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高橋砂織秋田県総合食品研究センター報告 Vo1.l4，31 - 47 (2012) 

食物由来レニン阻害物質に関する研究

高橋砂織

(秋田県総合食品研究センター)

Saori TAKAHASHI 

【要約】レニン・アンギオテンシン系 (Renin-angiotensinsystem， RAS)は、晴乳類におい

て最も解析が進んでいる昇圧機構である。これまで、 RASの制御を目指して活性測定が容

易なアンギオテンシン変換酵素 (Angiotensin1 converting enzyme， ACE)の阻害物質探索研

究が数多く行われてきた。 ACEは、 RAS以外にカリクレイン・キニン系にも作用し、カリ

ジンやブラジキンの分解にも関与することが明らかとなっている。そこで、 RASの最上流

に位置しており基質特異性も厳密なレニンに注目して阻害物質探索系の構築を試みた。そ

の結果、組換え型ヒトレニンの高発現系を確立するとともにヒトレニン活性測定用の新規

蛍光消光基質を開発することでレニン阻害物質探索系を構築した。本測定法を用いて各種

食材抽出液を探索した結果、大豆、米や山菜にレニン阻害活性を見出した。さらに、それ

ら阻害物質の構造を明らかにするとともに一部の阻害物質に関しては構造機能相関解析を

行ったので、これら最近の知見を解説する。

(本総説で用いた略語)

ACE， Angiotensin 1 converting enz戸ne;AI， Angiotensin 1; AII， Angiotensin 11; Dnp， 2，4・

dini仕opheny1; G1cNAc， N-acety1-D・・glucosamine; ManNAc， N-acety1-D幽mannosar凶ne; Nma， 

2・・(N-methyamino)benzoy1; PPE， prorenin processing e白戸ne;RAS， Renin-angiotensin system; 

RIA， radioimmunoassay; RnBP， Renin binding protein. 

1.緒言

血圧は、電解質、神経系やホノレモン系で巧みに制御されている。神経系での制御におい

ては緊張や体位変動などに伴い無意識のうちに適正な血圧を制御出来る機構が備わってい

る。一方、レニン・アンギオテンシン系は最も研究が進んで、いる血圧上昇機構であり、 100

年以上の研究の歴史がある。腎臓に血圧上昇を引き起こす物質の存在することが 1898年に

初めて TigerstedtとBergmannにより報告された [1]。この物質は、腎臓のラテン名に因んで

レニンと命名された。レニンの実態は長い間不明であったが、 1939年に He1merとPageに

より酵素であることが証明された [2]。さらに、 1977年に InagamiとMurakamiにより世界

で初めてブタの腎臓からレニンが単離された。レニンの精製は困難を極め、微生物由来の

アスバルティックプロテアーゼ、阻害剤であるべプスタチンを用いたアフイニティーカラム

の開発により精製が成功した [3]0ブタ腎臓から精製したレニンの分子量は約4万で、糖タ
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ンパク質であることが示されている。ブタ腎臓レニンの精製に引き続き、 1980年には

Yokosawaらによりヒト腎臓由来レニンの精製も行われた [4]。その後、レニンに関する生

化学的、分子生物学的研究は飛躍的に発展し、レニン・アンギオテンシン系の全容がほぼ

解明された [5，6]。

図1にレニン・アンギオテンシン系による血圧調節機構を示した。レニンは、主に腎臓

で生合成されておりレニン頼粒と呼ばれる内分泌頼粒内に貯留されている。頼粒内のレニ

ンは、ホルモンや神経の作用で血中に分泌される。血中のレニンは、糖タンパク質で、且つ

唯一のレニン基質であるアンギオテンシンノーゲンに作用してN末端 10残基目と 11残基

目の結合を特異的に切断し、 10残基のアミノ酸からなるアンギオテンシン 1(AI)を生成す

る。 AIは不活性ペプチドで、肺循環系や血管内皮細胞に存在するアンギオテンシン I変換

酵素(Angiotensin1 converting en勾me，ACE)により N末端2残基が切除され活性型ホルモン

のアンギオテンシン11(AII)に変換される。 AIIは直接血管内皮細胞に作用して血管を収縮

させ血圧上昇を引き起こす。また、AIIは副腎に作用してアルドステロンの分泌を促進する。

その結果、腎臓でのナトリウムの再吸収が活発となり、これに伴い血液中の水分量が多く

なることで血圧が上昇する。

アンギオテンシノーゲン(肝臓由来}

↓←レ=ン(腎臓由来}

↓ 

アンギオテンシン I(AI) (不活性ペプチド)
Asp聞Arg-Val-Tyr-Ile-His'干ro四Phe-His-Leu

↓←ACE (血管肉鹿細胞由来)
↓ 

アンギオテンシン 11(AII) (活性型ホルモン}
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe 

↓ 

血管収縮・アルドステロン分泌促進 → 血E土昇

図1.レニン・アンギオテンシン系による血圧調節機構

これまで RASの制御を目指して様々な薬剤が開発されている。その中で最初に市場され

たのが ACE阻害薬のカプトプリルである [7]。カプトプリルは長い間抗高血圧薬として使

用されておりその効果が実証されている。一方で健康志向の高まりから ACEをターゲット

とした特定保健用食品の開発が活発に進められており、 「血圧が高めの方」向けの飲料が

多数市場されている。

レニン阻害剤に関しては、 ACE阻害薬の開発に比べその歴史は浅く、数年前に漸くレニ

ン阻害剤「アリスキレン」が市場された [8・10]。アリスキレンは、最近日本でも認可され、

効果が明らかとなっている。レニン阻害物質に関連して、我々も内在性レニン阻害物質で

あるレニン結合タンパク質 (Reninbinding protein， Rt由P)に注目してその諸性質を明らかと
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した [11-15]0Rr由Pはレニンと同様、腎臓で生合成されており、レニンと結合して高分子

型レニンを形成し、レニン活性を強く阻害することが示されている [16]。最近、ぬ:tBPが糖

質関連酵素N四アセチルグルコサミン(N-acetyl・D・glucosamine，GlcNAc) 2・エピメラーゼであ

ることが判明し、多機能タンパク質として注目されている [17-22]0GlcNAc 2・エピメラーゼ

は、 GlcNAcとN-アセチルマンノサミン (N-acetyl心-mannosamine，ManNAc)との相互作用を

触媒する酵素であり、安価な GlcNAcから医薬原材料となる ManNAcの生産に応用出来る

可能性があり、本酵素の大量生産系の構築と効率的利用方法の開発が望まれている [23]。

前述のように、食物由来 ACEの阻害物質探索は 30年以上研究の歴史がある。しかしな

がら、食物由来レニン阻害物質に関する研究は殆ど行われて来なかった。その理由として、

レニンの精製が困難であること [3，4， 24]、活性測定方法が煩雑で且つ高価な放射標識化合

物が必要であること [25]などの理由が挙げられる。我々は、パキュロウイルス・昆虫細胞

発現系を用いた高効率組換え型ヒトレニン生産系を開発するとともに、簡便迅速なレニン

精製方法を確立した。また、レニン活性測定用の新規蛍光消光基質の開発にも成功した。

さらに、本測定系を用いて各種食材よりレニン阻害物質を探索した結果、大豆、米や山菜

などにレニン阻害物質を見出した。一方、レニン阻害物質の構造機能相関についても新た

な知見を得たので解説する。

2.組換え型ヒトレニン発現系の構築

( 1 )大腸菌を用いた組換え型ヒトレニンの発現、巻き戻しと応用

レニンは、 N 末端領域にプレ・プロ配列を持っており組換え型ヒトレニン (recombinant

human renin， rh・renin)の発現と巻き戻しには多くの時間と労力を必要とした。 lmaiらは、大

腸菌による組換え型ヒトレニンの発現を最初に試みた [26]。大腸菌にヒトプレプロレニン

cDNAを導入し発現を行った結果、プレプロレニンの菌体内発現は確認されたものの、発現

タンパク質は全て封入体を形成し活性型レニンを取得することは出来なかった。

我々も、大腸菌での高発現ベクターpET32a(Novagen社製、 Darmstadt，Germany)を用いて

レニンの発現を試みた [27]0pET32aは、 N末端領域にチオレドキシン遺伝子が導入されて

おり組換えタンパク質の安定化を目指して設計された高発現ベクターである。本ベクター

にヒトプレプロレニンcDNAを組み込んだ発現ベクターpETHRN1を構築し、大腸菌での高

発現に成功した。発現したプレプロレニンの大部分は封入体を形成した。この封入体は超

音波破砕と遠心分離の操作で、高純度に精製が可能で、あった。本封入体を 6Mの塩酸グアニジ

ンで可溶化後、高濃度のアルギニンと界面活性剤を含む緩衝液で透析し、透析により段階

的にアルギニンと界面活性剤の濃度を低下させることでプロレニンの巻き戻しに成功し

た。表 1に巻き戻しに使用した緩衝液組成を示した。

巻き戻し効率は数%程度であり、改善の余地が認められた。巻き戻しが終了したプロレ

ニンにトリプシンを作用させて、活性型レニンを取得した。得られた活性型レニンを用い

て、放射免疫測定法 CRadioimmunoassay，RIA)でレニン活性を測定することで、レニン阻

害物質の探索が可能となった。RIAを用いたレニン活性測定の場合には超高感度測定が可能

であることから、本巻き戻し酵素を用いて食物由来レニン阻害物質を探索した。その結果、

q
J
 

q
u
 



市販味噌の一部にレニン阻害活性を見出した。味噌からのレニン阻害物質の精製も試みた

が阻害物質の含有量が少なく、完全精製には至らなかった(未発表データ)。しかし、本

研究で味噌の原材料の一つで、ある大豆にレニン阻害物質の局在していることが明らかとな

り、後述する通り大豆由来レニン阻害物質の精製と構造解析研究の礎となった。

表 1プレプロレニンの巻き戻しに使用した緩衝液組成 [27]

A. 50 mM Tris-HCI， pH 7.0， containing 0.5 M L-Arginine，0.15 M NaCI， 5% sucrose， 

and 0.5% 8ru 35. 

8.50 mM Tris-HCI， pH 7.0， containing 0.25 M L-Arginine， 0.15 M NaCI， 5% sucrose， 

and 0.5% 8ru 35 

C. 50 mM Tris-HCI， pH 7.0， containing 0.1 M L-Arginine， 0.15 M NaCI， 5% sucrose， 

and 0.5九8ru35 

0.50 mM Tris-HCI， pH 7闘0，containing 0.15 M NaCI， 5% sucrose， and 0.5% 8ru 35 

E. 50 mM Tris-HCI， pH 7.0， containing 0.25 M 0.15 M NaCI， and 5略sucrose

*はじめに0.5M L-アルギニンを含む緩衝液 (A)で透析する。

逐次、透析により L-アルギニン濃度を下げる (8)ー(0)。

最後に透析により界面活性剤 8ru35を除き、巻き戻しが完了する (E)。

大豆にレニン阻害活性が見出されたことより、大豆以外の豆類におけるレニン阻害活性

に興味が持たれた。そこで、雑豆類のレニン阻害活性について検討した [28]。具体的には、

15種類(1.丹波大納言小豆、 2.夏早生小豆、 3.実取りささげ、 4.赤種三尺長ささげ、 5.

本金時菜豆、 6.虎丸事事豆、 7.長鶏菜豆、 8.大白花莱豆、 9.大紅花莱豆、 10. 白花早生

鵠豆、 11.白刀豆、 12. 早生そら豆、 13.仁徳一寸そら豆、 14. うすい腕豆、 15. つるな

し房なり腕豆)の品種が定かな雑豆類を入手しレニン阻害活性を検討した。豆類は一般的

に水に浸潰する時聞が阻害物質の抽出効率に影響を与えることが知られている。そこで、

丹波大納言小立を用いて浸潰時間とレニン阻害割合について検討した。その結果、浸漬 20

'"'-'30時間後に抽出される阻害物質が最大となることを見出した。そこで、全ての雑豆を 1

昼夜水に浸潰した後に熱水抽出を行った。抽出液を Sep-PackVac C18 35cc (Waters， 

Massachusetts， USA)に吸着し十分に蒸留水で洗浄した後、吸着物をメタノール溶出した。メ

タノール画分を減圧乾固し、最終濃度 0.2mg/mlにおけるレニン阻害活性を測定した。その

結果、調べた全ての雑豆類にレニン阻害活性の存在することが明らかとなった。さらに解

析を進めた結果、雑豆類は高レニン阻害グループ(グループ1)と低レニン阻害グループ(グ

ループ2)に大別されることが判明した(図 2)。また、 SDら電気泳動による分析で、阻害

パターンとタンパク質のパターンとが類似することが示めされた。今後、雑豆類のタンパ

ク質量やタンパク質の種類と阻害強度の関係解明が望まれる。
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(科) (眉) (種)

lFab…| レイ仰lar.ぉ| 1.丹波大納言小豆

2.夏早生小豆

3. 実取りささげ

4. 赤種三尺長ささげ

メvu駒市 5.本金時提豆

6圃虎丸鶏豆

7.長鶏菓豆
•••............. 

coccineus var. albus I 8.大白花菓豆

9.大紅花菓豆

I Lablab I |p岬…| 10.由花早生鵠豆

I gladiaω| 11.白万豆

E 回
12.阜生そら豆

13.仁徳一寸そら豆

回 I sativum I 
14.うすい踊豆

15つるなし房成り腕豆

図2 雑豆類の分類とレニン阻害活性によるグループ分け

文献 28を一部改正。

( 2)パキュロウイルス・見虫細胞発現系による組換え型ヒトレニンの発現

大腸菌で発現したプロレニンの場合、巻き戻し作業には多大な労力と時間が必要で、よ

り効率的な発現系の検討を進めた。大腸菌を用いた低温発現ベクターでの発現、酵母での

発現やカイコでの発現を試みた。しかしながら、いずれの発現系においてもレニン活性は

検出することが出来なかった。最後にたどり着いたのが、パキュロウイルス・昆虫細胞発

現系である。本発現系は、膜タンパク質など本来大腸菌や酵母では発現が困難なタンパク

質の発現解析に適していることが示されており、レニン発現への応用を試みた。 Invitrogen

社の Bac-to・Bacシステムを用いて組換え型ヒトプレプロレニン発現ベクターを構築し、ヨ

トウ蛾中腸由来の Sf-9細胞を用いて発現を行った。その結果、ウイルス感染培養中期にプ

ロレニンが大量に発現し、さらに培養最後期に活性型レニンの発現することが示された。

活性型レニンが培養最後期に出現することから、培養最後期の培養液を用いてレニンの精
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製を進めた。活性型レニンの精製には、アスバルティックプロテアーゼの阻害剤であるべ

プスタチンを用いたアフイニティークロマトグラフィーが有効であり、本クロマトグラフ

ィーと MonoQカラムを用いたイオン交換クロマトグラフィーで組換え型ヒトレニンの精

製に成功した(表 2) [29]0 200mlの培養液から最終的に 0.613mgの精製レニンを取得し

た。収率は 35.4%であり、これからパキュロウイルス・昆虫細胞発現系でのレニンの発現量

を試算すると 8.66mg/lと求められ、本発現系の優秀さが示されている。

表2 S←9細胞で発現した組換え型ヒトレニンの糟製 [29]*

精製ステップ 全タンパク質 (mg) 全活性 (U) 比活性 (U/mg) 収率(%)

培地

ヘ。プス9チンカラム

Mono Q 

857 

1.69 

0.613 

m
n
m
 

4

1

1

 

0.550 

101 

270 

100 

36.4 

35.3 

*培養最後期の培地200mlを用いて精製を行った。

精製したレニンは SDS・電気泳動で、単一のバンドとして泳動され、その分子量は約 40，000

と求められた。 N二末端 10残基のアミノ酸配列は、 NH2-L印刷Gly-(X)-Thr司Thr-Ser-Ser幽

Val・Ile-Leuーと同定された。 3番目のアミノ酸残基は未同定であるが、 Cys残基と推察される。

このN末端配列は、成熟型ヒトレニンのN末端配列の 3残基目からの配列と一致しており、

バキュロウイルス・昆虫細胞発現系で発現した組換え型ヒトレニンは、本来のプロセシン

グサイトから 2残基下流側で加水分解された分子であることが示された [29]。このことよ

り、バキュロウイルス・昆虫細胞発現系には本来のプロセシング酵素とは異なる別のプロ

レニンプロセッシング酵素の存在することが示唆された。実際、パキュロウイルス・昆虫

細胞発現系由来プロレニンプロセッシング酵素 (Proreninprocessing e白戸ne，PPE)の解析も

行い、PPEがバキュロウイルスゲノム遺伝子にコードされているシステインプロテアーゼで

あることを言正明した [30，31]。

3.新規レニン活性測定方法の開発

( 1 )既存のレニン活性測定方法

前述の通り、レニンの研究は 100年以上の歴史を持っているが、その間レニン活性測定

方法の開発には多くの労力が費やされて来た。研究開始当初は、動物に腎臓の抽出液を注

射し血圧の上昇度合いを目安にレニン活性を評価していた [1，2]。しかしながら、動物の血

圧を再現性良く測定するには熟練した技術が必要であり、特定の研究施設でしかレニン活

性の評価は出来なかった。 1969年に Haberらによりレニンの活性測定に AIのRIAが導入

されレニン活性測定の感度と再現性が格段に向上した [25]。それでも、血液からのレニン

基質の部分精製、 1251標識AIの購入やRI施設の完備などレニン活性の測定には多くの解決

すべき課題があった。
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レニンは基質認識領域が広く、他のブプρロテア一ゼゼ、に比べ合成基質の開発が遅れていた。

lω98剖1年Mu町ra紘kam凶n凶lIらにより初めてブ夕レニン活性測定用の蛍光合成基質が開発された [32勾]。

基質の構造は、 S釦UC∞Cl血ny刊l-Ar培g田Pro-平Phe司 Hi包s-Leu日1戸*Le印u-Valト同-Ty戸r
位)でで、あり、レニンによる加水分解で生じた Leu-Val-Tyr-MCAをアミノペプチダーゼで完全

消化し、最終的にアミノメチルクマリン(品1C)の蛍光を測定してレニン活性を評価する 2

段階酵素反応法である。この方法は比較的簡便で、感度的にもレニンの精製に応用が可能で

ある。しかしながら、 2段階の酵素反応が必要であること、基質阻害が顕著であることなど

からあまり普及はしていない。

(2) レニン活'性測定用新規蛍光消光基質の開発

レニンは基質認識部位の配列が厳密で、、ブタレニンの場合アンギオテンシノーゲンの N

末端の 6残基目から 13残基目までの 8残基の配列を認識して 10残基目 Leuと11残基目

Leuの結合を特異的に認識する。そこで、この認識部位を基本として N末端側に蛍光物質

である N-メチルアミノベンゾイル基 [2・(N-methyar凶no)benzoyl， Nma]をまた、C末端領域に

リシンの Eアミノ基に 2，4，ージニトロフェニル基 [2，4-dini仕ophenyl，Dnp] を導入したブタ

レニン活性測定用の蛍光消光基質を開発した [19]。本基質を用いることで、ブタレニンの

活性測定が比較的容易に行えるようになった。その結果、 b由Pとレニンとの相互作用解析

が飛躍的に進展した[20，21， 33-35]。ブタ腎臓から精製したレニンと本基質を用いてレニン

阻害物質探索研究を手がけたが、レニンと基質となるアンギオテンシンノーゲンの構造は

種により大きく異なることが知られていることから、組換え型ヒトレニンの入手を待って

本格的なレニン阻害物質の探索を進めることとした。

前述の通り、 2007年にパキュロウイルス・見虫細胞発現系により組換え型ヒトレニンが

効率よく発現されることを見出した [29]。この時同時にヒトレニン活性測定用の蛍光消光

基質を開発した。組換え型ヒトレニン活性測定の概要を図3に示した。

Nma-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu*Val-lle-His-Thr-Lys(Dnp)ーo-Arg-o-Arg--NH2

↓ ← R恥ec∞。mb刷in問I陥an川1沈th加u山叩Jr川r町na
(ω3701じ，30 min incubation) 

↓ 

|INma閣I陥a一寸北I目I1e-→4州十H凶4引is-Pro-中刊P円he-→4州卜H附4引i恰is-L札-士L刷e臥刷ul川+Val副州l時4幅，11恥i陶e-制引州H柑is'糊糊醐叩引.舗刷酬.舗働.帥.
↓ 

Measurement of f1uorescence intensity 

(Excitation 340 nm / Emission 440 nm) 

(*， scissile peptide bond. Assay buffer: 50 mM Na-Phosphate buffer， pH 6.5 containing 0.1 M NaCI， 

0.02% Tween 20 & 0.02% NaN3) 

図3蛍光消光基質を用いたヒトレニン活性の測定方法
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ブタレニン基質の場合も同様で、あったが、一般にレニンの基質認識部位配列には疎水性

アミノ酸が多く存在しており溶解性に問題があった [19，32]。そこで、溶解性の向上を目指

してLys(Dnp)のC末端側に生物学的に不活性な D-Argを2残基導入して溶解性の向上を目

指した。 D-Argを導入することで溶解性が向上し基質濃度を数十μMまで上げることが可能

となった。そのために基質阻害も殆ど認められなかった。その結果、組換え型ヒトレニン

と本基質を用いることで、各種食材由来レニン阻害物質の探索が容易となった。

4.食物由来レニン阻害物質について

( 1 )大豆由来レニン阻害物質と構造機能相関解析

前述の通り最初に市販味噌にレニン阻害活性を見出した。味噌原材料のレニン阻害活性

を検討したところ、阻害物質は大豆に由来することが明らかとなった。次に、大豆のどの

部位に阻害物質が局在するかを調べた。その結呆、子葉に比べ怪軸に単位重量当たり約 3

倍の阻害物質の局在することが判明した。大豆腔軸は、挽き割り納豆製造時に廃棄物とし

て大量に排出される。そこで、挽き割り納豆の県内大手メーカーである(株)ヤマダフー

ズと共同で大豆経軸からレニン阻害物質の精製を試みた。精製の概略を図4に示した。

大豆匪軸(200g)+蒸留水(4.5.!l)

(室温で一夜漫潰)

加熱処理(1210C、15分)

ホモゲナイズ・遠心上清回収

ゲル漉過クロマトグラフィー (BioGel P-2) 

逆相クロマトグラフィー→→精製完了 →→→構造解析

図4 大豆匪軸からのレニン阻害物質の精製

NMR解析、 IRスベクトル解析や標準物質との直接比較により、大豆由来レニン阻害物質

の構造をソヤサボニンIと同定した [36、図5]。ソヤサポニンIは、組換え型ヒトレニン及

びブタ腎臓由来レニンを強く阻害し、組換え型ヒトレニンに対する Ki値は 37.5凶fと求めら

れた。一方、レニンと同じくアスバルティックプロテアーゼであるペプシンや他のプロテ

アーゼ類には作用を示さなかった。したがって、ソヤサポニンIはレニンを特異的に阻害す

ることが明らかとなった。試験管内の実験で効果が認められたことより、高血圧モデ、ルラ

ットを用いて血圧降下作用を検証した。精製したソヤサボニンIを大量に入手することが困

難であることから、大豆より部分精製したソヤサボニンIを用いて高血圧モデ、ルラットに投

与試験を行った。毎日体重 1kg当たり 40mgの部分精製ソヤサポニンIを経口投与し、 7

週間後の収縮期血圧を疑似投与ラットと比較した。その結果、疑似投与ラットの血圧が 228
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土 7.4mmHg (mean土 S.D.)で、あったのに比べ、ソヤサポニンI投与ラットでは217+ 10.6 

mmHg (mean + S.D.)であり、明らかな血圧上昇抑制効果が観察された [36，37]。これまで

ソヤサポニン Iの生理作用として肝機能保護作用 [38]や免疫調節作用 [39]のあることは

知られていたが、血圧上昇抑制効果のあることは新たな機能性の発見であり特許も併せて

申請した [40]。

?∞料〆ZJ
J--o I ¥."y 可 C十台OH

同州-ll←グルル酸
C同oト19

ト-10川 ~I
s少一-01
VOH 可

o 
H9_…01 
ぞcトも す

OH OH 

図5 ソヤサポニンIの構造

ソヤサポニンIにレニン阻害活性を見出したことより、サボニンの構造とレニン阻害活性

との相関に興味が持たれた。そこで、各種サボニン類を入手しレニン阻害活性を検討した。

その結果、サボゲノールの 3s位にグルクロン酸が結合したいわゆるグノレクロニドサボニン

がレニン阻害サボニンであることを明らかとした [41]。

( 2)米由来レニン阻害物質と構造機能相関解析

各種食材由来レニン阻害物質を探索した結果、 「ごはん」にもレニン阻害活性を見出し

た。そこで、秋田県奨励米のレニン限害活性について検討した。各種奨励米を粉砕しメタ

ノール抽出後レニン阻害活性を検定した。その結果、調べた全ての品種にレニン阻害活性

の存在することが示された(表3)[42]。そこで、秋田県の代表品種である「あきたこまち」

を用いてレニン阻害物質の精製を試みた。米粉をメタノール抽出した後、遠心分離で上清

を回収した。上清を減圧乾固後、各種クロマトグラフィーで、阻害物質の精製を行った。そ

の結果、米由来レニン阻害物質として遊離不飽和脂肪酸であるオレイン酸とリノール酸を

同定した [42]。これらの不飽和脂肪酸は米の脂質成分の大部分を占めることから植物油の

レニン阻害を検討した。しかしながら、大豆油、コーン油やごま油などのトリグリセリド

にレニン阻害活性は認められなかった。オレイン酸やリノール酸などのありふれた遊離不

飽和脂肪酸が米由来のレニン阻害物質であることは、にわかに信じがたいので過去の論文

-39 -



を探ってみた。その結果、 1978年に Kotchenらによりラットのレニン活性が遊離脂肪酸で

阻害されることが報告されていた [43]。さらにその 10年後には血中のレニン阻害物質の一

つがリノール酸で、あること[44]、リノール酸の静脈注射により高血圧モデ、ルラットで、血圧

低下作用のあることが報告されている [45]。これらの報告は、米由来レニン阻害物質のオ

レイン酸及びリノール酸のレニン阻害効果を支持するものである。

表3秋田県奨励米抽出液のレニン阻害活性

品種名 IC50 (μg/ml)*1 

あきたこまち 280 

でわひかり 250 

はえぬき 170 

ひとめぼれ 280 

めんこいな 150 

ササニシキ 160 

たかねみのり 180 

ゆめおぼこ 270 

本11C50は50%阻害を引き起こす抽出液濃度を示す。

表4 各種遊離脂肪酸によるレニン活性阻害

脂肪酸(炭素長:不飽和度) IC50 (μg/ml)判

パルミチン酸 (16:0) N.I.*2 

ステアリン酸 (18:0) N.I.吃

cis-パクセン酸 (18:1) 29.7 

オレイン酸 (18:1) 28.3 

リノール酸 (18:2) 37.4 

リノレン酸 (18:3) 33.4 

アラキドン酸 (20:4) 41.1 

エイコサペンタエン酸 (20:5) 41.0 

ドコサヘキサエン酸 (22:6) 25.0 

*11C50は50%阻害を引き起こす濃度を示す。

棺 N.1.は、阻害無しを示す。
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一価及び二価の遊離不飽和脂肪酸がレニン阻害を持つことが明らかになったことより、

遊離多価不飽和脂肪酸および遊離飽和脂肪酸のレニン阻害に興味が持たれた。そこで、各

種飽和脂肪酸及び多価不飽和脂肪酸を用いてレニン阻害活性を検討した。その結果、遊離

の飽和脂肪酸にレニン阻害活性は認められなかったが、用いた全ての多価不飽和脂肪酸に

レニン阻害活性が確認された(表4) [42]。多価不飽和脂肪酸は、抗酸化性が高く多くの生

理機能性が報告されている。新たな機能性としてレニン阻害活性が見出されたことより、

今後、動物実験等での血圧降下作用の検証が必要と考えられた。

(3)雑穀由来レニン阻害物質

米にレニン阻害物質の存在することが明らかになったことから、次に嬬米、長粒米や雑

穀類のレニン阻害活性について検討した [46]。表5に梗米、精米及び酒米のレニン阻害活

性及び遊離不飽和脂肪酸量を示した。

表5 各種米抽出液のレニン阻害活性

試料 抽出物量 IC50 全阻害活性 遊離脂肪酸濃度 (μmol/ml)判

(mg/g powder) (μg/ml) (U/mg powder) OA*2 LA'時

(糎米){42}

あきたこまち 5.7 280 4.04 0.68 2.49 

(嬬米)

たつこもち 10.0 88 22.73 1.83 4.13 

きぬのはだ 10.1 125 16.03 3.22 7.54 

(酒米)

美山錦 6.1 155 7，82 1.47 3.72 

あきた酒こまち 5.8 170 6.82 1.21 3.08 

(長粒米)

インディカ米 3.7 270 2.74 1.27 3.49 

本110mg/mlの抽出液を用いて脂肪酸濃度を測定した。

*20A，オレイン酸

時LA.リノール酸

前述の通り秋田県奨励品種全てにレニン阻害活性が認められたが、精米、酒米や長粒米

など調べた全ての米にレニン阻害活性が認められた。したがって米には遍くレニン阻害活

性の存在することが明らかとなった。レニン阻害活性とオレイン酸・リノール酸の濃度が

ほぼ相関することより、米由来のレニン阻害物質はこれら両遊離不飽和脂肪酸に起因する

ことが示唆された(表5)。

次に、米以外の雑穀類におけるレニン阻害活性を検討した(表6)[46]。
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表6 雑穀抽出液のレニン阻害活性

試料 抽出物量 1050 全阻害活性

(mg/g powder) (μg/ml) (U/mg powder) 

そぽ 39.8 173 44.7 

強力粉 11.9 >1000 N. D.*" 

薄力粉 14.2 >1000 N. D.叫

ライ麦 20.1 490 8.20 

粟 36.3 >1000 N. D.叫

ひえ 28.7 265 21.6 

きび 21.9 >1000 N. D.叫

アマランサス 40.9 >1000 N. D.叫

*110 mg/mlの抽出液を用いて脂肪酸濃度を測定した。

*20A，オレイン酸

時LA.リノール酸

叫N.D..測定不可

遊離脂肪酸濃度 (μmol!ml)叫

OA略 LA叫

2.66 2.61 

0.12 0.76 

0.30 1.95 

1.60 5.52 

0.09 0.62 

2.39 7.15 

0.11 0.41 

0.23 0.54 

調べた雑穀類では、そばに強いレニン阻害活性が認められた(表6)。そば以外では、

ライ麦やひえに比較的強いレニン阻害活性が検出された。しかしながら、小麦粉類、粟、

きびやアマランサスにレニン阻害活性は認められなかった。これら試料のオレイン酸とり

ノール酸含量を調べてみたところ、レニン阻害活性と遊離不飽和脂肪酸含量が必ずしも一

致しておらず、ライ麦やひえにレニン阻害を妨害する物質の存在する可能性が示唆された。

そば由来の機能性物質としてルチンが有名である。ルチンは、古くから抗炎症作用や血流

改善効果のあることが知られている。そこで、ルチンにレニン阻害活性があるか否かを検

討したが、試薬として販売されているルチンにレニン阻害活性は認められなかった(未公

開データ)

いずれにしても米以外の雑穀類にもレニン阻害活性を見出したことは最初の知見であり

今後これらレニン阻害活性を持つ雑穀類の研究も重要であると考えている。

(4)山菜由来レニン阻害物質

次に、野菜や山菜類のレニン阻害活性について検討した。 34種類の乾燥試料のメタノー

ル抽出液を用いてレニン阻害活性を検討した [47]。用いた大部分の野菜、山菜類にレニン

阻害活性は認められなかったが、ウコギ科に属するタラノキとウドに比較的強いレニン阻

害活性が確認された(図6)。そこで、比較的入手が容易なウドに注目してレニン阻害物

質の精製と同定を試みた。
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図6 各種山菜類のレニン阻害活性 [47]

山菜類のメタノール抽出液を用いてレニン阻害活性を検定した。最終抽出液濃度が

0.1 mg/mlの時のレニン活性割合を示した。阻害物質の存在しない場合のレニン活性を

100%としTこ。

ウドの乾燥粉末をメタノールで、抽出後、各種クロマトグラフィーで精製を進め、最終的

に分取薄層クロマトグラフィーで精製を完了した。その結果、ウド由来レニン阻害物質と

して(ー)-kaur-16-en-19・oicacid， pimara-8( 14)， 15・dien-19-oicacid (B)及びpim紅a-8(14)，15-dien・

19・oicacidを同定した [47]。これら 3種類の化合物は、いずれも疎水性が高く阻害活性測
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定にはDMSOなどの有機溶媒の使用が必要であり、取り扱いに細心の注意が必要で、あった。

これら化合物は、抗炎症作用やカリウムチャンネルに対する作用などが知られていたがレ

ニン阻害活性については最初の知見である。すなわち、これらの化合物は山菜由来最初の

レニン阻害物質となる。

5.まとめ

本総説では、入手が困難であった組換え型ヒトレニンの発現系構築と精製方法の確立さ

らには新規レニン測定方法の開発により、食物由来レニン阻害物質探索が可能となった経

緯を解説した。さらにこの探索系を用いて各種食材をスクリーニングした結果、日頃食べ

慣れている、味噌、大豆、米や山菜のウドなどにレニン阻害活性を見出した。さらにそれ

ら阻害物質を精製し、構造決定するとともに構造機能相関についても言及した。今後、本

測定系を用いて、新たな食材からのレニン阻害物質の探索、さらには動物での検証などを

通じて食物由来レニン阻害活性を標楊した特定保健用食品の開発が望まれる。
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