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研究テーマ 

エキソサイトーシス制御を基盤とした新しい脳血管障害治療薬の開発 

１．緒言  

 血管内皮細胞はフォンビルブランド因子（vWF）、P-selectinおよび interleukin-8 (IL-8) などを

内包した分泌顆粒（Weibel-Palade 小体）を有し、同顆粒はhypoxia 、thrombin等の刺激で放出され

る。Weibel-Palade 小体に内包される分子群は、血管の炎症と血栓形成を強力に惹起するため、その

エキソサイトーシス（分泌）の制御は血栓形成を制御に有用で可能性がある。我々は、NSF が血管内

皮におけるエキソサイトーシスを制御することを明らかにした(Matushita K et al., Cell 

115:139-150, 2003)。本研究では、NSF の特異的阻害ペプチドをデザインし、エキソサイトーシスに

対する同ペプチドの効果を検討した。 

 

２．方法 

1) ペプチド： NSF の活性中心をカバーする５種類のポリペプチドを合成した。ついで、同ペプチドを

human immunodeficiency virus (HIV) の transactivating regulatory domain (TAT) の protein 

transduction domain (PTD)と連結したキメラペプチドを作成した。同時にこれらのペプチドを FITC

でラベルし、細胞への同ペプチドの導入効率を評価した。陰性対照として、TAT-NSF57、TAT-NSF222、

TAT-NSF254、TAT-NSF700 のアミノ酸残基をそれぞれランダムに配列したペプチド（TAT-NSF57scr、

TAT-NSF222scr、TAT-NSF254scr、TAT-NSF700scr）を合成し、実験に供試した（Table 1）。 

2) 細胞培養および vWF の測定：ヒト動脈血管内皮細胞（HAEC）に TAT-NSF ペプチドを 20 分間前処理

し、洗浄した後 1U/ml の thrombin でさらに１時間刺激した。その後、上清中の vWF 濃度を ELISA

で調べた。 

3) ATPase 活性の測定：NSF の ATPase活性は、以前報告した方法により行った(Matushita K et al., Cell 

115:139-150, 2003)。 

4) NSF 解離活性の測定：NSF の解離活性は以前報告した方法によって行った(Matushita K et al., Cell 

115:139-150, 2003)。 

 

３．結果  

 まず、血管内皮のエキソサイトーシスに対する TAT-NSF ペプチドの効果を検討した。その結果、

TAT-NSF ペプチドは濃度依存性に VWF の放出を抑制した (Figure 1)。TAT-NSFペプチドが血管内皮

細胞内へ導入効率を FITC標識TAT-NSFペプチドを用いて調べた結果、約 75% の血管内皮細胞に20 分

以内にTAT-NSF ペプチドが導入されることが明らかになった (Figure 2)。  

 NSF の ATPase 活性および SNARE 解離活性に対する TAT-NSF ペプチドの効果をそれぞれ検討した結

果、TAT-NSF81と TAT-NSF700 は用量依存性に強く NSFの ATPase 活性を抑制した (Figure 3)。また、

TAT-NSF81と TAT-NSF700 は 1µM 以上でNSF によるSNARE 解離を阻害した (Figure 4)。 



 次に、TAT-NSF ペプチドのin vivo における効果を検討した。まず、マウスの出血時間に対する 

TAT-NSFペプチドの効果を調べた結果、TAT-NSF81, TAT-NSF700接種マウスにおいて、出血時間の顕著

な延長が認められた (Figure 5)。 

 

４．考察 

 本研究の結果から、我々の作成した新規のキメラペプチドがエキソサイトーシスを阻害することを

明らかになった。TAT-NSFペプチドは血管内皮細胞内に浸透し、特異的に NSF の活性を阻害してエキ

ソサイトーシスを阻害した。脳虚血によって低酸素状態に陥った血管ではエキソサイトーシスが活性

化され、vWF、P-セレクチンなどの因子が瞬時に放出される。これらの分子は、血小板の血管壁への付

着を促して、血栓形成を惹起する。TAT-NSF ペプチドは、血管内皮細胞からのエキソサイト− シスを

抑制し、vWF や P-セレクチン等の放出を調節して、血栓形成、血流障害、炎症反応を制御している可

能性が考えられる。現在、血管内皮細胞への特異的導入を目指した新たなDDSを考案し、in vitroで

の有効性を検討している。 

 エキソサイトーシスは多様な疾患の病態に深く関わっている。従って、TAT-NSF ペプチドは、その

発症病理に過剰なエキソサイトーシスが関わる様々な疾患の新しい治療薬として有効である可能性が

ある。今後、同ペプチドの可能性を多面的に検討する予定である。 
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