
緒 言

苦味は動物にとって元来忌避する味質である．苦味

は対照物中に毒の存在を示す情報の一つであるため忌

避しても良い味である．少量のエネルギー摂取で済む

小動物は敢えて苦味を含む食餌を摂る必要はないが，

ヒトを始めとする大動物では多種多様な食品から栄養

素を摂取しなくてはならない．根菜や新鮮な葉物野菜

はビタミン類やミネラル類の供給源である．また，分

岐鎖アミノ酸やポリフェノール類の多くも苦味を呈し

ており，健康維持のためにこれらの機能性成分を含む

食品を積極的に摂ることが推奨されている．苦味を上

手にマスキングすることができれば，苦味に敏感な幼

児期から多くの食経験を得ることが可能である．苦味

のマスキングについては，古くより多くの研究がなさ
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Abstract

On behavior tests for taste evalutaion with mice, lick number to the test solutions depends on their favorability. So,

we analyzed the favorability of various concentration of denatonium benzoate bitter solution based on animal behavior.

We also analyzed and quantified the favorability changes when sodium saccharin as sweet compound, mono−sodium glu-

tamate as umami compound, or sodium chloride as salty compound was added to the bitter test solutions. As a result, the

addition of 2.5 mM of sodium saccharin, 500 mM of mono−sodium glutamate, and 100 mM of sodium chloride showed

the ability to suppress bitter taste as 40%, 69%, 46%, respectively. These results suggest that the bitter masking effects

could be evaluated objectively by animal behavior, without having human sensory evaluation by well−trained panelists.
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れており，大別すると物理的，化学的，生化学的及び

官能的手法で進められている．物理的手法とは苦味成

分を小さな分子カプセルに閉じ込める１），フィルム状

にして口の中で溶けないようにする２），表面積を小さ

くする３）などの方法で，化学的手法とは対イオンや官

能基の種類を置き換えたり，架橋剤を利用して複合体

にしたりする方法で，いずれも製剤分野で著しい研究

進展が認められる．一方，生化学的手法とはリポ蛋白

質４）や酸性ジペプチド５）などの添加剤を苦味受容部位に

反応させ苦味の応答を抑える方法で，食品一般に利用

が可能である．苦味受容体の遺伝子 T2Rs６）が見つかっ

て以来，受容体を強制発現させた細胞でマスキング効

果を測定する手法も開発されている５）．官能的手法と

は苦味そのものを抑えるのではなく，甘味７）や塩味８，９），

香料などを用いて苦味を感じさせにくくさせる方法で

ある．苦味を食べると脳内で DBI（Diazepam Binding

Inhibitor）様物質が放出され不快な感覚を覚える１０）が，

甘味や脂肪分などの好ましい味を食べると脳内でβ―

エンドルフェインが放出され快感が生み出される１１）．

この２種類の脳内物質のバランスにより，苦味の軽減

が起きているものと考えられている．β―エンドルフ

ェインは脳内麻薬用物質の一つであり，苦味だけでな

く痛みまでの軽減するほど強烈な快感物質である．苦

味そのものの溶出を抑えたり苦味受容体へ直接作用さ

せたりして得られる苦味抑制効果は，市販の味覚セン

サーや細胞応答を利用して評価することができるが，

脳内物質のバランスによる抑制効果は生体を利用しな

ければ評価できない．熟練した官能パネリストを用い

て評価する方法が一般的である．

そこで筆者らは，より客観性の増した生体利用評価

を行うために，マウスを用いた味覚評価法を開発した．

動物は提示された食べ物が好ましければ好ましいほど

多く食べ，まずければまずいほど食べなくなる．短時

間に限定すると，好ましいければ単位時間当たりにア

クセスする（かじる，舐める等）回数が増え，その嗜

好に依存して回数が変化することが知られている１２）．

筆者らはマウスの習性を利用し，マウスが溶液を舐め

る回数を自動的に測定するリック自動計測装置を作製

した１３）．本研究では，遺伝子背景，食経験の揃ったマ

ウスを用いて種々濃度の苦味溶液の嗜好，及びマスキ

ング物質を添加したときの嗜好変化を解析し，マスキ

ング効果の数値化を試みた．

実験材料及び方法

１．動物及び飼育法

本実験は独立行政法人農業・食品産業技術総合研究

機構動物実験等実施規定に従って実験を行った．自家

繁殖によって得た C57BL/6系統マウス８～１２週齢（雄

７匹，雌４匹）を用いた．遺伝子多様性によるデータ

のばらつきを最小限にとどめるため，近郊系マウス種

を用いた．アルミニウム製ケージ（１５×２５×１０cm）

の中にパルプ製の床敷を敷き３～４匹ずつの群飼育と

した．室温２２±２℃，湿度４５±２％，１２時間明期―１２

時間暗期サイクルを維持できるチャンバー内で飼育し

た．特に記載がない限り餌にはオリエンタルバイオ社

製ＣＭＦ，水には脱イオン水を使い自由摂取可能とし

た．リックトレーニング及びリック計測は，マウス活

動期にあたる暗期時間帯内に実施した．

２．計測機器

本実験には，カスタムメイドのリック計測器を使用

した．マウスケージは日本クレア製ポリカーボネート

ケージ（１１×２０×１１cm）の一側面をくり抜き，後述

の仕切り板を取り付けられるように加工した．溶液提

示部には直径２４cmのアルミ円盤の外周近くに８０度の

角度で８．１mmの穴２０個を均等に割りふって開けたも

のを用意した．試験溶液はポリプロピレン製１５mL遠

心チューブに金属製の日本クレア製玉付きマウス給水

用先管を取り付けたものに入れて円盤の穴に挿し込ん

だ．溶液の提示は円盤に取り付けたステッピングモー

タをシーケンスソフトによって制御し，任意の時間，

任意の順で行うことができるように設計した．マウス

ケージと溶液提示部の接続部は幅３．５mmのスリット

があいたアクリル製仕切り板を設置し，マウスが舌の

みを突き出して提示溶液の給水用先管の先端を舐めら

れるようにした．仕切り板の溶液提示部側には，スラ

イド式シャッター，光センサーを取り付け，シャッター

解放時のマウス舌の出し入れ回数（リック数）を計測

できるようにした．シャッター開閉時間，リック開始

信号，リック回数計測も上記シーケンスソフトに組み

込んで，一括制御できるよう設計した．リック数計測

は室温２２±２℃で制御している動物飼育室内に設置し

た．

３．リックトレーニング

マウスを群飼い状態から個飼いケージに移したり，
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不慣れな匂いのする場所に移したりすると，マウスは

落ち着きなく探索行動を行う．また，先の見えない穴

に鼻を差し込むことはあっても，舌だけを差し込むこ

とには抵抗があるように見える．再現性の良い安定し

た結果を得るためには，予めリック計測器による実験

に慣れさせておく必要ある．トレーニング１～２日目

はリック計測器の環境に慣れさせることを目的に行っ

た．リック計測器のマウス用ケージと溶液提示部の接

続部に幅５mmのスリットのあいた透明アクリル仕切

り板（厚さ２mm）を取り付け，給水用先菅の先端が

スリットに接触するように調整し，５％スクロース溶

液を提示した．マウスを１匹ずつケージ内に入れ，１０

分間以上舐めたのを確認した．トレーニング３～４日

目は舌をスリットから大きく出すこと及びシャッター

の開閉に慣れさせることを目的に行った．給水用先菅

の先端とスリットの間隔が２mmとなるように調整

し，４％スクロース溶液を提示し，リック開始から３０

秒間シャッターを解放した後に１５秒間シャッターを閉

じるサイクルを１０回繰り返した．トレーニング５日目

は不透明な仕切り板のスリットから舌を出すことに抵

抗感をに慣れさせることを目的に行った．仕切り板を

幅３．５mmのスリットのあいた不透明なアクリル板（厚

さ２mm）に取り替えて，３～４日目と同様のトレー

ニングを行った．トレーニング６日目は提示溶液に好

ましい味や好ましくない味があることを学ばせるため

に行った．２％スクロース溶液，１０mMキニーネ塩酸

塩，水の３種類の溶液を用意し，それぞれ３０秒ずつ提

示するサイクルを４回繰り返した．トレーニング７～

８日目はリック行動が嗜好の強さに対応していること

を確認する目的で行った．４％・２％・１％スクロー

ス溶液と水の４種類の溶液を用意し，それぞれ１０秒ず

つ提示するサイクルを４回行った．高濃度から低濃度，

低濃度から高濃度と提示順を入れ替えながら行った．

４．リック計測法

安息香酸デナトニウム溶液及びそれらにサッカリン

Na・グルタミン酸 Na，塩化ナトリウムを添加した溶

液に対するリック計測を行うときには，１２時間以上絶

水させたマウスを用いた．リック計測実験終了後に絶

水を解き，１日以上回復させた後に再び１２時間以上絶

水させ，次の計測を行った．０．１２５，０．２５，０．５，１，２，４

mM安息香酸デナトニウム溶液を用意し，濃度が高く

なる順に提示することを１サイクルとした．各溶液と

もリックし始めるまではタイマーは止めたままにし，

最初のリックから１０秒たってからシャッターを閉じ，

その間のリック数を求めた．６０秒たってもリックしな

い場合は，強制的にシャッターを閉じ，次の試料溶液

に進めた．この操作を最低２サイクル以上行い，各試

料溶液に対するリック数を記録した．甘味・うま味・

塩味を添加してマスキング効果を検討するときには，

０．１２５，０．２５，０．５，１，２，４mM安息香酸デナトニ

ウム溶液を二組作製し，片方にサッカリン Na，グル

タミン酸 Na，塩化ナトリウムを添加した．安息香酸

デナトニウムのみの溶液を苦味濃度が高くなる順に提

示した後，マスキング剤入りの溶液を苦味濃度が高く

なる順に提示した．さらに順序を入れ替えて同様の操

作を繰り返した．別の日に，もう一度マスキング剤入

り溶液とマスキング剤なし溶液の計測順を入れ替えた

実験を行った．甘味の持つマスキング特性を検討する

には，０．１２５，０．２５，０．５，１，２，４mM安息香酸デ

ナトニウム溶液と２mM安息香酸デナトニウム溶液に

０．０６，０．１９，０．５６，１．７，５，１５mMサッカリ ン Na

を添加した溶液を作製した．安息香酸デナトニウムの

濃度が高くなる順に提示した後，サッカリン Na添加

溶液は甘味濃度が低くなる順に提示することを１サイ

クルとした．さらに順序を入れ替えて同様の操作を１

サイクル繰り返した．別の日に，もう一度サッカリン

Na入り溶液と入っていない溶液の計測順を入れ替え

た実験を２サイクル行った．うま味の持つマスキング

特性を検討するには，２mM安息香酸デナトニウム溶

液に１．２，３．７，１０，３０，１００，３００mMグルタミン酸 Na

を添加した溶液を作製した．サッカリン Na添加の場

合と同様の提示順及び順序を入れ替えた実験を行っ

た．

甘味溶液に対するリック数を計測するときは，絶水

処理は行わず６時間以上絶食したマウスを使用し

た．１．２５，２．５，５，１０，２０mMサッカリン Na溶液

及び４％スクロース溶液を用意し，甘味濃度が高から

低，低から高の順になるように提示した．サッカリン

Naは甘味物質であるがカロリーが無く，長期間摂取

により嗜好性低下が見られることがある．実験中の嗜

好性低下を防ぐために，甘味もカロリーもある４％ス

クロースを提示溶液の中にいれておいた．うま味溶液

に対するリック数を計測するときも，絶水処理は行わ

ず６時間以上絶食したマウスを使用した．１５０，３００，

６００，１２００mMグルタミン酸 Naに３０mM塩化ナトリウ

ムを添加した溶液及び４％スクロース溶液を用意し，

うま味濃度が高から低，低から高の順になるように提

示した．グルタミン酸 Naだけの溶液ではうま味が弱

いため，うま味が認識されやすいよう一定濃度の塩化
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ナトリウムを加えた．

いずれの計測も溶液提示順序を入れ替えた実験を必

ず行い，極力順番効果の影響を小さくするようにした．

５．データ解析

１２時間絶水により水への欲求の強さをほぼ同じにす

ることができるが，全てのマウス，全ての試験で測定

開始時から終了時まで同条件を維持することは難し

い．水への欲求が過度に強い場合は，濃い苦味溶液で

あっても積極的に摂取しようとする．一方，水への欲

求が過度に弱い場合は，苦味の入っていない溶液であ

っても摂取しようとしなくなる．１０秒間にリックする

最大値が８０程度であることから，本実験ではその半値

４０を制限値とし，濃い苦味溶液である４mM安息香酸

デナトニウム溶液を１０秒間に４０回以上リックした場合

は，水への欲求が過度に強い条件下での測定であった

と判断し，その溶液提示サイクルのデータを解析から

排除した．また，水あるいは薄い苦味溶液である０．２５

mM安息香酸デナトニウム溶液を１０秒間に４０回未満し

かリックしない場合は，水への欲求が過度に弱い条件

下の測定であったとし，その溶液提示サイクルのデー

タを解析から排除した．好ましい味である甘味及びう

ま味溶液に対するリック計測では，絶水処理を行って

いないので，水を提示してもほとんどリックしようと

しない．マウスの好ましい味を摂取したいというモチ

ベーションが十分に高い条件下でなければ甘味・うま

味溶液の評価をすることが難しい．そこで，本実験で

は濃い甘味溶液である４％スクロース溶液を１０秒間に

４０回未満しかリックしない場合は，好ましい味に対す

る摂取モチベーションが過度に低い条件下にあると

し，そのサイクルのデータを解析から排除した．さら

に，リックをせずに次の提示溶液に移った場合，つま

りリック回数が「０」と記録されたデータについては，

そのデータのみ解析から排除した．１種類の実験は何

度か繰り返して行い，新規恐怖の影響を避けるため，

初日のデータは解析に用いなかった．

実験結果および考察

１．苦味のリック解析

２４時間絶水後に０．１２５～４mM安息香酸デナトニウ

ム溶液を提示し，各溶液１０秒間のリック数を計測した

結果を図１ａに示す．マウスは元来，苦味は嫌いであ

るが，飲水欲求とのバランスにより，安息香酸デナト

ニウム０．５mM程度の苦味までは積極的に摂取行動を

とっていることが示されている．１mM以上では，濃

度依存的にリック数が減少し，２～４mMでは忌避し

ていると判断した．２４時間絶水により安定したリック

数が再現されるものの，実験日により多少の変動があ

るため，以降の苦味マスキング実験の際には，その都

度苦味溶液単独の希釈系列を提示し，同一日の同一条

件でマスキング効果を検討することにした．

２．甘味・うま味・塩味による苦味のマスキング

苦味マスキング効果を数値化するために種々の濃度

の苦味溶液に一定量の甘味・うま味・塩味を添加する

実験を行った．０．１２５～４mMの安息香酸デナトニウ

ムに２．５mMサッカリン Naを添加した溶液を提示し

た場合のリック数を図１ｂに示す．サッカリン Na添

加により１及び２mM安息香酸デナトニウム溶液でリ

ック数の増加が認められ，リックカーブは高苦味濃度

側へのシフトが見られた．リック数が最大値の半値を

示す苦味濃度を比較することにより，２．５mMサッカ

リン Na添加は安息香酸デナトニウムの苦味を約４０％

弱めていると推算される．０．１２５～４mMの安息香酸

デナトニウムに５００mMグルタミン酸 Naを添加した

溶液を提示した場合のリック数を図１ｃに示す．グル

タミン酸 Na添加により１～４mM安息香酸デナトニ

ウム溶液でリック数の増加が認められ，リックカーブ

は高苦味濃度側へのシフトが見られた．リック数が最

大値の半値を示す苦味濃度を比較することにより，５００

mMグルタミン酸 Na添加は安息香酸デナトニウムの

苦味を約６９％弱めていると推算される．０．１２５～４mM

の安息香酸デナトニウムに１００mM塩化ナトリウムを

添加した溶液を提示した場合のリック数を図１ｄに示

す．塩化ナトリウム添加により１及び２mM安息香酸

デナトニウム溶液でリック数の増加が認められ，リッ

クカーブは高苦味濃度側へのシフトが見られた．リッ

ク数が最大値の半値を示す苦味濃度を比較することに

より，１００mM塩化ナトリウム添加は安息香酸デナト

ニウムの苦味を約４６％弱めていると推算される．

３．甘味・うま味の苦味マスキング特性

苦味マスキング効果の特性を検討するために一定量

の苦味溶液に種々の濃度の甘味・うま味を添加する実

験を行った．２mM安息香酸デナトニウム溶液に０．０６

～１５mMサッカリン Naを添加した場合のリック数を

図２ａに示した．添加量の増加に応じたリック数の増

加が認められた．２mM安息香酸デナトニウム溶液に

１．２～３００mMグルタミン酸 Naを添加した場合のリッ
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ク数を図２ｂに示した．添加によりリック数の増加が

認められたが，１．２～３０mMの間で増加量の変化は見

られず，サッカリン Na添加のような濃度相関は見ら

れなかった．今回使用した濃度範囲のサッカリン Na

やグルタミン酸 Naは単独で苦味を感じるという報告

はなく，苦味受容体への直接作用はないことから，末

梢での阻害ではなく，苦味，甘味，うま味の情報が別

個に脳まで伝達され，脳内でβ―エンドルフィンが放

出されることによる嫌悪感の中和処理が行われること

で苦味感の低下が起きているものと予想される．マス

キング効果における脳内処理の関与の大きさを調べる

には，ナロキソン投与等によるβ―エンドルフィン作

用の阻害実験が必要となってくると考えられる．

４．甘味・うま味溶液に対する嗜好性試験

甘味・うま味に対する嗜好の濃度依存性を検討する

ために以下の実験を行った．１．２５～２０mMサッカリン

Naに対するリック数を図３ａに，１５０～１２００mMグル

タミン酸 Naに対するリック数を図３ｂに示した．本

実験では絶水処理を施さず，水単独への欲求が小さく

なっている条件下で試験を行った．いずれの場合も濃

度増加に応じたリックスの増加が認められ，サッカリ

図１．甘味・うま味・塩味による苦味マスキング効果

（ａ） （ｃ）

（ｂ） （ｄ）

○は苦味単独，●は甘味／うま味／塩味を添加した溶液に対するリック数．ａ）は濃度の異なる安息香酸デナトニウム溶
液に対する嗜好の大きさを示す．ｎ＝３２―４２．ｂ）は２．５mMサッカリン Naを添加した時の嗜好変化を示す．ｎ＝５―２０．
ｃ）は５００mMグルタミン酸 Naを添加した時の嗜好変化を示す．ｎ＝１６―４０．ｄ）は１００mM塩化ナトリウムを添加した時
の嗜好変化を示す．ｎ＝９―４０．いずれも値は平均±標準誤差．

１３



ン Na溶液，グルタミン酸 Na溶液を好ましい味とし

て認識していることが確認できた．いずれの場合も２

倍希釈系列であるが，グルタミン酸 Naのリック数増

加の方がサッカリン Naに比べて緩やかである傾向が

認められた．この行動学実験の結果は，苦味をマスキ

ングした際のサッカリン Naとグルタミン酸 Naの効

果特性の違いにつながっている可能性がある．苦味物

質・甘味物質・うま味物質には多種多様なものがあ

り，種々の組み合せによりマスキング特性は異なるこ

とが容易に想像できる．

本手法は苦味物質とマスキング剤が直接作用するこ

とによって起こるマスキング効果評価に限らず，苦味

物質と他の味物質からの味覚情報が別個に脳へ伝えら

れた後の脳内処理によって起こる間接的なマスキング

効果評価，あるいはそれらの混合系における効果評価

にも応用できる長所がある．しかし，マウスとヒトで

脳内処理機構が同じであっても，その大きさや影響力

が同じであるとは限らない．ヒト官能試験の前段階と

して利用可能であるものの，遺伝的背景・食経験の異

なる群であるヒトに外挿するには，いっそうの詳細

データ蓄積が必要となるものと考えられる．

図２．甘味・うま味の苦味マスキング特性

（ａ）

（ｂ）

○は苦味単独，●は甘味／うま味を添加した溶液に対するリック数．ａ）は２mM安息香酸デナトニウム溶液に濃度の異
なるサッカリン Naを添加した時の嗜好変化を示す．ｎ＝１３―２０．ｂ）は２mM安息香酸デナトニウム溶液に濃度の異な
るグルタミン酸 Naを添加した時の嗜好変化を示す．ｎ＝１４―２０．いずれも値は平均±標準誤差．
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要 約

マウスは提示された試料溶液の嗜好に依存して，そ

の溶液を舐める回数が変化する．この習性を利用して，

種々の濃度の安息香酸デナトニウム苦味溶液に対する

嗜好性を解析した．さらに，甘味素材であるサッカリ

ン Na，うま味素材であるグルタミン酸 Na，塩味素材

である塩化ナトリウムを苦味溶液に添加した場合の嗜

好性変化を検討し，変化の大きさを数値化した．その

結果，２．５mMサッカリン Naでは約４０％，５００mMグ

ルタミン酸 Naでは約６９％，１００mM塩化ナトリウム

では約４６％苦味を弱くさせている可能性が示された．

このことは，ヒト官能パネリスト試験の前段階として，

実験動物を用いたマスキング効率の客観的評価が有効

である可能性を示唆している．
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