeostasis modulator 1 (CALHM1) is the essential component of the ATP release channel in 

type II taste cells, involvement of unknown interacting partner(s) of CALHM1 has been suggested.  We found 

that CALHM1 and CALHM3, a CALHM1 paralog, form a novel heteroligomeric ion channel, that biophysical 

and pharmacological properties of the CALHM1/3 channel are identical to those of the ATP release channel in 

type II taste cells, that CALHM1 and CALHM3 are co-expressed in type II taste cells, and that genetic 

elimination of CALHM3 diminishes sweet, bitter, umami, and AI salty taste sensation.  These data lead to the 

conclusion that a CALHM1/3 heteroliomer is the neurotransmitter release ion channel for AS salty taste.  

Regarding (2), AS salty taste is sensed in fungiform taste buds by a taste cell population which is different from 

sweet, bitter, umami, and sour cells.  However, the properties of AS salty taste cells are unknown.  We found 

that ENaC and the CALHM1/3 channel is co-expressed in fungiform taste buds.  This result suggests that AS 

salty taste is mediated by CALHM1/3-expressing taste cells and thereby CALHM1/3 mediates the 

neurotransmission of AS salty taste. 

 


