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要 旨

ホタテガイの員柱の中に，インスリン様成長因子（IGF－1）に良く似たペプチドがあり，このペプチドには，

正常ヒト骨牙細胞を増殖させる活性のあることが分かった。このことは，ホタテガイがヒトの体をっくる

優良な食品であることを示している。

1．緒　　言

ホタテガイは，養殖事業の成功により北海道の

水産業の重要品種となっている。閉殻筋といわれ

る骨格筋の一種である貝柱が，他の員類と比較し

て特に発達しているのが特徴である。生物の発生

の過程を考えてみると，骨格筋は中胚葉から筋牙

細胞の増殖と分化を経て，多核細胞となり筋管を

形成する。この筋牙細胞の増殖と分化の制御に関

わる因子のひとっとして，インスリン様成長因子

（Insulinlike Growth Factor，IGF）がある1）。

インスリン様成長因子の発見は1978年で，IGF－1と

IGF－2が発見されている2）。ホタテガイは，大き

な貝柱を発達させている特徴から，このような骨

格筋をっくる成長因子が発達していることが十分

期待される。そして，IGFは骨の形成に大変かか

わりが深く3），骨牙細胞の成長因子でもあること

から，この関連のペプチドと類似の機能性ペプチ

ドがホタテガイの員柱から多く見っかることが期

待できる。

著者は既に，IGFの発見につながる研究の事例

になったソマトメジン（Somatomedin）4）とMSA（Mul

tiplication Stimulation Activity）5）の方法を

参考にして，IGF様ペプチドの抽出を行い，細胞培

養系によって機能の検討をした6）。

その後，抽出されたフラクションのペプチドマッ

ピングをIGF－1と比較した。また，正常ヒト骨牙

細胞に増殖効果があるかどうかについて検討を加

え，増殖活性を示す機能性ペプチドが存在するこ

とが確かめられた。さらに，経口モデルとして，

ペプシン7）による酵素分解を行った。員柱の酵素

分解液から生じるペプチドには，正常ヒト骨牙細

胞の増殖活性が維持されていることが分かった。

2．試験方法

2．1抽出前処理

ホタテガイ試料60gに対して2．OM酢酸，75mM二塩化

ナトリウム溶液150mlを加え，ワーリングブレンダー

で，水冷しながら，試料をホモジナイズした。この

2回分の懸濁液を遠心分離（Hitachi RPR9－2，5000

rpm，15min，4℃）した上清をN0．2のろ紙で吸引ろ

過し，そのろ液を超遠心分離（Becknan，45Ti，35000

rpm，30min，40C）した上活を0．1M酢酸溶液（4℃）5

1日こ2回，透析（スペクトラポア3，巾54mm）した。透

析を終了した試料は，6本の100ml三角フラスコに
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40ml毎分注し，凍結乾燥した。このときの各フラ

スコには約0．8gの凍結試料を得た。

2．2　イオン交換樹脂を用いた精製8）

凍結乾燥した透析試料0．8gを1M酢酸20mlで溶

解し，超遠心分離（Beckman70．1Ti，48000rpm，60min，

4℃）で上宿を取った。Bio－Rex70（50～100mesh，

R－COONa型）10mlを，0．1M酢酸で予備洗浄しておき，

上宿を加えて成分を吸着させた。さらに0．1M酢酸

を加えて，全量を50mlにした後，遠心分離（3000rpm，

10min）し，上宿は捨てた。同様の操作を50％エタノー

ル溶液で行い，イオン交換樹脂を洗った。最後に

0．1M塩酸，80％エタノール溶液で樹脂に吸着してい

た成分を脱着した。40℃でエタノールを留去し，

再び1M酢酸，10％ショ糖溶液に溶解，遠心分離（3000

rpm，10min），上宿を蛋白質低吸着タイプのメンブ

レンフィルター（EBデスク，関東メルク）でろ過

し，約6ml～8mlの溶液を得た。

2．3　ゲルクロマトグラフィーを用いた分画

バイオゲルP－10（Bio－GelP－10medium，150－4140，

25mmIDXlOOcm）を用いて，0．1M酢酸溶液で分子量

ごとに時間単位で10ml毎分画した。カラムへの付

加量は一回に2mlとした。分画した試料は一20℃

で凍結保存し，使用時に凍結乾燥して用いた。

2．4ドットプロット間接抗体法による検出

ニトロセルロース膜（1．0〟m，47mm径，アドバン

テック東洋）に試料を数〟1直接ドットプロット

し，1％BSA／Tween－PBSにてブロッキング，検出には，

1次抗体にAntirHumanIGFrl，rabbit（PeproTech

EC Ltd，England）を用い，2次抗体及び発色には，

Anti－rabbitIgG（H＋L）APConjugate（1：5000）の入っ

たProtBlotIIAP System with Stabilized SubL

strate（Promega Corporation，USA）試薬キットを

用いた。

2．5電気泳動によるIGF様物質の分子量測定

電気泳動装置Phast System（AmersharmPharma－

cia Biotech，England）に，泳動ゲルとしてSDS－

PAGEプレキャストゲル（PhastGel Homogeneous

High Density，17－0679－01）を使用し，分子量の測

定を行った。試料は，10mMTrisHCl（pH6．8），8M尿

素，0．1％メルカプエタノールで処理し，染色は銀
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染色を行った。

2．6　セミ　ミク　ロHPLCによるペプチドマッ　ピン

グ9）～12）

62．5mMTrisHC1，5％メルカプトエタノール溶液50

〟1に，1〃g／〃1V8プロテアーゼ（∫物強打oc（フcc〟g

aLHでuS Protease，PIERCE，No．20195）20plと試

料30／∠1を加えて100〃1とし，40℃，1時間限定酵素

分解した後，2〟1（3〝g）を分析した。ペプチ

ドフラグメントの分析にはアセトニトリル濃度勾

配（A液0．05％TFA，B液0．045％TFA，50％アセトニトリ

ル溶液，アセトニトリル濃度0％－50％（0－35mln）50

％－0％（35p45min），0％hold（45－60min））によるセミ

ミクロODS系カラム（MightysilRP－18GP，100mmX

2．OmmID，3〃mNo．25472－96，関東メルク）をカラ

ム温度40℃で用いた。流速は0．2ml／min，検出は

UV215nmで行った。

2．7正常ヒト骨牙細胞への増殖効果

正常ヒト骨牙細胞（NHOst Cell CC－2538，Clone－

tics，BioWhittaker，Inc，USA）は，指定の10％FBS含

有改変MCDB131培地（Osteoblast Growth Medium

BulletKit CC－3207，BioWhittaker，Inc，USA）を用

い，コラーゲンタイプⅠでコートしたカルチャウ

エア（FALCON，BIOCOAT T－25No．354531，96wellNo．

354407，BD Bioscience，USA）を用いて培養した。

XTT法（Cell Proliferation KitII，No．1465015，

Roche Diagnostics GmbH，Germany）により増殖活

性を測定した。

2．8蛋白質消化酵素を用いた分解

ヒトの消化モデルとなる酵素としてペプシンを

選定した13）。1mgペプシン（3300units／mg，EC3．4．

23．1，ブタ由来，WAKO No．165－18711）を1M酢酸，10

％ショ糖溶液1mlに溶解し，分画試料2mlに加えて3m

lとし，20℃で酵素分解させた。反応停止には1mg

ペブスタチンA（WAKO No．165－15293）を1mlDMSOに

溶解し1車，40〃1を用いた。

2．9HPLCによる分析

ペプチド分析にはアセトニトリル濃度勾配（A

液0．05％TFA，B液0．045％TFAアセトニトリル，アセト

ニトリル濃度25％－80％（0－44min，1．25％／min）80％ho

ld（44－50min）80％－25％（50－55min）25％hold（55－6



北海道道立工業技術センター研究報告No．8（2004）

5min）合計分析時間65分によるODS系カラム（Lic

hrospherlOORP－18（e），250mmX4mmID，10pm，No．86

0717，ガードカラム4－4LichrospherlOORPr18（e），5

〟m，No．50962）を40℃で用いて行った。流速は1m

l／minで検出はUV220nmを使った。この分析の標準

物質としてインスリン（WAKO，No．096rO3443）は14

～16分後，IGF－1（SIGMA，I－3769）は，11～13分後に

検出された。

2．10類骨の観察

正常ヒト骨牙細胞が，ホタテガイから抽出され

た機能性ペプチドによって刺激され，骨基質を形

成するかどうか，吉木法15）・16）より観察した。プレ

コートスライドグラス（FALCON，BIOCOATカルチャ

スライド2ウエルNo．354627，BD Bioscience，USA）

に，30000Cells／1ml／4cm2／wellの密度ではん種し

た。分画した試料を凍結乾燥後，ダルベッコのPBS

（－）150FLlで溶解，低吸着フィルター（Millex－GV，

SLGVOO4SL，ミリポア）で濾過滅菌した後，50／Llを

添加し，3日間培養した。骨牙細胞は，2．5％グルタ

ルアルデヒド含有ダルベッコPBS（－）溶液で固定し，

塩化シアヌル液で再固定後，EDTAで脱灰した。マ

イヤのへマトキシリンで10分間染色，さらに酢酸

の無い0．5％エオシンB溶液で短時間（約30秒）染

色を行った。

8200（内臓）・　　・ブランク

・インスリン

8400（且柱）・　　・イオン交換爾分

写真1ドットプロット間接抗体法によるホタテガイの

IGF様物質画分の検定結果

写真の中心がIGF－1の陽性反応，周囲に試料を6点プロッ

トしてある。ブランク（Globin）とインスリンは陰性。
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写真2　ホタテガイIGF様物質画分の電気泳動の例

レーン1と5：ペプチドマーカー（Globin）

レーン2：IGFAl（SIGMA，MW7649）

レーン3：8400（貝柱），ゲルクロマトグラフ法

レーン4：イオン交換画分

3．結　　果

2．9のHPLC分析の結果，インスリンとIGF－1の溶

出時間の近傍にピークの認められた3画分につい

て，2．2のイオン交換樹脂を用いた試料と2．3のゲ

ルクロマトグラフイで分画した試料を2．4の間接

抗体法で調べた結果が写真1である。写真中心が

IGIL1の陽性反応，他に，ブランクとインスリンは

陰性であるが，周りにプロットした分子量6800画

分と8400画分に陽性反応がある。また，貝柱を除

く内臓部分の分子量8200画分にも陽性反応の認め

られることが分かった。2．5の電気泳動による分

子量の比較をした結果を写真2に示した。IGF－1

（分子量7649）よりもやや分子量の大きいところ

に，やや濃いバンドが認められることが分かった。

ゲルクロマトグラフ法とイオン交換法のどちらの

方法でも，同じ位置にバンドが確認された。6）写真

1からイオン交換法で分画された試料は，ゲルク

ロマトグラフイによる方法の画分3点よりも，IGF－

1と同等の反応濃度なので，このイオン交換法で

得た試料を2．6のペプチドマッピングして，IGF－1

と比較した。図1に示したように，この条件では
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IGF－1から生じるはずの溶出時間33．28分のピー

ク＊が無く，代わりにインスリンの最初のピーク

に近い14．76分（†）と37．17分（J）にピークが

あるのが特徴で，他の残りのペプチドは，IGF－1

と対応するピークが8本あることが分かった。こ

のことは，IGF－1ときわめて良く似たペプチドが

抽出されていることを示している。

＿⊥J〔

△　△　　　　　　　△　△

0　　　8　　16 24　　　32　　40　　48　　56

溶出時間（血in）

図1ホタテガイIGF様物質のV8プロテアーゼによる

ペプチドマッピング

上段はIGF－1のペプチドをマッピング。中段は，ホタテ

ガイIGF様物質のマッピングの例。下段は，インスリン

のマッピング。実線でIGF－1と一致するペプチドを結ん

だ。」は代替する対応を推定。IGF－1の＊に相当するピ

ークがホタテガイにはない。△は，試薬由来で共通する

ピーク。

このIGF様物質が，骨牙細胞の増殖活性を持っか

どうかを調べるため，2．2のイオン交換法で抽出

精製した試料をさらに2．3のゲルクロマトグラフイ

で精製分画した。その時のクロマトグラフを図2

に示した。分子量が高い方から，時間区分で分画

番号を付けてある。試料の負荷量は一回に2mlの

分画で，流量は15ml／h。恒温室温度20℃。このゲ

ルクロマトグラフイでは27時間～40時間の間に不

純物が溶出されるので，次回の分画は翌々日から

になる。分画試料は凍結乾燥させ，150〃1の培

養培地に溶解，各ウエル2000Cells／100〝1の96

穴マイクロプレートに，濾過滅菌しておいた試料

を各ウエルに10〟1を分注した。2．7の方法によ

りXTT法で，細胞の増殖活性を比較した結果が，

図3である。分画番号2番と6番の区分に増殖活性

の高いことが分かった。

0　　　5　　10　15　　20　　25

薄出時間（h）

図2　ゲルクロマトグラフィーによるIGF様物質の精製

ホタテ貝の酢酸抽出成分の再精製、分画の例。印はインス

リンの溶出位置、恥．2（IGF様因子画分）とNo・6（低

分子化IGF様因子画分）に骨牙細胞の増殖活性がある。

カラム：バイオゲルP－10（2．5cm，100cm、流速15ml／h）

爛
世
業
留

20
．

0．1

0．08

0．00

0．04

0．02

0

＝≦‡－ここ～，とこ■■：：⊆

・甘 ÷

＝‾ン＝≡‾　 料

ノX ‾－〉 ン＿－1

；r．■誉
い ：－＿≡

・．ノ・：y ■＿：L

：■イ・く メ＿‾・〉

r －：‾一一；

夢 二≠

2　　　3　　　4　　　5　　1　　7　　　8　　　8

分声番号

図3　XTT法による骨牙細胞の増殖効果

No．2（lGF様因子画分）と恥．6（低分子化IGF様因子画

分）に骨牙細胞増殖活性がある。吸光度差は490mm－655mm

で見た旭Sでの培地のみ培養時との差分。
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この時，XTT反応液を除去したウエルに残る骨

牙細胞の様子を撮影したのが写真3である。下は

ブランク，上は抽出分画因子N0．6が添加されてい

る。ブランクは細胞単位もまばらであるのと比較

して，抽出分画因子が添加された方は，細胞数も

多く，まとまった細胞の増殖も認められる。増殖

因子としての機能の他に，分化因子としての機能

も示唆された。分画番号N0．2は，分子量マーカと

して用いたインスリンよりも高い分子量を持ち，

分画番号N0．6は，やや低い分子量を持っ。この低

分子量ペプチドの増殖活性をIGF－1と比較すると

画分あたり16．5ng～25．5ng相当の力価を持っこと

が分かった。また，N0．2の区分は，同様か10％程

度高い力価をもつ画分であることが分かった。

写真3　増殖したヒト骨牙細胞の様子

ホタテ貝の酢酸抽出成分を加え、培養した正常ヒト骨牙

細胞の増殖の様子（上段）。‡TT測定後，培地を除いてウ

エルを観察。ブランク（下段）は、細胞単位が疎らであ

るのと比較して、上段写真は細胞数も多く、まとまった

細胞の増殖が認められる。増殖因子としての機能のほか、

分化因子としての機能が示唆される。

ヒトの経口消化モデルとして，ペプシンを選定

し，消化に対する抵抗性を比較した結果が図4で

ある。上段は阻害剤ペブスタチンAが働いていな

い時，限定分解されていた過程の時で，中段は，

4時間酵素分解を行い，ペブスタテンA（軋軋685．

北海道道立工業技術センター研究報告No．8（2004）

9）により酵素反応を停止した例である。下段は

阻害剤の使用が無く，酵素反応が進行している。

このクロマトグラフから読み取れるように，この

試料は，酵素消化に対して構造的な抵抗性があっ

て，アミノ酸に完全に分解されない。ペプチドと

して多くが吸収されることが分かった。泳動マー

カとして用いた分子量1355のビタミンB12は，溶

出時間が26．5h付近であるので，酵素分解された

試料の多くは，アミノ酸残基10数個以上のペプチ

ドになると判断された。そして，この分解ペプチ

ドの画分を，XTTでの細胞増殖活性で調べた結果

を図5に示した。棒グラフがIGF－1と同等の活性値

を示す量として表示した。依然として分画番号2

（F．2A）付近に増殖活性とさらに分画番号6（F．6A）

付近と分画番号9（F．9A）付近に活性の残ることが

分かった。折れ線はインスリンに換算したした時

のペプチド量で，ゲルクロマトグラフと一致して

いる。

10 20

溶出時間（b）

図4　ペプシン消化によるペプチドの生成を示すゲルク

ロマトグラフの比較

冷凍ホタテ貝の酢酸抽出成分の再精製と酵素消化による

分画分子量の変化を示す。上段は、酵素消化前のクロマ

トグラフ。中段はペプシン消化4時間の場合で，阻害剤

により酵素反応を止めてある。下段は、阻害剤の使用が

ない。カラムの溶出時間もさらに消化が進行している場

合である。注入蛋白質量は同じ，面積では，ほぼ同等で

低分子化しているのが判る。1印は分子量1355（V．B12）

の溶出位置。グラフ中段の▼は，分画番号F．9Aに当たる。

この▼付近に高いIGF－1活性が認められた。
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図5　ペプシン消化ペプチドのヒト骨牙細胞の増殖活性

図4のクロマト上の▼が分画番号9（F．9A）である。分

画番号15付近はペプチド最多いが，増殖活性はない。

類骨の観察では，写真4に示したように，ホタテ

ガイの分画番号9（F．9A）と共に培養した場合，紫

赤色がやや強いが，分画番号15（F．15A）と共に

培養した場合，赤桃色がやや強くなる。どちらも，

骨牙細胞の成長は，正常であった。XTTでは，F．15

Aは，IGF－1活性は無いという結果であるが，染色

の結果からは，類骨の形成が進むと見られる。図

5に示す分画全体として，骨牙細胞の生育密度な

ど観察結果は良好で，このホタテガイの成分が骨

の形成に有効であることを示していると考えられ

る。

4．考　　察

クロマトグラフィ，電気泳動，ペプチドマッピ

ングや間接抗体法の結果から，インスリン様成長

因子ときわめて良く似た性質のペプチドが，ホタ

テガイに存在することが明らかになった。しかも，

そのペプチドの性質として，正常ヒト骨牙細胞に

増殖活性を示し，類骨の形成作用があることも分

かった。そして，消化酵素に分解抵抗性を示し，

経口で効能を発揮する可能性があることが注目に

値する。しかも，HPLCの分析から，骨牙細胞への

増殖活性を示す成分の構成が複数ある可能性があ

る。また，ウエスタンプロットでペプチドの同定

を試みたが，ヒトIGF－1と同一であるという結果

は得られなかった。ということは，外来性のと卜

IGF－1の持っ作用や血中濃度の維持についての問

題が生じないという利点が発見される余地を残し
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F．15Aのペプチドと培養した結果

写真4　ヒト骨牙細胞への類骨形成の観察

どちらも骨牙細胞の成長は，正常。Xmでは，R15Aは，

IGF・1活性はないという結果であるが，微妙に赤桃色が

強く類骨の形成が進むと見られる。

ている。

骨の成長や骨粗餐症の問題を解決するためには，

かなり全体的な骨の成長因子17）と骨の形成を取り

巻くホルモンのバランスやカルシウム，ビタミン

DやKなど栄養素の循環環境18），19），20）を考慮する必

要がある。しかしながら，ホタテガイの持っ食品

としての機能性を考えたとき，この骨牙細胞への

増殖効果をもたらすIGF様のペプチドが含まれて

いることは意義深く，金品素材としての優れた特

徴を示す結果であった。近年，健康に老いるとい

う命題がますます重要視されているなか，この結

果は，骨粗髪症の進行を抑制する加工食品への利

用を期待させる。また，ホタテガイが成長期の子

供の発育を促進する食材として優れていることも

示している。
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