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研究成果の概要： 
ポリ-L-乳酸（PLLA）結晶化表面に特異的に結合するペプチドのスクリーニングに成功した。

PLLAに対する特異的な結合には、疎水性アミノ酸であるアラニンおよびロイシン残基、塩基性

アミノ酸であるヒスチジンおよびアルギニン残基の寄与が特に大きいことを明らかにした。ア

ミノ酸配列を同定したペプチドは、PLLA結晶らせん構造の微細な違いを識別できることを明ら

かにした。 
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１．研究開始当初の背景 
ポリ乳酸（polylactide, PLA）は、分解に
より生成する乳酸が代謝可能であり、加えて
生体適合性、力学的強度に優れることから、
吸収性縫合糸や骨固定剤として既に実用化
されている代表的な合成ポリマーである。そ
の一方で、PLAは結晶性が比較的高いため分
解速度が極端に遅い、また反応性官能基を持
たないことから化学修飾が容易でない、など
の欠点があり、現状ではその用途はごく狭い
範囲に限定されている。これまでに合成化学
的手法あるいは低温プラズマ照射処理に代
表される物理的手法により、PLA表面にカル

ボキシ基やアミノ基などの反応性官能基を
導入する手法が報告されており、導入した官
能基を介して生理活性物質を共有結合によ
り担持することで、PLA表面への細胞接着性
の向上を達成できることが示されている。し
かしながら、PLA分子の化学構造を完全に維
持したまま表面修飾を達成した例はなく、総
じて、PLA表面の機能特性の向上を図ると、
その一方でバルク特性の低下を回避できな
いなど、決定的な手法の確立には至っていな
い。 
一方、研究代表者らは、生物学的コンビナ
トリアルケミストリーの一手法であるファ
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ージディスプレイ法の適用により、生体適合
性ビニルポリマーの一つであるポリメタク
リル酸メチル(PMMA)に特異的に結合するペ
プチド配列の同定に成功した。同定したペプ
チドは PMMA の側鎖の立体規則性のわずか
な違いを識別することが可能であり、合成ポ
リマーと生体分子であるペプチドを、特異的
な非共有結合によりハイブリッド化できる
こと、つまり、ポリマー表面と相互作用可能
なペプチドを介してより反応性の高い官能
基を導入することが可能であることを示し
た。 
 
２．研究の目的 
PLA表面を特異的に認識し結合することが
可能なペプチドをファージディスプレイ法
を用いてスクリーニングすることを目的と
した。認識ペプチドの種々のPLA薄膜に対す
る結合特性を相互作用の動力学解析により
評価した。 
 
３．研究の方法 
ポリ乳酸表面に特異的に結合するペプチ
ド配列を、ランダムペプチドライブラリーか
らスクリーニングした。ランダムペプチドラ
イブラリーは、大腸菌を宿主とするバクテリ
オファージ（M13繊維状ファージ）のコート
タンパク質上に提示したライブラリーを使
用し、ペプチドの構造は、直鎖（7または12
残基）または環状（7残基）とした（図１）。
スピンコート法により調製したポリ-L-乳酸
（poly(L-lactide), PLLA）の結晶化超薄膜
フィルム（α-form）または交互積層法によ
り調製した PLLA結晶化超薄膜フィルム（β

-form）を用い、親和性を指標とした選択に
よりそれぞれの PLLA結晶化フィルムに結合
するファージを濃縮した（図２）。 
濃縮されたファージのPLA結晶化膜に対す
る結合能を Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA)により評価した。 
ELISAにより評価した相対的な結合特性が
良好であった配列について、Fmoc固相化学合
成法によりペプチドを調製し、その結合能を
表面プラズモン共鳴(SPR)を用いた相互作用
の動力学解析により評価した。 
 
４．研究成果 
PLLA(α-form)に対し、4ラウンドのファー
ジ濃縮操作の後、クローニング、遺伝子配列
決定を行い、9種類の直鎖状 7残基ペプチド
のアミノ酸配列を同定することに成功した
（図3）。 
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図２ PLLA(α-form)スピンコート膜の
調製法およびペプチド提示ファージの濃
縮操作方法の概略図 
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図１ 使用したペプチドライブラリー提
示バクテリオファージの構造概略図 

図 3 選択されたファージが提示するペ
プチド配列およびELISA法により評価し
た選択ファージの PLLA(α-form)とＰＭ
ＭＡフィルムに対する相対的な結合強度 



 

 

図 4 Langmuir吸着プロット 
 
表 1  ELISAにより決定した選択ファージの

見かけの結合定数 

 
ELISAによる評価から、選択されたすべて
のペプチド提示ファージにおいて、Langmuir
吸着を仮定して算出した PLLA(α-form)膜に
対する見かけの結合定数（Kapp）は 10

9 M-1オ
ーダーを示し、ランダムペプチド提示ファー
ジと比較して大きいことが確認された（図３, 
図4、表1）。また2種類のファージクローン
(c22: QLMHDYR、c30: AHPALPL)については、
参照ポリマーとして使用した構造類似体で
あるアタクチックポリメタクリル酸メチル
(PMMA)に対してよりも PLLA(α-form)膜に対
して相対的に強い結合を示したことから、こ
れらファージは PLLA(α-form)に対して特異
性を有することを見出した（表１）。 
選択されたファージが提示するペプチド
に含まれるアミノ酸の頻度解析の結果から、
PLLA(α-form)に対する結合においては、疎
水性アミノ酸であるアラニン(A)およびロイ
シン(L)残基、塩基性アミノ酸であるヒスチ
ジン(H), アルギニン(R)残基、および水酸基
を有するセリン(S)残基の寄与が重要である
ことを明らかにした（図５）。 

 

 
図５ 選択されたファージの結合特性に  
基づくアミノ酸の出現頻度解析 
 
 
化学合成法により調製したモノメリック
なc22ペプチドのPLLA(α-form)フィルムに
対する結合量を、10 mM HEPES緩衝液, 150 mM 
NaCl (pH 7.4), 25 ℃の条件下において、SPR
法を用いて観察したところ、c22ペプチドは
濃度依存的に結合量が増加することが分か
った（図６）。 
 

 
図６ SPR法を用いたc22ペプチドのPLLA 
(α-form)フィルムに対する結合の観察 
 
Langmuir吸着を仮定した動力学解析から、
c22ペプチドは、PLLA(α-form)に対し6.1×
104 M-1の結合定数を示すことが分かった（表
２）。これに対し、PLLAのβ-form結晶ある
いはアモルファス膜に対する結合定数はそ
れぞれ1/4、1/9に低下することが分かった。
すなわち当該ペプチドはPLLAの結晶多形を
識別し特異的に結合できることを明らかと
した。一方、PLLA(α-form)の光学異性体で
あるPDLA(α-form)に対しては、同程度の結
合定数を示したことから、c22ペプチドは、
光学異性に基づく結晶形の識別はできない
ことがわかった。 
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表２ SPR法により決定したc22ペプチドの
種々のポリマー膜に対する相互作用の動力
学パラメータ 

 
 
これまで、ポリ乳酸に対してペプチドある
いはタンパク質は結合しにくいと言われて
きたが、本研究でスクリーニングに成功した
ペプチドは、鎖長が７-merとペプチドとして
も極めて短い部類にはいるが、それにもかか
わらず、104 M-1オーダー後半の結合定数を示
した。このようなペプチドの報告は、本研究
が初めてである。さらには、当該ペプチドは、
PLLA結晶多形(PLLAらせん構造のピッチの違
い)を識別できることも見出したが、このよ
うな識別能を有する分子はペプチドのみな
らず、あらゆる有機低分子においても報告は
なされていない。 
一方、交互積層法を用いて調製した最外層
がPLLAのβ-form結晶膜に対してファージデ
ィスプレイ法を適用し、4ラウンドのファー
ジプールの濃縮操作の後、3種類のPLLA(β
-form)結合性ペプチド配列を同定した。
ELISA解析の結果、見かけの結合定数が1010 
M-1オーダーに達する極めて強い結合を示す
ペプチドを見出すことに成功した。 
これらペプチドを機能性タンパク質に導
入した組換え融合タンパク質を作製し、ポリ
マー膜に対する結合挙動を観察したところ、
108 M-1オーダーの結合定数で、基板に対し極
めて強くかつ大量にタンパク質を固定化で
きることを確認し、ポリ乳酸表面を機能性分
子で修飾するための新規手法になることを
見出した。本手法は様々なポリマー分子に適
用可能であることから、ポリ乳酸のみならず
ポリマー表面の機能性分子の修飾法として
汎用性の高い手法になることが期待される。 
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