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研究成果の概要： 
 ヒトゲノム・ｃＤＮＡ資源データベースをバイオインフォマティクス解析して得られた

情報をもとに数多くのペプチドを合成し、ペプチド創薬の観点から有用と推測されるもの

に焦点を絞って重点的に機能解析することによって生理活性因子候補因子からなるペプチ

ドライブラリーを得た。ユニークな機能を有するいくつもの内因性ペプチド性リガンドを

見出しつつあり、それらのヒト体液中での正確な分子存在様式を確認することと併行して、

哺乳動物主要臓器における受容体の分布や生体内作用などを検討し、さらに物理化学的特

性も含めて広範な解析を行った。我々の開発したこの新規ペプチド探索法は、従来の手法

では発見できなかった内因性ペプチドホルモンを発見するには特に有効な手段であること

が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 新規生理活性物質を発見する古典的な方
法は、活性を指標に大量の組織抽出物や細胞
株培養上清抽出物から濃縮と分画を繰り返
して精製し、遺伝子クローニングに至る長い
経過を要した。その後、ヒトゲノムの解明と
ともに G蛋白共役型受容体を強制発現させた
細胞系を用いてリガンドを捜す、逆内分泌学

が一定の成果を挙げてきたが、最近はこの手
法によって同定される新規因子はわずかに
とどまっている。研究代表者ならびに分担者
らは本研究計画の基盤となった in silico ペ
プチド探索研究によって世界に先駆けて成
果を挙げてきた実績がある。すなわち既存の
ヒト cDNA データベースを用いて in silico 
解析し、生理活性因子をコードする可能性が
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高い cDNA 配列を全長濃縮 cDNA ライブラリー
から選択して機能解析する手法であるが、本
法を考案・改良する過程で生理活性ペプチド
であるサリューシン-α及びサリューシン-
β の 存 在 を 予 測 し た (Nature Medicine 
2003:9;1166-72)。このような探索研究の過
程で多くの新規ペプチド配列を蓄積してき
たが、この中には広範な生理作用を示すもの
が多数含まれていたにもかかわらず、系統的
に解析して新規生理活性ペプチドの具体的
な探索研究を始めるには至らなかった。 
 
２．研究の目的 
 上述のように、これまでヒトゲノム・ｃＤ
ＮＡ資源データベース情報のバイオインフ
ォマティクス解析によって、分泌性蛋白がプ
ロセシングを受けて生合成されると推測さ
れる配列のペプチドを簡易合成して、合成ペ
プチド配列を多数獲得していたが、本研究で
は in silico データベース解析をさらに継続
してペプチドライブラリーを充実させなが
ら、これらを腫瘍増殖・抑制、代謝制御、循
環動態制御、ホルモン分泌・抑制作用などの
生理作用の有無について順次、機能解析する
ことによって、種をこえて様々な機能を有し、
ペプチド創薬の観点から最も有用と思われ
るものを新規生理活性因子として選択し、そ
の病態生理学的役割の基盤研究を行うこと
を目的とした。さらに受容体アゴニストやア
ンタゴニストの開発が創薬に必要と考えら
れる場合には受容体の解析・同定を目指した
研究を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 
 新規ペプチド配列の物理化学的特性の解
明：サリューシン-βをはじめとする各種ペ
プチドについて、安定性、吸着性などの物理
化学的特性を明らかにし、各因子の取り扱い
に取り扱い手法を確立する。それぞれの因子
のアッセイ系の構築に必要な実験条件の詳
細な検討を行う。 
 動脈硬化制御活性の検討：ヒト単球由来培
養マクロファージ細胞を用いて各種ペプチ
ド が 、 Acyl Coenzyme A: cholesterol 
acyltransferase (ACAT)-1活性や泡沫化に影
響するかどうか検討する。これらを制御する
因子については、スカベンジャー受容体クラ
ス A 活性や ATP 結合カセット輸送体 A1 蛋白
への影響を検討すると同時に、これらのシグ
ナルが c-Src チロシンキナーゼＣ、プロテイ
ンキナーゼＣ、MAP キナーゼなどを介した作
用かどうかを検討する。 
 血管収縮/弛緩活性、循環調節作用の検
討：血管系細胞を用いた解析にて何らかの細
胞応答が確認された高純度ペプチドを用い
て、血管収縮/弛緩活性を検討した。平滑筋

細胞において Ca2+ transient および PI-3K
活性化作用を示すものは血管収縮性因子の
可能性を、その他のものは血管弛緩性因子の
可能性も念頭に置いて検討を行った。さらに、
細胞増殖促進作用、細胞内 Ca2+上昇作用、cAMP
産生能、cGMP 産生能、ERK/MAP kinase 活性
化作用、p38 kinase 活性化作用などを示すも
のについて、麻酔下ラットに留置したカテー
テルによって大動脈圧、心拍数、大動脈流量
などをモニターして全身血行動態を制御す
るペプチドを捜す。 
 代謝調節作用の検討：培養ヒトマクロファ
ージを用いてマクロファージ泡沫化活性を
評価し、さらに脂肪分化させたマウス 3T3-LI
細胞に対する各種アディポサイトカインの
産生制御、骨格筋におけるインスリンシグナ
ルなどを制御する因子を探索した。有意な作
用を示すペプチドが見いだされた場合、高脂
肪食誘導性マウスへの慢性投与実験を行っ
て詳細な検討を行った。 
 神経ペプチドの機能解析：中枢神経系で広
範な発現が見られるペプチドが異なる臓器
由来の細胞系で種々のシグナルを示せば、ペ
プチドを脳室内投与して行動様式の変化を
観察する。ラット摘出下垂体の灌流モデルを
作成して視床下部・下垂体ホルモンの分泌刺
激となるものがあるか検討した。 
 腫瘍移植動物の作成と腫瘍増殖抑制作
用：血管新生抑制因子であるエンドスタチン
と同程度またはより強力な血管新生抑制性
シグナル、ならびに内皮遊走・増殖抑制作用
を示すペプチドが選択出来た時点で腫瘍増
殖抑制作用を明らかにするためにヌードマ
ウス背側皮下に各種ヒト腫瘍細胞由来株を
移入して固形腫瘍モデルを作成したうえ、上
記の予備探索にて得られたペプチドを腹腔
内に反復投与し、腫瘍退縮効果を示すかどう
かを検討した。 
 経脾移植癌転移モデルにおける転移抑制
実験：ヒト肺癌細胞株（A549）を脾臓の下端
に注入して、癌細胞を脾臓に移植し、脾臓経
由で肝臓に転移させた。癌細胞移植後３週間
にわたって腹腔内に反復投与したのち、安楽
死させて肝組織を中心に病理組織学的に検
討し、肝転移を定量的に評価した。対照とし
ては同様の操作を行った後、5-fluorouracil 
(30 mg/kg)/0.5 w/v %カルボキシメチルセル
ロースナトリウム溶液（0.5%CMC-Na）を癌細
胞移植後反復投与する群、さらに 0.5%CMC-Na
のみの投与群をおいて比較検討した。さらに
A549 細胞が産生する腫瘍マーカーである
CA15-3 を指標としたモニタリングを行うた
めに、癌細胞移植後３週間目に後大静脈腹部
より採血した血漿中 CA15-3 を測定した。こ
うして最終的に、各腫瘍細胞移植部位の固形
腫瘍容積増大抑制作用、ならびに転移抑制作
用の顕著なものを抗腫瘍/血管新生抑制性ペ



 

 

プチドとして選択した。 
 
４．研究成果 
 本研究手法で最初にその存在を予測した
降圧性ペプチドであるサリューシン-αとサ
リューシン-βについては、今回の研究によ
ってヒトにおける存在様式がイン・シリコに
て予測された通りの配列であることが明ら
かになった。サリューシン-βの取り扱いに
ついては国際的にもその困難さが問題にさ
れてきたが、現時点での生理学・生化学実験
に欠かせないポリプロピレンやポリスチレ
ンの実験器具にきわめて吸着性が高いこと
が明らかになり、こうした物理化学的特性に
よってその特性の解明ができなかったばか
りでなく、アッセイ系そのものも構築ができ
ず、病態生理学的役割の解明が困難であった
事実を始めて明らかにすることができた。そ
の結果、サリューシン-βの特性を回避して
実験系における取り扱いを容易にする方法
を見出すことができ、さらにバイオアッセイ
系も確立できるに至って、ヒト体液中に高濃
度のサリューシン-βが存在することが明ら
かとなった。さらに、サリューシン-α、お
よ び サ リ ュ ー シ ン - β が Acyl CoA: 
cholesterol acyltransferase (ACAT)-1 活性
を強力に制御することを介して、強力な動脈
硬化制御機構を示すことも明らかとなり、ペ
プチド創薬の重要な標的分子となり得る可
能性が示された。このようなデータからイ
ン・シリコのペプチド探索手法が内因性ペプ
チド性因子を同定するうえで有用であるこ
とが確認された。今回、明らかになったサリ
ューシン-βの性状は本研究課題を進める上
で思わぬ障害となり、当初の予測より研究実
施期間を延長せざるを得ない原因にもなっ
たが、逆にサリューシン-βのように、単離・
同定をきわめて困難にする特性を有する未
同定のペプチドホルモンが多数存在する可
能性が明らかとなった。すなわち、従来、長
年にわたって生理活性を指標に精製を行っ
てきた古典的な同定法や、最近十数年にわた
って重要な生理活性ホルモンを多数同定し
た「reverse pharmacology」の手法では、こ
のような性状を有する因子を単離・同定しよ
うとしても、ペプチド配列を決定するための
前段階でその精製過程において喪失してし
まう可能性があることが示された。実際に、
現在探索中の生理活性ペプチド候補因子の
中にも、同様の特性を有するものが存在する
ことが明らかになった。すなわち、現時点で
オーファン受容体のリガンドの同定に困難
をきたしている因子の中には、イン・シリコ
法を用いなければ解明の糸口が見出せない
因子が含まれていると考えるに至っている。 
 このような検討と併行して、個々の生理活
性ペプチド候補因子の解析を進めてきた。す

なわち、動脈硬化制御、循環動態制御、ホル
モン分泌・抑制作用、血管新生制御作用など
について簡易的かつ効率的に機能解析する
ことから開始し、機能を有するであろうもの
については特定の臓器だけを標的とするこ
となく詳細な生体内作用の機能解析を行っ
て様々な生理活性について検討を行った。こ
れまでにない中枢性作用を示すもの、血管新
生制御作用を示すものなど、いくつもの有用
な生理活性を有する因子を見出しつつあり、
それらのヒト体液中での分子存在様式を確
認することと併行して、哺乳動物主要臓器に
おける受容体の分布や生体内作用に加えて、
物理化学的特性も含めて広範な検討を行っ
てきた。血管新生制御・腫瘍増殖抑制作用を
示すペプチド性因子も見出されたが、創薬シ
ーズとして期待するにはその作用は弱かっ
た。このようにヒトにおいて病態生理学的意
義が大きいと推測されるものに焦点を絞っ
て、その病態生理学的役割の基盤研究を重点
的に検討してきた。本研究では新規因子の構
造・機能・発現・特性についての新知見を多
数得ることができたが、我々の開発した in 
silico ペプチド探索法は、従来の reverse 
pharmacology の手法では発見できなかった
ペプチド性リガンドを発見するには特に有
効な手段であることが考えられ、今後の発展
性が期待される結果となった。 
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