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Summary

　　Chemical　modification　of　protein　was　applied　to　a　frog　water　receptor　to　learn

whether　or　not　sulfhydryl　and　amino　residues　are　indispensable　to　the　receptor　site　of　Ca

「esponse．

　　N－ethylmaleimide（NEM），　which　is　known　to　modify　sulfhydryl　residues　of　protein，

was　shown　to　inhibit　Ca　response　irreversibly　without　affecting　responses　of　tactile　rece－

ptors，　indicating　that　the　recepter　molecule　responsible　for　Ca　response　is　protein．

　　Trinitrobenzene　sulfonate（TNBS）andβ一naphthoquinone－4－sulfonate（NQS），　which

are　known　to　modify　amino　residues　of　protein，　did　not　inhibit　Ca　response　irreversibly，

indicating　that　amino　residues　are　not　indispensable　to　the　receptor　site　of　Ca　response．

緒 論

　カエルは，舌および口蓋粘膜に，通常の淡水に

高い感受性を有する味覚受容器（水受容器）を持っ

ており、この受容器の水に対する応答は水応答と

よばれている2・19・27）．ところが，この受容器は水だ

けでなく，さまざまな高張電解質溶液，例えばO．3

M以上の食塩溶液やチオシアン酸ナトリウム溶

液にもよく応答する（以下Na応答とよぶ）13・19）．

また，応答を抑制する0．1M食塩溶液中に1mM

（1994年3月15日受理）

以上のカルシウム塩を加えると応答するようにな

る（以下Ca応答とよぶ）13・19）．　Kumai＆

Nomura12）は，この水受容器のmultiple　sensitiv－

ityは，水受容器細胞が2種類またはそれ以上の受

容部位を有するからであると考えた．すなわち，

アルカリ金属とアルカリ土類金属の塩化塩に対す

る応答に及ぼすpHの影響を調べたところ，前老

に対する応答はpH依存性を示したが，後者に対

する応答は大きなpH依存性を示さなかったから

である．

　Kitada8・9）は，舌をプロナーゼEで処理したとこ

ろ，Na応答が阻害されない条件下で水応答が阻



松本歯学　20（1）1994

害されることを見出し，両応答の受容部位が異な

ること，またCa応答の受容分子が蛋白質である

ことを示した．われわれも，前報で報告したごと

く，水受容器のCa応答は，プロナーゼE，ヒスチ

ナーゼ，キモトリプシンおよびトリプトファナー

ゼなどによって，Na応答が抑制されない条件下

で不可逆的に抑制されることを見出し，受容分子

は蛋白質であると考えている28）．

　機能性膜蛋白分子のアミノ酸残基の同定に化学

修飾という方法があり，多くの機能性膜蛋白分子，

とくにイオンチャネル蛋白分子の特性を明らかに

する目的で，多くの生理学的研究で用いられてい

る（ヵエルおよびザリガニ神経線維膜のイオン透

過性25｝；ラット味覚応答18）；ヒト赤血球膜のイオ

ン透過性10・11）；カエル神経線維ランビエ絞輪のイ

オン透過性η；ザリガニ巨大神経線維膜Naチャ

ネル不活性化過程24）；イカ巨大神経線維Naチャ

ネル不活性化過程膜21）；イカ巨大神経線維の内膜

蛋白質6）；カエル骨格筋線維膜の電位依存性K

チャネル14）；電気ウナギNaチャネルの透過

性3・4）；脳下垂体前葉細胞Kチャネル不活性化過

程15）；ウサギ心室筋線維Naチャネル5））．そこで，

本研究では，カエル水受容器のCa応答の受容分

子が蛋白質であることをさらに確認すると共に，

Ca応答の受容蛋白分子の特性を明らかにするた

め，Ca応答に及ぼす化学修飾試薬の阻害効果を調

べることとした．

　蛋白質はいくつかの種類の遊離アミノ酸残基を

有しており，化学修飾試薬もそれぞれのアミノ酸

残基に対応して選ばれている。しかし，ある特定

のアミノ酸残基のみに特異的に作用する化学修飾

試薬は少なく，通常いくつかの種類のアミノ酸残

基をかなり非特異的に修飾する場合が多い．また，

生理学的な温和な条件，すなわち室温ないし体温

程度の温度，中性附近のpHおよび細胞内外液程

度のイオン強度とイオン組成といった条件下で作

用する化学修飾試薬は少なく，アミノ酸残基の種

類を特定することは容易ではない。今回は先ず，

もっとも使用しやすいSH基の修飾試薬である

N一エチルマレイミド（NEM）およびアミノ基の

化学修試薬である2，4，6一トリニトロベンゼン

スルフォン酸（TNBS）とβ一ナフトキノンー4一ス

ルフォン酸（NQS）の作用を調べることとした．

材料と方法

59

　実験に使用した動物は，ニホンアカガエル

（Rana　japonica）とトノサマガエル（Rana　ni－

gromaculata）である．実験方法は前報28）と同様

で，1－2mmの神経を付けて単一の茸状乳頭を

摘出し，2枚のガラス板のうち細長いガラス板に

茸状乳頭を載せ，ここに刺激溶液を流し，神経を

もう1枚のガラス板に橋渡ししてair　gap法に

よって求心性インパルスを導出した．この実験方

法は，極めて少量の溶液で実験出来るため，高価

な試薬を使用する研究には甚だ適している．

　求心性インパルスは，高入力抵抗増幅器を介し

て陰極線オシロスコープに導き，磁気テープに記

録した．Ca応答を発現させる味刺激溶液には，5

mM　CaCl2を0．1MNaClに加えた溶液を使用し，

Na応答を発現させる味刺激溶液には，　O．5M

NaClまたは0．3MNaSCNを使用した．これら

味刺激溶液およびリンガー液は，先端150－200

μmのガラス管を注射針に取り付けた2ml注射

筒から流した．刺激と刺激の間隔は3分間とし，

その間はリンガー溶液で順応した．

　化学修飾試薬は半井化学薬品KKより購入し

た特級試薬である．いずれも味刺激溶液に加えて

使用した．これら試薬を味刺激溶液に加えたとき，

β一ナフトキノンー4一スルフォン酸（NQS）は20
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図1：NEM，　NQSおよびTNBSの化学構造
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図2：Ca応答に対するNQSの作用：

　　上向きの矢印は刺激時点，右下の横棒は1秒間を示す．

mMでpH3．7，2，4，6一トリニトロベンゼンス

ルフォン酸（TNBS）は20　mMでpH5．5，　NEM

は20mMでpH4．2になったので，実験前に
NaOHを加えて中性にしてから使用した．使用し

た化学修飾試薬の構造式を図1に示す．

　実験温度は室温（25～27℃）とした．

結 果

1．アミノ基の化学修飾

　化学修飾試薬は，目的のアミノ酸残基とは通常

共有結合するため，化学修飾が行われた場合不可

逆的な変性が起る筈であるが，β一ナフトキノン

ー4一スルフォン酸（NQS）および2，4，6一トリ

ニトロベンゼンスルフォン酸（TNBS）は，20　mM

まで調べたが，顕著な不可逆的な変性は生じな

かった．

　図2は，単一茸状乳頭標本における水受容器の

Ca応答に及ぼすNQSの抑制効果を示す．味刺激

溶液（5mM　CaC12を0．lMNaClに加えた溶液）

に1～20mM　NQSを加えると応答は抑制され小

さくなる。しかし，この抑制はNQSを洗い去ると

直ちに消失し，応答は回復する．従って，NQSや
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図3：反復刺激による感受性の低下：

　　　RR：ルテニウムレッド，NP：ニトロフェノール，

　　　BEZ：安息香酸，　TNBS：2，4，6一トリ

　　　ニトロベンゼンスルフォン酸，

　　　NQS：β一ナフトキノンー4一スルフォン酸
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図4：Ca応答に対するNEMの作用：
　　上向きの矢印は刺激時点，右下に横棒は1秒間を示す．

TNBSは化学修飾試薬としては作用しないよう

にみえる．

　ところが，NQSやTNBSが入らない味刺激溶

液に対する応答も，味刺激を繰り返して与えると

徐々に減衰していくが，NQSやTNBSが入って

いると，応答の減少速度がNQSやTNBSが入ら

ないときよりも大きいようにみえた．そこで，阻

害効果が少ないルテニウムレッド，ニトロフェ

ノール，安息香酸の場合と比べたところ，NQSや

TNBSが入っていると，応答の減少速度はかなり

大きいことが分った．図3は，そのことを示すグ

ラフである．ルテニウムレッド（n＝3），ニトロ

フェノール（n＝10）および安息香酸（n＝7）で

は4回目でも50％以上の応答が出現しているが，

TNBS（n＝6）では30％以下，　NQS（n＝6）で

は3回目ですでに30％以下になっている．以上の

結果は，カエル水受容器の受容分子にはアミノ基

が活性中心には存在しないか，主要な官能基では

ないけれども，アミノ基が化学修飾されると僅か

ではあるが感受性が落ちることを示す．

2．SH基の化学修飾

　SH基の化学修飾試薬としては，　N一エチルマレ

イミド（NEM）を使用した．

　図4は，NEMの典型的な実験結果を示す．ま

ず，味刺激溶液を単一葺状乳頭標本に与えると，

持続性の応答が発現する（図1，1段目）．味刺激

溶液に5mM　NEMを加えた溶液を与えると，2

～3秒間味刺激溶液に対する応答が現れるが，や

がて応答が止まる（図1，2段目）．通常，化学修

飾試薬を含む溶液は15秒間流したが，NEMの抑

制は不可逆的であり，その後再び味刺激溶液を与

えても応答は発現しなかった（図1，3段目）．一

方，針の先端で茸状乳頭の頂を圧迫したときの機

械的受容器の応答はまったく阻害されなかった

（図1，4段目）．以上の結果は，カエル舌水受容

器のCaイオソ受容部位にSH基が不可欠である

ことを示す．

　同様な実験結果は，他の4例の標本で得られた．

考 察

　Kitada8・9〕は，0．05－0．1％プロナーゼEをカエ

ル舌表面に15－20分与えたとき，1％CaCI2溶液

に対する応答が阻害されたが，0．5M　NaC1

（pH4．5）に対する応答が阻害されなかったこと

から，少なくとも前者の応答に関与する受容部位

（Ca　site）は蛋白分子である結論した．本研究に

おいてNEMがプロナーゼEと同様な阻害効果

を示したことは，Kitadaの結論を支持する．

　機能膜蛋白に対してSH基の化学修飾を行った

例としては，カエルおよびザリガニ神経線維膜イ

オン透過性7・25），筋小胞体Ca－ATPアーゼ26），ヒト

赤血球膜イオン透過性10・11・22），ラット味覚応答18），

カエル骨格筋線維膜電位依存性Kチャネル14）な

どが知られており，アミノ基の化学修飾を行った

例としては，ヒト赤血球膜イオン透過性10’22）が知

られている．これらの例ではいずれも化学修飾試

薬としての効果があったと報告されているが，本

研究ではSH基の化学修飾のみで，アミノ基の化

学修飾試薬のNQSやTNBSに化学修飾試薬と

しての効果ははっきりとは認められなかった．こ

のことは，カエル水受容器の受容膜蛋白の活性中

心，すなわち受容部位にはNQSやTNBSで阻害

される官能基は存在しないか，存在してもあまり

重要でないことを示す．なお，TNBSやNQSの

可逆的抑制は，化学修飾によるものでなく，安息

香酸イオンの場合と同じく，有機陰イオンとして
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の作用によるものと思われる．

　イカの巨大神経線維で，電位依存性Naイオン

チャネルは外部から与えた蛋白分解酵素によって

は阻害されないが，内部から与えた蛋白分解酵素

によって阻害されることが知られている1・17）．

Narahashi（1974）17）は，電位依存性Naイオン

チャネルが外部から与えた蛋白分解酵素で阻害さ

れないのは，大型の分子である蛋白分解酵素が，

神経軸索の周りにあるシュワン細胞によって拡散

が障害され，神経軸索に近づけないためではない

かと考えている．もしこの考えが正しいとすると，

．カエル水受容器の受容部位は露出しているため，

プロナーゼEやNEMの作用を受けやすいと考

えられる．しかし，イカの巨大神経線維の電位依

存性Naイオンチャネルは，内部から与えたN

　プロモサクシンイミド（NBS）などの化学修飾

試薬によって蛋白分解酵素の場合と同様に阻害さ

れるが，外部から与えると阻害されないことが知

られている21）．N一プロモサクシンイミド（NBS）

などの化学修飾試薬は分子は大して大きくないの

で，NBSは神経軸索の周りにあるシュワン細胞の

拡散障害によって，外液からでは作用しないとい

う説明は，テトロドトキシン（TTX）が外液から

作用する事実からみて，説得力がないように思え

る．電位依存性Naイオンチャネルの活性化過程

と不活性化過程とは，異なる性質の活性中心を有

し，前者にはNBSやプロナーゼEで失活する官

能基は無く，一方，後者はNBSやプロナーゼEで

失活する官能基を持つと考えるべきである．従っ

て，カエル水受容器に対するNEMの作用も，カ

エル水受容器の受容部位にNEMなどで特異的

に化学修飾される官能基が有ると考えるべきであ

る．

　Na応答は，受容細胞膜の非選択性陽イオン

チャネルを介するNaイオンの流入によって16），

水応答はC1イオンの流出によって説明されてい

る2°）．しかし，Ca応答は，100　mM　NaCl中で，

Naイオンの流入もClイオンの流出も生じない

条件下で起る応答なので，これら2つの説ではCa

応答の発現機序は説明出来ない．そこで，われわ

れは，Ca応答は以下の機序で発現するのではない

かと考えている．

　イオンチャネルの不活性化は電位依存性Kイオ

ンチャネルにも存在する’5）ので，カエル水受容細

胞におけるCa応答に対するプロナーゼEや
NEMの作用機序は，　Kイオソチャネル不活性化

過程の阻害によるとして説明出来るように思え

る．すなわち，Ca応答は，　Roper（1989）23一派

がサンショウウオの酸および苦味受容機序にっい

て提唱しているように，細胞内セカンドメッセン

ジャー（あるいは非選択性陽イオンチャネルを

通って流入したCaイオン）によるKイオンチャ

ネルの不活性化によって起ると考えるのである．

この考えに従うと，NEMやプロナーゼEの不可

逆的抑制は，Kイオンチャネルの不活性化過程を

不可逆的に阻害することによって脱分極を起こら

ないようにすることになる．

　われわれは，上述のNa応答が非選択性陽イオ

ンチャネルを介するNaイオンの流入によって発

現するとの説には同意出来る．しかし，水応答が

CIイオンの流出によって発現するとの説につい

ては，カエル水受容細胞にC1イオンを蓄える機能

を持つことが証明されておらない現時点では同意

出来ない．われわれは，水応答の発現機序もCa応

答の発現機序と同様，Kチャネルの不活性化によ

るのではないかと考えている．この問題の解決は，

今後の研究に待ちたい．
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