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1 要的

我々は、これまでに牛乳に含まれるらラクトアルブミンがグノレカゴン様ペプチドー1(GL巳1)の

選結子発現を挺進すること、及び、 GLP-1は中枢神経系における入眠促進作用にιメラニン締臨

刺激ホルモン(ルMSH)を介して入眠を促進することを?恭唆している。本研究では、牛乳による

入服従進機構の全容解明を最終目的として、 GLP-1が関与する入賦徒進機構の更なる解明と、ル

ラクトアルブミンから麗生される入眠促進ペプチドの検索安背争うこととした。その結果、 GLP-1

及びルMSHの鶏中継への投与による入眠の徒進及び接食畿の紙下は、ノルアドレナヲン合成系の

律速騨燕の組審剤であるιメチノレーp-チロシンの説投与によち欝欝惑と受けなかったことから、GLP-1

によるふMS践を介した入眠促進はノルアドレナジンの合成保選託基づくものではないことが示唆

された。又、 βアドレナジン受容体〈訟果手本記おけるノルアドレナジンのシグナノレ信達に関与)の

アンダゴニストで為るプロプラノロールの前投与は、 GLP-1及びιMSHによる入眠の促進及び摂

食量の低下安緩鞄したことから、 GLP-1によるιMSHを介した入蹴保進は、 s-アドレナリン受容

体を介することが恭唆された。 ιラクトアルブミン酵素分解物密ゲルろ過クロマトグラフィー

(HPLC)を用いて分顕した9つの分画画分の内の2つの岡分が初代堵鶏小腸細胞において、 GLP-1

の前駆体であるブレブログノレカゴンmRNA量を増加させた。これらのことから、 ιラクトアルブ

ミン酵素分解物中に機数のブレプログ、ノレカゴンの遺伝子発現を能すペプチドが脊在することが示

唆された。

キーワード:GLI川、 MS目、 αゐ1.PT、プロプラノロール、払ラクトアルブミン糠瀧芳解物、ペプチ

ド、培義締斡

2.籍童

我が醤においては、器民の約2割が睡臨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、難眠締轡による外来推計患者数は約 2.3倍に増加している (y叩 ladem，

2001)。ここで、睡眠障識とは幡眠と覚醒に関連する多様な疾患の総てを指すが、厳戒を関わず経

辞活毒を営む先進諸国においては、夜間勤務者の増加、夜間帯に活動する若者の増加、或い誌権

タト渡航者の増加等が今後も避け得ないことから、この様な睡眠障害者は増加の一途安諮ることに

なると予想される。加えて、伴齢を議ねるに伴い、睡眠時刻のずれ、課いノンレム轍践の誠少、

中途覚醒の増加による睡眠の分断化等が起こることから、高幹化社会を迎えつつある我が龍にお

いては、睡眠障害の解消は益々議襲警な鰻題誌なると考えられる。
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ところで、脳の松果体は、環境の明暗サイクルに体内機能を同調させる機能を果たしており、

この松果体で産生されるメラトニンは、その合成と分泌が暗期に高まり明期に低値に維持される

ことから、明暗サイクノレの一つである概日リズムの最も安定したマーカーとして位置付けられて

いる。ここで、この概日リズムの乱れを修正する為には1週間以上の期聞が必要とされるが、不

規則な夜間勤務を行なう看護師等の場合には概日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眠前の血中メラトニン濃度の上昇時刻のずれと睡眠中の

血中メラトニン濃度のピーク値低下に基づ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認可されておらず、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プトファンを多く含む食品の摂取が

推奨されている。実際、食餌へのトリプトファン添加により、脳内セロトニン濃度が上昇し、入

眠時聞が短縮すること (S紅waret a1.， 1999)が確認されている。又、古くから牛乳の入眠促進効

果が知られており、その機構のーっとして、乳清タンパク質の一つであるαーラクトアルブミンに

よる血中トリプトファン濃度上昇とそれに基づく入眠の促進 (Markuset a1.， 2000; Minet-Ringuet 

et a1.， 2004)が報告されている。これらのことから、牛乳による入眠促進機構の 1っとして、血

中トリプトファン濃度の上昇に基づく脳内セロトニン含量の増加(以下、トリプトファンーセロト

ニン系と称す)が示唆されている。

我々は、鶏の摂食調節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細胞で産生)の摂食抑制作用が入眠促進に

基づくものであること (Bungoeta1.， 1999)、そして、 GLP-1の中枢投与は、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ルアドレナリンの合成或いは分泌を促進すること (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ルアドレナリンへの変換

酵素であるドーパミンβヒドロキシラーゼを阻害することにより GLP-1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-1の入眠促進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-1による入眠促進

に食餌タンパク質の相違が影響を及ぼすこと (Hondaet a1.， 2000) を示した。最近、ヒトに関し

て、乳清タンパク質の摂取が血衆 GLP-1濃度の上昇を引き起こして食欲を減退させること (Hall

et a1.， 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

プトファンーセロトニン系とは異なる"もう一つの牛乳による入眠促進機構"が存在し、その機構に、

牛乳に含まれる未知の因子による消化管からの GLP-1分泌促進と、それに基づく視床下部ノルア

ドレナリンの合成或いは放出の促進(以下、 GLP-1-ノル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。
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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; Hayashietal.， 2003; 

Sanadaet al.， 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、我々は、鶏を用いて、 GLP-1が関与する入眠促進機構の解明と共に、牛乳に含まれる

入眠促進因子の検索を行なうこととした。まず、 GLP-1が関与する入眠促進機構の解明について

は、始めに、 GLP-1の中枢投与が視床下部神経ペプチド群のmRNA量に及ぼす影響を調べた。そ

の結果、 GLP-1の脳室内投与は、ルメラニン細胞刺激ホルモン (α-MSH)の前躯体プロオピオメ

ラノコノレチン及び副腎皮質刺激ホノレモン放出因子のmRNA量を有意に増加させることが明らかに

なった(平成 19年度牛乳栄養学術研究事業調査・研究報告書)。晴乳動物においては、プロオピ

オメラノコノレチンから産生されるαー、 β、y-MSH及びs-エンドノレフィンのうち、 αー、 s-及びy-MSH

は、いずれも摂食を抑制すること (Tungetal.，2006)が知られていることから、これら3種のペ

プチドがGLP-1が関与する入眠促進機構において重要な役割を果たす可能性が推察された。そこ

で、 α- s-或いはy-MSHを鶏に中枢投与した結果、 α-MSHのみが強力に摂食を抑制すると共に睡

眠様行動をも併せて引き起こすことが明らかになった(平成19年度牛乳栄養学術研究事業調査・

研究報告書)。次に、牛乳に含まれる入眠促進因子の検索については、種々の牛乳画分(全脂粉

乳、脱脂粉乳、乳脂肪、カゼイン[酸カゼイン並びにナトリウムカゼイン]、牛乳タンパク濃縮

物、ホエイパウダー、ホエイタンパク濃縮物、分離ホエイタンパク及び乳清ミネラル)の給与が

鶏の入眠に及ぼす影響について調べた結果、入眠を促進する牛乳画分としてホエイタンパク濃縮

物を特定した(長谷川信、牛乳中の入眠促進因子の単離とその入眠促進機構の解明、平成17年度

研究の概要[糧食研究会]， 7-12， 2006)。そして、ホエイタンパク濃縮物に含まれる主要なタンパ

ク質の一つであるιラクトアルブミンの経口投与が小腸遠位部における GLP-1発現を促進するこ

とを明らかにした(平成 18年度牛乳栄養学術研究事業調査・研究報告書)。加えて、この分解物

の経口投与が小腸におけるプレプログルカゴン及び初代培養小腸細胞におけるプレプログルカゴ

ン発現を促進することを明らかにした(平成19年度牛乳栄養学術研究事業調査・研究報告書)。

そこで、本研究では、鶏を用いて、 GLP-1が関与するノルアドレナリンを介した新たな入眠促

進機構を更に明らかにすると共に、牛乳中の入眠促進因子を出来得る限り単離することを目的と

した。
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3.材料及び方法

(1) GLP-1による入眠促進機構の解明

1)ノルアドレナリン合成系の律速酵素阻害剤 (αーメチルーPーチロシン、 α-MPT)の前投与がα

MSH及びGLP-1の入眠促進効果に及ぼす影響

2時間 45分間絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛に、 0.1%エパンスブルーを含む生理食

塩水(対照)或いはα-MPTを投与し、その 15分後に生理食塩水、 40pmolのα-MSH或いは33pmol

のGLP-1を側脳室内投与し、投与後2時間に渡り、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。

2) sアドレナリン受容体アンタゴニスト(プロプラノロール、 pp)の前投与がα-M証t及びGLP-1

の入眠促進効果に及ぼす影響

2時間 45分絶食した8日齢の白色レグホーン種雄雛に、生理食塩水或いは PPを投与し、そ

の15分後に0.1%エパンスブルーを含む生理食塩水(対照)、 4Opmolのα-MSH或いは33pmolの

GLP-1を側脳室内投与し、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プノレーにより染まっている個体の

データのみを採用した。

(2) 牛乳に含まれる入眠促進因子の検索

1)ι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、日本ウォーターズ株式会社)に注入し、 7分後から 15分後

までに認められるピークを分取した。

2)小腸細胞の培養

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・懸濁した。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(1，000叩m、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 (1，000叩m、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。 3-(2) -1)で調製したαーラクトアルブ

ミン酵素分解物分画物を含むF-12培地で37
0

Cで3時間、 5%C02下で培養した。

3) リアルタイム PCR解析

3-(2)ー2)で培養した小腸細胞を遠心分離 (1，000叩m、5分間)により回収し、得られた沈殿を

リン酸緩衝液に懸濁した。再度、遠心分離(1，000叩m、5分間)した後、得られた沈殿からセパ

ゾーノレ RNA1 (ナカライテスク株式会社)を用いて総 RNAを抽出した。総 RNAは DNaseI

(Ambion Inc.)処理した後、 HighCapacity cDNA Reverse Transcription Kit (アプライドバイオシ
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ステムズ株式会社)を用いて cDNAに変換した。リアルタイム PCRはAppliedBiosystems 7300 

Real-Time PCR systemを用いて行なった。 GLP-1の前躯体であるプレプログノレカゴンのmRNA

量を、プレプログルカゴンmRNAに特異的なプライマー (sense，5'-CGA GAG TTC ATT ACG 

TTA AAG GTT-3'; antisense， 5'ーTGTAGG TGC CTT CAG CAT GTC T-3')及び内部標準としてp

-アクチンに特異的なプライマー (sense，5'-TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC-3'; antisense， 5' 

-GTG GAC AGT GAG GCC AGG AT-3')を用いて解析した。

4)プレプログルカゴンmRNA発現促進画分の逆相カラムクロマトグラフィーによる分画

3-(2)ー3)で初代培養小腸細胞においてプレプログルカゴンmRNA発現を促進した画分を

20mMリン酸緩衝液 (pH6.5)に溶解して逆相カラム(Ine抗silODS-3、ジーエルサイエンス株式

会社)に注入し、 4分後から 15分後までに認められるピークを分取した。

4.結果及び考察

(1) GLP-1による入眠促進機構の解明

1) ノルアドレナリン合成系の律速酵素阻害剤の前投与がιMSH及び GLP-1の入眠促進効果に及

ぼす影響

α-MSHの中枢投与は入眠促進効果及び摂食抑制効果を示したが、 α-MPTの前投与は、こ

のα-MSHの効果に影響を及ぼさなかった(図 1及び2)。同様に、 GLP-1の中枢投与は入眠促

進効果及び摂食抑制効果を示したが、 α-MPTの前投与は、この GLP-1の効果に影響を及ぼさな

かった(図3及び4)。これらの結果から、 GLP-1によるιMSHを介した入眠促進はノノレアド

レナリンの合成促進に基づくものではないことが示唆された。

2)βアドレナリン受容体アンタゴニストの前投与がαーMSH及び GLP-1の入眠促進効果に及ぼす

影響

α-MSHの中枢投与は入眠促進効果及び摂食抑制効果を示したが、 PPの前投与は、このαーMSH

の効果を緩和した(図5及び6)。同様に、 GLP-1の中枢投与は入眠促進効果及び摂食抑制効果

を示したが、 PPの前投与は、この GLP-1の効果を緩和した(図7及び8)。これらの結果から、

GLP-1によるα-MSHを介した入眠促進にPアドレナリン受容体が関与することが示唆された。こ

こで、松果体におけるノノレアドレナリンのシグナル伝達にβアドレナリン受容体が関与するこ

とが知られている (Karolczaket al.， 2005)。また、松果体におけるメラトニン産生は暗期に高

まり明期に低くなることが知られているが、その変動は松果体におけるメラトニン合成系の律

速酵素であるアリノレアノレキノレアミン-N-アセチノレトランスフエラーゼ (AA-NAT)のmRNA量の

変動に基づき調節されていることが知られている (Bem紅detal.，1997)。これらのことから、今

後、 GLP-1による入眠促進が松果体のβアドレナリン受容体を介したAA-NATの遺伝子発現の

促進に基づく可能性について明らかにする必要があると考えられた。

(2) 牛乳に含まれる入眠促進因子の検索
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1)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

αーラクトアルブミン酵素分解物をゲ、ノレろ過クロマトグラフィー (HPLC)を用いて分画した結

果、 9つのピークが検出された(図9)。これらの内の2つの画分が、初代培養小腸細胞のプレ

プログルカゴンmRNA量を増加させた(図 10及び 11)。このことから、ルラクトアルブミン酵

素分解物中には複数の入眠促進因子が存在する可能性が考えられた。

2)α戸ラクトアルブミン酵素分解物分画画分の逆相カラムクロマトグラフィーによる分析

4-(2) -1)でプレプログノレカゴン発現促進作用を示した 2つの画分を逆相カラムクロマト

グラフィーを用いて分画した結果、 2画分合わせて 19のピークが検出された(図 12及び 13)。

今後、これらのピークからプレプログノレカゴンの遺伝子発現を促進する画分を特定し、そのア

ミノ酸分析を行なうことにより、 α-ラクトアルブミン酵素分解物に含まれる入眠促進因子を単

離することが可能となると判断された。
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固3. ノルアドレナリン合員E系の律違酔轟阻害剤(ルメチルーp-子ロシン、ルMPT)の前世与がGLP-1の入
眠促進効果に及Iます..
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固11.a-ラクトアルブミン醇寵舟解輔のゲルる温カラムクロマトグラフィーによる舟田物〈圏分5-9)が
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固12. プレプログルカゴン発現促温活性を有するb ラクトアルブミン曹膏分解物由来圃分〈圃舟6)の迫
相カラムクロマトグラフィー解析
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固 13. プレプログルカゴン発現促進活性を有するbラクトアルブミン醇轟分解鞠由来画分〈画分7)の迫

相カラムクロマトグラフィー解析
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