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要約

1.高脂肪食摂取の C57BL6Jマウスにおいて、高カノレシウム(Ca)合脊乳清タンパク賞授取群は

高Ca含有カゼイン接取群と比べて、血清トリグリセリド値 と血清LDL+VLDLコレステロー

ノレ績を脊意に抵下させた。つまり、乳清タンパク質はメタボリツクシンドロームの指標で為る

LDL-コレステロールやトログヲセリド代謝改静作用令指捕することを明らかにした。さらに、

ca含有乳清タンパク鷲摂敢群は高 Ca含有カぜイン摂取群と比べて体脂肪は減少額向を示

した。高Caと乳溝タンパク質的問時摂敢は肥満モヂノレマウスの脂質代謝に対し、統計学的に

有意な静ましい変化を与えること安明らかにした。

2.牛乳乳漕タンパク質からのコレステロ…ノレ代謝改善ペプチドの効率的探索・評舗のためのラ

クトスタチンの標的分子を特定した結巣、 HNF4が標的分子である可能性が示唆された。

3. コレステロール代謝改詩作用金有するラクトスタチン〈豆AEK)は籍詣関欝経轄を介して、

腸で吸収される可能性があること安明らかにした。
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諸説

吾本の人員は鞍後:藤発的に増加し、 2007年を境に人口の増加から減少

訳も 65議以上の高齢者が5人に 1入を占めるという先進諸国の中でも特

えている出。高齢者が機療に生きていくためには若年嵩から

疾病である f生活習横病 Oife時stylerelated di詑 おe)Jの予訪が不可欠である。

じている。人口の内

しい高齢化社会を迎

によって起因する

は食生活、

運動、ストレス、嘆煙、欽舗といった生活習墳の蓄護によって生じるものであるが、生活普賢病

と一口に言寄ってもその病態は極めて多様であ号、その中でも近年爵難となっているのが肥識症で

ある。肥満症の定義とは rB姐(BodyMass Index)が25以上のもののなかで、肥瀦に起因ないし

は関連する健蹴陣轡 (2型糖探病、脂質代謝異常、高血圧を含Ul0寝間〉を合評するか、その合

併が予測され、 に減量を必要とする病態、ならび誌B開 25以上のもののなかで上半身窓溝
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が疑われ、臓部CT検査によって確定診断された内蔵型脂肪型肥満となっているもの」である (2)。

定義にもある通り、肥満症は糖尿病、高脂血症、高血圧などの疾病を併発しやすく、これらを併

発した状態は「死の四重奏」と呼ばれ、心筋梗塞、脳卒中を誘発する可能性が 10倍以上に膨らむ

とされている。

細胞レベルにおける肥満とは中性脂肪(トリグリセリド)が細胞内に異常に蓄積した結果、脂肪

細胞の肥大した状態であり、肥大脂肪細胞はインスリン抵抗性を惹起する。一口に脂肪細胞といっ

てもその存在部位や機能に違いがあり、脂肪細胞が実は数多くのサイトカインやホルモンを発現

し分秘する内分泌臓器であることが過去の研究によって明らかにされてきた。現在では、レプチ

ン、アディポネクチン、 TNF-α、レジスチンをはじめとするアディポサイトカインと病態との関

連が明らかにされ、その中でも TNF-α、レジスチンはインスリン抵抗性惹起性のサイトカインや

生理活性分子を過剰分泌することが示されている。インスリン抵抗性の状態では脂肪細胞からの

脂肪動員抑制作用も低下するので脂肪組織からの脂肪酸放出が高まる (3)。また、リポタンパク質

の加水分解を担う律速酵素であるリポタンパク質リバーゼ、の活性も低下するため、動脈硬化惹起

性の強いトリグリセリド高含有リポタンパク質が血中に停滞して高脂血症を遷延する。一方、高

インスリン血症は肝臓における脂肪酸合成の鍵を担う転写因子、 S阻 BP1-cを活性化して肝臓での

トリグリセリド合成やVLDLの放出を促進し、高脂血症を増悪させるのである。これらより、イ

ンスリン抵抗性を誘発する肥満の予防が重要であることは明らかである (4)。

肥満症の減少のために、厚生労働省は平成 12年に f21世紀における国民健康づくり運動(健

康日本 21)Jという、従来にも増して健康を増進して、発病を予防する「一次予防」に重点を置

いた対策を推進している (5)。肥満症が、「一次予防」の第ーに挙げられる栄養・食生活に大きく

依存していることは疑いのないことであり、以前にもまして食品が持つ生体の防御や恒常性を保

つ上での種々の新しい機能(三次機能)に関心が集められている。

そのような背景から、現在までに様々な食品の抗肥満作用に対する研究がされてきた。脂肪細

胞へのトリグリセリドの蓄積を予防する食品として近年、脚光を浴びているのがカルシウムであ

る。 1988年から 1994年に米国保健省の機関である NationalC田町forHealth Statistics (NCH)が実

施した第三回米国全国健康・栄養調査 (NationalHealth and Nutrition Examination Survey ill ; 

NHANESill)からのデータで、以下のことが示された。調査した女性の 380人の年齢、エネルギー

レベル、活動レベル、人種および民族性を調整した後、体脂肪が高い人の割合は、カノレシウム摂

取量の最も少ないグループ(平均 255mg/日)を1.0とすると、カルシウム摂取量の最も多いグルー

プ(平均 1346mg/日)では 0.16という割合であった。カノレシウム摂取量に依存して高い体脂肪の

人の割合は減少しており、男性においても同様な逆相関は認められている (6)。また、 Maruqesら

はPortugu田 eHealth Interview Survey 1998-1999を用いて、 18歳以上の計 37513人の男女の乳製品

の摂取量と B阻について調査した九その結果、男性と 55歳以下の女性で乳製品を多く摂取した

人の肥満や過体重の人の割合は普通の体重の人の割合よりも低下しており、これより、カノレシウ
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ム摂取量の増加がB阻と負の相闘があることを提案している。

これらの疫学調査により、カノレシウム摂取量が体脂肪を減少させる可能性があることが示唆さ

れ、この結果を支持する研究が invitro、加vivoの両方で報告されている。 2000年に Zemelらはヒ

トの細胞とマウスの研究から、カノレシウムの重要性を提案している (7)。彼らはヒトの皮下脂肪組

織から採取した脂肪細胞において、甲状腺ホルモンと 1，25-(OH) 2-D3が細胞内のカルシウム濃度

を上昇させ、それに伴い脂肪分解の抑制を刺激していることを明らかにし、 aP2-agouti トランス

ジェニックマウスを用いて、 Caによる抗肥満作用を報告している。aP2とは細胞内脂肪酸結合タ

ンパク質 (FABPs)ファミリーに属し (8)、白色及び褐色脂肪細胞のサイトゾノレに発現する脂肪酸

結合タンパク質である (9)0 aP2-agouti トランスジェニックマウスはaP2プロモーターのコント

ローノレ下で脂肪組織における agouti遺伝子を発現するマウスである。この特別なマウスは通常の

固形飼料を与えているときには肥満になることはなく、高脂肪・高炭水化物食を与えたときに脂

肪組織が著しく発達し食事性肥満を引き起こすのである。高カノレシウム濃度である1.2%の食餌

を6週間与えたとき、マウスの体重の減少、体温の上昇、脂肪組織重量の減少、インスリン抵抗

性の改善、脂肪酸合成酵素の減少、グリセローノレ放出量の増加がなされたのである。

しかし、全ての研究でカルシウムの抗肥満作用が示されているわけでなく、 Zhangらは食事性

カルシウムとラットの体重増加量には影響がないことを報告している (10)。彼らの研究ではCaC03

を単一のカルシウム源としてカルシウムだけの抗肥満作用を評価したものである。Sprague-Dawley

ラットに低濃度、通常濃度、高濃度のカノレシウム食をそれぞれ 10週間飼育したときに肥満にさせ

たラットでは食餌摂取量、体重増加量、屠体中の脂肪の割合には影響しないという結果を報告した。

またカノレシウムの抗肥満作用を評価する際にカルシウムの供給源として乳製品が用いられてい

るケースが多くあり、それらの研究の中ではカルシウムを単一で与えるよりも優れた抗肥満作用

を示している (11-15)。これらの結果は、乳製品の中にも肥満を抑制させるような生理活性物質が

含まれているか、または、カルシウムの抗肥満作用を増強させる物質の存在が示唆されている。

乳製品のタンパク質の中で特に注目をされているのは乳清タンパク質である。乳中のタンパク

質のおおよそ 80%はカゼインが占め、 20%は乳清タンパク質が占めている。乳清タンパク質は

栄養面で優れたタンパク質であり、そのタンパク質および分解物(ペプチド)には鎮静・鎮痛作

用、コレステロール低下作用、血圧上昇抑制作用、免疫調節作用など様々な生理機能が報告され

ている (16-18)0 BelobrajdicらはWistarラットで赤肉を摂取させた群と比較して乳清タンパク質を

摂取させた群では体重増加を抑制し、体脂肪量を減少させたという報告をした (19)。

ところで乳清タンパク質の研究は単にその生理活性の発現機構を解明するためだけに行われて

いるのではなく、以下に述べるような状況から、乳清タンパク質の高度有効利用という意味にお

いても、非常に価値のある研究であるといえる。乳清は、チーズ及びカゼイン製造の副産物とし

て、用いた牛乳の 70"-'85 %産生される(1987年において世界の乳清生産量は約 1億 1千万トン

にも達している)が、従来その大半はそのまま捨てられたり、あるいは飼料となっており、食糧
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として用いられているのはごくわずかでしかなかった。チーズ製造量の多い欧米では、乳清の利

用は経済的にも重要な問題であったが、固形分が 6%程度と少なく、固形分中、乳糖が約 70%、

無機成分も約 9%以上と高い難点があり、しかも保存性が悪く、用途、使用量が制限されるため

活発な利用はされていなかった。しかし、乳清中の各成分の栄養・生理的意義、物理的性質など

の研究が進み、多くの分野で工業化、利用されるようになってきた。特に最近は、乳清の廃棄に

よる水質汚濁、環境汚染、さらに食料資源不足問題から、積極的に乳清から資源を回収して利用

しようという気運が世界的に高まっている。加えて、最近の技術の進歩、たとえば、イオン交換

樹脂などによる脱塩、限外櫨過法、逆浸透法、ゲル櫨過法などによる各成分の分画、濃縮などが

可能になってきたため、乳清成分の利用を促進させている。しかしながら、まだその利用は十分

であるとは言いがたい。

以上のような背景から、カルシウム濃度(高濃度、通常濃度)とタンパク質源(乳清タンパク

質、カゼイン)の異なる計4つの食餌から、カノレシウムと乳清タンパク質の脂質代謝に与える相

互作用を、高脂肪食の摂取によって肥満を引き起こす C57BL/6J系マウスを用いて検討した。

C57BL/6Jマウスは肥満遺伝子である ob遺伝子の 105番目のアミノ酸(アルギニン)が停止コドン

に変換するナンセンス変異(Arg105 Stop)により、正常に機能する成熟型レプチンが脂肪組織に

おいて生合成・分泌されないために“もう食べなくてもよい"というシグナノレが視床下部に伝達

されず、顕著な肥満に至るのである (20)。

ところで、メタボリツクシンドローム (metabolicsyndrome、代謝症候群)とは、内臓脂肪型肥

満(内臓肥満・腹部肥満)に高血糖・高血圧・高脂血症のうち 2つ以上を合併した状態をいうわ

けであり、上述のような肥満改善作用だけではなく、動脈硬化症の最大の危険因子である高コレ

ステロール血症などの高脂血症の予防改善作用の研究も極めて重要である。

高コレステロール血症、動脈硬化症予防・改善のための多くの医薬品・食品の登場、社会的関

心とは裏腹に、現在でも WHOの統計では、世界の死因の第 1位は、依然として心臓血管疾患で

あり、決定的な動脈硬化症の解決策は残念ながら現在もない、というのも厳然とした事実である。

高コレステロール血症制圧は動脈硬化症制圧に繋がります。このような背景から、食物繊維、大

豆タンパク質などが研究されてきた (21)。しかし満足できる成分が発見されていないことは、上

記の事実からも明白である。つまり、従来から世界中で研究されてきた大豆タンパク質や食物繊

維などの従来の食品や医薬品では、体内に余分に蓄積したコレステロールや摂取したコレステロー

ルを超効率的に体外排出させることや、高コレステロール血症の予防治療は実現困難である。ま

た、そのための理論・技術も未成熟である。したがって、コレステロール代謝を改善するための

革新的な理論・技術が切望されている。

血清コレステローノレを低下させるタンパク質に関する研究は、 90年以上前から行われてきた。

90年以上の長い間誰も発見できなかったコレステロール代謝改善ペプチド(ラクトスタチン:

IIAEK、私はIIAEKを牛乳から発見したので、ラクトスタチン (lactos凶 in) と命名しました)を
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長岡らは世界で初めて、乳清タンパク質から発見した (17)。しかも、驚くべき事に、その作用は

医薬品のβシトステロール(植物ステロール)よりも強力である。

ところで、体内のコレステロール分解は、肝臓のコレステロール7αー水酸化酵素 (CYP7Al)を

律速酵素とする経路にのみ依存している。したがって、 CYP7A1のマウスでの過剰発現により、動

脈硬化症や高コレステロール血症が改善されることが知られている (22)。つまり、 CYP7A1の活

性化により、動脈硬化症や高コレステロール血症が改善可能である。 CYP7A1の活性化物質(天

然物を含む)は動脈硬化症や高コレステロール血症改善のための機能性食品素材・医薬品となる

可能性が高いわけである。しかし、従来は、 CYP7A1の活性化剤は、転写因子LXRのリガンドで

ある 22-ヒドロキシコレステロールなどの酸化コレステロールや合成薬剤 LG268であり、副作用

でトリグリセリドを増加させるため活用不可能である (23)。つまり、残念ながら有用な CYP7A1

活性化剤は未発見である。

特筆すべきことに、ラクトスタチンの標的遺伝子が CYP7A1であることをマウスで特定した

(24)。これまでのところオリゴペプチドの媒介するコレステロール分解調節系に関する報告はな

い。長岡らはラクトスタチンがヒト肝臓由来培養細胞HepG2において、 CYP7A1遺伝子を転写活

性化し、コレステロール分解を促進することを発見した (18)。この CYP7A1活性化はMAPキナー

ゼ、カノレシウム (Ca)チャンネノレ、 caカノレモジュリンキナーゼなどの阻害剤で完全に防止されま

した。 ERKのリン酸化や細胞内 Caの上昇も発見した。よって、人間の肝臓にはCaチャンネノレに

関連した MAPキナーゼ依存型の新しいコレステロール分解調節系が存在すると考えられる (18)。

また前述のように、 CYP7A1遺伝子(コレステロール分解調節系)とコレステロール代謝改善作

用はたいへん密接に関連することから、ラクトスタチンと CYP7A1遺伝子(コレステロール分解

調節系)との関連性を解明することは、乳清ペプチドなどのペプチド混合物から新しいコレステ

ロール代謝改善作用を発揮するペプチドを効率的に探索・評価する方法の創成に繋がるため、た

いへん興味深いと考えた。そこで、本研究ではCYP7A1遺伝子の転写活性を指標にして、ラクト

スタチンに応答する標的分子を特定することを試みた。

さらに、乳タンパク質・ペプチドのメタボリツクシンドローム予防改善作用がどのような活性

成分により発揮されるのかを考える時に、ペプチドの腸管での吸収機構解明は重要である。つま

り、腸管から血液中にどんなペプチドがどの程度移行するのかは、活性成分の特定や機構解明に

必須である。そこで、コレステロール代謝改善ペプチドであるラクトスタチン (IIAEK) が腸管

でそのままの形で吸収されるのかどうか、もしも吸収されるとすればどのような吸収経路を介し

て吸収されるのかを、腸のモデ、ノレであるヒト培養細胞であるCaco-2で検討した。

これまで述べてきたように、本研究の遂行による乳清タンパク質・ペプチドのメタボリツクシ

ンドローム予防改善作用の作用機構、活性評価法、活性成分などが解明できれば、牛乳はもちろ

ん、乳タンパク質・ペプチドなどを含んだ種々の乳製品の新たな需要の開発を促進することにも

繋がるものと確信している。
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実験方法

[1 ]実験1

乳清タンパク質とカゼインのメタポリツクシンドローム改善作用について、食餌中 Ca含量が高

い場合と低い場合で比較研究した。

初体重 21'"25 g前後 (8週齢)の C57BLl6J系雄マウス(日本エスエノレ、ンー株式会社)に市販

の固形飼料 CMF;オリエンタノレ酵母工業株式会社)を 3日間与え、体重に有意な差が生じないよ

うに 8匹ずつ 4群に分けた。実験群として以下のように分けた。

①HC群 (High-CaCasein) 高ca(1.5 %)でカゼインをタンパク質源とした食餌

②HW群(日gh-CaWpI)高 Ca0.5 %)で乳清タンパク質分離物 (WPI)をタンパク質源と

した食餌

③NC群 (Nonnal-CaCase担)

④NW群 (Nonnal-CaWpI) 

:通常 Ca(0.5 %)でカゼインをタンパク質源とした食餌

:通常Ca(0.5 %)で乳清タンパク質分離物 (WPI)をタンパク質

源とした食餌

食餌組成は別紙 1に示した。また、実験1では、カゼイン(タンパク質純度 87.5%)と WPI

(タンパク質純度94.3%)を使用した。カゼインまたは乳清タンパク質分離物 (WPI)を食餌性タ

ンパク質とする高脂肪食をマウスに自由摂取させ、 70日間飼育した。食餌摂取量の測定は毎日

行った。解剖前の絶食は 15時~翌9時までの 18時間行い、飼育70日目にマウスをエーテル麻酔

下で心臓採血により屠殺して血液を採取し、肝臓、脂肪組織を摘出した。

血清は血液を遠心分離 (3000中m、15分間)する事により得て、血糖値、脂質の分析まで_300C

で凍結保存した。得られた血清より血糖値を測定した。血清脂質は総コレステロール値と E王DLー

コレステロール値、血清トリグリセリド値を測定し、総コレステローノレ値から E王DLーコレステ

ロール値を引いたものを LDL+VLDLコレステロール値として算出し、総コレステローノレ値から

HDLーコレステロール値を引いた値を E王DLーコレステロール値で割ったものを動脈硬化指数

(Atherogenic担dex)として算出した。

肝臓は 0.9% NaCl溶液で洗浄後、湿重量を測定し、肝臓脂質分析用に各々 0.7gを秤量して脂

質の分析まで-300Cで凍結保存した。肝臓の残りは_300Cに凍結保存した。肝臓脂質は抽出した脂質

から肝臓総脂質と肝臓コレステロール値、肝臓トリグリセリド値を測定した。

精巣上体脂肪組織、腸間膜脂肪組織、腎周囲脂肪組織、腹膜脂肪組織は 0.9% NaCl溶液で洗浄

後、湿重量を測定した。

なお、結果の統計学的分析には、ダンカン多重範囲検定と、HC群をコントロールとしたスチュー

デントの t検定を併用した。

[2 ]実験2

コレステロール 7αー水酸化酵素 (CYP7A1)遺伝子の転写活性を指標にして、ラクトスタチンに
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応答する標的分子について検討した。

今回の研究に用いたC百 7A1プロモーターのDNA配列(プラスミド)を下記に示した。

プラスミドの塩基毘列

-371 -350 
A A. GCTIG.A:τロAA.TAACTCATTC. TIATCITTCT. TIAAATGATI. ATAGTITATG， 

-300 
TATITATIAG. CTATGCCCAT. CTIAAACAGG. TITATITGTT. CI 1 ITTACAC. 

-250 
ATACCAAAGf， CTIAATATTA. GCTGTIGTCC. CCAGGTCCGA， tlτ'GTTAAGTC， 

ー却O
AACATATATT， TGAGAGACCT， TCAACITATC. AAGTATTGCA， GGTCTCTGAT， 

-150 
T配口寸閃AA，αACTTCTGA，目 TAccroTGGA. CTIA:目立札I~豆~G口'AC，

-1∞ 
TACCACTTTT. TTI 1 ITCIAA. TAGAATGAAC， AAATGGCTAA. TTσTTIGc:rT， 

-50 

TGTCAACCAA， GCTCAAGTTA， ATGGATCTGG. ATACTATGTA. TATAAAAAGC. 

-1 +1 +24 
CTAGCIτGAG，τ'CTC口TICA， GTGGCATCCT， TCCCITTCTA， ATCACτ'CGAG 

Lucife阻seレポータープラスミド寵具体の作製

CYP7A1遺伝子プロモーター(・371-+24}のうち

変異体4(m4) 

ー144-・126の 19岡田の陰去

¥mp' 

pGr ，，'J-llasic 

V目白r

Hindlll (.・371)

Xhc I 

CYP7A1遺伝子プロモーターの-144---126の領域の 19凶田の除去した変異体 4(m.4)を用い

て、ルシフエラーぜアッセイにより検討した。具体的には下記のような方法で実験した。

ヒトCYP7A1遺伝子プロモーターの転写活性に与える影響を、ヒトCYP7A1遺伝子の 5'側の

上流領域-371-+24に対応する配列(野性体)と、この配列中のー144--126の領域を欠損させた

回列をルシフエラーゼレポーター遺伝子の前に挿入したリコンピナントプラスミド(変異体 4

(m4))を用いて検討した。ヒト肝細胞E均 G2を10% FBS含有MF.M:で llx1ぴcell/明日となる

ように 6wellプレ」トにまき、 24時間培養した。その後、 1目白昭/慨UのhCYP7A1-Lucプラスミ

ドと田Ong/wellのIP-Gal発現プラスミド廿GK;βGal)を5時間培養してトランスフェクトした.

その後、血清を含まない MEM (コントロール)、 1mMラクトスタチンを添加して 12時間培養し

た。培養後、細胞を回収し、ルシフエラーゼアッセイを用いて細胞溶解液中のホタルルシフエラー
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ぜ活性を測定した。また、 p-ガラクトシダーゼ活性を'P-GalEIlSA kit (百四1唱}を用いて測定し

たG Jレシフエラーゼ活性をRel組問Li由ItU:凶ts (RL切 として表し、 p-ガラクトシダーぜ活性で標

準化した。

[3]実験3

2レステロール代謝改善作用を有するラクトスタチン(lIAEK)の吸収機構を腸モデルである

Ca∞-2細胞で検討した。今回lま細胞聞陣輸送による経路について樟討した。

具体的には、タイトジヤンクションを聞く

物質である C戸抽出血Dを用いて、透過性膜

上に培養したCaco-2細胞におけるnAEK吸収

量を検討し、細胞間隙輸送による経路をllA医

が介しているかどうかを調べた。なお、図 1

に腸管上皮細胞層におけるオリゴペプチドの

吸収経路を示した。

具体的には、下記のような方法で実験した。

b)， 0:')白骨包h'且但Kのm-l2J竜回として闇与してレる司龍(1.0切る

亡二二> h)・叫 EちらのI!I血鑑岳を合して口^E~吸収きれてい晶のかを明
らか1=ずる聞

ヨ，~ ール必必悟明明J吃も~

第 1日目、 10%FBS含有DMEMを用いてι明日回国wellp凶の UP];四chambertz: ca∞-2細胞

をか106叫 JsI鴨 Eの条件でまき、 lowerchamberには 10%FBS含有DMEMを加え、 roインキュ

ベータの中で 15日間培養して分化Caco-2細胞とした。第3、5、7、9、11、13日自に培地交換を

行った.

第四日目、培地を吸引除去して、抽出 s凶1Bnced回11副凶.on (HBSS) 句H7.4) を u目町

cham加と、 low町chamberにそれぞれ加えwellを洗い、 1車問chamb誌にHBSSを、 lowerchamber 

~Z: HBSSを加え、 roインキュベータの中で 30分インキュベートした。泊分後、 0.1% DMSO、

O品酢nlCytocl叫銅nDwo抽 19sol凶m を各 UP];即chamber、lowercham加に添加し、 roインキュ

ベータの中で泊分インキュベートした。 30分後、 0.1% DMSO (2mM IIAEK含有)、 0.51Jg/ml匂-

t抽出 血Dw町誼19叫n世∞ (2mM1IAEK含有)を各upperchamb町、 lowerchamberに添加し、 ro

インキュベータの中で印分インキュベートした。 IIAEK糊日から 60分後、 U即 erchamb町内の溶

液を吸引除去して、 lowerchamber内の溶液 h回ola回 I溶液)を 15m!チュープに回収して氷中保

存した.各チュープから 0.5m!を1.白叫エッベンドルフチュープに分注し、 -80"Cで凍結し保存し

た.凶回h回a1溶液中に含まれるllAEK量をLC/MS/MSで測定した.

[結果]

[' ]実験1

結果は別紙2--4に示した。 70日間の飼育期間を通じ食事摂取量、体重増加量には群聞で有

意な変化は観察されなかった。解剖時に摘出した肝臓重量はどの群においても有意な差はなかっ
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た.脂肪組織重量(精巣上体脂肪組織、腎周囲脂肪組織、腸間膜脂肪組織、腹膜脂肪組織)におい

てはHC(高caカぜイン)群と比ベHW(高ca乳清タンパク質)群で低下傾向を示したが、 NC

(低caカゼイン)群と比べたNW(低ca乳清タンパク質)群では上昇傾向を示した。

飼育70日目の血清コレステロール値はHC群と比ベてHW群で低下傾向を示した.NC群、 NW

群聞では有意な変化はなかった。血清印L+ VLDL-コレステロールはHC群と比べて HW群で

有意に低下した。血清トリグリセDド値はHC群と比ベてHW群で有意に低下した。 HC群、 NC

群聞では変化はなかったが、 NC群と比較して NW群で低下傾向を示した。血糖値は HC群と比

較してHW群で上昇傾向を示し、 NC群と比較してNW群でも上昇傾向を示した。

[2] 実験2

実験結果は図示し、結果①に示した。 CYP7A1遺伝

子プロモーターの-144""-126の領域の 19baseの除去

した変具体4(m4)を用いて、ルシフzラーぜアッセ

イにより検討した。その結果、肝臓特異的転写因子

E到聞が結合する領域である M4の欠損により、

CYP7Al遺伝子転写活性は顕著に低下し、ラクトスタ

チンによるCYP7Al遺伝子転写活性の上昇も消失し

た。よって、ラクトスタチンによるコレステローノレ代

謝改善作用は、 E到F4が重要な役割を担っているとと

が明らかにされた。

牛乳乳清タンパク質からのコレステロール代謝改善

ペプチドの効串的探索・評価のためのラクトスタチン

の標的分子をコレステロール7ル水酸化酵素(CYP7A1)

遺伝子の転写悟性を指標にして特定した結果、 E到F4

が標的分子であることを明らかにした.

日 ectof ladoslatin on human c'YP7A1 gene 
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[3] 実鳳3

実験結果は、図2に示した。すべての凶却h伽 al溶液から IIAEKを検出した。 IIAEK股収量は、

llAEKのみと比較して、タイトジヤンクションを聞く物質である匂めchal邸 inDの添加により、約

15%上昇し、上昇傾向を示した。なお、llAEKのみを処理した群での ITAEKの吸収串は、 13.3%

と求められた。

コレステロール代謝改善作用を有するラクトスタチン(IIAEK)の吸収機構を揖モデルである

C肋 2細胞で検討した。その結果、ラクトスタチン但A皿)は細胞間障経路を介して、腸で吸

収される可能性があることを明らかにした。
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[帯繋;

今回の研究では、カルシウムと乳清タンパク賞 (wpI)を肥満マウスに摂取させた場合の脂質

}こついて検討した。 WPIを高カルシウム護度(1.59も)の食餌と通常のカルシウム糠

(0.5ちも〉の食餌のタンパク賀諒とし、マウスに 70自開自由摂取させたところ、カぜイン在タ

ンパク饗諒としたそれぞれのカルシウム濃度の対照と比較して、総食餌摂取量と体重増加長訟では

られ主かつえが、 1正当主Iをタンパク質源とした高カJレシウム食の摂取で風情ト

ヲグリセリド練、忠清LDL+VLDLコレステローノレ値は有意に低下した。肝臓中のトリグリセリ

ないが、体脂肪組織重量では有意ではないが低下傾向を示した。これらの結巣

よ号、 W四と高カルシウム食の摂取の相主主作用により、マウスの脂質代謝へ影響を与えることが

明らかになったが、既報 (6、25)のような乳製品とカルシウムの抗肥溝作用はないことが示唆さ

れた。

Pilviらは、 WPIをタンパク質源とした1.8%の高カルシウム金を肥溝モデルマウスに 21選艶与

えたときに、総食餌摂取識に有援をな議はなく、体重増加盤、体脂肪、血清総コレステロール濯を

有意に減少させたと報告している (25)。これらの有意な減少誌、今回の我々の行った結果からは

得られず、逆に我々の実験結果から得られた品構トヲグヲセヲド僅の有意金援下はPilviらの結果

からは得られていなかった。これらの義なった結果の諜閣としては、食蕗中のカルシウム、濃度と

飼育期間の違いが関係している可能性がある。カルシウム濃度誌ヌド研究では1.5誌のカノレシウム

濃度であるが、 Pilviらの研究では1.8%で為り、熊脊難関も後らが行った難関の半分ほどである。

これら実験条持の違いによ号、問機の結裂が棒られまかった可能性が考えられ、今後詳細な検討

が必要で島る。

これまで乳製品記含まれるカルシウ とおMIについての疫学調査はすでに様々な地域で

行われており、その中には乳製品の摂取盤と B諸に負の相関があるという報告はされている。し

かし、行われた疫学調査の全てで関犠者負の相関が得られたわけではない。 M町 akamiらの行った

調査のようにカルシウムまたは乳製品と B聞に何の相関関係も持たない報告も出されているので

ある (26)。後らの行った研究では日本の四歳から 20識の女子学生 1905人の乳製品またはカルシ

ウム摂車量と 3瓦症について調査した結果、これまで報告されてきたカルシウムや乳製品の摂取量

が多い人法ど B犯が抵いという負の相関を支持しないことが明らかにされた。

Zemelらは乳製品とカルシウムの抗肥満作用をaP2-agoutiトランスジ広エックマウスを用いて報

告している (6)。彼らの研究では1.2%のカルシウム濃度の食餌を6週間与えたときにおけるマウ

スの体重増加量や体脂肪の有意な減少といった肥満抑制仲用全治しているが、トランスジェニッ

ク動物でない他のげっ歯類でも確認できるかどうかは簸間である oaP2-agoutiトランスジェニック

マウスはカノレシウム代謝に影響する遺信子の欠損があるため、カルシウム譲渡安変北させるといっ

た操作に非常に敏感な動物である。また、彼らは食事性カルシウムの籍踏合成会鱗欝するメカニ

ズムを次のように説明している。食事'控カルシウムの増加は、甲状態ホルモン、磁申状強ホノレモ
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ン、 1，25-(OH) 2-D3らが脂肪細胞内でのカルシウム濃度を上昇させて脂肪分解の活性化と遊離脂

肪酸合成酵素の発現の抑制をし、また、脂肪組織の脱共役タンパク質 (UCP2)の発現の増加と熱

産成増加を引き起こす、という機序である。しかし、 Pilviらの行った研究結果が示すように、副

甲状腺ホノレモンと1，25-(OH) 2-D3の有意な低下は必らず体脂肪の低下に繋がるわけではないこと

が明らかになっており、 Zemelらの示す機序が確かであると考えることはできない。

ここで興味深い報告がある。 Zhangらは高濃度のカルシウム食を 10週間飼育したときに通常

ラットでは体重増加量の抑制作用がみられるが、肥満にさせたラットでは肥満抑制作用はないこ

とを示している (10)。彼らの考察によると、体重増加量では有意な減少を示したものの、最終体

重においては有意な差はなく、また同様に行ったマウスを用いた実験では同じ結果にならなかっ

たこと、カノレシウムの濃度に依存していない点、肥満にさせたラットではなく通常ラットで体重

増加量が抑制されたこと、またラット体内の組成中におけるタンパク質の比率が減少しているこ

とを挙げ、カノレシウムの抗肥満作用を疑問視した見解を示している。彼らの結果は高カルシウム

食では脂肪蓄積に特異的に働いているわけではなく、動物の体の成長を遅らせることで体重増加

量を減少させているという考えを提案している。これらの報告により、カノレシウムと乳清タンパ

ク質を含んだ乳製品の摂取量の増加は肥満抑制作用を持つ可能性はあるが、抗肥満作用を確認す

るためには特殊な条件が必要であることが示唆された。

今回の研究から、たいへん興味深いことに、カルシウムと乳清タンパク質 (wpI)の相互作用

は肥満モデルマウスの脂質代謝、特に血清トリグリセリド濃度やLDL-コレステローノレなどのメタ

ポリツクシンドロームの指標に統計学的に有意な好ましい影響を与えることを明らかにした。し

かし、その作用機序については不明であり、既報 (25)に報告されている顕著な体重増加量減少や

体脂肪減少などの抗肥満作用を示すには至らなかった。その理由として、動物の飼育期間の違い

はあるものの、文献 (25)の食餌組成において、重要な食餌中 Ca含有量の計算根拠の記述がなく、

再現性困難な調製法であり、問題があると考える。今後の詳細な再検証が望まれる。

また、今回の研究において、牛乳乳清タンパク質からのコレステロール代謝改善ペプチドの効

率的探索・評価のためのラクトスタチン(llAEK) の標的分子をコレステロール 7α-水酸化酵素

(CYP7A1)遺伝子の転写活性を指標にして特定した結果、 HNF4が標的分子である可能性が示唆

された。これまで長岡らは、ラクトスタチンがヒト肝臓由来培養細胞 HepG2において、 CYP7A1

遺伝子を転写活性化し、コレステロール分解を促進することを発見した (18)。この CYP7A1活性

化はMAPキナーゼ¥カルシウム (Ca)チャンネル、 Caカルモジュリンキナーぜなどの阻害剤で

完全に防止されました。 E阻仁のリン酸化や細胞内 Caの上昇も発見した。したがって、ラクトス

タチンの情報が肝臓特異的転写因子である HNF4に、 Caチャネルによる細胞内への Ca流入、 Ca

カノレモジュリンキナーゼによるリン酸化、 E郎のリン酸化により情報が伝達され、 CYP7A1遺伝

子転写活性化をもたらし、最終的にコレステロール分解を促進することにより、コレステロール

低下作用を発揮するという新しい機構が存在することが示唆された。今後さらなる分子遺伝子レ
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ベノレでの解明が必要である。さらに、これらの新しい情報伝達機構の解明により、乳清ペプチド

などから、コレステローノレ代謝改善ペプチドを探索・評価する新規評価系を構築できるものと期

待する。

さらに、今回の研究において、コレステローノレ代謝改善作用を有するラクトスタチン (IIAEK)

の吸収機構を腸モテ、ノレである Caco-2細胞で検討した。その結果、ラクトスタチン (IIAEK)は細

胞間隙経路を介して、腸で吸収される可能性があることを明らかにした。従来、オリゴペプチド

は3残基のトリペプチドまでが腸管吸収の限界であるというのが常識であるが、今回の成果から、

IIAEKのようなベンタペプチドがそのままの形で吸収される点を明らかにした点は注目に値する

と考える。今後、より詳細なIIAEKの吸収機構を培養細胞だけではなく、動物実験などの invivo 

で検討する必要があると考える。
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t、ョ

5IJ紙4 8週齢C57BLIω系雄マウスにおけるカルンウムと乳清タンパク質分離物(WPl)の精巣上体脂肪組織、腸間膜脂肪組織、腹膜脂肪組織、腎周凶脂肪組織および総脂肪組織重量に与えJ

実験群

HC 

精巣と体脂肪組織 2.71土 0.56

怯/lOOg体重)

腸間膜脂肪組織 0.61 "'0.18 

(g/lOOg体重)

腹膜脂肪組織 1.55'" 0.24 

(g / lOOg体重)

腎周凶脂肪組織 0.88'" 0.22 

(日/lOOg体重)

総脂肪組織 1.44土 0.30

(只/lOOg体重)

(% ofHC) 100.00% 

(% ofNC) 

HC，HWの食餌は1.5%のCaを含み、 NC，NWの食餌は0.5%のCaを含んでいる。

HC，NCの食餌中のタンパク質源はカゼインである。

HW，NW  の食餌中のタンパク質源は乳清タンパク質である。

HW NC 

2.49土 0.53 1.75土 0.38

0.60土 0.16 0.48土 0.13

1.32'" 0.23 0.98土 0.22

0.72 '" 0.23 0.53'" 0.15 

1.28土 0.28 0.93土 0.22

88.89% 64.58% 

100.00% 

1.8週齢C57BLl6J系雄マウス25-27g
2.飼育期間は70日間で、絶食時間は解剖前の18時間

1データはマウス8匹の平均値±標準誤差

4. *はHCに対するステューデン卜t検定による統計学的有意差を表す (*:pく0.05)

N可有「

2.08土 0.45

0.41土 0.12

1.10"'0.15 

0.57'" 0.17 

1.04土 0.22

72.22% 

111.83% 

5. J1J内の異なる英字はダンカン多重範囲検定による統計学的有意差を表す伊く0.05)




