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Summary

　　　Biochemical　and　histochemical　studies　on　the　phosphatase　activities　of　the　mucous

membrane　of　the　frog　tongue　were　carried　out．

　　　The　biochemical　study　strongly　suggested　that　the　mucous　membrane　of　the　tongue

contains　both　ATPase　and　alkaline　phosphatase　activities．　But，　since　the　ATPase　activity

was　dependent　on　the　pH　of　the　incubating　solution　and　the　maximal　activity　was　obtained

around　pH　9．0，　the　ATPase　activity　may　be　partly　due　to　the　alkaline　phosphatase　acti－

vity．

　　　The　histochemical　study　revealed　that　ATPase　activity　was　localized　on　the　super－

ficial　layer　of　the　tongue．　Great　activity　was　exhibited　in　the　sensory　discs　of　the　fungi・

form　papillae　and　in　the　ciliated　cell　layer　of　the　back　of　the　tongue．　Alkaline　phosphatase

activity　could　not　be　demonstrated　histochemically　in　the　present　studyl

　　ヒトや哺乳動物の口腔粘膜，とくに味蕾周辺の

上皮組織にはホスファターゼが豊富に存在する．

Baradi＆Bourne（1953）は，ウサギ葉状乳頭を

組織化学的に調べ，味蕾周辺の上皮にヌクレオチ

ダーゼ，ATPアーゼ，アルカリ性および酸性ホス

ファターゼ活性がみられることを示している．ま

た，Kagawa＆Osanai（1963）によると，ネコで

は，アルカリ性ホスファターゼ活性は，舌粘膜，

頬粘膜および口腔底上皮の全面に亘ってみられる

（1979年4月21日受理）

という．しかし，これらホスファターゼがどのよ

うな役割を果しているかはわかっていない．

　口腔粘膜のホスファターゼの生化学的研究は少

なく，味蕾内の酵素を対象とした若干の研究があ

るに過ぎない．その中でもっとも詳細に行われた

Lum＆Henkin（1976）の研究によると，味蕾を

含む有郭乳頭も，味蕾をほとんど含まない舌上皮

も，ともに高い酸性ホスファターゼ，Mg－ATP

アーゼ，5’一ヌクレオチダーゼ活性がみられると

いう．従って，これらホスファターゼが味覚受容
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にとくに密接に関連しているとは考えにくい．

　野村と浅沼（1976）は，カエル舌の45Caとり込

みおよび放出が冷却によって減少することから，

カエル舌粘膜にCaイオンを能動輸送する系があ

ることを示唆している．Caイオンの能動輸送は

二般に　Ca－ATP　アーゼによって行われる（

Schatzmann，1975）ので，もしこの示唆が正しけ

れぽ，カエル舌粘膜には強いCa－ATPアーゼ活

性がみられる可能性がある．そこで，本研究は，

味覚器を有するカエル舌背粘膜と味覚器を有しな

い舌下面粘膜を摘出し，ホモジナイズし，ホモジ

ネートおよびその遠心分画についてCa－ATP

アーゼおよびアルカリ性ホスファターゼ活性がみ

られるかどうかを調べた．また参考のため，ATP

アーゼおよびアルカリ性ホスファターゼの組織化

学も行った．

材料と方法

1．材料

　本研究で使用した材料は体重200～2509のウ

シガエル（食用ガエル　Rana　catesbiana）の舌で

ある．脳および脊髄を針で破壊したのち，切り出

した舌は氷で冷却したリンガー液の入ったビー

カーに入れ，ついで，5℃の低温室において舌背

および舌下面粘膜を分離した．1回のホモジニゼ

イションに用いたウシガエルの舌は約10個で，湿

重量にしてそれぞれ0．3～0．79であった．なお組

織化学的実験ではトノサマガエル（Rana　nigro－

maCttlala）およびニホンアカガエル（Raua

ノφoη2cめを使用した．

II．方法

A．遠心分画

　遠心分画の方法は前報（河野，野村，1977）で

述べた方法とほぼ同様である。舌粘膜片に0．25M

庶糖を含むpH　7．4の10mM　トリス塩酸緩衝液

を約9倍量加え，30秒ずつ2回ホモジナイズし，

図1の方法に従って遠心分画してP，，P2，　P3，お

よびS3を得た．ホモジナイズには　ULTRA－

TURRAX　TP18－10（JKA　Werk）を使用した．酵

素活性測定および蛋白質定量に際しては，P，は

2～4　mlの，　P　2およびP3は1mlの上記緩衝液で

再懸濁し，ホモジネートは同緩衝液で4倍に稀釈

した．なお上清S3は原液のまま使用した．

B．酵素活性測定

　ホスファターゼ活性は，試料溶液0．025mlまた

は0・05mlに反応溶液を加えて全量を1mlとし，

通常30℃で30分間インキュベートし，その直後

同量のトリクロール酢酸（12％）を加えて反応を

停止させ，除蛋白後生成無機燐酸量を　Fiske－

Sabbarow法にて測定した．

　各ホスファターゼ活性測定に使用した反応溶液

の基準の組成は以下の通りである．

（a）Ca2＋－ATPアーゼ

　40mM　トリス塩酸緩衝液，10　mMCaCl2，60

mMNaCl，2～5　mMATP，1mMウアパイン．

（b）Na，　K－ATPアーゼ

　40mM　トリス塩酸緩衝液，140mMNaCl，14

mMKCI，5mMMgCI2，5mMATP．
（C）アルカリ性ホスファターゼ

　50　mM　NaHCO3－NaOH緩衝液（pH　9．6），5

mMB一グリセロ燐酸ナトリウム，5　mM　CaCl2また

はMgCl2．

C．蛋白質定量

　蛋白質の定量はLowry法にて行った．試料溶

液は1回の実験に0．05m1を用い，比色定量は

660nmで行った．規準には牛血清アルブミン結晶

（Sigma社製）を用いた．

D．組織化学

　トノサマガエルあるいはニホンアカガエルから

舌を切り出し，リンガー液でよく洗ったのち10％

カルシウムホルモールあるいは5％グルタールア

ルデヒドで30～60分間固定した．固定した舌は，

一昼夜水洗いしてから10％ゼラチンで包み，－30

～－ Q7℃に冷却したクリオスタットで厚さ5～6

μmの切片にした．切片は十分に乾燥してから反

応溶液に浸し，通常1～2時間インキュベートし

た．

　ホスファターゼ活性は通常用いられている方法

で調べた．すなわち，ATPアーゼ活性は，燐酸鉛

法およびカルシウム・コパルト法で，アルカリ性

ホスファターゼ活性は，カルシウム・コパルト法，

アゾ色素法およびパラニトロフェニール法で調べ

た．

結 果

A．蛋白質量

　舌背および舌下面粘膜片のホモジネートから得

られた総蛋白質量は，それぞれ粘膜片の湿重量の
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2．73％，1．54％であった．この蛋白質を図1の方

法に従ってP、，P2，　P3およびS3に分画したとこ

ろ，それぞれ90％，89％を回収することができ，

図2のごとき割合で各分画へ配分された．前報の

ウサギ葉状乳頭および舌背粘膜片の各遠心分画の

蛋白質配分率と比較して，可溶成分（S）におけ

る蛋白質量が若干少なく，P、分画の蛋白量が若干

多い．この違いは動物の種類が異なることと，カ

エルでは舌粘膜の切り出しの際にかなり多量の筋

肉が入ったことによると考えられる．

　舌背粘膜片と舌下面粘膜片と比べて，前者では

若干P2およびP3分画の蛋白質量の配分率が高く

なっている．このことも粘膜を構成する細胞の違

いとともに，筋肉の混入の程度の違いがその一因

となっているのかも知れない．

B．Ca－ATPアーゼ活性

（1）各遠心分画のCa－ATPアーゼ活性

　図3は，カエル舌背および舌下面粘膜片ホモジ

ネートから得られる各分画におけるCa－ATP

アーゼの比活性を示すグラフである．3回の実験

の平均値で示してある．図からわかるように，舌

背粘膜片のP3分画では著しくCa－ATPアーゼ比

活性が高く，ホモジネートの4．2倍もある．これ

に対し舌下面粘膜片では2．1倍に過ぎない．形質

膜の破片を多く含むと考えられるこの分画でCa

－ATPアーゼ活性が高いことe為この酵素が膜結

合酵素であることを示唆している．

カエル舌粘膜片

ホモジナイズ

　　　　700×9，10分

P、　　　　　　　　　　　S2

1
　　　　10，000×g，10分，2回

P，　　　　　　　　　　　　S2

1
　　　100，000×9，60分，2回

一一「
P，　　　　　　　　　　S3

図1：遠心分画法の概要　P：沈渣，S：上清
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　前報（河野，野村，1977）のウサギ葉状乳頭と

舌背粘膜の場合とは異なり，カエルでは味蕾を含

む舌背粘膜と味蕾を含まない舌下面粘膜とで，ホ

モジネートにおけるCa－ATPアーゼ比活性は後

者の方が高かった．このことは，恐らくカエル舌

下面粘膜は繊毛上皮で覆われているので，繊毛上

皮に高いCa－ATPアーゼ活性があるためと考え

られる．

（2）Ca－ATPアーゼ活性測定条件の検討

（a）基質濃度

　ATP濃度を0．2　mMから15　mMまで変化さ

せて舌背粘膜P3分画のCa－ATPアーゼ比活性に

及ぼすATP濃度の影響を調べたところ，反応速

度は2～5mMで最大に達し，測定した15mMま

で一定であった．従って，基質濃度としては2mM

あるいは5mMが適当と考えられた．
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図2　各遠心分画の蛋白質量配分率

　　Ho　Pl　P2　「）3　S3　　Ho　Pl　P2　P3　S3

　　　　舌背粘膜片　　　　　　舌下面粘膜片

図3：各遠心分画のCa－ATPアーゼ比活性
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（b）温度

　インキュベーション温度を15℃から45℃まで

変化させて，舌背粘膜P，分画のCa－ATPアーゼ

比活性に及ぼす温度の影響を調べたところ，反応

速度は温度に正比例した．従ってこの範囲の温度

であれば，どの温度でも差し支えないと考えられ

た．

（C）インキュベーション時間

　インキュベーション時間を0分から90分まで

変化させて，舌背粘膜P3分画のCa－ATPアーゼ

比活性に及ぼすインキュベーション時間の影響を

調べたところ，生成無機燐量とインキュベーショ

ン時間との関係を示すグラフはやや上に凸の対数

匝1数的曲線となったが，30～60分のところではほ

ぼ直線に近かった．インキュベーション時間は30

分が適当であろうと考えた．

（d）試料の量

　舌背粘膜P3分画を用いて，試料の量について検

討したところ，0．02ml以上であれば試料の量と生

成無機燐量との間に正比例の関係が成り立ち，実

験誤差が少ないことがわかった．従って，実験に

用いる試料の量はO．05　mlまたは0．1　m1が適当と

考えられた．

（e）pH

　図4は，舌背粘膜P3分画のCa－ATPアーゼ比

活性に及ぼすpHの影響を調べた実験結果を示す

グラフである．比活性はpH　7．0付近よりアルカリ

側で徐々に上昇し，pH　9。0で約2倍に達してい

る．1例だけの実験結果であるが，pH　9．6で比活

性はやや低下していたので，この酵素の至適pH

は9．0付近にあるように思われる．この結果は，

カエル舌粘膜にはpH　9．0付近で至適pHを有す

るホスファターゼ，すなわちアルカリ性ホスファ
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ターゼと，pHにほとんど依存しないATPアー

ゼがあることを示唆している．

（f）CaおよびMgイオン

　舌背粘膜P3分画を用い，インキュベーション

溶液中のCaCl2あるいはMgCl2濃度を変え，　Ca

およびMgイオンのCa－ATPアーゼ比活性に及

ぼす影響を調べたところ，図5のごとき結果が得

られた．図でみられるごとく，CaCl2やMgCI2を

全く加えなくてもかなり高い活性を示すが，

CaCl2あるいはMgCl2を加えることにより2

～3倍活性が上昇した．至適濃度はどちらも8

mMの付近にあった．このことは，　ATPアーゼの

基質がCa－ATPあるいはMg－ATPであること

を示唆する．以上の結果から，インキュベーショ

ン溶液には5～10mMCaCl2あるいはMgCl2を
加える必要があると考えられた．

C．その他のホスファターゼ活性

（1）Na，　K－ATPアーゼ活性

　P2およびP3分画を用いて，　Na，　K－ATPアー

ゼ活性がみまれるかどうかを検討した．しかし，

Na，　K－ATPアーゼの特異的阻害剤であるウァバ

インの効果がほとんどみられなかったことから，

カエル舌粘膜には強いNa，　K－ATPアーゼ活性

は無いと思われた．図6は実験結果をグラフにし

たもので，舌背粘膜P2およびP3分画については

ウアバインを加えない方がやや高い比活性を示し

ているが，有意の差ではないように思われる．
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図4：Ca－ATPアーゼ活性に及ぼすpHの影響．

　　舌背粘膜P、分画3例の結果を示す。

　　　　　　CaCt2またはMg　Ct，　‘X度（mM）

図5　Ca－ATPアーゼ活性に及ぼすCaCl、または

　　MgC12濃度の影響
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　　　　　　P2　　P3　　P2　　P3

　　　　　舌背粘膜片　　　　舌下面粘腹片

図6　ATPアーゼ活性に及ぼすウアバインの影
　　　響．白：1mMウアパイン添加，斜線：ウア
　　　ノミイン2，Kj　iカaなし．
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M：Ca　Cl2添

I　I　皿 1　∬　皿

　　　　　アルカリ性　　　ATPアーゼ

　　　　　ボスファターゼ

図7　アルカリ性ホスファターゼ活性とATPア

　　　ーゼ活性の比較，舌背粘膜P、分画を使用し

　　　た。添加した塩濃度は5mM．
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　このグラフでは，舌下面粘膜のP3分画が極めて

高い酵素比活性を示している．しかし，この点は

1回の実験結果であるので結論を出すことはでき

ない．

②アルカリ性ホスファターゼ活性

　舌背粘膜P3分画を用いてアルカリ性ホスファ

ターゼ活性を調べたところ，ATPアーゼ活性よ

り高い活性がみられた．図7は，5mMCaCI2また

はMgCl2を加えたときと加えないときの酵素活

性を調べた結果を示すグラフであるが，CaCl，ま

たはMgCl2を加えることによって活性はそれぞ

れ1．28倍および1．46倍に上昇している．

D．ATPアーゼとアルカリ性ホスファターゼの

　　組織化学

　図8は，燐酸鉛法によるATPアーゼ活性の組

織化学の結果を示す．舌縁および舌下面粘膜は繊

毛上皮で覆われているが，繊毛細胞に強いATP

アーゼ活性がみられる．舌背には茸状乳頭（矢印）

および糸状乳頭があるが，茸状乳頭の頂の感覚円

盤の表層にATPアーゼ活性が強くみられるが，

茸状乳頭の柄の表層や糸状乳頭の表層にもかなり

強いATPアーゼ活性がみられる．

　アルカリ性ホスファターゼ活性はどの方法を用

いてもはっきりと検出することができなかった．

〆

司

図8

・雲霧鑑 直

カエ・L舌粘膜ATPアーゼ活性．

ンァヵヵエル，方法：硝酸鉛法，

ベーション：23℃，1．5時間，切片の厚き：

3．5μm．矢印は茸状乳頭を示す．

　　　　“

材料：ニホ

　インキュ
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考 察

　本研究において，ウシガエル舌背および舌下面

粘膜のホモジネートおよびその遠心分画を用いた

生化学的実験ならびにトノサマガエルとニホンア

カガエルを用いた組織化学的実験から，カエル舌

粘膜にATPアーゼおよびアルカリ性ホスファ

ターゼ活性があることが強く示唆された．しかし，

つぎに述べるごとき疑問点も残されており，両ホ

スファターゼの存在を十分確認するには至ってい

ない．

　その疑問点は，本研究で見いだされたカエル舌

粘膜のCa－ATPアーゼ活性がアルカリ性ホス

ファターゼによる見かけ上の活性ではないかとい

う点である．いろいろの動物や臓器のアルカリ性

ホスファターゼの中にはATPを加水分解するも

のも少なくないし，また本研究で得たCa－ATP

アーゼ活性に及ぼすpHの影響を示す曲線は，　pH

9．0付近で最大活性を有し，pHが低下するととも

に活性は低下したので，この曲線はCa－ATP

アーゼ活性を示す曲線というよりはアルカリ性ホ

スファターゼ活性を示す曲線であると考えた方が

説明しやすい．しかし，組織化学的実験では，ATP

アーゼ活性は強く現われたのに対しアルカリ性ホ

スファターゼ活性は極めて現われにくかったの

で，本研究で見いだされたCa－ATPアーゼ活性

がアルカリ性ボスファターゼによる見かけ上の活

性だと結論することもまたできない．この点は今

後検討したい．

　本研究に関連してもっとも興味を引く点はカエ

ルだけでなくヒトや他の哺乳動物にもみられてい

る口腔粘膜のホスファターゼの役割である．我々

は前報（野村，浅沼，1977）においてカエル舌粘

膜にCaイオン能動輸送系のあることを示唆した

が，ヒトの冠血管拡張薬として与えられるニトロ

グリセリンの口腔粘膜における吸収のメカニズム

などを含めて，口腔粘膜における物質の透過に能

動輸送系が存在するかどうかの問題は今後十分に

検討されるべきものと考えられる．
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