
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

内因性及び外因性ホルモンペプチドによる生体内で
の血圧調節機構の解明に関する研究

松藤, 寛
九州大学農学研究科食糧化学工学専攻

https://doi.org/10.11501/3110936

出版情報：九州大学, 1995, 博士（農学）, 課程博士
バージョン：
権利関係：



第5章 内因性ホルモンペプチドによる生体内での血圧調節機構の解明

第2項 アンジオテンシン代謝物のin νiνo生理作用

108 

ACE阻害活性を有するANG代謝物の生体内での血圧降下作用を立証す

るために， SHRを用いて静注実験を行った. 実験にはANGII由来のACE

阻害ペプチドで最小単位の Val-Tyr及びその前駆体としてのANGIIIを用

い， 対照には市販の ACE阻害薬であるカプトプリルを用いた. Table 5-2 

に示したように， 全ての試料において拡張期血圧の降下が認め られ， 中

でもVal- Tyrはカプトプリルと同様， 危険率1%以下で拡張期血圧を有意

に降下させた(20mg/kg; 22.60/0， 50mg/kg; 28.0%) . また， その効力

はカプトプリル(30μg/kg; 29.0 %)との単純比較によりカプトプリルの

1/1000程度であると見積もられる.

最大の血圧降下作用をもたらすのに必要な時間は， Val-Tyrでカプトプ

リルと同様に投与後1 � 3分 であったのに対して， ANGIIIでは4.5分と

その発現に時間を要することが明らかとなった. このことは， 血圧の経

時変化をレノグラムで 示し たFig.5-2か らも明白であった. すなわち，

Val-Tyrによる血圧降下作用は速やかに発現し， 約5分程度で定常状態に

戻ったのに対して， ANGIIIでは発現に至るまで若干のラグはあったが，

15分後もその効果は持続していた. 著者の知る限りでは， in νivoにお

けるA NG 111の血圧降下作用に関する報告は見当たらない. こ れは，

ANGIIIがin vitroにおいて強力なACE阻害活性(Table 5-1 ; ICsO=21.9 

ドM)を示す128.129)が， 生体内においてはANGIIと同等のアルドステロン

分泌促進作用を有する “昇圧ホルモン" として位置づけられていること

113.114)からも当然であると考えられた.
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Table 5・2 Changes in blood pressぽe of SHR before and after intravenous administration of Val-Tyr and 

angiotensin m 

Blood Pressure (mmHg) + S.E. (%) 

Dose Before After Reduction Ratio (%) Time (sec)+S.E. (%) 

Val-Tyr 20 mg/kg 
Systolic 184.8+ 3.0 177.6+ 3.9 3.9 136.2+ 83.1 

Diぉtolic 127.4士 3.6 98.6+ 6.0料 22.6 60.8+ 17.6 

Val-Tyr 50 mg/kg 
Systolic 182.2+ 4.0 164.2+ 3.8* 9.9 196.2 + 159.0 

Diastolic 124.8+ 4.3 89.8+ 3.7料 28.0 168.4 + 127.9 

ANG III 20 mg/kg 
Systolic 187.2+ 6.1 180.6+ 8.2 3.5 572.4土44.0料

Diastolic 136.0::1:: 10.5 106.2士12.4 21.9 272.4士25.5

Captopril 30μg/kg 
Systolic 182.2士10.2 168.0+ 6.1 7.8 252.6::1:: 77.3 

Diastolic 118.0+ 8.5 83.8 + 5.1 ** 29.0 165.8:t 80.7 

Blood pressure is shown as mean 土SD， n=10. 
Significant differences合om "before adminis仕組on": *p<0.05， **p<O.01. 
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Fig.5-2 Chenges in blood pressure after intravenous administration of angiotensin fragments in SHR 
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本プロトコールにおいても， 5 0mg/kg以上のANGIIIを静注投与した場合，

SHRは痘筆， 出血， 心拍数増大などを引き起こし死亡した(データは示

していない). しかしながら， 20mg/kgの投与 においてはTable 5-2に 示

したように顕著に拡張期血圧を降下させた(21.9%). ANGIIIの血中内

での分解速度が後述(Fig.5-3)するように極めて速いことを考慮すると，

ANGIIIの血圧降下作用はそれ自身によるものではなく その代謝物に起

因し たものであると考えられた.

第3項 ラット血禁中でのアンジオテンシン類の代謝挙動

次いで， SHRの血紫を 用いてin viv 0でのANGIIIの分解過程を追求し

た. すなわち， SHR血築に十分量のANGIIIを加えてインキュベートし，

逆相HPLCにより生成した代謝物を確認した. Cosmosil 5C18-ARカラ

ムを用いてアセトニトリルのリニアーグラジエントで溶出を行ったとこ

ろ， Fig.5-3に示したように6分のインキュベートによりACE阻害活性を

有する4つのピークの増大が認められ， アミノ酸分析により各々はANG

(3-8)， (4- 8)， (5・8)， Val-Ty rであると同定さ れた. なお， これ

ら代謝物のピークがO分時においても存在していたことは， 血禁中にお

けるANG類(1， 11， 111)の濃度がpMオーダー112，130-132)であり， UV検

出されないことから判断す ると， in νivoでの負荷実験により生成し，

残存していたものであると考えられた.
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Fig.5-3 HPLC elution profiles from in vitro degradation of angiotensin m in SHR plasma 

Column: Cosmosil5CI8-AR; Solvent system: 10% to 25% CH3CN (15仇nin) in 0. 1 % TFA; 
Flow rate: 0.5mνmin; Monitoring absorbance: 22Onm; Column oven: 300C 
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次に， ANG 111の分解並びにACE阻害活性を有する代謝物の生成挙動を

経時的に追跡した(Fig.5-4) . 縦軸は内標準D-Leu-D-Leuにより規格化

し， 血紫1 ml当たりのmol数で示した. 図から明らかなように， 反応時

間の増大とともにANGIIIは直線的に減少し， これに伴いACE阻害活性代

謝物が生成された. 各代謝物濃度は5分から10分の遅延時間を経て増大

し， それぞれ特異的な消長を示した. 従って in νivoでのANGIIIの血

圧降下作用は， これら代謝物によるものであり， その持続時間の長さは

各々の代謝物の生成に至るまでの遅延効果によるものと考えられた.
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Fig.5-4 Time courses of angiotensin m degradation products in SHR plasma 
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正常血圧であるWistar系ラットの血祭を用いて， ANGIII及びANGIIの

分解並びに代謝挙動をSHR血祭と比較した. Fig.5-5に示したように，

Wistar血祭においてもANGIIIは反応時間の増大とともに直線的に減少し，

その分解初速度は両ラット間でほとんど差は認められ なかった(左図，

Wistar ; 4. 17nmol/m l/min， SHR; 4.33nmol/ml/min) . しかしなカぎら

ANGIIの分解に関してはSHR血紫での分解初速度はWistar血祭での約1/2

と小さいことが判明した(右図， Wistar; 3.08nmoljmljmin， SHR; 

1.75nmol/ml/min) . また， ACE阻害活性を有する代謝物に関しては

ANGII及び111由来 とも にほぼ同ーの消長を来したが， Wi star 血紫ではよ

り大きな増大が認められた. 特に， ANGII由来の代謝物を見るとWistar

血紫での高レベル維持に対して， SHR血祭では添加前に比べて逆に 減少

した(Fig.5-6と5-7) . このことは， SHRではANGIIの分解に関与する

酵素並びに代謝物の生成に関与するいくつかの酵素力価がWi star系ラッ

トと比較して小さいことを示唆するものである.
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第4項 ヒト血築中でのアンジオテンシン類の代謝挙動

ヒト血祭を用いてレニン ・ アンジオテンシン系による生体内での血圧

調節機構の詳細について検討した. 血祭レニン活性は， 減塩食摂取， 立

位， 利尿薬投与など種々の要因によって賦活化されること18・133 )が知られ

ている . 本プ ロ ト コ ー ルに おいては ， 安静仰臥位時の採血後， 1時間の

立位歩行を行うことによりレニン活性を賦活化させた. 安静仰臥位後及

び立位歩行 後の血祭レニン活性並びに血圧値を測定したところ， Table 

5-3に示したように， 個人差はあるものの立位歩行後のレニン活性及び血

圧は確実に増大した.

Table 5-3 Lists of plasma renin activity (PRA) and blood pressure 

in normotensive male subjects 

S u bject( age ) Supine(30rnin) Upright(60min) 

A(26) 0.841) 6.14 

(110/54)2) (114n2) 

B(26) 0.76 1.41 

(115/66) (124/81) 

C(24) 4.44 13.30 

(109/56) (116/71) 

D(24) 1.05 3.14 

(96/49) (107/63) 

E(24) 1.14 4.42 

(118/71) (126/82) 

F(24) 0.29 3.15 

(119/71) (138/83) 

0(23) 0.96 3.70 

(108/59) (117/73) 

1 )PRA: nglmljhr 

2)systolic/diastolic blood pressure: mmHg 
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そこで， これら安静仰臥位時及び立位歩行時の血祭を用いて， ACE阻害

ペプチド の生成速度 ・存在量， アンジオテンシナーゼ活性などの生理学

的因子の比較を行い， R-A系におけるANG代謝物の潜在的生理作用を検

証した.

まず， ラット血禁中での生成が確認されたACE阻害活性を有するANG

代謝物のヒト血祭での代謝生成を検証した. 実験はヒト血紫(Heparin採

血管)に対してANGIIIを直接添加し， 370Cでインキユベートした後，

HPLCによって代謝物を確認した. Fig.5・8に示したように， 反応時間6

分後の血築サンプル中にラットと同様ANG (3-8)， (4-8)， (5-8)， 

Val- Tyrの生成が認められ， ヒト血祭においてもこれら4つのANG由来

のACE阻害ペプチドが生成することが初めて明らかとなった.
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Fig.5-8 HPLC elution profiles from in vitro degradation of angiotensin III in human plasma 

Column: Cosmosil 5C 18・.AR; Solvent system: 10% to 25% CH3CN (15Omin) in 0.1 % TFA 
Flow rate: 0.5mVmin; Column oven: 30oC; Monitoring absorbance: 220nm 
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そこで次に， 安静仰臥位後及び立位歩行後の血紫を用いて， ANGII及

び111の分解並びにそ れらの代謝物の生成 挙動の群間比較を行った.

Fi g.5-9に示したように， ANGII及び111の分解については仰臥位と立位の

両者間で有意な差は認められなかったが， 代謝生成したACE阻害ペプチ

ド量は立位時(レニン活性賦活時)に約2倍の増大となった(Fig.5-10

と5-11). また， ANGII分解ではVal-Tyr生成は認められなかったが，

ANGIII由来においては僅かな生成が確認され， 他の代謝物と同様の挙動

を示した(20分インキユベート; 1.44nmol/ml-plasma (仰臥位) ， 

1.56nmol/ml-plasma (立位)， 30分; 1.02 (仰臥位)， 1.20 (立

位) ) . 従って， 一連のANG代謝系においてANGII及び111分解関与酵素

の活性はその系に依存せず一定であるのに対して， それ以降の 分解に関

与する酵素群すなわちアンジオテンシナーゼの活性変動がそのままACE

阻害ペプチドの消長に反映されていると推定された.



ANGII ANGill 
50 

40 争

fg d 司u声s、、

40 

30 

ー』圃 圃 司4 20 
』』』圃圃『4 吋 20 

10 10 

。 。
。 10 20 30 40 。 10 20 30 40 

Incubation time (min) Incubation time (min) 

Fig.5-9 Degradation behaviors of plasma angiotensin II and田in the supine ( ，0) and upright (・) posture 

in normotensive male subjects 

::>> 
図
浮きト、ヤー
r十4
v 
λ 
申礼-r. ← 「‘チγむも
事ト件洋
::>> 
f古

温

........ υt、ふa 



7 
司
g U司平D

6 
百二

)
og ロコ

5 ( 。て、-。T 
J 

3 

ANG(4・8)

。 20 30 40 

ANG(S・8)

4 

。/ 圃cヘ

、、F、 J1 

。 10 20 30 40 

Incubation time (min) 

10 

Incubation time (min) 

Fig.S圃10 Time courses of degradation products from plasma angiotensin n in the supine and upright posture 

in normotensive male subjects 

ð. ; ANG( 4-8)，口; ANG(5-8) in supine posωre 

Â; ANG(4・8)，・; ANG(5-8)凶 upright posture 

論併
印

冊

ヨ
図
書
券
子
市
い\
九
・1
山下

三
ハ
ι円
が
舟
亨
3
d
3
旨
用
叫細
密
議
議
、〉
満
温

-
M
hF
 



瀦印一冊

ヨ図書券子市υ\九川、，W2ハ血行が併事14寸δ皆同盟密議議3清酒

ANG(5-8) 

ハUハU 40 30 

Incubation time (min) 
Incubation time (min) 

Incubation time (min) 

】い山凶

TI内}114

20 10 40 30 20 10 40 30 20 10 

Fig.5・11 Time courses of degradation products from plasma angiotensin皿in the supine and upright posture 

in normotensive male subjects 

o ; ANG(3-8)，ゐ; ANG(4・8)，ロ; ANG(5-8) in supine posture 

・; ANG(3-8)， . ; ANG( 4・8)，・; ANG(5・8) in upright posture 

Tl中i

画酌凹

ハUヴ釘
(d
g
お
11
吉岡\{。
gロ)(∞Em)
5
2
sc
Rロ
〈

10 

ANG(4・8)

ハUハU

TAi
kT

 

TAよるムA48

 

Lt

』B

nu

 

30ト

20ト

40 (何
日
お
主』
吉岡\-o
gロ)(∞I
S
E
E
S
2∞ロ
〈

ANG(3-8) 

ハUnu

 

20 

10 

(何
g
お
11-
gh。
日ロ)(∞t
e
g
g
so
Rロ
〈



126 
第5章 内因性ホルモンペプチドによる生体内での血圧調節機構の解明

アンジオテンシナーゼはANGを分解するエンド型及びエキソ型の種々

未だ全ての酵素の特定化はなされていの酵素群の総称28.134・137)であり，

それ故， 特定酵素の活性を把握することは不可能であることからない.

本実験ではANGIIを構成するジペプチドを用いて各切断の総活性を仰臥

位と立位時で比較した. Fig.5-12に示したように， 個人差はあるものの

レニン活性の賦活によりVal-Tyrを除く全ての切断部位に関与する酵素群

Fig.5-10とふ11で認めら

れた代謝物生成量の増大を明白に裏付けるものであった.

このことは，の有意な活性増大が認められた.
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第5項 ヒト血紫中でのアンジオテンシン代謝過程の実際とその生

理的意義

( 1 )ナフタレンー2，3・ジアルデヒド( NDA)蛍光誘導体化によるヒ

ト血祭中のアンジオテンシン類の高速液体クロマトグラ フィー

ANG代謝物の生理機能を実証するために は， 生体内での正確な生成量

及び外来を含め ての存在量を把握することが重要となる. 通常， ANG類

(ANGI， 11， 111)の定量はラジオイムノアッセイ(RIA)法が頻用され，

それらの血中量はピコモル(pM)オーダーであることが報告112，130-132)

されている. し かしながら， RIA法では対象物質の抗体を作成 ・ 精製す

ることが前提となるため， 現状ではANGIII以下のフラ グメントの定量分

析は困難である. そこで， 本実験ではANG代謝物の検出を目的として，

放射化学的手法より取り扱いが安全でありかつ微量分析が可能な蛍光

HPLC分析法に着目し， ヒト血紫中のANG類(1， II， III)に 対する定量

法を設定し， 本法の有用性について検討した .

血禁中には多種多様な蛋白質が混在しているため， NDA誘導体化 法 の

みでのANG 類の直接定量 ・ 検 出は 困難であ る. そこ でまず， 逆相

HPLC- UV検出によってANGI， 11， III相当画分の一次精製を行った.

Fig. 5 -13に示したように， 220nmの検出波長で数多くのピークが出現し

たが， 各々の標品と一致するピークは認められなかった ( ANGI;溶出時

間166分， 11; 135分， 111; 134分 ). 



128 

G

 

N

 

A

 

G

 

N

 

A

 
A刷Hl
G

 

山川

内因性ホルモンペプチドによる生体内での血圧調節機構の解明
第5章

ロヨ。NN
ω6
8ロd
sh。∞心
〈

160 140 120 

Retention time (min) 

100 80 60 40 20 。

Fig.5-13 HPLC pattern of human plasma with UV detector 

Column: Cosmosil5C18-AR; Solvent system: 10% to 25% 

CH3CN (15臼nin) in 0.1 % TFA; Flow rate: 0.5ml/min; 

Monitoring absorbance:220nm;Column oven:30℃. 
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この こ とは， ANG類の血中量 がピコモルオーダーであり， uv検出器に

よる検出限界を越えているこ とから妥当であると考えられた. そこで

標品との保持時間の一致により該当部分の分取を行い， さらに同カラム

を用いた再クロマトグラフィーにより各々のANG類を含む画分を得た.

NDAによる誘導体化反応においては， 複数の副産物が生じることが報

丘二127)
口 されてい るため， まず蛍光検出時の各種ANG類のピーク同定を試

みた. Fig.5-14 (A)に合成ANGI(O.8pmol/注入量)のクロマトグラ

ムを示した. Fig.5・14(A)から明らかなように， 数多くの爽雑ピークが

検出され， 蛍光検出のみでのピーク同定は困難であった. そこで， 過剰

量のANGIを誘導体化(20nmol/注入量)し， uv検出器を用いた同時検

出によってピーク同定を 行った. その結果， Fi g. 5 -14 (B)に示したよう

にuv検出によって2本のピーク(NDA未反応並びに反応ANGI) が認め

られ， 53分のピークがNDA-ANGIであると判断された. ANG II及び111に

ついても同様に行い， 各ピークを同定した(NDA-ANGII ; 48分， NDA-

ANGIII ; 68分). 
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Fig.5-14 HPLC patterns ofNDA-ANGI with (A) f1uorometric 

and (B) UV detectors 

Column: Cosmosil5C18・AR; Solvent system: 250/0 to 40% CH3CN 

(1∞min) in 0.1 % TF A; Flow ra犯:0.5ml/min; Column oven: 250C; 

(A)ANGI:0.8pmol/injection volume;(B)ANGI:20nmol/injection volume 
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試料及び試薬の希釈 ・ 低濃度化はNDAとの反応速度の低下を引き起こ

すこと127)が知られている ため， 血禁中に極低濃度で存在するANG類 に

ついてもNDA との誘導体化速度は遅いと推察される. そこで， NDA濃度

及び反応時間をパラメーターとしてANG類誘導体化反応の最適条件を検

討した. まず， NDA 濃度 を0. 1， 1.0， 2.0mMと 増加させ， ANGII 

( 5 pmol/注入量)の誘導体化を行った(反応時 間20分). Fig.5-15に

示したように， NDA濃度の増加に伴いNDA-ANGIIのピークは顕著に増

大したものの， 爽雑ピークも同時に増大し， NDA-ANGIIピークとのオー

ノてーラップが生じた. このため， 溶離条件を再検討し， NDA-ANGII と爽

雑ピークの完全分離を 試みた が， 本HPLC条件下では良好な分離を得る

ことはできなかった . 従って ， NDA濃度はO.lmMに設定した. 次に， 反

応時 間の増 加につい て検 討 を 行 った(Fig. 5- 1 5) . 反 応 時間 を

20， 40， 60分 とし て検討 したところ， 反応時間の増加につれてNDA

ANGII並び に爽雑物質のピーク増大が認められた. しかしながら， 検討

した時間の範囲内では， 爽雑ピークの増大は僅かであったことから， 以

後のNDA反応は よりANG誘導体化量が多く， ピーク分離が良好であっ

た反応時間60分， NDA濃度O.lmMで行った.
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本最適誘導体化条件を用いて， ANG 1， II， III定量用検量線の作成を行っ

た. すなわち， ANGIはHPLC注入量(90μ1)あたり1000， 500， 100， 

50fmolとなるように， ANGIIは500， 100， 50， 10fmolとなるように，

ANGIIIは500， 100， 50， 10， 5 fmolとなるように溶液を調製し， 得ら

れたピーク面積から検量線を作成した. その結果 ANGI は820---40fmol

の範囲で， ANGIIは500---1 Ofmolの範囲で， ANGIIIは720'"" 14fmolの範

囲で， 各々相関係数0.99以上の良好な直線関係が得られた(Table 5-

4) . ANG 111に関しては， 7.2fmolは検:出されなかったことから， 10fmol 

程度が検出限界と考えられた. いずれの化合物も変動係数は3.50/0以下

(n=5)であり 再現性に優れていた.

Table 5-4 Linearity of calibration curve for angiotensins 

ANGI 

ANGII 

ANGIII 

Y = 0.091 + 1.01 x 103X (r=0.9967) 

Y = -0.103 + 1.44 x 104X (r=0.9999) 

Y = 0.544 + 7.50 x 102X (r=0.9975) 

X axis: the amount (fmol) of peptides in the i吋ection volume 
Yaxis: peak紅'ea
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そ こで， 本検量線を用いて， ODS-HPLC分画により得られた画分中に

存在するANG類 を絶対検量線法により算出した(Table 5-5) . その結

果， 正 常 血圧男子7名の A N GI， 11 の平均値は各々3 04. 0 f m o l/

ml， 27.1 fmol /mlであり， 本法により得られたANGII量は RIAキットによ

り得られた値(平均; 19.4fmol/ml)と良好に一致した. また， ANGIII 

の定量は血紫1 0mlを用いてその測定を行ったが， その 検出は不可能であ

り， その血中濃度は1.4fmol/ml以下と考えられた. ANGIIIは， ANGIIと

同等のアルドステロン分泌促進作用を有する昇圧ホルモンであるが， そ

の血中での存在量(0.4 -------11 fmol/ml)が極めて少ないこと112，138)から，

臨床的にはあまり重要視されていない.

血中におけるANG類の 濃度は， 食塩摂取量や体位などレニン分泌に影

響を与える因子によって変動することが知られており， 安静仰臥位時の

ANGI， 11の正常血中レベルはそれぞれ340fmol/ml以下， 9 -------45fmol/ml 

と報告されて いる(CRC社カタログより) . 本法により得られたANGI

量はこの許容範囲内であったことから， ANG類の定量法として十分適用

性の高い方法であると判断された.



Table 5・5 Concentrations of angiotensins in human plasma obtained by the present and RIA methods 

奇書
ιn 

冊
The present method RIA method 

man SBPρBp1) (釦lol/ml) (fmol/ml) 

(23.5 + 1.1 age) (mmHg) 
ANGI ANGII ANGIII ANGII 

今十
、てープ

A 110/54 241 20 21 ， �判f 

λ 
B 115/66 275 18 12 lミーγ守

← f、

C 109/56 193 13 14 l 合Fγ唱

D 96/49 241 31 47 1;存r古
3 

E 118/71 268 10 13 

議盟3 E F 119n1 452 43 16 

G 108/59 268 55 15 

mean 304.0 27.1 <1.4 21.3 

1) SBP: systolic blood pressure， DBP: diastolic blood pressure 
、圃帽‘

υUJ E 
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生体微量成分の定量は， その感度の高さからRIA法が主流となってい

る. しかし ながら， 安全性の面からRIA法に 代わる微量分析法が求めら

れ， 現在キャピラリー電気泳動法や蛍光分析法を用いた試み が成されて

いる. 福岡ら139)はキャピラリー電気泳動法を用いて， ブラジキニンとそ

の代謝物の同時測 定法を確立してい るが， 検出下限が10μg/ml(10nmol/ 

ml)程度であ り， 血祭を用いた実測定まで には至ってい ない. 著者も高

感度分析が可能な濃縮ゾーン付きキャピラリーカラムを用いてアンジオ

テンシン類の定量を試みた が， 検出下限が10pmol/ml程度であったため

定量法の確立には至ら なかった. Sakamotoら140)は， 蛍光誘導体化試薬

としてアルギニン残基を含むペプチドに対して高選択性を有しているベ

ンゾインを用いて， 血清中のANG類の定量を試みている. しかしながら，

ベン ゾイン試薬は検出下限が約10pmol/注入量(S/N=2)と低いため，

ANG類の定量は不可能であった . 一方， 本法で用いたNDAは0-フタルア

ルデヒドのアナログ試薬 で第一アミノ基と反応し， 著者の知る限り最も

高感度(NDA-アミノ酸;検出下限200fmol以下/注入量(S/N= 2))な誘

導体化試薬14ト144) である. また ， 本 実験で明ら かとなったように ，

O.lmM NDA， 反応時間60分の条件で血築中のA NGI， IIの定量が可能と

なり， 再現性(3.5%， n=5)も優れた ものであった. 従って， 本法を用い

ることによりANG 111以下のANG代謝物(ANG(3-8)， (4-8)， (5-

8) ， Val-Tyr)の直接定量 が可能であることが示唆された.
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( 2 )ヒト血禁中におけるアンジオテンシン代謝物の定量

本蛍光HPLC分析法を用いて， ヒト血築中におけるANG代謝物(ANG

(3-8)， (4・8)， (5・8)， Val-Tyr)の定量を行い， その生理的意義

について検討を行った. な お. 血祭からの一次精製はANGI， 11， 111と同

様に標品との保持時間の一致により該当部分 を分取した(ANG (3-

8) ; 136分， (4-8) ; 116分， (5-8) ; 88分， Val-Tyr; 15分) . 

Table 5-6に仰臥位及び立位時における血築中のANG代謝物の定量値を示

した. そ の結果， 個人差はあるものの血築中にACE阻害活性を有する

ANG代謝物が100"-' 1 OOOOpMで確実に存在することが初めて明らかとなっ

た. また， これら代謝物， 特にANG (4-8)以下の代謝物は前駆体であ

ると考えら れるANGI， 11， 111よりも高濃度で 存在して おり， 血中内に長

時間滞留すること が推察された. さらに レニン活性を賦活させること

により2 � 10倍の濃度増加 が認められた. 中でも ， ANG (4-8)及び

Var-TyrはANGI， 11が2倍程度の増加であったのに対して， 1オーダー

もの顕著な増加を示した. これらACE阻害ペプチドの活性及び血中濃度

から判断すると， ACEの阻害の程度は微弱であると考えられる. しかし

ながら， R-A系 が生体内 で常時作用していること22)を考慮すると，

ANGIIの血中濃度に対 して10"'-' 1 00倍の濃度で各々の代謝物が存在して

いたことは これらペプチド が何らかの生理的意義を有していることを

示唆するものである. さらに， R-A系が各臓器に局在化していること却

3ロ丸川2，1λ1日川1日1υ) から判断して， これらペプチドが過度の血圧上昇の抑制を担ってい

る可能性が十分に示唆された.



Table 5-6 Concentrations of plasma angiotensin metabolites in the supine and upright posture 

in normotensi ve male su吋ects

Concen住ation of angiotensin metabolites (fmol/ml) 
}f-

ANGI ANGII ANGIII 
日lan

ANG(3-8) ANG(4-8) ANG(5-8) Val-Tyr 

supine upright supine upright supine upright supine upright supine upright supine upright s upine upright 
r十4

A 241 403 20 99 <1.4 <1.4 175 150 418 13798 562 1537 193 
\! 

(21)1) (108) 
3864 λ 

申礼
18 46 2) B 275 444 <1.4 <1.4 354 402 143 4471 910 1179 521 マZ

(12) (30) ( i 争γ
C 193 379 13 27 く1.4 <1.4 157 145 307 2175 438 1506 190 6472 

む‘

(14) (31) 軍2t持枠証
31 64 D 241 448 く1.4 <1.4 57 84 233 10141 637 1998 321 寸

(47) (72) 

事聖議盟同旨δ 書例昨
E 268 522 10 51 <1.4 <1.4 36 350 266 3783 440 1425 292 2946 

(13) (39) 

F 452 306 43 40 く1.4 <1.4 47 459 191 9660 516 1116 372 5644 
(16) (25) 滴3 

G 458 320 55 58 <1.4 <1.4 281 407 150 3124 414 1602 151 2888 温
(15) (41) 

l)RIA method 
2)no measurement 1 ...... υoc a 
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従って， Fig.5-16に示したように， 従来不活性であると考えられてきた

ANG代謝物がネガテイブ ・ フィードバック的にACEを阻害し， 生体内で

の血圧調節を行っていること， またそれら代謝物の誘導はアンジオテン

シナーゼ群が行っており， R-A系の賦活状態に依存して代謝物の生成量

を制御している可能性が示唆された. これらの結果は 本態性高血圧症

発症機構の解明に重要な知見となり得るものと考える.



Asp-Arg -V al-Tyr -Ile-His-Pro-Phe-His-Leu -Leu -V al-Protein 

anglotenslnogen 

Asp-Arg -Val-Tyr -Ile-His-Pro-Phe-Hi s-Leu 

angiotensin 1 (ANG(1-10)) 

angiotensin 1 converting enzyme 
(ACE) 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe 

"Pressor" peptide 

ANGIII 
ANGIV 

ANG(1-7) 

\ 
Inactive peptide 

……1粉

"Depressor" 
ACE inhibitory peptide 

ANG(3・8)
ANG(4-8) 
ANG(5・8)

Fig.5-16 Hypothesis of R-A system involved in blood pressure regulation 
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イワシ筋肉のアルカリプロテアーゼ分解物より見出されたACE阻害ペ

プチドArg-Va r-Ty rが一連のアンジオテンシン類のN末端側配列に存在し

ていたとの知見に基づき， 従来不活性代謝物とされてきた ANG代謝物の

潜在的生理機能の解明並びに生体内での血圧調節の究明を試みて， 以下

の結果を得た.

1 )これまでに報告されているANGフラグメント及び代謝生成が予測

されるフラグメントを合成し， そのACE阻害性を検討した結果， 以下の

5つのフラ グメントに顕著なACE阻害活性が認められ， これまで不活性

代謝物であるとされてきたANGII由来のフラグメント中にACE阻害作用

を有するペプチド配列が存在することを初めて明らかにした.

ANGIII (Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe ) ; IC50=27.9μM 

ANG (1-7) (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro) ; IC50=21.1μM 

ANG (3-8) (Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) ; IC50=6.55μM 

ANG (5 -8) (Ile-His-Pro-Phe) ; IC 50 =11.6μM 

ANG (3・4) (Val-Tyr) ; ICso=26.0μM 

2) ACE阻害活性を有するANG代謝物の中で， 最小単位であるVal-

Tyr及びその前駆体であると考えられるANGIIIをSHRに対して静注投与

したところ， 拡張期血圧に対して有意な血圧降下作用を示し， in vivoに

おいても血圧降下作用を有するANGフラグメントが存在することを初め

て実証した.
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3) SHRの血紫中でANGII及び、ANGIIIをインキユベートした結果，

ACE阻害活性を有する4つの代謝物(ANG(3-8)， (4-8)， (5-

8) ， Val-Tyr)が確実に生成されることを明 らかにした. また ANGII 

及び111の分解速度を正常血圧であるWistar系ラットと比較したところ，

ANGIIIの分解初速度 においては有意な差は認められなかったのに対して，

ANGIIの分解初速度ではSHRはWistarの約1/2であることが判明した.

4 )臥床時のヒト血祭 とレニン活性を賦活させた立位時のヒト血祭を

用いてANGII及び111の分解及びその代謝物の生成挙動を比較したところ，

ANGII及び111の分解挙動 に有意な差は認め られなかったが ACE阻害活

性を有する代謝物の生成はレニン活性の賦活 に依存して増大することを

明らかにした.

5 )レニン活性の賦活に対するアンジオテ ンシンの分解及び 代謝物の

生成に関与するアンジオテンシナーゼの活性をANGIIを構成するジペプ

チドを用 いて検討した結果， ジペプチド切断に関与するほとんどの酵素

活性はレニン活性の賦活に依存して増大していたのに対して， Val-Tyrの

切断に関与する酵素のみ賦活されないことを明らかにした.

6 )蛍光誘導体化試薬であるNDAを用いて， 生体内でのANG類を正確

にかつ再現性 よく定量する蛍光HPLC分析法を設定した. 本定量法によ

る血祭中のANGII量は， 従来用いられ てきたRI A法による測定値と良好

に一致しており， ANG代謝物の血中濃度の測定が可能とな った.

7)蛍光HPLC分析法を用いて ANG代謝物の血中量を測定した とこ ろ，

ACE阻害活性を有するANG代謝物がピコモルオーダーで確実に存在して
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いることを初めて明らかにした. またこれらの代謝物は， レニン活性の

賦活により2 "-' 10倍増大することを明らかにした.



第6章

第6章

総 括

総 括 144 

近年， 高齢者の増加， 食事形態の急速な欧風化， ストレスの多い社会状況と

相まって， 悪性腫蕩(ガン)， 高血圧， 動脈硬化， 糖尿病などの成人病疾病率

が増大し， 大きな社会問題となっている. これら成人病の中で 高血圧症はそ

れ自体が致命的となる疾患ではないが， 脳血管疾患， 動脈硬化， 狭心症， 心筋

梗塞などを助長する危険因子として知られており， その予防 ・治療法の開発が

喫緊の要務となっている.

高血圧症の中でも， その病的発症因子が明らかにされているものは10%程度

に過ぎず， 約90%は発症原因不明の本態性高血圧症として留保されている. 血

圧調節は， 神経系， 体液系 ， 血管系， 腎系など多くの因子の相互作用により制

御されており その相互関係の破綻により高血圧症がもたらされると考えられ

ていることから 神経遮断薬， 利尿薬， 血管拡張薬， アンジオ テンシ ンI変換

酵素(ACE)図書薬など種々の降圧薬が開発・適用されている. 現在のところ，

これら降圧薬の中で血圧調節因子の一つであるレニン・アンジオテンシン(R

A)系の主要酵 素であるACEの阻害薬が， 幼若年者から老年者を含めた広範な

病態、に対する降圧効果に加えて， 心保護作用， 腎保護作用， インスリン抵抗性

改善効果を有し， さらに最も重要な “quality of life" に大きな影響を与えな

いことから有用であることが知られている. しかしながら， 降圧薬として極め

て有用とされるACE阻害薬でも永続的な投与を必要とするばかりでなく， 咳な

どの副作用も生ずることから， 高血圧発症を抑制予防するには “life style 

modification" 中でも食生活の改善が重要視されている.
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近年， 食品のもつ生体調節機能すなわち三次機能を明確化し， 目的とする機

能性因子を有効に利用し得るよう設計した食品(機能性食品)を日常摂取する

ことで， 何らかの疾病によって崩れた生体リズムの回復， あるいは 疾病予防に

役立てようとする試みがなされ， その機能性物質の検索と生理作用の解明が精

力的に行われている.

食品中の蛋白質・ ペプチドはその構造の多様性から 様々な生理学的作用を

有していることが明らかとなり， これまで数多くの食品蛋白質群からオピオイ

ド作用， カルシウム吸収促進作用， 免疫増進作用， 血小板凝集作用， 易消化・

吸収促進作用， ACE阻害作用など種々の生理活性ペプチドが見出されている.

これらの中で， 血圧上昇抑制作用を有するACE阻害ペプチドについては， 現在

のところ天然由来の物質検索に終始しており 機能性食品の創製には至ってい

ない .

このような社会的背景に鑑み， 本研究では分子レベル及び動物実験を通じて

血圧上昇抑制 作用を有する機能性食品を設計するとともに， 食品由来の ACE

阻害ペプ チ ドの作用機作をアンジオ テンシンの代謝並びに代謝物の生 理

作用の解明を通じ て追求し た. 本研 究論文の概要を各章ごとに要約する

と以下のようである.

アンジオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性の新規測定法(第2章)

高血圧予防 と そ の治療を目的として， ACE阻害性 を有する 機能性食品

を創製するもしく はドラッグをデザインするためには， 公定法的な阻害

活性測定法の存在が不可欠である. しかし ながら， AC E阻害活性測定の
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ための基準及び公定法は設定されておらず， さらに頻用される 測定法も

再現性及び定量性に劣ることから， 対象物質が同じであっても測定法に

より阻害活 性が異なることも見受けられ， このことがin vitroで、の活性

評価に対して大きな障害となっている. そこで， 本章において疑似基質

であるHip-His-Leuより生成されるHis-Leu を被検物質とし， TNBSとの

発色に基づくACE阻害活性測定法を新たに設定した.

TNBSの発色に基づく諸条件を検討したところ， pH9.1， 誘導体化時間

20分， 反応温度37 oC， TNBS濃度O.lM， 亜硫酸 濃度4 mMの条件で最大

の発色が得られた. 本条件で得 られたHis- Le uの検量線は1.OmMまでの

濃度範囲に おいて相関係数0.999以上の直線であり， 5μMまで 検出可能

であった(従来法; 30μM) . また， 酵素反応停止後の操作が従来法と比

較して極めて簡便であり， 約30分で阻害率の算出が可能であった(従来

法; 1 � 1.5時間) . 実試料としてカプトプリル及びイワシ筋肉のペプシ

ン分解物を用いてそれらのACE阻害活性を測定したところ， 各々のICSO

値は良好に一致した. そのICso値算出直線の相関係数は0.999と従来法

(0.979)以上であり， より正確にACE阻害活性を評価し得ること， また

各々の3回の繰り返し測定における変動係数は2.06%(従来法; 4.57%) 

と極めて再現性に優れていることが明らかとなった. さらに， 本法は反

応液中に含まれる ペプチド， 遊離アミノ酸などのアミノ基含有化合物及

び糖， 有機酸などの爽雑物質の影響を受けることなくACE阻害活性を正

確に評価し得る方法であることが判明した.
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食品由来ペプチドの生理機能解明と機能性食品素材としての適用性(1)

~イワシ蛋白質由来の血圧上昇抑制ペプチド�(第3章)

機能性食品の分子設計と構築を目的として ， 多獲性であるが故に利用

効率の低いイワシを原料として選択し， 疎水 性アミノ 酸残基に富む高活

性ACE阻害ペプチドの調製法の設定と機能性食品素材としての適用性を

検討した.

イワシ蛋白質をペプシンにより加水分解したところ その分 解物に高

いACE阻害活性が認められ， イワシ蛋白質が潜在的な 生理機能を有して

いることが明らかとなった. さらに 疎水性ペプチドの効率的な産生を目

的として， イワシ蛋白質を予備加熱処理したところ 対未処理と比較し

て高 いACE阻害活性分解物を得ることが可能となった. さらなる機能増

強を図るため ACE活性部位での疎水性アミノ酸残基の重要性に着目し，

予備加熱処理を施した イワシ蛋白質のペプシン分解物(IC50=O.62mg

protein/ml)をODS充填カラムで 分画したところ， 250/0エタノール溶出画

分に高いACE阻害活性(IC50=O.064mg protein/ml)が認められ， エタ

ノールによ る 分解物の逆相分離 ・ 精製手段がACE阻害 性を向上させる上

で極めて有効な方法であることを明らかにした. ODSカラム による一次

精製画分を機能性食品への展開を図るためにラットを用いたin νivo試

験に供したところ， アンジオテンシンIのI Iへの変換に伴つ血圧上昇を明

らかに抑制し， in νi troのみならずin vivoにおいても活性 が発現する

ことを実証した.

ODSカラムによる一次精製画分をさらにSP-Sephadexによるイオン交

換クロマトグラフィー， 逆相HPLCで分離した結果， 粗精製画分の活性
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は単一のACE阻害 物 質によるものではなく， 多くの活性物質により発現

したものであることを明らかにした. その中で， 3つの主要な ACE阻害

ペプチドを単離し， そのアミノ酸配列を決定した. ( V al- L y s -A 1 a - G 1 y

Phe (1  C50 =83μM) ， Lys-Val-Leu-Ala-Gly-M et (IC50=30μM) ， Le u

L Y s - Le u ( 1 C 5 0 = 1 8 8μM) ) . これらのペプチドはこれまでに報告されて

いる種々の起源のACE阻害ペ プチドとは異なる新規なものであった. ま

た単離したペプチドのホモロジーを検索した結果， Val-Lys-Ala-Gly-Phe 

は種々の起源、のアクチンにおける17から21番目のアミノ酸配列と完全に

一致することを明らかにした.

以上の結果 より， イワシ蛋白質中にACE阻害ペプチドが潜在的に存在

し， それがペプシン分解によって顕在化すること， またそのODS一次精

製物がin νivoにおいても効果があることを明らかにした. しかし なが

ら， 本分解物及びその一次精製物はACE活性部位との構造的親和性に基

づき疎水性に富む阻害ペプチドを検索していることから， かなりの苦み

を有し， 食 品として直接適用するにはその添加割合に自ら限界を生じざ

るを得なかった.

食品由来ペプチドの生理機能解明と機能性食品素材としての適用性(II)

~アルカリプロテアーゼによる機能性食品素材の創製�(第4章)

第3章で示したように， ACE活性部位との構造的知見に基づく阻害ペ

プチドの検索は高活性分解物の調製には極めて有効な手段であるが， そ

の分解物は疎水性アミノ酸に富み， かなりの苦みを有するため， その改
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善が機能性食品創製には不可欠である. 本章では， イワシ蛋白質中に潜

在的に存在するACE阻害ペプチドを顕在化 ・ 高濃度化し， 機能性食品素

材として広範な実用性を有する標品の創製を目的として 従来 行われて

いた三次機能についての検討のみならず， 二次機能をも考慮に入れた複

合機能性物質の検索を行った.

基質特異性が広くかっ種々の疎水性アミノ酸残基を切断するBacillus

lic he niformi s由来のアルカリプロテアーゼをイワシ筋肉に対して0.3wt%

添加し ， 1 7時間加水分解 することにより， 高いACE阻害活性(1 C 50 = 

0.26mg protein/ml)を有し， かっ苦み及び魚臭を示さない優れた分解

物(A-1)の調製を可能とした. A-1中に存在するペプチドサイズを把握

するために， GPC分析及び平均ペプチド鎖長測定を行ったところ， 本分

解物はその93%が分子量250-----1000， 平均ペプチド鎖長2.90であり， アミ

ノ酸残基数2-----4の低分子ペプチド群からなることを明らかにした. さ

らに， A-1をODS充填カラムに通した結果， 高極性溶出(10%エタノー

ル溶出)位置において， 極めて高いACE阻害活 性(IC50=0.015m g

protein/ml)が認められ， その画分が酸性アミノ酸に富むことを明らかに

した. 本画分を官能評価した結果， うまみ， 魚臭ともにほとんど認めら

れず， 苦みも非常に弱いと判定され， 本画分が適用範囲の広い優れた機

能性食品素材であることが示された.

A-lを機能性食品素材として適用するためには， 消化管内での安定性，

腸管吸収性， 生体に対する抗原性， モデル動物での活性発現など数多く

の問題をクリアしなければならない. そこで， まず生体内酵素及びブタ

小腸液を用いてA-lの消化試験を行った結果， A-1は消化後においても活
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性の低下は認められず， 消化耐性に優れていることが明 示された. また

抗原性の有無をモルモツトを用いて検討した結果， 経口投与に おいて能

動性全身性アナフイラキシー反応， 同種受身皮膚アナフイラキシ一反応

ともに認められないことが明らかとなった. 皮下投与においてはわずか

に同種受身皮膚アナフイラキシ一反応が観察され たが， 産生されたIgG

抗体はアナフイラキシ一反応を誘発しないことを明らかにした. さらに，

本態性高血圧症のモデル動物であるSHRを用いて血圧降下作用を検討し

たところ， A-1注入後3 � 5分に最大の効果が発現すること， 並びに投

与量に依存してその効果が増大することを実証した.

A-1中に存在するACE�害ペプチドをODS処理後 GPC及び逆相HPLC

による2回のカラムワークで， かつ高収率( 1 � 25 0 μg/イワシ筋肉

50g)で単離した. 単離した13種類のACE阻害ペプチドの構造決定を行っ

たところ， Val-Phe， Ile-Tyrを除く1 1種のペプチドがこれまでに報告さ

れている種々の起源、のACE阻害ペプチドとは異なる新規なものであった.

また， これらのペプチドのほとんどはIC50値100μM以下 と高活性であり，

ジ及びトリの低分子ペプチドであった. その中で， 最大の活性を示した

Lys-Trp (IC50=1.63μM)は既知のジペプチドの中で最も 高いVal-Trp

(IC50=1.6μM)と同等の活性を有していた. また， 構造的にはArg-Val

Tyrの配列が一連のアンジオテンシン類(アンジオテンシン1， 11， 111， 

des Asp[ 1]ーアンジオテンシン1)のN末端側配列と完全に一致すること

を明らかにした.

以上の結果より， イワシ筋肉のアルカリプロテアーゼに よる分解物は

ACE阻害機能のみならず， 食品品質を損なわない優れた機能性食品素材
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であることが明らかとなった.

内因性ホルモンペプチドによる生体内での血圧調節機構の解明

~レニン ・ アンジオテンシン系を中心とした血圧調節�(第5章)

第4章より得ら れた知見， すなわちACE阻害ペプチドArg- Var - Tyr の

配列が一連のアンジオテンシン(ANG)類のN末端側配列に存在してい

るとの知見に基づき， 高血圧症の90%を占めているにもかかわらず未だ

発症原因が不明な本態性高血圧症の発症機構， 並びに血圧調節機構の究

明を行った.

これまでに報告されているANGフラグメント 及び代謝生成が予測され

るフラグメント を合成し， そのACE阻害性を検討した結果， 9種のフラ

グメント ペプチドが阻害活性を示し， 中でも5つのフラグメントが顕著

な阻害活性(ANGIII( ICSO=27. 9μM) ， ANG (1-7 ) (21.1μM) ， 

ANG (3-8) (6.55μM) ， ANG (5-8) (11.6μM) ， ANG (3-4) 

(26.0μM) )を呈し， これまで不活性代謝物である とされてきたANGII

由来のフラグメント中にACE阻害作用を有するペプチド配列が存在する

こと を初めて明らかにした. そこで， ACE阻害活性を有するANG代謝物

の生体内 での血圧降下作用を立証するために最小単位であ るANG (3-

4) (Val-Tyr)及びその前駆体であると考えられるANGIIIをSHRに対し

て静注投与したところ， 拡張期血圧に対して有意な血圧降下作用を示し，

in vivoにおいても血圧降下作用を有するANGフラグメントが存在する

ことを初めて実証した. そこで， SHRの血築中でANGII及びANGIIIをイ
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ンキユベートした結果， ACE阻害活性を有する4つの代謝物(ANG (3-

8 ) ， ( 4 - 8 ) ， ( 5 - 8 ) ， V al-Ty r )が確実に生成されることを明らかに

した. また， ANGII及び111の分解速度を正常血圧であるWistar系ラット

と比較したところ， ANGIIIの分解初速度においては有意な差は認められ

なかったのに対して， ANGIIの分解初速度 ではSHRはWistar系ラットの

約1/2であることが判明した.

ヒト血紫を用いてレニン ・ アンジオテンシン系における ANG代謝物の

潜在的生理作用を検証した. 仰臥位時及び血祭レニン活性を賦活させた

立位時のヒト血祭を用いてANGII及び111の分解及びその代謝物の生成挙

動を比較したところ， ANGII及び111の分解挙動に有意な差は認められな

かったが， ACE阻害活性を有する代謝物の生成はレニン活性の賦活に依

存して増大することを明らかにした. そこで， レニン活性の賦活に対す

るANGの分解及び代謝物の生成に関与するアンジオテンシナーゼの活性

をANGIIを構成するジペプチドを用いて検討した結果， ジペプチド切断

に関与するほとんどの酵素活性はレニン活性の賦活に依存して 有意に増

大していたのに対して， Val-Tyrの切断に関与する酵素のみ賦活されない

ことを明らかにした. また， 生体内での正確な生成量及び外来を含めて

の存在量を把握するため， 蛍光誘導体化試薬であるNDAを用いて， 生体

内でのANG類を正確にかつ再現性よく定量する蛍光HPLC分析法を設定

した. 本定量法による血禁中のANGII量は， 従来用いられてきたRIA法

による測定値と良好に一致しており， ANG代謝物の血中濃度の測定が可

能とな った. その結果， ACE�害活性を有するANG代謝物がピコモルオー

ダーで確実に存在していること， 並びにこれらの代謝物はレニン活性の
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以上の結果より， 従来不活性代謝物であると考えられてきたANG代謝

物がネガテイブ ・ フィードバック的にACEを阻害し， 血圧調節を行って

いること ， またそれら代謝物の誘導はアンジオテンシナーゼ群が行って

おり， R-A系の賦活状態に依存して代謝物の生成量を制御している可能

性が示唆された.

本研究では， 食品の潜在的生理機能としてアンジオテンシンI変換酵素

阻害ペプチドの存在を明確化し， その生体内での作用機作を分子レベル

及び動物実験を通じて追求すると と もに機能性食品の設計 ・ 開発に具体

的な指針を与えた. さらに 内因性アンジオテンシンI変換酵素阻害ペプ

チドの存在及びその生理的意義を明確化するとともに生体内でのレニン ・

アンジオテンシン系を中心とする自己血圧調節機構の一端を解明した.

本研究によって得られたこ れら諸知見をもとに高血圧予防機能性食品が

開発されること並びに高血圧発症機構の解明がなされることを期待する.
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