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研究成果の概要（和文）：ヒトの尿より新たなアンジオテンシン関連ペプチドを単離し、構造解

析を行った。その結果、このペプチドはこれまでに報告のない新しい分子型である事が分かっ

た。そこで、このペプチドに対する抗血清をウサギで作製し、測定系を確立した。ヒトの尿 500
検体の新規ペプチドの測定を行ったところ糸球体濾過率が減少すると尿中の新規ペプチドの排

泄量が有意に増加する事が明らかとなった。また蛋白尿を伴う糖尿病患者ではこの新規ペプチ

ドが有意に増加していた。つまり糖尿病性腎症のバイオマーカーになりうる可能性が示唆され

た。さらに抗血清を用いて免疫染色を行ったところ腎臓・心臓を含めた多くの組織中に新規ペ

プチドが存在している事が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：I isolated and identified a new angiotensinogen-derived peptide 
from the human urine. Then, I made antiserum to use rabbits for this peptide. And I 
established assay system. So, I collected urine samples and measured of this peptide by 
radioimmunoassay. I found that urinary new peptide/creatinin ratio was significantly 
higher than the estimated glomerular filtration rate (eGFR) < 30 ml/min/1.73 m2 group in 
other two groups (eGFR >90, 90-30 ml/min/1.73 m2). And, when compared with the protein 
urea plas in diabetes, the urinary new peptide/creatinin ratio was significantly higher than 
in protein urea minus group. In addition, urinary this peptide is associated renal 
derangement in patients with diabetic nephropathy. In addition, this peptide is abundant 
in a wide range of organs and tissues including the heart and kidney of human by 
immunohistochemistory. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）RA 系：RA 系は血中においては、腎臓
から分泌されるレニンが、循環血液中のアン

ジオテンシノーゲンを特異的にアンジオテ
ンシン I(Ang I)に変換する。次に、Ang I は
アンジオテンシン変換酵素(ACE)によって
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Ang II となり、RA 系の主要な作用が発揮さ
れる。また近年、脳内レニンの発見により、
組織 RA 系の存在が指摘されてきた。組織 RA
系は、血中 RA 系とは独立して、高血圧や各
種臓器障害に重要な役割を果たしていると
考えられている。しかしその生成機構や役割
に関しては未だに不明な点が多い。 
 
（２）プロアンジオテンシン-12（proang-12）
の発見：proang-12 は、研究代表者らが 2006
年にラット小腸より発見した Ang I の C末に
2 個のアミノ酸が付加した(Leu-Try)内在性
の強力な昇圧ペプチドである。proang-12 は、
多くの組織で Ang I、Ang II よりも高濃度に
存在していることから、組織 RA 系関連ペプ
チドであると考えられる。また、レニンはア
ンジオテンシノーゲンから Ang I に変換する
特異性の高い酵素であることを考慮すると
proang-12 の発見により、レニン非依存性の
Ang II 合成経路の存在が強く示唆される。こ
の発見により、ヒトにおいても同じようなぺ
プチドが存在していると考えられ、研究代表
者が予備的検討を行ったところ新しい RA 系
関連ペプチドの存在が確認された。これら RA
系関連ペプチドの組織 RA 系での作用機序と
病態生理学的役割を明らかにすることで、心
血管系の臓器障害の新しい診断・治療への応
用が期待できる。 
 
（３）臓器障害のバイオマーカー：臓器障害
のバイオマーカーとして、尿中のアルブミン
排泄率がよく使用されている。さらに近年、
尿中のアンジオテンシノーゲンは、腎症や高
血圧、食塩負荷などで上昇する事が報告され
ており、腎障害における新しいバイオマーカ
ーとして期待されている。しかしながら、ア
ルブミンの分子量は 66,000、アンジオテンシ
ノーゲンの分子量は約 50,000 と大きく、尿
中に排泄される場合は、糸球体障害が亢進し
ている。本研究代表者の予備的検討では、新
規 RA 系関連ペプチドの推定分子量は、5000
～6000 である（proang-12 の約 4 倍）。つま
り、比較的初期の腎障害・循環器疾患におけ
る臓器障害のバイオマーカーになりうる可
能性が非常に高いと考えられ、早期発見・早
期治療へとつながる可能性も秘めている。 
 
２．研究の目的 

レニン・アンジオテンシン系(RA 系)は、循
環器・腎臓疾患の発症や進展において重要な
役割を果たしている。そのため RA 系阻害薬
や RA 系の評価（生化学検査）は、現在の循
環器・腎臓疾患の治療・診断に欠かせないも
のとなっている。最近、研究代表者の予備的
検討により、尿中に循環器・腎臓疾患のバイ
オマーカーとなりうる RA 系関連ペプチドの
存在が確認された。そこで本研究の目的は

（１）尿中に存在する RA 系関連ペプチドの
精製・構造解析；（２）発見したペプチドの
簡便な測定系の確立；（３）各疾患患者で新
規ペプチドの特徴付け；（４）動物実験にて
新規ペプチドの病態生理学的役割の解明；
（５）以上４点の研究を行い、関連疾患での
臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒトの尿中に存在する新しい RA 系関
連ペプチドの精製と構造解析：アンジオテン
シン関連ペプチドを複数認識可能なアンジ
オテンシノーゲンの N末端に特異的なラジオ
イムノアッセイ（RIA）を用いた予備的検討
で、ヒト尿中に proang-12 より分子量が大き
なペプチドの存在を確認している。ヒト尿を
用いて、ゲル濾過法、イオン交換クロマトグ
ラフィー、逆相高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）を用いてこの RA 系関連ペプチドの
精製を繰り返し行う。最終的に精製されたペ
プチドの構造は、質量分析装置（LC/MS/MS シ
ステム）もしくはプロテインシークエンサー
を用いて行う。 
 
（２）簡便で特異的な測定系の確立：構造が
明らかとなった関連ペプチドについて、グル
タルアルデヒド法を用いて C末端に特異的な
抗体をウサギに免疫し、作製する。この抗体
を用いて RIA に加え、N 末認識抗体と C 末認
識抗体の両方を用いて ELISA（サンドイッチ
法）など、簡便で特異的な測定法を確立する。 
 
（３）ヒトにおける新規 RA 系関連ペプチド
の病態生理学的役割の解明：高血圧、動脈硬
化、心不全、心筋梗塞、腎不全などの患者の
尿中の関連ペプチド濃度を測定して健常人
と比較し、疾患重症度を含む臨床パラメータ
との関連性を明らかにする。また、ヒトの組
織を用いて免疫染色を行い新規ペプチドの
局在と明確にする。 
 
（４）ラットにおける新規 RA 系関連ペプチ
ドの病態生理学的役割の解明：動脈硬化、心
不全、心筋梗塞、腎不全等の疾患モデルラッ
トの組織中、血中、尿中における新規ペプチ
ドの局在を免疫組織染色および濃度を RIAに
て評価する。 
 
４．研究成果 
（１）ヒトの尿中に存在する新しい RA 系関
連ペプチドの精製と構造解析：アンジオテン
シン関連ペプチドを複数認識可能な RIAを用
いてゲル濾過法、HPLC、Affinity カラムで尿
中より新規ペプチドを精製し、質量分析装置
やプロテインシーケンサを用いて構造解析
を行った。このペプチドは何らかの修飾を受
けている事が明らかとなった構造を決定す



 

 

る事ができなかった。そこで精製ペプチドを
様々な酵素で切断し、断片化する事で構造を
決定した。その結果、このペプチドはこれま
でに報告のない分子型である事が明らかと
なった。 
 
（２）簡便で特異的な測定系の確立：このペ
プチドの C末端部位を合成し、ウサギに免疫
する事で特異的な抗血清を作製した。またこ
の抗血清の特異性を高めるために Affinity
精製を行った。精製した抗血清を用いて RIA
を確立したが、臨床で実用化するためには測
定感度が低すぎた。そのため、N 末を認識す
る抗体と C末を認識する抗体の 2つを用いて
サンドイッチ ELISA を立ち上げた。しかしこ
の ELISAは尿サンプルを測定前に酵素処理が
必要であり、誰でもどこの施設でも測定でき
るような簡便で特異的な測定系にすべく、今
後も改良が必要である。 
 
（３）ヒトにおける新規 RA 系関連ペプチド
の病態生理学的役割の解明：ヒトの尿 500 検
体を収集し新規ペプチドを予備的に測定し
たところ糸球体濾過率(eGFR)が減少するに
つれ尿中の新規ペプチドの排泄量が増加す
る事が明らかとなった。つまり腎障害に深く
関わりがある可能性が示唆された。また糖尿
病患者で蛋白尿を伴う場合、この新規ペプチ
ドの尿中排泄量が有意に増加していた。以上
より糖尿病性腎症のバイオマーカーになり
うる可能性が高い事が示唆された。また抗血
清を用いてヒトの組織における新規ペプチ
ドの局在を免疫染色にて確認したところ、心
臓や腎臓、消化管など全身に広く分布してい
る事が明らかとなった。今後、心臓疾患との
関連性についても明らかにしていく予定で
ある。 
 
（４）ラットにおける新規 RA 系関連ペプチ
ドの病態生理学的役割の解明：新規ペプチド
はゲノムデータベースよりラットとは構造
が異なる事が明らかとなった。そこでヒトア
ンジオテンシノーゲンが発現しているトラ
ンスジェニックラットを用いて検討する事
にした。このラットの心臓、腎臓の組織を新
規ペプチドに特異的な抗血清を用いて組織
の免疫染色を行った。結果、心臓、腎臓に存
在している事が明らかとなった。更にこのペ
プチドが関与していると考えられる組織レ
ニン・アンジオテンシン系の作用を明らかに
するために関連ペプチドである proang-12に
ついての検討も行った。高血圧自然発症ラッ
ト(SHR)に 1 週間、アンジオテンシン受容体
拮抗薬（ARB）ロサルタンと ACE 阻害薬イミ
ダプリルを、それぞれ経口投与したところ、
薬剤投与の両群において血中のレニン活性、
Ang I、Ang II の濃度は上昇したが、proang-12

濃度には、変化がなかった。一方、組織中で
は、薬剤投与の両群において proang-12、Ang 
II 濃度は減少傾向にあった。また Wistar Rat
に 1 週間、8％NaCl(高塩食)と 0.3％NaCl(低
塩食)を含む食事を与えたところ、低塩食に
おいては、血中のレニン活性、アルドステロ
ン濃度が上昇し、それに伴い Ang I、Ang II
濃度も上昇した。一方で proang-12 の血中濃
度は変化がなかった。さらに組織中において
も低塩食で Ang I、Ang II 濃度は上昇傾向に
あったが、proang-12 の濃度に変化はなかっ
た。これらの結果より proang-12 の生成に血
中のレニン活性が影響しないことが判明し、
さらにレニンに依存する RA 系と proang-12
が関与すると考えられるレニン非依存性の
RA 系が独立して存在している可能性が示唆
された。 
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