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生活習慣予防作用を有する大豆たん白質由来の新規ペプチドの探索
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ABSTRACT

Mental stress and food intake disorder are known to be involved in onset of obesity,
which increase the risk of lifestyle-related disease.  We investigated effect of low
molecular weight peptides derived from soy protein on the central nervous system,
and found bioactive peptide with both anxiolytic and anorexigenic activity.
Soymorphin-5 (Tyr-Pro-Phe-Val-Val) is an opioid peptide derived formβ-conglycinin
β subunit.  It has affinity for μopioid receptor and active in opioid assay system
using guinea pig ileum.  We found that soymorphin-5 increases rate of time spent in
open arm in the elevated plus-maze after intraperitoneal (i.p.) or oral administrarion,
suggesting that soymorphin-5 has anxiolytic activity.  The anxiolytic activity after i.p.
administration of soymorphin-5 was completely blocked by opioid antagonist
naloxone. These results suggest that soymprhin-5 shows anxiolytic activity viaμ
opioid receptor. In general, opioid peptides may stimulate food intake, however;
soymorphin-5 suppressed food intake after intracerebroventricular or oral
administration. Soy Protein Research, Japan 11, 132-137, 2008.
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「肥満」が糖尿病，高血圧，心疾患，動脈硬化など

の生活習慣病のリスクを上昇させることは広く認知さ

れているにも関わらず，その割合はむしろ増加し，

ＢＭＩ25以上を肥満と定義すると，日本人の

４人に１人は肥満である．肥満発症に関与す

る要因のなかで，精神的ストレスや過食（食

欲調節異常）は特に重要であり，生活習慣病

予防の観点から，これらを抑制する物質の開
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発が期待されている．本研究では，大豆たん白質由来

の種々の低分子ペプチドの中枢作用を検討した結果，

ストレス低減作用と摂食抑制作用を併せ持つ生理活性

ペプチドを見出した．

これまで牛乳およびヒト乳汁カゼインの酵素消化物

からオピオイドペプチド単離されているが1, 2)，オピオ

イド受容体への結合にはN末端のTyr-Pro-Pheという

アミノ酸配列が必須であることが知られている（Fig.

1）．ヒトβ-casomorphin-7のN末端アミノ酸配列

（Tyr-Pro-Phe-Val, YPFV）が大豆β-コングリシニンβ

サブユニットの一次構造中に存在することから，この

アミノ酸配列を含む低分子ペプチドを化学合成し，そ

れらの性質を検討したところ，ヒトβ-casomorphinよ

りも強力なオピオイド活性を有することを見出し，こ

れらをsoymorphinと命名した3)．さらに本研究では，

本ペプチドの抗不安作用および摂食抑制作用について

検討した．

方　　　　法

試　薬

大豆たん白質由来のsoymorphin-5，6，7（Tyr-Pro-

Phe-Val-Val, YPFVV; Tyr-Pro-Phe-Val-Val-Asn,

YPFVVN; Tyr-Pro-Phe-Val-Val-Asn-Ala, YPFVVNA）

および乳たん白質由来のヒトcasomorphin-5（Tyr-

Pro-Phe-Val-Glu, YPFVE），ウシcasomorphin-5（Tyr-

Pro-Phe-Pro-Gly, YPFPG）は，Fmoc法により固相合

成し，逆相HPLCを用いて精製し，さらに凍結乾燥し

たものを使用した．カルボキシメチルセルロース（ナ

カライテスク社製）およびオピオイド受容体アンタゴ

ニストnaloxone（BIOMOL international社製）を使用

した．

抗不安試験

低分子ペプチドの情動に及ぼす影響を，高架式十字

迷路（Fig. 2）を用いて検討した3～5)．高架式十字迷路

は，床上50 cmに保持された囲いのあるオープンアー

ムと囲いのないクローズドアームからなる装置で，通

常，マウスは50 cmの高さを恐れ，クローズドアーム

に長く滞在するが，抗不安作用を有する物質を投与す

ると，オープンアームへの滞在時間と進入回数が増加

することが知られている．マウス（雄性ddY系，25～

30 g，日本SLC，静岡）に対し，生理的食塩水に溶解

したペプチドサンプルを腹腔内または経口投与し，30

分後に，高架式十字迷路の中央部にマウスを置き，各

アームへの滞在時間と進入回数を５分間測定した．な

お，オピオイドアンタゴニストのnaloxone（3 mg/kg）

は，ペプチド投与の30分前に腹腔内投与した．

摂食実験

実験動物として７週齢雄性ddYマウス および

BALB/cマウス（日本SLC，静岡）を用いた．プラス

チックケージに個別飼育し，固形飼料（CE-2，日本

クレア）および水を自由摂取させた．18時間絶食後，

ペプチドサンプルを投与し，予め重量を測定した固形

飼料を与え，経時的に固形飼料の重量を測定し，摂食

量を算出した．

腹腔内投与の場合は，ペプチドを生理的食塩水に溶

解した後に投与した．また，経口投与の場合には，

0.5％カルボキシメチルセルロースを添加した生理的

食塩水にペプチドサンプルを溶解し，胃ゾンデを用い

て投与した．

脳室内投与の場合は，脳室内にガイドカニューレを

予め移植したマウスを用いた6～9)．すなわち，ネンブ

タール麻酔下（80～85 mg/kg，i.p.）で，bregmaより

0.9 mm後方，0.9 mm側方，深さ3 mmの位置に，24G

bovine β-casomorphin-7
YPFPGPI (Brantl et al., 1979)

human β-casomorphin-7
YPFVEPI (Yoshikawa et al., 1984)

β ...FVIPAAYPFVVNATSNLN...
α ...FVIPAGYPVVVNATSNLN...
α’ ...FVIPAGYPVMVNATSDLN...

317 334

soy β-conglycinin

Fig. 1. Opioid peptides derived from casein, and
homology of humanβ-casomorphin-7 and soy
β-conglycinin.
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Fig. 2.  Elevated plus maze.
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カニューレ-セーフレットキャス（ニプロ，大阪）を

加工したガイドカニューレを，脳位固定装置を用いて

移植・固定し，１週間の回復期間の後に，摂食実験を

行った．ペプチドは人工脳脊髄液（ a r t i f i c i a l

cerebrospinal fluid: ACSF; 138.9 mM NaCl, 3.4 mM

KCl, 1.3 mM CaCl2, 4.0 mM NaHCO3, 0.6 mM NaH2PO4,

5.6 mM glucose, pH 7.4）に溶解し，無麻酔・無拘束状

態のマウスにマイクロシリンジを用いて4μL投与した．

結 果 と 考 察

soymorphinの抗不安作用

大豆β-コングリシニンβサブユニット由来の

soymorphinの情動に及ぼす影響ついて，高架式十字

迷路を用いて検討した．soymorphin-5（YPFVV）の

マウスの腹腔内および経口投与により，オープンアーム

における滞在時間の割合の増加が認められた（Fig. 3）

なお，オープンアームとクローズドアームの進入回数

の合計は群間に変化が認められなかったことから

（data not shown），行動量には影響しないと考えられ

る．以上の結果より，soymorphin-5は抗不安作用を示

すことが明らかとなった．soymorphin-5はμオピオイ

ド受容体に親和性を示すとともに3)，モルモット回腸

（GPI）を用いたμオピオイド活性を有することから

（Table 1），soymorphin-5の抗不安作用が本レセプタ

ーを介しているか否かを，オピオイドアンタゴニスト

のnaloxone を用いて検討した．soymorphin-5の腹腔

内投与によるオープンアームでの滞在時間の増加は，

naloxoneの前処置によって完全に阻害された（Fig. 4）．

したがって，soymorphin-5の抗不安作用はμオピオイ

ド受容体を介しているものと考えられる．

これまで我々は，主要な緑葉たん白質D-ribulose-1,

5-bisphosphate carboxylase/oxygenase（Rubisco）由

来のδオピオイドペプチドrubiscolin-6の腹腔内およ

び経口投与により抗不安作用を示すことを見出してい

るが，rubiscolin-6の抗不安作用は，δオピオイド受

容体の下流で，σ1受容体およびドーパミンD1受容体を

介していることを明らかにしている 4 )．一方，

soymorphin-5の抗不安作用は，σ1受容体およびD1受容

体に対するアンタゴニストによって阻害されなかった

（data not shown）．また，Rubisco由来のもう一つの

抗不安ペプチドrubimetideによる抗不安作用は，プロ

スタグランジンD2-DP1受容体の活性化を介しているこ

とを見出したが5)，soymorphin-5の抗不安作用はDP1受

Table 1. Opioid activities of casomorphins and
soymorphins using guinea pig ileum (GPI) and
mouse vas deferens (MVD) assay

Peptides
opioid activity (IC50;μM)
GPI (μ) MVD (δ)

humanβ-casein
humanβ-casomorphin-4  YPFV 20 >300
humanβ-casomorphin-5  YPFVE 14 n.d.
humanβ-casomorphin-6  YPFVEP 25 >300

soyβ-conglycininβ
soymorphin-5  YPFVV 6.0 50
soymorphin-6  YPFVVN 9.2 32
soymorphin-7  YPFVVNA 13 50
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Fig. 3. Anxiolytic activity of soymorphin (SM)-5 after intraperitoneal (i.p., A) or oral (p.o., B) administration.
Values are presented as means ± SEM. ＊p <0.05, ＊＊p <0.01, ＊＊＊p <0.001 as compared with the saline
control group.

n.d. : not done.
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容体アンタゴニストによって阻害されなかったことか

ら（data not shown），他の情動調節経路を介している

ものと考えられる．soymorphin-5のμオピオイド受容

体の下流の抗不安機構は今後の検討課題である．

soymorphinは抗不安作用を有する大豆たん白質由

来の生理活性ペプチドとしては，初めての例である．

少なくとも消化管酵素に存在するエラスターゼおよび

ロイシンアミノペプチダーゼの酵素消化により

soymorphin-5が生成することを見出している3)．最近，

大豆たん白質やその酵素消化物にストレス低減作用が

認められるという報告がなされ注目を集めているが10)，

soymorphinは，その原因分子かもしれない．

soymorphinの摂食抑制作用

従来，オピオイドは摂食促進作用を示すとされ11)，

我々の実験系においても，μオピオイドアゴニストと

して知られる乳たん白質由来のヒトcasomorphins-5

(YPFVE)やウシcasomorphin-5 (YPFPG)は，マウス腹

腔内投与により摂食促進作用を示すことを確認してい

る（Fig. 5）．ヒトcasomorphin-5よりも一桁強いオピ

オイド活性を有するウシcasomorphin-5が，より強力

な摂食促進作用を示したことから，これらの摂食促進

作用はμオピオイド受容体を介しているものと考えら

れる．

大豆たん白質由来のオピオイドペプチドについて摂

食調節作用を検討したところ，意外なことに，

soymorphin-5の経口投与により用量依存的な摂食量の

低下が認められ，むしろ食欲を抑制することを初めて

見出した（Fig. 6）．また，soymorphin-5は，脳室内投

与でも用量依存的な摂食抑制作用を示すことが明らか

となった（Fig. 7）．さらに，soymorphin-7はオピオイ

ド活性が弱いにも関わらず（Table 1），より強い摂食

抑制作用を示すとともに消化管運動抑制作用を有する

ことを見出している（data not shown）．乳由来の

casomorphinと大豆由来のsoymorphinが，同じμオピ

オイドアゴニストでありながら，摂食調節において反

応の生理作用を示すのは，作用する受容体サブタイプ

が異なるか，あるいはsoymorphinがμオピオイド受

容体以外の受容体に作用している可能性が考えられ

る．

近年，情動調節および食欲調節に関与する内因性の

生理活性ペプチドとそれらの受容体が数多く同定さ

れ，脳機能において重要な役割を演じていることが判

明している．代表的な視床下部ペプチドの

neuropeptide Y（NPY）は摂食促進作用と抗不安作用

を有し，同様に，casomorphinは摂食促進作用と抗不

安作用を示す．一方，摂食抑制ペプチドの
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Fig. 4. Effect of opioid antagonist naloxone on anxiolytic
activity of soymorphin (SM)-5.  Values are
presented as means ± SEM. ＊＊p<0.01, ＊＊＊p<0.001
as compared with each group.
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Fig. 5. Effect of intraperitoneal administration of human
or bovineβ-casomorphin (CM)-5 on food intake in
fasted ddY mice. Values are presented as means
± SEM. ＊p <0.05, ＊＊p <0.01, ＊＊＊p <0.001 as
compared with the saline control group.

Fig. 6. Effect of oral administration of soymorphin (SM)-5
on food intake in fasted BALB/c mice.  Values are
presented as means ± SEM.  ＊p<0.05, ＊＊p<0.01
as compared with the saline control group.
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corticotropin-releasing factor（CRF）は摂食抑制作用

と不安増強作用を有することが知られている．しかし

ながら，摂食抑制作用と抗不安作用を併せ持つ生理活

性ペプチドの例は極めて珍しい．soymorphinは，摂

食抑制作用と抗不安作用を有するため，生活習慣病の

リスクを低減させる方向に効果的に作用するものと考

えられる．また，両作用を併せ持つsoymorphinの作

用機構は非常に興味深く，既知あるいは未知の摂食調

節ペプチド受容体を介するのかを，今後検討する予定

である．

Fig. 7. Intracerebroventricularly (i.c.v.) administered
soymorphin (SM)-5 suppressed food intake in
fasted ddY mice.  Values are presented as means
± SEM.  ＊p <0.05, ＊＊p <0.01, ＊＊＊p <0.001 as
compared with the control group.
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要　　　　約

生活習慣病のリスクを高める肥満の発症には，精神的ストレスや食欲調節異常が関与することが

知られている．本研究では，大豆たん白質由来の低分子ペプチドの中枢作用に着目し，抗不安およ

び食欲抑制作用を有する生理活性ペプチドを見出した．β-コングリシニンβサブユニト由来の新規

オピオイドペプチドとして我々が見出したsoymorphin-5 (Tyr-Pro-Phe-Val-Val) は，腹腔内および経

口投与により高架式十字迷路におけるオープンアームの滞在時間の増加が認められ，抗不安作用を

有することが明らかとなった．soymorphin-5は，μオピオイド受容体に対する親和性およびモルモ

ット回腸（GPI）におけるμオピオイド活性を示すとともに，本ペプチドによる抗不安作用は，オ

ピオイドアンタゴニストのnaloxoneによって阻害されることから，μオピオイド受容体を介してい

ることが明らかとなった．一般に，オピオイドオピオイドペプチドは摂食促進作用を示すことが知

られているが，意外なことにsoymorphin-5は，脳室内および経口投与により摂食抑制作用を示すこ

とが判明した．
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