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Ⅰ．はじめに
　食品の貯蔵・加工・調理の過程において、食品の構成
成分であるアミノ基とカルボニル基の間で非酵素的な反
応が生じる。この反応は 1912 年にフランスの生化学者
L. C. Maillard により発見され、メイラード反応（アミ
ノ・カルボニル反応）と呼ばれている。アミノ基は遊離
アミノ酸、アミン、ペプチド、タンパク質などの構造中
に存在し、またカルボニル基は糖、脂質あるいはそれら
の分解生成物であるアルデヒド、ケトンなどの構造中に
存在するため、ほとんどの食品中においてメイラード反
応は起きている。
　食品科学や食品産業の分野では、メイラード反応に
よって味、色、香りの生成およびテクスチャー（食感）
の変化がもたらされることから、食品の品質向上・品質
劣化の双方に関与する反応であるとみなされている 1）。
　一方、栄養的側面についても数多くの研究が行われ、
メイラード反応の初期段階ではリジンおよびその他の必
須アミノ酸の損傷によりタンパク質の栄養価の低下が問
題とされている 2）。また、メイラード反応の後期段階で
は、タンパク質の構造的な変化により消化酵素の作用を
受けにくくなることが報告されている 3）。

　近年では、メイラード反応は抗酸化作用や善玉菌とい
われるビフィズス菌の増殖促進効果など、保健的機能を
有する反応であることが明らかになりつつある 4‒8）。し
かし、その一方で食品の加工および調理の過程におい
て、発がん性を有する様々な危害物質 9‒13）がメイラー
ド反応により生成することも明らかとなっている。
　さらに、メイラード反応の後期段階では後期糖化生成
物（Advanced glycation end products: AGEs） が生成
する。生体内で生じる AGEs の場合、高血糖を伴う様々
な疾病（例えば糖尿病、白内障、腎臓疾患、動脈硬化、
神経変性疾患など）の進展に関与することが明らかと
なっている 14）。一方、食事性 AGEs は生体内において
炎症を亢進させることが報告されているが 15, 16）、これら
の AGEs は吸収されても大半が腎臓により速やかに排
泄されるためヒトの健康に害を与える可能性は低いと
いった報告もあり 17）、食事性 AGEs の生体内における
生理作用については、未だ解明されていない。
　したがって、これらメイラード反応生成物の消化パ
ターンや生体内における吸収性に関して解明することは
極めて重要であるが、詳細に検討した研究はほとんど見
当たらなかった。そこで本研究では、グルコース修飾タ
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ンパク質をモデルとし、一次構造が知られているβ‒LG
を用いて、in vitro および in vivo における修飾の程度
と消化・吸収性との関連性について検討した。

Ⅱ．材料および方法
１．Mass Spectrometer によるβ‒LG の質量分析
　　（実験 1）
　ウ シβ ‒LG（Sigma-Aldrich） は、0.1％ギ 酸・50％
CH₃CN/ H₂O を用いて 5µM に希釈し分析試料とした。
TOF 型 LC/MSMariner（Applied Biosystems）の分析
装置を用いて、シリンジポンプ（Harvard Apparatus，
PHD2000 Infusion）によるインフュージョン法により測
定した。流速 0.5µl/min、イオン化部はエレクトロスプ
レーイオン化（ESI）法、検出モードは陽イオン検出、
Nozzle potential は 100V、Splaytip potential は 3,500V、
データ回収は 100‒2000amu において 5 seconds/spectrum
とした。検出されたマススペクトラムは解析ソフト Data 
Explorer（Per Septive Biosystems） を用いて解析し、
マスデコンボリューションにより質量の確認を行った。

２．グルコース修飾β‒LG の調製
　β‒LG を D‒グルコース（グルコース）（和光純薬工
業）と共に 1：2（重量比）の割合で各々超純水に溶解
させて混合し、凍結乾燥処理して粉末試料とした。粉末
系、50℃、RH75% の条件下で 7 日間反応させた後、流
水透析（4℃、3 日間）により未反応のグルコースを除
去し、再び凍結乾燥して非透析画分をグルコース修飾β
‒LG とした。

３．アミノ酸アナライザーによる修飾率の測定（実験 2）
　グルコース修飾β‒LG 中のリジン残基をアミノ酸ア
ナライザーにより測定し、その減少率を修飾率として算
定した。グルコース修飾β‒LG 2.5mg を加水分解管に
採取し、6N HCl で 110℃，24 時間の加水分解後、エバ
ポレーターによって減圧下で HCl を除去し、アミノ酸
分析計（JASCO LCCS-905）によりリジン量を測定した。

４．グルコース未修飾および修飾β‒LG の HPLC 分析
　　（実験３）
　グルコース未修飾および修飾β‒LG は、超純水を用
いて 1mg/ml の濃度に希釈し、HPLC 試料とした。分析
装置は Shimadzu HPLC-10A を用い、カラムは Inertsil 
HPLC COLUMN WP800 C8 5µm（GL Science, φ 4.6 ×

150mm）を用いて分析した。流速 0.5ml/min、検出波長
220nm（UV）、溶出条件は（0.05％TFA・H₂O）/（0.05％
TFA・CH₃CN）＝（60/40）to（40/60）in 30min の条件
下で測定した。

５．ペプシン・パンクレアチン系酵素による in vitro
　　消化実験
　グルコース未修飾および修飾β‒LG 10mg に 0.1NHCl 
1.3ml を加え 5℃で 17 時間タンパク質を変性させた。さ
らに、0.2ml ペプシン溶液（1.5mg/2ml 0.1N HCl）を加
え 37℃で 3 時間反応後、0.2N NaOH を用いて中和させ、
0.75ml パ ン ク レ ア チ ン 溶 液（5mg/7.5ml 0.1M P.B. 
pH8.0）と防腐剤として 0.01% チモール溶液 10µml を加
え 37℃で 20 時間の反応を行った。反応後、沸騰浴中で
10 分間加熱して反応を止めた。得られた消化液は、脱
塩装置（旭化成㈱、マイクロアシライザーG1）により
脱塩し、凍結乾燥して消化物とした。

６．In vitro 系消化物の限外ろ過による分画（実験４）
　In vitro 系において消化された消化物は、限外ろ過膜

（DIAFLO ultrafiltration membranes YM3、YM10、
PM10 膜）（グレースジャパン）を用いて窒素ガス加圧
下で分子量 3,000Da 以下、3,000Da-10,000Da、10,000Da
以上の 3 画分に分画した。

７．In vitro 系消化物の HPLC によるペプチドパター
ンの分析（実験 5）

　分画した in vitro 系消化物は超純水を用いて 900µg/ 
20µl 濃度に調製し試料とした。分析装置は Shimadzu 
HPLC-10A を用い、カラムは Inertsil HPLC COLUMN 
WP800 C8 5µm（GL Science, φ 4.6 × 150mm）を用い
て分析した。流速 0.5ml/min、検出波長 220nm（UV）、
溶出条 件は（0.1％ TFA・H₂O）/（0.1％ TFA・CH₃CN）
＝（100/0）to（69/31）in 80min の条件下で測定した。

８．ラットによる in vivo 消化実験
　Wistar 系雄ラット（体重約 200g）を未修飾β‒LG 群、
修飾β‒LG 群、コントロール群の 3 群に分け、無タン
パク質食を 3 日間自由摂取させた。飼育温度は 23 ±
1℃、水は自由摂取とし、12 時間の明暗サイクルにより
飼育した。予備飼育後 24 時間絶食させ、未修飾 LG 群
にはグルコース未修飾β‒LG 溶液（250mg/0.8ml）、修
飾β‒LG 群にはグルコース修飾β‒LG 溶液（250mg/ 
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0.8ml）、コントロール群には水をゾンデにより経口投与
した。投与してから一定時間経過後（20‒60min）に解
剖し、胃、小腸上部および下部の内容物（ペプチド混合
物）を採取した。

９．In vivo 系消化物の限外ろ過による分画（実験 6）
　In vivo 系において消化された消化物は、限外ろ過膜

（DIAFLO ultrafiltration membranes YM3、YM10、
PM10 膜）（グレースジャパン）を用いて窒素ガス加圧
下で分子量 3,000Da 以下、3,000Da‒10,000Da、10,000Da
以上の 3 画分に分画した。

10．In vivo 系消化物の HPLC によるペプチドパター
ンの分析（実験 7）

　分画した in vivo 系消化物は超純水を用いて 900µg/ 
20µl 濃度に調製し試料とした。分析装置は Shimadzu 
HPLC-10A を用い、カラムは Inertsil HPLC COLUMN 
WP800 C8 5µm（GL Science, φ 4.6 × 150mm）を用い
て分析した。流速 0.5ml/min、検出波長 220nm（UV）、
溶出条 件は（0.1％ TFA・H₂O）/（0.1％ TFA・CH₃CN）
＝（100/0）to（69/31）in 80min の条件下で測定した。

Ⅲ．結果および考察
１．Mass Spectrometer によるβ‒LG の質量分析
　　（実験１）
　β‒LG を Mass Spectrometer により質量を測定した
ところ（Fig. 1(A)）、 多価イオンとして多数のイオン

ピークが検出された。これらのイオンピークをマスデコ
ンボリューションにより解析したところ（Fig. 1(B)）、2
つのピークが認められて各々m/z（z1）=18365、18278
であった。

Fig. 1. Mass Spectrometer によるβ-LG の質量測定

(A) 多価イオンでの検出パターン

(B) マスデコンボリューションによるマススペクトラム

10 A/Dr 20

H,Leu- Ile -Val-Thr-Gln-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile -Gln-Lys-Val- Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr-
30 40

Ser-Leu-Ala -Met-Ala -Ala-Ser-Asp- Ile -Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu- Arg-

50 60

Val -Tyr-Val -Glu-Glu-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile -Leu-Leu-Gln-Lys-

変異体A 70 80

Trp-Glu-Asn -Asp-Glu-Cys-Ala-Gln -Lys-Lys- Ile – Ile -Ala-Glu-Lys-Thr-Lys-Ile-Pro-Ala-

変異体B Gly 90 100

Val-Phe-Lys-Leu-Asp-Ala-Ile-Asn-Glu-Asn-Lys-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr-Asp-Tyr-Lys-

110 変異体A SH 120

Lys-Tyr-Leu-Leu-Phe-Cys-Met-Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu-Val-Cys-Gln-

SH 130 変異体B Ala 140

Cys-Leu-Val-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-

150 160

Lys-Ala-Leu-Pro-Met-His- Ile –Arg-Leu-Ser-Phe-Asn-Pro-Thr-Leu -Gln-Glu-Glu-Gln-Cys-

162

His-Ile,OH

Scheme 1. β -LG 変異体 A および B の全一次構造
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　β‒LG は乳清タンパク質の約 50% を占める主要なタ
ンパク質であるが、牛の品種による変異体が知られてお
り、これまでに A，B，C，D，E，F，G 型が認められ
ている。また Godovac-Zimmermann らによってその一
次構造は明らかにされている（Scheme 1）18）。そこで
この配列をもとに Data Explorer を用いて変異体 A お
よび B のモノアイソトピック質量（z1）を計算したと
ころ、それぞれ 18368、18282 であった。したがって、
本研究で用いたβ‒LG には変異体 A および B が含まれ
ていることが確認された。

２．アミノ酸アナライザーによる修飾率の測定（実験 2）
　β‒LG を 7 日間グルコースによって反応させたとこ
ろ、 タンパク質構造中のリジン量は未修飾のものを
100％とすると修飾β‒LG で 45％であった（Table 1）。
すなわち、修飾反応によるリジン残基の損失率は 55%
であった。
　リジンは必須アミノ酸のひとつであり、栄養的に重要
なタンパク質であるが、メイラード反応によって損傷を
受けやすく栄養価の低下が問題とされている。グルコー
スによる修飾反応では、タンパク質構造中の塩基性アミ
ノ酸あるいは N 末端アミノ酸のアミノ基にグルコース
のカルボニル基が反応して引き起こされる。なかでも特
にリジン残基のε‒アミノ基はグルコースとの反応性が
高い。そこで本研究では、β‒LG 中のリジン残基の減
少率を修飾の程度（修飾率）とみなした。したがって、
7 日間修飾β‒ラクトグロブリンの修飾率は約 50％で
あった。
　Erbersdoblerr らは主な食品について修飾率を測定し
ている。ビスケットは 46％、ドイツパン（Zwieback）
は 42％、という値が報告されている 19, 20）。彼らはリジ
ンの損失率をリジンとグルコースの初期反応生成物であ
るフラクトースリジン量から算出しているため、本研究
における修飾率とは若干異なる。リジンの定量法では、
強酸による加水分解によってフラクトースリジンの一部
をもとのリジンへ回復させるため、低値を示している可
能性がある。我々も実際の食品について修飾率を測定す

ることが望ましいが、本研究で調製した修飾タンパク質
は食生活において日常的に摂取されている程度の修飾率
であることが予測される。
　なお同条件で修飾反応させたオボアルブミンの修飾率
は 59.5%、β‒カゼイン 50.1% およびリゾチーム 51.4%
であり多くのタンパク質は本条件で反応させることで修
飾の程度をおよそ 50% として調製できることが明らか
となった 21）。

３．グルコース未修飾および修飾β⊖LG の HPLC 分析
（実験３）

　未修飾および修飾β‒LG を HPLC により分析した結
果を Fig. 2 に示す。修飾β‒LG は限外ろ過によりモノ
マーを単離したのち分析した。
　未修飾β‒LG は 2 つのピーク（ピーク a およびｂ）
に分かれることが確認された。これは試料中に変異体
A および B が含まれているためと推察された。一方、
修飾β‒LG ではピーク c および d がグルコース修飾さ
れた修飾物である可能性が示唆された。グルコースの修
飾により親水性が増したため、溶出保持時間が短くなっ
た可能性が推察された。またピーク e は、ピーク a およ
び b と溶出保持時間が近いことから、グルコース未修
飾のβ‒LG である可能性が示唆された。なだらかな山
のような形で検出され、条件設定の検討を試みたが未修
飾β‒LG のように 2 つのピークに分離することはでき
なかった。

Table 1. 未修飾および修飾β‒LG のグルコース修飾率

リジン残存率 リジン減少率

未修飾β -LG 100% 0%

修飾β -LG   45%a) 55%b)

a) 未修飾β ‒LG 中リジン量を100% とした場合の残存率

b) 未修飾β ‒LG 中リジン減少を 0% とした場合の減少率

Fig. 2. 未修飾および修飾β‒LG の HPLC 分析

ピーク a, b ： 未修飾β‒LG 由来ペプチド

ピーク c, d, e ： 修飾β‒LG 由来ペプチド
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　修飾β‒LG 中には変異体のほかに修飾の程度や修飾
パターンの異なるもの、もしくは修飾されなかったもの、
というように構造的に様々な状態のものが混在している
のではないかと推察された。Morgan らはラクトースに
よって修飾させたβ‒LG 中の修飾パターンについて検
討したが同サンプル中においてラクトースによる修飾パ
ターンは必ずしも均一ではないことが分かった 22, 23）。タ
ンパク質一分子あたりに結合しているラクトース分子数
にはばらつきがあり、結合数が同じ場合でもその結合部
位に違いが認められた。一方、Fogliano らもβ‒LG 構
造中のラクトースの結合部位の同定を行ったが、ラク
トースのアミノ酸残基への結合部位には特異性があり
Lys100 は立体構造的に最も修飾されやすい部位である
と報告している 24）。
　したがって、同条件下において反応させた修飾タンパ
ク質でも複数の修飾パターンが含まれていることが示唆
された。このことは修飾タンパク質の構造を把握するこ
との難しさを示しているが、未修飾に比べ構造的に変化
に富んでおり、消化酵素によるペプチド結合の切断形式
やペプチドの生成にも多種多様な影響をもたらすのでは
ないかと推察された。

４．In vitro 系における消化物の収量分布（実験４）
　未修飾および修飾β‒LG はペプシン・パンクレアチ
ン消化後、分子量 3,000Da 以下、3,000Da － 10,000Da、
10,000Da 以上に分画し収量を測定した（Table 2）。
　消化物の収量を比較した結果、修飾β‒LG は未修飾
β‒LG よりも低分子画分の収量が減少し、高分子画分
が増加した。
　メイラード反応によって修飾を受けたタンパク質では
消化性の低下を招くことが広く知られている。メイラー
ド反応の初期段階ではタンパク質構造中のリジンを始め
とする塩基性アミノ酸に糖が結合するが、修飾されたア
ミノ酸残基は消化酵素の作用を受けにくくなり、隣接す
るアミノ酸残基もその影響を受ける。そして、中期段階

では反応性の高いカルボニル化合物が生成するが塩基性
アミノ酸に加えてシステインやメチオニンなどのアミノ
酸も修飾を受ける 2）。また、メイラード反応の過程にお
いて消化酵素の阻害物質が生成し 25, 26）、後期段階ではク
ロスリンク（架橋構造）の形成によって立体構造的に消
化酵素の作用が受けにくくなる 3）。したがって、本研究
においても、これらの理由から修飾β‒LG において低
分子画分の消化物の収量が減少したと考えられる。
以上の結果により、in vitro 系においては、β‒LG はグ
ルコースの修飾率が 50% であると、消化酵素による作
用を受けにくくなることが明らかとなった。

５．In vitro 系における消化物の HPLC によるペプチ
ドパターンの分析（実験 5）

　未修飾および修飾β‒LG をペプシン・パンクレアチ
ン系酵素により消化し、分子量 3,000Da 以下、3,000Da
－ 10,000Da、10,000Da 以上に分画後、 分子量 3,000Da
以下の消化物は HPLC による分析を行った（Fig. 3）。
　未修飾β‒LG 消化物と修飾β‒LG 消化物のピーク波
形を比較した結果、ピークの検出パターンに差が認めら
れた。
　これまでに修飾タンパク質の消化パターンについて検
討 が 行 わ れ て い る。β ‒ カ ゼ イ ン（8 日 間，50℃，
RH75）21）、リゾチーム（20 日間，50℃，RH75％）27）、
rhDNase Ⅰ 28）の HPLC パターンはそれぞれ未修飾タン
パク質とは異なり、修飾タンパク質より特異的にピーク
が生成することが報告されている。このような違いは、

Fig. 3. 未修飾および修飾β‒LG の in vitro 系消化物

（分子量 3,000Da 以下） の HPLC 分析

Table 2.  In vitro 系における未修飾および修飾β-LG 消化物の

 収量分布

画分 （分子量） 未修飾 a) 修飾 b)

3,000Da 以下 62% 49%

3,000Da～10,000Da 24% 13%

10,000Da 以上 14% 38%

未修飾 a) ： 未修飾β–LG 由来消化物

修飾 b) ： 修飾β–LG 由来消化物
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消化酵素によるペプチド結合の切断形式が未修飾と修飾
とでは異なるためであると考えられる。さらに、修飾す
ることで特異的にペプチドが生成する可能性も示唆され
る。

６．In vivo 系における消化物の収量分布（実験 6）
　In vivo 系における未修飾および修飾β‒LG の消化・
吸収性を調べるために、Wistar 系雄ラットにこれらの
タンパク質を投与し、一定時間経過後、消化管内に残存
する消化物を採取し、収量を測定した（Fig. 4）。各々
の収量値は、胃および小腸内の残存物量を加算した総量
で示した。
　未修飾β‒LG を投与してから 20 分経過後の消化管内
の残存物は 153.8mg であり、60 分経過後の残存物は
111.5mg であった。一方、修飾β‒LG は投与してから
20 分経過後の消化管内の残存物が 114.3mg であり、未
修飾β‒LG の 60 分経過後の残存物量とほぼ同じ収量で
あった。さらに、60分経過後の残存物は43.1mgであり、
水を投与してから 60 分経過後の残存物量 37.1mg とほ
ぼ同じ値であった。したがって、グルコースの修飾率が
約 50% の修飾β‒LG は、未修飾β‒LG よりも速やかに
消化・吸収されることが明らかとなった。
　未修飾β‒LG を投与してから 60 分経過後の胃の残存
物は 91.1mg であり、投与してから 20 分経過後の残存
物量 100.8mg とほぼ同程度であった。未修飾β‒LG に
おいては多くの未消化物が胃に残存していることが示唆

された。一方、修飾β‒LG を投与してから 60 分経過後
の胃の残存物は 16.2mg であり、投与してから 20 分経
過後の残存物量 63.3mg よりも著しく収量が減少してい
た。したがって、グルコースの修飾率が約 50% の修飾
β‒LG は、胃における消化酵素の感受性が高まり、消
化されやすくなることが推測された。
　In vitro においては、修飾β‒LG は未修飾β‒LG より
も消化性が低かったのに対し、in vivo においては修飾
β‒LG は未修飾β‒LG よりも消化・吸収性が高まる結
果となった。梅津らは、グルコース修飾率 60% の修飾
リゾチームについて検討をしており、in vitro において
修飾リゾチームは未修飾リゾチームよりも消化性が低下
した結果となったが、in vivo においては未修飾リゾ
チームと同様に消化・吸収されることを報告した 29）。
In vitro 系と in vivo 系での消化性が異なるのは、in 
vivo 系には複数の消化酵素が作用しペプチド結合の切
断部位が多いことに起因すると、彼らは推測している。
したがって、修飾β‒LG においても同様に in vitro 系と
in vivo 系における消化性の差異がみられたと考えられ
る。
　β‒LG は、牛乳中に含まれる乳清の主成分であり、
人乳中には含まれないタンパク質である。また、球状構
造を形成しているため、胃の中で消化を受けにくく、未
分解のまま小腸に到達しやすい。したがって、牛乳タン
パク質の中でも主要なアレルゲンとされている。これま
でに、加熱や酵素分解、発酵などによる低アレルゲン化
の研究が行われてきた 30, 31）。なかでも、乳タンパク質を
低分子化することで抗原構造を壊すことが重要とされて
きた。その一方で、β‒LG を含む分離乳清タンパク質
は、オリゴイソマルトースとのメイラード反応により人
工胃液中におけるペプシンとの感受性が高まり、さらに
はβ‒LG の抗原性が低下したことが、Li らにより報告
された 31）。 本研究においても、 グルコース修飾率約
50% のβ‒LG は、未修飾β‒LG よりも胃における消化
酵素との感受性が高まり速やかに消化・吸収されたた
め、β‒LG が有するアレルゲン性も低下した可能性が
示唆された。

７．In vivo 系における消化物の HPLC によるペプチ
ドパターンの分析（実験 7）

　Wistar 系雄ラットに未修飾β‒LG、修飾β‒LG また
は水を投与し、一定時間経過後、消化管内に残存する消
化物を採取し、分子量3,000Da 以下、3,000Da‒10,000Da、

Fig. 4.  In vivo 系における未修飾および修飾β-LG 消化物の

 収量分布

未修飾 ： 未修飾β-LG 溶液 （250mg/ 0.8ml） 投与群

修飾 ： 修飾β-LG 溶液 （250mg/ 0.8ml） 投与群

コントロール ： 水投与群
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10,000Da 以上に分画後、分子量 3,000Da 以下の消化物
は HPLC による分析を行った（Fig. 5, 6, 7）。
　未修飾β‒LG を投与してから 20 分経過後の胃に残存
した消化物（分子量 3,000Da 以下）のペプチドパターン
は、水を投与した場合のパターンと異なっていた（Fig. 
5）。水投与のパターンに現れたピークは内在性のペプチ
ドであると考えられることから、未修飾β‒LGのパター
ンに現れたピークには、β‒LG 由来のペプチドが含ま
れることが明らかとなった。また、未修飾β‒LG を投
与してから 60 分経過後の胃に残存した消化物（分子量
3,000Da 以下）においても同様の結果となった。さら
に、修飾β‒LG を投与してから 20 分および 60 分経過
後の胃に残存した消化物（分子量 3,000Da 以下）のペプ
チドパターンも、水を投与した場合のパターンと異なっ
ていた。したがって、修飾β‒LG のパターンに現れた
ピークには、修飾β‒LG 由来ペプチドが含まれること
が明らかとなった。未修飾β‒LG を投与してから 20 分
経過後の小腸上部に残存した消化物（分子量 3,000Da 以
下）のペプチドパターンは、水を投与した場合のパター
ンと異なっていたことから、β‒LG 由来のペプチドが
含まれることが示唆された（Fig. 6）。しかし、投与し
てから 60 分経過後の小腸上部においては、水を投与し
た場合のパターンとほぼ同じであったことから、β‒LG
由来のペプチドの生成は認められなかった。また、同様
の結果が小腸下部においてもみられた（Fig. 7）。さら
に、修飾β -LG においても未修飾β‒LG と同じ結果と

なり、20 分経過後の小腸上部および下部に残存した消
化物（分子量 3,000Da 以下）のペプチドパターンが水を
投与した場合のパターンと異なり、修飾β‒LG 由来の
ペプチドが含まれることが明らかとなった（Fig. 6, 7）。
　ラットに投与してから 20 分経過後の胃および小腸の
消化物（分子量 3,000Da 以下）のペプチドパターンや、
60 分経過後の胃の消化物（分子量 3,000Da 以下）のペ
プチドパターンは、修飾と未修飾において差が見られ
た。したがって、修飾β‒LG のペプチド結合の切断部
位は未修飾β‒LG における切断部位と異なることが推
察された。
　これまでにタンパク質の消化吸収については数多くの
研究が行われてきた。タンパク質の多くはアミノ酸より
もジペプチドやトリペプチドの形で吸収されるが、近年
ではこうしたペプチドのほうがアミノ酸よりも吸収効率
がよく、さらにアミノ酸組成のバランスが保たれるため
栄養的に利用性が高い、 という見方が広まっている
32‒34）。また、Chabance らは被験者に乳製品を与え、食
事後の胃、十二指腸、および血清中ペプチドの生成状況
について検討を行い、カゼイン由来のオリゴペプチド

（ペプチド鎖長 24）を血清中で確認した 35）。
　食品タンパク質中には種々の生理活性ペプチドが配列
し、それらのペプチドが生体内で様々な機能を発現して
いることが広く知られている 36, 37）。ペプチドの吸収機構
については不明な点が多いが、長鎖のペプチドについて
もそのままの形で吸収され、何らかの生体調節機構に関

Fig. 5. 未修飾および修飾β -LG の胃における消化物 （分子量 3,000Da 以下） の HPLC 分析
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わっている可能性も考えられる。
　したがって、消化により生じる食品タンパク質由来の
ペプチドの生成状況を解明することは極めて重要であ
る。さらに、実際の食生活において、摂取しているタン
パク質のほとんどはメイラード反応によって修飾を受け
た修飾タンパク質であるため、修飾タンパク質の消化に
よるペプチドの生成状況、および消化酵素によるペプチ

ド結合の切断形式について解明することが望まれる。

Ⅳ．まとめ
　本研究において、リジンがグルコースにより約 50%
修飾されたβ‒LG の場合、以下のことが明らかとなっ
た。

Fig. 6. 未修飾および修飾β-LG の小腸上部における消化物 （分子量 3,000Da 以下） の HPLC 分析

Fig. 7. 未修飾および修飾β-LG の小腸下部における消化物 （分子量 3,000Da 以下） の HPLC 分析
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1）β‒LG 消化物の収量
　In vitro においては、修飾は未修飾よりも消化性が低
かった。一方、in vivo においては、修飾は未修飾より
も速やかに消化・吸収されたことが明らかとなった。In 
vitro 系と in vivo 系での消化性が異なる結果となった理
由としては、in vivo 系には複数の消化酵素が作用しペ
プチド結合の切断部位が多いことに起因すると推察され
た。また、in vivo の結果により、β‒LG はグルコース
を修飾させることにより、胃における消化酵素との感受
性が高まり、消化されやすくなることが推測された。ま
た、アレルゲン性が低下する可能性が示唆された。
2）β‒LG 消化物の HPLC 分析
　In vitro および in vivo において、未修飾と修飾では
検出されたペプチドパターンが異なることが明らかと
なった。未修飾と修飾ではペプチド結合の切断形式が異
なることが推測された。
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