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胆汁酸結合性を発揮する大豆グリシニン由来の

新しいコレステロール代謝改善ペプチド
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ABSTRACT

In this study, we investigated the effects of VAWWMY peptide that is the most
hydrophobic region in soy glycinin A1a subunit sequences, and SPH-sup (soy protein
peptic hydrolysate supernatant) on cholesterol metabolism.  VAWWMY peptide had a
significantly greater bile acid-binding capacity in vitro compared to casein tryptic
hydrolysate (CTH).  In addition, it significantly lowered the micellar solubility of
cholesterol in vitro and significantly suppressed cholesterol absorption in vivo
compared to CTH.  SPH-sup without bile acid-binding capacity has significantly lower
micellar solubility of cholesterol in vitro compared to CTH.  In HepG2 cells, SPH-sup
significantly increased cholesterol 7α-hydroxylase mRNA level compared to CTH.
Thus, we first found the peptide (VAWWMY, we designated as soystatin) derived
from soybean glycinin exhibited inhibitory action of cholesterol absorption in vivo.
Our results suggest that both hydrophobic peptide, for example, soystatin and water-
soluble peptide contribute to the hypocholesterolemic action induced by soy protein.
Soy Protein Research, Japan 8, 121-126, 2005.
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高コレステロール血症などの生活習慣病の増加が指

摘されている．これまでの生活習慣病と深く関連する

血清コレステロールに対する食餌たん白質の影響に関

する研究から，一般に大豆たん白質などを代表とする

植物性たん白質は，牛乳カゼインなどを代表とする動

物性たん白質と比較して，血清コレステロール低下作

用を有することが知られている1～5)．大豆たん白質に

血清コレステロール低下作用があることは以前から多

く報告され，大豆たん白質由来の疎水性ペプチドがコ

レステロール吸収に大きな役割を担っていると推定さ
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れてきた．しかし，in vivoで，コレステロール吸収抑

制作用や血清コレステロール低下作用を発揮する大豆

ペプチドは，未だに発見されていない．

そこで，大豆たん白質の主要構成たん白質グリシニ

ンのA1aサブユニットで最も疎水度の強い配列であり，

in vitroで胆汁酸結合性を有することが明らかにされ
ているVal-Ala-Trp-Trp-Met-Tyr（VAWWMY）ペプチ

ドのコレステロール代謝改善作用について検討した6)．

この検討から，これまで未発見の大豆たん白質由来の

新しい血清コレステロール低減化ペプチドを発見し，

将来的には特定保健用食品の創成や新しい大豆の分子

育種への高度有効利活用をめざしたい．

また，我々は大豆たん白質ペプシン加水分解物の水

溶性画分（SPH-sup）が，カゼイントリプシン加水分

解物（CTH）と比較して，ヒト小腸上皮細胞モデルの

Caco-2細胞において，コレステロール吸収を抑制する

ことを見出した．そこで，SPH-supのコレステロール

代謝改善作用についても，コレステロール代謝関連遺

伝子に対する影響などを検討した．

方　　　　法

SPH-supの調製方法

大豆たん白質ペプシン分解物（SPH）を20 mg/mL

の濃度で純水に懸濁させた．その後，懸濁液を9,000×

g，15℃で１時間遠心した．遠心後，上清を凍結乾燥

した．これをSPHの水溶性画分（SPH-sup）とした．

in vitroにおける胆汁酸結合能実験

タウロコール酸との結合能は，既報1)に従って測定

した．0.1 mol/L Tris-HCl緩衝液（pH7.4）5 mLに1.85

kBqのタウロ［カルボニル-14C］コール酸（ナトリウ

ム塩）（Amersham International, Buckinghamshire,

UK），0.1 mol/Lのタウロコール酸ナトリウム，そし

て結合基質を含む混合物を37℃で２時間インキュベー

トした．その後，15,000×g，37℃で15分間遠心した．

遠心後，上清の放射活性を液体シンチレーションカウ

ンターで測定した．

in vitroにおけるコレステロールミセル溶解性実験

in vitroにおけるコレステロールのミセル溶解性は，
既報1)に従って測定した．6.6 mmol/Lタウロコール酸

ナトリウム，0.5 mmol/Lコレステロール，1 mmol/L

オレイン酸，5.0 mmol/Lモノオレイン，0.6 mmol/Lフ

ォスファチジルコリン，132 mmol/L塩化ナトリウム，

15 mmol/Lナトリウムリン酸緩衝液（pH7.4）を含む

ミセル溶液をソニケーションによって調製した．その

後，混合物を37℃で24時間インキュベートした．イン

キュベートミセル溶液を反応基質に加え，37℃で１時

間インキュベートした．その後，100,000×g，37℃で

１時間遠心した．遠心後，上清の放射活性を液体シン

チレーションカウンターで測定した．

in vivo（ラット）におけるコレステロール吸収実験

市販の非精製飼料（MF，オリエンタル酵母）にて

３日間予備飼育後，９週令のWistar系ラットを水は自

由摂取のまま48時間絶食させた．ゾンデによって，3H

コレステロールを含む試験溶液を胃の中に経口投与し

た．方法の詳細は，既報1)に従って行った．

ヒト肝培養細胞HepG2細胞におけるコレステロール

代謝関連遺伝子mRNA定量実験

10％ウシ胎児血清を含むMEM培地で培養した

HepG2細胞に5 mg/mLの濃度で大豆たん白質ペプシン

分解物（分子量約1,000～8,000のペプチド混合物）や

大豆たん白質ペプシン分解物のペプチド分画物（分子

量約1,000～3,000の分画物および，分子量約3,000～

8,000の分画物）を添加し，24時間培養した．培養後，

細胞を回収し，細胞から全RNAを回収した．回収し

たRNAを用いて，コレステロール代謝関連遺伝子の

mRNAレベルに対する影響をリアルタイム定量PCR法

にて定量した．

結果と考察

VAWWMYのin vitroにおける胆汁酸結合能に対する影

響（実験１）

実験１では，VAWWMYペプチドのin vitroにおける
胆汁酸結合能に対する影響について検討した．

VAWWMYペプチドは，カゼイントリプシン分解物

（CTH）と比べて，強力な胆汁酸結合能を有すること

を見出した．コレステロール吸収を抑制する医薬品で

あるコレスチラミンとほぼ同等の胆汁酸結合能を有す

ることが明らかにされた（Fig. 1）．

VAWWMYのin vitroにおけるコレステロールミセル溶

解性に対する影響（実験２）

実験２では，VAWWMYペプチドのin vitroにおける
コレステロールのミセルへの溶解性に対する影響を検

討した．VAWWMYペプチドは，CTHと比較して，コ

レステロールのミセル溶解性を有意に低下させた

（Fig. 2）．

VAWWMYのin vivo（ラット）におけるコレステロー

ル吸収に対する影響（実験３）

実験１，２の結果を踏まえ，実験３では，VAWWMY

ペプチドのin vivo（ラット）におけるコレステロール
吸収に対する影響を放射性コレステロールを用いて検
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討した．VAWWMYペプチドはCTHと比較して，コレ

ステロール吸収を有意に抑制した（Fig. 3）．実験１～

３の結果から，VAWWMYペプチドは腸管内で胆汁酸

と結合してコレステロールミセルへの溶解を阻害する

ことにより，腸管でコレステロール吸収抑制作用を示

す可能性が示唆された．

SPH-supのin vitroにおけるコレステロールミセル溶

解性に対する影響（実験４）

実験４では，SPH-supのin vitroにおけるコレステロ

ールのミセルへの溶解性に対する影響について検討し

た．SPH-supはCTHと比較して，コレステロールのミ

セルへの溶解性を有意に低下させた（Fig. 4）．

SPH-supのin vitroにおける胆汁酸結合能に対する影

響（実験５）

実験５では，SPH-supのin vitroにおける胆汁酸結合
能に対する影響について検討した．しかし，SPH-sup

はCTHと同様にほとんど胆汁酸結合能を示さなかった

（Fig. 5）．実験４，５の結果より，水溶性画分である

SPH-supは，疎水性の高いVAWWMYペプチドとは異

なるコレステロール代謝改善メカニズムを示すことが

明らかにされた．

Fig. 1. Binding of taurocholate to casein tryptic
hydrolysate (CTH), VAWWMY peptide or
cholestyramine in vitro.  Each value is
expressed as mean ± SEM (n=3).  Mean with
different letters are significantly different
(P <0.05) by Duncan's multiple range test.

Fig. 2. Effects of casein tryptic hydrolysate (CTH),
VAWWMY peptide or cholestyramine on the
micellar solubility of cholesterol in vitro.  Each
value is expressed as mean ± SEM (n=4).
Mean with different letters are significantly
different (P <0.05) by Duncan's multiple range
test.

Fig. 3. Effects of the infusion of cholesterol micelles containing casein tryptic hydrolysate (CTH) or VAWWMY
peptide on the distribution of [3H]-cholesterol in serum, liver and small intestine of rats.  Each value is
expressed as mean ± SEM (n=9).  Statistical significance compared to CTH by Student's t-test (*P<0.05,
**P <0.01).
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Fig. 4. Effects of casein tryptic hydrolysate (CTH),
supernatant of soyprotein peptic hydrolysate
(SPH-sup) or soyprotein peptic hydrolysate
(SPH) on the micellar solubility of cholesterol in
vitro.  Each value is expressed as mean ± SEM
(n=4).  Mean with different letters are
significantly different (P <0.05) by Duncan's
multiple range test.

Fig. 5. Binding of taurocholate to casein tryptic
hydrolysate (CTH), supernatant of soyprotein
peptic hydrolysate (SPH-sup), soyprotein peptic
hydrolysate (SPH) or cholestyramine in vitro.
Each value is expressed as mean ± SEM (n=3).
Statistical significance compared to CTH or
SPH by Student's t-test (＊＊P＜0.01, ＊＊＊P＜
0.001).

SPH-supのヒト肝培養細胞HepG2細胞におけるコレ

ステロール代謝関連遺伝子mRNAレベルに対する影響

（実験６）

実験６では，SPH-supの肝臓への影響を検討するため

に，HepG2細胞を用いてコレステロール代謝関連遺伝子

mRNAレベルに対する影響について検討した．SPH-sup

はCTHと比較して，コレステロール生合成系の律速酵

素であるHMG-CoA還元酵素および血中から肝臓へコ

レステロールを取り込むLDLレセプターのmRNAレベ

ルは変化しなかったが，コレステロール分解系の律速

酵素であるコレステロール 7α-水酸化酵素（CYP7A1）

のmRNAレベルは有意に増加させた（Fig. 6）．このよ

うに，SPH-supはコレステロール分解系に働きかけ，

肝臓コレステロールレベルを低下させる可能性が示唆

された．

SPH-supの分画物（分子量約1,000～3,000：SPH-

sup＜MW3,000，および分子量約3,000～8,000：SPH-

sup＞MW3,000）のヒト肝培養細胞HepG2細胞にお

けるコレステロール7α-水酸化酵素mRNAレベルに対

する影響（実験７）

実験７では，SPH-supやSPH-supの分画ペプチド

（SPH-sup＞MW3,000およびSPH-sup＜MW3,000）の

肝臓への影響を検討するために，HepG2細胞を用いて

コレステロール7α-水酸化酵素（CYP7A1）mRNAレベ

ルに対する影響について検討した．SPH-supはCTHと

比較して，コレステロール分解系の律速酵素である

CYP7A1のmRNAレベルを有意に増加させた（Fig. 7）．

また，分画したペプチド（SPH-sup＞MW3,000）は，

SPH-sup自身よりも，CYP7A1のmRNAレベルを増加

させた．どのようなペプチドがCYP7A1遺伝子の活性

化に関与しているのかは，今後検討すべきたいへん興

味深い点である．

以上より，高い疎水性を持つVAWWMYペプチドは，

腸管内で胆汁酸と結合してコレステロールのミセルへ

の溶解を阻害することにより，in vivoにおいてコレス

テロール吸収抑制作用を示すことを初めて発見し，

VAWWMYペプチドをsoystatinと命名した．大豆たん

白質ペプシン分解物の水溶性画分であるSPH-supは小

腸でコレステロール吸収を抑制し，肝臓でコレステロ

ールの分解を促進している事が示唆された．このよう

に，大豆たん白質のコレステロール代謝改善作用は，

それぞれ役割の異なる疎水性ペプチドおよび水溶性ペ

プチドの協調作用により発現している可能性が示唆さ

れた．
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Fig. 7. Effects of casein tryptic hydrolysate (CTH) or supernatant of soyprotein peptic hydrolysate (SPH-sup), SPH-
sup fraction over molecular weight 3,000 (SPH-sup>MW 3,000) or SPH-sup fraction below molecular weight
3,000 (SPH-sup< MW 3,000) on cholesterol 7α-hydroxylase gene expression in HepG2 cells (Standardized
against 18S ribosomal RNA).  Each value is expressed as mean ± SEM (n=3).  Bars without a common
letter differ (P＜0.05) by Duncan's multiple range test.

Fig. 6. Effects of casein tryptic hydrolysate (CTH) or supernatant of soyprotein peptic hydrolysate (SPH-sup) on
the hepatic gene expression related to cholesterol metabolism in HepG2 cells (Standardized against 18S
ribosomal RNA).  Each value is expressed as mean ± SEM (n=3).  Statistical significance compared to CTH
by Student's t-test (*P <0.05).
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要　　　　約

大豆グリシニンのA1aサブユニット配列中で最も疎水度の強いVAWWMYペプチドおよび大豆た

ん白質ペプシン分解物の水溶性画分（SPH-sup）のコレステロール代謝改善作用について検討した．

VAWWMYペプチドはカゼイントリプシン加水分解物（CTH）と比較して，in vitroで胆汁酸結合
能を示し，コレステロールミセル溶解性を有意に低下させ，in vivoにおいてコレステロール吸収を

有意に抑制した．SPH-supはCTHと比較して，in vitroでコレステロールミセル溶解性を有意に低下
させたが，胆汁酸結合能は示さなかった．HepG2細胞において，SPH-supはCTHと比較して，コレ

ステロール 7α-水酸化酵素のmRNAレベルを有意に増加させた．以上より，in vivoにおいて，コレ

ステロール吸収抑制作用を発現する大豆グリシニン由来ペプチド（VAWWMY：soystatinと命名）

を初めて発見した．また，大豆たん白質の疎水性ペプチドだけでなく，水溶性ペプチド（分子量約

3,000～8,000の分画物）もコレステロール代謝改善作用に寄与している可能性が示唆された．


