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無脊椎動物の生理活性ペプチドは、ここ20年程の開に、節足動物や軟体動物を中心として多数同

定されてきた。これちは神経伝達物葉、神経修飾物質あるいはホルモンとして生体機能の調節に大

きな役割を果たしていることが示唆されてきた。しかし、脊椎動物の場合に比べると、それらの生

理・薬理学的研究は遅れていると言わざるを得ず、その宗国の lつとして、神経ペプチドのアゴニ

ストやアンタゴニストの開発がほとんどなされていないことが挙げられる。特に、アンタゴニスト

による活性阻害実験は、ある物質が生理的に働いているかどうかを明らかにするのに最も有効な手

段のひとつである。神経ペプチドの特異的なアゴニストやアンタゴニストが開発できれば、細抱、

組織または個体レベルでそのペプチドが果たしている生理的な役割の解明が飛躍的に進むことが期

待され、特に、ある情報伝達物震の特異的アンタゴニストを得ることは、神経薬理学のみならず、

神経生理学にとっても極めて大場である。アセチルコリンや七ロトニンなどのいわゆる古典的神経

伝達物質は、神経系を持っすべての動物で法ぼ共通の物質が使われており、したがって、それらの

アンタゴニストも、医学分野、製薬分野で開発されたものがある程度使用できる。しかし、神経ペ

プチドについては、無脊椎動物のものと脊椎動物のものと辻大きく異なり、薬理作用から考えてそ

の受容体も異なっていることは間違いない。したがって、神経生物学の発畏のために辻、無脊椎動

物神経ペプチドの特異的アゴニストやアンタゴニストの開発が望まれる。そこで、無脊椎動物の生

理活性ペプチドのペプチド性アゴニスト及び、アンタゴニストの開発を目的として研究を行なった。

第 2章 生理活性ペプチドの再定とその活性

どのような生理活性ペプチドのアゴニストやアンタゴニストを開発すればよいかを決めるため、
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まず最初に軟体動物とキョク度動物において筋運動の制御などに関与していると患われる生理活性

ペプチドの同定を行った。そして、これら同定ペプチドと既知のペプチドを比較検討して、対象と

するペプチドを選ぶことにしたc

最初に、キョク皮動物のマナマコ、軟捧動物のハマグリとヨーロッパマイマイから、それぞれの

動物の筋を生物活性検定系に用いて、生理活’性ペプチドの単離・同定を行った。その結果、これら

の動物から約30種類の生理活性ペフ。チドを発見した。ナマコのペプチドはそのすべてが新型のもの

であった。しかし、その中で、 Sticho-MFamide-1,2と名付けた 2種のペプチドだけは、飽のキョク

皮動物から同定されているSALMFamide関連ペプチド族の同族体といえるペプチドであることがわ

かった。したがってSALMFamide族の神詞はキョク皮動物内に広く分布していると思われる。

ハマグリとヨーロッパマイマイから発見したpQVPLPRYamideとpQPPLPRYamideは明らかに同族

体であり、 C末端部にPLPRYamide講造を共通に持つ新規の興奮性ペプチド族のメンバーが軟体動

物に広く分布していることが示唆された。そのほかの軟体動物ペプチドは、すべてが既知の軟体動

物ペプチド族のメンバーと言えるものであったが、アミノ酸配列は新規なものであったO

第3章 合成ペプチドライブラリーからの活性物質単離法の確立

無脊椎動物生理活性ペプチドのアゴニストやアンタゴニストを開発するのに最も存効な手法を選

択し、その手法を最適化する巨的で予錆的研究を行ったQ その手法としては、化学・医学などの分

野で塁薬品となるためのリード化合物を迅速に得る手段等として近年注Eを港びているコンビナト

＇）アルケミストリーと呼ばれる手法を選び、これを用いて合成したペプチドライブラリーから活性

物震の単離を試みた。

ペプチドライブラリーからの活性物質単離誌を確立するために、まず、約25 0万種類の 5残基

ペプチドからなるペプチドライブラリーをマルチペプチド合成撲を用いて作り、 無脊椎動物の筋

を生物活性検定系として活性物質を単離することとした〈密 lA）。しかし、このライブラリーは

無脊椎動物の筋に対しては活性を示さなかったので、脊椎動物であるウズラの直腸に対する効果を

調べたところ、輿奮笠活性が見られた。したがって、ウズラ重腸を生物活性検定系としてこれから

活性物賓の単離を試みることにしたが、このライブラリーにはあまりにも多数のペプチドが含まれ

ており、したがって 1種類あたりのペプチドの量が非常に綴量で、活性物費を単離するのは困難で

あると思われた。そこで、次に、 N末端のアミノ酸残基を通営アミノ酸のいずれかに決定し、含ま

れるペプチド数を約 13万種類に減らした19組のライブラリーを作成し、これらの活性を調べた。

その結果、 N末端にArgあるいはLysを持つライブラリーに収結惹起活性が見られた（国 1A, B）。

これらのライブラリーから高速液体クロマトグラフィー（HPLC)を用いて活性物質の単離を試みた

が、結局単離すること辻できなかった。 よって、以後も同様にして段措的にライブラリーを合成

してゆき、最終的に数百謹類のペプチドを含むライブラリーから、約20謹類のニューロテンシンの

構造に関連した活性ペプチドを単離した。このように、ペプチドライブラリーから実際に活性物質

を単離することができたことにより、アゴニストやアンタゴニストの開発にこの手法を用いること

が可能であることが示された。更に、 C末端にWamide講造を持つ 5残基ペプチドのライブラワー

からは、司様の手法を用いてウズラ宣揚に対して抑制活性を示すTFVAWamideなどの約20種のペプ

チドを得た。以上の研究により、ペプチドライブラリーからの活性物責の単難法として、数百万か

ら数千万種類のペプチドを含むライブラワーから活性物賀を探索する際には、各ポジションのアミ

ノ酸残基を最も強い活性を示すものへと次々に決定してゆき、最終的に、含まれるペプチド数が数
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百謹類以下のライブラリーからは、 HPLCを用いた活性物質の単離が可能であることが明らかにな

った。この手法を「段階的同定法jと名付け、以後の実験においても用いた。

次に、無脊椎動物の筋に効果を示すペプチドライブラワーを探索する目的で、 3残基と 4残基の

ペプチドから成るライブラワーを合成して活性を謂べたところ、 C末嬬にWamide構造を持つ数種

のライブラワーが軟体動物であるイガイの足糸前牽引筋に対して抑制性の活笠を示したので、この

第とウズラ直腸あるいはモルモット回揚を活性検定系として活性物賓の単離を行ったむその結果、

APGWamideのアゴニストやオピオイド活性を持つYGHWamideや（Trt)NQWamideなどの新規のペプ

チドが得られた。これらのうち、大塚製薬のグループや大阪大学蛋白質新究所の梧本三部教授らの

協力によって開発した（Trt)NQWamideは、極めて強いオピオイド活性を持ち、しかも体内で分解さ

れにくく、末桔系オとオイドペプチド受容体のアゴニストとしてモルとネ以上に有用な薬となりう

る可能性が考えられる。
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国 1 xxxxxとoxxxxの合成ペプチドライブラリー（A）とRXXXXとKXXXXのウズラ直腸の自動収縮に対す

る効果（B）。 XはCysを能く 19種類の通常アミノ援の提ざりの残基、 0はCysを詮く通常アミノ酸のいずれ

かが結合した残基を示す。

第 4章 軟体動物神経ペプチドのアゴニスト及びアンタゴニストの探索

第2章で同定したペプチドと既知の蕪脊椎動物生理活性ペプチドの中から、アゴニストやアンタ

ゴニストを開発するのに最も遥したペプチドを選択し、前述の「段階的同定法jを用いて選択した

ペプチドのリガンドを開発する巨的で研究を行なった。そのペプチドとして、軟体動物神経ペプチ
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ドであるAPGWamide及び、イガイ抑制性ペプチド（MIP）を選んだ。その理由として、軟体動物におい

て重要な動きをしていると考えられ、講造活性相関がある程度調べられており、更に、 MIPはC末

端部4残基で十分に活性を示すことがわかっており、 APGWamideと共に短い神経ペプチドである

ことから、ペプチドライブラリーを用いた研究に遺していることが挙げられる。

次に、 APGWamideとMIPのアゴニストやアンタゴニストを開発する自的で研究を行なった。ま

ず、これらの神経ペプチドの構造活性相関を更に調べる目的で、アミノ薮残基の 1部を地の通常ア

ミノ酸に置換したペプチドやペプチドライブラリーを合成し軟体動物の筋に対する効果を調べ、活

性を示したライブリーからは活性物質の単離を試みた。その結果、これらの神経ペプチドのアゴニ

ストを多数単離し、更に、これらの実験により、 APGWamideやMIPの活性発現にとって重要な残

基や、活性の強さに関わっていると思われる残基についての情報が得られた。

最後に、アンタゴニストを開発する目的で、目的とするリガンドが得られる可能性のあるペプチ

ドの構造を得られた’憧報に基づいて検討した結果、活性発現に重要と考えられるC末端部位にアミ

ノ薮を結合させることによって、 APGWamide や MIPの活性発現が抑えられかっ受容体との結合

能が失われないリガンドが得られるのではないかと考えて、 C末端に lf囲あるいは 2倍の通常アミ

ノ酸を結合させ、 C末端をアミドイヒしたペプチドやペプチドライブラリーを合成し、これらの措拡

効果を調べた。その結果、 APGWamideに対して括抗効果を示す数種のアンタゴニストやMIPの多

数のアゴニストを得ることができた。 APGWamideのアンタゴニストのうち、 APGWGNamideは、

最も強い詰抗効果を示すと共に〈図 2）、 APGWamideの生理的働きの解明のための試薬として用い

得ることができると考えられた。
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図2 セトウチマイマイのそ嚢の自動収縮におけるAPGWamideの効果｛A）に対するAPGWGNamideの措抗効果

(B)o一： APGWGNamideを作用させている時鴎0 ・－ - : APGWamideを作用させている時間。

t : APGWamideを投与した位量。

第5章総合考察

以上のように、本研究では、コンビナトリアルケミストワ一法を用いて作ったペプチドライブラ

リーの中から、アゴニストやアンタゴニストを単離同定する方法を確立し、それを用いて実際にオ

ピオイドペプチドの新規のアゴニストや無脊栓動物神経ペプチドであるAPGWamideとMIPの多数

のアゴニスト及び若干のアンタゴニストを開発することができたO したがって、単離法や生物活性

検定法を変えて「設措的同定法」を用いれば、ある生理活性ペプチドのアゴニスト・アンタゴニス

トや、新規で薬理学的に有用なペプチドを更に多数開発できると思われる。 また、「設措的同定法J

書 ．ブ•：·~~－・眠櫨量 ・・・EE’重量 重量；E l 」：
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は、生理活性ペプチドの構造活性相関を調べる研究においても極めて有効な手段のひとつであると

考えられる G

今後は、無脊椎動物の生理活性オリゴペプチドのアゴニストやアンタゴニストを多数開発し、こ

れらを用いて生理活性ペプチドの筋組繊やニューロンにおける作用撲構や、それらペプチドの生理

機能を明らかにしていきたい。


