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要旨：
Until�now,�we�have�made� low-salt�bread�using�the�germinated�brown�rice�sake-lees.�We�would� like�to�
utilize�the�germinated�brown�rice�sake-lees�for�making�bread,�which�is�in�future.�
�Angiotensin-Converting�Enzyme� (ACE)� inhibitory�activities�were�measured� in�germinated�brown�rice�
sake-lees,�germinated�brown�rice�liquor,�and�refined�sake�in�vitro.
　As�a�result,� the�ACE� inhibitory�activities� (germinated�brown�rice�sake-lees,�germinated�brown�rice�
liquor�and�refined�sake)�were�0.15�mg/ml,�1.15�mg/ml�and�1.55�mg/ml�with�an�IC50�level,�respectively.
�Since�ACE�inhibitory�activity�of�the�germinated�brown�rice�liquor�was�higher�than�that�of�the�refined�
sake,� the�germinated�brown�rice-derived� ingredients�was� suggested� to�have� some�ACE� inhibitory�
activity.�In�addition,�the�ACE�inhibitory�activity�of�the�germinated�brown�rice�sake-lees�was�higher�than�
that�of� the�germinated�brown�rice� liquor.�Taken�together,� the�germinated�brown�rice�sake-lees�were�
expected�to�remain�more�inhibitory�activity�than�the�liquor.
　As�a�method�to�easily�search�and� identify� the� functional� ingredients�of� the� food,�we�conducted�an�
examination�to�develop�a�method� for� identification�of� the� functional-dipeptide� from�germinated�brown�
rice�sake-lees�extract.�From�the�LC-MS�analysis�results,�we�searched�dipeptide�with�the�ACE�inhibitory�
activity�using�the�software��ACD/MS�Workbook�Suite�(Advanced�Chemistry�Development,�Inc.,�Canada)
　with�IntelliTarget�function�and�MS�Match�function.�Comparing�the�two�functions,�MS�Match�function�
showned�that�dipeptide�Val-Pro�with�the�hypotensive�effect�was�present�in�germinated�brown�rice�sake-
lees.�The�effective�dipeptide�was�identified�easily�by�using�MS�Match�function�from�LC-MS�results
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Ⅰ、はじめに

　発芽玄米とは玄米を約 1～2 日程度、摂氏 32 度前
後の状態で水分を含ませ、1mm ほどの芽が出た状
態にしたものである1）。これまでの研究で、ビタミ
ンやミネラルが白米よりも豊富2）というだけでなく、
フェルラ酸やフィチン酸などのポリフェノール 2-5）

やγ－アミノ酪酸（GABA）2,6）も多く含まれているこ
とが明らかにされている。GABA は血圧上昇抑制
作用7）や血糖値の低減作用8）を示すことが報告され

ており、その機能が注目されている。また近年では
コメアレルギーの原因となるアレルゲンが、白米や
玄米に比べ発芽玄米中では低減化されていることも
報告9）されており、発芽玄米の健康効果が期待され
ている。
　ところで発芽玄米清酒ならびにその酒粕は、発芽
玄米を原料とする清酒とその残さである。これは一
般的な清酒醸造過程で、玄米から精米を経る際に取
り除かれてしまう「ぬか」や「胚芽」の成分が清酒
や酒粕にそのまま残ると考えられ、食品の機能性に
富むことが予想される（図 1）。筆者らは食品産業



16

ACE�inhibitory�activity�of�the�germinated�brown�rice�sake-lees

廃棄物の再利用の面から、ぬかや精米粕の出ない、
環境に優しい発芽玄米清酒や、産業廃棄物として処
理されがちな酒粕を製パン時に添加することの有効
性を検討しており、これまでにその製パン性につい
て知見を得てきた。すなわちパンの膨化10）や「コク
味」と「塩味」が強くなる傾向11）、さらにパンの香
気性の向上12）がなされることを見いだした。塩味が
増強する理由は発芽玄米酒粕中の有機酸が原因であ
ったが11）、小麦粉を発芽玄米酒粕に 10％代替する

ことでパンを最大 24％程度減塩することができ
た13）。今回は将来的に減塩でかつ血圧降下作用を有
するパンを作製するために、発芽玄米酒粕の血圧降
下作用を考慮し、Angiotensin-Converting�Enzyme�

（以下 ACE と略記）の阻害活性を測定した。ACE
はアンジオテンシン I というポリペプチドを、昇圧
作用のあるアンジオテンシン II に変換する酵素で
あり、それを阻害することによって血圧を下げる作
用を示す。ACE 阻害については発芽玄米酒粕だけ
でなく、発芽玄米酒、発芽玄米ではない清酒につい
ても測定を行った。発芽玄米酒粕における ACE 阻
害活性を比較することで、その機能性について検討
した。
　一方で、食品は様々な成分の複合体であり、これ
までの分析方法には時間と費用の点でコスト面の課
題があった。具体的には、本研究で扱った血圧降下
作用を持つ成分を検討するためには酒粕中の成分を
分析に必要な量を取得するため、ある程度抽出・濃
縮後に（簡易）精製する必要がある。このような精
製過程には、光や熱による分解の恐れがあり、化合
物の同定には困難さが伴う。精製後の、LC-MS や
NMR などによる解析には熟練を要する。例えば、
今回は LC-MS 分析でポジティブイオンモードを使
用しているが、分子量の付近に分子イオンとして

図 1．発芽玄米酒粕の作成方法と機能性

図 2．これまでの分析手法と今回の手法の違い
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M＋、プロトン化分子である［M＋H］＋、ナトリウ
ムイオン付加分子である�［M＋Na］＋、脱ハイドラ
イド分子である［M－H］＋、多価プロトン化分子で
ある�［M＋nH］n

+ などが検出される。この他に同位
体の存在、フラグメントイオン（フラグメントイオ
ンは分子イオンが分解したもので、試料分子の構造
情報を示している）の存在、空気、カラムの液相、
カラムのマトリクスなどのバックグラウンドピーク
の存在によりクロマトグラムは複雑となる。さらに、
機能性解析のため目的物をさらなる分離・精製に供
し、生物学的な機能解析の実施という流れになる。
このような熟練さや時間、費用などの課題を解決す
るため、著者らはできるだけ簡易に、かつお金がか
からない方法を検討することとした（図 2）。複雑
な生データを解析するために用いられるソフトはい
くつかあるが、今回は ACD/MS�Workbook�Suite
を用いることにした。
　これまで特殊な製法で作製された発芽玄米酒粕に
ついては、ACE 阻害活性や、その阻害活性成分が
何かを検討されたことはない。そこで今回は研究の
前半で in vivo による発芽玄米酒粕や発芽玄米酒、
吟醸酒における ACE 阻害活性を測定した。また後
半では ACE 阻害活性を有するペプチド群の中から
ジペプチドを選択し、発芽玄米酒粕中に存在するか
どうかの簡易同定方法の検討を行った。すなわち、
発芽玄米酒粕の LC-MS データを用いて既知の血圧
降下作用のある ACE 阻害ジペプチドが存在するか
を検討し、発芽玄米酒粕由来の機能性ペプチドを還
元に同定できることを実証することを目的とした。

Ⅱ、実験方法

　まず、実験では発芽玄米酒粕やその他酒の ACE
阻害活性を測定した。その後、発芽玄米酒粕の
LC-MS 測定を行った。発芽玄米酒粕中に当該ジペ
プチドが存在するかどうかを判別する方法として、
LC-MS 分 析 結 果 を 用 い て ACD/MS�Workbook�
Suite（ACD 社、カナダ）というソフトウェアの①
IntelliTarget 機能（以後、ITA と略記）や② MS�
Match 機能（以後、MM と略記）で ACE 阻害活性
を有するジペプチドを検索した。

1．ACE 阻害活性測定方法
　発芽玄米酒粕のほか、発芽胚芽米酒、同様の製法
を行っている吟醸酒について試料とし、それぞれ測
定を行った。ACE 阻害活性は Dojindo�ACE�Kit–
WST（株式会社　同仁化学研究所、熊本）を用い

て in vitro における阻害活性を測定した。それぞれ
の酒は Kit に示されている方法で 5 倍、52 倍、53 倍、
54 倍、55 倍、56 倍に希釈し使用した。発芽玄米酒
粕は遠心分離後の上澄み液を同様に希釈し使用した。
キットに書かれている手順通りに作業を行い、37℃
で�60�分間インキュベート後、各ウェルに Indicator�
working�solution を�200�µl ずつ加え、室温で 10 分
間インキュベートした。プレートリーダー（コロナ
電気株式会社製吸光グレーティングマイクロプレー
トリーダ SH-1200Lab）で 450�nm の吸光度を測定
した後、ACE 阻害活性値（阻害率％）を下記の計
算式により求めた。
　ACE 阻害活性値（阻害率％）＝［（A�blank�1 － A�
sample）/（A�blank�1 － A�blank�2）］×100
　なお、それぞれの試料について測定は三連で行い、
これらの平均値から 50％阻害濃度を算出、IC50 値
とした。

2．LC-MS 測定方法
　LC-MS は Waters 社製 Xevo�QT�of�MS�を用いた。
カラムは GL�Science 製 Intersil�ODS-3（4.6*250mm）
を用いた。分析条件は以下の通りである。流速
0.5�ml/min で A：0.1％ V/V ギ酸水溶液、B：0.1％
V/V�ギ酸アセトニトリル溶液とした。グラジエン
ト条件は A：B�90：10 とし、B は 5 分ごとに 10％
ずつ濃度を上げ、最終的に 60％まで濃度を上げた。
カラムの温度条件は 40℃とした。今回はポジティ
ブイオンモードを使用した。
　発芽玄米酒粕試料は蒸留水に 5 倍容となるよう懸
濁し、フィルターをかけ、サンプルとした。

3．発芽玄米酒粕中に存在する ACE 阻害ジペプチ
ド検出に至るための ACD/MS Workbook Suite
の ITA 機能及び MM 機能の検討

　ACD/MS�Workbook�Suite とは MS フラグメン
ト解析と LC-MS 成分探索を同時にサポートする
ACD 社のマススペクトル解析ソフトである。
　複雑な生データを解析するために用いられるソフ
トはいくつかあるが、今回は ACD/MS�Workbook�
Suite を用いることにした。その Suite の中で ITA
機能はターゲット化合物の解析支援をするための機
能である。特徴としては、混合物中の成分検索を目
的とし、既知の精密質量や組成式を化合物リストに
入力することにより該当する目的成分の抽出を可能
にしている。すなわち、まず先に述べたようなノイ
ズの多い生の LC-MS データからノイズ低減を経て、
各マスクロマトグラムを判別する。この判別された
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クロマトグラムは測定時の範囲における全て（今回
は m/z＝1000 まで）の質量数について抽出されて
いる。ITA 機能では抽出されたマスクロマトグラ
ムをさらに時間軸方向で比較し、分子イオンと保持
時間を判別する。その該当するマススペクトルの位
置に目的化合物の分子イオン、同位体パターンが存
在するかを検討する。その後、ターゲットの成分の
化学構造式あるいは組成式情報を入力することで、
それを基に質量数を算出し、合致するピークに紐付
けする。
一方、MM 機能は簡易なピーク判別支援機能である。
特徴としては計算される同位体パターンとインポー
トした LC-MS�データを比較し、貼り付けた構造式
がデータ中に存在する可能性を判断することができ
る。すなわちターゲットの化学構造式から質量数を
判別し、その分子イオンピークが検出できているか
を判別する機能である。具体的にはソフト中に当該
構造式を書き込むことにより、全マスクロマトグラ
ムのピーク中から構造式の質量数に合致するマスク
ロマトグラムを探索する。探索後、該当するマスク
ロマトグラムのピークがあれば、そのピークが正し
いかどうかを検討する。その該当するピーク位置の
マススペクトルに目的化合物の分子イオン、同位体
パターンが存在するかを検討し、決定する機能であ
る。それぞれの特徴を表 1 に示す。
　上記の説明のとおり、発芽玄米酒粕サンプルの
LC-MS データの中にジペプチドのシグナルが観測
されているか ITA 機能及び MM 機能を使用し検討
を行った。
　 ま ず、ACD 社 製 ACD�Percepta/Structure�De-De-
signer によって各標準アミノ酸 20 種類をコンピュ
ータ上に作成し、ジペプチドとして 400 個（20×20
＝ 400 個）を自動作成した。
　ITA 機 能 で の 検 討 を 以 下 の よ う に 行 っ た。
LC-MS データ中に、400 個のジペプチドデータを
用いてピーク判別を行った。さらに血圧降下作用を

有すると報告されているジペプチド14-27）を文献から
43 種類選別し、判別されたジペプチドから該当す
るものを選別した。
　同時に MM 機能での検討を以下のように行った。
MM 機能により構造式から計算された質量数を元
に、LC-MS データ中のピークから血圧降下作用を
有すると報告されているジペプチド 43 種類のシグ
ナルが一致するものを推定帰属先ピークとして表示
させた。その中からいくつかをジペプチドの候補と
した。
　以上の 2 点の機能を正しく評価するため、新たに
標品の LC-MS を測定し、これを標準としてこれら
の判別結果を比較検討した。

4．標品の LC-MS 測定方法
　ジペプチド候補の中から標品 1 種類を選んで
LC-MS で同定を行った。標品である Val-Pro は
Boc-Val-Pro（ 渡 辺 化 学 工 業 株 式 会 社、 広 島 ）
10�mg/ml に 4N 塩酸 - 酢酸エチル溶液で Boc 基を
脱保護したのち精製し、Val-Pro として使用した。
これを 25％エタノール水溶液に溶解し標品サンプ
ルとした。分析条件は 2. の測定方法と同じである。

Ⅲ、実験結果

1．ACE 阻害活性測定結果
　ACE 阻害活性試験の結果から発芽玄米酒粕、発
芽胚芽米酒、清酒の ACE 阻害活性は IC50 値でそれ
ぞれ 0.15�mg/ml、1.15�mg/ml、1.55�mg/ml であった。

2．発芽玄米酒粕の LC-MS 結果
　発芽玄米酒粕の LC-MS スペクトルを示す（図 3）。
精製工程がないため、多くの成分が検出された。

表 1．ITA 機能と MM 機能の違い
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3．ACE 阻害活性を有するジペプチド判別結果と実
際の標品との比較結果

　ITA 機能での解析の結果、LC-MS 中に 400 個の
ジペプチドに相当する質量数を持つ 57 ピークが判
別された。それらのうち ACE 阻害活性を有すると
考えられるジペプチドは 8 ピーク（Val-Pro,�Ala-
Phe,�Ile-Phe,�Leu-Phe,�Tyr-Pro など）が判別された。
さ ら に ITA か ら 示 さ れ る Formula�Fit�Quality�
index 値について検討を行った。この Formula�Fit�
Quality� index 値は 0-1 までの数値である。数字が
1 に近ければ近いほどノイズでなく、成分が検出さ

れているとみなす。すなわち 0.9 以上であれば、ノ
イズではなく成分が検出されていると判断できると
されている。今回はより厳密にするため 0.99 以上
のものをピックアップした。今回ピックアップされ
たピークは 16 ピークであった。ACE 阻害活性を有
すると考えられる者は 4 ピーク（Gly-Val,�Val-Pro,�
Ala-Phe,�Glu-Glu など）であった（表 2. 参照）。
　MM 機能での解析では、ITA の結果から抽出さ
れた 4 ピークに対し、判別されたジペプチドの構造
式を LC-MS に貼り付けて推定帰属先ピークを確認
した。
　以上の 2 点の機能を正しく評価するため、標品
Val-Pro のポジティブイオンモード M＋（m/z ＝
215）の LC-MS 測定を行い、上記結果との比較を
行 っ た（ 図 4、 図 5 参 照 ）。 標 品 で は 5.3min と
19.9min に酒粕では 3.3min、5.3min、19.9min に m/
z=215 の成分を含むピークを確認した（図 6-8 参照）。
　ITA 機能の場合、3.3 分のピークを Val-Pro であ
ると判別していた。
　一方、MM 機能の場合、5.3 分、19.9 分の 2 つを
Val－Pro であると判別していた。実際には標品では
5.3 分が Val-Pro であった。

Ⅳ、考察

　これまで特殊な製法で作製された発芽玄米酒粕に
ついては ACE 阻害活性や、その阻害活性成分が何
かを検討されたことはなかった。今回、本研究の前

図 3．発芽玄米酒粕の LC-MS スペクトル（上部：
LC スペクトル、下部：MS 陽イオン）

表 2．ITA 機能における酒粕 LC-MS 中に見いだされた ACE 阻害活性ジペプチドと推
定されるピーク（灰色の部分）
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半に行った in vivo における ACE 阻害活性試験の
結果、発芽玄米酒粕、発芽胚芽米酒、清酒の ACE
阻害活性は IC50 値でそれぞれ 0.15�mg/ml、1.15�mg/
ml、1.55�mg/ml であった。清酒より発芽胚芽米酒
が ACE 阻害活性は高かったことから、発芽玄米由
来成分に ACE 阻害活性があることがわかった。ま
た、発芽胚芽米酒よりも発芽玄米酒粕の方が ACE
阻害活性は高かったことから、酒中よりもしぼった
残渣である酒粕中に阻害活性成分が残ることが示さ
れた。このことから発芽玄米酒粕の中には ACE 阻
害活性を示す成分を酒類よりも多く含んでいること
が示された。
　本研究の後半では、これまで報告のある ACE 阻
害活性を有するジペプチドを発芽玄米酒粕中に含有
するかどうかの探索について検討した。発芽玄米酒
粕 の LC-MS 解 析 結 果 を 元 に ITA の 結 果 か ら

図 4．標品（Val-Pro）と発芽玄米酒粕抽出物の
Total Ion Chromatogram

図 5．m/z=215（Val-Pro） の Ion Chromatogram
（上部：標品、下部：酒粕）

図 6．3.3 分のピーク（上部：酒粕　下部：標品） 図 7. 5.3 分のピーク（上部：酒粕　下部：標品）

図 8．19.9 分のピーク（上部：酒粕　下部：標品）

3.3min で m/z=215 のピークが確認された（表 2）。
しかし、標品で 5.3min の成分が Val-Pro と確認さ
れたため、3.3min のピークが Val-Pro である可能性
は排除された。これは、ITA では酒粕のスペクト
ルに Val-Pro のシグナルは確認できたが強度は小さ
く、別の成分が支配的であったため、ITA では別
の成分と認識されていたためであった。一方、MM
機能による方法では、構造式のクロマトグラムピー
クへの帰属機能を有するため 5.3min、19.9min とも
に帰属の可能性が示された（図 9）。実際には標品
から 5.3min の成分が Val-Pro と同定されたため、
MM 機能によって Val-Pro の存在が確認できた。今
回の結果では、ITA 機能を用いた場合、同定した
いジペプチドとは異なる、別の大きなピークが多く
含まれていた。これはサンプルの精製過程を経ずに
LC-MS の分析を行ったためであろうと考えられる。
すなわち雑多な成分が多く含まれていることで、
LC-MS スペクトル上で確認したいジペプチドが認
識しにくくなり、当該成分の抽出がうまく行われて
いないと考えられる。一方、MM 機能はノイズ成
分の影響を受けず、ジペプチドの存在を検知できた
と考えられる。しかし、ITA 機能のうち、ピーク
ノイズを除去すること、そこから目的の質量数を持
つものを簡易に抽出することは可能であった。ITA
機能でピークノイズを除去後、MM 機能を使用す
ることでより正確に同定できることが示された。
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発芽玄米酒粕の ACE 阻害活性

　今回、発芽玄米酒粕において他の酒類よりも
ACE 阻害能があることが示された。また使用した
標品である Val-Pro は ACE 阻害活性として IC50 値
が 420�lmol/l という報告がある14）。今回の抽出・
分析方法は crude の状態であるが、その阻害の一
部は ACE 阻害能を有する Val-Pro のようなジペプ
チドが存在するためであろうことが示唆された。こ
のようなジペプチドは小腸上皮細胞から吸収される
ことが知られており28，29）、食品として摂取した際に
も体内に吸収され、健康効果（血圧降下作用）を発
揮すると期待できる。
　今回のケースでは ITA 機能のうち、ノイズを除
去し、目的の質量数を持つものを簡易に抽出後、
MM 機能で同定を行う方法により、興味ある成分
の存在を簡便に推定し、更に詳細な解析、研究へ進
めるための指標を得られることが示された。
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