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1.1 緒言 

 

 細胞生物学の研究が進み、細胞やタンパク質といった生体由来材料を用いることによる失

われた臓器の復元・再生が、再生医療という名前のもとに現実となりつつある。中でも足場

材料を基盤として細胞材料を組み合わせ、新しい組織を造る組織工学（tissue engineering）

は、再生医療を具体化するために非常に有効な方法であるといってよい。そのため、今日で

は、再生医療を目的とする多くの研究者が、様々なアプローチをもって組織工学の分野に参

集している。組織工学において目標とされる、生体組織の再現とは、どのようなものを指す

のであろうか。 

生体組織においては、さまざまな細胞がネットワークを形作り、一つの細胞社会を構築し

ている。そこには、単一細胞の増殖だけではなく、計画的な細胞死までもが必要なものとし

てプログラムされている。それはあたかも、それぞれの細胞が社会における一員であること

を認識し、全体としての生を育むべく努力しているように思われる。よって、人工生体組織

の実現においては、個々の細胞の生着・増殖能力だけではなく、細胞‐細胞間でのネットワ

ーク形成の再現も必要となる。こうした精巧なネットワークを人為的に実現するには、「細

胞・足場・生体活性物質などの材料の再現」及び「それらの材料が機能的に配置された環境

の再現」が必要であると考えられる。その中でまず注目されたのは、細胞が接着し、機能す

る上で必要となる足場材料の重要性である。足場材料とは、臓器造型の骨組みとなり、細胞

を支持し生着させる働きを持つ物質を総称する。生体内では細胞外マトリクスタンパク質

（extracellular matrix protein; ECM）やハイドロキシアパタイトに代表され、合成高分子

材料としてポリ乳酸なども一般的となりつつある。自在に成型可能な 3 次元足場材料をデザ

インすることにより、細胞のために整えられた空間を創ることができるため、ポリ乳酸・ポ

リグリコール酸に代表される造型が容易な生分解性高分子材料が台頭している。これらは生

産性が高く、共重合体や高生体親和性材料とのハイブリッド材料を構築することで、様々な
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機能も付加することができる1,2。また、ECMの一つであるコラーゲン材料も、様々に造型す

る技術が進み、生体親和性の高さを生かして組織再生へ向けた動きが見られている3,4。最近

では 2007 年に承認された自家培養皮膚「ジェイス®（株式会社 ジャパン・ティッシュ・エ

ンジニアリング）」の報が耳に新しい5。現在では、あらかじめ構築した足場上に細胞と増殖

因子などを播種することにより、ある程度生体組織を模した構築物を得ることができるよう

になっている。しかし、このアプローチにおいても、生体組織の忠実な再現は難しいといっ

てよい。足場中に播種された細胞や増殖因子は表層付近を中心に拡散するのみで、細胞を含

む複数の因子を制御して配置できないことがその原因である。生体を模していくためには、

異種の細胞を高精度で配列させたり、増殖因子の濃度勾配をコントロールしたりするような

技術が必要であると考えられる。 

 そのような背景から、近年、温度応答性培養皿による細胞シート構築の報告6,7やインクジ

ェットプリンタによる細胞打ち出し技術の開発8,9など、細胞を含んだ構築物を加工する技術

の発展が見られている。前述した細胞‐細胞間ネットワークを忠実に再現するためには細胞

単位で配置を制御していくことが必要であるため、理想的な人工生体組織を実現するために

は精度の高い細胞構築物の加工技術が不可欠となっていくであろう。こうした新しい技術の

誕生に伴い、足場材料の重要性はさらに増したといえる。これらの技術によって配置された

細胞が高い効率で機能しネットワークを形成するためには、高い細胞支持能力を持ち、細胞

分化・増殖などのシグナルを高効率に細胞に伝えることが可能な高機能性足場材料が必要と

されている。 

 

 そこで本研究では、高機能性足場材料を構築することを目的とし、機能性配列を融合した

新規細胞外マトリクスタンパク質を開発する。具体的な生体組織として血管組織をモデルと

し、血管新生における活性ペプチド配列を組み込んだ細胞外マトリクスタンパク質を用いる

ことによって、より充実した人工血管モデルの構築を目指す。そして、血管新生過程におけ
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る促進と抑制の調節を細胞外マトリクスのデザインによって再現することを試みる。 

 以降本章では、再生医療において注目されている足場材料について述べる。次に本研究で

利用する材料の特性について概説し、本研究で構築する足場材料について、その作製の意義

を明確にする。
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1.2 再生医療と足場材料 

 

 再生医療における理想的な人工組織の構築には、足場材料が重要な鍵を握ると考えられて

いる。生体内の環境により近づけた足場材料を得るために、生体における足場物質である細

胞外マトリクスの研究が多く行われ、機能単位ごとの解析が進められている。本節では、既

存の研究に基づき、細胞外マトリクスの働きと、それらを用いた人工足場材料の作製例を概

観する。そして、現在足場材料に必要とされている特性について考察する。 

 

1.2.1 細胞外マトリクスの役割 

 細胞が正常に成長し、分裂していくためには他の細胞や基質への接着が必要となる（Fig. 

1-1）。生体組織中には細胞外マトリクス(ECM)がはりめぐらされており、細胞の接着と組織

の骨組みを支持する役割を担う10。ECMは繊維状に広がった構造をとるものが多く、その構

造と弾性で組織を支えている。細胞表面上には、ECMの特定部位を認識するレセプターが存

在しており、インテグリンファミリーやプロテオグリカンなどが知られている11。そのほか

にもラミニン結合タンパク質など特定配列を認識するものが次々と同定されている12,13。こ

うした細胞―ECM間の相互作用は細胞遊走や分化のシグナル導入にも関与していることが

明らかとなっている。たとえば腫瘍から単離したラミニンを主としたマトリクス上で血管内

皮細胞を培養すると、それぞれの細胞が遊走し、管状の構造に配列する14。こうした報告は、

細胞がECMを認識することにより、何らかのシグナルを得るということを示唆している。よ

ってECMは、あらゆる意味で細胞を周囲の環境とつなぐ役割を果たしていると結論付けられ

る。 

 このように多岐にわたる機能を持つECMであるが、生体由来のECMを直接人工生体組織

に導入することには、障壁も存在する。まず抗原性の問題がある。コラーゲンは抗原性を持

つ末端部分のポリペプチド鎖を消化したアテロコラーゲンが市販されているが15,16(Fig. 

 7



1-2A)、そのほかのECMは抗原性について未知な部分が多く、臨床応用に踏み切ることへの

懸念があげられる。また、生産性の点においても化学合成物質に比べて劣る。こうした欠点

をクリアするために進められてきたのは、ECMの持つ機能部分だけを取り出して、人工足場

材料へ応用する研究である17。 

 ECMの持つ構造単位の解析により、ある短いペプチド配列によって、ECMの持つ機能が

司られている例が多数報告されている18,19。たとえばフィブロネクチンに含まれる細胞接着

に関与する配列は、GRGDS, PHSRN, REDVなどが同定されており、細胞の接着メカニズ

ムなどを解析する一助となっている18。こうしたペプチド配列を持つものはフィブロネクチ

ンのみではなく、その機能も多岐に渡っている。短いペプチド鎖であれば、大量合成も容易

であり、他の担体への修飾方法も開発されていることから、この配列を利用することによっ

て、他の担体にECMの機能を付加した人工足場材料を創製できる可能性を示している。 

 次項では、こうした ECM の性質を応用し、人工足場材料を構築しようとする試みについ

て述べる。 

 

1.2.2 細胞外マトリクスを応用した人工足場材料の設計 

 前項で述べたように、ECM の持つ機能単位を用いることで、ECM の持つ利点を最大限に

活用することができるといえる。複数の機能単位を組み合わせて用いることで、既存の ECM

を超えた足場材料を生み出す可能性も秘めている。以下には、ECM の機能単位を応用した

人工足場材料の設計例を挙げる。 

 

ペプチド修飾によるハイブリッド化戦略 

ポリ乳酸・ポリグリコール酸に代表される生分解性ポリマーは、その生産性と、成形が容

易であることから再生医療の足場材料として多く用いられている20。しかし、それらポリマ

ー単体では細胞接着性に劣ることが欠点としてあげられる。よって、細胞接着機能を有する
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ものでこれらの材料を修飾することができれば、目的とする細胞接着能を兼ね備えたハイブ

リッド材料となる。フィブロネクチン由来のGRGDSペプチドは、短い配列ながら高い細胞

接着機能を持つ配列として知られ、ポリ乳酸21、ハイドロキシアパタイト22、ポリエチレン

グリコール（PEG）23、アルギン酸24などに化学修飾することにより、それらの分子に細胞

接着性を付与することに成功している。ラミニン由来のIKVAV、YIGSR配列なども細胞接着

性配列として同様の修飾に用いられることが多い25,26。また、感温性を持つN-イソプロピル

アクリルアミド（NiPAAM）にRGD、もしくはYIGSR配列を結合することにより、環境応

答性と細胞親和性の双方を獲得した材料を創製した例も存在する27。よって、こうしたペプ

チド修飾による戦略は、あらゆる有機物質に細胞接着性を付与する手法として一般的なもの

となりつつある。

人工ポリペプチドマトリクスの設計 

 ペプチド修飾による戦略においては、複数の材料から成るハイブリッド材料を構築しなけ

ればならず、修飾反応の過程を踏まなければ目的の材料を得られない。結果、得られた材料

の機能性は修飾反応の効率に左右されてしまう。それに対して、ポリペプチドによる足場基

盤を設計し、直接機能性ペプチドを組み込んだ一体型マトリクスタンパク質ができれば、生

産性及び機能性に優れた材料となることが考えられる。こうした目的を実現するため、足場

基盤となるポリペプチドの開発が盛んに行われている。Taniharaらはコラーゲンを模したト

リペプチドPro-Hyp-Glyからなる材料を作製し、安定な繊維状構造を得た28。Kitagawaらは

さらにこれに改良を重ね、S-S結合を利用した自己組織化ペプチドを提案している29(Fig. 

1-2B)。これらの材料は、原コラーゲンの持つ抗原性などをクリアするものとして注目され

ている。 

このように開発された足場基盤には、様々な機能性配列が組み込まれ、高機能性足場材料

として再生医療に貢献している。上記の人工コラーゲン配列には、エラスチン由来の感温性

を備えたpoly(GVGVP)配列やRGD配列との融合材料が作製され、感温性・細胞接着性など
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を兼ね備えた材料として応用されている30。また、蚕の産する絹に存在し絹様のファイバー

構造を構成するGAGAGS配列の性質を利用し、様々な細胞接着性配列と融合させた人工

silk-like材料が開発されている31（Pronectin F®: 三洋化成）。 

その他にも天然に存在する配列を模したものではなく、純粋にペプチド間相互作用による

繊維構造形成をデザインしたペプチド材料も存在する。RADの繰り返しであるRAD16 ペプ

チドは生理的条件下で高密度のファイバー構造を呈するようデザインされた自己組織化ペ

プチドである32（Fig. 1-2C, PuraMatrix®: BD Biosciencesより市販）。この配列は細胞接着

性を有しており、内皮細胞の管腔構造形成33や骨分化を促進34したという報告が見られる。

また同様にデザインをほどこした骨格にラミニン由来接着配列を組み込み自己組織化した

例も見られ、神経細胞の分化が報告されている35,36(Fig. 1-2D)。 

 

1.2.3 タンパク質材料による足場作製の意義 

 これまでに、再生医療における足場材料の設計例を挙げてきた。今後の再生医療に必要と

される足場材料の特性とは、「1. より高機能であること」「2. 安全性に優れていること」

「3. 生産性に優れていること」であるといえる。これらの観点から、既存の ECM 単体で

は今後の需要を満足させることはできないと考えられる。2.および 3.の条件を満たすために

は、人工的に生産できる足場材料の開発は必須条件であるが、1.の高機能性を実現するため

には、様々な機能が一つの分子に集約した形が理想的であるといえる。生体組織中では、ECM

や増殖因子など様々なタンパク質がシグナル因子として役割を担っている。こうした機能性

タンパク質を足場材料に一体化させるためには、ポリペプチド基盤に機能性配列が融合した

形をとることが、修飾効率によらず最も効率的な手段であると考えられ、生体環境に近づけ

る有効な道である。 

 次節では、こうした人工タンパク質足場材料の特性を生かした設計をするために、本研究

において着目した機能性配列と生体モデルについて述べる。 
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1.3 人工タンパク質足場材料の応用―血管再生 

 

 前節では、ECM の重要性と、その特性を生かした足場材料としてどのようなものが適し

ているのかを考察した。結果、人工タンパク質足場材料の有用性が浮き彫りとなったといえ

る。本節では、新たな高機能性足場材料を構築するにあたり、本研究で着眼した生体組織モ

デルと、そこに関与する ECM の機能ドメインを紹介する。 

 

1.3.1  血管新生とラミニンの関係 

 血管は、全ての生体組織に張り巡らされており、酸素・栄養の供給源として非常に重要な

器官である。その構造は管腔様であり、血管内皮細胞・平滑筋細胞などが層をなして裏打ち

している。その血管発生過程は、胎生期のものと既存血管組織におけるものの 2 通りに大別

される。胎生期においては、中胚葉から分化した血管芽細胞が細胞集塊内で管腔を形成し、

互いに融合して原始血管叢を形成するという過程を経る。この過程は脈管形成

（vasculogenesis）と呼ばれる37。その後の全身への血管網の形成、または成熟固体の既存

血管組織においては、血管新生刺激に反応して、基底膜や細胞外マトリクスが融解し、血管

内皮細胞の増殖・遊走・管腔形成の過程により新生血管が出芽する。この過程が血管新生

（angiogenesis）である38(Fig. 1-3)。つまり血管新生の過程は、シグナルを受けて細胞のネ

ットワークを再構築させるというものであり、生体における細胞社会構築の縮図として、人

工生体組織モデルの着眼点となりうる対象である。 

 また、1980 年代に入り、Folkmanらにより毛細血管由来の内皮細胞を癌細胞の培養上清

中で培養すると 4～6 週間後に毛細血管様の管腔構造を呈することが報告された39。この報告

により、内皮細胞は、ある環境下においては、生体外でも単独で血管の特徴的な構造である

管腔を形成できることが示された。その後、様々な細胞外マトリクスを用いた 3 次元培養系

において、もっと短期間で管腔形成が惹起されることも確認された40。これらのことから、
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内皮細胞はECMを含む 3 次元培養系において独立したネットワーク形成シグナルを認識し、

組織形成へといたることが示唆された。よって内皮細胞の管腔組織形成は、生体外で制御可

能な人工組織形成モデルとして非常に注目すべき現象である。 

 このモデルにおける管腔形成には、基底膜成分が重要であるとされている。基底膜とは、

血管内皮細胞と平滑筋細胞の境界に存在する網目構造ECMであり、他にも筋細胞・神経細胞

の周囲など複数の組織をつなぐ役割を果たしている。コラーゲンⅣから成る 3 次元網目構造

に、ラミニン・ナイドジェンなどのタンパク質、パールカンなどのプロテオグリカンが結合

したモデルが提唱されている 41。再構成基底膜モデルとして知られるMatrigelは、

Engelbreth Holm Swarm腫瘍由来基底膜の網目構造を尿素変性で可溶化後、透析で尿素を

除去した基底膜成分混合液である42。37℃に加温することによって、基底膜構造が再構築さ

れ、ゲル状となる。ここでMatrigelを用いて内皮細胞を培養すると、管腔形成は顕著に促進

され、且つラミニン抗体の添加によってその形成能は抑制を受ける43,44。よってラミニンが

内皮細胞へのシグナル導入にある役割を果たしていることが示唆される。これらの背景を踏

まえ、近年では、ラミニンの持つ機能性部位が多く同定され、血管新生への関与についても

考察がなされている。活性が報告されたペプチド配列を用いた足場材料モデルも次々と生み

出されている状況である。次項では、ラミニンにおける機能性部位を紹介し、その応用例を

示す。 

 

1.3.2  ラミニンにおける機能性ペプチドとその応用例  

 基底膜の主要タンパク質であるラミニンは、α・β・γの 3 本鎖からなる分子量 50～90

万のヘテロ 3 量体で、十字架構造をしている。5 種のα鎖、3 種のβ鎖、3 種のγ鎖からな

る 12 種のアイソフォームがこれまでに同定され、これらが組織特異的もしくは発生におけ

る各段階特異的に発現していることが知られている45。たとえばラミニン-1 は発生の初期段

階で、ラミニン-2 及び 4 は神経組織に、ラミニン-5,-6,-7 は皮膚に、ラミニン-8,-9 は血管内
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皮に多く発現している。中でも発生の初期に発現するラミニン-1 の注目度は最も大きく、神

経組織・血管組織などの分化に関与する機能単位の解析対象である。ラミニンのもつ機能性

部位の解析については、Nomizuらの功績が非常に大きい。彼らはラミニンの複雑な機能を

個々の機能部位に分解するため、ラミニン-1 のアミノ酸を網羅した合成ペプチドライブラリ

ーにおける機能解析を行い、細胞接着活性のある配列のスクリーニングを行った46,47,48。そ

の結果、様々な活性部位を同定することに成功し、細胞接着活性だけでなく多様な生物活性

を持つことを示している(Fig. 1-4)。その中で血管新生における活性部位も数種報告されてお

り、IKVAVを含む配列は血管新生を促進し49,50、YIGSRを含む配列はそれに反して血管新生

の抑制51及び腫瘍の転移抑制52,53などの活性を示した。それぞれの配列は細胞表面のレセプ

ターの同定が行われたのみで、どのような作用機序をとるのかはまだ明らかとなっていない。

同じラミニン分子の中で、血管新生促進と抑制の相反する機能が存在するという事実は非常

に興味深いといえる。ラミニン分子は血管新生過程のon-offを左右する何らかの制御機構を

持っており、ここで同定された機能配列がその中心を担っていると考察できる。 

 それらの機能配列の中でも、初期に同定されたものがIKVAV、YIGSRを含む配列である。

特にIKVAV配列は神経突起の伸長を促進する機能も報告された54,55ことから、早くから研究

者に着目され、応用例も多い。その多くが基板上に合成ペプチドを固定化し、細胞の接着も

しくは神経突起の伸長などを導く56,57,58というものである。また、自己組織化するペプチド

配列中に組み込み、IKVAV配列を高密度に提示したファイバー足場上で培養することにより、

神経細胞への分化を促進させた例36,59も存在する。また、ポリエチレングリコールにIKVAV、

YIGSRを修飾することで細胞接着能を獲得した足場材料を得たという報告60も見られる。こ

れらの応用例から、ラミニンより同定されたIKVAV配列もしくはYIGSR配列が、ある特定の

足場中に組み込まれた状態で効果的に機能できることがわかる。よって、ラミニンにおける

機能性配列は、足場材料に応用する機能ドメインの一部として注目する価値があるといえる。 

 次項では、既存の ECM を応用した管腔形成モデルとその問題点を考察することにより、
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今必要とされる足場材料について論ずる。 

 

1.3.3  細胞外マトリクスを応用した血管新生モデルとその問題点 

 前項までで、血管新生（Angiogenesis）が細胞のネットワーク形成モデルとして適してい

ること、ラミニン-1 において血管新生に関与する機能単位ペプチドの解析もすすんでいるこ

とを示した。よって、新たに構築する高機能マトリクスの応用対象として、ラミニン由来機

能性配列を組み込んだ血管新生モデルの系が想起される。そこで本項では、既存の ECM を

用いた管腔形成モデルとその問題点を考察し、本研究で構築するマトリクス材料に必要とな

る特性を確認する。 

 再構成基底膜モデルであるMatrigelは、強力に管腔構造の形成を促進する血管新生モデル

として知られている。実際にMatrigel上にヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を播種すると、

HUVECは時間経過につれて遊走・浸潤し、20 時間後にはFig. 1-5 に示すようなほぼ完全な

管腔状ネットワークを形成する61。同様の現象がコラーゲンゲル62・フィブリンゲル63を用い

た 3 次元培養中でも見られるが、完全な管腔構造形成には数日の培養が必要であり、構成さ

れた構造体の完成度もMatrigelには及ばない。これらのゲル中にラミニンを添加すると、構

築される構造はより充実する64が、それでも全体的にMatrigelと比較できるところまでは至

っていない。これらの背景から、現在では、管腔形成モデルとしてはMatrigelの利用が大半

を占めている。しかしながら、Matrigelは腫瘍由来の抽出物であり、安全性の問題から、将

来臨床応用されることは有り得ない。ラミニン成分自体が抗原性を持つ可能性も大きいため、

Matrigel及びラミニンを用いずにより安全性の高い血管新生モデルを開発することが求め

られている。よって、抗原性を除いたコラーゲン材料として注目されているアテロコラーゲ

ンを 3 次元培養モデルとし、ラミニンの機能性ドメインを抽出した人工足場材料を併用して

いくことで血管新生能を増強することができれば、安全性と管腔形成能の両方を満足するモ

デルとしてMatrigelを代替する有用なものとなる。次節では、そうした材料設計のための基
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本戦略について述べる。 
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1.4 高機能性細胞外マトリクスの設計 

 

 これまでの記述において、ECM における機能性ドメインを組み込んだポリペプチド材料

の重要性が示された。また、人工組織形成モデルのひとつである血管新生モデル材料におい

て、ラミニンの機能性ドメインを応用した人工タンパク質足場材料が有用に機能する可能性

が示唆された。ここで議論されている機能性ペプチドは、単独でも作用可能であるが、短い

ペプチド配列のみでは効率的に細胞表面にアクセスできるとは考えにくい。また、複数のペ

プチド配列を連結したハイブリッド材料を設計する際には、適当なリンカー配列などをペプ

チド間に配する必要が生じる。そこで、機能性ペプチドを安定化し、且つペプチド間のリン

カーとしての役割を果たすマトリクス骨格を選択することが重要となる。以降では、マトリ

クス骨格の選定及び実際に本研究で目指す細胞外マトリクスの設計について述べる。 

 

1.4.1 elastin-like peptide によるマトリクス骨格 

 機能性ペプチドを支持する骨格部分のドメインには、構造的に安定していることが要求さ

れる。当研究室では、既存の細胞外マトリクスを参考とし、エラスチン由来のヘキサペプチ

ド繰り返し配列をマトリクス骨格として用いてきた65,66,67。エラスチンは血管壁・筋組織な

どに大量に存在し、組織の弾性を生み出している細胞外マトリクスである(Fig. 1-6A)。エラ

スチン内には特徴的な繰り返し配列が数種存在し68、中でもAPGVGVヘキサペプチド、もし

くはGVGVPペンタペプチドの繰り返し部分は、安定なβスパイラル構造をとっていること

が知られている69,70(Fig. 1-6B)。実際に当研究室66,67及びTirrell71、Urry72,73らのグループに

より、このエラスチン由来ペプチド配列を骨格として細胞接着配列GRGDSなどを組み込ん

だマトリクスが構築されている。これらのエラスチン骨格は細胞増殖活性が報告されている

生体活性物質でもあり74、加えてAPGVGV配列は、細胞遊走促進などの作用も併せ持つ75,76。

これらの知見から、こうしたエラスチン由来ポリペプチドを骨格として採用することにより、
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安定な構造骨格を持ち、かつ生体活性も高いマトリクス材料を構築できる可能性が示唆され

ているため、本研究においても基本骨格として選択した。次項では、実際にエラスチン由来

ポリペプチドを用いた本研究の設計案を示す。 

 

1.4.2 機能性ペプチドの融合による細胞外マトリクスの設計 

 管腔形成モデルへの応用を踏まえ、本研究で着目したのはラミニン由来のIKVAVを含む配

列とYIGSR配列、そしてRGDN配列である。それぞれ、IKVAV配列は血管新生を促進する

機能49、YIGSR及びRGDN配列は血管新生を抑制する機能がペプチドレベルの研究で明らか

とされている77。よって、先述したエラスチン由来ペプチドからなる骨格部分にこれらのペ

プチドを挿入することにより、擬似マトリクス材料として機能することが推測される。 

当研究室の先行研究によって、APGVGVを 12 回繰り返した配列（APGVGV）12（E12 と

表記）をマトリクス骨格の基本単位とし、GRGDS配列をE12 間に挿入した人工マトリクス

材料を構築し、その機能が確認されている66,67。また、APGVGV配列においては、その細胞

遊走促進活性76と、新生血管の増強作用78が報告されていることから、血管新生促進作用を

持つIKVAV配列と融合することにより、2 つの機能性配列を融合したハイブリッド材料とな

る可能性がある。よって、本研究では、E12－IKVAVの融合タンパク質EIおよびEIの繰り返

しタンパク質からなる融合タンパク質を作製し、その血管新生における促進効果を検討する。

また、高い細胞接着能を持つフィブロネクチン由来のGRGDS配列をさらに融合したE12－

GRGDS－E12－IKVAVからなる融合タンパク質EREIも作製する。この設計は、構築するマ

トリクスの細胞接着能を高め、シグナル導入効率の向上を得ることを目的とした。 

また、血管新生抑制の機能を持つペプチド RGDN、YIGSR に関しては、細胞遊走活性を

抑える方向に働く必要があるため、APGVGV 配列ではなく GVGVP 配列の繰り返しを骨格

とした。そこに二つのペプチドを挿入した GVGVP18－RGDN のユニット（GR）、GVGVP18

－YIGSR のユニット（GY）、GVGVP18－RGDN－GVGVP18－YIGSR のユニット（GRGY）
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を作製した。機能性配列を 1 種類のみ持つ融合タンパク質においては、その機能性配列の示

す役割を抽出して検討することができ、また、複数の配列が融合されたものについては、相

乗効果を得ることができると考えられる。 
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1.5  本研究の目的と意義 

 本章においては、再生医療における足場材料の重要性を明示し、抗原性を持たず、且つ既

存の ECM の機能が保存されているような人工マトリクス材料の開発が望まれていることを

述べてきた。特に生体外における細胞ネットワーク構築例である血管新生モデルについては、

ラミニンのもつ機能性部分を利用した安全性の高い培養モデルの開発が重要視されている。

そこで要求されるマトリクス材料は、「安全性の高いものであること」「3 次元培養に適応で

きること」「高機能であること」が条件であると考えられる。 

 したがって本研究では、エラスチン骨格による安定な構造中に複数の機能性ペプチドを挿

入したポリペプチドマトリクスを提案する(Fig. 1-6C)。3 次元培養モデルとしては、アテロ

コラーゲンによるゲル材料を選択し、構築したマトリクス材料をコラーゲンゲルと併用する

ことにより、高機能な生体組織モデルを実現する。競合する実験系としては、自己組織化す

るポリペプチドゲルが挙げられる32-36。IKVAV、GRGDSなどの短いペプチド配列は組織化

するペプチド内に組み込むことが可能であるため、コラーゲンなどの材料が不必要である。

しかし増殖因子など、ペプチドと比較して大きい分子量のものの固定化は不可能であるため、

遊離の状態で上から添加する方式を取らざるを得ない。本研究におけるマトリクス材料にお

いては、将来的に増殖因子との融合タンパク質を構築することにより、マトリクス上への増

殖因子の固定化・濃度勾配の制御などができる可能性を有している。 

 本研究では、血管新生を促進する材料と抑制する材料の 2 種を構築する。ラミニンにおい

ては、この相反する機能が 1 つの分子に存在しているが、ここで機能性ドメインのみを抽出

し、分離したマトリクス材料を構築することにより、個々の機能に特化したアプローチが可

能となると考えられる。2 種のマトリクスによって内皮細胞の応答を制御し、ひいては血管

新生の調節を行うことができれば、高精度な人工生体組織の構築に向けて有用な材料となる

と考えられる。 

 以降第 2 章では、まず血管新生促進を目的としたマトリクス材料の構築について述べる。
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そこで得られた問題点を踏まえ、続いて第 3 章にて新たに構築したコラーゲン結合型血管新

生促進マトリクスの特性について評価する。次に第 4 章において、血管新生抑制を目的とし

たマトリクス材料の構築と特性評価について述べる。第 5 章では、本研究で得られた結果を

総括すると共に今後の展望について述べ、結論とする。 
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第二章 
 

血管新生促進配列を融合した 
細胞外マトリクスの設計と特性評価 
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2.1 緒言 

 

第 1 章で述べたように、本研究ではアテロコラーゲンゲルにおける管腔形成能を補強する

役割を担う血管新生促進マトリクスと、対して管腔形成を抑制するマトリクスの 2 種を構築

し、生体組織における血管新生調節を生体外で再現することを目指す。まず第 2 章では、血

管新生促進マトリクスの構築に着手した。具体的な機能性ドメインとしてラミニン由来の血

管新生促進ペプチド IKVAV 配列に注目し、マトリクスを構造面から安定化させるエラスチ

ン由来の APGVGV 繰り返し配列とフィブロネクチン由来の GRGDS 配列からなる融合タン

パク質を数パターン構築した。そして作製したタンパク質のうち、細胞接着能及び細胞遊走

能において有効な設計を決定し、アテロコラーゲンゲルに加えて血管内皮細胞の 3 次元培養

を行うことで管腔形成の促進能力を検討する。 
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2.2 実験方法 

 

2.2.1 実験試薬 

 DNA 増幅用プラスミド pBluescript SKII(-) は株式会社東洋紡より購入した。タンパク質

発現用ベクターpET32c プラスミド及び大腸菌株 BL21(DE3)は Novagen 社より購入した。

合成オリゴヌクレオチドは FASMAC 社に合成を委託した。遺伝子組換えに利用した制限酵

素、及び DNA リガーゼは Takara 社より購入した。ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）及

び内皮細胞培養培地 HuMedia EG-2 は KURABO 社より購入した。合成ペプチド

CSRARKQAASIKVAVSADR は、三原研究室より提供していただいた。ウシ真皮由来アテロ

コラーゲン type I（Atelocell®, I-PC）は株式会社高研より購入した。その他の試薬は全て特

級を使用した。 

 

2.2.2 プラスミド構築 

 設計したマトリクスタンパク質の配列をコードしたDNA増幅用プラスミドを作製するに

当たり、当研究室で以前に作製されたAPGVGVの 12 回繰り返し配列（E12）を持つプラス

ミドpBS-E12、もしくはE12 とGRGDS配列が連結された配列を持つpBS-ERをクローニン

グベクターとして使用した。ラミニン-1 のα1 鎖より同定された血管新生配列（本研究では

IKVAV配列と表記）は、既存の文献49を参考に 19 残基の配列を採用することとした

（CSRARKQAASIKVAVSADR）。クローニングに用いたIKVAV配列の合成オリゴは以下の

通りである。なお、クローニングのために合成オリゴの 5’末端には制限酵素BamHIの認識

配列、3’末端にはBglIIとEcoRIの認識配列を付加した。 

IKVAV-forward: 

5’-GATCCTGTGCTCTCGTGCTCGTAAACAGGCTGCTTCTATCAAAGTTGCTGTTTCT

GCTGA CCGTAAGATC TTGTG-3’ 
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IKVAV-reverse:  

5’-AATTCACAAGATCTTACGGTCAGCAGAAACAGCAACTTTGATAGAAGCAGCCTGT

TTACGAGCACGAGAGCACAG-3’ 

この合成オリゴを 95℃の熱処理によりアニーリングさせた。またプラスミド pBS-E12 を

制限酵素 BglII と EcoRI にて切断し、この断片をアニーリングさせたオリゴと共にライゲー

ションさせることにより、E12 と IKVAV 配列が連結されたプラスミド pBS-EI を得た。こ

の pBS-EI を BamHI と EcoRI によって切断して得た EI 断片を、BglII と EcoRI で切断し

た pBS-EI もしくは pBS-ER にクローニングすることにより、pBS-EI2 及び pBS-EREI を

作製した。同様にpBS-EI4とpBS-EREI2も作製を行った。プラスミドpBS-E48は、pBS-E12

配列に対して上記のクローニングを行うことにより作製した。以上作製されたベクターを

BamHI と EcoRI で切断した E48, EI, EI2, EI4, EREI, EREI2 断片をプラスミド pET32c

に組み込むことにより、タンパク質発現用プラスミドを作製した。 

 

2.2.3 融合タンパク質の発現・精製 

 タンパク質発現用プラスミドで形質転換した大腸菌BL21(DE3)を、ampicillin 50 μg / ml

を含む LB 培地にて 37℃で振とう培養を行った。その後 660 nm の吸光度が 0.5 に達した時

点で isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside (IPTG)を終濃度 1 mM となるよう添加し、さ

らに 30℃にて 3 時間振とう培養することでタンパク質の発現誘導を行った。 

 回収した大腸菌のペレットは Bug Buster Reagent (Novagen)に懸濁し、30 分室温にてロ

ーテーションを行って菌膜を破砕した。ただし EI4 タンパク質については、大腸菌ペレット

を PBS に懸濁し、超音波によって破砕を行った。そして破砕された大腸菌ライセートを

17,000 gにて15分間の遠心を行い、上清を分取することにより可溶画分ライセートを得た。 

 可溶ライセート中に含まれる目的タンパク質は、コバルトイオンを配位したTALON 

Metal Affinity Resins (Clontech)とヒスチジンタグとの配位結合を利用して精製を行った。
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ライセートを添加し 30 分間室温でインキュベートを行うことによってResinに目的タンパ

ク質を吸着させ、非特異的に吸着したタンパク質を除去するためにカラムの 5 倍量のwash 

buffer（50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, pH=7.6）で 2 回洗浄を行った。さらに 10 mMの

イミダゾールを含むwash bufferで 2 回洗浄を行った後、PBSにてResinを平衡化した。そこ

に終濃度 0.5 units/mlとなるようthrombin (Novagen)を添加し、室温で 1 時間インキュベー

トさせることにより、タグ部分を切断してResinから目的タンパク質を遊離した。そこで最

終的にカラムより上清を分取して目的タンパク質を得た。得られたタンパク質は 0.22 μm

フィルターによりろ過滅菌を行い、12 ％もしくは 15 ％アクリルアミドゲルのSDS-PAGE

に展開して精製の確認を行った。タンパク質濃度はBCA protein assay reagent kit 

(PIERCE)を用いて測定した。 

 

2.2.4 細胞培養 

 HUVECはHuMedia EG-2（2 ％ FBS, 10 ng / ml ヒト組み換え型上皮成長因子（hEGF）, 

1 μg / ml ハイドロコーチゾン, 50 μg / ml ゲンタマイシン, 50 ng / mlアンフォテリシン

B, 5 ng / mlヒト組み換え型塩基性繊維芽細胞増殖因子(hFGF-B), 10 μg / mlヘパリン含有）

中にて 5 ％ CO2, 37℃の環境下で培養した。細胞の継代は 0.1 %トリプシン処理にて行った。

実験には購入時より 4～7 継代した細胞を使用した。 

 

2.2.5 細胞接着能評価 

 固相表面にコーティングしたタンパク質の細胞接着能を評価するために、1, 10, 100 nMに

PBSで希釈し 300 μ lとした融合タンパク質を浮遊培養用 24 well plate(SUMILON 

MS-8024R)に添加し、37℃にて 1 時間インキュベートを行った。その後タンパク質溶液を除

去し、HuMedia-EG2 に懸濁したHUVECを 6.0×104 cells /wellの密度で播種した。37 ℃に

て 4 時間インキュベートした後に、各wellを撮影し、4 視野分の接着細胞数の平均を算出し
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た。コントロールであるフィブロネクチン (sigma) は 10 μg /ml、ラミニン(sigma) 及び

IKVAVペプチドは 20 μg /mlでコーティングを行い、対してPBSのみ添加したサンプルを

noncoatとした。実験は各 3 回ずつ行った。 

 また接着阻害実験に際しては、浮遊細胞培養用 96 well plate (SUMILON MS-8096R)に

PBS にて 20 μg /ml に調製したラミニン 100 μl で同様にコーティングを行った。1 ％ 

FBS/ 1 % penicillin・streptomycin を含有する Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)に懸濁した HUVEC に 5～20 pmol の融合タンパク質を添加し 100 μl としたもの

をラミニンコーティング済の 96 well plate に添加した。細胞密度は 5000 cells/well とした。

細胞播種後、37℃で 1 時間インキュベートを行い、各 well を撮影して 4 視野分の接着細胞

数の平均を算出した。IKVAV ペプチドについては 20 及び 5000 pmol を添加し、対して PBS

のみ添加したサンプルをコントロールとした。実験は各 5 回ずつ行った。 

 

2.2.6 細胞増殖能評価 

 細胞増殖能の評価に際しては、浮遊細胞培養用 96 well plate (SUMILON MS-8096R)を

100 nM の融合タンパク質 100 μl で 2.2.5 と同様にコーティングした。フィブロネクチン

は 10 μg /ml、IKVAV ペプチドは 20 μg /ml でコーティングを行い、対して noncoat のサ

ンプルではPBSのみ添加した。そこにHuMedia-EG2に懸濁したHUVECを2000 cells /well

の密度で播種し、その後 37℃でインキュベートを行った。培地交換は 1 日おきに行った。

MTS assay は、Cell counting kit-8 (Dojindo)のプロトコルに則って行った。具体的には、

培地をアスピレーションにより除去し、HuMedia EG-2：Cell counting kit＝10：1 とした

混合液を 110 μl 添加して 37℃で 1 時間インキュベートした。そして 450 nm の吸光を測定

することにより生細胞数の評価とした。測定値は 3 well の平均値とし、各実験は 3 回ずつ行

った。細胞播種後 4 時間経過したものを 0 日のサンプルとみなした。 
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2.2.7 細胞遊走能評価 

 細胞遊走能の評価については、現在主流となっている手法の一つであるBoyden Chamber

法を採用した。8 μm ポアサイズのpolycarbonateフィルター（BD Biosciences）を 100 nM

の融合タンパク質で 2.2.5 と同様にコーティングを行い、HuMedia EG-2 2 mlを入れた 6 

well plate上にセットする。そのフィルター上にRPMI 1640 培地（0.1 % BSA含有、無血清）

1 mlに懸濁したHUVECを 1.3×105 cells /wellの密度で播種し、37 ℃にて 4 時間インキュベ

ートした。そしてフィルター上に接着している細胞を綿棒でこすることにより除去し、フィ

ルターをPBSで洗浄した後に 100 % メタノールに浸漬して、フィルター下部に遊走した細

胞の固定を行った。固定後にフィルターを再度PBSで洗浄し、Giemsa染色液（Merck）に

て室温で 15 分間染色を行った。PBSで洗浄した後に、各フィルターを撮影し、4 視野分の

接着細胞数の平均を算出した。実験は各 5 回ずつ行った。ネガティブコントロールとしては

GRGDSP合成ペプチド（BACHEM）を 100 μg /mlでコーティングして用いた。IKVAVペ

プチド及びラミニンは 20 μg /mlでコーティングを行った。 

 

2.2.8 コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 ここではコラーゲンゲルサンドイッチ培養法による内皮細胞の管腔化を試みた。24 well 

plateにコラーゲン含有Minimum Essential Medium 300 μl（コラーゲン終濃度 1.3 

mg/ml、10 mM Hepes, 10 mM NaHCO3）を添加した。コラーゲン含有培地を作製する際、

融合タンパク質を 100 pmol添加した（IKVAVペプチドは 1 nmol添加）。そして 37℃で 2 時

間インキュベートすることにより、ゲル化を行った。そのコラーゲンゲル上にHuMedia 

EG-2 に懸濁したHUVECを 2.0×105 cells /wellの密度で播種し、37℃で 1 時間インキュベ

ートした。細胞の接着を確認した後、培地を除去し、上記と同様に調製したコラーゲン含有

培地を 300 μl添加し、37℃で 2 時間ゲル化させた。最終的にHuMedia EG-2 500 μlを添

加して、37℃で 2 日間培養を行い、形態を顕微鏡下で観察した。分岐数の測定に関しては、
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ランダムな 4 視野を撮影し、それぞれの管腔構造における分岐の数を目視で計数し平均値を

集計した。実験は各 3 回ずつ行った。
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2.3 実験結果及び考察 

 

2.3.1 血管新生促進マトリクスタンパク質の設計と発現・精製 

 本研究では、ラミニンの持つ機能単位として研究がすすんだIKVAV配列に着目し、

APGVGVの安定な繰り返し構造中にIKVAV配列を組み込んだ融合タンパク質の作製を試み

た 。 具 体 的 に は 、 Grant ら の 研 究 49 に お い て 高 い 機 能 を 発 揮 し て い た

CSRARKQAASIKVAVSADR配列を今後IKVAV配列として用いていくこととした。 

 当研究室の先行研究において、APGVGVを 12 回繰り返した配列（E12）とフィブロネク

チン由来の細胞接着配列GRGDSを連結した配列ERを構築し、さらにそのユニットを 4 回繰

り返した融合タンパク質ER4 の細胞接着能を報告している66。このようにGRGDSなどの機

能性ペプチドを繰り返し単位に組み込んでポリマー化することは、構築したマトリクスの機

能性を高める戦略として用いられている。本研究でもこの戦略を応用し、IKVAV配列とE12

配列を連結したEIユニットを構築した上で、さらにEIを 2 回もしくは 4 回繰り返した融合タ

ンパク質を作製した。以降では、そのタンパク質をそれぞれEI2, EI4 と呼ぶ。 

 また、細胞表面上でIKVAV配列を認識するレセプターはGRGDSと異なっているため、2

種のペプチドを併用することによって接着能を増強した足場材料などが今までに報告され

ている79。この報告を踏まえ、本研究でもGRGDSとIKVAV配列が同一分子中に存在する設

計も併せて試みることにした。したがって、更なるバリエーションとして、ERとEIユニッ

トを連結したEREI、そして 2 回繰り返したEREI2 の 2 種を作製した。以上で、構築した融

合タンパク質は、EI, EI2, EI4, EREI, EREI2 の 5 種である。加えてコントロールとして、

E12 配列のみ繰り返したE48 も作製した。作製したタンパク質をFig. 2-1Aにまとめる。 

 設計した融合タンパク質は、大腸菌BL21(DE3)株において強制発現を行った。先行研究66

より、疎水性配列のE12 を含む融合タンパク質は、thioredoxin(trx)タグとの融合により容

易に可溶画分へ回収できるようになるとの知見が得られていたため、pET32cベクターによ
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りtrxタグをN末端に付加した状態で発現させることとした。精製時にthrombinによりこの

タグ配列部分を切断し、目的タンパク質を得た。精製後の融合タンパク質サンプルを

SDS-PAGEに展開した写真をFig. 2-1B及びCに示す。IKVAV配列を含む融合タンパク質は大

腸菌内での発現量が低下する傾向が見られ、EI4 タンパク質が最も回収量が少ないという結

果となった。又この結果からは、精製されたタンパク質は全て、理論値よりも分子量が大き

いように見受けられる。マーカータンパク質と移動度が異なる決定的な原因は不明だが、精

製の際用いたアフィニティーカラムには特異的な結合が見られているため、ここで得られた

タンパク質を目的のものとみなして以降の実験に用いた。 

  

2.3.2 構築した融合タンパク質間の特性比較 

 本章において構築した融合タンパク質は、繰り返し回数や含まれるペプチドの種類による

バリエーションを含んでいる。本項ではまず、構築したタンパク質間の特性比較を行うこと

により、融合パターンの差による特性への影響があるかどうかを検討する。そして以降の実

験に用いる最適な融合タンパク質を決定する。議論の際には、細胞外マトリクスとして最も

重要な機能である細胞接着能、そして血管新生の際に重要となる細胞遊走能の２つに注目し

た。 

2.3.2.1 細胞接着能比較 

 Fig. 2-2A に、細胞接着能に関する評価の結果を示す。ここでは構築した融合タンパク質

をプレート表面にコーティングし、その固相表面上に接着する細胞数を数えるという方法を

選択した。10～100 nM の融合タンパク質をコーティングした表面への接着細胞数は、

noncoat のサンプルよりも高くなることから、作製した融合タンパク質は全て細胞接着能を

持つことが示された。まず EI, EI2,EI4 については、EI4 が最も高い細胞接着能を示し、そ

れはラミニン及びフィブロネクチンの 80％程度であった。その接着能は、コーティングに用

いたタンパク質濃度依存的に変化し、100 nM 用いた場合においてほぼ飽和に達することが
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示されている。EI 及び EI2 においては、タンパク質濃度依存的な変化が見られず、フィブ

ロネクチンの 50～70％という接着細胞数であった。これは、EI と EI2 では効果的に細胞へ

ペプチドを提示できていないことを示している。したがって、繰り返し数の 1 番多いバリア

ントである EI4 が、EI シリーズの中では最も有効なマトリクスとなったといえる。この理

由としては、1 分子中の IKVAV ペプチド数が多いために高効率で細胞接着した、もしくは

全体としての構造が変化しペプチドを表面に提示しやすくなったなどが考えられる。 

 EREI,EREI2 においては、いずれもタンパク質濃度に依存した細胞接着が見られた。高濃

度で用いた場合には、若干 EREI2 のほうが EREI より高い接着細胞数を示し、ほぼフィブ

ロネクチン・ラミニンと同等であった。EREI において低濃度－高濃度間での差異が小さい

のは、EI 及び EI2 に見られたのと同じ状況であり、EREI も効果的なペプチド集積ができて

いるとはいえない可能性がある。よって、タンパク質濃度依存が顕著に見られ、かつ 100 nM

においての接着能も高い EREI2 を選択することが正しいといえる。 

 また、EREI と EI・EI2 を比較してみると、EREI がより高い細胞接着能を示しているこ

とがわかる。EREI2 と EI4 においても、EREI2 の方が接着細胞数の平均値において EI4 よ

り若干高くなる傾向が見られた。これらの傾向から、IKVAV 配列のみではなく GRGDS 配

列がともに存在したバリアントのほうが接着能が上がると結論できる。 

 以上の結果を総合すると、作製した 5 種のバリアント中では、EREI2 とEI4 の細胞接着活

性が高いことが示され、ペプチドを繰り返し単位に組み込む戦略によって有効なバリアント

を得られたことがわかった。この接着能は今までに構築されたER4 タンパク質66に劣らない

ものであり、細胞接着配列を持たないE48 タンパク質を大きく上回る。接着細胞の形態にお

いても、EREI2 及びEI4 をコーティングした表面上に播種したHUVECは、フィブロネクチ

ンに見られるような良好に伸展した接着をみせた（Fig. 2-2B）。よって、ここで構築した

EREI2 及びEI4 は、細胞外マトリクスタンパク質として有効であると考えられる。続く細胞

遊走能の検討において、さらに細胞走化シグナルの導入能についても比較を行う。 
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2.3.2.2 細胞遊走能比較 

 細胞遊走は、血管新生においては中核をなす重要な過程である。IKVAV 配列の機能につい

ても、細胞接着から何らかの形で遊走を促すシグナルを導入するとの推測がなされている。

よって細胞遊走能の評価は、血管新生への関与を判定する上で非常に重要視されており、細

胞接着能とあわせて血管新生促進マトリクスの基礎評価には欠かせない。 

 細胞遊走の評価方法として本研究では Boyden chamber 法を選択した。この方法では一定

の大きさのポアを持つメンブレンフィルターを用いる。フィルターの下層に FBS・増殖因子

などを含む培地を添加し、上層に無血清培地に懸濁した細胞を播種すると、当初細胞はフィ

ルター上部に接着するが、下層の栄養物質を求めてポアを通過し、メンブレン下部に接着す

るような形となる（Fig. 2-3A）。一定時間後に未だ上部に接着している細胞を剥離し、下部

に接着した細胞を遊走細胞として固定・染色の後に計数する。この際、細胞遊走を牽引する

ようなマトリクスがメンブレンにコーティングされていれば、メンブレンを通過する細胞数

は多くなるため、構築したマトリクスタンパク質の細胞遊走能を判定できると考えられる。

実際に実験を行った結果を Fig. 2-3B に示す。細胞遊走活性を持つ ECM であるラミニンに

おける遊走細胞数を 100 とすると、GRGDSP ペプチドでは 40％前後であるのに対して、

IKVAV ペプチドではほぼラミニン同等の細胞遊走が示された。構築したマトリクスタンパク

質については、5 種全てにおいてラミニンの 80～130％という高い遊走能が示されたため、

融合タンパク質内に組み込まれた IKVAV ペプチドの特性が保持されていることが確認でき

た。 

EI,EI2,EI4 においては、EI4 において最も高い細胞遊走能が得られ、且つラミニンの結果

を上回ることが示された。前項において EI4 はこの 3 種の融合タンパク質中で最も高い細胞

接着能を示していたということから、IKVAV 配列と細胞との強固な接着により細胞遊走シグ

ナルを効率的に導入できていることが示された。加えて、EI4 においてラミニンを上回る遊

走能が示されたのは、細胞遊走促進能が報告されているエラスチン由来 APGVGV 配列によ
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り、IKVAV 配列の機能がさらに増強されたためと考えられる。 

 そして、EREI と EREI2 においては、どちらもラミニンと同程度という結果となり、バ

リアント間の差が見られなかった。このことからも、RGD 配列より IKVAV 配列の方が細胞

遊走への寄与が大きいことが示唆される。 

 以上を総合すると、5 種の融合タンパク質は全てラミニンと同等もしくは上回る細胞遊走

能を持つことが示されたことから、血管新生モデルに応用可能な有効なマトリクスといえる。

中でも EI4 タンパク質の遊走能が最も高いという結果から、IKVAV 配列のポリマー化が融

合タンパク質の細胞遊走能獲得に貢献することが示された。 

2.3.2.3 血管新生促進マトリクスにおける設計の影響 

 2.3.2.1～2 において、細胞接着能と細胞遊走能という観点から、構築したマトリクスタン

パク質バリアントの評価を行った。上記から得られた結果を総合すると、構築したマトリク

スタンパク質は、それぞれ挿入された IKVAV ペプチドもしくは GRGDS ペプチドの特性を

保持していることが示された。よって、マトリクス骨格として採用した E12 配列は、ペプチ

ドの安定化に貢献できていることが示唆された。また、基本ユニットを繰り返したポリマー

化により、全体としての特性が向上したマトリクスを構築できることも確認された。これら

の結果から、E12 を骨格として機能性ペプチドを連結し、その繰り返し単位を作製する戦略

が有効であることが示された。構築したマトリクスは、既存の ECM とほぼ同等の高い機能

を持つことから、この設計戦略によって作製した融合タンパク質は、人工足場材料として応

用可能であるといえる。 

 したがって、以降の実験においては、細胞接着能・細胞遊走能の双方において他のバリア

ントより高い機能を示した EREI2 と EI4 について、より詳細な特性評価を行う。 
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2.3.3 EREI2, EI4 の特性評価 

2.3.3.1 機能性ペプチドによる細胞接着能評価 

 前項における細胞接着能評価においては、固相に融合タンパク質を集積させた表面への細

胞の接着を評価した。この方法においてはタンパク質の集積効率が接着評価に影響するため、

構造も分子量も大きく異なる分子同士の正確な比較はできていないと考えられる。よって、

IKVAV ペプチド単独の場合と EREI2, EI4 の細胞接着能の違いを評価するためには、遊離の

状態で細胞との相互作用を検討する必要があると考えられる。 

 そこで、細胞懸濁液に融合タンパク質もしくは IKVAV ペプチドを添加し、ラミニンコー

トしたプレート表面上に播種することにより、より詳細な細胞接着能評価を行った。結果を

Fig. 2-4 に示す。タンパク質無添加のコントロールと比較して、EREI2, もしくは EI4 を添

加した場合においては、添加したタンパク質濃度に依存して細胞接着が阻害されることが確

認できた。その阻害率は EREI2 と EI4 でほぼ等しく 60％程度であった。細胞接着配列を持

たない E48 においてはそのような阻害傾向はみられなかった。よって EREI2 と EI4 が、組

み込まれている機能配列を用いて細胞と相互作用していることが確認できた。対して IKVAV

ペプチド単独の場合では、20 pmol 添加した際の細胞接着阻害は 20％程度であり、EREI2

と EI4 で示されたような高い阻害率は、IKVAV ペプチドを 5000 pmol 用いなければ不可能

であった。 

 以上の結果から、EREI2 と EI4 は、IKVAV ペプチドを単独で用いるよりも、より効率よ

く細胞表面にアクセスできていることが示された。よって、E12 骨格によりペプチド部分を

安定化させ、機能性部位として細胞に提示することが可能であることが確認できた。 

2.3.3.2 細胞増殖能評価 

 2.3.2 項において、EREI2 及び EI4 タンパク質は固相表面に集積可能であり、細胞接着能

を持つことが確かめられた。加えて、人工細胞外マトリクスとして有効に働くためには、長

期にわたり細胞を支持し、増殖能を維持させることが必要となる。よって本項では、融合タ
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ンパク質をコーティングした表面へ播種した細胞の増殖曲線を描くことにより、構築したマ

トリクスタンパク質の細胞支持能力を評価することとした。結果を Fig. 2-5 に示す。評価方

法としては、MTS assay による生細胞数測定をとった。得られた増殖曲線から、EREI2 お

よび EI4 のコーティング上に播種された HUVEC は、フィブロネクチンとほぼ同等に増殖

することが確認できた。未処理の表面もしくは E48 をコーティングした表面では、細胞は増

殖できず、3 日後程度からその他のタンパク質と有意差がつく結果となった。よって、EREI2

と EI4 は、既存の ECM と同等に細胞を支持する働きを持つことから、細胞外マトリクスと

して応用可能であることが確認できた。 

 次項では、こうした知見を踏まえ、実際に血管新生モデルである 3 次元コラーゲンゲルに

EREI2 もしくは EI4 を添加し、HUVEC の管腔形成に影響を及ぼすかどうか観察する。 

 

2.3.4 コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 上下 2層のコラーゲンゲルにより細胞を挟み込んで培養する方法をコラーゲンゲルサンド

イッチ培養法と呼ぶ（Fig. 2-6A）。この方法により培養したHUVECは、管腔様の構造を形

成することが確かめられており、血管新生のモデルとして用いられている62。本研究では、

抗原性を除いたコラーゲン材料として市販されているアテロコラーゲンを用い、サンドイッ

チ培養を試みた。 

培養 2 日経過後の形態観察結果を Fig. 2-6B に示す。タンパク質無添加のコントロールで

生じている管腔構造の様子と比較したところ、IKVAV pep.または EREI2, EI4 を添加しても

特に構造の発達は見られなかった。管腔構造の充実度を測る指標として多く用いられている、

管腔の分岐数を計数する手法によって評価を行ったものが Fig. 2-6C である。分岐数を集計

すると、コントロールを有意に上回る数値が得られたが、IKVAV ペプチドのみを添加した

場合とは有意差がない。IKVAV ペプチド 1 nmol に対して融合タンパク質は 100 pmol ず

つで同程度の効果が得られたという利点はあるが、融合タンパク質を過剰量添加しても、効
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果が上がる様子は見られなかった。よって、融合タンパク質を添加しても、血管新生を促進

したといえる結果は得られなかった。 

ここでコラーゲンゲルモデルにおいて、期待したような管腔形成促進の結果が得られなか

った原因としては、 

・ 血管新生促進能は持っているが、今回の系においては発揮されていない 

・ 血管新生促進能が無い 

の 2 通りが挙げられる。コントロールより若干管腔構造の分岐数が向上していること、特性

評価の結果においてはラミニンを上回る細胞遊走能が確認できていることから、ここでは前

者の可能性を考慮することとした。 

融合タンパク質に組み込まれている機能性ペプチドの効果をより効率的に発揮させるた

めには、機能性ペプチドと細胞との相互作用の効率を上げることが必要である。現状のよう

に、融合タンパク質をコラーゲンゲル中に添加する方式では、作用効率を上げるためには多

量のタンパク質を添加するしか方策が無いが、過剰量の存在はタンパク質の凝集などを引き

起こし、細胞に悪影響を及ぼす懸念がある。そこで考えられる対策としては、構築した融合

タンパク質の局所濃度を高くすることが有効である。コラーゲンファイバー上に融合タンパ

ク質を固定化することが可能となれば、より細胞にアクセスする確率が高くなると考えられ

る。 
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2.4 結言 

 

 本章においては、血管新生促進を指向した細胞外マトリクスとして、ラミニン由来の機能

性ペプチド IKVAV 配列を含む融合タンパク質を作製し、その特性評価を行った。作製した

のは EI,EI2,EI4,EREI,EREI2 の 5 種である。評価の結果、作製した融合タンパク質全てに

おいて、細胞接着能と細胞遊走能が確認できた。そしてその中でも、EI4 と EREI2 が最も

機能性に優れていることが示された。よって、今回作製したタンパク質に組み込まれた機能

性配列がその特性を維持できており、且つ、複数の機能配列の組み合わせや繰り返し単位の

作製によって効果を相乗することが可能であることが示された。したがって、本研究におい

て採用した、エラスチン由来の安定構造配列中に機能性配列を組み込み、その基本単位の繰

り返しからなる融合タンパク質を作製するという設計案の有用性が示された。 

 しかしながら、今回作製した EREI2 と EI4 では、コラーゲンゲルモデルへ添加した際の

明確な管腔形成促進は確認できなかった。これは、タンパク質機能の個別評価において確認

できたフィブロネクチン同等の細胞接着能とラミニンを上回る細胞遊走能を効果的に利用

することができていないためと考えられる。個別の評価の際には、プレートやメンブレンフ

ィルターをコーティングするという方法により、融合タンパク質を固定化した形で用いてい

た。コラーゲンゲル中でも、こうした固定化を行うことにより、細胞表面へ効率的にアクセ

ス可能な戦略をとる必要がある。よって次章では、本章で得られた知見を踏まえ、コラーゲ

ンファイバー上へ固定化できる融合タンパク質の設計を行い、特性評価を行う。 
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第三章 
 

コラーゲン結合型血管新生促進 
マトリクスの設計と特性評価 



3.1 緒言 

 

 前章においては、血管新生促進マトリクス 構築における設計案の有用性は示されたが、

遊離状態の設計ではコラーゲンゲルモデルへ応用した際に効果を発揮できないことが確認

された。構築した融合タンパク質は固相表面にコーティングした際には高い細胞接着能・細

胞遊走能を示していたことから、ここで得られたマトリクスの特性を生かすためには、コラ

ーゲンファイバー上への固定化が効果的であると考えられる。したがって、本章では、構築

したマトリクスタンパク質の固定化を ラーゲン結合型融合タンパク質を

新たに作製する。 

 コラーゲン結合型融合タンパク質の作製にあたり、本研究で着目したのは、既存のタンパ

ク質に では

様々なコ

因子81,82、フィブ 合性

を付与した融合タンパク質を構築することに成功した例が多数報告されている84,85,86。 

本研究では、多機能 ECM として知られるフィブロネクチン由来の CBD を選択し、第 2

章で構築したマトリクスタンパク質との融合タンパク質を新たに作製した。そして作製した

融合タンパク質のコラーゲン結合能を ELISA 法にて確認し、最もコラーゲン結合性の高い

設計を模索した。そこで決定した最適バリアントの細胞接着能・細胞遊走能などの特性評価

を行った後、コラーゲンゲルモデルに添加し、コラーゲン結合型融合タンパク質の機能につ

いて検討を行った。 

の

実現するために、コ

存在するコラーゲン結合性配列（collagen-binding domain; CBD）である。現在

ラーゲン結合性配列が同定されており、その対象もコラゲナーゼ80、von willebrand

ロネクチン83と多様である。それらのCBDを利用して、コラーゲン結
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3.2 実験 方法 

ド構築 

BD

配

は、制限酵素 Sma I によって平滑切断された pBluescript SK II (-)ベ

クターにライゲーションし、DNA 増幅用プラスミド pBS-CBD を得た。 

 タンパク質発現用ベクターとしては、当研究室にて作製された、trx タグを除去した

pET32c ベクターである pET32-NHis をクローニングに用いた。プラスミド pBS-CBD を

BamHI 及び EcoRI にて切断することで得た CBD 断片を、同じ制限酵素で切断した

 

3.2.1  実験試薬 

 PCR の際に使用した KOD plus® DNA polymerase は株式会社東洋紡より購入した。ウシ

真皮由来のコラーゲン type IV は、株式会社高研より購入した。コラゲナーゼ（type S-1）

は新田ゼラチン株式会社より購入した。ゼラチン粉末は Sigma 社より購入した。その他、

実験を進めるにあたって必要な試薬は 2.2 に記載したとおりのものを使用した。 

 

3.2.2  プラスミ

 ヒトフィブロネクチン由来のコラーゲン結合性配列（CBD）は、HUVEC より回収した

total RNA より、RT-PCR を行うことによって得た。6 cm dish にコンフルエントに培養し

たHUVECにTRIzol® reagent (Invitrogen)を添加し、添付のプロトコルに則って total RNA

を抽出した。Superscript reverse transcriptase III®（Invitrogen）を用いて mRNA の逆転

写を行った後、以下に示すプライマーを用いて KOD plus® DNA polymerase により C

列を増幅した。後のクローニングのために、プライマー配列には 5’末端に BamHI 認識配

列、3’末端に BglII 認識配列と EcoRI 認識配列を予め付加した。PCR 条件は、94℃ 30 sec, 

60℃ 1 min, 72℃ 1 min を 30 サイクルとした。 

CBD-forward: 5’-cgggatcctg gcagctgttt accaaccg-3’ 

CBD-reverse: 5’-cggaattcac aagatctgcc actggatggg gtggga-3’ 

増幅された CBD 配列
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pET32-NHisに組み込むことにより、pET32-NHis-CBDを作製した。また、pBS-EI, pBS-EI2, 

BS-EI4, pBS-EREI, pBS-EREI2 を BamHI 及び EcoRI にて切断して得た EI, EI2, EI4, 

、同様に pET32-NHis ベクターにライゲーションすることにより、

ラスミド

BglII と EcoRI を用いて切断し、BamHI 及び EcoRI にて切断して得た CBD 断片を組み

以下5種のCBD融合タンパク質発現用プラスミドを作製した。 

腸

にて 15 分間の遠心を行い、不溶

8 M urea を含む緩衝液( 8 M urea, 50 

の後 4 M urea, 2 M urea の

00 g にて 30 分間

イズを確認し、

p

EREI, EREI2 断片を

pET32-NHis-EI, pET32-NHis-EI2, pET32-NHis-EI4, pET32-NHis-EREI, 

pET32-NHis-EREI2 を構築した。同様にこれらの断片を BglII と EcoRI を用いて切断した

pET32-NHis-CBD ベクターに組み込むことにより、pET32-NHis-CBD-EI 以下 5 種の CBD

融合タンパク質発現用プラスミドを得た。加えて、pET32-NHis-EI 以下 5 種のプ

を

こんでpET32-NHis-EI-CBD

  

3.2.3  融合タンパク質の発現 

 CBD 融合タンパク質発現用プラスミドで形質転換した大腸菌 BL21(DE3)を、ampicillin 

50 μg / ml を含む LB 培地にて 37℃で振とう培養を行った。その後 660 nm の吸光度が 0.5

に達した時点で IPTG を終濃度 1 mM となるよう添加し、さらに 30℃にて 3 時間振とう培

養することでタンパク質の発現誘導を行った。 

 回収した大 菌のペレットは Tris 緩衝液(50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

pH = 8.0)に懸濁し、超音波破砕を行った。そして 17,000 g

性画分のペレットを得た。得られた不溶性ペレットは

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH = 8.0)に懸濁して可溶化し、そ

段階透析を行った後、最終的に Tris 緩衝液(50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

pH = 8.0)に over night 透析して urea 成分を除去した。回収した後に 17,0

の遠心を行い、上清を分取し、最終的に 0.22 μm フィルター滅菌を行って目的タンパク質

を得た。得られたタンパク質は 10％アクリルアミドゲルの SDS-PAGE に展開して分子量サ

タンパク質濃度は BCA protein assay reagent kit (PIERCE)を用いて測定し
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た。 

 ELISA法によるコラーゲン結合能評 の際には、 rxタグ及びヒスチジンタグを持つE48、

EREI2、EI4 タンパク質を使用した（以後His-E48, His-EREI2, His-EI4 と表記）。これら

のタンパク質は、2.2.3 にてTALON resinに結合させた後、100 mM imidazoleを含むelution 

buffer（50 mM Na

価 t

であり、pH=3.0 の塩酸を用いて 1 mg / ml に希釈してコーティングに用いた。コラー

）は pH=3.0 の酢酸溶液に溶解し、1 mg / ml に希釈し

2HPO4, 300 mM NaCl, pH=7.6）を添加することによりresinカラムから

溶出した。その後PBSへ透析を行い、目的タンパク質を得た。 

 

3.2.4  コラーゲン結合能評価 

 ここで用いたコラーゲン type I は、第二章と同様の atelocollagen（I-PC, pH=3.0 塩酸溶

液）

ゲン type III（ウシ真皮由来、sigma

てコーティングに用いた。コラーゲン type IV は type I と同様に pH=3.0 の塩酸で 1 mg / ml

に希釈して用いた。ゼラチンのコーティングには、終濃度 0.9 %の NaCl を含有する 1 % ゼ

ラチン溶液を作製した。ネガティブコントロールとしては、1 ％ BSA を含有する PBS を

用いた。 

 上記のように調製された各コラーゲン溶液 100μl を 96 well ELISA plate (costar 3590)

に添加し、37℃にて 1 時間インキュベートを行った。0.05 ％ tween-20 を含有する PBS

（PBS-T）200μlにて 3回洗浄を行った後、1 ％ BSAを含有するPBS 100μlを加えて 37℃

にて 1 時間のブロッキングを行った。そして PBS-T を用いて洗浄した後、無血清 DMEM で

希釈したCBD融合タンパク質溶液を 100μl添加して 37℃、1時間インキュベートを行った。

PBS-T による洗浄の後、anti-His tag antibody (sigma) 100μl を加えて同様にインキュベー

トした。以下同様に、PBS-T 洗浄と HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody (sigma) の

添加・インキュベートを行い、HRP substrate kit (KPL)を用いて HRP 活性を測定した。測

定値は 2 well の平均値とし、各実験は 4 回ずつ行った。 
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3.2.5  細胞接着能・増殖能評価 

細胞遊走能のアッセイは 2.2.7 と同様に行った。 

サンドイッチ培養を行った。ゲル組成は 2.2.8 と同様とし、HUVECは 3.3×104 

6 cells / wellの密度で播種した。

 細胞接着能及び細胞増殖能のアッセイに関しては、2.2.5 及び 2.2.6 と同様に行った。細胞

増殖能評価の際には、アテロコラーゲン type I を pH=3.0 の塩酸を用いて 1 mg / ml に希釈

してコーティングに用い、コントロールとした。 

 

3.2.6  細胞遊走能評価 

 

 

3.2.7  コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 コラーゲンゲルを用いたサンドイッチ培養、及び管腔構造の分岐数測定は 2.2.8 と同様に

行った。 

 

3.2.8  細胞生存率評価 

 96 well plateに融合タンパク質を添加したコラーゲンゲルを上下層 60 μlずつ作製して、

HUVECの

cells / wellで播種した。2 日間培養を行った後、培地を除去し、終濃度 0.02 ％となるようコ

ラゲナーゼ溶液を添加して 37℃にて 1 時間振とうすることによってコラーゲンゲルを分解

した。その後 1 / 10 量のcell counting kit-8 (Dojindo)を添加し、さらに 37℃で 1 時間静置し

た後に、450 nmの吸光度を測定した。測定値は 3 wellの平均値とし、各実験は 3 回ずつ行

った。 

 

3.2.9  RT-PCR  

 6 well plateに上下層 1.5 mlずつのコラーゲンゲルを作製し、HUVECのサンドイッチ培養

を行った。ゲル組成は 2.2.8 と同様とし、HUVECは 1.0×10
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37℃で 2 日間培養を行った後、3.2.8 と同様に 0.02 %コラゲナーゼでゲルを分解させた。そ

に示すプライマーを用いてKOD plus® 

NA polymerase により管腔形成マーカー遺伝子の配列を増幅した。PCR条件は、94℃ 30 

℃ を 20-30 サイクルとした。 

ie-2 reverse: 5’-ccaaacgtgtgcagttcacaag-3’ 

talloproteinase-2 (MMP-2) forward: 5’-gtgctgaaggacacactaaagaaga-3’ 

atrix metalloproteinase-2 (MMP-2) reverse: 5’-ttgccatccttctcaaagttgtagg-3’ 

caggag-3’ 

して遠心によりHUVECを回収し、PBSにて 2 回洗浄を行った後、TRIzol® reagent 

(Invitrogen)を添加し、total RNAを抽出した。その後Superscript reverse transcriptase III®

（Invitrogen）によりmRNAの逆転写を行い、以下

D

sec, 60  1 min, 72℃ 1 min

Tie-2 forward: 5’-ggatacgaaccatgaagatgcg-3’ 

T

Angiopoietin-2 (Ang-2) forward: 5’-aaagactgggaagggaatgagg-3’ 

Angiopoietin-2 (Ang-2) reverse: 5’-gatgtttagaaatctgctggtcgg-3’ 

Matrix me

M

GAPDH278: 5’-ccatcaccatcttc

GAPDH853: 5’-cctgcttcaccaccttcttg-3’ 
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3.3  実験結果及び考察 

 

3.3.1 CBD 融合タンパク質の設計と発現 

 本章では、コラーゲンファイバー上に固定化可能な細胞外マトリクスの設計案として、コ

ラーゲン結合ドメイン（CBD）を応用することとした。コラーゲン結合性の配列は今までに

多く報告されており、その長さも数十～数百アミノ酸まで多岐にわたる80-83。本研究では高

ため、ECMの一部として機能するCBDに着

BD) を選択した。この配列は増殖因子などと

フィブロネクチンの持つ

ブロネクチンのN末端付近

ること

示す。この

築を報告している文献86,87を参考としており、フィ

599 トリプトファンまで計 340 アミノ酸から構成さ

る。コラーゲンとの結合の際には、II2～I7 モジュールにかけて存在する 14 アミノ酸が最

も重要であるということが確認されており83、本研究で用いたドメインのほぼ中央に位置す

る構成となっている。 

 本研究で構築したCBD融合タンパク質の設計をFig. 3-3Aに示す。参考文献86からfnCBD

及びfnCBDを融合したタンパク質は大腸菌の不溶性画分に封入されることが確認されてお

り、第二章で融合タンパク質可溶化のために用いていたtrxタグ配列を付加しても可溶化する

のは困難であると予想された。よってここでは、当研究室で作製された、trxタグ部分の配列

が除かれたpET32cベクターであるpET32-NHisベクターを用いることとした。このベクター

により、組み込まれたタンパク質はN末端側にヒスチジンタグのみが付加された状態で発現

する。また、ここではfnCBDと融合するパートナータンパク質によって、fnCBDが構造的な

機能性ECMを構築することを念頭においている

目し、フィブロネクチンに存在するCBD (fnC

融合された例が報告されており86,87、その機能性に信頼がおける。

様々な機能ドメインをFig. 3-1 に示す。既存の報告により、フィ

に存在するI6~I8 モジュールにかかった部位がコラーゲン及びゼラチンと相互作用す

が確認されている83。そして本研究で用いたfnCBDのアミノ酸配列をFig. 3-2 に

配列は、増殖因子との融合タンパク質構

ブロネクチン配列の 260 アラニンから

れ
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障害などを受ける恐れがあるため、fnCBDとの融合パターンのバリエーションを検討した。

I, EI2, EI4, EREI, EREI2 の 5 種をそれぞれfnCBDのC末端側もしくはN末端側に連結し

を示したものを採用することとした。そ

D配列を持たずヒスチジンタグを持つHis-E48タンパク質である。

E

たバリアントを作製し、より高いコラーゲン結合能

こにCBD配列単独のタンパク質を加え、計 11 種のバリアントを作製した。 

 fnCBD融合タンパク質の発現および不溶性画分の可溶化は参考文献86の手法に基づいて

行った。得られた各融合タンパク質をSDS-PAGEに展開した結果をFig. 3-3Bに示す。作製

したタンパク質は全てureaによって問題なく可溶化され、目的分子量の位置に見られること

が確認できた。ここでもEI4 を融合したタンパク質については、若干発現量が下がる傾向が

あるが、EI4 単独の場合よりも多くのタンパク質を得ることができた。また各タンパク質の

純度は高く、目的タンパク質以外のバンドがあまり見られないため、さらなる精製ステップ

は加えずに、Fig. 3-3Bに示したタンパク質を以降の実験に用いていくこととした。 

 

3.3.2 コラーゲン結合能評価 

3.3.2.1  各融合タンパク質間の特性比較 

 ここではまず、コラーゲン type I への結合能を各タンパク質間で比較することにより、作

製したバリアントの中で最もコラーゲン結合能の高いものの選択を行った。用いたネガティ

ブコントロールは、fnCB

ここでは、コラーゲンにてコーティングしたプレート上に fnCBD 融合タンパク質を添加し、

その後抗ヒスチジンタグ抗体による ELISA 法によりコラーゲン結合能を評価した。 

 結果を Fig. 3-4A に示す。ネガティブコントロールに対して fnCBD タンパク質が非常に

高い吸光度を示したことから、fnCBD 配列のコラーゲン結合能が確認された。しかしなが

ら、fnCBD 融合タンパク質においては、融合パートナーによってその活性が大きく異なる

ことが示された。全体的に fnCBD を N 末端側に配したバリアントは C 末端側に配したもの

よりも結合能が低く、特に CBDEI2 及び CBDEREI においては His-E48 と有意な差が見ら

 58



れない結果となった。唯一 CBDEREI2 のみ EREI2CBD とほぼ同じ活性を示した。EI2 お

よびEREIを含む融合タンパク質はC末端側にCBDを連結してもその活性が低いことから、

この 2 種のタンパク質は構造的な理由から CBD とコラーゲンの相互作用を妨げていると考

えられる。10 種のバリアント中で活性が高かったものは、EICBD、EI4CBD、EREI2CBD、

結果を

ig. 3-4B に示す。この結果から、EI4CBD および EREI2CBD は添加したタンパク質濃度

た 。fnCBD を融合していないネガティブコントロール

のような傾向がみられないことから、fnCBD 特

CBDEREI2 である。従って、第二章において EREI2 と EI4 の細胞接着・細胞遊走活性が

高かったことを加味し、EI4CBD と EREI2CBD を今後の実験に用いるのが適当であると判

断した。次項では、EI4CBD および EREI2CBD によるコラーゲン結合能の詳細を検討する。 

 

3.3.2.2  コラーゲン結合能の詳細検討 

 Fig. 3-4A では過剰量の fnCBD 融合タンパク質を添加していたと考えられるので、添加す

るタンパク質の濃度を振って fnCBD 特異的なコラーゲン結合の確認を行った。その

F

に依存し コラーゲン結合能を示した

である His-EREI2 と His-EI4 においてはそ

異的なコラーゲン結合が確認できた。しかし EREI2CBD は fnCBD と比較してコラーゲン

結合能が落ちており、EREI2 を融合することによって fnCBD の機能が阻害を受けているこ

とも示唆された。対して EI4CBD は fnCBD よりも高い吸光度を示した。この結果は、EI4

部分が凝集している可能性などを含め、EREI2CBD とのタンパク質構造の差異を示唆する

ものである。ELISA 法では詳細な解析が困難ではあるが、EREI2CBD と EI4CBD がコラ

ーゲン上に固定化可能であることが、Fig. 3-4 の結果から確認できた。 

 次に CBD 融合タンパク質の特性評価として、コラーゲンタイプによる結合能の違いを検

討した結果を Fig. 3-5 に示す。fnCBD においては、コラーゲン type I 及び III においては

BSA の 7～8 倍の吸光度を示したが、type IV では 4 倍程度に下がり、ゼラチンに至っては

2 倍程度の吸光度しか見られなかった。対して fnCBD 融合タンパク質においては、コラー
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ゲン type I, III, IV 全てにおいて BSA の 3～4 倍の吸光度であった。ゼラチンにおいては

fnCBD との差異はなかった。この傾向は EREI2CBD と EI4CBD において共通であった。

従って、融合タンパク質においては、fnCBD の持つコラーゲンタイプ別の結合特異性が失

われていると考えられる。fnCBD においてコラーゲン I, III, IV を識別している機能が、他

のタンパク質を融合することによって阻害されている恐れがある。よって、本研究で構築し

た融合タンパク質は、コラーゲンタイプ I, III, IV 全てに結合可能であるが、それらのコラー

ゲンタイプを他と識別することは不可能であるといえる。 

以上の特性評価結果を総合すると、EREI2CBD 及び EI4CBD はコラーゲン上に固定化で

I4 との融合によって fnCBD の持つ特性が変化して

胞接着能評価を行

 

きることが示された。EREI2 もしくは E

いることも確認されたが、本研究の目的である、コラーゲン type I のファイバーからなるゲ

ルモデルへの応用を阻むものではないため、今後の実験に応用可能であると考えられる。 

 

3.3.3 細胞接着能・細胞遊走能評価 

 前項においては、EREI2 及び EI4 を融合することにより、fnCBD の特性に影響が及ぼさ

れるかどうか検討を行った。その結果、fnCBD のコラーゲン識別能に影響を与えているが、

本研究で必要とするレベルのコラーゲン結合能獲得には支障がないことが確認された。よっ

て本項では、EREI2 もしくは EI4 のもつ細胞接着能・細胞遊走能が fnCBD を付加したこと

により阻害を受けることがあるのかどうか検討を行った。 

3.3.3.1  CBD 融合による細胞接着能・細胞増殖能への影響 

 まず、2.3.2 と同様に固相表面にコーティングした融合タンパク質の細

った。結果を Fig. 3-6 に示す。Fig. 3-6A の接着細胞数を計数した結果から、EREI2CBD お

よび EI4CBD においては、添加したタンパク質濃度依存的な接着細胞数の増加を示すこと

が確認された。EREI2CBD は 100 nM の濃度においてフィブロネクチン同等、EI4CBD に

おいては 80％前後の接着能を示した。これは fnCBD を融合していないタンパク質とほぼ同
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等であり、fnCBD を融合することによって細胞接着能は阻害されないことが確認できた。

接着細胞の形態観察を行っても、ほぼフィブロネクチンと同等な、良好に伸展した接着細胞

が観察できた（Fig. 3-6B）。加えて、ここで１あるいは 10 nM という低濃度の EREI2CBD

を用いた場合の接着細胞数を EREI2 と比較すると、fnCBD を融合した EREI2CBD のほう

が有意に高い値を示していることが示された。EI4CBD においては、1 nM の場合に EI4 を

上回っているが、そのほかの濃度ではそのような傾向は見られなかった。このことから、

fnCBD を付加することで、特に GRGDS 配列の細胞接着能を増強している可能性が示唆さ

した。しかし接着細胞の形態においては（Fig. 3-6B）、フィブロネクチンや EREI2CBD

て 胞が増加しており、幅広く伸展した細胞が減少

EREI2CBD と EI4CBD におい

ける効果は増強されることが

れた。 

 ここで fnCBD の細胞接着能についても検討した。Fig.3-6A に示した接着細胞数の計数結

果は、fnCBD 単独でも細胞接着能をもつことを示している。その接着細胞数は添加したタ

ンパク質濃度に依存して増加し、100 nM で用いるとほぼフィブロネクチン同等まで活性上

昇

と比較し 細長く伸びたような形態をとる細

した。 

 よって、細胞接着能の検討を総合すると、fnCBD は単独ドメインにおいても細胞接着能

をもつことが示唆された。その特性は GRGDS 配列を補佐する方向に働いているが、細胞へ

の強固な接着・伸展においては GRGDS 配列の方が大きく貢献しているのではないかと考え

られる。結果として、fnCBD を融合したタンパク質である

ては、細胞接着能が阻害されることはなく、むしろ低濃度にお

確認できた。 

 そこで、2.3.3.2 と同様に、一定期間その細胞接着能を維持できるかどうかの検討として、

細胞増殖能評価を行った。結果を Fig. 3-7 に示す。この結果から、fnCBD, EREI2CBD, 

EI4CBD はポジティブコントロールであるフィブロネクチン、コラーゲンとほぼ同じ細胞増

殖曲線を示し、noncoat のサンプルを大きく上回っていた。この結果から、構築したタンパ
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ク質は全て、fnCBD を融合しても細胞支持能力を失っていないことが示される。同時に、

fnCBD の示した細胞接着能は一時的なものではなく、全長フィブロネクチンと吸光度の平

均値において少し劣るものの、細胞が剥離せずに支持されていることが確認できた。 

 よって次項では、ここで確認された fnCBD の細胞接着能について考察を加える。 

3.3.3.2  fnCBD のもつ細胞接着能への考察 

 本研究で用いたfnCBD（ヒトフィブロネクチンの260アラニン―599トリプトファン部位）

においては、高濃度で用いればほぼ全長フィブロネクチンと同等の接着細胞数が得られるこ

とが明らかとなった。CBDを含むN末端の 70 kDaからなるドメインについては、1980 年代

上記の報告で示されたものを上回っていることから、275－479 以外のfnCBD内部

れる。これらの配列に関しては未だ知見が少なく、機能の詳細が明らかでは

よりインテグリンα5β1 との相互作用が報告されているが88-90、CBD内部における細胞接着

部位の知見は未だ少ない。その中でもfnCBD内の 275 グリシン―479 アラニンからなる部位

については、低いながらもコラーゲン結合性と細胞接着能を示すという報告91が存在したが、

その配列で示された細胞接着能は全長のフィブロネクチンの 20％程度であり、フィブロネク

チンの 100 倍以上の高濃度を用いて実現された。本研究で示されたfnCBDの細胞接着能は、

明らかに

に細胞接着に関与する重要部位がある可能性がある。フィブロネクチン内で 260－274、及

び 480－599 に存在する機能性部位としては、Schorらの報告したIGDを含む配列が挙げら

れる92,93。この配列は 480 イソロイシンから始まるIGDQ配列と 572 イソロイシンから始ま

るIGDS配列の 2 つであり、いずれもタイプIモジュールのループ部分に位置する92。これら

はインテグリンαvβ3 と相互作用し、その機構はRGD配列を用いた接着機構と関連しあう

ものであるとさ

ないが、本研究における細胞接着能の結果から、これらの配列が内皮細胞の接着に何らかの

形で関与している可能性が高いといえる。 

以上のことと、本研究で得られた結果を総合すると、本研究で用いた fnCBD には何らか

の細胞接着部位が存在しており、Schor らの報告する IGD を含む配列との関連が推測される。
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その機構の詳細は追っての検討が必要となるが、今後この fnCBD を EREI2 および EI4 の

パートナーとして活用することへの支障はないと考えられる。 

3.3.3.3  fnCBD 融合による細胞遊走能への影響 

 細胞接着に加えて、細胞遊走能における fnCBD の影響を評価した。結果を Fig. 3-8 に示

、ラミニンを上回る細胞遊走能を示し、その

きなかった。よって、fnCBD を融合したこと

に

す。この結果から、EREI2CBD と EI4CBD は

遊走能は fnCBD を融合していない EREI2,EI4 とほぼ同等であった。fnCBD においては、

細胞遊走能は低く、ネガティブコントロールである GRGDSP ペプチドとほぼ変わらない結

果となった。よって、fnCBD を融合することによる構造的な障害などは受けず、IKVAV 配

列による細胞走化シグナル導入が効率的に行われていることが確認できた。 

 

以上の結果から、EREI2, EI4 において示されていた細胞接着能及び細胞遊走能は、fnCBD

を融合しても阻害されないことが示された。細胞接着能においては、fnCBD によりむしろ

増強できる可能性も持っているといえる。よって、以降の実験では、実際にコラーゲンゲル

モデルに fnCBD 融合タンパク質を添加し、HUVEC の管腔形成能を評価していく。 

 

3.3.4 コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 まず 2.3.4 と同様に、コラーゲンゲルサンドイッチ法により培養した HUVEC の形態観察

を行った。結果を Fig. 3-9A に示す。HUVEC の形成した管腔構造は、EREI2CBD におい

て最も充実しており、途切れることなく分岐の多いネットワークを構築していることが観察

された。fnCBD、EREI2、EI4、IKVAV ペプチドをそれぞれ単独で添加したものについては、

無添加のコントロールと比較して明確な差は判別できない。E48 と IKVAV ペプチドを混合

して添加したサンプルも同様に効果が確認で

より、明らかに管腔構造形成が促進されていることがこの観察から明らかとなった。 

 そこで、ここで得られた管腔構造の分岐数を計数した結果を Fig. 3-9B に示す。この結果
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からも、上記の観察結果を裏付けるように、EREI2CBD において最も高い分岐数であるこ

とが示された。EI4CBD においては、分岐数において EI4 らとの差異が見られないという結

ルよりやや多い分岐数であることが示さ

裏付けられた。

こでも fnCBD を添加したサンプルにおいて生細胞数の増加が見られたが、EREI2CBD・

E

のア

クセス効率が上がり、効率的なシグナル導入が可能になったことが分かる。しかしながら、

D られず、EI4 と同等で

果となった。そして fnCBD においてもコントロー

れ、IKVAV ペプチドを添加した場合とほぼ同じであった。Boyden chamber assay (Fig. 3-8) 

により、fnCBD は HUVEC における細胞遊走能が低いことが示されているため、細胞表面

との相互作用を通じて細胞接着を安定化した影響かと考えられる。 

 これら Fig. 3-9 から得られた結果を補足するため、同様の培養を行った HUVEC の生存率

評価を行った。結果を Fig. 3-10 に示す。この結果より、EREI2CBD、EI4CBD の生細胞数

がコントロールと比較して多くなることから、管腔構造ネットワークの充実が

こ

I4CBD よりも平均値においてやや劣る結果となった。 

 以上の結果から、構築した融合タンパク質 EREI2CBD により、管腔構造形成を促進でき

ることが示された。fnCBD を融合したことによりこの促進能が飛躍的に向上されたことか

ら、コラーゲンファイバー上に固定化することによって細胞と血管新生促進ドメインと

EI4CB においては、EREI2CBD に見られたような固定化効果が見

あった。この結果から、EI4CBD はコラーゲン上への効果的な固定化がなされていないこと

が示唆される。コラーゲン結合能を評価した ELISA assay(Fig. 3-4B)においては、EI4CBD

は CBD を上回る高い吸光度を示していたが、この吸光度シグナルは EI4CBD の凝集などに

よって得られたものであり、実際に有効に提示されたタンパク質量は少量であったのではな

いかと考えられる。また、fnCBD においても細胞ネットワークの充実が示されたが、

EREI2CBD においては fnCBD を大きく上回る評価となることが確認された。次項では、管

腔形成マーカーの発現量から考察を行い、総合的な管腔構造の評価を行う。 
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3.3.5 コラーゲンゲルモデルにおける管腔形成マーカー発現量比較 

 血管新生の過程に関与する因子については多くの研究がなされており、内皮細胞の遊走や

新生血管の分岐などに重要な役割を果たすものが報告されている。生体外の管腔形成モデル

においても、それらの血管新生マーカーの発現量が 2 次元培養レベルと異なることなどが報

告されている94,95。残念ながら、管腔構造をとる場合のみに発現される遺伝子は未だ同定さ

れていない現状であるが、本研究では、管腔形成のマーカーとしてin vivo及びin vitroの双

癌組織における転移・浸潤にも関

添加して培養

た細胞では Tie-2・Ang-2・MMP-2 の mRNA 発現量が向上していることが示された。よ

方 で 確 認 さ れ て い る 因 子 で あ る 、 Matrix Metalloprotease-2(MMP-2) 、

Angiopoietin-2(Ang-2)、Tie-2 の 3 種に着目した。 

 MMP-2 は細胞外マトリクスを分解するプロテアーゼ成分であり、血管新生シグナルの刺

激に応じて血管内皮細胞により大量に発現・活性化される96。血管内皮細胞が遊走するため

には、MMP-2 による基底膜成分の消化が不可欠であり、

与する因子として知られている。 

 Tie-2 は血管内皮細胞膜上に存在する受容体型のチロシンキナーゼである。Tie-2 は血管内

皮細胞と壁細胞の接着と解離、内皮細胞の遊走に関与することが知られている97。Tie-2 のリ

ガンドにはAng-1 およびAng-2 が同定されており、Ang-1 は壁細胞から分泌されてTie-2 の

リン酸化により活性化させるが、内皮細胞から分泌されるAng-2 は活性化を導かないアンタ

ゴニストとして働く。現在では、血管枝の安定期にはAng-1 が優勢であって壁細胞―血管内

皮細胞間の結合を促し、分岐血管の新生時にはAng-2 が優勢となって細胞間の結合が弱くな

り、内皮細胞が壁から解離・遊走するようになるというモデルが考えられている97。よって、

Tie-2 及びAng-2 の発現量を評価することにより、管腔構造をとるマーカーとしてのみにと

どまらず、管腔の分岐形成の指標としても論じることができると考えられる。 

 RT-PCR により上記の各マーカーの mRNA 発現量を評価した結果を Fig. 3-11 に示す。タ

ンパク質無添加のコントロールと比較して、fnCBD, EREI2CBD, EI4CBD を

し
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って、コントロールよりも充実した管腔構造をとっていることが示され、Fig. 3-9 による観

ットワーク構造の充実が導かれている

察結果が裏付けられた。 

加えて、サンプル間の違いを考察する。MMP-2 の発現量においては、各サンプルとも大

量に発現されており、差異は確認できなかった。しかしながら、Tie-2 及び Ang-2 の発現量

に関しては、EREI2CBD において、fnCBD と EI4CBD を上回る発現量が示された。fnCBD

－EI4CBD 間には差異はなかった。この結果は、Fig.3-9B において、管腔構造の分岐数が

EREI2CBD>EI4CBD＝fnCBD であったことと一致する。よって、このことからも、

EREI2CBD において、管腔構造の分岐・ひいてはネ

ことが示唆された。 
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3.4  結言 

 

 

ことが示された。 

また、fnCBD 配列においても管腔分岐数・管腔形成マーカー発現量においてコントロー

ルより有意な差が見られた。この効果は細胞と fnCBD がわずかながら相互作用することに

起因すると考えられるが、fnCBD 上に接着した細胞の伸展度は低く、GRGDS 配列を用いた

細胞接着の方が良好に細胞を支持できていることが示された。加えて管腔形成評価において

EREI2CBD は fnCBD を大きく凌駕しており、IKVAV 配列による細胞遊走シグナルの導入

が管腔形成に重要であることが示唆された。 

EI4CBD においては、CBD の融合による管腔形成能の変化が見られなかった。EI4CBD

は細胞接着能・細胞遊走能においては高い評価が得られていたため、効率的なコラーゲンフ

ァイバー上への固定化がなされていないことが原因と考えられる。今後は融合タンパク質の

設計の改変などによって最適な融合タンパク質を検討する必要があると考えられる。 

 以上本章の結果を総合すると、本研究で構築した血管新生促進マトリクス EREI2CBD は、

組み込まれた機能性配列の機能を損なうことなく発揮することにより、高機能性を実現した

新規細胞外マトリクスと考えることができる。今後は、in vivo における血管新生能および増

殖因子との融合案もあわせて検討し、血管新生を調節するマテリアルとしての発展を期待す

る。 

本章においては、フィブロネクチン由来のコラーゲン結合性配列 (fnCBD) を含有する融

合タンパク質を作製し、コラーゲンゲルモデルに添加した際の管腔形成促進能を評価した。

そこで構築した融合タンパク質 EREI2CBD はコラーゲン結合性を獲得し、細胞接着能・細

胞遊走能も阻害されることなく維持していた。そしてコラーゲンゲルモデルに添加した際に

は、管腔構造形成が促進されることが確認された。この結果は第 2 章で構築した EREI2 タ

ンパク質の結果を上回っており、本章におけるコラーゲン結合型融合タンパク質による固定

化戦略が有効であった
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第四章 
 

血管新生抑制配列を融合した 
細胞外マトリクスの設計と特性評価 
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4.1  緒言 

 

 第 3 章においては、ラミニン由来の血管新生促進配列とコラーゲン結合性配列を融合した

マトリクスタンパク質を作製し、コラーゲンゲルに固定化することにより大幅に血管新生能

が向上したコラーゲンゲルモデルを構築することを可能とした。しかし生体内でラミニンの

果たしている役割は血管新生促進のみにとどまらず、血管新生を抑制することによりネット

ワーク構築の調節を行っている。本研究の目標である、生体環境により近づいた人工生体組

織の構築のためには、こうした血管新生抑制と促進の調節機能を再現することも重要である

と考えられる。 

 そこで本章では、血管新生促進マトリクスと対を成して血管新生の抑制機能を担うマトリ

クスタン ミニン

由

生かし、エラスチン由来の繰り返し配列にこの

る繰り返し配列を作製することによって、血管新生抑制マトリクスタンパク質を構築した。

そして作製されたマトリクスタンパク質の細胞接着能・細胞遊走能の評価を行い、コラーゲ

ンゲルモデルに添加することによって管腔形成の阻害能を検討した。 

パク質を構築した。ここで構築するマトリクスの機能の根幹を担うのは、ラ

来の血管新生抑制ドメインとして知られる YIGSR 配列である。第 2 章で得られた知見を

YIGSR 配列を連結した基本単位で構成され
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4.2 実験方法 

製されたGVGVPの 18 回繰り返し配列（G18）を持つプラスミドpBS-G18

5’-gatcctggacccgggttacatcggttctcgtgacccgggttacatcggttctcgtgacccgggttacatcggttctcgtaagat

cttgtg-3’ 

YIGSR-reverse: 

5’-aattcacaagatcttacgagaaccgatgtaacccgggtcacgagaaccgatgtaacccgggtcacgagaaccgatgtaac 

ccgggtccag-3’ 

RGDN-forward: 5’-gatcctgcaggctggtaccttcgctctgcgtggtgacaacccgcagggtaagatcttgtg-3’ 

RGDN-reverse: 5’-aattcacaagatcttaccctgcgggttgtcaccacgcagagcgaaggtaccagcctgcag-3’ 

プラスミド pBS-G18 を制限酵素 BglII と EcoRI にて切断し、先に述べた合成オリゴをアニ

 

4.2.1  実験試薬 

 合成ペプチド YIGSR は AnaSpec 社より購入した。その他、実験を進めるにあたって必要

な試薬は 2.2 に記載したとおりのものを使用した。 

 

4.2.2 プラスミド構築 

  設計したマトリクスタンパク質の配列をコードしたプラスミドを作製するに当たり、当

研究室で以前に作

をクローニングベクターとして使用した。ラミニン-1 のβ1 鎖より同定された血管新生抑制

配列は、既存の文献98を参考に、DPGYIGSRを 3 回繰り返した（DPGYIGSR）3を採用した

（本研究ではYIGSR配列と表記）。ラミニン由来のインテグリン認識配列は、既存の文献77よ

りQAGTFALRGDNPQGの配列を用いることとした（本研究ではRGDN配列と表記）。クロ

ーニングに用いた合成オリゴは以下の通りである。なお、クローニングのために合成オリゴ

の 5’末端には制限酵素BamHIの認識配列、3’末端にはBglIIとEcoRIの認識配列を付加した。 

YIGSR-forward: 
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ーリングした後に挿入することにより、G18とYIGSR配列が連結されたプラスミドpBS-GY

よびG18とRGDN配列が連結されたpBS-GRを得た。このpBS-GYとpBS-GRをBamHI

して得た GY 断片と GR 断片を、BglII と EcoRI で切断した pBS-GY

Y2、pBS-GR4 も作製を行った。以上

製されたベクターを BamHI と EcoRI で切断した GY4, GRGY2, GR4 断片をプラスミド

c り、タンパク質発現用プラスミドを作製した。 

用いた。細胞増殖能の測定の際には、300 μg/ml でコーティングを行っ

阻害評価 

したコラーゲン type I 1 mg/ml にてコーティングしたメンブレンフィルタ

MI 

度

お

と EcoRI によって切断

もしくは pBS-GR にクローニングすることにより、pBS-GY2、pBS-GRGY、 pBS-GR2 を

作製した。同様の操作により pBS-GY4 と pBS-GRG

作

pET32 に組み込むことによ

 

4.2.3 融合タンパク質の発現・精製 

 GY4, GRGY2, GR4 タンパク質の発現・精製は全て 2.2.3 と同様に行った。コントロール

タンパク質であるG72 は、当研究室の先行研究99によって得られたタンパク質を使用した。 

 

4.2.4 細胞接着能・細胞増殖能評価 

 細胞接着能評価及び細胞増殖能評価については、全て 2.2.5 及び 2.2.6 と同様に行った。

YIGSR 合成ペプチドにおいては、6, 100, 300 μg/ml (10, 170, 500 μM)の濃度で固相表面

のコーティングに

た。 

 

4.2.5 細胞遊走

 細胞遊走能の評価としては、2.2.7 と同様にBoyden chamber法により行った。pH=3.0 の

HCl溶液で希釈

ーをHuMedia EG-2 2 mlを入れた 6 well plate上にセットした。そのフィルター上にRP

1640 培地（0.1 % BSA含有、無血清）1 mlに懸濁したHUVECを 1.3×105 cells /wellの密

で播種した。その際に細胞懸濁液中に 200 pmolの融合タンパク質または 530 nmolのYIGSR
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ペプチドを添加した。37 ℃にて 4 時間インキュベートした後、フィルター下部に遊走した

細胞の固定とGiemsa染色を行った。PBSで洗浄した後に、各フィルターを撮影し、4 視野分

の接着細胞数の平均を算出した。実験は各 5 回ずつ行った。そ 他は特に記述しない限り

2.2.7 と同様に行った。 

 

4.2.6 コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 コラーゲンゲルサンドイッチ培養及び管腔分岐数の測定は 2.2.8 と同様に行

の

った。YIGSR

成ペプチドにおいては、終濃度が 400 μg/ml となるよう 330 nmol をコラーゲンゲルに

コラーゲンゲルで培養を行った後の細胞生存率評価は、3.2.8 と同様に行った。YIGSR ペ

う調製して添加した。 

合

添加した。 

 

4.2.7 細胞生存率評価 

 

プチドは 4.2.6 で用いた濃度と同様になるよ
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4.3 実験結果及び考察 

 

4.3.1 GRGY2, GY4 の設計と発現・精製 

 ラミニンのβ１鎖に存在するDPGYIGSR配列は、細胞に接着し血管新生を抑制すること

ら、腫瘍の転移抑制・抗癌作用などが報告されている機能性配列である51,52,53。血管新生

により応用研究が進めら

持つ細胞接着能及び血管新生抑制能が明らかとなっている。よって本研究にお

ても、繰り返し単位配列の中にYIGSR配列を組み込むことにより、上記の報告と似た相乗

される。そこで本研究で構築する血管新生抑制マトリクスの設計

GYIGSR）3をYIGSR

配列と表記する。加えて第 3 章から得られた知見を踏まえると、細胞表面レセプターの違う

複数の接着性配列の導入によって、マトリクス足場の安定化が図れる可能性もある。ここで

は、ラミニンα1 鎖より同定された 14 残基からなるRGDN配列に着目した。この配列はイ

ンテグリンと相互作用し、その細胞接着能を通じてMatrigelに添加された際の管腔形成阻害

能などが報告されている77。よって、本研究では、GRGDS配列ではなくRGDN配列をYIGSR

配列のペアとして用いることを試みた。 

 そして、それらの配列を組み込むマトリクス骨格の選択も重要となる。第 3 章で用いた

APGVGV配列は、細胞遊走能促進の知見76があり、本研究においてもIKVAV配列の細胞遊走

機能を相乗していることが示唆されていた（Fig. 2-3B）。血管新生抑制のマトリクスを設計

する際には、細胞遊走を阻害する方向に働く必要があるため、APGVGVをベースとしたマト

リクスは避けなければならない。よってここでは、同じくエラスチン由来のGVGVP繰り返

か

促進を担うIKVAV配列とともに早期に同定され、以来合成ペプチド

れてきた。それらの研究から、DPGYIGSR配列を 3 回繰り返した（DPGYIGSR）398、分岐

状にYIGSRを提示したcyclic YIGSR100,101など、ポリマー化した配列を合成することによっ

てこの配列の

い

効果が得られることが期待

案には、機能向上の知見が得られた配列である（DPGYIGSR）3を骨格中に組み込み、さら

にその基本単位を繰り返すことによって高機能化を目指す。今後（DP
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し配列を採用した。GVGVP配列は、APGVGVと 1 残基しか異ならないが、特性上は違う側

を持っている配列である。例えばGVGVPの繰り返しからなる配列は温度の上昇－降下に

Vにおいてはその反応は不可逆である102。

と移動度が異なるということもなく、目的分子量

面

合わせて凝集－解離を可逆的に行うが、APGVG

だが構造上はどちらの配列も安定なスパイラル構造をとるとされている。当研究室では、

GVGVPを 36 回繰り返したもの（GVGVP）36103もしくは 72 回繰り返したもの（GVGVP）

7299を作製し、基本特性を確認している。そこで本研究では、第 2 章で用いたE12 配列と近

い分子量となる（GVGVP）18（G18）を基本単位とし、そこにRGDN配列もしくはYIGSR

配列を連結した基本単位G18-RGDN(GR)またはG18-YIGSR(GY)を作製した。そしてさらに

それらの繰り返し単位を作製することでGR4、GY4、GRGY2 を作製した。設計の概念図を

Fig. 4-1Aに示す。ここで繰り返し単位を 4 としたのは第 2 章でEREI2 及びEI4 において高

い細胞接着・遊走活性が得られていたことによる。以降の実験において上記の 3 種の融合タ

ンパク質の特性評価を行い、G18 配列及びRGDN配列とYIGSR配列の組み合わせの設計が

適しているのか評価を行うこととする。 

 設計した 3 種の融合タンパク質は、第 2 章と同様に trx タグを付加した状態で大量発現さ

せ、精製時にタグ配列を切断することで得た。得られたタンパク質を SDS-PAGE に展開し

た結果を Fig. 4-1B に示す。これらのタンパク質は全て大量に発現され、高い精製度で得る

ことができた。各レーンにおいて 40 kDa 付近に見られるバンドは大腸菌由来の非特異吸着

タンパク質であると見られるが、本研究における使用には問題ないと判断した。E12 関連の

タンパク質と異なり、マーカータンパク質

の位置にバンドが見られたことから、目的の融合タンパク質が精製されていることが確認で

きた。GR4 のみ発現量が他より低かったため、得られたタンパク質が比較的少量となったが、

今後の実験には支障がないと思われる。 

 以降には、Fig.4-1 で得られたタンパク質を用いて行った特性評価の結果を論じる。G72

タンパク質については、当研究室の先行研究99において得られたものを用いた。 
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4.3.2 細胞接着能・細胞増殖能評価 

 まず、固相表面にコーティングしたタンパク質の細胞接着能の検討を行った。結果を Fig. 

4-2 に示す。接着細胞数を計数した Fig. 4-2A の結果から、GR4、GRGY2、GY4 は、それぞ

れ添加したタンパク質濃度に依存した接着細胞数の増加をみせることが確認された。G72 に

おいてはそのような傾向がないことから、挿入された細胞接着性配列が、その機能を維持し

ていることが確認された。各タンパク質 100 nM における細胞の接着性は GY4 においては

やや低く、フィブロネクチンのおよそ 80％程度であったが、GR4 及び GRGY2 においては、

ほぼフィブロネクチン同等の高い細胞接着能が示された。よって、G18 をベースとした繰り

返し単位のプレート上への集積及び機能ペプチドの提示には問題ないことが確認できた。一

方、YIGSR 合成ペプチドの細胞接着能は低く、GY4 の 5000 倍もの高濃度を用いなければ

同程度の細胞接着能を獲得できないことが示された。このことからも、G18 を足場として用

いることで、合成ペプチドを用いるよりも効率よく細胞が接着できるマトリクスを構築でき

たことが示唆された。 

 また、Fig. 4-2B に示すように、接着細胞の形態を観察すると、GR4・GRGY2・GY4 はい

ずれもフィブロネクチン同等の良好に伸展した細胞の様子が観察できた。G72 にも接着細胞

が散見されるが、その数は GR4 らが凌駕している。そして、YIGSR ペプチドにおいては、

接着はしていても丸い形状をとっている細胞が多く、融合タンパク質のほうが細胞にとって

良好な足場を提供していることが覗える結果となった。 

 加えて、細胞表面とペプチドのアクセス効率を比較するため、細胞懸濁液に融合タンパク

質もしくは YIGSR ペプチドを添加して、ラミニン上への細胞接着阻害効果を検討した。結

果を Fig. 4-3A に示す。添加量 50 pmol における阻害率を比較すると、YIGSR ペプチドよ

りも融合タンパク質のほうが上回っており、特に GY4 においてはペプチド単独の場合の 2

来配列を

倍近い阻害効果を示していた。コラーゲン上へ細胞を播種した場合にはこのような阻害効果

はおこらなかった（Fig. 4-3B）ことから、融合タンパク質が挿入されたラミニン由
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通して細胞と効率的にアクセスできていることが明らかとなった。また、この結果から、Fig. 

トリクスとして有用であることが示された。そして、G72 タンパク

72 を足場として正常に増殖してい

4-2Aにおいて 5000倍もの高濃度のペプチドを添加しなければ細胞接着が見られなかったの

は、プレート上への YIGSR 合成ペプチドの集積効率が極端に低いためであったことが考察

できる。 

 これらの結果から、G18 に機能性配列を組み込んだ繰り返し単位の作製により、効率よく

固相表面に集積し且つペプチドを安定化して細胞表面とのアクセス効率を上げたマトリク

スを構築できたことが示された。固相表面へコーティングした場合の細胞接着能においては

RGDN 配列を付加した融合タンパク質のほうがやや高いことから、固定化足場への細胞接着

においては GR4 あるいは GRGY2 が優れている可能性がある。 

 また、長時間における細胞支持力を検討するため、細胞増殖能の検討も行った。結果をFig. 

4-4 に示す。この結果から、構築したGR4・GRGY2・GY4 タンパク質は、一週間にわたり

フィブロネクチン同等に良好な細胞増殖曲線を描くことが確認できた。よって、構築した融

合タンパク質が細胞外マ

質についても細胞増殖能が確認された。Fig. 4-2 において細胞接着を検討した際には、フィ

ブロネクチンの 30％程度の弱い接着細胞数が確認されており、増殖能においても 5 日目ま

では他の融合タンパク質に大きく遅れる増殖速度ではあるが、7 日目にはほぼフィブロネク

チンと同等の飽和状態まで増加することが示された。よって、細胞接着配列を含むGR4 など

には大きく機能的に劣るが、接着できた細胞においてはG

くことができることが示された。これはAPGVGV繰り返し配列E48 には示されていなかっ

た性質である（Fig. 2-5）。エラスチン由来のGVGVP配列における細胞増殖活性は既存の知

見74においても示されている。コラーゲンゲルモデルに用いた際にこの増殖活性がなんらか

の影響を及ぼすのか、以降 4.3.4 の実験において検討する。 
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4.3.3 細胞遊走阻害効果 

 構築したマトリクスタンパク質のコラーゲンゲルモデルにおける管腔形成阻害能を評価

するためには、コラーゲン上に接着した細胞の遊走阻害効果を検討することが重要となる。

よって本研究においても、コラーゲンをコーティングしたメンブレンフィルター上に播種す

た YIGSR ペプチドによる

ロールと比較して、YIGSR ペ

チドを添加したものにおいては、管腔構造が短くなり、分岐も少なくなってネットワーク

途切れ途切れになっている。同様の現象が、GY4 を添加したサンプルからも見受けられる。

る細胞懸濁液中に融合タンパク質を添加し、遊走細胞数の比較を行った。結果を Fig. 4-5 に

示す。GR4 及び GRGY2 は、ほぼタンパク質無添加のコントロールと変化がないが、GY4

及び YIGSR ペプチドを添加した場合は遊走細胞数の有意な減少が見られた。コラーゲン上

への細胞接着を妨げないことはすでに Fig. 4-3B において確認されているため、細胞数の減

少は細胞遊走の阻害効果と結論できる。よって、GY4 は挿入され

細胞遊走阻害効果を持つことが示された。そして RGDN 配列は細胞遊走の阻害効果を持た

ないことが示唆された。GY4 と YIGSR ペプチドの阻害効果比較においては、ほぼ同等であ

った。しかし YIGSR 合成ペプチドは GY4 の 2000 倍量以上添加しないとこの効果が得られ

ないことから、ペプチドの作用効率は GY4 が上回っているといえる。よって、G18 による

安定化及び繰り返し単位作製による相乗効果が得られていることが確認できた。 

  

4.3.4 コラーゲンゲルモデルにおける管腔組織形成評価 

 これまでの実験において、構築した融合タンパク質が挿入した機能性ペプチドの特性を保

持していることが確認された。よって、実際にそこで確認された特性がコラーゲンゲルモデ

ルにおいて発揮されるかどうか検討を行った。コラーゲン溶液に融合タンパク質または

YIGSR ペプチドを添加してゲル化したモデルを用いて HUVEC を 3 次元培養し、管腔形成

への影響を評価することとした。結果を Fig. 4-6 に示す。Fig. 4-6A は、HUVEC のとった

管腔構造を観察したものである。タンパク質無添加のコント

プ

が
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GRGY2、及び GR4 を添加したサンプルでも管腔が途切れた部分は存在するが、コントロー

R 合成ペ

ドを添加したものにおいては、平均値はコントロールと比較して低下するものの、標準

ロールレベルであった。 

ルと明確に異なるとはいえない。そして G72 を添加したものにおいては、管腔化している部

分もあるが、むしろ細胞が増殖して一箇所に凝集している部分が多い結果となった。 

 ここで得られた構造の分岐数を比較した結果をFig. 4-6Bに示す。ここでもGY4とYIGSR

ペプチドを添加したサンプルにおいて分岐数の有意な減少が見られた。GR4 および GRGY2

はコントロールとほぼ変わらない分岐数を示した。これらの結果は、Fig. 4-6A の観察結果

を裏付けている。そして G72 を添加したものは、コントロールを上回る分岐数を示した。

G72 で得られた分岐数は第 3 章において fnCBD 配列を添加して得られたものとほぼ同等で

あり（Fig. 3-9B）、Fig. 4-4 で見られた G72 の微弱な細胞接着能及び細胞増殖能が、細胞の

管腔形成能に影響している可能性が示唆された。 

 加えて、同様の培養を行った細胞の生存率を評価した結果を Fig. 4-7 に示す。この結果か

らも、YIGSR ペプチドを含む融合タンパク質において生細胞数が下がる傾向がある。この

生細胞数減少は、YIGSR 配列によって管腔形成が阻害されたために、ネットワーク形成に

参加できなくなった細胞が死亡していったことが原因であると考えられる。YIGS

プチ

偏差が大きく有意差はとれなかった。G72およびGR4はほぼコント

 

 以上の結果を総合し、構築した融合タンパク質による管腔形成阻害について考察する。

YIGSR 配列を挿入した融合タンパク質である GY4 は、YIGSR ペプチドよりも低濃度を用

いて YIGSR ペプチド同等の管腔形成阻害効果を発揮することが確認された。このことから、

G18 配列が YIGSR ペプチドを効率よく提示していること、加えて繰り返し配列を作るポリ

マー化戦略により相乗効果が得られていることが示されたといえる。よって、本研究におけ

るマトリクスタンパク質の構築戦略が有効であることが確認できた。しかしながら、既存の

合成ペプチドを上回るには、複数の機能性配列を用いた更なる機能向上が必要である。ここ
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で構築した GRGY2 タンパク質においては、管腔形成阻害能がむしろ低下しており、RGDN

配列との組み合わせによる向上効果は得ることができなかった。G18 の繰り返し配列から成

る G72 タンパク質においても、むしろ細胞が増殖して管腔分岐数がやや増加する傾向を見せ

たことから、GY4 に組み込まれた YIGSR 配列の効果を骨格部分の G18 が抑制してしまっ

ている可能性も考えられる。骨格部分の配列変更、もしくは RGDN 配列以外の機能性配列

との融合によって、より高機能な YIGSR 融合タンパク質を得ることができるのではないか

と考えられる。 
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4.4  結言 

 

 本章においては、血管新生において負の調節を司るマトリクスタンパク質を構築するため

に、血管新生を抑制するとの知見が得られているYIGSR配列およびRGDN配列をGVGVPの

繰り返しからなるマトリクス骨格に組み込んだ融合タンパク質を作製し、特性評価を行った。

これまで得られていた知見51, 77どおり、YIGSR合成ペプチドはコラーゲンに接着した細胞の

遊走を抑制し、コラーゲンゲルモデルにおいては管腔形成の阻害能力を示すことが確認され

た。そして、本研究において構築したGY4 タンパク質は、YIGSR配列のポリマー化による

相乗効果を発揮し、はるかに低濃度において合成ペプチドと同等の効果を得られたが、合成

ペプチドを上回る高機能化は実現できなかった。RGDN配列を組みこんだGR4・GRGY2 タ

ンパク質においては、GY4 タンパク質を上回る細胞接着能を示したことから、細胞支持能力

の高い良好なマトリクスタンパク質として機能することが確かめられたが、細胞遊走の阻害

及び管腔形成の抑制効果は得られなかった。 

 これらの結果を鑑みると、今回構築した融合タンパク質は、それぞれ機能性配列を細胞に

提示し、相互作用させることは可能であったと考えられる。また、YIGSR 配列を組みこん

だ融合タンパク質が血管新生抑制機能をもつことは確認できたため、YIGSR 配列を機能性

配列として選択する方向性は正しいといえる。よって、より高機能性を獲得した融合タンパ

ク質を得るためには、 

・ GY4 をさらにポリマー化させ相乗効果を図る 

・ GY4 をコラーゲンファイバー上に固定化することで効率的シグナル導入を図る 

・ RGDN、G18 に替わる新たな配列と YIGSR 配列の組み合わせにより機能向上を図る 

などの対策を講じる必要がある。上に挙げたような設計のバリエーションを検討し、より機

能性の高い融合タンパク質を模索することが今後の課題であると考えられる。 
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5．結論 

 

本研究においては、安全性に優れ且つ既存の細胞外マトリクスの機能を最大限に発揮する

ことのできるマトリクス材料の開発を目的として、血管新生において重要な役割を持つとさ

れるラミニンの機能性配列を組み込んだ融合タンパク質を構築し特性評価を行った。着目し

た機能性配列は、血管新生の促進を司る IKVA 配列と対して抑制の方向に働く YIGSR 配列

である。融合タンパク質を作製する際には、エラスチン由来の安定なβスパイラル構造をと

繰り返し配列をマトリクス骨格として採用し、その骨格部分に機能性配列を連結すること

により、短い機能性ペプチドを支持し に、その基本単位を繰り返したポ

リマー化戦略をとることにより構造的に安定したタンパク質を獲得して、機能性の相乗効果

を期待した。 

 

第 2 章では、上記の設計に基づき血管新生促進配列である IKVAV 配列を機能中心として

作製した融合タンパク質の特性評価を行った。その結果、これらの融合タンパク質は効率的

に固相表面に集積し、それぞれの機能性ペプチドの特性である細胞接着能および IKVAV 配

列の細胞遊走能を保持していることが明らかとなった。特に EI4 はラミニンを上回る細胞遊

走能を示し、機能性配列の融合によって既存の ECM を凌駕する高機能性タンパク質を構築

できる可能性が示唆された。よって、ここで採用したエラスチン由来の骨格構造が、機能性

配列を支持し、細胞表面と効率よくアクセスすることを可能としていると考えられ、本研究

における設計案の有用性が示された。しかしながら、コラーゲンゲルにこれらの融合タンパ

ク質を添加した際の明らかな管腔形成促進能は認められなかった。このことから、作製した

融合タンパク質を固定化し、コラーゲン足場と一体化させることが重要であることが示唆さ

れた。 

 

V

る

た設計とした。さら
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その知見を踏まえ、第 3 章では、コラーゲン結合型の融合タンパク質を新たに作製した。

その結果、フィブロネクチン由来のコラーゲン結合性配列fnCBDならびに GRGDS配列を共

に

とが今後の課題である。 

高い設計の検討が課題となる。マトリクス骨格配列の最適化、および YIGSR の機

能を補助し相乗するような機能性配列との併用により、4 章で得られた融合タンパク質の機

融合したEREI2CBDタンパク質が最も高い活性を示し、管腔形成促進能を持つマトリクス

タンパク質としての有用性を明らかとした。コラーゲンファイバー上にRGDなどの機能性ペ

プチドを修飾する手法は今までにも報告されているが104,105、EREI2CBDは化学修飾のステ

ップが不要であり、今後さらに増殖因子などの活性タンパク質を融合できるポテンシャルを

持っている。よって、安全性と高機能性の双方を満足する材料としてEREI2CBDは有用であ

ると考えられる。しかしながら、本研究で構築したコラーゲン＋EREI2CBDによる系を、既

存のモデルの中で最も血管新生能の高いMatrigelと比較すると、未だ管腔形成速度の点で劣

ると考えられる。増殖因子などとの併用により、より高い促進能を持つマトリクスタンパク

質を創製するこ

 

第 4 章では、ラミニンにおけるもう一つの血管新生関連ドメインである YIGSR 配列に着

目し、血管新生抑制機能を持つ融合タンパク質の構築に着手した。血管新生は癌化組織にお

ける特徴でもあることから、過度の管腔形成促進を妨げ、調節を行う機能が重要となる。実

際の生体組織においては、ラミニンが 1 分子内でこうした調節機能を司っていることが示唆

されているが、ラミニンの持つ複雑な機能を明確化するためにも、機能ドメインを抽出して

人工マトリクスに応用することは有効であるといえる。 

しかしながら、ここで血管新生抑制を目的として構築した融合タンパク質については、明

確な効果は得られなかった。細胞接着能は保持していることから、機能性配列の細胞への提

示においては問題ないと考えられる。また、YIGSR 配列のみ含む融合タンパク質において

は、弱いながら細胞遊走の阻害・管腔形成の抑制が見られているので、今後はより血管新生

抑制能の

 101



能をさらに向上したマトリクスを構築できると考えられる。 

 

現在、再生医療において足場材料が重要視され、様々な研究が進められている。既存の

ECM の持つ多岐にわたる機能のうち、その作用機序が明らかになっているものは少ないと

いってよい。今後も新たな機能性ドメインが次々と同定され、工学的応用へと移されていく

ものと考えられる。本研究において採用した設計案は、様々なペプチド配列を支持し、その

機能を保持させる能力に優れる。多くの有用な機能性ペプチドおよび活性タンパク質に対し

て対応可能な柔軟性を生かし、本研究が今後の高機能細胞外マトリクス開発の一助となるこ

とを期待する。 
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