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研究成果の概要（和文）：コラーゲンペプチド摂取後のヒト血漿と尿から、ヒドロキシプロリン（Hyp）を含む
食事由来環状ペプチドを検出することができた。これらHypを含む食事由来環状の主要成分としては環状Pro-Hyp
であることが分かり、LC-MSを使用して濃度を算出した。環状Pro-Hypはコラーゲンペプチド摂取後に血漿と尿中
で有意に増加し、それぞれ1時間と2時間後に最大値に到達した。それら最大濃度は、血漿中と尿中でクレアチニ
ンあたり10.1と2.32mmol/molであった。それらは、血漿中と尿中で鎖状Pro-Hypの5と2%に相当する値であった。
7 nmol/mLの環状Pro-Hypは皮膚線維芽細胞の増殖を促進した。

研究成果の概要（英文）：The present study demonstrates the presence of a novel food-derived collagen
 peptide, cyclic Hydroxyproline containing (Hyp) peptides, in human blood and urine from 5 subjects 
after the ingestion of collagen hydrolysate. Among the peptides, cyclic Pro-Hyp was identified as 
major components and levels of that in plasma and urine samples were estimated by liquid 
chromatography mass spectrometry (LC-MS). Cyclic Pro-Hyp levels significantly increased in the 
plasma and urine after ingestion of collagen hydrolysate, reaching T max at 1.20 h and 2.00 h 
respectively. The maximum levels of cyclic Pro-Hyp in plasma and urine were 10.1 and 2.32 (mmol/mol 
Creatinine), representing approximately 5 and 2 % of linear Pro-Hyp in plasma and urine after 
ingestion of collagen hydrolysate respectively. Addition of cyclic Pro-Hyp in medium at 7 nmol/mL 
significantly enhanced the growth rate of mouse skin fibroblasts on collagen gel more extensively 
compared to linear Pro-Hyp.

研究分野： 食品機能学

キーワード： コラーゲン　環状ペプチド　ヒドロキシプロリン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで食品中に環状ペプチドが存在することは知られていた。本研究では食品ペプチド摂取後に、それらが血
中に吸収されて尿へと排出されることを初めて明らかにした。医薬品として環状ペプチドが流通しているが、食
品としても機能性が明らかになれば食品への新たな付加価値の寄与に貢献が可能となる。また本研究から、摂取
後に体内で食事由来環状ペプチドの濃度が増加し、被験者間で体内での食事由来環状ペプチド吸収もしくは形成
が異なる可能性について見出した。これが環状ペプチドの機能性の個人差を及ぼすことも推測される。本成果か
ら、今後の研究推進によって学術面だけでなく、健康寿命延伸に貢献できる社会的貢献にも大いに期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食品中に含まれるタンパク質とその加水分解物（ペプチド）は、味だけでなく体調調節機能も

有し、近年その効果に注目が集まっている。特定保健用食品関与成分として認められている、イ
ワシ筋肉ペプチドには血圧上昇抑制作用があり、またリン脂質結合大豆ペプチドには血中コレ
ステロール上昇抑制効果が認められている。近年、コラーゲンやエラスチン加水分解物において
も、摂取後に肌や関節の状態が改善すると多くの人臨床試験結果として報告されている。これま
でに我々の研究グループは、コラーゲン、エラスチン、大豆加水分解物を摂取したヒト血液中へ
吸収される低分子分解物を特定し、その生理活性について調べてきた（Shigemura et al. J. Agric. 
Food Chem.2009）。これら一連の研究から、加水分解物が摂取後に消化吸収過程を経て、血中
へ吸収される低分子ペプチドが体調改善の有効成分であることを明らかとした（Shigemura et 
al. Food Chem.2011, Shigemura et al. J. Agric. Food Chem.2012，2011 年度科研費研究課題）。
これら加水分解物の中でも、コラーゲンとエラスチン加水分解物摂取後のヒト血液中では、Pro-
Hyp(プロリルヒドロキシプロリン)と Pro-Gly(プロリルグリシン)がそれぞれ高濃度で吸収され
ることが明らかとなった。Pro や Hyp を含むジペプチドは、N 末端と C 末端が結合した環状ペ
プチドを容易に形成することが知られているが、それらが食事由来としてヒト血液中で検出さ
れた報告例は無い。 
 
２．研究の目的 
医薬品であるが環状ペプチドの中でも環状 Hyp-Ser には、抗肝炎作用が認められているため、

コラーゲンやエラスチン摂取後のヒト血液中で環状 Pro-Hyp や環状 Pro-Gly が検出されれば、
体調改善作用機構の新たな解明の手掛かりとなり得る。研究代表者らは、これまでに標準 Pro-
Hyp と Pro-Gly を含む数種合成鎖状ペプチドから環状ペプチドの生成に成功している。 
本研究では、作成した環状ペプチドを標準として、本申請期間ではコラーゲンとエラスチン加

水分解物摂取後のヒト血液それぞれにおいて、環状ペプチドが出現、またはその濃度が増加する
かについて調べる。申請期間内でそれら検出が可能となれば、細胞を使用した生理活性の有無に
ついても明らかにする。各年度計画通り成果が得られれば、タンパク質加水分解物摂取後に生じ
る環状ペプチドの体調改善作用機構が明らかになる 
 
３．研究の方法 
実施方法：摂取・採血試験（本

学大学院倫理委員会承認済）には、
健康な被験者5名に試験に参加し
て頂いた。被験者には、前日から
12 時間絶食して頂いた後に、コラ
ーゲンペプチド（体重 60kg あた
り 4.5g）を摂取して頂いた。 
摂取前、そして摂取から 1, 2, 

4 時間後に採血を行い、採取した
被験者血液から血漿を調製し、エ
タノールを添加する事で血漿か
らタンパク質を除去した。エタノ
ール可溶性血漿画分を強陽イオ
ン交換樹脂で処理した。 
ここで、N末端が開放されている鎖状ペプチドは強陽イオン交換樹脂に吸着するが、N 末端が

封鎖された環状ペプチドは吸着しない。これは合成ペプチドを用いた予備試験で実施・確認済み
である（図 1）。得られたヒト血漿を強陽イオン交換樹脂未吸着画分から、合成した環状ペプチ
ドを標準として、逆相 HPLC による環状 Pro-Hyp の分離を行った。 
HPLC によって分離・溶出された環状 Pro-Hyp 画分は、回収後に加水分解した。加水分解処理

によって環状ペプチドはアミノ酸へ分解するため、アミノ酸分析で Pro と Hyp 濃度を測定した。
ここで、コラーゲン加水分解物摂取前後の回収血漿画分中 Pro と Hyp 濃度が増加していれば、摂
取後ヒト血液中での食事由来環状 Pro-Hyp の存在が確認できる。さらに、HPLC から分離・回収
した画分中の環状 Pro-Hyp 濃度を LC-MS によって測定する事で、ヒト血中環状 Pro-Hyp 濃度の
定量が可能である。 
この手法から、コラーゲンペプチド摂取後の血中で

環状 Pro-Hyp の存在と濃度増加を確認することが可
能であるが、定量はできない。この環状ペプチド濃度
を測定するためには、標準として使用する同ペプチ
ド調製が必要である。鎖状 Pro-Hyp は、アルカリ性条
件下で 50℃、一晩加熱すると、環状形成する事が報
告されている。同様の手法から、0.02M アンモニアに
鎖状 Pro-Hyp を溶解して 50℃で一晩加熱した。加熱
前後の試料から、ODS-3（ジーエルサイエンス）を装
着した HPLC、そして溶離液に 0.01％TFA と 60%アセ

図 1. 強陽イオン交換樹脂による環状ペプチド分離 

図 2. アルカリ性条件下で加熱前後の 
鎖状 Pro-Hyp の HPLC 分離(A)と MS 分析(B&C) 



ト 
ニトリルを流速 1.0mL/min で使用して鎖状型と環状型の Pro-Hyp を分離し、214nm で検出した。
その結果、加熱前の鎖状 Pro-Hyp（図 2）とは異なる溶出時間にピーク（図 2(A)2）が検出され、
これが環状ペプチドであると推察されたため、それぞれのピークを分取後に質量分析（MS）によ
ってその分子量を測定した。その結果、予想通り鎖状 Pro-Hyp からは 229.00 m/z が検出され（図
2(B)）、図 2(A)のピーク 2から鎖状 Pro-Hyp から脱水した 211.13 m/z が検出された（図 2(C)）。
この結果から、加熱後の試料が環状 Pro-Hyp である事が確認できた。 
 
４．研究成果 
ヒト血漿からの環状 Pro-Hyp 検出と定量 
分析の結果、血漿中環状ペプチド画分の

Hyp と Pro のピークが、摂取前に比べて摂取
1 時間後と 2 時間後に増加していることがク
ロマトグラムより明らかとなった（図 3）。 
 次に、調製した環状 Pro-Hyp と鎖状 Pro-
Hyp を標準ぺプチドとして、血漿試料中の両
ペプチド濃度を LC-MS を使用して測定した。
鎖状 Pro-Hyp は AccQ で誘導化後に分析を行
った。LC-MS の LC 条件は、ODS-3 カラムを装
着した LC-MS2020（島津 Prominence LC-20 シ
リーズ）、そして溶離液に 0.01％TFA と 100％ 
アセトニトリルを流速 0.2mL/min で使用し、254nm で UV 検出を行った。MS分析の条件は、ネブ
ライザーガス流量とドライガス流量をそれぞれ 1.5 L/min と 15 L/min、ESI 電圧を 1.8 kV、
250℃に設定し、各標準ペプチドから検出された m/z を選択イオン検出（SIM）モードに設定し検
出を行った。 
図 4に示す通り、各被験者の血漿中環状 Pro-

Hyp 濃度はコラーゲンペプチド摂取後に増加し、
2時間後に最大濃度に達した。コラーゲンペプチ
ド摂取後にヒト血漿で増加する鎖状 Pro-Hyp の
濃度は、被験者によって個人差を示すことが過
去に報告されており、環状 Pro-Hyp も同様に最
大濃度が 0.1413–0.3443 nmol/mL と被験者間で
大きな差が見られた。またその濃度は 4 時間後
以降には摂取前と同程度の濃度まで減少した。
さらに同試料中の鎖状 Pro-Hyp の被験者平均濃
度を測定し、環状 Pro-Hyp の濃度と比較した結
果、両ペプチドとも 2時間に最大値に到達する 
パターンは類似していたが、環状 Pro-Hyp 濃度は鎖状型のわずか 5%程度であった。 
 また同様の手法から、エラスチンペプチド摂取後のヒト血漿からの環状 Pro-Hyp の検出を試
みたが、検出されなかった。この結果から、摂取後のペプチドは体内の消化過程でペプチド結合
の切断を受ける際にジペプチドの環状化が生じ、Pro-Gly は Pro-Hyp に比べて環状形成率が低
く、検出が困難であった可能性も考えられる。 
 
同一被験者からの血漿中と尿中環状 Pro-Hyp 濃度の定量 
上記成果から吸収された環状 Pro-Hyp の排出についても調べるため、コラーゲンペプチド摂

取後の同一ヒト被験者血漿と尿から、ヒドロキシプロリン（Hyp）を含む食事由来環状ペプチド
の検出を試みた。その結果、これら Hyp を含む食事由来環状の主要成分としては環状 Pro-Hyp で
あることが分かり、LC-MS を使用して濃度を算出した。環状 Pro-Hyp はコラーゲンペプチド摂取
後に血漿と尿中で有意に増加し、それぞれ 1時間後と 2時間後に最大値に到達した。それら最大
濃度は、血漿中と尿中でクレアチニンあたり 10.1 と 2.32mmol/mol であった。それらは、血漿中
と尿中で鎖状 Pro-Hyp の 5 と 2%に相当する値であった。7 nmol/mL の環状 Pro-Hyp は皮膚線維
芽細胞の増殖を促進した。 
本研究成果から、初めて食事由来の環状ペプチドがヒト血中から検出された。一方で、この環

状 Pro-Hyp は、どのような経路で血中移行したかという疑問が生じる。動物へ経口投与した後に
環状 Hyp ペプチドが小腸のペプチドトランスポーター（PEPT1）を通過することが報告されてい
ることから、鎖状ペプチドと同じ経路で吸収されているであろう。血清アルブミンを DPP-Ⅳで
酵素処理を行うと、環状 Asp-Ala が増加する。さらにショウガ酵素によってコラーゲンペプチド
を分解すると環状 Hyp ペプチドが増加することも報告されている。この報告や、発酵食品に環状
ペプチドが含まれることから、酵素によるタンパク質・ペプチド分解から環状ペプチドが生成す
ると推察される。 
 

図 3. AG50 未吸着血漿画分加水分解後のアミノ酸分析 

図 4. 各被験者血漿中環状 Pro-Hyp の濃度変化 
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