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L 要約

我々は、これまでに牛乳記含まれるルラクトアルブミンがグルカゴン様ペプチドー1(GLP-1)の

遺伝子発現を捉進すること、及"(}、 GLP-1が中継神経系においてノノレアドレナリンの合成或いは

放出の偲進により睡眠を誘導すること告示唆している。本研究では、牛乳による入眠促進機構の

解明在目的として、 GLP-1が関与する入眼侃進機構の解明と、ルラクトアルブミンから産設され

る入眼促進ペプチドの検索を行なうこととした。

鶏への GLP-1の脳室内投与は、中枢神経系において最よ流の摂食抑制ペプチドで島るふメラニ

ン締脇剃激ホルモン(a-MSH)の前躯体プロオピオメラノコノレチン (POMC)、及び、その下読の

摂食斡鱒ペプチドである麗腎度賓鵜激ホノレモン放出国子(G貯)のm設NA量を脊意に増加させた。

ここで、 C留の中穏投与は入翠を誘導しないこと、及び、 POMCから俗、吾、 γー話SH及びFエンド

ルブインの4議のペプチドが産生されることが知られていることから、これらの4謹のペプチド

のいずれかを介してGLP-1による入眠促進が発現される可能性が緯察された。そこで、暗乳類に

おいて摂食抑制作用を手ぎすることが確認されている 3穣の MSH(払、。、下)を鶏に中枢投与し

ルMSHのみが強力に摂食を抑制し、且つ入蝦安保進することが明らかとなった。

仏ラクトアノレブミン酵業分解物の経口投与は、鶏の小腸溜位部における GLP-1の前躯体プレプ

ログノレカゴンのmRNA量を有意に増加させた。 X、ルラクトアルブミン酵素分解物は初代培養小

腸細胞のブレブログノレカゴンmRNA量を有意に増加させた。これらの結果から、ルラクトアルブ

ミン鱒紫分解物中にプレブログルカゴンの遺伝子発現を保すペプチドが存者し、上述の初代塔養

小揚締賠による GLP-1発現invitroの検索系を用いれば、ゃラクトアルブミン酵素分解物中の入設

促進儲予を特定できる可語性が示された。

キ…ワ…ド GLP-1、MS丘、 CRF、ルラクトアルブミン酵意分解物、ペプチド、語義組抱

2.緒嘗

我が国においては、国民の約2割が睡眠による休養が不十分であると感じており、又、 1984年

から 1993年にかけて、睡眠障害による外来推計患者数は約 2.3イ替は増加している (Yamadera，

2001)。ここで、眼目氏陣轡とは睡眠と覚醒に関連する多様な痕患の総てを指すが、昼夜を間わず経

請活動を営む先進拷問においては、夜間勤務者の増加、夜間帯に活動する若者の増加、或いは揮

外接航者の増加等が今後も避け得ないことから、この様な蟻器障害者は増加の一途を諮ることに

なると予想される。加えて、年齢を議ねるに伴い、詮器時亥uのずれ、探いノンレム錘畿の誠少、
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中途覚醒の増加による艦載の分駅北等が起こることから、高齢化社会を違えつつある我が盟にお

いては、韓甑障害の解諮は益々

ところで、騒の絞果手本は、

ると考えられる。

明暗サイクルに体内磯誌を再謂させる機能を果たしてお号、

この松来季容で童生されるメラトニンは、その合成と分誌が培期に高まり明惑に抵値に維持される

ことから、明暗サイクノレの一つで為る機詩リズムの最も安定したマーカーとして症賓付けられて

いる。ここで、この概記ヲズムの活しれを務正する為には1漉間以上の期聞が必要とされるが、不

規賠な夜間勤務を行なう看護師等の場合には機詩リズムの乱れを修正することは不可能であるこ

と、及び、高齢者における睡眠障害は入限前の邸中メラトニン濃度の上昇時刻のずれと睡眠中の

車中メラトニン濃度のr…ク値砥下 くこと等が知られていることから、必要な時刻に入眠

する為の手段のーっとして、欧米では、医薬品或いは食品としてのメラトニンの利用が認められ

ている。しかし、日本では、メラトニンは医薬品として耀可されておらず、又、食品として使用

することもできない(薬事法上、医薬品成分と見倣されていることに拠る)。そこで、我が国で

は、メラトニンの前駆物質であるセロトニンの脳内含有量を高めることにより入眠を促進するべ

く、セロトニン合成の原料となるトリプトファン或いはトリブトファンを多く含む食品の摂歌が

推奨されている。実擦、食餌へのト pブトファン縁加により、脳内セロトニン護度が上昇し、入

眠時聞が短縮すること(おrwaret a1.， 1999)が確認されている。又、書くから牛乳の入騒挺進効

果が知られてお号、その機構のーっとして、乳潜タンパク紫の一つであるらラクトアルブミンに

よる車中トリプトファン護度上昇とそれに基づく入銀の部議 (M絞kuset a.ム 2000;泌総ト路湾uet

et a1.， 2004)が報告されている。これらのことから、

中トヲプトファン護麦の上昇に基づく議内セロトニ

ニン系と啓す〉が示唆されている。

による入模集進機講の 1っとして、車

{以下、トヲブトファン“セロト

我々は、鶏の顎食言書簡機構解明を目的とした一連の研究において、消化管ホノレモンの一つであ

るグルカゴン様ペプチドー1(GLP-1、ラットでは小腸L細臆で灘生)の摂ゴ支持制作用が入隈捉進に

くものであること (Bungoeta1.， 1999)、そして、 GLP-lの中継投与は、視床下部においてセ

ロトニン含量に影響することなくノノレアドレナリンの合成或いは分協を促進すること (Tachibana

et a1.， 2002)、及び、ノルアドレナリンの前駆物質であるドーパミンのノノレアドレナリンへの変換

僻素であるド…パミンβヒドロキシラーゼを阻害することにより GLP-lの入眠促進効果が緩和さ

れること (Bungoet a1.， 2001)を見い出したことから GLP-lの入眠促瀧作用の発現にはセロトニ

ンではなくノルアドレナリンが関与していることを示唆した。加えて、 GLP-lによる入眠促潜に

食餌タンパク質の相違が影響を及ぼすこと (Hondaeta1.， 2000)を示した。最近、ヒトに関して、

ンパク質の摂取が廊柴GLP-l濃農の上昇を引き起こして食欲を滅選させること (Halleta1吋

2003)が報告されたが、このことと我々による此れ迄の研究成果を考え合わせると、トリプトファ

ンωセロトニニン系とは異なる“もう一つの牛乳による入提提進機構"が存在し、その機構に、牛乳

れる未知の臨子による消化管からのGLP-l分諮促進と、それに基づく視床下部ノルアドレ
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ナリンの合成或いは放出の促進(以下、 GLP-1-ノノレアドレナリン系と称す)が関与している可能

性が極めて高いと判断された。

ここで、現在のところはマウスやラットを用いて睡眠関連実験が行なわれているが、これらの

実験動物はヒトと異なり、血中メラトニン濃度が低下する明期に睡眠をとることから、その結果

を直接ヒトに反映させることについて疑問が残されている。しかし、これらの実験動物に対して

鶏は、ヒトと同様、暗期に睡眠をとること、鶏の松果体は光(明暗の入力情報)に対する感受性

が高くメラトニン産生試験等に頻繁に利用されていること (Nagyetal.， 2007; Hayashiet al.， 2003; 

Sanadaetal.， 2000)、及び、 GLP-1の脳室内投与による入眠促進効果はラットにおいては認められ

ないこと (McMahonetal.， 1998)から、ヒトのモデル動物として鶏を用いれば、トリプトファンー

セロトニン系以外の系、即ち、 GLP-1-ノノレアドレナリン系を介した新たな入眠促進機構の存在を

明らかにできると共に、牛乳中の入眠促進因子を分離・同定できると判断された。

そこで、本研究では、鶏を用いて、 GLP-1が関与するノノレアドレナリンを介した中枢入眠促進

機構を明らかにすると共に、牛乳中の入眠促進因子を単離することを目的とした。

3.材料及び方法

(1) GLP-1による入眠促進機構の解明

1) GLP-1の中枢投与が視床下部神経ペプチドの発現に及ぼす影響

3時間絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛に、 0.1%ェパンスブルーを含む生理食塩水

(対照)或いは33pmolのGLP-1を側脳室内投与し、投与2時間後に断頭により屠殺し、側脳室

内がエパンスブルーにより染まっている個体から視床下部を摘出した。液体窒素で速やかに凍

結後、 RNA抽出まで_80
0

Cで保存した。セパゾーノレRNAI(ナカライテスク株式会社)を用いて

視床下部及び延髄から抽出した総RNAを、 SuperScriptIII First Strand Synthesis System for RT -PCR 

(インピトロジェン株式会社)を用いて cDNAに変換した。 AppliedBiosystems 7300 Real-Time 

PCRsystemを用いたリアルタイム PCRにより、 GLP-1による摂食抑制に関与するとされる神経

ペプチド群である視床下部プロオピオメラノコノレチン (POMC)、副腎皮質刺激ホノレモン放出因

子 (CRF)、及び、延髄の POMCのmRNA量を、それぞれのmRNA に特異的なプライマー

(POMC sense， 5'-AGA TGG AGA AGG GTT GGA A-3'; POMC antisense， 5'-CGT TGG GGT ACA 

CCT TGA-3'; CRF sense， 5'-CTC CCT GGA CCT GACττT-3'; CRF antisense， 5'-CCT CAC TTC 

CCG ATG ATT-3')及び内部標準として 18Sリボソーム RNAに特異的なプライマー (sense，5' 

-AGT CCC TGC CCT TTG TACA-3': antisense. 5'-CCT CAC TAA ACC ATC CAA TCG-3')を用

いて解析した。

2) POMC由来神経ペプチドの中枢投与が鶏の摂食量に及ぼす影響

3時間絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛に、 0.1%ェパンスブルーを含む生理食塩水

(対照)、 40或いは400pmolのメラニン細胞刺激ホノレモン(品、 s-及びy-MSH)を側脳室内投与
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し、投与後2時聞に渡り、摂食量及び入眠促進行動に及ぼす影響を調べた。投与2時間後に断

頭により屠殺し、側脳室内がエパンスブルーにより染まっている個体のデータのみを採用した。

ロ)牛乳に含まれる入眠促進因子の検索

1)αーラクトアルブミン酵素分解物の経口投与が小腸プレプログノレカゴンmRNA量に及ぼす影響

16時間絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛に、 3mlの33%カゼイン酵素分解物水溶液

或いは33%α-ラクトアルブミン酵素分解物水溶液を経口投与し、投与4時間後に小腸遠位部を

摘出した。生理的食塩水を用いて小腸内腔を洗浄後、速やかに液体窒素を用いて凍結し、 RNA

抽出まで_80
0Cで保存した。凍結小腸遠位部を粉砕後、セパゾーノレ国河AI(ナカライテスク株式

会社)を用いて総RNAを抽出し、得られたRNAをSuperScriptIII FiぉtStrand Synthesis System 

forRT-PCR (インピトロジェン株式会社)を用いてcDNAに変換した。 AppliedBiosystems 7300 

Real-Time PCR systemを用いたリアルタイム PCRにより、 GLP-1の前躯体であるプレプログノレ

カゴンのmRNA量を、プレプログノレカゴンmRNAに特異的なプライマー (sense，5'-CGA GAG 

TTCATT ACGTTAAAGGTT-3': antisense， 5'-TGT AGGTGCCTTCAGCATGTCT-3')及び内

部標準として 18SリボソームRNAに特異的なプライマー (sense，5'-AGT CCC TGC CCT TTG 

TAC ACA-3'; antisense， 5'ーCCTCAC TAA ACC ATC CAA TCG-3')を用いて解析した。

2)αーラクトアルブミン酵素分解物が初代培養小腸細胞プレプログノレカゴンmRNA量に及ぼす影響

16時間絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛の小腸遠位部を摘出し、生理食塩水により小

腸内腔を洗浄し、メスを用いてリン酸緩衝液中で小腸内腔から小腸上皮の細胞のみを分離した。

室温で2分間静置し、浮遊する細胞を含む上澄み液を遠心管に移した後、遠心分離 (1，00白pm、

5分間)により細胞を回収した。得られた沈殿を F-12培地に懸濁し、遠心分離 (1，00白pm、5

分間)により細胞を回収した。この操作を合計3回繰り返した。ラクトアルブミン酵素分解物

を含むF-12培地で37
0

Cで3時間培養し、遠心分離(1，00白pm、5分間)した後、得られた沈殿

をリン酸緩衝液で懸濁する。再び、遠心分離 (1，000甲m、5分間)した後、得られた沈殿から

セパゾールRNAIを用いてRNAを抽出し、得られたRNAをSuperScriptIII First Strand Syn-

也esisSystem for RT -PCR (インピトロジェン株式会社)を用いてcDNAに変換した。そして、

3.ー(2)-1)と同様の方法で、プレプログノレカゴンのmRNA量を解析した。

3)αーラクトアルブミン酵素分解物のゲノレろ過カラムクロマトグラフィーによる分画

αーラクトアルブミン酵素分解物の逆相カラムクロマトグラフィーを用いて得られた3つのピー

クを基に化学合成された3種類のペプチドについて、上述2)の初代培養小腸細胞の invitro評

価系を用いた GLP-1の発現促進並びに入眠促進の両効果を検討したが有効な効果は得られな

かったことから、未だ単一にまで精製されていないことが推察された。そこで、改めて、 ιラ

クトアルブミン酵素分解物を 1mg/mlの濃度で20mMリン酸緩衝液 (pH6.5)に溶解してゲノレろ

過カラム(Protein-Pak125、日本ウオーダーズ株式会社)に注入し、分画後の溶出液を注入5分
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後から 20分後までの主要ピークを分取したB

4.結果及び考察

(1) GLP・1による入眠促進機構の解明

1)G日-1の中枢投与が視床下部神経ペプチドの発現に及ぼす影響

GLP-1の中枢投与は視床下部町MC及びC町のmRNA量を有意に増加させた(固1)。我々

は‘ ιMSHの中枢投与が視床下部CRFmRNA量を増加させるととを(Hor由eta1.， 2∞7)、ま

た、 T叫 i凶 18らは、 ιM釦の摂食抑制効果はC町受容体のアンタゴエストの投与により躍和

されること (T，皿hibanaet a1.. 200η、及び、 G日-1の接食抑制効果はC町受容体のアンタゴニ

ストの投与により種和されること (TI叫 ibanaeta1.， 2006)を、それぞれ報告している.これら

の報告と本研究の結果から、 G日-1の摂食抑制効果はPOMCエユーロンを介したαFの刺激

によることが示唆された。ここで、CRFの中枢投与は運動量を増加させるが∞四百geta1..2∞1)、

この運動量の増加はノルアドレナリンの共投与により消失して入眠が誘導されること(Zhanget

a1.. 2∞3)が報告されている.我々は、 G日ー1の中枢投与は、視床下部においてノルアドレナ
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リンの合成或いは放出を促がすととを示唆している (T，釦悩凶naetal.，2002; Bungoetal.， 2001)。

これらのことから、 G日・1はCRFの放出を促がすものの、同時にノルアドレナリンの合成或い

は放出を促がすことにより、運動量の増加を消失させて入眠を促進することが推察される。最

近、 ιM釦の中枢投与が鶏の行動を変化させ、座っている時間を増加させることが報告された

(C泊四etal.， 2007)。また、晴乳動物においてではあるが、 ι.MSH~同様に、 POMC から産生

される他の MSH(s-MSH及びy-MSH)も摂食抑制作用を有するとと (Tunget al.， 2006)、ι

MSHの中枢投与により誘導される生殖行動は、ノルアドレナリンを介することが示唆されてい

るほ泊四回出etal.，2000)。これらのことから、 GLP-lによる入眠の誘導へのPOMC由来神経

ペプチド(品、。ー或いはy・，MSH)の関与が示唆された。

2) POMC由来神経ペプチドの中枢投与が鶏の摂食量と入眠促進行動に及ぼす影響

ιMSHの中枢投与は摂食を強力に抑制した(図2)。又、 40及び400pmolの両投与群のほと

んどの個体に睡眠様行動が認められた(図3)。更に、 s-M釦の中枢投与も摂食を抑制したが、

その効果は、 ιM到に比べ、極めて弱いものであった(図4)。更に又、 γ-M回の中枢投与は

鶏の摂食に影響を及ぼさなかった(図的。 s-MSH或いは7・M釦の中枢投与は、いずれも睡眠

様行動を引き起こさなかった(図5、7)。これらの結果から、 3種の神経ペプチドの内、 ι

MSHがGLP-lによる摂食抑制と入眠促進に関与している可能性が示された。

(2) 牛乳に含まれる入眠促進因子の検察

1)ιラクトアルブミン酵素分解物の経口投与が小腸プレプログルカゴンmRNA量に及ぼす影響

ιラクトアルブミン酵素分解物の経口投与は、カゼイン酵素分解物の経口投与に比べ、小揖

遠位部におけるプレプログルカゴンのmRNA量を有意に増加させた(図8)。これらの結果か

ら、 ιラクトアルブミン酵素分解物に含まれるペプチドが、プレプログルカゴンの遺伝子発現

を増加させることにより、 GLP-lを介して入眠を促進するととが示唆された.
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2)ιラクトアルブミン酵素分解物語主初代培養小揖細胞プレプログルカゴンmRNA量に及ぼす影響

一般に、初代培養細胞系を調製する場合、対象となる組織をコラゲナーゼ処理することによ

コラゲナーゼ処理した小蝿まず、り、単一の細胞を効串よく回収することができる。それ故、

細胞を用いてプレプログルカゴンの遺伝子発現を促進するベプチドの検痛を試みたが、感度が

コラゲナーゼを使用せずに小踊細低いこと、及び、血 vivo条件下での再現性が低いことから、

胞を調製する方法を試みた。その結果、 100ドg/mlという低謹度のιラクトアルブミン酵素分解

物の添加とより‘プレプログルカゴンのm悶 A量を有意に増加させる培養系を確立するととが

できた(園9).

3)ιラクトアルブミン酵素分解物のゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分画

a.-ラクトアルブミン酵素分解物のゲルろ過カラムクロマトグラフィーの結果を園10.~示した。

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより、 ιラクトアルブミン酵素分解物を9の画分に分画・

これらの 9の画分について、今回2)で新たに確立した初代培養小蝿細胞系分取した.今後、

を用いてプレプログルカゴンの遺伝子発現を促進する画分を特定し、更に、特定した画分につ

いて、逆相カラムクロマトグラフィーによる分画を行なうととにより、 ιラクトアルブミン醇

素分解物に含まれる入眠促進国子を単離することが可憧となると判断された。
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