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研究成果の概要（和文）：食物繊維は，天然の健康食品素材であり，特に生活習慣病を予防する食材として最近
大きな注目を集めている。食物繊維がもたらす生理作用は消化管機能への作用であり，腸内容物との相互作用や
小腸の絨毛形態や消化・吸収機能に影響を及ぼすことが明らかにされている。本研究課題では，食物繊維が消化
管内局所的に分泌される生理活性物質に影響を及ぼし，細胞増殖に関係していることに焦点を当て，生体内でペ
クチンと相互作用するタンパク質の同定を試みた。しかしながら，ペクチンと相互作用する可能性が高い膜タン
パク質は得られなかった。今後も引き続き探索を継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：Dietary fiber is a natural health food ingredient, and has attracted a great
 deal of attention recently, in particular as a food material for preventing lifestyle diseases. It 
is clarified that the physiological function brought by dietary fiber is an action on 
gastrointestinal function, which is reported that dietary fiber affects interaction with intestinal 
contents, villus morphology, and the function of digestion and absorption in the small intestine. In
 this research project, we focused on the fact that dietary fiber affects physiologically active 
substance locally secreted in the gastrointestinal tract and is involved in cell proliferation, and 
we attempted to identify proteins interacting with pectin in vivo. But we could not get anything 
highly. We are planning to continue exploring in the future.

研究分野： 糖質生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 食物繊維は，天然の健康食品素材であり，
特に生活習慣病を予防する食材として最近
大きな注目を集めている。食物繊維がもたら
す生理作用は消化管機能への作用であり，腸
内容物との相互作用や小腸の絨毛形態や消
化・吸収機能に影響を及ぼすことが明らかに
されている。 
 McCullough らは，食物繊維混合物を成分
栄養剤に添加した場合の，消化管の形態変化
と陰窩細胞の分化増殖度を調べ，腸内細菌の
有無にかかわらず小腸では杯細胞の増加と
陰窩の分化増殖が認められることを報告し
た（McCullough et al., Gut, 42, 799-806, 
1998）。このことから，食物繊維と直接相互
作用する消化器系細胞由来膜タンパク質の
存在が予想されているものの，これまでのと
ころまだ報告されていない。 
 申請者らは食物繊維と直接相互作用する
消化器系細胞由来膜タンパク質を同定する
ために，ヒト小腸 cDNA ライブラリーを導入
したファージディスプレイ法を用いてスク
リーニングを行った結果，細胞外マトリクス
タンパク質であるフィブロネクチンをペク
チン結合因子として同定した。また，小腸上
皮様モデルの Caco-2 細胞を用いて，ペクチ
ンに対してフィブロネクチンを介した細胞
応 答 が起こ る ことを 詳 細に解 析 し た
（ Nishida et al., Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 78, 635-643, 2014）。これらのこと
から，同様に，ペクチン以外の食物繊維につ
いても腸管上皮細胞膜上に認識タンパク質
が存在する可能性は大いに考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，食物繊維が消化管内局所
的に分泌される生理活性物質に影響を及ぼ
し，細胞増殖に関係していることに焦点を当
て，「腸管上皮細胞表面には，食物繊維の構
造特異的に相互作用するタンパク質が存在
する」という仮説を立証することを目的とし
た。 
 これまでのところ，食物繊維と膜タンパク
質の相互作用を示す直接的証拠は報告され
ておらず，本研究の課題の遂行により，食物
繊維による組織形態の変化や陰窩増殖とい
った作用が速やかに進行する機構を明示で
きることが期待された。 
 世界中の多くの研究者が食物繊維の消化
管機能に及ぼす影響のメカニズム解明を目
指しているが，食物繊維の作用効果は一般に
次のように説明されることが多い。すなわち
「食物繊維が消化管内容物の粘性を増加さ
せる効果」「食物繊維が消化管内容物の嵩を
増加させる効果」「食物繊維が大腸内で発酵
して生産される，短鎖脂肪酸をはじめとした
二次代謝産物による効果」が，食物繊維の作
用効果であると考えられている。しかし，食
物繊維の摂取によって影響が及ぶ消化管機
能のうち，組織形態の変化や陰窩増殖といっ

た作用は，これらの効果のみによって説明さ
れるものではないと考えている。 
 そこで本研究課題では，「腸管上皮細胞表
面には，食物繊維の構造特異的に相互作用す
る膜タンパク質が存在する」という作業仮説
を提唱し，食物繊維の消化管機能への影響が
より適切に説明することができるようにな
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）水溶性食物繊維ペクチン由来アフィニ
ティカラムの作成 
 水溶性食物繊維の一種であるペクチンを
プルーンから抽出・精製した。まずプルーン
エキスを蒸留水により希釈したのち，80％エ
タノールによりアルコール不溶性画分を調
製した。これを DEAE-セルロースカラムクロ
マトグラフィーにおいて主要な 0.30 M 炭酸
水素ナトリウム溶出画分を試料として用い
た。精製したペクチンは，ビオチン化したの
ちにストレプトアビジンを固定化した担体
に結合させてアフィニティカラムを作成し
た。 
（2）腸管上皮細胞由来膜タンパク質の調製 
 小腸刷子縁膜をマウス小腸上部の空腸か
ら調製し，さらに膜タンパク質を可溶化して
ToMP（Total Membrane Protein）を調製した。
この ToMP をペクチンアフィニティカラムに
供してクロマトグラフィーを行い，0.5 M お
よび 1.0 M 塩化ナトリウム含有緩衝液におい
て溶出されるタンパク質 AsMP（Associated 
Membrane Protein）を得た。 
（3）食物繊維を構造特異的に認識する膜タ
ンパク質の同定 
 AsMP は，SDS-PAGE，二次元電気泳動により
分離したのち，MALDI-TOF-MS によるタンパク
質の同定を試みた。 
（4）表面プラズモン共鳴法によるペクチン
およびフィブロネクチンとの相互作用解析 
 AsMP とフィブロネクチン（FN）のアミノ酸
配列についてホモロジー検索を行って，相同
性の高い配列を同定した。この配列を FN ペ
プチドとし，表面プラズモン共鳴法によりペ
クチンおよびフィブロネクチンとの相互作
用を解析した。 
（5）細胞応答試験による FN ペプチドの機能
の検討 
 分化 Caco-2 細胞にペクチンと FNペプチド
を添加して細胞応答を調べた。その際に，ペ
クチンにより発現の変動が知られている，ア
ポトーシス促進遺伝子であるp53と細胞周期
を停止させる p21の mRNA 発現量に注目した。 
  
４．研究成果 
 作成したペクチンを固定化したアフィニ
ティカラムにマウス小腸由来膜タンパク質
を供してクロマトグラフィーを行った。その
結果，0.5 M および 1.0 M 塩化ナトリウム含
有緩衝液において溶出されるタンパク質が
確認され，これらを生理的条件に適うもので



あると判断し，AsMP とした（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ペクチンカラムによる AsMP の溶出 
 
 AsMP として得られたタンパク質のうち，ペ
クチンと相互作用する可能性があるものを
検討した結果，生体内でペクチンと相互作用
する可能性が高いタンパク質を同定するこ
とは出来なかった。そこで，候補タンパク質
とフィブロネクチン（FN）のアミノ酸配列に
ついてホモロジー検索を行った結果，相同性
の高い配列を発見した。この配列を FN ペク
チドとし，表面プラズモン共鳴法によりペク
チンおよび FN との相互作用を解析した。FN
を固定したセンサーチップを用いた結果，FN
ペプチドは FN に結合してペクチンとの結合
を阻害することがわかった（図 2）。また，ペ
クチンと FN の結合部位と，FN ペプチドと FN
の結合部位が競合していることから，それぞ
れ結合部位は一致している可能性が示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 FN ペプチドとペクチンおよびフィブロネク
チンとの相互作用 
 
 そこで，分化 Caco-2 細胞にペクチンと FN
ペプチドを添加して，細胞応答を調べたとこ
ろ，ペクチンと FN ペプチドのどちらでも，
アポトーシス促進遺伝子であるp53と細胞周
期を停止させる p21 の mRNA 発現量が促成さ
れていた（図 3）。以上のことから，FN ペプ
チドは細胞応答の際にもペクチンが結合す
る FN の同じ部位に結合し，シグナルが伝達
されていること，そしてペクチンによる小腸
絨毛の伸長にはアポトーシスの抑制が関連
していることが示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ペクチンおよび FN ペプチドによる細胞応
答への影響 
（C:コントロール，p：ペクチン添加，p+FNp：
ペクチンおよび FN ペプチド添加，FNp：FN ペ
プチド添加） 
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