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バイオインフォマティクス解析を応用した新規ヒト生理活性ペプ
チドの同定
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＜研究の目的と進め方＞
これまで全長ヒト cDNAライブラリーのデータベースからバイ

オインフォマティックス解析を行って、合成ペプチドの活性をス
クリーニングする新たな手法を考案して、強力な新規生理活性ペ
プチドを発見してきたが、本法はオーファン受容体のリガンドを
探索する従来の手法である「reverse pharmacology」によっても
同定困難な新規リガンドを同定できる可能性があるものと認識さ
れて「in silico ペプチド探索法」と呼称されるようになり、新た
な新規生理活性ペプチド探索法と位置づけられつつある。とくに
最近、G蛋白共役型受容体（GPCR）ではない重要な受容体が明
らかにされるにつれ、従来の手法では同定できない因子が多数存
在するであろうことが推測されている。本研究では、構造上分泌
蛋白をコードする全長 cDNAを選択し、その中からヒト由来培養
細胞系に発現させると生理活性を示すものについてヒト組織での
発現を確認し、プロセシングにより生合成されうる小分子量ペプ
チドを化学合成して培養細胞系における細胞内応答をスクリーニ
ングし、その過程で種々の細胞内応答を示す新規配列の合成ペプ
チドを多数取得してきた。これまで解析してきた合成ペプチドラ
イブラリーのうち各種生理活性因子候補であるペプチド性因子に
ついて、実験動物、摘出臓器、培養細胞などを用いて血管作動性
因子、循環調節因子、ホルモン産生・分泌制御因子などとして強
力な作用を示す新規因子を同定することを目的とし、現在、いく
つかの有力な新規配列について、その特性、生理活性、ならびに
生体内存在様式の最終的な解析を行っている。

＜ 2007 年度の研究の当初計画＞
1) 新規生理活性因子の生合成：2006 年度までのスクリーニング
により多くの新規生理活性候補ペプチド配列が得られている
が、これらが実際に生体内で生合成されるかどうかを解析す
る。

2) 高純度ペプチドの合成と生理活性の確認：培養細胞系における
活性のスクリーニング評価によって選択された因子について、
高純度ペプチドを化学合成してそれらの生理活性を再確認す
る。

3) ポリクローナル抗体の作成とバイオアッセイ系の樹立：合成さ
れた高純度ペプチドがスクリーニングにおいて示された著明
な生理活性を再現できるものについて、ポリクローナル抗体
を作成すると同時に、バイオアッセイ系を樹立するべく検討
を行う。

4) 細胞表面受容体の検討：125I 標識ペプチドを作成して、培養細
胞系における細胞表面受容体の存在が結合実験から示すこと
が可能かどうか検討する。さらに、標識ペプチドの作成が困
難なペプチドについては FITC 標識体、ビオチン標識体を作
成し、共焦点顕微鏡やフローサイトメトリーによるリガンド

結合について観察する。
5) 種々の生理活性の検討：生体内における分子型による生理活性
が確認された高純度ペプチドについては、in vitro および in 
vivo の種々の実験系において活性の検討を繰り返し、生体内
での内因性因子としての様々な役割をできるだけ詳細に検討
する。

＜ 2007 年度の成果＞
獲得したペプチドライブラリーを用いて培養細胞系・動物実験

系における様々な生理活性を検討してきた。さらにこれらをコー
ドする遺伝子配列を用いて、ヒト主要臓器やヒト由来培養細胞系
における発現についても詳細な検討を施行してきた。内因性生理
活性ペプチドである可能性が高いものについては高純度ペプチド
を合成し、ヒト、ラットの血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、ラッ
ト繊維芽細胞、ヒト、マウスの単球・マクロファージ、マウスの
腎由来細胞を始めとする各種培養細胞系において、各種の細胞内
情報伝達系の活性化作用を指標に細胞応答を検討してきた結果、
生理活性が強力な因子を選択し、すでにいくつかの候補因子につ
いては詳細な機能や内在する分子様式を確認する段階にある。と
くに、摘出環流心モデルにおいて心筋収縮抑制作用を示すペプチ
ドをはじめとする数個については解析が進んでおり、ポリクロー
ナル抗体の作成まで完了しているもの、アフィニティーカラムを
用いて精製が終了した抗体によりヒトおよびラット主要臓器を用
いて免疫組織染色を行い、ペプチドレベルでの発現分布解析が終
了したものなどがある。抗血清を用いて高感度 radioimmunoassay
系を構築できたものについては、ヒト血漿抽出物のゲル濾過クロ
マトグラフィー、および逆相高速液体クロマトグラフィーの各分
画の免疫活性を解析しており、ヒト体液中における分子存在様式
の最終的な確認を進めている。さらに、いくつかについては、ペ
プチドそのものがペプチド医薬品となりうるだけの有用な生理活
性と安全性を有する可能性が示されており、投与ルートとその生
物活性、代謝の解析を開始している。

＜国内外での成果の位置づけ＞
研究代表者は過去に本研究の基本的な手法を考案する過程で強

力な新規多機能性関連ペプチドのサリューシンを発見した
(Nature Medicine 2003:9;1166-72)。これまでオーファン受容体の
リガンドを同定する手法により、重要な生理活性ペプチドを発見
する研究が盛んに行われてきた経緯があるが、生体内で重要な機
能を有するペプチド性リガンドは必ずしもGPCRを介するとは
限らず、多くの非GPCR型細胞表面受容体が重要な役割を示す
ことが明らかになりつつある。こうした経過と併行するように、
オーファン受容体のリガンド同定は最近、困難になりつつある。
これまでバイオインフォマティクスを新規リガンドの発見に応用
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する試みは、RFアミド構造のように機能が明らかとなっている
配列を指標にしたデータベース検索によって中枢神経系の新規ペ
プチドが同定されたなどの例があるが (Nature Cell Biol. 
2000:2;703-8)、本研究計画は特定のアミノ酸構造に限定してペプ
チドを探索するのではなく、広く多くの分泌性ペプチドのアミノ
酸配列を構造解析して、選択したできるだけ多くの因子について
機能解析を行うものであるが、そのスクリーニング過程を一段と
効率化するもので、研究代表者が考案し開発した全くのオリジナ
ルである。研究方法は提示したとおり容易で簡単に追随が可能で
あるが、研究は現時点でも急展開を続けており常に先駆的といえ
る。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
高純度合成ペプチドが合成できたことがmass spectrometry 解
析でも明らかとなっているにもかかわらず、実際に活性を測定し
たり、生体内分子型を確認しようとするプロセスで思いがけない
困難さに遭遇するペプチドが、本研究を進める過程で、最近いく
つも見出された。それらの中にはポリプロピレンやガラスに対し
て著明な吸着活性を示したり、生体内の蛋白質に強い結合を示す
特性であったりするなど (Nature Med 2007:13;661-662)、これま
で知られていなかったペプチドの物理化学的性状であるだけに、
これまでの古典的なクローニングの手法では、決して発見できな
かったであろうと考えられる。本手法においてもこれらの検討に
は多大な困難を伴ったものの、新たな治験としてこれまでにない
特性の因子を同定するノウハウがさらに蓄積されているものと考
えている。こうして、これまでの生理活性ペプチドの標準的な特
性や常識的とされたアミノ酸配列とは大きく異なる重要な因子を
順次報告してゆく予定である。

＜今後の課題＞
これまで本研究で見出してきた多くの未発表の新規生理活性ペ

プチド性因子をどの段階でどのような形で報告するか、それぞれ
の因子毎によく検討しなければならない。すなわち、内因性因子
としての重要性よりも、ペプチド医薬品としての応用がきわめて
有望と考えられるものは、企業化による開発が必須となるが、そ
の際は十分な権利化により開発企業のリスクを低減させる手段を
講じておかなければ、提携企業は現れない。また、アゴニストと
しての作用よりも、拮抗薬がきわめて有用な医薬品となりうると
思われるものについては、受容体同定研究を先行して開始して、
アンタゴニストの開発やその作用の検討を、提携企業との密接な
連携のもとに行ってゆく必要性がある。このような各因子の開発
の方向性を明らかにしてゆくために、今後、さらに正確な活性の
評価を継続させてゆく予定である。
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