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第 1 章 序論 

 

1-1 乳および乳たんぱく質の役割 

「乳」は、哺乳類の乳腺で作られ、新生児にとって唯一の栄養源となる白色の分泌液である。乳の

組成は種によって大きく異なり (Table 1-1 [1])、また産後経時的に変化していくことから [2]、乳とはそれ

ぞれの種や発達段階に応じた、児 (仔)にとって最適かつ十分な栄養源を含む完全栄養食であると考え

られている。また乳、栄養源としての役割だけでなく、様々な免疫成分やホルモンを含んでいて、児に対

して感染防御や消化管発達促進などにも寄与しているものと考えられている [3]。一方、ヒトは古くから良

質な栄養源として他の哺乳類の乳、特に牛乳を摂取してきた。また、牛乳成分を利用した様々な乳製品

が開発されており、特に乳たんぱく質は、その消化性とアミノ酸バランスが優れていることから、育児用ミル

クや経腸栄養剤・流動食（以下、経腸栄養剤）などの栄養組成物の主要原材料として広く用いられている 

[4, 5]。いずれも、乳児・成人の栄養所要量をもとに栄養成分組成が設計されており、前者は何らか理由

で母乳を得ることができない乳児にとっての母乳代替として、後者は加齢や疾病により咀嚼・嚥下による

食事の摂食が困難となった病者にとっての食事の代替として、その生命を支える不可欠な役割を果たし

ている。 

 

1-2 乳たんぱく質 

乳たんぱく質はカゼイン (CN)とホエイたんぱく質 (WP)に大別される。 CN はリンたんぱく質で、

乳中では複数の CN のサブユニットと、リン酸イオン及びカルシウムイオンが会合して、「カゼインミセル」と

して存在している。等電点が pH 4.6 であるため、胃の中で凝集する性質を持っている [6]。また規則的な

二次構造が少ないため、熱に対して安定である。一方 WP は、カゼインミセルに関与しない、乳清 （ホエ

イ）中に溶存するたんぱく質である。カゼインとは反対に、熱による変性を受けやすい性質を持つ [7]。乳

たんぱく質について、（ヒト）母乳と牛乳で比較すると、CN/WP 比は前者が約 4:6 であるのに対し、後者で

は約 8:2 と大きく異なる (Table 1-2 [8])。また、それぞれの CN、WP を構成するたんぱく質の質及び量に

ついても大きな違いがある。CN のサブユニットの構成は、母乳では-CN が最も大きく、S1-CN はほとん

ど含まれない。一方、牛乳ではS1/S2-CN が最も大きな割合を占めている。WP については、母乳では-

ラクトアルブミン (-LA)がもっとも多く含まれる WP であるのに対し、牛乳では母乳には存在しない-ラク

トグロブリン (-LG)が最も豊富に含まれる WP である。その他の WP についても、母乳と牛乳との間に量

的に大きな違いがある。それゆえ育児用ミルクにおいて、その多くが牛乳由来のたんぱく質を原料として

用いているが、CN/WP 比が母乳の 4:6 に近くなるような配合に設計されている [4]。また、WP のたんぱく

質を質的に母乳に近いものにすべく、母乳に豊富に含まれる-LA やラクトフェリン （LF）を強化した育児

用ミルクも開発されていて、またその有用性を検証した臨床試験も盛んに行われている [9-13]。本研究

にかかる代表的な乳たんぱく質について、その栄養的役割と機能性を以下にまとめた。 
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1-2-1 カゼイン (CN) 

上述の通り、CN は乳中でカゼインミセルとして存在している。また、豊富な量のリン酸カルシウムを

含み、生体利用性の高いカルシウム源として児の骨形成に大きく寄与しているものと考えられる [14]。ま

た、カゼインミセルを構成するサブユニットの１つである-CN は、ミセルの表面に存在するサブユニットで、

その C 末端側は高度に糖鎖修飾を受けている [15]。この糖鎖は Helicobacter pylori などの病原菌と結

合し、ヒトの腸管粘膜への病原菌の感染を防御する機能があると考えられている。 

 

1-2-2 -ラクトアルブミン (-LA) 

-LA は、(ヒト)母乳に最も多く含まれるたんぱく質の１つであり、必須アミノ酸の供給源として児の

成長と発達に寄与している [9, 10]。また、カルシウムイオンや亜鉛イオンと結合能があり、これらミネラル

イオンの供給源としても寄与していることが示唆されている。また機能性としては、胃粘膜保護作用や 

[16]、-LA やその酵素分解物によるペプチドホルモン glucagon-like peptide-2 の分泌誘導などが報告さ

れている [17]。-LA を強化された育児用ミルクで育てられた児の生長パターンは、母乳栄養児に近い

生長パターンを示すといった有用性も報告されている [11]。 

 

1-2-3 -ラクトグロブリン (-LG) 

-LG は、反芻動物の乳中には存在するが、霊長類や齧歯類には存在しないたんぱく質で、牛乳

では最も多く含まれるWPである。-LA同様、必須アミノ酸を豊富に含んだ栄養価の高いたんぱく質であ

るとともに [18]、レチノールや脂肪酸の輸送体としても機能すると考えられている [19]。 

 

1-2-4 ラクトフェリン (LF) 

LF は、鉄結合能を持つ塩基性の糖タンパク質であり、抗菌・抗ウィルス活性を始め、細胞増殖・分

化促進能、免疫調節作用、プレバイオティック作用などが報告されている、多機能性タンパク質である 

[20]。(ヒト)母乳では-LA に次いで豊富に含まれる WP で [8]、児に対して感染防御や消化器官の発達

などに寄与していると考えられている。LF が強化された育児用ミルクについても、児の感染予防などへの

寄与が示唆されている [12, 13]。 

 

1-2-5 オステオポンチン (OPN) 

OPN は、高度にリン酸化修飾及び糖化修飾された酸性の WP で、児の未発達な腸管や免疫機能

の成熟に関与するものと考えられている [21]。母乳に豊富に含まれていることから、近年、OPN を強化し

た育児用ミルクの治験が行われるようになった。OPN を強化した育児用ミルクを摂取した児では、その血

中の必須アミノ酸やサイトカインのレベルが、通常の育児用ミルクを摂取した児と比べて、母乳栄養児の
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レベルに近かったことが報告されている [22]。 

 

1-3 牛乳・乳製品の加熱殺菌工程と乳たんぱく質の消化性 

1-3-1 牛乳・乳製品の加熱殺菌工程 

牛乳及び乳製品は、病原性微生物を死滅させて衛生的品質を確保すること、また一般微生物を

殺菌しアルカリフォスファターゼやラクトペルオキシダーゼなどの酵素を失活させて保存性を高めることを

目的に、加熱処理に供される。我が国における牛乳の殺菌条件は、食品衛生法に基づく厚生労働省令

である「乳及び乳製品の成分規格等に関する省令 （乳等省令）」によって「62～65ºC度で30分間加熱殺

菌するか、これと同等以上の殺菌効果を有する方法で加熱殺菌すること」と規定されている。我が国で市

販されている牛乳で一般的に普及している殺菌方法は、高温短時間殺菌法  (high-temperature 

short-time (HTST)法)と、超高温加熱法 (ultra-high-temperature (UHT)法)である [23, 24]。HTST 法は、

板の間に熱媒（熱湯・蒸気）と牛乳を交互に流すことで牛乳を加熱するプレート式殺菌器を使った間接加

熱法 (plate-type HTST process)で、通常 72-75˚C 程度で 15-20 秒間加熱保持する方法が用いられてい

る。UHT 法では、プレート式殺菌器を使った間接加熱法に加えて (plate-type UHT process)、直接加熱

法という方法も用いられていて、インフュージョン・ベッセルという蒸気を満たしたタンクに牛乳を吹き込ん

で加熱殺菌するスチーム・インフュージョン式 UHT 殺菌法 (steam-infusion UHT process)と、牛乳を配

管に通液させているところに蒸気を吹き込むスチーム・インジェクション式 UHT 殺菌法 (steam-injection 

UHT process)があり、通常 135-140 ˚C 程度で 15-20 秒間加熱保持する方法が用いられている。育児用

ミルクついては、我が国では乳等省令における「調製粉乳」に該当し、殺菌条件は規定されていないもの

の製品中の微生物数について規定されている。一般的な製法として、混合された原料を UHT 殺菌処理

に供したのち、スプレー・ドライ乾燥機によって粉状に加工される。経腸栄養剤は、日本では法律上、医

薬品タイプと食品タイプが存在する (前者が「経腸栄養剤」、後者が「流動食」と区別して呼ばれている)。

いずれも乳たんぱく質を主要原料としている製品が多いが、それらの製品の殺菌条件などについては乳

等省令では規定されていない。わが国で市販されている経腸栄養剤のほとんどは液状のもので、常温で

数か月間保存することが可能な高い無菌性が求められている。そのため経腸栄養剤の製造に当たって

は、原料を調合後、UHT殺菌法を使って滅菌した液を無菌的に充填するか、レトルトパウチに充填した調

合液をレトルト殺菌処理 (retort sterilization; 通常 115-120 ˚C 程度で 20-30 分間の加熱保持)するとい

う、2 種類の製造法が用いられている [24]。 

 

1-3-2 加熱殺菌工程と乳たんぱく質の消化性 

加熱殺菌工程は、牛乳・乳製品の衛生的品質と保存性の確保の上で不可欠なものである一方、

栄養学的品質や機能性にも影響を及ぼす。例えば、牛乳中のビタミン C は加熱殺菌処理に伴い有意に

減少し、その影響は HTST 殺菌法よりも UHT 法の方が大きく 、また UHT 法の間でも直接加熱法よりも
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間接加熱法の方が大きい [25]。また、乳中の生理活性たんぱく質である LF や免疫グロブリン G (IgG)は、

加熱処理によって容易に変性を受け、その生理活性が損なわれる [26]。加熱処理はさらに、乳たんぱく

質の栄養学的品質にも大きな影響を及ぼす。まず、豆類のたんぱく質でよく知られているように、熱変性

によってたんぱく質の二次構造や高次構造が壊れることで、消化酵素がたんぱく質に作用しやすくなり、

消化性は改善する [27]。その一方、牛乳・乳製品中の場合、加熱処理によってたんぱく質は共存する乳

糖などの糖質と「メイラード反応」というアミノカルボニル反応を起こす [28]。たんぱく質のリジン残基の位

のアミノ基は糖化修飾を受けやすく、熱履歴に応じて初期メイラード反応産物である lactulosyl-lysine 

(LL)や fructosyl-lysine (FL) (Figure 1-1a & b)、後期メイラード反応産物である N-carboxymetyl-lysine 

(CML)へと変換される (Figure 1-1c)。これらの修飾を受けた部位の近傍は構造的に嵩高くなり、たんぱく

質への消化酵素への接触が物理的に阻害され、結果、たんぱく質の消化性は低下する [29, 30]。また、

たんぱく質中のリジン残基は糖化修飾されることにより、たんぱく質合成のための基質として利用性が低

下する [31]。さらに加熱処理は、リン酸化されたセリン残基やシステイン/シスチン残基における脱離反

応 を 引 き 起 こ し 、 中 間 体 物 質 で あ る dehydroalanine の 生 成 が 進 行 す る  (Figure 1-1d) 。 こ の

dehydroalanine はさらにリジン残基やシステイン残基と反応して、lysinoalanine や lanthionine という架橋構

造が形成される (Figure 1-1e & f) [32]。これらの架橋構造もまた消化酵素による作用を阻害するため、た

んぱく質の消化性は低下する。加熱処理はこれらの他にも、システイン残基やメチオニン残基の酸化を引

き起こしてこれらのアミノ酸の生体利用性を低下させたり [33]、加熱処理に伴ってたんぱく質内・間で新

たなジスルフィド結合が形成され、形成された複合体の一部は消化酵素に対して耐性を呈する [34]。上

述の通り、育児用ミルクは乳児にとって、経腸栄養剤は病者、弱者にとっての唯一の栄養源となる場合が

あることから、加熱殺菌に伴う乳たんぱく質の栄養学的品質低下を抑制する意義は大きい。 

 

1-4 乳たんぱく質由来の生理活性ペプチド 

消化管内で乳たんぱく質が消化されることは、たんぱく質をアミノ酸源として利用する上で不可欠

な過程である。一方、たんぱく質が消化される過程で生成されるペプチドの中には、様々な生理活性を

有するものがあり、このような生理活性ペプチドはたんぱく質から切り出されて初めてその活性が発揮され

る [35]。すなわち消化管は、乳たんぱく質に潜在化している生理活性を顕在化させる役割も果たしてい

るといえる。乳たんぱく質由来の生理活性ペプチドは、腸管内で直接その活性が発揮されるものと、腸管

から吸収されて体内を循環し、作用部位まで到達してから機能するものとに分類することができる。前者と

しては、腸管でのカルシウムイオンの吸収を助けるカゼインホスホペプチド (ミネラルイオンの輸送体)や、

腸管内で抗菌活性を発揮して感染防御に寄与するペプチド、プレバイオティックス効果を持ったペプチド

などが挙げられ、これらの機能が発揮される上で、それぞれのペプチド配列が消化酵素に対してある程

度の耐性を有する必要がある。後者は、オピオイドペプチドや血圧降下ペプチド、免疫調節ペプチドなど

が挙げられ、それぞれのペプチドや前駆体となる断片が消化管から吸収され、活性が失われるまでの分
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解を受けずに作用部位まで到達することが、機能を発揮する上での要件となる。 

 

1-5 本研究の目的 

上述の通り、育児用ミルクは乳児にとって、また経腸栄養剤は病者・弱者にとっての食事代替とし

て唯一の栄養源となることから、加熱殺菌工程が乳たんぱく質に及ぼす構造的あるいは栄養学的影響に

ついての知見を広げ、製品中の乳たんぱく質の栄養学的品質の維持や向上に活用する意義は大きい。

また乳児の発達過程の消化管では、たんぱく質に対して十分な消化能を発揮できず [36]、また腸管の

透過性も高いことから [37]、腸管内で乳たんぱく質由来のペプチドが生成 (残存)しやすく、またペプチ

ドは体内に吸収されやすい環境であると考えられる。すなわち、乳たんぱく質由来の生理活性ペプチド

は、乳児の生理機能に大きな影響を及ぼしている可能性がある。乳たんぱく質が生理活性ペプチドを介

して及ぼす影響を解明する上で、生理活性ペプチドの生成パターンの解析は、その端緒を開くものと考

えられる。近年、高精度の質量分析計 (MS)が普及したことにより、たんぱく質中の修飾構造の部位特異

的な同定や、複雑な試料中のペプチド配列の包括的解析が可能となった [38, 39]。 

本研究では、牛乳・乳製品中のたんぱく質について、その「加熱殺菌工程に伴うたんぱく質中の

修飾構造」、「たんぱく質消化性」、「たんぱく質の消化によって生成される生理活性ペプチド」についての

検討を行うことにより、育児用ミルク・経腸栄養剤を栄養学的・生理学的に改良するための基盤となる知見

を得ることを目的とした。具体的には、第 2 章では、牛乳の加工工程における加熱殺菌方法の違いが、乳

たんぱく質中に形成される修飾構造とたんぱく質消化性に及ぼす影響ついて、検証を行った。第 3 章で

は、乳たんぱく質ベースの経腸栄養剤の製造工程における加熱殺菌方法の違いが、乳たんぱく質中に

形成される修飾構造とたんぱく質消化性に及ぼす影響ついて、検証を行った。第 4 章では、母乳と加熱

殺菌母乳について、消化管内におけるたんぱく質消化を模した in vitro試験に供し、乳たんぱく質に由来

する生理活性ペプチドの生成パターンを比較した。母乳が母乳バンクからドナーミルクとして供される際、

一般的に低温加熱殺菌処理 (保持式殺菌器で 62.5 ˚C で 30 分間加熱)されることから、その影響を評価

した試験である。第 5 章では、乳たんぱく質ベースの通常の育児用ミルクと、乳たんぱく質酵素分解物を

ベースとしたアレルギー疾患用ミルクについて、in vitro 消化試験を行い、生理活性ペプチドの生成パタ

ーンを比較した。第 6 章では、母乳および育児用ミルクについて、乳児を想定した仔ラットを使った in vivo

消化試験に供し、それぞれの消化性と消化を介して生成される生理活性ペプチドの生成パターンについ

て検証した。第 7 章では、本研究で得られた知見を総括した。 本研究では、(ヒト)母乳中の主要たんぱく

質として-LA、LF、OPN、s1-CN、-CN、および-CN を、牛乳中の主要たんぱく質として-LA、-LG、

s1-CN、s2-CN、-CN、および-CN を解析対象とした。それぞれのアミノ酸配列を Figure 1-2 および

Figure 1-3 に示す。  
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Table 1-1 Average milk composition of Human, cow, goat, and sheepa 

  

 Human Cow Goat Sheep 

Fat (%) 4.0 3.6 3.8 7.9 

Lactose (%) 6.9 4.7 4.1 4.9 

Protein (%) 1.2 3.2 3.4 6.2 

Energy (kcal/100 mL) 68 69 70 105 

Calcium (mg/100 g) 33 122 134 193 

Phosphorus (mg/100 g) 43 119 121 158 

Vitamin A (IU/100 mL) 190 126 185 146 

Vitamin D (IU/100 mL) 1.4 2.0 2.3 0.18b 

aThe table is adapled from Ref. 1 

bg/100 mL 
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Table 1-2 Protein composition of human and cow’s milka 

 

 Human (g/L) Cow (g/L) 

 Colostrum Term Milk Term Milk 

Total Protein 11-32 9 34 

CN 3.0-5.6 3.5-4.4 ~30 

 s1-CN (-) (0.6) (12-15) 

 s2-CN (None) (None) (3-4) 

 -CN (2.6) (2.7) (9-11) 

 -CN (1.2) (0.9) (3-4) 

WP 4.3-11.1 5.3-6.6 ~5.0 

 -LA (2.56) (2-3) 1-1.5 

 -LG (None) (None) 3-4 

 LF 5.0-7.0 1.0-2.0 0.01-0.1 

 OPN 1493b 138b 18b 

aThe table is adapted from Ref. 8. 

bmg/L 

[Abbreviations] 

CN, casein;  -LA, -lactalbumin;  -LG, -lactoglobulin;  LF, lactoferrin;  OPN, osteopontin. 
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Figure 1-1 Chemical structures of heat-derived protein modifications. Lactulosyl-lysine (LL, a) residue and 

fructosyl-lysine (FF, b) residue are early Maillard reaction products, which are subsequently oxidized to 

N-carboxymethyllysine (CML; c) residue as an advanced Maillard reaction product. Dehydroalanine 

residue (d) is the precursor of cross-linked products, lysinoalanine (e) and lanthionine (f) residues. 
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Figure 1-2 Amino acid sequences of major milk proteins in human milk. Sequences of -lactalbumin (a), 

lactoferrin (b), osteopontin (c), s1-casein (d), -casein (e), and -casein (f), with the numbers of amino 

acid residues are shown. 
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Figure 1-2, continued. Sequences of -lactalbumin (a), lactoferrin (b), osteopontin (c), s1-casein (d), 

-casein (e), and -casein (f), with the numbers of amino acid residues are shown. 
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Figure 1-3 Amino acid sequences of major milk proteins in infant formula. Sequences of -lactalbumin (a), 

-lactoglobulin (b), s1-casein (c), s2-casein (d), -casein (e), and -casein (f), with the numbers of amino 

acid residues are shown. 
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Figure 1-3, continuged. Sequences of -lactalbumin (a), -lactoglobulin (b), s1-casein (c), s2-casein (d), 

-casein (e), and -casein (f), with the numbers of amino acid residues are shown. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

第 2 章 牛乳の加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修飾構造とその消化性に及ぼす影響 

 

2-1 緒言 

市販されている牛乳は通常、微生物学的安全性の確保や賞味期限の延長を目的として、加熱

処理がなされる。古典的な加熱殺菌方法として、72 ˚C で 15 秒間加熱する HTST 殺菌法があり、このよ

うな処理がなされた牛乳は 4 ˚C 下で数週間保存することができる。一方、我が国で現在最も普及して

いるのは UHT 殺菌処理された牛乳が冷蔵で流通しているものであり、このような牛乳の場合、無菌充

填を行えば常温で数か月間の賞味期限を担保することも可能である。また、海外で広く普及している

液状の育児用ミルクや、海外だけでなく国内でも広く流通している液状の経腸栄養剤の場合、高い衛

生性と常温での流通が求められることから、UHT 殺菌処理された後に無菌充填されたものや、レトルト

殺菌処理されたものが市販されている。一方、第 1 章で述べたとおり、加熱殺菌処理は乳たんぱく質の

栄養学的品質に影響を及ぼす。すなわち、たんぱく質は熱変性によって消化性が高まる一方 [27]、

加熱に伴うメイラード反応等の修飾反応の進行により、初期メイラード反応産物である LL や後期メイラ

ード反応産物である CML [28]、或いは架橋構造である lysinoalanine や lanthionine といった構造が形

成され [32]、消化酵素によるたんぱく質の消化が阻害される (第 1 章 Figure 1-1) [29, 30, 32]。また、

加熱処理によって形成される新たなジスルフィド結合を介して生成される複合体の一部は、消化酵素

に対して耐性を呈するものもある [34]。以上のことから、加熱殺菌工程に伴うたんぱく質中の修飾構造

を同定・定量することは、牛乳や乳製品中の乳たんぱく質の栄養学的な品質管理の観点において重

要と考えられる。近年の高精度な MS の普及により、乳たんぱく質中の修飾構造の解析が飛躍的に進

んでいる一方、その結果が栄養学的に解釈されることは、これまでほとんどなかった 。 

本研究では、生乳を異なる加熱殺菌工程に供し、たんぱく質中に形成された修飾構造を比較

するとともに、加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の消化性に及ぼす影響を評価することを目的とし

た。同一の生乳について、プレート式 HTST 殺菌法、3 種類の UHT 処理 (プレート式 UHT 殺菌法、ス

チーム・インフュージョン UHT 殺菌法、スチーム・インジェクション UHT 殺菌法)、またはレトルト殺菌法

に供した。生乳と加熱処理した牛乳は、トリプシン処理に供した後、液体クロマトグラフ/タンデム質量分

析計 (LC-MS/MS)に供して、主要たんぱく質における LL、CML および dehydroalanine の修飾部位を

特定するとともに、生乳試料を基準とした修飾レベルの比較定量を行った。 (本試験で用いた試験系

は lysinoalanine や lanthionine といった架橋構造を直接測定することが出来ないため、それら前駆体で

あり、それらの架橋構造と同様にその量が熱履歴を反映することが報告されているdehydroalanineにつ

いて、測定を行った [40]。）牛乳試料はまた、in vitro および in vivo の消化試験に供し、たんぱく質消

化性について比較を行った。 

 

2-2 材料と方法 

2-2-1 牛乳試料の調製 

生乳の加熱殺菌処理は、森永乳業株式会社 （神奈川県座間市）のテストプラントにて行い、ま

た加熱殺菌条件は同企業の製品に用いている条件を参考に設定した。本試験で用いた 5 種類の加熱

殺菌方法の「保持温度・時間」、殺菌の強度を示す「F0 値」、およびそれぞれの殺菌条件が用いられて

いる「牛乳・乳製品のタイプ」について、Table 2-1 に記す。F0 値とは、特定の耐熱性を有する細菌 

(Clostridium botulinum の芽胞)に対して加熱殺菌工程が発揮する「殺菌効率・致死率」であり、それぞ

れの加熱殺菌工程中の全熱履歴 （昇温・降温プロセス）を基準温度 121.1°C で換算した際の加熱時
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間 （分）で表される [41]。加熱殺菌後の試料は、30 MPa の均質化処理を行った後、凍結乾燥した。

生乳については、均質化処理を行わず、凍結乾燥に供した。 

生乳及びレトルト殺菌牛乳については、同社分析センターにてたんぱく質、脂質、炭水化物、

灰分、および水分含量を測定し、加熱殺菌前後で栄養成分組成が変化しないことを確認した (Table 

2-2)。また同センターにて、全ての牛乳試料について、WP 変性度を算出した (Table 2-3) [42]。すな

わち、凍結乾燥した牛乳試料 2 g を 20 mL の超純水で溶解したものを恒温水槽にセットし、37°C 下で

30 分間インキュベートした。次に、8g の塩化ナトリウムを添加後、さらに 37°C 下で 30 分間インキュベー

トし、CN と変性 WP を沈殿させた。試料を濾紙（アドバンテック東洋、東京都, No. 2）に通液して得られ

た濾液 1 mL と 10 mL の酸性飽和食塩水 (飽和食塩水 2 L + 氷酢酸 4 mL) を混合して未変性 WP

を白濁させた。その試料について、420 nm の吸光度を測定した。WP 変性度を生乳試料の吸光度 (A)、

加熱殺菌処理した牛乳試料の吸光度 (B)から、WP 変性率を「(A – B)/A × 100%」と定義し、算出し

た。 

凍結乾燥した牛乳試料は全て、試験に供するまで 4°C 下で保存した。 

 

2-2-2 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （SDS-PAGE） 

凍結乾燥した牛乳試料を超純水で溶解したものを、4°C 下で遠心分離（8,500g、30 分）に供し

た後、浮上した脂肪層をスパチュラを使って除去した。遠心分離によって生じた沈殿は、上清部分とよ

く懸濁して分散させた。脂肪層を除去した試料のたんぱく質濃度を Bradford 法で測定した後 [43]、た

んぱく質濃度が 7.5 g/L になるよう、超純水で希釈調製した。その後、Bio-Rad (Hercules, CA, USA)の

システムを用いて SDS-PAGE を行い、乳たんぱく質を分離した。各試料とも 15%のアクリルアミドゲルに

たんぱく質量として 50 g を供し、150 V で 90 分間分離を行った。ゲルはその後、Coomassie Brilliant 

Blue R-250 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)で染色した。尚、電気泳動は、還元/非還元条件下 

(2-メルカプトエタノール (2-ME)添加有/無)の 2 種類の条件で行った。 

 

2-2-3 プロテオミクス解析 

プロテオミクス解析のための LC-MS/MS 分析は、カリフォルニア大学デービス校の Proteomics 

Core Facility で行い、たんぱく質の熱履歴に関わる LL、CML、および dehydroalanine の修飾部位の

特定と、生乳試料を基準とした修飾レベルの比較定量を行った。またセリン、スレオニン、チロシン残基

のリン酸化についても同様の測定を行った。 

まず、乳たんぱく質のゲル内消化を既報の手法に則り行った [44, 45]。即ち、凍結乾燥試料を

Fisher Optima Water (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) に 溶 解 し た も の を 10% Novox 

Tris-glycine gel (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)に供して電気泳動を行い、たんぱく質をゲ

ルに包埋した後、全てのバンドを含む部分を切り出した。切り出したゲルは 100%のアセトニトリルで脱水

した後、10mM ジチオレイトール/100mM 炭酸水素アンモニウム (Ambic)を 56°C 下で 30 分間反応さ

せてたんぱく質のジスルフィド結合を還元し、さらに 55mM ヨードアセトアミド/100mM Ambic を室温で

20 分間反応させてシステイン残基をアルキル化した。ゲルを 100mM Ambic で 2 回洗浄した後、遠心濃

縮装置 SpeedVac (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA)で乾燥させた。Sequencing Grade Modified 

Trypsin (Promega, , Madison, WI, USA)を酵素/たんぱく質比が 1/30 となるよう、50mM Ambic 下で添

加してゲルを再び浸潤させた後、37°C で一晩インキュベートして、ペプチド断片を作製した。上清を回

収する一方、ゲルの入ったチューブにペプチド抽出液として 60% アセトニトリル/0.1% トリフルオロ酢酸
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を加え、ペプチド断片を超音波処理によって抽出し、遠心分離によって回収した。抽出液を回収して

いた上清と混合した後、SpeedVac で乾固させた。 

次に、ペプチド断片を LC-MS/MS 分析に供した。液体クロマトグラフに Paradigm MG4 HPLC 

(Micrhom Bioｒesources, Auburn, CA, USA)を、質量分析には Q Exactive Orbitrap 質量分析計 

(Thermo Scientific)を用いた。ペプチド断片 (トリプシン処理前のたんぱく質量で 10 g に相当)は

ZORBAX 300SB C18 逆相トラップカートリッジ (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)で脱塩処理

した後、200 m × 150 mm Magic C18 AQ 逆相カラム (3 m, 200 Å; Micrhom Bioresources)に供した。

流速 2.0 L/min のもと、90 分間かけて溶離液 A (0.1% ギ酸)と B (100% アセトニトリル)の濃度勾配を

変化させて、ペプチドを分離した。濃度勾配は、 溶離液 B の濃度を 0 分から 70 分の間に 2%から 35%

に上げ、70 分から 75 分では 35%から 80%に上げ、75 分から 77 分の間では 80%に一定に保ち、77 分か

ら 78 分の間に 80%から 2%に下げ、最後の 78 分から 90 分の間は 2%の一定に保つ、というサイクルを用

いた。イオン化スプレー電圧は 2.2 V、イオントランスファーキャピラリーの温度は 200°C に設定した。質

量範囲は質量電荷比 (m/z) 300-1600 を測定した。MS/MS スペクトルは、ダイナミック・エクスクルージ

ョンを適用下でシグナル強度が上位 15 個の前駆イオンを選択し、高エネルギー衝突誘起解離 (HCD)

を使ってプロダクトイオン発生させて取得した。 

すべての MS/MS スペクトルから、解析ソフト X! Tandem (version TORNADO (2010.01.01.4), 

The GPM)を使ってペプチド配列の同定を行った。Bos Taurus (ウシ)のたんぱく質配列情報を Uniprot

より取得し、その全配列、同数の逆向き配列、及び研究室由来の一般的な混入たんぱく質の配列 60

個に対して検索を行った。また、たんぱく質の消化パターンとして「トリプシン」を選択した。そして、ペプ

チド配列に含まれる修飾構造として、LL (+324.105647)、CML (+58.005479)、セリン、スレオニン、チロ

シン残基のリン酸化 (+79.966331)、及びセリン、システイン残基の dehydroalanine 化 (-18.010565, 

-33.987721)を探索し、またペプチド鎖 N 末端のアセチル化、N 末端の脱アミド、N 末端のピログルタミ

ル化、システイン残基のヨードアセトアミド化、およびメチオニン、トリプトファン残基の酸化によるマス・シ

フトを想定した検索を行った。これらのペプチド配列と由来する親たんぱく質の同定についての妥当性

は、解析ソフト Scaffold (version Scaffold_4.1.1, Proteome Software, Portland, OR, USA)を用いて判定し、

false discovery rate (FDR)がペプチド同定レベルで 1.0%未満、たんぱく質同定レベルで 5.0%未満とし

た [46-48]。 

目的の修飾構造を含んだペプチドについて、生乳試料を基準とした比較定量を行うため、まず

LC 分析における各ペプチド配列の保持時間 (retention time (RT))の同定を解析ソフト Skyline 

(version 1.4.0.4421, MacCoss Lab, Department of Genome Science, University of Washington)を用い

て行った。次に、信頼性の高いピークエリア値を算出するために、各ペプチドに由来するイオンについ

て、3 つのモノアイソトピック質量 (M, M + 1, M + 2)のマスクロマトグラムを解析ソフト Xcalibur (version 

2.2. SP1.48, Thermo Scientific)を用いて描き、同定した RT における 3 つのピークエリア値を合算した。

合算したピークエリア値は、それぞれのペプチドの親たんぱく質において同定されたスペクトルの数 

(たんぱく質量と相関することが報告れている [49])で除することにより、試料間の標準化を行った。 

 

2-2-4 In vitro 消化試験 

凍結乾燥した牛乳試料を、上述の通りたんぱく質濃度が 7.5 g/L になるよう調製した後、人工胃

内消化試験に供した [50]。小児の消化管は発達過程にあり [36]、胃内 pH は成人のそれよりも高いこ

とを考慮して [51-55]、試料の pH を 1N の塩酸を用いて 2.0 (成人モデル)又は 4.0 (小児モデル)に調
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整した [50]。その後、豚由来のペプシン (Sigma-Aldrich, Cat. P7000 (≥ 250 units/mg solid))の濃度が

2.0% (w/v) になるよう 1 mM の塩酸で溶解した後、ペプシン/試料中たんぱく質比が 1/12.5 となるよう

に試料に添加した。その後、試料を恒温振盪器 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)にセット

し、37°C 下、140 rpm の条件で 5、10、15、及び 30 分間振盪した。30 分間の振盪後、1 M の重炭酸ナ

トリウムを用いて試料のpHを7.0に調整した。人工胃内消化試験に次いで、試料を人工腸内消化試験

に供した。豚由来のパンクレアチン (Sigma-Aldrich, Cat. P7545 (4×USP))の濃度が 0.4% (w/v)になる

よう 100 mM の重炭酸ナトリウムで調製した溶液を、パンクレアチン/試料中たんぱく質比が 1/62.5 とな

るように試料に添加した。その後、試料を恒温振盪器 (New Brunswick Scientific)にセットし、37°C 下、

140 rpm の条件で 5、10、30、および 60 分間振盪した。それぞれの振盪後、試料を恒温水槽にて 85°C

で 3 分間加熱し、消化酵素を失活させた。人工消化処理を行った試料は、上述の方法で還元条件下

での SDS-PAGE に供して、その消化性の評価を行った。 

ペプシン処理を 30 分間、及びペプシン処理 30 分+パンクレアチン処理 60 分間行った試料に

ついては、Rudloff & Lönnerdal の方法を用いてたんぱく質消化率を算出した [56]。すなわち、消化前

の牛乳試料中の全窒素含量  (A)、消化前の牛乳試料中の非たんぱく質態窒素  (non-protein 

nitrogen (NPN))含量 (B)、及び消化後の牛乳試料中の NPN 含量 (C)をケルダール法によって測定し

た後、たんぱく質消化率を 「(C-B)/(A-B) × 100%」と定義し、算出した。NPN は、各試料にトリクロロ酢

酸 (TCA)を終濃度が 12% (w/v)となるように添加してたんぱく質沈殿を行った際に得られる、可溶性画

分に含まれる窒素とした。 

 

2-2-5 In vivo 消化試験 

乳たんぱく質の消化性を in vivo で評価することを目的に、仔ラットを用いた動物試験を行った 

[50, 57]。動物試験は、American Association for the Accreditation of Laboratory Animal Care の認定

機関である、カリフォルニア大学デービス校の動物実験委員会の承認を得て実施した。Sprague 

Dawley 母獣ラットと母獣 1 匹あたり 12 匹の同腹仔ラット (雄 6 匹 + 雌 6 匹)を Charles River 

(Wilmington, MA, USA)から購入した。実験施設への馴化後、14 日令において、仔ラットは母獣から 6

時間隔離して絶食させたのち、6 種類の牛乳試料のうち 1 種類をゾンデを使って強制投与した。牛乳

試料は、たんぱく質濃度が 30 g/L に調製したものを、牛乳/体重比が 1/36 (v/w)となるよう強制投与し

た。投与後 0.5、1.0、または 2.0 時間後に、各仔ラットを二酸化炭素に暴露して安楽死させた後、解剖

試験に供して胃および小腸の内容物を採取した。胃からは、内部に認められた白色の凝集物を回収し

た。また小腸は、均等な長さに 2 等分にしたのち、それぞれの内面をプロテアーゼインヒビター・カクテ

ル (Sigma-Aldrich，P2714)を含んだ 0.2 mL のリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered saline 

(PBS)で 2 回洗浄し、洗浄液を小腸内容物として回収した。回収した小腸内容物は、解析まで-80°C で

保存した。尚、各牛乳試料・タイムポイント毎に、雄 3 匹 + 雌 3 匹の仔ラットをランダムに割り付けた。 

In vivo におけるたんぱく質消化性を評価することを目的に、小腸内容物を Western Blotting 法

に供した。後述する通り、in vitro 消化試験において牛乳試料間の消化性の差は-LG で最も顕著で

あったことから、ここでは-LG の消化性について評価を行った。たんぱく質含量として 5 g を還元条

件下でSDS-PAGEに供した後、Hybond ECL nitrocellulose membrane (GE Heatlthcare, Pewaukee, WI, 

USA)にたんぱく質を転写した。転写後のメンブレンは、2% ウシ血清アルブミン (BSA, Sigma-Aldrich)

を含んだ PBS + 0.05% Tween-20 (PBST)に浸し、室温にて 45 分間振盪してブロッキングした。メンブレ

ンは PBST で 3 回洗浄した後、一次抗体 rabbit anti-bovine -LG antibody （Bethyl Laboratories, 
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Montogomery, TX, USA）をブロッキング液で 20,000 倍希釈した溶液中に浸し、室温にて 45 分間振盪

した。メンブレンを再び PBST で 3 回洗浄した後、二次抗体 rabbit anti-goat IgG antibody（GE 

Heatlthcare）を 20,000 倍希釈した溶液に浸し、室温にて 45 分間振盪した。メンブレンを再び PBST で

3 回洗浄した後、-LG を Pierce ECL Western Blotting Substrate （Thermo Scientific）を用いて検出し

た。 

 

2-2-6 統計解析 

ケルダール法を用いたたんぱく質消化率、in vivo 消化試験における胃内容物量、および胃内

容物 pH については、解析ソフト Prism 4 (version 4.03, GraphPad Software, San Diego, CA, USA)を用

いて Tukey-Kramer HSD test によって各牛乳試料間の多重比較を行い、有意水準は P < 0.05 とした。 

 

2-3 結果 

2-3-1 乳たんぱく質の電気泳動 

牛乳試料を SDS-PAGE に供し、バンドパターンを比較した (Figure 2-1)。レトルト殺菌牛乳では、

他の牛乳試料と大きく異なり、還元・非還元条件下いずれの場合もスミア状のバンドが分子量の広い

範囲にわたって認められ、また主要乳たんぱく質である-LA、-LG 及び CN のバンドは薄くなってい

た。 レトルト殺菌牛乳ほど顕著ではないものの、同様の傾向は 3 種類の UHT 殺菌牛乳でも、特に非

還元条件下（たんぱく質のジスルフィド結合を切断しない）で SDS-PAGE を行った際に認められた。こ

れらの結果から、プレート式 HTST 殺菌法はたんぱく質間の相互作用に顕著な影響を及ぼさない、

UHT 殺菌法はたんぱく質間に新たなジスルフィド結合を形成させてたんぱく質の凝集を引き起こす、

そしてレトルト殺菌法は新たなジスルフィド結合やその他の共有結合の形成を促進して大きなたんぱく

質修飾を引き起こしていることが推察された。 

 

2-3-2 プロテオミクス解析 

生乳に対する加熱殺菌方法の違いが、たんぱく質消化性に関わる修飾構造の形成に及ぼす

影響を比較することを目的に、牛乳試料を LC-MS/MS 分析に供し、LL、CML、および dehydroalanine

についての修飾部位の特定と、生乳試料を基準とした修飾レベルの比較定量を行った。LL は、-LA、

-LG および CN において同定されたすべての修飾部位において、レトルト殺菌牛乳のシグナルが最も

高く、プレート殺菌 UHT 牛乳とスチーム・インジェクション殺菌牛乳がそれに続いた (Table 2-4)。同様

に、-LG の Lys77 と CN で同定された全ての部位の CML は、レトルト殺菌牛乳でシグナル値が最も

高く、プレート式 UHT 殺菌牛乳およびスチーム・インジェクション UHT 殺菌牛乳がそれに続いた 

(Table 2-5)。LL および CML による修飾が認められたペプチドの断片のうち、幾つかについては、修飾

された Lys 残基の候補が複数想定されたため、部位の特定ができなかった。しかし、LL が CML の前

駆体であること、修飾された Lys 残基にはトリプシンが作用できなくなることを考慮すると、複数の候補

が想定された修飾部位のいくつかは、次のとおりであったと推察される。すなわち、s2-CN の Lys76 ま

たは 80 における LL は Lys76 が、-LG の Lys47、69、または 70 における CML は Lys47 が、s1-CN

の Lys34 または 36 における CML は Lys36 が修飾部位であったと推察される (但し、-LG の Lys47、

69、または 70 における CML は、他の多くの CML とは異なり加熱殺菌によって値は減少しており、検出

されたスペクトルが誤って「-LG の Lys47、69、または 70 における CML」と特定された可能性もある)。

この場合、s2-CN の Lys152 と-LG の Lys105 を除けば、全ての CML の修飾部位が LL が同定され
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た部位と一致することとなる。しかしながら、マスクロマトグラムによるピークエリアの算出が出来なかった

ものの、修飾部位の特定に用いたソフトである Scaffoldでは、s2-CN の Lys152 および-LG の Lys105

においても CML が同定されていたことから、やはり LL が同定された部位では CML も形成されている

ものと考えられた。一方、LL や CML とは異なり、dehydroalanine は主要たんぱく質において僅か 3 箇

所でしか同定することができず、加熱殺菌方法の違いによる傾向も認められなかった (Table 2-6)。こ

のことから、これら牛乳試料において、dehydroalanine の形成は僅かなものであると考えられた。

上述の修飾構造に加えて、CN は加熱処理によって脱リン酸化が進むことが知られていることか

ら [58]、これら牛乳試料中の CN のリン酸修飾についても測定を行った (Table 2-7)。リン酸修飾は、

s1-CN、s2-CN、-CN の 3 つの Ser 残基でマスクロマトグラムによるピークエリアの算出をすることがで

きた。加熱殺菌した牛乳試料のシグナル値は生乳と比較して低いようであったが、ごく限られた程度の

差であった。 

 

2-3-3 乳たんぱく質の in vitro 消化試験 

牛乳試料を人工消化試験に供した後、SDS-PAGE に供して、たんぱく質消化性の違いを検討

した (Figure 2-2)。レトルト殺菌牛乳においては、他の牛乳試料と比べて、-LA、-LG 及び CN のバ

ンドが速やかに消失したことから、これらのたんぱく質の消化性はレトルト殺菌処理によって向上したも

のと考えられた。UHT 殺菌処理した 3 種類の牛乳試料においても、-LA および-LG のバンドについ

ては、レトルト殺菌牛乳ほどではないが、同様の速やかな消失が認められた。また-LAおよび-LGの

バンドが消失する速さから、UHT 殺菌牛乳においては、プレート式 UHT 殺菌牛乳、スチーム・インジェ

クション UHT 殺菌牛乳、スチーム・インフュージョン UHT 殺菌牛乳の順にたんぱく質消化性が高いよう

であった。一方、プレート式 HTST 殺菌牛乳においては、生乳と同じような電気泳動パターンを示して

おり、プレート式 HTST 殺菌処理はたんぱく質消化性に有意な影響を及ぼさないと考えられた。 

ペプシン処理×30 分時点、及びペプシン×30 分＋パンクレアチン処理×60 分時点における消化

物について、TCA 沈殿法とケルダール法を用いて、たんぱく質消化率を算出した (Figure 2-3)。レトル

ト殺菌処理は全ての消化条件において、他の牛乳試料よりも高い消化率となった。しかしながら、

SDS-PAGE の結果と必ずしも一致しないようであった。 

 

2-3-4 乳たんぱく質の in vivo 消化試験 

仔ラットに牛乳試料を強制経口投与し、一定時間後に解剖試験に供した (Figure 2-4)。胃の中

に白色の凝集物が認められ、CN が酸沈殿したものであることが推察された。レトルト殺菌牛乳を投与し

た仔ラットにおいては、投与 0.5 時間後および 1 時間後における凝集物の量が、他の牛乳試料を投与

した仔ラットと比べて少なく、特に投与 1.0 時間後においてプレート UHT 殺菌牛乳を投与された個体よ

りも有意に少なかった。投与 2.0 時間後では、牛乳試料の違いによる胃内容物量の差は認められなか

った。強い加熱殺菌がカゼインの酸凝集能に負の影響を及ぼすことはこれまでも報告されており [59]、

本試験におけるレトルト殺菌処理においても同様の現象が生じたものと考えられた。さらに、投与2.0時

間後において、レトルト殺菌牛乳を投与した仔ラットの胃内容物の pH は、他の牛乳試料を投与された

個体のそれより有意に低い値を示した。レトルト殺菌処理によってカゼインの酸凝集能は低下し、胃か

ら速やかに排出されたことを反映しているものと考えられた。 

小腸内容物を SDS-PAGE に供したところ、バンドパターンが複雑なため、たんぱく質の消化性

を判断することが困難であった。そこで、Western Blotting 法を用いて評価を行うこととし、in vitro 消化
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試験で最も牛乳試料間で消化性の違いを呈していた、-LG について、抗-LG 抗体を用いた

Western Blotting を行った (Figure 2-5)。投与 0.5 時間後の上部小腸内容物については、生乳および

プレート式 HTST 殺菌牛乳投与群において、-LG の分子量である 18 kDa とそれよりも分子量の小さ

い位置に強いシグナルが認められたのに対し、3 種類の UHT 殺菌牛乳とレトルト殺菌牛乳を投与した

群においては、18 kDa の位置にバンドが僅かに検出されるだけであった。プレート式 HTST 殺菌牛乳

群においては、個体間でバンドパターンに差が認められた。後述の第 6 章における同様での試験でも

個体間の差が認められており、乳たんぱく質の消化速度は速く、その消化動態を詳細に捉えるために

は、より多くの時点での試料採取が必要であったと考えられた。投与 1.0 時間後の上部小腸内容物に

ついては、生乳投与群において依然として強いシグナルが認められた一方、他の群においてはシグナ

ルは僅かに検出されるか、全く検出されなかった。投与 2.0 時間後の上部小腸内容物については、全

ての群においてシグナルは検出されなかった。同様の試験を下部小腸から採取した内容物についても

実施したが、シグナルが弱く、サンプル間の違いは評価できなかった。 

 

2-4 考察 

質量分析技術の進歩により、乳たんぱく質中の修飾構造の同定は飛躍的に進んだものの、そ

の結果を栄養学的影響に関連づけた検討はほとんど行われてこなかった。本研究では、同一の生乳

を原料に複数の加熱殺菌処理に供し、それぞれについてたんぱく質中の修飾構造についてのプロテ

オミクス技術を用いた部位の特定と比較定量、および in vitro/vivo 消化試験によるたんぱく質消化性

についての評価を行った。 

   乳たんぱく質の修飾部位の特定、特に LL の特定については、プロテオミクス技術を用いた多くの

研究がこれまで行われてきた。本研究ではまず、-LA においては LL の修飾部位として Lys98 のみが

特定された。この Lys98 は、-LA が糖化修飾を受ける主要な部位として知られており、これまで UHT

殺菌牛乳や育児用ミルク中の-LA においても修飾が確認されている [60-62]。-LG については、特

定された 5 箇所全ての LL 修飾部位が、これまで報告されている、プレート式 HTST 殺菌牛乳、UHT

殺菌牛乳、あるいは育児用ミルクで特定された修飾部位と一致した [29, 60, 62]。このうち Lys47 は、

反応性が高く糖化修飾を受けやすい部位として多くの報告がなされており [63, 64]、Meltretter らは

様々な乳製品について、同部位の糖化修飾程度の比較定量を行っている [38]。CN については、

s2-CN の Lys199 を除いて全ての修飾部位が、これまで報告されている部位と一致していた。以上の

通り、本研究で特定された糖化修飾部位のほとんどが、これまでの報告と一致しており、本研究で用い

た手法の妥当性を支持する結果であると判断された [29, 62]。次に、生乳試料を基準とした修飾レベ

ルの比較定量解析では、LL と CML は加熱処理されていない生乳でも検出されており、一見矛盾した

結果であるように思われた。しかしながら、生乳や母乳中のたんぱく質においてこれらの修飾構造が存

在することは他にも報告されており、乳たんぱく質の糖化反応は生体内でも起こるものと考えられてい

ることから [65-67]、本試験の生乳試料で LL および CML が検出された結果も妥当なものであると判断

された。本研究での修飾構造の定量解析は、生乳試料のシグナル値を基準とした、部位特異的な比

較定量解析であるため、修飾部位間の修飾レベルの比較はすることはできない。しかし、LL および

CML は、特定されたほとんどの修飾部位においてレトルト殺菌牛乳のシグナル値が最も高く、レトルト

殺菌工程における緩やかな昇温/降温プロセスと、123°C で 8 分間という高温で長時間保持する厳しい

加熱条件が、メイラード反応を著しく促進しているものと考えられた。レトルト殺菌牛乳と比較すると低い

ものの、3 種類の UHT 殺菌牛乳はプレート式 HTST 殺菌牛乳と比較して多くの修飾部位で高いシグナ
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ル値が認めており、これら殺菌条件における高い保持温度による影響を反映しているものと考えられた。

一方、スチーム・インフュージョン UHT 殺菌牛乳のシグナル値は、3 種類の UHT 殺菌牛乳の中では最

も低い値を示す傾向であった。これは、単に保持温度が 3 種類の中で最も低かっただけでなく、殺菌

の過程で牛乳が蒸気で希釈されることによってメイラード反応速度が抑えられている可能性も考えられ

た [68]。CML については、-LA において認められず、-LG おいては試料間でシグナル値に顕著な

差は認められなった。牛乳の CN/WP 比は約 8:2 と CN が圧倒的に多いことから、牛乳中の糖質が量

的に多い CN と優先的に反応している可能性や、MS が糖化されたペプチドを同定するにあたり、量的

に多い CN に由来するペプチドが優先的に同定されている可能性が考えられた。本研究では、生乳試

料を基準とした修飾レベルの比較定量しか行っておらず、加熱殺菌に伴い、どの程度の Lys 残基が修

飾を受けているかは測定していない。Payne-Botha & Bigwood は、生乳をオートクレーブで滅菌処理 

(122-124°C で 20 分)すると、約 10%の Lys が損なわれることを報告している [69]。本研究のレトルト殺

菌牛乳は、これよりも短い保持時間の処理がなされているため、数%程度の Lys 残基が修飾を受けてい

るものと思われる。また、本試験におけるメイラード反応産物の比較定量の結果によると、多くの修飾部

位でレトルト殺菌牛乳試料とそれ以外の牛乳試料との間には大きな差があり、レトルト殺菌処理以外の

加熱方法による Lys 残基の修飾は 1%に満たないのではないかと予想される。 

In vitro 消化物の電気泳動において、UHT 殺菌牛乳およびレトルト殺菌牛乳における主要な乳

たんぱく質、特に-LG のバンドが消失する速さが、他の牛乳試料と比較して速いことから、これらの殺

菌処理によって乳たんぱく質の消化性は向上したものと判断された。また、UHT 殺菌牛乳およびレトル

ト殺菌牛乳における-LG のバンドの速やかな消失は、in vivo 消化試験においても確認された。加熱

処理が乳たんぱく質の消化性を促進する効果については、過去にも報告されている。Dupont らは、生

乳、HTST 殺菌牛乳、およびオートクレーブ滅菌処理した牛乳について、たんぱく質の消化性を比較し

ており、滅菌された牛乳は生乳と比べて消化性が良好であったのに対し、HTST 殺菌牛乳は生乳と同

じような消化性を示したことを報告している [70]。また、-LG についても加熱処理によって消化性が高

まるとことが多く報告されている [34, 59, 71, 72]。加熱処理によるたんぱく質消化性の向上は、たんぱ

く質が熱変性を受けて高次構造が壊れ、消化酵素が作用しやすくなったためと考えられる。熱変性度

の違いは、レトルト殺菌牛乳および UHT 殺菌牛乳の WP 変性度は生乳より低かったこと、およびレトル

ト殺菌牛乳の胃内凝集能が低下していたことが示しているものと思われた。 

一方、ケルダール法を用いて乳たんぱく質の消化率を算出した場合においては、たんぱく質消

化率の有意な差はほとんど認められなかった。同様の結果はこれまでも報告されており [73, 74]、また、

加熱処理によってたんぱく質の消化性が向上する一方、一部のアミノ酸の利用性の低下や消化酵素

に対して耐性を持った短い断片が消化されずに残存するといった、消化性に対する正と負の影響が同

時に起こるという報告もなされている [70, 71]。第 1 章で言及した通り、乳たんぱく質は加熱処理によっ

てメイラード反応産物や架橋構造などの形成が進み、これらが消化酵素によるたんぱく質への作用を

阻害して、たんぱく質の消化性を低下させる。本研究では、LL の形成がレトルト殺菌牛乳で最も進行し

ていて、それに次いで 3 種類の UHT 殺菌牛乳で進行していた。また、還元/非還元条件下で行った

SDS-PAGE のバンドパターンから、3 種類の UHT 殺菌牛乳では新たなジスルフィド結合の形成が進ん

でおり、レトルト殺菌牛乳ではジスルフィド結合だけでなくそれ以外の共有結合の形成もたんぱく質間

で進行していることが示されていた。即ち、熱変性によるたんぱく質消化性の改善は、これらの消化耐

性に関わる化学修飾の形成によってある程度相殺されている可能性が考えられた。但し、ケルダール

法を用いて算出したたんぱく質消化率が牛乳試料間でほとんど有意な差を示さなかったのは、加熱変
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性はたんぱく質の消化性を改善するものの、人工消化試験において形成された短いペプチド断片が

TCA 沈殿法で沈殿しないほど短い配列であったため、試料間の消化性の差として検出することが出来

なかった可能性もある。Vyon らの報告によると、CN 由来のペプチド断片は 12%の TCA 溶液において、

30アミノ酸残基程度かそれよりも長いペプチドはほぼ100%沈殿するものの、20アミノ酸残基程度の長さ

のものは配列によって溶解度が大きく異なり、10 アミノ酸残基程度かそれより短いものはほとんど沈殿

しないようであり [75]、本研究で算出した消化率では、20-30 kDa より小さい画分の消化性について、

十分な評価が出来ていない可能性があることを考慮しなければならない。 

レトルト殺菌処理という厳しい加熱処理法を含め、本試験においては加熱殺菌処理による乳た

んぱく質の消化性に対する明らかな負の影響は認められなかった。しかしながら、これまでの報告を精

査してみると、加熱処理が乳たんぱく質の消化性に悪影響を及ぼしているのは、乳たんぱく質ベース

の育児用ミルクや経腸栄養剤といった乳製品の場合が多いようである [56, 76-78]。これらの乳製品中

の乳たんぱく質は一般的に、「たんぱく質原料」として加工される過程で加熱処理を受け、さらに「最終

製品」として加工される過程でも加熱処理を受けることから、牛乳よりも厳しい熱履歴を経ているもので

あり、牛乳よりも糖化反応や架橋構造の形成などが進行しているものと考えられる。特にカゼイネイト原

料 (カゼインナトリウムやカゼインカルシウムなど)の場合、酸沈殿法によって CN 画分を分離した後、高

温のアルカリ性水溶液を用いた中和工程に供され、それによって lysinoalanine や lanthionine の形成が

促進される [32]。さらに、育児用ミルクや経腸栄養剤は常温で長期間保存されることがあるが、そのよ

うな製品中のたんぱく質においては上述の化学修飾がさらに進行している [79]。 

 

2-5 小括 

生乳を加熱殺菌処理、特に UHT 殺菌処理やレトルト殺菌処理に供することにより、乳たんぱく

質は熱変性を受けてその消化性は改善した。一方、たんぱく質の消化性を低下させるような化学修飾

の形成も進行し、それらが消化性の改善を一部相殺している可能性が認められた。これまで加熱殺菌

工程が乳たんぱく質の消化性に及ぼす影響については、ポジティブな結果とネガティブな結果が混在

して報告されていたが、本試験により、牛乳の製造工程 (生乳を加熱殺菌)で用いられるプレート式

HTST 殺菌法やプレート式 UHT 殺菌法、スチーム・インフュージョン UHT 殺菌法は、乳たんぱく質の

消化性に影響を及ぼさないか (プレート式 HTST 殺菌法)、消化性を改善する (UHT 殺菌法・レトルト

殺菌法)ことを示すことが出来た。また、生乳中の乳たんぱく質と育児用ミルクや経腸栄養剤といった乳

製品に用いられた乳たんぱく質との間には熱履歴に大きな差があることから、育児用ミルクや経腸栄養

剤についても、本試験と同様の試験を行う必要があると判断された。 
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Table 2-1 Heat treatment of milk samples      

 

aHeating conditions were set by reference to those of the manufacturer’s commercial products. 

Treatment Holding Temp./Time F0 Value Reference Producta 

Plate-type HTST process 173ºC for 15 sec 0 Milk 

Plate-type UHT process 140ºC for 12 sec 2.6 Milk 

Steam-infusion UHT process 135ºC for 12 sec 0.8 Milk 

Steam-inhjection UHT process 151ºC for 14 sec 65 Liquid Enteral Formula 

Retort Sterilization 123ºC for 18 min 20 Liquid Enteral Formula 
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Table 2-2 Nutrient composition of lyophilized raw and in-can sterilized milk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Component (g/100g) Raw milk Retort Sterilized milk 

Protein 25.5 25.5 

Fat 28.7 28.3 

Carbohydrate 38.2 38.2 

Ash 5.5 5.6 

Water 2.1 2.4 
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Table 2-3 Ratio of denatured whey protein in milk samples 

 

 

 

 

 

Relative ratios of denatured WP are shown assuming that raw milk has no denatured WP (i.e., 0%). 

[Abbreviations] 

WP, whey protein;  Plat HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj, steam-injection milk;  Retort Sterilized, retort sterilized 

milk. 

 

 

 

 

 
Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

Denatured WP (%) 8.9 82.7 46.3 75.9 88.6 
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Figure 2-1. Electrophoresis of milk proteins. Milk samples were applied to SDS-PAGE analysis under 

reducing (a) and nonreducing (b) conditions. Fifty micrograms of protein was loaded onto a 15% gel, and 

the gel was stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plat HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj, steam-injection milk;  Retort Sterilized, retort sterilized milk;  

CN, casein;  -LG, -lactoglobulin;  -LA, -lactalbumin. 
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Table 2-4 Lactulosyl-lysine in milk proteins 

 

Milk samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing lactullosyl-lysine in milk proteins. Peak area values of the 

specific peptides are expressed as mean values (n=2); normalized to raw milk (i. e., all the values for raw 

milk are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk,  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk,  Steam-Inj UHT, steam injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk;  -LA, -lactalbumin -LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 

Protein Residue 
Amino 

Acid 
Ch 

Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LA 95-108 Lys98 
[3+] 1.1 3.0 2.4 3.7 9.8 

[4+] 0.9 2.1 1.4 2.4 6.0 

-LG 

41-60 Lys47 [3+] 1.0 1.6 2.1 2.5 3.6 

76-83 Lys77 [2+] 1.4 4.4 2.0 5.5 16.5 

76-101 
Lys83 or  

Lys91  
[4+] 1.2 4.5 1.6 2.1 10.2 

84-101 Lys91 [3+] 1.1 1.7 1.6 2.0 2.4 

125-138 Lys135 
[2+] 1.0 3.0 2.3 4.0 6.2 

[3+] 1.1 2.8 2.1 4.0 4.8 

S1-CN 

4-22    Lys7 
[3+] 0.8 2.6 2.0 3.0 6.3 

[4+] 1.1 3.1 1.8 3.3 6.1 

35-42 Lys36 [2+] 1.2 2.7 2.4 3.8 13.7 

80-90 Lys83 
[2+] 1.0 1.8 1.5 4.6 12.4 

[3+] 1.9 4.1 1.9 4.9 9.7 

104-119 Lys105 
[2+] 1.8 26.9 5.6 46.2 505.3 

[3+] 2.6 5.6 2.0 7.7 62.3 

120-132 Lys124 [2+] 3.7 11.9 2.8 9.4 101.6 

125-151 Lys132 
[2+] 1.5 3.9 1.6 4.9 19.8 

[3+] 2.1 5.4 2.3 5.3 24.0 

S2-CN 

25-41 Lys32 
[2+] 0.5 3.1 1.5 3.2 17.1 

[3+] 0.6 2.4 1.3 3.1 21.2 

71-91 
Lys76 or 

Lys 80 

[3+] 1.1 4.1 1.7 4.3 10.1 

[4+] 1.2 3.5 1.7 3.6 8.5 

171-181 Lys173 
[2+] 1.5 2.8 1.7 3.3 6.2 

[3+] 1.6 2.4 1.8 3.1 5.4 

174-188 Lys181 

[2+] 1.6 3.9 2.4 3.3 8.0 

[3+] 1.2 2.5 1.6 2.9 4.9 

[4+] 1.5 2.3 1.6 2.5 4.0 

198-205 Lys199 
[2+] 1.1 1.8 0.8 2.1 4.2 

[3+] 1.2 1.5 0.8 2.3 4.1 
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Table 2-4, continued 

 

Milk samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing lactullosyl-lysine in milk proteins. Peak area values of the 

specific peptides are expressed as mean values (n=2); normalized to raw milk (i. e., all the values for raw 

milk are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk,  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk,  Steam-Inj UHT, steam injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk;  -LA, -lactalbumin -LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 

 

 

Protein Residue 
Amino 

Acid 
Ch 

Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-CN 170-183 Lys176 
[2+] 0.9 1.4 1.1 1.5 5.8 

[3+] 1.1 1.5 1.0 2.1 4.5 

-CN 

22-34 Lys24 
[2+] 1.9 5.6 4.1 6.1 12.1 

[3+] 2.0 4.9 3.5 5.2 11.3 

35-68 Lys46 [4+] 1.9 6.4 2.6 6.2 20.1 

69-97 Lys86 
[3+] 1.0 4.1 3.3 4.7 34.7 

[4+] 1.6 4.7 2.3 3.8 31.1 
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Table 2-5 N-carboxymethyl-lysine in milk proteins 

 

Milk samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing lactullosyl-lysine in milk proteins. Peak area values of the 

specific peptides are expressed as mean values (n=2); normalized to raw milk (i. e., all the values for raw 

milk are 1.0.). aThe peak area value are normalized to other milk samples as those from raw milk was 

below detection limit. 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk,  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk,  Steam-Inj UHT, steam injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk;  -LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 

Protein Residue 
Amino 

Acid 
Ch 

Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LG 

41-70 

Lys47, 

Lys69, or 

Lys70 

[3+] 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 

76-83 Lys77 
[2+] 0.9 1.2 0.1 2.7 3.9 

[3+] 2.2 3.0 0.4 6.9 11.2 

125-138 Lys135 [3+] 0.6 0.6 0.8 1.1 0.8 

S1-CN 

4-22 Lys7 
[3+] 1.0a 1.7 1.0 1.7 4.9 

[4+] 1.0a 1.5 1.0 1.6 3.8 

23-36 
Lys34 or 

Lys36 
[3+] 22.1 68.7 18.9 63.8 552.0 

80-90 Lys83 
[2+] 3.4 20.9 3.7 20.1 142.5 

[3+] 3.4 4.6 0.9 4.9 16.2 

S2-CN 

71-80 Lys76 [2+] 2.9 10.1 1.5 18.2 28.6 

151-160 Lys152 [2+] 1.2 0.8 1.2 2.1 8.2 

171-181 Lys173 
[2+] 6.7 11.3 2.4 11.5 54.8 

[3+] 26.5 35.1 13.6 20.5 115.6 

198-205 Lys199 [2+] 2.7 9.0 1.1 3.4 55.0 

-CN 

98-107 Lys105 [2+] nd nd nd nd 1.0a 

170-183 Lys176 
[2+] 4.3 10.8 2.9 6.6 77.6 

[3+] 2.3 3.4 1.8 2.9 15.6 

-CN 22-34 Lys24 
[2+] 0.9 1.8 2.6 4.1 20.0 

[3+] 0.8 1.2 1.3 3.2 8.7 
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Table 2-6 Dehydroalanine derivatives on Ser in milk proteins 

 

Milk samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing dehydroalanine on Ser in milk proteins. Measured values of 

peak areas are shown (n=1); normalized to raw milk (i. e., all the values for raw milk are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk,  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk,  Steam-Inj UHT, steam injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk;  CN, casein. 

 

Protein Residue 
Amino 

Acid 
Ch 

Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

S1-CN 104-119 Ser115 
[2+] 0.6 1.7 0.7 1.4 1.2 

[3+] 0.4 1.0 0.5 0.8 0.6 

-CN 33-48 Ser35 [2+] 0.3 0.6 0.3 0.3 0.3 
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Table 2-7 Phosphorylation on Ser in milk proteins 

 

Milk samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing phosphorylation on Ser in milk proteins. Measured values of 

peak areas are shown (n=1); normalized to raw milk (i. e., all the values for raw milk are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk,  Steam-Inf 

UHT, steam-infusion UHT milk,  Steam-Inj UHT, steam injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk;  CN, casein. 

Protein Residue 
Amino 

Acid 
Ch 

Plate 

HTST 

Plate 

UHT 

Steam-Inf 

UHT 

Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

S1-CN 104-119 Ser115 
[2+] 0.7 1.0 0.9 0.7 0.5 

[3+] 0.8 0.7 0.7 0.8 0.5 

S2-CN 25-41 Ser31 
[2+] 2.1 0.9 1.8 0.7 4.0 

[3+] 2.1 0.6 1.4 0.4 4.3 

-CN 33-48 Ser35 
[2+] 0.9 0.7 1.0 0.8 0.7 

[3+] 0.8 0.6 1.1 0.7 0.6 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-2 Electrophoresis of milk proteins after in vitro digestion. Milk samples were subjected to in vitro 

digestion using pepsin and pancreatin for different time periods. Both infant (a-h) and adult (i-p) digestion 

conditions were simulated by adopting different pH values during the peptic digestion. Fifty micrograms of 

protein (before digestion) was loaded on 15% gel, and the gel was stained with Commassie Brilliant Blue 

R-250. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk. 
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Figure 2-2, continued. Milk samples were subjected to in vitro digestion using pepsin and pancreatin for 

different time periods. Both infant (a-h) and adult (i-p) digestion conditions were simulated by adopting 

different pH values during the peptic digestion. Fifty micrograms of protein (before digestion) was loaded 

on 15% gel, and the gel was stained with Commassie Brilliant Blue R-250. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk. 
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Figure 2-2, continued. Milk samples were subjected to in vitro digestion using pepsin and pancreatin for 

different time periods. Both infant (a-h) and adult (i-p) digestion conditions were simulated by adopting 

different pH values during the peptic digestion. Fifty micrograms of protein (before digestion) was loaded 

on 15% gel, and the gel was stained with Commassie Brilliant Blue R-250. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk. 
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Figure 2-2, continued. Milk samples were subjected to in vitro digestion using pepsin and pancreatin for 

different time periods. Both infant (a-h) and adult (i-p) digestion conditions were simulated by adopting 

different pH values during the peptic digestion. Fifty micrograms of protein (before digestion) was loaded 

on 15% gel, and the gel was stained with Commassie Brilliant Blue R-250. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plate HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT milk;  Retort Sterilized, retort 

sterilized milk. 
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Figure 2-3 Protein digestibility of milk proteins after in vitro digestion. Protein digestibility was defined as 

the increase in NPN after in vitro digestion, which was determined by the combination of TCA 

precipitation and a Kjeldahl procedure. Each of the digestion and the subsequent procedures was 

conducted 6 times, and data are expressed as means ± SD. At each digestion condition, values with 

different superscripts are statistically significant (P < 0.05). 

[Abbreviations] 

NS, not significant;  Pep, pepsin;  Pan, pancreatin 
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Figure 2-4 Stomach contents of suckling rat pups. Rat pups fed different milk samples were euthanized at 

0.5 h, 1 h, and 2 h after intubation, and the stomach contents were obtained. Wet weight (a; expressed as 

stomach content weight/volume of milk administered (% w/v)) and pH of the aggregates (b) were 

measured, and data are expressed as means ± SD (n = 3 males + 3 females). At each time point, values 

with different superscripts are statistically significant (P < 0.05). NS denotes not significant. 
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Figure 2-5 Western blotting of -LG in upper small intestine perfusates from suckling rat pups. Rat pups 

fed different milk samples were euthanized at 0.5 h, 1.0 h, and 2.0 h after intubation, and the upper 

intestines were perfused with PBS containing protease inhibitor. Five micrograms of protein was loaded 

and -LG was detected by Western blotting. 

[Abbreviations] 

Raw, raw milk;  Plat HTST, plate-type HTST milk;  Plate UHT, plate-type UHT milk;  Steam-Inf UHT, 

steam-infusion UHT milk;  Steam-Inj UHT, steam-injectin UHT milk;  Retort Sterilized, retort sterilized 

milk,  -LG, -lactoglobulin. 
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第 3 章 乳たんぱく質ベースの経腸栄養剤の製造における加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修

飾構造とその消化性に及ぼす影響 

 

3-1 緒言 

乳たんぱく質は、その消化性とアミノ酸バランスが優れていることから、育児用ミルクや経腸栄養

剤など栄養組成物の主要原材料として広く用いられている。乳たんぱく質以外として、乳糖やマルトデキ

ストリン、オリゴ糖などの炭水化物、植物油や魚油などの脂質を主要原材料とし、さらにビタミン、ミネラル

源を添加して、乳児・成人の栄養要求量に適した組成に設計されている。育児用ミルクや経腸栄養剤の

製造においては、これらの原料を混合した「調合液」を作製したのち、加熱殺菌工程に供される。我が国

では、育児用ミルクは粉末状の製品である「調製粉乳」のみが法律で定義されていて、乳ベースの育児

用ミルクは粉ミルクのみが流通している。一方欧米では、粉ミルクだけでなく液状の育児用ミルクも広く流

通している。また経腸栄養剤の場合、日本国内で市販されている製品のほとんが液状のものである。これ

らの液状の製品には、高い衛生性と常温での流通が求められていることから、UHT 殺菌法やレトルト殺

菌法が用いられている。 

2-1 でも言及したように、加熱殺菌が乳たんぱく質の及ぼす栄養学的影響については、これまで

多くの報告がある。加熱処理によってまず、乳たんぱく質は変性を受け、たんぱく質の2次構造や高次構

造が壊されることで消化酵素がたんぱく質に作用しやすくなり、その結果、消化性は向上する [27]。一

方乳たんぱく質は、加熱処理に伴って多くの化学修飾を受ける (第 1 章 Figure 1-1) [28]。メイラード反

応の進行によって、乳たんぱく質のリジン残基は糖化修飾を受け、これが消化酵素の乳たんぱく質への

接触を阻害し、たんぱく質の消化性は低下する [29, 30]。また、生体は修飾を受けたリジン残基をアミノ

酸合成に利用することができず、乳たんぱく質の生物価は低下する [31]。さらに、架橋構造である

lysinoalanine や lanthionine の形成が進行し、これらの構造もたんぱく質の消化性を低下させる [32]。こ

のように、乳たんぱく質の修飾構造を解析することは、乳たんぱく質の栄養性を評価する上で重要であ

る。 

第 2 章では、異なる加熱殺菌工程に供した牛乳中のたんぱく質について、プロテオミクス技術を

用いた修飾構造の特定と、in vitro/vivo 消化試験によるたんぱく質の消化性の評価を行った。その結果、

加熱処理によって牛乳中のたんぱく質は熱変性を受けて消化性は向上する一方、消化を阻害する化学

修飾反応が同時に進行することにより、加熱変性による消化性に対する改善効果を一部相殺している可

能性が認められた。一方、これまでの報告によると、加熱処理が乳たんぱく質の栄養性に及ぼす負の影

響は、乳たんぱく質ベースの育児用ミルクや経腸栄養剤において、より顕著なようである [56, 76-78]。す

なわち、牛乳の場合と上述の乳製品の場合とでは、同じ加熱殺菌処理に対して乳たんぱく質が受ける栄

養学的影響は異なると考えられる。 

本研究では、脱脂粉乳とカゼインナトリウムを乳たんぱく質原料とした経腸栄養剤を調合し、スチ

ーム・インジェクション UHT 殺菌処理またはレトルト殺菌処理に供した。加熱殺菌処理を行っていないも

のを含めた 3 種類の経腸栄養剤について、第 2 章と同様のプロテオミクス解析と in vitro/vivo 消化試験

に供し、その乳たんぱく質の修飾構造と消化性について検討した。 

 

3-2 材料と方法 

3-2-1 経腸栄養剤の調製 

経腸栄養剤は、森永乳業株式会社のテストプラントにて作製した。同社が販売する製品の組成を

参考に、脱脂粉乳 (ハイヒート)、カゼインナトリウム、植物油、マルトデキストリン、ビタミン、ミネラル、及び
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乳化剤を原料として用いた。これにより、CN:WP 比は約 7:1 となる。これらの原料を混合した後、2 通りの

加熱殺菌工程に供した。本試験で用いた 2 種類の加熱殺菌方法の「保持温度・時間」、および殺菌の強

度を示す「F0 値」について、Table 3-1 に記した。加熱殺菌後の試料は、30 MPa の均質化処理を行った

後、凍結乾燥した。非加熱前の調合液については、均質化処理を行わず、凍結乾燥に供した。非加熱

試料の凍結乾燥品のたんぱく質、脂質、炭水化物、灰分、及び水分含量は、同社分析センターにて測

定した (Table 3-2)。凍結乾燥試料は全て、試験に供するまで 4°C 下で保存した。 

 

3-2-2 SDS-PAGE 

凍結した経腸栄養剤試料を超純水で溶解し、4°C 下で遠心分離（8,500g、30 分）に供した後、浮

上した脂肪層をスパチュラを使って除去した。遠心分離によって生じた沈殿は、上清部分とよく懸濁して

分散させた。脂肪層を除去した試料のたんぱく質濃度を Bradford法で測定した後 [43]、たんぱく質濃度

が 7.5 g/L になるよう、超純水で希釈調製した。その後、Bio-Rad のシステムを用いて SDS-PAGE を行い、

乳たんぱく質を分離した。各試料ともたんぱく質量として 50 g を Mini-PROTEAN TGX Any Kd ゲル 

(Bio-Rad)に供し、120 V で 50 分間分離を行った.ゲルはその後、Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad)で

染色した。電気泳動は、還元 (2-ME 添加有り)/非還元 (2-ME 添加無し)条件下の 2 種類の条件で行っ

た。 

 

3-2-3 プロテオミクス解析 

プロテオミクス解析のためのLC-MS/MS分析は、2-2-3の記載の方法に則り、カリフォルニア大学

デービス校の Proteomics Core Facility で行い、上述の熱履歴やたんぱく質消化性に関わる修飾構造で

ある LL (+324.105647)、FL (+162.052824)、CML (+58.005479)、セリン・シスチン残基の dehydroalanine

化 (-18.010565, -33.987721)、及びセリン・スレオニン・チロシン残基のリン酸化 (+79.966331)の修飾部

位の特定と、加熱処理をしていない調合液を基準とした修飾レベルの比較定量を行った。 

   

3-2-4 In vitro 消化試験 

凍結乾燥した経腸栄養剤試料を、上述の通りたんぱく質濃度が 7.5 g/L になるよう調製した後、

3-2-3 に記載の手法と同様の人工胃内消化試験に供した。試料の pH を 1N の塩酸を用いて 2.0 (成人

モデル)又は 4.0 (小児モデル)に調整した後、豚由来のペプシン (Sigma-Aldrich, Cat. P7000 (≥ 250 

units/mg solid))の濃度が 2.0% (w/v) になるよう 1 mM の塩酸で溶解した後、ペプシン/試料中たんぱく質

比が 1/12.5 となるように試料に添加した。その後、試料を恒温振盪水槽 (ヤマト科学, 東京都)にセットし、

37°C 下、140 rpm の条件で 30 分間振盪した。その後、1 M の重炭酸ナトリウムを用いて試料の pH を 7.0

に調整した。 

人工胃内消化試験に次いで、試料を人工腸内消化試験に供した。豚由来のパンクレアチン 

(Sigma-Aldrich, Cat. P7545 (4×USP))の濃度が 0.4% (w/v)になるよう 100 mM の重炭酸ナトリウムで調製

した溶液を、パンクレアチン/試料中たんぱく質比が 1/62.5 となるように試料に添加した。その後、試料を

恒温振盪水槽 (ヤマト科学)にセットし、37°C 下、140 rpm の条件で 60 および 240 分間振盪した。60 およ

び 240 分間の振盪後、試料を 85°C にセットした恒温水槽に供して 3 分間加熱し、消化酵素を失活させ

た。人工消化処理を行った試料は、上述の方法で還元条件下での SDS-PAGE に供して、その消化性の

評価を行った。また、ペプシン処理×30 分時点、およびペプシン×30 分＋パンクレアチン処理×60 分時点

の消化物については、Rudloff & Lönnerdal の方法に則り、また 2-2-4 で用いたケルダール法に替え、デ

ュマ法 (Sumigraph NC-220F, 住化分析センター, 東京都)にてたんぱく質消化率を算出した。 
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3-2-5 In vivo 消化試験 

経腸栄養剤中の乳たんぱく質の消化性を in vivo で評価することを目的に、2-2-5 の手法と同様

の仔ラットを用いた動物試験を行った。動物試験は、森永乳業株式会社動物実験委員会の承認を得て

実施した。Sprague Dawley 母獣ラットと母獣 1 匹あたり 10 匹の同腹仔ラット (雄 5 匹 + 雌 5 匹)を Charles 

River Japan (神奈川県横浜市)から購入した。実験施設への馴化後、14 日令において、仔ラットは母獣か

ら 6 時間隔離して絶食させたのち、3 種類の栄養剤のうち 1 種類をゾンデを使って強制投与した。栄養剤

は、たんぱく質濃度が 30 g/L に調製したものを、投与量/体重比が 1/36 (v/w)となるよう強制投与した。

投与後 0.5、1.0、または 2.0 時間後に、各仔ラットを二酸化炭素に暴露して安楽死させた後、解剖試験に

供した。エチレンジアミン四酢酸二ナトリウムで処理した注射針を用いて心採血を行い、採取した血液は

遠心分離（1,700g、10 分）に供した。上清の血漿画分を回収し、解析まで-80°C で保存した。また、胃お

よび小腸の内容物を採取した。胃からは、内部に認められた白色の凝集物を回収した。また小腸は、均

等な長さに 2 等分にしたのち、それぞれの内面をプロテアーゼインヒビター・カクテル (Sigma-Aldrich，

P2714)を含んだ 0.2 mL の PBS で 2 回洗浄し、洗浄液を小腸内容物として回収した。回収した小腸内容

物は、解析まで-80°C で保存した。尚、各栄養剤試料・タイムポイント毎に、雄 3 匹 + 雌 3 匹の仔ラット

をランダムに割り付けた。また、実験コントロールとして、雄 3 匹 + 雌 2 匹に対して栄養剤の強制投与を

行わず、採血と小腸内容物の採取を行った。 

In vivo におけるたんぱく質消化性を評価することを目的に、小腸内容物について-LG 抗体を用

いたWestern Blotting を行った。たんぱく質含量として 5 g を SDS-PAGE に供した後、Trans-Blot Turbo 

PVDF メンブレン (Bio-Rad)にたんぱく質を転写した。転写後のメンブレンは、PBST に浸し、室温にて 45

分間振盪してブロッキングした。メンブレンは PBST で 3 回洗浄した後、一次抗体 rabbit anti-bovine 

-LG antibody （Bethyl Laboratories）をブロッキング液で 20,000 倍希釈した溶液に浸し、室温にて 45

分間振盪した。メンブレンを再び PBST で 3 回洗浄した後、二次抗体 rabbit anti-goat IgG antibody（GE 

Heatlthcare）をブロッキング液で 20,000倍希釈した溶液に浸し、室温にて 45 分間振盪した。メンブレンを

再び PBST で 3 回洗浄した後、-LG を Pierce ECL Western Blotting Substrate （Thermo Scientific）を

用いて検出した。 

血漿試料については全アミノ酸分析に供し、その遊離アミノ酸濃度を測定した。各試料を等量の

10% TCA と混合後、4°C 下で遠心分離 (21,500g、30 分)に供し、上清を回収した。上清は 0.2 m 径の

PVDF 膜 (Thomson Instrument Company, Oceanside, CA, USA)を用いて限外濾過した後、自動アミノ酸

分析 L-8900 (日立製作所、東京都)に供して全アミノ酸分析を行った。 

 

3-2-6 統計解析 

デュマ法を用いたたんぱく質消化率、in vivo 消化試験における胃内容物量、胃内容物 pH、およ

び血漿遊離アミノ酸濃度を群間比較を行うに当たっては、解析ソフト JMP software (version 5.1.1., SAS 

Institute, Cary, NC, USA)を用いて Tukey-Kramer HSD test による多重比較を行った。血漿遊離アミノ酸

濃度について、各群における時点間の変動を比較するに当たっては、Student’s t-test を行った。有意

水準は P < 0.05 とした。 

 

3-3 結果 

3-3-1 乳たんぱく質の電気泳動 

経腸栄養剤試料を SDS-PAGEに供し、バンドパターンを比較した (Figure 3-1)。全ての試料にお
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いて、還元・非還元条件下いずれの場合も、スミア状のバンドが分子量の広い範囲にわたって認められ

た。スミア状のバンドは、非還元条件下においては、全ての経腸栄養剤試料で 250 kDa 付近に濃く認め

られていたのに対し、還元条件下ではレトルト殺菌栄養剤においてのみ、250 kDa 付近の濃いスミアが認

められた。またレトルト殺菌栄養剤では、他の 2 試料と比べて、主要な乳たんぱく質である-LA、-LG

及び CN に相当するバンドが薄くなっていた。以上の結果から、経腸栄養剤に用いられたたんぱく質原

料においては、加熱殺菌供する前からかなりの程度のたんぱく質間共有結合が形成されていて、レトルト

殺菌処理によってジスルフィド結合以外の共有結合の形成が著しく進行したと考えられた。 

 

3-3-2 プロテオミクス解析 

経腸栄養剤の製造における加熱殺菌方法の違いが、たんぱく質消化性に関わる修飾構造の形

成に及ぼす影響を比較することを目的に、経腸栄養剤試料および加熱処理していない調合液を

LC-MS/MS分析に供し、LL、CML、およびdehydroalanineについての修飾部位の特定と、加熱処理して

いない調合液を基準とした修飾レベルの比較定量を行った。 

まず本経腸栄養剤試料においては、脱脂粉乳やマルトデキストリンを原料としており、それらには

ラクトースやグルコースが含まれていることから、初期メイラード反応産物として LL および FL を、後期メイ

ラード反応産物として CML を測定した。これらの構造は、3 種類全ての経腸栄養剤試料において同定さ

れた。LL および FL は、加熱処理した 2 種類の経腸栄養剤の方が加熱殺菌処理をしていない試料よりも

シグナル値が高い傾向であった (Table 3-3 および 3-4)。一方、スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄

養剤とレトルト殺菌栄養剤との間に顕著な差は認められなかった。CML についても、加熱処理した 2 種

類の経腸栄養剤栄養剤の方が、加熱処理をしていないものよりもシグナル値が高い傾向であった 

(Table 3-5)。また、レトルト殺菌栄養剤の方がスチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤よりも高いシグ

ナル値を示す傾向が認められた。 

次に、架橋構造である lysinoalanine や lanthionine は本試験で用いた一斉解析法では測定するこ

とができないことから、その前駆体である Ser および Cys 残基における dehydroalanine について測定した 

(Table 3-6) [40]。加熱処理をしていない経腸栄養剤と比較して、加熱殺菌処理した 2 種類の経腸栄養

剤では、dehydroalanine は高いシグナル値である傾向が確認された。加熱殺菌処理した 2 種類の間には、

特に傾向は認められなかった。 

さらに、熱履歴の指標としてセリン残基におけるリン酸化について測定を行った (Table 3-7) [58]。

加熱処理していない経腸栄養剤と比較して、CN のリン酸化レベルはレトルト殺菌栄養剤で低下していた

一方、スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤においてはほぼ変化が認められなかった。以上のこと

から、CN の脱リン酸化反応はレトルト殺菌処理によって進行したと考えられた。 

 

3-3-3 乳たんぱく質の in vitro 消化試験 

経腸栄養剤試料を人工消化試験に供した後、SDS-PAGE に供して、たんぱく質消化性の違いを

検討した。ペプシン処理 (人工胃内消化)においては、pH 2.0、4.0 のいずれの条件で反応を行った場合

においても、レトルト殺菌栄養剤においては約 15-30 kDa のスミア状のバンドが消化されずに残る傾向が

認められた (Figure 3-2)。その後、パンクレアチン処理 (人工腸内消化)を行っても、レトルト殺菌栄養剤

で約15-30 kDaに認められたスミア状のバンドは消化されにくく、反応時間を240分まで延長してもこのス

ミア状のバンドは残存していた。 

ペプシン処理×30分時点、及びペプシン×30分＋パンクレアチン処理×60分時点における消化物

について、TCA 沈殿法とデュマ法を用いて、たんぱく質消化率を算出した (Figure 3-3)。統計的な有意
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差は認められなったものの、いずれの消化条件においてもスチーム・インジェクションUHT殺菌栄養剤は

最も高いたんぱく質消化率を示した。 

 

3-3-4 乳たんぱく質の in vivo 消化試験 

仔ラットに経腸栄養剤試料を強制経口投与し、一定時間後に解剖試験に供した。胃の中におい

て、CN が酸沈殿したものと思われる白色の凝集物が認められた (Figure 3-4)。その量は経時的に減少

したものの、どの時点においても群間に有意な差は認められなかった。凝集物の pH も、群間で有意な差

は認められず、僅かに経時的に低下するだけであった。 

第 2 章と同様に、上部小腸から採取された内容物について、-LG の Western Blotting 試験を行

った (Figure 3-5)。-LG の分子量である約 18 kDa の位置にシグナルが検出されず、-LG の分解物と

考えられるシグナルが、-LG よりも小さい分子量の位置にバンド状あるいはスミア状に検出された。これ

らのシグナルは、経時的に弱くなる傾向が認められた。スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤投与

群においては、他の栄養剤投与群と比較してシグナルが弱い傾向が認められたが、投与 2.0 時間後で

はそのような傾向は認められなかった。次に、下部小腸から採取した内容物についても同様の解析を行

った。シグナルは全てスミア状に検出され、また上部内容物の場合よりも弱いシグナルであったことから、

-LG の分解が進行しているものと考えられた。投与 0.5 および 1.0 時間後において、スチーム・インジェ

クション UHT 殺菌栄養剤群のシグナルは、他の栄養剤投与群と比べて弱い傾向であった。投与 2.0 時

間後において、シグナルはほとんど検出されず、群間の違いは認められなかった。尚、市販の抗 CN 抗

体を使ったWestern Blotting も行ったが、抗体が内容物に含まれるラット由来のたんぱく質とも反応してし

まったため、CN の消化性を評価することは出来なかった。 

乳たんぱく質の栄養学的品質をさらに評価することを目的に、アミノ酸の生体利用性を評価すべ

く、血漿中の遊離アミノ酸について分析を行った。総・必須アミノ酸レベル共に、投与 0-0.5 時間後にお

いてその濃度は上昇、投与 0.5-1.0 時間後で低下し、投与 1.0-2.0 時間後では一定という傾向が認めら

れ、特に投与 0.5-1.0 時間後の変化は、加熱処理していない調合液を投与された群およびレトルト殺菌

栄養剤投与群においては、統計的に有意な低下であった (Figure 3-6)。加熱処理していない調合液を

投与された群と比較して、スチーム・インジェクションUHT殺菌栄養剤、またはレトルト殺菌栄養剤投与群

における、総・必須アミノ酸レベルの変動幅は小さかった。また投与 0.5 時間後においては、これらの群

のほとんどのアミノ酸レベルは、加熱処理していない調合液を投与された群と比べて低い値を示しており、

スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤投与群のロイシンと、レトルト殺菌栄養剤投与群のイソロイシ

ンのレベルは、加熱処理していない調合液を投与された群のそれらよりも有意に低い値であった (Table 

3-8)。たんぱく質の糖化修飾のターゲットととなるリジンの濃度もまた、加熱処理していない調合液を投与

された群で最も高い値を示したが、他の 2 群間と比較して統計的有意な差ではなかった。 

 

3-4 考察 

育児用ミルクや経腸栄養剤中の乳たんぱく質について、その修飾構造と消化性との関係を明ら

かにすることを目的に、乳たんぱく質ベースの経腸栄養剤を 2 種類の加熱殺菌工程に供し、これらと加

熱前の調合液について、第 2 章で牛乳試料に対して行ったものと同様の解析を行った。 

3 種類の経腸栄養剤をたんぱく質電気泳動に供したところ、レトルト殺菌栄養剤では濃いスミア状

のバンドが分子量の広い範囲にわたって認められ、また主要な乳たんぱく質に相当するバンドが薄くな

っていたのに対し、ストーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤は加熱処理していない調合液と同様のバ

ンドパターンを呈した。このことから、レトルト殺菌処理によってたんぱく質間の相互作用が進行する一方、
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スチーム・インジェクション UHT 殺菌処理は際立った影響を及ぼさないものと考えられた。この結果は、

第 2 章で牛乳試料を解析した際の、レトルト殺菌法、スチームインジェクション UHT 殺菌法ともに、乳たん

ぱく質間の相互作用を促進したという結果 （但し、レトルト殺菌法の方が影響は大きかった）とは相反す

る。牛乳と経腸栄養剤との場合で異なる結果が認められた原因の一つとして、経腸栄養剤で用いた乳た

んぱく質原料は、原料として加工される際に加熱殺菌工程を経ていたり、また常温で数か月間原料とし

て保管されたりしており、そのような熱履歴によってたんぱく質が修飾を受けていた可能性が考えられる。

特にカゼイネイト原料 (カゼインナトリウムやカゼインカルシウムなど)の場合、酸沈殿法によって CN 画分

を分離した後、高温のアルカリ性水溶液を用いた中和工程に供されることにより、メイラード反応産物や

架橋構造の形成が進行することが報告されている [80, 81]。本章の経腸栄養剤の解析と第 2 章の牛乳と

の解析は同時に行ったものではないため、結果の比較には注意が必要だが、プロテオミクス解析で

dehydroalanine が同定された部位の数は、生乳と比べて加熱処理していない経腸栄養剤の方がはるか

に多かった。このように、本試験で調製した経腸栄養剤中の乳たんぱく質は、生乳中のたんぱく質には

存在しない (あるいは少ない)たんぱく質間の共有結合が原料の段階で相当量存在していて、そのような

相互作用が潜在的に存在している故に、スチーム・インジェクションUHT殺菌処理によって新たに形成さ

れた共有結合が、電気泳動によって検出されにくかったものと推察された。 

プロテオミクス解析の結果から、スチーム・インジェクションUHT殺菌法、レトルト殺菌法ともに乳た

んぱく質のメイラード反応を促進し、また CML が特定された多くの部位においてレトルト殺菌栄養剤のシ

グナル値が最も高い値であることから、特にレトルト殺菌処理法よって CML の形成が著しく進行すること

が、推察された。即ち、レトルト殺菌法の方がスチーム・インジェクション UHT 殺菌法よりもメイラード反応

を促進する殺菌法であり、同殺菌法の緩やかな昇温/降温プロセスと 123°C という高温で 8分間も保持す

るという厳しい加熱条件に起因するものと考えられた。さらに、CN は加熱処理によって脱リン酸化が進む

ことが知られており [58]、本試験でも CN のリン酸化レベルは、加熱処理していない調合液と比較して、

レトルト殺菌栄養剤で低下した一方、スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤ではほぼ変化しなかっ

たことが確認された。この結果も、レトルト殺菌法の加熱条件の厳しさを反映しているものと考えられた。

Birlouez-Argon らによる、レトルト殺菌タイプの育児用ミルクの方が UHT 殺菌タイプのミルクよりも CML の

含量が高かったという報告も [82]、レトルト殺菌法の方が UHT 殺菌法よりも厳しい加熱方法であるという

ことを支持していた。一方、CML の形成や脱リン酸化反応の進行と異なり、 LL、FL、および

dehydroalanine の形成は、スチーム・インジェクション UHT 殺菌法、レトルト殺菌法いずれの場合でも進

行していたものの、これら殺菌法の違いによる差は小さく、また一貫した傾向は確認されなかった。LL、

FL は CML の前駆体であり [28]、dehydroalanine は架橋構造である lysinoalanine や lanthionine の前駆

体である [32]。Rufián-Henare らによると、WP およびラクトース/マルトデキストリンをリン酸緩衝液に溶か

した溶液を 140°C で加熱した場合、乳たんぱく質の糖化が経時的に進む一方、ある一定時間を過ぎると

糖化産物は減少したことから、長時間の加熱によって一旦形成された FL などの初期メイラード反応産物

が CML などの後期メイラード反応産物に変換したものと結論付けていた [83]。また van Boekel によると、

-CN を溶かした溶液を 110-120°C で加熱すると dehydroalanine の形成が経時的に進行するが、130°C

以上で加熱し続けた場合では、dehydroalanine はある一定レベルに達するとそれ以上形成されないこと

を報告していて、dehydroalanine の新規形成と架橋構造への変換が同時に起こっていることを示唆して

いた [40]。即ち、LLやFL、dehydroalanineなどの量は、必ずしも加熱強度と比例しないものであると考え

られた。 

In vitro 消化試験で得られた消化物を電気泳動試験に供した結果から、レトルト殺菌栄養剤にお

いては約 15-30 kDa のスミア状のバンドが消化されずに残る傾向が認められ、レトルト殺菌栄養剤に含ま
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れる乳たんぱく質にはペプシン/パンクレアチンに対して消化耐性を有した複合体が形成されたものと考

えられた。また、TCA 沈殿とデュマ法によって算出したたんぱく質消化率は、統計的有意でないものの、

スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤で最も高かった一方、レトルト殺菌栄養剤の消化率は加熱処

理していない調合液と同程度であった。同様に、in vivo 消化物の-LG の Western Blotting の結果で、

スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤投与群における-LG に由来するシグナルは、加熱処理して

いない調合液やレトルト殺菌栄養剤と比較して弱かったことから、-LG の消化性はスチーム・インジェク

ション UHT 殺菌法によって向上したものと推察された。これらの結果から、既報で言及されている通り 

[56]、UHT 殺菌法の方がレトルト殺菌法よりもたんぱく質の消化性に対してネガティブな影響が小さい殺

菌法であると思われる。すなわち、スチーム・インジェクション UHT 殺菌法、レトルト殺菌法ともに、乳たん

ぱく質を変性させて消化性を高めているものの、後者の方が前者よりもたんぱく質消化性に負の影響を

及ぼす修飾構造の形成が進行していて、熱変性による効果を大きく相殺しているものと考えられた。 

In vivo 消化試験では、アミノ酸の生体利用性を評価すべく、血漿中の遊離アミノ酸レベルの分析

も行った。スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤投与群、レトルト殺菌栄養剤投与群ともに、血中

総・必須アミノ酸レベルは、加熱処理をしていない調合液を投与された群と比べて低く推移する傾向があ

り、特に投与 0.5 時間後におけるスチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤投与群の Leu のレベルと、

投与 0.5 時間後におけるレトルト殺菌栄養剤投与群の Ile のレベルは、調合液投与群のそれらと比較して、

有意に低かった。同様の傾向は、統計的有意でないものの、その他のほぼすべてのアミノ酸で認められ

たことから、加熱殺菌処理によって特定のアミノ酸が修飾を受けたことによる影響よりも、たんぱく質全体

としての消化性が低下しているものと推察された。想定されることとして、スチーム・インジェクション UHT

殺菌栄養剤およびレトルト殺菌栄養剤の消化物には消化耐性を持った非常に短いペプチド断片が含ま

れていること、またそれらは電気泳動では短すぎて検出されず、12%の TCA でも沈殿しないため、本章の

試験系ではその影響を考慮されていない要素であることが推察された。但し、本試験のアミノ酸利用性の

評価は栄養剤投与後の限られた時点でしか行っておらず、より詳細な検討が必要である。また、本研究

では架橋構造である lysinoalanine や lanthionine は技術的な限界から測定を行っておらず、この点にお

いても結果の解釈に留意しなければならない。しかしながら、プロテオミクス解析の結果から、加熱殺菌

方法で処理した栄養剤では CML の形成や脱リン酸化反応が進行しており、Cattaneo らが言及している

ように [80]、加熱殺菌処理によってたんぱく質が修飾（ダメージ）を受け、消化性が低下していることは

十分ありうる。 

乳たんぱく質の組成や実験系の違いがあるものの、本章の結果と第 2 章の牛乳試料の解析結果

の比較したところ、本試験の経腸栄養剤の方が牛乳試料よりもたんぱく質消化性が低いことが示唆され

た。本試験では、3 種類の経腸栄養剤の in vitro 試験におけるたんぱく質消化率を TCA 沈殿法とデュマ

法を用いて算出した。第 2 章でも、生乳、スチーム・インジェクション UHT 殺菌牛乳およびレトルト殺菌牛

乳について、TCA 沈殿法とケルダール法を用いて消化率を算出していて、生乳と加熱処理していない

調合液、スチーム・インジェクション UHT 殺菌牛乳と同殺菌栄養剤、およびレトルト殺菌牛乳と同殺菌栄

養剤について、消化率をそれぞれ比較すると、栄養剤の消化率の方が生乳/牛乳のそれらよりも低い値

であった。本章の in vivo消化試験では、仔ラットの胃内から経腸栄養剤中のCNに由来すると考えられる

凝集物が採取された。その胃内凝集物の重量や pH は、第 2 章の牛乳試料の試験で同様に回収された

胃内凝集物と比較して、その経時変化は緩やかなものであり、このことは経腸栄養剤中の乳たんぱく質

が牛乳のそれよりも消化性が低く、それゆえ胃排出速度も遅いことを間接的に示唆するものと考えられた。

さらに in vitro 試験の消化物をたんぱく質電気泳動に供した結果で、第 2 章ではスチーム・インジェクショ

ン UHT 殺菌法、レトルト殺菌法いずれも生乳中のたんぱく質の消化性を改善した結果であったのに対し、
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本章ではスチーム・インジェクション UHT 殺菌法だけが消化性を改善しているようで、レトルト殺菌法では

たんぱく質消化性に負の影響を及ぼす修飾構造の形成が進行して、熱変性による効果は大きく相殺し

ている可能性が認められた。牛乳と経腸栄養剤中の乳たんぱく質消化性の違いはこれまでにも報告され

ていることであり [56, 78]、上述の通り経腸栄養剤中のたんぱく質は既に原料加工の段階でダメージを

受け、さらに最終製品として加工される際に加熱処理を受けた結果、たんぱく質消化性が低下しているも

のと考えられた [80, 81]。 

 

3-5 小括 

以上のことから、乳たんぱく質ベースの経腸栄養剤では、その製造工程の加熱殺菌処理により、

たんぱく質修飾が進行しており、たんぱく質消化性やアミノ酸の生体利用性が低下している可能性が明

らかになった。また第 2 章との比較から、加熱によるたんぱく質への栄養学的にマイナスな影響は、牛乳

の場合よりも経腸栄養剤の場合で顕著であることが考えられた。レトルト殺菌法はスチームインジェクショ

ン殺菌法よりもたんぱく質修飾の促進と消化性の低下に及ぼす影響が大きかった一方、いずれもアミノ

酸の生体利用性を同程度低下させていることが示唆された。但し、本試験で用いた UHT 殺菌法やレトル

ト殺菌法の条件は一企業の経腸栄養剤の製品で用いられているものに過ぎず、本試験の結論を他の同

様の製品に適用することは必ずしも適切でないかもしれない。しかしながら、熱履歴の少ない CN や WP

原料を使用し、またレトルト殺菌法よりも UHT 殺菌法を採用することによって、たんぱく質消化性の観点

から経腸栄養剤を改善することができることが、本試験によって示すことができたものと考える。
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Table 3-1 Heat treatment of milk-based liquid enteral formulas     

 

 
      

 

 

Heating conditions were set by reference to those of the manufacturer’s commercial enteral formulas. 

Treatment Holding Temp./Time F0 Value 

Steam-inhjection UHT process 151ºC for 4 sec 65 

Retort Sterilization 123ºC for 8 min 20 
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Table 3-2 Nutrient composition of lyophilized enteral formulas 

 

Component   g/ 100g 

Protein 18.1 

Fat 12.3 

Carbohydrate 65.5 

Ash 3.2 

Water 0.9 
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Figure 3-1 Electrophoresis of proteins in milk-based enteral formulas. Formula samples were applied to 

SDS-PAGE analysis under reducing (a) and non-reducing (b) conditions. Fifty micrograms of protein was 

loaded on a gel, and the gel was stained with Bio-Safe Coommassie Stain. 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;    Retort Sterilized, retort 

sterilized formula;  CN, casein;  -LG, -lactoglobulin;  -LA, -lactalbumin. 
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Table 3-3 Lactulosyl-lysine in milk proteins 

 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LA 

59-79 Lys62 
[3+] 0.9 1.3 

[4+] 1.0 1.6 

109-122 Lys114 
[2+] 1.1 0.8 

[3+] 0.8 0.7 

-LG 

1-14 Lys8 
[2+] 2.2 1.0 

[3+] 6.5 2.9 

41-60 Lys47 [3+] 9.4 6.1 

76-83 Lys77 [3+] 1.1 0.9 

76-91 Lys83 

[2+] 1.0 0.3 

[3+] 0.7 0.4 

[4+] 0.9 0.5 

78-91 Lys83 [3+] 2.3 1.8 

84-101 Lys91 
[3+] 1.0 0.4 

[4+] 1.1 0.6 

125-138 Lys135 
[2+] 1.4 0.8 

[3+] 1.1 0.7 

139-148 Lys141 [2+] 3.6 1.8 

s1-CN 

3-22 Lys7 [4+] 6.0 30.3 

35-42 Lys36 
[2+] 1.2 1.5 

[3+] 1.8 1.7 

80-90 Lys83 
[2+] 1.8 1.1 

[3+] 2.2 0.8 

104-119 Lys105 
[2+] 4.2 14.8 

[3+] 2.1 8.1 

122-132 Lys124 [2+] 1.6 1.7 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing lactullosyl-lysine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). aPeak area values are 

normalized to steam-injection UHT formula as those of unheated formula were below detection limit. 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula;  -LA, -lactalbumin-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 3-3, continuted 

 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

s2-CN 

22-32 Lys24 [3+] 2.4 1.7 

25-41 Lys32 [3+] 1.9 0.9 

151-160 Lys152 [3+] 1.5 1.3 

171-181 Lys173 
[2+] 2.5 2.4 

[3+] 6.1 5.7 

172-181 Lys173 [2+] 2.3 0.8 

198-205 Lys199 
[2+] 1.4 1.3 

[3+] 1.2 1.2 

-CN 170-183 Lys176 
[2+] 1.5 2.1 

[3+] 1.6 2.2 

-CN 

22-34 Lys24 
[2+] 1.0a 1.1a 

[3+] 1.0a 1.0a 

61-68 Lys63 [2+] 1.8 2.0 

69-97 Lys86 [3+] 5.9 2.2 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing lactullosyl-lysine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). aPeak area values are 

normalized to steam-injection UHT formula as those of unheated formula were below detection limit. 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula;  -LA, -lactalbumin-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 3-4 Fructosyl-lysine in milk proteins 

 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LG 

1-14 Lys8 [2+] 2.1 0.5 

40-60 Lys47 [3+] 4.4 3.8 

41-60 Lys47 [3+] 2.7 2.7 

s1-CN 

3-22 Lys3 & Lys7 [4+] 6.2 29.8 

4-22 Lys7 [3+] 3.3 3.0 

6-22 Lys7 [2+] 3.3 1.6 

80-90 Lys83 
[2+] 

[3+] 

1.4 

1.7 

2.1 

2.1 

104-119 Lys105 
[2+] 

[3+] 

1.0a 

1.0a 

5.4a 

0.9a 

120-132 Lys124 
[3+] 

[4+] 

2.4 

1.4 

1.6 

1.0 

s2-CN 

79-91 Lys80 [2+] 6.0 2.4 

113-125 Lys113 [2+] 23.5 14.5 

151-160 Lys152 [3+] 1.6 1.2 

198-205 Lys199 [2+] 5.8 1.2 

-CN 170-183 Lys176 [2+] 20.4 22.5 

-CN
22-34 Lys24 

[3+] 2.3 7.6 

[4+] 3.0 15.0 

23-34 Lys24 [2+] 3.1 1.9 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying trypic peptides containing fructosyl-lysine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). aPeak area values are 

normalized to steam-injection UHT formula as those of unheated formula were below detection limit. 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 3-5 N-carboxymethyllysine in milk proteins 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LA 
1-10 Lys5 [2+] 0.7 0.8 

59-79 Lys62 [3+] 0.9 0.5 

-LG 
1-14 Lys8 [2+] 1.8 1.8 

125-138 Lys135 [3+] 0.8 0.5 

s1-CN 

4-22 Lys7 
[3+] 

[4+] 

3.4 

2.3 

5.1 

2.6 

23-36 Lys34 
[2+] 

[3+] 

25.1 

32.8 

81.6 

72.0 

80-90 Lys83 
[2+] 

[3+] 

0.7 

1.0 

0.6 

0.8 

120-132 Lys124 
[2+] 

[3+] 

1.4 

1.8 

2.4 

2.1 

s2-CN 

33-45 Lys41 
[2+] 

[3+] 

2.2 

2.0 

3.1 

2.6 

171-181 Lys173 [2+] 2.1 4.7 

198-205 Lys199 [2+] 1.9 3.5 

-CN 

168-176 Lys169 [3+] 0.8 5.1 

170-183 Lys176 
[2+] 1.8 2.3 

[3+] 1.4 1.1 

-CN 22-34 Lys24 [2+] 2.6 4.0 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying tryptic peptides containing N-carboxymethyllsine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula;  -LA, -lactalbumin-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 3-6 Dehydroalanine derivatives on Ser and Cys residues in milk proteins 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

-LA 
63-79 Ser69 [2+] 1.2 0.6 

63-79 Cys77 [3+] 2.8 5.7 

-LG 145-162 Ser150 [2+] 0.8 0.4 

s1-CN 
80-90 Ser88 

[2+] 

[3+] 

3.4 

4.6 

2.2 

2.8 

106-119 Ser115 [2+] 3.3 2.5 

s2-CN 

25-41 Ser31 [2+] 1.7 1.1 

33-45 Cys36 
[2+] 

[3+] 

0.6 

1.4 

1.2 

2.4 

-CN 168-176 Ser168 [3+] 3.2 4.3 

-CN 
64-86 Ser69 [2+] 0.7 0.4 

69-81 Ser80 [2+] 1.2 0.6 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying tryptic peptides containing dehydroalanine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula;  -LA, -lactalbumin-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 3-7 Phosphorylation of Ser in milk proteins 

Protein Residue Amino Acid Ch 
Steam-Inj 

UHT 

Retort 

Sterilized 

s1-CN 

35-58 Se41, 46 & 48 [3+] 1.2 0.4 

37-58 Ser41, 46 & 48 
[2+] 

[3+] 

0.9 

0.8 

0.3 

0.3 

43-58 Ser46 & 48 [2+] 1.7 0.7 

103-119 Ser115 [3+] 1.0 0.5 

104-119 Ser115 
[2+] 

[3+] 

1.4 

1.4 

0.7 

0.7 

106-119 Ser115 
[2+] 

[3+] 

1.3 

1.5 

1.0 

1.1 

s2-CN 

25-41 Ser31 
[2+] 

[3+] 

1.2 

1.3 

0.3 

0.3 

126-137 Ser129 & 131 
[2+] 

[3+] 

1.1 

1.5 

0.5 

0.6 

137-150 Ser143 [2+] 1.2 0.2 

138-149 Ser143 [2+] 1.1 0.5 

C 30-48 Ser35 
[2+] 

[3+] 

0.7 

1.2 

0.4 

0.9 

 

Formula samples were treated with trypsin, followed by LC-MS/MS analysis for identifying and 

semi-quantifying tryptic peptides containing phosphoserine in milk proteins. Peak area values are 

normalized to unheated formula (i. e., all the values for unheated formula are 1.0.). 

[Abbreviations] 

Ch, charge state;  Steam-Inj UHT, steam injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort sterilized 

fromula;  -LA, -lactalbumin-LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Figure 3-2 Electrophoresis of proteins in milk-based enteral formulas after in vitro digestion. Formula 

samples were subjected to in vitro digestion using pepsin and pancreatin. Both infant (a-c) and adult (d-f) 

digestion conditions were simulated by adopting different pH values during the peptic digestion. Fifty 

micrograms of protein (before digestion) was loaded on a gel, and the gel was stained with Bio-Safe 

Coommassie Stain. 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort 

sterilized formula. 
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Figure 3-3 Digestibility of proteins in milk-based enteral formulas after in vitro digestion. Protein 

digestibility was defined as the increase in NPN after in vitro digestion, which was determined by a 

combination of TCA precipitation and a Dumas method. Each of the digestion and the subsequent 

procedures was conducted 6 times. No significant difference was observed among the formulas for the 

same digestion conditions. Pep and Pan denote pepsin and pancreatin, respectively. 
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Figure 3-4 Stomach in stomach of suckling rat pups. Rat pups fed different formula samples were 

euthanized at 0.5 h, 1 h, and 2 h after intubation, and coagulates in the stomach were obtained. Wet Weight 

(a; expressed as stomach content weight/volume of formula administered (% w/v)) and pH of the 

aggregates (b) were measured, and data are expressed as means ± SD (n = 3 males + 3 females). No 

significant difference was observed among the formula-fed pups any time point. 
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Figure 3-5 Western blotting of -LG in upper/lower small intestine perfusates from suckling rat pups. Rat 

pups fed different formula samples were euthanized at 0.5 h, 1.0 h, and 2.0 h after intubation, and the upper 

intestines (a) and lower intestines (b) were perfused with PBS containing protease inhibitor. Five 

micrograms of protein was loaded and -LG was detected by Western blotting. 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort 

sterilized formula;  -LG, -lactoglobulin. 
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Figure 3-6 Plasma total and essential amino acid concentration in suckling rat pups. Rat pups fed different 

milk samples were euthanized at 0.5 h, 1.0 h, and 2.0 h after intubation, and blood was collected by cardiac 

puncture. Plasma was separated by centrifugation, and applied to amino acid analysis. Total and essential 

amino acid levels are expressed as means ± SD (n = 3 males + 3 females) except for baseline, where it is 

shown as means ± SD (n = 3 male + 2 female pups). No significant difference was observed among the 

formula-fed pups at any time point. aP < 0.05 (0.5 h vs 1.0 h, for unheated and retort sterilized formula-fed 

pups, respectively). 
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Table 3-8 Mean concentration of plasma amino acids of suckling rat pups 

Three-letter codes are used for all the amino acids. Note that cysteine (measured as cystine) were below 

detection limit in all the plasma samples. Amino acid levels are expressed as means ± SD (n = 3 male + 3 

female pups, except for baseline (n = 3 male + 2 female pups)). At each time point, values with different 

superscripts are statistically significant (P < 0.05). 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort 

sterilized formula. 

Baseline (mol/mL) 
0.5 h (mol/mL) 

Unheated Steam-Inj UHT Retort Sterilized 

Essential    

Val 0.143 ± 0.025 0.168 ± 0.014 0.146 ± 0.030 0.139 ± 0.020 

Leu 0.118 ± 0.030 0.126 ± 0.020a 0.097 ± 0.023b 0.104 ± 0.013a 

Ile 0.079 ± 0.016 0.088 ± 0.009a 0.074 ± 0.018a 0.069 ± 0.008b 

Lys 0.422 ± 0.028 0.479 ± 0.104 0.425 ± 0.062 0.393 ± 0.071 

Met 0.049 ± 0.008 0.054 ± 0.003 0.054 ± 0.009 0.057 ± 0.005 

Phe 0.073 ± 0.008 0.085 ± 0.016 0.072 ± 0.020 0.081 ± 0.010 

Trp 0.059 ± 0.013 0.075 ± 0.009 0.067 ± 0.013 0.082 ± 0.022 

His 0.113 ± 0.023 0.126 ± 0.015 0.117 ± 0.013 0.114 ± 0.017 

Thr 0.214 ± 0.032 0.234 ± 0.028 0.239 ± 0.044 0.204 ± 0.022 

Non-essential    

Tyr 0.229 ± 0.072 0.254 ± 0.060 0.233 ± 0.044 0.228 ± 0.069 

Asp 0.017 ± 0.006 0.014 ± 0.003 0.012 ± 0.001 0.013 ± 0.002 

Asn 0.057 ± 0.022 0.059 ± 0.007 0.057 ± 0.012 0.057 ± 0.009 

Ser 0.270 ± 0.043 0.256 ± 0.031 0.286 ± 0.007 0.251 ± 0.049 

Glu 0.117 ± 0.021 0.110 ± 0.018 0.118 ± 0.022 0.118 ± 0.018 

Gln 0.538 ± 0.131 0.600 ± 0.079 0.545 ± 0.104 0.592 ± 0.053 

Pro 0.087 ± 0.025 0.105 ± 0.007 0.121 ± 0.020 0.100 ± 0.016 

Gly 0.384 ± 0.108 0.334 ± 0.039 0.385 ± 0.083 0.344 ± 0.044 

Ala 0.256 ± 0.051 0.324 ± 0.038 0.342 ± 0.054 0.356 ± 0.056 

Arg 0.167 ± 0.023 0.193 ± 0.056 0.169 ± 0.032 0.159 ± 0.020 
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Table 3-8, continued 

 

Three-letter codes are used for all the amino acids. Note that cysteine (measured as cystine) were below 

detection limit in all the plasma samples. Amino acid levels are expressed as means ± SD (n = 3 male + 3 

female pups, except for baseline (n = 3 male + 2 female pups)). At each time point, values with different 

superscripts are statistically significant (P < 0.05). 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort 

sterilized formula. 

 
1.0 h (mol/mL) 

Unheated Steam-Inj UHT Retort Sterilized 

Essential    

Val 0.119 ± 0.017 0.115 ± 0.031 0.109 ± 0.010 

Leu 0.069 ± 0.008 0.074 ± 0.028 0.063 ± 0.006 

Ile 0.052 ± 0.007 0.055 ± 0.018 0.051 ± 0.006 

Lys 0.350 ± 0.058 0.326 ± 0.092 0.334 ± 0.069 

Met 0.048 ± 0.009 0.043 ± 0.009 0.045 ± 0.006 

Phe 0.073 ± 0.016 0.061 ± 0.024 0.062 ± 0.013 

Trp 0.071 ± 0.017 0.055 ± 0.019 0.062 ± 0.013 

His 0.112 ± 0.018 0.100 ± 0.013 0.102 ± 0.016 

Thr 0.206 ± 0.040 0.182 ± 0.041 0.189 ± 0.030 

Non-essential    

Tyr 0.233 ± 0.052 0.180 ± 0.040 0.188 ± 0.058 

Asp 0.012 ± 0.001 0.017 ± 0.007 0.012 ± 0.002 

Asn 0.044 ± 0.008 0.044 ± 0.010 0.042 ± 0.007 

Ser 0.240 ± 0.027 0.226 ± 0.040 0.214 ± 0.035 

Glu 0.115 ± 0.014 0.129 ± 0.038 0.107 ± 0.011 

Gln 0.467 ± 0.062 0.437 ± 0.096 0.429 ± 0.054 

Pro 0.084 ± 0.018 0.079 ± 0.015 0.073 ± 0.012 

Gly 0.372 ± 0.081 0.319 ± 0.073 0.326 ± 0.054 

Ala 0.288 ± 0.049 0.273 ± 0.062 0.244 ± 0.029 

Arg 0.136 ± 0.014 0.143 ± 0.040 0.134 ± 0.014 
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Table 3-8, continued 

 

Three-letter codes are used for all the amino acids. Note that cysteine (measured as cystine) were below 

detection limit in all the plasma samples. Amino acid levels are expressed as means ± SD (n = 3 male + 3 

female pups, except for baseline (n = 3 male + 2 female pups)). At each time point, values with different 

superscripts are statistically significant (P < 0.05). 

[Abbreviations] 

Unheated, unheated formula;  Steam-Inj UHT, steam-injection UHT formula;  Retort Sterilized, retort 

sterilized formula. 

 
2.0 h (mol/mL) 

Unheated Steam-Inj UHT Retort Sterilized 

Essential    

Val 0.130 ± 0.019 0.119 ± 0.021 0.131 ± 0.023 

Leu 0.085 ± 0.012 0.081 ± 0.015 0.090 ± 0.022 

Ile 0.064 ± 0.007 0.059 ± 0.011 0.067 ± 0.010 

Lys 0.364 ± 0.085 0.330 ± 0.040 0.407 ± 0.112 

Met 0.054 ± 0.008 0.052 ± 0.007 0.054 ± 0.009 

Phe 0.087 ± 0.013 0.079 ± 0.009 0.089 ± 0.022 

Trp 0.078 ± 0.016 0.069 ± 0.015 0.065 ± 0.007 

His 0.107 ± 0.016 0.124 ± 0.023 0.106 ± 0.009 

Thr 0.191 ± 0.037 0.191 ± 0.032 0.190 ± 0.023 

Non-essential    

Tyr 0.210 ± 0.039 0.216 ± 0.037 0.196 ± 0.036 

Asp 0.016 ± 0.004 0.014 ± 0.004 0.016 ± 0.006 

Asn 0.051 ± 0.008 0.048 ± 0.005 0.049 ± 0.010 

Ser 0.241 ± 0.072 0.247 ± 0.030 0.224 ± 0.031 

Glu 0.105 ± 0.020 0.126 ± 0.017 0.115 ± 0.017 

Gln 0.499 ± 0.044 0.467 ± 0.068 0.479 ± 0.082 

Pro 0.078 ± 0.016 0.072 ± 0.011 0.071 ± 0.013 

Gly 0.387 ± 0.112 0.498 ± 0.208 0.366 ± 0.064 

Ala 0.272 ± 0.047 0.275 ± 0.070 0.260 ± 0.056 

Arg 0.132 ± 0.021 0.128 ± 0.016 0.143 ± 0.024 
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第 4 章 母乳における低温加熱殺菌処理の有無が消化を介して生成される生理活性ペプチドのパター

ンに及ぼす影響 

 

4-1 緒言 

母乳は、児がその誕生から数か月間の間、すこやかに成長と発達を遂げる上で最も適した栄養源

と考えられている。母乳には、生体利用性の高い栄養素と様々な生理活性物質が含まれていて、乳児の

成長や発達、健康に大きく貢献している。近年の研究により、母乳栄養は将来におけるメタボリックシンド

ローム等の発症リスクを低減する可能性が報告されている [84-86]。母親の母乳が足りない際、児には一

般的には育児用ミルクか、あるいは母乳バンクから提供されるドナーミルクが適用されるが、母乳には児

に対する感染防御や消化管発達促進などにも寄与する免疫成分や成長ホルモンが含まれていることか

ら、ハイリスク児には育児用ミルクよりドナーミルクの方が望ましいとされる [87]。ドナーミルクは一般的に、

母乳を介した細菌やウィルス感染を防ぐ目的で、保持式殺菌器で 62.5 ˚C で 30 分間加熱する低温加熱

殺菌処理に供される。また、新生児集中治療室に収容されている極低出生体重児は、母乳中のサイトメ

ガロウィイルスに非常に感染しやすいことから、実母の母乳が低温加熱殺菌に供されてから与えられてい

る [88, 89]。しかしながら、低温加熱殺菌処理は母乳中の多くの栄養素や生理活性物質に負の影響を

及ぼす。例えば、低温加熱殺菌処理は bile salt-activated lipase を失活させ、母乳中の脂質の利用性を

低下させて乳児の生育が阻害される可能性がある [89]。また、低温加熱殺菌処理は母乳中の抗酸化物

質であるビタミン C や E の含量を低下させるため、乳児が酸化ストレスを受けやすくなる可能性が懸念さ

れる [90]。さらに、乳中の免疫成分である免疫グロブリンAやLF、ホルモンであるアディポネクチンやイン

スリンの量も加熱殺菌処理によって低下することから、母乳が本来備えている感染防御能や消化管発達

促進効果も損なわれているものと考えられている [91, 92]。 

母乳中のたんぱく質は、必須アミノ酸の供給源としての役割だけでなく、様々な生理機能を発揮し

て、児の健康に寄与しているものと考えられている [93]。生理活性の一部は生理活性ペプチドとして、摂

取した乳たんぱく質が消化管内にて酵素分解を受け、また小腸から吸収されたものの場合はさらに血中

のペプチダーゼによる分解を受けて、生理活性ペプチドが切り出されることで初めては発揮される [35]。

加熱殺菌処理が乳たんぱく質の消化性に影響を及ぼすことはよく知られているものの、母乳の低温加熱

殺菌が生理活性ペプチドの生成パターンに影響を及ぼすかどうかについては、明らかになっていない。

本研究では、母乳と加熱殺菌処理した母乳とで、消化によって乳たんぱく質から生成される生理活性ペ

プチドのパターンが異なるかどうかについて、検討することを目的とした。母乳及び加熱母乳を in vitro 消

化試験に供した後、消化物を LC-MS/MS 分析に供してペプチド配列を同定した。その後、-LA、LF、

OPN、及び CN に由来する生理活性ペプチドが含まれるかどうか、生理活性ペプチドのデータベースを

用いて検索を行った。 
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4-2 材料と方法 

4-2-1 母乳試料の入手と低温加熱殺菌処理 

本試験はカリフォルニア大学デービス校の治験審査委員会の承認を得て実施した。母乳 (human 

milk (HM))は、1 名の産婦からインフォームド・コンセントを得て、提供を受けた。複数の妊娠期間から採取

された試料を 1 つにまとめ、-30°C 下で保存した。HM の一部については、低温加熱殺菌に供した。即ち、

凍結保存していたものを室温下に移して解凍した後、62.5°C の恒温水槽に供して、30 分間インキュベー

トした。この加熱母乳 (pasteurized human milk (past HM))についても、その後の解析まで-30°C 下で保存

した。 

 

4-2-2 In vitro 消化試験 

HM 及び past HM について、4°C 下で遠心分離（8,500g、30 分）に供した後、浮上した脂肪層をス

パチュラを使って除去した。その後、以下の人工消化試験に供した。試料の pH を 1N の塩酸を用いて4.0

に調整した後、豚由来のペプシン (Sigma-Aldrich, Cat. P7000 (≥ 250 units/mg solid))の濃度が 2.0% 

(w/v)になるよう 1 mM の塩酸で溶解した後、ペプシン/試料中たんぱく質比が 1/12.5 となるように試料に

添加した。その後、試料を恒温振盪器 (New Brunswick Scientific)にセットし、37°C 下、140 rpm の条件で

15 分間振盪した。その後、1 M の重炭酸ナトリウムを用いて試料の pH を 7.0 に調整した。次に、豚由来

のパンクレアチン (Sigma-Aldrich)の濃度が 0.4% (w/v)になるよう 100 mM の重炭酸ナトリウムで調製した

溶液を、パンクレアチン/試料中たんぱく質比が 1/62.5 となるように試料に添加した。その後、試料を恒温

振盪器 (New Brunswick Scientific)にセットし、37°C 下、140 rpm の条件で 5 分間振盪した。その後、試料

を 85°C にセットした恒温水槽で 3 分間加熱し、消化酵素を失活させた。 

 

4-2-3 ペプチドミクス解析 

ペプチドミクス解析のための LC-MS/MS 分析は、2-2-3 の記載の方法と同様の方法を用いて、カ

リフォルニア大学デービス校の Proteomics Core Facility で行った。人工消化した HM、人工消化した past 

HM、及び消化処理しなかった HM を 10 kDa フィルター (Millipore, Bedford, MA, USA)を用いて限外濾

過した後、Aspire Chromatography Tip (Thermo Scientific)に供して固層抽出を行った。次に、脱塩された

ペプチド画分を LC-MS/MS 分析に供した。液体クロマトグラフに Easy-nLC II HPLC (Thermo Scientific)

を、質量分析には Q Exactive Orbitrap 質量分析計 (Thermo Scientific)を用いた。カラムは 100 m × 25 

mm Magic C18 逆相トラップカラム (5m 100Å)と、75 m × 150 mm Magic C18 逆相カラム (3 m, 200 

Å; Micrhom Bioresources 社)を用い、流速 300 nL/min のもと、60 分間かけて溶離液 A (0.1% ギ酸)と B 

(100% アセトニトリル)の濃度勾配を変化させて、ペプチドの分離を行った。濃度勾配は、 溶離液 B の濃

度を 0 分から 45 分の間に 5%から 35%に上げ、45 分から 50 分では 35%から 80%に上げ、50 分から 51 分

の間では 80%に一定に保ち、51 分から 52 分の間に 80%から 5%に下げ、最後の 52 分から 60 分の間は 5%
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の一定に保つ、というサイクルを用いた。 

すべての MS/MS スペクトルから、解析ソフト Scaffold (version Scaffold_4.2.1, Proteome Software)

と Sequest(Proteome Discover, version 1.1, Thermo Scientific)を使ってペプチド配列の同定を行った。

Homo Sapiens のたんぱく質配列情報を Uniprot より取得し、その全配列、同数の逆向き配列、及び研究

室由来の一般的な混入たんぱく質の配列 60 個に対して検索を行った。また、たんぱく質の消化パターン

として「非特異的消化」パターンを選択した。そして、ペプチド配列に含まれる修飾構造として、セリン、ス

レオニン、チロシン残基のリン酸化、N 末の脱アミド、N 末のピログルタミル化、及びメチオニン、トリプトファ

ン残基の酸化によるマス・シフトを想定した検索を行った。。これらのペプチド配列の妥当性の判定は、

FDR がペプチド同定レベルで 1.0%未満とした [46-48]。 

同定された CN、-LA、LF、及び OPN に由来するペプチド配列について、生理活性ペプチドの

データベースである「BIOPEP」を用い [94]、それぞれの配列が既知の生理活性ペプチドであるかどうか、

照合を行った。照合の結果はさらに、それぞれ文献検索を行い、生理活性ペプチドであることの確認を行

った。 

 

4-3 結果 

母乳中にはもともと乳たんぱく質由来のペプチド断片が存在することが報告されていることから 

[95, 96]、バックグラウンドとしてまず、人工消化処理をしていない HM について測定を行った。乳たんぱく

質に由来するペプチドが多く同定され、-CN に由来するペプチドが最も多く、-CN が母乳中に最も豊

富に含まれる CN サブユニットであり、また-CN が母乳中の消化酵素であるプラスミンに対する感受性が

高いことを反映しているものと考えられた (Figure 4-1)。生理活性ペプチドは、2 種類のカゼインホスホペ

プチド、オピオイドペプチド、あるいはその前駆体となると思われる配列、及び抗菌ペプチドである (Table 

4-1) [95, 97-112]。 

HM と past HM を人工消化試験に供したものを LC-MS/MS 分析に供したところ、より多くの種類の

ペプチドが同定された。-CN の結果で示した通り、乳たんぱく質は、HM と past HM とでほぼ同様の消化

パターンを示した (Figure 4-2)。また、含まれる既知の生理活性ペプチドのパターンも同様のものであっ

た (Table 4-1)。生理活性としては、アンジオテンシン I 転換酵素 (ACE)阻害活性、抗酸化能、免疫調節

調節などの活性があると報告されているペプチドが同定された。 

また本試験では、多機能たんぱく質であり、乳児の免疫機能にも関わっているとされる OPN につ

いても [21]、解析を行った。しかし、OPN から同定されたペプチドで、既知の生理活性ペプチド配列と一

致するものは認められなかった。 

 

4-4 考察 

低温加熱殺菌処理は、母乳を介した病原菌の感染を防ぐことを目的に、ドナーミルクや極低出生
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体重児の実母の母乳に対して広く適用されている手法である。一方、低温加熱殺菌処理に伴う母乳中の

脂質の生体利用性の低下や、ビタミン群の分解、生理活性物質の失活など [89-92]、それらが本当に児

の生育に影響を及ぼしているかについては疑問が残るものの [113]、これらの負の影響が懸念される。本

研究では低温加熱殺菌に伴う「リスクと効果」をさらに評価することを目的に、乳たんぱく質から消化を介

して放出される生理活性ペプチドのパターンについて、HM と past HM とで比較を行った。 

生理活性ペプチドの放出パターンは、HM と past HM とで概ね同じパターンを示したことから、2 試

料間に認められた違いは実験誤差に由来するものであり、低温加熱殺菌処理は生理活性ペプチドの放

出パターンに有意な影響を及ぼさないと判断された。既報や第 2 章で、低温加熱殺菌処理牛乳やプレー

ト式 HTST 殺菌牛乳が生乳と同等のたんぱく質消化性であったことも、本試験で導き出された結論を支持

しているものと考えられた。しかしながら、本試験で用いたペプチドミクス解析手法は、5-20 アミノ酸残基

程度の長さのペプチドを同定するのに適した手法で、より短いペプチド鎖については、逆相カラムで保持

されにくく、また MS/MS のフラグメンテーションも十分得られないことから、同定が困難である [114]。よっ

て本研究では、低温加熱殺菌処理が 2-4 アミノ酸残基程度の非常に短い生理活性ペプチドの生成に対

して影響を及ぼしたかどうかについては、評価が出来ていない。 

主要乳たんぱく質それぞれに由来する生理活性ペプチドについて、以下に述べる。 

 

[-CN 由来の生理活性ペプチド] 

母乳中では CN よりも WP の方が大きな割合を占めるものの、CN は母乳においても主要なたんぱ

く質であり、また-CN はその中で最も多く含まれ [8]、消化を介して多様な生理活性ペプチドを生成する

ことが報告されている [35]。 

人工消化処理をしていない HM では、4 種類の生理活性ペプチド (1-18, 1-23, 51-59, 185-211

位)が同定され、それらの配列は人工消化に供した HM および past HM においても同定された。51-59 位

由来の配列以外は、母乳中に存在していたことがこれまでにも報告されている [95, 96]。1-18 及び 1-23

位に由来する配列は、"acid motif”と呼ばれる SerP-SerP-SerP-Glu-Glu という特徴的な配列を有している

ことから、ヒト由来のものでカゼインホスホペプチドとして機能するペプチドと考えられる [35, 95]。51-59

位に由来するペプチドは、消化管機能の発達や学習・記憶能力の発達への関与が想定される関わるとさ

れる [115, 116]、-カゾモルフィン (51-54, 51-55, 51-57, 51-58 位)を含む配列である [100]。51-59 位

由来の配列には、オピオイド活性を発揮するための配列が N 末端側に保存されていることから、刷子縁

膜や血中のペプチダーゼによってさらなる消化を受けてオピオイドペプチドを放出する前駆体として機能

しているか、或いはこの配列自体がオピオイド活性を発揮しているものと推察される。またこの 51-59 位に

由来する配列は、プロリルエンドペプチダーゼ活性を阻害することが in vitro の試験で確認されていて、

同酵素の基質となるバソプレシンの分解抑制を介して学習や記憶能力の向上に寄与する可能性が示唆

されている [99, 117]。51-59 位に由来する配列は人工消化試験に供した HM および past HM でも確認
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されている一方、それよりも短い 52-59, 53-59, 54-59 位に由来する配列などは人工消化した HM および

past HM においてのみ同定されていて、それらの配列についてもプロリルエンドペプチダーゼ阻害能や

免疫調節機能を発揮することが知られている [99, 101]。これらの短い配列は、未消化の-CN または

51-59 位由来のペプチドから消化を介して初めて放出され、機能を発揮するものと推察された。185-211

位に由来するペプチドは抗菌活性を有することが報告されている配列である [106]。この配列も人工消

化処理に供した past HM で検出されたことから(但し、HM の消化物からは検出されなかった)、消化管内

で消化耐性を発揮して、病原菌に対して感染予防効果を発揮していることが推察された。 

人工消化処理によって、-CN から様々な種類の生理活性ペプチドが放出された。消化管におけ

る吸収性や生体内における安定性、生体内における機能性について数多くの報告がされているものとし

て、124-129/125-129位に由来する LHLPLP/HLPLP が挙げられる。これらの配列は、牛乳を摂取した成

人の十二指腸で形成されていること [118]、また同ペプチドを経口摂取したラットにおいて、ペプチドが吸

収されて血中に移行し、血圧降下作用を発揮したことが報告されている [104]。乳児において、このような

ACE 阻害/血圧降下ペプチドがどのような役割を果たしているかについては明らかになっていない。しか

し、低出生体重児においては ACE 活性が高いことが報告されており [119]、乳たんぱく質由来の ACE 阻

害/血圧降下ペプチドが心血管の発達や将来の心血管疾患に対して何らかの影響を及ぼしている可能

性は十分にあると考えられる。また-CN からは、数多くの抗酸化ペプチドの放出が確認された (50-53, 

154-160, 167-173, および 206-209 位 [98, 107])。これらの抗酸化ペプチドが生体内でどのように機能し

ているかについては検証がなされていないが、酸化ストレスに起因する疾患から乳児を保護していること

が期待される。 

 

[s1-CN 由来の生理活性ペプチド] 

母乳中のs1-CN 含量は非常に低く [8]、これまでs1-CN に由来する生理活性ペプチドについて

はほとんど研究されてこなかった。s1-CN に由来する生理活性ペプチドとして、8-11、136-143 及び

164-170 位に由来する ACE 阻害ペプチドが報告されている [108]。本研究ではそれらの配列を含む、あ

るいは一部の配列と重複しているペプチドである 5-11、136-142 及び 160-170 位に由来するペプチドが

同定されていて、これらのペプチドによる ACE 阻害活性の発揮や、あるいは ACE 阻害ペプチドの前駆体

として機能していることが示唆された。 

 

[-CN 由来の生理活性ペプチド] 

-CN は C 末が糖化されたたんぱく質で、乳中でカゼインミセルを安定させる役割を果たしている 

[15]。またこの糖化された部位には、プレバイオティクス効果や感染予防効果があると考えられている。本

研究では、-CN に由来するペプチドで、既知の生理活性ペプチドと一致する配列のものを同定すること

は出来なかった。しかしながら、100-103 および 101-104 位に由来するペプチドは、Pro-Pro-Lys という配
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列 を 含ん でお り 、 この配列 は ウ シの -CN に由来 する 配列で 抗血 栓作用が 報告 され てい る

Met-Ala-Pro-Pro-Lys と相同性が高いことから [120]、 Pro-Pro-Lys にも抗血栓作用があるのではない

かと考えられている [109]。本試験で同定された 100-103 および 101-104 位に由来する配列にも同様の

活性を有する可能性がある。 

 

[-LA 由来の生理活性ペプチド] 

WP は母乳中のたんぱく質の約 60%を占め、そのうち-LA の割合が最も高い [8]。-LA のペプ

チド鎖は必須アミノ酸を豊富に含むことから、乳児の急速な成長を支える重要なたんぱく質源であると考

えられている [9, 10]。一方で、-LA に由来する生理活性ペプチドについてもこれまで報告があり、本研

究では人工消化処理に供した HM および past HM から、ACE 阻害活性が確認されている 104-108 位に

由来する配列が同定された [110]。この配列は 5 章で報告する、牛乳たんぱく質ベースの育児用ミルクの

in vitro 消化試験においても同定されたことから、同配列は消化耐性を有し、生体内で生理活性を発揮し

ている可能性がある。 

 

[LF 由来の生理活性ペプチド] 

LF もまた母乳中で豊富に含まれる WP である [8]。LF 自体、様々な健康促進効果があることが確

認されている一方、抗菌ペプチドであるラクトフェリシンやプレバイオティクス効果を有したペプチドなど、

様々な生理活性ペプチドが消化を介して生成されることが報告されている [35]。しかしながら、本研究で

はこれらのペプチドの形成は確認することが出来ず、分子内のジスルフィド結合がこれらの配列の同定を

阻害している可能性が考えられた。本研究では、565-572、565-573、566-571 位由来の配列が同定され

ていて、それらにはサケや大豆たんぱく質から同定された ACE 阻害ペプチド (566-568及び 571-573 位)

や抗酸化ペプチド (569-571 位)の配列が含まれる [111, 112]。しかしながら、これらのペプチドが生体内

で効果を発揮するかどうかについての検証は報告されておらず、生物学的に意義のある配列であるかど

うかは不明である。 

 

[OPN 由来の生理活性ペプチド] 

OPN は、その配列の多くの部位で糖化修飾やリン酸化修飾を受けているたんぱく質で、免疫調節

など多くの機能を有するたんぱく質として知られていて、母乳中には比較的多く存在する [21]。一方、

OPN に由来する生理活性ペプチドについては今日まで報告されず、今回の試験でも OPN に由来する既

知の配列を持った生理活性ペプチドは認められなかった。 

人工消化処理していない HM に OPN に由来するペプチドは存在していて、結果の詳細は示さな

かったが、それらのうちかなりの数のペプチドが人工消化後で同定されなくなった。一方、人工消化後に

同定されたペプチドの多くは、HM および past HM との間で大きな差は認められなかった。また、42-153
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位に由来するペプチドは全く検出されず、この結果は Dallas らが行った母乳のペプチドミクス解析の結果

と一致した [96]。この 42-153 位に由来するペプチドが同定されなかったのは、人工消化処理によって放

出されたペプチドのうち、糖化修飾を受けているペプチドは糖鎖構造の情報がないため、本試験で用い

たペプチドミクス解析手法では、それらの配列を同定することが出来なかったものと考えられる。OPN は、

その糖鎖修飾の違いによって生理活性が異なることが報告されていることから、乳中における生理学的

役割の解明のためには OPN の糖鎖構造の同定は必須と考えられる [21]。また。42-153 位の領域は、糖

鎖修飾によって消化酵素が接近することが出来ず、消化耐性を有しているため、ペプチドの放出が確認

できなかった可能性もある。 

 

4-5 小括 

本試験で解析した母乳試料は、わずか 1 人の母親から提供されたものではあるものの、その低温

加熱殺菌処理は、消化を介した乳たんぱく質由来の生理活性ペプチドの生成に明確な影響を及ぼして

いないことが示された。本研究で同定された配列は、乳児の成長と発達、そして健康に大きく寄与してい

ることが示唆された。しかしながら、本結論の証明には生理活性ペプチドの生成パターンに係る in vivo で

の検討や、同定された生理活性ペプチドのうち、どの配列が乳児にとって生理学的に有効であるかの臨

床学的検討など、さらなる知見の収集に努める必要がある。



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-1 Number of peptides derived from major human milk proteins. Peptides counts from major milk 

proteins are shown.  

[Abbreviations] 

HM, human milk;  Past, pasteurized;  CN, casein;  -LA, -lactalbumin;  LF, lactoferrin;  OPN, 

osteopontin. 
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Table 4-1 Bioactive peptides released from proteins in human milk and pasteurized human milk 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP homologues, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

The letter highlighted in gray (S) was reported for an amino acid substitution (to Q) in Ref. 102. 

[Abbreviations] 

CPPh, caseinophosphopeptide homologue;  ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AO, 

anti-oxidative;  PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory;  AB, 

antibacterial;  AT, antithrombotic;  past, pasteurization;  dig, digestion. 

 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Human Milk 

Ref. (-)Past 

(-) Dig 

(-)Past 

(+) Dig 

(+)Past 

(+) Dig 

-CN 1-18 RETIESLSSSEESITEYK CPPh (1-18) Y Y Y [95] 

1-23 RETIESLSSSEESITEYKQKVEK CPPh (1-23) Y Y Y [95] 

48-52 PLIYP ACEi (48-52)  N Y N [97] 

50-53 IYPF 
AO 

PEPi (50-53) 
N Y Y 

[98] 

[99] 

50-58 IYPFVEPIP 
PEPi (50-58) 

OP (51-58, etc.) 
N Y Y 

[99] 

[100] 

51-59 YPFVEPIPY 
PEPi (50-58) 

OP (51-58, etc.) 
Y Y Y 

[99] 

[100] 

52-59 PFVEPIPY PEPi (52- 59) N Y Y [99] 

53-59 FVEPIPY 
PEPi (53-59)  

Immuno (54-59) 
N N Y 

[99] 

[101] 

54-59 VEPIPY Immuno (54-59) N N Y [101] 

54-60 VEPIPYG Immuno (54-59) N N Y [101] 

56-59 PIPY PEPi (56-59) N Y Y [99] 

105-117 SPTIPFFDPQIPK Immuno (105-117) N Y Y [102] 

121-131 LENLHLPLPLL 

PEPi (121-131) 

ACEi (125-129, etc.) N Y Y 

[103] 

[97] 

[104] 

122-129 ENLHLPLP 
ACEi (125-129) 

N Y Y 
[97] 

[104] 
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Table 4-1, continued 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP homologues, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

The letter highlighted in gray (S) was reported for an amino acid substitution (to Q) in Ref. 102. 

[Abbreviations] 

CPPh, caseinophosphopeptide homologue;  ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AO, 

anti-oxidative;  PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory;  AB, 

antibacterial;  AT, antithrombotic;  past, pasteurization;  dig, digestion. 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Human Milk 

Ref. (-)Past 

(-) Dig 

(-)Past 

(+) Dig 

(+)Past 

(+) Dig 

-CN 

122-131 ENLHLPLPLL 

PEPi (122-131) 

ACEi (125-129, etc.) N Y Y 

[103] 

[97] 

[104] 

123-132 NLHLPLPLLQ 

PEPi (122-131) 

 

ACEi (125-129, etc.) 

N Y Y 

[103] 

[97] 

[104] 

125-130 HLPLPL 
ACEi (125-129) 

PEPi (125-130) 
N N Y 

[104] 

[105] 

154-160 WSVPQPK AO (154-160) N Y Y [98] 

167-173 QVVPYPQ AO (167-173) N Y Y [98] 

185-211 QELLLNPTHQIYPVTQPLAPVHNPISV AB (185-211) Y N Y [106] 

206-209 HNPI AO (206-209) N Y N [107] 

s1-CN 5-11 PLRYPER ACEi (8-11) N Y N [108] 

136-142 YYPQIMQ ACEi (136-143) N Y Y [108] 

160-170 NYEKNNVMLQW ACEi (164-170) N Y N [108] 

-CN 100-103 IPPK AT (101-103) N Y Y [109] 

101-104 PPKK AT (101-103) N Y Y [109] 

-LA 51-59 GLFQISNK Immuno (51-53) N Y Y [101] 

104-108 WLAHK ACEi (104-108) N Y Y [110] 
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Table 4-1, continued 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP homologues, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

The letter highlighted in gray (S) was reported for an amino acid substitution (to Q) in Ref. 102. 

[Abbreviations] 

CPPh, caseinophosphopeptide homologue;  ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AO, 

anti-oxidative;  PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory;  AB, 

antibacterial;  AT, antithrombotic;  past, pasteurization;  dig, digestion. 

 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Human Milk 

Ref. (-)Past 

(-) Dig 

(-)Past 

(+) Dig 

(+)Past 

(+) Dig 

LF 
565-572 DLKLADFA 

ACEi (566-568)  

AO (569-571) 
N Y Y 

[111] 

[112] 

565-573 DLKLADFAL 

ACEi (566-568)  

ACEi (571-573) 

AO(569-571) 

N Y N 
[111] 

[112] 

566-571 LKLADF 
ACEi (566-568) 

AO (569-571) 
N Y Y 

[111] 

[112] 
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Figure 4-2 Digestive patterns for -casein in human and pasteurized human milk. Sequences of 

-casein-derived peptides released from human milk and pasteurized human milk were compared after in 

vitro digestion. The top line bar with numbers represents the whole -CN sequence with amino acid residue 

numbers. 
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第 5 章 育児用ミルクにおける乳たんぱく質原料の違いが消化を介して生成される生理活性ペプチドの

パターンに及ぼす影響 

 

5-1 緒言 

育児用ミルクは母乳の代替として用いられるものであり、多くの育児用ミルクでは栄養学的に良質

なたんぱく質である乳たんぱく質が原料に用いられている。しかしながら、牛乳アレルギーを持つ児に対

しては、乳たんぱく質の加水分解を原料とした育児用ミルク（アレルギー疾患用ミルク）が適用される [4]。

また近年では、消化管疾患の治療や牛乳アレルギーの予防を目的に、牛乳アレルギーを持っていない

児に対してもアレルギー疾患用ミルクが用いられることが増えてきている。アレルギー疾患用ミルクに用い

られる乳たんぱく質原料は、食品加工で広く利用されているアラカーゼやプロナーゼ、パパイン、ヒトも消

化酵素として有しているトリプシンやキモトリプシンなどを用いて調製された、軽度/高度たんぱく質分解

物である [121]。たんぱく質の消化の程度や生成されるペプチドのパターンは、消化酵素の組み合わせ

や、消化時間、温度、酵素/乳たんぱく質比によって大きく影響される [121]。すなわち、工業的分解を受

けた乳たんぱく質は、未処理の乳たんぱく質と比べて、消化管での消化のされ方が異なり、また生成され

るペプチドのパターンも異なるものと考えられる。そして、消化管内で生成される生理活性ペプチドのパタ

ーンも、育児用ミルクとアレルギー疾患用ミルクとでは異なることが推察される。これまで、消化管内で形

成される生理活性ペプチドについて、育児用ミルクとアレルギー疾患用ミルクとを比較した報告はない。 

本研究では、育児用ミルクとアレルギー疾患用ミルクとで消化によって乳たんぱく質から形成され

る生理活性ペプチドのパターンが異なるかどうかについて、検討することを目的とした。通常の育児用ミル

ク、CN 高度分解物を配合したミルク、及び WP 低度分解物を配合したミルクについて、人工消化試験に

供した後、消化物を LC-MS/MS 分析に供してペプチド配列を同定した。その後、-LA、-LG、及び CN

に由来する生理活性ペプチドが含まれるかどうか、生理活性ペプチドのデータベースを用いて検索を行

った。 

 

5-2 材料と方法 

5-2-1 育児用ミルク 

本試験では、米国内で市販されている粉ミルクである、通常の育児用ミルク (CN + WP ベース; 

Similac Advance, Abbott Nutrition, Abbott Park, IL, USA)、CN 高度分解物配合ミルク  (Simllac 

ExpertCare Alimentum, Abbott Nutrition)、及び WP 軽度分解物配合ミルク (Gerber Good Start Gentle, 

Nestlé Infant Nutrition, Florham Park, NJ, USA) を用いた。本章でこれらのミルクについて述べる際は、

以 下 、 sIF (standard infant formula), eHIF (extensively-hydrolyzed infant formula), pHIF 

(partially-hydrolyzed infant formula)と略すこととする。それぞれの製品パッケージに記載の容量で溶解し

た際のたんぱく質、脂質、および炭水化物含量を Table 5-1 に示す。 
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eHIFおよびpHIFについては、たんぱく質原料として乳たんぱく質の酵素分解物を配合しているこ

とから、その分解度を確認することを目的に、ゲル浸透クロマトグラフィー (島津製作所, 京都市)によるペ

プチドの分子量分布の測定を森永乳業株式会社素材応用研究所にて行った。育児用ミルクを溶離液 

(50 mM ギ酸/20 mM 塩化ナトリウム)にたんぱく質濃度が 0.1 %となるよう溶解したものを、4°C 下で遠心分

離 (8,500g、30 分)に供した後、浮上した脂肪層をスパチュラを使って除去した。その後、0.20 M 径のフ

ィルター (Millipore)に供して限外濾過した後、クロマトグラフィーに供した。カラムは、460 m × 200 mm 

polyhydroxymethyl aspartamide カラム (5m, 200Å; Poly LC, Columbia, MD, USA)と 460 m × 200 mm 

polyhydroxymethyl aspartamide カラム (5m, 300Å; Poly LC)を用い、流速 500 L/min のもと上述の溶

離液を一定濃度に保ち、20 分間かけてペプチドの分離を行った。210 nm の吸光度を測定して、ペプチド

を検出した。分子量算出のための参照として、グルタミン (分子量 146; 協和発酵キリン、東京都)、メチオ

ニン (分子量 149; 協和発酵キリン)、エンケファリナミド (分子量 588; Bachem, Basel, Switzerland)、オキ

シトシン (分子量 1007; Bachem)、バシトラシン (分子量 1,427; Sigma-Aldrich)、インスリン (分子量 5,740; 

和光純薬工業、大阪市)、リボヌクレアーゼ A (分子量 13,700; Pharmacia, Uppsala, Sweden)、キモトリプシ

ノーゲン A (分子量 25,000, 和光純薬工業)、オボアルブミン (FW 43,000; 太陽化学、三重県四日市市)、

ラクトペルオキシダーゼ (分子量 93,000, Sigma-Aldrich)、および免疫グロブリン G (分子量 160,000、

Sigma-Aldrich)を用いた。得られたクロマトグラムについて、解析ソフト LCsolution (version 1.25, 島津製

作所)を使って分子量分布を解析した (Table 5-2)。 

  

5-2-2 In vitro 消化試験 

育児用ミルクをパッケージに記載の容量の MillliQ 水で溶解した後、4°C 下で遠心分離（8,500g、

30 分）に供し、浮上した脂肪層をスパチュラを使って除去した。その後、以下の人工消化試験に供した。

試料の pH を 1N の塩酸を用いて 4.0 に調整した後、豚由来のペプシン (Sigma-Aldrich)の濃度が 2.0% 

(w/v)になるよう 1 mM の塩酸で溶解した後、ペプシン/試料中たんぱく質比が 1/12.5 となるように試料に

添加した。その後、試料を恒温振盪器 (New Brunswick Scientific)にセットし、37°C 下、140 rpm の条件で

15 分間振盪した。その後、1 M の重炭酸ナトリウムを用いて試料の pH を 7.0 に調整した。次に、豚由来

のパンクレアチン (Sigma-Aldrich)の濃度が 0.4% (w/v)になるよう 100 mM の重炭酸ナトリウムで調製した

溶液を、パンクレアチン/試料中たんぱく質比が 1/62.5 となるように試料に添加した。その後、試料を恒温

振盪器 (New Brunswick Scientific 社)にセットし、37°C 下、140 rpm の条件で 5 分間振盪した。その後、

試料を 85°C にセットした恒温水槽で 3 分間加熱し、消化酵素を失活させた。 

 

5-2-3 ペプチドミクス解析 

ペプチドミクス解析のための LC-MS/MS 分析は、4-2-3 に記載の手法に則り、カリフォルニア大学

デービス校の Proteomics Core Facility で行った。尚、ペプチド配列の同定に当たっては、Bos Taurus 
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(ウシ)のたんぱく質配列情報を Uniprot より取得し、その全配列、同数の逆向き配列、及び研究室由来の

一般的な混入たんぱく質の配列 60 個に対して検索を行った。 

 

5-3 結果 

たんぱく質源として乳たんぱく質の酵素分解物を配合している eHIF および pHIF について、まず

バックグラウンドとして、人工消化処理をしていない試料中に含まれるペプチドの同定を行った (Table 

5-3)。eHIFでは、その製品の原材料表示の通り、CNに由来するペプチドのみ同定された [101, 103-105, 

110, 122-134]。一方 pHIF では、原材料表示と異なり、WP に由来するペプチドだけでなく CN に由来す

るペプチドも同定されており、原料で使われたWPではCNが分離されきれていなかったものと推察された。

eHIF ではたった 5 種類の CN に由来する生理活性ペプチドしか同定できなかったのに対し、pHIF では、

CN由来の生理活性ペプチドは17種類同定されており、前者にはたんぱく質高度分解物が、後者には軽

度分解物が配合されていることを反映しているものと推察された。eHIF で同定された 5 種類のペプチドは、

人工消化処理を行った後でも全て同定された。一方、pHIF で同定された 25 種類のペプチドのうち、人工

消化処理後でも同定されたのは 16 種類に留まった。以上の結果から、高度分解物中のペプチドは消化

耐性の高い配列だけが分解されずに残っていたのに対し、軽度分解物中では消化に対して耐性を有す

るペプチドとそうでないペプチドが混在していたものと、推察された。 

3 種類の育児用ミルクを人工消化試験に供したところ、様々なタイプの生理活性ペプチドが同定さ

れた (Table 5-4) [101, 103-105, 110, 122-129, 131, 133-149]。同定された 57 の生理活性ペプチドのう

ち、sIF から最も多い 39 種類が、次いで pHIF から 27 種類、eHIF からは 9 種類の生理活性ペプチドが確

認された。これらの生理活性ペプチドのうち、s1-CN の 23-34 位、及び-CN の 134-138 位に由来する

ACE 阻害や、-CN の 60-63 位及び 60-64 位に由来するオピオイドペプチドは、生体における吸収性や

生体内での生理活性について、広範にわたって研究が行われている。 

 

5-4 考察 

本試験では、通常の CN+WP ベースの育児用ミルク (sIF)、CN 高度分解物配合ミルク (eHIF)、お

よび WP 軽度分解物配合ミルク (pHIF)の 3 種類の育児用ミルクを人工消化試験に供し、乳たんぱく質に

由来する生理活性ペプチドの生成パターンを比較した。sIF において最も多くの生理活性ペプチドが同

定されたことから、乳たんぱく質のアミノ酸配列に含まれている生理活性ペプチドの多くは、工業的加水

分解によって損なわれてしまうことが確認され、抗菌ペプチド、免疫調節ペプチド、及び抗酸化ペプチド

でそれが顕著であった。一方、いくつかの生理活性ペプチドについては、たんぱく質分解物配合ミルクに

おいてむしろ形成されやすい傾向が認められ、-LG に由来する生理活性ペプチド、および-CN の

60-70 位に由来する生理活性ペプチドでそれは顕著であった。第 2 章および第 3 章で示した通り、-LG

は消化酵素に対して高い耐性を有したたんぱく質であり、また-CN の 60-70 位は疎水性が高く、たんぱ
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く質分解酵素が作用しにくい部位である [101]。すなわち、-LG や-CN は工業的加水分解を受けて断

片化されることによって、本来消化されづらい部位に消化酵素が接近しやすくなり、その結果、生理活性

ペプチドの形成が促進されたものと推察される。 

本研究の人工消化処理では、ペプシンとパンクレアチンという消化管内で分泌される消化酵素し

か用いておらず、消化管の刷子縁膜上のペプチダーゼや血中のペプチダーゼについては考慮していな

い試験系である。そのため、ACE 阻害ペプチドやオピオイドペプチドなど、生体内に吸収されてから機能

すると考えられる生理活性ペプチドの生体内での安定性を評価する上では不十分な試験系と考えられる。

しかしながら、本研究で同定された、s2-CN の 23-34 位 及び-CN の 133-138 位に由来する 2 種類の

ACE 阻害ペプチドと [104, 139]、-CN の 71-75 位に由来する血清コレステロール低減化ペプチドは 

[135]、それらペプチドの経口摂取によって生理活性を発揮することがラットを用いた試験で確認されてい

る。特に-CNの133-138位に由来するペプチド (LHLPLP)とその分解物であるHLPLPについては、4-4

で言及した通り、牛乳を摂取した成人の十二指腸で形成されていること [118]、また同ペプチドを経口摂

取したラットにおいて、ペプチドが吸収されて血中に移行し、血圧降下作用を発揮したことが報告されて

いる [104]。さらに、オピオイドペプチドである-カゾモルフィンは [131]、血中ではそれよりも分子量の大

きい前駆体として存在することが、ウシやイヌの新生児に牛乳を摂取させた試験にて確認されており [150, 

151]、本試験で同定された-カゾモルフィンを含んだ長い断片 (59-67、59-68、及び 60-68 位)もまた消

化管から吸収され、-カゾモルフィンの前駆体として機能している可能性がある。4-4 で考察した通り、乳

児における ACE 阻害ペプチドやオピオイドペプチドの役割は明らかになっていないものの、前者は将来

における心血管疾患発症への関与が [119]、後者は消化管機能や学習・記憶能力の発達への関与が

想定される [115, 116]。但し、オピオイドペプチドについては、乳児の無呼吸症候群や精神発達の遅延

との関与を示唆する報告もある [152]。 

本章の結果と、第 4 章の母乳についての検討結果とを比較してみると、両者で共通していた生理

活性ペプチドに関する配列は、-LA に由来する ACE 阻害ペプチド WLAHK と [110]、-CN に由来す

る ACE 阻害ペプチド/PEP 阻害ペプチドを含んだ配列である HLPLPL だけであった [104, 105]。また、

母乳たんぱく質と育児用ミルクで使われている牛乳たんぱく質とでは、そのアミノ酸配列にある程度の相

同性があることから、消化を介して放出される生理活性ペプチドにおいても相同性の高いものが同定され

ている。例えば、-CN の”strategic zone”と呼ばれる領域に由来する-カゾモルフィン (母乳: 51-58 位，

育児用ミルク: 60-68 位)や免疫調節ペプチド (母乳54-59 位、育児用ミルク: 63-68 位)、-CN に由来す

る抗血栓作用を有するペプチド (母乳: 100-103 位及び 100-104 位，育児用ミルク: 106-111 位及び

106-112 位)などである。しかしながら、相同性が高く同様の生理活性をもつ配列同士であっても、生体利

用性や活性強度が異なる可能性があり、その結果、生体内で同じように機能をしているとは限らない。さら

に、育児用ミルクには母乳には存在しない-LG が主要たんぱく質の一つとして含まれており、-LG から

はジペプチジル・ペプチダーゼ-4 (dipeptidhyl peptidase-4 (DPP4))阻害活性や血清コレステロール低減
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化効果といった、母乳では認められなかった生理活性を有するペプチドが同定されている。このように、

母乳と育児用ミルクとでは生理活性ペプチドのパターンはかなり異なり、母乳と育児用ミルクとの間には、

「生理活性ペプチド」という観点では未だ大きな差異があるといえる。 

 

5-5 小括 

通常の育児用ミルクと、たんぱく質分解物配合ミルクとでは、人工消化処理を介して放出される生

理活性ペプチドのパターンに大きな違いが認められ、異なるタイプの育児用ミルクを摂取する乳児の間で

は、生理活性ペプチドから受ける影響も異なることが示唆された。しかし、同定されたほとんどの生理活性

ペプチドについて、生体内でどのように機能しているかについての知見は乏しく、また乳児に対してどの

ように作用しているかは明らかになっていない。また、本試験で用いた人工消化試験法は、胃内 pH の経

時変化や、CN と WP との間の胃排出速度の違いなどを反映していない、単純化した「静的」な消化試験

法である。それゆえ、十分な検討のもとに実験条件を選択しているものの、本試験の人工消化と実際の生

体内での消化とでは未だ乖離があることは否めない。さらに、本試験で用いた育児用ミルクは、市場で販

売されているものをランダムに選択したものであり、特にたんぱく質分解物配合ミルクのたんぱく質の分解

度は、製品一つ一つ異なることから、本試験で認められた結果を単純に同様の製品に当てはめることは

性急といえる。今後、動物試験や臨床試験を通して、どの生理活性ペプチドが乳児にとって重要な役割

を果たしているものなのか、明らかにしていくことが必要である。 
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Table 5-1 Nutrient composition of infant formulasa 

 

 

 

 

 

aThe table is adapted from product labelings. 

[Abbreviations] 

sIF, standard infant formula;  eHIF, extensively-hydrolyzed infant formula;  pHIF, partially-hydrolyzed 

infant formula. 

 

 

Component (g/100 mL) sIF eHIF pHIF 

Protein 1.3 1.8 1.5 

Fat 3.6 3.6 3.4 

Carbohydrate 6.9 6.6 7.6 



81 

 

Table 5-2 Molecular size distribution of peptides in hydrolyzed infant formulas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[Abbreviations] 

eHIF, extensively-hydrolyzed infant formula;  pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 

Molecular Weight eHIF (%) pHIF (%) 

< 200 39.40  7.29 

201-500 42.20 26.86 

501-1,000 14.03 20.12 

1,001-1,200 2.17 10.84 

1,201-2,000 1.96 15.16 

2,001-3,500 0.24 12.69 

3,501-5,000 0.00 3.91 

5,001-10,000 0.00 2.39 

10,001-20,000 0.00 0.55 

20,001-50,000 0.00 0.18 

> 50,000 0.00 0.00 
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Table 5-3 Bioactive peptides present in undigested hydrolyzed infant formulas 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

[Abbreviations] 

AB, antibacterial;  ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  DPP4i, dipeptidyl 

peptidase-4-inhibitory;  OP, opioid;  AO, anti-oxidative;  CPP, caseinophosphopeptide;    PEPi, 

prolyl-endopeptidase-inhibitory;  immuno, immuno-regulatory; eHIF, extensively-hydrolyzed infant 

formula; pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Infant Formulas 
Ref. 

eHIF pHIF 

-LA 76-80 SCDKF AB (61-65/75-80) N (Y) [122] 

104-108 WLAHK ACEi (104-108) N Y [110] 

-LG 15-20 VAGTWY AB (15-20) N Y [123] 

78-82 IPAVF DPP4i (78-82) N Y [124] 

78-83 IPAVFK 
AB (78-83) 

DPP4i (78-83) 
N (Y) 

[123] 

[124] 

92-100 VLVLDTDYK AB (92-100) N Y [123] 

102-105 YLLF OP (102-105) N Y [125] 

142-148 ALPMHIR ACEi (142-148) N Y [126] 

s1-CN 91-97 YLGYLEQ Anxiolytic (91-97) N (Y) [127] 

91-100 YLGYLEQLLR Anxiolytic(91-100, etc) N (Y) [127] 

s2-CN
174-179 FALPQY 

ACEi (174-179 or 181) 

AO (174-181) 
N (Y) 

[128] 

[129] 

174-181 FALPQYLK 
ACEi (174-181) 

AO (174-181) 
N (Y) 

[128] 

[129] 

-CN 1-25 RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR CPP (1-25) N (Y) [130] 

59-66 VYPFPGPI PEPi (59-66) N Y [105] 

59-67 VYPFPGPIP PEPi (59-66 or 67) N Y [105] 

59-68 VYPFPGPIPN PEPi (59-66 or 67) N Y [105] 

60-63 YPFP OP (60-64) Y N [131] 

60-65 YPFPGP OP (60-64, etc) Y N [131] 

60-68 YPFPGPIPN 
OP (60-64, etc) 

ACEi (60-68) 
N Y 

[131] 

[132] 
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Table 5-3, continuerd 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

[Abbreviations] 

AB, antibacterial;  ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  DPP4i, dipeptidyl 

peptidase-4-inhibitory;  OP, opioid;  AO, anti-oxidative;  CPP, caseinophosphopeptide;    PEPi, 

prolyl-endopeptidase-inhibitory;  immuno, immuno-regulatory; eHIF, extensively-hydrolyzed infant 

formula; pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 

 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Functionb 

Infant Formulas 
Ref. 

eHIF pHIF 

-CN 63-68 PGPIPN Immuno (63-68) Y Y [101] 

132-139 NLHLPLPL 
ACEi (133, or 134-138) 

PEPi (134-139) 
N (Y) 

[104] 

[105] 

132-140 NLHLPLPLL 

ACEi (133, or 134-138) 

PEPi 

(132-140, and 134-139 ) 

N Y 

[104] 

[105] 

[103] 

133-139 LHLPLPL ACEi (133, or 134-138) N Y 
[104] 

[105] 

134-138 HLPLP ACEi (134-138) Y N [104] 

134-139 HLPLPL 
ACEi (134-138) 

PEPi (134-139) 
N Y 

[104] 

[105] 

170-176 VLPVPQK AO (170-176) N Y [133] 

177-183 AVPYPQR AO (177-183) N (Y) [133] 

193-201 YQEPVLGPV AO (193-196) Y N [134] 

193-202 YQEPVLGPVR AO (193-196) N Y [134] 
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Table 5-4 Bioactive peptides in in vitro digested infant formulas 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

[Abbreviations] 

ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AB, antibacterial;  HC, hypcholesterolemic;  

DPP4i, dipeptidyl peptidase-4-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory.  AO, 

anti-oxidative;    PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  AT, antithrombotic; sIF, standard infant 

formula;  eHIF, extensively-hydrolyzed infant formula;  pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Infant Formulas 
Ref. 

sIF eHIF pHIF 

-LA 104-108 WLAHK ACEi (104-108) Y N Y [110] 

109-114 ALCSEK AB (17-31/109-114) N N Y [122] 

-LG 15-20 VAGTWY AB (15-20) N N Y [123] 

25-40 AASDISLLDAQSAPLR AB (25-40) N N Y [123] 

71-75 IIAEK HC (71-75) N N Y [135] 

78-82 IPAVF DPP4i (78-82) N N Y [124] 

92-100 VLVLDTDYK AB (92-100) N N Y [123] 

102-105 YLLF OP (102-105) N N Y [125] 

142-148 ALPMHIR ACEi (142-148) N N Y [126] 

s1-CN 1-7 RPKHPIK AB (1-7) Y N N [136] 

1-27 RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAP Immuno (1-23 ) Y N N [137] 

4-14 HPIKHQGLPQE AB (6-14) Y N N [138] 

10-16 GLPQEVL AB (10-14) N N Y [137] 

23-34 FFVAPFPEVFGK ACEi (23-34) Y N Y [139] 

91-96 YLGYLE OP (91-96) N N Y [140] 

91-97 YLGYLEQ Anxiolytic (91-97) Y N N [127] 

143-149 AYFYPEL ACEi (143-149) Y N Y [141] 

144-149 YFYPEL AO (144-146 or 149) Y N N [142] 

146-149 YPEL AO (146-149) Y N N [142] 

157-164 DAYPSGAW ACEi (157-164) Y N Y [143] 

180-193 SDIPNPIGSENSEK AB (180-193) Y Y Y [138] 

s2-CN 25-32 NMAINPSK ACEi (25-32) Y N N [128] 
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Table 5-4, continued 

 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Infant Formulas 
Ref. 

sIF eHIF pHIF 

s2-CN 174-182 FALPQYLKT 
ACEi (174-181) 

AO (174-181) 
Y N N 

[128] 

[129] 

-CN 49-56 IHPFAQTQ PEPi (49-56) Y N N [105] 

59-66 VYPFPGPI PEPi (59-66) Y Y Y [105] 

59-67 VYPFPGPIP PEPi (59-66 or 67) N Y Y [105] 

59-68 VYPFPGPIPN PEPi (59-66 or 67) Y Y Y [105] 

60-63 YPFP OP (60-64, etc) N Y N [131] 

60-65 YPFPGP OP (60-64, etc) N Y N [131] 

60-68 YPFPGPIPN 
OP (60-64, etc) 

ACEi (60-68) 
N Y Y 

[131] 

[132] 

63-68 PGPIPN Immuno (63-68) N Y Y [101] 

98-105 VKEAMAPK AO (98-105) Y N N [133] 

129-138 DVENLHLPLP ACEi (133, or 134-138) N N Y [104] 

130-139 VENLHLPLPL 

ACEi (133, or 134-138) 

PEPi  

(131-140, 134-139) 

Y N Y 

[104] 

[103] 

[105] 

130-142 VENLHLPLPLLQS 

ACEi (133, or 134-138) 

PEPi  

(131-140, 134-139) 

Y N N 

[104] 

[103] 

[105] 

132-139 NLHLPLPL 
ACEi (133, or 134-138) 

PEPi (134-139) 
Y N Y 

[104] 

[105] 

133-138 LHLPLP ACEi (133, or 134-138) N N Y [104] 

133-139 LHLPLPL 
ACEi (133, or 134-138) 

PEPi (134-139) 
Y N Y 

[104] 

[105] 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

[Abbreviations] 

ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AB, antibacterial;  HC, hypcholesterolemic;  

DPP4i, dipeptidyl peptidase-4-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory.  AO, 

anti-oxidative;    PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  AT, antithrombotic; sIF, standard infant 

formula;  eHIF, extensively-hydrolyzed infant formula;  pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 
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Table 5-4, comtinued 

 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. Bold letters indicate that the entire sequence matches that of a bioactive 

peptide. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. As for the amino acid sequence 

of CPP, letters in italic represent the “acid motif” whose serine residues are phosphorylated. 

[Abbreviations] 

ACEi, angiotensin I-converting enzyme-inhibitory;  AB, antibacterial;  HC, hypcholesterolemic;  

DPP4i, dipeptidyl peptidase-4-inhibitory;  OP, opioid;  immuno, immuno-regulatory.  AO, 

anti-oxidative;    PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  AT, antithrombotic; sIF, standard infant 

formula;  eHIF, extensively-hydrolyzed infant formula;  pHIF, partially-hydrolyzed infant formula. 

Parental 

Protein 
Residue Sequence Function 

Infant Formulas 
Ref. 

sIF eHIF pHIF 

-CN 134-138 HLPLP ACEi (133, or 134-138) N Y N [104] 

134-139 HLPLPL 
ACEi (134-138) 

PEPi (134-139) 
Y N Y 

[104] 

[105] 

169-176 KVLPVPQK AO (169-176) Y N N [133] 

170-176 VLPVPQK AO (170-176) Y N Y [133] 

191-209 LLYQEPVLGPVRGPFPIIV 

ACEi (191-209) 

Immuno (191-193, 

192 or 193-209) 

Y N N 

[144] 

[145] 

[146] 

192-209 LYQEPVLGPVRGPFPIIV 
Immuno 

(192 or 193-209) 
Y N N [146] 

193-197 YQEPV AO (193-196) Y N N [134] 

193-209 YQEPVLGPVRGPFPIIV 
Immuno (193-209) 

AB (193-207) 
Y N N 

[146] 

[149] 

-CN 18-24 FSDKIAK AB (18-24) Y N N [148] 

25-30 YIPIQY ACEi (25-30) Y N N [147] 

31-39 VLSRYPSYG OP Antagonist (33-38) Y N N [131] 

33-40 SRYPSYGL OP Antagonist (33-38) Y N N [131] 

35-41 YPSYGLN OP Antagonist (35-41) Y N N [131] 

42-49 YYQQKPVA AB (42-49) Y N N [148] 

56-60 LPYPY ACEi (56-60) Y N N [147] 

61-75 YAKPAAVRSPAQILQ AB (64-75) Y N N [148] 

106-111 MAIPPK AT (106-111) Y N N [120] 

106-112 MAIPPKK AT (106-116) Y N N [120] 

162-169 VQVTSTAV AB (162-169) Y N N [148] 
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第 6 章 仔ラット消化モデルによる母乳及び育児用ミルク中の乳たんぱく質の消化動態の解析 

 

6-1 緒言 

母乳は、児がその誕生から数か月間の間における最も適した栄養源である。また、育児用ミルクは

何らかの理由で母乳を得ることができない乳児にとっての母乳代替として用いられる。育児用ミルクの組

成は、母乳の栄養組成により近いものになるよう、またそれを摂取した乳児の成長や発達が母乳栄養児と

近いものになるよう、これまで改良が行われてきている。第 1 章で述べた通り、育児用ミルク中の乳たんぱ

く質についてはまず、CN/WP 比を牛乳の 8:2 から母乳の 4:6 に近づけた設計がなされている [8]。また、

母乳に豊富に含まれている-LA や LF は、アミノ酸バランスに優れ、また児の健康に寄与する生理活性

を持ったたんぱく質であることから、牛乳由来の-LA や LF を強化した育児用ミルクも開発されている 

[11, 12]。近年では、育児用ミルクをさらに「母乳化」するための試みとして、同じく母乳中に豊富に含まれ

る OPNについての研究が盛んになってきており、牛乳由来の OPN を強化した育児用ミルクの臨床試験も

行われている [22]。 

第 4 章および第 5 章でも検討を行ったように、乳たんぱく質は消化管で消化酵素の作用を受けて、

さまざまな生理活性ペプチドが生成される。乳児の消化管は発達段階にあり [37]、摂取した乳たんぱく

質を効率よく消化できないことから [36]、乳たんぱく質由来の生理生理活性ペプチドは消化管内で消化

されずに比較的残りやすいと考えられる。すなわち、乳児の発達・成長の過程で、乳たんぱく質由来の生

理活性ペプチドは大きく影響を及ぼしているものと推察される。第 4 章および第 5 章では、乳たんぱく質

から放出される生理活性ペプチドの形成パターンについて in vitro の試験系を用いて検討を行った。この

ような in vitro の試験系を用いた報告が多い一方、in vivo の試験系を用いたものは、母乳栄養児の胃内

容物の吸引物を解析した報告や [39]、育児用ミルクを与えた仔ブタの小腸内容物を解析した報告など 

[153]、未だわずかな報告しかない。特に、ヒトの乳児の小腸内容物を採取することは、倫理上および技術

上困難である。 

本研究では、乳たんぱく質から放出される生理活性ペプチドの生成パターンを in vivoの試験系で

評価することを目的に、第 2 章および第 3 章で用いた、仔ラットモデルを用いた試験を行った。仔ラットに

母乳あるいは通常の育児用ミルクを経口投与した後、小腸内容物を回収し、それらを LC-MS/MS 分析に

供して、それぞれの乳たんぱく質の消化性を配列レベルで評価するとともに、既知の生理活性ペプチド

の生成パターンを評価した。 

 

6-2 材料と方法 

6-2-1 母乳と育児用ミルク 

4-2-1 に記載の通り、母乳 (human milk (HM))はカリフォルニア大学デービス校の治験審査委員

会の承認のもと、1 名の産婦からインフォームド・コンセントを得て、提供を受けた。複数の妊娠期間から採
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取された試料を 1 つにまとめ、-30°C 下で保存した。また育児用ミルクは、第 5 章でも用いた Abbott 

Nutrition 社の通常の育児用ミルクである Similac Advance (Abbott Nutrition)を用いた。育児用ミルク 

(standard infant formula (sIF))は、パッケージに記載の容量の MillliQ 水で溶解した後、試験に用いた。本

章で、解析した母乳試料および育児用ミルクを言及する際は、それぞれ HM (human milk)、sIF (standard 

infant formula)と略すこととする。 

 

6-2-2 In vivo 消化試験 

In vivo における HM 及び sIF 中の乳たんぱく質の消化性と生成される生理活性ペプチドのパター

ンを評価することを目的に、2-2-5 と同様の仔ラットを用いた動物試験を行った。動物試験は、カリフォル

ニア大学デービス校の動物実験委員会の承認を得て実施した。Sprague Dawley 母獣ラット 1 匹と 12 匹の

同腹仔ラット (雄 6 匹 + 雌 6 匹)を Charles River 社から購入した。実験施設への馴化後、14 日令に、仔

ラットは母獣から 6 時間隔離して絶食させた。まず 6 匹の仔ラットに対し、母乳/体重比が 1/36 (v/w)となる

ように、HMをゾンデを使って強制投与した。投与後0.5時間後 (#1 & 2)、1.0時間後 (#3 & 4)、または2.0

時間後 (#5 & 6)に、各仔ラットを二酸化炭素に暴露して安楽死させた後、解剖試験に供して小腸の内容

物を採取した。小腸を均等な長さに 2 等分にして、それぞれを上部及び下部小腸とし、それぞれの内面

をプロテアーゼインヒビター・カクテル (Sigma-Aldrich，P2714)を含んだ 0.1 mL の PBS で洗浄し、洗浄液

を小腸内容物として回収した。HM と同様に、4 匹の仔ラットに対し、育児用ミルク/体重比が 1/36 (v/w)と

なるように、sIF をゾンデを使って強制投与した。投与後 0.5 時間後 (#7 & 8)または 1.0 時間後 (#9 & 10)

に、解剖試験に供して小腸の内容物を採取した。回収した小腸内容物は、解析まで-80°C で保存した。

残りの 2 匹の仔ラット (#11 & 12)は実験コントロールとして、強制投与を行わず解剖試験に供し、小腸内

容物を回収した。(HM の試料としての希少性を重要視し、投与後 2.0 時間の試料採取は HM に対しての

み行った。しかし、#5 の小腸内容物は、採取後の誤操作により解析に供することが出来なかった。) 

回収した全ての小腸内容物は、解析まで-80°C で保存した。 

 

6-2-3 ペプチドミクス解析 

ペプチドミクス解析のための LC-MS/MS 分析は、4-2-3 に記載の手法を少し改変し、カリフォルニ

ア大学デービス校の Proteomics Core Facility で行った。本章の試料については、第 2 章で実施したよう

に、ジスルフィド結合を還元化処理と続くシステイン残基のアルキル化処理を行って、ペプチド間のジス

ルフィド結合を切断してから LC-MS/MS 分析に供した。すべての MS/MS スペクトルから、解析ソフト

Myrimatch (version 2.2.140)と IDPicker (version 3.1.9288) を使ってペプチド配列の同定を行った [154, 

155]。Homo sapiens、Bos Taurus (ウシ)、および Rattus norvegicus のたんぱく質配列情報を Uniprot より

取得し、その全配列、同数の逆向き配列、及び研究室由来の一般的な混入たんぱく質の配列 60 個に対

して検索を行った。また、たんぱく質の消化パターンとして「非特異的消化」パターンを選択した。そして、
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ペプチド配列に含まれる修飾構造として、システイン残基のヨードアセトアミド化、及びメチオニン残基の

酸化をによるマス・シフトを想定した検索を行った。これらのペプチド配列の妥当性の判定は、FDR がペ

プチド同定レベルで 1%とした。 

同定された-LA、-LG、LF、OPN、および CN に由来するペプチド配列について、生理活性ペ

プチドのデータベースである「BIOPEP」を用い [94]、それぞれの配列が既知の生理活性ペプチドである

かどうか、照合を行った。照合結果はさらに、それぞれ文献検索を行い、生理活性ペプチドであることの

確認を行った。 

同定されたペプチド配列の中には、未知の生理活性ペプチドで、乳児の発達や健康に関わって

いるものがあることが想定される。未知の生理活性ペプチドの候補となる配列を選択することを目的に、同

定された全ての配列を「PeptideRanker」の検索に供し [156]、それぞれの配列が生理活性を有するかどう

かの評価を行った。PeptideRanker とは、人工ニューラルネットワークをベースとしたサーバーで、BIOPEP

などの複数のデータベースに登録されている既知の生理活性ペプチドの配列情報を用いて、各配列が

「生理活性ペプチドである／ではない」を機械学習させたものである。入力したペプチド配列に対し、「生

理活性を有する可能性」の予測を 0～1 のスコアで評価する。本研究では、「生理活性を有する」という判

定基準を、同サーバーのデフォルト値である「スコア 0.5 以上」とした。 

 

6-3 結果 

6-3-1 乳たんぱく質の消化性とペプチドの放出パターン 

HM または sIF を強制経口投与した仔ラットから回収した内容物について LC-MS/MS 分析を行い、

それぞれの主要たんぱく質に由来するペプチドの同定を行った。母乳については-LA、LF、OPN およ

び CN に由来するペプチドを、育児用ミルクについては-LA、-LG および CN に由来するペプチドを解

析対象とした。また、強制経口投与を行わなかった 2 個体 (#11 & 12)の小腸内容物を解析し、上記のた

んぱく質に由来するペプチドが同定されていないことを確認した。上部小腸と下部小腸で同定されたペ

プチド数を Figure 6-1 に示す。HM および sIF とも、同定されたペプチドの数は、投与後 0.5 および 1.0

時間において上部小腸の方が下部小腸よりも多かった。HM については、投与後 2.0 時間時点でも小腸

内容物を採取したが、上記のたんぱく質に由来する配列は同定されなかった。これら同定されたペプチド

について、それぞれが由来するたんぱく質配列に対するマッピングを行った (Figure 6-2 および 6-3)。

HM において、-LA および-CN ではその全配列の広い領域 (-LA の 81.3%、-CN の 72.0%に相当)

からペプチドが同定されたのに対し、それ以外の母乳たんぱく質ではごく限られた領域からしかペプチド

は同定されなかった (Figure 6-2)。同様に sIF については、-LG および-CN ではその全配列の広い領

域 (-LG の 81.2%、-CN の 72.7%に相当)からペプチドが同定されたのに対し、それ以外のたんぱく質

では限られた領域からしかペプチドは同定されなかった (Figure 6-3)。また、これら 4 つのたんぱく質では、

特定の領域に由来するペプチドが集中している傾向が認められた (HM の-CN の 70-93 位、sIF の



90 

 

-LG の 39-55 位、および sIF の-CN の 57-96 位と 145-161 位; Figure 6-2 および 6-3)。さらに、Figure 

6-1 で示したように、下部小腸から同定されたペプチドの数は非常に限られているものの、下部小腸で同

定されたペプチドは全て、上部小腸の場合と同じ特定の領域に由来するものであった。同様の結果は、

同定されたペプチドの数は少ないながらも、sIF のs2-CN にも当てはまるようであった (Figure 6-3)。 

HMおよび sIFの、ターゲットとしたたんぱく質の消化性をさらに検証するべく、同定されたペプチド

の分子量分布を調べた (Figure 6-4 および 6-5)。HM を投与した仔ラットの上部小腸から採取した内容物

において、-LA に由来するペプチドの種類は投与 1.0 時間後よりも 0.5 時間後の方が多く、ほとんどの

ペプチドは 800-1,600 kDa の範囲に分布していた一方、-CN に由来するペプチドの数は投与 1.0 時間

後の方が多く、また-LA の場合よりも少し高分子量側の 1,000-1,800 kDa に分布が集中していた 

(Figure 6-4)。一方。同様の傾向は、sIF にも認められたものの、HM の場合ほど顕著ではなかった (Figur 

6-5)。すなわち、sIF における-LA や-LG に由来するペプチドは、その同定数に経時的変化が認めら

れなかったものの、800-1,600 kDa を中心に分布しているのに対し、sIFにおける-CN に由来するペプチ

ドは、その種類は投与 0.5 時間後よりも 1.0 時間後の方が多く、また WP に由来するペプチドよりも少し高

分子量側に分布が集中していた。下部小腸の内容物から同定されたペプチドについては、同定された数

が僅かであるものの、HM・sIF ともに、分子量が大きい傾向が認められた。 

 

6-3-2 乳たんぱく質の生理活性ペプチド 

本試験で同定された、HM および sIF のたんぱく質に由来するペプチド配列について、既知の生

理活性ペプチドの配列との照合を行った (Table 6-1 および 6-2)。本試験で同定されたペプチドのうち、

既知の生理活性ペプチドの配列と合致したものは Table 6-1 および 6-2 で太字で示した僅か 8 つのペプ

チドだけであった。そこで結果をさらに精査して、既知の生理活性ペプチドを含む配列、および既知の生

理活性ペプチドの配列と75%以上一致するペプチドを選び出した。HMに由来するペプチドは、血圧降下

作用、抗酸化作用、抗血栓作用、DPP4 阻害作用、免疫調節作用、オピオイド作用、およびプロリルエン

ドペプチダーゼ阻害作用といった活性を持つペプチドと関連する配列が認められた [98-100, 102, 104, 

107, 142, 157-165]。sIF に由来するペプチドは、鎮痛作用、抗菌作用、血圧降下作用、抗酸化作用、抗

血栓作用、DPP4 阻害作用、血清コレステロール低減下作用、免疫調節作用、オピオイド、プロリルエンド

ペプチダーゼ阻害作用、血管弛緩作用といった活性を持つペプチドと関連する配列が認められた [105, 

120, 122-125, 131, 132, 134, 135, 145, 146, 148, 149, 157, 159, 163, 165-175]。 

同定されたペプチド配列の中には、未知の生理活性ペプチドで、乳児の発達や健康に関わって

いるものがあることが想定される。未知の生理活性ペプチドの候補となる配列を選択することを目的に、同

定された全ての配列を「PeptideRanker」の検索に供した [156]。まず、Table 6-1 および 6-2 で示した、既

知の生理活性ペプチドの配列と合致した太字で記載の 8 本のペプチドのうち、6 本についてはスコアは

0.50 以上 (「生理活性がある」という判定のデフォルト値)であった。一方、Table 6-1 および 6-2 のそれ以
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外のペプチドのスコアについては、特に傾向は認められず、スコアが 0.50 以下のペプチドも多かった。よ

って PeptideRanker は、「生理活性ペプチドを含むペプチド」や「生理活性ペプチドと配列が一部合致す

るペプチド」よりも、「その配列自体が生理活性を持つペプチド」に対して高いスコアを付与するサーバー

であることが考えられた。既知の生理活性ペプチドと関連のない配列で、PeptideRanker によるスコアが

0.5 以上であったものを Table 6-3 及び 6-4 に示す。HM 由来の 32 のペプチドと sIF 由来の 34 のペプチ

ドが、0.50 以上のスコアであった。 

 

6-4 考察 

本試験では、母乳および育児用ミルク中のたんぱく質が乳児の消化管内でどのように消化され、

またどのような生理活性ペプチドが生成されるのかを検証することを目的に、仔ラットモデルを用いた in 

vivo での消化試験により評価を行った。 

本試験で解析対象とした主要な乳たんぱく質のうち、HM および sIF ともに最も多く同定されたの

は-CN に由来するペプチドであり、また-CN に由来するペプチドは HM よりも sIF から多く同定された。

ヒトとウシの-CN の配列には 50%以上の相同性があるものの、両者のリン酸化修飾の程度がかなり異なる

ため、胃内での凝集の状態やそれに伴うたんぱく質消化性にも大きな違いがある [176]。sIF の方が HM

よりも-CN に由来するペプチドは多く同定されたのは、sIF 中の-CN の方が HM よりも消化性が悪いこ

とを反映しているのかもしれない。次に、HM、sIF のいずれを投与した場合においても、下部小腸で特定

されたペプチドの数はごく僅かであったことから、乳たんぱく質は胃や上部小腸においてほとんど消化さ

れてしまい、本試験で同定できる長さを維持して下部小腸に到達することはほとんどないと考えられた。

一方、それにも関わらず下部小腸で同定されたペプチドは、下部小腸において非常に多くの種類のペプ

チド配列の放出が確認された領域と一致していた （HM では-CN の 70-92 位、sIF では-LG の 39-55

位、および-CN の 57-96 位と 145-161 位に由来するものであった）。このことから、下部小腸にある程度

の長さをもって到達することができるペプチドは、消化酵素に対して耐性を持った領域に由来していること

が示唆された。特にウシ-CN の 57-96 位については、脱脂乳やブルーチーズの人工消化試験やウシ

CN を摂取した成人の小腸回収物中においても、消化耐性が報告されている [118, 177, 178]。上述の部

位のうち、-LG の 39-55 位以外は、Pro 残基の占める割合が大きいアミノ酸配列から成る領域であり、そ

れゆえ消化酵素に対して耐性を示しているものと考えられた。さらに、下部小腸で同定されたペプチドが

比較的長い配列であることも、これらの配列が消化されづらく、長さを維持したまま小腸の末端側まで到

達したものと推察された。但し、本試験では限られた数の仔ラットしか解析しておらず、また同時点におけ

る 2 個体の結果の間もばらつきが大きかった。想定されることとして、乳たんぱく質に由来するペプチドが

消化される速度が速いため、本試験で設定したタイムポイントだけではその消化動態を十分に捉えること

が出来なかった可能性がある。よって、より詳細な乳たんぱく質の消化動態を追う上では、より多くの時点

での試料採取が必要なのかもしれない。 
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HM、sIF いずれかを投与された仔ラットの上部小腸において、投与 1.0 時間後の方が 0.5 時間後

よりも-CN に由来するペプチドが多く同定された。一方、HM 中の-LA に由来するペプチドについては

0.5 時間後の方が多く同定され、また sIF 中の-LA や-LG については、このような経時的変化は認めら

れなかった。これらの結果は、CN が胃内で凝集することによって胃排出速度が遅くなることを反映してい

るものと考えられ、同様の結果は、Boutrou らによる牛乳たんぱく質を摂取したヒト成人の空腸回収物の解

析結果とも一致する [118]。一方で、本研究では-CN に由来するペプチドの方が WP に由来するペプ

チドよりも分子量が大きい傾向であったのに対し、Boutrou らは逆の結果を報告していた。彼らはその結

果について CN の方が WP よりも消化されやすいことに起因すると考察していて、これについては第 2 章

の牛乳たんぱく質の人工消化試験の結果も支持するところである。本研究では 600 kDa 以下短いペプチ

ド鎖をほとんど同定できなかったのに対し、Boutrou らの報告では 450-750 kD のペプチドを多く同定して

いたことから、本研究と Boutrou らの報告との間に認められた同定されたペプチドの分子量分布の違いは、

ペプチドミクスの手法の違いに起因するものかもしれない。 

本試験で同定された生理活性ペプチドの数は、第 4 章および第 5 章における in vitro での消化試

験で同定されたものと比較して僅かであった。本研究で同定された多くの生理活性ペプチドついて、その

生体内における役割は明らかにされていない。しかし、-CN 由来のオピオイドペプチドである-カゾモ

ルフィンと血圧降下ペプチドである HLPLP については、第 4 章および第 5 章においても同定されており、

その消化管における吸収性や生体内における安定性、生体における機能性について数多く報告されて

おり [104]、乳児の成長や健康に影響を及ぼしている可能性がある。-カゾモルフィンとそれを含んだ配

列は、本研究では HM および sIF を投与した仔ラットの上部小腸において同定されており (HM: 48-58

位に含まれる配列で投与 1.0 時間後にて検出; sIF: 60-66 位に相当する配列で投与 0.5 および 1.0 時間

後にて検出)、またこれまでにも牛乳を摂取した成人の胃内容物や小腸内容物においてもその生成が確

認されている [39, 118]。-CN 由来の血圧降下ペプチド HLPLP を含んだ配列もまた、本研究では HM

および sIF を投与した仔ラットの上部小腸において同定されており (HM: 120-129 位に含まれる配列で投

与0.5および1.0時間後にて検出; sIF: 128-138に含まれる配列で投与0.5および1.0時間後にて検出)、

また上述の牛乳を摂取した成人の胃内容物や小腸内容物においても確認されている [118]。さらに、他

の研究報告との比較から言及すべきペプチドとして、ヒト-CN の 105-117 位に由来する免疫調節ペプチ

ド (投与 1.0 時間後に上部小腸にて検出)が挙げられる。同配列はこれまでにも、母乳栄養児の胃内容物

や （消化前の）母乳中に存在が確認されている [39, 96]。しかしながら、同配列の機能性はマウス由来

の BALB/3T3 細胞を用いたアッセイでしか評価しておらず、またそのアッセイに用いたペプチド配列には

1 アミノ酸置換が含まれていた [102]。本試験で同定されたヒト-CN の 105-117 位に由来するペプチド

が同様の生理活性を持ち、そして生体内で生理学的役割を果たしているかどうかについては、さらなる検

討が必要である。 

本研究で同定された HM 由来の 34 のペプチドと sIF 由来の 32 のペプチドには、これまで生理活
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性があることが報告されていないものの、PeptideRanker によるスコアが 0.50 以上であり、何らかの生理活

性があることが予測された [156]。6-3 で示した通り、PeptideRanker は生理活性ペプチドを含んだり生理

活性ペプチドと配列が一部重複するペプチドについて予測するよりも、その配列自体が生理活性ペプチ

ドであるものを予測することに適したサーバーのようである。よって、これらの配列の化学合成ペプチドを

作製し、in vitro の系で生理活性を探索することは理にかなっていると考えられる。PeptideRanker の判定

結果からはどのような生理活性を有しているかは予測できないものの、消化管発達の発達や未熟児に多

く見受けられる消化管疾患の予防に寄与すると考えられる、オピオイドペプチドや DPP4 阻害活性をもっ

た配列の探索を行うことが、小児栄養の観点から重要と考えており、今後の検討課題としたい。 

 

6-5 小括 

本研究では小規模ではあるが、母乳および育児用ミルク中の乳たんぱく質が生体内でどのように

消化され、またどのような生理活性ペプチドを放出するかについて、乳児を模した仔ラットモデルを用いて

示した。一部のペプチドの生成は乳たんぱく質中の特定の領域に集中しており、それらの領域が消化酵

素に対する耐性を持った領域であることが考えられた。また、既知の生理活性ペプチドの形成が確認さ

れ、それらが乳児の成長や健康に関わっている可能性が考えられた。 
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Figure 6-1 Numbers of peptides derived from human milk (HM) and standard infant formula (sIF) in the 

small intestine of suckling rat pups. Suckling rat pups were fed HM/sIF, digesta were obtained from the 

upper and lower small intestine, and peptides derived from major milk proteins were targeted (HM: a and 

b; IF: c and d). Two pups were assigned at 0.5 h or 1.0 h after intubation with HM/IF. Two pup were also 

assigned at 2.0 h after intubation with HM, but samples obtained from 1 pup (#5) could not be analyzed 

because of a laboratory error. Numbers of the peptides identified in individual animals are shown. 

[Abbreviations] -LA, -lactalbumin;  LF, lactoferrin;  OPN, osteopontin;  CN, casein;  -LG, 

-lactoglobulin. 



95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6-1, continued. Suckling rat pups were fed HM/sIF, digesta were obtained from the upper and lower 

small intestine, and peptides derived from major milk proteins were targeted (HM: a and b; IF: c and d). 

Two pups were assigned at 0.5 h or 1.0 h after intubation with HM/IF. Two pup were also assigned at 2.0 h 

after intubation with HM, but samples obtained from 1 pup (#5) could not be analyzed because of a 

laboratory error. Numbers of the peptides identified in individual animals are shown. 

[Abbreviations] -LA, -lactalbumin;  LF, lactoferrin;  OPN, osteopontin;  CN, casein;  -LG, 

-lactoglobulin. 
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Figure 6-2 Diagrams of peptides derived from human milk (HM) in the small intestine of suckling rat pups. 

Peptides of HM-derived peptides were mapped along the entire sequences of parental proteins such as 

-lactalbumin (a), lactoferrin (b), osteopontin (c), s1-casein (d), -casein (e), and -casein (f). Red and 

blue bars indicate peptides identified in both animals and only 1 animal, respectively. 
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Figure 6-2, continued. Peptides of HM-derived peptides were mapped along the entire sequences of 

parental proteins such as -lactalbumin (a), lactoferrin (b), osteopontin (c), s1-casein (d), -casein (e), and 

-casein (f). Red and blue bars indicate peptides identified in both animals and only 1 animal, respectively. 
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Figure 6-3 Diagrams of peptides derived from standard infant formula (sIF) in the small intestine of 

suckling rat pups. sIF-derived peptides were mapped along the entire sequences of parental proteins such as 

-lactalbumin (a), -lactoglobulin (b), s1-casein (c), s2-casein (d), -casein (e), and -casein (f). Red and 

blue bars indicate peptides identified in both animals and only 1 animal, respectively. 



99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6-3, continued. sIF-derived peptides were mapped along the entire sequences of parental proteins 

such as -lactalbumin (a), -lactoglobulin (b), s1-casein (c), s2-casein (d), -casein (e), and -casein (f). 

Red and blue bars indicate peptides identified in both animals and only 1 animal, respectively. 
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Figure 6-4 Molecular weight distributions of peptides derived from human milk (HM) in the small intestine 

of suckling rat pups. HM-derived peptides were classified according to their molecular weights, and 

numbers of peptides derived from major milk proteins in the upper (a) and lower (b) small intestine, are 

shown at respective time points. Peptides are counted in case they were identified in at least 1 animal. 

[Abbreviations]  -LA, a-lactalbumin;  LF, lactoferrin;  OPN, osteoponton;  CN, casein. 
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Figure 6-5 Molecular weight distributions of peptides derived from standard infant formula (sIF) in the 

small intestine of suckling rat pups. sIF-derived peptides were classified according to their molecular 

weights, and numbers of peptides derived from major milk proteins, identified in the upper (a) and lower 

(b) small intestine, are shown at respective time points. Peptides are counted in case they were identified in 

at least 1 animal. 

[Abbreviations]  -LA, -lactalbumin;  -LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 
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Table 6-1 Human milk-derived bioactive peptides in the small intestine of suckling rat pups 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. In case a known bioactive peptide is included/overlapped by several 

sequences, only one is represented. Among ACE-inhibitory peptides, peptides that showed antihypertensive 

effects in vivo are selected. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides. Bold letters 

indicate that the entire sequence matches that of a bioactive peptide. The letter highlighted in gray (S) was 

reported for an amino acid substitution (to Q) in Ref. 102.  

[Abbreviations] Immuno, immuno-regulatory; AO, anti-oxidative;  OP, opioid;  AT, anti-thrombotic;  

AH, antihypertensive;  DPP4i, dipeptidyl peptidase-IV-inhibitory;  PEPi, 

prolyl-endopeptidase-inhibitory;  -LA, -lactalbumin;  LF, lactoferrin;  CN, casein. 

Parental 

Protein 
Residues Sequence Bioactivity 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 2.0 h 

-LA 

14-26 DIDGYGGIALPEL 
Immuno (18-20) 

AO (24-26) 
0.39 Y Y N 

[157] 

[142] 

44-55 NESTEYGLFQI 
OP (50-53) 

Immuno (51-53) 
0.10 Y Y N 

[158] 

[159] 

LF 

 

31-45 GPPVSCIKRDSPIQC 
AO (31-33) 

AT (38-41) 
0.72 N N N 

[160] 

[161] 

38-43 KRDSPI AT (38-41) 0.22 N Y N [161] 

58-77 TLDGGFIYEAGLAPYKLRPV AH (72-77, etc) 0.50 N Y N [162] 

310-324 VPPRIDSGLYLGSGY 
AH (310-312) 

Immuno (317-319) 
0.54 N N N 

[163] 

[159] 

-CN 

38-49 DKIYPSFQPQPL OP (41-44) 0.63 N Y N [164] 

48-58 PLIYPFVEPIP 

PEPi (49-57, etc) 

AO (50-53) 

OP (51-55, etc) 

0.56 N Y N 

[99] 

[98] 

[100] 

64-88 QNILPLAQPAVVLPVPQPEIMEVPK DPP4i (67-69) 0.12 N Y N [165] 

105-117 SPTIPFFDPQIPK Immuno (105-117) 0.67 N Y N [102] 

120-129 DLENLHLPLP 
AH (125-129, etc) 

DPP4i (126-128) 
0.45 Y Y N 

[104] 

[165] 

148-160 LPPQPLWSVPQPK AO (154-160) 0.81 N Y N [98] 

161-173 VLPIPQQVVPYPQ AO (167-173, etc) 0.23 N Y N 
[98] 

[107] 

169-173 VPYPQ AO (169-173, etc) 0.42 N Y N [107] 

193-204 HQIYPVTQPLAP AO (193-198) 0.24 N Y N [98] 

-CN 52-58 NNPYVPR AO (53-58) 0.59 N Y N [107] 
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Table 6-1, continued 

Parental 

Protein 
Residues Sequenceb Bioactivityc 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 2.0 h 

-LA 

14-26 DIDGYGGIALPEL 
Immuno (18-20) 

AO (24-26) 
0.39 N N N 

[157] 

[142] 

44-55 NESTEYGLFQI 
OP (50-53) 

Immuno (51-53) 
0.10 N N N 

[158] 

[159] 

LF 

 

31-45 GPPVSCIKRDSPIQC 
AO (31-33) 

AT (38-41) 
0.72 Y Y N 

[160] 

[161] 

38-43 KRDSPI AT (38-41) 0.22 N N N [161] 

58-77 TLDGGFIYEAGLAPYKLRPV AH (72-77, etc) 0.50 N N N [162] 

310-324 VPPRIDSGLYLGSGY 
AH (310-312) 

Immuno (317-319) 
0.54 Y N N 

[163] 

[159] 

-CN 

37-49 DKIYPSFQPQPL OP (41-44) 0.63 N N N [164] 

48-58 PLIYPFVEPIP 

PEPi (49-57, etc) 

AO (50-53) 

OP (51-55, etc) 

0.56 N N N 

[99] 

[98] 

[100] 

64-88 QNILPLAQPAVVLPVPQPEIMEVPK DPP4i (67-69) 0.12 N N N [165] 

105-117 SPTIPFFDPQIPK Immuno (105-117) 0.67 N N N [102] 

120-129 DLENLHLPLP 
AH (125-129, etc) 

DPP4i (126-128) 
0.45 N N N 

[104] 

[165] 

148-160 LPPQPLWSVPQPK AO (154-160) 0.81 N N N [98] 

161-173 VLPIPQQVVPYPQ AO (167-173, etc) 0.23 N N N 
[98] 

[107] 

169-173 VPYPQ AO (169-173, etc) 0.42 N N N [107] 

193-204 HQIYPVTQPLAP AO (193-198) 0.24 N N N [98] 

-CN 52-58 NNPYVPR AO (53-58) 0.59 N N N [107] 
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Table 6-2 Standard infant formula-derived bioactive peptides in the small intestine of suckling rat pups 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. In case a known bioactive peptide is included/overlapped by several 

sequences, only one is represented. Among ACE-inhibitory peptides, peptides that showed antihypertensive 

effects in vivo are selected. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides.  

[Abbreviations] 

AB, antibacterial;  Immuno, immuno-regulatory;  DPP4i, dipeptidyl peptidase-IV-inhibitory;  HC, 

hypocholesterolemic;  OP, opioid;  AH, antihypertensive;  PEPi, prolyl-endopeptidase-inhibitory;  AT, 

anti-thombotic;  -LA, -lactalbumin;  -LG, -lactoglobulin;  CN, casein. 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence Bioactivity 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 

-LA 

1-10 EQLTKCEVFR AB (1-5) 0.18 N Y [122] 

17-24 GYGGVSLP Immuno (18-20) 0.36 N Y [157] 

51-73 GLFQINNKIWCKDDQNPHSSNIC Immuno (51-53) 0.39 N Y [159] 

60-73 WCKDDQNPHSSNIC 
DPP4i (60-69) 

AB (61-68/75-80) 
0.65 Y Y 

[166] 

[122] 

61-68 CKDDQNPH AB (61-68/75-80) 0.29 Y N [122] 

69-82 SSNICNISCDKFLD AB (61-68/75-80) 0.63 N N [122] 

-LG 

27-40 SDISLLDAQSAPLR AB (25-40) 0.53 N Y [123] 

42-49 YVEELKPT Analgesic (47-49) 0.08 Y N [167] 

45-55 ELKPTPEGDLE DPP4i (46-54) 0.18 Y Y [168] 

71-80 IIAEKTKIPA HC (71-75) 0.11 N Y [135] 

92-101 VLVLDTDYKK 
AB (92-100, 101) 

DPP4i (92-100) 
0.11 Y Y 

[123] 

[124] 

102-106 YLLFC OP (102-105) 0.89 Y N [125] 

s1-CN 65-75 ISSSEEIVPNS Vasoactive (66-68) 0.11 N Y [169] 

s2-CN 
53-63 SIGSSSEESAE Vasoactive (56-58) 0.07 N Y [169] 

115-124 NAVPITPTLN DPP4i (117-123,etc) 0.25 Y Y [170] 

-CN 

59-66 VYPFPGPI 

AH (59-61, 64) 

PEPi (59-66, 67) 

OP (60-67, etc.) 

Immuno (63-65) 

0.85 Y Y 

[171] 

[105] 

[131] 

[172] 

60-66 YPFPGPI 
OP (60-66, etc.) 

Immuno (63-65) 
0.92 Y Y 

[131] 

[172] 
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Table 6-2, continued 

Parental 

Protein 
Residues Sequence Bioactivity 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 

-LA 

1-10 EQLTKCEVFR AB (1-5) 0.18 N N [122] 

17-24 GYGGVSLP Immuno (18-20) 0.36 N N [157] 

51-73 GLFQINNKIWCKDDQNPHSSNIC Immuno (51-53) 0.39 N N [159] 

60-73 WCKDDQNPHSSNIC 
DPP4i (60-69) 

AB (61-68/75-80) 
0.65 N N 

[166] 

[122] 

61-68 CKDDQNPH AB (61-68/75-80) 0.29 N N [122] 

69-82 SSNICNISCDKFLD AB (61-68/75-80) 0.63 Y N [122] 

-LG 

27-40 SDISLLDAQSAPLR AB (25-40) 0.53 N N [123] 

42-49 YVEELKPT Analgesic (47-49) 0.08 N N [167] 

45-55 ELKPTPEGDLE DPP4i (46-54) 0.18 Y N [168] 

71-80 IIAEKTKIPA HC (71-75) 0.11 N N [135] 

92-101 VLVLDTDYKK 
AB (92-100, 101) 

DPP4i (92-100) 
0.11 N N 

[123] 

[124] 

102-106 YLLFC OP (102-105) 0.89 N N [125] 

s1-CN 65-75 ISSSEEIVPNS Vasoactive (66-68) 0.11 N N [169] 

s2-CN 
53-63 SIGSSSEESAE Vasoactive (56-58) 0.07 N N [169] 

115-124 NAVPITPTLN DPP4i (117-123,etc.) 0.25 N N [170] 

-CN 

59-66 VYPFPGPI 

AH (59-61, 64) 

PEPi (59-66, 67) 

OP (60-67, etc.) 

Immuno (63-65) 

0.85 N N 

[171] 

[105] 

[131] 

[172] 

60-66 YPFPGPI 
OP (60-66, etc.) 

Immuno (63-65) 
0.92 N N 

[131] 

[172] 
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Table 6-2, continued 

Sequences for known bioactive peptides, or that include and/or largely overlap (> 75% of coverage) known 

bioactive peptides are selected. In case a known bioactive peptide is included/overlapped by several 

sequences, only one is represented. Among ACE-inhibitory peptides, peptides that showed antihypertensive 

effects in vivo are selected. Letters underlined indicate sequences of known bioactive peptides.  

[Abbreviations] AB, antibacterial;  Immuno, immuno-regulatory;  DPP4i, dipeptidyl 

peptidase-IV-inhibitory;  HC, hypocholesterolemic;  OP, opioid;  AH, antihypertensive;  PEPi, 

prolyl-endopeptidase-inhibitory;  AT, anti-thombotic;  -LA, -lactalbumin;  -LG, -lactoglobulin;  

CN, casein. 

Parental 

Protein 
Residues Sequenceb Bioactivityc 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 

-CN 

60-68 YPFPGPIPN 

AH (60-68) 

OP (60-67, etc.) 

DPPi (60-68, etc) 

Immuno (63- 68, etc) 

 

0.82 Y Y 

[132] 

[131] 

[170] 

[131] 

[172] 

62-68 FPGPIPN 

DPPi (62-68) 

Immuno (63- 68, etc) 

 

0.89 N Y 

[170] 

[131] 

[172] 

69-79 SLPQNIPPLTQ 
DPP4i (70-77, etc) 

AH (74-76) 
0.42 Y Y 

[170] 

[163] 

82-90 VVVPPFLQP 
Immuno  (82-84) 

AH (84-86) 

0.43 

 
N Y 

[173] 

[163] 

128-138 TDVENLHLPLP 
AH (133-138, etc.) 

DPP4i (135-137) 

0.24 

 
Y Y 

[107] 

[165] 

145-175 
HQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQS

KVLPVPQ 

AH (169-175) 0.05 Y Y [174] 

178-182 VPYPQ AO (178-182) 0.42 N Y [166] 

191-205 LLYQEPVLGPVRGPF 

Immuno (191-193, etc.) 

AO (193-196, etc.) 

AB (193-207) 

DPP4i (197-200) 

0.56 N Y 

[145] 

[146] 

[134] 

[149] 

[175] 

-CN 

106-111 MAIPPK AT (106-111) 0.59 N Y [120] 

112-121 KNQDKTEIPT 
AT (112-116) 

AB (118-121) 
0.09 Y Y 

[120] 

[148] 
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Table 6-2, continued 

Parental 

Protein 
Residues Sequence Bioactivity 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 
Ref 

0.5 h 1.0 h 

-CN 

60-68 YPFPGPIPN 

AH (60-68) 

OP (60-67, etc.) 

DPPi (60-68, etc) 

Immuno (63- 68, etc) 

0.82 N N 

[132] 

[131] 

[170] 

[131] 

[172] 

62-68 FPGPIPN 
DPPi (62-68) 

Immuno (63-65), 
0.89 N N 

[170] 

[131] 

[172] 

69-79 SLPQNIPPLTQ 
DPP4i (70-77, etc) 

AH (74-76) 
0.42 N N 

[170] 

[163] 

82-90 VVVPPFLQP 
Immuno  (82-84) 

AH (84-86) 

0.43 

 
N N 

[173] 

[163] 

128-138 TDVENLHLPLP 
AH (133-138, etc.) 

DPP4i (135-137) 

0.24 

 
N N 

[107] 

[165] 

145-175 
HQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQS

KVLPVPQ 

AH (169-175) 0.05 N N [174] 

178-182 VPYPQ AO (178-182) 0.42 N N [166] 

191-205 LLYQEPVLGPVRGPF 

Immuno (191-193, etc) 

AO (193-196, etc) 

AB (193-207) 

DPP4i (197-200) 

0.56 N N 

[145] 

[146] 

[134] 

[149] 

[175] 

-CN 

106-111 MAIPPK AT (106-111) 0.59 N N [120] 

112-121 KNQDKTEIPT 
AT (112-116) 

AB (118-121) 
0.09 N N 

[120] 

[148] 
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Table 6-3 Human milk-derived peptides in the small intestine of suckling rat pups with PeptideRanker 

Scores ≥ 0.50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peptides that are not relevant to known bioactive peptides are selected. 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 

0.5 h 1 h 2 h 

-LA 

76-81 SCDKFL 0.66 N Y N 

76-82 SCDKFLD 0.66 Y N N 

83-91 DDITDDIMC 0.50 Y N N 

109-121 ALCTEKLEQWLCE 0.52 N Y N 

LF 

31-36 GPPVSC 0.57 Y Y N 

154-168 SASCVPGADKGQFPN 0.66 N Y N 

154-171 SASCVPGADKGQFPNLCR 0.85 N N N 

155-168 ASCVPGADKGQFPN 0.63 N Y N 

156-168 SCVPGADKGQFPN 0.64 N Y N 

157-168 CVPGADKGQFPN 0.62 Y Y N 

158-168 VPGADKGQFPN 0.52 N Y N 

162-170 DKGQFPNLC 0.79 Y Y N 

166-170 FPNLC 0.93 Y N N 

201-210 DGAGDVAFIR 0.64 N Y N 

420-432 SSDPDPNCVDRPV 0.65 N Y N 

420-434 SSDPDPNCVDRPVEG 0.53 Y Y N 

421-434 SDPDPNCVDRPVEG 0.50 Y Y N 

422-432 DPDPNCVDRPV 0.55 N Y N 

490-500 SQSCAPGSDPR 0.58 Y Y N 

491-500 QSCAPGSDPR 0.60 Y N N 

492-500 SCAPGSDPR 0.68 Y N N 

623-631 NGSDCPDKF 0.78 N Y N 

623-632 NGSDCPDKFC 0.84 Y Y N 

624-632 GSDCPDKFC 0.91 Y N N 

626-632 DCPDKFC 0.92 Y Y N 

676-688 KCSTSPLLEACEF 0.57 N Y N 

677-682 CSTSPL 0.53 N Y N 

677-688 CSTSPLLEACEF 0.64 N Y N 
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Table 6-3, continued 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 

0.5 h 1 h 2 h 

-LA 

76-81 SCDKFL 0.66 N N N 

76-82 SCDKFLD 0.66 N N N 

83-91 DDITDDIMC 0.50 N N N 

109-121 ALCTEKLEQWLCE 0.52 N N N 

LF 

31-36 GPPVSC 0.57 N N N 

154-168 SASCVPGADKGQFPN 0.66 N N N 

154-171 SASCVPGADKGQFPNLCR 0.85 Y N N 

155-168 ASCVPGADKGQFPN 0.63 N N N 

156-168 SCVPGADKGQFPN 0.64 N N N 

157-168 CVPGADKGQFPN 0.62 N N N 

158-168 VPGADKGQFPN 0.52 N N N 

162-170 DKGQFPNLC 0.79 N N N 

166-170 FPNLC 0.93 N N N 

201-210 DGAGDVAFIR 0.64 N N N 

420-432 SSDPDPNCVDRPV 0.65 N N N 

420-434 SSDPDPNCVDRPVEG 0.53 N N N 

421-434 SDPDPNCVDRPVEG 0.50 N N N 

422-432 DPDPNCVDRPV 0.55 N N N 

490-500 SQSCAPGSDPR 0.58 N N N 

491-500 QSCAPGSDPR 0.60 N N N 

492-500 SCAPGSDPR 0.68 N N N 

623-631 NGSDCPDKF 0.78 N N N 

623-632 NGSDCPDKFC 0.84 N N N 

624-632 GSDCPDKFC 0.91 N N N 

626-632 DCPDKFC 0.92 N N N 

676-688 KCSTSPLLEACEF 0.57 N N N 

677-682 CSTSPL 0.53 N N N 

677-688 CSTSPLLEACEF 0.64 N N N 
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Table 6-3, continued 

 

 

 

 

 

 

 

Peptides that are not relevant to known bioactive peptides are selected. 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 

0.5 h 1 h 2 h 

s1-CN 
84-89 CAEQFC 0.67 N Y N 

144-156 VPFPPFSDISNPT 0.55 N Y N 

-CN 111-117 FDPQIPK 0.74 N Y N 

-CN 79-85 LPNSHPP 0.52 N Y N 
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Table 6-3, continued 

 

 

 

 

 

 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 

0.5 h 1 h 2 h 

s1-CN 
84-89 CAEQFC 0.67 N N N 

144-156 VPFPPFSDISNPT 0.55 N N N 

-CN 111-117 FDPQIPK 0.74 N N N 

-CN 79-85 LPNSHPP 0.52 N N N 
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Table 6-4 Standard infant formula-derived peptides in the small intestine of suckling rat pups with 

PeptideRanker Scores ≥ 0.50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peptides that are not relevant to known bioactive peptides are selected. 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 

0.5 h 1 h 

-LA 

19-27 GGVSLPEWV 0.60 Y Y 

56-61 NNKIWC 0.73 N Y 

63-75 DDQNPHSSNICNI 0.50 Y N 

84-91 DLTDDIMC 0.53 Y Y 

111-119 CSEKLDQWL 0.59 Y N 

112-120 SEKLDQWLC 0.66 Y Y 

113-120 EKLDQWLC 0.59 Y Y 

116-121 DQWLCE 0.63 N Y 

-LG 

33-40 DAQSAPLR 0.59 N Y 

94-106 VLDTDYKKYLLFC 0.58 N Y 

119-124 CQCLVR 0.55 N Y 

S1-CN 
26-33 APFPEVFG 0.86 N Y 

178-186 FSDIPNPI 0.69 N Y 

S2-CN 

27-42 AINPSKENLCSTFCKE 0.67 Y N 

27-43 AINPSKENLCSTFCKEV 0.66 Y N 

28-40 INPSKENLCSTFC 0.75 Y Y 

28-42 INPSKENLCSTFCKE 0.64 Y N 

28-43 INPSKENLCSTFCKEV 0.62 Y Y 

29-40 NPSKENLCSTFC 0.72 Y N 

29-42 NPSKENLCSTFCKE 0.61 Y N 

29-43 NPSKENLCSTFCKEV 0.58 Y N 

31-42 SKENLCSTFCKE 0.53 N N 

34-40 NLCSTFC 0.74 Y Y 

107-111 NPWDQ 0.68 N Y 

-CN 

85-91 PPFLQPE 0.67 Y Y 

107-112 KEMPFP 0.81 N Y 

108-113 EMPFPK 0.77 N Y 

108-115 EMPFPKYP 0.73 N Y 

109-115 MPFPKYP 0.88 Y Y 



113 

 

Table 6-4, continued 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 

0.5 h 1 h 

-LA 

19-27 GGVSLPEWV 0.60 N N 

56-61 NNKIWC 0.73 N N 

63-75 DDQNPHSSNICNI 0.50 N N 

84-91 DLTDDIMC 0.53 N Y 

111-119 CSEKLDQWL 0.59 N N 

112-120 SEKLDQWLC 0.66 N N 

113-120 EKLDQWLC 0.59 N N 

116-121 DQWLCE 0.63 N N 

-LG 

33-40 DAQSAPLR 0.59 N N 

94-106 VLDTDYKKYLLFC 0.58 N N 

119-124 CQCLVR 0.55 N N 

S1-CN 
26-33 APFPEVFG 0.86 N N 

178-186 FSDIPNPI 0.69 N N 

S2-CN 

27-42 AINPSKENLCSTFCKE 0.67 Y Y 

27-43 AINPSKENLCSTFCKEV 0.66 N N 

28-40 INPSKENLCSTFC 0.75 N N 

28-42 INPSKENLCSTFCKE 0.64 N N 

28-43 INPSKENLCSTFCKEV 0.62 N N 

29-40 NPSKENLCSTFC 0.72 N N 

29-42 NPSKENLCSTFCKE 0.61 Y N 

29-43 NPSKENLCSTFCKEV 0.58 N N 

31-42 SKENLCSTFCKE 0.53 Y N 

34-40 NLCSTFC 0.74 N N 

107-111 NPWDQ 0.68 Y Y 

-CN 

85-91 PPFLQPE 0.67 N N 

107-112 KEMPFP 0.81 N N 

108-113 EMPFPK 0.77 N N 

108-115 EMPFPKYP 0.73 N N 

109-115 MPFPKYP 0.88 N N 
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Table 6-4, continued 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peptides that are not relevant to known bioactive peptides are selected. 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Upper Intestine 

0.5 h 1 h 

-CN 

109-116 MPFPKYPV 0.75 N Y 

109-118 MPFPKYPVEP 0.53 Y Y 

111-118 FPKYPVEP 0.52 N Y 

200-206 PVRGPFP 0.84 N Y 

202-206 RGPFP 0.96 N Y 
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Table 6-4, continued 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parental 

Protein 
Residues Sequence 

Peptide 

Ranker 

Lower Intestine 

0.5 h 1 h 

-CN 

109-116 MPFPKYPV 0.75 N N 

109-118 MPFPKYPVEP 0.53 N N 

111-118 FPKYPVEP 0.52 N N 

200-206 PVRGPFP 0.84 N N 

202-206 RGPFP 0.96 N N 
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第 7 章 総括 

 

7-1 緒言 

母乳は乳児が摂取する最も適した栄養源である。育児用ミルクは乳児にとっての母乳代替であり、

また経腸栄養剤は病者・弱者にとっての通常の食事の代替となる。育児用ミルク・経腸栄養剤では、たん

ぱく質源として牛乳由来の乳たんぱく質が広く用いられている。一方、（ヒト）母乳中のたんぱく質と牛乳中

のたんぱく質との間には、アミノ酸配列にかなりの相動性が認められるものの、そのたんぱく質の組成比

だけでなく、消化性も大きく異なる。また、育児用ミルクや経腸栄養剤の製造工程における加熱殺菌工程

は、たんぱく質の消化性に影響を及ぼす。よって、これらの製品を「たんぱく質」の観点から栄養学的・生

理学的に改良する余地は大いにある。 

本研究では、乳たんぱく質の「消化性」と「消化を介した生理活性ペプチド」に着目し、牛乳の加

熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修飾構造とその消化性に及ぼす影響 (第 2 章)、経腸栄養剤の製

造における加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修飾構造とその消化性に及ぼす影響 (第 3 章)、母乳

中のたんぱく質から消化を介して放出される生理活性ペプチドのパターン (第 4 章および第 6 章)、およ

び育児用ミルク中のたんぱく質から消化を介して放出される生理活性ペプチドのパターン (第 5 章および

第 6 章)について、検討を行った。以下に得られた結果を要約し、総括する。 

 

7-2 牛乳の加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修飾構造とその消化性に及ぼす影響 

加熱殺菌工程の違いが、乳たんぱく質の構造と消化性にどのように異なる影響を及ぼすかについ

て、まず、工業的な熱処理を受けていない生乳が加熱処理されて製造される牛乳について、検討を行っ

た。生乳を牛乳の加熱殺菌法で用いられるプレート式 HTST 殺菌処理、プレート式 UHT 殺菌処理および

スチーム・インフュージョンージョン UHT 殺菌処理と、経腸栄養剤の加熱殺菌法として用いられているス

チーム・インジェクション UHT 殺菌処理およびレトルト殺菌処理に供したものについて、以下の結果を得

た。 

1) 牛乳試料をたんぱく質電気泳動に供した結果、牛乳中の主要たんぱく質である-LA、-LG お

よび CN に由来するバンドは、レトルト殺菌牛乳において薄く検出され、一方でスミア状のバンド

が分子量の広い範囲にわたって認められた。程度は小さいものの、同様の傾向が 3 種類の UHT

殺菌牛乳においても認められた。 

2) プロテオミクス解析の結果、メイラード反応産物である LL およびCML のシグナル値は、主要たん

ぱく質中の同定されたほとんどの修飾部位において、レトルト殺菌牛乳で最も高く、次いで3種類

の UHT 殺菌牛乳においても高かった。 

3) 牛乳試料を in vitro/vivo 消化して得た消化物をたんぱく質電気泳動に供したところ、レトルト殺

菌処理や UHT殺菌処理により、乳たんぱく質、特に-LG の消化性が向上することが確認された。
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またレトルト殺菌処理の方が UHT 殺菌処理よりも乳たんぱく質の消化性を改善する効果が大き

かった。 

4) 一方、in vitro 消化試験によって得た消化物について、TCA 沈殿法とケルダール法を用いて算

出したたんぱく質消化率については、試料間における有意な差はほとんど認められなかった。 

 

これまで加熱殺菌工程が乳たんぱく質の消化性に及ぼす影響については、ポジティブな結果とネ

ガティブな結果が混在して報告されていたが、以上の結果から、牛乳の加工工程における加熱殺菌処理

は、乳たんぱく質の消化性に影響を及ぼさないか (プレート式 HTST 殺菌法)、消化性を改善する (UHT

殺菌法・レトルト殺菌法)ことを示すことが出来た。その機序として、熱変性によって乳たんぱく質の立体構

造が壊れ、消化酵素による作用を受けやすくなることが考えられた。一方、強い加熱殺菌処理に伴い、乳

たんぱく質中に LL や CML といったメイラード反応産物による修飾が進み、消化性の改善が一部相殺さ

れている可能性が考えられた。 

 

7-3 乳たんぱく質ベースの経腸栄養剤の製造における加熱殺菌方法の違いが乳たんぱく質の修飾

構造とその消化性に及ぼす影響 

加熱殺菌工程の違いが、乳たんぱく質の構造と消化性にどのように異なる影響を及ぼすかについ

て、次に、既に工業的な熱処理を受けている乳たんぱく質原料を加熱殺菌工程に供して製造される乳製

品について、検討を行った。乳原料として脱脂粉乳およびカゼインナトリウムを用いて経腸栄養剤を調合

し、それをスチーム・インジェクション UHT 殺菌処理およびレトルト殺菌処理に供したものについて、以下

の結果を得た。 

1) 2 種類の経腸栄養剤および加熱処理をしていない調合液を SDS-PAGE に供したところ、全ての

試料においてスミア状のバンドが認められ、特にレトルト殺菌処理した栄養剤において顕著であ

った。また、レトルト殺菌処理した栄養剤においては、スミア状のバンドが分子量の広い範囲にわ

たって認められた。またレトルト殺菌栄養剤では、加熱処理していない調合液やスチーム・インジ

ェクション殺菌栄養剤と比較して、主要な乳たんぱく質である-LA、-LG および CN に相当する

バンドが薄くなっていた。 

2) プロテオミクス解析の結果、主要たんぱく質中の同定されたほとんどの修飾部位において、CML

のシグナル値はレトルト殺菌栄養剤の方がスチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤よりも高か

った。また、レトルト殺菌栄養剤中の CN の方がスチーム・インジェクション UHT 殺菌栄養剤よりも、

脱リン酸化反応が進行している傾向であった。 

3) 経腸栄養剤を in vitro/vivo 消化して得た消化物をたんぱく質電気泳動に供した結果から、スチ

ーム・インジェクション UHT 殺菌処理により、栄養剤中の乳たんぱく質、特に-LG の消化性が向

上することが確認された。一方、レトルト殺菌栄養剤では、このような改善効果が認められなかっ
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た。 

4) In vitro 消化試験によって得た消化物について TCA 沈殿法とデュマ法を用いて算出したたんぱ

く質消化率についても、統計学的有意な差ではないが、スチーム・インジェクション UHT 殺菌栄

養剤の方がレトルト殺菌栄養剤や加熱処理していない調合液よりも高い消化率であった。 

5) 一方、in vivo 消化試験において仔ラットから採取した血漿中の遊離アミノ酸濃度を測定したとこ

ろ、加熱処理していない調合液を投与された群と比較して、スチーム・インジェクション UHT 殺菌

栄養剤およびレトルト殺菌栄養剤投与群では、必須アミノ酸レベルは低く推移し、投与 0.5 時間

後の Leu および Ile については、有意差が認められた。 

 

以上の結果から、乳原料から加熱殺菌工程を経て製造される経腸栄養剤においては、スチーム・

インジェクション UHT 殺菌処理によってたんぱく質の消化性が向上したのに対し、レトルト殺菌処理では

改善効果が認められなかった。これらの強い加熱殺菌処理は、乳原料中の乳たんぱく質は変性させて消

化性を改善しているものの、レトルト殺菌処理はたんぱく質の修飾反応を著しく進行させ、それにより消化

性の改善効果が大きく相殺されているものと考えられた。但し、いずれの加熱殺菌処理方法もアミノ酸の

生体利用性を低下させることを示唆する結果も得られた。熱履歴の少ない CN や WP 原料を使用し、また

レトルト殺菌法よりも UHT 殺菌法を採用することによって、たんぱく質消化性の観点から経腸栄養剤を改

善することができる可能性を示すことができた。 

 

7-4 母乳における低温加熱殺菌処理の有無が消化を介して生成される生理活性ペプチドのパター

ンに及ぼす影響  

母乳とドナーミルクとで、消化を介して生成される生理活性ペプチドのパターンに違いがあるかど

うかを in vitro での消化試験系によって検討を行った。母乳、およびドナーミルクを想定して加熱殺菌処

理した母乳を in vitro 消化試験に供した後、消化物中の主要乳たんぱく質に由来するペプチド配列を同

定すべく、LC-MS/MS 分析を行った。乳たんぱく質に由来する生理活性ペプチドの生成パターンについ

て、以下の結果を得た。 

1) 人工消化処理前の母乳中には、-CN に由来する生理活性ペプチドであるウシ由来のカゼイン

ホスホペプチドと相同性の高い 2 種類の配列、1 種類のオピオイドペプチドと想定される、あるい

はその前駆体となると思われる配列、および 1 種類の抗菌ペプチドが同定され、これらの配列は

in vitro での消化試験に供した後でも、分解されずに同定された。 

2) 母乳および加熱殺菌母乳を in vitro での消化試験に供した結果、生理活性ペプチドの放出パタ

ーンは、母乳試料と加熱母乳試料とで概ね同じパターンであった。 

3) 消化後に生成されるペプチドとして、ACE 阻害ペプチド、抗酸化ペプチド、免疫調節ペプチドな

ど、さまざまな生理活性が報告されているペプチドが同定された。 
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以上の結果から、母乳および加熱殺菌母乳中のたんぱく質は、同等の消化性を示し、生成される

生理活性ペプチドのパターンにも大きな影響を及ぼさないことが明らかになった。 

  

7-5 育児用ミルクにおける乳たんぱく質原料の違いが消化を介して生成される生理活性ペプチドの

パターンに及ぼす影響 

乳たんぱく質をベースとした通常の育児用ミルクと、乳たんぱく質酵素分解物をベースとしたアレ

ルギー疾患用ミルクとで、消化を介して生成される生理活性ペプチドのパターンに違いがあるかどうかに

ついて、in vitro での消化試験系によって検討を行った。通常の CN+WP ベースの育児用ミルク、CN 高度

分解物配合ミルク、および WP 軽度分解物配合ミルクの 3 種類の育児用ミルクを in vitro 消化試験に供し

た後、主要乳たんぱく質に由来するペプチド配列を同定すべく、LC-MS/MS 分析を行った。乳たんぱく

質に由来する生理活性ペプチドの生成パターンについて、以下の結果を得た。 

1) 3 種類の育児用ミルクを in vitro での消化試験に供した結果、CN+WP ベースの通常の育児用ミ

ルクにおいて最も多くの生理活性ペプチドが同定され、抗菌ペプチド、免疫調節ペプチド、及び

抗酸化ペプチドが生成しやすい傾向であった。 

2) 一方、いくつかの生理活性ペプチドについては、むしろたんぱく質分解物配合ミルクにおいて形

成されやすく、-LG および-CN の 60-70 位に由来する DPP4 阻害ペプチドや血清コレステロ

ール低減化ペプチド、オピオイドペプチドが生成しやすい傾向であった。 

 

以上の結果から、乳たんぱく質のアミノ酸配列に含まれている生理活性ペプチドの多くは、工業

的加水分解によって損なわれることが明らかになった。一方、工業的加水分解によって、本来消化されづ

らい部位へ消化酵素が接近しやすくなり、その結果、それらの部位からの生理活性ペプチドの生成を促

進するものと考えられた。 

 

7-6 仔ラット消化モデルによる母乳及び育児用ミルク中の乳たんぱく質の消化動態の解析 

母乳および育児用ミルク中の乳タンパク質が消化管においてどのように消化され、またどのような

生理活性ペプチドを生成するかについて、in vivo での消化試験系によって検討を行った。仔ラットに母

乳および通常の CN+WP ベースの育児用ミルクを投与した後、一定時間後に小腸内容物を採取した。消

化物中の主要乳たんぱく質に由来するペプチド配列を同定すべく、LC-MS/MS 分析を行い、以下の結

果を得た。 

1) 母乳を投与された仔ラットの上部小腸からは主に-LA および-CN に由来するペプチドが同定

され、また育児用ミルクを投与された仔ラットの上部小腸からは主に-LG および-CN に由来す

るペプチドが同定された。またこれらのペプチドは、それぞれのたんぱく質の全配列のうち、広い
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領域から放出されたものであった。仔ラットの下部小腸からは、乳たんぱく質由来のペプチドはほ

とんど検出されなかった。 

2) 上述の 4 つのたんぱく質に由来するペプチドの生成は、特定の領域 (母乳中の-CN の 70-93

位、育児用ミルク中の-LG の 39-55 位、および育児用ミルク中の-CN の 57-96 位と 145-161

位)に集中していた。また、下部小腸で同定された配列もこれらの領域に由来するものであった。 

3) 同定された生理活性ペプチドのうち、消化管から生体内への吸収が確認されているものとして、

-CN に由来するオピオイドペプチドや血圧降下ペプチドが確認された。 

4) 「PeptideRanker」を用いた検索結果から、母乳由来の 34 のペプチドと育児用ミルク由来の 32 の

ペプチドには、何らかの生理活性があることが予測された。 

 

以上の結果から、乳たんぱく質に由来するペプチドは、上部小腸においてはある程度の長さを維

持して存在する一方、下部小腸においてはほとんどが本試験系では同定することができない短いペプチ

ド鎖に分解されることが明らかになった。一方、一部のペプチドは消化酵素に対する耐性を持っており、

下部小腸にまで達することが出来ることが分かった。そして、オピオイドペプチドや血圧降下ペプチドが乳

児の成長や健康に関わっている可能性が考えられた。 

 

 

7-7 結語 

本研究では、乳たんぱく質が加熱殺菌工程によって受ける栄養学的影響について検討を行い、

牛乳の加工工程で生乳が加熱処理される場合と、液状経腸栄養剤の製造工程で乳たんぱく質原料を含

んだ調合液が加熱処理される場合とでは、栄養学的な影響が異なることを示した。また、母乳および育児

用ミルク中の乳たんぱく質から消化を介して生成される生理活性ペプチドについての比較検討を行い、

母乳、育児用ミルクそれぞれにおける生理活性ペプチドの生成パターンを in vitro/vivo の試験系で示し

た。しかし、生理活性ペプチドについては、そのほとんどは、生体内でどのよう機能し、また乳児に対して

どのような役割をしているかは明らかになっていない。今後、動物試験や臨床試験を通して、どの生理活

性ペプチドが乳児にとって重要な役割を果たしているものなのか、明らかにしていきたい。また、第 6 章で

示したとおり、母乳由来の 34 のペプチドと育児用ミルク由来の 32 のペプチドには何らかの生理活性を有

する可能性があることから、どの配列にどのような生理活性があるかについても明らかにしていきたい。 

本研究で得られた結果が、乳たんぱく質研究の発展に貢献するだけでなく、育児用ミルク・経腸

栄養剤といった食事代替品の栄養学的・生理学的改良に裨益する基盤的知見となることを期待したい。 
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