
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 5 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：甘味タンパク質ソーマチンの甘味発現部位を明らかにするため酵母を

発現系として部位特異的変異体の作製を行い、クレフト面に存在する K67、R82 の 2 残基がソ

ーマチンの特異な甘味発現に寄与していることを突き止めた。さらに甘味に重要な構造要因を

検討するため、R82 変異体の結晶を作製し SPring8 にて解析を行った。その結果、R82 側鎖の

正電荷の厳密な方向性がソーマチンの特異な甘味発現を決定付ける要因であると考えられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Thaumatin is an intensely sweet-tasting protein. To clarify the 
structure-sweetness relationships in thaumatin, we performed high resolution crystal 
structure analysis. The results showed that overall structures of these mutants are 
identical to that of plant thaumatin. However the subtle conformational changes in the 
main chain of K67 were induced by mutation of R82. The surface electric potential on the 
cleft containing side of the thaumatin was dramatically changed by the mutation at R82. 
These results demonstrated that the strict surface electrostatic potentials at the specific 
site formed by R82 and K67 are required for thaumatin sweetness 
.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,200,000 0 1,200,000 

2008年度 900,000 270,000 1,170,000 

2009年度 700,000 210,000 910,000 

年度    

  年度    

総 計 2,800,000 480,000 3,280,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：甘味タンパク質、ソーマチン、結晶構造解析 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、肥満、糖尿病をはじめとする生活習

慣病が社会問題となっており、ショ糖に代替

できる甘味料が切望されている。タンパク質
は一般的に無味であるが、例外的に甘味を呈
するタンパク質が存在する。現在まで 6 種の
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甘味タンパク質（ソーマチン、モネリン、ブ
ラゼイン、マビンリン、リゾチーム、ネオク
リン）の存在が確認されている。甘味タンパ
ク質の特徴を見出すことにより、甘味タンパ
ク質を糖代替物として利用が可能であると
目論み現在、国内外で多くの研究がなされて
いる。また、甘味タンパク質は特異性の高さ
から甘味受容のメカニズムを明らかにする
上でも有用なツールとなる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
タンパク質の中には例外的に甘味を呈す

るタンパク質が存在する。しかしながらこれ
ら甘味タンパク質間に共通して存在するア
ミノ酸配列や立体構造などの特徴は見出さ
れていない。本研究は甘味タンパク質の中で
も特に強い甘味を呈するソーマチンを研究
対象とし、遺伝子工学的手法によって部位特
異的変異体を作製して甘味発現に重要な部
位を特定する。さらに甘味に影響を与えた変
異体について高分解能X線結晶構造解析を行
うことにより、どのような構造が甘味発現に
重要であるかについて明らかにすることを
目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）ソーマチン発現系の構築 
Thaumatococcus daniellii Benth の仮種皮

からソーマチン遺伝子をクローニングした。
ソーマチンは開始メチオニン以降 21アミノ
酸残基からなるプレ配列と、6アミノ酸残基
からなる C末端側プロ配列を有している。こ
れら N末端プレ配列および C末端プロ配列が、
組換え型ソーマチンの分泌発現にどのよう
な影響をもたらすかについて検討した。4種
のソーマチン発現ベクターを構築し、それぞ
れの遺伝子を酵母にエレクトロポレーショ
ンを行い形質転換した。スクリーニングは、
抗生物質 blasticidin を用いた(図１)。 
 

図１．ソーマチン発現ベクター 
 
（２）ソーマチンの発現、精製 
ソーマチンの発現はファーメンターを用

いて行った。発現誘導はメタノールの添加に
より行った。酵母培養液を遠心後、上清を透

析し、その後陽イオン交換クロマトグラフィ
ー、ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製
を行った。精製純度は SDS-PAGEならびに
Native-PAGE にて行った。 
変異体は、Quikchange Site-Directed 

Mutagenesis Kitを用いて作製し、組換え型
ソーマチンと同等の手法により、形質転換、
発現、精製を行った。 
 

（３）結晶化およびデーター測定 
結晶化は蒸気拡散法にて行った。タンパク

質濃度を 1から 10％に調製し、沈殿剤として
濃度の異なる、ロッシェル塩、グリセロール
を含むものを調製し、20度のインキュベータ
ーにて静置した。結晶のデーター測定は、理
研播磨研究所 SPring8 にて行った。ビームラ
インは BL38B1および BL26B1、波長は 0.7-0.8
Å、ディテクターは、イメージングプレート
様式の RAXIS-V および CCDタイプの Jupiter 
210を用いた。収集したデーターについて
HKL2000にてプロセシングを行い、植物ソー
マチン Aの構造(PDB: １RQW)を初期モデルと
して分子置換を行った。分子構造のモデリン
グは Cootを用いて行った。精密化は shelxl
を用いて行った。変異体の初期構造は自ら構
築した構造を鋳型として分子置換を行った。 
 

４．研究成果 
（１） 酵母 Pichia pastoris でのソーマチ
ン発現系の構築 
RT-PCR にてソーマチン cDNA を合成し、ベ

クターにサブクローニングし、DNA シークエ
ンサーにて核酸配列を決定した。核酸配列を
もとに予想されるアミノ酸配列を、Iyenger
や Edensらによって報告されたソーマチン I、
ソーマチン II の配列と比較したところソー
マチンIとは113番目の残基がAsnでなくAsp
であった。ソーマチン II とは 46 番目（Lys
→Asp)、63 番目(Arg→Ser)、67 番目(Lys→
Arg)、76番目（Gln→Arg）の 4箇所に違いが
見られた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ソーマチン Iの核酸配列 
(GeneBank Accession No. AB265690) 
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5'    ATG GCC GCC ACC ACT TGC TTC TTC TTC CTC TTC CCC TTC CTC CTC CTC CTC ACG CTC TCC CGC GCT GCC ACC TTC GAG ATC GTC AAC CGC TGC TCC TAC ACC GTG TGG
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117         126         135         144         153         162         171         180         189         198   207         216
GCG GCC GCC TCC AAA GGC GAC GCC GCC CTG GAC GCC GGC GGC CGC CAG CTC AAC TCG GGA GAG TCC TGG ACC ATC AAC GTA GAA CCC GGC ACC AAG GGT GGC AAA ATC
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--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
G   S   S   N   Y   R   V   T   F   C   P   T   A   L   E L   E   D   E   * 

9          18          27          36          45          54   63          72          81          90          99       108
5'    ATG GCC GCC ACC ACT TGC TTC TTC TTC CTC TTC CCC TTC CTC CTC CTC CTC ACG CTC TCC CGC GCT GCC ACC TTC GAG ATC GTC AAC CGC TGC TCC TAC ACC GTG TGG

--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
M   A   A   T   T   C   F   F   F   L   F   P   F   L   L L   L   T   L   S   R   A   A   T   F   E   I   V   N   R   C S   Y   T   V   W

117         126         135         144         153         162         171         180         189         198   207         216
GCG GCC GCC TCC AAA GGC GAC GCC GCC CTG GAC GCC GGC GGC CGC CAG CTC AAC TCG GGA GAG TCC TGG ACC ATC AAC GTA GAA CCC GGC ACC AAG GGT GGC AAA ATC
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
A   A   A   S   K   G   D   A   A   L   D   A   G   G   R Q   L   N   S   G   E   S   W   T   I   N   V   E   P   G   T K   G   G   K   I

225         234         243         252         261         270         279         288         297         306   315         324
TGG GCC CGC ACC GAC TGC TAT TTC GAC GAC AGC GGC CGC GGC ATC TGC CGG ACC GGC GAC TGC GGC GGC CTC CTC CAG TGC AAG CGC TTC GGC CGG CCG CCC ACC ACG
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
W   A   R   T   D   C   Y   F   D   D   S   G   R   G   I C   R   T   G   D   C   G   G   L   L   Q   C   K   R   F   G R   P   P   T   T

333         342         351         360         369         378        387         396         405         414   423         432
CTG GCG GAG TTC TCG CTC AAC CAG TAC GGC AAG GAC TAC ATC GAC ATC TCC AAC ATC AAA GGC TTC AAC GTG CCG ATG GAC TTC AGC CCG ACC ACG CGC GGC TGC CGC
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
L   A   E   F   S   L   N   Q   Y   G   K   D   Y   I   D I   S   N   I   K   G   F   N   V   P   M   D   F   S   P   T T   R   G   C   R

441         450         459         468         477         486         495         504         513         522   531         540
GGG GTG CGG TGC GCC GCC GAC ATC GTG GGG CAG TGC CCG GCG AAG CTG AAG GCG CCG GGG GGT GGT TGC AAC GAT GCG TGC ACC GTG TTC CAG ACG AGC GAG TAC TGC
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
G   V   R   C   A   A   D   I   V   G   Q   C   P   A   K L   K   A   P   G   G   G   C   N   D   A   C   T   V   F   Q T   S   E   Y   C

549         558         567         576         585         594         603         612         621         630   639         648
TGC ACC ACG GGG AAG TGC GGG CCG ACG GAG TAC TCG CGC TTC TTC AAG AGG CTT TGC CCG GAC GCG TTC AGT TAT GTC CTG GAC AAG CCA ACC ACC GTC ACC TGC CCC
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
C   T   T   G   K   C   G   P   T   E   Y   S   R   F   F K   R   L   C   P   D   A   F   S   Y   V   L   D   K   P   T T   V   T   C   P

657         666         675         684         693         702
GGC AGC TCC AAC TAC AGG GTC ACT TTC TGC CCT ACT GCC CTT GAA CTT GAA GAC GAG TAA 
--- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
G   S   S   N   Y   R   V   T   F   C   P   T   A   L   E L   E   D   E   * 



 

 

 
 以前からソーマチン I の 113 番目の残基

について、Asn か Asp であるか議論されてい
たが、本研究によりソーマチンの 113番目の
残基は Aspであることが支持された。クロー
ニングしたソーマチン遺伝子を再び、酵母の
シャトルベクターにクローニングし 4種の発
現ベクターを構築した。分泌シグナルとして
酵母由来αファクターを用いた場合の発現
量は 1L あたり約３0 mg 程度であったが、ソ
ーマチンのプレ配列を分泌シグナルとして
用いた場合、発現量は培地上清 1L あたり約
100 mgの高発現を達成した。 
 

（２）ソーマチン変異体の作製 
高分泌生産が確認できたシャトルベクタ

ーを用いて変異体を作製した。アルギニン８
２をアラニンに置換した R82A 変異体、リジ
ン 67をアラニンに置換した K67Aの甘味閾値
がそれぞれ 1100 nM、870 nM となり植物由来
ソーマチン（45 nM）やリコンビナントソー
マチン（45 nM）と比べて 24 倍、19倍甘味閾
値が上昇した（下表）。 
 

ソーマチン変異体の甘味閾値 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）アルギニン８２の影響 
甘味閾値が顕著に上昇したアルギニン８

２についてさらにリジンに置換した R82K、グ
ルタミンに置換した R82Q を作製し甘味に及
ぼす影響を検討したところ、R82K の甘味閾値
は 240 nM、R82Q は 1010 nM であった。この
結果から、アルギニン８２側鎖の正電荷のみ
ならず、側鎖構造の違いがソーマチンの甘味
発現に重要な役割を果たしていると考えら
れた。しかしながら変異を導入することによ
り、他の部位やソーマチン全体の構造に影響
を与えるかについて CD スペクトルの結果か
らは詳細がわからなかった。そこで X線結晶
解析を試みた。 
 

（４）ソーマチン変異体の X 線結晶構造解析 
精製したソーマチン変異体を蒸気拡散法

にて結晶化を行った。現在まで、リコンビナ
ントソーマチン、3 種の変異体 R82A、R82Q、
R82K について高分解能解析に適した結晶を

得ることが出来た。これらについて理研播磨
研究所 SPring8 にてデーターの取得を行い、
リコンビナント(1.10Å)、R82A(1.05Å)、
R82Q(0.95Å)、R82K(0.90Å)までのデーター
を得た。構造の精密化を行ったところ、R82
の 1残基変異により、甘味発現に重要な残基
である K67の主鎖の構造が 0.5Å～1Å変化し
ていた。またこれら一連の構造変化により
R82 近傍の局所的な分子表面の静電的環境が
大きく変化していた。以上の結果から、R82
の側鎖の正電荷の厳密な方向性が、ソーマチ
ンの特異な甘味発現を決定付ける要因であ
ると考えられる。 
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