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研究成果の概要（和文）：ミラクリンと相同性の高いブドウ由来MLP (vvMLP)の大腸菌を宿主とした大量発現系
構築、精製条件の確立を行い、X線結晶構造解析を行いvvMLPの立体構造を明らかにした。ミラクリンにおいて二
量体化に必須とされるシステイン残基を導入した変異型vvMLPを作製し、シャペロンタンパク質の共発現や菌株
の変更により、大腸菌を用いてある程度の可溶化タンパク質を得ることに成功した。精製標品を用いて味覚修飾
活性を解析したが、活性は確認できなかった。さらに、大腸菌において可溶性の状態で二量体化したミラクリン
を得ることにも成功したが、こちらについても味覚修飾活性は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：Miracullin-like protein from Vitis vinifera (vvMLP) is a protein which is 
highly homologous to miraculin in primary structure. I constructed its high expression system in 
Escherichia coli and confirmed purification method. Using the purified vvMLP, I solved crystal 
structure of vvMLP. Our results revealed that vvMLP exists as monomer both in the solution and in 
the crystal. I introduced several mutation to vvMLP to make dimer vvMLP, since dimerization is 
mandatory for miraculin to have taste-modifying activity. In all the mutants, most of the protein 
became insoluble in E. coli, but it became more soluble when some chaperon protiens were 
co-expressed. Soluble mutants were subjected to sensory test, but none of them was shown to have 
taste-modifying activity.

研究分野： 構造生物学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
　味覚修飾活性をもつミラクリンの組換えタンパク質の大量生産は難しく、機能解析が進んでいない。本研究で
は、ミラクリンと60%近い配列が一致するブドウ由来ミラクリン類似タンパク質vvMLPの立体構造を明らかにし
た。単量体として存在するvvMLPにミラクリン型アミノ酸残基を挿入し二量体化に成功したが、この変異体は味
覚修飾活性を有さなかった。大腸菌での可溶性ミラクリン生産にも成功したが、味覚修飾活性は確認されなかっ
た。これらの結果はこれまでの味覚修飾タンパク質の研究結果と異なっており、ミラクリンの味覚修飾活性に糖
鎖が重要な役割を果たす可能性を示唆し、今後の研究に一石を投じるものである。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
甘味は嗜好される味の代表格であるが、スクロースなどの糖質の過剰摂取は肥満、糖尿病、虫

歯といった疾病の原因となる。そのため低カロリー甘味料の探索・開発が行われており、甘味タ
ンパク質もその１つである。一般にタンパク質は無味であるが、現在までに複数の甘味タンパク
質・味覚修飾タンパク質（酸味を甘味に変換する活性を有するタンパク質）の存在が知られてい
る。食品では酸味と甘味を同時に付与することが多く、味覚修飾タンパク質も甘味料としての応
用が期待される。味覚修飾タンパク質としては、ミラクリンとネオクリンの 2種類が同定されて
いる。アミノ酸配列の類似性から、ミラクリンは植物由来トリプシン・インヒビター（タンパク
質分解酵素を阻害するタンパク質）ファミリーに分類される。ミラクリンの遺伝子配列は約 20
年前に報告されたが、組換えタンパク質の大量生産が困難なため、分子レベルでの解析は進んで
いない。一方、トリプシン・インヒビターファミリーの中には、特にミラクリンとの相同性が高
いタンパク質群“ミラクリン類似タンパク質(Miraculin-Like	Proteins,	MLP)”が存在する。味
覚修飾タンパク質を含む甘味関連タンパク質は熱帯～亜熱帯植物に由来するが、MLP は日本で栽
培される様々な植物（ダイズ、ブドウ、ナスなど）に広く存在し、すでにＸ線結晶構造が報告さ
れた分子もある。	
	 申請者はこれまでに味覚修飾活性を有する甘味タンパク質ネオクリンの結晶構造を明らかに
した。また、結晶構造に基づいたシミュレーションを行い、酸性 pHで open構造となったネオ
クリン分子が甘味受容体に結合・活性化するという仮説を導き出した。さらに、ネオクリンの食
品添加物としての安全性検証も行った。現在までに立体構造が解析された味覚修飾タンパク質
はネオクリンのみであり、この結果だけで味覚修飾活性メカニズムを理解するのは難しい。もう
一つの味覚修飾タンパク質ミラクリンの構造解析を行いたいが、ミラクリンの大量発現は困難
であり、解析に必要な単一精製標品が得られない。そこで、ミラクリンと相同性が高く、大量発
現可能なMLPに味覚修飾活性を付与して解析することを計画した。 
 
２．研究の目的 
ミラクリンは味覚修飾活性を有するユニークなタンパク質であるが、組換えタンパク質の大

量調製が困難なため、分子レベルでの解析が進んでいない。また、大腸菌でインクルージョンボ
ディーとして発現したミラクリンを可溶化すると活性があると報告されているが、再現には成
功しておらず、機器分析もできていない。本研究では、組換えタンパク質発現が比較的容易なミ
ラクリン類似タンパク質を研究対象とし、ミラクリン味覚修飾活性発現メカニズムを分子レベ
ルで解明することを目的とした。具体的には、以下の研究を進めることを目指した。	
	
①	MLP の大量発現系・精製方法の確立	
②	ミラクリンの味覚修飾活性発現に重要なアミノ酸（領域）の特定	
③	MLP およびミラクリン-MLP キメラタンパク質の構造解析	

 
３．研究の方法 
①	MLP の大量発現系・精製方法の確立:	
申請者は、MLP の中でも特にミラクリンとアミノ酸配列相同性が高いブドウ、ダイズ、ナンヨウ
ザンショウ由来 MLP 遺伝子試料を保有している。ダイズ MLP については既に大腸菌・酵母での発
現系を構築済みなので、本研究ではブドウ・ナンヨウザンショウ由来 MLP の発現系構築を行っ
た。最初に大腸菌での発現を試み、次に酵母を宿主とした発現系構築も試みた。また、発現系構
築後は発現条件・精製法を検討・確立した。得られた精製タンパク質を用い、次の項目を実験的
に検証した。	

a.	味覚修飾活性の有無	
b.	二量体形成の有無	
c.	トリプシン阻害活性	

②	ミラクリンの味修飾活性発現に重要なアミノ酸（領域）の特定：	
発現系構築に成功した MLP を用い、ミラクリンと MLPのキメラタンパク質を作成し、それらのキ
メラタンパク質のうち、発現が確認されるものについて精製を行い、二量体形成と味覚修飾活性
を検証した。3種類の MLP の中では、ブドウ由来 MLP が最もミラクリンとのアミノ酸配列の相同
性が高いことから、ブドウ由来MLP とミラクリンのキメラタンパク質を優先して構築し、解析を
進めた。また、ミラクリンの味覚修飾活性には二量体化が重要であると考えられている。ミラク
リンでサブユニット間のジスルフィド結合を形成するシステイン残基(Cys138)は、MLP には保存
されていない。このシステイン残基の位置も考慮してキメラタンパク質のデザインを行い、ミラ
クリンにおける二量体形成・味覚修飾活性発現に重要なアミノ酸（領域）の特定を試みた。	
③	MLP およびミラクリン-MLP キメラタンパク質の構造解析：	
発現に成功したミラクリン類似タンパク質、および味覚修飾活性を発現したキメラタンパク質
について構造解析を行い、味覚修飾活性を有する分子の構造上の特徴を明らかにすることを試
みた。具体的には、以下の解析を行った。	

・ pH 依存的な構造変化の検証（円偏光二色性、蛍光等の分光学的解析）	
・ 立体構造解析（X線結晶構造解析）	

	



４．研究成果	
vvMLP の大量発現系の構築・精製方法の確立：	
まず最初に、MLPs の中でも特にミラクリンとのアミノ酸配列相同性が
高いブドウ由来 MLP	 	 (vvMLP)の大量発現系の構築、精製条件の確立を
行った。大腸菌、酵母の両方において発現系の確立に成功した。	
味覚修飾活性、二量体形成、トリプシン阻害活性：	
大腸菌と酵母で生産した組換えタンパク質は、どちらも同程度の弱いト
リプシン阻害活性を有していることが判明したが、味覚修飾活性は確認
できなかった。味覚修飾活性を有するミラクリンは二量体として存在す
るが、vvMLP は溶液中で単量体として存在することがゲルろ過クロマト
グラフィーによる分子量分析により確認された。また、ミラクリンを大
腸菌で発現させると不溶化することが報告されているが、vvMLP は可溶
性画分に大量に得られた（図 1）。	
構造解析：	
構築した vvMLP の大量発現系・精製条件を用いて X線結晶構造解析を行
った。vvMLP 精製標品を調製し、ハンギングドロップ蒸気拡散法により
結晶化を行ったところ、0.1	M	MES	buffer	(pH	6.5),	12%	PEG	6,000
を含むリザーバ液を用いて解析に適した良
質な結晶が得られたため、この結晶を用いて
高エネルギー加速器研究機構において X線回
折データを収集した。既に立体構造が解析さ
れている Murraya	koenigii（ナンヨウザンシ
ョウ）由来 MLP(PDB	code:	3ZC8)の構造を用
いて分子置換法により位相を決定し、1.5-Å
分解能で構造を決定した（図 2）。vvMLP は、
ナンヨウザンショウ由来 MLP と同様、β-ト
レフォイル構造を有していた。結晶中では
(His)8タグが分子のパッキングに大きく関与
しており、vvMLP の二量体形成は見られなか
った（図 3）。アミノ酸配列から予想された通
り、Cys44-Cys89、Cys140-Cys151、	Cys144-
Cys147 の 3 つのジスルフィド結合が確認さ
れた。pHや熱による構造変化を円偏光二色性
で解析しようとしたが、pH変化に伴いタンパ
ク質の沈殿が生じてしまったため、現時点で
は解析できていない。	
vvMLP 変異体およびキメラタンパク質の可溶
化、味覚修飾活性：	
vvMLP への部位特異的変異導入では、ミラク
リンにおいて二量体化に必須とされるシス
テイン残基を導入した変異型vvMLPを作製し
た。この変異型酵素は大腸菌で発現させると不溶化したが、シャペロンタンパク質の共発現や宿
主大腸菌株の変更により、ある程度の可溶化タンパク質を得ることに成功した。変異型タンパク
質の精製標品を用いて味覚修飾活性を解析したが、活性は確認できなかった。さらに、ミラクリ
ンの大腸菌での発現条件・生成条件の再調整を行ったところ、可溶性の状態で二量体化したミラ
クリンを得ることにも成功した。しかし、こちらについても味覚修飾活性は確認できなかった。	
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図 2. vvMLPの結晶構造 

図 3. vvMLP分子の結晶構造中のパッキング 

図 1. 大腸菌で発現した
組換え vvMLPの精製 
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