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研究成果の概要（和文）：ペプチドと合成ポリマーをハイブリッド化させることによる新しい分子システムの構築が本
研究の主たる目的である。ペプチド・セグメントとして温度に応答してコンフォメーション変化（フォールディング）
するエラスチン類似ペプチド(ELP) に着目し、これをpH応答型ポリマーであるポリアクリル酸やポリアリルアミンにグ
ラフト鎖として導入することにより、二重刺激に応答する新しいタイプのペプチド・ポリマーハイブリッドの創成に成
功した。また、これらポリマーから交互積層膜を調製し、温度変化によるELP部位の極性転移に基づいて構造色が可逆
的に変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The main purpose of this research is to fabricate a novel molecular system, in 
which artificial polymers are conjugated with bio-related peptides as graft chains. An elastin-like 
peptide (ELP), which is known to take thermo-responsive conformational transition, has been employed as a 
peptide and attached to the pH-responsive poly(acrylic acid) and poly(allylamine) as graft chains. These 
conjugates have successfully shown LCST (lower critical solution temperature) behaviors responsive to 
dual stimuli of pH and temperature. The alternate layer-by-layer assembly prepared from such anionic and 
cationic conjugates has shown a reversible structural color variation based on thermo-induced polarity 
change of ELP chains.

研究分野： 高分子化学

キーワード： ペプチド・ポリマーハイブリッド　多重応答ポリマー　エラスチン類似ペプチド　フォールディング　
グラフトポリマー　下限臨界溶液温度　構造色
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１．研究開始当初の背景 
 外部刺激に応答して形状や物性が変化す
る高分子の開発は，新規高機能材料の創製に
つながる．特に，異種の刺激応答部位を有す
る高分子を設計し，それらを相互に作用させ
ることで単一の刺激応答性のみでは生み出
せない精密かつ多様な物性や構造の制御が
可能となる．こうした背景から，近年多重刺
激応答性高分子の研究が盛んに展開されて
おり，ドラッグ・デリバリー・システム(DDS)
や分子分離膜，アクチュエーターなどへの応
用が期待されている．またこのような刺激応
答性高分子をその特性を維持した状態で薄
膜化できれば，表面コーティング剤やセンサ
ー材料など応用領域を更に拡張することも
可能となろう．高機能薄膜の開発のために，
近年，交互積層(Layer-by-Layer, LbL)法を用
いた高分子薄膜の調製が注目されている． 
Decher ら 1) によって初めて報告された交互
積層法は，ポリイオンの静電相互作用を用い
た積層型の超薄膜作成法である。交互積層法
には静電相互作用の他に高分子の水素結合
性や特異な架橋構造などを用いることがで
きる．言い換えれば，交互積層法を用いれば，
利用したい高分子の物性を考慮した薄膜が
作成できることになる．本手法によって得ら
れる薄膜は，利用する高分子を厳密に設計し
利用することで，ゲルや多孔性といった新た
な物性を固体表面に付与できる点や，支持基
板から脱離させることで自己支持型の柔軟
なフィルムとして活用できるなどの多くの
利点をもつ．また，特殊な装置を用いること
なく薄膜を調製できることから，高機能性材
料の生産性の観点からも有用である． 
 
２．研究の目的 
 本研究では交互積層化した際に，外部環境
の変化によって劣化しにくく，外部刺激の付
加で制御できる新規多重刺激応答性高分子
を調製することを目的とした．具体的には，
ポリイオンに温度応答性ペプチドをグラフ
ト化させることで，静電相互作用による交互
積層化と刺激応答性を両立させる戦略であ
る．そこで，ペプチドとして温度応答性を有
するエラスチン類似ペプチド (ELP) の利用
に着目した．エラスチンは種々の組織，臓器
の弾性線維の主要タンパク質であり，大動脈
をはじめ，靭帯，肺，皮膚，弾性軟骨などに
存在し特徴的な粘弾性をもつ 2)．エラスチン
を構成している配列の中でも，特徴的な
Val-Pro-Gly-Val-Gly の繰り返し配列が最も
多く存在することが知られている．このペン
タペプチドからなる ELP は，合成高分子の
ポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）
（PNIPAAm）3) と同様に水中で温度変化に
伴い，可逆的な相転移(LCST 現象)を示す 4)． 
これは，低温域ではペプチド鎖が不規則なラ
ンダムコイル構造をとり十分に水和される
ことで溶解しているが，温度上昇に伴い疎水
性残基が脱水和し，ペプチド鎖が規則的な -

ターン構造に折りたたまれることで親水性
から疎水性へと極性がスイッチし，凝集する
ためである．PNIPAAm と異なり，ELP はア
ミノ酸配列を変えることで 0 ~ 100 ○ C間で
幅広い LCST の調節が可能である 5)．また，
ELP は高い生体適合性を有しており，生体関
連材料への応用を目指す場合にも有利であ
る．そこで，鋭敏な温度応答性部位と pH 応
答性部位を共に有する高分子鎖を設計する
ために，塩基性のポリアリルアミン(PAAm)
にELP (20量体) を様々なグラフト率で導入
した PAAm-g-ELP(m)を新規に設計した（図
１）. 具体的には， Val-Pro-Gly-Val-Gly の
繰り返し配列からなる ELP にスペーサーを
介してカルボキシル基を導入し，PAAm 側鎖
アミン部位と縮合させることで合成した．ま
た，酸性のポリアクリル酸(PAAc)をベースと
した ELP ハイブリッド PAAc-g- ELP(m)を用
いて，基板上に静電相互作用による交互積層
膜の調製も行った．ここではこれら多重刺激
応答性ペプチド-ポリマーハイブリッドの
LCST 挙動と，PAAc-g-ELP(21)/PAAm-g-ELP 
(21) 交互積層膜のキャラクタリゼーション
の結果を中心に述べる． 

図１．本件研究で合成したグラフト型ハイブリッ
ドの分子構造(PAAm-g-ELP(m)、PAAc -g-ELP(m))． 
 
３．研究の方法 
(1)試薬 ペプチド合成に用いた Fmoc-NH- 
SAL-MBHA 樹脂，Fmoc-Pro はペプチド研
究所社，Fmoc-Val，Fmoc-Ile，Fmoc-Ala，
Fmoc-Gly，1-ヒドロキシベンゾトリアゾール
(HOBt)は渡辺化学工業株式会社から，無水コ
ハク酸，N,N-ジイソプロピルカルボジイミド 
(DIPC),トリエチルアミン(TEA)，N,N-ジメ
チルホルムアミド (DMF)，ジクロロメタン 
(DCM)，トリフルオロ酢酸 (TFA)，は和光純
薬工業株式会社からそれぞれ購入し，特に精
製することなくそのまま用いた．ポリ(アリル
アミン塩酸塩) (M.w. 150,000)はニットーボ
ーメディカル株式会社から戴いた．ピペリジ
ンはナカライテスク株式会社から，縮合剤の
4-(4,6-ジメトキシ -1,3,5-トリアジン -2-イ
ル )-4- メチルモルホリニウムクロリド 
(DMT-MM) は国産化学株式会社からそれぞ
れ購入した． 
 
(2) PAAm-g-ELP，PAAc-g-ELP の合成 ２種

 

 



のELPはFmoc 固相合成法により合成した．
末端に COOH 基をもつ ELP は，ペプチド合
成の最後に無水コハク酸で処理したのち，樹
脂から切り出して合成した．末端にアミノ基
をもつ ELP は，ペプチド合成の最後に
Fmoc--アラニンを反応させた後，樹脂から
切り出して合成した．これら ELP をそれぞ
れ PAAm または PAAc に DM-TMM を縮合
剤に用いて反応させ，目的のグラフトポリマ
ーを得た．構造（グラフト率 m）は 1H NMR
により評価した． 
 
(3) 測定 CD スペクトルの測定は日本分光
社製 J-820 型を用いて行った．光路長 1 mm
の石英セルを用いて測定した．積算回数は 4
回，走査速度は 100 nm/min で行った．温度
依存性を測定する場合は，日本分光社製
PTC-423L 型ペルチェ式恒温装置と LAUDA
社製 E200 を用い，温度勾配 1 ° C /min で，
その温度に達してから 50 秒後に測定を行っ
た．濁度測定は日本分光社製 J-820 型を用い
て行った．光路長 1 cm の石英セル，温度変
化は日本分光社製 PTC-423L 型ペルチェ式
恒温装置と LAUDA 社製 E200 を用いて温
度勾配 1 °C /min で行った．700 nm の吸光度
が 50 % 変化したときの温度をLCSTとした． 
LbL 法による積層プロセスは，島津製作所製
UV-2100分光光度計と日本分光社製J-820型
を用いて， UV-vis スペクトルの 230 – 195 
nm に見られる各ハイブリッドのペプチド結
合由来の吸収と，CD スペクトルの 224 nm
に見られる-ターン由来の負の極大吸収の増
加を追跡することによって検討した．また，
膜厚の検討には，AFM (ビーコインスツルメ
ンツ社製 Nanoscope Ⅲa)を用いて，コンタ
クトモードで測定した． 
 
４．研究成果 
(1) PAAm-g-ELP(m) の二次構造の温度依存
性：まず PAAm-g-ELP(m) の希薄水溶液中で
の二次構造特性について，グラフト率 m の
影響も踏まえて検討することにした．なお，
ペプチドセグメント濃度は，超純水で 180 
M 程度として CD スペクトルを測定した．
図２(a) に，一例として PAAm-g-ELP (24) の
水中における CD スペクトルの温度依存性を
示した．低温域 (5 °C) において ELP セグメ
ントは，198 nm 付近にペプチド結合の-* 
遷移に基づく負の極大吸収が観察され，ラン
ダムコイル構造を形成していることがわか
る．温度上昇に伴ってランダムコイルに基づ
く 198 nm 付近の吸収が正に増加しており，
ランダムコイル構造が減少したことが確認
できた．また，高温域では 220 nm 付近にⅡ
型の -ターン特有の負に凸の吸収が確認で
き，温度上昇に伴った構造変化を示すことが
わかった．また，このときの昇温および降温
過程におけるランダムコイルに基づく 198 
nm のモル楕円率 ([]198) の変化をプロット
し (図２ (b))，構造転移の熱可逆性について 

検討した．5 °Cでは []198  = −8500 (deg cm2 
dmol-1) と高いモル楕円率を示したものが，
温度上昇に伴いゆるやかに減少していき，
80 ° Cでは []198 = −2800 (deg cm2 dmol-1) 
となった．80 °Cに達してから再び 4 ° C まで
下降させていくと，[]198は昇温過程の軌跡を
たどるように再び負に増加して[]198  = −
8000 (deg cm2 dmol-1)にまで戻り，ほぼ完全
に熱可逆的であることがわかった．グラフト 

率が変わっても，[]198値には多少の違いは認
められるが基本的には図２(b)と同様の傾向
が観察された．酸性型の PAAc-g-ELP(m) に
ついても同様の検討を行ったところ，やはり
[]198 値の温度依存性は緩慢なものであった．
すなわち，昇温に伴ってランダムコイルから
-ターンへと徐々に folding した． 
 
(2) PAAm-g-ELP(m) の LCST 特性：図３(a) 
に，pH 10 の水中における様々な濃度の
PAAm-g-ELP(24) の 700 nm における濁度変
化（昇温過程）を示す．濃度が 0.05 から 1.0 
wt% へと高くなるにつれて濁度が上昇しは
じめる温度が低温側へシフトしていき，さら
により狭い温度範囲で急激に濁度が増加し
ていることがわかる．また，1.0 wt%以上の濃
度ではほぼ同様の温度応答性を示した
（LCST）．ELP の二次構造転移は，先述の通
り緩やかであったが，濁度の変化はこのよう
に極めて急峻であることは重要である． 
 次に PAAm-g-ELP(m) の多重刺激応答性
を 検 討 す る た め ， pH を 変 化 さ せ て
PAAm-g-ELP(m)の水中での会合特性を検討
した．一例として図３(b)に，異なる pH の水
中における PAAm-g-ELP(24) (1.0 wt%) の

 
図２．PAAm-g-ELP(24)水溶液(pH 6.0) の CD ス
ペクトル(a)ならびに 198 nm におけるモル 楕円率
(b)の温度依存性． 

 

図３．PAAm-g- ELP(24)水溶液(pH 10)の様々な
温度における濁度測定の結果  (a)．LCST(1 
wt%) の pH 依存性 (b)．  



濁度変化を示す．中性及び酸性条件下では温
度上昇に伴う濁度変化を示さないが，pH 9.8
以上では LCST 挙動を示すことがわかる．ま
た，pH を 9.8 から上昇させると LCST の低
温側への急激なシフトが観察された．pH 
10.4以上の pH領域ではLCST挙動の鋭敏さ
と LCST の値にほとんど変化が見られない．
この傾向はグラフト率が変わっても類似し
ていた（図４）．図４には，酸性型の
PAAc-g-ELP(m)の結果と以前報告したデン
ドリマー型 ELP 6) の結果も含めて比較した．
とくに，酸性型の PAAc に PNIPAM をグラ
フト化した Hoffmann ら 7) の二重応答性
（pH = 3 の変化でLCST ~ 18 °C）と比較
してわれわれの PAAc-g-ELP(m) は pH = 
3 の変化でLCST ~ 40 °Cとなり，LCST の
pH 応答範囲が格段に拡張されている事がわ
かる。これは先に述べた ELP の緩慢なコン
フォメーション変化の結果であると考えて
いる．また，この図よりわかるように，種々
のポリマー骨格に ELP をグラフト鎖として
導入したペプチド-ポリマー・ハイブリッドを
用いることで，およそ pH 3 から pH 11 にお
よぶ広範囲の pH 領域において自在に LCST
を制御できる（20 ~ 80 °C）ことが明ら 
かとなった． 

(3) LbL 膜の調製とその構造：まず，積層に
用いた石英基板をスチレン・アクリル酸コポ
リマーでディップコートしたのち，塩基性
PAAm-g-ELP(21) 水溶液 (0.1 mg/mL)に 60
分浸漬した．洗浄の後，今度は酸性の 
PAAm-g-ELP(21)  (0.1 mg/mL) 水溶液への
浸漬と洗浄を行うことで 2 層積層させた．こ
の操作を交互に繰り返すことで積層膜数の
異 な る 様 々 な PAAc-g-ELP(21)/PAAm- 
g-ELP (21) LbL 膜を調製した．なお，積層は，
ELP 部位のコンフォメーションや極性状態
を考慮して 4 °C （水和コイル状態）または
45 °C（脱水和した folding状態） の水中で行っ
た．石英基板上にそれぞれの温度で調製した
PAAc-g-ELP(21)/PAAm-g-ELP (21) LbL 膜
のUV-visスペクトルにもとづく195 nmの吸
光度と積層膜数の関係を図５(a)にプロット
した．いずれの積層条件で調製した LbL 膜でも
吸光度は積層回数に対してほぼ直線的に増

加した．しかしながら 45 °Cで積層した場合，
4 °C よりも 1 層あたりの吸光度の増大は著しい．
図５(b) にはCD スペクトルの -ターン構造由
来の[]224値の関係をプロットした．4 °Cおよ
び45 °Cで調製した薄膜は共に積層回数の増加
に伴うほぼ直線的なモル楕円率の負の増大
が見られたが UV-vis スペクトルの結果と同
様に，45 °C下で調製した積層膜の1層あたりの 
[]224の絶対値の増加は4 °C条件下よりも著しい
こ と が わ か る ． そ こ で ，  PAAc-g- 
ELP(21)/PAAm-g-ELP (21) LbL 膜の膜厚の
直接測定を試みた．膜厚は AFM のコンタク

トモードを用い，カンチレバーで LbL 膜をス
クラッチして高さ分析をすることで評価し
た．その結果， 45 °Cで調製した4層LbL  
膜の膜厚は41 ~ 44 nmで，4 °Cで調製した20層
LbL膜の膜厚は57 ~ 65 nmであった．すなわち， 
45 °Cで調製した場合，薄膜膜厚は1層あたり10 
nmであり，4 °Cでは2.9 nmであることになる．
これは，温度によってグラフト鎖ELPの状態が異
なることを意味している。すなわちコンフォメー
ションの変化とそれに伴う極性変化が反映した結
果であると考えている． 
 最後にこれら LbL 膜の構造色について検討し
た．図６(a)はシリコンウエハー上にことなる温度
で積層した時の色調変化を示した．いずれの温度
においても明らかな構造色が認められ，興味深い
ことに，45°Cで３層（または５層）積層した膜と
4°C で１０層（または２０層）積層した膜が同一
色を示すことがわかる．すなわち，図５の結果と 

図６．交互積層膜の積層数と構造色(a)．温度変化
による極大吸収波長(max)の可逆的返歌（b）. 
 
対応して，一層当りの膜厚（層間隔）が 45°
C で積層した方が４倍程度大きいことになる．
図６(b)は，4°C で１０層積層した LbL 膜の
温度変化によるmax の変動を示したもので

 

図４．３種の ELP-ポリマーハイブリッドの
LCST と pH の関係． 

 
図５．4°C と 45°C における交互積層プロセス
の UV(a)および CD(b)スペクトルによる追跡結
果． 

 



ある．10°Cと 45°Cの水中に膜基板を浸漬し
たときに，明らかに膜厚の変化にともなって
10 nmものmaxのシフトが可逆的に生じるこ
とが明らかとなった． 
 
(4) 結言：ELP を合成高分子のグラフト鎖
に導入することで特徴ある多重応答特性を
付与でき，ELP，合成高分子の単体での利用
では確認できないような，pH 変化に応じた
LCST 挙動を示すことを明らかにした．次い
で，ELP を側鎖に有するポリイオンの特性を
活かし，静電相互作用を利用することで温度
応答性積層膜の調製に成功し，この薄膜は積
層回数と温度条件を制御することで膜厚を
変化させることができた．また，このハイブ
リッド積層膜は構造色を呈し，温度によって
ELP の folding を誘起して可逆的な色調変化
を示すことを明らかにした． 
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