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研究成果の概要（和文）：ソーマチンは中性及び塩基性条件下で加熱を施すと急激に変性し甘味を消失するが、
酸性条件下では、加熱処理に対して比較的安定であり、凝集体を形成せず、甘味が持続する。そこで酸性条件下
における特徴的な構造要因を見出すため、Ｘ線結晶構造解析に供し原子レベルでの構造情報を得ることを試み
た。また加熱変性温度（融解温度，Tm）を、示差走査蛍光光度法（DSF法）を用いて検討した。その結果pH 4.0
では、全体的な構造は柔軟になるが、いくつかのリシン残基では、相対的な柔軟性が低下しており、このような
相対的なリシン残基の柔軟性の低下が、熱凝集を防ぎ、甘味を維持する上で重要な役割を果たす可能性が提起さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The sweetness of thaumatin remains when heating under acidic conditions, but
 it disappears when heating at a pH above 7. To assess this phenomenon more in detail, X-ray crystal
 structures analysis and the melting temperature (Tm) of thaumatin were examined. The Tm of 
thaumatin at pH 4 was substantially reduced when compared to pH 6, suggesting thermal unfolding of 
thaumatin at pH 4 was occurred in lower temperature than at pH 6. The structural comparisons among 
different pH values revealed overall B-factor value of structure at pH 4 was indeed higher than 
those at pH 6 and 8, but the relative B-factor values for most lysine residues tended to decrease on
 lowering the pH. These results suggested that structure at pH 4 becomes more flexible and feasible 
to be unfolding than at pH 6.and 8, but reduction of relative flexibility of the specific lysine 
residues might play important roles to prevent thermal aggregation under acidic conditions, thereby 
maintain sweetness. 

研究分野： 食品科学、構造生物化学

キーワード： taste　sweet　atomic resolution　X-ray crystallography

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
原子レベルでの構造解析により、ソーマチンの熱安定性や、熱凝集に寄与する構造要因を明らかにすることで、
その他多くの食品タンパク質に対しても、構造安定性の強化や熱凝集性を抑制できる手法を構築し、新規植物由
来の食品素材の開発に繋げたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
先進国では肥満、糖尿病が社会問題となっており、多くの食品、飲料でショ糖代替高甘味度甘

味料が使用されている。タンパク質はカロリーが低く一般的に無味であるが、例外的に甘味を呈
する「甘味タンパク質」が存在する。甘味タンパク質の甘味発現機構の解明は、新規な非糖質系
甘味料の創出に繋がるため、世界中で多くの研究が行われている。また甘味タンパク質は、苦味
抑制や風味増強を目的とした、食品素材として使用されているが、詳細な作用機作は不明である。 
更に近年では、甘味性や耐熱性を高めた応用研究もなされている。 
甘味タンパク質がどのように受容されて、甘味を発現するのかについて、ヒト甘味受容体との

相互作用様式を検討することが、重要である。これら精緻な理解を通して、甘味タンパク質の高
甘味度化や高機能化が達成できると期待されるが、現状、ヒト甘味受容体の構造は決定されてい
ない。そのため、甘味タンパク質と甘味受容体との構造活性相関研究を基盤とした、受容体との
複合体モデルによる検討が行われている。これまで複合体モデルとして、間接的に受容体を活性
化状態にする、ウェッジモデルが提唱されているが、その妥当性は、研究者間でも意見が分かれ
ており、更なる複合体モデルの検討が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、甘味タンパク質ソーマチンの「甘味に必須な構造」を明らかにすること、お

よび、ヒトが甘味を感じる甘味タンパク質ソーマチンの甘味性と耐熱性を高めることである。 
ソーマチンはショ等に比べモル比で 10 万倍と非常に強い甘味を呈するノンカロリー甘味料で

あるが、甘味発現に必須な構造的特性については未だ明らかとなっていない。 
高分解能Ｘ線結晶構造解析を行い、水素原子を含めた詳細な構造特性を原子レベルで明らか

にするとともに、甘味受容体とのドッキングモデルから想定される相互作用領域に部位特異的
変異を加え、更なる高甘味度化が達成できれば、類似した構造を持つが、無味であるソーマチン
様タンパク質の甘味化、新規なタンパク質性甘味料の創出に繋がるロールモデルとなり得る。し
かしながら、ソーマチンはタンパク質性の甘味料であるために、中性及び塩基性条件下で加熱を
施すと急激にタンパク質が変性、凝集し、甘味を消失するため、より多くの食品に活用するため
には、これら pH の条件下での熱安定性の向上が重要である。本研究では、pH 変動に伴って構
造変化するアミノ酸残基に着目し、ソーマチンの熱安定性に寄与する構造要因を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、酸性条件下における特徴的な構造要因を見出すため、pH 4.0 における結晶を作製し、Ｘ

線結晶構造解析に供し、原子レベルでの構造情報を得ることを試みた。pH 4.0 の結晶は 50 mM
クエン酸緩衝液、35%PEG8000 の条件で蒸気拡散法により作製した。得られた pH 4.0 の構造と
精度の高い構造の比較を行うために、pH 4.0 の結晶と同じ晶系（P 212121）、かつ格子定数 (a = 
51.6 Å, b = 52.1 Å, c =70.5 Å) が比較的近い値である pH 6.0 と pH 8.0 の結晶が得られるように結
晶化の条件を検討した。回折データの収集は、大型放射光施設 SPring-8、BL26B1、BL38B1 にて
低温窒素ガス気流下（100 K）で行った。リコンビナントソーマチンの構造（PDB: 3vhg, 1.00 Å）
を用いて分子置換を行い、初期モデルを構築後、Coot により順次モデルの修正を、PHENIXによ
り構造の精密化を行い、最終構造を決定した。得られた構造間で、r.m.s.d（平均二乗偏差）や B-
factor（温度因子）の比較を行った。pH 4.0、6.0、8.0 における加熱変性温度（融解温度，Tm）は
示差走査型蛍光定量法 (DSF 法) により評価した。 
 
４．研究成果 

pH 4.0 については分解能 1.27 Å、pH 6.0 については分解能 1.10 Åと 1.20 Å、pH 8.0 について
は分解能 1.30 Å のデータを取得できた（図１,Table１）。それぞれの構造はプロテインデータバ
ンク（PDB）に登録を行った。pH 4.0 (5sw0), pH 6.0 (5sw1)および(5sw2), pH 8.0 (5gqp)。 

図１ ソーマチンの各 pH における構造 
温度因子(B-factor)で色付けした（最小、青＝５，最大、赤＝５０）。 
a: pH 4.0 (5sw0), b: pH 6.0 (5sw1), c: pH 6.0 (5sw2), d: pH 8.0 (5gqp)。 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

加熱変性温度（融解温度，Tm）は pH 4.0 では 56.4℃、pH 6.0 で 65.0℃、pH 8.0 で 59.6℃であり、
pH 4.0 の Tm は pH 6.0 と比べ低かった（図２）。 

 
 
図 2 示差走査型蛍光定量法 (DSF 法)による 

加熱変性温度（融解温度，Tm）の決定 
pH 4.0：青色、pH 6.0：茶色、 pH 8.0：赤色 

 
 
 
 
 
 

pH 4.0 の構造全体の B-factor (温度因子) は 21.13 Å2であり、pH 6.0 (11.61 Å2) よりも高い値を
示した（図１）。しかしながら、興味深いことに、いくつかのリシン残基では pH が低下するに
つれて、その B-factor が相対的に減少していた（図 3）。以上の結果より、pH 4.0 では、全体的な
構造は柔軟になっているが、いくつかのリシン残基では、相対的な柔軟性が低下していることが
わかった。したがって、相対的なリシン残基の柔軟性の低下が、ソーマチンの熱凝集を防ぎ、甘
味を維持する上で重要な役割を果たす可能性が提起された。本結果をもとに更に原子レベルで
の解析を進め、ソーマチンの熱安定性や、熱凝集に寄与する構造要因を明らかにし、その他多く
の食品タンパク質に対しても、安定性や凝集性をコントロールできる手法を構築し、ソーマチン
様タンパク質をはじめ植物由来のタンパク質の新規食品素材への開発に繋げたい。 
 
 

 
図 3  pH 低下により顕著に B-factor ratio が変化した領域 

赤色：Relative B-factor ratio が増加、青色：Relative B-factor ratio が低下。それぞれ軸に沿  
って 90°回転。Patch を形成していることがわかった。 
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