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動物性食品由来の抗ストレス機能性食品成分の探索
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緒 言
食品に含まれる健康機能性の新たな開発は、農作物ブ
ランドの形成、海外輸出の促進に繋がることから、国産
食材の栄養成分の網羅的な解析、さらに得られた各栄養
成分の機能性評価に期待が寄せられている。近年、我が
国を襲った東日本大震災では、罹災者のストレス増加が
招く食欲不振が問題となった。地震の多い我が国では、
ストレスに対する心身の抵抗力の向上は特に関心のある
課題である。ヒートショック蛋白質（HSP）は、細胞ス
トレス（炎症、環境変化、活性酸素など）により変性し
た蛋白質を修復する分子シャペロンとしての機能を有
し、様々なストレス障害から細胞を保護することが知ら
れている（図1）。
HSPファミリーの一種である低分子量ヒートショッ
ク蛋白質（HSPB）は、加齢に伴って蛋白質の発現量が
減少し、老化や損傷など細胞ストレスに対する高齢者の
生体防護・修復機能に関与する1, 2）。そのため、HSPB
のシャペロン活性を正しく評価することで細胞ストレス
に対する細胞の抵抗能力を推測することができると考え
られる。
食肉は、良質な蛋白質を豊富に含み、高齢者の健康機

能効果に期待が寄せられている。例えば、食肉中に含ま
れる低分子量ペプチド（数残基のアミノ酸からなるペプ
チド）には、他の食品にはない健康機能的を有すること
が報告されており、食肉の結合組織に含まれるコラーゲ
ン由来ペプチドは軟骨損傷治癒促進効果が知られてお
り、また、食肉中に多く含まれるイミダゾールペプチド
のカルノシンはHSP蛋白質の発現を促進することが報
告されている3, 4）。
本研究課題では、高速液体クロマトグラフィー質量分
析（LC-MS）による牛肉の栄養成分のノンターゲット
分析を行い、黒毛和牛種とホルスタイン種のペプチド類
の比較検討を行った。また、我々は、これまでに酵素化
学的に蛋白質間相互作用をビオチン標識に転化する「近
接蛋白質標識法（BirA）」の開発に従事してきた5）。本
研究では、BirA融合HSPの発現プラスミドを作製し、
HSPのシャペロン標的蛋白質の変動を可視化する技術
の開発を行い、牛肉に含まれるペプチド類の細胞ストレ
スに対する抗ストレス機能の測定するための実験系の構
築を行った。

実験方法
1. 動物性食品由来の機能性成分の探索
各種牛肉種のサーロイン部位より試料を採取し、内部
標準溶液（DL-Lysine-4,4,5,5-d4 2HCl）と共に、メタノー
ル・水・クロロホルム（2.5 : 1 : 1）溶媒で食品成分を抽
出し、ろ過液を濃縮乾固後、LC-MSに供した。LC-MS
装置には、電場型フーリエ変換質量分析計を備えた
LTQ OrbitrapXL（Thermo Fisher Scientific）を採用し、
分子量から化合物を推定し、サンプル群ごとにMSデー
タを標準化後、ピーク面積値の平均値を算出した。

2. シャペロン活性の可視化技術の構築
哺乳類細胞用BirA-HSPB1発現プラスミドを構築し、
HEK293（ヒト胎児腎臓上皮由来）細胞株に遺伝子導入
を行い、ビオチン（50 μM）添加24時間後に、細胞を可図1　ヒートショックタンパク質のはたらき
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溶化し、実験に用いた。BirA-HSPB1によるビオチン化
蛋白質は、磁性ストレプトアビジンビースによって回
収・精製し、ストレプトアビジン-ペルオキシダーゼを
用いたウエスタンブロッティングによってビオチン化蛋
白質を検出した。

結 果
1. 動物性食品由来の機能性成分の探索
本研究課題では、LC-MS技術を活用し、ペプチド成

分を中心に牛肉の栄養成分のノンターゲット分析を実施
した。プロセシングの結果、本研究条件では、322ピー
クが検出された（図2）。黒毛和牛種とホルスタイン種

のピークパターンの比較では、黒毛和種に特徴的な33
ピークを特定した。これらのピークについて成分推定を
行った結果、26ピークの分子式が推定された。また、
黒毛和種とホルスタン種間の比較では、21ピークが該
当し、19ピークの食品成分の分子式が推定された。こ
れらの結果は、牛肉の低分子ペプチドの成分パターンの
違いを示し、黒毛和種とホルスタイン種の特徴を反映し
ている可能性が示唆された（表1）。

2. シャペロン活性の可視化技術の構築
HEK293細胞にBirA-HSPB1発現プラスミドを遺伝子
導入したところ、BirA-HSPB1の推定される分子量サイ

図2　LC-MSによる牛肉の機能性成分の探索

SS-C18カラムによる低分子ペプチドの質量分析チャート。国産の乳用牛であるホルスタン種と黒毛和牛の加熱調理済みと未加熱調理
試料の比較分析。

表1　LC-MSにより同定した化合物の黒毛和牛種とホルスタイン種の成分比較

牛肉に含まれるペプチド成分の比率に違いがあることが示唆される。n＝6, **p＜0.01, *p＜0.01（Tukey’s test）
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ズで蛋白質の発現が確認され、ビオチン添加依存的に
BirA-HSPB1による蛋白質のビオチン化蛋白質の増加を
確認した（A）。HSPB1のシャペロン活性の視覚的な検
出に向け、BirA-HSPB1を発現した細胞を蛍光免疫染色
し、蛍光顕微鏡下で観察したところ、BirA-HSPB1によ
る蛋白質のビオチン化の可視化を確認した（B）。また、
BirA-HSPB1の細胞内局在は、内在性のHSPB1蛋白質
と差がないことも確認された。さらに、BirA-HSPB1を
発現した細胞の可溶化液を調製し、磁性ストレプトアビ

ジンビースによって回収・精製後、ビオチン化蛋白質を
検出したところ、HSPB1のシャペロン標的分子と考え
られる複数の蛋白質を確認された（C）。以上の結果よ
り、BirAを用いることでHSPB1のシャペロン活性を標
的蛋白質のビオチン化を検討することで可視化ができる
可能性が示唆された。

考 察
国産牛肉の栄養成分抽出液より、多数のジペプチドお
よびイミダゾールペプチド類が検出された。イミダゾー
ルペプチドは、カルノシンやアンセリンなど様々な栄
養・機能性が広く知られていることから、今回の抗スト
レス機能とも強く結びつくことが期待される。今後、更
に本可視化技術を発展させ、牛肉中に含まれるペプチド
成分のHSPB1のシャペロン機能に対する影響を検討し、
高齢者の胃粘膜細胞障害の細胞保護機能の向上に繋がる
動物性食品の新たな健康機能性の開発に繋げて参りた
い。

要 約
ヒートショック蛋白質（HSP）は、蛋白質変性を修復
する「分子シャペロン」として機能し、胃粘膜障害の治
癒に関わる。しかし、従来のシャペロン活性の測定法
は、操作が難しく、HSPの機能を活かした健康機能性
食品の開発にまで至っていない。本研究では、BirA融図3　BirAによる近接蛋白質標識法の原理

図4　BirA-HSPB1を用いたシャペロン標的蛋白質の可視化技術

（A）BirAとBirA-HSPB1蛋白質の発現確認。（B）BirA-HSPB1の細胞内局在確認と蛍光標識ストレプトアビジンによるビオチン化蛋
白質の可視化。（C）細胞内におけるBirA-HSPB1によるシャペロン標識蛋白質の検出。矢印が示すようにBirA-HSPB1により細胞中
の多数がビオチン標識されたことを示す。
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合HSPの発現プラスミドを作製し、シャペロン活性を
近接蛋白質標識法による可視化技術の開発を行った。今
後、国産牛肉中のペプチド類の健康機能性の開発に活か
されると期待される。
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