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研究成果の概要（和文）：食品タンパク質由来の低分子ペプチドが、高血圧・動脈硬化症発症に

深く関わる血管機能に対して潜在的な改善作用を示すかどうかを検討した。その結果、塩基性ア

ミノ酸を有する低分子ペプチドが収縮した血管を弛緩させることが判明した。この血管弛緩作用

は降圧剤であるカルシウムブロッカーと同様であり、さらに、動脈硬化を誘発する動物モデルマ

ウスへの投与試験によって、大動脈硬化病変を抑制することを初めて明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The object of this study was to clarify the prophylaxis effect of small 
peptides on vascular-related diseases. As a result, peptides having basic amino acids could 
evoke a significant vasorelaxation effect in contracted rat aorta. The effect was closely 
associated with the reduction of intracellular Ca2+ through a Ca2+ channel. In addition, a 
9-wk administration of WH to apo E deficient mice successfully improved a significant 
atherosclerosis area.   
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１．研究開始当初の背景 

申請者は高血圧予防を目的とした一連
の食品機能研究を実施し、イワシタンパク
質加水分解物からの高血圧予防食品（厚生
労働省認可 特定保健用食品）の調製と、
臨床効果（血圧低下作用）を実証してきた。

この知見は、“たとえ食品成分であっても
循環系疾患（高血圧）に対して十分な代替
医療効果を発揮し得る”ことを実証したも
のであり、今日の我が国の食品科学分野発
展の原動力となる学術的成果であった。食
品成分、特にペプチドによる高血圧予防作
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用の発現機構は、国内外ともに「レニン-
アンジオテンシン(RA)系での ACE 阻害作
用」であると考察され、学術的にも本機構
が認知されつつある。このような学術的背
景に対して、申請者はこれまでに以下に示
す作用機構を世界で初めて提唱し、独自の
視点から食品による健康性維持に関する
ペプチド科学のさらなる展開性を提唱す
るに至っている。すなわち、 
①ヒト RA 系を保有するトランスジェニッ
クマウスにおいて、血圧低下作用と循環系
ACE 阻害挙動は相関しないことを究明 
②ジペプチドの体内吸収動態を解明し、血
管及び腎臓組織への蓄積を初めて報告 
③ヒト血管平滑筋細胞において、ジペプチ
ドは RA 系関連レセプター（AT1, AT2）に
対して全く作用せず、L型 Ca チャンネルを
ブロックすることを世界で初めて報告 
④ラット大動脈血管に対してジペプチド
は内皮非依存的な弛緩作用を示す 
 
２．研究の目的 
 本研究では低分子ペプチドの血圧低下機
構に関して、世界初の知見である「血管組織
でのカルシウムチャンネルブロック作用」を
多面的に解明し、血管機能改善作用の達成を
目的とした機能性食品の創製を図る。以下の
項目は食品科学分野における初めての追究
例となる。 
(1) Ca2+チャンネル阻害ペプチドの同定  
 血管標本を用いてCa2+チャンネル阻害作
用を有するペプチドを系統的に究明し、構
造・活性発現要件を明示する。また、分子
動力学（MD シミュレーション）概念を食品
科学に導入し、ACE-ペプチド間での相互作
用、生理作用の理論評価を試みる。 
(2) 腸管吸収性  
 LC-MS/同位体標識ペプチドアッセイ法を
新たに構築し、in vivo でのペプチド吸
収・蓄積動態解明のための高感度・高選択
的アッセイシステムを確立する。 
(3) 抗動脈硬化予防効果の検証 
 apo E 欠損マウスを用いた長期投与試験
を実施し、ペプチド投与による抗血管肥
大・血圧代謝系改善作用・抗動脈硬化作用
を実証する。 
 
３．研究の方法 
(1) Ca2+チャンネル阻害ペプチドの同定 
① 血管弛緩性試験 
 8-12 週齢雄性 Sprague-Dawley（SD）ラッ
トをエーテル麻酔下において全血屠殺し、胸
部大動脈を摘出した。摘出後、混合ガス 
（95% : O2 , 5% : CO2）で飽和した 37˚C PSS 
buffer（組成, mM；NaCl 145 , KCl 5 , Na2HPO4 
1 , CaCl2 2.5, MgSO4・7H2O 0.5 , glucose 10 , 
HEPES 5）中で 45 分間平衡化した。その後、

外膜周辺組織を除去し、2-3 mm 幅のリング状
に切断したものを大動脈血管リング標本と
して実験に使用した。張力が安定したのち、
50 mM KCl と置換することによって、血管リ
ングを収縮させた。張力がベースラインで安
定したのちペプチド溶液 0.5 mL を添加し、さ
らに張力が安定していることを確認したの
ち（5~10 min）、終濃度 50 mM KCl or1.0 μM 
Phenylephrine により血管を再び収縮させた。
なお、収縮張力はマグヌス測定装置 （Micro 
Tissue Organ Bath, Model MTOB-1Z, Labo 
Support 社製）にて測定した。血管内皮の有無
は、1 µM Phenylephrine により収縮した血管
に対する 100 µM Acetylcholine の弛緩によっ
て判断した。弛緩活性ペプチド（６５種類）
はすべて Fmoc 固相合成法により合成したも
のを用いた。 
② 細胞培養及び[Ca2+]i測定 
 血管平滑筋細胞（VSMC）内の Ca2+濃度
（[Ca2+]i）測定には、25 cm2 培養フラスコ
（Corning 社製）において 70~90%コンフルエ
ントになるまで培養したものを用いた。
VSMC は 8 週齢雄性 Wistar-Kyoto（WKY）ラ
ットの胸部大動脈血管より単離した。培養は
10% FBS 含有 D-MEM（0.29 g/L L-glutamine, 
10万単位/L Penisilin, 0.1 g/L Streptomysin, 0.01 
g/L Insulin, 10 mL/L Minimal Essential Medium 
Non-Essential Amino Acids）を用いて、25 cm2

フラスコボトルにて 37˚C で行った。実験に
は 70%〜90%コンフルエントの培養細胞（継
代数 4 及び 5）を用いた。また、本試験系に
おけるマイトジェン濃度は、Ang II において
10 µM、Bay K 8644 においては 50 µM に設定
した。Ang II 刺激の際には、2 型 Ang II 受容
体（AT2R）への非特異的作用を排除するため、
AT2R アンタゴニストである PD123177（1 
µM）をAng II刺激10 min前に予め添加した。
[Ca2+]i測定は、まず無血清培地にて 24 h 同調
培養を行った VSMC を 0.1%トリプシン
/EDTA 溶液で剥離したのち、得られた細胞ペ
レットを 1 µM Fura-2/AM 溶液（0.1% DMSO
及び 0.02% Cremophor EL-PSS buffer）で懸濁
し、インキュベーター内で 60 min 静置するこ
とで Fura-2/AM を細胞内へ取り込ませた。
Fura-2 取り込み後、VSMC を細胞数 1.5 × 105 
cells/mL となるように石英セルに再懸濁した。
その後、5 mM ペプチドを添加し、37˚C で 10 
min 静置した。[Ca2+]i測定は、100 µM Ang II
あるいは  100 µM Bay K 8644 刺激後の 
[Ca2+]i 上昇に伴う蛍光強度変化を蛍光分光計
（RF-5300PC, SHIMADZU 社製、励起波長
340/380 nm、蛍光波長 500 nm）を用いて連続
的に測定することにより行った。 
③ MD シミュレーション 
Amber 9 ソフトウェアの LEaP プログラム及
び Antechamber プログラムを用いて水溶液構
造の構築を行った。系の力場には Amber force 



 

 

field 03 を適用した。また、リガンドの力場は
Gaussian 03 を用いた一点計算により求めた。 
さらに、LEaP プログラムを用いて TIP3P 

BOX 12 と呼ばれる正 12 面体の水溶液構造を
タンパク質・リガンド複合体周辺に配置した。
なお、系全体の電荷を 0 にするため、LEaP
プログラムを用いてカウンターイオンとし
て Cl-を加えた。 
 Amber 9 ソフトウェアの Sander プログラム
を用いて MD シミュレーションを行った。計
算条件及び計算環境を以下に示した。 
(計算条件) 
 温度：300 K、圧力：1 atm、計算時間：4000 
psec、総ステップ数：200000 steps、dt：2 
fsec/step 
 本研究では、配列が類似しており、かつそ
の ACE（N ドメイン）阻害活性が大きく異な
る LIW (IC50：35 µM)と VIW (IC50：212 µM)、
IFY(IC50：269 µM)と VY (IC50：1530 µM)、IW 
(IC50：516 µM)と FW (IC50：2590 µM)の 6 種
類のペプチドについてMDシミュレーション
を行い、その結合様式を解析した。なお、こ
れまでの研究で得られた複合体構造に関し
てさらに詳細な情報を得るため、Molecular 
Mechanics–Poisson Boltzmann Surface Area 
(MM-PBSA)法による水溶液中での結合自由
エネルギー評価を行った。 
 結合自由エネルギーは、次式により算出し
た。 
 ΔGbind=ΔGcomplex-ΔGreceptor-ΔGligand 
ΔGbind=ΔELE+ΔVDW+ΔPBSOL 

 すなわち、複合体のエネルギーから、タン
パク質・リガンドのそれぞれの系のエネルギ
ーを差し引くことで結合自由エネルギーを
求めた。なお、ΔGbindはΔELE(静電相互作用エ
ネルギー)、ΔVDW(ファンデルワールス力の
エネルギー)及びΔPBSOL(溶媒和自由エネル
ギー)の和として評価される。 
(2) ペプチド吸収動態解明のための安定同
位体標識ペプチド（SIP）-LC-MRM-MS/MS 法の
構築 
 Val-Tyr (VY), Met-Tyr (MY), Leu-Tyr (LY)
の 13C 安定同位体標識ペプチドは、Fmoc-13C 
(-C*OOH)アミノ酸を用いて Fmoc 固相合成法
により行った。LC-MS 分析は
MRM(Multi-reaction monitoring)法を採用し、
ESI (Positive)イオン化によるフラグメント
イオン（Tyr: [M+H]+, 182.2 m/z）検出によ
り行った。最適化した本アッセイ条件は以下
の通りである。 
＜LC 条件＞ 
カラム : 5C18-AR-II (2.0×150 mm) 
溶離液 : MeOH-water/0.1%HCOOH 
流速 : 0.25 mL/min 
初期 Hold : 5% (0～5 min) 
グラジエント : 4.75%/min 
 

＜MS 条件＞ 
Nebulizer : 40 psi 
Dry Gas: 8 L/min 
Dry Temp: 330℃ 
電圧関係: 5%MeOH/0.1%HCOOH で調製し
た各 SIP で最適化したパラメーター 
セグメント: 0~3 min (hold) 
            3~5 min (13C-VY) 
            5~8 min (13C-MY 
            8~12 min (13C-LY) 
(3) 動脈硬化進展マウスに対するジペプチ
ド投与試験 
 Apo E 欠損（Apo E(-/-)）マウスは Jackson 
Laboratory 社より 1994 年に購入し、九州大学
大学院医学研究院附属動物実験施設にて飼
育・保管したものを用いた。摂食試験の実施
にあたり、8-18 週齢雄性 Apo E(-/-)マウスを
Control 群、10 及び 100 mg/kg/day WH 投与群
の 3 群に分け、9 週間の飼育を行った。各群
の週齢に有意差がないように無作為群分け
を行った（Control : 15.0 ± 0.8 週齢, 10 mg/kg 
WH 群 : 14.3 ± 3.0 週齢, 100 mg/kg WH 群 : 
14.6 ± 1.3 週齢）。食餌は AIN-76 組成に準じ
た 0.1%高コレステロール食を与えた。WH は
10 及び 100 mg/kg となるように 1 mL の脱イ
オン水に溶解し、栄養カテーテルにより経口
投与した。Control 群には等量の脱イオン水を
与えた。マウスはそれぞれ個別ケージにて、
気温 22˚C、明暗サイクル 12 時間（明期 ; 8:00 
– 20:00）の条件下において飼育した。飼育期
間中は脱イオン水を自由飲水にて与えた。 
 実験終了後、6 時間の絶食を行ったのち、
麻酔下において心臓採血にてと殺した。肝臓
は摘出後、重量測定を行い、直ちに液体窒素
にて凍結し、分析に供するまで冷凍保存（-30
˚C）した。心臓及び大動脈組織は摘出後、脂
肪組織を除去し、ホルマリンにて固定した。 
 血清 Triacylglycerol（TG）濃度の測定には
TG E test（和光純薬工業社製）、総コレステロ
ール及び HDL-コレステロール濃度の測定に
は Total-cholesterol Kainos Kit（Kainos 社製）
を用いた。また、血清 Monocyte chemoattractant 
protein-1（MCP-1）は Mouse MCP-1 ELISA Kit
（Invitrogen 社製）を用いて測定した。肝臓脂
質は、クロロホルム：メタノール = 2：１溶
液を用いて脂質を抽出したのち、関連脂質量
を測定した。 
 ホルマリン固定した心臓組織は、心臓弁近
傍における大動脈根病変観察に用いた。心臓
弁近傍の大動脈根におけるアテローム性動
脈硬化病変面積は、Ni らの方法に準じて定量
的に評価した。組織切片はパラフィン包埋組
織を心臓から大動脈弁にかけて水平方向に
スライス（8 µm 幅）することで作製し、得ら
れ た 組 織 切 片 を Elastic Van Gieson と
Haematoxylin（EH）染色に供した。EH 染色
組織切片は万能写真顕微鏡アキシオフォト



 

 

（Carl Zeiss 社製）を用いて撮影し、内膜肥厚
面積を動脈硬化病変として測定した。病変面
積は、心臓弁から 160 µm 毎の組織切片を 5
枚抽出し、それら病変面積の平均値とした。 
 ホルマリン固定後の大動脈血管における
病変面積は en face 法により評価した。大動脈
をタテ方向に切り開き、Sudan IV により染色
したものをスライドグラス上に貼付け、デジ
タルカメラ（COOLPIX5700, Nikon 社製）に
て撮影した。撮影画像をもとに大動脈全体の
面積に対する大動脈全体の病変面積、すなわ
ち、大動脈弓部の病変面積及び大動脈弓部以
外の病変面積の割合を算出した。 
 
４．研究成果 
(1) L型Ca2+チャンネル阻害ペプチドの同定
とその弛緩機構解明 
 内皮非依存的な血管弛緩作用を示す VY を
基本骨格として、トリペプチドまでの鎖長を
有する低分子ペプチドを合成し、ラット血管
標本での弛緩活性-構造相関の解明を試みた。
その結果、血管弛緩作用を有する VY を基本
骨格とした 50 種類のジペプチドを合成し、
それらの弛緩作用を評価したところ、WH 及
びHWにおいて顕著な血管弛緩作用が認めら
れた。さらに、ジペプチドの弛緩作用には N
末端に存在する Trp 残基の存在あるいは Trp
残基と His 残基の組み合わせが大きく寄与し
ている可能性が示された。 
 高活性ジペプチドの構造的特徴を考慮し、
トリペプチドにおける弛緩作用に関わる構
造要件の検討を行ったところ、活性発現には
次項に示した 2 因子が重要であることが明
らかとなった。これらの構造要件を満たす
HRW において、顕著な弛緩作用（EC50 = 1.2 
mM）が認められた。次いで、HRW 分子に
おける活性発現要件を明らかにするため、
HRW 誘導体を用いて弛緩性を評価したとこ

ろ、His イミダゾール基の N 原子をメチル化
した H(1-Me)-RW 及び H(3-Me)-RW において、

HRW と比較して有意な弛緩作用の減弱が認
められた（Fig. 1）。 

     さらに、HRW の Arg 残基を Citrulline に置
換した H-Cit-W においても有意な活性の減弱
が認められた。これらの知見を考慮すると
HRW の弛緩作用発現には、His 残基のイミダ
ゾール基及び Arg 残基のグアニジニウム基が
重要であることが示唆された。さらに、His + 
Arg + Trp のアミノ酸混合添加による血管弛
緩作用は全く認められなかったことから（Fig. 
1）、血管弛緩作用を有するジペプチド及びト
リペプチドの作用はペプチド体を認識した
結果であることが初めて明らかとなった。 
 さらに、これら活性ペプチドを用いて
VSMC 細胞内の[Ca2+]i変化を明らかにした。
その結果、Fig. 2 で示したように 50 μM Bay 
K8644 刺激による Ca2+チャンネルを介した

Ca2+流入量の増大に対して 100 μM HRW は明
らかな抑制作用を示した。アミノ酸では本作
用は全く認められなかったことから、低分子
ペプチドによる血管弛緩作用発現はL型Ca2+

チャンネルへの結合による細胞外からのCa2+

流入阻害が要因の一つであると考えられた。 
 
(2)  MD シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 法 に よ る
ACE/N-domain 阻害活性の客観評価 

 初期構造として Protein Data Bank より
N-ドメイン/Lisinopril 複合体の X 線結晶構造
を採用した。次に、構造修正ソフトウェア
SYBYL 7.3 を用いて欠損残基等の修正を行う
ことで、より適切な N-ドメイン結晶構造体を
構築した。続いて、構造最適化された N-ドメ
インに対して ACE 阻害ペプチドを複合体化
し、結晶構造中での結合自由エネルギ－(ΔGt)
を Surflex-Dock プログラムにより算出した。
得られたΔGt と実験値との相関を求めたとこ
ろ、両者には良好な関係(r = 0.71)が存在した
ことから、本研究で構築した仮想複合体は実
際の結晶構造を良好に反映していると考え
られた。 



 

 

次に、水溶液中での両者の複合体構造を
解析するため、N-ドメイン/ Lisinopril, ペプ
チドに関して、周囲に水分子を配置すること
で仮想水溶液系を構築し、標準状態で系が平
衡に達するまで MD シミュレーションを行
った。その後、得られた水溶液系での複合体
構造をもとにMM-PBSA法によるΔGtの算出
を行った。その結果、VYのΔGtは-47.1 kJ/mol 
となり N-ドメイン阻害活性との良好な相関
が得られたことから、今回構築した仮想水溶
液系は実際系での阻害挙動を良好に再現し
ていると判断された。さらに、これら複合体
を MD 解析した結果、Lisinopril は主に
His491, His331,間で水素結合等を形成して
いるのに対し、VY はいずれの残基とも相互
作用しておらず、VY の低い N-ドメイン阻害
性、すなわち BK 蓄積による空咳発症を伴わ
ない結果を反映するものであった。以上の結
果より、構築した N-ドメイン/ACE 阻害ペプ
チド複合体に対する MD シミュレーション
法は、ACE 阻害ペプチドの N-ドメイン阻害
性を十分に理論予測させるものであった。  
(3) SIP-LC-MRM-MS/MS 法の確立 

 前項（研究方法）にて最適化した
LC-MS/MS 分析をもとに本法の妥当性を評価
した。その結果、本条件により 15 分以内で
の 3 種 SIP の一斉分析が達成され、LOD/LOQ 
(ng/mL, S/N>3)は 13C-VY: 0.04/0.12, 13C-MY: 
0.02/0.06, 13C-LY: 0.03/0.11 であった。また、
12C-SIP の 13C-SIP 検出に対する検出妨害は
5%以下であったことから、内因性ペプチドが
同濃度血液中に存在する場合においても摂
取（外因性）ペプチド 13C-SIP の特異的検出
が可能であった。さらに、ラット血漿に対す
るスパイク試験による回収率は 85％以上で
あり、日内・日間変動はともに 10%未満であ
った。本法により SHR への各 SIP 吸収量を測
定した結果、各 SIP は投与 60 分後に Cmax（>1 
ng/mL-plasma）となることが判明した。今後、
構築した LC-MRM-MS/MS 法を適用すること
により網羅的にペプチド吸収動態が解明さ
れ、さらには生体内での作用・蓄積臓器等の
詳細が明らかになるものと期待される。 
(4) 血管弛緩性ペプチドによる抗動脈硬化
作用発現 
動脈硬化モデル動物である Apo E(-/-)マウス
（雄性、8-18 週齢）を Control 群、10 及び 100 
mg/kg/day WH 投与群の 3 群に分け、9 週間の
長期投与試験を実施した。その結果、両 WH
投与群において成長パラメータ（体重、摂食
量、臓器重量）、血清・肝臓脂質濃度及び血
清 MCP-1 量のいずれの項目においても
Control 群との有意差は認められなかった。
従って、WH投与はApo E(-/-)マウスの成長、
脂質代謝及び MCP-1 量に影響を与えないこ
とが明らかとなった。 
 心臓弁近傍の大動脈根における病変観察

の結果、WH 投与による心臓弁近傍における
病変形成抑制効果は認められなかった。一方、
en face 法による大動脈病変観察の結果、10
及び 100 mg/kgの両WH投与群において明ら
かな病変形成抑制作用が認められ、100 
mg/kg 投与群においては有意差（p < 0.05）が
認められた（Fig. 3）。従って、血管弛緩作用
を有する WH は in vivo レベルにおいて、脂
質代謝に影響を与えることなく動脈硬化を
予防する機能性低分子ペプチドであること

が初めて実証された。 
 これまで、脂質代謝に影響を与えることな
く動脈硬化病変を直接的に予防するペプチ
ドについては全く報告例がなく、本知見が初
めてのものであった。さらに、本知見は、た
とえ低分子のペプチドであっても全身系に
おいて生体調節作用を発揮しうる機能体で
ある可能性を示唆しており、今後の機能性ペ
プチド科学の進展に大いに資する結果とい
える。 
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