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Abstrad 

ln order to ísolate angíotensin-converting enzyme (ACE) ínhibitory peptide잉 lowering blood pressure 
from protein hydrolysates, casein from bovine milk was treated wíth intestinal proteases such as trypsin, 
chymotrypsín and pepsin. After 24 hr digestion, tryptíc, chymoσyptic and peptic hydrolysates of casein 
were found to have ACE inhibitory actívity of 86%, 85%, and 49%, respectively. Tryptíc hydrolysate 
showed the highest ACE inhibitory activíty was sep없1lted with Sephadex G-25 gel tiltratíon, ín which 
three fractions with high ACE inhibitory activity of 84%, 55%, and 64%, respectively, were obtained. 

Key words: angiotensin-converting enzyme (ACE), casein, trypsin, chymotrypsin, pepsin, inhibitory 
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서 틀 

체내에 널리 분포되어 있는 angioten았n 1 converting 

enzyme(ACE)은 혈 압조절 에 관여 하는 dipeptidy1 

carboxypeptidase로서 Zn2+_당단백질이 다. ACE의 기 
질이 되는 an멍otensin I(As깎Arg-V;떠-1)'r-lle-His-Pro

Phe-His-Leu)온 먼저 신장에서 분비된 가수분해효소 

인 renin이 혈액내의 전구물질인angiotensinogen을 
특이적으로 분해함으로써 생성된다， 이어서 ACE가 

불활성 형태인 angiotensin 1의 카르복시 말단에서 

디웹티드인 His-Leu올 절단함으로서 강한 혈압상숭 

작용올 일으키는 활성형의 octapeptide인 angiotensin 

II(Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe)이 생 성 된 다. 이 

angiotensin 11는 여 러 과정 올 거 쳐 adrεnal로부터 
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sodium- retaining steroid hormone인 aldosterone의 

생성용 유발사켜서 체내 나트륨의 효름올 지연시키 

므로 신장에서 강한 혈압 상숭올 일으키제 된다. 

ACE는 또 혈판 이완작용올 하는 혈압 강하 물질인 

bradykinín(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)올 분 

해하여 불활성화시킴으로써 결과적으로 혈압을 상 

승시키는 효소이다(Ganten과 Gross, 1977; Ueda et 

al., 1971; Cheung et al., 1980). 그러므로 ACE를 

특이쩍으로 저해하는 물질은 혈압상숭올 억제시켜 

심장질환 및 뇌혈관질환 풍 고혈압과 관련이 깊은 

질환훌 치료하는데 사용할 수 있올 것으로 기대가 

된다. 최초의 ACE 저해물질온 뱀의 독에서 보고되 

었으며(Ondetti et al., 1971; Kato와 Suzuki, 1971), 
그로부터 ACE률 특이적으로 저해하는 물질올 여러 

천연물질로부터 추훌하거나 화학적 합성을 통한 

강압제 의 개 발이 연구되 어 져 왔다(Bakle， 1972; 

Cushman et al., 1977; Sugiyama et al., 1991). 또 

한 각종 식폼소재로부터 ACE 저해활성올 갖는 다 

양한 물질뜰이 분리 되 었고(Suzuki et al., 1983), 여 
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러 가지 동， 식물 및 많은 어흉 한빽질의 가수환해 

물에서도 ACE 저해웹티드의 존재가 보고퇴었다 

(Matsui et al., 2002; Sugiy없na et al. , 1991; 

Sugitama et al., 1990; Maruyama et al., 1985; 

Kohmura et al. , 1989; Yokoyama et al., 1992; 

Saito et al. , 2α)(); 0뼈moto et al. , 1995). Ukeda 
et al. (1 992)에 따르면 정어려의 웹신 가수훈해물에 

서 얻은 세 가지의 ACE 저해햄티드의 아미노산 배 

열은 Val-Lys-Ala-Oly-Phe, Lys-vi’.‘Va뻐}-’’4’.Le찌e히u.‘.Al뼈a，’-0 

그리고 Leu-Lys-Leu 이 며 s이id phase meth여로 똑 

같이 합성한 햄티드들과 저해활성이 비슷하다고 하 

였다. 

본 연구에서는 이와 같온 식홉 단백질의 가수분 

해물로부터 ACE 저해활성이란 생리쩍 기놓성옳 지 

닌 웹티드률 분리하기 위한 실혐의 일환으로 우유 

의 차제인 단백질에 트립신， 키모트립신， 웹선과 같 

은 단백질 가수분해 효소로 처리하여 얻온 가수본 

해물들의 ACE 저해활성도훌 비교한 첩과 ACE에 

대한 저해활성 물질이 존채함올 확인하였다. 

째3톨뭘방밟 

재료 
본 실험에서 사용한 ACE(EC 3.4.15.1 from 때bbit 

lung, 6uni11히'mg)， 카제인(from bovine milk), Hì뼈uryl 

-L-His-L-Leu온 Sigma Co.에서 구업하였다. 그리고 

햄신(EC 3.4.23.1 from porcine gastric mucosa, 
680 units/mg)파 트립선(EC 3.4.21.4 from bovine 

pancreas, 10,500 units/mg)윤 Sigma Co.에서 구압하 

였고 키모트립신(EC 3.4.21.1 from bovine p뻐creas， 

90 units/mg)은 동경화성공업주식회사에서 구입하여 

사용하였다. 그 외의 시약은 특곱 시약올 사용하였다， 

카제인으I .ì ~수환해 
효소처리는 Sugiy없na et al.(1991)의 방법파 

Bergmeyer( 1974)의 방법옮 참고하였다. 프립산 처리 

의 반웅조건에 있어 효소:기질의 비는 1:10으로 하 

였다. 즉 시료용액은 시료 2g올 0.1 M 씬싼촬흉 완 
충액(pH 8.0) 100 mL에 용해시켜 2% 용액올 만들 

고 효소용액은 0.2g 트립선올 동일한 인산칼륨 완 

충액 l00 mL에 용해시껴 0.2%용액을 딴물고 안정 

제로서 toluene 1방울올 챔가하였다. 시료용액과 효 

소용액으로부터 각각 5 mL옳 취하여 뚜껑이 있는 

시험관에 넣고 진탑배양기에서 pH는 8.0, 온도는 

37
Q

C, 반용시간용 8시간， 12시간， 24시간， 48시간으 

로 나누어 행하였다. 키모트립신의 반용조전온 트 

립신회 싼용쪼전과 풍월하게 하였다. 햄신 처리의 

반용조건은 0.1 M HCI-KCI 완충액(pH 2.0)올 사용 

하고 나머지는 트립신의 반웅조건과 동일한 방법으 

로 행하였다. 훌소반용이 모두 이루어지면 훌륭는 물 

에 5분간 시험관률옳 넣어 반용올 정지시켰다. 이 

가수환해물올 0.5N HCI 또는 0,5N NaOH로 중화 

시컨 후 3,000 g에서 20분간 원심분리 하고 얻어진 
반용훌 중에서 상총액올 취하였다. 

ACE 저하l활성 짧쩡 
ACE 400 m units홈 350 mM 인산칼륨 완총액(pH 

8.3) lOmL에 용해시켜 이 중에서 0.3 mL 씩(40m 

units/ml)옳 사 험판에 휘하여 반용시 켰다. 기 질인 

Hip뼈lryl-L-His-L-Leu(HHL)윤 350 mM 인산칼흉 완 

총액(pH 8.3) 100 mL에 0,429 g올 가하여 10 mM의 

HHL 기질용액쏠 딴뜰고 이 중에서 0.25 mL씩올 반 
옹에 취하였다. 위의 두 반옹액을 취한 후 앞에 

서 얻어 전 가수분해몹의 상총액올 0.25 mL 가한 

다음 안정 제로서 1.2 M NaCI올 0.25 mL 가하고 

몹도 370C에서 30분 동안 반용올 시켰다. 반용이 
끝나 띤 1 N HCl 0.25 mL훌 가하여 반용용 정지시 

키고 ethyl acetate 1.5 mL옳 가하여 voπex로 강 
하게 15초깐 교반하였다. Ethyl acetate에 의 해 

Hippuric 산이 추響된 상총액옳 l mL 취히여 800C 

익 themobloc빼서 완전히 건조사칸 다음 3차 중류 
수 1 mL훌 가하여 잘 녹씬 후 228nm에서 홉광도 

확정하였다. 대쪼실험으로 시료인 가수분해물 대 

산 멸균수훌 떻어 반용시켰으며 공실험온 반용액에 

먼저 1 N HCl 옳 까하여 반웅올 정지시원 후 효소 

액올 넣었다. 얻어친 홉팡도훌 다옴 식에 대입하여 

각 시간과 효소의 종류에 따른 ACE 저해활성도를 

계산하였다. 이 값온 3회의 중북실험올 하여 그 평 

균치활 구하였다. 

B-A 
AIA(%) = ::’-’.’’’’ B-C 

AIA : ACE Inhibitory Activity(ACE 저해 활성도) 

A : Abs at 228 nm of sample solution 

B : Abs at 228 nm of dd HzO(ins없d of sample 

solution) 

C : Abs at 228 nm of πe--없업ed reaction sto뺑ng 

solution 
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Tht찌e 1. ACE Inbi빼tion by enzymatic hydrolysate of 
왜sein 

Protease 
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Casein from bovine milk was hy따olyzed with intestinal 
proteases for 8 h. ACE i바libitl야"y activity of enzymatic 
hydrolysates were measured as des야ilx었 in Materials and 
Methods. 

Sephadex G-25 gel filtratìon 
앞에서 얻어진 카제인 가수환해물의 훤심분리 상 

총액올 동결건조하여 농축시칸 후 Sephadex G-25 
칼럽(2.6x69cm)에서 1 mUmin 용출속도로 gel 
filtration 하였다. 용훌된 분획온 peptide의 양올 비 
교하기 위하여 220nm에서 홉광도롤 촉정하였으며 

(Carl，않와 Martin, 1985), peptide 함량이 높온 각 분 
획별로 ACE 저해활성 정도를 측정하였다. 

철짜맺고활 

?써|인 가수쁨해醫의 조쩌| 및 ACE 저해활성 
장내 단백질 가수분해효소에 의한 카제인 분해산 

물들의 ACE 저해활성올 비교하71 위하여 트립신， 

키모트립신 그리고 웹신올 각각의 반용조건에 맞추 

어 일정 시간 카제인용 가수분해한 후 ACE 저해활 
성 정도를 비교하였다. 먼저 8시간 가수분해한 결 

과， 가수분해물 모두 ACE 활성올 저해하였으며 사 
용한 효소 중 트립선과 키모트립신 가수분해물의 

저해활성은 각각 59%와 55%로 웹신 가수분해물에 

비해 약 2배의 ACE 저해활성올 나타내었다(Table 1). 

Maruy때삐와 Suzukì(1982)도 트렵산을 이용하여 

우유의 카제인을 l해간 가수분해하여 AC댐 저해 
활성올 조사한 바 있으며， 본 실험에서는 여러 효 

소를 사용하고 또한 가수분해 시간올 탈리 하여 각 

기 다륜 조건에서 얻어진 분해산물들의 ACE 저해 
활성올 비교하기 위하여 반용시간을 8, 12, 24 및 
48시간으로 나누어 카제인올 가수훈해하였다. 가수 

봄해 시간올 탈리한 결파， 8시간에서 쟁시간까지는 

모든 가수분해물률의 ACE 저해활성이 반용시간에 
비례하여 24시간에서 최대의 ACE 저해활성올 나타 
내었으며(트립신: 86%, 키모트립신: 85%, 웹신: 
49%) 그 이상 가수분해하더라도 저해활성의 차이는 
없는 것으로 보아 본 실험조건에서는 24시간 가수 
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Fig. 1. Time 뼈U'Se of ACE 때libitory acti애빠갱S of various 
en짜matic hydrol’'sa뼈. 
trypsin (.); chymotrypsin (Á ); pepsin (. ) 

환해가 최척 인 것으로 나타났다(Fig. 1). 효소에 따 

륜 저해활성띄 차이도 트립신과 키모트립신 가수분 

해물의 정우 반용시간용 달리하더라도 저해활성은 

거의 유사하였으며 역시 웹신 가수분해물에 비해 

우수한 저해활생올 나타내었다. 

ACE 저õH 웹티드 뿔획으| 환2. 1 
많온 연구에 의해 ACE 저해활성올 갖는 물질률 

이 여러 식폼에 존재하고 있음이 보고되고 있으며 

최근 각종 식품소재로부터 단백질을 추출하여 그 

가수분해 산물에서 ACE 저해활성올 갖는 다양한 
팽티드률 분리하논 연구가 활발히 진행되고 있다. 

Matsuda et al.(l 992)은 정어리 고기단백질올 랩신， 
트립신 그리고 키모트립신으로 처리한 연구에서 사 

용한 효소 중 팽선 까수분해홉에서 분리된 웹티드 

의 활성이 가장 놓았다고 보고한 바 있으며， 

Yokoyama et al. (l 992)의 보고에서는 소금에 절인 

bonito 생산올 thennolysin으로 가수분해하여 높은 
활성윷 갖는 네 가지의 웹티드를 얻었다고 하였으 

며 맛과 향에서 우수한 품질올 보였다고 하였다. 

Maruy없ul와 Suzuki(l 982)는 트립신올 이용한 카제 

인의 가수분해물 중에서 ACE 저해 활성올 보이는 
비 교적 긴 사슬의 웹 티드(Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe

Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lysì를 분리하였으며 쓴맛올 갖 
는 웹티드와 같운 구조롤 갖는다고 하였다(Matoba 

et al. , 1969). 

본 실험에서도 장내 단빽질 가수분해효소에 의한 
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에 대한 저해활성옳 혹쩡하였다.24시깐 효소 처리 

하였용 때 트렵산， 커.R.:S.랩신 및 햄신 가수분해물 

옳온 각각 86%, 85%, 및 49%의 ACE 저해활성올 

보였다. ACE 저해활성융 냐타내는 웹티드를 분리 
하지 워하여 01뚫 중 트립신 가수분해물올 Sephadex 

0-25 칼힘으로 gel 61πation한 결과 저해활성이 각 

각 84%, 55%, 64%인 세 환획옳 얻었다. 

단빽질7)수환해효좌에 의한 카채인 가수폼혜훌에서 An밍Q뼈nsin Conveπing 당lzyme(ACE) 저해 햄티드의 분획 
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우휴의 카제인 단빽질 가수분해물 중에서 우수한 

ACE 저해활성올 보이는 햄티드률 분려하고자 gel 

filσ'atioo윷 이용하여 저해활성올 나타내는 분획옳 

분리하였다. 먼저 ACE 저해활성이 상대적으로 

가장 높게 나타난 트립신의 24시간 가수훈해훌융 

훤심분리한 다옴 상총액올 동결건조하여 놓촉하였 

다. 이 농축물올 Sep뼈dex 0-25 column으로 gel 

filtra디00한 결과 ACE 저해활성이 높은 세 분획올 

얻었다(Fig. 2). 첫 번째 분획은 가장 높온 84%외 

저해활성을 보였으며 두 번째와 세 번째 본획은 각 

각 55% 및 64%의 저해활성율 나타내었다. 실험 결 

과 트립신， 햄신， 키모트립신과 같온 장내 단백질 

가수분해효소에 의한 카제인 단백질의 가수분해물 

들이 우수한 ACE 저해활성옳 갖는다는 것올 확인 

하였다. 트립신 가수분해물이 ACE 저해활성융 갖 

는다는 것은 이미 알려져 있으나 가수분해 반용조 

건의 차이로 Maruyama와 S따，uki(1982)의 실험짜는 

달리 ACE 저해활성이 높은 세 훈획올 얻었으며 새 

로훈 저해활성 햄티드둡의 아미노산 조성이나 아미 

노산 서열 풍을 조사하기 위하여 세 분획에서 햄티 

드툴올 분려하는 실험이 진행 중에 었다. 

우휴의 카제인 단빽질올 트립신， 키모트렵신 그 

리고 햄신과 같은 장내 단백질 가수환해효소로 처 

리한 다옴 각 효소 가수분해활뜰이 혈압상숭 햄티 

드 생성효소인 angiotensio-converting enzyme(ACE) 

약 .a 
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