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第Ⅰ章、研究の背景 

 

1 ．味覚器の構造と味覚の受容機構 

 

味覚は摂食行動において重要な感覚であり、その働きは食物に含まれる味を感知し、さ

らには、その食物が生体にとって有益なものかあるいは有害なものかを識別することにあ

る。我々が感じる味の感覚は多様であるが、これらの味はいくつかの基本味の混合により

生じる。この基本味は甘味、塩味、酸味、苦味とされてきたが、近年ではさらに旨味 1)

が加わり 5 つの味質が基本味とされている。 

味覚は舌の有郭乳頭、葉状乳頭、茸状乳頭や口蓋、咽頭の粘膜上皮に存在する味蕾で感

知される。味蕾は約 50～100 個の味細胞からなり、電子顕微鏡観察による細胞形態と細胞

内微細構造に基づいて、紡錘形をしたⅠ型、Ⅱ型、Ⅲ型細胞と基底部に存在する丸型のⅣ

型細胞に分類されている 2)（図 1）。 

Ⅰ型細胞は味蕾細胞の約 65％を占め、主に支持細胞として機能している。Ⅱ型細胞は

味蕾細胞の約 20％を占め、味覚の受容細胞として考えられている。Ⅲ型細胞は神経終末

との求心性シナプス接合を持ち、味覚の伝導に関わると考えられている。Ⅱ型細胞は味の

受容に関与すると考えられているがシナプス形成を持たない。Ⅱ型細胞で受容された味質

の応答によって放出された ATP を介してⅢ型細胞に受容され、シナプスを通して味質が

伝導すると考えられている 3)。Ⅳ型細胞は味蕾の基底部に存在する基底細胞であり味細胞

へと分化する幹細胞であると考えられている 2-5)
 。 
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近年、味覚受容体に関係する様々な分子が遺伝子レベルで明らかになりつつある。この

味覚受容体は先述した基本味ごとに形態に違いがみられる（図 2）。 

塩味と酸味はともにチャネル型受容体である。塩味はナトリウムイオンが引き起こす味

覚で、上皮型 Na チャネル(epithelial sodium channel ; ENaC) と考えられている 6-14)。ENaC

は α、β、γ のサブユニットから構成される。酸味は水素イオンによって引き起こされる味

覚で、その受容体は ASIC(acid-sensing ion channel)といわれ DEG/ENaC (degenerin/epithelial 

Na+channel)遺伝子ファミリーに属する陽イオンチャネル分子であり 15-17)、ともに膜 2 回

貫通型という特徴的な形態を示し、味蕾のⅢ型細胞に存在すると考えられている 17)。 

一方、甘味、苦味、旨味は７回膜貫通部位を有する G 蛋白質共役型受容体 

(G-protein coupled receptor : GPCR)により受容される。この受容体の発見は、まず受容体と

共役する G 蛋白質が先であった。1992 年、Margolskee ら 18)はマウスの味蕾に特異的に発

現する新規の G タンパク質 gustducin のクローニングに成功した。彼らは 1996 年にはこ

の gustducin 遺伝子をノックアウトしたマウスを作製し、このノックアウトマウスでは甘

味と苦味の感受性が低下することを示した。 

1999 年には、後に甘味受容体遺伝子の発見につながる、ラットの有郭乳頭に存在する

T1R1、T1R2（当初は TR1、TR2 と報告された）という 2 つの新規の G タンパク質共役型

受容体が Zuker ら 19)によって報告された。これらの受容体は相互に高い相同性を示すこと

から、新しい遺伝子ファミリー（T1R ファミリー）と分類された。2001 年にはMargolskee
20)、

Zuker
21)、Buck

22)、Kitagawa
23)らによって甘味受容体としてマウスの味蕾から T1R3 がクロ

ーニングされた。この遺伝子は T1R1、T1R2 と高い相同性を持つことから T1R ファミリ
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ーに加わった。2000 年には Zuker ら 24,25)によって GPCR に属する苦味受容体遺伝子とし

て新しい遺伝子群がヒトやマウスから広くクローニングされ T2R ファミリーと命名され

た。T2R ファミリーは、T1R ファミリーと比較して膜外領域が小さいことが特徴である。

この T2R ファミリーは現在のところ、ヒトでは約 25 種類、マウスでは約 35 種類が明ら

かになっている 24-30)。 

T2R は gustducin と共発現して味細胞に発現しており、T2R に特定の味物質が結合して

gustducin が活性化され、細胞内伝達シグナルにより神経伝達物質が分泌され味細胞とシ

ナプスを形成する神経線維に伝えられる 31-34)。 

T2R はそれぞれ異なるリガンド特異性を持っていることが知られており、マウス T2R5

は cycloheximide (CYX) 
25)、マウス T2R8 とヒト T2R4 は denatonium benzoate (DEN)および

6-n-propyl-thiouracil (PROP)
26) 、 ヒ ト T2R10 は strychnine

21) 、 ヒ ト T2R16 は

β-glucopyranosides
27)、ヒト T2R38 は PROP および phenyl thiocarbamide (PTC)

35,36)の苦味物

質の受容体であることが明らかになっている。しかし、多くの T2R はリガンドが不明で

あり、数多くの苦味物質の認識において限られた数の T2R がどのように役割分担をはた

しているのかは明らかにされていない。尚、近年は T1R や T2R はそれぞれ TAS1R や 

TAS2R と表記されることが一般的となりつつある 37)
(以後、TAS1R、TAS2R と表現する)。 
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2．味覚障害と亜鉛 

 

亜鉛は生体にとって必須微量元素であり、亜鉛酵素あるいは亜鉛要求酵素として多くの

重要な代謝に関与している。その欠乏によって多彩な障害が生じるが、感覚器障害である

味覚障害もその一つである。Henkin
38)、Hambidge

39)、冨田ら 40)が亜鉛欠乏によって生じた

味覚障害が、亜鉛投与により改善することを報告し、亜鉛が味覚に影響を与えていること

が明らかになって以来、臨床的に味覚障害の治療として亜鉛を用いることが一般的となっ

た。わが国では、味覚障害の唯一の治療薬としてポラプレジンクが使用されている。ポラ

プレジンクは生体の必須微量元素である亜鉛と、脊椎動物の筋肉中に多く存在する生体内

物質 L-カルノシンで構成されている薬剤である（図 3）。この薬剤は本来主に胃粘膜損傷

部位に特異的に付着・浸透し、組織の修復、抗酸化作用、膜安定化作用により細胞を保護

するものとして開発された。このような作用から本剤は、本来は胃潰瘍の治療薬として使

われている。一方でポラプレジンクに含まれる亜鉛が味覚障害の改善に寄与すると考えら

れ実際に多くの味覚障害の症例で使用され 41)、その有用性が報告されている 42,43)。 

現在考えられている味覚障害の原因は多種多様である。その原因を表に示す(表 1)。特

に多い原因として、Hamada
44)らや池田ら 45)は薬剤性、特発性、亜鉛欠乏性を挙げている。

服用薬剤による味覚障害では、様々な薬剤が原因として指摘されているが、一部の薬剤で

は亜鉛のキレ―ト作用が原因と考えられており 46,47)、亜鉛欠乏の関与が推測されている。

また、特発性味覚障害は血清亜鉛値や種々の臨床検査が正常で、問診等でも味覚障害の原

因や誘因を明らかにできない症例であるが、これらの症例に対し、亜鉛内服治療を行い良
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好な改善を認めることが示されている 48,49)。このことから特発性味覚障害は、実は血清亜

鉛値では評価できない潜在性の亜鉛欠乏が原因ではないかといわれている。そのほか、腎

障害や肝障害、糖尿病のような全身性疾患でも味覚障害が生じる。腎不全患者では蛋白尿

による尿中への亜鉛排泄増加に伴う亜鉛欠乏がその原因のひとつとされている 50)。肝障

害では尿中への亜鉛排泄量の増加、消化管における亜鉛吸収の減少などが影響し 51)、潜

在的あるいは顕在化した亜鉛欠乏により、味覚障害が生じることが推察される。糖尿病で

は味覚障害はニューロパチーの一症状と考えられる 52)一方で、糖尿病の重症度に比例し

て尿中への亜鉛排泄が増加することから 53)、糖尿病での味覚障害の一因として亜鉛欠乏

の影響が推察されている。 

このように、亜鉛欠乏性味覚障害と診断される例に限らず、そのほかの原因でも亜鉛と

味覚障害の関連が示唆されており、亜鉛が味覚に大きな役割をもっているものと考えられ

ている。そのため、亜鉛と味覚との関連について多くの研究がなされてきた。 

Naganumaら 54)は亜鉛欠乏飼料で飼育されたラットの走査型電子顕微鏡で軟口蓋の味覚

乳頭の減少、乳頭の扁平化、味孔内に観察される味細胞先端の microvilli の消失などの異

常所見が認められたと報告している。また、Kobayashi ら 55)は亜鉛欠乏ラットでは味細胞

先端の microvilli の減少や断裂、味孔内に存在する electron dense substance の消失、味細胞

内に分布するゴルジ由来の dark granule の減少、味細胞の空砲化がみられると報告してい

る。このように亜鉛欠乏は味乳頭や味蕾の形態的な異常を引き起こし、味覚障害の発症に

関与しているのではないかといわれてきた。 

最近では亜鉛が味細胞の新生・分化過程に影響を与えるのではないかといわれている。
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ラットの味細胞は、約 10 日間で新生・交代、すなわち turnover を繰り返しており、味覚

受容器として機能を保持している 5)。大木ら 56)は、亜鉛欠乏飼料の投与により味覚障害を

発現したラットでは、味細胞の turnover time が 100 時間以上延長することを示した。さら

に、それらのラットが亜鉛正常食の再投与によって味覚障害の改善を認めるとともに、

turnover time が回復することを示した。また、Hamano ら 57)は Bromodeoxyuridine（BrdU）

をラットの腹腔に投与して味蕾細胞への取り込みを検討した。その報告では亜鉛欠乏ラッ

トでは正常ラットに比べて、BrdU の取り込みが有意に低下し、味細胞の増殖能が低下す

ることが示されている。さらに、そのようなラットに亜鉛剤を投与することで味細胞への

BrdU の取り込み率の有意な改善が認められたとしている。つまり、それらの報告は、亜

鉛が味細胞の増殖に強く関与している可能性を示している。 

このように、細胞レベルで亜鉛欠乏と味覚障害との関連について数多くの検討がなされ

ており、亜鉛欠乏は味細胞の形態的な異常や分化異常によって味覚障害を発生させると考

えられているが、味質を受容する味覚受容体と亜鉛との関連性を検討した報告はこれまで

のところほとんどみられていない。 
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第Ⅱ章、研究の目的 

 

Ⅰ－2 で述べたように、亜鉛欠乏が味覚にどのような影響を与えているか十分な解明は

なされていない。今回著者は味覚受容体遺伝子に注目し、亜鉛が味覚受容体遺伝子の発現

にどのような影響を与えるか検討した。小野田ら 58)は、亜鉛欠乏性味覚障害の患者の葉

状乳頭を擦過した検体を用いて味覚受容体遺伝子の発現を検討し、一部の味覚受容体遺伝

子の発現が低下することを報告した。これは亜鉛欠乏が味の受容器官である味覚受容体に

影響を与える可能性を示唆していると考えられる。そのため、著者はより確実に検体の採

取が可能で、より十分な亜鉛欠乏状態を作り遺伝子発現を調べるためにラットを用いた検

討を行うこととした。 

まず、ラットの有郭乳頭部の粘膜上皮を用い rTAS2Rs と rENaC について遺伝子発現の

有無を調べた。これらの受容体の遺伝子発現が亜鉛欠乏により変化をきたすか否か、ラッ

トを 28 日間および 56 日間亜鉛欠乏飼料で飼育し検討した。さらに、28 日間の亜鉛欠乏

状態のラットに亜鉛を補給し、上記の受容体遺伝子の発現頻度の変化を検討した。研究の

主たる目的は、これらの実験によって亜鉛が味覚受容体遺伝子の発現にいかなる影響を与

えるのかを明らかにすることである。 
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第Ⅲ章、対象および研究方法 

 

1．対象動物 

日本エスエルシー株式会社の 3 週齢 Sprague-Dawley（S-D）系雄性ラットを用いた。 

雄性ラットを用いた理由は、過去の亜鉛欠乏ラットで味覚を検討した報告では全て雄性

を使用していたため、条件を一致させるために用いた 54-57)。 

 

2．飼料 

オリエンタル酵母社の正常飼料(7mg Zn/100g)と亜鉛欠乏飼料(<0.06mg Zn/100g)を用い

てラットの飼育を行った。 

 

3．飼育環境 

温度 20－26℃、湿度 55±20％で個別飼育した。照明は点灯、消灯を 12 時間ごとに行っ

た。 

 

4．対象動物の飼育条件 

1)  28 日間の飼育による検討 

最初に、“28 日間の正常食飼育ラット”（ラットを 1 週間予備飼育した後、正常飼料で

28 日間飼育し、検体を採取；n=6）と“28 日間の亜鉛欠乏食飼育ラット”（ラットを 1 週

間予備飼育した後、亜鉛欠乏飼料を 28 日間自由摂取させ、検体を採取；n=4)を用いて、
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正常食で飼育したラットと亜鉛欠乏食で飼育したラットの遺伝子発現の違いを検討した。 

ラットは、正常飼料飼育ラットは 6 匹を用い、亜鉛欠乏飼料飼育ラットは 6 匹を飼育

したが 1 匹は飼育途中で死亡、1 匹は手技的問題で検体採取できず、検体採取が可能で

あった 4 匹を用いた。 

 

2)  56 日間の飼育による検討 

 続いて、更に長期間の亜鉛欠乏による遺伝子の発現の変化をみるため、56 日間の飼育

実験を行った。すなわち、“56 日間の正常食飼育ラット”（ラットを 1 週間予備飼育した

後、正常飼料で 56 日間飼育し、検体を採取；n=6）と“56 日間の亜鉛欠乏食飼育ラット”

（ラットを 1 週間予備飼育した後、亜鉛欠乏飼料を 56 日間自由摂取させ、検体を採取；

n=8）を用いて、長期間亜鉛欠乏としたラットにおける遺伝子発現の変化を検討した。 

ラットは、正常飼料飼育ラットは 6 匹を用い、亜鉛欠乏飼料飼育ラットは 28 日間の亜

鉛欠乏飼料飼育で死亡例があったため、58 日間の亜鉛欠乏状態でのさらなるラットの死

亡を加味し、9 匹を飼育した。結果は、1 匹が飼育途中で死亡したのみであり、検体採取

が可能であった 8 匹を用いた。 

 

3) 亜鉛剤の投与による遺伝子発現の変化の検討 

  28 日間亜鉛欠乏飼料で飼育した後、29 日目より亜鉛剤としてポラプレジンクを

3mg/kg で 1 日 1 回 28 日間、強制的に経口投与（Zinc Administration Rats）した後、検体

を採取（n=12）した。この検体を用いて、亜鉛欠乏ラットに亜鉛を補充した場合の遺伝
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子発現の変化を検討した。 

 

5．検体の採取法 

実験動物麻酔装置を用いてラットを 5%イソフルランで麻酔した後、開腹し、腹部大動

脈より採血を行い、血清亜鉛値を測定した。血清亜鉛値の測定は和光純薬工業株式会社の

Zinc assay kit を用いた。腹部大動脈を切断し放血死させ、ラットの舌を摘出した。舌上皮

の摘出は Gilbertson ら 59)の方法に準じて行った。すなわち、舌を生理食塩水で洗浄したの

ち、上皮剥離用酵素溶液（ディスパーゼ 4mg、コラゲナーゼ 1mg、トリプシンインヒビタ

ー１ｍｇを PBS に溶解して 1ml とする）を舌の上皮下に 2～3ml 注入した。PBS に 50 分

間浸漬後、シャーレに取り出して上皮を剥離し、さらに有郭乳頭部の上皮を摘出した。こ

の検体は total RNA の抽出まで-80℃で保存された。 

 今回の実験でラットの有郭乳頭部を使用した理由は、味蕾の数が多いことと 60)、有郭

乳頭はラットの舌に一つしかなく、明確に観察されるため検体採取が容易かつ確実である

ためである。 

  

 尚、亜鉛欠乏飼料で飼育したラットでは、正常食で飼育したラットと比べ、体重増加の

鈍化がみられるといわれている 56,61)。また、亜鉛欠乏飼料飼育ラットでは、肝臓は臓器重

量の増加や AST、ALT の上昇がみられる 62,63)という報告がある一方で AST、ALT などの

数値に変化を認めないとの報告もある 64)。腎臓に関しては、亜鉛欠乏によってその重量

の変化や血液中の尿素窒素、クレアチニン値に変化をきたさない 62)とされている。今回
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の研究は、亜鉛欠乏飼料によってラットが亜鉛欠乏状態になっていることを確認するため

血清亜鉛値を測定したが、本研究の主たる目的はラットの舌有郭乳頭部の遺伝子発現の検

討であったため、体重計測や血液生化学的な測定は行わなかった。 

 

6．The reverse transcriptase-polymerase chain reaction （RT-PCR 法）  

 採取した検体から IsogenⓇ(株式会社ニッポンジーン)を用いて total RNA を抽出した。次

に total RNA を SuperScriptⅢ(ライフテクノロジーズジャパン株式会社)を用いて逆転写反

応した。逆転写反応は SuperScriptⅢに添付されたマニュアルに従った。この逆転写反応に

よって得られた cDNA のうち 0.5 ㎕を鋳型に用いた。TaKaRa ExTaqⓇ（タカラバイオ株式

会社）を用いて PCR を施行した。PCR に用いたプライマーは 5`-3`側の 23～25 塩基から

設計した（表 2）。Tm値(melting temperature)の計算はCurrent Protocols in Molecular Biology
65)

に準拠して行った。PCR は Gene AmpⓇ PCR System 9700（ライフテクノロジーズジャパ

ン株式会社）を用い、95℃で 3 分間反応させた後、59℃で 30 秒、72℃で 1 分を 1 サイク

ルとする反応を 35 サイクル行った。この後、72℃で 7 分間 incubation した後、4℃で保存

した。PCR によって増幅された amplicon の量と長さはマイクロキャピラリ電気泳動装置

(2100 バイオアナライザー、アジレントテクノジーズ株式会社)を用いて解析した。2100

バイオアナライザーの原理はキャピラリー電気泳動と同じ原理で、毛細間の両端に高電圧

をかけることにより、溶液中の各種イオンや有機酸等の荷電粒子が分離・移動する原理を

応用したものであり、この装置によって分離されたサンプルは蛍光によって検出され、ゲ

ルイメージ（バンド）に変換される 66)。発現の評価は定性的な評価法として 
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end-point 法 67)によってなされた。end-point 法では amplicon の量は定量性を示さないが、

組織において初期の鋳型量がある一定以上存在した場合、PCR 終了後にほぼ同様の

amplicon が得られることが知られている。そのため、初期鋳型量が少なく、不明瞭な

amplicon を得た場合、我々は組織における受容体発現がわずかであると判断した。正常食

ラット、亜鉛欠乏食ラットおよび亜鉛を補充したラットでみられた電気泳動の結果の 1

例を図 4 に示した。 

 

7．検討を行った味覚受容体遺伝子 

rTAS2R40、rTAS2R105、rTAS2R107、rTAS2R118、rTAS2R121、rTAS2R136、

rTAS2R140、rENaC に対して検討を行った（表 2）。小野田ら 58)はヒトの葉状乳頭を擦

過した検体を用いて HT2Rs の発現を検討している。これらの味覚受容体遺伝子のうち、

比較的発現頻度の高かったものを選定し、Basic Local Alignment Search Tool 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )を用い、ラットのアミノ酸の 1 次構造が類似し

ている上記の rTAS2Rs を選定し、検討を行った。また、rENaC は α、β、γ のうち、α

サブユニットの遺伝子部位でプライマーを設計した。rENaC の Open reading frames 

(ORF) が 2100 bp も あ る の で こ の ORF 配 列 に 対 し て Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)を用いて 850 bp の PCR 産物が増幅されるプライマー

をデザインした。ハウスキーピング遺伝子として RT-PCR primer sets Rat β-actin 

RPP-301(東洋紡株式会社)を用いた。 
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8．統計学的検討 

定性的な評価によって電気泳動でバンドが出現したものを遺伝子発現ありとし、統計学

的検討を行った。統計学的検討は Fisher`s exact probability test を用い、p<0.05 を有意と評

価した。 
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第Ⅳ章、研究結果  

 

1．28 日間の飼育による検討 

正常飼料で28日間飼育したラットと亜鉛欠乏飼料で28日間飼育したラットの味覚受容

体遺伝子の発現頻度を表 3 に示す。 

rTAS2R105、rTAS2R118、rTAS2R121 および rENaC に関しては、正常食群、亜鉛欠乏食

群にかかわらず、全てのラット(100%)で遺伝子の発現を認めた。 

rTAS2R107 は正常食群では 6 ラット中 5 ラット(83%)で遺伝子の発現を認めたが、亜鉛

欠乏食群では遺伝子の発現を認めず(0%)有意(p=0.024)な発現の低下がみられた。 

rTAS2R40 は正常食群では 6 ラット中 4 ラット(67%)で遺伝子の発現を認めたが、亜鉛欠

乏食群では遺伝子の発現を認めず(0%)、有意ではないが発現の低下がみられた(p=0.071)。

また、rTAS2R136 は正常食群では全ラット(100%)で遺伝子の発現を認めたが、亜鉛欠乏食

群では 4 ラット中 2 ラット(50%)で遺伝子の発現を認めたが有意差はみられなかった

(p=0.133)。rTAS2R140 は正常食群では 6 ラット中 3 ラット(50%)で遺伝子発現を認め、亜

鉛欠乏食群では 4 ラット中１ラット(25%)で遺伝子の発現を認めたが有意差はみられなか

った(p=0.571)。 

正常飼料で飼育したラットの血清亜鉛値は 195±9SE ㎍/㎗(n=6)であったのに対し、亜鉛

欠乏飼料で飼育したラットの血清亜鉛値は 68±9SE ㎍/㎗(n=3)であった。 

 

2．56 日間の飼育による検討 
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正常飼料で56日間飼育したラットと亜鉛欠乏飼料で56日間飼育したラットの比較を表 

3 に示す。 

rTAS2R105、rTAS2R118、rTAS2R121 および rENaC に関しては 56 日間の正常食群およ

び亜鉛欠乏食群において、全てのラットで遺伝子の発現を認めた。これは、28 日間の飼

育ラットの結果と同様であった。 

一方、rTAS2R107は正常食群では6ラット中5ラット(83%)で遺伝子の発現を認めたが、

亜鉛欠乏食群では 8 ラット中 1 ラット(13%)しか遺伝子の発現を認めなかった。つまり、

28 日間の飼育ラットにおける場合と同様に、56 日間の飼育でも、rTAS2R107 は亜鉛欠乏

により有意(p=0.016)に発現の低下を示した。 

rTAS2R40 は 56 日間の正常食群では 6 ラット中 4 ラット(67%)で遺伝子の発現を認めた

が、亜鉛欠乏食群では 8 ラット中 1 ラット(13%)しか遺伝子の発現を認めなかった 

（p=0.063）。rTAS2R136 と rTAS2R140 はともに正常食群では 6 ラット中 4 ラット(67%)

で遺伝子の発現を認め、亜鉛欠乏食群では 8 ラット中 3 ラット(38%)しか遺伝子の発現を

認めなかったが、有意差はみられなかった(p=0.592)。 

正常飼料で 56 日間飼育した群の血清亜鉛値は 210±6SE ㎍/㎗(n=6)、亜鉛欠乏飼料で 56

日間飼育したラットの血清亜鉛値は 55±10SE ㎍/㎗(n=6)であった。 

 

3．飼育期間の違いによる味覚受容体遺伝子の発現頻度への影響 

 正常飼料で 28 日間飼育したラット(n=6)と 56 日間飼育したラット(n=6)で遺伝子の発現

に違いが生じるのか比較した(表 3)。飼育期間が 28 日でも 56 日でも、遺伝子の発現には
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有意の違いはみられなかった。 

また、亜鉛欠乏飼料で 28 日間飼育したラット(n=4)と 56 日間飼育したラット(n=8)にお

いて、遺伝子の発現に違いが生じるのか比較した(表 3)。亜鉛欠乏飼料による飼育期間が

28 日でも 56 日でも、遺伝子の発現に大きな違いはみられなかった。すなわち、味覚遺伝

子の発現に対する亜鉛欠乏の影響は、28 日間の飼育でほぼ完成するものと思われた。 

 

4．正常飼料で飼育した全ラットと亜鉛欠乏飼料で飼育した全ラットの味覚受容体遺伝子

の発現の比較 

上記のように、28 日間と 56 日間の飼育実験で遺伝子発現には両群間に大きな変化はみ

られず、亜鉛欠乏による遺伝子発現の変化は、28 日間の飼育で完成するという検討結果

であった。しかし、28 日間と 56 日間ともにラット数が少ないことや各々の群でのラット

数にばらつきがあるため、亜鉛欠乏に対する統計学的検討や発現頻度に対する検討は不十

分だと考えた。ただ、28 日間飼育、56 日間飼育共に亜鉛欠乏による遺伝子発現の影響は

同様な傾向を示しており、飼育期間による条件を取り除き、正常飼料で飼育した全 12 ラ

ットと亜鉛欠乏飼料で飼育した全 12 ラットを用いて、亜鉛欠乏による味覚受容体遺伝子

の発現の変化を比較検討した(表 4)。 

rTAS2R105、rTAS2R118、rTAS2R121 および rENaC は正常飼料あるいは亜鉛欠乏飼料で

の飼育にかかわらず、ほぼ全てのラット（91.7% - 100%）で遺伝子の発現を認め、これら

の遺伝子発現には亜鉛欠乏の影響は認められなかった。 

一方、rTAS2R40、rTAS2R107 は正常飼料での飼育ラットでは良好（66.7%、83.3%）
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な発現であったが、亜鉛欠乏飼料による飼育では、有意(それぞれ p=0.009, 0.001)に発現

頻度の低下(8.3%)を示した。rTAS2R40 は先述した飼育期間ごとの統計学的検討では、28

日間飼育と 56日間飼育ともに正常飼料飼育ラットと亜鉛欠乏飼料飼育ラットとの間に有

意差はみられなかった。この矛盾は、それぞれの群の対象となったラット数の少なさが問

題であったと考えられる。 

rTAS2R136、rTAS2R140 も亜鉛欠乏飼料での飼育により発現頻度の低下がみられたが、

有意な変化ではなかった（それぞれ p=0.089, 0.414）。 

 

5．亜鉛欠乏ラットに対する亜鉛剤投与による遺伝子発現の変化 

亜鉛欠乏飼料で飼育した全ラット(n=12)と、亜鉛欠乏飼料で飼育後に亜鉛剤を投与した

ラット(n=12)について、rTAS2Rs と rENaC の発現頻度を比較検討した（表 4）。亜鉛剤を

投与したラットの血清亜鉛値は 103±8SE ㎍/㎗(n=12)であった。 

rTAS2R107は亜鉛欠乏食群では 12ラット中 1ラット(13.3%)と発現頻度が顕著に低下し

ていたが、亜鉛剤投与群では、12 ラット中 7 ラット(58.3%)で遺伝子の発現を認め、有意

(p=0.027)に遺伝子発現の上昇がみられた。 

一方、rTAS2R 40 は亜鉛剤投与により 12 ラット中 4 ラット(33.3%)と発現頻度の上昇を

認めたものの、亜鉛欠乏食群での発現頻度(8%)と比較して、有意差を認めなかった

(p=0.317)。 

rTAS2R136 は亜鉛欠乏食群では 12 ラット中 5 ラット (41.7%)と発現頻度の低下を認め

たが、亜鉛剤投与群での発現頻度も 12 ラット中 5 ラット (41.7%)であり、遺伝子発現の
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回復は認められなかった。 

rTAS2R105、rTAS2R118、rTAS2R121、rENaC は他の飼育条件の場合と同様、亜鉛剤投

与群でもほぼ全ラットで遺伝子の発現を認めた。 

 正常飼料で飼育した 12 ラット、亜鉛欠乏飼料で飼育した 12 ラット、および亜鉛欠乏飼

料で 28 日間飼育した後、亜鉛剤を 28 日間投与した 12 ラットの 3 群における rTAS2Rs と

rENaC の発現頻度について、図 5 にまとめて示した。rTAS2R40、rTAS2R107 の発現は亜

鉛欠乏により有意に発現頻度の低下がみられた。これらの遺伝子のうち、rTAS2R107 は亜

鉛剤を投与することで発現頻度の有意な改善をみとめた。 
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第Ⅴ章、考 察 

 

今回の実験で著者はまず、正常飼料と亜鉛欠乏飼料を用いて 28 日間あるいは 56 日間と

長期間ラットを飼育し、有郭乳頭部の上皮に発現する味覚受容体遺伝子の発現の変化を比

較検討した。結果は、正常飼料で飼育したラットで rTAS2R40、rTAS2R105、rTAS2R107、

rTAS2R118、rTAS2R121、rTAS2R136 、rTAS2R140 の発現を認め、これらの遺伝子が有郭

乳頭部の上皮に存在することが示された。特に rTAS2R40、rTAS2R105、rTAS2R107、

rTAS2R118、rTAS2R121、rTAS2R136 は高率に発現していた。 

一方、亜鉛欠乏飼料で飼育したラットでは、rTAS2R107 が有意にその発現頻度が低下

していた。また、有意差はないものの、rTAS2R40、rTAS2R136、rTAS2R140 でも同様の

傾向であった。しかもその発現頻度の低下は 56 日間の飼育ではもとより、28 日間の飼育

でも同様の傾向が認められた。しかし、今回検討を行ったラットの数は少なく、統計学的

検討には不十分であると思われた。ただ、28 日間の飼育と 56 日間の飼育のラットの遺伝

子発現は類似しており、味覚受容体遺伝子の発現に対する亜鉛欠乏の影響は、28 日間で

すでに完成する可能性が考えられた。Hamano ら 57)は、亜鉛欠乏ラットで生じる味覚障害

は、28 日間の亜鉛欠乏飼料による飼育で認められることを報告している。今回の検討で

亜鉛欠乏による味覚受容体遺伝子の発現低下が 28 日で認められたという結果は、Hamano

らのすでに報告した実験結果と一致するものであった。 

続いて、前述のごとく、飼育の期間によって遺伝子発現に大きな差異を認めなかったこ

と、また、亜鉛欠乏による影響を統計学的に十分に評価するため、著者は飼育期間という
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条件を取り除いて正常飼料で飼育したラット、亜鉛欠乏飼料で飼育したラット、および亜

鉛欠乏飼料で飼育した後に亜鉛剤を投与したラットの 3 群で遺伝子発現の変化について

検討した。その結果、rTAS2R40と rTAS2R107において正常飼料で飼育したラットと比べ、

亜鉛欠乏飼料で飼育したラットで統計学的に有意に発現頻度の低下が認められた。また、

rTAS2R136 と rTAS2R140 も正常飼料での飼育ラットと比べると統計学的には有意とはい

えないが亜鉛欠乏飼料によって遺伝子発現の低下傾向を認めた。亜鉛欠乏飼料で飼育した

ラットに亜鉛剤を投与し、低下していた遺伝子の発現頻度の変化をみると、rTAS2R40 お

よび rTAS2R107 の発現頻度の上昇が認められた。特に、rTAS2R107 は統計学的にも有意

に発現頻度の上昇を示した。したがって、味覚受容体遺伝子の中には、その発現に亜鉛の

影響を強く受ける遺伝子が存在することが明らかとなった。  

一方、rTAS2R105、rTAS2R118、rTAS2R121 は、正常飼料でも亜鉛欠乏飼料でも、ほぼ

全てのラットで発現が認められ、亜鉛欠乏によりその発現に影響を受けることはなかった。

これらのことから、味覚受容体遺伝子には、亜鉛欠乏によって顕著に発現の変化する受容

体遺伝子と、発現に全く変化の生じない遺伝子が存在することが示された。 

rTAS2Rs は特定の味細胞に複数種にわたり共発現しており 24-30)、幹細胞から味細胞へ

の分化が誘導される過程において、特定の味細胞に rTAS2Rs が選択的に発現するものと

考えられている。Ⅰ-2 で述べたように、過去の報告から、亜鉛欠乏は味細胞の分化に悪

影響を及ぼすものと考えられている。そのため、我々は亜鉛欠乏によって味細胞の分化過

程で rTAS2Rs の発現が障害されるのではないかと考えた。また、その発現を誘導する細

胞分化因子が亜鉛欠乏によって障害されることが根幹にあるのではないかと推察した。味
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細胞の分化に関与する因子として、IGF ( insulin-like growth factor)
68)や、Hes 6 (mammalian 

hairy and enhancer of split homolog 6)
69)、Sonic hedgehog (Shh)

 70)、 Mash1 (mammalian 

achaete-scute homolog 1)
69)、Neuro D (neurogenic differentiation factor)

71)などがラットの味細

胞から多数検出されている。Mash1 はラットの味細胞の分化過程で味覚受容体遺伝子や

gustducin よりも前の分化段階で発現していること 72)、Mash1 発現細胞から味覚受容体遺

伝子や gustducin を発現する細胞が分化すること 73)から、Mash1 はこれらの発現誘導に関

与している可能性が示唆されている。また、NeuroD は gustducin との共発現から味覚受容

体遺伝子との関連が示唆されている 69)。このように味覚受容体遺伝子の発現に関与して

いる細胞分化因子の存在は示されているが、どの時期にどのようなシグナルで TAS2Rs が

発現誘導されるのか、また、すべての TAS2Rs が同様の発現分布と発現レベルを示すのか、

TAS2R のサブグループごとに発現分布と発現レベルに差異が生じるのかなどは解明され

ていない。 

今回の実験結果では、亜鉛によって発現に影響を受ける TAS2R には選択性があること

が示された。このことから、細胞分化の過程における TAS2Rs の発現には、遺伝子の種類

ごとの選択性が存在するものと考えられた。つまり、亜鉛と関連性をもった細胞分化因子

が誘導する味覚受容体遺伝子のみが、亜鉛欠乏によって選択的に発現の低下を示した可能

性が考えられた。味細胞の分化因子の一つである Sonic hedgehog (Shh) は、その細胞分化

のシグナルの過程において Gli1 の関与が示されている 70)。Gli1 は遺伝子の調節に重要な

役割を持つ Zn フィンガー因子の１つと考えられている 74)。Shh シグナル系のように Zn

フィンガーが関与する細胞分化過程では亜鉛によって細胞分化や TAS2R 遺伝子の発現が
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影響を受ける可能性が推察される。味細胞の分化を誘導するシグナルはこの他にも多数存

在すると考えられる。今後、細胞分化因子と Zn フィンガーとの関連や、細胞分化因子の

違いによる TAS2R 遺伝子の発現分布や発現レベルの差異の解析などがなされれば、亜鉛

と TAS2R の関係をより詳細に示すことができるものと考えられる。 

今回、著者は rTAS2R の他に塩味の受容体遺伝子である rENaC についても検討した。

塩味受容体である ENaC は α、β、γ のサブユニットが存在するが、Chandrashekar ら 7)は、

rENaCα の条件付きノックアウトマウスで塩味の感受性の低下がみられることを示してお

り、そのため今回の実験で用いられた。今回の実験結果では飼育条件にかかわらず、すべ

てのラットで rENaC の発現を認めた。この遺伝子は亜鉛を欠乏させてもその発現に全く

影響を受けなかった。 

Hamano ら 57) の報告によると、亜鉛欠乏によってラットの食塩摂水率の有意な上昇が

認められ、それらのラットに亜鉛を経口摂取させることで、食塩水の摂水率の改善が認め

られたという。そのため、我々は亜鉛欠乏やその補給によって rENaC の遺伝子発現が変

化するであろうと考えた。しかし、飼育の条件にかかわらず、検討したすべてのラットで

rENaC の発現が認められた。すなわち、この塩味受容体遺伝子は亜鉛の欠乏に影響を受け

ないことが明らかとなった。したがって、亜鉛欠乏により直接塩味の受容体遺伝子が影響

を受けて、塩味の受容障害が引き起こされるということは否定的であると言わざるをえな

い。Jakinovich ら 75)は亜鉛欠乏ラットでみられるナトリウム摂取量の異常な増加は味覚受

容器の異常ではなく、視床下部などの中枢性の影響やホルモンなどによる体液性成分の変

化が関与するものと報告している。また、硲ら 76)は亜鉛欠乏ラットのアンギオテンシン
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Ⅱやアルドステロンの血中濃度の変化を示し、このことが食塩水摂取の亢進の一因である

と述べている。今回の実験では、ENaC の発現に亜鉛が影響を与えるという結果は認めら

れず、したがって、亜鉛欠乏が塩味の味覚受容に直接影響を及ぼして味覚障害を生じさせ

る可能性は小さいものと思われた。この結果は、亜鉛欠乏ラットでみられる食塩水摂取量

の異常な亢進は、味覚受容体の異常によるものではないという考えを支持する結果である

と思われる。 

 

 今回の実験で、亜鉛によって発現が変化する味覚受容体遺伝子の存在が示された。現在、

臨床的に味覚障害を評価する方法として用いられている電気味覚検査や濾紙ディスク検

査はいずれも主観的な検査法である。味覚障害の原因となる味覚受容体遺伝子が同定され

れば、これまでの主観的な検査に変わる客観的な検査法となりうる可能性があり、今後の

検討が必要であると考えた。 
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第Ⅵ章、まとめ 

 

ラットの舌有郭乳頭部の上皮における 7 種の rTAS2Rs と rENaC の発現を検討し、さら

にその発現に対する亜鉛の影響を検討した。 

今回の検討で、亜鉛欠乏が一部の rTAS2Rs の発現頻度を著しく低下させることが示さ

れた。この所見は 56 日間の亜鉛欠乏飼育ラットのみならず、28 日間の亜鉛欠乏飼育ラッ

トでも認められた。また、そのようなラットに亜鉛を投与することで、一部の rTAS2Rs

の発現頻度が有意に改善することも明らかとなった。われわれはこれらの受容体遺伝子が

亜鉛欠乏性味覚障害の発症機序に、あるいはその改善の機序に、何らかの役割を果たして

いる可能性があるものと考える。一方で、塩味受容体遺伝子である rENaC の発現に対し

亜鉛は全く影響を及ぼさなかった。味覚受容体遺伝子の発現に対する亜鉛の影響は、味覚

に関与する全ての遺伝子に一律に及ぶものではないと考えた。 
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原因 
症例の年齢 

総数 
49 歳以下 50～64 歳 65 歳以上 

薬剤性 
12 

(12.9%) 

39 

(27.7%) 

81 

(46.6%) 

132 

(32.4%) 

特発性 
38 

(40.9%) 

40 

(28.4%) 

40 

(23.0%) 

118 

(28.9%) 

全身疾患性 
3 

(3.2%) 

22 

(15.6%) 

26 

(14.9%) 

51 

(12.5%) 

亜鉛欠乏性 
9 

(9.7%) 

20 

(14.2%) 

18 

(10.3%) 

47 

(11.5%) 

上気道炎後 
16 

(17.2%) 

19 

(13.5%) 

  10 

(5.8%) 

45 

(11.0%) 

舌炎 
7 

(7.5%) 

2 

(1.4%) 

9 

(5.2%) 

18 

(4.4%) 

頭部外傷後 
4 

(4.3%) 

2 

(1.4%) 

2 

(1.1%) 

8 

(2.0%) 

その他 
13 

(14.0%) 

15 

(10.6%) 

12 

(6.9%) 

40 

(9.8%) 

総数 
93 

(22.8%) 

141 

(34.6%) 

174 

(42.7%) 
408 cases 

 

 

 

表 1、症例の年齢と味覚障害の原因（文献 4 より引用）
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Taste Recepter Sequence 

Amplicon  Tm  

Ref Seq IDs 

Size (bp)  (℃) 

rTAS2R40/F atg gca ata ata acc aca gat tcc gac 

960 

59 

NM001025150 

rTAS2R40/R cta tct ttt aag gta aag tcg aac gtg gtg ctg 63 

rTAS2R105/F atg ctc agt gca gca gaa ggc atc ctt ctt tcc 

930 

66 

NM023999 

rTAS2R105/R tca tgt ggc cct gag atc ttt tcc gtt ctc 65 

rTAS2R107/F atg ctg agt gca gaa ggc atc ctc c 

927 

64 

NM023995 

rTAS2R107/R tta tgt gac tga gag att tct ttt tgt ctc aca gca cg 64 

rTAS2R118/F atg gtg cca acc caa gtc acc 

900 

60 

NM023994 

rTAS2R118/R tta gga aga ctc tgg gct cca gaa c 62 

rTAS2R121/F atg gga agc agc ctg tat gat atc tta ac 

918 

59 

NM023997 

rTAS2R121/R cta atc ctt ttc ctt aca tct cag ata gg 59 

rTAS2R136/F atg aaa tca caa cca gtg aca caa gag cta 

994 

61 

NM001166678 

rTAS2R136/R gtc aag gtt tct ctt ctt tta gcc aga gcc 63 

rTAS2R140/F atg aag gtt act gtg gag tgt gc 

939 

59 

NM001085397 

rTAS2R140/R cta agg act tga gag ttc tgc agc att a 61 

rENaCα/F caa atc aga ctg ttt cta cca gac ata 

815 

57 

NM031548 

rENaCα/R tgt taa tag tgt aat tgt tct gca agg 56 

 
Tm=melting temperature 

Ref Seq IDs=Reference Sequence IDs 

 

 

表 2、今回検討した味覚受容体遺伝子のプライマーの塩基配列 
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Gene 

Study in Rats Fed for 28 Days   Study in Rats Fed for 56 Days 

Normal Diet   Zinc-deficient Diet  
 

Normal Diet  Zinc-deficient Diet 

N=6, No (%) N=4, No (%) 

  

N=6, No (%) N=8, No (%) 

rTAS2R40  4 (67) 0 (0)  4 (67) 1 (13)  

rTAS2R105  6 (100) 4 (100) 
 

6 (100) 8 (100) 

rTAS2R107  5 (83)  0 (0) * 
 

5 (83)   1 (13) * 

rTAS2R118  6 (100) 4 (100) 
 

6 (100) 8 (100) 

rTAS2R121  6 (100) 4 (100) 
 

6 (100) 7 (88) 

rTAS2R136  6 (100) 2 (50) 
 

4 (67) 3 (38) 

rTAS2R140  3 (50) 1 (25) 
 

4 (67) 3 (38) 

rENaC  6 (100) 4 (100)   6 (100) 8 (100) 

 
* p<0.05   

 

表 3、正常食ラットと亜鉛欠乏食ラットにおける味覚受容体遺伝子の発現の比較 
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Gene 
Normal Diet  Zinc-deficient Diet Zinc administration Diet 

N=12, No (%) N=12, No (%) N=12, No (%) 

rTAS2R40  8 (66.7)  1 (8.3) ** 4 (33.3) 

rTAS2R105  12 (100) 12 (100) 11 (91.7) 

rTAS2R107  10 (83.3)  1 (8.3) ** 7 (58.3) * 

rTAS2R118  12 (100) 12 (100) 12 (100) 

rTAS2R121  12 (100) 11 (91.7) 12 (100) 

rTAS2R136  10 (83.3) 5 (41.7) 5 (41.7) 

rTAS2R140  7 (58.3) 4 (33.3) 2 (16.7) 

rENaC  12 (100) 12 (100) 12 (100) 

 
                                                                       **p<0.01  *p<0.05 

 

表 4、正常食ラット、亜鉛欠乏食ラット、亜鉛欠乏食後亜鉛投与ラットにおける味覚受 

 

容体遺伝子の発現の比較 
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図 1 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図 2 
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図 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 4 
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■：Normal Diet■：Zinc-deficient Diet■：Zinc administration Diet 

 

**p<0.01   *p<0.05 

 

 

図 5 
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図の説明 

 

図 1、味蕾の構造（文献 45 より引用） 

A: 味蕾と近傍の構造の模式図  

味孔の微絨毛でとらえられた味物質は味細胞で受容され、味蕾基底部でシナプス形成し、

神経繊維へと伝わる。  

B: 味蕾の縦断図 

1：Ⅰ型細胞（支持細胞）、2: Ⅱ型細胞（甘味、苦味、旨味に関与）、3: Ⅲ型細胞（塩味、

酸味に関与）、4: Ⅳ型細胞（幹細胞） 

 

図 2、味覚受容体の構造（文献 2 より引用、一部改変） 

 

図 3、ポラプレジンクの構造式 

化学名、catena-(S)-{μ-[N α-(3-aminopropionyl)histidinato(2-)-N 1,N 2,O:N τ]-zinc}. 

 

図 4、正常食ラット、亜鉛欠乏食ラット、亜鉛欠乏後亜鉛投与ラットにおける電気泳動の

1 例 

正常食ラットではすべての味覚受容体遺伝子の発現を認めているが、亜鉛欠乏食ラット

では rTAS2R107、 rTAS2R40、rTAS2R136、rTAS2R140 の発現が認められなかった。しか

し、亜鉛投与後のラットではそれらの遺伝子発現を認めた。 
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(Lane number 1, rTAS2R107; 2, rTAS2R40; 3, rTAS2R105; 4, rTAS2R118; 5, rTAS2R121; 6, 

rTAS2R136; 7, rTAS2R140; and 8, rENaC)  

 

図 5、正常食ラット、亜鉛欠乏食ラット、亜鉛欠乏食後亜鉛投与ラットにおける味覚受容

体遺伝子の発現の比較 
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