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研究成果の概要（和文）： 塩基性ペプチドを含む塩基性ポリマーは脂質界面に作用してリパー

ゼ反応を阻害すること、および阻害にはアミノ酸として 10 個以上の重合が必要であることなど

が明らかとなった。また in vitro で示された塩基性ペプチドのリパーゼ阻害は in vivo でも有

効であり、脂肪の吸収抑制や肥満抑制効果が動物実験で確認された。このように塩基性ペプチ

ドは副作用の少ない抗肥満剤の有力な候補として期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：We discovered that the basic biopolymers such as basic 
polypeptide was strong inhibitors of pancreatic lipase reaction. They might interact 
with substrate surface and inhibit lipolysis and have anti-obesity function that act by 
inhibiting intestinal absorption of dietary fat. The lipase inhibition increased with the 
degree of polymerization of basic amino acids up to 10. The basic polypeptide might be 
strong lipase inhibitors and free from side effect. Therefore, they could be considered a 
potential new tool to prevent obesity. 
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１．研究開始当初の背景 

リパーゼ反応の特徴は、基質となる脂質が

水に溶けないということである。したがって、

リパーゼ反応は、水に溶けているリパーゼが、

水に溶けない脂質に作用する異相間の反応、

二相系の反応である。反応が起こるためには

水相に存在するリパーゼは基質（脂質）の表

面に結合する必要がある。そしてリパーゼは

脂質相と水相との界面で酵素反応を行う。そ

れゆえ界面の化学組成や物理的性質の変化
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によりリパーゼ反応は著しく影響を受ける。

この界面の存在がリパーゼの反応解析を複

雑・困難にしてきた。報告者は、単分子膜、

リポゾーム、二分子膜等の界面化学的手法を

用いて、脂質界面に作用する物質を検索して

きた。その結果、プロタミンや塩基性多糖等

の塩基性ポリマーが強く脂質界面に作用し、

膵リパーゼを阻害することを発見した。本研

究は塩基性ペプチドの脂質界面との相互作

用及び膵リパーゼ阻害機構を明らかにする

ことにより塩基性ペプチドの膵リパーゼ阻

害機構を理解し、in vivo での脂肪吸収抑制

作用および抗肥満作用を検証する。 

 
２．研究の目的 

本研究では、塩基性ペプチドの膵リパーゼ

阻害機構を解明する。塩基性ペプチドの荷電

や疎水性基がどのように基質の『脂質界面』

と相互作用をし、膵リパーゼ反応に影響する

かを明らかにする。また塩基性ペプチドの in 

vivo での脂肪吸収抑制作用についても検証

する。これらの結果より、塩基性ペプチドは

有効な膵リパーゼ阻害剤であり、抗肥満作用

を持つことを検証する。 

 
３．研究の方法 

（１）荷電や分子量の異なる塩基性ペプチ

ドの調製。種々の分子量の異なる塩基性ペプ

チドを調製する。魚精巣由来のプロタミンを

蛋白分解酵素により部分加水分解した後、荷

電や重合度の異なるペプチドを分離、精製す

る。 

（２）塩基性ペプチドと脂質界面への相互

作用及び膵リパーゼ阻害作用の特徴を考察

する。塩基性ペプチドと基質であるトリオレ

インエマルジョンとの相互作用を、胆汁酸濃

度やリン脂質の種類を変え、膵リパーゼ活性

を指標として測定する。また、ゼニカル（オ

ルリスタット）の膵リパーゼ阻害と比較する

ことにより、塩基性ペプチドの膵リパーゼ阻

害機構の特徴を明らかにする。さらに、水に

均 一 に 分 散 す る リ パ ー ゼ 基 質

(4-methylumbeliferyl oleate)を用いてリパ

ーゼ活性を測定し、塩基性ペプチドのリパー

ゼ阻害に及ぼす界面の役割を検証する。 

（３）塩基性ペプチドの小腸内での脂肪分解

阻害作用を解析する。実験動物（ラット）を

用いて、塩基性ペプチド(ポリリジン、プロ

タミン)の消化管内での脂肪分解阻害を放射

性同位元素でラベルした脂肪を用いて測定

する。ラットに 14Ｃ-トリオレインを含む脂肪

エマルジョンを胃チューブにより強制投与

し、経時的に血液、胃及び小腸を採取し、血

液中への放射性同位元素の吸収、消化管での

トリオレインの分解、及びそれに及ぼす塩基

性ペプチドの影響を測定する。 

（４）抗肥満試験。実験動物（マウス）を高

脂肪食（25%ミルクバターを含む）で飼育し、

肥満モデルを作成する。高脂肪食にプロタミ

ンを添加し、体重、血漿脂質、肝臓脂質等を

測定する。 

 
４．研究成果 

（１）① 魚種の違いによるプロタミンの膵

リパーゼ活性に及ぼす影響を測定した。ハマ

チ、サケ、ニシン､タイの精巣より調製した

プロタミンの膵リパーゼ阻害強度はほとん

ど同じで、IC50は約3μg/mlであった（図１）。

ペプチドを得るため､ハマチ精巣由来のプロ

タミンを蛋白分解酵素処理した。トリプシン

処理で阻害活性は失われ、ペプシン処理では

阻害の強さは変わらなかった（図２）。キモ

トリプシン処理では IC50が 10倍高くなった。

そこで、キモトリプシンの濃度を変えてプロ

タミンを分解した（図３）。0.3 mg/ml のキモ

トリプシン処理では膵リパーゼ阻害活性は 



 

 

 

 

 

ほとんど失われ､ また 0.1 mg/ml 以下のキ

モトリプシン処理では阻害活性への影響は

少なかった。そこで、0.2mg/ml キモトリプシ

で処理したプロタミンを用いて、イオン交換

樹脂やゲルろ過でペプチドの分離を試みた

が、膵リパーゼ阻害活性の高いペプチドは得

られなかった。プロタミンと同じアミノ酸組

成のアミノ酸混合物やリジン及びアルギニ

ンの遊離アミノ酸を用いた場合、1 mg/ml ま

で膵リパーゼの阻害は認められないことよ

り、膵リパーゼを阻害にはアミノ酸の重合が

必要であることが示唆された。 

（１）② リジンの合成ペプチドを用いて膵

リパーゼ阻害を測定した（図４）。重合度が

増加するに従い膵リパーゼ阻害活性も増加

し、重合度 10 でポリリジンやプロタミンと

同じ強さの阻害活性を示した。 

 

また酸性アミノ酸の重合物であるポリグ

ルタミン酸やポリアスパラギン酸では

1mg/ml まで膵リパーゼ阻害は示されなかっ

た(data not shown)。以上のことより塩基性

のアミノ酸が 10 個以上重合すれば強い膵リ

パーゼ阻害活性を示すことが示唆された。 

（２）塩基性ペプチドであるポリリジンはホ

スファチジルコリン(PC,IC50 =0.104 μg/ml)

を含むトリオレインエマルジョンでは膵リ

パーゼの活性を強く阻害するがアラビアゴ

ム(GA、IC50 = 86.2μg/ml) やフォスファチ

ジン酸(PA、IC50 = 52.9μg/ml)を含む基質に



 

 

対して阻害活性は弱かった（図５）。フォス

ファチジルエタノールアミン(PE、IC50 =1.52

μg/ml)を含む基質では強い阻害を示し、フ

ォスファチジルセリン(PS、IC50 = 12.8μ

g/ml)を含む基質に対してはその中間であっ

た。しかし、膵リパーゼの活性中心のセリン

に結合して膵リパーゼを阻害することが知

られているオリルスタットは基質エマルジ

ョンのリン脂質の種類に関係なく､膵リパー

ゼを強く阻害し、IC50の値は 0.5～1.5μg/ml

の範囲であった（図６）。また、塩基性多糖

であるキトサンや塩基性ペプチドであるプ 

 

 

ロタミンを用いた時もポリリジンと同様な

リン脂質の影響が認められた(data not 

shown)。このように塩基性ペプチドを含む塩

基性ポリマーはＰＣやＰＥで形成される界

面と相互作用して、膵リパーゼの作用を阻害

するものと推測された。膵リパーゼの基質と

して 4-methyl umbeliferyl oleate (4-MO)

を用いた場合、ポリリジンは、1 mg/ml まで

阻害しなかった（図７）。基質がエマルジョ

ンでなく水に均一に分散する 4-MO を用いた

場合には阻害活性が認められないことより、

塩基性ペプチドは基質である脂質界面に作

用して阻害している可能性が示唆された。 

 

（３）図２のようにプロタミンは消化酵素で

あるトリプシンやキモトリプシン処理で膵

リパーゼ阻害活性が失活する。従って、塩基

性ペプチドが生体内で膵リパーゼを阻害す

るか、どうか疑問であるのでラットを用いて

検証した。ラット胃中にコーン油を強制投与

し、同時にハマチ精巣より調製したプロタミ

ンを経口投与し、血中トリアシルグリセロー

ル濃度を経時的に測定した（図８）。プロタ

ミン投与で 1時間及び 2時間での血中トリア

シルグリセロール値が有意に減少し､逆に 6

時間目では有意に増加した。8時間に増加し 

 

た血中トリアシルグリセロール総量はプロ



 

 

タミン投与により､約 50％減少した。 

次いで 14Ｃ-トリオレインをラットに経口

投与し、血中、胃および小腸の放射性同位元

素の量を経時的に測定し､プロタミンの影響

を検討した（図９）。放射性同位元素の血中

への出現はプロタミン添加ですべての時間

で減少した。胃および小腸では放射性同位元

素の消失がプロタミン添加で遅れた。これら

の結果は､プロタミンを添加すると消化管内

で膵リパーゼ活性が阻害され、トリアシルグ

リセロールの消化、吸収が抑制されたと考え

た。 

 

（４）マウスを高脂肪食（25%ミルクバター

を含む）で飼育し、高脂肪食にプロタミンを

50mg/kg BW 及び 100mg/kg BW 添加し、20 週

間飼育した。体重は普通食に比べ、高脂肪食

で増加し、高脂肪食にプロタミンを添加する

と体重は添加量に応じて減少した（図１０）。

血中トリアシルグリセロール量はプロタミ

ンの添加により有意な差は見られなかった

が、血中コレステロール量はプロタミンの添

加により有意に減少していた（図１１）。脂

肪組織重量は高脂肪食で増加し、100 mg/kg 

BW のプロタミン添加で有意差はなかったが、

減少する傾向にあった。肝臓重量は高脂肪食

及びプロタミンの添加で変化なかったが、肝

臓中のトリアシルグリセロール量は高脂肪

食で増加し、プロタミン添加で有意に減少し

た（図１２）。以上のように高脂肪食で誘導

される肥満に対して、塩基性ペプチドである

プロタミンの添加は肥満解消に有効であっ

た。同様な結果は他の塩基性ポリマーである

ポリリジンやキチンキトサンでも確認され

ている。 

 

 

 

（５）他の消化解酵素への塩基性ペプチドの

影響を測定した。図１３はポリリジンを用い

た時の脂質分解酵素の阻害を示している。ポ

リリジンは膵リパーゼに対しては強く阻害

し、膵コレステロールエステラーゼに対して

も比較的強く阻害(IC50 値が膵リパーゼと比



 

 

較して約 6 倍)したが、舌リパーゼに対して

は阻害しなかった。同様な傾向はプロタミン

でも認められた。ポリリジンは他の消化酵素

である膵アミラーゼ、トリプシン及びキモト

リプシンに対しては１ mg/ml まで阻害しな

かった。 
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