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研究成果の概要（和文）：インテグリンαvβ5に高い結合性を示すRGD（Arg-Gly-Asp）X1X2配列を含むラミニン
α5鎖のペプチドを同定し、これを用いたペプチド-マトリックスがiPS細胞の培養に有効であることをみいだし
た。ラミニンα5鎖の活性ペプチドhA5G18 (DDFVFYVGGYPS)が、アミロイド線維を形成することにより細胞接着活
性を示すことを解明し、そのアミロイド線維形成のコア配列を用いて機能性アミロイド線維を創製しバイオマテ
リアルとしての有用性を示した。弾性線維を形成するエラスチン由来のペプチドの重合体にラミニン活性ペプチ
ドを結合し、熱応答性ペプチド-マトリックスの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：We identified a peptide of the laminin α5 chain containing the RGD 
(Arg-Gly-Asp) X1X2 sequence that shows high binding affinity to integrin αvβ5, and found that a 
peptide-matrix using this peptide is effective for culturing iPS cells. We clarified that the active
 peptide of the laminin α5 chain, hA5G18 (DDFVFYVGGYPS), exhibits cell adhesion activity by forming
 amyloid fibrils, and created functional amyloid fibrils using the core sequence of the amyloid 
fibril formation, demonstrating its usefulness as a biomaterial. We developed a thermoresponsive 
peptide-matrix by binding laminin active peptides to a polymer of elastin-derived peptides that form
 elastic fibers.

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラミニン活性ペプチドを用いたペプチド－マトリックスがiPS細胞や神経幹細胞など様々な細胞の培養や分化誘
導を目的としたバイオマテリアルとして有用であることを示した。これらの結果は人工基底膜の創製につながる
ものである。また、ラミニンペプチドを固定化したエラスチン様ペプチドは熱応答性で、バイオマテリアル分野
での応用が期待される。アミロイド線維を形成するペプチドは自己会合性バイオマテリアルを作成する上で重要
なツールとなるものである。

※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 

 再生医療や組織工学の発展に伴い、様々なバイオマテリアルの開発が盛んに行われて

きている。発生や再生を制御するためには細胞外マトリックス、特に多機能な基底膜を

模倣することが理想的とされる。これまで、マウス腫瘍由来の抽出基底膜の「マトリゲ

ル」が組織・細胞工学実験に汎用されてきたが、実際の臨床応用は不可能であり、マト

リゲルと同等な作用を持つ機能性バイオマテリアルの開発が望まれてきた。コラーゲン

やラミニンなどの基底膜成分やその組換え体、ペプチドゲルなど様々なものが開発され

ているが、安全性や機能性に優れ基底膜を模倣した合成バイオマテリアルの開発には至

っていない。 

 

２．研究の目的 

 個体の発生や再生において最も重要な細胞外環境を提供する基底膜を模倣したバイ

オマテリアルは、再生医療を目的とした組織工学において必須のもので、基底膜の主要

タンパク質であるラミニンはすでに iPS 細胞の培養に汎用されている。我々は長年にわ

たりラミニンの機能部位の解明を 3000 種類以上の合成ペプチドを用いて網羅的に行い、

約 100 種類の活性ペプチドを同定してきた。また、活性ペプチドを高分子マトリックス

に結合させたペプチド-マトリックスが細胞培養の足場材料として有用であることを示

してきた。本研究は、我々が同定した受容体特異的に作用するラミニン活性ペプチドを

複数種類混合して固定化したペプチド-マトリックスを作製し、機能性バイオマテリア

ルとして応用することを目的としている。この機能性バイオマテリアルは、iPS 細胞や

ES 細胞の培養および分化誘導、3次元培養や器官培養を可能にするもので、組織工学や

再生医療の発展に大きく寄与するものである。 

 

３．研究の方法 

 本研究期間内に、我々が構築した 3000 種類以上のラミニンペプチドからなるライブ

ラリーから見出された細胞接着活性を有する約 100 種類の活性ペプチドの中で顕著な

活性を示す 50 種類を酸性多糖のアルギン酸に結合し、塩基性のキトサンとポリイオン

コンプレックスを形成させて安定なペプチド-マトリックスを作製する。本マトリック

スは、作製操作が簡便で、ポリイオンコンプレックスが安定なため長期培養への応用が

可能である。また、酸性多糖側に固定化されたペプチドに細胞が接着するため、マトリ

ックスへの非特異的な相互作用が少なく、ペプチドとの相互作用が向上する。次に、細

胞接着活性の強いものを見出し、受容体の同定と詳細な生物活性の解析を行い、作用の

違いによりグループ分けを行う。また、各グループで最も強い活性のペプチド-マトリ

ックスの最適化を、構造活性相関によるペプチドの最適化、長さや物性の検討によるス

ペーサーの最適化、多糖の種類や架橋度の検討によるマトリックスの硬さや物性の最適

化の 3方面から行う。これらの最適化はすでに実行中で結果も得られている。最適化さ

れたペプチド-マトリックスやそれらを混合した混合ペプチド-マトリックスを用いて、

様々な生物活性を評価する。受容体の異なるペプチドを混合してマトリックスに固定化

することにより、生物活性が飛躍的に上昇することはすでに報告済みである。これら一



連の研究ではラミニンをコントロールにおき、線維芽細胞、上皮細胞、神経細胞などの

培養実験、唾液腺などの器官培養実験により評価し、機能性バイオマテリアルとして組

織工学分野に応用する。さらに、上記の活性ペプチド-マトリックスを用いて、神経幹

細胞や iPS 細胞の接着および分化増殖に与える影響を評価する。ペプチドをプレートに

コートし、iPS 細胞の接着および増殖に与える影響を約 100 種類のペプチドを用いて調

べたところ、いくつかのペプチドが iPS 細胞の接着を促進することが分かった[2]。ま

た、ラミニン活性ペプチドをアルギン酸-キトサンのポリイオンコンプレックスマトリ

ックスに固定化したいくつかのペプチド-マトリックスが iPS 細胞の接着を促進し、長

期培養が可能であることを示す結果も得られてきている。本実験では、すでに iPS 細胞

の培養に汎用されているラミニン-511 およびその組換え体をコントロールに用い、ペ

プチド-マトリックスの iPS 細胞の接着、未分化のままでの長期培養の有効性を評価す

る。最適化したペプチド−マトリックスを iPS 細胞培養のための機能性バイオマテリア

ルとして開発し、再生医療分野への応用をめざす。 

 本研究課題で目的としている人工基底膜の開発研究を、当初の予定どおりに、 我々

が同定したラミニン活性ペプチドを高分子多糖に固定化したペプチド-マトリックスを

用いて行う。我々が構築した約 3000 種類のラミニンペプチドからなるライブラリーか

ら見出された細胞接着活性を有する約 300 種類の活性ペプチドの中でペプチド-マトリ

ックスにした場合に顕著な活性を示すペプチドを再評価する。このペプチド-マトリッ

クスでの再評価が完了し次第、 アガロース、アルギン酸、キトサンなどの多糖に結合

し、ペプチド-マトリックスを作製する。次に、細胞接着活性の強いものを見出し、受

容体の同定と詳細な生物活性の解析を行い、作用の違いによりグループ分けを行う。ま

た、各グループで最も強い活性のペプチド-マトリックスの最適化を、構造活性相関に

よるペプチドの最適化、長さや物性の検討によるスペーサーの最適化、多糖の種類や架

橋度の検討によるマトリックスの硬さや物性の最適化の 3方面から行う。最適化された

ペプチド-マトリックスやそれらを混合した混合ペプチド-マトリックスを用いて、様々

な生物活性を評価する。これら一連の研究ではラミニンとマトリゲルをコントロールに

おき、線維芽細胞、上皮細胞、神経細胞などの培養実験、唾液腺などの器官培養実験に

より評価し、人工基底膜ともいえる全く新しい医用材料の創製を行い、バイオマテリア

ルとして応用していく。 

 

４．研究成果 

 個体の発生や再生において細胞外環境を提供する基底膜を模倣したバイオマテリア

ルは、再生医療を目的とした組織工学において必須のものである。我々は長年にわたり

基底膜の主要成分のラミニンの機能部位の解明を 3000 種類以上の合成ペプチドを用い

て網羅的に行い、約 100 種類の活性ペプチドを同定してきた。また、活性ペプチドを高

分子多糖マトリックスに結合させたペプチド-マトリックスが細胞培養 の足場材料と

して有用であることを示してきた。本研究は、我々が同定したラミニン活性ペプチドを

複数種類混合して固定化したペプチド-マトリックスの機能性バイオマテリアルとして

の応用を目的としている。本研究では、これまでの実験において活性のあった約 100 種

類のペプチドの中でペプチド-マトリックスにした場合に顕著な活性を示すペプチドを

再評価し、約 10種類のペプチドを得た。この 10 種類に関して様々な細胞を用いて細胞

接着や培養の評価を行った。各ペプチドの混合比によって活性の違いが確認された。今



回の研究結果では、シンデカンに特異的に結合する AG73（RKRLQVQLSIRT）とα2β1イ

ンテグリンに特異的に結合する EF1（DYATLQLQEGRLHFMFDLG）を 1：9のモル比でキトサ

ンマトリックスに結合させたときに時に最も強く細胞接着や細胞伸展が促進されるこ

とが確認された。今後ペプチドの混合比をさらにシステマティックに替えていくことに

より、最適化が進められることが確認できた。 

 インテグリン αvβ5 に高い結合性を示す RGD（Arg-Gly-Asp）X1X2配列を含むラミニ

ン α5 鎖のペプチドを同定し、これを用いたペプチド-マトリックスが iPS 細胞の培養

に有効であることをみいだし、FASEB J 誌に報告した。RGD 配列はインテグリン結合モ

チーフとして広く知られていおり、インテグリンサブタイプの中でも、αvβ1、αvβ3、

αvβ5、αvβ6、αvβ8、α5β1、α8β1、αIIbβ3 の 8種類に結合することが知られ

ていた。RGD がこれらのサブタイプの認識をどのように区別しているのかについては完

全には明らかになっていない。これまでの研究においても、RGD 含有ペプチドでインテ

グリン αvβ3 への結合は見られるものの、他のサブタイプへの結合は確認されていな

かった。人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の接着を促進する RGD ペプチドが存在する一方

で、ある RGD ペプチドは iPS 細胞にほとんど活性を示さないことにヒントを得て、RGD

の周辺配列に iPS 細胞の接着に重要なアミノ酸を検討した結果、iPS 細胞の発現するイ

ンテグリン αvβ5 への結合には、RGD に続く特定の 2 残基 X1X2（VF（バリン-フェニル

アラニン）または NY（アスパラギン-チロシン））の存在が必要であることを明らかにし

た。そして、iPS 細胞をはじめとするある種の細胞は、インテグリンαvβ5を発現して

いる一方、RGD 単独でも結合できる αvβ3を持たないため、その接着には RGDX1X2配列

が必要であるということがわかった。さらに、X1X2残基の網羅的なアミノ酸置換により、

X1として T（スレオニン）が最も適していること、X2においては芳香族性が重要で、F、

Y、W（トリプトファン）の中でも Fが最も適していることを見出し、最適な配列として

RGDTF を同定し、Biol Pharm Bull 誌に報告した。RGDTF ペプチドは iPS 細胞をはじめ

とするインテグリン αvβ5 依存的な細胞に対する接着因子として、細胞培養基材や生

体材料の開発など、様々な応用が期待される。 

 ラミニンα5鎖の Gドメイン由来の活性ペプチドに注目し、アミロイド線維を形成す

ることにより細胞接着活性を示すメカニズムを解明し、そのアミロイド線維形成のコア

配列を同定するとともに、そのコア配列を用いて機能性アミロイド線維を創製しバイオ

マテリアルとしての有用性を示し、Molecule 誌に報告した。ヒトラミニン α5 鎖 G ド

メインの生物学的に活性な配列が、113 種類のペプチドを用い、細胞接着活性をペプチ

ドをプレートにコートする方法（ペプチドコート法）とペプチドを多糖マトリックスに

結合させる方法（ペプチドマトリックス法）で評価することにより同定されてきた。そ

の中で、ペプチドコート法のみで細胞接着活性を示す 2 種類のペプチド、hA5G18 

(DDFVFYVGGYPS)と hA5G26 (LDGTGFARISFD)に注目し、コンゴレッド評価や透過電子顕微

鏡で解析し、hA5G18 がアミロイド様線維を形成し、細胞接着を促進することを見出し

た。次に、hA5G18 の deletion 実験やアラニン置換実験から、FVFYVGGYPS が細胞接着活

性の、FVFYV がアミロイド線維形成の最小配列であることを見出した。FVFYV はアミロ

イド線維を形成するが細胞接着活性を示さない。次に、FVFYV に細胞接着活性ペプチド

や塩基性アミノ酸を修飾し、機能性アミロイド線維のデザインを行ったところ、アルギ

ニンやリジンなどの塩基性アミノ酸を修飾することによりインテグリン β1 を介した

細胞接着活性を有するアミロイド線維の創製に成功した。FVFYV は、機能的なアミロイ



ド様線維を設計するためのプラットホームともいえるコア配列として用いることが可

能で、細胞の足場材料のバイオマテリアルの開発に有用であることが示された。本研究

において見出されたアミロイド繊維を形成することによりインテグリンを介した細胞

接着を示すメカニズムは細胞接着機構の解析に新たな知見を与えるものであるととも

に、hA5G18 ペプチドはラミニンの機能解明に有用である。また、FVFYV ペプチドは、ア

ミロイド繊維のコア配列として用いることができ、新たなバイオマテリアルの開発研究

に寄与できるものである。 

 マトリックス部分に注目し、弾性線維を形成するタンパク質のエラスチン由来のペプ

チドの重合体である熱応答性のポリマーを高分子多糖に代わるマトリックスとして用

いて、ペプチド-マトリックスの研究を行った。このエラスチン様ペプチドは、低い温

度で溶解し、高い温度で凝集してコアセルベートを形成する。5種類の代表的なラミニ

ン活性ペプチドをエラスチン様ペプチドに結合した複合体の熱応答性を物理化学的に

解析し、溶解する温度と凝集してコアセルベートを形成する温度を解明し、バイオマテ

リアルへの応用方法を検討し、細胞接着活性を評価した。ヒトの体温と同じ 37 度以上

でコアセルベートを形成し、細胞に対して受容体特異的に結合するラミニン活性ペプチ

ドとエラスチン様ペプチドの複合体を開発することに成功した。これらはバイオマテリ

アルとしての応用が期待され、Biomacromolecule 誌に報告した。  
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