
 
 

 

 

 

 

 

 

GhrelinのC末端側構造の機能解析と創薬への応用研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２０１７年 

諸住（若林） なおみ 



 

本論文は、以下の論文の内容を総括したものである。なお、報文内容の転載許可は、出版社から

取得済みである。 

 

 

 

1)  Naomi Morozumi, Takeshi Hanada, Hiromi Habara, Akira Yamaki, Mayumi Furuya, Takashi Nakatsuka, 

Norio Inomata, Yoshiharu Minamitake, Kazuhiro Ohsuye, and Kenji Kangawa. The role of C-terminal part of 

ghrelin in pharmacokinetic profile and biological activity in rats. Peptides. 2011, 32, 1001-1007.    

[第１章] 

 

2)  Naomi Morozumi, Seiji Sato, Sayaka Yoshida, Akira Yamaki, Mayumi Furuya, Norio Inomata, Norio 

Ohnuma, Yoshiharu Minamitake, Kazuhiro Ohsuye, and Kenji Kangawa. A new strategy for metabolic 

stabilization of motilin using the C-terminal part of ghrelin. Peptides. 2012, 33, 279-284.     

[第１及び２章] 

 

3)  Naomi Morozumi, Seiji Sato, Sayaka Yoshida, Yuriko Harada, Mayumi Furuya, Yoshiharu Minamitake, and 

Kenji Kangawa. Design and evaluation of novel natriuretic peptide derivatives with improved pharmacokinetic 

and pharmacodynamics property. Peptides. 2017, 97, 16-21.   

[第３章] 

 

 

  



- 1 - 

目次 

 

序論  ························································································································  ４ 

本論  ························································································································  ６ 

第１章  Ghrelin改変体の構造活性相関に関する研究  ·····················································  ６ 

第１節 緒言  ·········································································································  ６ 

第２節 実験材料及び方法  ······················································································  ７ 

第１項 被験物質  ·······························································································  ７ 

第２項 動物  ······································································································  ７ 

第３項 カルシウム動員アッセイ  ··········································································  ７ 

第４項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのPK評価  ············································  ８ 

第５項 ラット血漿及び肝臓ホモジェネート中でのghrelin及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの 

    安定性評価  ····························································································  ９ 

第６項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌促進活性の比較  ······················  ９ 

第７項 統計学的解析  ························································································· １０ 

第３節 実験結果  ·································································································· １１ 

第１項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGHS-R アゴニスト活性  ····················· １１ 

第２項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのPK評価  ············································ １３ 

第３項 ラット血漿及び肝臓ホモジェネート中でのghrelin及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの    

安定性評価  ··························································································· １６ 

第４項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌活性の比較  ··························· １７ 

第５項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌促進活性に対する迷走神経            

切断の影響の比較 ····················································································· １９ 

第４節 考察  ········································································································· ２１ 

第５節 小括  ········································································································· ２３ 

第２章 Motilin/ghrelin chimeric peptidesを用いたghrelinのC末端配列の機能に関する研究·········· ２４ 

第１節 緒言  ········································································································· ２４ 

第２節 実験材料及び方法  ······················································································ ２５ 

第１項 被験物質  ······························································································· ２５ 

第２項 動物  ····································································································· ２５ 

第３項 カルシウム動員アッセイ  ········································································· ２５ 

第４項 ラットを用いたmotilin及びmotilin/ghrelin chimeric peptidesのPK評価  ················· ２５ 

第５項 統計学的解析  ························································································· ２５ 

第３節 実験結果 ··································································································· ２６ 

第４節 考察  ········································································································· ３０ 

第５節 小括  ········································································································· ３２ 

 



- 2 - 

第３章  GhrelinのC末端配列の機能を利用した新規C型ナトリウム利尿ペプチド誘導体の     

デザインと評価 ···························································································· ３３ 

第１節 緒言  ········································································································· ３３ 

第２節 実験材料及び方法  ······················································································ ３５ 

第１項 被験物質  ······························································································· ３５ 

第２項 動物  ······································································································ ３５ 

第３項 Cyclic guanosine monophosphate産生活性の測定  ············································ ３５ 

第４項 精製中性エンドペプチダーゼを用いた In vitro 代謝実験  ······························ ３６ 

第５項 ラットを用いたCNP(1-22)及びCNP/ghrelin chimeric peptidesのPK評価  ··············· ３６ 

第６項 正常幼若マウスを用いたCNP(6-22)ghrelin(12-28)の骨伸長作用の評価  ·············· ３６ 

第７項 統計学的解析  ························································································· ３７ 

第３節 実験結果 ··································································································· ３８ 

第１項 CNP/ghrelin chimeric peptidesの受容体アゴニスト活性及びPK評価  ··················· ３８ 

第２項 CNP(1-22)及びCNP(6-22)ghrelin(12-28) の代謝安定性の比較  ·························· ４２ 

第３項 正常幼若マウスを用いたCNP(6-22)ghrelin(12-28)の骨伸長作用の評価  ············· ４５ 

第４節 考察  ········································································································· ４７ 

第５節 小括  ·········································································································· ４９ 

総括  ························································································································ ５０ 

結論  ························································································································ ５４ 

謝辞  ························································································································ ５５ 

引用文献  ·················································································································· ５６ 

Appendices  ················································································································ ６１ 



- 3 - 

なお、本文中及び図表中で用いた略号は以下の通りである。 

 

GH  ：Growth Hormone  

hGHRH ：Human Growth Hormone-Releasing Hormone (1-44)-amide  

ANP  ：Atrial Natriuretic Peptide 

GLP-1 ：Glucagon-Like Peptide-1 

CNP  ：C-type Natriuretic Peptide 

GHS-R ：Growth Hormone Secretagogue Receptor Type 1a 

NPR-B  ：Natriuretic Peptide Receptor B 

IMC ：Interdigestive Migrating Contraction 

EDTA  ：Ethylenediaminetetraacetic Acid 

PBS ：Phosphate Buffered Saline 

cGMP  ：Cyclic Guanosine Monophosphate  

PEG  ：Polyethylene Glycol 

hNEP  ：Human Neutral Endopeptidase 

HPLC  ：High-Performance Liquid Chromatography 

ESI-MS   ：Electrospray Ionization-Mass Spectrometry 

LC–MS ：Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 

RIA ：Radioimmunoassay 

ELISA ：Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

CHO  ：Chinese Hamster Ovary Cells 

[Ca2+]i  ：Intracellular Calcium Ion Concentration  

EC50  ：Half Maximal Effective Concentration 

PK  ：Pharmacokinetics 

PD ：Pharmacodynamics 

AUC  ：Area Under the Plasma Drug Concentration-Time Curve 

MRT ：Mean Residence Time 

Vdss ：Volume of Distribution at Steady State 

T1/2  ：Plasma Half-Life 

iv  ：Intravenous 

SD ：Standard Deviation 
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序論 

 

Ghrelinは、成長ホルモン分泌促進因子レセプター1a（Growth Hormone Secretagogue Receptor type1a

：以下、GHS-R）の内因性リガンドである。主に胃粘膜で産生され、脳下垂体から成長ホルモン（

以下、GH）の分泌を亢進させる脳－消化管ペプチドの一つであると共に、今まで知られている中で

唯一の末梢で産生される摂食促進ペプチドでもある [1, 2] 。他にも、体重増加作用、体脂肪増加作

用、消化管運動亢進作用及び心機能改善作用等、多岐に亘る活性が報告されており、生体が恒常性を

維持する上で重要な役割を果たしていると考えられている [2] 。 

Ghrelinは1999年に児島、寒川らによってラットとヒトの胃から単離され、構造が決定された。ヒ

ト型ghrelinは、アミノ酸28残基からなるペプチドであり、N末端から3番目のSer残基がオクタン酸に

代表される脂肪酸でアシル化された構造を有している [3] 。このような疎水性修飾構造を有する生

理活性ペプチドは極めて珍しく、生体から単離されたペプチドホルモンとしては、現在までghrelin以

外には報告がない [4] 。 

Table 1 に示す様に、これまでラットとヒト以外にも、マウス、ブタ、ウシ、ウマ等をはじめとし

た様々な動物種でghrelinの一次構造が決定されている [2] 。中でも哺乳類においてはghrelinの一次構

造は極めて類似しており、いずれの動物種においても3位のSer残基の側鎖水酸基がオクタン酸やデカ

ン酸等の脂肪酸によりアシル化されている他、お互いに種を超えてGHS-Rアゴニストとして作用し

うることが判っている。これまでの先行研究で、GHS-Rアゴニストとしての活性責任部位はアシル

基を含むＮ末端側の構造付近にあることが判明している。その為、構造活性相関に関する研究の多く

はN末端側の構造を中心としたものであり [5, 6, 7] 、C末端側構造に着目した研究は限定されたもの

に過ぎず、その生理学的意義についても未だ不明な点が多い [8] 。 

筆者は、受容体アゴニスト活性の発現には直接的に寄与しないと考えられるghrelinのC末端側のペ

プチド配列が幅広い動物種間で極めて相同性が高いことに着目し、C末端側のペプチド部分について

もこれまで未解明ではあるが、生理的には重要な機能があると推測し、その解明と応用を目的として

研究を開始した。 

 

すなわち、本研究の目的は、ghrelinのC末端配列の持つ機能の一端を明らかにするとともに、見出

された特性を医薬品開発に応用する可能性を提示することである。 
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Table 1  Amino acids sequences of endogenous ghrelin from various animal species 

 

Animal species Amino acid sequences 
（One-letter codes for amino acids） 

Human 
GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR 
GSSFLSPEHQRVQ－RKESKKPPAKLQPR 

 

 
Monkey GSSFLSPEHQRAQQRKESKKPPAKLQPR  

Cattle 
GSSFLSPEHQRLQ－RKEAKKPSGRLKPR 
GSSFLSPEHQRLQ－RKEPKKPSGRLKPR 

 

 
Horese GSSFLSPEHHRVQHRKESKKPPAKLKPR  
Swine GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPAAKLKPR  
Dog GSSFLSPEHQRLQQRKESKKPPAKLQPR  

Deer 
GSSFLSPEHQRLQ－RKEPKKPSGRLKPR 
GSSFLSPDHQRLQ－RKEPKKPSGRLKPR 

 

 
Sheep GSSFLSPEHQRLQ－RKEPKKPSGRLKPR  
Gout GSSFLSPEHQRLQ－RKEPKKPSGRLKPR  
Cat GSSFLSPEHQRVQ－RKESKKPPAKLQPR  

Rabbit GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPAAKLKPR  

Rat 
GSSFLSPEHQRAQQRKESKKPPAKLQPR 
GSSFLSPEHQRAQ－RKESKKPPAKLQPR 
GSSFLSPEHQRTQQRKESKKPPAKLQPR 

 

 

Whale GSSFLSPEHQRLQ－RKEAKKPSGRLKPR  

Turckey GSSFLSPAYKRIQQQKDTRKPTARLHPR  

Chicken  
GSSFLSPTYKRIQQQKDTRKPTARLHRR 
GSSFLS P TYKRI QQQKDTR K PTARLH 

 

GSSFLSPTY K RI QQQKDTRKPTAR  

Turtle GSSFLSPEYQRTQQRKDPKKHTK－LNRR  

Frog 
GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNMNRR 
GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNMN  
GLTFLSPADMQKIAERQSQNKLRHGNM 

Eel 
GSSFLSPS－QRRQG－KD－KKP－PRVGRR 
GSSFLSPS－QRRQG－KD－KKP－PRV-amide 

Catfish 
GSSFLSPT－QKRQNR－GDRKPP－RVGRR 
GSSFLSPT－QKRQNR－GDRKPP－RVG 
GSSFLSPT－QKRQNR－GDRKPP－RV-amide 

Shark GVSFHPRLKEKDDNSSGNSRKSNPKR 

S,T：fatty acid acylation site 

Underlined part：defined as C terminal moiety of ghrelin this study which is non-responsible for ghrelin 

agonist activity 

－：deletion of one amino acid 
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本論 

 

第１章  Ghrelin改変体の構造活性相関に関する研究 

 

第１節 緒言 

 

第１章では、ghrelin改変体のPharmacokinetics（以下、PK）プロファイルとGH分泌促進作用に関

するPharmacodynamics（以下、PD）解析に焦点を当てた研究の結果について述べる。 

本研究において解析の対象としたghrelinのC末端配列とは、ghrelinの12-28位のアミノ酸配列全体

またはその一部を指す。先行研究において、ghrelinの11位以降の配列を欠失させた時の受容体アゴ

ニスト活性への影響は軽微であること、並びに、ヒト型とラット型のghrelinでは12-13位の配列 

[ ヒト；Val12 - Gln13 vs ラット；Ala12 - Gln13またはAla12 - Thr13 、Table 1参照 ] が異なるが、ラット

型GHS-R受容体に対するアゴニスト活性はほぼ同等であるが報告されている [6]。もともと、12位

から14位の構造は、哺乳類を含めた動物種間で配列相同性が最も低い部分であり、ラットを含めた

一部の種では14位のGln残基が欠落したペプチド [ des-Gln14-ghrelin ] も見出され、14位のGln残基の

有無は受容体アゴニスト活性やIn vivoでのGH分泌促進作用にほとんど影響を及ぼさないことも報告

されている [9] 。これらのことから、試験を開始するに当たり、ghrelinのC末端配列の中でも12位

から14位の配列については、その一部を改変、あるいは欠失させた場合でもghrelinとしての基本的

な性質は大きく変わらないものと予想した。 

なお、本報告においてghrelin改変体とは、ghrelinの一部構造を欠失させたghrelinの断片ペプチドと

ghrelin断片ペプチドの配列の一部を置換したペプチド；ghrelin(1-7)-Lys8-amideの総称として用い

た。また、試験内で用いたghrelin、desacyl-ghrelin及びghrelin改変体は、特に記載がない限り、すべ

てヒト型ghrelin配列由来のペプチド及びその改変体を意味する。 
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第２節 実験材料及び方法 

 

第１項 被験物質 
 

ヒト型配列のghrelinは、3位がオクタノイル化されたN末端側7残基部分（化学合成ペプチド）

と遺伝子組み換え大腸菌を用いて製造したC末端側の21残基部分（遺伝子組換えペプチド）を結

合させる半合成法で作製した [10] 。Desacyl-ghrelin及びghrelin 改変体はいずれも固相合成法で化

学合成した。すべてのペプチドは High-Performance Liquid Chromatography（以下、HPLC）法で精

製し、最終品の純度はいずれも90%以上であった。ペプチドの構造確認は、エレクトロスプレー

イオン化質量分析（以下、ESI-MS）、アミノ酸組成分析及びアミノ酸配列分析のいずれか、また

はその組み合わせによって実施した（詳細はAppendicesに記載）。 

GhrelinのN末端側構造を模倣したGHS-Rの低分子アゴニストの一つである anamorelin 

hydrochloride (JAN/USAN)（以下、anamorelin）は、Paul らの報告 [11] に従って化学合成した。

ヒト型成長ホルモン放出ホルモン（hGHRH(1–44)-amide、以下、hGHRH） は市販品（株式会社

ペプチド研究所）を用いた。  

なお、本章において個々のアミノ酸の名称は、特に記載がない限り本文中では３文字略号で、

Table 中では１文字略号で記載した。 

 

第２項 動物 
 

本研究は、アスビオファーマ株式会社の動物実験倫理委員会によって審査され、総括責任者の

承認を受けて、動物実験実施基準に従い実施した。 

6～7週齢のSprague–Dawley系ラットを日本チャールス・リバー株式会社より購入し、12 時間

毎の明暗周期（7 時から 19 時までが明期）の下で飼育した。餌と水は自由に摂取させた。すべ

ての動物は、所定の検疫･予備飼育期間を経過した後に7～8週齢で実験に供した。 

なお、雄性ラットにおいて、GHは3～4時間毎に下垂体よりパルス状に分泌される。薬理作用

として血漿中GH濃度を測定する際には、内因性のGH分泌と投薬によって誘発されたGH分泌と

を区別することが困難な為、GHS-Rアゴニスト活性を有する被験物質をラットに投薬する試験に

おいては、内因性の血漿中GH濃度の変動が少ない雌性ラットを用い、それ以外の試験では、一

般的に汎用される雄性ラットを用いた。 

 

第３項 カルシウム動員アッセイ 
 

Ghrelin及びghrelin改変体のGHS-Rアゴニスト活性は、ラット型GHS-Rを安定発現させた

chinese hamster ovary cells（以下、CHO細胞）を用いたカルシウムイオン（以下、Ca2+）動員アッ

セイ法で測定した [3, 9] 。Assay plateとして flat-bottom black 96-well platesを用い、 GHS-R発現

細胞を4×104cells/wellの濃度で播いて一日培養した。Assay bufferとして、Hanks’ Balanced Salts 

Solution（Hanks’ buffer）を用いた。Ca染色液（FRIPR Calcium 3 Assay kit、Component A、

Molecular Devices Corporation）を20 mM HEPES、2.5 mM probenecid及び 0.1% bovine serum 
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albuminを含有したHanks’ bufferに溶解して各wellに添加し、1時間放置した。被験物質は蒸留

水に溶解後にHanks’ bufferにて所定濃度となるよう希釈したものを assay plateに添加した。細胞

内Ca2+濃度（以下、 [Ca2+]i）の変化はFlexStationTM （Molecular Devices Corporation）を用いて測

定した。測定時間を2分間とし、得られた結果をSOFTmaxTM PRO（Molecular Devices 

Corporation）で解析した。EC50値はDeltasoft III Ver. 2.247（Dr. E. Bechtold and BioMetallics, Inc.）を

用いて算出した。 

 

第４項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのPK評価  
 

雌性Sprague–Dawley系ラットにghrelin、C末端側欠失型ghrelin改変体 [ghrelin(1–26)、ghrelin(1–

20)及びghrelin(1-7)-Lys8-amide ] またはanamorelinを静脈内投与したときの血漿中濃度推移を測定

した。 

予め、ペントバルビタール麻酔を施したラットの大腿動脈内に採血用カニューレを挿入した後

に、被験物質のいずれか一つを各個体の尾静脈内に投与した。その際、ghrelin、ghrelin(1–26)、

ghrelin(1–20)及びanamorelinの投与量は10 nmol/kgとし、ghrelin(1-7)-Lys8-amideの投与量は300 

nmol/kg とした。被験物質を投与したラットから経時的に採血し、採取した血液には抗凝固剤と

して1/100 容量の10% ethylenediaminetetraacetic acid（以下、EDTA）溶液を添加した。さらに、

ghrelinまたはghrelin改変体を投与した個体から採取した血液には、脱アシル化反応を抑制する為

に血液の1/50容量の500 mM ペファブロック SC (AEBSF)（ロシュ・ダイアグノスティックス株

式会社）を加えて遠心分離（12,000 rpm×5 min, 4 ℃）で血漿とした後に、1/10容量の 1 N HCl 

を加え、使用時まで-80℃設定の冷凍庫内で凍結保存した。 

GhrelinまたはC末端側欠失型ghrelin改変体投与後の血漿中ghrelin免疫活性濃度は、Ser3(O-n-

octanoyl) を含むN末端側構造を特異的に認識するウサギ抗血清を用いて [125I]-標識 [Tyr29]-rat 

ghrelinとの競合radioimmunoassay（以下、RIA）法で測定した。定量限界は0.03 pmol/mL であっ

た。投与前の血漿中濃度（内因性グレリン濃度）と投与後の血漿中濃度との差（増分）を求め、

その増分を血漿中濃度と表記した。 

血漿中anamorelin濃度は液体クロマトグラフィー質量分析（以下、LC–MS ）法（使用機器：

API5000,  Applied Biosystems/MDS SCIEX）により測定した。 

血漿中濃度-時間曲線下面積（以下、AUC）、及び平均滞留時間（以下、MRT）はWinNonlin 

Professional Version 4.0.1 ( Pharsight Corporation ) のNoncompartment modelを用いて算出した。消失

半減期は血漿中濃度の消失相における数点を結ぶ直線の傾きから、最小二乗法により算出した。 

N末端側欠失型ghrelin改変体の血漿中濃度推移についても同様の方法で評価した。その際、試

験系として雄性Sprague–Dawley系ラットを用いた。被験物質はdesacyl-ghrelin、ghrelin(13-28)、

ghrelin(15-28)及びghrelin(17-28)とし、投与量は6 nmol/kgとした。採取した血液には抗凝固剤とし

て1/100容量の10% EDTA溶液及び代謝代謝阻害剤として1/50容量の5000 U/ml aprotinin溶液（ナカ

ライテスク株式会社）を添加したのちに遠心分離で血漿とした。採取した血漿試料は使用時ま

で、-80℃設定の冷凍庫内で凍結保存し、血漿中ghrelin免疫活性濃度は、ghrelinのC末端配列を特
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異的に認識するウサギ抗血清を用いて [125I]-標識 [Tyr12]-rat ghrelin(12-28)との競合RIA法にて測定

した。定量限界は0.02-0.05 pmol/mL であった。 

 

第５項 ラット血漿及び肝臓ホモジェネート中でのghrelin及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの安定性評価 
 

Ser3(O-n-octanoyl) を含むN末端側構造（GHS-Rアゴニスト活性の責任部位）の代謝安定性に及

ぼすghrelinのC末端配列の影響を調べるために、ラット血漿及び肝臓ホモジェネート中でghrelin及

びghrelin(1-7)-Lys8-amideをインキュベートしたときのghrelin免疫活性濃度変化を測定した。 

雄性Sprague–Dawley系ラットより採取した肝臓組織に生理食塩水を加えてポリトロンホモジナ

イザー（株式会社セントラル科学貿易）で破砕・均一化して、0.1 (w/v)% 肝臓ホモジェネートを

調製した。0.1 (w/v)% 肝臓ホモジェネートあるいはEDTA添加ラット血漿に、ghrelinまたは

ghrelin(1-7)-Lys8-amideを0.15 nmol/mLの濃度になるように添加し、37℃の水浴中で保温し、添加直

後から保温開始から最大60分後まで経時的に試料の一部を採取した。採取した試料に1/10容量の 

1 N HCl を加えて脱アシル化反応を停止させ、Ser3(O-n-octanoyl) を含むN末端側構造を特異的に

認識するウサギ抗血清を用いた [125I]-標識 [Tyr29]-rat ghrelinとの競合RIA法により、ghrelin免疫活

性濃度を測定した。 

 

第６項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌促進活性の比較 
 

雌性Sprague–Dawley系ラットを用いてghrelin、ghrelin改変体 [ghrelin(1-26)、ghrelin(1-20)、

ghrelin(1-7)-Lys8-amide] 及びanamorelinのGH分泌促進作用を検討した。 

実験方法は第４項のPK評価試験に準じ、ペントバルビタール麻酔下のラットに被験物質を静脈

内投与した。その際、ghrelin及びghrelin(1-26)の投与量は、1、3、10及び30 nmol/kg、ghrelin(1-20)

及びanamorelinの投与量は、3、10、30及び100 nmol/kg、ghrelin(1-7)-Lys8-amideの投与量は、30及

び300 nmol/kgとした。投与前から投与30分後まで経時的に採血し、1/100容量の10% EDTA溶液を

加えた後に遠心分離で血漿を分取した。血漿中GH濃度は市販のELISA Kit（Rat/Mouse Growth 

Hormone ELISA、EZRMGH-45K, Millipore Co.）を用いて測定し、台形法にてAUCを算出した。 

次いで、ペントバルビタール麻酔下の雌性Sprague–Dawley系ラットを用いてGH分泌促進作用

の発現における迷走神経を介した情報伝達経路の寄与について確認した。予め、頸部両側で迷走

神経を切断し [1, 12] 、その約30分後にghrelin、ghrelin(1–20)、anamorelinまたはhGHRHのいずれ

かを尾静脈内に投与した。投与量はghrelin及びghrelin(1–20)を10 nmol/kg、anamorelinを30 

nmol/kg、hGHRHを1 nmol/kgとし、対照群には迷走神経の露出までを操作したsham operation（以

下、Sham Ope）群を設定し、それぞれ同用量の被験物質を投与した。投与前から投与30分後まで

経時的に採血し、先の記載と同様の方法で血漿中GH濃度を測定、台形法にてAUCを算出した。 
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第７項 統計学的解析 
 

得られた個別データをもとに平均値と標準偏差を算出した。 

各被験物質を投与したときの血漿中GH濃度に基づいて算出されたAUCについて、迷走神経を

切断した群とSham Ope群の間で、Student’s t-test （EXSUS version 7.6.0.1、Arm SystexCo., Ltd.）を

用いて有意差検定を行った。その際、p値が0.05 未満の場合に統計学的に有意差があると判断し

た。 
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第３節 実験結果 

 

本検討に用いたghrelin、desacyl-ghrelin及びghrelin改変体のアミノ酸配列、並びに anamorelinの

化学名（脚注に構造式）をTable 2に示す。 

 

Table 2  Amino acids sequences of ghrelin and ghrelin analogs or chemical structure of anamorelin 

 
Test compounds Amino acids sequencesa or chemical structure  

Anamorelin＃ 
[1-(2-Methylalanyl)-d-tryptophyl]-3-benzylpiperidine-3(R)-
carboxylic acid trimethylhydrazide 

Ghrelin G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 

Ghrelin(1–26) G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q 

Ghrelin(1–20) G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K 

Ghrelin(1-7)-Lys8-amide G S S*F L S P K - amide 

Desacyl-ghrelin G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 

Ghrelin(13-28) G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 

Ghrelin(15-28) G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 

Ghrelin(17-28) G S S*F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 
a    One-letter amino acid notation is used.  
S * Modified with n-octanoic acid  

 

#   Chemical structure of anamorelin    

 

 

 

第１項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGHS-R アゴニスト活性 
 

ラット型GHS-Rを安定発現させたCHO細胞を用いてghrelin、ghrelin改変体及び anamorelinの

アゴニスト活性を測定し、EC50値を算出した。濃度作用曲線をFig. 1に、EC50値をTable 3に示

す。なお、desacyl-ghrelin及びN末端側欠失型ghrelin 改変体は活性責任配列であるN末端側の構

造を欠失していることから、GHS-R活性を有しないことが明らかであったため、アゴニスト活性

を測定しなかった。 

GhrelinはGHS-R発現細胞において [Ca2+]i を用量依存的に上昇させ、EC50値は 1.12 nMであ

った。ghrelin(1–26)、ghrelin(1–20)及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの EC50値はそれぞれ1.50、4.61及

び13.9 nMであり、ペプチド鎖が短くなるにつれてわずかに大きくなった。C末側配列の欠失に

より活性が低下する傾向はあるものの、いずれのペプチドもフルアゴニスト活性を有していると

考えられる。Anamorelinの EC50値は0.369 nMであり、ghrelinよりも活性が約3倍高かった。 

 

 

 



- 12 - 

 

Fig. 1  Dose–response relationships of ghrelin, the C-terminal-deleted ghrelin analogs and anamorelin for 
the changes in [Ca2+]i  in CHO cells expressing rat GHS-R 

The basal [Ca2+]i without the compound and the maximum increase in [Ca2+]i by ghrelin were regarded as 0 and 

100%, respectively.  Each value represents the mean+SD of triplicate determinations. 

[Peptides. 2011; 32: 1001-1007. Fig.1 - 一部改変 - ] 

 

 

 

 

Table 3  EC50 values of ghrelin, the C-terminal-deleted ghrelin analogs and anamorelin in [Ca2+]i 
increasing responses in CHO cells expressing rat GHS-R 

 
 

Test compounds 
 EC50

a
 

(nM)  
 

Anamorelin   0.369 
Ghrelin  1.12 

Ghrelin(1–26)  1.50 
Ghrelin(1–20)  4.61 

Ghrelin(1-7)-Lys8-amide 13.9 
a  EC50 value was calculated based on triplicate determinations (Fig. 1). 
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第２項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのPK評価 
 

ラットにghrelin、C末端側欠失型ghrelin改変体及び anamorelinを静脈内投与した後の血漿中

濃度 - 時間曲線をFig.2に、PKパラメータ（AUC0→∞、MRT0→∞及びT1/2）をTable 4に示す。 

Ghrelin(1–26)を10 nmol/kgの用量で投与した後の血漿中濃度は、同用量のghrelinを投与したと

きとほぼ同様に推移した。Ghrelin及びghrelin(1–26)のMRT0→∞は5.70±0.74分（平均値±標準偏

差、以下同じ）及び6.75±1.72分、消失半減期は8.5±1.2分及び8.1±2.3分であり、両者で明らか

な差はなかった。このことから、C末端2残基の欠失はghrelinのPKプロファイルにほとんど影

響を及ぼさないと考える。 

Ghrelin(1–20)を10 nmol/kgの用量で投与した後の血漿中濃度は、投与直後から投与15分後ま

ではghrelinを投与したときよりも低く推移し、MRT0→∞は4.18±1.07分とghrelinよりもやや短か

く、投与15分後以降の血漿中濃度推移から算出した消失半減期は14.4±4.0分となり、ghrelinと

比較して明らかな差はなかった。 

Ghrelin(1-7)-Lys8-amide を300 nmol/kgの用量で投与した後の血漿からのghrelin免疫活性濃度

の消失は極めて速く、MRTは0.23±0.03分、消失半減期は0.4±0.1分であり、投与10分後にはす

でに検出限界以下にまで低下していた。 

Anamorelinを10 nmol/kgの用量で投与した後の血漿中濃度は二相性を示し、総じてghrelinと同

等かやや高い濃度で推移した。MRTは6.33±3.64分とghrelinとの差は認められず、消失相の半減期

は21.2±0.2 分とghrelinよりも長かった。 

以上、ghrelinのC末端配列を欠失させた改変体のPKプロファイルは、C端側2残基の欠損で

はghrelinと変わらず、21-26位の欠失で投与直後の血漿中濃度がghrelinよりも低くなった。8-20

位の欠失はPKプロファイルに大きな影響を及ぼし、ghrelin(1-7)-Lys8-amideの消失半減期は

ghrelinよりも10倍以上短くなり、速やかに血漿中から消失した。このことから、ghrelinのC末

8位以降の構造は、3位のアシル化部位の脱アシル化反応とペプチドの血漿からの消失に対して

抑制的に作用する可能性が認められた。 
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Fig. 2  Plasma ghrelin immunoreactivities or anamorelin concentrations after a single intravenous (iv) 
administration of ghrelin, the C-terminal-deleted ghrelin analogs or anamorelin in anesthetized 
rats. 

Each value represents the mean＋SD of 3 rats. 
[Peptides. 2011; 32: 1001-1007. Fig.2 - 一部改変 - ] 

 

 

 

Table 4  PK parameters of ghrelin immunoreactivities or anamorelin after a single iv administration of 
ghrelin, the C-terminal-deleted ghrelin analogs or anamorelin in anesthetized rats. 

   

Test compounds 
Dose 

(nmol/kg) 
AUC0→∞ 

(pmol･min/mL) 
 MRT0→∞ 

(min) 
T1/2 

 (min) 

Ghrelin 10 214±31 5.70±0.74 8.5±1.2 
Ghrelin(1–26) 10 201±32 6.75±1.72 8.1±2.3 
Ghrelin(1–20) 10 150±13 4.18±1.07 14.4±4.0 

Ghrelin(1-7)-Lys8-amide 300 1131±594 0.23±0.03 0.4±0.1 
Anamorelin 10 471±4 6.33±3.64 21.2±0.2 

MRT0→∞ ＝ AUMC0→t+ Clast / λz 
MRT0→∞ ＝ AUMC0→∞／AUC0→∞ 

AUMC ： Area under the first moment plasma concentration-time curve.    

Each value represents the mean＋SD of 3 rats. 
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次いで、ラットにdesacyl-ghrelin及びN末端側欠失型ghrelin改変体 [ghrelin(13-28)、

ghrelin(15-28)及びghrelin(17-28) ] を6 nmol/kgの用量で静脈内投与したときの血漿中C末端側

ghrelin免疫活性濃度推移を評価した。血漿中濃度 - 時間曲線をFig.3に、消失半減期（T1/2）を

Table 5に示す。 

Desacyl-ghrelin の血漿からの消失半減期は 24.8±0.4 分とghrelin の 8.5±1.2 分よりも約3倍

長く、ghrelin(13–28)及びghrelin(15–28)の消失半減期は 10.8±1.2 分及び8.9±5.5分と、ghrelinと

ほぼ同等かそれより長かった。それらと比較して、 ghrelin(17–28)を投与したときの血漿からの

消失は速く、消失半減期は 3.5±0.3 分であった。 

以上、N末端側欠失型ghrelin 改変体をラットに静脈内投与したときの血漿中濃度の消失は、

ペプチド鎖の長さに依存して変化した。特に、1-12位または1-14位を欠失させた時と比べて、

15-16位の[Arg15–Lys16]を含む1-16位を欠失させた時の影響が大きく、血漿中からの消失半減期が

著しく短縮することがわかった。本試験で評価したペプチドはいずれもアシル化部位を持たない

ことから、これらの影響はペプチドの血漿からの消失速度の違いを反映したものと考えられる。 

 

 
 

 

Fig. 3  Plasma ghrelin immunoreactivities after a single iv administration of ghrelin or the N-terminal-
deleted ghrelin analogs at 6 nmol/kg to anesthetized rats. 

Each value represents the mean±SD of 3 rats.  Ghrelin immunoreactivity was determined by RIA using 

antiserum recognizing the C-terminal region. 

[Peptides. 2012; 33: 279–284. Fig.2 - 一部改変 - ] 
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Table 5   Plasma half-lives of ghrelin immunoreactivities after a single intravenous administration of 
desacyl-ghrelin and the N-terminal-deleted ghrelin analogs in anesthetized rats. 

  

Test compounds 
T1/2 

 (min) 

Desacyl-ghrelin 24.8 ± 0.4 
Ghrelin(13-28) 10.8 ± 1.2 
Ghrelin(15-28) 8.9 ± 5.5 
Ghrelin(17-28) 3.5 ± 0.3 

T1/2 : plasma half-lives  
Each value represents the mean ± SD of 3 rats. 

 

 

Ghrelin改変体のPKプロファイルを評価した結果、C末端側を欠失させたghrelin改変体におい

て、8-20位までの構造が欠失することで消失半減期が著しく短縮することがわかった。一方で、

N末端を欠失させたghrelin改変体においては、15-16位を含む構造を欠失させたときの消失半減期

の短縮が著しかった。両結果を考え合わせると、15-20位の配列部分の有無がghrelinのPKプロフ

ァイルに大きな影響を及ぼす可能性があると考えられた。 

  

第３項 ラット血漿及び肝臓ホモジェネート中でのghrelin及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの安定性評

価 
 

GHS-Rアゴニストの活性責任配列であるN末端部分の代謝安定性に及ぼすghrelinのC末端配列の

影響を評価する目的で、ラットの血漿と 0.1 (w/v)% 肝臓ホモジェネート溶液中でのghrelinと

ghrelin(1-7)-Lys8-amideの代謝安定性を比較した。得られた結果は、反応開始時の試料中N末端

ghrelin免疫活性濃度を100%としたときの相対濃度として表記した。結果をFig.4に示す。 

肝臓ホモジェネート中におけるghrelin及びghrelin(1-7)-Lys8-amideの代謝はどちらも速やかであ

り、 両ペプチドで代謝速度に差はなかった。一方で、血漿中における代謝安定性には明確な差

が認められ、ghrelinを37 ◦Cで30 分間インキュベートした後でも、反応開始時の70%に相当する

量が残存していたのに対し、ghrelin(1-7)-Lys8-amideの代謝は速やかであり、反応開始時の約 3%

に相当する量しか残存していなかった。 

血漿中において、ghrelinは、Ser3(O-n-octanoyl)のエステル結合が加水分解（脱アシル化）されて

desacyl-ghrelinとなることでGHS-Rアゴニスト活性を消失するものと考えられる [13] 。本試験に

おいて、試料中濃度の測定はアシル化部位周辺を認識するN末端認識RIA法を用いていることか

ら、免疫活性濃度の低下は、主には上記の脱アシル化の反応速度を反映したものと思われる 。

Ghrelin とghrelin(1-7)-Lys8-amideでは、どちらも抗体認識部位の構造は同じであり、肝臓ホモジェ

ネート中での代謝はほぼ同じ速度で進行したにも関わらず、血漿中での代謝安定性には両ペプチ

ドで明確な差が認められ、ghrelinと比較してghrelin(1-7)-Lys8-amideの代謝は速やかであることが

わかった。これらのことから、血漿中においてghrelinのC末端側の構造があることでN末端側のア

シル化部位の脱アシル化（代謝）速度が低下するものと考えられる。 
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 (A)  Liver homogenate          (B)  Plasma 

 

 

Fig. 4  Stability of ghrelin and ghrelin(1-7)-Lys8-amide in 0.1% rat liver homogenates (A) and plasma (B).   

The hydrolysis of octanoylated Ser3 was assessed by RIA using antiserumagainst N-terminal part of ghrelin. 

The initial immunoreactivity was regarded as 100%, and % changes after the incubation at 37 ◦C were analyzed.  

Each value represents the mean of two experiments. 

[Peptides. 2011; 32: 1001-1007. Fig.3 - 一部改変 - ] 

 

 

第４項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌活性の比較 
 

次に、ghrelinのGH分泌促進活性に及ぼすghrelinのC末端配列の影響を検討した。 

雌性Sprague–Dawley系ラットにghrelin、C末端側欠失型ghrelin改変体またはanamorelinを静脈内

投与したときの血漿中GH濃度 - 時間曲線をFig.5 に示した。ghrelinあるいはghrelin(1–26)を投与

したときの血漿中GH濃度は、1-10 nmol/kgの範囲で用量に依存して上昇し（Fig.5A, B）、30 

nmol/k投与時の血漿中GH濃度は10 nmol/kg投与時よりも低く、活性の飽和が認められた。

ghrelin(1–26)投与時の血漿中GH濃度はghrelin投与時とほぼ同等であり、両者の活性に明らかな差

はないと考えられた。 

Ghrelin(1–20)を投与したときの血漿中GH濃度は、同用量のghrelin またはghrelin(1–26)を投与し

たときと比べて低く推移した（Fig.5C）。Ghrelin(1–20)のGH分泌促進活性は、AUC0-30min比較で

ghrelinの約1/3–1/10と考えられた。一方で、Ghrelin(1-7)-Lys8-amide を30または300 nmol/kgの用量

で静脈内投与しても血漿中GH濃度の上昇はほとんど認められなかった（Fig.5D）。 

Anamorelinを投与したときの血漿中GH濃度は用量に依存して上昇したがその作用は同用量の

ghrelinを投与したときよりも弱く、AUC0-30min比較でghrelinの1/10以下であり、作用持続時間も短

かった（Fig.5E）。この結果は、GHS-R発現細胞を用いて測定したアゴニスト活性や血漿中濃度

推移から想定したよりも低いものであった。 
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Fig. 5 Plasma GH concentrations – time curves after a single iv administration of ghrelin, ghrelin analogs 

or anamorelin in anesthetized rats. 
[A–E]  Shows the time course of plasma GH concentrations after the iv injection of ghrelin, ghrelin(1–26), 

ghrelin(1–20), ghrelin(1–7)-Lys8-amide and anamorelin, respectively.  

[F]   Shows the increases in AUC0-30min of plasma GH concentrations by ghrelin (●), ghrelin(1–26) (◇), ghrelin(1–

20) (□), ghrelin(1-7)-Lys8-amide (△), and anamorelin (＊).  

Each value represents the mean±SD of 3 rats. 

[Peptides. 2011; 32: 1001-1007. Fig.4 - 一部改変 - ] 
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第５項 Ghrelin、ghrelin改変体及びanamorelinのGH分泌促進活性に対する迷走神経切断の影響の

比較 
 

GhrelinのGH分泌促進作用には、下垂体に直接作用する経路以外に迷走神経を介した作用経路

が関与していることが知られている [1] 。本項では、事前に頸部両側で迷走神経を切断した雌性

Sprague–Dawley系ラットにghrelin、ghrelin(1-20)、anamorelinまたはhGHRHを静脈内投与したとき

の血漿中GH濃度 - 時間曲線をSham Ope群での成績と比較した。結果をFig.6に示す。 

迷走神経を切断したラットにghrelinを投与したときの血漿中GH濃度のAUC0-30minはSham Ope群

の約1/8であり、ghrelinのGH分泌活性は迷走神経切断により著しく低下した（Fig.6A）。他方、

ghrelin(1–20) を投与したときの血漿中GH濃度に対する迷走神経切断の影響はghrelin投与時よりも

軽微であり（Fig.6B）、anamorelinを投与したときの血漿中GH濃度は、迷走神経切断の影響を受

けなかった（Fig.6C）。視床下部から分泌後に下垂体に直接作用してGH分泌を促進することが知

られているhGHRHを投与したときの血漿中GH濃度についてもanamorelinを投与したときと同様

に迷走神経切断の影響を受けなかった（Fig.6D）。 

末梢からのghrelin刺激による情報は腹部の求心性迷走神経を介して中枢に伝達する [1] 。本

研究において、ghrelinを投与したときの血漿中GH濃度の上昇は、迷走神経の切断によって著しく

減弱することが示された。一方で、ghrelin(1–20) を投与したときの血漿中GH濃度に対する迷走

神経の切断の影響は、ghrelinを投与したときよりも軽微であり、迷走神経を介した経路の寄与の

割合がghrelinよりも少ないものと考えられた。加えて、ghrelinのN末端部分の構造を模倣した低

分子アゴニストであるanamorelinを投与したときのGH分泌促進作用は、下垂体への直接作用によ

るものがほとんどであり、迷走神経を介した経路はほとんど寄与していないと考えられた。これ

らのことから、迷走神経を介したGH分泌促進作用の発現には、ghrelinのC末端配列の関与が示唆

される。  
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Fig. 6  Effect of vagotomy on GH responses to ghrelin, ghrelin(1–20), anamorelin and hGHRH in 
anesthetized rats.  

Ghrelin, ghrelin(1–20), anamorelin and hGHRH were administered at 10, 10, 30, and 1 nmol/kg by a single iv 

injection, respectively. Open symbols show GH responses in sham operated rats, and closed symbols show those in 

vagotomized rats. Each value represents the mean±SD of 4 rats for ghrelin, ghrelin(1–20) and anamorelin, 3 rats for 

hGHRH in sham group and 5 rats for hGHRH in vagotomized group. Significant differences between AUC0-30min  

of plasma GH concentrations in sham rats and those in vagotomized rats are indicated by asterisks: **p < 0.01 and 

***p < 0.001. 

[Peptides. 2011; 32: 1001-1007. Fig.5 - 一部改変 - ] 
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第４節 考察 

 

本章では、ghrelin改変体及びanamorelinを用いてghrelinのPKプロファイル及びGH分泌促進活性に

関する構造活性相関を検討し、C末端配列の生理的な機能を推定した。 

C末端配列を欠失させたghrelin改変体のGHS-Rアゴニスト活性は、すべての改変体でフル活性を

維持しており、欠失の影響は軽微であると考えられた。一方で、PKプロファイルやGH分泌促進活

性に及ぼすC末端配列欠失の影響はそれに比べて大きかった。Ghrelin(1–20)を投与したときの投与直

後の血漿中ghrelin免疫活性の低下は、ghrelinを投与したときよりも速やかであったが、投与15分後

以降の消失半減期についてはghrelinを投与したときとほとんど変わらず、PKプロファイルの変化に

伴い、GH分泌促進活性もghrelinの約1/3-1/10に低下した。一方で、ghrelin(1-7)-Lys8-amideを投与した

ときの血漿からの消失は極めて速やかであり、GH分泌促進活性はほとんど認められなかった。In 

vitro試験系で測定されたGHS-Rアゴニスト活性の低下に比べて、in vivo系でのGH分泌促進活性の低

下が顕著であり、生体内でghrelinが有効に機能するためには、C末端配列の存在が不可欠であると

考えられた。さらに、ghrelin(1–20)とghrelin(1-7)-Lys8-amideの間でPKプロファイルとGH分泌促進活

性の違いが顕著であったことから、ghrelinの8位から20位の構造の少なくとも一部にghrelinが生体内

で機能する上で重要な領域があることが示唆された。 

本試験で新たに確認されたC末端配列の機能と関連する現象として、ghrelinが血漿中でリポ蛋白

質 と結合し、Ser3(O-n-octanoyl) のエステル加水分解反応の制御に関与することが報告されている

[14, 15] 。一般的に、血漿蛋白への結合が、薬物のPKプロファイルに影響を及ぼすことが知られて

おり、構成物質であるアポ蛋白及びリン脂質は負電荷を有しているリポ蛋白質と、塩基性アミノ酸

が豊富なghrelinのC末端配列が電気的に結合することで、ghrelin自身のPKプロファイルとGH分泌促

進活性の発現に影響を及ぼしている可能性が考えられる。本研究において、ghrelinとghrelin(1-7)-

Lys8-amideの代謝安定性を比較した結果、ラット血漿中においてghrelinの方がghrelin(1-7)-Lys8-amide

よりも安定であり、肝臓ホモジェネート中での代謝速度には差が認められなかった。このことよ

り、ghrelinが血漿中のリポ蛋白質と結合することで脱アシル化反応が抑制された可能性が考えられる。 

また、アシル化結合部位を持たないN末端側欠失型ghrelin改変体をラットに静脈内投与したとき

の血漿中濃度の消失は、ghrelin(15-28)及びghrelin(13-28)ではghrelinと同等かそれより遅かったが、

ghrelin(17-28)の消失半減期は短く、血漿中から速やかに消失した。加えて、ghrelin(1-7)-Lys8-amideの

Ser3(O-n-octanoyl) 構造をより安定なCys3(octyl)に変換して脱アシル化反応の影響を排除しても、

ghrelin(1-7)-Lys8-amideとPKプロファイルがほとんど変わらないかったこと（詳細データは示さず）

から、ghrelinの15-16位を含む配列部分には、脱アシル化反応の抑制以外にも、ペプチドそのものの

半減期を延長させる作用があると考えている。 

 

さらに、C末端配列は、ghrelinのGH分泌促進作用の発現においても重要な役割を果たしているこ

とが示唆された。 

GhrelinのGH分泌促進作用には、脳下垂体のGHS-R受容体に直接作用する経路と迷走神経を介し

て情報を視床下部に伝達する経路があることが知られている [1, 16, 17 ] 。すなわち、ghrelinをラッ

トに静脈投与すると視床下部GHRHニューロンのFosタンパク発現が上昇し、その作用は迷走神経
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を切断することで消失すること及びghrelin投与後のGH分泌作用は抗GHRH抗体の前処置によって著

しく減弱することから、末梢からグレリンを投与したときのGH分泌促進作用の少なくとも一部

は、迷走神経を介した脳への情報伝達と視床下部から分泌されるGHRHの刺激が関与していること

が示されている。 

本研究において、anamorelinのGHS-Rアゴニスト活性はghrelinよりも強く、ラットに投与したとき

の血漿中濃度はghrelinと同等かそれより高く推移したにも関わらず、ラットに静脈内投与したとき

のGH分泌促進作用はghrelinの1/10以下に過ぎなかった。加えて、ghrelinのGH 分泌促進作用は迷走

神経の切断により顕著に抑制されたのに対し、anamorelinを投与したときの血漿中GH濃度推移は、

迷走神経切断群とSham-ope群とで変わらなかった。これらのことより、anamorelnのGH分泌促進作

用はghrelinよりも弱く、迷走神経を介した経路がほとんど機能していないものと考えられた。

Anamorelnは低分子GHS-Rリガンドの一つであり、現在、がん悪液質の改善薬として国内外でも開

発中の薬剤である [18] 。これまでに報告された低分子GHS-Rリガンドの多くは、ghrelinのGHS-R

アゴニスト活性の責任配列であるN末端側構造を模倣したものであり [6] 、anamorelinについてもそ

れらと共通した構造上の特徴を有している。本研究の結果は、anamorelinのようなghrelinのN 末端

側の構造のみを模倣した低分子リガンドでは、必ずしもghrelinの持つ多彩な作用のすべてを再現で

きない可能性を示したものと考える。 

Anamorelin が迷走神経末端の受容体に作用できない理由は明確ではないが、ghrelinとanamorelin

では迷走神経末端への移行性や滞留性が異なることが原因の一つではないかと推定している。循環

血液と末梢神経幹の間には、血液神経関門（blood-nerve barrier）と呼ばれる血液脳関門に類似した

バリアシステムが存在し、必要なもののみを能動的に取り込み、不要物を排出して局所環境の恒常

性を維持しているといわれている [19] 。今後の検討で、ghrelinのペプチド構造と作用局所におけ

る分子挙動との相関関係が明確になることに期待する。 
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第５節 小括 

 

本研究において、ghrelin改変体をラットに静脈内投与したときの血漿中濃度推移とGH分泌促進

作用は、C末端配列の構造改変によって変化することが示された。すなわち、本試験の結果から、

ghrelinが、生体内で生理活性を発現するに十分な体内滞留性を維持する上で、C末端配列が不可欠

であった。 

加えて、ghrelinのGH分泌促進作用の一部は迷走神経を介しており、そのシグナル伝達の過程に

おいても、C末端配列が重要な役割を有する事が示唆された。本試験で対照薬として用いた低分子

GHS-Rアゴニストである anamorelinは、ghrelinとは異なり迷走神経を介したGH分泌促進作用をほ

とんど有していなかった。本結果から、創薬ターゲットとしてGHS-Rアゴニストを検討するに当

たっては、GHS-Rアゴニスト活性の責任配列であるghrelinのN末端部分のみならず、C末端配列

のもつ機能を考慮した分子設計をすることが有用であると考える。 
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第２章 Motilin/ghrelin chimeric peptidesを用いたghrelinのC末端配列の機能に関する研究 

 

第１節 緒言 

 

第２章ではghrelinのC末端側の中でペプチドの半減期延長作用に重要な配列部分を特定すること

を目的に、ghrelinと同じく消化管から分泌されるペプチドホルモンであるmotilinに着目し、motilin

の受容体アゴニスト活性の責任配列とghrelinのC末端側の構造を結合させたmotilin/ghrelin chimeric 

peptidesを用いて、その構造とPKプロファイルとの相関関係を検討した結果について述べる。 

Motilinは22個のアミノ酸残基からなる直鎖型のペプチドホルモンである [20] 。Ghrelinのような

アシル化部位は持たない。作用面ではghrelinが空腹期に分泌して食欲を亢進する [21] のに対し

て、motilinは空腹期に胃から消化管下部に伝播する空腹期伝播性強収縮（Interdigestive Migrating 

Contraction、以下、IMC）を誘発することが知られている [22, 26] 。内因性の血漿中motilin濃度は

食後期にはほとんど検出されず、空腹期に約100分ごとに分泌され、IMCを誘発した後に速やかに

血漿中から消失するパルス型の血漿中濃度推移を示す [22, 23, 26] 。さらに、motilinの受容体アゴ

ニストとしての責任配列は、ghrelinと同様にN末端側に局在しており、N末から12残基までの構造；

motilin(1-12) があれば、全長配列とほぼ同等の活性を示すことが判っている [24] 。これらのこと

から、motilin はghrelin のC末端側の機能を評価するに適したモデルペプチドになると考えた。 

本報告において、motilin/ghrelin chimeric peptidesとは、N末端側にmotilinの受容体アゴニスト活性

の責任配列；motilin(1-12) を配置し、C末端側にghrelin配列の一部またはその １アミノ酸置換体を

結合させたmotilinとghrelinの複合ペプチドの総称として用いる。なお、motilinの11-12位とghrelinの

10-11位の配列は[Gln-Arg]で共通していることから、検討を開始するに当たっては、motilin(1-10)-

Gln-Arg-ghrelin(12-28) （以下、motilin(1-12)ghrelin(12-28)）を本研究の対象となるmotilin/ghrelin 

chimeric peptidesの基本構造と位置づけた。また、ラットやマウスを含むげっ歯類では、motilin及び

motilin受容体の両方が偽遺伝子化している為 [25] 、本検討内でmotilin/ghrelin chimeric peptidesの

motilin受容体アゴニスト活性の評価は、ヒト型motilin受容体安定発現CHO細胞を用いて実施し、in 

vivoでの活性評価試験は行わなかった。 

なお、本研究においてmotilinとは、特に記載がない限りヒト型motilinを意味する。 
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第２節 実験材料及び方法 

 

第１項 被験物質 
 

Motilinは大腸菌を用いた遺伝子組換え法で製造し、motilin/ghrelin chimeric peptidesはすべて固相

合成法で製造した。製造したペプチドはHPLC法で精製し、純度はいずれも95%以上であった。

構造確認はESI-MSによる質量分析、及びアミノ酸配列分析のいずれか、またはその組み合わせに

よって実施した（詳細はAppendicesに記載）。 

なお、本章において個々のアミノ酸の名称は、特に記載がない限り、本文中では３文字略号

で、Table中では１文字略号で記載した。 

 

第２項 動物 
 

本研究は、アスビオファーマ株式会社の動物実験倫理委員会によって審査され、総括責任者

の承認を受けて、動物実験実施基準に従い実施した。6～7週齢の雄性Sprague–Dawley系ラットを

日本チャールス・リバー株式会社より入手し、所定の検疫･予備飼育期間経過後、7～8週齢で実

験に供した。飼育条件等は第１章 第２節 第２項と同じとした。 

 

第３項 カルシウム動員アッセイ 
 

Motilin受容体アゴニスト活性の評価はヒト型motilin受容体安定発現CHO細胞（以下、motilin受

容体発現細胞）を用いて実施した。測定条件及び方法は第１章 第２節 第３項と同じとした。 

 

第４項 ラットを用いたmotilin及びmotilin/ghrelin chimeric peptidesのPK評価 
 

Motilinまたはmotilin/ghrelin chimeric peptidesをラットに静脈内投与したときの血漿中motilin免疫

活性濃度推移を評価した。その際、評価したペプチドの投与量は10 nmol/kgとし、採取した血液

には凝固剤として1/100容量の10% EDTA溶液を添加した後に遠心分離により血漿を分取した。得

られた血漿は使用時まで凍結保存した。血漿中motilin免疫活性濃度はmotilinのN末端側構造を特

異的に認識するウサギポリクローナル抗体と [125I]-標識 [Tyr7]-motilinを用いた競合RIA法にて測

定した [25] 。定量限界は0.02-0.05 pmol/mLであった。それ以外の試験方法は、第１章 第２節 

第４項に記載した方法に準じた。 

 

第５項 統計学的解析 
 

得られた個別データをもとに平均値と標準偏差を算出した。 

統計学的有意差検定は実施しなかった。 

 



- 26 - 
 

第３節 実験結果 
 

Table 6にmotilinと評価に供した14種類のmotilin/ghrelin chimeric peptidesの構造及びmotilin受容体ア

ゴニスト活性のEC50値を示す。いずれのペプチドもフルアゴニスト活性を維持していた。EC50値は

0.024~1.5 nMの範囲であり、ヒト型motilinのEC50値（0.089 nM）と大きな差は認められなかった。 

 
Table 6  Amino acids sequences and EC50 values of human motilin receptor agonist activity of human 

motilin and various motilin/ghrelin chimeric peptides  
 

Peptides Amino acid sequence 
EC50 

(nM) 

 Ref.   Ghrelin G S S F L S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R      -- 

              1                               12   

 Motilin F V P I F T Y G E L Q R M Q E K E R N K G Q 0.089 

① 

Motilin(1-12)ghrelin(6-28) F V P I F T Y G E L Q R S P E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R 1.5 

Motilin(1-12)ghrelin(8-28) F V P I F T Y G E L Q R E H Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R   0.14 

Motilin(1-12)ghrelin(10-28) F V P I F T Y G E L Q R Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R  0.16 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q P R   0.086 

Motilin(1-12)ghrelin(14-28) F V P I F T Y G E L Q R Q R K E S K K P P A K L Q P R  0.61 

Motilin(1-12)ghrelin(16-28) F V P I F T Y G E L Q R K E S K K P P A K L Q P R   1.2 

Motilin(1-12)ghrelin(18-28) F V P I F T Y G E L Q R S K K P P A K L Q P R  0.10 

Motilin(1-12)ghrelin(19-28) F V P I F T Y G E L Q R K K P P A K L Q P R   0.11 

② 

Motilin(1-12)ghrelin(12-26) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S K K P P A K L Q  0.085 

Motilin(1-12)ghrelin(12-24) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S K K P P A K 0.048 

Motilin(1-12)ghrelin(12-22) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S K K P P  0.024 

Motilin(1-12)ghrelin(12-20) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S K K  0.073 

Motilin(1-12)ghrelin(12-18) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K E S 0.88 

Motilin(1-12)ghrelin(12-16) F V P I F T Y G E L Q R V Q Q R K 0.12 

    Hatching area : Amino acid sequence derived from motilin 

 

Motilin及びmotilin/ghrelin chimeric peptidesのいずれかを10 nmole/kgの用量でラットに静脈内投与し

たときの血漿中motilin免疫活性濃度 - 時間曲線をFig.7に、血漿からの消失半減期（T1/2）をTable 7

に示した。 

付加する ghrlein の配列のN末端側開始位置を 2アミノ酸残基ずつ変更したmotilin/ghrelin 

chimeric peptides（Table 7 カラム①）を投与したときの血漿中濃度は、すべてのペプチドでmotilin

投与時よりも高く推移した（Fig. 7A）。特に、motilin(1-12)ghrelin(6-28)からmotilin(1-12)ghrelin(16-

28)の消失半減期は 8.3～11.7 分の範囲となり、motilin の消失半減期（3.3分）と比較して 2倍以上

長かった。一方、motilin(1-12)ghrelin(18-28)及びmotilin(1-12)ghrelin(19-28)の消失半減期は 5.3及び

6.0 分とmotilin との差は僅かであった。ghrelin の 15位の配列はmotilin の 12位で代替されると考

えると、特に 15位以降の配列には当該ペプチドの半減期を延長作用させる機能を有していると思

われる。 

一方、付加する ghrelin 由来配列のN末側の開始位置を 12位に固定してC末端を 2アミノ酸残

基ずつ削除したmotilin/ghrelin chimeric peptides（Table 7 カラム②）のPKプロファイルを評価した

結果、motilin(1-12)ghrelin(12-28)、motilin(1-12)ghrelin(12-26)及びmotilin(1-12)ghrelin(12-20)を投与し
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たときの血漿中motilin 免疫活性は、いずれもmotilin を投与したときよりも高い濃度で推移した

（Fig. 7B）。消失半減期は 7.0～10.4分とmotilin の消失半減期よりも 2倍以上長かった。Motilin(1-

12)ghrelin(12-22)またはmotilin(1-12)ghrelin(12-24)を投与したときの血漿中濃度も、motilin 投与時よ

りも高い値で推移したが、motilin(1-12)ghrelin(12-16) 及びmotilin(1-12)ghrelin(12-18)を投与して時の

消失半減期は天然型motitlin を投与したときよりも短くなった。Motilin(1-12)ghrelin(12-20)と

motilin(1-12)ghrelin(12-18)の間で消失半減期の変化が最も大きかったことより、ghrelin の 12-20 位ま

での構造の少なくとも一部が消失半減期の延長に重要であることが示唆された。 

 

以上、カラム①のグループで明確な半減期延長作用が認められた最短配列は ghrelin の 16-28 位

であり、ghrelin の 15位の配列はmotilin の 12位で代替されると考えるとその構造は、 [(Arg) 15-

Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20-Pro21-Pro22-Ala23-Lys24-Leu25-Gln26-Pro27-Arg28] であった。一方、カラム②

のグループでで明確な半減期延長作用が認められた最短配列は ghrelin の 12-20 位であり、その構

造 [Val12-Gln13-Gln14-Arg15-Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20] であったことから、両検討で選択された配列

の共通部分として、下線部の 15-20位を特定した。 

すなわち、motilin/ghrelin chimeric peptidesの消失半減期を延長させる配列として、ghrelin の 15-20

位の配列 [Arg15-Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20] の有用性が推定された。 

 

    A.                            B.   

 
Fig. 7  Comparison of plasma motilin immunoreactivities after iv administration of various 

motilin/ghrelin chimeric peptides. 
(A)  PKs of chimeric peptides composed of motilin(1–12) and various N-terminal deleted ghrelin. 

(B)  PKs of chimeric peptides composed of motilin(1–12) and various N-and C-terminal deleted ghrelin.  

Each value represents the mean±SD of 3 rats. Motilin immunoreactivities in all samples were determined 

by RIA. 

[Peptides. 2012; 33: 279–284. Fig.3 - 一部改変 - ] 
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Table 7  Plasma half-lives of human motilin and various motilin/ghrelin chimeric peptides in 
anesthetized rats.  

Each value represents the mean of triplicate measurements or the mean±SD of 3 rats.  

Motilin immunoreactivities in all samples were determined by RIA. 

 

 Peptides 
T1/2  

Peptides 
T1/2  

(min)  (min)  
 Motilin 3.3±1.0           - -  

① 

Motilin(1-12)ghrelin(6-28) 11.7±3.4 

長

半

減

期
②

Motilin(1-12)ghrelin(12-26) 10.4±0.1 長

半

減

期

Motilin(1-12)ghrelin(8-28) 11.1±0.7 Motilin(1-12)ghrelin(12-24) 5.8±0.7 

Motilin(1-12)ghrelin(10-28) 8.9±0.5 Motilin(1-12)ghrelin(12-22) 6.3±0.5 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28) 8.9±0.5 Motilin(1-12)ghrelin(12-20) 7.0±2.6 

Motilin(1-12)ghrelin(14-28) 8.0±0.7 Motilin(1-12)ghrelin(12-18) 3.1±0.7  

Motilin(1-12)ghrelin(16-28) 9.4±0.6 Motilin(1-12)ghrelin(12-16) 2.4±0.7  

Motilin(1-12)ghrelin(18-28) 5.3±1.3     

Motilin(1-12)ghrelin(19-28) 6.0±0.3     

 

 

今回特定された 15-20位の配列 [Arg15-Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20] は、6残基中両端の各 2残基

が塩基性アミノ酸のArg またはLysであり、17位は哺乳類においては酸性アミノ酸のGlu であ

り、18位には中性アミノ酸（ヒトではSer）となっている。両端の塩基性アミノ酸の欠失が消失半

減期の短縮に繋がることは、これまでの検討から明らかであることから、次に、17 位と 18位のア

ミノ酸特異性を評価するために、それぞれについて一残基置換体を合成して、先と同様の条件で

PKを評価した。結果をFig.8 に示す。 

17 位のGlu を同じ酸性アミノ酸であるAsp に置換しても、血漿中motilin 免疫活性濃度推移はほ

とんど変わらず、中性アミノ酸であるGln またはAsn に置換することで消失半減期延長作用は完

全に消失し、その血漿中濃度推移はmotilin を投与したときとほとんど変わらないものとなった。

この結果から 17位は少なくとも酸性アミノ酸であることが重要であると考えられる。一方で、18

位のSerについては、中性アミノ酸であるPro（シカ、ヒツジ及びヤギ型 ghrelin の当該部位のアミ

ノ酸に同じ）、Ala（ウシ及びクジラ型 ghrelin の当該部位のアミノ酸に同じ）、Thr（シチメンチョ

ウ及びニワトリ型 ghrelin の当該部位のアミノ酸に同じ）またはLeu に置換しても、その作用は置

換前とほとんど変わらなかった。よって、18位については少なくとも中性アミノ酸への置換にし

ても消失半減期延長作用への影響はほとんどないことが判った。 
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A.  17-substituted motilin derivative    B.  18-substituted motilin derivative 

 

Fig. 8 Comparison of PK profiles of motilin/ghrelin chimeric peptides having single amino acid 

mutation.  

Each value represents the mean±SD of 3 rats.  

Motilin immunoreactivitiesin all samples were determined by RIA. 

[Peptides. 2012; 33: 279–284. Fig.4 - 一部改変 - ] 
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第４節 考察 

 

第１章で推定されたghrelinのC末端側構造の消失半減期延長作用をより詳細に検討するために、

ghrelinと同じ消化管ホルモンであるmotilinに着目し、その受容体アゴニスト活性の責任配列；

motilin(1-12)にghrelinのC末端側構造の一部を付加したmotilin/ghrelin chimeric peptidesの構造とラット

に静脈内投与したときのPKプロファイルとの相関について検討した。 

その結果、試験に供したいずれのペプチドでもmotilinとほぼ同等のmotilin受容体アゴニスト活性

を維持しており、C末端側構造の置換の影響は軽微であった。一方で、ラットに静脈内投与したと

きの血漿中motilin免疫活性濃度推移は付加したghrelinのC末端側の長さや配列部位に依存して変化

し、消失半減期の延長に最も有効な配列としてghrelinの15-20位 [Arg15-Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20] 

が特定された。本章においてmotilin/ghrelin chimeric peptidesで得られた結果は、第１章において

ghrelin 改変体で得られた結果と矛盾のないものであった。 

さらに、ghrelinの15-20位の配列のうち、17位のGluを同じ酸性アミノ酸であるAspに置換しても

同様の作用が保たれるが、同部位を中性アミノ酸であるGlnまたはAsnに置き換えると、半減期延

長作用が完全に消失し、血漿中濃度推移はmotilinと変わらないものとなった。一方で、18位のSer

については他の中性アミノ酸へ置換しても血漿中濃度推移にほとんど影響を与えなかった。15-16

位及び19-20位の塩基性アミノ酸については、その欠失により消失半減期が短縮することが判った

が、アミノ酸残基の特異性やArg及びLysの相互置換や一部欠失、あるいは追加等の影響は検討しな

かった。塩基性アミノ酸残基の陽電荷は、血漿中のリポ蛋白質や受容体が存在する細胞膜、ある

いは細胞外マトリクスの中のムコ多糖等の負電荷を帯びた成分と親和性を有する可能性が高く、

そのことで体内滞留性が向上するものと推察されるが、詳細は不明であり、今後の検討によって

その機能が解明されることに期待する。 

 

Motilinの生理機能はIMC と呼ばれる胃体部に始まる伝播性の収縮運動を引き起こすことで消化

管内を掃除し、次の摂食に備えることである [20, 22, 26] 。同時に各種消化酵素の分泌も刺激する

ことも知られている。Motilinの消化管運動亢進作用は消化管の平滑筋の受容体に直接作用する経路

と神経系を介した間接的な作用経路が関与することがわかっており、ghrelinとも作用経路で共通す

る部分がある [1, 27] 。加えて、motilinとghrelinでは受容体配列の相同性も高く、構造上及び機能

上の類似性を有した消化管ホルモンファミリーを構成している [28, 29] 。 

これまでに、motilinの強力な消化管運動亢進作用を着目して、motilin受容体作動薬を消化管運動

機能改善薬として開発することを目指し、様々な臨床研究が進められてきた。しかしながら、副

作用としての悪心、嘔吐の発生も一因となってこれまで開発に成功した事例はない [30] 。副作用

の発症メカニズムに関してはいくつかの報告がある [27、31] 。Motilin受容体作動薬を空腹期に短

時間作用させると生理的なmotilin作用を模倣する伝播性の収縮運動が誘発されるのに対し、食後期

に比較的の薬剤を高濃度で長時間作用させた場合には、血漿中濃度に依存した胃内容物の排出促

進作用を示し、悪心、嘔吐の発症も顕著になると考えられているが、これらの違いの少なくとも

一部は、消化管平滑筋に対する直接作用と神経系を介した作用の違いで説明されている。前章で
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の検討で、ghrelinのC末端側の構造は、ghrelinの迷走神経を介した作用の発現に重要な役割を担っ

ていることが示唆されたことから、今後、ghrelinとmotilinのC末側の構造の違いに着目し、神経を

介した作用発現を前提とした構造活性相関の研究を進めることで、副作用の少ない新規のmotilin受

容体作動薬の開発に繋がる可能性も期待される。 
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第５節 小括 

 

Motilinの受容体アゴニスト活性の責任配列部分であるmotilin(1-12)にghrelin のC末端配列を結合

させたmotilin/ghrelin chimeric peptidesを用いてghrelinのC末端配列の機能を検討した。その結果、

motilinのC末端配列をghrelinのC末端配列に置き換えることで、motilin受容体アゴニスト活性にほと

んど影響を及ぼすことなく、In vivoで投与したときの血漿中濃度推移がghrelin様に変化し、消失半

減期が延長することがわかった。加えて、この消失半減期の延長作用に特に重要な配列として15-

20位 [Arg15-Lys16-Glu17-Ser18-Lys19-Lys20] を特定した。 

本結果から、ghrelinのC末端配列の改変がghrelinそのものの体内動態や活性発現に重要な影響を

及ぼすのみでなく、同配列をghrelin以外のペプチドに付加することで付加された活性ペプチドの

PKプロファイルが変化し、血漿からの消失を遅延させることができると考えられた。 
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第３章  GhrelinのC末端配列の機能を利用した新規C型ナトリウム利尿ペプチド誘導体の

デザインと評価 

 

第１節 緒言 

 

これまでに得られた知見から、血漿中からの消失が速い生理活性ペプチドの活性の責任配列に

ghrelin のC末端配列を付加して誘導体化することで体内滞留性が向上し、血漿中からの消失半減

期を延長する可能性が見出された。この知見は新たな創薬に応用しうる興味深いものと考えられる。 

そこで、第３章では、血漿中からの消失が速い生理活性ペプチドの代表例として、C型ナトリウ

ム利尿ペプチド（以下、CNP）を選択し、その受容体であるナトリウム利尿ペプチド受容体-B（以

下、NPR-B）アゴニスト活性の責任配列に、ghrelin のC末端側構造またはその改変体を付加した

新規CNP誘導体を用いて、そのPKプロファイルと薬理活性に与える ghrelin のC末端配列付加の

影響を検討した結果について述べる。 

本検討を開始するに当たり、本評価に適したペプチドを“定量的評価が可能で明確な薬理活性

を有するが、体内からの消失が速いためにそのままでは医薬品として開発するに適さない生理活

性ぺプチド“と設定した。候補となるペプチドの具体的例としては、第 2章で使用したmotilin に

加えて、インスリンやソマトスタチン、glucagon-like peptide-1（以下、GLP-1）、心房性ナトリウム

利尿ペプチド（以下、ANP）あるいはCNP等が挙げられる。中でもインスリン、ソマトスタチン

及びGLP-1については、PKプロファイルが改善された誘導体が得られ、医薬品としての実用化に

成功した実績がある [32, 33, 34] 。一方で、ANPについては、天然型ペプチドそのものを有効成分

とした持続静脈内投与用製剤が急性心不全の治療薬として市販されている。ANP の血漿中半減期

は極めて短く、患者の状態に合わせて投与速度を調整することで至適血漿中濃度にコントロール

することが容易になっており、血圧の過低下等の副作用の発現を回避することに適している [35, 

36] 。半減期が短い事を利点として医薬品化することに成功した例と考える。 

それに対して、同じナトリウム利尿ペプチドであるCNPは、これまで天然型ペプチド及びその

誘導体を含めて上市された実績はない。遺伝子改変動物を用いた検討で、CNP/NPR-B 系が骨伸長

を促進し、血管平滑筋の増殖抑制作用を有する事、等が報告されており、臨床応用が期待されて

いる。しかしながら、生体内における消失が極めて速いため、薬効発現に十分な血漿中濃度の維

持が困難であることが、医薬品として開発する上での大きな課題と考えられている [37, 38, 39] 。 

天然型CNPとしては、22 個のアミノ酸からなるCNP(1-22)とCNP(1-22)のN末端側に 31個のア

ミノ酸残基からなる直鎖ペプチドがついたCNP(1-53)の 2種類が存在し [40] 、新鮮組織中では

CNP(1-53)が大部分を占める一方で、循環血漿中では微量ながらも、主にはCNP(1-22)が存在する

ことが明らかとなっている。興味深いことに、CNPは ghrelin と同様に、哺乳類、鳥類､両生類及

び魚類で普遍的に存在し、構造が種を超えてよく保存されている [40] 。特にCNP(1-22)の配列

は、哺乳類ではいずれも同じである。さらに、CNPの受容体であるNPR-Bに対するアゴニスト活

性の責任部位は 17アミノ酸残基からなる環状構造部分；CNP(6-22)に限局していることから、その
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N末端側やC末端側に新たなペプチド配列を付加しても基本的なNPR-B受容体アゴニスト活性は

そのまま維持される可能性が高いと考えた [41] 。 

これらの背景から、CNPのNPR-Bアゴニスト活性の責任配列であるCNP(6-22)のNまたはC末

端側、あるいはその両方に ghrelin のC末端側由来構造を付加した複数のCNP/ghrelin chimeric 

peptidesを用いて、その構造とNPR-B受容体アゴニスト活性及びそれらのペプチドをラットに静

脈内投与したときのPKプロファイルとの相関を評価した。加えて、評価したペプチドの中から最

も医薬品候補物質として有望と判断したCNP(6-22)ghrelin(12-28)を正常幼若マウスに反復皮下投与

したときの骨伸長作用を検討した。 

なお、本研究において、CNP/ghrelin chimeric peptidesとは、CNP(6-22)のN末あるいはC末端側の

いずれか、もしくはその両方にghrelin配列の一部であるghrelin(12-28)またはその関連配列（逆配列

や、C末端アミド化ペプチド等）を配した複合ペプチドの総称を意味する。 
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第２節 実験材料及び方法 

 

第１項 被験物質 
 

CNP(1-22) は大腸菌を用いた遺伝子組換え法で製造した。CNP(6-22)ghrelin(12-28)は大腸菌を

用いた遺伝子組換え法または固相合成法で製造した。その他のCNP/ghrelin chimeric peptides はい

ずれも固相合成法で製造した。すべてのペプチドはHPLC法で精製し、純度は95%以上であっ

た。ペプチドの構造確認は、ESI-MS、アミノ酸組成分析、及びアミノ酸配列分析のいずれか、

またはその組み合わせによって実施した（詳細はAppendicesに記載）。 

なお、本章において個々のアミノ酸の名称は、特に記載がない限り、本文中では３文字略号

で、Table 中では１文字略号で記載した。 

 

第２項 動物 
 

本研究は、アスビオファーマ株式会社の動物実験倫理委員会によって審査され、総括責任者

の承認を受けて、動物実験実施基準に従い実施した。6または7週齢の雄性Sprague–Dawley系ラッ

ト及び2週齢の雌性Crlj：CD1(ICR)系マウス を日本チャールス・リバー株式会社より入手し、所

定の検疫･予備飼育期間経過後に、ラットは7～8週齢で、マウスは3週齢で実験に供した。 

飼育条件は第１章 第２節 第２項と同じとした。 

なお、骨伸長作用の評価に用いる幼若マウスには、発育成長が比較的緩やかで薬理作用を検

出しやすい雌性動物を選択した。その他の試験については一般的に使用される雄性ラットを用い

た。 

 

第３項 Cyclic guanosine monophosphate産生活性の測定 
 

NPR-Bアゴニスト活性は、ヒト型NPR-Bを安定発現させた CHO細胞（以下、NPR-B発現細

胞）を用いて cyclic guanosine monophosphate（以下、cGMP）産生促進活性で評価した。 

すなわち、flat-bottom 96-well plates に  NPR-B発現細胞を 1×104  cells/well の濃度で播いて一

日間培養した。被験物質は蒸留水あるいは 0.1 N 酢酸溶液に溶解し、phosphate buffered saline（以

下、PBS）で規定濃度まで希釈した。測定前の細胞を 80 μl/well の 0.75 mM 3-isobutyl-1-

methylxanthine と 10 mM glucoseを含有するKrebs-Ringer bicarbonate buffer (pH 7.4) で 10分間処理

した後に、40 μL/well の被験物質溶液または 陰性対照としてPBS を加えて 37℃で 15 分間反応

させた後に反応停止液を加えた。得られた反応液を回収して、cGMP濃度測定時まで凍結保存し

た。試料中の cGMP濃度は市販のEnzyme-Linked Immuno Sorbent Assay（以下、ELISA）キット

（the CatchPoint cyclic-GMP Fluorescent Assay Kit, Molecular Devices Corporation)を用いて測定し

た。 

血漿中 cGMP濃度は市販のRIAキット（Yamasa Cyclic GMP Assay Kit、ヤマサ醤油株式会社）

を用いて測定した。  
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第４項 精製中性エンドペプチダーゼを用いた In vitro 代謝実験 
 

市販の精製ヒト型中性エンドペプチダーゼ（以下、hNEP）に対するCNP(1-22)とCNP/ghrelin 

chimeric peptidesの代謝安定性を比較した。 

実験は各サンプルN＝2で実施した。 hNEP（R＆D systems Inc．）を含有する反応溶液中に

CNP(1-22)またはCNP(6-22)ghrelin(12-28)を終濃度で0.5 μg/mLになるように添加した。初期値

の評価用試料は調整直後に、安定性評価試料は 37℃に設定した恒温槽にて１時間放置した後

に、それぞれ 5分間煮沸し、反応を停止させた。煮沸後のサンプルに蒸留水を 100 μL添加

し、よく混和したものを測定試料とし、HPLC（LC-10Aシステム、株式会社島津製作所）を用

いて分析した。反応後の試料中未変化体のエリア面積（N=2 の平均値）を初期値で除すること

で１時間後の未変化体残存率を算出した。 

 

第５項 ラットを用いたCNP(1-22)及びCNP/ghrelin chimeric peptidesのPK評価 
 

CNP(1-22)及び各種CNP/ghrelin chimeric peptidesを7または 8週齢の雄性Sprague–Dawley 系ラ

ットに静脈内投与したときの血漿中CNP免疫活性濃度推移を評価した。投与量は 10 nmol/kgと

し、尾静脈より急速注入した。投与開始前から投与 60 分後まで経時的に採血し、1/100容量の

10% EDTA溶液を添加後に遠心分離により血漿を得た。血漿中CNP免疫活性濃度はCNP(6-22)

を認識するウサギ抗血清を用いて [125I]-標識 [Tyr0]-CNP(1-22)との競合RIA法にて測定した。定

量限界は 0.02-0.05 pmol/mL であった。その他の実験方法は第１章 第２節 第４項に準じた。 

CNP(1-22)及びCNP(6-22)ghrelin(12-28)を用いてNEP阻害剤併用試験を実施した。7週齢の雄

性Sprague–Dawley 系ラットにペントバルビタール麻酔を施し、NEP阻害剤持続投与用のカニュ

ーレを大腿静脈に、採血用のカニューレを大腿動脈にそれぞれ挿入した。ペプチドを投与する

10 分前から試験終了時まで、インフュージョンポンプ（CFV2100、日本光電株式会社)を用いて

5％マンニトール（100 μL/min/body）またはNEP阻害剤の DL-thiorphan（Sigma-Aldrich Co. 

LLC.）を 30 μg/100 μL/min/bodyの速度で大腿静脈から定速注入した。CNP(1-22)及びCNP(6-

22)ghrelin(12-28)の投与量は 20μg/kgとし、尾静脈より投与した。投与開始前から投与 60分後ま

で経時的に採血し、1/100容量の 10% EDTA溶液を添加後に遠心分離により血漿を採取し、前述

の競合RIA法にて血漿中CNP免疫活性濃度を測定した。 

 

第６項 正常幼若マウスを用いたCNP(6-22)ghrelin(12-28)の骨伸長作用の評価 
 

3 週齢の雌性Crlj：CD1（ICR）系マウス （n = 10 あるいは 8/group）に CNP(1-22)及び

CNP(6-22)ghrelin(12-28)を1 日 2回×29 日間または1 日 3回×30日間反復皮下投与したとき

の、体重、体長（吻臀長）及び尾長を測定した。加えて、投与終了時に前後脚の長管骨を摘出し

て、ノギスを用いて長さを計測した。投与媒体には 10% (w/v) sucrose と 1% (w/v) benzyl alcoholを

含有する30 mM 酢酸溶液（pH 4.0）を用い、コントロール群には投与媒体を投与した。 
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第７項 統計学的解析 
 

得られた個別データをもとに平均値と標準偏差を算出した。加えて、骨伸長作用評価試験で

得られたデータは、Tukey-Kramer’s HSD test（JMP10 software、SAS Institute Japan Ltd.）による有

意差検定を実施し、媒体投与群との有意差の有無を調べた。その際、p値が0.05未満の場合に統

計学的に有意差があると判断した。  
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第３節 実験結果 

 

第１項 CNP/ghrelin chimeric peptidesの受容体アゴニスト活性及びPK評価 
 

CNPはNPR-Bの内因性リガンドであり、受容体に結合して細胞内でセカンドメッセンジャー

として cGMPの産生を促進する。 

アゴニスト活性の責任配列であるCNP(6-22)のN末とC末側の片側または両側に ghrelin(12-

28)またはその逆配列；ghrelin(28-12)、あるいはC末端アミド化された配列 ；ghrelin(12-28)amide

を付加した 6種類のCNP/ghrelin chimeric peptidesを合成し、NPR-B発現細胞における cGMP産

生活性を評価した。 

実験に供したCNP(1-22)及びCNP/ghrelin chimeric peptidesのアミノ酸配列及び分子量をTable 8

に示す。 

 

Table 8 Amino acids sequences and molecular weight of CNP(1-22) and CNP/ghrelin chimeric 
peptides. 

 

Peptides 
(Molecular Weight) 

Amino acid sequencea,b 

CNP(1-22) 
( 2197.6 ) 

GLSKGCFGLKLDRIGSMSGLGC 

CNP(6-22)ghrelin(12-28)  
( 3755.5 ) 

CFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 

CNP(6-22)ghrelin(12-28)amide 
( 3754.5 ) 

CFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR-amide

Ghrelin(12-28)CNP(6-22)  
( 3755.5 ) 

VQQRKESKKPPAKLQPRCFGLKLDRIGSMSGLGC 

Ghrelin(28-12)CNP(6-22)  
( 3755.5 ) 

RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGLKLDRIGSMSGLGC 

Ghrelin(12-28)CNP(6-22)ghrelin(12-28) 
( 5755.9) 

VQQRKESKKPPAKLQPRCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 

Ghrelin(28-12)CNP(6-22)ghrelin(12-28) 
( 5755.9) 

RPQLKAPPKKSEKRQQVCFGLKLDRIGSMSGLGCVQQRKESKKPPAKLQPR 

a  One-letter amino acid notation is used 

b  C：half cystine  

 

NPR-B発現細胞を用いて、CNP(1-22)及びCNP/ghrelin chimeric peptidesの cGMP産生活性を測

定した結果をFig.10に示す。評価したすべてのペプチドで濃度依存的に cGMP産生を促進した

ものの、CNP(1-22)と比較するといずれも活性が低下する傾向があった。中では、CNP(6-22) の

C末端側にGhrelin(12-28)を結合させたCNP(6-22)ghrelin(12-28) のNPR-B受容体アゴニスト活性

の低下は僅かであり、さらにC末端部分をアミド化してCNP(6-22)ghrelin(12-28)amideとするこ

とにより、CNP(1-22)とほぼ同等まで回復した。N末端側に ghrelin(12-28)を結合させた

ghrelin(12-28)CNP(6-22)のアゴニスト活性はCNP(6-22)ghrelin(12-28)よりも弱かった。N末側に付

加する ghrelin のC末端側構造を逆配列 の ghrelin(28-12)とした結果、ghrelin(28-12)CNP(6-22)の

アゴニスト活性は ghrelin(12-28)CNP(6-22)よりも高く、CNP(6-22)ghrelin(12-28)とほぼ同程度まで

回復した。 
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Ghrelin(12-28)をCNP(6-22)のN及びC末端の両方に結合させた ghrelin(12-28)CNP(6-22) 

ghrelin(12-28)のアゴニスト活性は、片側のみに結合させた ghrelin(12-28)CNP(6-22)あるいは

CNP(6-22)ghrelin(12-28)より弱く、同様に ghrelin(28-12)CNP(6-22)ghrelin(12-28) の活性は

ghrelin(28-12)CNP(6-22) あるいは CNP(6-22)ghrelin(12-28)よりも弱かった。CNP(6-22)のリング構

造の両端に ghrelin のC末端構造を付加することで受容体の活性ポケットへの結合が阻害された

ものと推定される。 

これらのことから、NPR-B受容体アゴニスト活性の維持する上で、結合させる ghrelin のC末

端構造の付加は片側のみがよく、結合部位はN末端側よりもC末端側の方が活性低下の影響が

軽微であった。さらに、C末端をアミド化することで、NPR-B受容体アゴニスト活性が向上し

うることが示された。 

 

 

 

Fig. 10 Human NPR-B agonist activity of CNP(1-22) and CNP/ghrelin chimeric peptides  
cGMP production activity in CHO cells stably expressing human NPR-B. Each value represents the mean of 

duplicate determinations.  

[Peptides. 2017; 97: 16-21. Fig.1 - 一部改変 - ] 

 

次に、CNP(1-22)またはCNP/ghrelin chimeric peptidesをラットに 10 nmole/kg の用量で静脈内投

与したときの血漿中CNP免疫活性濃度 - 時間曲線をFig.11 に、血漿中濃度推移をもとに算出し

たAUC0-60min 及び消失半減期をTable 9 に示す。 
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ラットにCNP/ghrelin chimeric peptidesを静脈内投与したときの血漿中濃度はいずれもCNP(1-

22)よりも高く推移した。消失半減期は 14.50～18.40 分（3例の平均値）の範囲となり、CNP(1-

22)の 4.34分よりも 3倍以上長く、AUC0-60min はCNP(1-22)の 45 pmole･min/mLと比較して 7.3～

23.6 倍大きかった。評価したペプチドの中では、ghrelin(28-12)CNP(6-22)ghrelin(12-28)の血漿中濃

度が最も高く、同じくCNP(6-22)のN及びC末の両端に ghrelin のC末端由来構造を付加した

ghrelin(12-28)CNP(6-22)ghrelin(12-28)と比べてAUC0-60minで約 2倍大きかった。CNP(6-22)のNま

たはC末端のいずれかに ghrelin のC末端由来構造を付加したペプチドの中ではC末端側に付加

したCNP(6-22)ghrelin(12-28)を投与したときの血漿中濃度が最も高かった。Ghrelin(28-12)CNP(6-

22)及び ghrelin(28-12)CNP(6-22)を投与したときの血漿中濃度から算出したAUC0-60minはほぼ同等

であり、受容体アゴニスト活性が最も高かったCNP(6-22)ghrelin(12-28)amideを投与したときの

AUC0-60minは、CNP(6-22)ghrelin(12-28)の約 1/3であり、評価したCNP/ghrelin chimeric peptidesの中

で最も低かった。 

CNP/ghrelin chimeric peptidesをラットに静脈内投与したときの血漿中濃度推移から算出した消

失半減期はいずれもCNP(1-22)よりも長く、ペプチド間で大きな差は認められなかったのに対

し、AUC0-60min はペプチド間で最大約 3倍の違いが認められ、分布容積が異なることによる差と

と考えられる（定常状態の分布容積 (Vdss) ; CNP(6-22)ghrelin(12-28): 132±71 mL/kg, CNP(6-

22)ghrelin(12-28)-amide: 403±13 mL/kg）。CNPの標的組織は骨端部にある成長板であり、組織内

に血管が侵入していないことから一般的には薬剤の移行性が低い組織と考えられている。その

為、分布容積の違いは、薬効強度に直接的に影響を及ぼす可能性もあり、留意が必要である。 

以上、CNP(6-22)に ghrelin のC末端由来構造を付加することで、体内での安定性が向上して消

失が遅延した。一方で、その結合部位及び配列の違いによって分布容積が異なり、ペプチドの標

的組織移行性が異なる可能性が示唆された。 
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Fig. 11  PK profile of CNP(1-22) and CNP/ghrelin chimeric peptides  
Plasma CNP immunoreactivity concentration-time curves after the single iv administration of CNP (1-22) or 

CNP/ghrelin chimeric peptides (10 nmole/kg) to male rats. 

Each value represents the mean + SD of 3 rats.  

Plasma CNP immunoreactivity was determined by RIA. 

[Peptides. 2017; 97: 16-21. Fig.1 - 一部改変 - ] 

 
 
Table 9 AUC and plasma half-lives of CNP/ghrelin chimeric peptides in anesthetized rats. 

 Each value represents the mean of triplicate measurements or the mean±SD of 3 rats.  

Plasma CNP immunoreactivity was determined by RIA. 

 

Peptides 
   AUC0-60min 

  (pmole･min/mL) 
T1/2 

(min) 

CNP(1-22) 45 ±   2 4.34 ± 0.20 
CNP(6-22)ghrelin(12-28) 1009 ±  52 15.03 ± 4.31 

CNP(6-22)ghrelin(12-28)amide 330 ±  37 14.50 ± 0.85 
Ghrelin(12-28)CNP(6-22) 705 ±  84 17.75 ± 3.99 
Ghrelin(28-12)CNP(6-22) 734 ± 100 14.86 ± 2.64 

Ghrelin(12-28)CNP(6-22)ghrelin(12-28) 489 ±  52 18.40 ± 2.05 
Ghrelin(28-12)CNP(6-22)ghrelin(12-28) 1060 ± 160 17.38 ± 1.00 

AUC was calculated by the area of the trapezoids defined. 

T1/2 was calculated individually by the least-squares method.  
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次に、これまでに評価したCNP/ghrelin chimeric peptidesの中で、NPR-Bアゴニスト活性とPK

プロファイルがいずれも良好であったCNP(6-22)ghrelin(12-28)を選択し、ラットに 10 nmol/kgの

用量で静脈内投与したときの血漿中 cGMP濃度推移をCNP(1-22)を投与したときと比較した。結

果をFig.12に示す。 

CNP(6-22)ghrelin(12-28)を投与したときの血漿中 cGMP濃度は、評価したいずれの時間におい

てもCNP(1-22)を投与したときよりも高い濃度で推移した 。 

 

 
 

Fig. 12 Plasma cGMP concentration-time curves after the single iv administration of CNP(1-22) or 
CNP(6-22)ghrelin(12-28) (10 nmole/kg) to male rats.  

Each value represents the mean±SD of 3 rats.  

cGMP in all samples were determined by RIA. 

[Peptides. 2017; 97: 16-21. Fig.1 - 一部改変 - ] 

 

 

第２項 CNP(1-22)及びCNP(6-22)ghrelin(12-28) の代謝安定性の比較 
 

第１項での検討結果をもとにCNP(6-22)ghrelin(12-28) を選択し、ヒト型中性エンドペプチダー

ゼ（hNEP）に対する代謝安定性をCNP(1-22)と比較した。結果をTable 10 に示す。hNEPの入っ

た反応液中に各ペプチドを添加して 37℃で１時間反応させた結果、CNP(1-22)では初期値の

16.7%まで含量が低下したのに対し、CNP(6-22)ghrelin(12-28) については初期値の 83.8%に相当

する量が代謝されずに反応液中に残存していた。CNPに ghrelin のC末端側構造を付加したこと

により血漿成分等を含まない反応液中においても、hNEPに対する代謝抵抗性が向上したものと

考えられた。 
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Table 10   Stability against human neutral endopeptidase 
Each value represents the mean of 2 assays. 

 

Peptides % of initial contents 

CNP(1-22) 16.7 

CNP(6-22) ghrelin(12-28) 83.8 

 

 

次いで、ラットにCNP(1-22)またはCNP(6-22)ghrelin(12-28)をNEP阻害剤であるDL-thiorphan

と併用投与したときの血漿中CNP免疫活性濃度推移を比較し、血漿中濃度推移に与えるNEPに

よる代謝の影響を評価した。血漿中濃度-時間曲線をFig.13 に、血漿中濃度推移をもとに算出し

たAUC0-60min 及び消失半減期をTable 11 に示す。 

NEP阻害剤を併用投与することにより、CNP(1-22)を静脈内投与したときの血漿中濃度の消失

半減期が約 5倍に延長し、AUC0-60minは 3.7 倍高くなった。一方で、 CNP(6-22)Ghrelin(12-28)を

静脈内投与したときの血漿中CNP免疫活性濃度推移はNEP阻害剤の併用投与によって、ほとん

ど変化しなかった。CNP(6-22)ghrelin(12-28)を単独投与したときの消失半減期は 14.9 ± 3.1 分、

NEP阻害剤を併用したときでは 12.7 ± 1.2 分であり、NEP阻害剤の併用の有無にかかわらず、

CNP(1-22)とNEP阻害剤を併用投与したときの消失半減期；9.94±1.40 分よりも長く、AUC0-60min

も大きかった。本結果から、ラット体内でCNP(6-22)ghrelin(12-28)はNEPによる代謝に対して抵

抗性を示すのみでなく、CNP(1-22)とNEP阻害剤を併用投与したときよりもさらに高い血漿中濃

度で推移することが判った。  
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Fig. 13 Effect of NEP inhibitor co-administration on CNP immunoreactivity concentration–time 
curves in plasma after the single iv injection of CNP(1-22) or CNP(6-22)ghrelin(12-28) (0.02 
mg/kg) combined with iv infusion of either 5% mannitol or DL-thiorphan (30 μg/min/body) 
to male rats.  
Each value represents the mean +SD of 3 rats.   

[Peptides. 2017; 97: 16-21. Fig.2 - 一部改変 - ] 

 

 

Table 11  Pharmacokinetic parameters of CNP(1-22) and CNP(6-22)ghrelin(12-28) in rats 

The native CNP(1-22) or CNP(6-22)ghrelin(12-28) was intravenously administered at a dose of 0.02 mg/kg. 

Each value represents the mean +/- SD of 3 rats.  

 

Peptides 
Dose NEP 

inhibitor
AUC0-60min T1/2 

(mg/kg) (ng・min/ml) (min) 

CNP(1-22) 0.02 
- 201± 24 1.96±0.05 

+ 748± 84 9.94±1.40 

CNP(6-22) ghrelin(12-28) 0.02 
- 1386± 57 14.9±3.1 

+ 1293±160 12.7±1.2 

AUC was calculated by the area of the trapezoids defined. 
T1/2 was calculated individually by the least-squares method.  
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第３項 正常幼若マウスを用いたCNP(6-22)ghrelin(12-28)の骨伸長作用の評価 
 

3 週齢の雌性Crlj：CD1（ICR）系マウス （n=10/group）に、CNP(1-22)（0.25 mg/114 

nmole/kg）またはCNP(6-22)ghrelin(12-28) （0.25 mg/67 nmole/kg）を 1日 2回×29 日間反復皮下

投与した後の体重、体長及び尾長を媒体投与群と比較した。結果をTable 12 に示す。 媒体投与

群と比較して、CNP(1-22) 投与群では体重、体長及び尾長のいずれにおいても有意な差は認めら

れなかった。一方で、CNP(6-22)ghrelin(12-28)を投与した群の体長及び尾長は媒体投与群と比較

して有意に伸長し、体重には差がなかった。 

投与終了時に採取した血液を用いて投与したペプチドに対する抗体価の産生を評価した結

果、すべての個体で抗体値の上昇は認められなかった（詳細データは示さず）。 

 

 

Table 12  Effect of CNP(1-22) and CNP(6-22) ghrelin(12-28) on the body weight and the longitudinal 
growth of ICR mice.  
The native CNP(1-22) or CNP(6-22)ghrelin(12-28) was repeatedly administered subcutaneously at a dose of 

0.25 mg/kg twice daily for 29 days. Each value represents the mean +/- SD of 10 mice.  

 

Test compounds 
Body weight 

(g) 

Body length  

(mm) 

Tail length  

(mm) 

- 
(Vehicle control) 28.0 ±2.1 102.9 ±2.6 90.7 ±4.0 

CNP(1-22) 27.2 ±1.4NS 103.0 ±2.1NS 90.7 ±2.8NS 

CNP(6-22)ghrelin(12-28) 27.5 ±1.9NS 109.5 ±2.7** 96.8 ±3.5 ** 

NS: not significant (P>0.05),  **: Significant(p<0.01) with Tukey-Kramer’s HSD test 

 

次いで、3週齢の雌性Crlj：CD1（ICR）系マウス（n=8/group）に CNP(6-22)ghrelin(12-28)を

0.1 または 0.5 mg/kg（27 または 133 nmole/kg）の用量で 1日 3回×30日間反復皮下投与したと

きの骨伸長作用を検討し、骨伸長作用の用量依存性を評価した。投与終了翌日の動物の外観、体

重、体長、尾長、上腕骨、尺骨、大腿骨と脛骨の計測結果をFig.14に示す。 

 CNP(6-22)ghrelin(12-28) の反復皮下投与により、用量依存的且つ有意にマウスの骨伸長が促

進された。媒体投与群に比べて 0.1 mg/kg 投与群では体長、尾長、及び尺骨の長さが有意に伸長

し、0.5 mg/kg 投与時においては、体長、尾長に加えて測定したすべての長管骨（大腿骨、脛

骨、上腕骨及び尺骨）の長さが有意に伸長した。体重についてはいずれにおいても群間で有意差

は認められなかった。 
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Fig. 14 Body weight, body length and tail length of female mice after the repeated sc administration of 

CNP(6-22)ghrelin(12-28) at doses of 0.1 or 0.5 mg/kg thrice daily for 30 days.  
Each value represents the mean + SD of 8 mice.  

NS: not significant (P>0.05), *: significant (p<0.05) and **: significant (p<0.01) with Tukey-Kramer’s HSD test 

 [Peptides. 2017; 97: 16-21. Fig.3 - 一部改変 - ] 
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第４節 考察 

 

CNPの生理機能については様々な報告があり [40] 、中でも強力な軟骨内骨化の促進作用に注目

が集まっている [44] 。これまでに、CNP及びその受容体であるNPR-Bの遺伝子改変動物を用い

た検討において活性獲得型の遺伝子改変ではいずれも過剰な骨伸長が、機能損失型の遺伝子改変

ではいずれも成長障害が、それぞれ誘発されることが報告されている [42, 43] 。特に、CNP遺伝

子欠損マウスでは骨端にある成長板の狭小化が認められたことから、CNPが軟骨内骨化の正の制

御因子として生理的に機能していることが明らかになっている。 

一方で、生体内においてCNPは作用部位の近傍で発現・分泌するオートクリンまたはパラクリ

ン物質と考えられている。血漿中における内因性CNP濃度は極めて低く、天然型配列のCNP(1-

22)を投与しても速やかに消失してしまうために、これまでに医薬品として開発することは困難で

あった [37, 38, 39] 。 

そのような状況の中で、本研究で見出されたCNP/ghrelin chimeric peptidesは、いずれもNPR-B

アゴニスト活性を保持したままで代謝安定性が向上し、体内からの消失半減期が延長していた。

中でもNPR-Bアゴニスト活性とPKプロファイルのいずれもが良好であったCNP(6-22)ghrelin(12-

28)を幼若マウスに反復皮下投与した結果、骨の伸長が強力に促進された。CNP(1-22)を同じ条件で

反復皮下投与しても作用は認められなかった。 

八十田らは、CNP(1-22)を幼若マウスに 1 μg/kg/min（1.44 mg/kg/day）の投与速度で 4週間定速

静脈内投与することで、体長及び骨伸長が促進することを報告している [45]。皮下投与時の生物

学的利用率（約 20%と想定）を考慮すると、この投与量は、今回の検討で用いた

CNP(622)ghrelin(12-28)の投与量（0.25 mg/kg×1 日 2回または 0.1 mg/kg×1 日3 回）の 20倍以上に

相当する高い用量であることから、誘導体化によりPKプロファイルの改善し、薬効が増強に寄与

したと考えられる。 

 

一方で、Wendtら は polyethylene oxideを結合させたCNP誘導体（以下、PEG化CNP）を合成

し、それがNEPに対して代謝抵抗性を示し、血漿中での消失半減期が著しく延長することを報告

した[46] 。しかしながら、このPEG化CNPをマウスに反復皮下投与すると、in vivo で十分な血

漿中 cGMP濃度の上昇を示したにも関わらず、ほとんど骨伸長作用を示さなかった。また、

CNP(1-22)のC末端に蛇毒である dendroaspis natriuretic peptide のC末端構造を結合させた

cenderitide（CD-NP）の前臨床・臨床試験報告においても骨・軟骨に対する作用は報告されていな

い [47] 。代謝安定性を向上させて血漿中での消失半減期を延長しても、標的組織である成長板へ

の移行性が十分ではない場合には、期待するような薬効を示せないと考えられる。 

成長期の子供の長管骨の骨端部にある成長板は、軟骨細胞とそれを取り囲む細胞外マトリクス

からなる層状の軟骨組織である。成長板には、血管、神経、リンパ管の侵入が認められない為

に、薬剤、酸素及び組織維持に必須の栄養素の供給は、近隣組織の血管からの受動拡散に依存し

ている。PEG修飾や抗体タンパクとの結合などで血中滞留性を向上させることは、成長板組織へ

の移行性を低下させる要因となる可能性が高い。たとえば、中枢作用薬については、血液脳関門
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を通過して脳に薬剤が移行する効率が薬効発現のための重要な因子になることが広く知られてい

るように、低身長治療薬についても、成長板組織内に存在する軟骨細胞に薬剤を有効に作用させ

る為には、軟骨組織への移行性に関わる要因を特定して、それに適合した性質を薬剤に付与する

ことが重要である。 

 

本検討でCNP(6-22)ghrelin(12-28)は、骨伸長においてCNP(1-22)よりも効率的に作用しうること

が示された。CNP(6-22)ghrelin(12-28)の分子量は 4000 以下と比較的小さいこと、NEPに対する代謝

抵抗性が向上したこと、血漿中での消失半減期が延長したことで移行に十分な時間が確保された

こと等に加えて、塩基性アミノ酸を多く含む ghrelin のC末側の構造をCNPに付加することで、負

電荷を帯びた軟骨組織内の細胞外マトリクス成分との親和性が向上し、作用局所へのペプチドの

移行性と局所での滞留性が改善されたのではないかと推察している。 
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第５節 小括 

 

Ghrelin のC末端側に由来する構造をCNPのNPR-Bアゴニスト活性の責任配列部分である

CNP(6-22)に結合させたCNP/ghrelin chimeric peptides は、NPR-Bアゴニスト活性を保持したまま

で、ラットに静脈内投与したときの血漿からの消失半減期が延長した。中でも、 CNP(6-

22)ghrelin(12-28)は、NPR-Bアゴニスト活性、PKプロファイル及びNEPに対する代謝安定性のい

ずれにおいても良好な性質をもち、ラットに静脈内投与したときの血漿中 cGMP濃度上昇作用は

CNP(1-22)よりも優れていた。加えて、CNP(6-22)ghrelin(12-28)を幼若マウスに約 1ヶ月間反復皮下

投与することで体長及び骨長の伸びが用量依存的、且つ有意に促進され、CNP(1-22)ではその作用

が確認できなかった。Ghrelin のC末端側構造の付加によりPKプロファイルが改善したことに加

えて、成長板組織への移行性が改善し、成長板組織内に存在する軟骨細胞への作用効率が改善し

たものと推定している。 
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総括 

 

本研究の対象となったghrelinは、アミノ酸28残基からなるペプチドホルモンであり、N末端から3

番目のSer残基がオクタン酸に代表される脂肪酸でアシル化された特徴的な構造を有している [3] 。

GhrelinはGHS-Rの内因性リガンドであり、主に胃粘膜で産生され、脳下垂体からGHの分泌を亢進さ

せる脳－消化管ペプチドの一つであるとともに、今まで知られている中で唯一の末梢で分泌して作用

する摂食促進ペプチドでもある [1, 2]  。胃では閉鎖型内分泌細胞 A-like 細胞で産生され、顆粒内

に蓄積した後に循環血中に放出される [3] 。胃以外にも腸、膵臓、視床下部、胎盤、腎臓などでも

産生され、各組織から分泌されたghrelinは、近傍に発現しているGHS-Rに直接作用すると共に、迷走

神経求心路末端に存在する受容体に結合し、情報を中枢組織に伝達することが判っている [1] 。加

えて、血中を介して下垂体に直接作用してGH分泌を促進する経路も存在する [2] 。言い換えれば、

ghrelinはオートクリン･パラクリン因子として分泌部位近傍の受容体に直接作用したり、神経伝達物

質の一つとして末梢から中枢に情報を伝達すると共に、内分泌ホルモンとして遠隔部の組織にも直接

作用しうる、作用機構において多様性を有した生体内ペプチドである。それ故に、ghrelinは長期にわ

たる適応と進化の過程において生体内でそれらの全て役割と作用様式に対応できる構造として最適化

され、種を超えて保存されてきたと推定される。 

この作用様式の多様性に加えて、アシル化ペプチドという構造上の特徴に基づくghrelinと脱アシル

化されたdesacyl-ghrelinの生理的機能の比較に関する研究、ペプチド鎖の一部が切れた短鎖型のghrelin

の活性に着目する研究、あるいはghrelinと低分子GHS-Rアゴニストとの構造相関に関する研究等、さ

まざまな構造活性相関に関する研究報告があり、これまでにも多くの興味深い知見が得られている 

[5, 8, 48] 。 

それらの背景を踏まえて、本研究ではこれまではあまり研究が進んでいない ghrelin のC末端側構

造に着目し、ghrelin のPK/PDプロファイルに及ぼすC末端側構造の役割に関して、その一端を明ら

かにした。加えて、motilin の受容体アゴニスト活性の責任配列であるmotilin(1-12)に ghrelin のC末

端側構造を付加することで、motilin 受容体に対するアゴニスト活性は維持したままで、PKプロファ

イルが ghrelin 様に変化することを示した。さらに、ghrelin 及びmotilin 誘導体のPKプロファイルに

最も影響を及ぼす配列部位として ghrelin の 15-20位の配列；Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lysを特定した。 

加えて、本研究により、ghrelinのC末端側構造が ghrelinの迷走神経を介した活性発現に重要であ

ることを示された。すなわち、ghrelin をラットに投与したときのGH分泌促進作用は、迷走神経の

切断で著しく減弱したことから、ghrelin のGH分泌促進作用の少なくとも一部は迷走神経を介して

いると考えられる。一方で、ghrelin のN末端側の構造を模倣した低分子アゴニストである

anamorelin のGH分泌促進作用は、迷走神経切断の影響を受けなかったことから、anamorelin は迷走

神経を介したGH分泌促進作用を有していないと考えられる。 

さらに、ghrelin のC末端側構造をCNPに付加することで、NPR-Bアゴニスト活性を保持したまま

で代謝安定性が向上し、血漿中での消失が遅延することを見出した。本研究で見出された新規の

CNP誘導体; CNP(6-22)ghrelin(12-28)をマウスに反復皮下投与することで骨伸長が用量依存的に亢進し

た。 
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以上、本研究によって ghrelin のC末端側構造が ghrelin の体内滞留性の維持と生理活性発現に重要

な役割を担っていることを初めて明らかにし、この ghrelinのC末端側構造を付加したmotilin 誘導体

やCNP誘導体を用いて、ghrelin のC末端側構造の持つ機能が ghrelin以外のペプチドにも応用し得る

ものであることを示した。今後、創薬研究への応用が期待できる。 

 

医薬品の開発研究の中で、生体内ペプチドを医薬品として利用する最大のメリットは、作用の確

実性とその特異性の高さにあると考える。もともと生体内で機能している生理活性物質として同定さ

れたものであり、総じて比活性が高く、Off-targetな毒性が発現するリスクは低分子化合物と比べて低

いと考えられる。 

しかしながら、ぺプチドは消化管内の消化酵素等で容易に代謝されて不活性化するために、経口

剤での開発は総じて困難である。注射剤として投与しても体内で代謝され、尿中に排泄されることで

速やかにその作用を失う場合が多く、実際に生体内ペプチドそのものが医薬品として応用された例は

限定されている。一方で、近年では機能性製剤の開発や誘導体化などの手法を用いてそれらのペプチ

ドの持つ弱点を克服することでペプチド医薬品の可能性が見直されつつあり、医薬品として上市され

るものも増えてきている。実際、生理活性ペプチドの体内滞留性を向上させた誘導体で医薬開発を達

成した代表例としては、glucagon-like peptide-1（GLP-1）が挙げられる [49] 。天然型のGLP-1(7-

36)amideの血漿中半減期は極めて短く、長い間、その臨床応用は困難とされていたが、現在では、さ

まざまな手法を用いた長時間作用型GLP-1受容体作動薬が市場に出ている。例えば、ノボ ノルディ

スク ファーマ株式会社のliraglutideは、GLP -1(7-37)の 26 位を N-パルミトイル-グルタミン酸を付加

したLysに置換することで血漿タンパク質との結合率を高め、生体内での代謝安定性を向上させるこ

とで、1日1回の投与でも有効性を示す長時間作用型のPK/PDプロファイルの獲得に成功している 

[50] 。さらにliraglutideに続く次世代GLP-1作動薬である日本イーライリリー株式会社のdulaglutide

は、IgG4抗体のFc領域にGLP-1アナログを2分子結合させることで1週間に1回の投薬でもliraglutideと

ほぼ同等の有効性を示すことが報告されている [51] 。 

実際には、生理活性ペプチドを医薬品として応用する上で求められる性質は多様であり、その方

法も様々である。加えて、GLP-1受容体作動薬の臨床実績が増え、実際に医薬品として多くの種類が

使用される中で、同じGLP-1 受容体作動薬でも短時間作用と長時間作用では治療効果の違いがある

ことも明らかになってきた [52] 。消化管運動抑制作用や食直後のインスリン分泌作用は短時間作用

型GLP-1でしか認められず、短時間作用型のGLP-1誘導体は食後血糖値の改善に利用される一方で、

長時間作用型のGLP-1誘導体は作用時間が長いことから、空腹時血糖値の改善効果に優れていると言

われている。 

最も臨床応用が進んだペプチドホルモンであるインスリンについても同様の事が言える。ウシや

ブタの膵臓から抽出したインスリンの臨床応用から始まり、遺伝子工学で作られたヒトインスリンが

製品化し、現在では、基礎分泌を補う長時間作用型インスリン製剤から食後期の追加分泌を補う速攻

型あるいは超速攻型インスリン製剤まで、様々なPKプロファイルを有した製剤が開発されている。
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異なるPKプロファイルをもった複数の誘導体を混合した2相性製剤も臨床応用されおり、患者の症状

や背景に合わせて最適な製剤を選択できる状況になっている。 

さらに、副甲状腺ホルモンの当初の研究では、高濃度で長時間暴露させると骨吸収が進み、血液

中へのカルシウム流出を促進させることが知られていたが、その後、低濃度で繰り返し投与すること

で、それとは逆に骨形成を促進する作用が優位になることが示され、現在では骨粗鬆症の治療薬とし

て実際に臨床応用されている [53] 。 

本研究で認められた ghrelin のC末端側構造のもつ半減期延長作用は、抗体タンパクとの結合等で

達成される血漿中濃度の持続と比べて軽微なものであるが、そのことが本機能の有用性の優劣に繋が

るものではないと考える。本研究で、新たに見出されたCNP誘導体の一つであるCNP(6-22) 

ghrelin(12-28)は、CNP(1-22)と比較して、NEPによる代謝に対して抵抗性を示し、体内半減期が著し

く延長していた。それに加えて、塩基性アミノ酸が多く含有する ghrelin C末端側構造が、負電荷を

帯びた成長板軟骨組織への移行性の改善に寄与していると推定される。そもそも、骨・軟骨には、

ghrelin ペプチドとそのアシル化酵素及び受容体が発現しており、骨形成に関与していることも報告

されている [54] 。そのことから、ghrelin 自身が骨・軟骨に働いて骨形成を促進するぺプチドである

ことが、CNP(6-22)ghrelin(12-28)の成長板組織への移行性の改善作用と関連する可能性も考えられ

る。CNPのような“オートクリン/パラクリン物質”を外部から投与して、循環血漿を介して作用局

所に到達させて作用させる場合には、それに十分な血漿中濃度を持続させることに加えて、標的組織

である骨端の成長板組織への移行性が極めて重要となるが、その意味でも ghrelin のC末端側の構造

は非常に効率的、且つ有効な配列であると考えている。 

 

本研究でmotilin やCNPに付加したペプチドは、もともと血漿中に比較的高濃度で検出される

ghrelin 由来の配列である。その配列は、種を超えて保存されていることから抗原性が比較的低く、

反復投与を行っても抗体は産生しにくいものと推察している。実際に、本研究で、CNP(6-22) 

ghrelin(12-28)をマウスに４週間反復皮下投与しても抗体価の上昇は認められなかった。加えて、

ghrelin そのものの生理的な役割も明確になってきており、安全性の評価も進んでいることから、そ

のC末端配列を付与することで想定外の副作用が発現するリスクは、極めて少ないと考える。低身

長症の治療では長期間の投薬が必要になるものと想定しており、活性プロファイルが明確であり、安

全性上の懸念が少ないことは、医薬品としての応用を考える上で、重要な要素と言える。 

以上の結果から、CNP(6-22) ghrelin(12-28)は医薬品として応用する上で十分なPKプロファイルと

薬理作用及び安全性を兼ね備えたペプチドであると考える。 

 

最後に、細胞膜に存在する受容体のリガンドは、細胞外から細胞膜上の受容体に結合すること

で、細胞外部から細胞内に情報を伝達する。すなわち、細胞をとりまく外環境が本研究で用いた

ghrelin、motilin あるいはCNPのようなペプチドの働く場である。生体内では、培養細胞のような単

純な環境とは異なり、それぞれの組織は必要な情報を正しく伝達されるように、特異的な細胞外環境

を構成している [55] 。一方で、情報を伝達するリガンド自身も、その役割を達成するにように、そ

の進化の過程で構造が最適化されていると考えられる。すなわち、受け手となる組織の細胞外環境と
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それに適したリガンドの構造の特異性により、リガンドと受容体との相互作用に違いが生じ、作用効

率を向上とその後のシグナル最適化に結びつくと考えている。 

これまで、多くのペプチドリガンドとその受容体に関してその機能の解析に関する研究が進めら

れ、その結果をもとにペプチド誘導体や低分子化合物等の新規活性物質が創出され、実際に医薬品と

して応用されてきた。一方で、今回の研究の成果から、既知のペプチドであっても、今までその機能

がわからずにあまり注目されなかった配列部分にも未解明の重要な役割がある可能性が示された。今

後の本研究が発展し、それらが明らかになっていくことで、新たな創薬機会が生まれることに期待す

る。
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結論 

 

本研究は、これまで役割と機能が明確ではなかったghrelinのC末端側構造に着目したもであり、実

際に、各種ペプチド改変体及び誘導体を用いてghrelinのC末端側構造によるPK/PDプロファイルの改

善作用を明確に示し、活性のコアとなる配列の特定に至った。加えて、ghrelinのC末端側構造の生理

的な機能の一端を明らかにするのみでなく、この機能がghrelin以外のペプチドにも応用可能なもので

あることを示した。本研究の結果は、今後の創薬研究に応用可能なものであると考えている。
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Appendices 
 

本研究に用いたペプチドの純度および構造情報を以下に示す。 

 

第１章  Ghrelin 改変体の構造活性相関に関する研究   

  

1. 天然型ペプチド  

Ghrelin （半合成） 

HPLC 純度 ；98 %以上（社内規格値） 

質量分析 ；3369.82（理論値 3370.86 ) 

アミノ酸組成分析 ；Leu 2, Gly 1.0 (1), Ala 1.0 (1), Val 1.0 (1), Phe 1.0 (1), His 1.0 (1), Arg 3.0 (3), 

Ser3.6* (4), Pro 4.0 (4), Lys 4.0 (4), Glu 5.9 (6) 

Leu を基準（基準値 2）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( ) 内は理論値である。*オクタノイル化Serの加水分解物を含む。 

アミノ酸配列分析 ；Gly - Ser - X - Phe - Leu - Ser - Pro - Glu - His - Gln - Arg - Val - Gln - Gln -    

→  →  →  →   →  →   →  →   →   →   →   →   →  →   

   Arg – Lys - Glu - Ser - Lys - Lys - Pro - Pro - Ala - Lys - Leu - Gln - Pro - Arg    

→  →  →   →  →   →  →   →  →   →   →   →   →   →   

（ X: 未同定、文献情報と相違なし） 

 

Desacyl-ghrelin （化学合成） 

HPLC 純度 ；100.0% 

質量分析 ；3244.9（理論値 3244.66） 

アミノ酸組成分析  ；Leu 2, Ser 3.49 (4), Glu 6.23 (6), Gly 0.98 (1), Ala 0.97 (1), Val 0.82 (1),  

    Phe 0.96 (1), Lys 4.12 (4), His 0.94 (1), Arg 2.99 (3), Pro 3.99 (4) 

Leu を基準（基準値 2）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( ) 内は理論値である。 

アミノ酸配列分析 ；Gly - Ser - Ser - Phe - Leu - Ser - Pro - Glu - His - Gln - Arg - Val - Gln – Gln -   

→  →   →  →   →  →   →  →   →   →   →   →   →  →    

   Arg – Lys - Glu - Ser - Lys - Lys - Pro - Pro - Ala - Lys - Leu - Gln - Pro - Arg    

→   →  →   →  →   →   →   →  →   →   →   →   →   →   

（文献情報と一致） 
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2. C末端側欠失型 ghrelin 改変体 

純度検定に用いたHPLC分析条件 

 Column    ；Inertsil ODS-3 Φ4.6 mm × 250 mm 

  Eluent    ；A: 0.1% TFA/H2O,  B: CH3CN 

 Flow rate   ；1.5 mL/min 

  Gradient mode ；B conc. 5→65% （30 min） 

      Wave    ；220 nm 

 

Ghrelin(1-26) （化学合成） 

HPLC溶出時間  ；16.01分  

HPLC 純度  ；99.70%  

質量分析  ；3116.8（理論値 3117.6） 

アミノ酸組成分析 ； Leu 2, Gly 1.00 (1), Ala 1.00 (1), Val 0.98 (1), Phe 0.99 (1), His 1.00 (1),  

  Arg 1.97 (2), Ser 3.55* (4), Pro 3.00 (3), Lys 3.94 (4), Glu 5.79 (6)      

  Leu を基準（基準値 2）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

  ( ) 内は理論値である。 * オクタノイル化Serの加水分解物を含む。 

 

Ghrelin(1-20) （化学合成） 

HPLC溶出時間  ；16.19分  

HPLC 純度  ；98.52%  

質量分析 ；2482.1（理論値 2482.8） 

アミノ酸組成分析  ；Leu 1, Gly 1.00 (1), Val 0.98 (1), Phe 1.00 (1), His 1.00 (1), Arg 1.97 (2),  

   Ser 3.56* (4), Pro 1.00 (1), Lys 2.96 (3), Glu 4.85 (5)     

Leu を基準（基準値 1）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( ) 内は理論値である。 * オクタノイル化Serの加水分解物を含む。 

 

Ghrelin(1-7) –Lys-amide（化学合成） 

HPLC溶出時間 ；19.23分  

HPLC 純度 ；97.59%  

質量分析 ；947.8（理論値 947.1） 

アミノ酸組成分析 ；Leu 1, Phe 1.00 (1), Gly 1.00 (1), Ser 2.70* (3), Pro 1.00 (1), Lys 1.00 (1)  

Leu を基準（基準値 1）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( )内は理論値である。 * オクタノイル化Serの加水分解物を含む。 
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3. N末端側欠失型 ghrelin 改変体 

Ghrelin(13-28) （化学合成） 

HPLC 純度 ；92.6%  

質量分析 ；目的ペプチドの理論値と一致することを確認した。 

 

Ghrelin(15-28) （化学合成） 

HPLC 純度 ；99.1%  

質量分析 ；目的ペプチドの理論値と一致することを確認した。 

 

Ghrelin(17-28) （化学合成） 

HPLC 純度 ；98.3%  

質量分析 ；目的ペプチドの理論値と一致することを確認した。 
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第２章 Motilin/ghrelin chimeric peptidesを用いた ghrelin のC末端配列の機能に関する研究  

 

1. 天然型ペプチド  

Motilin （遺伝子組換え） 

HPLC 純度  ；99.4% 

質量分析  ；2699（理論値 2699.08） 

アミノ酸配列分析 ；Phe - Val - Pro - Ile - Phe - Thr - Tyr - Gly - Glu - Leu - Gln - Arg - Me - Gln - 
→  →  →  →   →  →    →  →    →   →   →   →   →  →   

Glu – Lys - Glu - Arg - Asn - Lys - Gly - Gln  （文献情報と一致） 

→  →   →  →   →   →   →   →    

 

2. Motilin/ghrelin chimeric peptides 

純度検定に用いたHPLC分析条件 

 Column    ；Inertsil ODS-3 Φ4.6 mm × 250 mm 

  Eluent    ；A: 0.1% TFA/H2O,  B: CH3CN 

 Flow rate   ；1.5 mL/min 

  Gradient mode ；B conc. 5→65% （30 min） 

      Wave    ；220 nm 

 

Motilin(1-12)ghrelin(6-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間  ；14.28分  

HPLC 純度  ；95.38%  

質量分析  ；4206.62（理論値 4204.9） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(8-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.32分  

HPLC 純度 ；95.74%  

質量分析 ；4021.74（理論値 4020.7） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(10-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.37分  

HPLC 純度 ；95.57%  

質量分析 ；3756.63（理論値 3754.4） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.98分  

HPLC 純度 ；95.84%  

質量分析 ；3469.88（理論値 3470.0） 
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Motilin(1-12)ghrelin(14-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.38分  

HPLC 純度 ；96.58%  

質量分析 ；3241.67（理論値 3242.8） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(16-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.55分  

HPLC 純度 ；97.50%  

質量分析 ；2958.00（理論値 2958.5） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(18-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.82分  

HPLC 純度 ；97.24%  

質量分析 ；2700.61（理論値 2701.2） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(19-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.92分  

HPLC 純度 ；97.92%  

質量分析 ；2613.34（理論値 2614.1） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-26) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.96分  

HPLC 純度 ；96.97%  

質量分析 ；3215.82（理論値 3216.8） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-24) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.80分  

HPLC 純度 ；97.42%  

質量分析 ；2975.247（理論値 2975.5） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-22) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；15.07分  

HPLC 純度 ；97.93  

質量分析 ；2775.927（理論値 2776.2） 
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Motilin(1-12)ghrelin(12-20) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；15.12分  

HPLC 純度 ；97.88%  

質量分析 ；2581.639（理論値 2582.0） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-18) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；15.70分  

HPLC 純度 ；98.09%  

質量分析 ；2325.252（理論値 2325.7） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-16) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；15.75分  

HPLC 純度 ；98.35%  

質量分析 ；2109.220（理論値 2109.5） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, E17D) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.67分  

HPLC 純度 ；98.82%  

質量分析 ；3455.2（理論値 3456.1） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, E17N) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.70分  

HPLC 純度 ；98.86%  

質量分析 ；3454.4（理論値 3455.1） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, E17Q) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.70分  

HPLC 純度 ；98.87%  

質量分析 ；3468.3（理論値 3469.1） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, S18T) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.74分  

HPLC 純度 ；98.16%  

質量分析 ；3483.2（理論値 3484.1） 
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Motilin(1-12)ghrelin(12-28, S18P) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.74分  

HPLC 純度 ；98.07%  

質量分析 ；3479.6（理論値 3480.1） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, S18L) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.84分  

HPLC 純度 ；98.06%  

質量分析 ；3495.4（理論値 3496.2） 

 

Motilin(1-12)ghrelin(12-28, S18A) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.72分  

HPLC 純度 ；98.59%  

質量分析 ；3452.9（理論値 3454.1） 
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第３章  Ghrelin のC末端配列の機能を利用した新規C型ナトリウム利尿ペプチド誘導体デザインと

評価      

 

1. 天然型ペプチド：  

CNP(1-22) （遺伝子組換え） 

HPLC 純度 ；98.80% 

質量分析 ；2197.0（理論値 2197.6） 

アミノ酸組成分析 ；Leu 4, Asp 0.99 (1), Ser 2.58 (3), Gly 5.92 (6), Met 0.98 (1), Cys ND (2),  

    Ile 0.98 (1), Phe 1.00 (1), Lys 2.00 (2), Arg 0.99 (1)  

Leu を基準（基準値 4）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( ) 内は理論値である。 

 

 

2. CNP/ghrelin chimeric peptides 

純度検定に用いたHPLC分析条件 

 Column    ；Inertsil PREP ODS Φ4.6 mm × 250 mm 

  Eluent    ；A: 0.1% TFA/H2O,  B: CH3CN 

 Flow rate   ；1.5 mL/min 

  Gradient mode ；B conc. 5→65% （30 min） 

      Wave    ；220 nm 

 

CNP(6-22)ghrelin(12-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.62分  

HPLC 純度 ；96.93%  

質量分析 ；3754.208（理論値 3755.5） 

アミノ酸組成分析 ；Leu 4, Asp 1.00 (1), Ser 2.65 (3), Glu 4.06 (4), Gly 3.97 (4), Ala 1.02 (1), 

1/2Cystine 1.58 (2), Val 0.99 (1), Met 0.85 (1), Ile 0.99 (1), Phe 1.00 (1), Lys 5.00 

(5), Arg 3.01 (3), Pro 3.04 (3) 

Leu を基準（基準値 4）としたときの各アミノ酸の組成比を示した。 

( ) 内は理論値である。 

 

CNP(6-22)ghrelin(12-28)amide（化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.49分  

HPLC 純度 ；99.40%  

質量分析 ；3753.73（理論値 3754.5） 
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Ghrelin(12-28)CNP(6-22) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.63分  

HPLC 純度 ；98.17%  

質量分析 ；3754.55（理論値 3755.5） 

 

Ghrelin(28-12)CNP(6-22) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；14.88分  

HPLC 純度 ；97.33%  

質量分析 ；3753.89（理論値 3755.5） 

 

Ghrelin(12-28)CNP(6-22)ghrelin(12-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；13.34分  

HPLC 純度 ；98.72%  

質量分析 ；5756.08（理論値 5755.9） 

 

Ghrelin(28-12)CNP(6-22)ghrelin(12-28) （化学合成） 

HPLC溶出時間 ；13.40分  

HPLC 純度 ；97.11%  

質量分析 ；5756.89（理論値 5755.9） 

 


