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研究成果の概要（和文）：本研究は、レニン-アンジオテンシン（RA）系ペプチドの一斉分析法を設定し、加齢
/血圧亢進による循環系RA系ペプチド動態に対する影響を評価することを目的とした。LC-IT-MS/MS法を用いてRA
系ペプチドの一斉分析法を設定し、高血圧自然発症ラットの循環血血漿を分析した結果、加齢ラットの循環Ang 
II量は若齢ラットより高値を示し、RA系代謝物動態と加齢/血圧亢進との相関が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to evaluate the dynamics of circulatory 
renin-angiotensin peptides, an LC-IT-MS/MS method was developed and the blood samples from young and
 aging SHRs were measured. As the result of the experiment, Angiotensin II concentration was 
increased by in aging rats, suggesting the correlation between renin-angiotensin-related peptide 
dynamics and aging/hypertension. 

研究分野： 食品分析学

キーワード： 高血圧　レニン-アンジオテンシン系　アンジオテンシン代謝物　代謝物動態

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
なぜ高血圧は発症するのか、血圧代謝系をどのように制御すればよいのか、高血圧診断の指標はあるのか、の問
いについて、本研究では血圧代謝系での降圧に関わるアンジオテンシン代謝物と昇圧に関わるアンジオテンシン
代謝物を一斉に検出可能な分析法を設定し、血圧上昇との相関関係を解明することを目的とした。これにより、
どのような代謝物を高血圧指標にできるか、さらには機能性食品世襲の有効性を血圧代謝系制御に基づき評価す
ることができると期待される。

※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。



1.研究開始当初の背景 

 「レニン-アンジオテンシン（RA）系は血圧上昇を担う代謝系であり、アンジオテンシン I変

換酵素（ACE）阻害が降圧作用の本体である」との従来説に対し、近年、新たに RA 系ペプチド

代謝物が同定され、RA 系は「昇圧/降圧」を担う調節系であることが判明しつつある。RA 系代

謝物を網羅的に評価することによって、血圧調節系としての RA の系実証およびそれに基づく新

たな高血圧および関連疾患予防食品研究の創生を提唱てきると考えられている。しかしなが

ら、循環血中における RA 系ペプチド代謝物を直接的にかつ高感度に測定する分析法は未だ確立

されていない。 

 

2.研究の目的 

（1）RA 系ペプチド代謝物の高感度一斉分析系の確立 

 LC-MS を用いて、アンジオテンシン(Ang) II を始めとする、RA 系における血圧調節に関わる

ペプチド代謝物の高感度一斉分析法の確立を試みた。 

（2）RA 系ペプチドの動態と血圧/加齢の相関の評価 

 高血圧自然発症ラット（SHR）の循環血中 RA 系代謝物を定量し、その動態と加齢/血圧との相

関の評価を試みた。 

 

3.研究方法 

（1）RA 系代謝物ペプチドの一斉分析法の設定 

①RA 系代謝物ペプチドの作製 

 ターゲットとする RA 系代謝物ペプチドは以下の表にまとめた。試験用ペプチドのうち、Ang 

A、Angioprotectin は固相合成法により合成し、獲得した。その他のペプチドに関して、市販品

（シグマ）を入手した。 

対象ペプチド 配列 
Ang I DRVYIHPFHL 
Ang-(1-9) DRVYIHPFH 
Ang II DRVYIHPF 
Ang-(1-7) DRVYIHP 
Ang A ARVYIHPF 
Angioprotectin PEVYIHPF 

②LC-IT-MS/MS 分析 

 LC-MS 装置は ESI-Ion Trap 型の esquire6000（ブルカーダルトニクス）および HPLC 1200 シ

リーズ（アジレントテクノロジー）を用いた。なお、測定に関する基本条件は以下の通りであ

る。 

カラム：COSMOSIL 5C18-MS-II（Ø2.1×150 mm） 

インジェクション量：20 µL 

グラジエント：0-100% MeOH/0.1% formic acid (FA)/20 min 

流速：0.2 mL/min 

カラムオーブン：40℃ 

Nebulizer: 40 psi 

Dry Gas: 8 L/min 

Dry Temp.: 330℃ 

③誘導体化法の検討 

 より高い検出感度を得られるために、ペプチド誘導体化法を検討した。カルボキシル基誘導

体化剤として 2-picolylamine、1-(2-pyrimidyl)piperazine、アミノ基誘導体化剤として

TNBS、NDA、アセチル化剤として無水酢酸を用いて検討を行った。 

 

（2）循環血中 RA 代謝物の検出・定量 



 一晩絶食した SHR ラット（8 週齢および 40週齢）から全血を回収した。プロテアーゼ阻害剤

（アプロチニン、キモスタチン、EDTA）を添加した血液を遠心分離（3500×g, 15 min, 4℃）

し、血漿を回収した。得られた血漿を同僚の氷冷アセトニトリルでタンパク質除去し、遠心分

離（14000×g, 15 min, 4℃）後、得られた上清を回収・乾固し、0.1% FA にて再溶解し、平衡

化した Sep-Pakカートリッジに付加した。0.1% FA でカートリッジを洗浄後、100% MeOH/0.1% 

FA（3 mL）で溶出した。得られた溶出液を遠心エバポレーターで乾固後、50 µL の 0.1% FA に再

溶解し、LC-IT-MS/MS 分析に供した。 

 

4.研究成果 

（1）RA 系代謝物ペプチドの一斉分析法の設定 

①試験用ペプチドの作製 

 Fmoc 固相合成法により得られたペプチドを MS Infusion に供した。ペプチドの質量数実測値

により、これらのペプチドの合成が確認された。 

 
図 1 合成ペプチド Ang A および Angioprotectin の MS Infusion解析 

 

②LC-IT-MS/MS条件の最適化 

 カラム、溶離液（MeOH あるいは CH3CN）、MRM条件を種々検討した結果、対象 RA 系代謝物は 2

価イオンとしての検出が最適だった。その MRM transition を以下に示す。 

対象ペプチド MRM transition 
Ang I 649.4 > 784.6 
Ang-(1-9) 592.9 > 784.6 
Ang II 524.5 > 784.6 
Ang-(1-7) 450.6 > 784.6 
Ang A 502.2 > 740.6 
Angioprotectin 501.8 > 739.5 

MRM 分析条件：Skimmer (V): 40.0, Capillary Exit (V): 184.0, Trap Drive: 62.6, Octapole 

1 (V): 10.76, Octapole 2 (V): 2.27, Octapole RF: 300.0  

 対象ペプチドの LC 分離条件を検討した結果、逆相系カラム COSMOSIL 5C18-MS-II (Ø2.1×150 

mm）を用いて、5-25分の linear gradient条件で、図 2 に示しているように、各対象ペプチド

を分離し、良好なピーク形状が得られた。 
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図 2 各対象 RA 系代謝物の一斉 LC-MRM-MS/MS解析 

  

 本研究によって設定した分析系では、対象とする RA 系代謝物を一斉高感度分析することがで

きた。 

LOD：Ang II, Ang-(1-7): 500 fmol/mL, Angioprotectin: 1 pmol/mL, Ang A: 5 pmol/mL, Ang 

I: 10 pmol/mL 

 

（2）ラット循環血中 RA 系代謝物の検出 

 若齢（8 週齢）および加齢（40週齢）高血圧自然発症ラット SHR の循環血血漿を処理し、本

研究で設定した分析系に供した。その結果、Ang II が検出され、その濃度は若齢 SHR において

〜12 fmol/mL に対し、加齢 SHR において、〜150 fmol/mL で、高値を示した（図 3）。このこと

は、RA 系代謝物動態は、血圧亢進/加齢に相関する可能性が示唆された。 

 
図 3 若齢および加齢 SHR 循環血血漿中における Ang II の LC-MS クロマトグラム 

 

 しかし、より網羅的に長期間 RA 系動態を評価するためには、更に高感度の分析法の設定が必

要である。 

 

（3）ペプチド誘導体化法の検討 

 より高い検出感度を得られるために、各種ペプチド誘導体化法またはその組み合わせを試み

た。結果は図 4に示す。検討した誘導体化法のうち、2-picolylamine によるカルボキシル基誘

導と無水酢酸によるアセチル化の組み合わせが一番高い検出感度を示した。 
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図 4 各種誘導体化法による Ang II検出感度に対する影響 

 

 本誘導体化法を用いて、Ang II の検出限界がサブ pmol/mL であった。しかし、循環系 RA 系ペ

プチド代謝物の濃度は fmol/mL であり、少量（〜100 µL）血漿を用いる長期間に渡る観察で

は、更に高い検出感度を有する検出系が必要であ。現在、超高感度分離分析を達成するため、

イムノアッセイと組み合わせた LC-EIA 分析法の設定を試みており、本課題解決の達成を図って

いる。 
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