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研究成果の概要（和文）：妊娠高血圧症候群（HDP）は妊娠20週以降の妊婦に合併する高血圧症であり、発症前
早期診断法の開発が望まれている。この目的のために我々はHDP患者血清中の生体内ペプチドに着目し、疾患と
相関して変動するペプチドを探索した。探索によって得られたペプチド群が実際に多くのHDP患者において疾患
と相関しているかを確認する手法として我々はマルチプルリアクションモニタリング法と呼ばれる高感度質量分
析測定法を用いて各ペプチドの一斉定量系を確立した。この方法により本疾患の診断法の効率化が期待される。

研究成果の概要（英文）：Hypertensive disorders of pregnancy (HDP) is a syndrome characterized by 
high blood pressure that develops after 20-week in pregnancy. The pathogenesis of HDP is not fully 
elucidated and early diagnosis is expected to be developed. For this purpose, we have focused on the
 native peptides in the serum of patients with HDP and explored disease related peptides in the 
patients’ serum. In this study, we established the quantitation method for these peptides using 
mass spectrometry with high sensitivity, which was multiple reaction monitoring. We measured the 
candidate biomarker peptides in the serum of patients with HDP using this system, and evaluated 
whether these peptides were validated as diagnostic markers of HDP.

研究分野： タンパク質化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 妊娠高血圧症候群（HDP: hypertensive 
disorders of pregnancy）は母児双方の生命
に重大な影響を及ぼす産科重要疾患の一つ
である。中でも腎機能障害を伴う妊娠高血圧
腎症（PE）は放置すれば子癇に発展する可能
性が高い。近年、本邦でも急速に増加してい
る「高齢出産」にも密接に関連しているが、
その病態生理は不明の点が多い。現在、PE
を含め HDP の発症前診断法はなく、本質的
な治療薬もないため、一旦発症増悪すればそ
の根本的な治療法は妊娠の速やかな終了以
外にはない。しかし、妊娠の中断は胎児周産
期障害につながるため、妊娠継続可否の判定
は極めて切迫した状態下で求められること
になる。 
このように根本的治療薬が存在せず、発見

の遅れが重篤な事態につながる HDP の病態
をより正確にモニターする方法が確立でき
れば、現在の主な治療法である食事・運動制
限療法に科学的な検証を加えることができ
る。したがって、HDP の早期診断法を開発
することがこの疾患の発症と重篤化を防止
するための極めて重要な課題であり、そのた
めにはこれらの疾患を特徴付ける疾患特異
的 バ イ オ マ ー カ ー （ DBM: disease 
biomarker）の測定法を確立することが期待
されている。 
古来より病態の把握のために、DBM 分子

の探索が多くの疾患で試みられ、その結果と
して、さまざまな診断・治療法が発展してき
た。近年では分析技術の発展に伴って DBM
分子の探索が盛んに行われており、患者から
採取可能な検体を用いて、その中から疾患特
異的な分子を探索・同定することが出発点と
なる。 

HDP に関する DBM 候補はこれまでにも
いくつかの報告があるが、マーカーとして信
頼できる感度・精度を持つものは少なく、未
だ臨床応用にまで至っていない。 
我々は HDP 患者中の循環血液中に存在す

る物質として生体内ペプチドに着目し、これ
らが HDP の病態生理に特異的な変動を示す
DBM となりうる可能性について検討を行っ
た。この目的のための方法論としては、近年
大きな発展を遂げた質量分析計等を用いた
オミクス大規模解析が絶大なる潜在的威
力・可能性を持っている。我々はこれまで質
量分析法を中心としたプロテオーム解析を
用いて疾患特異的タンパク質の探索を行っ
てきた。 
我々が抹消血中に存在するペプチド断片

の比較解析に用いる方法として注目したの
は、血清中の主要タンパク質によりペプチド
断片の測定値が左右されにくい新規分析技
術（ブロットチップ法: Tanaka et al, BBRC, 
2009）であった。この方法を用いて HDP 患
者特異的な血清ペプチド DBM の探索を行っ
た結果、23 種類のペプチドを検出し、そのう
ちの 7種類のアミノ酸配列の同定にすでに成

功した (Araki et al, Proteomics, 2011)。 
これらのペプチドの DBM としての有用

性・実用性を検証するためには、同定された
ペプチド断片について ELISA などの手法に
よる簡易定量系を確立した上でその評価試
験を行うことが必要である。我々も DBM 候
補分子のうち 2 種類のペプチドについて
ELISA 系を構築でき、HDP との相関を示す
ことができた。しかしながら、この方法は以
下のような欠点を持っている: 1) 分子ごとの
抗体作成に時間・労力がかかる; 2) 標的分子
構造によっては良い抗体を作成できない場
合があり、同じタンパク質由来の長さの異な
るペプチド断片を交叉反応により検出する
可能性がある。これらの障害が制約となり、
DBM 候補を同定しても評価試験が必ずしも
的確に遂行できない場合があることが大き
な問題であった。 
この問題点を解決するために、我々は抗体

を用いずに DBM 候補の評価を効率よく行う
方法として、マルチプルリアクションモニタ
リング法（MRM 法・図 1）を用いた質量分
析法に着目した。この方法では図 1 に示すよ
うに三連四重極型質量分析計を用い、1 段目
の四重極において分子イオンの質量電荷比
をもつ物質を透過するように設定し、2 段目
の四重極で分子を開裂することによって生
じた断片イオンの質量電荷比をもつ物質を
透過するように 3段目の四重極を設定するこ
とによって、対象物質を特異性よく検出・定
量することができる。 

 
この手法はさまざまな物質の混合物から

解析の対象とする分子を検出することに特
化した手法の一つであり、構造が既知の分子、
特に合成品を標準物質として用意できるも
のに対しては以下の利点がある：1) DBM 候
補の標準品を液体クロマトグラフィー/タン
デム質量分析（LC-MS/MS）することにより
得られる MS/MS のパターンから、MRM 用
の条件設定が可能である; 2）一種類の対象分
子について、複数の検出条件を設定すること
で特異性を上昇させることができる; 3) LC
を MRM/MS 法と組み合わせて検出すると、
目的とする多種類の対象分子を、一斉に定量
評価することができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HDP を早期に診断できる



DBM の測定法の確立を最終目的とした。そ
のために以下の各項目を遂行していくこと
とした。 
（1）先行研究  (Araki et al, Proteomics, 
2011) で発見された 23 種類の DBM 候補ペ
プチドのうち、DBM として評価するために
必要な分子構造が決定可能なペプチドの選
定。 
（2）LC-MS/MS を用いた MRM 法による候
補ペプチド一斉定量分析系の構築。 
（3）本定量分析系の試料として、検体から
ペプチド画分を再現性よく調製する方法の
確立。 
（4）ヒト検体への本法の応用。多数の患者
検体における DBM 候補ペプチドの一斉定量
評価、及びそれを基盤とした HDP、PE の予
知・診断に有用な分子群の同定。 
本研究で行う DBM 候補ペプチドを定量評

価するための手法は、HDP 以外の疾患にお
いても疾患関連物質の探索に続いて行う評
価系の構築の際に重要な知見をもたらすも
のと考えられる。本法構築に際してその方法
論を蓄積し、他への波及効果を目指すことと
した。 
 
３．研究の方法 
(1) HDP 患者血清の採取と病態の把握 
順天堂大学浦安病院産婦人科に入院・外来

通院中の HDP 患者、及び対照として健常ボ
ランティア（妊娠週数を合わせた正常妊婦）
を対象に血清を採取した。対象者には研究に
使用する旨のインフォームドコンセントを
行った。血清採取は真空採血管を用い、-80℃
冷凍庫に解析まで分注保管した。妊婦のHDP
に関する病態は血圧、腎機能により把握し、
正常妊婦の場合でも採血後の妊娠経過中で
の PE 発症について特に留意して観察した。
また、先行研究時に採血・凍結保管された 30
例以上の HDP 血清も使用した。 

 
(2) 血清ペプチド画分の調製法の確立 
血清試料から大規模解析の障害となる高

含量タンパク質を除去し、低分子量のペプチ
ド画分を調製するため、熱変性および酸変性
の手法を検討した。 

 
(3) DBM候補ペプチドのMRM測定条件の決
定 
我々の先行研究においてブロットチップ

法で HDP 患者に特異的な変動を示した 23
種類の分子のうち、構造が明らかとなってい
る 7 種類のペプチドを選定し、MRM 法で定
量測定系を以下のように構築した。 
(a) ペプチド標準試料の合成 
アミノ酸配列を図 2 に示した 7 種類のペプ

チドを標準試料として化学合成した。ペプチ
ドの名称は分子量の小さい方から、P-2081, 
P-2091, P-2209, P-2171, P-2378, P-2858, 
P-3156 とした。合成した標品は凍結乾燥し
て秤量し、再溶解した際にその値をもとに濃

度を計算した。 
(b) 安定同位体標識標準ペプチドの合成 
7 種類のペプチドとアミノ酸配列が同じで
一部のアミノ酸の炭素原子と窒素原子を安
定同位体である 13C および 15N に置換したペ
プチドを合成した。安定同位体に置換したア
ミノ酸を図 2 に下線で示した。 

 
(c) MS/MSによる各ペプチドのMRM設定情
報の取得 
合成した各ペプチドを逆相 LC-MS/MS で

分析し、各ペプチドの定量用 MRM 分析条件
（MRM トランジション）を決めるために重
要な次の 3 種類のパラメータを取得した：1)
前駆イオンの質量電荷比値、2) 開裂イオンの
質量電荷比値、3) カラムからの溶出時間。以
上のパラメータに基づき、三連四重極型質量
分析計（QTRAP6500, SCIEX 社）を用いた
各ペプチドのMRM法による測定系を構築し
た。安定同体標識合成ペプチドについても同
様に MRM トランジションを決定した。 

 
(4) MRM法を用いたDBM候補ペプチドの一
斉定量解析系の構築 
逆相 C18 カラム（HiQ Sil C18W-3-ESI カ

ラム、 ケーワイエーテクノロジーズ）の LC
に試料をかけ、オンラインで接続した三連四
重極型質量分析システムに、上記で決定した
各ペプチドに対するMRM分析条件をすべて
設定し、一斉定量分析系を構築した。まずは
合成ペプチド試料混合物を分析することに
より、一斉分析条件を確認し、その後、標準
血清試料から調製したペプチド画分を MRM
法による一斉分析により定量可能であるか
確認した。一定量の安定同位体標識ペプチド
を内部標準物質として血清に添加してから
ペプチド画分を調製し、血清中のペプチド量
を定量した。 

 
(5) MRM 法を用いた患者試料の一斉定量解
析 
確立した分析方法で患者および正常妊婦

検体中の各マーカー候補ペプチドを測定し
た。MRM 法により測定した各ペプチド濃度
の結果は、病態との相関を検定し、HDP の
診断に有効な DBM のセットを多変量解析に
より選定した。 
 
４．研究成果 



(1) MRM によるペプチド定量系の構築 
図 2 に示した HDP の DBM 候補である 7

種類のペプチドについて、MRM 測定の標準
品とするために、非標識体と安定同位体標識
体の標品を合成した。凍結乾燥した合成標品
はすべて 0.1％ギ酸溶液に溶解可能であり、
標準品として使用することが可能であった。 
各ペプチドについて、MS 測定および

MS/MS 測定を行い、分子イオンの多価イオ
ンのうち強度が高いピーク、および開裂によ
り生ずる断片イオンのうち高いピークを示
す質量電荷比の値をもとに、MRM トランジ
ションを決定した。その結果、最低でも 2 種
類以上のトランジションセットを決定する
ことができた。 
 0.1％ギ酸、アセトニトリル濃度勾配による
逆相 C18 カラムクロマトグラフィーにより
合成標準ペプチドを分離し、上記で決定した
MRM トランジションを設定した MS に導入
して MRM 分析を行った。各ペプチドのピー
クが MRM のピークとして得られたが、ピー
ク強度に差があった（図 3）。特に、分子量の
小さいペプチドはピーク強度が低かった。 
 

 
 分子量の小さいペプチドが低いピークを
示す理由として、Kyte & Doolittle のハイド
ロパシースケールをもとに各ペプチドの疎
水度を計算すると、分子量の小さいペプチド
には疎水性のクラスターが存在せず、逆相
C18 カラムへの保持が十分でない可能性が
考えられた。そこで、これらのペプチドをカ
ラムへより強く保持させるために、保持の段
階のみにイオンペア試薬を共存させ、カラム
への保持を改善した。イオンペア試薬として
はトリフルオロ酢酸が有効であることがわ
かったが、質量分析におけるイオン化抑制の
問題を避けるためにカラムスイッチングの
方法で過剰のイオンペア試薬が分析カラム
に入らないようにトラッピングカラムを使
用した。 
これらのことより、複数のペプチドを分析

する場合、疎水性によってカラム保持条件を
変えて分析する方法が感度良い分析に効果
的であることがわかった。 

 
(2) 血清からのペプチド画分の調製法の確立 
 血清からタンパク質成分を除去し、我々が

分析対象とするペプチドを含むペプチド画
分を調製するために効率が良かったのは、ア
セトニトリル 10％を添加した血清からギ酸
存在下で熱変性により除タンパクする方法
であった。除タンパク後の上清は C18 ミニカ
ラムにかけて溶出画分をペプチド試料とし
た。また、親水性ペプチドについては C18 ミ
ニカラムに結合せず素通り画分に得られる
ため、この画分からさらにグラファイトカー
ボンチップカラムにより親水性ペプチドを
精製して親水性ペプチド試料とした。 
これらの調製法が有効であることは、ヒト

由来成分を含まない市販の標準マウス血清
を模擬血清として用い、これに 7 種類の標準
ペプチドの非標識体・安定同位体標識体を添
加したものからペプチド画分を調製する添
加回収実験によって確認した。その際、既知
量の安定同位体標識ペプチドを内部標準と
して、非標識体ペプチドを絶対定量すること
が可能であった。ペプチドによって感度の差
があるが、定量直線性が 4ケタ程度であった。
図 4にP-2378の添加回収実験の例を示した。 

 
(3) ヒト血清での測定 
健常人から採取した血清を標準血清とし

て、それに含まれる各ペプチドについて安定
同位体標識ペプチドを内部標準として LC- 
MRM/MS 分析した。健常人血清中の生体内
由来ペプチドとして定量することが可能で
あった（図 5）。 

 
現在、HDP 患者血清と健常群の血清検体

を用いて本研究で確立された手法での測定
を行っている。これまでに、P-2858 の測定
結果と我々が以前構築したP-2081とP-2209
の ELISA 系での測定結果とを合わせると、
HDP 発症との相関が高くなることを明らか
にした。 

 



(4) まとめ 
本研究により HDP の DBM 候補ペプチド

の評価を行うために、抗体作成を経ず、複数
のペプチドの定量測定系を構築できた。本研
究で培われた DBM 候補ペプチド評価技法の
確立手法は他の疾患にも応用可能であり、さ
まざまな疾患の解析への波及効果が期待さ
れる。 
本研究の成果の一部はすでに国際学術誌

に発表した。より発展させた内容について現
在追加データの集積と論文作成を行ってい
る。 
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