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研究成果の概要（和文）：ペプチドホルモンは生体における種々の生理機能を担うばかりでなく、それらの分泌
あるいは作用の障害は様々な疾患の発症や病態と密接に関係している。従って、生体中のペプチドホルモンを正
確に測定することは、疾患の正確な診断や病態評価、治療効果の判定に不可欠である。本研究では、プログルカ
ゴンから産生されるグルカゴンおよび種々のグルカゴン関連ペプチドを対象として、血液サンプルからグルカゴ
ン関連ペプチドを濃縮・精製する方法を確立するとともに質量分析計を用いた新規測定法を確立した。さらに、
肥満や糖尿病の動物モデルやヒトから採取した血液サンプルを用いて本法が適用可能であることを確かめた。

研究成果の概要（英文）：Peptide hormones exert various physiological roles and dysfunction of their 
secretion and action closely relate with the onset and pathophysiology of various diseases. 
Therefore, precise quantification of peptide hormones is essential for the disease diagnosis, 
pathophysiological evaluation, and assessment of therapeutic effect. In this study, we established 
an extraction method for glucagon and glucagon-related peptides from plasma samples, and also 
developed a quantification method by using mass spectrometry. We further confirm the usefulness of 
the method by using blood samples from animal models of obesity and diabetes and humans.

研究分野： 分子糖尿病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において確立されたペプチドホルモンの測定法は、従来の免疫学的な測定法では回避することが困難であ
る抗体の交差性の問題が解消できること、複雑なプロセッシングを受けるホルモンでも高精度な測定が可能であ
ることなど、これまでの測定法と比較して優位性かつ独創性が高いものであり、微量な生体ペプチドを定量性・
特異性を担保し迅速・効率的に測定する普遍的な方法の確立に直結する。また、本測定法により新規グルカゴン
関連ペプチドの病態生理学的意義が解明されれば、糖尿病などの糖代謝疾患の病態解明に大きく寄与し、その新
規診断法確立の基盤となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
ペプチドホルモンは生体における種々の生理機能を担うばかりでなく、それらの分泌あるい

は作用の障害は様々な疾患の発症や病態と密接に関係している。従って、生体中のペプチドホル
モンを正確に測定することが、疾患の正確な診断や病態評価、治療効果の判定に不可欠である。
従来、ペプチドホルモンの測定には測定対象とするペプチドに対する特異的抗体を用いた免疫
学的測定法（ラジオイムノアッセイ, RIA や Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay, ELISA な
ど）が広く使用されてきた。しかし、多くのペプチドホルモンは前駆体から翻訳後プロセッシン
グにより複数の異なるペプチドが産生され、それらの血中の存在様式が多様であるだけでなく
生理作用も異なる。特に、グルカゴンや GLP-1 は、前駆体であるプログルカゴンから切り出され
る類似のペプチド（グリセンチン、オキシントモデュリン、GLP-2 など）が存在するため、抗体
と類似ペプチドとの交差反応により定量性や特異性に問題があること、免疫学的測定に広く用
いられてきた抗体が枯渇したことなどから（グルカゴン抗体）、正確な測定法の確立が望まれて
いる。近年、質量分析計を用いたプロテオミクスやペプチドミクスの技術進展が目覚ましく、ペ
プチドホルモンなど生体ペプチドの測定にも応用されつつある。しかし、質量分析計を用いても
微量なペプチドホルモンを同定・定量することは容易でなく、実用化には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、プログルカゴンから産生されるグルカゴンおよび種々のグルカゴン関連ペプチド

を対象として、質量分析計を用いた新規測定法を確立するとともに動物モデルやヒトのサンプ
ルを用いた解析から正常および糖尿病状態におけるグルカゴンおよびグルカゴン関連ペプチド
の動態とその病態生理学的意義を解明することを目的とし、下記の項目について研究を実施す
る。 
 
(1) 質量分析によるグルカゴン関連ペプチドの測定法の確立 

血中および膵島のグルカゴン関連ペプチドを濃縮・精製する方法ならびに質量分析計を用い
て高精度に同定・定量する方法を確立する。 

 
(2) グルカゴン関連ペプチドの動態と病態生理学的意義の解明 

培養細胞、単離膵島、肥満や糖尿病の動物モデル、正常、耐糖能異常および糖尿病のヒトか
ら採取したサンプル中のグルカゴン関連ペプチドを測定し、それらの動態とその病態生理学
的意義を解明する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 質量分析によるグルカゴン関連ペプチドの測定法の確立 

固相抽出法あるいは免疫沈降法により血中および膵島のグルカゴン関連ペプチドを濃縮・精
製する方法ならびに液体クロマトグラフ・トリプル四重極型質量分析計（LC-MS/MS）を用い
て高精度に同定・定量する方法を確立する。 

 
(2) グルカゴン関連ペプチドの動態と病態生理学的意義の解明 

培養細胞、単離膵島、肥満や糖尿病の動物モデル、正常、耐糖能異常および糖尿病のヒトか
ら採取したサンプル中のグルカゴン関連ペプチドを測定し、それらの動態とその病態生理学
的意義を解明する。 

 
４．研究成果 
 
(1) グルカゴン関連ペプチドの濃縮・精製法の確立 

血中および膵島のグルカゴン関連ペプチドを濃縮・精製する方法として、固相抽出法と免
疫沈降法の両者を検討した。入手可能な固相抽出プレートとグルカゴンの標品を用いて吸着
剤の種類と量、洗浄液や溶出液の種類と量について検討した結果、グルカゴン関連ペプチド
を濃縮・精製するために最適と考えられる方法を確立した。また、グルカゴンを特異的に認
識する入手可能なモノクローナル抗体を用いて免疫沈降法を検討した結果、グルカゴンの回



収量が極めて少ないことがわかった。以上の結果から、グルカゴン関連ペプチドを濃縮・精
製する方法として固相抽出法を用いることとした。 

 
(2) 質量分析によるグルカゴン関連ペプチドの測定法の確立 

トリプシン消化しない
丸ごとのグルカゴンの標
品および固相抽出法によ
り血液から濃縮・精製し
たグルカゴンをサンプル
として、液体クロマトグ
ラフ・トリプル四重極型
質量分析計（LC-MS/MS）を
用いて高精度に同定・定
量する方法を検討した。
グルカゴンの標品をスパ
イクインした血漿サンプ
ルを用いて LC-MS/MS による分析パラメータなどを最適化し、固相抽出法により血中から濃
縮・精製したグルカゴンの検出および定量に成功した（上図）。 
トリプシン消化しない丸ごとのグルカゴンおよびグルカゴン関連ペプチドの標品、上記(1)

において確立した固相抽出法を用いて血中および膵島から濃縮・精製したグルカゴンおよび
グルカゴン関連ペプチド、グルカゴンおよびグルカゴン関連ペプチドの標品をスパイクイン
した血漿サンプルを用いて、質量分析計により同定・定量するための分析パラメータを最適
化し、グルカゴンおよびグルカゴン関連ペプチドを検出および定量する方法を確立した。 

 
(3) グルカゴン関連ペプチドの動態と病態生理学的意義の解明 

正常 Wistar ラット、肥満
Zucker fatty ラット、非肥満糖
尿病モデル Goto-Kakizaki ラッ
ト、分担者らが確立した新規肥
満糖尿病モデル Zucker fatty 
diabetes mellitus ラット等か
ら単離した膵島や各種負荷試験
時に採取した血液サンプル、さ
らに健常者から採取した血液サ
ンプル（右図）を用いて、従来
の免疫学的な測定法（ELISA）と
本測定法との比較・検証を行っ
た。その結果、同一のペプチド
の測定においては本測定法の優
位性は特に認められなかった。
本測定法は、新規ペプチドなど
免疫学的な測定法が確立されて
いないペプチドの測定や同一サンプルにおける複数種類のペプチドの測定の場合に有用と考
えられた。 
 
本研究において確立されたペプチドホルモンの測定法は、従来の免疫学的な測定法では回避

することが困難である抗体の交差性の問題が解消できること、複雑なプロセッシングを受ける
ホルモンでも高精度な測定が可能であることなど、これまでの測定法と比較して優位性かつ独
創性が高いものであり、微量な生体ペプチドを定量性・特異性を担保し迅速・効率的に測定する
普遍的な方法の確立に直結する。また、本測定法により新規グルカゴン関連ペプチドの病態生理
学的意義が解明されれば、糖尿病を代表とする糖代謝疾患の病態解明に大きく寄与し、その新規
診断法確立の基盤となることが期待される。 
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