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研究成果の概要（和文）：ネオクリンはそれ自身が甘いうえ、酸により強い甘味を呈する活性（味

覚修飾活性）をもつヘテロ 2量体タンパク質である。この活性に重要な残基を探索したところ、

１ヵ所のヒスチジン残基が特に重要であることが判明した。また、pH依存的な活性の変化がど

のような構造変化に伴って生じるのかを NMR により解析したところ、ネオクリンは中性では酸

性 pHと異なる構造をとることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：Neoculin is a sweet protein with taste-modifying activity converting 

sourness into sweetness. In this study, I performed a mutational analysis of neoculin to 

identify the important residue(s) for this pH-dependent activity. It revealed that one 

histidine residue in neoculin was critical for the activity. NMR analysis also performed to 

evaluate the structural-activity relationship of neoculin. It was found that the neoculin 

structurally changed between neutral and acidic pH. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)ネオクリンはそれ自身が弱く甘いうえ、酸

性条件下で強い甘味を呈する活性（味覚修飾

活性）をもつタンパク質で酸性サブユニット

と塩基性サブユニットのヘテロ２量体からな

る。ネオクリンを味わうと酸味の強いレモン

もオレンジのように甘く感じられることから、

そのユニークな活性は基礎および応用（食品）
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分野からも注目されていた。これまでに研究

代表者らは、ネオクリンに存在する5つのヒス

チジン残基すべてをアラニンに置換した変異

体は味覚修飾活性を失い、中性条件でも強い

甘味を呈することを明らかにしていた。しか

し、これらヒスチジン残基のうち、どの残基

が味覚修飾活性に特に重要なのかは不明であ

った。 

 

(2) ネオクリンの活性が pH 依存的に変化す

ることから、中性・酸性 pH でのネオクリン

の立体構造が異なることが予想された。また、

ネオクリンの中性 pH での構造は両サブユニ

ットが近接するものであったのに対し、分子

シミュレーションにより予測した酸性 pH で

の構造は両サブユニットが開いたものであ

った。そこで、pH 依存的な構造変化を実験

的に明らかにする必要があった。 

 

２．研究の目的 

(1) ネオクリンの活性に特に重要なヒスチジ

ン残基を特定する。また、その pH 依存的な

活性の制御機構を明らかにする。 

 

(2) ネオクリンの pH 依存的な活性の変化が

どのような分子構造の変化に伴って生じる

のかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究ではネオクリン変異体を用いて活性に

重要な残基の特定を行うとともに、ネオクリ

ンの立体構造変化をNMRとX線溶液散乱によ

り解析した。 

 

(1)ネオクリン変異体の作製とその活性評価 

 

各ヒスチジン残基をアラニンに置換したネオ

クリン点変異体を大腸菌発現系により生産し、

リフォールディングを行うことで活性を有す

るヘテロ２量体を得た。その活性を官能試験

および甘味受容体を導入した培養細胞系を用

いたカルシウムイメージングにより評価した。 

 

(2)ネオクリンのpH依存的な構造変化の解析 

 

ネオクリンの活性が pH 依存的に変化するこ

とから、その構造変化を伴うかどうか NMR

により解析した。ネオクリンの一方のサブユ

ニットのみを 15N および 13C/15N 安定同位体

標識したタンパク質を取得し、NMR を測定

した。pH3 において主鎖の化学シフトを帰属

後、pH3～pH7 までにおける 1H-15N 相関ス

ペクトルを測定し、pH 依存的な化学シフト

変化の有無を解析した。また、各 pH におい

て X 線溶液散乱を測定し、分子半径の変化を

測定した。 

 

４．研究成果 

 

(1) ネオクリンのヒスチジン残基をひとつず

つアラニンに置換した変異体および一方の

サブユニットのヒスチジン残基のみをアラ

ニンに置換した変異体を大腸菌発現系によ

り生産した。これらの活性を甘味受容体発現

細胞を用いたカルシウムイメージングによ

り評価したところ、いずれも酸性 pH 条件で

は細胞を強く活性化した。一方で、塩基性サ

ブユニットの１１番目のヒスチジンをアラ

ニンに置換した変異体は酸性 pH だけでなく、

中性 pH でも甘味受容体を強く活性化した。

また、官能試験でも、これら変異体の活性を

評価したところ、塩基性サブユニットの１１

番目のヒスチジンをアラニンに置換した変

異体は味覚修飾活性を消失していた。したが

って、味覚修飾活性にはこの残基が特に重要

であることが明らかになった。 

 

(2) 塩基性サブユニットの１１番目のヒスチ



 

 

ジンの役割を明らかにするため、この残基を

アラニン以外のアミノ酸に置換した変異体

を作製し、その活性を評価した。その結果、

酸性アミノ酸(アスパラギン酸・グルタミン

酸)、塩基性アミノ酸(アルギニン)、疎水性ア

ミノ酸(ロイシン)に置換するとアラニンに置

換した場合と同様に味覚修飾活性を消失す

るが、チロシンやフェニルアラニンにすると

味覚修飾活性が保持されることが明らかに

なった。また興味深いことに、チロシンに置

換した変異体は、そのもの自身は甘味を呈さ

ず、味覚修飾活性の pH 感受性が野生型(WT)

とは異なっていた(図 1)。以上の結果より、

本アミノ酸残基が芳香環を有することが味

覚修飾活性に必須であり、点変異を導入する

ことでネオクリンの pH 依存的な活性を制御

できることが明らかになった。 

 

 

 

(3)ネオクリンの一方のサブユニットのみを

15Nおよび13C/15N安定同位体標識した変異体

のNMRをpH3～pH7の範囲で測定したとこ

ろ、pHの変化によって化学シフトが徐々に変

化することが明らかになった。また、それだ

けでなく興味深いことに、pH7では新たなシ

グナルが観測された（図2）。このシグナルは

ネオクリンが強い甘味を呈する酸性条件で

は観察されず、弱い甘味を呈する中性条件で

観察されたことから、甘味活性と関連してい

ると考えられる。したがって、ネオクリンの

立体構造はpHによって異なることが示唆さ

れた。その一方、各pH条件でネオクリンのX

線溶液散乱を測定したところ、分子半径はpH

によってほとんど変化しなかった。したがっ

て、pHによるネオクリンの構造変化は大きな

ものではなく、局所的なものである可能性が

示唆された。 
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