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{獲量言)

今季しは幾康食忍として古くよ存知られてお号、幼児英語(f)成長にとって必要な骨形成に重要な成分を

fをひことが知られている。また、栄養食品としてばか持ではなく、主3菱自質ラクトフェリンや乳清潔

白などの綴や際滋停の援自分解酵素による分解援物などに符効な多くの生理活性物質を含み、紙衡感

染防止、免そ主総治、綴胞増殖に有効であることが明らかにされている。我々は牛乳蛋白質のプロテ

ア…ゼによる分解産物中に骨髄性巨核芽球性白血病紛胞Meg心lの強力なアポトーシス誘導作用を示

す物ji{が符殺することを見い出した。この物質を問主主したところ、ラクトフェリンのペプシン分解獲

物であることが切らかになった。ラクトフェリンl土、字しゅに中警にf，く含まれているが、好中球の二次

絞殺にも会まれることが知られている。また、 i戻液、弊汁、略語読賞、媛、事費波、学*中にも見い出され、

鉄吸収露首自自作潟、 tえ滋作潟、免疫賦活作用、暴露ぬま警鐙・分{I::言謀総f事腐などの主主事主義提言告が知られている
が、その{全線機終については十分解析されていなしミ。緩近、ラヲトフェリン(f)ペプシン分解産物ラタ

トフェワン担金支ぢ言語江主毒事襲総お泌O(f)アポトーシスを誘導サることが絡会された。我々は、ラクトフェリ

ン分解物訟にg言語通手湾総i胞のアポトーシスを誘導する多穫祭(f)ベヅチドが存主主サることを晃いおした。

今思iま、ラクトフェワン分量専務中のラクトフェリン以外(f)草野競争捨後を挙総務裂し、 Megベ)1や骨芽様

綴総MC3τ3必11こ対する増殖、分化への影響とその作湾メカニズムについて、剣胞内情報伝逮系を中

心tこf食言すした。また、ラクトフェリン分解産物が関形ガン、特に口殺講話主fl l:.~主ガン、および骨肉経由

来の主音書壁紙総 (SAS、HSC剛4:ビト晋扇平上皮癌、 UMR繍106:ラット骨肉綴) ~こ対するアポトーシス

誘導の分子生物学的機機を明らかにし、牛乳由来ペプチドのガン細胞機織抑制機機を検討した。

(方法)

ラクトフェリンのペプシン加水分解物中のアポトーシス誘導E恵子のき義暴露と肉食:

務裟牛乳ラタトフェワン{祭器う主役) 5g/1Oむがを蒸留水に溶解し、 lNHC1<."pH31と務懇後、ペプシ

ン15Dmgを添加して37"C‘で品襲警襲警インキユベーションした。反応、後80"Cで15分問加熱処理室を行い、 1N

NaOHで宇和し、 10.∞Orpmでl草寺襲警望室心じて上清盛分を得た。得られた上淡必至?を-tント 1)コン3∞6
(f)践を思いてj農織し、セファテ。ツクスら総によるカラムクロマトグラフイーを行い、低分子愛ペプチ

ドを分画Lた。冬随分のMeg-Olに対するアポト持シス誘導能の判定は、車部胞外への滋総乳駿脱水素

酵素 (LDH)の活性を測定することにより行った。誘導活性を示す2つのペプチド闘う子 (LF1、LF2)
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を分産量し、濃絡したペプチド陵!分を実験iこ使隠した。

ヒト骨髄性疫核祭主ま栓白血病細胞以告g-Ol!こ立せするう予クトフェリン加水分解物のf午線:

Meg-OH立武E詰製言葉綴施工学級究所より購入した。童話胞は2O%FBSを含むDt.主主Mで竣ぎをし、 5 xlO' 

繍/mlを5%FBSを含むDMEMIこ移し、'7クトフェリン分解産物を添淑して、アポトーシス誘禁事を観

察する。アポトーシスの変化i土、主主を昨季異的に染そちするヘキスト33258を然いて季語胞を染色し、ぎ設光

顕微宝章で綴妻美した。

ラクトフェリン分幾重装物 (LF1、LF2)を各事費濃厚芝で作}脅し、若手稜i警報伝よ義変鎮静孝素(ホスオミリパー

ゼC、D.(PLC、PLD)、MAPキナーゼファミリー (MAPK、p38MAPl正、 JUNK)、プロテインキナ…ゼ

C (PKC)、チロシンキナーゼの変化をm設NAレベルおよび言語自重苦レベルで諭ベた。

を奇種総務に対するう予クトフ工 1)ン加水分解物の影響:

γウス骨芽主義綴胞MC3T3駒El(1 x lO')を α-MEM/lO%F慧S培養液中lωm閉デイァシユ吋~2 口問

機羨後、 FBSブワーの α ゐむEM総主主に変換して24~寺濁議事長した。 Fち5フリー培地にうクトブぷリン分解

E義務(l~1伽19/mIlを添書詳し、 72待問主査蓄をした。豪華時的に彩慾の変化およびシグナル伝達2誤解素滋

伎の変化を雲母ベた。

図形護主義細胞(ヒトロE空白来溺if-J二1iL;ザン事選潟、 SAS、HSC-4)はHSまRBよ号、また、ラット骨肉

霊童暴露砲 (UMR網l係-(1) IまATCCよち入手した。廷SC-4およひ~必106-011ま 10%FBSを含む軒偲M上告池

マ、 SAS総身撃はF網12/DM磁4討を池で 2~3a培養善後、 0.3%諮SAの無血液培主主で24~寺荷主音書善後、 ラクト

フェリン分解物ゼ処理室した。

ウヱスタンプロッティングによる鯵素2軽自質畿の変化:

各種細胞をラクトフェリン分解産物で処淡し、無処線級胞とともに町液化緩衝液{トリス緩衝波、

PH7，4、 1%トリトンX-l∞、 1 %SOS、1%ごJ-}レ護堂、 20μg/mlロイベブチン、 1mMPMSF)に懸淡

い超音普波で綴胞を磁壊する。潔白紫の一定量 (50ω100μg)をSDSサンプル緩街液?処滋した後、

SOSポリアクリルアミドゲル後気ズ注意主 (SOS-PAGE)を行ない蛋均質を分離した。分離した凌由貿は

PVDF践に転移後、各緩抗体と&:託子させた後、アルカリホスファタ…ぞ絡会の抗ウサギ二次抗体と反

応させECL検討3試畿を用いてX-線フィルムj二に主義光させた。

長居8質(f)定撃はBioぷad試草案を潟いて、 Bradfo!甘の方法iこ従って行った。

オミスホリパーゼC、D (PLC、PLD)活性溺定:

PLCη活性議UAIま暴露胞を ['H]イノシトールで保持問機識し、ラクトフェリン分主導緩物で処理した

後、重量生する ['H]イノシト…jレリン喜査の放射活性を言語定した。また、 PLDI毒性淵tl定;立、 ('H]パル

ミザン程変"('12除隊細胞を緩識し、 0.39色ブタノール存在下でラクトツェリン分議事選E物マ処理した後、
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産生されるドHlホスファチジルブタノー)vPButの紋射j毒性をiJlUi'在した。

i農薬E重傷細胞へのド討]チミジンの取り込み:

各綴主審養喜重喜喜叙胞のi歯媛喜重;立、処奇襲24華寺E塁線ぷ可?の [3Hlチミジンの細君主への取り込みをま者擦とし

た。 24}¥:のプレートに長善かれた細胞はlOmg/mlのラクトフエリン勝繁分解産物で処を壊され、所定の時

械の2待間前』こ 1pci/ディッシュ ['Hlチミジン{よじf首位、 1出Ci/ml)を加えた。細胞は、 l部I

OO.05%SDS、1 mM J:lDT A (pH、7“2)で1ft議卒後O.lmlのloo%TCAを1JO;し GF/ci慮紙に俊幸まされた

沈殿のま文章す活性を計測した。

ヘキスト33258蛍光染色による絞染色の観察:

24s寺潟処理継胞を1，500回転、 5分協の遠心にで岡収後、主主豊田胞を蛍光色繁ヘキスト3325惑にて核染

色を行い、栄光顕微鏡{ひ領域)Iこで事足後した。

撃し徴脱水素喜孝章軽 (LDH)活性iIlij:iEによる線路線零:

綴喜露五童話襲に{半う学し護遊説水素酵主義{ゆH)の培地への漏出を、綴策LDHテスト試薬{極東製薬工業)

を用いて検出し、以下のまたに従って綿lJi隊答f生を検討した。

1%トリトンX-l∞にて全ての言語胞を溶解したものを陽性ます娘、 0.3%BSA主毒殺のみのものを絵性対照

とする。検体、隊f役立す媛、 i塗f喋立すl隠の吸光度 (560nがから次式に従って委主主託した。

総5草津客誘:~私立{検俸の号長光度一陰後ます燃の吸光度)/(陽性対照の毛並主主度一陰↑並立す燃の夜光度)

DNAの額片化:

24待問処理の綴泌をう子パーポリ…スマンを勝いてお縫い全ての事館胞をよ童心にで密絞後、アポトー

シスDNA7ダー検出キット (WAKO)にでま)NA鎗IH、アガロ←ス筆意気i*動をfすい処理細胞DNAO断
片化を観察した。

ERK、p38MAPIく、 JNIくのリン重量化;

1-72ff寺燃処還の締絡をふスフアタ…ど級審剤を加えた言1洛化緩衝液にて王子洛イtし、リン酸化おRK、

リン翼政p38MAPK、1)ン重量化JNK(NBL行:)Iこ対する特祭約抗体を緩いてウエスタンブロッテイング

を号れ¥アルカリホスブ 7タ-4f*索令ウサギ;f.f)クローナル二次抗体を作用させ、 ECLウエスタンプ

ロッテイングキット(アマーシャムライブサイエンス枚、 UK)Iこより軽量出した。

PKCサブタイプIJ)発現霊の測定:

PKCサブタイプ遺伝子の発務の変化l土、 sま寺襲警処理の細胞より平等られた会RNAに対する設す♂CRに

より行っ
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PC豆Prograrn: 

• Denaturation : 94 'c、 30秒

. Annealin草:58'C、 30秒

. Extension : 72'C、 60幸j;-

・30サイクル:PKCα と亨

.35サイクル :PKCε

賂いたプライマいの構造

hPKCα 

5'-ATCCGCAGTGGAATGAGTCCγITACAT-3' 

シーTTGGAAGGTTGTTTCCTGTATTCAGAG-3'

hPKC. 

5'同TCATζ:GATCTCTCAGGGTCGTCGG-3'

5' -CGGTTGTCAAA TGACAAGGCTITC-3' 

hPKC 1J 

タベごCATGAAGATGCCACAGGGATCCTAAAATC-3予

5ヘAAγrCTGGAGACACATAGGAAAAGTTTCTAωグ

(総祭/考察)

骨髄巨被芸事ま暴投白血病翻喜怒Meg-Olの7"ポトーシス誘導書Eを有するラクトフェワン分解物の分総

Meg心1細胞を'7クトフェリン加水分語専務で処理すると、急速な賞王室長変化を引き怒こした。波民主依

存告さ(1 -5 rng/rnl)な形態変化をさ色じ、細胞数fl)減少を引き起こした。ラクトブよ乙リン分解物体

rng/rnIlで2雲寺間処理ふた綴胞をへやスト33258による核染色を行ったところ、顕著な核クロマチン分

鱗が観察され、アポトーシスが誘導されていることが添唆された(際日。また、ラクトフェリン分

発李総のi農度依存自舎に細胞外LDH活性の上手早カ宣言君、言うられた(図2)。この条件下でのMeg心1細胞犯は、

DNAアーゼI¥!l釜予測の滋1t室主重量添加によ時幾度依存約に|温饗された(図3)。また一般に、アポト}シ

ス誘導雲寺には、カスパ…ぞが活性化されることがまEられており、カスパ--l! 3のI¥!l害総 (ZVED、

DおVD)で散処奇襲することによ号、 w肢の滋出がき5分自舎に阻害された(図4)。この結果により、ラク
トフょにリン分薬害物iまMeg-Olfl)7ボトーシスを誘導し、綬DNAの分解による暴露飽死をもたらすことが

示めきれた。

ラクトブ広，)ン分解物の活性成分を関らか』こするために、分予選t3000の燦を賂いて分聞したものを、

-tツァデックスG50カラムク絞マトグラフィーによりさらに数十悩分に分遷した。各E重分について、

Meg-Ol，こ対する山H滋離活性を測定したところ、二つめ数数爾分が王子誇張された(隠5)。それぞれの

汚金主題分をき長めて滋講義したサンプル (LFl、LF2)について、さをき重幸運胞にイ乍潟させ、納骨包土器灘、分化、

-26-



アボト}シス誘導、およぴ測機内シグナル伝よ撃2震の影響について検討した。

骨髄際絞~!ま性白血病絞殺Meg-Ol，こ主せするラクトフヱリン分解物の影響

ラクトブよC1)ン分解物 (LF1、LF2)および来分解ラクトブェワン (LFW)について、 Meg刷。lの総

君主内シグナル絞遼系 (PLC、PLD、MAPキナ…ゼ}の影響を検討した。 LF1、四2は濃度依存番号 (0.2

mg/mJ) IこPLCのj活性化を~I き起こし、 LFWの約100分の l の低濃皮でも活性化が認められた{図 6 )り

さらに、 LF1(0.2mg/酷J)は他の増主義鶴子こによる刺激{ホルボールミリステイトナセテイト (PMA)、

スフィンゴシン 1ーリン盟主 (Spp)、トロンピン)Iこ比べて事ましくPLDの活性化を引き起としたが、

日2の作用l識かった(図 7)0LF1 (0.2mgl叫によるPゅの数激化I土、 30分以内で起こり、チロシ

ン"'"ナーゼ阻害斉fJ (ゲニスタイン、 ST638)や細胞外カルシウムキレ…ト総 (EGTA)処還により強

く慰容された(図8)。容をって、 Meg‘01総胞では、 LF1によるPLDの?活性化l立、カルシウムム昇によ

るチロシンキナーゼの活性化金介して起こることが示唆された。さらに、細胞滋媛に関連するMAPキ

ナーゼファミワーのERKI立、 LF1(0“2悶g/毘J)処滋後約10分をどいクに活性化された(殴 9)。以上

の給予裂により、ラクトブエリン分解物LFlI立、低操選定て?豪語2担増殖シグナル (PLC、PLD、滋設K)を活

性fとして、細胞増殖を引き起こすことが示峻された。

勢~様細胞MC3T3モ1 におけるうクトフヱリン分解物によるま普菜室、分化シグナ)~伝送量J院の影響

ラタトブェリン分持率号撃の骨芽様細1fe1.MC3T3-E1の増殖および分化誘導作般について検討した。

ラクトツェリン分解物の幕開胞増殖に対する影響を検討するために、 MC3T3剛Bl綴滋にラクトフェリ

ン分解ペプチドを添加し、ド凶チミジンの綴喜きへの取り込みの雲寺湖綬過を総べた。 LF2は 1罰事/開1で

は|滋警の緩度i立僚か?あるが、 5mgl械で24待問処穫すると ['HJ7-ミジンの取り込みを組害した

(~lO)o 続審の程度はFBSの濃度』こをまft して減少し、 10%FBS存在下ではLF2 (5田喜1m!)によるE霊

祭の程度は~!ilいが、低j農度FBS (l %)培地マi立予言金に阻害した。したがって、LF2は骨芽綴喜撃のま署

殺を抑制する綬j築があることが示された。

一方、 M岱 r3-E1繍燃は管への分化iこ{辛い、アルカリホスファターゼ (ALP)活性会すま撃さEすること

が知られている。 LF乏のMC3T3ωE1綴君主のサへの分化誘導員Eについて認べたの LF2(5 mg/mI)を 1%

鴻 S培地に添加し、 ALP活性的g支をした。対照泌総は、 1 %F部主寄生患で48時間援護委するとアルカリホ

スブアターゼ活性が約 2倍4こ増加するが、ラクトブニJ:1)ン潟水分解ペプチド処遂により、活性の低下

がきまめられた(図11)0したがヮて、ラクトフェリン加水分解ペプチドはMC3T3-E1車種燃のす号への分化

誘導をi怒号害Tるものと思われる。ラクトフェリン加水分解ペプチドによる蚤闘紫チロシンリン護変化(J)

翌三警警告調べるために、 LF2(5 mg/mOを無必溌主在地で24時総考書禁容後、抗ホスさミチロシン抗体を潟い

てウニLスタンプロッティングを行型式:。毒装長江?青培地で24華寺湾培養することによち幾つかの豪自質のチ

ロシンリン薦変化が認められた (60kDa、70kDa，88主弘、 w引のa，125主Da，130kDa)纏 12)0LF2で処
獲することによかき8kDa，55k加、 58主Da、1ω主Da1蓋古賀のチロシンリン酸化の滋泌が認められ、送
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に125ゆaと 70ゆa蛋白索11)チロシンリン酸化の減少が銭察された。 125kDa~ま自室電ノfンドばFAKの可能

殺が考えられ、議議胞接畿の盟各と関連していることが示唆された。 MC3T::ト韮l綴胞のLF2処奇襲によるプ

ロテインキナ』ーゼC (PKC)の変動について、各稜PKCアイソザイム11)抗体をfflいてウヱスタンプロ

ッティングと、 RT“PCRによるmRNAの変重舎について検討した。ル!C3T3-E1綴胞には各華麗PKCアイソザ

イムが存者Eし、 PKCa、sL s耳、 7、3、ε、 仁、 0がま実践された(殴13)0LF2で24時閥主主漆す

ることによりPKCε の畿自賀レベルおよびmRNAレベルでの特異的な減少が観察された。 MAPKツァ

ミリーの滋然化は、 ERK、p38MAPK、JN1互のj毒性裂のみを検践する抗体を用いて検討した。書聖盗清戦

主主で24時間後撃をした対照細目包マiま、韮立Xとp38MAPKI1)チロシンリン重量化の充t患が.siられたが、 LF2絡

を艶細胞では商事苦のリン護菱化は祭会に泌失していた(際:心。

以上の総よ裂により、ラクトブェリンカ日水分終渓号告は骨芽車業綴君主MC3T3-El車銀総11)~勢殖および分化誘

導を低下させることが示された。また、会替殖阻害警はMAPKファミ 1)-I1)ERK1 (p4為IAPむの活性化

の阻惑とPKC容の特5異的減少が関巡しているものと忠われる。

ラクトフェリン醗護憲分毒事獲物による培養緩蕩細胞へのま繁華重抑制、アボトーシス誘導作用

ラクトブエワンのペプシン分解遊物が凶形ガン、特に口俊外手t領域で多い務浮上sl.lザン、および骨

肉E重湯来の培後細君主 (SAS、HSC-4:ヒト舌綴平上波文fン、 UMR-I06:ラット骨肉懇)に及ぼす作湾

を検討Liと。

ラクトブエリン11)ベプシン分鱗縫物LF2を各綴ヌデン締約SAS、HSC4、UM-106-011ニ作用させ、ド泌

チミジンの取り込みに対する影響を主主討した。 LF21ま濃笈依存的にHSC高義務への ['H]チミジンの取

り込みを完全に鈎剰lした(綴15)。一方、 LF立はSASやUM-I06-01絢胞に主守するドH]チミジンの取

ち込みの影響は弱かった。細胞からのLDHの通産出を検討してきたところ、 LF2はSASIこ対してj農皮依

存自告な強い主勢力自をぶしたが、 UM-106-01やおSC総.%lに対する作ffllま弱かった{容認16)。これらの細胞を

LF2 (2 mgl mllで24時間処獲し、ヘキストぬ342蛍光染色て?各クトマチンの変化を続書籍した。いずれ

のガン総総も品質撃をな核11)断片化が見られた(関17)。また、アガロ…ス電気泳動によちDNA断片化の

程度をiAtl乏したところ、 LF2(2 mg/m1lの処望主将問に依存してDNA断片fとの増加が観察され(関18)、

アポトーシスが誘導されていると考えられた。日2長生還による、民主APキナーゼの影響を検討した。 LF2

(2田喜1m!)でHSC級ぬを主主現すると、 εまKおよびJN1互の血清刺激による‘ヂロシンリン護変化を延長さ

せ、また、単独て:ERKのりン霊菱化を元滋させた〈罰19)。また、LF21立PKCのれ亨サブタイプのm部 A

発裁を減少させた([:g]20)。以上の結果から、ラタトブニζリン分発事務ば箆形ガン級総11)アポトーシス

を誘導して、主義緩に関渡するMAPK細胞を犯にもたらすことが紛らかにされた。

以上の結果から、ラクトブぷ')ンのペプシン分祭ペプチドi立、各後細胞に対して言語議後では、土器菜室、

分化抑鋭、アポトぃシス誘導事を引き起こし、増員直に限後する繍胞内シグナル伝達系の浴後fとや遺伝子

の発灘、 2霊EI賞発現を阻ミ詳し、総胞9Eを引き起こすことが鳴らかにされた。一方、低j幾度めま支持関処

理主では、増殖シグナルの活倣化を引き起こすことが示唆された。今後;立、分解援物中のま替殖、分化、
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アボトーシス;こ総主撃するそれぞれのペプチドを分絞殺綴し、それらの構造解析を行い、主義床応、湾とし

て病室塁と(l)~喜主義後についてさらに検討したい。

対照

関 1

ラクトフェリン分解物 (2mg/ml)、6詰警部処理

ラクトフェリン分解物によるMeg-Olのアポトーシス誘導

ヘキスト3325Bによる核染色の蛍光顕微鏡像
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MAPネナーゼ骨静
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図9 LF1による経時的なMeg心1MAPキナーゼの活性化
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図13 MC3T3細胞のプロテインキナーゼCに対するラクトフェリン分解物の影響
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Human squamous cell carcimoma cell， HSC-

Human squamous cell carcimoma cell， SAS 

Rat Osteosarcoma cell，む長自R縄106周01
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RT-PCRを用いて行った
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