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肝臓酵素分解物の新規生理活性機能の検索

SearchofNovelBiologicallyActiveComponentsinLiverHydrolysates
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Liverhydrolyzedpowder(Liver-Hi)containsthevariousfunctionalmaterials.which
hasbioregulation,Therefore,itisconsideredthatthefunctionalmaterialsareexistedin
theliヽTer-Hi.Thepurposeofthissttldywastosearchtheirfunctionalmaterials,especially
angiotensinIICOnVertingenzyme(ACE)inhibitorypeptidesandantioxidantactivity.
Firstofall.inhibitoryactivitiesagainstACE ofliver-Hiandtheirenzymatic

hydrolysateswereinvestigated.Liver-Hiwasdigestedbypepsln.trypSinandα-
chymotrypsin.Afterdigestion.hydrolysatesshowedACEinhibitoryactivities.andthe
tryptichydrolysatesshowedthestrongestactivity.Theliver-Hiethanolextractwas
appliedtoreヽ,erse-phasehighperformanceliquidchromatograpllytOSeparateanactive
peptide.InthecaseofA-18fraction,themolarconcentrationofliver-Hipeptidesrequired
toinhibit50000ftheactivityincreasedmarkedly(0.268FLgml).Secondary.theeffectsof
liver-Hiandtheirenzymatichydrolysatesonantioxidantactivitieswerestudied.The
DPPHradicalscavengingmethodandthehydroxylradicalscavengingmethodwere
LlSedfordetecting.Theliver-Hihadstrongantioxidantactivity.Themolarconcentration
ofliver-Hipeptidesrequiredtoinhibit50qboftheactivityofDPPHradicalscavenging
andhydroxylradicalscavengingwere157FLg′mland135Flg,'ml,respectively.
Theseresultssuggestedthattheporcineliver-HiwasabletoshowACEinhibitory
activityandantioxidantactivity.andthatmightbeausefulsourceofphysiologlCally
functionalfactors.

1. 日 的

肝臓はさまざまな有効成分の宝庫であり.古く

から人々はこれを食することで種々の疾患の治癒

や回復に役立ててきた:,肝臓を酵素により分解し

て得らjtる肝臓加水分解物には各種アミノ酸,メ

クレオシド,ヌクレオチ ド,低分子のペプチ ド,

ビタミン, ミネラル等が豊富に含まれており,機

能障害を起こした肝臓ではこれらの成分が減少す

ることから,積極的に補充することで治療効果が

期待できることが報告されて以来,多くの臨床研

究がなされている12.｡ また,酵素分解物は低分子

ペプチ ドを主成分とするために,消化性および吸

収性に優れ,消化能力の衰えた老人や病人,タン

パク質の摂取を必要とする乳幼児からスポーツ選

手の食生活にまで貢献することが期待され,すで

に伊藤ハム(柵より豚肝臓酵素分解物 (レバーHi)

として製品化されているj̀oこの製品には.肝代
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謝改善作用,肝再生促進作用,肝解毒機能改善作

用,抗ウイルス作用.アルコール性肝障害治療効

この豚肝臓酵素分解物にはその他,肝臓酵素分

解物中に血圧調節に関与しているACE(アンギオ

テンシンⅠ変換酵素)阻害作用,肥満抑制作用,

コレステロール低下作用等が存在する可能性 も示

唆されており,それらを含む新しい生理活性機能

の研究が求められている｡近年,いろいろな材料

からのACE阻害ペプチ ドに関する研究が行われ

ている卜 川l｡また,われわれも動物骨成分1112'や豚

肉由来のACE阻害ペプチ ドの同定1… を行ってき

た｡

そこで今回は,肝臓加水分解物中に存在が期待

されるACE阻害作用を示すペプチ ドの同定 と抗

酸化作用についても検索を行ったので,得られた

結果を報告する｡

2. 実験材用および方法

2.1 実験材料

伊藤ハム株式会社製 レバーHiを使用 した｡な

お,このレバーHiは,豚肝臓を酵素分解 し,特異

な臭気を除去した水溶性のペプチ ド粉末である｡

2.2 アンギオテンシン変換酵素 (ACE)阻害

活性の測定

Cushmanらの方法15】に準 じて,和光純薬工業株

式会社製ウサギ肺由来ACEとナカライテスク社

製合成基質HHL(Hippury1-L-Histidyl-L-Leucine)

を用いて測定した｡

すなわち,試料6FLIに,60mU/mlACE溶液20FLl

および7.6mM HHL50FLlを添加 し,37℃ で30分

間反応させた｡ACEは,ホウ酸緩衝液 (pH8.3)

で潜解し,HHLは,塩化ナ トリウム (和光純薬工

業製,特級),0.25Mホウ酸緩衝液を,それぞれ最

終濃度0.608M,0.1Mになるように超純水を用い

て調製 した溶液で溶解 した｡その後,0.1N塩酸

0.554mgを加えて反応を停止 した｡ついで,酢酸

エチル1.5mは 加えてACEの作用により遊離 した

馬尿酸を振とう抽出し,3,000rpmで10分間遠心分

離を行った後,酢酸エチル層1mgを分取 して蒸発

乾固 (100oC,10分間)した｡乾固した馬尿酸は1M

塩化ナ トリウム溶液1mgで溶解 し,波長228nmに

おける吸光度を測定した｡

阻害率は,試料の吸光度をS.試料の代わりに

超純水を加えて同様に反応させたときの値をC,

あらかじめ反応停止液を加えて反応させたときの

値をBとして次式により求めた｡

阻害率(00)-i(CIS)/(C-B)ixlOO

阻害活性 (IC-,‖)は､_L式により求められる阻害

率が50%を示すときの阻害物質濃度で示した｡対

照実験として,既知のACE阻害物質であるカルノ

シンのACE阻害活性を測定した｡

2.3 エタノールによるレバーHiの分画

エタノールによるレバーHiの分画はレバーHi

を900/oエタノールに溶解させ,遠心分離(10,000×

glO分間)した｡ 遠心分離後, 上二清と沈殿物に分

け,遠心エバポレーターでエタノールを除去し,

それぞれレバーHi上清 (Livei-His,U.p.)とレバー

Hi沈殿 (LiverHip.p.t.)に分画した｡

2.4 高速液体クロマ トグラフィーによる分析

高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)による

分析は,TSKgelG2000SW､-カ ラム(7.8mmⅠ.D.×

30cm)を島津製LC-10AD型のHPLC装置に接続し

て行ったo溶出液は20mMT)ン酸緩衝液 (pH7.0)

を用いた｡

2.5 レバーHiの消化耐性試験

レバーHiを生体内の消化酵素で分解 し,ACE

阻害活性を測定した｡すなわち,レバーHiと各種

消化酵素 (ペプシン,トリプシンおよびα-キモ ト

リプシンをタンパク質 :酵素比で100:1となるよ

うに添加 し,ペプシンとトリプシンは37℃で6時

間,α-キモ トリプシンは25℃で6時間反応させ
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た､｣反応後.加熱により酵素失活を行い,遠心分

舵 (10.000×glO分間)し, 日青のACE阻害活性

を測定 した｡

2.6 ACE阻害活性化囲予の精製

最もACE阻害活性が高かったレバー Hi上清の

ACE阻害活性化因子を逆相HPLCにて精製 した｡

HPLC装 置 はGL-sciencelnertsilODS12(6.Omm

I.Dx150mm)カラムを接続 した島津製LC-10AD

型を用いた二

2.7 DPPIiラジカル消去活性の測 定

抗酸化消去活性の測定はDPPH分光測 定法11-に

準 じて行った｡すなわち,DPPH (1.1-diplleny1-2-

picrylhydrazyl).MES緩衝液 (pH6.0㌦ エタノー

ルの混合溶液に試料を加えて,室温,暗所で40分

間反応させ,反応後,島津 BioSpec1600分光光度

計により波長517nmにおける吸光度を測定 した｡

DPPHラジカル消去率は,試料の吸光度をS,試料

の代わ りに超純水を加えて同様に反応させたとき

の値をCとして次式より求めたL｡

DPPHラジカル消去率(%)-

日C-S)'CixlOO

ラジカル消去活性 (ICJ は､上式により求めら

れる｢町 早手':-が500/Oを示す ときの阻書物質濃度で示

したこ対照実験 として.既知の抗酸化物質である

還元型グルタチオンの消去活性を測定した｡

2.8 安息香酸ヒドロキシル化法

安息香酸ヒドロキシル化法はChungらの方法 IT '

に準 じて行った｡すなわち,100mMリン酸緩衝

液 (pH7.4)を1.0mg,試料を0.4m/,10mMFeSO｣

･H10と10mMEDTA-4Naの混合溶液を0.2mlおよ

び安息香酸ナ トリウムを0.2mgを混合 ･撹拝 したの

ちに10mM 過酸化水素水を0.2m抽]えて,37℃,2

時間反応させた｡反応後.直ちに島津RF-1500蛍

光分光光度計に よ り.Emission407nm,Excita

tion305nmを測定 した_㌔

ラジカル消去率は,試料の吸光度をS,試料の

代わ りに超純水を加えて同様に反応

させた時の値をCとして次式より求めた〔′

消去率 (̀払)-(CIS)/Cx100

阻害活性 (IC-,∩) は､仁式により求められる阻吾

率が500/Oを示すときの阻害物質濃度で示 した｡ 対

照実験 として,既知の抗酸化物質である還元型グ

ルタチオンの消去活性を測定した｡1

3.結果および考察

国内の 主要な疾患のうち,高血圧は比較的 i:.要

な疾患である,:.高血圧症は,脳 ･心臓など各種臓

器障害や欠陥性疾患の危険因子であ り.高齢化社

会の進展 とともに早急な予防対策を講じる必要が

ある｡近年,食品中に存在し,血圧上昇に関与す

るACEを阻害 して,高血圧防止に役立てようとす

る研究が,数多く報告されている-'､Ll'O 本研究で

も肝臓の酵素分解物中にACEを阻害 して血圧 上

昇を抑制するペプチ ドの検索を行うために以下の

実験を試みた｡

3.1 高速液体クロマ トグラフィーによる分析

酵素処理により低分子量化 したレバーHi構成

成分を,さらに低分子量成分を主に含む画分と比

較的高分子量成分を含む画分に分画するためにエ

タノール沈殿 を行った｡分画後の レバーHi上清

とレバー Hi沈殿の分 予貰分布をゲルろ過HPLCに

より分析 した (Fig.1)｡いずれの試料も低分子域

に主要など-クが存在 していたO レバーHi日青

は元の レバーHiよりも低分子城のピークが増加

元の レバーHiよりもわずかであるが高分子成分

に富むことが明らかになった｡

3.2 レバー Hiおよびそのエタノール分画物の

ACE阻害活性

レバー Hiおよびそのエ タノール分画物のACE

阻害活性を測定 したところ,阻害率はいずれの試

料もタンパク質濃度依存的に上昇 した｡この結果
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Fig.1 HPLCprofilesofliver-fiiとlndtheirfracti()mates.

A;Liver-Hi,B;Liver-His.u.p‥C;Liヽ･er-Hip.p.L

HPLCc()nditi()n;Column:TSKgelG2000SW､1(7.8mmⅠ.D.×30cm)

Eluent:20mMphosphatebuffer(pH7.0)

Flowrate:0.2mg′nlin

Detectioll:ODat215nm

Molecularweightmarker;(1)Aprotinin(6.500Da),(2)Rivoflavin(376Da)

か ら得 られたICぅ｡値をFig.2に示 した｡ レバーHi

自体のIC50値は0.24mg/mlとな り,既知のACE阻

害物質であるカルノシンのIC3.億 よりも高い値を

示 した｡次 に,エ タノールでの分画の結果,レ

バーHi上 清 のIC50値 は0.10,レバ ーHi沈 殿 は

0.34mg/mJであった｡このこととゲルろ過HPLC

の結果か ら,レバーHi由来のACE阻害ペプチ ド

Liver･Hi

Liver-Hi90%sup.

Liver-Hi90%ppt.

Carnosin

は低分子城に存在する叶能性が示唆された｡

3.3 レバーHi山来ACE阻害ペプチ ド群のiF]'化

耐性

レバーHiを体内の消化酵素であるペプシン,ト

リプシンおよびα-キモ トリプシンで消化 し,そ

の消化物のACE阻害活性を測定した (Fig.3ト そ

の結果,未分解の レバーHiのIC､=値が0.24mg′′ml

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1C50(mg/ml)

Fig.2 ACEinhibitoryactivitiesofLiverHiandtheirfractionates.

IC -,‖:concentrationofproteinreducedtoinhibit5O9,00ftheACEactivity
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LiveトHi
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Fig.3 ▲1CEinhibitorさ,activitiesofliverHiandtheirhydrolysates.

IC-,.,;concentrationofproteinreducedtoinhibit500/ooftheACEactivity.

であるのに対し,ペプシン消化物が0.19, トリプ

シン消化物が0.ll,α-キモ トリプシン消化物が

0.16mg/mJであり,すべての消化物で活性が上昇

した｡ 以上の結果より,レバーHi由来のACE阻

害ペプチ ド群は生体内での酵素に耐性を有し.し

かもそれら消化物のACE阻害活性はレバーHi自

体よりも高くなったことから,体内での消化酵素

による消化で新たなACE阻害ペプチ ドが生成す

る可能性が示唆された｡また,生体内酵素による

消化耐性はこれらのペプチ ドが消化管部位まで分

解されずに移行する可能性を示唆している｡

3.4 レバーHi由来ACE阻害ペプチ ドの精製

レバーHi由来ACE阻害ペプチ ドの精製を目的

に.エタノール分画で最もACE阻害活性が強かっ

たエタノール90%上清画分を逆相HPLCにより分

画した (Fig.4-A)｡その結果,いくつかの画分で

ACE阻害活性を有する画分が存在し,その中で非

常に強い活性を有している画分は溶出時間23分か

ら25分に溶出していた画分Aと26分から27分に溶

出している画分Bであった｡そのIC訂直は前者が

28.7/Jg/mJ,後者が22.6/Jg//mJであった｡次にこれ

らの画分を同カラムにてリクロマ トした結果,画

分Aで溶出時間27-28分の画分と画分Bの溶出時

間28-29分の画分に強いACE阻害活性を有して

いたC それらのIC訓値は前者が0.268FLg/ml,後者

が5.87/Jg//mJであった (Fig.4-B,Fig.4-C)｡今後

さらに高い阻害活性を示すペプチ ドを単離し,そ

れらの構造を明らかにする必要がある｡

3.5 抗酸化機能の測定

活性酸素やフリーラジカルは,生体内では種々

の生体分子を攻撃し,生体膜の損傷や遺伝子の障

害を生じる｡ これらは各種疾患,発ガン,老化の

要因とされており,生体に吸収されて抗酸化スト

レスに働く効果的な抗酸化剤の開発が望まれてい

る｡ トコフェロールやポリフェノールが代表的な

抗酸化剤であるが,タンパク質を加水分解するこ

とにより不飽和脂肪酸の自動酸化を抑制するペプ

チ ドが生成することが認められている｡ そこで,

本研究でも肝臓の酵素分解ペプチ ドの抗酸化活性

の有無について検討した｡

食品の抗酸化機能を評価する方法としては種々

ある｡ また評価法によっては結果が一致しない場

合もあり,可能ならば原理の異なる2つ以上の方

法で評価することが望 ましい｡本研究では,

DPPH分光測定法161 と安息香酸ヒドロキシル化

法17'による分析を行った｡

(1) DPPHラジカル消去活性
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Fig.4 Reverse-phaseHPLCprofilesoftheactivefraction.

A;ChromatogramofactivefractionafterGL-sciencelnertsil

ODS-2column.

HPLCcondition;Column:InertsilODS-2(6.0mmⅠ.D,×150mm)

Solventsystem:00/oto30%CHぅCN (5-35min)in0.1qoTFA
Flowrate二1mg′′min

Detection:ODat225nm

BI,RechromatographyofactivefractionA
HPLCcondition:Column:InertsilODS-2(6.0mmⅠ.D.×150mm)

Solventsystem:70,oto110/oCH与CN (15-35min)in0.1%TFA
Flowrate:1mg′min

Detection:ODat225nm

C;RechromatographyofactivefractionB

HPLCcondition;Column:InertsilODS-2(6.0mmⅠ.D.×150mm)

Solventsystem:7%to130,oCH与CN (15-45min)in0,10/oTFA
Flowrate:1mg/′min

Detection:ODat225nm

抗酸化機能としてDPPHラジカル消去活性を測

定した結果,濃度依存的に阻害活性が上昇し,レ

バーHiのIC5｡値は157FLg/mlを示した (Fig.5･A)｡

既知の抗酸化物質である還元型グルタチオンの

IC5°値は15FLg/mlであり,それよりも低いものの,

レバーHi自体租精製品であることから,その抗酸

化機能は高いと考えられる｡このレバーHiを生

体内の消化酵素で分解した結果,ペプシン消化物

のIC50値は227,トリプシン消化物は259, α-キモ

トリプシン消化物は170〃g/mJであり,いずれの
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Fig.5 ▲lntioxd;ltl＼でaCti＼'itさ,Ofli＼'er-Hiandtheirhydrolysates

.1:▲1ctiヽ-ityinDPPHradicalseIiVenglngSystem

r3:▲1L.tit,itヽ-in恒-drox),1radicL,llscavengingSystem

消化物 もレバーHi自体よりも活性が若干低下し

たこ

(2) 安息香酸ヒドロキシル化法によるラジカ

ル消去活性

安息香酸ヒ ドロキシル化法を用いて,試料の

OHラジカル消去能を測定 した｡DPPHラジカル

消去能と同様に濃度依存的に阻害活性が上昇し,

ICJ直が135FLg′mlであった (Fig.5-B)ニ その結果.

既知の抗酸化物質である還元型グルタチオンの

IC-,.個 は358pg,,mlとなり.レバーHiと比較すると

その活性はレバーHiの方が高 くなっていること

が明らかになった｡また,消化酵素でレバーHiを

消化した結果,ペプシン消化物のIC､‖値は253, ト

リプ シン消化物 は140,α-キモ トリプ シンは

235ilg,mlであり,DPPH消去活性を測定したとき

と同様に活性が低下した｡ しかし,これらの消化

物の活性は還元型グルタチオンよりも高かった｡

以上の結果より,レバーHiは比較的高い抗酸化

機能を有することが明らかになった｡それらの全

活性は生体内の酵素処理により若干低 卜するもの

の依然として比較的高い抗酸化機能を保持してお

り,生体で機能する可能性が示唆された｡

4. 要 約

今回,生理活性機能として肝臓加水分解物中に

存在が期待される血圧上昇を抑制するACE阻害

活性 と多くの疾病に関与しているラジカルに対す

る消去活性を測定した｡
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その結果,レバーHiのACE阻書活性は他 の

ACE阻害ペプチ ドの親指製品よりも比較的高い

活性を有していることが明らかになった一､また,

さらにレバー Hiをエ タノール分画 した結果,レ

バーHir日のACE阻害活性は低分子量域に存在す

るペプチ ドによを)高い活性が発揮されることも認
められた､ノ今後,それらの高い活性を有するペプ

チ ドの単離･精製を進めて,レバーIii中 のÅCE阻

害ペプチ ドの構造解析を行う必要がある-

有無について検討する目的で,DPPH分光測定法

と安息香酸ヒドロキシル化法による分析を行った

その結果,レバーHi標品は抗酸化清作を有して

いることも明 らかになったこ レバーHiは高い肝

機能改善効果を有することから.それらの機能性

成分の検索をさらに追及する予定であるこ

いずれにしても,レバーHiは酵素分解された低

分子ペプチ ドからなるために,消化性および吸収

性に優れ,高齢者や乳幼児のための健康食品とし

て,あるいは病人のみならず健常人やスポーツ選

手の体力増強食品素材として高度で幅広い利用が

期待できる｡
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