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はじめに

我が国の高取圧患者は約 3，000万人と推定され，喜本人の4入に 1入，さらに 50議以上では2

人に 1人が高血圧とされる。饗1に支持した識に、2003年のアメヲカ高皇圧合同委員会の報告(到C7)

では，正常血圧を 120mrnHg(続縦揺 SBP)/80諮mHg(拡張霧車.EE，DBP)未満，高鼠庄前

症が 120-13釦回世IgSBP/印刷89mm五gDBPと設定され，よち早期の高車圧捨壌の重要性が指摘され

ている。一般的に、食事や運動療法でも高島詑症状が改善されまい場合に辻，患者には薬物掠法

が開始される.医療の臨床現場で稜用される降法剤には，中指性交感神経遮断薬 (s受容体遺断

薬λ抹謂註交感神経譲欝薬 {α受容体遮断藁).1Il1.管平滑筋拡張薬 (Ca措抗薬).利尿薬およびレ

ニン，アンジオテンシン系抑制薬 (ACE龍議薬，アンジオテンシンH受容体拍抗薬)などが投与

され治療に使罵されている。

法事L動物の車EEの榎常性は、アンジオテンシン I変換騨燕 (ACE)を中心として保たれてお号、

昇圧系であるレニン・アンジオテンシン系と隣服系であるキニユン・カリクレイン系のパランスの

上記成り立っており、その機構の概要を闘 1に示した。本研究の対象となるレニン・アンジオテ

ンシン系抑制薬は，摂取後に肺などに局癒するレニン・アンジオテンシン系の重要な酵素{アン

ジオテンシンI変換酵素:ACE、EC3.4.15.1) を阻帯するために.1Il1.管i挺縮作用によ号強い皇呈上

昇作用を示す「アンジオテンシン IIJの生成が抑えられことで降詑咋罵を示す.現在玄く市蔵さ

れ投薬されているアンジオテンシンEの産主主を甑害する rACE題審薬jは護れた降迂作用を発揮

するが，キニン類が貯留して特有の f空咳jなどの副作用金日 -33ラもの患者で認められることが知

られている。近年では， ACE以外にもアンジオテンシン誌をど叢生する酪経蕗の存在が明らかに

なったため，アンジオテンシン豆受容体を誼接的民議穫し，かっ磁持F誌の少ない fアンジオテン

シンII受容体措抗薬J(ARB)が罷発され，工芸く患者民投与され始めている.しかし、今後副作用

が発見される可能性も否定できない。

食品科学分妻子では，食品の三次機能の研究の一環として，事しタンパク質のプロテアーゼ

分解ペプチドの示す ACE題害活性や、近年では動物実験での確認をど経て血圧降下作用(降圧活

性〉が研究されている.これらのペプチドは擁能性ペプチドまたは生瑚活性ペプチドと称されて

いる.事L?'ンパク鷲であるカゼインやホエイタンパク憶のタンパク償分解反応により生じる各種

ドでは，醸々ま血正を調節する作用を示すペプチド類の存校が知られている.著者も，こ

れまで乳タンパク質から多数の血圧降下性ペプチドを単離し，その構識や機能を報告しておち
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(Murakami et al.， J D.坦ァSci.，87， 1967-1974， 2004， Saitoetal.， J D.坦ァSci.， 83， 1434-14140， 

2000， Abubakar et.， J. Dairy Science， 81， 3131-3138， 1998).乳タンパク質が潜在的に多くの生

理活性ペプチドを生成する機能性の高い機能性タンパク質であることを証明している.

本研究では，近年の医学分野で注目されているアンジオテンシンEが結合して昇圧作用に直接

関与する受容体(以下AT1受容体)に対する阻害活性の測定方法を食品分野に初めて導入確立し，

とくに乳タンパク質より「アンジオテンシンE受容体桔抗ペプチド」の存在仮説を証明し，新し

い作用機作を示す機能性乳製品などの開発ための基礎研究を行うことを目的とするものである。

平成 20年度実験研究の概要

「市販ペプチド素材からの血圧降下性ペプチド画分の調製と AT1受容体

結合性ペプチドの存在推定』

これまでに，乳タンパク質のペプシン， トリプシンおよびキモトリプシン消化によって生じる

rACE阻害活性ペプチド」についての報告は数多くあり，これらは乳タンパク質を摂取した際の

体内における「生理活性ペプチド」の生成と作用を示唆している。また，乳の乳酸醗酵の過程で

生じる ACE阻害活性ペプチドや，非乳タンパク質の酵素分解により生じる同ペプチドについても

数多くの報告がある。

しかし、 ACE阻害活性ペプチドの多くには、必凶ro (動物実験)での活性の確認されていない

ものの多いことに問題がある。ヒトへの応用を考えた場合，実験動物による検討は不可欠であり，

当研究室では高血圧のモテ、ル動物である「高血圧自然発症ラット (SHR)Jを用いた血 vivoでの

血圧評価系をとり入れている。また.ACE阻害活性ペプチドの実用化が難しいことの要因のーっ

として，機能性成分を食品から大量に調製し安定供給することの難しい点が挙げられる。そこで

本研究では，安定的に出発材料を確保できるように、世界的なペプチドメーカーであるオランダ

の DMV社製の市販ペプチド素材から血圧降下性ペプチドを探索し.AT1受容体に結合し、阻害

性を示す可能性の高いペプチドを探索することにした。

機能性食品の開発には構造が解明された機能性因子を含んでいることが必要である。通常，タ

ンパク質の加水分解物から生理活性ペプチドの単離精製を行う際には，高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC)を用いることが多いが，単一ステップでは目的とするペプチドを分取することが

難しく，数段階の条件の異なる HPLCを組み合わせる必要性が生じる。そこで本研究では，降圧

効果の期待できるペプチド素材をあらかじめ疎水クロマトグラフィーおよびゲノレろ過に供して，

疎水性で降圧活性の高い画分の絞込みを初めに行う調製方法を導入した。

本研究では、市販ペプチド素材 12種類について.ACE阻害活性と SHRによる降圧活性矧IJ定

し，降圧効果の十分に期待できるペプチド素材を選抜し，さらに各種クロマトグラフィーにより

ペプチド素材中に含まれる AT1受容体結合性の高い「降圧活性ペプチド」の単離・精製を行うこ

とを目的とした。
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実験材料と方法

1.試薬および材料

アンジオテンシン変換酵素 (angiotensin1 -converting enzyme， EC 3.4.15.1，ウシ肺製，以下ACE)

は和光純薬工業(樹(大阪)製を用いた。馬尿酸ーヒスチジノレロイシン[Hippuryl-histidyl-leucine(Hip-

His-Leu)， ACEの活性測定基質，以下 HHL]，ゲ、ノレろ過分子量マーカーとして使用したウシ血清ア

ルブミン (BSA)，ジペプチドAP(Mw=186.2)およびグリシン (Mw=75.0)はSigrnaChemical Co.， 

Ltd. (白.Louis， MO， U. S. A.)より購入した。市販ペプチド素材 12種類は， DMVジャパン株)

(当時は大阪、平成 20年よりこの販売部門は日本新薬(株)に異動した)より購入した。その種

類，起源および特性について表2に示した。また，本章に使用したその他の試薬は，とくに断り

のない限り和光純薬工業側製の特級品を用いた。

2. 高血圧自然発症ラット (SHR)

高血圧自然発症ラット (SpontaneouslyHypertensive Rats，以下 SHR)は，雄の 10"-' 12週齢，体

重 265"-' 285gの条件を満たすものを，側船橋農場(千葉)より購入した。 SHRは10時間照明，

14時間暗室の明暗条件，ケージ内温度 24士l
O

C，および湿度 60士3%の環境下で飼育し，標準飼料

(Labo MR Breeder，日本農産工業株~，神奈川)と蒸留水は自由摂取させた。なお，飼育実験棟の

環境に慣れさせるために，購入後少なくとも 1週間は予備飼育を行い，その後実験に供するよう

にした。実験に用いた SHRの週齢および体重は，それぞれ 12"-' 21週齢， 280 "-' 400gの範囲で

あった。

3. アンジオテンシン変換酵素阻害活性の測定(加凶tro実験)

Yamamotoらの方法を基本として考案された Abubakarらの方法 αDairySci， 81， 3131-3138， 

1998)により，アンジオテンシン変換酵素 (ACE)阻害活性を測定した。表3 (スキーム)には、

本実験における測定手順を示した。

測定の概要は，試料溶液 (0.5mg加Iの各ペプチド溶液 150μ1)， BlankおよびControl(それぞれ

150凶の蒸留水)に ACE溶液 (0.5mU/lllof 50% (v/v)グリセロール)10凶，基質溶液[12.5mM 

HHLおよび1.0MNaClを含む 0.2Mホウ酸緩衝液 (pH8.3)]100μlを加えた。Blankには直ちに 0.5N

HCl (125μ1)を加えて反応を停止した。 Con位01および試料については， 37
0

Cで， 60分間インキユ

ベートし， 0.5N HCl (250μ1)を加えて反応を停止させた。ついで，酢酸エチノレ(1.5m!) を添加

し， 15秒間振とう抽出後，試験管遠心分離機を用いて 1，000xg，5分間違心分離を行った。 2層に

分離した上層部(正確に 1m!)を小試験管に移し取り，ヒーティングブロックにて 80
0

Cで5分間，

窒素噴霧により酢酸エチノレを蒸発させた。さらに，加熱乾固の条件を一定にするため，最後に全

試料を 80
0

Cで 10分間加熱した。常温にまで冷却後， 0.9% (w/v) NaCl溶液 (3.0m!) を加えて 15

秒間撹搾溶解し，直ちに分光光度計ModelUV-1200(島津製作所，東京)を用いて馬尿酸の 228nm

での紫外部吸光度を測定した。 Controlの阻害活性を 0%として，次の計算式により試料の ACE阻

害活性(%)を求めた。
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ACE態審活性(%)= (Ac-As) I (Ac-Ab) xl00 

ここで Ab.AcおよびAs泣それぞれ回復lk:.Controlおよび試料 (Sample)の228nmでの各吸

光度を示す。

なお，各試料についてACE阻害活性調定を2詔ずつ行い，その平均穫を r%値j で示した0

4.高刷圧白熱発車ラットを用いた鹿正灘提訴験 Onvivo襲験〉

高血圧自然発症ラット(S:聞の車問漣比以下のように狩った。まず，S:認を保護主籍で

42
0

C， 10分間保持した後，小動物非観血式自動臨庄計む忠5000型 {鰯ウエダ製作湊，東京〉安

用いて，尾部血圧測定法により心収縮期血服 (SystolicBlood Pressure.以下SBP，単位mmH訟を

測定した。各試料溶液を，ラット用ゾンヂ骨用いて直機関内に投与し. 6持間後記同様の方法で

SBPを灘定した。今回の試料は，ラット l阻ま当たりペプチド 2mg/2ml蒸留水を投与した。結果は，

試料設与前後での SBPの変化最(車圧降下度)として表示した。また， SHR (n=3) 拡蒸髄水

(2ml)を投与した場合の車距降下震安コントローノレ値とした。対照区 (n=3)と試験区との強選は

Student' s t-test ~こより評錯し， P<0.05の場合誌は f有意Jであると判定した。

丘逆相担体による隷水性ベブチドぬ鵠製

分取クロマトグラム用逆報担体の WakogelLP-40C18樹脂 (particlesize 20 "" 40μ.m，和光)を

100g (乾燥重量)擦り.90% (v/v)エタノーノレついで蒸寵本で、十分に洗浄してから観照した。ペ

プチド試料(1討を蒸留水 (20仇n誌は溶解後，同樹脂と数しく撹持し， r諌水性ペプチドj 者樹

脂に吸着させた。プブナーロ…トで吸引ろ過して水分を除いた。樹脂記，新たに 90%(v/v)エタ

ノーノレ (200m!)を協合後， 10分間撹枠し， 10分間放量することで吸着した諜水設ペプチド額分

(混合物)を溶出させた。溶出液中のエタノールは，ロータ Pーェパポレーダー記よる 40
0

C以下

の減圧濃縮により除去した後，ペプチド残械を凍結乾燥した。

6.ザルろ過による低分子盤ペプチド間分の調製

日 分子量マーカーによる偲分子監ペプチド両分溶出位置の推定

ウシ血溝アルブミン、ジペプチド AP(Mw=186.2)およびグリシン (Mw=75.0)安以下の条

件でゲルろ過に供し、各マーカ)の諮出位賓を検討した。

ーゲノレろ逼条件…

カラム:Sephadex G-15カラム (2β争x93.5αn，Vt=報告nl，Voぉ 145ml，Amarsh創npharmacia 

biotech， coサ Ltd.)

移動相:0.05% (v/v)トジフルオロ酢酸江主A)を含む長盟主む水

流 速 :0.5ml/min 

分取:5ml 

検 出 :OD制(ペプチド結合の 214nmの吸収を鎚定)

2) 疎水性ペプチドのゲノレろ過

方法 5.で調製した疎水性ペプチド試料について，上記の 6.-1)のクロマト条件記よちゲルろ過
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を行った。分画画分の中で一定分子量範囲のフラクションを回収し，ロータリーエパポレーター

により 40
0

C以下での濃縮・乾固を繰り返し行い， 1下Aを完全に除去した後，凍結乾燥した。

7.逆相モードでの高速液体クロマトグラフィー (HPLC)

方法 6.で調製したペプチド画分について，逆相 (Reversed-Phase，以下 RP)モードでの高速液

体クロマトグラフィー (High-Performance Liquid Chromatography，以下 HPLC) に供し， 目的ピー

クを分取した。実験には，インテリジェントポンプL-6200型(側目立製作所，東京)λ，カラムオ一

ブブ、L-7η30∞O型(側日立製作所)λ，UV 

所)およびクロマトデ一夕ステ一シヨンD-7叩O∞O∞O型(側日立製作所)を用いた。

-RP-HPLC条件一

カラム:Wakosil-II 5C18カラム (4.6ゆx250mm;和光純薬)

溶媒:移動相A

[0.05% (v/v) TF Aを含む 10%(v/v)アセトニトリル (CH3CN)溶液]

移動相 B [0.05% (v/v) TF Aを含む 60%(v/v) CH3CN溶液]

溶 出:20分間で移動相 A100%から移動相 B100%に直線的に上昇させた。

流速 :0.5mll凶 n

温 度 :40
0

C 

検出 :OD山(ペプチド結合)

ただし，分取の際は感度を下げるために， 230nmで検出した。各フラクションを回収し，

ロータリーエパポレーターにより 40
0

C以下での濃縮・乾固を繰り返し行い， TFAを完全に除

去した後，凍結乾燥した。

実験結果

1. 市販ペプチド素材の示す ACE阻害活性 (invitro) 

表2に示した 12種類の市販ペプチド素材について， ACE阻害活性および SHRによる降圧活性

を測定した(表4)。その結果，各種のペプチドの起源によらず， ACE阻害活性は 38"-'78%の聞

の値を示した。すなわち、 ACE阻害活性を示さない試料は存在せず、全ての試料において一定の

阻害性を示した。とくに、ホエータンパク質由来の WE80Mおよび卵白のオボアルブ、ミン由来の

EE90FXでは，共に 78.2%と最も高い ACE阻害活性値を示した。ついで，カゼイン由来の CE90STL

で64.9%，およひ'小麦グ、ノレテン由来の WGE80GPAで62.7%と高値を示した。一方，カゼイン由来

のCE90Fでは 34.1%，小麦グノレテン由来の WGE80GPUでは 36.0%と，低い ACE阻害活性値を示

した。 ACE阻害活性の低かった CE90FおよびWGE80GPUの両ペプチド素材に含まれるオリゴペ

プチドの平均分子量は，それぞれ 18，500および 6.700と高い値であった(表2参照)。

2. 市販ペプチド素材の示す SHRによる降圧活性 (invivo) 

SHRを用いての降圧活性試験の結果(表4参照)，乳タンパク質由来のペプチド素材でとくに
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高い降圧活性を示す傾向にあった。すなわち，ホエータンパク質由来の WE80BGおよび WE80M

では，それぞれー21.2mmHgおよびー18.8mmHgであった。またカゼイン由来の CE90STLおよび

CE90GMMでは，それぞれ-20.7mmHgおよび-18.0mmHgという降圧活性値を示した。高い ACE阻

害活性を示したホエータンパク質由来の WE80Mでは，降圧活性も同様に高かった。一方，高い

ACE阻害活性を示した EE90FXでは，対照的に-0.5mmHgとほとんど降圧活性を示さなかった。

以上の ACE阻害活性および SHRでの降圧活性試験の結果から， AT1受容体阻害活性を示す成

分が含まれる可能性の高い、「降圧活性が最も高くてかつ ACE阻害活性も中程度の強さ」のペプ

チド素材 fWE80BGJ を選抜して f降圧ペプチド」の単離精製を行うことにした。

3.疎水クロマトグラフィーおよびゲルろ過によるペプチドの分画

方法 5.により調製した疎水性ペプチドを， Sephadex G-15カラムを用いたゲ、ルろ過により分画

した。はじめに，ウシ血清アルブミンを用いて排除限界点(ボイド容積)を求め，ジペプチド AP

(Mw=186.2)およびグリシン (Mw=75.0) によりオリゴペプチドと遊離アミノ酸の溶出範囲を検

討した。

WE80BGより調製した疎水性ペプチドをゲルろ過に供した結果は、図 2に示した。各ペプチド

は明確なピーク群として分離溶出はしなかったが，矢印に示した f.1 (分画本数 29-35本)， f. 2 

(同 36-45本)， f. 3 (同 46-52本)， f. 4 (同 53-60本)および f.5 (同 61-68本)の 5画分に分取

した。

4. ゲルろ過により調製した各圏分の ACE阻害活性

WE80BGの疎水性画分をゲノレろ過により分画して得られた5画分における各画分について，ACE

阻害活性を測定した(図 3)0ACE阻害活性値は， 0'" 42.5%の範囲であり， WE80BG (whole)の

値 (53.6%，表4) よりもやや低値を示した。 5つの画分の中では， ff. 4画分」が 42.5%と最も高

いACE阻害活性を示した。

5.ゲルろ過により調製した各圏分の降圧活性

ゲルろ過により調製した 5画分について， SHR (n=3)への投与 6時間後の降圧活性を検討した

(図4)。その結果， f.4画分で-18.8mmHgと最も高い降圧活性値を示した。 f.2画分では-7.2mmHg

と弱い降圧活性値を示したが，その他の画分ではほとんど降圧活性が認められなかった。また，

同じラット群を用いての WE80BGおよびWE80BGから調製した疎水性ペプチドの降圧活性は，そ

れぞれー8.0mmHgおよび-11.0mmHgであった。以上の結果から， ff. 4画分」中には、 AT1受容体

活性を阻害する可能性があると考えられ、この画分に含まれる降圧ペプチドの単離精製をついで

行うことにした。

6. 逆相ー高速液体クロマトグラフィー (RP-HPLC)による降圧ペプチドの単離と精製

ゲルろ過により得られた ff.4画分」を， RP-HPLCに供した。得られた HPLCクロマトグラム

は，図5に示した。図の矢印に示したように， a (溶出時間 3-6分)， b (同6-9分)， c (同9-12分)， 

d (同 12-15分)および e(同 15-18分)の 5つの画分に分画した。
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7. RP-HPLCにより分画した各画分の ACE阻害活性

RP-HPLCにより分画して得られた 5つの画分 (a'" e) について， ACE阻害活性を測定した結

果を，図6に示した。 d画分では， 55.2%と最も高いACE阻害活性値を示した。しかしながら c

画分では 6.3%，他の aおよびb画分ではACE阻害活性が認められなかった。これらの結果から，

fd画分」に含まれるペプチド成分が出発試料 (WE80BG)の示した降圧活性に強く関与している

ものと推定し，次のステップである純度検定および化学構造解析を行うことにした。

考察

本研究で用いたペプチド素材 12種類は，食品グレードの酵素を用いた食品タンパク質の加水分

解物であり，様々な食品に添加する目的でオランダの DMV社から販売されている市販品である。

これらの製品の中には，タンパク質を加水分解することにより，例えばホエータンパク質由来の

素材の場合は，低アレノレゲ、ン'性を獲得しつつ腸管からの吸収性が向上しており，栄養補助剤や飲

料など様々な製品に応用されている。また，小麦グノレテン由来の素材の場合，グルタミン含量が

高いことから，グルタミン補給によって免疫促進や疲労回復促進などの効果があり，スポーツド

リンクや機能性飲料に応用されている。このように，実際に利用性の高いペプチド素材が血圧を

下げる機能も合わせて有しているならば，将来的に機能性食品などへの応用性はより促進される

だろうと考えられる。

本研究では， 12種類の市販ペプチド素材について ACE阻害活性試験也市v)およびSHRを

用いた降圧活性試験(白百vo) を行い，この 2つの活性を指標として AT1受容体阻害による降圧

効果の期待できるペプチド素材の選抜および降圧ペプチドの単離精製を行った。 ACE阻害活性で

は，ホエータンパク質由来の WE80Mおよび卵白のオボアルブミン由来の EE90FXで最も高い値

を示した。一方，カゼイン由来の CE90Fおよび小麦グノレテン由来の WGE80GPUでは，高い ACE

阻害活性を示さなかった。この CE90FおよびWGE80GPUの2つのペプチド素材は，平均分子量

が 18，500および6，700と大きく，加水分解の程度の高くないことがACE阻害活性の低さに関係し

ているものと推定された。これまでにも，低分子量のペプチドがACE阻害活性に主として寄与し

ているという報告があることも，この推定を支持している。

また，乳タンパク質由来のペプチド素材，すなわちホエータンパク質由来の WE80BGおよび

WE80M，カゼイン由来の CE90STLおよびCE90GMMの4種の素材では， -18.0mmHg以上の高い

SI王Rを用いて降圧活性が認められた。しかし，同じく乳タンパク質由来のペプチド素材である

LE80GFでは，全く降圧活性が認められなかった。乳タンパク質には血圧を下げるのに有効なペ

プチドの配列が多く含まれるが，その調製法やペプチドの大きさによって生理活性に大きな差異

が生じることが予想される。乳タンパク質以外では，小麦グノレテン由来のWGE80GPNで，-17.2mmHg

と高い降圧活性が認められた。小麦グノレテンは不溶性のタンパク質であり，グノレテン中にはほ乳

動物乳カゼインに似た構造の「グノレテンカゼイン」と呼ばれる構造の存在することが知られてお
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り，この構法により乳タンパク賓と爵議の降圧ペプチドを生じることが考えられる。

印加GFでは， ACE担害活性は高いが， SHRでの捧毘活性は認められなかった。これは，消化

において試料中に含まれるペプチドがペプシン， トリプシン，キモトリプシン，カルボ今シ

ベプチダ…ぜ，オラゴベプチダ…ぜあるいはアミノベプチダーぜなどの消化管蹴源の各機分解榔

よってさらに議分子化され，ジペプチドあるいはトリペプチドとして吸収されることにより、

した生理機能を損失したためと考えられる。実際の利用性を検討する場合，単離ペ

プチドにはお vivoで鋒庄活性を示すことが最も重要な因子であるため，当研究室では ACE阻機

器散は主主理機能を換討するための参考植として捉え， SHRでの降圧活性の結果を最重視してペプ

チドの生理括性愛換討している。しかし、特定保健用食品での評価は、必vitroのACE盟書活性の

みで披討されている。これは、動物実験の実験費用がかさむことや時間がかかり動物館育施設や

特別な技蟻が必要とされるために、多検体試料の検証にはあまり向いていないのも事業である。

以上より， 12種の市販ペプチド紫材中から降庄活性の最も高かった fWE80BGJを選抜できた

ので，本試料中に合まれている「隣庄ペプチドj の単離精製を計った。降庄ペプチドの籍製の第

一段階として，逆相担体 :Wako伊lLP40C18輯脂を用いてWE80BG中に含まれる f諜水性ペプチ

ド」の調製をまず行った。これまでの報告では， AC丘陸響活性の強いペプチドの条件として，疎

水性のアミノ酸を配列中に含むことが挙げられている。そこで当研究室では，鋒産効果の期待で

きる「陳水性ペプチドj のみ在あらか1ニめ調製し，親水性ペプチドや遊離アミノ酸を事前に除去

してから，大識調製の難しい附'LCによ に供する猿告の調襲方法を用いている (Abti福kar

θt al.， J DaiIy晶 i可能， 3131“3138， 1998)。この線本性ペプチドを試料よりまず初めに調製後，

次いでゲノレろ過による分子量の接選に基づく分麗を行った。告司phadexG-15担体は1，500Da以下の

分子量化合物を相互分離し，またマトジックスは生学的に安定で吸着の少ないという特性がある o

WE80BG棄替は平埼分子量が570Daであったため，億分子量の物質の分離に有効なおphadexG-15

担体を用いてゲルろ逼を行うことにした。アミノ酸およぴペプチドの播出位置の悶安として，グ

ヲシンおよびジペプチド (AP)を用い，顕2のクロマトグラムの矢印に相当する画分をそれぞれ

f. 1から f.5頭分として回収した。グリシンおよびジペプチドの溶出位置から， f. 4回分に遊離

アミノ畿や抵分子量のオPゴペプチドが舎まれていると蒋えられた。

各画分のACE阻害活性は， f.4画分で42.5%と最も繭い傭壮烈した(図 3)。分画した中では最

も高分子量である f.1画分の ACE阻帯括性は低く， f. 2， f. 3と分子識の小さな画分になるにつ

れ， ACE阻害活性が高くなる傾向にあった。これにより，前述したように低分子量のペプチドと

AC豆阻害活性の高さには負の相関関係が見られた。しかし，アミノ酸のマーカーとして黒いたグ

リシンの溶出後に得られた f.5両分でも ACE阻害活性が児られた。これは分取モードのゲルろ過

によるペプチドの大量調製を行ったため，ロ}ド蚤が多かったためのペプチドの祷出位壁の遅れ

が原因のーっと考えられた。

f.4画分の降圧活性はー18.8mmHgと最も高かったが{顕4)，出発試料のペプチド議*1WE80BG
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の降圧活性・，21.2mmHgよりもやや低植であった。しかし，今回の実験で用いたラット群で再び降

圧活性を測定したところ.WE80BGおよびWE80BGから調製した疎水性ペプチドでの降圧活性は

それぞ才1-8.白nmHgおよび-11.0mmHgであったため，降圧活性画分は確かに精製されていると考

えられた。このように SHRでの降圧活性は個体差が大きく.n=3での測定でも信頼に足る活性指

標にはなり得るが，より正確な数債を求める際には、実験に用いる SHRの個体数をさらに増やす

必要性が示唆された白

以上より， ACE阻害活性と降圧活性がともに最も高い値を示した rf.4画分』中に含まれる降

圧ペプチドの単離精製を行った。 RP-HPLCによる分析の結果，溶出時間 3--6分付近に複数の

ピ」クが見られ，これは溶出初期であることから親水性ペプチドが帯出したものだと考えられる。

また，溶出時間9--12分においても 2つのピークが近接して帯出しており，単一ピークとして分

取していくことが難しかったため，癖出時間3分から 18分までのピークを 3分毎に分取すること

にした。

a-eの分取画分についてACE阻害活性を測定したところ. rd画分」で55.2%という最も高い

ACE阻害活性が見られた(図的.溶出位置から.d画分はかなり疎水性の高い画分であると考え

られる。本クロマト条件では，分取用カラムではないため，一度にサンプルをインジェクトでき

る量が限られており，分取画分について SHRでの降圧活性を測定できるほどの収量が得られな

かった。このため.ACE阻害活性を示したd画分のペプチドについて，今後アミノ酸組成分析と

配列順序を明らかにする構造解析を行ってアミノ酸配列を決定し、その配列に基づいて合成ペプ

チドを合成し、 ATl受容体阻害活性の有無を検討することにした。本年度は、 AT1受容体阻害活

性の推定されるペプチドの単離精製まで完了することができ、今後の検討に期待が持たれた。

最1 固眼的取り決めによるヒト血圧接庖における血圧レベルの

分類
収t留期血圧 t広張糊血E

ImmHg) ImmHg) 

至適血圧 <120 かつ (60 

正常血庄 、13(J かつ <85 

正常高値血圧 130-司139 かつ 85-Be 

グレ-~I 信血圧(議長) I~O-159 または 9!HJ9 

グレード 2高血ff(中写症] 160-119 または 11>>-109 

グレード3高血圧(重症J 2'180 封工は 主110

収面白期高血圧 ~14C かつ 〈由。

取侃M血Eと伍担割血症由分周且t異な晶増告I~I"" E;い方回分~~tf~.rる。
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レニシアンジオテンシン系

。;圧系)

カリクレイン・キニン系

<1寄圧系)

〈肝$>

アンジォーテンシJーゲン

く血君主中〉

高分子，低分子

キニノーゲン

恥
ー
ト
↓

アンジオテンシン I ブラジネニンなどの

Asp-ArrV.I-Tyrlle-Hi.-Pro-Phs-Hioleu キニン笠

H，s【 Lau

キニナーゼ I

アンジオ子ンシンE

A時 -Arg-Val-lyr-lle-Hi:r-Pro-Rls 

崎 J
V 

アンジオテンシン直

Arg-Val-Tyr-日e-Hi..-Pro-Ph.

分解鍋

不活化

固 1 J:ま現動柑における血圧恒常性纏持のメカニズム

患2 本研究で出発試料として用いた 12租顛の市販ペプチド寵材

話料名 起E事 平均分子長 (Da)タンパク民会畳 間溶鉱度 (g/L)

WE80BG wÍl~y prolein 570 81.5 700 

WE80M whey prαtem 3.000 79.4 350 

W芭90FS whey ρrolein B.500 90.0 

LE80GF whey pratei" 4，600 77.2 150 

CE90STL CIlsem 400 86.7 300 

OE90GMM ctlSiem &40 89.9 250 

CE.90F "as色10 18，500 91.2 200 

EEDOFX 。va¥bumin 2，000 8/i.9 150 

WGE800PA wheat g¥utoaro 660 77.6 200 

WGE80GPN wh日tgll1t凹 670 79.0 400 

WGE30GPU whaat gluten 6，700 77.5 200 

SES08T soybean proteln 320 53.2 300 

ペプチド~科 1;:，全て DMV JAPAf< (大l5Jより入手したe 苦'-t:; ， これらの情報は l 同設の製品カ~ログに

公主主苔れている盟主催であるヨ
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表3 アンジオテンシン聾換陣膏 (AC匂盟書活性の劃定方法

t古薬
鼠料溶j在(O.5mg/ml)

篠宮*

連主賃溶液(HHL溶i"li.i)'

ACE渇渡，)

反応停止涜(0.6NHCL) 

E唱mロle Con釘01 lヨlanl<

'150 

150 150 

IOQ 100 100 

10 10 10 

↓ 
反応(370C.80分}

250 250 

5Hl &10 510 

{単位 .μ1)

反応停止il!(仏5NHCI) 

全量

。12.5"，1.4 HHLおよび印刷 出 CI吾含む汁ゐ政緩慢;苔(pHS.3)

2) AO~ 0.5 m~V μ10150・';~v/v>':J・J セロール

Abob3:ば'f，A0'.1. J. O.，)oy Sc'， 51: 31SI~138 ( 1ω~)より

表4 12橿殖の市原ペプチド轟材の示した ACE匝書活性

PeutId匝

ACE inhlbitβry 八nl:ihypecte内引V6

8CtiVltyl】{事) acl:i叶w"('阿 mHg)

WE'90BG 63.1I -21 之主16.9

WESOM 18.2. -18.8士9A

WE.90FS 45.1 -8.5:tI'9.1 

LE80GF 41.g +0.8主13.5

CE自OSTl 64.9 -20.7土103

CE900MM 51.3 -18.0:1:19.3 

CE90F 34.1 -12.0.土114 

EE90FX 18.2 -<l.5:1: 3.3 

WGI:~OI..iPA 62.7 -.5.8土8..4

WGESCGρN 59.7 -17.2士9.1

WGE8CGPU 380 -10.0:1: 2.5 

SE506T 37.3 4.5土 5.7

l)ACE阻害活性の潤定IまE述で行い.事事皐|立平均値で表した.

21 I量与量lまベプ子ド 2"，gI恭留水 2rnlとしたι 高血圧自然発症ラット(SHR:n-J)

への温'与e崎両町自主の収縮期血圧 (SBP)の変化苦刻定したz絡呆l孟

平均値主標準誤筆(SI:)で表したt

-
m
M
ω
 

EC-v
お
-
a
E
C
E』
日
』
〈

AP仰fw=136.2)

泌 +Jlyme倒的0)
1.25 

。
主百一一一~O一一一一“一一一一一一一

Fr:l'.:.LII1I1司U田bc:.r

固2 市販ペプチド院料WE節目Gから圃凪した車水性ペプチドのゲルろ過糟出曲値
-'1.ルる温条件ー

カラム :s叩had臥a-1Sカラム(2.6X93.5cm.VT制州叫.Vo=l45ml. Ama陪MrnU.)

穆働相:0.05% (v刈@トリフルオロ酢・ σF刈を含むMiIliQ*
露連:o.5mVmin.分怠:5m1
4白血:01>..・(ペプチド結合}
クロマトグラム中の略号 :Voポイド曹破 (mO

AP: AI..Pro ~ペプチド
Mw分乎量 Pー)
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固3 WE80BG鼠軒からの繭水性ペプチドのゲルる過掴製5面分の示すACE11.曹活性(%)
f. 1 -f. 5自分は、園2のゲルろ温で分画された圏分を示す。

10 

:14F77Rι 
安1

五l f2 r.3 JA 15 

fì~ C! (jo L1X 

固4 WE80BG民料からの醜水性ペプチドのゲルろ過圃製5回分の示すSHRによる血圧降下活性
f. 1四 f.S回分は‘園2のゲルろ温で分目された四分を着陸す.

剖 RIま胆3で実践を骨い.測定lま3固の平崎値で示した園

140 
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N

刊

足
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E
E
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>f) '1 7.1) 

O .. !l町田辺(町曲〉

固5 WE80BG院科からの醜水性ペプチドのゲルろ過圃製 f.4圃分の避相高速漉体クロマトグラフィー

(伊'-HPLC)
畠相 HPLCの条件ー

カラム:WakCIeIl-lI5C18カラム (4島町田mm.和先個揮〈棒〉鋤

沼健:移動相A[0.1:応'%~Jv) T下Aを含む10%~Jv)ーH.CNJI漉]
移動相 B[0届，%~Jv) TFAを含む田%(vJv)酬.cNJI漉]

漕出:却分間で唱JIII相A1∞%から事由相B1CX出に直.帥に上昇.

.量:O.5mljmin. 
温度:4O"C 

槍出:00.，. (ペプチド箇合)

80 

邑 60

~注~、40 

三E包』

E 。0.0 

55.2. 

fL.:l 
0.0 ~ 0.0 

Friu;1占仁川ぷ

固6 迫相 HPLCにより聞製した f.4画分の分画5区分の示すACE阻害活性(%)
8-8圏分は、園5におけるRP-HPLCで分闘した各区分を示しt.::..
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