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研究成果の概要（和文）：好中球活性化ペプチドの二量体アナログの開発を目的に、受容体の２

つのサブタイプに選択的なアゴニスト及びアンタゴニストの二量体を合成した。合成した二量

体アゴニストは、２つのペプチド間の距離が短いほど高い生物活性を示した。また、ヘテロ膜

貫通ペプチドとして、３つの FPR サブタイプの第 4 膜貫通ドメインをヘテロに架橋した。好

中球の活性酸素放出能で評価したところ、活性酸素産生をプライミングすることを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：Dimeric agonists and antagonists specific for the subtypes of human 
neutrophil receptors were synthesized by solid phase method.  The activities of dimers 
exhibited cross-linker length dependences.  Hetero-transmembrane peptides were also 
prepared and were showed priming activities for human neutrophils. 
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１．研究開始当初の背景 
GTP 結合タンパク質と結合して情報を伝達
する７回膜貫通型受容体は、他の受容体と比
べ、伝達する情報の種類やタンパク質の数か
らみて膨大なファミリーを形成しているが
機能構造は未解明のままであった。これらの
レセプターは一般的に複数のタンパク質が
会合して機能を調節していると考えられて
いるが、作動薬・拮抗薬の結合と受容体会合
の関連は明らかになっていない。この膜貫通
部ペプチドを化学合成し、fMLP 受容体活性
化を評価した。得られた膜ドメインをヒト好
中球と相互作用（受容体タンパク質の会合）

した後、アゴニストペプチドにより受容体を
活性化させたところ、第 4 膜貫通ドメインを
投与した場合のみ、アゴニスト単独投与より
も著しく高い活性酸素放出作用が発現され
た。受容体会合が活性化に必須な場合、膜ド
メインペプチドの添加は受容体会合を妨げ
ると考えられるため、受容体の不活性化を引
き起こされると予想していた。全く異なる結
果を与えた今回の研究から、FPR 受容体は、
会合することなしに活性を調節している、あ
るいは膜ドメインペプチドの添加が異なる
受容体タンパク質会合を起こし、受容体活性
を増強した、膜ドメインが偶然受容体のリガ
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ンド結合部位と相互作用し、シグナル伝達も
しくは受容体のアップレギュレーション誘
導したことが考えられた。 
 
２．研究の目的 
これまでに好中球遊走ペプチドの二量体ア
ナログの合成と受容体タンパク質の二量体
構造を調節する膜貫通ペプチドの合成とそ
れぞれの生物活性研究を行ってきた。その中
で、膜タンパク質の機能を調節できる７回膜
貫通型受容体の膜貫通領域由来ペプチドの
開発に成功した。これは好中球に投与するこ
とで好中球の生物活性を飛躍的に増強でき
る優れたペプチドであった。 
 今回、これらの成功をふまえ、好中球機能
を増強する膜貫通ペプチドの二量体、及びア
ゴニスト・アンタゴニストの二量体ペプチド
を化学合成し、これらの機能調節を調べた。
特に以下の 2 点を検討した。 
(1)二量体膜貫通ペプチドによる受容体タン
パク質会合の調節と生物活性への影響 
(2)二量体アゴニスト・アンタゴニストと二量
化受容体との二量化相互作用の解明 
 
３．研究の方法 
 本研究は以下の３つの実験系によって実
施された。すなわち、架橋剤の開発、ペプチ
ドのデザインと化学合成、生理活性評価であ
る。架橋剤の開発では、目的とする二量体ペ
プチドの溶解と生物活性を考慮した架橋剤
の開発をおこなった。ペプチドのデザインと
化学合成では、二量体アゴニストとアンタゴ
ニストの合成、及び、受容体タンパク質膜貫
通ドメインの二量体をおこなった。生理活性
評価では、ヒト好中球における二量体ペプチ
ドの生理活性について、架橋鎖長依存性及び
受容体サブタイプ選択制の評価、及び、受容
体膜貫通ペプチドの受容体会合に及ぼす効
果を検討した。 
 ホルミルペプチド受容体のアゴニスト及
びアンタゴニストの二量体では、架橋剤の選
択は生理活性だけでなく溶解度に大きな影
響を与える。今回は水溶性で且つ生体膜との
相互作用の容易な架橋剤を新規に開発した。
今回母体となる遊走ペプチドアゴニスト・ア
ンタゴニストには、ヒト好中球に存在する受
容体サブタイプを選択できるそれぞれ２つ
のペプチドを用いた。具体的に FPR1 サブタ
イプに選択的なアゴニスト fMLP と FPRL2 サ
ブタイプ選択的アゴニスト WKYMVM、アンタゴ
ニストにはそれぞれ、Boc-FLFLF と WRW4 であ
る。受容体膜貫通ペプチドの開発では、fMLP
受容体の膜貫通部ペプチドをホモもしくは
ヘテロに二量化したペプチドを化学合成し、
fMLP 受容体活性化を評価した。膜貫通領域の
推定は疎水親水プロットにより行った。膜ド
メインのアレンジメントを保つため、C 末端

領域に親水性タグを付加した。各サブタイプ
の膜貫通ペプチドペプチド合成は、迅速かつ
高効率な固相合成法を利用した。一般に膜貫
通ペプチドは、疎水性かつ嵩高いアミノ酸か
ら構成されているため、反応性に乏しく、ま
た、ペプチドの伸長に伴い、ペプチド同士の
会合性のため、合成が困難である。 
 生理活性は、ヒト好中球及び分化させたヒ
ト白血病細胞 HL-60 での cytochrome C 法に
よる活性酸素生成、ボイデンチャンバーによ
る遊走活性、Fura-2 を用いた細胞内カルシウ
ム濃度変化について評価した。 
 
４．研究成果 
ヒト白血球の主成分である好中球に対する
遊走ペプチドの二量体アナログの開発を目
的に、アゴニスト・アンタゴニストの二量体
を合成した。WKYMVM の二量体(Trp-Lys-Tyr- 
Met-Val-Met-(Gly)n-Cys)2 (n=0-3)において
は、２つのペプチド間の距離が短いほど高い
細胞内カルシウム濃度変化を引き起こした。
また、二量化したペプチドが FPR2 サブタイ
プ選択性を保持していることも確認された。 
 一方、アンタゴニスト二量体としては、代
表的アゴニスト Boc-FLFLF と WRW4 のそれぞ
れのジスルフィド架橋二量体の合成をおこ
なった。その結果、Boc-FLFLF のダイマーは、
架橋鎖長に依存して生物活性が変化し、特に
架橋鎖長の最も短いペプチドで最大活性を
示した。さらに、アンタゴニスト Boc-MLP と
相当するアゴニスト fMLP の至適鎖長を比較
したところ、アゴニストとアンタゴニストで
異なっていることがわかった。このことから
アゴニストとアンタゴニストの結合様式が
異なることが示唆された。 
 さらにヘテロ受容体タンパク質構築を検
討した。今回、ヘテロに二量化した受容体間
の相互作用を検討する目的で、ヘテロ膜貫通
ペプチドの開発をおこなった。ヒト好中球の
活性酸素放出能で評価したところ、二量体処
理のない細胞と比較して約２倍の活性酸素
を放出することを見いだした。 
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