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血清脂質レベルと動脈硬化性心疾患との関連は多くの疫学的研究から明らかである。

最近、ミルク蛋白が血清脂質レベルに良い影響を与える事が報告されている。実際、

母乳栄養児では脂肪摂取量が多いにもかかわらず、血清コレステロ』ル値は上昇しな

い。これは、母乳の主要蛋白成分である乳清蛋白のコレステロール上昇抑制作用によ

ると考えられているし 2)。病理学的研究によれば、動脈硬化病変はマクロファージが

変性LOLを取り込み泡沫細胞化する事からスター卜する。そこで、私達は乳清蛋白

がコレステロール上昇抑制作用のみならず、細胞レベルでの抗動脈硬化作用をも有し

ている可能性を考え、マクロファージの変性LOLによる泡沫細胞化に対する乳清蛋

白及び乳清蛋白に含まれる各種蛋白の影響について検討してみた。

【方法】

手Li脅蛋白、カゼイン、 α ラクトアルブミン、 β ラクトグロプリン、ラクトフェ

リン及びラクトフェリン除去乳清蛋白は森永乳業株式会社より提供を受けた。 LOL

は超遠心法で正常血清より分離した。変性LOL [アセチル化L0 L (Ac-L 0 1) 

及び酸化LOL(Ox-LOL)]は定法に従い作成した3，4)。

マクロファージの泡沫細胞化及ひ.各種蛋自の泡沫化に対する影響

ラット腹腔マクロファージをAc-LOL或いはOx-LD Lと16時間インキュベー

ンョンして泡沫細胞を作成し、コントロールとした5、s}O 各種蛋白の泡沫細胞化に対

する影響は最初から培養液中にそれぞれの蛋白を加えてインキュべーションを行い、

細胞内に蓄積したコレステロールエステル (CE)量を測定し、コントロールと比較
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検討した。細胞内のコレステロール量は蛍光酵素法を用いて測定した7l。

AcーLDLのスカベンジャーレセプターによる取り込み機構の解析

放射化ヨード標識LDLを用い定法に従い、マクロファージと標識LDLをイン

キュベーションし細胞との結合、細胞内での分解を検討したU。

電気泳動

Pol-Eフィルムを用いてアガロース電気泳動を行った。

【結果と考察】

1.各種ミルク蛋自の細胞内コレステロール蓄積抑制作用(抗泡沫化作用)

ラットマクロファージをAc-LD Lとインキュベーンョンすると細胞内CEは10倍

程度増加する。図 lAに示すように、カゼイン或いは乳清蛋白 (wheyprotein)は

Ac-L 0 L及びOx-L0 Lによる細胞内CEの蓄積を有意に抑制した。抑制作用は

乳清蛋白の方が強力だった。そこで、本研究では乳清蛋白に焦点を絞り以下の検討を

行った。

最初に蛋白としての構造が抗泡沫化作用に必要かどうかを知るために加水分解しペ

プチドにした乳清蛋白の抗泡沫化作用を検討した。その結果、加水分解した乳清蛋白

では細胞内CEの蓄積を抑制出来なかった(図 1B)。周知の様に乳清蛋白は単一の

蛋白ではなく、し、くつかの蛋白からなっている。そこで私達はその主要蛋白である、

βーラクトグロプリン、 αーラクトアルブミン及びラクトフェリンについて同様な実

験を行った。図 1Cに示すようにβーラクトグロプリンには抗泡沫化作用は認められ

なかったが、 α ラクトアルブミンには弱い抗泡沫化作用が見られた。両蛋白と異な

りラクトフェリンには強力な抗泡沫化作用が認められた(図 10)。これらの結果か

ら乳清蛋白の抗泡沫化作用はラクトフェリンによる可能性が大であると考えラクト

フェリン除去乳清蛋白を用いて実験を行った。図2に示すように、ラクトフェリン含

有量を減少させる事で乳清蛋白の抗泡沫化作用は有意に減弱した。この結果は、乳清

蛋白の抗泡沫化作用の大部分はラクトフェリンによる事を示している。私達は次にラ
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クトフェリンの抗泡i末化作用機序について検討してみた。

2.ラクトフェリンの抗泡沫化作用

マクロファージの泡沫化はスカベンジャーレセプターによる変性LDLの取り込み

によって起こる。そこでAc-LDLのスカべンジャーレセプターによる取り込み機構

に対するラクトフェリンの影響を調べてみた。図3A及びBに示すようにラクトフェ

リンはAc-L0 Lのマクロファージへの結合並びに細胞内での分解を強力に抑制し

た。スカべンジャーレセプターとAc-LDLの結合には荷電が関係している。周知の

様にAc-L0 Lは陰性荷電が強く、ラクトフェリンは陽性荷電が強い。そこで、私達

はラク卜フェリンとAc-L DLを混ぜ、 Ac-L DLのアガロース電気泳動での移動

度を検討した。その結果、ラクトフェリンとAc-LDLは結合し移動度が減少してい

た。これは、ラクトフェリンがAc-LDLと結合し、Ac-LDLの陰性荷電が消失し

ている事を示している。Ox-L DLを用いた場合もほぼ同様な結果が得られた。以上

の結果からラクトフェリンは培養液中でAc-L 0 L或いはOxーLDLと結合し、そ

の陰性荷電を奪うことでAc-L DL或いはOx-LDLのスカベンジャーレセプター

への結合を阻止している事が明らかになった。

本研究で私達は乳清蛋白特にラクトフェリンに強い抗動脈硬化作用がある事を初め

て明らかにした。生体内で生理的にラクトフェリンが抗動脈硬化的に作用しているか

どうかについては不明であるが、血液中にはO.2-1. 5μ g/miのラクトフェリンが存

在している。生体内での変性LDLの量は血液中では検出できない程度であるので、

実際にラクトフェリンが動脈硬化病変の進展を防止する様に働いている可能性は充分

あると私達は考えています。
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図3.Ac-LDLのスカベンジャーレセプ章一への結合友び細胞内分解

に対するラクトフエリンの影響
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