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食品の新しい生体制御機能検索系の開発

野 口 忠(東 京大学農学部助教授)

〔研究 目的〕

近年,食 品の もつ未知 の生体制御機能 のいくつ

かが,新 しいバイ オテ クノロジーの方法によって

明 らかに されて きている。例えば,乳 タンパク質

の1つ であるカゼインから消化過程で生成 するペ

プチ ドであるカゼインホスホペプチ ドは,食 餌中

のカルシ ウムの吸収 を促進す ることが明 らかにさ

れてい る。これ は,従 来の食品の概念では説明で

きない新 しい機能 と言 うことができる。このよう

な状況に鑑 み,本 研究では,食 品の新 しい機能 を

検索す るための系 を積極 的に開発 しようとした。

生体の機能は無数 といってよいほどであ る。従

って,そ れ らを支 え,ま た促進 し,抑 制するとい

う食品の機能検索系の可能性 も無数 とい ってよい

であろう。そこで,本 研究 では,こ の無数 とも言

える機能の中か ら,肝 臓の ソマ トメジンC分 泌能

力,お よび上皮成長因子一イ ンス リンに よる肝 細

胞のDNA合 成促進能力を取 り上げ,こ れ らの肝

機能 に影響 を与 える物質の検索系の開発が可能で

あるかを明 らかに しようとした。

〔方 法〕

初代培養肝細胞 によるソマ トメジンCの 分泌

肝細胞の分離 と初代培養 は既報の方法によって

行った1)。細胞 は3.艶mの 培養皿 で培養 した。培

地は,特 に断 らない限 り,WilliamsのE培 地(以

下WE)を 用いた。単離 した肝細胞 を,10%の ウ

シ胎児血清 を含 むWEで24時 間培養 した後,以 後

24時間 ごとに血清 を含 まないWEに 交換 した。細

胞分離3日 後 に培地 を交換 した時点から,培 地 に

分泌 される ソマ トメジンC量 をラジオイム ノア ッ

セイ法(ヒ トーソマ トメジンCア ッセイキット

栄研化学)に よって定量 した。

インス リンお よび上皮成 長因子(Epidermal

GrowthFactor,以 下EGF)に よる初代培養肝細

胞のDNA合 成誘導

上述の方法によって得た単離3日 後の初代培養

肝細胞にEGFを100ng/mlの 濃度 で添加 し,DN

A合 成 を誘導 し,20時 間後 に3H一チ ミジン1μCi

を培地に添加 して,DNA合 成 を測定 した。

〔結 果〕

1.初 代培養肝細胞に よる ソマ トメジンCの 分

泌

図1に 示 したよ うに,初 代培養肝細胞は,培 地

に,ソ マ トメジンCを 分泌する能力を有 している

ことを認めた。

図2に は,そ の ソマ トメジンCの 分泌に及ぼす

インス リンの影響 を示 した。イ ンス リンは低濃度

では,ソ マ トメジンCの 分泌 を促進 し,高 濃度で

は分泌 を抑制す る傾向 を示 した。

さらに,図3に は,合 成副腎皮質ホルモ ン(グ

ルココルチコイ ド)で あるデキサメタゾンの,ソ

マ トメジンC分 泌におよぼす影響を示 した。この

ホルモ ンは,ソ マ トメジンC分 泌に促進的である

と言え よう。

2.EGFに よる初代培養肝 細胞 のDNA合 成

誘導

図4に,EGFに よる初代培養肝細胞のDNA合

成の誘導の時間経過 を示 した。図に明 らかなよ う

に,培 地にEGFを 添加すると,約12時 間後 から
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図1初 代培養肝細胞による ソマ トメジンCの 分泌

培養 した細胞の培地 を交換 すると,細 胞 から

急速に ソマ トメジンCが 分泌され培地 に蓄積

す るこ とがわかる。

図3初 代培養肝細胞による ソマ トメジンC分 泌 に及 ぼ

す合成副腎皮質ホルモン,デ キサメタゾンの影響

図2初 代培養肝細胞 による ゾマ トメジンC分 泌 に及ぼ

す インス リンの影響

DNA合 成が始 まり,22～24時 間後 には,最 大の

DNA合 成に至 る。

図5に は,こ のDNA合 成に対するベスタチン

の影響 を示 した。ベスタチ ン(図6に 構造 を示 し

た)は,微 生物起源 のア ミノペプチダーゼイ ンヒ

ビターで,従 来はDNA合 成の阻害効果は知 られ

ていなかった物質である。

図4上 皮 成長 因子(epidermalgrowthfactor,EGF)

による初代 培養肝細胞のDNA合 成誘導

〔本研究の意義 と応用 に関する考察〕

初代培養肝細胞は,多 くの肝機能 を生体中の活
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図5EGFに よ り誘導 され るDNA合 成におよぼすア ミノペ プチダーゼイ ンヒビー ター,ベ ス タチ ンの影響1)

図6ア ミノペプチダーゼインヒビター,ベ スタチ
ンの構造

性 に近 い水準で保持 していることが知られている

細胞 である。本研究でも,ソ マ トメジンCの 分泌

能に関 して,こ の細胞の高い能 力が証明された。

しかもこの分泌が,諸 種のホルモ ンによって調節

されていることも明らかになった。研究 目的の項

で述べたように,ソ マ トメジンCは,ヒ トを含め

た動物の成長,タ ンパク質同化,等 に非常に重要

であることが近年次々と明 らかにされているホル

モ ンである。このホルモ ンの分泌 を促進 または抑

制する物質を検索することは,将 来,応 用範囲の

広い物質が得られ る可能性が大きいと言 えよう。

また,EGFに よるDNA合 成 の誘導系 を開発

で きたことも,独 特の有用物質の検索系となる と

考え られ る。EGFの レセプターは,あ る種の発癌

遺伝子(erbB)と 相同性が高いことが知 られてお

り,も し,こ の肝細胞 のEGFに よ るDNA合 成

誘導活性 を抑制す る新 しい物質 が発見できれば,

発癌 の機構に新たな知見 を提供 できるばか りか,

あ る種 の癌 の治療に も結 びつけ られ る可能性があ

ると言 えよう。

一方,EGFのDNA合 成促進作 用 と同様 の作

用は,イ ンス リンも示す ことか ら,こ の検索系 を

用いて,DNA合 成誘導 を促進す る物 質が得 られ

れば,肝 硬変患者の肝再生,糖 尿病患者 のイ ンス

リン応答能改善 などに応用することが可能で あろ

う。

このよ うに,初 代培養肝細胞系 は,非 常に有用

性の高 い系である。われわれは,す でに,こ の系

の尿素合成能 を指標に,独 特のホルモ ン様作用 を

示すペプチ ドを,カ イゼンの トリプシン水解物中

から分離 し,そ の性質を明 らかに しつつある。 ま

た,同 系で,微 生物の培養液中から,肝 細胞に独

特の抗 酸化作用を示す化合物 を分離 している。今

回新たに開発 された2つ のアッセイ系が,新 しい

有用物 質一特に食品中の一 の発 見につながること

を期待 して,検 索 を続けていく計画 である。
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Developmentofnewsystemsforscreeningnewregulatorysubstances

infoodsemployingprimaryculturesofrathepatocytes.

TadashiNoguChi(DepartmentofAgriculturalChemistry,TheUniversityofTokyo)

Recently,manypeptidesoffoodproteinoriginhavebeenshowntohavefunctions

toregulatecellularmetabolismorbiologicalactivityofanimals.Theseincludecasein

phosphopeptides(accelerationofintestinalcalciumabsorption),aninhibitorofangiote-

nsin-convertingenzyme,andendorphin-likepeptides.Thesediscoveriesopenedanew

fieldofinvestigationstodisclosepotentialfunctionsoffoodproteins.Inordertoeluci-

datethepotentialfunctions,newsystemsforscreeningfunctionsarerequired.Inthis

context,Itriedtodevelopnewsystemsforelucidatingthenewfunctionsofpeptides

derivedfromfoodproteins.

Threesystemswereproposed.Thefirstisbasedontheactivityofprimarycultures

ofrathepatocytestosecreteinsulin-likegrowthfactorI(somatomedinC).Thishormone

hasbeenshowntobeveryimportantingrowthandproteinanabolisminanimalsand

humanbeings.Thenewsystemdeterminestherateofsecretionofthishormonebythe

hepatocytesemployingaradioimmunoassaysystem.Thesecondsystemisbasedonthe

activityofprimaryculturesofhepatocytestosynthesizeDNAinthepresenceofepide-

ruralgrowthfactor.PrimaryculturedhepatocytessynthesizeDNAonlyinthepresence

ofgrowthfactorsorinsulininthemedium.Therefore,somesubstanceswhichdepress

orenhancetheactivityofgrowthfactorsorinsulinwillaffecttheactivityofthefactors

toinduceDNAsynthesisinhepatocytes.Thenewlydevelopedsystemwillbeusefulfor

screeningnewsubstancestoaffecttheactivityofgrowthfactorsorinsulin.Thethird

systemisbasedontheactivityofhepatocytestosynthesizeurea.Theactivitytosynthe-

sizeureaisregulatedbyinsulin(depression),glucagon(accerelation)andmanyother

factors.Thissystemhasbeenemployedinourlaboratorysinceseveralyearsago.Seve-

ralpeptideshavebeenfoundtoaffecttheactivity.Especially,aheptapeptidefromQ-

caseinshowedspecificeffectstoregulatetheactivityofureogenesisinhepatocytes

throughregulatingthesupplyofaminonitrogenforureasynthesis.

Thenewsystemsdevelopedinthisprojectwillleadtodiscoveriesofnewfunctions

ofpeptidesfromfoodproteins,therebyelucidatingpotentialfunctionsoffoodproteins.


