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研究成果の概要（和文）：これまで味物質と味覚受容体の相互作用解析では、静的な結合形態に注目されてきた
ことにより、味分子の受容体結合後に生じるダイナミックな受容体活性化・不活性化分子機構の多くは謎のまま
であった。本研究では、分子動力学シミュレーションを導入することで、甘味受容体サブユニットTAS1R3の膜貫
通領域における甘味抑制物質ギムネマ酸、ラクチゾールや甘味物質シクラメートの種特異的な感受性を計算機上
で再現することに成功した。特にシクラメートは、ヒト型では人工甘味料として作用し、マウス型では抑制物質
として同じ部位に作用することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of dynamic receptor activation and inactivation 
that occur after the binding of taste molecules to their receptors have remained unknown because the
 analysis of the interaction between taste substances and taste receptors has focused on the static 
binding form. In this study, by introducing molecular dynamics simulations, we succeeded in 
reproducing the species-specific sensitivity of the sweet inhibitors gymnemic acid and lactisole and
 the artificial sweetener cyclamate in the transmembrane domain of the sweet taste receptor subunit 
TAS1R3. In particular, cyclamate was found to act as an artificial sweetener in the human receptor 
and as an inhibitor in the mouse receptor.

研究分野：味覚

キーワード： 味覚受容体　甘味　動的活性化機構

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、味覚受容体の種特異的な感受性をシミュレーション上で再現可能であることを示した。これら
は、甘味受容体の活性化・不活性化メカニズムの理解を深めるだけでなく、全身に発現する甘味受容体の制御機
構の理解に重要であり、新規味覚修飾物質や機能性食品の開発や創薬に繋がる。また他のクラスC Gタンパク質
共役型受容体の活性化機構に重要な知見を与える。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
甘味受容体 TAS1R2/TAS1R3 は、クラス C G タンパク質共役型受容体(GPCR)に属し、ヘテロ二量
体を構成することで甘味受容体として機能する（図）。その構造的特徴は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回膜貫通領域、それに続くシステインを多く含むシステインリッチド領域、さらに大きな細
胞外領域を含みハエトリグサ様の構造を呈する Ven flytrap 領域により構成される。特徴とし
て複数の結合サイトを有することで構造の異なる様々な甘味分子や修飾物質の受容を担うこと
が知られている。細胞膜に存在する味覚受容体は、細胞外の味分子をとらえ、細胞内の分子へ情
報伝達を行う。ここで味分子と結合ポケット内のアミノ酸残基との相互作用は、受容体内部の相
互作用により伝播され、結合ポケットから離れた部位へ影響を与える動的相互作用（アロステリ
―）により、受容体の活性化が引き起こされる。これまで味物質と味覚受容体の相互作用は、静
的な結合形態に注目されてきた。たとえば、人工甘味料シクラメートと甘味抑制物質ラクチゾー
ルは、甘味受容体サブユニット TAS1R3 の膜貫通領域にどちらも結合するが、アゴニストやア
ンタゴニストとして、どのようにして作用するか、実際に情報を伝える G タンパク質との相互
作用を含め、そのメカニズムは明らかにされていなかった。すなわち味分子の受容体結合後に生
じるダイナミックな受容体活性化・不活性化分子機構の多くは謎のままであった。 
 
２．研究の目的 
 
分子モデリング上で分子間、分子内の動的相互作用を再現し、in vitroの受容体機能解析系で
確認することで、味分子の受容体結合後に生じるダイナミックな受容体活性化・不活性化分子機
構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
発現プラスミドの準備 
hTAS1Rs、mTAS1Rs および Gα16-gust44 (Gα16 の C 末端側 44 アミノ酸配列を、味細胞発現 G
プロテインαサブユニット: Gustducin の相当部と置き換えたキメラ体) を、pEF-DEST51 vector 
(invitorogen) に導入した。TAS1R2/TAS1R3 のマウス/ヒトのキメラおよび Gα16-gust44 は、オ
ーバーラッピングプライマー、変異導入プライマーを用いて PCR にて作成した。それぞれの遺伝
子には、Kozak 配列を開始コドン前の 5’末端に導入し、発現コンストラクトを構築した。全て
の DNA コンストラクトは、DNA シークエンスにて配列を確認した。 
 
強制発現 
ヒト腎性胚細胞 (HEK293 細胞) は、10% fetal bovine serum を加えた Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium 中で、CO2インキュベーター（37℃、5% CO2）にて培養を行った。細胞は、コン
フルエントになる前に 2日おきに継代を行った。2ヶ月経ったものは廃棄し、新しいストックか
ら細胞を起こした。35 mm ディッシュに蒔いた 24 時間後 (60～70％コンフルエント)、リポフェ
クション法によりトランスフェクションを行った。プラスミド DNA は、0.9 µg の TAS1Rs および
Gα16-gust44、リポフェクション試薬として Lipofectamine 2000 reagent (Invirogen) (0.9 
µg DNA あたり 2.5 µl) を使用した。 
 
カルシウムイメージング 
トランスフェクションを行ってから 24 時間後、5 µM fluo-4/AM (Invitrogen) を 37 ℃で 30
分間ロードした。培地を捨てた後、測定用液 (10 mM HEPES を加えた Hank’s balanced salt 
solution (HBSS pH 7.4) にて 2回細胞を洗った。測定溶液にて灌流を行いながら、カルシウム
イメージングを行った。味溶液は測定溶液に味物質を溶解させ用いた。ペリスタポンプを用いて
測定用液を灌流させ (1 ml/分)、味刺激は 25 秒間行った。細胞内カルシウム濃度は、Ca2+-imaging 
system (AQUA COSMOS; Hamamatsu Photonics または、CellSens Dimension; Olympus)を用いて
測定を行なった。各種甘味溶液に細胞内カルシウム濃度の上昇を示した細胞を遺伝子発現細胞
として解析に使用した。 
 
分子モデリング 
 mGluR1 を鋳型にしてホモロジーモデリングを行った。リガンドの立体構造は、量子化学計算
プログラム Gaussian 16 を用いて構造最適化を行った。Autodock を用いて結合シミュレーショ
ンを行い、リガンド-受容体複合体を作製した。CHARMM-GUI（http://www.charmm-gui.org/）を
用いてリガンド-受容体複合体を脂質二重膜中に浮かべ、上下に水とイオン（150 mM NaCl）を配
置することで細胞膜中の受容体環境を再現した。分子動力学ソフト AMBER を用いて複合体の結



合動態をシミュレートした。分子動力学計算は、九州大学情報基盤研究開発センターのスーパー
コンピュータシステム ITO を用いて高速計算を行った。 
 
４．研究成果 
 
甘味抑制物質ギムネマ酸は、ヒトの甘味を強力に抑制し、マウスには無効であることが知られ
ている。このヒト-マウス間の異なる感受性を利用したキメラ体の解析および点変異を用いた解
析により、我々は、ギムネマ酸がヒト TAS1R3 の膜貫通領域に作用することを明らかにしていた
（Sanematsu et al., J Biol Chem, 2014）。本研究における分子動力学シミュレーションの結
果、500 ナノ秒間を通してギムネマ酸は、ヒト TAS1R3 膜貫通領域の結合ポケットに安定して存
在し続ける予測結果を得た。一方でマウス Tas1r3膜貫通領域と結合させたモデルでは、ギムネ
マ酸が 20 ナノ秒以内でマウス Tas1r3膜貫通領域から外れることが予測された。このことから
ギムネマ酸とマウス甘味受容体は相互作用しないことが明らかになった。この結果は、ヒトの甘
味を抑制し、マウスの甘味を抑制しないギムネマ酸の種特異的感受性を再現しているものと想
定された。このことから、本システムが、味覚アロステリックモジュレーターと TAS1R3 膜貫
通領域の相互作用において、種間を含めた感受性の解析に有用であることが示唆された。 
人工甘味料シクラメートは、ヒトでは甘味を呈し、マウスには無効であることが知られている。
また、ギムネマ酸以外の抑制物質であるラクチゾールもヒトに有効で、マウスでは無効である。
シクラメートおよびラクチゾールどちらも TAS1R3 膜貫通領域に作用することが知られている。
分子動力学シミュレーションの結果、シクラメートとラクチゾールはヒト TAS1R3 膜貫通領域に
安定して結合し続けることが明らかになった。一方で、マウス Tas1r3 膜貫通領域との相互作用
でも結合サイトにシクラメートとラクチゾールが結合し続けることが分かった。主成分解析を
用いた活性化モデルと不活性化モデルの構造比較を行ったところ、シクラメートやラクチゾー
ルと結合しているマウス Tas1r3 は不活性化型の構造に近いことが分かった。 
そこで、甘味受容体強制発現系における機能解析を行ったところ、シクラメートやラクチゾール
は高濃度でマウス受容体の甘味応答を抑制することが明らかとった。特にシクラメートは、ヒト
型では人工甘味料として作用し、マウス型では抑制物質として同じ部位に作用するという新た
な発見へと繋がった。本研究から、TAS1R3 膜貫通領域の種特異的感受性をシミュレーション上
で再現することに成功した（図、Sanematsu et al., Commun Biol, 2023）。 
 

 
 

図 TAS1R3に作用するアロステリックモジュレーターの種特異的感受性 
甘味受容体は Venus flytrap 領域（VFD）、システインリッチ領域（CRD）、膜貫通領域（TMD）
を含む TAS1R2/TAS1R3 ヘテロ二量体から構成される。シクラメートはヒト型には甘味物質と
して作用し、マウス型には抑制物質として作用する。ギムネマ酸は、ヒト型を抑制し、マウス型
は抑制しない。ラクチゾールはヒト型、マウス型どちらも抑制するが、マウス型の感度が低い。 
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