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1.　諸　　　言
1）　コラーゲン・ゼラチン・コラーゲンペプチド
近年、多くの健康食品の中でも原材料に「コラーゲン」

の名称を含む食品が多く販売されており、ここ数年で関連
商品の市場も拡大する一方である。
コラーゲンは細胞外マトリックスタンパク質の1つであ

り、体内では腱などの結合組織や、筋肉、骨などに広く存
在する。また、コラーゲンは体内を構成するタンパク質の
約1/3を占める事が知られており、20以上もの遺伝的に異
なるコラーゲン種が存在し、ローマ数字と「型」で表され
る（I型、II型、…）1）。コラーゲン分子構造の一部は、三
本のサブユニット鎖による三重らせん構造が形成されてい
る。その分子はコラーゲン特有のアミノ酸であるヒドロキ
シプロリン（Hyp）を含んでおり、加えてグリシン（Gly）
が総アミノ酸の約1/3を占める。コラーゲンは加熱により、
三重らせん構造が崩壊して「ゼラチン」となる。高温の液
体内でサブユニット鎖が溶解したゼラチンはゾル状とな
り、低温下ではサブユニット鎖が結合してゲルを形成す
る。上述のゾル・ゲルを形成するため、ゼラチンは溶解性
と、摂取後の消化性が乏しいと予測される。溶解性と消化
性の向上を目的として、ゼラチンを酵素で部分的に分解し
たペプチドが「コラーゲンペプチド」、「コラーゲン加水分
解物」、「ゼラチン加水分解物」という名称で流通されてい
る。

2）　摂取による体調改善効果
動物やヒト臨床試験によって、これまでにゼラチンやコ

ラーゲンペプチド摂取後の体調改善効果が、学術的な論文
等で報告されている。古くは1175年、ドイツのベネディク
ト会系女子修道院長であるヒルデガルト・フォン・ビンゲ
ンによる書物には「食事からのゼラチン摂取は関節痛を緩
和する」と記録されている 2）。それ以外にも、ゼラチン摂
取による二枚爪の改善や、毛髪の直径が増加する事なども

報告されている 3）, 4）。しかしながら、これまでに報告され
ているゼラチン摂取後の体調改善効果機構は、完全には解
明されていない。ゼラチン同様、コラーゲンペプチド摂取
後、肌や関節を中心とした体調改善効果が報告されている。
ヒトの肌の保水能改善、膝関節症の状態改善、そして関節
痛の緩和が報告されている 5）～8）。また、動物試験において
も皮膚や軟骨に対する作用が報告されている 9）～11）。

3）　これまでに解明されている点
上述のとおり、コラーゲンペプチド摂取による体調改善

効果のメカニズムは未解明なままであった。これまでに、
摂取後のペプチドは消化され、ほとんどがアミノ酸にまで
分解されて吸収されると考えられてきた。しかし、この10
年間で新たな事が分かっている。コラーゲンペプチド摂取
後のヒト血液で、数種のペプチド濃度が増加し、そのペプ
チドはいずれもHypを含んでいる事、さらにそれらペプチ
ドが細胞等に対して生理作用を持つことが分かった 12）～18）。
これまでに検出・同定されたペプチドは、Pro-Hyp, Pro-
Hyp-Gly, Ala-Hyp, Ala-Hyp-Gly, Ser-Hyp, Ser-Hyp-Gly, 
Leu-Hyp, Ile-Hyp, Phe-Hyp, そして Hyp-Glyがあり、中
でも Pro-Hypが最も多く、被験者によっては血中に約
50 μMもの濃度が検出されている。さらに摂取から6時間
後までヒト血液中で検出された報告例もある。この濃度と
血中での検出時間は、これまでに報告されているペプチド
の中でも最も高い。そのため、これらの研究報告から、血
液中に吸収される Hyp-ペプチドが有効成分として作用す
る事が、コラーゲンペプチド摂取による体調改善効果のメ
カニズムであると考えられている。

4）　本研究の目的
以上の事から、分解・吸収されたペプチドが有効成分と

して体調改善に働くメカニズムより、古くから伝えられて
いるゼラチン食材からの体調改善メカニズムも同様である
と考えられる。同時に、コラーゲンが豊富に含まれる食材
を摂取することで、有効成分ペプチドを体内に吸収できる
可能性が考えられるが、その点については明らかにされて
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いない。ゼラチンは食材を加熱抽出後に摂取されているた
め、加熱加工・調理方法次第では、効率的なペプチド吸収
が可能であると考えられる。そこで本実験では、コラーゲ
ンを含む食材を異なる加熱時間により処理し、続けて人工
消化を行う。それによって、どの程度の分子サイズのペプ
チドが生成されるかを分析する。
本研究では、このように古くから伝えられているゼラチ

ン体調改善効果と、最新の研究より導かれたメカニズムを
重ね、食材の加熱処理と人工消化によって、吸収可能な有
効成分ペプチドの生成が可能か？　を明らかにする。これ
が明らかになれば、食材からの体調改善のために、どの程
度の加熱処理が必要かについて明らかとなる。

2.　材料と方法
1）　材料
生食、加熱調理も可能な食材として、実験試料には鮭背

部筋肉5 gを使用した。

2）　試薬
HCl, NaOH, Tris；トリス（ヒドロキシメチル）アミノ

メタン、ペプシン、パンクレアチン、トリフルオロ酢酸、
アセトニトリル、酢酸アンモニウムはいずれも特級または
1級を和光純薬工業（株）より購入。ロイシンアミノペプチ
ダーゼ、カルボキシペプチダーゼ、パンクレアチンは
SIGMA社より購入。その他には、ハイパーリクロカート
250-4スーパースフェア（関東化学（株））、トリエチルア
ミン（Waters社）、superdex peptide 10/300GL （GE社）
等を使用。

3）　人工消化試験
試料を1 cm程度の厚さに切り、90～95°Cに加熱した
お湯の中で、30秒、1分、3分加熱した。加熱後の試料は
包丁で細かく切り、ミンチ状にした。
試料を100 mLの0.1 M HClに溶解し、ペプシン50 mg

を加えて37°Cで3時間人工消化。人工消化後、0.6 mLの
1 M Tris–HCl （pH 8.0）を加え、1 M NaOHで懸濁液を

pH 8.0に調整。さらに試料懸濁液にロイシンアミノペプ
チダーゼ20 μLとカルボキシペプチダーゼ20 μL、パンク
レアチン2 mgを加えて37°Cで24時間人工消化した。

4）　コラーゲン由来Hyp-ペプチドと遊離Hyp測定
人工消化後の懸濁液に3倍量のエタノールを加えて酵素

を失活させた。懸濁試料から、人工消化後の分解を評価す
るため、コラーゲン由来ペプチドである Hypを含むペプ
チド（Hyp-ペプチド）と、遊離 Hypを測定した。Hypを
含むペプチド濃度は、試料中の遊離 Hypと、加水分解
（減圧下で、150°C、1時間加熱）した試料の総アミノ酸
を、アミノ酸分析によって測定し、総アミノ酸中の Hyp
濃度から、試料中の遊離 Hyp濃度を引くことで、Hyp-ペ
プチドを求めた（下記の式のとおり）。

Hyp-ペプチド濃度＝総 Hyp濃度－遊離 Hyp濃度
遠心濃縮によって試料を乾燥後、PITC誘導化処理を行

い、ハイパーリクロカート250-4を装着した HPLCによ
り試料中の Hypを分離した。分離条件は分離溶液 A; 
150 mM酢酸アンモニウム（pH 6.0） 5％アセトニトリル、
B; 60％アセトニトリルを使用し、流速0.5 mL/min、カラ
ム温度45°C、UV254 nmで検出を行った。溶出は100％
A液（0％B）でスタートし、グラジエントは次のとおり
に調整して分離を行った。0–1 min, 0％ B; 1.0–1.01 min, 
0–10％ B; 1.01–20 min, 10–47.5％ B; 20–25 min, 47.5–
100％ B; 25–37 min, 100％ B; 37–37.1 min, 100–0％ B; 
and 37.1–50 min, 0％ B。

5）　コラーゲン由来Hyp-ペプチドの分子量別濃度測定
酵素失活後の試料を、superdex peptide 10/300GLによ
り分子量別に分離した。分離条件は、流速0.5 mL/min, 
UV 214 nmで検出した。溶出画分は1分ごとに回収した。
回収後の画分は、前述した同様の方法で Hyp濃度を測定
した。

6）　ポリアクリルアミドゲル電気泳動
未加熱・加熱後の魚肉コラーゲン分子の変化を観察する

ため、Laemmliの方法に従って実施した（Laemmli, 
1970）。
試料は人工消化前の未加熱・加熱後の魚肉得を0.1 Mら

れたコラーゲン懸濁液に SDS-サンプルバッファー
（50 mM Tris–HCl, pH 6.8, 2％SDS, 10％グリセロール、
6％メルカプトエタノール）を加えて100°Cで2分間加熱
した。加熱後の試料を7.5％ポリアクリルアミドゲルによ
る電気泳動で分離し、コマシーブリリアントブルー R250
を用いて染色を行った。

図1　人工消化までの加熱処理時間
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7）　魚肉からのコラーゲン調製
SDS-PAGE用試料調製として、未加熱・加熱後の魚肉

からコラーゲン抽出を行った。加熱語の魚肉を0.1 M 
NaOHに混ぜ4°C下で24時間撹拌した。撹拌後、懸濁液
を遠心分離（10,000×g、15 min）し、沈殿物を回収、再
度0.1 M NaOHに混ぜ4°C下で24時間撹拌した。この際
得られる上澄画分は、主に筋原線維タンパク質である、コ
ラーゲン以外のタンパク質である。この作業を1週間程度
繰り返し、沈殿物をコラーゲンとして SDS-PAGE用試料
とした。

3.　結　　　果
1）　加熱時間によって人工消化後の魚肉から生成される
コラーゲン由来ペプチドおよびHypの濃度変化
図2に未加熱、加熱0.5～3分後の魚肉を人工消化した後
に生成する Hypを含む低分子ペプチド（ペプチド Hyp）
と遊離 Hyp濃度を示す。
図2の結果は、未加熱・加熱後の魚肉を摂取した際に、
魚肉中のコラーゲン由来のペプチド（ペプチド Hyp）と
アミノ酸（遊離 Hyp）どの程度生成されるか、という指
標になっている。その結果から、コラーゲン由来低分子ペ
プチドの生成濃度が未加熱・加熱で大きく異なり、加熱し
ていない魚肉からの低分子ペプチド濃度が非常に低いこと
が分かる。また、Hypペプチド濃度は加熱時間に伴って
増加した。
この結果から、生の魚肉の人工消化では、タンパク質か

ら低分子ペプチドへの分解が容易でないことが分かる。生
理活性を持ち、血中へ吸収できる可能性があるペプチドを
体内で生成させるには、加熱が必要である可能性が示唆さ
れた。一方で、コラーゲン加水分解物摂取後、人の血液中
に吸収されるコラーゲン由来ペプチドとしては、3残基以
下のアミノ酸が結合したものが検出されており、それ以上
高分子のペプチドは発見されていない。そのため加熱と消
化から、低分子ペプチドの中でも2～3残基のアミノ酸で
構成されるペプチドが生成されなければ、生理活性が期待

されない。

2）　加熱魚肉を人工消化した後に生成されるコラーゲン
由来ペプチドの分子量分布
そこで、図1で得られた試料をゲル濾過クロマトグラ
フィーによって分子量ごとに分画し、その分離パターン
と、分離後分取した画分の Hyp濃度を調べた。図3には
ゲル濾過クロマトグラフィーの分離パターンを示す。
図3の⇔ （35～39分）は、2～3残基のアミノ酸で構成
されるペプチドが分離される溶出時間である。パターンか
ら加熱0.5分後の魚肉試料から、その時間帯ピークが大き
く、溶出されるペプチド濃度が高い事が考えられた。この
時間帯から溶出される画分を回収し、これまでと同様の方
法で Hyp濃度を測定した（図4）。
図4に示されるように、加熱時間が長くなると、低分子

Hypペプチド濃度が低下した。4残基以上のアミノ酸で構
成される Hypペプチドが溶出している、ゲル濾過クロマ
トグラフィー溶出時間32～33分（魚肉消化ゲル濾過33～
34）のペプチド濃度は、加熱時間の延長とともに増加し
ている。それに対して、加熱時間が短い程、2～3残基の
アミノ酸で構成される Hypペプチドが溶出している、ゲ
ル濾過クロマトグラフィー溶出時間34～39分（魚肉消化

図2　人工消化後の魚肉由来 Hypペプチドと遊離 Hyp濃度

図3　人工消化後の魚肉懸濁試料のゲル濾過クロマトグラム

図4　加熱と人工消化後の魚肉から生成された分子量別低分子
Hypペプチド
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ゲル濾過35～36 & 37～38）のペプチド濃度が高かった。
これは加熱時間が長い程、高分子ペプチドやタンパク質が
分解を受け、4残基以上のアミノ酸で構成されるペプチド
が増加したと考えられる。その一方で、短時間である程、
遊離アミノ酸への分解が抑えられるため2～3残基のアミ
ノ酸で構成されるペプチドが増えたと考えられる。
これまでの結果からでは、分子構造の変化などは明確で

はない。そのため次の試験では加熱後の魚肉からコラーゲ
ンタンパク質を抽出し、SDS-PAGE分析によって変化を
観察した。

3）　加熱後の魚肉中コラーゲン分子の変化
図5には、加熱後の魚肉を0.1 M NaOH で処理し、

SDS-PAGEで分析した結果を示す。タンパク質分子構造
を保持しているコラーゲンは0.1 M NaOHに対して不溶
性であり、分子構造が崩壊したコラーゲン、または筋原線
維タンパク質などは0.1 M NaOHに溶解する 19）。図5に
見られるように、未加熱魚肉 NaOH不溶性画分にはコ
ラーゲン分子サブユニット鎖のα1と2のバンドパターン
が確認された。それに対し加熱後の魚肉ではサブユニット
鎖が確認されなかった。NaOH可溶性画分には、未加熱
と加熱魚肉試料に大きなパターンの違いは見られず、主に
筋原線維タンパク質のバンドパターンで構成されると考え
られる。加熱後の魚肉 NaOH可溶性画分には、コラーゲ
ン分子サブユニット鎖のα1と2のバンドが見られない事
から加熱によって魚肉中のコラーゲンサブユニットはさら
に低分子化されたことが予想される。
図6には図5で得られた0.1 M NaOH 可溶性 SDS-

PAGE（見加熱 &加熱魚肉）パターンのデンシトグラム
を示す。その結果、図5で見られた結果と同様、α1と2さ
らに、それ以上高分子のバンドが消失しており、低分子の

バンドの染色強度が微増していることが明らかとなった。
この結果から、加熱により魚肉中のコラーゲン分子構造が
崩壊し、サブユニット鎖が低分子化することが分かる。

4.　考　　　察
ここまでの結果から、加熱を行うことで低分子化したコ

ラーゲン分子サブユニットが消失し、人工消化によって低
分子ペプチドが生じることが分かった。また、未加熱魚肉
からは低分子ペプチドがほぼ生成しない、つまり生の魚肉
摂取からは、魚肉コラーゲン由来ペプチドが血液中に吸収
されない事が推測される。魚肉から生じるペプチドの中
で、ヒト血中に吸収されるサイズのペプチド濃度は、加熱
時間によって異なることが明らかになった。加熱0.5分に
最も濃度が高く、それ以降3分までは濃度が減少してい
た。
「にこごり」の現象からわかるように、魚肉を加熱し、
煮汁を冷却するとゼリーを形成する。これは魚肉から分解
したコラーゲン（ゼラチン）が流出し、冷却によってゲル
を形成したものである。この現象から分かるように、加熱
時間の延長によって、魚肉からのコラーゲン低分子化と魚
肉からの分解物の流出の現象が、同時に生じている事が考
えられる。
本研究の結論としては、加熱によって体調改善効果のあ

るコラーゲン由来ペプチドが魚肉から生成可能ではある。
しかし、その方法によってその濃度が大きく変化すること
が予測される。つまり、今回は魚肉を「煮る」手法で実験
を行ったが、「にこごり」が生じる事から、「焼く」または
「蒸す」手法が、より効率的なペプチド生成だと考えられ
る。さらに、コラーゲン含量が魚肉よりも多い畜肉で試験
を行い、その結果から、食事からの効率的なコラーゲンペ
プチド摂取方法が可能な加熱方法と加熱時間かを明らかに
することが可能である。

図5　加熱後の魚肉を0.1 M NaOH可溶性と不溶性画分の
SDS-PAGE  
試料添加量：A; 5 μL, B; 10 μL, C; 15 μL

図6　未加熱・加熱後の魚肉0.1 M HaOH不溶性画分の SDS-
PAGEデンシトグラム
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