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ラットの血清亜鉛濃度及びアンギオテンシン変換酵素活性
に及ぼす亜鉛欠乏食摂取の影響

坂　井　　　孝＊

Effects of Zinc Deprivation on Zinc Concentration and 
Activity of Angiotensin Converting Enzyme in Rat Serum

Takashi Sakai＊

Abstracts
　The effects of dietary zinc deprivation on zinc concentration, the activity of 
angiotensin converting enzyme (ACE) and the ratio of apo/holo-activity of ACE 
(ACE ratio) in the serum of rats were examined.
　The rats were fed either a zinc-deficient diet or a control diet for up to 3, 7, 14 
or 21 days. Zinc concentration in the serum was measured by atomic absorption 
spectrophotometry. Also, the activity of ACE in the serum was measured using 
ACE assay kits. 
　There was a significant decrease in zinc concentration and of the activity 
of holo-ACE in the serum of rats fed a zinc-deficient diet. The ACE ratio was 
significantly increased in the rats deprived of dietary zinc.
　These results suggested that the ACE ratio is as sensitive as the serum 
zinc concentration in the evaluation of zinc deficiency and can be used for the 
biochemical diagnosis of zinc nutritional status.
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はじめに

　亜鉛は、哺乳動物の必須微量元素である。生体内の亜鉛が欠乏すると、成長障害（１）、
味覚異常（２）、食欲不振（３）、皮膚炎（４）などの症状が認められる。
　亜鉛の栄養状態を評価する臨床指標として、一般的に血清亜鉛濃度が用いられてい 
る（５）。ところが、亜鉛は生体内で恒常性機構が働いており，食事や疾患によりある程度
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の影響を受けても一定に保たれることから（６−９）、食事からの亜鉛摂取量に単純に相関し
ないなど、血清亜鉛濃度による評価の精度が低いのではという議論がなされている。した
がって、現在では、生体内での亜鉛栄養状態を評価できるその他の指標と総合的に評価す
ることが望ましいとされている。これまでに我々は、血清試料以外にも毛髪を用いた評価
を試みてきた（10−12）。また、亜鉛の生体機能からみた味覚試験、リンパ球遊走能、創傷治
癒能なども亜鉛栄養状態を表す指標として検討されてきたが、必ずしも亜鉛栄養状態に鋭
敏に反応かつ特異的であるとはいえない（13）のが現状である。
　 近 年、 亜 鉛 要 求 性 酵 素 の 一 つ で あ る ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素（Angiotensin 
Converting Enzyme : ACE、 EC 3. 4. 15. 1）を用いて、亜鉛の栄養状態を評価する方法が
試みられている（14、15）。動物実験において、Whiteら（16）やDahlheimら（17）は、亜鉛欠乏食
で飼育したラットから採取した血清中にin vitroで無機亜鉛を添加するとACEの活性が上
昇すること、また活性中心に亜鉛を持たない非活性型ACEが血清内に存在することを報
告した。一方、ヒトを対象としたBakenら（18）の研究では、血清ACE活性が低下している
肺がん患者は血清亜鉛濃度も低いこと、血清亜鉛濃度と血清ACE活性に有意な正の相関
があることが報告されている。
　そこで今回我々は、亜鉛欠乏状態における血清亜鉛濃度と血清中活性型及び非活性型
ACEの活性値の関係について実験動物を用いて検討することを目的として実験を行った。

実験方法

（１）実験動物及び食餌
　実験動物は、６週齡Sprague-Dawley系雄ラットを日本SLC（静岡）より購入した。すべ
てのラットは購入後、実験期間終了まで、室温20±１℃、湿度約50％、明暗時間各12時間

（明期６：00−18：00、暗期18：00−６：00）サイクルの動物室内で、プラスチックケー
ジにて個別飼育を行った。購入後環境馴化のため７日間予備飼育期間を設定した。予備飼
育期間は、標準食及びイオン交換水は自由に摂取させた。予備飼育終了後、体重にバラつ
きがないよう標準食群（C群）及び亜鉛欠乏食群（ZD群）に分けた。さらにそれぞれの実
験食群を摂取期間３日間（Day３群）、７日間（Day７群）、14日間（Day14群）及び21日間

（Day21群）に分けた（各群５匹）。標準食及び亜鉛欠乏食の組成は表１に示した。標準食
及び亜鉛欠乏食の亜鉛含有量は、それぞれ１gあたり40μg及び0.6μgである。
　それぞれ設定した実験期間は、亜鉛欠乏食群は亜鉛欠乏食を自由に摂取させた。一方、
標準食群は亜鉛欠乏食群の平均摂取量と同量の標準食を与えた（pair-feeding法）。イオン
交換水は自由摂取とした。両群の実験期間終了後、エーテル麻酔下で開腹し、下大静脈よ
り採血を行った。採血シリンジは、事前にヘパリン処理したものを使用した。採取した血
液は、直ちに遠心分離（10,000rpm、５分間）を行い、血清を採取した。血清は分析まで
-20℃で保管した。すべての動物は、「動物実験の飼養および保管に関する基準（昭和55年
３月総理府告示第６号）に従い取り扱った。
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（２）アンギオテンシン変換酵素活性の測定
　血清中のACE活性の測定は、アンギオテンシン変換酵素活性測定キット（ACEカラー、
富士レビオ（株））（19）を用いた。血清試料50μlにpH8.3に調整した無機亜鉛無添加の１mM
リン酸緩衝液50μlを添加後、それに基質となる10mMHGHL（p-hydroxybenzoyl-glycyl-L-
histidyl-L-leucine、 pH8.3）0.5mlを加えた。37℃、20分間インキュベートして、反応停止
発色試薬（３mMEDTAと6.5mMメタ過ヨウ素酸の混合液）1.5mlを加えた。さらに37℃
で３分間インキュベートした後、505nmで吸光度を測定した。この手順により測定した結
果は、血清中の活性型ACE（holo-ACE）の活性値を示している（20）。次に、in vitro で血
清中に十分量の無機亜鉛を添加してからACE酵素活性を測定すると、非活性型ACE（apo-
ACE）にも亜鉛が結合してholo-ACEとなり、より高い酵素活性が測定される（20）。そこ
で、本実験では血清試料50μlに亜鉛濃度として終濃度が150μMとなるように調整した無
機亜鉛含有１mMリン酸緩衝液（pH8.3）50μlを添加し、同様にACE活性を測定した。In 
vitroで無機の亜鉛を添加して測定したACE活性値から活性型ACEの活性値を差し引くこ
とで非活性型ACE（apo-ACE）の活性値を求めることができる。双方で活性値を測定後、
Apgar（20）らの方法に準じて、次の式によりACE活性比を算出した。
　ACE活性比（％）＝非活性型ACEの活性値／活性型ACEの活性値×100

（３）血清中亜鉛濃度の測定
　血清中亜鉛濃度は、AA-6300型フレーム原子吸光分光光度計（島津製作所製、京都）を
用いた。保存血清を１％硝酸溶液で希釈した後、検量線法及び標準添加法により測定し 
た（12）。分析に使用した亜鉛標準液（100mg/l）は原子吸光用を、濃硝酸は精密分析用を和

表１　食餌成分（g/100g）
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光純薬（株）より購入した。

（４）統計処理
　すべての測定結果は、平均値±標準偏差で表した。得られた結果は、統計解析アドイン
ソフトエクセル統計2010（SSRI、東京）を用いて一元分散分析（one-way ANOVA）を
行った。Tukey-Kramer法を用いて実験期間の違いについて群間比較を行った。また、同
一実験期間の亜鉛欠乏食群と標準食群両群間の差については、Student’s t test又はWeltch 
testを行い、その有意性について確認をした。また、血清中亜鉛濃度とACE活性との関係
についてはPearson相関分析を行い、相関係数を算出した。すべての統計分析は、有意水
準１％（p < 0.01）未満を有意性有りとみなした。

結　果

　表２に標準食群及び亜鉛欠乏食群の血清中亜鉛濃度を示した。標準食群と比較して、欠
乏３日群（ZD-Day３群）、欠乏７日群（ZD-Day７群）、欠乏14日群（ZD-Day14群）及び欠
乏21日群（ZD-Day21群）すべてにおいて有意に低値を示した。亜鉛欠乏食群において、血
清中亜鉛濃度の変化は、ZD-Day３群とZD-Day７群の間に有意な低下が認められ、その後
ZD-Day14群及びZD-Day21群はZD-Day７群とほぼ同じレベルであった。一方、標準食群
は、実験期間における有意な変化は認められなかった。
　標準食群の血清中活性型ACEの活性値は、実験期間における有意な変化は認められな
かった（表２）。一方、亜鉛欠乏食群の血清中の活性型ACE（apo-ACE）の活性値は、ZD-
Day21群において、他の実験期間より有意に低下した。同一実験期間において両群を比較
すると、ZD-Day21群のみ亜鉛欠乏食群で有意に低値を示した。一方、ACE活性比では、
標準食群及び亜鉛欠乏食群それぞれ同じレベルであった。しかしながら、同一実験期間で
ACE活性比を比較したところ、すべての実験期間において亜鉛欠乏群で有意に高い値を
示した。
　血清中亜鉛濃度とACE活性比の関係を図１に示した。血清中亜鉛濃度とACE活性比と
の間には有意な負の相関関係が認められた（r ＝-0.8707）。

考　察

　本実験において、亜鉛欠乏ラットの血清亜鉛濃度は、標準食群と比較して有意に低値を
示した。これは、血清亜鉛濃度が生体内の亜鉛の栄養状態の評価に利用できることを示し
ている。実際にこれまでにもヒト（５、18）及び実験動物（21、22）を対象とした研究で利用され
ている。しかしながら、味覚異常など亜鉛欠乏症状が認められているにもかかわらず、血
清中亜鉛濃度は基準値内を示した報告（23）も少なくない。このことは、血清中の亜鉛濃度
の変化は、亜鉛の栄養状態を必ずしも反映していないことを示唆しており、その理由とし
て、血液中の亜鉛は、その約80％がアルブミンと、約18％がα２-マクログロブリンと結合
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表 2　�亜鉛欠乏ラットの血清中亜鉛濃度、活性型アンギオテン
シン変換酵素（ACE) 活性及び ACE活性比

図１　血清中亜鉛濃度とACE活性比との関係
すべてのラットのデータをプロットした（n�=�40）
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しており、侵襲や炎症などの影響を受けやすい（24）ことが関与しているものと推察される。
　近年、ACEのような亜鉛要求性酵素を用いて亜鉛の栄養状態を評価する方法が検討さ
れてきた。ジペプチダーゼであるACEの作用発現には亜鉛が必要であり、ACEは、高血
圧の臨床診断などに用いられている酵素である（25、26）。これまでに、White ら（16）及び
Dahlheimら（17）が、亜鉛欠乏状態のラットの血清中には、非活性型ACEが存在すること、
in vitroで亜鉛添加すると活性値が増加することを報告している。データは示していない
が、本実験の亜鉛欠乏食群では、in vitroで無機亜鉛を添加して測定した活性値は、無添
加時よりも高値を示した。このことから、本実験においても亜鉛欠乏状態にあるラットの
血清中には非活性型ACEが増加していることが明らかとなった。さらに、本実験結果で
はDay21群で標準食群より亜鉛欠乏食群で有意に低値を示していた。これは、Reevesら
も（27）同様の結果を示している。しかしながら、９日間の亜鉛欠乏食を摂取させたマウス
の血清亜鉛濃度は有意に低値を示したが、ACE活性は同じレベルであるという本実験結
果と異なる報告もある（15）。本実験で得たACE活性は、亜鉛欠乏摂取14日間（Day14）まで
はほぼ亜鉛欠乏食群と標準食群とは同じレベルで、21日間（Day21）で有意な低下が認め
られていることから、実験結果の相違は、おそらく亜鉛欠乏食摂取期間や使用している実
験動物の違いも関係しているものと考えられる。
　血清中の亜鉛濃度とACE活性比の間に負の相関（r =-0.8707）が認められた（図１）が、
亜鉛濃度と活性型ACE活性値の間には明確な相関関係が認められなかった。このことは、
生体における亜鉛の栄養状態を示す指標として、活性型ACEの活性値よりもACE活性比
がより的確に評価できることを意味している。つまり、我々の示した結果は、亜鉛欠乏を
評価するために血清中ACE活性比が血清亜鉛濃度と同じくらい敏感で特異的な指標であ
ることを示している。しかしながら本実験結果では、実験開始３日目で血清亜鉛濃度が
有意に低値を示したことから、亜鉛濃度とACE活性比のどちらがより特異的に亜鉛の栄
養状態を反映しているかは明らかにすることができなかった。今後、亜鉛摂取量を調整し
て、様々な状態の亜鉛欠乏ラットを作成し、血清中亜鉛濃度とACE活性比の関係につい
てデータを蓄積することにより、亜鉛の栄養状態を評価する指標の一つとして、より明確
にする必要である。

まとめ

　本実験において、亜鉛欠乏ラットの血清中亜鉛濃度とアンギオテンシン変換酵素
（ACE）の活性の関係について検討した結果、血清中亜鉛濃度が低下するとACE活性比が
上昇すること、両者の間に有意な負の相関があることを示した。以上のことから、血清
ACE活性比が亜鉛の栄養状態を評価する指標となり得る可能性が示唆された。
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