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食品タンパク質由来カチオン性ペプチド

の多彩な生体防御機能

発酵食品には，原料タンパク質からの酵素分解ペプチドが多く含まれている。ペプチドの生理機能につ

いての研究が着実に進められており，血圧降下作用，酵素活性抑制作用，抗酸化作用等の他にも生理機能

が解明されている。穀類タンパク質由来のカチオン性ペプチドに関する著者の精力的な研究成果をわかり

やすくまとめて解説していただきました。大豆発酵食品の製造にかかわる人の参考になると思います。ぜ

ひごー読を。

1. はじめに

内因性のヒト抗菌ペプチドとして，唾液中の cys-

tatin Sやhistatinなどが報告されている。 Histatinは，

口内炎などに対する感染防御用の医薬品として治験が

実施されている。また， LL-37, (J-defensin, integrin 

などのヒトのペプチドは，抗菌作用ばかりでなく，免

疫調節，抗炎症，創傷治癒（傷を早く治すこと）促進，

細胞増殖促進などの多くの生体防御機能を有しており，

それらの多彩な生理活性に着目した医薬品開発が進め

られている 1,2)。最近，血管新生関連因子の遺伝子探

索研究において抗菌活性や血管内皮細胞増殖促進活性

を有す 30残基のアミノ酸からなるペプチド (AG30)

が発見され，その機能を強化するために改変された。

この改変ペプチド (SR-0379) は皮膚潰瘍治療用の医

薬品として，ベンチャー企業を含めて開発が進められ

ている 3)。さらに，カエル粘膜由来ペプチド (magain-

in 2)，ブタ白血球由来ペプチド (protegrin-1)，ウシ

好中球由来ペプチド (indolicidin)やそれらの改変ペ

プチドなどについて，主に感染症の治療を目的とした

治験が実施されている。

一方，食品由来の抗菌タンパク質・ペプチドとして，

乳カゼインの酵素加水分解分解物凸卵白の cystatin5l

やlysozyme（分解産物に抗菌活性がある）6）などが報告

されている。また，乳タンパク質である lactoferrinお
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よびその分解物である lactoferricinBは最近，サプ

リメントやガムなどの健康食品の成分として国内で実

用化されている。特に， lactoferrinはlactoferricinB 

に比べて抗菌活性は低いが多彩な生理活性（鉄結合

活性免疫調節活性，抗酸化活性など）を有すること

が報告されている。このように lactoferrinは多機能な

ことから化粧品にも応用されている。さらに，食品タ

ンパク質由来ペプチドに関しては，アンジオテンシン

変換酵素阻害活性に基づく降圧作用，ジペプチジルペ

プチダーゼ4阻害活性に基づく血糖調節作用， コレス

テロール低下作用，デンプン分解酵素阻害作用，抗酸

化作用などの多くの機能が報告されているが，抗菌作

用に関する報告は，比較的少ない。また，筆者らが報

告した米と大豆のタンパク質由来抗菌ペプチド以外に，

生体防御に貢献する複数の機能を兼ね備えた食品タン

パク質由来抗菌ペプチドは報告されていないと考えら

れる”。

2. 食品タンパク質由来カチオン性ペプチドの研究

筆者らが実施してきたカチオン性ペプチドに関する

研究の経過を第 1図に示す。米と大豆のタンパク質由

来カチオン性ペプチドに関しては最初に，米と大豆

のタンパク質のアミノ酸配列から，抗菌活性をはじめ

とする多彩な生理活性を発揮する可能性があるカチオ

ン性ペプチドを探索し，それらが実際に複数の生理活
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第 1図 食品タンパク質由来カチオン性ペプチドの研究

性を有することを見出した。また，米タンパク質由来

ペプチドに関しては，カチオン性や疎水性を強化する

ことによって生理活性を高めることができた。次に，

これらのペプチドの実用化を考慮したときには，化学

合成ペプチドは製造コストや安全性などが問題となる

ため，米と大豆のタンパク質の酵素加水分解物に含ま

れるカチオ ン性ペプチドについて検討した。その結果

加水分解物から精製し，同定したカチオン性ペプチド

が，各タンパク質のアミノ酸配列から見出したカチオ

ン性ペプチドと同じように多彩な生理活性を示すこ

とを明らかにした。また，清酒，醤油，味噌，納豆，

発酵乳製品（ヨーグルトや乳酸菌飲料）などの発酵食

品中に含まれるペプチドの生理機能に関する研究は，

降圧活性や抗酸化活性を中心に実施されているが 8,9)' 

その他の生理活性に関する研究例は少ない。そこで，

代表的な発酵食品である納豆に着目し，その抽出物に

含まれるカチオン性ペプチドを精製・同定し，それら

の生理活性を明らかにした。

本稿では，筆者が進めてきた研究の中で（1)米と

大豆のタンパク質のアミノ酸配列から見出したカチオ

ン性ペプチドの生理活性に関する研究結果 10-13). (2) 

米糠と米胚乳のタンパク質の酵素加水分解物に含まれ

るカチオン性ペプチドの精製と同定およびそれらの生

理活性に関する研究結果 14,15) •お よび （3) 納豆抽出

物に含まれるカチオン性ペプチドの精製と同定および

それらの生理活性に関する研究結果 16)について，順

次紹介する。
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3. 食品タンパク質のアミノ酸配列からのカチオ

ン性ペプチドの探索

筆者らは，主に 10-50残基のアミノ酸から構成さ

れている，正味の正電荷を有する，両親媒性である，

a-helixや(J-sheetなどの 2次構造を有する，などの

抗菌ペプチドに共通する特徴に基づいて，食品タンパ

ク質のアミノ酸配列から抗菌活性をはじめとする多彩

な生理活性を発揮する可能性があるリジンやアルギニ

ンを含むカチオン性ペプチドを探索した。その結果，

これまでに第 1表に示す 9種類のカチオン性ペプチド

（等電点が高く，正味の正電荷を有するペプチド）の

配列を見出した。すなわち，米の酵素 cyanatelyase 

の部分配列であるペプチド CL-1210)および米の heat

shock protein 70の部分配列であるペプチド Hsp70-13,

Hsp70-14,およびHsp70-1811)を見出し，それらのい

くつかの生理活性について既に報告した。また， X線

構造解析によって立体構造を明らかにした米の a-am-

ylase (AmyI-1)から新規ペプチドとして AmyI-1-17

とAmyI-1-18を見出し，それらが病原微生物に対す

る抗菌活性エンドトキシン（内毒素）であるリポ多

糖 (lipopolysaccharide, LPS)に対する中和活性など

を示すことを報告した 12.17)。さら に最近，大豆の主

要なタンパク質である glycininと(J-conglycininから

Glycinin-17, BCAS-16, およびBCBS-11を見出し，

それらが複数の生理活性を兼ね備えていることを報告

した 13)。
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第 1表 食品タンパク質のアミノ酸配列から見出したカチオン性ペプチドのアミノ酸配列とそれらの特徴 I)

ペプチドを含むタンパク質
分子量(Da) 正味の等電点

食品 ペプチド名 アミノ酸配列 測定値2)
[M +HJ+ 電荷 （ ） 

CL-12 cyanate lyase RRLMAAKAESRK 1416 71 + 4 11.72 

Hsp70-13 heat shock protein 70 SQRQATKDAGVIS 1360.52 + 1 8.46 

米
Hsp70-14 heat shock protein 70 RARFEELNMDLFRR 185317 + 1 9.45 

Hsp70-18 heat shock protein 70 DNRMVNHFVQEFKRKHKK 2341.77 + 6 10.45 

Amyl-1-17 a -amylase (Amyl-1) KEEIERL VSIRNRQGIH 2077.39 + 1 8 75 

Amyl-1-18 a-amylase (Amyl-1) HLNKRVQRELIGWLDWLK 2304.75 + 2 9 99 

G!ycmm-17 glycmm RKSREWRSKKTQPRRPR 2253.13 + 8 12.31 

大豆 BCAS-16 /3-conglycinm a -subumt KNQYGRIRVLQRFNQR 2077.38 + 5 12 01 

BCBS-11 f] -conglycinin f] -subunit RIRLLQRFNKR 1500.54 + 5 12.48 

1)文献 14,15)を一部改変して引用した。

2) [M+H]＋は protonatedmolecule（プロトン化分子）を示す。
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第 2図 Amyl-1-18とBCBS-11の病原微生物に対する抗菌活性

米の a-amylaseと大豆の /J-conglycinin/]-subunitのアミノ酸配列から見出したカチオン性ペプチド Amyl-1-

18とBCBS-11の歯周病菌， う蝕菌，および日和見感染真菌に対する抗菌活性をそれぞれ示す。文献 12, 13) 

を一部改変して引用した。

4.食品タンパク 質のアミノ 酸配列から探索した

カチオン性ペプチドの生理活性

4-1.カチオン性ペプチドの抗菌活性

本項では，第 1表に示したカチオン性ペプチドのう
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ち， a-amylaseの部分配列である 18残基のアミノ酸か

らなる Amyl-1-18および大豆の/J-conglycininfJ -sub-

unitの部分配列である 11残基のアミノ酸からなる

BCBS-11を代表的なカチオン性ペプチドとして選択

し，両者の抗菌活性， LPS中和活性，および血管新
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生促進活性について検討した結果を解説する。

Amyl-1-18とBCBS-11について，グラム陰性細菌で

ある歯周病菌 (Porphyromonasgingivalis)，グラム陽

性細菌であるう蝕菌 (Streptococcusmutans)，および

日和見感染真菌 (Candidaalbicans)に対する抗菌活

性を測定した結果を第 2図に示す 12.13)。Amyl-1-18と

BCBS-11は， どちらも 3種類の病原微生物に対して，

濃度依存的に抗菌活性を発揮した。これらのデータに

基づいて， 50％増殖阻害濃度 (50%growth-inhibitory 

concentration, IC50) を算出した結果 Amyl-1-18の

P. gingivalis, S. mutans,および C.albicansに対する

IC5。は，それぞれ 13μM, 77 μM, および64μMで

あり， BCBS-11の各病原微生物に対する IC5。は，そ

れぞれ36μM, 140 μM, および35μMであった。

Amyl-1-18とBCBS-11のP.gingivalisに対する抗

菌作用のメカニズムを解明するために，蛍光プローブ

(diSC3-5) を用いた細胞膜脱分極アッセイや核酸染色

蛍光色素 (propidiumiodide, PI) によって染色され

る細胞数を計測する細胞膜損傷アッセイを実施し，

Amyl-1-18とBCBS-11の病原微生物の細胞膜に対す

る作用を検討した 12,13)。その結果， Amyl-1-18または

BCBS-11を作用させた場合濃度依存的に細胞膜脱分

極作用を発揮したが，その作用は弱かった。特に，

Amyl-1-18の細胞膜への作用は， BCBS-11に比べて弱

いことがわかった。また， Amyl-1-18とBCBS-11は，

S. mutansの細胞膜を損儀することがわかった。一方，

どちらのペプチドを作用させた場合も， C.albicans 

細胞は PIによって染色されず，細胞膜が損傷されな

いことが明らかになった。 Amyl-1-18とBCBS-11の

病原微生物に対する細胞膜選択性は，細胞膜の構造と

そのリン脂質の組成の差異によると考えられるが，こ

の点に関しては，今後詳細に検討する必要がある。

また， Amyl-1-18のP.gingivalisとC.albicansの細胞

膜への作用およびBCBS-11の C.albicansの細胞膜ヘ

の作用はいずれも弱いことから，他の抗菌作用メカニ

ズム（例えば標的がDNA,RNA, 酵素などの細胞

内分子であるメカニズム）によって主に殺菌している

と考えられる 18,19) 0 

4-2. カチオン性ペプチドの LPS中和活性

LPSは，グラム陰性細菌の外膜の構成成分であり，

主に 0抗原，コア多糖およびlipidAから構成され

ており，発熱作用や細胞傷害作用などの種々の毒性を

第 114巻 第 8号

有していることが知られている。この LPSがマクロ

ファージなどの細胞表面に存在する Toll-likereceptor 

4 (TLR4) に結合すると，シグナル伝達経路が活性

化され，細胞傷害性のある炎症性サイトカイン（イン

ターロイキン (IL)-6,腫瘍壊死因子 (TNF)-a. イン

ターフェロン(LF)-yなど）が過剰に産生される 17,20)0 

そこで， TLR4とLPSの結合から始まるシグナル伝

達経路をカチオン性ペプチドによって阻害し， LPS刺

激によって誘導される炎症性サイトカインの産生を抑

制できるかを検討した。また，カチオン性ペプチドの

LPS中和活性およびエンドトキシン (LPSとlipidA) 

との結合活性を定量的に解析し，カチオン性ペプチド

の抗炎症の作用メカニズムを解析した 21)。

本項では， Amyl-1-18とBCBS-11のLPS中和活性

の結果を示す。 LPSを特異的に検出することができ

るLimulusamebocyte lysate (LAL)試薬を利用し

たリムルステストを用いて，ペプチドと LPSの結合に

伴う 405nmにおける吸光度の減少を測定した 13,17) 0 

Amyl-1-18とBCBS-11のLPS中和活性を第 3図に

示す。 Amyl-1-18とBCBS-11は，濃度に依存して発

色反応を阻害した。 LPSとの結合によって発色反応

を半分に抑えるために必要な 50％有効濃度 (effective

concentration, EC50) を算出した結果 Amyl-1-18と

BCBS-11のEC5。は，それぞれ 0.22μMと0.31μMと

なった 13,17,21）。ところで， LPSと強く結合することが

知られている抗生物質である polymyxinBは，治療

薬として市販されている。リムルステストを用いて

polymyxin BのLPS中和活性を測定し， EC5。を算出

した結果，その値は 0.11μMであった叫これらの

EC5。値が低いという結果から， AmyI-1-18とBCBS-

11は， polymyxinBと同じように， LPSに強く結合し，

中和活性を発揮することがわかった。

4-3. カチオン性ペプチドの血管新生促進活性

AmyI-1-18とBCBS-11の創傷治癒作用を， ヒト謄

帯静脈血管内皮細胞 (humanumbilical vein endothe-

lial cell, HUVEC)の血管新生（管腔形成）促進作用

に基づいて評価した 13,22)。創傷治癒作用を有するヒト

の生体防御ペプチドとして知られている LL-37をポジ

ティブコントロールとして， AmyI-1-18とBCBS-11の

血管新生促進作用を検討した結果を，第 4固に示す。

AmyI-1-18とBCBS-11は， LL-37と同じように，血管

新生促進作用を発揮した。すなわち，細胞懸濁液に 1
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第 3図 Amyl-1-18とBCBS-11のLPS中和活性

LPSにAmyl-1-18または BCBS-11を混合した後， リムルステス トを実施した結果を示す。文献 13, 17)を一

部改変して引用した。

1 μM LL-37 1 11M Amyl-1-18 

コントロール

（ペブチド無添加）

lOμM LL-37 10 μM Amyl-1-18 

1 μM BCBS-11 

10 μM BCBS-11 

第 4図 Amyl-1-18とBCBS-11の血管新生促進活性

Amyl-1-18または BCBS-11を添加した後 15時間培養し，網目状（血管状）に増殖した HUVECを顕微

鏡で 40倍の倍率で観察した結果を示す。LL-37はヒトの生体防御ペプチドであり，ポジテイプコント

ロールとして用いた。文献 13,22)を一部改変して引用した。

μM および 10μMの各ペプチドを添加した後 15時

間培養し，顕微鏡を用いてマトリゲル （人工基底膜）

内の管腔 （血管状）構造を有する HUVECを観察し，

その細胞の長さを計測した。その結果， AmyI-1-18は

LL-37と同じ濃度 (1μMと10μM)において血管新

生促進作用を示し，その作用は添加した濃度に依存し

ていた。一方， BCBS-11は 1μM において血管新生
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促進作用を示したが 10μMにおいてその効果が

低下した。今後， BCBS-11の最適な添加濃度につい

て検討する必要がある。以上の結果から， AmyI-1-18

とBCBS-11は， LL-37と同じように， HUVECの血管

新生を促進する作用を有する こと から，創傷治癒作用

を示すことがわかった。 さらに，本研究で用いたアッ

セイ系に，血管内皮細胞増殖因子 (vascularendothe-
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第 2表 米糠タンパク質(RBP)と米胚乳タンパク質(REP)の酵素加水分解物に含まれるカチオン性ペプチドの

性質と生理活性 I)

分子量 (Da) アミノ酸配列
抗菌活性4> LPS中和

血管新生 溶血
ペプチド

名1) 測定値 3) 計算値
（アンターフインは 等電点

正味の IC5。(μM) 活性5)

電荷 日和見 EC50 
促進活厨活性7)

[M +HJ+ [M] 
同じ配列を示す。）

RBP-LRR 1597.0156 1595.7818 LRRHASEGGHGPHW 

RBP-EKL 1667.8685 1667.0094 EKLLGKQDKGVIIRA 

RBP-SSF 1284:7872 1283.6622 SSFSKGVQRAAF 

REP-RSV 819.4008 818.4722 RSVSKSR 

9.62 + 1 

9.70 + 2 

11.00 + 2 

12.01 + 3 

感染真菌
歯周病菌 (μM) 

（％） （％） 

289 ND8> 1.07 

ND 75.6 0.86 

ND 78.5 1.41 

ND ND 7.5 

REP-RRV 925.6333 924.5617 RRVIEPR 11.70 + 2 ND 

142 

153 

168 

llO 

120 

122 

140 

122 

4.3 

5.9 

4.3 

4.6 

2.5 

3.2 

9.5 

3.3 

REP-ERF 1420.7600 1419.7194 ERFQPMFRRPG 11.70 + 2 ND ND 3.4 

REP-RVR 2483.0571 2482.265 RVRQNIDNPNRADTYNPRAG 10.67 + 2 ND ND 2.7 

REP-VVR 1406.9025 1405.8881 VVRRVIEPRGLL 11.70 + 2 ND 87 1.7 

l)文献14, 15) を一部改変して引用した。

2) RBP: Rice bran protein（米糠タンパク質）． REP:Rice endosperm protein（米胚乳タンパク質）。

3) [M+H]＋は protonatedmolecule（プロトン化分子）を示す。

4)抗菌活性は． IC5。(50％増殖阻害濃度）を示す。

5) LPS中和活性は， EC5。(50％有効濃度）を示す。

6)血管新生促進活性は，ペプチドを添加していないときを 100%とした相対値を示す。

7)溶血活性は，ペプチドの濃度が500μMのときの値を示す。

8) ND: not detected（検出できなかった）。

lial growth factor, VEGF) レセプターの特異的阻害

剤 (SU5416) を添加した結果， HUVECの血管新生に

対する Amyl-1-18の促進効果は著しく低下した 22)。

したがって，カチオン性ペプチドは VEGFのレセプ

ターに作用して，血管新生促進作用を発揮していると

考えられる。今後，カチオン性ペプチドの血管新生促

進の作用メカニズムに関して，詳細に検討する必要が

ある。

5.食品タンパク質酵素加水分解物からのカチオン性

ペプチドの精製と同定およびそれらの生理活性

5-1. 米糠タンパク質および米胚乳タンパク質の酵素

加水分解物に含まれるカチオン性ペプチド

これまで述べてきた結果は， タンパク質中のアミノ

酸配列に基づいて，化学合成したカチオン性ペプチド

について得られている。これらの化学合成ペプチドを

産業的に実用化する場合には，製造コストや安全性な

どが問題となるため，天然物由来のカチオン性ペプチ

ドが求められている。

米糠中には， フィチン酸，イノシトール， トコトリ

エノール， y-オリザノール，フェルラ酸などの生理活

性成分が含まれており，米糠はこれらの機能性成分を

製造する原料として有効利用されている。しかし，米
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糠中のタンパク質成分の有効性は知られていない。一

方，小麦，大豆， トウモロコシなどの穀類タンパク質

の加水分解物，およびそれらに含まれるペプチドには

多彩な生理活性があることが報告されている 23-26)。そ

こで，筆者らは既に米糠タンパク質の酵素加水分解物

から美白効果があるチロシナーゼ阻害ペプチドを見出

していることから 27)，生理活性ペプチドの原料とし

て，米糠タンパク質に着目した。また，米胚乳タンパ

ク質は，米糠タンパク質とは大きく異なる性質を有す

ることが報告されている。そこで，米糠タンパク質と

米胚乳タンパク質の酵素加水分解物に含まれるカチオ

ン性ペプチドの多彩な生理活性を明らかにすることを

目的として，次の 4点，すなわち（1) 米糠と米胚乳

タンパク質の酵素加水分解物の調製，（2)等電点電気

泳動によるカチオン性ペプチドの調製，（3)逆相クロ

マトグラフィーと質量分析計を用いたカチオン性ペプ

チドの精製と同定，および（4) 同定したカチオン性

ペプチドの複数の生理活性（抗菌活性， LPS中和活性，

および血管新生促進活性）の測定について検討した。

本項では，それらの結果 14,15)について，それぞれ解説

する。

米糠タンパク質として ricebran protein (RBP) 55 

（タンパク質含有景 55%，築野食品工業株式会社）を，
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第 3表 納豆抽出物に含まれるカチオン性ペプチドの性質と生理活性 I)

分子量 (Da)

ペプチド名 2) 測定値 3) 計算値 アミノ酸配列 等電点

[M + H]+ [M] 

FSB-KFN 912.4667 911.4977 KFNKYGR 10.29 

FSB-FPF 1250.6997 1249.6720 FPFPRPPHQK 11.00 

FSB-GQS 1423.6526 1422.7076 GQSSRPQDRHQK 10.84 

FSB-QRF 1161.4742 1160.5687 QRFDQRSPQ 9.60 
FSB-ERQ 1663.7780 1662.8743 ERQFPFPRPPHQK 10.84 

FSB-GEI 1665.6509 1664.8859 GEIPRPRPRPQHPE 9.52 

FSB-EQP 1714.8907 1713.9427 EQPRPIPFPRPQPR 11.70 

l)文献 16) を一部改変して引用した。
2) FSB: Fermented soybean（発酵大豆；納豆）。

正味の

電荷

+ 3 

+ 2 

+ 2 

+ 1 

+ 2 

+ 1 

+ 2 

LPS中和
活性 4)

EC50 
(μM) 

27 

3.8 

5.5 

3.9 

3.1 

2.7 

2.6 

血管新生
促進活性 5)

溶血活性 6)

（％） 
（％） 

131 く 010

123 < 0.10 
129 < 0.10 
123 < 0.10 
124 < 0.10 
98 < 0.10 
126 0.24 

3) [M+H]汀ま protonatedmolecule（プロトン化分子）を示す。
4) LPS中和活性は， EC5。(50％有効濃度）を示す。
5)血管新生促進活性は，ペプチドを添加していないときを 100%とした相対値を示す。
6)溶血活性は，ペプチドの濃度が500μMのときの値を示す。

および米胚乳タンパク質として亀田製菓株式会社から

提供していただいた試作品をそれぞれ使用した。こ

れらの米タンパク質に超純水を加え． POLYTRONHo-

mogenizer (KINRMA TICA) を用いて懸濁液の均質

化を行い，分画分子量 500-1000Daの透析膜を用いて，

低分子成分を除去した。その後，適量のブタ胃粘膜由

来ペプシン (Sigma-Aldrich) を用いて 5時間 37℃

にて加水分解した。さらに，得られた加水分解物を遠

心分離し，上澄液を再び分画分子量 500-1000Daの透

析膜を用いて低分子成分を除き，出発材料を調製した。

次に，出発材料を等電点電気泳動 (RotoforCell Sys-

tern, Bio-Rad) を用いて，等電点 (isoelectricpoint, 

pI) の異なる 20の画分に分離した。抗菌活性が検出

された画分（主に等電点が高い No.19とNo.20の画

分）から逆相クロマトグラフィーによってペプチドを

精製した。必要に応じて粗精製画分をもう一度，逆相

クロマトグラフィーによって精製し，いくつかの単一

ピークを得た。各ピーク画分中のペプチドを MALDI-

TOF /MS (Bruker) によって解析し，ペプチドの分

子量を求め， MS/MS解析とデータベース検索によっ

て，ペプチドを含むタンパク質とペプチドのアミノ酸

配列をそれぞれ決定した。米糠タンパク質 (RBP）と

米胚乳タンパク質 (riceendosperm protein, REP) 

の酵素加水分解物から，それぞれ 3種類と 5種類のカ

チオン性ペプチドを同定することができた 14,15)。同定

したペプチドのアミノ酸配列とその特徴および各生理
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活性を第 2表に示す。なお，各ペプチドは N末端の 3

残基のアミノ酸配列に基づいて命名した。

同定した 8種類のペプチドを化学合成し，病原微生

物に対する抗菌活性を測定した結果，ペプチド RBP-

LRRはC.albicansに対して，ペプチド RBP-EKL,

RBP-SSF, およびREP-VVRは，それぞれP.gingiva-

lisに対して抗菌活性を示した。各ペプチドは，濃度

依存的に抗菌活性を示したことから，これらのデータ

に基づいて，各ペプチドの IC5。を算出した。それらの

結果を第 2表に示す。ペプチド RBP-LRRの C.albi-

cansに対する IC5。は 289μM, ペプチド RBP-EKL,

RBP-SSF, およびREP-VVRのP.gingivalisに対する

IC5。は，それぞれ 75.6μM, 78.5 μM, および87μM 

であった 14.15) 0 

次に，ペプチドの抗炎症活性の 1つとして， LPS

中和活性を測定した。同定した 8種類のペプチドは，

LPSによって引き起こされるリムルステストの反応

を濃度依存的に阻害した。したがって， これらのリム

ルステストの結果から，同定した 8種類のペプチドは，

LPSに結合し，中和活性を発揮することがわかった。

データに基づいて計算した結果，米糠タンパク質の酵

素加水分解物に含まれるペプチド RBP-LRR, REP-

EKL, およびRBP-SSFのEC5。は，それぞれ 1.07μM, 

0.86 μM, および 1.41μMとなった叫また，米胚乳

タンパク質の酵素加水分解物に含まれるペプチド

REP-RSV, REP-RRV, REP-ERF, REP-RVR, および
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REP-VVRのEC5。は，それぞれ 1.7μMから 7.5μM 

の範囲であった 15)0 

さらに，ペプチドの創傷治癒活性の 1つとして，

HUVECを用いて血管新生促進活性を測定した。

LL-37をポジティブコントロールとして，同定した 8

種類のペプチドの血管新生促進活性を測定した結果，

同定した 8種類のペプチドは， LL-37と同じように，

血管新生促進活性を発揮した。各ペプチドの 10μM 

における血管新生促進活性を，ペプチドを添加してい

ない場合 (100%) と比べた結果を第 2表に示す。以上

の結果から，同定した 8種類のペプチドは， HUVEC

の血管新生を促進する活性を有することから，創傷治

癒活性が期待されることがわかった 14,15) 0 

同定した 8種類のペプチドについて，細胞毒性を評

価するために，哺乳類の赤血球に対する溶血活性を測

定した。ヒッジの赤血球に対する溶血活性の結果を第

2表に示す。抗菌活性， LPS中和活性，および血管新

生促進活性を発揮する 500μM以下の濃度範囲では，

ほとんど溶血活性を示さなかった。すなわち，各ペプ

チドの溶血活性は，コントロールの界面活性剤である

Triton X-100 ~(100%）に比べて， 500 μMにおいても

2.5%から 9.5%の範囲であり，細胞毒性が低いことが

わかった 14,15) 0 

5-2. 納豆抽出物に含まれるカチオン性ペプチド

降圧作用や抗酸化作用を中心に，消酒，酒粕，味噌，

醤油，納豆，発酵乳製品などの食品中に含まれるペプ

チド（主に 10残基以下のアミノ酸からなるペプチド）

に関する研究も実施されている 8,9)．そこで，筆者ら

は納豆に着目し，納豆抽出物からカチオン性ペプチド

を精製し，同定することを試みた 16)。最初に，市販

の 1パックの納豆 (90g) に対して 250mLの超純水

を加えてすりつぶし，遠心分離することによって納豆

抽出物を調製した。この納豆抽出物を凍結乾燥した後

に再溶解し， 5倍量の冷却したエタノールを加えて分

子量が大きいタンパク質成分を沈殿させた。次に，遠

心分離して得られた上澄液からエバポレーターを用い

てエタノールを除去した後，分画分子量 500-1000Da 

の透析膜を用いて分子量が小さい成分を除去した。こ

のようにして得られた抽出液を凍結乾燥して出発材料

とした。米糠タンパク質と米胚乳タンパク質の酵素加

水分解物に含まれるカチオン性ペプチドの場合と同じ

ようにして，等電点電気泳動によって分画し，逆相ク
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ロマトグラフィーによって精製した後， MALDI-TOF/

MSとデータベース検索によってカチオン性ペプチド

を同定した。また，上述したカチオン性ペプチドの場

合と同じようにして．同定した 7種類のカチオン性ペ

プチドの抗菌活性， LPS中和活性．および血管新生

促進活性を測定した 16)。

同定したペプチドのアミノ酸配列とその特徴および

各生理活性を第 3表に示す。なお．各ペプチドは N

末端の 3残基のアミノ酸配列に基づいて命名した。同

定できた納豆抽出物に含まれるカチオン性ペプチドは，

いずれも病原微生物に対して抗菌活性を示さなかった。

一方，同定した 7種類のペプチドは，程度の差はあっ

たが，すべて LPS中和活性を有していた。また．ペ

プチド FSB(fermented soybean)-GEIを除いた 6種

類のペプチドは，血管新生促進活性を発揮した。さら

に，すべてのペプチドの溶血活性は 500μMにおいて

0.3％以下であり．ほとんど細胞毒性を示さなかった。

6. おわりに

タンパク質酵素加水分解物や発酵食品などの天然物

から単離した抗菌ペプチドは，化学合成の手法を用い

たアミノ酸の置換や付加ハイブリッド化などによっ

て活性を高めることができるため．医薬品の素材とし

て注目されている。一方，化学合成品は．実用化する

ためには製造コストや安全性などが問題となるため，

食品タンパク質の酵素加水分解物から天然型ペプチド

と類似の構造と活性を有するペプチドを調製すること

も試みられている。この場合には．原料のタンパク質

の種類酵素の種類とその加水分解条件．加水分解物

からのペプチドの分画・精製条件などが検討課題とな

る7,25)。また，発酵食品中に含まれるペプチドに関す

る研究は，降圧作用や抗酸化作用を中心に実施されて

いるが． 5-2.において解説したように．今後，その他

の生理活性についても解明する必要がある。

ペプチドの構造と活性の相関は，最も重要な課題で

ある。抗菌作用を含めて，ペプチドの抗炎症作用や創

傷治癒促進作用などの生理活性には，アミノ酸配列中

に含まれる塩基性アミノ酸と疎水性アミノ酸，または

そのバランス（両親媒性）が共通して重要な貢献をし

ていると考えられる 7,21, 22, 28-30）。しかし，ペプチドを

構成する各アミノ酸のそれぞれの生理活性に対する寄

与は複雑であり，今までのところ，各アミノ酸の寄与
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はわずかしか解明されていない。今後，特定のアミノ

酸を欠失・付加した改変体や特定のアミノ酸を置換し

た改変体を用いた研究データを蓄積することによって，

構造（アミノ酸配列と立体構造）と活性（各種生理活

性）の相関が解明されることを期待したい。

〈新潟大学工学部機能材料工学科〉
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