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ラクトフェリンは哺乳類の乳中に豊富に含まれる糖タンパク質であり，感染防御，免疫賦活など，様々な生理機能を持
つことが知られている．我々は腸溶化したラクトフェリンに内臓脂肪低減効果という新機能を見出したことから，その機
能性食品への展開と作用機序解明に向けて様々な検討を行ってきた．特に，脂肪分解促進効果の作用機序解析においては，
プロテオーム解析技術を活用することで変動因子の抽出やラクトフェリン受容体の同定を行い，分子生物学的な解析によ
る裏付けを重ねることで詳細な分子機構を解明することができた．

2015年の「機能性表示食品」制度のスタートなど，近年の食品業界を取り巻く環境は刻一刻と変化しており，より高
いレベルの研究成果が求められるようになってきている．今後も，人々の健康の維持・増進に貢献できる，確固たるエビ
デンスを持った製品を開発すべく，学際領域の知識・技術との連携を活かして取組んでいきたい．

1　序　論

メタボリックシンドロームとは，内臓脂肪型肥満に加え，

高血糖・高血圧・脂質異常のうち 2つ以上を合併した状態

をいう．2008年の厚生労働省の調べによると，40～ 74歳

の日本人男性の 2人に 1人，女性の 5人に 1人はメタボリッ

クシンドローム，あるいは予備軍と診断されている．メタ

ボリックシンドロームを予防，改善するためには，その成

因基盤とされる内臓脂肪の蓄積を抑制することが重要であ

ると考えられている．従来，脂肪組織は単なるエネルギー

の貯蔵組織であると考えられてきたが，近年の研究により

脂肪組織はアディポネクチンや TNF-α等のアディポカイ

ン（Adipokine：脂肪組織が分泌するホルモン）など，多

彩な因子を産生する巨大な内分泌器官であることが分かっ

てきた．内臓脂肪が過剰に蓄積し，脂肪細胞が大きく肥大

すると，マクロファージ等の炎症細胞の集積や血管の炎症

性変化等に代表される，いわゆる“慢性炎症”が生じ，動

脈硬化症や糖尿病などの生活習慣病の発症の原因になるこ

とも分かってきている．このような背景からも，メタボリッ

クシンドロームの予防には内臓脂肪の制御が重要なポイン

トとなると考えられている．

ラクトフェリンは，哺乳類の乳中に主に存在する分子

量約 8万の糖タンパク質である．ヒトでは母乳中に 1～

3 mg/ml程度含まれており，初乳ではさらに高濃度（5～

7 mg/ml）含まれることが知られている．トランスフェリ

ンファミリーに属し，分子中に鉄を 2原子配位すること

が可能なため，薄ピンク色を呈しており，赤いタンパク質

とも呼ばれている．ラクトフェリンの立体構造は Bakerら

によって解明されたが 1），その構造は Nローブと Cロー

ブから構成されており，それぞれに鉄を１原子ずつ配位す

ることができる（Fig. 1）．ラクトフェリンは多機能性タン

パク質として知られており，鉄分補給，抗菌作用，リポ多

糖（lipopolysaccharide: LPS）不活性化作用，抗ウイルス作

用，免疫賦活作用，抗酸化作用，抗炎症作用，がん予防作

Fig. 1 Human lactoferrin (modified version of PDB data 1B0L)
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かとなった．

ラクトフェリンによる内臓脂肪低減効果に関してはこれ

までに報告例がなく，作用機序解明のため，まずはラク

トフェリンの体内動態を調査した．経口投与したラクト

フェリンの吸収経路については Takeuchiらが報告してお

り 12），小腸に到達したラクトフェリンは，門脈からでは

なくリンパ系を介して吸収された後，血流に乗ることを示

している．小腸におけるラクトフェリンの吸収経路につい

ては Talukderらが考察している．彼らは小腸パイエル板

の上部の上皮組織にラクトフェリンが強く結合することを

示しており，本結果よりラクトフェリンはM細胞を介し

て取り込まれているのではないかと推察している 13）．さ

らに Teraguchiらは，ラクトフェリンをラットに投与して

も，血液中にラクトフェリンを検出することはできず，例

え血液に移行したとしても極微量であることを示した 14）．

これらの体内動態の報告から，我々は 1つの仮説を構築し

た．それは，経口摂取したラクトフェリンは，小腸の周囲

に存在する脂肪組織である腸間膜脂肪に集積するのではな

いかということである．小腸からリンパ系を介して吸収さ

れたラクトフェリンは，最初に腸間膜脂肪と接触すること

になるためである．この仮説を検証するため，ラットを用

いてラクトフェリンを強制胃内投与し，体内動態を解析し

た．その結果，未分解のラクトフェリンが一部小腸に到達し，

血中や他の臓器にはほとんど検出されず，腸間膜脂肪に局

在していることを明らかにした 15）．この結果より，ラク

トフェリンは腸間膜脂肪をはじめとする内臓脂肪に直接届

き，作用を発揮している可能性が示唆された（Fig. 2）．

そこで，ラクトフェリンの脂肪細胞に対する作用をラッ

ト腸間膜脂肪由来の前駆脂肪細胞の初代培養系を用いて検

討した．その結果，ラクトフェリンが脂肪細胞における脂

肪の合成を抑制するという新しい知見を見出した．しか

用等 2）～ 9），実に様々な機能を持つことが報告されている．

我々は，歯周病菌由来の LPSを不活性化する素材を探

索した結果，ラクトフェリンが強い作用を有することを見

出した．一方，歯周病は全身健康にも影響を与える可能性

が示唆されており，その原因因子が LPSであることも示

唆されていた．そこで，我々は歯周病菌由来の LPSをマ

ウスに投与した結果，血中の総コレステロール，中性脂肪

が上昇することを確認すると共に，これらのマウスに予め

ラクトフェリンを摂取させておくと，前述の脂質異常が予

防できることも見出した．さらに興味深いことに，ラクト

フェリンを投与したマウスは，なぜか内臓脂肪の蓄積が少

ないことを偶然発見した．

ラクトフェリンの脂質代謝に対するヒトでの有効性につ

いては，症例報告レベルではあるが，ラクトフェリン腸溶

錠（胃では崩壊せず小腸で崩壊する錠剤）によりウエスト，

体重の減少が認められる症例があることが報告されてい

た 10）．そこで，ラクトフェリンの内臓脂肪低減効果を科

学的に立証するため，ラクトフェリン腸溶錠を用いて，外

部の臨床試験機関による二重盲検群間比較試験を実施し

た 11）．肥満傾向の日本人男女（内臓脂肪面積平均 100 cm2

以上）に対して，ラクトフェリン腸溶錠群及びラクトフェ

リンの代わりに乳糖を配合した群（プラセボ群）の 2群

（各群 n=13）を設定し，1日に 300 mg，8週間摂取した結

果，ラクトフェリン群では，プラセボ群と比較して，体重

が 2.5 kg有意に減少し（p=0.013），CT撮影による腹部内

臓脂肪面積が 12.8 cm2有意に減少（p=0.0089）すること

を明らかにし，ラクトフェリンの内臓脂肪低減効果を科学

的に立証した．一方，皮下脂肪に関しては，プラセボ群と

ラクトフェリン群の間に有意差は認められなかった．この

ことからラクトフェリンは，メタボリックシンドロームの

成因基盤である内臓脂肪に特徴的に効果を示すことが明ら

Fig. 2 Schematic diagram of visceral fat reduction by enteric coated lactoferrin
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た．一方，ラクトフェリンに関しては，濃度，時間依存的

にグリセロール濃度の上昇が認められたことから，ラクト

フェリンも脂肪細胞に対する脂肪の分解促進活性を有する

ことが明らかとなった．ペプシンで分解したラクトフェリ

ンに関しては，グリセロール濃度の上昇が認められなかっ

たことから，脂肪の分解促進活性が消失することが明らか

となった（Fig. 3）．本結果からも，ラクトフェリンの内臓

脂肪低減効果の発揮には，腸溶加工技術が重要であること

が強く示唆された．なお，ネガティブコントロールであ

る BSAに関してもグリセロールの濃度上昇は認められな

かった 16）（Fig. 3）．

3　ラクトフェリンの脂肪分解促進作用メカニズムの 

解析 17）

ラクトフェリンの新たに見出された作用である脂肪分解

促進作用について，更に詳細な分子メカニズムを解明すべ

く，ラクトフェリンを添加した成熟脂肪細胞のプロテオー

ム解析を実施した．前章と同様に初代培養細胞を成熟脂肪

細胞へ分化させ，LFを添加したのち 1，3，9時間後の細

胞を回収した．抽出したタンパク質をトリプシン消化し，

精製したペプチドを LTQ Orbitrap Velosを用いて LC-MS/

MS解析した．その結果，cAMPシグナル経路のタンパク

質であり，脂肪分解の律速酵素である Hormone sensitive 

lipase（HSL）の有意な発現上昇が確認され，更に ERK

（Extracellular Signal-regulated Kinase）シグナル経路の構

成因子であるMitogen-activated Protein Kinase 3（MAPK3，

ERK1）や Ras関連タンパク質において発現量変化が見ら

れた（Table 1）．加えて，脂質代謝や TCA回路の関連因

子においても発現量変化が確認された．これらの結果より，

ラクトフェリンは一般的な脂肪分解において活性化される

cAMPシグナル経路に加えて，細胞の増殖や分化などに関

与する ERKシグナル経路（Ras-Raf-ERK経路）に作用す

る可能性が示唆された．そこでこれら 2つのシグナル経路

に着目し，さらに解析を行った．

脂肪細胞の脂肪滴における脂肪分解には Protein kinase 

A（PKA）による HSLと Perilipin（PLIN）という脂肪滴

表面に局在するコートタンパク質のリン酸化が必要であ

る 18）～ 20）．そこで，同様に調製した細胞ライセートのウ

エスタンブロッティングを行ったところ，HSL，PLIN

の PKAによるリン酸化サイトである HSL Ser660及び

PLIN Ser497のリン酸化による活性化を確認した（Fig. 4A, 

B）．また，PKAの酵素活性を ELISA法により調べたとこ

ろ，同様にラクトフェリン添加による活性化が確認された

（Fig. 4C）．これより，ラクトフェリンは一般的な脂肪分解

に見られる cAMPシグナル伝達経路の活性化を促進して

いることがわかった．

次に，ラクトフェリンが古典的 ERKシグナル経路（Ras-

しながら，胃の消化酵素であるペプシンで分解したラク

トフェリンではその活性が消失することも明らかとなっ

た．よって，ラクトフェリンを経口摂取して内臓脂肪低減

効果を発揮させるためには，ラクトフェリンが胃で分解さ

れずに腸まで届くことが必要であると考えられた．脂肪細

胞に対するラクトフェリンの脂肪合成抑制作用に対する作

用メカニズムについて，DNAマイクロアレイ解析により

検討した．その結果，ラクトフェリンが脂肪酸合成酵素等

の脂肪合成に関与する酵素群の遺伝子発現を抑制し，さら

に peroxisome proliferator-activated receptor γ（PPARγ）等

の脂肪細胞の分化調節因子の発現を抑制することを見出し

た 15）．

脂肪組織の重量は脂肪の合成と分解のバランスで決定さ

れる．ラクトフェリンの脂肪合成抑制作用については上述

の通りである．そこで本稿ではラクトフェリンの脂肪分解

促進作用について，我々がこれまでに得ている知見を報告

する．

2　ラクトフェリンの脂肪分解促進作用 16）

ラクトフェリンの脂肪分解促進作用を検討するに際し，

ラット腸間膜脂肪組織由来の前駆脂肪細胞の初代培養系を

用いて検討を行った．細胞を 6日間培養して成熟脂肪細

胞へと分化誘導を行った後に，ラクトフェリンまたはペプ

シン分解したラクトフェリンを添加した．ポジティブコン

トロールとしては，β受容体のアゴニストであり，脂肪分

解促進作用が知られている L-isoproterenolを，ネガティ

ブコントロールとしては代表的な可溶性タンパク質である

BSAを使用した．L-isoproterenolを添加した培養上清で

は，コントロールと比較して 3倍程度のグリセロール濃度

の上昇が認められたことから，評価系の妥当性が検証され

Fig. 3 The effect of pepsin degradation on the lipolysis actions of 
lactoferrin (LF) against mature-adipocyte

Medium glycerol amount were analysed 24 h after addi-
tion of each samples to compare the lipolysis activity of 
LF and pepsin degraded LF. Bovine serum albumin was 
used as negative control. The results are shown as means 
with their standard deviation, n=3. **p<0.01 dunnett 
test compared with control. LF, lactoferrin; BSA, bovine 
serum albumin.
Reprinted with permission from Ref. 16 © (2013) Japan 
Society for Bioscience, Biotechnology, and Agrochemistry.
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前述のプロテオーム解析結果に見られたようなタンパ

ク質レベルでの発現量変化には，何らかの転写因子の関

与の可能性が考えられる．cAMPシグナル経路や ERKシ

グナル経路が活性化していたという結果から，両経路の

下流にある転写因子である cAMP response element binding 

protein（CREB）の関与が疑われた 24）,25）．そこで，ウエス

タンブロッティングにより CREBの活性化を調べたとこ

ろ，ラクトフェリン添加による CREB Ser133のリン酸化

レベルの亢進を確認した（Fig. 6A）．CREBは cAMPシグ

ナル経路の重要なタンパク質である HSL26）や cAMP合成

酵素である Adenylyl cyclase（AC）27）,28）の転写制御因子で

あったため，これらのタンパク質発現量を確認したとこ

ろ，ラクトフェリン添加から 1時間以降で増加することが

分かった（Fig. 6B, C）．この発現量変化が CREBの活性化

によるものなのか確認するため，CREBの活性化に最も寄

与する PKAの阻害剤である H-89を細胞培養系に添加し

て，CREBのリン酸化を阻害した（Fig. 7）．その結果，ラ

クトフェリン添加による HSLの発現上昇は顕著に阻害さ

れ（Fig. 8A），さらに脂肪分解も一部阻害された（Fig. 8B）．

これより，ラクトフェリンは CREBなどの転写因子を活

性化し，脂肪分解の律速酵素である HSLなど，一連のシ

グナル経路に関与するタンパク質の発現量変化を起こすこ

とで，生体中のホルモン刺激などとは異なる長時間の脂肪

分解効果を発揮している可能性が示唆された．

Raf-ERK経路）を活性化するか調べるため，同様に調製

した細胞ライセートを用いて ERK1/2のリン酸化（Thr202/

Tyr204）を ELISA法により調べたところ，ラクトフェリ

ン添加によるリン酸化レベルの上昇を確認した（Fig. 5A）．

そこで c-Raf（RAF proto-oncogene serine/threonine-protein  

kinase，Raf-1）の Ras 結合ドメインを用いて活性化

Rasタンパク質のプルダウンアッセイを行ったところ，

ERK1/2と同様に添加初期から活性化することが分かった

（Fig. 5B）．これより，ラクトフェリン添加により活性化さ

れた Rasが，c-Rafから ERK1/2へとカスケード的にリン

酸化シグナルを伝達したことが示された．これまでに，ラ

クトフェリンは線維芽細胞や骨芽細胞，角化細胞におい

て，ERK1/2を活性化し，細胞増殖や遊走，分化の促進や

コラーゲンマトリックスの形成に関与するなどの報告があ

り 21）～ 23），脂肪細胞においても同様に ERK1/2を活性化す

ることが分かった．

Fig. 4 Analysis of the effects of LF on the phosphorylation of 
HSL and PLIN by PKA and determination of PKA activi-
ty17)

Phosphorylation of HSL and PLIN by PKA was detected 
in the presence or absence (0 min) of LF. Phosphorylation 
levels normalized to protein expression levels are shown. 
(A) Phosphorylation of HSL Ser660 and (B) PLIN Ser497 
by PKA. (C) Analysis of PKA activity in cells treated 
with LF. PKA activity in adipocytes was detected using 
an ELISA before (0 min) and after treatment with LF. 
Kinase activity normalized to the total protein deter-
mined by BCA is shown. The statistical significance of 
the data at each sampling time compared with the 0-min 
sample was evaluated using Dunnett’s multiple compari-
son test, and the data represent the mean±SD values of 
triplicate determinations of one of three identical experi-
ments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 HSL, hormone- 
sensitive lipase; LF, lactoferrin; PLIN, perilipin; PKA, 
protein kinase A; SD, standard deviation.

Fig. 5 Analysis of the effects of LF on the activation of ERK1/2 
and activation of Ras17)

(A) Activation of ERK1/2 (Thr202/Tyr204) after treat-
ment of adipocytes with LF. Phosphorylated ERK1/2 
was detected in the presence or absence (0 min) of LF. 
Phosphorylation levels normalized to protein expression 
levels are shown. (B) Ras activation through c-Raf in ad-
ipocytes treated with LF. Activated Ras captured from 
cell lysates using a pull-down assay kit before (0 min) 
and after treatment with LF. Activated Ras eluted from 
the beads was detected using western blot analysis. The 
statistical significance of the data at each sampling time 
compared with the 0-min sample was evaluated using 
Dunnett’s multiple comparison test, and the data repre-
sent the mean±SD values of triplicate determinations of 
one of three identical experiments. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. ERK, extracellular signal-regulated kinase; 
LF, lactoferrin; SD, standard deviation.
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4　脂肪細胞におけるラクトフェリン受容体の探索

ラクトフェリンの受容体は，小腸や肝臓，マクロファー

ジなど，さまざまな組織において複数種のタンパク質が確

認されており 29）,30），ラクトフェリンの多彩な機能発現の

理由であると考えられている．しかし脂肪細胞において脂

肪分解シグナルを伝達するようなラクトフェリン受容体は

Fig. 8 The influence of PKA activity inhibition on the HSL expression level and lipolysis by LF17)

(A) Change in expression levels of HSL by LF. The protein expression levels of HSL were detected 3 h after the treatment with 
1 mg/ml of LF with or without H-89, a selective PKA inhibitor. Changes are normalized to the β-actin protein expression level. 
The statistical significance of the data compared with the LF untreated sample was evaluated using Student’s t test, and the data 
represent the mean±SD values of triplicate determinations of one of the three identical experiments. *p<0.05, **p<0.01. (B) 
Activation of lipolysis by LF. The amount of glycerol in the medium was analyzed after the treatment with 1 mg/ml of LF with or 
without H-89, a selective PKA inhibitor, to quantify lipolysis. The statistical significance of the data compared with LF untreated 
cells was evaluated using Dunnett’s multiple comparison test. *p<0.05, **p<0.01. The data represent the mean±SD values of 
triplicate determinations of one of three identical experiments. LF, lactoferrin; SD, standard deviation.

Fig. 6 Analysis of the effect of LF on CREB activation17)

(A) Phosphorylation of CREB-Ser133 in adipocytes treat-
ed with LF. Phosphorylated CREB was detected in the 
presence or absence (0 min) of LF. The figure shows 
CREB phosphorylation normalized to the protein expres-
sion level. Changes in protein expression levels of (B) 
HSL and (C) AC isomers (AC1, 2, and 6) in the presence 
or absence (0 min) of LF normalized to the protein ex-
pression level of β-actin. The statistical significance of 
the data at each sampling time compared with the 0-min 
sample was evaluated using Dunnett’s multiple compari-
son test, and the data represent the mean±SD values of 
triplicate determinations of one of three identical exper-
iments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. AC, adenylyl 
cyclase; CREB, cAMP response element binding protein; 
HSL, hormone-sensitive lipase; LF, lactoferrin; SD, stan-
dard deviation.

Fig. 7 The influence of PKA activity inhibition on the down-
stream factor CREB17)

Phosphorylation level of CREB-Ser133 was detected 
15 min after the treatment with 1 mg/ml of LF with or 
without H-89, a selective PKA inhibitor. Adipocytes were 
pre-incubated in H-89 starting at 30 min before the addi-
tion of LF. Phosphorylation level was normalized to the 
CREB protein expression level. The statistical signifi-
cance of the differences in the data for LF treated vs. un-
treated samples was evaluated using the Student t test. 
**p<0.01, n.s.; no significant difference. The data rep-
resent the mean±SD of triplicate determinations of one 
of the three identical experiments. LF, lactoferrin; PKA, 
protein kinase A: CREB, cAMP response element bind-
ing protein: HSL, hormone sensitive lipase: SD, standard 
deviation.
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ての有力な候補として選定し，脂肪分解シグナル伝達への

関与を検討することとした．

5　LRP1を介したラクトフェリンの脂肪分解シグナルの

解析 17）

成熟脂肪細胞においてラクトフェリンが伝達する脂肪分

解シグナルに LRP1が関与するか調べるため，siRNAを用

いて脂肪細胞の LRP1をノックダウンした．その結果，ラ

クトフェリンを添加しても脂肪分解が起こらず，HSLの

活性化も生じなくなることが分かった（Fig. 10）．これより，

ラクトフェリンによる脂肪分解において LRP1は重要な役

割を果たすことが強く示唆された．

Goretzkiらは，ヒトメラノーマ細胞であるM21に発現

させた LRP1は，ラクトフェリンとの結合によって stim-

ulatory GTP-binding protein（Gαs）を介して細胞内 cAMP

レベルと PKA活性を上昇させると報告しており 33），脂肪

細胞においても同様に Gタンパク質の活性化が起こって

いる可能性が考えられた．Gタンパク質の活性化は通常

Gタンパク質受容体（GPCR）を介して行われ，特に脂肪

分解においては GPCRであるアドレナリンレセプターの

関与が一般的である．LRP1を介した脂肪分解シグナルと，

アドレナリンレセプターによる脂肪分解シグナルの関連

を調べるため，β1アドレナリンレセプターの阻害剤であ

る Atenorolを用いて検討を行った．その結果，Atenorolに

よる β1アドレナリンレセプターの活性阻害下においても

ラクトフェリンによる脂肪分解促進作用は減弱しないこと

が分かった（Fig. 11）．これより，ラクトフェリンによる

LRP1を介した脂肪分解シグナルは，アドレナリンレセプ

ター活性に依存しないメカニズムによることが示唆された．

いまだ同定されておらず，メカニズム解析においては重要

な知見となると考えられた．そこでラクトフェリンによる

脂肪分解シグナルを伝達する脂肪細胞上のラクトフェリン

受容体を同定するべく，プロテオーム解析を活用した受容

体探索を実施することとした．まず成熟脂肪細胞にラクト

フェリンを添加し，脂肪分解シグナルの活性化が起こるタ

イムポイントにおいて，余剰のラクトフェリンを洗い流し

た後に，受容体に結合しているラクトフェリンを疎水性

の架橋試薬である DSP（dithiobis-succinimidylpropionate）

もしくは親水性の架橋試薬である DTSSP（3,3′-dithiobis-

sulfosuccinimidylpropionate）を用いて化学的に共有結合さ

せ，ラクトフェリン－ラクトフェリン結合タンパク質の複

合体を形成した．この複合体を抗ラクトフェリン抗体によ

り精製し，トリプシン消化後に LC-MS/MS分析を行い結

合タンパク質を同定した（Fig. 9）．ラクトフェリンが受容

体に結合後にエンドサイトーシスにより取り込まれる可能

性も考慮し，DSP，DTSSP両試薬にて共通に検出された

タンパク質のうち，細胞膜画分に局在が知られる 151種

類のタンパク質を候補タンパク質として同定した．この

中には他の組織でラクトフェリン受容体として知られる

タンパク質が 4種類存在し，特に Low density lipoprotein 

receptor related protein 1（LRP1）は検出されたペプチド数，

Confidence score共にトップの因子であった．LRP1は脂

肪細胞以外にもさまざまな組織に発現し，多彩なリガンド

をもつことが知られる LDLレセプターのファミリー分子

であり 29），脂質代謝以外にも，細胞内ドメインのリン酸

化を介して細胞成長や分化，プロテアーゼ分解など，多種

多様なシグナル伝達に関与する報告がある 30）～ 32）．我々は

この LRP1を脂肪細胞におけるラクトフェリン受容体とし

Fig. 9 Schematic diagram of proteome analysis
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トにより制御されることが知られているが，PKAは c-Raf

の Ser259をリン酸化することで活性を負に制御してい

る 44）,45）．さらに PKAは，GPCRをリン酸化することで Gs

共役型の AC活性化から Gi共役型の ERKシグナル活性化

経路にスイッチさせるとの報告もある 46）．脂肪分解時に

おける cAMPシグナル経路と ERKシグナル経路の相互制

御関係やその生理的意義については，今後さらなる詳細な

検討が必要である．

7　結　論

我々はラクトフェリンの内臓脂肪低減メカニズムの一端

として，ラクトフェリンの脂肪分解促進作用を見出した．

胃の消化酵素であるペプシンで分解したラクトフェリンに

は，本作用が消失したことから，本作用の発揮には腸溶性

能を付与することが望ましいことも示唆された．さらに本

作用の詳細な分子機構について検討した結果，ラクトフェ

リンは成熟脂肪細胞において LRP1を介して cAMP/ERK

シグナルを活性化し，脂肪分解促進効果を発揮していると

いう仮説を構築した（Fig. 12）．この仮説は，アドレナリ

ンレセプターなどのカテコールアミンレセプターによって

引き起こされる GPCR依存性の脂肪分解シグナル伝達 34）

とは異なるメカニズムである．ラクトフェリンは脂肪細胞

に添加後，数分で ERKシグナルを活性化させ，間接的に

6　cAMPシグナル経路と ERKシグナル経路のクロス

トークの可能性

cAMP合成酵素である ACは，一般にアドレナリンレセ

プターのようなホルモン受容体などの GPCRの活性化と

それに引き続く活性化 Gタンパク質との相互作用により

活性化する 34）．一方で，ERKシグナルは一般に成長因子

等の受容体に多く見られるチロシンキナーゼ型受容体に

よって活性化する．古くからこれら 2つのシグナル経路

は，相互に交わらない独立したシグナルカスケードである

と考えられてきた．しかし，近年の研究成果より，2つの

シグナル経路は，複数の因子間において 35）,36），特に，AC

の活性化に関連して制御関係がある可能性が示されてい

る 25）,37）～ 41）．例えば，Rafキナーゼ（B-Raf，c-Raf）は AC

のセリン残基をリン酸化することが知られており 37）,42）,43），

また Rafキナーゼと ACは直接相互作用するがその相互作

用には ACのアイソフォーム選択性があることなどが確認

されている 43）．また，c-Rafの活性は複数のリン酸化サイ

Fig. 10 LF-induced lipolysis in LRP1-silenced adipocytes17)

(A) Activation of lipolysis by LF. To quantitate lipolysis, 
the amount of glycerol in the medium was analyzed 24 h 
after adding 1 mg/ml of LF. The statistical significance of 
the differences between LF treated and untreated cells 
was evaluated using the Student t test. **p<0.01. The 
data represent the mean±SD values of triplicate de-
terminations of one of three identical experiments. (B) 
Activation of HSL by LF treatment. Phosphorylation of 
HSL was detected in the presence or absence of 1 mg/ml 
LF 15 min after the addition of LF. Phosphorylation levels 
normalized to protein expression levels are shown. The 
statistical significance was evaluated using the Student 
t test vs LF untreated control. **p<0.01; n.s., no signif-
icant difference. The data represent the mean±SD val-
ues of triplicate determinations of one of three identical 
experiments. (C) LRP1 silencing by siRNA. Adipocytes 
were transiently transfected with negative control siR-
NA (siNC) or LRP1 siRNA (siLRP1) (see Materials 
and methods). LRP1 protein expression was monitored 
by immunoblotting during each assay. Distinctive data 
is shown. β-actin was used as a loading control. HSL,  
hormone-sensitive lipase; LF, lactoferrin; LRP1, lipopro-
tein receptor-related protein 1; SD, standard deviation.

Fig. 11 The influence of a βAR-blocker on the activities of lipoly-
sis inducers17)

(A) Activation of lipolysis in adipocytes by L-isoproterenol 
(ISO) with or without a βAR inhibitor. The amount of glyc-
erol in the medium was analyzed 24 h after adding 0.1 μM 
of ISO with or without atenolol (β1AR blocker) to quan-
titate lipolysis. The statistical significance of the differ-
ences in the data for LF treated vs. untreated cells was 
evaluated using the Student’s t test. ***p<0.001, n.s.; no 
significant difference. The data represent the mean±SD 
values of triplicate determinations of one of the three 
identical experiments. (B) Activation of lipolysis by LF 
with or without βAR inhibitor. The amount of glycerol in 
the medium was analyzed 24 h after adding 1 mg/ml of LF 
with or without atenolol (β1AR blocker) to quantify lipoly-
sis. The statistical significance of the data of LF treated 
and untreated cells were evaluated using Student’s t test. 
*p<0.05, †p<0.1, n.s.; no significant difference. The data 
represent the mean±SD values of triplicate determina-
tions of one of the three identical experiments. LF, lacto-
ferrin; SD, standard deviation.
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本で提唱された「食品因子（Food Factor）」の概念は，い

まや世界的にも広まり，認知されるようになってきた．欧

米でも「Functional Foods」という言葉が定着しつつある．

2015年 4月に「機能性表示食品」制度がスタートするなど，

食品業界を取り巻く状況は刻一刻と変化している．この流

れに沿うように，食品の機能性に関する研究もレベルの向

上が求められ，数年前に比べれば方法論や解析手法の選択

肢も含め，格段に進化してきている．機能成分の生理活性

に関するメカニズム研究に，プロテオミクスをはじめとす

る先端解析技術を，いかにうまく取り入れ，スタンダード

としていくかが今後の研究を加速し，レベルアップしてい

く鍵となるのではないだろうか．今後も，人々の健康の維

持・増進に貢献できる，確固たるエビデンスを持った製品

を開発すべく，学際領域の知識・技術との連携を活かして

取組んでいきたい．
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Lactoferrin (LF) is a multi-functional milk protein. We previously reported that enteric-coated LF decreased vis-
ceral fat accumulation in a clinical trial. Animal studies revealed that ingested LF was delivered to mesenteric fat and 
in vitro experiments showed that LF promoted the lipolysis of mature adipocytes. Therefore, we attempted to iden-
tify the mechanism underlying lipolysis induced by LF. Pre-adipocytes derived from mesenteric fat tissue of male 
rats were cultured and differentiated into their mature form, and cells were collected at various time points after 
the addition of LF. Proteomic analysis revealed changes in the expression levels of proteins related to the cAMP and 
ERK signaling pathways. Therefore, we validated the activation of these pathways using Western blotting, ELISA, 
and pull-down assay. We then detected the increased phosphorylation level of CREB, a downstream transcription 
factor of both cAMP and ERK signaling pathways, which regulates the expression levels of enzymes involved in lip-
olysis. We also attempted to identify LF receptors on adipocytes. We again used a proteomic approach to analyze LF 
binding proteins. Finally, we identified low-density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) as the most reliable 
candidate for the LF receptor. Silencing analysis of LRP1 showed attenuated lipolytic activity of LF, and we conclud-
ed that LRP1 is the LF receptor for sending lipolytic signals by LF on adipocytes. LF binds LRP1 and activates the 
cAMP/ERK signaling pathway via phosphorylation and transcriptional regulation, and then these effects result in the 
promotion of lipolysis in mature adipocytes.
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