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Thisresearchaimedtocomparethebiologicalandfunctionalpropertiesaswellas

physiologicaleffectsofbeef,Porkandchickenproteinhydrolysates.Theyearbeforelast,we

examinedtheantihypertensivee定ectsbydeterminingtheIC50Valueofthethreementioned

species.Lastyear,Weevaluatedtheantioxidativeactivitiesofhydrolysatesofbicepsfemoris

musclesfrombeef,porkandchicken.

Inthecurrentstudy,themuscleshydrolyzedwithpepsin,trypsinandpancreatin,and

thendeterminedtheirantioxidativee用.ciency.Theantioxidativeactivityofthehydrolysates

wasdeterminedbytheDPPHradicalscavengingassayandtheORACantioxidantassay.Meat

hydrolysatesshowedthehighantioxidantactivitybytheDPPHradicalscavengingassayand

theORACantioxidantassay.However,therearedifferencesintheotherfactorsforgiVingthe

antioxidativeactivityincludingaminoacidsequenceofthosehydrolysates.Forinstance,Cys

showsstrongantioxidantactivitythatisconsideredtobespeci丘cforelectrontransferreaction.

Ontheotherhand,thoughTrpalsohasbeenshowingastrongactivity,asitindicatesonlyfor

transferringatomofhydrogenduringitsreactions.Beefandporkpeptidesmayshow

antioxidantactivityinspeci丘cmannerthatarein且uencedbyHisandTrp.Antioxidantactivity

ofchickenpeptidesaresmallandfarfromothermeatpeptidesespeciallywhencomparedto

beefandpork.InORACevaluation,TrppatternsimilartoTrpinchickenone,inwhichwe

hypothesizethatT∫pmaybeveryimportantaminoacid.Theresultsshowedthatthemeat

hydrolysatewascomposedwithmoderateamountofhydrophobicaminoacidswhichmight

contributetothehighantioxidantactivity.Thefractionwithmolecularweightlowerthan1

kDaexhibitedthehighantioxidativeactivity.

Weconcludethatmeatinthethreespeciescontainpeptidesthatmayserveseveral

purposes.BasedonitsremarkableACEinhibitoryactivityandantioxidativeactivity,We

suggestthatthehnctionalpeptidesfrommeathydrolysatesmayhavepotentialapplicationsas

functionalfood,whichcouldbeusedassourcesofnutraceuticalcompounds.
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1.日 的

畜産食品の消費量は約半世紀の間に急増した

が,これは我が国が長寿国になった要因の一つと

も考えられる｡ 一方,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｡ 食

肉は良質なタンパク質を豊富に含み,近年,筆者

らも含めて血圧降下作用などの保健的機能性につ

いての研究が進められている1～8)｡しかし,各種

食肉の生理活性を詳細に比較検討した研究はあま

り報告されていない｡

そこで,初年度は我が国の死亡原因の2-3位

を占める心疾患,脳血管疾患の原因と深くかか

わっている高血圧症の予防に及ぼす各種食肉を消

化酵素により分解して生じたペプチド混合物のア

ンギオテンシン変換酵素 (ACE)の阻害による

高血圧予防効果について比較検討した9)｡その結

莱,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｡

さらに昨年度は,日本人の死因第一位になり,

その増加が続いているがん発症危険因子の中で

も,特に活性酸素種 (ROS:ReactiveOxygen

Species)と呼ばれる悪性の酸素ROSを消去する

能力を発現する抗酸化活性に及ぼす各種食肉酵素

分解ペプチ ドの効果をDPPH (1,1-Dipheny1-2-

Picrylhydrazyl)法 とORAC (oxygenRadical

AbsorbanceCapacity)法により比較検討した10)｡
DPPH法にて調査した結果,各種食肉間ではタ

ンパク質濃度1.0mg/mlでおよそ40〃Mトロロック

ス相当量の抗酸化活性を示した｡また,食肉酵素

分解物の添加濃度依存的に抗酸化活性は増加し

た｡畜種間の活性に有意差は認められなかった｡

既知の抗酸化物質のカルノシンは痕跡程度の活性

しか示さず,グルタチオンはDPPHの紫色が確認

できないほど強力な抗酸化活性を示した｡これは

グルタチオンが電子供与反応に基づく抗酸化力を

有している証拠であると考えられた｡また食肉ペ

プチドがカルノシンよりも高い活性を示した理由

としては,食肉に含有される様々なペプチドによ

る相乗効果であると推測された｡

一方,ORAC法にて測定した結果,各種食肉共

に非常に高い抗酸化化活性を有することが確認さ

れた｡各種食肉間でそれらの億に有意差は認めら

れなかったが,同濃度のカルノシンと近似した値

が得られた｡このように単純に活性値を比較した

だけでは各種食肉問に有意差は認められなかった

が,食肉を構成するアミノ酸に注目し,ORAC法

による抗酸化活性の経時変化を見ると,牛肉およ

び豚肉と鶏肉では抗酸化活性の性質が異なること

が明らかになった｡特に重要なアミノ酸は高い電

子供与活性を示すCys,高い水素供与活性を示す

Trpであることが示唆された｡

そこで本年度の研究では,食肉のペプチドを構

成するアミノ酸やペプチドの極性に着目しながら

ラジカル消去活性の発現に重要なペプチドの条件

を調査した｡すなわちDPPH法およびORAC法を

用い,アミノ酸を抗酸化活性機序に基づいて分類

した｡またその分類結果を基に,食肉タンパク質

酵素分解物のようなペプチド混合物においても抗

酸化活性機序の推定が可能であるのか調査した｡

さらに食肉を構成するアミノ酸を分析し,分析結

果通りにアミノ酸を混合して食肉様アミノ酸混合

物を調製した｡これら食肉様アミノ酸混合物と食

肉ペプチ ド混合物の抗酸化活性を比較すること

で,アミノ酸組成から抗酸化活性機序の推定が可

能であるのか調査し,アミノ酸組成が抗酸化活性

機序の決定にどれだけ影響を与えているのか検討

した｡これらアミノ酸組成だけでなくペプチドの

極性もラジカル消去反応に関係があると考えられ
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ることから,本年度の研究では疎水性の差を利用

して低疎水性ペプチド混合物および高疎水性ペプ

チド混合物を調製し,ペプチドの極性と抗酸化活

性との関係についても検討を加えた｡

このように本研究の目的は,どのようなアミノ

酸を含有したペプチドが,あるいはどのような立

体構造のペプチドがROSの消去に有効なのかを

明らかにすることにより,食肉タンパク質酵素分

解物の抗酸化活性機序の推定を行い,ペプチドが

抗酸化活性を発現するために必要な条件を解明

し,食肉の価値の向上に貢献していくことである｡

2.方 法

2.1 実験材料

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)を酵素分解用実験材料として用

いた｡

2.2 食肉タンパク質酵素分解物 (MPs:Meat

Peptides)の調製

食肉由来タンパク質分解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50gに蒸留水100mlを添加

してフー ドプロセッサー (PanasonicMK-K48)

を用いて30秒間,2回ホモジナイズして均質化し

た｡70℃で30分間インキュベ- ト後,このホモ

ジェネ-トをHClでpH1.8に調整し,胃粘膜由来

ペプシン (1:10000)(和光純薬工業株式会社)

を0.01g添加して撹拝しながら37℃で2時間イン

キュベ-トした｡NaOHを用いてpH6.8に調整し,

10分間煮沸した後,試料の温度を40℃まで低下さ

せた｡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

0.01g添加し,再び撹拝しながら37℃で2時間イ

ンキュベ-下した｡最後に10分間煮沸した試料を

食肉タンパク質酵素分解物 (MPs)とした｡

2.3 タンパク質の定量

酵素未処理の食肉タンパク質の定量はBiuret

演 ll)により行った｡すなわち,タンパク質溶液に

対し,4倍量のBiuret試薬を加えて常温で30分間

反 応 さ せ た ｡ 反 応 液 を 島 津 UV-VIS

Spectrophotometer2450型分光光度計 (吸光度 :

540nm)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12)を適用し,.測定を行った｡

すなわちタンパク質溶液の215mmの吸光度から

225nmでの吸光度を差し引き,144倍した時の数

値をタンパク質濃度とした｡測定には上記と同じ

分光光度計を使用した｡

2.4 アミノ酸分析

(1)標準アミノ酸溶液の調製

標準アミノ酸混合液ANⅡ型 (和光純薬工業株

式会社),標準アミノ酸混合液B型 (和光純薬工

業株式会社),1.25mMアスパラギン溶液,2.5mM

グルタミン溶液,2.5mMトリプトファン溶液それ

ぞれ1mlを混合し,0.2Mクエン酸緩衝液 (pH2.2)

で全量を25mlとした｡

クエン酸緩衝液は0.2Mクエン酸-水和物 (和

光純薬工業株式会社)200mlに0.2Mクエン酸三ナ

トリウム二水和物 (和光純薬工業株式会社)3

mlを加え,pH2.2とした｡

(2) 遊離アミノ酸分析

各種MPs溶液に3%スルホサリチル酸 (和光

純薬工業株式会社)を加え,冷蔵庫で1時間静置

してタンパク質を沈殿させた｡その後,3000rpm

で15分間遠心分離を行った｡上清を0.45〟mセル

ロースアセテートメンブレンフィルタ (アドパン

ティツク東洋)でろ過し分析試料とした｡これを

全自動アミノ酸分析機 (JIC-500,日本電子株式

会社)で分析した｡

(3) 加水分解アミノ酸分析 (MPsの加水分解

によって得られるアミノ酸の分析)

R.∫.Simpsonらの方法13)に準じ,4Mメタンス
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ルホン酸加水分解を行った｡80%エタノールで抽

出されたMPsを遠心濃縮機 (CVE-200,東京理科

機器株式会社)で粉末化した｡この粉末試料10mg

を試験管に秤量し,4Mメタンスルホン酸 (和光

純薬工業株式会社)1mlを加えた｡ またアスピ

レーター (WP-15,ヤマト科学株式会社)および

超音波脱気装置 (MUS-10,東京理科機器株式会

社)を用い,試験管内を真空状態にし,封管した｡

ヒートブロック (DTU-1C,タイテック株式会

社)を用い,110℃で24時間加水分解を行い,3.5M

NaOHlmlを添加,中和し,0.2Mクエン酸緩衝

級 (pH2.2)8mlを加え,サンプルとした｡0.45

〃mセルロースアセテートメンブレンフィルター

にてろ過し,分析試料とした｡これを全自動アミ

ノ酸分析機で分析した｡

(4) トリプトファン (Trp)の定量

M.K.Gaitondeらの方法14)に従い,各種食肉の

Trp含有量を測定した｡試験管にMPs(ペプチド

濃度20mg/ml)(酵素処理後,0.45JJmセルロース

アセテートメンブレンフィルターでろ過したも

の)0.5m1,試薬A (ニンヒドリン250mgに (節

酸 :0.6Mリン酸-3:2)溶液10mlを加えたも

の)または試薬B (ニンヒドリン250mgに (ギ

醍 :塩酸 -3:2)溶液10mlを加えた もの)

0.5mlを加え,10分間煮沸し,さらに3mlのエタ

ノールを加え,冷却した｡分光光度計にて試薬A

を含む溶液は385nm,試薬Bを含む溶液は390nm

で吸光度を測定した｡

なおTrp含有量 (〃M)は次の式で算出した｡

Trp含有量 (〟M)-(Eb-1.6Ea)/3.95+Ea

Ea:試薬Aを用いて測定した吸光度の値

Eb:試薬Bを用いて測定した吸光度の値

2.5 食肉様アミノ酸混合物 (再構成MPs)の

調製

MPsの遊離アミノ酸分析および加水分解アミ

ノ酸分析により算出されたデータを基に食肉様ア

ミノ酸混合物 (再構成MPs)を調製した｡

遊離アミノ酸分析データを基にした場合,20種

類のL-7ミノ酸およびカルノシン (Car),アン

セリン (Ans)の総量を100%として混合し,港

媒には80%エタノールを用いた｡また加水分解ア

ミノ酸分析データを基にした場合,20種類のL-

アミノ酸量を100%として混合し,溶媒には80%

エタノールを用いた｡

2.6 DPPHラジカル消去活性の測定

DPPHラジカル消去活性の測定は,DPPH分光

測定法に準 じて行った15)｡すなわち,400FLM

DPPH,MES(2-morpholino-etanesulphonicacid)

buffer,200/oエタノールを同量ずつ加え,混液を

作製した｡混液を0.9m1分注し,80%エタノール

を240〟1とサンプルを60〟1加え,20分間反応させ

た｡その後,サンプルを加えた順に前述の分光光

度計にて吸光度520nmで測定した｡また,サンプ

ルの代わりに,0.2mMTrolox(Sigma社)を使っ

て標準 として測定し,検量線からサンプルの

Trolox相当量を算出した｡MESBufEerはMESを

蒸留水に溶解し,NaOHでpH6に調製したもの

を使用した｡

2.7 0RAC法による抗酸化活性の測定

(独)農研機構九州沖縄農業研究センターの報

告をもとに改良して測定 した16-19)｡すなわち

96wellマイクロプレー トに81.6nMフルオレセイ

ンを200FLl,サンプル20〟1を添加し,マイクロプ

レートリーダー (TECANGENiosMultifunction

FluorescenceVirginia,USA)にて37℃で励起波

長485nm,蛍光波長520nmにおける蛍光強度を測

定した｡10分後200mMAAPH75FLlを添加し,同

条件にて2分間隔で45回測定した｡またORAC値

はNetAUC(AreaUnderCurve)-Au°sample-

AUCblankを用いて算出した｡ 検量線作成には

Trolox(125,250,500,1000/JM)を使用した｡

2.8 ペプチド混合物の逆相カラムによる分画
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高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)により

5C18-AR-Ⅱ (4.6×250mm)(ナカライテクス株式

会社)の逆相カラムを用いて,豚肉MPsを極性の

違いに基づいて分画した｡溶離液には0.1%TFA

含有アセトニトリル溶液を用いた｡ 分析中は溶離

液を脱気装置 (DGU-14A,島津社)に通し,LC-

10AD送液ポンプを用い,流速0.5ml/min,注入

量100/Jl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,

島津社)を用い,検出波長は215nmで行った｡

2.9 各フラクションのゲルろ過高速液体クロ

マトグラフィーによる分子量分布の分析

逆相カラムで分画した各フラクションの分子量

分布 をTSKgelG2000SWXL(7.8mmⅠ.D.x30cm)

(東ソー株式会社)のゲルろ過カラムを用いて分

画した｡溶離液には0.1%TFA含有45%アセトニ

トルル溶液を用い,流速0.8ml/min,注入量20〟1

で行った｡

3.結果と考察

まず,MPsに含まれるアミノ酸が抗酸化活性機

序の決定にどれだけ影響を与えているのか調査し

た｡すなわちMPsのアミノ酸分析を行い,分析結

果に基づいてアミノ酸を混合し,食肉様アミノ酸

混合物 (再構成MPs)を調製した｡さらにこれら

再構成MPsの抗酸化活性を評価した｡

前報において牛および豚肉MPsは主にHis,鶏

肉MPsは主にTrp由来の抗酸化活性を発現する可

能性を認めた10)｡そこで抗酸化活性の測定に用い

たMPsの遊離アミノ酸およびMPsを加水分解し

て生じるアミノ酸 (喝/100g)を分析した結果,

食肉問で合有アミノ酸の違いが確認された｡遊離

アミノ酸分析において特に大きな違いはHisおよ

びHis含有ペプチドであるカルノシン,アンセリ

ン含有量であった｡His,カルノシン,アンセリ

ンの合計量は牛肉,豚肉,鶏肉MPsの順にそれぞ

Tablel Theamountsofantioxidantaminoacidsin

hydrolysatesofbeef,porkandchicken.

Unit(mg/100g)

Antioxidantamino
acids Beef Pork Chicken

Cys 0.72 0.29 0.36

Met 7.43 4.63 5.33

Tyr 9.13 5.40 5.82

His 17,16 12.86 6.92

Trp 1.84 1.30 2.04

れ260.31,277.42,172.34mg/100gであり,これ

までの報告20)のとおり牛および豚肉にはカルノシ

ンが豊富に含まれ,鶏肉にはアンセリンが豊富に

含まれていた｡さらにTrpはわずかに鶏肉MPsが

牛および豚肉MPsよりも多く含まれていた｡また

加水分解によって生じたアミノ酸を分析した結果

でも鶏肉MPsは他の食肉と比較してHis含量が低

く,Trpを多く含む傾向があった (Tablel)｡M.K.

Gaitondeらの方法で食肉中のTrp含量を調査した

際にも有意な差は見られなかったが,これまでの

報告と一致して鶏肉は他の食肉と比較してTrpを

多く含有している傾向があることを確認した21)0

前報において,アミノ酸の抗酸化持続能を

ORAC法にて解析すると,抗酸化力には電子供与

(ET)型と水素供与 (HAT)型に大きく分類さ

れることを示した10)｡ET型とはここではCys,グ

ルタチオン,トロロックスのようにDPPHラジカ

ル消去活性が高く,一定時間フルオレセインの分

解を100%阻害し,ある時点から急激に活性が低

下するパターンを持つ物質のことを言う｡HAT

型とはHis,Met,Tyr,Trp,カルノシンなどを

指し,経時的にフルオレセインが分解されていく

パターンを持つ物質のことである｡

昨年度の研究で報告したように,TrpはHAT

活性に最も重要なアミノ酸であり,微量でも大き

な活性を示すことが示唆された10)｡MPsの両アミ
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ノ酸分析結果ともにHis含量が少なく,Trp含量

が多いことが示されたことから,鶏肉MPsはTrp

の影響を大きく受けた抗酸化活性を示した可能性

が考えられた｡

このようにMPsのようなペプチ ド混合物の抗

酸化活性機序の決定には各種ペプチドのアミノ酸

組成が重要である可能性がある｡ そこで各種MPs

の遊離アミノ酸および加水分解アミノ酸を分析

し,さらにその結果に基づいて各種アミノ酸を混

合し,MPsを再構成した｡次に,これら各種再構

成MPsがET活性およびHAT活性いずれの抗酸化

活性機序を示すのか調査した｡

DPPH法を用いた場合,再構成MPs遊離アミノ

酸混合物(以下 `̀FAA"と略す(BFAA,PFAA,

CFAAはそれぞれ牛 ･豚 ･鶏肉様アミノ酸混合

物))はBFAAが痕跡程度の活性を示した以外,

全て活性は検出されなかった (Fig.I)｡ また再

構成MPs加水分解アミノ酸混合物 (以下 `̀HAA"

と略す (BHAA,PHAA,CHAAはそれぞれ牛 ･

豚 ･鶏肉様アミ′酸混合物))は10-25〟MTEの

活性を示したが,これはもとのMPsよりも低い活

性であった｡`̀FAA"がET活性を示さなかった

理由としては "FAA"は "HAA''と比較して強

力なET活性を示すCysの含量が少なかったこと

(̀̀FAAにはおよそ0.05%,"HAA"にはおよそ

0.2%のCysが含まれていた)が考えられた｡また

MPsの方が `̀HAA''よりも高いET活性を発現し

た理由はペプチ ド特有の立体構造に起因する活

性,またペプチド同士による相乗効果が働いた可

能性が考えられた｡

さらに "HAA"のET活性がCysだけに由来す

るものだったのか調査するためにCys溶液,すな

わちBHAA,PHAA,CHAAの平均Cys濃度

(0.0215mg/ml)を調製し,ET活性を評価 した｡

データには示していないが,この溶液は "HAA"

よりも高いET活性 (およそ80〟MTE)を示し

た｡従って "HAA"のET活性がCys溶液より低

い値を示した理由はアミノ酸の混合操作 ミスや
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種々のアミノ酸間での活性相殺効果などに由来す

る可能性も考えられた｡つまり "HAA"が示し

たET活性の大部分はCys由来であると示唆され

た｡

またORAC法を用いた場合 (Fig.2),"FAA"

および "HAA''はMPsよりも有意に高い活性を

示 し,活性借の高い順に "FAA'',"HAA",

MPsとなった｡さらに抗酸化活性の経時的変化を

調査すると `̀FAA''ぉよび "HAA"は主にHis

系統の抗酸化活性を示した可能性が高いと推測さ

れた｡これは合有抗酸化アミノ酸のうち,Hisが

最も多く含まれていたことに起因すると考えられ

る｡ 再構成MPsはもとのMPsと類似したHis由来

の活性,つまり高いHAT活性を示した｡しかし

ながら単にアミノ酸を混合しただけでは本来の

MPsと同じ活性を示すことはなかった｡また特に

"HAA"は "FAA''の結果と比較すると,より

MPsに近い抗酸化活性を示した｡

さらにMPsと再構成MPsの抗酸化活性を比較

するとDPPHラジカルにはペプチ ドの状態,

AAPH由来ベルオキシルラジカルの場合にはア

ミノ酸の状態がラジカルの消去に有利な傾向にあ

ることが示唆された｡DPPHラジカルには1種類,

AAPH由来のベルオキシルラジカルには5種類

のアミノ酸がラジカル消去に関与するが,この数

の違いが再構成MPsの各種実験系における抗酸

化活性の差である可能性が高いと考えられた｡

以上の結果からペプチド混合物のアミノ酸組成

は抗酸化活性機序の決定に大きな影響を与えてい

ることが確認できた｡また加水分解アミノ酸分析

はタンパク質酵素分解物の抗酸化活性機序の推定

に利用できる分析法であると考えられた｡しかし

ながらアミノ酸組成だけがペプチドの抗酸化活性

機序を決定する要因ではない｡もしアミノ酸組成

だけが抗酸化活性機序の決定に関与するのなら,

Cysを多く含まない限りET活性を発現しないと
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考えられるからである｡

現在,DPPH法を用いて様々なET活性を有す

る抗酸化ペプチドが単離 ･精製されている｡ 例え

ばカゼイン由来のLeu-VaLTyr-Pro,Pro-Ile-His,

Pro-Val-Leu,Tyr-P九e-Tyr-Pro-Glu-Leu22),マグ

ロ煮汁由来のPro-Ser-His-Asp-Ala-His-Pro-Glu,

Pro-Lys-Ala-Val-HisIGlu,Pro-Ala-Gly-Tyr,Val-

Asp-Tyr-Pro23),などが報告されている｡ このよ

うにET活性発現に重要なアミノ酸であると考え

られるCys含有のペプチドはあまり報告されてい

ない｡これら抗酸化ペプチドのアミノ酸配列の特

徴はN末端にVal,Leu,Proなどの疎水性アミノ

酸を有し,C末端にPro,Gluを有しているもの

が多い24)｡ つまりペプチ ドがET活性を示すさら

なる要因の一つとしてペプチドの極性が関与して

いる可能性がある｡ 特にDPPHラジカルは疎水性

のラジカルであり,極性はペプチドとDPPHラジ

カルとの親和性に寄与しているかもしれない25)｡

一方ORAC法で精製された抗酸化ペプチドはあ

まり報告されていないが,N末端がTrp-Tyrで始

まるペプチドが数種発見されており,本研究で示

したとおりORAC法で高い活性を示すTrpやTyr

を含むペプチドが高いHAT活性を示す可能性が

高い｡例えば牛乳ホエータンパク質由来のTrp-

Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile, Trp-

Tyr-Ser,Trp-Tyr-Ser-Leu,Trp-Tyr-Ser-Leu-

Ala26･27)などが報告されている｡

次に,ペプチドが抗酸化活性を発現するために

重要な要素であると考えられるペプチドの極性と

ラジカル消去反応との関係について調査した｡極

性はペプチドが抗酸化活性を発現するために重要

な要素であることが示唆された｡そこでペプチド

とラジカルとの相互作用に関与する極性に着目

し,ペプチドの極性と抗酸化活性との関係につい

て調査した｡抗酸化物質とラジカルとの反応には

極性が関与している可能性が高い｡しかしながら

ペプチドの極性と抗酸化活性との関係を研究した

例はほとんどない｡そこで,HPLCを用いて疎水

性の低いフラクション1および疎水性の高いフラ

クション2のペプチド混合物を調製して各フラク

ションの抗酸化活性を測定した｡

DPPH法を用いた場合 (Fig.3),サンプルを60

〟1添加した時は両フラクション間に活性の有意

差は見られなかったが,200pl添加するとフラク

ション1は2と比較して有意に高い活性を示し

た｡また豚肉MPsに占めるフラクション1および
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2の構成比はそれぞれ21.2%および78.8%であり

MPsは比較的疎水性の高いペプチ ドを多く含ん

でいたことが判明した｡DPPH法にて,MPsとフ

ラクション2 (添加量60JJl)の活性を比較する

とほほ等しいことから,MPsは主にフラクション

2由来の抗酸化活性を発現している可能性が示唆

された｡

一方,ORAC法を用いて抗酸化活性を測定した

ところ (Fig.4),0.5mg/mlでの比較では各フラク

ション間で大きな差は見られなかったが,1.0mg/

mlの比較ではDPPH法を用いた時と同様にフラク

ション1の方がより高い活性を示した｡さらに抗

酸化活性の経時的変化を調査すると (Fig.5),

若干だがフラクション1 (1.0mg/ml)はET型に

近いパターンを発現している可能性が示唆され

た｡これはフラクション1が比較的高いET活性

を示したことが原因だと推測された｡またフラク

ション2 (1.0mg/ml)は牛および豚肉MPs同様に

His由来のHAT型抗酸化活性機序を有している可

能性が示唆された｡
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各フラクションに存在するペプチドの分子サイ

ズも抗酸化活性に影響を与えた可能性がある｡そ

こで各フラクションの分子量分布を分析すると,

フラクション1 (1,000Da～100Da)はフラク

ション2 (分子量7,500Da～700Da)よりも分子

量の小さなペプチドが多く存在した｡従って極性

の差だけでなく,ペプチドの分子サイズもラジカ

ルとの相互作用に影響を及ぼした可能性がある｡

最近,エビ製品の加工工程の副産物として生成さ

れる加水分解物のアミノ酸組成と分子量分布につ

いて検討し,分子量1,000以下の成分で40.4%の疎

水性アミノ酸を含む画分に高い抗酸化活性を認

め,100℃以上の加熱でも安定であると報告され

ている28)｡本研究で得られた結果も分子量的には

一致していた｡

様々な溶媒を用いて焼き栗から抽出してきた成

分の抗酸化活性 (DPPH法)を測定するとメタ

ノール抽出液の活性が最も高く,次いで水,そし

て最も低い活性を示したのがアセトンなどの疎水

性の高い溶媒であるという報告29)もあり,さらに

他の食品においても低疎水性溶媒で抽出した画分

の抗酸化活性が高い傾向にあるという研究結果が

多数報告されている｡ 以上の結果からペプチドと

各種ラジカルとの反応には疎水性度に起因する親

和性が関与し,疎水性の比較的低いペプチドがラ

ジカルの消去に有効である可能性が高いと考えら

れた｡

一連の本研究で得られた成果から,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, トリプシンやパンクレアチンで処理

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｡また,抗酸化活性も,

有意差は認められないものの各食肉加水分解物は

高い抗酸化活性を示した｡また,我々は豚肉の消

化酵素分解物を自然発症高血圧ラットおよび自然

発症糖尿病ラットを用いた持続投与実験を行った

結果,連続的に酵素処理肉を投与した自然発症高

血圧ラットおよび自然発症糖尿病ラットにおいて

血圧降下作用を示すと共に,血糖値を低下する傾

向を認めた30･31)｡

これらの結果を総合的に判断すると,生活習慣

病予防につながる効果を食肉に期待できるのでは

ないかと考えられ,食肉全体の価値を高めること

につながる結果であり,食肉消費の拡大に貢献し

ていくことが期待される｡

4.要 約

本研究はアミノ酸および食肉タンパク質酵素分

解物 (MPs)に関してMPsの抗酸化活性機序を

推定するとともに,ペプチドが抗酸化活性を発現

するために重要な条件を調査した｡

DPPH法およびORAC法のデータからアミノ酸

を抗酸化活性機序に基づいて分類すると,ET型

はCys,HAT型はHis,Met,Tyr,Trpとなった｡

特にCysおよびTrpは微量でも高い抗酸化活性を

示すことから,ペプチドの抗酸化活性発現に重要

なアミノ酸だと考えられた｡次に食肉タンパク質

酵素分解物の抗酸化活性機序の推定を試みた結

莱,MPsの抗酸化活性機序は主にHAT型であり,

牛および豚肉MPsはカルノシンやアンセリンな

どHis由来の活性,また鶏肉MPsはTrp由来の抗

酸化活性を発現している可能性が示唆された｡

そこで含有アミノ酸と抗酸化活性機序との関係

を詳細に調査するために,MPsを再構成した｡加

水分解アミノ酸分析の結果を反映 した再構成

MPsはよりもとのMPsに近い活性を示し,His由

来の抗酸化活性を発現した可能性が示唆された｡

DPPH法を用いた場合,再構成MPsはもとのMPs

より低い活性を示し,ORAC法を用いた場合,再

構成MPsはもとのMPsより高い活性を示した｡各

種ラジカルを消去できる抗酸化アミノ酸の種類が

異なることを考慮すると,特にDPPHラジカルの
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消去にはペプチド特有の立体構造も重要な要素に

なると考えられた｡

さらにペプチドとラジカルとの相互作用に関わ

る要素,特に極性に着目し,豚肉MPs由来の低疎

水性ペプチド混合物および高疎水性ペプチド混合

物の抗酸化活性を測定した｡各種ラジカルの消去

には低疎水性のペプチドが有効である可能性が考

えられ,ペプチドと各種ラジカルとの反応には疎

水性度に起因する親和性が関与することが示唆さ

れた｡

アミノ酸組成は抗酸化ペプチドに重要な要素で

ある｡ しかしアミノ酸配列もまた抗酸化活性発現

に重要な要素である｡ アミノ酸残基が適正に配列

されて初めて抗酸化活性が増強される｡ ペプチド

の抗酸化活性の発現について,様々な機構が提案

されているが未知の部分が多い｡従って今後はア

ミノ酸配列の抗酸化活性-の影響および,抗酸化

ペプチドの作用機構についてより詳細に研究して

いく必要がある｡

本研究で得られた成果から,各種食肉を加熱

後,消化酵素のペプシン, トリプシンやパンクレ

アチ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｡ま

た,抗酸化活性も,有意差は認められないものの

各食肉加水分解物は高い抗酸化活性を示した｡こ

れらの結果から,いずれの食肉を摂取しても生活

習慣病予防につながる効果を食肉に期待できるこ

とが示唆された｡
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