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研究成果の概要（和文）：サリューシンβは2003年にin silicoペプチド探索法にて発見された初めての生理活
性ペプチドである。本因子の発見は世界的に注目されたが、本因子特有の実験器具への吸着性のため、取り扱い
が難しく血中濃度測定系を構築できず、ヒト体内での循環ペプチドとしての意義を検討できない時期が続いた。
独自の抗体作製技術を用いてサンドイッチELISA系の構築を試みた結果、全長サリューシンβのみ検出可能な測
定系の確立に成功した。サリューシンβには日内変動があり、副交感刺激試験実施前後の検討では非常に迅速な
変動がみられた。また糖尿病、中枢性尿崩症患者血中濃度は健常者と比較し、有意に低値を示した。

研究成果の概要（英文）：Salusin-β was initially predicted from bioinformatic analyses in 2003. 
Salusin-β acutely regulates hemodynamics and chronically induces atherosclerosis, but its unique 
physicochemical characteristics to tightly adhere to all types of plastic and glassware have 
prevented elucidation of its precise pathophysiological role. In this study, we successfully 
established a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to quantitate plasma free 
full-length salusin-β concentrations. Free salusin-β levels showed circadian variation and its 
levels in patients with diabetes mellitus and panhypopituitarism combined with complete central 
diabetes insipidus showed significantly lower than healthy controls.

研究分野： 病態検査学

キーワード： ELISA　生理活性ペプチド

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
サリューシンは In silico ペプチド探索

法（遺伝子構造解析ツールを用いて cDNA ラ
イブラリーの塩基配列を検索し、明らかなシ
グナル配列を有して分泌性タンパクをコー
ドすると考えられる cDNA を選択するという
方法）により 2003 年に初めて発見された多
機能性生理活性ペプチドである。サリューシ
ンにはサリューシンαとβがあり、それぞれ
28 アミノ酸、20 アミノ酸から成る。本ペプ
チドは従来の血管拡張性因子と異なり、一過
性で強力な 降圧・徐脈惹起作用を有してお
り、サリューシンβの方が強力であることが
知られている（Shichiri M, Nature Med, 
2003）。サリューシンβはマクロファージや 
局所の内分泌系細胞からも産生されるが、視
床下部にも発現して下垂体後葉から分泌さ
れ、バソプレシン分泌促進作用を示す。さら
に内因性副交感神経刺激因子としての役割
を示すほか（Izumiyama H, Hypertension, 
2005）、マクロファージ泡沫化などの作用を
有して強力な動脈硬化促進作用を示す
（Watanabe T, Circulataion, 2008）。とこ
ろが、サリューシンβの生理活性が報告によ
って一定せず、その原因も不明であったため
一時的に研究の進展が停滞した。2009 年にサ
リューシンβがガラス、ポリプロピレン、ポ
リスチレンといった一般的に研究室で使用
する実験器具へ強力に吸着するという独特
の性質が明らかとなり(Shichiri M, Nature 
Med, 2007)、 極微量の界面活性剤を実験器
具や緩衝液に添加することにより吸着を回
避することが可能となり、ようやくラジオイ
ムノアッセイ（RIA）系を確立した（Sato K, 
Regul Pep, 2009）。しかしながら血液中、培
養細胞上清中のサリューシンβを検出する
ためには抽出、濃縮操作が必須であるが、そ
の操作の過程でサリューシンβを損失して
いる可能性が示唆された。サリューシンβ特
有の性質を考慮すると全長 20 アミノ酸で存
在している遊離体と他の血漿タンパク質（キ
ャリアタンパク）に吸着して存在しているこ
とが予測できる。血漿を抽出・精製しても 
RIA では血中サリューシンβ濃度を明らか
にすることができず、特にサリューシ ンβ
遊離体のヒト血中濃度測定系はいまだ確立
されておらず、その動態は不明である。申請
者は過去に単球系細胞を用いてサリューシ
ンβの分泌動態について検討した。単球およ
びマクロファージからの細胞外分泌量を RIA
で測定したが、本測定法は熟練した技術が必
要とされ測定には長時間かかるため、目指し
ていた“簡便で正確な測定法”にするために
はまだ多くの課題が残されていた。その後、
新規抗体の作製をきっかけにヒト血中濃度
測定を目的とした新規サンドイッチ酵素免
疫測定系（ELISA）を確立し、血中各種蛋白
に結合した総サリューシンβ濃度を血漿抽
出物から測定することに成功した。こうして
明らかにしたヒト血漿抽出物中総サリュー

シンβ濃度は各種動脈硬化性疾患では高値
を示し、副交感神経機能とは負の相関を示し、
さらに副交感神経刺激時には内因性サリュ
ーシンβが低下して生体の恒常性維持に働
いている可能性も示した（Ogawa A, Peptides, 
2015）。血漿の抽出・濃縮過程のため多くの
血漿量と時間を費やさなければならないが、
新規疾患バイオマーカーあるいは治療標的
としての意義の解明が期待されながらもそ
の取扱いの難しさのため、国際的にも研究の
進展を大きく遅らせ、大手臨床検査メーカー
がアッセイ系の確立を試みるも成功せず、生
理活性を有する遊離体は未だ測定できない。 
２．研究の目的 
ヒト生理活性ペプチドのサリューシンβは
種々の重要な機能が明らかとなり、疾患バイ
オマーカーとしての役割が強く示唆されて
いる。新手法の「In silico 探索法」によっ
て初めて発見された本ペプチドは従来の生
理活性ペプチドにはないきわめて特異な物
理化学的性状（吸着性）を示すため、血中濃
度測定系の確立は困難を極めている。今回、
これまで検討されてきた血中総サリューシ
ンβではなく、血中に全長 20 アミノ酸の状
態で存在している遊離体を検出可能とする
測定系を開発しその濃度の測定を可能とし、
心血管疾患・内分泌代謝疾患におけるバイオ
マーカーとしての有用性を示すための基礎
的検討を行うことを目的とする。 
３．研究の方法 
申請者は本研究申請当時の所属研究室（現共
同研究先）独自のペプチド抗体作製技術（公
開特許 WO2010/071237）により作製した抗体
を作成・精製し、免疫複合体転移法（Immune 
Complex Transfer－Enzyme Immuno Assay, 
ICT-EIA）（Hashida S, J Biochem, 1990）の
原理に基づく高感度測定系の構築を考えた。
本法では血漿の抽出操作も必要ないため、大
幅な時間短縮を実現でき、将来の臨床検査へ
の応用にも期待できる。EIA の場合、検出抗
体の固相への非特異的吸着が感度向上の妨
げとなる要因の一つであるが、ICT－EIA 法は
固相を２種類使用し、検出抗体が非特異的に
吸着した固相から免疫複合体を切り離し、新
たな固相に移動させるため、より高感度に目
的抗原を検出することができる。 
（1） サリューシンβ遊離体測定法の確立： 
共同研究先にて作製した抗サリューシンβ
抗体である鶏卵由来 IgY 抗体（N 端認識）、
家兎由来 IgG 抗体（C 端認識）を用いる。IgY
抗体を固相抗体に、家兎由来 IgG を酵素標識 
抗体（検出抗体）として用いる。検出酵素に
はβ-D-galactocidase（GAL）を用いる。以
下 3 点の基礎的検討を行い、測定系の確立
を試みた。①固相抗体、検出抗体の最適濃度
の決定 ②吸着防止剤（界面活性剤）の最適
濃度の決定 ③標準曲線と正常ヒト血漿希釈
曲線との平行性の確認。ICT-EIA 法の構築と
同時にサンドイッチELISA系の確立について
も検討した。（2）健常者血漿中遊離サリュー



シンβ濃度の測定：構築した測定系を用いて
健常者血漿中遊離サリューシンβ濃度を測
定する。生理的変動があり、検体採取条件が
細かく指定されていることで知られている
ホルモンが臨床検査マーカーとして利用さ
れているものもあるため、サリューシンβに
も生理的変動があるかについて検討した。ま
た生理的変動（体位変動、日内変動、飲水前
後、排尿前後）時の遊離サリューシンβの変
化を検討する。（3）健常者における副交感神
経刺激前後の血漿中遊離サリューシンβ濃
度の測定：非侵襲的かつ最も安全で簡便な副
交感神経刺激試験であるバルサルバ呼吸法
前後の血中遊離サリューシンβの変動を調
べた。  
４．研究成果 
ICT－EIA 法では固相にポリスチレンビーズ
を用いるがサリューシンβの吸着を回避す
るために添加した界面活性剤が抗原抗体反
応を阻害してしまう。界面活性剤を低濃度に
しすぎるとサリューシンβの吸着が起こり
正確な検出を妨げることが明らかとなった。
また検出抗体に修飾する酵素の第一候補で
あった GAL は、非特異的吸着が少なく、酵素
活性の持続性がメリットであった。しかし、
GALの分子量は54万と IgGの分子量15 万よ
りも 3倍以上大きく、抗原認識部位への立体
障害が起こる可能性も高く、サリューシンβ
特有の吸着性のみならず、様々な障害が発生
し、ICT－EIA 法の構築は難渋した。同時に進
めていたサンドイッチELISA系の開発に成功
したため、本法で検討を進めた。固相抗体に
は鶏卵由来 N 末端特異的 IgY 抗体を、検出
抗体には家兎由来 C 末端特異的 IgG 抗体

に一般的な検出酵素として知られているペ
ルオキシダーゼ（POD）を標識したものを用
いた。POD は GAL よりも非特異的反応は増加
するが、今回はフラグメント化することなく
IgG の状態で POD 標識を行い、検出すること
が可能であった。 
また、測定の際にはサリューシンβを含まな
い血漿（サリューシンβ除去血漿）を独自に

作製し、これを標品あるいは必要に応じて血
漿検体と混合し、常に血漿成分が検体中に
20％含まれる状態にすることで非特異的反
応を抑制し、かつサリューシンβ遊離体の検
出が可能となり、標準曲線と健常者血漿希釈
曲線が平行となったことを確認できた（図 1）。
さらに連携研究者である小寺氏らが開発し
た血漿抽出法ならびに質量分析技術により
サリューシンβ断片が 7種類同定された。今
回構築した測定系においてこれらが影響を
及ぼしているか各断片を合成して検討した
ところ、本測定系では 20 アミノ酸の全長サ
リューシンβのみを検出できていることを
確認した（表 1）。 

 
本測定系を用いて健常者血漿中サリューシ
ンβ濃度を測定した。平均血中濃度は約 70 
ng/mL であった。性差、年齢差はみられなか
った。生理的変動については体位変動（座位
15 分、臥位 30 分、立位 60 分）、飲水前後、
バソプレシン分泌検査である高張食塩水負
荷試験前後での変動はみられなかったが、サ
リューシンβ遊離体には日内変動があるこ
とが明らかとなり、副交感神経機能指標が最
も優位な時にサリューシンβが低値を示し
た（図 2）。 

 
また、最も簡便で安全な副交感神経刺激試験
であるバルサルバ呼吸法を実施し、血中濃度
を検討したところ 30 秒後に低値を示し、1分
間後に試験前値に戻るという非常に迅速な
変動がみられた。今回 1 型糖尿病、2 型糖尿

図 1.標準曲線と血漿希釈曲線との平衡

性の確認 

図 2．サリューシンβ遊離体日内変動 

サリューシンβ遊離体（ ）、副交感神

経機能（■）及び（▲） 

表 1.サリューシンβ断片の交差性の確認 



病、下垂体機能低下症例群における血中濃度
を測定したところ、健常者と比較して有意に
低値を示す結果が得られた（図 3）。 

 
このように生理的変動があり、疾患によって
低値を示すことが明らかとなり、全長サリュ
ーシンβが生体内を循環するペプチドホル
モンとして何らかの役割を担っている可能
性が示された。ペプチド発見後約 10 年の時
を経てようやく測定系が確立され、血中濃度
を測定することが可能となったからこその
成果である。健常者も含め、今回検討した症
例だけではまだまだ不明な点も多く、症例数
も増やしながら今後も引き続き検討を続け
ていく。また詳細な検討を進めていくために
は本測定系の感度向上、サンドイッチ ELISA
法だけでなくICT-EIA法に基づいた測定系の
構築に関する検討も引き続き行っている。研
究期間中ポリスチレンビーズを用いて検討
していたが、抗原抗体反応を阻害せずにサリ
ューシンβの吸着性を回避する界面活性剤
の濃度や種類の調整に難渋し、期間内に系を
立ち上げることができなかった。ポリスチレ
ンビーズではなく磁気ビーズを用いる方法
について計画している。サリューシンβは当
初その存在を予測されて発見された生理活
性ペプチドであるが、実際に血液中から同定
され、本研究においては体内を循環している
ペプチドホルモンとしての可能性を示すこ
とができた。これまで行われてきた大量の組
織抽出物からペプチドを探索する方法では
サリューシンβのように特殊な性質をもつ
ペプチドは発見されにくかったと考えられ
る。急速に発展し続けている質量分析技術と
サリューシンβ発見の際に考案された in 
silico 解析との組み合わせにより今後もさ
らなる新規生理活性ペプチド、疾患バイオマ
ーカーとなりうる因子を発見できる可能性
を秘めている。今後もこれらの技術を駆使し、

日本が世界をリードしてきたペプチド研究
に貢献していきたい。 
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図 3. 各疾患群におけるサリューシンβ
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