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(論 文 内 容 の 要 旨 ) 

タンパク質 は一 般 的 に無 味 であるが、例 外 的 に強 い甘 味 を呈 するタンパク質

の存 在 が知 られている。熱 帯 植 物 由 来 のソーマチンは古 くから甘 味 を呈 すること

が知 られており、ショ糖 に比 べモル比 で 1 0 万 倍 と非 常 に強 い甘 味 を呈 する。ソ

ーマチンには、少 なくとも 5 種 類 のタンパク質 多 型 （ I , I I , a , b , c ）が存 在 するとされ

ている。主 要 成 分 であるソーマチン I についてはタンパク質 分 子 の高 次 構 造 解

析 が行 われているが、その遺 伝 子 配 列 は同 定 されておらず、またアミノ酸 配 列 に

ついても意 見 が分 かれている。本 論 文 では、新 たにソーマチン I の c D N A をクロ

ーニングし推 定 全 長 アミノ酸 配 列 を決 定 した。この c D N A を用 いてソーマチン I

の甘 味 特 性 を調 べるため、メタノール資 化 性 酵 母 P i c h i a  p a s t o r i s を用 いて分

泌 発 現 系 の構 築 を行 ったところ、甘 味 活 性 を有 するソーマチンの分 泌 生 産 に成

功 した。この際 、Ｎ末 端 に分 泌 シグナル由 来 の数 残 基 が付 加 しており、酵 母 に

よるプロセシングが完 全 に行 われていなかったが、組 み換 え型 ソーマチンは、植 物

由 来 ソーマチンと同 等 の甘 味 を有 していたことからソーマチンの N 末 端 部 位 は甘

味 発 現 に重 要 ではないことが明 らかになった。  

ソーマチンは開 始 メチオニン以 降 2 1 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。植 物 内 におけるこれらの役 割

は明 らかではないが、成 熟 過 程 における輸 送 あるいは構 造 安 定 化 や、正 しい

S - S 結 合 形 成 に関 与 しているなどの可 能 性 が考 えられている。そこで、ソーマチ

ン遺 伝 子 由 来 の N 末 端 プレ配 列 および C 末 端 プロ配 列 を用 いることで、酵 母

P i c h i a  p a s t o r i s を宿 主 とした組 換 型 ソーマチンの分 泌 発 現 効 率 の改 善 を検 討

した。  



その結 果 、分 泌 シグナルとしてソーマチンプレ配 列 を用 いた場 合 に培 養 上 清

中 に分 泌 発 現 が認 められた。また、 C 末 端 プロ配 列 は酵 母 内 において認 識 除

去 さ れ て い な か っ た が 、 N 末 端 プ レ 配 列 は 正 し く 認 識 除 去 さ れ て お り 、 P.  

p a s t o r i s によるソーマチン分 泌 発 現 系 においてソーマチンプレ配 列 が分 泌 シグ

ナルとしてより高 効 率 であることが示 された。  

甘 味 受 容 体 は G タ ン パ ク質 共 役 型 受 容 体 であ る T 1 R 2 と T 1 R 3 の ヘ

テ ロ 二 量 体 か ら 成 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 本 論 文 で は 、 ヒ ト 舌 組 織 由 来

m R N A よ り T 1 R 2 、 T 1 R 3 各 c D N A を ク ローニ ン グし 、 得 ら れた 各 c D N A を

培 養 細 胞 H E K 2 9 3 に 共 発 現 さ せ 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て 細 胞 内

c A M P 濃 度 変 化 を 指 標 と し た i n  v i t r o 甘 味 評 価 系 を構 築 し た 。 こ の 系

にお いて ソー マチ ン はア ス パ ルテ ー ム と 同 様 、濃 度 依 存 的 に 細 胞 内 c A M P

濃 度 を 減 少 さ せ て い た 。 こ の 時 、 上 記 の 組 換 え 型 ソ ー マ チ ン 分 泌 発 現 系

に よ り 作 製 し た ソ ー マ チ ン の R 8 2 A 変 異 体 に お い て は 、 濃 度 依 存 的 な 細

胞 内 c A M P 濃 度 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ま た 、 本 研 究 で は 、 甘 味 阻

害 剤 で あ る ラ ク チ ソ ー ル に よ る 影 響 も 検 討 し た 。 ラ ク チ ソ ー ル は ヒ ト に よ る 官

能 検 査 に お い て ソ ー マ チ ン の 甘 味 を 抑 制 し な い と 報 告 さ れ て い た が 、 本 研

究 で は 閾 値 濃 度 に お い て ソ ー マ チ ン の 甘 味 は 抑 制 さ れ 、 明 ら か な 甘 味 閾

値 の 上 昇 が 認 め ら れ た 。 こ の 甘 味 の 抑 制 は 、 i n  v i t r o での ア ッ セ イに お い

ても 観 察 され た 。  
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 （ 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 ）  

本 研 究 で は 、甘 味 タ ン パ ク 質 の 甘 味 発 現 機 構 を 解 明 す る た め 、部 位

特 異 的 変 異 体 作 製 を 視 野 に 入 れ た 酵 母 培 養 系 に よ る 甘 味 タ ン パ ク 質

の ソ ー マ チ ン Ⅰ の 大 量 生 産 系 を 確 立 し 、さ ら に 分 子 レ ベ ル で の 甘 味 タ

ン パ ク 質 － 甘 味 受 容 体 相 互 作 用 を 解 析 す る た め 、培 養 細 胞 上 に 甘 味 受

容 体 （ T1 R 2 + T 1 R 3） を 再 構 築 す る こ と に よ る 甘 味 評 価 系 を 確 立 し た 。

こ れ ら の 研 究 は 甘 味 タ ン パ ク 質 の 甘 味 発 現 機 構 な ら び に ヒ ト の 甘 味

受 容 機 構 を 明 ら か に し よ う と す る も の で あ る 。評 価 す べ き 点 は 以 下 の

と お り で あ る 。  

１ ）  ソ ー マ チ ン I の cD N A 配 列 を 明 ら か に し 、酵 母 Pi c h i a  p a s t o r i s

で の 分 泌 発 現 系 を 構 築 し た 。 ま た 、 ソ ー マ チ ン 分 子 の N 末 端

近 傍 の 構 造 は ソ ー マ チ ン の 甘 味 活 性 に 影 響 を 与 え な い こ と が

明 ら か に な っ た 。  

２ ）  ソ ー マ チ ン 分 泌 発 現 系 に お け る ソ ー マ チ ン プ レ 配 列 の 重 要 性

を 明 ら か に し 、 こ れ に よ り 酵 母 培 養 系 に お け る ソ ー マ チ ン の

高 分 泌 発 現 系 を 確 立 す る こ と で ソ ー マ チ ン 部 位 特 異 的 変 異 体

の 作 製 を 可 能 と し た 。  

３ ）  ヒ ト T1 R 2、 T 1 R 3 を H E K 2 9 3 細 胞 に 共 発 現 し 、 得 ら れ た 安 定 発

現 株 に 対 し て 、 細 胞 内 cA M P 濃 度 変 化 を 指 標 と す る こ と で in  

v i t r o に お け る 甘 味 評 価 系 を 確 立 し た 。  

４ ）  T 1 R 2＋ T 1 R 3 受 容 体 は HE K 2 9 3 細 胞 に お い て Gi 様 の G タ ン パ ク

質 と 共 役 し 、甘 味 阻 害 剤 ラ ク チ ソ ー ル が 細 胞 内 cA M P 濃 度 を 上

昇 さ せ て い た こ と か ら 、 ラ ク チ ー ル は T1 R 2 + T 1 R 3 受 容 体 に 対

し て 逆 作 動 剤 と し て 機 能 し て い る こ と を 示 し た 。  

５ ）  ラ ク チ ソ ー ル の 甘 味 タ ン パ ク 質 ソ ー マ チ ン 、 卵 白 リ ゾ チ ー ム

に 対 す る 甘 味 抑 制 効 果 を in  v i v o な ら び に in  v i t r o 系 に よ り

明 ら か に し た 。  



以 上 の よ う に 、 本 論 文 は 組 換 え 甘 味 タ ン パ ク 質 の 高 発 現 系 の 構 築

な ら び に 甘 味 受 容 体 と の 相 互 作 用 に つ い て 検 討 を 行 い 、 甘 味 タ ン パ

ク 質 の 構 造 と 機 能 、な ら び に 甘 味 受 容 機 構 に 関 す る 研 究 に 新 た な 視

点 を 導 入 し た も の で 、食 品 科 学 、栄 養 科 学 、食 品 分 子 機 能 学 に 寄 与

す る と こ ろ が 大 き い 。  

よ っ て 、本 論 文 は 博 士（ 農 学 ）の 学 位 論 文 と し て 価 値 あ る も の と

認 め る 。  

な お 、平 成 ２ ０ 年 ８ 月 ２ ５ 日 、論 文 な ら び に そ れ に 関 連 し た 分 野

に わ た り 試 問 し た 結 果 、博 士（ 農 学 ）の 学 位 を 授 与 さ れ る 学 力 が 十

分 あ る も の と 認 め た 。  

 


