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１．研究目的･内容 
 本研究では、コンビナトリアル・ペプチドライブラリーと呼ばれる、107〜109 種類のペプチドが提

示された有用な薬剤候補を含む集団から、特徴的な細胞を特異的に認識して結合するペプチドの探索

を行うことを目的とした。そして、単離したペプチドを担体に固定したカラムを作製することにより、

特異的に結合する細胞を分離するシステムの開発や、細胞上に提示されている細胞特有のマーカー分

子を探索・特定し、細胞間のシグナル解析を行うツールの開発を行うことを目的とした。 

２．研究経過及び成果 
現在までに、自動ペプチド合成装置により、粒径 80 m のポリスチレン製のペプチド合成用レ

ジンに、側鎖保護基が結合したバリン（V）、イソロイシン（I）、メチオニン（M）、フェニルアラ

ニン（F）、ロイシン（L）を用いて、５残基を持つペプチドライブラリーを合成した。そして、こ

のペプチドライブラリーを用いて、ラット副腎褐色細胞由来 PC12 細胞に対して、神経成長因子

（Nerve Growth Factor: NGF）様作用を持つペプチドのスクリーニングを行った。NGF は、神経

細胞の分化を促す作用、神経細胞の生存を維持する作用、脳の損傷時に修復する作用などがある

タンパク質である。その結果、NGF 作用のように、神経突起の伸張が生じさせるアミノ酸配列：

M-M-V-I-F のペプチド A を得ることができた。 

この NGF 様作用を持つと思われる、ペプチド A の神経突起の伸長に対する特性を調べた。まず、

ペプチド A、もしくは NGF とコントロールペプチド（アミノ酸配列：V-V-V-V-V）をそれぞれ PC12

細胞に加え、37℃、5％二酸化炭素雰囲気下で培養し、１日ごとに神経突起の伸張の割合を調べた。

この際、細胞自身から２倍以上神経突起が伸張した細胞を、神経突起の伸張が起こった細胞とし

た。その結果、ペプチド A と NGF は、時間に依存して神経突起の伸張が見られたが、コントロー

ルペプチドでは、神経突起の伸張がほとんど見られなかった。培養から４日目には、ペプチド A

を加えたときに約 15％の伸張が見られ、NGF を加えたときには約 70％の伸張が見られた。このよ

うに、ペプチド Aは、PC12 細胞において、神経突起の伸張を起こす作用があることがわかった。

また、様々な細胞に分化する前の幹細胞を分取するシステムの構築を目指し、幹細胞を模した

細胞として、神経細胞に分化する

マウス胚性腫瘍由来 P19C6 細胞、

および P19 細胞、心筋細胞に分化

するマウス胚性腫瘍由来 P19.CL6

細胞を培養した（図１参照）。これ

らの多分化能と自己複製能を有す

る未分化な細胞から、特異的な細

胞マーカーを探索した。方法とし

ては、ファージディスプレイ法を

用いて、分化した細胞には結合せ

ず、未分化な細胞のみを特異的に

認識して結合するペプチドの探索

を試みた。 
 図１ P19 細胞の分化前後の様子（明視野像）

Ａ）未分化な状態 Ｂ）神経細胞に分化した状態
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３．本研究と関連した今後の研究計画 
 今後は、ペプチド Aによる PC12 細胞への神経突起の伸張の割合や濃度依存性など、ペプチド A

の神経突起の伸長に対する様々な特性を調べる。また、ペプチド Aの PC12 細胞への神経突起伸長

のメカニズムや細胞上の受容体の探索などを行う予定である。さらに、ファージディスプレイ法

を用いて、107〜109 種類の提示されたコンビナトリアル・ペプチドライブラリーから、神経細胞

や心筋細胞に分化する前の未分化な細胞を特異的に認識して結合するペプチドの探索を行う。そ

して、このペプチドを担体に固定したカラムを作製し、これを用いて未分化細胞を分離するシス

テムの開発を行い、ターゲット細胞上に提示されている幹細胞特有のマーカー分子（幹細胞マー

カー）を探索・特定し、幹細胞のシグナル解析を行うツールの開発を行う予定である。 
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