
Vol

.38　 (3) ;115-122　 　2011

唾 液 中Histatin　 5の キ ニ ー ネ受 容 に対 す る効 果

和 田 裕 一 山 森 徹 雄1，2

The　 Effect　 of　Salivary　 Histatin　 5 on　 the　 Reception　 of　Quinine

Hirokazu　 WADA1　 and　 Tetsuo　 YAMAMORI1，2

　　　　Bitter　 substances　 are　 important　 for　 the　 palatability　 of　 foods　 and　 beverages　 com-

monly　 consumed　 by　 humans,　 and　 for　 animals　 in　 general,　 they　 act　 as　 signals　 for　 the

presence　 of　poisonous　 compounds　 in　 foods.　 As　 histatin　 3,5 and　 6　in　 saliva　 bind　 to　 qui-

nine,　 a　bitter　 substance,　 we　 herein　 examined　 whether　 these　 peptides　 act　 as　 carrier　 pro-

teins　 to　 transport　 bitter　 substances　 to　 receptors,　 or　 they　 mask　 the　 action　 of　bitter　 com-

pounds.

　　　 Fifty　 subjects　 were　 divided　 into　 a　 high-threshold　 group　 and　 a　 normal-threshold

group　 according　 to　 Pfaffmann's　 averaged　 threshold　 values　 for　 quinine　 sulfate.　 The　 con-

centrations　 of　 histatin　 5　in　 stimulated　 parotid　 saliva　 were　 quantified　 by　 ELISA.　 To　 ex-

amine　 the　 effects　 of　histatin　 5 on　 bitter　 taste　 sensitivity,　 a　bitter　 taste　 sensitivity　 test

was　 performed　 after　 oral　 prerinse　 with　 histatin　 5　solution.　 Binding　 of　bitter　 taste　 sub-

stances　 and　 histatin　 5　were　 confirmed　 by　 binding　 assay;solutions　 of　bitter　 substances

were　 mixed　 with　 histatin　 5　and filtered　 through　 centrifugal　 filters　 with　 molecular　 weight

cutoff　 of　 1000.

　　　　1.ELISA　 revealed　 that　 subjects　 with　 high　 quinine　 threshold　 had　 significantly　 lower

　　　　 histatin　 5　 concentrations　 in　 saliva　 compared　 to　 those　 in　 the　 normal-threshold

　　　　 group(p<0.01,　 two　 tailed).

　　　 2.Oral　 prerinse　 with　 histatin　 5　 solution　 significantly　 decreased　 the　 bitterness

　　　　 threshold(p<0.01,　 two　 tailed).

　　　 3.Histatin　 5　bound　 to　 quinine　 sulfate　 in　 a　concentration-dependent　 manner.

　　　 These　 results　 indicate　 that　 human　 salivary　 histatin　 5　functions　 as　 a　carrier　 of　qui-

nine　 sulfate.
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緒 言

　苦味受容体が最初 に出現 したのはカンブリア紀

の腔腸動物と推測 され,イ ソギンチャクがキニー
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しかし,こ れは一部の苦味物質に対 してのみであ

り,キ ニーネなどの苦味物質に対 してはいまだに

明らかにされていない。また,苦 味の受容機構に

ついても統一 した見解が得 られていないのが現状

である。

　苦味物質の構造は多種多様であり,食 品の嗜好

性において重要な物質である反面,人 体にとって

は毒物のシグナル4)で もある。そのため,不 回避

的に体内に取 り込 まれた苦味物質 を排除す る機能

が存在す ると考えられてきた。すなわち唾液中 タ

ンパク質が苦味物質と結合あるいは包含すること

でマスキ ング作用をす るとい う説5)と,唾 液中 タ

ンパ ク質が苦味物質 と結合 して味受容器へ運ぶ

キャリアーとして作用するという説6,7)である。

　苦味物質は疎水性であるという共通の性質を有

し,ア ル カロイ ドのような塩基性でかつ疎水性の

大きい物質ほど低濃度で強い苦味を呈する。疎水

性を有する苦味物質が唾液中に分散 し受容 される

ためには受容器まで運搬する要素が必要であり,

その一つ に唾液中に存在す るタンパク質が挙げら

れている。

　苦味物質の一つであるキニーネとアガロースゲ

ル電気泳動にて挙動を共にする唾液中タンパク質

と し て,馬 場8)はHistatin　 3,5,6とProline

rich　peptide　PE(PRP-PE)を 検出 した。 この

うちHistatin　 5は精神的ス トレス負荷後にその濃

度 が 減 少 す る9)こ とが示 され た が,唾 液 中

Histatin　5の キニーネに対す る機 能の解明には

至っていない。苦味受容機構を解明するためには

苦味物質と唾液中タンパ ク質との相互関係を追究

す る必要がある。

　 そこで本研究では,唾 液 中Histatin　5が キニー

ネ感受性に及ぼす影響 を検討 した。

材料と方法

　 1.唾 液中Histatin　5濃 度の測定

　 1)被 験者

　被験者は本学歯学部学生 と教職員の中から全身

状態が良好で,齲 蝕,歯 周疾患がなく,健 常歯列

を有 し,か つ喫煙歴 のない成人男性50名(平 均

年齢21.3±1.6歳)を 選択 した。

　被験者間の口腔内環境 とpHを 一定にす るため,
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被 験 者 に は 味 覚 感 受 性 試 験 と唾 液 試 料 採 取 の2時

間 前 か ら飲 食 や 激 しい 運 動 を禁 止 させ た 。

　 2)味 覚 感 受 性 試 験

　 試 験 液 と して 硫 酸 キ ニ ー ネ(和 光 純 薬 工 業,東

京)を 溶 質,超 純 水 を溶 媒 と した 硫 酸 キ ニ ー ネ水

溶 液 を作 製 した。試験 液 の 濃 度 は1.0μM,2.5μM,

5.0μM,10μM,25μM,50μM,100μM,250μM,

500μM,1000μMの10段 階 に 設 定 し,倍 数 希 釈

列 と した 。 な お,閾 値 に よ る 分 類 に は8μM溶 液

を基 準 と した 。

　 味 覚 感 受 性 試 験 に は全 口 腔 法10)を 採 用 し,自 然

な飲 食 物 摂 取 に近 い 状 態 で個 人 に お け る全 体 的 な

味 の判 断 を数 値 化 し た。 ま た 苦 味 の知 覚 は長 時 間

残 存 しや す い の で,低 濃 度 溶 液 か ら検 査 を 開 始 し,

苦 味 と して 認 識 した 濃 度 を閾 値 とす る濃 度 上 昇 法

にて 測 定 した。

　 Pfaffmannの 味 覚 閾 値 の 平 均 値11)を 基 準 と し

て,被 験 者 を味 覚 感 受 性 の 高 閾 値 群 と正 常 閾値 群

と に分 類 した(図1)。

　 3)Histatin　 5濃 度 の 測 定 法

　 被 験 者 か ら久 保 木 式 採 唾 器(YK-I型,三 東 医

科 工 業,東 京)を 用 い て 耳 下 腺 唾 液 を酸 味(レ モ

ン ドロ ップ,味 覚 糖 本 舗,大 阪)刺 激 下 に て 採 取

した 。 採 取 した 唾 液 は直 ち に フ ィル タ ー に て 不 純

物 を除 去 し,エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 分 注 後,

－60℃ に て 凍 結 保 存 した 。

　 唾 液 中Histatin　 5濃度 の 測 定 に はELISA法 を

用 い た 。 荒 木 田9)が 作 成 した プ ロ トコ ー ル(図2)

に 準 じて 以 下 の 手 順 で 測 定 し た 。 まず,96穴 マ

イ ク ロ プ レ ー トの ウ ェ ル に,コ ー テ ィ ン グ バ ッ

フ ァ ー(0.1M　 Na2CO3/NaHCO3,　 pH9.5)で2

倍 に 希 釈 し た 原 唾 液 を100μl注 入 し,1～2時

間 静 置 した 。 そ の 後,5%ス キ ム ミル ク(雪 印 乳 業,

札 幌)を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ(4℃,12時 間)

を行 っ た 。1次 抗 体 と してanti-Histatin　 5を5%

ス キ ム ミル ク で250倍 に希 釈 して 添 加 し,1時 間

反 応 させ た 後,Dulbecco's　 PBS(－)(日 水 製 薬,

東 京)に て 洗 浄 し た 。2次 抗 体 と し てPBS-

Tween(Tween　 20,0.1%)で30倍 に 希 釈 した ビ

オ チ ン 標 識 抗 マ ウ スIgG抗 体(ZYMED　 Lab.,

SanFrancisco)と30分 間 反 応 させ,再 びPBSに

て 洗 浄 した 。 次 にPBS-Tweenに て3,000倍 に希

(14)
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図1　 被験者の分布

図3　 通常の味覚感受性試験とプレリンスを併用した味覚

　　　感受性試験の手順

図4　 キニーネ濃度 と吸光度 との関係

図2　 唾 液 中Histatin　5濃 度 の測 定

釈 し たHRP標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 溶 液

(ZYMED　 Lab.,　 SanFrancisco)を 加 え て30分

間 反 応 させ,PBSに て 洗 浄 後TMB(3,3',5,5;

-Tetramethyl　 Benzidine
,　ZYMED　 Lab.,

SanFrancisco)溶 液 を加 え て10～15分 間 放 置 し

た。1N塩 酸 に て 反 応 を 停 止 させ マ イ ク ロ プ レ ー

トリー ダ ー(Model 550,　 BIORAD,東 京)に よ

り吸 光 度(450nm)を 測 定 し て 唾 液 中Histatin

5濃 度 を 求 め た 。

　 以 上 の 方 法 に よ り,味 覚 感 受 性 試 験 で 分 類 した

被 験 者 の 群 間 に お け る唾 液 中Histatin　 5濃 度 の 差

を比 較 した 。

　 2.Histatin　 5ペ プ チ ドに よ る プ レ リ ン ス を 併

　 　 用 した 味 覚 感 受性 試 験

　 1)被 験 者

　 プ レ リ ン ス前 後 に お け る苦 味 感 受 性 の 変 化 を比

較 す る た め 本 学 教 職 員 の 中 か ら全 身,口 腔 が健 常

でかつ喫煙歴のない成人男性17名(平 均年齢23.9

±3.3歳)を 被験者として選択 した。

　 2)　プレリンス溶液

　プレリンス溶液 はHistatin　5合成ペプチ ド含有

とした。コントロールにはペプチ ドを含まない溶

液を用いた。ペプチ ドにはHistatin　 5合成ペプチ

ド　(H-3144,Bachem　 Feinchemikalien　 AG,

Bubendorf)を 用い,超 純水を溶媒として100μg/ml

の濃度に調整 した。

　 3)プ レリンスを併用 した味覚感受性試験

　通常の味覚感受性試験では,味 溶液毎 に水で含

漱 し,で きるだけ口腔内に残存 した味溶液を洗い

流す必要がある。本研究では,一 時的に口腔内の

Histatin　5の量 を増加 させて苦味感受性 を測定す

るため,水 による含漱と味溶液 による味質の評価

との間にプレリンスとい う手順 を加えた(図3)。
一回の実験ではペプチ ド含有プレリンス溶液とコ

ン トロール溶液のいずれか一方 を用い,被 験者に

はどちらを用いるかを伏せ,無 作為に異なる日の

同時間帯において3回 の試験 を施行 した。

(15)
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　 3.Histatin　 5合 成 ペ プ チ ドと キ ニ ー ネ の 結 合

　 　 の 測 定

　 1)試 　薬

　 ペ プ チ ド 溶 液 はHistatin　 5合 成 ペ プ チ ド

(H-3144,Bachem　 Feinchemikalien　 AG,

Bubendorf)を10,50,100μg/mlの 各 濃 度 に 調

整 した。 な お苦 味 物 質 は硫 酸 キ ニ ー ネ(和 光 純 薬

工 業,東 京)を100μMの 濃 度 に調 整 した 。 硫 酸

キ ニ ー ネ水 溶 液 が 閾 値 の 平 均 値 で あ る8μMで は

バ ック グ ラ ウ ン ドの 影 響 が 強 く,正 確 な 測 定 が不

可能 で あ る た め,測 定 に は 検 量 線 上 の 濃 度(図4,

矢 印)を 選 択 した 。

　 2)遠 心 濾 過

　 混 合 溶 液 の 濾 過 に は 分 画 分 子 量 が1000の 遠

心 式 限 外 濾 過 フ ィ ル タ ー ・MicrosepTM

Centrifugal　 Devices　 1K(Pall　 Corp.,　 Ann

Arbor)を 用 い た。 遠 心 分 離 は 高 速 冷 却 遠 心 機

(himac　 CR22G,日 立 ハ イテ ク ノ ロ ジ ー ズ,東 京)

を用 い,4℃,7500g,100分 の 条 件 と した 。

　 3)硫 酸 キ ニ ー ネ の濃 度 測 定

　 濾 液 中 の硫 酸 キ ニ ー ネの 濃 度 測 定 に は紫 外 可 視

分 光 光 度 計(V-570,日 本 分 光 株 式 会 社,東 京)

を用 い た。 まず,硫 酸 キ ニ ー ネ 水 溶 液 の 吸 収 スペ

ク トル を測 定 し,固 定 波 長 を求 め,検 量 線 を作 成

した。 こ の 検 量 線 を も と に濾 液 中 の 硫 酸 キ ニ ー ネ

濃 度 を測 定 した。

　 4)Histatin　 5と 硫 酸 キ ニ ー ネ 間 の 結 合 の 評 価

　 　 法

　 まず,硫 酸 キ ニ ー ネ水 溶 液 単 体 の 濾 液 の 吸 光 度

(a)を 測 定 した。 次 に,硫 酸 キ ニ ー ネ-Histatin　 5

ペ プ チ ドの 混 合 溶 液 に お け る濾 液 の 吸 光 度(b)を

測 定 した 。 こ の(a)と(b)の 比 率 を キ ニ ー ネ の フ ィ

ル タ ー通 過 率 と して 求 め,100%か ら差 し引 い た

値 を両 者 間 の結 合 程 度 と した 。

　 4.統 計 解 析

　 硫 酸 キ ニ ー ネ に対 す る正 常 閾 値 群 と高 閾 値 群 の

2群 間 に お け る唾 液 中Histatin　 5濃 度 の 差 の検 定

に はUnpaired　 t-testを,プ レ リン ス 前 後 に お け

る キ ニ ー ネ 感 受 性 の 差 の 比 較 に はPaired　 t-test

を用 い た 。 また,Histatin　 5合 成 ペ プ チ ドとキ ニ ー

ネの 結 合 の 評 価 に お け る 差 の 検 定 で は,測 定 結 果

に対 し て,Kruskal　 Wallis　 H-testを 用 い た。 そ

2011

の 後,有 意 差 が 認 め ら れ た 条 件 に 対 し て

Bonferroni補 正Mann-Whitney　 U-testに よ る

多重 比 較 を用 い た 。

　 な お,本 研 究 は 奥 羽 大 学 倫 理 審 査 委 員 会 に よ る

承 認 を 受 け 実 施 した(承 認 番 号54)。

結 果

　 1.味 覚 感 受性 試 験

　 苦 味 の 感 受 性 別 に 被 験 者 を 分 類 す る た め に

Pfaffmannの 平 均 値(8μM)を 指 標 と し,閾 値

が平 均値 よ り高 い 者 を高 閾 値 群,一 方 平 均 値 以 下

の者 を正 常 閾値 群 と した 。 そ の結 果,正 常 閾値 群

22名,高 閾 値 群28名 に分 類 され た 。

　 正 常 閾 値 群 に お け る 閾 値 の 平 均 値 は6.67±

1.73μMで,高 閾 値 群 で は120.71±202.74μM

で あ っ た。 ま た 閾 値 測 定 に お け る 最 大 値 は

1000μM,最 小 値 は2.5μMで あ っ た(図1)。

　 2.キ ニ ー ネ感 受性 と唾 液 中Histatin　 5濃 度

　 全 被 験 者 か ら採 取 した 耳 下 腺 唾 液 中 のHistatin

5濃 度 をELISA法 に て 測 定 し た。 そ の 結 果,正

常 閾 値 群 の 平 均 値 は7.2±2.3μg/ml(n=22),高

閾 値 群 の 平 均 値 は3.8±1.2μg/ml(n=28)で あ っ

た 。 両 群 間 の 平 均 値 の 差 を検 定 した結 果,正 常 閾

値 群 に比 較 して 高 閾値 群 は有 意 に低 い(p<0.01)

こ と が示 され た(図5)。

　 こ の結 果 は苦 味 閾 値 が高 い 被 験 者 は 唾 液 中 に 分

布 す るHistatin　 5量 が 少 な い こ と を 示 して お り,

唾 液 中 に 含 ま れ るHistatin　 5の 量 が キ ニ ー ネ感 受

性 に影 響 を及 ぼ して い る可 能 性 が示 唆 され た 。

　 3.キ ニ ー ネ 感 受 性 に 対 す るHistatin　 5ペ プ チ

　 　 ドプ レ リン ス の 効 果

　 ウ ェ ーバ ー ・フ ェ ヒナ ー の 法 則 に 則 り,キ ニ ー

ネ溶 液 の 濃 度 を対 数 に変 換 しキ ニ ー ネ感 受 性 の 比

較 を行 っ た。 そ の 結 果,コ ン トロー ル の 平 均 閾 値

は40.8μM(n=17)で あ っ た の に 対 し,プ レ リ

ン ス 後 は16.9μM(n=17)で あ っ た。 両 群 間 の

平 均 値 の 差 を 検 定 した 結 果,コ ン トロ ール に比 較

して プ レ リ ンス 後 の 閾値 は有 意 に 低 い(p<0.01)

こ とが 示 され た(図6)。

　 こ の 結 果 か ら,Histatin　 5合 成 ペ プ チ ドが キ

ニ ー ネ と結 合 す る こ とで キ ニ ー ネ 感 受 性 が 上 昇 す

る こ と が考 え られ た 。

(16)
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図5　 キ ニ ー ネ感 受性 と唾液 中Histatin　5濃 度 との関 係

　 　 (※:p<0.01)
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　 次 に,1.0μMか ら1000μMの 濃 度 に設 定 した

硫 酸 キニ ー ネ水 溶 液 の 吸 光 度 を測 定 し,縦 軸 を 吸

光 度,横 軸 を硫 酸 キ ニ ー ネ濃 度 とす る グ ラ フ を作

成 した(図4)。 この グ ラ フ に お い て,硫 酸 キ ニ ー

ネ 濃 度 が25μMか ら250μMの 範 囲 で ほぼ 直 線 性

を示 した こ とか ら,こ れ を検 量 線 と した。

　 2)硫 酸 キ ニ ー ネ とHistatin　 5の 結合 の 評 価

　 100μM硫 酸 キ ニ ー ネ 水 溶 液 の 濾 液 の 吸 光 度 を

測 定 した 値 を(a),100μM硫 酸 キ ニ ー ネ に10,

50,100μg/ml　 Histatin　 5溶 液 を添 加 し た混 合 溶

液 の 濾 液 の 吸 光 度 を 測 定 し た 値 を(b)と し,(a)

と(b)の 比 率 を キ ニ ー ネ の フ ィル タ ー 通 過 率 と

し て 求 め た。 そ の 結 果,10,50,100μg/ml

Histatin　 5溶 液 を 添 加 した と き,キ ニ ー ネ の 結 合

程 度 は そ れ ぞ れ29.42±1.05%,30.76±0.96%,

33.12±0.82%で あ っ た(図7)。Histatin　 5を 添

加 し な い場 合 の値 が0.46±0.21%で あ っ た こ と か

ら,Histatin　 5は キ ニ ー ネ と結 合 す る こ と が 明 ら

か とな っ た。

考 察

図6　 Histatin　5プ レ リン ス によ る キ ニ ー ネ感 受性 の 変化

　 　 (※:p<0.01)

図7　 キニ ー ネ とHistatin　5と の結 合 程 度(※:p<0.05)

　 4.硫 酸キニーネとHistatin　5間 での結合

　 1)検 量線

　硫酸キニーネの吸収スペク トルを測定 した結果,

331nmに 吸収極大波長 を得たため,こ れ を固定

波長に設定 した。

　 1.唾 液 中 タ ンパ ク 質 と味 覚 との 関 連 に つ い て

　 唾 液 中 タ ンパ ク質 と味 覚 と の 関 連 につ い て は 古

くか ら研 究 され,Henkinら12)は 耳 下 腺 唾 液 由 来

で 炭 酸 脱 水 素 酵 素VI型 と相 同 性 を有 す る亜 鉛 結 合

タ ン パ ク 質(Gustin)が 味 覚 に 関 与 す る こ と を

報 告 して い る 。 島 崎13)は 炭 酸 脱 水 素 酵 素VI型 に 対

す る抗 体 を作 成 し,唾 液 中 亜 鉛 結 合 タ ンパ ク 質 濃

度 をELISA法 に よ っ て 測 定 す る方 法 を 報 告 し た。

そ の 中 で,耳 下 腺 唾 液 中 亜 鉛 結 合 タ ンパ ク 質 濃 度

の 測 定 が 亜 鉛 欠 乏 性 味 覚 障 害 の 診 断 に有 用 で あ る

こ と を示 唆 して い る14)。

　 味 物 質 と の 直 接 的 な 関 係 につ い て は,Bennick

ら15，16)およ びPrinzら17)に よ りHistatinsと

PRPsが タ ンニ ン と沈 殿 形 成 す る こ と で 渋 味 を 発

し,体 内 へ の 吸 収 を抑 制 す る作 用 を有 す る こ とが

報 告 され て い る 。 ま た,馬 場8)は ア ガ ロ ー ス ゲ ル

電 気 泳 動 に お い て硫 酸 キ ニ ー ネ と挙 動 を共 に す る

唾 液 中 タ ンパ ク 質 と してHistatin　 3,5,6お よ び

PRP-PEを 検 出 した 。

　 HistatinsはOppenheimら18～20)に よ っ て 名 称

が 統 一 され た ヒス チ ジ ン残 基 に 富 む唾 液 中 タ ンパ

(17)
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ク 質 で あ り,Histatin　 1か らHistatin　 12ま で 分

類 され る。Histatinは ヒ トを 含 め た 霊 長 類 の み

に存 在 し,組 織 学 的 に は 耳 下 腺,顎 下 腺 の腺 房 細

胞 に 局 在 す る こ と が証 明 され て い る21)。ま た,顎

下 腺 唾 液 や 舌 下 腺 唾 液 に 比 較 して 耳 下 腺 唾 液 に 多

く含 有 して お り22),全 唾 液 と比 較 して も耳 下 腺 唾

液 中 のHistatin　 5濃 度 が 有 意 に 高 い こ とが 報 告 さ

れ て い る23)。そ の 生 化 学 的 特 質 に よ り,強 力 な 抗

菌 活 性24～27),歯 周 炎 に 対 す る臨 床 的効 果28～30),金

属 イオ ン と の 結 合 能27，31～33)および 創 傷 治 癒 過 程 へ

の 関 与27，34)が報 告 され る よ うに な っ た。

　 Histatin　 5が 苦 味 物 質 と 関 連 して い る こ と は馬

場8),荒 木 田 ら9)の 報 告 か ら 明 らか で あ る が,苦

味 物 質 の 受 容 に お い て マ ス キ ン グ作 用 を して い る

の か,キ ャ リア ー と して作 用 して い るの か は 明 ら

か に され て い な い 。

　 2.唾 液 中Histatin　 5と キ ニ ー ネ 感 受 性 との 関

連

　 苦 味 物 質 と唾 液 中Histatin　 5と の 関 係 を追 究 す

る た め,本 研 究 で は まず,苦 味 感 受 性 と唾 液 中

Histatin　 5濃 度 と の 関 連 を検 討 し た。 そ の 結 果,

硫 酸 キ ニ ー ネ に対 す る高 閾値 群 の 唾 液 中Histatin

5濃 度 は 正 常 閾 値 群 に比 較 して 有 意 に低 い 値 を示

した 。 こ れ は キ ニ ー ネ の 苦 味 を感 じ に くい被 験 者

の 唾 液 中 に はHistatin　 5が 少 な い こ と を意 味 して

い る。 こ の こ と か ら唾 液 中Histatin　 5は キ ニ ー ネ

の 感 受 性 に 影 響 を与 え る作 用 を有 して い る こ と が

考 え られ る。

　 次 に,Histatin　 5が キ ニ ー ネ 感 受 性 に ど の よ う

な影 響 を与 えて い る か を検 討 す る た め,Histatin

5合 成 ペ プ チ ド溶 液 に よ る プ レ リ ン ス 後 の キ ニ ー

ネ感 受 性 を検 討 した。 そ の 結 果,Histatin　 5ペ プ

チ ド含 有 溶 液 に よ る プ レ リ ンス 後 に お い て キ ニ ー

ネ 感 受 性 の 上 昇 を 認 め た。 こ の こ と か ら唾 液 中

Histatin　 5が キ ニ ー ネ 感 受 性 を上 昇 させ る作 用 を

有 して い る こ とが 示 され た 。

　 3.Histatin　 5と 硫 酸 キ ニ ー ネ間 で の 結 合 に つ

　 　 い て

　 硫 酸 キ ニ ー ネ とHistatin　 3,5,6が 挙 動 を 共 に

す る こ と が 馬 場8)に よ っ て 報 告 され た こ と か ら,

硫 酸 キ ニ ー ネ とHistatin　 5間 は結 合 して い る可 能

性 が 高 い 。 そ こで 本 実 験 で はMaehashiら35)の 方
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法 を参考 とし,両 者間の結合の有無をHistatin　 5

の分子量 と硫酸キニーネの分子量の差 を利用 して

検討 した。

　硫酸キニーネの分子量は約300で,Histatin　 5

の分子量は約3000で ある。 この ことか ら分画分

子量1000の 遠心式限外濾過 フィル ターを用いて

両者の結合 を検討 した。その結果,Histatin　 5は

キニーネと濃度依存的に結合することが確認 され

た。 このことから口腔内においてHistatin　 5とキ

ニーネが共存する条件下では両者間で結合す るこ

とが示 された。

　 Histatin　5と結合することで生理活性 を示す主

な因子 にはタンニ ン,金 属 イオン,そ してカンジ

ダ菌などが挙げ られ る。タンニン酸はHistatin　5

のN末 端,C末 端両方に結合することで渋味を

有する沈殿物 を形成する16)。亜鉛や銅などの金属

イオンはHistatin　 5の アミノ酸配列中に有する特

異的なモチーフ(ATCUN)に 結合す ることでカ

ンジダ菌に対する抗菌作用に関与する可能性が示

されている32)。

　 キニーネに対す る唾液中Histatin　 5のア ミノ酸

配列中の結合部位に関 しては不明である。一方,

タンニ ンとタンパ ク質間の結合 に関す る見解 とし

て,ア ルギニ ンとヒスチジンがタンニンと沈殿物

を形成することが示唆 され36),核磁気共鳴を用い

た研究でアルギニンがタンパク質 とタンニ ン間の

相互作用に寄与することが示 された37)。さらにタ

ンニンの芳香環部分とアルギニ ン,リ ジンそして

ヒスチジンの側鎖間で疎水的相互作用が生 じてい

るとされ,こ れらのアミノ酸はHistatin　5の全 ア

ミノ酸の約60%を 占めることか ら,タ ンニ ンと

Histatin　5と の相互作用に強 く関連 していること

が示唆 されている4)。

　 キニーネもまた芳香環 を有 してお り,Histatin

5と の間で同様の相互作用が考えられ,本 研究で

キニーネとHistatin　5間で結合 を示す結果が得 ら

れたことから,両 者間で疎水的相互作用が生 じて

いる可能性が高い。

　 苦味物質の受容 は味物質がGタ ンパク質共役

型受容体に結合後,セ カン ドメッセンジャーを介

し,細 胞内のCa2+濃 度を上昇 させ るとい うCa2+

シグナ リング機構が関与 しているとされている38)。

(18)
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この情報伝達機構の中でもキニーネが受容体へ結

合する過程で唾液中Histatin　5が 強く関与 してい

ることが考 えられる。つ まり唾液 中に分布す る

Histatin　5が キニーネと結合物を形成することで

唾液 に分散 させ受容に寄与すると考 えられる。

　本研究でHistatin　 5とキニーネとの結合が確認

され,口 腔内のHistatin　 5量 を増加 させた被験者

においてキニーネに対する苦味感受性の上昇 を認

めた。 また,苦 味感受性の低下を認める者がいな

かったことからマスキングとしての可能性が低い。

これ らのことから唾液中Histatin　 5は キニーネを

味受容器 まで運搬するキャリアータンパクとして

の機能を有することが示唆された。

結
論

　 硫 酸 キ ニ ー ネ とHistatin　 5と の 関 係 お よ び

Histatin　 5の 硫 酸 キ ニ ー ネ に 対 す る作 用 を検 討 し

た と こ ろ,以 下 の 結 論 を得 た 。

　 1.遠 心 式 限 外 濾 過 フ ィル タ ー を用 い た実 験 か

ら,硫 酸 キ ニ ー ネ とHistatin　 5と の 結 合 が 確 認

され た。

　 2.硫 酸 キ ニ ー ネ に対 す る正 常 閾値 者 群 に比 較

して 高 閾値 者 群 で は 唾 液 中Histatin　 5濃 度 が有 意

に低 い 値 を示 した 。

　 3.Histatin　 5ペ プ チ ド含 有 溶 液 に よ る プ レ リ

ンス に よ り,硫 酸 キ ニ ー ネ に 対 す る 味 覚 閾 値 は 有

意 に低 い値 を示 した 。

　 以 上 の こ とか ら,唾 液 中Histatin　 5は,硫 酸 キ

ニ ー ネ と結 合 す る こ とで ,受 容 体 ま で 運 搬 す る

キ ャ リア ー タ ンパ ク質 と して 作 用 す る こ と が示 唆

され た。
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