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原　著

中枢移行性アンジオテンシン変換酵素阻害剤投与による
ラット脳内ペプチド性物質のプロファイリング

金　澤　佐知子1）　　細　井　一　広1）　　照　井　一　史1）　　下　山　律　子1）

中　川　潤　一1）　　板　垣　史　郎1）　　早　狩　　　誠1，2）　 　

抄録　本研究は，中枢移行性 ACE 阻害剤（ACEI）による記憶保持亢進の機序を解明することである．中枢移行性 ACEI
（captopril），非中枢移行性 ACEI（imidapril）および ARB（losartan）投与ラットでの脳内ペプチドの発現変化を HPLC 法
および TOF-MS 法を用いて検索した．その結果，TOF-MS 法では，captopril 投与群で特異的に発現が亢進するペプチ
ドを多数検出できたが， その多くは質量数3,000以下であった．なお，これらの質量数はすべて一価イオンとして検出さ
れたことから，すべて物質固有の質量数を反映していた．検出した質量数は，ACE が分解する脳内ペプチド（LH-RH, 
substance P, β-neoendorphin, neuromedin B, LVV-hemorphin-7, amyloid β-protein）や insulin-regulated aminopeptidase 

（IRAP）の基質と考えられている vasopressin とは異なる値を示した．脳内には ACE や IRAP 以外にも活性中心に Zn2+

を有するメタロプロテアーゼが存在することから，今回得られた多くの質量数は，キレート形成能を有するcaptoprilに
より阻害されたメタロプロテアーゼの内在性基質の可能性がある．
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PROFILING OF RAT BRAIN PEPTIDES TREATED WITH CENTRALLY 
ACTIVE ACE INHIBITOR

Sachiko Kanazawa1），Kazuhiro Hosoi1），Kazufumi Terui1），Ritsuko Shimoyama1），
Junichi Nakagawa1），Shirou Itagaki1），and Makoto Hayakari1，2）

Abstract　This study is to be clarifi ed the mechanism（s） of memory improvement by centrally active ACE inhibitor, 
captopril. We measured the expressed peptides in the rat brain treated with centrally active ACEI （captopril）, 
non-centrally active ACEI （imidapril） and ARB （losartan） by HPLC and TOF-MS.  As the result, we detected a 
large number of substances, which highly expressed in rat brain treated with captopril, by the TOF-MS technique. 
Molecular mass （m/z） of most of the all substances was less than 3,000. Since all mass number was confi rmed as 
monovalent ions, these values refl ected in the mass number derived from the unique substance and were completely 
diff erent from mass numbers of endogenous substrates, such as LH-RH, substance P, β-neoendorphin, neuromedin B, 
LVV-hemorphin-7, and amyloid β-protein, which are cleaved by ACE, and vasopressin, which is thought as a substrate 
for IRAP in brain. However, many Zn2+-containing metalloproteases are present in rat brain. There might be those 
metalloproteases were inhibited by captopril that could form a chelate to the Zn2+ in the active center of enzyme. The 
many mass numbers obtained in this study can be also endogenous substrates for these metalloproteases.
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緒　　　言

　アンジオテンシン変換酵素（ACE; EC 3.4.15.1）
はレニンーアンジオテンシン系（RAS）において
血圧調節機構に関わる重要な酵素である1）．本酵
素の阻害剤（ACEI）は血圧降下作用を有すること
から，広く血圧降下剤として使用されていた．し
かしながら，ACEI は味覚障害や空咳などの副作
用が発現することから，現在ではアンジオテンシ
ンⅡ（Ang Ⅱ）受容体拮抗剤（ARB）が広く臨床応
用されている.
　一方，2007年に開催された米国老年医学会に
て Sink らは中枢移行性 ACE 阻害剤（captopril，
fosinopril，lisinopril，perindopril，ramipril，
trandolapril）は血液脳関門を通過しない ACEI に
比べ，認知機能低下を50％ほど遅くすると報告し
た2）．しかしながらその機序は現在まで明らかに
されていない.
　従来より記憶保持機構には脳内の海馬に強く
発現しているアンジオテンシンⅣ（Ang Ⅳ）受容
体（AT4）3，4）が記憶保持機構に深く関わっている
ことが報告されている5-8）．ヘモグロビンβ鎖よ
り産生され，かつオピオイド活性を有するLVV-
hemorphin-7（Leu-Val-Val- Tyr-Pro-Trp-Thr-
Gln-Arg-Tyr:MW=1,324） がこのAT4の内在性
リガンドであり9，10），ラット脳スライスでLVV-
hemorphin-7 や内在性リガンドである Ang Ⅳが
アセチルコリン作動性神経を活性化することが
報告されている11）．さらに LVV-hemorphin-7 や
Ang Ⅳの脳室内への投与は記憶保持を改善する
ことも報告されている12，13）.
　一方 Albiston らは，AT4 が活性中心に Zn2+を
有する insulin-regulated aminopeptidase（IRAP）
であることを明らかにした14，15）．なお，IRAP は
LVV-hemorphin-7 や Ang Ⅳにより活性が抑制
される15）．また Hayakari らは精製したラット脳
ACE による合成 LVV-hemorphin-7 の分解機構
を解析し，LVV-hemorphin-7 がラット脳内 ACE
の内在性基質である可能性を示している17）．さら
に Ang Ⅳは，ラット脳内では微量であるとされ
ている9）．これらの結果は，ACE またはペプチ
ダーゼ活性を有する IRAP は，脳内において何ら
かのペプチドを代謝調節し記憶保持機構に関与し

ていることが示唆される.
　本研究では記憶保持機構に関与するペプチド性
物質の検索を目的とし，中枢移行性 ACE阻害剤
captopril，非中枢移行性 ACE 阻害剤 imidapril，
ARB の losartan を投与したラット脳におけるペ
プチド等の発現変化を解析した.

方　　　法

１．実験材料
　Captopril は SIGMA-Aldrich 社（St．Louis，MO）
より，losartan potassiumは LKT Laboratories
社（St.Paul MN）よりそれぞれ購入した．Imidapril
は田辺三菱製薬株式会社より提供を受けた．各種
Protein Chip Arrayおよび質量校正用マーカー（分
子 量：1,084.25～6,963.52お よ び7,034～147,300）は
Bio-Rad 社（Herculs，PH）より購入した．脳内物質
抽出用ワコーゲル100C18は和光純薬株式会社より
購入した.
　脳内ペプチドの測定には SELDI Protein Chip 
System PCS4000 （Bio-Rad 社製，Herculs，PH）
を用いた．HPLC 用試薬およびその他の試薬は全
て特級を用いた．

２．実験動物
　Sprague-Dawley （SD）ラット（雄，体重250 g）
は日本クレア株式会社より購入した．飼料はオリ
エンタル酵母株式会社 Certifi ed Diet MF を用い
た．飼料は自由摂食させた．

３．RAS抑制剤による記憶保持機能亢進効果
　プラットホームの位置を学習した SDラットを，
コントロール群，RAS 抑制剤（captopril：5，10，
および 20 mg/kg，imidapril：1 および 4 mg/kg，
losartan：21および 42 mg/kg）投与群（各群 n = 5 ）
に分け，モーリス水迷路を用い，既報18）に準拠して
記憶保持能改善効果を解析した．各種 RAS 抑制
剤は毎日腹腔内投与し，コントロール群には各薬剤
の溶解液である生理食塩水を投与した.
　なお，動物実験については弘前大学医学部動物
実験委員会の承認を得て実施した.
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４．脳内ペプチド等の抽出法
　ラット脳内ペプチド等は常法により抽出を行っ
た．すなわち各ラット脳（半分）をスライスし 9
倍量の 1 %トリフルオロ酢酸（TFA）溶液を加え，
氷冷中ホモゲナイズ後沸騰水浴中10分間加熱処
理した．その後氷冷し，10,000 xg にて30分間冷
却遠心した．次に，遠心上清をあらかじめ0.1％
TFA 溶液にて平衡化した C18 カラム（2.0 x 5 
cm）に付した． 0.1％ TFA 溶液にて十分洗浄後，
0.1％ TFA を含む80％アセトニトリルでペプチド
分画を溶出した．
　溶出液を遠心濃縮乾固後，再度0.1% TFA溶液

（ml/組織重量）に溶解し，Amicon Ultra（Millipore
社製，cut off 値：10k，Billerica，MA）にて冷却遠
心し，ろ液を遠心濃縮した．次にエタノールを加え
再度濃縮操作を行った．この操作を繰り返し試料
からTFAを除去した後，試料重量と同量の蒸留水
に再溶解し HPLC および質量分析用試料とした.

５．HPLC法によるラット脳内ペプチド等のプ
ロファイリング

　HPLC 分 析は Elite LaChrom HPLCシステム
（日立）を用い以下の条件で行った．カラム; TSK-
80 （4.6 x 250 mm， TOSOH），溶離液; A液: 0.1% 
TFA 溶液 B液: 80％/アセトニトリル0.1％TFAの
2 種，グラジエント条件; 0-3分A:B=90:10，3-60分
A:B=40:60，流速; 1.0 ml/min，試料注入量; 50 μl，
カラム温度；35℃とした．ピークの検出にはDiode 
Array Detector（HITACHI L-2455）を用い，測定
波長は 230 nmとした．

６．SELDI Protein Chip Systemによる脳
内ペプチド等のプロファイリング

　ラット脳内より抽出した試料溶液50 μl に50 
mM 酢酸バッファー（pH4.5）または50 mMトリス
バッファー（pH 8.5）150 μl を加え十分撹拌した．
そのうちの150 μl を強陰イオン交換樹脂（Q10）
および弱陽イオン交換樹脂（CM10）装着Protein 
Chip Array に付し，ペプチド等をイオン交換
樹脂と十分反応させた後，各バッファーおよび
蒸留水にて洗浄し未吸着物質および塩類を除去
した．その後エネルギー吸収体（CHCA:α-cyano- 
4-hydroxycinnamic acid）をチャージし十分乾燥さ

せ SELDI Protein Chip System（型式：PCS4000）
にて測定した.

７．数値処理
　統計的評価を要する実験結果は平均値±標準偏
差で表した．多群間の比較には，一元配置分散
分析を行い，有意差が認められた場合，Dunnett
の多重比較検定を行った．統計学的解析は，IBM 
SPSS21 Statistics Base （日本アイ・ビー・エム
株式会社）を用いた．

結　　　果

１　記憶保持改善効果の解析
　記憶保持能はモーリス水迷路法にて遊泳時間の
減少から評価・解析を行った．その結果，RAS
抑制剤を投与しないコントロール群は，標的を取
り除いた翌日では記憶していたプラットホームへ
の到達が遅れたが， 2 日目以降測定日数の経過
とともにプラットホームへの到達時間は減少し，
且つ測定期日間での標準誤差値も減少し，前日の
記憶は保持されていた（図 1 ）.
　一方，RAS 抑制剤投与群において，非中枢移
行性 ACE 阻害剤imidapril（ 4 mg/kg）群および
losartan（42 mg/kg）群では，コントロールとほぼ
同様の経過をたどり記憶保持改善効果は認められ
なかった．しかしながら，中枢移行性 ACE 阻害
剤 captopril（5，10，20 mg/kg）投与群では，コ
ントロール群，imidapril 群および losartan 群に
比べ，濃度依存的に二日目以降より標的への到達
時間は減少し，測定期日 4 日目および 5 日目で
はコントロール群に対し有意（p＜0.05および p＜
0.01）に改善した（図 1 ）.

２　RAS抑制剤投与ラット脳抽出物のHPLC
によるプロファイリング
　RAS 抑制剤投与ラット脳抽出物を HPLC 法に
て解析した．その結果 captopril 投与群において
濃度依存的に発現が増加するピークは，保持時間
約26分にのみ検出され（図 2 ），他に著名な増加
傾向を示すピークを明らかにすることはできな
かった.
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３　RAS抑制剤投与ラット脳内抽出物のSELDI 
Protein Chip Systemによるプロファイリング
　ラット脳より抽出した試料について，各種イオ
ン交換樹脂が装着されている Protein Chip Array
を用い，酸性（pH 4.5）および塩基性（pH 8.5）条件
下で解析を行った．なお，本検討では，目的とす
るペプチド性物質は ACE または IRAP により分
解を受けることを想定し，これらの酵素化学的性
状から分子量を約10,000以下，且つ captopril 投
与群でのみ特異的に発現増加している物質を対象
とした．なお，発現増加の判定には，質量数をゲ
ル化した手法（Gel View 法）を用いて判定した．
　強陰イオン交換樹脂が装着されている Protein 
Chip Array（Q10）でのプロファイリングでは， 
Array との反応条件 pH 4.5で，質量数1,000～
3,000において多数の特異的なシグナルが観測
できた（表 1 ，図 3A）．一方，pH 8.5の条件で
は質量数3,000以上のシグナルが観測された（表

1 ，図 4B）．次に弱陽イオン交換樹脂が装着さ
れている Protein Chip Array（CM10）でのプロ
ファイリングでは，抽出条件 pH 4.5では特異
的なシグナルは全く出現しなかった（表 1 ）．一
方，pH 8.5では質量数3,000以下で多数のシグ
ナルが観測されたが，質量数3,000以上では特
異的なシグナルは観測されなかった（表 1 ，図
5A）．本検討で観測できた質量数について，
ACE 分解するペプチドとの質量数と比較した結
果，angiotensin Ⅰ（MW=1,296.5），bradykinin
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図 1　モーリス水迷路法により評価したラット遊泳時間に
対するRAS抑制剤の影響．

 Control； ○, captopril；10 mg/kg： □, 20 mg/
kg：■, imidapril；4 mg/kg：◇, losartan；42 mg/
kg：△. N = 5, ＊, p＜0.05 vs control, ＊＊, p＜0.01 vs 
control.

図 2　HPLCによる RAS抑制剤投与ラット脳抽出物のプ
ロファイリング．

 投与量；コントロール：A，captopril 5 mg/kg : B, 
captopril 10 mg/kg : C, captopril 20 mg/kg : D, 
imidapril 4 mg/kg : E, losartan 42 mg/kg : F
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（MW=1,060.2），LH-RH（MW=1,182.3），substance 
P（MW=1,347.6），β-neoendorphin（MW=1,100.3）, 
neuromedin B（MW=1,132.3），neuromedin C

（MW=1,120.3），LVV-hemorphin-7（MW=1,324）と
該当しなかった．また IRAP の内在性基質として
知られているvasopressin（MW：1,084.3）と該当す
る質量数も観測できなかった.

考　　　察

　近年中枢移行性アンジオテンシン変換酵素阻害
剤を服用している患者では，記憶の消失が抑制さ
れることが Sink らにより報告された2）．しかし
ながら，その機序について未だ十分な解明がなさ
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図 3　TOF-MS による RAS抑制剤投与ラット脳抽出物のプロファイリング：Gel View
 使用Array : 強陰イオン交換樹脂（Q10）, 抽出条件：pH 4.5, 測定モード：positive, m/z ; 1,000

～3,000 : A, 3,000～5,000 : B, 5,000～7,000 : C, RAS 抑制剤投与量；コントロール：a，captopril 
5 mg/kg : b, captopril 10 mg/kg : c, captopril 20 mg/kg : d, imidapril 1 mg/kg : e, imidapril 4 
mg/kg : f, losartan 21 mg/kg : g, losartan 42 mg/kg : h, ＊: 検出された質量（質量数は表 1 参照）．

表 1  Captopril 投与ラット脳で特異的に検出した質量数 

質  量  数  （m/z = MW + 1）

検出範囲          
Array : Q10 Array : CM10

pH 4.5 pH 8.5  pH 4.5 pH 8.5

 1000 ＜ 2000
 1284.9, 1512.3, 1599.1, 
 1615.8, 1848.8, 1881.6, 
 1928.1, 1976.3

N.D. N.D.  1294.8, 1439.5, 1700.6, 
 1883.3

 2000 ＜ 3000
 2086.0, 2253.7, 2357.5, 
 2453.8, 2511.0, 2538.3, 
 2553.8, 2575.8, 2650.0, 
 2690.2, 2925.4, 2940.2

N.D. N.D.  2049.9, 2067.5, 2150.3, 
 2276.5, 2541.9

 3000 ＜ 4000 3,071.00 3,494.00 N.D. N.D.
 4000 ＜ 5000 N.D. 4505.3, 4668.1 N.D. N.D.

 5000 ＜ 5,270.40 N.D. N.D. N.D.
N.D.：未検出
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図 4　TOF-MS による RAS抑制剤投与ラット脳抽出物のプロファイリング：Gel View
 使用Array : 強陰イオン交換樹脂（Q10）, 抽出条件：pH 8.5, 測定モード：positive, m/z ; 1,000～

3,000 : A, 3,000～5,000 : B, 5,000～7,000 : C, RAS抑制剤投与量；コントロール：a，captopril 5 mg/
kg : b, captopril 10 mg/kg : c, captopril 20 mg/kg : d, imidapril 1 mg/kg : e, imidapril 4 mg/kg : f, 
losartan 21 mg/kg : g, losartan 42 mg/kg : h, ＊: 検出された質量（質量数は表 1 参照）．

図 5　TOF-MS による RAS抑制剤投与ラット脳抽出物のプロファイリング：Gel View
 使用Array : 弱陽イオン交換樹脂（CM10）, 抽出条件：pH 8.5, 測定モード：positive, m/z ; 1,000～

3,000 : A, 3,000～5,000 : B, 5,000～7,000 : C, RAS抑制剤投与量；コントロール：a，captopril 5 mg/
kg : b, captopril 10 mg/kg : c, captopril 20 mg/kg : d, imidapril 1 mg/kg : e, imidapril 4 mg/kg : f, 
losartan 21 mg/kg : g, losartan 42 mg/kg : h, ＊: 検出された質量（質量数は表 1 参照）．
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れていない.
　本研究では海馬での記憶保持の解析に優れて
いるとされるモーリス水迷路法にて各種 RAS
抑制剤投与ラットでの記憶保持能の亢進効果を
解析した．その結果，中枢移行性 ACEI である
captopril は，濃度依存的に記憶保持能を亢進し
た．一方非中枢移行性かつ強力な ACEI である
imidapril，および ARB である losartan はいず
れも記憶保持能の亢進を示さず，これらの結果は
Sink らの報告2）を裏付ける結果となった（図 1 ）.
　次に captopril による記憶保持能亢進機序の解
明を目的とし,ラット脳内で captopril 投与時に発
現が亢進するペプチド性物質の検索をペプチド
の分析に適している HPLC 法ならびに高感度で
高分子量まで分析可能な飛行型質量分析計（TOF-
MS：SELDI Protein Chip System PSC4000）を用
いて各試料のプロファイリングを行った．その結
果，HPLC 法による分析では captopril の濃度に
依存して増加するピークが保持時間約26分に検
出されたが（図 2 ，B-D），その他に明らかに発現
変化を認めるピークは検出されなかった．
　次に強陰イオン交換樹脂を装着した Protein 
Chip Array では，反応条件 pH 4.5で質量数1,000
～5,500以内に発現が亢進しているシグナルを多
数確認できたが，pH 8.5では質量数3,000～5,000
以内に 3 個のみであった（表 1 および図 3 ，4）．
一方，弱陽イオン交換樹脂を装着した Array で
は,抽出 pH 4.5では全くシグナルを確認すること
はできなかったが，pH 8.5で質量数1,000～3,000
以内にシグナルを多数確認できた（表 1 および図
5 ）．また，検出したシグナルはすべて質量数が
異なることから，それぞれ固有の物質であると考
えられる．さらに，質量分析で示される質量数は
多価イオンとして示される場合があり，そのよう
なケースではシグナルが一価イオンであるか二価
イオンであるかの判定が必要とされる．今回検出
された各質量数についてイオン価数を解析した結
果，すべての質量数は一価であり，検出したシグ
ナルは個々の物質の質量数を反映していることが
明らかとなった.
　ACEは carboxydipeptidaseとしてAngⅠのC末
端His-Leuを切り離し，生理活性のあるAngⅡを産
生する．またACEは基質特異性が低く，amyloid 

β-proteinを含む数多くの生理活性ペプチドを分
解する1，17，19-23）．今回検出された質量数は ACE
の内在性基質と考えられるペプチドの質量数と
は一致しなかった．なお，ACE による amyloid 
β-protein の分解には賛否両論があり今後の研究
により明らかとなるものと思われる24）．
　一方 IRAPは，oxytocinase/placental leucine 
aminopeptidaseとも呼ばれ，oxytocinやvasopressin
を分解する酵素として知られていた24）．IRAPはペ
プチドのN末端よりアミノ酸を切り離すが，その活
性中心にZn2+を有しているメタロプロテアーゼであ
る14）．さらに活性中心にZn2+を有するメタロプロテ
アーゼとしてはmatrix metalloproteases （MMP）の
うち，MMP-2，3，9 は脳内でもっとも豊富に発現し
ていること25）やACEと類似の基質特異性を示す中
性エンドペプチダーゼが脳内では6 種類も存在して
いることが報告されている26）．従って酵素の活性中
心に存在するZn2+とキレートを形成するcaptopril
はこれらの酵素の活性を抑制することが推定され
る．今回の検討で得られた多数の物質が ACEおよ
び IRAPによって代謝調節されている可能性につ
いては，今後の構造解析の結果に期待したい．な
お，今回の検討では，脳内ACEおよび IRAPの
それぞれの内在性基質として考えられているLVV-
hemorphin-7 および vasopressinの発現変化を確認
することはできなかった．しかしながらHayakari
らはラットLVV-hemorphin-7に対する自作抗体を
用いたELISA 法にて，captopril 投与ラット全脳で
のLVV-hemorphin-7 濃度を測定した結果では，対
照群に比較し有為な上昇を認めている18）．今回用い
た分析法ではArrayに供した組織重量は数 mg 相
当であり， 検出限界以下であった可能性も考えられ，
中枢移行性 ACEIによる記憶保持能の亢進効果に
LVV-hemorphin-7 が重要な役割を演じている可能
性は否定できない.
　2007年米国老年医学会にて中枢移行性 ACE 阻
害剤による記憶力低下の予防効果が報告2）されて
以来，中枢移行性 ACEI の認知症改善効果が注目
され数多くの臨床成績が報告されている．認知症
の一種のアルツハイマー病と診断された患者にお
ける認知能力の追跡調査を行った結果，中枢移行
性 ACEI を以前から服用していた患者は，服用
していない患者に比べ，認知症の進行速度がわず
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かながら減速する傾向を示していた．さらに患者
に新たに中枢移行性 ACEI を投薬治療した結果，
服用患者らの認知能力が向上している27）.
　今回検討した内容は，中枢移行性 ACEI によ
る記憶保持能改善効果の機序を解明する上で重要
と考えられ，今後これらの物質の構造解析に期待
したい.
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