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研究成果の概要（和文）：本研究では，味覚認知を担う味覚受容体タンパク質の動作メカニズムの解明を見据えて，味
覚受容体に対する機能性抗体の作製と，それらの性状解析行うことを目的とした。味覚受容体の細胞外領域断片を抗原
として得たマウスモノクローナル抗体より，高品質で高純度なFab断片を調製する方法を確立した。また，調製したFab
断片は，味覚受容体の細胞外領域断片に高い親和性で結合することを，物理化学的手法を用いて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The sense of tastes by human and other animals depends on the recognition of 
tastant molecules by taste receptor proteins. In this project, we generated and characterized monoclonal 
antibodies against the extracellular regions of taste receptors. We have established the method to 
prepare the high-quality Fab fragments from IgGs and analyzed their interaction with recombinant proteins 
of the extracellular regions of taste receptors by using biochemical/biophysical techniques. We confirmed 
that the Fab fragments prepared here had the ability to bind the extracellular regions of taste receptors 
with high affinity.

研究分野： タンパク質化学，タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 
 味覚の受容と認知は，味細胞上の膜受容体
が味物質を認識することで開始される。ヒト
が感知する５種類の味のうち，甘味とうま味
を認知する膜受容体は，taste receptor type 
1 (T1R)ファミリーに属する３種類のタンパ
ク質 (T1R1，T1R2 および T1R3) である。こ
れら３種類のうちの２種類がヘテロ二量体
を形成して機能し，T1R1/T1R3 ヘテロ二量体
がうま味物質の受容を，T1R2/T1R3 ヘテロ二
量体が甘味物質の受容を，それぞれ担ってい
ることが知られている。これら T1R ファミリ
ータンパク質による味物質の認識に関する
知見は，細胞やマウスを用いた研究によって
得られた例がほとんどで，細胞膜上に存在す
る T1R タンパク質による味物質の認識と，そ
れに引き続く細胞への情報伝達の構造化学
的基盤はほとんど明らかにされていない。 
 T1R の構造化学的研究が立ち遅れている大
きな理由として，T1R ファミリータンパク質
を物質として取り扱うことが困難であるこ
とがあげられる。事実，T1R は G タンパク質
共役型受容体(GPCR)で，７回膜貫通タンパク
質であることから，精製サンプルの調製が極
めて困難である。味物質の認識部位を有する
リガンド結合ドメインとシステインリッチ
ドメインとから構成されるN末端の細胞外領
域に限っても，この領域は，S-S 結合や糖鎖
の付加など多数の翻訳後修飾を受けること
から，組換えタンパク質の作製とその精製に
も様々な工夫が必要となる。また，上述の通
り，T1R ファミリータンパク質の機能単位が
ヘテロ二量体であることが，精製サンプルの
調製とそれを用いた分子機能の解析をさら
に困難にしている。精製サンプルの調製が難
しいことに加えて，抗体をはじめとする T1R
の分子機能の解析に有用な分子ツールが，ほ
とんど開発されていないことも，T1R ファミ
リータンパク質の機能発現の構造化学的基
盤の解明が進まない原因である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，味物質結合部位が存在し，細
胞上のT1R分子を標的とした場合でも抗体が
アクセス可能な細胞外領域に着目した (図
1)。この領域の味物質結合活性を有する高品
質な組換えタンパク質を抗原として用い，
T1R に対するモノクローナル抗体を作製する
ことを目的とした。 
 

図 1. 味覚受容体 T1Rファミリーの模式図 

 
３．研究の方法 
 本研究では，機能性抗体を作製することに
とどまらず，抗体の諸性質や T1R の分子機能
に対する影響を，物理化学的手法を用いて詳
細に解析することを重要視した。そのために，
以下にあげる実験項目を実施した。 
 
(1)Fab断片およびT1R細胞外領域断片の調製 
 所属研究室において，味覚受容体の細胞外
領域に対する５種類のモノクローナル抗体
が取得されていた。いずれの抗体も IgG のク
ラスである。IgG は，分子量が大きいことや
二価であることからから，本研究の主目的で
ある抗原との相互作用の物理化学的手法に
よる解析には，不向きである。そこで，はじ
めに，IgG から Fab 断片を高い純度で精製す
る方法を確立した。具体的には，IgG のパパ
インによる限定分解と，Protein-A 固定化ビ
ーズを用いた Fc 断片の除去により，Fab 断片
を粗精製した。その後，より高純度で高品質
な Fab 断片を得るために，陽イオン交換クロ
マトグラフィーを用いた。  
 一方，味覚受容体の細胞外領域に由来する
断片を，昆虫培養細胞で安定発現させ，その
培養上清から，アフィニティークロマトグラ
フィーを用いて精製した。 
 
(2)Fab 断片と味覚受容体細胞外領域断片の
相互作用の解析 
 上述(1)において調製した Fab 断片と味覚
受容体細胞外領域断片の相互作用を，ゲルろ
過クロマトグラフィーにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1)Fab 断片の調製法の確立 
 IgG を，パパインを用いて Fab 断片と Fc 断
片とに限定分解した。Protein-A 固定化ビー
ズを用いて，Fc 断片を除去し，Fab 断片を粗
精製した。常法である Protein-A 固定化ビー
ズを用いた精製ステップに加えて，Fab 断片
を，酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)を溶離液
とする陽イオン交換クロマトグラフィーに
供した。0－300 mM の塩化ナトリウムのグラ
ジエントにより，Fab 断片を溶出したところ，
主ピークに加え，副ピークを確認した (図 2)。
主ピークを回収することにより，純度と均一
性を向上させたサンプルを調製することが
できた。得られたゲルろ過クロマトグラフィ
ーを用いて，Fab 断片の溶液挙動を評価し，
良好な単分散状態であることを確認した。取
得していた５種類の IgG すべてについて，本
調製法で，Fab 断片を精製することができた。 
 
(2)Fab断片とT1R細胞外断片の相互作用解析 
 昆虫培養細胞の培養上清より精製した T1R
細胞外領域断は，ゲルろ過クロマトグラフィ
ーにおいて，単一のピークを与える。そこで，
先に調製した Fab 断片と，T1R 細胞外領域断
片との相互作用を，ゲルろ過クロマトグラフ



ィーを用いて解析した。 
 

図 2. 抗 T1R抗体に由来する Fab断片の
イオン交換クロマトグラフィーを用いた精製 

 
 ５種類の Fab 断片は，T1R 細胞外領域断片
と安定な複合体を形成することを確認した 
(図 3)。数μM 以下の濃度においても，安定
な複合体を形成することから，すべての Fab
は，T1R 細胞外領域に対し，高い親和性で結
合することが予想された。Fab 断片と T1R 細
胞外領域断片のモル比を変えて複合体形成
を調べた結果，Fab 断片と T1R 細胞外領域断
片は，期待通り，１：１のモル比で結合する
ことが分かった。また，複合体の形成を，T1R
のリガンド存在下および非存在下の両条件
で調べたところ，リガンドの有無に関わらず，
安定な複合体を形成することがわかった。 
 ５種類のFab断片のエピトープ領域につい
て，それらの重複の有無を検討するために，
同時に複数種類の Fab 断片を，T1R 細胞外領
域断片と混合し，ゲルろ過クロマトグラフィ
ーにより解析した。その結果，５種類の Fab
のうちの４種類で，エピトープが共通してい
る可能性が考えられた。この得られたエピト
ープに関する情報は，T1R 抗体を様々な研究
で利用する上で，有用である。 
 

図 3. ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた
FabとT1R細胞外領域断片の相互作用の
解析 

 
(3)T1Rのリガンド結合に対するFab断片の影
響の有無の検討 
 所属研究室において，蛍光共鳴エネルギー
移動(FRET)に基づくT1Rのリガンド結合測定
実験系が確立されていた。この実験系では，
リガンドの T1R への添加に伴い，FRET シグナ

ルが増加する。作製した抗体が T1R の分子機
能に対して与える影響を調べるために，この
実験系に，Fab 断片を供した。加えた Fab 断
片の濃度に依存して，FRET シグナルが減少す
ることがわかった。これは，T1R ヘテロダイ
マーを構成する各サブユニットの細胞外領
域C末端に配した蛍光標識間の相対位置に影
響を与える部位に，抗体のエピトープが存在
することを示唆している。一方で，Fab の添
加に伴う FRET シグナルの減少の大きさは，
リガンド添加に伴うその増加の大きさに比
べて大きいため，T1R リガンド結合に対する
Fab の影響を，FRET に基づく実験系では明ら
かにできなかった。 
 
(4)Fab 断片の結晶化への利用 
 確立した調製法を用いて，結晶化を行うに
十分な量のFab断片を調製することができた。
ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて，Fab
断片と T1R細胞外領域断片の複合体を精製し，
結晶化に取り組んだ。結晶化条件の探索を行
った結果，一種類の Fab 断片については，複
合体結晶を得ることができた。また，結晶は，
Fab 断片をイオン交換クロマトグラフィーで
高度に精製することにより，はじめて得るこ
とができた。 
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