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論 文 の 内 容 の 要 旨

本研究の目的は､腸細胞の成長に及ぼす牛乳α･ラクトアルブミンk･LA)影響を調べ､生理意

義のT端を考察することであった｡

まず､ラット腸由来IEC･6細胞の増殖に及ぼす影響をWSTl法によって調べたところ､市

販の精製牛乳α･LA標晶に強い細胞増殖阻害作用が認められた｡阻害作用は非常に速やかに､ま

た､不可逆的に生じ､30分間という短時間の暴蕗後､細胞増殖は観察されなかった｡この暴露

によって､IEC･6細胞のさH･標識チミジン取り込みがほぼ完全にブロックされ｣二日間の培養

後､生細胞はほとんど見られなかづたことから､牛乳α･IAlが鱒細胞に細胞死を誘導することが

指摘された｡アポトーシス検出ELISAにより､細胞にはDNAの断片化が顕著に観察されたこ

とから､アポトーシスが誘導されたことも示唆された｡以上の結果より､市販牛乳α･IA標晶は

アポトーシスを通じてIEC･6細胞死を誘導すると考えられた｡

ゲルろ過によって得られる牛乳α･LAの二つの画分のうち､フラクション(Fl)中にはVo､30･､

22･kDaに相当するピークが､遅れて溶出するフラクション(F2)中には14-kDaのモノマー

型α･LAの溶出のみが霞められた｡SDS･mGEでは､Flに80･､20･､及び14･kDaのバンドが

見られ､そのすべてが抗α･LA抗体によって認識された｡さらに､これらのバンドのN･末端10

痍基のアミノ酸配列は既報のα･LAのものと同一であった｡細胞増殖測定では､Flが強い細胞

毒性を示し､F2は不活性であった｡不活性なモノマーの牛乳α･LAを30%トリフルオロエタノ

ール/酢酸バッファー(pH5.5)に溶解し､37℃で5日間インキュべ-トしたところ､強い細胞

傷害性を示す状態(SRTも5d･α･LA)を得ることが出来た｡SR恥5d･α･LAからゲルろ過で得た



オリゴマーフラクション(Fl)が強い細胞毒性を示し､モノマーフラクション(F2)は不活性

だった｡従って､牛乳α-LAの特定のオリゴヤ-がIEC-6細胞死を誘導することが指摘された｡

H｡1stein牛の常乳から抗α･LA抗体カラムのアフィニティークロマトグラフィーで牛乳乳清

タンパク質濃縮物から一段階精製したα･LAは､SDS-PAO打イムノブロット上いくつかのSDS

抵抗性オリゴマーバンドを含んでいたが､IEC･6細胞に対してきわめて強力な細胞傷害性を示

し､IEC･6腸細胞に細胞死を誘導するオリゴマーα･LAの生成が通常の条件下でも起こり得るも

のであることを示唆した｡一このような牛乳α･LAの細胞傷害活性は60℃以上の加熱によって失

われ､また､NaCl濃度勾配溶出による陰イオン交換クロマトグラフィーで得られる二つのpeak

のうち遅れて溶出するpeakIIにのみ細胞傷害活性が霞められたことから､α･LAの細胞傷害性

は強い負の電荷を伴う特定のコンフォメーションを持つオリゴマ一に起因すると考えられた｡

最後に､ヒトロタウイルスに感染させた後の軋飲みマウスに牛乳α･LAを経口投与した結果､

下痢の期間が顕著に短縮されることが見出された｡

以上の結果は､乳糖合成における必須因子及びCa2+綺合性といったこれまでに明らかにさ

れている生理作用に加えて､牛乳α･LAが腸細胞死を誘導するという重要な生理作用を有するこ

と､その作用が特定の分子構造を持つα･LAのオリゴマ一に起因すること､また､その作用がヒ

トの健康に有益なものである可能性があることをはじめて明らかにしてい卑｡

審 査 結 果 の 要 旨

乳は乳幼動物の成長に重要な意味を持つ｡本論文の目的は､腸細胞の成長に及ぼす

牛乳α･ラクトアルブミン(α･LA)影響を調べ､生理意義の一端を考察することである｡

本論文で臥まず､ラット腸由来柑C･6細胞の増殖に及ぼす影響をWSで1法によ

って調べ､市販の精製牛乳α･LA標晶に強い細胞増殖阻害作用を認めた｡阻害作用は
非常に速やかで､また､不可逆的に生じ､30分間という短時間の暴露後､細胞増殖

は観察されなかった｡この暴掛こ●よって､IEC･6細胞の唱･標識チミジン取り込みが

ほぼ完全にブロックされ､二日間の培養後､生細胞はほとんど見られなかったことか

ら､牛乳α･LAが腸細胞に細胞死を誘導することを指摘した｡アポトーシ云検出

EuSAにより､細胞にはDNAの断片化が顕著に観察されたことから､アポトーシ

スが誘導されたことも示唆した｡以上より､市販牛乳α･LA標晶がアポトーシスを通

じてIEC･6細胞死を誘導するものと考えた｡

次に､ゲルろ過によって得られる牛乳α･LAの二つの画分のうち､フラクション(Fl)

中にはⅤ｡､30･､22･kDaに相当するピークが､遅れて溶出するフラクション(F2)

中には14･kDaのモノマー型α･uの溶出のみを認めた｡SDS･PAGEでは､Flに30･､

20･､及び14･kDaのバンドを認め､そのすべてが抗α･LA抗体によって認識されるこ

とを明らかにした｡これらのバンドのN凍端10残基のアミノ酸配列は既報のα･LA

のものと同一であった｡細胞増殖測定では､Flが強い細胞毒性を示し､F2は不活性

であった｡不活性なモノマーの牛乳α･uを30%トリフルオロエタノール/酢酸バッフ

ァー(pH6.5)に溶解し､37℃で5日間インキュべ-トし､強い細胞傷害性を示す
状態(SR恥5d･α･LA)を得た｡SRTb5d･α･LAからゲルろ過で得たオリゴマーフラク

ション(Fl)が強い細胞毒性を示し､モノマーフラクション(F2)は不活性だった｡
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従って､牛乳α･LAの特定のオリゴマーがIEC･6細胞死を誘導することを緒掬した｡

次に､HoIsねin牛の常乳から抗α･LA抗体カラムのアフィニティークロマトグラフ

ィーで牛乳乳清タンパク質濃縮物から一段階精製したα･LAが､SDS-PAGE/イムノブ

ロット上いくつかのSDS抵抗性オリゴマーバンドを含むこと､また､IEC･6細胞に

対してきわめて強力な細胞傷害性を示し､IEC･6腸細胞に細胞死を誘導するオリゴマ

ーα･LAの生成が通常の条件下でも起こり得るものであることを示唆した｡

さらに､本論文では､このような牛乳α･LAの細胞傷害活性が60℃以上の加熱によ

って失われること､また､NaCl濃度勾配溶出による陰イオン交換クロマトグラフイ

∵で得られる二つのpeakのうち遅れて溶出するpeakIIにのみ細胞傷害活性が認め

られたことを指摘し､牛乳α･LAの細胞傷害性が､強い負の電荷を伴う特定のコンフ

ォメーションを持つオリゴマ一に起因するものと考えた｡

最後に､ヒトロタウイルスに感染させた後の乳飲みマウスに牛乳α･LAを経口投与

した結果､下痢の期間が顕著に短縮されることも見出した｡

以上の結果は､乳糖合成における必須因子及びCa2+結合性といったこれまでに明

らかにされている生理作用に加えて､牛乳α･LAが腸細胞死を誘導する一という重要な

生理作用を有すること､その作用が特定の分子構造を持つα･LAのオリゴマ一に起因

すること､また､その作用がヒトの健康に有益なものである可能性があることをはじ

めて明らかにしたものである｡よって審査委貞会は全員一致で本論文が岐阜大学大学

院連合農学研究科の学位論文として十分価値あるものと認やた｡

以上の結果の一部は､1.MeiyuXu,Sugiura,Y,Nagaoka,S.&Eanamaru,Y:

IEC･6Inte8tinalCe皿DeathInducedbyBovineMikα･Lactalbumin及び2.Meiyu

Xu,Sugitua,Y,Nagaoka,S.&Kanamaru,Y:InvoIvementofSDS･StableHigher

MrFormsofBovineMilkα･LactalbumininInducingIntestinalIEC･6CellDath

という二つの論文として~まとめられ､Biosci.Biotechnol.Biochem.誌に受理されてい

る｡


