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食肉の血圧上昇抑制効果の畜種別差異について
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Summary:ThisresearchaimedtosttldyandcomparethebiologlCaland凡InCtionalpl.opertiesasweHasphysiologl-

caLeffectsofbeef,Porkandchickenproteinhydrolysates;iJ1Vi/I･Otests.lntheculTentSttldy,weevaluatedthe

angiotensinr-convertingenzyme(ACE)inhibitoryactivitiesofhydrolysateofbt'cepsfemorismuscles后'ombeefand

porkalsoweLLSedLegmusclesforchickensamples.Allthemusclessepal･ate)yhydrolyzedwithpepslnandlrypsln

andthensubjectedtosizeexclusionchromatography.ACEinhibitroyacrivityofthehydrolysatewasdeterminedby

RabbitlungenzymeandHumanUrnbilicalVascLLlarEndotheLialCells(fJUVEC).

SDS-PAGEresultssuggesHhatbeefhasnotbeendegradedonthesameleve]aspol-kandchicken.HPLCpat-

ternsindicatethatthesecondpeakinchickensampledigestedfor4hcontainbioactivepeptides(MW 1,560).The

thl~eeSpeciessllOWedaverysimilarACEi-1hibitio-1pet-Centage,althOL1ghCllicke】1SllOWedlowerproteincollCe-1tl~a-

tioll.Resultssuggestthatt】1eChickenpossessescrucialpepridethatarehavingagreatabilityinurLderminingACE

activity,whichisinaccordwiththefhdingsofHPLC.As acomparativestudy,JC5DOfchickenshowedthelowest

valuesforthebothtL-eatmentS(RabbitlungACEandHUVECACE).

Weconcludethatmeatinthethreespeciescontainpeptidesthatmayserveseveralpurposes.Basedonitsre-

mal'kableACEiLJ一ibitoryactivity,wesuggestthatthecllickenllydt'olysatemayhavepotentialapplicationsasfunc-

tionalfood,wllichcouldbeusedasnutraceuticalcompounds.

Keywords:Meathydt･olysates,An tiJlypertenSiveeffect,ACEinhibitoI･,Biolog】calfunction

諸 言

畜産食品の消費虫は約半世紀の間に急増 したが,

これは我が国が長寿国となった理由の一つとも考

えられている.一方一 日本人のライフスタイルの

変化に伴い,生活習慣病の患者が増加 してお り,

国民の健康への関心は極めて高くなっている.柿

に高血圧症の患者は平成11年には719万人であっ

たのに対 し,平成18年には5490万人に急蛸 してい

る (日本生活習慣病了.防協会データ 2009).高血

圧症は我が国の死亡原因の 2- 3位を占める心疾

忠,脳血管疾患の原因と深 く関わっている.

高血圧症は脳,心臓など各種臓箸別晦害,血管性

疾患の危険因子であり.主要死因の上位を占めて

いる脳卒中や心不全あるいは腎臓病などの合併症
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を引き起こす (田中他 1992;尾前他 1992)ため,

高血圧をいかに抑制するかが重要である.高血圧

症は原因の明らかな二次性高血圧と,約90%以上

を占めるといわれている本態性高血圧に分類され

る.本態性高血圧はこれまで原因が不明であった

が,最近の研究により,生活習慣が大きな要因で

ある事が分かってきた (El和田他 2001).生体内

で昇庄調節を中心的に担っているのはレニン-ア

ンギオテンシン系であり.アンギオテンシンⅠが

アンギオテンシン変換酵素 (ACE)の作用によっ

て,昇圧物質であるアンギオテンシンⅢ-と代謝

される.このアンギオテンシンⅢは生体内で最も

強力な昇圧物質であり,血管平滑筋を収縮させる

直接的昇圧作用を有 しているだけではなく,副腎

でのアル ドステロン分泌を刺激し,ナ トリウムや

水の貯留血増大を引き起こし,間接的な血圧上昇

にも関与する(松尾他 1994).したがって,ACE

の阻害薬は血圧上昇抑制に有効であるとされてお

り,臨床的にも心臓系疾患の改善 (Kosris1995)

や,他の降圧薬よりも副作用が少ない事が明らか

になったこと (金子他 1982)や,ACE阻害剤単

独で木幡性高血圧患者の70%に効果を示 している

こと (lrailie/a/_1992) などから,薬物療法に

おいて高血圧治療の第一選択薬の一つとして現在

広く使用されている.

現在,高血圧症の患者には治療英が利用されて

いるが,薬の種類により作用機構が異なると言わ

れている.特にカプ トプリルやエナラプリルのよ

うなアンギオテンシンⅠ変換酵素 (以下ACE)阻

寄薬は,臨床的にも心臓系疾患の改善や高血圧症

の治療に利用されている (金子他 1982).しかし

ながら,このような英には咳唯などの副作用を発

症させる可能性がある.従って,ACE阻害物質を

含む食事の摂取による高血圧症予防は,副作用の

心配も難く理想的だと考えられる.

食肉は良質なタンパク質を多く含んでおり,近

年,疾病予防作用などの保健的な機能性に関する

研究が進められている.食肉には,ACEの阻害に

よる高血圧症予防の期待があることが報告されて

いる (斉藤他 2007).食肉によるこれらの効果は

主にペプチ ドに由来する.食肉タンパクJZEFは酵素

消化によりペプチ ドを生成 し,その機能性を発揮

する.現在,食肉由来血圧降下作用ペプチ ドに関

してはいくつか検出されているが (Ariharaela/.

2001;Katayamae/a/.2003a,b,2004,2007,2008;

Muguruma era/.2009;Ahhmed & MugtIruma

2010),各種食肉に含まれる生活習慣病予防効果

のある機能性ペプチ ドに関する畜種別の詳細な比

較検討はまだ行われていない.

そこで本研究では,生体内で血圧調節を中心的

に担うレニン-アンギオテンシン系に着目し,各

種食肉 (牛肉 ･豚肉 ･鶏肉,いずれもモモ肉)を

タンパク質分解酵素で消化したペプチ ド混合物を

用いて,試験管内 (ウサギ肺由来ACE)とヒ ト

膳帯静脈内皮細胞 (HUVEC由来ACE)における

血圧上昇抑制効果を畜種別に比較検討 した.

材料および方法

l 実簸材料

市販の宮崎県産の各種食肉 (牛肉 ･豚肉 ･鶏肉

いずれもモモ肉)を実験材料に用いた.

2 食肉由来ペプチ ドの調製

食肉由来ペプチ ドの調製は以下のとおりである.

各種食肉のミンチ肉に2倍丑の蒸留水を添加 して

フー ドプロセ ッサー (PanasonicMK-K48)を用

いて30秒間,2回ホモジナイズした.70℃で30分

間インキュべ- 卜後,このホモジェネ- トを酵素

未処理の加熱食肉タンパク質サンプル ｢WllOle｣

とした.その後,このホモジェネ- トをHClでpH

1.8に調整 し,胃粘膜由来ペプシン (1:10,000)

(和光純薬工業株式会社)をタンパク質虫 (食肉

重血当たり20%のタンパク質が含まれることを仮

定 した)に対 して1/1,000倍量添加 し.憤挿 しな

がら37℃で2時間インキュベ- トした.NaOHを

用いてpH6.8に調座 し,10分間煮沸 した後,溶液

温度を40℃まで低下させた.この溶液をペプシン

消化サンプル ｢ペプシン(2ll)｣とした.さらに

トリプシン (和光純薬工業株式会社)およびパン

クレアチン (同会社)をそれぞれペプシンと同血

添加 し,再び喰拝 しながら37℃で2時間インキュ

べ- 卜した.最後に10分間煮沸 した試料を食肉由

来ペプチ ドとした.この溶液をペプシン ･トリプ

シン処理サンプル ｢ペプシン/トリプシン (4h)｣

とした.

なお,加熱食肉タンパク質 ｢whole｣および各

反応段階で得られた酵素消化により生じたペプチ

ド混合物をOA5〟mセルロースアセテー トメンプ
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レンフィルタ (ア ドパンティツク東洋株式会社)

にてろ過 した試料を実験に供 した.

3 ドデシル硫酸ナ トリウムポリアクリルアミド

ゲル電気泳動 (sos-PAGE)

得られた試料の分子種やそれらの酵素反応によ

る分解程度を調べるために ドデシル硫酸ナ トリウ

ムポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

をLaemmliの方法 (Laenmli1970)で行った.ア

クリルアミド淡度7.5-17.5%のグラジェン トグ

ルを用いてスラブ型の泳動槽で行った.ゲルバン

ドの曳き色はクーマシーブリリアン トブルーR-250

(Bio-RJW Laboratories) により行い,脱色には

10%酢酸を用いた.また,分子量マーカーとし

てSDS-PAGE Molecularweightstandards,Broad

Range16L-0317(BIO-RAD社製)を使用 した.

4 ゲルろ過高速液体クロマ トグラフィー

(HPLC)

溶離液には0.05Mリン酸ナ トリウム緩衝液 (pH

7.0,0.4M)を用いた.分析中は溶離液を脱気装

置 (DGU-14A,株式会社島津製作所)に通 し,

カラムはShodexPROTETN KW1803 (8×300mm)

(昭和電工株式会社),送液ポンプはLC-10AD

(株式会社島津製作所)を用い,流速0.5ml/min,

注入丑20FLlで行った.

ペプチ ドの検出には,コンピューターで制御さ

れた検出器 (SPD-10AVP,株式会社島津製作所)

を用い,検出波長は280nlnで行った.さらに分

子量マーカーとしてリボフラビン,シ トクローム

C,アプロチニン,BSAを用いた.

5 タンパク質の定量

酵素未処理の食肉タンパク質 ｢wl101eJの定立

はBiLH.et怯 (Gorllallelo/,1949)により行った.

すなわち,タンパク質溶液に対 し, 4倍血の

BiLu･et試薬を加えて常温で30分間反応させた.皮

応 液 をSEJTMADZU製uv-vrs spectrophotometer

1245型分光光度計 (吸光度 :540mm)にて測定し

た.また分解物であるペプチ ドについてはUV法

(Murphy良 Kies1960)を適用し,測定を行った.

すなわちタンパク質溶液の215nmの吸光度から

225m_mでの吸光度を差 し引き,144倍 した時の数

値をタンパク質池度とした.測定には上記と同じ

分光光度計を使用 した.

6 アンギオテンシンl変換酵素 (ACE)阻害活

性の測定

Cushumanの方法 (CusJlman& Cheung 1971)

に準じて測定した.ACEはウサギ肺由来アンギオ

テンシン Ⅰ変換酵素 (ACE,Peptjdyldipeptidase,

EC3A.15.1,シグマ杜)を用い,0.25Mホウ酸緩

衝液で60unit/miに調整 し,測走時には0.25Mホ

ウ酸緩衝液で lunit/m]に希釈 し使用した.ACEと

の反応基質としては合成基質であるヒプリルーLヒ

スチジル-Lロイシン (HHL,ナカライテスク株式

会社)を使用 した.HH上は塩化ナ トリウム (和

光純薬工業株式会社),0.25Mホウ酸緩衝液をそ

れぞれ0.608M.0.1MになるようにMilliQ水を用

いて調生 した溶液で溶解 した.

試料 6FLHこ60unit/m)のACE溶液20FLlおよび7.

6mM HHL溶破50plを添加 し37℃で30分間反応

させた.反応は0.1NHC】(和光純薬工業株式会

社)554FLlを加えて停止させた.反応後には酢酸

エチル (ナカライチスク株式会社)1.51111を加え

てACEの作用により遊離 した馬尿酸を振とう抽

出し,2,500rpm (1000×g),15分間遠心分離を行っ

た.上清の酢酸エチル屑を 1m1分取し,loo℃,

10分間の加熱により蒸発乾固させた.乾固した馬

尿酸を回収するために 1MのNaCl溶液を 1ml加

えボルテックスを行った.溶解 した馬尿酸吸光度

を228nmで測定した.

阻害率は吸光度をS,食肉の代わ りにMilliQ

waterを加えた時のlR光度をC,あらかじめACEを

失活させてから反応させた時の吸光度をBとして

次式より求めた.

阻害率(%)-((C-S/C-B))×100

7 ヒト腰帯静脈内皮細胞におけるACE活性抑

制試験

本実験は財団法人日本食品分析センター彩都研

究所機碓科学研究チームの協力の下で行った.

Balyasnikovaの方法 (Balyasnikova2001)に従い,

人血管内皮細胞におけるACE活性抑制試験を行っ

た.すなわち96welLMicroPLateにrrUVtCを分注

し,培地希釈 した各種食肉由来ペプチ ド50〝lと

基質液50〟1を添加し37℃で3時間反応させ,上清

50plを分取後,Jiis-LeuをOPA(oIPhthalaldehyde)
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蛍光測定した.

ACEタンパ ク質の活性上昇を誘導す るPMA

(phorbo1-12-myristate 13-acetate) を使用 し,陽性

対照区にはカプ トプリル2.5rlMを添加 した.

結果および考察

1 SDS-PAGEおよびゲルろ過HPLCによる分子

量分布の分析

これまでの食品素材からのACE阻害活性の研究

は,タンパク質派生ペプチ ドの検索が中心である

ことや,Stamlelち の報告 (stalTILere/aI.1996)

からタンパク質摂取虫の相加は血圧降下に有効で

あるとされることなどから,本実験においても食

肉を複数の酵素によりによって処二哩したペプチ ド

を調製 し,ACE阻害活性を測定した.

まず,SDS-PAGEによるサンプル全体のタンパ

ク質の分子量分布およびゲルろ過H~PLCによる消

化による食肉タンパク質の経時的変化の観察と分

子丑分布の測定を行った (Fig,1,2).SDS-PAGE

によって,酵素処理時間に伴い,各食肉タンパ

Fig.1.SDSIPAGEpatten]oftimecoursehydroHzationoFbeeF,Porkandcllickendigested
mLLSC)es.1(molecular-weightmarker);2-4(0,2and4hdigestiontimeofbeef
samples);5～7(0,2,and41-digestiontimeofporksamp)cs);8-10(0-2～4h
dlgeSL-iolltimeoFchickensamplcs).
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Fig･2.1iPLCpatternOFtimccoursehydrolizationofbcef,porkandchickendigcsteか-lL)S-
cles.Firstrowindicatespatternsofbecfproteins;secondrowpatten)sofporkprO-
teins;thirdrowpallCrnSOFchickcnproteins･ThetimecourseoFsamp)cSdigestion
isassociatedabovethepalLems.Pep-pepsln;tyP-tryPSln,
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ク質の分解が進行 したことが認められ,牛肉より

も豚肉および鶏肉で酵素処理による筋肉タンパク

質の分解が進行する傾向も認め られた.また

HPLCの結果より分子量20,000Da以上の食肉タン

パク質は6,000Da以下に分解されることが明らか

になり.各種プロテアーゼとの反応による高分子

タンパク質の低分子化が確認された.食肉の種類

により消化による影響の受け易さに若干の違いが

生じ,分解過程のftPLCパターンは異なったが,

それらのパターンから籍肉.豚肉,牛肉の順に分

解されやすい傾向にあった.ペプシンとトリプシ

ンで4時間酵素消化した食肉由来ペプチ ドのピー

クを畜種間で比較すると.どれも分子n･1,000-

6,000Daの間にピークを有 していることが確認 さ

れた.特に,鶏肉で分子丑1,560付近の低分子丑

のピークの増加が認められ,機能性ペプチ ド発現

の増加が期待された.

2 ACE阻害活性の測定比較検討

牛肉,豚肉および鶏肉ともに消化酵素による処

理で,食肉タンパク質のほとんどが6,000Da以下

に分桐 されていることが碓試された.そこで酵素

処理によるACE阻害活性の比較検討を行った.

Fig.3に,食肉の加熱処理と酵素処理により

0.45pmセルロースアセテー トメンブレンフィル

タを透過するタンパク質並と,それらのACE活性

阻害率を示 した.酵素処理前の加熱処理により各

種食肉から遊離する低分子量のタンパク質に有意

な差異は認められなかった.各穐食肉はペプシン

消化およびその後の トリプシン酵素消化によりタ

Ih $lt㌔書仙･三≡.=JtlEJJU<200～ ● 58怠EJL1言̀tjo≒｡U20 量t■=川 'feo i

､ .､～ ＼ x･ ､

Fig･3･AssociatedgraphshowsthevaluesofACEin-

llibitionp?rcenlage(datalnbars)andprotein
conccnrra【lon(mg/nll;datain)incation)or
beer,porkandchickenmuscles,

ンバク質濃度が増加する傾向が認められ,Act:帆

害活性も上昇していくことが確認された.また,

ペプシンによる2時間の酵素処理で,既知のACE

阻害剤であるカルノシンの阻害活性と同等かそれ

以上のACE阻害活性が発現することが認められた.

なお,ペプシンによる2時間の消化 (211)と一さ

らにその後 2時間の トリプシンによる処理 (4h)

との間に優位差は認められなかった.これらの

結果から,ACEの阻害に必要なペプチ ドの生成は

ペプシンによる影響が強く,消化の初期段階で多

良に生成 し,約 2時間の消化時間でACE阻害を高

く発現するペプチ ドの生成終了に近づいていく可

能性が示唆された.また各種食肉由来ペプチ ドの

ICso値 (mg/ml) を算出 したところ牛肉 (9.02),

豚肉 (4.19),鶏肉 (3.55)と算出された.

以上の結果から,市販の牛肉,豚肉および鶏肉

を用いて,それらを加熱後,消化酵素のペプシン

および トリプシンで処理すると鶏肉,豚肉,牛肉

の順にACE阻害活性が増加することが認められた.

3 ヒト瞭帯静脈内皮細胞におけるACE活性抑

制試験による比較検討

血圧低下ペプチ ドの生体内での作用機構につい

てはまだ不明な点が多い.血圧調節に関与してい

るレニン-アンギオテンシン系は循環器系だけで

なくあらゆる臓器に存在することが知られている.

循環器系の関連組織では,腎臓,心臓,大動脈血

管 (内皮および平滑筋),さらには副腎にもレニ

ン-アンギオテンシン系が存在する (Ehlerera/.

1990).高血圧自然発症ラット (SHR)の場合,

大動脈ACE活椎が血圧の冗進とともに増加するこ

とが人の場合と同様に認められている.さらに,

持続性ACE阻害剤であるスビラプリルを用いた

SHRに対する投与試験によって,長期間の高圧持

続性の発現は,大動脈血管に存在するACE活性の

抑制が 1つの要因である (Okunishi1991;松井

2009)ことが判明している.従って,人血管内皮

細胞におけるACE活性抑制試験を実施することは

重要と考えられる.

Fig.4a-Cに,人血管内皮細胞におけるACE活性

抑制試験による比較検討を行い,得られた結果を

示 した.

図に記載されたPMA (Phorbolrnyrjstateacetate)

はACEの活性を発現させる物質である.またカブ
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トプリルは一般的に用いられているACE阻害薬で

あり,本実験では標準物質として用いた.Fig.4a

は牛肉由来ペプチ ド,Fig.4bは豚肉由来ペプチ

ド,Fig.4Cは鶏肉由来ペプチ ドを添加 した時の

ACEの活性を測定 したものである.PMA未処理

区ではほとんどACEの活性は見 られず, pMAの

添加によりACE活性が発現 した.また,各種食肉

由来ペプチ ドは濃度依存的にACEの活性を抑制し,

牛肉ではおよそ0,5- 1mg/1111,豚肉 ･鶏肉では

0.25-0.5mg/mlにおいてカプ トプリル2.5nMと同

等のACE阻害活性を示 した.本試験においても,

ウサギ肺由来ACE試験同様にTCS｡(mg/ml)を求め

た.その結果,牛肉 (0.668),豚肉 (0.260),鵜

l

lTICaSuredusitlg打UVEC.Axisnumbersarc
changesinbeerhydrolyda【esconcentration.
PMA (Phorbol rnyristate acetate);CAP
(Captopril).ril).

Fig･4-b･Ch'lngeSinACEactivityorporkhydroLysates
mcasurcduslng打UVEC.Axisnumbersarc
changesinporkhydrolydaLeSCOnCentration.
PMA (Phorbol myrisLate acetate);CAP
(Cap1-opriI).

肉 (0.249)と算出された.

食肉由来ペプチ ドによる,ウサギ肺由来ACEと

HUVEC細胞由来ACEの阻害活性試験によって算

出されたTC50(mg/Tnl)をTab]C.1に示 した.ウサ

ギ肺由来ACEのIC与｡のデータはfJUVEC細胞由来

ACE測定時の反応液 (76山)に換算 した値である.

比較の結果,どちらの試験結果も活性の強い順に,

鶏肉,豚肉,牛肉となり,ほぼ同様の値が得られ

た.従って,ヒト血管内皮由来のACEでも食肉由

来ペプチ ドによる阻害活性をその作用強度ととも

に確認することができた.

以上の結果から,牛肉および豚肉も高いACE阻

害活性を示 したが,鶏肉はそれらの食肉よりもさ

らに高いACE阻害活性を持つことが明らかになっ

た.今後,ACE阻害活性を発現 している食肉由来

ペプチ ドを単離 ･精製 し,同定を行 うことにより

高い活性を示 した要因一つを明らかにする必要が

ある.今回の研究では,血圧上昇抑制ペプチ ドに

焦点を当て研究を行った.食肉には他の生活習憤

病予防効果を示すペプチ ドの存在も報告されてい

る (Ariharaela/.2001).従って本研究は引き続

12tItoo辞 80わ~言 60:コUO=6 40<200＼二､● ー

▲

∩. .∩.{.

Fig.4-C･ChangesinACEact-ivlryOrChickenhydro)y-
S'lteSmeaStJreduslngHIJVEC.Axisnumbers
arechangesillChickenhydrolydatesconcen-
tration.PMA (Phorbolmyristateacetate);
CAp(Caploprit).

Table1.IC50ValucsoFbeef,porkandchicken

hydro)ysatesmeasured uslng R'lbbir-
1ungACEandHW EC-ACE.

Sample RabbiHungACE HUVEC-ACE

Bccr 0.7)4 0.668

Pork 0.343 0.260

Chicken 0.287 0.249
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き,生活習慣病の中でも躍患率の高い,癌や糖尿

病と深 く関わっている抗酸化効果や血糖値上昇抑

制効果を示す機能性ペプチ ドについて,畜種別の

比較を行っていく必要がある.

要 約

本研究では,生体内で血圧調節を中心的に担 う

レニン-アンギオテンシン系に着 目し,各種食肉

をタンパク質分解酵素で消化 したペプチ ド混合物

を用いてウサギ肺ACE阻害活性と人血管内皮細胞

(HUVEC)における血圧上昇抑制効果を畜種別に

比較検討 した.

食肉タンパク質はSDS-PAGEとゲルろ過HPLC

によって経時的に分解 ･消化されたことが確認さ

れた.食肉の種煉により消化による影響の受け易

さに若干の違いが生 じ,flPLCのパターンから弟

肉, 豚肉,牛肉の順に分解されやすい傾向にあっ

た.特に,鶏肉で分子並1,560付近の低分子虫の

ピークの増加が憩められた.ACE阻害に必要なペ

プチ ドの生成はペプシンによる影響が強く,約 2

時間の消化時間で阻害ペプチ ド生成終了に近づい

ていく可能性が示唆された,また各種食肉由来ペ

プチ ドのrCbD(mg/-ll)) を算 出 した ところ牛 肉

(9.02),豚肉 (4.19),苑内 (3.55)と算出された.

また,HUVECによる試験結果においてもICS.:午

肉 (0.668),豚肉 (0.260),鶏肉 (0.249)を算出し,

ACE阻害活性の結果 と同様の阻害傾向を示 した

ことが確認された.

以上の結果から,市販の牛肉,豚肉および釆肉

を用いて,それらを加熱後,消化酵素のペプシン

および トリプシンで処理すると鶏肉,豚肉,牛肉

の順にACE阻審活性が増加することが認められた.

キーワー ド:食肉酵素分解軌 血圧上昇抑制効

果,ACE阻害,生理機能
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