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研究成果の概要（和文）：甘味と旨味を感知するT1RファミリーGPCRは細胞系を用いた大量発現が困難で、抗体などの
研究ツールも不足している。本研究では無細胞膜タンパク質合成系を用い、T1R1とT1R3を大量合成し、それぞれの受容
体に特異的に結合するモノクローナル抗体を作成した。また、副産物としてアゾレクチン脂質に対するモノクローナル
抗体も取得した。この抗体はアゾレクチン脂質を認識するが、EggPCには結合しない。この抗体を用いてリポソーム間
の相互作用を検出する新しいアッセイ系を開発した。本研究で開発した抗体及び相互解析手法はT1Rを含む膜タンパク
質の機能解析への貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：T1R family GPCR is sweet/umami receptor. Overexpression system and specific 
antibodies of T1R family were not established. In this study, we synthesized T1R1 and T1R3 using 
cell-free membrane protein expression system. Using cell-free synthesized T1Rs, we developed specific 
monoclonal antibodies. In addition to anti-T1R antibody, we also obtained monoclonal antibody against 
asolectin lipid. Anti-asolectin antibody bound to asolectin liposome, however it did not EggPC liposome. 
We developed an assay method to detect interaction between liposomes. Monoclonal antibodies and assay 
methods developed in this study may contribute to functional analysis of membrane proteins including 
taste receptors.

研究分野：タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 
 五基本味のうち甘味と旨味は栄養学的に
もっとも重要な糖質やアミノ酸を認識する
化学感覚である。2000 年代に甘味および旨
味の受容体が G タンパク質共役型受容体
（GPCR）の T1Rファミリーであることが明
らかになった。T1Rファミリーは、長い N 末
端細胞外領域(ATD)を持つクラス C GPCR
に属している。甘味は T1R2 と T1R3、旨味
は T1R1と T1R3のヘテロダイマーによって
それぞれ認識されることが知られているも
のの、甘味や旨味の受容機構は未解明の点が
多い。また、甘味受容体が甘味の受容と一見
関係ない臓器、例えば視床下部、十二指腸、
小腸の内分泌細胞などで発現していること
が報告されているなど、T1Rファミリー受容
体が化学感覚機構として従来考えられてい
たよりも多様かつ重要な役割を担っている
ことが示唆されている。 
 味覚受容体の解析を困難にしている原因
の１つが大量発現系や特異モノクローナル
抗体などの解析ツールの不備である。現在の
ところ味覚受容体の解析は、受容体の発現量
がわずかであっても機能するキメラ G タン
パク質とカルシウムイメージングを用いた
細胞実験系や、ノックアウトマウスによる解
析などに限られている。味覚受容体の属する
クラス CのGPCRは GPCRのなかでも特に
大量発現が困難なことで知られ、T1Rファミ
リーも大腸菌や酵母、培養細胞を用いた大量
発現の成功例は報告されていない。そのため、
これまで構造解析はおろか、相互作用解析な
どの生化学的解析、抗体産生のための抗原タ
ンパク質の調製などは実施できなかった。 
特に抗体産生に関しては構造認識抗体や高
親和性抗体の作製に高品質のタンパク質抗
原が必須である。現在、市販されているほと
んど全ての抗 GPCR 抗体はペプチド抗体で
あり、これらは立体構造をとった GPCRに結
合できないため免疫染色などに使用できず
アフィニティも低い。一方、従来の細胞発現
系における低い GPCR発現や、可溶化／精製
／リポソーム再構成の過程における失活な
どのため、免疫するに足るだけの質と量のタ
ンパク質抗原を得ることは非常に困難であ
った。 
申請者らはコムギ無細胞タンパク質合成系
を用いた GPCRの発現、機能解析、抗体作製
に取り組んでおり、最近、人工脂質小胞リポ
ソームをコムギ無細胞タンパク質発現系に
添加することで、膜タンパク質を従来よりも
簡便にかつ大量に生産する技術を開発した
（Nozawa et al. BMC Biotechnol, 2011）。本
手法は試験管内において膜タンパク質を翻
訳と同時に直接リポソーム上に埋包し、プロ
テオリポソームとして発現することを特徴
とする。さらに我々はドーパミン受容体
DRD1 をモデルに生化学的機能解析を進め、
DRD1 がリガンド結合能と G タンパク質活
性化能を保持していることを確認した。また、

無細胞合成した GPCR プロテオリポソーム
は抗 GPCR 抗体作製のための抗原に適して
いると考え、抗 DRD1 モノクローナル抗体
（mAb）の作製も試み、ウサギ高親和性モノ
クローナル抗体を含む複数の mAb を取得し
た。また我々は DRD1 以外にもいくつかの
GPCRについても抗体作製を進めており、い
ずれも複数の mAb クローン取得に成功して
いる。これらの結果は無細胞合成した GPCR
プロテオリポソームが抗 GPCR 抗体作製の
ための免疫抗原として適していることを示
している。 
 
２．研究の目的 
本研究においては味覚受容体と抗味覚受容
体の作製を行い、合成難 GPCRの解析のため
の技術開発を行うことを目標とした。具体的
な実施項目は下記のように設定した。 
（1） 組換え味覚受容体の大量合成及び活
性評価 

（2） 抗味覚受容体抗体取得 
（3） 抗味覚受容体抗体のエピトープマッ
ピング 

（4） 抗味覚受容体抗体のアプリケーショ
ン開発 

 
３．研究の方法 
(1) 組換え味覚受容体の大量合成 
T1R1, T1R2, T1R3 の cDNA は東京大学三坂先
生から分与していただいた。シグナル配列部
分を除いたORFをコムギ無細胞発現ベクター
に組換えた。それぞれの受容体を単独、ある
いは複数組み合わせて無細胞合成した。無細
胞合成には透析重層法を用いた（発表論文
①）。透析カップの内外に無細胞合成の基質
液を満たし、mRNA, コムギ胚芽抽出液、リポ
ソームなどを含む反応液をカップ内基質液
の下部に重層し、15℃で一晩静置することで
反応させた。合成したプロテオリポソームは
15,000rpm, 10 分間の遠心で沈殿回収し、さ
らにバッファーで数回洗浄することで簡易
精製した。 
 
(2) 組換え味覚受容体の免疫 
T1R3 は ISAAC 法を用いたウサギモノクロ
ーナル抗体作製を、T1R1 はハイブリドーマ
系を用いたマウスモノクローナル抗体作製
を試みた。T1R3 のウサギモノクローナル抗
体は富山大学村口研究室の協力の元、ISAAC
法を用いて実施した。免疫には 5mgの T1R3
を調製した。ウサギに T1R3を免疫後、血液、
脾臓及び骨髄を回収し、リンパ球を単離した。
細胞をマイクロチップ上に展開し分泌抗体
をキャプチャーした後、ビオチン化 T1R3プ
ロテオリポソームを用いて T1R3に対する抗
体を分泌している細胞を特定、単離した。単
離した細胞から抗体遺伝子の V 領域をクロ
ーニングし、抗体発現ベクターに組換え、培
養細胞を用いて抗体産生を行った。T1R1 の
マウスハイブリドーマ取得は定法によって



実施した。免疫のためには 1mg の T1R1 プ
ロテオリポソームを調製し、抗体スクリーニ
ングは ELISAと BiLIA法（発表論文①）を
用いて実施した。 
 
(3)抗体の評価 
取得した抗体のサブタイプ特異性やエピト
ープ解析はウェスタンブロッティングと
BiLIA法を用いて実施した。エピトープ解析
のためには味覚受容体の領域を別のエピト
ープに入れ替えたスワップ変異体を作製し、
無細胞合成した抗原を用いた。また得られた
抗体の免疫蛍光染色を味覚受容体を恒常発
現または一過性発現させた培養細胞を用い
て行った。味覚受容体恒常発現細胞は東大三
坂先生から分与していただいた。抗体の生理
活性を評価するため、カルシウムイメージン
グを実施した。味覚受容体とキメラ Gタンパ
ク質を恒常発現した細胞に味覚物質及び抗
味覚受容体抗体を処理し、細胞内カルシウム
濃度の変化を Fura2-AMを用いて観察した。 
 
(4)人工デザイン膜タンパク質の作製 
味覚受容体の細胞外領域に対する抗体を効
率良く取得するため、受容体細胞外領域と膜
貫通領域を連結した人工膜タンパク質をデ
ザインした。デザインしたアミノ酸配列を元
に、人工遺伝子を作製し、コムギ無細胞発現
ベクターに導入した。人工デザイン膜タンパ
ク質を無細胞合成し、ウサギに免疫し、モノ
クローナル抗体作製を実施した。 
 
(5) 抗アゾレクチン抗体の解析 
アゾレクチンに結合する抗体の特異性を解
析するため、各種脂質を含むリポソームを作
製し、抗体との結合を確認した。抗体に結合
しないEggPCを基盤脂質としてホスファチジ
ン酸（PA）、ホスファチジルコリン（PC）、ホ
スファチジルエタノールアミン（PE）、ホス
ファチジルグリセロール（PG）、ホスファチ
ジルイノシトール（PI）、ホスファチジルセ
リン（PS）などの脂質及びビオチン化 DPPE
を添加し、薄層化し、バッファーを添加して
リポソームとした。調製したリポソームと抗
体を反応させ、結合を BiLIA 法を用いて実施
した。 
 
(6)リポソーム間相互作用解析法 
取得した抗膜タンパク質抗体を用い、膜タン
パク質間のトランス相互作用を解析するア
ッセイ系を構築した。アゾレクチンリポソー
ムとビオチン化EggPCリポソームのそれぞれ
に別々の膜タンパク質を無細胞合成した。２
種類のプロテオリポソームを混合し反応さ
せ た 後 に 、 抗 ア ゾ レ ク チ ン 抗 体 と
AlphaScreen ビーズを添加し相互作用を検出
した。 
 
４．研究成果 
(1) 組換え味覚受容体の大量合成系の確立 

①無細胞系を用いた組換え味覚受容体の合
成 
 旨味受容体と甘味受容体を構成する T1R1, 
T1R2, T1R3 の３種の GPCR のコムギ無細胞系
発現ベクターを構築した。リポソームを添加
した透析重層法を用いて T1R を合成し、遠心
法で粗精製を行った。いずれの T1R も合成効
率は 0.8 mg / mL コムギ胚芽抽出液で、免疫
に必要な数 mg の抗原調製に十分な生産性が
得られた。 
②無細胞合成した味覚受容体の活性評価 
 無細胞合成した甘味受容体と甘味タンパ
ク質であるソーマチンおよびブラゼインの
結合をAlphaScreenおよびビアコアを用いて
試験した。しかし、受容体への特異的な結合
は認められなかった。Biacore の場合は甘味
タンパク質がセンサーチップに非特異的な
結合が多く評価できなかった。また、いずれ
の場合も、味覚受容体と甘味タンパク質のア
フィニティが弱すぎるために検出が困難で
あったと推察される。 
(2)抗味覚受容体抗体作製 
①抗 T1R3 ウサギモノクローナル抗体作製 
 ５mg の T1R3 を無細胞合成し、ウサギに免
疫した。ISAAC 法を用いて抗体産生細胞を回
収し、抗体遺伝子を単離した。発現ベクター
に抗体遺伝子をサブクローニングし、培養細
胞で抗体を発現させた。発現させた抗体のス
クリーニングを行った結果、２クローンの抗
体が T1R3 に結合することを確認した。 
②抗 T1R1 マウスモノクローナル抗体作製 
 １mg の T1R1 を無細胞合成し、マウスに免
疫した。免疫マウスの脾臓からハイブリドー
マを作成した。ハイブリドーマ培養上清の抗
体スクリーニングを行った結果、T1R1 に特異
的に結合する２クローンの抗体を得た。 
 
(3)抗味覚受容体抗体の評価 
取得した抗体の特異性をBiLIA法で確認した。
T1R1,2,3 と抗体を反応させ、相互作用を
BiLIA 法で確認した。いずれの抗体も標的受
容体以外には反応せず、高い特異性を持つこ
とが確認された（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
取得した抗 T1R3 ウサギ抗体のエピトープマ
ッピングをスワップ変異体とBiLIA法を用い

図１ 抗 T1R3 ウサギ抗体の特異性試験。T1R3 のみに
反応し、T1R1, T1R2 には反応しない。 



て行ったところ、２クローンとも T1R3 の細
胞内 C 末端領域に結合することがわかった
（図 2）。また、同様に抗 T1R1 マウス抗体の
エピトープマッピングを行ったところ、２ク
ローンとも T1R1 の N 末細胞外ドメインに結
合していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 取得した抗体を用いて、味覚受容体を恒常
発現した細胞のウェスタンブロッティング
と細胞免疫染色を実施した。細胞抽出液のウ
ェスタンでは、いずれの抗体も抗原受容体を
特異的に検出した。抗 T1R3 抗体を用いた細
胞免疫染色では、細胞質に細かい点状のスポ
ットが検出され、一方で T1R1 抗体では細胞
内で大きなスポットが見受けられた（図 3）。
膜タンパク質を細胞内で過剰発現させた場
合、しばしば凝集することが知られているが、
用いた恒常発現細胞株内において、発現させ
た味覚受容体が凝集している可能性が示さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 カルシウムイメージング法を用いた味覚
受容体評価法を東京大学三坂研究室に教わ
り導入した。細胞外領域結合抗体である T1R1
抗体の生理活性評価を実施した。単独、ある
いはグルタミン酸ナトリウムとともに抗体
をT1R1/T1R3/キメラGタンパク質発現細胞に
処理したが、抗体の有無でカルシウムイメー
ジングのパターンに変化は見られなかった。 
 
(4)人工膜タンパク質抗原を用いた抗体作製 
味覚受容体の細胞外ループに結合する抗体
を効率的に取得するため、味覚受容体３種の
膜貫通ドメインと細胞外ループをタンデム
に連結した人工膜タンパク質のデザインを

試みた。設計した人工膜タンパク質をコード
した人工遺伝子を無細胞発現ベクターに組
み込んだ。無細胞合成した人工膜タンパク質
をウサギに免疫し、ISAAC 法で抗体遺伝子の
取得を試みた。しかし、残念ながら甘味受容
体に特異的な抗体は取得できなかった。その
代わり、コントロールの Mock リポソーム
（mRNA を加えていない膜タンパク質合成反
応液）に反応するウサギモノクローナル抗体
を８種取得した。 
 
(5)抗アゾレクチン抗体の性状解析 
Mock リポソームに結合する抗体の性状解析
を進めた。これらの抗体は小麦胚芽抽出液に
は反応せず、ビオチン化アゾレクチンリポソ
ームと強く結合した（図 4）。さらに、PA, PC, 
PE, PG, PI, PS などの脂質単独で形成したリ
ポソームと反応させたところ、１種の抗体を
除き、単独脂質からなるリポソームとは反応
しなかった。単独脂質と反応した抗体をさら
に多種の脂質と反応させたところ、リゾ PC, 
リゾ PE などのリゾリン脂質と強く結合して
いた。取得したアゾレクチン抗体を用いて細
胞の免疫染色を実施したところ、膜組織が強
く染色された像が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
取得したアゾレクチン抗体を用いて、リポソ
ーム間の相互作用検出系の構築を試みた。ア
ゾレクチンからなるリポソームと、ホスファ
チジルコリンにビオチン化脂質を添加した
ビオチン化PCリポソームをそれぞれ調製し、
IkBa-DRD1 と RelA-DRD1 という相互作用する
ことが知られているタンパク質を融合した
膜タンパク質２種をそれぞれのリポソーム
上に合成した。ビオチン化 PC リポソームを
ストレプトアビジンビーズで、アゾレクチン
リポソームを抗アゾレクチン抗体ビーズで
ラベルし、両ビーズの近接を AlphaScreen で
検出したところ、リポソーム間の相互作用を
示唆するデータが得られた（図５）。本手法
を用いることで、タンパク質を介した細胞間

図 2 抗 T1R3 ウサギ抗体のエピトープマッピング。抗原
の C 末端をスワップすると反応しなくなることから、この
抗体は T1R3 の C末端に結合することがわかる。 

図３ 免疫染色。（左）抗T1R3抗体。（右）抗T1R1抗体。 

図４ 抗アゾレクチン抗体。（左）抗 T1R3 抗体。（右）抗
T1R1 抗体。ビオチン化アゾレクチンリポソーム、あるい
はビオチン化 EggPC リポソームと抗アゾレクチン抗体を
反応させ、BiLIA 法で検出した。 



の相互作用やシグナル伝達系を評価できる
可能性がある。 
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