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食品の持つ生体調節機能を解明し,健 康増進に役立て

ようとする研究が盛んに行われている。最近,食 品由来

の機能性成分としてアンギオテンシン I変換酵素 [EC

3.4.15.1](ACE)阻害ペプチドが注目を集め,各 種食品

中に広く存在することが認められている。ACE阻 害ペプ

チドは血圧調節に重要な役割を持つレニンーアンギオテ

ンシン昇圧酵素系に作用し血圧上昇を抑制する効果が期

待されている。水産物ではこれまでにマグロ
1ヽイワ

シ幼
-6、
ヵッォつ等の筋肉およびそのプロテアーゼ分解物

中にACE阻 害ペプチドの存在が明らかにされている。

本研究では北海道内で漁獲される水産資源のうち未低

利用部位であるシロサケの頭部,肝 臓,お よびホタテガ

イ中腸腺などをより高度に食品に活用するためにACE

阻害ペプチドの検索を行った。

実 験 方 法

1.試 料

ホタテガイ中腸腺,シロサケ肝臓は漁獲後
-135°Cで凍

Angiotensin I converting enzyme (ACE) inhibitory peptides were investigated in the head and liver

of chum salmon and the digestive gland of scallop.

After these tissues were hydrolyzed by commercial proteases for food, the ACE inhibitory

activity of hydrolysates was measured. The hydrolysate of chum salmon head produced with BIOPUR-

ASE showed the most potent inhibitory activity.

This hydrolysate was separated into fractions using ODS resin. Each fraction eluted with 10, 30,

50% ethanol showed inhibitory activity. The most active fraction was that eluted with 50% ethanol ; it

showed 50% inhibition for ACE at 78ps/mQ. The molecular weight of this fraction was estimated to be

500-3,000 from the results of high-performance gel chromatography analysis. Furthermore, amino acid

analysis showed that these inhibitors contained large quantities of glycine, lysine, and leusine.

結保存 したものを用いた。シロサケの頭部 は鰊を除 き

120°Cで 40分 間加熱した後,マ スコロイダー (増幸産業

社製)で ペース トにして
-30°Cで凍結保存 したものを使

用した。

2.各 種プロテアーゼによる加水分解物の調製

試 料 10 gに 1 0倍 量 の 蒸 留 水 を加 え,P o l y t r O n

PT 6000(Kinematica,Switzerland)で 1分 間ホモジナ

イズ後 98°Cで 20分 間加熱した。室温まで放冷し,各酵素

の至適 pHに l NHClあ るいは l NNaOHで 調整 し,市

販プロテアーゼ 5種 を試料重量に対し0.5%量 加えてホ

モジナイズし,至適温度で 16時間撹拌しながら加水分解

を行った。反応終了後 98°Cで 15分間プロテアーゼを加

熱失活 させ,放 冷後,l NNaOHで pH 7に 調整 して

10,000Gで 15分 間遠心分離を行った。上清を濾過後,

150m2の メスフラスコに定容し,ACE阻 害活性測定試

料 とした。加水分解に使用した酵素と至適条件は次のと

おりである。デナプシン2P(糸 状菌由来,pH 3.0,40°C),

デナチーム AP(糸 状菌由来,pH 7.0,40°C),パ パイン
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(パパイヤ由来,pH 7.0,55°C),ビオプラーゼSP-lo(枯

草菌由来,pH 7.0,30°C),XP 415(真 菌由来,pH 3.0,

30°C)で すべてナガセ生化学製である。

3。 シロサケ頭部ビオプラーゼ分解物中の ACE阻 害ペ

プチドの精製

シロサケ頭部のペースト100gを 2.の 方法に従いビ

オプラーゼを用いて 5時間加水分解した。得られたカロ水

分解物 を限外濾過 (アドバ ンテック社製 MODEL

UHP90)に 供し,分 子量 10,000以上のものを除去した。

さらにこの分解物にODS樹 脂 (YMCtt ODS― AQ

120-S50)30gを 加え, 1時 間撹拌後,吸 引濾過した。

ODS樹 脂を蒸留水 5001Jで 洗浄した後,10,30,お よ

び50%エ タノールでそれぞれ 500m2を 用いて順次溶出

した。それぞれの溶出液を減圧濃縮してエタノールを除

ムし,凍 結乾燥した。非吸着と蒸留水の洗浄液を合わせ

た画分をA,10,30,50%エ タノールで溶出した画分を

それぞれ B,C,Dと した。

4.ACE阻 害活性の測定

ACE阻 害活性はACE(ウ サギ肺由来,シ グマ社製)40

mU/m2お よび合成基質ヒプリルーL一 ヒステジルー

L― ロイシン (シグマ社)10 mMを 用いてCushmannら

の方法めに準じて測定した。すなわち生成した馬尿酸を

酢酸エテルで抽出し,226 nmの 吸光度を測定した。試料

液の吸光度をa,試 料液の代わりに蒸留水を加えたとき

の値をb,あ らかじめ反応停止液をカロえて反応させたと

きの値をCと して,阻 害率 (%)=(b一 a/b―c)x100で

ACE阻 害率を算出した。各試料のACE阻 害活性の比較

は上式により得られる阻害率が 50%を 示すときの反応

液中に存在する試料濃度 (IC50)で示した。なお,タ ンパ

ク質とペプチドの濃度はミクロケルダール法 (窒素量に

係数 6.25を乗じた値)お よび重量法により決定した。

5。 ACE阻 害ペプチ ドの分子量の測定

ACE阻 害ペプチドの分子量の測定は高速液体クロマ

トグラフ(HPLC)に より行った。標準ペプチドとしてイ

ンスリンB鎖 (分子量 3,040),ニ ューロテンシン (分子

量 1,673),ブ ラジキニン(分子量 1,060),ロ イペプチン

(分子量 494),グ ルタチオン (分子量 307)を用いた。測

定条件を以下に示した。

装 置 :東 ソー粉 製 HPL Cシ ス テ ム,カ ラ ム :

TSKGEL-2500 PWXL(内 径 7.8mm× 300 mm),溶 離

液 :45%ア セ トニ トリルー0.1%ト リフルオロ酢酸,流

速 :0.2m2/min,検 出波長 :215 nm

6.ア ミノ酸分析

ACE阻 害ペプチドのアミノ酸分析は6N塩 酸で加水

分解後,イ ソチアン酸フェニル (PITC)に よるプレカラ

ム誘導体化法"に より行った。

実験結果及び考察

1.プ ロテアーゼ分解物の ACE阻 害活性

各プロテアーゼ分解物のACE阻 害率をTable lに示

した。プロテアーゼ分解物はいずれの試料もACE阻 害

活性が認められ,シ ロサケ頭部のプロテアーゼ分解物は

他の試料よりも高い阻害活性を示した。また,シ ロサケ

頭部の各酵素分解物ではパパイン,ビ オプラーゼを作用

させた分解物が特に阻害活性が高く,約 90%の 阻害率を

示した。そこで最も高い阻害率を示したシロサケ頭部を

用いてビオプラーゼによる分解時間の検討を行った。

Fig lに ビオプラーゼ分解物によるACE阻 害率および

タンパク質量の経時変化を示す。分解物のタンパク質量

は反応時間とともに穏やかに増加したが,阻 害率は反応

初期に大きく増加し,反 応 5時間で最高に達して,そ の

後緩やかに減少した。このことからシロサケ頭部ペース

Tab!el :nhibitory activity for ACE of
hydro:ysates by various proteases*

Inhibition(0/。)・
*

DENAPSIN DENAZYME  PAPttN  B10PURA∬  XP‐ 415

Chum Salmon(Oncorhynchus keta)
Head

Liver

Scallop(Patinof ecten yessoensis)

Digestive gland 49.5 16.1 245

* Commercial proteases used here (See materials and
methods)

** The ACE inhibitory activity of hydrolysates by vari-
ous proteases was assayed at a concentration of 0.079
equivalent of tissue per ml.
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卜のビオプラーゼによる分解時間は5時 間が最適である

と考えられた。

2.シ ロサケ頭部の ビオプラーゼ分解物中に存在する

ACE阻 害ペプチ ドの精製

最も強い ACE阻 害活性を示したシロサケ頭部のビオ

プラーゼ分解物に存在するACE阻 害ペプチ ドをODS

樹脂により精製した。各画分の収量および IC50をTable

2に 示した。各画分の ACE阻 害活性を比較すると画分D

が最 も高い阻害活性を示し,IC 50は 78 μgん祀 であっ

た。また,画分Dは シロサケ頭部ペースト100gの ビオプ

ラーゼ分解物から77.5 mg得 られた。

3.画 分 D中 の ACE阻 害ペプチ ドの分子量およびア ミ

ノ酸組成

画分 Dの 分子量を推定するためにゲル濾過を用いた

HPLC分 析を行った。HPLC分 析の溶出パターン (Fig

2)から画分Dは 少なくとも2つ 以上の異なるペプチドか

ら成 り,その分子量範囲は500か ら3,000と 推定された。

次に画分Dの アミノ酸組成について検討を行った。塩酸

加水分解によって得 られたアミノ酸組成を Table 2に

示した。画分Dの アミノ酸組成はグリシン, リシン,ロ

イシンを多 く含み,特 にロイシンが多 く339.7 mg/gで

Table 2 Separation of ACE inhibitors from

hydro:ysate of chum sa!rnon head by
B:OPRASE with ODS resin

Fraction Vield(g powder) IC50しg/r配)

20 40
Retention Time(min)

Gel chromatogram of fraction D obtained
from BIOPURASE hydrolysate of chum
salmon head.

Column :  TSKGEL 2500PWXL(7.8mm i .
d. X 300mm), Mobile phase: 45%o acetoni-
trile / 0.1%o trifluoroacetic acid, Flow
rate: 0 .2m2/min, Detector: ultraviolet
2 l 5 n m
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Table 3 Amino acid composition of fraction D

Amino acid* fraction D

あった。末綱ら
2)がィヮシ筋肉のプロテアーゼ(デナチー

ム AP)分 解物から得た塩基性ペプチドあるいはMatsui

ら"が アルカリプロテアーゼから得たペプチド混合物の

アミノ酸組成とは大きく異っており,画 分Dに 含まれる

ACE阻 害ペプチ ドはこれらのペプチ ドとは違った構造

を有するものと推定された。

要   約

シロサケの頭部,肝 臓およびホタテガイ中腸線を各種

食品用プロテアーゼで分解し,そ の ACE阻 害活性を測

定した。また,強 い阻害作用が認められたシロサケ頭部

のビオプラーゼ分解物中の ACE阻 害ペプチ ドを部分精

製し,分 子量,ア ミノ酸組成について検討を行い,以 下

の知見を得た。
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769

277

259

339.7

22.4

375

238

277

202

214

540

1040

46.3

* Expressed as mg/g.
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1)シ ロサケ頭部,肝 臓およびホタテガイ中腸腺のプロ

テアーゼ分解物はいずれもACE阻 害活性が認められ,

なかでもシロサケ頭部のビオプラーゼ分解物は最も高い

阻害活性を示した。

2)シ ロサケ頭部のビオプラーゼによる分解時間 は

ACE阻 害活性およびタンパク質収量の結果から5時 間

が最適であると考えられた。

3)シ ロサケ頭部のビオプラーゼ分解物をODS樹 脂で

部分精製したところ50%エ タノールで溶出する画分に

最も強い阻害活性が認められ,そ の IC 50は 78 μg/m2

を示した。

4)50%エ タノール画分は500か ら3,000の 分子量範

囲を示し,構 成アミノ酸はグリシン, リシン,ロ イシン

を多 く含み,特 にロイシンは339.7 mg/gで あった。
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