
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年 ５月 ２０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

甘味抑制物質であるギムネマ酸とグルマリンに関し、甘味受容体 T1r2/T1r3再構築系を用い
てその相互作用の解明を目指した。その結果、ギムネマ酸がヒト T1r3 の膜貫通領域、グルマ
リンがマウス T1r3 のアミノ末端領域に作用する結果を得た。さらにギムネマ酸は、ヒト甘味
抑制物質であるラクチゾールと結合サイトを共有するが、ギムネマ酸感受性だけに重要なアミ
ノ酸残基を同定した。グルマリンに関しては、各系統のマウス T1r2/T1r3 の応答解析を行い、
系統差を生じる変異を同定した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Gymnemic acid (GA) and gurmarin (Gur) are known as selective inhibitors for sweet taste responses 

in mammals. To clarify the mechanisms of sweet-suppressing effects, we examined potential effects of 

these inhibitors on HEK293 cell responses heterologously expressed T1r2+T1r3. The results showed 

that similar to previous studies in humans and mice, GA and Gur inhibited the [Ca2+]i responses of 

HEK293 cells expressing human and mouse T1r2+T1r3 to various sweeteners and these effects were 

inhibited by γ- and β-CD, respectevely. We examined the responses of mouse/human chimeras of T1r2 

and T1r3 to identify the interaction sites for GA and Gur. Our results suggest that the main target for 

GA’s action is transmembrane region of human T1r3 and Gur interacts with amino terminal region of 

mouse T1r3. Our mutation analysis indicate that the molecular basis for strain-specific sensitivity to Gur 

depends on a site within amino terminal region of mouse T1r2. In our models, GA is predicted to dock to 

a binding pocket within the transmembrane region of human T1r3 and Gur docks with amino terminal 

regions of mouse T1r2 and T1r3. 
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１．研究開始当初の背景 

甘味受容体 T1r2/T1r3 のリガンド特性には
顕著な種差がある。植物ギムネマシルベスタ
に含まれるトリテルペン配糖体・ギムネマ酸 

(GA)はヒトの甘味を抑制するが、マウスには
無効である。同じ植物に含まれるペプチド・

グルマリン(Gur)は、逆に、マウスに有効で、
ヒトには無効である。これらの事実は、甘味
受容体 T1r2/T1r3 の、系統発生や進化の過程
における食環境に適応した種特異的なアミ
ノ酸変異に基づくものと推定される。 
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２．研究の目的 

本研究では、ヒトおよびマウス T1r2/T1r3

を HEK293細胞に強制発現させた甘味受容体
再構築系を用い、GA、Gur を用いて、甘味受
容体と味覚修飾物質との相互作用の解明を
目的とした。 

 

３．研究の方法 

甘味受容体 T1r2、T1r3および Gα16-gust44

を HEK293細胞にリポフェクション法により
強制発現させた。甘味応答は、カルシウムイ
メージング法により測定を行い、環流下に甘
味溶液、味覚修飾物質を流し、細胞内カルシ
ウム濃度を測定、味覚修飾効果を評価した 。
導入遺伝子は、マウス、ヒト T1r2/T1r3、マウ
ス、ヒト異種間のキメラ体、および点変異を
導入した T1r2/T1r3 を用い、各味覚修飾物質
に対する感受性の評価を行った。結合に関与
あるいは味覚修飾作用に関与すると推測さ
れるアミノ酸残基、感受性に種差を与える可
能性のあるアミノ酸残基、マウスでの神経応
答から得られた系統差を与える可能性のあ
るアミノ酸残基に対し点変異の導入を行っ
た。得られたデータを基にドッキングシミュ
レーション解析を行い、詳細な結合モデルを
作成し、味覚修飾物質が甘味受容体にどのよ
うに結合、修飾するかの検討を行った。 

 

４．研究成果 

ヒト T1r2/T1r3 およびマウス T1r2/T1r3 を
Gα16-gust44 とともに強制発現させた単一
HEK293 細胞の GA および Gur 処理前後の細
胞内カルシウム応答例を示す(図 1，2)。 

ヒトT1r2/mT1r3を強制発現させたHEK293

細胞は、各種甘味溶液による刺激に対して細
胞内カルシウム濃度の上昇を示した。GA 処
理後、この細胞は甘味溶液に対する細胞内カ
ルシウム濃度の上昇を示さず、甘味抑制効果
を認めた。GA 抑制剤である γ-シクロデキス
トリン (CD) 処理後、同細胞は再び各種甘味
溶液に応答を示した(図 1)。 

図 1 ヒトT1r2/T1r3発現細胞のGAおよびγ
-CD 処理前後の甘味応答 

 

マウス T1r2/T1r3 を強制発現させた
HEK293 細胞も、各種甘味溶液による刺激に
対し細胞内カルシウム濃度の上昇を示した。
Gur 処理後、この細胞は、甘味溶液に対する

細胞内カルシウム濃度の上昇を示さず、甘味
抑制効果を認めた。Gur 抑制剤である β-CD

処理後、同細胞は再び各種甘味溶液に応答を
示した(図 2)。 

図 2 マウス T1r2/T1r3 発現細胞の Gur お
よびβ-CD 処理前後の甘味応答 

 

GAは、マウス T1r2/T1r3に甘味抑制効果を
示さず、Gur はヒト T1r2/T1r3 で甘味抑制効
果を示さなかった。 

 

次にこの異なる感受性を利用し、マウス/

ヒトの T1r2/T1r3 の異種間の組み合わせおよ
びキメラを用いた解析により、これら修飾物
質の結合ドメインの同定を試みた。その結果、
GAはヒト T1r3の膜貫通ドメインおよびヒト
T1r2のシステインリッチドメイン(図 3)、Gur

はマウス T1r3 の N 末端ドメインに作用する
ことが示唆された(図 4)。 

図 3 ギムネマ酸の結合サイトの同定 

 

図 4 グルマリンの結合サイトの同定 

 

以前報告されたギムネマ酸同様、ヒトの甘
味を抑制するラクチゾールの感受性を低下
させるアミノ酸変異を用いてギムネマ酸の
効果を調べたところ、ギムネマ酸感受性の低
下を示した。よってギムネマ酸は、ラクチゾ
ールと結合サイトを共有することが示唆さ
れた。さらに分子モデリングの結果から、結
合に重要なアミノ酸残基に変異を与えたと
ころ、主にラクチゾールよりもギムネマ酸に
おいて感受性に重要なアミノ酸残基を同定
した(図 5，6)。 



 

 

 

図 5 ヒト T1r3 各変異におけるギムネマ酸
(左)とラクチゾール(右)の甘味抑制効果 

 

 

図 6 ヒトT1r3膜貫通領域に結合するギムネ
マ酸の分子モデル 

 

Gur に関しては、マウス系統間の感受性の差
を用いた解析により、Gur 抑制メカニズムに
おける副経路の存在が示唆された。 
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