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脂質代謝改善作用を持つ大豆たん白質由来ペプチド配列の検索・同定
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ABSTRACT

Soy protein is one of the vegetable proteins examined extensively for lipid lowering 
eff ect in humans and in experimental animals. Although soy protein isolate contains 
certain amounts of bioactive peptides which have distinct physiological activities in 
lipid metabolism, it is not clear which peptides are responsible for these eff ects. In 
the present study we have investigated the eff ect of soy protein-derived peptides 
on lipid metabolism in HepG2 cells and obese OLETF rats. In previous experiments, 
we found that soy crude protein (SCP-LD3) and hydrophilic peptides (separated 
from SCP-LD3 with hydrophobic synthetic absorbent) showed lipid lowering 
eff ects in HepG2 cells and in OLETF rats. Moreover, we found that F4 peptides 
(fractionated from hydrophilic peptides by GPC-HPLC) and 0% CH3CN/0.1% TFA-
fraction (isolated from F4 peptides by ODS column chromatography) showed 
hypolipidemic effects in HepG2 cells. In the present study, we found that three 
di-peptides reduced TG synthesis and one di-peptide reduced apoB secretion in 
HepG2 cells. In conclusion, we may have isolated active di-peptide sequences of 
lipid lowering eff ects from soy protein. Soy Protein Research, Japan 13, 116-119, 2010.
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近年，過栄養や運動不足を背景とした生活習慣病の
増加が社会的問題となっている．中でも主要な症候で
ある脂質代謝異常は，肝臓における脂質蓄積から高脂
血症，さらに動脈硬化性疾患を惹起するため，その予
防や改善に有効な機能性食品成分の導入が望ましいと
されている．大豆たん白質は，これまでに血清コレス
テロール低下作用や抗がん作用などが報告され，注目
されている食品素材である1～ 4)．また近年，食用たん
白質からより多様な機能性を求めて，様々な酵素消化
によりペプチドを調製する試みが行われている5～ 9)．
先に我々は，微生物由来プロテアーゼによる分離大豆
たん白質の酵素消化物SCP-LD3およびその親水性画分
が，ヒト肝臓由来HepG2細胞および肥満・高脂血症モ
デルであるOLETFラットの肝臓におけるトリグリセ
リド蓄積を抑制することを見いだし，更にゲル浸透高
速液体クロマトグラフィー分画物およびODSカラムク
ロマトグラフィー分画物がHepG2細胞における脂質合
成およびアポリポたん白質分泌を抑制することを報告
した．本研究では，脂質低下ペプチド配列の更なる検
索・同定を試みた．

方 法

HepG2細胞は大日本住友製薬株式会社（大阪）から
購入した．細胞をDulbecco's modifi ed Eagle's medium
（DME培地，Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA）に
て培養し，コンフルエントな状態で0.5 mMオレイン
酸を含む1% BSA-DME培地で24時間前培養した．前
培養後，試験培地に交換し，同時に放射性脂質前駆体
である[14C]酢酸を18.5 kBq添加し，24時間培養を行っ
た．これらの細胞と培地を回収し，分析に供した．細
胞および培地の脂質は，Bligh and Dyer法により抽
出した．抽出した脂質は，薄層クロマトグラフィー
（thin layer chromatography, TLC）法により分画し，
イメージングプレートおよびバイオイメージングアナ
ライザ（BAS1000, 富士写真フィルム, 神奈川）を用い
て各脂質画分の放射能活性を測定した．培地中のアポ
リポたん白質B100は，Total Human Apolipoprotein B 
ELISA assay（ALerCHEK, inc., Maine, USA）を用い
たELISA法によって測定した．

統 計 処 理

データの統計解析は，Tukey-Kramer法を用いて有
意差検定を行い，p<0.05を有意とした．

結果と考察

これまでに報告されている大豆由来機能性ペプチド
の鎖長は，主に３～ 13のアミノ酸からなるオリゴペ
プチドである10～ 15)．先の実験において脂質低下作用を
示したF3，F4画分は，ジもしくはトリペプチドを多
く含む画分であり，小腸上皮細胞刷子縁膜で発現する
オリゴペプチドトランスポーターPepT1によってその
まま吸収されることが考えられることから16)，腸管か
らの吸収され易さからも生体内で生理機能を発揮しや
すいことが示唆されていた．本実験において，親水性
ペプチド（SCP-LD3の疎水性吸着樹脂未吸着画分）F4
画分（GPC-HPLC溶出時間65 ～ 75分の画分）のODS
カラム分画物である0%CH3CN/0.1%TFA画分を逆相
HPLCに供したところ，７種類のジペプチド（Ala-Leu，
Ala-Tyr，Leu-Val，Ala-Val，Lys-Ala，Ser-Tyr，Val-
Lys）を分離・同定した．そこで，それらの合成ジペプ
チドについてHepG2細胞の脂質代謝に及ぼす影響を検
討した．Leu-Valについては合成が出来なかったため，
６つのジペプチドについて検討したところ，14C標識
脂質前駆体から細胞内トリグリセリド画分への放射活
性の取り込みにおいて，３つのジペプチド（Lys-Ala，
Ser-Tyr，Val-Lys）による顕著な抑制作用が認められ
た（Fig. 1）．また培地中の新規合成トリグリセリドへ
の放射活性の取り込みにおいても，３つのジペプチド
（Lys-Ala，Ser-Tyr，Val-Lys）による顕著な抑制作用
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が認められた（Fig. 2）．
アポリポたん白質B100は肝臓で生合成されるVLDL
の必須構成たん白質である．アポリポたん白質B100の
細胞内代謝にはトリグリセリド，コレステロールおよ
びリン脂質代謝が影響するが，特にトリグリセリド合
成が強く関与することが知られている17, 18)．血中にお
けるアポリポたん白質B100の濃度は冠状動脈疾患と
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Fig. 3. Effect of soy protein-derived di-peptides on 
apolipoprotein B-100 secretion from HepG2 
cells . Values are expressed as mean±
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いった動脈硬化症の発症率と正の相関を示すため，そ
の過剰分泌は独立した危険因子である19)．そこで，６
つのジペプチドがアポリポたん白質B100分泌に及ぼ
す影響について検討した結果，Ser-Tyrの添加により
顕著な低下が認められた（Fig. 3）．このことから，大
豆たん白質由来の脂質低下ジペプチド配列としては，
Ser-Tyrが最も有力な候補であると考えられた．

要　　　　約

実験の結果，親水性ペプチド（SCP-LD3の疎水性吸着樹脂未吸着画分）F4画分（GPC-HPLC溶出
時間65 ～ 75分の画分）のODSカラム分画物である0%CH3CN/0.1%TFA画分を，逆相HPLCに供す
ることで７種類のジペプチドを分離・同定した．そこで，それらの合成ジペプチドについてHepG2
細胞の脂質代謝に及ぼす影響を検討したところ，14C標識脂質前駆体から細胞内および培地中のト
リグリセリド画分への放射活性の取り込みにおいて，３つのジペプチドによる顕著な抑制作用が認
められた．また，そのうちの一つにApoB100分泌抑制作用が認められた．
以上の結果から，３つの大豆たん白質由来脂質低下ジペプチドの候補を得ることが出来た．今後
はマウスもしくはラットに投与して，in vivoでの脂質低下作用を確認する．
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