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研究成果の概要（和文）：　エンドモルフィンは、アミノ酸４つからなる神経ペプチドである。モルヒネを凌ぐ強力な
鎮痛作用があり、痒みとの関連も非常に注目されている。しかし、未だにエンドモルフィン遺伝子は不明のままなので
ある。近年では、ゲノムから短いペプチドを見出す難しさが認識され、ペプチドを網羅的に質量分析するペプチドーム
解析にも注目が集まりつつある。こうしたなか、次世代シークエンサーを用いた網羅的解析とRNA編集を考慮した情報
処理技術の両面からの探索を試みた。結果としてエンドモルフィン遺伝子単離には至らなかった。しかし、エンドモル
フィン様ペプチド遺伝子を見出し、これに基づいた合成ペプチドはオピオイド受容体と弱く結合した。

研究成果の概要（英文）：Endomorphin-1 and -2 are neuropeptides consisting of only 4 amino acid residues. 
Various biological functions of these peptides are known, for instance analgesic activity that is 
stronger than that of morphine and a relation with itching. However, to date a precursor protein of these 
peptides has never been uncovered. Many scientists today consider that the limited information from short 
peptide sequence makes it difficult to find peptide genes by in silico genomic searches. In the present 
study, we intended to perform RNA-seq determinations combined with an in silico genomic search for the 
peptide precursor protein. We succeeded in finding an endomorphin-like peptide, although this was not 
exactly the same as endomorphins. The synthetic peptide corresponding to the endomorphin-like amino acid 
sequence has a weak binding affinity for opioid receptors.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 エンドモルフィンは、わずかアミノ酸４つ
からなる神経ペプチドである[図１]。
YPWF-NH2（アミノ酸１文字表記）のアミノ酸
配列を持つエンドモルフィン-1 と、３番目の
アミノ酸が異なる YPFF-NH2 のエンドモルフ
ィン-2が知られている。これら両方とも 1997
年に仔ウシ脳から単離され、その後ヒトでも
存在が確認された[1,2]。しかも、モルヒネを
凌ぐ強力な鎮痛作用を発揮する。最近では、
アトピー患者を苦しめる痒（かゆ）みとの関
連も非常に注目されている。2003 年のヒトゲ
ノムプロジェクトの終結により、エンドモル
フィン前駆体遺伝子の発見も時間の問題と
思われた。しかし、意外なことに、未だにエ
ンドモルフィン遺伝子は不明のままなので
ある。エンドモルフィンは短い。そのため、
ゲノム解析のための情報が限定される。この
ようなゲノムから神経ペプチドを見出す難
しさが認識され、近年では組織中のペプチド
を網羅的に質量分析で解析するペプチドー
ム解析などにも注目が集まりつつある。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１	
 受容体(左)とエンドモルフィン-1(右)	
 

エンドモルフィンの受容体は Gタンパク質共役型
受容体（µオピオイド受容体）である。	
 

	
 
[1] Zadina J.E. et al., Nature, 386, 499-502 
(1997). [2] Hackler L. et al., Peptides, 18, 
1635-1639 (1997).	
 
 
２．研究の目的 
	
 
	
 本申請研究の目的は、未だに見つかってい
ないエンドモルフィン遺伝子を見出すこと
である。エンドモルフィンのようなペプチド
は前駆体として転写翻訳される[図２]。そし
てそのタンパク質ハ酵素処理により短い活
性型のペプチドへと切断されることにより
生じる。申請者は最近、エンドモルフィン類
似の前駆体遺伝子の存在に気がついた。これ
より「ゲノム中に遺伝子が見つからないのは、
酸化ストレスなど特殊条件の下で、mRNA が転
写後の修飾、すなわち RNA 編集を受けてエン
ドモルフィン遺伝子が完成するからだ」と思
い至った。そこでこの証明に挑戦する。さら
に、神経ペプチド遺伝子の特徴として未同定
の神経ペプチドも同時にコードされる可能
性が非常に高く、本研究の新規鎮痛薬および

抗痒薬開発に対する影響は計り知れない。	
 
 
３．研究の方法	
 
	
 
	
 本研究では、アミノ酸配列が分かっている
にも関わらず、今なお不明のままのエンドモ
ルフィン前駆体遺伝子の探索に挑戦する。前
駆体が見つからないのは、エンドモルフィン
は特殊条件下で RNA 編集を受け発現するから
だと考えた。そこで、次世代シークエンサー
を用いた最新の網羅的塩基配列解析実験と	
 
RNA 編集を考慮した情報処理技術によるゲノ
ム解析の両面から探索を実施した。これらの
結果を双方でフィードバックすることによ
り、エンドモルフィン前駆体遺伝子を見出し、
さらに、これらを通じて、短いペプチド遺伝
子を的確に予測する、新規プログラムの開発
を期待した。本研究の遂行にあたり、行った
実験研究方法は次の通りである。	
 
	
 
(1) マウス脳からの mRNA 抽出	
 

	
 
	
 マウス脳を顕微鏡下で解剖し、脳を液体窒
素で凍結した。凍結した脳試料は、-80℃で
保存した。こうして得られた脳試料を用いて、
mRNAを抽出した。RNA抽出には、promega社	
 SV	
 
Total	
 RNA	
 Isolation	
 System を用いた。実験
はプロトコールに従い行った。	
 
	
 
(2)	
 データベース検索	
 
	
 
	
 データベース検索は、ヒト EST データベー
スについて、エンドモルフィンペプチドと期
待される全てのペプチド（KYPFFG、KYPWFG、
RYPFFG、RYPWFG、RYPFFG、RYPWFG）に相当す
る全ての塩基配列（AARUAYCCNUUYUUYGG、
AARUAYCCNUGGUUYGG 、 AGRUAYCCNUUYUUYGG 、
AGRUAYCCNUGGUUYGG 、 CGNUAYCCNUUYUUYGG 、
CGNUAYCCNUGGUUYGG）について検索すること
により実施した。	
 
	
 

(3)	
 cDNA クローニング	
 

	
 
	
 得られた RNA は、ゲノム支援による次世代
シークエンサーによる網羅的解析に用いた。
エンドモルフィン前駆体遺伝子の cDNA クロ
ーニングには、ヒトデータベース検索による
結果であったため、Invitrogen 社より購入し
た human	
 kidney	
 cDNAs,	
 human	
 adult	
 brain	
 
cDNA	
 library,	
 and	
 human	
 embryo	
 brain	
 cDNA	
 
libraryの3種を用いた。これを鋳型として、
データベース検索により得られた断片の塩
基配列を元に PCR を行った。さらに、これに
より得られた cDNA 配列の全長を明らかにす
るため RACE 法を実施した。	
 
	
 
(4)	
 ペプチド合成	
 
	
 
	
 cDNA クローニングにより明らかになった
ペプチドを合成した。化学合成には、手動

 



 

 

Fmoc 固相ペプチド合成法を用い、樹脂に結合
したペプチドのアミノ基を HBTU/HOBt で活性
エステルとし、Fmoc 基でアミノ末端を保護し
た Fmoc アミノ酸をカップリングさせること
でペプチド鎖の伸長を行った。合成したペプ
チドの樹脂から切断には、常法に従い
Reagent	
 K を用いた。	
 
	
 
(5)	
 飽和結合試験	
 
	
 
	
 合成ペプチドのオピオイド受容体に対す
る結合活性を確認するため、細胞で発現した
μオピオイド受容体を用いた。[3H]DAMGO を
用いた飽和結合試験を実施した。アラニンス
キャン点変異受容体と各濃度の放射標識さ
れた[3H]DAMGOをbinding	
 buffer中で混合し、
25℃で 1.5 時間インキュベートした。非特異
的な結合は過剰量のエンドモルフィンを
[3H]DAMGO と供に加えることにより調べた。
その後、遊離の[3H]DAMGO はセルハーベスタ
ーを用いてグラスフィルターに受容体を結
合させることにより取り除いた。	
 

	
 
(6)	
 競合結合試験	
 
	
 
	
 合成したペプチドリガンドの[3H]DAMGO の
受容体結合を阻害する能力で合成ペプチド
リガンドの受容体への結合性を評価した。ま
ず、合成ペプチドリガンドを[3H]DAMGO と共
に binding	
 buffer 中で混合し、インキュベ
ートした。その後、遊離の[3H]DAMGO セルハ
ーベスターを用いてグラスフィルターに受
容体を結合させることにより取り除いた。化
学物質の IC50 値（[

3H]DAMGO の受容体結合を
50%阻害する値）はプログラム Prism により
算定した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図２	
 オピオイドペプチド前駆体の遺伝子構造	
 

神経ペプチドは前駆体として遺伝子にコー
ドされ、翻訳後に切り出される。複数のペ
プチドがコードされる場合が多い。	
 

	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
(1) 次世代シークエンサーを用いた最新の網
羅的塩基配列解析実験	
 
	
 

	
 エンドモルフィンが高発現している脳中
枢神経系の RNA を網羅的に解読する RNA シー
クエンス解析(RNA-seq)した。そのために「ゲ

ノム支援」の「大規模ゲノム情報生産及び研
究リソース構築支援活動」に応募した。これ
は、文部科学省科学研究費新学術領域研究
（研究領域提案型）『生命科学系３分野支援
活動』が終了後、科学技術学術審議会で継続
した活動が認められている研究支援活動で、
平成 26 年度の公募は 4月に行われた。なお、
この応募には科研費の採択決定が条件にな
っている。応募の結果、無事に採択された。	
 
	
 なお、RNA のソースとしては、実際にペプ
チドが単離されたウシを福岡県食肉センタ
ーから購入することも検討した。しかし BSE
による影響で脳の焼却処理が義務づけられ
ており難しい。そこで、手に入れやすく、既
存データベースとの比較が容易なマウスを
用いた。脳の部位としては、生まれたばかり
の新生仔の脳を用いた。これまで、脳の各部
位でのエンドモルフィンの免疫応答が報告
されている。しかし、いずれからもマウスで
は現時点では遺伝子およびペプチドの単離
が報告されていないため、脳の全部位を用い
ることとした。こうした実験は、次世代シー
クエンサーによる網羅的シークエンスによ
り可能であった。	
 
	
 
(2)	
 塩基配列解析結果のゲノム上へのマッ

ピング	
 
	
 
	
 上記(2)の解析結果をゲノム配列上にマッ
ピングし、シークエンス結果との一致、不一
致を詳細に解析した。なお、この解析も「ゲ
ノム支援」による「大規模ゲノム情報生産及
び研究リソース構築支援活動」で実施した。
多数の遺伝子の RNA があったが、目的とする
エンドモルフィンに 100％一致する配列は検
出されなかった。	
 
	
 
(3)	
 既存データベースからのエンドモルフ

ィン遺伝子探索	
 
	
 
	
 既存のヒト EST データベースより、エンド
モルフィン前駆体遺伝子の探索を行った。検
索した塩基配列は、研究方法で述べた通り全
ての可能性を網羅した。当然ながら多数の配
列がヒットした。それらを詳細に解析し、ペ
プチド前駆体遺伝子として転写されている
可能性がある遺伝子、すなわち、塩基性アミ
ノ酸領域とアミド化配列を複数持つと配列
が見つかった。この配列にはシグナル配列様
の翻訳領域もあり、発現している可能性が高
いと考えられた。	
 
	
 
(4)	
 RT-PCR および RACE 法によるエンドモル

フィン前駆体遺伝子の cDNAクローニング	
 
	
 
	
 上述の(3)で見つかった配列の塩基配列断
片および全長塩基配列を取得するため PCR と
RACE 法を行った。まず、得られた配列を元に
プライマーを設定し、断片配列を取得した。
その結果、データベース解析で得られた配列



 

 

そのものではなく、類似の配列が複数取得さ
れた。しかし、エンドモルフィンそのものの
配列を持つ配列は無く、データベース検索で
見つかったエンドモルフィン塩基配列と一
塩基異なる配列が取得された。その結果、ア
ミノ酸配列がエンドモルフィンと一アミノ
酸異なることが判明した。しかし、得られた
配列にはシグナル配列が存在し、生体内でペ
プチド遺伝子前駆体として分泌されている
可能性が非常に高いと考えられた。そこで、
このペプチド配列を化学合成し、オピオイド
受容体に対する結合試験を実施した。	
 
	
 
(5)	
 合成ペプチドのオピオイド受容体に対

する放射リガンド競合結合試験	
 
	
 
	
 ペプチド合成は、Fmoc 手動固相合成で実施
した。ペプチドを HPLC で精製し、結合試験
に用いた。その結果、μオピオイド受容体に
結合するものの、その結合能は非常に弱いこ
とが判明した。しかし、このペプチドが生体
内で発現している可能性は高いと考えられ、
今後の検討が必要であると考えられた。	
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