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大和マナのアンジオチンシンE変換酵素 (AC正)障害活性物質の探索
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大和マナ (Brassicara押し OleiferaGroup)は

奈良県在来のツケナである.これまでにその機能性

に関する研究は行われていなかったが，最近，大和

マナ含有成分が抗炎症作用 3) 脂質吸収抑制作用ペ

抗肥満額向 5) を示すことが報告されている.さらに，

大和マナは血圧の上昇に関わる酵素であるアンジオ

テンシン I変換酵素 (ACE)をi塩害する成分を含有す

ること，生育時期，部位，調理によってその阻害活

性が変化することについても報告されているI)しか

しながら， ACE阻害活性物質については明らかになっ

ていなかった.そこで，その活性成分の探索研究を

行ったので，報告する.

材料および方法

供試材料

大和マナは Fl品種‘夏なら菜， (ナント種高)を五

銭市の露地闘場で栽培し、草丈約 30cmに達した 2009

年 10丹 19日に収穫した.試料は水で洗浄後，水気

をふき取り，藍ちに-80ocで急速冷凍し，凍結乾燥
した後，粉末化した.この大和マナ凍結乾燥粉末(ぬ)

を実験に用いた.

試薬

HPLCには和光純薬製の HPLC用蒸留水，メタノーノレ

およびアセトニトリル (CH3CN) を用いた.その他の

試薬は和光純薬製の特級のものを使用した.

ACE題寄活性の測定

ACE ki t-WST (問仁化学研究所)を用いて，付鵜の

マニュアノレに従い，大和マナ抽出物およびその精製

画分の ACE阻害活性を測定した.ACE ki t-WSTは，ア

ンジオテンシン I変換酵素 (ACE) により

* 財鴎法人奈良県中小企業支援センター

3-Hydroxybutyryl-Gly-Gly-Gly (3HB-GGG)から生成

する 3-Hydroxybutyricacid (3HB) を酵素法により

検出する方法である.マイクロプレートリーダー

(BIO-RAD社)を用い， 450 nmの吸光度を測定して，

ACE祖害率を評価した.また，精製を進めるときには，

それぞれの画分0.1mg/mf (最終濃度:7.7同 /mf) を

添加したときのACE阻害率で活性の強度を判断した.

機器

IH-NMRはBrukerBioSpin GM聞社製のDMX…500(500 

MHz)で測定した.ESトMSは Waters社製の ACQUITY

UPLC 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.

結果および考察

大和マナ水抽出液の ACE姐害活性

大和マナ印100gに蒸留水 3fを加え，インキュベ

ートシエーカー(パーンステッド社)で30oc， 160 rpm 
で一晩撹持・抽出し，この抽出液を遠心分離後，ろ

過した.得られたろ液を段階的に希釈し，試料溶液

とした.これを ACEkit-WSTを用いて ACE阻害活性

試験を行った結果，大和マナ水抽出物 O.1 mg/mfの

ACE担害率は械であった.

AC王阻害活性物質の精製

精製は第 1図のように行った。上述の大和マナ水

抽出ろ液 (3f) をダイヤイオンヨP-20カラムに供し，

水(1-120)画分(重量:36100 mg， ACE阻害率:7免)と

メタノール (MeOH)画分(1900mg， 45%) に分画し

た.

得られた HP-20-MeOH画分 (1800mg) をSephadex

G-50カラム (HzO) に供し， Fr. 1 (147 mg， 2見)， 

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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大?マナ凍結乾燥物(れ1∞
水抽出液{符3e，6%)
I D附 NHP却(中60X90mm) 
メタノール(MeOH)函分(1900mg， 45%) 

I Se陶 dexG剖{中20X4∞mm)
Fr. 3 (1200 mg， 54%) 
ODS①Co抑制叩九OPN(似OX270mm) 

水(H20)廼分 (650mg， 54%) 

ODS②C…M叫 O附 (cp20X270mm) 
10，，/0陥eOH額分 (280mg， 61%) 
ODS③Cosmosil140ωC，sOPN (中20X270mm) 

10争被eOH③函分 (35mg， 85%) 
PreねHPLC①InertsilODS-3 (中，20x250mm) 
5%アセトニトリルCCH3CN)(0.05%τFA) 

Fr. 3 (30 mg， 79%) 

| 附…伊肌叩…L峨叫ωゆ i…n
5%CトH，CαN、埼l(ρ0.05%TFA刈)→80minω吋ゆ50%CH，CN(仰0企.05%TFA)

Fr. 1 (17 mg， 92%) 
P田p.HPLC③Inertsil 00$-3 (キ20x250mm) 
5% CH，CN (0.05% TFA)→80min吋 25%CH，CN (0.05% TFA) 

Fr. 3 (2.8 mg， 98%) Fr. 4 (2.3 mg， 87%) 
P問p.HPLC④Inertsil 00$-3 Prep. HPLC⑤In制 sil00$-3 
(中20x 250 mm) I (中，20X250mm) 
9% CH，CN (0.05% TF，l¥) I 9% CH，CN (0.05% TFA) 

活性翻分Fr.2
(0.1 mg， 105%) 

活性随分Fr.3 活性泌分Fr.4
(0.5 mg， 104%) (0.3 mg， 104%) 

第1図対日マナから縦隠器副生物質の精製(愛翠舵阻害相生)

Fig. 1. Purification of ACE inhibitor frαn Y領就か明治限(明日ight， AC王

irわibitoryactivity) 

Fr. 2 (166 mg， 20%)， Fr. 3 (1285 mg， 54覧)， Fr. 4 

(80 mg， 39弘)， Fr. 5 (84 mg， 30先)に分画した.

最も活性の高い G-50-Fr.3 (1200 mg) をODSカラ

ムで分画し， HzO繭分 (670mg， 54覧)， 20%MeOH画分

(293 mg，位協)， 40糊eOH画分(104mg， 33見)， 60捌eOH

画分 (110mg， 40免)， 100糊eOH画分 (46mg， 18弘)に

分離した.

最も活性の高いODS①-HzO画分 (650mg) をもう一

度 ODSカラムで， HzO①画分 (4mg， 25免)， HzO②画

分(109mg， 23免)， HzO③頭分 (30mg， 57見)， H20④ 

画分 (50mg， 36%)， 10間eOH画分 (289mg， 61見)， 

100糊eOH画分 (170mg， 56免)に分癒した.

最も活性の高い ODS②-109似eOH画分(280mg) を再

度 ODSカラムで分間し， H20画分 (3mg， 23見)， 5糊eOH

E分 (74 mg， 32幼， 10免除OH①画分 (55 mg， 43九)， 

10糊eOH②薗分 (74mg， 42免)， 10制!eOH③画分 (36mg， 

85弘)， 10免除OH④臨分(13mg， 83弘)， 100免除OH踊分(15

mg， 90免)に分画した.

活性が高く重量の多かった ODS③-10間eOH③画分

(35 mg) を分取 HPLC(10 mf/min， UV 254 nm) で 3

商分に分取した.

最も活性の高いHPLC①-Fr. 3 (30 mg， 79見)を分

取 HPLC(10 mf/min， UV 254 nm)で 6画分に分取し

た.

最も活性の高い HPLC② Fr. 1 (17 mg， 92弘)を分

取舵LC(10 mf/min， UV 254 nm) で 12画分に分取し

た.

活性の高い HPLC③-Fr. 3 (2.8 mg， 98引を分取

HPLC (10 mf/min， UV 254 nm) で 5画分に分画し，

活性細分Fr.3 (0.5 mg， 104免)，活性画分Fr.4 (0.30 

mg， 104見)を得た.間様に，活性の高い HPLC③-Fr.4 

(2.3 mg， 87却を分取HPLC(10 mUmin， UV 254 nm) 

で4画分に分画し，活性画分Fr.2 (0. 1 mg， 105免)を

得た.

活性画分の構造解析

活性画分Fr.2， 3， 4の構造解析を行った.まず，

それぞれについて， 1H-NMRスベクトノレを測定したが，

測定溶媒由来のシグ、ナノレ以外は観測されなかった.

一方， ESトMSにおいては，これら 3つの活性画分中

の主要な化合物と推測される物質の分子量が観測さ

れた.分子量は， 3つの画分に共通であり，分子量

325に相当する m/包326(M+H) +にイオンゼークが観察

された.このことから，これら三つの活性画分の主

要な化合物は共通であり，分子量 325の低分子化合

物であることが推関された.

まとめ

大和マナの ACE盟害活性物質の探索を行った.そ

の結果，非常に強力な活性を示す 3つの商分を得る

ことができた.しかし，これらの画分の重量が微量

で、あったために，活性物質の単離には歪らなかった.

これらの酉分それぞれについて， lH 陥~R を測定した

ところ，シグナノレはほとんど観測できなかった. し

かしながら， ESトMSでは，これらの画分の主要な化

合物の分子量に対ttすると予測されるイオンピーク

が観慨された.これら 3つの画分から得られるマス

スベクトノレの主要なイオンピークは同じであり，主

要成分は開じであると考えられた.これらのことか

ら， 3つの活性画分中の活性物質は，共通であり、極

微量に存在する低分子化合物であると推定される.

アブラナ科植物の ACE陸害活性物質としてはブロツ

コリーからトジペプチドが単離されている 2) 大和マ

ナの活性物質もトリペプチドである可能性がある.

今後は，活性物質を単離し，その構造と活性を明ら
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かにする予定である.
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