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■　緒　言
卵殻膜から生成されたペプチドは、関節痛 1,2）や創傷治癒 3）への有益な効果が報告されている。ま

た、ACE 阻害や抗酸化活性についても報告されている 4）。そのため、ゆで卵などの副生成物である卵
殻膜は、機能性食品素材として有効利用が期待される。しかし、今後の素材有効利用の展開におい
て、詳細なメカニズムが解明されていないことが大きな障壁である。それは、どの卵殻膜成分が上記
の【有益な効果】をもたらしているのか、つまり有効成分ペプチドのアミノ酸配列が不明な点である。
卵殻膜は無数のアミノ酸から構成された不溶性のタンパク質である。酵素で卵殻膜を処理して、部分
的にアミノ酸を切断した水溶性のタンパク質分解物が【卵殻膜加水分解物】である。この分解物に含ま
れているペプチドは、様々なアミノ酸配列や異なる数のアミノ酸から構成されているため、その中の
どのペプチドが有益な効果のメカニズムに関与しているかが不明である。そこで、本研究では、卵殻
膜加水分解物の主要ペプチドは、どのようなアミノ酸配列で構成されているかを調べる。まず、卵殻
膜加水分解物に含まれるペプチドを高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分離する。HPLC の分離
には疎水性カラムを使用して分離を行うことが多く、水溶性のアミノ酸やペプチドの細かい分離は困
難である。そこでアミノ酸、ペプチドが保有するアミノ基（⊖NH2）に疎水性の PTC を付加（PITC 誘導
化）することで、疎水性が増したアミノ酸・ペプチドを HPLC で分離する。この手法から、アミノ酸
を分離することで【卵殻膜加水分解物】に含まれる遊離アミノ酸とペプチドを構成する総アミノ酸も分
析する。さらに、HPLC で分離された各 PTC⊖ペプチドを分離し、プロテインシーケンサーでペプチ
ドのアミノ酸を N 末端から切断して配列を同定する。

一方で、この手法だけでは卵殻膜に含まれるペプチドが判明しても、それを摂取した後にどのペ
プチドが体内で効果を発揮するかは分からない。まずは、体内に吸収されるペプチドの特徴をつかむ
必要がある。そこで、マウスにこの卵殻膜加水分解物を摂取させて血中で増加するペプチド態のアミ
ノ酸についても調べた。

■　方　法
【試料】

卵殻膜加水分解物は、0.01％の濃度になるように水に溶解した試料を使用した。
【アミノ酸分析】

卵殻膜加水分解物水溶液を減圧下で塩酸加水分解（150℃ 1h）した試料と加水分解していない同試料
を PITC 誘導化処理した。誘導化物である PTC⊖アミノ酸を HPLC によるアミノ酸分析を行い、得られ
た遊離アミノ酸と総（加水分解後の）アミノ酸濃度を算出した。この HPLC で、カラムは Kinetex EVO 
C18（Phenomenex）を 45℃下で使用した。移動相は、A：150mM 酢酸アンモニウム+5％アセトニトリ
ル混合液（pH6.0）、B：60％アセトニトリルを用い、0.5mL/分の速度で流した。移動相濃度勾配は次
の通りである。（B 0％平衡）0⊖0.1min, 0％B；0.1⊖0.5min, 9％B；0.5⊖5.0min, 13％B；5.0⊖12.0min, 20％B；
12.0⊖20.0min, 35％B；20.0⊖37.0min, 100％B；37.0⊖37.01min, 0％B。吸光度は 254nm に設定した。分析
結果から、試料中のペプチドを構成するアミノ酸濃度は、加水分解後の総アミノ酸量から遊離アミノ
酸量を差し引いた値として算出した。

【ペプチド分離・アミノ酸配列解析】
卵殻膜加水分解物に含まれるペプチドを分離するため、上記と同じように未加水分解試料に PITC

誘導を行った。40℃に保持した Inertsil ODS⊖3（GL サイエンス）カラムを用いて HPLC で分離した。移
動相は A：0.01％TFA、B：60％アセトニトリルを用い、1ml/min の速度で流した。移動相濃度勾配は次
の通りである。（B 15％平衡）0⊖30min, 15⊖75％B；30⊖35min, 75⊖100％B；35⊖40min, 100％B；40⊖40.1min, 
100⊖15％B；40.1⊖50min, 15％B。この分離から単離されたペプチドピークを回収し、プロテインシー
ケンサーによるアミノ酸配列解析を行った。

【卵殻膜加水分解物摂取後のマウス血液調製】
ICR マウスメス 28 週齢に水、卵殻膜加水分解物水溶液をゾンデで 0.1ml/10g 投与した。投与から
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1 時間後に、麻酔下で 2.5ml シリンジ（ヘパリン入）を用いて下大静脈から全採血して、血漿を調製し
た。調製した血漿は上記アミノ酸分析によって、摂取後血中で増加した遊離アミノ酸とペプチド態ア
ミノ酸を測定した。

■　結　果
【卵殻膜加水分解物中の遊離アミノ酸とペプチドを構成するアミノ酸】

分析の結果、卵殻膜加水分解物の遊離とペプチド態のアミノ酸は、総量として同程度含まれてい
た（表 1）。卵殻膜中にはフェニルアラニン（Phe）、グルタミン酸（Glu）、プロリン（Pro）が遊離アミノ
酸として多く含まれていた。ペプチドを構成するアミノ酸としては、Pro、Glu、グリシン（Gly）、バ
リン（Val）、ロイシン（Leu）が多かった。卵殻膜に含まれるタンパク質としてはコラーゲンとエラスチ
ンが報告されている。表 1 のペプチド中のアミノ酸含量から、コラーゲン特有のアミノ酸でありそ
の分子の約 1/10 を占めるヒドロキシプロリン（Hyp）含量が低かったことから、含まれるコラーゲン
は微量であることが分かる。それに対して、エラスチンは Pro、Gly、Val、アラニン（Ala）を豊富に含
むことから、分析した加水分解物にはエラスチン由来ペプチドが多く含まれていると推察できる。そ
こで、卵殻膜加水分解物中にどのようなアミノ酸配列を有するペプチドが存在するか、HPLC によっ
てペプチドを単離回収して分析した。

【卵殻膜加水分解物中のペプチドアミノ酸配列】
卵殻膜加水分解物を HPLC で分離し、図 1 のように検出されたペプチドピークを回収した。プロテ

インシーケンサーによってピーク中のペプチドアミノ酸配列を N 末端から解析した（表 2）。比較的
面積の大きなピークから解析したところ全てジペプチド、トリペプチドであり、Pro、Gly、Val、Ala
を多く含んでいた。この結果から、卵殻膜を形成するエラスチン由来のペプチドを多く含むことが
考えられた。特に Gly⊖Thr⊖Pro と Gly⊖Gln⊖Pro が卵殻膜加水分解物に多く含まれていたが、Gly と Pro
で構成されるペプチドはコラーゲンにも含まれる配列である。しかし Hyp を含むペプチドは見られ
ず、コラーゲン由来の Hyp ペプチドは卵殻膜加水分解物中では微量成分として存在することが明ら
かとなった。さらに、コラーゲンとエラスチンに含まれないと考えられるアミノ酸配列も含まれてい
るため、細胞外マトリックスタンパク質由来のペプチドも卵殻膜加水分解物には含まれていることが
推測される。

【卵殻膜加水分解物摂取後のマウス血中遊離型とペプチドアミノ酸濃度】
卵殻膜加水分解物水溶液と水を摂取させたマウスの血液を分析し、血漿中の遊離型とペプチド型

のアミノ酸を測定した（表 3）。水摂取群を卵殻膜加水分解物未摂取群として比較すると、卵殻膜加水
分解物の摂取後に血中の遊離 Ala、Val、Thr が 1.5 ～ 2 倍増加していた。それに対して、全てのペプ
チド型アミノ酸は卵殻膜摂取後の血中で増加していた。特に、Pro を含むペプチドが高濃度で水摂取
群に比べて 10 倍以上に増加した。それ以外にも Gln または Glu を含むペプチド、Gly、Ala、Leu が
卵殻膜摂取後に血中で高濃度に増加した。またこれらに比べて高濃度ではないものの、血中ペプチド
態 Val は卵殻膜摂取後に約 10 倍増加していた。このアミノ酸の特徴からは、エラスチンに多く含ま
れる Pro、Gly、Ala、Val から構成されるペプチドが吸収されたことが推察される。一方で、卵殻膜
構成タンパク質の一つであるコラーゲン由来の Hyp は、血中で増加するペプチドには微量にしか含
まれなかった。

■　考　察
当初本研究結果では卵から直接卵殻膜を回収し、様々な消化酵素による不溶性卵殻膜の分解後、

卵殻膜加水分解物中ペプチドのアミノ酸配列同定を試みた。しかし、通常の消化酵素や植物由来のプ
ロテアーゼでの処理した卵殻膜は、ほとんど分解されず、水溶液中でペプチドが検出されることはな
かった。そこで、すでに消化酵素や植物由来酵素以外のプロテアーゼを使用した卵殻膜加水分解物を
試験に使用した。その結果、今回の試料中のペプチドはほとんどジペプチドとトリペプチドで構成さ
れている事が明らかとなり、多くが特定のアミノ酸で構成されていた。また、それを摂取させたマウ
ス血中で大きく増加するペプチドにも特定のアミノ酸が多く含まれていた。しかし、卵殻膜加水分解
物中ペプチドに多く含まれるアミノ酸種と、摂取後血中で増加するペプチドのアミノ酸種は一致して
いない。つまり、加水分解物中のペプチドには、Pro、Gly、Glu+Gln が同程度含まれているが、血中
では Pro を含むペプチドが他アミノ酸に比べて大きく増加し、加水分解物中にはさほど多くない Ala
を含むペプチドが血中で大きく増加していた。これは、Gly、Glu+Gln に比べて Pro、Ala を含むペプ
チドは摂取後の消化酵素で分解切断されにくいことが推察される。今後、今回明らかになったアミノ
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酸配列のペプチドを合成して機能性評価を実施していく。それによって、これまでに報告されている
卵殻膜の機能性作用に寄与する有効成分ペプチドを特定すし、メカニズムの詳細を明らかにしてい
く。

当初の本研究では、生体内で作用する卵殻膜ペプチドの機能性メカニズム解明のために、消化酵
素で分解される卵殻膜のペプチドを探索することであった。しかし、上述のとおり生体外での消化酵
素分解が困難であったため、マウス摂取後に血中へ吸収されるペプチドの探索へと手法をシフトし
た。我々は過去の研究で、コラーゲンペプチドやエラスチンペプチド摂取後のヒト血中で増加するペ
プチドを検出・同定している 5,6）。コラーゲンペプチドでは Hyp を含むペプチドが非常に高濃度で検
出されており、エラスチンペプチドでは Pro⊖Gly のみが高濃度で検出されている。今回の結果から、
摂取後のマウス血中で Hyp を含むペプチドがわずかにしか増加しなかったこと、さらに Pro と Gly
以外の Glu+Gln、Ala、Val を含むペプチドが大きく増加したことは、これまでの研究で検出されてい
ないペプチド配列が卵殻膜加水分解物摂取後に吸収されている可能性がある。それは、摂取すること
で卵殻膜特有の体調改善やメカニズムが働くことが期待される。今後は動物試験で血中のペプチド配
列を明らかにし、その動物の肝臓、腎臓や筋肉などの組織中への蓄積も調べる。

■　要　約
卵殻膜加水分解物の機能性についていくつかの報告があるが、加水分解物には様々なアミノ酸配

列のペプチドを含んでおり、どの構造のペプチドが機能性を有するかといった具体的なメカニズムは
明らかにされていない。そこで本研究では卵殻膜加水分解物中のペプチドをそのアミノ酸組成と配列
を明らかにした。さらに卵殻膜加水分解物を摂取させたマウス血中でどのようなアミノ酸配列を持つ
ペプチドが増加するかについて調べた。その結果、エラスチンを構成するアミノ酸を含むペプチドが
加水分解物中に豊富に含まれていた。さらに摂取後のマウス血中ではプロリンを多く含むペプチドが
増加した。
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表 1．卵殻膜試料中アミノ酸濃度
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表 2．卵殻膜加水分解物中のペプチドアミノ酸配列
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表 3．水と卵殻膜摂取後のマウス血中アミノ酸
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図 1　 HPLC による卵殻膜加水分解物中のペプチド分離




