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3S4pO1　　 ペ プ チ ドミクス に よる生理活性ペ プチ ドの 探索
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3S4pO2　　 メタボ リッ ク フ ィ ン ガー
プ リン テ ィ ング の高解像

　　　　　　　度表現型解析へ の 応用
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ペ プ チ ドは 、ホ ル モ ン 、循環 調節因子、神経伝達物質等 と して生体 の 情報

伝達
・
制御 に不 可欠で あり、ペ プ チ ド総 体 （Pcptidomc ＞ を解析で きれば 、

生命現象の 理解、創 薬や診断
・
治療 法の 開発に 有用 と考 え られる。ペ プ チ

ドはタ ン パ ク質 と類似する ため 、プ ロ テオ
ー一

ム 解析 法が適用 可能 と考 えら

れがちで あ るが、1＞実在分子を同疋 するため酵 素消化は使用 できず、2｝タ

ン パ ク 質に 比 して 微量で あ り （1〜1000 以下 ）、3）抽出 時の 分 解が不 可避で 、
4）タ ン パ ク質の 分解ペ プチ ドが 大半を占め る．な どの 問題があ る．こ の よ

うな実在ペ プチ ドを包括的に 解析する 分野は 、プロ テ オ ミ ク ス と区別 して

ベ プチ ドミクス と呼ばれて い る 。10年前 よ り、分 解 を抑制 した抽 出法、2
次元 LG と質量 分 析計 に よ るプ ロ フ ァ イ リン グ法 を作成 し、マ ウ ス 脳 の ペ プ

チ ド
ー

ム 解析等 を行 っ たが 、約809は 細胞内タ ン パ ク 質由来の 分 解ペ プチ

ドで あ っ た ．残 り20％は 分泌 タ ン パ ク質 に 由来 し たが 、大半は2次 的分解 を

受 け、内在性ペ プチ ドは ごく
一

部 と推定さ れ た 。
問題点克服の ため 、我 唱 まペ プチ ドが 主 に細胞 間 で機能す る こ とに 着 凵 し、
細胞培養上清 を標的 とした 解析 を開始 した 。内分 泌 系細胞培養上清の ペ プ

チ ド画分 を還元 アル キ ル 化後、逆相LC で 分 離、分析 した ところ、多数の ペ

プ チ ドを同 定 で き ，ホ ル モ ン前駆 体 由来ペ ア チ ドが 高率で 観測 され た。機

能米知 のべ ブ チ ド群 よ り〔沫 端 ア ミ ド化 を基準に 2種の ペ プチ ドを 選択、合

成 し、抗体 を 調製 した 。免 疫 沈降 物 の 質 量 分 析等 に よ り脳 で の 存 在 を 碓。心
し た。宮崎大 学中里教 授 との 共 1司研究 に よ り、これ らは 視 床 下 部 バ ソ プ レ ッ

シ ン産 生 神 経 細 胞 に 含 まれ 、薬 理 学 的 解析 よ りバ ソプ レ ッ シン 分 泌 を 抑 制

す る こ と を 明 ら か に し た ．局 在 と 作 用 に 基 づ き NeuroEndocrine
RegutaLor）

・PePtide　（NERP ） ！、2 と命名 し、生 理 、病態 生 理 機 能 の 解 析

を進 め て い る（1＞。
さ らに ．内 分 泌 細 胞 に 短 時間 の 分泌 刺激 を与

．えて ペ プチ ドを 回 収す る と 、
分 泌顆粒 中 に近 い 状 態 でペ プ チ ドを回 収 、解 析 で き る こ と を明 らか に した

（L）。同定 ベ プチ ド数 の 多 い タ ン パ ク質 で はプ ロ セ シ ン グや 生 成 ペ プチ ドが

予測 可能 と考え ら れ、今後ベ ブ チ ド ミク ス に基 づ く生 理 活性ペ プチ ド探索

が
一
般 的手 法 とな る と期待 され る。大 部分 のべ ブ チ ドはプ ロ ホ ル モ ン 変換

酵 素 に よ り切断さ れ る と考 え られ るが 、切断特異性 に
一

致 しな い 例 もあ る

た め、正碓 な 予測 を行 う に は デ ータ蓄積、解析が 必要 で あ る。
ペ プチ ドの 標的 と して G タ ン パ ク質共 役型 受容 体が 注 目 され て い る が 、
NERP 受 容体は 見 出せ ず、標的 が 他の タ ン パ ク質で あ る可能性 も想定 され

る ．ま た 、ペ プチ ドが 生成する 現象は生体 内に数多 くあ り、細胞 内で もペ

プ チ ドが機 能 す る とい う仮説 もあ る。ペ プ チ ド ミク ス を用 い た生 理 活 性 ペ

プチ ド探 索 は ま だ 緒 に 就 い た ばか e で あ る が、ペ プチ ド回収法 の確 立 、分

解ペ プチ ドの 識 別 法な どが 開発で き れ ば、生体 内ペ プチ ドの生 hk機 序 、機

能 も含 め その 世 界 は さ らに広 が る もの と期 待 して い る。
1｝Yamagu 〔

・hi　II，sasaki　K ，et　al．JBio且（二hem ，282 ： 26354 ，2007 ．
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メ タボ ロ ミク ス は ゲ ノ ム配列情報が 無 くて も運 用 可 能 で あ るた め．ゲ ノム

済很の 乏 しい 実用植物や ．実用工 業微生 物の 解析手 法 と して 特 に期 待 され

て い る，その 中で もメ タボ ロ
ーム を フ ィ ン ガー一プ リン ト 〔指 紋 ） に 見 立 て

て種
tt

の 表現型 を分類
・
予測 する手法 であ る メ タ ボ リ ッ ク フ ィ ン ガープ リ

ン テ ィ ン グ は実用性の 高い 方法論 と し て注 目 され てい る，本 講 演 で ば，メ

タ ボ リッ クフ ィ ン ガ ープ リン テ ィ ン グ の 高解像度表現型解析 へ の応 用 につ

い て実 例を示 しながら議論 した い ．
まず，出芽 酵母をモ デル と して，高次夷現型で ある 「寿命」 が ，メ タボ ロ

ミク ス に よ り予測 できるか ？そ して ，寿 命延 長を指 向し た形質転換戦略立

案 に メ タボロ ミ ク ス が有用 か ？とい う命題 を掲 げた，寿命延長変異株な ら

びに，寿命短縮変 異株 の メ タ ボロ
ー

ム 解析 を実施 した とこ ろ、寿命 の 長 さ

と特定 代謝 物の 問に 強い 相 関を発見 した．各変異株 の 代謝物量 を説 明変数

として ，OPLS （C）r吐hogonal 　PI
・
qiection〔，fLatcnt 　Structurc ）法 に よ り寿

命を 目的変数 とした回 帰分 析を行った とこ ろ，メ タボ ロ
ーム デ

ータ を フ ィ

ン ガ
ー

プ リン トとした寿命予測が可 能で ある こ とを発見し た．当該寿命予

測モ デ ル を用 い て 高寿命酵母 の メ タ ボロ
ー

ム を逆予想 し た．当該 メ タ ボ

ロ
ー

ム を達成する ため の形 質転換戦 略に 基づ く形質転換体 で寿 命延 長が認

め られ た ．これ で ，メ タ ボロ ミク ス の 高次表現型 解折手 段 として の 新 しい

可 能性が 示 され た ．
さて ，メ タポ リ ッ クフ ィ ン ガ

・一
プ リン テ ィ ン グは ，遺伝 型の 差 異を解析 で

き るだ け な く．生体 の ダイ ナ ミッ ク な変 動の 表現方法 と して 期待で きる．
そ こで ，モ デル 実験魚類 で あ るゼブ ラフ ィ ッ シ ュ（Pareio  鷹の の初 期胚 発

生 をモ デル と して 、高等 動 物0）ダ イナ ミ ッ ク な変動を メタ ボロ
ー

ム で表 現

で きる か ど うか を 倹 討 した ．受精後時間 1時 間〜48 時間の ゼ ブラフ ィ ッ

シ ュ受 精卵 を発生段階毎 に サ ン プ リン グ し，メ タ ボロ
ー

ム を観測 し，発斗

後 各 時 聞 の 代 謝 物 名 を 説 明 変数 と して ，発生後時間 〔応 答変数）をPl．S回

帰 に よ り r・測 可 能で あ る こ と を示 した 、
　
・
方 ，メ タボ リ ッ クフ ィ ン ガ

ー
ブ リン テ ィ ン グは ，種 々 の 醗酵生産プ ロ セ

ス改 善 に も強 ノ丿な ツール と し て威力 を 発揮 する 、バ イ オ 燃料生産微生物育

種 は，一見、容易 に達成 され るか に見 え るが 、代謝改変戦略は ，多 くの 場

合 は，期 待に 反 す る、正 確 な 理 由 は不 明だ が ，お そ ら く，解糖 系，ベ ン ト
ー

ス ・リン 酸経 路，TGA 回 路 等 の 最重 要 q心 代謝 に 直接改変 を加 え るた め，
よ ほ ど巧 妙 に行わ な い とバ ラ ン スが 悪 くな り、微生物の 生育 その もの に影

響 を及 ぼすか らだ と考 え られ る．従 っ て 「現 時 点 で は 、論理 的な形質転換

戦 略 に基 づ き作 成 した 形 質 転 換 体 の メ タボ ロ ーム 解 析 を行 い 「不 都合 箇所

を 発見 し，第 2の 形 質転換戦略 を立案す る とい っ た 戦術サ イ クル を 回 す こ

とが 有 効 だ と思 わ れ る、今 同、G5糖 の資化能 を有 さ な い 酵 母に G5糖資化能

を付 与 す る た め に遺伝 子 を導 入 し た形質転換酵母 の メ タボ ロ
ー

ム 解析 を例

示 し、メ タ ボ ロ ミク スが ．実 用形質転換戦略立案／実行の ナ ビゲ
ータ とし

て有 用 で あ る こ と を示 した い ，
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