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学位論文要旨 

哺乳類は、口腔内に発現する苦味受容体 TAS2R を介して食物中の潜在的な毒物を苦

味として検知することで、適切な食物選択を行っている。TAS2R 遺伝子のレパートリー

は種によって様々で、進化の過程で柔軟にレパートリーを変化させることで、生息環境

に適応し、種固有の苦味感覚を形作っていると考えられている。これと同時に、個々の

TAS2R のリガンド応答性の進化も食性適応には重要と考えられるが、こちらは遺伝子

レパートリー研究と比べて知見がまだ多くない。そこで、本研究では、狭鼻猿類で青酸

配糖体などのβグルコシド化合物を受容することが知られる苦味受容体 TAS2R16 につ

いて、果実中心食性（果実食性または果実・葉食性）の種と竹食性の種を含むキツネザ

ル科を対象として「霊長類におけるリガンド応答性の進化傾向」と「リガンド応答性と

食性の関連」の 2 点を受容体機能解析や行動アッセイによって検討した。 

はじめに、果実中心食性のキツネザル 3 種（ワオキツネザル Lemur catta、クロキツネ

ザル Eulemur macaco、クロシロエリマキキツネザル Varecia variegata）の TAS2R16 につ

いて salicin や arbutin などのβグルコシドに対する応答を細胞アッセイで測定した。そ

の結果、L. catta は狭鼻猿類と同様にすべてのβグルコシドで活性化される一方で、そ

の他 2 種は salicin で活性化されるものの、arbutin で不活性化されることを発見した。E. 

macacoの行動アッセイで TAS2R16 の機能が摂食行動に大きく寄与していることを確認

した。変異体解析によって、この応答の種間差は曲鼻猿類固有の 282 番アミノ酸の置換

（L282S）が原因であり、L. catta は復帰突然変異（S282L）によって狭鼻猿類と同じ応

答性を実現していることを明らかにした。これらの結果から、TAS2R16 は霊長類全体で

βグルコシドに応答するという保存的傾向がある一方で、同一科内でも個々のリガンド

に対する反応パターンは多様であることが示された。 

次に、青酸配糖体を含むタケ類（タケ亜科 Bambusoideae に属する植物）を主食とす

るジェントルキツネザル 3 種（ヒロバナジェントルキツネザル Prolemur simus、キンイ

ロジェントルキツネザル Hapalemur aureus、ハイイロジェントルキツネザル H. griseus）
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の TAS2R16 について、βグルコシドに対する応答を細胞アッセイで測定した。その結

果、ジェントルキツネザル TAS2R16 が総じてβグルコシドに対して低い感受性を持つ

ことを明らかにした。また、最尤推定したジェントルキツネザルの最近共通祖先（last 

common ancestor: LCA）の TAS2R16 でも同様にβグルコシドに対する応答を測定し、現

生ジェントルキツネザルと L. catta の中間程度の感受性を持っていたことを明らかにし

た。さらに、変異体解析によって、P. simus と H. griseus の低感受性がそれぞれの種固有

のアミノ酸置換（P. simus: S144L, H. griseus: L251S）によって実現されていることを明

らかにした。これらの結果から、ジェントルキツネザルが竹食への適応として TAS2R16

のβグルコシド感受性が低下し、タケ類に苦味を感じにくくなっていることが示唆され

た。そして、ジェントルキツネザルにおけるβグルコシド感受性の低下は、LCA の時点

で始まっており、Prolemur 属と Hapalemur 属が分岐した後に並行的にさらに進行した

ものと考えられた。 

本研究で示した霊長類 TAS2R16 における機能の保存的進化とキツネザルで見られた

食性に応じた系統固有の機能変化は、食性適応の背景にある味覚適応の分子メカニズム

の解明の重要な手がかりとなると考えられる。 
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1章 序論 

1.1. 哺乳類の味覚の分子機構 

1.1.1. 基本五味と味覚受容細胞 

動物は自身の生命を維持するために、採食を通じて栄養を体内に取り込んでいる。し

かし、環境中に存在するものすべてが動物の食物として、栄養源としてふさわしいとい

うことはない。そのため、動物は適切な食物選択を行うために様々な感覚を発達させて

きた。採食行動を起こすに当たり、動物は視覚、嗅覚、触覚、味覚などの様々な感覚を

用いて食物評価を行う。これらの感覚の中でも、味覚は食物を口から直接体内に取り込

む直前に働き、食物の良し悪しを判断する重要な感覚である。 

哺乳類の味覚は、５つの基本味（甘味、旨味、苦味、酸味、塩味）で構成される[1,2]。

それぞれの基本味は主に、糖（甘味）、アミノ酸やヌクレオチド（旨味）、アルカロイド

などの毒物（苦味）、クエン酸などの酸（酸味）、塩化ナトリウムなどの塩（塩味）によ

って引き起こされ、味細胞によって検出される。味細胞は、味蕾と呼ばれる構造を形成

し、舌乳頭、軟口蓋、喉頭蓋、咽頭に分布する。中でも、舌乳頭には味蕾が集中的に分

布している。味蕾を持つ舌乳頭は、舌前部の茸状乳頭、側部の葉状乳頭、後部の有郭乳

頭に分類される。舌前部 3 分の 2 に渡って分布する糸状乳頭は、味蕾を持たない。それ

ぞれの味蕾には、第 VII、第 IX、第 X 脳神経が一次感覚ニューロンとして接続してお

り、延髄の孤束核に投射して味覚情報を脳に伝達する[3]。 

主に有郭乳頭に分布する味蕾の分析から、味蕾は形態学的に区別可能な 4 種類の細胞

（I 型～IV 型細胞）で構成されることがわかっている。I 型細胞は、まだ研究が十分に

進んでいないが、グリア様の支持細胞と考えられており、IV 型細胞は、I～III 型細胞の

前駆細胞である。各基本味の検出は、II 型細胞が甘味、旨味、苦味を、III 型細胞が酸味

をそれぞれ担っている。III 型細胞の中に、複数の味質（甘味、旨味、苦味、酸味）に反

応する広応答性味細胞（broadly responsive taste cells）も存在する[4]。塩味の検出経路は、
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イオンチャネル阻害剤であるアミロライドによって阻害されるかどうかで区別される

アミロライド感受性（Amiloride-Sensitive; AS）経路とアミロライド非感受性（Amiloride-

Insensitive; AI）経路の２つが存在し、それぞれ異なる細胞種で検出されると考えられて

いる。AI 経路を介する塩味は忌避性を示し、苦味感受性 II 型細胞と酸味感受性 III 型細

胞で検出される[5,6]。一方、AS 経路を介する塩味は嗜好性を示し、舌前方の茸状乳頭

にある「塩味細胞（AS 経路介在塩味細胞）」で検出される[7–9]。この塩味細胞は、分子

細胞的特性から現行の 4 種類の細胞分類には当てはまらない未分類の細胞種であると

考えられている[10]。 

1.1.2. 味覚受容体タンパク質とシグナル情報伝達 

これらの味物質を受容する細胞には、甘味、旨味、苦味物質を受容する G タンパク質

共役型受容体（G protein coupled receptor; GPCR）もしくは、酸味、塩味物質を受容する

イオンチャネルが発現している。哺乳類の甘味受容体と旨味受容体は TAS1R 遺伝子フ

ァミリーによってコードされている[11,12]。TAS1R には、TAS1R1、TAS1R2、TAS1R3 の

3 種類があり、タンパク質に翻訳されたのち、TAS1R2/TAS1R3 のヘテロダイマーが甘

味受容体、TAS1R1/TAS1R3 のヘテロダイマーが旨味受容体として機能する[11,12]。

TAS1R はハエトリグサ様ドメイン（Venus fly trap domain: VFTD）と呼ばれる大型の細胞

外ドメインを持ち、この部位が甘味、旨味物質と結合する主要な部位である[13–15]。甘

味受容体は主に糖を、旨味受容体は主にアミノ酸とヌクレオチドを受容して、栄養とな

る食物の選択に用いられる。 

もう一つの GPCR 型味覚受容体である苦味受容体は、TAS2R 遺伝子ファミリーによっ

てコードされており、主に食物中の毒物の検知に用いられる[16,17]。TAS2R は、ヒト

（Homo sapiens）ではゲノム中に 26 個存在し、多様な構造を持つ苦味物質に対して多対

多の受容関係を構築することで、比較的少数の受容体で膨大な数の苦味物質を検出して

いる[18–21]。ヒトやマウス（Mus musculus）では、各 TAS2R と苦味物質の関係が網羅的

に調べられており、受容体ごとに特性が異なることがわかっている[22,23]。例えばヒト
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で は 、 salicin のよ うな β-glucopyranoside 構 造 を もつ 分 子 は TAS2R16 に 、

phenylthiocarbamide（PTC）のような S-C=N 構造を持つ分子は TAS2R38 に高い特異性を

もち、単一の TAS2R で受容される。一方で、caffeine や quinine の様に 5 つ以上の TAS2R

によって受容されるものもある。こうした TAS2R の性質の違いは、各 TAS2R の変異が

個体に与える影響が異なることを意味する。前者のような受容分子と一対一の関係にあ

る TAS2R に機能的な変異を持つ個体は、苦味感覚（苦味の感知閾値や強度）が野生型

個体と異なる可能性が高い[24,25]。一方で、caffeine や quinine を受容する TAS2R 群の

ひとつに変異があっても残りの TAS2R が機能を補償するため、こうした変異は、caffeine

や quinine に対する個体の苦味感覚に簡単には影響しないと考えられる。 

II 型細胞の GPCR 型味覚受容体に呈味物質が結合すると、受容体と共役する三量体 G

タンパク質（Gα サブユニットと Gβγ 複合体から成る複合体タンパク質）の Gα サブユニ

ットが活性化し、Gβγ 複合体と解離する。解離した Gβγ 複合体は、PLCβ2 を活性化し、

PI(4,5)P2 を DAG と IP3 に加水分解する[26]。そして、産生された IP3 は、小胞体表面の

IP3R3 に結合し、小胞体から Ca2+を細胞質に放出させる[27]。この細胞内 Ca2+濃度上昇

によって、細胞膜のTRPM5チャネルからNa+が流入し、膜電位の脱分極が起きる[28,29]。

この脱分極を契機に引き起こされた活動電位によって、電位依存性チャネル

CALHM1/CALHM3とこれに近接するミトコンドリアで構成されるチャネル型シナプス

（Channel synapse）から ATP が放出され、情報を P2X2/P2X3 を発現する感覚ニューロ

ンに伝達する[30–34]。また、近年の研究で、TRPM4 を介した TRPM5 と独立したシグ

ナル経路の存在も示唆されている[35]。 

GPCR 型受容体が 2000 年代初頭に同定された一方で、イオンチャネル型の味覚受容

体は、2010 年以降に明らかになったものが多い。塩味は、前述の通り 2 種類あるが、

AS 経路では、アミロライド感受性の上皮性ナトリウムチャネル ENaC が塩味受容体と

考えられている。ENaC は、α、β、γ の３つのサブユニットで構成され、そのうち α サ

ブユニットである ENaCα の必要性はノックアウト動物の実験から確実視されている

[9,10]。しかし、３つのサブユニットすべてを共発現する味細胞がマウスでは見当たら
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ないとする報告もあり、塩味受容に関わる ENaC の構造は 3 サブユニットから成る通常

の ENaC ではない可能性も示唆されている[36]。一方で、AI 経路の塩味受容体は現在ま

で明らかになっていない。また、酸味受容体は、PKD2L1/PKD1L3 をはじめとして複数

の候補分子が挙げられていたが、2019 年にプロトンチャネル OTOP1 が酸味受容体とし

て確定された[37–39]。 

塩味細胞の細胞内シグナル伝達は、ENaC からの Na+流入による細胞膜の脱分極から

始まる。そして、脱分極を契機に発生した活動電位によって、CALHM1/CALHM3 とこ

れに近接するミトコンドリアで構成されるチャネル型シナプス（Channel synapse）から

ATP が放出され、情報を P2X2/P2X3 を発現する感覚ニューロンに伝達する[10,30]。塩

味のシグナル伝達は II 型細胞と異なり、Ca2+を介さない。 

III 型細胞（酸味細胞）では、OTOP1 から H+流入が起こると、細胞内の pH 変化によ

って Kir2.1 チャネルからの K+流出が阻害される[37,40]。この OTOP1 自身による H+の取

り込みと Kir2.1チャネルからの K+流出停止の協調によって、細胞膜の脱分極が引き起こ

される[37]。そして、電位依存性カルシウムチャネル（VGCC）から流入した Ca2+によ

って、Ca2+依存性のシナプス小胞の開口分泌が起こり、神経伝達物質をシナプス間隙に

放出し、情報を感覚ニューロンに伝達する。 

1.2. 哺乳類における味覚受容体の分子進化 

基本五味は、多くの哺乳類が共通して持つものと考えられているが、食性や採餌様式

が特殊な動物では、一部の味覚を失っている例が見つかっている。例えば、ネコ科動物

は、TAS1R2 遺伝子の偽遺伝子による甘味受容体の欠損によって糖への嗜好性が行動レ

ベルで失われている[41]。また、竹食のジャイアントパンダ（Ailuropoda melanoleuca）

とレッサーパンダ（Ailurus fulgens）は、近縁な肉食性のクマ下目動物（Arctoidea）と分

岐した後に、それぞれ独自に旨味受容体のサブユニットである TAS1R1 が偽遺伝子化し

ている[42,43]。これは、旨味によるアミノ酸やヌクレオチド由来の栄養価の評価が不要

になったためだと考えられている。また、頭部に熱源感知器官を持ち、吸血に特化した
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ナミチスイコウモリ（Desmodus rotundus）では、すべての TAS1R が偽遺伝子化してお

り、甘味・旨味の両方を感じなくなっているとされている[44,45]。さらに、水棲や半水

棲の哺乳類でも味覚受容体は失われている。鯨類では、ハクジラ亜目（Odontoceti）のハ

ンドウイルカ（Tursiops trancatus）が全ての TAS1R、TAS2R を偽遺伝子化している。ま

た、これらの偽遺伝子化変異の多くは、ヒゲクジラ亜目（Mysticeti）と共有している[46–

48]。さらに、GPCR 型味覚受容体のシグナル伝達物質である G タンパク質 α サブユニ

ットをコードする GNAT3 も鯨類の共通祖先で偽遺伝子化しており、水棲適応した鯨類

の共通祖先で味覚が不要になり、急速に味覚関連遺伝子の偽遺伝子化が進行したと考え

られている[47]。半水棲のアザラシやアシカなどの鰭脚類（Pinnipedia）でも、TAS1R と

TAS2R の多くが偽遺伝子化している[49,50]。こうした水棲・半水棲哺乳類の味覚遺伝子

の喪失の原因は、動物食性への移行と丸呑み型の採餌様式にあると考えられている[50]。 

また、TAS1R によって作られる甘味・旨味受容体の甘味・旨味物質の感受性の差も食

性との関連が示唆されている。例えば、葉食に特化した霊長類であるコロブス亜科

（Colobinae）では、姉妹群のオナガザル亜科（Cercopithecinae）で雑食のアカゲザル

（Macaca mulatta）・ニホンザル（M. fuscata）や広鼻猿類（Platyrrhini）で果実・昆虫食

のコモンリスザル（Saimiri sciureus）が甘味受容体 TAS1R2/TAS1R3 を介して感知できる

天然糖類に対して、甘味受容体が感受性を持たず、行動レベルでも嗜好性を持たない

[51–55]。さらに、コロブス亜科の共通祖先で TAS1R2 の選択圧の緩和が確認されている

[56]。これは、葉食性と前胃発酵能力という独自の形質獲得との関連が指摘されており、

食物選択に糖が重要な要素ではないためと考えられている。また、哺乳類ではないが、

同様に TAS1R ファミリーを有する鳥類は、TAS1R2 が失われており、一般に甘味感受

性を持たないとされる。これは、鳥類の祖先が肉食性の獣脚類恐竜であった頃に甘味感

覚が不要となって退化したためと推定されている。しかし、花蜜を主食とするハチドリ

の仲間は、通常旨味受容体として機能する TAS1R1/TAS1R3 を糖が受容できるように機

能変異させることで、糖に嗜好性を示すように進化している[57]。 

一方で、苦味受容体遺伝子 TAS2R は、ゲノム中の遺伝子の数と組み合わせ（遺伝子レ
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パートリー）が種間で大きく異なっており、進化の過程でレパートリーを柔軟に変化さ

せている。比較ゲノム解析研究によると、ヒトの機能的な TAS2R 遺伝子は 26 個、マウ

スでは 40 個、ネッタイツメガエル（Xenopus tropicalis）では 50 個以上、ニワトリ（Gallus 

gallus）では 3 個と非常に変化に富んでいる[21,58]。多くの TAS2R は、いくつかの染色

体上に連続的に並んでおり、類似した配列間での不等相同組み換えによって遺伝子数が

変化しやすいと言われている[59]。苦味として認識すべき物質は、アルカロイドやテル

ペノイド、アミド、グルコシド、ペプチドなど非常に多様である[22,23]。そのため、TAS2R

の遺伝子重複によるレパートリーの拡大・縮小や、重複した TAS2R 間の機能分化によ

って、それぞれの動物が生息環境に合わせて、受容する苦味物質の幅を変化させて適応

していると考えられている[21,50,58]。例えば、毒物への接触機会が多い植物食動物

（herbivore）は、肉食動物よりも大きな TAS2R レパートリーを持つ傾向がある[58]。ま

た、昆虫食者（insectivore）は、同じ動物食者でも、肉食動物（carnivore）や雑食動物

（omnivore）よりも TAS2R レパートリーが大きい傾向にある[50]。これは、捕食対象で

ある昆虫がアルカロイドなどの毒物を用いた生体防御機構を持っているためだと考え

られている。一方で、同じ昆虫食者でもミミセンザンコウ（Manis pentadactyla）のよう

に僅か 2 つという極めて小さな TAS2R レパートリーを持つ例外も存在する。これは、

食性が特定のアリ・シロアリに高度に特殊化し、丸呑み型の採餌様式をもつことが原因

と考えられている[50]。霊長類でも、真猿類（Anthropoidea）の共通祖先で TAS2R の顕

著な増加が見られ、この時期に起こった嗅覚の退化に伴う適応（感覚トレードオフ）の

可能性が指摘されている[21]。 

苦味受容体 TAS2R も甘味・旨味受容体 TAS1R と同様に、受容する物質（リガンド）

の種類や感受性に種間差がある。ヒトとマウスで行われたそれぞれの TAS2R レパート

リーすべてを対象にした大規模なリガンドスクリーニング解析によると、一対一対応す

るオーソログ（one-to-one orthologs）のリガンド共通性は、最大でも 30％程度と低く、

ヒトとマウスのオーソログ間の機能の保存性はそれほど高くない[22,23]。これ以外の哺

乳類については、主に TAS2R38 と TAS2R16 でリガンド応答性に関する報告がある。前
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述のように TAS2R38 は、ヒトでは PTC や 6-n-propylthiouracil（PROP）の受容体として

知られている[60]。しかし、イエネコ（Felis catus）のオーソログは PTC には反応する

が、PROP には反応せず、マウスのオーソログ Tas2r138 はこれら２つの物質には反応し

ない[23,61,62]。霊長類でもコロブス亜科は、姉妹群のオナガザル亜科の Macaca 属と比

べて PTC 感受性が低く、特にアジアに生息するコロブスは、ほとんど PTC に反応しな

い[63,64]。これは、コロブスの葉食適応のひとつと考えられている。また、TAS2R16 は、

ヒトでは植物の主要な二次代謝産物であるβグルコシド（βグルコシド結合を持つグル

コースに由来する配糖体）に非常に高い特異性を持つ苦味受容体として知られているが、

このリガンド応答性は、狭鼻猿類（Catarrhini）で共通である[65,66]。しかし、広鼻猿類

のコモンマーモセット（Callithrix jacchus）の TAS2R16 や、マウスのオーソログである

Tas2r118 は、βグルコシドに反応しない[23,66]。また、狭鼻猿類における TAS2R16 の

βグルコシド感受性には種間差があり、ニホンザル（M. fuscata）の TAS2R16 は、βグ

ルコシドの一種で、ヤナギの樹皮に含まれる salicin の感受性がヒトの 10 分の 1 程度し

かなく、冬季の代替餌（fallback food）である樹皮の利用に有利に働いている可能性が指

摘されている[66]。このように哺乳類の TAS2R のリガンド応答性の知見は、ヒトやマウ

スのものがほとんどであり、比較的よく研究が進んでいる TAS2R16 と TAS2R38 です

ら、リガンド応答性の進化的傾向の実態やリガンド応答性の種間差と食性の関係は狭鼻

猿類での限定的知見に留まっている。 

1.3. キツネザル類の進化と採食生態 

キツネザル類（キツネザル下目 Lemuriforms とアイアイ下目 Chiromyiforms を合わせ

た分類群）は、曲鼻猿類（Strepsirrhini）の一系統で、ほぼすべての種がマダガスカルの

固有種である[67]。キツネザル類は、暁新世（Paleocine）もしくは始新世（Eocine）前期

に姉妹系統のロリス下目（Lorisiforms）と分岐した後、一度だけモザンビーク海峡を渡

ってマダガスカルに移入し、アイアイ下目とキツネザル下目に急速に分化したとこれま

で考えられてきた[68–71]。しかし、アフリカ大陸で産出する始新世後期の化石霊長類
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Plesiopithecusと中新世前期の化石霊長類Propottoの系統的位置を再考したGunnell et al., 

2018 の研究によると、これらの大陸産化石霊長類は、現生のアイアイ（Daubentonia 

madgascariensis）と近縁で、アイアイ下目に属すると結論付けられ、アイアイ下目とキ

ツネザル下目の 2 系統が他のマダガスカル固有の哺乳類（テンレックやマダガスカルマ

ングース科）のマダガスカル移入時期と重複する 2100~4000 万年前の間にそれぞれ独立

に移入してきた可能性が提示されている[72,73]。このようにキツネザル移入の歴史につ

いては現在でも議論が続いている。 

マダガスカルに移入してきたキツネザル類は、現在 2下目 5科 15属にまで多様化し、

約 100 種が記載されている[67]。キツネザル類は、マダガスカルの様々な環境に適応し、

多様な食性を獲得している。アイアイ科（Daubentoniidae）のアイアイは、体重が 2.5kg

にもなる大型の夜行性霊長類だが、昆虫や Canarium 属の果実の胚に高く依存した特殊

な食性を持つ[74–76]。また、イタチキツネザル科（Lepilemuridae）とインドリ科（Indriidae）

は、コロブス亜科のような葉を中心とした食性を持つ[77–81]。一方で、コビトキツネザ

ル科（Cheirogaleidae）やキツネザル科（Lemuridae）は科の中でも食性の多様化が進んで

いる。例えば、コビトキツネザル科では、ネズミキツネザル属（Microcebus）は果実や

昆虫の雑食で、コビトキツネザル属（Cheirogaleus）は果実食、フォークキツネザル属

（Phaner）は樹液食（gummivore）である[82–85]。また、キツネザル科では、多くの種

が果実食者であるが、ジェントルキツネザルと呼ばれる 2 属（Hapalemur と Prolemur）

が葉食化しており、さらに一部の種はタケ類（タケ亜科 Bambusoideae に属する植物）

に特化している[78,86–92]。 

こうしたキツネザル類における霊長類の主要な食性を網羅するほどの食性多様化の

背景には、味覚の適応進化が存在すると考えられ、キツネザル類は、味覚の適応進化機

構の解明に適した対象であるといえる。加えて、これまで曲鼻猿類を対象とした味覚受

容体の機能研究はほとんど行われてこなかったため、霊長類の味覚受容体の機能進化を

明らかにするための重要な知見が得られることが期待できる。 
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1.4. 研究全体の目的 

本研究では、数ある味覚受容体の中でも苦味受容体に着目した。苦味は、前述の通り、

毒物の検知に重要な役割を果たしており、動物の生存に欠かせない感覚である。とりわ

け新たな食性を獲得する際には、その食性にあった苦味感覚を進化させていくことが必

要になると推測される。苦味受容体と食性の関係を明らかにするには、遺伝子レパート

リーのゲノム進化と個々の苦味受容体のリガンド応答性の進化の双方からのアプロー

チが欠かせない。しかし、遺伝子レパートリー解析と比べて、リガンド応答性の研究は

ヒトやマウスに研究が集中しており、それ以外の動物はあまり調べられていない。その

ため、進化の枠組みでの包括的な理解は進んでおらず、これ以外の哺乳類の知見は断片

的であることが殆どである。しかし、その中でも TAS2R16 は霊長類において比較的研

究が進んでおり、ヒトを含む狭鼻猿類の TAS2R16 は植物の主要な二次代謝産物である

βグルコシドを特異的に受容することがわかっている[65,66]。βグルコシドには、有毒

な青酸配糖体なども含まれるため、TAS2R16 の機能は霊長類の食物選択に重要な役割

を担っていると考えられる。しかし、直鼻猿類と対をなす霊長類の二大系統のひとつで

ある曲鼻猿類に関する知見は一切ない。そのため、霊長類における TAS2R16 のリガン

ド応答性、つまりβグルコシド応答性、がどの程度保存的な機能なのかは不明である。 

曲鼻猿類に属するキツネザル類は、前述のように味覚の適応進化研究に適した分類群

である。中でもキツネザル科は、内包する 5 属のうち 3 属（Lemur 属、Eulemur 属、

Varecia 属）が霊長類全体で一般的な果実食性（frugivorous）または果実・葉食性

（frugivorous-folivorous）であり（本論文では、これらを総称して果実中心食性と呼ぶ）、

その中からタケ類に特殊化した系統（Prolemur 属と Hapalemur 属）が分岐しており、食

性適応に伴った味覚受容体の進化を研究する上で特に適した分類群である（図 1）。さ

らに、タケ類に特殊化した系統は、青酸配糖体が高濃度に含まれているタケ類に強く依

存しているため[89,93]、青酸配糖体の受容体候補である TAS2R16 が竹食と関連した機

能進化を遂げている可能性が考えられる。 
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そこで、本研究では、曲鼻猿類の中でもキツネザル科の TAS2R16 に着目し、リガン

ド応答性を解析し、これまでの狭鼻猿類での知見と比較する。これによって、「①霊長

類における苦味受容体のリガンド応答性の進化傾向」の解明を目指すと共に、科内で食

性が多様であることを利用して、同科に属する竹食のジェントルキツネザルと果実中心

食のキツネザルを比較することで「②苦味受容体のリガンド応答性と食性の関係」の解

明に挑戦した。 
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2章 果実中心食性キツネザルにおける TAS2R16 の機能 

2.1. 研究の概要 

本章では、果実中心食性のキツネザル 3 種（ワオキツネザル Lemur catta、クロキツネ

ザル Eulemur macaco、クロシロエリマキキツネザル Varecia variegata）における TAS2R16

のβグルコシド感受性を測定し、直鼻猿類（Haplorrhini）におけるこれまでの知見と比

較することによって、霊長類における TAS2R16 のリガンド応答性の進化傾向を明らか

にすることを目指した。また、次章に控える食性との関連の解明に向けたキツネザル科

TAS2R16 のβグルコシド感受性の基礎情報を得ることも目的とした。培養細胞を用い

た一連の実験により、βグルコシドの一種である salicin が 3 種すべての TAS2R16 を活

性化することを確認した。一方で、構造が salicin とよく似た arbutin は、L. catta の

TAS2R16 を活性化するものの、残り 2 種の TAS2R16 を不活性化した。さらに、E. macaco

を対象にした食物選択アッセイでは、受容体を活性化する salicin は忌避され、不活性化

する arbutin は忌避されないことを確認し、TAS2R16 のリガンド応答性と摂食行動に高

い相関があることを明らかにした。また、部位特異的変異体解析と分子系統解析によっ

て、arbutin に対する応答の種間差が、曲鼻猿類特異的な 282 番のアミノ酸置換（L282S）

によって引き起こされており、L. catta の系統で Serine から祖先型（直鼻猿類型）と同

じ Leucine に復帰突然変異したことがわかった。以上の結果から、霊長類 TAS2R16 は、

曲鼻猿類から直鼻猿類まで広くβグルコシド感受性を備えていることが明らかとなっ

た。一方で、活性化されるリガンドの種類は、L. catta の方が他の 2 種よりも多く、よ

り広範な苦味物質を感知できると考えられた。また、この検知範囲の拡大は、L. catta の

系統で固有の現象であったため、彼らが採食する貧栄養で二次代謝産物を多く含む植物

への適応と関連する可能性がある。 
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2.2. 研究の背景 

2.2.1. 霊長類における苦味受容体 TAS2R16 のリガンド応答性 

苦味受容体 TAS2R16 は、数ある苦味受容体の中でも TAS2R38 と並んで研究が比較的

進んでいる苦味受容体である。ヒト TAS2R16 は、培養細胞を用いた機能解析実験によ

って、主にβグルコシド（グルコースに由来する配糖体）を受容することがわかってい

る[60,94,95]。βグルコシドは、植物の主要な二次代謝産物のひとつであり、その中には

有毒な青酸配糖体も含まれる。TAS2R16 は、青酸配糖体も受容することができるため、

植物の被食防御物質の検知や過剰摂取による自身の中毒防止に欠かせない味覚受容体

であると考えられる[96]。これは、TAS2R16 が殆どの霊長類で機能的な配列として保持

されていることからも推察できる（例外は、ボリビアリスザル Saimiri boliviensis のみ）

[21]。さらに、このβグルコシド受容能は、真猿類数種の TAS2R16 の機能解析によっ

て、少なくとも狭鼻猿類では保存的であることが確認されている[66]。リガンド感受性

には狭鼻猿類内でも種間差が認められ、ニホンザル（M. fuscata）は、βグルコシドの一

種でヤナギの樹皮に含まれる salicin に対する感受性が、ヒトよりも約 10 倍低い[66]。

一方で、広鼻猿類のコモンマーモセット（C. jacchus）や齧歯類のマウスの TAS2R16 オ

ーソログはβグルコシドに応答しない[23,66]。このように、TAS2R16 は、霊長類の食性

と関わりが示唆されているものの、TAS2R16 のリガンド応答性に関する知見は、広鼻猿

類では昆虫や樹脂を主食とする C. jacchus に限られ、それよりも系統的にヒトから離れ

たグループ（メガネザルや曲鼻猿類）に関しては一切知見がない。そのため、現状では

TAS2R16 のβグルコシド応答性がどの程度進化的に保存されているのかよく分かって

いない。したがって、霊長類における TAS2R16 のβグルコシド応答性の進化をより深

く理解するためには、これまで調べられてこなかった曲鼻猿類での調査が必須である。 

2.2.2. キツネザル科の採食生態 

 1章で述べたような理由から、本研究では曲鼻猿類の中でもキツネザル科に着目する。
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キツネザル科は、Lemur、Eulemur、Varecia、Prolemur、Hapalemur の 5 属によって構成

され、現在 21 種が記載されている。前者 3 属が果実または果実・葉を中心とした食性

を持ち、後者 2 属がタケ類や草本類を中心とした食性を持つ[67]。 

Lemur 属にはワオキツネザル（L. catta）のみが属し、マダガスカル南部の有刺林（spiny 

forest）やアンドリンギチャ山塊（Andringitra Massif）などの乾燥した地域に生息する[67]。

ベレンティ私設保護区（Berenty Private Reserve）とベザ・マハファリ特別保護区（Beza 

Mahafaly Special Reserve）では、数種の主要な採食植物に加えて、日和見的に多くの植

物を利用しており、それぞれ少なくとも 109 種、61 種の植物を採食している[97]。本種

の採食時間は果実と葉が全体の約 80 %を占めるが、利用割合には明瞭な季節変動が見

られる[90,98]。雨季には果実を最も利用するが、乾季には成熟葉が最もよく利用される。

そのため、本種は一般に果実・葉食性（frugivorous-folivorous）の霊長類と考えられている。 

Eulemur 属には現在 12 種が記載されており、マダガスカル東部の多雨林、北部・西部

の乾燥林に広く分布する。一方で、L. catta が分布する、より乾燥の強い有刺林には分

布していない[67]。本属は、季節変動はあるもの採食時間の約 65~85 %を果実が占める

果実食性（frugivorous）の属である[78]。本研究で対象とするクロキツネザル（E. macaco）

は、マダガスカル北部に位置するヌシベ島（Nosy Be）とその周辺の島本土に生息する

[67]。ヌシべ島のルクベ国立公園（Lokobe National Park）と本土のアンバトゥ山塊（Ambato 

Massif）では、E. macaco も乾季には果実以外（葉や花）の利用割合がある程度高まるも

のの、総じて高い果実食性を示すというEulemur属に特徴的な採食様式を持つ[99,100]。 

Varecia 属には、クロシロエリマキキツネザル（V. variegata）とアカエリマキキツネザ

ル（V. rubra）の 2 種が属し、前者がマダガスカル東部の多雨林に、後者がマスアラ半島

（Masoala）周辺の多雨林にのみ分布する[67]。本属も Eulemur 属と同様に高い果実食性

を持ち、採食時間の 70~90 %を果実採食が占める[86,101–104]。 

残る Prolemur 属と Hapalemur 属はジェントルキツネザルと呼ばれ、タケ類や草本類

を主食とする葉食性の霊長類である[89,91,92,105,106]。Prolemur 属にはヒロバナジェン

トルキツネザル（P. simus）のみが属し、マダガスカル南東部から中東部の多雨林に分布
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する。Hapalemur 属には 5 種が含まれ、マダガスカル東部の多雨林や西部の乾燥林に広

く分布する。中でも、本研究で対象とするキンイロジェントルキツネザル（H. aureus）

とハイイロジェントルキツネザル（H. griseus）は、P. simus と共にマダガスカル南東部

のラヌマファナ国立公園（Ranomafana National Park）周辺に同所的に生息しており、タ

ケ類に特殊化した食性を持つことが明らかとなっている[89,105,107]。本グループの採

食生態は、3 章にて詳述する。 

2.2.3. 研究の目的 

本章では、果実中心食性の 3 属（Lemur 属、Eulemur 属、Varecia 属）から各 1 種ずつ

（L. catta、E. macaco、V. variegata）を選び、TAS2R16 のβグルコシド応答性を、培養細

胞を用いた機能解析と分子系統解析によって検証した。そして、曲鼻猿類の TAS2R16

のβグルコシド応答性とこれまで調べられてきた直鼻猿類（狭鼻猿類と C. jacchus）と

齧歯類の知見を統合して、霊長類の TAS2R16 のβグルコシド応答性を広く俯瞰し、そ

の進化傾向を明らかにすることを目指した。また、3 章で実施する竹食性のジェントル

キツネザルとの比較に向けて、キツネザル科における TAS2R16 の機能に関する基礎情

報の蓄積を目的とした。 

2.3. 研究の方法 

2.3.1. 対象種のゲノム DNA 抽出と TAS2R16 配列の決定 

日本モンキーセンターとの連携研究（#2017-014、#2017-018）として提供を受けた L. 

catta、E. macaco、V. variegata、スンダスローロリス（Nycticebus coucang）、レッサース

ローロリス（N. pygumaeus）、ポト（Perodicticus potto）、ショウガラゴ（Galago senegalensis）

のエタノール浸潤筋肉試料から DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN, Hilden, Germany）

を用いてゲノム DNA を抽出した。また、日本モンキーセンターとの連携研究（#2017-

014）として提供を受けたブラウンキツネザル（Eulemur fulvus）の糞便、恩賜上野動物

園との共同研究（No. 29-100）として提供を受けたスラウェシメガネザル（Tarsius tarsier）
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の糞便から、それぞれ QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit（QIAGEN）と NucleoSpin DNA 

Stool Kit（TaKaRa Bio, Kusatsu, Japan）を用いて糞中 DNA を抽出した。DNA の濃度は、

分光光度計 NanoDrop 1000（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）または、DS-11 

Spectrophotometer（DeNovix Inc., Wilmington, DE）を用いて定量した。用いた DNA の由

来個体の詳細な情報は、表 1 に記載した。 

これらの抽出したゲノム DNA を鋳型として、TAS2R16 の全長（開始コドンから終始

コドンまで）を、上流と下流の非コード領域に相補的なプライマーを用いて PCR

（polymerase chain reaction）増幅し、ダイレクトシークエンスを行った。プライマーは、

E. macaco、ハイイロネズミキツネザル（Microcebus murinus）、ガーネットガラゴ（Otolemur 

garnettii）、フィリピンメガネザル（Carlito syrichta）の全ゲノムアセンブリの TAS2R16 近

傍配列を元に設計した[108,109]。DNA ポリメラーゼは、Tsk Gflex DNA Polymerase

（TaKaRa Bio）を用いた。25µl の混合液について、0.625U のポリメラーゼと反応バッフ

ァー、各 0.4 mM のプライマー、5-100 ng の鋳型 DNA の組成で反応を行った。増幅条件

は、まず 1 分間 94℃で変性し、その後、変性（98℃で 10 秒）、アニーリング（50-57℃

で 15 秒）、伸長（68℃で 30 秒）の条件で 35-40 サイクル反応させ、最後に 68℃で 5 分

間伸長反応する形で実施した。アニーリング温度やサイクル数は、サンプルごとに適宜

調整した。PCR 産物は、予め核酸染色試薬 GelRed（Bitotium Inc., Hayward, CA）を加え

て作成した 1%アガロースゲルを用いて 100V で 30 分間電気泳動し、紫外光下で特異的

な増幅に成功していることを確認した。残りの PCR 産物は、イソプロパノール沈殿法

で精製した。最後に、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 及び、3130xl Genetic 

Analyzer（Applied Biosystems, Foster City, CA）で PCR プライマーを用いてダイレクトシ

ークエンスした。出力されたクロマトグラムデータから、FinchTV（Geospiza Inc., Seattle, 

WA）でヘテロ接合部位の有無も含めて視認し、塩基配列を決定した。 

2.3.2. TAS2R16 発現ベクターの構築 

TAS2R16 を培養細胞の細胞膜表面に効率よく発現し、発現タンパク質を免疫染色で
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可視化できるような発現ベクターを先行研究に倣って、次の手順で作成した[66,94]。ま

ず、2.3.1 項で取得した PCR 産物を鋳型として、エピトープ配列 1D4（ウシロドプシン

の C 末端 8 アミノ酸）をコードする配列を PCR 法によって TAS2R16 配列の C 末端側に

付加した。さらに、TAS2R の N 末端に付加することで細胞膜への移行効率を上昇させ

るラット（Rattus norvegicus）のソマトスタチン３受容体（somatostatin receptor type 3）

の N 末端 45 アミノ酸をコードする配列（sst3）をラットのゲノム DNA を鋳型にして

PCR 増幅した。これらの PCR 増幅には、DNA ポリメラーゼとして Tsk Gflex DNA 

Polymerase を用いた。混合溶液の組成と増幅条件は 2.3.1 と同様とし、アニーリング温

度のみ 55℃に固定した。また、pEAK10 ベクター（Edge Biosystems Inc., San Jose, CA）

は、制限酵素 EcoRV（TaKaRa Bio）で開環して線状化した。これらの PCR 産物と線状

化ベクターは、2.3.1 項と同一組成のアガロースゲルを用いて、100V で 30 分間電気泳

動し、目的産物の領域のゲルを切り出して FastGene Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON 

Genetics Co., Ltd, Bunkyo-ku, Tokyo）を用いて精製した。これらの精製断片を用いて In-

Fusion HD Cloning Kit（Clontech, Fremont, CA）で pEAK10 ベクターに TAS2R16 配列を組

み込んだ。作成したプラスミドは、ダイレクトシークエンスによって組み込み配列に変

異がないことを確認した。その後、正しい配列を持つプラスミドを含む大腸菌株を、ア

ンピシリンを加えた 50mL の 2xYT 培地（BD, Franklin Lakes, NJ）で一晩振盪培養し、

プラスミド（発現ベクター）を QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit（QIAGEN）を用いて精製

した。得られたプラスミドの濃度は、分光光度計を用いて定量した。 

TAS2R16 の部位特異的変異体の発現ベクターは、野生型 TAS2R16 の発現ベクターを

鋳型として、Quikchange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit（Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA）、Quikchange Lightning Site-directed Mutagenesis Kit（Agilent Technologies）また

は、Overlap Extension PCR 法によって作成した。変異部位は、ダイレクトシークエンス

によって正しく変異導入されていることを確認した。その後、野生型発現ベクターと同

様に、変異体プラスミドを含む大腸菌株を振盪培養したのち、QIAGEN Plasmid Plus Midi 

Kit（QIAGEN）を用いてプラスミドを精製し、濃度を分光光度計で定量した。 
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2.3.3. 培養細胞を用いた TAS2R16 のカルシウムアッセイ 

機能解析用の培養細胞は、SV40 Large T antigen が組み込まれたヒト胚性腎細胞

（HEK293T 細胞）を用いた。細胞は、CO2インキュベーター（37℃、5% CO2）内で、

10%ウシ胎児血清（FBS; Sigma-Aldrich, St Louis, MO）を添加した Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium（DMEM; Sigma-Aldrich）を用いて培養した。6 穴プレートに HEK293T 細

胞を撒種し、その翌日に、1 穴あたり TAS2R16 発現ベクター2000 ng、TAS2R と共役す

るキメラ G タンパク質 Gα16/gust44 [110]の発現ベクター500 ng を Lipofectamine2000

（Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて遺伝子導入した。導入から 6 時間後に 10%FBS を

添加した DMEM に培地交換し、96-well Black with Clear Flat Bottom Corning CellBIND 

Surface plate（Corning Inc,, Corning, NY）に撒種し直し、更に 16~18 時間培養を継続し

た。培養が完了した細胞は、マイクロプレートウォッシャーBIO-WASHER 50（DS Pharma 

Biomedical Co., Ltd, Osaka, Japan）を用いて HEPES バッファー（130 mM NaCl, 10 mM 

glucose, 5 mM KCl, 2 mM CaCl₂, 1.2 mM MgCl₂, 10 mM HEPES, pH 7.4）で洗浄したのち、

1 穴当たり 50 µl の HEPES バッファーを残留させた。そこに、カルシウム指示薬 FLIPR 

Calcium 4（Molecular Devices Inc.）を 50 µl 加えて、遮光条件で 27℃、40 分間インキュ

ベートした。蛍光の測定には、FlexStation3 Microplate Reader（Molecular Devices, LCC., 

San Jose, CA）を使用し、488 nm の励起光を照射した際の 525 nm における蛍光強度を 2

秒間隔で 120 秒間測定した。はじめに、定常状態の蛍光強度を 20 秒間測定し、その後

2 倍濃度のリガンド 100 µl を滴下してからさらに 100 秒間、蛍光強度の変化を測定し

た。リガンド（括弧内は、HEPES バッファーを用いて作った希釈列の最終濃度）には、

salicin（0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20, 40 mM）、arbutin（0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10 mM）、phenyl 

β-D-glucopyranoside（0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20, 40 mM）、4-nitrophenyl β-D-glucopyranoside 

(0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10 mM)、4-methoxyphenyl β-D-glucopyranoside (0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10 

mM)を用いた（すべて Sigma-Aldrich）（図 2）。得られた蛍光強度変化データを、定常状

態の蛍光値（F0）に対するリガンド添加による定常状態からの蛍光値変化ΔF（最大蛍

光値 F－定常状態蛍光値 F0）の割合ΔF/F = (F- F0)/F0で評価した。空の pEAK10 ベクタ
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ーを TAS2R16 ベクターの代わりに導入した細胞の蛍光強度変化割合を TAS2R 非特異

的反応（mock response）と定義し、対応するすべての反応値から差し引き、その値を R

（https://www.r-project.org/）の drc パッケージを用いて、非線形回帰モデル（y = min + 

[(max − min)/(1 + x/EC50)
h]）にフィッティングし、ヒル係数（回帰式の h に相当）と半数

効果濃度 EC50（阻害反応の時は IC50）を推定した（回帰式の x はリガンド濃度）[111]。

データは独立した 3~5 回の実験から取得した。推定したパラメータの比較には、ANOVA

と BH 補正（Benjamini-Hochberg correction）を行った多重 Welch’s t test を用いた。 

2.3.4. IP1アッセイ 

TAS2R16 の活性化状態を評価するために、TAS2R シグナル伝達のセカンドメッセン

ジャーIP3 の代謝物である IP1 の定量を行った。IP3 は細胞中で非常に短命な分子で速や

かに代謝されるため、LiCl によって IP3の脱リン酸化を IP1で停止させ、蓄積した IP1の

量を IP-One-Gq Kit（Cisbio, Codolet, France）を用いて定量した。6 穴プレートに撒種し

た HEK293T 細胞に 2.3.3 項と同量の TAS2R16 ベクターと Gα16/gust44 ベクターを遺伝

子導入し、6 時間後に白色の 384 穴プレート（Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria）に

再撒種し、更に 12-14 時間培養を続けた。培養後の細胞は、キット付属の Stimulation 

Buffer で洗浄し、20 µl の Stimulation Buffer を添加した。そこに、8 µl の 3.5×の arbutin

を加えて、CO2インキュベーター（37℃、5% CO2）内で 60 分インキュベートした。そ

の後、キット付属の lysis buffer に溶かした d2-conjugated IP1と Tb cryptate-conjugated anti-

IP1 antibodies を 4 µl ずつ添加し、さらに 60 分間室温でインキュベートした。FlexStation3 

Microplate Reader（Molecular Devices）を用いて、各サンプルの蛍光比（668 nm/620 nm）

を計測し、IP1濃度既知の試料の蛍光比から作成したスタンダード曲線を元に、IP1濃度

を定量した。データは独立した 7~8 回の実験から取得した。IP1産生量の比較には、BH

補正を行った多重 Welch’s t test を用いた。 

2.3.5. リンゴ片を用いた食物選択アッセイ 

行動アッセイの対象は、日本モンキーセンター飼養の E. macaco のメス（推定 20 歳
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以上）1 頭である。アッセイ前に、屋外放飼場と室内放飼場の間の通路に誘導し、1 頭

だけの状態にしてアッセイを行った。2 種類のリンゴ片（15 mm × 8 mm × 8 mm）を

食物選択アッセイに用いた。一方は、100 ml の蒸留水に、もう一方は 100 ml のテスト

溶液（蒸留水、5mM salicin、10 mM arbutin、mixture（salicin と arbutin の混合液）のいず

れか）に一晩浸した。1 回のトライアルで、蒸留水漬けリンゴ片（コントロール片）5 個

入れたカゴとテスト溶液漬けリンゴ片（テスト片）5 個を入れたカゴを同時に提示し、

5 分間で食べたリンゴ片の数を計測した。テスト溶液の種類と２つのカゴの並び順はラ

ンダム化し、各テスト溶液について 8 回のトライアルを行った。得られたデータから、

テスト片を食べた割合（摂食率）を「トライアル中に食べたすべてのリンゴ片の数」に

対する「食べたテスト片の数」として定義して、個体の忌避反応の程度を評価した。テ

スト溶液間の比較は、ANOVA と BH 補正を行った多重 Welch’s t test を用いた。 

本行動アッセイは、日本モンキーセンター研究倫理委員会による承認（#2017-015）の

下、同園研究倫理ガイドライン（2016 年 4 月 1 日発行）に従って同園との連携研究

（#2017-014）として実施した。 

2.3.6. TAS2R16 遺伝子の分子系統解析 

Hayakawa et al. 2014 と Liu et al. 2016 からそれぞれ真主齧上目（Euarchontoglires）と

ローラシア獣上目（Laurasiatheria）の機能的（intact）な TAS2R16 オーソログの配列を取

得した[21,50]。さらに、13 種の有胎盤類（Eutheria）の全ゲノムアセンブリを公共デー

タベース National Center for Biotechnology Information（NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

から取得した（取得した全ゲノムアセンブリは表 2 を参照）[108,109,112–116]。BLAST 

2.8.0+を用いて、これらのゲノムアセンブリに対してヒト TAS2R16 配列を Query として

blastn 検索を行い、得られた配列を Hayakawa et al., 2014 に倣って分類した[21,117]。さ

らに、得られた配列を Query としてヒトゲノムアセンブリ GRCh38.p7 に対して相互

blastn 検索を行い、ベストヒット配列が TAS2R16 であるものをその種の TAS2R16 オーソ

ログと判定した。 
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得られた TAS2R16 配列のアミノ酸配列を元に、MAFFT v.7 を用いて多重配列アライ

メントを作成した[118]。この多重配列アライメントを基に、RAxML v8.2.10 を用いて最

尤系統樹を推定した[119]。アミノ酸置換モデルには JTT モデルを用いた[120]。また、

系統樹の確からしさを評価するために、ブートストラップリサンプリングを 1000 回行

った[121]。 

2.3.7. ホモロジーモデリングとリガンドドッキングシミュレーション 

荒木望嗣博士、岩田浩明博士らのご協力の元、キツネザル TAS2R16 のホモロジーモ

デルを構築し、リガンドドッキングシミュレーションを行った。モデリングの鋳型には、

GPCR-I-TASSER サーバーで構築したヒト TAS2R16 の構造を用いた[122]。H. sapiens、

L.catta、E. macaco、V. variegata の TAS2R16 のアミノ酸配列の多重配列アライメントを

MAFFT v.7 を用いて作成し、それぞれのキツネザル TAS2R16 の構造モデルを

MODELLER [123]によって構築した。ドッキングシミュレーションには rDock を用いた

[124]。リガンド結合サイトの構造がすべての種で類似していたため、E. macaco の構造

を代表としてドッキングシミュレーションを実施した。ヒト TAS2R16 の推定リガンド

結合サイト[94]を元に、リガンドの結合サイトを Trp85 と His181 のα炭素原子の中点か

ら 10Å 以内の原子と定義し、salicin と arbutin をそれぞれ 50 種類の配置でドッキングし

た。ドッキングした複合体モデルを Amber12 の minab モジュールによってエネルギー

最小化した後、タンパク質―リガンド結合の安定性を MMPBSA.py モジュールを用いて

MM-PSBA（Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area）法によって評価した

[125–128]。イオン強度は 150 mM とした。これらの評価によって、最も安定性の高かっ

たドッキングモデルを代表的なリガンド結合様式として解析に用いた。 

2.4. 研究の結果 

2.4.1. キツネザル TAS2R16 のβグルコシドに対する応答性 

キツネザル科 3 種（L. catta、E. macaco、V. variagata）の TAS2R16 について、数種の
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βグルコシドに対する応答を、培養細胞を用いたカルシウムアッセイで評価した。テス

トしたキツネザルの TAS2R16 アミノ酸配列は、3 種どの組み合わせでも 90%以上の一

致度であり、ヒト TAS2R16 とは 68~69%程度の一致度であった（表 3）。まず、βグル

コシドの中でも TAS2R16 との関係がヒトを中心に良く調べられている salicin に対する

応答を計測した。その結果、3 種ともに salicin に対して濃度依存的な応答の増大が見ら

れ、EC50値はそれぞれ 1.1 + 0.15 mM（L. catta）、2.3 + 0.06 mM（E. macaco）、3.8 + 0.68 

mM（V. variagata）であった（図 3a）。また、L. catta の EC50は V. variagata よりも有意に

低く（Welch’s t test, p < 0.01）、L. catta の方が、V. variagata よりも高い salicin 感受性を

有していた。さらに、3 種すべてについて salicin を含まない HEPES バッファーを添加

した場合でも弱い応答が見られた。そこで、TAS2R シグナル伝達のセカンドメッセンジ

ャーIP3 の代謝物 IP1 の産生量をリガンドなしの状態で測定した。その結果、ヒト

TAS2R16 や空 pEAK10 ベクターを遺伝子導入した細胞よりも IP1産生量が有意に高いも

しくは高い傾向にあることが明らかとなった（図 4a）。これらのことから、キツネザル

3 種の TAS2R16 は、リガンドがない状態（定常状態）でも一定の活性を示す「構成的活

性（constitutive activity）」を持つ可能性が示唆された。 

続いて、salicin と同様の手法によって arbutin に対する感受性をカルシウムアッセイ

で測定した。その結果、L. catta では、salicin と同様に濃度依存的な応答の増大が見られ

た（EC50：3.1 + 0.59 mM）。しかし、E. macaco と V. variagata では、濃度依存的に応答が

減少し、最高濃度付近では殆ど応答が見られなくなった（図 3b）。IC50（半数阻害濃度）

は、0.31 + 0.08 mM（E. macaco）、0.52 + 0.23 mM（V. variagata）であった。さらに、arbutin

の添加によって IP1 の産生量の低下傾向も確認された（図 4b）。また、salicin と arbutin

を同時に E. macaco と V. variagata の TAS2R16 に添加したところ、salicin 一定濃度下で

arbutin 濃度依存的に salicin 由来の応答が減少した（図 3c-d）。これらのことから、salicin

が 3 種すべてに対してアゴニスト（agonist: 活性剤）としてはたらくのに対して、arbutin

は L. catta に対しては、アゴニストとしてはたらき、E. macaco と V. variagata に対して

は、インバースアゴニスト（inverse agonist: 逆活性剤）としてはたらくことが示唆され
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た。 

さらに、3 種類の人工βグルコシドに対する応答をカルシウムアッセイで測定したと

ころ、L. catta では、3 種類すべてに対して濃度依存的な応答の増大が見られたのに対し

て、E. macaco と V. variagata では、応答しない、もしくは濃度依存的な応答の減少が見

られた（図 5a-c）。また、salicin との同時添加アッセイでは、salicin 由来の応答を濃度依

存的に減少させた（図 5d-e）。 

以上の実験により、キツネザル 3 種の TAS2R16 がβグルコシドに応答することを確

認した。しかし、狭鼻猿類の場合と同様に、個々のリガンドに対する応答には種間差が

認められた。また、arbutin のように種によってアゴニスト、いわゆる、苦味物質になっ

たり、インバースアゴニストになったりする苦味分子の存在が新たに見いだされた。 

2.4.2. 摂食行動と TAS2R16 のリガンド応答性の相関 

ここまでの細胞実験によって、キツネザル TAS2R16 がβグルコシドに応答すること

が確認できた。そこで、本節では、TAS2R16 のリガンド応答性が個体の苦味感覚に与え

る影響を、E. macaco を対象とした食物選択アッセイによって定性的に評価した。蒸留

水に浸したリンゴ片（コントロール片）と各種苦味溶液または、蒸留水に浸したリンゴ

片（テスト片）を同時に 5 個ずつ提示し、5 分間で摂食したすべてのリンゴ片の数に対

する摂食したテスト片の数の割合（摂食率）を算出し、リンゴ片を浸したテスト溶液間

で平均値を比較した（図 6）。その結果、salicin に対しては、蒸留水と比較して有意に摂

食率が減少しており、摂食忌避が確認された（Welch’s t test, p < 0.001）。一方で、arbutin

に対しては、蒸留水と摂食率に大きな差は無かった（p = 0.39）。そして、mixture（salicin

と arbutin の混合液）に対しては、蒸留水よりも有意に摂食率が低かった（p < 0.05）も

のの、salicin と比較して有意に高い摂食率を示した（p < 0.01）。以上の結果から、TAS2R16

のリガンド感受性が個体の摂食行動に強く寄与していることが確認された。また、行動

レベルでも arbutin は salicin の苦味をマスクすることができることが明らかとなった。 
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2.4.3. arbutin 応答に関わるアミノ酸残基の同定 

先行研究で明らかにされてきたヒトや非ヒト霊長類の TAS2R16 におけるβグルコシ

ド感受性に関与するアミノ酸残基は、3 種のキツネザルで保存されていた[94,129]。そこ

で、キツネザル科で発見された arbutin の特異的な応答に重要なアミノ酸残基を特定す

るために、arbutin に対してアゴニスト応答した L. catta で特異的なアミノ酸置換をキツ

ネザル 3 種の配列比較によって探索した。この配列比較によって、合計 10 箇所の L. 

catta 特異的なアミノ酸置換を発見した（図 7）。 

続いて、これらの残基について L. catta TAS2R16 の部位特異的変異体を作成し、arbutin

応答に重要なアミノ酸残基を絞り込んだ。ヒト TAS2R におけるリガンド特異性に関わ

るアミノ酸置換の多くは、膜貫通領域（transmembrane domain: TM）もしくは、細胞外

ループ領域（extracellular loop domain: ECL）に位置している[95]。そこで、TAS2R16 の

ホモロジーモデルからこれらの領域に位置していると考えられる 7 残基を部位特異的

変異の対象とした（図 7）。導入した変異は、S75N, H76Y, L168V, R182K, I184V, V247I , 

L282S である。まず、7 残基変異体（mutant-S75H/H76Y/L168V/R182K/I184V/V247I/L282S）

と 3 残基異体（mutant-S75N/ H76Y/ V247I）の arbutin に対する応答を測定した。その結

果、7 残基変異体は E. macaco、V. variagata と類似の応答を示した（図 8a）。一方で 3 残

基変異体は野生型 L. catta と類似の応答を示した。このことから、残りの 4 残基（L168V, 

R182K, I184V, L282S）の中に重要なアミノ酸置換が含まれていると考えられた。次に、

この 4 残基を L168V、R182K+I184V、L282S の 3 つに分け、この中から 2 つを選び変異

さ せ た も の （ mutant-L168V/L282S 、 mutant-R182K/I184V/L282S 、 mutant-

L168V/R182K/I184V）を作成し、arbutin に対する応答を測定した。その結果、mutant-

L168V/L282S と mutant-R182K/I184V/L282S は E. macaco、V. variagata と類似の応答を示

した（図 8b）。一方で、mutant-L168V/R182K/I184V は arbutin の濃度に依らず応答に変

化は認められなかった。arbutin 濃度依存的な応答の減少が認められる 2 つの変異体に

は、282 番のアミノ酸置換（L282S）が共通して含まれていることから、この残基が重

要であることが示唆された。 
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そこで、282 番の 1 アミノ酸変異体（mutant-L282S）を作成し、arbutin に対する応答

を測定した。その結果、この変異体は、E. macaco、V. variagata と類似の応答を示した

（図 9a）。さらに、salicin と arbutin の同時添加アッセイでは、salicin 由来の応答が arbutin

濃度依存的に減少した（図 10）。最後に、282 番を L. catta 型に変異させた E. macaco と

V. variagata の逆変異体（mutant-S282L）を作成し、arbutin に対する応答を測定した。そ

の結果、これらの変異体は、L. catta と類似のアゴニスト応答を示した（図 9b-c）。これ

らの結果から、キツネザル科 3 種における arbutin 応答の種間差は、282 番のアミノ酸残

基の置換が原因であることが明らかとなった。キツネザル TAS2R16 は、arbutin に対し

て 282 番のアミノ酸残基が Leucine ならアゴニスト応答、Serine ならインバースアゴニ

スト応答をすると考えられる。 

2.4.4. 282 番のアミノ酸置換の進化史 

前項で明らかになった 282 番のアミノ酸置換の進化史を明らかにするために、まず、

霊長類の TAS2R16 遺伝子系統樹を作成した。さらに、多重アライメントを用いて、霊

長類全体でキツネザル TAS2R16 の 282 番に対応するアミノ酸残基を比較した。その結

果、282 番のアミノ酸は、直鼻猿類では、17 種すべてが Leucine である一方で、曲鼻猿

類では、ガラゴ科 2 種（Galago senegalensis、Otolemur garnettii）と L. catta を除いてす

べて Serine であった（図 11）。また、有胎盤類全体での配列比較から、多くの有胎盤類

において 282番に対応するアミノ酸残基が Leucineであることが明らかとなった（表 3）。

これらの結果から、arbutin に対する不活化応答を担う 282 番の Serine は、曲鼻猿類の最

近共通祖先（LCA）で獲得され、キツネザル類では広く保存されていることが示唆され

た。また、L. catta では、同じ Leucine でもコドンが他の哺乳類とは異なる。そのため、

コドンが進化の過程で「CTG（Leucine）→TCG（Serine）→TTG（Leucine）」と変化した

と最節約的に考えられ、系統特異的に Serine から再度 Leucine に変異した（復帰突然変

異）と推察された。 
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2.4.5. 分子モデリングによる arbutin の結合様式の解析 

282 番残基の効果をより詳細に検討するために、荒木望嗣博士、岩田浩明博士らのご

協力の元、キツネザル TAS2R16 とリガンドのドッキングシミュレーションを実施した。

その結果、結合したβグルコシドは、arbutin 応答に重要な 282 番残基が位置する第 7 膜

貫通領域（TM7）と 262 番のアミノ酸を介して直接相互作用していることが示唆された

（図 12）。262 番のアミノ酸は、アグリコン（aglycon: 配糖体の非糖部分）の芳香環の

側鎖と近接していたが、側鎖をパラ位に持つ arbutin の方が、オルト位に側鎖を持つ

salicin よりも近接していた。E. macaco、V. variagata の TAS2R16 は、arbutin と同じよう

にパラ位に側鎖をもつ 4-nitrophenyl-β-D-glucoside や 4-methoxyphenyl-β-D-glucoside に対

して arbutin 様の反応を示した（図 5）。このことから、芳香環の側鎖構造が活性化に重

要な要素であることが推察された。さらに、キツネザル TAS2R16 の 262 番をヒト

TAS2R16 と同じ Leucine に置換した変異体（野生型は Phenylalanine）を用いてカルシウ

ムアッセイを行ったところ、282 番のアミノ酸残基に依らず、すべての変異体でアゴニ

スト応答を示した（図 13）。このことから、262 番アミノ酸とリガンドの相互作用が TM7

の構造変化に重要な働きをしており、282 番の変異の影響は、262 番アミノ酸とリガン

ドの相互作用に依存する関係にあることが示唆された。さらに、霊長類全体で 262 番と

282 番のアミノ酸を比較した結果、F262＋S282 の組み合わせを持つのがキツネザル類

に限られたことから（図 11, 14）、arbutin による TAS2R16 のインバースアゴニスト応答

は、キツネザル類に限られた現象であることが示唆された。 

2.5. 考察 

2.5.1. 霊長類における TAS2R16 のβグルコシド応答性の保存的進化 

キツネザル 3 種の TAS2R16 についての機能解析により、曲鼻猿類のキツネザルでも

TAS2R16 はβグルコシド応答性を持つことが明らかとなった（図 3）。先行研究から真

猿類、特にヒトを含む狭鼻猿類では、TAS2R16 がβグルコシド応答性を持つことが知ら
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れている[66]。このことから、TAS2R16 のβグルコシド応答性は霊長類で広く保存され

ていること、そして霊長類の LCA もβグルコシド応答性を持つ TAS2R16 を保持してい

たことが示唆された。一方で、マウスでは Tas2r118（TAS2R16 のオーソログ）はβグル

コシドに応答せず、Tas2r126（TAS2R41 のオーソログ）がβグルコシド応答性を有する

[23]。そのため、TAS2R16 のβグルコシド応答性の起源を明らかにするには、より広範

な哺乳類（特に真主齧類以外）の TAS2R16 のβグルコシド応答性を今後の研究で調べ

ていく必要がある。 

2.5.2. 果実中心食性のキツネザルにおける TAS2R16 の機能 

2.4.1 項及び、2.4.2 項で E. macaco において、TAS2R16 のβグルコシドに対する応答

性が個体の摂食行動に強く寄与していることが示された（図 3, 6）。arbutin と salicin の

混合液での摂食率は salicin よりも有意に高く、arbutin とは大きな差はなかった（Welch’s 

t test, p = 0.15）が、蒸留水よりも有意に低かった。これは、arbutin が salicin の苦味を部

分的にマスクしたためだと考えられる。これにはアッセイで使用した arbutin 濃度が 5 

mM salicin の苦味を完全にマスクするには不十分であった可能性が考えられる。この結

果は、arbutin が salicin をはじめとした植物のβグルコシド由来の苦味をマスク出来る

ことを示唆しており、摂食の組み合わせによっては、本来感じるはずの苦味を弱める可

能性を示している。arbutin が含まれる植物が属するツツジ科（Ericaceae）やモチノキ科

（Aquifoliaceae）は、マダガスカルをはじめとして、世界中に分布している[130–134]。

また、キツネザルによる採食も報告されている。例えば、Ilex mitis（モチノキ科）は、

アカネズミキツネザル（Microcebus rufus）において、いくつかのツツジ科植物は、アン

ドリンギチャ山塊の L. catta において採食記録がある[135,136]。しかし、採食記録も疎

らである上に、マダガスカルの植物に含まれる化学物質の詳細な分析は少なく、arbutin

の機能を推測するのに十分な情報があるとは言えない。キツネザルが採食する植物の化

学分析を中心に更なる研究が待たれる。 

有胎盤類全体を対象とした TAS2R16 の多重配列アライメントと霊長類 TAS2R16 の
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分子系統樹の構築により、282 番のアミノ酸残基が Serine に置換しているのは曲鼻猿類

のみであることが明らかになった（図 11）。また、分子モデリングから 262 番残基の関

与も見いだされ、S282＋F262 の組み合わせを持つのは、キツネザル類のみであること

が明らかとなった（図 14）。このことから、キツネザル類全体として arbutin に対して苦

味を感じにくくなった可能性が見いだされた。262 番残基は、ヒト TAS2R16 の変異体

研究によってリガンド特異性に関わる部位であることが示唆されている[95]。そのため、

262 番が Tryptophan に置換しているロリス下目については、282 番は Serine であるもの

の 262 番の影響が未知数であるため、さらなる研究が必要である。キツネザル類は一般

に arbutin の苦味を感じにくい可能性が示されたが、L. catta の系統では、282 番に起っ

た系統固有の復帰突然変異（S282L）によって arbutin の苦味を再度感じることができる

ようになったと考えられる（図 11）。また、L. catta の TAS2R16 は、E. macaco や V. 

variagata と比較すると、βグルコシドの側鎖構造に対する特異性が低く、より多くのβ

グルコシドによって活性化されることが示唆された（図 3, 5）。多雨林に生息する E. 

macaco や V. variagata は、果実食傾向が非常に高い一方で、有刺林などの乾燥地に生息

する L. catta は、これら 2 種と比べて葉食傾向が強く、貧栄養で二次代謝産物が多く含

まれる植物部位（葉など）を採食する機会が多いと考えられる[88,137]。そのため、L. 

catta は、採食品目の多くが果実である前者 2 種よりも多くの毒物に曝される可能性が

ある。そこで、TAS2R16 を活性化する苦味物質の種類が広くなるように変化したこと

が、毒物の過剰摂取を回避することに繋がり、生存に有利に働いたかもしれない。 

2.5.3. arbutin による TAS2R16 のインバースアゴニスト応答とその作用機序 

E. macaco 及び V. variegata で観察された arbutin によるインバースアゴニスト応答は、

TAS2R の中では非常に珍しい現象である。インバースアゴニスト応答を観測するには

受容体に構成的活性がある（リガンドによる刺激がない定常状態で一定の活性をもつ）

必要である。構成的活性は GPCR では一般的な現象であり、これまでに 60 以上の構成

的活性を持つ野生型 GPCR が見つかっている[138]。しかし、これまでに野生型 TAS2R
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で構成的活性を持つ例は知られておらず、ヒト TAS2R4 の変異体で数例見つかっている

のみである[139,140]。構成的活性を持たない TAS2R では、インバースアゴニストに対

する応答とアンタゴニスト（antagonist: 拮抗剤）に対する応答（受容体に結合するが何

も作用しない）とを区別するのが難しいため、TAS2R のインバースアゴニスト応答がこ

れまであまり見つかってこなかったと考えられる。ヒト TAS2R の変異体の解析から、

構成的活性に関わるアミノ酸残基の多くは、第 3 細胞内ループ（ICL3）に位置すること

がわかっている[139,140]。キツネザル TAS2R16 の ICL3 には、いくつかのキツネザル固

有のアミノ酸置換が存在するため、これらの残基がキツネザル TAS2R16 の構成的活性

に重要なアミノ酸残基である可能性がある。構成的活性をもつ GPCR の多くが神経伝

達に関わることが知られているが、TAS2R については当然知見はない。キツネザルで

は、構成的活性によって TAS2R16 が関与する苦味反応が馴化している可能性もあるが、

行動アッセイでは、細胞アッセイの EC50 より少し高い濃度の salicin には十分な忌避反

応を示した。そのため、より定量的な研究が必要ではあるが構成的活性が個体の苦味感

覚に大きな影響を与えているとは考えにくい。近年 TAS2R は口腔外でも生体恒常性維

持に関わる様々な機能を担っていることが明らかとなっている[141]。味覚に留まらず

幅広い角度から生体での TAS2R の機能を調べていくことで、構成的活性を持つ意義を

今後明らかにできるかもしれない。 

他の GPCR では多くのインバースアゴニストが報告されているが、これまでに見い

だされた TAS2R のインバースアゴニストは、ヒト TAS2R4 変異体に対する Nα,Nα-

bis(carboxymethyl)-L-lysine（BCML）のみである[138,142]。そのため、本研究で見いださ

れた arbutin は初めて同定された TAS2R の天然インバースアゴニストである。インバー

スアゴニストやアンタゴニストは、結合すると受容体を不活性化状態に安定化する働き

があるため、TAS2R の構造解析に非常に有用である。実際に多くの GPCR がアンタゴ

ニストやインバースアゴニストを結合した状態で結晶構造が解かれている[143]。一方、

TAS2R の結晶構造は未だに解かれておらず、TAS2R―リガンド相互作用に関する研究

の多くが、他の GPCR の結晶構造を元にしたホモロジーモデリングを用いている。その
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ため、今回の新規インバースアゴニストの同定は、比較的研究が進んでいる TAS2R16

の受容体―リガンド相互作用研究や結晶構造解析に役立つ可能性がある。TAS2R のイ

ンバースアゴニストについても構成的活性と同様に生体での知見が一切ない。インバー

スアゴニストはアンタゴニスト同様に TAS2R の阻害剤として機能するため、苦味のマ

スク効果は得られると考えられる。しかし、アンタゴニストとの機能差については、更

なる研究が必要である。また、口腔外の TAS2R でインバースアゴニストを受容した際

の機能についても同様に検討していく必要がある。 

arbutin に対する TAS2R16 の応答様式は、部位特異的変異体解析によって、282 番の

アミノ酸残基によって決定されることが明らかとなった。282番のアミノ酸は、TAS2R16

の TM7 の細胞内側末端に位置している（図 7）。arbutin をはじめとするβグルコシドは、

TAS2R16 の膜貫通領域の上部（細胞外側）に結合するため、282 番のアミノ酸変異は、

βグルコシドの結合には直接関与していないと考えられる[94,144]。一方で、この部位

は、GPCR の活性化による G タンパク質の結合ポケット形成に重要な部位である[145]。

TAS2R が属すると考えられているクラス A の GPCR は、アゴニストの結合による活性

化コンフォーメーションへの構造変化の際に、TM7 の細胞内側末端が、内側に動くこ

とが知られている（例：ロドプシン、β2 アドレナリン受容体、μオピオイド受容体、

ムスカリン性アセチルコリン受容体）[145–149]。これらのことから、E. macaco や V. 

variagata の TAS2R16 では、282 番アミノ酸の変異によって arbutin の結合に伴う TM7

の構造変化の様式が変わり、G タンパク質結合ポケットの形成不全を引き起こしている

可能性がある。282 番アミノ酸による G タンパク質と TAS2R の相互作用への影響につ

いては、3D モデリングなどを用いたさらなる研究が必要である。 
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3章 竹食性キツネザルにおける TAS2R16 の機能低下 

3.1. 研究の概要 

本章では、苦味受容体 TAS2R16 のリガンド応答性と食性の関係を明らかにすること

を目的に、TAS2R16 のリガンドである青酸配糖体を多量に含むタケを主食とする 3 種

のジェントルキツネザル（ヒロバナジェントルキツネザル Prolemur simus, キンイロジ

ェントルキツネザル Hapalemur aureus, ハイイロジェントルキツネザル H. griseus）を対

象として、青酸配糖体を含むβグルコシド 3 種類に対する TAS2R16 の応答を測定し、

近縁種のワオキツネザル（Lemur catta）と比較した。その結果、ジェントルキツネザル

の TAS2R16 は、ジェントルキツネザル間で感受性に差はあるものの、総じて L. catta よ

りも低い感受性を有することが明らかとなった。次に、感受性低下の進化史を明らかに

するために、最尤法で推定したジェントルキツネザル全体、Hapalemur 属、それぞれの

最近共通祖先（LCA）の TAS2R16 の応答を測定したところ、現生のジェントルキツネ

ザルと L. catta の中間的な感受性を示した。そこで、現生ジェントルキツネザル各種が

もつ低感受性の主要因たるアミノ酸変異を部位特異的変異体解析で探索した。その結果、

P. simus と H. giriseus では、それぞれ種特異的なアミノ酸変異（144 番と 251 番）が最も

低感受性に寄与していることが明らかとなった。これらの結果から、ジェントルキツネ

ザルは総じて青酸配糖体を含むβグルコシドに対してあまり苦味を感じないことが推

察され、TAS2R16 が竹食に適した機能に進化していることが見いだされた。また、

TAS2R16 のβグルコシド感受性の低下は、ジェントルキツネザル LCA の時点で始まっ

ていた可能性があり、Prolemur 属と Hapalemur 属が分岐した後にそれぞれの種で種特

異的なアミノ酸置換によって並行的に進行したことが示唆された。 
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3.2. 研究の背景 

3.2.1. ジェントルキツネザルの採食生態 

ジェントルキツネザル（Prolemur 属と Hapalemur 属）はタケ類（タケ亜科 Bambusoideae

に属する植物）や草本を主食とし、ジャイアントパンダ（A. melanoleuca）やレッサーパ

ンダ（A. fulgens）と類似の生態的ニッチを持つ特異な霊長類である。また、本種群は彼

らと類似した歯の形態や腸内細菌叢構造を持つことが示唆されている[89,107,150–152]。 

Prolemur 属には、ヒロバナジェントルキツネザル（Prolemur simus）のみが属し、マダ

ガスカル南東部から中東部の多雨林に分布する[67]。本種は、タケ類に特化した食性を

持ち、ラヌマファナ国立公園では採食時間の約 95 %を一種のタケ Cathariostachys 

madagascariensis の採食が占める[89,150,151]。本種は、タケの殆どの部位を採食するが、

タケノコ（ground shoot）を最も好むため、採食品目は大きな季節変化をみせる。タケノ

コはその発生が集中する雨季に消費され、タケノコが少なくなってくると葉を並行して

利用し、タケノコがほぼ得られない乾季には、タケの稈（culm）を代替餌として採食す

る[89,150]。尚、C. madagascarisnsis が乏しい低地林などでは Valiha diffusa をはじめとし

た他のタケ類も利用し、攪乱された森林では生存のために農地の穀物など様々なものを

食べることが観察されている[107,151]。 

Hapalemr 属には 5 種が属し、「キンイロジェントルキツネザル（Hapalemur aureus）」

と「ハイイロジェントルキツネザル（H. griseus）と近年までその亜種とされていた 3 種

（キタジェントルキツネザル H. occidentalis、ミナミジェントルキツネザル H. 

melidionalis、アラオトラジェントルキツネザル H. alaotrensis）」の２グループに大別さ

れる。いずれもタケ類や草本類を主食とするが、Prolemur 属ほど明瞭な食物の季節変化

は見られない[89,107]。H. aureus は、Prolemur 属との共通祖先から Hapalemur 属が分岐

した後、現生種の中で一番初めに分岐した種である。P. simus と同様にタケ類のスペシ

ャリストと考えられており、マダガスカル南東部と中南部の多雨林のごく限られた地域

に生息する[67]。本種も採食時間の約 90 %をタケ類（80 %程度が C. madagascariensis）
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の採食が占め、利用可能性（availability）の季節変動が比較的少ない枝芽（branch shoot）

や若葉の基部（young leaf base）を主に利用し、雨季にはタケノコも利用する[89]。また、

稀ではあるが果実も利用する。H. griseus は、マダガスカル南東部から中東部に広がる

多雨林に加え、西部の乾燥林にも分布する[67]。生息地によって主食とするタケ類の種

類は異なるものの、どの地域でも採食時間の約 80~90 %をタケ類の採食が占め、枝芽や

若葉の基部を主に利用する[89,105,107,153]。また、果実が豊富な雨季には果実もわずか

に利用する。本種は、H. aureus や P. simus と比べて柔軟な食性をもつと考えられており、

非タケ類植物も比較的利用しており、40 種類以上の植物を利用する[107]。近年まで H. 

griseus の亜種とされていた Hapalemur 属の残りの 3 種も H. alaotrensis 以外はタケ類の

採食が確認されている[154,155]。さらに、H. griseus のような食性の柔軟性も見られる。

例えば、島南東部に生息する H. meridionalis は、タケ類がほとんどないマンデナ保護区

（Mandena Conservation Area）の攪乱された沿岸林や湿地帯にも生息しており、当地で

はイネ科（Poaceae）とカヤツリグサ科（Cyperaceae）の地上性草本を主に利用している

ことがわかっている[91,156,157]。一方、タケ類が生育しないアラウチャ湖（Lake Alaotra）

の湿地帯にのみ生息する H. alaotrensis は、イネ科（Poaceae）とカヤツリグサ科

（Cyperaceae）の草本を主に採食する[92,106]。 

3.2.2. 植物中の青酸化合物と苦味 

ジェントルキツネザルが採食するタケ類には青酸化合物を含んでいるものがある

[89,93,105,158–160]。中でも、ラヌマファナ国立公園周辺に同所的に生息する 3 種のジ

ェントルキツネザル（P. simus、H. aureus、H. griseus）が年間採食の約 80 %を依存する

タケ類である C. madagascariensis は、植物界でも有数の高濃度青酸化合物を含む種であ

る[93,160]。こうしたタケ類をはじめとして植物の中には、青酸化合物（シアノ基−C≡N

をもつ化合物）を植物食者に対する被食防御物質として用いるものがいる[161,162]。青

酸化合物含有植物は、細胞の損傷に反応して青酸化合物から酵素反応によってシアン化

水素（HCN）を放出し、これによって捕食者は急性青酸中毒を引き起こす。こうした植
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物が産生する青酸化合物の多くは、青酸配糖体（シアノ基を含む分子をアグリコンとす

る配糖体）である。例えば、キャッサバには linamarin、linustatin、lotaustralin、タケ類に

は taxiphyllin、linamarin、lotaustralin、アーモンドには amygdalin、ユーカリには prunasin

が含まれている[163–165]。こうした青酸配糖体の一部は、TAS2R16 が特異的に受容す

るリガンドとして知られている[96]。実際に、キャッサバの青酸配糖体濃度とヒトが感

じる苦味強度には高い相関があり、動物はこの苦味によって引き起こされる生得的忌避

反応によって青酸中毒を回避していると考えられる[166]。しかし、ジェントルキツネザ

ルは青酸配糖体を多量に含むタケ類を主食としているため、青酸配糖体の苦味を感じに

くいことが予想される。 

3.2.3. 研究の目的 

2 章で、果実中心食性のキツネザル（キツネザル科）は、狭鼻猿類と同様にβグルコ

シドを TAS2R16 で受容し、苦味を感じ、忌避行動を引き起こすことを明らかにした。

そこで、3.2.1 項で得た予想に対して、「ジェントルキツネザルは竹食への適応として、

TAS2R16 が青酸配糖体を含むβグルコシドに対して感受性が低くなり、タケ類の苦味

を感じにくくなった」いう仮説を立てて検証することとした。本研究では 3 種のジェン

トルキツネザル（P. simus、H. aureus、H. griseus）について、培養細胞を用いた機能解析

と分子系統解析を用いて TAS2R16 のβグルコシドに対する応答を解析し、最も近縁な

果実中心食性のキツネザルであるワオキツネザル（L. catta）と比較解析した。 

3.3. 研究の方法 

3.3.1. ジェントルキツネザル TAS2R16 の塩基配列決定 

公共データベース NCBI から P. simus を含む 9 種のキツネザルの全ゲノムアセンブリ

を取得し、Hayakawa et al., 2014 に従って、TAS2R16 配列を決定した[21,109,167–169]。

また、H. aureus と H. griseus の TAS2R16 配列は、Kent State University の Morgan E. Chaney

氏と University of Arizona の M. Elise Lauterbur 博士が構築した未発表の全ゲノムアセン
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ブリから同様の方法で決定した（取得したゲノムアセンブリは表 5 を参照）。取得した

配列のオーソロジーは、MEGA X を用いて近隣接合法で作成した遺伝子系統樹（ブート

ストラップリサンプリングは 1000 回）とヒトゲノムアセンブリ GRCh38.p13.に対する

相互 tblastn 検索によって確認した（図 15）[170]。ジェントルキツネザル 3 種のゲノム

アセンブリに対する tblastn 検索では、強く一致する配列が各アセンブリから一つだけ

しか得られなかったことから、ジェントルキツネザルの TAS2R16 オーソログはゲノム

中にシングルコピーで存在すると推察された。よって、ジェントルキツネザルの

TAS2R16 の機能解析には、ここで得られた各種につき 1 つの TAS2R16 オーソログを用

いた。 

3.3.2. TAS2R16 発現ベクターの構築 

発現ベクターに組み込む P. simus、H. aureus、H. griseus の TAS2R16 配列は、gBlocks 

Gene Frangment サービス（Integrated DNA Technologies, Coralville, IA）で合成した。合成

した TAS2R16 配列には予め C 末端にエピトープ配列 1D4 をコードする塩基配列を付加

した。そして、2.3.2 項と同様に、1D4 を付加した TAS2R16 配列と膜移行促進シグナル

配列 sst3 を In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech）を用いて pEAK10 ベクター（Edge 

Biosystems Inc.）に組み込んだ。ダイレクトシークエンスによって正しい配列で組み込

まれていることを確認し、正しい配列を持つプラスミドを含む大腸菌株を、アンピシリ

ンを加えた 50mL の 2xYT 培地（BD）で一晩振盪培養し、プラスミド（発現ベクター）

を QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit（QIAGEN）を用いて精製した。発現ベクターの濃度は、

2 章と同様に分光光度計を用いて定量した。変異体の発現ベクターは、野生型の発現ベ

クターを元にして、Quikchange Lightning Multi Site-directed Mutagenesis Kit（Agilent 

Technologies）と Overlap Extension PCR 法によって作成した。変異部位は、ダイレクト

シークエンスによって正しく変異導入できていることを確認した。その後、野生型発現

ベクターと同様に、正しい変異体プラスミドを含む大腸菌株を振盪培養したのち、

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit（QIAGEN）を用いてプラスミドを精製し、濃度を分光光
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度計で定量した。L. catta の発現ベクターは、2 章で作成したものを用いた。 

3.3.3. 培養細胞を用いた TAS2R16 のカルシウムアッセイ 

2.3.3 項と同様の手続きによって培養した HEK293T 細胞に、ジェントルキツネザル 3

種と L. catta の TAS2R16 発現ベクターと Gα16/gust44 発現ベクターをそれぞれ遺伝子導

入し、2.3.3 項と同様の手続きでカルシウムアッセイを行った。リガンド（括弧内は、希

釈列の最終濃度）には、salicin（0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20, 40 mM）、arbutin（0, 0.25, 1.0, 

2.5, 5.0, 10 mM）、linamarin（0, 0.25, 1.0, 2.5, 5.0, 10, 20 mM）を用いた。salicin と arbutin

は、Sigma-Aldrich から、linamarin は Santa Cruz Biotechnologies（Dallas, TX）から購入し

た。カルシウム指示薬は、salicin 及び arbutin の計測には、FLIPR Calicium 4 を、linamain

の計測には、FLIPR Calcium 5（Molecular Devices）を用いた。濃度応答曲線の推定は、

2.3.3 項と同様に R 上で動作する drc パッケージで実施した。閾値濃度（threshold 

concentrations; TH）を ΔF/F 値が 0 mM の ΔF/F よりも Dunnett’s test で有意に高くなる（p 

< 0.05）最低濃度と定義した。また、極大シグナル強度（maximal signal amplitudes; Amax）

を計測濃度域内で最大の ΔF/F 値と定義した。得られたパラメータの比較には、BH 補

正を行った両側 Welch’s t test を用いた。 

3.3.4. 分子系統解析と祖先配列推定 

3.3.1 項で同定したジェントルキツネザル 3 種の TAS2R16 配列と 2 章で用いたキツネ

ザル科 4 種（L. catta、E. macaco、E. fulvus、V. variagata）の TAS2R16 配列を用いて、

MAFFT v.7 でアミノ酸配列の多重配列アライメントを作成した。これを基に、最尤法で

遺伝子系統樹を MEGA X を用いて作成した。アミノ酸置換モデルには、MEGA X のモ

デル選択プログラムによって AICc（corrected Akaike’s information criterion）値が最小だ

った JTT+F+G モデルを採用した。ジェントルキツネザル LCA 及び、Hapalemur 属 LCA

の TAS2R16 アミノ酸配列は、MEGA X を用いて最尤法による祖先配列推定によって決

定した。 
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3.4. 研究の結果 

3.4.1. ジェントルキツネザル TAS2R16 のβグルコシド感受性 

ジェントルキツネザル 3 種（P. simus、H. aureus、H. griseus）の TAS2R16 についてβ

グルコシド（linamarin、salicin、arbutin）に対する応答をカルシウムアッセイで計測し、

L. catta の TAS2R16 機能と比較を行った。なお、テストしたキツネザルの TAS2R16 ア

ミノ酸配列は、どの組み合わせでも 90%以上の一致率であった。それぞれの配列と一致

率は表 6 の通りである。 

カルシウムアッセイの結果、ジェントルキツネザル 3 種の TAS2R16 は、3 種類のリ

ガンドいずれに対しても L. catta の TAS2R16 よりも低い感受性を示した（図 16）。

linamarin については、P. simus 以外の 2 種で濃度依存的応答が見られ、2 種とも閾値濃

度（TH）が L. catta よりも高い 10 mM であった（表 7）。また、極大シグナル強度（Amax）

も L. catta よりも有意に低い値であった（図 16a、表 7）。salicin については、H. griseus

以外の 2 種で濃度依存的応答が見られ、閾値濃度（TH）が L. catta よりも高かった。ま

た、Amaxも L. catta よりも有意に低い値であった（図 16b、表 7）。さらに、H. aureus で

は EC50が推定できたが、L. catta よりも有意に高い値であった（図 16b、表 7）。arbutin

については、L. catta では濃度依存的応答が確認できたが、ジェントルキツネザル 3 種

では濃度依存的な応答が見られなかった（図 16c、表 7）。これらの結果から、ジェント

ルキツネザルの TAS2R16 が近縁の L. catta よりも低い感受性を持つことが示され、これ

によって青酸配糖体を含むβグルコシドの苦味を感じにくいことが推察された。 

3.4.2. ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 のβグルコシド感受性 

ジェントルキツネザル TAS2R16 の低感受性化の進化史を明らかにするために、ジェ

ントルキツネザル 3 種の LCA の TAS2R16（anc-Bamboo lemur TAS2R16）及び、Hapalemur

属 LCA の TAS2R16（anc-Hapalemur TAS2R16）の配列を最尤法で推定し、カルシウムア

ッセイでβグルコシドに対する応答を計測した。推定した LCA の TAS2R16 は、249 番
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と 282 番のアミノ酸残基の推定確率が 90%未満（L249：84.5%、S282：85.4%）であっ

たため、これらの残基については最も推定確率が高いアミノ酸を採用し、機能解析に用

いた。推定した LCA の TAS2R16 の全長配列は、図 17 の通りである。 

カルシウムアッセイの結果、anc-Bamboo lemur TAS2R16 は、linamarin については、閾

値濃度（TH）は L. catta よりも高いものの、Amaxには両者で有意な差は認められなかっ

た（図 18a、表 8）。salicin については、閾値濃度（TH）、EC50いずれも L. catta よりも大

きな値を示した（図 18b、表 8）。arbutin については、EC50は L. catta との間に有意な差

は認められなかったものの、閾値濃度（TH）は高く、Amax は有意に低かった（図 18c、

表 8）。anc-Hapalemur TAS2R16 の 3 種類のβグルコシドに対する感受性は、anc-Bamboo 

lemur TAS2R16 とほぼ同程度で、いずれのパラメータ（TH、Amax、EC50）でも両者の間

に有意な差は見られなかった。また、L. catta と比較すると、linamarin と salicin につい

ては、閾値濃度（TH）と EC50は高く、Amaxは有意に低かった（図 18a-b、表 8）。arbutin

については、anc-Bamboo lemur TAS2R16 と L. catta のパラメータの関係と同様であった

（図 18c、表 8）。LCA の TAS2R16 と L. catta TAS2R16 における arbutin に対する応答の

差異は、2 章で発見した 282 番のアミノ酸残基の差が関係している可能性がある。さら

に現生のジェントルキツネザルと LCA の TAS2R16 のβグルコシド感受性について、パ

ラメータを比較すると、すべてのβグルコシドについて、どちらの LCA の TAS2R16 も

P. simus と H. griseus よりも高い感受性を示した（表 9）。H. aureus と比較すると、arbutin

については LCA の TAS2R16 の方が高い感受性を示し、残りの２つのβグルコシドにつ

いては、いずれのパラメータでも有意な差は認められなかった（表 9）。これらの結果か

ら、ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 は、現生のジェントルキツネザルと L. catta

の中間的な感受性を有していたことが示された。 

3.4.3. βグルコシド低感受性の原因アミノ酸置換の同定 

ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 は、現生のジェントルキツネザルと L. catta

の中間的な感受性を示したが、現生のジェントルキツネザルは、LCA の TAS2R16 と比
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較して極めて低いβグルコシド感受性を有している。そこで、この超低感受性を生み出

す原因アミノ酸置換を同定するために、ジェントルキツネザル固有のアミノ酸置換部位

を L. catta の残基に置換したジェントルキツネザル TAS2R16 の 1 アミノ酸変異体を作

成し、salicin に対する応答で原因変異をスクリーニングした。キツネザル科の現生 5 属

すべてを含む 7 種（P. simus、H. aureus、H. griseus、L. catta、Eulemur macaco、E. fulvus、

Varecia variegata）の TAS2R16 アミノ酸配列を比較し、合計 13 か所のジェントルキツネ

ザル特異的なアミノ酸置換を同定した（図 19）。salicin を用いたスクリーニングの結果、

13 個の 1 アミノ酸変異体のうち P. simus の 144 番のアミノ酸置換体と H. griseus の 251

番のアミノ酸置換体が、salicin 応答を野生型と比較して劇的に回復させた（図 20a-b, 表

10）。これ以外の残基では、P. simus の 140 番のアミノ酸置換や H. griseus の 147 番、178

番のアミノ酸置換で感受性の回復がわずかに見られた（図 20c, 表 10）。 

続いて、144 番と 251 番のアミノ酸置換を加えた LCA の TAS2R16 変異体（anc-Bamboo 

lemur TAS2R16-S144L、anc-Hapalemur TAS2R16-L251S）を作成し、3 種類のβグルコシ

ドに対する応答を評価した。その結果、これらの変異体は、いずれのβグルコシドに対

しても応答を低下させ、現生のジェントルキツネザル TAS2R16 により近い感受性を示

した。anc-Bamboo lemur TAS2R16-S144L は、linamarin に対する応答をほぼ消失した（図

21a, 表 11）。salicin については、anc-Bamboo lemur TAS2R16 と比較して、閾値濃度（TH）

と EC50が増大し、Amaxが優位に減少した（図 21b, 表 11）。また、arbutin についても閾

値濃度（TH）と EC50の増大が認められた（図 21c, 表 11）。anc-Hapalemur TAS2R16-L251S

は、anc-Hapalemur TAS2R16 と比較して linamarin に対する応答が減少傾向にあった

（Amax：Welch’s t test p = 0.057）（図 21, 表 11）。salicin については閾値濃度（TH）と EC50

が増大し、Amaxが優位に減少した（図 21e, 表 11）。また、arbutin に対する応答はほぼ消

失した（図 21f, 表 11）。144 番のアミノ酸置換だけでは P. simus の salicin 応答を完全に

模倣することはできなかったが、これは残りの P. simus 固有の変異の複合的な効果によ

るものである可能性がある。これらの結果から、P. simus が持つβグルコシドに対する

超低感受性は、Hapalemur 属と分岐した後に独自に獲得されたものであることが示され
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た。また、H. griseus についても同様に、種固有のアミノ酸置換によって超低感受性を

実現させていることが明らかとなった。 

3.5. 考察 

3.5.1. ジェントルキツネザルにおける TAS2R16 の機能低下の意義 

カルシウムアッセイによる TAS2R16 の機能解析によって、ジェントルキツネザルの

TAS2R16 は、βグルコシドに対して総じて低い感受性を持つことが明らかとなった（図

16）。遺伝子重複により複数の TAS2R16 パラログをもつコウモリ（Myotis 属）でも、一

部のパラログがβグルコシド感受性を喪失している[171]。しかし、他の残ったパラログ

がβグルコシド感受性を残しており、Myotis 属は個体としてのβグルコシド感受性は保

持していると考えられる[171]。一方、ジェントルキツネザルでは、他の霊長類と同様に

TAS2R16 はシングルコピーの遺伝子である。βグルコシドが TAS2R16 を特異的に活性

化することは、霊長類では分子と行動の両面から支持されており、２章で実施したジェ

ントルキツネザルに近縁な E. macaco の行動アッセイでも TAS2R16 の機能と摂食行動

に明瞭な対応が見られた[22,65,66]。これらのことから、ジェントルキツネザルは、個体

の感覚レベルでもβグルコシドの苦味を比較的感じにくいことが示唆された。特に、

TAS2R16 がテストしたいずれのβグルコシドにも反応しなかった P. simus は殆どこれ

らの苦味を殆ど感じないと推察された。 

βグルコシド感受性は P. simus と H. griseus で低く、H. aureus で高かったが、野生下

での青酸摂取量は P. simus と H. aureus で多く、H. griseus では比較的少ない[172]。つま

り、ジェントルキツネザル 3 種における TAS2R16 のβグルコシド感受性と個体の青酸

摂取量には明確な相関は見られない。この差が種間の食物選択戦略に関わるのか、もし

くは 3 種の中で最も感受性が高い H. aureus 程度の感受性でも十分苦味を軽減できてい

るのかは、本研究からは判断できないため、実際のタケに含まれる配糖体と TAS2R16

の関係に関して研究をさらに進める必要がある。 
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ジェントルキツネザルで見いだされた TAS2R16 の感受性低下に似た TAS2R の機能

低下現象がジャイアントパンダの集団内でも見られる。中国の秦岭（Qingling）に生息

するパンダは他地域の個体よりもタケ類の葉をよく採食するが、この集団の多くの個体

は、タケ類に含まれる quercitrin を受容する TAS2R20 の低感受型ハプロタイプを持って

おり、この低感受性が quercitrin リッチなタケ類の採食を可能にしていると考えられて

いる[173]。こうしたタケ類の採食に関連した TAS2R の機能低下が系統的に離れた別種

でも見られることから、今回ジェントルキツネザルで見出された TAS2R の機能低下は、

竹食のための適応的な形質であることが推察された。ただし、P. simus が実際に採食し

ているタケ類の一種である Bambusa vulgaris には、taxiphyllin という青酸配糖体が含ま

れていることが知られているが、最も主要な食物源である Cathariostachys 

madagascariensis に含まれる青酸配糖体の構造はまだ明らかになっていない[159]。その

ため、TAS2R16 の機能とジェントルキツネザルが実際に摂取している青酸配糖体との

関係のより詳細な理解には、タケ類の抽出液や精製した青酸配糖体を用いた機能解析実

験が必要である。 

3.5.2. ジェントルキツネザルにおける TAS2R16 の機能進化 

3.4.2 項の実験によって、ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 が、現生の L. catta

とジェントルキツネザルの中間的なβグルコシド感受性を持っていたことが明らかに

なった（図 18）。この感受性は、2 章で確認した E. macaco と V. variagata の salicin 感受

性（E. macaco：EC50 = 2.3 mM, V. variagata：EC50 = 3.8 mM）と同じかやや低い程度であ

る。こうした機能特性から、ジェントルキツネザルの共通祖先は、現生の L. catta や果

実食の E. macaco・V. variagata に近い、もしくはこれらの種と現生ジェントルキツネザ

ルとの中間程度の苦味感覚を有していた可能性が示唆された。また、βグルコシド感受

性の低下が、ジェントルキツネザル LCA の時点で始まっていた可能性も示された。 

部位特異的変異体解析では、P. simus では 144 番、H. griseus では 251 番の種特異的な

アミノ酸置換によって、極めて低いβグルコシド感受性が生み出されていることが明ら
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かとなった（図 20）。このことから、P. simus は Hapalemur 属との分岐後に 144 番のア

ミノ酸置換（S144L）によって独自にβグルコシドに対する超低感受性を獲得したこと

が示された（図 21）。また、同時に Hapalemur 属内でのβグルコシド感受性の種間差は、

251 番のアミノ酸残基の違いによって引き起こされていることも明らかになった。これ

らの結果から、βグルコシド感受性は、2 属が分岐してからそれぞれの系統独自に低下

していったことが示唆された。 

3.5.3. 種固有のアミノ酸置換によるβグルコシド感受性低下の作用機序 

共同研究者の Fabrizio Fierro 博士と Masha Y. Niv 博士が実施したホモロジーモデリン

グとドッキングシミュレーションによって、今回発見した 144 番、251 番のアミノ酸残

基は、いずれも結合したリガンドには直接接していないことが示唆された（図 22）。従

って、これらの残基の変異は、リガンドの結合ではなく、受容体の活性化やリガンドの

結合部位へのアクセスに影響を与えていると考えられた。 

144 番のアミノ酸は、第 2 細胞外ループ（eECL2）と第 4 膜貫通領域（TM4）の境界

に位置している。144 番のアミノ酸のβグルコシド感受性への影響は、ヒト TAS2R16 の

変異体解析で明らかにされており、144 番の Serine（S144）を Leucine または Alanine に

置換すると P. simus と同様にいくつかのβグリコシドに対する感受性が減少する[95]。

ヒト TAS2R16 における分子動力学シミュレーションでは、144 番目のアミノ酸（S144）

は、細胞外水分子と相互作用しており、N148、Q151、E158 などの ECL2 に位置する他

の親水残基と水素結合を形成することが示されている[144]。Q151 と E158 は、ヒトと

キツネザルの間で保存されている。148 番アミノ酸はヒトでは Asparagine（N148）で、

キツネザルでは Lysine（K148）であるが、K148 も親水性であり S144 と水素結合を作る

ことが可能である。そのため、P. simus では親水性の Serine が疎水性の Leucine へ置換

したことによって、ECL2 の立体構造に影響を与え、リガンドの結合部位へのアクセス

性に変化が生じた可能性が考えられる。 

251 番のアミノ酸は、ECL3 と TM6 の境界に位置しており、ヒトを含む狭鼻猿類
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TAS2R16 の 247 番のアミノ酸と対応する。ニホンザル（M. fuscata）の TAS2R16 は、ヒ

ト、チンパンジー（Pan troglodytes）、ラングール（Trachypithecus leucocephalus）の TAS2R16

よりもβグルコシド感受性が低いことが知られているが、これは 247 番のアミノ酸が

Leucine から Methionine に変異していることが一因である[129]。このように、βグルコ

シド感受性に影響を与えうる 251 番（狭鼻猿類の 247 番）のアミノ酸置換は、霊長類の

進化過程で複数回独立に起こっている。尚、当該残基のアミノ酸置換のβグルコシド感

受性への影響は、H. griseus での変異（L251S）の方が M. fuscata よりも大きいと考えら

れる[66,129]。また、ホモロジーモデルでは、251 番のアミノ酸は、ECL2 と近接してい

る。つまり、当該残基の性質が疎水性 Leucine から親水性 Serine に変異したことで、

ECL2 との相互作用様式が変化し、P. simus の 144 番と同様にリガンドのアクセス性に

影響を与えている可能性がある。 

3.5.4. ジェントルキツネザルのタケ類への食性特殊化時期の検討 

味覚受容体の機能減退や偽遺伝子化は、生態や食性適応との緊密な関係にあることが

様々な研究で示唆されてきた[50,55,58,64]。とりわけ、並行的な味覚受容体の喪失は、

並行的な生態・食性適応の痕跡と考えられることも多い。例えば、ジャイアントパンダ

とレッサーパンダは、並行的な食性特殊化の過程で旨味受容体遺伝子 TAS1R1 をそれぞ

れ異なる塩基長変異によって独立に偽遺伝子化している [42]。また、アザラシ類

（Phocidae）とオットセイ類（Otarioidea）でも TAS1R 遺伝子をそれぞれの系統で独立に

喪失しており、この 2 グループがそれぞれ独自に二次的に水棲適応した可能性と対応し

ている[49]。今回のジェントルキツネザル場合は、TAS2R16 は偽遺伝子化していないも

のの、Prolemur、Hapalemur それぞれの属内で固有の変異による大幅な機能減退が見ら

れた。では、ジェントルキツネザルは、個々の系統で別々に高濃度青酸植物に適応した

のだろうか。 

ジェントルキツネザル 2 属は、どちらも繊維質のタケ類を処理するのに特化した歯の

形態を共有して持っている[89,174,175]。一方で、食物の消化管通過時間（gut passage time, 
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GPT）には大きな差がある。P. simus が 9 時間ほどかかるのに対して、Hapalemur 属では

約 3 倍遅く通過する。ゆっくりとした消化は解毒戦略の一つとされるが、この解毒戦略

は 2 属では完全には共有していないと考えられている[172,176–179]。現在、ジェントル

キツネザルの祖先がどのように進化したのかは、産出化石がないため化石記録からはわ

からない。また、確度の高い祖先形質推定の結果も得られていない[160]。このような背

景から未だ高濃度青酸含有タケ類への適応がジェントルキツネザルの共通祖先で一度

起こったのか、系統ごとに別々に起こったのかは明らかではない。今回の研究では、ジ

ェントルキツネザルの共通祖先は現生種ほど低いβグルコシド感受性を持たず、一部の

果実食キツネザルと大きな差は無いこと、そして、3 種のうち 2 種では独立に劇的な感

受性低下を獲得していることが明らかとなった。しかし、この結果は、青酸含有タケへ

の適応時期を一意に強く示唆するようなものではなかった。そのため、今後は、食性に

関わる遺伝子を包括的に比較し、祖先形質に迫るような研究の必要性が高まったと考え

られる。 

3.5.5. 青酸含有植物への適応に対する苦味感覚適応以外の必要要件 

低苦味感受性は、苦い、すなわち毒性が疑われる植物を常食するのに有利にはたらく

と考えられる。しかし、こうした毒性のある植物を摂取するためには、味覚の適応だけ

ではなく、解毒機構の改良も欠かせない。体内に吸収された青酸化合物の代謝には

rhodanese などの酵素が関わっている。竹食のジャイアントパンダについて、肝臓や腎

臓での rhodanese の発現や酵素活性が調べられており、同じ食肉目で肉食のイエネコ（F. 

catus）よりも高く、アナウサギ（Oryctolagus cuniculus）より低いことがわかっている[180]。

ジェントルキツネザルでは青酸代謝関連酵素の研究は今のところ存在しないが、チオシ

アン酸（thiocyanate）などのシアン誘導体がジェントルキツネザルの尿中に見られるこ

とがわかっており、摂取した青酸配糖体が消化管で吸収され、rhodanese などの酵素に

よって低毒性の誘導体に変換されていることが示唆されている[172]。そのため、ジャイ

アントパンダのような青酸代謝関連酵素の適応が、ジェントルキツネザルでも見られる
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可能性がある。そこで、rhodanese をはじめとした青酸代謝関連酵素の進化研究を苦味

受容体研究に組み合わせて、ゲノム、タンパク質それぞれのレベルから詳細に調べてい

くことで、ジェントルキツネザルの進化史の解明につながると考えられる。 
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4章 総合考察 

4.1. 研究全体の要約と意義 

本研究では、「①霊長類における苦味受容体のリガンド応答性の進化傾向の解明」と

「②苦味受容体のリガンド応答性と食性の関係解明」の 2 つの課題を設定し、キツネザ

ル科霊長類の TAS2R16 の機能を分子と行動の両面から調査した。 

 まず、果実中心食性のキツネザル科 3 種（L. catta、E. macaco、V. variegata）について、

5 種類のβグルコシドに対する TAS2R16 の応答を、培養細胞を用いた機能解析系によ

って計測した。その結果、L. catta TAS2R16 は、すべてのβグルコシドに対して活性化

する一方で、E. macaco と V. variagata TAS2R16 は、salicin に対しては活性化するが、

arbutin などのアグリコン側鎖が芳香環のパラ位にあるβグルコシドに対して不活性化

することを発見した。また、食物選択アッセイにより、E. macaco が、salicin を忌避する

一方で arbutin は忌避しないことを確認し、TAS2R16 の機能が摂食行動に大きく寄与し

ていることを明らかにした。そして、部位特異的変異体解析と分子系統解析により、キ

ツネザル科 3 種で見られた arbutin 応答の差が、曲鼻猿類固有の 282 番アミノ酸の置換

に由来すること、そして、L. catta の系統で同残基に復帰突然変異が起こり、真猿類の

ようなβグルコシド感受性を再獲得したことを発見した。これらの結果から、種間差は

あるものの曲鼻猿類でも TAS2R16 がβグルコシド応答性を持つことが示され、

TAS2R16 のリガンド応答性は、霊長類全体で保存的であることが示唆された。 

 次に、キツネザル科の中でも竹食に特化したジェントルキツネザル 3 種（P. simus、H. 

aureus、H. griseus）の TAS2R16 のβグルコシド応答を、培養細胞を用いた機能解析によ

って評価し、近縁種の L. catta と比較した。その結果、ジェントルキツネザル 3 種は、

総じて L. catta よりも低い感受性を持っていることを発見した。また、ジェントルキツ

ネザル LCA の TAS2R16 配列を推定し、機能解析を行うことで、TAS2R16 の機能進化

史の解明を試みた。その結果、ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 は、現生の L. 
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catta とジェントルキツネザルの中間的性質を持つことを発見した。このことから、ジ

ェントルキツネザル系統における TAS2R16 の機能低下は LCA の段階で始まっていた

可能性を示した。さらに、種固有のアミノ酸置換部位に対する変異体解析により、現生

種が持つ LCA の TAS2R16 よりも低いβグルコシド感受性は、P. simus と H. griseus の

それぞれの種で独自に獲得されたことを発見した。これらの結果から、ジェントルキツ

ネザルが進化の過程で青酸配糖体を多量に含むタケ類の摂食に適した苦味感覚を獲得

した、すなわち青酸配糖体の苦味を感じにくくなったことが示唆され、種の食性適応に

伴って苦味受容体のリガンド感受性が適応進化したものと考えられた。 

本研究は、これまであまりわかっていなかった苦味受容体のリガンド応答性の保存的

進化の実態を明らかにした研究である。ヒトとマウスの間では、各苦味受容体のリガン

ドの一致度はあまり高くないことが知られていたが、2 章の研究によって、少なくとも

霊長類という分類群の範囲では、苦味受容体のひとつ TAS2R16 の受容分子の種類は保

存的であることを示した。霊長類全体でこうしたリガンド応答性の保存的傾向が示され

たのは今回の TAS2R16 が初めてであり、味覚進化研究の発展に寄与するものである。

また、特定のタケ類に特殊化した種に着目し、タケ類に含まれる苦味物質を受容する苦

味受容体の機能が近縁種と異なることを見出した 3 章の研究は、苦味受容体のリガンド

応答性の進化が霊長類の食性適応に重要な要素であることを示す例であり、多様な食性

獲得を実現した霊長類の味覚の進化基盤解明の一助となる意義のある研究である。 

4.2. 苦味受容体のリガンド応答性の保存的進化 

先述した通り、ヒトとマウスの苦味受容体のリガンドの種類は一対一オーソログ間で

さえ保存性は高くない[22,23]。しかし、本研究で少なくとも霊長類の範囲では TAS2R16

のリガンドの種類は進化的に保存されていることが示された。また、近年の研究によっ

て、霊長類と齧歯類が属する真主齧上目の姉妹群であるローラシア獣上目に属するコウ

モリ数種の TAS2R16 の機能解析結果が報告され、salicin 及び arbutin 感受性を持つこと

が明らかになった[171]。従って、TAS2R16 におけるβグルコシド感受性は、北方獣類
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（真主齧上目＋ローラシア獣上目）（Boreoeutheria）で広く見られる形質である可能性が

高まった。TAS2R16 は、有袋類と分岐した後、有胎盤類の共通祖先で起こった遺伝子重

複で誕生し、鱗甲目（Pholidota）や食肉目（Carnivora）を除く多くの哺乳類で機能的な

配列が保持されている[21,50]。また、多くの有袋類（Marsupialia）でも重複前の TAS2R705

（有胎盤類 TAS2R16・TAS2R62 と一対多オーソログの関係）が機能的な配列で保持さ

れており、単孔類（Monotremata）であるカモノハシ（Ornithorhynchus anatinus）やハリ

モグラ（Tachyglossus aculeatus）にもオーソロジーは不明瞭なもののシンテニーが保存

された TAS2R705 に系統的に近い TAS2R 群が存在する[181,182]。TAS2R16 が受容する

βグルコシドには、前述のように植物の主要な被食防御分子であるシアン化水素 HCN

の貯蔵形態である青酸配糖体が含まれる。青酸配糖体は、植物がその進化の過程で古く

に獲得した被食防御分子である。現在、シダ植物、裸子植物、被子植物に跨る 130 科

2650 種以上の種から見つかっており、植物の青酸配糖体合成能力の起源は、少なくと

も 3 億年前に遡ると考えられている[183]。また、分子系統解析や化石記録によると、現

生哺乳類を含む単弓類（Synapsida）と現生爬虫類を含む竜弓類（Sauropsida）の分岐時

期（羊膜類の LCA）は 3 億 1000 万年前付近（石炭紀後期 late Carboniferous）である

[184,185]。そのため、哺乳類誕生の初期から青酸配糖体が含まれる植物が環境中に存在

していた可能性は高く、TAS2R16 オーソログによる青酸配糖体をはじめとしたβグル

コシド感受性は哺乳類誕生初期にすでに存在していた非常に原始的な感覚であった可

能性もある。この仮説を証明するには、ローラシア獣上目でのコウモリ以外の種での検

証に加えて、アフリカ獣上目（Afrotheria）や有袋類、単孔類での機能解析が必要である。 

本研究により TAS2R16 はリガンド応答性が保存的進化をしていることが明らかとな

ったが、TAS2R のリガンド応答性は、TAS2R16 や TAS2R38 のようにリガンドの構造に

対して特異性があるものから TAS2R10 や TAS2R14 のようにリガンド構造に依らず多

様な分子を受容するものまで様々であるため、個々の TAS2R 毎にリガンド応答性の進

化傾向が異なっている可能性がある。また、TAS2R 遺伝子レパートリーのサイズもリガ

ンド応答性と関連しており、レパートリーサイズが大きい種では受容リガンドがごく限
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られた TAS2R（narrowly-tuned TAS2R）が見られる一方、レパートリーサイズが小さい

種では広範なリガンドを受容する TAS2R（broadly-tuned TAS2R）が大半になる傾向があ

る[23,186]。そのため、各種が持つ受容体のレパートリーとの関連も併せて検討してい

く必要がある。従って、TAS2R のリガンド応答性の進化傾向の全容を理解するために

は、リガンド受容パターンが異なる TAS2R について幅広い種を対象とした個別の知見

をさらに蓄積していくことが必要である。 

4.3. キツネザル科から見る苦味受容体の機能進化と食性 

本研究で、ジェントルキツネザルの TAS2R16 は、近縁のキツネザル科と比べてβグ

ルコシド感受性が低く、竹食に適した形質に進化していることを明らかにした。これは、

機能を喪失することが適応的であるという less-is-more 現象のひとつかもしれない[187]。

葉食に特化したコロブス亜科（Colobinae）でも TAS2R38 において less-is-more を示唆す

る現象が食性との関連で報告されている。コロブス亜科の TAS2R38 は、コロブス亜科

の共通祖先から段階的に獲得されたアミノ酸置換によって、姉妹群のオナガザル亜科

（Cercopithecinae）の Macaca 属よりも低い PTC 感受性を獲得している[63,64]。これは、

葉の苦味を感じにくくすることが、葉食という特殊化した食性に対して適応的な形質で

あるためと考察されている。また、哺乳類の集団間の遺伝子頻度の差からも同様の味覚

に関連した less-is-more 現象を示唆する報告がある。ニホンザル（M. fuscata）では、紀

伊半島集団で約 13000 年前に出現した TAS2R38 の偽遺伝子が正の選択を受けて当地で

急速に頻度を上げている[188]。ここでは、TAS2R38 のリガンドとなる分子を含む柑橘

類のタチバナ（Citrus tachibana）やアブラナ科栽培種の当地での急激な増加が、これら

の苦味を感じにくい個体の適応度を上げたことが一つの可能性として提示されている。

また、ジェントルキツネザルと同様に竹食であるジャイアントパンダでも集団間の食物

の違いと関連した地域特有の TAS2R の機能低下型ハプロタイプが見られる。TAS2R20

（以前は T2R49 と呼ばれていた）が秦岭（Qinling）集団で正の選択を受けており、A52V

と Q296H の変異が拡大している[189]。この変異は、タケに含まれる quercitrin 感受性を
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低下させる[173]。当地の個体は他地域の個体と比べて多くのタケ類を摂取することが

知られており、この感受性低下が竹食に有利に働き、他地域個体よりもタケ類を好んで

食べる要因になっていると考察されている。このように、葉やタケ類といった潜在的に

毒性を持つ苦味物質（βグルコシドやアルカロイド）が含まれる部位を主食とするよう

になった系統や集団では、less-is-more 様の苦味感覚の低下が見られる傾向にあると考

えられる。 

キツネザル科の TAS2R16 のリガンド応答性進化には、この less-is-more 様の機能低下

とは異なる変化パターンがあることも本研究から明らかとなった。L. catta で見られた

アゴニスト応答、つまり苦味反応を起こす苦味物質の種類を増やし、より苦味に敏感に

なる変化である。この変化は、less-is-more 様の機能低下と対照的に、葉食傾向を高める

過程で新奇に遭遇する多様な毒物を避けるために起こした変化である。どちらも接触す

る可能性のある毒物への感覚適応だが、変化の方向性は真逆である。これには、それぞ

れの種が獲得した毒物への耐性の違いが大きく関係していると考えられる。二次代謝産

物や毒物を含む植物部位の採食には、消化管の適応、並びに腸内細菌叢の適応が必要で

ある。そのため、それぞれの種におけるこれらの味覚以外の採食に重要な形質の適応度

合が、苦味受容体のリガンド応答性進化の方向性と関連していると考えられる。 

まず、消化管についてだが、キツネザル科の消化管の形態は系統ごとに異なっており、

食性と関連した構造の変化が見られる。果実食の Varecia 属と Eulemur 属は、体重に対

する腸管の重量比が小さく、比較的大きな嚢状の盲腸を持つが、膨起（haustra）は見ら

れない（図 23a-b）[190,191]。さらに、果実食性種における食物の消化管通過時間（GPT）

は非常に短い[177,192,193]。そのため、二次代謝産物を含み、細胞壁の大量消化を要す

る葉などの処理にはあまり適しておらず、素早く排泄する戦略であると考えられている

[190]。それに対して、L. catta は、果実食の 2 属と比べて長い消化管を持ち、膨起のあ

る大きな盲腸を持つ（図 23c）[190]。しかし、葉食性の Propithecus 属（インドリ科）と

比較すると、消化管長も短く、盲腸の膨起も小さい（図 23d）[190]。GPT も L. catta（201-

387 分）は、Varecia 属や Eulemur 属（94-243 分）よりはやや長いもののコクレルシファ
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カ（Propithecus coquereli）（24 時間）よりは短い[177–179,192,193]。このように L .catta

は、野生での採食パターン（果実・葉食性）と対応して消化管形態と消化戦略の双方が

果実食性種と葉食性種の中間的な状態である。一方で、H. giriseus はこれら 4 種とは大

きく異なる消化管形態を持つ。腸管の全長はキツネザル科で最も短く、盲腸が短く、結

腸には他種にはない明瞭な膨起が見られる（図 23）[190,194]。この形態的特徴は同属の

H. aureus にも共通し、本属の腸内細菌による分解は大腸で盛んに行われていると考え

られている[190]。消化管が短いという特徴はジャイアントパンダにも見られる共通の

特徴である[152]。また、H. griseus の GPT は Propithecus 属と同程度かそれ以上の長さ

（18.2-39.3 時間）を持ち、ジェントルキツネザルの中で最も短い P. simus でも 9 時間と

非常に長い[176–179]。3.5.5 項でも述べたようにジェントルキツネザルの GPT は、２属

間に明確な差があり、ホストの解毒酵素や腸内細菌の能力などの差に起因した解毒戦略

の違いを反映している可能性があるとされている。現状キツネザル類の消化・解毒関連

酵素の機能に関する系統横断的な知見は乏しいため、3.5.4 項で言及したようなジェン

トルキツネザルにおける解毒酵素 rhodanese の適応進化の可能性も含めて今後の研究の

進展に期待したい。しかし、ジェントルキツネザルの中での差違が認められるものの、

ジェントルキツネザルは他種には見られない特徴的な消化管形態と消化戦略を持って

いるといえる。 

食物の消化や解毒に重要な役割を果たしている腸内細菌叢でも、キツネザル類のそれ

ぞれの科において食性と関連する菌叢の特徴が野生、飼育下共に認められる[195–198]。

キツネザル科の V. variegata と L. catta では、炭水化物やビタミンの代謝に関わる細菌グ

ループが多いのに対し、葉食の Propithecus 属では、繊維の発酵、アミノ酸や短鎖脂肪

酸の産生、二次代謝産物の代謝に関わる細菌グループが多くなっている[197–199]。しか

し、L. catta は、菌叢や食性が V. variegata と近いにも関わらず、糞中に見られる代謝物

組成は、P. coquereli と似た特徴を頻繁に示す[197]。これは、腸管の複雑化と GPT の延

長と関連しており、L. catta は腸内細菌が持つ代謝機能も果実食と葉食の両方の特徴を

備えていると考えられる。一方で、H. griseus は繊維の分解能をもつ細菌グループを含
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むいく つ か の 細 菌 グルー プ （ Faecalibacterium 、 Fibrobacter 、 Ruminococcus 、

Phascolarctobacterium）が P. coquereli と同様に他のキツネザル科（L. catta と V. variegata）

よりも多く見られる。さらに、近縁の L. catta には見られないジャイアントパンダとレ

ッサーパンダ双方と共通する細菌グループを含むという独特の菌叢を持つ。[152]。パン

ダの菌叢には青酸解毒関連酵素を持つと思われる細菌グループが他の植物食者よりも

多いことがわかっており、ジェントルキツネザルでもこれらの細菌グループの一部

（Enterobacteriaceae や Oxalobacteraceae）がパンダと共通する細菌グループの中に見ら

れる[152,163]。こうした事実から、ジェントルキツネザルは、腸内細菌叢のレベルでも

竹食への適応がよく進んでいると考えられる。 

ここまで見てきたように、L. catta は消化管形態や腸内細菌叢の特徴が果実と葉それ

ぞれのスペシャリストの中間的な状態であり、どちらの特徴も備えたジェネラリストで

あるといえる。一方で、P. coquereli で見られるような二次代謝産物の代謝に関わる細菌

グループの増加などはあまり見られず、葉食のスペシャリストほど高い消化・解毒能力

を持っていない可能性がある。そのため、果実資源量の少ない乾燥した環境に進出し、

二次代謝産物を多く含む葉を食物レパートリーに加えた L. catta は、新奇に接触する可

能性が高まった様々な植物毒を適切に回避するために、感じられる苦味物質の種類を増

やす方向に苦味受容体が進化したのかもしれない。実際に、体の大型化に伴って葉食傾

向を高めた狭鼻猿類の祖先では、検知できる苦味物質の種類の総数を遺伝子重複によっ

て獲得された TAS2R パラログ（例：TAS2R30、-R31、-R43、-R45、-R46）がそれぞれ特

異的な植物毒をリガンドとするという方法で増加させ、植物由来の毒の認識能力を高め

た可能性が指摘されている[21]。一方で、H. griseus は消化管や腸内細菌叢が繊維質で毒

性もある植物に適応した状態であり、竹食への特殊化が非常に進んでいるといえる。Ｐ. 

simus や H. aureus についても情報は断片的だが、消化・解毒機構が同様に特殊化傾向に

ある可能性が高い。そのため、タケ類の青酸化合物への耐性が高く、こうした植物毒を

避ける必要がなくなったために、近縁種が感じるような植物毒（特にβグルコシド）の

苦味を感じにくくなるように苦味受容体が進化したのかもしれない。上述した less-is-
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more 様の TAS2R の機能低下が消化管・腸内細菌ともに葉食に非常に適応したコロブス

亜科で起こっていることもこの仮説を支持する現象と考えられる。 

このように消化管や腸内細菌の適応から大きな影響を受けてキツネザル科の苦味感

覚は進化してきたと考えられ、消化・解毒能力が十分に高くなれば、植物毒の苦味を感

じない方向に、中程度のジェネラリスト様であれば、適切な回避ができるように受容分

子の種類を増やしたり、感受性を高めたりする方向へ苦味受容体は進化するのかもしれ

ない。しかし、消化・解毒に必要な酵素や腸内細菌は苦味物質・毒物の種類によって異

なるため、一つの種の中ですべての苦味受容体が同一の進化傾向を示すとは限らない。

従って、複数の苦味受容体についての個別の知見を積み重ねて、消化管や腸内細菌叢と

比較しながら全体の傾向を見ていくことで、ある種における苦味受容体―解毒・消化機

構―食性の関係の全容が明らかになっていくと考えられる。この点から見ても、消化器

形態、腸内細菌叢研究が盛んに行われており、それぞれの理解が進んでいるキツネザル

類（特にキツネザル科とインドリ科）は今後も味覚受容体と食性の研究を進めていく上

で今後も優れたモデルであり続けるだろう。さらに、ここにホスト動物の消化・解毒酵

素の知見が加わればさらに理解が深まると考えられる。 

最後に、本研究を通じて明らかになった事実を考慮して、今回対象としなかった他の

キツネザル類の系統を見てみると、葉食性のインドリ科（Propithecus 属、Indri 属、Avahi

属）とイタチキツネザル科（Lepilemur 属）では、ジェントルキツネザルやコロブス亜科

で見られるような苦味受容体の機能低下が起こっている可能性が考えられる。これらの

種は、それぞれの科が独立に葉食に適応したと考えられており、消化管は属間でも差異

があるものの共通して葉食に適した構造を持っている[190,200–202]。また、利用する葉

の種類（若葉か成熟葉）や量に応じて腸内細菌叢にも属間で差異が認められるが、それ

ぞれが葉食に適した固有の菌叢をもつ[196,203]。そのため、それぞれ独立に葉食者にな

ったインドリ科とイタチキツネザル科でも同じような現象が確認できれば、苦味物質を

多く含む植物部位（葉など）を主食とするようになる進化過程で起こる霊長類の苦味感

覚適応の共通性を見出すことにも繋がると考えられる。 



53 

 

4.4. 総括と今後の展望 

本研究では、キツネザル科の TAS2R16 を対象として「①霊長類における苦味受容体

のリガンド応答性の進化傾向」と「②苦味受容体のリガンド応答性と食性の関係」の理

解を目指した。そして、これらの課題に対して「①TAS2R16 のリガンド応答性は霊長類

全体で保存的である」、「②ジェントルキツネザルでは、タケ類に含まれる青酸配糖体に

対して感受性が低くなるように TAS2R16 が進化した」という結論を出すことができた。 

①については、Jiao et al., 2018 の研究により、TAS2R16 の機能保存性はさらに広範な

哺乳類でも維持されている可能性が見えている[171]。そのため、対象を哺乳類全体に拡

大した研究が必要である。そして、苦味受容体の機能保存性の全体的傾向を理解するた

めに、対象の TAS2R を増やしていくことも必要である。また、対象の TAS2R を増やし

て共通の傾向を探索することは、食性適応に伴う苦受容体の進化傾向を理解する上でも

重要なアプローチとなると考えられる。 

②については、より実証的な解析が必要である。青酸配糖体を用いた実験こそ難しい

ものの、類似の感受性を持つ無毒な物質を用いた行動実験によって、実際の食物選択行

動への影響を評価することが必要である。また、ジェントルキツネザルが主食とする C. 

madagascariensis から抽出した青酸配糖体の同定や、本物質と TAS2R16 の機能関係をカ

ルシウムアッセイなどで確かめる必要がある。同時に、ジェントルキツネザルの集団内

での遺伝子型構成の検討も重要である。今回は各種 1 個体の TAS2R16 配列（いずれも

ホモ接合体）を代表として解析を行ったため、今回機能を見出したハプロタイプや変異

が野生集団中にどの程度保持されているのかは不明である。「発見した機能や変異が種

として固定されているのかどうか」や、「機能の異なるハプロタイプがあるとすればそ

の割合はどうなっているのか」といった解析を複数の野生集団で進めることでジェント

ルキツネザルの竹食適応への理解がより深まることが期待できる。 

本研究では、苦味に着目した研究を行ってきたが、採食に関わる感覚は苦味だけでは

ない。苦味は「食べられるかどうか」に関わる感覚だが、採食では、「食べたい」とい
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う嗜好性に関わる味覚、すなわち甘味や旨味も重要である。実際に、過去の行動実験に

よって、キツネザル類の中でショ糖（sucrose）感受性に種間差があることがわかってい

る[204]。また、旨味受容体 TAS1R1/TAS1R3、甘味受容体 TAS1R2/TAS1R3 の双方につ

いて、霊長類の種間で機能差があることがわかっており、甘味受容体については、受容

体の機能差が食物選択に直接影響を与えていることも行動実験で確かめられている

[13,54,55]。そのため、今後は嗜好性味覚の比較解析も進めていくことが、ジェントルキ

ツネザルの竹食獲得の背景にある味覚進化の全容を理解する上で重要になる。 

本研究ではジェントルキツネザルを含むキツネザル科に着目した研究を実施したが、

キツネザル類は冒頭でも述べたように霊長類の主要食性を網羅しており、味覚進化研究

に最適な系統である。本研究で実施した内容や上述したような今後展開する実験の対象

をキツネザル類全体に広げることで、キツネザル類をモデルとして霊長類味覚の進化の

全容を理解することに繋がると考えている。 
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図表 

表 1  実験に使用したゲノム DNA の由来個体と行動アッセイの対象個体 

遺伝資料     

種名 学名 提供者 個体番号 性別  

ワオキツネザル Lemur catta 日本モンキーセンター Pr5862 メス  

クロキツネザル Eulemur macaco 日本モンキーセンター Pr6526 メス  

クロシロエリマキキツネザル Varecia variegata 日本モンキーセンター Pr5649 メス  

ブラウンキツネザル Eulemur fulvus 日本モンキーセンター 不明 不明  

スンダスローロリス Nycticebus coucang 日本モンキーセンター Pr6102 メス  

レッサースローロリス Nycticebus pygmaeus 日本モンキーセンター Pr6568 オス  

ショウガラゴ Galago senegalensis 日本モンキーセンター Pr5790 メス  

ポト Perodicticus potto 日本モンキーセンター Pr6581 オス  

スラウェシメガネザル Tarsius tarsier 恩賜上野動物園 不明 不明  

      

行動アッセイ      

種名 学名 飼育施設 個体番号 性別 年齢 

クロキツネザル Eulemur macaco 日本モンキーセンター 5278 (サン) メス 20 歳以上 
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表 2 2 章で使用した全ゲノムアセンブリ一覧 

種名 a 学名 アセンブリ名 引用元 

ヒト Homo sapiens GRCh38.p12 
Genome Reference 

Consortium 

スーティーマンガベイ Cercocebus atys Caty_1.0 [92] 

グリーンモンキー Chlorocebus sabaeus Chlorocebus_sabeus 1.1 [93] 

キンシコウ Rhinopithecus roxellana Rrox_v1 [94] 

テングザル Nasalis larvatus Chaelie1.0 [205] 

ハイイロネズミキツネザル Microcebus murinus Mmur_3.0 [89] 

アオメクロキツネザル Eulemur flaviflons Eflavifronsk33QCA [88] 

マレーヒヨケザル Galeopterus variegatus G_variegatus-3.0.2 [205] 

キタツパイ（中国） Tupaia belangeri chinensis TupChi_1.0 [95] 

アフリカゾウ Loxodonta africana Loxafr3.0 [89] 

ニシインドマナティー Trichechus manatus TriManLat1.0 [96] 

ケープハイラックス Procavia capensis Pcap_2.0 [89] 

ヒメハリテンレック Echinops telfairi EchTel2.0 [89] 

a原則として和名は、霊長類は「日本モンキーセンター 霊長類和名リスト 2018 年 11 月版」に、

それ以外の哺乳類は「世界哺乳類標準和名目録」に準拠した[206,207]。 
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表 3 キツネザルTAS2R16とヒトTAS2R16におけるアミノ酸配列一致度（%） 

 H. sapiens L. catta E. macaco 

L. catta 68.62 - - 

E. macaco 69.31 95.02 - 

V. variagata 68.97 93.69 95.35 
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表 4 有胎盤類 TAS2R16 オーソログにおける 262 番及び 282 番アミノ酸残基 

和名 a 学名 目 262 番 282 番 Accession 番号 引用元 

ヒト Homo sapiens 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

ニシチンパンジー Pan troglodytes verus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

ボノボ Pan panicus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

ニシローランドゴリラ Gorilla 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

スマトラオランウータン Pongo abelii 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

キタホオジロテナガザル Nomascus leucogenys 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

スーティーマンガベイ Cercocebus atys 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu NW_012002290.1:21536045-21536920 [112] 

アヌビスヒヒ Papio anubis 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

アカゲザル Macaca mulatta 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

カニクイザル Macaca fascicularis 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

グリーンモンキー Chlorocebus sabaeus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu NC_023662.1:91783088-91783963 [113] 

白頭葉猴 Trachypithecus leucocephalus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [66] 

キンシコウ Rhinopithecus roxellana 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu NW_010807527.1:195193-196068 [114] 

テングザル Nasalis larbatus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu CM003011.1:147496274-147497149 [205] 

コモンマーモセット Callithrix jacchus 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

ボリビアリスザル* Saimiri boliviensis 霊長目 TTA/Leu CTG/Leu  [21] 

スラウェシメガネザル Tarsius tarsier 霊長目 TTC/Phe CTG/Leu DDBJ accession [LC415000] 本研究 

フィリピンメガネザル Calrito syricata 霊長目 TTC/Phe CTG/Leu  [21] 

アイアイ 
Daubentonia 

madagascariensis 
霊長目 TTC/Phe TCG/Ser  [21] 
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ハイイロネズミキツネザル Microcebus murinus 霊長目 TTC/Phe TCG/Ser NW_012202341.1:735189-736094 [109] 

クロシロエリマキキツネザル Varecia variegata 霊長目 TTC/Phe TCG/Ser DDBJ accession [LC414993] 本研究 

ブラウンキツネザル Eulemur fulvus 霊長目 TTC/Phe TCG/Ser DDBJ accession [LC414995] 本研究 

アオメクロキツネザル Eulemur flaviflons 霊長目 TTC/Phe TCG/Ser LGHW01000662.1:100449-101354 [108] 

クロキツネザル Eulemur macaco 霊長目 TTC/Phe TCG/Ser DDBJ accession [LC414994] 本研究 

ワオキツネザル Lemur catta 霊長目 TTC/Phe TTG/Leu DDBJ accession [LC414992] 本研究 

スンダスローロリス Nycticebus coucang 霊長目 TAC/Tyr TCG/Ser DDBJ accession [LC414997] 本研究 

レッサースローロリス Nycticebus pygmaeus 霊長目 TAC/Tyr TCG/Ser DDBJ accession [LC414998] 本研究 

ポト Perodicticus potto 霊長目 TAC/Tyr TCG/Ser DDBJ accession [LC414996] 本研究 

ショウガラゴ Galago senegalensis 霊長目 TAC/Tyr GCA/Ala DDBJ accession [LC414999] 本研究 

ガーネットガラゴ Otolemur garnettii 霊長目 TAC/Tyr GCA/Ala  [21] 

マレーヒヨケザル Galeopterus variegatus 皮翼目 TAC/Tyr CTG/Leu NW_007726231.1:755116-756025 [205] 

キタツパイ（中国） Tupaia belangeri chinensis 登木目 TTC/Phe CTG/Leu NW_006159737.1:2521943-2522848 [95] 

キタツパイ Tupaia belangeri 登木目 TTC/Phe CTG/Leu  [49] 

ハツカネズミ（マウス） Mus musculus (C57BL/6J) 齧歯目 TTC/Phe ATG/Met  [21] 

ドブネズミ（ラット） Rattus norvegicus (BN) 齧歯目 TTC/Phe ATG/Met  [21] 

モンゴルキヌゲネズミ Cricetulus griseus 齧歯目 TTC/Phe ATG/Met  [21] 

ヒメミユビトビネズミ Jaculus jaculus 齧歯目 TTT/Phe CTG/Leu  [21] 

テンジクネズミ Cavia porcellus 齧歯目 TAC/Tyr ATG/Met  [21] 

チンチラ Chinchilla lanigera 齧歯目 TTC/Phe CTG/Leu  [21] 

デグー Octodon degus 齧歯目 TCC/Ser CTG/Leu  [21] 

ハダカデバネズミ Heterocephalus glaber 齧歯目 TGC/Cys CTG/Leu  [21] 

ジュウサンセンジリス Ictidomys tridecemlineatus 齧歯目 TAC/Tyr CTG/Leu  [21] 
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アナウサギ Oryctolagus cuniculus 兎形目 TTC/Phe CTG/Leu  [21] 

モウコノウマ Equus ferus przewalskii 奇蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

シロサイ Ceratotherium simum 奇蹄目 TAC/Tyr CTG/Leu  [50] 

ミンククジラ Balaenoptera acutorostrata 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ヤギ（野生） Capra aegagrus 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ヤギ Capra aegagrus hircus 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ムフロン Ovis aries musimon 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ヒツジ Ovis aries 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ヤク Bos grunniens 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

チルー Pantholops hodgsonii 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

スイギュウ Bubalus bubalis 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

コブウシ Bos indicus 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ウシ Bos taurus 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

イノシシ Sus scrofa 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

アルパカ Vicugna pacos 鯨偶蹄目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

オオクビワコウモリ Eptesicus fuscus 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ブラントホオヒゲコウモリ A Myotis brandtii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ブラントホオヒゲコウモリ B Myotis brandtii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ブラントホオヒゲコウモリ C Myotis brandtii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

ブラントホオヒゲコウモリ D Myotis brandtii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

デビッドホオヒゲコウモリ A Myotis davidii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

デビッドホオヒゲコウモリ B Myotis davidii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

デビッドホオヒゲコウモリ C Myotis davidii 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 
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トビイロホオヒゲコウモリ A Myotis lucifugus 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

トビイロホオヒゲコウモリ B Myotis lucifugus 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

トビイロホオヒゲコウモリ C Myotis lucifugus 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

トビイロホオヒゲコウモリ D Myotis lucifugus 翼手目 TTC/Phe CTG/Leu  [50] 

クロオオコウモリ Pteropus alecto 翼手目 TTC/Phe ATG/Met  [50] 

ジャワオオコウモリ Pteropus vampyrus 翼手目 TTC/Phe ATG/Met  [50] 

アフリカゾウ Loxodonta africana 長鼻目 TTC/Phe CTG/Leu NW_003573425.1:92839824-92840705 [17] 

ニシインドマナティー Trichechus manatus 海牛目 TTC/Phe CTG/Leu NW_004444103.1:1665079-1665963 [96] 

ケープハイラックス A Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:608280-609164 [89] 

ケープハイラックス C Procavia capensis イワダヌキ目 TTA/Leu GCT/Ala KN676540.1:640492-641421 [89] 

ケープハイラックス D Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:670412-671293 [89] 

ケープハイラックス E Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:691196-692077 [89] 

ケープハイラックス G Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTA/Leu KN676540.1:757022-757900 [89] 

ケープハイラックス H Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:767557-768441 [89] 

ケープハイラックス I Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:810168-811088 [89] 

ケープハイラックス J Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:814538-815458 [89] 

ケープハイラックス K Procavia capensis イワダヌキ目 TTC/Phe CTG/Leu KN676540.1:822452-823336 [89] 

ヒメハリテンレック Echinops telfairi 
アフリカ 

トガリネズミ目 
TTC/Phe CTG/Leu NW_004558729.1:15899598-15900497 [89] 

*リスザル TAS2R16 は偽遺伝子している。 

a原則として和名・高次分類名は、霊長類は「日本モンキーセンター 霊長類和名リスト 2018 年 11 月版」に、それ以外の哺乳類は「世界哺乳類標準

和名目録」に準拠した[206,207]。 
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表 5 3 章で使用した全ゲノムアセンブリ一覧 

和名 a 学名 アセンブリ名 データ元 引用元 

ヒロバナジェントルキツネザル Prolemur simus Prosim_1.0 NCBI [169] 

キンイロジェントルキツネザル Hapalemur aureus - Kent State University 未発表 

ハイイロジェントルキツネザル Hapalemur griseus - Kent State University 未発表 

ハイイロネズミキツネザル Microcebus murinus Mmur_3.0 NCBI [109] 

セアカネズミキツネザル Microcebus griseorufus Mgri_1.0 NCBI [168] 

ミッターマイヤーネズミキツネザル Microcebus mittermeieri Mmit_1.0 NCBI [168] 

キタネズミキツネザル Microcebus tavaratra Mtav_1.0 NCBI [168] 

キンイロネズミキツネザル Microcebus ravelobensis Mrav_1.0 NCBI [168] 

キタオオネズミキツネザル Mirza zaza Mzaz_1.0 NCBI [168] 

フトオコビトキツネザル Cheirogaleus medius ASM8008673v1 NCBI [167] 

コクレルシファカ Propithecus coquereli Pcoq_1.0 NCBI 未発表 

a和名は「日本モンキーセンター霊長類和名リスト 2018 年 11 月版」に準拠した[206]。 
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表 6 ジェントルキツネザル TAS2R16 におけるアミノ酸配列一致度（%） 

 L. catta P. simus H. aureus 

P. simus 94.7 - - 

H. aureus 93.7 96.3 - 

H. griseus 94.0 97.3 97.7 
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表 7 ジェントルキツネザル TAS2R16 のβグルコシド応答に関するパラメータ 

リガンド 種名 TH (mM) Amax EC50 (mM) 

linamarin L. catta 5.0 0.84 ± 0.070 > 5.0 

 P. simus - - n.d. 

 H. aureus 10 0.52 ± 0.041* > 10 

 H. griseus 10 0.33 ± 0.031* > 10 

salicin L. catta 1.0 0.97 ± 0.013 2.1 ± 0.38 

 P. simus 40 0.16 ± 0.032** > 40 

 H. aureus 2.5 0.77 ± 0.062** 6.8 ± 1.1* 

 H. griseus - - n.d. 

arbutin L. catta 2.5 0.53 ± 0.048 2.3 ± 0.21 

 P. simus - - n.d. 

 H. aureus - - n.d. 

 H. griseus - - n.d. 

n.d.は‘not detectable’を示す。EC50と Amaxについて、L. catta との差を BH 補正による両側 Welch’s 

t test で検定した（*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; 統計量の詳細は表 9 を参照）。 
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表 8 ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 のβグルコシド応答に関する 

パラメータ 

リガンド 種名 TH (mM) Amax EC50 (mM) 

linamarin L. catta 5.0 0.84 ± 0.070a > 5.0 

 anc-Bamboo lemur 10 0.72 ± 0.081ab > 10 

 anc-Hapalemur 10 0.54 ± 0.048b > 10 

salicin L. catta 1.0 0.97 ± 0.013a 2.1 ± 0.38a 

 anc-Bamboo lemur 2.5 0.70 ± 0.027b 4.1 ± 0.34b 

 anc-Hapalemur 2.5 0.60 ± 0.014b 4.5 ± 0.54b 

arbutin L. catta 2.5 0.53 ± 0.048a 2.3 ± 0.21a 

 anc-Bamboo lemur 5.0 0.22 ± 0.068b 3.0 ± 0.62a 

 anc-Hapalemur 5.0 0.23 ± 0.047b 3.6 ± 0.52a 

n.d.は‘not detectable’を示す。EC50と Amaxについて、L. catta との差を BH 補正による両側 Welch’s 

t test で検定した。各リガンドの各パラメータについて、a と b の間で有意水準 α = 0.05 で有意差

が認められた（統計量の詳細は表 9 を参照）。 
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表 9 TAS2R16 のβグルコシド応答に関するパラメータの両側 Welch’s t test の

結果 

 リガンド 1 2 df t value p value q valuea 

EC50 salicin H. aureus L. catta 3.74 -4.12 0.017 0.034 

  L. catta anc-Bamboo lemur 5.89 -3.99 0.0075 0.026 

  L. catta anc-Hapalemur 6.75 -3.65 0.0088 0.026 

  anc-Bamboo lemur anc-Hapalemur 6.39 0.61 0.56 0.56 

  H. aureus anc-Bamboo lemur 3.56 2.39 0.083 0.12 

  H. aureus anc-Hapalemur 4.47 1.92 0.12 0.14 

 arbutin L. catta anc-Bamboo lemur 4.87 -1.11 0.32 0.48 

  L. catta anc-Hapalemur 5.17 -2.36 0.063 0.19 

  anc-Bamboo lemur anc-Hapalemur 7.76 0.73 0.48 0.48 

Amax linamarin H. aureus L. catta 3.89 3.89 0.012 0.025 

  H. aureus H. griseus 5.6 -3.81 0.01 0.025 

  H. griseus L. catta 4.13 6.66 0.0024 0.024 

  L. catta anc-Bamboo lemur 5.86 1.06 0.33 0.37 

  L. catta anc-Hapalemur 5.35 3.55 0.015 0.025 

  anc-Bamboo lemur anc-Hapalemur 4.89 -1.98 0.11 0.13 

  H. griseus anc-Bamboo lemur 3.85 -4.53 0.012 0.025 

  H. griseus anc-Hapalemur 5.09 -3.6 0.015 0.025 

  H. aureus anc-Bamboo lemur 4.41 -2.2 0.087 0.12 

  H. aureus anc-Hapalemur 5.82 -0.2 0.85 0.85 

 salicin H. aureus L. catta 3.27 3.2 0.044 0.063 

  H. aureus P. simus 4.36 -8.88 0.00059 0.0012 

  P. simus L. catta 2.67 -23.64 0.00035 0.0012 

  L. catta anc-Bamboo lemur 4.37 9.32 0.00048 0.0012 

  L. catta anc-Hapalemur 4.55 4.49 0.0081 0.013 

  anc-Bamboo lemur anc-Hapalemur 5.99 0.84 0.43 0.48 

  P. simus anc-Bamboo lemur 4.33 -13.02 0.00012 0.00061 

  P. simus anc-Hapalemur 5.96 -10.01 0.000006 0.0006 

  H. aureus anc-Bamboo lemur 4.08 1.12 0.33 0.41 

  H. aureus anc-Hapalemur 6.18 0.35 0.35 0.74 

 arbutin L. catta anc-Bamboo lemur 5.64 4.42 0.0052 0.0093 

  L. catta anc-Hapalemur 5.2 4.44 0.0062 0.0093 

  anc-Bamboo lemur anc-Hapalemur 7.86 0.28 0.78 0.78 

a両側 Welch’s t test の結果を BH 補正した値  
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表 10 ジェントルキツネザル TAS2R16 の変異体のβグルコシド応答に関する

パラメータ 

種名 TH (mM) Amax EC50 (mM) 

P. simus 野生型 40 0.16 ± 0.032 > 40 

F129L - - n.d. 

A140T 20 0.39 ± 0.056* > 20 

L144S 1.0 0.94 ± 0.063*** 4.3 ± 0.85 

H. aureus 野生型 2.5 0.74 ± 0.032 6.8 ± 1.1 

H71Y 5.0 0.87 ± 0.11 6.4 ± 0.39 

L79W 2.5 0.78 ± 0.067 3.6 ± 0.79 

N220D 5.0 0.84 ± 0.027 6.7 ± 1.2 

L256F 5.0 0.55 ± 0.037 9.9 ± 2.9 

V178L 2.5 0.83 ± 0.025 6.1 ± 2.4 

K257R 1.0 0.88 ± 0.041 4.1 ± 0.10 

H. griseus 野生型 - - n.d. 

N147S 40 0.26 ± 0.021 > 40 

S251L 2.5 0.51 ± 0.039 > 2.5 

V178L 20 0.17 ± 0.0060 > 20 

K257R - - n.d. 

n.d.は‘not detectable’を示す。Amaxについて、野生型との差を Dunnett’s t test で検定した 

（*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; 統計量の詳細は表 12 を参照）。 
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表 11 ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 の変異体のβグルコシド応答に

関するパラメータ 

リガンド 種名 TH (mM) Amax EC50 (mM) 

linamarin anc-Bamboo lemur 10 0.72 ± 0.081 > 10 

 anc-Bamboo lemur S144L - - n.d. 

 anc-Hapalemur 10 0.54 ± 0.048 > 10 

 anc-Hapalemur L251S 10 0.39 ± 0.038§ > 10 

salicin anc-Bamboo lemur 2.5 0.70 ± 0.027 4.1 ± 0.34 

 anc-Bamboo lemur S144L 10 0.45 ± 0.053* > 10 

 anc-Hapalemur 1.0 0.60 ± 0.014 4.5 ± 0.54 

 anc-Hapalemur L251S 20 0.11 ± 0.021*** > 20 

arbutin anc-Bamboo lemur 5.0 0.22 ± 0.068 3.0 ± 0.62 

 anc-Bamboo lemur S144L 10 0.14 ± 0.046 > 10 

 anc-Hapalemur 5.0 0.23 ± 0.047 3.6 ± 0.52 

 anc-Hapalemur L251S - - n.d. 

n.d.は‘not detectable’を示す。Amaxについて、野生型との差を両側 Welch’s t test で検定した（§: 0.05 

< p < 0.1, *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; 統計量の詳細は表 13 を参照）。 
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表 12 ジェントルキツネザル TAS2R16 の変異体のβグルコシド応答に関する

各パラメータの Dunnett’s test の結果 

 コントロール 比較対象 Est Error t value p value 

EC50 H. aureus H71Y -0.48 1.87 -0.25 1.00 

  L79W -3.2 2.02 -1.58 0.46 

  N220D -0.15 2.02 -0.072 1.00 

  L256F 3.05 2.02 1.51 0.51 

  V178L -0.76 2.02 -0.38 1.00 

  K257R -2.74 2.02 -1.36 0.61 

Amax H. aureus H71Y 0.099 0.091 1.09 0.78 

  L79W 0.0031 0.091 0.035 1.00 

  N220D 0.063 0.098 0.65 0.97 

  L256F -0.22 0.098 -2.25 0.16 

  V178L 0.059 0.098 0.60 0.98 

  K257R 0.11 0.098 1.08 0.79 

 P. simus A140T 0.23 0.073 3.19 0.033 

  L144S 0.79 0.073 10.70 0.000072 
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表 13 ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 の変異体のβグルコシド応答の

Amaxの両側 Welch’s test の結果 

 リガンド LCA LCA 変異体 df t value p value 

Amax linamarin anc-Bamboo lemur anc-Bamboo lemur S144L - - - 

  anc-Hapalemur anc-Hapalemur L251S 4.99 -2.45 0.057 

 salicin anc-Bamboo lemur anc-Bamboo lemur S144L 4.44 -4.12 0.011 

  anc-Hapalemur anc-Hapalemur L251S 4.22 -13.65 0.00012 

 arbutin anc-Bamboo lemur anc-Bamboo lemur S144L 7.00 -1.08 0.32 

  anc-Hapalemur anc-Hapalemur L251S - - - 
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図 1 キツネザル科の系統関係

推定分岐年代は、dos Reis et al., 2019 より引用[208]。写真撮影：Morgan E. Chaney（H. 

aureus）、 M. Elise Lauterbur（P. simus）、糸井川壮大（V. variegata E.macaco L. catta

H.griseus） 
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図 2 実験に用いたβグルコシドの一覧 
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図 3 キツネザル科 3 種における天然βグルコシドに対する TAS2R16 の応答 

キツネザル TAS2R16 の(a) salicin、(b) arbutin に対する応答。salicin 存在下での arbutin に 
よる(c) E. macaco と(d) V. variagata TAS2R16 の抑制。 
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図 4 キツネザル科 3 種における TAS2R16 の IP1 産生量 

(a) Buffer のみ（リガンドなし）を添加した時の IP1 産生量。mock は空の pEAK10 ベク 
ターを表す。統計的有意差は、ANOVA と BH 補正による多重両側 Welch’s t test による 
（mock との比較：*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, H. sapiens との比較：†: p 

< 0.05, ††: p < 0.01, †††: p < 0.001, §: p < 0.1)。 (b) 10 mM arbutin を添加した時の IP1 

産生量。統計的有意差は、ANOVA と BH 補正による多重両側 Welch’s t test による (§: p < 

0.1, *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001)。 
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図 5 人工βグルコシドに対するキツネザル TAS2R16 の応答 

キ ツ ネ ザ ル  TAS2R16 の (a) phenyl-β-D-glucopyranoside 、 (b) 4-nitrophenyl-β-D- 

glucopyranoside、(c) 4-methoxyphenyl-β-D-glucopyranoside に対する応答。salicin 存在下で 
の人工βグルコシドによる(d) E. macaco と(e) V. variagata TAS2R16 の抑制。 
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図 6 クロキツネザルに対する食物選択実験 

統計的有意差は、ANOVA と BH 補正による多重両側 Welch’s t test による (*: p < 0.05, 

**: p < 0.01, ***: p < 0.001)。 
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図 7 L. catta 固有のアミノ酸置換の分布 

L. catta 固有のアミノ酸置換部位のうち、変異体解析を実施した部位を⿊、対象外の部 
位を灰色で表記した。BW 番号（Ballesteros-Weinstein numbers）をアミノ酸番号に上付き 
数字として付記した[209]。 
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図 8 arbutin 応答に寄与するアミノ酸残基のスクリーニング 

(a) 7 残基変異体と 3 残基変異体の arbutin 応答。(b) 4 つの候補残基の組み合わせ変異体 
の arbutin 応答。BW 番号をアミノ酸番号に上付き数字として付記した。 
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図 9 282 番アミノ酸残基の変異による arbutin 応答の変化 

(a) L. catta の 282 番変異体（L282S）の arbutin 応答。(b) E. macaco の 282 番変異体（S282L） 
の arbutin 応答。(c) V. variagata の 282 番変異体（S282L）の arbutin 応答。BW 番号をア 
ミノ酸番号に上付き数字として付記した。 
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図 10 L. catta 282 番変異体における arbutin の TAS2R16 の抑制 



Pongo abelii 

Papio anubis 

Tarsius tarsier 

Nomascus leucogenys 

Pan paniscus 

Chlorocebus sabaeus 

Galago senegalensis 

Varecia variegata 

Eulemur flavifrons 

Trachypithecus leucocephalus 

Nycticebus coucang 

Mus musculus 

Callithrix jacchus 

Daubentonia madagascariensis 

Homo sapiens 

Species 

Macaca fascicularis 

Pan troglodytes 

Oryctolagus cuniculus 

Perodicticus potto 

Lemur catta 

Macaca mulatta 

Carlito syrichta 

Gorilla gorilla 

Cercocebus atys 

Rhinopithecus roxellana 

Nycticebus pygmaeus 

Nasalis larvaturs 

Microcebus murinus 

Eulemur macaco 

Eulemur fulvus 

Otolemur garnettii 

CTG 

CTG 

CTG 

CTG 

CTG 

CTG 

GCA 

TCG 

TCG 

CTG 

TCG 

ATG 

CTG 

TCG 

CTG 

Codon 

CTG 

CTG 

CTG 

TCA 

TTG 

CTG 

CTG 

CTG 

CTG 

CTG 

TCG 

CTG 

TCG 

TCG 

TCG 

GCA 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Ala 

Ser 

Ser 

Leu 

Ser 

Met 

Leu 

Ser 

Leu 

Amino acid 

Leu 

Leu 

Leu 

Ser 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Ser 

Leu 

Ser 

Ser 

Ser 

Ala 
100 

95 

41 

73 

68 

97 

98 

60 

74 

92 

98 

100 100 

70 

86 

99 

100 

99 

78 

57 

97 

16 

100 

99 

97 

86 

58 

94 

58 

0.1 

Glires 

Tarsiers 

A
n
th

ro
p
o
id

s
 

H
o
m

in
o
id

s
 

O
W

M
 

L
o
ris

e
s
 

L
e
m

u
rs

 

NWM 

S
tre

p
s
irrh

in
e
s
 

93 

図 11 霊⻑類における TAS2R16 の 282 番残基の進化 

系統樹は、TAS2R16 アミノ酸配列全⻑を用いて最尤法で作成した（ブートストラップリ 
サンプリング 1000 回）。系統樹の枝先の記号は 282 番残基の種類を表し、赤ダイヤモ 
ンドが Serine、⿊丸が Leucine、灰色三角は Alanine 又は Methionine を表す。種名の右に 
は、282 番のアミノ酸残基とそれに対応するコドンを記載した。系統樹の各ノードの値 
はブートストラップ値を示す。OWM は旧世界ザル（Old World Monkey）、 NWM は新世 
界ザル（New World Monkey）を表す。 
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図 12 キツネザル TAS2R16 とリガンドの結合様式 

キツネザル TAS2R16 と arbutin (a-b)及び salicin (c-d)の推定結合様式。(a)と(c)では、結合 
したリガンドと 282 番残基をスフィア（マゼンタ/緑：炭素原子、⻘：窒素原子、赤：酸 
素原子、白：水素原子）で表示した。(b)と(d)では、リガンドから 3Å以内のアミノ酸残 
基をスティックで表示した。水素結合は⻩色の破線で表記した。BW 番号をアミノ酸番 
号に上付き数字として付記した。 
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図 13 262 番アミノ酸残基の変異による arbutin 応答への変化 

(i) L. catta の 262 番変異体（F282L）と 2 残基変異体（F262L/L282S）の arbutin 応答。 
(ii) E. macaco の 282 番変異体（S282L）と 2 残基変異体（F262L/S2S82L）の arbutin 応 
答。(c) V. variagata の 282 番変異体（S282L）と 2 残基変異体（F262L/S2S82L）の arbutin 

応答。BW 番号をアミノ酸番号に上付き数字として付記した。 
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図 14 霊⻑類における TAS2R16 の 262 番残基 

系統樹は、TAS2R16 アミノ酸配列全⻑を用いて最尤法で作成した（ブートストラップリ 
サンプリング 1000 回）。系統樹の枝先の記号は 262 番残基の種類を表し、赤ダイヤモ 
ンドが Phenylalanine、⿊丸が Leucine、灰色三角は Tyrosine を表す。種名の右には、262 

番のアミノ酸残基とそれに対応するコドンを記載した。系統樹の各ノードの値はブート 
ストラップ値を示す。OWM は旧世界ザル（Old World Monkey）、 NWM は新世界ザル 
（New World Monkey）を表す。 
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図 15 新規同定配列を含む曲鼻猿類 TAS2R16 オーソログの近隣接合系統樹 

系統樹は、TAS2R16 塩基配列全⻑を用いて近隣接合法で作成した（ブートストラップリ 
サンプリング 1000 回）。各ノードの値はブートストラップ値を示す。新規に決定したジ 
ェントルキツネザル TAS2R16 は種の系統を反映した位置にクラスタリングされた。 
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図 16 ジェントルキツネザル TAS2R16 のβグルコシド感受性 

ジェントルキツネザル TAS2R16 の(a) linamarin、(b) salicin、(c) arbutin に対する応答。* 

は L. catta と比較して有意差があることを意味する（BH 補正による多重両側 Welch’s t 

test; p < 0.05）。 n.d.は‘not detectable’を示す。パラメータの詳細は表 7、統計解析結果の 
詳細は表 9 を参照。 
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図 17 ジェントルキツネザルの共通祖先と現生種の TAS2R16 のアミノ酸配列 

ジェントルキツネザル固有のアミノ酸置換（†: P. simus; ‡: H. griseus; §: H. aureus; ¶: Hapalemur 属）をそれぞれ色付けした（赤: P. simus; 

⻘: H. griseus; 橙: H. aureus; 緑: Hapalemur 属）。*のついたサイトの⻩色で色付けされた残基は、最大確率（maximum probability）が 
0.5~0.9 の間だったものを示す。 

1. Lemur catta |LC414992| M I P F Q L T I F I I V I Y M L E S L T I I V Q S S L I V A V L C K E W L Q V K R L S P V D M I L T S L G I C R F I L Q W A S I L S N F S F Y F N L S H A F W Y I S I I W E F S N V L I F W L T S L L A 

2. Prolemur simus |MPIZ01000827.1| . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L . . . . N Y . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . 

3. Hapalemur griseus . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L . . . . N Y . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . 

4. Hapalemur aureus . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L H . . . N Y . . L . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . 

5. Eulemur fulvus |LC414995| . L . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

6. Eulemur macaco |LC414994| . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M N Y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

7. Varecia variegata |LC414993| . . . . . . . . . . . . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . F . . . . . N Y . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

8. (3, 4) anc-Hapalemur . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L . . . . N Y . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . 

9. (2, 8) anc-Bamboo lemur . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L . . . . N Y . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1. Lemur catta |LC414992| V F Y C V K V S S F T N P I F L W L R W R I S R S V P W L L L G S L M I S C V T I I P S A V S K F I Q I Q L T T M E H L P R N S T V I L R L A M F Q Q Y L V N A H R L I A L G I P F L L F L A S T T L L 

2. Prolemur simus |MPIZ01000827.1| . . . . . . . T . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . F . . . . . . . . . . A . . . L . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

3. Hapalemur griseus . . . . . . . T . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . L . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

4. Hapalemur aureus . . . . . . . T . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . L . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

5. Eulemur fulvus |LC414995| . . . . . . I . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . V . . T . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

6. Eulemur macaco |LC414994| . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . V . . T . . . . . . . . . . K . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

7. Varecia variegata |LC414993| . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . H . . . . . . . K . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

8. (3, 4) anc-Hapalemur . . . . . . . T . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . L . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

9. (2, 8) anc-Bamboo lemur . . . . . . . T . . . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . 

1. Lemur catta |LC414992| V A S L I Q H V Q Q M Q H R N T G H G N F S M K A H S T A L R S L A V L F I F F T S Y F L T V L V S L T H K L L K K G S W F W V W E A V I Y A V V S I H S T S L M L S S P T L K K A L N V K C W G L D A A 

2. Prolemur simus |MPIZ01000827.1| . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . . . . . . . . . 

3. Hapalemur griseus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . S . . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . . . . . . . . 

4. Hapalemur aureus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . F R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . . . . . . . . 

5. Eulemur fulvus |LC414995| . . . . . . . . . . . . H/Y . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . F . . . . . . 

6. Eulemur macaco |LC414994| . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . F . . . . . . 

7. Varecia variegata |LC414993| . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . I . I . . . . . . . . . . P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . F . . . . . . 

8. (3, 4) anc-Hapalemur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . . . . . . . . 

9. (2, 8) anc-Bamboo lemur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . . . . K . . . . . . . . . 



(a) 

(c) 

(b) 

linamarin (mM) 

arbutin (mM) 

salicin (mM) 

100 

図 18 ジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 のβグルコシド感受性 

推定したジェントルキツネザル LCA の TAS2R16 の(a) linamarin、(b) salicin、(c) arbutin 

に対する応答。統計的有意差は、BH 補正による多重両側 Welch’s t test によって検証し、 a
と b でマークされた種間に有意差が認められた。パラメータの詳細は表 8、統計解析 結
果の詳細は表 9 を参照。 
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図 19 ジェントルキツネザル固有のアミノ酸置換の分布 

左に列挙した変異は「祖先型アミノ酸―アミノ酸番号―種固有の変異アミノ酸」の順で 
記載した（例：L129F は P. simus は 129 番アミノ酸が Leucine から Phenylalanine に変異 
していることを意味する）。右のスネークプロットに記載された各アミノ酸は、L. catta 

の配列である。スネークプロットは、F. Fierro 博士と MY. Niv 博士によって作成された 
ホモロジーモデルを元に作成した。 



salicin (mM) salicin (mM) 

(a) (b) 

(c) P.simus A140T P.simus F129L P. simus specific 

P. simus WT 

H. griseus specific 

H. griseus WT 

H. aureus specific 

H. aureus WT 

Hapalemur sp. shared 

H. griseus S147N 

0 0 0 0.01 0.01 0.01 0.1 0.1 0.1 1.0 1.0 1.0 10 10 10 

H. griseus K257R H. griseus V178L 

H. aureus H71Y H. aureus L79W H. aureus N220D 

H. aureus L178V H. aureus L256F H. aureus K257R 

Salicin (mM) 

102 

図 20 salicin 低感受性に寄与するアミノ酸残基の探索 

(a) P. simus における 144 番変異体の salicin 応答。(b) H. griseus における 251 番変異体の 
salicin 応答。n.d.は‘not detectable’を示す。(c)その他の変異体の salicin 応答。赤が P. simus、 
橙が H. aureus、⻘が H. griseus、緑が Hapalemur 属の固有変異残基の変異体を表し、白 
抜きが野生型を表す。図形については、丸が P. simus、ダイヤモンドが H. aureus、三角 
が H. griseus を表す。パラメータの詳細は表 10、統計解析結果の詳細は表 12 を参照。 
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(a) 

(d) 

(b) 

(e) 

(c) 

(f) 

conc. in (mM) 

Linamarin 

conc. in (mM) 

Salicin 

conc. in (mM) 

Arbutin 

図 21 ジェントルキツネザル LCA における 144 番、251 番アミノ酸変異の効果 

ジェントルキツネザル LCA（anc-Bamboo lemur TAS2R16）の 144 番変異体の(a) linamarin、 
(b) salicin、(c) arbutin に対する応答。Hapalemur 属 LCA （anc-Hapalemur TAS2R16）の 
251 番変異体の (d) linamarin、(e) salicin、(f) arbutin に対する応答。n.d.は‘not detectable’ 

を示す。パラメータの詳細は表 11、統計解析結果の詳細は表 13 を参照。 



104 

H1815.43 

N893.36 

F933.40 

L592.53 

F2697.42 

E2667.39 

L/S144ECL2 

L/S251ECL3 

ARB 

E863.33 

(b) 

(d) 

(a) 

(c) 

図 22 ジェントルキツネザル TAS2R16 とリガンドの結合様式 

(a) P. simus の TAS2R16 モデルにおける arbutin の結合様式。リガンドから 5Å以内に位 
置するアミノ酸残基をオレンジに、更に変異体実験でリガンド結合に関与すると示唆さ 
れている残基を赤で表示した[94,95]。(b) arbutin, (c) salicin, (d) linamarin それぞれに 3Å 
以内に近接するアミノ酸残基（⻘：極性残基、橙：負電荷残基、緑：無極性残基）を示 
した。矢印は水素結合を表す。 
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(a) 

Lemur catta 

Hapalemur griseus 

Varecia variegata 

Propithecus coquereli 

Eulemur coronatus 

(d) 

(b) 

(e) 

(c) 

図 23 キツネザル科とインドリ科の消化管 

消化管のイラストは E. coronatus を Schwitzer 2009 [191]、それ以外を Campbell et al., 2000 

[190]から引用。 
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