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１． は じ め に

一万人を超える本誌読者の中で，本稿のキーワードであ

る「コラーゲン」，「ペプチド」という言葉をご存じない方

はいないであろう．いや，この二つの言葉ほど，生化学の

専門用語としてわが国の人口に膾炙（かいしゃ）している

ものは他にないのではなかろうか．近年はしばしばこの二

つの単語はつながって，「コラーゲンペプチド」となる．

そして，そのように呼ばれる物質を皮膚に塗布，あるいは

経口摂取（字義どおり「人口に膾炙」）することによって，

人々は美しくなったり，健康になったりするらしいと聞

く．このコラーゲンペプチドと呼ばれる物質は，動物由来

のコラーゲンを変性，断片化したもの，すなわちゼラチン

を消化して得られるペプチドの総称である．

本稿で述べる内容は，上記のようなコラーゲンペプチド

と呼ばれる物質がヒト身体に及ぼす生理的効果に関するも

のではないことをまずはお断りしておく．ここで用いる

「コラーゲン様ペプチド」という言葉は，コラーゲン分子

を特徴づけている特異な三重らせん構造を模倣するように

デザインされた化学合成ペプチドを指す．精緻にデザイン

されたコラーゲン様ペプチドを利用することによって，動

物の組織から抽出された天然コラーゲンそのものを用いて

は知ることができなかった，コラーゲンの精密な構造や多

彩な生物機能が次々と明らかになってきた．また最近で

は，コラーゲン様ペプチドの超分子集積体を作成すること

によって細胞の振る舞いを制御しようとする，バイオマテ

リアルの開発を指向した試みも盛んになってきた．

２． コ ラ ー ゲ ン

細胞外マトリックス（ECM）は，多糖とタンパク質か

らなる超分子複合体であり，多細胞動物の細胞同士を結び

つけることによって組織構造を維持するのに役立ってい

る．ECMを構築するタンパク質の中で最も多量に存在す

るのがコラーゲンである．

コラーゲンは，Gly-X-Y（X，Yは様々なアミノ酸．X

位には Pro，Y位には４-ヒドロキシプロリン（４-Hyp）が

多い）の繰り返しからなるポリペプチドが同じ向きに３本

寄り集まって形成された三重らせん構造の存在によって特

徴づけられるファミリータンパク質の総称である．コラー

ゲン三重らせん構造の詳細は，コラーゲン様ペプチドの X
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コラーゲン様三重らせんペプチドを利用した生化学研究

小 出 隆 規

コラーゲンは我々のからだの総タンパク質量の約３割を占めるタンパク質である．I型

に代表される線維形成コラーゲンでは，ポリペプチドの三重らせんがさらに束ねられて線

維を形成する．コラーゲン線維は，組織形態の維持と機械的強度の付与に不可欠な役割を

果たしている．一方，コラーゲンは接着した細胞の機能や運命を制御したり，血管損傷部

位で血液凝固を惹起するといった，多細胞動物の高次の営みを制御するシグナリング分子

としても重要な役割を担っている．これまでにコラーゲンの三次構造やその特異な生物機

能についての研究には，化学的に合成された三重らせんペプチドが有効に利用されてき

た．コラーゲンの構造を模倣するペプチドを，いかにデザインし，何のためにどのように

用い，そして何が明らかになったかについて最近の知見を含め解説したい．

早稲田大学先進理工学部化学・生命化学科（〒１６９―８５５５
新宿区大久保３―４―１）
Application of collagen-like triple-helical peptides to bio-
chemical studies elucidating the collagen structure and func-
tions
Takaki Koide（Department of Chemistry and Biochemistry,
School of Advanced Science and Engineering, Waseda Uni-
versity,３―４―１ Okubo, Shinjuku-ku, Tokyo １６９―８５５５, Ja-
pan）



線結晶構造解析により明らかになったものである１）．図１

上段にはヒト III型コラーゲンの７８５―７９６配列を含むペプ

チド T３-７８５の X線結晶構造を示した２）．コラーゲン三重

らせんは，左巻きポリプロリン II型へリックスが緩く右

巻きにより合わさった超らせんで，３アミノ酸毎に配置さ

れる Gly残基が中央に寄り集まって芯を形成している．ら

せんのピッチはアミノ酸配列に依存し，イミノ酸が豊富な

部位は強く巻きついた超らせん（７／２へリックス），Proや

４-Hypの少ない部分は緩い超らせん（１０／３へリックス）を

形成する．I，II，III型のような線維形成コラーゲンでは，

３００回以上の Gly-X-Y配列の繰り返しが，長さ３００nmの

コラーゲン分子を形成している（図１，中段）．さらに，

コラーゲン分子は，長軸方向に約１／４ずつずれながら自己

集合し，６７nmの周期（D-period）をもつ線維となる（図１，

下段）．

ヒトではこれまでに I型～XXIX型が同定されている３）．

ECM中でコラーゲンの三重らせん分子は，さらに自己集

合し超分子構造体を形成している．その超分子の形態に

よって，コラーゲンファミリーは，線維形成型（I，II，III，

V型など），ネットワーク形成型（IV型など），FACIT

（fibril-associated collagens with interrupted triple helices）型

（IX，XII型など），膜貫通型（XIII型など），その他の型

に分類される．コラーゲンの中で，最も多量に存在するの

は線維形成型に分類される I型であり，全コラーゲン量の

約９割を占めるとされている．

I型コラーゲンは，骨や腱の主成分であるだけでなく，

ほとんどの結合組織に分布し，多細胞動物のからだの形態

と強度を維持している．III型コラーゲンは血管壁の強度

を維持するのに重要である．また，基底膜の主要な構成成

分である IV型コラーゲンは，上皮系と間葉系細胞との境

界面を形成している．

このような構造タンパク質としてのコラーゲンの重要性

図１ コラーゲンの階層構造
（上段）コラーゲン三重らせんの構造．T３-７８５ペプチドの X線結晶構造
（１BKV）．一次構造中の Oは４-ヒドロキシプロリン（４-Hyp）を示す．（中
段）I，II，III型のような線維形成コラーゲンの三重らせん分子．（下段）コ
ラーゲン分子はさらに自己集合して周期（D-period）をもつ線維を形成する．
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は，コラーゲンの生合成に必須の分子シャペロンである

Hsp４７（heat-shock protein４７）の遺伝子を両アリルで欠失

させたマウスの表現系を見れば容易に理解できる４）．この

マウスは胎生１１．５日で死に至るが，その胎児は，あらゆ

る結合組織が脆弱であり，直接の死因は大血管の破裂によ

る失血死であるものと推定された．

しかし，コラーゲンは単に多細胞動物組織の骨組みとし

て働くだけではない．たとえば，細胞の分化・運命決定，

創傷治癒，血液凝固，血管新生など高等動物の高次の営み

を直接的あるいは間接的に制御するシグナリング分子とし

ても重要な役割を担っている．このような生物活性は，コ

ラーゲンと生体高分子（タンパク質や多糖）との相互作用

によって引き起こされる．これまでに数十のコラーゲン結

合タンパク質が同定され，その機能を探ることによってコ

ラーゲンが果たすシグナリング分子としての役割が明らか

になりつつある５）．

図２に示したように，ECMに埋め込まれた細胞は，dis-

coidin domain受容体-１および２（DDR-１, -２）や，コラー

ゲン結合型インテグリン，シンデカンなどのプロテオグリ

カンなどを介してコラーゲンと結合し，細胞内へシグナル

が伝達される．

また，血液凝固は，少なくとも３種のコラーゲン結合タ

ンパク質とコラーゲンとの結合が引き起こす生理的過程で

ある．血清タンパク質であるフォンビルブラント因子

（VWF）は，血管損傷により露出したコラーゲンに結合し，

glycoprotein Ib（GPIb）を介した血小板との相互作用を引

き起こす．血小板にはインテグリン α２β１と glycoprotein

VI（GPVI）の２種のコラーゲン受容体が存在し，これら

がコラーゲンと結合することによって，血小板が活性化さ

れる６）．また，興味深いことに，吸血性蚊の唾液は ae-

gyptinというタンパク質を含み，これがコラーゲンに結合

することにより，VWFとコラーゲンとの相互作用を妨げ，

吸血時の血液凝固を防いでいるらしい７）．

ここで強調しておきたいのは，これらのコラーゲン結合

タンパク質は，コラーゲン三重らせん構造上に提示された

アミノ酸配列を特異的に認識して結合し，タンパク質の構

造変化や，細胞の反応を引き起こしているということであ

る．

３． コラーゲン様三重らせんペプチド

主要な型のコラーゲンは家畜等の動物組織から比較的容

易にかつ多量に精製することができ，市販品も入手しやす

い．しかし，コラーゲン三重らせんの構造解析や，機能の

解析，特にタンパク質との相互作用などの研究において，

天然のコラーゲンをそのまま実験に使用することは，しば

しば困難を伴う．なぜなら，コラーゲンは，他の ECMタ

ンパク質同様巨大な分子サイズの多機能タンパク質であ

り，かつ生理的バッファー中で容易にゲル化するからであ

図２ さまざまなタンパク質との相互作用を介したコラーゲンの機能
DDR, discoidin domain receptor-１ or -２; FAK, focal adhesion kinase; Tal, talin; Pax, paxillin;
Vin, vinculin; VWF, von Willebrand factor; GPIb, glycoprotein I-b; GPVI, glycoprotein VI.
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る．さらに，一般のタンパク質化学では第一選択である，

細菌や酵母をホストとした遺伝子組換えタンパク質産生系

も，コラーゲンの研究にはあまり役には立たなかった．コ

ラーゲン三重らせんドメインの Gly-X-Yの繰り返し配列

中にある，Y位 Pro残基は翻訳後修飾により水酸化され，

そのほとんどが４-Hypとなっているためである．このよ

うな困難は，化学的にペプチドを合成し，それを利用する

ことによって解決できる．

コラーゲンの三重らせん構造を模倣するペプチドの利用

は，今から約４０年前の榊原らの（Pro-Pro-Gly）nおよび

（Pro-４-Hyp-Gly）nの合成にはじまる８，９）．それ以降，類似の

構造をもつ多数のペプチドが合成され，活用されてきた．

これまでに得られたコラーゲン三重らせんに関する詳細な

構造情報はほとんど合成ペプチドを用いた解析から得られ

たものであると言ってよい１）．

ここで，化学合成するコラーゲン様ペプチドの分子デザ

インについて解説する．例えば天然コラーゲンの三重らせ

ん構造中のある特定の一部の構造を模倣したペプチドが実

験上必要であるとする．この場合，目的とするアミノ酸配

列に対応するペプチドを合成しても，大抵の場合それが三

重らせんを形成することは期待できない（図３A）．様々な

X,Yアミノ酸をもつコラーゲン様三重らせんペプチドをデ

ザインするときにまず考えなければならないのは，三重ら

せん構造を安定化させることである．このために現在最も

よく採用されているのは，（Pro-４-Hyp-Gly）x-（X-Y-Gly）y-

（Pro-４-Hyp-Gly）zおよびこれに類似した「ホスト―ゲスト

型ペプチド」と呼ばれる分子デザインである１０）（図３B）．

この分子デザインでは興味ある（しかしほとんどの場合三

重らせん安定性が低い）中央のアミノ酸配列を，コラーゲ

ン三重らせんの安定性を向上させるトリペプチドである

Pro-４-Hyp-Glyなどの繰り返しで挟み込むことによって，

合成したペプチドの三重らせんに実験に耐えうるだけの熱

安定性を付与できる．このタイプのペプチドをデザインす

るにあたっては，Brodskyグループの一連の研究成果が役

に立つ１１，１２）．彼女らは，様々なゲスト配列をもつホスト―ゲ

スト型ペプチドの三重らせん変性温度を測定し，ゲストと

して導入したアミノ酸配列の三重らせん安定性に対する寄

与の度合いをパラメータ化した．そしてこの情報をもとに

してホスト―ゲスト型コラーゲンペプチドが形成する三重

らせんの変性温度を予測する経験式を導きだした．この安

定性予測プログラムはホスト―ゲスト型ペプチドの分子デ

ザインを決める上で有用である１３）．

また，末端にバクテリオファージ T４由来 fibritin中の

foldonドメイン（２７アミノ酸）のような三量体化ドメイ

ンを連結することによっても，短いペプチドのコラーゲン

三重らせんを安定化することができる１４）（図３C）．

ホスト―ゲストペプチドに代表される open-chainペプチ

ドのデザインは，比較的合成が容易であるのでよく用いら

れるが，これらは自己集合により三量体化するため，ペプ

チド鎖がそれぞれ異なった配列からなるヘテロ三重らせん

をつくることが困難である．最近 Hartgerinkらは，負電荷

をもつ（Glu-４-Hyp-Gly）n，正電荷をもつ（Pro-Arg-Gly）n

と電荷をもたない（Pro-４-Hyp-Gly）nの３者を混合し高温

で変性したのちに低温でアニールすると，静電的相互作用

によってヘテロ三重らせんがつくれることを報告した１５）．

このペプチドデザインは，ヘテロな三重らせん構築の新し

いツールとなりつつある１６）．

ヘテロな三重らせん構造を模倣するコラーゲン様ペプチ

ドの分子デザインとして，ペプチド末端を位置選択的な共

有結合形成反応を用いて結束した三量体ペプチドが利用さ

れる（図３D）．この中でも，Cys側鎖間での段階的かつ位

置選択的なジスルフィド結合形成反応を利用した cystine-

knotペプチドは，ヘテロな三重らせんモデルとして最も

実績がある１７，１８）．また鎖間での共有結合の導入は，三重ら

せん構造の安定化にも寄与する．

以上述べたように Gly-X-Yの繰り返しを基本とする三

重らせんペプチドの分子デザインとして様々なものが提案

されており，研究用途に応じて使い分けることができる．

４． コラーゲン様ペプチドとタンパク質との相互作用

タンパク質とコラーゲンの相互作用そしてそれによって

引き起こされる生物作用を研究する上で，そのタンパク質

に結合するコラーゲン三重らせん上の構造を模したペプチ

ドを適切にデザイン・合成し，それを利用することは有益

である．なぜなら，サイズを小さくすることによって可溶

図３ コラーゲン様三重らせんペプチドのデザイン
A. コラーゲン一次構造の一部を模倣するペプチドは，多くの
場合三重らせん構造をとることができない．
B―D. 安定化した三重らせんペプチドのデザイン．
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性になることで，結合の特異性やアフィニティーの定量的

測定，分光学的測定が容易になるとともに，NMRや結晶

構造解析にも応用できるようになるからである．

４―１ タンパク質結合配列の同定

三重らせん構造を構築できるペプチドのデザインについ

ては前節で述べたが，まず重要なのは目的とするタンパク

質に結合するコラーゲン上の配列を知ることである．（線

維形成コラーゲンの場合）それぞれ約１，０００のアミノ酸残

基からなるポリペプチド鎖によって形成された三重らせん

ドメインから，いかにすれば十アミノ酸残基程度のタンパ

ク質結合配列を同定できるだろうか？

古典的にはコラーゲンの CNBr切断フラグメントを精製

し，目的タンパク質との結合実験を行うことで配列を絞り

込んだり，タンパク質とコラーゲン分子との複合体の電子

顕微鏡観察から結合部位を推定したりといった方法がとら

れていた．筆者らは，酵母ツーハイブリッドシステムを用

いてランダムなコラーゲン様ペプチドからタンパク質結合

配列を探す方法１９）や，タンパク質に光架橋基を導入してコ

ラーゲン上のタンパク質結合部位にフットプリントを導入

する２０）といった手法を開発したが，一般的に利用されるに

は至っていない．

タンパク質が結合するコラーゲン三重らせん上の配列を

決定する上でのブレイクスルーは極めてシンプルなアイデ

アにあった．英国の Farndaleらのグループは，II型や III

型のような線維形成コラーゲンの全長を互いにオーバー

ラップする５７個の断片に分け，それらを網羅する三重ら

せん型ペプチドのライブラリーを構築したのである２１，２２）．

このように，巨大タンパク質を合成可能な短いペプチドに

区分してライブラリーを構築するというコンセプトは，ラ

ミニンにおける野水らの研究（本号，片桐，野水の稿を参

照）のように巨大タンパク質から活性のあるアミノ酸配列

を同定する上で効果的な方法であるが，Farndaleらはコ

ラーゲンの部分配列を，それぞれ約６０アミノ酸残基から

なり，かつ両端をジスルフィド結合で束ねたホスト―ゲス

ト型三重らせんペプチドとして合成した．彼らがこのペプ

チドライブラリー（彼らはコラーゲン toolkitと呼んでい

る）を構築してからは，さまざまなタンパク質が結合する

コラーゲン三重らせん上の配列が同定されるようになっ

た．これまでに同定された主なコラーゲン上のタンパク質

あるいは多糖と結合する配列を表にまとめた．

一見して気づくのは配列の重複が多いことである．

VWFに結合する III型コラーゲン上の配列 RGQOGVMG

F２３）は，DDR-２２４），secreted protein acidic and rich in cysteine

（SPARC，別名 BM４０／osteonectin）２５），aegyptin結合配列７）と

重複している．aegyptinの血液凝固阻害は VWFとの競合

表１ コラーゲン結合分子が認識するコラーゲン三重らせん上のアミノ酸配列

コラーゲン結合分子 結合配列／結合モチーフ 文 献

VWF RGQOGVMGF ２３

DDR-２ GVMGFO ２４

SPARC／BM-４０／osteonectin GPOGPSGPRGQOGVMGFOGPKGNDGAO ２５

aegyptin RGQOGVMGF ７

LAIR-１
GAOGLRGGAGPOGPEGGKGAAGPOGPO＊１

GPRGRSGETGPAGPOGNOGPOGPOGPO＊２ ２６

GPVI GAOGLRGGAGPOGPEGGKGAAGPOGPO＊３ ２７

PEDF KGxRGFxGL 投稿中

ヘパリン KGHRGF ２９

Hsp４７ G（T／P）xGxR＊４ ３０

インテグリン α２β１ GxxGER＊５ ２１

コラーゲン様ペプチドを用いた実験から，結合配列が明確になっているもののみを挙げた．配
列の重複部分については下線を施した．挙げた配列のすべてが必ずしも結合に必要な最小構造
を表しているわけではない．Oは４-ヒドロキシプロリン（４-Hyp）を表す．xは任意のアミノ
酸を示す．
＊１ III型コラーゲン中の配列．
＊２ II型コラーゲン中の配列．
＊３この他にクロスリンクにより高分子量化した（GPO）nは GPVIアゴニストとして用いられて
いる．

＊４高アフィニティーモチーフのみを記載．
＊５高アフィニティーモチーフのみを記載．最も高いアフィニティーを示すのは GFOGER.
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であると考えるのは容易であるが，はたして内在性の３者

間でのコラーゲン上での競合は，生体内で機能的なものな

のだろうか．タンパク質が認識する結合配列の重複は，単

核球や胸腺細胞に発現する leucocyte-associated immuno-

globulin-like receptor-１（LAIR-１）２６）と血小板膜上の GPVI２７）

でも見られる．これら二つのコラーゲン受容体は類縁タン

パク質であり，よく似たコラーゲン認識をしていることが

X線結晶構造解析からわかった２８）．また，血管新生阻害タ

ンパク質である色素上皮由来因子（PEDF）は，三重らせ

ん上の KGxRGFxGL配列を認識していた（関谷・小出ら，

投稿中）．この配列はヘパリン／ヘパラン硫酸プロテオグ

リカン結合配列である KGHRGFとオーバーラップしてお

り２９），実際に PEDFのコラーゲンへの結合はヘパリンに

よって競合阻害を受けることが明らかになった．さらに，

PEDFは Hsp４７と同じセリンプロテアーゼインヒビター

（SERPIN）ファミリーに属するタンパク質であるが，PEDF

が結合するコラーゲン上のモチーフと Hsp４７が認識する

モチーフ（T／P）xGxR３０）とは大きく異なっていた．同じファ

ミリーに属するタンパク質が進化の過程で独自にコラーゲ

ン結合能を獲得したことは興味深い．

このように，いったん目的とするタンパク質が結合する

コラーゲン上の配列が明らかになると，その配列を含んだ

コラーゲン様ペプチドを合成できるようになるので，さま

ざまな生化学的な解析を実施できる．NMRや結晶構造解

析を用いたコラーゲン様ペプチド-タンパク質複合体の詳

細な構造解析の実例については，西田と嶋田による最近の

本誌総説を参照されたい３１）．この総説では，合成コラーゲ

ン様ペプチドと VWFや，インテグリン α２β１，GPVI，

DDRに存在するそれぞれのコラーゲン結合ドメインとの

相互作用についてタンパク質構造の観点からまとめられて

いる．

４―２ 情報基を導入したコラーゲン様ペプチドの生化学研

究への利用

化学合成ペプチドを用いることによって，蛍光基，光架

橋基など，さまざまな情報基を導入でき，コラーゲンとタ

ンパク質との相互作用を研究することができる．このよう

な「細工物」のコラーゲン様ペプチドの利用は，ターゲッ

トタンパク質との共結晶化といった順当な手段を講じるこ

とが困難な場合に効果的である（図４）．

Moroderら３２），および Fieldsら３３）はコラーゲンを基質と

するマトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）の酵素

化学的性質や，基質特異性を検討するために，fluores-

cence resonance energy transfer（FRET）ペアを導入した三

重らせんペプチドをデザイン・合成し，それらを利用し

た．いずれの分子も，三重らせんをとったインタクトな状

態では消光していた蛍光基が，MMPによるペプチドの切

断により三重らせん構造が不安定化することで FRETが解

消し，蛍光強度が増大するという巧妙な分子設計となって

いる（図４A）．

Hsp４７はプロコラーゲンの小胞体内での正しい構造形成

に必須の分子シャペロンである．これまでさまざまな合成

ペプチドを用いて Hsp４７とコラーゲン三重らせんの相互

作用が研究されてきたが，いまだ複合体の直接的な構造解

析は実現していない．筆者らは，Hsp４７と結合する三重ら

せんペプチドの様々な部位に，光架橋基を側鎖にもつ p-

benzoylphenylalanine（Bpa）残基を組み込んだペプチドを

作製し，Hsp４７の光アフィニティーラベルを行った．その

結果，Hsp４７-コラーゲン複合体における分子の配向が明ら

図４ さまざまな情報基をもつコラーゲンペプチド
A. マトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）のコラーゲ
ン分解活性を測定するための蛍光基質．
B. 光架橋基を導入したコラーゲン様ペプチド．タンパク質と
の光アフィニティーラべリングに利用される．
C. スピンラベル基を導入したコラーゲン様ペプチド．proxyl
基などの常磁性基を導入したペプチドはタンパク質との複合体
の NMRによる解析に有用である．
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かになった３４）．

コラーゲン三重らせんに結合するタンパク質の複合体中

での分子の配向は，スピンラベルしたコラーゲン様ペプチ

ドを用いても調べることができる．最近 Sakonらは筆者ら

とともに，細菌性コラゲナーゼのコラーゲン結合ドメイン

がコラーゲン三重らせんの方向を区別して結合しているこ

とを示した３５）．ここではタンパク質由来の NMRシグナル

が，ペプチドに導入した proxyl基によって常磁性緩和を

受けることを利用して，タンパク質上の特定の部位とスピ

ンラベル部位との距離情報を得た．（図４C）

４―３ コラーゲン線維上の機能部位マップモデル

２００６年，Orgelらはネイティブなコラーゲン線維の X線

回折データから，I型コラーゲン線維中の三重らせんコ

ラーゲン分子の配置モデルを発表した３６）．同様に，２０１０年

には II型コラーゲン線維のモデルも報告した３７）．これらの

モデルでは，コラーゲン線維は剛直な三重らせん分子が単

純に４分の１ずつずれて集合したものではなく，互いにゆ

るく絡み合ったミクロフィブリル小線維の束であるとされ

ている．さらに，コラーゲン線維表面において，他のコ

ラーゲン結合分子が相互作用しうる領域と，線維中に埋も

れて他の分子がアクセスできない領域についても議論でき

るようになった．このモデルにより，コラーゲン様ペプチ

ドとタンパク質との複合体の構造解析によって得られた詳

細な情報を，ネイティブなコラーゲン線維上で再構築して

考察することが可能となった．Herrと Farndaleは，Orgel

の線維モデル上に，ペプチドを用いて明らかにされたタン

パク質―三重らせん複合体の結晶構造を配置することに

よって，VWF，インテグリン α２β１，GPVIの連続的なコ

ラーゲンとの相互作用が，線維表面でいかにして起こり，

血小板を活性化するのかについて空間的考察を含めた興味

深い議論をしている３８）．また，San Antonioらは，同様の

コラーゲン線維モデル上にこれまでに同定された多数の機

能配列をマップすることにより，コラーゲン線維上では，

タンパク質結合領域と他の ECM成分と結合する領域とが

分かれて存在するという仮説を提唱した３９）．新しいコラー

ゲン線維モデルの妥当性については，今後さらなる検証が

必要である４０）が，この野心的な研究の波及効果は大きい．

５． コラーゲンを模倣するペプチド超分子マテリアル

ここまでは，巨大なコラーゲン分子を，ペプチドを用い

ることで小さな構造単位に切り分け，それら個々について

構造や機能を詳細に明らかにしようとする研究について述

べてきた．このような「分子解剖」によって，コラーゲン

がもつさまざまな機能配列とその実際の機能が理解される

ようになった．また，コラーゲン線維上での機能配列の空

間的配置についてもモデル化が可能となってきた．

さて，今度はコラーゲンの部分構造を模倣するペプチド

を実際に巨大な超分子として再構築し，天然物に匹敵する

人工コラーゲンを作り上げようとする試みについて述べ

る．天然のコラーゲンのような長い三重らせん構造を構築

するためのひとつのアイデアは，短い三重らせんペプチド

を head-to-tailで多数連結するというものである．Cejasら

は，コラーゲン様ペプチドの末端に結合させたフェニル基

とペンタフルオロフェニル基とのスタッキングを利用して

三重らせんペプチドを超分子化した（図５A）．この超分子

はマイクロメートルオーダーの線維として観察された４１，４２）．

Piresと Chmielewskiは，Pro-４-Hyp-Glyの繰り返しペプチ

ドの N末端にニトリロ三酢酸，C末端に His-Hisを導入し

た分子を作成し，これを三重らせん形成させた後に，金属

イオンを配位させることによって head-to-tailに連結した．

このデザインでは，球状や花びら状の超分子が形成され

た４３）（図５B）．

筆者ら４４，４５）および Rainesら４６）は，Pro-４-Hyp-Glyを基本と

するコラーゲン様ペプチド鎖３本を互いに長軸方向に大き

くずらせて固定した三量体ペプチドをデザインした．ペプ

チド鎖を結ぶ共有結合には，Cys側鎖間での位置選択的な

ジスルフィド結合形成法を利用した．このようなペプチド

は，分子内で三重らせんを形成できないため，分子間の相

補的なフォールディングにより伸長し，三重らせん超分子

を形成した（図５C）．また，同様の三量体ペプチドの配列

中にインテグリン α２β１と結合するコラーゲン上の配列で
ある Gly-Phe-４-Hyp-Gly-Glu-Arg（GFOGER）を組み込み，

これを自己集合させた超分子を細胞培養基材として利用し

た４７）．この超分子をコートしたディッシュ上に播種した線

維芽細胞には，コラーゲンをコートしたディッシュ上と同

様の接着と伸展が観察された．この接着，伸展は，インテ

グリン α２β１と超分子上に提示された機能配列との特異的
な相互作用によるものであり，接着斑の形成，フォーカル

アドヒージョンキナーゼ（FAK）の活性化，アクチンスト

レスファイバーの再構築が引き起こされていた．

以上のように，合成コラーゲン様ペプチドを超分子化す

ることによって，天然コラーゲンに匹敵する長い三重らせ

んを構築でき，さらに天然コラーゲン配列から抽出された

機能配列をその超分子に組み込むことが可能となってき

た．しかし，天然の線維形成コラーゲンがもつゲル化能や

強い物理的強度を模倣できるまでには至っていない．天然

の線維型コラーゲンは長い三重らせん分子が lateral（側方

的）に自己集合し，さらに高次の線維を構築する（図１）

のに対し，これまで作成されたコラーゲン様超分子にはそ

の性質が欠けていることがその理由であると考えられる．

しかし，これまでに少数ではあるが，三重らせんペプチド

の lateralな自己集合を実現した例が報告されている．Kar

らは，（Pro-４-Hyp-Gly）１０のような単純な三重らせんペプチ
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ドが高濃度では lateralな相互作用により線維を構築しうる

ことを示した４８）．また Releらは，三重らせんペプチド上

にアミノ酸側鎖の電荷を偏在させることによって，三重ら

せん分子同士を静電的相互作用により集合させ線維化させ

ることに成功している４９）（図５D）．このような，ペプチド

を用いた三重らせんの lateralな集合に関する研究は，いま

だ謎の多い，天然コラーゲン分子による規則正しい線維形

成メカニズムの解明にもつながる有用な情報を提供するも

のと思われる．ペプチドの三重らせん構造を伸長させ，同

時にそれを lateralに集合させることが可能となれば，特定

の機能をもった人工コラーゲンの創製も夢ではない．

図５ コラーゲン様超分子のデザイン
A. 芳香環の相互作用を利用した head-to-tail型三重らせんの伸長．
B. 金属イオンの錯体形成による head-to-tail型三重らせんの伸長．
C. 互いにずらした三量体ペプチドの自己相補的な分子間三重らせん形成による超分子化．
D. 三重らせんペプチド間での静電的相互作用による線維形成．
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６． お わ り に

Ruoslahtiらによってフィブロネクチンからインテグリ

ンに結合する Arg-Gly-Asp（RGD）配列ペプチドが同定さ

れて以来５０），巨大タンパク質中に存在する機能配列を含む

合成ペプチドは，生化学の基礎研究や創薬を目指した応用

研究において盛んに利用されるようになった．特に，多機

能な ECMタンパク質は，機能性ペプチドの宝庫といって

いいだろう．いまや，ペプチドの固相合成は自動化され，

受託合成も行われるようになった．これによって，必ずし

も化学を専門としてない研究者が所望のペプチドを容易に

入手できるようになった．生化学のさまざまな分野の中で

も，コラーゲンの構造や機能に関する研究ほど，合成ペプ

チドが必須のツールとして利用されてきた分野は珍しいだ

ろう．これは，組換えタンパク質発現系では作製すること

が困難な，４-Hypを含む三重らせんペプチドが化学合成に

より得られたからである．

本稿では取り上げなかったが，３-Hyp５１，５２）などの天然修

飾アミノ酸や，４-フルオロプロリン５３，５４）などの非天然アミ

ノ酸がコラーゲン様ペプチドの中に組み込まれ，その三重

らせんの安定性に対する寄与が調べられている．今後コ

ラーゲンに特有の修飾アミノ酸であるヒドロキシリジンな

どについても，コラーゲンの構造や機能との関連が同様の

アプローチによって明らかにされるものと思われる．

人工コラーゲンの研究分野は，まだ始まったばかりであ

り，今後天然コラーゲンと同じような物性と強度をも付与

できるような分子デザインコンセプトの開発が待たれる．

コラーゲンのさまざまな機能のうち特定のものをもつ人工

コラーゲンは，幹細胞工学を含む再生医療や組織工学の分

野で有用なマテリアルとなるものと期待される．また，コ

ラーゲン三重らせんペプチドは，ほとんどのプロテアーゼ

に耐性で，かつ低抗原性であるため，DDS基材としての

応用も考えられている５５，５６）．

冒頭でも触れたように，一般的にコラーゲンペプチドと

呼ばれる混合物は美容や健康増進に役立つものと思われて

いる．コラーゲンの分解によって生じる短いペプチドの細

胞に対する作用についてはいくつかの論文が報告されてい

るが５７），いまだに経口摂取したコラーゲンが期待されるよ

うな好ましい機能を果たしうるのかどうかに関してははっ

きりしない．コラーゲンの吸収，代謝，排泄に関する情報

もいまだ少ない５８）．このような研究分野においても，コ

ラーゲン様ペプチドをプローブとして用いることは，近年

の質量分析技術の向上とあいまって，有益な情報をもたら

すであろう．
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