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研究成果の概要：タンパク質の多くは無味であるが、甘味を持つタンパク質の存在が複数知ら

れている。ネオクリンは甘味と味覚修飾活性（酸味を甘味に換える活性）を併せ持つユニーク

なタンパク質である。その分子表面に塩基性アミノ酸が集まっていることに注目し、塩基性ヒ

スチジン残基をアラニン残基に置換したネオクリン変異体を作成した結果、それらの残基が味

覚修飾活性に深く関与していることが明らかになった。ネオクリンは舌上に存在する甘味受容

体によって認識されていることから、受容体側を遺伝子学的に改変し、受容体のどの部位がネ

オクリンと相互作用しているかについても一定の知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトが感じる味は、甘味、塩味、酸味、苦
味、旨味の 5基本味に大別される。生物が味
を感じるメカニズム自体は長い間研究され
てきたが、近年になって味の受容を担う受容
体がやっと明らかになり、味覚についての研
究自体が分子レベルで大きく進みつつある
段階にある。 
 甘味物質の大部分は低分子化合物である
が、6 種類のタンパク質（タウマチン、ブラ
ゼイン、モネリン、マンベリン、ペンタディ
ン、ネオクリン）がヒトにおいて甘味を呈す

ることが知られている。これらのうちの 1つ
であるネオクリンは、西マレーシアに生育す
る植物 Curculigo latifolia の実に含まれる
タンパク質で、それ自身が甘味を呈すると同
時に酸味を甘味に変換する味覚修飾活性を
有するというユニークな性質を持っている。
ネオクリンの甘味は、ヒトには認識されるが
マウスなどでは甘味として感じられていな
いことも判明しており、これはヒトとマウス
の甘味受容体 T1R2-T1R3の差を反映するもの
と考えられている。 
甘味タンパク質の構造はタウマチン、モネ
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リン、ブラゼインの 3つについて X線結晶構
造解析等の手法により詳しく研究されてい
た。これらのタンパク質の構造にはいくつか
の共通点があるものの、甘味活性を決定付け
るような構造的特徴は見つかっていない。そ
こで我々はネオクリンの X線結晶構造解析を
行いその立体構造を明らかにした。その結果、
既知の甘味タンパク質同様、甘味活性・味覚
修飾活性のメカニズムを説明できるような
特徴を見つけることは出来なかったが、以下
のような構造的特徴が明らかになった。 
1) β-シート構造に富んでいる。 
2) ジスルフィド結合が多い（各サブユニッ
ト内に 1箇所ずつ、サブユニット間に 2箇所
で合計 4個）。 
3) タンパク質分子表面にプラス電荷の集ま
る領域がある。 
これらの構造的特徴は、他の甘味タンパク質
にも共通して見られるものであり、甘味の発
現に何らかの関係があるものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究の進行状況を踏まえ、本研
究では以下を明らかにすることを目的とし
た。 
(1) ネオクリンの分子構造についての詳細な

解析。ネオクリンの全体的なアミノ酸配
列および立体構造は、マンノース結合型
レクチンと非常によく類似している。そ
の類似点、相違点を詳細に検証し、ネオ
クリンの甘味活性・味覚修飾活性に関与
している因子を絞り込む。また、レクチ
ンは遺伝子組み換え作物等において安全
性が議論されるタンパク質でもあること
から、将来的な甘味料としての利用を見
据えてネオクリン分子の安全性の検証を
行う。 

(2) ネオクリン分子表面のプラス電荷の重要
性の検証。ネオクリンの X 線結晶構造解
析の結果から、ネオクリン分子表面には
プラス電荷の集まる領域があることが明
らかになった。既知の甘味タンパク質の
構造研究においても表面に存在する塩基
性アミノ酸が甘味活性に寄与していると
の報告があることから、ネオクリンにお
いてもこれらの電荷が重要な役割を果た
していると考え、それらの残基とネオク
リンの甘味・味覚修飾活性との関連を調
べる。 

(3) 甘味受容体 T1R2-T1R3 との相互作用。
甘味受容体とネオクリンの相互作用の解
析を進めたい。ネオクリンの甘味はヒト
には認識されるが、マウス等では認識さ
れないとされている。甘味受容体側の構
造の差異を利用して、甘味受容体とネオ
クリンとの相互作用についての知見を得
る。 

 
３．研究の方法 
(1) マンノース結合型レクチンの構造は、す
でに数種類がX線結晶構造解析により解かれ
ている。これらの立体構造とネオクリンの立
体構造を比較し、構造の違い・アミノ酸残基
の違いを詳細に検討した。また、血液凝集活
性試験、細胞毒性試験、DNA マイクロアレ
イの手法を用い、ネオクリンの血液凝集活
性・細胞毒性・遺伝子発現への影響を調べ、
レクチンのそれと比較した。 
(2) 表面電荷の解析。本研究では特にヒスチ
ジン残基に注目し、遺伝子上で変異導入をし
て 5つあるヒスチジン残基をアラニン残基に
置換し、甘味活性と味覚修飾活性の変化を官
能検査にて検証した。なお、ネオクリンの全
ヒスチジン残基に変異を導入したタンパク
質は Aspergillus oryzae で構築した発現系に
て発現させ、実験に用いた。 
(3) 多くの変異型酵素の活性を検証する上で、
Aspergillus oryzae の発現系よりも扱いの簡
単な大腸菌での発現系を試した。この大腸菌
での発現系を用いて、1 つ 1 つのヒスチジン
残基を置換した変異体の発現を行った。 
(4) ネ オ ク リ ン と ヒ ト 甘 味 受 容 体
hT1R2-hT1R3 の相互作用についての解析。
ネオクリンの甘味がヒトでは認識されるが
マウスでは認識されないことを利用し、この
差は 2つの種の甘味受容体の差異に起因する
ものと考えて研究を行った。ヒト甘味受容体
hT1R2-hT1R3 と マ ウ ス 甘 味 受 容 体
mT1R2-mT1R3 のキメラ分子を作製し、それ
らの受容体を発現する HEK293 細胞を用い
たカルシウムイメージング実験を行い、ネオ
クリンとの相互作用を解析することで受容
体側において甘味分子と相互作用する部位
を特定しようと試みた。 
 
４．研究成果 
(1) レクチンは遺伝子組み換え作物等で安全
性が議論されるタンパク質である。レクチン
にはいくつかのファミリーがあり、マンノー
ス結合型レクチンは毒性の高いレクチンと
は構造が大きく異なり、毒性が非常に低い
（あるいは毒性がない）と考えられる種類で
ある。しかし今後のネオクリンの食品への応
用を踏まえ、ネオクリンのレクチン活性・安
全性を検証した。数種類のマンノース結合型
レクチンと立体構造を詳細に比較したとこ
ろ、ネオクリンの全体構造はレクチンに非常
によく類似しているものの、ネオクリンにお
いてはレクチンのマンノース結合部位に対
応する部分でアミノ酸置換がみられ、マンノ
ース結合能に欠けるであろうことが推測さ
れた（図 1）。 
 
 



 

 

図 1.マンノース結合型レクチンのマンノー
ス結合部位と、同部位に対応するネオクリン
の局所構造の比較。ネオクリンの主鎖は青色、
マンノース結合タンパク質（2 種類）の主鎖
は薄緑色とピンク色のリボンモデルで示し、
マンノース結合タンパク質の結晶構造でこ
の部位に結合していた糖を黄色のモデルで
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
血液凝集活性を見たところ、構造的にネオク
リンに非常に近いレクチンでは血液凝集活
性が確認されたが、ネオクリンでは濃度を挙
げても活性が確認できなかった。細胞毒性試
験では、強い細胞毒性が知られているレクチ
ン（マンノース結合型レクチンとは異なる種
類のレクチン）を比較対象として実験を行っ
たが、ネオクリンには細胞毒性が見られなか
った。DNA マイクロアレイを用いてネオク
リンとレクチンの遺伝子発現に対する影響
を見たところ、ネオクリンは遺伝子発現に全
く影響していないことが判明した。 
 (2) ネオクリン分子に存在する全ヒスチジ
ン残基をアラニン残基に置換したところ、そ
の変異型タンパク質は味覚修飾活性を失う
ことが明らかになった。そこで、さらにそれ
ぞれのヒスチジン残基を 1個あるいは数個ず
つ置換した変異型タンパク質を作製し、大腸
菌での発現を試みた。大腸菌においてはサブ
ユニットごとに発現させ、可溶化・リフォー
ルディングを行い、官能試験に用いることが
できる十分量のタンパク質を得ることに成
功した。変異型タンパク質を発現・精製し、
官能試験により解析した結果、ヒスチジン残
基によって役割が異なり、甘味活性に関与し
ている残基、味覚修飾活性に関与している残
基があることが明らかになった。特に、NAS
の 14 番目のヒスチジンは甘味活性、NBS の

11 番目のヒスチジン残基は味覚修飾活性に
大きく寄与していることが明らかになった
（表 1）。 
 
表 1. ネオクリン、ミラクリンおよびネオク
リンのヒスチジン変異体の官能試験による
活性評価 
 変異導入部位 活性評価 
 
 

NAS NBS 甘味活
性 

味覚修
飾活性

ネオクリン ― ― ○ ◎ 
ミラクリン ― ― × ◎ 
HA mutant H14,

H36 
H11,H14,
H67 

◎ × 

NAS-HA 
mutant 

H14,
H36 

― × △ 

NBS-HA 
mutant 

― H11,H14,
H67 

◎ × 

NAS-H14 
single HA 
mutant 

H14 ― × ◎ 

NAS-H36 
single HA 
mutant 

H36 ― ○ ◎ 

NBS-H11 
single HA 
mutant 

― H11 ◎ × 

NBS-H14 
single HA 
mutant 

― H14 ○ ◎ 

NBS-H67 
single HA 
mutant 

― H67 ○ ◎ 

甘味の強さは◎:強い甘味、○:甘い、△:わず
かに甘い、×:甘味なしとして表示した。 
 
(3) ネオクリンはヒトでは甘味が認識される
が、ラットやマウスなど他の生物では認識さ
れないことが知られている。そこでマウス甘
味受容体とヒト甘味受容体のキメラを作製
し、HEK293 細胞にて発現させ、添加したネ
オクリンに対する反応をカルシウムイメー
ジングにて解析した。その結果、ヒト甘味受
容体 hT1R2-hT1R3 へテロ二量体のうち、
hT1R3 のアミノ末端ドメインがネオクリン
の認識に必須であることが判明した。 
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