
  
  クズ葉のアンジオテンシン I 変換酵素 (ACE)

阻害活性物質の探索

  誌名 奈良県農業総合センター研究報告
ISSN 18821944
著者名 鷲田,和人

間島,いつか
團迫,智子
中野,智彦
石橋,泰史
小山,智之
野本,享資

発行元 奈良県農業総合センター
巻/号 42号
掲載ページ p. 7-11
発行年月 2011年3月

    
農林水産省 農林水産技術会議事務局筑波産学連携支援センター
Tsukuba Business-Academia Cooperation Support Center, Agriculture, Forestry and Fisheries Research Council
Secretariat

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



奈良農総セ研報 (Bull.Nara Agr. Exp. Sta.) 42:7-11.2011 

医霊園

クズ葉のアンジオチンシンE変換酵素 (ACE)阻害活性物質の探索

鷲田和人*1・間島いつか*1・圏迫智子*1 .中野智彦・石橋泰史*2・小山智之*2・野本事資*1 

Angiotensin I-Converting-Enzyme (ACE) Inhibitor 合omLeaves 
of Pueraria lobatα(Willd) Ohwi 

Kazuto W ASHIDA * 1， Itsuka MASHIMA * 1， Tomoko DANSAKO* 1， Tomohiko NAKANO， 

Taishi 1s開BASHI*2，Tomoyuki KOYAMAぷ， and Kyosuke NOMOTO* 1 

Summary 

A water extract of the leaves of Pueraria lobαta (Willd) Ohwi is known to show angiotensin 
1-convertin合en可me(ACE) inhibition activity. However， the ACE inhibitors derived from them remain unclear. 1n 
this study， we tried to search ACE inhibitors from the leaves of Pueraria lobαta (Willd) Ohwi and to evaluate the 
effect of their extract on angiotensin 1 -loaded mice. ln the results， genistein-7冊。冊apiosyl岨(1，6)“glucosidewas 
isolated from them as an ACE inhibitor. Its structure was elucidated based on spectroscopic analysis， which showed 
moderate ACE i油ibitionactivity (1Cso values 34.0凶1).Furthermore， a water ex回 ctof the leaves of Pueraria 
lobata (Willd) Ohwi decreased the blood“pressure gain induced by angiotensin 1 administration to mice. We found 
that the leaves harvested not only from plane cultivation but also from shelf cultivation exhibited ACE inhibition 
activity. Their activity tended to become strong as picking period of the leaves got late. It was indicated that 
whenever the leaves of Pueraria lobat.α(Willd) Ohwi were picked， their extract exhibited ACE inhibition activity. 

Key Words: Pueraria lobat，α(Willd) Ohwi， angiotensin I-converting-en勾rme(ACE) inhibitor， 
genistein-7輔O-apiosyl幽(1，6)-glucoside.

緒言

クズ (Puθ.rarialobata (Willd.) Ohwi)は，マメ

科のつる性多年生草本であり，根は生薬として葛棋

湯などに使用される.また，根から取れる質の長い

デンプンが食材として利用されている.加えて，葉

は家蓄の飼料だけでなく，人の食料としても利用さ

れ，様々な機能性を有することから，近年は健蟻食

品の素材としても注目されている.クズの中でも吉

野クズは奈良県特産の接物素材であり，我々はクズ

葉の機能性に関する研究を行っている.

食事の欧米化や食生活の多様化により，杷満や高

脂血症などの患者が増加し，それにともなって，高

血庄性疾患患者も急増し， 30歳以上の 4-----5割の人が

高血圧であるというのが現状である.高血圧は動脈

硬化，心臓病および脳卒中などのリスクファクター

であるため，高血圧予坊は重要な課題となっている.

それゆえ，特定保健用食品など日常的に摂取できる

食材による高出圧予防が注目されている.

アンジオテンシン I変換酵素(以下 ACEと略記)

はアンジオテンシン Iから昇圧作用のあるアンジオ

*1財団法人奈良県中小企業支援センター
*2東京海洋大学大学院海洋科学技術研究科

テンシン IIを生成する酵素である.人の血圧調節系

で重要な働きをしているこの酵素を阻害することに

より血圧上昇抑制効果がもたらされる.それゆえ，

ACE姐害は抗高血圧薬剤のターゲットになっている.

一方で，数多くの植物が ACE阻害活性を示すことが

報告されている lは)，5)，6)

クズの葉および花にも ACE組害活性を有すること

が報告されているが 3) その活性成分については明ら

かとなっていない.加えて，クズ葉の抽出物の invivo 

試験で、の血圧上昇抑制効果ついては不明である.そ

こで，われわれはクズ葉由来の ACE阻害活性物質を

単離するとともにクズ葉抽出物の invivoでの血圧

上昇抑制効果について検討した.

材料および方法

実験 1 クズ葉由来ACE組審活性物震の単離，需定お

よびACE阻害活性の評偲

ACE阻害活性の測定

奈長県撞原市を流れる飛鳥川の土手に自生してい

るクズ葉を 2008年 12月に採取し、水で洗浄後，直

この研究はJSTの奈良県地域結集型研究開発プログラムのもとで実施した
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ちに-80
0Cで急速冷凍して実験に使用するまで冷凍

蕗で保存した.クズ葉 1，250gに蒸留水 5000mQを

加え，インキュベートシエーカー(パーンステッド

社)で 300C，160 rpmで一晩撹枠・抽出し，この抽
出液をろ過して試料溶披とした.

クズ葉抽出物およびその精製画分の ACE阻害活性

はACEki t-WST (1司仁化学研究所)を用いて測定した.

ACE ki t-WSTは，アンジオテンシン I変換酵素 (ACE)

により 3-Hydroxybutyryl-GlyGly Gly (3HB-GGG)か

ら生成する 3-Hydroxybutyricacid (3HB)を酵素法

により検出する方法を使ったキットである.検出は

マイクロプレートリーダー (BIO-RAD社)を用い， 450 

m の吸光度を測定した.ACE限害活性は下記の計算

式を用いて算出した.

計算式

ACE 限害活性(毘害率(免) ) 

[(Ablank1-Asample*) / (Ablank1-Ablank2) J X 100 

Ablank1 :コントローノレの吸光度， Ablank2:試薬自

身の吸光度， Asample:サンプノレ添加時の吸光度

(*着也の強いサンプノレの場合は，サンプノレの希釈ご

とに sampleblank (サンプル自身の吸光度)を測定

し， Asampleから差し引いた値Asample'を用いた.) 

ACEを50弘阻害するために必要な試料濃度を IC50値

とし，段階的に希釈した試料溶披の ACEI迫害活性値

の近似曲線からその値を算出した.また，精製を進

めるときには，それぞれの画分を 1mg/凶 (最終濃

度 :77μg/叫)の濃度になるように添加したときの

ACE姐害活性で活性の強度を判断した.

クズ葉7.1<揺出液から ACE阻害活性物賓の精製

上記の操作で得られたクズ葉水抽出液5000mlをダ

イアイオンHP-20カラム(中60mmX 150 mm)に供し，

水画分 (49g， ACE阻害率:66免)と MeOH酪分 (6g， 

86覧)が得られた得られた HP-20MeOH酒分 500mg 

をODSカラム (Cosmosil140-C18 OPN，中20mmX 150 

mm)で分画し， 20%MeOH画分 (268mg， ACE阻害率:

82覧)， 40焔~eOH 商分(161 mg， 62対)， 60矧e側面分 (27

mg， 71免)および 100榔eOH圏分 (47mg， 0免)が拝ら

れた.

最も活性の高い 209似eOH画分 (50.5mg) を

Sephadex LH-20 (ゆ10mmX200 mm， 50糊eOH)に供し，

Fr. 1 (2 mg， ACE阻害率:33弘)， Fr. 2 (27 mg， 72弘)， 

Fr. 3 (10 mg，目的， Fr. 4 (6 mg， 60先)およびFr.5 

(8 mg， 93覧)が得られた.

続いて，最も活性の高いFr.5 (8 mg)を分取HPLC

(Inertsi 1 ODS-3 ([中20X 250 mmJ， 40先MeOH，10 ml/min， 

UV 254 nm)で 12画分に分取した.この中で最も ACE

組害活性が高かったのはFr.5F (ACE阻害塁手:95免)で

あった.この Fr.5Fは量が少なかったため大量精製

した.

ACE阻害活性物質の大量精製

前項での Fr. 5Fの HPLCでのピークを指標に，大

量精製を行った.前項で得られた HP-20MeOH画分 (4

g) を ODSカラム (Cosmosil 140-C18 OPN，中30

mmX 110 mm)に供し，20免除OH問分 (1329mg) ， 40弘MeOH

分 (2125mg)， 60糊eOH画分 (840mg) および

100糊eOH画分 (394mg)が得られた

Fr. 5Fのピークが確認された ODS40糊eOH画分 (2

g)をSephadexLH-20 (や20mm X 200 mm， 50蜘eOH)に

より精製し， Fr. 1 (1128 mg)， Fr. 2 (481 mg)お

よびFr. 3 (111 mg)の3画分に分画した.

続いて， Fr. 5Fのピークが確認できた LH-20Fr. 2 

(400 mg)を分取即LC(Inertsil ODS-3 [中20X250 mmJ， 

40榔eOH，10 mQ /min， UV 254 nm)で 5酒分に分取

し，さらに得られた Fr. 2 (30 mg) を分取 HPLC

(Inertsil ODS-3[中20X 250 mmJ， 20%アセトニトリ

ル， 8 mQ /min， UV 254 nm)で最終精製し， ACE陸害

活性物質を 9mg単離した.

NMRと王SI-MSによる測定

トIMRは BrukerBioSpin GMBH社製の AV凶CE-750

(lH-NMR: 750 MHz， 13C-NMR: 187. 5続Iz)で測定した.

ESトMSはWaters社製の ACQUITYUPLC Systemを連結

させた Waters社製の LCTpremier XEのポジティブ

モードで測定した.

実験2 クズ葉抽出物のアンジオテンシンI負荷マウ

スの虫圧上昇に対する効果

5週齢の ddYマウス(雄， SLC)は 1週間予備飼育

したのち，実験に使用した.本動物実験は「東京海

洋大学動物実験指針J，こ従って実施した.マウスは，

コントロール群 (ND，ヂ8)，クズ葉水抽出物投与群

(500 mg， 1000および 2000mg/kg，それぞれ肝8)，

クズ葉エタノール抽出物投与群 (500mg， 1000およ

び 2000mg/kg，それぞれ n=8)に分け，サンプルを

経口投与した 1時間後にアンジオテンシン 1(150 

問 /kg)を腹腔内投与した.そして，その前後のマウ
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スの収縮期血圧を測定し，アンジオテンシン I投与

前後の収縮期血圧の差を計算し，コントロール群の

値との比較からJIIl圧上昇抑制効果を評価した.

¥3' 

〆にOH

ACEs.筈j吉抗生物質の構造と主婆なHMBCおよびROESY相

関

F i g. 1. Surmary of陥蹴 and郎ESYspectra I data of ACE i nh i b i tor. 
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第1図

実験3 異なる栽培法でのクズ葉抽出物のAGE阻害活

性の季節変動

クズ葉は 2008年に奈良県高原農業振興センターで

平面 (5，6， 7， 8， 9および 10月にそれぞれ採取)

および撤栽培 (5，6， 7， 8および 9月にそれぞれ採

取)したものを用いた.そして，コントローノレとし

ては，飛鳥川で採取したサンプルを用いた.この試

験では， 1C50値をクズ葉生重量 /m-'lで表した.飛鳥

川サンプノレでは，クズ葉 1gがクズ葉抽出物 44mg 

に相当する.
イ立であると決定し，グ/ルレコ一スとアピオ一スの結合

位霞は6"-H町/C1'"およびH仕一1'"γ/刈C6円の}捌f瑚MB配C相関より 6"

位と l'

あると決定した.そして， ES1-MSにおいて，この化

学構造の分子量 564に相当する m/包565(M+日)十にイ

オンピークが観察されたことから，単離した A偲阻害

活性物質が genistein-7-D-apiosyl-(1，6)-glucoside

であると同定した.

6，8， 13.6， 27.2， 68および 136凶の濃度で本物

震の ACE阻害活性を評価した結果を第2図に示した.

本物震の ACE阻害活性はp 濃度依存的に上昇した.

これらの結果から得られた本物質の 1C50値は 34凶

であった.

100 

80 

60 

40 

20 
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O 
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濃度 (μM)

第2図 単離したACE限害j毒性物質のj罰金(平瑚車二士擦準備菱、 r時)

Fig. 2. Activity of isolated AC王inhibitor (Mean土SD，r司).

実験2 クズ葉抽出物のアンジオテンシンI負梼マウ

スの車圧上昇に対する効果

第3閣に示したように，コントローノレ群で、はアンジ

オテンシン Iの腹腔内投与前後で収縮期血圧が 20"-'

27 mm Hg上昇した. しかしながら，コントロール群

と比較すると， 2000 mg/kgの濃度でクズ、葉のエタノ

~Jレ抽出物が血圧上昇抑制傾向を示し，クズ葉の水

抽出物が血圧上昇を有意に抑制した.そして，これ

実験 1 クズ葉由来ACE阻害活性物震の単離，向定

およびAGE臨書活性の評価

単離した物質について，各種NMRスベクトノレを測定

した. lH-NMR (CD30D， 750 MHz)においては， oH 8. 15 

(lH， s， H-2) ， 6.53 (lH， d， J = 2.0 Hz， H-6) ， 6.73 
(lH， d， J = 2.0 Hz， H-8) ， 7.39 (2H， d， J = 8.4 Hz， 
H-2'および H-6')， 6.85 (2H， d， J = 8.4 Hz， H-3' 
および日-5')，4.99 (lH， d， J = 8.8 Hz， H-1") ， 3.48 
(IH， m， H-2") ， 3.47 (IH， m， H-3") ， 3.34 (IH， m， 

H-4") ， 3. 69 (IH， m，日-5")，3. 63 (IH， m， H-6"a)， 

4.05 (lH， dd， J = 1.5， 10.5 Hz，日 6"b)， 4. 97 (IH， 
d， J = 2. 4 Hz， H-1"')， 3.95 (IH， d， J = 2.3 Hz， H-2"')， 
3.78 (IH， m，討…4'''a)， 4.04 (1托 d，J = 9.4 Hz， 
H-4"も)， 3.61 (2H， m， H-5''') にシグナノレが観測さ

れ， 13C-NMR (CD30D， 187. 5 MHz)においては， 8C 155. 4 

(C2) ， 125.0 (C3)， 182.6 (C4) ， 163.5 (C5) ， 101. 2 

(C6) ， 164. 7 (C7) ， 96.0 (C8)， 159.3 (C9) ， 108. 1 

(C10) ， 123.2 (Cγ)， 131. 4 (C2'および C6')，116.3 

(C3'および C5')，158.9 (C4') ， 101. 7 (C1") ， 74.7 

(C2") ， 77. 9 (C3") ， 71. 7 (C4") ， 77. 2 (C5") ， 69. 1 

(C6") ， 111. 2 (C1"')， 78.2 (C2"')， 80.5 (C3"')， 75.1 

(C4"つ， 65. 8 (C5"')にシグナノレが観関された. これ

らのシグナノレのパターンから，イソフラボン骨格と 2

つの糖の存在が示唆された.続いて， HMQCや間BCな

どの 2次元帥!Rスベクトルの詳細な解析により，こ

れらのシグナノレを帰属した.最終的に， genisteinと

クツレコースの結合位置は， H-1"/C7の捌BC相関と

討-6/日…1"およびH-8/日-1"のROESY相関より， 7位と 1"

果結

(
ポ
)
割
拠
鞠
盟
凶
O
〈

68 13.6 6.8 
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なる傾向が認められた.一方，どの時期に採取しで

も安定的に ACE~且害活性を示すことがわかった.

らの抽出物の効果は、 500mg， 1000および2000mg/kg 

と投与量を増加させることで活性が増強し、濃度依

存的な傾向が認められた(第3図).これらのことか

ら，クズ葉の水抽出物が invivoの試験において，

血圧上昇を抑制することが判明した. 繋

クズ葉の ACE 阻害活性物質として，

genistein-7-D-apiosylー(1， 6)-glucoside を単離し

た.クズ葉中には本物質以外にも ACE阻害活性物質

が存在すると考えられたが，それらは極微量であり，

本研究では単離することができなかった.間じアグ

リコンを有する genisteinや genistinとACE阻害活

性の比較を検討したが，これらの物質は水に不溶で

考

実験3異なる栽培法でのクズ葉抽出物のACE~il審活
性の季節変動

第 4図に示したように，飛鳥)11サンプルの 1C50値

が 0.6mg/mfともっとも強かった.そして，平面栽培

の 1C50植は 0.97"'1.47 mg/mfで、あり，棚栽培の 1C50

値は 0.71"'1. 46 mg/mfであった.これらの結果から，

どちらの栽培法でも採取時期が遅いほど活性が強く

に
J

n

u

伊コ

n
u

に
d
n
υ

に
J

n

u

、
コ
今
コ
、
，
ム
吋
，
ゐ
咽
4

4

よ

{
闘
志

E
E
}援
隊
ベ
出
様
即
時
穏
当

n

u

k

u

n

U

R

u

n

u

 

n
d

の
L

n

，
‘
‘
t

4

3

{凶

Z
E
E
}援
隊
H

「
附
頃
町
時
接
話
『
5 

2000mg/kg 1000mg/匂SOOmg/kg 

アンジオテンシン1:負荷マウス!こ対するクズ弼白出物の効果

(左 7k摘出物、右:ヱタノー)l抽出物、平均{護士標準呉室長、伊8，体 p<O.Olvs.∞ntrol) 
Fig. 3. Effects of Pueraria /ol沼taI邑afextract on angiotensin ¥-¥oaded mice 

(1 eft， water extract; r i ght， ethano ¥ extract， Mean土 SE，rF8，僻.〆0.01vs.∞ηtro¥l . 

Control 1000mg/kg 2000mg/kg 500mg/kg Control 

。

第3図
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あり，サンフ。ノレ水溶液しか使用できない本キットで

は活性を評価することができなかった.クズの主要

二次代謝物質である puerarinは水に可溶で、あったの

で，活性を評値したところ，ほとんど活性がなかっ

た.フラボノイド類の ACE姐害活性としては，ケノレ

セチン，イソラムネチンおよびケンフェロール配糖

体(158.9'""'708. 8凶)が知られているがペ今回単

離した物震の方が 5'""'10倍くらい強い活性を示した.

クズ葉の水抽出物およびエタノーノレ抽出物につい

て，アンジオテンシン I負荷マウスに対する血庄上

昇抑制活性を評価したところ，水抽出物に抑制効果

が見られた.本試験においてマウスの血任が上昇す

るためには， ACEがアンジオテンシン Iをアンジオテ

ンシン IIに変換する必要がある.コントローノレの試

験では血圧が上昇していることから，投与したアン

ジオテンシン IはIIに変化したと考えられる.クズ

葉抽出物が lnη troでACEを組害することから 3)

生体内でも ACEを阻害したと推定された.実際，ア

ンジオテンシン II負碕マウスに対して，クズ葉抽出

物を投与しでも，ほとんど血圧上昇を抑制しなかっ

たことからも(未発表データ)，生体内での ACE阻害

が血庄上昇抑制活性のメカニズムだと考えられる.

異なる栽培法で栽培したクズ葉の ACE阻害活性の

季節変動を検討したところ，概栽培，平面栽培とも

に探取時期が遅いほど ACE阻害活性が強くなる傾向

を示したが，どの時期に採取しでも安定的に活性を

示すことがわかった.このことから，クズ葉の収穫

に適した栽培である棚栽培でも平商栽培のように活

性を示すこと，高品価値の高い縁の葉が得られる夏

収穫でも活性を示すことが判明した.

構饗

クズ葉のアンジオテンシン I変換酵素 (ACE)祖害

活性については知られていたが，その活性物質およ

び invivoでの車庄上昇抑制作用については不明で、

あった.そこで，本研究ではクズ葉に含まれる ACE

担害物質の探索とクズ葉抽出物の単回投与によるマ

ウスの血圧上昇抑制活性を評価した.その結果，ク

ズ葉の水抽出物から， ACE阻害活性物質を単離するこ

とに成功した.そして，機器分析学的手法により，

その化学構造を

genisitein-7-o-apiosyl-(1，6)-glucosideであると
決定した.この化合物の ACE~且害活性は 1C50 34凶

、も，，
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であった.さらに，クズ葉の水抽出物の単回投与に

より，マウスのアンジオテンシン I誘導性血庄上昇

を有意に抑制することが判明した.棚栽培でも平臨

栽培でも，クズ葉抽出物はACE阻害活性を示すこと，

採取時期が遅いほど活性が強まる傾向が見られたも

のの，いずれの時期に採取しでも、活性を示すこと

が判明した.
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