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研究成果の概要（和文）：　基底膜の主役的タンパク質・ラミニンの機能部位を，約10種類の組換えタンパクと1000種
類以上の合成ペプチドを用いて網羅的に解析し，約20種類の細胞接着ペプチドの同定を行った．これらの細胞接着ペプ
チドの詳細な生物活性の解明，レセプターや細胞内情報伝達の解析を行うとともに，創薬，DDS，バイオマテリアルな
ど、幅広く医薬分野へ応用するための基盤構築を目的とした研究を行った．本研究において同定された受容体特異的な
活性ペプチドは様々な医薬分野へ応用への応用が期待されるとともに，再生医療などを目的としたバイオマテリアルと
して幅広い応用が期待される．

研究成果の概要（英文）：Laminins are a major component of the basement membrane, a thin extracellular matr
ix, and have diverse biological activities. Our goal is to identify active sequences from laminins and to 
use the biologically active peptides for medical application including anti-cancer and wound healing drugs
, DDS, and biomaterials. We have identified various biologically active peptides using more than 1000 synt
hetic peptides derived from the laminins. We also identified cellular receptors of the active peptides and
 evaluated their cellular signaling. We also demonstrated that peptide-conjugated polysaccharide (chitosan
, alginate, and agarose) matrices are useful as a biomaterial for cell culture and tissue engineering. Fur
ther, mixed peptide-matrices using several types of receptor-binding peptides promoted synergistic effects
. Using a combination of tissue-appropriate laminin-derived peptides, the mixed peptide-polysaccharide mat
rices may serve as a functional biomaterial for tissue engineering.
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１．研究開始当初の背景 
個体の発生や組織の修復に必須の基底膜の
主役的存在であるラミニンは，α，β，γの
3 種類のサブユニットからなる分子量〜
800kDa のヘテロ 3 量体タンパク質である．現
在までに，5 種類のα鎖，3 種類のβ鎖，3 種
類のγ鎖が知られており，それらの組み合わ
せにより 15 種類のアイソフォーム（ラミニ
ン-1〜15）が報告されている．アイソフォー
ムは，組織や発生の各段階で特異的に発現し，
様々な生命現象に関与している．我々は，ラ
ミニンの中に埋め込まれている活性ペプチ
ド配列を検索すべく，合成ペプチドによる網
羅的スクリーニング法を確立し，これまでに
約 20 種類の組換えタンパクと 3,000 種類以
上の合成ペプチドを用い，約 50 種類の活性
ペプチドを同定してきた．これらの中に，イ
ンテグリン，シンデカン，ジストログリカン，
CD44 をレセプターとするものや，血管内皮や
神経細胞に特異的に作用するものを発見し
た．さらに，これらの活性ペプチドを用い，
創薬，DDS，再生医療など幅広く医薬分野へ
の応用を展開中であった．	 
 
２．研究の目的 
巨大で多彩な機能を持つ基底膜の主役的タ
ンパク質・ラミニンの機能部位の解明と医薬
分野への応用を目的に，組換えタンパクと合
成ペプチドを用いて機能部位の網羅的解析
を行い，細胞特異的に作用する活性ペプチド
の同定と生物活性の解明，レセプターの探索
と細胞内情報伝達の解析をとおして作用メ
カニズムの解明を行うとともに，それらの創
薬，DDS，再生医療など幅広く医薬分野へ応
用のための基盤構築を目的に研究を行った．
具体的には，すべてのラミニンアイソフォー
ムの１次配列を網羅した約 4000 種類のペプ
チドのライブラリーを用い，新たな医薬シー
ズとなる活性ペプチドの探索と生物活性の
詳細な解明を行い，それらをがんや創傷治癒
をターゲットした創薬や DDS 分野，機能性
医用材料の開発をめざした再生医療分野な
ど幅広い分野への応用を行うための基盤構
築を目的に研究を行った． 
 
３．研究の方法 
すべてのラミニンサブユニット（5 種類のα
鎖，3 種類のβ鎖，3 種類のγ鎖）の細胞接
着部位の同定と生物活性の解析を目的に，全
体の 20％にあたる今までに手付かずの部分
の解析を行う．現在までに約 20 種類の組換
えタンパクと約 3,000 種類の合成ペプチドを
用いて網羅的解析を行ってきた．本研究課題
では，残りすべてのラミニンサブユニットを
網羅した約 800 種類の合成ペプチドと 5 種類
の組換えタンパクを作成し，我々が開発した
細胞接着活性の測定法を用いて活性ペプチ
ドの同定を行う．細胞接着活性のあったペプ
チドに関して，様々な細胞を用いた生物活性
の評価，レセプターの解析，器官形成などの

高次生命現象への影響，さらには，キトサン
やアルギン酸などの多糖類に固定化したマ
トリックスを作成して，詳細な薬理作用の検
討を行い，細胞特異的なラミニン機能部位の
解明と医薬分野への応用を行う．本研究の流
れを下図に示した．	 

	 
４．研究成果	 
（1）ラミニンの活性部位の同定	 
	 全ラミニンサブユニット（5 種類の α 鎖，
3 種類の β 鎖，3 種類の γ 鎖）の細胞接着
部位の同定と生物活性の解析を目的に，全体
の 20％にあたる今までに手付かずの部分の
解析を行った．以下に主な成果を記載した．	 
①ラミニン α2 鎖 G ドメインの生物活性部位
の同定を行った．ラミニン α2 鎖 G ドメイン
を網羅する 110 種類の合成ペプチドを，プレ
ートにコートする方法とビーズに固定化す
る方法で細胞接着活性を測定し，14 種類の活
性ペプチドを同定した．これら 14 種類の中
のプレートコート法で活性を示した 12 種類
のペプチドの中で，	 A2G94（YFDGTGFAKAVG）



が EDTA のみでヒト皮膚線維芽細胞(HDF)への
接着が阻害された．さらに，抗インテグリン
抗体を用いて A2G94 の細胞接着活性阻害実験
を行った結果，A2G94 の細胞接着は抗インテ
グリンβ1 抗体によって阻害された．これら
のことから，A2G94 はインテグリンβ1 を受
容体として細胞に作用していることが示唆
された．ラット副腎髄質クロム親和性細胞
（PC12 細胞）による神経突起伸長促進活性に
関する検討の結果，5 種類のペプチドが，ラ
ミニンα2 鎖 G ドメインにおける神経細胞と
の相互作用部位である可能性が示唆された．
ビーズに結合させた時のみ細胞接着活性を
示した，A2G7（KVSFLWWVGSGV）および A2G10
（SYWYRIEASRTG）をキトサン膜へ結合させ，
より詳細な生物活性を検討した．A2G7-およ
び A2G10-キトサン膜は，HDF に対し濃度依存
的な細胞接着活性を示した．また，A2G10-キ
トサン膜の特異的な受容体として，インテグ
リンα6β1 を同定した．以上の結果から，14
種類がラミニンα2 鎖 G ドメインにおける生
物活性部位であることが示唆された．さらに，
A2G10-キトサン膜はインテグリンα6β1 特
異的に作用し，プレートにコートした場合よ
り強い活性を示すことを明らかにした．これ
らの成果は，Arch.	 Biochem.	 Biophys.誌に
論文発表し，8 回にわたり学会発表した．	 
②ラミニン α1 鎖 C 末端部分の細胞接着部位
の探索を 110 種類の合成ペプチドと HDF を用
いて行い，新たに 4 種類のインテグリンに作
用する細胞接着活性部位を同定した．これら
の成果は，Arch.	 Biochem.	 Biophys.誌に報
告し，6 回にわたり学会発表した．	 
③α5 鎖 N 末端部分の細胞接着部位の探索を
2種類の組換えタンパクと78種類の合成ペプ
チドを用い，ラット PC12 細胞で評価を行い，
約 10 種類の神経突起伸長活性部位を同定し
た．これらの成果は Biochemistry 誌に報告
し，5 回の学会発表を行った．	 
④β2 鎖とβ3 鎖の N 末端部分の細胞接着部
位の探索を 283 種類の合成ペプチドとヒト皮
膚線維芽細胞を用いて行い，27 種類の細胞接
着活性部位を同定した．また，以前に同定さ
れたβ1 鎖の活性部位との比較を行い，鎖特
異的な活性部位の存在を考察した．これらの
成果は，Arch.	 Biochem.	 Biophys.誌に報告
し，12 回にわたり学会発表した．	 
⑤γ2 鎖とγ3 鎖の N 末端部分の細胞接着部
位の探索を約 200 種類の合成ペプチドとヒト
皮膚線維芽細胞を用いて行い，約 15 種類の
細胞接着活性部位を同定し，現在それらの受
容体を同定中である．活性部位の同定のとこ
ろまでを 3 回にわたり学会発表した．	 
	 以上の研究により目的とするすべてのラ
ミニンサブユニット（α1-5 鎖，β1-3 鎖，
γ1-3 鎖）の細胞接着部位の同定と生物活性
の解析がほぼ完了した．今後，これらの活性
ペプチドの更なる作用メカニズムの解析と
医薬分野への応用が期待される．	 
	 (2)多糖類などのマトリックスを用いたラ

ミニン活性ペプチドの再構築	 
ラミニンの細胞接着ペプチドを再生医療な
ど幅広く医薬分野へ応用のため，多糖類に固
定化して基底膜の機能を模倣した「人工基底
膜」の開発を目指した．これまで我々は，ラ
ミニン由来の細胞接着ペプチドを塩基性高
分子多糖であるキトサンに共有結合させた
ペプチド-キトサン複合体が，細胞接着をは
じめとする生物活性を示し，細胞の足場材料
として有用であることを明らかにしてきた．
しかし，キトサン以外の高分子材料にラミニ
ン由来の細胞接着ペプチドを組み合わせた
研究は行われておらず，高分子材料の性質の
違いによって複合体の中でのペプチドの機
能がどのように変化するのかは明らかにさ
れていない．そこで，酸性高分子多糖のアル
ギン酸，中性高分子多糖のアガロース，細胞
接着タンパク質のコラーゲンを用いてペプ
チド-高分子複合体を作製し，細胞に対する
活性を解析することにより，医用材料への応
用の可能性を探った．	 
①ペプチド-アルギン酸複合体	 
	 ラミニン-111 由来の細胞接着ペプチド A99
（AGTFALRGDNPQG），AG73（RKRLQVQLSIRT），
EF1zz（ATLQLQEGRLHFXFDLGKGR，X=Nle）を共
有結合させペプチド-アルギン酸複合体を作
成し，線維芽細胞を用いて接着活性を測定し
た．A99-アルギン酸はαvβ3 インテグリンを
介した線維芽細胞の接着・伸展と PC12 細胞
の神経突起伸長を促進し，それらの活性はア
ルギン酸のコート量が多い方が強かった．
AG73-アルギン酸はシンデカンを介した丸い
形態での細胞接着と PC12 細胞の神経突起伸
長を促進し，細胞接着活性はアルギン酸量で
変化はなかったが，神経突起伸長活性はアル
ギン酸量が多くなると減弱した．EF1zz-アル
ギン酸はα2β1 インテグリンを介した細胞
接着・伸展を促進したが，その活性はアルギ
ン酸量を変えても変化しなかった．さらに，
コート量がペプチド-高分子複合体の生物活
性に対して与える影響は，アルギン酸とキト
サンの間で異なっていた．キトサン上におい
ては，A99 の細胞接着活性はキトサン量が少
ない方が強く，AG73 の神経突起伸長活性はキ
トサン量に影響を受けなかった．これらの結
果は，インテグリンやシンデカンによって媒
介される細胞機能は，足場の高分子材料の種
類や量などの物理的性質に大きく影響を受
けることを示すもので，足場材料の物性が受
容体によって細胞に対する機能調節に及ぼ
す影響が異なることを示唆するものである．	 
②ペプチド/コラーゲン複合体	 
	 ラミニン-111由来の受容体特異的な7種類
の細胞接着ペプチドをそれぞれ I型コラーゲ
ンに混合してプレートにコートし，線維芽細
胞を播種した．その結果，AG73 をはじめとす
る 3種類のシンデカン結合ペプチドがコラー
ゲンに接着する細胞数を増加させた．次に，
AG73 に焦点を当て更なる解析を行った結果，
AG73 はコラーゲン上での線維芽細胞のアク



チン骨格形成と focal	 adhesion	 kinase（FAK）
のリン酸化を伴う伸展を促進し，コラーゲン
からのインテグリンシグナルを増強するこ
とがわかった．さらに，AG73 はコラーゲンの
神経突起伸長活性も促進した．ラミニン-111
とフィブロネクチンに AG73 を混合した場合
も，コラーゲンの際と同様に細胞接着と細胞
伸展が促進された．以上の実験結果から，
AG73 をはじめとするシンデカン結合ペプチ
ドは，I 型コラーゲン，ラミニン-111，フィ
ブロネクチンなどの細胞接着タンパク質の
インテグリンを介する生物活性を増強させ
る「促進剤」として生体材料開発に有用であ
ることが示された．	 
③ペプチド/アガロース複合体	 
	 ラミニン-111由来の7種類のペプチドをア
ガロースゲルに混合し細胞を播種した結果，
AG73を含む4種類のシンデカン結合ペプチド
がアガロースゲルに細胞接着性を付与でき
ることがわかった．これらの中から AG73 に
注目し，硬さの異なる 3 種類の AG73/アガロ
ースゲルを作製し線維芽細胞を接着させた
ところ，細胞形態はアガロースゲルの弾性率
に依存し，柔らかいゲルの上ではスフェロイ
ドを形成し，硬いゲルの上では伸展した細胞
形態を示した．また，他の細胞を用いた実験
でも，細胞の挙動はアガロースの弾性率によ
って異なっていた．例えば，唾液腺細胞は柔
らかい AG73/アガロースゲル上でマトリゲル
上の腺房構造に類似したスフェロイド構造
を形成した．一方，硬い AG73/アガロースゲ
ルは PC12 細胞の神経突起伸長や SVEC4-10 細
胞の毛細管ネットワーク構造などの細胞伸
展を伴う形態変化を誘導した．これらの結果
はペプチド/アガロースゲルは弾性率の変化
によりその機能をコントロールすることが
でき，マトリゲルの機能を模倣した生体材料
として二次元培養だけでなく三次元培養に
も応用できる可能性を示している．	 
③複数のペプチドを固定化した混合ペプチ
ド−多糖マトリックス	 
	 2 種類のシンデカン結合ペプチド AG73（シ
ンデカンのみに結合）と C16（シンデカンと
インテグリンβ1 に結合：KAFDITYVRLKF），3
種類のインテグリン結合ペプチド EF1zz（イ
ンテグリンα2β1 に結合），A99a（インテグ
リンαvβ3 に結合：ALRGDN）と A2G10（イン
テグリンα6β1 に結合：SYWYRIEASRTG）をキ
トサン膜に固定化させ，シンデカンとインテ
グリンの両レセプターに同時に作用する混
合ペプチド-キトサン膜を作製し，細胞接着，
伸展活性を評価した．C16 を混合したときは
A99a のみ活性が増強されたが，AG73 を混合
したときは 3種類のインテグリン結合ペプチ
ドの活性が増強された．AG73 はシンデカンの
みに作用するため，インテグリン結合ペプチ
ドと混合するのに適していることが示唆さ
れた．次に，シンデカン-1 を過剰発現させイ
ンテグリンを発現していない B-リンパ球細
胞を用いて接着活性を評価したところ，

AG73-，C16-キトサン膜は接着活性を示した
が，混合ペプチド-キトサン膜の活性は増強
されなかった．この結果は，相乗的な活性増
強には，シンデカンとインテグリンの 2 種類
のレセプターに同時に作用することが重要
であることを示している．次にインテグα6
β1 リンに結合する A2G10 に着目し，AG73 と
の最適な混合比を調べた結果，混合比
A2G10:AG73=25:1 のときに A2G10/AG73-キト
サン膜は最も強い接着活性を示すことがわ
かった．	 A2G10/AG73	 (25:1)-キトサン膜は，
インテグリンα6β1 の生物学的な機能を解
析するための有用なツールとして利用可能
であり，ECM を模倣したバイオマテリアルと
しての応用が期待される．ラミニン由来のレ
セプター特異的に結合する細胞接着ペプチ
ドをキトサン膜に固定化し，足場機能の評価
を行った．シンデカン結合ペプチドは，イン
テグリン結合ペプチドと混合してキトサン
膜に固定化することでその生物活性を相乗
的に増強させることを見出した．	 	 
	 以上，ラミニン由来の受容体特異的に作用
する細胞接着ペプチドを様々な高分子材料
に組み合わせ，足場材料としての機能の解析
を行った．細胞接着性を持たないアルギン酸
やアガロースに対しては，細胞接着ペプチド
を共有結合もしくは混合させることで細胞
接着性を付与させることができた．そして，
その生物活性は高分子材料の物理的性質に
左右されることを明らかにした．また，AG73
をはじめとするシンデカン結合ペプチドは
コラーゲンなどのインテグリン結合タンパ
ク質の生物活性を増強させる「促進剤」とし
て有用であることを見出した．このように細
胞接着ペプチドは高分子材料に生物学的機
能を付与する，もしくはその機能を増強させ
る材料として有用であると考えられる．さら
に，2 種類の異なるレセプターに同時に作用
する混合ペプチド-キトサン膜は，ラミニン
活性ペプチドの再構築ともいえるもので，各
ペプチドの生物活性を相乗的に増強させる
ことができ，ECM を模倣したバイオマテリア
ルとして有用であることがわかった．本研究
にて作製したペプチド-キトサン膜は，組織
に近い環境を提供するインテリジェント型
培養基材として組織工学，再生医療などの医
薬分野への応用が期待される．	 	 
	 
（3）アミロイド構造を形成するペプチド	 
ラミニン活性ペプチドの中でアミロイド構
造を形成して細胞接着活性を示すものとし
て B133	 (DISTKYFQMSLE)を同定した．B133 は，
アミロイド構造を形成する部位とインテグ
リン結合に結合する部位があることを構造
活性相関研究より解明した．さらに，細胞接
着におけるインテグリンとシンデカンの相
互作用を解明した．これらの成果は 3 報の論
文と 12 回の学会発表にて報告した．	 
	 
	 



(4)まとめ	 
	 巨大で多彩な機能を持つ基底膜の主役的
タンパク質・ラミニンの機能部位の解明と医
薬分野への応用を目的に，組換えタンパクと
合成ペプチドを用いて機能部位の網羅的解
析を行い，細胞特異的に作用する活性ペプチ
ドの同定と生物活性の解明，レセプターの探
索と細胞内情報伝達の解析をとおして作用
メカニズムの解明を行うとともに，それらの
創薬，DDS，再生医療など幅広く医薬分野へ
応用のための基盤構築を目的に研究を行っ
た．これらの成果は，36 報の論文と 123 回の
学会発表にて報告した．本研究課題で行った
合成ペプチドを用いたラミニンの分子解明
は，今後巨大で多彩な機能を持つタンパク質
の機能解明の方法の指標となるものである．
また，本研究において同定された受容体特異
的な作用を持つ活性ペプチドは様々な医薬
分野へ応用への応用が期待されるとともに，
ペプチド-マトリックスは再生医療などを目
的としたバイオマテリアルとして幅広い応
用が期待される．	 
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