
 
ペプチドを使ったコラーゲン研究

超メジャー蛋白質，コラーゲン

　「コラーゲン」，蛋白質の名称

としてこれほど有名なものは他

にないでしょう。幼稚園の子供

（少なくとも私の娘）から年配

の方（少なくとも私の祖母）ま

で，「コラーゲン」という言葉

をきくと，それぞれにイメージ

するものがあるようです。これにはおそらく，最近の

健康食品ブームと化粧品の��がずいぶん貢献してい

ます。コラーゲンは，その名前だけでなく，量的にも

最も豊富な蛋白質です。ヒトの総蛋白質量の�１�４�から�

１�３�はコラーゲンです。ですから，コラーゲンは超メ

ジャー蛋白質と言えます。

　本稿のタイトルのように「ペプチドを使ったコラー

ゲン研究」と書くと，多くの読者には，次のような内

容を想像させてしまうようです。「この著者は，コ

ラーゲンの加水分解物から新しい生物活性ペプチドを

同定しようとしているんだろう・・・」。実際このよ

うな研究は，特にサプリメントの付加価値向上をね

らって多くの企業が行っており，現在日本においては

コラーゲン研究のメジャートレンドと言えます。しか

し，これからお話しする私たちのコラーゲン研究はこ

のような流れとは大きく異なります。私たちの研究に

入る前に，まずはコラーゲン研究の現状と問題点につ

いて以下に述べます。

コラーゲンの苦難，メジャーだけど外れ者

　通常，ライフサイエンスに携わる科学者は，未知の

蛋白質に遭遇した場合に次のようなことをします。①

一次構造を決める，②発現の局在，発現の制御機構を

調べる，③細胞にふりかけて活性をみる，③結合蛋白�

質との相互作用を調べる（あわよくば相互作用に重要

な部位を決定する），⑤立体構造（あわよくば結合蛋

白質とドッキングした状態）を決める。このようにし

て，蛋白質の機能や構造が明らかになっていきます。

　さて，これらをコラーゲンに当てはめるとどうなる

のでしょう？

①一次構造は既に決まっています。プロリンやリジン

の水酸化や糖鎖修飾，鎖間の架橋形成も古くから解

析が続いています。

②各タイプのコラーゲンの発現パターンはよく調べら

れていますし，現在もこのような研究は精力的にお

こなわれています。

③コラーゲンを細胞にふりかけることはできないの

で，コラーゲンの上，あるいはコラーゲンのゲル内

で細胞を飼います。すると細胞は，その種類によっ

て様々な振る舞いをすることがわかっています。す

なわちコラーゲンが多様なシグナルを細胞に入力し

ていることは明らかです。

④コラーゲンは蛋白質を含む数十種類の生体高分子と

結合していることが知られています。しかし，コ

ラーゲンのどこのどの配列にどのように結合してい

るのかについての情報は極めて����な状況です。

⑤コラーゲンは，特徴的な３本らせん構造をとってい

ます。しかし，これまでにコラーゲンそのものの結

晶構造や���構造の解析は成功していません。こ

れは，タンパク３０００プロジェクトがタンパク３０万に

なっても無理でしょう。

　つまりコラーゲンは超メジャーな蛋白質であるの

に，その構造と機能の詳細が未だに明らかになってい

ないのです。いろいろな生化学の教科書においても，

「コラーゲンは細胞外マトリックス成分として組織に

物理的な強度を与え，細胞の接着，運動，分化などに

関する多彩な機能を有する，云々」の類いの曖昧な記

述がほとんどです。機能蛋白質としてのコラーゲンは
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外れ者として見捨てられた感すらします。

　さて，コラーゲンが機能蛋白質として注目を浴びて

こなかった原因は何なのでしょうか？私が考えるに，

①でかい，②溶けない，③見えない（活性測定ができ

ない），の三重苦です。逆に言うと，現在普通に用い

られている蛋白質科学の方法論は，丸くて，溶けて，

容易に見える（活性が検出できる）蛋白質をターゲッ

トとして開発されてきた，ということです。

コラーゲン救い隊，武器はペプチド

　私たちの研究グループは，コラーゲンを超多機能蛋

白質としてとらえ，その機能の実体を高い精度で解析

することを目標としています。外れ者蛋白質をメ

ジャーに復帰させたい，「コラーゲン救い隊」です。

私たちの武器は，コラーゲン様３本らせん構造をとる

化学合成ペプチドです。コラーゲン様ペプチドは，榊

原らにより１９６８年に初めて合成されて以来�，多くの

バリエーションが合成されました。これらペプチドは

コラーゲン３本らせん構造の解析，その物理化学的性

質の解析に威力を発揮してきました。私たちは，うま

くデザインした３本らせん型コラーゲン様ペプチドを

用いることによって，様々なコラーゲン結合蛋白質と

コラーゲンの相互作用を調べることができます。つま

り，コラーゲンは３本らせんという「金太郎飴的」構

造を持っているため，３本らせんペプチドは可溶性の

「コラーゲンもどき」として扱えるのです。これは

ちょうど���と転写因子の結合を解析するために，２

重らせん型の合成���断片が用いられるのと同じで

す。

　このようなストラテジーを用いていくつかのコラー

ゲン結合蛋白質とコラーゲンの相互作用が詳細に明ら

かになっています。例えば，α２β１インテグリンとコ

ラーゲンの結合様式は３本らせんペプチドとの共結晶

の構造解析により詳細に明らかになりました。また，

コラーゲンを分解するマトリックスメタロプロテイ

ナーゼの基質認識機構にもコンフォメーションを固定

したコラーゲン様ペプチドが威力を発揮しています

（詳細は最近の総説を参照ください�）。私たちも，いろ

いろな仕掛けを施したコラーゲン様ペプチドを用い

て，コラーゲン特異的分子シャペロン���４７�や細菌コ

ラゲナーゼのコラーゲン結合の詳細を明らかにしてい

ます。

　一旦，コラーゲンの機能部位（すなわち他の蛋白質

と特異的に相互作用する部位）のペプチド配列が明ら

かになれば，合成ペプチド（コラーゲンもどき）を用

いて，������な不溶性コラーゲンを用いては不可能

な，様々な実験ができるのです。

コラーゲン上の機能単位の探索，�����法

　では，長い（０．３μ��におよぶ）コラーゲン３本らせ

ん分子から，その機能部位構造を抽出するにはどうし

たらいいのでしょうか？これがまた結構難しいので

す。通常は，コラーゲンを����で分解した断片（��

フラグメント）を調製し，機能配列を絞り込んでいき

ます。あるいは，電子顕微鏡で結合状態を観察し，「�

末端から����の部位に蛋白質が特異的に結合してい

る」といった解析がなされています。しかし，効率よ

く，高いデータ解像度でコラーゲン３本らせん上の蛋

白質結合部位を決める方法がなかなか見当たりませ

ん。また，残念ながら，現在よく行われている変性コ

ラーゲン（ゼラチン）加水分解物からの活性ペプチド

の探索方法では，３本らせん構造が壊れてしまってい

るため，ペプチドの活性からは������なコラーゲンの

機能を議論できません。

　私たちは，この技術的問題を解決するために，新しい

方法論を開発しています。コラーゲン結合蛋白質によっ

てコラーゲン３本らせん上に「足跡」をつける方法です。

��������������������	
�����������������法（�����法）

と名付けたこの方法では，コラーゲン分子と，化学的

に修飾したコラーゲン結合蛋白質とを光架橋し，引き

続く還元反応によって，コラーゲン３本らせん上にチ

オール基の「足跡」をつけることができます�。多くの

タイプのコラーゲンはシステインをもっていませんの

で，このチオールによる足跡は，蛋白質結合部位の目

印として用いることができます。実際，私たちはこの

方法を用いて，血管新生阻害蛋白質����がコラーゲ

ンの�末端�１�４�の領域に特異的に結合していることを

明らかにしています�。現在，そのペプチド配列の同定

を急いでいます。最近になって����の�������での血

管新生阻害活性の発現には，特異的なコラーゲンとの

結合が極めて重要であることが分かってきました�。

したがって，����が結合するコラーゲン上の部位

は，血管新生にかかわる何らかの機能をもっているも

のと期待しています。

　その他にも，コラーゲンには興味深い機能をもった

いろんな蛋白質が結合します。例えば，血液凝固因子
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である���������	
���因子は，コラーゲンとの特異的

な結合によりその機能が制御されていますし，

������������	
����������は，３本らせんコラーゲン

を直接のリガンドとするチロシンキナーゼ型受容体で

す。これらコラーゲン結合蛋白質が認識するコラーゲ

ン上の部位は，言い換えるとコラーゲンの多彩な機能

を担っている個々の機能単位です。私たちがめざして

いる，コラーゲン上の個々の機能単位の構造の同定

と，それを再構築した合成コラーゲンもどきを利用し

た機能の解析は，これまで曖昧なまま放置されていた

コラーゲンの特異な機能に光をあてるものになると考

えています。

その先には・・・将来への展望

　「わかった」のあとには，かならず「制御したい」が

待っています。研究者の性といえるでしょう。もし，

ここまで書いてきたような，コラーゲンの詳細な機能

がわかったら・・・やはり，その機能を自在に操って，

特定の機能を発揮するコラーゲンをつくりたい，と思

います。

　私たちは，コラーゲン様３本らせんペプチドを使っ

て「溶けるコラーゲンもどき」のみならず「溶けない

人工コラーゲン」もできないか，と考えています。紙

面の都合で内容をほとんど書くことができませんが，

ペプチドのデザインをうまく工夫することで，ペプチ

ド性コラーゲン様超分子集合体をつくることができそ

うです。３本らせんをとらせたペプチド性人工コラー

ゲンのテンプレート上に，機能が明らかなペプチド配

列を導入することができれば，それは，特定機能人工

コラーゲンとして，生命科学や医療の様々な場面で応

用できる可能性を秘めています。

　これまでも，コラーゲンの構造や機能に関わる����

な解析は，デザインされたコラーゲン様ペプチドを活

用して行われてきました。今日までに，３本らせんコ

ラーゲンペプチドをデザインするための手段は，おお

よそ出揃った感があります。今後，このペプチド科学

の知の蓄積をいかにバイオロジーに生かしていくの

か，私は，ここに今後のコラーゲン研究の���がある

と考えています。

　筆を置くにあたり，本稿を書く機会を与えていただ

きました，野水基義先生に感謝いたします。私が，コ

ラーゲンの研究を始めた当時，野水先生はばりばりラ

ミニンペプチドをつくって次々と活性ペプチドを同定

されていました。それを見ていて「ペプチドは使いよ

う」と思ったのが，私の現在の研究につながっている

のだな，と原稿を書きながら改めて感じました。本稿

を読んでいただいて，「ほう。ここにもペプチドの使

い道が・・」と思っていただけたらこの上ない幸せで

す。また，研究を進めるにあたってご支援，ご協力い

ただいている，新潟薬大の北川幸己教授をはじめとす

る共同研究者の方々に感謝いたします。
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エラスチン由来ポリペプチドの 

バイオマテリアルへの応用・展開

　血管・靱帯・肺・皮膚・子宮

等の弾性組織の主要成分とし

て，代謝回転が非常に遅く，耐

久性のある不溶性タンパク質の

エラスチンが１９０２年に発見され

ました。エラスチンはコラーゲ

ンについで量的に多く結合組織

に存在し，たとえば，項靱帯の

場合エラスチンが約７５％，コラーゲンが約１７％，大動

脈の場合エラスチンが約３０％，コラーゲンが約１８％と

エラスチンがコラーゲンよりも多く，アキレス腱の場

合エラスチンが約４％，コラーゲンが約８５％，皮膚の

場合エラスチンが約２％，コラーゲンが約７０％とコ

ラーゲンがエラスチンより多いです。エラスチン発見

以来の数十年の空白後の５０年代には不溶性エラスチン

から可溶性エラスチンを調製する方法が開発され，可

溶性エラスチンの一つであるα�エラスチンが得られ
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ました。また６０年代にはエラスチン前駆体のトロポエ

ラスチンが発見され可溶性タンパク質として得られま

した。次いで７０年代にはトロポエラスチンの一次構造

が明らかになるにつれてエラスチン由来ポリペプチド

が化学合成されるようになりました。さらに９０年代に

は遺伝子組み換え技術を駆使して大腸菌で大量に発現

させてエラスチン由来ポリペプチドが数百グラムの

オーダーで得られるようになりました。

　これらのα�エラスチン，トロポエラスチン，エラ

スチン由来ポリペプチドはエラスチンに特異的なコア

セルベーション（�����������	）という現象を示しま

す。すなわち，これらの水溶液を加熱しますと，透明

な均一溶液が白濁してコアセルベート液滴（ミクロコ

アセルベート）を形成し，そのまま放置しますと分子

が濃縮されたコアセルベート（マクロコアセルベー

ト）からなる下層と分子をわずかに含む平衡液からな

る２層に分離します。このプロセスは可逆的で，温度

を室温以下に戻すとミクロ及びマクロコアセルベート

は元の均一溶液に戻ります。

　コアセルベーションは，古くは１９３０年オランダの

�����������	��
���及び�����によって定義され，ラテ

ン語の�����������（群れ集まる）より名付けられた言葉

でありますが，最近の�����������	�	�
	「����������	�

��������	���
�」のホットなトピックスはコアセルベー

ションすなわち線維形成であることからも，エラスチン

の特異的な現象として新たに注目されています。

　エラスチン中にはいくつかのペプチド繰り返し配列

がありますが，主要な繰り返し配列はペンタペプチド

������������������	（以下�����）及びヘキサペプチ

ド�����������������	
����（以下������）の繰り返し

配列であります。この２種類のペプチド繰り返し配列

は性質が全く異なり，�����繰り返し配列は弾性機

能を有し，コアセルベーション性質を示しますが，細

胞には認識されません。一方，������繰り返し配列

は弾性及びコアセルベーション性質を示しませんが，

細胞膜上の受容体（６７�������：エラスチン結合タン

パク質）を介して，線維芽細胞，平滑筋細胞，軟骨細

胞，腫瘍細胞，単球，マクロファージなどの細胞の遊

走，増殖等を惹起します。これらの細胞応答は細胞で

異なっていて，プロテインキナーゼ�が関与する場合

もあれば，����依存性プロテインキナーゼが関与す

る場合もあります。さらに溶液状態で細胞を刺激する

場合と固相状態で細胞を刺激する場合では細胞に与え

る影響が異なり，細胞から分泌するサイトカインやプ

ロテアーゼの種類や分泌量も異なってきます。

　弾性及びコアセルベーション性質を示す�����繰

り返し配列はバイオマテリアルとして有用であり，

我々は液相法で����（�����）及びそのポリマー誘

導体を化学合成しています。また共同研究先の����

教授（米国ミネソタ大学）から遺伝子組み換え技術で

作製した����（�����）及びそのポリマー誘導体を

提供してもらい，それらを用いても実験しています。

上述しましたように����（�����）及びそのポリマー

誘導体の水溶液を加熱しますと白濁してコアセルベー

ト液滴を形成しますが，この液滴のサイズは１００～

７００��で，条件を検討することによりサイズを３００～

４００��に揃えることも可能であります。現在，この液

滴に基づく安定なナノ粒子を作製し，その応用を検討

�



しているところであります。

　分子がコアセルベート液滴を形成するのは分子間

（分子内）疎水結合により，分子が折り畳まれていない

構造から折り畳まれた構造へと変化するためであり，

このとき相転移が起こります。この相転移を起こす温

度を��（℃），このときの疎水性会合（����������	


������������	
�）のためのギブスの自由エネルギー変

化をΔ��°���（��������）としますと，Δ��°���が大きな

負の値をもつ程，相転移の温度は低温側に移動し，�

�Δ��°���が大きな正の値をもつ程，相転移の温度は高

温度側に移動します。��応答性のコアセルベーショ

ン特性をもつ����（�����）の場合，�の側鎖カルボ

キシル基の解離状態と非解離状態を調節することによ

り，約２００℃（理論上）の温度差の相転移温度を調節

することが可能となります。また他の��応答性のコ

アセルベーション特性をもつ����（�����）の場合，

�の側鎖アミノ基の解離状態と非解離状態を調節する

ことにより，約６０℃（理論上）の温度差の相転移温度

を調節することが可能となります。さらに酸化還元基

����（���メチルニコチンアミド）を導入した酸化還

元応答性のコアセルベーション特性をもつ����（��

（����）���）の場合，酸化状態と還元状態を調節す

ることにより，約２５０℃（理論上）の温度差の相転移

温度を調節することが可能となります。また他の酸化

還元基���（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ

ド）を導入した酸化還元応答性のコアセルベーション

特性をもつ����（��（���）���）の場合，約１５０℃

（理論上）の温度差の相転移温度を調節することが可能

となります。これらの大きな相転移温度を利用して医

療分野，工学分野への応用を検討しているところです。

　最後に���編集委員の野水基義先生から，‘エラス

チンペプチドを用いた応用研究’について日本ペプチ

ド学会ペプチドニュースレター執筆依頼をいただき，

有難うございました。短期間でまとめましたので，不

十分でありますが，「エラスチンとは？」にご理解い

ただけましたら幸いです。

おかもと　こうじ　
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細胞外マトリックス研究におけるペプチド利用

　固形組織を構成するほとんど

全ての細胞は，細胞外マトリッ

クス（���）分子に接着して存

在している。細胞のこの接着現

象は，古くは，組織の形態形成

と維持に寄与するだけで個々の

細胞の機能にはほとんど影響し

ないと考えられていた。しかし

ながら，細胞の���接着が，一群のファミリーをな

す接着受容体インテグリンによって媒介されており，

そしてインテグリンを介した接着によって様々なシグ

ナル分子の活性化が大きく変動していること等が明ら

かにされるに従って，液性因子����受容体システムによ

る調節系と同様，������インテグリン系も細胞機能制

御の重要な一翼を担っていると考えられるようになっ

た。正常細胞の生存，増殖，分化，遺伝子発現等の基

本的な機能は，細胞がインテグリンを介して���接

着して初めて秩序よく進行するプロセスであり，細胞

が���から脱着すると，細胞は正常な機能を発揮で

きないばかりかアポトーシスによって死滅する。言い

換えれば，���分子には細胞の生存，増殖，分化，遺

伝子発現をコントロールする情報が書き込まれており，

細胞は接着する事によってそれらの情報を読み取って

いることになる。

　���を構成する分子は極めて多彩で，様々なアイ

ソフォームをもつコラーゲンやラミニン，選択的スプ

ライシングによって多様性をもつフィブロネクチンや

テネシン等の単純な糖蛋白質に加えてプロテオグリカ

ン類も存在し，それらが組織の違いに応じて様々に分

布している。更に，これらの���分子の多くは高分

子量の巨大かつ複雑な構造体を形成している。例え

ば，体内に広く豊富に存在するフィブロネクチンは，

分子量二十数万のサブユニットの２量体として生合成

されるが，���中に取り込まれる際に自己会合して

水に不溶性の巨大分子を形成する。また，それぞれの

フィブロネクチン分子は，細胞機能に関与する機能部

位としてインテグリンやプロテオグリカン結合部位を

複数箇所もっているが，それらに加えて更に，コン

フォーメーション変化やプロテアーゼ分解によって活

性を発現する機能部位を分子内部に隠している。これ

らは���分子に特有の性質で，他の���蛋白質でも

�
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認められ，特にラミニンに関しては本誌編集委員で東

京薬科大学の野水基義教授のグループによって活発な

研究が展開されているのは周知の通りである。���

分子内に隠ぺいされた機能部位は���������	���
����

と呼ばれ，特にプロテアーゼによって遊離してくる機

能性ペプチド断片は障害局所で炎症反応の進展・終結

に重要な役割を果たしていることから，テキサス�＆

�大学の�����教授等はこれらの活性ペプチド断片を

���������	��
�と呼んでその重要性を強調している。

このように，細胞接着の単なる足場と考えられていた

���は，細胞機能を制御するための多様な情報を貯

えた必要不可欠の構造体として機能しているのであ

る。���を介した細胞機能制御の分子機構を統一的

に理解するためには，個々の���分子に付与された

これらの情報の全体像を明らかにする必要が有ろう。

　筆者等は���分子の接着機能部位を解析している

過程で，フィブロネクチン分子中には，細胞接着を抑

制する機能部位が������������	
���として存在してい

る事を見出した。即ち，フィブロネクチンの１４番目の

���型リピート内の��������を含むペプチド�����１４

は，β１インテグリンを不活性化する事によって細胞

接着を抑制する。この機能部位と類似のアミノ酸配列

を検索した結果，���蛋白質分子内には意外に多く

の類似配列が存在しており，少なくとも���，���型コ

ラーゲン由来のペプチドは�����１４と類似の作用を示

す。一方，反接着性���として知られるテネシン－

�の類似配列を含むペプチド�����は，興味ある事に，

前述のペプチド群とは逆にβ１インテグリンを活性化

することが明らかになった。これらのペプチドは，細

胞接着調節作用を示すだけでなく，接着を介した細胞

機能発現，即ち，増殖，分化，遺伝子発現に多大な影

響を及ぼす事が明らかになっている。

　細胞外マトリックス分子内に存在する細胞機能調節

部位について紹介した。ペプチドを使った解析は，生

理条件下での蛋白質の高次構造をそれ程には考慮しな

いで行われるため，検出されるペプチドの活性は生理

的には意味をもたないとの批判があったが，

���������	��
�の概念から明らかなように，少なくと

も���分子に関する限りはこの批判は当たらない。

とは言え，巨大な���分子の活性を短いペプチド単

位で読み取って行くペプチド解析は，活性部位の絞り

込みに多大な労力と時間を要するという欠点がある。

しかし，機能部位がペプチドとして決定されるや否

や，その作用を媒介する受容体の同定やその構造解析

等，議論は一足飛びに本質に向かう。また，対象とし

た蛋白質が病態現象に関与している場合には，そのペ

プチドはそのまま医薬品創製のためのリード化合物に

なりうる。���の複雑な生物活性の全容が，ペプチ

ドレベルで表現しつくされることを期待している。

ふかい　ふみお　

�東京理科大学薬学部分子病態学研究室�

��������	
������������
�������　

ペプチドをツールとした 

人工細胞外マトリックスの構築

１．はじめに

　近 年，���������	����
��	す

なわち再生医工学（組織工学）

が医学・工学・薬学分野におい

て大変注目されています。再生

医工学の目的は，大きく損傷し

たり失われたりした生体組織と

臓器の治療のために，細胞を用

いてその生体組織と臓器を再生

あるいは再構築する技術を確立することにあります。

これまでは医薬で治療出来ないほど大きくそして非可

逆的に組織が欠損した場合，人工臓器と臓器移植によ

る治療が行われてきました。しかし人工臓器には，構

成材料に対する生体の異物化反応や充分な生体代行性

の欠如，時間とともに進む機能低下などの問題が，ま

た臓器移植にも供給臓器の不足や免疫系，倫理等に問

題が山積しています。そういった背景から，人工臓器

と臓器移植にある問題を解消し取って替わる治療法と

して再生医工学が注目を集め，数多くの研究が進めら

れているのです。

　再生医工学が成立するには，組織の元になる細胞と

欠損した三次元構造での細胞から組織への再生の場，

つまり細胞の増殖・接着のための足場が必要です。本

来ならば細胞外マトリックスがその役目を果たします

が，組織の欠損によりその細胞外マトリックスが欠如

した状態になるため，細胞自身によって細胞外マト

�
�
�
���
�

�
�
�
���
�

�
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リックスを再構築するまで，人工の細胞外マトリック

スを供給する必要が生じます����。

　かつて細胞外マトリックス（���������	���
������


���）は，組織の充填材として物理的構造を保つだけ

と考えられていました。しかし研究が進むにつれて，

細胞の接着・移動・分化・増殖など，細胞活性を細胞

の外側から制御する因子群として重要視されるように

なりました。細胞外マトリックスは，大きく分類する

と，構造タンパク質・グリコサミノグリカン・細胞接

着性タンパク質の３成分で構成されています。このう

ち細胞接着性タンパク質とは細胞と接着するタンパク

質の総称で，フィブロネクチン・ラミニン・ビトロネ

クチンなど数十種類の存在が確認されています。これ

ら細胞接着性タンパク質を細胞が認識し，細胞－細胞

外マトリックス間の接着を形成しているのです。この

細胞接着性タンパク質のアミノ酸配列が解明され，加

えて細胞接着に関する活性部位のアミノ酸配列も明ら

かになったことは，細胞生物学の分野だけでなく，医

学・薬学・工学の分野にも大きな影響を与えています。

これらの配列は化学合成したものでも細胞接着性を示

すことが知られているので，これを材料に用いる組織

工学を始め生医学用材料の開発まで数多くの研究者が

取り組んでいます。

　再生医工学には，『細胞』・『増殖因子』・『足場』の３

つの要因が大切だと考えられています。再生する器

官・臓器の種類・場所・再生方法によっては，必ずし

も３つの要因が揃う必要はありませんが，『細胞』は

どんな場合でも必要であり，再生医工学のキーとなり

ます。その細胞は生体内では細胞外マトリックス内で

接着し，その機能を果たしています。現在，細胞接着

性タンパク質の細胞接着部位を利用して，本来の細胞

外マトリックスに近い状態を創成するための研究が行

われています。本稿では，人工細胞外マトリックスの

構築（再生医工学）に細胞接着性ペプチド（特に����

�������（���）配列）を利用した結果を中心に，現

在展開されている研究を紹介したいと思います。

２．細胞接着性ペプチド４�５）

　細胞接着性タンパク質の代表格であるフィブロネク

チンの一次構造は，１９８０年代前半にタンパク質化学的

手法によって研究され始めました。１９８６年にデンマー

クの研究グループがウシのフィブロネクチンの一次構

造を決定し，３種類のよく似たユニットに区分しまし

た。そのユニットをモジュールと呼び，Ⅰ型・Ⅱ型・

Ⅲ型構造に分けられています。

　１９８４年に��������	����と��������	によって，細胞接

着活性に関与している部位のアミノ酸配列のうち，�

�����������	�
����（����）のわずか４残基が大変重要で�

あると報告されました。その後もフィブロネクチン�

の第２，第３の接着活性部位の解明が進み，１９８６年�

に�����������	�
����（����）が，１９９０年に�������������

����������（�����）が確認されました。その後，�����

������������������	����������
���������������������

����������������������（�������������������）

や，����������������������	
������
��	����	������
��

�����（����������	��）も報告されています。

　フィブロネクチンの水溶液中の構造も徐々に解明さ

れ，１９９８年にはフィブロネクチンのタイプⅢ第１０モ

ジュールの���を含む部分の配列の１０残基程度が，

ループ構造を形成しタンパク質の表面より飛び出てい

ると報告されました。その折り返し部分に存在する

����配列を，細胞が認識し接着していると考えられ

ています。

　また，ビトロネクチンやコラーゲンなどの他の細胞

接着性タンパク質でも同じように細胞接着部位のアミ

ノ酸配列が明らかにされていますが，フィブロネクチ

ンと共通のアミノ酸配列����������	（���）が存在

することが大変興味深いところです。これらのペプチ

ドの合成に関する化学的記載については省略します。

　ラミニンには，���配列以外に�������������	���

�����（�����）という特有の細胞接着活性部位が存在

しています。東京薬科大学の野水らは，ラミニンのア

ミノ酸配列を１０残基程度ずつ全て化学合成し細胞との

相互作用をスクリーニングすることで，新たな細胞接

着活性を有するアミノ酸配列を明らかにしました。

（詳細は本誌野水先生の項を参照ください）

３．��������での細胞接着性ペプチドを用いた

���������	����
��	

　細胞接着性オリゴペプチド����などを高分子材料

上に化学固定し，人工細胞外マトリックスや再生医工

学用足場材料などに応用するための研究が進んでいま

す。実際にはテフロン，ポリエチレンテレフタラー

ト，ポリアクリルアミド，ポリメチルメタクリレート

（����），ポリウレタン，ポリビニルアルコール

（���），エチレン・アクリル酸共重合体（���）など

�



のフィルム上に細胞接着性オリゴペプチドを化学修飾

し，表面化学的解析を行った後，種々の細胞との相互

作用を観察しています��。

　一般的には細胞接着活性部位は���と言われてい

ますが，全ての研究において����テトラペプチドか

それ以上の鎖長のペプチドが用いられています。その

理由としては，テトラペプチドより鎖長を長くする

と，第４番目のアミノ酸残基�が����などのテトラ

ペプチドのコンホメーションを安定化させて，接着レ

セプターであるインテグリンとよく相互作用するから

ではないかと考えられます。そういった結果から総合

的に判断すると，オリゴペプチドの中では����が最

も高い活性を有すると言えます。

　近年バイオテクノロジーの進歩により，遺伝子組み

換えが容易に行われるようになってきました。細胞接

着配列����，�����や�����を，遺伝子組み換えに

よりシルクフィブロイン配列中（��������������������

���）���に組み込み，合成タンパク質に変換し���とし

て利用する方法が開発されています。これは，（����

������������������	）���配列の折り返し部分に����を

１３個有する，分子量１１万の大腸菌による合成タンパク

質プロネクチン��として市販されています。これらは

合成タンパク質であるため熱・化学的に安定してお

り，オートクレーブ滅菌が可能で，無血清培地で各種

細胞に高い接着活性を示しています。

　朝倉・樋口らは同様に，シルクフィブロインモチー

フの（�������）のβ���シートの折り返し部分に細胞接

着性部位を組み込み，（�������）������（�������）��とし

て，人工細胞外マトリックスとしての利用を試みてい

ます。これらをガラス板上にコートし，線維芽細胞

��１����を用いてインターロイキン���βの産出を評価

したところ，（�������）�����（�������）��が最も効率よ

いことを明らかにしました。

　�������らは，これらと同様に遺伝子組み換え技術

で����と�����の２つの細胞接着性配列を有する

フィブロネクチン－タイプⅢ第７�１０モジュール（���

�Ⅱ�（７�１０））を作成しました。��Ⅲ�（７�１０）修飾した材

料表面上で��３�３��１骨芽細胞を培養したところ，

��Ⅲ�（７�１０）をコートした材料では，細胞接着・伸

展・接着班などがフィブロネクチンと同等か全ての点

で優れていると報告しています。これらの結果は，イ

ンテグリンα�β��に特異的に結合すると結論付け，イ

ンテグリンα�β��を介した細胞接着性材料の創成に有

望と述べています。

　著者らはペプチドの液相合成を駆使することにより，

先の遺伝子組み替えタンパク質より低分子でかつ容易に

化学合成出来る配列を設計し，遺伝子組み替えタンパク

質と同等の細胞活性を有していることを明らかにしまし

た。このペプチドは，１９９２年に���の�����らにより

�����結合タンパク質の中から発見され，塩の存在下で

自発的にβ��シートからなる膜状構造を形成することが

知られている（�������������������������������）�（���

�１６）を，����の�，�両末端（���１６��������１６）

あるいは�末端（����１６����）に導入すれば，���

部分のターン構造を安定化できるものと期待し設計し

ました。著者らが設計したペプチド（����１６�����）

では，プロネクチン以上の顕著な細胞の伸展が観察さ

れています。

　その他，アルギン酸やコラーゲンなどの天然高分子・

合成高分子ハイドロゲル上に修飾するなど，人工細胞

外マトリックスや生医学用材料の創成を目指し，多数

の研究者が各目的に向かって研究を展開しています。

４．�������での細胞接着性ペプチドを用いた

���������	����
��	

　�������での細胞接着性ペプチドを用いた再生医工

学の報告例は数少なく，三次元の足場（人工細胞外マ

トリックス）であるスポンジやハイドロゲルに����

ペプチドを修飾して用いた成果が殆どです。

　ミシガン大学の������らは，海草由来天然高分子

であるアルギン酸カルシウムハイドロゲル上では細胞

接着が見られないと指摘しています。その改善方法と

してアルギン酸のカルボキシル基に細胞接着性ペプチ

ド����を導入すると，顕著に細胞接着性の向上が見

られることを明らかにした上で，����を導入したア

ルギン酸カルシウムハイドロゲルを硬組織の再生用足

場としてデザインしています���。������と著者らは

アルギン酸カルシウムゲル内にラット頭部より採取し

た骨芽細胞や，牛関節より採取した軟骨細胞さらには

両者を混合し，����マウス背部にシリンジを用いて

インジェクションした後の骨と軟骨の再生を観察しま

した。組織切片を採取し組織学的解析の結果から，

����修飾アルギン酸の方が修飾していないアルギン

酸より，顕著な骨組織や軟骨組織の再生が観察されま

した（図１）。なお，その際にはアルギン酸の分子量

が重要であることも明らかになっています���������。

�



　細胞接着性ペプチドを再生医工学材料に応用しよう

とする試みは��������の系において多数の研究が展開

されていますが，�������で実際に三次元の足場材料に

導入した研究例はまだ少数です。細胞接着性ペプチド

が，細胞との親和性や細胞機能のコントロールなどを

向上させる一つのツールとして，今後再生医工学の場

で発展することを望みます。
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ペプチドを用いたラミニン研究

　１５年程前，私は米国国立保健

衛生研究所（���）でポスドク

としてペプチドを使ってエイズ

やがんの治療薬の研究を行って

いました。当時，���はエイズ

研究の世界の中心であったため

マスコミの出入りも多く緊張し

た時を過ごすことができまし

た。また，がんの治療薬の研究では当時としては斬新

なアプローチで，細胞内の情報伝達タンパク質のリン

�
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図１�����修飾アルギン酸と未修飾アルギン酸カルシウムハイドロゲルを用いた際の骨組織の再生
� �）����修飾アルギン酸（��������）と未修飾アルギン酸（���）を用いた際の骨組織の再生の割合比較
� �）����修飾アルギン酸を用いて骨組織を再生した際の組織切片
� （２４週後，１００×）
� �：アルギン酸，�：骨組織

�） �）

野水　基義



酸化チロシンをターゲットにした阻害剤の開発を行っ

ていました。ホットな研究テーマでとっても面白い研

究を行っていましたが，ある日，たまたま頼まれ仕事

で合成したラミニンの部分ペプチドが細胞接着活性を

示しました。実際に自分の目で顕微鏡をとおして大き

く広がった細胞をみてしまい，その感動で細胞接着と

いった生物活性に興味を持ち，ラミニンという細胞外

マトリックスのタンパク質にはまっていきました。

　細胞外マトリックス分野は，薬学部出身でペプチド

合成屋の私にとって全く理解しにくい未知の分野でし

た。最初は細胞外マトリックスがどんなものか，コ

ラーゲンやプロテオグリカンもラミニンの仲間だった

のかなどと知らないことばかりでした。細胞外マト

リックスは，日本ではあまりポピュラーな研究分野で

はありませんが，欧米では盛んに研究されており，生

命科学の中で重要な位置付けがされているといったこ

とが次第にわかってきました。私がたまたま興味を

持ったラミニンは，細胞接着，器官形成，神経網再

生，血管新生やがんの増殖転移などの様々な生命現象

や病態に深く関わっている多機能な巨大分子です。構

造的にも大変興味深いヘテロ３量体分子です。まず，

この３つの異なる鎖がどのように会合するのかを組換

えタンパクと合成ペプチドを用いて解明しました��。

ラミニン鎖の会合が�末端部分から始まり，２段階で

３本鎖が形成されるといったことがわかりましたが，

医薬分野への応用といった点で何かものたらないもの

を感じました。そこで，医薬分野への応用を目的に，

この多彩な機能を持ったラミニンの機能ペプチドを探

すことに興味が移っていきました。たまたま最初に合

成したラミニンの部分ペプチドが細胞接着活性を示し

たことに気をよくしていたので，「ラミニン分子を網

羅する部分ペプチドをシラミつぶしに合成したら，必

ず有用な活性ペプチドを発見できる」と合成屋らしい

考えで毎日ペプチドをつくっては細胞接着活性を測定

しました。それから１０年の歳月をアメリカ・カナダで

過ごしてしまい，合成して活性を測定したペプチドも

１０００種類を超えてしまいました��。１９９８年に北海道大

学大学院地球環境科学研究科に赴任してからも相変わ

らず多くの学生さんと一緒にラミニンのペプチドをつ

くっては細胞接着活性を測定していました。また，動

物細胞を用いて組換えタンパク質を作成し，それと合

成ペプチドとの活性を比較することも始めました��。

昨年，東京薬科大学に移動し，薬への応用をめざして

さらに多くの合成ペプチド（すでに３０００種類を超えま

した）と組換えタンパク質を用いたラミニンの機能部

位の解析を続けています。

　この１５年で，数多くの細胞接着ペプチドを同定する

ことができましたが，ラミニンにはいくつの活性部位

が存在するのであろうか？といった疑問が常につきま

とっています��。どうしてこんなにたくさんの活性配

列が入っているのであろうか？また，最近の知見とし

て，ラミニンがマトリックスメタロプロテアーゼなど

の酵素によって切断され，その分解産物が生命現象に

深く関与しているといったことがわかってきました。

このような分解産物である部分ペプチドは「クリプ

ティックペプチド」（タンパク質中に隠されている機

能ペプチド）と認識され，これらクリプティックペプ

チドが細胞の機能をコントロールしているのではない

かと考えられるようになってきています。そのように

考えると我々が同定してきた数多くのラミニン活性ペ

プチドは生体内で実際にクリプティックペプチドとし

て作用している可能性があり，生理学的にも重要な働

きをしているものかもしれません。この結論は，今後

の研究の展開に期待したいと思っているところです。

　次に課題になってくるのが，同定したラミニンの活

性ペプチドをどのように医薬分野に応用していくかと

いうことです。そこで，一つの方向性として最近はや

りの再生医学への応用に向けた新たなチャレンジとし

て，人工基底膜の創製を目的に研究を行っています��。

この研究は北海道で大量に捨てられているカニ殻の有

効利用を考えたことからはじまりました。カニ殻の成

分はキチン・キトサンで，地球上でセルロースに次い

で多い多糖で，地球環境を考えるとこの資源の有効利

用は大きな課題です。実際には，細胞に対してサイレ

ントな高分子多糖類であるキトサンの膜に様々なラミ

ニン由来の活性ペプチドを固定化させたペプチド�キ

トサン膜を人工基底膜として応用するものです。キト

サン膜に固定化することでペプチドの活性は増強さ

れ，細胞の分化も促進できることが明らかになってき

ました。さらに，目的の細胞あるいは組織に合わせ

て，活性の異なるペプチドを組み合わせてキトサン膜

に固定化させることにより，細胞接着のみならず細胞

の分化をコントロールすることができる可能性を示す

ことができるようになりました。現在，このペプチ

ド�キトサン膜を用いて動物実験が進行中ですが，細

胞移植に有効であるといったことがわかってきつつあ

��



ります。

　以上のように，ラミニンのシステマティックなペプ

チド解析により数多くの生物活性のあるペプチドを発

見することができました。また，これらの医薬品への

応用研究が進行しつつあります。私がラミニンの研究

を始めた当初は１種類だったラミニンも，今では１５種

類ものラミニンファミリーが発見され，ますます複雑

なものになってきてしまいました。いつの日かラミニ

ンの活性ペプチドが医薬品につながることを信じつつ

も，いつまでラミニンペプチドの合成を続けるのか終

わりのない戦いに不安を感じる今日この頃です。
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第４２回ペプチド討論会

主　催　日本ペプチド学会

共　催　日本化学会，日本薬学会，日本農芸化学会

会　期　平成１７年１０月２７日�（木）�～１０月２９日�（土）

会　場　千里ライフサイエンスセンター

　　　　（豊中市新千里東町１丁目４番２号）

発表申込・アブストラクト締切　８月３１日（水）

　（今回は，発表申込・アブストラクト締切が同日と

なっていますのでご注意願います）

受諾通知　９月１５日頃

討論主題　１）アミノ酸・ペプチドの化学

　　　　　２）生理活性ペプチドの単離精製，構造決

定および合成

　　　　　３）ペプチド合成の新規な戦略と方法論
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　　　　　４）ペプチドの構造－機能相関

　　　　　５）ペプチドの医学・薬学的研究

　　　　　６）ペプチドのコンホメーション

　　　　　７）ペプチドの�������設計

　　　　　８）その他　広くペプチド科学に関する研究

発表形式　�）�口頭発表：日本語あるいは英語による

一般講演（討論を含めて２０分，液晶プ

ロジェクター使用）。約�１��３�は英語発

表のセッションといたします。

�）�ポスター発表

注：プログラム編成により発表形式の変更を

お願いすることがあります。口頭発表は

英語発表を優先します。同じ研究室から

２件以上の発表を希望される場合，２件

目以上は英語発表としていただきます。

発表申込方法　討論会ホームページより入力フォーム

をダウンロードし，電子メールおよび

郵送の両方でお願いします。

事前参加登録　１０月１日（土）締切

　　　　　　　参加申込は電子メール（４２��������	
�

　　　　　　　�����������	）でお願いします。

参加登録料　　１０月１日まで（一般参加料にはプロ

シーディング代が含まれます）一般：

（学会員）５，�０００円，（非会員）１１，�０００

円。学生：（学会員）１，�５００円，（非会

員）４，�５００円。なお，１０月１日以降は

一般会員で１０００円，学生会員で５００円

高くなります。また，今回より共催学

会員枠を廃止いたします。プロシー

ディング代�２，�０００円。

懇親会　　　　千里阪急ホテル。参加費：一般�８，�０００

円，学生�４，�０００円

討論会世話人　若宮建昭　近畿大学理工学部理学科

電話　　　　　０６�６７２１�２３３２（内線４１２６）
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討論会事務局�〒５７７�８５０２　東大阪市小若江３�４�１

� 近畿大学理工学部生命科学科

　　　　　　　日高雄二

� ���０６�６７２１�２３３２（内線４４８２）
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討論会ホームページ

� �����������	�
��������	��������４２

� （日本ペプチド学会ホームページから

もリンクできます）
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京都薬科大学２１世紀���プログラム�

プロテオーム支援室開設記念シンポジウム

　「天然・伝承薬物とプロテオーム科学」

　日�時：�平成１７年７月１６日�（土）�１３�００～１８�３０

　場�所：�京都薬科大学�愛学館�愛学ホール

　詳�細：������������	
�����������������

【学会より】

第６回オーストラリアペプチドカンファレンスへの若

手研究者の参加支援（JPS Travel Award）について

　平成１７年（２００５年）１０月に開催される第６回オースト

ラリアペプチドカンファレンス（���）に参加し，研究

発表する２００５年４月１日現在で３５歳以下の若手研究者

２名程度に参加支援金５万円／人を支給します。希望者

は，２００５年８月１９日（金）までに，必要事項（氏名，会

員番号，所属および身分，生年月日，提出したアブスト

ラクト，受理通知先電話番号あるいはメールアドレス，

推薦者の名前，会員番号，所属および連絡先）を書き，

������（������������	
��
�������
��
��，���ファイ

ルとして提出したアブストラクトを添付）で庶務担当

下東康幸理事に申し込んでください。やむを得ない場

合は郵送でも結構です。選考は学会賞等選考委員会で

行い，９月中旬までに結果をお知らせします。

　なお，旅費の支援が決定された後，参加を取りやめ

た場合には支援金を返却していただきます。また，

���からの助成金との重複受領はできません。
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野水　基義（東京薬科大学薬学部）
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（本号編集担当：野水　基義）


