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1.研究呂的

務突の背景 牛乳i主、?雲寺しゃ泌:ζ乳、及ひ稜々の乳童文科の霊還ま査に本可欠である一方、チーズやパタ}、

ヨーグルトをはじめとする蕊重量食ぷiまかちでなく、祭パンペ?撃是楽などit1i磁の食品製造;こも利用さ

れている最も重姿な畜産望号綴の一つである。牛乳に含まれるタンパク質成分もまた、それらの乳化

性、起泡性、ゲル形成などの物理集約機能を中心とする食品加工J:.の有用伎にま毒づいて多方面に利用

されている。向時に、そのような食品加工上の牛乳タンパク貨の利胤伎についての研究がこれまで

数多く行われてきた給巣、数々の利点が明らかにされ、牛乳の需要喜の広がりに役立つてきている。

しかしながら、乳牛の泌乳設が桜めて潟いレベルを維持することが出来るようになっている一方で、

わが僚の牛乳の消費はあまり拡大されていないのか現状である。これは、全長やコ位、あるいは魚介

護誌をや心とするわがE惑の食文化の伝達まから、勤務性食品材料としてのやぎしをi主主主総(l)中心に据える

ようなかたちで滋費拡大を綴ることが濁襲撃ヤあるという理由による。このようなわが窓iの食生活上

の絞殺を考慮しながら、なおかつ牛乳の者番重要を拡大するための方策のーっとしては、カゼインのみ

ならず、事Lt膏タンパク質などの分車産可総な牛乳タンパク質について、食品加工とは異なる新しい視

点からの有用散を明らかにすることで、や翁しの価値をより一層明確にしていくことで、あろう。

そのようなや乳の消費拡大を目指すための新しい筏点として大きな可能性を泌めているのは、近年

注目されるようになっている食品の生体納長官機能における牛乳タンパク質の符周倣?ある。すなわ

ち、乳における本来の生理機能に立E揮した5主体語調節後援に基づく機能数食総務総としての牛乳の有

F語数令紛らか2こすることであ号、すでに多数(l)級交がこのような後点、から意書カ去さに行われ、いくつ

かの牛乳タンパク繁のさ主王室後言きが妻子i飽きれているのしかしながら、これまでに見おされた受理機能

の多くは災後に体内で発t草されるかどうかという棄をも義主要な点で疑問視されるものが若手く、機能性

食品数材としてのや乳の再評極につながったものは多くない。

ところで、これまでほとんど知られていない牛乳タンパク質に高分子量ムチン線機タンパク質

(ミルクムチン)がある。ミルクムチンは、乳にずすまれるムチン型糖銭を総合した医大な糖タンパ

ク質会合体"1!あり、歴史的な人乳で平くからその符夜が知られ、これまでPEM、NPGP、episi盆lin、

HMGP毒事(l)~ まさむまな名称で呼ばれてきたものである。人乳ムチンは乳ガン関望星放療機主査を祭主義す

るから、五三として長護学分霊予の研究者逮から主主留され、寺も駁暴露君主ゃがんfとに伴うミル空ムチン(l)主主霊長

構造の変化を紛らかにしようとする研究や、手しがん後議舎のためのがん特異的モノクロ…ナル抗体の

作差益をg約とする多数の綴f予防弓子われてきている。一方で、この人乳ムチンは病長室ウイルスや繍望書

の増高買を数カiこI!!li撃する作用を持つことや、動物細胞のt露英支を総務する機能を持つことも事長後苔れ
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ている多様後糖タンパク紫であ号、 f手季しの堅議手ぎな体防御機能と議擦に韓基逮していることがJ言語草与

れている。われわれは、この人章一ムチンと類似のf生交を示す成分が牛乳q:qこも存者在していることを

初めて紛らかにし、また、病以微生物作潟や抗がん作治などの生体防御装童書きの言語でも類似した多機

務約な散策を示すことを明らかにしつつある。そのよう令多事長室長室主の生体防御作用を持つタンパク

質としてはよく知られているラクトフェリン (Lのがあるが、牛乳ムチンは結合ま喪主義を介して綴々

の生理主機能を発揮すると考えられる点で、びとはまったく災なる新しい湾総性を持つ牛乳タンパ

ク交であるとまミえる。このような牛乳ムチンが示す浴夜釣な総理機絞めよ布胤般を鳴らかiこすること

は、牛乳11)利用鉱大につながる3霊祭な研究議題の一つでめると考えた。

研究呂虫色 本研究l立、考豪綴燈糸と動物~毒素系とを用い"c、牛乳ムチンの主主主護機能の有効後をさまざ

まな観点から検討することを密約としているが、本年躍をは特;こ之えのような，点について終細に議級す

ることを夜後の尽約とした。

1)ウィルス感染iill.冬作用:ヒトロタウイルス感染に対するi泡書作用について、他の感染般客おと

比率交することを過して、動物培養綴胞を烈いて感染阻害作用のメカニズムをinvi役。で解析する

とともに、ウイルス感染予防淘lとしての能力をinvivoで言手術する。

2 )細菌感染駆書作治:ピロワ議長義染に対するE霊祭作用について、他の感染組怒苦手jと比率交すること

をi援して、感染阪芸書作浴のメカニズムをinvitroで解析するとともに、締官官感染予防郊としての

能力を担 V1VOで評{泌する。

3)牛乳ムチンのタンパク質化学約特徴:モノクローナル抗体の作裂を通して、多様なさ色理機能を

ヨミす牛乳ムチンのタンパク質化学的終微を明らかにする。

立z 研究結祭

1.ウィルス惑染飽害作潟

1)騒主査養童話君主争用いた牛乳ムチンとビトロタウイ Jレス感染級書作用機作11)解析

計磁の概要:ウィルスの翁主混としてサルの響機EE!来の綴総裁であるMA-I04を縫養し、牛乳ム

チンとそれをさらに分駁した意義品が叡液型 1のヒトロタウイルスWal1)感染を限害する活後(中和

活性)について測主主し、牛乳ムチンのヒトロタウイルス感染蕊苦手作用のメカニズムを考寒寒する。

まま栄:ヒトロタウイルスのm略的11)増液阻害活伎の滋定淡を函 11こ模主主的に示しまと。今闘の実験

ではヒトロタウイルスWa.事長(認証清型1)を焼いた。いjブシンで30分鋳処理室してウイルスを活性

fとした後、適当な濃度に希釈レごマイクロプレ…ト iこ移し、そこでF語放しておいたま華々の濃度の試

料と混合し、3O'C~-a寺関インキ九ベートした。これを手話主であるサル11)腎繊細胞のMA-I04と混
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会して、さらにスライドグラス上に移したり 37"Cで65待問インキュベートした後、アセトンで霞主主

し、感染綴胞をき設光抗争率で検i臼し、その委主を滋光顕微鏡でカウントした。
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00 1 .ヒトロタウィルス感染盟議室実験(中和試験)の概略

なお、活性l主義重少阻惑j段度情inimuminhibitory cono削 tration、MIC}で表した。これは試事?と 4

ンキュベートしたウイルス治安示す感染綴総数と未処穆(J)コント口…ルウィルスの感染綴織数を比較

し、感染縮慰霊長がコントローんの50%以下に減少した場合をゆ和活性ありと判断し、そのような冷

利減塗をえ訴す最も低いまえ料濃度を示している。このき義援芝が低ければ低いほど活性はおいことになる。

昨年度の薬害寒から、牛乳ムチンヤあるウシのFl(諌護士去は 3.牛乳ムチン(J)タンパク質化宅界的特

徴を参照)が人乳白米のFlとともに，ヒトロタウイルスに対して綴カな感染阻害芸作fflを持つ事が不

~れている。この活伎は動物ロタウイルスに対して強い活殺を持つとされるウシ顎で線ムチンやオ

ボムチンなどとよ乙ぺてはるかに強力なものである。

こういった牛乳ムチンの活性がどのような成分に怒思しているかを議ぺるために、昨年と問機、

SDS含1'iパッツアーをfflいたグJvろi飽で分主義したFl分磁の浴後について詳しく検討した。

i蚤2i主、 SDS苦言宥パップア}を清いたSephacrylS-3(ぬのゲルろ遂でれを分断した章表泉を示してし 2

る。 i車掌のパ、ノブァー;震では解離せずに、巨大な複合体を形成している今季もムチンの成分が'SDSの

作用によって一部解荷障を起こし、いくつかの葱分を生じることがわかった。
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図 2.SDS含有バッファーを渇いた8ephacryl8-300ゲ}vろ逸による刊の分函

O.l%SDSを含むO.lMTris-HClパッファ… (pH8.0) lこ溶解したF1をカラム (5x 60掃)lこ
アヅライした。流速は哲mL/minとして浴出した。

ヒトロタウィルスWa手専られたSl-S5の言者i分について、透析によってSDSを院長き、凍結乾燥後、

株に対するやきE活性を鶏ペた。その結果が滋 3である。
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額 3.8ephacryl 8ω300分磁物のヒトロタウィルス喜義主義組響滋性の比較

中和活性試験でiふとト主主タウイルスWaままとサンブjレを37"(;でf駐日分間インキ斗ベートした後、
事AA-I04縦阪に談後し、さらにお雲寺辞書インキュベ トした。アセトン密主主後、間接飲王監抗体さま
によって祭主義縮胞数を調!u定した。コントローんと比較して感染線総数の50%低下を主主すサンヅ
b淡還をを主主少阻害滋変 (MIC) とした。

の逆数を表しているので、事華古溝いほど活性も芸道いことになる。綴 3では主主少5長害濃度(阻c)

実際のMIC(!1 g/mLl I主総の上に数字で示した。れによとぺてlOllH，患の波紋がSlで繰られ、 S4にも

問機の強いiiS'妓会濯、められた。 S2やS3では刊によヒベ活性が低下したが、最も3主力なj首位は援も逐く
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i谷出したS5に響、められ、 Flの活性のおよそ60僚という立主力なものであヮた。

こういヮた強い?毒性を示すSl、鋭、 S5について、れとよむ絞したやお活性の濃皮依存性を図 4，こ

示した。協 3oり活性は、この室主の50%感染包号撃をぷす濃度をとって、機グラフとしてぶしたもので

ある。おの中和活性がサンプル濃度の上昇に伴って後意義釣』こ現れるのに対して、 Flを分衝して得ら

れた滋j分の活性善をま棄は低濃度できわめて急激に現れるのが明らかにされた。特』こ毒受も強力な浴後発

現が認められたS5では、 50%鼠ミ撃をま事準としたねのMlCである 2μg/mLという濃度で、ほほ1∞%
の際害を主主すことが切らかとなった。

以上の結果は、強力な関与制令尽をヨミすj活性成分金支SDS作用によってFlから薄幸男装すること、関4の

濃度告まみ伎はE霊3とともに、 1活f生成分が他から分離された程度を表寸ものと考えられる。
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図5IこFl分画物のSDS吟 PAGEの総占裂を示した。 CBB染色によるタンパク質成分分析では、いずれ

の分遜物にも多数のバンドが認められた。特にSlからS3までの分醤物には低分子量後域からゲル上

部の言語分子蚤主義にわたって、きわめて多数の成分が含まれることが明らかとなった。凶3で示して

いるように、 SIをllUとすると、 S2やS3のl活性はきわめて低かったことから、これらの分薗物中のご主

要警染色バンドである75kDa(S2)や42kDa(S3)は活性に関与しないものと考えられる。

…坊、 PAS多色色による義者タンパ夕食分析でも、この方法で主主主立される主要署長誌分はSI語、t;，S3といっ

たグルろ過分離において速く i務上品する分織物にもっぱら認、められることが明らかとなった。これら

の分断物ゅのPAS染色悦成分はPAS-lやPAS4、ぞれに80Kや120Kといったものであり、これらね中

の主要な緩タンパク質もす毒性fこは関与しないと総論iすけられる。

長まも高いi首伎がFまられたS5はPAS染色を受けず、 CBBによって染色されるタンパク資は72、63、

58、18、14主Dalこ鋭、められた。 jjlHニ実験から、 72kDaの成分法活性iこ関与する可絞殺は低いものと考
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えられることから(データは示していない〉、 Fl中のピトロタウイルス験室長短苦手活性成分は63kDa

や58ゆ aの成分とともに、 20kDaよち小さな二つのタンパク宝ぎが共関して、作用を発揮する可書老後

が考えられた。これらの成分は、 i滋?舎のパァファー条伶ででは非共有絡会によって会合し、医大成

分としてま子在しているらしい。

今後、関様な手法によってさらに精華還し、特性を談室患に罰百べることによって、 j設佳成分の完全な

同窓がPJ言きになるものと考えている。一方、昨年度の後突においてれでは緩められなかったinvivo 

の下痢発症予君主機能について、これら活性分題号撃を用いて現在検討中である。れよりはるかに強力

なj毒性を示すことから、 invivoの実験結果が期待される。

2.説書簡作用

1)牛乳ムチンめどロリE宙定着燃答作用の解析

言ril蓄の概要書・間ムチンへのピ01)菌ウレアーぞの吸殺がピロ 1)菌の定着に不可欠?あることを利

用して、牛乳ムチンを共存させることによって筒ムチンへのどりリ菌ウレアーゼへの吸着がごのよ

うな影響撃を受けるかを綱ベ、まさ蓑i澄奇警における有効性を解析する。

悲喜来:どロリ磁ウレア}ゼの関ムチンへの吸着極話器i釘径のinvít舶の ilU~主主去は以下の透号である。

(1) ブタ簿から翻慈したムチンにピオチン孝重論する。

(2) ピロリ遺言から級建したウレアーゼをマイクロプレ…トのウエ}!，-fこ自主布する。

(3) ピオチン綴議した努ムチンを後々希釈したサンプjむとインキュベートした後、ウレアーぞ主主

布したマイクロプレ…トウェルに抑える。
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邸主違ましたムチンにベルオキシダーゼ害事識アピジンを反応させ、基質を加えて発色させる。(4) 

ダーによって吸光授を測定する。ブレートリ(5) 

今季しムチン分溜き告はSDS含有パップア}を用いた Sepharose6Bゲルろ過によっておを分磁して得

たものであるo その際のi答おパターンを図 6Iこ主詳したoSDS存在下でも解援を受けない成分を舎か

void君事童話分のF6B-lと、議事離した悲喜楽分函されたF6B-2とF6B-3の三つの分極物を得た。
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図6.SDS含有バッファーを用いたSepharos自6Bゲルろ過による刊の分箇

この分爾物を用いて胃ムチンへのピロリ菌ウレア}ゼの吸務問答作fflを繍ぺた。
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図7.~雪ムチンへのどロリ欝ウレアーゼ吸寿喜隆警試験
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3定数て?i主、ピオチン擦議議した関ムチンとザンプルを37"Cで30分間インキュベートした後、あらか

じめゼロリ議ウレアーゼを主主布したマイクロブレートウェルに加え、 3時間インキ;Lベートした。

洗浄後、ベルオキシダ--I:!標識アビジンと反応させた後、 2ま'ti:を加えて発色させ、プレートリー

ダーによって品鈴お聞の吸光度を測定した。コントロールとよヒ車交して吸光度が50%低下したサンブル

議議室を最少随答濃度(間C、mg!mL) とした。 E霊7では数少阻害事濃度{悶C)の還を数をま交している

ので、擦が潟いほど活性も高いことになるa実際のMIC(戸富!mL)は擦の上の数字で、示した。 Fl

iこ比べて10倍訟の活伎が下6B蜘 lで得られた。 F6B-2やF6B-3でiまれによとベ活性が低下した(結主義は示

していない入以上から、ピロワ箔主主殺を~JH害する作F話会持っと考えられる見守の成分は、 SDS手F

を下でも露李総がき還珍られない医大成分でおるiiJ総牲が示唆される。後述するように、そのような成

分は確かにF1ttに手手渡していると考えられることから、 i湾ま棄な手法iこようで今後さらに作用成分を

Flから精製し、活性成分の予言さなな問主主を行おうと考えている。一方、 invivoのピロリ苦言定綾予紛機

能について、これら活性分E宙物を焔いて現在役訪中である。

3 _キ撃しムチンの調整とそのタンパク質化学喜主将徴

言til到の事実望書:分義援分子縁l{ω万の建築を袋五着した線外ろj還により字Li育タンパク察をう，till!i. i農縮f去、
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図8.牛乳からの嘉分子量タンパク質複合体(牛乳ムチン、 F1)溺警護
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Sephacryl S明300カラムを燃いたゲルろi設念事業ち返し、 void容に溶出する議議分子量タンパク察複合体 (F

として、多様な主主王室活性を示す牛乳ムチンを務整する。また、 Flに対寸るモノクローナjレ抗体を

{学霊設し、 Flのタンパク質化学的な特徴付けを行う o

総3装:lill8に牛乳からお分子量タンパク質複令体 (Fl)認整の概絡を示した。

1) 

本長斉究で閃いた牛乳ムチシは牛乳乳液中の巨大タンパクlit複合体として定義されるものである。接室

この後会f本はSephacrylSぷ∞でもSepharoseCL-2Bでも、いずれのゲルろ過に

おいてもvoid容に溶出される。牛乳中の含量を求めることは妻撃しいが、図sの分離過程を豪華・亡、や乳

患に示しているように、

1kgから、およその騒ぎととして5O~1O恐慌喜のFl を得ることが出来る o
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図 9.牛乳撃しj青とFlタンパク質の二次:n:;蓄電気泳動プロフィール
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留吉;こ乳i青とれの二次元電気泳動分析の結果を示した。この事長島東では、一次元闘にpHみ10の等主義点

後気泳致、二次元防に3-お%のグルを思いたSDふPAGEを行っている。 i滋字言(J)パッファ一条件ードで

はた複合体を形成しているF1中(J)英文分がSDSの作総によって解離し、多数のスポ、'Jrとして現れる

ことが示された。未処磯乳i賓の泳動ブロフィ…ル ci潟9、a) との比絞から、日中にはえ重要な乳液タ

ンパク演は含まれず、 81kDa付近、 50kDa付近、及び20から30kDa付近iこも主要なスポットが複数絞

められた〈関9、b)。一方、強いPAS染色を受けるお成分は線られてお号、 150-200kDa (J) PAS-1、

120印私及び、 80切 aの糖タンパク策が酸性pH領主主に検出された(図 9、c)。

既4こえ詳してきているように、委多様なれの主主王型機能発芝草にはF1'やの特定(J)成分が関与するはずである

が、それぞれのま務総発現においてや心的な役言語を主義たす成分を終まきすることが君事務ではない。主主々は

おや(J)]j定分に対するそノクローナル主主体作裂を速して、 F1成分の閃殺を試みている。これまでにいく

つかの抗体重鳴られているが、そのうちの代ぎを約なものの反応特異性を三次元主意気泳動とイムノブロ

ッテイングによって分訴した。総菜を童話10にまとめた。

時 3 pH3 

，ψ 

川
寸
|¥ 

KAS-4 一一
¥ノ
PAS網4

R 
PAS.I 

Fl-4 1E12C4 

密10週モノフローナル抗体によるFlタンパク質のイムノブロッティング

我々の作製したそノクロ…ナル抗体はいずれもお中の主喪主主王子を認織するものと考えられるが、函

10では牛乳脂肪業主膜のミ液糖タンパク緩の一つ守あるPAS-4に対するよを eノクロ…ナル主主体制S-4(字

新3宮大学務聖子教t受から援会長を受けた)の反応、務長毒性と比較した。 1G9F51ま、分子畿約にはPAS-4.こ素質

似しているものの、染色プロフイールの全く異なるスポットを浮きmちにし、我々はこの抗体によっ

て認識される成分を80Kと呼ぶことにした。この成分はお中の主要機タンパク笈の aつであると考

えられる(図告書参残んまた、 Fl-4によって浮き彫号にされたタンパク貨のプロフイールは牛乳脂肪軍事
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1真糖タンパク質の一つで、あると報告されているPAS.lと“一致した(総事参照)。作製したそJクローナ

ル液体の多くがF14と河じ反応特異後を示したことは、 PAS綱同ぎFlやの主要悪事きタンパクJlであるとい

う綴察(図 9参持者)と一致している。これまマに作製されたそノクローナル抗体の中には、滅工OのI

E12C40うように、イムノブロッテイングではスポットの認められないものもある。次に、おやの抗原

震を ELISAによって被災してみた。その紡糸が喜善11である。

震
同
岡
村
ふ
さ
帽
曲
耐
震
S
h
o
S
J刊

1 

0.5 

o 
KAS-4 lG9F5 日イ lE12C4 

ffi1Ill. FHこませするモノク口一ナル主主体のELlSA反応性

図11には淡語t5μ島ImLとlμg/mLのれをま完療として潟いた場合の各抗体のELISA反応、憶を示して

いる。いずれの抗原濃度でも、 KAS4とlG9F5の反応、性はほぼ等しく、それぞれが語、議するPAS4と

80Kの抗原量はFl<P'("ほほ等しいことが示唆された。一方、 Fl-4と泌12C4の反応、伎は非常に潟〈、

5μg/mLのFl濃度ではいずれも最大僚を示し、ぞれらの隣の遠いは明らかではなかった。しかし、

1μg/mLのま完絞濃度での分析は、 1 E12C4の反応性古ぎF14よちはるかに撚いことが示された。これは

予封書しなかった総主義である。というのは、 Fl-4が認識するPAS.Hまれ中で最も必要さなさ喜タシパク震で、

あるという事が室長 90りPAS染色から鳴らかであ号、判中ではF14t主義主殺が多いという図11の総主義はそ

のことと一致している G にもかかわらず、イムノブロットでは検出できないlE12C4抗B誌が議釣にPAS

dよ号はるかに多いことが示されたわけである。この結3奈は、ゲルに侵入することの出来ない大きな

サイズを持つタンパタ質が、抗原畿としてはPAS.lよちはるかに多くれ中に存主主ずることを意味して

いる。徐々は以前、牛乳事Liおこ豆大タンパク質が存従することを毅fきしているが、もしかするとその

成分がlEl2C4によって認淡される成分なのかもしれない。

以上の分析結;燃を総合すると、牛乳ムチンマあるおのプロフィールと L-C:!Ji!.絞めところ主えのように

まとめること古宮出来る。

① Flには多様なタンパク驚や糖タンパタ賛成分が官官まれるが、 SDSの伶JlHこよってそれらは主主い
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に解離される。

② Flでは PAS-l、120K、それに801支が極めて顕惑な豪華タンパク筑波分である。

③ Flの主要さタンパク質の一つ80Kt立脂肪ままet.鎮の糖タンパク賛であるPAS-4とは異なる成分であ

る。

④ FHこは電気泳動では晃ることのt主主義ない大きな分子サイズを持つヂンパク質が援金告に援も主要悪

な成分として含まれる。
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