
緒言
　これまで，クロレラやスピルリナなどの微細藻類はタンパ
ク質・ビタミン・ミネラルが豊富であるという理由から，主
に健康補助食品として利用されてきた。また，ある種の微細
藻類は社会的に利用価値の高い物質を産生して体内に蓄え
ることが明らかになってきた（Al-Jabri et al. 2021）。そうし
た付加価値の高い物質としては，エイコサペンタエン酸やド
コサヘキサエン酸のような不飽和脂肪酸（Lane et al. 2014，
Jakhwal et al. 2022），化粧品原料としてのアスタキサンチン
（Patel et al. 2022），石油代替燃料としてのボトリオコッセン
（Kojima & Zhang 1999）等が挙げられる。こうした事実を基
盤に，私たちの微細藻類に対する興味の一つは，それらが産
生する物質並びにその有効利用法へと変化してきている。さ
らに，微細藻類は二酸化炭素固定化能力が陸上植物よりも高
く生育も速いことから，2010年以降，カーボンニュートラル

な再生可能バイオマス資源として位置づけられている（蓮沼
ら 2011，伊藤・仲田 2015，加藤・蓮沼 2016）。
　微細藻類をバイオマス資源として利用するための基礎研究
は，爆発的に増加しているものの（出村 2023），微細藻類が
産生する物質についての知見はまだ少なく，付加価値の高い
未知物質を産生している可能性は非常に高いと考えられる。
一方で生物が産生する天然物は，古来より人類の健康に深く
関わってきた。特に，微細藻類のような水棲生物由来の天然
物には近年大きな注目が集まっている。そのような例として
は，最近抗ガン薬として上市されたハラヴェンやトラベクテ
ジンが挙げられる（Hirata & Uemura 1986, 川添・上村 2013，
Rinehart 2000）。このように，天然物の中には強力な生理活
性を示すものがあることから，医薬品や生命科学研究用試薬
として人類の健康に資する大きな可能性を有している。従っ
て微細藻類が産生する未知物質においても，そのような付加
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価値を有する物質が多数存在すると考えた。
　そこで本研究ではこのアイデアを検証するために，人類の
健康増進に役立つ生理活性を示す天然物を微細藻類抽出物か
ら同定することを試みた。様々な生理活性の中から今回は，
血圧低下作用を示す生理活性に注目した。なぜならば，現在
高齢化社会が問題となっているが，高血圧は高齢者における
罹患率が高い疾病であるからである（厚生労働省 2024）。血
圧は巧妙な仕組みで調節されているが，その中でもレニン－
アンジオテンシン系が最も研究されているものの一つである
（Patel et al. 2017, Takimoto & Murakami 2019）。血圧上昇作
用を示すペプチドホルモンであるアンジオテンシン IIは，不
活性な前駆体であるアンジオテンシノーゲンとして合成さ
れ，2段階のプロセシングを受けて活性型となる。このプロ
セシングにおいて重要な役割を担うのが，アンジオテンシン
変換酵素（Angiotensin-converting enzyme, ACE）と呼ばれる
タンパク質分解酵素である。従って ACEの活性を阻害すれ
ばアンジオテンシン IIの産生が妨げられ，血圧上昇を抑制
することが出来ると期待される（Nicholls et al. 1994, Bavishi 

et al. 2016）。事実，ACEは高血圧治療薬開発における有望な
創薬ターゲットの一つであり，その阻害剤はカプトプリルな
どの処方薬として結実している（Rosendorff 1982, Plosker & 

McTavish 1995）。本研究では，ACE活性阻害を活性評価の指
標として利用し，Haematococcus抽出物を材料として高付加
価値物質を探索した。
　Haematococcus Flotow（緑藻植物門，緑藻綱）は，世界中
で大量培養が実施されているアスタキサンチンを産生する微
細藻類である（Khoo et al. 2019）。Haematococcusのアスタ
キサンチン産生は，強い光照射や高塩濃度といったストレス
条件にさらされた時に誘導され，乾燥重量で 5%程度にもな
る（Wan et al. 2015）。大量培養が行われている施設では，通
常培地で増殖させた後に，窒素源を除去した高塩濃度培地に
置き換えた 2段階培養が一般的である（Oslan et al. 2021）。
この 2段階培養はアスタキサンチン産生においては有効な
手法であるが，通常培地での培養後，アスタキサンチン蓄積
に追加で数週間の期間がかかる（Aflalo et al. 2007，Oslan 

et al. 2021）。もし，アスタキサンチン蓄積前の細胞に ACE

阻害物質のような高付加価値物質の産生が認められる場合，
Haematococcusの利用価値が高まると期待される。そこで本
研究では，アスタキサンチン蓄積前のHaematococcusを用い
て ACE阻害物質を探索した。

材料と方法
株と培養条件
　本研究で使用したHaematococcus sp. dSgH-K1株は，2017

年 12月 3日に佐賀県佐賀市北川副町の小さな水たまりから分
離確立した無菌株である。この培養株は，白色蛍光灯（光量
子束密度約 100 µmol m−2 s−1）による 12 h明 /12 h暗サイク
ル下，約 25°Cで 8 Lの AF6培地（Kasai et al. 2004）を含む
ポリカーボネートボトル（10 L，2251-0020，Thermo Fisher 

Scientific）において，5% CO2を 1 L min−1で通気した環境で
培養した。2週間ごとに培養液の半分（4 L）を採取し，冷蔵
庫（約 10°C）で保存して細胞を自然沈降させた。収穫時の
乾燥細胞重量は約 0.2 g L−1であり，藻体回収時，顕微鏡観察
では細胞は緑色を呈していた。細胞が自然に沈殿したら上清
を捨て，細胞濃縮液を調製した。5回の採取で得られた細胞
濃縮液を 1つに集め，抽出用の試料とした。すべての操作は
クリーンベンチ内で行い，最終的に得られた濃縮液について，
淡水産藻類用無菌検査培地 B-V（Ichimura & Watanabe 1977）
を用いて無菌であることを確かめた。

有機物抽出と ACE阻害物質の探索
　回収した dSgH-K1株細胞は含水メタノール（約 80%）に浸
漬して週に 1回超音波処理を行い，2週間静置して有機物を
抽出した。ろ過によって細胞残渣を取り除いてから溶媒留去，
乾固して粗抽出物を得た。この粗抽出物を蒸留水と酢酸エチ
ルを用いて液-液抽出を行った。得られた酢酸エチル層をヘキ
サンと 80%メタノールを用いてさらに液-液抽出を行った。
　水層，ヘキサン層，80%メタノール層，それぞれの画分に
ついて ACE阻害活性を評価したところ，80%メタノール層
に強い活性を認めた。そこでこの 80%メタノール層を逆相
オープンカラムクロマトグラフィー［COSMOSIL 75C18-OPN

（Nacalai Tesque），カラムサイズ 50 mm I.D. × 150 mm，自然
落下］に供し，600 mLずつ 5つに分画した。得られたそれ
ぞれの画分（Fr.31-35）を分取薄層クロマトグラフィー（PLC 

silica gel 60 F254，0.5 mm，Merck）及び逆相高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC，COSMOSIL C18-MS-IIカラム，4.6 

mm I.D. × 250 mm，Nacalai Tesque，アセトニトリル /蒸留水）
で分画し，候補化合物 3154A，3253A，3254Aを得た。

3154Aの精製
　逆相オープンカラムクロマトグラフィーの画分 31番を 2回
の PLC分画（1回目；20 × 10 cm，展開溶媒　ヘキサン /酢
酸エチル = 1 : 4, v/v，2回目；10 × 10 cm，展開溶媒　クロ
ロホルム /メタノール = 2 : 1, v/v）で分離し，HPLC（移動相　
アセトニトリル /水 = 5–15%, v/v，30 minの直線濃度勾配，
流速 0.6 mL min−1）で精製した。

3253Aと 3254Aの精製
　逆相オープンカラムクロマトグラフィーの画分 32番を 2回
の PLC分画（1回目；20 × 10 cm，展開溶媒　ヘキサン /酢
酸エチル = 2 : 1, v/v，2回目；10 × 10 cm，展開溶媒　ヘキサ
ン /酢酸エチル = 1 : 4, v/v）で分離し，HPLC（移動相　アセ
トニトリル /水 = 40%, v/v，流速 0.6 mL min−1）で精製した。

ACE阻害活性評価
　試料の ACE活性阻害の評価には，ACE阻害活性測定キッ
ト（DOJINDO）を用いた。藻類抽出物はメタノールあるい
はジメチルスルホキシドで適当な濃度に溶解した後に，蒸留
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水で希釈した。阻害活性は，製品添付の基質ペプチド切断の
際に生じる色素の吸光度（450 nm）を基に決定した。吸光度
の測定には，SpectraMax iD3プレートリーダー（Molecular 

Devices）を用いた。阻害率は次式を用いて計算した。即ち，
ACE酵素未添加のネガティブコントロールにおける吸光度を
AN，藻類試料未添加のポジティブコントロールにおける吸光
度を AP，試料添加時の吸光度を ASとする時，阻害率 （%） = 

(AP − AS) / (AP − AN) × 100%。同定した物質の活性評価は，様々
な濃度の阻害候補物質存在下で ACE活性評価を実施し，ACE

活性率 （%）（= (AS − AN) / (AP − AN) × 100%）を算出した。また，
アデノシンは市販品（東京化成工業）を用いた。

単離した ACE阻害物質の化学構造決定
　ACE阻害物質の化学構造は，1H及び 13Cの 1次元ならび
に，同種核相関分光法（COSY），異種核多量子相関分光法
（HMBC），異種核多量子コヒーレンス相関分光法（HMQC），
核オーバーハウザー効果分光法（NOESY）の各種 2次元の核
磁気共鳴（NMR）（600 MHz，Brucker AVANCE III）分光法
によって解析した。この時溶媒は，全て CD3ODを用いた。

結果
　Haematococcus sp. dSgH-K1株の 80%メタノール抽出物を，
各種クロマトグラフィーを組み合わせて分離・精製し，3種
の ACE阻害物質を単離した。以下に詳細を示す。まず 80%

メタノール画分を COSMOSIL 75C18-OPN担体を用いたオー
プンカラムクロマトグラフィーで 5つの画分に分け（31–35

番），それぞれの ACE阻害活性を評価した（Fig. 1）。これよ
り，34以外の画分は ACE阻害活性を示すことが分かる。今
回，31番の画分から 1種類（3154A），32番の画分から 2種
類（3253Aと 3254A）の活性物質単離に成功した。

3154Aの単離と構造解析
　31番の画分からは，3154Aと名付けた ACE阻害物質 0.2 

mgを単離することに成功した。Fig. 2に 3154Aの精製スキー
ム並びに最終精製段階のHPLCチャートを示す。
　3154Aの化学構造を明らかにするために，1次元（1H 

NMR）及び 2次元（COSY，HMBC，HMQC）の各種 NMR

スペクトルを取得した。この際，試料がごく微量であった
ため 13C NMRは明瞭なシグナルを与えなかった。一方で
HMBC，HMQCの各 2次元スペクトルについては明瞭な相
関が得られたことから，13C NMRの化学シフト値については，
これら 2次元 NMRの値を参考にした（Fig. 3）。
　1H NMRスペクトルにおいて，4–5 ppmの 3本のシグナル
は糖の環上プロトン，8 ppm付近の 2本のシグナルはヘテロ
原子を含む芳香環上のプロトンと推定した。また，HMBC，
HMQCの 2次元 NMRスペクトルから，少なくとも 10個の
炭素が存在し，そのうちの 5個は（63–91 ppm）酸素官能基

Fig. 1.  ACE inhibition rate of each fraction. Samples were added at a 
concentration of 1.0 mg mL−1. Each value is the mean ± standard error 
of the mean of triplicate determinations.

Fig. 2.  Purification of 3154A. Purification scheme (A) and HPLC chart 
that showed final step (B) of 3154A.
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化されたメチン炭素であると推定された。
　続いて 1H-1H COSYスペクトルからは，H6′-H4′，H1′-H2′-H3′
の相関が観察された。さらにHMBCスペクトルにおいては，
H6-C3′，H4′-C3′，H1′-C8，H8-C4，H8-C5，H2-C4，H2-C6

の各相関が観察された。
　以上を勘案して化学構造を推定したところ Fig. 4に示す構
造が得られ，これはアデノシンと同一であった。既報のアデ
ノシン 1H-NMRスペクトル（プレシュら 2012）と 3154Aの
それとを比較すると，溶媒が違うために多少の相違があるも
のの，非常に良い一致を示すことから，3154Aはアデノシン
と同一であると結論した。

3253Aと 3254Aの単離と構造解析
　32番の画分からは，2回の PLCと逆相HPLCによる精
製によって，3253Aと 3254Aの 2種類の活性物質それぞれ
0.22 mgと 0.08 mgを得た。精製スキームと精製最終段階の
HPLCチャートを Fig. 5に示す。
　3253Aと 3254AのNMRスペクトルは非常に類似していた
ことから，互いによく似た類縁体と考えられた（3253Aのス
ペクトルのみ Fig. 6に示す）。1H NMRにおいて 5.74 ppmの
シグナルはオレフィンに結合したプロトン，4.19 ppmのシ
グナルは水酸基のつく炭素上のプロトンと推察される。1.75，
1.45，そして 1.26 ppmのシングレットは，3個のメチル基

の存在を示唆する。また，13C NMRから，炭素原子を 11個
有することが分かる。さらに，174.7 ppmのシグナルは，カ
ルボニル炭素の存在を示す。113.3 ppmはオレフィン炭素，
67.2 ppm及び 88.9 ppmはそれぞれ酸素原子が結合したメチ
ン炭素及び第四級炭素，20–50 ppmのシグナルはメチル，メ
チレン及びメチン炭素由来と推定された。
　これらの情報と COSY，HMBC，HMQCにおける相関から，
両者の化学構造を解析したところ，環構造を持つカルボン酸
であり，両者は同一の平面構造であることが示唆された（Fig. 

7）。そこで次に，これら 2つは互いに立体異性体の関係にあ
るのではないかと考え，NOESYスペクトルを観測した（Fig. 

8）。試料 3252Aでは，1.75 ppmと 1.45 ppm，5.74 ppmと

Fig. 3.  3154A NMR spectra of 1H (A), COSY (B), HMBC (C), and HMQC (D).

Fig. 4.  Chemical structure of 3154A. The numbers in the left panel 
indicate the chemical shift values of protons (top) and carbons 
(bottom). In the right panel, the thick bonds indicate correlations 
observed by COSY, and the arrows indicate those observed by HMBC.
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Fig. 5.  Purification of 3253A and 3254A. Purification scheme (A) and HPLC chart that showed final step (B for 3253A, C for 3254A).

Fig. 6.  3253A NMR spectra of 1H (A), 13C (B), COSY (C), HMBC (D), and HMQC (E).
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1.26 ppmの間でNOESYスペクトルに相関がみられたのに対
し，試料 3254Aでは，4.11 ppmと 1.59 ppm，4.11 ppmと
1.29 ppm，1.59 ppmと 1.29 ppm，5.77 ppmと 1.32 ppmの
プロトンシグナルの間でNOESYスペクトルの相関がみられ
た。この結果から，両者は Fig. 9に示すように互いにジアス
テレオマーの関係にある立体異性体であると結論した。

同定した ACE阻害剤の活性確認
　最後に，本研究で単離・同定した ACE阻害物質の活性を確
認した（Fig. 10）。まず，3154Aはアデノシンであったことか
ら，市販のアデノシンを用いて ACEに対する影響を確認した。
種々の濃度のアデノシン存在下，あるいは非存在下の条件で

ACE活性を測定した。続いて各アデノシン濃度における ACE

活性をアデノシン非存在下の ACE活性に対する相対値として
算出した（Fig. 10A）。その結果，阻害活性は濃度 16 mMで
プラトーに達し，それ以上濃度を増加させても阻害率はほぼ
一定（阻害率：40%）であった。
　次に，3254Aは極微量しか精製できなかったため，3253A

のみ ACE阻害活性試験を実施した。アデノシンと同様に種々
の濃度の 3254A存在下あるいは非存在下の条件で ACE活性
を測定し，非存在下の活性を 100%とした時の相対値として
図示した（Fig. 10B）。14 mMから 300 mMの濃度まで ACE

阻害活性は濃度依存的に増加し，300 mMでの阻害率は，
45%であった。

Fig. 8.  NOESY spectra of 3253A (A) and 3254A (B).

Fig. 7.  Chemical structures of 3253A (A, B) and 3254A (C, D). The numbers in the left panels indicate the chemical shift values of protons (upper) 
and carbons (lower). In the right panel, the thick bonds indicate correlations observed by COSY, and the arrows indicate those observed by HMBC.
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考察
　今回，佐賀県佐賀市から確立したHaematococcus sp. dSgH-K1

株を材料に，3種類の天然物を ACE阻害活性のある血圧降
下作用物質候補として同定した。そのうちの 1つはアデノシ
ン，残り 2つは互いにジアステレオマーの関係にある環状構
造をもつカルボン酸であった。このカルボン酸はこれまでに
クスノキ科ネクタンドラ属の Nectandra oppositifolia Nees & 

Martiusやマリーゴールドから見出されており，抗トリパノ
ソーマ活性が示されている（Alves Conserva et al. 2021, Wang 

et al. 2023）。しかし，これまで ACEに対する影響を調べた例
はなく，今回が ACE阻害剤としての初めての報告である。
　アデノシンは核酸の構成成分としてあらゆる生物に普遍
的な物質である。さらに，ヒトをはじめとした哺乳類動物等
においては情報伝達物質としても機能し，その効果の 1つ
が血圧降下作用であることが知られていた。しかしその作
用はアデノシン受容体を介して発揮されると考えられており
（Guimarães et al. 2003, Antonioli et al. 2023），これまで ACE

阻害効果の有無について調べられたことは無かった。今回の
研究から，アデノシンは ACEの阻害を通して血圧調節に関与

している可能性もあることが示唆された。
　ACEの基質はアンジオテンシン Iであり，その C末端の
His-Leu(OH)からなるジペプチド部分がこの酵素に認識され
て切り出される。一方で，ヘビ毒由来のペプチド（-Phe-Ala-

Pro(OH)）も基質となることが明らかにされている（Cushman 

et al. 1987）。従って ACEは，ヘビ毒由来ペプチドの C末端
に位置する Ala-Pro(OH)という配列も認識すると考えられる。
本研究で同定した 3253Aおよび 3254Aとプロリンの化学構
造を比べると，全て環状の脂肪鎖から 1炭素離れた位置にカ
ルボキシル基を有しており，環構造とカルボキシル基の位置
関係が共通である事が分かる。したがって 3253Aと 3254Aの
カルボキシル基が-Phe-Ala-Pro(OH)ペプチドの C末端カルボ
キシル基を，環構造がプロリンの環を模倣することによって
ACEの基質認識部位に結合する可能性が考えられる。従って
これら 2つの微細藻類由来 ACE阻害物質は，基質結合部位に
対して本来の基質と競合することによって，阻害効果を生み
出しているのかもしれない。
　Haematococcusは，強力な抗酸化作用を示すアスタキサン
チンを産生することが知られている（Aflalo et al. 2007）。こ
の微細藻類は定常状態ではアスタキサンチンの合成を行わな
いが，強い光照射や高い塩濃度などのストレスにさらされた
時に初めて，アスタキサンチンを合成する（Aflalo et al. 2007, 

Oslan et al. 2021）。従って，微細藻類を用いたアスタキサン
チン産生では，2段階の培養，即ち細胞を増殖させる培養と
アスタキサンチンを産生蓄積させる培養が用いられる（Oslan 

et al. 2021）。ところで，今回の研究では細胞を増殖させる
培養後直ぐに抽出し，アスタキサンチン誘導を行わなかっ
た。アスタキサンチンを蓄積していないHaematococcus細胞
を利用した例はなく，初めての試みである。本研究の結果は
Haematococcusからアスタキサンチン以外の有用物質獲得が
期待できる可能性を示唆することから，この微細藻類の幅広
い利用に繋がると期待される。一方で，アスタキサンチン誘
導後に粗抽出物を用いて ACE活性に対する影響を調べたとこ
ろ，6 µg mL−1の濃度で約 50%，600 µg mL−1の濃度で約 90%

Fig. 9.  3253A (A, B) and 3254A (C, D) are diastereomeric stereoisomers. 
The arrows indicate correlations observed by NOESY.

Fig. 10.  Effects of adenosine (commercially available) and 3253A against ACE activity. ACE activities were measured in the presence of various 
concentrations of adenosine (A) or 3253A (B). Each value is the mean ± standard error of the mean of triplicate determinations. Veh.: Vehicle that 
is a solvent in which ACE inhibitors were dissolved.
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の ACE阻害活性を示した。アスタキサンチン蓄積の有無，即
ちストレスの有無によって ACE阻害活性を示す物質が同一で
あるのか否かには，非常に興味がもたれる。
　本研究ではHaematococcusを例にして血圧低下作用を示す
候補化合物を探索した。その結果，3種類の化合物を見出す
ことに成功した。私たちは血圧低下作用のほかにも，ガン細
胞増殖阻害，抗炎症，抗肥満といった効果についても検証し，
こうした活性を示す物質が存在することをHaematococcus抽
出液で確認している（投稿準備中）。健康に役立つ物質を産生
しているのはHaematococcusに限らないと考えられることか
ら，より体系的な研究を実施することで全く新しい医薬品リー
ド化合物や健康食品の素材が発見できると期待される。
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