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研究成果の概要（和文）：耳下腺唾液中亜鉛結合タンパク質である炭酸脱水酵素VI型(Gustin)が味覚機能に関与
するとの報告に基づき、イムノクロマト試薬による味覚障害のスクリーニング法の開発を目的として、炭酸脱水
素酵素Ⅵ型抗体を用い、味覚障害患者に対してイムノクロマト試薬検査、4基本味によるテーストディスク値検
査を行った。　ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値の間には、高い相関
（R＝0.68）が認められ、モノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値と血清亜鉛値間には中等度の相
関が認められた。従って、本法を用いることにより簡便迅速に味覚障害の診断法の確立する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：It is known that over 60 % of patients with taste dysfunction are originally
 caused by zinc deficiency, and that zinc intake therapies are effective for these patients. But 
patients have to take blood tests with surgical stress to assay zinc deficiency. On the other hand, 
carbonic anhydrase (CA) 6 has significant relation to taste dysfunction. As it takes a long time to 
detect CA 6 by a previously established ELISA method, we have tried to develop a swift and simple 
new diagnostic method using the imunochromatographic analysis. We attempted to apply the CA 6 
monoclonal antibody to the screening of the taste dysfunction, and to examine effects of zinc oral 
administration on the taste disc levels and the CA 6 values in parotid saliva. CA 6 values 
negatively correlated with taste disk levels. Those results suggest that the measurement of CA6 
values in parotid saliva might be helpful to establish a new and rapid screening method for taste 
dysfunction caused by zinc deficiency.

研究分野：味覚
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研究成果の学術的意義や社会的意義
味覚障害を訴える患者数は増加しており、そのピークは高齢者である。2003年の調査によると、年間24万人であ
り、1990年の約２倍に急増している。現在ではさらに数倍とみられている。そのおよそ70％が亜鉛欠乏（薬剤
性、食事性）に起因し、亜鉛内服による治療を必要とすると報告されている（Tomita,2011）。本研究は、亜鉛
欠乏による味覚障害に対して迅速に対応するため、唾液タンパク質を用いた簡便で短時間で評価可能な“免疫学
的測定法”を開発することを目的とした。すなわちインフルエンザウイルスや、妊娠判定同様に10分で目視判定
が迅速に可能となり、必要な亜鉛投与が受けられる意味で意義深い結果を生む。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年味覚障害を訴える患者数は増加しており、いまや日本の国民病といえるまでのひろがりをみ

せ、そのピークは高齢者である。さらに、コンビニの拡大によるジャンクフードや加工食品（ポリ

リン酸、フィチン酸：亜鉛を排出作用）、ダイエットによる偏食などにより若者にもその裾野を広

げている。池田ら（Acta Otolaryngol,2005）の2003 年の調査によると、年間24万人であり、1990

年の約２倍に急増している。そのうち、約 7 割が亜鉛による治療を必要とすると報告されている。

『味覚と亜鉛と唾液の関連』 【＊亜鉛：成長や味覚の生理作用を触媒・調節する微量元素】 

✓Henkin：味覚異常者の耳下腺唾液中亜鉛濃度が、正常者の約 1/5 である(1975） 

✓Henkin：硫酸亜鉛投与により味覚異常症状が改善し、亜鉛を含む唾液中の 37 kDa のタン

パク質を Gusitn と命名（1975） 

✓Thatcher：このタンパク質のアミノ酸配列が、ヒト炭酸脱水酵素Ⅵ型（以後 CAⅥ型）と

相同性があり、味蕾の成長や味覚機能に関与すると報告している（1998） 

上記の耳下腺唾液中 37ｋDa 亜鉛結合タンパク質である炭酸脱水酵素（CA）Ⅵ型(Gustin)

が味覚機能に関与する 1,2）との報告に基づき、これまで報告者らは、既知のヒト CAⅥ合成ペ

プチドに対するポリクロ抗体を作製し、抗原抗体反応にて CAⅥが亜鉛結合タンパク質と同一

であることを確認した（奥羽大歯誌,2000）。さらにその抗体を用いて ELISA 法を構築し、臨

床データを蓄積してきた。味覚障害患者の Gustin 濃度は、健常者の 3分の 1であること（味

と匂誌,2007）、血清亜鉛値と Gustin 濃度との相関（味と匂誌,2009）、亜鉛内服治療による

味覚障害症状の変化と Gustin 濃度推移の比較検討（味と匂誌,2010）も報告してきた。 

しかし一方、医療現場ではチェアーサイドにて早期の治療方針決定が求められるも、血清

亜鉛値測定や ELISA は時間を要する。そのため、味覚障害のスクリーニング法として、作製

した炭酸脱水酵素Ⅵ型ポリクローナル抗体を用いたイムノクロマト試薬による簡便迅速な

体外診断薬の開発を目的とし、次の段階へ移行した。 

そして、味覚正常者の唾液における基礎的反応性

評価試験を行った結果、１）陽性コントロール（合

成ペプチド）と希釈バッファーにおいて発色の差異

が見られること、２）味覚障害者の CAⅥ濃度は、健

常者より低い傾向が認められること（右グラフ）、

３）イムノクロマト試薬測定値と血清亜鉛値との相

関について報告してきた。 

 
２．研究の目的 

味覚障害患者の約 70％に亜鉛内服療法が有効である（冨田、2009）。味覚障害に対する一般

的な診断法の血清亜鉛値の測定は、侵襲を伴い判定に時間を要する。そのため本研究では、唾

液中亜鉛結合タンパク質を用い、簡便かつ、10 分で判定できるイムノクロマト法の開発と臨床

応用を目的とする。本研究では第 1に、イムノクロマト法の基礎的反応性の検討を行う。つま

り、味覚が正常であれば、亜鉛結合タンパク質が多いため、テストラインが発色し、味覚異常

の場合は、発色がしないかもしくは薄い。続いて、イムノクロマトリーダにて定量化していく。



第 2に味覚障害者の唾液を採取し、CAⅥ型に対して構築した ELISA 法と、イムノクロマト法お

よび血清亜鉛値、炭酸脱水酵素の活性値との相関性を調べ、味覚障害診断のパラメータとする

ことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（1）対象および実験条件 

 味覚障害を主訴として冨田耳鼻咽喉科を訪れた患者 26 名（男性 10名、女性 16名）を対象と

した。唾液採取の条件を一定にするため、採取 2時間前の飲食、喫煙および激しい運動を禁じ

た。久保木式採唾器 YK-Ⅰを用い、耳下腺開口部より酸味刺激下にて耳下腺唾液を吸引採取し、

サンプルに供した。また、味覚閾値測定を四基本味の濾紙ディスク法にて施行し、あわせて血

清亜鉛値を測定した。被験者に対しては十分な説明を行い、インフォームドコンセントを得て、

個人が特定できないよう配慮し研究を実地した。 

 対象とした 26 名のうち、治療経過に沿った詳細なデータ採取の承認が得られた 10 名（男

性 5名、女性 5名）に対してモノクローナル抗体を用いたイムノクロマト試薬測定値とテース

トディスク値もしくは血清亜鉛値との関連を検索した。さらにテーストディスク値およびモノ

クローナル抗体を用いたイムノクロマト試薬測定値について、亜鉛内服治療前後における比較

を行った。味覚障害の主訴は 10 名中 9名が味覚低下、1名が自発性異常味覚であり、その原因

は亜鉛欠乏性が 2名、食事性が 7名、薬剤性が 1名であった。治療として亜鉛剤の投与、食事

療法を行った。亜鉛内服治療期間は 2か月から 5か月であり、10名中 8名が治癒か、改善した。 

（2）イムノクロマト値測定  

CAⅥポリクロ―ナル抗体（抗原：93-111/New Zealand White）と LS-C196794/ Mouse Anti-human 

Carbonic AnhydraseⅥantibody (LSBiO)のモノクローナル抗体を用い金コロイド標識抗体を作

製した。金コロイド粒子は 40 nm（B.B.I.）、メンブレンは Hi-Flow 135（MILLIPORE）、テスト

ライン用抗体はヒト CAⅥの合成ペプチドに対して作製した抗体（Rabbit-IgG）、コントロール

用抗体は Goat anti-mouse IgG 抗体（ニップンエンジニアリング）を用いた。 

唾液サンプルは 0.1％Tween-PBS(-)で 2倍から 10倍に調整した後、2種類の金コロイド標識

抗体溶液と各々混合した。10 分後に各々ライン発色の有無を確認した後、イムノクロマトリー

ダ（C10066、ニップンエンジニアリング）にて測定した（図 1）。 

 

４．研究成果 

（1）ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値 

 ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値の間には、高い

相関（R＝0.68）が認められた（図 2）。 

（2）モノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値と、血清亜鉛値およびテーストディ

スク値 

 モノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値と血清亜鉛値間には中等度の相関が認

められ（R=0.64）（図 3）、イムノクロマト試薬測定値とテーストディスク値との間には低い相

関が認められた（R=0.36）（図 4）。さらに各基本味について検討したところ、甘味では高い相

関が認められ（R=0.81）、苦味では中等度の相関が認められた（R=0.46）。 

（3）亜鉛内服治療前後におけるテーストディスク値およびイムノクロマト試薬測定値の比較 

 テーストディスク値は 4.5±1.5 から 3.7±1.2 へと減少し（図 5）、イムノクロマト試薬測定

値は 138.1±93.4 から 200.9±121.9ｍABS に増加した（図 6）。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1（左) イムノクロマト法のシェーマ 

図 2（右）ポリクローナル抗体とモノクローナル抗体を用いたイムノクロマト試薬測定値  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3（左）モノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値と血清亜鉛値   

図 4（右）モノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値とテーストディスク値   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5（左) 味覚治療前後のテーストディスク値 
図 6（右）味覚治療前後のモノクローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値 

 

（4）考 察 

味覚障害の原因は多様であるが、約 60％に亜鉛内服療法が有効である 3）。我々は現在まで、

唾液中の味覚障害患者の CAⅥ濃度は、健常者の 3分の 1程度であること、血清亜鉛値と唾液中

の CAⅥ濃度に相関があることを示してきた。また、先に作製したポリクローナル抗体とモノク

ローナル抗体によるイムノクロマト試薬測定値間に高い相関が認められたため、モノクローナ

ル抗体でも安定したデータが得られることが推察された。さらに、亜鉛治療効果を示す指標に



なることも今回検討された。しかしながら、CAⅥの味覚に関する正確な機能的役割は未だに解

明されていない。興味深いことに、近年の研究で、CAⅥ遺伝子の多型がヒトの苦味知覚に関連

していることが明らかとなった 4）。また、CAⅥのノックアウトマウスの味の嗜好に対し行動が

変化するという報告もある 5）。すなわち、低濃度においてキニーネ水溶液を好む傾向が観察さ

れたため、CAⅥ欠損は苦味知覚の異常につながることが確認された。今回の結果からも、苦味

とイムノクロマト値との相関が認められ、所見が一致していると思われる。しかしながら、甘

味とも強い相関が認められ、塩味は相関が認められなかったため、さらに追究する必要がある。 

今後は、簡便な耳下腺唾液採取方法を含め、モノクローナル抗体を用いたイムノクロマト試

薬にて亜鉛欠乏性味覚障害の診断の根拠となりうる耳下腺唾液中 CAⅥの測定法の構築を試み

完成する予定である。 
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