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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。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6種

の降圧作用ペ プチ ド、FTAPMN、 　STKASGKL　 LAY、

LAL、　ICA及 びIRAを 報告 した。

　エチゼンクラゲの97%は 水分で、従来の方法 では低

濃度のペプチ ド溶液 しか調製できず、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。

　昨年の本研究発表会において、この粉末クラゲを用い

た高濃度の降圧ペプチ ド溶液の調製法と、新たな活性ペ

プチ ドの分離精製 と配列を報告 した。

Ⅱ.目 的

　本 研 究 で は最 も活 性 の 強 か っ た 降圧 ペ プチ ド

YYAPF-XのC末 端配列 を検討 した。また、 このペ プ

チ ドについて化学合成を行い、次にC一末端から川頁にア

ミノ酸 を切断 したペプチ ドの生理活性 をin　vitroで検討

したので報告する。

Ⅲ.研究方法

　 1.試 料

　　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粉末とし

　た。

　 2.粉 末クラゲのペプシン処理

　 粉末エ チゼ ンクラゲ0.5gに0.5　 Mの 酢 酸 を75ml

　(pH　2.47)加 え、37℃ で5分 間予備加 熱 し、 それ

　ぞれの溶液 にクラゲの1%量 のペ プシ ンを添加 し、

　37℃ で24時 間撹拌 、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 間ペ プシ ンを不活化 し、8,800rpm、30分 間遠

　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。

　 3.活 性ペプチ ドの分離精製(ス キーム1)

　　 1)Sep-PakVac　 C18に よる粗分画

　　 粉末クラゲのペプシン処理試料2.59gを25mlの

　 超純水 に溶解 しSep-PakVac　 Cl8カ ー トリッジに

　 供 し、その後0.1%TFA-CH3CNのCH3CN濃 度 を

　 0%か ら20%、40%、60%に 段階的にあげて各溶液

　 25mLで 溶出を行った。各溶出画分 を回収後エバポ
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　YYAPRXに ついてMALDI-TOF　 MS/MSに よるア

ミノ酸配列決定 を行 った結果、C末 端 はQま たはEで

あることがわかった。

　ACE阻 害活性 は酢酸型ではYYAPFQのIC50が0.46

mMと 最 も強か った。この ことか ら、 この降圧ペ プチ

ドのC末 端はQで あることが推察 された。

今後、YYAPFQ(E)のin　 vivoで 活性の確認 をおこなっ

て行 きたい。
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乾燥粉末

←Sep-PakVac　 C18分 画

0.1%TFA-CH3CN直 線 勾 配 溶 出

40%CH3CN20%CH3CN0%CH3CN

←逆相HPLC　0.1%TFA-CH3CN直線勾配溶出

Fr.6Fr.5Fr.4Fr.3Fr.2Fr.1

← 逆 相HPLC

O.1%TFA-CH3CN直 線 勾配溶 出

Fr.3-6Fr.3-5Fr.3-4Fr3-3Fr.3-2Fr.3-1

スキーム1.ペ プチ ドの分離精製

　　 2)C18逆 相 高 速液体 ク ロマ トグ ラフィー(C18逆 相

　　HPLC)に よ る分離精 製

　　 1)の40%CH3CN溶 出 画 分 をC18逆 相HPLC

　 　 (ODS120T,4.6mm×250mm)を 用 い て20%か ら

　　40%　 CH3CN/0.1%TFAの 直 線 的濃 度勾配溶 出、流

　　速1ml/min,30℃ で5mlず つ 分画 した。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 れ減 圧 乾 固

　　 した。Fr.3は さ らにFr3-!～Fr3-6の6つ に分 画 し

　　た。

　 4.YYAPF-Xの ア ミノ酸配列決定

　　MALDI-TOF　 MS/MS(Matrix　 Assisted　 Laser

　Desorption/lonization(マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー

　ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法)-Time　 of　Flight　Mass

Spectrornetry(飛 行 時 間型質量分析法))で 測 定 した。

　 5.合 成 ペ プチ ド

　　合 成 ペ プ チ ドYYAPFQ(E)、 　YYAPF、 　YYAP、

YYAお よびYYの トリフル オロ酢 酸(TFA)型 お よび

　酢酸 型 のACE阻 害 活性 を測定 した。Ⅳ

.結 果 および考察

表1　 合成ペプチ ドのACE阻 害活性

　　　　TFA型 　 　　　　　　　酢酸型

IG50(mg/ml)　 IC50(mM)　 IC50(mg/ml)IC50(mM)

0.46

3.77

4.35

2.33

2.80

0.68

0.36

2.97

2.86

1.19

1.16

0.23

0.67

3.10

4.94

0.26

4.45

0.60

0.53

2.45

3.26

0.13

1.84

0.21

YYAPFQ

YYAPFE

YYAPF

YYAP

YYA

YY
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