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研究成果の概要（和文）：本研究は、「使いやすいエラスチン系材料の開発」を通じて、ライフサイエンス研究
のためのプラットフォームとなる新しい材料群を創出することを目的とした。研究代表者が独自に開発したエラ
スチン類似ブロックポリペプチドGPG類は、①既存のエラスチン系材料と比較して2桁低い濃度でハイドロゲルを
形成すること、②細胞接着性配列の付加により、線維芽細胞に対してフィブロネクチンと同等の接着性、増殖性
を示すこと、および、③細胞接着性配列を持たないGPGは血小板低粘着性に優れることをそれぞれ示すことがで
きた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to create new biomaterials as a platform for life science 
research through the development of easy-to-use elastin materials. The elastin-like block 
polypeptide GPGs developed by us are found to exhibit following characteristics. 1) GPGs form 
hydrogels at a concentration of two orders of magnitude lower than that of those existing 
elastin-based materials. 2) The fusion of a cell-adhesive sequence to GPG results in a nanofibers 
showing cell adhesive and proliferation properties equivalent to fibronectin toward fibroblast 
cells. 3) GPG nanofibers without the cell adhesion sequence are excellent in low platelet adhesion 
property.

研究分野： 生体高分子化学

キーワード： ナノバイオ　生体材料　ポリペプチド　エラスチン　ゲル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、エラスチン類似ブロックポリペプチドGPGは、ハンドリング性、堅牢な自己集合性による分子
設計の自由度の高さ、ファイバー表面への機能性モチーフ提示による高い生理活性等に優れる材料であることが
示された。GPG類は、細胞のメカノトランスダクション研究や、細胞プリンティング用基材、人工血管や人工皮
膚の創製など、ライフサイエンス研究のための新しいプラットフォームとして幅広い活用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エラスチンは、その名のとおり elasticity（弾性）に関与する細胞外マトリクスタンパク質で

あり、皮膚・血管・靭帯などにおいて線維状の弾性組織を形成して組織に伸縮性を与える。そ
のユニークな力学特性と生体適合性から、エラスチンは医用材料や化粧品への応用が期待され
るが、他の細胞外マトリクス成分であるコラーゲンやヒアルロン酸に比べ、その利用は大幅に
遅れている。これは、生体由来エラスチンが高度に架橋され不溶化しており、均質で扱いやす
い素材を得るのが困難なためである。 
一方、天然エラスチンに由来するアミノ酸配列を含む人工ポリペプチド、すなわちエラスチ

ン類似ポリペプチド (Elastin-Like Polypeptide; ELP) の開発が 1990 年頃から進み、米国の Urry
らによりその機能が明らかにされた。天然エラスチンに繰り返し出現する VPGXG (V: Valine, 
P: Proline, G: Glycine, X: P 以外のアミノ酸) の反復配列体 poly(VPGXG) が、エラスチンの特色
であるエントロピー弾性と、室温付近の下限臨界共溶温度 (LCST) を再現できる機能性高分子
であることが示された。エントロピー弾性の発現は VPGXG 配列の水和状態における高い運動
性に起因する。さらに、poly(VPGXG) の LCST は、X 部位に導入するアミノ酸によって制御で
きる。ところが、以上のような興味深い性質を持ってしても、ELP の医療分野への利用は思う
ように進んでこなかった。この原因は、ELP の高い疎水性に起因するハンドリングの困難さに
ある。例えばコラーゲン等の物質と混合した場合、ELP は凝集を起こして以降のプロセッシン
グが困難になることが知られている。また、LCST 以上で水溶液から容易に相分離して沈殿す
るため、分子集合構造の制御が難しく、均質な材料を再現性良く得ることが困難であった。 
研究代表者は、上記のような ELP の制御性の難しさは、ELP の自己集合性が方向性を持たな

い疎水的相互作用のみに支配されているためであると考えた。そこで、従来多用されてきた
LCST を示す配列の両末端に、分子間で水素結合を形成できる配列を連結したブロック ELP（図
1(a)）を新規に創出し、GPG と命名して 2013 年に報告した。GPG は、室温付近に LCST を示
す Proline-rich 配列 (P 配列, (VPGXG)25) を分子中央部に、分子間水素結合を形成しうる
Glycine-rich 配列 (G 配列, (VGGVG)5) を分子両末端に有する。P 配列、G 配列ともにエラスチ
ン由来の配列である。 

GPG を冷水に溶解させたのち 37 °C 以上に加熱すると、数日で数珠状のナノファイバーを形
成する（図 1(d)挿入図）。円二色性 (CD) スペクトル測定（図 1(b)）および原子間力顕微鏡 (AFM)
（図 1(c,d)）によりファイバーの形成過程を調べたところ、まず温度応答性の P 配列が β-turn
構造を形成しながら疎水的に凝集してナノ粒子を形成し、続いて G 配列が粒子間で β-sheet 構
造を形成することで、粒子が数珠状に連結していくことが示唆された（図 1(e)）。このナノファ
イバーは均質性にすぐれ、水中で透明分散液を与える点において、過去の ELP 研究には報告が
ない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、「使いやすいエラスチン系材料の開発」を通じて、ライフサイエンス研究のための

プラットフォームとなる新しい材料群を創出することを目的とする。エラスチン類似ブロック
ポリペプチド GPG のさらなる合理的な分子デザインにより、既存のエラスチン系材料と比較し
て 2 桁以上低い濃度でゲル化するハイドロゲルを開発する。また、GPG 類の生物学的特性を調
べ、医用材料としての有用性を明らかにしていく。 

 

図 1. (a) GPG のアミノ酸配列, (b) GPG の水中における CD スペクトル, (c, d) 
GPG の AFM 像（d の挿入図はナノファイバーの拡大像）：(c) 1 日後, (d) 7 日後.
(e) 提案されている自己集合機構. 



３．研究の方法 
(1) GPG3 および GPPG の合成 
本研究では、以前に報告した GPG および GPG2 に加え、図 2 に示す GPG3 および GPPG を

新たに設計して合成した。まず、pET22b(+)-GPG2 を鋳型として、C 末端側の G 配列～
KAAKGRGDS と終止コドンをコードする DNA 断片をポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) により合
成した。両端の HindIII 制限酵素部位を切断し、P 配列のみをコードするプラスミド DNA の対
応する部位に挿入して pET22b(+)-PG3 を得た。次に、BamHI および NdeI 制限酵素部位に隣接
した N 末端側の G 配列をコードする第二の DNA 断片も PCR により構築した。それを
pET22b(+)-PG3 に挿入して、GPG3 タンパク質をコードする pET22b(+)-GPG3 を得た。GPPG タ
ンパク質をコードするプラスミド DNA である pET22b(+)-GPPG は、GPG をコードするプラス
ミド DNA である pET22b(+)-GPG の BamHI 制限酵素サイトに P 配列をコードする DNA 断片を
ライゲーションすることによって得た。これら新たに作製したプラスミド DNA を用いて大腸
菌 BLR 株を形質転換し、各タンパク質を発現させた。タンパク質を金属アフィニティークロマ
トグラフィーにより回収し、純水に対して透析して塩類を除去したのち、凍結乾燥して試料粉
末を得た。ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE) とマトリック
ス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析 (MALDI-TOF-MS) により精製を確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
(2) GPG と GPPG の自己集合性の比較とゲル化能の解明 

GPG と GPPG をそれぞれ 20 μM（それぞれ 0.034 および 0.055 wt%）となるように冷水に溶
解させたのち、37 ºC で 7 日間インキュベートした。この間、円二色性 (CD) 分散計で 190~260 
nm の吸光度を測定することにより、タンパク質二次構造の変化を調べた。7 日後の試料溶液を
マイカ基板に滴下し、37 ºC で自然乾燥したのちに、原子間力顕微鏡 (AFM) で形態を観察し
た。このとき、GPG と GPPG を所定量混合した試料についても観察を行った。さらに、ポリペ
プチド濃度を 0.3 wt%に増加させて 37 ºC に昇温し、1 日後に溶液の外観の変化を観察した。GPG
についてはレオメーター (ARES-G2, TA Instruments) による動的粘弾性測定を行った。25 mm の
パラレルプレートを使用し、37 ºC で測定を行った。ひずみ 2%、角周波数を 0.3～100 rad s-1 と
した。 

 
(3) GPG および GPG3 に対する線維芽細胞の接着性と増殖性 

GPG および GPG3 を冷水に溶解したのち、37°C で 7 日間インキュベートし、ナノファイバ
ーを形成させた。ファイバー分散液、および比較のためにフィブロネクチンを細胞培養用のポ
リスチレン基板にコーティングした。これら表面に、マウス胎仔由来線維芽細胞 (NIH/3T3) を
播種し、24 時間培養して接着性を調べた。細胞の生死を LIVE/DEAD® reagent (Thermo Fisher 
Scientific 社製)で評価した。増殖性試験の際は、初期の細胞播種濃度を接着性試験の 20%とした。 
 
(4) GPG および GPG3 に対する血液系細胞の接着性 

GPG および GPG3 を冷水に溶解したのち、37°C で 7 日間インキュベートし、ナノファイバ
ーを形成させた。ファイバー分散液、および比較のために I 型コラーゲンを細胞培養用のガラ
ス基板にコーティングした。これら表面に、ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) を播種し、24 時
間培養した。細胞を免疫染色して蛍光顕微鏡で観察し、接着性を評価した。また、ヒト全血よ
り血小板懸濁液を調製し、各表面に 1 時間接触させた。固定化ののち走査型電子顕微鏡で観察
し、血小板粘着性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) GPG3 および GPPG の合成 
 SDS-PAGE および MALDI-TOF-MS より、GPG3 と GPPG の発現と精製に成功したことを確認
した。GPG3 の理論分子量は 17,670 Da、MALDI-TOF-MS で観測された生成物の分子量は 17,672 
Da であった。また、GPPG 理論分子量は 27,700 Da、MALDI-TOF-MS で測定された分子量は
27,732 Da であった。 
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図 2 GPG およびその誘導体のアミノ酸配列.下線は GPG へ付加された機能性モチーフを示す． 



(2) GPG と GPPG の自己集合性の比較とゲル化能の解明 
本研究で新たに作製した GPPG においては、GPG にさらに P 配列を挿入し、P 配列間をフレ

キシブルなリンカー配列 (KLGSG) で連結している。リンカーの効果により、GPPG では P 配
列の接続部分で分子鎖の柔軟な折れ曲がりが可能となり、GPG と比較して分岐構造が生じやす
くなり、ゲル形成能が高まると期待した。 
はじめに、ゲルを形成しない低濃度の条件 (20 μM) で両ポリペプチドの自己集合性を比較し

た。15 ºC の条件で CD スペクトルを測定したところ、どちらのポリペプチドにおいても 200 nm
に負のバンド、224 nm 付近に負のショルダーが現れた。これらはそれぞれ、ランダムコイル構
造および β-turn 構造に由来しており、(VPGXG)n配列を有する ELP に特徴的なスペクトルであ
る。この溶液を 37 ºC に加温すると、スペクトルは経時的に変化した。どちらの場合にも、198 
nm の楕円率が正の方向へ増大する一方、218 nm の楕円率は負の方向に増大した。これらは、
β-sheet 構造の割合が 1 週間にわたり増加し続けていることを示している。1 モル残基当たりの
楕円率を比較すると、β-sheet 構造に由来する楕円率の強度は GPG のほうが GPPG よりも大き
かった。GPPG において 1 モル残基当たりの β-sheet 構造形成割合が低いのは、β-sheet 構造を形
成しうる G 配列が分子中で占める割合が、GPG (26 %) > GPPG (15 %) であることに起因すると
考えられる。AFM ではどちらのポリペプチドにおいてもナノファイバーが観察された。平均フ
ァイバー径は GPG で 23 nm、GPPG で 82 nm であり、GPPG がより太いナノファイバーへと自
己集合した。また、GPG と GPPG を任意の
割合で混合したところ、混合比がモル比で
1:1 に近づくと、粒子状集合体を形成する
ことがわかった。GPG および GPPG 分子が
相互作用して自己集合することを示す結
果である。 
濃度を 0.3 wt%とし、37 ºC で 1 日インキ

ュベートしたところ、GPG および GPPG 溶
液の両者とも流動性を失い、目視によって
半透明のゲルが観察された。このうち、
GPG ゲルについて動的粘弾性測定を行っ
た結果を図 3 に示す。角周波数 0.3～100 rad 
s-1において貯蔵弾性率G' が損失弾性率G'' 
を上回っており、ゲルを形成していること
が示された。過去に報告されている ELP 物
理ゲルのゲル化濃度はいずれも 10 wt%以
上であることから[1-3]、既存のエラスチン系
材料と比較して 2 桁低い濃度でのゲル化を
達成できた。当初期待していた、GPPG によるゲル化能の向上は確認できなかったものの、研
究代表者らが開発してきたブロック ELP がその自己集合性においてロバストであり、P 配列の
ブロック鎖長を 2 倍に増加させてもファイバー形成能とゲル化能が保たれることが明らかとな
った。また、分子長の異なる複数の GPG 類の混合により、自己集合挙動を制御できる可能性が
示された。 
 
(3) GPG および GPG3 に対する線維芽細胞の接着性と増殖性 

線維芽細胞 NIH/3T3 の GPG ファイバーへの接着性はポリスチレン基板よりも低い一方、GPG
に細胞接着性配列 GRGDS を付加した誘導体である GPG3 ファイバーは、フィブロネクチンと
同等の細胞接着性を示した（図 4）。さらに、GPG の細胞増殖性も、フィブロネクチンと同等で
あった。親水的な配列である GRGDS がファイバー表面に効果的に提示されていることを示し
ている。また、細胞接着性配列の有無により、線維芽細胞への接着性をドラスティックに変更
できることが示された。 

図 3 GPG (0.3 wt%) の貯蔵弾性率 G'および
損失弾性率 G''. 

図 4 各表面における NIH-3T3細胞の (a) 相対的な細胞数および (b-d) 蛍光顕微鏡
像：(b) GPGナノファイバー，(c) GPG3ナノファイバー，(d) フィブロネクチン．(b-d) にお
いて緑は生細胞、赤は死細胞を示す． 

 



(3) GPG および GPG3 に対する血液系細胞の接着性 
HUVEC は、GPG、GPG3、コラーゲン、細胞培養用

ガラスのすべての表面に良好に接着し、サンプル間に
おける有意な差はみられなかった。 
 一方、GPG および GPG3 における血小板粘着性は、
コラーゲンおよびガラス表面と比較して有意に低いこ
とが明らかになった。GPG が最も低い血小板粘着性を
示すとともに、活性化した type 3 型の血小板はほとん
ど観察されなかった。 
 
 以上、本研究課題においては、エラスチン類似ブロ
ックポリペプチド GPG 類が、①既存のエラスチン系材
料と比較して 2 桁低い濃度でハイドロゲルを形成する
こと、②細胞接着性配列の付加により、線維芽細胞に
対してフィブロネクチンと同等の接着性、増殖性を示
すこと、および、③細胞接着性配列を持たない GPG は
血小板低粘着性に優れることをそれぞれ示すことがで
きた。ハンドリング性、ロバストな自己集合性、機能
性モチーフの付加による生理活性のチューニング性に
優れる GPG 類はライフサイエンス研究のための新し
いプラットフォームと成り得ることを、本研究によって示すことができた。細胞のメカノトラ
ンスダクション研究や、細胞プリンティング用基材、人工血管や人工皮膚の創製など、幅広い
活用が期待される。 
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