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研究成果の概要（和文）：うま味受容体T1R1 およびT1R3 はヘテロダイマーを形成することが知られているが、その相
互作用領域は明らかにされていない。本研究では、膜貫通ドメイン間、特に最初の膜貫通ドメインに存在するロイシン
リピートがT1R1 およびT1R3相互作用に関わっているかどうかをsplit GFP 法用いて解析した。その結果、ロイシンリ
ピートは長さ依存的に2分子の相互作用に相関があることが明らかになった。今後、肉食・草食動物由来のうま味受容
体およびそれらのハイブリッド受容体を用い、T1R1・T1R3 の親和性やヘテロダイマー形成能がうま味受容に与える影
響を解明していく予定である。

研究成果の概要（英文）：Umami receptors, T1R1 and T1R3 are known to form heterodimer, but mechanism of 
interaction between them remain unclear. In this study, interaction between leucine repeat which exist in 
the first transmembrane domain of T1R1 and T1R3 was analyzed by using split GFP method. It was shown that 
both of leucine repeats from the first transmembrane domains have a role in T1R1-T1R3 interaction, at 
least in part. Hybrid molecules constructed from the umami receptor genes of carnivore, herbivore and 
omnivore animals may reveal which transmembrane domains could be involved in dimerization of T1R1 and 
T1R3. Furthermore, this interaction may affect function of the umami receptors and perception of umami 
taste.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
聴覚、視覚などと異なり、味覚は他者との比

較や数値化が困難であり、また味覚障害は生

活に決定的な不便をもたらすこともないこと

から、他の感覚研究に比較すると充分な研究

がなされているとは言い難い。また、従来の

味覚研究は、人を対象とした官能検査や神経

化学的研究、およびマウスなどの限られた実

験動物を用いた研究に限定されてきた。 

しかし、近年、ジャイアントパンダのうま

味受容体が偽遺伝子化していること、ネコの

甘味受容体に変異が生じていることなどが報

告され、従来用いられてきた実験動物だけで

は感覚受容の一面を見ているに過ぎないこと

が明らかになってきている。これは、生物が

多種多様な環境に生息しており、それぞれの

環境に応じた適応をしてきたことによると考

えられる。 

以上のことから従前通りの実験動物の枠を

超えた味覚受容体研究が求められている。 
 
２．研究の目的 
うま味受容体T1R1 およびT1R3 はヘテロ

ダイマーを形成し、うま味物質を受容するこ

とが知られている。味物質の結合部位やシグ

ナル伝達機構についての研究はなされている

が、ヘテロダイマー形成のメカニズムや相互

作用に関するモチーフ等は、全く研究されて

いない。本研究では、split GFP 法やBiacore を

用いて、T1R1・T1R3 にそれぞれ7 つ存在す

る膜透過ドメインのどれとどれが、あるいは

細胞外ドメインのどの領域がヘテロダイマー

形成に関与しているのかを明らかにするとと

もに、肉食・草食動物由来のうま味受容体お

よびそれらのハイブリッド受容体を用い、

T1R1・T1R3 の親和性やヘテロダイマー形成

能がうま味受容に与える影響を解明すること

を目的とする。 

 
３．研究の方法 

いしかわ動物園、のとじま水族館、名古屋

港水族館、鳥羽水族館、鴨川シーワールド、

熱川バナナワニ園などの協力を得て供与され

た約60 種類の動物それぞれから、うま味受容

体遺伝子T1R1 およびT1R3 のクローニング

を行った。方法は以下の通りである。 

まず、すでにデータベースに登録されてい

る様々な動物由来のT1R1 およびT1R3 遺伝

子の塩基配列を取得した。ここで得られた配

列をアライメントし、種を超えて保存されて

いる領域を複数箇所見いだした。この情報を

もとにして、Degenerated PCR 用プライマーを

デザインし、60 種の動物からPCR クローニ

ングを行う。 

部分配列から、近傍領域をクローニングす

るためのInverse およびTail PCR 用プライマ

ーをデザインした。このDegenerated PCR によ

り、完全長T1R1 およびT1R3 遺伝子のクロー

ニングを試みた。得られたクローンからドメ

インごとにサブクローニングを行い、split 

GFP 融合タンパク質発現ベクターへ導入し

た。これをドメインライブラリーと名付けた。

プライマーにはGateway クローニング用配列

を付加することで、発現ベクターへのクロー

ニングが容易になるようにした。作成したド

メインライブラリーを用いて、T1R1および

T1R3のドメイン-ドメイン相互作用を同一動

物間および異種動物間で網羅的に行った。 
 
４．研究成果 
 
ドメイン-ドメイン間相互作用を解析する

ために、Split GFP 法を用いた。Split GFP 法の

有効性を検証するために、すでに相互作用が

知られている Leucine Zipper を陽性コントロ

ールとして作成した（図 1）。 



 
  図１ 発現ベクター 

 また、T1R1 および T1R3 の最初の膜貫通ド

メインに存在するロイシンリピート（Leucine 

Glue） 

これを HeLa 細胞にトランスフェクション

した結果を図 2a～c に示す。 

 

図 2 Split GFP 法による相互作用 

 HeLa 細胞へのトランスフェクションは、

PEI 法を用いた。この方法による HeLa 細胞

への導入効率は 40％程度である。このことか

ら、Leucine zipper(図２a)、Leucine Glue（図

2b）ともに、導入された細胞の 80％以上で

GFP の蛍光が観察された。一方、陰性コント

ロール（図２c）では、GFP の蛍光が観察さ

れなかったことから、Leucine zipper および

Leucine Glue を導入した HeLa 細胞で確認さ

れた蛍光は、Leucine 同士の相互作用の結果

であると考えられた。 

 次に、Leucine Glue の長さが、相互作用に

影響するかどうかを調べるために、図 2 で用

いた（Leu)28の他、（Leu）8を作成して同様に

HeLa 細胞へとトランスフェクションを行っ

た（図 3）。 

 

図 3 長さ依存的な相互作用 

有意差は示されなかったが、長さ依存的な

蛍光強度を示し、T1R1 および T1R3 の最初の

膜貫通ドメインに存在するロイシンリピー

トが、すくなくとも相互作用に関わっている

可能性が強く示唆された。 

 今後、他のドメイン間との相互作用や動物

種による相互作用の強度に差異があるかど

うかを解析していく予定である。 
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