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研究成果の概要（和文）：核酸やアミノ酸配列情報から生理活性ペプチド候補を探る in silico

スクリーニングにより、既知神経ペプチドの前駆体タンパク質から産生される新しい生理活性

ペプチドを発見した。このペプチドをラットへ脳室内投与すると、用量依存的に特定下垂体ホ

ルモンの血漿濃度が上昇した。脳切片を使った結合実験により、このペプチドは脳の特定の領

域に結合することが観察された。また、同一の前駆体タンパク質に含まれる既知神経ペプチド

は正常に産生するが、新たに発見したペプチドのみを欠損するノックアウトマウスを作製した。 

 
研究成果の概要（英文）：A novel bioactive peptide was identified by in silico screening. This 

peptide was produced from a precursor protein of known neuropeptide by differential 

proteolytic processing. Intracerebroventricular administration of peptide to rats induced 

increase in plasma concentration of specific pituitary hormone. A specific binding of 

radiolabeled peptide to a section of rat brain was observed. To elucidate the physiological 

role of a newly identified peptide, mice lacking only this peptide were generated. 
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１．研究開始当初の背景 

 生理活性ペプチドは、ホルモンとして内分
泌的調節を担うだけでなく、神経ペプチドと
して、本能行動（摂食、飲水、性行動など）
や自律機能（恒常性維持）の調節因子として
機能するなど、様々な生体機能の調節におい
て幅広く重要な役割を果たしている。申請者
の所属する研究室では、これまでナトリウム
利尿ペプチドファミリー（ANP、BNP、CNP）

やアドレノメデュリンの発見により新たな
循環調節機構を、グレリンの発見により新し
い摂食・エネルギー代謝調節機構を明らかに
してきた。このように、新規生理活性ペプチ
ドの発見によって、それが関与する新しい生
体調節機構を明らかにすることが可能であ
る。 

 生理活性ペプチドの探索研究の歴史は長
く、非常に激しい競争が繰り広げられており、
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現在では多面的なアプローチにより探索が
試みられている。古くから、多くの生理活性
ペプチドは、自身が有するホルモン様活性や
オーファン G タンパク質共役型受容体の活
性化などを指標とした精製と構造解析によ
り同定されてきた。この手法により近年だけ
でも、ノシセプチン（Meunier et al., Nature, 

1995）、オレキシン（Sakurai et al., Cell, 

1998）、グレリン（Kojima et al., Nature, 

1999）、メタスチン（Ohtaki et al., Nature, 

2001）などが発見されている。また、研究代
表者自身もニューロメジン S を発見した
（Mori et al., EMBO J., 2005）。一方では、
核酸やアミノ酸配列情報から生理活性ペプ
チド候補を探る in silicoスクリーニングも試
みられ、RFアミド関連ペプチド（Hinuma et 
al., Nat. Cell Biol., 2000）やサリューシン
（Shichiri et al., Nat. Med., 2003）などが同
定されている。このように、生理活性ペプチ
ドの探索研究の成果は、国際的にも非常に高
く評価されている。 

２．研究の目的 

 多くの生理活性ペプチドは、分子量の大き
な前駆体タンパク質として生合成された後、
塩基性アミノ酸対（Arg-Arg や Lys-Arg）を
認識配列としてプロセシングプロテアーゼ
によって限定切断を受けることにより、活性
型のペプチドとして産生される。このため、
前駆体タンパク質の一次構造に含まれる塩
基性アミノ酸対部位は、新しい生理活性ペプ
チドを発見するための目印となる。これまで
の研究にて、塩基性アミノ酸対に着目して既
知神経ペプチドの前駆体タンパク質の一次
構造解析を試みたところ、ある神経ペプチド
の前駆体タンパク質に、もう 1つの新規ペプ
チド“ペプチド X”が含まれていることを見
出した（図 1）。このペプチド X は、他の神
経ペプチドに匹敵する量でラット脳に含ま
れていることは既に証明した。 

 本研究では、このペプチド Xの機能解析に
より、これが新規生理活性ペプチドであるこ
とを示し、さらにはペプチド Xが関与する新
たな生体調節機構の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）ペプチド X は脳内に存在しているが、
前駆体タンパク質の遺伝子発現分布より、視

床下部に多く存在していることが推測され
る。そこで、化学合成したペプチド Xをラッ
トの脳室内へ投与し、ラットの行動や内分泌
制御の変化を観察した。血中でのある下垂体
ホルモン濃度が顕著に増加したため、その作
用機構の解明も試みた。 

 

（２）ペプチド Xが機能するには、受容体を
介していることが推測される。そこで、受容
体を同定するための予備的検討として、放射
性物質で標識したペプチドXの結合部位が脳
に存在するかを検討した。 

 
（３）ペプチド Xの生理的役割を明らかにす
るには、遺伝子改変動物を用いた解析が必要
である。そこで、前駆体タンパク質が同一な
既知神経ペプチドは正常に産生するが、ペプ
チドXのみを欠損したノックアウトマウスの
作出を試みた。 

 
４．研究成果 
（１）1ナノモルのペプチド Xをラットの脳
室内へ投与したところ、行動の顕著な変化は
観察されなかった。しかしながら、血漿中の
各種ホルモン濃度を測定すると、特定の下垂
体ホルモン濃度の上昇が認められた。この作
用は、用量および時間依存的であり、その比
活性は同一のホルモン分泌活性を有する神
経ペプチドのそれとほぼ同一であった。次に、
この下垂体ホルモン分泌促進活性が、下垂体
への直接的もしくは間接的な作用かを明ら
かにするために、下垂体細胞の初代培養へペ
プチド Xを添加し、ホルモン濃度の測定を試
みた。しかしながら、対象の下垂体ホルモン
濃度の上昇は観察されなかったため、視床下
部弓状核に存在する特定の神経細胞を介し
た間接的な作用であることが示唆された。こ
の神経細胞の機能を無効にする薬剤の前投
与により、脳室内投与によるペプチド Xの作
用が消失することから、ペプチド Xは特定の
神経細胞の機能を介して特定の下垂体ホル
モンの血中濃度を制御していることが示唆
された。 

 

（２）ペプチド Xの受容体の分布を明らかに
することを目的として、放射性物質で標識し
たペプチドXの脳切片への結合実験を試みた。
その結果、幾つかの特定の領域で結合が観察
されたが、意外にも海馬での結合が顕著であ
った。このことから、ペプチド Xは下垂体ホ
ルモン分泌促進活性のほかに何らかの機能
を有していることが示唆された。 

 
（３）ペプチド Xの生理的役割の解明を目的
として、ペプチド Xのみを欠損したノックア
ウトマウスの作出を試みた。ペプチド Xと既
知神経ペプチドは同一の前駆体タンパク質
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【図1】既知神経ペプチドの前駆体タンパク質の
構造と予測される翻訳後修飾
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から産生される（図 1）。N末側に位置するペ
プチドXに対応する遺伝子配列を欠損させる
と結果として C 末側の既知ペプチドも欠損
されてしまう恐れがあるが、この前駆体タン
パク質の遺伝子構造を解析した結果、理論的
にはエクソン 5とエクソン 6の両方を欠損さ
せることにより、ペプチド Xだけが特異的に
欠損されることが判明した。このとおりにノ
ックアウトマウスを作製し、両ペプチドの産
生をラジオイムノアッセイにて調べたとこ
ろ、ノックアウトマウスではペプチド Xが産

生されておらず、既知神経ペプチドは野生型
マウスと同様に産生されていた（図 2）。また、
ノックアウトマウスで産生される既知神経
ペプチドの比活性は、野生型マウスと変わら
ないことを確認した（図 3）。これらの結果は、
ノックアウトマウスではペプチドXのみが欠
損しており、既知ペプチドは変わらず産生さ
れ機能していることを示している。 
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【図2】 野生型およびノックアウトマウスの同一組織
から調製した抽出物を逆相HPLCにて分離した後、
ラジオイムノアッセイにてペプチドXと既知神経ペプ
チドを検出した。
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【図2】 野生型およびノックアウトマウスの同一組織
から調製した抽出物を逆相HPLCにて分離した後、
ラジオイムノアッセイにてペプチドXと既知神経ペプ
チドを検出した。
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【図3】 Calcium-mobilization assayによる野生型（A）
およびノックアウトマウス（B）で産生される既知神経
ペプチドのアゴニスト活性の比較。既知神経ペプチ
ドの受容体を発現している細胞に、それぞれのマウ
スの同一組織から調製した抽出物を添加し、アゴニ
ストの比活性を比較した。
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【図3】 Calcium-mobilization assayによる野生型（A）
およびノックアウトマウス（B）で産生される既知神経
ペプチドのアゴニスト活性の比較。既知神経ペプチ
ドの受容体を発現している細胞に、それぞれのマウ
スの同一組織から調製した抽出物を添加し、アゴニ
ストの比活性を比較した。
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