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研究成果の概要（和文）：我々が発見したコレステロール（CHOL）代謝改善ペプチドであるラクトスタチン
（IIAEK）はアルカリフォスファターゼの特異的活性化を介して、腸CHOL代謝改善遺伝子（ABCA1）に影響するこ
とを発見した。世界で最初に400種のジペプチドから新規CHOL代謝改善ジペプチドFP（フェニルアラニン-プロリ
ン）を発見した。ラット全身血漿中に、3～8残基の大豆β-コングリシニン由来ペプチドを9個検出した。

研究成果の概要（英文）：We have discovered that lactostatin (IIAEK), a peptide that improves 
cholesterol (CHOL) metabolism, affects the intestinal CHOL metabolism-improving gene (ABCA1) through
 specific activation of alkaline phosphatase. The first CHOL metabolism-improving dipeptide FP 
(phenylalanine-proline) was discovered from 400 dipeptides in the world. Nine soybean β
-conglycinin-derived peptides with 3 to 8 amino acid residues were detected in rat whole body 
plasma. 

研究分野：食品機能学、栄養生化学

キーワード： ペプチド　コレステロール　FP　IIAEK　アルカリフォスファターゼ　ラット　Caco-2細胞　ラクトスタ
チン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界の死因の第一位である心臓血管疾患とコレステロール（CHOL）代謝は深く関連するため、世界初のCHOL代謝
改善ジペプチドFP発見の応用より、新しい食品ペプチドを活用した心臓血管疾患予防戦略創成が可能であり画期
的である。また、CHOL代謝改善ペプチド（IIAEK）の標的分子が腸アルカリフォスファターゼであるという研究
成果はペプチドのCHOL代謝改善作用の本質的理解に繋がり学術的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高コレステロール血症、動脈硬化症予防改善のための多くの医薬品・食品の登場にもかかわら
ず、世界の死因の第１位は、依然、心臓血管疾患であり、その原因である動脈硬化症の根本的
解決には至っていないのも厳然たる事実である。このような背景から、食物繊維、大豆タンパ
ク質などが研究されてきたが、満足できる食品成分が発見されていないことは、この事実から
も明白である。つまり従来の食品や医薬品では高コレステロール血症の予防改善には不十分で
あり、そのための理論・技術も未成熟である。よって、コレステロール代謝を改善するための
革新的理論・技術が必要である。 
 100 年以上の長い間、誰も発見できなかったコレステロール代謝改善ペプチド（ラクトスタ
チン：IIAEK）を長岡らは世界で初めて発見した(Biochem.Biophys.Res.Commun. 281, 11-17 
(2001))。ラクトスタチンのコレステロール代謝改善作用は動物実験では医薬品β-シトステロ
ールよりも強力である。ところで、体内でのコレステロール分解は肝臓コレステロール７α-水
酸化酵素（CYP7A1）を律速酵素とする経路にのみ依存している。CYP7A1 のマウスでの過剰発現
は高コレステロール血症・動脈硬化症を改善する。つまり CYP7A1 の活性化剤は高 CHOL 血症・
動脈硬化症改善素材である。しかし、CYP7A1 活性化剤は転写因子 LXR リガンドの 22-ヒドロキ
シコレステロールなどであり、副作用ため活用不可能である（Nat. Genet. 30, 151-157 
(2002)）。よって、有用な CYP7A1 活性化剤は未発見である。特筆すべきことに、ラクトスタチ
ンの標的遺伝子が CYP7A1 であることをマウスで特定した（アメリカ油化学会出版(2005)）。さ
らに、ラクトスタチンはヒト肝臓培養細胞 HepG2 で、CYP7A1 遺伝子を活性化し、コレステロー
ル分解を促進することを発見した。この CYP7A1 活性化は細胞内カルシウム（Ca）上昇を伴い、
MAP キナーゼ（PD98059）、Ca チャネル（Diltiazem）などの阻害剤で防止された。つまり、これ
らの結果から、ヒト肝臓には Ca チャネルに関連した MAP キナーゼ依存型の新規コレステロール
分解調節系が存在することを発見した(Biochem.Biophys.Res.Commun.352,697-702 (2007))。 
 ラットやヒト腸モデル細胞である Caco-2 細胞においてラクトスタチンはコレステロール吸収
を抑制することを明らかにした。しかし、その詳細な分子機構は明らかにされていない。そこ
で本研究では、Caco-2 細胞において、ラクトスタチンの媒介する新しいコレステロール吸収調
節系を解明することを目的とする。 
以上の背景から、今回は、第１に、ラクトスタチンの媒介する新規腸コレステロール吸収調
節系に関与する、ラクトスタチン受容体特定を含めた標的分子を解明することを目的に研究す
る。第 2に、我々が世界で最初に発見したコレステロール代謝改善ジペプチド FP（フェニルア
ラニン-プロリン）の作用機構について研究する。第 3に、大豆タンパク質の中で、特に脂質代
謝改善作用に大きな寄与をすると考えられるβ-コングリシニンの脂質代謝改善作用の分子機
構について研究する。 
 
２．研究の目的 
(実験 1) ラクトスタチンは、小腸モデル細胞 Caco-2 細胞において、コレステロール輸送に関
わるトランスポーターである ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) の遺伝子発現、
タンパク質発現を低下させること、HepG2 細胞において、肝臓の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) の遺伝子発現を活性化することが明らか
になっている。このことから、体内にはラクトスタチン受容体が存在し、ラクトスタチンが媒
介する新規コレステロール吸収・分解調節系が存在すると考えられているが、ラクトスタチン
受容体の実体は不明である。本研究では、ジアジリンによる光標識とクリックケミストリーに
よる受容体の可視化技術を用いて、ラクトスタチン受容体を探索することを目的とする。 
 
(実験 2)我々が世界で最初に、400 種のジペプチドから発見した新規コレステロール代謝改善ペ
プチド FP（フェニルアラニン-プロリン）は、Caco-2 細胞においてコレステロール吸収が有意に
減少し、ABCA1 mRNA レベルの有意な減少作用を誘導した。また、ラットに FPを 14 日間経口投
与した場合、血清コレステロールが有意に減少し、空腸 ABCA1 mRNA レベルが有意に減少した。
しかし、ジペプチドが腸 ABCA1 発現抑制を介してコレステロール吸収に影響を与える報告はな
く、FP が腸細胞内に取り込まれるのか、腸細胞膜に存在する未知受容体などと結合して効果を
発揮するのかは不明である。そのため、FP の脂質代謝改善作用について詳細な作用機序は未だ
明らかとなっていない。本研究では、通常マウスで FPの脂質代謝改善作用を検討するとともに、
ペプチドトランスポーター（PepT1）欠損マウスに FP を経口投与し、脂質代謝の影響を評価し、
コレステロール代謝改善作用のメカニズムを解析することを目的とする。 
 
(実験 3) 大豆β-コングリシニンは、大豆蛋白質に約 20％含まれており、ラットやヒトで血中
トリグリセリドレベルの低下作用やコレステロールレベルの低下作用、体脂肪低減効果などを
有している。また、in vitro の試験において、β-コングリシニン由来ペプチドによる脂質代



謝関連酵素活性の阻害などが報告されている。本研究では、大豆β-コングリシニンの活性成
分を特定するため、β-コングリシニン摂取後に、血中で検出されるβ-コングリシニン由来ペ
プチドのアミノ酸配列を特定し、脂質代謝改善作用に寄与する活性ペプチドの特定を目的とす
る。そこで、大豆β-コングリシニン摂取後のラット全身血血漿中のペプチド分析により、活
性ペプチドのアミノ酸配列を特定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(実験 1A)3,5-diaminobenzoic acid を出発物質とし、ジアジリンによる光標識とクリックケミ
ストリーによる受容体の可視化技術を用いて、ラクトスタチン受容体を探索する光親和性標識
プローブ（IIXEK）を新規合成し、ヒト腸由来培養細胞である Caco-2 細胞膜画分から脂質ラフ
トを単離した。単離した脂質ラフトに対して、IIXEK を用いて光親和性標識実験を行い、蛍光
アジドを結合させ、SDS-PAGE に供し、質量（MS）分析した。この方法でラクトスタチン受容体
候補分子を特定した。また、ラット腸粘膜から市販の kit で細胞膜を単離し、単離した細胞膜
タンパク質を用いて、同様の方法で実験した。 
 
(実験 1B)分化 Caco-2 細胞に 2mM IIAEK を 24 時間添加後、RNA またはタンパク質を回収し、ア
ルカリフォスファターゼ（IAP）の mRNA やタンパク質レベル、酵素活性を測定した。 
 
(実験 1C)9 時間培養 Caco-2 細胞に 20nＭ IAP siRNA を 48 時間導入後、RNA 回収し、IAP、
コレステロール代謝改善作用を有する ABCA1 等の mRNA レベルを測定した。 
 
(実験 2A)C57BL/6J 雄マウス（6週齢）に 20%カゼインを含む高脂肪高コレステロール食を摂取さ
せ、FPを 70 日間経口投与し、肥満を含む脂質代謝への影響を評価した。 
 
(実験 2B)野生型 C57BL/6J 雄マウス（8週齢）および PepT1 欠損マウス（C57BL/6J 雄）（8週齢）
に、20%カゼインを含む高脂肪高コレステロール食を摂取させ、FP を 14 日間経口投与し、放射
性標識をしたコレステロールを用いて、FP のコレステロール吸収を含む脂質代謝への影響を評
価した。 
 
(実験 3)11 週齢の Wistar 系雄ラットに 100 mg/kg B.W.のβ-コングリシニンを経口投与し、投
与後 120 分において心採血を行った。採取した血液は遠心分離を行った。得られた血漿は、除蛋
白および脱塩処理を行った後に、MALDI-MS 分析、LC-TOF/MS 分析を行った。 
 
４．研究成果 
(実験 1A)3-ethynyl-5-[3-(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl] benzoic acid を合成し、
IIAEK のアラニン残基にアミド結合により導入し、IIAEK 変異体 (IIXEK) を得た。IIXEK に
Azide-fluor 488 を導入した。分化 Caco-2 細胞から抽出した脂質ラフトと IIXEK、Azide-fluor 
488 などを反応させ、IIXEK と親和性を有するタンパク質を検出した。その結果、脂質代謝改善
に寄与するアルカリフォスファターゼ（IAP）を検出した。また、ラット小腸粘膜画分からも、
Caco-2 細胞と同様に、脂質代謝改善に寄与する IAP を検出した。 
 
(実験 1B)IIAEK 添加により、IAP の mRNA やタンパク質レベル、酵素活性は有意に増加した。 
 
(実験 1C)IAP mRNA レベルは有意に低下し、ABCA1 mRNA レベルも低下した。 
 
実験 1A〜C より、IIAEK は、脂質代謝改善に寄与する IAP の特異的活性化を介して、コレステロ
ール代謝改善遺伝子（ABCA1）に影響することを世界で最初に発見した。 
 
(実験 2A)マウスの総脂肪組織重量および血清コレステロールは対照群と比べて有意に減少した。 
 
(実験 2B)野生型マウスにおいて、FP 群は対照群と比べてコレステロール吸収、血清コレステロ
ール、肝臓コレステロールおよび肝臓総脂質が有意に減少した。しかし、PepT1 欠損マウスでは、
これらの影響が消失した。 
 
実験 2A、Bより、従来発見されていなかった動物実験で有効な抗肥満作用およびコレステロール
代謝改善作用の両方に有効なジペプチド FPを世界で最初に発見した。さらに、ジペプチド FPの
コレステロール代謝改善作用が PepT1 を介して発揮されることを明らかにし、PepT1 はコレステ
ロール代謝を制御するための新規標的分子であることを発見した（1）。 



(実験 3)化学合成したペプチドを用いて、LCMS の Retention Time の比較を行った結果、ラ
ット全身血血漿中に、ABC（アミノ酸配列非公開）などの 3〜8 残基の β-コングリシニン由
来ペプチドを合計 9個検出した。 
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of a novel cholesterol-lowering dipeptide, phenylalanine-proline (FP), and its 
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Banno, A., Wang, J., Okada, K., Mori, R., Mijiti, M., Nagaoka, S. 9
 １．著者名

10.1021/acs.jafc.9b02265

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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The Third International Symposium on Rice Science in Global Health (2019)（国際学会）
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HepG2 cells

 １．発表者名

光親和性標識による脂質ラフトにおけるラクトスタチン受容体探索.
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 １．発表者名

 １．発表者名
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長岡　利
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HepG2 cells
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 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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坂野 新太、森 崚輔、岡田 健司、王 吉力特、山本 雄太、二本 松太郎、長岡 利
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 ２．発表標題
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

大豆タンパク質・ペプチドの栄養と機能.

ペプチドが拓く健康科学の新しい世界―食品タンパク質由来の脂質代謝改善ペプチドの発見―

機能性食品の安全性・機能性評価.

生活習慣病を予防するコレステロール代謝改善ペプチドの発見.
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コレステロールを低減する食品成分を探る～特定保健用食品（トクホ）の研究開に従事して～.

Identification of a novel cholesterol-lowering dipeptide (FP), and its down-regulation of intestinal ABCA1 in
hypercholesterolemic rats.
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