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I． はじめに

エチゼンクラゲは大型の食用クラゲの一種で、傘の直

径が2m、 重さ150kgに なるものもあるが、全体の97%

が水分である。エチゼンクラゲの大量発生は漁業に大 き

な被害 を与 えている。近畿大の牛田 ら1)は 、クラゲタ

ンパク質か らペプシン消化により8種 の降圧作用ペプチ

ドを報告 した。

　エチゼ ンクラゲの97%は 水分で、従来の方法では薄

い濃度のペプチ ド溶液 しか作成で きずその利用に限界が

あった。青森県ふるさと食品センター下北 ブランド研究

開発センター富田ら2)は 、砕片化 したエチゼンクラゲ

を ドラム ドライヤー法で直接乾燥させることで、粉末状

のクラゲをつ くることに成功 した。

Ⅱ.目的

　本研究では粉末クラゲを用いて高濃度の降圧ペプチ ド

溶液の作成 と、そのペプチ ドの分離精製と配列の決定を

目的とした。

Ⅲ.研 究方法

　エチゼンクラゲは、2006年1月 に八戸南浜沖で水揚げ

されたものの口腕、下傘等を切除し、洗浄 ・冷凍保存 しさ

れたものを解凍後、細断 ・脱塩及び粉砕 し、減圧ミキサー

で濃縮し、ドラム乾燥機で乾燥させ用いた。重量の異なる

粉末エチゼンクラゲに0.5Mの 酢酸をそれぞれ75ml加 え、

それぞれの溶液にクラゲの1%の 量のペプシンを添加 し、

37℃ で24時 間撹拝、その後同量のペプシンを添加し24

時間反応を行った。反応終了後、沸騰水中で10分 問ペプ

シンの不活化を行い、遠心分離したものの上清をエバポレー

トし凍結乾燥を行った。そのペプシン処理サンプルをSep-

Pak　Vac　C18に 供 し、0.1%ト リフルオロ酢酸(TFA)－ ア

セトニトリル(CH3CN)のCH3CN濃 度を0%か ら20%、

40%、60%に 段階的にあげて溶出を行った。各溶出画分を

回収後エバポレートし、凍結乾燥 を行った。ACE阻 害活

性の強かった40%CH3CN溶 出画分をCl8逆 相HPLCを

用いて20%か ら40%CH3CN/0.1%TFAの 直線的濃度勾

配溶出し、0-20分(Fr.1)、20-30分(Fr.2)、30-40分(Fr.3)、

40-50分(Fr.4)、50-60分(Fr.5)、60-90分(Fr.6)を そ れ

ぞれ分画 した。Fr.3は さらにC18逆 相HPLCに よる再分

画を行った。各ペプチドのアミノ酸配列決定はEdman分

解法で行った。

Ⅳ.結 果および考察

　表1よ り、クラゲの濃度が濃くなってもACE阻 害活性は

あることが分か り、このことから高濃度のクラゲ溶液の調

製が可能となった。最高で約20%の 溶液をつ くることがで

き、活性 は薄いものと変わりなく、クラゲペプチド溶液の

大量調製が可能となった。Sep-Pak　 Vac　C18に よる粗分

画から40%CH3CN画 分が最 も活性が強いことが解った。

この画分はC18逆 相HPLCに よりさらに分離精製を進め、

6つ に分画後ACE阻 害活性 を測定 した所、　Fr.3に 強い

活性が見られた。この画分は幾つかのピークが見られたの
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表2　 Fr.3-1～Fr.3-6の 収 量 と 阻 害 率

ACE阻 害 率(%)

　 　 　 **

収 量

(mg)*
画 分(ピ ー ク)

71.2

8.0

71.8

35.2

33．6

90.3

0.2

0.3

0.1

0.1

0.1

0.1

Fr.3-1

Fr.3-2

Fr.3-3

Fr.3-4

Fr.3-5

Fr.3-6

*全 注 入 量=1.Omg、 回 収 率=90%

**阻 害 率(%)は サ ンプ ル0.1mgあ た りで 計 算 した 。

表3　 ACE阻 害活性ペプチ ドのアミノ酸配列

アミノ酸配列

で さらに6つ に再 分 画(図1)、 そ れ ぞ れ のACE阻 害 活 性

を測 定 した とこ ろ、Fr.3-1、　Fr.3-3、　Fr3-6に 強 い 活 性 が

見 られ た(表2)。3つ の ペ プチ ドFr.3-1、　Fr.3-3、　Fr.3-6

につ いて ア ミノ酸 配 列 決 定 を行 った 結 果 、 純 度 はFr.3-6、

Fr.3-1、　Fr.3-3順 で あ った。　Fr.3-1は-Pro-Leuを 含 むデ カ

ペ プチ ドで あ る事 が わか った 。Fr.3-3は 低 収 量 の ドデ カペ

プ チ ドで あ った 。Fr.3-6はTyrをN端 末 とし、 芳 香 族 ア

ミノ酸 とProを 含 む ベ ンタペ プ チ ドで 純 度 も高 く、 量 的 に

多 く含 まれ る活 性 の 強 い ペ プチ ドで あ った(表3)。 今 後 、

Fr.3-6を 化 学 合 成 し、 活 性 の確 認 をお こな って行 きたい 。
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画分
3文 字1文 字

 Ile-Gly-Asp-Glu-Pro-Leu-Ala-Asn-
            Tyr-Leu 

Phe-Gly-Gly-(or Pro)I le-Asp-Asp-I Ie-
Asn-G l n-Tyr-(or II e)G ly-G l n-Ser-Asp 

Tyr-Tyr-AIa-Pro-Phe

 IGDEPLANYL 

FGG(orP)IDDINQ 
 Y(orl)GQSD 

   YYAPF

Fr.3-1 

Fr.3-3 

Fr.3-6

表1　 ク ラ ゲ ペ プ シ ン処 理 の ア ミ ノ酸 量 、IC、。値

　IC50

(mg/mL)

ア ミノ酸量

(mg/g粉 末クラ

　　ゲ)*

回収 ア ミノ酸

　量(mg))*
pH

粉末 ク

ラゲ

　(9)

6

5.8

7

7.6

6.1

5.2

8.3

6.2

102.19

106.69

100.88

86。08

107.67

76.19

117.08

101．78

51.09

160.04

504.39

430.4

807．51

571.42

1170.78

1526.7

2.66

2.97

3.39

2.51

3.49

2.51

3.54

3.68

0.5

1.5

5.0

50**

7.5

7.5**

　 10

　 15

*ア ミノ酸 量:ロ イ シ ン換 算(分 子 量131.18)、**pHを 調 整

Fr.3分 画 のC18逆 相HPLC図1

図1　 Fr.3分 画 のC18逆 相HPLC
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