
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 5 月 14 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

味覚障害患者の約 70%に亜鉛内服治療が有効であるといわれている。唾液の中の亜鉛結合タン
パク質である炭酸脱水酵素Ⅵ型が味覚機能に関与するとの報告に基づき、作製した抗体を用い
て、迅速簡便なイムノクロマト法を用いた診断を血液検査の代わりに応用することを目的とし、
反応性評価試験を行った。その結果、PBS（-）と陽性コントロール（合成ペプチド）において
発色の差異が見られ、さらに希釈倍率した耳下腺唾液においては、濃度に依存して発色がみら
れた。従って、この方法を用いることにより、血液採取ではなく、唾液採取することにより、
簡便迅速に味覚障害の診断法の確立が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is known that more than 70% of patients with taste dysfunction have zinc deficiency. Carbonic 

anhydrase (CA) VI, zinc metallo-protein found in human saliva and is involved in taste dysfunction. 

Therefore, we developed a new quick and simple method of diagnosis using an immunochromatography 

assay to be used as an on-site test in substitution for a blood test. First, reactivity with a serum antibody 

was evaluated and compared to a control and detected with colloidal gold. A difference in color 

development was observed between samples of PBS (-) and the positive control (synthetic peptide). 

Furthermore, it was density dependent, and in serially diluted parotid gland saliva. The results suggest 

that an immunochromatography assay using this novel antibody can be used 

to quantitatively measure CA VI, which may be useful in the diagnosis 

of taste dysfunction caused by zinc deficiency. 
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１．研究開始当初の背景 

医療における QOLの最終目標は、患者様の生

命の質と向上にある。高齢者の生活において、

食は生きがいであり、美味しく食べて健康づく

りをするためには、味覚は欠く事のできない生

理機能といえる。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。味覚障害患者数でいえば、2003 年の調

査によると年間24万人と,1990年の約1.8倍に

増加している。その原因は多様であるが、およ

そ 7割が亜鉛治療を必要とする。 

味覚と亜鉛、そして唾液との関連について、

Henkin らは味覚異常者の耳下腺唾液中亜鉛

濃度が、正常者の約 1/5であること（ J Lab 

Clin Med. 86 ; 175-180, 1975）を報告した。

次いで硫酸亜鉛投与による味覚異常症状の

改善を報告し、亜鉛を含む 37 kDa のタンパ

ク質を Gusitnと命名した。 その後 Thatcher

らは（BioChem Biophys Res Commun. 250 ; 

635-641, 1998）このタンパク質のアミノ酸

配列が、ヒト炭酸脱水酵素（CA）Ⅵ型と相同

性があり、味蕾の成長や味覚機能に関与する

と報告した。 

申請者は、既知のヒト CAⅥの合成ペプチド

に対するポリクロ－ナル抗体を作製し、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（島崎伸子、奥羽

大学歯学誌、25：215-224、2000）。さらにその

抗体を用いて構築した ELISA法を応用した臨

床データを蓄積してきた。しかし、解析に時

間を要するため、迅速簡便なイムノクロマト

法に発展させ、味覚障害の診断に対する臨床

応用を試みた。 

*亜鉛：成長や味覚の生理作用を触媒・調節

する微量元素 

 

２．研究の目的 

亜鉛は現在のところ血清亜鉛値で臨床的

評価される。しかし、正常値であっても、舌

や唾液腺の組織レベルでの亜鉛濃度は低下

している症例があるため、血清亜鉛値は必ず

しも局所的な組織中濃度を反映していない。

つまり現在のところ臨床的に亜鉛欠乏状態

を示す確実な指標は少ない。それゆえ、申請

者が作製した抗体を用いて、臨床応用するこ

とは独創的であり、低侵襲的かつ簡便な検査

法として味覚異常の診断の一助となり意義

深いものと考えられる。 

味覚障害のスクリーニングへの応用を目

的として、ELISA を用いた唾液中亜鉛結合タ

ンパク質 CAⅥ(Gustin)の定量的検出を試み、

正常味覚閾値者と比較して有意に濃度が 3分

の 1程度と少なく、耳下腺に存在することが

判明している。さらには簡便、かつ迅速化を

図るためにイムノクロマト法を開発し臨床

応用を試みる。本イムノクロマトアッセイは

Gustin＝炭酸脱水酵素Ⅵ型が一定レベル以

上あるか無いかを判断する定性的分析法で

ある。それにより、四基本味の濾紙ディスク

法や電気味覚計等の自覚的味覚検査法や血

清亜鉛値の測定結果を待つ前に診断が可能

となる。すなわちインフルエンザ同様に 10

分程度で判定ができ、必要な亜鉛の投与が受

けられる意味で革新的な結果を生むと判断

される。 

以下、具体的な目的を掲示する。 

(1)血清亜鉛値と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の相

関性の検討 

(2)亜鉛内服治療による味覚障害症状の変化

と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の推移の検討 

(3) 唾液中亜鉛結合タンパク質（炭酸脱水酵



素Ⅵ型）検出イムノクロマト法の基礎的評価

反応性試験の施行 

３．研究の方法 

(1)血清亜鉛値と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の相

関性の検討 

本研究では、味覚障害患者から採取した耳

下腺唾液サンプルより CAⅥ(Gustin)濃度を

測定し、血清亜鉛値、血清銅値、濾紙ディス

ク検査等の検査結果と比較検討した。 

① 被験者および実験条件 

対象は、味覚障害を主訴として冨田耳鼻咽

喉科を訪れた患者 81 名とした（男性 25 名、

女性 56 名、平均年齢 54.4±15.5 歳）。耳下

腺唾液採取には、久保木式採唾器 YK-Ⅰを用

いて、耳下腺開口部より酸味刺激下にて吸引

採取した。また、詳細な問診とともに味覚閾

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、血清銅値等を測

定した。被験者を、血清亜鉛値が 79ug/dl 以

下の亜鉛欠乏群（25名）と 80ug/dl以上の亜

鉛正常群（56名）に分類した。（*日本微量元

素学会の血清亜鉛値の診断基準を用いた。） 

② ELISA 法による測定 

 採取した耳下腺唾液は、フィルターを通過

させた後に分注し-60度に凍結保存し、サン

プルとした。はじめに、96穴のマイクロプレ

ートに、コーティングバッファーにて 3.125 

ng/ml～3,200 ng/mlに希釈した CAⅥの合成

ペプチド(19 個のアミノ酸)および 8～128倍

に希釈した耳下腺唾液を加えて、静置した。

その後、ブロッキングバッファーにて数時間

～オーバーナイト放置した。500 倍に希釈し

た一次抗体（ポリクローナル抗体）を加え 1

時間静置した。次いでヤギ抗ウサギビオチン

化 IgG抗体を二次抗体として加え 15分静置

した。Vectastain ABC-AP standard KitⅡを

用いて反応させた後、

p-nitrophenylphosphate solutionとの反応

により発色させ、マイクロプレートリーダを

使用し、405 nm にて吸光度を測定した。 

③ 統計処理 

亜鉛欠乏群と亜鉛正常群間における CAⅥ

(Gustin)濃度の差を Student’s t-test にて

検定した。また、全被験者に対して、味覚閾

値と CAⅥ(Gustin)濃度の相関を調べた。 

 

 

(2)亜鉛内服治療による味覚障害症状の変化

と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の推移の検討 

本研究では、味覚障害診断のパラメータと

しての Gustin 濃度測定の有効性を明確にす

ることを目的として，亜鉛内服治療による味

覚障害の症状の変化と Gustin 濃度の推移を

比較検討した。 

① 被験者および実験条件 

対象は、味覚障害を主訴として冨田耳鼻咽

喉科を訪れた患者 11 名（男性 2 名、女性９

名、平均年齢 54.4±12.7 歳）の耳下腺唾液

を吸引採取した。また、詳細な問診とともに

亜鉛治療前後に味覚閾値測定を濾紙ディス

ク法にて施行し、あわせて血清亜鉛値を測定

した。 

② ELISA法による測定の施行 

 

 

(3) 唾液中亜鉛結合タンパク質（炭酸脱水酵

素Ⅵ型）検出イムノクロマト法の基礎的評価

反応性試験の施行 

医療の現場において、簡便・迅速に早期の

治療方針を決定・処置することが求められる

が、血清亜鉛値の測定や ELISAは時間を要す

る。そこで、本研究では味覚障害患者に対し

て Point of Care Testing (POCT) としてイ

ムノクロマト法を用いた診断をチェアーサ

イドにて応用することを目的とし、その第一

段階として基礎的反応性評価試験を行った。 



① イムノクロマト法による測定 

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味覚障害のない成人の

耳下腺唾液を吸引採取し、サンプルと供した。

金コロイド溶液は 40 nm、メンブレンは

Hi-Flow Plus120（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 swine anti-rabbit IgG抗体を用

いた。ライン発色の定量にはイムノクロマト

リーダ（C10066、浜松ホトニクス）を用いて

測定した。 

② 至適唾液希釈濃度の検討 

抗 体 感 作 金 コ ロ イ ド 溶 液 を 最 終 濃 度

O.D.=1.5 となるよう加え、陽性コントロール

溶液とし、PBS(-)に唾液サンプルを 2、4、

8、・・・1000倍希釈したものを 100 μl 加え

調整した。コントロールは PBS(-)とし、発色

を確認した後、イムノクロマトリーダにて測

定した。 

 

 

４．研究成果 

(1)血清亜鉛値と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の相

関性の検討 

図1は亜鉛欠乏群と亜鉛正常群の耳下腺唾

液中に含まれる CAⅥ(Gustin)濃度の結果を

示した。図から明らかなように亜鉛欠乏群に

おける耳下腺唾液中の CAⅥ(Gustin)濃度は、

亜鉛正常群の約 2.5分の 1と有意（p<0.01）

に低い値を示した。また味覚閾値と CAⅥ

(Gustin)濃度との間には相関がみられなか

った。亜鉛内服による耳下腺唾液中亜鉛値と

血清亜鉛値に関しては、治療前に血清亜鉛値

が低い症例では唾液中亜鉛値も低い症例が

多く、また亜鉛内服によって血清亜鉛値およ

び唾液中亜鉛値が上昇する（御子柴博文、日

大医誌、43：509-518、1984）と述べている。

さらに CAⅥ（Gustin）濃度が低い味覚障害症

例で、亜鉛内服により症状の改善が見られた

報 告 （ Henkin RI, Am. J.Med.Sci. 318 ; 

392-405, 1999）がある。炭酸脱水素（CA）

は亜鉛を有する金属酵素で、CAⅥは唯一唾液

に存在する分泌型の酵素である。本研究では

日本微量元素学会の血清亜鉛値の診断基準

値により 79ug/dl以下を亜鉛欠乏群とし、CA

Ⅵ(Gustin)濃度との関連性を検討した。その

結果、亜鉛正常群との間に有意差が認められ

たため、ELISA 法を用いた耳下腺唾液中亜鉛

結合タンパク質の測定は，血清亜鉛値の測定

と同様、亜鉛欠乏性味覚障害の診断の根拠に

なりうることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 耳下腺唾液の CAⅥ(Gustin)濃度 

 

 

(2)亜鉛内服治療による味覚障害症状の変化

と炭酸脱水酵素Ⅵ型濃度の推移の検討 

対象症例の味覚障害の主訴は味覚低下が 7

名、自発性異常味覚が４名であり、その原因

は亜鉛欠乏性が 5名、食事性（亜鉛値正常）

が３名、薬剤性（亜鉛欠乏）が 3名であった。 

亜鉛内服治療の期間は２か月から４か月で

あり、11 名中 10 名が治癒した。治療方法と

して亜鉛剤（プロマック Rやグルコン酸亜鉛）

の投与、食事療法を行ったところ、血清亜鉛

値は初診時で 80.4±23.5μg/dl 、治療後は

91.91±14.3μg/dl と上昇した。また、濾紙

ディスクの結果も 4.1±1.1から 2.6±1.0と

 



正常化し（図 2）、Gustin濃度は、379.9ng/ml

から 658.5ng/mlに増加した（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 濾紙ディスク値 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 Gustin濃度 

 

御子柴らによると、亜鉛内服による耳下腺

唾液中亜鉛値と血清亜鉛値の関連において、

治療前に血清亜鉛値が低い症例では唾液中

亜鉛値も低い症例が多く、また亜鉛内服によ

って血清亜鉛値および唾液中亜鉛値が上昇

すると述べている。さらに CA-Ⅵ（Gustin）

濃度が低い味覚障害症例で、亜鉛内服により

症状の改善が見られた報告（Henkin）がある。

今回の結果も、味覚障害の改善に伴い Gustin

濃度も変動して高くなる傾向がみられた。従

って ELISA法を用いた唾液中亜鉛結合タンパ

ク質の測定は，血清亜鉛値の測定と同様、亜

鉛欠乏性味覚障害の診断の根拠になりうる

ことが示唆された。 

 

 

(3) 唾液中亜鉛結合タンパク質（炭酸脱水酵

素Ⅵ型）検出イムノクロマト法の基礎的評価

反応性試験の施行 

唾液サンプル陽性コントロール（合成ペプ

チド）と PBS(-)において発色の差異が見られ、 

唾液希釈倍率は８倍から 640 倍の間で、濃度

依存的に発色反応が認められた。図 1は ELISA

にて測定した CAⅥの濃度に換算した味覚障

害のない正常者の唾液サンプルの一例であ

る。従って、唾液サンプル中に CAⅥが少ない

場合は、発色反応が薄くなり、味覚障害の可

能性が示唆された。 

近年医療分野においては簡便で迅速に疾

患などを早期発見できる体外診断薬が望ま

れており、その一例としてインフルエンザな

どの診断に用いられているイムノクロマト

法診断薬があげられる。イムノクロマト法は

analyte が毛細管現象により多孔質支持体内

を移動することを利用した方法で、検体に含

まれる抗原の有無を 10分程度で one step で

簡単に診断することが可能である。唾液サン

プル中の CAⅥと金コロイドで標識された感

作抗ヒト CAⅥ抗体が反応し、結合物を作る。

次にこの結合物が移動し、抗ヒト CAⅥ抗体に

補足され、サンドイッチの結合物を作り、そ

の結果コロイドが凝集し、テストライン部に

赤紫色の線が表示される。つまり、唾液サン

プル中に CAⅥが少ない場合は、反応が薄くな

り、すなわち味覚障害の可能性があるといえ

る。従って今回作製したイムノクロマト法を



用いることにより味覚障害の診断法として

確立が示唆された。 

図 4 味覚正常者の唾液サンプルの１例 

 

 

【イムノクロマト法】 
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