
緒　　言

経口摂取されたカルシウム（Ca）の吸収は能動輸送

と受動輸送の二相混在型であるとされており, 小腸上部

の十二指腸や空腸では, ビタミン D 依存性 Ca 結合たん

ぱく質の作用部位が局在していることから, 能動輸送に

より吸収され, その吸収速度は, 単位組織重量あたり他

の部位の 3 倍以上であると考えられている1）。小腸下部

の回腸では, 受動輸送であるとされているが, Ca の総吸

収量としては小腸上部よりも大きいとされている。しか

し, Ca の吸収率は低く, 成人ではおおよそ 30％程度で

ある2, 3）。リン酸やフィチン酸などの食品成分と Ca が結

合すると小腸内で結晶化し, Ca の吸収が阻害されやす

い1, 4）。このようなことから, Ca の吸収率を高めたペプ

チドが見いだされ, 乳たんぱく質カゼインの小腸内消化

で生成するカゼインホスホペプチド（CPP）などが報告

されている5, 6）。CPP は主にカゼインのホスホセリン残

基のリン酸基が Ca を結合し, リン酸との結合を阻害す

ることで, Ca を可溶化し, 小腸下部の上皮内外の濃度勾

配を高め, 吸収を促進する。

近年, ブタ骨7）
, シカ骨8）

, 乳清 
9）

, タラ10, 11）やホキ12, 13）

など魚類の皮や骨, 大豆14, 15）
, 小麦胚芽16, 17）などを加水

分解して得られたタンパク質と Ca の結合に関する報告

がある。これらのタンパク質加水分解物は, 加水分解条
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件の違いにより, Ca 結合能が異なることや, Caとの結

合には, 主に酸性アミノ酸のカルボキシ基が関与すると

推定されている。

魚類コラーゲンペプチドは, フィレを取り除いた後

に残った皮や鱗, 骨などから生産されている。コラーゲ

ンペプチドは, 哺乳動物由来のものを含め, 医薬品や化

粧品だけでなく, 機能性食品としても製造販売されて

いる18）。コラーゲンペプチドの食品における機能性とし

ては, 骨代謝19-22）
, 脂質代謝 

23）
, 血圧 

24-26）
, 創傷治癒 

27, 28）
,  

肌の改善効果29-31）などに関する報告がある。

コラーゲンペプチドの Ca 結合能及びその特性を評価

した報告は少なく, 各種ペプチドを比較した研究も見当

たらない。また, 哺乳動物由来コラーゲンペプチドの摂

取による骨代謝への影響に関する報告はあるが, 魚類コ

ラーゲンペプチドを使用した報告は少なく, 閉経後を想

定した卵巣摘出マウスに対してテラピアコラーゲンペプ

チドの摂取による骨代謝への影響を検討した報告はな

い。以上のことから, 本研究では, 魚類コラーゲンペプ

チドの Ca 吸収促進作用を検討するため, 魚類コラーゲ

ンペプチドに Ca を結合させ, その Ca 結合能及び特性を

評価した。さらに, 卵巣を摘出したマウスにテラピアコ

ラーゲンペプチドを与え, 骨代謝への影響について検討

した。

実験方法

 1 . 実験試料

アカマツダイ鱗, テラピア鱗, タラ皮及びブタ皮由来

のコラーゲンペプチドは株式会社ニッピより購入した。

また, シロサケ皮由来及びトラウト皮由来コラーゲンペ

プチドは, マルハニチロ株式会社より購入した。

 2 . エタノール分画物の Ca 結合能

魚類コラーゲンペプチドの Ca 結合能を調べるた

め, Liu, et al.
17）の方法を一部変更し, 濃度比や pH, 温度,  

時間など異なる条件で, 各種コラーゲンペプチドと塩化

カルシウムの溶液を混合し, 反応させた。濃度比の検討

では, 20, 40, 60, 80 及び 100mg/mL に調製した各種コ

ラーゲンペプチド溶液と 500mM 塩化カルシウム溶液を

等量混合し（終濃度 10, 20, 30, 40 または 50mg/mL ペプ

チドに対して 10mg/mL Ca反応溶液）, 撹拌しながら少

量の塩酸または水酸化ナトリウム溶液で pH7.0 に調製し

た。30 分間撹拌しながら反応させた後, 25℃で 10,000×

g, 10分間の遠心分離を行った。上清に, エタノールを 9

倍量加えて, 撹拌後, 20 分間遠心分離し, 上清を除去し

た。遊離の Ca イオンや低分子物質などを除くため, 再

びエタノールを加えて, 同様に遠心分離し, 3 回洗浄を

行った。沈殿物を真空乾燥機で乾固し, Ca 結合ペプチド

（CaP）とした。また, 塩化カルシウム溶液の代わりに超

純水としたものをペプチドコントロール（PC）とした。

これらの Ca 量及びペプチド量を Chlorophosphonazo-Ⅲ

（CPZ-Ⅲ；同仁化学研究所）を使用した比色法 
32）及

び DC プロテインアッセイキット（Bio-Rad Laboratories, 

Inc.）により測定した。Ca 結合能はペプチド 1 gあたりの  

Ca 量（mg）として示し, 以下の算出式より求めた。

Ca 結合能（mg/g）

また, pH は 4 ～ 8, 温度は 5 ～80℃ , 時間は 0.5～24

時間について検討した。

 3 . ゲルろ過クロマトグラフィーによる重量平均分子量

コラーゲンペプチド, PC 及び CaP の重量平均分子量

をゲルろ過クロマトグラフィー（ゲルろ過 HPLC）によ

り分析した。装置には（株）島津製作所製 Prominence 

HPLC 20A システムに, カラム Superdex
TM

 peptide 

10/300GL（GE Healthcare Co.）を装着して用いた。カ

ラムオーブン温度 40℃ , 流速 0.5mL/min, 吸収波長  

230nm に設定して分析を行った。溶離液には 0.1％（v/v）

TFA-30％（v/v）アセトニトリル溶液を使用した。

検量線のスタンダードには, リゾチーム（分子量

14,300；Sigma-Aldrich）, インスリン（分子量 5,800；富

士フイルム和光純薬株式会社）, アンセリン（分子量 240；

Sigma-Aldrich）, Pro-Hyp（ 分 子 量 228；Bachem AG）,  

Gly-Gly（分子量 132；富士フイルム和光純薬株式会社）

を使用した。解析ソフトウェアは Lab solutions GPC 

Software（株式会社島津製作所）を使用し, 検量線を作

成して, 重量平均分子量を算出した。

 4 . アミノ酸組成分析

各種コラーゲンペプチド, PC 及び CaP を 110℃で 24

時間 6M 塩酸を用いて加水分解後, エバポレーターで濃

縮乾固した。次に 0.02M 塩酸を加えて溶解し, 高速アミ

ノ酸分析計（L8900, 株式会社日立ハイテクサイエンス）

により分析した。

 5 . フーリエ変換赤外分光法による Ca 結合ペプチドの

構造解析

フーリエ変換赤外分光法（FTIR）により, コラーゲン

ペプチド, PC 及び CaP の構造解析を行った。サンプル  

2 mg と臭化カリウム 200mg を乳鉢で混合し, ミニハンド

プレス MHP-1（株式会社島津製作所）により加圧し, 錠

剤を成型した。これを FTIR（IRAff inty-1, 株式会社島津

製作所）により分析し, 吸収スペクトルを得た。測定条

件は, 波長範囲 400～4,000cm
-1
, 積算回数100 回, 分解能  

4.0cm
-1とした。

 6 . リン酸イオン存在下における Ca 可溶化試験

Ca は小腸内でリン酸などの食品成分と結合し, 不溶

化することで吸収されにくくなるとされていることか

＝  
CaPのCa量（mg）  

PCのペプチド量（g）CaPのペプチド量（g）

PCのCa量（mg）  

14



ら, Ca 可溶化試験を行った9）。終濃度 1 mg/mLコラーゲ

ンペプチド -0.2 mg/mL Ca -20mM リン酸ナトリウム緩

衝液（pH8.0）となるように調製し, 小型振とう機（NR-

3, タイテック株式会社）で 120rpm, 25℃ , 2 時間撹拌し

た。その溶液を 25℃で10分間遠心分離（10,000×g）

し, 上清の Ca 濃度及びペプチド濃度を上述と同様に測

定した。また, コントロールとしてコラーゲンペプチド

の代わりにゼラチン（関東化学株式会社）, ウシ血清ア

ルブミン（BSA; Sigma-Aldrich）または超純水（Ca コ

ントロール）を添加したものも, 同様に測定した。

 7 . 酵素による人工消化試験

20mg/mL コラーゲンペプチド溶液を塩酸で pH2.0 に

調整後, ブタ由来ペプシン（≥2,500 units/mg, Shigma-

Aldrich）を加え（酵素：基質＝ 1 ：100）, 37℃で 2 時間

反応させた。反応後, 沸騰湯浴中で 10 分間加熱し, 酵素

を失活させてペプシン分解物を得た。また, 酵素を加え

ていないものを未分解物Ⅰとし, さらに, コラーゲンペ

プチドを加えずに酵素のみを加えたものをペプシンコン

トロールとした。これらの溶液を 25℃で 15 分間遠心分

離（15,300×g）し, 上清を後述の分析に使用した。 

一方, ペプシン分解物を水酸化ナトリウム溶液で

pH8.0 に調整し, ブタ腸由来トリプシン（2,000U/g, 富士

フィルム和光純薬株式会社）を加え, 37 ℃で 2 時間反応

させた（酵素：基質＝1：100）。その後, 再び加熱によ

り酵素を失活させ, ペプシン-トリプシン分解物とした。

また, 酵素を加えていないものを未分解物Ⅱとし, コ

ラーゲンペプチドを加えずに酵素のみを加えたものをペ

プシン-トリプシンコントロールとした。

得られた各種酵素分解物などは, 塩化カルシウム溶液

と反応させて, エタノール分画による Ca 結合能及びリ

ン酸イオン存在下における Ca 可溶化試験を行った。

 8 . テラピアコラーゲンペプチドの摂取による卵巣摘出

マウスの骨代謝に及ぼす影響

（1）実験動物及び飼育方法

実験動物は, ICR マウスとし, 7 週齢で卵巣を摘出し

たマウス 24 匹を 8 週齢で日本エスエルシー株式会社から

購入した。また, 卵巣を摘出せず, 開腹手術をしたマウ

スを同様に 8 匹購入した。飼育環境は, 温度 22± 2 ℃ ,  

相対湿度 50± 5 ％, 12 時間の明暗周期とし, 床敷を入れ

たケージで飼育した。納入後, 1 週間順応させた後, 試

験食を開始した。試験食の飼料は, AIN-93G 
33）を参照し,  

普通飼料, テラピアコラーゲンペプチド 1 ％添加飼料及

び 5 ％添加飼料の 3 種類とした（Table 1）。テラピアコ

ラーゲンペプチドの添加量は, 卵巣を摘出したラットに

ブタコラーゲンペプチドを摂取させた場合, 骨密度が高

くなったとされている 1.66g/kg 体重/日を参考にした19）。

また, 成長期のラットに 16.6g/kg 体重/日を摂取させた場

合, 腎肥大を起こしたとされていることから, 8.30g/kg

体重/日として算出した。

卵巣摘出マウスを 3 つのグループに分け, 普通飼料

｛Ovariectomized （OVX）；n＝ 8 ｝, テラピアコラーゲン

ペプチド 1 ％添加飼料  {Collagen peptide 1 ％（CP 1 ％）；

n＝8}  及び 5 ％添加飼料  {Collagen peptide 5 ％（CP 5 ％）；

n＝8}  のグループとした。また, 卵巣を摘出せずに開腹

手術をしたグループ ｛Sham-operated（SHAM）；n＝8｝ に

は普通飼料を与えた。飼料と飲水は自由摂取とし, グ

ループごとにケージで 3 か月間飼育した。

本動物実験は国立研究開発法人水産研究・教育機構中

央水産研究所の動物実験委員会 The Animal Experimental 

Council の承認を受けて実施した。

（2）サンプリング

マウスは 3 か月間飼育後, 一晩絶食させ, イソフルラ

ン（マイラン製薬株式会社）により麻酔し, 開腹して下

大静脈から血液を採取した。血液は, 15℃で10分間遠心

分離（9,100×g）した後, 上清を回収し, 分析に使用す

るまで－40℃で保存した。その後, 子宮, 腎臓, 肝臓及

び卵巣・腎臓周囲の脂肪を採取し, 重量を測定した。ま

た, 左大腿骨を採取し, 分析に使用するまで－40℃で保

存した。

（3）血液の生化学的検査及び大腿骨の特性

血清は, CPZ-Ⅲにより Ca 濃度を測定した。大腿骨は,  

100℃で 20 時間加熱し, 乾燥重量を測定した後, 550℃で

36 時間加熱して灰化重量を測定した。灰化試料は 1 ％

塩酸で溶解し, Ca 及びリン含有量を各々 CPZ-Ⅲ 及バナ

ドモリブデン法 
34）により測定した。

 9 . 統計解析

統計解析ソフトは, SPSS Statistics 24（IBM）を使用

した。in vitro の結果は, 平均±標準誤差で示した。Ca 結

合能, アミノ酸組成分析及び人工消化試験は, 一元配置

Table 1.  Composition of experimental diet for each mouse group.

(g)

SHAM OVX CP 1 % CP 5 %

Cornstarch 397 397 387 347

Casein 200 200 200 200

Dextrinized cornstarch 132 132 132 132

Sucrose 100 100 100 100

Soybean oil 70 70 70 70

Cellulose powder 50 50 50 50

Mineral mix (AIN-93G-MX) 35 35 35 35

Vitamin mix (AIN-93VX) 10 10 10 10

L-Cystine 3 3 3 3

Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 2.5

tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 0.014

Tilapia collagen peptides - - 10 50

Total 1,000 1,000 1,000 1,000

SHAM: Sham-operated; OVX: Ovariectomized; CP1%: 1% collagen peptide 
added; CP5%: 5% collagen peptide added.
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分散分析と Tukey 法による多重比較検定を行い, また, 

Ca 可溶化試験は一元配置分散分析と Dunnett 法による

多重比較検定を行った。また, 動物実験の結果は, 平均

±標準偏差で示した。グループ間の比較は, 一元配置分

散分析と Tukey 法による多重比較検定を行った。いずれ

も, 有意水準は 5 ％とした。

実験結果

 1 . エタノール分画による Ca 結合能及び重量平均分子量

重量比の検討では, アカマツダイ, テラピア及びブタ

はペプチドと Ca の重量比が 1 ： 1 のときに Ca 結合量が

多く, ペプチド：Ca＝ 1 ： 1 のとき, アカマツダイ 88.7 

mg/g, テラピア 76.7mg/g, ブタ 82.9 mg/g であった（Fig. 

1A）。タラ, シロサケ及びトラウトでは, 重量比間で有

意な差は認められず, ペプチド：Ca＝ 1 ： 1 のとき, タ

ラ35.7mg/g, シロサケ 58.4mg/g 及びトラウト 57.7mg/

g であった。pH の検討では, アカマツダイ, テラピア及

びタラの Ca 結合量は pH 6 ～ 8 で多く, アカマツダイで

は81～83mg/g, テラピアでは74～79mg/g, タラでは35～

37mg/g であった（Fig. 1B）。シロサケ及びトラウトの

Ca 結合量は, 酸性で多く, 中性から弱アルカリ性にかけ

て減少した。反応温度では, シロサケ及びトラウトで 

80℃のときに減少したが, その他のサンプルでは 5 ～

80℃まで差はなかった（Fig. 1C）。反応時間では, すべ

てのサンプルで有意な差は認められなかった（Fig. 

1D）。さらに, コラーゲンペプチドサンプル間の比較で

は, ペプチド：Ca＝ 1 ： 1, pH7, 25℃ , 30 分間反応させ

た場合, Ca 結合能は, アカマツダイが最も高く, 次にテ

ラピア, シロサケ及びトラウト, タラの順であった。

未反応のコラーゲンペプチドの重量平均分子量は, ア

カマツダイが 5,200, テラピアが 5,300, タラが 6,900, シロ

サケ及びトラウトが 1,700, ブタが 4,400 であったが, 

CaP では, アカマツダイが 7,700, テラピアが 8,200, タラ

が 11,000, シロサケ及びトラウトが 2,800, ブタが 7,100 で

あり, すべてのサンプルで未反応のコラーゲンペプチド

と比較して高かった。

 2 . Ca 結合ペプチドのアミノ酸組成及び構造解析

Ca 結合能が高かったアカマツダイ及びテラピアコ

ラーゲンペプチドについてアミノ酸組成を調べた結

果, アカマツダイ CaP は, 未反応のコラーゲンペプチド
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Fig. 1. Calcium binding capacity by the difference of reaction conditions. Data are shown as 
the means±SE, n＝3, and One-way ANOVA procedure followed by Tukey’s test was used 
to evaluate the statistical significance. The different letters on the values indicate signifi cant 
difference between the reaction conditions (p＜0.05).
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及び PC と比較してアスパラギン酸及びグルタミン酸残

基が多くなり, バリン及びプロリン残基が少なかった

（Table 2）。テラピア CaP においても, アカマツダイと

同様でアスパラギン酸及びグルタミン酸残基が顕著に多

くなった。また, アラニン, バリン, プロリン残基など

が CaP で少なかった。これらの結果は, ブタコラーゲン

ペプチドの CaP においても類似したアミノ酸残基の増

加や減少がみられた。

FTIR を用いた構造解析では, 1,400cm
-1
 及び 1,000～

1,100cm
-1
 付近のピークに変化が認められた（Fig. 2）。

アカマツダイ及びテラピアコラーゲンペプチドの1,406

及び 1,404cm
-1
 と PC の 1,400cm

-1
 のピークは, CaP では,  

各々 1,412cm
-1
 となった。また, アカマツダイ及びテラ

ピアコラーゲンペプチドの 1,030cm
-1
 と PC の 1,030cm

-1  

及び 1,032cm
-1
 のピークは, CaP では, 各々 1,045cm

-1 及

び 1,042cm
-1
 に変化していた。

 3 . リン酸イオン存在下における Ca 可溶化試験

コラーゲンペプチド, Ca 及びリン酸イオンを反応さ

せた結果, Ca 可溶化率は, Ca コントロールが 3.8％で

あったのに対し, アカマツダイコラーゲンペプチドは
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Fig. 2. FTIR spectra of two fish collagen peptides, PCs and CaPs in the 
regions of 400 to 4,000 cm-1. PC indicates the control peptide fractionated 
by ethanol, and Cap indicates the fractionated Ca-binding peptide

Table 2.  Amino acid composition of collagen peptides, PCs and CaPs. 
(%)

Snapper Tilapia Pig

Collagen peptide PC CaP Collagen peptide PC CaP Collagen peptide PC CaP

Asp 4.2±0.0 a 4.4±0.0 b 5.0±0.0 c 4.1±0.0 a 4.4±0.0b 4.7±0.0 c 4.3±0.2 a 4.8±0.2ab 5.3±0.1 b

Thr 2.3±0.1 a 2.7±0.0 b 2.7±0.0 b 2.6±0.0 a 2.5±0.0b 2.6±0.0ab 1.5±0.1 a 1.3±0.1a 1.2±0.1a

Ser 2.8±0.3 a 3.3±0.0a 3.4±0.0 a 3.7±0.0 a 3.2±0.1b 3.3±0.0b 3.4±0.0 a 3.6±0.0b 3.5±0.0ab

Glu 8.2±0.1 a 8.8±0.1b 9.8±0.0 c 7.9±0.0 a 8.6±0.0b 9.6±0.0c 7.6±0.3 a 8.5±0.3a 9.9±0.3b

Gly 34.6±0.5 a 34.2±0.3 a 34.4±0.1 a 34.1±0.0 a 34.4±0.1a 34.2±0.1a 33.9±0.3 a 34.1±0.1a 34.1±0.3a

Ala 13.0±0.1 a 11.6±0.0 b 11.3±0.0 b 12.2±0.0 a 11.4±0.0b 11.0±0.0c 10.3±0.2 a 8.7±0.2b 8.3±0.2b

Val 2.1±0.0 a 1.6±0.0 b 1.4±0.0 c 1.7±0.0 a 1.5±0.0b 1.3±0.0c 2.2±0.1 a 1.6±0.0b 1.3±0.0c

Cys 0.0±0.0 a 0.0±0.0 a 0.0±0.0 a 0.0±0.0 a 0.0±0.0a 0.0±0.0a 0.0±0.0 a 0.0±0.0a 0.0±0.0a

Met 0.8±0.1 a 0.7±0.0 b 0.8±0.0 ab 0.4±0.0 a 0.7±0.0b 0.7±0.0b 0.2±0.1 a 0.4±0.0a 0.4±0.2a

Ile 0.9±0.0 a 0.7±0.0 b 0.6±0.0 c 0.9±0.0 a 0.7±0.0b 0.6±0.0c 1.0±0.1 a 0.7±0.1a 0.5±0.2a

Leu 1.9±0.0 a 1.8±0.0 b 1.6±0.0 c 2.0±0.0 a 1.8±0.0b 1.7±0.0c 2.1±0.1 a 2.0±0.0ab 1.6±0.2b

Tyr 0.1±0.0 a 0.2±0.0 a 0.1±0.0 a 0.1±0.0 a 0.1±0.0b 0.1±0.0a 0.1±0.1 a 0.1±0.1a 0.2±0.0a

Phe 1.2±0.0 a 1.1±0.0 b 1.0±0.0 c 1.2±0.0 a 1.1±0.0b 1.0±0.0c 1.1±0.0 a 1.1±0.0a 0.9±0.0b

Hyl 0.6±0.0 a 0.7±0.0 b 0.7±0.0 b 0.6±0.0 a 0.8±0.0b 0.9±0.0c 0.6±0.0 a 0.6±0.1a 0.8±0.1a

Lys 2.6±0.0 a 2.8±0.0 b 2.8±0.0 b 2.4±0.0 a 2.7±0.0b 2.8±0.0c 2.9±0.2 a 3.2±0.2a 3.4±0.2a

His 0.6±0.2 a 0.7±0.2 a 0.5±0.0 a 0.4±0.0 a 0.5±0.0b 0.6±0.0c 0.3±0.0 a 0.4±0.0ab 0.5±0.0b

Arg 4.6±0.0 a 5.6±0.0 b 5.5±0.0 c 4.7±0.0 a 5.4±0.0b 5.2±0.0c 4.7±0.1 a 5.3±0.3b 5.4±0.2b

Hyp 8.3±0.2 a 8.8±0.1 a 8.7±0.1 a 9.0±0.1 a 8.9±0.1a 9.2±0.1a 10.1±0.2 a 10.6±0.2a 10.7±0.2a

Pro 11.2±0.1 a 10.3±0.1 b 9.7±0.2 c 12.1±0.0 a 11.3±0.1b 10.3±0.1c 13.7±0.2 a 12.7±0.3b 12.0±0.2b

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100

PC indicates the control peptide fractionated by ethanol, and Cap indicates the fractionated Ca-binding peptide. Data of Emperor red snapper and Nile 
tilapia are shown as the means±SE, n＝3, and One-way ANOVA procedure followed by Tukey’s test was used to evaluate the statistical significance. The 
different letters on the values indicate significant difference (p＜0.05).
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5.8％, テラピアコラーゲンペプチドは 5.7 ％, アカマツ

ダイ CaP は 6.3％, テラピア CaP は 6.2％と高かった

（Fig. 3）。しかし, ゼラチン及び BSA では Ca コントロー

ルと差は認められなかった。

アカマツダイ及びテラピアコラーゲンペプチドのペプ

シン及びペプシン-トリプシン分解物のエタノール分画

による Ca 結合能は, 未分解物のCa結合能と比較して同

程度であった（Fig. 4）。なお, それらペプシン分解物の

重量平均分子量は, 各々 4,000 及び 4,600 であり, ペプシ

ン-トリプシン分解物では, 各々 2,200 及び 2,300 であっ

た。一方, ペプシン及びペプシン-トリプシン分解物の

リン酸イオン存在下における Ca 可溶化率を調べたとこ

ろ, アカマツダイ及びテラピアのコラーゲンペプチドの

ペプシン分解物で各々 6.8 及び 6.7％であり, ペプシン-

トリプシン分解物は, 双方 6.0％であった。未分解物の

Ca 可溶化率は酵素分解物と比較して有意な差は認めら

れなかった。

 4 . テラピアコラーゲンペプチド摂取による卵巣摘出マ

ウスの骨代謝に及ぼす影響

試験期間中の SHAM, OVX, CP 1 ％及び CP 5 ％グ

ループの飼料摂取量は, 平均して各々 5.0, 4.3, 4.0 及び

4.2g/日/匹であった。体重は, 試験食終了時には, 各グ

ループ間で差は認められなかった（Table 3）。子宮重量

は, SHAM と比較して, OVX, CP 1 ％及び CP 5 ％グ

ループで低値を示した。肝臓及び腎臓重量には差はな

かったが, 卵巣周囲脂肪量は, SHAM と比較して OVX

及び CP 5 ％グループで少なく, 腎臓周囲脂肪量は,  

SHAM と比較して OVX 処置グループで少なかった。血

清中の Ca 濃度は, OVX グループで高く, CP 5 ％グルー

プは, OVX より低く, SHAM と差がなかった。大腿骨

の乾燥重量は, CP 5 ％グループが OVX グループと比較

して高い値を示した（Table 4）。また, Ca 及びリン含有

量においても, OVX と比較して CP 5 ％グループで多

かった。

考　　察

タンパク質加水分解物と Ca の結合に関する報告で

は, 大豆では 66～94mg/g
14）

, 小麦胚芽では 18mg/g
17）

, 乳

清では 75mg/g
9）であったとされている。本研究で使用

した魚類コラーゲンペプチドは, 最も少なかったタラで

pH7 のとき 36mg/g, 多かったアカマツダイ及びテラピ

アは各々 88.7 及び 76.7mg/g であり, 先の報告と同程度か

それ以上の結合能を示した。

アミノ酸組成分析では, アカマツダイ及びテラピア

CaP は原料のコラーゲンペプチド及び PC と比較してア

スパラギン酸は 0.3～0.8％, グルタミン酸は 1.0 ～1.7％

多かった。大豆 
14）

, サケ 
36）及びシカ骨 

8）由来の Ca 結合

ペプチドには, アスパラギン酸またはグルタミン酸残基

が多く含まれていたことや, タラ骨由来のペプチドで

は, アスパラギン酸残基が Ca と結合していることが報

告されている11）。また, アミノ酸と Ca の親和性は, アス

パラギン酸, グルタミン酸, ロイシンの順で高く, グリ

シンを含むペプチドでは, Gly-Glu, Glu-Cys-Gly, Gly-

Lys-Gly の順で高かったとされている37）。さらに, アス

パラギン酸とグルタミン酸のジペプチドでは, C 末端の

Ca の親和性は, Glu-Glu, Asp-Glu, Glu-Asp, Asp-Asp

の順で高いとされている38）。また, 本研究のアミノ酸分

析方法では, アスパラギン及びグルタミンは, それぞれ

アスパラギン酸及びグルタミン酸に含まれて分析されて

いるが, ニジマスコラーゲンの一次構造に関する報告で

は, アスパラギンは 3.2％, グルタミンは 3.0％であり,  

アスパラギン酸は 4.0％, グルタミン酸は 5.0％であると
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されている39）。以上のことから, 本研究で使用したアカ

マツダイ及びテラピアコラーゲンペプチドにおいて

も, アスパラギン酸及びグルタミン酸が含まれ, それら

が Ca との結合に関与した可能性が考えられた。

また, FTIR を使用して, コラーゲンペプチドと Ca の

結合による構造変化を確認することを試みた結果, すべ

てのサンプルで 1,400cm
-1
 及び 1,000cm

-1
 付近のピークに変

化が認められた。Byler, et al. 
40） 及び Wu, et al. 

7） は,  

1,400cm
-1 付近のピークはカルボキシ基の存在を示し, Ca  

との結合により, ピークが消失すると報告している。ま

た, CPP 及びシカ骨由来ペプチドでは, Ca の添加によ

り, C-O 及び O-H の振動を示す 1,000～1,300cm
-1
 付近の

ピークが変化するとされている8, 41）。コラーゲンペプチ

ドにおいても構成アミノ酸のカルボキシ基が Ca との結

合に関与し, 構造が変化した可能性が示唆された。

Ca は小腸内でリン酸などの食品成分と結合すること

で, 沈殿物を形成し, 吸収されにくくなることから, リ

ン酸イオンとの反応について検討した1）。ペプチド, Ca

及びリン酸イオンとの反応では, 加水分解をした小麦胚

芽タンパク質で, 分解物の方が Ca 結合量は多かったと

されている16）。本実験において Ca の可溶化を比較した

結果, 分子量が約10万と大きいゼラチンでは Ca が結合

しにくく, より分子量の小さいコラーゲンペプチドは  

Ca の可溶化を保つことが考えられた。また, BSA は, ゼ

ラチンと比較すると分子量は 66,000 と小さいものの, コ

ラーゲンペプチドと比較すると大きいことや, 一次構造

が大きく異なることが Ca の可溶化率に影響したと思わ

れる。さらに, コラーゲンペプチドとエタノール分画に

よって得られた CaP では, Ca 可溶化率に差はなく, 原料

であっても Ca イオンの状態とすることで, 無機 Ca と比

較して可溶化を保つ可能性が示唆された。

人工消化試験では, アカマツダイ及びテラピアとも

に, ペプシン及びペプシン-トリプシン分解物の Ca 可溶

化率は, 未分解物と同程度であり, 前述の原料のコラー

ゲンペプチド及び CaP の Ca 可溶化率と同様であった。

以上のことから, 分解物であってもその活性を有してお

り, 小腸内でリン酸イオンと競合し, Ca の可溶化を維持

できる可能性が考えられた。

さらに本研究では動物実験において, 卵巣を摘出した

マウスにテラピアコラーゲンペプチドを 13 週間摂取さ

せ, 骨代謝への影響について検討した。ブタコラーゲン

ペプチドをラットに 16.6g/kg 体重/日を 4 週間摂取させ

た場合, 腎肥大を起こしたとされているが 
19）

, マウスに

その半量のテラピアコラーゲンペプチド 8.30g/kg 体重/

日を摂取させた CP 5 ％グループでは, 他グループと比

較して腎重量に差はなく, マウスの場合, 8.30g/kg 体重/

日の摂取では腎肥大は起こさないことが明らかとなっ

た。また, 肝臓にも影響はなかったと考える。子宮重量

は, 卵巣が摘出されていた OVX, CP 1 ％ 及び CP 5 ％グ

ループで, SHAM と比較して低値を示したことから, 卵

巣が適切に摘出されていたと判断できる。卵巣を摘出し

たマウスでは, 子宮が小さくなるが, エストラジオール

を与えた場合, 子宮は卵巣を摘出していないマウスと同

程度であったとされている42）。

Table 3.  Body and tissue weights and serum properties of each mouse group.

SHAM OVX CP1% CP5%

Initial body weight (g) 34.0±1.1 35.1±1.3 35.1±1.2 35.1±0.9

Final body weight (g) 57.7±4.8 62.3±7.0 60.5±4.6 63.1±5.0

Uterus (mg/g) 4.2±1.1a 1.0±0.6b 1.3±0.7b 0.9±0.3b

Liver (mg/g) 27.9±2.3 29.0±2.2 28.8±3.5 29.9±4.1

Kidneys (mg/g) 8.2±1.0 7.3±1.0 7.7±0.9 8.2±1.0

Periovarian fat (mg/g) 92.5±16.7a 71.7±9.9b 76.1±15.0ab 74.0±8.4b

Perirenal fat (mg/g) 43.6±9.1a 30.2±9.5b 25.0±6.0b 29.6±3.1b

Serum calcium (mg/dL) 9.5±0.4a 11.2±0.8b 10.3±0.8ab 9.8±0.6a

SHAM: Sham-operated; OVX: Ovariectomized; CP1%: 1% collagen peptide added; CP5%: 5% collagen peptide added.
Data are shown as the means±SD, n＝7-8, and One-way ANOVA procedure followed by Tukey’s test was used to evaluate the statistical 
significance. The different letters on the values indicate significant difference (p＜0.05).

Table 4.  Left femur properties of each mouse group.

SHAM OVX CP1% CP5%

Dry weight (mg) 71.8±2.1ab 70.5±2.6a 73.7±3.0ab 74.9±3.9b

Ash weight (mg) 43.7±2.2 43.0±2.4 43.9±2.3 45.1±2.6

Calcium (mg) 14.7±0.6ab 14.4±0.8a 15.0±0.7ab 15.6±1.0b

Phosphorus (mg) 7.4±0.3ab 7.3±0.4a 7.7±0.4ab 7.9±0.4b

SHAM: Sham-operated; OVX: Ovariectomized; CP1%: 1% collagen peptide added; CP5%: 5% collagen peptide added.
Data are shown as the means±SD, n＝7-8, and One-way ANOVA procedure followed by Tukey’s test was used to evaluate the statistical 
significance. The different letters on the values indicate significant difference (p＜0.05).
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本研究の結果から, 血液の生化学的検査では, 血中 Ca

濃度が SHAM と比較して OVX で高くなり, CP 5 ％は

SHAM と差がなかった。ヒトの血中 Ca 濃度の変動は少

なく, 厳格に調節されているが 
43）

, 卵巣摘出マウスの尿

中 Ca 排泄量を検討した報告では, 卵巣を摘出していな

いマウスと比較して, 卵巣摘出マウスでは骨吸収が高

まっているために, Ca の排泄量が多くなり, 血中のCa

濃度も高かったとされている44）。CP 1 ％ 及び CP 5 ％グ

ループともに SHAM とは差がなく, テラピアコラーゲ

ンペプチドの摂取は, 骨吸収を抑制する可能性が考えら

れた。大腿骨の特性については, 重量が CP 5 ％グルー

プにおいて, SHAM 及び OVX と比較して 4 ～ 6 ％高

かった。また, Ca 及びリン含有量は OVX と比較して

CP 5 ％グループで多かった。テラピア皮由来加水分解

物を Ca が欠乏している成長期のマウスに投与した場

合, 大腿骨重量がコントロールと比較して高い値を示し

たとされている35）。また, コラーゲンペプチドは, 経口

摂取後, 消化酵素の作用を受け, アミノ酸またはペプチ

ドの状態で吸収されることが知られており45, 46）
, さら

に, コラーゲンペプチドは骨芽細胞の活性化に関与する

遺伝子 Runx2 や Osterix, ALP, オステオカルシンなど

の発現を増加させることが報告されている47-50）。これら

のことから, テラピアコラーゲンペプチドが消化酵素の

作用を受け, 分解されて吸収されたことにより, 骨代謝

に影響を与えた可能性が考えられる。

しかしながら, 経口摂取されたテラピアコラーゲンペ

プチドの Ca 吸収率への影響については検討していない。

in vitro では, テラピアコラーゲンペプチドが中性から弱

アルカリ性で Ca 結合能を有し, リン酸イオンとの反応

でも, Ca の可溶化を保つため, 動物実験などにより  

Ca 出納試験を行い, コラーゲンペプチドが Ca の吸収を

促進するのかどうか, 調べることも必要と考える。今後,  

Ca とともに消化吸収された魚類コラーゲンペプチドの

骨形成や骨吸収への影響が, さらに明らかになることが

期待される。

要　　約

魚類コラーゲンペプチドと塩化カルシウムの各種混合

溶液をエタノールによりそれぞれ分画し, Ca 結合能及

びそれらの特性を評価した。得られたそれらのペプチド

は, ペプチド 1 gあたり 35～88mg の Ca を結合していた。

アミノ酸組成分析及び FTIR により, Ca イオンは主にア

スパラギン酸やグルタミン酸のような酸性アミノ酸残基

のカルボキシ基に結合している可能性が示唆された。ま

た, Ca 可溶化試験では, コントロールと比較して, コ

ラーゲンペプチド及び CaP の Ca 可溶化率は, 若干高

かった。酵素消化試験では, プロテアーゼによりコラー

ゲンペプチドは低分子化されたが, その Ca 可溶化率は,  

未分解物と同程度であった。Ca をイオン化状態とする

ことで Ca の可溶化を維持する可能性が考えられた。

一方, テラピアコラーゲンペプチドを 1 ％または 5 ％

添加した飼料を卵巣摘出マウスに 13 週間与えた結果,  

SHAM 及び OVX と比較して 5 ％添加グループで大腿

骨重量は高値を示した。5 ％コラーゲンペプチド添加グ

ループの血清 Ca 濃度は SHAM と同程度であった。これ

らの結果から, テラピアコラーゲンペプチドが卵巣摘出

マウスの骨代謝に影響を及ぼしている可能性が明らかと

なった。
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