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研究成果の概要（和文）：　生体内で使用する人工血管等の高分子材料に高密度配向集積するタンパク質材料を
開発するため、構造部位として人工血管内面に集積する基本骨格配列を設計した。一方機能部位として、細胞接
着能を有するペプチド配列を利用した。上記の構造部位、機能部位を組み合わせて設計したタンパク質の遺伝子
構築を行い、組換え大腸菌を作製し、目的のタンパク質を得た。得られたタンパク質の疎水性高分子材料表面へ
の集積状態は、免疫化学的手法により評価した。その結果、タンパク質が疎水性高分子材料表面に、強固に集積
できることが明らかとなった。さらに、タンパク質を集積した疎水性高分子材料表面は優れた細胞接着性を有す
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　We constructed a novel multi-functional protein which can assemble on a 
hydrophobic surface with high density and high orientation. A structural unit with hydrophobic 
property was combined with functional unit with cell adhesive activity. The designed protein was 
expressed in E.coli and purified with affinity chromatography. The resulting protein was assmbled 
well on the hydrophobic polymer which was generally used for the artifical blood vessels. 
Furthermore, the surface of the protein-assembeld hydrophobic polymer showed well cell adhesive 
property. 
 The newly constructed protein in this study would be a useful material for the artifical blood 
vessels.   

研究分野： タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 
現在人工血管として多用されている疎水

性高分子材料は、短期間は血管代替機能を発
揮するものの、血栓形成がみとめられ長期使
用は不可能である。またこのため小口径人工
血管では目詰まりを起こし、内径 3 mm 以下
の人工血管はバイパス血管として需要が高
いにも関わらず未だ実現されていない。そこ
で本研究は人工血管の材料として使用され
ている疎水性高分子材料表面と細胞・血液の
インターフェイスとなる生体融和型タンパ
ク質材料の開発を目指して行った。代表者は
これまでに、タンパク質分子集積  (J. 
Biotechnol., 150, 447-451, 2010)や細胞機能
制御 (Biomaterials, 29, 2977-2986, 2008, 
Biomaterials, 34, 3315-3323, 2013) 等を目
的とした人工タンパク質機能材料の設計・合
成に関する研究を行ってきた。このようなタ
ンパク質材料を生体内利用へと展開するに
あたって、タンパク質の特性を活かした適切
な機能化が必要と考え、本申請課題を着想す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、生体内で使用する人工血管等の

高分子材料に高密度配向集積する多機能タ
ンパク質材料の開発を目的として行った。多
機能タンパク質は、細胞の接着状態を制御可
能、かつ血小板の吸着を阻害する複数の機能
ペプチド配列を、疎水性で安定な構造を有す
る基本骨格となる構造ユニットに、配向・配
置を精密に制御して組み込むことにより構
築する。本研究により、生体内での使用にお
いても拒絶されることなく機能発現できる、
生体融和性を有するタンパク質材料が開発
できれば、心筋梗塞や脳血管疾患の治療にお
いて切望されている、小口径人工血管の構築
が可能となり、材料開発の基礎研究、臨床応
用両面にわたる多大な貢献が期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）構造ユニットの設計と合成 
本研究では、人工血管内面に集積する基本

骨格配列を、天然エラスチンの配列に基づい
て設計した。エラスチンは哺乳類の血管や腱、
筋肉など弾性に富む組織に存在するタンパ
ク質で、(APGVGV)n や(GVGVP)n といった特徴
的な繰り返し配列を有する。これらの配列は
疎水性に富み安定な構造を形成するため、
ePTFE の疎水性表面に疎水性相互作用により
容易に集積することができる。またもともと
生体由来の配列であるため、生体適合性に優
れているという大きな利点がある。設計した
アミノ酸配列に基づいて遺伝子構築を行い、
大腸菌で遺伝子発現が可能な発現ベクター
を作製した。このベクターを大腸菌に導入し
て組換え大腸菌を作製し、タンパク質の合
成・精製を行った。 
（２）機能ユニットの設計と合成 
細胞接着部位として、フィブロネクチン由

来の RGD 配列、PHSRN 配列等を利用した。こ
れらの配列はそれぞれ細胞膜表面のレセプ
ターを介して細胞接着することが知られて
おり、さらに両配列が相乗的に働き、細胞接
着能を増強する。しかし、相乗効果が有効に
発現されるためには両配列間の距離を 50 nm
程度に制御する必要があり、精密な設計が要
求される。また血小板の吸着阻害配列として、
コラーゲンに存在する GEOGER 配列を利用し
た。血小板が吸着しなければ材料表面に血小
板の凝集、血栓形成が起こらず、小口径動脈
用の人工血管が構築可能であり、また長期使
用に耐え得ることが期待される。これらの機
能配列を分子配向、分子間距離等を精密に制
御しながら基本骨格に組み込み、生体融和型
タンパク質材料とした。 
（３）疎水性高分子基板への集積と細胞接着
能評価 
 得られたタンパク質を、人工血管材料とし
て多用されている ePTFE 表面に集積した。機
能部位の配向・配置について、分光学的手法、
免疫化学的手法、電子顕微鏡観察等により評
価した。また ePTFE 表面に集積したタンパ
ク質材料に血管内皮細胞を播種し、生理食
塩水フローによるシェアストレス下細胞接
着状態を評価した。さらに ePTFE 表面に
集積したタンパク質材料に血清を添加し、
血小板の吸着状態を評価した。 
 
４．研究成果 

   図 1 本研究の概念図 
 
生体内で使用する人工血管等の高分子材

料に高密度配向集積する多機能タンパク質
材料を開発するため、構造部位として人工血
管内面に集積する基本骨格配列を、天然エラ
スチンの配列に基づいて設計した。エラスチ
ンに存在する (APGVGV)n や(GVGVP)n といっ
た特徴的な繰り返し配列は疎水性に富み安



定な構造を形成するため、疎水性高分子であ
るePTFEの表面に疎水性相互作用により容易
に集積することができる。また元来生体由来
の配列を元に設計しているため、生体適合性
に優れているという大きな利点がある。一方
機能部位として、細胞接着能を有するフィブ
ロネクチン由来の RGD 配列、ラミニン由来の
IKVAV 配列等を利用した。これらの配列はそ
れぞれ細胞膜表面のレセプターを介して細
胞接着することが知られている。血管内皮細
胞が生着すれば、血小板の吸着を抑制できる
ため材料表面に血小板の凝集、血栓形成が起
こらず、小口径動脈用の人工血管が構築可能
であり、また長期使用に耐え得ることが期待
される。 
図 2 本研究で構築したタンパク質 

 
上記の構造部位、機能部位を組み合わせて

設計したアミノ酸配列に基づいて遺伝子構
築を行い、大腸菌で遺伝子発現が可能な発現
ベクターを作製した。このベクターを大腸菌
に導入して組換え大腸菌を作製し、目的のタ
ンパク質を得ることができた。得られたタン
パク質を、人工血管材料として多用されてい
る疎水性高分子材料表面に集積した。集積状
態は抗体を利用した免疫化学的手法により
評価した。その結果、タンパク質が疎水性高
分子材料表面に、疎水性相互作用により強固
に集積できることが明らかとなった。 

図 3 ePTFE シートへの吸着能 
 
さらに、タンパク質を集積した疎水性高分

子材料表面に血管内皮細胞を播種し、観察す
ることにより、優れた細胞接着性を有するこ

とが明らかとなった。 
以上の結果より、本研究で構築した多機能

タンパク質材料は、小口径人工血管を実現す
るための材料として利用できる可能性が示
された。 
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