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研究成果の概要（和文）： 

ネオクリンとミラクリンは、酸味を甘味に変換させる味覚修飾活性を有するタンパク質で
ある。ネオクリンとミラクリンを、麹菌を用いて発現生産することに成功した。また、ネ
オクリンは、ニンニクレクチンと構造が類似していたが、レクチン活性は示さなかった。
ネオクリンは、ヒト甘味受容体 T1R2-T1R3 によって受容され、特に、T1R3 の N-末端細
胞外領域が受容部位であることが、甘味受容体を発現させた培養細胞系の実験から明らか
となった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Neoculin and miraculin are taste modifying proteins which convert sourness to 
sweetness. They are occurring in tropical fruits, Curculigo latiforia and Synsepalum 
dulcificum, respectively. Each native protein is difficult to obtain constantly. We 
succeeded to produce recombinant neoculin and miraculin with Aspergillus oryzae that 
was designated to GRAS. To verify the safety of neoculin, viability of Caco-2 cells 
exposed to neoculin was investigated. The viability of cells was not changed with 
neoculin exposure. DNA microarray analysis also revealed that neoculin did not affect 
the gene expression of Caco-2 cells. Neoculin is received by human sweet taste receptor, 
T1R2-T1R3. The interaction sites of neoculin to T1R2-T1R3 were analyzed using 
HEK293T cells that express T1R2-T1R3. As a result, neoculin was received at the 
N-terminal extra cellar domain in T1R3.  
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１．研究開始当初の背景 

ネオクリンは、西マレーシア原産の植物ク
ルクリゴの果実に含まれ、砂糖の約 600 倍も
の甘味をもつ甘味たんぱく質である。クルク
リゴの実を口に含むと果糖に似たさわやか
な甘味を感じるが、この甘味はやがて消失す
る。その後酸を味わうとこれを甘く感させる
味覚修飾活性を持つ。申請者らは、この味覚
修飾活性を示すタンパク質をクルクリゴの
実から抽出精製し、活性本体であるタンパク
質の構造を決定し、ネオクリンと命名した。
ネオクリンは分子量約 25,000 の糖たんぱく
質で等電点が pH7.5～9.5 の塩基性サブユニ
ット NBS(Neoculin basic subunit)と pH4～
6 の酸性サブユニット NAS(Neoculin acidic 

subunit）からなるヘテロダイマーであるこ
とを明らかにしていた。一方、ミラクリンは、
ミラクルフルーツの果実に含まれ、成熟した
果実そのものは無味であるが、果実を味わっ
た後に酸を口に含むと強い甘味を感じる。活
性本体であるタンパク質である。 

２．研究の目的 

本研究は、酸を甘くするタンパク質ネオク
リンとミラクリンを食品素材として利用し、
糖尿病食などの新たな調理食品を開発する
基盤を築くことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

１．ミラクリン及びネオクリンの甘味及び味
覚修飾活性の客観的評価方法の確立 

ヒトの甘味受容体であるT1R2+T1R3をHEK293T
細胞に導入し、細胞内のカルシウム濃度の変
化をカルシウムイメージング法を用いて、ネ
オクリンとミラクリンの活性を測定する。 
２．ネオクリン及びミラクリンの安全性評価 
①腸管上皮細胞(Caco-2)にミラクリン及びネ
オクリンを作用させ、細胞増殖の変化を観察
する。 
②各々の物質をCaco-2に作用させたのち、
Caco-2からＲＮＡを抽出する。これをＤＮＡ
マイクロアレイ解析に供し、変動する遺伝子
を抽出する。 
３．宿主を用いた外来タンパク質としての発

現系の確立 
ミラクリンはミラクルフルーツの果実から、
ネオクリンはクルクリゴの果実から抽出され
る。いずれも亜熱帯の植物であり、生産量は
制限され、安定した供給は期待できず、組み
換え体を用いた発現生産が望まれる。ネオク
リン及びミラクリンをＧＲＡＳに指定されて
いる麹菌を用いた発現生産する。 
４．甘味受容体とミラクリン、ネオクリンの

相互作用の解析 

近年報告された甘味受容体は、味細胞に発
現するＧタンパク質共役型受容体の一種で、
T1R2 および T1R3 がヘテロダイマーを形
成し、甘味物質を受容して甘味シグナルを
生じる。味を変化させる物質と受容体との
相互作用を味覚受容体の変異体を作製して、
作用機作を解明する。 
 
４．研究成果 
１．ミラクリン及びネオクリンの甘味及び味

覚修飾活性の評価方法の確立 
ミラクリンのネオクリンの活性測定は、官能
評価とヒト甘味受容体を発現させた培養細
胞系において評価をした。官能評価では、ア
スパルテームを甘味度の標準物質として用
い、酸を味わった後の甘味をアスパリテーム
濃度に換算した。ネオクリンの甘味は、甘味
受容体であるT1R2+T1R3 によって受容さ
れ、官能評価に加え、客観的な評価をする
ことができた。 

２．ネオクリン及びミラクリンの安全性評価 

ネオクリンはニンニクレクチンに構造が
似ていることから、安全性が疑問視された。
しかし、一次構造から、糖鎖を認識する配列
が一部保存されていないことから、レクチン
活性はないことが予想された。血球凝集活性
を測定したところ、ネオクリンには血球凝集
活性はなかった。 
 ネオクリンの安全性を確認するために、
Caco-2 細胞に対する作用を検証した。ネオク
リン濃度を変化させ、細胞の生存率をトリパ
ンブルー染色によって測定したところ、下記
の表のようになった。 

 
細胞内における遺伝子発現に変化が見られ
るかどうかを検証するために、DNA マイクロ
アレイ解析を行った。 
その結果、ネオクリ
ンはインゲン豆レク
チンとは異なり、レ
クチンを加えない対
照群と同じクラスタ
ーに配属され、小腸
上皮細胞に悪影響は
与えないことが推定
された。 
 

ネオクリン( mg / mL) 生存率 (%) 

0 100.0 +2.0 

0.03 93.2 + 1.0 

0.1 89.6 + 2.7 

0.3 91.6 + 2.7 

 



３．宿主を用いた外来タンパク質としての発
現系の確立 

麹菌を用いてネオクリンを発現される系は、
本研究を申請中に成功している。ミラクリン
も同様の発現系を用いて生産することに成
功した。 

rMCL:組み換えミラクリン 
nMCL:天然ミラクリン 
 
４．甘味受容体とミラクリン、ネオクリンの

相互作用の解析 
ネオクリンはそれ自身も強い甘味を有する
ことが知られている。ネオクリンが甘味受容
体とどのように作用するかを、ネオクリンを
認識しないマウスの甘味受容体とヒト甘味
受容体のキメラ分子を作製し、作用部位を特
定した。 

hT1R2, hT1R3: ヒト T1R2, T1R3 
ｍT1R2, hT1R3: マウス T1R2, T1R3 
 
その結果、ネオクリンは T1R3 のＮ－末端細
胞外領域と作用することがわかった。 
 
５．ネオクリンを含有する可食性フィルムの

作製 
ネオクリンをより使いやすくするために、可
食性のフィルムに分散させ、舌全体にネオク
リンが行き渡る工夫をした。  
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