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「国民衛生の動向」によれば，わが国の死亡率の高

い三大疾病は脳血管疾患，心疾患及び悪性ガンとなっ

ており，前二者は高血圧疾患と極めて高い関係にある.

しかも高血圧疾患の90%は本態性高血圧といわれてお

り，血圧降下剤の投与によって完全に治癒できないの

が現状である.最近，アンジオテンシン I変換酵素

(ACE)の阻害剤が本態性高血圧症に効果的であるこ

とが多くの研究及び臨床実験で明らかになってきた

(萩原， 1994， Herman， 1992). レニン・アンジオ

テンシン系とカリクレイン・キニン系の中で， ACE 

はレニン・アンジオテンシン系中のアンジオテンシン

Iに作用して，強力な昇圧作用を持つアンジオテンシ

ンEを生成させながら カリクレイン・キニン系中

の降圧作用を有するブラジキニンを不活性化させる

(萩原， 1994).最近，日常摂食する食品から血圧降下

作用を有する ACE阻害ペプチドが次々と見出されて

いる(受田ら， 1992， Mullally， et αl.， 1997， 

*アリアケジャパン(株)

Matsufuji et αl.， 1994). ACE阻害ペプチドはレ

ニン・アンジオテンシン系と呼ばれる昇圧系に作用し，

血圧上昇を抑制する効果が期待されるため，高血圧予

防の観点から高い利用価値を有するものと考えられる

(機能性食品連絡会， 1997).従って，天然食品に何ら

かの加工を施し，呈味性を向上させた食品に，さらに

このような生体調節機能が加われば，食品としての付

加価値はより高まるものと考えられる.

一方，天然調味料に対する需要の増大につれて，チ

キンエキス分の呈味性が注目され，その生産量は増大

の一途をたどっている.このようなエキス類に対する

需要は，今後益々大きくなるものと予想される.そこ

で，本研究では，高血圧症発症予防の観点から鶏肉加

工時の廃棄物から抽出されたチキンブイヨンに着目し，

これを酵素分解することにより， ACEを阻害する機

能性物質の単離・精製を試みた.

材料および方法

1.試料

廃鶏抽出残置 (Brix13.4%)をタンパク質重量に

対し5%のアルカラーゼO.6Lで4時間分解したもの
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を廃鶏抽出残主主酵素分解エキス (Sample1)，廃鶏

抽出残誼 (Brix14.0%)をタンパク質重量に対し

3.3%のアルカラーゼ0.6Lと1.7%のフレーパザイム

で4時間分解したものを廃鶏抽出残置酵素分解エキス

(Sample 2)とした.また，廃鶏蒸煮エキス (Brix

3.0%) は鹿鶏をO.25kg/ cm2で 1時間蒸煮した

(Sample 3).その他の試料:Brand's (Essence of 

chicken， Brix 10.0%， Sample 4)， Brand's (Es-

sence of chicken，冬虫夏草入， Brix 10.0%， 

Sample 5)，統一鶏精 (Brix11.0%， Sample 6)， 

陳氏鶏精 (Brix2.5%， Sample 7)は台湾製のもの

をそのまま使用した.

2. ACE阻害活性の測定

1 )試薬調製

ACE溶液:0.2UのAngiotensincoverting en-

zyme (ACE， EC3.4.15.1，ウサギ肺由来，和光純

薬工業社製)を NaClを含有しないホウ酸塩緩衝液8

ml にて溶解した.

基質溶渡:Hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) 

合成疑似基質(シグマ社製)6.25mgに対して， 1M 

NaClを含有したホウ酸塩緩衝液1mlにて溶解した.

緩衝溶液:ホウ酸塩緩衝液 (1/20MNa2B407・1/5

M H3B03， pH 8.3)を調製し， 1MNaClを含有し

たものとしないもの2種を使い分けた.なお，試薬調

製にはすべて超純水を用いた.

2 )測定方法

ACE 阻害活'性の測定は25mUACE溶液， 12.5mM 

HHL合成疑似基質を用い， Liebermanの測定法を

改良した山本らの方法に準じて測定した(山本ら，

1980).すなわち，試料50μlにACE溶液100μlを加

え， HHL基質100μlを添加することにより酵素反応

を開始し， 3rCにて 1時間インキュベート後， O.5M 

HCl 250μlを添加することにより酵素反応を停止さ

せた.反応液中に生成した馬尿酸を酢酸エチル1.5ml

にて抽出し， 2000rpmで10分間遠心分離後，その上

澄液500μIを別の試験管に移し，減圧乾燥を行った後，

1M NaCl 3mlに溶解した. 228nmの吸光度を測

定することにより ACE阻害活性を求めた.被検液で

の吸光度を As，被検液のかわりに水を加えたときの

値 (Control)を Ac，予め反応停止液を加えて反応

させた時の値(Blank)をABとして，以下の式によ

り試料の ACE阻害率を算出した.

阻害率(%)= 1 (Ac-As) / (Ac-AB) I X100 

また，試料聞の ACE阻害活性の比較は上式により得

られる阻害率が50%を示す反応液中の試料の重量濃度

毒菌 ら

又はモル濃度として IC50で示した.

3.0DS充填カラムによる ACE盟害ぺプチドの

精製

廃鶏抽出残誼酵素分解エキス 1(Sample 1)を凍

結乾燥し，その凍結乾燥したサンプルを脱イオン水

100mlに溶解した後，前処理用フィルター (0.8μm)

でろ過し，そのろ過液を ODS樹脂 (YMC製 ODS-

AQ120-S50， 3.5X 13cm)充填カラムに負荷した.溶

出はエタノール濃度のステップワイズで行った.すな

わち，脱イオン水500mlで溶出後， 10， 25， 50， 100 

%濃度のエタノール溶液各300mlを用いて順次溶出

し， E1~E5 を得た.各画分を減圧濃縮後，凍結乾燥

したものを ODS充填カラムによる一次精製物として，

前述の ACE測定法を用いて，その阻害性を五弔面した.

4.イオン交換ク口マトグラフイーによる ACE阻

害ペプチドの精製

ODS 溶出画分のうち 最も ACE阻害活性の高かっ

たE2を150mg/mlに調製し， 0.45μmのフィルター

を通過させた後， SP-Sephadex C-25 (H+型)カラ

ムを用いたイオン交換クロマトグラフイー(IEC)に

よる溶出を行った.イワシ(受田ら， 1992)及びオイ

スター(松本ら， 1994)酵素分解物の例から，水溶出

画分には ACE阻害活性は認められなかったため，本

実験では，水160mlを流してから， 0.1Mギ酸アンモ

ニウム及び0.5Mギ酸アンモニウムのステップワイズ

グラジエントにて6mlずつ試験管に分取した. さら

にこれらの溶出画分の ACE阻害活性も測定した.

5.逆相 HPLCによる ACE阻害ペプチドの単離司

精製

SP-Sephadex C-25溶出画分E2Aを2mlまで濃

縮し，凍結乾燥後ODS-120Tカラムを用いた逆相

HPLCによる分離を行った.溶出は0.1%トリプルオ

ロ酢酸を含むアセトニトリル1O~60% (0 ~ 5分:10 

%， 5 ~30分: 1O~60% ， 30~40分: 60%) のリニ

ヤーグラジエントで行い， 280nmの吸光度の増大が

認められたピークのクロマトグラムを参照しながら分

取した.一般に，イオン交換クロマトグラフィー後の

画分においては脱塩操作を必要とするが，ここではペ

プチド収率低下を避けるため直接 ODS系カラムに

50μlずつ導入した.続いて，ナカライテスク社製

COSMOSIL 5C18・ARII (4.6 X 250mm)を用い，

20%アセトニトリルを含む10mMリン酸アンモニウ

ム緩衝液 (pH2.8) (Ohta et αl.， 1997)で分離を

行った.さらに，旭化成社製HIKARISILC-18 (4.6 

X250mm)を使用し， 0.1%トリフルオロ酢酸を含む
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アセトニトリル20~40% (0 ~ 5分:20%， 5 ~25分

20~40% ， 25~30分: 40%)のリニヤーグラジエント

による分離を行った.高速液体クロマトグラフは島津

製作所製LC-lOAD，検出器は東ソ一社製紫外可視検

出器UV-8000を使用し 波長220nmでモニターした.

また，データ処理装置，カラムオーブンは東ソ一社製

CP-8000及びCO-8000を使用した.

6.アミノ酸分析友ぴアミノ酸配列の決定

アミノ酸組成分析は単離物を1.0%フェノールを含

む6M塩酸によって加水分解(気相法， 150"C， 1.5 

時間)後， N-hydroxysuccimidyl-6・aminoquino・

linyl carbonate (AQC) を用いて誘導体化し，

HPLCにイ共することにより千子った (AccQ'Tag i去，

Waters杜).また，アミノ酸配列は島津製作所製

PPSQ-21プロテインシーケンサーを用いて，常法に

より決定した.

実験結果

1.各種チキンブイヨンの ACE阻害性

試料の項で述べた 7種類のサンプルを前処理用フィ

ルター (DISMIC，1.0μm)でろ過後，そのろ過液

の一定量を凍結乾燥後， ACE阻害活性を測定し

Table 1の結果を得た. 3種の廃鶏抽出残直エキ

ス (Sample1 ~ 3)では 1と2に顕著な活性が認め

られた.なかでも Sample1 (ALC-1)の IC50値は

0.05mg/mlであり極めて高い阻害性を示した. これ

は以前行ったチキン抽出液における ACE阻害活性測

定において，アルカラーゼを作用させたブイヨン，鶏

ガラ抽出液の活性が処理前より10倍以上増大したこと

と同様に，アルカラーゼが活性の増大に寄与している

と考えられた.また，フレーパーザイムの添加により，

活性の低下が認められたことから判断すると，本酵素

による分解ペプチドの活性発現の寄与は低いものと考

えられた.Sample 4， 7に関しては，サンプル中に

非極性物質が存在し，酢酸エチル相に移行するために，

正確な値を求めることが不可能であった.そこで，通

常の Blank，Controlに加えて，サンプルに対する

Blankを設定して，阻害活性を算出した.また Sam-

ple 4， 5は，活性に寄与する因子は不明であるが， 5 

の活性が高いことは明らかであった.しかし Sample

lの廃鶏抽出残置酵素分解エキスと比較すると，約10

分の l程度であった.そこで廃鶏抽出残誼酵素分解

エキス 1(Sample 1)を最も高い阻害活性を持つも

のとして次の精製ステップに用いた.

Table 1. Characteristics of Samples Used and Their ACE Inhibi-
tory Activities 

Sample No 
W /V Concentration 

Brix (%) IC50 (mg/ml) 
(mg/mI) 

Sample 1 202.27 13.4 0.05 
Sample 2 109.56 14.0 0.67 
Sample 3 30.41 3.0 17.21 
Sample 4 86.31 10.0 7.09 
Sample 5 100.10 10.0 0.77 
Sample 6 101.55 11.0 4.58 
Sample 7 24.38 2.5 15.27 

Table 2. Separation of ACE Inhibitory Fraction from Chicken Ex-
tract Hydrolyzates (ALC-1) with ODS Resin 

Fr. No 
Elution 

Weight (g) Yield (%) IC50 (mg/ml) 
condition 

ALC-1 司----ーーーーーー 8.51 100 0.05 
E1 Water 2.02 23.8 0.23 
E2 10% EtOH 1.73 20.3 0.0024 

E3 25% EtOH 1.45 16.9 0.206 
E4 50% EtOH 0.82 9.6 0.066 
E5 100% EtOH 0.21 2.5 1.502 
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Fig. 1. Chromatogram on SP-Sephadex C-25 column of active fraction (E2) eluted with 10% 
ethanol from ODS column. 
Stepwise gradient elution: 160ml of H20， 270ml of 0.1M ammonium formate (pH 
7.0)， 210ml of 0.5M ammonium formate (pH 7.0) 

2. ODSカラム溶出物の ACE阻害性

Sample 1をODS樹脂充填カラムに通し，エタノー

ル濃度のステップワイズグラジエントにより ACE阻

害活性を有するペプチドの分画を行った. Table 2 

に示したように，エタノールによる溶出を行うことに

より， Sample 1原液から73.1%の回収率でエタノー

ル溶出画分が得られた.各画分の ACE阻害活性の強

さは，画分間で大きく異なり， E2 (10%エタノール

溶出画分， IC5o=0.0024mg/ml)においては Sample

1 (ALC-1， IC5o=0.05mg/mI)と比べて約20倍以上

の活性増大となった.また E2は20.3%の高収率の回

収が可能であった.従って， E2中に存在する活性画

分のさらなる分離を試みた.

3. IECによる ACE阻害ペプチドの精製

E2のSP-SephadexC-25 (H+型)カラムを用い

たIECの溶出曲線を Fig.1に示した.O.lM及び0.5

Mギ酸アンモニウムの溶出画分に， 2つの阻害活性の

ピークが認められ，それぞれのピークはタンパク質の

280nmの吸収ピークと一致した. このうち最も活性

が高く，タンパク質量も多い画分E2Aのみを次の分

離ステップに供した.

4.逆相 HPLCによる単離・精製

SP-Sephadex C-25溶出画分 E2AをODS-120T

カラムにより分離した.Fig. 2に示したように， こ

の段階ではまだ多くのピークが観察され， E2A-4で

最も高い阻害率 (75.1%)を与えた.そこで，本画分

を次の分離ステップに供した. まず， COSMOSIL 

5C18・ARIIカラムを用いた逆相HPLCによる分離を

行った.その結果， Fig. 3に示したように， 3つの

活性画分が観察され最も高い阻害率を示した画分2

をさらに HIKARISILC-18カラムに通した (Fig.

4). ピーク 3を同様の HPLCに供し活性画分2を得

た (Fig.5).活性画分2の阻害率 (20.6%)は活性

画分1(3.7%)より 5倍も高いことが認められた.

そこで活性画分2を最終分離に供し，最終精製物とし

てアミノ酸分析に供した.

5. ACE匝害ペプチドのアミノ酸配列と活性

アミノ酸分析並びにアミノ酸シークエンスを行った

結果，本画分は Gly-Ala-Pro-Gly(Gly: Ala : 

Pro=2.17 : 1 : 1.18)であると同定された.また，

本ペプチドの IC50値は408μMであった.
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113.13 

Fig. 5. 

中のACE阻害性を評価した.なお. ACE阻害ペプ

チドを単離する過程において. E2A画分には ACE

阻害活性を示すペプチドが多数存在していると考えら

れた.特に E2のICso値がO.0024mg / mlであること

窓
ノl、

本研究において，廃鶏抽出残査をアルカラーゼで加

水分解することによって得られたエキス (ALC-l)

考
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から考えると.E2中には今回単離したペプチドより

も高い活性を有するペプチドが存在しているものと推

察される.

ACE阻害活性とペプチド配列との相関に関しては，

Cheungら (Cheunget αl.， 1980)がジペプチドに

ついて詳細に調べており， Ala-ProのIC50値は230

μMと報告している.ジペプチドでは， C末端に芳

香族酸 (Trp，Tyr， Phe)やイミノ酸 (Pro)を， N

末端に分岐脂肪族アミノ酸 CVal，Ile) を有するペ

プチドが高活性であると言われている.本研究で得ら

れた Gly-Ala-Pro-Glyは新規ペプチドであるが

Ala-ProのN，C末端にそれぞれ親水性の Glyが結

合しているため若干阻害活性が低下したものと考えら

れた.

単離したペプチドの相同性を検討したところ，本配

列は鶏のコラーゲンタンパク質の1次構造中に認めら

れ (Yamadaet αl.， 1984， Fuller and Boedtker， 

1981) ，廃鶏抽出物の加水分解によりコラーゲン部分

から派生したものと考えられた.コラーゲンタンパク

質を対象とした ACE阻害性研究は未だ報告されてお

らず，今後の研究展開が期待される.

要 約

1. 7種類の廃鶏抽出残澄エキスでは Sample1と

2に顕著な活性が認められた.中でも廃鶏抽出残直

(Brix 13.4%)をタンパク質重量に対して 5%のア

ルカラーゼ0.6Lで4時間分解したエキス (Sample

1， ALC-1)はIC50値が0.05mg/mlと極めて高い値

を示した.これはアルカラーゼが活性の増大に寄与し

ていると考えられた.また，フレーパーザイムの添加

により，活性の低下が認められたことから判断すると，

本酵素による分解ペプチドの活性発現の寄与は低いも

のと考えられた.

2.0DS充填カラム，イオン交換クロマトグラフィー，

逆相HPLCなどを用いて， Sample 1中の ACE阻

害ペプチドの分離を行った.その結果， ACE阻害ペ

プチドとして， Gly-Ala-Pro-Gly (ICso 408μM) 

が単離された.

3.廃鶏抽出残直を適切に酵素処理することにより，

呈味性の向上と共に生体調節機能が加えられ，食品と

しての付加価値がより向上し得るものと考えられた.
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Summary 

Chicken extract was hydrolyzed with proteases for food industry. The hydrolyzed 

chicken extracts and other chicken bouillons were tested for inhibitory activity against 

angiotensin 1 converting enzyme (ACE). The hydrolyzate (ALC-l) treated with 

alcalase for 15h at 40"C has the highest inhibitory activity against ACE. The IC5o-value 

of ACL-l was O.05mg-powder/ml. The ACL-l was applied on a column packed with 

ODS resin and washed with water in order to remove salts and the water可 olublefrac-

tion. The most active fraction (E2) was eluted with 10% ethanol and showed the IC5o-

value of O.0024mg-powder/ml. A peptide that inhibited ACE was isolated from E2 by 

use of different modes of chromatography involving SP-Sephadex C-25 and reversed-

phase HPLC. The amino acid sequence and the IC50・valueof the isolated peptide were 

Gly-Ala-Pro-Gly and 408μM， respectively. 


