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研究成果の概要（和文）：本研究では種々のペプチドを用いて構築される性質 (電荷およびpH) の異なるペプチ
ドゲルを生体組織のモデル系とし、ペプチドゲル同士の融合により誘起される界面近傍のペプチド分子による二
次構造転移挙動および自発的な構造形成機構の動力学的解析を試みた。本研究で見出された可逆的な二次構造転
移 (振動現象) を伴うペプチドゲルの融合には、(1) ゲル界面近傍のpH変化により誘起されるアミノ酸側鎖官能
基のプロトン化、(2) 分子間での静電相互作用に起因するペプチドの構造安定化の2つの因子が重要であること
を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism of the continuous variation of 
the secondary structural contents of interfacial peptides induced by the fusion of hydrogels with 
different charges. The hydrogel fusion induced continuous pH changes at the interface through ionic 
diffusion from the hydrogel matrices, and the pH value increased rapidly during the early stage of 
the fusion process. In addition, the secondary structural content of the interfacial peptides 
changed continuously between the beta-sheet and random coil conformations during the early stage of 
the fusion process. The continuous variation in the secondary structural contents of the interfacial
 peptides was caused by (1) the protonation of peptide molecule amino acid side-chains in the region
 of pH change, and (2) charge shielding due to the electrostatic interactions between the 
intramolecular peptides, intermolecular peptides, and intramolecular and intermolecular peptides.

研究分野：界面化学

キーワード： ペプチドハイドロゲル　ゲル融合　二次構造転移
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の生命活動を維持する多くの機能は細胞内外を隔てる細胞膜、つまり異なる性質を有する組織界面に存在す
る生体高分子集合体で発現する。この生体システムにおける自発的かつ可逆的な構造転移に基づく機能発現機構
の解明は、生物学や生化学分野における学術的に重要な課題の1つであるとともに、材料工学的観点から見ても
生体機能を超越する新たな機能性材料創製のために重要な課題である。本研究の遂行により得られる学術的知見
は、自発的なかつ可逆的な構造転移を利用した生体システムを超越する機能創発に加え、機能性材料創製のため
にも重要な学術的知見となると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生物の生命活動を維持する多くの機能は細胞内外を隔てる細胞膜、つまり異なる性質を有す
る組織界面に存在する生体高分子集合体で発現する。この界面の集合体は、外部環境の変化 (pH
やイオン濃度など) に応答することで可逆的な二次構造転移に基づく高次構造の変化が誘起さ
れ、その機能を厳密に制御している。この生体システムにおける自発的かつ可逆的な構造転移に
基づく機能発現機構の解明は、生物学や生化学分野における学術的に重要な課題の 1 つである
とともに、材料工学的観点から見ても生体機能を超越する新たな機能性材料創製のために重要
な課題である。しかし、生体に倣う構造制御による機能設計技術の確立に加え、同概念の導入に
よる生体システム様の特異な機能を発現する材料の創製は達成されていない。これは、生体高分
子が複雑な 3 次元的な階層性および配向性を有する秩序構造体を形成するために、その自己組
織化による構造形成機構を解明することが困難なことに起因する。近年では、タンパク質のモデ
ル分子であるペプチドをビルディングブロックとした自己組織化による秩序集合体形成とその
形成機構に関する研究が行われている。ペプチドは、アミノ酸の種類や配列 (一次構造) に応じ
た機能発現や多様な二次構造制御に基づく構造制御が可能である。そのため、生体システムを超
越する構造制御による機能創発には、生体システムのモデル系において“性質の異なる物質間の
界面で生じる構造転移と構造形成機構の動力学的解析”が重要であると考えた。以上より、本研
究の遂行により得られる学術的知見は、自発的なかつ可逆的な構造転移を利用した生体システ
ムを超越する機能創発に加え、機能性材料創製のためにも重要な学術的知見となると期待され
る。 
 
２．研究の目的 
以上の学術的背景より、本研究では種々のペプチドを用いて構築される性質 (電荷および pH) 
の異なるペプチドゲルを生体組織のモデル系とし、ペプチドゲル同士の融合により誘起される
界面近傍のペプチド分子による二次構造転移挙動および自発的な構造形成機構の動力学解析を
目的とする。特に、本研究では細胞組織の界面を模倣した異種電荷を有するペプチドゲルを作製
し、その界面におけるペプチド分子の二次構造転移挙動と界面近傍の pHの間に着目し、その相
関について検討した。 
 
３．研究の方法 
  異なる電荷状態を有するペプチドゲルを作製するために、本研究では 3種類の-シート型ペプ
チドを固相法により合成した。合成したペプチドは、主に負電荷を有する Ac-(VEVS)4-CONH2：
VEVS、電荷的に中性な Ac-(VHVEVS)3-CONH2：VHVEVS および正電荷を有する Ac-(VKVS)4-
CONH2：VKVSである。ペプチドハイドロゲルは、各ペプチド水溶液を所定の pH値 (VEVS: 5.5, 
VHVEVS: 8.0および VKVS: 9.0) に制御し、その後、超音波ホモジナイザーによる水溶液を混合
することにより作製した。ペプチドゲル間の融合は、作製したペプチドゲルから VKVS/VEVS系 
(塩基性/酸性ゲル系)および VEVS/VHVEVS 系 (酸性/中性ゲル系) の組み合わせで行った。具体
的な融合プロセスは各ペプチドゲルをスタックさせ、1日室温でインキュベートした。このゲル
融合に伴い界面近傍に存在するペプチドの二次構造および pH値の変化を動的に解析した。 
 
４．研究成果 
・ペプチドゲルの融合に伴う界面ペプチドの二次構造転移挙動の解析 
 設計・合成した 3種類のペプチドは全て無色透明なハイドロゲルを形成し、透過型電子顕微鏡 
(TEM) からそのモルフォロジーがナノスケールのファイバー状集合体であることを観察した。
これらのハイドロゲル中におけるペプチドの二次構造は、赤外吸収 (FT-IR) スペクトルの波形
分離解析から主
として-シート
構造であること
がわかった。ま
た、ハイドロゲル
の貯蔵弾性率は、
構成成分である
ペプチドの水素
結合および静電
相互作用の形成
部位数に依存す
ることがわかっ
た。具体的には、
水素結合および
静電相互作用の

Fig. 1. Continuous variation of secondary structural contents induced by fusion 
between (a) the VKVS/VEVS and (b) the VEVS/VHVEVS peptide hydrogels. 
The red and blue lines indicate the -sheet and random coil conformation 
contents, respectively. 



形成部位数が最も多い VHVEVS系では約 500 Pa、次に多い VEVS系では約 400 Pa、最も少ない
VKVS 系では約 300 Pa であった。これらのペプチドゲルの融合により、ゲル界面では興味深い
2つの現象が確認された。1つ目は、振動現象を伴う連続的および可逆的な二次構造転移挙動で
ある。2つ目は、界面近傍における pH変化挙動である。Fig. 1は、VKVS/VEVS系 (塩基性/酸性
ゲル) および VEVS/VHVEVS 系 (酸性/中性ゲル) における界面ペプチドの二次構造 (-シート
とランダムコイル) の経時変化を示す。VKVS/VEVS系では、融合プロセスの最初期において急
激な-シートからランダムコイルへの転移が観察された。融合プロセスの進行とともに、
VKVS/VEVS系の界面ペプチドの二次構造は、-シートとランダムコイル間での連続的かつ可逆
的な二次構造転移 (振動現象) を伴いながら、最終的には融合初期の-シート含有率を回復した。
つまり、融合プロセスにより-シートからランダムコイルへの連続的かつ可逆的な構造転移が生
じたことを意味する。一方、VEVS/VHVEVS系では、VKVS/VEVSゲル系と同様に融合プロセス
の最初期において急激な-シートからランダムコイルへの転移の存在、-シートとランダムコイ
ル間での連続的な二次構造転移も同様に観察されたが、VKVS/VEVSゲル系で観察された初期の
-シート含有率への再転移は見られなかった。また、2つ目の現象として確認された融合ゲル界
面近傍の pH変化に関しても、界面ペプチドの二次構造転移挙動と同様に用いたゲル系により異
なる挙動を示した。具体的には、VKVS/VEVSゲル系において融合プロセスの最初期で界面近傍
の pHが酸性ゲルの pH 5.5から 60分以内に中性 pHである 7.4付近まで急激に変化した。その
後、融合プロセスが終了するまで界面近傍の pH に大きな変化を観察できなかった。その一方
VEVS/VHVEVS 系では、融合プロセスの開始時において中性ゲルの pH 値である 8.0 であった
が、プロセスの進行とともに緩やかな変化を示し、融合プロセスの終了時には酸性ゲルの pH値
である 5.5 に達した。つまり用いるゲル系により、pH 変化の速度に大きな影響を与えることを
明らかとした。 
 
・界面ペプチドの連続的かつ可逆的な構造転移挙動を伴うゲルの融合機構の解析 
 ペプチドゲルの融合によりその界面で観察された 2 つの興味深い現象をもとに、ゲルの融合
機構の解析を試みた。ペプチドゲルの融合は、ゲル界面における 2つの現象により界面ペプチド
の異なる挙動を誘起していると考えられる。各ゲル系において融合プロセス終了時における界
面ペプチドのモルフォロジーを TEMにより観察したところ、VKVS/VEVSゲル系においては融
合前と比較してペプチドファイバーが絡み合った高密度ペプチドファイバーが観察された。そ
の一方 VEVS/VHVEVS系では、融合前と同様のペプチドナノファイバーのみ観察された。この
融合プロセスの進行に伴うペプチドファイバーの高密度化は、ペプチドの安定な二次構造形成
および界面近傍の pH変化から説明することができる。VKVS/VEVSゲル系において、ゲル融合
の最初期には、VEVS ゲル相から VKVS ゲル相に対してプロトンの拡散が生じることでゲル界
面近傍の pHが中性領域に急激に変化する。この pH変化に連動し、各ゲルを構成するペプチド
分子の Lysまたは Gluの側鎖官能基 (アミノ基またはカルボキシル基) がプロトン化される。こ
の側鎖官能基のプロトン化は同じ電荷特性をもつ分子内または分子間ペプチド間での静電反発
が生じることで-シートからランダムコイルへの二次構造転移を誘起する。この二次構造転移に
よりゲル界面近傍においては、部分的なゾル-ゲル相転移が生じ、ゲル界面のペプチドが他のゲ
ル領域よりも高い拡散性を獲得する。その結果、界面の VKVS ペプチドと VEVS ペプチド間で
の静電相互作用により電荷遮蔽が生じ、再度安定な二次構造である-シート構造に再転移する。
TEM により観察された高密度のペプチドナノファイバーは、この異種電荷ペプチド間での静電
相互作用を駆動力として形成されたと考えられる。その後、ゲル界面領域は融合プロセスの進展
に基づく pH変化により拡張され、拡張された界面領域においても先と同様の pH変化およびペ
プチドの二次構造転移が
生じる。この連続的なゲル
界面の拡張に基づくペプ
チドの挙動が、二次構造の
振動現象として観察され
たと結論づけた。以上の結
果より、-シートとランダ
ムコイル間での連続的か
つ可逆的な二次構造転移 
(振動現象) を伴うペプチ
ドゲルの融合には、(1) ゲ
ル界面近傍の pH 変化によ
り誘起されるアミノ酸側
鎖官能基のプロトン化、(2) 
分子間での静電相互作用
に起因するペプチドの構
造安定化の 2つの因子が重
要であることを明らかと
した (Fig. 2)。 
 

Fig. 2. Mechanism of the continuous variation of secondary structural 
contents of the fusion hydrogel interfacial peptides. 
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