
“バイオインフォマティクス解析”を応用した 

ペプチドーム研究の試み

　この度，日本ペプチド学会

ニュースレターへの執筆依頼を

頂戴いたしました。私はペプチ

ド合成の世界は門外漢であるこ

ともあって，山積みの原稿依頼

を横目で見ながらお断りの言い

訳を考えておりましたが，ペプ

チドを使わせて頂く立場の者の

雑文でも構わないとのことでお受けした次第です。

　私は内分泌代謝・高血圧・腎臓などを専門とする内

科医で，現在，東京医科歯科大学医学部附属病院で中

央診療施設に勤務しつつ，平田結喜緒教授が主宰する

内分泌代謝内科における診療と研究に携わっておりま

す。私たちのペプチド研究というのはペプチド化学の

専門家が丹精を凝らして合成・精製してくださったペ

プチドを使って実験するものですが，とくに内分泌学

など内科医が扱うような実験の中には細胞表面の受容

体や細胞内情報伝達系の解析にしても，市販の合成ペ

プチドを培養細胞などに添加して細胞応答を測定する

だけの簡単な手法も多いことから，他の分野の先生方

からは「ふりかけ実験」と揶揄されてきたこともしば

しばです。いうまでもなく，最近は分子生物学的な方

法論を使わないと論文が書きにくくなっていますの

で，分子機構を検討する実験も多くなっていますが，

基本的にペプチドを「ふりかける」ことにかわりはあ

りません。国立大学も法人化されて今後どのような変

革がおきるのか手探りが続く中，私たちのように医学

部附属病院に勤務するものにとっては「質の高い医療」

を提供しながら，病院経営の効率化を推し進め，その

うえで教育と研究でどのように成果を挙げるかが外部

評価によっても問われる時代となったと言われていま

す。このような環境の中で競争的研究資金を獲得しな

がら研究活動を活性化する必要に迫られる訳ですが，

日本には国立循環器病センターの寒川先生の一門をは

じめとし，ペプチドの世界では国際的な研究の方向性

をリードするグループがいくつもあるなかでそれなり

の成果を挙げるにはやはりゲノム資源を使う工夫をし

なければならないと考えていたときに，協和発酵東京

研究所の皆さんに大変なご助力とお智慧をいただいて

研究を始めることが可能になった次第です。加えてへ

リックス研究所とのご縁も幸運だったのですが，特に，

米国の��������	
大学稲上研究室へ留学されて���受容

体をクローニングされた業績で知られる佐々木克敏様

にはいろいろとお世話になり，ペプチドは「ふりかけ

る」もの程度の認識しかなかったような私が新規生理

活性ペプチドを見つけるための手ほどきをいただいた

次第です。その結果，サリューシンと命名した２つの

多機能性関連ペプチドを見いだすに至ったのですが，

これらは実に急峻で一過性の血圧降下と徐脈を同時に

きたす生理活性ホルモンで，血管平滑筋や線維芽細胞

では細胞増殖促進作用を示し，下垂体後葉に対しては

バゾプレッシン放出促進作用を示すなど，従来の生理

活性ペプチドとはちょっと毛色が違う物質です。���

　サリューシンの論文が昨年９月号の���������	
�
���

誌に出版されると，特に海外からの反響は大きかった

のですが，驚いたことに同じ９月の１０日頃にはすでに

アメリカの会社がインターネットでこれらのペプチド

を発売していました。物質特許すら出願していません

が，発売前にそのことについての問い合わせもなかっ

た姿勢に，若干，疑問を感じています。その後，この

会社で購入したサリューシンに論文に書いてあったよ

うな作用が見られなかったがどういうことかという質

問が複数，寄せられて返答に困ったものです。日本国

内の施設や企業で合成して頂いたものは全くそのよう

なことはなく，いくつかの研究室でも全く同じ結果が

得られているので，ペプチドを見つけた本人としては

研究者の腕や種差，もろもろの実験条件を疑うのでは

なく，合成した海外の会社に疑いの目を向けたくなっ

てしまいます。電気製品や精密機械などでよく体験す

ることですが，この分野でも日本製の質が高いのかと

想像していた次第です。最近，ペプチド研究所でも市
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販されるようになりこれが海外でも購入可能になりま

したので，私としては皆さんが高品質の日本製を購入

されることをすすめることにより，正確な研究結果を

出して頂きたいと念願しています。

�サリューシンはデータベース上の����情報の構造

解析から存在が推定される内因性ペプチド配列を合成

して培養血管平滑筋細胞にふりかけて，細胞内［����］���

の上昇するものを探すことによって発見したわけです

が，自分でどうしてそのような方法を用いるに至った

のかを今になって思い起こしてみますと，内因性に発

現している可能性の高いペプチドを次から次へと合成

してふりかけていると，そのうちにエンドセリンより

も強力に細胞内［����］��が上昇する物質が見つかるに

違いないという気がしていて，どうしてもそのことを

試したくなったように記憶しています。企業の御協力

を頂いた後も自分の研究費が続く限り，有用な因子を

探し続けようと密かに決意していたのかもしれませ

ん。ところが本当に驚いたことには，最初に合成して

いただいた３つのペプチド全てが細胞内［����］��の上

昇反応を示し，４番目にポジティブコントロールとし

てエンドセリンをかけることにより，かつて観察した

エンドセリンによる［����］��の上昇を確認した経緯が

あります。３つの未知ペプチドは当然のことながら名

前もついていなかったため，実験を手伝っていてくれ

た２人のテクニシャンと私の間では，４番目が「エン

ドセリン」であったため，とりあえず最初の物質を

「アンドセリン」，２番目にかけたサリューシン��αのこ

とを「インドセリン」，３番目にかけたサリューシン�

�βのことを「ウンドセリン」と呼ぶことにし，以降，

２００２年の春にサリューシンと命名してからも論文が出

版されるまで，ラボの中では「インドセリン」「ウン

ドセリン」という呼称で呼んでおりました。これらの

ペプチドの命名には実に苦労しましたが，ある日，サ

リューシンという名前をつけたことを皆に公表したと

ころ，テクニシャンや院生らの若者達はあまりにも普

通の響きをもった命名に驚きを隠せない様子でした。

おそらく真摯そのものの態度で研究をされておられる

であろうペプチド科学の分野の研究者の先生方には考

えられない実験室風景でしょうが，私は若者達が自由

で開放的な気分で，少し遊びの要素を漂わせた雰囲気

の中で実験してくれるのは，思った以上に生産的だと

感じています。

　「バイオインフォマティクス解析」といえば聞こえ

はいいのですが，実際はコンピューターの前に張り付

いてひたすら配列を検索する，実に単調な作業の連続

から始まります。といってもうまく生理活性候補因子

に出会った場合はサリューシンの例が示しますように

従来の方法よりも圧倒的に時間と経費と労力の節減に

つながります。かつての日々，聴診器を片手にポケッ

トベルでいつ呼ばれるかもしれない病院の業務をしな

がら，ある程度の研究業績を挙げなければならない必

要性に迫られながら改良してきた方法ですが，ゲノム

情報科学の専門家が開発した見事な配列解析のソフト

ウエアーがネット上で多数公開されている現在，アイ

デア次第でゲノム資源を自分の研究目的に用いること

が可能で，使えば使うほどいろいろな応用を試したく

なります。私の場合は実験するマンパワーが限られて

いるために，スクリーニングの段階でゲノム・����

情報が細胞や組織における作用点にできるだけ近い形

の蛋白やペプチド情報に置き換えることを目的として

活用しています。最初は，全長����ライブラリーを

頂戴して遺伝子導入実験から始めたのですが，だんだ

ん手を抜く方法ばかり工夫し始めて，現在では構造上

分泌蛋白である可能性が高いペプチド配列を合成して

生理機能の有無をスクリーニングしています。そんな

方法で生理活性を有するものを見つけるまでやってい

たら研究費を使い果たして失敗するに違いないという

ご指摘を様々な方々からいただいてきたことがきっか

けとなって，より有用な物質をより高い確率で見いだ

すための工夫ができることになり，新規生理活性因子

を見いだすことが可能な状況になりつつあります。多

くの因子の中から生理活性を持つものをスクリーニン

グするときには簡単に活性を検討できる方法がいいの

は明らかで，ここでは細胞内［����］��濃度にせよ，増殖

シグナルにせよ簡単な「ふりかけ実験」が実に役立っ

ています。あまり手の込んだ手技ばかりを専門にして

いたら，おそらくこのような方法で生理活性ペプチド

を見つけるのは困難であったろうと思っています。

　私は米国の����大学の分子生物物理，生化学に留学

していましたが，このときに分子生物学，分子遺伝

学，相同的組換えなどの手ほどきを受けたことが内分

泌・高血圧・腎臓研究に分子生物学的な手法を取り入

れるきっかけになりました。臨床医学系の研究者に

とってはこのような留学体験自体はごくありふれた経

歴といえます。しかし，ここ５～６年力を入れている

ペプチド研究にあっては，バイオインフォマティクス

やペプチド科学に造詣の深い方々に巡り会うことがで

き，そうした方々と時々お話し合いをもってお知恵を

拝借しながら研究を進められたことは，私にとっては

実に楽しかっただけでなく，この上ないありがたい体

験の連続でした。一般にはお忙しい他の分野の専門家

から知識や技術，蓄積されたノウハウを学ぶことは容

�



易なことではありません。ですから，お互いにメリッ

トを共有できる関係をうまく築くことができなけれ

ば，継続的に共同研究を進めて行くこともできないと

思います。しかし，学際的な研究分野の進展が著しく

なった今日この頃，同じ専門分野のものだけが集まっ

て研究を進めていくだけでは発展性がますます乏しく

なる傾向がさらに強くなっていくものと考えられ，積

極的に異なる分野の方々とうまく共同研究を進めるこ

とがどれほど大切かということを痛感させられていま

す。今後，ペプチド科学の分野の方々とも御一緒に新

たな物質を探索し続けることができればという夢を，

今も持ち続けています。
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遺伝子デリバリーの世界におけるペプチドの役割

　遺伝子を薬として利用する遺

伝子治療が多くの難治疾患を克

服する新しい治療法として注目

されています。しかし，遺伝子

（核酸）の酸性高分子としての

性質のため細胞内へ容易に入ら

ないのはもちろんのこと，体内

で容易に分解されるため，治療

用遺伝子をコードしたプラスミド���単独での経口

投与や血管内投与では効果は期待出来ません。そこ

で，遺伝子を目的組織に効率よく集積させ，細胞内へ

取り込ませ，さらに遺伝子発現をも調節できるといっ

た総合的な技術が開発されれば，遺伝子治療が一気に

現実的なものになるのです。���これまで，主に臨床の

世界ではウイルスを運び屋として使ってきました。ウ

イルスに治療用遺伝子を組み込んで，その感染経路に

乗せることで細胞内へ送り届けようという作戦です。

しかし，良好な治療結果を得た例もありますが，一方

で，過剰な免疫応答やウイルスが感染することによる

新たな発がんといった問題も表面化してきました。そ
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こでウイルスを使わない安全な遺伝子デリバリー技術

が必要とされています。

　細胞内に遺伝子を入れる方法としては，昔からリン

酸カルシウム法や塩基性脂質を使った方法がよく使わ

れてきました。これはプラスミド���と複合体を形

成させ，細胞内へエンドサイトーシスで取り込ませる

というものです。そして，現在ではトランスフェク

ション試薬として様々な化合物が開発されました。で

は，これら多くの化合物は細胞内へどのような旅をす

るのでしょうか？　これら塩基性化合物と���との

複合体はその表面が正電荷になっており，負電荷に

なっている細胞表面に吸着します。そして，エンドサ

イトーシスで細胞内に取り込まれます（図１）。エン

ドソーム内に取り込まれた複合体はそのままだと分解

されるので，細胞質に出なければいけません。そのし

くみとして，塩基性脂質の場合ではエンドソーム膜と

の融合，あるいは，ポリエチレンイミンといったポリ

アミンの場合ではプロトンスポンジ効果という，エン

ドソームのバーストが起こるためと考えられています。

���細胞質へ運良く脱出できた���は次に核へ移行し

ないと発現しません。分子量数百万という巨大なプラ

スミド���が核膜孔をどうやって通過出来るのか何

もわかっていませんが，培養細胞の場合は細胞分裂の

どさくさに紛れて核内に入るという説が有力ながら，

分裂していない細胞でも遺伝子発現が認められ，その

理解はなかなか進みません。また，顕微鏡下でのマイ

クロインジェクションの実験から，細胞質へインジェ

クションした���複合体の数パーセントしか核へ移行

しないことがわかり���，極めて効率が悪いといえます。

さらに，複合体の解離も遺伝子発現には必要ですが，
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いつどこで起こるのかもよくわかっていません。しか

し，この解離の制御は遺伝子発現の制御にもつながり，

後述するように多くの工夫がされはじめています。

　さて，培養細胞を対象にした遺伝子デリバリーに関

する研究成果をすぐに遺伝子治療に適用できるかとい

うとそう簡単にはいきません。北海道大学で行われた

���欠損症の遺伝子治療のように，一度患者さんか

ら細胞を取り出し，それに遺伝子を入れて再び戻すと

いう手法に適用できる可能性はあるものの，それでも

エンドサイトーシスが活発ではない細胞にはなかなか

入らず，ウイルスを使う手法やエレクトロポレーショ

ンのような物理的な刺激による過酷な入れ方しかあり

ません。さらに，直接体内へ投与する方法において

も，体内でどこに分布するかわからない，細胞内へ取

り込まれない，遺伝子発現の制御ができないなど，い

ろいろな問題が残されています。そこで，遺伝子治療

への適用に向けて現在，いろいろな努力が続けられて

います。大きく分類してみると，表１のようにまとめ

られるでしょう。そして，それぞれの課題でペプチド

の利用が期待されています。そこで本稿では遺伝子デ

リバリーシステム開発に期待されるペプチドの利用に

ついて紹介したいと思います。

細胞認識を可能にするペプチド性リガンドの利用

　遺伝子キャリアー分子のリガンド修飾は���複合

体を選択的に標的部位に集積させるために行われま

す。現在，多く報告されているものは細胞表面のイン

テグリンに結合する���ペプチドです。いくつかの

インテグリンが腫瘍の血管新生や転移に関わっている

ことから，このペプチドは腫瘍選択的なリガンドとし

て注目されています。最近では環状���ペプチドを�
����でラベルし，���（���������	
���������
������；

陽電子放射断層法）での腫瘍のイメージングに利用で

きると報告されました（図２）。���遺伝子デリバリーシ

ステムへの適用では，リポソームあるいはポリエチレ

ンイミンにポリエチレングリコール鎖を介して，���

モチーフをもつ直鎖状ペプチドの有効性が報告されて

います。�����このとき，ポリエチレングリコール鎖は

塩基性の遺伝子キャリアー部分とのスペーサーとな

り，インテグリンによる認識を高める効果とさらには

血中あるいは組織中でのステルス性を与えると期待さ

れます。また，���ペプチドは細胞側のエンドサイ

トーシスを誘導するともいわれています。���ペプ

チドはウイルス法にも利用されています。アデノウイ

ルス表面タンパク質に���配列を組み込み，天然型

では感染できない細胞にも遺伝子を運ぶことができる

ようになりました。���また，私たちは酸性のポリマー

にこれら���ペプチドを修飾し，この酸性ポリマー

で塩基性の���複合体をコーティングすることで，

血中安定性と腫瘍へのターゲティングを実現する分子

を構築しています。一方，���ペプチド以外にも

ファージディスプレイライブラリーから様々な部位に

選択的に結合するペプチドが報告されており，将来，

体内遺伝子デリバリーの対象範囲がさらに広がること

が期待されます。

エンドソームから細胞質への移行を促進するペプチド

　エンドサイトーシスで取り込まれた�����遺伝子

キャリアー複合体は，細胞の胃袋となるエンドソーム

から脱出しなければいけません。この過程を促進する

ペプチドとしてインフルエンザウイルスのヘマグルチ

ニンからあるペプチドが見つかりました。インフルエ

ンザウイルスが細胞にエンドサイトーシスで取り込ま

れ，エンドソームの酸性化に伴い，膜破壊作用を示す

部分のペプチドです。このペプチドには酸性アミノ酸

が含まれ，弱酸性条件下でαヘリックス構造を形成

し，膜破壊能を示します。このペプチドを�����遺伝

子キャリアー複合体に添加することにより，遺伝子の

発現効率が数十倍にも向上しています。���

�

具体的な工夫検討課題

���修飾，酸性ポリマー修飾
血中あるいは組織中での
���の安定性向上

リガンド修飾
標的組織への集積，細胞
内への取り込み効率向上

膜破壊ペプチド修飾・添加
エンドソームから細胞質
への移行促進

光，熱刺激応答性キャリアー，細
胞内シグナル応答性キャリアー

複合体の解離制御

核移行シグナル修飾核への移行促進

特異的プロモーターや複製可能な
���，トランスポゾンの利用

発現調節

表１　遺伝子デリバリーに関する研究の各課題と工夫

図２　［���］ラベルした���ペプチド



　エンドソームをバーストさせるペプチドも報告され

ています。オリゴリジンにヒスチジン残基を加えたペ

プチドを遺伝子キャリアーとして用います。���エンド

ソームに取り込まれたこのペプチドはエンドソームの

��������で汲まれたプロトンを次々に吸収します。

したがって，このヒスチジンのバッファー効果でプロ

トンが入ってきても��が下がらず，次々にプロトン

が流入します。これに伴い水も入ってくるため，最終

的にエンドソームがバーストするという仕組みです。

DNA複合体の解離を制御するペプチド

　�����遺伝子キャリアー複合体の解離制御は遺伝子

発現の制御につながる重要なテーマです。オリゴリジ

ンにシステインを導入し，ジスルフィド結合で安定化

した���複合体を細胞内へ取り込ませます。その後，

細胞質へ移行した際，その還元的雰囲気下でジスル

フィド結合が解け，複合体も同時に解離するという工

夫です。������これは複合体が細胞質へ入ると自動的に

���が遊離するシステムですが，さらに高度なテク

ニックも報告されています。それは，細胞内のシグナ

ル伝達に応答する遺伝子キャリアーです。例えばポリ

アクリルアミドのポリマーにプロテインキナーゼ�の

基質となるペプチドをつなぎます。そのペプチドは塩

基性で通常は���と複合体を形成できるのですが，

プロテインキナーゼ�がこのペプチド部分をリン酸化

することによりペプチドの塩基性が低下し，���を

遊離するというシステムです。これを使って���������

（プロテインキナーゼ�の活性化剤）刺激による遺伝

子発現の制御が可能になります。同様にカスパーゼ３

に応答するポリマーも構築されています。����このよう

なペプチドを細胞内をセンシングする素子として利用

する方法はこれからも広がっていくと思います。

核への輸送を促進するペプチド

　核へのタンパク質輸送には核局在化シグナル配列が

重要な役割を担っていることは，多くの研究者が知る

ところです。代表的な配列は���４０��抗原の「�����」

という塩基性の特徴的な配列です。このペプチドで運

びたいものを修飾するわけですが，プラスミド���

自身を直接このペプチドで修飾し，遺伝子発現を向上

させた論文が報告されました。����しかし，この修飾

���は核酸合成とペプチド合成，さらに，リガーゼに

よる遺伝子部分との結合といった複雑な過程が必要

で，一般的な手法には至っていません。一方，遺伝子

キャリアー分子側をシグナルペプチドで修飾するとい

う手段も報告されていますが，核内まで�����遺伝子

キャリアー複合体が移行するというシナリオになり，

核膜孔を通過できるのかなど，作戦として適切かどう

かわかりません。特にキャリアー側の塩基性ペプチド

修飾ということで，���複合体自体の物性を変化さ

せていることも考えられ，注意が必要と筆者は考えて

います。

遺伝子キャリアーとしてのデンドリティックポリリジン

　ここまでペプチドをリガンドとして，膜破壊ペプチ

ドとして，細胞内酵素の基質として，あるいは，局在

化シグナルペプチドとしての利用を例に挙げてきまし

た。このような生化学的なエッセンスを含んだ使い方

とは別にもっと材料的な使い方もあります。以前，私

たちはシンプルな塩基性αヘリックスペプチドを遺伝

子キャリアー分子として利用できることを発見しまし

た。����このペプチドの両親媒性構造が���との複合体

形成や，エンドソーム膜破壊に重要な役割を果たして

いることもわかりました。次いで，デンドリティック

ポリリジンも遺伝子キャリアーとして非常に優れた性

質を持っていることを明らかにしました。����その特徴

として細胞に対して毒性が低く，高い遺伝子発現が認

められ，また，その再現性も非常によいという点が挙

げられます。さらに，培養細胞に対してのトランス

フェクション能だけではなく，このデンドリマーの

���複合体をマウスの尾静脈から投与すると，血中

を３０分以上安定に循環していることがわかりました。

この高い血中滞留性は���修飾した分子を除いて，

塩基性キャリアー分子としては現在唯一のものです。

おそらくこの���複合体の表面電荷がほぼゼロに近

く，血清成分との非特異的な相互作用が少ないためで

はないかと考えています。このステルス性の高いデン

ドリマーにリガンド修飾を行うことにより，効果的な

標的部位へのターゲティングが期待されます。

おわりに

　ペプチドの遺伝子デリバリーシステムへの利用は，

遺伝子キャリアーの機能化という点で非常に重要なポ

ジションにあります。今後のペプチドの生理的な作用，

物理化学的な性質，さらに，新しい構造とその合成手

法に関する研究がこの領域の研究を支えていくのだろ

うと感じています。ペプチド学会というペプチドに関

わる広大な領域をカバーするこの学会から，新しい遺

伝子デリバリー技術の種が芽生えることを確信して，

これからも研究に精進していきたいと思っております。

�
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自己のペプチド配列を認識することで 

感染微生物の襲来を知る受容体

　このたび，日本ペプチド学会

ニュースレターへの執筆依頼を

受けましたので，私たちのカブ

トガニを用いた自然免疫研究の

中から，ペプチド科学を専門と

される研究者に興味を持ってい

ただけると思われる話題を提供

してみたい。なお，研究の詳細

は原著論文を参照されたい。����

　哺乳類の生体防御機構は，獲得免疫と自然免疫のふ

たつのシステムで成り立っている。�細胞や�細胞が

中心的な役割を果たす獲得免疫系は，遺伝子再構成に

よって生み出されるタンパク質の構造多様性にもとづ

いており，感染微生物に特異的に対応できる。一方，

自然免疫系を担うタンパク質は，感染の有無にかかわ

らず準備されている。そのため，自然免疫系の役割は，

感染初期の生体防御反応としての機能，すなわち，食

作用や補体活性化が強調されてきた。しかし，�細胞

や�細胞が活性化するためには，自然免疫系の活性化

が不可欠であることが判明し，自然免疫系の生体防御

における重要性が広く認識されるに至っている。����

　自然免疫系の異物認識タンパク質は，感染微生物の

細胞壁成分，たとえば，グラム陰性菌のリポ多糖

（���）や，グラム陽性菌のペプチドグリカン，あるい

はカビ類のβ��１，３��グルカンなどがつくりだす分子パ

ターンを認識すると考えられている（パターン認識

説）��。�������これらの物質は細胞壁成分として感染微生物

にとっても重要であり，容易に構造変化させることは

できない。したがって，自然免疫系の異物認識がこれ

らの物質を標的としていることは，大変優れた戦略と
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いえる。無脊椎動物には獲得免疫系は存在しないにも

かかわらず，カブトガニの寿命は２０年にもおよぶこと

から，洗練された自然免疫機構が備わっているはずで

ある。

１．カブトガニ血球の LPSに対する生体防御反応

　多細胞生物の体液には何種類もの血球細胞が含まれ

ている場合がほとんどであるが，カブトガニの血球の

９９％は１種類の顆粒細胞で占められている。この顆粒

細胞の細胞質は大，小２種類の顆粒で満たされ，顆粒

内には体液凝固因子をはじめ，レクチン，抗菌性タン

パク質などの生体防御タンパク質が選択的に貯蔵され

ている。����顆粒細胞は，極めて低濃度の���に対して

鋭敏に反応し，顆粒内成分を放出する（開口放出とよ

ばれる現象）。その結果，顆粒内に貯蔵されていた生

体防御タンパク質が体液中に分泌され，体液凝固をは

じめとする生体防御反応が開始される。体液凝固反応

により，体液の流出が防止されるとともに，感染菌の

体内拡散が阻止される。同時に，感染菌はレクチンに

より凝集され，抗菌ペプチドで殺菌される。また，分

泌された生体防御因子による創傷治癒のメカニズムも

明らかになりつつある。����このように，顆粒細胞の開口

放出は，カブトガニの生体防御反応の引き金ともいえ

る重要な反応である。最近，開口放出によって分泌さ

れる生体防御タンパク質を�����法により定量するこ

とで，顆粒細胞の���で誘起される開口放出を定量す

る測定系を構築した。本定量法を用いて開口放出を解

析すると，種々の感染微生物の細胞壁成分のうち，

���に対して特異的に反応することが確認された。����海

中の主要な微生物は，ビブリオなどのグラム陰性菌で

あることから，グラム陰性菌の感染は不可避である。

そのため，カブトガニはグラム陰性菌の侵入を認識す

るためのシステムを高度に進化させたのであろう。

２．体液凝固反応

　カブトガニの体液凝固反応は，���とβ��１，３��グル

カンにより活性化されるプロテアーゼカスケードから

なる��。カブトガニの体液凝固因子は，顆粒細胞の大

顆粒内に貯蔵されており，���により誘導される開口

放出によって体液中に分泌される。分泌されたセリン

プロテアーゼ前駆体の�因子が���に結合して活性型

�因子となり，そのプロテアーゼ活性により�因子を

活性化し，ついで活性型�因子が凝固酵素前駆体を凝

固酵素に変換する。最終的には凝固酵素がコアギュ

ローゲンをコアギュリンに変換し，コアギュリンが重

合することにより不溶性のゲルが形成される。また，

別のセリンプロテアーゼ前駆体の�因子はβ��１，３��グ

ルカンによって活性化され，カスケードを起動する。

つまり，カブトガニの体液凝固カスケードは，感染微

生物の表面に濃縮された凝固因子により引き起こされ

る急激な固相上の反応であり，哺乳類の血液凝固カス

ケードが，リン脂質上にカルシウムを介して濃縮され

た凝固因子の固相上の反応であることを思い起こせ

ば，両カスケードは戦略的には類似のシステムである

ことに気づく。カブトガニの体液凝固反応は���に対

する感度が非常に高く，���の検出に応用されてい

る。この感度の高さは，�因子と���との親和性の強

さによると考えられ，表面プラズモン共鳴センサーを

用いた解析では，�因子と���との結合の解離定数は

７．�５６×１０����である。�����因子のように，���と直接

結合するプロテアーゼ前駆体の報告はなく，�因子の

���認識機構の解析は，自然免疫系における異物認識

の分子基盤を解明する大きな手がかりとなることが期

待される。

３．黄色ショウジョウバエと哺乳類の異物認識機構

　黄色ショウジョウバエにおいて，����受容体がカビ

類の感染（β��１，３��グルカン）に対する免疫応答に関

与することが明らかとなって以来，哺乳類においても

����様受容体が発見され，これらが異物認識に重要な

役割を果たしていることが明らかとなっている。�������

����は，黄色ショウジョウバエの初期胚における背腹

軸決定に関与する膜貫通型のタンパク質として同定さ

れ，発生段階の初期には一連のプロテアーゼカスケー

ドにより産生されるリガンドを認識し，腹側形成のス

イッチを入れる働きをする。����一方で，成体では，真

菌の細胞壁成分であるβ��１，３��グルカンやグラム陽性

菌の細胞壁成分であるペプチドグリカンによる刺激を

細胞内へ伝達し，抗真菌タンパク質や抗菌タンパク質

などの生体防御に関与する遺伝子の発現を促進する。

現在では，様々な動物種において����様受容体が発見

されており，ヒトにおいては１０種類の����様受容体が

同定されている。ノックアウトマウスを用いた解析か

ら，それぞれの����様受容体が微生物由来の成分を特

異的に認識し，その情報を細胞内へ伝えていることが

明らかとなってきている。黄色ショウジョウバエの

����受容体は，直接異物を認識しているのではなく，

プロテアーゼカスケードや他のパターン認識タンパク

質の存在が不可欠である。����しかし，これらのプロテ

アーゼカスケードを形成しているプロテアーゼや，パ

ターン認識タンパク質が����様受容体に刺激を伝える

メカニズムに関しては，不明な点が多い。なお，カブ

�



トガニ顆粒細胞にも����受容体が発現しているが，

���認識には関与していないようである。�����

４．カブトガニ顆粒細胞の LPS認識メカニズム

　カブトガニの顆粒細胞の開口放出における���刺

激の伝達には，三量体�タンパク質が関与しているこ

とが報告されていた。�����前述した開口放出定量法を用

いて詳細な解析を行ったところ，顆粒細胞を百日咳毒

素や細胞内イノシトール代謝の阻害剤で処理すると，

���による開口放出が阻害された。����また，カルシウ

ム－������の阻害剤であるサプシガルギンや，カル

シウムイオノフォアで顆粒細胞を処理すると���非

存在下においても開口放出が誘導された。したがっ

て，���刺激の伝達には三量体�タンパク質が関与し

ており，最終的には，細胞質内カルシウムイオン濃度

が上昇し，開口放出が引き起こされると推定される。

さらに，顆粒細胞表面にも前述のセリンプロテアーゼ

前駆体の�因子が存在しており，顆粒細胞の高い���

親和性は，細胞膜表面の�因子に依存していることが

判明した。����興味深いことに，�因子のプロテアーゼ

活性が���刺激の伝達に必須であった。すなわち，プ

ロテアーゼによって活性化される�タンパク質共役受

容体（����������	�
�����������
��	�����������������

���と呼ばれる）の存在が示唆されたのである。

　現在までに判明した���は４種類あって，すべて哺

乳類由来である。���������無脊椎動物での���の報告はな

い。最初に判明した���は，ヒト血小板のトロンビン

受容体（����１）である。血小板の活性化には，トロ

ンビンのプロテアーゼ活性が必須であり，����１の活

性化の分子機構は，それまで知られていた７回膜貫通

ドメインをもつ�タンパク質共役受容体に比べて，非

常にユニークであった。���������１のアミノ末端側には

トロンビンにより，特異的に切断されると思われる

�����がある。切断位置前後の配列は，���������

������������������������������であり，この�����

のカルボキシ末端側での切断が血小板活性化に必須で

あることは，�����の���置換受容体で証明されてい

る。さらに重要なことは，新しくアミノ末端となった

���から始まるオリゴペプチドが，����１のアゴニス

トとして機能する点にある。１００μ���程度のヘキサペ

プチド（�����������������������）が，����１を介

してトロンビンと同等の血小板活性化を引き起こすこ

とが知られている。この現象は，他の３種類の���で

も確認されており，受容体自身にリガンドがつなぎ留

められていることから，そのオリゴペプチド配列は

�����������	
��と呼ばれる。

　そこで，カブトガニ顆粒細胞に対する���の���������

������の効果を調べてみると，���非存在下で，ヒト

����１やマウス����２（�����������������������）の�

ヘキサペプチドで濃度依存的に開口放出が誘導され，

５００μ���で���刺激と同等の分泌量が測定された。一

方，マウス����４（�����������������������）のヘ

キサペプチドでは，顆粒細胞の開口放出がほとんど観

察されず，受容体がリガンド特異的に反応しているこ

とをうかがわせる。トロンビンと�因子のペプチド基

質に対する特異性は酷似しており，カブトガニにも

���が存在することが証明できれば，凝固や生体防御

に関わる顆粒細胞と血小板の機能類似性がさらに明確

なものになり，進化的にも興味深い。想像たくましく

すれば，���を顆粒細胞表面の�因子が察知して活性

型プロテアーゼとなり，近傍にある���を切断するこ

とで���は新たに生じた自己のアミノ末端ペプチド

配列を認識し，感染微生物の襲来という情報を細胞内

に伝えるわけである。

　現在，カブトガニ���遺伝子の同定を進めている最

中である。���と遊離のヘキサペプチドとの親和性は

それほど高くなく，数十から数百μ���程度と推定され

るが，これらのヘキサペプチドで細胞表面の受容体を

特異的にラベルできないものであろうか。例えば，親

和性を低下させることなく，ビオチン化したヘキサペ

プチドに，受容体と共有結合しうる官能基を持たせる

ことはできないのだろうかと，素人のつたない望みを

いだいている。

　さまざまな生物のゲノムに関する情報が蓄積するに

つれて，カブトガニの生体防御因子はけっしてカブト

ガニに特有のものではないことが確認され，カブトガ

ニ由来のタンパク質を用いても普遍的な生物学的現象

を分子レベルで討論できるようになってきた。カブト

ガニは，感染微生物の有無に関わらず顆粒細胞に十分

量の自然免疫関連因子を貯蔵することで，即時対応型

のすぐれた自然免疫機構を備えている。最近になって，

これらの自然免疫関連因子は，感染局所において協調

的に機能していることを示唆する結果が得られてき�

た。��������今後は，これら自然免疫関連因子の機能的ネッ

トワークを明確にすることが必要であろう。さらに，

異物の排除，創傷治癒などに関する分子機構はいまだ

手つかずの問題である。これらの解明は，自然免疫の

分子基盤を理解する上で重要な情報となるであろう。�

�
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質量分析計を用いた 

ペプチド性腫瘍マーカー探索の試み 

佐々木一樹　

　ペプチド学会の会員ではありませんが，ニュースレ

ターは過去何回か拝見しておりました。今回，ニュー

スレターへの寄稿依頼をいただきましたが，貴学会は

ペプチド合成をはじめとする化学・薬学系の先生方が

多数いらっしゃるとうかがっています。門外漢の立場

として，ペプチドとの個人的な関わりや，表題に記し

ましたここ数年の仕事などを綴らせていただきますの

で御容赦願います。

　大学生の頃，松尾壽之先生が雑誌に寄せられた「ス

トックホルムへの道」を拝読する機会がありました。

視床下部ホルモンの一次構造決定までの熾烈な競争に

感銘をうけると同時に，「いくつかの残基が修飾を受

けているとはいえ，少数のアミノ酸がつながっている

にすぎないペプチドが，なぜ生理作用の調整役として

ふるまえるのだろうか」と大変不思議に思い，魅了さ

れました。また，生化学系の授業では様々な場面にイ

ンスリンの事例が必ず登場し，京大の沼正作先生グ

ループによる一連のペプチドホルモン前駆体遺伝子の

クローニングのお話なども，ペプチドということで印

象深く思っておりました。病棟実習が始まりますと，

様々な内分泌疾患の患者さんや，ごくまれですが異所

性ホルモン産生症候群の方をお見かけするようにな

り，非常に印象づけられました。私事ですが，身内が

国立がんセンター病院にお世話になり，見舞いの私に
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病棟主治医としてお声をかけてくださったのが，当時

の研究所内分泌部室長で病院併任でもいらした山口建

先生（現静岡がんセンター総長）でした。その内分泌

部では，各種の神経内分泌腫瘍が産生するペプチドを

「網羅的」に���で測定していました。即ち，ペプチ

ドホルモン３０種類ほどについて矢内原昇先生に抗原用

ペプチドを合成いただき，���系を組んでいました。

神経内分泌腫瘍は非常に症例が少なく，全国の病院に

検体のご協力を仰いでいました。大学の夏休みを利用

して，私は研究部にお邪魔して培養や���の実際を体

験させていただきました。卒業研究がありませんので

貴重な経験でした。���は既知物質の測定ですので，

私には若干不満な点もありました。「新しいペプチド

を発見するような仕事がしたい」と思っていたところ

に，松尾先生のグループの数々の生理活性ペプチド発

見のお仕事を知り，その気持ちが強くなりましたが，

専門家不在の環境で独力で開始するのは困難であろう

と観念していました。

　一方，研究部では「網羅的な」���の結果，ガスト

リン放出ペプチド（���）が肺小細胞癌で高頻度に産

生されることを明らかにしていました。���肺小細胞癌

は神経内分泌腫瘍の一種で，喫煙との関連が強く示唆

されており米国では非常に多い肺癌です。山口先生に

よりますと，���自身を対象にした���では血中での

半減期の関係で安定した測定が困難だったそうで，

���のプロ体部分を測定対象とすることで肺小細胞

癌の腫瘍マーカーとしての開発にこぎつけたそうで

す。腫瘍マーカーとは，検診を受けられた方は御承知

のように，採血などでがんの存在を推定し，また実際

にがんであった場合に治療経過のフォローアップで目

安として使用されるものです。それも一段落した頃，

もはや新しい生理活性ペプチドは発見されないであろ

うという意見が研究部では強くなり，���の実験設備

も撤去するに至りました。

　１９９７年頃より，ゲルから蛋白質のバンドを切り出し

て質量分析法で同定する手法が欧米のライフサイエン

スの一流雑誌に掲載されるようになりました。しかし

ながら質量分析は私には遠い世界のお話で，薬学部と

の合同授業で聞いた高速原子衝撃という難しそうな言

葉を思い出すにすぎませんでした。省みると，このよ

うなチャンスを活用できるか否かでその後の展開が

違ってくるようです。

　１９９９年の学会で，「初心者でも使用可能な質量分析

計」として表面改良型レーザー脱離イオン化法

（�����）に基づく装置を知りました。各ピークを数

値で区別できるという質量分析の直截的な恩恵に，素

人も与れる期待がありました。これを応用すれば，医

学的にも意味のあるペプチド，例えば腫瘍マーカーと

なるペプチドが探索可能でないかと考えました。現在

臨床に供されている腫瘍マーカーの多くは糖鎖抗原で

す（培養細胞をマウスに移植した場合，マウスの抗体

が認識する抗原本体は殆どが糖鎖であることが知られ

ています）から，糖鎖ではなくペプチドから何か新し

い腫瘍マーカーを探索することを考えました。トリシ

ン����は時間もかかるし，分離もよいとはいえませ

んが，質量分析なら低分子量領域で高感度であろう

し，多数のピークの比較検討によってがんに特異的な

ペプチドを見い出すのは容易であろうという，今考え

ると非常に単純な発想でした。「無知なるは幸いなる

かな」という言葉通りであったと思います。

　紆余曲折を経てようやく自分自身で質量分析計に触

れるようになりました。腫瘍マーカーとして，癌細胞

の分泌物を対象にするのが自然な流れですが，血液や

培養液を����で分離する経験が多少はあった私は，

精製のことを考えると血液はハードルが高すぎると思

いました。そこで，実用化されている腫瘍マーカーは

培養細胞でも産生されるという現象を思い出し，培養

細胞も意味があると判断したのです。私の方法はシン

プルで，様々な細胞を培養し，培養に用いる血清成分

を極力除去した後に，無血清培養上清として回収する

ものでした。�����はイオン化の原理はマトリックス

支援レーザー脱離イオン化法（�����）と同様で，エ

レクトロスプレーイオン化法（���）よりは初心者向

けであるとされていますが，確立したプロトコールは

皆無でしたので手探りの状態でした。培養上清ですら

難攻不落であって，手術材料や血液からのマーカー探

索などは途方もないように思えました。その頃から，

大学と同様に，勤務する研究所でも評価委員会が開催

されました。委員の方々は��ですので，目新しさは

評価いただけたのですが，「腫瘍マーカーが培養細胞

から見つかるはずがない。なぜ血液や手術材料から始

めないのか」「質量分析などでアミノ酸配列が本当に

わかるのか」という医学系ならではの理不尽な批判も

ありました。しかし，研究所の性質上，「早期発見に

使えるマーカーが見つからない限り無意味だ」とみな

されるのはやむをえないところです。自分の名前で研

究費をいただけるようになってからも，「肺小細胞癌

の診断で有効性が確立した������は，培養細胞から

も放出されている」という点のみがよりどころでし

た。無血清条件下での培養でもっとも困難な点は，培

養液中に放出されるペプチド量を増やそうと培養時間

を長くしても，結局のところ目的物は分解してしま

��



い，無血清条件のストレスで死滅した細胞から，細胞

骨格成分由来の断片ペプチドが沢山検出されることで

す。その加減は細胞によって様々ですので，すべて自

分の目で確認する必要があります。

　その後，２００１年の３月になって，ようやく膵癌の培

養細胞のみで見い出されるペプチドの同定に至りまし

た。���完全に丸腰の状態で，分子量が大きなペプチド

のタンデム質量分析による同定にはずいぶん時間がか

かったことを思い出します。それは実際のがん組織に

も存在し，膵液にも存在することを質量分析で確認で

きた為，第一関門通過で多少は安堵いたしました。そ

の後，蛋白質やペプチドの質量分析で磁場型の時代よ

り日本をリードされてきた阪大蛋白質研究所の高尾敏

文教授に御指導いただけるようになって，「無知なる

はやはり不幸なことだ」と痛感した次第です。臨床検

査は，現在������が主流になっており，通常採血レ

ベルで簡単に定量できるような系の構築を検討してい

ます。腫瘍マーカーは偽陽性が常に問題になります

が，複数のマーカーの同時測定でその問題を少しでも

解決することが現場では求められております。また，

糖鎖抗原の腫瘍マーカーには，血液型糖鎖と構造を共

有するものがあり，血液型によっては癌になっても

マーカーが上昇しない場合があります。ペプチドを

マーカーとして用いることでこの点が回避されること

を期待しています。

　いろいろなペプチドの合成を外注でお願いしている

昨今ですが，ペプチド合成が今でも一筋縄でいかない

のは門外漢にも推し量れます。直鎖の３０残基ほどのペ

プチドでも，いくつかの業者にお願いして「合成でき

ませんでした」と言われたものが，ペプチド研ではす

ぐに合成くださいました。合成してみたいペプチドは

いくつか出てまいりますが，今でもオリゴヌクレオチ

ドの外注に比較しますと時間も経費もかかります。ペ

プチド合成が大変な作業であるのは私なりに理解いた

しました。研究者・ユーザー人口の問題もあるかと思

いますが，基礎検討などではペプチドが少量でもよい

ので，もう少し手ごろな合成価格であれば望ましいと

思います。蛋白質の機能ドメインをペプチドとして合

成し，中和目的やデコイとして細胞内に導入する実験

は，他の分野でこれから一般的になってくるように感

じますので，需要は減る事はないと思われます。ま

た，生理活性ペプチド探索は糖鎖関連遺伝子のクロー

ニングと並び本邦が大きく貢献している領域なのは周

知のことです。糖鎖の分野では国内で横断的な協力体

制がとられつつあるようですが，ペプチドでもそのよ

うな体制で，各研究者のプライオリティを尊重しつ

つ，国際的な競争を勝ち抜けていけたらと願います。

　創薬のターゲットとして生理活性ペプチドの将来性

は今後も不動と思いますが，その他にも機能性ペプチ

ドが医療の領域に活路を見出せる可能性は大きいと思

います。とりとめもなく勝手なことを書かせていただ

きましたが，先生方の御指導をいただきながら，医療

に貢献できるペプチドを一つでも見い出せればと思っ

ております。
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第１回アジア－太平洋国際ペプチドシンポジウム 

第４１回ペプチド討論会

主　催　日本ペプチド学会

共　催　日本化学会，日本薬学会，日本農芸化学会，

　　　　九州大学大学院理学研究院（化学部門）

会　場　福岡国際会議場（福岡市）

会　期　１０月３１日（日）～�１１月３日（水）

発表申込締切　８月３１日（火）

アブストラクト締切　８月３１日（火）

事前参加登録締切　１０月１日（金）

討論主題

１）コアプログラム「ゲノムペプチド，ぺプチドーム

先導研究」，「生理活性ペプチドの機能発現」，「ペプ

チドの機能構造構築原理の分子基盤」。

２）若手先導シンポジウム：新進若手研究者（３０代前

半まで）の新規開拓分野での研究成果を特集。

３）シンポジウムセッション「ペプチド合成科学」「ペ

プチド分析科学」「ペプチド免疫科学」「ペプチド機

能科学」「ペプチド構造活性相関科学」「ペプチド創

薬科学」「ペプチド材料科学」「ペプチドホルモン科

学」「ペプチド立体構造科学」の各主要分野の最先端

テーマの講演。次の分野ごとに講演を募集します：
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招待講演　国内外の優れた研究者に交渉中です。

発表形式　講演発表は英語による一般講演（討論を含

めて２０分，プロジェクター使用），またはポスター発

表とします。プログラム編成により，発表形式の変更

をお願いすることがあります。

事前参加登録料　１０月１日まで（一般参加料にはプロ

シーディング代を含む）

　一般：（学会員）４，�０００円，（共催学会員）８，�０００円

　　　　（非会員）１０，�０００円

　学生：（学会員）１，�０００円，（共催学会員）３，�０００円

　　　　（非会員）４，�０００円

　　　　プロシーディング代　２，�０００円。

懇親会　ホテル海の中道。

　　　　参加費：一般　８，�０００円，学生　４，�０００円

発表・参加申込方法　討論会ホームページより入力

フォームをダウンロードし，���もしくは電子メール

（����������	
�����������������）にて送信して下さ

い。その他の情報は，ホームページを参照下さい。

市民フォーラム　１０月３１日（日）に同会場にて「生命

（いのち）を守り，健康をつくるアミノ酸・ペプチド」

と題して４つの講演と，展示実験を行います。詳細は

世話人までお問合せ下さい。

連絡先　〒８１２�８５８１　福岡市東区箱崎６�１０�１

九州大学大学院理学研究院化学部門構造機能生化学研

究室　���������２００４

代表世話人　下東康幸

��������０９２�６４２�２５８４

���������	�	
�������������
����������（学会用）

ホームページ：�����������	
���
�������
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���
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学会等案内

第３７回　若手ペプチド夏の勉強会

平成１６年８月８日（日）～�１０日（火）

京都府立ゼミナールハウス　������������	
����
�����

玉村啓和（京都大学）　��������������	
�����	��	��
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編集後記

　本号はペプチドの新しい探索法や利用法といった面

から，最新の研究動向や成果，それらを踏まえたペプ

チド研究に関する意見などを，ペプチド学会会員以外

の２名の先生にもお願いし自由に書いて頂きました。

ペプチドの概念やそれをキーワードとする研究も日々

拡大を続けております。各先生のこれまでの研究経験

や実績に基づいた内容は，学会の皆様に新しい視点を

提供し，研究展開への手掛かりを与えてくれるのでは

ないかと期待しております。本号の内容や今後の企画

に関するご意見がありましたら，編集委員までお願い

いたします。
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