
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

博士論文 
 
 
 

甘味受容体における呈味調節物質 
作用モデルの構築及びその検証 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

東京大学大学院   
農学生命科学研究科  
応用生命化学専攻   
平成 24年度進学   
生物機能開発化学研究室  

中北	 智哉  
 

指導教員    
東京大学大学院准教授  

三坂	 巧  
  



 

 

目次 

 

第 1章	 序論           2 

 1-1.	 序         3 

 1-2.	 本研究の背景       8 

 

第 2章	 T1R3膜貫通領域に作用する甘味調節物質の作用機序の解明	   23 

 2-1.	 味覚調節物質の現状      24 

 2-2.	 甘味受容体に作用する甘味調節物質の網羅的解析  25 

 2-3.	 T1R3 TMDと抑制剤・甘味料ドッキングモデルの作製  36 

 2-4.	 シミュレーションに基づくより強力な抑制剤・甘味料のデザイン 41 

 

第 3章	 X線結晶構造解析を目指した T1R3膜貫通領域の発現及び精製の検討  69 

 3-1.	 T1R3 TMDの結晶化へ向けて     70 

 3-2.	 GPCRの安定化、及び精製手法の概要    72 

 3-3.	 T1R3 TMDコンストラクトの検討    74 

 3-4.	 大量発現と精製      79 

 3-5.	 今後の展望       85 

	 	 	 	 	 	  

総合討論           

 

補充資料          

参考文献          

論文要旨          

謝辞           

1



 

 

 

 

第 1章 

 

序論  

2



 

 

1-1. 序 

1-1-1.	 味覚 

味覚は口腔に含んだ物質を取りこむべきか否かを判断する化学感覚であり、ヒトでは甘・旨・

苦・酸・塩味の五基本味から構成されている（図 1-1）。これら五基本味は、エネルギー源やミ

ネラルといった生命の維持に必要な栄養素を嗜好味として認識し、有害な物質や腐敗物に伴う酸、

及び恒常性を乱す過剰なミネラルを忌避味として認識する、というように体に有用な成分のみを

取りこむためのセンサーとして非常に重要な役割を担っている。これらのうち甘味、旨味、苦味

の受容体が近年相次いで同定された。これらは G タンパク質共役型受容体（G-protein coupled 

receptor, GPCR）に属する T1Rs (taste 1 receptor member 1-3)、Tas2Rs (taste 2 receptor member 1-60)

によって認識されている。甘味受容体は T1R2、T1R3 がヘテロダイマーを形成することで機能し 

(Hoon et al., 1999; Kitagawa, 2001; Li et al., 2002; Max et al., 2001; Montmayeur, Liberles, Matsunami, & 

Buck, 2001; Nelson et al., 2001)、旨味受容体は T1R1、T1R3がヘテロダイマーを形成する事によっ

て機能する(Li et al., 2002; Nelson et al., 2002)。その一方で、苦味受容体 Tas2Rs (Adler et al., 2000; 

Chandrashekar et al., 2000; Matsunami, Montmayeur, & Buck, 2000)はヒトにおいては 25種類存在し

ており、これらの受容体が多種多様な構造を有する苦味物質の認識にに役立っている(Behrens et 

al., 2006)。 

また、酸味、及び塩味についても同定されつつある。酸味受容体は、候補分子として TRP 

(Transient Receptor Potential)チャネルファミリーに属する PKD (Polycystic Kidney Disease)2L1 + 

PKD1L3が同定された(Huang et al., 2006; Inada et al., 2008; Ishii et al., 2009; Ishimaru et al., 2006)。塩

味はマウスにおいて ENaC(Epithelial Sodium Channel) KOマウスが低濃度における塩味の嗜好性を

失うことから ENaCが塩味受容体として有力な候補となっている(Bachmanov & Beauchamp, 2007; 

Chandrashekar et al., 2010)（図 1-1）。しかしながら、酸味、塩味については不明な点が多く、こ

れらのセンサーが単独でそれぞれの味覚を担っているわけではないと考えられている。一方で、

マウスの神経伝達を調べた実験により、高濃度の塩味に対する忌避行動は苦味と酸味の複合的な

シグナルであることが明らかにされている(Oka, Butnaru, von Buchholtz, Ryba, & Zuker, 2013)。こ

れら五基本味の味覚受容体はそれぞれ味蕾に 50~150 個含まれる味細胞の中で味質ごとに異なる

細胞に発現しており、味質ごとに異なるシグナル経路で味情報を伝達するラベルドライン仮説が

有力とされている (Chandrashekar, Hoon, Ryba, & Zuker, 2006; Yarmolinsky, Zuker, & Ryba, 2009)。 

 

1-1-2.	 GPCRとしての T1Rs・Tas2Rs 

	 GPCR は全タンパク質中で最も大きなスーパーファミリーを構成しており、様々な化学物質を

介したシグナル伝達に密接に関わっている。GPCR は共通して 300 残基程からなる 7 回膜貫通構

造を有しているが、N 末端の形状の違いにより大きく Class A, B, C に分類される (Conn, 

Christopoulos, & Lindsley, 2009)（図 1-2）。Class A GPCRは最大の GPCRグループである嗅覚受
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容体を含み、最も多くの GPCR が属している。Class A GPCR 間では保存するアミノ酸配列が存

在しており、かつ、多くの結晶構造が明らかにされていることから、最も解析が進んでいる。

Class B GPCRは Class Aに比べ N末端領域が 100 – 200残基長いという特徴を有している。これ

らはこの N末端部分でペプチドホルモンを受容する物が多い。Class C GPCRは Class Bよりも更

に N 末端が長く、細胞外ドメインはおよそ 500 残基からなる。また、Class C GPCR はダイマー

形成することが報告されており、主として膜外領域にリガンド受容サイトが存在する。 

	 甘味、旨味受容体を担っている T1Rs は Class C GPCR に属している一方、苦味受容体の

Tas2Rsは Class A likeな構造であると予想されているものの、配列保存性が認められない上に全

長が極めて短いという特徴を有していることから、上記 3 つの class 分けとは別にカテゴライズ

されている（図 1-2下）。 

	 これら味覚受容体は gustducinと呼ばれる味覚伝達系固有の Gi系 Gタンパク質と相互作用する

と考えられており(McLaughlin, McKinnon, & Margolskee, 1992; Wong, Gannon, & Margolskee, 1996)、

実際に gustducin をノックアウトしたマウスにおいては甘味、苦味に対しての応答が認められな

くなることが報告されている(He et al., 2002; He et al., 2004)。 

	 一方で gustducinと T1Rs、Tas2Rsとの共発現がマウスの味蕾に対する組織染色により調べられ

ているが、Tas2Rs と gustducin はほぼ 100%の共発現が認められるものの、T1Rs とは一部の細胞

でしか共発現が認められていないという結果が示されている（ (Stone, Barrows, Finger, & 

Kinnamon, 2007)）。また、T1Rsは gustducin以外にも Gq系 Gタンパク質、G14との共発現が認

められていることから(Shindo et al., 2008; Tizzano et al., 2008)、これらの Gタンパク質による複数

のシグナル伝達経路が存在していることを示唆するが、その働きは明らかにはされていない。 

	 なお、25 種類の苦味受容体のナンバリングは複数存在するが(Bufe, Hofmann, Krautwurst, 

Raguse, & Meyerhof, 2002; Conte, Ebeling, Marcuz, Nef, & Andres-Barquin, 2002; Shi, Zhang, Yang, & 

Zhang, 2003)（表 1-1）、本論文中では遺伝子名に沿ってナンバリングがなされている Bufe et al.,

に倣い、他のナンバリングと混同しないよう Taste 2 receptors を T2Rs ではなく、Tas2Rs と記述

する。 

 

1-1-3.	 甘味受容体 

甘味受容体 T1R2 / T1R3はヘテロダイマーを形成しており、唯一の甘味受容体であると考えら

れている。このことは T1R2 あるいは T1R3 を欠損したマウスは甘味応答を消失することから明

らかにされている(Damak et al., 2003; Zhao et al., 2003)。 

T1R2、T1R3は舌の味細胞以外にも消化管(Dyer, Salmon, Zibrik, & Shirazi-Beechey, 2005; Mace, 

Affleck, Patel, & Kellett, 2007; Young et al., 2009)、膵臓(Nakagawa et al., 2009)、視床下部(Ren, Zhou, 

Terwilliger, Newton, & de Araujo, 2009)、脂肪組織(Simon et al., 2013)など、代謝やエネルギーの恒

常性に関わる器官にも発現していることが報告されており、グルコースセンサーとしての役割を
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担っている可能性がある(Margolskee et al., 2007)。 

	 大きな細胞外領域を有することを特徴とする class C GPCR に属する T1R2、T1R3 であるが、

大きく 3ドメインに分類される。細胞外に位置する（Venus Flytrap domain, VFTD）、細胞膜に存

在する膜貫通領域（ transmembrane domain, TMD）、それらを結ぶシステインリッチ領域

（cystein-rich domain, CRD）の 3ドメインである（図 1-3）。class C GPCRには T1Rsの他、代謝

型グルタミン酸受容体（metabolic glutamate receptor, mGluR）、カルシウム感受性受容体

（calcium sensing receptor, CaSR）、フェロモン受容体（vomeronasal receptor type 2, V2R）、

GABAB 受容体（GABABR）などが属しており、これらの受容体間の配列は比較的保存されてい

る。なお、GABAB受容体には CRDが存在せず、配列が保存されていない。 

これまでに mGluR1(Kunishima et al., 2000)、mGluR5、mGluR7(Muto, Tsuchiya, Morikawa, & 

Jingami, 2007)、GABABR1 及び GABABR2(Geng, Bush, Mosyak, Wang, & Fan, 2013)については

VFTDが、mGluR3(Muto, Tsuchiya, Morikawa, & Jingami, 2009)、については VFTD及び CRDが X

線結晶構造解析により明らかとなっており、これらの構造から calss C GPCR においては VFTD

がリガンド受容に深く関わっていると考えられている(図 1-4)。 

しかしながら、他の class C GPCR とは異なり、甘味受容体が受容する甘味物質はその大き

さ・構造が実に多様である(1-1-4 参照)。この多様性について受容体、甘味物質の両側面から解析

が進められた結果、複数の作用部位が存在することが明らかとなっている(Cui et al., 2006; Xu et 

al., 2004)。 

 

1-1-4.	 甘味物質と甘味受容体 

甘味受容体とそのリガンドについて詳しく述べる(図 1-5)。なお、図中、本論文において使用

したリガンドに関しては赤枠(T1R2 VFTDに作用)、青枠(T1R3 TMDに作用)で囲った。 

甘味受容体は生命維持には欠かせないエネルギー源としての糖を認識する受容体である。しか

しながら、受容される甘味料はスクロースやフルクトース、グルコースなどの糖類だけに留まら

ず、キシリトール、ソルビトール、エリスリトールなどの糖アルコールや D-フェニルアラニン、

D-トリプトファン、D-セリンといった種々の D-アミノ酸、人工甘味料、さらにはステロイド配

糖体やタンパク質に至るまで実に幅広いリガンドが受容されることが知られている。現在日本に

おいてはスクラロース(sucralose)・アセスルファム K (acesulfame K)・アスパルテーム (aspartame)

の 3 種類の人工甘味料が主として用いられている。この他、海外においてはサッカリン

(saccharin)やシクラメート（=チクロ、サイクラミン酸; cyclamate)といった人工甘味料も一般的に

用いられている。これらの低分子甘味料は偶然に発見されたものがほとんどである。 

上記人工甘味料の味をスクロース・フルクトースと比較すると、それぞれ単独では甘味を感じ

る時間が短い・逆に後味がある・金属様の呈味を有する・さらには苦味を伴うなど、決しておい

しいと感じる甘味ではない。一般的には複数種の甘味料を混ぜ合わせることでそれぞれの弱点を
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補う必要がある。 

また近年、ステビオサイド(stevioside)・レバウディオサイド A (rebaudioside A)（ステビア由来）

やモグロシド V (mogloside V)（ラカンカ由来）、グリチルリチン酸(grichyrrizic acid)（甘草由来）

など天然の甘味成分が注目を集めている。これらはいずれもステロイド骨格を有する化合物で、

苦味も伴うものもあるが比較的スクロースに近く好ましいものであると言われている。そのため、

これらが得られる植物の栽培方法、抽出方法が盛んに研究されている。 

高甘味度の甘味料についての研究も盛んに進められている。ネオヘスペリジンジヒドロカルコ

ン（neohesperidin dihydrochalcone ; 以下 NHDCと略記する。）はカルコンの配糖体に対し、開環

及び水素付加した半人工甘味料として主にヨーロッパにおいて用いられてきた甘味料であるが、

スギナエンドウに天然成分として存在するという報告がなされている(She, Wang, & Liu, 2011)。

NHDC はスクロースのおよそ 1500 倍の甘味度を有しており、日本では香料としての添加が認め

られている。 

またアスパルテームを基にした高甘味度甘味料が盛んに開発されている。アスパルテームはス

クロースの 200 倍程度の強度を有するが、これに対してネオテーム(neotame)はスクロースの

10,000 倍の甘さを有する。さらに最近では味の素（株）によりアドバンテーム(advantame)（スク

ロースの 20,000 倍の甘さ）が開発された。これらは既に食品添加物としての認可が下りている。

アスパルテームは熱や酸性に弱く、分解し無味となるという欠点があったが、これら改良型は加

水分解、代謝を受けにくいという利点も備えている。 

2014 年現在で最も強い甘味を呈する化合物はラグドゥネーム(lugduname)と呼ばれる分子で、

スクロースの 22 万〜30 万倍の甘味があることが確認されている(Nofre, Glaser, Tinti, & Wanner, 

2002)。ラグドゥネームにみられるグアニジノ酢酸骨格は高甘味度に関係が強いと言われている。 

ヒト甘味受容体は低分子に限らず、モネリン(monellin)、ソーマチン(thaumatin)、ブラゼイン

(brazzein)といったタンパク質も受容することが知られている。さらに当研究室で研究を行ってい

るネオクリン(neoculin)・ミラクリン(miraculin)については酸味を甘味に変える味覚修飾活性を有

している極めて珍しいタンパク質である。 

甘味料とは逆に、甘味を抑える物質も存在することが知られている。焙煎したコーヒー豆に含

まれるラクチゾール(lactisole)、およびギムネマシルベスタ(Gymnema sylvestre)に含まれるギムネ

マ酸(gimnemaric acid)を始めとするトリテルペン配糖体類が挙げられる。ギムネマ酸の他に、ナ

ツメの葉に含まれるジジフィン(ziziphin)、ケンポナシの葉に含まれるホズロシド（hoduloside）

が該当するが、これらの抑制活性はギムネマ酸に劣るとされている。 

また、ラクチゾールとの構造類似性から、農薬である 2,4-DP に関する構造活性相関が行われ

ている(Maillet, Margolskee, & Mosinger, 2009)。この結果から、2,4-DPはラクチゾールよりも強力

な抑制剤として機能し、これまでに報告されている最も強力な甘味抑制剤である。 

これらの甘味料、甘味抑制剤のうちいくつかの甘味料については受容サイトが特定されている。
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スクロースやグルコースはマウスの T1R2、T1R3の VFTDを用いた分光学的解析から、VFTDに

結合することが示唆されている(Nie et al., 2006; Nie, Vigues, Hobbs, Conn, & Munger, 2005)。ヒトと

マウス(ラット)の T1R キメラ受容体や点変異を入れた受容体を導入した培養細胞を用いたカルシ

ウムイメージング法(1-2-1 にて述べる)による実験によりアスパルテーム、スクラロース、アセス

ルファム K、サッカリンについてはスクロースと同様 T1R2 の VFTD で受容されることが判明し

ている(Li et al., 2011; Masuda et al., 2012)。一方で、シクラメート (Jiang, Cui, Zhao, Snyder, et al., 

2005)、NHDC (Winnig, Bufe, Kratochwil, Slack, & Meyerhof, 2007)、さらには甘味抑制剤のラクチ

ゾール (Jiang, Cui, Zhao, Liu, et al., 2005)、ギムネマ酸(Sanematsu et al., 2014)については T1R3の

TMDに受容されることが報告されている。 
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1-2. 本研究の背景 

1-2-1.	  蛍光カルシウム指示薬を用いたカルシウムイメージング法 

	 1-1-4 におけるリガンドの作用部位の特定など、受容体の機能解析を行う手段としてカルシウ

ムイメージング法が一般的に用いられている（図 1-6）。この手法においては、目的の受容体及

び Gq 系の G タンパク質を一過的、あるいは安定的に遺伝子導入した培養細胞を用いる。受容体

及び G タンパク質を発現した細胞にリガンドを投与すると、リガンド受容のシグナルが G タン

パク質を介して伝達され、IP3 -カルシウムシグナル伝達経路が活性化されるため、小胞体からの

カルシウム放出が起こる。このカルシウム濃度の変化を Fura-2 や Fluo-4 などの蛍光カルシウム

指示薬を用いて蛍光として検出し、これを可視化することにより受容体の活性化を観察する。こ

の手法を用いることで、リガンドに対する細胞応答が客観的な数値として表現されるため、in 

vitroにおける客観的な活性評価が可能となっている。 

味覚受容体においては、Gi 系 G タンパク質である gustducin とカップリングするが、このまま

ではカルシウムイメージング法を用いることができない。そこで、Gq 系 G タンパク質である

G16 と、味覚受容体とカップリングする gustducin を組み合わせたキメラ G タンパク質

Gα16gust44 を導入することでこの問題を解決している(Ueda, Ugawa, Yamamura, Imaizumi, & 

Shimada, 2003)。 

苦味受容体の苦味測定は目的の受容体及び Gα16gust44 を用いて一過的に導入し発現させるこ

とで応答の観察が可能である。ところが、甘味受容体の場合は T1R2、T1R3、Gα16gust44 を全て

発現している細胞のみが応答することが可能であるため応答細胞数が低下する。この効率の悪さ

からスクロースやフルクトースといった甘味の弱い糖類の応答は検出できず、甘味測定系として

十分ではなかった。これを解決すべく安定的に甘味受容体及び G タンパク質を発現する安定発

現細胞の開発が期待された。 

 

1-2-2.	 ヒト甘味受容体安定発現細胞 

当研究室では、2010 年度修士今田によりヒト甘味受容体安定発現細胞が作製された。これは、

Flp-In system (invitrogen)を用いて作製されている（図 1-7）。特異的配列(FRT配列)を認識する

Flp recombinaseを用いて、目的遺伝子を培養細胞ゲノムに組み込む手法であることから特定の 1

箇所に 1コピーの外来遺伝子が導入されるため、再現性の高い安定発現細胞を構築することが可

能である。甘味受容体 T1R2、T1R3及び応答感度が優れたキメラ Gタンパク質 Gα16gust44を

pcDNA5/FRT (invitrogen)に挿入し、Flp recombinaseを発現させるプラスミド pOG44とともに

Flp-In 293細胞にトランスフェクションすることにより得られる。 

	 ヒト甘味受容体安定発現細胞は従来の一過的発現細胞に比べて応答感度、強度ともに増大した

ため、これまで測定困難であったスクロースに対しても応答を観察することが可能となった（図
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1-8）。また、安定発現細胞は 1年以上継代を続けても同様の感度で測定を行うことが可能であ

ることを確認している。 

	 さらに改善されたのがその作業効率である。細胞の応答強度を稼ぐことができるようになった

ため、検出閾値の高いウェルベースアッセイ装置（FlexStation 3; Molecular Devices）を用いて測

定を行うことが可能となった。この装置は 96穴プレートを 8穴ずつ同時に測定することが可能

であるため、およそ 30分で 1プレートを測定することが可能である(Imada et al., 2010)（図 1-9）。 

ヒト甘味受容体とキメラ G タンパク質を同時に、効率的に発現させるコンストラクトの開発

は変異体実験を行う上でも有用である。ヒト甘味受容体の変異体を用いて安定発現細胞を作製す

る場合において、変異受容体の情報は原理上野生型（WT）と細胞ゲノムの同一位置に組み込む

ことが可能であるため、純粋に甘味受容体の変異による変化のみが応答に反映されるためである。 

 

1-2-3.	 T1R3 TMDに作用する甘味料における増強作用の発見 

1995 年の実際に舌で味わうことによる試験（官能試験）において、人工甘味料シクラメー

ト・NHDC を他の甘味料とともに用いることで感じられる甘味がそれぞれの足し合わせではな

く、相乗的に増強された甘味が得られるという報告があった(Schiffman et al., 1995)。この知見が

甘味受容体を介してもたらされる現象であるのかを確かめるため、当研究室ではヒト甘味受容体

安定発現細胞を用いて次のような実験を行った。 

T1R2の VFTDに作用するスクロースに対し、T1R3の TMDに作用するシクラメート・NHDCを

微量添加した応答をそれぞれ測定し、スクロース単独の応答と比較した。添加濃度は添加物自身

の甘味はほとんど感じられない濃度（EC10 = 10% effective concentration ; 最大応答に対し 10 %程

の応答を示す濃度）に設定した。するとスクロース + シクラメート及びスクロース + NHDCに

はそれぞれ甘味の相乗効果が得られることが明らかとなった（図 1-10 (A)、(B)）。これに対し、

スクロースと同一部位である T1R2の VFTDに作用するアセスルファム K・アスパルテーム・サ

ッカリンを同様に添加した際には単なる相加効果しか観察されなかった（図 1-11(C)）。 

このことから甘味受容体において受容される位置の違いと応答増強効果は密接な関係にあると考

えられる。さらにシクラメート・NHDC はスクロース以外にも広範な甘味料と共に用いることに

よっても増強効果が観察されることが明らかとなった（図 1-10(D)）(Fujiwara et al., 2012)。 

 

1-2-4.	 T1R3 TMDに作用する新規甘味料の発見 

	 甘味受容体安定発現株を用いたアッセイ系のハイスループット性を生かし、食品への応用が可

能であり、かつ様々な構造を有する香料の中に甘味受容体に作用しうる物質が存在するのか、ス

クリーニングを実施した(図 1-11)。その結果、シンナムアルデヒド、及び p-メトキシシンナムア

ルデヒド(以下 PMCAと略記)についてはこれら単独による強い受容体活性化能が認められ、かつ

他の甘味料への添加により相乗的な応答増強が認められた()。 
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	 相乗的な増強効果が認められたこと、かつこれらの構造（特に PMCAの構造）が甘味抑制剤

のラクチゾールに近いことから、PMCAも T1R3 TMDに作用することが考えられた。しかしな

がらこれらは類似構造でありながらも、一方は甘味料として作用し、一方は抑制剤として作用す

るという、異なる応答調節能を有していることから、これらがどのように T1R3 TMDと相互作

用することによって受容体を活性化、及び抑制するのかという疑問が生じた。 

 

1-2-5.	 本研究の目的 

	 上記ラクチゾール、PMCAは類似構造でありながらも、その応答調節能が異なっていた。そこ

で本研究では、ラクチゾール、PMCA及びこれらの類縁体を用いた網羅的な点変異体解析を実施

することでこれらの作用機序の違いを把握することを目的とした。 

	 また一方で、mGluR1 TMD、mGluR5 TMDの結晶構造(PDB ID : 4OR2、4OO9)が明らかにされ

たことから(Dore et al., 2014; Wu et al., 2014)、これらの構造を基にすることで精度の高い T1R3 

TMDホモロジーモデルの作製が可能となった。そこで T1R3 TMDのホモロジーモデルを作製し

た上で、甘味料・甘味抑制剤の作用部位を同定し、これより詳細な作用機序を把握することを目

指した。 

 

	 本論文は以下の構成となっている。 

	 第 2章では、T1R3 TMDにおける網羅的変異体解析を実施し、この結果から分子モデリングの

手法を用いた抑制剤、甘味料のドッキング構造の作製を実施し、これらについて考察した。 

	 第 3章では、食品への応用を目指し、毒性がない、すなわち T1R3 TMD特異的に作用する高

甘味度甘味料のデザインをすべく、より精度の高い構造を得るべく T1R3 TMDの結晶化を目指

したコンストラクトの作製、精製を実施した。 

	 また、最後に全体の考察及び展望を第 4章に記した。 
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図図1-2：： (A) GPCRのの構構造造にによよるる分分類類(Conn et al., Nat rev. 2009)
(B) GPCRome (Millipore社社よよりり引引用用、、改改変変)

五五基基本本味味ののううちち甘甘味味、、旨旨味味、、苦苦味味ははGPCRででああるる。。

GPCRははN末末端端のの長長ささにによよりり、、Class A, B, Cにに大大別別さされれるる。。

甘甘味味及及びび旨旨味味をを担担ううT1RsははClass C GPCR (赤赤囲囲みみ)にに分分類類さされれるるがが、、

一一方方でで苦苦味味をを担担ううTas2Rsははいいずずれれのの構構造造もも有有ししてていいなないいここととかからら

別別分分類類ととななっってていいるる(青青囲囲みみ)。。

(A)

(B)
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表表1-1 : 苦苦味味受受容容体体フファァミミリリーーのの呼呼称称のの対対応応
25ののササブブタタイイププがが存存在在すするるがが、、混混同同ををささけけるるたためめ、、
本本論論文文中中ででははBufe et al.,にに基基づづきき、、Tas2Rsのの呼呼称称をを採採用用すするる。。
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図図1-4 : class C GPCRででああるるmGluR1ののATDのの構構造造

Class C GPCRののATDににはは中中心心にに大大ききななくくぼぼみみががあありり、、ここここでで
リリガガンンドドをを受受容容ししてていいるる。。 （（PDB ID :1EWK ））
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図図1-5 : 甘甘味味受受容容体体にに受受容容さされれるる物物質質 そそのの1
甘甘味味タタンンパパクク質質はは名名前前及及びびPDB IDをを示示ししたた。。
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図図1-5 : 甘甘味味受受容容体体にに受受容容さされれるる物物質質 そそのの2
本本論論文文中中多多用用ししたたリリガガンンドドをを赤赤枠枠、、青青枠枠でで囲囲んんだだ。。

赤赤枠枠：：T1R2 VFTDにに作作用用、、青青枠枠：：T1R3 TMDにに作作用用
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ヒヒトト甘甘味味受受容容体体・・キキメメララGタタンンパパクク質質をを発発現現ささせせたた培培養養細細胞胞にに甘甘味味物物質質をを添添加加すするるとと、、
膜膜上上にに発発現現ししたた甘甘味味受受容容体体ががここれれをを受受容容すするる。。ここれれにに伴伴っっててGq系系ののGタタンンパパクク質質をを介介しし
たたIP3シシググナナルル経経路路がが活活性性化化さされれるるここととでで小小胞胞体体かかららカカルルシシウウムムのの放放出出がが起起ここるる。。ここれれ

ををFura-2、、Fluo-4等等のの蛍蛍光光カカルルシシウウムム指指示示薬薬でで検検出出すするる事事でで、、受受容容体体のの応応答答をを可可視視化化でで
ききるる。。
Fura-2、、Fluo-4はは AM(acetoxymethyl ester)体体ととししてて細細胞胞にに取取りり込込ままれれるる。。細細胞胞内内にに取取りり

込込ままれれるるとと細細胞胞内内ののエエスステテララーーゼゼにによよりり加加水水分分解解をを受受けけるる。。ここれれにによよりりCa2+をを捕捕捉捉能能
がが生生じじるるとと同同時時にに再再びび細細胞胞膜膜をを透透過過ししななくくななるる。。

図図1-6 : カカルルシシウウムムイイメメーージジンンググ法法にによよるる甘甘味味受受容容体体のの機機能能解解析析のの模模式式図図
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①

②

③

④

図図1-7：：Flp-In Systemのの模模式式図図

①①FRT配配列列ががゲゲノノムム中中にに組組みみ込込ままれれたた細細胞胞
②②目目的的遺遺伝伝子子をを挿挿入入ししたたpcDNA5/FRTとと組組換換ええ酵酵素素をを発発現現すするるpOG44をを共共導導入入
③③FRT配配列列間間でで特特異異的的なな組組換換ええがが起起ここるる
④④目目的的遺遺伝伝子子ととハハイイググロロママイイシシンン耐耐性性遺遺伝伝子子がが細細胞胞ののゲゲノノムムにに挿挿入入さされれ、、発発現現すするる
Invitrogen社社HPよよりり抜抜粋粋、、一一部部改改変変。。
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図図1-9 : (A)ウウェェルルベベーーススアアッッセセイイ装装置置（（FlexStaion3））
(B)96穴穴ププレレーートトへへのの試試料料調調製製例例

ウウェェルルベベーーススアアッッセセイイ装装置置をを用用いいるるとと1ププレレーートトををおおよよそそ30分分でで測測定定
すするるここととががででききるる。。
A-Hのの8穴穴をを同同時時にに測測定定すするるここととががででききるるここととかからら、、測測定定誤誤差差がが小小ささ
くくななりり、、よよりり良良いいデデーータタをを得得るるここととががででききるる。。
FlexStation3のの図図ははMolexular DevicesののHPよよりり抜抜粋粋。。
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(A)

(B)

図図1-10 : NHDC、、シシククララメメーートトにによよるる応応答答増増強強効効果果
(A)NHDC、、シシククララメメーートトのの分分子子構構造造
(B)ははススククロローーススにに対対ししそそれれぞぞれれ微微量量添添加加ししたた際際のの濃濃度度応応答答曲曲線線

NHDC、、シシククララメメーートトににはは応応答答増増強強能能ががああるるここととががわわかかるる。。
(B)ははFujiwara S. et al., (2012)よよりり抜抜粋粋、、一一部部改改変変。。
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(C)よよりり、、応応答答増増強強能能がが他他ののリリガガンンドドとと比比較較ししててもも秀秀ででてていいるるここととががわわかかるる。。
(D)よよりり、、NHDC、、シシククララメメーートトににははススククロローーススだだけけででななくく、、他他のの様様々々なな甘甘味味物物質質にに対対ししてて
もも応応答答増増強強能能ががああるるここととががわわかかるる。。

Fujiwara S. et al., (2012)よよりり抜抜粋粋、、一一部部改改変変。。

(D)

(C)

(C)NHDC、、シシククララメメーートトとと他他のの甘甘味味物物質質のの応応答答増増強強効効果果のの比比較較
(D)NHDC、、シシククララメメーートトにによよるる他他のの甘甘味味物物質質にに対対すするる応応答答増増強強効効果果

図図1-100 :
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図図1-11：：甘甘いい香香りりをを有有すするる香香料料ののススククリリーーニニンンググ

(A) : 甘甘いい香香りりをを有有すするる香香料料94種種ををそそれれぞぞれれ1 mMにに調調製製しし、、細細胞胞にに投投与与ししたた。。
ななおお、、図図中中1Aははアアッッセセイイババッッフファァーーののみみ2Aははアアススパパルルテテーームム 1mMのの応応答答でで
ああるる。。3Cののシシンンナナムムアアルルデデヒヒドド及及びび3Hののp-メメトトキキシシシシンンナナムムアアルルデデヒヒドド
(PMCA)ににおおいいてて応応答答がが確確認認さされれたた。。

(B) : シシンンナナムムアアルルデデヒヒドド及及びびp-メメトトキキシシシシンンナナムムアアルルデデヒヒドド(PMCA)のの構構造造式式

(A)

(B)

シンナムアルデヒド p-メトキシシンナムアルデヒド (PMCA)
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図図1-12：： (A)PMCAにによよるる、、アアススパパルルテテーームムのの応応答答増増強強効効果果
(B)甘甘味味料料PMCA及及びび甘甘味味抑抑制制剤剤ララククチチゾゾーールル

(A) : PMCAににははNHDCややシシククララメメーートトとと同同様様ににT1R2にに作作用用すするるアアススパパルルテテーー
ムムのの甘甘味味応応答答をを増増強強すするる能能力力をを有有すするる

(B) : PMCA、、ララククチチゾゾーールルののはは共共通通のの構構造造をを有有ししてていいるるににもも関関わわららずずそそのの応応
答答調調節節能能はは逆逆ででああるる

PMCA自身による応答 PMCAによる応答増強

(A)

(B)

甘味料PMCA 甘味抑制剤ラクチゾール
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第 2章 

 

T1R3膜貫通領域に作用する 

甘味調節物質の作用機序の解明  
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2-1.	 味覚調節物質の現状 

	 味覚に関わる受容体が同定されつつあり、その役割や構造が明らかにされてきている昨今、味

覚受容体の応答調節物質の作用機構の解明及び開発が盛んに行われている(図 2-1)。 

	 旨味受容体において主要リガンドであるグルタミン酸は T1R1 サブユニットの VFTD に存在す

る受容ポケットに作用するが、イノシン酸は同一ポケット内の、グルタミン酸作用部位に比べや

や外側に作用することが報告されている(Zhang et al., 2008)。この報告より、ヒト T1R1に対しイ

ノシン酸単独では作用できないが、グルタミン酸と共に添加することによって T1R1 VFTD の構

造変化を促し、旨味受容体の活性化するという機構が明らかとなっている。これがよく知られて

いるグルタミン酸（こんぶだし）とイノシン酸（かつおだし）による旨味の相乗増強効果の作用

機構である。これと同様の作用機構を利用して、甘味受容体のサブユニットである T1R2 におい

ても甘味増強剤が研究されている。Senomyx, Inc.により開発された SE-3、SE-4(Servant, Tachdjian, 

Li, & Karanewsky, 2011; Servant et al., 2010)は自身では甘味を有していないが、スクロースやスク

ラロースの甘味を相乗的に増強するようにデザインされた化合物である。これらは本論文で取り

上げている T1R3 TMD に作用する増強剤とは異なる部位に作用することから、併用することで

更なる増強効果をもたらすことが期待される。 

	 苦味受容体においても抑制物質の開発が盛んに行われている。これまでに、GIV3727 : 

Tas2R43, Tas2R44 (Slack et al., 2010)、3β-hydroxypelenolide, 3β-hydroxydihydrocostunolide : Tas2R46 

(Brockhoff et al., 2011)、probenecide ：  Tas2R16 (Greene et al., 2011)、6-methoxyflavanones : 

Tas2R39 (Roland et al., 2014)、GABA、N,N-Biscarboxy-methyl-Lysine (BCML) : Tas2R4 (Pydi et al., 

2014)といったいくつかの報告がなされている。しかしながらこれらのリガンドはいくつかの苦

味受容体において抑制効果が認められてはいるが、25 種類ある Tas2Rs 全てに対し苦味抑制が認

められるわけではないことから、苦味抑制剤の開発は現状では難しい。 

 

	 本章ではまず、ラクチゾール、PMCA 類縁体を用いた網羅的な変異体解析を実施した。一方で

昨年、T1Rs と同様 Class C GPCR に属する代謝型グルタミン酸受容体 mGluR1 TMD、及び

mGluR5 TMD の結晶構造が相次いで報告された。これらを用いて T1R3 TMD の精度の高いホモ

ロジーモデルを作製し、変異体解析によって得られた結果と照らし合わせることで甘味料、抑制

剤双方のドッキングモデルを作製した。 
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2-2.	 甘味受容体に作用する甘味調節物質の網羅的解析 

2-2-1.	 材料と方法 

試薬  

・DMEM（ダルベッコ改変イーグル培地） 

	 SIGMA社より購入したものを用いた。測定用には低グルコース D6046（1000 mg / mL）	 の培

地を用いたが、細胞株の作製時には増殖速度を早めたいため、高グルコース D5796（4500 mg / 

mL）の培地を使用した。 

 

・PBS 

	 NaCl  8.0 g 

	 Na2HPO4 2.9 g 

	 KCl  0.2 g 

	 KH2PO4 0.2 g 

以上の物質を MilliQ水に溶解させ 1 Lにメスアップすることで調製した。 

 

・トリプシン溶液 

	 2.5%トリプシン液（Invitrogen）を 1 mM EDTA入り PBSで 10倍希釈して使用した。 

 

・カルシウムイメージングアッセイバッファー（アッセイバッファーと表記） 

10 mM HEPES 

130 mM NaCl 

10 mM グルコース 

5 mM  KCl 

2 mM  CaCl2 

1.2 mM MgCl2 

NaOHを用いて pHを 7.40に調整した。 

 

・用いた試薬 (1) 

測定を行った試薬の名前、構造を表 2-1に記した。 

 

リガンド溶液  

	 アスパルテームは 10 × アッセイバッファーに溶解させ、Milli Qでメスアップすることで 1 × 

アッセイバッファーに 32 mM 溶解させることでアスパルテーム液を作製した。これを、水酸化

ナトリウム水溶液を用いて pH は 7.4 にした上で、適宜希釈したものを測定に用いた。一方、水

への溶解性の低い物質に対しては dimethyl sulfoxide (DMSO)を用いて 1M 溶液を調製し、これを
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アッセイバッファーにより希釈することによって用いた。なお、DMSO 1%以下であれば DMSO

を加えることによる細胞への非特異的な影響はないことは確認済みである。 

	 さらに、酸性、塩基性のリガンドを用いた場合は、適宜中和を行い、細胞が正常に機能できる

pH内で測定を行った。 

 

コンストラクトの作製  

	 当研究室 2010 年度修士、今田により作製された甘味受容体安定発現株作製用コンストラクト

（T1R2、T1R3、G16gust44が pcDNA5 / FRT vectorに挿入され、同時発現させることが可能）を

基に、T1R3 TMDの点変異体発現コンストラクトを作製した。変異体コンストラクトの作製にあ

たり、プライマーは Sigma-Aldrichに依頼した。Phusion Hot Start II DNA Polymerase (Thermo)及び

GeneAmp PCR System 9700(Applied Biosystems)を用いて PCRにかけ、得られた断片を In Fusion 

HD Cloning Kit (Clontech)を用いて vector を作製した。シークエンスの確認は 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)により実施した。 

 

培養細胞  

・安定発現細胞の作製 

	 Flp-in system (invitrogen)を用いて各点変異体発現コンストラクトとリコンビナーゼ pOG44を遺

伝子導入、100 µg / mL hygromycin B (invitrogen)を用いてセレクションにかけた。培地は High 

Glucoseの DMEMを用いた。細胞を増殖させ、直径 100 mmの接着細胞用プラスチックディッシ

ュ（CORNING 430167）数枚分になるまで培養し、その後 CELLBANKER 1（TAKARA）に入れ

BICELL (日本フリーザー)を用いて-80度で凍結し、液体窒素へ凍結保存した。 

・継代 

	 凍結ストックより 1 ロット細胞を起こし、10% FBS（GIBCO）を含む DMEM（SIGMA）を用

いて 37 ˚C、5% CO2存在下で培養した。1日または 2日に一度細胞を PBSで洗浄した後に 0.25%

トリプシン（invitrogen）で消化することにより継代を行った。100 µg / mL hygromycin B存在下

で培養した。 

 

ウェルベースアッセイ  

・	 測定方法 

	 ウェルベースアッセイ装置は FlexStation 3 (Molecular Devices)を用いた。血球計算盤（トーマ）

を用いて細胞数を数え、96ウェルプレート(Cell Bind ; CORNING)1穴あたり、100 µL、70,000 – 

80,000 個の細胞を播種し、培養した。 23 時間培養後、BIO-WASHER 50（DS PHAMA 

BIOMEDICAL）を用いて細胞をアッセイバッファーで培地を洗浄し、1 ウェルあたりの全容を

50 µLとした。ここへ、蛍光カルシウム指示薬 FRIPR Calcium 4 Assay Kit (Molecular Devices)を 50 
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µL添加し 37 ˚C、遮光条件下で 45分間静置した（全容 100 µL）。なお、FRIPR Calcium 4 Assay 

Kit は一瓶あたりを 100 mL のアッセイバッファーに溶解させ、これを分注、凍結保存したもの

を都度溶解し、用いた。 

	 測定条件のうち温度は細胞の活性に関わるため非常に重要である。室温付近(27 ˚C)で行うか、

体温付近(37 ˚C)で行うかで蛍光指示薬の取り込み量の違いなどから応答強度がかなり異なる。27 

˚C で測定を行う利点としては、アッセイバッファーのみ細胞にかけた際の Basal の応答が抑えら

れることである。37 ˚C では Basal 活性も認められてしまうが応答強度が増す。本研究では応答

増強・抑制を観察するという観点から、Basal 活性は考慮する必要がない。さらに、変異体によ

っては応答強度が低下してしまうことに加え、応答強度が大きい方が抑制剤の測定に適している

ことから 37 ˚Cで測定を行う方が適切であると判断した。 

	 測定前に 15 分間、ウェルベースアッセイ装置内で細胞をチップ及びリガンドとともに 37 ˚C

下で静置した (蛍光指示薬の合計インキュベート時間は 1 時間)。リガンド溶液は 96 穴の V 字底

リガンドプレート(COSTAR 3897)上に 2 × 濃度で各 120 µL用意した。100 µLの蛍光指示薬入り

細胞液に対し、2 × 濃度のリガンドを 100 µL添加することにより、終濃度を 1 × 濃度となる。

485 nmで励起し、FRIPR Calcium 4 Assay Kitの蛍光（525 nm）を 2秒に 1度測定した。測定開始

から 20秒後に 2 × 濃度に調製したリガンド溶液 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。蛍光強度は relative fluorescense units (RFU)で表される。 

	 なお、変異体解析において T1R2 VFTD に作用するアスパルテームを基準物質として用いた。

アスパルテーム自身は T1R3 TMD における変異の影響は受けないはずであることから、アスパ

ルテームの活性が保持されていることをもって変異体甘味受容体が機能していることを確認した。

応答調節能解析においては、4 × 濃度のアスパルテームと 4 × 濃度の添加物質を用意し、これを

1 : 1で混ぜ合わせることにより 2 × 濃度に調製したものをリガンドプレートに用意し、細胞へか

けた。 

 

・データ解析 

	 FlexStation 3 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（ΔRFU）。この値をプロットし、ソフトウェア Clampfit 9.2

を用いて以下に示す Hill bloker kineticsの式を用いて近似曲線を得た。 

  f x = 𝐼𝑚𝑖𝑛 +   
𝐼𝑚𝑎𝑥  !  𝐼𝑚𝑖𝑛

1  !  (𝑥 𝐸𝐶50)
ℎ 

   Imaxはグラフの最大値、Iminはグラフの最小値、hは Hill係数 

 

これにより得られた計算結果から、最大値 Imaxの 50%の応答強度が得られる際の甘味料 or 抑制

剤の濃度を EC50 値 (half maximal effective concentration)、 IC50 値 (half maximal inhibitory 

concentration)として表し、この値を各リガンドの受容体に対する応答調節能の強さの指標とした。
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2-2-2.	 構造類似化合物のスクリーニング測定 

	 シンナムアルデヒド、ラクチゾールの類縁体計 78 種の測定を行い、構造活性相関の検討を行

った。これらの測定結果は本論文の末尾に補足資料(p. に掲載)として一覧を掲載した。これらの

うち、主だったものについて触れる。 

	 測定 1	 PMCAの p位メトキシ基について 

シンナムアルデヒドよりも PMCAの方が受容体の活性化能が強力であったことから、p位のメト

キシ基の鎖の長さを変えた類縁体の測定を行った。炭素鎖長が 2 から 6 までのリガンド(エトキ

シ基、プロポキシ基、ブトキシ基、ペンチロキシ基、ヘキシロキシ基)を用意し、それぞれの応

答調節能を比較した(図 2-2)。この結果、メトキシ基、エトキシ基は同等の受容体の活性化を示

したが、プロポキシ基は活性化も抑制もなく、ブトキシ基は強い抑制を示した。ペンチロキシ基、

ヘキシロキシ基も応答抑制能を示したが、ブトキシ基に比べれば弱いという結果が得られた。 

	 この結果から、甘味料として働く構造の範囲は抑制剤として働く構造の範囲より狭いことが示

唆される。また、抑制剤として働くにはブトキシ基ほどの鎖の長さを有していることが重要であ

ることが示唆された。 

	 測定 2	 ラクチゾールの類縁体について 

	 ラクチゾールの他、図 2-3に示した類縁体の測定を行った。これらの類縁体から、 

・カルボキシ基から芳香環までの炭素鎖には枝が存在するリガンドは応答抑制能が強い（枝の

Me基は 2つ > 1つ > なし の順に抑制能が強い）。  

・カルボキシ基から芳香環までの長さは炭素鎖 4 > 3 > 2である。 

芳香環のカルボキシ基に対する p 位には、 クロロ基 >  ピペロニル基 > メトキシ基 > なし 

の順に強力である。 

・メトキシ基の配向は m-位 > p位 > o位である。 

以上のことが言える。この結果から、ラクチゾール作用部位の周囲にはスペースが広く空いてお

り、様々な構造を許容することを示唆する。そして、それを埋める構造の方が、強力に作用する

可能性を示唆する。 

	 これは、リガンド測定により、多くの物質が抑制剤として作用したことからも推測が可能であ

る。詳しい考察については、2-3にてホモロジーモデルを交えて行う。 

 

2-2-3.	 複数の甘味料、抑制剤に対する T1R3 TMDの網羅的変異体解析 

	 甘味料として、シクラメート、NHDC、シンナムアルデヒド、PMCA の 4 物質を、抑制剤とし

て、ラクチゾール、2,4-DP、2-phenylpropinic acid (ラクチゾールの p-位メトキシ基を取った構造。

2-Phe と略記)、2-(4-methoxyphenoxy)acetic acid (ラクチゾールの枝を取った構造。4-OMe と略記)

の 4 物質に対して、変異体解析を網羅的に実施した。はじめに変異体解析を実施するにあたり、

変異の位置変異体におけるアスパルテームの応答強度 I Maxと EC50値、及び各変異体の EC50 を
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野生型(WT)の EC50で割った値、EC50 / EC50_WTを示した（表 2-1、図 2-4）。 

	 なお、膜貫通領域における位置は一般的に Ballesteros と Weinstein により定められた残基の配

置法(BW numbering)が用いられている。これは Class A GPCRにおいて各膜貫通構造のヘリック

ス(以下 transmembrain ; TM)内で最も保存されているアミノ酸残基を 50番として、それより前の

残基を 49,48…、後の残基を 51,52…と名付けた位置の数え方である。例えば、T1R3 TMDの場合、

TM 2における Leu614を 2.50として定められ、Gly615は 2.51、Cys613は 2.49となる。本論文中

の T1R3 TMDにおける BW numberingの位置は mGluR1 TMD（Wu et al.,）を参考にした。これら

は Class Aとのアラインメントを基にしたものであり、Class C GPCRにおいて必ずしも保存性の

高い残基ではない。 

	 アスパルテームの測定結果から、S620A2.56、N737Q5.47 の 2 変異体についてはアスパルテーム

自身の EC50値が WT に比べ 5 倍以上大きくなったことから、参考値とした。また、L644V3.36、

L648V3.40、L740V5.50、A797V7.41、C801I7.45 、G804A7.48 の 6 変異体についてはアスパルテームの

応答がほぼ認められなかった、あるいは濃度応答曲線が描けなかったなかったことから、これら

の変異体は以後の解析には用いなかった。 

	 上記変異体を用いて、各リガンドの測定を行った。まずは WT におけるそれぞれの濃度応答曲

線を示した（図 2-5）。活性化剤（増強剤）では PMCA の EC50値が最も小さく、90 µM であっ

た。続いて NHDCは 220 µM、シンナムアルデヒドが 300 µM、シクラメートは 2.7 mMであった。

一方、抑制剤の中では、2,4-DP の IC50が 6 µM、ラクチゾールが続き 70 µM、4-OMe が 440 µM、

2-Pheが 780 µMであった。 

	 次に、各々のリガンドに対して変異体解析を行った結果を示す（表 2-2、表 2-3）。各リガン

ドに対する変異体の影響を EC50値、IC50値のずれにより判定した。上の表には EC50値、IC50値

（濃度、mM）を、下の表には、それぞれの変異体における EC50値、IC50値を WT の EC50値、

IC50値で割った比を掲載した。比の値が大きいものほど WT よりも大きく値がずれ、変異による

影響を大きく受けていることを意味する。変異による影響が極めて大きかった残基（50 倍以上

のずれ）を赤色に、WTに比べ 10倍以上のずれが生じた変異については橙色に、5倍以上のずれ

が生じた残基については黄色に示した。 

	 さらに、各リガンドの影響の大きい変異の位置を膜貫通構造の模式図（スネークプロット）で

示した(図 2-6、図 2-7)。 

	 甘味料の 4 物質は共通して TM3、TM5 のそれぞれかなり浅い位置に存在する Gln6363.28及び

Ser7295.39 における変異の影響が極めて大きかった。この結果は修士における PMCA の測定を再

現する結果である。また、N737Q5.47 はポジティブコントロールであるアスパルテームの活性化

能が低下した残基であるが、全ての甘味リガンドの活性化能が低下していることから、変異によ

り受容体が活性化しにくい構造へ変化した。つまり膜貫通構造が不活性型から活性化へ変化する

際に重要な残基である可能性が挙げられる。なお、シクラメートについては H734N5.44 及び
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R790QECL3の 2変異体において受容体活性化ではなく、抑制能を獲得している。 

	 一方で、甘味抑制剤の 4 物質は共通して、TM3 の His6413.33、TM7 の Gln7947.38における変異

の影響が極めて大きかった。Q794N7.38変異体は先行研究（Jiang et al., winnig et al.）においても報

告されていない新たな知見である。また、Q637E3.29、A733V5.43、H734N5.44、F778A6.51 に対して

はリガンドごとの変異による影響の大きさは異なるものの、総じて抑制能の低下が認められる残

基であった。 

	 修士論文において述べた通り、増強剤、抑制剤は一部を除き、同一残基により双方の調節能低

下がもたらされることはなく、これらは異なる部位に作用している結果が得られた。 

	 以上の網羅的な変異体のスクリーニングに基づき、mGluR1 (PDBID : 4OR2) の結晶構造を基に

した T1R3 TMDのホモロジーモデルを作製した。  
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2-3.	 T1R3 TMDと抑制剤・甘味料ドッキングモデルの作製 

	 本節におけるモデルの作製は産業技術総合研究所、創薬分子プロファイリング研究センター広

川貴次博士の監修により実施した。 

・ホモロジーモデルの作製 

	 これまでに結晶構造が解かれている mGluR1 及び mGluR5 に対しアミノ酸配列のアラインメン

トを作製した。この結果を図 2-8 に示す。アラインメントは clustalW2 を用いて行った。また、

gap の位置は実際の結晶構造から判断し、最適な位置（膜外のループで、かつ特定の構造（シー

トやヘリックス）を保持していないランダムコイルな位置）に配置した。このアラインメントを

基に、mGluR1 の結晶構造を鋳型としてホモロジーモデルを 10 通り作製させ、最も安定な構造

を選んだ。モデルの作製には Maestro (Schrödinger, Inc.)を用いた。 

 

・甘味抑制剤 2,4-DPのドッキングモデルの作製 

	 mGluR1 の結晶構造は抑制剤 FITM が結合した不活性型である。そこで、既知のリガンドの中

で最も抑制能が強い 2,4-DP を用いてドッキングモデルの作製を試みることにした。なお、変異

体解析実験に用いたラクチゾール、2,4-DP はラセミ体であるが、天然に存在するラクチゾールは

S体が多いという報告が存在することから(Rathbone, Butters, Cookson, & Robinson, 1989)、S体を

用いてドッキングを実施した。 

	 まずは 2-2-3に示した 2,4-DPを用いた変異体解析結果をモデル上に表示した（図 2-9a）。残基

の色は、変異体解析結果と同様、変異によるリガンド抑制能への影響度に従った。すなわち、

IC50値が WT に比べ 50 倍以上低下したものを赤色に、10 倍以上低下したものを橙色に、5 倍以

上低下したものを黄色で示してある。 

	 ホモロジーモデルから、His6413.33及び Gln7947.38は膜貫通構造内において、向かい合う位置に

存在することがわかる。そこで、この 2 つの残基と相互作用することを指定し、ドッキングモデ

ルを 100 通り作製させ、最も安定な構造を選択した。ドッキングモデルの作製には Glide 

(Schrödinger, Inc.)を用いた。得られたドッキング結果を示す(図 2-9b)。 

 

・2,4-DPと不活性型のドッキングモデルに対する考察 

	 2,4-DPの甘味抑制能が 10倍以上低下した 6残基（Gln6373.29、His6413.33、Ala7335.43、His7345.44、

Phe7786.51、Gln7947.38）について考察できることをもって十分なモデルとみなす。 

	 このドッキングモデルでは、2,4-DP のカルボキシル基は、His6413.33及び Gln7947.38を架橋する

ように存在し、かつ同時に Gln6373.29も近傍に存在しており、合計 3 残基と相互作用している。

カルボキシル基のみがこのように作用することが可能であることから、2-2-2 におけるリガンド

の類縁体添加実験においてカルボキシル基を有するリガンドが全て抑制効果を示したという結果
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を支持するものである。2,4-DP の芳香環を支えるように His7345.44、及び Phe7786.51が存在し、o-

位、p-位の Cl 基が Phe7786.51との疎水性相互作用を強めている。これが、ラクチゾールとの抑制

能が異なる要因である（ラクチゾールのドッキングモデルとの重ね合わせを図 2-10a に示し

た。）。F778A6.51 変異体において、ラクチゾールの抑制能低下(WT の 16 倍)に比べ、2,4-DP の

抑制能低下が著しい(WT の 48 倍)ことも、このモデルを支持していると言える。また、主要 6 残

基ではないが、Phe6242.60 と、2,4-DP の枝の Me 基が近傍に存在しており、相互作用しているこ

とが想定される。この相互作用は R 体(Me 基と H が逆になる。)では認められないはずであるこ

とから、少なくとも 2,4-DPでは S体が T1R3 TMDとの相互作用に役立っていると考えられる。 

	 残る主要残基 Ala7335.43について考察する。A733V5.43変異体はヒト→マウス型へと置換した変

異体であり、7335.43番目の残基が Val であることは、ラクチゾールがマウス甘味受容体に作用し

ない主要因であると考えられている。しかしながら、直接的には 2,4-DP との相互作用には関わ

っていない。 

	 Ala7335.43 は抑制剤にとってキーとなっている残基、His6413.33 と向かい合う位置に存在してお

り、これが Ala であればモデルの位置に His6413.33 が存在することが可能である。これに対し、

より嵩高い Val が存在している場合、His6413.33 がヒト抑制剤にとっての程よい位置（Gln6373.29、

His6413.33、Gln7947.38 の 3 残基と相互作用可能な位置）に存在できなくなることが要因であると

考えられる。 

 

	 ホモロジーモデルは、鋳型となっている mGluR1 の結晶構造の主鎖の位置には変更を加えず、

あくまで側鎖の向きに変更を加えることによって作製している。リガンドによってはホモロジー

モデルのままではうまく作用できず、主鎖をリガンドに作用するように動かしていく induced fit

を実施する必要があるが、2,4-DP についてはホモロジーモデルの時点で既に変異体解析結果を十

分に説明することが可能であることから、そのままこのモデルをドッキングモデルの完成系とし

た。 

	 2,4-DP の周囲 4 Å 以内の残基を表示した(図 2-10b)。図 2-10a で示した通り、ラクチゾール、

2,4-DP の芳香環の角度が異なっている。このことから、周囲にはスペースにゆとりが存在し、幅

の広いポケットであることがわかる。 

 

・甘味料ドッキングモデルの作製 

	 GPCRの活性型構造は Gタンパク質へのシグナル伝達という性質上、不活性型構造とは異なる

形状を有している。ところが、GPCR のアゴニストフォームが明らかにされている例は少なく、

かついずれも Class A の GPCR であることからこれらは T1R3 の活性型の鋳型としては用いるこ

とができないと判断した。 

	 そこで、抑制型と同じく mGluR1 の不活性型構造をはじめとして、これに対し既知のリガンド
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の中で最も活性化能が強い PMCAを配置し、MD（molecular dynamics method; 分子動力学法）を

用いたシミュレーションを行うことで、活性型構造の探索を図った。 

	 はじめに、2-2-3 の変異体解析結果から PMCA の活性化能が大きく低下した残基を T1R3 ホモ

ロジーモデル上に示した(図 2-11a)。解析結果にこれより、影響がある残基は大きく 2 箇所、

TM3 の Gln6363.28付近、及び TM5 の Ser7295.39付近にある程度まとまって存在しているものの、

これらは離れた位置に存在している。特に Ser726ECL2、Trp727ECL2、Ser7295.39 といった残基はリ

ガンド作用ポケットの方向へと向いておらず、単純に PMCAを配置することは困難であった。 

	 そこで、PMCA から p-位のメトキシ基を除いたシンナムアルデヒドと T1R3 TMD の相互作用

の差に注目した。PMCA はシンナムアルデヒドに比べ、Phe6242.60、Ser6403.32、Ser726ECL2、

Trp727ECL2、Leu7826.55 との相互作用が増している。この結果と不活性型ポケットにおいてリガン

ド配置が可能なスペースより、PMCA のアルデヒド基を Gln6363.28と相互作用し、メトキシ基が

Leu7826.55と相互作用することを指定し、ドッキング用ソフトウェア Glide内で induced fitを実施

した。induced fit により得られたモデルを 100 通り作製し、変異体結果に最も合うモデル(4 番目

にエネルギー的に安定なモデル)を選択した(図 2-11b)。 

	 続いて、MD を開始するにあたり、結晶構造から膜の層を計算しているインターネット上のサ

イト、PDBTM (http://pdbtm.enzim.hu)より mGluR1の結晶構造 4OR2の膜データを読み込み、これ

に T1R3 のモデルを重ね合わせて膜方向を決定したのちに膜部分に膜成分を、膜外に水分子を配

置した後に MDを開始した。MDはおよそ 1月かけて実施し、計算上 100 ns経過した時点で計算

を終了し、100 ns時点の構造を PMCA結合活性型構造とした(図 2-12)。 

 

・PMCAと活性型モデルに対する考察 

	 活性型モデルが不活性型と大きく異なる点は、MD 計算の開始直後より TM5 が大きく折れ曲

がった点である。これにより、不活性型では遠位に存在していた Ser726ECL2、Trp727ECL2、

Ser7295.39の 3 残基が Leu7826.55に近づき、PMCA との相互作用に関わっている位置に存在してい

る。2-2-3 における変異体解析結果から重要であると判断された Ser6202.56、Phe6242.60、Gln6363.28、

Ser6403.32、Ser726ECL2、Trp727ECL2、Ser7295.39、Asn7375.47、Leu7826.55のうち、Asn7375.47を除いた

8 残基は PMCA の近傍に集中するという結果が得られた。しかしながら、PMCA の周辺(4 Å 以

内)に存在する残基を表示したところ（図 2-13）、Phe6242.60、Leu7826.55 については PMCA との

相互作用が認められるものの、むしろ他の残基については直接的な相互作用は認められず、活性

型への構造変化に重要な残基である可能性が挙げられる。 

	  

	 MD により得られた活性型モデルが確からしい構造であるのかについて、次の 4 点について考

察した。 

1.	 抑制剤の作用部位 
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	 抑制剤が抑制剤としてはたらくためには活性型への構造変化を妨げる位置に作用していなくて

はならない。そこで、PMCA の活性型モデルと、2,4-DP の不活性型モデルを重ね合わせた上で、

TM5 の折れ曲がりに対し、抑制剤 2,4-DP がどのように位置しているのかを検証した。重ね合わ

せは、主鎖の重なりが最も高くなるように実施した（図 2-14）。活性型及び不活性型では

Phe7305.40及び、His7345.44に大きな違いが認められた。 

	 Phe7305.40 は不活性型モデルでは横に逃げているのに対して、PMCA 活性型モデルでは抑制剤

の作用部位に蓋をするように存在している。活性型では TM5 の構造変化に伴い、Phe7305.40がポ

ケットの内側に位置するようになるため、不活性型のような芳香環が外側へ逃げるロータマーは

取りにくいと推察される。これより、2,4-DP が His6413.33 や Gln7947.38 と相互作用することで、

活性型への構造変化を妨げていると言える。 

	 また、His7345.44は活性型では大きく TM4 側へと動いており、TM4 に存在する Glu6924.53とイ

オン性の相互作用を形成している。一方で、不活性型では 2,4-DP の芳香環と His7345.44イミダゾ

ール環の向きが重なり合い、π-π 相互作用が生じている。これより His7345.44が TM4 の方へ移動

するのを妨げ、抑制剤として機能していると考えられる。 

以上より、抑制剤としてはたらくためには Phe7305.40、His7345.44 の動きを固定することが重要で

あることが推察される。 

 

2.	 Ser6202.56変異体、N737Q5.47変異体における受容体全体のアゴニスト活性の低下 

	 2-2-3 のはじめに、受容体の機能の保持の確認のためにアスパルテームの応答を確認している

が、Ser6202.56、N737Q5.47においてはアスパルテームの EC50値が低下していた。 

	 PMCA の活性型モデルで、これらの残基の位置を表示した(図 2-15)。Ser6202.56は、活性型へ変

化するために重要な残基、Gln6363.28との相互作用に関わっていることがわかる。この残基を Ala

へと置換したことでヘリックス構造に歪みが生じ、Gln6363.28 との相互作用が弱まる可能性が考

えられる。一方、Asn7375.47は TM5 の折れ曲がりの根元に位置していることがわかる。この残基

を 1 炭素分長い Gln に置換したことで、TM5 の折れ曲がりの柔軟性を妨げたという推察は十分

に可能である。 

 

3. 甘味料 NHDC及びシクラメートは PMCAの活性型モデルに作用するか。 

	 NHDC、シクラメートが PMCA 活性型モデルに作用するのかを検討したが、NHDC は分子が

大きいため、PMCA 活性型モデルには作用できなかった。NHDC は H734N5.44変異体においても

変異の影響を受けているため、PMCA 活性型モデルでは Phe7305.40により蓋がされている抑制剤

作用部位にも作用している可能性がある(図 2-16a)。 

	 シクラメートは逆に、分子が小さい割に、影響を受ける変異体の数が多い。PMCA や NHDC

には無い、シクラメート固有で影響を受ける残基 Arg790ECL3を基準に、PMCA活性型モデルにド
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ッキングを実施した（図 2-16b）。これにより、TM5 – 6 側の残基については解釈が可能である

が、TM2 - 3 側の残基については説明が難しい。そこで、あくまで仮説ではあるが、シクラメー

トが 2 分子、作用し得る部位が存在し、これらのどちらか、あるいは両方に作用することで活性

化に働いていると考えた。 

 

4.	 H734N5.44変異体における、甘味料シクラメートの抑制剤への変化 

	 抑制剤の 2,4-DP は His7345.44との相互作用により抑制剤として機能していることが示唆された。

一方で、甘味物質であるシクラメートは、H734N5.44 変異体において抑制剤として機能すること

を 2-2-3 において述べている。H734N5.44変異体においてシクラメートがどのように作用している

のか、モデルを作製した（図 2-17）。シクラメートのスルホ基はやはり His6413.33 と相互作用し、

シクロヘキサン環は Phe778 の方向へ配向した。また、Asn5.44アミド基のうち C=O がシクラメー

トのリンカーとなる第 2 級アミンと、NH2がスルホ基の S=O と相互作用することが示唆された。

そして、2,4-DP の不活性型モデルとの重ね合わせを実施すると、やはり 2,4-DP とシクラメート

が似た位置に作用していることがわかる。 

 

以上の結果より、PMCA 活性型モデルからは NHDC の作用形式を説明できなかったものの、

PMCA に対する変異体解析結果がしっかり説明できることから、概ね確からしい構造が得られて

いると判断した。 

	 また、図 2-8のアラインメントから、活性型へのキーとなっている残基、Glu6924.53と His5.44が

他の GPCR においてどのようになっているのかを考察した。mGluR1、mGluR5、T1R1、T1R2 の

中では T1R2 のみ、4.53 位が Lys となっており、かつ TM5 の 5.44 位より一段低い位置、5.47 位

が Asp となっていることから、これらで相互作用を起こしている可能性が挙げられた。他の

GPCR にはイオン性相互作用が期待される残基は存在しなかったものの、5.45 位、5.49 位に Gly

（T1R1、5.45 は Leu）が存在していることから TM5 は柔軟な構造を有していることが期待され

る。 
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2-4.	 シミュレーションに基づくより強力な抑制剤・甘味料のデザイン 

	 得られたそれぞれのモデルに対し、2,4-DP あるいは PMCA の周辺の残基に注目し、より強力

なリガンドの探索を実施した。 

 

2-4-1.	 抑制剤のデザイン 

	 まずは 2,4-DPの不活性型モデルを基に、更なる強力な抑制剤について考察を実施した。 

2,4-DP不活性型モデルと、既知の結晶構造 mGluR1 + FITMと、mGluR5 + mavoglurantを重ね合

わせることで、リガンドが結合可能な空間を探索した(図 2-18)。図中、水色で示したものが

mGluR1 のリガンド FITM、橙色で示したものが mGluR5 のリガンド mavoglurant、そして、紫色

で示したものが 2,4-DP である。これらはよく似た角度で受容体と相互作用しているものの、

FITM、mavoglurant に比べ、2,4-DP は構造が短く、作用部位が浅いことが明らかとなった。そこ

で、mGluR1 及び mGluR5 の残基と、T1R3 の残基を比較することで、FITM や mavoglurant と同

様の作用部位が存在するのか、検証を行った。 

	 まずはより深い位置に作用している mGluR5の macoglurantと T1R3について注目した(図 2-19)。

mavoglurant は 2,4-DP の作用部位よりも深い位置から、直線上のアルキン構造によりさらに深い

残基へと相互作用している。ここで、TM3 の 3.36 の位置に存在する残基を比べると、mGluR5

では Proであるが、T1R3では Leuになっている。T1R3の Leuは嵩高い構造を有していることか

ら、mavoglurant の作用部位と重なってしまう。これより、T1R3 には mGluR5 のようなポケット

は存在しないことが予想された。 

	 続いて、mGluR1と T1R3との比較を行った。FITMは 2,4-DPの p位 Cl基よりも、芳香環 1つ

分奥へと作用した構造を有している。この空洞が T1R3 にも存在しているのか、検証を実施した

(図 2-20)。リガンド作用部位を上から（細胞外側から）覗いた図を、mGluR1（水色）、T1R3

（紫色）のそれぞれで示した（最も奥に存在する FITM の芳香環の周囲について言及する）。2

つのポケットの空間を比較すると、T1R3 の方がやや狭いことがわかる。しかしながら、奥行き

は十分に存在することから、長さが 4 - 5 程の炭素鎖であれば、残りの空間に作用する可能性が

示唆された。 

	 次に、2,4-DP の芳香環の周囲について注目する。図 2-10 に示した通り、ラクチゾール、2,4-

DP の芳香環の向きが異なっているが、2,4-DP の芳香環の周囲には比較的大きな空間が存在して

おり、芳香環は地涌な配向を取ることが可能である。一方で不活性型ガスと活性型モデルとの比

較から、His7345.44 との相互作用が強くなっているものは抑性能が強い可能性が示唆された。以

上から、His7345.44との π-π 相互作用が大きくなる角度で芳香環が固定されるような構造は抑性能

が強くなると考えられる。例えば、ナフタレン環（C10 からなる六員環の 2 量体）を有するよう

な構造は His7345.44 との相互作用力が強くなる上に、ベンゼン環に比べ自由度が低いことから、

強力に作用しうると考えられる。 
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	 ここで、2-2-2 において実施した類縁体の解析結果の考察を行う。PMCA の p 位類縁体の添加

実験において、炭素鎖 4 の p-butoxycinnamaldehyde は活性化能ではなく、抑制能を有していた。

これは、p-ブトキシフェニル基が抑制能を発揮するのに適した構造であることを示唆する。更に

これは 2,4-DP 作用部位よりも奥に存在している空間の大きさと一致することから、ラクチゾー

ルの p位をブトキシ基に置換した 2-(4-butoxyphenoxy)propionic acidは強力な抑制剤として機能す

る可能性がある。 

	 また、ラクチゾール類縁体による解析では、カルボキシル基と芳香環の間の鎖の長いものがよ

り強力に作用した（炭素鎖 2 < 3 < 4）。これは His7345.44との相互作用できる芳香環の距離・角

度によるものであると考えられる（図 2-21）。ラクチゾールと同程度の抑制能を有する 4-4-

methoxyphenoxybutanoic acid では、His7345.44とより向かい合うことが可能である。また、この炭

素鎖の下にも空間が存在することから、なるべく隙間を埋める構造（枝がある）ものの抑制力が

より強力であったのであると推測される。 

 

2-4-2.	 甘味料のデザイン 

 PMCA の付近の構造について考察する。増強剤が増強剤として機能するためには、ECL2 と、

TMとの双方に相互作用し、構造を変化させることが重要であると考えられる。 

	 ラクチゾールと PMCA の構造がよく似ていることからわかる通り、PMCA の周囲に存在する

残基の種類は抑制剤作用部位に存在する残基によく似ている(図 2-10b、図 2-13)。しかしながら、

抑制剤の作用部位は幅の広い（様々な構造が入りうる）ポケットを有しているのに対し、増強剤

の作用部位は細長い構造を有している。2-2-2 において構造活性相関では多くのものが抑制剤と

して作用し、PMCA のような平面、直線的な構造のみが増強剤として作用したのはおそらくこの

ためであろう。 

	 PMCA よりも強力なデザインを考案するにあたり、構造変化のキーとなっている ECL2 はもち

ろんのこと、TM2 - 3の Gln6363.28周辺及び TM5 - 6の Ser7295.39周辺への相互作用力が大きいも

のの方が強力であると考えた。一方、PMCA については、TM 2 の Phe6242.60 や TM 6 の

Leu7826.55への相互作用がぎりぎり可能な程度の分子長しかなく、TM2 - 3側、及び TM5 - 6側の

双方にゆとりが存在する(図 2-22)。TM2 - 3側は疎水基が多く、TM5 - 6側は親水基が多い。更に

は、ECL3に Arg790、また、ECL2には His721が近傍に存在することから、これら 2残基に対し

てカルボキシ基を配置した構造が強力に作用する可能性がある。 

 

2-4-3.	 デザインした化合物の応答調節能の検討 

2-4-1、2-4-2 においてデザインした化合物を WT 甘味受容体安定発現細胞に 1 mM アスパルテー

ムと共に添加し、その応答調節能を調査した。 
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・用いた試薬 (2) 

それぞれのドッキングの結果から新たにデザイン試薬の名前、構造を表 2-4 に記した。化合物

の測定結果を図 2-23にまとめた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-4-4.	 抑制物質作用部位について 

 つい先日報告された mGluR4 TMD に関する研究(Rovira et al., 2014)によると、アゴニストには

PMCA と同様の位置、及びラクチゾール、2,4-DP と同様な位置に作用するもの、TMD 内に 2 箇

所の作用部位が存在すると述べられている（図 2-24a）。また、Class A GPCRの M2ムスカリン

受容体おいては、アゴニストとアゴニストの補助的な役割をする positive allosteric modulator 

(PAM)の 2 つの分子が同時に膜貫通領域に作用する活性型の結晶構造(PDB ID : 3MQT)が得られ

ている(図 2-24b)。これらから、T1R3 TMD においても、ラクチゾール様作用部位においてアゴ

ニストとして作用し得る化合物が存在するのかを考察する。ラクチゾール様作用部位は PMCA

活性型モデルにおいては Phe7305.40 が蓋をしていることを活性型モデル作製時に述べた。そこで、

この Phe7305.40が取りうる他のロータマーを検討した。すると、図 2-25に示す通り MD により得

られたモデルに比べ、やや細胞外側に向いた構造を取ることが可能であることが明らかとなった。

このロータマーであれば、膜貫通部分に作用するリガンドが存在する可能性があるものの、TM5

が折れ、倒れ込んでいるという性質上、隙間はかなり狭い。よって、アルキン構造のような小さ

な直線上の分子であれば作用しうるかもしれない。このような分子が存在するならば、TMD 内

でも膜構造内部、ECL2に作用する 2リガンドで相乗的な増強が起こる可能性がある。 

 一方で、甘味料 NHDC は PMCA 活性型モデルからはドッキングを実施できなかった。これよ

り、NHDC は分子の大きさを鑑みても、膜貫通構造に入り込んで作用している可能性がある。今

後、NHDC を用いて MD をかけ直し、同様に NHDC 活性型モデルを作製することで、新たな知

見が得られると期待される。このような作用形式の違いが甘味料ごとの味質の違いを説明する手

がかりとなるかもしれない。 
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図2-1 : これまでに明らかとなっている呈味調節物質の例

(A) T1R1 / T1R3におけるグルタミン酸とイノシン酸による旨味増強
Zhang F. et al., (2008)より抜粋

(B) 苦味抑制物質GIV3727によるTas2R43おける
アセスルファムK、サッカリンの苦味抑制
Slack J. P. et al., (2010)より抜粋

(C) SE-3によるスクロースの甘味増強
Servant G. et al., (2010)より抜粋

(A)

(B)

(C)

グルタミン酸 イノシン酸

GIV3727

SE-3
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図2-2. シンナムアルデヒドp位アルコキシ基誘導体の応答

n = 4
mean ± SEM
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図2-3. ラクチゾール類縁体の構造及びその応答

n = 4
mean ± SEM
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表2-1 各変異体におけるアスパルテームの応答

図2-4 T1R3膜貫通領域の模式図（スネークプロット）と、BW numbering
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図2-5 変異体解析を実施したリガンドのWTにおける応答

n = 4
mean ± SEM
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表2-2 各甘味料の変異体ごとの応答挙動
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図2-6 各甘味料ごとの変異体における応答変化
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表2-2 各抑制剤の変異体ごとの応答挙動
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図2-7 各抑制剤ごとの変異体における応答変化
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図2-8 mGluR1、mGluR5、T1R1、T1R2、T1R3を用いたアラインメント

51



図2-9
(a) 甘味抑制剤2,4-DPに影響のあった残基をホモロジーモデル上に表示

(b)2,4-DPのドッキングモデル
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図2-10
(a)ラクチゾールと2,4-DPのドッキングモデルの重ね合わせ

(b)2,4-DPの4 A以内の残基を表示
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図2-11
(a)ホモロジーモデル上にPMCAの変異体解析において影響のあった残基を表示

(b)PMCAとGln6363.28及びLeu7826.55に対するinduced fit結果

(C)MD開始前の様子
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図2-12 PMCA結合活性型モデル
MDの計算を実施し、100 ns時点の型を活性型とした。
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図2-13 PMCA周辺の残基を表示
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図2-14 2,4-DP不活性型及び、PMCA活性型モデルの重ね合わせ
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図2-15 活性型への構造変化に関わっているSer6202.56、Asn7373.47の位置
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図2-16. PMCA以外のT1R3 TMDに作用する甘味料について
(a)NHDC
(b)シクラメート
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図2-17. H734N5.44変異体においてシクラメートの抑制剤としての作用
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図2-18 T1R3 TMDの2,4-DP結合モデルとmGluR1、mGluR5との比較
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図2-19 2,4-DPとmavoglurantの比較
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図2-20 2,4-DPとFITMの比較
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図2-21 4-(4-methoxyphenoxy)butanoic acidの作用モデル
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図2-21 PMCA作用部位周辺の空間
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表2-4 デザインした化合物一覧
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図2-23 デザインされた化合物の応答調節能の比較
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図2-24 膜貫通構造内の複数の作用部位
(a)mGluR4のリガンド(Xavier Rovira et al., 2014)

(b)M2ムスカリン受容体の結晶構造(PDB ID : 3UON、3MQT)
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図2-25 PMCA活性型におけるPhe7305.40のロータマーの検討

z
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第 3章 

 

X線結晶構造解析を目指した 

T1R3 膜貫通領域の発現及び精製の検討 
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3-1.	 T1R3 TMDの結晶化へ向けて 

3-1-1.	 目的 

	 第 2章で提示したモデルを基にした甘味料・甘味抑制物質の探索結果から、モデルは実物に近

い構造を有していることが示唆された。しかしながら、食品添加物としての応用を考慮すると、

ただ強力なだけでなく、他の受容体には影響を与えない T1R3 TMD特異的に作用する甘味料、

抑制剤の開発が求められる。そのためにはより確度の高い構造を基にリガンド設計し、構造を検

討する必要がある。そこで、本章では T1R3 TMDの結晶構造の取得を目指し、コンストラクト

及び精製条件の検討を行った。 

	 なお、本章の研究は京都大学医学部分子細胞情報学研究室において実施した。 

 

3-1-2.	 GPCRの結晶構造解析の現状 

	 水溶性タンパク質に比べて膜タンパク質の解析は遅れている。これは、膜タンパク質を単離す

るためには膜を可溶化し、ミセルを形成させなくてはらないという作業工程の複雑さ及びそれに

かかるコスト、更に脂質膜を保ったまま結晶化を進めなくてはならないという結晶の生成難度に

起因する。 

	 GPCRは構造変化によりリガンドの受容を Gタンパク質へと情報伝達するという特性上常に揺

らいでいることから構造安定性が低く、発現及び精製が難しい。加えて、他の膜タンパク質に比

べても疎水性の高い構造を有しており、構造のほとんどが膜に埋もれていることから結晶格子が

形成されにくい。このため、結晶が生成せず、成長もしにくい。以上の理由から GPCRの結晶構

造の取得は長らく困難とされてきた。 

	 GPCRの結晶構造は 2000年に牛のロドプシンにおいて初めて取得に成功している((Palczewski 

et al., 2000))(図 3-1)。ロドプシンはレチナールが共有結合しており、光が当たらない限り常に不

活性型で保持されているため比較的安定な構造を有しており、かつ眼球内に多量に存在する。そ

れ故単離が容易であり、GPCRの中ではいち早く構造が明らかとなった。7回膜貫通構造はあら

かじめ予測はされていたものの、実際にその形状を明らかにしたという意味では非常に重要な成

果と言える。 

	 しかしながらその他の GPCRの結晶構造は、2007年に Brian Kobilkaらによりアドレナリン受

容体 β2（β2-AR）の構造が解かれるまで明らかにされなかった。Brian Kobilkaらは、β2-ARの結

晶を得るにあたり、2通りの方法で 7回膜安定構造を安定化している(Cherezov et al., 2007; 

Rasmussen et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007)(図 3-2)。一つは、立体構造を認識する構造認識抗体

を用いた安定化。もう一つは TM5から TM6の間に存在する intracellular loop 3 (=以下 ICL3)に安

定化タンパク質を導入する方法である。 
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	 これら 2つの手法が GPCRの結晶構造解析の break throughとなり、GPCRの結晶構造が次々と

解かれるようになった。Brian Kobilkaは GPCRの結晶化方法の確立により 2012年ノーベル化学

賞を受賞している。 

 2014年現在、Class A GPCRを中心に 30ほどの構造が明らかにされているが、これはおよそ

700種存在する GPCRファミリーのほんの一部にすぎない。  
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3-2.	 GPCRの安定化、及び精製手法の概要 

	 	 Class A GPCRにおいて Kobilkaらにより開発された 7回膜貫通構造を安定化する手法につい

て詳しく述べる。 

	 GPCRはアゴニストを受容した際に Gタンパク質が結合できるように構造変化し、活性型とな

る。しかしながら多くの GPCRにおいて、リガンドが作用していない定常状態では活性型と不活

性型の間で揺らいでおり、常に一定のシグナルを下流に伝えている。この揺らぎこそが GPCRの

安定性が低い要因となっている。従って GPCRを安定化するには、7回膜貫通構造を 0%活性の

不活性型に固定するインバースアゴニスト（定常活性をなくすことが可能な抑制剤）を加えるか、

あるいは 100%活性化が可能なアゴニストを加えて活性型に固定しなくてはならない。また、活

性型では Gタンパク質との結合サイトが生じることから、不活性型に比べ安定性に欠ける。こ

のため今までに活性型の取得に成功しているのはロドプシン、β2-AR、ムスカリン受容体 M2、

アデノシン受容体 A2Aの４種類のみである。 

	 Class A GPCRの構造は、N末端はさほど長くないものの、TM5、TM6間に存在する ICL3、及

び C末端が長いものが多い。例として、β2-AR及びムスカリン受容体 M2のスネークプロットを

表示した（図 3-3）。細胞内側のこれらの配列は Gタンパク質との相互作用に大きく関わってい

ると考えられるが、Gタンパク質が存在していない限り安定な構造を保てないために、発現効

率・タンパク安定性及び結晶化の妨げとなる。そこで、7回膜貫通構造を保ち、リガンド結合能

が失われない程度に N末端、C末端、ICL 3を削り、最小限の構造にした手法が現在明らかにさ

れている結晶構造では一般的である。このように加工し、更に強力なインバースアゴニストを加

えた上で、抗体、安定化タンパク質の導入を行う。 

	 立体構造を認識する抗体を取得するためには、当然ながら立体構造を保持したままの抗原が必

要となる。しかしながら、GPCRは安定性が低いために、構造を保持したまま発現・精製可能な

構造は多くはないことから、この手法をそのまま用いることが可能な GPCRは少ない。 

	 そこで、もう一つの GPCRを安定化させる手法として安定化タンパク質の挿入が挙げられる。

Kobilkaらは、ICL3を削るにあたり、TM5と TM6のヘリックス間の距離に注目した。TM5と

TM6 の距離と等距離に N 末端と C 末端が存在する結晶性の高いタンパク質の探索を行った結果、

T4ファージ由来リゾチーム（T4L）を挿入する方法が見出された。安定化タンパク質はその後改

良が行われており、さらに結晶性の高い、熱安定化アポシトクロム b 562RIL（bRIL）や(Chun et 

al., 2012)、T4Lの不要なドメインを削り、さらにコンパクトにして結晶性を高くした minimal 

T4L (mT4L)が開発されており(Thorsen, Matt, Weis, & Kobilka, 2014)、より構造安定性、結晶性の

高い安定化タンパク質が用いられている（図 3-4）。また、近年では N末端に安定化タンパク質

を配置し、ICL3を途中で切断、短絡した構造で結晶が得られているケースが多い（mGluR1 

TMDの結晶構造、後述）。 
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	 構造認識抗体、安定化タンパク質はともに GPCRの 7回膜貫通構造の揺らぎを抑えるだけでな

く、親水部が増大することにより結晶の格子形成に大きく寄与している。  
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3-3.	 T1R3 TMDコンストラクトの検討 

3-3-1.	 mGluR1 TMD、mGluR5 TMDのデザインについて 

	 mGluR1 TMD・mGluR5 TMDの結晶構造解析の手法を基に T1R3 TMDの結晶構造解析のコン

ストラクトの作製を試みた。 

	 mGluR1 TMDの結晶構造(図 3-5a)は N末端に bRILを配置した構造を有しており、リガンドに

はインバースアゴニストの FITM（IC50 : 5.1 nM (Satoh et al., 2009)）を用いている。Class C GPCR

の特徴として、膜外領域が大きいことに関連して Class A GPCRに比べ大きな Extracellular loop 2 

(ECL2)有していること、ICL3が短く、ICL2の方が長いこと、の 2点が挙げられる。N末端に

bRILが配置されているため、細胞外側の解像度が高いが、一方で細胞内側の長い ICL2の一部は

構造が定まらず、解読できていない。 

	 mGluR5 TMDの結晶構造(図 3-5b)は ICL2に T4Lを挿入した上で、更にリガンドの結合能には

影響のない位置 6ヶ所に、構造のぶれを小さくする（定常活性を下げる）変異を加えることで構

造の安定化を図っている。リガンドには mavoglurant (IC50 : 30 nM (Vranesic et al., 2014))を用いて

いる。こちらは T4Lを細胞内側に挟み込んでいることから、ECL2のループが解読できていない

部分がある。 

	 どちらの結晶構造も、N末端、及び C末端の切断位置はほぼ同じであることから、同様の部分

で切断した TMD構造で精製を実施すると良いと考えられる。 

 

3-3-2.	 実験方法 

・用いた試薬 

Bacmid用大腸菌培養培地（プレート）(以下、TKG培地、TKGIBプレート) 

tetracycline (ナカライ) 2mg 

kanamycin (ナカライ) 10 mg 

gentamycin (GIBCO) 1.4 mg 

(イソブロピル-β-チオガラクトピラノシド; IPTG (ナカライ) 0.85 mg) 

(Bluo-Gal (invitrogen) 20 mg) 

/ 200 mL LB培地 

 

昆虫細胞用培地 ESF921（Expression systems） 

FACS buffer  

2% FBS 

0.05% NaN3	 in PBS 

 

hypotonic buffer  

10 mM HEPES (pH7.5) 
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20 mM KCl 

10 mM MgCl2 

 

high osmotic buffer 

1M NaCl 

10 mM HEPES (pH7.5) 

20 mM KCl 

10 mM MgCl2 

 

FSEC buffer 

150 mM NaCl 

50 mM Tris-HCl (pH7.5)  

0.3 % DDM 

 

可溶化剤 

n-Dodecyl-β-maltopyranoside ( = DDM) (anatrase) 

Lauryl maltose neopentyl glycol ( = L-MNG) (anatrase) 

Cholesteryl hemisuccinate ( = CHS) (sigma-Aldrich) 

	 なお、CHSはそのままでは難溶性である。そこで、10% DDMあるいは 10% L-MNGを加えた

200 mM Tri-HCl (pH 8.0)溶液中で超音波破砕を実施することで溶解させた。 

 

・コンストラクトの作製 

	 膜タンパク質の発現には宿主として夜盗蛾（Spodoptera frugiperda）幼虫由来細胞 Sf9を用い、

バキュロウィルスを感染させることによる発現方法が主流となっている。この系では目的のタン

パク質の遺伝子情報を有したバキュロウィルスを Bac to Bac system（invitrogen）を用いた。Bac 

to Bac system用ベクターである pFastBac1を用いて目的の配列を作製した。作製したコンストラ

クトのデザインについては後述する。プライマー合成は Invitrogenに依頼した。PCRはポリメラ

ーゼとして Primestar Max (TAKARA)を用い、T100 Thermal Cycler (BIO-RAD)で行った、ライゲー

ションは In-Fusion HD (Clontech)を用いた。 

 

・Bacmidの作製 

pFastBac1 ベクターを大腸菌 DH5α High (TOYOBO)に取り込ませ、形質転換を行った後に

Ampicillin (ナカライ)入りの LB培地(1 mg / mL)に播種した。翌日に得られたシングルコロニーを

Ampicillin入り LB培地(1 mg / mL)で 1晩培養し、さらに翌日 PureLink Quick Plasmid Miniprep kit 

(Invitrogen)を用いてプラスミドを回収、塩基配列の確認を行った。塩基配列の確認は京都大学医

学研究支援センターDNAシークエンス解析室に依頼した。次に、配列の確認がとれたプラスミ
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ドを大腸菌 DH10Bac1 (Invitrogen)へ形質転換し、TKGIB プレートに播種することによりブルー

ホワイトセレクションを行った。3-4日後に得られた白色のシングルコロニー3種を TKG培地で

培養し、これを 24時間後に回収、PureLink Quick Plasmid Miniprep kitを用いて Bacmidを得た。

得られた Bacmidに目的の遺伝子が組み込まれていることを確認するために、pUC_M13プライマ

ー(Fw : CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG、 

Rv : AGCGGATAACAATTTCACACAGG)を用いて PCRにより増幅させ、Bacmid内に目的の長さ

のバンドが得られている事を確認した（組み込みに成功していれば組み換えで挿入された

pFastBac1の長さ 2400bp程 + デザインしたコンストラクトの長さのバンドが認められる）。 

 

・昆虫細胞 Sf9の培養 

	 細胞の継代 2.5% FBS (Sterile) BOVOGEN SFBS-M入りの ESF921を用いた。 

1×106 個 / mLとし、3 - 4日に一度継代した。スケールは必要細胞数に応じて 125 mLフラスコ、

500 mLフラスコ、1 Lフラスコ、3 Lフラスコ、5 Lフラスコ（Corning）を用いた。培養は

INNOVA44 (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC)を用い、125 rpm, 27 ˚Cで実施した。細胞数は Luna 

Automated Cell Counter (logos biosystems) 

及び Trypan Blue Stain (0.4%) (GIBCO)を用いて計数した。 

 

・transfection 

	 継代から 3日目の昆虫細胞を 6穴プレート(Falcon)に 0.5×106個 / 1 mL×2 mLで播種し、15

分静置することで細胞をプレート表面に沈めた。この間に各 wellあたり無血清培地 grace buffer 

(invitrogen)を 150 µL用意し、ここへ 1.7 µgの Bacmidと transfection試薬 Fugene HD (promega) 6 

µL を加えてよくピペッティングした。沈んだ細胞に対し混合液を滴下し、transfection を行った。

6穴プレートは乾燥を防ぐため、パラフィルムでコートし、27 ˚Cで 4 - 6日静置することにより

P0ウィルスを作製した。なお、より感染力価の強いウィルスを得るべく、同一コンストラクト

の Bacmidを 2 - 3穴分作製した。 

 

・P1ウィルスの作製 

Sf9細胞を 1.0×106個で 50 mL用意し、ここへ P0ウィルス 1 mLを添加することで P1ウィルス

の作製を行った。培養は INNOVA44にて、27 ˚C、125 rpmで行った。 P0ウィルス感染の感染具

合（細胞がはげる等）に応じて、4 - 6日後 50 mL遠心チューブに回収し、4 ˚C、3000 g、3 min.

遠心することで上清を得、これを P1ウィルスとした。遠心により沈めた細胞は、目的のコンス

トラクトが発現していることから、下記 FSECに用いるべく、20% glycerol入り PBS 5 mLほど

で懸濁した後に液体窒素で瞬間凍結し-80 ˚Cで保存した。 

 

・タイターチェック 
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	 バキュロウィルスに感染した細胞は、細胞表面にバキュロウィルス由来糖タンパク質 gp64が

発現することが知られる。これを認識する抗体を用いて蛍光色素を負荷し、フローサイトメータ

ーGuava EasyCyte plus(Guava Technologies, MILLIPORE)で FACS (fluorescence activated cell sorter) 

を実施し、感染率の算出、ウィルスの力価の判定を行った。 

	 具体的な試料調製法としては、まず 1種類のウィルスに対し 6穴プレートに Sf9細胞を 0.5×

106個 / 1mL×2 mLを 3穴分播種し、それぞれに P1ウィルスを 0.5 µL、1 µL、2 µL添加し、一

晩 27 ˚Cでインキュベートした。翌日これらの細胞を懸濁して集め、各々1.5 mLチューブへ 1 

mL入れ、4 ˚C、1200 rpmで 5分間遠心した。上清を捨てたのち、1本あたり 0.5µL の gp64抗体

Anti-BV Envelope gp64 Clone : AcV1(eBioscience)と 100 µL FACS bufferを加え、氷上で 30分静置

した。静置後、1 mLの FACS bufferを加えて再び 4 ˚C、1200 rpmで 5分間遠心、上清（過剰な

抗体）を除去したのちに、500 µLの FACS bufferを加え懸濁した。この細胞液を用いて FACSを

実施した。 

 

・FSEC（fluorescence size exclusion chromatography） 

ターゲットの安定性の評価には、C末端に EGFPを融合させたコンストラクトを用いた。EGFP

融合タンパク質が発現している細胞を細胞破砕、膜取りした後に可溶化を行い、ミセルとなり溶

けた成分を HPLC (HITACHI Chromaster (5110, 5210, 5440, 5410))に通じ、FSECを行った。 

	 膜取りの具体的手法としては、P1ウィルスを作製した際に残った細胞を解凍し、これを少量

（300 µLほど）Hitachi超遠心機用 1.5 mLチューブ(Hitachi Koki)に取り、PBSで細胞を懸濁後、

遠心機で 4˚C、1000 rpmで 5分間遠心することによって細胞を再び遠心、上清を廃棄した。ここ

へ hypotonic bufferを 1 mL入れ、よくピペッティングした後に超遠心機（Hitachi himac 

CS100FNX）を用いて 4 ˚C、43,000 rpm、30分間遠心した後に上清を捨てた。続いて high 

osmoteic bufferを 1 mL加え同様に懸濁、超遠心を 30分間行ったのちに上清を廃棄。もう一度

high osmotic bufferに処し、超遠心機で 30分間遠心を行った。こうして得られた膜を、可溶化剤

組成が 1% DDM、- 0.2% CHSからなる可溶化 bufferで 1時間可溶化を行った。可溶化後、溶け

残りを除くべく、もう一度超遠心機で 4 ˚C、43,000 rpm、30分間遠心し、この上清をシリンジで

吸い、HPLCに通じた。カラムは TSKgel SuperSW mAb HTP (TOSOH)を用い、EGFPの蛍光は

488 nmで励起し、509 nmで検出した。 

 

3-3-3コンストラクトについて 

	 ヒト T1R3のアミノ酸配列を図 3-7に示した。CRD（Cysteine-rich-domain）を構成しているジ

スルフィド結合が Cys499 - Arg558までに存在し、これより前が VFTD、後ろが TMDとなってい

る。TMDのみを結晶化する場合においても、どの位置で切断するのかで結果が大きく異なって

いる。本研究では数多くのコンストラクトを作製したが、ここでは、主なコンストラクトの 4種
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類の検討結果を示す。図 3-6に示す 4種のコンストラクトを作製した。CRDを構成する最後の

Cys である、Cys554 直後の Phe555 から T1R3 の C 末端までのコンストラクト（以下 TMD 全長）

と、mGluR1の結晶構造に合わせ、Arg557から C末端を 13残基短くし、Gly849で切断したもの

(以下 TMD ∆)を用意した。さらに、短くしたコンストラクトにおいて、mGluR1の結晶構造に倣

い N末端に bRILを付加したもの(以下 bRIL TMD)、mGluR5の結晶構造に倣い ICL2に bRILを

挟んだもの(以下 TMD IL2bRIL)を作製した。これらのコンストラクトをそれぞれ Sf9によって発

現させ、P1ウィルス作製時点で FSECにより安定性を評価した。結果は図 3-8に示す。 

	 FSECでは EGFP由来の蛍光を検出することから、GFPが融合しているタンパク質の分子量を

知ることが可能である。大きな分子は早く流出し、小さな分子は遅く流出する。膜タンパク質が

安定でしっかり形状維持していれば、その周りを覆うミセルもコンパクトに、一定の大きさとな

る。これにより、FSECの単分散性を評価することで、タンパク質の安定性を評価することが可

能である。タンパク質が不安定で、タンパク質同士で凝集してしまった場合にはピークが左にシ

フトする。一方で、N末端や、ターゲットの C末端と EGFP間、各 TM間のループが長すぎた場

合はその部分で分解されてしまい、小さくなる。その場合ピークは右にシフトする。 

	 上記 4コンストラクトの結果を見比べると、TMD全長はやはり C末端が長すぎるためか、メ

インピークの他に幾つかの凝集・分解ピークが認められる。 

	 一方で、TMD ∆はわずかに凝集ピークが認められるものの、極めて安定性の高い構造であるこ

とが明らかとなった。bRIL TMDはさらに安定性が増し、発現量の上昇が認められた。一方で、

TMD IL2bRILは良い単分散性を示したものの、TMD ∆に比べてもやや凝集のピークが大きくな

った。 

	 以上の結果より、TMD ∆及び bRIL TMDを大量培養へと進め、更なる条件検討を実施した。  
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3-4.	 大量発現と精製 

3-4-1.	 実験方法 

・試薬 

IPL41（Applicem） 

 IPL 41 10 Lあたり 

 NaHCO3 3.5 g 

 NaCl 29.5 g 

 Tryptose Phosephate (BD) 26 g 

 TC Yeastolate (BD) 26 g 

 NaOHで pH6.0 - 6.2に調整 

ポリオキシエチレンポリオキシプロピレングリコール (Wako) 50 mL 

 ペニシリンストレプトマイシン 50 mL 

これを 0.22 µmのフィルターに通し、4 ˚Cで保存した。大量培養には ESF921と IPL41を 1 : 1の

割合で混ぜて使用した。 

 

CPM buffer 

20 mM Tris-HCl (pH7.6) 

150 mM NaCl 

  + 各々の可溶化剤 

 

・P2ウィルスの作製 

	 P1ウィルスを用いて、1 Lの P2ウィルスを作製した。1.0×106個 / mLの濃度の細胞を 1 L用

意し、ここへ P1ウィルスを MOI (multiplicity of infection; 1細胞あたりのウィルスの量) = 0.1とな

るように加え、4日間 27 ˚C、125 rpmで振盪培養した。感染 96時間後に、大型遠心機(HITACHI 

himac CR7)を用いて 4 ˚C、7000 gで 5分間遠心して細胞を落とし上清を得、0.8µm Rapid-Flow 

Sterile Disposable Filter (Nalgene)を用いてフィルターし、これを P2ウィルスとした。P2ウィルス

は 4 ˚Cで保管し、P1ウィルス同様タイターチェックを行った。 

 

・大量培養 

	 大量培養は 5 Lフラスコ（Corning）あるいは、セルバッグ、バイオエリアクタ（、CELLBAG 

DISPOSABLE BIOREACTOR C80022L 10-02、Wave BIOREACTOR SYSTEM 20 / 50 EHT (GE 

healthcare, Wave)）を用いて行った。6.0 – 8.0×106個 / mL の濃度にした培養液を 1.5 L用意した。

ここへ、あらかじめ作製しておいた IPL41培地を 1.5 L添加し、終濃度 3.0 - 4.0×106個 / mL の

溶液 3 Lとした。抗真菌薬 Amphotericin B (ナカライ) 25 µg / mLを 300µL (2.5 µg / mL)添加した。 
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	 ここへ、P2ウィルスを MOI = 2となるように加え、およそ 48時間培養した。培養時間は Sf9

細胞の生存数、及び細胞の大きさで判断した。Sf9細胞はバキュロウィルスに感染することで次

第に肥大化し、細胞が膨張に耐えられなくなると破裂、まわりの細胞へとウィルスをばらまく。

これより、通常の細胞（直径 17 µm程）に比べ、肥大細胞（直径 20 µm 〜）の数が増えている

こと、生存数が 85% - 90%となっていること、の 2点を目安に細胞膜に十分な目的タンパク質が

発現しているとして回収した。細胞を 1 mL採取し、目的タンパク質の発現チェックを行った。

GFP融合タンパク質の場合はそのまま FACSにより得られる蛍光値から発現量を見積もった。

GFP融合タンパク質ではないコンストラクトの場合は、N末端に発現させた FLAG-tag 

(DYKDDDDK)を指標に、分子細胞情報学の研究室において自作の FLAG抗体 αFLAG Ab と、2

次抗体として Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H + L) (Molecular Probes)を用いて検出し、発現

量を見積もった。 

 

・細胞の回収 

細胞生存率 85% - 90%、肥大細胞の増加を目安に細胞の回収を行った。800 mL入れることが可能

な大型遠心機用ボトルに均等に培養液を分配し、大型遠心機(HITACHI himac CR7)を用いて 4 ˚C、

7000 gで 5分遠心することで、細胞を沈め、上清を廃棄した。その後、1本のボトルに細胞を集

約し、PBSを 400 mLほど加え、Washした。 

その後、カウンターとして水を入れたボトルと共にもう一度 4 ˚C、8000 g、10分遠心した後に上

清を廃棄し、細胞重量の測定を行った。得られた細胞は 100 mLチューブ（IWAKI）に PBSを用

いて洗い込み、総量の 1 / 8量の 80% glycerol（終濃度 10%）を加えてよく撹拌したのち、液体窒

素により週間凍結し、-80 ˚Cで保存した。 

 

・膜取り 

凍結した細胞を流水で解凍したのち、細胞 15 g あたり 70 mLの hypotonic bufferでよく懸濁し、

大型超遠心起用チューブ（BECKMAN COULTER）へ各々70 mL分配してバランスをとり、大型

超遠心機 Optima L-80 XP Ultracentrifuge or Optima XPN-90 Ultracentrifuge or Optima XE-100 

Ultracentrifuge (BECKMAN COULTER)を用いて 4 ˚C、40000 rpmで 30分超遠心した。上清を廃棄

し、得られたペレットを high osmotic bufferへ懸濁し、100 mLのガラス製容器、Dounce Tissue 

Grinder (KONTES)へ移し、ダウンスを行った。抵抗が減り、滑らかになるまでダウンスを実施し

た。その後超遠心機で 4 ˚C、40000 rpmで 1時間超遠心した。上清破棄後、さらにダウンスの作

業を繰り返したのち、遠心機で 4 ˚C、40000 rpmで 30分超遠心を行った。上清を破棄したのち、

得られた膜重量の測定を行った。 

 

・精製に用いる TEV proteaseの作製 
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TEV protease (Tobacco Etch Virus Protease)は ENLYFQ/ (G or S)の 7残基を特異的に認識し、Glyあ

るいは Serの前で切断することが可能なプロテアーゼである。TEV proteaseの C末端に His-tag 

(His×8) を付与したタンパク質を大腸菌により作製し、これを精製に用いた。詳しい作業工程は

図 3-8に示した。TEV proteaseは高濃度で使用することから、50 mg / mL程の濃度に調製し、液

体窒素で凍らせたのち、-80 ˚Cに分駐して保存、適宜使用時に解凍して用いた。 

  

・精製 

精製は主に次の手順で行った。各々の工程の実験手法を簡単に記述する。 

 

1.可溶化 

	 可溶化には DDMが用いられることが多い。これは、DDMの親水部が非イオン性のマルトー

スからなっており、他の界面活性剤に比べ膜タンパク質の構造が崩れにくく温和に可溶化するこ

とが可能であるためである。また CHSを加えることで目的タンパク質の可溶化効率、及び安定

性が増すことから、本研究では 1% DDM – 0.2% CHSによる可溶化を実施した。 

	 膜取りにより得られた細胞膜を可溶化 bufferで洗い込み、ダウンスを行った。その後、超遠心

チューブに分配したのち、4 ˚C下、ミックスローターで回転させて膜を可溶化させた。2時間後

に超遠心機で 4 ˚C、40000 rpm で 30分遠心することで溶け残りを除き、上清を得た。 

 

2.	 M1-FLAG抗体カラムを用いた精製 

	 M1-FLAG抗体(Sigma-Aldrich)は N末端の FLAG-tagのみを認識する抗体で、吸着には Ca2+が必

要となる。この性質を利用し、2 mM Ca2+存在下でレジンを吸着させ、Ca2+入りのバッファーで

洗浄したのち、EDTA入りのバッファーを用いて容易に溶出することが可能である。 

	 また、結晶化を目指すにあたって可溶化剤を DDMから L-MNGに置換する必要がある。L-

MNGは DDMに比べ臨界ミセル濃度 CMCが低いことが知られる。結晶を生成させるには極限ま

でミセルを小さくし、親水部を露出させなくてはならないことから、CMCが低い L-MNGは結

晶化に適している（）。 

	 M1-FLAGレジンに目的タンパク質を吸着させた状態で、2 mM Ca2+入り 0.05% DDM-0.01% 

CHS溶液で洗浄し、次いで 0.01% L-MNG – 0.002%CHS溶液で洗浄することで、可溶化剤の置換

を行った。 

 

3.	 TEV protease処理 

	 精製のためにコンストラクトに組み込んだ tagや EGFPを切断し除去することを目的に TEV 

protease に処した。TEV protease の至適温度は 30 ˚C であるが、膜タンパク質の安定性の都合上、

過剰量（重量比 1 : 1）、4 ˚Cで一晩処することで切断を行った。 
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4.	 PD-10による buffer置換 

	 PD-10 (GE healthcare)はゲルろ過の手法を用いて分子量 5,000以上の物質と 1,000以下の低分子

を分離することが可能なディスポーサブル脱塩カラムである。あらかじめ、置換したいバッファ

ーを通じておいた PD-10に 2.5 mLまで濃縮されたサンプルを加え、3.5 mLの置換バッファーで

溶出することでバッファー置換が完了する。 

 

5.	 rIMAC (reverse immobilized-metal affinity chromatography) 

	 His-tagと Co錯体や Ni錯体を固定した金属アフィニティーレジンとの結合を利用して目的タ

ンパク質を補足させて精製・分離する手法を IMACという。本実験では、Ni-sepharose (GE 

healthcare) を金属アフィニティーレジンとして用いた。TEV protease処理により目的タンパクか

ら His-tagを除去した後に、目的タンパク質を素通りさせ、His-tag付きの切断断片や EGFP、

TEV等を補足させることで最終精製を行った。 

 

6.	 濃縮 

コンセントレーター、Amicon Ultra filter units process (MERCK MILLIPORE)を分子量に応じて使

い分けて遠心機により濃縮を行った。精製サンプルはミセルをまとっていることから、分子量が

やや大きくなる。このため、EGFP付きのサンプル（70 kDa程）であれば 100,000 MWCO (Mw 

cut off)コンセントレーターで、TEV処理後(40 kDa程)は 50,000 MWCOのコンセントレーターで

濃縮を行った。 

	 また、GPCRは安定性が低いことから、タンパク質濃度を上げるにはより一層の注意を払わな

くてはならない。そこで、濃度に応じて 10分に 1度から 3分に 1度、遠心機を止め、フィルタ

ー付近の局所的な濃度上昇をピペッティングにより解消しつつ、濃縮を行った。濃度は nanodrop 

2000c (Thermo)において 280 nmの波長を測定することで見積もった。 

 

7.	 CPM assay 

	 精製後の GPCRの安定性は膜タンパク質の安定性評価が可能な CPM assayによって評価した

(Alexandrov, Mileni, Chien, Hanson, & Stevens, 2008)。CPM (N-[4-(7-diethylamino-4-methyl-3-

coumarinyl)phenyl]maleimide)はフリーの Cys特異的に結合し、特定の蛍光を発する能力を有して

いる。GPCRが膜構造を保持している場合には、GPCR内部の Cysは CPMとは反応しない。と

ころが、徐々に熱を加えていくにつれ GPCRの膜構造が崩れると Cysが露出することから、

CPMが新たに結合し、その分蛍光強度が増す。この蛍光強度を測定することで、膜構造の安定

性を評価することが可能である。 

	 CPMは invitrogenから購入し、エタノールに溶解させ、4 mg / mLで調製した。測定には、390 

nm の励起光用フィルターと、485 nm の蛍光用フィルターをセットしたリアルタイム PCR 装置、

MyIQ2 (BIO-RAD)を用いた。サンプルは白色の 8 連チューブ及びフラットキャップ（BIO-RAD）
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に用意した。1サンプルあたり精製サンプルが 10 µg、CPMをバッファーで 1 mg / mLに希釈し

たものを 2µL加え、20 µLにバッファーでメスアップした(CPM終濃度 0.1 mg / mL)。氷上で 5

分以上静置してから、MyIQ2にセットし、2 ˚C / min.の割合で温度を上昇させることで測定を行

った。 

	 CPMの蛍光強度曲線の変曲点を算出し、これを Tm値とした。結晶化が可能な GPCRの Tm

値は 55 ˚C以上とされている。安定性はコンストラクトの改良、リガンドの変更、及び抗体によ

る固定により上昇させることが可能である。 
 

8.	 ゲルろ過 

	 精製後のサンプルが単分散性を保っているのか（構造を保持しているのか）を HPLCにより確

認した。 

	 サンプルを 500 µLまで濃縮したのち、HPLC ÄKTA pure (GE Healthcare)に通じた。カラムには、

Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare)を用い、流速は 0.75 mL / min.で流した。 

 

9.	 SDS-PAGE 

	 全作業工程でサンプリング後、問題なく精製が行われているのかをチェックするために SDS-

PAGEにて確認を行った。SDS-PAGEは XCell SureLock (Invitrogen)で行い、ゲルは NuPAGE 4-

12% Bis-Tris gel (Novex)を用いた。EGFPの In-gel蛍光観察を行いたい場合には 12%tris-glycine gel 

(Novex)を用いた。マーカーには SeeBlue Plus2 Prestained Standard (invitrogen)、in-gelマーカーに

は BenchMark Fluorescent Protein Standard (Novex)を用いた。電気泳動後、Thermo Imperial Protein 

Stain (Thermo)を用いて CCB染色後、一晩脱染した。ゲルは LAS-1000で撮影した。 

 

・リポソーム化 

	 精製に成功したコンストラクトについては立体構造認識抗体を取得するための抗原とするため

にリポソームへの再構築を行った。リポソームは DDM、L-MNG等可溶化剤に比べ、より生体膜

に近いことから膜タンパク質の構造を安定化、保持させることが可能であるため、通常リポソー

ムへ再構築したものを抗原として用いる。 

	 精製サンプル 1mgあたり、リポソーム脂質 Egg yolk phosphatidylcholine (Egg PC) 5 mgと、サン

プルの抗体価を上昇させる Adjuvantとして大腸菌由来 Lipid A (Sigma) 1mg を 10% Na-cholateを

用いて 10×PBSに可溶化させて Milli Q水でメスアップし終濃度 1.2 %Na-cholate の PBS 500µL

とした。 

	 余剰な Na-cholateやサンプルから持ち込みの DDMを除くために Bio-Beads 1mL (BIO-RAD)を

あらかじめ用意しておいた上で１mgのタンパク質 (10 mg / mL = 100µL)と上記 EggPC、Lipid A

溶液を混合した。よく撹拌してから PBSをさらに 400µL加え、計 0.6% Na-cholate、1 mLとした

ところに直ちに Bio-Beadsを加えて良く混ぜた。 
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	 1晩 4 ˚Cで撹拌した後、poly-prep chromathography columns (BIO-RAD)を用いて Bio-Beadsを除

去後、超音波処理を、溶液が透明になるまで実施した。これを-80 ˚Cで凍結保存して、抗原用と

した。 

 

3-4-2.	 精製結果 1 

	 TMD ∆ -EGFP及び bRILTMD-EGFPの大量培養を実施した。これらは結晶化を見据え、図 3-9

に示す精製手法により精製を実施した。SDS-PAGEの結果を示す(図 3-10)。また、これらの精製

後の HPLCによるゲルろ過のパターンをに示した(図 3-11)。 

	 TMD ∆ -EGFPは bRIL TMD-EGFPに比べ発現量が低い。また、TEV処理後不安定となり、凝

集及び分解が認められた。 

 

3-4-3.	 精製結果 2 

	 精製結果 1を受けて、結晶化条件での精製は不可能であると判断し、抗体作製用の精製を行っ

た(図 3-12)。大きく次の 3点変更を行った。bRIL-TMDコンストラクトにおける精製において 

1.	 可溶化剤終濃度を 0.01% L-MNG - 0.002% CHS → 0.05% DDM - 0.01% CHS 

2.	 塩終濃度 NaCl 200 mM → 800 mM 

3.	 TEVprotease処理前に 1,000 rpmでなるべく濃縮し、切断後は 500 rpmで濃縮 

この条件のもと、精製を実施したところ図 3-13のような結果が得られた。また、CPM assayによ

り安定度の評価を行い（図 3-14a）、HPLCにおいて単分散性の評価を行った（図 3-14b）。 

	 HPLCによる単分散性が良好であったことから、bRIL-TMDのコンストラクトをリポソーム化

し、凍結保存した。今後、T1R3 KOマウスを用いて抗体作製を行う予定である。 

	 また、CPM assayの結果、bRIL-TMDの Tm値は 41 ˚Cであった。これより、T1R3 TMDは結

晶化に耐えうる Tm値を有していないことが明らかとなった。Tm値が低い最大の要因はやはり

リガンドであると考えられる。今回用いたインバースアゴニストである 2,4-DPのアスパルテー

ムに対する IC50値は 6 µMである。一方で、先に紹介した mGluR1 TMDの結晶構造におけるイ

ンバースアゴニスト、FITMのグルタミン酸に対する IC50値は 5.1 nMであることから、3桁、リ

ガンド特異性に違いがある。一方で、mGluR5のインバースアゴニスト mavoglurantの IC50値は 

30 nMであることから、今後結晶化に進めるためには、立体構造認識抗体と数十 nM程度の抑制

力のあるインバースアゴニストとの併用が必要であると考えられる。  
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3-5.	 今後の展望 

・免疫 

・結晶化 

 
・苦味受容体 Tas2Rsについて 

	 T1R3を含む T1Rsの他、Tas2Rsも GPCRであることから、これらについても今後、解析に期

待ができる。現に当研究室 2010年度修士、菅原は酵母（saccharomyces cerevisiae）を用いた発現

系において、25種類ある Tas2Rs-EGFPの発現検討を実施している（）。この結果から、比較的

発現量及び単分散性の良い Tas2R41と、当研究室において機能解析がなされている（）Tas2R16

の 2つのサブタイプについて Sf9における発現及び精製条件の検討を行った。 

	 Tas2R41はリガンドが明らかにされていない、オーファンな受容体であり、 
 
	 コンストラクトは T1R3 TMDと同様、N末端に bRILを付加したものを作製した。それぞれの

単分散性チェック、及び精製結果を示す。 

	 一方で昨年、Tas2R4の抑制剤 BCMLの、アゴニストキニーネに対する IC50が 59 ± 18 nmで

あるという報告がなされている。現在報告されている苦味受容体中で最も強力な抑制剤であるこ

とから、Tas2R4をターゲットにすることで、苦味受容体の構造を明らかすることが可能となる

かもしれない。 
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図図3-1 : Class A GPCRででああるるロロドドププシシンンののX線線結結晶晶構構造造(1F88)
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図図3-2 : GGPPCCRRをを安安定定化化ささせせるる方方法法

立立体体構構造造をを認認識識すするる抗抗体体にによよるる安安定定化化
安安定定化化タタンンパパクク質質TT44LLををIICCLL33のの間間にに挟挟みみ込込むむ手手法法
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図図3-3 : アアドドレレナナリリンン受受容容体体ββ2及及びびムムススカカリリンン受受容容体体M2ののススネネーーククププロロッットト

ICL3、、C末末端端がが長長いい。。
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図図3-4 : 安安定定化化タタンンパパクク質質のの改改良良
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図図3-5 : mGluR1 TMD及及びびmGluR5 TMDのの結結晶晶構構造造

91



図図3-6 : T1R3 TMDのの全全アアミミノノ酸酸配配列列
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論文題目： 甘味受容体における呈味調節物質作用モデルの構築及びその検証  
 

 
 
	 甘味受容体は Gタンパク質共役型受容体(GPCR)に属する T1R2、T1R3がヘテロダイマーを形成

することによって機能する。これらは大きな膜外領域を有する class C GPCRに分類され、スクロ

ースやアスパルテームといった甘味料が T1R2 の膜外領域で受容される。一方で、甘味受容体に

は複数のリガンド受容サイトの存在が明らかになっている。その中の一つ、T1R3 の膜貫通領域

(transmembrane domain; TMD)には甘味料であるネオヘスペリジンジヒドロカルコンやシクラメー

ト、及び当研究室において甘味を有することを見出した香料、p-メトキシシンナムアルデヒド(以

下 PMCA)が受容される一方、甘味抑制剤であるラクチゾールやギムネマ酸も作用することが示さ

れている。これらのリガンドの中で、図 1に示した抑制剤ラクチゾールと甘味料 PMCAは異なる

応答調節能を有しているにも関わらずその形状が類似しており、これらの応答調節能の違いが何

に起因するのかは不明であった。そこで作用機序を明らかにすることを目的としてラクチゾール、

PMCAの類縁体を用いた網羅的な点変異体解析を実施した。 

	 一方、甘味受容体と同じく class C GPCRに属する代謝型グルタ

ミン酸受容体 mGluR1 TMD及び mGluR5 TMDの結晶構造が明ら

かとなったことから、これらを用いた T1R3 TMDの精度の高いホ

モロジーモデルの構築が可能となった。そこで、変異体解析結果

を基にドッキングモデルを作製し、作用機序の違いを詳細に明ら

かにするとともに、より強力な甘味料、甘味抑制剤を探索するこ

とを目的とした。 

ラクチゾール 

	 	 	 	 	 	  PMCA 
図 1.	 抑制剤ラクチゾール 
      及び、甘味料 PMCA 
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ラクチゾール、PMCA類縁体に対する変異体解析  

	 甘味受容体 T1R2、T1R3 (またはその変異体)及びキメラ Gタンパク質 G16gust44を安定的に発

現する培養細胞株を用い、点変異体解析を実施した。ラクチゾールの類縁体はアスパルテーム 1 

mMの応答を基準とし、各リガンドを添加することで濃度依存的な応答抑制能を測定した後、IC50

値を算出した。一方で、PMCA類縁体は自身の濃度依存的な受容体活性化能を測定し、EC50値を

算出した。野生型に対する変異体の EC50値、IC50値の変化値を指標とし、変化が大きい変異体の

残基が受容体と各類縁体の相互作用に密接に関わっていると判断した。 

 

mGluR1 TMDの結晶構造を基にした甘味抑制剤ドッキングモデルの構築  

	 ラクチゾール類縁体の変異体解析の結果、いずれ

も膜貫通領域のヘリックス 3 (以下 TM3)の His641、

及び TM7の Gln794の 2ヶ所の残基の変異体により

著しい抑制能の低下が認められたことから、これら

の残基は相互作用に密接に関わっていることが示

唆された。一方、mGluR1の結晶構造を基にして作

製したホモロジーモデル上ではこれらの残基は TM

内部で向かい合って位置していた（図 2a）。そこで、

これらの残基と相互作用する初期条件のもと、抑制

剤のドッキングを試みた。ホモロジーモデルの作製、

ドッキングは Maestro、Glide (Schrödinger Inc.)を用

いた。 

	 ラクチゾール及び、ラクチゾールよりも強力な抑

制 能 を 有 す る 2,4-DP (2-(2,4-dichlorophenoxy)- 

propionic acid)に対しドッキングを実施し比較した

(図 2b)。変異体解析により相互作用が示唆されてい

た残基が、作製したモデルにおいてこれらのリガン

ドの近傍に位置していた。ラクチゾール(図 2b 中、

グレー)と 2,4-DP (同、黒)は芳香環の向きに相違が

認められ、2,4-DPは His734のイミダゾール側鎖と

の π – π相互作用がより強かった。この向きの違い

が強力な抑制能に寄与していることが推測された。 

 

ホモロジーモデルを基にした活性型モデルの構築  

	 続いて、T1R3 TMDホモロジーモデルから、PMCA活性型モデルの作製を実施した。PMCAの

変異体解析結果と、ホモロジーモデルの残基の位置から TM3 Gln636及び TM6 Leu782に相互作用

すると仮定し、ホモロジーモデルをPMCAと相互作用するよう変形させる induced fitを実施した。

この状態から水相、油相を配置した後に分子動力学計算を実施し、T1R3 TMDと PMCAとの相互

作用が最も安定する位置を算出した。100 ns分の計算を行い、最終的に PMCAによる活性型モデ

ルとした。 

図 2b. ラクチゾール、2,4-DPのドッキング 

図 2a. T1R3 TMDホモロジーモデルおける 
	     His641、Gln794の位置 
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	 PMCA活性型モデルではTM5が大きく折れ曲が

り、TM6に接近していた。変異体解析の結果から

TM2 - 3、TM5 - 6の残基が PMCAと相互作用する

ことが予想されていたが、活性型モデルではこれ

らの残基が PMCAの近傍に位置していた (図 3a)。 

	 また、不活性型モデルと、PMCA による活性型

モデルとをそれぞれ重ね合わせて比較した。この

結果を、TM5 のみについて図 3b に示した(黒：不

活性型、グレー：活性型)。活性型では TM5 に存

在する His734 が大きく回転し、隣接する TM4 の

Glu692とのイオン性相互作用が生じていた。これ

より、His734が T1R3 TMDの活性化に重要な役割

を果たしており、この His734の回転を妨げること

が抑制剤として機能するために必要であると考え

られた。これは抑制剤作用モデルにおいて、2,4-DP

がラクチゾールに比べより強力な抑制能を有して

いることに一致する。一方、甘味料は TM2,3、TM5,6

及び extracellular loop 2 (TM4,5間の細胞外ループ)

にまたがって相互作用することが可能な、十分な

分子長を有することが重要であると考えられた。 

	  

 

T1R3 TMDの結晶化を目指したコンストラクトの作製及び精製  

	 甘味料、甘味抑制物質を実用化するにあたって、これらに毒性があってはならない。即ち T1R3

特異性が高く、他の受容体には作用しないリガンドの開発を行う必要がある。これを達成するた

めには作製したモデル以上に、より厳密な構造を基にしたリガンドデザインが必須となる。そこ

で、X 線結晶構造解析により詳細な構造を取得することを目指し、コンストラクト、精製条件の

検討を実施した。 

	 mGluR1 TMD の結晶化条件を参考にして

T1R3 TMDのコンストラクトを作製した。T1R3

の膜外領域及びC末端を切断してTMDのみとし、

更に TMD の N 末端側に安定化タンパク質であ

る熱安定化アポシトクロム b 562RIL (bRIL)導入

した。N末端には FLAG-tagを、C末端には EGFP

を付加し、TEV-proteaseによる切断が可能な設計

にした。	 このコンストラクトを、昆虫細胞 Sf9

を用いて大量生産した後可溶化、精製を実施し

た。M1 FLAG抗体レジンを用いて精製した後に

図 4a. bRIL-T1R3 TMDの精製 

図 3b. 活性型と不活性型の重ね合わせ 
      及び TM5の構造比較 

図 3a. PMCAの作用モデル 
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(図 4a lane3)、tagや EGFPを TEV proteaseで処理

することで、切断、除去した(図 4a lane 4)。これ

を濃縮、サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)で

分取したのち再び濃縮することで精製を完了し

た(図 4a lane 5)。 

	 精製後、得られたタンパク質の純度、安定性を

評価するために再度 SECにかけた(図 4b)。単分散

性が保たれていたことから、目的タンパク質は凝

集を起こしておらず、構造を保ったまま精製する

ことに成功したと言える。しかしながら現時点では、精製タンパク質の安定性は十分ではなく、

結晶を得るまでには至らなかった。 

	 GPCR を含む膜タンパク質では、立体構造を認識する抗体を用いて安定性を上昇させると同時

に、結晶格子形成を促進させる手法がしばしば用いられる。そこで今後、得られた精製標品を抗

原として用い、立体構造認識抗体の取得した上での結晶化を目指して行く。 

 

 

結論及び展望  

	 本研究では昨年明らかにされた mGluR1 TMDの結晶構造を用いて、T1R3 TMDの解析を実施し

た。変異体解析により想定された作用部位と一致する甘味抑制剤の作用モデル、及び甘味料の作

用モデルを作製することに成功したことから、今後これらのモデルを用いることで新規甘味料、

甘味抑制剤の開発が可能になると期待される。また、当研究室において T1R3 TMDに作用する甘

味料は他の甘味料に対し少量添加することで相乗的に甘味増強することを明らかにしている。こ

のことから、本研究により開発される新規甘味料は甘味増強能を有する汎用性の高い甘味料であ

ることが期待される。 

	 更に、活性型モデルにおいては TM5が折れ曲がるという特徴が認められたが、この構造変化は

既に明らかにされている class A GPCRの活性型構造とは大きく異なっていた。このことは class C 

GPCR が膜外領域を有していることに起因する可能性があることから、今後本研究が甘味受容体

を含む class C GPCRの活性化機構を明らかにする手がかりとなることが期待される。 

	 また一方で、食品としての応用を考えた際には、結晶構造による綿密なリガンド設計により毒

性を考慮することは不可欠である。本研究では T1R3 TMDの単離には成功したことから、今後さ

らなる手法の改良を行うことで T1R3 TMDの結晶構造解析が可能になると期待される。 

図 4b. 精製後の SECの結果 
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