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鶏卵成分をモデルとする
食品タンパク質の“コク味”の分子実態解析

静岡県立大学 食品栄養科学部
伊藤　圭祐

 

1. 背景と目的
“コク”は伝統的に食品のおいしさを表現する際に頻繁

に用いられてきた表現であり，熟した食べ物を口にしたと
きの豊かな味わいや，深みのある濃厚さの味わいに対して
使用されてきた．コクには口の中において多くの成分が複
雑に絡み合う時間的および空間的な広がりを特徴とする
味，香り，食感すべてが関係しており，それらがバランス
よく与えられ，濃厚感，持続性，および広がりが生じた時
に感じられる味わいがコクと考えられている．近年，「そ
のもの自体には味が無いものの，他の食品中に添加するこ
とで食品の味の厚さ，持続性，広がりを引き出し，甘味，
うま味，塩味を増強させる作用をもつ味」という“コク味”
の定義が提唱され，Calcium-sensing receptor（CaSR）
がそのような味覚特性を有する“コク味”物質の受容体で
あることが報告された 1．“コク味”によって食品のコク
の全てを説明できるわけではないものの，CaSR 活性化成
分にはヒトにとって好ましい味機能が期待できる 2．

CaSR は副甲状腺や腎臓に発現する class C の GPCR
である 3．副甲状腺においては副甲状腺ホルモンの分泌を
調節することで血清 Ca2+ 濃度の恒常性維持に，腎臓にお
いては腎 Ca2+ 排泄に関与して Ca2+ の再吸収を調節する
役割を担う．近年，CaSR が味蕾にも発現し，CaSR の活
性化が“コク味“と相関することから，“コク味”受容体
として機能していることが報告された 1．

我々の研究グループは，共役する細胞内 G タンパク質
などを最適化することで，従来法よりも高感度な CaSR
応答評価系を開発した 4．本系を用いてリゾチームが既知
の CaSR 活性化成分であるスペルミンやプロタミンと同
等の CaSR 活性化能を有することを見出した 4,5．リゾチー
ムは甘味を呈する特殊なタンパク質ではあるものの 6，リ
ゾチームによる CaSR 活性化メカニズムの解明は，タン
パク質の“コク味”機能を理解する上で有用な知見を与え
ると期待できる．そこで本研究では，リゾチームによる
CaSR 活性化メカニズムの解明を目的として，リゾチーム
由来 CaSR 活性化ペプチドの探索，およびそのアミノ酸
置換体を用いた活性評価を進めた．

2. 方法
2-1. 試料

ペプチド合成用の Fmoc アミノ酸は渡辺化学工業社か
ら購入した．有機溶媒など，その他のペプチド合成関連
試薬は富士フイルム和光純薬社より購入した．CaSR 応
答評価用の pHEK293 Ultra Expression Vector Ⅰはタ
カラ社より購入した．コドン使用頻度をヒトに最適化し
た human CaSR（UniProt: P41180） 及 び human G
α 15（UniProt: P30679）の人工遺伝子はユーロフィン
ジェノミクス社で受託合成した．Lipofectamine 2000 は
Sigma-Aldrich 社 よ り，Fluo-8 AM は AAT Bioquest
社より購入した．

2-2. 実験方法
(1) ペプチド合成

リゾチーム配列をもとにしたペプチドの合成は，Rink 
Amide resin（レジン）を用いた Fmoc 法により行っ
た．レジンを充填したマイクロカラムを DMF で洗浄し，
Piperidine でレジンを脱保護した．過剰量の DMF で洗
浄した後，Fmoc アミノ酸を HBTU で活性化させ，レジ
ンへ結合させた．未反応のアミノ基は Acetic anhydride
でアセチル化した．そのように，設計したペプチドが合
成されるまでアミノ酸の付加反応を繰り返した．最後に，
ペプチドの N 末端の Fmoc 基を Piperidine で脱保護し，
TFA によって脱保護と脱樹脂を行った．得られたペプチ
ドは精製後に実験に用いた．

(2) カルシウムイメージング法による CaSR の応答評価
CaSR の応答評価は，我々が開発した高感度な CaSR

応答評価系を用いて実施した（図１）4．本系は細胞ベー
スのカルシウムイメージング法である．HEK293T 細胞
に対し，Lipofectamin 2000 を用いて CaSR および G α
15 をサブクローニングした pHEK293 ultra expression 
vector I をトランスフェクションした．CaSR を発現しな
いネガティブコントロール細胞には，CaSR 発現プラスミ
ドの代わりに空 vector を導入した HEK293T 細胞を使用
した（mock 細胞）．
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図１：カルシウムイメージング法による CaSR の応答評価系
CaSR の活性化に伴って小胞体（ER）から放出される Ca2+

を Fluo-8 によって定量した（左）．サンプル投与後の蛍光量
の変化から応答強度（CaSR 活性）を算出した（右）．

サンプル投与による CaSR 応答の評価は，細胞内 Ca2+

濃度の変化に伴う Fluo-8 の蛍光量変化により評価し
た．HEK293T 細胞に Fluo-8 を取り込ませ，あらかじめ
37 ℃に設定しておいたプレートリーダー（FlexStation 
III）にセットし，10 分間インキュベートした後に，サン

プルを添加し，経時的に蛍光量を測定した．得られたデー
タは SoftMaxPro v5.0.1 を用いて解析した．

3. 結果と考察
3-1. CaSR を活性化させるリゾチーム由来ペプチド領域の特定

CaSR 活性化領域を特定するため，リゾチームのアミ
ノ酸配列を全網羅する，10 アミノ酸からなる 15 個の
ペプチドを合成し，CaSR 応答を評価した．その結果，
KRHGLDNYRG，KFESNFNTQA，TNRNTDGSTD の
3 ペプチドにおいて CaSR 応答が検出された．次に，そ
れらペプチドの周辺領域について，前後 2 または 4 アミ
ノ酸ずつシフトさせた 10 アミノ酸鎖長の 15 個のペプチ
ドを合成し，再度精密スクリーニングを行った（図２）．
その結果，隣接する 2 個のペプチド VCAAKFESNF，
ESNFNTQATN において CaSR 応答が検出された．これ
らのペプチドには ESNF のアミノ酸配列が共通していた．

図２： リゾチーム由来 CaSR 活性化候補ペプチド周辺配列の精密スクリーニング
太線はリゾチームのアミノ酸配列全体を示した．チャートの黒色実線は CaSR 発現細胞，灰色点線は mock 細胞の応答を示す．
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続いて VCAAKFESNF 及び ESNFNTQATN の両方のア
ミノ酸配列を含むアミノ酸配列 VCAAKFESNFNTQATN
を元に，N 末端及び／または C 末端を 1 〜 7 残基ずつ欠
失させていった，ESNF を中心とした 16 〜 3 アミノ酸の
ペプチドを網羅的に 51 個合成した．各ペプチドについて
100 µM での CaSR 応答を評価した結果（図３左），16
〜 4 アミノ酸のペプチドのほとんどで CaSR 応答が検出
されたのに対し，トリペプチドからは CaSR 応答が検出

されなかった．このことから，リゾチーム由来ペプチド
においては ESNF の 4 アミノ酸が CaSR 応答に必要な最
小単位であることが示唆された．さらに各ペプチドにつ
いて 25 µM での CaSR 応答を評価した結果（図３右），
CAAKFESNFNTQATN のみが CaSR 応答を示したこと
から，最も強く CaSR を活性化するリゾチーム由来ペプ
チド領域として，CAAKFESNFNTQATN（ペプチド L）
を特定した．

図３： リゾチーム由来ペプチドの欠失解析
100 µM における各ペプチドの CaSR 応答（左），25 µM における各ペプチドの CaSR 応答（右）を示す．3 回の試験における平均値
を棒グラフで示し，標準偏差をエラーバーで示した．

CaSR 活性化成分にはその成分のみで作用するオルソス
テリックアゴニストと，オルソステリックアゴニストの応
答を増加させるポジティブアロステリックモジュレーター
が存在する 7．リゾチームとペプチド L は，オルソステリッ
クアゴニスト（Ca² ＋と Mg² ＋）の有無に関わらず CaSR
を活性化したことから，共にオルソステリックアゴニスト

として直接的に CaSR を活性化することが明らかとなっ
た．ペプチド L の EC₅₀ 値は，リゾチームの EC₅₀ 値（590 
µM）と比較して約 12 倍低い 49 µM であった．ペプチド
化によって CaSR との相互作用に不要な立体障害を起こ
していた領域が消失し，活性化に必要な領域が CaSR へ
作用しやすくなったために活性が向上したと考えられる．
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3-2. ペプチド L の Alanine-scanning 解析
CaSR 活性化における各アミノ酸残基の寄与を解析する

ため，ペプチド L を構成するアミノ酸を 1 残基ずつ A に
置換したペプチドを合成し，CaSR 応答を評価した（図４）．
 その結果，C1，N8，F9，Q12，及び T14 の A 置換に
より，元の配列のペプチドに比べ応答値が 78 ％以上減少

し，CaSR 応答が消失した．このことから，これら 5 ア
ミノ酸残基の側鎖が CaSR の活性化に特に重要であるこ
とが示唆された．なお，これら 5 つのアミノ酸残基は全
てリゾチームタンパク質の分子表面に存在している（図
５）．すなわち，これらのアミノ酸残基と CaSR との相互
作用がコク味機能の発現に重要であることが示唆された．

　

図４： ペプチド L の Alanine-scanning 精密スクリーニング
50 µM での 3 回の試験における平均値を示し，標準偏差を
エラーバーで示した．

図５： リゾチームの立体構造 8

Alanine-scanning により CaSR 応答が著しく減少した C1，
N8，F9，Q12，及び T14 を赤色，それ以外のペプチド L
の残基を黒色で示した．

 3-3. ペプチド L の網羅的 site-saturation 解析
ペプチド L（CAAKFESNFNTQATN）の CaSR 活性

化において重要であることが示唆された C1 位，N8 位，
F9 位，Q12 位，及び T14 位について，CaSR の活性化
に必要なアミノ酸残基の特徴を調べるため，各部位を 19
種類のアミノ酸で置換した計 100 種類のペプチドを合成
し，CaSR 応答を評価した（図６）．各ペプチドについて
50 µM での CaSR 応答を評価した結果，C1 位，N8 位，
Q12 位では，各アミノ酸側鎖を失う A 置換を含め，ほ
とんどの置換体で CaSR 活性化能が消失したことから，
C1，N8，及び Q12 が CaSR の活性化に重要であること
が再確認された．F9 位では，A で置換した変異体を含め
多くの変異ペプチドで明確な応答が失われた一方で，L や
I などの疎水性アミノ酸に置換した変異ペプチドでは応答
が大きく増大した．これにより，F9 は CaSR の活性化に
重要であることが再確認され，また F9 位のアミノ酸の性
質によってペプチド L の CaSR 活性化能が大きく変化す
ることが示唆された．一方，T14 位では 19 種中の N，D，
E，G，I，L，F，T，W，Y，及び V に置換した 12 種も
の変異ペプチドで明確な応答が検出され，また応答の増
減が 30 ％未満であったものが全体の 6 割程度存在した．
A 置換によって CaSR 活性化能は著しく低下したものの，
T14 は側鎖の比較的大きな様々なアミノ酸残基で代替可
能であることが示唆された．

続いて，Alanine-scanning によって活性の顕著な低下

が見られたアミノ酸残基，すなわち活性に決定的に重要と
考えられる位置のアミノ酸以外についても，同様に 19 種
類の置換体を解析した（図６）．各ペプチドについて 50 
µM での CaSR 応答を評価した結果，A2 位では 19 種の
変異ペプチドのうち 16 種で元の配列以上の CaSR 応答が
検出された．同様に A3 位でも 17 種 /19 種のペプチドで
元の配列以上の CaSR 応答が検出された．これらの結果
から，A2 と A3 はペプチド L の CaSR 活性化能には大き
く寄与しておらず，他のアミノ酸への置換によって相互作
用を強化できる余地があることが示唆された．K4 位，S7
位，及び T11 位でも同様に，それぞれ 11 種 /19 種，12
種 /19 種，11 種 /19 種，の変異ペプチドで元の配列以上
の CaSR 応答が検出され，応答値が 30 ％以上増大した
ものが 4 割程度であった．特に K4 位，S7 位は A 置換に
よって活性の増加が見られたことから，それらの側鎖は
CaSR 活性化能に負の影響を及ぼしていたことが示唆され
た． 特 に S7 位 は A，V，I，F，Y，H，R，D，N，Q，
M，T，C，及び P に置換した 14 種のペプチドで，応答
値が元の配列の 70 ％以上増大または減少したことから，
S7 位が CaSR 活性化に大きく寄与する部位であることが
示唆された．一方，F5 位と E6 位ではそれぞれ 16 種 /19
種，17 種 /19 種のペプチドで CaSR 応答が減少し，応答
値が 30 ％以上減少したペプチドも 6 割程度であった．特
に E6 位は，A 置換によって応答値が 40 ％減少したため，
E6 側鎖の CaSR 活性化への寄与が示唆された．すなわち，
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Alanine-scanning では顕著な活性減少を示さなかったも
のの，C1，N8，F9，及び Q12 に次いで，CaSR の活性
化に重要なアミノ酸残基であることが示唆された．N10
位と N15 位では，それぞれ 14 種 /19 種，13 種 /19 種
の変異ペプチドで明確な応答が保持され，また応答の変動

が 30 ％未満であったものが全体の 6 割程度であった．ア
ミノ酸置換による CaSR 応答への影響が全体として小さ
かったことから，N10 位と N15 位は CaSR の活性化へ
の寄与が小さいことが示唆された．残る A13 位について
は，現在解析中である．

図６： ペプチド L の網羅的 site-saturation 解析
アミノ酸部位（横軸）ごとに，元の配列の応答値（黒い四角）を 1 とした時の，各アミノ酸置換（縦軸）ペプチドの応答値を示す．元
の配列のペプチドの応答値に対して応答が 70 ％以上消失したものを青塗り，30 〜 70 ％未満消失したものを水色塗り，30 ％未満と小
さい消失が生じたものを青文字で示した．応答が 70 ％以上増大したものを赤塗り，30 〜 70 ％未満増大したものを桃色塗り，30 ％未
満と小さい増大が生じたものを赤文字で示した．

 4. まとめ
本研究では，コク味受容体（CaSR）を活性化させるリ

ゾチームの分子表面ペプチド（CAAKFESNFNTQATN）

を見出し，構成アミノ酸残基のうち，CaSR 活性化に特に
重要な残基として C1，N8，F9，及び Q12，また次いで
重要な残基として E6 を特定した．すなわちリゾチームは，
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これら 5 つのアミノ残基で CaSR と相互作用することが
示唆された．CaSR の活性化に必要な物理化学的性質につ
いては F9 位の「疎水性」が重要であることが明らかとなっ
たものの，他のアミノ残基については未解明であるため，
今後，機械学習などによる解析が必要である．また，A2，
A3，K4 及び S7 を他のアミノ酸に置換することで CaSR
活性化能の向上が可能であることが示された．

以上のように，本研究によって得られた知見は，リゾチー
ムによる CaSR 活性化メカニズムの解明に役立つのみな
らず，より高活性な“コク味”機能ペプチドの創製につな
がるものと期待できる．
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