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サモアーゼ@による遡上シロサケ筋肉のアンジオテンシン I

変換酵素阻害ペプチドへの変換反応の設定

小野世吾1)・細川 雅史1)・宮下和夫1)・高橋是太郎2)

Proteolytic conversion of late run chum salmon muscle to angiotensin 

I-converting enzyme inhibitory peptides with Thermoase③ 

Seigo ON01)， Masashi HOSOKAWA1)， Kazuo MlYASlllTA1) 

and Koretaro T AKAHAS回 2)

Abstract 

It has been reported that hydro1ysate of upstream chum sa1mon muscle with thermolysin exerts angiotensin 

I-converting enzyme (ACE) i曲 ibitoryactivity and antihypertensive effi倒 inspontaneous1y hypertensive rats 

(SHR). To app1y the hydro1ysate of chum sa1mon muscle as a nutraceutical material for ACE inhibitors， we 

employed Thermoase@， known as a proteolytic enzyme for food industry. When defatted chum salmon muscle was 
hydrolyzed for 24 h at 65'C with 5% Thermoase@， inhibitory concentrationso (ICso) value of the hydrolysate for 

ACE activity waS 26.4μg/mL. This IC50 value was comparable to the hydrolysate obtained by the reaction for 

5 h at 37'C with 5% purified thermolysin. The yield was 72.5% for Thermoase@ hydrolysate. 

区eywords: Proteolysis， Upstream migration salmon， Angiotensin 1-∞nverting enzyme， thermolysin， Thermoase@ 

緒言

世界の先進諸国では高血圧症が最も擢患率の高い疾病

であり，日本においてもその患者数は年々増加傾向にあ

る。高血圧症は死因疾患である脳血管疾患や心疾患を誘発

することが知られている。したがって，生活習慣病である

高血圧を予防することは致死性疾病の予防につながるとい

える。

高等動物の血圧の調節に普遍的に関わっている酵素と

して，アンジオテンシンI変換酵素 (ACE)が知られてい

るのzauet al.， 1988)。通常， ACEは定常状態にある不活

性ペプチドのアンジオテンシンIに作用し，血圧上昇作用

をもったアンジオテンシン 11(AII)を生成する。この AII

はアルドステロンの分泌を促進，腎臓での Na+の再吸収を

充進するなどの作用により血圧を上昇させる。更に血圧降

下作用をもっブラジキニンを分解し，不活性化させるキ

ナーゼ活性も有する。このように血圧上昇に大きく関わっ

ている ACEを阻害することで血圧上昇の抑制効果が期待

される。実際に ACE阻害剤であるカプトプリルは高血圧

症患者に対して有効な降圧剤として用いられており，現在

では第一選択薬になっている(上月・阿部， 1994;橋本，

1984)。

。北海道大学大学院水産科学研究科生物資源化学講座

血圧降下作用を示す天然物としてペプチド (Miyoshi et 

al. 1991 ; Hata et al.， 1996; Suetsuna and Nakao， 2α)())，遊

離脂肪酸(Bellenger et al.， 2∞2)，配糖体化合物(出山，
1990)などが知られているが，中でもペプチドについては

多くの研究がなされている。これまでに植物，海産物を中

心に多くの天然物から ACE阻害ペプチドが分離，同定さ

れている。特に近年，カツオ節(藤田ら， 1997)やイワシ筋

肉(関ら， 1999)の酵素分解物中に ACE阻害ペプチドが見

い出され，これらを含む食品が特定保健用食品に認可され

ている。

我々もこれまでの研究において，遡上シロサケ筋肉のプ

ロテアーゼ加水分解物が強い ACE阻害活性を有すること

を見出した(小野ら 2∞12)。検討したプロテアーゼの中で
サーモリシンによる加水分解物が最も強い ACE阻害活性

を示し， 6つの ACE阻害ペプチドを同定した。更に，この

加水分解物は高血圧自然発症ラットに対して 5∞mg/kg
体重投与においても血圧降下作用を示した (Ono et al.， 

2∞3)。
先の研究では生化学用試薬の加水分解酵素を用いた反

応、であったことから，実用化に向けての課題が残されてい

た。そこで本研究ではサーモリシンを含む食品添加物(サ

モアーゼ@)を用いて遡上シロサケ筋肉タンパク質を加水

(Laboratory of Marine Bioresources and Chemistry， Graduate Schoo/ of Fisher，的 Sciences，Hokkaido University) 

2)北海道大学大学院水産科学研究科応用生物科学講座
(Laboratory of Bわchemistryand Biotechn%gy， Graduate Sch仰 '/ofFishe.府:sSciences， Hokkaido University) 
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分解することを試み，その至適条件について検討した。

方 法

試薬

サモアーゼ@(Bacillω thermoproteolyticus由来)は大和

化成工業社製，サーモリシン (Bacilll山 thermoproteoly伽 IS

由来)及びACE(EC3.4.15.1ウサギ肺由来)はシグマ社よ

り， Hippuryl・L・histidyl・L-leusin(Hip-His-Leu)はペプチド

研究所よりそれぞれ購入した。

開ヰ調製

シロサケ (Oncorhynchusketa)は2C削年に汐泊川(北

海道函館市)に遡上したものを採取した。その筋肉を細切

して 4倍量のエタノールで7日間漫潰し，脱脂した。その

後，凍結乾燥することで脱脂粉末を得た。

加水分解廊5
脱帽粉末重量に対して 50倍量の蒸留水を加え，これを

サモアーゼ@及びサーモリシンの至適pHの7.5に調整

後，脱脂粉末(基質)に対して 0.1~1腕のプロテアーゼを

加え，3TCもしくは 6YCで反応を行った。一定時間反応

後， 9ぴCで 15分間加熱してプロテアーゼを失活させ，反応

を停止した。次いで， 20，α)()Xg， 15分間の遠心分離を行い，
上清を吸引漉過することで可溶性成分を分離し，凍結乾燥

することにより加水分解物を得た。

サーモリシンの活出則定

基質溶液は 2gのカゼインを 90mLのTris-HCl(0.1 M) 

に溶解し， 0.2Nの酢酸でpHを8.0に調整後，蒸留水で l∞

mLに定容した溶液を用いた。この基質溶液 1mLを3YC

で5分間プレインキュベート後， 0.01 M Tris-HCl (pH 8.0) 

に溶解した酵素溶液を添加した。インキュベート時聞は 15

分間とし，1.2M トリクロロ酢酸を 2mL添加することで反

応を停止した。反応、液を 250xg，15分間の遠心分離後，上

清の 280nmにおける吸光値を測定した。

ACE阻害活性の測定

測定方法は Lieberman測定法の変法(山本ら， 1980)に

基づいて行った。すなわち， 30μLの加水分解物溶液に，ホ

ウ酸緩衝液 (pH8.3， 4∞mM  NaCl含有)に溶解した 5

mMの Hip-His-Leu基質溶液を 250μL添加し， 370Cの恒

温水槽中で5分間保温した。 l∞μLのACE溶液 (6mU)

を添加し，直ちに撹拝した後， 3TC， 60分間反応させた。 l

N塩酸250μLを添加し，撹枠することにより反応を停止

させた。その後， 1.5 mL酢酸エチルを添加，十分に撹持し

て馬尿酸を遊離した。 1，側xg，1O分間の遠心分離後，上層

の酢酸エチル層を 1.0mL回収し，エパポレーターで乾固し

た。さらに減圧デシケーター内で60分間乾燥後，蒸留水3

mLを添加し，その溶液の 228nmにおける吸光度を測定し

た。なお，血害活性は，以下の式により算出した阻害率(%)

であらわした。

阻害率(%)=(Ec-Es/ Ec-EB) X 1∞ 

Esは試料溶液を添加したときの吸光値 Ecは試料溶液

の代わりに蒸留水を添加したときの吸光値，EBはあらかじ

めlN塩酸を添加して反応させたときの吸光値を示す。

結 果

食品添加物であるサモアーゼ@を用いて遡上シロサケ

筋肉を加水分解する際，酵素含有量が低いためにサーモリ

シンの加水分解条件をそのまま応用することは適当ではな

い (Table1)。そのために，酵素添加量を増やすことが必要

になるが， 13%以上の添加になると酵素安定化剤としてサ

モアーゼ@に含まれている Ca量が食品衛生法に定められ

ている基準(食品に対して 1%以下)を超過することにな

る。そこで先ず酵素添加量を変えずに反応温度を上昇さ

せ，生成する分解物の ACE阻害活性に及ぼす影響を検討

した。先のサーモリシンを用いた反応系(小野ら 2∞2)で

は3TCで加水分解反応を行っていたが，本研究ではサーモ

リシン及びサモアーゼ@の耐熱性を生かし，反応温度を 65。

Cに設定した。サーモリシンは 6YCに最大活性を示すこと

が知られていることから (Matsubaraet al.， 1966)，それを

含むサモアーゼ@も同温度で最大活性を示すと考えたから

である。事実， Fig. 1に示すように，サモアーゼは 6YCで

3TCの約3倍の加水分解活性を示した。そこで前報(小野

ら2∞ヨ)のサーモリシンのときと同様のサモアーゼ 5%の

添加量で反応温度3TCから， 6YCに上昇させて反応させ

た結果，加水分解物の ACE匝害率は 63.6%になった。これ

はサーモリシンの 37
0

Cにおける ACE阻害率よりも約

l慨低い値ではあったが，3TCの反応でサモアーゼ@を用

いた場合の ACE阻害率8.5%に比べ，著しく上昇した

(Table 2)。一方，サーモリシンの 65Tにおける ACE阻害

率はω.1%にとどまった。これは生成した ACE阻害ペプ
チドがさらに酵素分解を受けることで，見かけの阻害活性

が低下したためと推察した。このようにサモアーゼ@を用

いた場合，反応温度を 6YCに上げることで分解物の収率と

ACE阻害活性が大きく上昇したことから，次にこれらの

経時的変化について検討した。 6YCにおける酵素の熱安定

性 (Fig.2)について調べた結果，一時的に相対酵素活性は

Table 1 Calcium and sodium content of thermolysin 
and Thermoase@ 

Enzyme protein 

Ca salt 

Na salt 

Thermolysin 

60% 

20% 

lC腕

Thermoase⑮ 

3% 

25% 

72% 

- 2 -
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Fig. 3. Effect of proteolytic reaction temperature to obtain 
hydrolysates on ACE inhibition. 
Defatted late chum salmon muscle was hydrolyzed with 
Thermoase@ at 3TC (・)or 6YC (0). ACE inhibi-
tory activity of the hydrolysate was assayed at a final 
concentration of 78.9μg/mL. 
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Fig. 1. Relative activity ofThermoase@ under various tem-
peratures 
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Fig. 4. Effect of proteolytic reaction temperature on the 
yield of hydrolysate. 
Defatted salmon muscle was hydrolyzed with Ther-
moase@ at 3TC (・)or 65T (0). 
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たときと同程度の阻害率となり， ICso値も 26.4μg/mLと

高い阻害活性となった。一方， 37
0

Cでは 24時間内の反応に

おいて，阻害率に大きな変化はなく， 24時間反応後におい

ても l慨以下の低い阻害率にとどまった。温度による収率

への影響は見られず，両温度において 12時間までは増加

し，それ以降は変化が見られなかった (Fig.4)。その際の収

率は7fYfo以上にはなったが，サーモリシンの加水分解物に

上昇したが， 24時間後にはやや減少し， 48時間後には約半

分に活性が低下した。しかし，少なくとも 24時間目までは

安定であったことから，反応は 24時間まで行うこととし

た。酵素添加量を 5%と一定にし，3TC及び6YCで反応を

行った結果 (Fig.3)， 6YCの反応において反応時間の延長

に伴い，阻害率の上昇が認められた。阻害率は反応2時間

後でも 5fYfo以上を示し， 24時間反応後では阻害率が72.fYfo

に達した。このときの阻害率は同量のサーモリシンを用い

Table 2 ACE inhibitory activity and yield of hydrolysates derived from defatted 
chum salmon muscle after thermolysin or Th巴rmoase@mediated hydrolysis 

Yield (%) Inhibition (%) 

6YC 3TC 65T 3TC 

75.0% 

72.0% 

3 

85.7% 

69.0% 

60.1% 

63.6% 

72.5% 

8.5% 

Thermolysin 

Thermoase@ 
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Fig.5. E百ectof Thermoase amount on ACE inhibitory activity and on the yield of the hydrolysate. 
Defatted salmon muscle was hydrolyzed with Thermoase@倒的Tfor 24 h. ACE inhibitory activity of hydrolysate 
was assayed at a final concentration of 78.9μg/mL. Hydrolysis was done at 65T for 2411 口 inhibition
口:yield. 

は及ばなかった。反応時間の延長により阻害率はサーモリ

シンを用いたときと同程度にまで上昇させることができた

が，収率を十分に高めることはできなかった。そこで，収

率を高めることを目的とし，酵素添加量を 10%まで変化さ

せたときの影響について検討した (Fig.5)。その結果， 65T，

24時間反応においてか寸%の範囲では酵素量の増加に

伴って，阻害率，収率ともに増加する傾向がみられた。し

かし，酵素添加量が5%以上になると， 5%と10%では阻害

率，収率ともほぽ同じ値を示したことから 5%以上の添加

では酵素添加量を増やしても影響がないことがわかった。

一方，酵素無添加系では， 6YCの反応においても非常に低

い収率であったことから，非酵素的分解はほとんど起こっ

ていないと考えられた。以上の結果から，サモアーゼ@を

用いる場合の至適条件は添加量 5%，加水分解反応温度65。

C，反応時間 12~24 時間と考えられた。その加水分解物の

ACE阻害活性を示す IC50値は 26.4μg/mLであり，サーモ

リシンを用いたときとほぼ同じ値を示すことが明らかに

なった。

考 察

これまでの研究(小野ら， 2∞'2， Ono et a1. 2∞3)で遡上
シロサケ筋肉をサーモリシンで加水分解した反応物が強い

ACE 阻害活性を示すことを報告した。しかし，食品への応

用を考えた場合，生化学用試薬のサーモリシンを直接用い

ることはできない。よって，工業的に利用されている食品

添加物のサモアーゼ@を用いた際の反応条件の検討は事業

化へ向けて重要となる。サモアーゼ、@中に含まれる酵素タ

ンパク質量は 3%であり，生化学用試薬のサーモリシン

(60%)と比べて 20分の lに過ぎない。そこで本研究では，

遡上シロサケ筋肉の加水分解反応温度をこれまでの 37
0

C

から 6YCに高めることで反応効率を高めることを考えた。

その結果， 65Tで24時間の加水分解反応を行うことによ

り72.5%の加水分解物収率が得られ，その ACEに対する

ICsoは26.4μg/mLとサーモリシン分解物とほぽ同程度を

示すことを見出した。サーモリシンを用いたときと比べる

と収率は 10%程度低くなったが，このことは産業的には大

きな意味を持つ。 37
0

Cと6YCでは収率に大きな差が見ら

れないにもかかわらず， ACE阻害率に大きな違いが認め

られたのは反応温度を 6YCにして酵素活性を高めること

でより小さいペプチドにまで分解が進み，分解物の ACE

阻害活性が高くなったものと考えられた。因みにこれまで

の研究でACEに対して強い阻害活性を示すペプチドとし

てジペプチドやトリペプチドが報告されている (Yo-

koyama et a1.， 1992; F吋itaet a1.， 21α)(); Nakamura et al.， 

1995)。本研究では未利用の水産資源である遡上シロサケの

筋肉タンパク質を高血圧予防のための食品素材に応用する

ため，サーモリシンを含んだ食品添加物のサモアーゼ@を

用いて ACE阻害活性を有するペプチドが生成することが

明らかとなった。これらは水産資源の付加価値の向上と

いった観点からも重要な知見になると思われる。
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