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特許の概要  

（54）E発明の名称】抗血液凝固活性を持つオl」ゴペプチド  

（57）【特許請求の範囲ヨ   

固経路（intrinsicpathway）と呼ばれる別個の  

系が存在する。内因系凝固経路とは、血祭中  

に存在する因子によりトロンビン形成を導く  

反応を指し、その中間的反応としては、ファ  

クターⅩIaおよびカルシウムイオンにより触  

媒されてファクターⅠⅩがファクターⅠⅩaに活  

性化され、この活性化ファクターⅠⅩaが、フ  

ァクターⅤⅠⅠIa，ホスホリビッドおよびカルシ  

ウムイオンの存在下でファクターⅩを活性化  

する反応である。一方、外国系凝固経路とは、  

血祭因子並びに組織抽出物中に存在する成分  

から血液凝固反応を導く反応を指し、血液凝  

固因子のひとつであるファクターⅤⅠIa が組  

織因子およびカルシウムイオンの存在下で  

ファクターⅩをⅩaに活性化する反応を指す。  

【0004ヨ 最近、ヒト胎盤から数種の血  

液凝固阻止因子が単維・同定され、これらは  

胎盤由来抗血液凝固蛋白質（アネキシンーⅤ～  

ⅠⅠ／PAP－Ⅰ～ⅠⅤ）と命名された〔船越ら、  

Biochemistry26，p5572－5578（1987）〕。アネキ  

シンーⅤは、この中でも最も量的に多く存在し、  

既に血液凝固阻止因子として報告されている  

カルフォビンデインーⅠ／CPB－Ⅰ）〔岩崎ら、  

J．Biochem．102，P1261－1273（1987）〕および血  

管内抗凝固物質（Vasuculaeranticoagulant）  

〔Reutelingspergarら、Eur．J，Biochem．151，  

p625－629（1985）〕と相同性が極めて高く、同  

一グループの物質であると考えられている。   

EO O O5】上記のアネキシンーⅤは外因系  

および内因系のいずれの血液凝固反応も阻止  

することができ、カルシウムイオン存在のも  

とで陰イオン性リン脂質表面に特異的に結合  

する性質を有する。   

EO O O6ヨ また、ヒト胎盤由来抗血液凝  

E請求項1ヨ下記（A）又は（B）のいずれ  

かのアミノ酸配列からなるオリゴペプチド。  

（A）His－Asp－ThトLeu－Ile－Al・g（ヒスげルーアス  

ハOJけルースレオニルーロイシルーイソロイシルーアルキ寸こン）  

（B）His－Asp－Thr－Gln－Pro－Arg－VaトLeu－Asp  

（ヒスげルづスバルチルースレオニルーブルタミループロルづルでこ  

ルーハやリノトロイシJレアがラキ寸ン酸）   

E請求項2遷化学的に合成されたものであ  

る請求項1記載のオリゴペプチド。   

E発明の詳細な説明ヨ   

EOO Olヨ  

E産業上の利用分野ヨ本発明は、抗血液凝固  

活性を持つオリゴペプチドに関する。   

EO O O2ヨ   

E従来の技術ヨ 血液凝固反応は、セリンプ  

ロテアーゼインヒビター系や、プロテインC  

／プロテインS／トロンボモジュリン系を代表  

とする数多くの抗凝固物質により制御される  

ことが知られている。血液凝固連鎖反応（カ  

スケード）における、その鍵となる重要な反  

応においては、リン脂質表面の部分が深く関  

与していると考えられ、このような部分と相  

互作用するペプチドは、血液凝固の生理学的  

または薬学的制御を可能ならしめる領域とし  

て重要と考えられ、その研究が期待されてい  

る。組織因子もまた同様に、膜リン脂質と結  

合することにより外傷部位での血液凝固を開  

始することが確認されており、血液凝固第  

VIIa因子／組織因子複合体（小文字のaは括  

性化された因子を意味する）は、高濃度の血  

紫リボプロテインにより複合体形成が阻止さ  

れることが知られている。   

EO O O3ヨ 血液凝固反応には、外国系凝  

固経路（extrinsicpathway）および内因系凝  
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要な関係があると考えられる。   

EO O O9】このような状況において、ア  

ネキシンーⅤの作用部位のアミノ酸配列を有す  

るオリゴペプチドが抗血液凝固活性を有する  

ことが既に報告されている〔Biochem．and  

Biophys．Res．Commun．168，P125q134（1990）〕。  

さらに，本発明者らは、アネキシンーⅤのアミ  

ノ酸配列の中でも、配列番号3のアミノ酸配  

列をもつオリゴペプチドが優れた抗血液凝固  

活性を有することをみいだし、先に特許出願  

国賓自質をコードする塩基配列に関して、  

PP4、VAC、およびカルフォビンデインーⅠⅠ  

のそれぞれについて既に報告されている  

〔Grunndmannら、Proc∴Natl．Acad．Sci．USA  

85，p3708－3712（1988）；Maul・eトFogyら、Eul・・  

J．Biochem．174，p585－592（1988）および岩崎  

ら、J．Biochem．106，p43－49（1989）〕。これら  

の蛋白質一次構造およびcDNA解析により、  

アネキシンーⅤは、カルシウム依存性リン脂質  

結合蛋白質であるリポコルチン／カルバクチ  

ン／アネキシンファミリーに属する蛋白であ  

ることが示された。   

EO O O7∃ このアネキシンーVは、319アミ  

ノ酸から構成され、さらに4つの反復配列を  

有する。このアミノ酸配列については船越ら  

により報告されている〔Biochemistry27，  

p6208－6276（1988）〕。さらにアネキシンⅤの  

各反復配列は、リン脂質結合蛋白質に通常存  

在する2つの領域を含んでおり、そのひとつ  

の領域は、KGXGTDEXXhhXhhXSR（Kはリ  

ジン、Gはグリシン、Tはトレオニン、Dはア  

スパラギン酸、Eはグルタミン酸、訃はセリ  

ン、Rはアルギニン、Ⅹは任意のアミノ酸、h  

は疎水性アミノ酸を示す）の17アミノ酸から  

なる領域であり、このようなアミノ酸配列は、  

エンドネクシン（endonexin）、カレレクトリン  

（calelectrin）およびリボコ）t／チン（lipocortins）  

のようなカルシウムイオン依存性膜結合蛋白  

質にも多くみられる配列である。もうひとつ  

は、それぞれの反復配列のカルポキシ末端側  

にあたる6アミノ酸からなる疎水性の強い領  

域である。これらの2つの領域は、リン脂質  

との結合に直接関係するものと考えられる。   

EO O O8ヨ また、アネキシンーⅤにおいて  

は、カルシウムイオン非存在下では、この蛋  

白が全く抗凝固活性またはリン脂質結合性を  

示さないことから、カルシウムイオンまたは  

リン脂質結合部位が本蛋白質の作用部位に垂  

した（特許平3－154811号）。   

EO OlO】  

E発明が解決しようとする課題ヨ このよう  

な抗血液凝固活性等の性質を持つアネキシ  

ンーⅤのアミノ酸配列に由来する、さらに抗血  

液凝固活性に優れたオリゴペプチドを合成す  

ることは、DIC（汎発性血管内凝固症候群）  

等の血液疾患の治療・予防薬を開発するため  

に重要である。従って、本発明の目的はアネ  

キシンⅤの抗血液凝固活性部位に由来し、こ  

れに改良を加えることでさらに活性の強いオ  

リゴペプチドを提供することにある。   

EO Oll】  

E問題を解決するための手段ヨ本発明者は  

上記実情に鑑み、本発明者らが先に見いだし  

たアネキシンーⅤアミノ酸配列由来のオリゴペ  

プチドをもとに、このアミノ酸配列の一部を  

改良したオリゴペプチドを合成し、これらの  

抗血液凝固活性を測定したところ、下記に示  

すアミノ酸配列を有するペプチドが強い抗血  

液凝固活性を有することを見いだし、本発明  

を完成した。   

EO O12】すなわち本発明は、下記（A）  

または（B）のいずれかのアミノ酸配列から  

なるオリゴペプチドを提供するものである。  

（A）His－Asp－≠トLeuHIle－Arg（配列番号1）  

（B）His－Asp－Thr－Gln－Pro－Arg－VaトLeu－Asp  

（配列番号2）  
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オリゴペプチドC：Asp－His－Thr－Let卜Ile－Arg  

（配列番号3）  

オT）ゴペプチドD：Sel・－His－Leu－Arg－Lys－Val  

（配列番号4）   

EO O15ヨ これらの6アミノ酸からなる  

オリゴペプチドCおよびDのアネキシンーⅤ  

における領域は、アネキシンーⅤのアミノ末  

端のメチオニンを1として数えて、それぞれ  

265～270番目および203～208番目の領域に相  

当する。   

EO O16ヨ 上記の4種のオリゴペプチド  

の抗血液凝固活性を、カオリン活性化血液凝  

固反応を用いて、血液凝固時間における遅延  

反応として測定した。その結果、公知のオリ  

ゴペプチドDおよび本発明者らが先に発明し  

たオリゴペプチドCにおいて抗血液凝固活性  

があることが確認されたが、本発明のオリゴ  

ペプチドAおよびBでは、さらに高い抗血液  

凝固活性を示すことが確認された。詳細には、  

アネキシンーⅤの203番目から208番目のアミノ  

酸にあたるオリゴペプチドCが、公知のオリ  

ゴペプチドDに比べて極めて強い抗血液凝固  

活性を有することが確認されたが、オリゴペ  

プチドCの配列を一部改良することにより調  

製した本発明のオリゴペプチドAおよびBは、  

アネキシンーⅤ配列由来の本来のアミノ酸配列  

を有するオリゴペプチドCよりさらに極めて  

強い抗血液凝固活性を示すことが見いだされ  

た。一方、対照として、オリゴペプチドC中  

のヒスチジン（His）をアラニン（Ala）に置換し  

たところ、この改変ペプチドにはもはや抗血  

液凝固活性を見いだすことはできなかった  

〔船越ら、Biochem．and Biophys．Res．  

Commun．168，P125－134（1990）〕。   

EO O17ヨ さらに、本発明のオリゴペプ  

チドは、マウス肺塞栓モデルを用いた生体内  

での活性確認試験においても、抗血液凝固活  

性を示すことが確認された。  

EO O13ヨ 本発明のオリゴペプチドは、  

アネキシンーⅤのアミノ酸配列とその抗血液凝  

固活性に関する研究を進めていく中で、ヒス  

チジン残基を有する配列番号3のアミノ酸配  

列領域に特に着目し、この配列を一部改良す  

ることにより見いだされたものである。すな  

わち、ミューレらによれば、アネキシン族の  

ひとつであるリポコルチンⅠのフォスフォリ  

パーゼA2阻害活性部位のひとつが  

HDMNKVLDLのアミノ酸配列の領域と報告  

されている〔ミューレら、LucioMieleet．丑，  

Nature335，p726－730（1988）〕。このアミノ酸  

配列と配列番号3の配列を比較し、また、さ  

らに蛋白工学的にこれらを解析し、種々の観  

点から推察を繰り返した結果、本発明者らは、  

アネキシンーⅤ由来の配列番号3のアミノ酸の  

うち、アミノ末端側のAsp－His■の配列を入れ替  

えHis－Asp－とすることで、さらに抗血液凝固  

活性が高くなるのではないかと推察した。ま  

た、C末端側のアミノ酸配列についても、  

Valやbuのような疎水性アミノ酸を用いてペ  

プチドを延長させることにより、リン脂質と  

の結合がさらに容易になり、その結果、抗血  

液凝固活性を上げることができるのではない  

かと推察した。このような研究解析の末、本  

発明のオリゴペプチドとして下記オリゴペプ  

チドAおよびBが合成された。  

オリゴペプチドA（本発明品）：His－Asp－Thr－  

bu－Ile－Arg（配列番号1）  

オリゴペプチドB（本発明品）：His－Asp－Thr－  

Gln－ProdArg－Val－Leu－Asp（配列番号2）   

EO O14ヨ また、これらオリゴペプチド  

のアミノ酸配列のベースとなった本来のアネ  

キシンーV由来の配列を有するオリゴペプチド  

としてオリゴペプチドDが合成された。さら  

に、本発明者らが先に見いだした公知のアネ  

キシンーⅤ由来オリゴペプチドを、比較対照用  

のペプチドとして合成した。  

ー256－   



TheJournalofKyushuUniversity ofNursingandSocialWelfEtreVol．6No．1Mar．2004   

合成機を用いて調製した後、フツ化水素法に  

より合成機から分離した。各ペプチドの精製  

は、逆相高圧液体クロマトグラフィー  

（HPLC）により行い、HPLCおよびアミノ酸  

分析によりその精製度を確認した。  

オリゴペプチドC：Asp－His－ThトLeu－Ile－Arg  

（配列番号3）  

オリゴペプチドD：SeトHis－Leu－Arg－Lys－Val  

（配列番号4）   

EOO24ヨ さらに、下記のアミノ酸配列A  

およびBからなるペプチドも同様に合成し  

た。  

オリゴペプチドA（本発明品）：His－Asp－Thト  

bu－Ile－Arg（配列番号1）  

オリゴペプチ相（本発明品）：冒is－Asp－Thr－  

Gln－Pro－Al・g－Val－Leu－Asp（配列番号2）   

EOO25ヨ  

試験例1血v九旧抗血液凝固活性：  

EO O18ヨ 本発明においては、実質的な  

抗血液凝固作用部位として上記オリゴペプチ  

ドAまたはBのみを有し、他に抗血液凝固活  

性作用部位を有さないペプチドをも含むもの  

である。  

【0019ヨ さらに、本発明においては、  

2つ以上の抗血液凝固作用部位を有するペプ  

チドとして本発明で提供されるオリゴペプチ  

ドAまたはBのアミノ酸配列を複数個有する  

ペプチド、さらには、オリゴペプチドAおよ  

びBの双方のアミノ酸配列を有するペプチド  

等をも含むものである。   

EO O20】本発明のオリゴペプチドを製  

造する方法は特に限定されないが、例えばペ  

プチド合成機を用いて容易に合成することが  

できる。   

EOO21】  

【発明の効果ヨ本発明により、アネキシンー  

Ⅴの抗血液凝固活性を示す最も重要な領域に  

由来し、本来の配列からなるペプチドよりさ  

らに優れた改良型オリゴペプチドが、提供さ  

れ、これらが非常に強い抗血液凝固活性をを  

示すことが確認された。よって、このような  

オリゴペプチドは、DIC（汎発性血管内凝固  

症候群）等を初めとした血液疾患に対して、  

有効な治療薬および予防薬の開発を可能にす  

るものである。さらに、本発明のオリゴペプ  

チドは、このような血液疾患の診断を行う際  

にも、診断薬の構成材科として利用されるた  

め、該当疾患のより有効な診断方法をも可能  

にするものである。  

【0022】以下、実施例に沿って本発明  

をさらに詳細に説明する。   

EO O23】  

E実施例ヨ  

実施例1 オリゴペプチドの調製：  

アネキシンーⅤのアミノ酸配列の山部である、  

下記のオリゴペプチドCおよびDをペプチド  

実施例1で得たオリゴペプチドA～Dの抗血  

液凝固活性を下記の如くして測定した。まず、  

ウサギ脳セファリン（シグマ社）1バイヤル  

を100mlの生理食塩水に懸濁し、これを1ml  

ずつに分注し一20℃で保存した。このセファ  

リン懸濁液と33mMの塩化カルシウム溶液を  

各試験前に混合し、酸で十分に洗浄されたカ  

オリン溶液（50mM／mlの濃度になるように  

生理食塩水に溶解したもの）を添加し、各ペ  

プチドによる内因系血液凝固の阻害を測定し  

た。すなわち、20〃1の血祭と20／∠1のテスト  

サンプル〔50mMのNaClを含む50mMトT）  

ス一塩酸横衝液（pH7．9）に溶解したもの〕  

を10分間37℃にて保温し、カオリンを20〃1  

添加し、さらに、塩化カルシウムーセファリ  

ン混合液を60／ノ1添加することにより各凝固  

時間を測定した。  

ど0026ヨ 終濃度1mM～5mMになるよ  

うに各ペプチド溶液を調製し、これを血液に  

添加して凝固時間の遅延を調べた。結果を、  
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試料ペプチドを含まないコントロールの凝固  

時間との比（試料ペプチド／コントロール）  

として図1に示す（省略）。すなわち、オリ  

ゴペプチドCおよびDでは、添加するペプチ  

ドの濃度を増やすに従い、血液の凝固時間が  

長くなることが確認された。一方、本発明の  

オリゴペプチドAおよびBでは、添加するペ  

プチドの濃度を増やすに従い、オリゴペプチ  

ドCおよびDと比べてもさらに優れた、極め  

て高い血液凝固遅延の効果があることが確認  

された。ちなみに、終濃度5mMで各ペプチ  

ドを添加した場合の各血液の凝固時間は、何  

も添加していないコントロールの凝固時間を  

基準として、オリゴペプチドDではその凝固  

表1  

時間が約2倍に、オリゴペプチドCでは約6  

倍に遅延されることが確認された。また、本  

発明のオリゴペプチドAおよびBでは、終濃  

度5mMにおいて、血液凝固の遅延時間が、  

コントロールの約9倍以上に遅延されること  

が示された。終濃度5mMでの、本発明のオ  

リゴペプチドAおよびBの凝固時間は、予め  

設定した測定時間内では凝固が起こらず、正  

確な凝固時間を測定することが困難な程に高  

い活性を示した。終濃度4mMでの各オリゴ  

ペプチドでの抗血液凝固活性を測定した結果  

を時間で示すと表1の通りである。   

EO O27】  

試験群（4mM） ペプチドA  ペプチドB  ペプチドC  ペプチドD  コントロール  

凝固時間（秒）   325  492  198  120  71  

にTf7が投与されると、TFは血流に乗って心  

臓からまず最初に肺へと送られる。そこで肺  

に血栓が形成され、呼吸が抑制されてマウス  

は死に至るものと考えられた。   

EO O31ヨ その結果、本発明のオリゴペ  

プチドAまたはBを事前に投与したマウスで  

は、50mg／kg投与群においては、TF投与マウ  

スにおいて死亡が見られなかった。また、こ  

れより投与量が少ない、20～40mg／kgのオリ  

ゴペプチド投与群においても、投与量が多く  

なるごとに、死亡率が低くなるという結果が  

確認された。尚、本発明のオリゴペプチドB  

では、40mg／kg投与群においても、TI了投与マ  

ウスに死亡が見られなかった。一方、これに  

対して、本発明のオリゴペプチドを事前投与  

しなかった非投与のマウス（コントロール）  

では、TF投与後全て死亡が確認された。各  

オリゴペプチド投与群での結果を下記衷2に  

示した。標柱の数値は、死亡マウス数／TI了投  

与マウス数（死亡率）で示した。  

【0028ヨ  

試験例2血再vo抗血液凝固活性：  

実施例1で得た本発明オリゴペプチドAおよ  

びB並びにオリゴペプチドCの生体内での抗  

血液凝固活性は肺塞栓モデルマウスを用い、  

下記のようにして測定した。まず、精製され  

たオリゴペプチドA、BおよびCをそれぞれ生  

理食塩水に2～5mg／mlに調整した。  

【0029ヨddY系雄性マウス（体重25～  

40g）に、上記オリゴペプチド溶液を20～50  

mg／kgになるように、10mg／kgの容量でそれ  

ぞれマウス尾静注により投与した。その後、  

30秒以内に血液凝固因子である組織因子  

（TissueFactor：TF、リオプラステン、持田  

製薬製、生理食塩水で1～5mg／mlに調製し  

たもの）を30mg／kg投与した。TF投与後、マ  

ウスの経時的変化を観察し、死亡するまでの  

時間（生存時間）を測定した。このTFの投  

与も10mg／kgの容量で尾静注により行った。  

EO O30ヨ 本モデルでは、マウス静脈内  
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EO O32ヨ   

表2  

ペプチド  死亡マウス数／TissueFactol・（TF）投与マウス数 （死亡率，％）  

投与量（mg／ml）  

ペプチドC  非投与（コントロール）  

3／3（100％）  3／3（100％）  

4／5（80％）  

3／6（50％）  

1／5（20％）  

0／5（0％）  

ペプチドA  

3／3（100％）  

6／8（75％）  

6／9（67％）  

1／5（20％）  

0／5（0％）  

ペプチドB  

3／3（100％）  

3／3（100％）  

2／3（67％）  

0／3（0％）  

0／3（0％）  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

り
ム
 
3
 
4
 
5
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