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    学位論文題名
Binding and growth promotion effects of lactoferrin
    on Bifidobacterzu7n spp.

（ラクトフェリンのビフィズス菌との結合性および成長促進作用について）

学位論文内容の要旨

  牛乳に含まれるラクトフェリンはオポトランスフウリンと同様にトランスフウリン

ファミリ―夕ンパク質といわれている。分子量は約8万の金属結合性糖夕ンパク質で、

抗菌活性、抗ウイルス活性、細胞増殖活性、抗腫瘍作用、抗炎症作用その他さまざま

な生物学的な機能が知られている。一方、腸内有用細菌として知られているビフィス

ス菌は、グラム陽性の嫌気性菌であり、健康の維持・増進に大きく寄与している。最

近は各種乳酸菌の中でもプロパイオティクスの主役を占めている。これら体内でのビ

フィズス菌の生育を促進する物質はビフィズス因子ともいわれ、オリゴ糖がよく知ら

れている。このように有用菌の増殖を促進する食品成分はプレパイオティクスといわ

れている。牛乳に限らず各種哺乳類のミルクタンパク質の中にも、ビフィズス菌生育

促進作用を示すタンバク質やべプチドが存在し、特にカゼインの加水分解物について

は早くから知られていた。―方、ラクトフェリンには整腸作用があると期待されてい

たが、これまで分子レベルで明快に証明する報告は無かった。本研究ではビフィズス

菌にラクトフウリン結合夕ンパク質を見出し、かっ他の卜ランスフェリン族夕ンパク

質についてその結合性を比較検討し、さらにそれらのビフィズス菌に対する生育促進

機 能を 追 究し た もの で ある 。そ の 成果 の 概要 は 以下 の 通り であ る 。

1‐ビフィズス菌への卜ランスフウリン類の結合性

  4種のビフィズス菌、すなわちタ′カめbacteriumら′ク麓勿IBih'dabacterium breve,

Bifidoあロあ厂/2勿/勿たガみふヲ／たな鈿ロあ广/切ん甥舛勿について、ウシおよびヒト由来

のラクトフェリンとの親和性を調べた。まず菌体から膜画分と細胞質画分とを分離し、

SDS一電気泳動を行った後にPVDF膜に転写し、ビオチン化ラクトフェリン次いでアビジ

ン標識ペルオキシダーゼによって検出するfar一Western法を行った。その結果、ラク

卜フウリンと結合性を示すタンパク質がタ′/をらぬロぁ厂／2勿らノカ観勿．ガ′/観z飴ビぁ厂／2勿

みヮ朋、タ′f′めぬロた’．′／2勿／〃/勤rんについて検出され、かつアポ型、ホロ型のいずれ

においても観察されたことから、鉄の有無は関係ないことが判明した。また、ラクト

フェリン結合タンパク質はビフィズス菌の膜成分および細胞質成分共に認められた。



さらにトランスフェリンおよびオポ卜ランスフェリンについても同様に結合夕ンパク

質のバンドが観察された。膜画分のこれら結合性タンパク質の分子量はSDS一電気泳動

の移動度から69 kDa、細胞質画分では20，35，50，66 kDaと推定された。さらにラク

卜フェリン、トランスフェリン、オボトランスフウリンを用いた結合阻害実験により、

69 kDaタンバク質はラクトフェリンとトランスフェリンあるいはオポトランスフェリ

ンに対して非拮抗的な結合性を示すことか明らかとなった。

2．ラクトフウリン結合タンパク質の同定

  ビフィズス菌について見出されたラクトフェリン結合タンノヾク質の同定を試みた。

SDS一電気泳動後のゲルからラクトフェリン結合夕ンパク質/ヾ ンドを切リ出し、トリプ

シンによってフラグメント化したのち、飛行時間型質量分析計(MALDI－TOF MS)によっ

てその質量スベクトルを測定しべプチドマップを作成した。次いでアミノ酸配列既知

のタンパク質に該当するタンバク質かあるかどうかを、オンラインデ一夕ベース(Pro

tei nProspector，MS－Fit)によって検索レた。ところが、該当するタンバク質かない

ことから本実験に、よって見出されたピフィズス菌のラクトフェリン結合夕ンパク質は

新規のタンパク質である可能性が高い。

3．ピフィ ズス菌に対する生育 促進効果

  ラ ク ト フ ェ リ ン を 含 む ト ラ ン ス フ ェ リ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 3種 に つ い て 、 上 述

の 4種 の ビ フ ィ ズ ス 菌 の 生 育 に 対 す る 効 果 を 検 討 し た 。 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 ト ラ ン ス

フ ェ リ ン 、 オ ポ ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 鉄 飽 和 型 お よ び 鉄 遊 離 型 そ れ ぞ れ に つ い て 、 ピ

フ ィ ズ ス 菌 に 対 す る 成 長 促 進 の 効 果 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 Bル ン dobacter／ 2勿 み /観 槻

彫 カをらみョロあ厂ん勿ん管レ鼠ゲ／／ンをらみョビあ厂／2勿/勿」ヂ盈ガヵjの生育について促進効果が認めら

れ た 。 し か し 、 タ ′ 〆 ン め 鈿 ビ あ 厂 /． ‘ 勿 伝 鬱 z勿 に つ い て は 生 育 に 対 す る 効 果 は 認 め ら れ な

か っ た 。 さ ら に ラ クト フ ェリ ンの プ ロテ アー ゼ 分解 混合 物 につ いて も ¢｜ ／ク を らみ 占ロ あ ′ー ／Z勿

ら ′ ′ ／ ｜ 鰯 め カ 観 ぬ ロ あ ′ ． ／ 2勿 加 胎 に つ い て 生 育 促 進 効 果 が 観 察 さ れ 、 消 化 管 内 に お い

て ラ ク ト フ ェ リ ン の 分 解 物 が プ レ パ イ オ テ ィ ク ス と し て 機 能 す る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ

れ た 。 ま た 、 成 長 促 進 効 果 の 詔 め ら れ た ラ ク 卜 フ ェ リ ン な ど に つ い て も 、 ア ポ 型 と ホ

口 型 で 有 意 の 差 が な か っ た こ と か ら 、 ビ フ ィ ズ ス 菌 に 鉄 イ オ ン を 供 給 し て い る た め の

促 進 効 果 で は な い こ と が 結 論 さ れ た 。 ビ フ ィ ズ ス 菌 の ラ ク ト フ ェ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質

が 細 胞 膜 上 で レ セ プ 夕 ― と し て 機 能 し 、 結 合 し た ラ ク ト フ ェ リ ン を 細 胞 内 に 移 行 し 、

細 胞分裂を促進する 何らかの機構の存 在が推定された。

  以上のように本研究は牛乳に含まれるラクトフウリンおよび腸内有用菌であるビ

フィズス菌との相互作用に関与する新規のタンパク質を見出した。また、そのタンノヾ

ク質の存在が種依存性であること、および生育促進とも密接な関連を示すことも見出

した。これらの成果は学術的に大きな価値があるだけではなく、健康の維持・増進に

利用され得る可能性を秘めている。
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    学位論文題名
Binding and growth promotion effects of lactoferrin
    on Bifidobacterzu7tn spp．

（ラクトフェリンのビフィズス菌との結合性および成長促進作用について）

  本論文は図51、表7、全5章からなる総頁111の英文論文である。別に参考論文2

編か添えられている。

  牛乳に含まれるラク卜フェリンはトランスフェリン族タンパク質のーつで、分子量

約8万の金属結合性糖夕ンパク質である。抗菌活性、抗ウイルス活性、細胞増殖活性、

抗腫瘍作用、抗炎症作用その他さまざまな生物学的な機能が知られている。―方、腸

内有用細菌であるビフィズス菌はグラム陽性の嫌気性菌であり、健康の維持・増進に

大きく寄与し、各種乳酸菌の中でもプロバイオティクス製品の主役を占めている。こ

れら体内でのビフィズス菌の生育を促進する物質はビフィズス因子といわれ、またこ

のように有用菌の増殖を促進する食品成分はプレバイオティクスともいわれる。牛乳

に限らず各種哺乳類のミルクタンパク質の中にも、ビフィズス菌生育促進作用を示す

タンバク質やべプチドが存在し、特にカゼインの加水分解物については早くから知ら

れていた。―方、ラクトフェリンには整腸作用があると期待されていたが、これまで

分子レベルで明快に証明する報告は無かった。本研究ではビフィズス菌にラクトフェ

リン結合夕ンパク質を見出し、かつ他のトランスフェリン族タンパク質についてその

結合性を比較検討し、さらにそれらのビフィズス菌に対する生育促進機能を追究した

ものである。その成果の概要は以下の通りである。

1．ビフィズス菌へのトランスフェリン族夕ンバク質の結合性

  4種のビフィズス菌、すなわちBif idobacter／2厨ら′′ン観厩夙ケ面み幽ロんゲ′2厨ん曽贈‘

彫′′観z鈿ロぁ厂′2所／〃なガんふ方′′ゐ白鈿ロた厂ん厨ノめヮ柳について、ウシおよびヒト由来

のラクトフウリン との親和性を調べた。まず菌体から膜画分と細胞質画分とを分離し、



SDS一電気泳動を行った後にPVDF膜に転写し、ビオチン化ラクトフェリン次いでアビジ

ン標識ベルオキシダーゼによって検出するfar・Western法を行った。その結果、ラク

トフェリンと結合性を示すタンパク質がみノongLm以外について検出され、かっアポ

型、ホ口型のいずれにおいても観察されたことから、鉄の有無は関係ないことが判明

した。また、ラク卜フェリン結合夕ンパク質はビフィズス菌の膜成分および細胞質成

分共に認められた。さらにトランスフェリンおよびオボ卜ランスフェリンについても

同様に結合タンパク質のバンドが観察された。膜画分のこれら結合性夕ンバク質の分

子量はSDS―電気泳動の移動度から69 kDa、細胞質画分では20，35，50，66 kDaと推定

された。さらにラクトフウリン、トランスフェリン、オボトランスフェリンを用いた

結合阻害実験により、69 kDaタンパク質はラクトフェリンとトランスフェリンあるい

はオボ卜ランスフウリンに対して非拮抗的な結合性を示すことが明らかとなった。

2．ラクトフェリン結合夕ンバク質の同定

  ビフアズス菌について見出されたラクトフェリン結合タンパク質の同定を試みた。

SDS一電気泳動後のゲルからラクトフェリン結合夕ンパク質バンドを切リ出し、トリプ

シンによってフラグメント化したのち、飛行時間型質量分析計(MALD｜―TOF MS)によっ

てその質量スベクトルを測定しべプチドマップを作成した。次いでアミノ酸配列既知

のタンパク質に該当するタンパク質があるかどうかを、オンラインデータベース(Pro

tei nProspecto「，MS－Fit)によって検索した。乳酸菌・ビフィズス菌で該当するタン

パク質がないことから本実験によって見出されたビフィズス菌のラクトフェリン結合

夕ンパク質は新規のタンパク質である可能性が高い。

3．ビフィズス菌に対する生育促進効果

  ラクトフェリン、トランスフェリン、オボトランスフウリンの鉄飽和型および鉄遊

離型それぞれについて、4種のビフィズス菌に対する成長促進の効果を測定した。そ

の結果、みらif idu'n,みbreve．みinfantisの生育について促進効果が認められた。し

かし、ラクトフェリン結合タンバク質が欠落していたみノongLmについては生育に対す

る効果は詔められなかった。さらにラクトフェリンのプロテア―ゼ分解混合物につい

てもみbif iと″ヽみら艚贈について生育促進効果か観察され、消化管内においてラクト

フェリンの分解物がプレバイオティクスとして機能する可能性か強く示唆された。ま

た、成長促進効果の認められたラクトフェリンなどについても、アポ型とホロ型で有

意の差がなかったことから、ビフィズス菌に鉄イオンを供給しているための促進効果

ではないことが結諭された。ビフィズス菌のラクトフェリン結合夕ンパク質が細胞膜

上でレセブ夕一として機能し、結合したラク卜フェリンを細胞内に移行し、細胞分裂

を促進する何らかの機構の存在が推定された。

  以上のように本研究は牛乳に含まれるラク卜フェリンおよび腸内有用菌であるビ

フィズス菌との相互作用に関与する新規のタンパク質を見出した。また、そのタンパ
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ク質の存在が菌株によって異なり、かつ生育促進とも密接な関連を示すことも見出し

た。これらの成果は学術的に大きな価値があるだけではなく、健康の維持・増進に利

用され得る可能性を秘めている。よって審査員一同は、KIM，Woan―Sub（金完燮）が

博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認めた。


