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研究成果の概要（和文）：苦味成分と結合する物質には苦味マスキング剤としての利用が期待できる。本研究で
は、ペプチドアレイを応用し、苦味成分結合ペプチドの探索とそのマスキング効果を検証した。各種食品に含ま
れるタンパク質のアミノ酸配列を元にペプチドアレイを作製し、機能性食品成分と結合するペプチドを探索し
た。見出したペプチドについてはAlanine-scanning、およびDeletion analysisによってその結合メカニズムも
詳細に解析した。得られたペプチドの多くは、ヒト苦味受容体の応答評価系を用いて分子レベルでの苦味マスキ
ング効果が実証されたことから、新規苦味マスキング剤探索法の開発に至った。

研究成果の概要（英文）：Bitterness-masking agents for functional food ingredients facilitate the 
optimum use of the latter to improve human health. However, an efficient strategy to find 
bitterness-masking agents remains to be established. Here we developed a novel screening method 
using peptide array technology to identify bitterness-masking agents. From the amino acid sequence 
of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco), several (-)-epigallocatechin-gallate 
(EGCG)-binding peptides were discovered using peptide array analysis as a model screening. The 
binding mechanisms were elucidated through deletion analysis and alanine-scanning analysis. In most 
cases, the interaction between the basic amino acid residues and EGCG was required for binding. Two 
EGCG-binding peptides suppressed the activation of the bitter taste receptor hTAS2R39, indicating a 
bitterness-masking effect.

研究分野：食品化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「良口に苦し」と言われるように、ポリフェノール等の多くの食品機能性成分は好ましくない苦味を呈する。い
かに健康に良いことが分かっていても、ヒトはおいしくない食品を日々の生活の中で食べ続けることはできない
ことから、実生活の中で食品機能性成分を活用するためには、苦味味の抑制（マスキング）が不可欠な課題であ
る。本研究では機能性ペプチド探索ツールであるペプチアレイを応用し、苦味マスキング成分の新規探索法を開
発した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

（１） 食品には様々な機能性成分が含まれ、それらの継続的な摂取により健康維持や増進が期

待できる。我が国における食品機能性成分の利用は特定保健用食品（トクホ）や機能性表示食品

のような国の制度によっても後押しされ、市場規模は拡大し続けている１）。しかしその一方、「良

薬口に苦し」と言われるように、ポリフェノールに代表される食品機能性成分の多くは好ましく

ない苦味を呈する。いかに健康に良いことが分かっていても、ヒトはおいしくない食品を日々の

生活の中で食べ続けることはできないことから、実生活の中で食品機能性成分を有効に利用す

るためには、苦味の抑制（マスキング）が重要な課題である。 

 

（２） 苦味は、舌上に存在するヒト苦味受容体（hTAS2Rs）に苦味物質が結合することで生じ

る２）。すなわち、あらかじめ苦味成分に他の物質を結合させておけば、苦味成分は受容体と結合

できず、苦味はマスキングされる３）。苦味成分と結合する物質は苦味マスキング剤として利用で

きる可能性があるが、これまで、任意の食品成分に特異的に結合する物質（食品成分）の探索法

は確立されておらず、苦味マスキング剤の探索は、熟練した官能評価者の試行錯誤に依存してき

た。その結果、多数存在する食品機能性成分のほとんどは有効な苦味マスキング剤が見出されて

いない。 

 

２．研究の目的 

（１） 本研究では食品成分の中でも特にペプチドに着目した。ペプチドは 20種類のアミノ酸

が直鎖状に連なった食品成分であり、例えば 2アミノ酸から構成されるペプチドは 400種類、5

アミノ酸であれば 3,200,000種類存在する。化学合成が容易であること、また配列固有の機能を

有することが特徴であり、このような特徴は苦味成分と結合して機能を発揮する苦味マスキン

グ成分としてペプチドの有用性を期待させる。そこで本研究では、機能性ペプチド探索ツール

であるペプチドアレイを活用した、新規苦味マスキング剤探索法の開発を検討した。 

 

３．研究の方法 

（１）ペプチドアレイ解析 本研究では緑茶の苦味成分であるエピガロカテキンガレート

（EGCG）をモデルとして、茶殻 Rubisco由来の EGCG結合ペプチドを探索し、またその苦味マ

スキング効果を検証した。緑茶葉の主要タンパク質である Rubisco（UniProt：Q8WIZ5、A0FIP7）

の全アミノ酸配列を網羅するように、ペプチド合成装置 ResPep SL（Intavis社）を用いてペプチ

ドアレイを作製した。続いてペプチドアレイを 0.1 mM EGCGを含む 50 mMリン酸ナトリウム

緩衝液（pH 6.0）に 30 分間浸し、同緩衝液で洗浄した後、レドックスサイクリング染色法によ

って EGCG と結合したペプチドを検出した４）。各スポットのシグナル強度は、ImageJ ソフトウ

ェアを使用して定量した。 

 

（２）ヒト苦味受容体の応答評価 EGCGの苦味感知に関わるヒト苦味受容体として hTAS2R39

が報告されていることから５）、培養細胞を用いた in vitroの hTAS2R39応答評価系を用いて EGCG

結合ペプチドの苦味マスキング効果を検証した。G16gust44 安定発現細胞（HEK）に対し、

hTAS2R39発現プラスミドを一過的に導入した後、細胞を 3 M Fluo-8 AMとともに 60分間イン



キュベートし、リガンド投与に対する細胞応答を Flexstation II マイクロプレートリーダー

（Molecular Devices社）を使用して経時的に測定した。 

 

４．研究成果 

（１）EGCG結合ペプチドの網羅的探索 Rubiscoの全アミノ酸配列をカバーする 598種類のペ

プチドから構成されるペプチドアレイを作製し、EGCG 結合ペプチド

を探索した。その結果、複数のペプチドが EGCGとの強い結合を示し、

特に結合強度が強いペプチドとして TKASVGFKAGVKDYK、

TIKPKLGLSAKNYGR 、 KNHGMHFRVLAKALR 、

HGMHFRVLAKALRMS 、 PAQASMAAPFTGLKS 、

FTGLKSTSAFPVTRK 、VQCMKVWPPLGLKKFが特定された（図１）。 

 

（２）EGCG 結合ペプチドの欠失解析 見出されたペプチドにおける EGCG 結合領域を明らか

とするために、前述の 7種類の EGCG結合ペプチドを Nまたは C末端から１残基ずつ欠失させ

ていった 218種類のペプチドについて、EGCGとの結合を網羅的に解析した。その結果、元の配

列に加え、様々な配列、長さのペプチドが EGCGと結合することが明らかとなった。 

 

（３）EGCG結合ペプチドの Ala-scanning解析 各ペプチドについて、構成アミノ酸残基を一つ

ずつ Alaへ置換した 52種類のペプチについて、EGCG結合能を解析した。その結果、元のペプ

チドと比較して、ほとんどのペプチドの EGCG 結合能は Ala 置換に

より減少した。また、全ペプチドで共通して、Argや Lysを Alaへ置

換すると、他のアミノ酸残基を Alaに置換した場合よりも顕著に結合

強度が減少した（図２）。これらの結果から、EGCG との結合には、

ペプチドに含まれる Argまたは Lysが特に重要であることが示唆された。 

 EGCG は様々なタンパク質と相互作用することが報告されているが、 特に高い親和性を持つ

タンパク質としてラミニン受容体（67LR）が知られている６）。EGCG との相互作用には、67LR

の Lys166が重要であることが明らかとなっている。EGCGのフェノール性水酸基は脱プロトン

化することで負電荷を生じることから、本研究で同定されたルビスコ由来ペプチドも 67LR由来

ペプチドと同様の静電的作用によって EGCGと相互作用結合したと考えられる。 

 

（４）苦味受容体発現細胞を用いた苦味マスキング効果の解析 ペプ

チドアレイ解析から EGCGと特に強く結合することが示唆された 2つ

のペプチド（MHFRVLAKALR 、FTGLKSTSAFPVTRK）について、

hTAS2R39 の応答抑制効果を解析した（図３）。その結果、EGCG と

EGCG結合ペプチドを同時に細胞へ添加した場合、ペプチド濃度依存

的に hTAS2R39応答は抑制され（EC50 = 0.36 mM、0.39 mM）、苦味マ

スキング作用を持つことが示された。 

 

 

以上のように本研究では、茶殻 Rubisco由来の新規 EGCG結合ペプチドを見出し、作用メカニ

ズムを明らかにするとともに、その苦味マスキング効果を分子レベルで実証した。ペプチドアレ

イは機能性ペプチドの探索のみならず、苦味マスキング剤探索ツールとしても利用可能である。

図１ EGCG結合ペプチドの検出 

図２ Alanine-scanning 

によるEGCG結合メカニズムの解析 

図３ hTAS2R39 応答を指標とした

苦味マスキング効果の検証 

■ MHFRVLAKALR 

□ FTGLKSTSAFPVTRK 



本研究では、機能性ペプチドの探索に関する研究、ヒト味覚受容体への作用成分に関する研究も

進めた。 
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