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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　本研究はN-エチルマレイミド感受性因子（NSF）を標的とした臓器、組織、細胞、特異的なエキソサイトーシス制御の基盤を虚血性心・脳疾患モデルを用いて確立することを目的として行われた。具体的には、NSF分子の部分ペプチドとHIV-TATの protein transduction domain (PTD) を連結したキメラペプチドを多数合成し、そのエキソサイトーシス抑制効果を調べた。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。各ペプチドの EC50 は、TAT-NSF57 (488 µM; R2 = 0.999)、TAT-NSF81 (1.9µM; R2 = 0.999)、TAT-NSF222 (4.9 µM; R2 = 0.996)、TAT-NSF254 (107 µM; R2 = 0.999)、TAT-NSF700 (0.2 µM; R2 = 0.999) であった。NSF のATPase 活性およびSNARE解離活性に対するTAT-NSF ペプチド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。また、TAT-NSF81と TAT-NSF700 は 1µM 以上でNSF によるSNARE 解離を阻害した。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 (Fig. 2)。生理食塩水を接種したマウスでは、出血時間が約５分であったのに対し、TAT-NSF81は25 mg/kgの接種で、15分まで出血時間が延長した。さらに、TAT-NSF700では0.25 mg/kgの濃度で、20分以上出血が止まらなくなった。次に、マウスの脳虚血再還流モデルを用いて、脳虚血性傷害に対するTAT-NSFペプチドの効果を検討した。その結果、１時間の虚血後２４時間の再還流の条件において、脳全体の約 43%に梗塞巣がみられた(Fig. 3)。一方、2mg/kgのTAT-NSF700を前投与した場合、梗塞巣が約22%に軽減された。以上の結果から、TAT-NSFペプチドは生体内でも有効に作用することが明らかになった。以上の結果から、TAT-NSFペプチドは、血管内皮におけるエキソサイトーシスを in vitro と in vivo の実験系で強力に抑制し、新規の脳血栓塞栓症治療薬として有用である可能性が示唆された
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	欧文概要　ＥＺ

N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) plays a critical role in the regulation of exocytosis.  NSF regulates exocytosis by interacting with a complex containing SNARE molecules, hydrolyzing ATP, and disassembling the SNARE complex.  We hypothesized that peptide inhibitors of NSF would decrease exocytosis.   We now report the development of a novel set of peptides that block exocytosis by inhibiting NSF activity.  These NSF inhibitors are fusion polypeptides composed of an 11 amino acid HIV TAT domain fused to a 22 amino acid NSF domain.  These TAT-NSF fusion polypeptides cross endothelial cell membranes,  inhibit NSF hydrolysis of ATP,  decrease NSF disassembly of SNARE molecules, and block exocytosis of VWF.  Control peptides have no effect on exocytosis.  TAT-NSF inhibitors administered to mice prolong the bleeding time.  Blood concentrations of these TAT-NSF peptides rapidly decrease within 5 min after injection, and then remain constant from 10 min through 60 min after injection.  These TAT-NSF compounds may be useful in the treatment of a variety of diseases in which exocytosis plays a prominent role, including myocardial infarction,  stroke, thrombosis, and autoimmune disorders.
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