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序 論 
１．メタロチオネイン（MT）とは 
 メタロチオネイン（MT）はカドミウムと結合するタンパク質としてウマの腎
⽪質から発⾒された（Margoshes, M.L ＆ Vallee, B.L., 1957）．その後，MT を構
成するアミノ酸残基の約 1/3 を占めるシステインに重⾦属との結合能があるこ
とが解明され，カドミウムの他，亜鉛，銅，⽔銀，銀，⽩⾦との結合能が明らか
にされた（Nielson, K. B., et al., 1985）．MT の⽣理機能は多岐にわたっており，
亜鉛や銅などの微量元素の恒常性維持，DNA 損傷からの保護，活性酸素の除去，
アポトーシスの回避，重⾦属の解毒作⽤があるとされる（Klaassen, C.D., et al., 
2009；Krężel, A. & Maret, W., 2017；Santos, C.R.A., et al., 2012）．MT には４つの
アイソフォーム（MT-Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ）が存在し，MT-Ⅰ,Ⅱは成⻑発育段階から
ほとんどの組織に存在し（Palmiter, R.D.，1987；Palmiter, R.D., et al., 1993），MT-
Ⅲは主に脳の神経細胞に局在し（Masters, B.A., et al., 1994），MT-Ⅳは重層扁平
上⽪に局在を認める（Quaife, C.J., et al., 1994）．中枢神経系における MT-Ⅰ,Ⅱ
は主に星状細胞で検出されるが，それらの発現量は，外傷性，外毒性，および虚
⾎性/低酸素性損傷などにより増加することが報告されており，中枢神経系のニ
ューロンを保護する作⽤があるとされる（Rebollar, D.J., et al., 2017）．また，MT-
I，II は脳の認知機能の調節に関与しており，MT-Ⅰ,Ⅱの発現が細胞内亜鉛によ
って調節を受けることも明らかにされている（Itoh, T., et al., 2010）． 
 
２．メタロチオネイン（MT）と亜鉛動態 
 細胞内の亜鉛濃度は⾮常に低く 0.1~1.0nmol/l 以下に維持されている（Tatsumi, 
T. & Fliss, H., 1994；Kimura, T. & Kambe, T., 2016）．細胞内亜鉛濃度の調節には，
MT などの⾦属タンパク質との結合や，細胞内⼩器官および⼩胞への取り込みな
どが関与している．細胞内亜鉛濃度が⾼くなると MT-Ⅰ,Ⅱは，細胞内で亜鉛と
キレート化し，反対に細胞内亜鉛が不⾜している場合に MT-Ⅰ,Ⅱは分解されて
速やかに亜鉛を遊離し，細胞内亜鉛濃度は⼀定に保たれる．⼀⽅，脳細胞に局在
する MT-Ⅲは，細胞内亜鉛が不⾜しても分解されない（Palmiter, R.D., 1995）． 
 体内の総亜鉛量の主な調節は腸管における吸収と糞便中への排泄により⾏わ
れる（Maarea, M. & Haase, H., 2020）．腸管での MT 発現量は⾷餌中の亜鉛含有
量が増加すると上昇し，腸管の亜鉛蓄積量も MT 合成量に依存する（Richards, 
M.P. & Cousins, R. J.,1975）．しかし，⾼濃度亜鉛を経⼝投与した場合に MT は腸
管での亜鉛吸収効率を低下させるという報告もある（Davis, S.R., et al., 1998）．
腸管の細胞内に亜鉛を取り込む役割を果たすのは，亜鉛トランスポーター（ZnT, 
ZIP）である（Cousins, R.J., 2010）．細胞によっては他の亜鉛トランスポーター
が存在しており，MT と共に亜鉛ホメオスタシスに関わっている．亜鉛は，細胞
内シグナル伝達酵素や転写因⼦など，多くのタンパク質における必須構造成分
である（Vallee, B.L. & Auld, D.S., 1993）．遺伝⼦発現を調節する働きをする多く
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の転写因⼦が DNA に結合するためには，補酵素として亜鉛が必要である．した
がって，細胞内の亜鉛濃度は亜鉛トランスポーターや亜鉛結合分⼦によって厳
密に制御されている（Eide, D.J., 2004；Cousins, R.J. & McMahon, R.J., 2000）． 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
３．MT および亜鉛による⽣理機能の調節 
 必須微量元素である亜鉛は，味覚，免疫，⽣殖機能，⽪膚・⽑髪の維持，成⻑
発育，精神や⾏動への影響など多くの⽣体機能に関与している（Yanagisawa, H., 
2004 ; MacDonald, R.S., 2000）．亜鉛は海⾺や扁桃体を含む⼤脳辺縁系に⾼度に
分布している（Fjerdingstad, E., et al., 1974；Hesse, G.W., 1979；Cuajungco, M.P., & 
Lees, G.J., 1997）．亜鉛⽋乏やメタロチオネインの⽋損で空間学習能⼒が低下す
ることが報告されている（Yoshida, M., et al., 2011）．亜鉛⽋乏症では体重減少，
脱⽑，下痢，味覚障害などの様々な症状が起こるとされるが（Prasad, A.S., 1985），
MT とこれらの症状との関連は不明である．  
 
４．亜鉛と味覚障害 
 味覚障害には，全く味を感じない「無味症」や味全般の感受性が低下した「味
覚減退症」，特定の味のみがわからない「解離性無味症」，味の感受性が亢進し
た「味覚過敏症」，ある味を別の味質に感じる「異味症」などがある（Ackerman, 
B.H., & Kasbekar, N., 1997）．味覚障害の原因には，薬剤の副作⽤，⾆炎，味覚神
経障害，⼝腔粘膜障害，⾼⾎圧，肝障害，がんなどの全⾝疾患がある（Heckmann, 
J.G. et al., 2003；Smith, F.R., et al., 1976）．亜鉛⽋乏症も味覚障害の原因とされる

Fig .1  メタロチオネインの細胞内亜鉛濃度の調節（Kimura, T. & Kambe, T., 2016） 
亜鉛の細胞内への流⼊は ZIP（亜鉛トランスポーター）を介して，細胞内から細胞外
への流出は ZnT（亜鉛トランスポーター）を介して⾏われる．細胞内に亜鉛が流⼊
すると，MT が誘導され亜鉛と結合する．更に，必要に応じてその他の亜鉛タンパク
質との結合や，各細胞⼩器官への亜鉛分配などにより，細胞内亜鉛濃度は低値に保
持される． 
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（Henkin, R.I., 1984）．薬剤の副作⽤や⾷品添加物や防腐剤による亜鉛のキレー
ト化や⾷事による亜鉛摂取不⾜により亜鉛が⽋乏すると，細胞分裂が阻害され，
味細胞のターンオーバー速度を低下させると考えられている（Ikeda, M., et al., 
2008）．亜鉛⽋乏症と味覚障害のメカニズムについては不明な点が多かったが，
最近，亜鉛⽋乏に伴い亜鉛要求性酵素活性の低下が起こり，細胞外 ATP の分解
が遅延することが明らかにされ，亜鉛⽋乏症の様々な症状が細胞外 ATP代謝の
異常により引き起こされる可能性が⽰された（Takeda, T., et al., 2018, ; Idzko, M., 
et al., 2014）． 
 
５．齧⻭類の 5 基本味に対する味覚嗜好性 
 味覚には⽢味，苦味，酸味，塩味，うま味の５つの基本味がある．⽢味はショ
糖やブドウ糖などの糖類が呈する味であり，⽣体にとってエネルギー源を⽰す
シグナルとなる．⼀般的に苦味は毒物のシグナルであり，酸味は腐敗物，塩味は
ミネラル，うま味はアミノ酸やタンパク質源のシグナルである．⽣物は栄養素の
補給のために⾷物を摂取するが，基本的に⽢味，塩味，うま味を呈する⾷物を好
んで摂取し，苦味や酸味を嫌い，摂取を避ける (Scott, T.R., 1987)．このような味
覚嗜好性による摂⾷⾏動の調節はヒトと齧⻭類に共通して⾒られる⽣得的な傾
向である（Lemon, C.H., 2015）．  
 
６．味覚の⽣理学 
 味刺激は味細胞で受容され，味細胞で⽣じた興奮は味神経へ伝達されて，孤束
核，結合腕傍核（齧⻭類の場合），視床のニューロンを介して⼤脳⽪質味覚野へ
⾄る（Herbert, H., et al., 1990）．味細胞にはⅠ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ型があるが，味覚受
容に関わっているのはⅡ型（⽢味，うま味，苦味）とⅢ型（酸味，塩味）であり，
神経線維終末とシナプスを形成しているのはⅢ型細胞のみである（Banik, D.D., 
et al., 2020）．Ⅱ型細胞はシナプスを形成していないが，ATP を放出することに
より味神経に味情報を伝えている（Taruno, A., 2013）．正常なマウスはサッカリ
ンナトリウム溶液（以後サッカリン溶液という）に対して強い嗜好性があり，他
の⼈⼯⽢味料よりも⽢味受容体への作⽤が強いとされる（Sclafani, A., et al 2010）．
本研究においても⽢味溶液としてサッカリン溶液を⽤いているのは，カロリー
のない溶液を⽤いることにより，⽢味だけの影響を調べるためである． 
 
７．条件付け味覚嫌悪（Conditioned Taste aversion : CTA） 
 動物は未経験の⾷物を警戒し，直ぐに多く摂取しないよう注意深い⾏動をと
るが，これは毒物の摂取を避けるための本能⾏動と考えられる．ラットやマウス
にとって，通常の飼育では⽢味物質の摂取は未経験のため，最初は警戒し，少量
しか摂取しない．この現象を，新奇恐怖（neophobia）と呼ぶ（Barnett, S.A., 1958）．
摂取経験を重ねていくうちに新奇恐怖は低減されて，すなわち安全学習を⾏い，
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それが嗜好性のある物質の場合は次第に摂取量が増加する．新規の⾷物を摂取
したあとに嘔吐などを経験すると，その後再びその⾷物を呈⽰されても摂⾷を
拒否する現象を，条件付け味覚嫌悪，あるいは条件付け味覚嫌悪学習という
（Garcia, J., et al., 1955；Ingram, D.K., 1982）．本稿ではサッカリンナトリウム溶
液（⽢味）による味覚刺激を条件刺激（conditioned stimulus, CS）として与えた後
に，塩化リチウムの腹腔内注射により誘発された内蔵不快感（悪⼼）を無条件刺
激（unconditioned stimulus, US）として実験を⾏った．古典的な連合学習と異な
り，味覚と内臓感覚の連合学習の場合，CS と US の対呈⽰を 1 回⾏うだけで CTA
が獲得され，また CS を呈⽰してから数時間が経過してから US を呈⽰しても
CTA が獲得される（Lamprecht, R., 1997）． 
 
８．本研究の⽬的 
 上述のとおり亜鉛と味覚障害との関連や，MT と亜鉛が記憶･学習の脳機能に
関連していることなどから，MT と亜鉛が味覚嫌悪学習の獲得にも関与している
可能性があり，これを明らかにするために MT-Ⅰ,Ⅱ⽋損や⾎漿亜鉛濃度の変化
が CTA獲得に与える影響について調べた． 
 
 
 
⽅ 法 
 本研究における全ての実験は国⽴⼤学法⼈北海道⼤学動物実験に関する規程
(平成 19年 4⽉ 1⽇海⼤達 61号)に従って⾏った． 
 
１．実験動物の種類と飼育環境 
実験動物として 129/Sv マウスの野⽣型（WT, 雄性 37匹，雌性 10匹，実験開
始時に 8 ~15週齢）と MT-Ⅰ,Ⅱ遺伝⼦⽋損型（KO, 雄性 28匹，雌性 19匹，実
験開始時に 8 ~15週齢）を合計 94匹⽤いた．WT群および KO群の各群のマウ
スについて，通常餌（固形飼料，CE-2，⽇本クレア，Zn, 6.87mg/100g）で飼育し
た群（WT-N，KO-N）と，低亜鉛餌（特注固形飼料，⽇本クレア，Zn，0.07mg/100g）
で飼養した群（WT-D, KO-D）に分けて実験を⾏った．各群のマウスは個別にプ
ラスチック製のケージ（225ｘ338ｘ140ｃｍ）⼊れて，室温 23℃，湿度 60%，12
時間毎の明暗サイクル（午前 7 時から明期，午後 7 時から暗期）に設定された
飼育室で飼育した．  
 

２．⽢味および苦味嗜好性の評価 
 サッカリン溶液の摂取経験があるマウスを通常餌および低亜鉛餌で飼育した
2群に分けた．各群のマウスにサッカリン溶液を⼊れた給⽔瓶と蒸留⽔を⼊れた
給⽔瓶の 2瓶を同時に呈⽰して 48時間⾃由に摂取させた．給⽔瓶の位置の影響
を除外するために，給⽔瓶呈⽰から 24時間後に 2本の給⽔瓶の位置を⼊れ替え
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た．給⽔瓶呈⽰から 24 時間後と 48 時間後に各給⽔瓶の重量を測定して，呈⽰
前の重量から換算して各液の摂取量を算出した．48 時間のサッカリン摂取量が
総飲⽔量に占める割合（サッカリン摂取量が総飲⽔量）を算出して嗜好率とした
（Fig 2）．給⽔瓶の位置への嗜好性を除外するために，24時間で給⽔瓶の位置
の⼊れ替を⾏った．また，サッカリン溶液の濃度を通常餌群，0.0125%〜0.4%；
低亜鉛餌群，0.0125〜0.2%に変えて実験を⾏った．塩酸キニーネでも同様の⽅法
を⽤いて苦味嗜好性を調べた．キニーネ溶液の濃度は通常のマウスの嗜好性が
低下する濃度である 0.5 または 1.0 mM を⽤いた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．味覚嫌悪学習（CTA）獲得の評価 
 CTA の獲得を評価する⽅法として，条件刺激として⽤いたサッカリン溶液に
対する嗜好性の変化を測定する⽅法（1瓶法または 2瓶法）が⼀般的によく⽤い
られる．1瓶法はサッカリン溶液の摂取量で評価する⽅法であり，2瓶法は蒸留
⽔とサッカリン溶液の摂取量の⽐（嗜好率）で評価する⽅法である．2瓶法の⽅
が 1瓶法よりも CTA獲得の有無について検出⼒が⾼いとの⾒解もあるが，2瓶
法は 2 つの飲み⼝を実験動物が⾃由に選択できることから，飲み⼝の微妙な⼝
当たりや設置場所等を覚えてそれらに嗜好性を⽰すことがデメリットとなる．1
瓶法で明確な CTA 獲得が評価できるのであれば，2 瓶法を⾏うまでも無く結論
を導くことが可能である．本研究においては，これらの点を考慮して適宜 1 瓶
法または 2 瓶法を⽤いてデータを取得し解析を⾏った．また，低亜鉛餌で飼育
したマウスについても同様の実験を⾏った． 

Fig. 2  ⽢味および苦味に対する味覚嗜好性の評価に⽤いた実験の概略図 
ケージのサイズ：225ｘ338ｘ140cｍ 
ボトル 1; 蒸留⽔ 
ボトル 2; 味溶液（サッカリンナトリウム溶液，0.0125，0.025，0.05，0.1，0.2，
0.4％，または塩酸キニーネ溶液, 0.5, 1.0 mM） 
餌は⾃由摂取 

ボトル1

ボトル2
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１）1瓶法を⽤いた CTA実験プロトコール A 
 Fig. 3 に⽰すように，実験⽇ 1〜5⽇をトレーニング期間，6⽇をコンディショ
ニング実施⽇，7⽇を回復⽇，8〜10⽇をテスト⽇とした．全ての実験⽇におい
て，マウスには 1 ⽇当たり 20 時間絶⽔させた後，蒸留⽔を⼊れた給⽔瓶（Fig. 
5A）1 瓶を 20 分間だけ呈⽰して飲⽔可能とした．この 20 分間だけでは 1 ⽇に
必要な⽔分量を摂取できないため，40 分間の絶⽔期間を挟んだ 180 分間におい
て蒸留⽔を⼊れた給⽔瓶 1 瓶を呈⽰して飲⽔可能とした．各飲⽔期間の⽔分摂
取量は給⽔瓶の重量変化を測定することで計測した．トレーニング期間には，給
⽔瓶の⾦属の飲み⼝からの飲⽔に慣れさせることと，実験者によるハンドリン
グを⾏うことで実験者の操作に慣れさせるために⾏った．条件付けでは味覚条
件付けのための条件刺激（CS）として 0.1%サッカリン溶液を同型の給⽔瓶に⼊
れて 20 分間呈⽰した．その後できる限りすみやかに無条件刺激（US）として
0.15M塩化リチウムを体重の 2%量で腹腔内注射を⾏い，CS と US の対呈⽰によ
る条件付けとした．回復⽇には蒸留⽔のみを呈⽰した．テスト期間の 20 分間飲
⽔可能期間に 0.1%サッカリン溶液を同型の給⽔瓶に⼊れて呈⽰した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

トレーニング
1~5⽇

条件付け
6⽇

回復⽇
7⽇

テスト
8~10⽇

塩化リチウム; US
蒸留⽔ サッカリン; CS 蒸留⽔ サッカリン

飲⽔
(20分) 絶⽔(20時間)

8:00 24時間
絶⽔
(40分)

8:20
飲⽔
(3時間)

9:00 12:00

US : 0.15M塩化リチウム

CS ; 0.1% サッカリン溶液 サッカリン溶液

条件づけ テスト

蒸留⽔

トレーニング

A

B

C

Fig. 3  1 瓶法を⽤いた CTA 実験プロトコール A 
A; 実験⽇程 
B; 実験期間における飲⽔スケジュール 
C; マウスの条件付けとテスト⽅法     
CS; 0.1% サッカリン溶液               
US; 0.15M 塩化リチウム（2%体重, 腹腔内投与） 
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２）1瓶法を⽤いた CTA実験プロトコール B 
 Fig. 4 に⽰すように，上述のプロトコール A の変法として，Fig. 5B に⽰す⾃
作の給⽔瓶を⽤いて，絶⽔時間を 19時間 45 分に，絶⽔後最初の飲⽔時間を 15
分間とした．その後の絶⽔時間を 120 分間，続く補⽔のための飲⽔時間を 120 分
間とした．実験⽇ 6⽇と 8⽇の計 2 回の条件付けを⾏った．CS は 0.2%サッカリ
ン溶液，US は 0.3 M 塩化リチウムを体重の 2%量で腹腔内注射することとした．
条件付けを 2 回⾏い，回復⽇を設けて 3⽇間のテストを⾏った．2 回の条件付け
と 4 回の回復⽇を設定したことで実験⽇は合計 14⽇である． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

トレーニング
1~5⽇

条件付け1
6⽇

回復⽇
7⽇

テスト1
10⽇

塩化リチウム; US

蒸留⽔
サッカリン; CS
蒸留⽔ サッカリン

溶液
(15分) 絶⽔ (19時間45分)

8:00 24時間
絶⽔

(2時間)

8:15
蒸留⽔
(2時間)

10:15

条件付け2
8⽇

回復⽇
9⽇

回復⽇
11⽇

テスト2
12⽇

回復⽇
13⽇

テスト3
14⽇

サッカリン サッカリン蒸留⽔蒸留⽔ 蒸留⽔

12:15

US : 0.3M塩化リチウム

CS : 0.2% サッカリン溶液 サッカリン溶液

条件づけ テスト

蒸留⽔

トレーニング

A

B

C

Fig. 4  1 瓶法を⽤いた CTA 実験プロトコール B 
A; 実験⽇程 
B; 各実験⽇における飲⽔スケジュール 
C; マウスの条件付けとテスト⽅法     
CS; 0.2% サッカリン溶液               
US; 0.3M 塩化リチウム（1%体重, 腹腔内投与） 
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３）2瓶法を⽤いた CTA実験プロトコール 
 Fig. 6 に⽰すように，実験⽇ 1〜5⽇をトレーニング期間，6⽇を条件付け実施
⽇，7⽇を回復⽇，8〜12⽇をテスト⽇とした．全ての実験⽇において，マウス
には 1⽇当たり 23時間 30 分絶⽔させた後，蒸留⽔を⼊れた給⽔瓶（Fig. 5B）2
瓶（トレーニング期間と回復⽇）または⼀⽅に蒸留⽔を他⽅に 0.2％サッカリン
溶液を⼊れた給⽔瓶 2瓶（条件付け⽇とテスト⽇）を 30 分間だけ呈⽰して飲⽔
可能とした．各飲⽔期間の蒸留⽔とサッカリン溶液の摂取量は給⽔瓶の重量を
測定することで算出した．味覚条件付けのための CS として 0.2%サッカリン溶
液を⽤い，その後できる限りすみやかに US として 0.3 M塩化リチウムを体重の
1%量で腹腔内注射を⾏い，CS と US の対呈⽰による条件付けとした．各測定⽇
のサッカリン嗜好率（30 分間のサッカリン摂取量/30 分間の蒸留⽔とサッカリン
摂取量を合わせた総飲⽔量）を算出して CTA獲得の有無を評価した．通法に従
い，サッカリン嗜好率が 0.5 より低い場合はサッカリンに嗜好性がないと判定
し，同時に統計学的に有意差の検定を⾏った． 
 
 

Fig.5  給⽔瓶の形状 
1 瓶法を⽤いた CTA 実験におい
て，A のプロトコールは A の給⽔
瓶を⽤いた．しかし，給⽔や絶⽔の
際の瓶の移動で約 1ml 前後の溶液
の喪失があり，正確な測定が困難
だったため，B のプロトコールで
は溶液の喪失がない B の給⽔瓶を
⽤いた． 
A; 市販のマウス、ラット⽤給⽔瓶 
B; ⾃作のスパウト 

A B
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４． ⾎漿亜鉛濃度の測定 
 CTA 実験の開始時間に相当する午前 8 時頃に，マウスを⿇酔下（3 種混合⿇
酔：メデトミン 0.3 mg/Kg，ミダゾラム 4 mg/Kg，ベトルファール 5 mg/Kg）に
て，開腹して右⼼室より全⾎液を注射針で採取した．採取した⾎液は 1.2U/mL の
ヘパリンを加えたチューブに⼊れて 1200×g，4℃，30 分間遠⼼分離し，上清を
得た．この上清の亜鉛濃度をメタロアッセイ（Metallogenics Co.,Ltd）を⽤いて測
定した．⾃由摂餌群と 20 時間絶⾷後に 2 時間の摂⾷時間を設けた群について，
⾎漿亜鉛濃度の測定を⾏った．  
 
 
５．統計学的解析 
 味覚刺激に対する嫌悪学習の強さをテスト時のサッカリン摂取量とサッカリ
ン嗜好率によって評価した．1 瓶法の CTA 実験により得られたデータは系統と
⽇数の 2 要因分散分析によって解析し，主効果あるいは交互作⽤が有意であっ
た場合は下位検定としてボンフェローニの多重⽐較検定を⾏った．２瓶法の
CTA実験で得られたデータ（Fig.10E）は系統と飼料の 2要因分散分析によって
解析し，⼀部は系統、飼料、および⽇数の 3要因分散分析とボンフェローニの多

トレーニング
1~5⽇

条件付け
6⽇

回復⽇
7⽇

テスト
8~12⽇

塩化リチウム;US
⽔ サッカリン;CS ⽔ サッカリン

⽔

飲⽔ (30分) 絶⽔ (23時間30分)
8:00 24時間8:30

US : 0.3M塩化リチウム

CS ; 0.2% サッカリン溶液 サッカリン溶液

条件づけ テスト

蒸留⽔

トレーニング

A

B

C

Fig 6．2 瓶法を⽤いた CTA 実験プロトコール 
A; 実験⽇程 
B; 各実験⽇における飲⽔スケジュール 
C; マウスの条件付けとテスト⽅法  
CS; 0.2% サッカリン溶液 
US; 0.3 M 塩化リチウム（1%体重、腹腔内投与） 
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重⽐較検定を⾏った（Fig.10F）．更に，サッカリン嗜好率の解析の基準である
0.5 に対する各群の嗜好率を Student’s t 検定を⽤いて解析した． 
 
結 果 
１．129/Sv マウスの味覚嗜好性 
 通常餌で飼育した WT マウス（WT-N）と KO マウス（KO-N），低亜鉛餌で
飼育した WT マウス（WT-D）と KO マウス（KO-D）について，⽢味と苦味に
対する嗜好性を調べた．異なる濃度のサッカリン溶液（0.0125，0.025，0.05，0.1，
0.2，0.4％）を⽤いて⽢味嗜好性を調べた結果を Fig. 7 に⽰す．WT-N群は 0.2%
サッカリンで嗜好率が 0.68 で最⼤となり，その他の濃度では 0.5前後であった．
なお， KO-N 群のサッカリン嗜好率は 0.05，0.1，0.2%の濃度でそれぞれ 0.82, 
0.85, 0.86 と⾼いサッカリン嗜好性を⽰した（Fig. 7A）．低亜鉛餌群では WT-D
群で 0.1, 0.2%、KO-D群で 0.05，0.1，0.2%サッカリン溶液に対し、⾼いサッカ
リン嗜好性を⽰した（Fig . 7B）．塩酸キニーネ溶液（0.05, 0.1, 0.5, 1.0 mM)に対
する嗜好性については，いずれの実験群においてもキニーネ嗜好率は著しく⼩
さく，全く嗜好性を⽰さなかった（Fig. 7C）． 
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0.5

1.0

サッカリン濃度(%)

サ
ッ
カ
リ
ン
嗜
好
率

WT-D

KO-D

(n = 4)

(n = 4)

0.0
12

5
0.0

25 0.0
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(n = 6)
＃***

WT (n = 9)
KO (n = 6) 

*** *** **
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*

1

0

WT-D

KO-D

(n = 4)

(n = 4)
WT (n = 4)
KO (n = 8) 
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0.05 0.1 0.5 1
0.0

0.5

1.0
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ー
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嗜
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率
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KO

(n = 9)

(n = 6)1

0

** ** ** ** 

WT

KO

(n = 9)

(n = 6)

C

Fig .7  ⽢味および苦味嗜好性 
各値は 48 時間のサッカリン溶液摂取量と蒸留⽔摂取量の⽐，ま
たは塩酸キニーネ溶液摂取量の⽐の平均値(±SEM)である． 
A; 通常餌群（WT-N，n = 9；KO-N, n = 6）のサッカリン嗜好率 
B; 低亜鉛餌群（WT-D，n = 4；KO-D, n = 8）のサッカリン嗜好率 
C; 通常餌群（WT-N，n = 9；KO-N, n = 6）のキニーネ嗜好率 
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２．CTA獲得の解析 
 1瓶法を⽤いた CTA実験プロトコール A（CS: 0.1％サッカリン溶液，US: 0.15 
M塩化リチウム，2%体重，条件付け 1 回, 各群 n = 5）により得られたデータを
Fig. 8 に⽰す．Fig. 8A に⽰すように総飲⽔量は WT群、KO群共に，全ての実験
⽇において⼤きな変動はなかった．Fig. 8B は実験⽇ 6，8〜11⽇における 20 分
間のサッカリン溶液摂取量を⽰す．WT群も KO群も共に⽇毎にサッカリン摂取
量が増加し，全てのテスト⽇においてサッカリン溶液摂取量は条件付け⽇より
も多くなった．このことから全テスト⽇において CTA の獲得は認めないと判定
した．条件付け⽇（6⽇⽬）から 10,11⽇⽬のサッカリン摂取量は有意に増加し
た．（Fig. 8B）．  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 上述の実験において CTA獲得を認めなかったため，サッカリン溶液の濃度を
2倍にし，条件付けを 2 回⾏うように変更した 1瓶法による CTA実験プロトコ
ール B（CS: 0.2％サッカリン溶液，US: 0.3 M塩化リチウム，1%体重，条件付け
2 回, 各群 n = 12） により再度 CTA実験を⾏った．得られたデータを Fig. 9 に
⽰す．通常餌で飼養した WT群と KO群において，1 回⽬の条件付け⽇のサッカ
リン摂取量と⽐較して，2 回⽬の条件付け⽇およびその後３⽇間のテスト期間に
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実験日 (日)

**
*
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(n = 5)

(n = 5)
WT (n = 5)
KO (n = 5) 

A B

Fig. 8 1 瓶法（CTA 実験プロトコール A）による CTA 獲得実験 
6 ⽇⽬; 条件付け，7 ⽇⽬; 回復⽇，8〜11 ⽇⽬; テスト 
A; 各実験⽇の総飲⽔量，B; サッカリン摂取量 
実験⽇のサッカリン摂取量における有意差 *p < 0.05, **p < 0.01,  
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おけるサッカリン摂取量は有意に減少した（F (2, 44) = 98.80, p < 0.05）（Fig. 9A）．
この結果から WT 群と KO 群の両群のマウスが CTA を獲得したと判定した．1
回⽬の条件付け⽇のサッカリン摂取量に対するテスト時のサッカリン摂取量は，
WT群の⽅が KO群よりも少ない傾向があったが有意差はなかった（Fig. 9B）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 上述の 1 瓶法を⽤いた実験結果から，当該マウスの味覚条件付けに必要なサ
ッカリン溶液の濃度が 0.1％では味覚刺激として⼗分ではなく，より⾼い濃度の
サッカリン溶液を⽤いることが必要であることが⽰唆された．そこで，１瓶法で
CTA獲得を認めた 0.2％サッカリン溶液を CS として，2瓶法（US: 0.3 M 塩化
リチウム，1%体重，条件付け 1 回）でも検証することにした．実験動物は通常
餌で飼育した WT マウス（WT-N）と KO マウス（KO-N），低亜鉛餌で飼育し
た WT マウス（WT-D）と KO マウス（KO-D）の 4 群とした（Fig. 10）．Fig. 
10A,B,C, D に⽰す総飲⽔量の変化を⾒ると，各実験⽇当たりの総飲⽔量は，実
験期間を通じて各群において同様に推移しており，トレーニング時とテスト時
を⽐較しても，また，4 群間で⽐較しても統計学的有意差を認めなかった．Fig. 
9E に⽰すように，各実験群におけるテスト 1⽇⽬のサッカリン嗜好率の平均値
は， WT-N，0.33；KO-N，0.53；WT-D，0.44；KO-D，0.23 であり，WT-N群の
サッカリン嗜好率は 0.5 より低く，かつ統計学的に有意差を認めたが（t = 3.069, 
df = 4, p < 0.05），WT-D群については 0.5 より低い値であるものの，統計学的有
意差を認めなかった．⼀⽅，KO-N群のサッカリン嗜好率は 0.5 より⾼く，KO-
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Fig .9. 1 瓶法（CTA 実験プロトコール B）による CTA 獲得実験 
6 ⽇⽬; 条件付け 1 回⽬，8 ⽇⽬: 条件付け 2 回⽬，10,12,14 ⽇⽬: テスト 
A; 条件付け時とテスト時におけるサッカリン摂取量 
B; 条件付け 1 のサッカリン摂取量に対する各テスト時のサッカリン摂取割合  

各実験⽇のサッカリン摂取量の有意差 *p<0.05,  
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D群の嗜好率は 0.5 より低かったが，統計学的に有意ではなかった（Fig. 10E）．
系統と飼料を要因とした 2 要因分散分析を⾏ったところ，交互作⽤が有意であ
った（F（1, 16) = 7.673, p < 0.05）．ボンフェローニの多重⽐較検定を⾏ったとこ
ろ，KO-D は KO-N より有意に低いことがわかった．テスト期間におけるサッカ
リン嗜好率の変化について⽐較すると，WT-N群，WT-D群および KO-D群では
サッカリン嗜好率がテスト１⽇⽬と 2 ⽇⽬で 0.5 より低く，CTA 獲得を認めた
（Fig. 10F）．更に各群をサッカリンし効率 0.5 と⽐較し，Student’s t 検定で解析
したところ，WT のテスト 1⽇⽬のサッカリン嗜好率は 0.5 より有意に低い事が
明らかとなった（t = 3.069, df = 4, p < 0.05）．⼀⽅，KO-N群ではいずれのテス
ト⽇においてもサッカリン嗜好率が 0.5 以上を⽰し，CTA の獲得は無いと判定
した．以上の結果から，低亜鉛餌による⾎漿亜鉛濃度の低下は CTA獲得に影響
しないことが明らかになった．  
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３．マウスの⾎漿亜鉛濃度の測定 
 WT群（7〜15週齢）と KO群（7〜15週齢）のマウスの⾎漿亜鉛濃度の平均
値を Fig. 11 に⽰す．⾃由摂餌または 20 時間の絶⾷後に 2 時間摂⾷させた場合
でも，WT群と KO群のマウスの⾎漿亜鉛濃度に有意差を認めなかった（Fig. 11A, 
B）.ただし，20時間の絶⾷後に 2時間摂⾷させた場合には，WT群において⾎漿
亜鉛濃度が低下する傾向を認めた（Fig. 11B）． 
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Fig. 10  2 瓶法による CTA 獲得実験 
A; 総飲⽔量（WT-N），B; 総飲⽔量（WT-D），C; 総飲⽔量（KO-N），D; 総飲
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リン嗜好率 0.5 に対する有意差 *p < 0.05 
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Fig. 11 マウスの⾎漿亜鉛濃度 
A; 通常餌を与えたマウスの⾎漿亜
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設けた後に測定した⾎漿亜鉛濃度 
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考 察 
 本研究は MT-Ⅰ,Ⅱ⽋損マウスを⽤いて，MT および⾎漿亜鉛濃度の変化が
CTA 獲得に与える影響について調べ，MT ⽋損マウスは WT マウスと⽐較して
サッカリンに対する嗜好性が⾼いこと，および，通常餌で飼育した場合には WT
マウスは CTA を獲得するが，MT⽋損マウスは WT マウスと⽐較して CTA の獲
得が減弱することが明らかになった．さらに，低亜鉛餌で飼育した場合には，MT
⽋損マウスも強い CTA を獲得することが明らかになった．これらは MT および
⾎漿亜鉛濃度が CTA獲得に与える影響に関する新たな知⾒であり，今後の研究
の発展に⼤きく貢献できるものと確信する． 
 
１．味覚嗜好性 
 動物はエネルギー源のサインである⽢味を⽣得的に好み，⽢味溶液と蒸留⽔
を呈⽰する 2 瓶選択試験を⾏うと，蒸留⽔より⽢味溶液の摂取量が多くなる．
同様に，⼈⼯⽢味料を呈⽰した場合でも，⼈⼯⽢味溶液に⾼い嗜好を⽰す．この
⽢味に対する嗜好性はマウスの系統および⽢味料の種類により，程度が異なる
ことが報告されている（Bachmanov, A.A., et al., 2013）．本研究で⽤いた 129 系
統マウスは，サッカリンと蒸留⽔を⽤いた２瓶選択試験において，0.2%にて最
適濃度を⽰し，最適濃度付近にて⾼い嗜好性を⽰すとされる．また⽢味に対する
選好閾値について，実験動物としてより広く⽤いられている C57BL/6 マウスと
⽐較すると，129 系統マウスは選好閾値が⾼いことに加え，⽢味を感じる濃度の
範囲は狭いとされる．これら，マウスの系統間における⽢味料の選好性は遺伝的
に決定しており，とりわけ味覚神経の反応性が影響していると考えられている
（Bachmanov, A.A., et al., 1997; Bachmanov, A.A., et al., 1996）．本研究で⽤いた
WT（129/Sv）も先⾏研究同様，0.2%のサッカリン濃度で最適濃度を⽰した．こ
の系統において，MT-Ⅰ,Ⅱ⽋損マウスの嗜好性は WT 群よりも⾼く，選好閾値
は低値を⽰し，広い範囲の濃度に嗜好性を⽰した．⼀般的に，味覚障害と亜鉛⽋
乏には関連があると報告されているが（Henkin, R.I., 1984），本研究は MT がサ
ッカリン嗜好性に影響を与えることを明らかにした． 
 低亜鉛餌群のマウスでは WT, KO 群共にサッカリン濃度の上昇により，⾼い
嗜好性を⽰し，本研究で⽤いたサッカリン濃度の範囲で味覚の低下を⽰さなか
った．亜鉛⽋乏により塩味感受性が低下し，塩味嗜好性が上昇するという報告が
あるが（Goto, T., 2008; McDaic, O., et al 2007），低亜鉛餌による亜鉛⽋乏が⽢味
の嗜好率に影響を与えるという報告はなく，本研究における結果と⼀致する．キ
ニーネに嗜好性を⽰さなかったことからも，低亜鉛餌は⽢味や苦味の味覚閾値
に影響を与えないことが明らかとなった． 
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２．CTA 

 味刺激に対する嗜好や嫌悪，情動の情報伝達には中枢神経系が深く関わって
いる．齧⻭類の中枢神経系における味覚情報の伝達経路において，⾆から中枢へ
伸びる味覚神経は延髄の孤束核へ投射し（Ricardo, J.A., & Koh, E.T., 1978），齧
⻭類の孤束核ニューロンは橋にある結合腕傍核へ投射した後，結合腕傍核ニュ
ーロンは視床でニューロンを変えて，⼤脳⽪質味覚野（前頭弁蓋部と島おおびそ
れらの移⾏部）へ味覚情報を伝達する．⼤脳⽪質味覚野からは眼窩前頭⽪質（第
2次味覚野）や扁桃体へと味覚情報が伝えられる（Nakashima, M., et al., 2000）．
結合腕傍核から扁桃体や視床下部へと投射する経路もあるとされている
（Fulwiler, C.E., & Saper, , C.B., 1984; Norgren, R., 1974, 1976）．結合腕傍核から
島⽪質へ⾄る経路は味の強さや質の分析に関与し，扁桃体へ⾄る経路は味刺激
による快・不快の情動⾏動に関与するとされる（Yamamoto, T., 1997）．驚くべ
きことに，扁桃体や海⾺の亜鉛含有量は多く，この部位を介した記憶の成⽴には
亜鉛が不可⽋であることが報告されている（Sindreu, C., & Storm, D.R., 2011）．
CTA は味覚と内臓感覚の連合学習が成⽴することで獲得される．味覚に関連す
る中枢および末梢の神経機序と記憶･学習に関連する脳機能とが連合学習の成
⽴に寄与していること明らかであるが，その連合学習成⽴における亜鉛や MT の
重要性を評価する⽅法は未だ確⽴されていなかったため，MT⽋損マウスの CTA
を評価した本研究の試みは有意義であった． 
前述したとおり，マウスの系統により⽢味の感受性が異なる．CTA の確⽴に

は条件刺激および無条件刺激が必要であり，CTA の成⽴には条件刺激で⽤いる
サッカリンの濃度がマウスの⽢味の感受性と⼀致することが必要である．この
サッカリン濃度を 0.2%と設定し，CTA獲得の評価を⾏った． 
本研究で⽤いたマウスの WT群（129/Sv）は 1瓶法または 2瓶法のいずれの⽅
法による実験においても CTA の獲得を認めた．⼀⽅，MTKO マウスは 1瓶法で
は WT 群より少し弱いながら CTA の獲得を認めたが，2 瓶法では CTA 獲得は
更に減弱して平均サッカリン嗜好率は 0.5 以上で有意差を認めかった．KO群の
⽅がサッカリンに対する嗜好性が⾼いため，CTA の獲得に有利に働くと予想さ
れたが，2瓶法による実験においては予想に反して KO群は CTA を獲得しなか
った．更に低亜鉛餌で飼養したマウスでは WT, KO群共に CTA を獲得した．こ
のことから低亜鉛は CTA の獲得経路に影響を与えない事が明らかとなった．先
⾏研究から，中枢神経系における亜鉛濃度は低亜鉛状態に陥ったとしても，他の
組織と⽐較して変動しにくい事が報告されている（Takeda A., et al., 2000）．⼀
⽅，低亜鉛餌による亜鉛⽋乏は，脳内の亜鉛ホメオスタシスに影響を及ぼし，学
習障害などの脳機能障害を引き起こす可能性があるという報告という報告もあ
る（Takeda, A., et al., 2000）．本研究の結果からは，低亜鉛餌で飼育した WT群
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マウスは KO 群より⾎漿亜鉛濃度の低下が著しいことが予想されるが，この点
については今後の研究課題としたい． 

また別の先⾏研究によると，⾼濃度の亜鉛を経⼝投与すると MT が腸管の亜
鉛吸収を抑制することが報告されており（Davis, S.R., et al., 1998），2瓶法で CTA
を獲得しなかった KO-N 群の腸管における亜鉛吸収率が上昇し，⾎漿亜鉛濃度
が WT より⾼値になっている可能性も考えられた．更に，⾼濃度亜鉛の⻑期経
⼝摂取がマウスの学習に影響を与えるという報告（Yang, Y., et al., 2013）もあり，
CTA 獲得による学習成⽴に亜鉛が関わっている可能性は⼤いにあると考えられ
る． 
本研究における⾎漿亜鉛濃度の測定結果からは，適量の亜鉛を餌から摂取し

ていれば MT-Ⅰ, Ⅱの有無によって⾎漿亜鉛濃度が⼤きく変動することはなか
った。⼀⽅，絶⾷期間を設けて餌を与えると WT 群では⼗分な餌を摂取してい
る場合に⽐べて⾎漿亜鉛濃度が低下するが，KO群においては通常餌を⾃由摂取
させた場合と同じ⾎漿亜鉛濃度になる事が⽰された。先⾏研究では，絶⾷により
WT, KO群共に⾎漿亜鉛濃度は同程度低下するが，その後，⾼濃度の亜鉛溶液を
経⼝投与すると KO 群の⾎漿亜鉛濃度は WT 群よりも有意に増加する事が報告
されており，本研究の結果もこれと同様の結果であると考えられた（Davis, S.R., 
et al., 1998）。更に，低亜鉛⾎症の両群マウスに⾼濃度亜鉛を腹腔内投与すると
WT群の肝臓や膵臓亜鉛濃度が上昇する事が⽰され，MT群が速やかに亜鉛を組
織に取り込む事で，細胞内亜鉛を保持していることが⽰されている（Kelly, E., et 
al 1996）．本研究において絶⾷後に 2 時間餌を与えた場合に WT 群の⾎漿亜鉛
濃度の⽅が KO 群よりも低い値になった原因として，絶⾷中の亜鉛⽋乏を補う
ために 2 時間で摂取された餌に含まれる亜鉛は細胞内亜鉛濃度保持のために速
やかに各組織に運搬されて細胞内に⼊り MT と結合した可能性が考えられた。
絶⾷後に 2 時間餌を与えた KO 群の細胞内亜鉛濃度を計測してみるとさらに詳
細が明らかになると考えられ，今後の研究課題としたい．  
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