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研究成果の概要（和文）：　甘味は舌上の味細胞の細胞膜に存在する膜タンパク質、甘味受容体によって受容される。
本研究では、甘味受容体と味物質の相互作用解析を目指し、ヒト甘味受容体のN末端細胞外ドメイン(ATD)の発現系構築
と解析を試みた。
　甘味受容体を構成するサブユニットhT1R2, hT1R3のATD(hT1R2-ATD, hT1R3-ATD)をマルトース結合タンパク質との融
合タンパク質として大腸菌で生産することに成功した。発現量の多いhT1R3-ATDを解析に供したが、タンパク質が非常
に不安定であり、その分子サイズを解析したところ、実際のタンパク質よりも桁違いに大きい粒子を形成していること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Sweet taste is perceived through sweet-taste receptor, which is a membrane 
protein of taste cells. In this study, we tried to construct expression system of amino terminal domain 
(ATD) of human sweet-taste receptor, that is a heterodimer of hT1R2 and hT1R3, in order to analyze the 
interaction between sweet-taste receptor and sweeteners.
 We succeeded to produce ATD of hT1R2 and hT1R3 fused with maltose-binding protein (MBP) in E.coli. We 
further analyzed hT1R3-ATD, since its expression level was higher than that of hT1R2-ATD. The protein was 
very unstable, and the molecular size was found to be much larger than the size expected.

研究分野： 酵素学

キーワード： 甘味受容体
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトが感じる味は、塩味・酸味・苦味・旨
味・甘味の 5 基本味に大別される。味物質は
舌上の組織“味蕾”の細胞表面に存在する味
覚受容体に結合し、味のシグナルを細胞内に
伝える。5 基本味の味物質は、味ごとにそれ
ぞれ異なる受容体によって認識される。味覚
受容体タンパク質の研究は国内外の多くの
グループで進行中であるが、発現量が非常に
少なく、また膜タンパク質であるために生
成・発現系構築が困難であり、分子レベルで
の解析例はほとんどない。 
 5 基本味のうち甘味・旨味・苦味は G タン
パク質共役型受容体によって受容される。苦
味受容体では苦味物質の種類によって受容
体が異なり、ヒトでは 25 種類の苦味受容体
が同定されている。一方、甘味受容体・旨味
受容体はそれぞれ１種類ずつしか確認され
ていない。つまり甘味の場合、低分子甘味料
から高分子甘味タンパク質まで、多様なサイ
ズ・構造の甘味料を単一の受容体が結合・認
識することになる。甘味受容体がいかにして
分子量180のグルコースと分子量数万の甘味
タンパク質の両方を“甘味”として認識する
のか、その結合様式はどうなっているのか。
甘味を含む味物質の認識機構は未だに明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目的は、味覚受容体の味
認識メカニズムの分子レベルでの解明であ
る。そのためには、研究対象となる味覚受容
体の精製標品を得る必要がある。本研究での
到達目標は以下の通りであった。 
 
（１）甘味受容体 T1R2-T1R3（特に細胞外
ドメイン ATD）を微生物で高発現する条件を
探索し、その精製方法を確立する。また、発
現したタンパク質のフォールディング・二量
体形成を解析する。 
 
（２）旨味受容体の全長および各ドメインで
の発現系を構築し、高発現コンストラクトの
スクリーニングを行う。 
 
（３）苦味受容体はヒトで 25 種類が知られ
ている。これらの発現スクリーニングを行い、
相対的に発現量が高いものについて発現系
の改良・培養条件の検討・精製を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト甘味受容体の発現系構築 
甘味受容体は T1R2 と T1R3 という２つの分子
から成るヘテロ二量体である。各サブユニッ
トは N 末端細胞外ドメイン(ATD)、システイ
ン残基に富む Cys-rich 領域、7 本のα-ヘリ
ックスを含む膜貫通領域、そして C末端細胞
内領域で構成され、このうち N末端細胞外ド
メイン(ATD)が甘味物質を結合・認識する。
膜タンパク質である甘味受容体の全長を大

量発現・精製することは困難であるため、本
研究ではATDに対象を絞って大腸菌を用いた
発現系構築を行った。発現系の構築に当たっ
ては、①菌株の検討、②発現ベクターおよび
融合タンパク質の検討、③発現領域の検討を
行った。 
 
（２）大腸菌で発現したヒト甘味受容体 ATD
の精製条件の検討 
組換えタンパク質を(His)6タグに対するアフ
ィニティカラムで精製し、TEV プロテアーゼ
処理による融合タンパク質の除去を行った。 
 
（３）精製タンパク質の分子サイズの解析 
精製タンパク質の分子サイズをゲルろ過ク
ロマトグラフィー、動的光散乱、原子間力顕
微鏡の手法を用いて解析した。 
 
（４）苦味受容体 hTAS2R41 の精製に用いる
界面活性剤のスクリーニング 
酵母を宿主として苦味受容体 hTAS2R41 の発
現系を構築し、目的タンパク質の高発現株を
FACS(fluorescence activated cell system)、
結晶化に適した界面活性剤のスクリーニン
グを蛍光ゲルろ過クロマトグラフィーにて
行った。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌を宿主としたヒト甘味受容体
ATD の発現系構築 
 本研究では、発現に用いる大腸菌株の検討、
発現ベクターおよび融合タンパク質のコン
ストラクトの検討を行った。まず、融合させ
るタンパク質として、融合タンパク質の可溶
性を高めることが知られているマルトース
結合タンパク質(MBP)を選択した。pET 系ベク
ターを用いて hT1R2, hT1R3 のそれぞれの ATD
の N 末端側に MBP を配置し、MBP と ATD の間
には TEV プロテアーゼ認識部位、さらに全体
の N末端に(His)6タグ、C末端には FLAG タグ
を付加した融合タンパク質発現ベクターを
構築した。菌株は、BL21(DE3)pLysS、Shuffle 
T7 Express、Origami(DE3)の３種を用い、融
合タンパク質の発現を確認した。全ての菌株
において目的タンパク質が生産されたもの
の、その大部分は不溶性画分に存在していた。
大腸菌の培養温度を 37℃から 30℃、25℃、
18℃に下げると、Origami(DE3)にジスルフィ
ド結合イソメラーゼ(DsbC)発現プラスミド
を導入した菌において、18℃で培養した場合
に目的タンパク質が可溶性画分に確認され
た。また、ヒト甘味受容体は hT1R2 と hT1R3
という 2つの異なるサブユニットからなるヘ
テロダイマーであるが、両方の ATD 発現系を
構築したところ、hT1R3-ATD の方が発現量が
より多いことが判明した。よって以下の実験
では、この発現系で生産した hT1R3-ATD を解
析に用いることとした。 
 
（２）発現タンパク質の精製および融合タン
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1.0% DDM/0.1% CHS の条件で、精製後も受容
体タンパク質が単分散状態を保つことが明
らかになった（図 4）。 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. FSEC 蛍光分析による界面活性剤のスクリー
ニング 
 
この結果に基づいて、今後は可溶化条件の検
討、塩や温度の安定性への影響を調べ、構造
解析可能な精製試料の調製法を確立したい
と考えている。 
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