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コ ラ ーゲ ン の 酵 素 加 水分 解 に よ る ブ イ ブ リ ン 凝集阻害 ペ プ チ ドの 生産

（工 技 院 ・微 工 研 、 “ EI本 ハ ム 中 央研 究所 ） Q 野 仲　功
＊

、 丸 山　進 、田 中秀 興

1目的 】 ト ロ ン ビ ン の 作 用 に よ り プ ィ プ リ ノ
ーゲ ン か ら フ ィ ブ リ ノ ペ プ チ ド A が 遊 離 し た

後 の フ ィ ブ リ ン α 鎖 あ N 末 端 ト リ ペ プ チ ド俄 y−PrQ 殖 rg は フ ィ ブ リ ン 凝 粲 隙害 活 性 を 有 す
る こ と が 報告さ れ て い る

乳
  演 者 ら は コ ラ ー

ゲ ン の 有 効 利 用 を 種 々 検討 じ だ 中 で 、コ ラ ー
ゲ ン に は Gly −Pro −Arg の 配 列 が 1 分 子 に つ き 20残 基 程 度 含ま れ て い る こ と に 着 自 し 、 コ ラ
ーゲ ン の 酵 素 加 水 分 解 液 の フ ィ ブ リ ン 凝 集 阻 害 活性 の 測 定 と Gly−Pro −Arg の 分 離 、精 製 を

試 み た 。

【方 法 】 豚 皮 由 来 コ ラ ーゲ ン を Tris −HC 正緩 衝 液 （pH7 ．2＞中 37℃ 、 18時 間 、Cl。stvidlum 　his
tolyticum 由 来 の コ ラ ゲナ

ー
ゼ に よ り加 水分解 し た 。ブ イ ブ リ ン 凝 集 阻 害 活 性 は 、 市販 年

一

由来 フ ィ ブ リ ノー
ゲ ン 、 トロ ン ビ ン を用 い て測 定 した。

【結 果 ｝酵 素 反 応 液 中 の 分 子 量 ．1 万 以 上 の 高 分 子物 質 を限外 瀘 過 に よ り除 去 し た 後 、逆浸
透 膜 （分 画 分 子 量 400） に よ り分 子 量 400 以 下 の Gly −Pro −・Argを含 む 粗製 物 を得 た e

’
次 に奉

粗製物 を イ オ ン 交 換 及 び 逆相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

によ り 分 離 、精製 しGly −Pro −Arg
を 得 た 。 分 子量 400 以 下 の 粗 製 物 の Gly 、Pro 、Arg の ア ミ ノ 酸組 成 比 は 1：e．4：0．13で あ り 、イ
オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー後 の Gly−Pro −Arg 画 分 の Gly 、Pro 、Arg の ア ミ ノ 酸 組 成 比 は 1：

b．4；O．5で あ っ た e 逆相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ イ r 後 の 精 eSGIy−Pro 哨 rg の 収 率 は 0．01％ 、
ア ミ ノ 酸 組 成 は 理 論 値 と ほ ぼ 一

致 した 。本 活性 測 定 系 にお け る ペ プチ ド無 添 加 の フ ィ ブ リ
ン 凝 集 時 間 は 80秒 で あ り、合 成 Gly −Pro−・Arg　O．4mM添 加 時 の フ イ プ リ ン 凝 集 時 問 は 170 秒 で

あ っ た 。 こ れ と同様 の 凝 集 阻害 効果 を示 す 分子 鍛 400 以 下 の 糂製 物 お よ び イ オ ン 交襖 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー後 の Gly −Pro −Argdi 分 濃度 は 、 そ れ ぞ れ 9．OmM、19mM（Gly換 算 濃度 ）で あ っ た 。

ま た コ ラ ゲ ナ ーゼ 以 外 の 酵素 に よ る 加 水 分 解物 の 活性 に つ い て も検討 し た。
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リッ チ蛋 白質 の 繰 り返 し配列に 存在する ペ プチ ドの プ ロ リル
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【目的】Z−Pro−Pr。ユinalな どの 脳 プ ロ リル エ ン ドペ プチ ダーゼ （PEP ）阻 害剤 は 抗健 忘作用

を有す る こ とが報告され て い る
V 。演 者は こ れ ま で に 食 晶蛋 白質 の 酵素加 水分解物 に含まれる

血圧 降下 ペ プチ ドな どを報岩 し て きた が、今回 、 トウ モ ロ コ シ、大豆、 ニ ン ジ ン な ど の 植物及

び動物 の 唾液腺な どに存在す る Proline−Rich　Protein （PRP ）の 繰 り返 し配 列 に存 在 す る ベ

ブチ ドを多種合成 し、そ の PEP 阻害活性を検討 した 。

【方法 】ペ プチドは A81 社の 430 且型固 相合成装置 によ り合 成 し た。　 PEP 阻害活性 は、臥麒

一 由来 の 市販 酵累 或は牛脳 ア ：ttトン パ ウダー
か ら部分精製 した酵素を用 い、　 O．4mH

Z−Gly−Pre−gNA を基 質と し て 測定 し た。

【結果 】 トウ モ ロ コ シ蛋 白質 γ
一ゼ イ ン に存在す る His−Leu・・Pro−Pro−Pro−Val及 びEis−Leu−Pro−

Pro−Pro−Va1−Hls −Leu −Pr  
一Pro −Pro −Valが各 々 80及 び 30μ 団の ICse値 で E．　 menin 　ose 　ticu 旧 由

来 PEP を阻害 した 。 上 記 ペ プチ ドは また牛 脳 由来 PEP も阻害 した 。 大豆 PRP に存 在す る

Lys−Pre−Pro−Val及び Lys−Pro−Pro−11eも PEP を阻害 したが、唾液線 螢 白質 申の Pro−Pro−Pro−

Pro−Gly−Gly−Pro−Gln−・Pro−Arg−Pro−Pro−Gln−Gly 或は コ ラ ーゲ ン 中の 　Gly−Pro−・Hyp−Gly −Pro−

Ala は 殆 と 阻害活性 を 示 さ な か っ た 。 次 い で、 トウ モ ロ コ シ蛋白質 γ
一ゼ イ ン を ズ ブチ リシ ン で

加水 分解す る こ と によ っ て、His−Leu−Pro−Pr 
一Pre−Va1 が得 られ る こ とを確認 し、　 P　R　P カ∫ら生

理活性 ペ プチ ドが 生産で き る こ とを示 した。
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