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研究成果の概要：細胞外マトリックスは細胞接着をはじめ器官形成、神経網再生、血管新生や

がんの増殖転移などの様々な生命現象や病態に深く関わっている。細胞外マトリックスの主役

的な巨大分子であるラミニンの細胞接着活性部位を組換えタンパクと 1000 種類以上の合成ペ

プチドを用いて同定し、それぞれの活性部位の細胞膜上のレセプターや様々な生物活性を解析

し、さらにはそれらのペプチドを用いた創薬や再生医療への応用研究を行った。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 3,900,000 円 0円 3,900,000 円 

2006 年度 3,800,000 円 0円 3,800,000 円 

2007 年度 3,600,000 円 1,080,000円 4,680,000 円 

2008 年度 3,400,000 円 1,020,000円 4,420,000 円 

  年度    

総 計 14,700,000 円 2,100,000円 16,800,000 円 

 

 

研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 基底膜は，表皮下や血管周囲，筋肉細胞や
神経細胞のまわりなどほとんどの組織に存
在しているうすい膜状の細胞外マトリック
スである。近年，基底膜は，個体の発生や分
化，組織の修復あるいはがんの増殖転移に深
く関与していることが明らかとなりつつあ
り，構成成分の機能や作用メカニズムの解明
が注目されているとともに，医薬分野への応
用が期待されている。基底膜の構成成分には，
IV型コラーゲン，ラミニン，パールカン（ヘ
パラン硫酸プロテオグリカン），ニドジェン
（エンタクチン）などの巨大分子が知られて
おり，これらが互いに結合したスプラモレキ

ュラーネットワークを形成し，細胞に対して
作用していると考えられている。これらの基
底膜構成成分はさまざまな機能を有するが，
中でもラミニンは細胞との相互作用に重要
な役目を果たしていることが知られている。
最初に発見され，最もよく研究されているラ
ミニン-111は，α1，β1，γ1の３つのサブ
ユニットが三本鎖コイルドコイル構造部分
で会合し，全体が十字架構造をした分子量約
90万の巨大分子で，細胞接着，器官形成，神
経網再生，血管新生，創傷治癒やがんの増殖
転移などに深く関わっている。現在までに，
5 種類のラミニンα鎖，3 種類のラミニンβ
鎖，3種類のラミニンγ鎖が発見されており，
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それらの会合体として１６種類のラミニン
アイソフォームが報告されている。また、今
後さらに新たなラミニンアイソフォームが
発見されることが予測されている。最近，こ
れらアイソフォームが組織特異的あるいは
発生時の各段階で特異的に発現しさまざま
な生理作用に関与していることが知られて
きており，ラミニンの多様性と組織特異的な
生理活性が解明されつつある。 
 
２．研究の目的 
 これまでに申請者らはラミニン由来機能
ペプチドを同定するために、ラミニン-111を
網羅した 673種類のペプチドから細胞接着活
性を指標にスクリーニングし、約 20 種類の
機能部位を同定した。さらに、α3、α4、α
5鎖のＧドメイン（各々約 1000残基）におい
ても約10種類の組換えタンパクと各々200種
類以上の合成ペプチドを用いて 8種類の細胞
接着部位を同定した。さらに、皮膚や外分泌
腺などの複雑な多細胞系での各々の活性ペ
プチドの具体的な生理機能を解明してきた。
本研究ではこれらを飛躍的に発展させるべ
く、⑴すべてのラミニンサブユニットの未検
討の 30％にあたる部分の細胞接着部位の同
定を続行して完結させ、ラミニンファミリー
全ての活性部位を同定すると共に、⑵これま
での検討で判明している細胞接着活性部位
について、様々な角度からより具体的な生物
活性の解析を行う。⑵の解析では、医薬分野、
特に、再生医学や組織工学分野への応用を念
頭に、神経、皮膚や血管などの発生や再生に
関わる活性ペプチドの同定を行う。さらに、
(3)これらのペプチドを再構築することによ
り、ラミニンの組織特異的な機能の解明と組
織工学や再生医学への応用のための基盤の
構築を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究ではすべてのラミニンサブユニット
の 30％にあたる今までに手付かずの部分の
細胞接着部位の同定と詳細な生物活性の解
析を分子解剖→機能解明→再構築→応用の
流れに従って研究を行った。 
 まず、合成ペプチドと組換えタンパクを用
いたすべてのラミニンα鎖の細胞接着部位
の同定を行った。これまでにα鎖に関しては
約 70％がスクリーニングできており、残りを
5種類の組換えタンパクと約1000種類の合成
ペプチドを作製し、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
を行った。ラミニンアイソフォームの発現が
組織特異的であることを考慮し、アッセイに
用いる細胞として、神経、表皮、血管内皮、
線維芽細胞、上皮など由来の異なった株細胞
を用いた。各細胞に接着活性のあるペプチド
を同定するとともに、細胞特異的に作用する

ものを探索した。 
 次に、細胞特異的な活性のみられたペプチ
ドのレセプターの同定を特異的細胞を用い
てペプチドアフィニティーカラム法で同定
した。活性ペプチドとシンデカンの細胞遊走
などへの関与を解析し、それが他の細胞膜レ
セプターのインテグリンと如何に相互作用
しているかを探索した。また、ジストログリ
カン分子を用いてスクリーニングを行った。
ジストログリカン結合部位のスクリーニン
グは、まずは既知のジストログリカン結合部
位であるα鎖 C末端ドメインである LG4-5モ
ジュールの解析を行い、この組換えタンパク
のジストログリカン結合に対するペプチド
での競合阻害実験を行い、活性ペプチドを同
定する。さらに、ペプチドアフィニティーク
ロマトグラフィーを行い、実際のジストログ
リカンとの結合を検出した。上記解析で同定
されたペプチドを用いて細胞内シグナル伝
達経路の解明を行った。 
 また、細胞接着活性ペプチドの神経突起伸
長やがん転移に及ぼす影響を測定する。神経
突起伸長に及ぼす影響はラット副腎髄質由
来の褐色細胞種であるPC12細胞を用いて測
定した。また、活性ペプチドのがん細胞の浸
潤転移に及ぼす影響を、ボイデンチャンバー
を用いる方法で定量的に解析した。さらに、
がん細胞の浸潤活性に与えたペプチドを、実
際の動物を用いたがん細胞の転移実験にて
検証を行った。本研究においては、米国国立
保健衛生研究所(NIH)・歯科学研究所・細胞
生物学部門の部長であるHynda K. Kleinman
博士と共同で行った。 
 さらに、再構築と応用を目的に、ペプチド
-キトサン膜を作成し、細胞の運動能、細胞
の伸展能、神経突起伸長能などの観点からペ
プチドの高次の生物活性を評価した。実際の
医療への応用をめざし、ペプチド-キトサン
膜を用いてヒト表皮細胞のヌードマウスへ
の移植実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ラミニンα鎖Ｇドメインの活性部位の
同定と作用メカニズムの解析 
 これまでのラミニン-111（α１β１γ１）
の研究から、ラミニンα1 鎖のＣ末端のＧド
メインが生物活性に深く関与していること
が分かってきた。そこで、すべてのＧドメイ
ンに対し、組換えタンパクと合成ペプチドを
用いた生物活性部位の網羅的探索を行った。 
 神経や筋組織に多く存在するラミニンα2
鎖のＧドメインのα-ジストログリカン結合
配列を組換えタンパクと約 100種類の合成ペ
プ チ ド を 用 い て 探 索 を 行 い 、 A2G78 
(GLLFYMARINHA)と A2G80 (VQLRNGFPYFSY)の同
定に成功した。難治性疾患の筋ジストロフィ
ーはラミニンα2 鎖とα-ジストログリカン



 

 

の結合異常がひとつの原因とされており、こ
れらのペプチドが病態解明や治療薬の開発
に寄与するものと期待される。これらの結果
は現在論文投稿中であり、一部は米国細胞生
物学会など 7回にわたり国内外の学会で発表
した。 
 本研究課題においてラミニンα5 鎖Ｇドメ
インのヘパリン結合部位を、組換えタンパク
と 100種類以上の合成ペプチドを用いた方法
でシステマティックに解析し、4 種類のヘパ
リン結合部位を同定した。α鎖Ｇドメインは，
5つのタンデムなモジュール（LG1-LG5）から
なる。α1-5鎖の LG45モジュールの 5種類の
組換えタンパクを作成し、ヘパリン結合活性
を比較したところ、α5鎖 LG45モジュールが
最もヘパリン結合活性が強いことが分かっ
た。これらの結果は、α5 鎖の生体内での役
割の解明につながるものであり、①Hozumiら、
Biochemistry（in press, 2009）に報告し、
一部は米国細胞生物学会など 6回にわたり国
内外で学会発表した。 
 すべてのＧドメインの生物活性部位の全
容が、これまでの研究に加え本研究課題によ
る組換えタンパクと合成ペプチドを用いた
システマティックな解析により明らかにな
ってきた。ラミニンアイソフォームの活性部
位に関する本研究課題で得られた研究成果
により、ラミニン-111の活性部位と相同な部
位および、相同でない部位にも活性部位が存
在することがわかってきた。また、組織特異
的な活性部位がアイソフォーム特異的に存
在していることが示唆され、今後、すべての
ラミニンアイソフォームの全アミノ酸配列
を網羅した組換えタンパクと合成ペプチド
による詳細な解析を行う予定である。 
 ラミニンα3 鎖は，皮膚に多く存在し、皮
膚の再生と創傷治癒を促進する。α3 鎖は、
分泌された後にプロセッシングを受けて
LG4-5モジュールが切り離される。また、α3
鎖のＧドメインが皮膚細胞や神経細胞に対
して重要な役割を果たしていることが示唆
されてきた。そこで、皮膚および神経組織に
存在するラミニンα3 鎖Ｇドメインの生物学
的機能を解明することを目的に、組換えタン
パクや網羅的な合成ペプチドを用いてラミ
ニンα3 鎖Ｇドメインの生物活性部位の同定
と機能解析を行った。LG1-5、LG1-2、LG3、
LG4、および LG5 の組換えタンパクを用いた
検討により，組換え LG4タンパクがヘパリン
結合活性とヒト線維芽細胞およびヒトケラ
チノサイト株 HaCat細胞の接着活性を有する
ことを明らかにした。次に、LG4 モジュール
を網羅する 22 種類のオーバーラップしたペ
プチドを用いて検討したところ、A3G75aR ペ
プチド（NSFMALYLSKGR）が活性中心で KGR配
列が重要であることが分かった。 
 α2鎖LG5モジュールの結晶構造によると、

LGモジュールは 14本（A-N）のβシートから
なり，構造をベースにしたシークエンスアラ
インメントによって、α3 鎖 LG4 モジュール
の A3G75aR 配列は、LG4 モジュールの E と F
の 2つのβストランドをつなぐループ部分に
対応することが分かった。また、A3G75aRは、
ヘパラン硫酸プロテオグリカンのシンデカ
ン-2 またはシンデカン-4 を介した細胞接着
に深く関与していることが明らかとなった。 
 ラミニンα3 鎖 LG4 モジュールの活性部位
である Eと Fのβストランド間のループ構造
について、LG4 モジュールの生物活性におけ
る構造的な重要性を明らかにするとともに、
活性ペプチドの医薬としての応用の可能性
を高めることを目的に、環状ペプチドを用い
た検討を行った。活性に重要な配列である
KGR（1421-1423）を、配列の真ん中、N末端、
あるいは C末端に含む鎖状および環状ペプチ
ドを合成し、rLG4のヘパリン結合活性あるい
は細胞接着活性に及ぼす各ペプチドの影響
を測定した。その結果、配列の真ん中に KGR
配列を含む環状ペプチドの cyclo-hEF3A 
(CLYLSKGRLVFAC)が、rLG4 のヘパリン結合活
性あるいは細胞接着活性に対して最も強い
阻害作用を示すことが分かった。また、
cyclo-hEF3A ペプチドは、鎖状ペプチドより
も強いシンデカン-4 結合活性および神経突
起伸長促進活性を示した。さらに、分子動力
学的シミュレーションにより、cyclo-hEF3A
の構造はヒトラミニンα3 鎖 LG4 モジュール
中の EF 間のループ構造に似ていることが分
かった。これらの結果から、 シンデカンを
介したα3鎖LG4モジュールの生物活性には、
EF 間のループ構造が重要であることが明ら
かとなった。鎖状ペプチドよりも活性が増強
された cyclo-hEF3Aペプチドは、創傷治癒や
神経再生などを目的とした治療薬の開発に
有用であると期待される。これらの研究結果
は ⑩ Kato-Takagaki ら ,Biochemistry,46, 
1952-1960, 2007、②Arakiら Mol. Biol. Cell, 
(in press, 2009)に報告し、12回にわたり国
内外の学会にて報告した。 
（２）ペプチド-キトサン膜の開発と応用 
 ラミニンの活性ペプチドは様々な活性を
有することから医薬分野への応用が期待で
きるが、ペプチドはそのままでは分解されや
すく、組織に長くとどめることは困難である。
すなわち、これらのペプチドを医薬分野へ応
用するためにはペプチドの活性を効率良く
細胞に作用させることが重要になってくる。
そこで、これらの活性ペプチドをキトサン膜
に固定化したペプチド-キトサン膜を作成し、
組織工学や再生医療への応用を検討した。キ
トサンは生分解性であり、人工皮膚などの形
ですでに臨床応用されている素材で、ペプチ
ド-キトサン膜は人工基底膜として将来的に、
創傷治癒や神経再生を目的とした再生医学



 

 

や組織工学の分野での応用が期待できる。ラ
ミニンの活性ペプチドをキトサン膜に化学
的に固定化し、様々な細胞への接着活性を調
べたところ、活性ペプチドによって細胞接着
伸展に違いがみられた。例えば、 A99 
(AGTFALRGDNPQG)を固定化したキトサン膜上
で は 細 胞 は 細 長 く 伸 展 し 、 AG73 
(RKRLQVQLSIRT)を固定化したキトサン膜上
では細胞は星状に伸展した。A99-キトサン膜
上の細胞にアクチンストレスファイバーの
形成が、AG73-キトサン膜上の細胞にラフリ
ングの形成が確認された。これらの違いを詳
細に検討したところ、細胞特異的な接着活性
の違いは細胞膜上のレセプターに依存する
ことがわかった。また、PC12細胞を用いて神
経突起伸長の促進活性を検討したところ、
AG73やA99を固定化したキトサン膜上におい
て神経系細胞の神経突起伸長が促進される
ことがわかった。また、細胞の形態に大きな
違いがみられた AG73 と A99 を様々な比で組
み合わせてキトサン膜上に付加させたとこ
ろ、AG73と A99の混合比によって細胞接着の
強さや形態が変化することがわかった。AG73
はシンデカン、A99 はインテグリンをレセプ
ターとして細胞に対し作用することから、キ
トサン膜上で AG73 と A99 の混合比を変化さ
せることにより、シンデカンとインテグリン
の作用をコントロールできることがわかっ
た。以上の実験から、ラミニン-111由来の細
胞接着活性をもつペプチドをキトサン膜に
固定化することにより、再生医学や組織工学
に応用可能な機能性膜の調製が可能である
ことが示された。これらの研究結果は、④
Hozumi ら、Biomaterials, 2009 をはじめ 8
報に報告した。 
 ペプチド−キトサン膜は取り扱いの容易な
シートとしての特性を活かした種々の応用
が考えられる。例えば、ペプチド−キトサン
膜はその高い細胞接着効率を活かして培養
表皮や粘膜上皮シート作製時の足場として
の利用が可能である。従来、培養表皮シート
移植では細胞の生着率が低いという問題が
指摘されている。ペプチド−キトサン膜は移
植細胞のキャリアとしても応用可能で、今ま
で報告されている細胞シート移植の問題点
である“培養に時間がかかる”、“シートが扱
いにくい”などの点を克服する為に有効であ
ると考えられる。そこで、本研究課題にて開
発したペプチド-キトサン膜をヒト表皮細胞
をヌードマウスに移植する実験を行った。そ
の結果、単離した表皮細胞がペプチド−キト
サン膜上に極めて短時間で接着すること、こ
の細胞をペプチド−キトサン膜ごとマウス筋
膜上に移植することにより、表皮細胞が筋膜
上に移植され重層化を含む細胞分化が進行
することなどを確認することができ、⑬ 
Ikemotoら、J. Biomed. Mater. Res. A, 79, 

716-722, 2006、⑤Masuda ら、Wound Repair 
Regen., 17, 127-135, 2009 に報告し、7 回
にわたり国内外の学会にて報告した。 
 
 平成 17年からの本研究課題において 16種
類のラミニンアイソフォームの細胞特異的
な機能部位の解明を目的に、10種類以上の組
換えタンパクと約 1000 種類の合成ペプチド
を用いた細胞接着部位の網羅的解析を行い、
ラミニン分子の分子解剖を行ってきた。ラミ
ニンα鎖のＧドメインに関しては網羅的解
析が終了し、約 40 種類の活性配列を同定す
ることができた。これらのペプチドを用いる
ことにより、個々の機能部位のレセプター
（インテグリン、シンデカン、ジストログリ
カンなど）の同定や細胞内情報伝達メカニズ
ム（p38、ERKなどの MAPキナーゼ経路）の解
明、さらには器官培養系での高次生命現象の
解明研究が発展し、興味深い結果を得ること
ができた。また、ここで同定されたラミニン
活性ペプチドをキトサン膜やアミロイド様
線維を形成するペプチドに結合させること
により、組織工学や再生医療への応用をめざ
したアプローチを展開し、動物実験において
その有用性を証明するに至った。さらに、2
種類のペプチドを用いることによりインテ
グリンとシンデカンといった複数のレセプ
ターを同時に刺激し、相乗的な作用を引き起
こすことができることを見いだした。一方、
活性ペプチドを分子プローブとして用いた
機能性リポソームの開発研究も進行してお
り、今後の更なる研究の展開が期待される。
このように、本研究課題が発展することによ
り、新たな活性ペプチドが期待されるととも
に、すべてのラミニンサブユニットの機能部
位の網羅的探索による未検討の部分の活性
部位の同定が必須となってきた。今後、本研
究課題がさらに発展し、細胞外マトリックス、
特に、基底膜をターゲットにした医薬の開発
が期待される。 
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