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味覚は、ヒトをはじめとする多くの生物が有する重要な感覚の一つである。味覚は甘味、苦味、う

ま味、塩味及び酸味の 5 基本味からなると考えられており、それらの味物質は舌の乳頭部位に集積し

ている味蕾において受容される。味蕾は数十個の味細胞により構成されているがそれらは単一な細胞

ではなく、形態的及び機能的特徴の異なるⅠ型からⅣ型に分類される。5 基本味はこれら味細胞に発現

する味受容体で受容され、味覚神経を介して脳へと伝達される。したがって、味受容から味覚中枢で

の知覚に至る味受容機構における異常は味覚障害に繋がると考えられる。 

味覚障害は亜鉛欠乏や加齢などにより起こるが、薬剤によっても誘発され、なかでも抗がん剤使用

患者では半数以上で味覚障害が起こる。ヒトにおいて、食事は単に栄養摂取としてのみならず、食事

を通じたコミュニケーション、食物の味わいを楽しむなど、健康的な生活を送る上で重要な役割を持

つため、この副作用の発症は患者 QOL の著しい低下を引き起こす。しかし、抗がん剤誘発性味覚障害

は致命的な副作用ではないこと、治療成績に直接的な影響が及ばないことなどから軽視されがちであ

る。そのため、患者の味覚障害の味特異性、薬剤特異性、さらにはその発症機構に関する研究報告は

殆どなく、未だ有効な治療･対処法は確立されていないのが現状である。 

一般的に、抗がん剤誘発性味覚障害は味細胞の分化･増殖の抑制に起因すると考えられており、それ

に対し促進的に作用する亜鉛製剤がその対処法として用いられているが、治療成績は不十分であり、

患者間で治療効果の差が大きいことが報告されている。このことは、抗がん剤の味細胞を含めた味受

容機構への影響が、がん細胞に対する増殖抑制作用機序と同様、薬剤ごとに異なることを示唆すると

考えられる。 

そこで本研究では、作用機序の異なる 2 種類の抗がん剤を投与したげっ歯類において、行動学的解

析に加え、その味受容機構の変化の有無を精査し、それらの味覚感受性への影響について比較検討し

た。 

 

オキサリプラチン投与によるラット味覚感受性の変化 

白金系抗がん剤であるオキサリプラチンの使用患者において味覚障害が起こることが報告されてい

る。オキサリプラチンを 2 日間連日腹腔内投与 (4 mg/kg/day) したラット有郭乳頭部位における味受容

体 T1R1、T1R2、T1R3、T2R107 及び mGluR4 の mRNA 発現量の継日的な変化を調べた結果、オキサ

リプラチン投与後 7 日目において、甘味受容体サブユニットの一つである T1R2 の発現量が増加してい

たが、14 日目ではコントロール群とほぼ同等であった。このときのタンパク質発現量を免疫組織染色

により評価したところ、オキサリプラチン投与ラットの有郭乳頭における T1R2 の免疫活性は、その投

与後 7 日目においてコントロール群の場合より有意に高かったのに対し、14 日目ではコントロール群

と同等であった。これらの結果から、オキサリプラチン投与により T1R2 の発現が増大し、この変化は

可逆的であることが示された。 

次に、オキサリプラチン投与ラットにおける甘味感受性の変化の有無を brief-access test により検討

した。本試験では、甘味に対する感受性の変化を鋭敏に感知するために甘味物質 (スクロース) と苦味

物質 (キニーネ塩酸塩) の混合溶液を用い、ラットの味溶液を舐める回数 (lick 数) の水のそれに対す

る比である lick ratio を算出することで評価した。オキサリプラチン投与ラットの混合溶液に対する lick 

ratio は、投与後 3 及び 7 日目においてコントロール群のそれに比べ有意に小さかったが、14 日目で差



はなかった。さらに、苦味感受性変化の有無を明確にするために、キニーネ塩酸塩水溶液のみを用い

て brief-access test を行ったところ、オキサリプラチン投与ラットの苦味溶液に対する lick ratio に変化

はなかった。これらの結果から、オキサリプラチンによりラットの甘味感受性が一過性に低下し、そ

れは甘味受容体 T1R2 の発現変動プロファイルと対応することが示された。 

オキサリプラチンによるラットの甘味感受性の低下が、味細胞を含む味蕾の形態への影響に起因す

るか否かを調べるため、オキサリプラチン投与ラットの有郭乳頭部位を含む切片を HE 染色した。オキ

サリプラチン投与後 3 及び 7 日目において、味蕾の明らかな形態変化は認められなかった。さらに T1R2

が発現する II 型味細胞、そしてその下流の情報伝達に寄与する III 型味細胞の味蕾あたりの数をそれら

味細胞マーカーに対する免疫組織染色により評価した。その結果、オキサリプラチン投与後 3 及び 7

日目において、II 型味細胞マーカーである PLC-β2 及び α-gustducin、並びに III 型味細胞マーカーであ

る AADC 及び 5-HT 陽性細胞数に変化はなかった。また、血漿及び唾液中亜鉛濃度を測定したところ、

コントロール及びオキサリプラチン投与ラット間で差はなかった。 

以上のことから、オキサリプラチン投与による甘味感受性の低下は、味細胞数や亜鉛レベルの変動

ではなく、少なくとも一部甘味受容体である T1R2 の発現量の増大に起因することが示された。 

 

ボルテゾミブ投与によるマウス味覚感受性の変化 

多発性骨髄腫の治療に用いられるボルテゾミブは、プロテアソームを特異的に阻害する分子標的薬

の一つであり、味覚障害を誘発することが報告されている。ボルテゾミブを投与したマウスにおいて (1 

mg/kg の投与量にて、1、4、8、11、15、18、22 及び 25 日目に皮下投与)、5 基本味の味溶液を用い brief-access 

test を行ったところ、酸味溶液であるクエン酸水溶液に対する lick ratio は、投与開始後 16 日目以降で

コントロール群の場合と比べ明らかに小さかった。さらに、クエン酸水溶液及び塩酸水溶液を用いて

酸味溶液に対するより詳細な brief-access test を行った結果、いずれの酸味溶液に対してもボルテゾミ

ブ投与開始後 26日目における lick ratio及び IC50値はコントロール群のそれらに比べ有意に小さかった。

一方、これらボルテゾミブ投与マウスにおける酸味感受性は、その投与中止 3 日目以降においてコン

トロール群とほぼ同じであった。次に、ボルテゾミブによるマウスの味受容機構への影響を調べた。

ボルテゾミブ投与マウスの味蕾の形態、酸味受容に関わる III 型味細胞数、酸味受容体である PKD1L3、

PKD2L1 及び TRPV1 の発現量は、コントロール群の場合と比較して変化はなかった。 

これらのことから、ボルテゾミブは、マウスの味受容機構に明らかな変化を引き起こすことなく、

酸味に対する味覚障害を誘発するが、それは一過性であり休薬によって速やかに回復することが示さ

れた。 

 

本研究の遂行により、①オキサリプラチン投与により有郭乳頭における甘味受容体 T1R2 の発現量が

増大し、甘味感受性が低下すること、②ボルテゾミブの繰り返し投与により酸味感受性が増大するこ

と、並びに③これら 2 種類の抗がん剤投与に起因する味覚障害は共に一過性であり、それらの投与中

止により回復することが明らかとなった。これらの結果は、異なった薬理作用を有するオキサリプラ

チンとボルテゾミブがいずれも一過性の味覚障害を誘発するが、その味覚感受性に対する影響、そし

てその発症機構は異なるものであることを示している。したがって、本成績はこれまで味細胞に対す

る細胞傷害性に起因すると考えられてきた抗がん剤の味覚障害の発症機構に新たな概念を提唱するも

のであり、その治療･対処法を確立していく上で有益な基礎的情報である。 
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序 論 

 

味覚は、ヒトやげっ歯類をはじめとする多くの生物が有する重要な感覚の一つである。味

覚は甘味、苦味、うま味、塩味及び酸味の 5 基本味から構成されると考えられており、甘味、

及びうま味は嗜好性、酸味及び苦味は嫌悪性の味として認識される。また塩味については低

濃度の場合は嗜好性を示し、高濃度の場合は嫌悪性を示す (Oka et al., 2013)。これは甘味及び

うま味がそれぞれ糖質及びアミノ酸といった栄養成分、酸味及び苦味がそれぞれ腐敗物及び

有毒物、そして塩味がミネラルの濃度センサーとして働き、食物中の成分を識別するために

備わっていると考えられている (Chaudhari et al., 2001)。 

味物質は舌の茸状乳頭、葉状乳頭及び有郭乳頭などの部位に集積している味蕾において受

容される。一つの味蕾は、数十個の味細胞により構成されており、それらは単一な細胞では

なく、形態的及び機能的特徴の異なるⅠ型からⅣ型の味細胞に分類される (Pumplin et al., 

1997; Yee et al., 2001)。これらの中で、Ⅱ型味細胞は甘味受容体 T1R2/T1R3、うま味受容体

T1R1/T1R3 及び mGluR4、及び苦味受容体 T2R を発現している (Chaudhari et al., 1998; Adler et 

al., 2000; Chandrashekar et al., 2000; Nelson et al., 2001; Nelson et al., 2002)。Ⅲ型味細胞は酸味受

容体 PKD1L3/PKD2L1 を発現することに加えて (Lopez-Jimenez et al., 2006; Ishimaru et al., 2006; 

Huang et al., 2006; Huang et al., 2008; Kataoka et al., 2008)、神経終末との間にシナプス構造を形成

することから甘味、うま味及び苦味刺激の情報伝達への関与が示唆されている (Murray et al., 

1987; Huang et al., 2009)。これらの味細胞で受容されたシグナルは、味覚神経を介して脳へと

伝達される。したがって、この一連の経路に何らかの異常が生じることにより味覚障害が誘

発されると考えられ、実際に苦味の感受性が低下した患者と苦味の自発性異常味覚を訴える

患者においてそれぞれ苦味受容体 T2Rs の発現低下及び増大が報告されている (Onoda et al., 

2011; Hirai et al., 2012)。また、甘味及びうま味感受性の減少が認められた頭頸部癌患者 (シク

ロホスファミド及び 5-FU を用いた化学療法及び放射線治療を施行) において、甘味及びうま

味受容体サブユニットである T1R3 の発現量が減少していた (Tsutsumi et al., 2015)。これらの

報告より、味受容体タンパク質の発現量は、対応する味受容体の機能性と正の相関を示すこ

とが示唆される。 

味覚障害は、『味が薄い、味を感じにくい (味覚減退)』、『味を感じない (味覚消失及び無味

症)』、『特定の味だけを感じない (解離性味覚障害)』、『醤油を苦く感じるというような本来と

は異なる味に感じる (異味症･錯味症)』、『何を食べても嫌な味に感じる (悪味症)』、『味が濃

く感じる (味覚過敏)』、『口の中に何もないにも関わらず苦味や渋みを感じる (自発性異常味

覚)』、『一側のみに現れる味覚障害 (片側性味覚障害)』などの種々の症状に基づき分類されて

おり (厚生労働省 重篤副作用疾患別対応マニュアル, 2011)、原因としては亜鉛欠乏、加齢、

心因性、薬剤性等がある。 

薬剤性味覚障害の中でも抗がん剤誘発性味覚障害はヒトにおいて 67%の割合で起こるとの

報告もあるように (Bernhardson et al., 2008)、高い頻度で発症するが、この症状は使用薬剤の

休薬により緩和されるため (Henkin, 1994; Minakata et al., 2002)、有害事象共通用語規準 
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(CTACE; v4.0) において味覚障害は、Grade1 (味覚の変化はあるが食生活は変わらない) 及び

Grade2 (食生活の変化を伴う味覚変化) のみの規定であり、重篤なグレードの規定はない。こ

れらのことは、味覚障害が致命的な副作用として認識されていないことを示唆している。し

かしながら、ヒトにとって食事は単なる栄養摂取のための手段としてのみならず、共同で飲

食することでコミュニケーションを深めることや食物の味わいを楽しむことなど健康的な生

活を送る上で重要な役割を持つ。それゆえに、化学療法による味覚感受性の変化は、患者か

ら食事を味わう楽しみを奪うことや食欲低下によって栄養摂取を低下させることなどにより

その QOL を低下させる (Holms et al., 1993; Boltong et al., 2012)。さらに、肺がんの分子標的治

療薬であるクリゾチニブの使用患者において、塩味感受性の低下を始めとして甘味、うま味

及び塩味感受性が消失し最終的に全ての食物で苦味を感じるようになった結果、食欲低下に

伴う体重減少をきたし、その薬剤による治療継続が困難になった症例も報告されている 

(Koizumi et al., 2015)。このように抗がん剤誘発性味覚障害は、臨床上軽視できない副作用の

一つである。しかしながら、その特性や発症機序についての統一的な見解は得られていない。 

従来、抗がん剤誘発性味覚障害はその薬理作用に基づき、味細胞の分化･増殖が影響を受け

ることによりその数が減少し発症すると考えられてきた。実際に、DNA アルキル化を作用機

序としてもつ抗がん剤であるシクロホスファミド投与マウスにおいて、味細胞の細胞周期の

遅延及び味細胞数の減少が起こることが示されている (Mukherjee and Delay, 2011; Mukherjee 

et al., 2013)。このような所見は抗がん剤と共にがん治療に適用される放射線照射によっても

誘発されることが報告されている (Nguyen et al., 2012)。 

味細胞は 10-14 日間の細胞周期で新陳代謝しており (Beidler et al., 1965; Farbman et al., 

1980)、必須微量元素である亜鉛の欠乏は細胞周期を遅延させ、味細胞数の減少などを来すた

め味覚感受性が減少する (Hambridge et al., 1972; Beyersmann, 2002; Hamano et al., 2006)。また、

味覚障害患者の唾液中亜鉛量が減少していることも報告されている (Watanabe et al., 2005)。

ラットを用いた検討においても、慢性的な亜鉛欠乏による、味蕾の形態変化、味蕾中の味細

胞数の減少及び味覚感受性の低下が報告されている (Kobayashi et al., 1986; Komai et al., 2000; 

Chou et al., 2001; Goto et al., 2001)。血中亜鉛を減少させる要因の一つとして、亜鉛キレート能

を有する薬剤 (D-ペニシラミン等) の投与が指摘されている (Henkin and Bradley, 1970)。これ

らのことから、抗がん剤誘発性味覚障害への対応として亜鉛含有製剤の投与がなされている

が、その治療効果は不十分であり個体差が大きいことが報告されている (Yoshida et al., 1991; 

Yamagata et al., 2003; Halyard et al., 2007)。また、味覚障害は患者の主訴により診断される場合

が非常に多く、濾紙ディスク法のような客観的な味覚機能の定量評価法に基づく診断は極め

て少ない (エルプラットⓇ添付文書、ベルケイドⓇ添付文書、Ishikawa et al., 2013)。そのため、

ヒトにおける薬剤性味覚障害の特性、すなわち、5 基本味の中で異常を呈する味の表現型に

関する研究報告は少なく、基礎的な検討においても、シクロホスファミド投与マウスにおい

て味蕾の形態変化や味細胞数の減少が認められ、甘味及びうま味の感受性が低下することが

報告されている (Mukherjee and Delay., 2011; Mukherjee et al., 2013) のみであり、その他の薬剤

についての報告は乏しく、未だ抗がん剤誘発性味覚障害に対する有効な治療法及び対処法に

関する情報は少ないのが現状である。 
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以上のことより、抗がん剤の味細胞を含めた味受容機構への影響を評価し、薬剤特異性を

明らかにすることは、未だ不明である抗がん剤誘発性の味覚障害に対する対応を考える上で

重要である。そこで本研究では、作用機序の異なる抗がん剤であるオキサリプラチン及びボ

ルテゾミブをげっ歯類に投与し、味覚機能の行動学的解析に加え、その味受容機構の変化の

有無を精査し、それらの味覚感受性への影響について比較検討した。 
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第 1 章 オキサリプラチン投与によるラット味覚感受性の変化 

 

緒 言 

 

オキサリプラチンは大腸がん、膵がん及び胃がんの治療に用いられる極めて重要な白金系

抗がん剤の一つであり (de Gramont et al., 2000)、DNA と架橋構造を形成し、その複製を阻害

することで細胞増殖を抑制する (Raymond et al., 1998, 2002)。この作用はがん細胞非特異的で

あり、末梢神経障害に起因する冷覚/痛覚過敏などの副作用を引き起こす (Sakurai et al., 2009)。

これに加え、オキサリプラチンは味覚障害を生じ、これを含む化学療法を受けた結果、甘味

の感受性が増大した症例が報告されている (Boltong et al., 2012)。さらに、日本人患者に対す

るアンケート調査において、オキサリプラチンを含むレジメンである FOLFOX6 (オキサリプ

ラチン、5-FU) 及び XEROX (オキサリプラチン、カペシタビン) はそれぞれ 100%及び 60%

の患者で味覚障害が起きたことも報告されている (Ishikawa et al., 2013)。しかし、オキサリプ

ラチンによる味覚障害については未だ不明な点が多い。そこで本章では、オキサリプラチン

投与ラットを用いた行動学的及び生化学的検討による味覚感受性及び味受容機構に対する影

響を調べた。 
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実験材料及び方法 

 

1. 試薬 

コラゲナーゼ D 及び ディスパーゼ II は Roche Applied Science から購入した。トリプシン

阻害剤及び ウシ胎児血清 (bovine serum albumin, BSA) は Sigma-Aldrich から購入した。その

他の試薬は、いずれも特級若しくは、それ以上の規格のものを使用した。オキサリプラチン

は、徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部 薬物動態制御学分野 石田 竜弘 教授よ

り恵与された。 

 

2. 実験動物 

実験動物には雄性 Sprague-Dawley ラット (200-300 g; 日本 SLC) を用いた。なお、本実験

プロトコールは、京都薬科大学動物実験委員会により承認され、「京都薬科大学動物実験実施

規程」 に沿って実験を行った。 

 

3. 投与方法 

オキサリプラチンはその開裂体である dichloro(1,2diaminocyclohexane)platinum (II) 及び

oxalate に解離する影響を考慮し、5%グルコース溶液に溶解した (Sakurai et al., 2009)。 

Sakurai ら (2009) の報告において、ラットへの投与により末梢神経障害の発症が報告され

ている投与方法を参考にし、オキサリプラチンは 2、4 又は 8 mg/kg (1 mL/kg) を 1 日投与量

として 2 日間腹腔内投与により投与した (総投与量: 4、8 及び 16 mg/kg)。コントロール群に

は 1 mL/kg の 5%グルコース溶液を同様の投与スケジュールで腹腔内投与した。 

 

4. mRNA 検出 

4-1. 舌上皮の剥離 

 ラットをペントバルビタール (ソムノペンチル、共立製薬) による麻酔下 (25 mg/kg、腹腔

内投与) において生理食塩水にて灌流し、1.0 mg/mL コラゲナーゼ D、2.5 mg/mL ディスパー

ゼⅡ及び 1.0 mg/mL トリプシン阻害剤を含有したタンパク質分解酵素カクテルを舌上皮下に

注入し、30 分室温で酵素反応させ有郭乳頭を含む舌上皮組織を剥離した。剥離した組織は

Total RNAを抽出するまで、RNA laterⓇ
 
(Sigma) 中にて-20°Cで保存した (Nishida et al., 2013)。 

 

4-2. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

ラット舌上皮の total RNA は、NucleoSpin RNAⓇ XS kit (Macherey-Nagel) を用いて抽出した

後、PrimeScript
TM

 RT reagent kit により逆転写し、cDNA を得た。得られた cDNA は SYBR
®
 

Premix EX Taq (TaKaRa) を用い、ABI PRISM 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) 

により real-time PCR を行った。各サンプルの mRNA 発現量はⅡ型味細胞マーカーである

phospholipase C-beta 2 (PLC-β2) の mRNA 発現量にて補正した。なお、T1R1、T1R2、T1R3、

T2R107、mGluR4 及び PLC-β2 の検出に用いたプライマーの塩基配列は Table 1 に示した。 
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5. 組織染色 

5-1. 凍結切片の作成 

ラットをペントバルビタールによる麻酔下 (25 mg/kg、腹腔内投与) において生理食塩水、

続いて、4%パラホルムアルデヒド含有 0.1 M Sorensen’s リン酸緩衝液 (Sorensen’s PB, 19 mM 

リン酸二水素ナトリウム二水和物, 81 mM リン酸水素二ナトリウム十二水和物, pH 7.4) にて

灌流し、舌を摘出した。同溶液中で 4°C にて一晩追固定を行い、その後、30% sucrose 溶液で

4°C にて一晩以上漬浸し、ミクロトーム (Leica) にて有郭乳頭組織の凍結切片 (40 µm) を作

製した。 

 

5-2. ヘマトキシリン-エオジン (Hematoxylin- Eosin, HE) 染色 

凍結切片を Sorensen’s PB で洗浄後、載物して一晩以上風乾させた。プレパラートを超純水

で 10 分間洗浄した後、ヘマトキシリン溶液 (Wako) に 10 分間浸した。その後、水道水で 10

分間鉄イオンとキレートさせ核を染色し、超純水で 3 回洗浄した。続いて、10%エオジン溶

液 (Wako) で 2 分間細胞質を染色した。再び超純水で 3 回洗浄し、エタノール (70%、8 分間; 

80% 及び 90%、3 分間; 100%、3 分間 2 回及び 5 分間 1 回) とキシレン (3 分間 3 回) に浸し、

脱水を行い、EUKITT (O. Kindler) にて封入した。画像は moticam 1000 (Shimazu) により撮影

した。 

 

5-3. 免疫組織染色 

凍結切片を Sorensen’s PB 及び 0.02 M 免疫用リン酸緩衝生理食塩液 (免疫用 PBS, 130 mM 

Table 1. Primers used for quantitative real -time PCR. 

Gene Accession Number   Primer sequences  Product size  

Tas1r1 

(T1R1) 
NM_053305 

Forward 5'-TGGTGACTGTCTGCAGGTGAG -3' 
95 bp 

Reverse 5'-TGGCTTGGAAGAGGTGGTAG -3' 

Tas1r2 

(T1R2) 
NM_001271266.1  

Forward 5'-TGGACTTGCTGCTGTCTGTG -3' 
125 bp 

Reverse 5'-GGAGATGGAGGAGGTGAAGG -3' 

Tas1r3 

(T1R3) 
NM_130818.1 

Forward 5'-TGTGCTGGCTGTCATTGG -3' 
117 bp 

Reverse 5'-GTCACTTAGCCGATCCATGC -3' 

Tas2r107 

(T2R107) 
NM_023995 

Forward 5'-AGTGCAGCAGAAGGCATCC -3' 
150 bp 

Reverse 5'-CGCCAAGCCAATGAGAATG -3' 

Grm4 

(mGluR4) 
NM_022666.1 

Forward 5'-GTCCAACAAGTTCACACAGAAGG -3' 
131 bp 

Reverse 5'-AGATGGCATGGTTGGTGTAGG -3' 

Plcb2 

(PLC-β2) 
NM_053478.1 

Forward 5'-ATCTGGCTGCCGTTGTGTAG -3' 
83 bp 

Reverse 5'-TAGTGAAGCCGTGGGTGATG -3' 

Gnat3 

(α-gustducin) 
NM_173139.1 

Forward 5'-CAGTAACACGTTGCAGTCCATCC -3' 
139 bp 

Reverse 5'-CGTCATGTCACCATCTTCTAGTGT -3' 
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塩化ナトリウム, 8.6 mM リン酸水素二カリウム, 1.4 mM リン酸二水素カリウム, pH 7.6) で

洗浄後、室温にて 1 時間または 4°C にて一晩 blocking を行った。ブロッキング緩衝液には 1%

ロバ血清、0.3% Triton-X 100 (ICN Biochemicals)、0.3% BSA 及び 0.05% アジ化ナトリウム 

(Wako) 含有免疫用 PBS を用いた。その後免疫用 PBS で洗浄し、一次抗体をブロッキング緩

衝液で希釈し、4°C にて一晩または 3 日間反応させた。その後免疫用 PBS で洗浄し、二次抗

体及び Hoechst 33258 (10 µg/mL, Dojin) をブロッキング緩衝液で希釈し、4°C にて一晩反応さ

せた。その後免疫用 PBS で洗浄し、載物して一晩以上風乾させた後 ProLong
®
 Antifade Kit (Life 

Technologies) を用いて封入した (Nishida et al., 2008)。画像は共焦点レーザー顕微鏡 LSM 510 

META (Carl Zeiss) により撮影した。得られた写真の蛍光強度は、Adobe Photoshop
® を用いて

数値化した。なお、使用した一次抗体及び二次抗体の詳細は Table 2 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Brief access test 

6-1. 実験器具 

試験用のケージとして給水孔 (縦 15 mm、横 10 mm) のある遮光性のケージ (幅 21.5 cm、

奥行 36.5 cm、高さ 25.5 cm) を用い、その中にラットを 1 匹ずついれ、遮光性の蓋をし、給

水孔から水もしくは味溶液を提示した。水及び味溶液は 15 mL ポリプロピレン製チューブ 

(IWAKI) に入れ、シリコン栓を貫通したボール付き給水先管 (夏目製作所) を通して飲水さ

せた。給水先管の先端にリック回数計測装置 (DELICIOUS; INECK) のセンサーを設置し、ラ

ットが給水先管を舐める際にレーザー光を遮断する回数を lick 数として計測した (Fig. 1A)。

リック数はラットの飲水欲求やラットの個体差によって影響を受ける。この影響を補正する

ため、10 秒間の味溶液に対する lick 数と 10 秒間の水に対する lick 数の比である lick ratio を

算出し、味覚感受性の評価に用いた (Martin et al., 2010)。 

Table 2. Antibodies used for immunohistochemistry. 

Antigen 1
st
 Ab 2

nd
Ab 

T1R2 
Rabbit anti-T1R2 Ab 

(1:200; OST00254W, Osenses) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 488 (1:1000; #A21206, Life Technologies) 

NTPDase2 
Sheep anti-NTPDase2 Ab 

(1:200; AF5797, R&D Systems) 

Donkey anti-sheep IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 594 (1:1000; #A11016, Life Technologies) 

α-gustducin 

Rabbit anti-Gα-gust Ab  

(1:200; sc395, Santa Cruz 

Biotechnology) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 488 (1:1000; #A21206, Life Technologies) 

PLC-β2 

Rabbit anti-PLC-β2 Ab  

(1:1000; sc206, Santa Cruz 

Biotechnology) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 488 (1:1000; #A21206, Life Technologies) 

AADC 
Rabbit anti-AADC Ab 

(1:200; BML-AZ1030-0050, Enzo) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 488 (1:1000; #A21206, Life Technologies) 

5-HT 
Rabbit anti-5-HT Ab 

(1:50; S5545, Sigma-Aldrich) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 

Fluor
®
 488 (1:1000; #A21206, Life Technologies) 

 



8 

 

 

6-2. トレーニング方法 

まず、ラットに給水孔からの飲水行動を学習させるためのトレーニングを 6 日間行った。

トレーニング及び本試験はラットを 20 時間以上絶水条件下においた後、1 日の明暗周期のう

ち明期 (9:00-18:00) において行った。トレーニング初日はラットを試験用ケージに 1 匹ずつ

入れ 15 分間、水を給水孔から自由摂取させた。2 日目は水を 10 秒間提示し、給水孔を 20 秒

間シャッターで閉じるトレーニングを 10分間繰り返した。3日目は水を甘味溶液である 0.3 M

スクロース水溶液に変更し同様の方法で行った。4 日目は 0.3 M スクロース水溶液及び苦味溶

液である 1 mM キニーネ塩酸塩 (quinine hydrochloride, QHCl) 水溶液、それぞれの溶液の間に

水を提示し、各溶液をラットが飲み分けているか否かを確認した。5 及び 6 日目は次項に示

す本試験と同様の方法で味溶液及び水を提示し、そこで得られたデータを基礎値 (Base; Day 

0) として用いた。なお、過度な絶水の影響を防ぐため、それぞれのトレーニング終了後、水

を 1 時間自由摂取させた。 

 

6-3. 本試験 

オキサリプラチン投与後 3、7、10 及び 14 日目に本試験を実施した。本試験の際はトレー

ニングの場合と同様に、試験前日より 20 時間以上の絶水を行った。まず、絶水による過度な

飲水を防ぐため、試験前に 2 分間、試験ケージの給水孔より自由に水を摂取させた。その後

味溶液及び水をそれぞれ 10 及び 5 秒間ずつ交互に提示し、lick 数を計測した。スクロースは

甘味を呈するため、通常はラットの lick 数は水の場合よりも高くなるが、本実験では絶水に

よってラットの飲水欲求を高めているため、水とスクロース水溶液 (0.01-1 M) に対する 10

秒間の lick 数はほぼ同等、すなわち lick ratio はほぼ 1 となる。そこで、スクロース濃度依存

的な lick ratio を得るため、甘味溶液として、0、0.01、0.03、0.1、0.3、0.5 及び 1 M の濃度の

スクロースと嫌悪性の苦味物質である 1 mM QHCl を添加した甘味/苦味混合溶液を用い、そ

れをラットに対してスクロース濃度の高い順に提示した (Murata et al., 2003; Boughter et al., 

2005) (Fig. 1B)。GraphPad Prism (GraphPad Software) を用いて、得られた lick ratio とスクロー

ス濃度からシグモイド曲線を作図し、EC50 値を算出した。これらの値を基に甘味に対する感

受性を解析した。苦味の感受性に対する試験においては、0.0001、0.01、0.1 及び 1 mM の QHCl

水溶液をそれらの濃度の低い順に提示した (Fig. 1C)。 
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7. 亜鉛及び白金量の測定 

7-1. 血漿の採取 

ラットをペントバルビタールによる麻酔下 (25 mg/kg、腹腔内投与) において予めヘパリン

ナトリウム (1 万単位/10mL; エイワイファーマ) 処置を施したシリンジを用い、心臓穿刺

により採血後、4°C、10,500×g の条件下で 5 分間遠心分離を行い、得られた上清を血漿とし

て用いた。 

 

7-2. 唾液の採取 

ラットをペントバルビタールによる麻酔下 (25 mg/kg、腹腔内投与) においてピロカルピン 

塩酸塩 (Wako, 1.25 mg/kg) を腹腔内投与し、腹臥位にて口唇部の下に 20 分間脱脂綿を当て唾

液を吸収させることにより採取した。 

 

 

Fig. 1. Protocol of a brief-access test in rats.

Water

(2 min)

Mix Sol.

(10 s)

Water

(5 s)

(Repeat)

Concentration  of sucroseHigh Low

(B)

Water

(2 min)

QHCl

(10 s)

Water

(5 s)

Concentration  of QHClLow High

(C)

(A)
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7-3. 測定用ビーカーの取り扱い 

検体中の亜鉛及び白金量の測定にあたり、一般的な方法で洗浄したビーカーを用いた場合

それに由来する亜鉛及び白金の混入が問題となったため以下のように洗浄処理を行った。ま

ず測定検体の灰化処理に用いるビーカーは、水道水で洗浄後、アルスコ洗剤 (朝日ライフサ

イエンス) 入り水道水にて 1 時間超音波洗浄を行い、水道水、蒸留水の順にすすいだ後、7.5% 

硝酸 (試薬特級, Wako) に 9 時間以上浸け置きした。その後、水道水、超純水の順にすすぎ、

風乾後、そのビーカーを 200-250°C 加熱条件下で硝酸 (有害金属測定用, Wako)、過塩素酸 (有

害金属測定用, Wako) 及び過酸化水素 (原子吸光分析用, Wako) にて湿式灰化の操作を行い、

高周波誘導結合プラズマ質量分析装置  (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer; 

ICP-MS; 7700 Series, Agilent Technologies) を用いて、測定用ビーカーのバックグラウンドを予

め測定した。サンプル中の白金及び亜鉛量は白金標準液 (Wako) 及び多元素混合標準液 BM 

(Wako) をそれぞれの標準物質として、また内標準として 1 ppm インジウム標準液 (Wako) を

最終濃度が 0.2 ppb となるようにサンプルに添加し、それぞれのサンプルの Pt/In 及び Zn/In

値の平均から、白金及び亜鉛標準液を添加していない 3 サンプルの Pt/In 及び Zn/In 値の平均

を差し引いて⊿Pt/In 及び⊿Zn/In 値を算出した。⊿Pt/In 及び⊿Zn/In の値が 0.002 未満のもの

を測定サンプルの灰化処理に用いることができる測定用ビーカーとし、次項に示す本測定の

際に用いるビーカーを選定した。なお、本測定用ビーカーは選定後 7.5% 硝酸に 9 時間浸け

置きした後、水道水、超純水の順にすすぎ、風乾させた。 

 

7-4. 亜鉛及び白金量の測定 

測定サンプルは、7-3 項で選定した測定用ビーカーを用いて、200-250°C 加熱条件下にて硝

酸、過塩素酸及び過酸化水素を用いて湿式灰化を行い、その後、5% 硝酸に溶解させた。そ

の溶解液を試料として、ICP-MS を用いて亜鉛及び白金量を測定した。サンプル中の亜鉛及び

白金量は 7-3 項に記載した方法と同様の手順により算出した。 

 

8. 統計学的処理 

得られた実験値は、平均値±標準偏差 (S.D.) にて表示した。Nosrat ら (2012) 及び Kusuhara

ら (2013) の報告に基づき、母集団が正規分布を示し、母分散が等しいと仮定し、コントロー

ル群及びオキサリプラチン投与群間の有意差検定のうち brief-access test における lick ratio 及

び EC50の比較は、Student’s t test を、免疫組織染色における蛍光強度の比較は多群間比較に

Tukey’s test を、免疫組織染色における味蕾あたりの味細胞数の多群間でのコントロール群と

オキサリプラチン投与群の対比較の場合は Dunnett's test を適用し、得られた p 値が 0.05 未満 

(両側) の場合を有意差ありとした。 
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実験成績 

 

1. 体重変化 

オキサリプラチン投与開始時及び投与後 14 日目における体重を測定した。コントロール群

及びオキサリプラチン投与群 (総投与量: 4-16 mg/kg) との間で明らかな体重の変動はなかっ

た (Table 3)。また、いずれのオキサリプラチン投与群においても、コントロール群に比べて

体毛や便の性状に明らかな変化はなかった。 

オキサリプラチンの投与による身体所見の変化は認められなかったものの、これは Sakurai

ら (2009) の報告と同様であり、これらオキサリプラチン投与ラットにおいてその毒性の評価

は行うことができるものと判断した。 

  Table 3. Body weight changes in control and oxaliplatin-administered rats. 

 Control 
Oxaliplatin (mg/kg) 

4 8 16 

Day 1 242.6±7.2 243.8±5.1 235.0±10.2 243.8±5.3 

Day 14 321.0±25.1 315.0±21.9 293.3±13.3 309.5±31.5 

Each value represents the mean ± SD (N=4-5). This table was cited from Table 3 in Biol. Pharm. Bull., 39, 

581, 2016. 
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2. 有郭乳頭部位における味受容体の発現変化 

オキサリプラチン投与ラットの有郭乳頭における T1R1、T1R2、T1R3、T2R107 及び mGluR4

の各 mRNA 発現プロファイルを real-time PCR 法により検討した。Fig. 2 に示すように、オキ

サリプラチン投与群における甘味受容体サブユニットの一つである T1R2 の mRNA 発現レベ

ルは投与後 7 日目において、コントロール群に比べて有意に高かったが、投与後 14 日目では

コントロール群とほぼ同等であった。一方、その他の味受容体の mRNA 発現レベルについて

は、コントロール群とオキサリプラチン群の間で差はなかった。 

オキサリプラチン投与ラットの有郭乳頭における T1R2 のタンパク質発現量について、免

疫組織染色により検討した。オキサリプラチン投与後 7 日目の T1R2 の免疫活性に基づく蛍

光強度は、3 及び 14 日目のコントロール及びオキサリプラチン投与群の場合よりも有意に大

きかった (Fig. 3A, B)。この変化の用量依存性について検討するため 4-16 mg/kg のオキサリプ

ラチンを投与したラットの有郭乳頭部位の切片を用い免疫組織染色を行ったところ用量依存

性は認められなかったものの、8 及び 16 mg/kg の投与量群において T1R2 の発現が増大して

いた (Fig. 3C, E)。一方、Ⅱ型味細胞マーカータンパク質である PLC-β2 の有郭乳頭部位にお

ける蛍光強度はコントロール群とオキサリプラチン投与群との間で差はなかった (Fig. 3C, 

D)。これらの結果から、オキサリプラチン投与により有郭乳頭部位における T1R2 の発現量

が増大し、この変化は可逆的であることが示された。 

  

Fig. 2. Effect of oxaliplatin on mRNA expression of taste

receptors in rat circumvallate papillae (CP).
After administration of oxaliplatin at the total dose of 8 mg/kg, tissues containing CP were

removed on days 3, 7 and 14, and then used for quantification of the mRNA expression levels

of T1R1, T1R2, T1R3, T2R107 and mGluR4 in the CP by real-time PCR. Data are given

as % of PLC-β2 mRNA expression levels. Each bar represents the mean SD (N=3-4). *:

p<0.05 vs. control. This figure was cited from Fig. 1 in Biol. Pharm. Bull., 39, 580, 2016.
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Fig. 3. Effect of oxaliplatin on protein expression of T1R2 in rat CP.
(A, B) Expression of T1R2 in control and 8 mg/kg oxaliplatin-administered rat CP on days 3, 7 and 14.

Panel A shows representative immunohistochemical images, the quantitative results being given in panel B.

(C-E) Dose-dependent effects of oxaliplatin on expression of PLC-β2 and T1R2 in rat CP on day 7.

Representative immunohistochemical images for PLC-β2 and T1R2 are shown in panel C, the quantification

results being given in panels D and E, respectively. Scale bar = 50 μm. Each bar represents the mean SD

(N=4). *: p<0.05. This figure was cited from Fig. 2 in Biol. Pharm. Bull., 39, 581, 2016.
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3. 甘味感受性の変化 

オキサリプラチン投与により有郭乳頭において甘味受容体サブユニットの一つである

T1R2 受容体の発現量が一過性に増大することが明らかとなったことから、オキサリプラチン

投与による甘味感受性への影響を行動学的試験法である brief-access test により評価した。 

スクロースと QHCl の混合溶液に対する lick ratio はスクロース濃度依存的に増大、すなわ

ち甘味に対する嗜好性を示したことから、本実験系が成立していることが確認された。オキ

サリプラチン投与前において、コントロール群とオキサリプラチン投与群の間でスクロース

と QHCl の混合溶液に対する lick ratio に差はなかったものの (Fig. 4A)、オキサリプラチン投

与後 3 並びに 7 日目において、それぞれ 0.3 及び 1 M、並びに 0.1 及び 0.3 M の濃度のスクロ

ースの混合溶液に対する lick ratio は、いずれもコントロール群のそれらより有意に小さかっ

た (Fig. 4B, C)。これらの lick ratio の近似曲線は、オキサリプラチン投与後 7 日目においてコ

ントロール群のそれの右側に移動し、算出された EC50値はコントロール群に比べ、有意に大

きかった (Table. 4)。一方、オキサリプラチン投与後 10 及び 14 日目における lick ratio はコン

トロール群のそれらとほぼ同値であった (Fig. 4D, E)。 

本試験で用いている味溶液には QHCl が含まれており、オキサリプラチン投与ラットで認

められたスクロースと QHCl の混合溶液に対する lick ratio の変化は、苦味感受性の変化に起

因する可能性が考えられる。そこで、オキサリプラチン投与ラットにおける苦味感受性の変

化の有無を検証したところ、スクロースと QHCl の混合溶液に対する lick ratio に変化の認め

られたオキサリプラチン投与後 3 及び 7 日目のいずれにおいても、QHCl 水溶液に対する lick 

ratio に明らかな変化はなかった (Fig. 5)。この結果から、オキサリプラチン投与後 3 及び 7 日

目において苦味の感受性は変化しないと考えられる。 

これらの結果から、オキサリプラチンの投与によって起こるスクロースと QHCl の混合溶

液に対する lick ratio の低下は甘味感受性が一過性に減少することにより起こることが示され

た。また、この甘味感受性の減少は、オキサリプラチン投与ラットの有郭乳頭部位における

T1R2 の発現増加と同様に、オキサリプラチン投与後 7 日目において起こったことから、オキ

サリプラチンによる甘味感受性の変化に対し T1R2 の発現増大が関与していることが示唆さ

れた。 
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Table 4. EC50 values for the sweet/bitter taste solutions in control and oxaliplatin- 

administered rats. 

(mM sucrose) Day 0 Day 3 Day 7 Day 10 Day 14 

Control 0.22±0.10 0.40±0.52 0.07±0.05 0.34±0.41 0.06±0.04 

Oxaliplatin 0.16±0.23 0.24±0.11  0.27±0.12* 0.26±0.15 0.20±0.24 

Each value represents the mean ± SD (N=4-5). *: p<0.05 vs. control on the corresponding day. 
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Fig. 4. Effect of oxaliplatin on sensitivity to sweet/bitter taste solutions 

in rats.
The lick ratios for 0.01-1.0 M sucrose with 1 mM QHCl and for 0.001-1.0 mM QHCl (F-H) were

determined in control and oxaliplatin-administered rats on days 0, 3, 7, 10 or 14. Each point represents

the mean SD (N=4-6). *: p<0.05 vs. control. This figure was cited from Fig. 3 in Biol. Pharm. Bull.,

39, 582, 2016.
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Fig. 5. Effect of oxaliplatin on sensitivity to bitter taste solutions in rats.
The lick ratios for 0.01-1.0 M sucrose with 1 mM QHCl and for 0.001-1.0 mM QHCl (F-H) were

determined in control and oxaliplatin-administered rats on days 0, 3, 7, 10 or 14. Each bar represents the

mean SD (N=4-6). *: p<0.05 vs. control. This figure was cited from Fig. 3 in Biol. Pharm. Bull., 39,

582, 2016.
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4. 有郭乳頭部位における味蕾の形態及び味細胞数への影響 

オキサリプラチン投与による有郭乳頭部位における味蕾の組織形態への影響を検討するた

めに有郭乳頭を含む切片に対し HE 染色を行った。有郭乳頭の全体像及び味蕾の拡大写真に

おいて、コントロール及びオキサリプラチン投与ラットの切片における味蕾の形態、サイズ

及び味蕾中の細胞の形態に明らかな差はなかった (Fig. 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、オキサリプラチン投与による有郭乳頭部位における味蕾内の味細胞数への影響を検

討するために免疫組織染色を行った。Ⅱ型味細胞マーカーとして PLC-β2 及び α-gustducin 

(Clapp et al., 2004; Miura et al., 2007)、Ⅲ型味細胞マーカーとして aromatic acid decarboxylase 

(AADC) 及び 5-hydroxytriptamine (5-HT) (Yee et al., 2001; DeFazio et al., 2006) をそれぞれ用い、

1 つの味蕾あたりの味細胞数を計数した。その結果、それぞれのマーカー陽性細胞数はコン

トロール及びオキサリプラチン投与群 (4-16 mg/kg) の間で差はなかった (Fig. 7)。これらの

結果から、オキサリプラチン投与は有郭乳頭部位の組織形態及び味細胞数に明らかな影響を

及ぼさないことが明らかとなった。 

  

Day 3 Day 7

OxaliplatinControl OxaliplatinControl

Fig. 6. Effect of oxaliplatin on morphology of taste buds in rat CP.
Representative photomicrographs of HE staining of rat CP from 8 mg/kg oxaliplatin-administered rats on 

days 3 and 7.  Scale bar = 50 μm. This figure was cited from Fig. 4 in Biol. Pharm. Bull., 39, 582, 2016.
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Fig. 7. Effects of oxaliplatin on numbers of taste cells in rat CP.
(A-F) Type II taste cells in control and oxaliplatin-administered rat CP. Panels A and D show representative

immunohistochemical images for PLC-β2 and α-gustducin, respectively, the quantitative results being given in panels B

and C, and E and F, respectively. (G-L) Type III taste cells in control and oxaliplatin-administered rat CP. Panels G and J

show representative immunohistochemical images for AADC and 5-HT, respectively, the quantitative results being given

in panels H and I, and K and L, respectively. NTPDase2 was used for detection of taste buds (red; G-I). Scale bar = 20

μm. Each bar represents the mean SD (N=3-4). This figure was cited from Fig. 5 in Biol. Pharm. Bull., 39, 583, 2016.
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5. 血漿及び唾液中における亜鉛及び白金量の変化 

オキサリプラチン投与後 3及び 7日目における血漿及び唾液中の亜鉛及び白金量を ICP-MS

により測定した。血漿及び唾液中の亜鉛量はオキサリプラチン投与後 3 及び 7 日目において

コントロール群とオキサリプラチン投与群でほぼ等しく、オキサリプラチンの投与量依存的

な影響も認められなかった (Fig. 8A, B)。一方、血漿中白金量はオキサリプラチン投与後 3 日

目において投与量依存的に増大し、投与後 7 日目において顕著に低下していたものの検出さ

れた (Fig. 8C)。一方、唾液中白金はオキサリプラチン投与後 3 日目において、8 及び 16 mg/kg

投与群で検出されたが 4 mg/kg オキサリプラチン投与ラットのそれは検出限界以下であり、

また、オキサリプラチン投与後 7 日目では、唾液中に白金は検出されなかった (Fig. 8D)。 

これらのことから、オキサリプラチン投与による血漿中及び唾液中の亜鉛量に対する影響

は測定したいずれの日においても認められないこと、そして唾液中へのオキサリプラチンの

分泌は甘味感受性の変化が認められた投与後 7 日目においてほとんど生じないことが示され

た。 
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Fig. 8. Zinc and platinum levels in plasma and saliva of oxaliplatin-

administered rats.
Concentrations of zinc (Zn) and platinum (Pt) in plasma (A, C) and saliva (B, D) on days 3 and

7 measured by ICP-MS. Each bar represents the mean SD (N=3-4). *: p<0.05 vs. 0 mg/kg.

N.D.: Not detected. This figure was cited from Fig. 6 in Biol. Pharm. Bull., 39, 584, 2016.
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考 察 

 

本章では、DNA の複製及び転写の阻害を作用機序とし、味覚障害を引き起こす抗がん剤で

あるオキサリプラチンによる味覚感受性及び味受容機構に対する影響についてラットにおい

て検討した。その結果、ラットへのオキサリプラチン投与により (1) 甘味受容体サブユニッ

トの一つである T1R2 の発現が一過性に増加すること、(2) 甘味感受性が減少するがその変化

は可逆的であること、並びに (3) 味蕾の形態や味細胞数は影響を受けないことが明らかとな

った。 

本検討において著者は、オキサリプラチン投与ラットにおいて甘味感受性は低下するもの

の、甘味受容体サブユニットの一つである T1R2 の発現は増大するという相反する結果を得

た。このことは、味受容体はその受容に必要ではあるものの、その味覚感受性は必ずしもそ

の発現量と対応するとは限らない可能性を示唆しており、これは化学療法と放射線療法を受

けた患者において、苦味受容体 T2R5 の発現量は増大するものの、苦味感受性は変化しない

ことを示した Tsutsumi ら (2015) の報告によって支持されるものと考えられる。一方、T1R2

又は T1R3 のノックアウトマウスは野生型の場合と比較して、甘味感受性が低下することが

報告されている。このことから、T1R2 又は T1R3 がそれぞれホモ二量体を形成した場合、そ

れらは甘味受容体として機能するものの、その感受性は低いことが推察される。したがって、

オキサリプラチン投与ラットの味細胞における T1R2 の発現量の増大は、感受性の低い T1R2

ホモ二量体の発現割合を大きくし、それにより甘味感受性が低下した可能性が考えられる。

また、Boltong ら (2012) は、オキサリプラチンを含む化学療法を受けた患者において甘味感

受性が増大したことを報告しており、著者が得た結果と矛盾するものである。これは、著者

の結果がオキサリプラチンを単独でラットに投与したものであるのに対し、Boltong らの結果

は多剤併用療法を受けた患者であることに起因する可能性が考えられる。また、ヒトとげっ

歯類の味受容に関する分子群などは類似したものであるが、Jiang ら (2005) は、甘味物質に

対する反応性においてヒトとマウスの間で甘味受容体のアミノ酸配列の違いに起因する種差

があることを報告している。甘味受容体は T1R2 と T1R3 のヘテロ二量体から成るが、Shimizu

ら (2014) は、ヒト T1R3 の細胞膜への移行に T1R2 の共発現が必要なのに対し、マウス T1R3

はそれを必要としないことを明らかにしている。したがって、このような T1R2 と T1R3 のタ

ンパク質-タンパク質相互作用における種差が、オキサリプラチンによる甘味感受性の変化に

おけるラットとヒトとの相違を説明するかもしれないが、今後のより詳細な検討が望まれる。

しかしながら、今回著者が認めたオキサリプラチンによる甘味感受性の変化における種差に

関する結果と、先に述べた甘味感受性の変化が甘味受容体発現量の変化と対応しないという

結果は、味覚の変化をその受容体発現量のみで予測することの危険性を明確に指摘している。 

 今回の検討において、オキサリプラチン投与により甘味の受容に関与するⅡ型及びⅢ型味

細胞の数に変化はなかったことから、味細胞に対するオキサリプラチンの影響は、その細胞

分裂の抑制を示さない程度であることが示唆された。オキサリプラチン投与による T1R2 の

発現量の変化は投与後 14 日目、甘味感受性の低下は投与後 10 日目以降においてコントロー
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ル群と同等のレベルまで回復した。これはラットの味細胞の細胞周期が 10－14 日間であると

する報告 (Beidler et al., 1965; Farbman et al., 1980) と対応しており、T1R2 の発現量が増大した

味細胞が新生味細胞と入れ替わることで一過性の発現変化を示したと考えられる。このこと

は、オキサリプラチン投与ラットの血漿及び唾液中亜鉛濃度、味蕾の形態及び味細胞数に変

化が認められなかったことからも支持され、オキサリプラチン誘発性の味覚障害に対する細

胞増殖の抑制や亜鉛欠乏の関与は小さいことが示唆される。 

オキサリプラチンと同じ白金系抗がん剤の一つであるシスプラチンを含む化学療法を施行

された患者は、その投与 2 週間後まで甘味感受性が減少し、投与から 4 週間後にその変化は

投与前のレベルまで回復したことが報告されている (Tsutsumi et al., 2015)。したがって、甘味

感受性に対する一過性の変化は、白金系抗がん剤で共通する特性である可能性が示唆される。

また、Boltong ら (2012) は、オキサリプラチン投与により金属味を感じるようになった患者

の症例を報告している。この原因として、唾液中へのオキサリプラチンの分泌が考えられて

いる。今回の検討において、オキサリプラチン投与後 3 日目の唾液中で白金が検出されたも

のの、7 日目では検出限界以下であったことから、投与後 7 日目で認められた甘味感受性の

低下に対する寄与は小さいと考えられる。 

 オキサリプラチンの投与方法はオキサリプラチンにより誘発される手足の冷覚過敏や機械

的アロディニアなどの末梢神経障害に関する研究でのそれ (Sakurai et al., 2009) に準じた。オ

キサリプラチン投与患者において口唇部周囲の感覚異常が起こることが報告されている 

(Argyriou et al., 2013)。口唇部周囲の感覚は第Ⅴ脳神経である三叉神経及び第Ⅸ脳神経である

舌咽神経によって支配されていることから、この口唇部感覚異常はそれらの障害に起因する

と考えられる。舌咽神経は味知覚にも関与することから今回著者が認めたオキサリプラチン

による甘味感受性の変化は甘味受容体の発現変動に加え、舌咽神経などの味覚神経系に対す

る障害に起因する可能性が考えられる。したがって、オキサリプラチン誘発性味覚障害に対

する神経機能の異常の関与についても今後の更なる検討が望まれる。 

 今回の検討において、オキサリプラチン投与によりラットの甘味感受性は低下したが完全

には喪失していなかった。このことは、甘味受容体を標的として甘味の感受性を制御できる

可能性を示唆している。ヒトにおいて甘味は温度によって感受性が変化し、温度が高いほう

がより感じやすくなる (Bartoshuk et al., 1982; Talavera et al., 2005)。また、それぞれの甘味物質

で甘味受容体への結合部位は異なり (Masuda et al., 2012)、異なる味認識部位に結合する複数

の味物質を作用させることで甘味シグナルは相乗的に増強される (Fujiwara et al.,2012)。した

がって、食物の温度の調節や、複数の甘味料を使用することにより甘味感受性の変化に対処

し、これによって食事摂取低下に起因する低栄養状態などの患者 QOL の低下を緩和すること

ができるのではないかと考えられる。 
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第 2 章 ボルテゾミブ投与による味覚感受性の変化 

 

緒 言 

 

オキサリプラチンをはじめとする従来用いられてきた抗がん剤は、がん細胞だけでなく正

常細胞に対しても毒性を示すため、様々な副作用を引き起こす。これに対し、近年、がん細

胞に特異的なタンパク質及びシグナル伝達に対して作用する分子標的治療薬は比較的副作用

発現が少ないとされ、その使用が増加している。しかし、それらの抗がん剤においても皮疹

や高血圧等の様々な副作用が発現する (Liu and Kurzrock, 2014)。 

それら分子標的治療薬の一つであるボルテゾミブは、本邦において多発性骨髄腫及びマン

トル細胞リンパ腫の治療に用いられている (Richardson et al., 2005; Robak et al., 2015)。ボルテ

ゾミブはタンパク質分解酵素複合体であるプロテアソーム阻害作用を有する (Williamson et 

al., 2009)。プロテアソームはユビキチンにより標識されたタンパク質の分解に関与し、その

阻害は細胞内におけるユビキチン化タンパク質を蓄積させることから (Fang et al., 2012)、ボ

ルテゾミブはがん細胞に対しアポトーシス誘導や増殖抑制作用を示すと考えられている。 

ボルテゾミブ使用患者では悪心･嘔吐、末梢神経障害などの副作用を引き起こす他、味覚障

害が起きることも報告されている (Fanucchi et al., 2006; Voortman et al., 2007)。しかし、その

味覚障害の特性や発症機構は明らかになっていない。そこで本章ではボルテゾミブ投与マウ

スを用いて 5 基本味に対する味覚感受性の変化及び味受容部位における影響の有無について

検討した。 
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実験材料及び方法 

 

1. 試薬 

ボルテゾミブは LC Laboratories から購入した。その他の試薬は、第 1 章実験材料及び方法

1 項におけるものと同様のものを用い、いずれも特級若しくは、それ以上の規格のものを使

用した。 

 

2. 実験動物 

実験動物には雄性 C57BL/6NCrl マウス (25 週齢; チャールズリバー) を用いた。なお、本

実験プロトコールは、京都薬科大学動物実験委員会により承認され、｢京都薬科大学動物実験

実施規定」に沿って実験を行った。 

 

3. 投与方法 

ボルテゾミブははじめに DMSO にて 20 mg/mL の溶液とし、これを生理食塩水にて希釈し

終濃度 0.1 mg/mL の溶液とした。ボルテゾミブはヒトにおいて静脈内投与もしくは皮下投与

により週に 2 回 2 週間 (1, 4, 8 及び 11 日目) 投与後、10 日間の休薬期間をはさみ繰り返し投

与される (Fanucchi et al., 2006)。マウスを用いたボルテゾミブの末梢神経障害に関する研究に

おいては休薬期間を設けずに 1 mg/kg の投与量にて週 2 回繰り返し投与するスケジュールが

用いられ、神経毒性に起因する電気生理学的及び行動学的な変化が投与開始後 4 週目以降で

発現することが報告されている (Bruna et al., 2010)。そこで本検討では、ボルテゾミブを 1 回

投与量 1 mg/kg (10 mL/kg) にて週に 2 回 4 週間 (1、4、8、11、15、18、22 及び 25 日目) 皮

下投与により投与した (総投与量 8 mg/kg)。ボルテゾミブ溶液には終濃度として 0.5%の

DMSOが含まれていることから、コントロール群には 0.5% DMSO含有生理食塩水を 10 mL/kg

の用量で皮下投与した。 

 

4. 生化学的検査値の測定 

血漿は第 1 章実験材料及び方法 7 項と同様の方法にて採取した。アスパラギン酸アミノト

ランスフェラーゼ (aspartate aminotransferase, AST) 及びアラニンアミノトランスフェラーゼ 

(alanine transaminase, ALT) はトランスアミナーゼ CII-テストワコー (Wako) を、アルカリホ

スファターゼ (alkaline phosphatase, ALP) はラボアッセイ TM
 ALP (Wako) を、アルブミン、総

タンパク質及び A/G 比 (A/G) は A/G B-テストワコー (Wako) を、 血中尿素窒素 (blood urea 

nitrogen, BUN) は尿素窒素 B-テストワコー (Wako) を、creatinine はラボアッセイ TM
 クレア

チニン (Wako) を用いて測定した。 

 

5. 血漿中亜鉛量の測定 

第 1 章実験材料及び方法 7 項の亜鉛量の測定と同様の方法にて行った。 
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6. Brief access test 

6-1. 実験器具 

試験用のケージとして給水孔 (縦 15 mm、横 10 mm) を開けた黒色遮光のケージ (奥行 24 

cm、幅 17 cm、高さ 11.5 cm) を用い、その中にマウスを 1 匹ずついれ、黒色の蓋をし、給水

孔から水もしくは味溶液を提示した (Fig. 9A)。水及び味溶液は第 1 章実験材料及び方法 6-1

項の実験器具と同様、15 mL ポリプロピレン製チューブとシリコン栓を用い提示したが、給

水先管 (夏目製作所) はボール付きの場合、マウスがノズルを舐める範囲が広くなり、lick 行

動がセンサーによって感知されないことがあるため、ボール付きではない給水先管を用いた。

また、新品のシリコン栓と給水先管を使用した場合、マウスはノズルの匂いを嗅いで lick 行

動をとらない傾向があったため、匂いを除去するためにそれらを 15% 炭酸水素ナトリウム 

(Wako) 水溶液中にて 15 分間沸騰させ、匂いを除去したものを使用した。Lick 数及び lick ratio

は第 1 章実験材料及び方法 6-1 項の実験器具と同様の方法で測定及び算出した。 

 

6-2. トレーニング方法 

まず、マウスに給水孔からの飲水行動を学習させるためのトレーニングを 5 日間行った。

トレーニング及び本試験は 1 日の明暗周期のうち、明期 (9:00-18:00) に行った。マウスは 36

時間絶水し、この絶水時間のうちトレーニング又は本試験開始 26 時間前に 2 時間自由飲水さ

せ、その後再度トレーニング又は本試験まで絶水をした。トレーニング初日はマウスに試験

環境に慣れさせるため、マウスを試験用ケージに 1 匹ずつ入れ、15 分間水を給水孔から自由

摂取させた。2 日目は限られた時間内に lick することを学習させることを目的に、10 秒間水

を提示した後 15 秒間給水孔をシャッターで閉じるトレーニングを 10 分間繰り返した。3 及

び 4 日目は水を用いてその他は次項に示す本試験と同様の方法で行った。5 日目は本試験と

同様の方法で味溶液及び水を提示し、そこで得られたデータを基準値 (Base; Day 0) として用

いた。なお、過度な脱水を防ぐため、それぞれのトレーニング終了後、水を 1 時間自由摂取

させた。 

 

6-3. 5 基本味感受性の試験 

ボルテゾミブ投与開始後 2、5、9、12、16、19、23 及び 26 日目に本試験を実施した。本試

験の際はトレーニングと同様のスケジュールで予め絶水を行った。まず、マウスを 1 匹ずつ

試験用ケージに入れ、水を提示し 10 秒間の lick 数を計測した後、給水孔のシャッターを 15

秒間閉じた。続いて味溶液を提示し 10 秒間の lick 数を計測し、その直後口腔内を洗浄するた

めに水を 5 秒間 lick させ、シャッターを 15 秒間閉じた。この操作を繰り返し行い、甘味及び

うま味 (閾値以上で嗜好性を示す味) 溶液は高濃度から、酸味、苦味及び塩味 (閾値以上で嫌

悪性を示す味) 溶液は低濃度から順に提示した (Fig. 9B)。本試験では 2 種類の濃度 (低濃度

及び高濃度) の味溶液を用いた。甘味として 50 及び 300 mM スクロース水溶液、酸味として

5 及び 10 mM クエン酸水溶液、苦味として 0.3 及び 1 mM QHCl 水溶液、塩味として 150 及び

500 mM 塩化ナトリウム水溶液、うま味として 10 及び 100 mM グルタミン酸ナトリウム 
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(monosodium glutamate, MSG) 水溶液を使用した。なお、第 1 章 6-3 項の brief-access test と同

様に、水、スクロース水溶液 (50 及び 300 mM) 及び MSG 水溶液 (10 及び 100 mM) 溶液 に

対する 10 秒間の lick 数はほぼ同等となり、lick ratio はほぼ 1 となる。そこで、スクロース及

び MSG 濃度依存的な lick ratio を得るため、Murata ら (2003) の報告に基づきそれぞれの溶液

に、0.3 mM QHCl を添加した混合溶液を使用した。また MSG 水溶液は Na を含むことから

Na
+に起因する塩味の影響を防ぐために、Yoshida ら (2010) の報告に基づき、うま味溶液には

Na
+チャネルの阻害剤である 30 µM の濃度にてアミロライドを添加した。 

 

6-4. 酸味感受性の試験 

5 基本味感受性の試験と同様の試験スケジュールにて試験を実施した。酸味溶液として 5、

10、30 及び 100 mM のクエン酸及び 3.2、10、16 及び 32 mM の塩酸水溶液を低濃度の溶液か

ら順に提示した (Fig. 9C)。GraphPad Prism を用いて試験より得られた lick ratio と酸味物質濃

度からシグモイド曲線を作図し、そこから IC50 値を算出した。これらの値を基に酸味溶液に

対する感受性を解析した。 

    

Water

(10 s)
shutter

Taste

(10 s)

Water

(5 s)
Sucrose

+ QHCl (0.3 mM)

shutter

Citric acid

QHCl

NaCl

MSG

+ QHCl (0.3 mM)

Taste

(10 s)

Water

(5 s)

300 mM 50 mM

5 mM 10 mM

0.3 mM 1 mM

150 mM 500 mM

100 mM 10 mM

Fig. 9. Protocol of a brief-access test in mice.
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7. mRNA 検出 

第 1 章実験材料及び方法 4-1 項の舌上皮の剥離及び 4-2 項の real-time PCR と同様の方法に

て行った。各サンプルの mRNA 発現量はⅢ型味細胞マーカーである炭酸脱水酵素Ⅳ (carbonic 

anhydrase IV, Car4) の mRNA 発現量にて補正した。なお、酸味受容体である PKD1L3、PKD2L1

及び Car4 の検出に用いたプライマーの塩基配列は Table 5 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. 組織染色 

8-1. 凍結切片の作成 

第 1 章実験材料及び方法 5-1 項の凍結切片の作成と同様の方法にて行った。なお、凍結切

片の厚さは 20 µm とした。 

 

8-2. HE 染色 

エオジン染色までの操作は第 1章実験材料及び方法 5-2項のHE染色と同様の方法にて行っ

た。続いて、10% エオジン溶液で 4 分間細胞質を染色した後、再び超純水で 3 回洗浄し、エ

タノール (70%, 80%, 90% 及び 95%, 3 分間; 100% 3 分間 2 回及び 5 分間 1 回) とキシレン (3

分間 3 回) に浸し、脱水を行い、EUKITT にて封入した。画像は moticam 2000 (Shimazu) によ

り撮影した。 

 

8-3. 免疫組織染色 

第 1 章実験材料及び方法 5-3 項の免疫組織染色と同様の方法にて行った。なお、使用した

一次抗体及び二次抗体の詳細は Table 6 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5. Primers used for quantitative real-time PCR. 

Gene Accession Number  Primer sequences Product size 

Pkd1l3 

(PKD1L3) 
NM_181544 

Forward 5'-GCCTGTTCAGATGGTTGAAGTG-3' 
 116 bp 

Reverse 5'-GCTGGTGGCTTGGTCTTTG-3' 

Pkd2l1 

(PKD2L1) 
NM_181422 

Forward 5'-TCATTGTGGGCTGTGAAGTTG-3' 
  96 bp 

Reverse 5'-TGAGGTAGCGAAGCCGATG-3' 

Car4 NM_007607 
Forward 5'-GGTTCAGAGCACAGTATTGATGG-3' 

146 bp 
Reverse 5'-CCCTTGTTCACCTTGTCTCCTAC-3' 

 

Table 6. Antibodies used for immunohistochemistry. 

Antigen 1
st
Ab 2

nd
Ab 

AADC 
Rabbit anti-AADC Ab  

(1:200; BML-AZ1030-0050, Enzo) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa Fluor
®
 

488 (1:1000; A21206, Life Technologies) 

Car4 
Goat anti-Car4 Ab  

(1:100; AF2414, R&D Systems) 

Donkey anti-goat IgG conjugated with Alexa Fluor
®
 

594 (1:1000; A11016, Life Technologies) 

PKD2L1 
Rabbit anti-PKD2L1 Ab  

(1:1000; OSP00055W, Osenses) 

Donkey anti-rabbit IgG conjugated with Alexa Fluor
®
 

488 (1:1000; A21206, Life Technologies) 
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9. ウェスタンブロット 

9-1. タンパク質抽出 

茸状乳頭を含むマウス舌上皮及びラット脊髄後根神経節 (dorsal root ganglion, DRG) はタ

ンパク質抽出用緩衝液 (320 mM スクロース, 0.1 mM フッ化フェニルメチルスルホニル, 0.5 

mMジイソプロピルホスホロフルオリダート, 1 mM ジチオスレイトール, 10 µg/mL アプロチ

ニン, 5 µg/mL ペプスタチン A, 5 µg/mL ロイペプチン, 5 mM ベンザミジン, 4 mM エチレン

グリコール四酢酸含有 10 mM HEPES 緩衝液, pH 7.4) 中でホモジナイザーにより破砕し、超

音波処理をした。その懸濁液を 4°C、10,000×g の条件下で 10 分間の遠心分離を行い、上清を

回収しタンパク質濃度を測定後 2 mg/mL の濃度に調製した。これに等量の Laemmli 緩衝液 

(250 mM トリス-塩酸緩衝液, 2%ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate, SDS), 30%

グリセロール, 0.01% ブロモフェノールブルー, 10% 2-メルカプトエタノール, pH 6.8) を加え、

1 mg/mL の濃度とし、95˚C で 5 分間熱変性を行った。 

 

9-2. ウェスタンブロット 

9-1 項で抽出したサンプルを 7.5% ポリアクリルアミドに添加し、電気泳動用緩衝液 (25 mM ト

リス, 192 mM グリシン及び 0.1% SDS) 中で、20 mA/ゲルの定電流にて電気泳動を行った後、転

写緩衝液 (100 mM トリス, 192 mM グリシン及び 5% メタノール) 中にて 100 mA の定電流を 120

分間流すことによりゲル内のタンパク質を PVDF 膜 (Millipore) 上へ転写した。転写後の PVDF 膜

を TBS-T (20 mM トリス, 137 mM 塩化ナトリウム及び 0.1% Tween-20) にて洗浄し、室温にて 60

分間のブロッキングを行った。ブロッキング緩衝液は 5% スキムミルク (Becton Dickinson) 及び

0.05% アジ化ナトリウム含有 TBS-T を使用した。一次抗体は 5%スキムミルク及び 0.05% アジ化

ナトリウム含有 TBS-T により希釈し、4°C にて一晩作用した。二次抗体は 5%スキムミルク含有

TBS-T により希釈し、室温にて 60 分間作用させた。使用した抗体は Table 7 に記す。シグナルは、

Western Lightning
®

-ECL (Perkin Elmer) により検出し、感光の際には X 線フィルム (FUJIFILM) を

用いた。また、得られたシグナルの強度は Image J software (NIH) により定量した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. 統計学的処理 

第 1 章実験材料及び方法 8 項の統計学的処理と同様の方法にて処理を行った。 

  

Table 7. Antibodies used for Western blotting. 

Antigen 1
st
Ab 2

nd
Ab 

TRPV1 
Rabbit anti-TRPV1 Ab 

 (1:1000; ab31895, Abcam) 

Goat anti-rabbit IgG HRP linked Ab  

(1:10000; PI-1000, Vector Laboratories) 

GAPDH 
Mouse anti-GAPDH Ab 

 (1:10000; 016-25523, Wako) 

Goat anti-mouse IgG HRP linked Ab  

(1:10000; PI-2000, Vector Laboratories) 
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実験成績 

 

1. 体重、生化学的検査値及び血漿中亜鉛量への影響 

ボルテゾミブ投与開始時及び投与開始後 1、4、8、11、15、18、22 及び 25 日目におけるマ

ウスの体重変動を Fig. 10A に示す。コントロール群のマウスの体重は投与前から投与開始後

25 日目まで大きな変化はなかったが、ボルテゾミブ投与群の場合、投与開始後 8 日目以降に

おいて、コントロール群の場合より有意に小さかった。しかしながら、ボルテゾミブ投与マ

ウスの体毛や便の性状には明らかな変化はなかった。 

ボルテゾミブ投与開始後 29日目における生化学的検査値を測定した結果を Fig. 10Bに示す。

コントロール群に比べ、ボルテゾミブ投与群において、クレアチニン濃度が有意に高かった

が、それ以外の AST、ALT、ALP、アルブミン、総タンパク質、A/G 及び BUN の値に変化は

なかった (Fig. 10B-I)。また、血漿中の亜鉛量を測定した結果、コントロール群とボルテゾミ

ブ投与群との間に差異はなかった (Fig. 10J)。 

ラットに 0.15 mg/kgのボルテゾミブを週に 3回繰り返し投与した際にも投与開始後 10日以

内に有意な体重減少が起こることが報告されている (Meregalli et al., 2010)。ボルテゾミブ投

与群のマウス 1 匹あたりの摂餌量は、投与開始後 2 日目以降においてコントロール群に比べ

有意に小さく (データは示さず)、これによりマウスの体重が減少したと考えられる。ボルテ

ゾミブ投与患者において血中クレアチニン濃度が増加するが (ベルケイドⓇインタビューフ

ォーム)、ヒトにおいて、ボルテゾミブの投与により、多発性骨髄腫の合併症として起こる腎

機能障害が改善することが報告されていることから (Dimopoulos et al., 2009)、今回確認され

た血漿中クレアチニン濃度の増大は、腎機能の低下によるものではないと考えられる。 

これらの結果より、ボルテゾミブ投与により体重減少が起こること、血中クレアチニン濃

度の増大が認められるものの、その他の影響は小さいことが示された。 
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Fig. 10. Effects of bortezomib on body weight, biochemical parameters and

plasma zinc levels in mice.
(A-I) General toxicity of bortezomib was assessed as body weight (N = 18-20), and AST, ALT, ALP, albumin,

total protein, A/G, BUN and creatinine levels in blood plasma (N = 7-10). (J) Zinc levels in plasma were

measured by ICP-MS (N = 6-10). Each point or bar represents the mean SD. *: p<0.05 v.s. control.
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2.  5 基本味感受性への影響 

ボルテゾミブ投与の 5 基本味感受性への影響を評価するために brief-access test を行った 

(Fig. 11)。酸味溶液 (クエン酸水溶液) に対する lick ratio は、ボルテゾミブ投与群においてそ

の投与開始後 16 日目以降に減少し、この傾向は継続的であった。ボルテゾミブ投与群の酸味

溶液を除く各味溶液に対する lick ratio には一部で有意な変化が認められたものの継続的では

なかった。これらの結果から、ボルテゾミブ投与は酸味の感受性に影響を与えることが示唆

された。 

そこでボルテゾミブ投与マウスの酸味感受性についてより詳細に検討するため、2 種類の

酸味物質 (クエン酸及び塩酸) の水溶液を用いた brief-access test を行った。その結果、いずれ

の酸味溶液に対しても lick ratio は酸味物質の濃度依存的に減少し、ボルテゾミブ投与開始後

23 及び 26 日目におけるボルテゾミブ投与群の 10 及び 30 mM クエン酸水溶液及び 16 mM 塩

酸水溶液に対する lick ratio は、コントロール群に比べ有意に小さかった (Fig. 12H, I, Q, R)。

これらボルテゾミブ群の lick ratio に関する近似曲線はコントロール群のそれと比較して左側

に移動し、それらから算出される IC50 値はいずれの酸味溶液においてもボルテゾミブ投与開

始後 26 日目において有意に小さかった (クエン酸水溶液: コントロール群 16.5 ± 3.0 mM, ボ

ルテゾミブ群: 11.9 ±3.0 mM; 塩酸水溶液: 17.5 ± 4.4 mM, ボルテゾミブ群: 12.3 ± 1.9 

mM, N ＝ 4-9)。これらの結果から、ボルテゾミブの繰り返し投与により酸味感受性が増大す

ることが示された。 
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Fig. 11. Responses to five basic taste solutions in bortezomib-administered mice.
The lick ratios for 50 and 300 mM sucrose with 0.3 mM QHCl (A, B), 5 and 10 mM citric acid (C, D), 0.3 and 1

mM QHCl (E, F), 150 and 500 mM NaCl (G, H), and 10 and 100 mM MSG with 0.3 mM QHCl and 30 μM

amiloride (I, J) were determined in control and bortezomib-administered mice on days 0 (Base), 2, 5, 9, 12, 16, 19,

23 and 26. Each bar represents the mean SD (N = 6-10). *: p<0.05 v.s. control.
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Fig. 12. Responses to sour taste solutions in bortezomib-administered mice.
The lick ratios for 5-100 mM citric acid (A-I) and 3.2-32 mM HCl (J-R) were determined in control and

bortezomib-administered mice on days 0 (Base), 2, 5, 9, 12, 16, 19, 23 and 26. Each point represents the

mean SD (N = 4-12). *: p<0.05 v.s. control. BTZ: bortezomib.
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3. 有郭乳頭部位における味蕾の形態及び味細胞数への影響 

味蕾の組織形態へのボルテゾミブ投与による影響を解析するために有郭乳頭を含む切片の

HE 染色を行った。ボルテゾミブ投与開始後 29 日目における有郭乳頭の全体像及び味蕾の拡

大写真において、コントロール及びボルテゾミブ投与マウスの切片における味蕾の形態及び

サイズ、味蕾中の細胞の形態に明らかな変化はなかった (Fig. 13A)。 

酸味はⅢ型味細胞において受容されることから (Huang et al., 2008)、ボルテゾミブ投与によ

る有郭乳頭部位における味蕾内のⅢ型味細胞数への影響を検討した。Ⅲ型味細胞マーカーで

ある Car4 及び AADC を用い、味蕾あたりのいずれかもしくは両マーカー陽性細胞味細胞数

をそれらの免疫組織染色像を基に計数した結果、Ⅲ型味細胞マーカー陽性細胞数にコントロ

ール及びボルテゾミブ投与群の間で差はなかった (Fig. 13B, C)。これらの結果から、ボルテ

ゾミブ投与は有郭乳頭部位の組織形態及びⅢ型味細胞数に明らかな影響を及ぼさないことが

示された。 
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Fig. 13. Morphology of taste buds and number of type III taste cells

in the CP of bortezomib-administered mice.
(A) Representative photomicrographs of HE staining of the CP of control and bortezomib-

administered mice on day 29. Scale bar = 50 μm. (B, C) Type III taste cells in the CP of

control and bortezomib-administered mice. Panel B shows representative

immunohistochemical images for Car4 (red) and AADC (green), the quantitative results being

given in panel C. Scale bar = 50 μm. Each bar represents the mean SD (N = 4-5).
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4. PKD1L3、PKD2L1 及び TRPV1 発現量への影響 

酸味はⅢ型味細胞に発現する酸味受容体 PKD1L3 及び PKD2L1 により受容される 

(Lopez-Jimenez et al., 2006; Ishimaru et al., 2006; Huang et al., 2006; Kataoka et al., 2008; Horio et al., 

2011; Yu et al., 2012)。これまでの結果より、ボルテゾミブの繰り返し投与によりマウスの酸味

感受性が増大したことから、この PKD1L3 及び PKD2L1 の発現量に対する影響を検討した。

その結果、ボルテゾミブ投与後 29 日目において、有郭乳頭における PKD1L3 及び PKD2L1

の mRNA 発現量にコントロール群とボルテゾミブ投与群の間で明らかな差はなかった (Fig. 

14A)。さらに、ボルテゾミブ投与マウスの有郭乳頭における PKD2L1 のタンパク質発現量に

ついて、免疫組織染色により検討した。Ⅲ型味細胞マーカーCar4 陽性Ⅲ型味細胞における

PKD2L1 の免疫活性に由来する蛍光強度は、ボルテゾミブ投与開始後 29 日目においてコント

ロール群とボルテゾミブ投与群との間で差はなかった (Fig. 14B, C)。 

舌上皮において transient receptor potential cation channel subfamily V member 1 (TRPV1) が発

現しており (Ishida et al., 2002; Kawashima et al., 2012)、舌への酸味刺激に対する神経応答が

TRPV1 のアンタゴニストである I-RTX の前処置により阻害されることから、酸味の受容には

TRPV1 も関与することが示唆されている (Arai et al., 2010)。さらに、ボルテゾミブの繰り返

し投与によりラット DRG における TRPV1 の発現が増加することが報告されている (Quartu 

et al., 2014)。そこで、ボルテゾミブ投与開始後 29 日目のマウス舌上皮における TRPV1 発現

量をウェスタンブロットにより評価した。その結果、コントロール群及びボルテゾミブ投与

群の間で TRPV1 の発現量に明らかな差はなかった (Fig. 14D, E)。 

これらの結果から、ボルテゾミブ投与は酸味受容体 PKD1L3、PKD2L1 及び TRPV1 の発現

に影響を及ぼさないことが示された。 
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Fig. 14. Expression levels of PKD1L3 and PKD2L1 in the CP and

TRPV1 in the lingual epithelium of bortezomib-administered mice.
(A) Quantification of the mRNA expression of PKD1L3 and PKD2L1 in the CP of control and

bortezomib-administered mice on day 29 was performed by real-time PCR. Data are given

as % of Car4 mRNA expression. Panel B shows representative immunohistochemical images

for PKD2L1 (green) and Car4 (red) on day 29, the quantitative results of PKD2L1-fluorescent

intensity in Car4 -positive cells being given in panel C. Scale bar = 50 μm. (D) Representative

image of Western blotting for TRPV1 in the mouse lingual epithelium on day 29. The

quantified results are shown in panel E. Rat DRG was used as a positive control for TRPV1.

Each bar represents the mean SD (N = 3-5).
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5. ボルテゾミブ投与中止による酸味感受性の変化 

ボルテゾミブの繰り返し投与による酸味感受性の増大が可逆的であるか否かについて明ら

かにするため、ボルテゾミブの繰り返し投与後に休薬したマウスの酸味感受性の変化につい

て brief-access test により検討した。ボルテゾミブの繰り返し投与によりマウスの 30 mM クエ

ン酸水溶液に対する lick ratio はコントロール群のそれに比べ有意に低く、その IC50値も有意

に高かった (Fig. 15A, Table 8)。これらの差はボルテゾミブの繰り返し投与中止から 3 日目以

降では認められなかった (Fig. 15B-D)。この結果から、ボルテゾミブの繰り返し投与による酸

味感受性の増大は可逆的であることが示された。 
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Fig. 15. Responses to citric acid solutions after the termination of

multiple bortezomib administration in mice.
Mice were administered bortezomib or the vehicle following the schedule described under

Materials and Methods up to day 36, and a brief access test with 5-100 mM citric acid was

performed on day 30, and 3, 7 and 10 days after the final bortezomib administration. Each

point represents the mean SD (N = 5-15). *: p<0.05 v.s. control.

Table 8. IC50 values for sour taste solutions after the termination of multiple 

bortezomib administration in mice. 

 Citric acid (mM) 

 Control Bortezomib 

Day 30 40.6±22.4           22.1±12.1* 

3 days after drug cessation 28.9±12.8 23.7±9.5 

7 days after drug cessation 35.5±15.3 27.6±10.1 

10 days after drug cessation 29.2±18.5 26.1±10.0 

Each value represents the mean ± SD (N = 5-15). *: p<0.05 vs. control on the corresponding day. 
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考 察 

 

本章では、ボルテゾミブ投与による味覚感受性への影響についてマウスを用いて調べた。

ボルテゾミブは (1) 酸味感受性を増大すること、(2) 変化した酸味感受性は休薬により投与

前のレベルまで回復すること、並びに (3) 酸味受容体の発現量の変化、味蕾の形態変化及び

味細胞数の変化を引き起こさないことが明らかとなった。 

シクロホスファミド投与マウスにおいて、味蕾の形態は投与後 12 日目以降で投与前の状態

と同じレベルまで回復し、それとほぼ同時期に甘味及びうま味感受性も回復したことから、

シクロホスファミドによる味覚感受性の低下は味蕾の組織が新陳代謝によって更新されるこ

とにより回復することが示唆される (Mukherjee and Delay., 2011; Mukherjee et al., 2013)。一方、

ボルテゾミブ繰り返し投与マウスにおいて、味蕾組織の形態に変化はなく、また酸味溶液に

対する lick ratio の減少は投与中止後 3 日目でコントロール群と同等のレベルまで回復した。

繰り返し投与時のボルテゾミブの血中濃度の半減期は 2-3 日であることから (ベルケイドⓇ 

添付文書)、酸味感受性の増加及びその回復は少なくとも血中ボルテゾミブ濃度依存的に起こ

ることが示唆される。 

ボルテゾミブの作用機序はユビキチン化タンパク質を分解する酵素複合体であるプロテア

ソームの阻害であり、ボルテゾミブ投与により細胞内にはユビキチン化タンパク質が蓄積す

る (Fang et al., 2012)。ユビキチンは分解タンパク質の標識としての働きに加え、タンパク質

の膜移行の制御 (Takeda et al., 2014)、シグナル伝達 (Wu and Karin, 2015)、 DNA 修復 (Kee and 

Huang, 2015) などの細胞内事象に関わることが報告されている。4 種類に分類される味細胞

のうち、Ⅲ型味細胞には protein gene product 9.5 が特異的に発現しており (Yee et al., 2001)、こ

のタンパク質はユビキチン化タンパク質の脱ユビキチン化酵素としての機能を有する 

(Larsen et al., 1996, 1998)。このことから、ボルテゾミブ投与によりⅢ型味細胞内でユビキチン

化タンパク質が蓄積し、細胞内でのユビキチンの恒常性に異常が生じたために、セロトニン

シグナリング (Larson et al., 2015) 等の情報伝達系に異変が起こり、Ⅲ型味細胞が関与する味

覚である酸味の感受性に異常をきたした可能性が考えられる。しかしながら、このことに関

しては今後のより詳細な検討が望まれる。 

ボルテゾミブ投与マウスにおいて、血漿中亜鉛濃度、味蕾の形態、Ⅲ型味細胞数及び酸味

受容体発現量に変化は認められなかった。酸味受容に関わるタンパク質として PKD1L3、

PKD2L1及び TRPV1が明らかにされているが、他にも acid-sensing ion channels (ASCIs) (Ugawa 

et al., 1998)、hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channel 1 and 4 (Stevens et 

al., 2001)、two pore domain K
+
 channels (Lin et al., 2004) などの分子の酸味受容への関与が議論

されている。そのため、ボルテゾミブ投与によりこれらの酸味受容機構に変化が生じ、酸味

感受性が変化した可能性も考えられる。これらのことから少なくとも、ボルテゾミブ誘発性

味覚障害はシクロホスファミド及びオキサリプラチンとは異なるメカニズムによって発症し

ていることが示唆される。 
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今回の検討において、マウスへのボルテゾミブ投与により 5 基本味のうち酸味の感受性に

特に明らかな変化が認められた。酸味はヒト及びげっ歯類において嫌悪性の味として認識さ

れる。これは、腐敗した食品は乳酸発酵により酸性物質を生じることから、酸味を食物の腐

敗のシグナルとして察知し、これによって有害物の摂取を回避するためであると考えられて

いる (Chaudhari et al., 2001)。今回、ボルテゾミブ投与マウスは酸味溶液に対して酸味を強く

感じ、それによってより強い危険性を感じた結果、その摂取量が減少したと考えられる。一

方、ヒトは 5 基本味を統合的に感じながら食物を摂取することから学習によって酸味を呈す

る食品を摂取することができるようになる。しかし、酸味の感受性が変化することによって、

食物の味の感じ方に不調和が生じ、これまで嗜好していた食品に対しても嫌悪すること、そ

れに伴って食欲が低下し、栄養摂取への影響が出現する可能性が考えられる。したがって、

この副作用発現により低栄養状態をきたし治療継続に影響が出ることが考えられる。今回、

ボルテゾミブ投与によって酸味感受性が亢進されるものの、それは酸味受容機構やⅢ型味細

胞数の変化に起因する可能性は低いことが示された。しかしながら、Huang ら (2006) や Horio

ら (2011) の報告に基づくと、酸味受容においては PKD1L3 及び PKD2L1 が数多くの分子の

中で中心的な役割を果たしていることは容易に推測できる。Ishii ら (2012) は in vitro での検

討で、カプサイシンの前処置が PKD1L3 及び PKD2L1 の酸刺激に対する応答を抑制したこと

を報告している。カプサイシンは刺激性があるため口腔内などの炎症所見がある患者への適

用はよく考慮する必要があるものの、ボルテゾミブ使用患者において酸味感受性の増加が認

められた場合、対処法の一つとして、予めカプサイシン含有食品を摂取することが亢進した

酸味感受性の緩和に繋がり、これにより適切な 5 基本味の感受性のバランスが回復し、適切

な栄養摂取に繋がる可能性が示唆される。 
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総 括 

 

本研究では、抗がん剤誘発性味覚障害の発症メカニズムの解明に繋がる知見を得ることを

目的として詳細な検討を行い、以下の成績を得た。 

第 1 章において、オキサリプラチン投与によりラットの甘味感受性が一過性に低下すると

ともに、これと並行して有郭乳頭において甘味受容体サブユニットの一つである T1R2 の発

現量は一過性に増加した。一方、オキサリプラチン投与ラットでは味蕾の形態変化や味細胞

数の変化並びに血漿中亜鉛量の変化は認められなかった。これらのことからオキサリプラチ

ン誘発性味覚障害は少なくとも一部、味細胞における味受容体の発現量の増加により起こる

ことが示された。 

第 2 章では、ボルテゾミブの繰り返し投与により酸味の感受性が増大するが、これはボル

テゾミブの投与中止により速やかにコントロールレベルまで回復することを明らかにした。

ボルテゾミブ投与マウスにおいてもオキサリプラチンの場合と同様、味蕾の形態、味細胞数

並びに血漿中亜鉛量に変化は認められず、これらとは異なる因子に対する影響により味覚障

害が発症するものと考えられる。 

一般的に、抗がん剤によって誘発される味覚障害は、その殺細胞性や細胞周期に対する影

響を有することから、細胞の新陳代謝が盛んな部位である味蕾に対する細胞傷害性に起因す

ると考えられてきた。これに対して著者は、本研究において得られた成果に基づき、抗がん

剤誘発性味覚障害は抗がん剤の持つ薬理学的/薬物動態学的な特性により味覚感受性に対す

る影響やその発症機構は異なるという新たな概念を提唱する。 

抗がん剤誘発性味覚障害はヒトにおいても可逆的であり、このことが臨床において軽視さ

れがちで対処法が未確立である要因の一つであると考えられる。しかしながら、患者にとっ

て、その回復するまでの期間が問題であり、本来の味覚感受性を取り戻すことを強く望んで

いる。本研究において、オキサリプラチン投与はラットの甘味感受性を低下させることが示

されたものの、甘味の感受性は残存していることが考えられる。また、ボルテゾミブ投与マ

ウスでは酸味感受性の増加が認められた。これらのことは、いずれの薬剤も完全に味覚感受

性を喪失させるわけではなく、少なくとも味受容体の機能は残存していることを示しており、

オキサリプラチンとボルテゾミブによる味覚障害は、味受容体を標的として味覚感受性を制

御することができる可能性を示唆するものである。これらと同様にその他の薬剤誘発性味覚

障害の特徴や発症機構を明らかにすることができれば、その予防･治療法の開発のみならず、

発症した患者への対応に繋がるものと期待される。したがって、本研究で得られた知見は、

未だ明らかにされていない抗がん剤誘発性味覚障害の発症メカニズムを明らかにし、その対

処法を確立していく上で有益な基礎的情報である。 
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