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研究成果の概要（和文）：糖尿病、高血圧、がんなどの疾患の原因と考えられている酸化ストレスマーカーを含
む複数のストレスマーカーを液体クロマトグラフィータンデム質量分析 (LC/MS/MS)を用いて一斉に定量できる
方法を開発した。高血圧自然発症ラット(SHR)および WKY ラットに4%あるいは8%食塩含有食を与え、血漿中のス
トレスマーカーをLC/MS/MS で解析し、8%食塩含有食の投与により、SHRおよびWKYのKYA濃度が有意に減少するこ
と、また、4%食塩含有食投与により、SHRの SDMA濃度が有意に上昇することが明らかとなり、KYAおよび SDMAが
食塩感受性のストレスマーカーとなりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed a simultaneous quantification method of several stress markers 
including oxidative stress which is involved in diseases such as diabetes, hypertension, and cancer 
by using LC/MS/MS. Administration of foods containing 4% or 8% sodium chloride to spontaneously 
hypertensive rat (SHR) and Wistor kyoto (WKY) rat decreased KYA concentration in both SHR and WKY 
plasmas, and that of food containing 4% sodium chloride increased SDMA concentration in SHR plasma, 
suggesting the possibility that KYA and ADMA could be a salt-sensitive stress marker.

研究分野：細胞生物学
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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 

酸化ストレスを含む複数のストレスが糖

尿病、高血圧、がんなど多くの疾患をもたら

すことが報告されてきた。このため、生体内

のストレス状態を評価し、その低減をはかる

ことは病態把握、疾病予防に役立つと考えら

れる。しかしながら、これまで酸化ストレス

マーカーを含む多くのストレスマーカーは

個々に測定されることが多く、構造や化学的

性質の異なる複数のストレスマーカーを一

斉に定量する方法は確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究は糖尿病、高血圧、がんなどの疾患

の原因と考えられている酸化ストレスマー

カーを含む複数のストレスマーカー(8-OHdG

（8-ヒドロキシ-2’-デオキシグアノシン）、

3-NT（3-ニトロチロシン）、4-HNE(4-ヒドロ

キシノネナール)、GSH（還元型グルタチオン）、

GSSG（酸化型グルタチオン）、ADMA(非対称ジ

メチルアルギニン)、SDMA(対称ジメチルアル

ギニン)、TRP(トリプトファン)、Ky(キヌレ

ニン)、3-HK(3-ヒドロキシキヌレニン)、

3-HA(3-ヒドロキシアントラニル酸)、KYA（キ

ヌレン酸)）を液体クロマトグラフィータン

デム質量分析 (LC/MS/MS)を用いて一斉に定

量する方法を開発し、ストレス状態の評価に

おけるこの方法の有用性について疾患モデ

ル動物を用いて検討することを目的とした。 

 
３． 研究の方法 

（１）ストレスマーカーを LC/MS/MS で一斉

に定量する方法の確立 

①ストレスマーカーの検出条件の検討 

ストレスマーカー標準液をエレクトロス

プレー四重極型タンデム質量分析計(サーモ

フィッシャーサイエンティフィック、Access 

MAX)に注入し、LC/MS で検出するために最適

な親イオン、娘イオンの質量電荷比(m/z)、

衝突エネルギーを調べた。 
 

②ストレスマーカーの LC/MS/MS での分離、

溶出条件の設定 

C18 逆相カラム、イオン交換カラム、逆相

―イオン交換カラムを用い、質量分析で主に

使用されるぎ酸、ぎ酸アンモニウム、メタノ

ール、アセトニトリルの組み合わせにより、

ストレスマーカーを一斉に分離、溶出する条

件を LC/MS/MS で検討した。 
 

③ ストレスマーカーの検量線の作成 

それぞれのストレスマーカー物質の濃度

希釈系列を作成し、②で決定した条件で 

LC/MS/MS で解析し、定量限界値 (S/N=10)、

定量範囲を決定した。 
 

（２）LC/MS/MS による生体試料のストレス

マーカーの検出の検討 
 

① GSH、GSSG の分解抑制の検討 

血漿中で GSSG、GSH は GSH 分解酵素(ガン

マグルタミルトランスぺプチダーゼ (GGT))

により分解されることが知られている。そこ

で GSH、GSSG の分解を抑制するため、Wistar 

Kyoto(WKY)ラット血漿に GSH、GSSG とともに

GGT 阻 害 剤 GGsTOP 

(3-[[(3-Amino-3-carboxypropyl)methoxyph

osphinyl]oxy]benzeneacetic acid)を添加

し、GSH、GSSG の変動を LC/MS/MS で解析し

た。 
 

② ストレスマーカーの血漿での抽出効率、

再現性の検討 

WKY ラット血漿にストレスマーカーを添加

し、種々の有機溶媒を用いて除タンパク後、

LC/MS/MS でそれぞれを定量し、抽出効率、再

現性（変動係数）を検討した。さらに、スト

レスマーカーが血漿中に検出されるかどうか

を検討した。 
 

（３）高血圧自然発症ラット(SHR)を用いて

のストレス状態の評価におけるこの方法の

有用性の検討 

高血圧自然発症ラット(SHR)および WKY

ラットにコントロール食(0.5% 食塩含有

食)、4% 食塩含有食、8% 食塩含有食を与

え、血圧および血漿中のストレスマーカ

ーの変動を解析した。 



尚、動物実験は島根大学・動物実験専

門委員会において、「質量分析によるスト

レスマーカーの一斉定量法の確立と高血

圧自然発症ラットを用いての有用性の検

討」の課題名で承認を得て行った。 
 
４．研究成果 

（１）ストレスマーカーを LC/MS/MS で一斉

に定量する方法の確立 
 

① ストレスマーカーの検出条件の検討 

それぞれのストレスマーカーに特異的な

親イオン、娘イオンの質量電荷比(m/z)、衝

突エネルギーを決定した。 
 
②ストレスマーカーの LC/MS/MS での分離、

溶出条件の設定 

逆相-イオン交換カラム（Imtakt 社製

Scherezo SS-C18）を用いて 0.5% ぎ酸溶媒

から 30 mM ぎ酸アンモニウム、90% メタノー

ル溶媒に濃度勾配をかけることにより、スト

レスマーカーを一斉に分離、溶出する方法を

確立した。 
 

 ③ストレスマーカーの検量線の作成 

定量限界は 20 nM から 400 nM、定量範囲

はストレスマーカーによって異なり、最小 

20 nM から最大 100 M までであった。 
 

（２）LC/MS/MS による生体試料のストレス

マーカーの検出の検討 

① GSH、GSSG の分解抑制の検討 

GSH、GSSG の血漿中での分解を検討したと

ころ、GGT 阻害剤 GGsTOP (3 mM)は WKY ラッ

ト血漿への GSH、GSSG 添加による GSH、GSSG

の分解を抑制することが明らかとなった。 
 
②ストレスマーカーの血漿での抽出効率、再

現性の検討 

WKY ラット血漿でのストレスマーカーの

抽出効率、再現性についてメタノール、アセ

トニトリル、ぎ酸（15：85：0.2）の混合溶

媒を用いて検討したところ、抽出効率は概ね

70% 以上、変動係数は 20% 未満であった。

WKY 血漿中では 8-OHdG、3-NT、3-HK、3-HA

は定量限界以下であった。4-HNE は用いた抽

出溶媒では検出されなかった。 

 

（３）高血圧自然発症ラット(SHR)を用いて

のストレス状態の評価におけるこの方法の

有用性の検討 
 

本法のストレス状態の評価における有用

性をSHRおよびWKYラットにコントロール食

(0.5% 食塩含有食)、4% 食塩含有食、8% 食

塩含有食を与え、血圧および血漿中のストレ

スマーカーの変動を解析した。  
 

① 血圧の変動 

4% 食塩含有食、8% 食塩含有食を SHR に投

与すると、血圧は200 mmHg以上に上昇した。

一方、WKY では 4% 食塩含有食投与での血圧

は 120 mmHg 程度で正常血圧値の範囲内であ

った。また、8% 食塩含有食投与により血圧

は上昇したが 200 mmHg 以上の高値は示さな

かった。 
 

② ストレスマーカーの変動 

4% 食塩含有食、 8% 食塩含有食の 10 週

間投与により、SHR および WKY ともにコン

トロール食に比べ、血漿中の KYA 濃度が有意

に減少すること、また、4% 食塩含有食 10

週間投与により、SHR 血漿中の SDMA 濃度が

コントロール食に比べ、有意に上昇すること、

他のストレスマーカーの有意な変動は認め

られないことが明らかとなり、KYA および 

SDMA が食塩感受性のストレスマーカーとな

りうる可能性が示唆された。 
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