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研究成果の概要（和文）：甘味修飾物質ミラクリンは、酸性条件下で甘味を誘導するが、強酸と弱酸でその効果
が異なり、弱酸で強く甘味誘導を引き起こすことが知られている。本研究では、甘味受容体再構築系を用いてこ
の謎に迫った。弱酸は、非解離体のまま細胞膜を通過し、細胞内で解離することで、細胞内pHを低下させる。こ
れにより、甘味受容体の細胞内領域がプロトン化され、ミラクリンと甘味受容体の相互作用が促進し、強い甘味
誘導が引き起されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sweet taste is mediated by the sweet taste receptor, TAS1R2 + TAS1R3, with 
multiple biding sites for structurally diverse chemical substances. Using the sweet receptor assay 
in heterologously transfected HEK293 cells, we examined the sweet-modifying effect of miraculin. As 
a result, intracellular acidification was found to be required for the effect of miraculin. 

研究分野： 味覚
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１．研究開始当初の背景 
甘味受容体 TAS1R2/TAS1R3 は、G タンパク

質共役型受容体(GPCR)であり、その構造的特
徴はサブファミリー分子である mGluR1 の X
線結晶構造解析により明らかにされている。
主に下流の Gタンパク質を活性化させる 7回
膜貫通ドメイン（TMD）、それに続くシステイ
ンを多く含む Cリッチドメイン（CRD）、さら
に大きな細胞外ドメインを含むN末端ドメイ
ン（ATD）により構成される。特徴としてヘ
テロマーを形成することで甘味受容体とし
て機能し、複数の結合ドメインを有すること
が知られている。例えば、人工甘味料アスパ
ルテームは、ヒト TAS1R2 の N末端ドメイン、
人工甘味料シクラメートはヒト TAS1R3 の膜
貫通ドメインに作用する。しかしながら糖類、
人工甘味料、甘味アミノ酸、甘味タンパク質
等、様々な異なる立体構造を呈する甘味物質
に対し、甘味受容を担う TAS1R2/TAS1R3 の機
能の多くは不明である。 

ミラクリンは、植物・ミラクルフルーツよ
り抽出される糖たんぱく質で、酸性条件下で
甘味を呈する甘味誘導効果を有する。この
191 アミノ酸からなる糖たんぱく質は、ホモ
二量体を形成することで、甘味誘導効果を有
し、その効果はヒトに有効でマウスには無効
である。これらの異なる感受性は、系統発生
や進化の過程において、食環境に適応した種
特異的な甘味受容体のアミノ酸変異に基づ
くものと推定される。甘味誘導効果の大きさ
は、酸の種類により異なっており、同じ pH
では弱酸の方が強酸よりも甘味誘導を強く
引き起こすことが、1969 年に、栗原らにより
報告されていた。これまで種差を用いた解析
により、ミラクリンは TAS1R2 の N 末端ドメ
インに作用すること、また、ミラクリン自体
の変異解析により、ミラクリンが酸により構
造変化を起こし酸性条件下でリガンドとな
ることで甘味受容体を活性化し、甘味を呈す
ることが示唆されてきた。しかしながら、ミ
ラクリンは細胞外で甘味受容体に作用し、プ
ロトンとの相互作用により甘味誘導効果が
引き起こされると考えると、その効果は純粋
に pH に依存するはずであるため、弱酸と強
酸による感受性の違いがどこから生じるの
かは、不明のままであった。 
 

２．研究の目的 
これまで謎であったミラクリンの甘味誘

導効果の酸の種類による効果の違いに関し、
ミラクリンによる甘味受容体の活性化メカ
ニズム、および甘味受容体とリガンドとの相
互作用を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
甘 味 受 容 体 TAS1R2 、 TAS1R3 お よ び

Gα16-gust44 を HEK293 細胞にリポフェクシ
ョン法により強制発現させた。甘味応答は、
カルシウムイメージング法により測定を行
い、環流下に甘味溶液、酸溶液、味覚修飾物

質を流し、細胞内カルシウム濃度を測定、味
覚修飾効果を評価した 。導入遺伝子は、マ
ウス、ヒト TAS1R2/TAS1R3、マウス、ヒト異
種間のキメラ体、および点変異を導入した
TAS1R2/TAS1R3 を用い、甘味誘導効果を評価
した。 
 
４．研究成果 
(1)甘味受容体再構築系を用いた解析により、
甘味受容体発現細胞は、細胞外 pH を低下さ
せてもカルシウム応答は示さないが、ミラク
リン処理後の pH 低下により応答を認め、ミ
ラクリンによる甘味誘導効果を確認した。ア
ミノ酸残基のヒスチジンは pKa が約 6で、中
性条件下では電荷をもたないが、ミラクリン
が甘味誘導を引き起こすpH：5～6付近では、
プロトンを受け取る塩基としての性質を有
する。電荷が変わることでタンパク質の立体
構造に影響を与える可能性が生じる。点変異
を用いた解析では、TAS1R2 のヒスチジン残基
はミラクリンの甘味誘導効果に重要であり、
酸による TAS1R2 自体の構造変化も甘味誘導
効果に関与している可能性を示した。つぎに、
pH 依存性曲線を得ると、これまでの報告通り
弱酸であるクエン酸が、強酸の HCl よりもよ
り強く甘味誘導効果を引き起こすことを示
した(図１a)。TAS1R2 の細胞内領域のヒスチ
ジンに変異を与えると甘味誘導効果が小さ
くなるとともに強酸と弱酸の差を認めない
結果を得た(図１b)。さらに、細胞内 pH との
関係を調べると、甘味誘導効果は、細胞内 pH
依存的に引き起こされることが分かった（図
１d）。 

図１ ミラクリンによる甘味誘導効果 
ラクリンの甘味誘導効果の pH 応答曲線
hTAS1R2+hTAS1R3（a）, hTAS1R2H590A+hTAS1R3
（ｂ）。細胞外 pHと細胞内 pHとの関係（ｃ）。
細胞内 pH と甘味誘導効果（ｄ）。 
 
以上の結果を踏まえて、ミラクリンの甘味

誘導効果のモデルを提案する（図 2）。ミラク
リンを作用させると、甘味受容体のヒト
TAS1R2 の N末端領域に結合する。中性条件下
では、甘味応答は生じない。強酸を作用させ、
細胞外 pH が低下すると、ミラクリンの構造



変化および甘味受容体の細胞外領域の構造
変化が生じる。その両者の相互作用により、
受容体が中程度の活性化状態になり甘味応
答が引き起こされる。弱酸の場合、非解離体
の割合が多く、細胞膜を通過しやすい。膜通
過後に非解離体が解離することで細胞内 pH
を低下させる。それにより、TAS1R2 の細胞内
領域のヒスチジン残基をプロトン化させ、甘
味受容体とミラクリンとの相互作用の強い
活性化を促す。このメカニズムにより、弱酸
が強酸より大きな甘味誘導を引き起こすも
のと考えられる。 

 
図 2 ミラクリン甘味誘導効果のモデル 
非活性型ミラクリン（MCL）は、ヒト TAS1R2
の N 末端ドメイン（ATD）に結合し、中性条
件下では甘味誘導は生じない（左）。細胞外
酸性化によりプロトン化したヒト TAS1R2 の
細胞外領域と活性型MCLの相互作用により甘
味受容体の部分的な活性化が生じる（中央）。
加えて、弱酸は細胞膜を通過し、細胞内酸性
化を生じ、甘味受容体の完全活性化を引きお
こす（右）。 
 
(2)本研究では、さらに甘味受容体とリガン
ドとの相互作用の解明を進めた。その結果、
ある生体内条件下で、甘味受容体の人工甘味
料に対する応答性が変化することを確認し
た。 
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