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研究成果の概要（和文）： タンパク質のあるものは、切断や修飾を受けてペプチドに変換され、

ホルモンや神経ペプチドとして機能する。この変換反応はプロセシングと呼ばれ、一連の酵素

により組織特異的に誘導されるため、ゲノム解析やプロテオーム解析では予測はできない。本

研究では、我々が開発したペプチドーム解析法を活用し、多数のペプチドを生体内の状態で同

定することによりプロセシングの実態を明らかにし、前駆体タンパク質より生成するペプチド

を推測可能とする基本技術を構築した。 
 
研究成果の概要（英文）： Some proteins are post-translationally converted to peptides, 
which in turn function as hormones and neuropeptides. This conversion reaction is called 
“processing”, and tissue-specifically performed by a set of processing enzymes. Peptides 
generated from the same precursor protein are often different in each tissue, and hard to 
predict from genome information. In this study, we prepared intact peptides from 
endocrine-type tissues and cells, and comprehensively identified them by a renovated 
peptidomic technology.  Based on accumulated peptide data of these cells and tissues, we 
provide a principal approach to deduce a processing pathway of a particular precursor 
protein as well as peptides generated from the protein in target cells or tissues.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生体はその恒常性を維持するため、多重
かつ精密な細胞間、組織間の情報伝達・制御
機構を構築している。ペプチドは神経系、内
分泌系、神経内分泌系のみならず、循環器系、

免疫系、血球系などにおいても情報伝達・制
御物質として機能し、生体調節で不可欠な物
質である。しかし、哺乳類の細胞や組織に存
在するペプチド濃度は極めて低く、例えば脳
組織では、ペプチド総量としてタンパク質の



1/1000 以下しか存在しない。また、ペプチド
はタンパク質分解酵素により容易に分解を
受ける上に、タンパク質の代謝的分解により
生ずる「分解ペプチド」が細胞内には多量に
存在する。これらは、前駆体タンパク質より
能動的に切断、修飾（両者をあわせてプロセ
シングと呼ばれる）を受けて生成する「内在
性ペプチド」と区別できないため、生体内に
おけるペプチドの実態は正確には把握でき
ていなかった。 
(2) 我々はオピオイドペプチド類、ニューロ
メジン類、ナトリウム利尿ペプチド類などの
生理活性ペプチドの発見を通じて、組織に内
在するペプチドやタンパク質の分解を抑制
する抽出法、再現的なペプチド画分濃縮法な
どを開発してきた。この方法を基盤に、組織
よりペプチドを抽出し、規格化した 2次元高
速液体クロマトグラフィーで分離し、タンデ
ム質量分析計にて解析後、物理化学的性質を
基準に情報を収録するデータベースの構築
法を開発してきた。本法を脳組織に適用して
データを収集したが、同定ペプチドの大半は
分解ペプチドと推定され、生体内ペプチドの
実態の解明には程遠い状態であった。一部の
前駆体タンパク質では、プロセシング経路が
組織毎に異なることが示されているが、これ
は主に抗体を用いた解析であり、前駆体タン
パク質の抗体認識部位周辺に限られた情報
であった。 
(3) これらの問題点を解決する方法として、
ペプチドーム（対象組織、細胞、体液などに
存在するペプチド総体）解析が有用と考えら
れ、血液、脳脊髄液などに含まれるペプチド、
昆虫や軟体動物などの神経節や特異的細胞
群のペプチドの解析を、世界の研究グループ
が報告していた。しかし、その対象はペプチ
ド含有濃度が極めて高い特異例などが大半
で、哺乳類組織中のペプチドとは解析の困難
度が大きく異なっていた。哺乳類組織のペプ
チドーム解析を実施しているのは我々とス
ウェーデンのグループのみで、後者は疾患へ
の適用を中心課題とし、プロセシング解析に
は積極的に取り組んでいなかった。 
(4) 生体内の多数のタンパク質より生成す
るペプチド情報を正確に入手し、データベー
ス化できれば、その情報を普遍化してタンパ
ク質が各組織でのどの様なプロセシングを
受けペプチドに変換されるかを予測でき、生
理活性ペプチドの発見、構造と機能の関連や
生理的意義の解明、ペプチド医薬品の開発な
どに極めて有用と期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が開発してきたペプチド
精製・構造決定、ペプチドーム解析技術など
を、ペプチド類が豊富に存在、機能している
下垂体、副腎、膵臓、胃、腸管、甲状腺、心

房などに適用し、各組織について 1000 ペプ
チド程度の構造解析を行い、組織に内在する
ペプチド基本情報を収集してカタログ化す
ることを第一の目標とする。これらの内分泌
系組織やペプチド産生組織の解析で、分解ペ
プチドが排除できず内在性ペプチドのと識
別が困難である場合は、内分泌細胞系などに
由来する細胞株、初代培養細胞を用いてペプ
チドーム解析を行い、標的組織や細胞が産生
するペプチドを同定し、その実態を明らかに
する。 
 次に性質の異なる組織や細胞を選択し、ペ
プチドホルモン前駆体、分泌顆粒含有タンパ
ク質を対象に、精度、同定効率を上げたペプ
チドーム解析を行い、標的タンパク質に由来
するペプチド同定数を増加させる方法を開
発する。また、組織ごと、あるいは細胞ごと
に得られたデータを整理し、各組織における
内在性ペプチドの存在様式、プロセシング経
路の相違を明らかにする。これらの情報を総
合し、一次構造に対する切断指向性をスコア
化し、切断点の予測やその確率を評価するア
ルゴリズムの開発を行うことを最終的な目
標とする。また、プロホルモン変換酵素以外
による切断を検討し、共通した切断構造が見
出せれば、抗体などを用いて切断、生成の確
認を行う。一方、これらのペプチド情報は不
可避的に様々なタンパク質の分解ペプチド
などを含むため、タンパク質、ペプチドの分
解経路や分解系酵素についても検討を加え、
分解反応の共通点を見出す。以上の成果を活
用し、各組織における前駆体タンパク質のプ
ロセシング経路を予測可能とし、内在性分子
に基づくペプチドの生理機能の解明、新規生
理活性ペプチドの発見、ペプチド分解の抑制
を可能とし、ペプチド医薬品の開発などに貢
献する。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット組織のペプチドーム解析 
①組織灌流による血液・血球成分の除去：組
織のペプチド総体（ペプチドーム）の解析で
は、ヘモグロビンなどの血液・血球成分に含
まれるタンパク質由来ペプチドが多数観測
される。生理的食塩水などを灌流し、血液・
血球成分を除去する方法を検討した。 
②組織ペプチドの抽出：灌流後、下垂体、副
腎、膵臓、胃、腸管、甲状腺、心房を収集し、
加熱処理によりタンパク質分解酵素を失活
させた。確立した方法論に従い、各組織の抽
出物を C18 逆相カラムで脱塩、濃縮し、ゲル
ろ過高速液体クロマト（HPLC, G2000SWXL, 東
ソー）で分離し、対象とする分子量 6000 以
下のペプチド画分を調製、凍結保存した。下
垂体については、前葉と中後葉に分離した解
析も行った。 
③ペプチド画分の分離と構造解析：ゲルろ過



分離ペプチド画分の各画分、あるいは陽イオ
ン交換液体クロマト（LC）(pH 3.8)での分離
後の各画分について、逆相ナノ LCで分離し、
Proteomics 4700 あるいは 4800, LTQ 
Orbitrap XL などのタンデム質量分析計によ
る構造解析を行い、ペプチドを同定した。必
ずしも陽イオン交換 LCを行わなかったため、
本研究では電荷等のパラメーターを基本情
報としなかった。LTQ Orbitrap XL で行った
解析では、質量分析計の分解能は 15000 で設
定し、Data-dependent モードで取得した
MS/MS スペクトルは Mascot Distiller を用い
て一価への換算を行い、適切なデータベース
を用いて Mascot 検索をおこなった。構造推
定されたペプチドの内、Identity threshold
（>95％）を超えたペプチドについて、同定
と判断した。 
(2) 培養細胞上清のペプチドーム解析 
①初代培養細胞培養上清の解析：副腎髄質に
ついて初代培養細胞を作成した。非接着細胞
を除去し、十分洗浄後、一定時間（3～6時間）
静置し培養上清を回収した。逆相固相抽出後、
ゲルろ過 HPLC で分離し、ペプチド画分につ
いて上述の構造解析を行った。 
②神経内分泌系細胞株の分泌ペプチドーム
解析：分泌顆粒を含む細胞株について検討を
行った。コンフルエントになった細胞を十分
に洗浄し、一定時間静置後の培養上清、各種
刺激後の培養上清の回収した。ペプチドを逆
相固相抽出後、ゲルろ過 HPLC にて分離し、
分子量 1000-6000 のペプチド画分を回収し
た。逆相ナノ液体 LC にて分画後、ペプチド
の構造解析を行った。特に、甲状腺髄様癌由
来細胞株 TT（C細胞由来）について集中的な
解析を行った。 
(3) 標的タンパク質に対するペプチドデー
タ収集効率の上昇 
①多量に存在する前駆体タンパク質由来の
ペプチドが、微量ペプチドの同定を強く阻害
する。そこで、微量ではあるが存在が確実な
タンパク質のデータベースを構築し、ペプチ
ド情報が十分に得られた前駆体タンパク質
由来ペプチドについては質量分析より排除
して、微量タンパク質由来ペプチドの同定数
の増加を図った。 
②存在が確実なタンパク質について、既知の
プロセシング酵素の切断コンセンサス配列
を考慮して、分子量 1000～6000 で生成する
可能性のあるペプチド配列をデータベース
化した。このデータベースに対して質量分析
データを検索し、同一タンパク質に対するペ
プチド同定数を増加させた。 
(4) 同定ペプチドに基づく切断酵素の特異
性の解析、プロセシングの予測： 
同定ペプチドによる前駆体タンパク質のカ
バー率が 50%以上のものについてプロセシン
グ機構の検討を行った。但し、一次切断の後、

エキソペプチダーゼ消化されたペプチド、抽
出分離過程で希酸分解を受けたペプチドを
排除した。収集したペプチド配列と前駆体タ
ンパク質配列より、一次構造に基づく切断ス
コア、切断確率を算出するアルゴリズム作成
の可否を検討した。 
 プロホルモン変換酵素では説明できない
切断が見出されれば、切断構造を認識する抗
体を作成し、組織や細胞レベルで実際に想定
されるプロセシングの有無を検討した。 
(5) ペプチドの組織毎のプロセシング機構
の解析、生成ペプチドの推定： 
 組織レベルで有効なペプチドーム解析情
報が収集できた組織は下垂体のみであった。
下垂体は性質の異なる 3種の組織で構成され
るため、前葉と中後葉、更に中葉に分割して、
ペプチドーム解析を実施した。下垂体に豊富
に含有される前駆体について、組織毎に詳細
なペプチドーム解析を実施し、各組織での切
断や修飾の特異性を調べ、組織ごとのプロセ
シング機序の違いを検討した。 
 一方、培養細胞上清の分泌ペプチドーム解
析より、C末端がアミド化された 2種のペプ
チドを同定した。これらの生物活性を、宮崎
大学医学部の中里雅光教授らと共同して探
索した。前駆体である VGF タンパク質は、TT
細胞のみならずラットやヒトの脳組織に高
濃度で存在したので、切断部位特異的な抗体
を作成し、TT 細胞とラット脳、下垂体、消化
管、副腎におけるプロセシング経路を、ペプ
チドーム解析や抗体を用いて検討した。 
(6) タンパク質・ペプチドの分解機構解析： 
 組織ペプチド、分泌ペプチドの中で、通常
のプロホルモン変換酵素類の切断コンセン
サス配列に一致せず、かつ同一部位に由来す
る複数ペプチドが同定された配列を選択し、
関連するペプチド群よりエキソペプチダー
ゼ消化や希酸分解の可能性のあるペプチド
を排除した。特に前駆体タンパク質の一次配
列への依存性を評価し、プロセシング経路と
分解経路の相違を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ラット組織のペプチドーム解析 
①氷冷したへパリン含有生理的食塩水の左
心室からの灌流により、中枢や体幹部では明
確に血液成分が除去された。灌流を施した下
垂体のペプチドーム解析では、従来は頻回に
観測されたヘモグロビン由来ペプチドが観
測されなくなった。以降の研究には灌流後の
組織を使用したが、副腎などの末梢組織は十
分に灌流できなかった。 
②組織ペプチドの抽出：下垂体、副腎、腸管、
甲状腺、心房を収集後、氷冷下で細片化し、
10 分間の加熱処理によりタンパク質分解酵
素を失活させた。ホモジナイズ後、抽出物よ
り分子量 6000以下のペプチド画分を調製し、



分子量に従った画分をナノＬＣで分離し、タ
ンデム質量分析を行った。下垂体では総同定
ペプチド数 1100 余の内、分泌タンパク質由
来のペプチドが約 85％を占めた。前駆体タン
パク質の局在については、分泌タンパク質が
40％強、細胞内タンパク質が 40%、細胞膜タ
ンパク質と局在不明のタンパク質が 15%前後
を占めた。他の組織においては、分泌タンパ
ク質由来のペプチドは 20％以下に過ぎず、細
胞内タンパク質に由来するペプチドが大半
を占めた。これらの特徴として、タンパク質
のN末端、C末端の近傍や特定部分に由来し、
切断部位に統一性のないペプチド群が多く
観測された。心房では、心房性ナトリウム利
尿ペプチド及び一部欠落したペプチドなど
が観測されたが、大部分は筋や細胞骨格タン
パク質、代謝系酵素などに由来するペプチド
であった。この結果より、プロセシング経路
の解析可能な組織は下垂体のみと判断し、他
の組織は解析を中止した。下垂体については、
前葉と中後葉、更に中葉のみに分割してペプ
チドーム解析を実施した（結果後述）。 
(2) 培養細胞上清のペプチドーム解析 
①副腎髄質のクロム親和性細胞はオピオイ
ドペプチドをはじめとしたペプチド含量が
高いことが知られていた。ラット副腎より髄
質を摘出し、酵素消化により初代培養細胞を
作成した。播種後、12 時間放置し、非接着細
胞を洗浄、除去し、一定時間（3～6時間）後
に培養上清を回収し、逆相固相抽出した。ゲ
ルろ過 HPLC で分離した分子量 1000-6000 の
ペプチド画分についてナノＬＣで分離し、タ
ンデム質量分析を行ったが、細胞外マトリッ
クスや細胞質タンパク質由来のペプチドが
大半で、分泌タンパク質由来ペプチドの割合
は増加しなかった。組織での解析が困難な場
合に初代培養細胞系に移行する方法も、より
詳細な検討が必要である。 
②神経内分泌系細胞株の分泌ペプチドーム
解析：分泌顆粒を含む神経内分泌腫瘍由来の
細胞株を検討した。細胞がコンフルエントに
なり、無血清培地で十分洗浄後、3～6時間静
置して培養上清を回収した。上清を同様に処
理してペプチド画分収集、解析した結果、ペ
プチドホルモン前駆体やグラニン類などに
由来するペプチドが、高効率に観測されるこ
とが明らかとなった。但し、無血清条件下で
viability が高い細胞株では良い結果が得ら
れたが、脆弱な細胞では細胞内タンパク質に
由来するペプチドが多く観測された。更に、
これらの細胞が顆粒内の物質を刺激に応答
して分泌することに着目し、培地洗浄後、
carbachol と forskolin(各 10-5 M)で 2～15
分間刺激してから培養上清を回収した。同様
に抽出処理を行い、分子量 1000-6000 のペプ
チド画分を回収後、逆相ナノ液体 LC にて分
画してペプチドの構造解析を行った結果、TT

細胞の培養上清について極めて良好なデー
タが得られたため、この培養細胞株をモデル
として解析を行った。 

 
 図 1 に分泌刺激後 15 分間で回収したペプ
チド、約 400 種の解析結果を示した。これは
同定ペプチドを前駆体タンパク質を基準に
分類した結果であるが、サイモシンβ
4(TMSB4X)、サイモシンβ10(TMSB10), ケラ
チン 8(KRT8)以外の 98%は、全てシグナルペ
プチドを有する分泌タンパク質に由来する
ペプチドで、TMSB4X、TMSB10 も分泌されると
の報告がある。さらに、同定された前駆体も、
カルシトニン・カルシトニン遺伝子関連ペプ
チド(CT/CGRP)、ガストリン放出ペプチド
(GRP)、下垂体アデニル酸シクラーゼ刺激ポ
リペプチド(PACAP)、ソマトスタチン(SST)等
の生理活性ペプチド、プロホルモン変換酵素
(PC1, PC2)、アミド化酵素(PAM)等のプロセ
シング酵素、クロモグラニン A、B 等(CgA, 
CgB)のグラニン類であり、内分泌細胞の分泌
顆粒に含まれるタンパク質に由来するペプ
チドが高率で同定され、極めて優れた結果が
得られた。（発表論文④） 
(3) 標的タンパク質に対するペプチドデー
タ収集効率の上昇 
 多量に存在するタンパク質由来ペプチド
について、排除リストを作成してタンデム質
量分析を実施しない手法は、本申請後に質量
分析計作成メーカーがソフトウエアを開発
して十分な機能が得られたため、検討を中止
した。 
 存在が確実なタンパク質のデータベース
を作成し、それに対して検索を行うプライベ
ートデータベース化法は、修飾構造を含まな
い条件下での同定数では大きな相違はなか
ったが、修飾構造を含む条件下での検索では、
一定の同定効率の上昇が認められた。前駆体
タンパク質由来のペプチドを推定、データベ
ース化してペプチドの存在を確認する手法
も、期待されるほどの効果は得られなかった。
これらの課題については、ソフトウエア開発
の専門家との共同が不可欠であることが強
く認識された。 



(4) 同定ペプチドに基づく切断酵素の特異

、研究成果に基づ

が速やかに起こることが

解されるとい

度のペプチドが

ータ収

性の解析、プロセシングの予測 
 TT 細胞の分泌刺激後回収した培養上清の
ペプチドーム解析では、最終的に 800 余りの
ペプチドを同定した。この手法は当初計画に
は書かれていない独自のペプチド回収法で、
分泌顆粒中のペプチドについて極めて質の
高い情報を得ることができたので、開発した
分担研究者の佐々木により、「分泌ペプチド
ーム(Secretopeptidome)解析」と命名された。
この方法は、佐々木が前任地の国立がんセン
ター研究所時代からの発案
き確立したものである。 

 
 図 2 に TT 細胞の分泌ペプチドーム解析で
同定されたペプチド群の切断部位の区分を
示す。左側の N末端側の切断部位では、青色
系 で 示 し た プ ロ ホ ル モ ン 変 換 酵 素
(prohormone convertase, PC)の切断コンセ
ンサス配列に一致する配列、すなわち連続し
た塩基性アミノ酸、偶数アミノ酸を隔てた塩
基性アミノ酸を含む配列が 55％を占め、前駆
体タンパク質の N末端に存在するペプチドを
含めると、70%が既存のルールに従っていた。
一方、ベージュで示した部分の大半は、一次
切断の後、更にエキソペプチダーゼによりア
ミノ酸が消化、除去されたペプチドであった。
右側の C末端側の切断部位では、青色系表示
した PC の切断コンセンサス配列、C末端アミ
ド化、前駆体タンパク質の C末端ペプチドを
含めて、約 45%が既存ルールに従うと考えら
れた。ベージュ部の大半は、エキソペプチダ
ーゼ消化を受けたペプチドであった。これら
の結果より、一次切断後、エキソペプチダー
ゼによる消化、分解
明らかとなった。 
 図 3に CGRP 前駆体タンパク質の模式図（上
段）と、TT 細胞の分泌ペプチドーム解析で同
定されたペプチド（下段）を示した。模式図
の黒棒は塩基性アミノ酸を、下段の灰色棒は
同定されたペプチド、青棒は量的に多いペプ
チドを示す。同定されたペプチドは雑多な混
合物であるが、前駆体配列を基準に整理する
と、赤矢印部位で切断され CGRP と N 末端ペ
プチドが生成することが明確である。実際、

青棒で示す主ペプチドはこの切断に従うも
ので、CGRP の中央での切断ペプチドは CGRP
に比して少ないため、2 次的な切断と推定さ
れた。質量分析におけるペプチドのイオン化
はその分子量に依存し、分子量の大きいペプ
チドほどイオン化効率が著しく低下する点
に留意し、結果を理解する必要がある。PC に
よる切断に引き続くエキソペプチダーゼ消
化が、プロセシング経路を解明する上で大き
な障害であることが明確となった。一方、N
末端側のシグナルペプチド部に由来するペ
プチドは全く観測されなかった。この結果は
他の前駆体でも同様であり、生合成後直後に
シグナルペプチドが迅速に分
う定説が確認された。 

 
 TT 細胞の分泌ペプチドーム解析で最も多
くのペプチドが同定された VGFタンパク質に
ついても、図 3と同様のペプチド配列と前駆
体配列の比較により、主たる一次切断部位を
予測することができた。この前駆体タンパク
質は 617 残基よりなり、100-200 残基程度の
通常のペプチドホルモン前駆体に比して極
めて大きい。前駆体全体で 14 ヵ所、その中
でも 10 か所あまりの主要部位で切断を受け
ると推定され、実際 10 種程
非常に頻回に同定された。 
 当初の研究計画では、これらの切断部位の
配列情報に基づき、切断部位周辺のアミノ酸
残基の位置と種類により切断指向性を数値
化し、プロセシング構造を予測するアルゴリ
ズムを検討する予定であった。しかし、図 3
や上記の説明からも分かるように、CGRP 前駆
体の切断配列は 2 か所、VGF タンパク質では
14 か所程度であること、TT 細胞の解析より
同定される前駆体タンパク質数が 30 弱であ
ることを考えると、数値化や予測アルゴリズ
ム作成にはデータ数が不足し、実施困難であ
ると判断した。しかし、予測法の作成は、今
後のペプチドーム解析の発展上、不可欠な課
題である。本研究終了後も各種培養細胞の分
泌ペプチドーム解析を継続実施し、デ
集を続けて近い将来に実現したい。 
 切断が明確に確認された配列の中で、PC の
切断コンセンサス配列に一致しない例とし



ては、GRP があげられる。GRP の C 末端側か
ら神経系ではニューロメジン Cが優先的に生
成するが、その N端側にはアルギニン残基が
存在するものの PC 切断コンセンサスとは一
致しない。PCによる例外的切断である可能性

セシング機構

g
r in c

、

は寧ろ分解を観測していると推

、非選択的にも修飾
もあるが、今後の検討事項としたい。 
 (5) ペプチドの組織毎のプロ
の解析、生成ペプチドの推定 
①下垂体組織におけるプロセシング機構の
解析と生成ペプチド：下垂体の組織ペプチド
ーム解析では、プロオピオメラノコルチン
(POMC)、バソプレシン前駆体(AVP-NPII)、オ
キシトシン前駆体(Oxy-NPI)、グラニン類の
CgB 、 CgC 、 C A 、 セ ク レ ト グ ラ ニ ン
III(SgIII) 、 P oprote  onvertase 
subtilisin/kexin type 1 inhibitor 
(proSAAS)、ネオエンドルフィン－ダイノル
フィン前駆体 、VGF タンパク質、神経内分
泌タンパク質7B2 (7B2)、成長ホルモン(GH)、
ニューロメジン U(NMU)、ニューロテンシン
(NT)、プロセシング酵素類(PAM, PC2 など)、 
プロエンケファリン(PENK) などの分泌性タ
ンパク質に由来するペプチドが同定された。 
 POMC については、下垂体前葉では同定ペプ
チド数が予想を下回り、N 末端部、α色素胞
刺激ホルモン(αMSH)部をはじめ、ペプチド
が同定されていない欠落部分がかなりあり、
中後葉とは対照的であった。これはプロセシ
ングが進んでいない中間体が主体で、現在の
質量分析計では一部存在する低分子量ペプ
チドしか同定できなかったためと推定され
た。一方、中後葉では前駆体分子全体のペプ
チドが同定され、アセチル化、アミド化を受
けたαMSH をはじめ、主要な切断部位での切
断と修飾を受け、プロセシングが進行したペ
プチドが大半であった。更に中葉のみの解析
から、中後葉で認められた POMC 由来ペプチ
ドの大半が中葉に由来すると推定された。こ
れらは前葉と中葉での PC1/3、PC2 の発現
特異性の相違と一致する結果であった。 
 AVP-NPII、Oxy-NPI は下垂体後葉に局在し、
中後葉の解析でのみ認められた。前者が圧倒
的に多く、プロセシングは両者とも進行して
いた。ただ、ニューロフィシン部分はジスル
フィド結合で固定された立体構造を取るた
め、ペプチドとしては検出されなかった。 
 グラニン類の CgA 、CgB 、CgC 、proSAAS
などにおいては、前葉と中後葉で検出される
ペプチドの部位と頻度は異なるが、POMC のよ
うな相違は認められなかった。GH 由来ペプチ
ドは前葉のみで観測されたが、その切断部位
は PC 類の切断コンセンサス配列とは一致せ
ず、生成より
定された。 
 その他、中葉では、PC2、C 末端アミド化、
N 末端アセチル化等のプロセシング酵素類が
非常に高いレベルで発現しているが、実際に

POMC 由来ペプチドで見る限り、切断、修飾と
もに十分に進行していた。この結果より、下
垂体中葉はプロセシングの解析には最も適
した組織と考えられた。この組織に特徴的な
分泌ペプチドの N 末端アセチル化は、αMSH
やβエンドルフィンだけではなく、多くの主
要ペプチドでも認められ
されると推定された。 
 上記の分析結果より、より迅速な処理、ペ
プチドの広範な分画、構造解析により、少な
くともラット下垂体組織については、内在性
ペプチドのデータベース化、プロセシング経
路の推定を主要なペプチド前駆体について
実施可能と推定された。但し、記載した結果
は分泌性前駆体タンパク質由来ペプチドに
限定したもので、細胞内タンパク質に由来す
るペプチドの存在、前駆体タンパク質由来ペ
プチドの大きな濃度差など、同定ペプチド数
の増加には多くの解決すべき問題がある。 
②VGFタンパク質由来ペプチドのプロセシン
グ：TT細胞の分泌ペプチドーム解析の初期の
段階で、VGFタンパク質に由来する 2種のC末
端 ア ミ ド 化 ペ プ チ ド を 見 出
し、Neuro Endocrine Regulatory Peptide 
(NERP)-1、NERP-2 と命名した。（図 5 参照、
発表論文⑦）これらのC末端の切断構造とア
ミド化構造を認識する抗体を調製した。更に、
VGFタンパク質のC末端構造を認識する抗体
も調製した。NERP-1、NERP-2 は培養細胞株よ
り見出され、正常組織での内在性が確認され
ていなかったので、ラット組織抽出物を用い
て確認したところ、視床下部に高濃度存在し、
消化管や副腎などの末梢組織にも存在する
ことが確認された。そこで、脳、下垂体、消
化管、副腎などについて抽出物を作成し、
HPLCによる解析、免疫沈降物の質量分析、
western blot解析などを行った。 

 
 図 4 に western blot 解析による結果をま
とめた。最上段は前駆体の模式図、横棒は
NERP-2 抗体、VGF タンパク質 C末端抗体によ
り同定された中間体などを示す。これらの結
果を総合し、VGF タンパク質は最下段の赤棒
に示すように一次切断を受け、NERP 類を含む
約 10 種のペプチドに変換されることが確認
され、この変換は基本的に TT 細胞と同様で
あった。一方ラットでは、神経系組織に主に
存在し、脳、下垂体前葉・中後葉、消化管で



ほぼ同様のプロセシング経路を取ることが
示された。特に脳と消化管は類似すること、
下垂体中後葉ではプロセシングがより進ん
だ状態にあり、副腎では逆にプロセシングが
遅れ、前駆体タンパク質も存在することが明
らかとなった。これらの解析結果に基づき、
VGF タンパク質より生成するペプチド群が明
確となり、今後の生理活性ペプチド探索の上
で重要な知見が得られた。（発表論文①） 
(6) タンパク質・ペプチドの分解機構の解析

分

ら

できないため、研究

された新規生理活性ペプチドの機能

とも明らか
発表論文①③⑦） 

 TT 細胞の分泌ペプチドーム解析の初期段
階において、19 種の C末端がアミド化された
ペプチドが見出された。既知の生理活性ペプ
チド約半数は C 末端がアミド化されており、
立元らはこの構造的特徴を利用して多くの
生理活性ペプチドを発見している。19 種ペプ
チドの内、15種は既知であったが、残り 4種
は同一前駆体タンパク質の 2箇所に由来し長
さが異なる新規のアミド化ペプチドであり、
ヒト、げっ歯類間で配列が良く保存されてい
た（図 5）。これらは一次切断ペプチドと考え
られたので合成品を調製し、さらに(5)に記
載した通り抗体も調製した。中里教授らと共
同して検討した結果、これらのペプチドは脳
内・視床下部の室傍核、視索上核に高濃度存
在し、バソプレッシンと共存し、絶水などで
遺伝子発現が上昇したため、水電解質代謝に
関係すると推定された。そこで、電解質濃度
や浸透圧との関連を調べたところ、高張食塩
水やアンジオテンシンで誘導されるバソプ
レッシン分泌を抑制した。in vivo でも、高
張食塩水やアンジオテンシンの脳室内投与
により誘導される血中バソプレッシン濃度
の上昇を抑制し、これらの活性発現には C末
端のアミド化が必須であった。更に、中和抗
体により作用が消失することから、内在性の
バソプレッシン分泌制御因子と考えられ、上
述の通り NERP と命名した。25-26 残基のペプ
チドを NERP-1、38 残基のペプチドを NERP-2
と呼んでいる。これらのペプチドの視床下部
領域での詳細な免疫組織化学的解析より、バ
ソプレシン分泌抑制以外にも多種の生理作
用を有する可能性が示された。最近になり、
NERP-2 が摂食行動を亢進するこ

系 
 (4)に記載した通り、TT 細胞の分泌ペプチ
ドーム解析で同定されたペプチド群の大部
分の切断部位は、PC 類のコンセンサス配列に
一致していた（図 2）。N末端側においては 55%
程度が、C 末端側においては 30%程度がこの
コンセンサス配列による切断に従っていた。
エキソペプチダーゼ消化を受けたと判定さ
れる配列は多く、これらを排除すると、PC 類
以外のエンドペプチダーゼによる切断と推
定される配列が非常に限定され、更にその中
で分解機構を推定することは、現状では困難
と考えられた。図 3 に示される CGRP 前駆体
の例でも、一部で切断を受けたペプチドが 4
種程度まとまる例があるが、48-49 番目は希
酸分解を受ける Asp-Pro 結合であり、抽出
離過程での人為的な分解と推定された。 
 ごく最近、循環器系組織由来初代培養細胞
の培養上清の解析で、生理活性ペプチドの活
性構造部の数か所で、選択的に切断されたペ
プチドが見出された。この例では、生理活性
ペプチドの生成はプロセシングであり、それ
以降の切断は分解と定義できるため、これら
の切断を分解系とすることが可能と考え

となった。（れ、今後の解析対象とする予定である。 
 一方、下垂体組織のペプチドにおいては、
PC 類の切断コンセンサス配列に一致するペ
プチド、それらがエキソペプチダーゼ消化を
受けたペプチドの割合は高いが、TT 細胞の分
泌ペプチドーム解析に比して、コンセンサス
配列に一致しない切断に基づくペプチドの
割合が高い。また、非分泌系の細胞内タンパ
ク質由来ペプチドにおいては、塩基性アミノ
酸を含んだ配列で切断を受ける割合が非常
に低く、コンセンサス配列に一致するものは
ほとんど認められない。後者の切断の大半は
分解系プロテアーゼによると推定されるが、
現状では分解系と断定が

(8)まとめ 
 当初案では、内分泌系組織やペプチド含量
の高い組織を標的としてペプチドーム解析
を行い、内在性ペプチドを包括的に同定し、
情報の統合的解析より前駆体タンパク質の
組織特異的なプロセシング経路を明らかに
し、前駆体の切断部位を予測可能としようと
計画した。しかし、組織からペプチドを
intact な状態で取り出すことは非常に困難
で、下垂体を除き組織内のプロセシング経路
を示すデータを得ることができなかった。方
法論については多くの改良を試みたが、ペプ
チド回収方法に困難な問題が存在した。これ
を回避するため、内分泌系細胞を標的とする
ペプチドーム解析法を研究分担者の佐々木
が開発し、新たな展開が可能となった。分泌
ペプチドームと命名したこの方法にも限界
もあるが、現段階では細胞が産生、分泌する
ペプチドを解析するには、世界的にも最も進
んだ方法と考えられる。本研究は、TT 細胞を
中心とした解析で終了するが、他の細胞の解
析を継続、発展させており、今後の情報集

対象とできていない。 
(7)同定
解析 



積・解析により細胞におけるプロセシング経
路予測が可能と考えられる。一方、組織のプ
ロセシング経路も細胞と類似、相関すること
を本研究で明らかにしたので、これらの研究
の発展により、将来的には組織特異的なプロ
セシング経路の推定、生成ペプチドの予測が

能となると考えられる。 
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