
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４２０４

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

タンパク質に隠された新しい生理活性ペプチド「クリプタイド」の探索と生理機能の解明

Cryptides: Identification of novel cryptides and elucidation of their physiological 
roles

２０２５１０２７研究者番号：

向井　秀仁（Mukai, Hidehito）

長浜バイオ大学・バイオサイエンス学部・准教授

研究期間：

２５３５０９７１

平成 年 月 日現在２８   ６ ２１

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：１）ミトコンドリアタンパク質由来の新規好中球活性化ペプチド15種を新たに同定した。
２）Mitocryptide-1 (MCT-1)、-2 (MCT-2)ならびに新たに同定したmitocryptide-3（MCT-3）がそれらの受容体を活性
化するために必要で十分な構造単位を明らかにするとともに、MCT-2およびMCT-3に対する拮抗阻害ペプチドを創製した
。
３）MCT-1、MCT-2ならびにMCT-3の生理機能を解析する上で重要なツールとなる、それぞれに対する特異的中和抗体取
得に成功するとともに、さらにMCT-1およびMCT-2が低濃度において好中球のマウス腹腔への浸潤を惹起することが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have purified and identified novel neutrophil-activating cryptides, 
including mitocryptide-1 (MCT-1) and mitocryptide-2 (MCT-2), which were derived from mitochondrial 
cytochrome c oxidase subunit VIII and cytochrome b, respectively, from healthy porcine hearts. We also 
found the presence of many neutrophil-activating peptides produced from various mitochondrial proteins. 
However, physiological roles of those mitocryptides and their involvements in various diseases associated 
with the neutrophilic functions have not been elucidated yet. Here, we identified 15 novel 
neutrophil-activating peptides derived from various mitochondrial proteins. We also developed competitive 
antagonists against MCT-2 and MCT-3 and specific neutralizing antibodies against the functions induced by 
MCT-1 and MCT-2. Moreover, it was indicated that these neutrophil-activating peptides including MCT-1 and 
MCT-2 involve neutrophil infiltration in vivo.

研究分野： ペプチド科学
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１．研究開始当初の背景 
 生体は、多くの化学物質を用いて構成する
組織や細胞間で情報のやりとりを行うこと
で活動し、その「いのち」を維持している。
このような生体内での情報伝達を媒介する
物質の中に、インスリンやグルカゴン、サブ
スタンスＰをはじめとした生理活性ペプチ
ドがある。我々はこれまで、新たな生理活性
ペプチドを同定することを目的にして、生体
からそれらの単離・精製を試みてきた。その
結果、好中球を活性化する３種類の新しい生
理活性ペプチド、mitocryptide-1 (MCT-1)、
mitocryptide-2 (MCT-2) および mitocryptide- 
CYC を精製・同定し、それらはミトコンドリ
アタンパク質が分解・代謝される過程で生成
される断片化ペプチドであることを明らか
にしている。また我々は、それら以外にもミ
トコンドリアタンパク質由来の多くの断片
化ペプチドが好中球を活性化することを明
らかにし、ミトコンドリア由来断片化ペプチ
ドが新たな生体防御機構を形成している可
能性が高いことを示した。 
 このように生体には、未だその役割が同定
されていない生理活性ペプチド、特にタンパ
ク質の生合成や代謝・分解の過程で産生され
る生理活性ペプチドが多数存在し、様々な生
体調節機構に関わっていることは間違いな
い。このため、それら未知の生理活性ペプチ
ドを効率的に同定することが重要である。し
かし、タンパク質が生合成や代謝・分解を受
けて産生される活性ペプチドを同定するに
は、現在網羅的な機能タンパク質同定に広く
用いられている分子生物学的手法を適用す
ることは難しい。なぜなら生理活性ペプチド
は、まず活性を持たない前駆体タンパク質と
して遺伝子から翻訳され、その後プロテアー
ゼによって切断され、はじめて活性を持つ成
熟体となるためである。このため生理活性ペ
プチドは、現在でも専らその活性を指標にし
て生体から精製し、その化学構造を決定する
ことにより同定されているのが現状で、困難
を極めているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 このような研究背景を踏まえ本研究では、
１）上述したタンパク質配列に隠された新し
い生理活性ペプチド、クリプタイドを系統的
に同定すること、２）それらクリプタイドの
受容体および情報伝達機構を解明すること、
さらに、３）クリプタイドの生理的存在意義
や様々な疾病発症における役割を明らかに
することで、リウマチや虚血性心疾患など、
好中球が関与する難病に対する革新的な治
療法を提供すること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 活性ペプチドの予測・同定 
 本研究では、我々の先行研究により好中球
活性化能を持つクリプタイドを同定してい
るミトコンドリアタンパク質由来ペプチド

について、その生合成から代謝・分解過程で
産生されるペプチドをさらに予測・同定する
ことを試みた。すなわち、我々が得ているＧ
タンパク質活性化ペプチド（Ｇタンパク質ア
クチベーター）の構造情報を整理、解析する
ことで、タンパク質の配列よりＧタンパク質
アクチベーターとなりうるクリプタイドを
予測した。（担当：研究分担者・木曽）。 
 また我々が同定した高い好中球活性化能
を持つミトコンドリアタンパク質由来の一
群の新規生理活性ペプチド、mitocryptides 
(MCTs) の う ち 、 ミ ト コ ン ド リ ア DNA 
(mtDNA)にコードされたタンパク質である
cytochrome b の N 末端由来ホルミルペプチド、
MCT-2 は、好中球に発現している G タンパク
質 共 役 型 受 容 体 で あ る formyl-peptide 
receptor-like 1 のみに特異的に結合し活性化
することで、好中球の遊走および貪食を惹起
することが示されている。そして生体には、
cytochrome b 以外にも 12 種類の mtDNA にコ
ードされたホルミルタンパク質が存在して
いることから、他にも内因性ホルミルペプチ
ドが生体内で機能している可能性がある。そ
こで本研究では、cytochrome b 以外の mtDNA
にコードされた 12 種類のタンパク質から産
生されるホルミルペプチドを、トリプシンや
キモトリプシンによる切断点情報をもとに
予測した。 
 そして、このような好中球に対し活性を持
つと予測されたペプチドを化学合成し、それ
らが実際に活性を持つかどうかを評価した。
活性評価は a) 好中球細胞からの β-ヘキソサ
ミニダーゼ分泌能、b) 好中球細胞遊走能を指
標に、ヒト前骨髄球性白血病細胞である
HL-60 をジブチリック cAMP で好中球様に
分化した細胞で評価した。 
 
(2) 同定した活性ペプチドの受容体の解析 
 本研究では、MCTs に対する受容体分子を
同定するため、アビジン−ビオチン法を用い
た化学架橋法により同定を試みた。すなわち、
MCTs の中でも活性の高い mitocryptide3 
(MCT-3) にタグとしてビオチンを結合した
誘導体を化学合成、これを細胞に存在する受
容体と架橋、その後細胞を可溶化し、ストレ
プトアビジンビーズを用いて受容体を精製
した。つづいて、それらを電気泳動し、目的
とするタンパク質のバンドを質量分析計を
用いて構造解析を行い、同定を試みた。 
 
(3) 同定した MCTs の構造活性相関の検討 
 MCTs を認識する受容体を同定するための
プローブペプチドをデザインするには、
MCTs の最小活性部位や受容体との結合部位
に関する情報を得ることが有益である。そこ
で本研究では、一群の MCTs の中で、MCT-1、
MCT-2 ならびに MCT-3 について、それに対
する受容体のリガンド認識機構を明らかに
するため、好中球様細胞の活性化における構
造活性相関を検討した。すなわち、MCTs お



よび様々な MCTs 誘導体を化学合成し、それ
らの活性を上述した好中球様に分化した
HL-60 細胞における貪食活性の指標である-
ヘキソサミニダーゼの分泌量を定量するこ
とによって評価した。 
 
(4) MCTs に対する様々なモノクローナル抗
体の取得と MCTs の生理的存在意義の検討 
 これまで我々は、MCTs の機能解析を、好
中球様に分化した HL-60 細胞や、生体から単
離した好中球を用いて細胞レベルにおいて
詳細に解析してきたが、さらに、それらの生
理的存在意義や病態との関わりを個体レベ
ルで検討する必要がある。一般的に個体レベ
ルで生理活性ペプチドの機能を解析する場
合、それらをコードする遺伝子をノックアウ
トした動物を作出し解析する手法が有効で
ある。しかし一群の MCTs の場合、その親タ
ンパク質である cytochrome c oxidase をはじ
めとしたミトコンドリアタンパク質は、生体
エネルギーの産生にとって必須であるもの
が多く、それらの遺伝子をノックアウトする
ことは難しい。このため、MCTs の生理的お
よび病態的機能を解明するためには、それら
に対する特異的中和抗体や拮抗阻害薬を開
発し、それらを用いて解析することが有効で
あると考えられる。そこで我々は、これら
MCTs の生理機能を解明するために、MCTs
を特異的に認識するモノクローナル抗体を
作製し、そのモノクローナル抗体を用いて
MCTs の機能解析を行うことを試みた。すな
わち、抗原性を高めるためにキャリアタンパ
ク質として thyroglobulin を用い、その表面に
リンカーを介してCys残基を導入したMCT-1、
MCT-2 ならびに MCT-3 を架橋させ、この複
合体を抗原としてマウスに免疫し、それらに
対するモノクローナル抗体の獲得を試みた。 
 また、MCTs が好中球をはじめとする様々
な免疫細胞の挙動にどのような影響を及ぼ
すかを個体レベルで検討するため、獲得した
中和抗体を用いて解析した。まず、マウスの
腹腔にMCT-1あるいはMCT-2を投与した後、
経時的に浸出液を回収、細胞染色することで
どのような細胞が浸潤してくるかを観察し
た。また、走化性を示した細胞について、そ
の浸潤の程度を fluorescence activated cell 
sorting（FACS）を用いて、経時的かつ定量的
に解析するとともに、中和抗体を予め投与し
た場合と比較することで、直接惹起する細胞
浸潤を検討した。 
 
４．研究成果 
 上述したように、我々は最近、ミトコンド
リアタンパク質由来の好中球を活性化する
３種類の新しい生理活性ペプチド、MCT-1、
MCT-2およびmitocryptide-CYCを生体組織よ
り単離・精製することで同定している。さら
に、ミトコンドリアタンパク質配列の中に、
未同定の新規好中球活性化ペプチドが多数
存在していることも見出している。そこで本

研究は、さらにタンパク質、特にミトコンド
リアタンパク質に隠された新しい内因性生
理活性ペプチド、「mitocryptides」を系統的、
網羅的に同定するとともに、それらの情報伝
達機構および生理的存在意義と病態との関
わりを個体レベルで解明することを目的と
している。そして本科学研究費補助金を得て
研究を遂行した結果、以下に示す成果が得ら
れた。 
 
(1) 活性ペプチドの予測・同定 
 好中球を活性化するペプチドを予測する
ため、まずＧタンパク質活性化ペプチドの構
造情報を整理、解析することで、ミトコンド
リアタンパク質の配列より、Ｇタンパク質を
活性化する異なる配列を持つペプチド（クリ
プタイド）を予測、化学合成し好中球活性化
能を検討した。その結果、選択した活性クリ
プタイドを予測するための物理学的パラメ
ーターを満たす 10 種が新たに好中球活性化
ペプチドであることが示された。 
 また cytochrome b 以外の mtDNA にコード
された 12 種類のタンパク質について、トリ
プシンおよびキモトリプシンによる切断点
より、生体内で産生される可能性のあるペプ
チドを予測、それらを化学合成し好中球様に
分化した HL-60 細胞からの-ヘキソサミニダ
ーゼ分泌を指標に活性を評価した。その結果、
これらのうち、cytochrome c oxidase subunit I、
(COX1)ならびに NADH dehydrogenase subunit 
4、5 および 6 (ND4, ND5, ND6)、に由来する
COX-1(1-13)、ND4 (1-20)、ND5(1-28)ならび
に ND6(1-6)は、MCT-2 とほぼ同等、あるいは
それ以上の高い好中球活性能を持つことが
示された。 
 
(2) 同定した活性ペプチドに対する受容体
および情報伝達機構の解析 
 まず、新たに同定した MCTs により好中球
様細胞で惹起される細胞内情報伝達機構の
解析を行った結果、全てのペプチドによる細
胞内情報伝達機構にＧi2 タイプＧタンパク質
が関わっていることが明らかとなった。 
 次に、同定した MCTs に対する受容体分子
を同定するため、まず MCTs の中でも活性の
高い MCT-3 にタグとしてビオチンを結合し
た誘導体を化学合成、これを細胞に存在する
受容体と架橋、架橋後細胞を可溶化し、スト
レプトアビジンビーズを用いて受容体を精
製した。そして、それらを電気泳動し、目的
とするタンパク質の構造解析を行い、同定を
試みた。その結果、HSP-70 を含む MCT-3 と
結合する複数のタンパク質の存在が示され
た。現在残りのタンパク質についても構造解
析を進めるとともに、HSP-70 については、
MCT-3 により惹起される細胞内情報伝達と
の関連を解析しているところである。 
 
(3) MCTs の構造と活性の相関 
 我々が同定した MCTs の個体レベルにおけ



る情報伝達機構や生理的存在意義、さらには
病態との関わりを検討するには、それらに対
する受容体を同定することが重要である。そ
して受容体を同定するためには、受容体との
架橋に用いるプローブペプチドが必要とな
るが、それをデザインするためには、MCTs
の最小活性部位や受容体との結合部位に関
する情報を得ることが有益である。そこで本
研究では、一群の MCTs の中で、MCT-1、
MCT-2 ならびに MCT-3 について、それに対
する受容体のリガンド認識機構を明らかに
するため、好中球様に分化した HL-60 細胞の
活性化における構造活性相関を検討した。そ
の結果、MCT-1、MCT-2 ならびに MCT-3 に
ついて、その N 末端アミノ酸が受容体の活性
化に必須であること、また MCT-2 については、
N 末端のホルミル基も必須であることが示さ
れた。さらにそれぞれのペプチドが受容体を
活 性 化 す る 最 小 構 造 は MCT-1(1-6) 、
MCT-2(1-4)、MCT-3(1-9)であること、それぞ
れのC末端側配列は受容体の活性化には必ず
しも必要ではないが、受容体との親和性の維
持に貢献していることが明らかとなった。そ
して、これら構造活性相関で得られた情報を
もとに MCT-3 受容体同定に用いるビオチン
化プローブペプチドをデザインするととも
に、MCT-2 および MCT-3 に対する拮抗阻害
誘導体の創製にも成功した。 
 
(4) MCTs に対する様々なモノクローナル抗
体の取得と MCTs の生理的存在意義の検討 
 我々は、MCTs の機能解析を、好中球様に
分化した HL-60 細胞や、生体から単離した好
中球を用いた細胞レベルにおいて詳細に解
析してきた。本研究では、さらに、それらの
生理的存在意義や病態との関わりを個体レ
ベルで解明するために、MCTs を特異的に認
識するモノクローナル抗体を作製し、そのモ
ノクローナル抗体を用いて MCTs の機能解析
を行うことを試みた。その結果、MCT-1 によ
る好中球活性化、すなわち-ヘキソサミニダ
ーゼ分泌および遊走活性を特異的に阻害す
るモノクローナル抗体 NM1B1 の取得に成功
した（図１）。また、MCT-2 および MCT-3 に
対しても、それらの中和抗体を取得するとと
も に 、 MCT-2 の 親 タ ン パ ク 質 で あ る
cytochrome b を認識しない、ペプチド特異的
抗体の取得にも成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．MCT-1 による-ヘキソサミニダーゼ分
泌を阻害する中和抗体 NM1B1 の阻害特異性 

 また、MCT-1 および MCT-2 をマウス腹腔
に投与し、浸潤してくる細胞を染色・同定す
るとともに、FACS を用いて定量的に解析し
た。その結果、MCT-1 および MCT-2 が低濃
度において好中球の腹腔への浸潤を惹起す
ること、MCT-1 は好中球の浸潤を惹起する濃
度より高い濃度において、肥満細胞を活性化
することが初めて示された。現在、得られた
中和抗体ならびに拮抗阻害ペプチドを用い
て、様々な内因性炎症と MCTs の関わりを解
析しているところである。 
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