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研究成果の概要（和文）：補体反応の過程で生成されるアナフィラトキシン C5a は極めて

強力な起炎因子であり、好中球や血管内皮細胞を刺激活性化してサイトカインを放出させ、

サイトカインストームを引き起こす。アナフィラトキシン C5a により惹起されるこれら

重篤な炎症性病態の全容を解明するために、C5a に対する阻害ぺプチドを、相補性ぺプチ

ド創出技術を用いて創出した。C5a 相補性ペプチド AcPepA の効果をラット脳虚血再灌流

モデルで検討したところ、AcPepA を投与した群はクリニカルスコアを有意に抑制した。

研究成果の概要（英文）：C5a anaphylatoxin is considered to be an effective target for 
treatment of hyperinflammation since C5a stimulates neutrophils and endothelial cells, 
then generation of tumor necrosis factor alpha (TNFα) and other inflammatory cytokines. 
To clear how C5a induces to serious inflammatory responses, we generated C5a inhibitory 
peptides with an evolutionary computer program that generates complementary peptide 
(C-pep) sequences. We showed that a novel C5a C-peptide, AcpepA significantly improved 
an injury score compared to PBS control on rat model with brain ischemia and reperfusion 
injury.
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１．研究開始当初の背景
マイナスストランドDNA から読まれたとし
た時のペプチドをアンチセンスペプチド
（ASP）と呼ぶが、この ASP は本来のペプ
チド（センスペプチド：SP）と相互反応をす
ることが Blalock(1983)により提唱されてい

ることに注目し、SP/ASP の反応概念を導入
してコンピュータプログラム ANTIS を作成
した。この ANTIS により、任意のタンパク
質内あるいはぺプチド間での相互反応部位
が自動的に検出可能となった。さらに、
ANTIS により同定される標的部位を用いて、
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標的ペプチドに反応性を持つと予測される
相補性ペプチドを設計する相補性ペプチド
設計プログラム MIMETIC を開発した。
我々は、この ANTIS および MIMETIC を
用いて、任意のタンパク質、例えばトロンボ
モジュリンや ProCPR、HIV レトロウィルス
の逆転写酵素などのタンパク質に対する機
能阻害活性のある相補性ぺプチドを高い効
率ですでに創成している。さらにアナフィラ
トキシン C5a に対するモノクローナル抗体
が敗血症モデル動物に対する治療効果を発
揮することが報告されているので、我々はヒ
ト C5a 阻害ペプチド AcPepA を、相補性ぺ
プチド創出技術を用いて創成した。AcPepA 
はカニクイザルでのエンドトキシンショッ
クや新生児ブタでの CLP 敗血症に対して高
い救命効果や延命効果を発揮することを確
認できた。それらの動物実験での解析結果よ
り AcPepA の投与による効果は、敗血症の後
期産物として知られる HMGB1 や MIF な
どの炎症性サイトカインの産生を強力に抑
制することが相乗的に働いている事も判明
した。

２．研究の目的
相補性ぺプチド創出技術は我々が開発した
相補性ペプチド設計コンピュータプログラ
ム MIMETIC を活用して任意の標的ぺプチ
ドに結合するぺプチドである相補性ぺプチ
ドを創出する技術である。補体反応の過程で
生成されるアナフィラトキシン C5a は極め
て強力な起炎因子であり、フェントモルのオ
ーダーで好中球や血管内皮細胞を刺激活性
化して TNFα,HMGB1,MIF などのサイト
カインを放出させ、サイトカインストームを
引き起こす。アナフィラトキシン C5a によ
り惹起されるこれら重篤な炎症性病態の全
容を解明するために、ラットの C5a や副次
的に産生される HMGB1, MIF などの起炎
因子に対する阻害ぺプチドを相補性ぺプチ
ド創出技術を用いて新たに設計創出して、こ
れらの炎症阻害ペプチドの効果をエンドト
キシンショックや回盲部結紮穿孔(CLP)敗血
症モデルなどを含む全身性炎症反応症候群
（SIRS）病態を動物実験モデルを用いて解析
し、アナフィラトキシンや他の起炎因子のヒ
ト SIRDS 病態への関与とその制御を目的に
解析する。

３．研究の方法
（1）ラット遺伝子組み換え C5a の作製
ラット肝臓から mRNA を抽出し、ｃDNA ラ
イブラリ作成後、RT-PCR で C5a 及び
C5adesArg を増幅した。PCR-product をク
ローニングベクターに組み込み、大腸菌に形
質導入をして、クローニングを行い、遺伝子
配列を決定した。最後に発現ベクターに組み

替えを行い、大腸菌に形質転換、培養させコ
ロニーを採取し、目的の発現ベクターを得た。
（２）ラット C5a レセプターの発現解析
ラットの好中球・好塩基球様の培養細胞で、
C5a 受容体（C5aR と C5L2）が発現しているか
どうかを RT-PCR で検討した。細胞株は Shay
と RBL-2H3 細胞を用い、これらの細胞から
mRNA を採取後、RT-PCR を行った。
（３）ラット組織における C5a 受容体の発現
ラットの各臓器からmRNAを取り出し、RT-PCR
後、電気泳動を行った。
（４）脳虚血再潅流モデルにおける C5a 阻

害ペプチドの効果
脳虚血再潅流モデルはラット中大脳動脈閉
塞再潅流モデルを用いた。まず、Sprague 
Dawrey Rat 6w(♂)を２％イソフルラン麻酔
下に置き頸部正中切開し、迷走神経の保存に
留意しつつ右頸動脈分岐部に達した。右総頸
動脈を血管クリップではさみ、外頸動脈を切
断し、 そこから逆行性に内頸動脈へ塞栓糸
を挿入した。先端が中大脳動脈分岐部に至っ
たところで 挿入部を結紮し、塞栓糸を固定、
CCA のクリップを外し、創部を縫合した。次
いで、再灌流は、1時間後(Mild ischemia)
または 1.5 時間後(Severe ischemia)に、塞
栓部位を解放し血流を再開し、再灌流直前に
AcPepA(4mg/kg)を尾静脈より投与を行った。
コントロールは Saline i.v.群とした。術後
7日目に運動機能評価を行った。

４．研究成果
（1）ラット遺伝子組み換え C5a の作製
ヒトの C5a 阻害ペプチド AcPepA を相補性ペ
プチド創出技術を用いて創出しており、C5a
活性阻害示すことを確認して来た。そこで、
このヒト C5a阻害ペプチドがラット実験系に
おいて、抗炎症作用を発揮できるかを検証し、
さらにラットC5aの活性を阻害できる相補性
ペプチドを新たに設計して、抗炎症作用の基
礎的な作用機序の解明ことを試みた。まず、
C5a 相補性ペプチドのラット C5a への結合性
を調べるために、大腸菌発現系を用いて遺伝
子組み換えラット C5aを作製することを試み、
発現ベクターを構築した。
（２）ラット C5a レセプターの発現解析
次にラットC5aの機能阻害活性を解析するた
めに、ラット好塩基球細胞株 RBL-2H3 及び顆
粒球細胞株 Shay における C5a レセプターの
発現を調べたところ、共に C5a レセプターが
発現していることが分かった(Fig.1a)。次に
ザイモザンで処理したラット血清を用いて
RBL-2H3 細胞に刺激を加えてみたが、未処理
の細胞を大きな変化はなかった。RBL-2H3 細
胞上の C5aレセプターの発現があまり強くな
いのが原因と考えられたので、細菌感染時に
C5a レセプターの発現が増強するのではない
かと考え、LPS で Shay 及び RBL-2H3 細胞を刺



激したところ、C5a レセプターの発現が増強
されることが明らかとなった(Fig.1b)。また、
ウイルス感染モデルとしてpoly-ICで刺激を
行ったところ、LPS と同様に C5aR 及び C5L2
の両 C5aレセプターの発現が増強されること
が明らかとなった。

（３）ラット組織における C5a 受容体の発現
C5a 阻害ペプチドがラット実験系におい

て、抗炎症作用を発揮できるかを検証するた
め、まず、ラット組織における２つの C5a 受
容体の発現を RT-PCR で行った。C5aR は、
Spleen と Thyroid で主に発現している一方、
C5L2 は Spleen, Kidney, Testis, Thyroid,
Large intestine,Blood,Lungで発現している
ことが確認できた(Fig.2)。

（４）脳虚血再潅流モデルにおける C5a 阻害
ペプチドの効果

合成した C5a相補性ペプチドの阻害活性が
脳疾患における代表的なモデルであるラッ
ト脳虚血再灌流モデルで有効であるかどう
かを検討した。C5a 相補性ペプチド AcPepA
を投与した群はクリニカルスコアを有意に
抑制した(Fig.3)。また、延命効果も見られ
た。しかしながら、TNF、MIF、IL-1、IL-6 等
のサイトカインを蛍光ビーズ法により測定
したところ、差は見られず、ELISA 法で測定
した HMGB1 も同様であった。さらに脳の組織
学的評価を H.E 染色および Kluver-Barrera
染色で行ったが、正常ラット脳と比較すると
脳虚血再灌流ラットにおいて虚血性変化は
起こっているもののC5a相補性ペプチド投与
群においてその変化が減弱していることは
確認できなかった。
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