
3-3 結果 

 

3-3-1 MCL の酸誘導性甘味活性の培養細胞評価系の構築 

 MCL の酸誘導性甘味活性を評価するためには、酸性条件で応答を定量的に測定できる評

価系が必要である。NCLの酸誘導性甘味活性の評価においては、Gタンパク質としてG15Gi3

（G15 の C 末端 5 残基を Gi3 の対応する残基に置換）を導入した際には NCL の pH 依存的

な甘味活性を評価できるのに対し、G16gust44（G16 の C 末端 44 残基を gustducin の対応す

る残基に置換）(Ueda et al., 2003)を導入した際にはpH依存的な甘味活性の評価ができない、

すなわち導入する G タンパク質によって酸性条件での応答パターンが異なるという報告が

ある(Nakajima et al., 2008)。そのため、MCL の酸誘導性甘味活性の評価系を構築するにあた

って、まず受容体とともに導入する G タンパク質の検討を行った。広範囲な GPCR と共役

することが知られているG15およびG16(Offermanns and Simon, 1995)のキメラGタンパク質

であり、過去に T1R ファミリーの機能解析にも用いられている(Jiang et al., 2005b; Jiang et al., 

2004; Winnig et al., 2005)、G15Gi3、G16gust44、G16Gi3（G16 の C 末端 5 残基を Gi3 の対応

する残基に置換）の 3 種類の変異体を検討した（図 3-5A）。 

 官能試験において、MCL の味覚修飾活性は 1 時間以上にわたって持続することから

(Kurihara and Beidler, 1969)、MCL は舌の味細胞に強い結合によって保持されていることが予

想された。そこで、培養細胞アッセイ系においてもこの現象を再現することができるので

はないかと考え、MCL（100 nM）を hT1R2+hT1R3 導入細胞にあらかじめプレインキュベー

ションさせ、酸刺激に対する応答を調べた。MCL のプレインキュベーションは蛍光カルシ

ウムイオン濃度指示薬 fura-2 AM の負荷と同時に 30 分行い、アッセイバッファーに置換し

た後、イメージングを行った（図 3-3、図 3-5B）。 

 G15Gi3、G16gust44 をそれぞれ hT1R2-hT1R3 と共発現させた細胞は、pH によって甘味の

変化しない物質であるアスパルテームに対して(Schiffman et al., 2000)、中性条件と酸性条件

で同程度の応答を示すことが報告されている(Nakajima et al., 2008)。G15Gi3、G16gust44 い

ずれの G タンパク質を用いた場合においても、一過的に hT1R2、hT1R3 と共発現させると、

MCL をプレインキュベーションした細胞は酸性バッファー（pH 5.0）に対して応答を示す

一方で、中性バッファー（pH 7.0）に対しては応答を示さなかった（図 3-5B）。しかし、

G16gust44 を用いた細胞は、pH 5.5 より pH が低い条件では、非特異的な応答が見られる傾

向があったため（図 3-5B）、G15Gi3 の方が、より広範囲にわたる pH において細胞応答の定

量的評価が可能であると考えた。また G16Gi3 については、酸性条件でアスパルテームに対

し応答が見られず、MCL をプレインキュベーションした細胞も、酸性バッファーの刺激に

対し応答を示さなかったことから（データは示さない）、MCL の酸誘導性甘味活性の評価に

は不向きであると判断した。なお、MCL をプレインキュベーションしなかった
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hT1R2+hT1R3 導入細胞および、MCL をプレインキュベーションしたトランスフェクション

を行っていない細胞は、酸性バッファー（pH 5.0）に対し、全く応答を示さなかった（図 3-5B）。

以上の理由から、これ以降、MCL による受容体の活性化を計測するにあたっては、G15Gi3

を導入に用いた。 

続いて、MCL の酸誘導性の甘味活性の pH 依存性を詳細に解析するため、プレインキュ

ベーションに用いる MCL の濃度（30 nM）を固定して、pH 4.8～7.4 の範囲で細胞の応答を

評価した。この結果、pH 6.5～7.4 ではほとんど応答せず、pH 4.8～6.5 の範囲においては、

pH の低下に伴い、応答が増加した（図 3-6）。このことから、MCL による hT1R2-hT1R3 の

活性化は pH が低下するに従い、強まることが示された。pH 5.7 のとき、最大応答（pH 4.8

のときの応答）の約半分の応答を示した（図 3-6）。この pH-応答曲線は、伊藤らが示した官

能試験の結果(Ito et al., 2007)をよく反映しており、この系が酸誘導性の甘味活性の評価系と

して適切であると考えられた。 

次に、MCL の濃度と細胞応答の関係を解析した。様々な濃度の MCL を細胞にプレイン

キュベーションし、酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答を測定した。hT1R2+hT1R3 導

入細胞に対し、0.01～300 nM の MCL をプレインキュベーションしたところ、MCL の濃度

が大きいほど強い応答を示し、30 nM のときに応答はほぼ飽和に達し、0.01～30 nM の濃度

範囲において濃度依存的な応答を示した。MCL による活性化の EC50値は 0.44 nM であった

（図 3-7）。中性バッファー（pH 7.0）に対しては、pH 5.0 で十分な応答を示す濃度（100 nM）

においても、応答を示さなかった（図 3-5B）。 

 

3-3-2 MCL の味覚修飾活性の持続性の評価 

 官能評価では、MCL を舌に保持させた後 1~2 時間にわたって、酸を口にするたびに強い

甘味を感じることができ、その甘味は時間とともに弱まる(Kurihara and Beidler, 1969)。この

持続性について、細胞評価系において検証を行った（図 3-8）。hT1R2+hT1R3 導入細胞を、

十分な応答を示す濃度である 100 nM（図 3-7 参照）の MCL でプレインキュベーションした

後、アッセイバッファーで灌流し、pH 5.0 のバッファーで 3 回繰り返し刺激した。その結果、

3 回の酸刺激後にポジティブコントロールであるアスパルテームに応答した細胞（51±15

細胞）のうち半数近く（19±6.4 細胞）が応答を示した。さらに、同バッファーの投与刺激

を繰り返したところ、2 回目、3 回目の刺激に対し、最初の刺激に応答した細胞の一部（そ

れぞれ 11±1.2 細胞、5.3±0.33 細胞）が応答した（n = 3）（図 3-8A）。MCL をプレインキュ

ベーションしなかった細胞では、同じ条件において、アスパルテームに応答するものの、

酸刺激による応答は見られなかった（図 3-8B）。これらの結果から、MCL は中性において

は、hT1R2-hT1R3 への結合を維持しており、受容体を繰り返し活性化することが示唆され

た。 
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3-3-3 中性において MCL が hT1R2-hT1R3 の活性化に与える効果 

 序において述べたように、もう一つの味覚修飾タンパク質 NCL は、酸性でアゴニストと

して hT1R2-hT1R3に作用する一方、中性ではアンタゴニストとして機能する(Nakajima et al., 

2008)。pH 依存的なアゴニスト-アンタゴニストの平衡により、NCL の味覚修飾活性を説明

できたことから、MCL も中性においてアンタゴニストとして機能するのかどうかを検証し

た。 

甘味受容体安定発現細胞株を MCL（30 nM）でプレインキュベーションした後、NCL（3 

μM、EC50値付近の濃度）を投与すると、NCL による hT1R2-hT1R3 の活性化は抑制された。

そこで、他の様々な甘味物質に対しても、MCL がこのような抑制効果を示すのかどうか検

証したところ、試した全ての甘味タンパク質、低分子甘味物質に対し、有意な応答の抑制

が観察された（図 3-9A）。但し、抑制の程度には差が見られ、ソーマチンやブラゼイン、

NHDC については、完全には応答は抑制されなかった。 

続いて、この現象が官能評価においても確認されるかどうかを調べた。その結果、MCL

を舌に保持させた後に NCL を味わうと、MCL を保持させていないときに比べ、NCL 自身

の甘味は弱まった（図 3-9B）。このことから、あらかじめ hT1R2-hT1R3 に結合した MCL が、

NCL の受容体への結合を阻害していることが示唆された。以上の結果より MCL は NCL 同

様、中性 pH ではアンタゴニストとして機能することが示唆された。 

 

3-3-4 MCL の受容に必要な hT1R2-hT1R3 のドメインの同定 

 次に、MCL の受容に必要なドメインの同定を行った。序で触れたように、げっ歯類は

MCL の甘味を認識していないと考えられている(Diamant et al., 1972)。そこで、MCL の動物

種による感受性の違いについても T1R2-T1R3 のアミノ酸配列の違いで説明できるのではな

いかと予想し、hT1R2-hT1R3 とマウス甘味受容体（mT1R2-mT1R3）のアミノ酸配列の相違

に着目して、MCL の受容に必要な領域の同定を試みた。 

 まず、MCL の受容には、hT1R2 と hT1R3 のどちらが必要であるのかを調べるため、

hT1R2-hT1R3、mT1R2-mT1R3、hT1R2-mT1R3、mT1R2-hT1R3 の 4 つのヘテロマーの組み合

わせをそれぞれ G15Gi3 とともに一過的に HEK293T 細胞に発現させ、図 3-3 に示す方法で

酸性バッファー（pH 5.0）への応答を調べた（図 3-10A、B）。コントロールには、hT1R2-hT1R3

にも mT1R2-mT1R3 にも応答する D-トリプトファン、ヒト特異的な人工甘味料で、hT1R2

を介して受容されるアスパルテームを用いた。MCL をプレインキュベーションせずに酸性

バッファーで刺激した際の応答をネガティブコントロールとした。その結果、hT1R2+hT1R3

導入細胞が MCL に応答を示すのに対し、mT1R2+mT1R3 導入細胞は、D-トリプトファンに

応答を示す一方で、MCL には応答を示さなかった（図 3-10B）。また、hT1R2+mT1R3 導入
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細胞は、MCL に応答を示した。mT1R2+hT1R3 導入細胞は、MCL のみならず、試したいず

れの甘味物質にも応答しなかった。これらの結果から、MCL の受容には hT1R2 と hT1R3

の 2 つのサブユニットのうち、hT1R2 が必要であることが明らかとなった。 

 続いて、hT1R2 の 3 つのドメイン（ATD、CRD、TMD）のうち、どのドメインが MCL へ

の受容に必要であるかを、ヒトとマウスのキメラ T1R2 を用いて調べた（図 3-11）。キメラ

T1R2には、h/h/m T1R2（hT1R2のATD、CRDとmT1R2のTMDから構成されるキメラT1R2）、

h/m/m T1R2（hT1R2 の ATD と mT1R2 の CRD、TMD）、m/m/h T1R2（mT1R2 の ATD、TMD

と hT1R2 の CRD）の 3 種類を使用した。これらのキメラ T1R2 を hT1R3 と共発現させた細

胞は、全体的に甘味物質に対する応答性が低かったため（図 3-11A）、mT1R3 と共発現させ

ることでこれらの機能を調べた（図 3-11B）。h/h/m T1R2+mT1R3 導入細胞、h/m/m 

T1R2+mT1R3 導入細胞は酸性 pH で MCL に応答を示したが、m/m/h T1R2+mT1R3 導入細胞

は MCL に応答を示さなかった（図 3-11B）。以上の結果から、MCL の受容には、hT1R2 の

ATD が必要であることが示された。 

66



2 sec

30 sec

1.0

0.4

ra
tio

A

B

図3-5　hT1R2、hT1R3と共発現させるキメラGタンパク質の違いによるMCLへの応答性の変化
(A) 検討に用いた3種類のキメラGタンパク質（G15Gi3、G16gust44、G16Gi3）の模式図
(B) G15Gi3、G16gust44をhT1R2、hT1R3とともに発現させた細胞、およびトランスフェクションを行って
いない細胞（non-TF）の、酸性バッファー（pH 5.0）または中性バッファー（pH 7.0）に対する応答。
-MCL: MCLをプレインキュベーションしていない条件
+MCL: MCLをプレインキュベーションした条件（G15Gi3は100 nM、G16gust44は30 nM）
pHはリガンド投与後のpHを表記した。酸性バッファーを投与した直後（2秒後）および30秒後における
fura-2の蛍光強度比（F340/F380）を疑似カラーで表示した。スケールバーは50 µmを示す。
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図3-6　培養細胞評価系を用いたMCLの酸誘導性の甘味活性のpH依存性
MCLへのpH依存的な応答。hT1R2、hT1R3とG15Gi3を共発現させたHEK293T細胞に対し、
30 nM MCLのプレインキュベーションを行い、異なるpHのバッファーを投与した。応答細胞数
は、pH 7.4の10 mMアスパルテームへの応答細胞数で標準化した。各点は独立した3～6回
の実験の平均値±標準誤差を表す。
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図3-7　pH 5.0におけるhT1R2+hT1R3導入細胞のMCLに対する濃度応答曲線
MCLの濃度は、プレインキュベーション時の濃度を表す。刺激後のpHがpH 5.0になるような酸性
バッファーを投与した。応答細胞数は、pH 7.4の10 mMアスパルテームへの応答細胞数で標準
化した。各点は3回の独立した実験の平均値±標準誤差を表す。
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図3-8　培養細胞評価系を用いたMCLの持続性の評価
(A) MCL (100 nM) をプレインキュベーションしたhT1R2+hT1R3導入細胞の応答
(B) MCLをプレインキュベーションしていないhT1R2+hT1R3導入細胞の応答
灌流装置にて、8 ml/分で灌流した。トレースは各細胞のfura-2の蛍光強度比（F340/F380）を示す。赤い
バーは酸性バッファー（pH 5.0）の刺激、青いバーはアスパルテーム溶液（10 mM）の刺激を示す。は
じめに3回酸刺激を行った後、アスパルテームで刺激した。各溶液の刺激は、16秒間行った。図は3
回行った実験のうちの1回分のデータである。
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図3-9　MCLによる甘味応答の抑制
(A) MCLによるhT1R2+hT1R3導入細胞の甘味物質に対する応答抑制
pH 7.4におけるMCL（30 nM）非プレインキュベーション時（-MCL、白）およびプレインキュベーション
時（+MCL、黒）における、各甘味物質に対する甘味受容体安定発現細胞株の応答。各リガンドの最
終濃度は以下の通り。
NCL, 3 μM; thaumatin, 0.1%; brazzein, 0.02%; aspartame, 1 mM; neotame, 5 μM; 
D-Tryptophan, 3 mM; D-phenylalanine, 15 mM; saccharin, 300 μM; acesulfame K, 1 mM; 
sucralose, 100 μM; sucrose, 100 mM; cyclamate, 3 mM; NHDC, 2 mM; glycyrrhizic acid, 300 
μM; stevioside, 100 μM
各バーは独立した4～5回の実験の平均値±標準誤差を表す。
*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001（Studentのt検定）
RFU: relative fluorescence units
(B) 官能試験におけるMCLによるNCLの甘味の抑制効果
各バーは平均値±標準偏差（n=6）を表す。*p<0.05（Wilcoxon検定）
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B
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図3-10　MCLの受容に必要なサブユニットの同定
(A) MCL（100 nM）をプレインキュベーションした、hT1R2+hT1R3、mT1R2+mT1R3、
hT1R2+mT1R3、mT1R2+hT1R3各導入細胞の酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答。刺激後、
2秒後と30秒後のfura-2の蛍光強度比（F340/F380）を疑似カラーで表示した。スケールバーは50 µm
を示す。
(B) hT1R2+hT1R3、mT1R2+mT1R3、hT1R2+mT1R3、mT1R2+hT1R3各導入細胞の、D-トリプ
トファン（終濃度10 mM）、アスパルテーム（10 mM） に対する応答と、100 nM MCLプレインキュベ
ーション時、MCL非プレインキュベーション時の酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答。各バーは独
立した3回の実験の平均値±標準誤差を表す。
受容体の模式図は左側がT1R2、右側がT1R3を示す。ヒトとマウスの配列に相当する領域をそれ
ぞれ赤色、青色で示した。
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図3-11　hT1R2におけるMCLの受容に必要なドメインの同定
(A) h/h/m T1R2+hT1R3、h/m/m T1R2+hT1R3、m/m/h T1R2+hT1R3導入細胞のD-トリプトファン
（終濃度10 mM）、アスパルテーム（10 mM） に対する応答と、100 nM MCLプレインキュベーション
時、MCL非プレインキュベーション時の酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答。各バーは独立した3
回の実験の平均値±標準誤差を表す。左にコントロールとして、hT1R2+hT1R3導入細胞の応答を
示した。
(B) h/h/m T1R2+mT1R3、h/m/m T1R2+mT1R3、m/m/h T1R2+mT1R3導入細胞の応答。リガン
ドは上に同じ。各バーは独立した3回の実験の平均値±標準誤差を表す。左にコントロールとして、
hT1R2+mT1R3導入細胞の応答を示した。
受容体の模式図は左側がT1R2、右側がT1R3を示す。ヒトとマウスの配列に相当する領域をそれ
ぞれ赤色、青色で示した。
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3-4 考察 

 

 本章では、MCL の酸誘導性の甘味活性の評価系を構築することに成功した。この評価系

を用いて、MCL の味覚修飾活性が hT1R2-hT1R3 との相互作用によること、甘味活性を示さ

ない中性においても MCL が hT1R2-hT1R3 と結合し、他の甘味物質による受容体の活性化

を抑制していることを見出した。さらに、MCL の受容に必要な hT1R2-hT1R3 の領域を同定

した。 

 

3-4-1 構築した MCL の酸誘導性甘味活性の評価系について 

 官能試験では、MCL は pH 6.0 より低い pH 範囲において pH が低いほど強い甘味が感じ

られる(Ito et al., 2007)。今回、培養細胞を用いた in vitro のアッセイにおいて、pH 4.8 以下で

は、非特異的な応答が生じるために測定できなかったものの、pH 6.0 より低い pH 範囲にお

いては、pH が低くなるにつれて受容体が強く活性化された（図 3-6）。これは官能試験の結

果によく一致しており、今回構築した方法は、MCL の酸誘導性甘味活性を客観的に評価す

る方法として妥当であると考えられる。また、活性を示す濃度については、官能評価にお

いて、約 3 nM から味覚修飾活性を感じはじめ、10 nM で最大活性の半分の甘味を感じると

いう報告があるのに対し(Kurihara and Terasaki, 1982)、今回の培養細胞評価系で得られた

EC50値は 0.44 nM であった（図 3-7）。多尐の濃度のずれは、in vitro のアッセイにおいて 30

分にわたって MCL をプレインキュベーションしていることに因るのかもしれないが、pH

依存性、濃度依存性において、官能試験をよく反映していると言える。他の甘味物質は、μM

やmM程度の濃度で受容体に作用することが報告されていることから(Schiffman et al., 2008)、

MCL はこれらに比べて非常に低濃度で作用し、hT1R2-hT1R3 と高い親和性で結合すること

が示唆される。 

さらに、味覚修飾活性の持続性についても評価することに成功した。灌流装置を用いた

アッセイにおいて、MCL をプレインキュベーションした細胞は、酸性バッファーによる刺

激に対して繰り返し応答を示した（図 3-8A）。これは、酸を口にするたびに甘味を感じると

いう官能評価の結果を反映していると考えられる。MCL が舌に残っているために甘味が持

続するという推論はこれまでにもあったが、MCL が受容体への結合を維持し、酸溶液によ

る刺激のたびに MCL が活性型になり甘味を生じることを、初めて実験的に示した結果であ

る。繰り返し応答が見られたことから、MCL の持続性には hT1R2-hT1R3 が十分であること

が示唆されたが、アスパルテーム応答細胞数に対するミラクリン応答細胞数の割合は、非

灌流実験（96 ウェルプレートを用いた方法でのアッセイ）における割合に比べて尐なかっ

た（図 3-6、図 3-8）。これは、灌流実験では 8 ml/分という唾液より速い速度で液が流れて

おり、その流れによって、受容体から MCL が時間とともに尐しずつ解離しているためでは
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ないかと考えている。 

 

3-4-2 MCL の味覚修飾活性のメカニズム 

本研究において、上述の評価系を用いて MCL について得られた結果を以下にまとめる。 

(1) MCL は中性では hT1R2-hT1R3 を活性化しないが、酸性になるにつれて pH 依存的に

hT1R2-hT1R3 を活性化する（図 3-6） 

(2) 灌流実験において、繰り返される酸刺激に応答を示す（図 3-8） 

(3) 中性において、MCL は他の甘味物質による hT1R2-hT1R3 の活性化を抑制する（図 3-9） 

 (1)と(3)の結果から、MCL も NCL 同様、アゴニスト（酸性条件）とアンタゴニスト（中

性条件）の平衡状態にあると推測され、また(2)の結果からは、中性において、MCL が培養

細胞の表面に発現した hT1R2-hT1R3 に保持されており、それが受容体を繰り返し活性化す

ることが示唆される。これらを考え合わせると、MCL が味覚修飾活性を示すメカニズムと

して、図 3-12 に示すモデルが考えられる。すなわち、一度 MCL を味わうと、MCL は舌上

の hT1R2-hT1R3 に不活性型（アンタゴニスト）で保持され、酸を味わうと受容体上で活性

型（アゴニスト）に変化し、pH が中性になると不活性型に戻る（図 3-12A）。またこの状態

の MCL は他の甘味物質による受容体の活性化を抑制する（図 3-12B）。MCL は、一度不活

性型に戻った後も受容体への結合を維持しており、pH が酸性になる度に受容体を繰り返し

活性化できる（図 3-12A）。 

MCL と NCL は、アミノ酸配列に相同性が見いだされず、共通する機能的なモチーフもな

いが、中性と酸性で不活性型と活性型の平衡状態にあり、pH に依存したアゴニストとアン

タゴニストの平衡状態にあるというメカニズムは共通であることが示唆される。この平衡

状態により、両者の味覚修飾活性が生じるものと考えられる。以前の研究により、NCL に

おいては His 残基が pH 依存的なアゴニスト、アンタゴニスト間の構造変化において、重要

な役割を果たしていると考えられている(Morita et al., 2009; Nakajima et al., 2008)。一方で、

MCL の 30 番目と 60 番目の His 残基を Ala にすると、味覚修飾活性が消失することから、

MCL においても His 残基が味覚修飾活性に関与していると示唆されている(Ito et al., 2007)。

したがって、His 残基が味覚修飾活性に関与している点においても両者は共通であり、His

残基のプロトン化が引き金となり味覚修飾活性が生じるという共通のメカニズムが働いて

いると推察される。 

 

3-4-3 MCL と NCL の相違点 

 上述のとおり、MCL と NCL は、pH に依存したアゴニストとアンタゴニストの平衡状態

にあるという点において共通であると考えられたが、以下に述べる 3 点において違いが見

られた。 
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まず第一に、受容体を活性化する pH 範囲の違いである（図 3-13）。NCL は pH 4.7～7.6

の範囲において、pH 依存的に hT1R2-hT1R3 を活性化したのに対し(Nakajima et al., 2008)、

MCL は pH 6.5 より高い pH では受容体を活性化せず、pH 6.5 より低い範囲において pH 依

存的に受容体を活性化した（図 3-6）。この結果は、これら 2 種類の味覚修飾タンパク質の

間で、アゴニスト-アンタゴニストの平衡状態に pH 感受性の違いがあることを示唆する。

官能評価においては、MCL そのもの自身は甘味を呈さず、また水を甘くする作用を持たな

いのに対し、NCL はそのもの自身が甘味を呈し、水を甘くする作用がある(Kurihara, 1992)。

これも pH 感受性の違いによるものであると考えられる。細胞を用いた in vitro の評価で見

られた pH 感受性の違いは、両者のこのような違いに対応しているものと考えられる。 

第二に、両者は受容体の活性化に hT1R2-hT1R3 の異なる領域を必要とする。NCL への応

答には hT1R3 の ATD が必要であったのに対し（図 2-5）、MCL への応答には hT1R2 の ATD

が必要であった（図 3-11）。NCL の受容に hT1R2 が必要であるかは明確にすることができ

なかったため、hT1R2 の共通領域を両者が必要とする可能性は否定できないが、同じ味覚

修飾活性という性質を有していながら、両者が応答に必要とする受容体の領域が異なると

いうのは非常に興味深い。今後、結合部位をさらに特定することで、両者の hT1R2-hT1R3

への作用機構を調べることは意義深いと考える。結合部位の同定にあたっては、MCL や

T1Rs の ATD の立体構造の解明が望まれる。NCL は、井深・森田らが結晶構造解析に成功

し、pH により構造が変化することを示唆する結果を得ている(Shimizu-Ibuka et al., 2006)。

MCL についても、pH による構造変化を示唆するデータが得られれば、アンタゴニストとア

ゴニストとの平衡状態が pH に依存するという仮説を裏付けることができると考える。非常

に興味深い性質を持つこれらのタンパク質と受容体との結合様式の解明は、クラス C GPCR

一般の活性化・阻害機構の研究において、大きな意味を持つであろう。 

 第三に、親和性の違いである。本研究から、MCL は受容体に強く結合していることが示

唆された。味覚修飾活性の持続は NCL においても見られることから、本研究で構築したア

ッセイ法（図 3-3）が NCL にも適用可能かどうかを検証した。hT1R2-hT1R3 を活性化する

のに十分な濃度である 10 μM の NCL をプレインキュベーションし、MCL の場合と同様、

非灌流実験（96 ウェルプレートを用いた方法でのアッセイ）を行ったところ、酸性バッフ

ァー（pH 5.0）刺激による受容体の活性化は見られなかった（図 3-14A）。また灌流実験に

おいても、応答は見られなかった（図 3-14B）。このことから、MCL は NCL に比べて、

hT1R2-hT1R3 とより強く結合していることが示唆された。この結果は、官能試験・細胞評

価系において、MCL が nM オーダーで活性を示すのに対し、NCL は μM 以上でないと活性

を示さないという作用濃度の違いを反映しているものと考えられる。また、官能評価にお

ける NCL の味覚修飾活性の持続時間が 30～60 分程度であるのに対し、MCL では 60～120

分程度である(Kurihara and Beidler, 1969; Yamashita et al., 1995)。このことからも、両者の受容
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体への親和性には違いがあると考えられ、本実験における結果は両者の持続性の違いを反

映したものであるかもしれない。 

 

3-4-4 MCL の甘味受容体活性化抑制効果 

中性において、MCLは試した全ての甘味物質による受容体の活性化を抑制した（図3-9A）。

この作用は NCL に対して、官能評価においても観察された（図 3-9B）。今回調べた甘味物

質のうち、アスパルテーム、D-Trp は hT1R2 の ATD（第 4 章参照）、ブラゼインは hT1R3

の CRD、シクラメート、NHDC は hT1R3 の TMD にそれぞれ作用することが報告されてい

る(Cui et al., 2006)。また第 2 章で示したとおり、NCL は hT1R3 の ATD を必要とする。一方、

MCL による受容体の活性化には hT1R2 の ATD が必要であった（図 3-11）。これらの結果を

考え合わせると、MCL は全ての甘味物質を競合的に阻害しているとは考えにくく、非競合

的な阻害剤として機能していると推察される。 

MCL の他の甘味応答に対する抑制効果は、過去にも示唆されている。Brouwer らは、ア

カゲザルにおいて、舌を MCL で処理した前後でショ糖、キシリトール、ソーマチンに対す

る神経応答が減尐したと報告している(Brouwer et al., 1983)。またヒトにおいては、ショ糖の

甘味の感じ方に、MCL 処理前後で統計学的に有意な差は得られないとする官能試験の報告

がある一方(Bartoshuk et al., 1969)、MCL の前後で、ショ糖の閾値が 2 倍増加するという官能

試験の報告もある(Kurihara et al., 1969)。このことから、その差は小さいが、ヒトでも MCL

による甘味応答の抑制があるのではないかと Brouwer らは考察している(Brouwer et al., 

1983)。今回得られた結果は、Brouwer らの報告を支持するものである。 

甘味物質であるサッカリン Na やアセスルファム K は、低濃度においては濃度依存的な甘

味活性を示すが、高濃度では苦味受容体に作用し苦味を生じると同時に(Horne et al., 2002; 

Kuhn et al., 2004)、甘味活性が減弱し、甘味阻害剤として働く。また、甘味阻害剤のラクチ

ゾールや高濃度のサッカリン Na を味わった後に水を味わうと、水が甘く感じられるという

現象が知られていたが、近年、この現象は、これらの物質が hT1R2-hT1R3 の hT1R3 TMD

にインバースアゴニストとして作用することが原因であると明らかになった

(Galindo-Cuspinera et al., 2006)。ラクチゾールが全ての甘味物質の応答を完全に抑制するのに

比べて、抑制の度合いは弱いが、MCL は試した全ての甘味物質による hT1R2-hT1R3 の活性

化を抑制した（図 3-9A）。したがって、MCL は hT1R2-hT1R3 のパーシャルインバースアゴ

ニストである可能性が考えられる。サッカリン Na、アセスルファム K は、甘味を引き起こ

す結合部位とは別に、甘味阻害剤として作用する部位が、hT1R3 の TMD に存在する

(Galindo-Cuspinera et al., 2006)。したがって、これまでに知られている阻害物質（ラクチゾー

ル、高濃度のサッカリン Na、アセスルファム K）の結合部位は全て hT1R3 の TMD に存在

する。活性化に hT1R2 の ATD を必要とする MCL が、一体どのように他の甘味物質による
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受容体の活性化を阻害するのかは興味深い。 
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図3-12 MCLの味覚修飾活性のモデル
(A) MCLは中性でhT1R2-hT1R3に結合し（左）、酸性で受容体を活性化する（右）。pHが
中性に戻ると、MCLは受容体上で不活性型に変化する。
(B) 多様な甘味物質がhT1R2-hT1R3を活性化するが、中性において、MCLはこの活性
化を阻害する。
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NCL(13.3 µM)
MCL(30 nM)

図3-13　MCLとNCLに対するhT1R2+hT1R3導入細胞の応答のpH依存性
hT1R2+hT1R3導入細胞のMCLおよびNCLに対するpH-応答曲線（MCLは30 nM、NCLは13.3 
µMに濃度を固定）を重ね合わせたもの。MCLのpH-応答曲線は図3-6に示したものと同じである。
NCLは、酸溶液に溶解したNCL溶液に対する応答を見たもので、リガンド濃度、pHの値はそれぞれ
、刺激後の値を示す。NCLのpH-応答曲線はNakajima et al., FASEB J., 2008より引用した。縦軸
は、MCL、NCLに対する応答細胞数を、それぞれ10 mMアスパルテーム、6.7 mMアスパルテーム
（いずれも応答飽和濃度）への応答細胞数で相対値化した値を示す。
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図3-14　NCLはhT1R2-hT1R3への結合を長時間維持できない
(A) NCL（10 µM）を図3-3の方法でプレインキュベーションした時の、hT1R2、hT1R3、G15Gi3を一過的に
発現した細胞の、酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答。
2秒後と30秒後におけるfura-2の蛍光強度比（F340/F380）を疑似カラーで示した。スケールバーは50 µmを
示す。
(B) NCL（10 µM）をプレインキュベーションした時の、hT1R2、hT1R3、G15Gi3を一過的に発現した細胞
の、酸性バッファー（pH 5.0）に対する応答。
トレースは各細胞のfura-2の蛍光強度比（F340/F380）を示す。赤いバーは酸性バッファー（pH 5.0）の刺激、
青いバーはアスパルテーム溶液（10 mM）の刺激を示す。3回酸刺激を行った後、アスパルテームで刺激し
た。各溶液の刺激は、16秒間行った。図は3回行った実験のうちの1回分のデータである。
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第 4 章 

ヒト甘味受容体における 

低分子甘味物質群の相互作用部位の同定 
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4-1 序 

 

 hT1R2-hT1R3 が受容する低分子甘味物質には、糖や糖アルコール、D-アミノ酸、人工甘

味料などがあり、これらの分子量や化学的性質（電荷、親疎水性）は様々である（表 1-2）。

これら低分子甘味物質と hT1R2-hT1R3 との相互作用については、本研究を始めた当初、一

部の低分子甘味物質についてしか報告がなく(Xu et al., 2004)、性質の異なるこれらの物質を、

hT1R2-hT1R3 がどのように認識しているのかについては不明であった。 

1960 年代から甘味受容体が同定される 2001 年までは、甘味化合物およびその類縁体の

各々の甘味活性をもとに、構造と活性の関係が調べられた(Temussi, 2007)。どのような構造

の化合物が甘味を呈するのか追究された結果、様々な甘味物質が合成されることとなった。

また一方で、これら化合物の共通構造から、当時まだ発見されていなかった受容体の架空

の活性部位構造が予測され、AH-B 則をはじめとした甘味分子のモデルが提唱された

(Shallenberger and Acree, 1967)。AH-B 則では、甘味物質は水素供与基（AH）と受容基（B）

をともに有し、AH-B ユニットの長さは 2.5～4.0Åであると考えられる。同様の AH-B ユニ

ットは甘味受容部位にも存在し、それぞれの AH-B ユニットが対をなすように水素結合を行

うことで、甘味物質が認識されると考えられていた(Meyers and Brewer, 2008; Shallenberger 

and Acree, 1967)。 

 T1R2-T1R3 が甘味受容体として同定されてからは、甘味受容体の変異体作製に基づく受

容機構の解明へと手法がシフトした。この手法を用いられるようになった大きな要因の一

つが、代謝型グルタミン酸受容体（mGluRs）の ATD の結晶構造の解明であろう。mGluR1

は、2000 年にクラス C GPCR として初めて X 線結晶構造解析が成功した分子であり

(Kunishima et al., 2000)、mGluR3、mGluR7 の ATD、CRD についても相次いで構造が解明さ

れた(Muto et al., 2007; Tsuchiya et al., 2002)。これらの構造をもとに、同じクラス C GPCR フ

ァミリーに属する T1R2-T1R3 の ATD や CRD の分子モデリングを行うことが可能となり、

以来、この分子モデルに基づき、甘味受容体と甘味物質の結合様式が議論されるようにな

った。 

mGluR1 の ATD は lobe1（LB1）と lobe2（LB2）とよばれる 2 つの lobe から構成されてお

り、venus fly-trap（ハエ取り器）様の構造をとっている（図 4-1A、B）。ホモダイマーであ

る mGluR1 は、リガンドである Glu の結合有無によって、open-open 構造、open-closed 構造

の二つの平衡状態にある。リガンド非結合時には両サブユニットの LB1、LB2 が開いた

open-open 構造を、リガンド結合時にはどちらか一方の LB1、LB2 が閉じた closed-open 構造

をとり、この closed-open 構造が mGluR1 の活性化状態に寄与しているものと考えられる（図

4-1 A、B）(Kunishima et al., 2000)。hT1R2、hT1R3 はそれぞれ mGluR1 と 23％、24％のアミ

ノ酸配列相同性があり、同じクラス C GPCR ファミリーに分類されることから、mGluR1 と
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似通った構造をとることが予想される。すなわち、Glu が mGluR1 の LB1 と LB2 から構成

される溝に結合するように（図 4-1B、C）、低分子甘味物質もまた T1Rs の LB1 と LB2 から

構成される溝に結合し、リガンド非結合状態では open-open 構造を、リガンド結合状態では

closed-open 構造をとり、受容体が活性化される可能性が考えられる。しかし、mGluRs が基

本的には Glu およびその誘導体のみをリガンドとするのに対し、前述のように低分子甘味

物質は疎水性、電荷、分子量などの点において性質が異なる。例えば、糖が親水性の基質

で電荷を帯びていないのに対し、スルファミン酸の誘導体である人工甘味料のサッカリン

Na やアセスルファム K は、疎水性の性質を有し、電荷を帯びている。D-Trp やアスパルテ

ームは、アミノ酸およびその誘導体である（図 4-2 参照）。またこれらの作用濃度は異なり、

人工甘味料のアスパルテームやスクラロースが、天然のショ糖に比べて、重量あたり 2 桁

ほど強い活性を示すことも興味深い(Schiffman et al., 2008)。 

 T1R2 と T1R3 は、共発現により初めて甘味に対する応答が確認されることから、ヘテロ

マーを形成し、甘味受容体として機能していると考えられているが(Li et al., 2002; Nelson et 

al., 2001)、その一方で、マウスでは T1R3 単独を培養細胞に発現させた場合でも、高濃度の

糖に応答するという報告もあり(Zhao et al., 2003)、その詳細な活性化機構は不明な部分が多

い。 

甘味受容体発見以前から長年にわたり、人々は、糖の摂取量を抑えるため、ノンカロリ

ーの甘味料の開発に取り組んできたが、現存する人工甘味料はいずれも後味が感じられ、

その味質はショ糖の甘味とは異なると言われている。甘味受容体による甘味物質受容機構

の分子レベルでの解明は、ショ糖に替わる新たな甘味物質の作出や、糖の甘味エンハンサ

ーの探索において、非常に有益な情報となり得ると考えられる。 

本研究では、一連の hT1R2 の変異体を用いたカルシウムイメージングと分子モデリング

を用いたドッキングシミュレーションにより、hT1R2-hT1R3 における一部の低分子甘味部

物質の相互作用作用を明らかにした。 

なお、本研究における一連の分子モデリングは、新潟薬科大学の石黒正路教授ならびに

サントリー生物有機科学研究所の益田勝吉主席研究員に行って戴いたものであり、培養細

胞を用いた実験部分は筆者が行った。 
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図4-1 代謝型グルタミン酸受容体（mGluR1）の活性化機構
(A) mGluR1のATDの模式図。lobe1（LB1）とlobe2（LB2）から構成されるサブユニットのホモ
ダイマーである。リガンド結合時にはopen-closed構造を、リガンド非結合時にはclosed-
closed構造をとる。
(B) リガンド結合時（上）、非結合時（下）の結晶構造。黄色で示す分子はリガンドであるGluを
示す。
(C) リガンド結合時の相互作用および分子間距離。
図はKunishima et al., Nature, 2000より抜粋。

A

B

C

85



4-2 材料と方法 

 

4-2-1 hT1R2 の点変異体の作製 

S40、K65、Y103、D142、S144、S165、Y215、P277、D278、Y282、E302、S303、D307、

E382、R383 の箇所を、それぞれ個々に Ala に置換した変異体を作製した。Y103、P277、R383

の残基については、Ala 以外のアミノ酸残基に置換した変異体も作製した。hT1R2 の各点変

異体は、それぞれに特異的なプライマーを作製し、第 3 章（3-2-4）に記載の方法と同様に

作製した。 

 

4-2-2 細胞培養 

 第 2 章（2-2-5）に記載の方法と同様に行った。 

 

4-2-3 トランスフェクション 

 導入する G タンパク質に G16gust44 を用いた以外は、第 2 章（2-2-6）に記載の方法と同

様に行った。 

 

4-2-4 カルシウムイメージング法 

 第 2 章（2-2-7）に記載の方法と同様に行った。 

 

4-2-5 ヒト甘味受容体点変異体安定発現株の作製 

ヒト甘味受容体安定発現株の作製は、第 3 章（3-2-8）に記載の方法で行った。HEK293T

細胞を用いた一過的発現細胞の結果により、受容に関与していることが示唆されたアミノ

酸残基の点変異体については、濃度応答曲線を解析するため、安定発現株を作製した。ヒ

ト甘味受容体点変異体安定発現株の作製は、第 3 章（3-2-8）に記載の方法に基づき、野生

型 hT1R2 の cDNA の代わりに点変異体 hT1R2 の cDNA を用いて行った。安定発現株を作製

した点変異体は、Y103A、Y103F、D142A、S144A、S165A、P277A、P277G、P277S、P277Q、

D278A、E302A、D307A、E382A、R383H である。作製した安定発現細胞株は、10％FBS

（Invitrogen）を含む低グルコース（1.0 g/l）DMEM（SIGMA）を用いて、37℃、5％CO2存

在下で培養した。 

 

4-2-6 FlexStation3 を用いたウェルベースアッセイ 

安定発現株を用いた実験については、FlexStation3（Molecular Devices）を用いて、以下の

方法で応答を測定した。 

 100 mm ディッシュで培養している細胞を 0.25%トリプシンで消化し、ディッシュから剥
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がして DMEM に懸濁、細胞懸濁液を作製した。トーマ血球計算盤を用いて細胞数を数え、

1 ウェルあたり 80,000 個になるよう、96 ウェルプレート（black-wall CellBIND surface plate; 

CORNING）に播き、CO2インキュベーター内で培養した。約 24 時間後、この細胞をアッセ

イ用バッファーで洗浄し、同バッファーに溶解した FLIPR Calcium 4 Assay Kit（Molecular 

Devices）を、37℃にて遮光して 60 分負荷した。アッセイは 37℃で行い、485 nm で励起し

たときの FLIPR Cacium 4 Assay Kit の蛍光（525 nm）を 2 秒ごとに測定した。測定開始から

20 秒後に 2×濃度に調整したリガンド溶液 100 μl を細胞に投与し、120 秒間にわたり、経時

的な蛍光強度変化を測定した。データ解析は、FlexStation3 によって得られた蛍光の経時的

変化から、蛍光強度の最大値と最小値の差分を算出してこれを細胞の応答と定義した。こ

の値をプロットし、ソフトウェア Clampfit 9.2（Molecular Devices）を用いてヒルの式 f (x) = 

Imin + (Imax-Imin) / (1 +(x/EC50)
h
) で近似し、EC50値を算出した。x はリガンド濃度、h は Hill

係数を示す。 

 

4-2-7 分子モデリング 

 hT1R2 と hT1R3 の ATD の分子モデリングは、活性型（Glu 結合型）と不活性型（Glu 非

結合型）のmGluR1のATDの結晶構造（PDB IDはそれぞれ 1EWK、1EWT）（Kunishima, Nature, 

2000）をもとに行い、ヘテロダイマーの構造モデルは、mGluR1 の ATD との配列相同性に

基づき作製した。ヘテロダイマーの活性型モデルの作製においては、hT1R2 に mGluR1 の

closed 型を、hT1R3 に mGluR1 の open 型の構造を適用した。また不活性型モデルの作製に

おいては、mGluR1 の open 型の構造を使用した。各ヘテロダイマーの構造は、Discover 3

（Accelrys Inc., CA, USA）を用いて、エネルギーが最小となるように最適化した。 

 mGluR1 において Glu が結合する溝に、低分子甘味物質が結合するようなモデルを hT1R2

に適用し、Discover 3 を用いた分子動力学シミュレーションにより、エネルギーが最小とな

るような複合体モデルを得た。 
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4-3 結果 

 

4-3-1 低分子甘味物質受容に関わるアミノ酸残基のスクリーニング 

T1R ファミリーと同じクラス C GPCR に属する mGluR1 は ATD で Glu を受容する

(Kunishima et al., 2000)。また旨味物質は T1R1-T1R3、甘味物質は T1R2-T1R3 でそれぞれ受

容される(Chandrashekar et al., 2006)。これら 2 点から、T1R1 の ATD が旨味物質受容に、T1R2

の ATD が甘味物質受容に関わるのではないかと予測した。本研究では、甘味受容に関与す

る部位を探索するため、以下の実験を行った。 

mGluR1 の Glu 結合領域に対応する、hT1R2 の LB1 と LB2 から構成される境界面におけ

る甘味物質の結合様式を検討するため、hT1R2 ATD に点変異を導入し、図 4-2 に示す甘味

物質応答への影響を調べた。mGluR1 のリガンド結合時の closed 構造をもとに、hT1R2 ATD

の分子モデルを構築した後、hT1R2 と mGluR1 とのアラインメント（図 4-3）から、mGluR1

の Glu 結合に関与する残基に着目した。これらの残基の他、関与の可能性が示唆される残

基も含め、計 15 残基（S40、K65、Y103、D142、S144、S165、Y215、P277、D278、Y282、

E302、S303、D307、E382、R383）に点変異を導入し（図 4-3A、B）、27 種類の点変異体を

作製した（データは示さない）。各甘味物質への応答は、hT1R2 の点変異体と hT1R3、

G16gust44 を一過的に発現させた HEK293T 細胞を用いたカルシウムイメージングにより計

測した。点変異体を用いた結果から、15 残基中 10 残基（Y103、D142、S144、S165、P277、

D278、E302、D307、E382、R383）について、低分子甘味物質への応答が一部変化したこと

から（データは示さない）、その後の詳細な解析を進めた。R383 については、R383A がい

ずれの甘味物質にも応答しないノンファンクショナルな変異体であったことから（データ

は示さない）、その後の解析には R383H を用いた。 

 応答に変化が見られた 10 残基については、hT1R2 点変異体と hT1R3、G16gust44 をすべ

て安定発現する細胞株を作製し、各甘味物質に対する濃度応答曲線から EC50値を算出した。

各変異体の EC50 値の一覧を表 4-1 に示す。各変異体の活性のコントロールとして、hT1R3

の TMD に作用するシクラメート(Jiang et al., 2005b)と、hT1R3 の ATD に作用する NCL（第

2 章）を使用した。各変異体はシクラメート、NCL に応答し、野生型の示す EC50値とほぼ

同じ EC50値（5 倍以内のずれ）を示したことから（表 4-1）、受容体として機能していると

判断した。以下、安定発現細胞株を用いた結果を、甘味物質ごとに詳述する。 

 

4-3-2 アスパルテーム、D-トリプトファンの受容に関与する残基 

E302A、S144A、D142A、Y103A は、アスパルテームに対して全く応答しなかった（図

4-4A）。D278A は、EC50値が野生型に比べて 8.14 倍と大きく増加した（表 4-1、図 4-4B）。

この結果から、E302、S144、D142、Y103、D278 がアスパルテームの受容に重要な残基で
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あると判断した。 

 一方、D-トリプトファン（D-Trp）に対する細胞応答は、E302A において完全に消失した

（図 4-4C）。D307A、D142A、D278A、S165A、Y103A、P277A においては、野生型と比べ

て 5 倍以上大きな EC50値を示し（表 4-1、図 4-4D）、これらの残基が D-Trp の受容に重要で

あることが示唆された。アスパルテームに応答を示さなかった D142A、Y103A の D-Trp に

対する EC50値は、野生型の EC50（1.88 mM）に比べて、5 倍以上大きな値を示した（表 4-1、

図 4-4D）。S165A と P277A は、D-Trp に対して野生型に比べてそれぞれ 5.40 倍、6.31 倍の

EC50値を示したが、アスパルテームに対しては、野生型の EC50値と比べて大きな変化は見

られなかった（表 4-1）。したがって、受容体の活性化における S165 と P277 の役割は、ア

スパルテームと D-Trp において異なることが示唆された。 

 

4-3-3 サッカリン Na、アセスルファム K の受容に関与する残基 

 サッカリン Na とアセスルファム K は、いずれも低濃度においては濃度依存的に

hT1R2-hT1R3 を活性化するが、高濃度（サッカリン Na：> ~ 3 mM、アセスルファム K：> ~ 

10 mM）では応答が抑制された（図 4-5A、B）。そのため、サッカリン Na、アセスルファム

K については 0.01～3 mM、0.01～10 mM の濃度範囲において濃度応答曲線を作成し、EC50

値を算出した（表 4-1）。 

 サッカリン Na、アセスルファム K に対する応答は、R383H、D142A、E382A において消

失したことから（図 4-5A、B）、これらの残基はサッカリン Na、アセスルファム K の受容

に重要な残基であると考えられる。一方、アスパルテームやD-Trpとは異なり、E302A、S144A、

D278A は、サッカリン Na、アセスルファム K の EC50値にほとんど影響を与えなかった（表

4-1）。 

 

4-3-4 スクラロースの受容に関与する残基 

 スクラロースに対する応答は、D278A、Y103A において完全に消失した（図 4-6A）。E302A、

D307A、D142A、P277A は、野生型に比べて EC50値が大きく増加した（図 4-6B、表 4-1）。

スクラロースの受容に必要な残基（E302、D142、Y103、D278、D307）の多くは、アスパ

ルテームや D-Trp の受容に必要な残基と共通していた（表 4-1）。しかし、アスパルテーム

とは異なり、S144A のスクラロースに対する EC50値は野生型と比べて大きな変化は見られ

ず、P277A における EC50値は野生型に比べて大きく増大していた（表 4-1）。以上の結果か

ら、スクラロースはアスパルテームと結合領域を一部共有するが、S144 や P277 のような特

異的な残基も必要とすることが示唆された。 

 

4-3-5 疎水性アミノ酸残基の役割 
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 表 4-1 に示す 10 残基中、酸性または塩基性の 6 残基（D142、D278、E302、D307、E382、

R383）については、静電的相互作用によりリガンドと相互作用していると考えられた。ま

た、S144、S165 はアミノ酸（誘導体）であるアスパルテーム、D-Trp の受容にそれぞれ重

要であった（図 4-4A、D）。疎水性残基の Y103 と P277 は、LB1 と LB2 の境界面に面した

部位にそれぞれ位置するが（図 4-8、4-10 参照）、これらの役割について明確にするため、

さらに解析を行った。Y103A ではスクラロースへの応答はほぼ完全に消失したが、Y103F

では野生型に比べて濃度応答曲線の高濃度側へのシフトが見られたものの、EC50 値の値は

野生型の 4.31 倍とそれほど大きな変化はなかった（図 4-7A、表 4-1）。これらの結果から、

スクラロースの結合には Y103 の芳香環が重要であると示唆される。 

Pro 残基はタンパク質が二次構造をとるのを妨げる可能性が予想されたため、P277 につい

ては、P277A の他、P277G、P277Q、P277S の変異体を作製した。P277Q においては、アス

パルテームおよび D-Trp に対して応答が著しく変化したのに対して（表 4-1）、P277G およ

び P277S では応答にほとんど変化は見られなった（図 4-7B）。一方で、サッカリン Na やア

セスルファム K については、これら 3 種類の全ての変異体において、野生型と比べて EC50

値に大きな違いは見られなかった。したがって、P277 は、アミノ酸誘導体（アスパルテー

ムや D-Trp）と他の甘味物質を識別するのに重要な残基であると示唆された。 
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図4-2　本実験で解析に用いた低分子甘味物質
シクラメート（hT1R3のTMDに作用する）はコントロールとして使用した。
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hT1R2 1 ------------MGPRAKTICSLFFLLWVLAEPAENSDFYLPGDYLLGGL
rat mGluR1 1 MVRLLLIFFPMIFLEMSILPRMPDRKVLLAGASSQRSVARMDGDVIIGAL

S GD G L
S GD G L

hT1R2 39 FSLHANMKGIVHLNFLQVPMCKEYEVKVIGYNLMQAMRFAVEEINNDSSL
rat mGluR1 51 FSVHHQPPA----EKVPERKCGEIREQ-YGIQRVEAMFHTLDKINADPVL

FS H C E G AM IN D L
FS H C E G AM IN D L

hT1R2 89 LPGVLLGYEIVDVCY-----ISNNVQ----PVLYFLAHEDNL---LPIQE
rat mGluR1 96 LPNITLGSEIRDSCWHSSVALEQSIEFIRDSLISIRDEKDGLNRCLPDGQ

LP LG EI D C D L LP
LP LG EI D C D L LP

hT1R2 127 DYS--NYISRVVAVIGPDNSESVMTVANFLSLFLLPQITYSAISDELRDK
rat mGluR1 146 TLPPGRTKKPIAGVIGPGSSSVAIQVQNLLQLFDIPQIAYSATSIDLSDK

VIGP S V N L LF PQI YSA S L DK
VIGP S V N L LF PQI YSA S L DK

hT1R2 175 VRFPALLRTTPSADHHVEAMVQLMLHFRWNWIIVLVSSDTYGRDNGQLLG
rat mGluR1 196 TLYKYFLRVVPSDTLQARAMLDIVKRYNWTYVSAVHTEGNYGESGMDAFK

LR PS AM W YG
LR PS AM W YG

hT1R2 225 ERVARRDICIAFQETLPTLQPNQNMTSEERQRLVTIVDKLQQSTARVVVV
rat mGluR1 246 ELAAQEGLCIAHSDKI-----YSNAGEKSFDRLLRKL-RERLPKARVVVC

E A CIA N RL ARVVV
E A CIA N RL ARVVV

hT1R2 275 FSPDLTLYHFFNEVLRQNFTGAVW-IASESWAIDPVLHNLTELGHLGTFL
rat mGluR1 290 FCEGMTVRGLLSAMRRLGVVGEFSLIGSDGWADRDEVIEGYEVEANGG-I

F T R G I S WA E G
F T R G I S WA E G

hT1R2 324 GITIQSVPIPGFSEFREWGPQAGPPPLSRTSQSYTCNQECD--NCLNATL
rat mGluR1 339 TIKLQSPEVRSFDDYFLKLRLDTNTRNPWFPEFWQHRFQCRLPGHLLENP

I QS F C L
I QS F C L

hT1R2 372 SFNTI------L---RLSGERVVYSVYSAVYAVAHAL----HSLLGCDKS
rat mGluR1 389 NFKKVCTGNESLEENYVQDSKMGFVI-NAIYAMAHGLQNMHHALCPGHVG

F L A YA AH L H L
F L A YA AH L H L

hT1R2 409 TC-TKRVVYPWQLLEEIWKVNFT-LLDHQIFFDPQGDVALHLEIVQWQWD
rat mGluR1 438 LCDAMKPIDGRKLLDFLIKSSFVGVSGEEVWFDEKGDAPGRYDIMNLQYT

C LL K F FD GD I Q
C LL K F FD GD I Q

hT1R2 457 RSQNPFQSVASYYPLQRQLKNIQDISWHTVNNTIPMSM
rat mGluR1 488 EA-NRYDYVHVG-TWHEGVLNIDDYKIQMNKSGMVRSV

N V NI D S
N V NI D S

A

hT1R2において変異を入れ、かつ安定発現株を作製した残基

rat mGluR1においてGluのα-アミノ酸部分の結合に関与する残基

rat mGluR1においてGluの側鎖のカルボン酸の結合に関与する残基

hT1R2において変異を入れた残基

図4-3 hT1R2とrat mGluR1のATDのアミノ酸配列
(A) hT1R2とrat mGluR1のATDのアラインメント
(B) rat mGluR1のGlu受容に関与する残基。対応するhT1R2の残基を括弧内に示し、本研究において変異を
導入した残基については下線で示した。rat mGluR1の図はKunishima et al., Nature, 2000より抜粋。
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図4-4　hT1R2-hT1R3変異体安定発現細胞のアスパルテーム、D-トリプトファンに対する濃度応答曲線
(A) E302A、S144A、D142A、Y103Aのアスパルテームへの応答は消失した。
(B) D278Aはアスパルテームの応答において、EC50値が野生型に比べて5倍以上増大した。
(C) E302AのD-トリプトファンへの応答は消失した。
(D) D307A、D142A、D278A、S165A、Ｙ103A、P277AはのD-トリプトファンへの応答において、EC50値
が野生型に比べて5倍以上増大した。
各点は3回の独立した実験の平均値±標準誤差を表す。
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図4-5　hT1R2-hT1R3変異体安定発現細胞のサッカリンNa、アセスルファムKに対する応答
(A) D142A、R383H、E382AのサッカリンNaへの応答は消失した。
(B) D142A、R383H、E382AのアセスルファムKへの応答は消失した。
各点は3回の独立した実験の平均値±標準誤差を表す。
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図4-6　hT1R2-hT1R3変異体安定発現細胞のスクラロースに対する応答
(A) D278A、Y103Aのスクラロースへの応答は消失した。
(B) E382A、D307A、D142A、P277Aはスクラロースの応答において、EC50値が野生型に比べて
5倍以上増大した。
各点は3回の独立した実験の平均値±標準誤差を表す。
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図4-7　甘味物質受容におけるY103とP277の役割
(A) Y103変異体のスクラロースへの応答。
(B) P277変異体のアスパルテームへの応答。
各点は3回の独立した実験の平均値±標準誤差を表す。
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4-4 考察 

 

本研究では、各低分子甘味物質は hT1R2 ATD の溝に作用するが、各々の化学的性質によ

り、受容体の異なるアミノ酸残基を必要とすることを示唆する結果を得た。考察では、さ

らに分子モデリングを用いて各甘味物質の結合様式を検討した。 

 

4-4-1 hT1R2 の ATD における低分子甘味物質の認識に重要な残基 

open 型の hT1R2 ATD のモデルを構築し、低分子甘味物質の認識に必要であった 10 残基

をマッピングした（図 4-8）。その結果、化学的に性質の異なる 3 種類のタイプ、アミノ酸

誘導体（アスパルテーム、D-Trp）、スルファミン酸（サッカリン Na、アセスルファム K）、

糖アナログ（スクラロース）への応答に基づき、これらの残基は 4 種類のグループに分け

られた。いずれも T1R2 の N 末端ドメインの中央部の溝に位置する同一の領域内に存在す

るが、各々の化学的性質によって異なるアミノ酸残基を必要とすることが示唆された。図

4-8 に示すように、アスパルテーム、D-Trp、スクラロースは、hT1R2 ATD の LB1 中の残基

（Y103、D142）、LB2 中の残基（D278、E302、D307）をともに結合に必要とする一方で、

各々の化学的性質に基づき、特異的な残基（アスパルテーム：S144 と P277、スクラロース：

P277）を必要とした。一方で、サッカリン Na やアセスルファム K の結合にはこれらの残基

は関与しておらず、LB1 の他の部位に位置する残基（D142、E382、R383）が関与していた

（図 4-8）。 

 

4-4-2 分子モデリング 

 次に、これらの甘味物質との結合について考察するため、スクラロース、アスパルテー

ム、サッカリン Na と closed 型の T1R2 ATD とのドッキングモデルを作製した（図 4-9、図

4-10、図 4-11）。以下に、ドッキングモデルから推察される各残基の役割について述べる。 

 

(i) Y103（LB1 入り口）と D278（LB2 入り口）の役割 

 hT1R2 ATD とスクラロースおよびアスパルテームとのドッキングモデルにより、Y103 は

受容体の活性化において、異なる役割を果たしていることが示唆された。スクラロースに

ついては（図 4-2）、スクラロースのピラノースの C2-H と C4-Cl が Y103 の芳香環に結合し、

ピラノースの水酸基は D278 と水素結合を形成する。この結果、ヘキソースが LB1 の Y103

と LB2 の D278 に結合することにより、hT1R2 ATD の closed 構造をとりやすくすると考え

られる（図 4-9）。一方、アスパルテームについては、Y103 のフェノール基が D278 と水素

結合を形成し（図 4-10）、これにより T1R2 の closed 構造が安定すると考えられる。このこ

とは、Y103A、Y103F の細胞応答（図 4-7A、表 4-1）の結果、Y103 のフェノール基がアス
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パルテームの結合に関与する一方、芳香環がスクラロースの結合には重要であることを説

明できる。 

 

(ii) E302（LB2 中央部）の役割 

 E302 は負電荷を帯びており、正電荷を帯びたアスパルテームのアミン基と塩橋を形成す

る（図 4-10）。一方、スクラロースの結合においては、E302 はスクラロースのフラノースの

水酸基と水素結合を形成する（図 4-9）。したがって、LB2 の E302 は、受容体の活性化にお

いて、closed 構造の形成に寄与する水素結合供与基として甘味物質の認識に重要な残基であ

ると言える。一方で、E302 とサッカリン Na との間には静電的相互作用は見出されず（図

4-11）、変異体を用いた実験の結果（表 4-1）から示唆されるように、受容体の活性化には寄

与していないと考えられる。このように E302 の役割は甘味物質ごとに異なることが示唆さ

れた。 

 

(iii) D142、E382、R383（LB1 中央部）の役割 

hT1R2 のモデルにおいて、R383 は D142 や E382 と水素結合を形成し、甘味物質の負電荷

を帯びた残基の認識に重要な役割を果たす（図 4-11）。D142、E382 は、負電荷を帯びた甘

味物質と直接は相互作用しないが、R383 を甘味物質と結合しやすい位置に配置する役割を

担っていると考えられる（図 4-11）。アスパルテームの認識においては、LB1 に位置する R383

のカルボキシル基と LB2 に位置する E302 のアミノ基との結合により ATD の closed 構造の

形成が進むものと思われる（図 4-10）。サッカリン Na の負電荷を帯びた官能基と正電荷を

帯びた Na
+イオンも、closed 構造の形成にあたり、同様の役割を果たすものと考えられる（図

4-11）。 

一方、電荷的に中性な甘味物質であるスクラロースは、フラノースの水酸基と D142 とが

水素結合を形成し、直接作用する（図 4-9）。これにより、R383 と E302 が水素結合を形成

するようになり、受容体の活性化が生じると考えられる。 

 

(iv) P277（LB2 入り口付近）の役割 

アスパルテームやサッカリン Na は、P277 と直接結合はしない（図 4-9、図 4-10）。しか

し、P277をGlnに置換するとアスパルテームによる受容体の活性化が阻害されたのに対し、

側鎖の小さい Gly や Ser への置換では活性化に影響を与えなかったことから（図 4-7B）、ア

スパルテームは P277 の近傍に位置すると考えられる。より小さい甘味物質であるサッカリ

ン Na は P277 から遠い位置にあるため、変異によって影響をほとんど受けなかったと考え

られる（表 4-1）。一方、D-Trp に対しては P277A、P277Q で EC50値の著しい増大が見られ

たことから（表 4-1）、D-Trp に受容においても、P277 は結合部位の 1 つであると考えられ
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る。 

スクラロースのフラノースのC1’位置にあるClは P277とファンデルワールス力により結

合しており（図 4-9）、P277Q では Gln の導入により Cl との結合が立体的に障害を受ける。

一方、P277G や P277S では疎水性相互作用が妨げられたと考えられる。 

 

4-4-3 hT1R2-hT1R3 の活性化機構と他のクラス C GPCR の活性化機構との比較 

 本研究から、hT1R2 の ATD の LB1、LB2 が構成する溝の中央部における相互作用は、全

ての甘味物質の受容に重要であること、また LB1、LB2 の入り口における相互作用は、受

容体が活性化のための closed 構造をとるのを推進する役割を果たすことが示唆された。こ

の点において、甘味受容体の活性化機構は mGluR の活性化機構(Kunishima et al., 2000; Muto 

et al., 2007)と共通であると考えられる。一方で、mGluR の活性化機構とは異なる点も見られ

た。mGluR のリガンドが Glu またはその誘導体のみであるのに対し、hT1R2-hT1R3 は化学

的性質の異なる様々なリガンドを受容する。今回解析に用いた低分子甘味物質は、いずれ

も hT1R2 の ATD の二つの lobe によって構成される同一の領域内に結合するが、甘味物質の

タイプにより必要とする甘味受容体の残基は異なっており、甘味物質の化学的性質により

異なるアミノ酸残基を受容に必要とすることが明らかとなった。CaSR や GABAB受容体な

どの他のクラス C GPCR においても、X 線結晶構造解析や分子モデリングおよび変異体解

析により、リガンド認識に関与する残基が明らかにされている(Brauner-Osborne et al., 1999; 

Galvez et al., 1999; Galvez et al., 2000; Hammerland et al., 1999)。他のクラス C GPCR の結果と

本研究で得られた hT1R2-hT1R3 の結果を比較すると、他のクラス C GPCR が 1 つないしは

2 つの酸性アミノ酸残基しかリガンド認識に関与していないのに対し (Wellendorph and 

Brauner-Osborne, 2009)、hT1R2-hT1R3 では 5 つの酸性アミノ酸残基（D142、D278、E302、

D307、E382）がリガンド認識に関与していた。この結果は、複数のクラス C GPCR におい

て、LB1 と LB2 の境界面がアゴニストの結合部位として保存されている一方で、

hT1R2-hT1R3 が化学的性質の異なる低分子甘味物質を受容するために、異なるアミノ酸残

基からなる複数の結合ポケットを有するようになったことを示唆していると考えられる。 

本研究の途上、Senomyx 社により、スクラロース特異的な甘味エンハンサー、スクラロ

ースとショ糖の両方に特異的な甘味エンハンサーを見つけたという報告がなされた(Servant 

et al., 2010)。本研究の手法と同様、変異体を用いたカルシウムイメージングによって、スク

ラロースやスクロースの結合部位を明らかにしたうえで、分子モデリングにより、甘味エ

ンハンサーがどのように結合し、エンハンサーとしての役割を示すのかについて、そのメ

カニズムを明らかにしている。彼らのモデルによれば、見出された甘味エンハンサーは、

アゴニスト（スクロース、またはスクラロース）の傍に結合し、アゴニストとの間にファ

ンデルワールス結合または水素結合を形成し、closed 構造をとりやすくすることで受容体の
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活性化を強めると考えられる(Zhang et al., 2010)。彼らの研究に続き、本研究における成果も

新たな甘味料の開発ならびにGPCRのリガンド認識機構の解明に役立つことが期待される。

また、特にクラス C GPCR は薬のターゲット分子であるものも多いことから、多数の結合

部位を持つ T1R2-T1R3 の活性化のメカニズムの解明が、今後の創薬産業につながることを

期待したい。 
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第 5 章 

総合討論および今後の展望 
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本研究は、多様な甘味物質を受容する T1R2-T1R3 について、その活性化のメカニズムの

解明を最終的な目標として、様々な甘味物質と hT1R2-hT1R3 の相互作用を明らかにしたも

のである。そのツールとして、酸味を甘味に変えるという不思議な性質を持つ味覚修飾タ

ンパク質と、化学的性質の異なる低分子甘味物質を用いた。第 2 章では、NCL と受容体の

相互作用を調べるため、NCL の受容に必要な hT1R2-hT1R3 の領域の一部を明らかにし、第

3 章では、もう一つの味覚修飾タンパク質として知られる MCL の酸誘導性の甘味活性の客

観的な評価系を構築し、MCL の味覚修飾活性を示すメカニズムを明らかにした。最後に第

4 章では、hT1R2-hT1R3 における化学的性質の異なる低分子甘味物質をどのように認識して

いるかについての知見を明らかにした。 

本章では、本研究を総括するとともに、今後の展望を述べる。 

 

＜hT1R2-hT1R3 による甘味物質の受容＞ 

本研究を通じて明らかになった、味覚修飾タンパク質および低分子甘味物質の受容に必

要な領域をまとめる（図 5-1）。味覚修飾タンパク質である NCL、MCL はそれぞれ hT1R3

の ATD、hT1R2 の ATD を受容に必要とすることが明らかになった（第 2 章、第 3 章）。ま

た、今回解析の対象とした低分子甘味物質は、mGluR1 がリガンドである Glu を受容する領

域に対応する、hT1R2 ATDの 2つの lobeの境界面領域にいずれも結合することが示された。

その一方で、これらは各々の化学的性質によって異なる残基を必要とするという興味深い

現象も示された（第 4 章）。 

以上の結果は、hT1R2-hT1R3 が多数の活性化部位を有するというこれまでの知見を支持

するものである。特に NCL の受容に必要とされる hT1R3 ATD は、mT1R3 の ATD が糖の受

容に関わることが報告されているものの(Nie et al., 2006; Nie et al., 2005)、hT1R2-hT1R3 では

これまでに受容に必要な領域として報告のない領域である。一方、MCL の受容には、他の

甘味タンパク質（ソーマチン、モネリン）の作用領域として示唆されている hT1R2 の ATD

が受容に必要であった。NCL については、mT1R2+hT1R3 発現細胞が培養細胞発現系におい

て受容体として機能していないために、hT1R2 の関与を明らかにすることはできなかった

が、これらの結果から、NCL と MCL はともに味覚修飾活性という共通の性質を示すが、両

者は受容体の活性化に必要とする hT1R2-hT1R3 の領域が明確に異なることが明らかになっ

た。 

 

＜味覚修飾タンパク質と hT1R2-hT1R3 の相互作用＞ 

第 3 章の考察においても述べたように、NCL と MCL は同じ味覚修飾活性を示すにもかか

わらず、受容体の活性化に必要な hT1R2-hT1R3 の領域が異なっていた。また両者は、受容

体を活性化する pH 範囲や受容体に対する親和性においても大きく異なっており、これらの
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結果は、両者の一次構造の相同性の低さに起因するものと考えられた。 

第 2 章の NCL の培養細胞評価系においては、受容体とともに導入するキメラ G タンパク

質として G16gust25 を使用した。G16gust25 を用いた系では、中性条件と酸性条件のいずれ

においてもNCLによく応答し、NCLの酸誘導性の甘味活性を測定することは不可能である。

すなわち、この系は NCL を味わった際に中性 pH よりも酸性 pH の方が強い甘味を生じると

いう官能試験の結果を反映していないという問題点があった。本研究を開始した後、共同

研究者の中島らにより、他のキメラ G タンパク質 G15Gi3 を用いることで NCL の酸誘導性

の甘味活性の pH 依存性を評価できる、すなわち中性 pH では弱い甘味、酸性 pH では強い

甘味を示す培養細胞評価系の構築が報告された(Nakajima et al., 2008)。この応答性の違いは、

甘味活性型と不活性型の NCL の両者が存在する場合（図 3-2）、両者はともに受容体に結合

するが、G16gust25 を用いた場合にはいずれにも応答するのに対し、G15Gi3 を用いた場合

には甘味活性型のみに応答し、不活性型には応答しないために生じると解釈できる（中島

博士論文）。したがって、第 2 章における G16gust25 を用いた実験により明らかになった、

NCL 受容に必要な領域は、甘味活性型・不活性型両方の NCL の認識に必要な領域であると

考えられる。 

 今後、今回作製したキメラ T1R を G15Gi3 と共発現させ、G16gust25 を用いた時の結果と

比較することで、活性型・不活性型 NCL のそれぞれに関わる領域の特定に繋がるのではな

いかと考えている。NCL 分子については、CD スペクトルの測定から中性条件と酸性条件で

分子の二次構造は変化しないことがわかっている。一方、蛍光 Trp スペクトルや分子モデリ

ングなどの結果から、pH により全体の立体構造に変化が生じることが示唆されている

(Morita et al., 2009)。これに伴い、受容体との作用領域も中性条件と酸性条件で変化するの

かどうか、また甘味の強さがこの作用領域の違いによって生じるのかどうか、その後のシ

グナル変化にどのように影響を及ぼすのかを、今後調べる必要がある。 

 一方で、MCL の評価系においては、興味深いことに NCL の場合と異なり、G15Gi3、

G16gust44（G16gust25 を用いた結果に同じ）のいずれのキメラ G タンパク質を用いても、

酸性になるにつれて強い活性化を示す傾向が見られ、酸誘導性甘味活性の評価が可能であ

った（図 3-5、3-6）。また酸性条件での活性化には hT1R2 ATD が必要であった（図 3-11）。

第 3 章の考察でも述べたように、hT1R2-hT1R3 のアンタゴニストとして知られる物質はい

ずれも hT1R3 の TMD に結合することがわかっている。一方、MCL は hT1R2 ATD に結合す

ると考えられるが、受容体の活性化を抑制するメカニズムとはどのようなものだろうか？

これを明らかにするには、ヒトとマウスのキメラ受容体を用いて、MCL がアンタゴニスト

として結合するドメインを特定する必要があろう。 

 両味覚修飾タンパク質に共通する特徴として、pH 依存的な甘味強度の変化、味覚修飾活

性の持続性の 2 点が挙げられる。本研究では、カルシウムイメージング法を用いて、MCL
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による hT1R2-hT1R3 の活性化が pH 依存的に変化することを示した（図 3-6）。さらに、

hT1R2-hT1R3 に対する MCL の EC50値が他の甘味物質に比べて小さく、非常に低い濃度で

受容体に作用することを見出し、灌流装置を用いた実験により、MCL が長時間、受容体へ

の結合を維持していることを示唆する結果を得た（図 3-8）。しかし、持続性の評価にあた

っては、カルシウムイメージング法では生化学的な解析を行えない。また活性化に必要な

領域についても、直接の結合に関わる部位であるのかは特定が不可能である。これらの問

題を明らかにする方法として、例えば表面プラズモン共鳴を用いて結合定数を測定し、結

合速度と解離速度を調べる方法がある（図 5-2）。他の甘味物質と比べて、これらの値に極

端な違いが見られるのかどうか、今後明らかにしたい。また興味深いことに、以前に構築

した NCL の酸誘導性の甘味活性の評価法(Nakajima et al., 2008)、すなわち酸性バッファーに

溶解したサンプルで直接刺激を行い受容体の活性化を見る方法においては、酸性バッファ

ーに MCL を溶解して投与しても、活性化の頻度が低かったり、投与してから応答するまで

の時間が通常より遅かったりと、安定した応答が観察されなかった（データは示さない）。

このことはMCL溶液と酸性物質を混ぜた溶液を口の中にいれても口にした直後には甘味を

示さない、という官能試験の結果に一致している。したがって、活性型の MCL（酸性条件）

と不活性型の MCL（中性条件）の受容体への結合速度は異なる可能性がある。このような

観点からも、中性条件と酸性条件での受容体との相互作用の結合速度を測定するのは興味

深い。この実験を行うためには、受容体側の発現精製が必要である。マウスの T1R2、T1R3

については、大腸菌において、糖の結合能を保持した細胞外領域の発現に成功したという

報告がある(Nie et al., 2006)。しかし、hT1Rs の発現に取り組んでいる事例は耳にするものの、

成功したという報告は未だない。当研究室では、昆虫細胞 Sf9 を用いて hT1Rs の細胞外領

域の発現に取り組んでおり、今後の研究の進展が望まれる。 

 

＜光アフィニティーラベル化した甘味物質の利用＞ 

 GPCR は、大量発現・精製が困難であること、疎水性であるために結晶化が困難であるこ

とから、良好な X 線回折データが得られず、結晶化が困難であるとされている。実際、構

造が解析された GPCR の例は数尐なく、T1R2、T1R3 の結晶構造も未だ解明されていない。

現在は、複数のグループにより、mGluR1 の ATD の結晶構造をもとに、T1R の細胞外領域

の構造が予想されているが、そのようなモデルを利用して、MCL のような構造が明らかで

ないリガンドに対し、両者の複合体モデルを作製しても、そのモデルの信頼性は十分なも

のとは言えないであろう。 

 リガンドの結合部位は、本研究で行ったように、受容体の変異体を作製し、カルシウム

イメージングなどの方法でリガンドへの応答変化を測定することにより、ある程度明らか

にすることが可能である。しかし、変異体によっては変異導入そのもので、受容体自身の
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活性が失われたり、細胞膜への移動に変化が生じたりする例があり、リガンド受容能の変

化以外の要素が結果に反映されてしまうこともある。 

受容体とリガンドの相互作用部位の解析に用いられる方法の一つに、光アフィニティー

ラベル法がある。光アフィニティーラベル法とは、タンパク質の特異的化学的修飾法の一

つであり、光照射により光反応基を持ったプローブ分子と標的タンパク質とを化学的に安

定な共有結合でクロスリンク（架橋）させる方法である（図 5-3）(Vodovozova, 2007; 國安

明彦, 2003)。これにより、標的タンパク質とリガンドの複合体のまま解析を行うことが可能

となり、例えば標的タンパク質上の結合部位を同定することができ、両者が分子レベルで

どのように相互作用しているのかを同定することが可能である。リガンド‐受容体、基質

‐酵素の相互作用の解明には、ベンゾフェノンやアリルアジド、ジアジリンなどの光反応

基が用いられる。益田らとの共同研究により、Phe のベンゼン環の 3 位と 4 位の位置にトリ

フルオロメチルジアジリンを導入することで、光反応性の D-Phe 誘導体を作出することに

成功した（図 5-4）(Masuda et al., 2010)。この化合物は、培養細胞を用いた評価系により、

甘味活性を示すうえ、甘味阻害剤であるラクチゾールによりその活性が抑制されることを

確認しており、甘味受容体とリガンドの相互作用を調べるにあたり、十分なアフィニティ

ーを持っていることが示唆された。前述のように昆虫細胞などで発現させた T1Rs をこうし

た光ラベル体で光アフィニティーラベル化し解析を行うことで、リガンドと受容体のドッ

キングモデルを証明することができるものと思われる。 

 

＜甘味物質の相乗効果＞ 

甘味においては、官能評価により、複数の甘味物質を同時に用いると単に足し合わせた

以上に甘味が増す効果（相乗効果）があることが報告されている(Schiffman et al., 1995)。例

えば、食品産業において、スクラロースとアセスルファム K などの組み合わせは、甘味料

としてよく用いられる。こうした甘味物質同士の相乗効果は、低分子甘味物質と甘味受容

体の相互作用の解明により、結合部位の違いなどで説明が可能となるかもしれない。今ま

で官能評価により評価されてきた効果的な組み合わせについて、今後受容体レベルで明ら

かにすることができえば面白い。 

 また甘味の質は、甘味物質により異なる。例えば、同じ糖質であっても、スクロースと

フラクトースでは味質が異なり、スクロースの甘味が口中に残るのに対し、フラクトース

は残らず、切れのよい甘味を呈する。このような違いが、受容体との結合速度や解離速度

で速度論的に説明できるものなのか、今後の研究の発展に期待したい。 

 

甘味に関する研究は世界的な関心を呼び、ここ数年の間に複数のグループにより、甘味

物質と甘味受容体の相互作用について、研究が進められた。これほどまでに関心を呼んで
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いる主な理由は、糖やエネルギーの過剰摂取による肥満や生活習慣病が、昨今問題となっ

ていることであろう。事実、これらを背景として、糖の甘味エンハンサーが報告された

(Servant et al., 2010)。Senomyx 社が発表したこの物質は GRAS（Generally Recognized As Safe）

に認定され、食品添加物としての認可が降りている。甘味受容体の発見から約 10 年という

短いスパンで、この段階に至ったことは、このような物質の登場が待ち望まれていたこと

を反映した結果であろう。他の基本味の受容体に関しても急速に研究が進んでおり、今後

塩味のエンハンサーや苦味の抑制物質などの開発が加速していくものと思われる。本研究

が今後の味覚研究の一助になることを期待したい。 
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transmembrane domain
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acesulfame K

cyclamate
NHDC
lactisole*
saccharin Na (high conc.)*
acesulfame K (high conc.)*

hT1R2 hT1R3

図5-1 ヒト甘味受容体の構造模式図と甘味物質の作用部位
本研究により作用領域および部位が明らかになった物質は、太字で示す。*のついている
ものはアンタゴニスト、他はアゴニストを指す。受容体の図はChandrashekar et al., 
Nature, 2006より抜粋、一部改変。

NCL

brazzein
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プリズム
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反射光

hT1R2
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図5-2 表面プラズモン共鳴を用いたMCLとhT1R2 ATDとの相互作用の測定
センサーチップにhT1R2 ATDを固定し、中性・酸性pH条件でのMCLの結合速度、

解離速度などを測定する。センサーグラムのカーブから結合速度定数、解離速度
定数、アフィニティーが求められる。

結合
解離

応
答
（
R
U
）

時間

添加開始 添加終了

センサーグラムの取得

中性・酸性pH条件におけるアフィニティーの違いの解析
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図5-3 光アフィニティーラベル法の概要図
特異的化学修飾法の1つで、光照射によりニトレン、カルベンといった非常に反応性の
高い化学的活性種を発生させて結合部位近傍をラベルする方法。
図は、國安ら、薬学雑誌、2003より引用
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図5-4 培養細胞評価系を用いたD-フェニルアラニンの光ラベル体の甘味活性の評価
(A) 光ラベル化D-フェニルアラニンの構造。 D-6；4-ジアジリニルD-フェニルアラニン、

D-7；3-ジアジリニルD-フェニルアラニン
(B) hT1R2、hT1R3、G16gust44を一過的に発現したHEK293T細胞の、4-ジアジリニ

ルD-フェニルアラニン（D-6）と3-ジアジリニルD-フェニルアラニン（D-7）に対する応
答（1、3）、甘味阻害剤ラクチゾール存在下のD-6およびD-7に対する応答（2、4）。
2×リガンド溶液（終濃度はいずれも1.25 mM）を滴下した30秒後におけるfura-2
の蛍光の比（F340/F380）を擬似カラーで表示した。スケールバーは50 mを示す。

(C) 各甘味物質とD-6、D-7に対する応答の比較。いずれも終濃度は1.25 mM。
F340/F380が0.15より大きいものを応答細胞とみなした。応答細胞数は、pH 7.4の
10 mMアスパルテームへの応答細胞数で標準化した。各点は3回の独立した実験
の平均値±標準誤差を表す。

A

B

C
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甘味を呈する物質には、糖類、アミノ酸、配糖体、人工甘味料、甘味タンパク質などが

あるが、分子量も化学的構造も大きく異なり、それらの性質は多種多様である。哺乳類に

おいて、これら全ての甘味物質は、G タンパク質共役型受容体（GPCR）である T1R2 と

T1R3のヘテロマーから構成される甘味受容体によって受容される。T1R2、T1R3は、代謝

型グルタミン酸受容体（mGluRs）などと同じクラス C GPCRファミリーに属し、その構造

は 2つの lobeから構成される amino terminal domain（ATD）、ファミリー間でよく保存され

た 9 つの Cys 残基を含む cysteine-rich domain（CRD）、7 回膜貫通ドメインである

transmembrane domain（TMD）の 3 つのドメインに大別される。近年、いくつかの甘味物

質については T1R2-T1R3上の作用部位が明らかになり、甘味受容体には複数の甘味物質作

用部位が存在することがわかってきた。 

甘味を呈する物質として興味深いのが、酸味を甘味に変化させるというユニークな性質

（味覚修飾活性）を持つ味覚修飾タンパク質である。味覚修飾タンパク質には、Curculigo 

latifolia 由来のネオクリン（NCL）と Richardella dulcifica 由来のミラクリン（MCL）の 2

種類が存在する。MCLがそれ自身は甘味を示さず、酸の存在下で初めて甘味を生じるのに

対し、NCLはそれ自身が甘味を呈するうえ、酸の存在下ではさらに甘味が増強される。ま

た、味覚修飾活性には持続性が認められ、一度これらを口に含むと、NCL ではその後 30

～60分、MCLでは 1～2時間にわたって、酸を味わう度に強い甘味が感じられる。このよ

うに両者の活性はよく似ているものの、アミノ酸配列の相同性は低く、構造上も共通性が
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ほとんど無いと予想されるため、これらの分子レベルでの受容機構については不明であっ

た。また、低分子甘味物質の受容については、近年 T1R2-T1R3 との相互作用が明らかにな

りつつあるが、大きさや電荷など化学的性質の異なる甘味物質がどのように受容されるの

かについて全容は示されてはいない。 

本研究では、味覚修飾タンパク質の酸誘導性の甘味活性の客観的な評価系を用いて、NCL

および MCL の受容に必要な領域の同定ならびに、味覚修飾活性を示すメカニズムを明ら

かにした。またヒト甘味受容体（hT1R2-hT1R3）の点変異体を用いた解析から、hT1R2-hT1R3

が化学的性質の異なる低分子甘味物質をどのように認識しているのかについての知見を明

らかにした。 

 

1. ヒト甘味受容体におけるネオクリン相互作用領域の解析 

ヒトは NCL の甘味を感知できるが、マウスは嗜好しないことから、hT1R2-hT1R3 とマ

ウス T1R2-T1R3（mT1R2-mT1R3）のアミノ酸配列の相違に着目し、NCL の作用する受容

体上の領域を探索した。T1R2、T1R3 はともに約 850 アミノ酸から成り、ヒトとマウスに

おける相同性は約 70％である。ヒトとマウスのキメラ T1R を作製し、これらを G タンパ

ク質とともに HEK293T 細胞に発現させ、NCL への応答をカルシウムイメージング法によ

り計測することで、NCLの受容に必要な hT1R2-hT1R3の領域の一部を同定した。 

まず、NCL の受容に必要なサブユニットを同定するため、ヒトおよびマウスの T1R2、

T1R3を組み合わせて HEK293T 細胞に導入した。hT1R2+hT1R3導入細胞は NCLに応答し

たのに対し、hT1R2+mT1R3 導入細胞は応答しなかったことから、hT1R3が NCLの受容に

必要であることを見出した。次に、ヒトとマウスのキメラ T1R3 を作製し、ATD、CRD、

TMD のどのドメインが受容に関与するのかを調べた結果、hT1R3の ATDが NCLの受容に

必要であることを明らかにした。T1R3 の ATD は、これまでに他の甘味物質の作用部位と

して報告のない領域であり、T1R2-T1R3と甘味物質の相互作用に関して新たな知見をもた

らすものである。さらに、キメラ T1R3 を用いた実験により、ATD のうち 201-400 残基の

領域など複数の領域に NCL受容に必要な部位が含まれることを示唆する結果を得た。 

一方、中性条件で得られた NCLの結晶構造をもとに予測された酸性条件での NCL構造

モデルと、mGluR1 の ATD の結晶構造を鋳型に作製した hT1R2-hT1R3 の ATDの立体構造

モデルとのドッキングモデルを、分子動力学計算により得た。hT1R3 の 201-300 残基のう

ち、ヒトとマウスで異なる残基の多くは、lobe1と lobe2から構成される溝付近に多く存在

していた。培養細胞を用いた実験により得られた結果は、NCLがこの溝付近に作用すると

いうモデルを支持する結果であると考えられる。 

 

2. ミラクリンの味覚修飾活性機構の解析 

MCLについて甘味受容体との相互作用に関してはこれまで報告がなかったが、官能評価

においてMCLの酸誘導性の甘味が hT1R2-hT1R3に作用する甘味阻害剤ラクチゾールによ

り抑制されることから、MCL も hT1R2-hT1R3 に作用することが予想された。hT1R2 と
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hT1R3、G タンパク質を導入した HEK293T 細胞の応答を評価した結果、MCL をあらかじ

め前処理した場合に、pH 4.8～6.5の範囲において pH の低下に伴う細胞応答の増加が見ら

れた。この pH-応答曲線は、pH 5.7 のとき最大応答の約半分の応答を示し、官能評価の結

果をよく反映していた。また pH 5.0において濃度応答関係を解析したところ、0.01～100 nM

の範囲で濃度依存的な応答の増加が見られ、EC50値は 0.44 nMであった。この値は他の甘

味物質の EC50値に比べて 2 桁以上小さく、MCL が非常に低い濃度で受容体に作用するこ

とが示唆された。さらに一度受容体に結合した MCL が、酸で刺激するたびに繰り返し受

容体を活性化するという官能評価の結果を反映する結果を得ただけでなく、中性 pH にお

いて他の甘味物質による hT1R2-hT1R3の活性化を抑制することを見出した。 

以上の結果から、MCL は舌上で

hT1R2-hT1R3に不活性型（アンタゴニス

ト）で保持され、酸を味わうと受容体上

で活性型（アゴニスト）に変化し、pH が

中性になると不活性型に戻る（図 A）、ま

たこの状態の MCL は他の甘味物質によ

る受容体の活性化を抑制する（図 B）と

いう、味覚修飾活性のモデルが考えられ

た。NCLの味覚修飾活性のモデルは以前

に提唱されているが、本研究から、MCL

とNCLはいずれも pH依存的にアゴニス

トとアンタゴニストの平衡状態が変化す

るという点で共通であることが示唆され

た。 

さらに、ヒトとマウスの T1R2-T1R3 のキメラ受容体を用いた解析を行った結果、MCL

の受容には hT1R2 の ATD が必要であることを見出した。NCL は hT1R3 の ATD を必要と

したことから、MCL と NCL はともに味覚修飾活性という共通の性質を示すが、両者は受

容体の活性化に必要とする hT1R2-hT1R3の領域が明確に異なっていた。また、受容体を活

性化する pH 範囲や受容体に対する親和性においても MCL と NCL は大きく異なり、これ

らの結果はそれぞれの一次構造の相同性の低さに起因するものと考えられた。 

 

3. ヒト甘味受容体における低分子甘味物質群の相互作用部位の同定 

 hT1R2-hT1R3 が化学的性質の異なる多種類の低分子甘味物質をどのように識別するの

かを明らかにするため、アスパルテーム、D-トリプトファン、サッカリンナトリウム、ア

セサルフェムカリウム、スクラロースについて、hT1R2-hT1R3における各々の相互作用部

位の同定を試みた。これらは、mGluR1のGlu結合部位に相当する領域、すなわち hT1R2 ATD

の lobe1 と lobe2 の境界面において hT1R2-hT1R3 と作用することが示唆されていたが、そ

の詳細な相互作用については明らかにされていなかった。 
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まず mGluR1 の結晶構造を鋳型に、hT1R2-hT1R3 の ATD の立体構造モデルを作製し、

分子動力学計算により各低分子甘味物質とのドッキングモデルを得た。hT1R2 と mGluR1

とのアラインメントから、mGluR1 の Glu 結合に関与する残基に着目し、相互作用が予

測されるアミノ酸残基に点変異を導入した変異体を作製した。これら点変異体を一過的に

培養細胞に導入し、カルシウムイメージングにより、変異を導入した残基の低分子甘味物

質の受容への関与を応答性の変化により判断した。特に強く関与していると思われる

10 残基について、変異体の安定発現細胞株を作出し、各種甘味物質に対する濃度応答関

係を解析した。 

その結果、hT1R2 ATDの lobe1と lobe2の境界面における相互作用は、今回用いた全て

の甘味物質に重要であること、また境界面の入り口における相互作用は、受容体の活

性化のための closed 構造をとるのを推進する役割を果たすことが、分子モデリングに

より示唆された。これらの結果から、甘味受容体の活性化機構には、mGluR1 の活性

化機構と共通点が認められた。その一方、今回用いた低分子甘味物質の相互作用部位は、

hT1R2 ATDの lobe1と lobe2の境界面によって構成される同一の領域内に存在するが、各々

の化学的性質によって異なるアミノ酸残基を必要とするという興味深い現象も示された。 

 

まとめ 

 本研究では、ヒト甘味受容体における、味覚修飾タンパク質 NCL、MCL、および化学的

性質の異なるいくつかの低分子甘味物質の作用領域・部位を明らかにした。その結果、味

覚修飾タンパク質と低分子甘味物質が hT1R2-hT1R3 の異なる部位に作用することを明ら

かにした。さらに NCLとMCLについて味覚修飾活性の生じる機構の一端を明らかにした

だけでなく、いくつかの性質が明確に異なることを示すことができた。本研究は、新たな

低カロリー甘味料の開発などに役立つのみならず、T1R2-T1R3 の属する他のクラス C 

GPCR の活性化機構の解明に役立つことが期待される。 
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