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研究成果の概要（和文）：ソーマチンIIの分解能0.99Åの構造を決定し、甘味受容体との相互作用には側鎖の揺らぎが
重要であるという新しい知見を得た。X線自由電子レーザーにより室温条件下で放射線損傷のない構造を決定した。酸
性アミノ酸残基に点変異を導入することで甘味度を強化することに成功した。この知見を踏まえソーマチンと甘味受容
体の相互作用予測が可能となり、ソーマチンの高甘味度化は受容体との接触領域を増加させた結果もたらされる可能性
を示唆した。苦味抑制効果について苦味受容体を培養細胞に安定発現させた細胞アッセイ系を用い、官能検査に依らず
、客観的にソーマチンの苦味抑制作用を確認し、その作用機作の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The structure of recombinant thaumatin II was determined at the resolution of 
0.99Å. The flexible conformations in two critical residues were important for interaction with sweet 
taste receptors. We introduced a grease-matrix carrier for protein microcrystals and obtained the 
structure of thaumatin under ambient conditions by Serial femtosecond X-ray crystallography.
We successfully obtained a protein with enhanced sweetness by removing negative charges on the 
interacting side of thaumatin. The complex model between sweet receptor and thaumatin confirmed that each 
of the positively charged residues critical for sweetness is close to a receptor residue of opposite 
charge to yield optimal electrostatic interaction. We prepared the HEK cells stably expressing bitter 
receptors and ascertained the effect of the masking of bitterness by thaumatin.

研究分野：食品生化学
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１．研究開始当初の背景 
近年、糖質の過剰摂取が一因となる生活習
慣病や齲歯が社会問題となっており、ショ糖
に代替した低カロリー甘味料や高甘味度甘
味料が多くの食品、飲料で使用されている。
多くの甘味物質は低分子化合物であるが、タ
ンパク質の中にも例外的に強い甘味を呈す
るものが存在する。甘味タンパク質の特徴を
見出すことにより、甘味タンパク質を糖代替
物として利用が可能であると目論み現在、国
内外で多くの研究がなされている。現在まで
6 種の甘味タンパク質が同定されているが、
その中でもソーマチンの甘味閾値は50 nMで
あり、ショ糖と比べモル比で 10 万倍、重量
比で 3千倍と非常に強い甘味を呈することか
ら、ソーマチンはショ糖の代替甘味料として
の利用に留まらず、甘味発現機構解明の有効
なツールとなると期待される。また、ソーマ
チンは強い甘味を呈する一方で、苦味や渋み
を低減させる作用を有することが知られて
いるがその詳細なメカニズムについては不
明である。 
 
２．研究の目的 
強い甘味を呈する甘味タンパク質は、新規
な甘味料、ショ糖代替物としての利用が期待
されるが、これら甘味タンパク質間に共通し
て存在するアミノ酸配列や立体構造などの
特徴は未だ見出されていない。 
本研究においては、甘味タンパク質の中で
も特に強い甘味を呈するソーマチンを題材
とし、タンパク質の甘味発現と構造の機能相
関について明らかにすることを目的とした。
具体的には、①甘味発現に重要なアミノ酸残
基の特定、②甘味に影響を与えた変異体の高
分解能 X線結晶構造解析、③甘味受容体との
相互作用解析、である。 
また、ソーマチンは強い甘味を呈する一方
で、苦味や渋みを低減させる作用を有するこ
とが知られている。これら現象については、
苦味受容体を発現させた細胞を用いて客観
的にその抑制作用について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ソーマチン変異体の酵母による作製 
ソーマチン I遺伝子を有する発現ベクター

pPIC6-THPreを鋳型として Quikchange 
Site-Directed Mutagenesis Kitを用いて意図す
る変異を導入した。エレクトロポレーション
法にて酵母 Pichia pastorisに形質転換し、ス
クリーニングは、抗生物質ブラストサイジン
（300 g/ml）を含む、YPDプレートを用いて
行った。タンパク質の発現は７Lのファーメ
ンター(TS-M7L, 高杉製作所製)を用いて行っ
た。培養中、29.2℃、pH5.0になるように制
御した。FBS培地に含まれるグリセロールが
枯渇後、50％グリセロールを引き続き 10時
間添加した。タンパク質の誘導はメタノール
の添加により行った。 

 

（２）ソーマチン変異体の精製 
酵母培養上清を透析し、その後 SP陽イオ
ン交換カラムにアプライした。溶出は 0.5 M
の NaClを含む 5 mM リン酸緩衝液(pH7.0)に
て行った。ソーマチンを含む画分を 75%硫安
沈殿させた後、Toyopearl HW-50Fゲルろ過カ
ラムにて精製を行った。精製純度は
SDS-PAGEならびに Native-PAGEにて行った。 

 
（３）結晶化およびデータ測定 
結晶化は蒸気拡散法にて行った。精製した
タンパク質を膜濃縮し、タンパク質濃度が 3
から 6％になるよう調製した。沈殿剤として
ロッシェル塩あるいはポリエチレングリコ
ールを用いた。20度で静置し、2週間から１
カ月程度で良好な結晶を得た。結晶のデータ
測定は、大型放射光施設 SPring-8にて行った。
ビームラインは BL38B1および BL26B1、波
長は 0.8-1.0Å、ディテクターは、RAXIS-Vお
よびMarMX225を用いた。収集したデータを
HKL2000あるいは XDSにてプロセシングを
行い、リコンビナントソーマチン Iの構造 
(PDB: 3al7)を初期モデルとして分子置換を行
った。分子構造のモデリングは Cootを用いて
行った。精密化は phenixあるいは、shelxlを
用いて行った。最高到達分解能において、異
方性温度因子を導入した。さらに水素原子を
導入し、精密化を行った。構造を決定したも
のについてはプロテインデータバンクに登
録した。室温構造については、単結晶をガラ
スキャピララリに封入してデータ測定を行
った。また X線自由電子レーザーを用いた解
析では、5－40 μmサイズの微結晶を用いてグ
リースマトリックス法にてデータ取得した。 
 
（４）培養細胞を用いた甘味特性評価、ソー 
マチンの応答に必須な受容体領域の特定 
キメラ Gタンパク質（G16-gust44）を安定的
に発現するHEK293細胞に甘味受容体 T1R2、
T1R3をリポフェクション法によりトランス
フェクションし、一過的に発現させた。甘味
物質に対する応答性は、Fluo-8AMを細胞に
取り込ませた後甘味物質を添加し、蛍光イム
ノリーダー (Infinite F200, Tecan社製)を用い、
励起波長 495 nm、蛍光波長 514 nmでの蛍光
強度を測定し、応答性を評価した。ヒト型か
らマウス型の点変異体は Quikchange 
Site-Directed Mutagenesis Kitを用いて行った。 

 
（５） 苦味受容体安定発現細胞株の作製 
 キメラ Gタンパク質（G16-gust44）を安定的
に発現する HEK293細胞に Lipofectamine 
2000 (Invitrogen) を用いたリポフェクション
法にて遺伝子導入を行い、苦味受容体の安定
発現株を作製した。細胞内 Ca2+動員による蛍
光変化を指標に苦味抑制効果を評価した。 
 
 
 
 



４．研究成果 
１）ソーマチンの応答に必須な甘味受容体ド
メインの同定 
ヒトとマウスのシステインリッチドメイン
の配列を比較すると、双方で 16カ所異なる
(図１A)。そこでこの 16カ所についてヒト型
からマウス型の点変異を行い、ヒト T1R3の
CRD中の 5ヵ所（Q504, A537, R556, S559, 
R560）の置換がソーマチンに対する応答を顕
著に減少させることを明らかとした (図１B)。 
 

 
図１ ソーマチンの応答に必須な甘味受容
体の部位 

 
しかしながらCRDはTMD近傍に位置してお
り、実際にソーマチンがこの部位と相互作用
しているのかについては未だ検討の余地が
残っている。ソーマチンは 27000Å３程度の大
きさであり、直接 CRDと相互作用するには
かなり大きく、膜を貫通してしまう恐れがあ
る。この点を考慮し(4)に於いてWedge model
による検討を行った。 

 
（２）酵母発現リコンビナントソーマチン II
の構造解析高分解能解析 
高分解能解析に適した結晶を得ることが
出来たので、大型放射光施設 SPring-8にてデ
ータの取得を試み、分解能 0.99Åのデータを 
取得した。分子構造のモデリングは Cootを用
いて行い、精密化は shelxlを用いて行った。
異方性温度因子、水素原子を導入し最終構造
を決定した（図２）。その結果甘味に重要な
役割を果たす 67位、82位のアミノ酸残基が
alternative構造を有しており、フレキシブル
な構造を取っていることがわった。つまり、
甘味受容体との相互作用は鍵と鍵穴のよう
な rigidなものではなく、揺らぎ構造を加味し
た induced fit型の柔軟な構造が甘味受容体と
の相互作用に重要な役割を果たしていると
いう新規な知見を得るに至った。 
 
 
 

 

図 2ソーマチンの 67位と 82位の側鎖構造 
上段：リコンビナントソーマチンＩ（緑色）
リコンビナントソーマチンＩＩ（赤色）、植
物ソーマチンＩＩ（シアン）の側鎖構造を
stick modelにて示す。下段：ソーマチンＩＩ
の電子密度マップ。PyMOLにて作成。 
 
（３）ソーマチンの X線自由電子レーザーに
よる構造解析 
 X 線自由電子レーザー（XFEL：X-ray 
Free-Electron Laser）は、SPring-8 の放射 
光より 10 億倍も明るいため、ナノメートル
からマイクロメートルサイズのタンパク質
の微小結晶でも構造解析が可能である。しか
しながら、タンパク質結晶を連続的に X 線
レーザーの照射ポイントに供給するには
(serial femtosecond crystallography: SFX)、大量
の試料が必要であること、試料の組成によっ
ては実験中に塩結晶が析出することが課題
であった。そこで、高粘度物質と微小結晶を
混ぜ合わせることで、結晶を X 線レーザー
の照射ポイントに安定して供給できる手法
（グリースマトリックス法）を見出し、ソー
マチンをはじめ 4 種類のタンパク質の結晶
から、分解能 2 Å以上の回折データの収集に
成功し、結晶構造を決定した。SFX 実験で使
用した各試料タンパク質は 1 mg以下であり、
従来の方法に比べ 1/10～1/100 の少量化に
成功した。 
 
（４）甘味タンパク質の高甘味度化 
ソーマチンの甘味発現には、アルギニンや
リジンの塩基性アミノ酸残基が甘味に重要
な役割をしている。そこでタンパク質の塩基
性度を高めることでソーマチンの更なる高
甘味度が達成できるのではという発想のも
と、酸性アミノ酸残基（アスパラギン酸、グ
ルタミン酸）に着目し負電荷を減少させるこ
とでの高甘味度化を試みた。ソーマチン 207
残基中、アスパラギン酸、グルタミン酸はそ
れぞれ 13残基、6残基存在するため、立体構
造上でクレフト面に位置しており、かつ甘味
に特に重要な役割をする Arg82と Lys67が位
置している面に存在する酸性アミノ酸残基
に着目した。アスパラギン酸は 4残基（Asp21, 
Asp55, Asp59, Asp60）、グルタミン酸は 2残基



(Glu42, Glu89)が該当し、これら酸性アミノ酸
残基を他のアミノ酸に置換し、甘味に与える
影響を検討した。その結果、Asp55, Asp59, 
Asp60, Glu42, Glu89は甘味および甘味度強化
に関与しなかったものの、21位のアスパラギ
ン酸をアスパラギンに置換すると甘味度が
強化した。このソーマチン D21N変異体は、
最も甘いタンパク質であるモネリン Y65R変
異体と同等の強い甘味を呈した。この新規な
知見から、甘味受容体と精度の高いドッキン
グシミュレーションを行うことが可能とな
り、ソーマチンの甘味に重要なアミノ酸残基
は、受容体上のアミノ酸残基と電荷相補的な
相互作用をすること、今回の 21位のアミノ
酸置換による高甘味度化は受容体との相互
作用領域が増加させた結果である可能性を
示唆した（図３）。 
 

図 3ソーマチンと甘味受容体のドッキング
シミュレーション 

相互作用にかかわるソーマチン側のアミ
ノ酸残基（R82, K67, K106, K137, K78）を青
色で、受容体側のアミノ酸残基 (R2_D173, 
R2_D433, R3_E45, R3_E47, R3_D215) を紫色
で示す。21位をアスパラギンに置換 (N21) 
することにより点線で囲まれた領域に加え、
新たに円で囲む領域も相互作用に関わるこ
とで、高甘味度化に寄与すると考えられる. 
 
（５）苦味受容体安定発現細胞株を用いたソ
ーマチンの苦味抑制作用の検討 
 
苦味受容体安定発現細胞を用いて、ソーマ
チンのサリシンに対する苦味抑制効果を検
討したところ、およそ２０％程度の抑制効果
が見られた。しかしながら甘味タンパク質リ
ゾチームについては、有意な抑制効果が見ら
れなかった。またショ糖やアセスルファムＫ、
サッカリンなどの低分子量の甘味料に対し
ても抑制効果が見られなかった。 
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