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研究成果の概要（和文）：アルコールの循環器系への作用を解明するために、飲酒後に血圧と連動して変化するペプチ
ドを探索した。飲酒45分後には血圧は低下し、この低下は飲酒後２～３時間持続した。飲酒後の後期には飲酒前に比べ
て、m/z 2662とm/z 2380のペプチドは有意に減少し、m/z 1467のペプチドは有意に増加した。m/z 1467とm/z 2662はフ
ィブリノゲンα鎖由来断片ペプチドと同定され、m/z 2380は補体C4a由来断片ペプチドであることが明らかになった。
このうちm/z 1467とm/z 2662のペプチドは、アルコール依存症患者で断酒後に変動すると報告されているペプチドとア
ミノ酸配列が一致していた。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the mechanism for the action of alcohol on the circulatory sys
tem, we tried to find the peptides that change in relation to blood pressure after alcohol drinking. Blood
 pressure significantly decreased at 45 minutes after drinking, and the decrease in blood pressure was sti
ll observed at 2 ~ 3 hours after drinking. Drinking caused a significant decrease in levels of the peptide
s with m/z 2662 and m/z 2380 and a significant increase in a level of the peptide with m/z 1467. The pepti
des with m/z 1467 and m/z 2662 were identified to be parts of fibrinogen alpha chain, while the peptide wi
th m/z 2380 was identified to be a part of complement 4a. The peptides with m/z 1467 and m/z 2662 were the
 same as the peptides that have been reported to change after abstinence in chronic alcoholic patients.
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1. 研究開始当初の背景 
 法医学で遭遇する内因性急死の剖検死体
からはアルコールがしばしば検出される。そ
こで内因性急死の原因として飲酒が誘因と
なって心疾患や脳血管疾患が発症し突然死
を 起 こ す 可 能 性 が 指 摘 さ れ て い る
(alcohol-induced sudden death)。突然死の中
年男性のうち約３分の１が大酒家であると
いわれており、飲酒と突然死との関連性が指
摘されている。特に大量飲酒者や binge 
drinker (酔っぱらう目的で短時間に大量に
飲酒する者)では突然死のリスクが上昇する。
そこで飲酒が誘因となる突然死の原因とし
てアルコールの循環器系への作用が推測さ
れる。しかしアルコールの循環器系への作用
については不明な点が多く、飲酒による血圧
の変動が報告されているものの、そのメカニ
ズムは未だ解明されていない。血圧調節因子
としてさまざまな血管作動性ペプチドが存
在するが、これらペプチドの飲酒時血圧変動
への関与についても不明である。 
 
2. 研究の目的 
 最近開発された BLOTCHIP®を用いた新
しいペプチドーム解析の技術を用いて、飲酒
後に血圧と連動して変動するペプチドを探
索した。 
 
3. 研究の方法 
(1) 対象者 
 27~46 歳の健常男性 10 名を対象に、飲酒
後の血圧変化と関連する血中ペプチドを探
索した。 
 
(2) 飲酒負荷実験 
被験者に白ワイン(体重 kg あたり 3 ml)を

10 分以内に飲んでいただき、その 45 分後と
２−３時間後に血圧、脈拍をそれぞれ３回ず
つ測定しその平均値を比較した。そして、負
荷前を含めた３つの時点で静脈採血を行い、
血清を分離して、-80℃で保存した。 
 
(3) BLOTCHIP®解析システムによる飲酒後
の血清検体のプロファイリング 
 被験者より採取した各血清検体を SDS ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動後、レーンご
とにゲルを切断し BLOTCHIP®に電気転写
し、MALDI 型質量分析計により質量分析を
行った。そして得られた積算スペクトルを用
いて、経時的な３群の中で各２群間のディフ
ァレンシャルプロファイリング解析を行っ
た。 
 
(4) ペプチドの精製と精密質量の測定 
 ディファレンシャルプロファイリング解
析において有意差が見られ、かつアルコール
負荷に連動して変化していることが推測さ
れるペプチドについて、新たに検体から除蛋
白、脱脂、脱塩を行った後、高速液体クロマ
トグラフィー装置を用いた逆相クロマトグ

ラフィーによる分取精製を行い、得られた各
画分を濃縮後、MALDI-TOF-MS にて精密質
量を測定した。 
 
(5) ペプチドの構造解析 
 (4)により精製されバイオマーカーの候補
となったペプチドの同定のため、精製された
ペプチドについて MS/MS 測定および
MASCOT サーチによる構造解析を行った。 
 
(6) 血清補体価の測定 
 血清検体の C3 レベルを免疫比濁法により
測定した。 
 
4. 研究成果 
(1) 飲酒後の血圧変動 
 飲酒負荷実験の予備実験において、飲酒後
の血圧変動の時間経過を検討した。その際に、
予想以上に血圧上昇の相には個人差が大き
く、ペプチドーム解析用の検体採取を統一的
に行うことが困難と判断し、飲酒後短時間の
血圧低下因子のみを探索することにした。 
 
(2) 飲酒後短時間（３時間以内）の血圧およ
び脈拍の変化 
 被験者に白ワイン(体重 kg あたり 3 ml)を
10 分以内に経口投与し、その 45 分後と２−
３時間後にはいずれも全体として負荷前に
比べて有意な血圧の低下を認めた（図１）。
脈拍は負荷前に比べて 45 分後には上昇する
傾向を認めたが、その差は有意ではなく、ま
た負荷前と負荷 120-180 分後の脈拍には有
意な差を認めなかった（前, 70.5 ± 7.8/min; 
45分後, 75.8 ± 14.5/min; 120~180分後, 72.7 
± 9.8/min）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) バイオマーカーの精製 
 ２群間で有意差を認めたピークが計 33 個
見つかった。これらのペプチドにつき全平均
積算スペクトルを算出し、経時的変化パター
ンの分類を行い、最終的に 18 個のペプチド
がアルコール負荷に連動して変化している
ことが示唆された。質量分析計による構造解
析時の測定範囲が、m/z 3000 程度までである
ことから、このうち 13 個のペプチドが同定
候補になった。そして、BLOTCHIP®を用い
リフレクターモード測定によりペプチドの
質量を測定したところ、７種のペプチドが
BLOTCHIP®上で精密質量を測定可能であ
った。 

図１．飲酒後の血圧の変化．*, 負荷前値との間の有意差 (p < 0.01)．
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(4) バイオマーカーの同定 
 精製したペプチドについてさらに構造解
析をおこなった。逆相クロマトグラフィーに
よ り 精 製 し た 4 種 の ペ プ チ ド （ m/z 
1467,1618,2380,2662）の中から、経時変化
の小さい m/z 1618 を除いた 3 種（m/z 
1467,2380,2662）について（図２）、MS/MS
構造解析を実施したところ、m/z 1467 と m/z 
2662 はいずれもフィブリノゲンα鎖由来断
片ペプチドであると同定された。さらに、m/z 
2380 は補体 C4a 由来断片ペプチドであるこ
とが判明した。このうち、m/z 2380 と m/z 
2662 は飲酒負荷前に比べて、負荷後 120-180
分後に減少したのに対して、m/z 1467 は負荷
後 120-180 分後に増加した。これらのペプチ
ドは飲酒負荷による血圧変動と連動して変
化しており、さらに断片の生成には血中のプ
ロテアーゼが関与することから、飲酒、血圧、
ペプチド、プロテアーゼの関連性が推測され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 血清補体価の変動の有無 
 m/z 2380 が補体 C4a 由来断片ペプチドで
あることが判明したため、飲酒に伴う補体
C4 自体の変動を検討した。飲酒負荷前値の
27.8 ± 1.9 mg/dl に対して、飲酒負荷後 45
分および 120-180 分後には、それぞれ 28.5 
± 1.8 mg/dl および 28.4 ± 1.9 mg/dl とわ
ずかながら C4a の有意な上昇を認めた。 
 
(6) アルコール依存症患者に関する既報のペ
プチドとの対比 
 アルコール依存症患者の入院時と入院し
断酒３ヶ月後の血液をClinProtTMを用いた

ペプチドームで解析した過去の報告では、入
院時にはm/z 1466およびm/z 1616の２つの
ペプチドが増加し、逆に m/z 2660 のペプチ
ド が 減 少 し て い た （ Sogawa et al., 
Proteomics Clin Appl 2009, 3: 821-828）。質
量分析の結果、このうち、m/z 1466 はフィブ
リノペプチド A 断片、m/z 1616 はリン酸化
フィブリノペプチド A 断片と同定され、さら
に、m/z 2660 はフィブリノペプチドαC 鎖と
同定され、すなわち、いずれのペプチドもフ
ィブリノゲン関連ペプチドであった。そして、
m/z 1466 と m/z 2660 のペプチドは、本研究
で得られたm/z 1467とm/z 2662のペプチド
と m/z レベルが酷似していたが、実際のアミ
ノ酸配列は完全に一致し、同一のペプチドで
あることが判明した。さらに、上記の既報で
リン酸化フィブリノペプチド A 断片と同定
された m/z 1616 のペプチドは本研究でも変
動することが認められた（同定は試みなかっ
たが）m/z 1616 ペプチドに相当すると推測さ
れる。一方、これら２つのペプチド以外に、
本研究では補体 C4a の断片と考えられるペ
プチド（m/z 2380）が新たに検出された。 
 
(7) 検出されたペプチドと飲酒後の血圧変動
との関連性に関する考察 
 今回 BLOTCHIP®を用いたペプチドーム
解析では 33 酒類のペプチドが得られたが、
このうち、血圧の低下と連動して増加するペ
プチドは m/z 1467 のみであり、この場合飲
酒後早期の 45分の時点では増加しておらず、
飲酒 120~180 分後に遅れて増加した。同様に
飲酒後遅れて変化（減少）するペプチドとし
て、m/z 2380 と m/z 2662 が検出された。 
 このうち、m/z 1467 と m/z 2662 はフィブ
リノペプチド由来のペプチドであったが、構
造上から異なった断片であり、また飲酒後の
変動のパターンも逆であった。上記のアルコ
ール依存症患者に関する Sogawaらの論文で
は、血圧のデータは示されていないが、一般
にアルコール依存症患者の断酒後には血圧
が上昇することが知られている。アルコール
依存症患者の入院時の血圧の低い時点では
m/z 1466 のペプチドは増加し、m/z 2660 の
ペプチドが減少していたということから、血
圧との関連性においてのこれらのペプチド
の変動は本研究における m/z 1467 と m/z 
2662 の変動パターンと一致する。これらの
フィブリノペプチドの断片が実際に飲酒後
の血圧変化とどのような機序を介して関連
するするかについては今後の検討課題であ
る。また、飲酒者では非飲酒者に比べて血漿
中のフィブリノーゲンが低下することや飲
酒によりプラスミノーゲンアクチベーター
が上昇することが報告されているが(Brien 
et al., BMJ 2011;342:d636; Sumi et al., 
Alcohol Alcohol 1988; 23: 33-43)、これらの
知見と本研究で同定された２つのフィブリ
ノーゲン関連ペプチド断片の飲酒後の変動
との関連性は不明である。 
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 本研究では、飲酒後に有意に変動するペプ
チドとして、フィブリノペプチド断片以外に、
補体 C4a の断片であるペプチド（m/z 2380）
が新たに検出された。血清 C4 レベルが、飲
酒後有意に増加しており、m/z 2380 が減少し
ていることから、C4 の分解が飲酒により抑
制される可能性がある。さらに m/z 2380 が
飲酒後遅れて減少することから、飲酒後の血
圧変動の調節と C4 の分解との関連性が示唆
された。 
 本研究で検出された飲酒後の血圧変化と
連動する３つのペプチド断片について、これ
らはいずれも飲酒後血圧が低下し、血圧低下
が持続している時点で有意に増加または減
少している。したがって、これらのペプチド
断片が飲酒後の血圧低下の直接の原因とな
るとは考えられず、むしろ血圧低下を調節す
る機構に関与する（血圧を元に戻す）ことが
推測される。 
 
(8) 結論および今後の研究の展望 
 飲酒後血圧低下に遅れて有意に変動する
３つのペプチドを同定することができた。こ
のうちの２つのペプチドは、既報によりアル
コール依存症患者の入院後の断酒により変
動するペプチドと一致している点で興味深
い。一方、新たに補体 C4a の断片ペプチドが
飲酒後の血圧低下に遅れて変動することが
明らかになり、これは飲酒後の血清 C4 レベ
ルの変化とも連動する可能性が示唆された。 
 本研究では、ペプチド断片の生理活性を明
らかにするまでには至らなかったが、３つの
ペプチド断片の合成ペプチドを作成し、それ
ぞれの生理活性を現在検討中である。また、
BLOTCHIP®を用いた解析で得た 33 種類の
ペプチドの中に、飲酒後 45 分から減少する
ペプチドが 6 種類存在し、これらについての
同定も今後試みる予定である。 
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