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研究成果の概要（和文）： 

ゲル中の光照射された部分が生体活性になることを利用した細胞活動の空間制御実現を目的と

した。そのために、細胞接着を促す Arg-Gly-Asp 抗原決定基を用い、その一部を光解離性保護

基で保護した両親媒性ペプチドを開発した。グリシンの一部を保護したものの場合、光照射前

で溶液のものが照射後にゲル化する、というゾル−ゲル転移を行う化合物、パルミトイル基−

V2E2RGDS が得られた。それを用いて、光でゲル化することで細胞を空間固定し、同時に細

胞接着を開始させる、という相変化を利用した細胞活動の時空間制御に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Spatial control of cell activities has been studied with photo–responsive hydro–gels in 
which photo–irradiated area turns into bio–active.  Peptidic amphiphiles (PAs) 
including Arg–Gly–Asp sequence, an epitope to induce cell adhesion, with a 
photocleavable protecting group has been used.  In the case that glycine was protected, 
a PA performing solution-to-gel photo conversion, palmitoyl-V2E2RGDS, was obtained, 
where light-triggered cell adhesion with fixing cells in three–dimensional media by the 
photo-gelation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

細胞外マトリックスは、細胞を保持する足場
としての静的な役割の他、細胞増殖因子や接
着因子などの生体活性基を持ち、細胞に対し
て様々な刺激を与えその活動を時間・空間の
両面で制御する動的な役割も併せ持つ。この
機能により、分化や増殖、接着などの細胞活
動が巧みに制御されており、細胞を超えた組
織の制御にも関連していると考えられてい
る。これに着想を得、外部媒体から細胞活動
をコントロールできれば、人工的に細胞伸長
や組織形成を操ることができ、ひいては機能
細胞を利用した「細胞材料」を作り出せると
考えた。そこで本研究では、細胞を安定に保
持する３次元媒体に外部刺激応答性を導入
することで、生体活性度を外部刺激で自在に
変化させ、細胞活動を時空間制御することを
目指した。ゲル化剤に化学修飾により生体活
性基を導入することで、特定の細胞活動を引
き起こすことは既に実現されているが、その
細胞活動をメディア内で時空間的にコント
ロールすることは、これまでに報告は無かっ
た。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、細胞外マトリックスで見られる
「外部媒体から細胞活動を制御する」という
アプローチに注目し、外部刺激応答性を利用
して、様々な細胞活動の精密時空間制御を可
能にする材料の開発に挑戦することとした。
これにより、例えば神経細胞の伸長方向を制
御し、細胞でできた電気回路の作成や、心筋
細胞の接着方向を制御し、特定の形の細胞ポ
ンプを開発することなど、機能細胞を利用し
た材料開発という新たな応用が広がると考
えた。 

 

３．研究の方法 

 
細胞や蛋白質などの生体材料を保持するメ
ディアとして注目されている超分子ヒドロ
ゲルに着目した。特にペプチド骨格から成る
ゲル化剤は生体親和性が高いことが知られ
ることから、本研究でもその利点を活かし、
ペプチドをベースとした分子設計を行うこ
ととした。外部媒体の性質を変えるための外
部刺激としては、扱いが容易で様々な応用に
も適していると思われる光を用いることと
した。具体的には、細胞に刺激を与える分子
ユニット上に光解離性保護基を導入するこ
とで、その細胞刺激のオン・オフを切り替え
ることとした。細胞刺激としては細胞接着を
引き起こすエピトープを用い、接着度の度合
いは vinculinタンパク質の発現量で定量す
ることとした。 

４．研究成果 
 
 まず、細胞接着を促すアルギニン―グリシ
ン―アスパラギン酸（RGD） 抗原決定基を用
い、その一部を光解離性保護基で保護した、
ゲル化剤としての両親媒性ペプチドを開発
することとした。具体的には、アスパラギン
酸側鎖のカルボン酸を光解離性保護基であ
る 2-ニトロベンジルエステルで保護したも
のと、グリシンのペプチド主鎖骨格を形成す
るアミノ基上に 2-ニトロベンジル基を導入
したものを合成することした。 
 前者に関して、アルキル鎖としてパルミト
イル基、ペプチド配列として V2E2RGDS, 
V3E3RGDSのものを合成したが、それらの水溶
性が極めて低かったため、単離すらできなか
った。そこで極性を高めた V2E3RGDS のもの
を合成した。この化合物の場合、水溶性は確
保され、塩化カルシウム添加でゲルも形成し
たが、光照射後に液化した。脱保護した化合
物の水溶性が高すぎたためであると考えて
いる。以上を含む一連の結果から、アスパラ
ギン酸のカルボン酸を保護した場合、光照射
前後で化合物の極性が大きく変わるため、脱
保護前後でゲルを保つことが大変困難であ
ると考え、グリシン上に保護をかけることと
した。 
 この場合、ペプチド主鎖上のアミノ基に保
護基を導入し２級アミンとするため、当然ペ
プチドカップリングの反応性は落ちた。その
ため、通常の TBTU 等の縮合剤を用いた固相
合成法では合成が難しかった。しかし酸フッ
化物や酸無水物を用いることで合成法を確
立することができた。そこで、アルキル鎖と
してパルミトイル基、ペプチド配列として
V2E2RGDS の両親媒性ペプチドを合成したと
ころ、興味深いことに光ゾルーゲル転移を示
した。つまり、光照射前の保護基がかかった
状態では水溶液であるものが、光照射により
保護基を解離させると、ヒドロゲルを形成し
た。350nm 光を 250W で 45 分室温で照射した
場合、98%の変化率で光反応が進行したこと
が、高速液体クロマトグラフィーによる解析
から明らかとなった。光反応の進行は、吸収
スペクトル、円偏光二色性スペクトル変化、
および質量分析から確認した。円偏光二色性
スペクトルでこの光反応を追跡したところ、
ベータシート構造にゆらいするバンドの強
度が、光照射にともない増加した。このこと
は、光反応に伴いベータシートが形成される
ことを示唆しており、ベータシート形成によ
るナノファイバーの伸長がゲル形成に起因
していると考察できる。 
 線維芽細胞をパルミトイル基―V2E2RGDS
ゲル化剤水溶液に加え、同様の光照射を行っ
た場合でもゾルーゲル転移を示した。これに
より、線維芽細胞の細胞接着性が変化してい



 

 

るのではないかと期待し、vinculinの発現量
を調べたところ、光照射前後で発現量はおよ
そ２倍増加していた。つまり、光照射による
RGD の出現、および系のゲル化により細胞接
着が引き起こされたこととなる。これにより、
光を用いた細胞活動の制御と空間固定に成
功した。 
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