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研究成果の概要（和文）：ペプチドのグルコース修飾パターンにおいては、グルコース修飾ペプ

チド LEKFD よりピリリウムイオンまたはヒドロキシメチルフリリウムイオンの生成の可能性が

示唆された。食品中における AGEs の生成については、牛ひき肉をモデルとして用いた結果、フ

ライパン焼きでは CML や蛍光性物質の生成が認められたがオーブン焼きではあまり認められな

かった。グルコース修飾タンパク質の in vitro および in vivo における消化・吸収性について

は、in vitro では修飾タンパク質が未修飾よりも消化しにくい結果であったのに対し、in vivo

では修飾タンパク質が未修飾よりも速やかに消化・吸収された。 

 
研究成果の概要（英文）：A pyrylium or hydroxymethyl furylium ion of glucose-modified 
peptide LEKFD seem to be produced by the Maillard reaction. CML content and fluorescence 
intensity in meat increased when it was pan-broiled. The rate of increasing CML and 
fluorescence in baked meat was lower than that of pan-broiled meat. In vivo, it is 
estimated that modified -Lactoglobulin was digested more easily than that of native 
 -Lactoglobulin. However, it was not observed in vitro. 
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１．研究開始当初の背景 
 メイラード反応生成物のなかには疾病と
の関わりが深い物質があり、近年、特に注目
されているものが生体内 AGEs（Advanced 
glycation end products）である。生体内 AGEs
は老化や糖尿病合併症を引き起こす因子で
あることから、食品中 AGEs も生体内 AGEs と
同様に疾病の進展に関与する可能性が示唆
されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（１）乳清タンパク質の一種

であるβ-ラクトグロブリンの構造中に含ま
れるペプチド（LEKFDKALKA、LEKFD）を用い
て食品中におけるメイラード反応生成物の
生成メカニズムの解明を行い、さらに、（２）
牛ひき肉を用いて食品中 AGEs の生成につい
ても解明を行った。また、（３）β-ラクトグ
ロブリンを用いてメイラード反応生成物の
消化・吸収性について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ペプチド LEKFDKALKA、LEKFD のグルコ
ース修飾パターン 
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 ペプチド LEKFD および LEKFDKALKA を用い、
D-グルコースと共に 110℃、0～24時間、pH6.7
の条件下で反応させ、グルコース修飾ペプチ
ドとした。HPLC、ESI-MS、MALDI-MS を用いて
分析を行い、グルコース修飾パターンの解析
を行った。 
 
（２）2種の調理法による牛ひき肉中 AGEs の
生成量 
 牛ひき肉を用いてオーブン焼き（170℃）
とフライパン焼き（230℃）の 2種の調理法
により 0～30 分間加熱した。AGEs の一種であ
る CML を ELISA 法により測定することにより、
どの程度 AGEsが含まれているかを解明した。
また、AGEs は蛍光性を有するものがあるため、
蛍光光度計（Ex 370nm、Em 440nm）を用いて
蛍光性の度合いも明らかにした。 
 
（３）グルコース修飾β-ラクトグロブリン
の消化・吸収性 
①グルコース修飾タンパク質の修飾程度 
 β-ラクトグロブリンを用い、D-グルコー
スと共に 50℃、RH75%、7 日間反応させ、グ
ルコース修飾タンパク質とした。一方、未修
飾タンパク質の調製法は、β-ラクトグロブ
リンのみを 50℃、RH75%、7 日間反応させた。
アミノ酸アナライザーを用いて、修飾反応に
おけるリジンの減少率をβ-ラクトグロブリ
ンの修飾率とみなし、修飾程度を測定した。 
 
②グルコース修飾タンパク質の in vitro に
おける消化・吸収性について 
①において調製した未修飾タンパク質お

よび修飾タンパク質は、ペプシン 3 時間、パ
ンクレアチン 20 時間により消化し、生成し
た消化物を限外ろ過により分子量 3000以下、
3000～10000、10000 以上に分画した。その後、
凍結乾燥して収量を量った。また、HPLC を用
いて各画分をそれぞれ分析した。 
 
③グルコース修飾タンパク質の in vivo にお
ける消化・吸収性について 
 体重約 200g の Wistar 系雄ラットにタンパ
ク質を含まない飼料を与えて 3日間の予備飼
育を行った。予備飼育後 24 時間絶食させ、
未修飾および修飾タンパク質 250mg/0.8ml を
経口投与したものをそれぞれ未修飾群、修飾
群とした。また、水を 0.8ml 経口投与したも
のをコントロール群とした。それぞれの群を
試料投与してから 20 分、40 分、60 分後に解
剖し、胃・小腸上部・小腸下部において残存
する内容物をそれぞれ回収した。消化管内残
存物を限外ろ過により分子量 3000以下、3000
以上に分画した後、凍結乾燥を行い、収量を
量った。また、HPLC を用いて各画分の残存物
をそれぞれ分析した。 
 

４．研究成果 
（１）グルコース修飾ペプチドの修飾反応の
解析 
①ペプチド LEKFDKALKA のグルコース修飾パ
ターン 
 HPLC 分析を行った結果、グルコースの結合
数および結合部位の異なる複数の修飾ペプ
チドが生成していることが示唆された（図
１）。 
 

図１ 未修飾・修飾ペプチド LEKFDKALKA の
HPLC 分析 
Intact：未修飾ペプチド 
Modified 2h：修飾ペプチド 2時間加熱 
 
また ESI-MS 分析を行った結果、ペプチド 1

分子あたりにグルコースが 1分子および 2分
子によって修飾されたペプチドの存在が明
らかとなった（図２、３）。 
 

図２ 未修飾・修飾ペプチド LEKFDKALKA の
ESI-MS による質量測定 
Intact および Modified(e)：未修飾ペプチド
および修飾ペプチドのピーク e 
Modified(a)：修飾ペプチドのピーク a 



 

 

 
図３ 修飾ペプチド LEKFDKALKA のピーク a、
b、cの ESI-MS による質量測定 
+1G：ペプチド 1 分子あたりグルコースが 1
分子結合 
+2G：ペプチド 1 分子あたりグルコースが 2
分子結合 
 
②ペプチド LEKFDのグルコース修飾パターン 
 HPLC分析およびESI-MS分析を行った結果、
ペプチド 1分子あたりにグルコース 1分子に
よって修飾されたペプチドの存在が明らか
となり、さらにピリリウムイオンまたはヒド
ロキシメチルフリリウムイオンである可能
性が示唆された（図４）。 

 
図４ グルコース修飾ペプチドのピリリウ
ムイオンおよびヒドロキシメチルフリリウ
ムイオンへの生成経路 
 

（２）2種の調理法による牛ひき肉中 AGEs の
生成量 
 フライパン焼きにおいては AGEs や蛍光性
物質の生成が認められたがオーブン焼きで
は認められなかった（図５、６）。フライパ
ン焼きでは短時間で AGEs が生成されるが、
その後 AGEs は分解される可能性が示唆され
た。 

 
図５ 調理法による CML 生成量の比較 
 
 

図６ 調理法による蛍光性物質の生成量の
比較 
 
（３）グルコース修飾β-ラクトグロブリン
の消化・吸収性 
①グルコース修飾タンパク質の修飾程度 
 本研究の糖化条件では、グルコース修飾の
程度が 55%であることが明らかとなった。 
 
②グルコース修飾タンパク質の in vitro お
よび in vivo における消化・吸収性について 
 グルコース修飾タンパク質の消化・吸収性
を比較した結果、in vitro では修飾タンパク
質が未修飾よりも消化しにくい結果であっ
たのに対し、in vivo では修飾タンパク質が
未修飾よりも速やかに消化・吸収された（表
１、図７－９）。 
 



 

 

 
表１ 未修飾・修飾β-ラクトグロブリン消
化物の収量分布 
 

 
図７ 投与 20 分後の未修飾・修飾β‐ラク
トグロブリン消化物のペプチドパターン 
（分子量 3,000 以下） 
 

 
図８ 投与 40 分後の未修飾・修飾β‐ラク
トグロブリン消化物のペプチドパターン 
（分子量 3,000 以下） 

 
図９ 投与 60 分後の未修飾・修飾β‐ラク
トグロブリン消化物のペプチドパターン 
（分子量 3,000 以下） 
 
修飾β‐ラクトグロブリンは、投与 20 分後
にはほとんど生体内に吸収されたが、未修飾
β‐ラクトグロブリンは、投与 20 分後、β
‐ラクトグロブリン由来のペプチドの生成
が認められ、まだ完全に吸収されていないこ
とが明らかとなった。投与 40 分後には、未
修飾β‐ラクトグロブリンもほぼ 100％生体
内に吸収された。 
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