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リンタンパ ク質およびホスホペプチ ドの食品機能

青 木 孝 良(鹿 児島大学農学部助教授)

1.は じ め に

カルシウム は日本人 に不足 している唯一の栄養

素であ り,カ ルシウム不足は子供や妊婦,閉 経後

の高齢女性で は重大 な問題になっている。 この問

題解決 のため にはカルシウムの摂取量 を増す こと

は勿論 であるが,カ ルシウムの吸収 を良 くす る必

要がある。

牛乳 中の カルシウムは他の食品に比べて その吸

収性 が優れて いることが知 られているが,牛 乳中

には溶解度以上 のカルシウム と無機 リン酸が含 ま

れてお り,こ れ らはカゼ インに結合 してカゼ イン

ミセルの構成成 分として存在 している1,2〕。 この

リン酸カルシウムはカゼ インの リン酸基 に結合 し

て,カ ゼ イン成分間 に分子 間架橋 を形成 して い

る3,4)。 即 ち,牛 乳 中で はカル シウム と無機 リン

酸はカゼインの リン酸基 に結合 して,カ ゼ インに

よって可溶化 されている。牛乳を摂取 した ときに

は消化管 内で生 ずるホスホペプチ ドが リン酸 カル

シウムの沈殿 ができるのを阻止 し,カ ルシウム濃

度を高め,カ ルシウムの吸収 を促進 する もの と考

えられている5)。 したがって,カ ゼイン以外の リ

ンタンパク質 や リン酸化 を施 したタ ンパ ク質の中

にもカルシウム吸収促進効果 を期待で きる。一 方,

同 じリンタンパ ク質でも卵黄ホ スビチンはカゼイ

ンの10倍 以上 の約10%の リンを含んでいるが,カ

ル シウムの吸収 をむ しろ阻害す る。 これは,タ ン

パ ク質の構造や リン含量の違いに よる もの と思 わ

れるが,詳 細 は不明 である。

そ こで,本 研 究では,卵 白リボフラ ビン結合 タ

ンパ ク質(RfBP),化 学的 リン酸化牛血 清ア ルブ

ミン(BSA),部 分的に脱 リン した卵黄ホ スビチ ン

について,ま ず カル シウムの吸収 と密接 に関係す

る と思 われ るリン酸 カルシウムの可溶化能お よび

沈殿 阻止作用,リ ン酸カルシウムによる架橋形成

性 を調 べた。次いで,動 物 実験で カル シウム吸収

促進作 用を調べ,ホ スホペプチ ドの小腸上皮細胞

増殖活性 について検討 した。

2.実 験 方 法

RfBPは 日高 と松岡の方法6)で 調製 した。 化学

的 リン酸化BSAは,オ キシ塩 化 リン:BSAの モ

ル比を1:3000と してHirotsukaら の方法で行

な った7)。得 られた リン酸化BSAの リン含量 は

1,44%で あった。 ホスビチンの脱 リンは馬鈴薯酸

性ホスファターゼ およびアルカ リ処理 によ り行 な

った。得 られ た脱 リンホス ビチンの リン含量 はそ

れぞれ3.14%お よび2.27%で あった。 ホスホペ プ

チ ドは,RfBPと β一カゼイ ンに は トリプシ ンを

作用 させた後Mansonら8>の 方法で調製 した。 ま

た,ホ ス ビチンにはアクチナーゼを作用 させた後,

セ ファデ ックスG-25の カラムで分離 した。

リン酸カルシウムの可溶化のための試料調製 は,

最終 リンタンバ ク質濃度が2%に なるように人工

カゼイ ンミセルの調製法9)に 従 って行なった。飽

和 リン酸カルシウムか らの リン酸カルシウム沈殿

阻止作用はHayら の方法1°)で行なった。 リン酸

カル シウムによる リンタンパ ク質の分子間架橋形

成 は,TSKGELG3000SWカ ラム,溶 離液 とし

て人工乳清を用 いて高速液体ゲルクロマ トグラフ

ィ(GPC)法11)で 調べた。

カル シウムの吸収実験 は27週 齢のWister系 雄
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ラ ットを用 いて行なった。 まず7日 間の ミール フ

ィーデ ィング後,タ ンパ ク質の異な る飼料 を1.5

時間与 え,ネ ンブタール麻酔下で開腹 し,腸 管 を

取 り出 し,回 腸部 の合流点 か ら12cmと20cmの

ところで結 紮 し,45Caを0.2ml注 入 した。注入1

時間後,結 紮 した腸管 を切 り取 って,生 理食塩水

3mlで 内容物 を試験管 に洗 い流 し,放 射能 を測

定 し,カ ル シウムの吸収率 を求 めた。 また,カ ル

シウムの吸収率はポ リエチレングリコール(PGE)

を消化 インデ ックス とした方法 でも求めた。即 ち,

腸管内容物 と飼料中のカル シウム量 と,消 化率の

インデックスとして入れ たPGE量 とを測定 し,

カル シウムの吸収率を求 めた。腸管内の カル シウ

ムの溶解度 は腸管内容物 を遠心 分離 して,上 清の

放射能 を測定 して求めた。

ホスホペ プチ ドの細胞増殖活性 はラッ ト小腸上

皮株細胞(IEC-18,大 日本製薬)を 用 いて行な っ

た。

3.結 果 および考察

25

RfBPは 鶏卵 白タンパ ク質中に約1%含 まれ,

219個 のア ミノ酸から構成 され,分 子中 にSS結 合

が9個 存在 する12)(Fig.1)。c端 側にα、rカ ゼイ

ンと同数の8個 の リン酸基を有している。 α、、一カ

ゼ インの リン酸基 も極在 しているが,そ の リン酸

基 は46番 目か ら115番 目までの比較的広い範囲 に

亘 ってい る。RfBPの リン酸基 は187番 目か ら197

番 目までの11残 基 の中 に極在 していて,カ ゼイン

の リン酸基 よりさらに極在 している。 アスパラギ

ン酸 とグルタ ミン酸が合わせて55残 基 もあ り,極

めて酸性の タンパク質 である。RfBPは 自己会合

性 を示 さない し,カ ルシウムイオ ンの存在 下で も

会合 しないで,リ ン酸カルシウム との相互 作用 を

調べるのにも適 している。

カルシウムとリン酸を含 む溶液 を混合す るとリ

ン酸カル シウムの沈殿 が生成す る。しか し,RfBP

が2%存 在 していると,牛 乳中 とほぼ同 じ濃度の

30mMカ ルシウム,22mM無 機 リン酸,10mMク

エ ン酸溶 液中で もリン酸カル シウムの沈殿 は全 く

生成せず,RfBPに はリン酸カルシウム可溶化能

Fig.1Covalentstructureofhenegg-whiteribofavin-bindingprotein(RfBP).

<Qrepresentspyroglutamateresidues;CHO,carbohydratechains;
P,phosphategroups.
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Table1 Effectofvariousphosphoproteinsontheprecipitationofcalciumphosphate.

があ ることが分 かった(Table1)。RfBPを 脱 リン

す ると沈殿 が生 じ,リ ン酸 カル シウムの可溶化能

は全 く失われた。オボアルブミンも1分 子中に2

個の リン酸基 を持 っているが リン酸カル シウムの

可溶化能はほ とん ど示さなか った。 リン酸カルシ

ウムの可溶化能 を発現するため には1分 子中2個

程度の リン酸基 では効果 がなく,相 当数の リン酸

基が必要であ ることが示唆 された。 リン酸基を全

く持たないBSAも 化学的 に リン酸化 し,リ ン含

量 をカゼイ ン以上にする とリン酸 カル シウムを可

溶化 した(Table1)。 一方,酵 素あるいはアルカ

リ処理 により脱 リンした卵黄 ホスビチ ンにはリン

酸 カル シウムの可溶化能 が認 められなか った。

リン酸 カル シウムに関 して飽和の溶液 を静置す

る とリン酸 カル シウムが沈殿 して くる(Fig.2)。

これ に0.05%のRfBPを 添加す る と,リ ン酸 カル

シウムの沈殿生成が阻止 された。 これ を同 じ濃度

のカゼ インの場合 と比較すると24時 間後の沈殿阻

止作用 はRfBPの 方が優れていた。 また,化 学的

リン酸化BSAに もリン酸 カル シウム沈殿 阻能 が

認 められたが(Fig.2),脱 リンホスビチ ンには阻

止能が認め られ なか った。

可溶化 された リン酸カルシウムによる リンタン

パク質の架橋形成 を高速液体 ゲルクロマ トグラフ

ィ(GPC)で 調べた。RfBP溶 液にカルシウム,無

機 リン酸お よび クエ ン酸を添加 して,溶 離液 とし

Fig.21nhibitionofthespontaneousprecipitationof

calciumphosphate.Theassaysystemcontai-

ned4mMcalcium,10mMphosphate,40mM

KCIand3mMsodiumazideatpH6.7.Inhi-

bitionwasmesearedataconcentrationof

O.05%phosphoprotein,(●),nopraotein;

(○),RfBP;(▲),chemicallyphosphorylated

bovineserumalbumin;(　 ),Enzymatically

dephosphorylatedphosvitn.

て人工乳清 を用 いてGPCを 行な うと,架 橋 会合

体 の 形成 が認 め られ た11)(Fig.3a～c)。RfBPを

脱 リンする と架橋 は形成 されな くなった ことか ら

(Fig.3d),RfBPも リン酸基を介 して架橋が形成

される ことが確認 された。架橋会合体の形成 は超

遠心沈降分析 でも確認 された。RfBPは カゼ イン

に比べて低濃度 のカルシウム と無機 リン酸で形成

された13}(Fig.4)。 架橋会合体の重合度 を調べ る

ために,グ ルセルアルデヒ ドで架橋 したRfBPを
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Fig.3HighperformancegelchromatographicpatternsofRfBPanddepho-

sphorylatedRfBPsolutionscontainingcalcium(Ca),phosphate(Pi)

andcitrate.Co玉 ㎜n,TSK-GELG3000SWcolumn;flowrate,0.7m〃

min;effluent,simulatedmilkultrafiltrate.Allsamplescontained10

mMcitrate.(a),RfBP(12mMCa,13mMPi);(b),RfBP(14mMCa,

14mMPi);(c),RfBP(18mMCa,16mMPi);(d),dephosphorylated

RfBP(Ca20mM,Pi17mM).Arrowsshowtheelutionofmarker

proteins二(1),bovineserumalbumin(67,000);(2),ovalbumin(43,000);

(3),/3-lactoglobulin(18,000);a-lactalbumin(14,400).

調製 した。 これ をSDS電 気泳動にか け分子量 の

推定 を行な った ところ,RfBP単 量体の分子量 は

35,000,グ リセルアルデ ヒドで架橋 されたRfBP

の分子量 は74,000で,2量 体が形成 された ことが

分か った。 このRfBP2量 体 と リン酸カルシウム

で架橋 されたRfBPのGPCの 溶 出位 置が一致 し

たの で,RfBPは リン酸 カル シウムに よ りまず

2量 体が形成される もの と考 えられた。RfBP1

モル に結合 したカルシウム と無機 リン酸のモル数

はTable2に 示す通 りで ある。カル シウムは直接

RfBP分 子に結合 するもの とリン酸カル シウム と

して結 合す るもの とがあるので,無 機 リン酸に注

目 した。RfBPに 結合 した無機 リン酸がすべて架

橋形成会合体画分に含 まれ るもの として,そ の結

合量 を算出 してみる と,RfBP1分 子当た り最小

3個 程度で2量 体 が形成 され ることになる。カゼ

イン ミセル においてカゼ インを架橋 している リン

酸 カルシウムについてこれ までにい くつかのモデ
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Fig.4ChangesinthecontentsofRfBPandcasein

cross-linkedbycalciumphosphatebyaddi-

tionofcalciumandphosphate,(●),RfBP;

(0),casein;

ルが提 案 され ているが,本 実験結果はイオンクラ

スターモデル5}を 支持 して いる。化学的 リン酸化

BSAに ついて も分子間架橋形成 を調 べた ところ

架橋 形成 は確認 されたが,副 反応による と思われ

Table2AmountsofcalciumandPiboundtoRfBP

る重合や分解が起 きて いて,架 橋形成 の定量的 な

取 り扱いはで きなか った。

カゼイ ン同様 に リン酸 カル シウムの可溶化,沈

殿阻止能 および分子間架 橋形成 性の 認め られた

RfBPに ついて,そ のカルシウム吸収促 進作用 を

ラッ トを使って調べた。Table3に 示す ように,

RfBPや カゼインを食べさせたときには,小 腸に

お ける可溶化カルシウムの割 合は大豆 タンパ ク質

に比べて有意 に高か った。 また,PEGを イ ンデ

ックス としたカル シウムの吸収率 もRfBPお よび

カゼイ ン摂取群 で有意 に高かった。 しかし,結 紮

ループ法における45Ca吸 収率か らみ る と有意差

はなかった。内藤 らは結紮ループ法 でカゼ イン摂

取群の方が大豆 タンパ ク質摂取群 よ りカルシウム

の吸収 率が有意 に高い と報告 している14)。本実験

においてカゼ イン摂取群 においても結紮ループ法

では有意差が認め られなかったので,こ の点につ

いては更 に検討す る必要がある。

リンタンパ ク質由来のホスホペ プチ ドの小腸上

皮細胞の増殖 に及ぼす影響 をラッ ト小腸上皮株細

胞(IEC-18)を 使 って調べた。血清添加培地 お よ

び無血清培地両 方においてaカ ゼ イン,RfBP

およびホスビチ ン由来ペプチ ドの細胞増殖効果は

認 められ なか った。

本研究 に対 して,多 大 な研究助成 を賜 った浦上

Table3 Calciumabsorptionandsolubilizedcalciuminthesmallintestinein

theratsfedselectedproteinsource.
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食 品 ・食文化振興財団 に心 よりお礼 申し上 げます。
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Foodfunctionsofphosphoproteinsandphosphopeptides

T21{ayOSI'llAOI{1(DepartmentofBiochemicalScienceandTechnology,

FacultyofAgriculture,KagoshimaUniversit}・ 》

Sinceeggwhiteriboflavin-bindingprotein(RfBP)has8phosphategroups,interactions

withcalciumphosphatewereexamined.`Vhencalcium,phosphateandcitratewere

addedtoRfBPsolution,noprecipitatewasformedandcross-linkedRfBPappearedin

highperformancegelchromatographywhichwascarriedoutusingsimulatedmilkultra-

filtrateastheeluent.RfBPinhibitedtheprecipitaionofcalciumphosphatefromthe

solutionsupersaturatedwithrespecttodicalciumphosphate.Bovineserumalbumin

phosphorylatedbyphosphorousoxychloridealsoinhibitedtheprecipitatiomofcalcium

phosphate.However,dephosphorylatedphosvitindidnotinhibitetheprecipitationofcal-

ciumphosphate.Whenratswerefedthedietcontaining200RfBP,calciumandpho-

sphateweresolubilizedinthesmallintestineandcalciumabsorptionfromsmallintestine,

whichwasmeasuredusingpolyethyleneglycolasanabsorptionindex,washigherthan

whenratswerefedsoyprotein.AlmostnoeffectsofphosphopeptidesfromRfBP,casein

andphosvitinonthegrowthofsmallintestineepitheticalcellswereobserved.


