
弘　前　医　学　64：50―57，2013

原　著

青森県特産食材に含有されるアンジオテンシン変換酵素阻害物質の探索
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抄録　本研究では，食事が多様な食品機能成分の摂取経路という一面を有し，疾病予防法を構築する上で有用な切り口
であることを鑑み，アンジオテンシンＩから強力な血圧上昇を有するアンジオテンシンIIへの変換を司るアンジオテン
シン変換酵素（ACE）を標的として，青森県特産の農産物及び水産物に含まれる ACE 阻害物質の探索を行った．青森県
特産食材より蒸留水で抽出した抽出液について，ACE 阻害活性の評価を行った．ACE 阻害活性を示した抽出液から各
種カラム分画法にて ACE 阻害活性物質を単離・精製し，質量分析法により，ACE 阻害成分を同定した．その結果，カ
ボチャ，ニンニク，大豆，大鰐モヤシの抽出液に特に強い ACE 阻害活性を見出した．その中から，カボチャを対象と
して ACE 阻害活性成分の特定を試み，分子量303のムギネ酸前駆物質，ニコチアナミンがその機能実体である可能性を
強く示唆する結果を得た．
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IDENTIFICATION OF THE ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME 
INHIBITORS IN THE LOCAL PRODUCT OF AOMORI PREFECTURE
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and Makoto Hayakari1, 5）

Abstract　A dietary approach to ingest food factors from diet is important to prevent lifestyle-related diseases, such 
as obesity, hypertension and dyslipidemia. Among these diseases, hypertension has been well established as a leading 
risk factor for both cardiovascular disease and mortality in general. Angiotensin- Converting Enzyme （ACE） plays 
a key role in the regulation of blood pressure by conversion of the inactive decapeptide angiotensin I to vasoactive 
octapeptide angiotensin II, as well as by inactivation of the vasodilator bradykinin. The aim of this study is to identify 
the ACE Inhibitors in the local products of Aomori prefecture. We identified an ACE inhibitor （nicotianamine） from 
pumpkin.
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緒　　　言

　超高齢化の進展する我が国では，2012年の時
点で，年齢が65歳以上の人口は3083万人と，全
人口の24.2%を占めている1）．このような急速な
高齢化が進んでいる我が国では，高血圧症，糖尿
病，認知症などの生活習慣病の克服が大きな課題
となってきている．また，青森県においても年々
生活習慣病が増加傾向を示し，この傾向は若年層
にまで広がってきている2）．
　疾病の治療には一般に薬物が用いられるが，薬
物は「症状の速やかな治療・改善」を主たる目的と
するものであり，疾病予防を目的として健常人に
対して長期的に使用されることは稀である．一
方，日常生活の一環である食事は多様な食品機能
成分の摂取経路という一面を有し3），疾病予防法
を構築する上で有用な切り口である4-7）．これらの
背景から，食生活の改善は生活習慣病の予防にお
いて重要な意味を有する．
　高血圧症は，収縮期血圧が140 mmHg 以上も
しくは拡張期血圧が90 mmHg 以上と定義される
疾病であり，生活習慣病の中でも，高齢者医療費
の 3 割強を占める，克服すべき大きな課題となっ
ている．血圧調節において重要な役割を担ってい
る生体因子として，アンジオテンシン I から強力
な血圧上昇を有するアンジオテンシンIIへの変換
を司るアンジオテンシン変換酵素（ACE）が挙げ
られる8-10）．ACE は高血圧症の有効な治療標的で
あり，ACE を阻害する薬剤が，高血圧症治療薬
として多数開発され，既に広く臨床応用されてい
る11-13）．以上の背景を鑑みると，ACE 阻害物質
を含有する食品を多く摂る食生活は，生活習慣病
の予防に効果を有効であることが期待される．
　本研究では，青森県特産の農産物及び水産物に
含まれる ACE 阻害物質の探索を行い，見出した
食材の血圧降下作用について自然発症高血圧ラッ
トを用いた動物実験により評価を行った．

方　　　法

１）実験材料
　青森県産農産物及び水産物は市販品を購入し使
用した．Sprague-Dawley（SD）系雄性ラット（日

本クレア株式会社）は 6 週齢を用いた．自然発症
高血圧ラット（spontaneously hypertensive rat/
SHR，雄10週齢）は日本チャールス・リバー株式
会社より購入した．なお飼料はオリエンタル酵母
株式会社 Certified Diet MF を用いた．

２）食材抽出液の調製
　食材（各 5 g）の細片に 9 倍量の蒸留水を加え，
ポリトロンホモジナイザーで微細粒化後， 4 ℃
25,000 xg 30分間遠心して得た上清を用いて ACE
阻害活性を測定した．

３）ラット肺からの ACE の調製
　SD ラット肺（約50 g）に 5 倍量の20 mM トリ
ス塩酸緩衝液（pH 7.5）を加えてホモジナイズし，
20%ホモジネートを調製した．次に，ホモジネー
トを75,000 xg にて60分間遠心し，得られた沈査
物を50 ml の 1 % Triton X-100を含む20 mM ト
リス塩酸緩衝液（pH 7.5）に再溶解後， 4 ℃にて 3
時間撹拌し，ACE を膜画分から抽出した．抽出
液を75,000 xg にて60分間遠心し，上清（約50 ml）
を得た．
　上清を硫安分画（30〜60%）後遠心して得た沈
殿物を, 300 mM NaCl を含む50 mM ホウ酸ナト
リウム緩衝液（pH 8.3，0.01% Triton X-100含有）
で十分透析し脱塩を行った．次に医同緩衝液で
平衡化したリシノプリル-Sephadex 6B アフィニ
ティーカラム（2.5 x 15 cm）に付し，ACEを同カ
ラムに吸着させた．同緩衝液にて十分に洗浄後，
100 μM カプトプリル/5 mM リン酸緩衝液（pH 
6.5）溶液200 ml にて ACE を溶出した．ACE 活性
のある画分をそれぞれ50 mM リン酸緩衝液（pH 
8.3, 3L x 3 回8.3，0.01% Triton X-100および0.1%
アジ化ナトリウム含有）で 4 ℃にて 2 日間透析
し，カプトプリルおよび NaCl を完全に除去した
ものを酵素標本として用いた14）．

４）ACE 活性測定法
　ACE 活性の測定には，我々が開発した方法
を用いた15, 16）．すなわち，300 nM NaCl を含む
100 mM ホウ酸ナトリウム緩衝液中で，人工基質
5 mM hippuryl-histidyl-leucine と ACE（60〜65 
mU/ml溶液，25 μl）とを30分間反応させた．2N
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塩酸，50 μl で反応停止後，反応生成物の馬尿酸
を 3 %塩化シアヌール/ジオキサン溶液にて発色
させ，波長382 nmでの吸光度を酵素活性とした．
なお，1分間に産生される馬尿酸 1 μmol を酵素
1 単位（U）とした．
　また，ACE 阻害活性は，酵素反応液に，各食
材からの抽出液を添加し，非添加時の ACE 阻害
活性を100%としたときの比率（%）で表現した．

５）カボチャからの ACE 阻害物質の精製
　カボチャを細断し，ひき肉作製機にてさらに
細かくしたもの（500 g）に 9 倍量の蒸留水（4,500 
ml）を加え，ポリトロンホモジナイザーで微細粒
化後，4℃25,000 xg にて30分間遠心して得た上清
をアンモニウム溶液にて pH9.0に調整後，OH 型
に平衡化した陰イオン交換樹脂（AG 1-x8, 5 x 50 
cm, Bio-Rad）カラムに付した．蒸留水（5000 ml）
にて洗浄後，0.5 M HCl にて ACE 阻害物質を溶
出した．溶出液はエバポレーターにて濃縮した

（分画Ⅰ，約200 ml）．
　分画Ⅰの 6 分の 1（30 ml）を蒸留水で平衡化した
Sephadex G-25 （7 x 17 cm）カラムに付し糖類の
除去を行った．溶出液について ACE 活性の測定
を行い，ACE 阻害を示す分画を集め濃縮した．分
画Ⅰの残り50 ml についても同様の操作を実施し，
ACE 阻害を示す分画を集め濃縮した．続いて，濃
縮液の 4 分の 1 を再び Sephadex G-25 （2.5 x 50 
cm）カラムに付し，溶出液について ACE 阻害活性
を示す部分を集め濃縮した（分画Ⅱ，約15 ml）．
　分画Ⅱの 3 分の 1（ 5 ml）を蒸留水で平衡化し
たSephadex G-15 （2.5 x 50 cm）カラムにて分離
した．残りの分画Ⅱについても同様の分離操作
を行い，ACE 阻害活性部分を集め濃縮した（分画
Ⅲ，約 5 ml）．
　分画Ⅲを OH 型に平衡化した AG 1-x8 （2.5 x 
30 cm）に再び付し，0-2.0 M HCl リニアグラジエ
ント法にて ACE 阻害物質を分離し，阻害活性分
画を集め濃縮後乾燥した（分画Ⅳ，約30 mg）．
　分画Ⅳを0.1%トリフルオロ酢酸（TFA）水溶液
2 ml に溶解後，同溶液で平衡化した逆相系担体
C18（Wako Gel LP-60C18, 2x 10 cm，和光純薬工
業株式会社）カラムに付し，未吸着画分を集め，
濃縮後凍結乾燥した（分画Ⅴ，約 20 mg）．

　分画Ⅴをアンモニア水溶液（pH 9.6） 2 ml に溶
解後，同溶液で平衡化した SAX カラム（陰イオ
ン交換樹脂，4.6 x 15 cm，東ソー株式会社）を用
いた HPLC 法にて分離精製した．なお，試料の
注入は50 μl/回とした．HPLC の分離条件は，A
液にアンモニア水溶液（pH 9.6），B液に200 mM
ギ酸アンモニウム（pH 4.5）を用い， 2 分までをA
液100%， 2 〜60分 ま で をA液85%，B液15%と
した．流速は0.9 ml/分とした．分離した ACE 阻
害画分を分取後に集めて濃縮し，凍結乾燥した（分
画Ⅵ，約 4 mg）．
　分画Ⅵについて，質量分析を行った．

６）カボチャによるラットでの血圧降下作用
　SHR ラット用飼料のカボチャ含有量はそれぞ
れ10%および40%とした．まずカボチャを蒸留水
と共にペーストを作製し，ラット用粉餌（Certified 
Diet MF）と混合後，適当なサイズに裁断し乾燥
させて作製した．なお，対象群には粉餌と同成分
の固形飼料を用い，30日間自由に摂食させた．そ
の間非観血式血圧測定装置（MK1030型, 室町機械
株式会社）を用い，ラット尾動脈圧での収縮期お
よび拡張期血圧の変動を観察した（各群 n= 5 ）．
動物実験の内容については，弘前大学大学院医学
研究科動物実験委員会の承認を得て実施した．

７）数値処理
　統計的評価を要する実験結果は平均値±標準偏
差で表した．多群間の比較には，一元配置分散
分析を行い，有意差が認められた場合，Dunnett
の多重比較検定を行った．統計学的解析は，IBM 
SPSS21 Statistics Base （日本アイ・ビー・エム
株式会社）を用いた． 

結果・考察

１）ACE 阻害活性を発揮する青森県特産食材
　各種の青森県特産食材の抽出液について ACE
阻害活性を測定した．その結果，カボチャ，ニ
ンニク，大豆，大鰐モヤシの抽出液に90%以上の
ACE 阻害活性を見出した（図 1 ）．これらの食材
は，食生活を基盤とした高血圧予防法の構築にお
いて，有用な食材となる可能性が示唆された．
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２）カボチャの ACE 阻害活性を司る機能成分の
　　特定
　前項で，抽出液が特に強い ACE 阻害活性を示
した食材の中から，カボチャを対象として ACE
阻害活性成分の特定を試みた．なお，ニンニクに
キレート能を有するアリインおよびその類縁物質
が，そして大豆には各種ペプチド性物質の存在
が報告され，それらはいずれも ACE 阻害活性を
有することが報告されていることから17, 18）, 新規
ACE 阻害物質の存在が期待されるカボチャから
ACE 阻害物質の分離を検討した．
　カボチャ抽出液は添加量の増加に伴い，濃度
依存的に ACE 阻害効果が増強し，カボチャ抽出
液に ACE 阻害剤が存在していることが明らかと
なった．また，カボチャ抽出液の ACE 活性阻害
効果は抽出液の加熱処理による影響を受けなかっ
た（図 2 ）． 
　先ず，カボチャ抽出液について，酸性，中性，
およびアルカリ性の各条件下，各種有機溶剤（酢
酸エチルエステル，エーテル，クロロホルム，ベ
ンゼン）による ACE 阻害物質の抽出を試みたが，
いずれの溶剤にも ACE 阻害物質は抽出されな
かった（結果未掲載）．
　次に各種イオン交換樹脂による抽出を試みた結

果，AG1-x8 樹脂（陰イオン交換樹脂）に吸着する
ことが判明したため，以下 AG1-x8 樹脂カラムに
よる ACE 阻害物質の抽出を行った．カボチャ水
抽出液同カラムに吸着させ，0.5N 塩酸にて溶出
を行った．溶出液は200 ml までしか濃縮できな
かったため（分画Ⅰ），カボチャに含有される酸性
および中性多糖類が抽出されてきた可能性を考
え，分取用 Sephadex-G25カラム（8 x 15 cm）クロ
マトグラフィー法によるそれらの除去を行い，阻
害活性部分を濃縮後，再度分離用 Sephadex-G25
カラム（2.5 x 50 cm）による精製を行った．その
結果，ACE 阻害活性を示す物質は分子量1355を
示すシアノコバラミン（V. B12）より遅い画分に溶
出された（図 3 ）． 
　 溶 出 さ れ た 画 分 を 集 め 濃 縮 後（ 分 画 Ⅱ），
Sephadex-G15カラム（2.5 x 50cm）による分離後
阻害分画を濃縮した（分画Ⅲ，図 4 ）． 
　分画Ⅲを再度 AG1-x8 樹脂カラム（2.5 x 30 cm）
に付し，0〜2.0 M HCl のグラジエント法による
溶出を行った結果，ACE 阻害活性を示す分画は，
220 nm での吸光度の溶出パターンと一致した．
これらの ACE 阻害画分を濃縮後凍結乾燥し，分
画Ⅳを得た．
　得た試料を逆相系樹脂（ODS-C18）に付し，分画
中に含まれる共存物質の除去を行い，その未吸着

 

 

図 1 　青森県特産食材抽出液中 ACE 阻害活性．
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画分を濃縮後凍結乾燥し，分画Ⅴを得た．
　分画Ⅴを試料として陰イオン交換カラム（SAX
カラム，4.6 x 150 mm）を用いたHPLCにより，
カボチャに含有される ACE 阻害物質の精製を
行った．その結果，いくつかのピークが得られ，
うち，ピーク 5 ， 7 ， 8 に ACE 阻害活性が認め
られた（図 5 ）．これら各ピークを集め，濃縮乾燥
した ACE 阻害物質を質量分析用試料とした（分
画Ⅵ）．
　HPLC にて精製した ACE 阻害物質について，
質量分析を行った結果，ポジティブチャージ条件
下で［M+H］+304，ネガティブチャージ条件下で

［M-H］−302に相当するピークが確認され，単離
した ACE 阻害物質は分子量303と決定した.その
後弘前大学農学生命科学部橋元勝教授らの研究

で，この物質はムギネ酸前駆物質，ニコチアナミ
ンであることが判明した（図 6 ）．

３）カボチャの血圧降下作用に関する評価
　ACE 阻害成分を豊富に含有することが明らか
となったカボチャについて，その血圧降下作用を
生体レベルで評価することを目的として，SHR
を用いた検討を行った．SHR の血圧は生後4週目
ごろから徐々に上昇し，徐々に高血圧の症状を
呈す．対象群用飼料ならびに10%および40%カボ
チャ含有飼料で 4 週間飼育し，収縮期血圧なら
びに拡張期血圧に与える影響を評価した．飼育
後 3 日目からカボチャ飼料10%群，カボチャ飼料
40%群において，対象群に比較して収縮期血圧，
拡張期血圧のいずれも，血圧の低下が確認された

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 　カボチャ抽出液の ACE 阻害活性に対する加熱の影
響．　○；非加熱，●；加熱，N=3．

図 4 　Shephadex G-15によるカボチャ含有 ACE 阻害物質
の単離．

図 5 　SAX-HPLC によるカボチャ含有 ACE 阻害物質の精
製．

 

 

 

図 3 　Shephadex G-25によるカボチャ含有 ACE 阻害物質
の分離．
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（図 7 ）．この血圧降下作用は，投与期間終了まで
持続した．
　この結果から，ニコチアナミンをはじめとする
カボチャに含有される ACE 阻害成分が生体にお
いて血圧降下作用を発揮することが示されたた
め，血圧降下に必要な 1 日のカボチャ摂取量の

算出を試みた．厚生労働省より「血圧が高めの方」
向けの特定保健用食品に指定されている 2 種の
飲料の ACE 阻害活性とカボチャ抽出液の ACE
阻害活性を比較した．阻害率50%（IC50）を示した
カボチャ抽出液添加量は12 μl であった．同一の
実験系で阻害率50%を示した飲料Aの添加量は25 
μl，飲料Bの添加量は5 μl であった（図 8 ）．飲料

 

 

 

図 7 　カボチャ摂取が SHR の血圧に与える影響．
○；対象群の収縮期血圧，●；対象群の拡張期血圧，
□；10％カボチャ飼料群の収縮期血圧，■；10％カ
ボチャ飼料群の拡張期血圧，△；40％カボチャ飼料
群の収縮期血圧，▲；40％カボチャ飼料群の拡張期
血圧，N=5．

 

 

 

図 8 　特定保健用食品およびカボチャ抽出液の ACE 阻害
活性．
○；カボチャ抽出液，●；市販飲料A， ；市販飲料B，
N=3.

 

 

 

図 6 　単離精製したカボチャ含有 ACE 阻害物質の MS スペクトル．
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Aの 1 日摂取量は200 ml，飲料Bの 1 日摂取量
は100 ml であり，各飲料 1 日摂取量に相当する
カボチャの量はそれぞれ40 g および80 g と算出
された．これらの量は， 1 日の食事で無理なく
摂取できる量と考えられた．また，カボチャの
ACE 阻害活性は加熱による影響を受けなかった
ことから（図 2 ），多様な調理法が可能であり，こ
の点もまた，高血圧症の予防を念頭においた食生
活の提案において，カボチャが有用な食材である
ことを示している．
　高血圧症は，総患者数約800万人，推定患者数
は実に4000万とされる，我が国の生活習慣病の
中でも最も多い疾病である．高血圧症は心血管系
疾患の重要な危険因子であり，その予防・改善は
社会的課題の一つであるといえる19, 20）． 本研究
で得られた結果は，カボチャを活用した食生活が，
高血圧症の改善に有用な方法である可能性を示唆
するものであった．
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