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研究成果の概要（和文）：人工的にデザインしたペプチド性足場材料を用いて細胞を三次元的に培養し、培養空
間における細胞外環境をリアルタイムにイメージングするための手法を新たに開発した。細胞の三次元培養のた
めに生理活性配列RGDSを導入した自己組織化ペプチドと、弱酸性環境で発蛍光性となる蛍光pHプローブRhoB-Aib
を導入した自己組織化ペプチドを併用したペプチドゲル内で乳がん細胞MCF7を三次元的に培養することができ
た。また、培養日数の経過に伴って増殖したMCF7細胞外のRhoB-Aibの蛍光強度が増大し、がん細胞外が弱酸性環
境になる過程をリアルタイムに可視化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed a new method to visualize extracellular environment of cancer 
cells cultured in 3D scaffolds composed of self-assembling peptide materials.  We synthesized 
self-assembling peptide derivatives conjugated with a bioactive sequence (RGDS) and a pH sensitive 
fluorescent probe (RhoB-Aib).  MCF7, a breast cancer cell, was successfully cultured in a 3D peptide
 hydrogel.  In addition, an acidic environment of extracellular region was visualized by the 
fluorescent pH probe.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ペプチド　自己組織化　ヒドロゲル　細胞　三次元培養　イメージング　pH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は三次元的な細胞培養材料と蛍光イメージングプローブを駆使して、これまでに対象とされていなかった
細胞外・細胞間の「空間」を新たなイメージング対象とする革新的な研究である。本研究は、がん細胞の悪性化
の一因と考えられている細胞外酸性環境を蛍光によりリアルタイムにイメージングした最初の研究であり、がん
疾患のメカニズム解明に貢献することが期待され、学術的に意義のある研究である。また、腫瘍に特有の微小環
境を標的とした新しい創薬にも応用できると考えられ、社会的にも有意義な研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

蛍光プローブや蛍光タンパク質を利用して細胞内や細胞表層の微小器官や生体分子を高解像度で

イメージングすることにより、分子レベルでの生命現象の詳細な解析が広く行われている。その一方で、

離れた細胞間や細胞集団の間に存在する空間、すなわち「細胞外環境」にはほとんど目が向けられて

いない。例えば、細胞外の pH・温度・栄養成分の分布は細胞活動に大きな影響を与える。一方で、細

胞は成長や分化の過程において細胞外マトリックスや成長因子を産生して能動的に増殖や分化に適し

た環境を形成し、またサイトカインや情報伝達物質、エクソソームなどを分泌して空間を介した細胞間コ

ミュニケーションを成立させていることが明らかにされつつある。さらに、がん転移などに見られる細胞の

移動過程にはプロテアーゼ分泌による細胞外マトリックスの分解や細胞外における遊走因子の濃度勾

配形成が関与している。つまり、細胞外には細胞の増殖・分化・移動・細胞間コミュニケーションなどに

大きく影響する種々の因子が存在し、それらをリアルタイムにイメージングすることが、細胞の機能や個

性を理解する上で重要であると言える（図 1）。 

従来の培養皿を用いた二次元での培養法で

は、細胞が本来存在している生体内の環境を再

現することはできない。また、細胞外の空間にイ

メージングのためのプローブを固定することがで

きないため、細胞外環境をリアルタイムにイメー

ジングする手法は確立されていないのが現状で

ある。 

 

 

 

２．研究の目的 

 これまでに、精密に設計したペプチド（自己組織化ペプチド）が温和な条件下、水中で自己組

織化してナノファイバーネットワークを形成し、ヒドロゲルを与えることを見出している。本研

究では、自己組織化ペプチドに生理活性配列を導入して高機能化することにより、細胞の三次元

培養の足場材料を創製することを目的の 1 つ

とした。また、自己組織化ペプチドに pHを蛍

光イメージング可能なプローブを導入するこ

とで、細胞外環境に三次元的にプローブをレイ

アウトし、細胞外 pH環境を蛍光イメージング

する手法を確立することを目的とした（図 2）。 

 

 

 

３．研究の方法 

（1）生理活性配列を導入した自己組織化ペプチドの合成と自己組織化能の評価 

 生理活性配列として、細胞接着促進配列である RGDSおよび PHSRNを選択し、固相合成法により合

成した。これらのペプチドの N 末端をブロモアセチル化し、自己組織化ペプチド u(FFiK)2のアミノ基と

固相担体上で反応させ、生理活性配列を導入した自己組織化ペプチドを合成した。合成したペプチド

は逆相 HPLCによって精製し、MALDI-TOF MSにより同定した。生理活性配列を導入した u(FFiK)2誘

導体と u(FFiK)2 を混合して共組織化させ、ヒドロゲルを形成させた。共組織化したペプチドナノファイバ

図 1. 細胞中のタンパク質・小器官などのマルチカラー
蛍光イメージングとイメージング対象と成り得る細胞
外環境の例 

図 2. 自己組織化ペプチドからなるヒドロゲルを足場
材料とした細胞の三次元培養と細胞外環境イメージ
ングの概略 
グ対象と成り得る細胞外環境の例 



ー上への生理活性配列の提示は、ビオチン標識した生理活性配列導入 u(FFiK)2誘導体を金ナノ粒子

で標識したストレプトアビジンで検出することにより評価した。 

 

（2）蛍光 pHプローブの合成と機能評価 

 当初、使用予定であった蛍光 pHプローブの量子収率が低かったため、量子収率が高く明るい蛍光を

示すローダミン B（RhoB）を母骨格として蛍光 pH プローブの合成と機能評価を行った。RhoBに種々の

アミノ酸メチルエステル誘導体を縮合させ、蛍光 pH プローブ候補化合物を合成した。腫瘍組織ではが

ん細胞外の pHが約6程度の弱酸性になることを指標として、合成した化合物の pH滴定実験を行った。 

 

（3）細胞の三次元培養法の確立 

 乳がん組織由来の MCF7 細胞と非がん組織由来の HEK293 細胞を用いた。ペプチドゲル内での細

胞の様子を蛍光観察するため、sfGFPを安定発現する細胞株を樹立して実験に用いた。共組織化にお

ける生理活性配列の割合を変えたペプチドゲル内に sfGFP-MCF7 と sfGFP-HEK293細胞を内包させ、

細胞培養を行った。また、死細胞を PIで染色し、細胞毒性についても評価を行った。 

 

（4）細胞外酸性環境の蛍光イメージング 

 生理活性配列と蛍光 pH プローブをそれぞれ導入した u(FFiK)2誘導体を用いて調製したペプチドゲ

ル内で、sfGFP-MCF7 と sfGFP-HEK293細胞を培養し、細胞外 pH変化を経時的に蛍光イメージングし

た。 

 

４．研究成果 

 固相担体上で生理活性配列と u(FFiK)2誘導体を

反応させることにより、生理活性配列を導入した

u(FFiK)2 を合成することに成功した。本研究で選択

した RGDS や PHSRN に限らず、他のさまざまな生

理活性配列を導入することができる汎用的な合成方

法を確立した。 

 赤外吸収スペクトル測定の結果、生理活性配列を

導入した u(FFiK)2 誘導体は、u(FFiK)2 と同様にシ

ート構造を形成することを明らかにした。また、共組

織化させたナノファイバーを透過型電子顕微鏡によ

り観察した結果、生理活性配列がペプチドナノファイ

バー上に提示できることを明らかにした（図 3）。 

 次に、ペプチドゲル内で細胞培養を行った結果、MCF7 および HEK293 のいずれの細胞も三次元的

に内包でき、10 日間以上の培養が可能であることを確認した。この際、ペプチドゲルは細胞に対して毒

性を示さなかった。また、RGDS を提示したペプチドゲルは u(FFiK)2単独のゲルと比較して、細胞増殖

を促進することがわかった。 

 蛍光 pHプローブをレイアウトしたペプチドゲル内でMCF7を培養した結果、培養 3日目からプローブ

の蛍光強度が増大し、細胞外 pH が弱酸性環境になることをリアルタイムで可視化することに成功した。

HEK293の場合、培養日数が 10日の場合でも蛍光強度の増大は見られず、がん細胞に特有の微小酸

性環境を可視化できていることが示唆された。 

 以上の結果から、高機能化した自己組織化ペプチドゲルを用いて細胞の三次元培養が可能であり、

図3. Biotin-RGDS-u(FFiK)2を共組織化させたペプチ
ドナノファイバーの透過型電子顕微鏡画像.  提示
された Biotin-RGDS を金ナノ粒子標識したストレ
プトアビジンで検出している。 



細胞外環境をリアルタイムにイメージングする手法を確立することができた。 
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