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研究成果の概要（和文）：甘味受容体・うま味受容体T1rについて、現在唯一構造が報告されているメダカ
T1r2a/T1r3リガンド結合領域(LBD)を用いた構造機能解析を実施した結果、LBDに結合しアゴニスト様の構造変化
を引き起こすものの顕著な受容体応答を引き起こさないリガンドを見出し、LBDを「活性化状態」と考えられて
いるコンフォメーションに構造変化させることができたとしても、必ずしも受容体活性化につながらない例があ
ることを明らかにした。また、これまでT1rへの作用が知られていなかった塩化物イオンが、T1rに結合して、そ
の他の味物質と同様の構造変化をLBDに引き起こし、T1rを介して味覚で感知されることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Structural and functional analyses of sweet and umami taste receptors (T1rs)
 were performed using the ligand-binding domain (LBD) of medaka T1r2a/T1r3, the current sole protein
 amenable for structural analysis, as a model T1r protein. We first identified ligands that exhibit 
binding to LBD and elicit its conformational change similarly to other T1r agonists but evoke no 
noticeable responses of the receptor. We also found that chloride ions, whose actions on T1rs have 
not been explored, exhibit binding to LBD and elicit its conformational change as similar as other 
agonists and evoke a preferable taste sensation via T1rs.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 味覚受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
甘味受容体・うま味受容体T1rについては、これまでに得られている構造情報が極めて限定的であった。本研究
課題で、受容体への作用の異なるリガンドの結合状態構造を明らかにしたことで、今後T1r活性化機構を明らか
にしていく上での基盤情報を得た。さらに、本研究課題において、塩化物イオンのT1rへの作用を新たに解明し
た。この作用部位は、解析に用いたメダカ受容体のみならず、ヒトも含めた他のT1rにも共通して保存されてい
ると考えられることから、食品産業に重要な甘味・うま味受容の理解に新たな知見を提供したことに加え、適量
の摂取が健康維持に重要な食塩の味覚感知に対しても、新たな観点を提供した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
受容体タンパク質は、細胞外からの化学情報を認識し、その情報を変換して細胞内に伝達する

機能を担う分子である。味覚受容体は、この化学情報認識・変換を生体内外の境界点で行う受容
体であり、食物に含まれる様々な化学物質の感知を担う。すなわち、①外界からの多様な化学情
報を感知し、②情報を共通の（あるいはごく限定されたパターンの）フォーマットの情報に変換
して細胞内にインプットする機能を果たしている。 
 味覚受容体のうち、糖・アミノ酸・核酸など、栄養素となる水溶性化学物質を認識するのが、
甘味受容体およびうま味受容体・Taste receptor type 1 (T1r)である。T1r は、二量体を形成して機
能するクラス C 型 G タンパク質共役型受容体(GPCR)に属し、ヒトでは、T1r2/ T1r3 へテロ二量
体が甘味受容体、T1r1/T1r3 へテロ二量体がうま味受容体を構成する。甘味受容体における糖や、
うま味受容体におけるアミノ酸・核酸などの化学情報は、細胞外に存在する大きなリガンド結合
領域(LBD)で感知され、下流に存在する７回膜貫通領域(TM)を介して細胞内 G タンパク質へシ
グナル伝達される。このシグナル伝達の過程では、リガンドの結合に伴い LBD が構造変化し、
同じく細胞外に存在して LBD と TM 間のリンカー領域として機能するシステインリッチ領域
(CRD)を介してその動きが TM に伝わり、TM の構造変化が細胞内 G タンパク質の活性化を引き
起こすと考えられる。すなわち、受容体の①多様な化学情報感知と②共通フォーマットへの情報
変換の主たる機能を担うのが、LBD と CRD からなる細胞外領域である。 
 味覚受容体は、これまで試料調製が極めて困難で、構造解析が全く進んでいなかった。研究代
表者らのグループは、広範なスクリーニングの結果、唯一メダカ由来のアミノ酸受容体・
T1r2a/T1r3LBD ヘテロ二量体について、味覚受容体としては初めて立体構造の解明に成功した
（Nuemket, Yasui et al. Nat Commun. 2017）。そして、受容体の味物質であるさまざまなアミノ酸
が結合した状態の構造から、機能①の背景にある、物理化学的性質の異なる多様な味物質を認識
できるリガンド結合部位の構造基盤を解明した。 
 一方、②の情報変換については、 
②-i. リガンド結合はどのように細胞外領域のコンフォメーション変化（特にサブユニット間相
互作用が変わる変化）を引き起こすのか 
②-ii.どのようなコンフォメーションあるいはコンフォメーション変化が受容体活性化・シグナ
ル伝達を引き起こすのか 
がいまだ明確になっていない。理解を阻む要因として、高分解能構造と、構造動態・シグナル伝
達状態との紐付けが十分にできていないことが挙げられる。また、重要だが高分解能構造未解明
のコンフォメーションがあり、構造変化の一連の過程をつかめていない可能性もある。 
 味覚受容体 T1r は、多様な化学物質をリガンドとして認識し、ヘテロ二量体という構成因子に
固有の非対称性を持つ分子である。この特徴を活かし、各コンフォメーションを戦略的に捕捉し
て構造解明することで、リガンド結合というかたちで感知された化学情報が、どのように変換さ
れ細胞内に伝達されるのかを明らかにできると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 味覚受容体 T1r2a/T1r3 細胞外領域が取り得る複数のコンフォメーションを捕捉し、それぞれ
の状態の高分解能構造を明らかにするとともに、構造動態・シグナル伝達状態との紐付けを行う
ことで、化学情報感知後の情報変換のメカニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) リガンド結合解析 
 メダカ T1r2a/T1r3LBD は、すでに構築している組換え安定高発現 S2 細胞クローンを用いて発
現し、試料タンパク質に融合した FLAG タグを利用したアフィニティークロマトグラフィーを
行って細胞培養上清より精製した（Nuemket, Yasui et al. Nat Commun. 2017）。変異体解析では、
変異導入したメダカ T1r2a/T1r3LBD の発現ベクターをポリエチレンイミンを用いて S2 細胞に導
入し、一過性発現を行って、同様に精製した。得られた試料タンパク質を用いて、示差走査蛍光
測定法により (Yoshida et al. PLoS ONE 2019)、結合するリガンドの探索ならびに親和性解析を行
った。一部のリガンドについては、等温滴定型カロリメトリー (Nango et al. Sci. Rep. 2016) によ
る親和性解析も実施した。また、これらのリガンドについて、T1r2a/T1r3LBD の蛍光融合タンパ
ク質を用いた FRET 解析 (Nango et al. Sci. Rep. 2016) を行い、リガンド結合に伴う構造変化を解
析した。 
 
(2) 立体構造解析 
 リガンド結合状態メダカ T1r2a/T1r3LBD は、最終精製過程であるサイズ排除クロマトグラフ



ィー (SEC) 時に当該リガンドを添加することで調製した。また、リガンド非結合状態メダカ
T1r2a/T1r3LBD は、SEC 時にリガンドを除去したバッファーを用いることで調製した。これらの
試料を用いて、既報に基づき結晶化を行い（Nuemket, Yasui et al. Nat Commun. 2017）、得られた
結晶から SPring-8 BL41XU にて X 線回折強度データを収集して、既解析構造を利用した分子置
換法により構造決定した。また、同じ試料を用いて SPring-8 設置の CRYOARM200 などを利用
してクライオ電子顕微鏡単粒子構造解析も試みた。 
 
４．研究成果 
 
(1) T1r2a/T1r3LBD の「非活性化状態」の立体構造解析 
 これまで T1r2a/T1r3LBD では、受容体の応答を誘起するアミノ酸結合状態の構造が明らかに
なっていたが（Nuemket, Yasui et al. Nat Commun. 2017）、いずれの構造も、他のクラス C 型 GPCR
のアゴニスト結合状態と同様の、「活性化状態」と考えられているコンフォメーションをとって
いた。そこで、「非活性化状態」の構造を捉えるため、リガンド非結合状態試料を調製し、構造
解析を試みた。まず、結晶化条件の探索を行ったが、良好な結晶が得られず、X 線結晶構造解析
による構造決定はできなかった。さらに、クライオ電子顕微鏡単粒子構造解析も試みたが、高分
解能構造決定可能な試料条件を見出すことができず、期間内の構造決定はできなかった。特に、
アミノ酸非結合状態 T1r2a/T1r3LBD では、構造の収束が見られず、極めて多様なコンフォメー
ションをとっていることがわかった。このことから、アミノ酸非結合状態は、いわゆる「不活性
化状態」と定義されるような単一のコンフォメーションをとっているのではなく、極めて多様な
コンフォメーションのアンサンブルとして存在することが明らかとなった。 
そこで次に、これらの「非活性化状態」の中から、特定のコンフォメーションを安定化して構

造解析することを目指し、受容体応答を引き起こさないリガンドを探索した。その結果、L-ロイ
シンや L-フェニルアラニンなどの中・大型疎水性アミノ酸が、T1r2a/T1r3LBD に結合を示すもの
の全長受容体を用いた応答解析では顕著な応答を引き起こさないことを見出した。特に L-フェ
ニルアラニンについては、応答を示す小型疎水性アミノ酸である L-アラニンと同程度の 100 µM
程度の解離定数で結合を示すにもかかわらず、L-アラニンの作用濃度域では受容体応答を引き起
こさないことがわかった。そこで、L-ロイシンおよび L-フェニルアラニン結合状態での
T1r2a/T1r3LBD 結晶構造解析を実施した結果、予想に反し、これらのアミノ酸についても L-アラ
ニンと同様の結合様式で結合し、「活性化状態」と考えられている同様のコンフォメーションを
とっていることが明らかとなった。実際 L-ロイシンや L-フェニルアラニンは、FRET 解析におい
ても、L-アラニンと同様の FRET 強度変化を引き起こしたことから、これらの応答を誘起しない
アミノ酸は、溶液状態においても、応答を誘起するアミノ酸と同様の構造変化を LBD にもたら
すことが示唆された。これらの応答を誘起しない中・大型疎水性アミノ酸は、LBD への作用と
は独立の機序で受容体応答を阻害していると考えられる。これらの結果から、LBD を「活性化
状態」と考えられているコンフォメーションに構造変化させることができたとしても、必ずしも
受容体活性化につながらない例があることが明らかとなった。 
以上、本研究課題の実施により、T1r 細胞外領域が取る特定のコンフォメーションがシグナル

伝達状態と紐付けされるのではなく、膜貫通領域も含めた構造動態との関係性を理解する必要
があることが示された。 
 
(2) 結合解析による T1r2a/T1r3LBD の新規リガンド解明 
 T1r2a/T1r3LBD に結合するリガンド探索を行った結果、これまでに結合を確認していたタンパ
ク質構成性アミノ酸だけでなく、タンパク質構成性アミノ酸に含まれないアミノ酸や、一部のア
ミノ酸誘導体も結合を示すことを明らかにした。非タンパク質構成性アミノ酸には、各種代謝経
路の中間産物として知られているものも存在することから、今後、これらのリガンドの受容体に
対する作用や、これらの物質を受容する生理学的意義についての解析が必要である。 
 
(3) 「逆構造生物学的」アプローチによる T1r2a/T1r3LBD の新規作用物質の発見 
 構造生物学研究では、標的タンパク質への作用が判明している物質との結合構造を解析し、得
られた構造から作用メカニズムを探るのが一般的な流れとなっている。一方、本研究課題におい
て、構造情報から作用物質を発見する「逆構造生物学的」解析により、T1r に作用する新たな物
質を見出すことに成功した。 
 すでに明らかにしていたアミノ酸結合状態 T1r2a/T1r3LBD の構造では、アミノ酸に加えて、
塩化物イオンが T1r3 のアミノ酸結合部位近傍に結合していることを見出していた。一方、メダ
カ T1r2a/T1r3 に限らず、他の T1r に対しても、塩化物イオンの作用はこれまで全く知られてい
なかった。そこで、まず、精製メダカ T1r2a/T1r3LBD を用いた結合解析を行った結果、塩化物イ
オンは溶液状態の T1r2a/T1r3LBD にも結合を示し、結合により、アミノ酸が結合したときと同
様の構造変化を LBD に引き起こすことを明らかとした。さらに、結晶構造解析で見られた塩化



物イオン結合部位に変異を導入した結果、塩化物イオンの結合ならびに塩化物イオン添加時の
LBD の構造変化が見られなくなることが明らかとなった。実際、塩化物イオンは、アミノ酸結
合部位とは異なる位置に結合するものの、いずれの結合部位も、LBD が「活性化状態」と考え
られているコンフォメーションをとるときに構造変化する二量体相互作用界面の近傍で、構造
変化により配向変化する α ヘリックスのすぐ上流に位置しており、結合・解離により、受容体応
答を引き起こすアミノ酸と同様の LBD 構造変化を引き起こす可能性が十分に考えられた。さら
に、この塩化物イオン結合部位は、アミノ酸配列上の相同性から、メダカ T1r2a/T1r3 だけでな
く、ヒトやマウスも含めたほとんどの T1r3 に保存されていることがわかった。そこで共同研究
によりマウスを用いた実験を実施した結果、電気生理学的実験および二瓶法による行動実験か
ら、塩化物イオン添加が T1r 発現味細胞からの情報を伝達する味神経発火を引き起こすこと、マ
ウスが塩化物イオンを含む水を好んで多く摂取することを明らかとし、塩化物イオンが T1r を
介して味覚で感知されていることを初めて解明した。 
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crystallographic analysis

Biochem. Soc. Trans. 1661-1673

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Yamashita A 48

 １．著者名

10.1093/jb/mvaa147

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A sweet protein monellin as a non-antibody scaffold for synthetic binding proteins

J. Biochem. 585-599

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 ２．論文標題  ５．発行年
味覚受容体の構造と働き

milsil 6-8

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
山下敦子 14

 １．著者名

10.1038/s41467-022-30828-0

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Coordination chemogenetics for activation of GPCR-type glutamate receptors in brain tissue

Nature Communications 3167

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Ojima Kento、Kakegawa Wataru、Yamasaki Tokiwa、Miura Yuta、Itoh Masayuki、Michibata Yukiko、
Kubota Ryou、Doura Tomohiro、Miura Eriko、Nonaka Hiroshi、Mizuno Seiya、Takahashi Satoru、
Yuzaki Michisuke、Hamachi Itaru、Kiyonaka Shigeki
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 ３．学会等名
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 ４．発表年
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

メダカ由来味覚受容体T1R2a/T1R3細胞外領域のリガンド結合解析
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 オープンアクセス  国際共著
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 ４．巻
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 ３．学会等名
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 ４．発表年

 ４．発表年

新たな配位ケモジェネティクス(1): タンパク質構造変化の干渉に基づくグルタミン酸受容体の活性制御法開発
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