
(57)【要約】
【課題】
　化粧品および医療用材料として幅広く使用し得る、高い変成温度を有する魚鱗由来コラ
ーゲンおよびその取得方法の提供。
【解決手段】
　魚鱗を以下のステップ（１）～（３）により処理することを特徴とする魚鱗由来コラー
ゲンの取得方法：
（１）洗浄および脱灰を行い魚鱗の夾雑物を除去する工程、
（２）１５℃～３５℃の温度範囲の酸性水溶液中でプロテアーゼ処理を行い、コラーゲン
を可溶化する工程、および
（３）可溶化されたコラーゲンを回収する工程。
および、該取得方法により取得された魚鱗由来コラーゲン。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
魚 鱗 を 以 下 の ス テ ッ プ （ １ ） （ ２ ） （ ３ ） に よ り 処 理 す る こ と を 特 徴 と す る 魚 鱗 由 来 コ ラ
ー ゲ ン の 取 得 方 法 ：
（ １ ） ア ル カ リ 洗 浄 を 行 い 魚 鱗 の 夾 雑 物 を 除 去 す る 工 程 、
（ ２ ） １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温 度 範 囲 の 酸 性 水 溶 液 中 で プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 行 い 、 コ ラ ー ゲ ン
を 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
（ ３ ） 可 溶 化 さ れ た コ ラ ー ゲ ン を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
プ ロ テ ア ー ゼ と し て ペ プ シ ン を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ
ン の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 に よ り 取 得 さ れ た 魚 鱗 由 来 コ ラ ー
ゲ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
変 成 温 度 が ３ ０ ℃ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン
【 請 求 項 ５ 】
魚 鱗 原 料 と し て オ レ オ ク ロ ミ ス 属 由 来 の 魚 鱗 が 使 用 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
ま た は ４ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ３ な い し ５ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 用 い た 化 粧 品 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ３ な い し ５ 記 載 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 用 い た 医 用 材 料 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 は 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン お よ び そ の 取 得 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、
魚 鱗 を 脱 灰 し 、 酸 溶 液 中 で プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 し 、 可 溶 化 し た コ ラ ー ゲ ン を 回 収 す る 魚 鱗 由
来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 コ ラ ー ゲ ン は 、 少 な く と も 部 分 的 に 螺 旋 構 造 （ コ ラ ー ゲ ン 螺 旋 ） を 有 す る タ ン パ ク 質 ま
た は 糖 タ ン パ ク 質 と し て 定 義 さ れ る 。 こ れ は 、 ３ 本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 形 成 さ れ る ３ 重
螺 旋 で 、 分 子 量 １ ０ 万 程 度 の 各 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に は グ リ シ ン 残 基 が ３ 個 目 ご と に 、 ま た そ
の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 と し て プ ロ リ ン 残 基 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 残 基 が 高 頻 度 に 現 れ る 。 コ
ラ ー ゲ ン は 無 脊 椎 動 物 あ る い は 脊 椎 動 物 の 組 織 、 特 に 皮 膚 か ら 多 く 抽 出 す る こ と が で き る
。 コ ラ ー ゲ ン 分 子 に は 構 造 の 違 い に よ っ て １ ９ 種 類 の 型 の 存 在 が 報 告 さ れ て お り 、 さ ら に
同 じ 型 に 分 類 さ れ る コ ラ ー ゲ ン に も 数 種 類 の 異 な る 分 子 種 が 存 在 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 中 で も 、 Ｉ 、 Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ Ｉ 型 及 び Ｉ Ｖ 型 コ ラ ー ゲ ン が 主 に バ イ オ マ テ リ ア ル の 原 料 と し
て 用 い ら れ て い る 。 Ｉ 型 は ほ と ん ど の 結 合 組 織 に 存 在 し 、 生 体 内 に 最 も 多 量 に 存 在 す る コ
ラ ー ゲ ン 型 で あ る 。 哺 乳 類 で は 特 に 腱 、 真 皮 及 び 骨 に 多 く 、 魚 類 で は こ れ ら の 組 織 の 他 に
鱗 に も 多 量 に 含 ま れ る 。 工 業 的 に は コ ラ ー ゲ ン は こ れ ら の 部 位 か ら 抽 出 さ れ る 場 合 が 多 い
。 本 明 細 書 に お い て 、 以 下 コ ラ ー ゲ ン と い う 呼 称 は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン を 示 す こ と と す る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 線 維 は 上 記 コ ラ ー ゲ ン 分 子 の 自 己 集 合 体 で あ り 、 コ ラ ー ゲ ン 分 子 が 直 列 か つ
並 列 に パ ッ キ ン グ さ れ た 特 異 的 な 線 維 構 造 を 有 す る 。 工 業 的 に は 酸 、 ア ル カ リ 、 あ る い は
プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 組 織 内 コ ラ ー ゲ ン 線 維 か ら 可 溶 化 さ れ た コ ラ ー ゲ ン が 取 得 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 コ ラ ー ゲ ン に 熱 を 加 え る と コ ラ ー ゲ ン の 三 重 螺 旋 構 造 が ほ ぐ れ 、 そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 が ラ ン ダ ム コ イ ル 状 の 熱 変 成 物 を 与 え る 。 そ の よ う な 構 造 変 化 を 起 こ す 温 度 は 変 成 温
度 と 呼 ば れ 、 熱 変 成 物 は ゼ ラ チ ン と 呼 ば れ る 。 ゼ ラ チ ン は コ ラ ー ゲ ン に 比 べ 水 溶 液 と し て
の 粘 度 が 大 幅 に 低 い 他 に 、 生 体 内 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 感 受 性 が 高 い こ と が 知 ら れ て い る
。 溶 媒 の 条 件 に よ っ て は ゼ ラ チ ン が コ ラ ー ゲ ン 螺 旋 構 造 を 部 分 的 に 回 復 す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 ゼ ラ チ ン は コ ラ ー ゲ ン 線 維 形 成 能 を 失 っ て い る が 、 部 分 的 に コ ラ ー ゲ ン 螺 旋 構 造
を 回 復 さ せ る こ と で コ ラ ー ゲ ン 線 維 形 成 能 を 回 復 で き る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は 溶 液 状 態 の 時 に 最 も 低 く な る 。 ま た 、 コ ラ ー ゲ ン は 一 般 に 生 物
原 料 か ら 得 ら れ る が 、 生 物 か ら 得 た コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は そ の 生 物 の 生 活 環 境 温 度 と 密
接 に 関 係 し て い る と 言 わ れ る 。 水 溶 液 で の コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は 、 哺 乳 類 で は ３ ８ ℃ 前
後 で あ る が 、 魚 類 は お お む ね 哺 乳 類 よ り も 低 く 、 特 に 鮭 等 の 寒 流 系 の 魚 類 で は ２ ０ ℃ を 下
回 る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 コ ラ ー ゲ ン は 優 れ た 保 湿 性 を 有 し 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど の 他 の 生 体 由 来 保 湿 剤 に 比 べ 収 量
が 多 く 安 価 で あ る た め に 、 化 粧 品 原 料 と し て 有 効 に 用 い ら れ て い る 。 ま た 、 細 胞 の 接 着 や
増 殖 を 促 す 、 抗 原 性 が 低 い 、 生 体 親 和 性 が 高 い 、 生 分 解 性 で あ る 、 な ど の 多 く の 優 れ た 性
質 か ら 、 化 粧 品 お よ び 医 療 用 材 料 な ど 様 々 な 用 途 に 有 効 に 使 用 さ れ て い る 。 コ ラ ー ゲ ン が
こ れ ら の 目 的 で 使 用 さ れ る 場 合 、 水 溶 液 、 綿 状 物 、 フ ィ ル ム 、 ス ポ ン ジ 、 ゲ ル な ど 用 途 に
応 じ て 種 々 の 形 態 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 来 上 記 の 用 途 で 用 い ら れ る コ ラ ー ゲ ン は 、 そ の ほ と ん ど が 牛 皮 な ど 家 畜 の 組 織 か ら 採
取 さ れ て い る が 、 近 年 、 Ｂ Ｓ Ｅ （ 牛 海 綿 状 脳 症 ） 問 題 が 顕 在 化 し 、 牛 皮 由 来 を 含 む 家 畜 由
来 の 原 料 を 用 い た コ ラ ー ゲ ン 製 品 に よ り 、 人 間 に 対 し て 病 原 体 が 感 染 す る 危 険 性 を 潜 在 的
に 指 摘 さ れ る に 至 っ た 。 そ こ で 安 全 性 と 資 源 量 等 の 観 点 か ら 、 魚 類 由 来 コ ラ ー ゲ ン が 化 粧
品 材 料 及 び 食 品 材 料 と し て 俄 に 脚 光 を 浴 び 、 変 成 温 度 の 低 い 魚 類 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 用 い る
こ と が 重 要 に な り つ つ あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 魚 類 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 原 料 と し て は 皮 お よ び 鱗 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 特 に 魚 鱗 は コ ラ
ー ゲ ン 収 量 の 点 で 魚 皮 に 劣 る も の の 、 脂 質 が 比 較 的 少 な い た め に 魚 臭 が 生 じ に く く 、 高 付
加 価 値 用 途 の コ ラ ー ゲ ン の 原 料 と し て 好 ま し く 用 い ら れ て き た 。 例 え ば 、 魚 鱗 を ペ プ シ ン
処 理 す る こ と で コ ラ ー ゲ ン を 可 溶 化 さ せ る 方 法 （ 特 許 文 献 １ ） 、 お よ び 、 魚 鱗 を 機 械 的 に
破 砕 し て プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 多 段 階 に 分 け て 行 う コ ラ ー ゲ ン の 製 造 方 法 （ 特 許 文 献 ２ ） が
開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し 、 上 記 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 は 変 成 温 度 の 低 い コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る 魚 鱗 を
用 い て い る た め 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 を 極 力 抑 え る た め に 取 得 工 程 の 温 度 を 低 く 保 つ 必 要 が
あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 一 般 的 に 温 度 が 下 が る に つ れ て 低 下 す る 。 イ ワ シ の 鱗 か ら ペ プ
シ ン を 用 い て コ ラ ー ゲ ン を 可 溶 化 す る 場 合 、 温 度 が 高 く な る ほ ど コ ラ ー ゲ ン 収 率 が 向 上 す
る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 す な わ ち 、 上 記 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 で
は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 低 く な る た め に 、 コ ラ ー ゲ ン の 可 溶 化 が 十 分 に 達 成 さ れ な い 場 合 が
あ っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 上 記 の 取 得 方 法 か ら 得 ら れ た 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン は 変 成 温 度 が 低 く 加 工 時 に 変 成 を 起
こ し や す い 。 コ ラ ー ゲ ン が 変 成 す る と 水 溶 液 粘 度 が 低 く な り 化 粧 水 と し て の 使 用 感 が 悪 化
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す る 場 合 や 、 ス ポ ン ジ や シ ー ト 等 に 加 工 し た 際 に 柔 軟 性 を 失 う 場 合 が あ っ た 。 更 に 、 変 成
し た コ ラ ー ゲ ン は 生 体 内 に お い て 各 種 プ ロ テ ア ー ゼ の 消 化 を 受 け て 速 や か に 吸 収 さ れ て し
ま う （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ の 低 い 生 体 内 安 定 性 は 医 療 用 材 料 と し て 不 利 に な る 場 合 が 多 い
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 上 に 述 べ た 従 来 の 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン お よ び そ の 取 得 方 法 に お け る プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 低
下 お よ び 生 体 吸 収 性 な ど の 問 題 点 は 、 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン の 化 粧 品 お よ び 医 療 用 材 料 へ の 幅 広
い 応 用 を 制 限 し て き た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ５ － １ ２ ５ １ ０ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ ２ ７ ５ ９ ９ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Bioscience Biotechnology and Biochemistry, 60(12), 2092 (1996).
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Journal of Biomedical Materials Research, 27, 79 (1993).
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 来 の 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 は 低 温 で 行 わ れ る た め プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 が 抑 制 さ れ
、 コ ラ ー ゲ ン の 可 溶 化 が 十 分 に 達 成 さ れ な い 場 合 が あ る 。 ま た 、 得 ら れ る コ ラ ー ゲ ン の 変
成 温 度 が 低 く 、 化 粧 品 原 料 お よ び 医 療 用 材 料 と し て 使 用 が 困 難 に な る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 化 粧 品 お よ び 医 療 用 材 料 と し て 幅 広 く 使 用 し 得 る 、 高 い 変
成 温 度 を 有 す る 魚 鱗 コ ラ ー ゲ ン お よ び そ の 取 得 方 法 の 提 供 を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 者 ら は 、 前 記 問 題 点 を 改 善 す べ く 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 変 成 温 度 の 高
い コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る 魚 鱗 を 原 料 と し て 、 従 来 の 取 得 方 法 よ り も 高 い 温 度 で プ ロ テ ア ー
ゼ 処 理 す る こ と に よ り 、 従 来 の 方 法 で は 困 難 で あ っ た コ ラ ー ゲ ン 収 率 向 上 と 変 成 温 度 の 高
い コ ラ ー ゲ ン の 取 得 を 同 時 に 達 成 で き 、 化 粧 品 原 料 お よ び 医 療 用 材 料 と し て 極 め て 有 用 な
コ ラ ー ゲ ン が 得 ら れ る こ と を 見 出 し 、 こ の 出 願 の 発 明 に 到 達 し た 。
す な わ ち 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 第 １ に 、 魚 鱗 を 以 下 の ス テ ッ プ （ １ ） （ ２ ） （ ３ ） に よ り
処 理 す る こ と を 特 徴 と す る 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 ：
（ １ ） ア ル カ リ 洗 浄 を 行 い 魚 鱗 の 夾 雑 物 を 除 去 す る 工 程 、
（ ２ ） １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温 度 範 囲 の 酸 性 水 溶 液 中 で プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 行 い 、 コ ラ ー ゲ ン
を 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
（ ３ ） 可 溶 化 さ れ た コ ラ ー ゲ ン を 回 収 す る 工 程 。
を 提 供 す る 。 ま た 、 こ の 出 願 の 発 明 は 、 第 ２ に は プ ロ テ ア ー ゼ と し て ペ プ シ ン を 用 い る こ
と を 特 徴 と す る 前 記 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 こ の 出 願 の 発
明 は 、 第 ３ に は 前 記 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 に よ り 取 得 さ れ た 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ
ン を 、 第 ４ に は 変 成 温 度 が ３ ０ ℃ 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 前 記 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン
を 、 第 ５ に は 魚 鱗 原 料 と し て オ レ オ ク ロ ミ ス 属 由 来 の 魚 鱗 が 使 用 さ れ て い る こ と を 特 徴 と
す る 前 記 い ず れ か の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 、 そ れ ぞ れ 提 供 す る 。 加 え て 、 こ の 出 願 の 発 明
は 第 ６ に は 前 記 い ず れ か の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 用 い た 化 粧 品 を 、 第 ７ に は 前 記 い ず れ か
の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン を 用 い た 医 用 材 料 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 は 、 従 来 の 取 得 方 法 で は 困 難 で あ っ た
コ ラ ー ゲ ン 収 率 向 上 と 変 成 温 度 の 高 い コ ラ ー ゲ ン の 取 得 を 同 時 に 達 成 で き 、 化 粧 品 原 料 お
よ び 医 療 用 材 料 と し て 極 め て 有 用 な コ ラ ー ゲ ン を 得 る こ と が で き る 。 得 ら れ た 魚 鱗 コ ラ ー
ゲ ン は 熱 安 定 性 お よ び 生 体 内 安 定 性 に 優 れ 、 化 粧 品 お よ び 医 療 用 材 料 に 好 適 に 用 い ら れ る
。
以 下 に こ の 出 願 の 発 明 の 実 施 の 形 態 を 説 明 す る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 に お い て 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 と は 、 こ の 出 願 の 発 明 の 方 法 で 取 得 さ
れ た コ ラ ー ゲ ン の 酸 性 水 溶 液 を 、 円 偏 光 二 色 性 （ Ｃ Ｄ ） 分 光 計 を 使 用 し て コ ラ ー ゲ ン 水 溶
液 の 温 度 を 段 階 的 に 上 昇 さ せ る こ と に よ っ て 求 め ら れ る 。 具 体 的 に は The Journal of Bio
logical Chemistry, 275(33), 25870 (2000)や International Journal of Biological Ma
cromolecules, 32, 199 (2003)に 記 載 の 方 法 に よ っ て 求 め ら れ た 、 Ｃ Ｄ か ら 求 め ら れ る 螺
旋 率 （ Helicity; %） が ５ ０ ％ に な る と き の 温 度 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 に お い て 、 原 料 と す る 魚 鱗 は 、 含 有 さ れ る コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 が ３ ０
℃ 以 上 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 変 成 温 度 の 高 い コ ラ ー ゲ ン を 含 有 す る オ
レ オ ク ロ ミ ス 属 の 鱗 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 中 で も 、 中 国 や 日 本 国 内 で 食 用 と し て 養 殖 さ
れ て お り 入 手 が 容 易 で あ る ナ イ ル テ ラ ピ ア （ Oreochromis niloticus） の 鱗 が 特 に 好 ま し
く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 は 、 魚 鱗 を 脱 灰 す る 工 程 、 脱 灰 さ れ た
魚 鱗 に 対 し て １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温 度 範 囲 の 酸 性 水 溶 液 中 で プ ロ テ ア ー ゼ を 作 用 さ せ る 工 程
、 お よ び 可 溶 化 さ れ た コ ラ ー ゲ ン を 回 収 す る 工 程 か ら な る 。 原 料 と す る 魚 鱗 は 、 腐 敗 を 防
ぐ た め に 採 取 後 に 冷 蔵 保 存 も し く は 冷 凍 保 存 し て お く こ と が 好 ま し い 。 採 取 さ れ た 魚 鱗 に
は か な り の 夾 雑 物 、 例 え ば 背 鰭 、 尾 鰭 等 が 付 着 ・ 混 入 し て い た り 、 そ の 表 面 に 余 剰 タ ン パ
ク 質 が 付 着 し て い る 。 そ こ で 、 保 存 前 に こ れ ら を 取 り 除 く 目 的 で 、 原 料 と す る 魚 鱗 は 採 取
さ れ た 後 に 前 処 理 と し て 洗 浄 し て お く こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 夾 雑 物 は 水 洗 す る こ
と に よ り 除 去 す れ ば よ く 、 表 面 に 付 着 し た 余 剰 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 １ ～ １ ５ 重 量 ％ 、
好 ま し く は ５ ～ １ ０ 重 量 ％ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 あ る い は ０ ． ０ １ ～ ０ ． ５ Ｍ 、 好 ま
し く は ０ ． ０ ５ ～ ０ ． ２ Ｍ の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 で 、 １ ０ ～ ７ ２ 時 間 、 好 ま し く は ２
４ ～ ４ ８ 時 間 洗 浄 す る こ と に よ り 除 去 す れ ば よ い 。 洗 浄 は 、 洗 浄 液 を 交 換 し て 繰 り 返 し 洗
浄 す る こ と が 好 ま し く 、 特 に 、 表 面 に 付 着 し た 余 剰 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る 際 に は 、 洗 浄 後
の 廃 液 が 濁 ら な い 程 度 ま で 、 好 ま し く は ３ ～ ５ 回 程 度 ま で 、 洗 浄 液 を 交 換 し て 繰 り 返 し 洗
浄 す る の が 良 い 。 ま た 、 鱗 に は 少 量 で あ る が 脂 質 が 含 ま れ て い る 。 脂 質 は 脂 肪 酸 に 分 解 さ
れ 、 経 時 で の 臭 気 発 生 を 引 き 起 こ す 場 合 が あ る の で 、 魚 燐 を メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル あ る
い は ア セ ト ン な ど の 安 価 な 有 機 溶 媒 で 洗 浄 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 更 に 、 魚 鱗 に は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 無 機 物 が 含 有 さ れ て い る た め 、 あ ら か じ め こ れ ら
を 取 り 除 く 目 的 で 、 原 料 と す る 魚 鱗 は プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 の 前 に 脱 灰 処 理 を 必 要 に 応 じ て 行
う 。 こ れ に よ り 、 抽 出 効 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 脱 灰 に 用 い る 処 理 液 と し て は 、 例
え ば 、 塩 酸 、 酢 酸 、 リ ン 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン ４ 酢 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン ４ 酢 酸 ２ ナ ト リ
ウ ム 、 お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン ４ 酢 酸 ４ ナ ト リ ウ ム 等 の 水 溶 液 を 用 い る こ と が で き る が 、
経 済 性 の 観 点 か ら は 塩 酸 水 溶 液 を 用 い る こ と が よ り 好 ま し い 。 魚 鱗 に 対 す る 前 記 処 理 液 の
使 用 量 は 、 適 宜 設 定 す れ ば よ く 、 特 に 制 限 は な い 。 脱 灰 処 理 の 方 法 は 、 通 常 の 方 法 に よ り
行 え ば よ く 、 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 魚 鱗 を 前 記 処 理 液 中 で ２ ４ ～ ４ ８ 時
間 、 攪 拌 羽 根 を 用 い て 攪 拌 す る な ど の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 脱 灰 処 理 は 必 要 に 応 じ て
複 数 回 行 っ て も よ い し 、 必 要 に 応 じ て 脱 灰 後 水 洗 し て お い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 取 得 方 法 に お い て は 、 脱 灰 さ れ た 魚 鱗 に 対 し て
酸 性 水 溶 液 中 で プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 行 う 。 用 い る プ ロ テ ア ー ゼ は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 酸
性 条 件 で 高 い 活 性 を 有 す る ペ プ シ ン 、 プ ロ ク タ ー ゼ 、 パ パ イ ン が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 こ
れ ら プ ロ テ ア ー ゼ の 使 用 量 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 す る 魚 鱗 の 乾 燥 重
量 に 対 し て １ ～ １ ５ 重 量 ％ と す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に 用 い る プ ロ テ ア ー ゼ 水 溶 液 の 溶 媒 と し て は 、 ｐ Ｈ が ２ ～ ５ の 範
囲 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 安 価 で 取 り 扱 い が 容 易 な 塩 酸 、 酢 酸 、 お よ び リ ン 酸 が 好
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ま し く 用 い ら れ る 。 酸 の 濃 度 は 前 記 ｐ Ｈ に よ っ て 規 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 方 法 に お い て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温 度 範 囲 の 酸
性 水 溶 液 中 で 行 う 。 こ れ に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 を 起 こ さ ず に コ ラ ー ゲ ン の 抽 出 効 率 を
向 上 さ せ 、 高 収 率 を 実 現 す る こ と が で き る 。 温 度 が １ ５ ℃ 未 満 の 場 合 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
が 低 く な り コ ラ ー ゲ ン の 抽 出 効 率 が 低 下 す る 場 合 が 考 え ら れ 、 好 ま し く な い 。 温 度 が ３ ５
℃ 以 上 の 場 合 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 高 く な る も の の 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 が 起 こ る 場 合 が 考
え ら れ 、 好 ま し く な い 。 従 っ て 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 は １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ の 温 度 範 囲 で 、 よ り
好 ま し く は ２ ０ ～ ３ ０ ℃ の 温 度 範 囲 で 行 う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 取 得 方 法 に お い て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 は プ ロ テ ア ー ゼ 失 活 に 伴 う コ
ラ ー ゲ ン 可 溶 化 能 の 低 下 と と も に 終 了 す れ ば 良 く 、 例 え ば 、 処 理 時 間 を １ ２ ～ ４ ８ 時 間 程
度 と す れ ば よ い 。 ま た 、 抽 出 効 率 を 高 め る 目 的 で 攪 拌 羽 根 な ど を 用 い て 前 記 処 理 液 を 攪 拌
し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 酸 性 水 溶 液 に 溶 解 し た コ ラ ー ゲ ン は 、 例 え ば 従 来 か ら 哺 乳 動 物 由 来 の コ ラ ー ゲ ン の 取 得
で 行 わ れ て い る 通 常 の 物 理 的 分 離 手 段 に よ っ て 回 収 す れ ば よ く 、 そ の 方 法 は 特 に 限 定 さ れ
な い 。 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 後 に 、 遠 心 分 離 や 濾 過 等 の 手 段 で 魚 燐 残 渣 と 分 離 し た コ
ラ ー ゲ ン 水 溶 液 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 を 加 え て 塩 濃 度 を 上 昇 さ せ る か 、 も し く は 水 酸 化 ナ ト
リ ウ ム 等 を 加 え て ｐ Ｈ を 中 性 付 近 に 調 整 す る こ と に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン を 線 維 化 し 、 該 線 維
化 し た コ ラ ー ゲ ン を 例 え ば 遠 心 分 離 法 等 に よ り 分 離 回 収 す れ ば よ い 。 そ の 後 、 さ ら に 必 要
に 応 じ て 、 例 え ば 精 製 水 に 再 度 溶 解 し 、 前 記 の よ う な 方 法 で 線 維 化 － 回 収 操 作 を 一 回 あ る
い は 複 数 回 繰 り 返 し て 行 う こ と に よ り 、 精 製 を 行 っ て も よ い 。 な お 、 こ の 出 願 の 発 明 の 取
得 方 法 に お い て は 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 を 抑 制 す る た め 、 前 記 各 前 処 理 、 回 収 、 精 製 等 の 各
工 程 を 、 可 能 な 限 り 室 温 以 下 で 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 出 願 の 発 明 の 取 得 方 法 に よ っ て 、 変 成 温 度 の 高 い 魚 燐 コ ラ ー ゲ ン が 高 収 率 で 得 ら れ
、 該 コ ラ ー ゲ ン は 化 粧 品 お よ び 医 療 用 材 料 の 用 途 に お い て 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 、 こ の 出 願 の 発 明 を 実 施 例 を 挙 げ て よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ の 出 願 の 発 明 は 下
記 の 記 載 範 囲 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 は じ め に 各 種 測 定 方 法 を 示 す 。
１ ． 変 成 温 度
　 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は 、 International Journal of Biological Macromolecules, 32
 199 (2003)に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 CD分 光 計 （ Jasco model725 spectrometer） を 使 用 し
て コ ラ ー ゲ ン 水 溶 液 の 温 度 を 段 階 的 に 上 昇 さ せ る こ と に よ っ て 求 め た 。 凍 結 乾 燥 し た コ ラ
ー ゲ ン 水 溶 液 （ 0.04 g） を pH 3の 希 塩 酸 100 mlに 溶 解 し 、 光 路 長 1 mmの 石 英 セ ル に 入 れ た
。 セ ル の 温 度 を １ ℃ /minで 上 昇 さ せ 、 221 nmに お け る 旋 光 度 を ０ ． ２ ℃ ご と に 測 定 し た 。
各 温 度 に お け る 旋 光 度 を 温 度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る と 、 旋 光 度 の 値 が コ ラ ー ゲ ン 螺 旋 の 値
か ら ラ ン ダ ム コ イ ル の 値 へ と 急 激 に 変 化 す る 変 成 曲 線 が 得 ら れ る 。 そ れ ら の 旋 光 度 値 の 中
間 値 を 与 え る 温 度 、 す な わ ち 、 螺 旋 率 （ Helicity; %） が ５ ０ ％ に な る と き の 温 度 を 変 成
温 度 と し た 。 こ の 測 定 は ３ 回 行 い 、 平 均 値 を 使 用 し た 。
２ ． ア ミ ノ 酸 組 成 分 析
　 コ ラ ー ゲ ン の ア ミ ノ 酸 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 装 置 （ HITACHI L8800） を 用 い て 常 法 に 従
っ て 測 定 し た 。 凍 結 乾 燥 コ ラ ー ゲ ン 5 mgを 6 mol/lの 塩 酸 水 溶 液 に 溶 解 し 、 110℃ で ２ ２ 時
間 加 水 分 解 し た 。 そ の 後 、 溶 媒 を エ バ ポ レ ー タ ー に よ っ て 除 去 し た 。 残 渣 に 対 し て 0.02 m
ol/lの 希 塩 酸 を 加 え 、 溶 解 し た 後 、 ポ ア サ イ ズ 0.45μ mの メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を 通 過 さ
せ 、 ア ミ ノ 酸 分 析 用 試 料 溶 液 と し た 。
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３ ． コ ラ ー ゲ ン 収 率
　 水 で 十 分 に 洗 浄 し 、 鰭 等 の 夾 雑 物 を 除 去 し た 後 風 乾 し た 魚 鱗 の 重 量 に 対 す る 、 精 製 後 の
　 コ ラ ー ゲ ン 凍 結 乾 燥 物 の 重 量 か ら コ ラ ー ゲ ン 収 率 （ ％ ） を 求 め た 。
〔 実 施 例 １ 〕 魚 燐 か ら の 可 溶 性 コ ラ ー ゲ ン の 取 得
(１ ) 魚 燐 の ア ル カ リ 処 理
　 ナ イ ル テ ラ ピ ア の 鱗 を 水 で 十 分 に 洗 浄 し 、 鰭 等 の 夾 雑 物 を 除 去 し た 後 風 乾 し た 後 、 冷 凍
庫 で 保 管 し た も の を コ ラ ー ゲ ン 取 得 に 供 し た 。 乾 燥 魚 鱗 50 gを 500 mlの 0.1 M 水 酸 化 ナ ト
リ ウ ム 水 溶 液 に 浸 漬 し 、 攪 拌 羽 根 を 用 い て 24時 間 穏 や か に 攪 拌 し た 。 金 網 で 魚 鱗 を ろ 過 し
、 1000 mlの 0.1 M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 に 加 え て 同 様 の 操 作 を 行 っ た 。 魚 鱗 を 水 で pH
が 中 性 を 示 す ま で 繰 り 返 し 洗 浄 し た 。
(２ ) 魚 燐 の ペ プ シ ン 処 理
　 上 記 魚 鱗 を 1000 mlの 0.5 M 酢 酸 水 溶 液 に 加 え 、 攪 拌 羽 根 を 用 い て 25℃ ± 1℃ （ 以 下 、 単
に 室 温 と 表 記 す る ） で 3日 間 穏 や か に 攪 拌 し た 。 こ の 水 溶 液 を 遠 心 （ 10000× g, 20分 ） し
、 魚 鱗 を 沈 殿 さ せ た 。 5 gの ペ プ シ ン （ 和 光 純 薬 、 ペ プ シ ン 1:100） を 含 む 1000 mlの 0.5 M
 酢 酸 水 溶 液 に 前 記 魚 鱗 を 加 え 、 攪 拌 羽 根 を 用 い て 室 温 で 3日 間 穏 や か に 攪 拌 し た 。 こ の 水
溶 液 を 遠 心 （ 10000× g, 20分 ） し 、 魚 鱗 を 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を 回 収 し 、 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー
（ SHIBATA, 151G P16） を 用 い て 吸 引 ろ 過 し た 。 ろ 液 に 0.5 g/lに な る よ う に ペ プ シ ン を 加
え 、 室 温 で 24時 間 攪 拌 し た 。 魚 鱗 残 渣 を 上 記 と 同 様 の ペ プ シ ン 含 有 酢 酸 水 溶 液 に 加 え 、 同
様 に 攪 拌 し た 。 こ の 操 作 を ４ 回 繰 り 返 し 、 ４ バ ッ チ の 上 清 を 得 た 。
(３ ) コ ラ ー ゲ ン の 精 製
　 ペ プ シ ン 処 理 を 終 え た 上 清 に 対 し 、 終 濃 度 が 0.9 Mに な る よ う に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液
を 加 え 、 ガ ラ ス 棒 で 混 合 し た 後 、 4℃ で 24時 間 静 置 し て 塩 析 し た 。 こ れ を 遠 心 （ 10000× g,
 20分 ） し 、 沈 殿 物 を 300 mlの 0.5 M 酢 酸 水 溶 液 に 溶 解 し た 。 こ の 塩 析 工 程 を ３ 回 繰 り 返
し 、 コ ラ ー ゲ ン の 酢 酸 水 溶 液 を セ ル ロ ー ス チ ュ ー ブ に 入 れ て 蒸 留 水 に 対 し て 透 析 し 、 凍 結
乾 燥 し た 。 コ ラ ー ゲ ン の 合 計 収 率 は 1.70(%)で あ っ た 。

〔 実 施 例 ２ 〕 魚 燐 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 分 析
（ １ ）  変 成 温 度
　 測 定 し た 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 曲 線 よ り 、 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は 35.6℃ と 決 定 さ
れ た 。
（ ２ ）  ア ミ ノ 酸 組 成 分 析
　 測 定 し た 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 結 果 を 、 市 販 の 豚 皮 由 来 コ ラ ー ゲ ン （
新 田 ゼ ラ チ ン 製 ） と 比 較 し て 示 し た 。 ア ミ ノ 酸 組 成 は 1000残 基 あ た り の そ の ア ミ ノ 酸 残 基
の 出 現 数 と し て 表 記 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の 出 願 の 発 明 の 取 得 方 法 が 従 来 の 取 得 方 法 よ り も 高 い 温 度 で 行 わ れ
る た め 、 ペ プ シ ン の 活 性 が 十 分 に 高 ま り 、 魚 鱗 か ら 高 い 収 率 で コ ラ ー ゲ ン を 取 得 で き る こ
と を 示 す 。 更 に 、 得 ら れ る 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン の 変 成 温 度 は 高 く 、 ア ミ ノ 酸 組 成 も 従 来 か
ら 細 胞 担 体 と し て 使 用 さ れ て い る 豚 皮 由 来 コ ラ ー ゲ ン に 類 似 し て い る 。 こ の た め 、 こ の 出
願 の 発 明 の 魚 鱗 由 来 コ ラ ー ゲ ン が 細 胞 担 体 、 さ ら に は 医 療 用 材 料 の 基 材 と し て 好 適 に 用 い
ら れ る こ と を 示 す 。
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