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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロプラスチックの環境汚染が問題となる中、それらを捕捉する新
素材を開発することを目指した。調製される素材は、現在利用されていない天然由来タンパク質の活用を目指
し、タンパク質を感温性ペプチドを用いて架橋することで網目構造を形成し粒子サイズや物質の性質に対応した
網目構造を構築することで、粒子の捕集・脱着能を持った人工網モデル素材を調製した。また、架橋のためのさ
まざまな感温性ペプチドアナログを調製し、高機能なペプチドを見出した。これらの結果より、マイクロプラス
チック粒子や有害化学物質を除去可能な素材の開発への道筋が開かれた。

研究成果の概要（英文）：In this study, with the problem of microplastic pollution in the 
environment, we aimed to develop a new biomaterial to capture them. The material was designed to 
utilize currently unused natural proteins, forming a network structure by cross-linking proteins 
with thermosensitive peptides. By adjusting the mesh structure according to particle size and 
material properties, an artificial mesh model material was prepared with the ability to capture and 
release particles. Various thermosensitive peptide analogs for cross-linking were prepared, and 
high-functioning peptides were identified. These results have paved the way for developing materials
 capable of removing microplastic particles and harmful chemicals.

研究分野：ペプチド科学

キーワード： 天然タンパク質　ペプチド　循環型社会　環境調和型素材　未利用資源活用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的な意義としては、機能性ペプチド分子、ここでは温度応答性ペプチドをタグとして天然タンパク質に結合
させることにより、そのペプチドの機能をタンパク質に付与し、機能の発揮が可能となる事例を示したことであ
る、また、社会的な意義としては、未利用未活用のタンパク質など、さまざまなタンパク質に機能性ペプチドタ
グを結合させることで、簡便にその機能を持った新素材、しかも環境にやさしいタンパク質製のアミノ酸のみか
らなるバイオ素材の調製が可能となるなど、循環型環境調和型社会の形成に寄与する新しい機能性素材の作成例
を本研究において示すことができたということである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
新しいバイオ素材の１つとして注目されている化学合成したエラスチン由来ペプチド（ELP）
は優れた凝集性を持つものの、高コストが問題となっていた。そこで、廃棄される生物由来タン
パク質を活用し、ELP でタンパク質間を架橋することにより温度に応じて形を変える網目状素
材の作成を構想した。豚や魚の組織からエラスチンやコラーゲンを含むタンパク質原料を大量
に調製する技術を活用することで、資源の有効利用と低コスト化に貢献し、マイクロプラスチッ
クの回収環境適応性バイオ素材としての応用を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、天然由来タンパク質を原料とし感温性ペプチドで架橋することで、マイクロプラ
スチックの捕集素材の開発を目指した。エラスチンやエラスチン由来ペプチド（ELP）は温度に
応じて凝集し、コアセルベートを形成する。この特性を利用し、ELP でタンパク質を架橋する
ことでマイクロプラスチックに対応した網目構造を作り出し、温度依存的に捕集・脱着が可能な
素材を生成することとした。これにより、マイクロプラスチックや有害物質を除去することが可
能な、天然アミノ酸で作られた安全なバイオ素材の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
温度に応答して凝集性を発揮する弾性タンパク質・エラスチンの内部アミノ酸配列(Val-Pro-
Gly-Val-Gly)n を元に我々が見出した、より低濃度で、かつ、より低分子鎖長で自己凝集能を示
す ELP・(Phe-Pro-Gly-Val-Gly)n（以下、FPGVG と略す）を母体として、より高機能な ELP リン
カーを開発した。これを用いて天然のエラスチンや天然由来のタンパク質に対して分子架橋を
行い、温度依存的に構造を変化させる網目構造の構築を行った。特に、本研究では、マイクロプ
ラスチック粒子の捕捉に最適な網目構造を有するマイクロ粒子捕集素材の調製をめざした。 
 
①タンパク質溶液の調製 
ブタ大動脈、および、マグロ動脈球から、我々の開発した熱アルカリを用いる同時抽出法 によ
りそれらを可溶化し、エラスチン(Elastin: E)とコラーゲン(Collagen: C)を含むタンパク質溶
液(EC タンパク質溶液)を調製し、その効率的な調製方法や抽出物の性質解析を実施した。 
 
②リンカーペプチドの開発と調製 
リンカーペプチドとしては、FPGVG を母体としてのペプチド鎖長やアミノ酸残機をさまざまに変
化させたアナログ(5〜20 アミノ酸残基)を調製し、架橋反応や機能発揮に効率的なリンカーの調
製を進めた。なお、このリンカーは、別途、汎用的温度応答性タンパク質架橋剤としての利用も
検討した。合成したペプチドの凝集温度特性、溶解性を解析し、以後の粒子の吸着、および、脱
着温度の検討に用いた。 
 
③リンカーペプチドによる架橋反応 
EC タンパク質溶液に対して、合成したリンカーペプチドを用いて、タンパク質の架橋反応を行
った。架橋条件を種々検討し、最適な網目構造をもつ架橋素材が形成されるかを検討した。 
 
④架橋体の性状観察 
合成した架橋体について温度依存的コアセルベーション能を温度可変セルホルダー付分光光度
計による濁度法で、コアセルベートの粒子径を動的光散乱測定装置(DLS)、コアセルベートの形
状観察を蛍光顕微鏡するなど、物性情報の収集を行った。 
 
⑤プラスチック粒子結合性の解析 
各種サイズの蛍光ポリエチレン粒子を水中に懸濁し、これに架橋素材を加え温度を上昇させる
ことで、自己凝集を起こさせた。ゲル化した凝集体を系から沈降・除去し、ゲルと結合している
粒子の数を、溶液に残存している蛍光ポリエチレン粒子数をセルカウンターで計測することで
算出した。その後、ゲルを低温にして素材の凝集構造を変化させ、蛍光ポリエチレン粒子が分離
されるかを調べた。 
関連して、プラスチックの原料として用いられる化学物質・ビスフェノール A（BPA）の水溶液
に架橋素材を添加し、温度上昇に伴う自己集合・沈降により溶液中からの BPA 除去が行えるかに
ついて、超高速液体クロマトグラフィーを用いた定量分析により検討した。 
 
４．研究成果 
(1)タンパク質溶液の調製 
ブタ大動脈およびマグロ動脈球を素材として、タンパク質溶液の調製を行った。従前、動物組
織から 特定のタンパク質素材を単離するため、様々な調製法が用いられてきた。我々の開発し



た熱アルカリを用いる抽出法を応用し、タンパク質精製を妨害する脱脂処理を行った生体組織
を可溶化することで、可溶化組織液からエラスチン(Elastin: E)やコラーゲン(Collagen: C)な
ど、様々な成分を含むタンパク質溶液(EC タンパク質溶液)を調製した。この処理において、従
前は、図１-左のような不溶性の溶け残りが生じ、廃棄されていたが、素材質量に対する抽出試
薬の量比を変化させ、最適条件を見出すことで図１−右のように溶液全体を可溶化し、その利用
効率を高めることに成功した。これにより、EC タンパク質溶液中のタンパク質収量を約 145％ま
で増加させることができた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図１ 可溶性タンパク質溶液の調製 

左：従来法の調製過程で生じたタンパク質不溶性残渣、右：可溶化されたタンパク質溶液 
 
この溶液について、有効成分を分離するための方法の検討、及び、溶液に大量に存在する無機塩
の脱塩処理について検討を実施した。得られた EC タンパク質について分子量分布の解析を行っ
たところ、いずれも幅広い分子量分布を示した。また、アミノ酸分析の結果、エラスチンに特有
のアミノ酸であるデスモシン類を含有し、かつコラーゲンに特有のヒドロキシプロシンを含有
し、エラスチン及びコラーゲンが含まれているタンパク質成分であることが示された。さらにブ
タ及びマグロ動脈球由来のいずれの試料もエラスチンが有する温度依存的な温度変化であるコ
アセルベーション能を有し、バイオ素材の原料として有用であることが示唆された。 
 
(2)リンカーペプチドによる架橋反応 
EC タンパク質溶液は、自己凝集に与える架橋反応の影響を調べるため、まず、一般的な縮合剤
試薬を用いて架橋反応を行った。24 時間反応物についてはゲルクロマトグラフィーにおいて早
期に溶出される高分子画分に凝集体形成が確認されたが、その他には凝集が見られなかった。一
方で、より高い凝集能を獲得するため、エラスチンペプチドを用いたリンカーペプチドによる架
橋反応を検討した。リンカーペプチドとして、さまざまなエラスチンペプチドアナログを合成し
て反法を行ったが、それらの中から、タンパク質鎖間架橋に有用であるウレア型のジカルボン酸
型ペプチドを開発することができた（図２）。この他にも、3量体、4量体のエラスチンペプチド
からなる多量体アナログを調製し、それらの自己凝集能を濁度法を用いて検討した。その結果、
タンパク質との化学結合形成に必要な官能基を持った、単量体結合型、2量体結合型のエラスチ
ンペプチドアナログがタンパク質を架橋するリンカーペプチドとして、有用であることが明ら
かとなった。 
 
 

図２ ウレア型リンカーペプチド 
 
(3)市販タンパク質への応用 
天然由来タンパク質資源を用いてリンカーペプチドによる架橋反応を施し、マイクロ粒子捕集
素材の調製を行った。市販の牛血清アルブミン(BSA)に、合成エラスチンペプチドの結合を行い、
種々の量比で反応を実施し、クロマトグラフィーによる精製、MALDI-TOF-MS による付加分子数
の確認を行った。それらの反応条件の最適化を行い生成物を得た。この方法をもとに、生成物の
熱安定性、粒径、顕微鏡による微細構造の観察（図３）を実施した。粒径は、低温では 10 nm 程
度、温度を上げると 1μm 程度の粒子サイズまで成長することが確認された。これらにより新規
の温度依存的な凝集能を BSA 修飾体に確認することができた。また、ペプチドとの反応比率を変
えることにより凝集体の再解離条件が変化することが確認された。これにより、温度に応じて集
合構造を形成する人工網モデル様タンパク質素材が市販タンパク質を用いて開発可能であるこ
とが確認された。 
 



 

図３ 55℃における BSA-エラスチン複合体の凝集構造 
 
市販のタンパク質として、パパイン、リゾチームなどを用いて、合成エラスチンペプチドを化
学修飾タグとして結合し、生成した複合体の温度依存性、凝集性等の観測を実施した。リゾチー
ム-エラスチン複合体においてはゲル状構造の形成と凝集体の粒径増大が、パパイン-エラスチ
ン複合体においては、加熱時における、凝集体の粒径増大が確認された。また、長鎖のタンパク
質であるケラチンに対して短鎖エラスチンペプチドアナログを付加させることにより、ハイド
ロゲル様の凝集体が形成されることが判明した。付加反応の段階で反応溶液にフルオレセイン
等の蛍光物質を添加すると、形成された凝集体は内部にその蛍光物質を取り込むことが示され
た。加えて、ケラチンのみで凝集体を形成させた場合と比較して、短鎖エラスチンペプチドを添
加した凝集体では温度上昇に伴うフルオレセインの放出速度が増大した。このことから、ケラチ
ンを足場として短鎖エラスチンペプチドを架橋することで、温度応答性のハイドロゲルが得ら
れる可能性が示唆された。 
 
(4) プラスチックビーズの吸着試験 
BSA とエラスチンペプチドアナログ複合体を用いたマイクロプラスチックビー
ズの吸着試験においては、複合体の自己凝集能によりマイクロプラスチックビ
ーズが溶液中から複合体の形成する沈殿とともに共沈殿することが確認され
た（図４）。プラスチックビーズの除去率については、まだ、試験毎にばらつき
があるため、効果的な除去条件の検討が今後の課題として残された。 
 
 

図４ 凝集体とともに沈殿したプラスチックビーズ 
 
 また、プラスチックの原料として用いられる化学物質・ビスフェノール A（BPA）は、核内受容
体への結合を介して生体に悪影響を与える内分泌撹乱物質として知られている。そこで、この水
溶液に BSA-エラスチンペプチドアナログの複合体を添加し、温度上昇に伴う自己集合・沈降に
より溶液中からの BPA 除去が行えるかを検討した。1 mM の BPA を含む水溶液に複合体を最終濃
度 0.058 mM (濃度比, BPA: 複合体 = 17.2:1)で添加し、この水溶液中の BPA の濃度を、溶液の
加熱前後で超高速液体クロマトグラフィーにより測定した。その結果、加熱後は複合体の凝集・
沈降に伴い BPA が除去可能であることが示されたが、除去率は最大で 50%程度にとどまったこと
から、さらに高い除去率の達成には ELP の配列等を検討する必要があると考えられた。 
 
(6) まとめ 
このように、各種タンパク質とエラスチンペプチドの複合体を形成させることで、その機能化が
可能となることが示された。一方で、用いたタンパク質の特性により、温度応答性、可逆性、ゲ
ル化能などに様々な違いが生じることから、その用途に合わせてタンパク質、ペプチドの選択が
必要となる。プラスチックビーズの除去においては、タンパク質性凝集塊とともに沈殿除去可能
であることが示された。一方、付随的にエラスチンペプチドアナログ開発の段階で見出された、
BPA などの環境化学物質、カドミウムなどのイオンに対する結合性は非常に意義深いものであっ
たが、それらペプチドを単純にタンパク質に結合させても大きな効果は見られなかった。今後も
検討を進め、用途に合わせたタンパク質性素材の開発行う予定である。 
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