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研究成果の概要（和文）：生体の機能は、リガンドが受容体に特異的に結合することで引き起こされる。受容体
特異的な分子プローブの開発は、受容体の機能を明らかにするだけに留まらず、疾患の原因解明や創薬に直結す
る。本研究課題では、著者らが所有する基底膜タンパク質「ラミニン」のアミノ酸配列を網羅する合成ペプチド
ライブラリー（ラミニンペプチドライブラリー）のスクリーニングによって見出された機能性ペプチドの構造と
生物活性の関連を明らかにし、さらに修飾することで受容体特異的な分子プローブの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：The function of the living body is caused by that the ligand specifically 
bind to the receptor. The development of receptor-specific molecular probes is not only to 
clarifying the function of receptors, but also is directly linked to the elucidation both of the 
cause of diseases and drug discovery. In this study, the author investigated the relationship 
between the structure and biological activity of the functional peptides found by screening the 
synthetic peptide library (laminin peptide library) covering the amino acid sequence of laminin, 
which is a member of the basement membrane. We analyzed the structure-activity relationship of these
 peptides and further modifyed them chemically to develop a receptor-specific molecular probe.

研究分野： ペプチド科学

キーワード： ペプチド　遊走　受容体　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
著者らは、ラミニンペプチドライブラリーから見出された機能性ペプチドをリポソームに結合させてDDSへの応
用、高分子多糖に結合させて組織工学などへの応用を既に報告しており、その有用性が証明されている。本研究
課題の成果は、疾患の原因解明に役立つ分子プローブを提供できたり、医薬品の候補化合物を提案できたりする
だけでなく、ES細胞やiPS細胞の機能維持機構の解明、さらには安定した培養条件の確立などにも応用でき、再
生医療にも応用できるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ラミニンは細胞外マトリックス「基底膜」の主要成分の 1 つで、α、β、γの 3 種類の鎖から構
成される糖タンパク質である。5 種類の α鎖、3 種類ずつの β鎖と γ鎖の組み合わせで、現在ま
でにラミニン-111（α1β1γ1）からラミニン-523（α5β2γ3）の 19 種類のアイソフォームが同定され
ている。各アイソフォームは発生段階または組織特異的に発現し、器官形成、神経網再生、血管
新生、創傷治癒など様々な生命現象に関与している。現在、本邦の医療で最も期待されているの
は人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells、iPS 細胞）だと思われる。最近では iPS 細胞
由来の組織を用いた臨床試験も進められており、再生医療の実現に期待が高まっている。iPS 細
胞に関連する基礎研究では、2010 年に iPS 細胞の自己増殖能維持にラミニン-511 が寄与してお
り、かつ、その受容体がインテグリン α6β1であることが報告され（Rodin S, Nat. Biotechnol., 2010）、
最近ではラミニン-511 の C 末端領域の遺伝子組換えタンパク質（ラミニン 511-E8）が、胚性幹
細胞（embryonic stem cells、ES 細胞）や iPS 細胞のフィーダーフリー、シングルセル継代が可能
な試薬として発売される（iMatrix-511™、㈱ニッピ、Miyazaki T, Nat. Commun., 2012）など、ラミ
ニンならびにその受容体の機能解析や、医薬分野への応用が注目されている。一方、インテグリ
ンは、ラミニンの主要な受容体の 1 つであり、αと βの 2 種類のサブユニットからなるヘテロダ
イマーで、18 種類の αサブユニットと、8 種類の βサブユニットが発見されており、少なくとも
24 種類のインテグリンが同定されている。ラミニンとインテグリンを始めとする受容体との相
互作用は、細胞の増殖、接着、運動などの制御、組織の発生や分化、血管新生、がんの浸潤転移、
炎症、自己免疫疾患などに深く関与していることが明らかとなっている。ラミニンは 20 種類を
超える受容体と相互作用することが報告されており、それらの受容体に特異的に結合するリガ
ンドの開発は、受容体の機能解明につながるだけでなく、疾患の原因解明や創薬に直結すると考
えられる。しかし、これらの受容体には多くのサブタイプが存在し、それぞれが独立して様々な
生命現象に関与しているため、特異的なリガンドの開発は遅々として進んでいない。 
著者らは、ラミニンの機能解明、生物活性部位の同定を目的に、アミノ酸配列を網羅する合成

ペプチドライブラリー（ラミニンペプチドライブラリー）を構築し、種々のスクリーニングに附
すことで、細胞接着活性や神経突起身長活性などの生物活性を示す機能性ペプチドの探索を行
っている。ラミニンペプチドライブラリーを様々なスクリーニングに附す過程で、インテグリン
α6β1に結合する A2G10 やデュシェンヌ型筋ジストロフィーの発症・病態への関与が示唆されて
いる α-ジストログリカンに結合する A2G80 など、特定の受容体に特異的に作用するペプチドを
見出している。申請者は、これらの機能性ペプチドを、組換えタンパク質と競合させたり、光親
和性標識を組み込んだペプチドを用いたりすることで受容体を同定し、さらには構造活性相関
研究を行うことで、配列を最適化し、ラミニン受容体の機能解析や創薬、再生医療に応用できる
分子プローブの開発ができるのではないかと考え、本研究課題を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題ではラミニンペプチドライブラリーから見出された機能性ペプチドを用いて、ラ
ミニンと各種受容体との結合部位の同定を行うとともに、機能性ペプチドの構造活性相関研究
を行い、受容体特異的な配列（分子プローブ）の開発を目指す。 
著者らは現在までに、全 11 種類のラミニンサブユニット全てのアミノ酸配列を網羅する合成

ペプチドライブラリーの作成を完了している（全 24,244 配列、2,546 ペプチド）。また、ヒト皮
膚線維芽細胞（HDF）を用いた細胞接着活性の評価を終えている。また、一部のペプチドについ
ては HDF を用いた細胞遊走活性の評価を始めており、本研究課題の研究期間内には、細胞接着・
遊走アッセイから見出された機能性ペプチドの受容体の同定、構造活性相関を行う予定である。 
 
３．研究の方法 
 著者らは現在までに、全 11 種類のラミニンサブユニット全てのアミノ酸配列を網羅する合成
ペプチドライブラリー（全 24,244 配列、2,546 ペプチド）の作成を完了し、ヒト皮膚線維芽細胞
（HDF）を用いた細胞接着活性の評価を終えている。その成果として、現在までに、複数のイン
テグリン結合ペプチド、α-ジストログリカン結合ペプチドである A2G78（GLLFYMARINHA：マ
ウスラミニン α2鎖 2796-2807）、A2G80（VQLRNGFPYFSY：マウスラミニン α2鎖 2812-2823）、
多数のシンデカン結合ペプチドを見出している。また、HDF を用いた細胞遊走活性の評価を始
めている。本研究では、まずラミニンペプチドライブラリーの HDF を用いた細胞遊走スクリー
ニングを継続する。遊走活性を示したペプチドは、各種サイトカイン阻害剤や抗インテグリン抗
体を用いて細胞遊走阻害効果を評価し、受容体の同定を行う。細胞遊走スクリーニング手法はカ
ルチャーインサートを用いて、既に確立している。著者らが見出した細胞接着ペプチドの中には、
明確な生物活性を示すが、受容体が同定できなかったペプチドが存在する。例えば、C16 ペプチ
ド（KAFDITYVRLKF：マウスラミニン γ1鎖 139-150）は、種々のスクリーニングの結果、細胞
接着活性、神経突起身長活性、がん転移浸潤促進活性を示すが、従来の方法では受容体が同定で
きていない。また受容体とのアフィニティーが弱いためか、cell lysate を用いた pull-down assay
でも特異的なタンパク質を検出できなかった。ラミニンはインテグリン、シンデカンを始め、20
種類以上の受容体と結合することが知られており、過去に 110-kDa ラミニン受容体（LBP110）
に特異的に結合する A208（AASIKVAVSADR：マウスラミニン α1 鎖 2097-2108）、CD44 に結合
する A5G27（RLVSYNGIIFFLK：マウスラミニン α5鎖 2892-2904）なども発見されている。これ



らの受容体同定は、従来型のスッテプワイズな絞り込みでは困難である。そこで、光親和性標識
（trifluoromethyl-phenyldiazirine）を導入し、cell lysate を用いた pull-down assay などによって受容
体の同定を試みる。本手法は、特に細胞遊走を促進するようなサイトカイン様作用を示す液性因
子の受容体解析に極めて有用であるとされている。 
 一方で、既に同定済みの機能性ペプチドを選択し、受容体結合に必要なアミノ酸残基を同定す
るため、ペプチドのアミノ酸残基 1 つずつを基本アミノ酸である Ala に置換したペプチドを合
成し、接着活性を評価する（Ala scan）。最近、著者らは、マウスラミニン β1鎖の配列由来のペ
プチドから α3β1、α6β1インテグリンに結合するペプチド B67（IPYSMEYEILIRY：マウスラミニ
ン β1 鎖 604-616）を見出し、Ala scan によって Glu8 がインテグリン結合活性に不可欠であるこ
とを見出している。また、各アミノ酸残基を Gly に置換したペプチドを合成し、細胞接着活性を
評価する（Gly scan）。Gly は α位に置換基がなく、光学不活性なアミノ酸であるため、Gly を導
入することによって、その立体構造が大きく変わる可能性が示唆される。Ala scan により受容体
結合に必須な残基を、Gly scan によって構造的に必須な残基を同定した後、その結果を参考に、
短縮ペプチド、欠失ペプチド、さらには他のアミノ酸残基に置換したペプチドを合成し、低分子
化、簡素化を図る。一方で、円二色性や NMR など、各種スペクトル分析を行い、ペプチドの立
体構造を解析する。さらに、細胞内シグナル（focal adhesion kinase（FAK）、rac1）の検出を行う
など、各種受容体が関与するシグナル伝達を解析する。申請者は同じシンデカンに結合する A119
と B133（DSITKYFQMSLE：マウスラミニン β1鎖 1298-1309）について、A119 は接着による細
胞内シグナル伝達を惹起する FAK のリン酸化を促進しないのに対し、B133 は促進すること明ら
かにした。異なるサブタイプの受容体に結合していることが考えられ、細胞内シグナル伝達を解
明することでより正確な同定ができると考えられる。構造活性相関研究の結果を評価し、各種誘
導体を合成し、さらに解析・合成を繰り返すことで、受容体特異的なペプチド性分子プローブの
開発を目指す。開発した分子プローブはリポソームや高分子多糖類に結合させ、医薬分野への応
用を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）著者らが開発した culture-insert 法を用いて、ペプチドの細胞遊走能に与える影響を評価し
た。3 つの γ鎖（γ1～γ3鎖）のアミノ酸配列を網羅する合成ペプチドを用いて、ヒト皮膚線維芽
細胞（HDF）を遊走させるペプチドを同定した。マウスラミニン γ1鎖 short arm 領域配列由来ペ
プチド 96 種類のうち 68 種類のペプチド（C1～5、11、13～15、17～23、25、27～33、37～41、
46、48～53、55～57、59～63、65～67、69～88、90）が細胞遊走活性を示した。マウスラミニン
γ2 鎖 short arm 領域配列由来ペプチドでは 58 種類のうち 11 種類のペプチド（C2-1、3、9、25
～27、29、42、44、46、50）が細胞遊走活性を示した。マウスラミニン γ3鎖 short arm 領域配
列由来ペプチドでは 102 種類のうち 37 種類のペプチド（C3-3、5、11、12、14～16、21、22、
27、29、38～40、43、44、46、56～60、63、73、74、83、89、91～95、97～99）が細胞
遊走活性を示した。著者らは、既にマウスラミニン γ鎖配列由来のペプチドの HDF に対する細
胞接着活性の評価を終えている。細胞接着活性を示すペプチドと今回見出された、細胞遊走活性
を示すペプチドは、ほとんどが異なるペプチドであり、生物活性部位が異なることが示唆された。
また、ラミニン γ1 鎖～γ3鎖のいずれにおいても、HDF に対して接着活性を示すペプチドの多く
は球状ドメインに集中しているのに対し、遊走活性を示すペプチドは、球状ドメインをつなぐ
EGF-like ドメインにも一様に分布していることも特徴的であった。また、ラミニン γ1鎖と γ3鎖
は相同性が高いことが知られている。そこで、遊走活性を示したペプチドを比較し、遊走活性に
必要と思われるアミノ酸残基を見出した。現在、受容体同定などを試みている。 
（２）C16 ペプチド（KAFDITYVRLKF、マウスラミニン γ1鎖 139-150）はラミニン γ1鎖 LN ド
メインに位置する配列であり、細胞接着、血管新生、細胞遊走、in vivo でマウスメラノーマ細胞
B16F10 の肺転移の促進活性を示すことが報告されているが、C16 が結合する受容体や、生物活
性に必要なアミノ酸残基は同定されていない。そこで C16 のアミノ酸残基を N、C 末端から 1 残
基ずつ短縮した短縮ペプチド（C16a～C16m）、各アミノ酸残基を 1 残基ずつアラニンに置換し
たアラニン置換ペプチド（C16A1～C16A12）を合成して、プレートコート法を用いて、細胞接
着活性、EDTA およびヘパリンによる細胞接着阻害効果、神経突起伸長活性を評価した。また、
ゼラチンザイモグラフィーを用いてマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）の分泌促進活性
を評価した。C16 短縮ペプチドを用いて、ヒト皮膚線維芽細胞（HDF）の細胞接着活性を評価し
たところ、N 末端から 3 残基まで短縮した C16c、C 末端から 1 残基短縮した C16i までは活性が
維持された。接着活性を示したペプチドに EDTA、ヘパリンの細胞接着阻害効果を評価したとこ
ろ、全てのペプチドの細胞接着がヘパリンで阻害され、C16c 以外のペプチドが EDTA でも阻害
された。Phe3は二価陽イオンに関連する受容体結合に重要であることが示唆された。一方、C16
アラニン置換ペプチドを用いて、細胞接着活性（Asp4、Thr6、Tyr7、Arg9、Lys11）、MMP 分泌促
進活性（Lys1、Asp4、Ile5、Thr6、Arg9、Lys11）、神経突起伸長活性（Phe3、Asp4、Thr6、Val8、Leu10、
Phe12）に重要なアミノ酸残基を同定できた。C16 ペプチドの Ala scan の結果を元に、Phe3、Tyr7

を光親和性標識（trifluoromethyl- phenyldiazirine、benzophenone）したアミノ酸に置換し、N 末端
に PEG リンカーを介してビオチン標識したペプチドをデザイン・合成した。これらのペプチド
を HDF に作用させて、アビジンビーズを用いた pull-down assay を行い、SDS-PAGE、Western 
blotting で分析したところ、C16 と特異的に結合したと思われるタンパク質が検出できた。SDS-



PAGE のバンドを切り出し、受託サービスを利用したところ、複数の候補タンパク質が見出され
たため、同定を試みている。 
（３）著者らが以前に報告した、インテグリン α6β1結合ペプチド A2G10（SYWYRIEASRTG、
マウスラミニン α2 鎖 2223-2234）の構造活性相関研究を行った。A2G10 ペプチドは、ラミニン
α2 鎖の G ドメインに位置する配列であり、強い細胞接着活性を示し、インテグリン α6β1 に特
異的に結合することが報告されている。近年、インテグリン α6β1は幹細胞の万能性の維持に重
要な役割を果たしていることが示唆されており、特異的リガンドの開発を目的に A2G10 ペプチ
ドの構造活性相関研究を行い、インテグリン α6β1 に結合するペプチドの低分子化を試みた。C
末端及び N 末端から 1 残基ずつ欠損させたペプチド（A2G10Nd1～4、A2G10Cd1～4）、また 1 残
基ずつ Ala および Gly に置換したペプチドをデザインした。それぞれのペプチドの N 末端には
2 残基の Gly スペーサーを介して Cys 残基を付加させて合成し、マレイミド基を付加したキトサ
ンとペプチドを反応させてペプチド-キトサン酸複合体を作成し、ヒト皮膚線維芽細胞（HDF）
を用いて接着活性を評価した。抗インテグリン抗体による細胞接着阻害効果を評価して、受容体
を同定した。C 末端及び N 末端から 1 残基ずつ欠損させたペプチドを用いて、活性中心が
A2G10min（YWYRIEAS）であることを明らかにした。A2G10min の Ala 置換ペプチド（A2G10A1
～A6、A8）および Gly 置換ペプチド（A2G10minG1～G8）を用いて細胞接着活性を評価し、
Tyr1、Trp2、Tyr3、Ile5、Glu6のアミノ酸残基が重要であることを明らかにした。Ala7、Ser8は、Ala、
Gly いずれに置換しても活性が低下しなかったことから、A2G10min 誘導体 A2G10minX
（YWYRIEGG）と、A2G10minX の C 末端を欠損させたペプチド（A2G10minY、Z）をデザイン・
合成した。A2G10minZ はインテグリン α6β1 を介した細胞接着活性を示すことが明らかとなり、
12 残基の A2G10 ペプチドを YWYRIE（マウスラミニン α2 鎖 2224-2229）の 6 残基まで短縮す
ることができた。現在、最少配列の環化や分子プローブとしての応用を検討している。 
（４）著者らが以前に報告した、 α-ジストログリカン（ αDG）結合ペプチド A2G80
（VQLRNGFPYFSY、マウスラミニン α2鎖 2812-2823）の構造活性相関研究を行った。ジストロ
グリカン（DG）は、骨格筋において細胞骨格と基底膜を結ぶ分子軸として機能している膜タン
パク質である。DG は αと β の 2 つのサブユニットからなり、αDG は細胞外サブユニットとし
て、ラミニンなどと結合する機能を担っている。A2G80 の Ala 置換ペプチド（A2G80A1～A12）
を合成し、円二色性スペクトルを測定して 2 次構造を推定した。また、ビオチン化ペプチドを合
成し、培養細胞より精製した αDG との結合能を酵素免疫測定法で評価した。さらに、ラミニン
の X 線結晶解析結果を視覚化し、タンパク質表面に露出しているアミノ酸側鎖を同定した。円
二色性スペクトルを比較したところ、Asn5、Phe7、Pro8、Tyr9、Phe10、Ser11、Tyr12 を Ala に置換
したペプチドは、A2G80 のスペクトルと異なる波形を示した。これらのペプチドは構造を維持
するために必要なアミノ酸残基であると考えられる。ペプチドと αDG との酵素免疫測定法の結
果では、Val1、Gln2、Arg4、Gly6、Pro8、Tyr9、Tyr12を Ala に置換したペプチドの αDG 結合活性が
消失した。これらのペプチドは αDG との結合に関与するアミノ酸残基であると考えられる。ま
た、ラミニン α2鎖の X 線結晶解析の結果より、タンパク質表面には、Arg4、Asn5、Phe7、Tyr9、
Tyr12が露出していることが明らかとなった。A2G80 の Arg4残基は、in vitro だけでなく、実際の
タンパク質でも αDG との結合に深く関与していることが示唆された。リポソームに結合させ、
ターゲッティングプローブとしての応用を検討している。 
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