
����������������������
� ���������������������

�
�

１． 好中球を活性化する新しい内在性因子の存在

バクテリアの感染や壊死組織片によって組織の傷害が起

こると，好中球が血流から炎症部位に浸潤し，活性酸素や

炎症性サイトカインを分泌するとともに，ファゴサイトー

シスで不要物を除去する１，２）．炎症部位ではインターロイキ

ン８をはじめとしたケモカインが産生されそれが好中球を

遊走させると一般的に考えられている．しかし，インター

ロイキン８３）のようなケモカインタンパク質は炎症刺激の

後で転写・翻訳されて生合成されるので，心筋梗塞の後の

虚血再還流時に起こる非常に速やかな好中球の組織浸

潤４～６）においては機能していない可能性が高い．実際に好

中球の活性化をケモカインのアンタゴニストや抗体で完全

に阻害することはできないことが知られている７，８）．組織障

害の極初期に観察される好中球の遊走や活性化には組織内

に予め貯蔵されている物質（特にミトコンドリアのタンパ

ク質）が関わっている可能性が指摘されていたが９），同定

には至っていなかった．そのような物質が同定できれば，

新しい生体調節機能が発見できるだけでなく，虚血再灌流

障害や劇症肝炎などにおける好中球の組織への大量の浸潤

を防止する医薬品の開発にもつながると期待された．そこ

で，好中球活性化ペプチドをブタ心臓から単離するプロ

ジェクトを我々は開始した１０，１１）．

２． 好中球活性化ペプチドの配列決定

新鮮な心臓を沸騰水で処理し，プロテアーゼを失活させ

た後，酢酸抽出，アセトン沈殿，各種クロマトグラフィー

（ゲル濾過，イオン交換 HPLC，逆相 HPLC）で分画した

（図１）．活性は分化させた HL-６０細胞（好中球のモデル細

胞，後述）からの βヘキソサミニダーゼ（注１）の分泌で
モニターした．活性は非常に多くのフラクションに散在
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特集：ペプチド科学と生化学の接点

クリプタイドの発見と新しい生体情報伝達機構

向 井 秀 仁１），木 曽 良 明１），若 松 馨２）

生合成されたタンパク質はその役割を終えると分解され，最終的にアミノ酸として再利

用される．分解の過程で生じるペプチド断片は単なるゴミであると従来考えられ，注意を

集めることはなかったが，元のタンパク質とは全く異なる機能を有する場合のあることが

近年わかってきた．これらの機能性ペプチドはタンパク質の中に隠れているので，クリプ

ティック機能ペプチド，クリプタイド（cryptide）と我々は名付けている．クリプタイド

の中には単独でも低濃度で機能できるものもあるが，一次構造の異なる複数のペプチドが

同一のターゲットに相加的に作用して（単独では効果が弱い）機能すると考えられるもの

もある．本項ではミトコンドリアタンパク質に隠されたクリプタイド（マイトクリプタイ

ド，mitocryptide）による好中球活性化の発見について概説するとともに，クリプタイド

による新たな生体調節機能の可能性について言及したい．

１）京都薬科大学創薬科学系薬品化学分野（〒６０７―８４１２京
都府京都市山科区御陵四丁野町１）
２）群馬大学大学院工学研究科応用化学・生物化学専攻（〒
３７６―８５１５群馬県桐生市天神町１―５―１）
Discovery of cryptides and their novel signaling pathways
Hidehito Mukai１）, Yoshiaki Kiso１） and Kaori Wakamatsu２）

（１）Department of Medicinal Chemistry, Kyoto Pharmaceuti-
cal University，１ Shichono-cho, Misasagi, Yamashina,
Kyoto６０７―８４１２, Japan; ２）Graduate School of Engineering,
Gunma University,１―５―１ Tenjin-cho, Kiryu, Gunma３７６―
８５１５, Japan）

注１：βヘキソサミニダーゼはファゴサイトーシスの
マーカー酵素である．補体成分やホルミルペプチド
などの好中球活性化因子は，分化した HL-６０細胞か
らサイトカラシン Bの存在下で，βヘキソサミニ
ダーゼを分泌させる．



図１ ブタ心臓から好中球活性化ペプチドを精製したステップ（MCT-１の例）

図２ MCT-１の精製過程（第４段階のイオン交換クロマトグラフィー）

図３ ブタ心臓から単離・同定した好中球活性化ペプチドのアミノ酸配列
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し，４段階目のクロマトグラフィーでも主に三つのピーク

が観測された（図２）．６～７回ものクロマトグラフィー操

作により最終的に２種類のペプチドが単品に精製され，質

量分析とエドマン法によってアミノ酸配列が決定された．

いずれのペプチドもミトコンドリア（の内膜）に存在する

タンパク質（注２）の断片であったので，それぞれマイト

クリプタイド（MCT）-１，-２と命名した（図３）１０，１１）．また，

そのペプチドを化学合成し，逆相 HPLCによる分析と活

性から構造を確認した．

３． マイトクリプタイドの活性

MCT-１，-２およびそのヒトホモログ（hMCT-１，-２）は

βヘキソサミニダーゼを分泌させただけでなく，分化した
HL-６０細胞を遊走させる活性も示した（図４）．ペプチド

の濃度上昇とともに，まず遊走活性が最大に達し，遊走活

性が完全に脱感作されてから分泌活性が上昇する．高濃度

のペプチドにより遊走活性が抑制されれば，傷害部位に遊

走した好中球が他の部位に移動しないので，このような挙

動は合目的的であると考えられる．

HL-６０細胞は前骨髄性白血病患者由来の培養細胞で di-

butyryl cyclic-AMPで処理されると好中球・顆粒球様細胞

に分化する１２）．好中球の刺激物質として有名な fMLF

（formylmethionyl-leucyl-phenylalanine）は分化した HL-６０

でないと細胞内 Ca２＋濃度を上昇させないが，MCT-１も

fMLFと同様に分化した HL-６０のみ活性化した（図５）．

そこで，MCT-１は fMLFに近い作用機序を有していると

考えられる．なお，MCT-２と異なり，fMLFによる遊走活

性は高濃度でも活性が残っている（図４）．このことは，

MCT-２と fMLFとは情報伝達経路や生理的・病理的意義

が異なることを示唆しているように思える．

また，MCT-１，-２は fMLFより potencyは低いものの，

ヒトの末梢血中の好中球も活性化した（MCT-２について

図６に示す）．そこで，MCTは生理的・病理的に好中球を

図４ ブタおよびヒトのMCT-１による分化 HL-６０細胞の活性化

図５ MCT-１が未分化および分化 HL-６０細胞の細胞内 Ca２＋濃
度に及ぼす効果

注２：シトクロム c オキシダーゼのサブユニット８（Uni-
ProtKB／TrEMBL accession code: A１XQT４）とミトコ
ンドリアコードのシトクロム b（Q９T５６６）．

図６ MCT-２による分化 HL-６０細胞からの βヘキソサミニダー
ゼ活性の放出
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活性化する可能性が高いと考えられる．なお，MCT-１，-２

は細胞質のマーカー酵素である乳酸脱水素酵素の漏出は起

こさないので，βヘキソサミニダーゼの分泌は細胞の単な
る溶解によるものではない．

４． マイトクリプタイドの自然免疫における意義

ミトコンドリアの内膜に緩く結合しているシトクロム c

が，DNA損傷などのストレスによりミトコンドリアから

漏出し，アポトーシスを促進することはよく知られてい

る１３）．しかし，サブユニット８もシトクロム b も内膜の膜

貫通タンパク質であり，MCTの生成には切断反応が必要

である（特にMCT-１の生成にはサブユニット８が膜の中

央部で切断される必要がある）．

組織障害のストレスがミトコンドリアタンパク質のかな

り特異的な限定分解を誘導し，生成したマイトクリプタイ

ドが細胞外に漏出して好中球を遊走させると考えられる．

この場合でも，サイトカインとは異なりタンパク質が新た

に合成される必要がないので，迅速な反応が可能である．

５． マイトクリプタイドによって活性化される経路

MCT-１，-２による好中球の活性化は fMLFと同様に

Gi／Go系の Gタンパク質を介していた．というのは Gi／Go

の C末端から４残基目のシステインの側鎖を ADPリボシ

ル化する百日咳毒素（PTX）で細胞を予め処理しておく

と１４），βヘキソサミニダーゼの放出，ケモタキシス，細胞
内 Ca２＋濃度の上昇の全てがブロックされるからである

（図７）．なお，未分化の HL-６０細胞には Gαi２が発現して

いないが，分化した細胞には発現している（図８）．その

ため，マイトクリプタイドによる活性化はi／Goのサブファ

ミリーの中でも Gi２を介していると思われる．

Gタンパク質は通常 Gタンパク質共役受容体（GPCR）

で活性化され，fMLFの受容体（formyl-peptide receptor,

図７ ヒトMCT-１による分化 HL-６０細胞の活性化に及ぼす
PTX前処理の効果

図８ Gαi２の HL-６０細胞での発現の分化依存性

図９ 分化 HL-６０細胞への［３H］fMLF結合のMCT-２による阻害

図１０ マイトクリプタイドの網羅的探索手順
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FPR）も GPCRの一種である．MCT-２は N末端にホルミ

ル基を有するので，FPRに結合してシグナルを伝えてい

る可能性がある．実際に，高濃度のMCT-２は分化した

HL-６０細胞への放射性 fMLFの結合をブロックした

（図９）．しかし，その potencyは fMLFより３桁も弱いの

で，他の GPCRを介している可能性も残る．好中球様細

胞には FPRだけでなく FPRに高いホモロジーを持つ FPR-

like１（FPRL１）も発現している１５）．MCT-２がどちらのレセ

プターと相互作用するのかを現在解析中である．

もう一つの可能性は GPCRを介さないマイトクリプタ

イドによる Gタンパク質の直接的な活性化である．Gタ

ンパク質を直接活性化するペプチドとしてはマストパラン

が有名であるが１６），MCT-１はマストパランと同様に，塩基

性および疎水性のアミノ酸残基を有し，両親媒性ヘリック

スを形成することができる．実際にMCT-１はリン脂質ベ

シクルに再構成した Gi１を弱いながらも活性化した（未発

表）．

６． バイオインフォマティクスによる

マイトクリプタイドの網羅的探索

ブタ心臓の抽出液の多くのフラクションに好中球活性化

能が散在していることから，数多くの活性ペプチドが存在

していると考えられる（図２参照）．我々が完全な配列決

定に成功したのはMCT-１とMCT-２の２種だけであるが，

部分的にアミノ酸配列を決定できたペプチドは多く，殆ど

がミトコンドリアタンパク質の部分配列を有していた．マ

イトクリプタイドによる好中球活性化の全貌を明らかにす

るためには，数多く存在すると思われるマイトクリプタイ

ドを網羅的に同定する必要があるが，MCT-１とMCT-２の

同定だけでも，６年という長期を要し，同じストラテジー

ではとうてい達成不可能である．

そこで発想を転換し，MCT-１のように直接 Gタンパク

質を活性化する可能性のあるペプチドをタンパク質のデー

タベースから検索することにした１７）．すなわち，ミトコン

ドリアに存在するであろうペプチドをミトコンドリアのプ

ロテアーゼの特異性から予測した．検索のフローチャート

を図１０に示すが，まず，Swiss-Protデータベースからヒ

トのミトコンドリアタンパク質を４４１個抽出した．次に，

ミトコンドリアのプロテアーゼやカスパーゼなど，ある程

度特異性の高いプロテアーゼでこれらのタンパク質を仮想

的に切断し，その中から１５～３６残基のペプチドを選んだ．

更に，「塩基性残基を２残基以上有する，両親媒性ヘリッ

クスを形成できる」などの条件でペプチドを絞り込んだ．

最後に，これらのペプチドを実際に化学合成し，分化した

HL-６０細胞を実際に活性化できるかを確認した．

その結果，一次構造に類似性がない５０種以上の配列を

同定することに成功した．その一部のアミノ酸配列と

βヘキソサミニダーゼ放出活性を図１１と図１２に示す．な
お，これらのペプチドはケモタキシス活性も示した．

MCT-CYC１とMCT-CYC２が同じシトクロム c に由来する

以外は，これらのペプチドの由来に相同性はない．また

図１１ バイオインフォマティクス的アプローチによって得られたマイト
クリプタイドのアミノ酸配列

図１２ マイトクリプタイド（MCT）による分化 HL-６０細胞か
らの βヘキソサミニダーゼ活性の放出

A．MCT-CYC-１，-２の濃度依存性，B．各種MCT（１０µM）の
活性．
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MCT-CYC２はMCT-CYC１の C末端にリシン残基が三つ延

長されただけであるが，MCT-１に較べて pontencyが１／１０

であることが興味深い．これはマイトクリプタイドレセプ

ターの特異性を反映していると思われる．

７． Accumulative Signaling

４段階目のクロマトグラムでも３種類の活性が観測され

ることから（図２），ブタの心臓には数多くの好中球活性

化因子が存在していることがわかる（少なく見積もって

１００）．通常のレセプターはアミノ酸配列を認識し，個々の

配列に対応した別々のレセプターが存在するが，レセプ

ターも１００種類存在するのであろうか．レセプターを介し

た刺激にはリガンド濃度に閾値が存在し，閾値濃度以下の

リガンドはシグナルを発生しない．リガンド毎にレセプ

ターが異なる場合，種々のリガンドをそれぞれ閾値以下の

濃度で作用させても，シグナルは発生しないはずである．

しかし，分化した好中球に閾値濃度以下のマイトクリプタ

イドを１０種類同時に作用させると βヘキソサミニダーゼ
が強く放出した（未発表）．この結果は，一次構造に類似

性のない別々のペプチドが，それぞれ単独では作用しない

低濃度でも複数種「蓄積」することにより細胞応答を示す

という，全く新しい生体情報伝達系が存在している可能性

を示している．我々は，このような新しい情報伝達系を

「accumulative signaling」と名付けた（図１３）．この系にお

けるレセプターはアミノ酸配列を認識する従来のレセプ

ターとは異なり，種々のマイトクリプタイドの「共通の物

理化学的特徴」を認識するのではないかと我々は考えてお

り，その同定を急いでいる．

組織の損傷によりミトコンドリアの多くのタンパク質が

分解し，種々のペプチドが生成する．これらのペプチドを

一つの「レセプター」が一括して認識し，好中球をリクルー

トするシグナルをアウトプットする accumulative signaling

は非常に効率がよく，合目的的である．

ところで，組織に障害が起きた時に，マイトクリプタイ

ドは好中球の遊走を惹起できるだけの濃度に達することが

できるだろうか？ 成人男性の心臓では湿重量１グラム当

たり１３６µgのシトクロム c が含まれているという報告が

ある１８）．すると，このタンパク質の心組織中の濃度は約

１２µMと計算される．シトクロム c オキシダーゼのサブ

ユニット８の濃度もほぼ同程度と考えてよいだろうから，

組織障害によりその百分の一が分解しMCT-１ができると，

１２０nMになる．マイトクリプタイドは少なく見積もって

も１００種類は存在するので，それらが accumulativeに働く

と，有意なシグナルを産み出すのに充分な濃度に達すると

考えられる（図４参照）．

８． ペプチドの生成過程

内因性機能ペプチドは前駆体タンパク質が特異的な切断

を受けることによって生成されるが，一つの前駆体タンパ

ク質から複数の活性ペプチドが生成されることが多い

（図１４A左）．例えば副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）１９）と

βリポトロピン２０）はプロオピオメラノコルチン２１～２３）から産

生される（図１４B）．しかし，これらの機能ペプチドが同

じ前駆体から産生されていることがわかったのは，それぞ

れが独立して単離・精製された後，その前駆体が解析され

てからである．機能ペプチド前駆体から産生されるペプチ

ド断片のうち，その生理作用が同定されているものは全体

としてはごくわずかであり，未同定の内因性機能ペプチド

が多数存在している可能性は高いと考えられる．なお，

βリポトロピンが更に切断されて γリポトロピン２４）と βエ
ンドルフィン２０）ができるように，一つの機能性ペプチドが

更にプロセシングを受けて，別の機能性ペプチドに変換さ

れることもある．

一方，機能性タンパク質も前駆体がプロセシングを受け

て生成するが，いつかは，分解によりペプチド断片を生ず

る．この分解の過程で元のタンパク質の機能からは予想で

きない活性を有するペプチドが生成しても不思議ではない

（図１４A右）．２０残基程度のマイクロ RNAが数多くの遺

伝子の発現を調節していることがわかってきたように２５），

タンパク質の短い断片も従来予想されていなかった機能を

有している可能性がある．

クリプタイドについてしばしば提起される疑問の一つ

に，「組織から抽出・精製する過程でプロテアーゼによっ

て生じたアーティファクトではないか？」がある．我々は

新鮮な組織をただちに沸騰水中で１０分間加熱することに

よってプロテアーゼを失活させてから，抽出している２６）．

この操作を採用した精製法で心房性ナトリウム利尿ペプチ

ドなど多くの生理的ペプチドが単離・同定されているの

で２７），我々が同定したペプチドが単なるアーティファクト

である可能性は低いと考えている．

９． クリプタイドを介した新しい生体制御の可能性

タンパク質のペプチド断片が何らかの生理・病理作用を

示す時，その作用が（１）元のタンパク質の機能を反映する

場合と，（２）元のタンパク質の機能からは容易に想像でき

ない場合がある．（１）の例については本特集に「細胞接着

分子のペプチド科学」と題して片桐・野水による詳しい解

説があるので，参照していただきたい．（２）については，

ブタ視床下部抽出液に見いだされた成長ホルモン放出刺激

活性が βグロビンの N末端１０残基のペプチドに由来する

という報告がある２８）．同じ活性を示す他の４～１６残基のペ

プチドも αおよび βグロビンの断片であり，何れも作用
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に高濃度を要したので，それらは単なるアーティファクト

ではないかと考えられた．

しかし，ペプチドームを活用した網羅的アプローチによ

り，タンパク質の断片でも低濃度で作用するものが見つ

かってきている．例えば CB１カンナビノイドレセプター

の内在性アンタゴニストである αヘモプレシンはサブ nM

という低濃度で効くが，αグロビンの９残基の部分ペプチ
ドだった２９，３０）．このように，低濃度で効果を発揮する断片

が見つかったので，生体内で産生されるタンパク質の断片

が実際に生理的作用を担っている可能性が徐々に認知され

てきた．また，Ivanovらはヘモグロビンから生ずる多く

のペプチド断片が生理的役割を果たしている可能性が高い

ことを示してきた３１，３２）．一方，（単独で）効果を発揮するに

必要な µMの濃度に組織中では達することがないと思われ

るペプチドも，複数の種類が同時に作用すれば充分有効な

効果を発揮する accumulative signalingが上記のように見つ

かってきた．

以上のように，µMオーダーで作用するペプチド断片で

あっても実際に機能している可能性が出てきた．「タンパ

ク質の生合成や代謝過程で生じる断片ペプチドはほとんど

が機能を持たず，意味のない『ごみ』である」というこれ

までの概念を捨て，すべての断片ペプチドが機能を持つ可

能性を受け入れれば，マイトプリプタイドによる好中球の

活性化以外にも新たなシグナル系が次々と見いだされると

期待される．

１０． 終わりにあたって

最近，ミトコンドリア DNAなどを含む damage-associated

molecular patterns（DAMPs）がミトコンドリアから放出さ

れ，炎症発症に関与していることが病理学的に示され

た３３）．DAMPsには我々が同定してきたMCT-１やMCT-２

をはじめとした好中球を活性化するミトコンドリアタンパ

ク質由来クリプタイドが多数含まれていると考えられる．

この点で１５年来我々が提起してきた初期炎症機構

（図１５）３４，３５）が検証されつつあると言え，長年本テーマを研

究してきた我々にとって喜ばしいことである．虚血再灌流

傷害やリウマチなど好中球が関わる炎症性疾患の発症機構

の解明においては，DAMPsに含まれるタンパク質-ペプチ

ド性の物質の同定が必須であり，今後我々のこれまでの研

究が大きく貢献できるのではないかと期待している．
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図１４ A．ペプチド因子と機能性タンパク質の
生成・分解過程，B．プレプロオピオメ
ラノコルチンからの各種活性ペプチド
の産生

図１５ マイトクリプタイドによる新しい生体防御機構
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