
94 大豆たん白質研究　Vol. 6（2003）

大豆たん白質に内在する食欲抑制作用を持つ配列の同定
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ABSTRACT

Peptides derived from dietary protein promote cholecystokinin (CCK) secretion via a
putative receptor on the mucosal cells of the small intestine, and soybean β-
conglycinin peptone suppresses food intake in rats via CCK secretion.  The aim of the
present study was to identify the amino acid sequence (peptide fragment) responsible
for CCK secretion.  We found that theβ-conglycininβ-subunit 51-63 (β51-63,
VRIRLLQRFNKRS) has the strongest binding activity to the brush-border membrane
proteins of the rat jejunum.  Duodenal infusion of the synthetic peptideβ51-63
reduced food intake for 1 hr (satiety effect), which was completely abolished by
devazepide, a CCKA-receptor antagonist.  Also, duodenal infusion ofβ51-63 induced
marked increase in portal plasma CCK concentration.  We conclude that soybeanβ-
conglycinin includes the sequence that strongly stimulates CCK secretion by binding
to the brush-border membrane of the small intestine.  Soy Protein Research, Japan 6,
94-99, 2003.
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食欲のコントロールは，肥満や糖尿病の食事療法に

重要な意味を持つ．直接中枢に働く薬剤による制御は

危険性を伴うため，食品成分による抹消からの食欲調

節，特に飽食感を早く惹起させる食品成分の開発は，

食事療法に有用となる可能性がある．消化管ホルモン

であるコレシストキニン（CCK）は，小腸上部粘膜中

に散在する内分泌細胞から，食事中のたん白質や脂質

により，分泌が促進され，膵外分泌や消化管運動を調

節している1, 2)．CCKはまた，飽食感を惹起するホルモ

ンとして，レプチンなどとともに重要な，内因性の食

欲調節因子である3～5）．

私どもは，これまで食品たん白質による膵外分泌調
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節機構を研究する中で，食品たん白質が，小腸管腔内

でアミノ酸でなくペプチドとして，粘膜細胞に直接作

用して，CCK分泌を刺激することを，in vivo6)，in

vitro7)の試験で明らかにしてきた．また，他のグルー

プから，同様の知見がいくつか報告されている8～10）．

すなわち，食品たん白質はペプチド構造を保ったまま

小腸粘膜内分泌細胞に存在する未知の受容体に受容さ

れ，CCKの分泌を亢進させることになる．これまでに，

小腸上皮細胞によるたん白質の受容には，グアニジル

基に富んだペプチド構造の関与が推定されたため7, 11），

食品たん白質の小腸内分泌細胞による認識には，その

中のArg-richな部分構造が関与していることが考えら

れる．私どもはまた，分離大豆たん白質は，直接作用

によるCCK分泌促進作用が強いことも明らかにした12）．

本研究の目的は，小腸粘膜上皮細胞に認識され，

CCK分泌を亢進して飽食感を惹起する，大豆たん白質

中に存在するペプチド構造を見いだすことである．既

に，大豆たん白質中の7Sグロブリン，すなわちβコン

グリシニン（β-con）にCCK分泌促進作用，および飽

食作用が局在することを確認しているため，β-conの

全アミノ酸配列より，グアニジル基を含むアミノ酸で

あるArg-richの部分配列を選び，これらペプチドを合

成した．これらの中から，β-conに内在するCCK分泌

促進に関与する配列を，小腸粘膜刷子縁膜結合活性と，

ラットを用いた飽食促進作用により同定した．

Fig. 2. Time schedule of feeding test.

Table 1. Binding activities of peptide fragments onβ-
conglycinin to solubilize components of the
brush-border membrane in the rat proximal
small intestine

Table 2. Specificity of peptideβ51-63 for binding to
the brush-border membrane

Fig. 1. Amino acid sequence of soybeanβ-conglycinin subunit (α,α',β) Arg-rich fragments are underlined.
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方　　　　法

ペプトンおよびβコングリシニン内在フラグメントの

合成

分離大豆たん白質（フジプロR）あるいは，生大豆

粉末より7Sグロブリン分画（β-con）および11Sグロ

ブリン分画を調製した13)．ペプトンの調製は，基質を

リン酸にてpH1.85にし，ペプシンを（１：100）添加

して，37℃で10分間反応させた．煮沸によりペプシン

を失活させた後，遠心上清を中和，脱塩した後，凍結

乾燥して，ペプトン粉末を得た．

β-conの３つのサブユニット（α，α'，β）の全ア

ミノ酸配列（Fig. 1）より，Argが近接して２残基以上

存在する配列を選択し，６～13残基からなる19種のペ

プチド（Table 1，2）を合成した．

小腸刷子縁膜成分とペプトンおよびペプチドとの結合

小腸刷子縁膜成分とペプトンおよびペプチドとの結

合強度は，物質間相互作用解析装置（BIACORE3000,

BIACORE）を用いて測定した14)．ラット空腸粘膜よ

り調製した刷子縁膜の，0.1% Triton X-100可溶化たん

白質をBIACOREのセンサーチップ（CA-5）に固定化

し15)，ペプトンあるいは合成ペプチドをそれぞれ100

μg/mL，流速10μL/minで流して，２分後の刷子縁膜

成分との結合量を測定した．

摂食試験（飽食促進作用の検討）

Sprague-Dawley系の雄ラット，体重220～230 g，に

ペントバルビタール麻酔下で，十二指腸にカニューレ

（シラスコンNo. 00）を挿入する手術を施した．また，

CCK blockerを投与した実験では，頸静脈にも同様の

カニューレを挿入した．これらのラットは，手術回復

後，一夜絶食させ，翌日，被験水溶液2.5 mLをシリン

ジポンプにより流速0.5 mL/minで５分間，十二指腸に

投与した．対照群には溶媒である蒸留水を投与した．

投与開始15分後に，25%カゼイン食を60分間自由摂取

させ，60分目に摂食した餌の重量を測定した（Fig. 2）．

β-conペプトンは2 mg/mL濃度で投与した．CCKA受

容体阻害薬のdevazepide溶液は，被験液の十二指腸投

与開始，10分前に，500μg/kg体重で頸静脈カニューレ

より投与した．対照群には，devazepideの溶媒のみを

同様に投与した．また，手術からの回復，摂食試験に

用いた食餌は，25%カゼイン，５%コーン油を含む，

ショ糖ベースの基本食である．

血漿CCK濃度測定試験

先の摂食抑制試験と同様にして，カニューレ留置手

術を施したラットを一夜絶食させ，翌日，被験水溶液

2.5 mLをシリンジポンプにより，流速0.5 mL/minで十

二指腸に投与した．その後絶食状態を保ったままラッ

トをケージ内に置き，45分後に麻酔をかけて直ちに門

脈血を採取した．遠心分離により門脈血から血漿を回

収し，Sep-pak C18を用いてCCKを抽出した後，膵腺

房細胞を用いたbioassay法16)により血漿CCK濃度を測

定した．

これらの実験は，すべて北海道大学動物実験ガイド

ラインに従い実施された．また，ラットを用いたすべ

ての実験は，室温22℃，湿度55%，12時間の明暗周期

の室内で行われた．

結果と考察

β-conペプトン，5 mgを投与したときの，一夜絶食

させたラットの摂食量低下を，Fig. 3に示した．一時

間の摂食量としているが，実際は摂食開始30分でこの

90%以上を摂食しており，すでに同様の差が見られた

（データは示していない）．このことは，β-conペプト

ンの作用は，ミールサイズの減少によるものであるこ

とが示唆される．CCKA受容体の特異的アンタゴニス

トであるdevazepideの投与により，β-conペプトンに

よる摂食量の減少は，完全に消失した．このことより，

β-conペプトンの作用は，CCKに依存していることが

示された．最近他のグループからも，大豆たん白質に

摂食量の減少作用が報告された17）．ここではCCKとと

もにオピエートの関与を示唆している．エストロジェ

ンやレプチンの摂食調節作用にも，CCKが関わってい

Fig. 3. Satiety effect (suppresion of food intake) by
β-conglycinin peptone (β-con) Effects of
devazepide, a CCKA-blocker.  Mean + SEM
(n = 7).
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るとする報告があることから18），CCKは摂食調節に関

与する他の因子の作用においても，重要な役割をもっ

ていることが示唆される．

β-con各サブユニットの全アミノ酸配列中から，

Argが局在するペプチド配列を選び，まずTable 1の13

種のペプチドを合成した．これら合成ペプチドと粘膜

上皮細胞膜との結合能を，空腸刷子縁膜可溶化たん白

質を固定化した，BIACOREセンサーチップを用いて

調べた．その結果，βサブユニットの51～63ペプチド

（β51～63，VRIRLLQRFNKRS）で，他のペプチドに

比べて，はるかに高い結合活性が認められた（Table

1）．このペプチドは，Arg残基を４個含み，13種の中

で最も多い．しかし，α'75～82もβ51～63と似た間隔

で４個のArg残基を含むが，結合活性はほとんどない．

この結果は，小腸刷子縁膜との結合は，Arg残基のみ

でなく，その間に挟まれるアミノ酸も結合に関与して

いることを示している．

またこのβ51～63ペプチドは，13種のうち最も長い

13アミノ酸残基であるため，β51～63両端のArgを除

いたペプチドを合成して，結合活性を測定した

（Table 2）．β51～63の４残基のArgのうち，N末，C末

どちらかのArgを除くと，結合強度は1/2程度に，両

方を除くと1/8に低下した．さらに，β51～63と酷似

した配列のα212～224およびα'230～240も合成し，結

合活性を測定したところ，β51～63の半分程度の結合

活性が見られた（Table 2）．これらの結果は，刷子縁

膜と結合するペプチドの特異性は，あまり高くないこ

とが推察される．

先の実験で小腸刷子縁膜成分と高い結合活性を示し

たβ51～63を，ラット十二指腸に投与し，飽食促進作

用を観察した．その結果，7.5 nmolのβ51～63を投与

した時，摂食量が低下した（Fig. 4）．この付近の量が，

β51～63の最小有効量（閾値）だと思われる．β-con

ペプトンの最低有効量では，5 mg（濃度2 mg/mL）で

ある．その中に含まれているβ51～63の量は約50μg

(約30 nmol，β-conの平均分子量が約16万に対しβ51

～63の分子量は1686）である．モル量当たりの活性で

見れば，β51～63はβ-conペプトンの約４倍高い活性

を持つことになる．β-conペプトン中では，β51～63

はペプシンにより，部分的に切断されている可能性が

高い．

次にラットを用いて，Table 2で使用したペプチド

とβ51～63の飽食促進作用を比較した．β51～63投与

で摂食量は有意に減少したが，β51～63類似ペプチド

のα212～224およびα'230～240や，部分ペプチドの作

用は減弱し，摂食量は対照群に対して低下傾向は示し

たものの，有意な差にはならなかった（Fig. 5）．これ

らは，小腸刷子縁膜との結合活性とおおよそ一致する

ことから，この結合がCCK分泌活性に関係しており，

増加したCCK濃度により，飽食作用が促進されたもの

と考えられた．しかし，今後刷子縁膜の結合活性と，

CCK分泌促進作用の，より詳細な関係を確認する必要

がある．

Fig. 4. Minimum concentration of β51-63 for induction
of satiety effect 7.5 nmol (2.5 mL of 3 mmol/L,
12.5 mg).  Mean + SEM (n = 7).

Fig. 5. Specificity of β-conglycinin β51-63 to induce
satiety effect.  Mean + SEM (n = 7).

Fig. 6. Effects of devazepide (CCKA-blocker) on the
satiety effect of β51-63 and portal cholecystokinin
secretion after an infusion of β51-63. Mean +
SEM (n = 7).
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β51～63の飽食促進作用は，CCKA受容体の特異的

ブロッカーにより完全に消失し，またβ51～63の投与

はCCK分泌の著明な増加を惹起した（Fig. 6）．

以上，大豆β-conはCCK分泌を促進させる飽食促進

ペプチドを内包し，その主な活性配列はβ51～63であ

ることが明らかになった．また，このペプチドは小腸

刷子縁膜成分と強く結合することにより，その活性が

惹起されることが示唆された．

要　　　　約

食品たん白質は，ペプチド構造を保ったまま小腸粘膜の内分泌細胞に受容され，コレシストキニ

ン（CCK）の分泌を亢進させる．この作用は，大豆βコングリシニン（β-con）に局在すること，

さらに，ラット腸内にβ-conペプトンを投与することにより，摂食量の低下が確認された．本研究

では，β-conの全アミノ酸配列より，Argが近接して２残基以上存在する配列を選択し，6～13残基

からなる19種のペプチドを合成，小腸刷子縁膜との結合強度を測定した結果，β-conβサブユニッ

トの51～63番目の配列ペプチド（β51～63, VRIRLLQRFNKRS）が，刷子縁膜たん白質に強く結合

することが明らかになった．これと類似，あるいは短くしたペプチドの結合活性は減弱した．これ

らのペプチドの飽食促進作用を検討した結果，β-conおよびβ51～63投与で摂食量は減少し，閾値

はβ-con，5 mg/ratでβ51～63，12.5μgであった．β51～63の飽食促進作用は，CCKA受容体ブロ

ッカーにより完全に消失した．以上，大豆β-conはCCK分泌を促進させる飽食促進ペプチドを内包

し，その主な活性配列はβ51～63であり，小腸刷子縁膜成分と強く結合することにより，その活性

が惹起されることが示唆された．
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