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研究成果の概要（和文）：本研究においてバキュロウイルス・昆虫細胞培養系を用いて高効率に

組か型ヒトレニンを発現することに成功した。組換え型ヒトレニンを用いて各種食材よりレニ

ン阻害物質を探索し、大豆にレニン阻害物質の存在することを見出し、その構造をソヤサポニ

ンＩと同定した。また、各種サポニンによるレニン阻害活性を検討した結果、サポゲノールの

３位にグルクロン酸が結合したいわゆるグルクロニドサポニンがレニン阻害サポニンであるこ

とを見出した。さらに、米にもレニン阻害物質の存在を見出し、その構造を遊離のオレイン酸

とリノール酸と同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We succeeded effective production of recombinant human renin by 

baculovirus-insect cell expression system. Using recombinant human renin as a target 

enzyme, we found renin inhibitory activity in soybean and isolated soybean renin inhibitor. 

The physico-chemical data on the isolated inhibitor were identical with those of 

soyasaponin I. In addition, we studied the effects of various saponins on recombinant 

human renin activity and found that so-called glucuronide saponin which glucuronic acid 

connected to the third position of sapogenol was renin inhibitory saponins. Furthermore, 

we found the existence of the renin inhibitor to rice and identified the structure with 

oleic acid and linoleic acid. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、1983 年に内在性のレニン阻害物
質であるレニン結合タンパク質 (RnBP) を
ブタ腎臓から最初に単離した。その後、RnBP
の cDNA クローニング、ゲノム遺伝子構造解
析やラットにおける組織特異的発現の解析
などを進めた。さらに、RnBP 遺伝子ノック
アウトマウスの作成による生理機能解析な
ども行っている。また、最近 RnBP がレニン
阻害活性とともに、N-アセチルグルコサミン
と N-アセチルマンノサミンとの相互変換を
触媒する 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。一方、ヒトレニンの大腸菌での発現
に成功した。発現タンパク質は封入体を形成
し、その一部について巻き戻しと活性化を達
成した。これを用いて食物由来レニン阻害物
質の探索を進めた結果、味噌、大豆や雑豆類
にレニン阻害物質の含まれることを明らか
とした。さらに、バキュロウイルス・昆虫細
胞培養系において、活性型レニンの生産され
ることを見出している。しかしながら、食物
由来レニン阻害物質の精製、構造解析や構造
機能相関解析に関する研究は皆無である。そ
こで、本研究では高血圧の原因酵素であるレ
ニンの食物由来阻害物質の同定を目指す。 
 
２．研究の目的 
レニン・アンギオテンシン系は最も良く研

究が進んでいる血圧調節機構である。その中
でレニンは、律速酵素として重要な役割を担
っている。これまでにアンギオテンシン変換
酵素を標的とした食物由来阻害物質の探索
が数多く行われており、多くのペプチド類や
低分子化合物が同定されている。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。それは、酵素入手
と活性測定法の煩雑さに起因している。本研
究においては、バキュロウイルス・昆虫細胞
培養系におけるレニンの効率的発現系の構
築と新規レニン活性測定法の開発を進め、レ
ニンをターゲットとした迅速阻害活性測定
法の開発し、食物由来レニン阻害物質を探索
する。さらに、阻害物質の精製と構造解析を
行うとともに、阻害物質の構造機能相関を明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 組換え型ヒトレニンの調製：昆虫細胞発

現 用 組 換 え ベ ク タ ー の 構 築 に は 
Bac-to-Bac 法 (Invitrogen) を用いた。ヒ
トプレプロレニンを導入した組換えバキ
ュロウイルスをヨトウ蛾由来の昆虫細胞 
(Sf-9) に多重感染させレニンの発現を行
った。 

 
(2) 新規蛍光消光法によるレニン活性測定：

ヒト型レニンの活性測定には、我々が新
た に 開 発 し た 蛍 光 消 光 基 質 
(Nma-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu*Val-Ile-
Thr-Lys(Dnp)-D-Arg-D-Arg-NH2, *, 
scissile peptide bond) を用いた。 

 
(3) 食物由来レニン阻害物質探索方法：各種

食物由来粗抽出液を用いて上述の組換え
型ヒトレニンを標的酵素として用いレニ
ン阻害活性を検定した。 

 
(4) 大豆及び米由来レニン阻害物質の精製と

構造解析：大豆胚軸の熱水抽出液より各
種クロマトグラフィーを用いてレニン阻
害物質を精製した。また、平成２０年度
産秋田県産米（あきたこまち）よりレニ
ン阻害物質を精製した。阻害物質の精製
標品を用いて、各種分析機器を駆使して
構造を決定した。 

 
(5) プロレニン活性化酵素の測定方法：バキ

ュロウイルス・昆虫細胞培養系で発現し
た組換え型レニンのＮ末端配列を基に、
新 規 蛍 光 消 光 基 質 Nma-Leu-Thr* 
Leu-Gly-Lys(Dnp)- D- Arg-D-Arg-NH2を
開発した。本基質を用いてプロレニン活
性化酵素を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) 大豆由来レニン阻害物質の精製と構造

解析：大豆にレニン阻害活性を見出した。
阻害物質の組織内分布を検討した結果、
胚軸にレニン阻害活性が局在すること
が判明した。そこで、胚軸よりレニン阻
害物質を精製し、その構造をソヤサポニ
ンＩと同定した。 
成果は、Bioscience, Biotechnology, and 

Biochemistry （ 査 読 有 ）  72, 3232-3236 
(2008) などに発表された。 

 
(2) バキュロウイルス・昆虫細胞培養系の効率

化に関する研究：バキュロウイルス・昆虫細
胞培養系におけるヒトレニンの生産性の向上
について検討した。その結果、ウイルスの多
重感染度と培養時間が酵素発現に重要であ
ることを見出した。 

成果は、Biochemical Engineering Journal  
（査読有） 43, 216-220 (2009) などに発表さ
れた。 

 
(3) プロレニン活性化酵素の精製と特性解

析：これまでにバキュロウイルス・昆虫
細胞培養系におけるレニンの発現系で
は、培養最後期に活性型レニンの発現す
ることが知られていた。しかしながら、
プロレニンの活性化機構については不
明であった。そこで、バキュロウイルス



 

 

感染昆虫細胞培養液よりプロレニン活
性化酵素を精製し、その諸性質を検討し
た。その結果、プロレニン活性化酵素は、
バキュロウイルスゲノム遺伝子由来で
あることが証明された。 
成果は、Bioscience, Biotechnology, and 

Biochemistry 74, 370-374 (2010) などに発
表された。 

(4) レニン活性に及ぼす各種サポニンの影響解
析：大豆由来レニン阻害物質としてソヤサポ
ニンＩを同定したが、サポニン類の構造とレニ
ン活性阻害との関係は不明であった。そこで、
各種サポニン類を用いてレニン阻害活性を
検討した。その結果、サポゲノールの３位に
グルクロン酸が結合した、いわゆるグルクロ
ニドサポニンがレニン阻害サポニンであるこ
とを明らかとした。 

成果は、Biomedical Research （査読有） 
31, 155-159 (2010) などに発表された。 

 
(5) バキュロウイルス・昆虫細胞培養系にお

けるレニンの分解抑制解析：バキュロウ
イルス・昆虫細胞培養系におけるレニン
の発現では、発現したレニンの分解があ
り、生産性に影響を与えることが知られ
ていた。そこで、発現酵素の分解を阻止
する手法について検討した。その結果、
各種プロテアーゼ阻害剤とアミノ酸・ペ
プチド類を多量に含有するポリペプトン
添加により発現タンパク質の安定生産が
可能となった。 
成果は、Journal of Chemical Engineering 

of Japan  （査読有） 43, 603-607 (2010) な
どに発表された。 

 
(6) 米由来レニン阻害物質の同定と構造機能

相関解析：大豆以外の各種食材を用いて
レニン阻害物質を探索した結果、秋田県産
米にレニン阻害活性を見出した。８種類の
秋田県奨励品種を用いて阻害活性を検討
したところ全ての品種にレニン阻害活性を
認めた。そこで、秋田県の代表的奨励米で
ある「あきたこまち」よりレニン阻害物質の精
製を行った。 阻害物質の構造解析の結果、
遊離のオレイン酸及びリノール酸が米由来
レニン阻害物質であることが判明した。さら
に、各種遊離脂肪酸を用いてレニン阻害活
性を検討した結果、リノレン酸、アラキドン
酸、エイコサペンタエン酸やドコサヘキサエ
ン酸などの多価不飽和脂肪酸にもレニン阻
害活性のあることを見出した。一方、パルミ
チン酸やステアリン酸などの不飽和脂肪酸
やトリグルセリドには阻害が認められなかっ
た。 

成果は、Bioscience, Biotechnology, and 
Biochemistry （査読有） 74, 1713-1715 
(2010) などに発表された。 

 
(7) 昆虫細胞由来新規アスパルテックプロテア

ーゼの精製と特性解析：バキュロウイルス・
昆虫細胞培養系におけるレニンの発現過程
で、新規アスパルテックプロテアーゼの存在
を見出した。本酵素が発現タンパク質の分
解に関与する可能性がることから、精製して
その諸性質を明らかとした。 

成果は、Bioscience, Biotechnology, and 
Biochemistry （査読有） 74(10), 2154-2157 
(2010) などに発表された。 

 
(8) 大豆サポニンによる高血圧抑制作用解析：

大豆由来レニン阻害物質であるソヤサポニ
ンＩについては、高血圧抑制効果のあること
が期待されていた。そこで、市販の大豆サ
ポニンを用いて本態性高血圧ラットにおけ
る血圧上昇抑制効果を検討した。その結果、
大豆サポニン投与後１週間目からサポニン
投与群に血圧上昇抑制効果が観察され、７
～８週目で有意に血圧上昇抑制効果が確
認された。 

成果は、Bioscience, Biotechnology, and 
Biochemistry （査読有） 74(11), 2310-2312 
(2010) などに発表された。 

 
(9) 雑穀類由来レニン阻害物質の探索：大豆や

米以外の食材についてレニン阻害活性を
探索した結果、雑穀類の一部にレニン阻害
活性を見出した。GC/MS などの解析からレ
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の存在が示唆さ
れた。 

成果は、Journal of Biological 
Macromolecules （査読有） 10(3), 83-91 
(2010) などに発表された。 
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