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１． は じ め に

ヒトに限らず，生命機能のほとんどはタンパク質が担っ

ており，タンパク質の機能を解析することは，生命現象の

解明のみならず病因の解明や新薬開発など多くの有用な情

報をもたらす．しかし，タンパク質そのものを用いてタン

パク質の機能解析を行うのは困難な場合が多い．例えば，

タンパク質は多機能性の高分子であり，ある単一の現象を

対象に機能解析を計画しても，他の機能が相補的にはたら

くため，解明に至るまでには時間も手間もかかる．一方，

ペプチドはタンパク質の断片ともいえる機能性分子であ

り，デザイン次第では，タンパク質の特定の機能を再現す

ることが可能である．タンパク質とペプチドはその分子量

の違いに起因する表１に示したような性質・操作上の違い

がある．ペプチドホルモンの発見以降，比較的短いペプチ

ドに関しては，天然物質と遜色ない生理活性を有する各種

ホルモンの全合成が報告され１），また，ペプチドをリード

化合物とした医薬品開発も盛んに行われてきた２）．しかし，

タンパク質の機能解析に関しては，高分子ペプチドの合成

が困難であったことから，組換えタンパク質を用いた研究

が専らであった．近年，固相合成法の進歩３），ライゲー

ション法の開発４），構造活性相関研究や各種化学合成法の

発展に伴って，ペプチド合成が簡便になり，長鎖のペプチ

ドが化学合成可能になったとともに，ペプチド科学を用い

たケミカルバイオロジーが展開されるようになってきた．

また，環状ペプチドなど，タンパク質の立体構造をミミッ

クした化合物が合成可能になるなど，機能単体としてのペ

プチドが様々な分野から注目されている．本稿では，著者

らが行っているペプチドを用いた細胞接着分子の機能解析

を中心に，そこから得られた知見および様々な分野への応

用について概説する．

２． 基底膜構成タンパク質ラミニンの機能解析

基底膜は薄い膜状の細胞外マトリックスで，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．ラミニンは基底

膜の主要な構成成分で，α，β，γ鎖のヘテロ三量体からな
る糖タンパク質であり，様々な生物活性を有している５）．

現在までに５種類の α鎖，３種類の β鎖，３種類の γ鎖が
同定され，それらの組み合わせによりラミニン-１１１から
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ラミニン-５３２の１５種類のラミニンアイソフォームが報告

されている（表２）．ヘテロ三量体構造のラミニンは十字

架または Y字型構造をしており，その両手に当たる β及
び γ鎖のショートアーム部分がラミニン同士または他のタ
ンパク質と結合し，基底膜構造を構築していると考えられ

ている（図１）．α鎖の足の部分にあたる C末端部分には

様々な細胞表面受容体と結合する五つの球状モジュール

（LGモジュール）からなる Gドメインが存在している．G

ドメインは細胞膜上の様々な受容体と結合することが知ら

れており，基底膜と細胞の相互作用に大きな役割を果たし

ていると考えられている．また，α鎖は組織特異的，発生
段階特異的に発現し，各 α鎖のノックアウト（KO）マウ

スはそれぞれ異なる表現型を示すことが報告されている

（表２）６）．

ラミニンは細胞接着，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，複雑で多彩な生物活

性を有する巨大分子のため７），ラミニンの生物活性メカニ

ズムを詳細に解明するには，個々の機能部位にわけて解析

していくことが重要と考えられている．以前より，ラミニ

ンの酵素消化によって得られる分解フラグメント，組換え

タンパク質，合成ペプチドなどを用いた方法でラミニンの

生物活性部位の探索が行われてきた８）．著者らは最も古く

から研究されているラミニンアイソフォームであるラミニ

ン-１１１のアミノ酸配列を網羅した６７３種類のペプチドを

合成し，種々の細胞を用いて細胞接着活性を測定すること

により，図１に示した約２０種類の活性ペプチドを同定し

た９～１２）．活性のあったペプチドのなかには細胞特異的に接

着活性や細胞遊走を促進するもの，またインテグリンや膜

貫通型プロテオグリカンのシンデカンに特異的に結合する

ものが見つかってきている．例えば，α１鎖 Gドメインの

１１０種類のペプチドを用いて，α１鎖 Gドメインの組換え

タンパク質のヘパリン結合への影響をみたところ，LG４

モジュールの AG７３（RKRLQVQLSIRT：マウスラミニン

α１鎖２７１９―２７３０），AG７５（GLIYYVAHQNQM：マウスラ

ミニン α１鎖２７３５―２７４６）で阻害活性がみられたことから，
これらの部位のヘパリン結合への関与が示唆された１３）．ラ

ミニン-１１１の活性ペプチドの中で AG７３は，特に強い細胞

接着活性を示し，細胞の遊走・浸潤やマトリックスメタロ

プロテアーゼの放出を促進させること，ヒト唾液腺由来細

胞に作用して腺様構造を形成させ，神経細胞に作用して神

表１ タンパク質とペプチドの違い

性質・操作 タンパク質 ペプチド

側鎖修飾，非天然アミノ酸導入 困難 容易

長鎖調製 一般的 困難

純度確認，精製 電気泳動 高速液体クロマトグラフィー

安定性 比較的不安定 比較的安定

遺伝学的アプローチ 一般的 困難

機能ユニット ドメイン，モチーフ アミノ酸

立体構造 剛直 柔軟

表２ ラミニンアイソフォームと KOマウスの表現系

ラミニン α鎖 ラミニンアイソフォーム KOマウスの表現型

α１ ラミニン-１１１（α１β１γ１）
ラミニン-１２１（α１β２γ１）

基底膜の形成不全で胎生初期（～E６．５）
に死に至る

α２
ラミニン-２１１（α２β１γ１）
ラミニン-２２１（α２β２γ１）
ラミニン-２１３（α２β１γ３）

胎児は出生するが筋ジストロフィー症を
発症し，早期に死に至る

α３

ラミニン-３１１（α３β１γ１）
ラミニン-３２１（α３β２γ１）
ラミニン-３A３２（α３Aβ３γ２）
ラミニン-３B３２（α３Bβ３γ２）

胎児は出生するが，四肢・口内に水疱が
発生し，出生２～３日後に死に至る

α４
ラミニン-４１１（α４β１γ１）
ラミニン-４２１（α４β２γ１）
ラミニン-４２３（α４β２γ３）

胎児は出生するが，後肢・頭部などに内
出血が発生し，出生直後に死に至る

α５
ラミニン-５１１（α５β１γ１）
ラミニン-５２１（α５β２γ１）
ラミニン-５２３（α５β２γ３）

胎盤形成，神経管閉塞，腎臓・四肢形成
などの不全により胎生中後期（E１３．５～）
に死に至る
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経突起伸長を促進させること，ex vivo で器官形成を抑制

するなど様々な生物活性を持つことが分かってきた１４～１７）．

さらに，AG７３がシンデカンを介して細胞に作用すること

が解明され１６），AG７３部位がラミニン分子中において発生

や分化に関する生理作用に深く関与していることが示唆さ

れた１７）．また，ラミニン α１鎖 Gドメインからは α２β１イ
ンテグリンと特異的に結合する EF１（DYATLQLQEGRLH

FMFDLG：マウスラミニン α１鎖２７４７―２７６５）も同定され
た１８）．AG７３と EF１の活性を比較したところ，AG７３は非

常に強い細胞接着活性を示すが細胞伸展活性を示さず，

EF１は細胞接着活性に加えて強い細胞伸展活性を示すこと

が分かった．これらの結果を変異導入した組換えタンパク

質を用いて検証したところ，AG７３と EF１はそれぞれ G

ドメインの細胞接着活性と細胞伸展活性に重要な機能部位

であることが分かった１９）．

最近，ラミニン-１１１の発現はかなり限定された組織に

局在することが分かってきており，基底膜は組織特異的に

様々なラミニンアイソフォームを発現していることが明ら

かとなってきている．例えば，ラミニン-２１１，-２２１は神経

組織に特異的に，ラミニン-３３２，-３１１，-３２１は皮膚に多

く，ラミニン-４１１，-４２１は血管内皮に多く存在する．これ

らの機能部位の研究を行うことで，全てのラミニンに共通

に保存されている機能部位や，神経や血管内皮などの組織

特異的に作用する機能部位の同定が期待される．ラミニ

ン-１１１の研究でも示されたように，多彩な生物活性を有

している α鎖 Gドメインには様々な活性部位の存在が考

えられる．著者らは，組織特異的に存在する α２，α３，
α４，α５鎖の Gドメインに注目し，活性部位の解明を行っ

た２０～２３）．

著者らは神経や筋組織に多く存在する α２鎖中の α-ジス

トログリカン結合配列について α２鎖 LG４―５モジュールの

組換えタンパク質 rA２LG４―５と，そのアミノ酸配列を網羅

する４２種類の合成ペプチドを用いて探索を行った２０）．α２
鎖は筋肉あるいは末梢神経などに多く発現しており，イン

テグリン，へパラン硫酸，ジストログリカンとの相互作用

が知られている．筋基底膜において，ラミニン α２鎖は，

図１ ラミニン-１１１配列の中の細胞接着ペプチドの同定
ラミニン-１１１配列を網羅するペプチドライブラリーより細胞接着活性を示した代表的なペプチド２１種の配列を右ボックスに示し
た．中でも，特徴的な活性を示した種の特徴を下ボックスに示した．
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α-ジストログリカンの糖鎖と相互作用し，筋細胞の正常な

機能維持をコントロールしていることが知られており，

LG４―５モジュールに α-ジストログリカンの結合部位が存

在することが示唆されている．著者らは，ペプチドと組換

えタンパク質を用いた評価によって，rA２LG４―５のヘパリ

ン結合を阻害し，ヘパリン結合能を有する A２G７８（GLLF

YMARINHA：マウスラミニン α２鎖２７９６―２８０７）を見出し
た．さらにペプチド結合セファロースビーズを用いた評価

系によって，α-ジストログリカンと結合し，rA２LG４―５の

α-ジストログリカン結合を阻害する A２G７８と A２G８０

（VQLRNGFPYFSY：マウスラミニン α２鎖２８１２―２８２３）を
同定した２０）．変異導入タンパク質を用いた研究より，ラミ

図２ α２鎖 LG４―５モジュールの分子表面３Dモデル
α２鎖 LG４―５モジュール組換えタンパク質の分子表面３Dモデルにおける
Arg２８０３，Arg２８１５の位置を矢印で示した．α-ジストログリカンとの結合に必要
とされる Arg２８０３，Arg２８１５は組換えタンパク質の表面に位置していることが分
かった．

図３ α３鎖 Gドメインの活性部位の解析スキーム
ヘパリン結合，細胞接着活性を示したヒトラミニン α３鎖 LG４モジュール配列を網羅する２２種類の合成ペプチド（A３G６７―A３G８８）
を矢印で示した．シンデカンを介した強い細胞接着活性を示す A３G７５を見出した．
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ニン α２鎖 LG４―５モジュールの α-ジストログリカン結合

活性には Arg２８０３が重要なアミノ酸残基であることが報告

されている２４）．Arg２８０３は A２G７８に含まれるアミノ酸残基で

あり，A２G７８の Ala置換体を用いた実験からも，Arg残基

の重要性が示唆された（図２）．

α３鎖 Gドメインの活性部位の解析は，図３に示したス

キームに従って行った２１）．著者らは，組換えタンパク質

rA３LG１―５，rA３LG１―２，rA３LG３，rA３LG４，rA３LG５を，

ヒト尿細管上皮細胞を用いて発現させ，それらの生物活性

を評価した．rA３LG４が細胞接着活性とヘパリン結合活性

を示したことから，この LG４モジュールに注目し，LG４

モジュールを網羅する２２種類のペプチドを合成した．そ

れらの細胞接着活性および rA３LG４の細胞接着やヘパリン

結合に及ぼす影響を調べたところ，A３G７５（KNSFMALY

LSK：ヒトラミニン α３鎖１４１１―１４２２）が細胞接着活性を
示すとともに，rA３LG４の細胞接着やヘパリン結合を阻害

した．また，A３G７５の活性に重要な働きをしているアミ

ノ酸を同定するため，Ser置換ペプチドを用いて検討した

ところ，C末端側の Lysがこれらの活性に重要であること

が分かった．次に，へパリチナーゼ Iで処理した細胞の

rA３LG４と A３G７５に対する接着活性が減少したことから，

この細胞接着にヘパラン硫酸プロテオグリカンが関与して

いることが示唆された．そこで，rA３LG４を用いたアフィ

ニティーカラムクロマトグラフィーで線維芽細胞の可溶化

画分を分析したところ，膜貫通型プロテオグリカンのシン

デカン-２が rA３LG４と強く結合することが示された．ま

た，シンデカン-２は A３G７５とも結合した．さらに，シン

デカン-２をトランスフェクトした細胞は，rA３LG４タンパ

ク質や A３G７５に対し強く接着することが分かった．同様

な実験を，グリピカン-１をトランスフェクトした細胞で

も行ったが，シンデカン-２をトランスフェクトしたとき

のような接着活性の増強はみられなかった．これらのこと

から，α３鎖 LG４モジュールの A３G７５部位は，シンデカ

ン-２を介した細胞接着に深く関与していることが分かっ

た．また A３G７５ペプチドは神経細胞に作用して神経突起

伸長を促進し，さらに，シンデカンに結合することにより

細胞内の p３８MAPキナーゼのリン酸化を促し，細胞遊走

を促進することも示された２５～２７）．

図４ α４鎖 Gドメインの活性部位の同定
マウスラミニン α４鎖 Gドメイン配列を網羅する１１６種類の合成ペプチド（A４G１―A４G１６６）を矢印で示した．これらのペプチ
ドからシンデカンに結合する４種のペプチドを見出した．
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α４鎖 Gドメインの生物活性部位の解析は，このドメイ

ンを網羅した１１６種類のペプチドと，Gドメインの組換え

タンパク質（rA４LG１―５）を用いて行った（図４）２２）．ペプ

チドの細胞接着活性，rA４LG１―５タンパク質の細胞接着と

ヘパリン結合に対する阻害活性の測定を行ったところ，

LG１モジュールの A４G６（LAIKNDNLVYVY：マウスラミ

ニン α４鎖８９１―９０２）と A４G２０（DVISLYNFKHIY：マウス

ラミニン α４鎖１００８―１０１９），LG４モジュールの A４G８２

（TLFLAHGRLVFM：マウスラミニン α４鎖１５１４―１５２５）と
A４G８３（LVFMFNVGHKKL：マウスラミニン α４鎖１５２２―
１５３３）が細胞接着とヘパリン結合に重要な部位であること

が示された２８）．

また，α５鎖の Gドメインの生物活性部位の解析におい

ても，組換えタンパク質を用いた実験より，LG４モ

ジュールが細胞接着やヘパリン結合に重要な働きをしてい

ることが分かった２３）．Gドメイン全体を網羅する１１３種類

のペプチドを用いた細胞接着部位のスクリーニングより，

LG４モジュールに存在する A５G７７（LVLFLNHGHFVA：

マウスラミニン α５鎖３３０７―３３１８）が細胞接着活性を示す
とともに，唾液腺の分化に関与していることを示唆する結

果が得られている２９）．α５鎖 LG４―５モジュールを網羅する

４６種類のペプチド（A５G６８―１１３）を用いて，ヘパリンと

組換えタンパク質 rA５LG４―５の結合に対するペプチドの影

響を調べたところ，A５G７１（GPLPSYLQFVGI：マウスラ

ミニン α５鎖３２５９―３２７０），A５G７７，A５G８１（AGQWHRVS

VRWG：マウスラミニン α５鎖３３３７―３３４８），A５G９４（KMP

YVSLELEMR：マウスラミニン α５鎖３４５４―３４６５）がヘパ
リンと rA５LG４―５との結合を阻害したため，ヘパリン結合

部位が４箇所存在することが示唆された３０）．

以上の α１―α５鎖 Gドメインの活性部位の解析より，細

胞接着や受容体結合に重要な部位が示された（図５）．ラ

ミニンはインテグリン，シンデカン，ジストログリカンな

ど，２０種類以上の受容体と結合することが知られている．

細胞は，細胞外マトリックス中のラミニン分子，あるい

は，その分解フラグメントなどのリガンドの種類に応じ

て，細胞表面の受容体の種類の使い分けを行い，様々なシ

グナルを受容していることが考えられる．

３． ラミニン配列由来ペプチドの構造活性相関研究を

介した受容体認識配列の探索

ラミニンの機能を担っており，多数の活性部位が発見さ

れた LGモジュールは，Aから Nの１４本の βストランド
がサンドウイッチ構造をとることが報告されている（図

６）３１）．過去に著者らが行った生物活性スクリーニングにお

いても，活性配列ペプチドの多くが E, Fストランドとそ

れをつなぐループ領域から同定されていることから，マウ

スラミニン α鎖の LG４モジュールのループ領域を含み

E, Fストランド配列を網羅するペプチドをデザイン・合成

しそれらの生物活性を評価した１８）．すると，α１鎖 LG４モ

ジュール配列由来で α２β１インテグリンに特異的に結合す
る EF１を筆頭に，五つのペプチド（EF１―EF５）は鎖特異的

で，それぞれ細胞表面の異なる受容体と相互作用している

ことが明らかとなった．さらに EF１の短縮ペプチド，修

飾ペプチドを合成し，EF１の活性中心配列 EF１Xm配列を

見出した．EF１Xmペプチドは EF１と比べて細胞接着活性

は低下したが，環化すること（cyclo-EF１Xm）で活性は EF１

と同程度まで向上した（図６）．環状ペプチドはタンパク

質内でのループ構造をミミックしていると考えられ，タン

パク質の機能発現，インテグリンの特異的結合にはループ

構造が重要であることが示唆された．また，以前に著者ら

が見出した A３G７５６は，ヒトラミニン α３鎖 LG４モジュー

ルの E-Fループ領域に位置していることが判明した

（hEF３）３２）．短縮ペプチドを合成し，A３G７５６中の活性中心

配列はループ部分を中央に配する hEF３Aであることを見

図５ ラミニン α鎖 Gドメインの生物活性部位
α１鎖―α５鎖 Gドメインの主な活性部位の位置を矢印で示した．同定されている受容体を○：インテグリン，□：
シンデカン，△：α-ジストログリカンで示した．
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出した．さらに hEF３Aを環化し，ループ構造をミミック

させた cyclo-hEF３Aは鎖状ペプチド hEF３Aよりも強い活

性を示したことから，その生物活性においてもループ構造

の重要性が示された（図６）．上記の知見から，マウスラ

ミニン α鎖 LG４以外の LGモジュール（LG１―３，LG５）の

E-Fループ領域を網羅する２０種類のペプチド（G１EF１―

G５EF５）をデザイン・合成し， 生物活性を評価した（表３）．

評価に用いた１７種類のペプチドのうち，１３種類のペプチ

ドが細胞接着活性を示した．ラミニンの持つ様々な生物活

性は，いずれも細胞表面の受容体との結合とそれに共役し

た細胞内へのシグナル伝達に基づいている．ラミニン受容

体の主なものとして，インテグリンやヘパラン硫酸プロテ

オグリカンであるシンデカンなどが知られている．インテ

グリンは二価陽イオンによって活性化されてシグナル物質

と結合するため，キレート剤である EDTAを共存させる

とその細胞接着活性が阻害される．一方，シンデカンは細

胞外のヘパラン硫酸鎖を介して様々な分子が結合するた

め，ヘパリンを共存させるとその細胞接着が阻害される．

１３種類の細胞接着ペプチドにヘパリン，EDTAを共存さ

せて，その阻害効果を評価したところ，４種類がヘパリン

によって阻害され，プロテオグリカン過剰発現細胞を用い

た実験によって，その全てがシンデカンと結合することが

示唆された．１３種類中６種類の細胞接着活性が EDTAで

阻害され，抗インテグリン抗体を用いた実験によって，４

種類がインテグリンと結合することが示唆された．これら

のペプチドの配列を解析すると，インテグリンと特異的に

結合したペプチドはループ領域，すなわち配列の中心に

「酸性側鎖アミノ酸」―Gly―「塩基性側鎖アミノ酸」モチー

フが含まれているものが多く，シンデカンと特異的に結合

したペプチドの全てが「塩基性側鎖アミノ酸」―Gly―「塩

基性側鎖アミノ酸」モチーフを有していることが明らかと

なった（表３）．本結果は先述の EF１，A３G７５６（hEF３）の

結果にも合致し，インテグリン，シンデカンへの特異的結

合には，�ループ構造を維持した立体構造，および�中心

配列にそれぞれ，「酸性側鎖アミノ酸」―Gly―「塩基性側鎖

アミノ酸」，「塩基性側鎖アミノ酸」―Gly―「塩基性側鎖ア

図６ ラミニン α鎖 LGモジュール配列由来ペプチドの構造活性相関
LGモジュールの結晶構造を基に多くの活性ペプチドが見出された E―Fループ領域由来のペプチドの構造活性相関を解析した．
活性中心配列を環化することで活性の向上が認められ，ループ構造の重要性が示唆された．
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ミノ酸」モチーフを含むことが必要であることが示唆され

た（論文準備中）．

ラミニン同様基底膜タンパク質成分である，フィブロネ

クチン由来の Arg-Gly-Asp（RGD）モチーフは αvβ３イン
テグリンと特異的に結合することが知られており，医薬品

や種々の生物活性評価のスタンダードとして利用されてい

る３３）．さらに RGDモチーフはターン構造を形成すること

が強力な活性を示すために必要であることが報告されてお

り３４），ペプチドの生物活性発現には，配列だけでなく，立

体構造も考慮する必要が示唆されている．配列の欠失や挿

入，非天然型アミノ酸の導入，側鎖修飾の容易さはタンパ

ク質と比べた場合，ペプチドの大きな利点である．ペプチ

ドを用いたタンパク質の機能解析研究に，配列活性相関や

構造活性相関研究を追加することによって，細胞膜受容体

特異的結合モチーフを探索することも可能である．特異的

結合モチーフの開発は生命現象や疾患原因の解明や医薬品

への応用などに寄与することが期待される．

４． ラミニン配列由来ペプチドの細胞・組織工学への応用

基底膜においてラミニンは，細胞接着活性をはじめ様々

な生物活性を有し，基底膜機能の重要な役割を果たしてい

る．細胞・組織工学において基底膜機能を有する理想的な

材料として汎用されている「マトリゲル」は，マウスがん

組織から抽出された可溶化基底膜で，ラミニン-１１１を主

成分としている．「マトリゲル」はマウスがん組織由来で

あるため安全性に問題があり，医用材料としての応用は不

可能であるが，基底膜機能を模倣した高分子材料は，理想

的な医用材料として期待されている．ここでは，前述のラ

ミニン活性ペプチドを高分子多糖に結合させ，基底膜分子

の働きを再現し，人工基底膜の創製を目指した著者らの取

り組みを紹介する．

これまで述べてきた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組織工学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

を組織工学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．そこで著

者らは，ラミニンの活性ペプチドを高分子多糖のキトサン

の膜に固定化することを検討した（図７）３５，３６）．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．無血清状態で細胞接着活性を測定したところ未修

飾のキトサン膜にはヒト皮膚由来線維芽細胞は接着しな

かった．AG７３及び EF１ペプチドをそれぞれキトサン膜に

固定した膜を作成し，これらの膜に細胞を加えたところ，

AG７３-キトサン膜上で細胞は強く接着しラフリング構造を

とること，EF１-キトサン膜上ではアクチンストレスファイ

バーを形成し強く伸展することが分かった．これらの結果

から，細胞特異的な接着活性の違いはキトサン膜に固定さ

れたペプチドが結合する細胞膜受容体に依存することが示

唆された．次に，ラット副腎髄質由来褐色細胞（PC１２細

胞）を用いてペプチド-キトサン膜の神経突起伸長に及ぼ

す影響を検討した．その結果，AG７３，A９９（AGTFALRG

DNPQG：ラミニン α１鎖１１４１―１１５３）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

表３ 受容体特異的結合配列の探索

ペプチド 配列 細胞接着 阻害効果 受容体

G２EF３（α３鎖） NFISLNIEDGNLMVKYKLN ＋ EDTA ND

G３EF１（α１鎖） VPFFSIMLLEGRIEVHVNSG ＋ EDTA ND

G３EF３（α３鎖） SSLLVTLEDGHIALSTRDS ＋ EDTA α２β１インテグリン
G５EF１（α１鎖） DAIGLEIVDGKVLFHVNNG ＋ EDTA α２β１インテグリン
G５EF３（α３鎖） GEHLSVYMEAGKVTTSMNSE ＋ EDTA α２β１インテグリン
G５EF５（α５鎖） TPYMQLKVLTEQVLLQANDG ＋ EDTA β１インテグリン
G１EF４（α４鎖） KEYMGLAIKNDNLVYVYNLG ＋ EDTA／ヘパリン シンデカン

G３EF４（α４鎖） SDVFSISLDNGTVVMDVKG ＋ EDTA／ヘパリン ND

G５EF４（α４鎖） GEYLNVHMRNGQVIVKVNNG ＋ EDTA／ヘパリン ND

G１EF１（α１鎖） DFLAVEMRRGKVAFLWDLG ＋ ヘパリン シンデカン

G１EF２（α２鎖） DFLAIEMRKGKVSFLWWVG ＋ ヘパリン シンデカン

G２EF１（α１鎖） DFLSIELVRGRVKVMVDLG ＋ ヘパリン シンデカン

G３EF２（α２鎖） AYYAIFLNKGRLEVHLSSG ＋ ヘパリン シンデカン

G１EF５（α５鎖） DYMGVSLRNQKVHWVYRLG ― ― ―

G２EF２（α２鎖） DFMSVELSDGHVKVSYDLG ― ― ―

G３EF５（α５鎖） GPYQVSLREGHVTLRFMNQ ― ― ―

G５EF２（α２鎖） DGMGIEMIDEKLMFHVDNG ― ― ―

ND: not determined
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とが分かった．このことは，キトサン膜に神経突起伸長活

性を有するペプチドを固定化することで神経突起伸長を促

進する機能性膜の作成が可能なことを示している．

ラミニン-１１１の C末端の五つの球状モジュールの中で

も４番目の LG４モジュールは AG７３部位でシンデカンと

EF１部位で α２β１インテグリンに作用し，様々な生物活性
を有している１９）．そこで，この LG４モジュールの機能を

模倣した医用材料を作成する目的で AG７３と EF１を様々

な比で混合しキトサン膜に結合させた膜を調製した．

AG７３と EF１の混合比によって細胞接着の強さや接着した

細胞の形態が変化することが分かった．AG７３と EF１の混

合比が１：９のとき，LG４モジュールと同程度の強い細胞

接着・伸展と神経突起伸長活性を示した．キトサン膜上で

AG７３と EF１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分

かった３７）．以上の実験から，受容体の異なる複数の細胞接

着活性ペプチドをキトサン膜に固定化することにより，複

雑な機能を有する基底膜タンパク質の機能を模倣すること

が可能であることが示された．この方法をさらに発展させ

ることにより，複数の受容体に作用する「人工マトリゲル」

ともいえる多機能性医用材料の開発が期待される．

また，ペプチド-キトサン膜が細胞移植に有効であるこ

とが実際の動物を用いた実験から分かった３８，３９）．図８に示

したように，AG７３-キトサン膜にヒト表皮細胞を接着させ

て表皮細胞組込み型創傷被覆材とし，ヌードマウスの側腹

部に皮膚欠損創を作成し，表皮細胞組込み型創傷被覆材を

移植して経時的に組織学的所見を観察した．３日後のヌー

ドマウス側腹部にヒト表皮細胞が生着し，角化しているこ

とが観察された．以上のように，ペプチド-キトサン膜の

細胞移植への応用の可能性が示された．以上のように，ペ

プチドを固定化した高分子多糖複合体を人工基底膜として

開発を行うことにより，創傷治癒や神経再生を目的とした

細胞移植や再生医療の分野での応用が期待される．

図７ ラミニン活性ペプチドを固定化したペプチド-キトサン膜
ペプチド-キトサン膜は，キトサンに結合させたペプチド由来の生物活性を再現できた．

図８ ペプチド-キトサン膜を用いた細胞移植実験
ペプチド-キトサン膜上で培養したヒト表皮細胞をヌードマウスに移植したところ，生着し，マウス筋膜上で角化した．
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５． お わ り に

本稿で紹介した研究の流れを図９に示した．巨大な細胞

接着タンパク質であるラミニンの分子解剖，すなわち網羅

的スクリーニングと機能ペプチドの詳細な生物活性の解

析，さらにはそれらの医薬分野への応用といった流れで，

「細胞接着分子のペプチド科学」を展開している．現在，

著者らは，先述の手法を用いて，全てのラミニンアイソ

フォームの網羅的スクリーニングを行っている．これまで

に２，０００種類以上の合成ペプチドから約５０種類の活性ペ

プチドを同定した４０，４１）．今後は，各々の相同部位に対する

抗体やラミニンアイソフォームの変異体を作成することに

より，生体内でのこれらの部位の作用メカニズムの解析，

医薬品，生体材料への応用が期待される．

一方，ヒトゲノムプロジェクトが完了し，今後様々なタ

ンパク質が遺伝子・タンパク質レベルで発見されることが

予想される．これらのタンパク質の解析に組換えタンパク

質は重要なツールとなりうるが，詳細な活性部位の解析は

困難であり，合成ペプチドを用いた機能解析は大きく貢献

できると考えられる．また，ペプチドは比較的低分子であ

り，その安定性から保存や取り扱いが容易で，抗原性も低

いため，機能解析を介して発見された機能性ペプチドは，

ヒトを対象とした医療分野での応用も可能である．実際

に，インテグリンやシンデカンに結合する細胞接着ペプチ

ドを分子プローブとしてリポソームに付加することにより

標的がん細胞をターゲティングするなど，ドラッグデリバ

リーシステム（DDS）の分野でも実用化に向けた研究が盛

んに行われている４２）．タンパク質とペプチド，その性質の

違いを利用し，効率的な生体機能の解明，医薬品・生体材

料開発が望まれる．
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