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研究成果の概要（和文）：筋肉におけるタンパク質の合成促進と糖の取り込み促進の関連性に着目し、新規な高
血糖予防効果を検証した。緑豆タンパク質の代謝物より得られたペプチドにマウス筋管C2C12細胞におけるタン
パク質合成の促進効果を見出した。また、ラット筋管L6細胞において、糖の取り込みを促進させた。この作用機
序は、インスリン様経路、AMPK経路ならびにJak2/Stat3経路の活性化を介していることが観察された。緑豆ペプ
チドの分子プローブを調製し、標的分子の探索を行ったところ、レプチンレセプターが同定された。これらのこ
とから、緑豆ペプチドはレプチンレセプターを標的とし、高血糖予防に寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined a novel anti-hyperglycemic effect focusing on the relationship 
between the promotion of protein synthesis and glucose uptake in muscle. It was found that the 
peptides obtained from the metabolite of mung bean protein promoted protein synthesis in C2C12 
myotubes and glucose uptake in L6 myotubes. This mechanism of mung bean peptides on glucose uptake 
was mediated by activation of insulin-like pathway, AMPK pathway and Jak2/Stat3 pathway. Molecular 
probes of mung bean peptides were prepared to search target molecules in myotubes. Leptin receptor 
was identified as a candidate molecule. From these results, it was suggested that targeting the 
leptin receptor and finding a food factor showing a leptin-like action contributes to the prevention
 of hyperglycemia.

研究分野： 食品機能学

キーワード： 緑豆ペプチド　糖取り込み促進　筋肥大促進

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本では、食の欧米化やライフスタイルの変化により、生活習慣病の罹患者および予備軍が増加し、この解消が
急務である。その中でも、高血糖および糖尿病に対する抑制効果に関する研究は世界中で行われている。本研究
では、骨格筋における肥大と糖取り込みに着目し、高血糖予防効果の標的としてレプチンレセプターを見出し
た。この成果は、新たな機能性食品因子の発見だけでなく、既存の機能性食品因子と共作用させることで、相加
的な効果が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
2000 年代に入ると、食環境やライフスタイルの変化により、生活習慣病の罹患者および

予備軍が増加した。近年では、健康への意識の高まりとともにその推移は横ばいとなってい
るが、生活習慣病を予防する食品因子の探索研究は継続して盛んに行われている。特に、高
血糖および糖尿病に対する抑制効果に関する研究は世界中で行われている。血糖値の調節
は、恒常性維持に重要である。高血糖時には、膵臓からインスリンが分泌され、筋肉などの
末端組織へのグルコースの取り込みを促進させることで調節されている。食品因子による
筋肉へのグルコース取り込みの促進は、インスリン様シグナル（IRS-1/Akt/AS160）および
運動様作用 AMP-activated protein kinase（AMPK）の活性化によって誘導されるものが多
く報告されている。骨格筋は、ヒトのタンパク質の 50～70％を保持する組織で、姿勢のほ
じや運動に必須なだけでなく、食事による栄養を筋線維タンパク質として貯蔵し、飢餓の時
に分解によってこれを供給する系の一翼を担っている。すなわち、骨格筋の肥大と萎縮のバ
ランスは、ホルモン、栄養物質、サイトカイン、物理的な刺激などによって制御されている。
食品因子による筋肉の肥大は、Akt/mTOR/p70S6K シグナルなどが多く報告されている。また、
筋萎縮の抑制については、ユビキチンリガーゼの発現抑制およびオートファジーの抑制が
報告されている。骨格筋における食品因子による機能性研究は、マスターレギュレーターの
活性化を観察していることが多く、それぞれの食品因子の標的分子を同定している研究は
少ない。  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、筋肉へのグルコース取り込みを促進する食品因子および筋肉を肥大さ

せる効果を持つ食品因子を探索し、その標的分子を同定・解析し、新たな高血糖予防として
の新規分子ターゲットを見出すことである。 
 
３．研究の方法 
（１）緑豆由来活性ペプチドの精製・単離 
 緑豆に含まれるタンパク質をペプシン、トリプシンならびにキモトリプシンにより加水分解
し、緑豆消化物を得た。緑豆消化物は、限外ろ過（3K）に供して、緑豆消化物低分子画分を得た。
さらに、ゲルろ過カラムクロマトグラフィー、陰イオン交換カラムクロマトグラフィーならびに
陽イオン交換カラムクロマトグラフィーに供することで、粗分けを行い、L6 筋幹細胞を用いた
糖取り込み促進活性を指標に、活性画分を HPLC に供し、緑豆由来活性ペプチドを精製・単離し
た。活性ペプチドのアミノ酸配列の決定は、CE-TOF-MS を用いた。得られたペプチドをペプシン、
キモトリプシンならびにトリプシンで再消化した。 
（２）糖取り込み促進および筋肥大促進に与える影響 
 糖取り込み促進活性の評価をするため、ラット線維芽細胞 L6 を筋幹細胞に分化させて試験に
用いた。L6 筋幹細胞に活性ペプチドを処理し、その後、2-deoxyglucose を細胞に取り込ませた。
取り込ませた 2-deoxyglucose は、酵素サイクリング法により測定した。作用機序は、筋幹細胞
は、糖を取り込む際にグルコース輸送体 4型（GLUT4）が原形質膜上に局在を変えるため、原形
質膜を分画し、GLUT4 の発現を検討した。また、細胞全画分において、insulin 経路および AMPK
経路についてウェスタンブロッティング法にて検討した。さらに、ペプチドトランスポーターの
阻害剤を前処理することで、活性ペプチドの細胞内への取り込みおよび糖取り込み活性を検討
した。 
筋肥大促進活性を評価するため、マウス線維芽細胞 C2C12 細胞を筋幹細胞に分化させて試験

に用いた。C2C12 筋幹細胞に活性ペプチドを処理し、細胞の直径を測定することで筋肥大促進活
性を評価した。また、ピューロマイシンを前処理後、緑豆由来活性ペプチドを処理し、ピューロ
マイシンラベル化タンパク質の量を評価することで、タンパク質合成に与える影響を検討した。
筋肥大促進機序を解明するため、Akt/mTOR/p70S6K の活性化について検討した。 
（３）緑豆ペプチドの筋管細胞内標的分子の探索 
活性のある緑豆ペプチドのアミノ基とカルボキシル基を有するビーズとを結合させ、緑豆ペ

プチドプローブを調製した。調製したプローブを細胞溶解液に処理し、免疫沈降した。得られた
サンプルを SDS-PAGE および等電点電気泳動と SDS-PAGE を組み合わせた 2次元電気泳動に供し、
CBB 染色および銀染色をすることで標的分子を可視化し、質量分析によりタンパク質の同定を試
みた。また、ウェスタンブロッティング法により標的分子を可視化・同定した。さらに、細胞溶
解液に緑豆ペプチドを前処理後、緑豆ペプチドプローブを処理することで、標的分子との結合が
緑豆ペプチド由来であることを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）緑豆由来活性ペプチドの同定 
筋幹細胞 L6 への糖取り込み促進活性を指標に、緑豆消化物に含まれる活性ペプチドの精製・単



離を行った。6種のペプチドを単離しアミノ酸配列を決定した。そのうちの 3種に糖取り込み促
進活性が認められ、それぞれをペプチド A、B、Cとした。ペプチド Bおよび Cは、ペプシン、ト
リプシンならびにキモトリプシンにより切断される配列を含んでいることから、再消化試験を
行った。HPLC を用いて、酵素処理の前後でのペプチド量の変化を検討したところ、ペプチド Bお
よび Cは、ペプシン、トリプシンならびにキモトリプシンによる切断を受けないことが観察され
た。 
（２）緑豆由来活性ペプチドの糖取り込み促進活性機序 
 ペプチド A、B、C の糖取り込み促進活性機序を解明するため、細胞内への取り込みをペプチド
トランスポーターに着目し検討した。ペプチド Aはヒスチジンを含むトリペプチドであり、ヒス
チジン前処理により糖取り込み促進活性はキャンセルされた。このことから、ペプチド Aは PHT1
を介して細胞内に取り込まれ、活性発現していることが示唆された。カチオン性ペプチドの輸送
体である CAT1 について検討するため、その阻害剤であるアルギニンを前処理し、糖取り込み促
進活性を検討した結果、3種のペプチドの活性に変化は見られなかった。ペプチドBおよびCは、
11 個のアミノ酸からなるペプチドであることから、細胞内には取り込まれず、細胞膜上のレセ
プターを介して糖取り込み促進活性を発現していることが示唆された。また、細胞内シグナルを
検討するため、GLUT4 の細胞膜移行、インスリン経路、AMPK 経路ならびに JAK2/STAT3 経路の活
性化について検討した。ペプチド A、B、Cの処理は、インスリン経路の PI3K、aPKC、Akt のリン
酸化、CaMKK2 および AMPK のリン酸化、さらに JAK2 および STAT3 のリン酸化を促進させること
で GLUT4 の細胞膜移行を誘導することが観察された。複数の経路のリン酸化が観察されたこと
から、阻害剤を用いてそれぞれの経路の活性化と糖取り込みの関連性について検討した。PI3K の
阻害剤である LY294002 を前処理した細胞においては、ペプチド A、B、Cの糖取り込み促進活性
は減少傾向を示した。また、AMPK の阻害剤である Compound C を処理した細胞においても減少傾
向を示し、JAK2 の阻害剤である AG490 を処理した細胞においても減少傾向を示した。これらの
阻害剤を用いた実験の結果から、ペプチド A、B、Cは、複数の標的をもち、それぞれを活性化さ
せることで糖取り込み促進活性を発現している可能性が示唆された。 
（３）緑豆由来活性ペプチドの筋肥大促進活性機序 
 単離された 6種のペプチドについて、C2C12 筋幹細胞を用いた筋肥大に与える影響とその作用
機序を検討した。ペプチド A、B、Cの処理は、C2C12 筋幹細胞径を大きくすることが観察された。
また、ピューロマイシン処理細胞において、ペプチド A、B、Cを処理するとピューロマイシンラ
ベル化タンパク質が増加した。さらに、筋肥大促進活性機序の検討のため、mTOR および p70 S6K
のリン酸化を検討した。その結果、ペプチド A、B、Cは、mTOR および p70 S6K のリン酸化を促
進することが観察された。これらのことから、ペプチド A、B、Cは、mTOR および p70 S6K のリ
ン酸化を介してタンパク質合成を促進させ、筋幹細胞を肥大化させたことが示唆された。 
（４）緑豆由来活性ペプチドの標的分子の探索 
 緑豆由来活性ペプチドが、L6筋幹細胞において糖取り込みを促進させ、C2C12 筋幹細胞におい
て筋肥大を促進させることが明らかになったことから、筋幹細胞における標的分子の探索を行
った。まず、緑豆ペプチドのアミノ基を介して磁気ビーズを結合させ、ケミカルプローブを調製
した。緑豆ペプチドプローブを用いて筋幹細胞溶解液から結合分子を精製し、SDS-PAGE および
2 次元電気泳動で分離し、CBB 染色および銀染色を行い、質量分析によるタンパク質の同定を試
みたが、同定には至らなかった。そのため、ウェスタンブロッティング法で、複数の受容体の検
出を試みた。その結果、結合分子画分にレプチンレセプターが検出された。また、緑豆ペプチド
プローブとレプチンレセプターの結合は、緑豆ペプチドの前処理によりキャンセルされた。この
ことから、緑豆ペプチドはレプチンレセプターを標的とすることが示唆された。 
 これらの結果から、緑豆ペプチドは、筋幹細胞のレプチンレセプターに結合することで糖取り
込みを促進させることが強く示唆された。また、緑豆ペプチドは、骨格筋を肥大させることも示
唆された。本研究の成果より、レプチンレセプターは、骨格筋における新たな高血糖予防効果の
分子標的の候補である可能性が示唆された。 
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