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研究成果の概要（和文）：味覚障害患者では、唾液中の総CA（Carbonic anhydrase炭酸脱水酵素）活性および唾
液中の亜鉛濃度・タンパク質濃度が健常者と比べて有意に低下していた。また、プロテオーム解析の結果から、
健常者では唾液中タンパク質のうち約10%がCAであり、CAのうち99.9%以上がCAVIであることが分かり、味覚障害
患者では唾液中のCAVIの濃度も健常者よりも低下していた。このことから、唾液中CA活性が低下して味覚感度が
低下する機構が示唆された。CAVI の遺伝子多型の解析の結果からは、アミノ酸配列の1箇所の違いによるタンパ
ク質立体構造の変化が、味覚障害の発症機序に関与する可能性が初めて示された。

研究成果の概要（英文）：The present research showed that carbonic anhydrase (CA) activity and zinc 
concentration in saliva were lower in taste disorder patients than healthy subjects.  By using 
data-independent acquisition (DIA)-mass spectrometry (MS)-based proteomic analysis in single-shot 
liquid chromatography (LC)-MS/MS system, we detected more than 1600 proteins in saliva of taste 
disorder patients and healthy subjects (outsourced analysis by Kazusa DNA Research Institute), and 
found out that CAVI was major protein which was under-expressed in taste disorder patients than 
healthy subjects.  Moreover, the present analysis of genetic polymorphism of CAVI revealed the 
protein structure of CAVI could contribute the important role in maintaining normal taste function.

研究分野： 栄養学、味覚生理学

キーワード： 亜鉛　唾液　炭酸脱水酵素　味覚障害　ヒト遺伝子多型

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
解明が不十分であった味覚機能や摂食調節における亜鉛および亜鉛含有タンパク質の役割について解析した。味
覚における亜鉛の役割は、唾液分泌と味受容機構に関与する亜鉛酵素である炭酸脱水酵素（Carbonic anhydrase
 (CA)）活性への寄与が大きいと考えられている。しかし、正常な味覚機能と食欲調節を担う唾液中の遊離亜鉛
やCAなどの亜鉛結合タンパク質の解析は不十分である事の他に、味覚障害患者の血清亜鉛値が必ずしも低値とな
っていないことで、新たな臨床検査指標が必要である現状がある。出来合い食品の普及によるミネラル摂取不足
の人が多い社会的な状況もあり、口腔内の亜鉛関連因子の解析を行う事になった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）亜鉛関連因子の解析 

 近年、遊離亜鉛の重要性が指摘されてきた。2010 年の Padiglia らの報告（文献１））から、

唾液中遊離亜鉛イオン濃度（Zn2+）が高い被験者ではプロピルチオウラシル（PROP）の苦味を

感じにくいこと（苦味受容体 TAS2R38 の一塩基多型）と、BMI（体格指数）が大きい値となる

ことが報告された。遊離亜鉛イオンは、炭酸脱水酵素（Carbonic anhydrase=CA）タンパク質と

結合していることが味覚受容に必須である。本研究は、CA を代表とした亜鉛結合性タンパク

質と遊離亜鉛との関係から、味覚障害のメカニズムを探るために企図された。 

（２）唾液中のタンパク質のプロテオーム解析 

 味覚障害の原因は、薬剤性、特発性、亜鉛欠乏性、心因性など様々であるが、薬剤性や特発

性の味覚障害も、間接的・潜在的な亜鉛欠乏が原因と考えられている。従って、味覚障害の約

半数は、一次的であれ二次的であれ、亜鉛不足に起因するものと考えられている。現在、臨床

上の亜鉛欠乏症の診断指標の一つとして血清亜鉛濃度が用いられているが、血清亜鉛濃度が基

準値（80 μg/dL）を下回らない味覚障害患者がかなり存在することから、血清亜鉛濃度が味覚

障害の最適な診断指標とは言えず、新たな指標が求められている。そこで、血清亜鉛濃度に代

わる新たな味覚障害の診断指標の候補として、唾液中の炭酸脱水酵素アイソザイムである

CAⅥタンパク質に着目した。そして、一般被験者および味覚障害患者において、CAⅥを始め

とする唾液中の種々の亜鉛結合性タンパク質について、網羅的に解析しようとした。さらに、

これら唾液タンパク質成分と味覚感受性との関連性を解析し、新たな味覚障害の診断指標につ

ながる知見を得ることを目標とした。  
 
２．研究の目的 
（１）亜鉛関連因子の解析 
 亜鉛含有タンパク質は、今や 3000 種類以上も同定されている。しかし、亜鉛の味覚・摂食調

節及びインスリン分泌における役割の解明は、研究途上にある。味覚における亜鉛の役割は、唾

液分泌（駒井ほか：文献２） ）と味細胞の機能（Goto, T., et al.:文献３））の面から炭酸脱水酵素

（CA）活性を介している部分が大きいと推定される。実際に我々は、ラットの亜鉛欠乏時には

唾液中の CA VI の分泌濃度が低いこと（文献４）, ３））、味受容膜における CA 活性が低いこと

（文献３））、等を証明してきた。また、消化管を介した亜鉛の過不足シグナルの受容機構も京大・

神戸大朋先生との共同研究で行ってきたが（文献５））、これは腸管内の遊離亜鉛イオンのシグナ

ルの観点から、唾液中の亜鉛関連因子（タンパク質等からの遊離）の探索の上でヒントになって

いる。したがって、亜鉛関連因子としては、亜鉛含有タンパク質全般を中心にしてそこからの遊

離亜鉛も含めて、味覚障害患者では健常者と比べてどのような挙動の違いがあるのかを明らか

にすることを目的とした。 

（２）唾液中のタンパク質のプロテオーム解析 

 これまで申請者らは、①炭酸飲料の炭酸刺激感は、亜鉛酵素 CA の反応によって生じた H+に

よってピリピリ・チクチク感（刺激味）を感ずることを証明した（ラット三叉神経舌枝、文献

6））。②唾液中の CA 活性と唾液腺中での CAII タンパク質発現量も低下し（文献 7））、唾液分

泌を低下させていることを証明した。最近では、③食餌由来の亜鉛が食欲を調節していること

を発見し（文献 8)）、また④ヒト苦味受容体 TAS2Rs やヒト CA の遺伝子多型の研究も行い、ヒ

トの個人毎の栄養指導と健康維持にも役立てられるものと考え、亜鉛関連タンパク質と遊離亜

鉛シグナルに関する研究を続けている。そこで、当研究では亜鉛含有タンパク質である CA を

中心にして、その他の唾液中の亜鉛タンパク質やそれ以外のタンパク質の存在量についての全

体像を知るため、プロテオーム解析を行うこととした（かずさ DNA 研究所、文献 9））。 

（３） 炭酸脱水酵素 VI （CA VI）の遺伝子多型と唾液中亜鉛関連因子の関連性解析 

 唾液中には分泌型の CA VI が存在していることが、Henkin らによって示されてきている（文



献 10））。ヒトを対象とした研究では、耳下腺唾液中の CAⅥが味覚に関与することが報告され

ており（文献 10,11,12,13)）、味覚障害患者で唾液中 CAⅥ濃度が低い傾向が認められた（文献

14））。さらに近年、CAⅥの遺伝子多型により CAⅥ濃度や味嗜好性が変化するという報告がな

されている。CAⅥには数ヵ所の一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism; SNP）が存在して

おり、この SNP により亜鉛との結合能や転写効率が影響を受ける。したがって、CAⅥに遺伝

子多型があることによって唾液中の CA 活性が低下し、味覚感受性が低下していることが予想

された。先行研究においては、ある 1 か所の SNP においてその遺伝子型によって CA 活性が変

化する可能性が示された（文献 15））。当研究では、若齢一般被験者に加えて味覚障害患者にお

ける CAⅥの遺伝子多型を解析し、味覚障害と CAⅥの遺伝子多型の関連性を明らかとすること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）亜鉛関連因子の解析 

◎血清亜鉛濃度： 「メタロアッセイ」を用いて測定した。＜被験者＞●味覚障害患者 43 名 

◎唾液中亜鉛濃度： ＜被験者＞●対照被験者：・若齢健常者 113 名、・壮齢健常者 8 名（図表

では「高齢者」）●味覚障害患者 46 名、合計 170 名 

 研究に同意を得られた被験者口腔を酸味刺激（シゲキックス スーパーレモン、UHA 味覚糖）

し、久保木式採唾器（YK-1、三東医科工業）を用いて耳下腺開口部より耳下腺唾液を採取した。 

＜亜鉛濃度の定量法＞ 方法①は、ヒト唾液を硝酸で処理したのち遠心分離し、上清をサンプ

ルとしたもの。この方法は、タンパク質結合（配位）型および遊離イオン型の亜鉛の濃度を定

量していると考えられる（「唾液中総亜鉛濃度」と表記）。方法②は、ヒト唾液を硝酸で処理せ

ずにそのまま遠心分離したのち、上清をサンプルとして亜鉛濃度を測定したものである。この

方法では、「遠心分離前に低 pH にすることでタンパク質から亜鉛を解離させる」という操作を

除外したため、唾液中で遊離イオン型として存在する亜鉛のみの濃度を定量していると考えら

れる（「唾液中遊離亜鉛濃度」と表記）。＝より精確な遊離亜鉛定量法が必要であり、この方法

は不完全のため「推定値」とした。 

◎唾液中のタンパク質濃度： 唾液中タンパク質濃度は Bradford 法にて測定した。 

◎唾液分泌量の測定： 耳下腺唾液量について測定した。 

＜被験者＞●壮齢健常者 8 名（高齢者には分類されないが、図表では「高齢者」と表記）、 

 ●味覚障害患者 46 名。 

◎CA 総活性の測定： Maren の微量定量法を改変し測定した（文献 7), 16)）。 

（２） 唾液タンパク質のプロテオーム解析（耳下腺唾液） 

＜被験者＞●対照被験者：壮齢健常者 4 名、●味覚障害患者： 壮齢者 4 名。 

＜プロテオーム解析> プロテオーム解析では、唾液サンプルをタンパク質濃度が一定（1 μg/μL）

になるように調整し、サンプル間の相対発現量について解析した。公益財団法人かずさ DNA 研

究所 ゲノム事業推進部 臨床オミックス解析グループに測定を依頼した。ヒト唾液サンプルは、

冷温下で解析グループに供試したが、その先の試料処理はかずさ DNA 研究所にて行っていただ

いた。すなわち、タンパク質を抽出後、消化酵素で断片化し、single-shot liquid chromatography (LC)-

MS/MS 装置を用いた data-independent acquisition (DIA)-mass spectrometry (MS)に基づいたプロテ

オーム解析に供した（Kawashima, Y., et al., 2019、文献 9）。得られたデータは DIA プロテオーム

解析ソフトウェア（Scaffold DIA）を用いて解析し、Peptide FDR（false discovery rate）と Protein 

FDR がともに 1%以下となるタンパク質・ペプチドの同定ならびに定量値の算出を行った。 

（３）炭酸脱水酵素 VI （CA VI）の遺伝子多型と唾液中亜鉛関連因子の関連性解析 

＜被験者＞ ●対照被験者：・若齢健常者 113 名、・壮齢健常者 8 名。 

 ●味覚障害患者 46 名、合計 170 名。 



 定法通り、＜PCR 産物の確認＞ならびに＜シークエンス解析＞を行った。 

＜全項目における主たる統計処理＞ 
 統計ソフト Statcel 3 を用い、Spearman の順位相関係数検定あるいは Steel-Dwass 検定により危
険率 5%未満で有意差ありと判断した。 
 
４．研究成果 

（１）亜鉛関連因子の解析 

①血清亜鉛濃度： 味覚障害患者の血清亜鉛濃度では、測定した 43 人中 6 人(14.0%)が 80 

µg/dL を超えており、必ずしも全員が低亜鉛値を示していないことを確認した。 

②唾液中亜鉛濃度： 唾液中総亜鉛濃度は、一般健常者に比べて味覚障害患者で有意に低下し

ていた（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図１．唾液中総亜鉛濃度         図２．唾液中遊離亜鉛濃度 

 一方で、唾液中遊離亜鉛濃度は、一般健常者と味覚障害患者には有意な差は認められなかっ

た（図２）。また、唾液中結合亜鉛濃度は、一般健常者に比べて味覚障害患者で有意に低下して

いた（図３）。よって、味覚障害患者では唾液中の亜鉛濃度には問題がなく、タンパク質と亜鉛 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

   図３．唾液中結合亜鉛濃度         図４．唾液中タンパク質濃度 

 

の親和性のほうに問題がある可能性が考えられた。 

＜唾液中のタンパク質濃度＞ 唾液中タンパク質濃度は、一般健常者に比べて味覚障害患者で

有意に低下した（図４）。高齢一般健常者に比べても、味覚障害患者で有意に低下した（図

４）。従って、唾液中タンパク質濃度は、年齢による影響はほとんどなく、味覚障害患者におい

て低値を示すことが示唆された。 

＜唾液分泌量の測定＞ 唾液中亜鉛の単位時間当たり総分泌量は、一般被験者と味覚障害患者

に差は認められなかったが、唾液中タンパク質の単位時間当たり総分泌量は、高齢健常者に比

べて味覚障害患者で有意に低下した。 

＜CA 総活性の測定＞  

 対照健常者並びに味覚障害患者の唾液成分と亜鉛関連因子との相関解析結果を行った結果、

味覚障害者における CA と亜鉛の結合は十分ではないことが予測されるが、他のタンパク質にお



ける亜鉛の結合は健常者と変わらないものと推察された。 

（２）唾液プロテオーム解析 

CAⅥは対照被験者においては最も多く検出されたが（次いでα-アミラーゼ）、味覚障害患者

においては CAVI は４番目の量にすぎなかった（α-アミラーゼが最も多く検出＝対照被験者と

同程度）。また、一般被験者および味覚障害患者の耳下腺唾液には、CA アイソザイムの

CAⅥ、CAⅡ、CAⅠ、CAⅣが含まれていたが、99.9 %以上が CAⅥであることも分かった。ま

た、総相対発現量における CAⅥの相対発現量の割合を算出した。その結果、健常者では

12.3±5.0 %、味覚障害患者では 6.6±3.6 ％であり、統計的には有意でなかったものの、味覚障害

患者で低値傾向を示した。本研究での CAVI 相対発現量は、耳下腺唾液中の総タンパク質の約

3%を占めていた（先行研究の報告よりも高い割合）。 

（３）炭酸脱水酵素 VI （CA VI）の遺伝子多型と唾液中亜鉛関連因子の関連性解析 

唾液中の CA として重要な CAⅥには、数か所に一塩基多型（SNP）が存在しており、この SNP

により亜鉛との結合能や転写効率が影響を受けると考えられている（文献 17）。本研究では、亜

鉛との結合部位や転写効率に関与する変異等で広く研究が進められてきた主な 5 つ（rs2274327

（T55M）、rs2274328（M68L）、rs2274329（G70A）、rs2274330（G76G’）、rs2274333（S90G））の

変異箇所に着目し、解析を行った。CAVI の遺伝子多型の解析結果を総合すると、アミノ酸配列

の 1 箇所の違いによるタンパク質の立体構造の変化があり、CA 活性に影響を与えて味覚障害の

発症機序に関与する可能性があることが本研究によって初めて示された。   
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