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味 は甘 ・酸 ・塩 ・苦 ・旨味の5基 本味 か ら構成 され てい る。なかで も甘味 は食品の嗜

好性 に寄与す る最 も重要 な因子の一つで あ り、エネルギー源 と して重要な糖質が示す 味

で あるこ とか ら、人類がそ の長い歴 史 を通 じて常に追求 して きた。また、近年 では、肥

満 、糖 尿病の誘因 となるメタボ リックシン ドロー ムの リスク低減の観 点か ら、低 カ ロリ

ー 甘味料は医療産業上きわめて大きな注目を集めてお り、新規機能性甘味料の開発が渇

望 され てい る。その よ うな重要性 に も関わ らず、ヒ トが どの よ うに甘味 を受容 し、甘味

感 覚 を発 現す るかの甘味受容応答機構 の詳細 は未知の部 分が多い。

甘味物 質は数 千種類以上 も存在 し、糖質系甘味物質 とそれ以外 に分類 され る(図1)。

そ のほ とん どは低分子で あ るが、例外 として、分子量 が10000を 超 えるに も関わ らず 、

強い甘味 を呈す るタンパ ク質 の存在が知 られている。

甘味 タンパ ク質

高分子で あるタンパ ク質 は一般 に無味であ る。 しか し、い くつかの タンパ ク質は甘味

を呈す る(Kant 2005)。 そ の作用機構 の低分子甘味物質 との比較 は興味深 い。甘 味受容

機構 の対 象 と して タンパ ク質 リガ ン ドを解析す ることで、種 々の タンパ ク質科学的手法

に よる甘味受容 の構 造機能 相関解析 が可能 である。現在 まで に知 られ てい る甘味 タンパ

ク質 とその知 見 を図2に 示す。5種 の甘味 タンパ ク質は立体構造 が解明 され、変異体解

析 お よび受容体 との相 互作用部位 、活性 に重要なア ミノ酸残基の特定な どが試み られて

きた。結果 、共通性 と して β-sheatに 富んだ二次構造で あるこ と、塩基性 ア ミノ酸残基

が甘味活性 に重要 である ことな どが挙 げ られてい る(Temussi te al. 2002, Spadaccini et al.

2003, Tancredi et al.2004)。 しか し、これ らの甘味 タンパ ク質問での一次 、お よび 高次構

造上 の共通性 は見出 され てお らず、甘味発現機構 は解 明 され ていない。

甘味受容体

甘味受容体 の研 究は1990年 代後 半か ら急速 に進展 を見せ てい る。味細胞 において特

異的 に発現す るT1R2と 、その後存在が明 らか とな ったT1R3の 二つの系列 のGタ ンパ

ク質共役 型受容体(GPCR)が 甘味受容体 として機能 してい ることが発見 された(Hoon

et al. 1999, Bachmanov et al. 2001, Kitagawa et al. 2001, Max et al. 2001, Montmayeur et al.

2002,Sainz et al.2001)。 この 受 容 体 は7回 膜 貫 通 型 で あ り、ク ラ スCのGPCRに 属 して

い る。 ク ラスCのGPCRはVenus flytrapと 呼 ばれ る長 いN末 端 細 胞 外 ドメ イ ン と膜 貫

通 ドメイ ン、お よびそ の 間 に存 在 す るCysリ ッチ ドメイ ンの3ド メイ ンを有 す る(図3)。
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HEK細 胞 を用 いたカルシ ウムイメー ジング解析 にお いて、T1R2、T1R3単 独 では甘味物

質への応答がみ られず 、これ らを共発現 させた場合 にのみ応答 が観 察 され ることか ら、

T1R2とT1R3は ヘテ ロ二量体(T1R2/T1R3)を 形成 し、機能す る と考え られてい る(Nelson

et al.2001,Li et al.2002)。 しか し、その詳細 な活性化機 構 は依然 として不明の部分が多

い 。

甘味 受容 体 と30%程 度 の相 同性 を有 す るGPCRに 、代謝 型 グル タ ミン酸受容 体

(mGluR1)が ある。 このGPCRは 脳内 に広 く存在 し、 シナプス伝達や シナプスの可塑

性 に関与 してい る。 昆虫細胞 を用 いたN末 端細胞外 ドメイ ンの発現 系が構築 され、X

線結晶構造解析 がな された(図4)(Kunishima et al.2000,Muto et al.2007)。 それ に よる

と、N末 端細胞外 ドメイ ンはS-S結 合 を介 してホモ二量体 を形成 していた。一方で、T1R2

とT1R3で はmGluR1に おいてS-S結 合形成 にかかわ るCys残 基 が保存 されていない。

mGluR1のN末 端細胞外 ドメイ ンは さらに二つの ドメイ ンに分 けることがで き、そ の境

界面で、 リガ ン ドであ るグル タ ミン酸 を挟 み込むよ うに結合 していた。さらに、 リガ ン

ド結合 に よるN末 端細胞外 ドメイ ンの構造変化は、膜貫通 ドメイ ンの構造へ影響す る

こ とが示唆 され ている。現在 までに甘味受容体の構造解析 はな されてお らず、その リガ

ン ド結合部位 は不明 であるが、mGluR1と 類似 した結合部位 を有 してい ると推察 され る。

近年、ヒ トとマ ウスのキメラ受容体 を用いたカルシ ウムイメージ ング法 によ りリガ ン ド

結合 部位 が特定 され 、複数 部位 で異な る リガ ン ドを受容す るこ とが示唆 され てい る。

(Xu et al.2004,Koizumi et al.2007,Temussi 2007)。 これ に よれ ば、アスパルテームやネ

オテー ムはT1R2のN末 端細胞外 ドメイ ンで、ラクチ ゾールや シクラメイ トはT1R3の

膜 貫通領域 で、モネ リンや ブ ラゼイ ンはT1R3のCysリ ッチ ドメイ ンで、ネオ ク リン

(NCL)はT1R3のN末 端細胞外 ドメイ ンで受容 され る。

GPCRの 全長構造 は、N末 端細胞外 ドメイ ンをもたない クラスAのGPCRで あるロ

ドプ シンと β2ア ドレナ リン受容体のみ構造が解明 され てお り(Palczewski et al.2000,

Cherezov et al.2007)、 これ らは互いに非常 に類似 した構造で あることが明 らか とな った。

ロ ドプシ ンと β2ア ドレナ リン受容体の構 造か ら得 られ る知 見は、T1R2/T1R3の 膜貫通

ドメイ ンの構 造に関す る情報 を与 え うることか ら、詳細 な解析 が期待 され る。

味覚修飾物質

味覚修飾物質 とは、食 品成分 そのもの には化 学的な変化 を与 えず、味覚器 に働 いて一

時的 に本来 の味 とは異な る味覚 をもた らす物質である。現在 までに図5に 示す物 質が知
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られ てい る。ギムネマ酸 、ジジフィン、ホタ ロシ ドは甘味 を阻害す る。グルマ リンは甘

味阻害活性 を有す るタ ンパ ク質であ り、ヒ トには効果 がな く、げっ歯類のみに作用す る。

ミラク リン(MCL)、NCLの 両物質は酸 味のあ るものを甘味へ と変換す るユ ニー クな

性質 を有す るが、この よ うな作用 を持つ物質 は他に報告 され ていない。その作用機構 の

解析 によ り、受容 体 と リガ ン ドの相互作用のみな らず 、味覚修飾活性 の本質であ る受容

体活性 化機 構等、他 の低 分子甘 味物質や甘味 タンパ ク質か らだけでは得 られない新 たな

知見 を得 る ことが期待 され る。以下にNCLとMCLに ついて現在 まで に得 られ てい る

知見 を述べ る。

ネ オ ク リン

NCLはCurculigo latifolia果実 に含 まれ るヘ テ ロ二量体 の糖 タンパ ク質で、強 い味覚

修飾活性 を有す る。 その活性 はMCLと 類似 してい る ものの、い くつかの差異がみ られ

る。NCLは その もの 自身が甘味 を呈 し、 さらにNCLを 口に含 んだ後に酸や水 を味 わ う

ことで、よ り強い甘味 を呈す る。水に よって誘導 され る甘味 は酸 によって誘導 され る甘

味 よ りも弱 く、その作用 は30分 程度持続す る。発見 当初、味覚修飾活性 の本体 として

ホモ二 量体 で あ るクル ク リンが精 製 され 、一次構 造お よび遺 伝子 配列 が報告 され た

(Yamashita et al.1990,Abe et al.1992)。 しか し、 クル ク リンの遺伝子配列 を もとに発現

系構築 が試み られ たが、味覚修飾活性 のあ るタ ンパ ク質 は得 られなかった。Shirasuka et

al.(2004)はCurculigo latifolia果実よ り再度活性 本体の精製 を行 ない、ヘテ ロ二量体であ

るNCLを 発見 した。 現在までに、Escherichia coliお よびAspergillus oryzaeを 用いた発

現系が構 築 されてい る(Suzuki et al.2006,Nakajima et al.2006)。 カル シ ウムイ メージ ン

グ法に よ り、T1R2/T1R3を 介 して受容す ることが明 らか とな り(Nakajima et al.2006)、

その受容部位 としてT1R3のN末 端細胞外 ドメイ ンが重要であ ることが示唆 されてい る

(Koizumi et al.2007)。

NCLの 一次構 造はユキ ノハ ナ レクチンやガー リックレクチ ンと50%程 度 の相 同性 を

持 つ。X線 結晶構 造解析 の結果 、その全体構造は レクチ ンに類似 してい るものの、表面

電荷に違いが見 られ 、NCLに は塩 基性 ア ミノ酸残基 の集合 した領域 が存在す るこ とが

明 らか とな った(Shimizu-Ibuka et al.2005)。 結晶構造 を鋳型 と したMDシ ミュレーシ ョ

ン解 析の結果、NCLは サブユ ニ ッ ト間が開いた構造(open)と 閉 じた構造(closed)の

平衡 状態にあ り、低pHで はopenコ ンフォメーシ ョン、高pHで はclosedコ ンフォメー

シ ョンを取 ることが示唆 された。また、T1R2/T1R3と の ドッキングシ ミュレー シ ョンの
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結果 、openコ ンフォメー シ ョンのNCLはT1R2/T1R3と 結合 しやす くなることが示唆 さ

れ ている(Shimizu-Ibuka et al.2005)。

ミラク リン

MCLは 西ア フ リカ原産 のSynsepalum dulcificum果 実に含 まれ るホモ二量体の糖 タ ン

パ ク質で 、そ の もの 自身 に味が無 く、MCLを 口に含 んだ後 に酸 を味わ うことで、強 い

甘味 を呈す る。そ の作用 は3時 間以上 も持続す る。この作用 は原住民に よって何世紀 に

も渡 り酸味の強い酒 やパ ンに甘味をつ けるために用い られて きた ことか ら、その安全性

は高 く評価 されてお り、 日本 では1996年 に厚生省 か ら既存添加物 と しての認 可を受 け

た。 しか し該 当製品がない とい う理 由で2004年 には認 可を取 り消 され てい る。近年、

メタボ リックシ ン ドロー ムや糖尿病 の原因 として、糖質やカ ロ リーの過剰摂取 が大 きな

社会 問題 となってい るが、味覚修飾 タンパ ク質 は酸のみで甘味 を呈す るこ とか ら、新 し

いタイプの機 能性 甘味料 と して期待 されてい る。また、S.dulcificum果 実 にイ ンス リン

抵抗性 改善効果あ ることが報告 され(Chen et al.2006)、 抗糖尿病 素材 と して の利用 も期

待 され る。この よ うに、味覚器へ作用す る物質 が糖質代謝へ も影響 を与 える ことは興味

深 い。

S.dulcificum果 実の味覚修飾活性 は1800年 代 か ら知 られ ていた。Kurihara et al.(1969)

に よ り、そのユ ニー クな活性 はpHに ある程度依存す るが、酸物質 によ り強度が異な る

こと、 さらにその効果が3時 間以上 も持続す るこ とが報告 され、酸に よ り構 造変化 を

起 こ したMCLの 糖 鎖が甘味受容 サイ トへ結合す る とい う作用 モデル が提唱 された(図

6)。 しか し、 このモデルの実験的証拠 は無 く、味覚修飾機構 は未解明で ある。

純粋 なMCLを 大量に得 ることを 目的 に、硫酸や強アルカ リ溶液 を用い て精製が試 み

られ てきたが、いずれ も精製MCLを 得 るこ とはで きなか った。Theerasilp et al.(1988)

は0.5M NaClを 使用す るこ とで効果的にS.dulcificum果 実か ら抽 出できることを報告 し、

MCLの 全 ア ミノ酸配列 を決定 した(Theerasilp et al,1989)(図7)。 それ によると、MCL

は191ア ミノ酸 か らな るホモ 二量体であ り、1サ ブユニ ッ トあた り11個 のArgと12個

のLysを 含 む ことか ら、他 の甘味 タンパ ク質 と同様 に塩 基性残基 に富んでい る。続 いて、

N結 合型糖 鎖の解 析 がな され、Asn 42とAsn 186に 結合 した複合型糖鎖 の糖組成が報告

され た(Takahashi et al.1990)(図8)。MCLの 糖鎖は主に5種 類存在 し、分子量1400～

2500程 度の糖鎖が1分 子 中に4個 結合 していた。S-S結 合 について も解析 がな され 、ホ

モ 二量体 であるMCLは1分 子 中に14個 のCys残 基 を有 し、Cys47とCys92、Cys148
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とCys159、Cys152とCys155で 分子 内S-S結 合 を、Cys138が 分子間S-S結 合 を形成 し

てい るこ とが明 らか となった(Igeta et al.1991)(図9)。 遺伝子配列解析の結果、MCL

前躯体 には29個 のア ミノ酸か らなるシグナルペプチ ドが存在 した(Masuda et al.1995)

(図10)。 この シグナルペプチ ドはタンパ ク質 の成 熟過 程で除去 され る。 この遺伝子配

列 を用 いて大腸菌、酵 母、タバ コ培養細胞 を用いた発現 系構築 が試み られたが、いずれ

も発 現 したMCLは 単量体 であ り、活性 は検 出 されてい ない。最近、遺伝 子組み換 え レ

タスお よび トマ トに よるMCL生 産系が報告 された(Sun et al.2006,Sun et al.2007)。 し

か し、 これ らの系は植物 体その ものを用 いたMCLの 大量生産に よる流 通拡大 を 目的 と

してお り、ハイ スルー プ ッ トな発現、解析 には不 向きである。例えば遺伝子組み換 え レ

タスの場合 、種 を蒔いてか らタンパ ク質 を得 るまでに2ヶ 月程度 もかかる。分子 レベル

でのMCLの 機能解 析を行 うために、微生物 を宿主 と したMCL発 現 系を構築す ること

が渇望 され てい る。

MCLは 一次構造上 、大豆 トリプシンイ ンヒビター等 のKunitz型 トリプシンイ ン ヒビ

ター(KTI)と30%程 度 の相同性 を有す る。近年、MCLと30%程 度 の相 同性 を有す る

ラフ レモ ンタンパ ク質 のE.coliに よる発現系が構 築 され 、トリプシン阻害活性 と抗菌活

性 を持つ こ とが報告 され た(Tsukuda et al.2006)。MCLはKTIの 保存領域 を有す ること

か ら、なん らかのプ ロテアーゼに対 し、阻害活性 を有 している と考 え られ る。 しか し、

ほ とん どのKTIは 単量体 であ り、等電点はpH7～8付 近であ る。MCLは 二量体で あ り、

等電点 はpH10付 近で あるこ とか ら、KTIと は大 き く性質 が異な る。そのため、プ ロテ

アーゼ阻害活性 を有す るか ど うか は不明であ る。 また、MCLが 抗菌活性 を有す るとい

う報告 も無い。現在 の ところ、MCLが 味覚修飾活性 以外 の機能 を有す るか どうかは不

明であ る。MCLの 構 造 は未知で あるが、KTIは β-sheatに富んだ構造 であ り、β-IIタン

パ ク質 として分類 されてい る(Manavalan et al.1987)。

MCLの 受容機構 は不明であ るが、 ヒ ト以外の生物 では、高等 なサル のみ感受性 を し

め し、げっ歯類 は感受性 を示 さない ことが知 られてい る(Hellecant et al.1998,Danilova et

al.2006)。 また、MCLの 味覚修飾活性 によ り発現す る甘味がT1R2/T1R3を 介 した もの

であ るか どうかは不 明であ る。
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図1:主 な甘味物質
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図3:ク ラスCのGPCRの 模 式 図
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図4:mGluR1の 結 晶構 造

全体構 造 を リボ ンモデル、 リガン ドであるグル タ ミン酸 を空間充填 モデルで示す 。

ピンクはCysリ ッチ ドメイ ン、青は膜 貫通 ドメインの模式図。破線で示 したS-S結 合 は

結晶中で は揺 らいで お り、観察 されない。
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図5:現 在までに知 られている味覚修飾物質
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図6:ミ ラク リンの作用機 構モデル(Kurihara et al.1969)

中性条件 では味細胞 へ結合 してお り、酸性条件下で構造 変化 した糖鎖が

甘味 受容サ イ トへ結 合す る ことで甘味が誘導 される。
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図7:MCLの ア ミ ノ 酸 配 列(Theerasilp et al,1989)
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図8:MCLのN結 合 型 糖 鎖(Takahashi et al.1990)
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図9:MCLのS-S結 合(lgeta et al.1991)

MCLの ポ リペ プチ ド鎖 を実 線 で 、S-S結 合 を赤 破 線 で 示す 。
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図10:MCLのcDNA配 列(Masuda et al.1995)
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本 論

T1R2/T1R3と 甘味物質 との相互作用機 構、お よび活性化機構 は不明である。その解析

は味覚 とい う化学感覚 の解明 において重要であ るだけでな く、新規機能性甘味料 の設 計、

探索へ の有用 な知見 ともな り得 る。

背景 で述べ た よ うに、T1R2/T1R3は 複数 の リガン ド結合部位 を持つ こ とか ら、それ に

よって引き起 こされ る受容体活性化機構 の解析 は重要 である。味覚修飾 タンパ ク質であ

るMCLとNCLは 、環境 によってその特性 が変化 し、受容 体を活性化 させ る。 この性

質 は、受容体活性化 のon/offを 切 り替 える分子スイ ッチ として捉 えることもで き、受容

体活性化機 構そ のものの解析において、新 たな切 り口を与 え得 ると期待 され る。

NCLは 発 見以来急速 に研究 が進み、機 能発現機構 、T1R2/T1R3に よる受容機構 が解

明 されつつ ある。一方、MCLは 微生物 を用 いた発 現系が構築 されていないために、分

子 レベルで の研究 はな されていない。MCLの 味覚修 飾活性 はNCLと 類似 してい るにも

かかわ らず、NCLと は異な り、その もの 自身 の甘味がな く、 さらに持続性が非常に強

い。MCLの 味覚修飾 活性 の発 現機構 が解明 されれ ばとNCLの 味覚修飾機構 を比較す る

ことによって、甘味受容機構 の解 明に一層近づ くこ とが可能 とな る。

本研 究で は、MCLの 機能発現機 構の構造生物 学的解析 を 目的 として、第1章 の研究

で は発 現系構築 のための基盤研 究 と して活性本体 の同定お よび遺伝子 クローニ ングを

行い、第2章 の研究で は微 生物 を宿 主 と したMCLの 発現系 を構築 した。第3章 の研究

で は構築 した発現系 を用いた変異体解析 、お よび シ ミュ レーシ ョン解析 に よってMCL

の味覚修飾活性発現解 明について論述す る。
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第1章 ミラクリンのタンパ ク質科学的解析
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1-1.ミ ラ ク リ ン の タ ン パ ク 質 科 学 的 解 析

序

MCLは その特異な性質か ら、約40年 前の発 見以来注 目を集 めて きた。 しか し、材料

の入手が比較的容易 にもかかわ らず 、活性化機構 の分子 レベル での知見は得 られ ていな

い。その理 由 と して もっ とも大 きな要因は、微 生物 に よる発現系構築がな され ていない

ことで ある。近年行 われてい るタンパ ク質 の分子生物学的研 究の多 くは、発現系 の構築

無 く して行 な うことはできず 、タ ンパ ク質科学研究 にお ける発現系構 築は最重要課題 と

もいえ る。 本研 究の開始 当初 、MCLの 発現系 は報告 されてお らず、発現 系が構築 され

ていない原 因 と して、活性本体が異な ること、別の補助因子が必要である こと、発現系

との相性 が悪 い こと等、多 くの可能性 が考 えられ た。 そ こで、S. dulcificum果 実 よ り、

改 めて活性本 体の分離精製 、再同定 を行 い、発 現系構築 へ の基盤 とした。
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1-1-1.方 法

S. dulcificum果 実 か らのMCLの 粗 精製

-80℃ へ 凍 結 保 存 した ミラ クル フル ー ツ果 実 の果 肉 を 、冷 却 した 破 砕buffer(10mM

Na-acetate pH5.0)を 用 い て ポ リ トロ ンホ モ ジ ナ イ ザ ー に よ り破 砕 した 。30min,4℃,

12000rpm遠 心 分 離 を行 い、 沈殿 を回 収 した。 破 砕bufferを 加 え、破 砕 ～遠 心 に よ る同

様 の 操 作 を3回 繰 り返 した 。沈 殿 に溶 出buffer(100mM Na-acetate(pH5.0),500mMNaCl)

を加 え、 ポ リ トロ ンホ モ ジナイ ザ ー で よ く破 砕 懸 濁 した後 、15min,4℃ で静 置 した。30

min,4℃,12000rpm遠 心 分 離 を行 い、 上 清 を回 収 した。4℃ で 撹 拌 しな が ら、細 か く磨

り潰 した硫 安 を少 しず つ加 えた。50%飽 和 濃 度 にな る まで硫 安 を加 え 、1h静 置 した 。

30min,4℃,12000rpm遠 心 分 離 を行 い 、 沈殿 を粗精 製 サ ンプル と した 。

精 密 精 製

粗 精 製 サ ン プル を20mM Na-acetate buffer(pH5.0)に 溶 解 し、同bu丘erに 対 して 透 析 し

た 。POROS-HSカ ラ ム を用 い て 、A buffer(20mM Na-Acetate(pH5.0))-B buffer(20mM

Na-Acetate(pH5.0),1M NaCl)の リニ ア グ ラ ジエ ン トに よ りHPLC精 製 を行 った。HPLC

後 の フ ラ ク シ ョン を活 性 評 価 した。活 性 の評 価 法 に は 、図1の シー トを用 い 、基 準 ア ス

パ ル テ ー ム を明 確 に 判 別 で き るパ ネル に よっ て評 価 した 。各 基 準 ア ス パ ル テ ー ム溶 液 を

順 に 味 わ い 、甘 味 強 度 を覚 え た。score9,>2mM; score8, 2mM; score7, 2-1mM; score6, 1

mM; score5, 1-0.5mM; score4, 0.5mM; score3, 0.5-0.25mM; score2, 0.25mM; and score1,

<0 .25mM。 次 にMCL100μlを 口に含 み 、1min保 持 した後 、吐 き出 した。400μlの100

mM Na-Citrate(pH7.0,6.0,5.0,4.0,3.0)を 口に含 み 、誘 導 され る甘 味 を、基 準 ア スパ ル

テ ー ム相 当 の 甘 味 強度 と して評 価 した。活 性fractionを 回収 し、精 製native-MCL(nMCL)

と した。

ト リプ シ ン、加 熱 処理

nMCLを3min,95℃ 、また は トリプ シ ン処理(0.05mg/mLト リプ シ ン,24h,37℃,pH

6.0)を 行 い 、 味 覚 修 飾 活 性 の変 化 を解 析 した。

二 次 構 造 解 析

nMCLの 二 次 構 造 をcircular dichroism(CD)に よ り測 定 した 。CDス ペ ク トル は

Jasco-810 spectropolarimeter(Jasco Inc., Easton, MD)を 用 い て測 定 した。0.1mg/mLのrMCL
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を100mM Na-Cit(pH6.0)に 透 析 した 後Range 240-190nm, scaming mte 200nm/min,

response time 1 secで 測 定 した。Bufferの スペ ク トル を差 し引 き、J-700プ ロ グラ ム に よ

って 二 次 構 造 を解 析 した 。

1-1-2.結 果

加 熱 、 トリプ シ ン処 理

nMCLは 加 熱 、 ま た は トリプ シ ン処 理 に よ って 、活 性 が 大幅 に低 下 した(図2)。

SDS-PAGE

HPLC精 製 後 の ク ロマ トチ ャー トは 、1つ の ブ ロー ドな ピー クを示 して い た が、 ピー

ク の 前後 半 で分 子 量 が異 な る、少 な くと も3種 類 以 上 の タ ンパ ク質 が 検 出 され た。 これ

らを 分子 量 別 にMCL-I、II、IIIの3種 類 へ 分 離 し(図3)、 活 性 の評 価 を行 った ところ 、

全 て の サ ンプル で 同程 度 の活 性 が 検 出 され た(図4)。 ま た 、MCL-I,II,III混 合 物 のN

末 端 ア ミ ノ酸 配 列 、お よび トリプ シ ン消 化 に よ って 生 じた断 片ペ プチ ドの ア ミノ酸 配 列

は、 全 て 既 知 のMCLの デ ー タ と一 致 した。(図5)

二次 構 造

CDス ペ ク トル 解 析 の結 果 、nMCLは 強 い 負 の スペ ク トル を示 した(図6)。 そ の 二次

構 造 構 成 比 は α-helix 9.9%, β-sheet76%, Tum4.5%, Random coil8.4%で あ った。 さ らに 、

nMCLのCDス ペ ク トル はpH条 件 に 伴 った 変化 が 検 出 され た。

1-1-3.考 察

活性 本 体 の 再 同 定

加 熱 、お よび トリプ シ ン処 理 に よ り活 性 が大 幅 に低 下 した こ とか ら、活 性 本 体 は タ ン

パ ク質 で あ る こ とが 強 く示唆 され た。 ま た 、SDS-PAGE、N末 端 お よび 内部 ア ミ ノ酸 配

列解 析 の 結 果 、 活性 画 分 に含 まれ る タ ンパ ク質 に は報 告 され て い るMCL以 外 は検 出 さ

れ な か った 。 これ らの こ とか ら、活 性 本 体 は既 知 の"味 覚修 飾 タ ンパ ク質 ミラ ク リン"

そ の もの で あ る と結 論 した 。

SDS-PAGEの 結 果 、nMCLに は分 子 量 の異 な る、少 な く ともMCL-I、II、IIIの3種 類
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が存在す る ことが明 らか となった。MCLに 付加 してい る糖鎖 は多 くのバ リエー シ ョン

が存在す る(図7)(Takahashi et al. 1990)。MCLの 糖鎖 を分子 量 と存在比か ら計算す る

と、その分布 は図8に 示す よ うな主に3つ の群 か らな り、SDS-PAGE上 で3バ ン ドに分

離 され るこ ととも一致す る(図3)。 このこ とか ら、MCL-I、II、IIIは 付加 した糖鎖 の異

な るMCLで あ ることが示唆 され た。MCLの 発見当初 、MCLの 糖鎖部位 が甘味受容 サ

イ トへ結合す る ことで活性 が発現す るとい うモデルが提唱 され た(Klmhara and Beidler

1969)。 しか し、MCLの 糖鎖 は植物 中に一般的 にみ られ る複合型糖鎖であ り、糖 鎖構造

その ものが味覚修飾活性 を規定 してい るとは考 えに くい。さらに、本研 究で新 たに取得

した糖 鎖構 造の異な るMCL-I、II、III間 で味覚修飾活性 に大 きな差は検 出 され なかった

(図4)。 これ らの ことか ら、味覚修飾活性 には、糖鎖構造 そのものが直接必要で はな

い と考え られ る。

二次構 造解析

nMCLのCDス ペ ク トル は、強い負 のスペ ク トル であるこ とか ら、そ の二次構造は

β-sheetに富んでい るこ とが示唆 された。MCLの 一次構造 はKTIと30%程 度 の相同性が

ある(Sweet et al. 1974, Theerasilp et al. 1989)。MCLの 高次構造 に関す る知見 は報告 され

てい ないが、KTIと の間 にお いて1次 構 造のみな らず 、二次構 造上にお いても類似性 が

み られ る ことが明 らか となった。MCLに はKTIに 共通な保 存領域 を有す るが、プ ロテ

アーゼ 阻害活性 は確認 され ていない。MCLは トリプシ ンに よ り容易 に分解 され ること

か ら(図5)、 対応す るプロテ アーゼが異な る可能性 が考 え られ る。MCLが イ ン ヒビタ

ー活性その ものを持 たないのであれ ば、MCLの 特徴であ る塩基性 ア ミノ酸残基が多い

こ と、MCLが 二量体構 造 を取 ることに起 因 してい るのか も しれ ない。

nMCLのCDス ペ ク トル はpHに 伴 って変化 した。MCLは 酸 に よ り味覚修飾活性が発

現す る ことか ら、酸性条件 下においてなん らかの構造変化 が起 こると考 えられ る。KTI

は β―sheatに富む ことか ら、β-IIタンパ ク質 と して分類 され てい るが、β-IIタンパ ク質の

CDス ペ ク トル はS―S結 合や芳香族 ア ミノ酸の側鎖に よって影響 を受 けやす く(Ikeda et

al. 1968, Wu et al 1992, Pouvreau et al. 2004, Manavalan et al. 1987)、 二次構造 の解 析は困難

で ある。そ のため、MCLのCDス ペ ク トルの変化 が二次構 造の変化 を反映 してい るの

か どうかはFT―IR等 、別 の手法に よる解析が必要である。他 に、分光学的手法 によ りタ

ンパ ク質の構造変化 を検 出す る方法 として、Trp残 基の側 鎖の蛍光 の変化 を解析す るこ

とがで きる。この手法 はTrp側 鎖の微 弱な蛍 光が、その周辺環境 によって変化 す ること
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を検 出す る方法 である。MCLは1分 子内に6個 のTrp残 基 を有す るが、筆者 の行 なっ

た予備的な実験で は、pHの 違 いによるnMCLのTrp蛍 光の変化 は検出で きなかった(data

not shown)。 この ことか ら、CDに よって検 出 されたMCLの 構 造変化 は、分子全体で起

こるのではな く、Trp残 基周辺以外 の局所部位 で起 きてい ると考え られ る。

MCLの 構造変化 は活性化 と密接に結 びついてい る と推察 され ることか ら、その検出、

お よび詳細 な解 析が今後 の課題で ある。
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図1:官 能試験 測定シー ト
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図2;加 熱 、 トリプシン処理による味覚修飾活性への影響

nMCLを 未処理、加 熱処 理、 トリプシン処理後にMCL濃 度0.1mg/mLの 条件 で

活性測 定 した(炉3)。

加熱および トリプシ ン処理 によ り、味覚修 飾活性は大幅 に減少 した。
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図3;SDS-PAGE(CBB染 色)に よ っ て分 離 され るMCL-I,II,IIIと 、それ らの 分 子 量 に相 当 す る

糖 鎖 バ リエ ー シ ョン

翔 鎮A, B, C, D, EはTakahashi等 の報 告 に 基 づ く(Takahashi et al. 1990)。



図4:MCL-I,II,IIIお よびそれ らを分離荊 の味覚修飾活性

MCL濃 度0.1mg/mLの 条件で活性測定 した(n=3)。

いずれ のサ ンプル も同程度の味覚修飾 活性 が検 出 され た。
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図5:MCLの 配列 と、本研究で精製 した活性本体の部分配列
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図6:nMCLのCDス ペ ク トル

各pHの ク エ ン酸 緩 衝 液 中 でのCDス ペ ク トル を測 定 した 。

buffei自 体 の ス ペ ク トル は差 し引 い た 。

nMCLは β-sheetに 富 ん だ二 次 構造 で あ り、pHに よ るス ペ ク トル の 変 化 が観 察 され た 。
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図7:MCLの 糖 鎖 バ リエ ー シ ョン

MCL単 量体 に 存在 し うる糖 鎖 を描 写Lた 。

糖鎖A, B, C, D, EはTakahashi等 の報 告 に 基づ く(TaKahashi et ai 1990)。



図8:MCLの 糖鎖分布

Takahashi等 の報告 に基 づいて糖鎖の分子量 ごとに分類 し、

その存在 比を求めた(Takahashi et al. 1990)。

MCLの 糖鎖は主に3つ の分子量分布 を示 した。
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1-2.ミ ラ ク リ ン 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

序

異種宿 主での発 現系構 築のために、 目的遺伝子 のクローニ ングは必須であ る。 また、

クロー ニングの過程 で、MCLホ モ ログの存在 も検出で きる可能性 があ る。 そ こで、S.

dulcificum果 実 よ り、MCLを コー ドす るmcl遺 伝子 の クロー ニングを行 った。
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1.2.1.方 法

RNAの 抽 出

乳鉢 を用 い 、S. dulcificum果 実 を液 体 窒 素 中 で破 砕 した 。 フ ェ ノール5mL、100mM

Tris-HCI(pH8.5)、5mMEDTA、1%SDS、200mM DTT5mLを 加 え、 激 し く撹 拌 した。

10min,4℃,4000rpm遠 心 分 離 し、水 層 を回 収 した。 フ ェ ノー ル5mLを 加 え、激 し く撹

拌 ～遠 心 分 離 ま で の 同操 作 を3回 繰 り返 した。 水 層 に300μl 3M CH3COOH,7.5mL冷

ETOHを 加 え 、-20℃ で1h静 置 した 。20min,4℃,12000rpm遠 心分 離 し、上清 を 捨 て た。

75%ETOHを 加 え て 再 び遠 心 分 離 した。上 清 を捨 て 、dyrupし た。TE(10mM Ths-HCI(pH

8.0),1mM EDTA)1mLを 加 えて 沈 殿 を溶 解 した 。5min,4℃,15000rpm遠 心 分 離 し、 上

清 を回 収 した。等 量 の4M LiClを 加 え、氷 上 で1h静 置 した。10min,4℃,15000rpm遠

心 分 離 し、沈 殿 を回 収 した 。70%EtOH800μ1を 加 えて 再 び 遠 心 分 離 し、dry upし た。100

μ1の 滅 菌 水 で 溶 解 し、1μ1のRnase inhibitorを 加 え た。First-Strand cDNA synthesis kit

(Amersham Biosciences)を 用 い 、cDNAを 合 成 した。

ク ロー ニ ン グ

合 成 したcDNAを テ ン プ レー トと して プ ライ マ ー5'-gattcggcacccaatccggttcttga-3'と

5'-ttagaagtatacggttttgttgaactcgaatgcgaatggtttat-3'を 用 い 、PCRに よっ てmclを 増 幅 した。得

られ たPCR産 物 はpBluescriptベ ク ター のEcoRVサ イ トへ 導 入 し、 大腸 菌DH5α を用

い て形 質 転 換 を行 った 。

シー クエ ン ス

ブ ル ー ホ ワイ トセ レク シ ョ ン に よ って 形 質 転 換 体 を 選 別 した 。LB液 体 培 地(05%

Yeast extract,1% Tryptone, 1%NaCl)に よ り形 質転 換 体 を培 養 した 。 ミニ プ レ ップ に よ り

プ ラ ス ミ ドを得 、DNAシ ー クエ ンサ ー(Applied Biosystems)に よっ て塩 基 配 列 を解 析

した。

1-2-2.結 果 と考 察

得 られ た10ク ロー ンに つ い て塩 基 配 列 を解 析 した結 果 、全 て の ク ロー ンが 、報 告 さ

れ て い るmcl遺 伝 子 と同 じ塩 基 配 列 で あ った(図1)。 この 結 果 か ら、少 な く と もS.

dulcificum果 実 に存 在 す る大 部 分 のMCLを コー ドす るmRNAは 、報 告 され て い るmcl
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遺 伝 子 と同 じで あ る と考 え られ る(Masuda et al. 1995)。Masuda等 の 報 告 で は 、mcl遺 伝

子 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド と 予 想 さ れ るPro配 列 を 有 す る 。PCR primer

5'-atgaaggaattaacaatgctctctctctcgttcttcttc-3'を5'側primerと して使 用 した 場 合 、Pro配 列 を

有 す るmcl遺 伝 子 の存 在 が確 認 され た。 しか し、nMCLタ ンパ ク質 に はPro配 列 が存 在

しな い こ とか ら、以 降 の 実験 に はPro配 列 を除 い た配 列 をMCLの 遺伝 子 配 列 と して使

用 した 。
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図1:報 告 され て い るMCLの 配 列(promiraculin)と 、 今 回 ク ロー ニ ン グ した配 列(miraculin)
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1.3.抗 ミ ラ ク リン 抗 体 の 作 製

序

発現系構築に際 し、発現タンパク質を特異的に高感度で検出するため、抗体の取得が

有用である。しかし、nMCLは 糖タンパク質であり、そのままの状態で動物に免疫 した

場合は糖鎖が抗原 とな りやすく、ペプチ ド部分を認識す る抗体が得 られにくい。また、

MCLの 立体構造が未知であるため、分子表面に露出 しているペプチ ド領域を特定す る

ことは困難である。そのため、将来的に必要な生理的条件下(非 変性条件下)で の使用

が可能な抗体を取得するには、ポ リペプチ ド鎖全長を用いて免疫する必要がある。そこ

で、大腸菌を宿主として糖鎖付加の無いMCLの 大量発現系を構築 し、抗体を作製 した。
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1-3-1.方 法

pBluesmptベ ク ター ヘ ク ロー ニ ン グ したmcl遺 伝 子 をNdel, XhoIの 制 限 酵 素 サ イ ト

を用 い て 、pET-21bベ ク ター ヘ サ ブ ク ロー ニ ン グ した(図1)。 そ の 際 、C末 端 に終 止

codonを 導 入 す る こ とで 、His-tag付 加 の有 無 を設 計 した 。大腸 菌BL21(DE3)株 を トラ ン

ス フォ ー メー シ ョン し、得 られ た形 質転 換 体 に よ る、recombinant MCL(rMCL)の 大 量

発 現 を行 った 。LB培 地 にて37℃ 、170rpm、20h前 培 養 した 。 新 しいLB培 地 へ1/100

量 添加 し、37℃ 、170rpmに て 、OD600=0.5ま で培 養 した。IPTGを 終 濃 度lmMに な る

よ うに 添加 し、37℃ 、20h発 現 誘 導 した 。4℃ 、6000rpm、30min遠 心 分 離 を行 い 、 菌

体 を回 収 した 。超 音 波 破 砕 に よ り菌 体 を破 砕 し、4℃ 、18000rpm、30min遠 心 分離 を行

っ た。rMCLは 封 入 体 と して 、 沈殿 画分 に大 量 に発 現 した(図2、20mg/L)。His-tag付

加 無 しのrMCLの 沈殿 をPBSに よ り懸 濁 し、4℃ 、18000rpm、30min遠 心 分離 を行 っ

た。PBSに よ り懸 濁 ～ 遠 心 分 離 の 同操 作 を3回 行 い 、沈殿 画 分 にrMCLタ ンパ ク質 を得

た。 以 降 の 実 験 はイ ム ノプ ロー ブ(株)へ の外 注 に よ り行 った 。得 られ たrMCLを8M

尿 素 に 溶 解 し、 ウサ ギ に免 疫 した 。 四 回 の免 疫 後 、 抗 体 価 十 分 上 が っ た 血 清 を得 、

anti-MCL抗 体 と して以 降 の 実験 に用 い た 。得 られ たanti-MCL抗 体 を用 い 、検 出感 度 を

測 定 した。1～0.00001μgのnMCLタ ンパ ク質 を用 い 、1/1000に 希 釈 したanti-MCL抗 体

を用 い て 、ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ング を行 った 。 ウエ ス タ ンブ ロ ッテ ィ ン グ に よ る発 色

程 度 は誤 差 が 大 きい 。 そ の た め、 以降 の実 験 にお い て は 、1枚 のPVDF膜 上 の バ ン ド濃

度 をNIH-imageで 解 析 し、 そ の 値 を比 較 す る こ とで 、 相 対 的 タ ンパ ク質 量 と した。

1-3-2.結 果 と考 察

得 られ たanti-MCL抗 体 は、nMCLの 濃 度 依 存 的 に1ngレ ベ ル まで 高 感 度 で 検 出 で き

る こ とが確 認 され た(図3)。 以 降 、 この 抗 体 を ウエ ス タ ン解 析 に使 用 した。
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図1:抗 体作成用、MCL発 現 コンス トラク ト
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図2:抗 体作成用rMCLの 大量覚現 。

菌体 を破砕 後、不溶性 画分 をSDS-PAGE(CBB染 色)で 分析 した。

His-tagの 有無にかかわ らず、rMCLは 大量の封入体を形成 した.
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図3:anti-MCL抗 体 の検 出感 度

a)nMCLの 量 に依 存 した ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ発 色

b)プ ロ ッテ ィ ング膜 のNIH-image解 析

作 成 した 抗体 に よ り、MCLは00001μgレ ベル ま で検 出 され た 。
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