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1 はじめに

食肉の目1産物である血液や臓器は廃棄処分 されるこ

とが多いが、それ らを利用する方法を考案することに

よって、資源の有効な活用が可能 となる。そこで牛ヘ

モグロビンを消化酵素で処理 し、生理的な機能性を示

す成分を作出することを目的とした。腫瘍壊死因子(T順 )

は、炎症やアレルギー、自己免疫疾患等に関与 しその

中心 となる役割を有する重要なタンパクで、医薬品等

の開発のターグットとしても注目を浴びている。 この

TNFは大腸菌細胞壁成分 (LPS)刺激マクロファージ(MP)

によつて産生 され、細胞培養系での試験に容易に利用

することが可能である。これまで、MP系 のfII胞 がペプ

チ ド性の物質によって制御 される報告はほとんどない。

そこで、赤血球の主要なタンパク成分であるヘモグロ

ビンに注目し、消化酵素 として トリプシンを用い、得

られたペプチ ド断片分画が MPの TNF産生に影響を及ぼ

すか否力ヽ こついて検討を加えた。

2 試験方法

(1)牛 ヘモグロビン (Sigma Co

浄 し、ヘム鉄を除去 した後、

トリプシンフリー、Signkl)

解物を採取した。

)をアセ トンで洗

トリプシン (キモ

で消化 し、酵素分

(2)こ の酵素分解物を逆相系高速液体クロマ トグラ

フィー、20-6幌アセ トニ トリルの 20分直線グ

ラジェン トで分画し、各分画は l mlで回収 した。

(3)各 分画は凍結乾燥後、既報 。に従つて、活性化

MPの TNF産生活性を調べた。MPはバク トペプ

トンを投与 した SD系雄性ラットの腹腔 より回

収 し、24時間培姜後、INF産生試験に使用した。

(4)培 養は RⅢ H640(10%牛胎児血清含有)で行い、

LPSで刺激した後、3時間の培養上清を、既報 ゆ

に従つて酵素免疫測定法 (RGD System)で TNF―

αの含有量を測定した。

(5)活 性分画のア ミノ酸配列を決定 し、その合成ペ

プチ ドを作成 し、その■lLを確認 した。

3結果及び考察

脱ヘム鉄の牛ヘモグロビンを消化酵素 トリプシンで消

化分解 し、得 られた 1万以下ペプチ ド分画を、逆相系

高速液体クロマ トグラフィーで分画した (図 1)。
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この分画を l mlずつ採取 し、各フラクションを凍結   4 まとめ

乾燥後、活性化ラット腹腔 MPの TNF産生に対する効果

を検討した。

口2 各分画の TNF産生に対する効果

図 2に示すように、分画 11,1卜 16、 1針21で産生増

強効果が確認された。そこでこの 1,19分画を回収し、

アミノ酸分析を行つた。その結果、WACVANALAの 10残

基を含むことが確認 され、この配列は牛ヘモグロビン

のβ鎖の N末端から 132番 目からの 10残基であること

が確認された。そこでこの 10残基ペプチ ドを合成 し、

MPの TllF産生活性を検討 した。

TNFo(ngrm:)

牛ヘモ グロビンか ら トリプシン処理 に よ り得 られ た

活性ペプチ ドは、マクロファージの TNF産生を増強 し

た。 この結果 は、牛血液 よ り、生理活性 のあるペ プチ

ドを精製す る ことを可能 と し、食 品廃棄物の活用 とな

る と考 え られ る。 さらに、他 の分画に も活性が確認 さ

れ てお り、 さ らに他 の活性 も見つか る可能性が示唆 さ

れた。
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日 3 LPS刺 激時 におけるペプチ ドの TllF産 生増強効果

(ホ :pく005)

その結果、図3に示した様に、LPSで刺激した MPか

らの TNF産生を用量依存的に増強した。
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