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略号 

A（Ala）: alanine  

C（Cys）: cysteine  

D（Asp）: aspartic acid 

E（Glu）: glutamic acid  

F（Phe）: phenylalanine  

G（Gly）: glycine 

H（His）: histidine  

I（Ile）: isoleucine  

K（Lys）: lysine 

L（Leu）: leucine  

M（Met）: methionine  

N（Asn）: asparagine 

P（Pro）: proline  

R（Arg）: arginine  

Q（Gln）: glutamine 

S（Ser）: serine 

T（Thr）: threonine  

V（Val）: valine  

W（Trp）: tryptophan 

X（Nle）: norleucine 

Y（Tyr）: tyrosine 

1 文字表記（3 文字表記）：名称の順で示した． 

 

iPS : induced pluripotent stem 

ECM : extracellular matrix 

HSPGs : heparan sulfate proteoglycans 

FAK : focal adhesion kinase 

LG4 : laminin globular 4 

rec-LG4 : recombinant-LG4 

MMP-9 : matrix metalloproteinase-9 

CM : conditioned media 

BCA : bicinchoninic acid 
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SDS-PAGE : sodium dodecyl sufate-poly acrylamide gel electrophoresis 

DIC : N, N’-diisopropylcarbodiimide 

DMF : N, N'-dimethylformamide 

Fmoc : 9-fluorenylmethoxycarbonyl 

HOBt : N-hydroxybenzotriazole 

HPLC : high performance liquid chromatography 

rink amide resin : 4-（2-,4-dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl）-phenoxy resin 

TFA : trifluoroacetic acid 

ESI-MS : electrospray ionization-mass spectrometry 

MBS : N-（maleimidobenzoyloxy）-succinimide 

MB : maleimidobenzoyloxy 

PBS : phosphate-buffered saline without Ca
2+

 and Mg
2+

 

BSA : bovine serum albumin 

DMEM : dulbecco’s modified eagle’s medium 

DMEM-F12 : dulbecco’s modified eagle’s medium-nutrient mixture F12  

FBS : fetal bovine serum 

HS : horse serum 

HDF : human dermal fibroblasts 

PC12 : rat pheochromocytoma 

ARH-77 : human B-lymphoid cell line 

RPMI-1640 : Roswell park memorial institute-1640 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

Trypsin-EDTA : 0.05 % Trypsin, 0.53 mM EDTA-4Na 

TBS : tris buffered saline 

PFA : paraformaldehyde 

DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole 

NGF : nerve growth factor 

PVDF : polyvinylidene difluoride 

HRP : horseradish peroxidase 

ECL : enhanced chemiluminescence 
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緒論 

 

 近年，山中らによって iPS 細胞の技術が開発されたことにより組織工学・再生医療

への応用に向けた研究の注目度が高まっている 1)．組織工学は機能的な組織又は臓器

の創製を目的としており，細胞，足場，シグナルの三要素から構成される．組織工学

の研究のゴールの一つとして，移植される細胞に対して組織に近い三次元的な環境を

提供するバイオマテリアルの開発が挙げられる．現在，細胞培養において培養基材の

表面改質が注目されており，様々な表面改質剤を用いて組織に近い環境を構築したイ

ンテリジェント型培養基材の研究開発が行われている．生体内では細胞外マトリック

ス（ECM）が細胞の足場として機能していることから，バイオマテリアルの開発にお

いては ECM の模倣が理想的な足場材料の開発に必須と考えられている 2, 3)． 

 基底膜は，血管，筋肉，神経の周囲や表皮下など，全身に広く分布している薄い膜

状の ECM で，IV 型コラーゲン，ラミニン，ナイドジェンなどのタンパク質や，パー

ルカンなどのプロテオグリカンから構成されている．これらの分子は相互に結合する

ことで三次元の超分子ネットワークを形成し，機械的な支持体や境界として組織の構

造的安定性に寄与している 4)．さらに，基底膜は細胞に積極的に働きかけることによ

って，細胞の接着，分化，増殖，遊走など，様々な生命現象をコントロールしている
5)．このように基底膜は多彩な機能を有することから，組織工学の分野においてバイ

オマテリアル開発のターゲットとして注目されている． 

 基底膜の構成成分の一つであるラミニンは，，，鎖からなる十字架構造をした

分子量約 50 万〜90 万の糖タンパク質で，細胞接着に重要な役割を果たすほか，器官

形成，神経突起伸長，血管新生，創傷治癒，がんの増殖・転移などに深く関与してい

る 6)．現在までに 5 種類の鎖（1-5），3 種類の鎖（1-3），3 種類の鎖（1-3）

が同定され，それぞれのサブユニットの様々な組み合わせによって，16 種類のアイソ

フォームが報告されている 7)．これらのアイソフォームは，組織あるいは発生段階で

特異的に発現し，基底膜の構造や機能の維持に重要な役割を果たしている．ラミニン

-111 は最も早くに発見されたアイソフォームであり，分解フラグメントや組換えタン

パク質，合成ペプチドを用いた研究によって，その生物活性部位が解析されてきた 8, 9)．

野水らはラミニン-111のアミノ酸配列を網羅した 673種類の合成ペプチドを用いたス

クリーニングにより，多数の細胞接着活性配列（細胞接着ペプチド）を同定してきた
10-14)．同定された活性ペプチドの中には，レセプター特異的に結合するものが見出さ

れている．例えば，AG73（RKRLQVQLSIRT, mouse laminin 1 chain 2719-2730）は膜

貫通型ヘパラン硫酸プロテオグリカン（HSPGs）であるシンデカンをレセプターとし
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て細胞接着，細胞遊走，神経突起伸長促進などの生物活性を示す 10, 15-19)．また A99

（AGTFALRGDNPQG, mouse laminin 1 chain 1141-1153）はv3 インテグリン結合配

列である RGD 配列を含み，細胞接着と共に細胞伸展を促進する 19, 20)．EF1

（DYATLQLQEGRLHFMFDLG, mouse laminin 1 chain 2747-2765）は21 インテグリ

ンを介した細胞接着・細胞伸展を促進する 21, 22)．これらのレセプター特異的な活性ペ

プチドはラミニンの複雑な機能を選択的に再現できるため，機能的なバイオマテリア

ル開発への応用が期待される． 

 インテグリンは，コラーゲン，ラミニン，フィブロネクチンなどの ECM 構成成分

の主要な細胞膜表面レセプターとして広く知られており，細胞の成熟，発生，免疫反

応やホメオスタシスに重要な役割を果たしている 23-25)．細胞接着の初期段階でインテ

グリンは活性化され，続いて細胞内ドメインを介したインサイド-アウトシグナル伝

達が起こる 26, 27)．活性化されたインテグリンの細胞外ドメインが物理的に ECM と結

合し，FAK，タリン，ビンキュリンなどの細胞内タンパク質との相互作用を通してア

クチン細胞骨格が形成される 28)．シンデカンは膜貫通型 HSPGs で，細胞接着，細胞

遊走，接着斑の集積，増殖因子の制御など多くの機能を担っている 29-31)．最近の研究

から，細胞接着においてシンデカンとインテグリンが協調的に働くことや，結合して

接着複合体の形成，細胞伸展や細胞遊走を制御していることが明らかになってきた
32-36)．例えば，シンデカン-1 は21 インテグリンを介したコラーゲンへの接着をサ

ポートしていることが報告されている 37)．また，フィブロネクチンはシンデカン-2

と51 インテグリンに結合し接着斑形成を誘導することが明らかにされている 38)．

さらに最近，シンデカン結合ペプチド AG73 は，Ⅰ型コラーゲン，ラミニン，フィブ

ロネクチンなどのインテグリン結合タンパク質の生物活性を増強させる「促進剤」と

して機能することが報告されている 39)．これらの報告から，ECM 構成成分がインテ

グリンとシンデカンに同時に作用することが生物学的機能の発現に重要であること

がわかってきた． 

 野水らは，ラミニン由来の細胞接着ペプチドを細胞の足場となり得る高分子多糖の

キトサンに固定化することで，組織工学に向けた「人工基底膜」とも呼べるバイオマ

テリアルの開発を目的に研究を行ってきた 20, 21, 40-42)．キチンを脱アセチル化すること

で得られる塩基性多糖のキトサンは，既に縫合糸や人工皮膚として医療応用されてい

る生体適合性に優れた高分子材料である 43, 44)．ラミニン由来の細胞接着ペプチドを固

定化させたキトサン膜は細胞接着をはじめとする様々な生物活性を示し，その生物活

性はペプチドが相互作用するレセプター特異的なものであった 20)．また，キトサン膜

に固定化することでペプチドの細胞に対する活性は有意に上昇した 20)．さらに，池本
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らは in vivo での実験でペプチド-キトサン膜が創傷被覆を目的とした細胞移植に有用

であることも示している 42)．また近年では，生物活性ペプチドやタンパク質とキトサ

ンを組み合わせてバイオマテリアルとして応用する試みが，様々な研究グループによ

って行われている 45, 46)．このように，ラミニン由来のレセプター特異的な活性ペプチ

ドを固定化させたキトサン膜は，組織工学に向けたバイオマテリアルとして有力なツ

ールとなり得ることが示されてきた． 

 本申請論文では，効率よく細胞応答を誘導するインテリジェント型培養基材として

のペプチド-キトサン膜の創製を目的に，Scheme 1 及び Table 1 に示すペプチドを用い

て，以下の 3 章において生化学的，細胞生物学的な研究を行った． 

 第 1 章では，多機能分子であるラミニン1 鎖 LG4 モジュールに着目した．ラミニ

ン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性を模倣した機能性膜の創製を目的に，AG73 と

EF1zz を用いてシンデカンと21 インテグリンの両レセプターに同時に作用するペ

プチド-キトサン膜の作製を目指した．ラミニン1 鎖 LG4 モジュール由来の 2 種類の

活性ペプチド AG73 と EF1zz（a modified peptide of EF1, ATLQLQEGRLHFXDLGKGR, 

X: Nle, mouse laminin 1 chain 2749-2767）を種々の割合で混合し，キトサン膜に固定

化することによりラミニン1鎖LG4モジュールの機能を模倣した混合ペプチド-キト

サン膜を作製した．その生物活性を評価しラミニン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性

と比較した． 

 第 2 章では，2 種類のシンデカン結合ペプチド AG73，C16（KAFDITYVRLKF, mouse 

laminin 1 chain 139-150）と，それぞれ21，v3 及び61 インテグリンと結合する

3 種類のインテグリン結合ペプチド EF1zz，A99a（a modified peptide of A99, ALRGDN, 

mouse laminin 1 chain 1145-1150）及び A2G10（SYWYRIEASRTG, mouse laminin 2 

chain 2223-2234）を用いて種々の組み合わせの混合ペプチド-キトサン膜を作製した．

それらの細胞接着活性，細胞伸展活性を測定することで，キトサン膜上での各ペプチ

ドの相乗的な効果を評価した． 

 第 3 章では，ペプチド-キトサン膜の足場効果に着目し，足場材料としてのキトサ

ン膜を最適化し，ペプチド-レセプター間の相互作用や生物学的機能を効率よく誘導

することを目的とした．キトサン量の異なる 6 種類の膜（1.5-1500 ng/mm
2）にラミニ

ン1 鎖由来のv3 インテグリンに結合するペプチド A99a とシンデカンに結合する

ペプチド AG73 を固定化させたペプチド-キトサン膜を作製した．これら種々のペプ

チド-キトサン膜の足場効果を評価するために，細胞接着活性，細胞伸展活性，FAK

のリン酸化，神経突起伸長活性を測定した．また，ペプチド-キトサン膜が効率よく

生物活性を誘導するための最適なキトサン量を決定した．さらに，混合ペプチド
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A99a/AG73-キトサン膜の足場効果についても評価した． 

 

Scheme 1.  Laminin-derived bioactive peptides 

 

Table 1.  Laminin-derived bioactive peptides and their cell surface receptors 

 

Peptide Sequence
 a
   Chain (Residues)

 b
  Receptor 

 

A99a ALRGDN
 c
   Laminin 1 chain (1145-1150) v3 integrin 

AG73 RKRLQVQLSIRT   Laminin 1 chain (2719-2730) Syndecan 

EF1zz ATLQLQEGRLHFXFDLGKGR (X: Nle) Laminin 1 chain (2749-2768) 21 integrin 

A2G10 SYWYRIEASRTG   Laminin 2 chain (2223-2234) 61 integrin 

C16 KAFDITYVRLKF   Laminin 1 chain (139-150) Syndecan/1 integrin 

 
a
 Peptide-chitosan membranes were prepared using a CGG sequence at the N-termini and MB-chitosan. 

b
 The all sequences are from mouse laminin 1, 2, and 1 chain. 

c 
A99a is a shorten and has similar biological activity of A99 (AGTFALRGDNPQG).  A99a-chitosan 

membrane shows cell attachment activities as well as that of A99-chitosan membrane. 
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第 1 章 

ラミニン1 鎖 LG4 モジュールの機能を模倣した混合ペプチド-キトサン膜 

 

第 1 節：序論 

 薄い膜状の ECM である基底膜は，組織の再生，再構築において重要な役割を果た

している．，，鎖からなるヘテロ 3 量体の基底膜タンパク質であるラミニンは，

他の ECM 分子や細胞膜表面レセプターと相互作用し，様々な生物学的機能を果たし

ている 6, 7, 47)．これら分子の相互作用を制御することは，細胞接着，細胞遊走，血管

新生，腫瘍の進行及び神経突起伸長といった生物学的なプロセスにおいて重要である

と考えられている 7, 47)．これまでにラミニンは，5 種類の鎖，3 種類の鎖，3 種類の

鎖が発見されており，それらの会合体として 16 種類のアイソフォームの存在が報告

されている 7)．5 種類の鎖の C 末端には G ドメイン（LG1-5）と呼ばれる 5 つの球状

ドメインが存在する．ラミニン鎖は LG1-3 モジュールや LG4-5 モジュールを介し

て様々なインテグリンと相互作用することが知られている 6)．さらに，ラミニン1

鎖 LG4 モジュールは，ヘパリン/ヘパラン硫酸，パールカン，スルファチド，-ジス

トログリカン，フィブリン-1 と相互作用する 48-53)．これらの研究は，ラミニン1 鎖

LG4 は多機能分子であり，様々な細胞表面レセプターと相互作用することを示唆して

いる． 

 野水らは，ラミニン-111 の全アミノ酸配列を網羅する 673 種類の合成ペプチドを用

いて約 20 種類の細胞接着ペプチドを同定してきた 10-13)．これらの細胞接着ペプチド

は細胞伸展，分化，神経突起伸長，血管新生，創傷治癒といった様々な生物活性を示

すことが明らかになった 15, 22, 54, 55)．さらに，ペプチドスクリーニング法によって 5 種

類の鎖のLG4モジュールから様々な生物活性ペプチドを同定してきた 54)．なかでも，

ラミニン1 鎖 LG4 モジュールから 2 種類の活性配列 AG73（RKRLQVQLSIRT, mouse 

laminin 1 chain 2719-2730 ） と EF1zz （ a modified peptide of EF1, 

ATLQLQEGRLHFXFDLGKGR, X: Nle, mouse laminin 1 chain 2749-2767）が同定された

（Fig. 1-1）．AG73 は膜貫通型 HSPGs のシンデカンに結合し，ラフリング膜の形成を

伴う細胞接着を促進するとともに，細胞遊走，浸潤，分化，マトリックスメタロプロ

テアーゼ-9（MMP-9，ゼラチナーゼ）産生，神経突起伸長，血管新生を促進する 10, 15, 

16, 22, 57-59)．EF1zz はインテグリンに結合し，アクチンストレスファイバーの形成

を伴う細胞伸展を促進する 21, 22, 60)．さらに，組換え LG4 タンパク質の様々なアミノ

酸置換実験から，LG4 モジュールの AG73 部位はシンデカンを介した細胞接着に重要

であり，EF1 部位は主にインテグリンを介した細胞伸展に関わっていることが示
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唆された 61)．しかし，LG4 モジュールの中での AG73 部位と EF1 部位の相加的，あ

るいは相乗的な作用については詳細に検証されていない． 

 キチンを脱アセチル化して得られるキトサンは，生分解性であり，創傷治癒を促進

することが知られている 62, 63)．キトサン膜は組織には接着するが，細胞接着活性は持

たない 20)．キトサンは縫合糸や人工皮膚などの形ですでに臨床応用されている 64, 65)．

以前望月らは，組織工学への応用を目的に，ラミニン由来の活性ペプチドをキトサン

膜に固定化し，ECM を模倣した機能性膜を作成した 20, 21)．また，ペプチドの生物活

性は，細胞やペプチドの種類に特異的であること，キトサン膜に固定化することでペ

プチドの活性が有意に増強されることを見出した 20, 66)．近年池本らは，取り扱いが容

易なペプチド-キトサン膜を開発し，医療応用を目指した in vivo アッセイを行った．

その結果，AG73-キトサン膜はケラチノサイトを創傷部位に移植するためのキャリア

として応用可能であることが明らかになった 42)．さらに，AG73-キトサン膜は AG73

をコートしたプレートと同様に血管新生促進活性を保持していることが示されてい

た 21)．これらの結果から，ペプチド-キトサン膜は細胞移植などの組織工学の分野へ

の応用に向けた有力なツールとなり得ることが示唆された． 

 本章では，シンデカンと21 インテグリンの両レセプターに同時に作用するラミ

ニン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性を模倣した機能性膜の創製を目的に，この LG4

モジュール由来の 2 種類の活性ペプチド AG73 と EF1zz を種々の割合で混合し，キト

サン膜に固定化することにより混合ペプチド-キトサン膜を作製し，組換え LG4 タン

パク質の生物活性と比較した． 

 
Fig. 1-1.  Laminin 1 chain LG4 module 
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第 2 節：実験材料および実験方法 

1-2-1 ペプチド合成 

 ペプチドは 9-fluorenylmethoxycarbonyl（Fmoc）固相合成法に従い手動にて合成した．

ペプチド合成の樹脂（レジン）にはリンクアミドレジン（Novabiochem，アミノ基：

0.74 mmol/g）を用い，C 末端がアミドになるように合成を行った．Fmoc 保護アミノ

酸は，側鎖保護基が，Asn，Cys，Gln，His は trityl 基，Asp，Glu，Ser，Thr，Tyr は

t-butyl 基，Arg は 2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl 基，Lys は t-butoxycarbonyl

基のものを用いた．レジンを N,N-dimethylformamide（DMF，関東化学）で 3 回洗浄

した後，20%ピペリジン/DMFを加えて 20分間振とうすることによってレジンの Fmoc

基の脱保護を行った．再びレジンを DMF で 4 回洗浄することによりピペリジンを除

去した後，レジンのアミノ基に対して 5 当量の Fmoc 保護アミノ酸と

diisopropylcarbodiimide（DIC，国産化学），N-hydroxybenzotriazole（HOBt，渡辺化学），

および溶媒として DMF を適量加え，1 時間振とうして縮合させた．1 時間後，少量の

レジンをとりニンヒドリンを用いた Kaiser 試験により，反応状況を確認した．反応が

完結していない場合は，再び 5 当量の保護アミノ酸と DIC，HOBt，および DMF を適

量加え，1 時間振とうして縮合させた．反応が完結していることを確認した場合，ア

ミノ酸が付加したレジンを DMF で 3 回洗浄し，再び 20%ピペリジン/DMF にて 20 分

間脱保護を行った．以後，各アミノ酸の縮合と Fmoc 基の脱保護の操作を繰り返し，

得られた保護ペプチドレジンをメタノールで 3 回洗浄し，乾燥させた．続いて，保護

ペプチドレジンに trifluoroacetic acid（TFA）：thioanisole：m-cresol：ethanedithiol：Milli-Q

水 （80:5:5:5:5，v/v/v/v/v）の混合液を加え，室温で 3 時間撹拌することによって，側

鎖保護基の脱保護およびレジンからのペプチドの脱離を行った．次に，レジンをフィ

ルターで除去し，目的のペプチドを含むろ液を得た．ろ液にジエチルエーテルを加え，

析出した沈殿物を遠心分離により集め，沈殿物を再度ジエチルエーテルで洗浄後，遠

心分離を行った．この操作を 3 回行い，沈殿物を室温で乾燥させた後，50%酢酸/Milli-Q

水を適量加えて溶解させた（粗ペプチド）．得られた粗ペプチドは，逆相 HPLC（Waters, 

Vydac 5C18，Mightysil RP-18 GP 250-10 column（関東化学），0.1% TFA/Milli-Q 水およ

び 0.1% TFA/アセトニトリルによるグラジエント）にて精製した．精製したペプチド

を凍結乾燥し，白色羽毛状の粉末を得た．ペプチドの純度は HPLC を，分子量は質量

分析（ESI-MS）を用いて確認した． 

 

1-2-2 Maleimidobenzoyloxy （MB）-キトサンの調製 

 Chitosan-10（Wako, 428 mg，2.66 mmol of sugar unit） を 2%酢酸水溶液（21 mL）に
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溶解し，1 晩攪拌した．DMF（5 mL）を加えた後に N-（maleimidobenzoyloxy）-succinimide

（MBS）（25 mg，0.08 mmol）/DMF（2 mL）溶液を氷冷下で加え，遮光して室温で

24 時間撹拌した．5% NH4OH 水溶液（4 mL）を少量ずつ加え，遮光して 4℃で 3 時間

攪拌した．DMF（200 mL）を加えた後，遠心分離によって沈殿させた．沈殿物に 75%

メタノール水溶液：5% NH4OH 水溶液（40:0.5, v/v）で 3 回洗浄した．最後に，100%

メタノールを加え，遠心分離により得られた沈殿物を 20%酢酸水溶液で溶解し，遮光

して凍結乾燥し MB-キトサンとした（生成物：260 mg）．得られた MB-キトサンを，

4%酢酸に溶解し MB-キトサン溶液とした． 

 

1-2-3 LG4 組換えタンパク質（rec-LG4）の調製 

 Lipofectamine 2000 （Invitrogen） を用いて 293T 細胞に LG4 組換えタンパク質の N

末端に His tag を付加した rec-LG4 発現コンストラクト （pCepLG4） をトランスフェ

クションした 61)．トランスフェクションした細胞を，10%ウシ血清 （FBS, Invitrogen），

100 units/mLペニシリン，100 mg/mL ストレプトマイシン （Invitrogen）および 5 mg/mL

ピューロマイシン（Sigma）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM, 

Invitrogen）を用いて 37℃，5% CO2条件下で 3 日間培養した．0.5 mg/mL ピューロマ

イシン含有 DMEM に培養液を換え，無血清条件下で培養液中に組換えタンパク質を

分泌させた．組換えタンパク質を含む培養液（Conditioned media: CM）は，12 時間お

きに 5 日間回収し，遠心分離によって不純物を除き，Complete EDTA-free（Roche 

Applied Science）を加え-20℃で保存した．回収した CM は，80%硫安にて硫安沈殿を

行い，4℃，8,000×g で 30 分間遠心した後，沈殿物を 10 mM Tris-HCl，500 mM NaCl，

10 mM imidazole/Milli-Q からなるバインディングバッファーに再溶解させた．

Nickel-charged agarose resins（Invitrogen）を Milli-Q 水で 2 回洗浄し，上記バッファー

で平衡化させ CM へ加えた．4℃，60 分インキュベート後，クロマトグラフィーカラ

ム（Bio-Rad Laboratories）に移し，20 mM imidazole/PBS で洗浄した．洗浄後，His-tagged 

LG4 組換えタンパク質（rec-LG4）を 250 mM imdazole/PBS で溶出させた．回収した

LG4 組換えタンパク質溶液を，PBS に対して一晩透析を行った．透析した溶液を，

Centricon（Millipore）を用いて濃縮した．タンパク質濃度の定量は BCA アッセイキ

ット（Pierce）を用いて，キットの添付文書に記載されている方法に従って行った．

タンパク質の精製度の確認は，還元条件下で 10% SDS-PAGEを行い，ゲルを Coomassie 

G-250 Blue（Wako）で染色することによって行った（純度＞95%）． 
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1-2-4 細胞培養 

 ヒト新生児皮膚線維芽細胞（human dermal fibroblasts，HDF）は，株式会社イワキよ

り購入した．ラット副腎髄質クロム親和性細胞腫（PC12 細胞）は米国国立保健衛生

研究所（NIH）より供与頂いた．HDF の培養には 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum，

FBS，Invitrogen），100 units/mL ペニシリン（Invitrogen），および 100 mg/mL ストレプ

トマイシン（Invitrogen）を含む DMEM を用いた．PC12 細胞の培養には 7.5% FBS，

7.5%ウマ血清（horse serum，HS，Invitrogen），100 units/mLペニシリン，および 100 mg/mL

ストレプトマイシンを含む DMEM を用いた．全ての細胞は 37℃，5% CO2条件下で

培養した． 

 

1-2-5 細胞接着活性の評価 

 MB-キトサン溶液（4%酢酸，2 g/mL）を 50 L ずつ 96-well プレートに加え，24

時間室温で乾燥させた．各 well に 1% NaHCO3水溶液（100 L）を加え，10 分間塩基

処理した後 PBS（100 L）で 2 回洗浄した．0.1 mM ペプチド溶液（0.1%トリフルオ

ロ酢酸水溶液，20 L）と 1% NaHCO3水溶液（20 L）を加え，室温で遮光して 2 時

間インキュベートすることにより，ペプチド-キトサン膜を作製した．プレートを 1%

ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin，BSA，Sigma）/DMEM（150 L）で 3 回

洗浄し，1% BSA/DMEM（150 L）で 30 分間ブロッキングした．その後 0.1% 

BSA/DMEM（150 L）で 2 回洗浄した．培養 HDF を PBS で洗浄し，トリプシン-EDTA

（Invitrogen）によりディッシュから剥がした．剥がした細胞を血清入り培地に懸濁さ

せ，37℃，5% CO2の条件下で 20 分間インキュベートした後，0.1% BSA/DMEM で 2

回洗浄した．HDF を 0.1% BSA/DMEM に懸濁し，この HDF 懸濁液を各 well に加え（2

×10
4
 cells/well/100 L），37℃，5% CO2の条件の下で 2 時間インキュベートした．イ

ンキュベーション後，0.2%クリスタルバイオレット/20%メタノール水溶液（150 L）

を加えて接着した HDF を 15 分間染色し，Milli-Q 水で 2 回洗浄後，室温で 1 晩風乾

させた．接着した HDF を Bio Zero（Keyence）で観察し，BZ-analyzer software（Keyence）

を用いて接着した HDF 数を well の中央付近の 3 領域（1 領域: 0.67 mm
2）でカウント

し，その平均を接着 HDF 数として評価した．また伸展した HDF の面積を，BZ-analyzer 

software を用いて計測し細胞伸展活性を評価した． 

 rec-LG4 の HDF 接着活性は 96-well プレートを用いて評価した．rec-LG4（3 g/well）

を各 well に添加し，4℃で 12 時間インキュベートした．プレートを 1% BSA/DMEM

（150 L）で 1 時間ブロッキングした後，上述のように HDF 懸濁液を加えインキュ

ベーションした後，HDF の細胞接着活性，細胞伸展活性を評価した． 
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1-2-6 細胞接着に対する阻害アッセイ 

 ヘパリン，EDTA を用いた HDF の細胞接着阻害効果の評価は，細胞接着活性の評

価と同様の条件で行った．HDF 懸濁液（8×10
3
 cells/well/100 L）に，ヘパリンを 10 

mg/mL，EDTA を 5 mM の濃度となるよう加え，HDF 懸濁液を各 well に 100 L ずつ

加え，37℃，5% CO2の条件下で 2 時間インキュベートした．インキュベーション後，

0.2%クリスタルバイオレット/20%メタノール水溶液を加えて接着したHDFを15分間

染色し，Milli-Q 水で 2 回洗浄後，室温で 1 晩風乾させた．その後，上記の細胞接着

活性の評価と同様の方法で接着 HDF 数を算出した． 

 

1-2-7 免疫蛍光染色 

 HDF の細胞骨格免疫染色は 8 well チャンバースライド（Nalge Nunc）を用いて行っ

た．8 well チャンバースライドに用意したペプチド-キトサン膜を 0.1% BSA/DMEM

（500 L）で 3 回洗浄した．細胞接着アッセイと同様に HDF 懸濁液を調製（8×10
3
 

cells/well/300L）し，各 well に 300 L 加えて 37℃，5% CO2条件下にて 2 時間インキ

ュベートした．その後，HDF を 4%パラホルムアルデヒド（PFA），5%スクロースを

含むトリス緩衝生理食塩水（tris-buffered saline，TBS）を用いて，10 分間インキュベ

ートすることにより固定化し，0.1% Triton X-100を含むPBSを用いて膜透過処理した．

固定した HDF を PBS で 30 分間洗浄し，1% BSA/PBS を用いて室温で 1 時間ブロッキ

ングした．ブロッキング後，マウスモノクローナル抗ヒトビンキュリン（hVIN-1，Sigma，

1:100）と共に 4℃で一晩インキュベートした．0.05% Tween 20 を含む PBS で洗浄し

た後（15 分間，2 回），rhodamin red-labeled donkey anti-mouse IgG antibody（Jackson 

Immuno Research Laboratories, 1:50）と Allexa Fluoro 488 phalloidin（1 unit/m, Invitrogen, 

1:100）と共に 2 時間室温でインキュベートし，それぞれビンキュリンとアクチンフ

ィラメントを標識した．HDF の細胞核は 4,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, Invitrogen, 

1:10000）で標識した．0.05% Tween 20 を含む PBS で 10 分間洗浄した後，Milli-Q 水

により脱塩し，anti-fadeを含む 50%グリセロール溶液により封入した．蛍光顕微鏡（Bio 

Zero）を用いて HDF を観察し，BZ-analyzer software を用いて画像処理をした． 

 

1-2-8 神経突起伸長アッセイ 

 それぞれのプレートは 30 nM NaSeO3含有DMEM/F-12（Invitrogen）で 3回洗浄した．

アッセイの 24 時間前に 100 ng/mL の神経成長因子（NGF，Invitrogen）を加えた PC12

細胞を PBS で洗浄し，ピペッティングにより培養ディッシュより剥離した．PC12 細

胞を培養用の培地に懸濁し，37℃，5% CO2条件下で 30 分間のインキュベートでリカ
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バリーさせた後，30 nM NaSeO3含有 DMEM/F-12 で 3 回洗浄した．PC12 細胞を 100 

mg/mLトランスフェリン（Sigma），20 nM プロゲステロン（Sigma），5 mg/mLインス

リン（Invitrogen），100 ng/mL NGF 及び 30 nM NaSeO3含有 DMEM/F-12 に再懸濁し，

各 well に加えて（3×10
3
 cells/well/100 L）37℃，5% CO2条件下で 24 時間インキュ

ベートした．その後，予め 37℃に温めておいた 20%ホルマリンで 10 分間固定し，0.2%

クリスタルバイオレット/20%メタノール水溶液で染色した．Milli-Q 水で 3 回洗浄し

た後，室温で 1 晩風乾させた．PC12 細胞を顕微鏡下（Bio Zero）で観察し，BZ-analyzer 

software を用いて神経突起の長さを計測することで神経突起伸長活性を評価した． 

 

1-2-9 統計解析法 

2 群間の有意差の判定は Student-t 検定を用いて行い，危険率 5%以下で有意差ありと

した．また，データは全て平均±標準偏差で表した． 
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第 3 節：実験結果 

1-3-1 ペプチド合成 

 AG73（RKRLQVQLSIRT, mouse laminin 1 chain 2719-2730）と EF1zz（a modified 

peptide of EF1, ATLQLQEGRLHFXDLGKGR, X: Nle, mouse laminin 1 chain 2749-2767）

の 2 種類の細胞接着ペプチドの N 末端に Cys-Gly-Gly（CGG）の配列を付加した CGG

ペプチドを合成した． 

 

1-3-2 LG4 組換えタンパク質（rec-LG4）と混合ペプチド-キトサン膜の細胞接着活

性 

 LG4 組換えタンパク質（rec-LG4）は強い HDF の細胞接着と細胞伸展活性を示した

（Fig. 1-2A, a）．AG73-キトサン膜は強い HDF の細胞接着活性を示し，接着した HDF

は丸い形態を示すとともにラフリング膜の形成が認められた（Fig. 1-2A, b）．EF1zz-

キトサン膜は HDF の細胞接着活性を示し，接着した HDF は伸展し細長かった（Fig. 

1-2A, c）． EF1zz-キトサン膜の HDF の細胞接着活性は AG73-キトサン膜よりも弱か

った（Fig. 1-2B）． 

 次に，AG73 と EF1zz を種々の割合で混合して固定化した（AG73:EF1zz=9:1, 4:1, 1:1, 

1:4, 1:9）ペプチド-キトサン膜上での HDF の細胞接着活性を評価した．その結果，接

着した HDF の形態は AG73 と EF1zz の混合比によって変化することがわかった（Fig. 

1-2A, d-f）．混合ペプチド-キトサン膜の HDF の細胞接着活性もまた AG73 と EF1zz の

混合比に依存していることが示された（Fig. 1-2B）．AG73:EF1zz（1:9）-キトサン膜は

最も強い HDF の細胞接着と細胞伸展活性を示し，接着した HDF は，LG4 組換えタン

パク質に接着したものと同様に伸展した形態を示した（Fig. 1-2A, f）．  
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Fig. 1-2.  Cell morphology and attachment activity on peptide-chitosan membranes. 
A; CGG-AG73 and CGG-EF1zz were mixed in various ratios and were coupled to the MB-chitosan membranes 
(2 nmol/well) in 96-well plates.  HDFs (2 x 10

4
 cells) were allowed to attach to the peptide-chitosan 

membranes and to the rec-LG4 for 2 h and then stained with crystal violet.  (a) rec-LG4; (b) AG73-chitosan 
membrane; (c) EF1zz-chitosan membrane; (d) AG73:EF1zz (9:1)-chitosan membrane; (e) AG73:EF1zz 
(1:1)-chitosan membrane; (f) AG73:EF1zz (1:9)-chitosan membrane.  B; HDFs (2 x 10

4
 cells) were allowed to 

attach to the mixed peptide-chitosan membranes for 2 h and then stained with crystal violet.  The attached cells 
in three randomly selected fields were counted.  Each value represents the mean ± S.D. of triplicate 
experiments. 
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1-3-3 細胞接着に及ぼす EDTA とヘパリンの影響 

 ペプチド-キトサン膜および rec-LG4 の HDF の細胞接着活性に対する EDTA とヘパ

リンの阻害効果を評価した（Fig. 1-3）．ヘパリンの添加によって AG73-キトサン膜の

HDF の細胞接着活性は有意に阻害されたが，EF1zz-キトサン膜の HDF の細胞接着活

性はほとんど影響を受けなかった．一方，EDTA の添加によって EF1zz-キトサン膜の

HDF の細胞接着活性は有意に阻害されたが，AG73-キトサン膜の HDF の細胞接着活

性は影響を受けなかった．この結果は，AG73-キトサン膜はシンデカンを介して HDF

に接着し，EF1zz-キトサン膜はインテグリンを介して HDF に接着することを示して

いる．混合ペプチド-キトサン膜では，ヘパリンの添加によって AG73 の混合割合に

比例して HDF の細胞接着阻害効果が増加した．また，EDTA の添加によって EF1zz

の混合割合に比例して HDF の細胞接着阻害効果が増加した．rec-LG4 の HDF の細胞

接着は EDTA とヘパリンの両方によって部分的に阻害され，その阻害効果は

AG73:EF1zz (1:4 と 1:9)-キトサン膜の結果と類似していた．この結果から AG73:EF1zz 

(1:4 と 1:9)-キトサン膜は，rec-LG4 と同様にシンデカンとインテグリンの両方に作用

していることが示唆された． 
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Fig. 1-3.  Effect of EDTA and heparin on HDF attachment to peptide-chitosan membranes. 
AG73 and EF1zz were mixed in various ratios and were couple to the MB-chitosan membranes (2 nmol/well) in 
96-well plates.  HDFs were allowed to attach to the peptide-chitosan membranes in the absence (white bars) or 
presence (grey bars) of 5mM EDTA, or presence (black bars) of 10 mg/mL heparin.  EDTA or heparin was 
added to the cell suspension and then the cells were plated.  After a 1-h incubation, the attached cells were 
assessed by crystal violet staining.  Each value is depicted as percentage of the attached cell on the each 
peptide-chitosan membrane without inhibition.  Data are expressed as mean ± S.D. of triplicate results.  
Triplicate experiments gave similar results. 
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1-3-4 免疫蛍光染色 

 次に，rec-LG4 とペプチド-キトサン膜に接着した HDF のアクチンとビンキュリン

の免疫蛍光染色を行った．rec-LG4 に接着した HDF はアクチンストレスファイバーの

形成と接着斑へのビンキュリンの集積が観察された（Fig. 1-4 g）．AG73-キトサン膜に

接着した HDF はアクチンが細胞周囲に集積しラフリング膜が形成されたが，接着班

の形成とビンキュリンの集積は見られなかった（Fig. 1-4 a）．EF1zz-キトサン膜に接着

した HDF はアクチンストレスファイバーの形成が観察された（Fig. 1-4 f）．

AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜に接着したHDFは rec-LG4に接着したものと同様にアク

チンストレスファイバーの形成が観察された（Fig. 1-4 e and g）．この結果から，HDF

の細胞骨格形成において，AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜は rec-LG4 と同様に機能して

いることが示唆された． 

 

 
 
Fig. 1-4.  Organization of actin stress fibers and localization of vinculin of HDF on peptide-chitosan 
membranes. 
HDFs were plated on 8-well glass chambers coated with 3 g/well rec-LG4 or 2 nmol peptide-chitosan 
membranes for 2 h.  Cells were fixed, and then stained with phalloidin, anti-vinculin antibody, and DAPI for 
actin filaments (green), focal contacts (red), and nucleus (blue).  (a) AG73-chitosan membrane; (b) 
AG73:EF1zz (4:1)-chitosan membrane; (c) AG73:EF1zz (1:1)-chitosan membrane; (d) AG73:EF1zz 
(1:4)-chitosan membrane; (e) AG73:EF1zz (1:9)-chitosan membrane; (f) EF1zz-chitosan membrane; (g) rec-LG4 
(Color panels).  Localization of actin filaments (upper grey panel) and of vinculin (lower grey panel) is also 
shown in separate images.  The arrows showed the vinculin staining of focal contacts.  The scale bar in color 
panel indicates 50 m and in grey panel indicates 10 m. 
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1-3-5 ペプチド-キトサン膜に接着した細胞の面積 

 次に，ペプチド-キトサン膜に接着した HDF の面積を測定した（Fig. 1-5）．rec-LG4

はコントロールとして用いた．AG73 と EF1zz を混合してキトサン膜に固定化したと

き，接着した HDF の面積は増大した．AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜に接着した HDF

の面積は rec-LG4 に接着したものと同程度であった．この結果からも，AG73:EF1zz 

(1:9)-キトサン膜は rec-LG4 と同様に HDF の細胞骨格を形成し，強い細胞伸展活性を

示すことがわかった． 

 

 

 
Fig. 1-5.  Cell size on peptide-chitosan membranes. 
Images were captured and size of the cells were measured using BZ-analyzer software (Keyence).  Each value 
represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  *P<0.05, **P<0.005. 
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1-3-6 神経突起伸長活性 

 次に，PC12 細胞を用いてペプチド-キトサン膜の神経突起伸長活性を評価した．

rec-LG4 は細長い神経突起を伸長させた（Fig. 1-6A, f）．AG73-キトサン膜はやや太い

神経突起の伸長活性を示した（Fig. 1-6A, a）が，EF1zz-キトサン膜は神経突起伸長活

性を示さなかった（Fig. 1-6A, e）．AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜は，rec-LG4 と同様に

強い神経突起伸長活性を示した（Fig. 1-6A, d）．また，AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜上

の神経突起は最も長かった（Fig. 1-6B）．この結果は， 単独では神経突起伸長活性を

示さない EF1zz が，AG73 と共に働くことにより神経突起伸長活性を促進しているこ

とを示すものであり，混合ペプチド-キトサン膜が，rec-LG4 と同様にシンデカンとイ

ンテグリンの両方のレセプターを介して細胞に作用することを示唆している． 
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Fig. 1-6.  Neurite outgrowth activity on peptide-chitosan membranes. 
A; PC12 cells (3 x 10

3
 cells) were cultured on rec-LG4 and peptide-chitosan membranes.  After a 24 

h-incubation, attached and extended cells were assessed by crystal violet staining.  (a) AG73-chitosan 
membrane; (b) AG73:EF1zz (9:1)-chitosan membrane; (c) AG73:EF1zz (1:1)-chitosan membrane; (d) 
AG73:EF1zz (1:9)-chitosan membrane; (e) EF1zz-chitosan membrane; (f) rec-LG4.  B; Images were captured 
and the length of the neurites was measured using BZ-analyzer software (Keyence).  The graph is 
representative of at least three similar experiments and values ± S.D. are indicated.  *P<0.05, **P<0.005. 
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第 4 節：考察  

 組織工学の研究は，臨床応用への重要なアプローチであると考えられている．物理

的にも生物学的にも組織の修復，再構築をサポートするバイオマテリアルは組織工学

の分野において未だアンメットニーズである．生体内で細胞は，組織の維持，分化の

誘導，再生，ホメオスタシスに重要な役割を果たし，三次元超分子ネットワークを形

成している ECM で囲まれている．ECM を模倣することは，バイオマテリアル研究の

手法の一つであると考えられている．薄い膜状の ECM である基底膜は様々な細胞表

面レセプターを介して細胞と相互作用し，多くの生物学的機能を制御している．その

ため，基底膜の模倣物は理想的なバイオマテリアルとなり得ると考えられる．基底膜

成分の一つで多機能タンパク質であるラミニンは，様々な生物学的機能に重要な役割

を果たしている．近年，多機能分子であるラミニン1 鎖 LG4 モジュールが，in vivo

において1 鎖から切り離されて存在することが報告され 67)，その機能の解明が注目

されている 61, 68)． 

 本章では，高機能性材料のターゲットとしてラミニン1 鎖 LG4 モジュールに注目

し，混合ペプチド-キトサン膜を用いてその生物活性を模倣することを目的として研

究を行った．その結果，AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜は，多機能分子である LG4 モジ

ュールと同様に強力に細胞接着と神経突起伸長を促進した．また，混合ペプチド-キ

トサン膜は，シンデカン結合ペプチドと21 インテグリン結合ペプチドの混合比に

依存してその活性が変化し，種々の細胞機能をコントロールできることが明らかにな

った．これらの結果は，AG73 と EF1zz の混合比が 1:9 の時，シンデカンとインテグ

リンの相乗的な効果を得るのに最適な混合比であることを示している．  

 これまでに，インテグリンとシンデカンの相乗効果によって様々な細胞機能がコン

トロールされるという研究報告が多くなされてきた．例えば，ECM 構成タンパク質

であるフィブロネクチンは，シンデカン-2 と51 インテグリンに結合し接着斑形成

を誘導することが報告されている 38)．加えて，シンデカン-4 とインテグリンの両方と

相互作用し，培養細胞の伸展や接着斑の集積をコントロールしていることも報告され

ている 69, 70)．また，カルシノーマ細胞のビトロネクチンへの接着において，v3 イ

ンテグリンのシグナリングにはシンデカン-1 の集積が必要であることが報告されて

いる 29)．その他にも，v3 インテグリンは，細胞外ドメインで血小板増殖因子-

（PDGF-）と血管内皮増殖因子 2（VEGF-2）と相互作用し，細胞増殖，細胞遊走を

コントロールしていることも報告されている 71)．以上の研究報告と同様に

AG73:EF1zz (1:9)-キトサン膜においても，シンデカンとインテグリンの協調的な働き

が誘導されたことが示唆される．このように多くの研究から，in vivo での細胞接着に
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おいて，インテグリンとシンデカンなどの異なるレセプターが協調的に働くことは不

可欠であると広く考えられている．以上より，細胞接着において活性ペプチドを単独

で用いるよりも，異なるレセプターと相互作用するペプチドを混合して用いることで

各ペプチドの生物活性が相乗的に増強されることが明らかになり，ラミニン1鎖LG4

モジュールの生物活性を模倣できることが示唆された．混合ペプチド-キトサン膜の

アプローチはレセプター間の協調的な働きを誘導することができ，多様な細胞応答の

研究に役立つものである．また，このアプローチはレセプターどうしのクロストーク

の評価に有用であり，細胞または組織特異的なバイオマテリアルの開発に役立つもの

である． 

 近年，取り扱いが容易なペプチド-キトサン膜が臨床応用可能であることが，AG73-

キトサン膜をケラチノサイトの移植キャリアとして使用した in vivo アッセイによっ

て証明された 42)．ケラチノサイトを AG73-キトサン膜上で 2 時間培養し創傷部位に移

植したとき，移植された細胞は AG73-キトサン膜から組織へ移動，分化し，重層上皮

を形成したことが確認された．また最近，ケラチノサイトに対する接着活性を強く示

すペプチドがラミニン5 鎖のペプチドライブラリーから同定された．ラミニン5 鎖

由来の活性ペプチドをキトサン膜に固定化し，ケラチノサイトの移植に用いたところ，

創傷部位に移植され生存しているケラチノサイトは分化することができ，肉芽組織の

形成は減少した 72)． 

 上記の結果から，ターゲットとするレセプターとペプチド-キトサン膜との相互作

用は細胞の移植において重要であると考えられる．異なるレセプターに結合する複数

のペプチドを固定化した混合ペプチド-キトサン膜は，レセプター間相互作用をコン

トロールでき，細胞移植のための新たなバイオマテリアルとしての応用が期待できる． 

 以上本章では，AG73 と EF1zz を混合して（混合比=1:9）キトサン膜に固定化させ

ることによって，ラミニン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性を模倣できることが明ら

かになった．このことから，混合ペプチド-キトサン膜を用いることによって，タン

パク質の生物活性を模倣したバイオマテリアルを創製することが可能であると考え

られ，今後のさらなる研究の発展が期待される． 
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第 2 章 混合ペプチド-キトサン膜の生物活性 

 

第 1 節：序論 

 物理的にも生物学的にも組織の再生，修復をサポートするバイオマテリアルの開発

は組織工学の分野において特に重要である．生体内の組織で細胞は，組織の維持，分

化の誘導，組織再生，ホメオスタシスに重要な役割を果たしている ECM で囲まれて

いる 73)．現在，コラーゲン，ラミニン，フィブロネクチンなどの ECM 成分は細胞培

養時の足場材料として利用されている 74)． 

 薄い膜状の ECM である基底膜は皮膚，筋肉，神経，腎臓，血管，脂肪組織等に存

在し，組織再生や再構築に重要な役割を果たしている 5)．基底膜の主要成分であるラ

ミニンは，，鎖からなる巨大なヘテロ 3 量体の糖タンパク質である．ラミニンは

細胞接着，細胞遊走，分化，神経突起伸長，血管新生等に重要な役割を果たしている

ことが知られている 7)．以前から，2000 以上の合成ペプチドを用いたスクリーニング

によって，数多くのラミニン由来の活性ペプチドが同定されてきた 10-14, 22, 54, 75, 76)．約

20 種類のペプチドは，インテグリンとシンデカンを含む様々な細胞表面レセプターが

同定され，バイオマテリアルとしての応用の可能性が示されてきた 21, 77,-80)．例えば，

シンデカン結合ペプチド AG73（RKRLQVQLSIRT, mouse laminin 1 chain 2719-2730）

は細胞接着，細胞遊走，神経突伸長，血管新生，腺房形成を促進する 10, 15, 16, 81-83)．シ

ンデカンとインテグリンに結合するペプチド C16（KAFDITYVRLKF, laminin 1 chain 

139-150）は細胞接着，細胞遊走を促進する 11, 20, 84-86)．それぞれ，v及び

イ ン テ グ リ ン 結 合 ペ プ チ ド EF1zz （ a modified peptide of EF1, 

ATLQLQEGRLHFXFDLGKGR, X: Nle, mouse laminin 1 chain 2749-2768），A99a（a 

modified peptide of A99, ALRGDN, mouse laminin 1 chain 1145-1150）及び A2G10

（SYWYRIEASRTG, mouse laminin 2 chain 2223-2234）は細胞接着，細胞伸展を促進

する 21, 41,74, 79, 81, 87)． 

 キチンを脱アセチル化して得られるキトサンは，生分解性であり，創傷治癒を促進

することが証明されている 63, 64)．キトサン膜自体は組織には接着するが，細胞接着活

性は持たない 20)．キトサンは縫合糸や人工皮膚などの形ですでに臨床応用されている
65, 66)．以前から，ラミニン由来活性ペプチドをキトサン膜に固定化し，ECM を模倣

する研究が行われてきた 20, 21)．ペプチドの生物活性は細胞またはペプチドに特異的で

あり，キトサン膜に固定化することでその活性は大きく増強された 20, 66)．近年，取り

扱い容易なペプチド-キトサン膜が開発され，in vivo アッセイによってその臨床応用

の可能性が示された．AG73-キトサン膜がケラチノサイトの創傷部位への移植に効果
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的に働くことが証明された 42)．また，AG73-キトサン膜は，AG73 をプレートにコー

トしたときと同様に血管新生促進活性を保持していることも証明された 88)．これらの

結果から，ペプチド-キトサン膜は細胞移植といった組織工学の分野への応用に向け

た有力なツールとなり得ることが示唆された．さらに，AG73 と EF1zz などのインテ

グリン結合ペプチドを混合してキトサン膜に固定化すると，ペプチドの生物活性は相

乗的に増強されることが明らかになった 40)．この混合ペプチド-キトサン膜のアプロ

ーチは，ECM を模倣したバイオマテリアルとして応用可能であると考えられる． 

 本章では，異なるレセプターと相互作用するペプチドを混合してキトサン膜に固定

化することで，各ペプチドの相乗的な生物活性の増強を目的とした．2 種類のシンデ

カン結合ペプチド AG73，C16 と，それぞれ21，v3 及び61 インテグリンと結

合する 3 種類のインテグリン結合ペプチド EF1zz，A99a 及び A2G10 を用いて種々の

組み合わせの混合ペプチド-キトサン膜を作製した．それらの細胞接着活性，細胞伸

展活性を測定することで，キトサン膜上での各ペプチドの相乗的な効果を評価した． 
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第 2 節：実験材料および実験方法 

2-2-1 ペプチド合成 

 第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

2-2-2 細胞培養 

 HDF を第 1 章で記載した方法に従って培養した．シンデカン-1 を発現させたヒト

B-リンパ球細胞（ARH-77）は 10% FBS，100 units/mL ペニシリンおよび 100 g/mL ス

トレプトマイシンを含む RPMI-1640 培地で培養した 61)． 

  

2-2-3 Maleimidobenzoyloxy （MB）-キトサンの調製 

 MB-キトサンの調製は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

2-2-4 細胞接着活性の評価 

 HDF及びARH-77を用いた細胞接着活性の評価は第 1章で記載した方法に従って行

った． 

 

2-2-5 細胞接着に対する阻害アッセイ 

ヘパリン，EDTA を用いた HDF の細胞接着阻害効果の評価は第 1 章で記載した方法

に従って行った．本章では，抗インテグリン抗体を用いた HDF の細胞接着阻害効果

を評価した．HDF 懸濁液（1×10
4
 cells/well/100 L）に，抗インテグリン抗体を 30 g/mL

の濃度となるように加え，37℃，5% CO2の条件下で 15 分間インキュベートした後，

HDF懸濁液を各wellに播種し，37℃，5% CO2の条件下で 1時間インキュベートした．

インキュベーション後，0.2%クリスタルバイオレット/20%メタノール水溶液を加えて

接着した HDF を 15 分間染色し，Milli-Q 水で 2 回洗浄後，室温で 1 晩風乾させた．

その後，上記の細胞接着活性の評価と同様の方法で接着 HDF 数を算出した．ラット

モノクローナル抗ヒトインテグリン6（GoH3）抗体は，Santa Cruz Biotechnology 社

より購入した．マウスモノクローナル抗ヒトインテグリン1（FB12），2（P1E6），

3（P1B5），v（P3G8），1（6S6），v3（LM609）抗体は Millipore 社より購入し

た． 

 

2-2-6 免疫蛍光染色 

 免疫蛍光染色を第 1 章で記載した方法に従って行った． 
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2-2-7 統計解析法 

2 群間の有意差の判定は Student-t 検定を用いて行い，危険率 0.1%以下で有意差ありと

した．また，データは全て平均±標準偏差で表した． 
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第 3 節：実験結果 

2-3-1 ペプチド合成 

 A99a，AG73，EF1zz，A2G10，C16 の 5 種類の細胞接着ペプチドの N 末端に

Cys-Gly-Gly（CGG）の配列を付加した CGG ペプチドを合成した． 
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2-3-2 混合ペプチド-キトサン膜の細胞接着活性 

 HDF を用いて，種々の混合ペプチド-キトサン膜の細胞接着活性を評価した（Fig. 

2-1）．その結果，EF1zz，A99a 及び A2G10 と AG73 を混合してキトサン膜に固定化し

たとき，接着 HDF 数は各ペプチドを単独でキトサン膜に固定化したときの合計値よ

りも有意に増加した．一方，各インテグリン結合ペプチドと C16 を混合してキトサン

膜に固定化したとき，A99a/C16-キトサン膜のみの接着 HDF 数が有意に増加し，

EF1zz/C16-，A2G10/C16-キトサン膜の接着 HDF 数は各ペプチドを単独で用いたとき

の合計値と同程度であった．さらに，AG73/C16-キトサン膜についても相乗的な活性

の増強は見られなかった．この結果から，AG73 は EF1zz，A99a 及び A2G10 の HDF

の細胞接着活性を増強させ，C16 は A99a のみの細胞接着活性を増強させることが示

唆された． 

 

 

 

Fig. 2-1.  HDF attachment activity on peptide-chitosan membranes. 
Peptides (AG73: 3 pmol/mm

2
, C16: 6 pmol/mm

2
, EF1zz: 30 pmol/mm

2
, A99a: 30 pmol/mm

2
, A2G10: 75 

pmol/mm
2
) were coupled to the MB-chitosan membranes in 96-well plates as described in Materials and 

Methods.  HDFs (1 x 10
4
 cells/well) were allowed to attach to the single or mixed peptide-chitosan membranes 

for 1 h and then stained with crystal violet.  The attached cells in three randomly-selected fields were counted.  
Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  Sum: the sum of attached cell numbers on 
each single peptide-chitosan membrane.  Mix: the attached cell numbers on mixed peptide-chitosan membranes.  
Triplicate experiments gave similar results.  *P < 0.001.   
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2-3-3 混合ペプチド-キトサン膜の細胞伸展活性 

 続いて HDF を用いて，種々の混合ペプチド-キトサン膜の細胞伸展活性を評価した

（Fig. 2-2）．EF1zz/AG73-，A99a/AG73-及び A2G10/AG73-キトサン膜は強い HDF の細

胞伸展活性を示し，接着した HDF の面積は各ペプチドを単独で用いたときよりも有

意に増大した．A99a/C16-キトサン膜も強い HDF の細胞伸展活性を示し，接着した

HDFの面積は各ペプチドを単独で用いたときよりも有意に増大した．しかし C16は，

EF1zz と A2G10 の HDF の細胞伸展活性は増強させなかった．この結果から，HDF の

細胞接着活性と同様に AG73 は EF1zz，A99a 及び A2G10 の HDF の細胞伸展活性を増

強させ，C16 は A99a のみの細胞伸展活性を増強させることが示唆された． 

 

 

 

Fig. 2-2.  HDF spreading on peptide-chitosan membranes. 
Peptides (AG73: 3 pmol/mm

2
, C16: 6 pmol/mm

2
, EF1zz: 30 pmol/mm

2
, A99a: 30 pmol/mm

2
, A2G10: 75 

pmol/mm
2
) were coupled to the MB-chitosan membranes in 96-well plates as described in Materials and 

Methods.  HDFs (1 x 10
4
 cells/well) were allowed to attach to the single or mixed peptide-chitosan membranes 

for 1 h and then stained with crystal violet.  Images were captured and the area of the attached cells was 
measured using Bio Zero microscope.  The attached cells in three randomly-selected fields were evaluated.  
Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  Triplicate experiments gave similar results.  
*P < 0.001.  
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2-3-4 シンデカン-1 を発現させた B-リンパ球細胞を用いた細胞接着活性 

 次に，シンデカン-1 とそれぞれの混合ペプチド-キトサン膜の相互作用を調べるた

めに，シンデカン-1 を過剰発現させた B-リンパ球細胞（ARH-77）を用いて，混合ペ

プチド-キトサン膜の細胞接着活性を測定した（Fig. 2-3）．ARH-77 は AG73-と C16-

キトサン膜には接着したが，EF1zz-，A99a-及び A2G10-キトサン膜にはほとんど接着

しなかった．また，混合ペプチド-キトサン膜に接着した ARH-77 数は，各ペプチド

を単独で用いたときの合計値よりも減少した．この結果から，AG73 と C16 はシンデ

カン-1 と相互作用していること，ARH-77 の接着数を増加させる混合ペプチド-キトサ

ン膜はなかったことが示された．この結果は，2 種類のペプチドの相乗的な細胞接着

活性の増強を誘導するためには，複数ペプチドを混合するのみでなくシンデカンとイ

ンテグリンなどの異なるレセプターに同時に作用する必要があることを示唆するも

のである． 

 

 

 

Fig. 2-3.  Syndecan-1-overexpressing ARH-77 cell attachment to peptide-chitosan membranes. 
Peptides (AG73: 3 pmol/mm

2
, C16: 6 pmol/mm

2
, EF1zz: 30 pmol/mm

2
, A99a: 30 pmol/mm

2
, A2G10: 75 

pmol/mm
2
) were coupled to the MB-chitosan membranes in 96-well plates as described in Materials and 

Methods.  Syndecan-1-overexpressing ARH-77 (1 x 10
4
 cells/well) were allowed to attach to single or mixed 

peptide-chitosan membranes for 1 h and then stained with crystal violet.  The attached cells in three 
randomly-selected fields were counted.  Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  
Sum: the sum of attached cell numbers on each single peptide-chitosan membrane.  Mix: the attached cell 
numbers on mixed peptide-chitosan membranes.  Triplicate experiments gave similar results. 
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2-3-5 細胞接着に対するヘパリン，EDTA 及び抗インテグリン抗体の影響 

 次に，AG73-と C16-キトサン膜が結合するレセプターの特異性を調べるために，ヘ

パリン，EDTA 及び抗インテグリン抗体の HDF の接着に与える影響を評価した（Fig. 

2-4）．AG73-キトサン膜の細胞接着活性はヘパリンのみによって阻害され，EDTA と

各抗インテグリン抗体は影響を与えなかった．一方，C16-キトサン膜の細胞接着活性

はヘパリン，EDTA 及び抗1 インテグリン抗体によって阻害されたが，抗v3 イン

テグリン抗体は影響を与えなかった．抗1，2，3，6 及びv インテグリン抗体は

AG73-と C16-キトサン膜の細胞接着活性に影響を与えなかった（data not shown）．こ

の結果から，AG73とC16はシンデカンに結合することが示され，さらにC16はEF1zz，

A2G10 と同様に1 インテグリンとも相互作用することが示唆された． 

 

 

 

Fig. 2-4.  Effect of heparin, EDTA, and anti-integrin antibodies on HDF attachment to peptide-chitosan 
membranes. 
Peptides (AG73: 30 pmol/mm

2
, C16: 30 pmol/mm

2
) were coupled to the MB-chitosan membranes in 96-well 

plates as described in Materials and Methods.  HDFs (1 x 10
4
 cells/well) were allowed to attach to the 

peptide-chitosan membranes in the absence or presence of heparin (10 g/mL), EDTA (5 mM), or anti-integrin 
antibodies (30 g/mL).  Heparin, EDTA, or anti-integrin antibodies were added to the cell suspension and then 
cells were plated.  After a 1 h-incubation, the attached cells were assessed by crystal violet staining.  The 
values are expressed as mean ± S.D. of triplicate results.  Triplicate experiments gave similar results.  *P < 
0.001. 
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2-3-6 A2G10/AG73-，A2G10/C16-キトサン膜の細胞接着活性 

 次に，61 インテグリン結合ペプチドの A2G10 に着目し，A2G10/AG73 と

A2G10/C16 の最適な混合比を求めた．A2G10-，A2G10/AG73-及び A2G10/C16-キトサ

ン膜は濃度依存的な HDF の細胞接着活性を示した（Fig. 2-5A）．A2G10/AG73-キトサ

ン膜は，A2G10-キトサン膜と比較してより強い HDF の細胞接着活性を示し，混合比

A2G10:AG73 = 25:1 のときに強い細胞接着活性を示したことから，混合比

A2G10:AG73 = 25:1 が最適混合比であることが示唆された．次に，ペプチド-キトサン

膜に接着した HDF の形態を観察した（Fig. 2-5B）． AG73-と C16-キトサン膜に接着

した HDF はアクチンが細胞周囲に集積しラフリング膜が形成されたが，ビンキュリ

ンの集積は見られなかった．A2G10-キトサン膜はわずかなアクチンストレスファイ

バーの形成が見られた．一方，A2G10/AG73-キトサン膜はアクチンストレスファイバ

ーの形成とビンキュリンの集積を含む接着斑が観察された．A2G10/C16-キトサン膜に

接着した HDF の形態は，A2G10-キトサン膜に接着したものと同様であった． 
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Fig. 2-5.  HDF attachment activity of the A2G10-chitosan membranes. 
A; Various amounts of A2G10 (15 - 300 pmol/mm

2
) were coupled to the MB-chitosan membranes in the absence 

or presence of AG73 (3 pmol/mm
2
) and C16 (6 pmol/mm

2
).  The HDFs (1 x 10

4
 cells/well) were allowed to 

attach to the peptide-chitosan membranes for 1 h and then stained with crystal violet.  The attached cells in 
three randomly-selected fields were counted.  Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  
Triplicate experiments gave similar results.  B; Morphology and actin stress fibers of HDFs on the 
peptide-chitosan membranes.  HDFs (8 x 10

3 
cells/well) were plated on 8-well glass chambers coated with 

peptide-chitosan membranes for 2 h.  The attached cells were fixed, and then stained with phalloidin, 
anti-vinculin antibody, and DAPI for actin filaments (green), focal contacts (red), and nuclei (blue).  (a) AG73 
(30 pmol/mm

2
); (b) C16 (30 pmol/mm

2
); (c) A2G10 (75 pmol/mm

2
); (d) A2G10 (75 pmol/mm

2
)/AG73 (3 

pmol/mm
2
); (e) A2G10 (75 pmol/mm

2
)/C16 (6 pmol/mm

2
).  Bar indicates 50 m. 
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第 4 節：考察 

 ECM タンパク質は三次元超分子ネットワークを形成し，組織の発生や再生に重要

な役割を果たしていることが知られている 73)．現在，ECM の機能の模倣はバイオマ

テリアル研究の手法の一つと考えられている．細胞表面レセプターとして ECM と結

合するインテグリンとシンデカンは，細胞内シグナル伝達において協調的に働いてい

ることが報告されている 36)．以前から，2 種類のラミニン由来合成ペプチド AG73/EF1

及び AG73/A99 を用いた研究によって，それぞれシンデカン/21 インテグリン及び

シンデカン/v3 インテグリンの協調的な作用が証明されてきた 20, 40)．混合ペプチド

AG73/EF1 はそれぞれ単独で用いたときに比べ，より強く速い細胞接着活性，細胞伸

展活性を示し，より強力に FAK のリン酸化を促進した 68)．さらに，AG73 と EF1zz

を混合してキトサン膜に固定化することにより，各ペプチドの生物活性が相乗的に増

強された 40)．また近年，シンデカン結合ペプチドは，Ⅰ型コラーゲン，ラミニン，フ

ィブロネクチンなどのインテグリン結合タンパク質の生物活性を増強させる「促進

剤」として機能することが報告された 39)． 

 本章では，2 種類のシンデカン結合ペプチド AG73，C16 と，それぞれ21，v3

及び61 インテグリンと相互作用する 3 種類のインテグリン結合ペプチド EF1zz，

A99a 及び A2G10 を用いて混合ペプチド-キトサン膜を作製し，その細胞接着活性，細

胞伸展活性を評価した．キトサン膜は足場材料として使用し，シンデカン結合ペプチ

ドとインテグリン結合ペプチドをキトサン膜に共有結合させた．その結果，混合ペプ

チド-キトサン膜がシンデカンとインテグリンに同時に作用することで細胞接着活性，

細胞伸展活性が増強されることがわかり，バイオマテリアルとしての有用性が示され

た．AG73 は EF1zz，A99a 及び A2G10 の細胞接着活性，細胞伸展活性を増強させる

ことができた．対照的に，C16 は A99a の細胞接着活性，細胞伸展活性のみ増強させ

た．この結果は，C16 は EF1zz と A2G10 の細胞接着活性，細胞伸展活性は増強でき

ないことを示唆している．その原因として，AG73-キトサン膜はシンデカンのみと相

互作用するのに対して，C16-キトサン膜はシンデカンと1 インテグリンの 2 種類の

レセプターと相互作用していることが考えられる．C16 は1 インテグリンとの相互作

用において EF1zz，A2G10 と競合するため，これらのペプチドの活性を増強できなか

ったことが示唆された．AG73 はシンデカンのみと相互作用することから，様々なタ

イプのインテグリン結合ペプチドとの混合に適していることがわかった．また，シン

デカン-1 を過剰発現させた ARH-77 を用いて細胞接着活性を評価した結果，全ての混

合ペプチド-キトサン膜で細胞接着活性の増強は認められなかった．この結果から，2

種類のペプチドの相乗的な生物活性の増強を誘導するためには，複数ペプチドを混合
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するのみでなくシンデカンとインテグリンなどの異なるレセプターに同時に作用す

ることが必要であると示唆された． 

 次に，キトサン膜上での細胞接着活性における A2G10/AG73 の混合比の最適化を試

みた．AG73 を種々の濃度の A2G10 と混合し細胞接着活性を評価したところ，A2G10 

(75 pmol/mm
2
)/AG73 (3 pmol/mm

2
)-キトサン膜が強い細胞接着活性を示すことがわか

った．この結果から，モル比 25:1 の混合比がシンデカンと61 インテグリンを介し

た細胞接着において相乗効果を誘導する最適な混合比であることが示唆された．以上

より，A2G10/AG73 (25:1)-キトサン膜は，61 インテグリンの生物学的な機能を解析

するための有用なツールとなり得る上に，ECM を模倣したバイオマテリアルとして

の応用が期待される． 

 これまでに多くの研究によって，インテグリンとシンデカンを含む様々な細胞膜タ

ンパク質によって細胞応答がコントロールされていることが明らかにされてきた．ま

た，アクチンストレスファイバーと接着斑の形成に関与するインテグリンのシグナル

伝達にはシンデカンが必要であることも証明されてきた．例えば，ECM タンパク質

であるフィブロネクチンはシンデカン-4 とインテグリンの両レセプターに結合し，細

胞伸展と接着斑の集積を制御していることが報告されている 69, 70)．また，カルシノー

マ細胞のv3 インテグリンを介したビトロネクチンへの接着の際にはシンデカン-1

のクラスタリングが必要であることも報告されている 29)．加えて，v3 インテグリ

ンの細胞外ドメインは血小板増殖因子-（PDGF-）と血管内皮増殖因子 2（VEGF-2）

と相互作用し，細胞増殖や細胞遊走をコントロールしているという報告もある 36)．こ

れらの研究報告と同様に混合ペプチド-キトサン膜上においても，シンデカンとイン

テグリンが協調的に働いて細胞応答を制御していると推察される． 

 これらの研究から，in vivo での細胞接着において，シンデカンとインテグリンの両

レセプターが同時に機能することは不可欠であると考えられる．本章で行った混合ペ

プチド-キトサン膜のアプローチでは，シンデカンとインテグリンの協調的な働きを

誘導することができた．このアプローチは多様なレセプター間相互作用の研究に役立

つものであり，細胞あるいは組織特異的なバイオマテリアルの開発に有用であると考

えられる． 

 以上本章では，2 種類のシンデカン結合ペプチド AG73，C16 と， 3 種類のインテ

グリン結合ペプチド EF1zz，A99a 及び A2G10 を用いた混合ペプチド-キトサン膜の細

胞接着活性，細胞伸展活性を評価した．その結果，AG73 はシンデカンのみに結合す

ることから 3 種類全てのタイプのインテグリン結合ペプチドの細胞接着活性，細胞伸

展活性を増強させ，C16 はシンデカンと1 インテグリンに結合することから1 イン
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テグリンには結合しない A99a の細胞接着活性，細胞伸展活性を増強させることが明

らかになった． 
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第 3 章 ペプチド-キトサン膜の足場効果 

 

第 1 節：序論 

 組織工学は機能的な組織や臓器の代替物を創出することを目的としている 89)．培養

細胞の足場材料には天然由来物と人工合成物があり，それら自体は不活性である．そ

のため，ターゲットとする臓器に特異的な生物活性を足場材料に付与する試みが行わ

れている．ラミニン，コラーゲン，フィブロネクチンなどの ECM 成分やそれら由来

の活性ペプチドは，組織特異的な生物活性を足場材料に付与するための候補物質と考

えられている 89-91)．薄い膜状の ECM である基底膜は，発生や組織の再生，再構築に

重要な役割を果たしていることが知られている 92)．生体内で基底膜は細胞の足場とし

て機能していることから，組織工学の分野では基底膜の模倣が重要な研究テーマとな

っている．基底膜の主要な構成タンパク質であるラミニンは，，，鎖からなる巨

大なヘテロ 3 量体の糖タンパク質であり，皮膚，筋肉，神経，腎臓，血管あるいは脂

肪組織等に存在する 6)．ラミニンは細胞接着，細胞遊走，細胞増殖，神経突起伸長，

血管新生の促進など基底膜機能のほとんどを有する多機能性タンパク質である 6, 7)． 

 以前から，2000 以上の合成ペプチドを用いたシステマチックなスクリーニングによ

ってラミニン由来の多くの活性ペプチドが同定されてきた 10-13, 22, 67, 93, 94)．これらの活

性ペプチドの多くは特異的に相互作用する細胞表面レセプターが同定され，バイオマ

テリアルとして組織工学への応用の可能性が示されてきた 20, 21, 40, 42, 72, 88)． 

 キチンを脱アセチル化して得られるキトサンは，生分解性であり，創傷治癒を促進

することが報告されている 63, 64)．キトサン膜は組織には接着するが，それ自体には細

胞接着活性はない 20)．キトサンは縫合糸や人工皮膚などの形ですでに臨床応用されて

いる 65, 66)．以前から，ラミニン由来活性ペプチドをキトサン膜に固定化し，ECM を

模倣する研究が行われてきた 20, 21, 40)．ペプチドの生物活性は，キトサン膜に固定化す

ることで大きく増強された 20, 66)．近年，取り扱いが容易なペプチド-キトサン膜が開

発され，in vivo アッセイによってその臨床応用への可能性が示された 42)．ラミニン由

来活性ペプチドを固定化したキトサン膜が，ケラチノサイトの創傷部位への移植に効

果的に働くことが報告された 42,72)．また，AG73-キトサン膜は，AG73 をプレートに

コートしたときと同様に血管新生促進活性を保持していることも示された 88)．これら

の結果から，ペプチド-キトサン膜は細胞移植などの組織工学の分野への応用に向け

て有用なツールとなり得ることが示唆された．ペプチド-キトサン膜の有用性が証明

された一方で，キトサン膜の足場材料としての特性，ペプチドとレセプターとの相互

作用に与える影響や生物活性に対する効果は未だ十分に研究されていない． 
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 本章では，ペプチド-キトサン膜の足場効果に着目し，足場材料としてのキトサン

膜を最適化し，ペプチド-レセプター間の相互作用や生物学的機能を効率よく誘導す

ることを目的とした．キトサン量の異なる 6 種類の膜（1.5-1500 ng/mm
2
, Fig 3-1）に

ラミニン1 鎖由来のv3 インテグリン結合ペプチド A99a とシンデカン結合ペプチ

ド AG73 を固定化させたペプチド-キトサン膜を作製した．これら種々のペプチド-キ

トサン膜の足場効果を評価するために，細胞接着活性，細胞伸展活性，FAK のリン酸

化，神経突起伸長などの生物活性を測定した．また，ペプチド-キトサン膜が効率よ

く生物活性を誘導するための最適なキトサン量を決定した．さらに，混合ペプチド

A99a/AG73-キトサン膜の足場効果についても評価した． 

 

 

Fig. 3-1.  Various peptide-chitosan membranes (1.5-1500 ng/mm
2
) 
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第 2 節：実験材料および実験方法 

3-2-1 ペプチド合成 

 ペプチド合成は第 1 章で記載した方法に従って行った．  

 

3-2-2 細胞培養 

 HDF と PC12 細胞を第 1 章で記載した方法に従って培養した． 

 

3-2-3 Maleimidobenzoyloxy （MB）-キトサンの調製 

 MB-キトサンの調製は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

3-2-4 細胞接着活性の評価 

 はじめに，濃度の異なる 6 種類の MB-キトサン溶液（4%酢酸，1-1000 g/mL）を

調製した．各 MB-キトサン溶液を 50 L ずつ 96-well プレートに加え 24 時間室温で乾

燥させることにより，キトサン量の異なる 6 種類の膜（1.5-1500 ng/mm
2
, Fig 3-1）を

作製した．各 well に 1% NaHCO3水溶液（100 L）を加え，10 分間塩基処理した後

PBS（100 L）で 2 回洗浄した．ペプチド溶液（1 mM，0.1%TFA 水溶液，50 L）と

1% NaHCO3水溶液（50 L）を加え，室温で遮光して 2 時間インキュベートすること

により，6 種類のキトサン量の異なるペプチド-キトサン膜を作製した（Fig 3-1）．以

下，HDF の細胞接着活性の評価は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

3-2-5 細胞接着に対する阻害アッセイ 

 HDF の細胞接着に対する阻害の評価は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

3-2-6 神経突起伸長アッセイ 

 神経突起伸長の評価は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

3-2-7 免疫蛍光染色 

 免疫蛍光染色は第 1 章で記載した方法に従って行った． 

 

3-2-8 FAK のリン酸化の測定 

 HDF（2×10
4
 cells/well/50 L）を 37℃，5% CO2の条件下で 90 分間培養した．その

後，HDF を 50 L の SDS サンプルバッファーで溶解させ，7.5%の SDS-PAGE で分離

し，polyvinylidene difluoride（PVDF）膜に転写した．この膜を 3% BSA でブロッキン
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グし，抗リン酸化 FAK 抗体（Tyr397）もしくは抗 FAK 抗体（1:1000, Cell Signaling）

を 4℃で一晩反応させ，標識 2 次抗体（HRP）（1:2000, GE Healthcare）で ECL キット

（GE Healthcare）を用いて検出した．リン酸化された FAK の相対値を ImageJ 1.63 ソ

フトウェアを用いてバンドの濃さより解析した． 

 

3-2-9 統計解析法 

2 群間の有意差の判定は Student-t 検定を用いて行い，危険率 1%以下で有意差ありと

した．また，データは全て平均±標準偏差で表した． 
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第 3 節：実験結果 

3-3-1 ペプチド合成 

 A99a と AG73 の 2 種類の細胞接着ペプチドの N 末端に Cys-Gly-Gly（CGG）の配列

を付加した CGG ペプチドを合成した． 

 

3-3-2 ペプチド-キトサン膜の細胞接着活性 

 2 種類の細胞接着ペプチド（A99a，AG73）を用い，キトサン量の異なる 6 種類の

ペプチド-キトサン膜（1.5-1500 ng/mm
2
, Fig 3-1）を作製した．HDF を用いて，これら

のペプチド-キトサン膜の細胞接着活性を測定した（Fig. 3-2）．ペプチドの結合してい

ないキトサン膜は細胞接着活性を示さなかった（data not shown）．また，A99a-キトサ

ン膜は全てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）で AG73-キトサン膜よりも弱い細胞接着

活性を示した．A99a-キトサン膜の細胞接着活性は，キトサン量 3 ng/mm
2のときに最

大となり，キトサン量の増加に伴い徐々に減少した．一方，AG73-キトサン膜の細胞

接着活性は全てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）においてほとんど変化しなかった．

この結果から，A99a-キトサン膜の細胞接着活性はキトサン量に依存するが，AG73-

キトサン膜の細胞接着活性はキトサン量の影響を受けにくいことが示唆された． 
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Fig. 3-2.  Cell attachment activity on peptide-chitosan membranes. 
CGG-A99a and CGG-AG73 (50 nmol/well) were coupled to the MB-chitosan membranes (1.5-1500 ng/mm

2
) in 

96-well plates.  HDFs (5 x 10
3
 cells) were allowed to attach to the peptide-chitosan membranes for 2h and then 

stained with crystal violet.  The attached cells in three randomly selected fields were counted.  Each value 
represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  *P < 0.0005.  Triplicate experiments gave similar 
results. 
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3-3-3 ペプチド-キトサン膜の細胞伸展活性 

 次に，HDF を用いて 6 種類のペプチド-キトサン膜（1.5-1500 ng/mm
2）の細胞伸展

活性を評価した（Fig. 3-3）．A99a-キトサン膜に接着した HDF はキトサン量に依存し

た細胞伸展を示した．一方，AG73-キトサン膜に接着した HDF はいずれのキトサン

量においても，AG73 をプレートコートしたときと同様に丸い形態を示した． 

 A99a-キトサン膜では，キトサン量 1.5-3 ng/mm
2のとき HDF の面積は大きくなり，

HDF は強く伸展した．特に，キトサン量 3 ng/mm
2のとき細胞伸展活性は最大となっ

た．また，細胞伸展活性はキトサン量の増加に伴い徐々に減少し，細胞接着活性と同

様にキトサン量に大きく依存した．対照的に，AG73-キトサン膜の細胞伸展活性は全

てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）において大きな変化はなく，細胞接着活性と同様

にキトサン量には依存しなかった．この結果から，インテグリンを介した HDF の細

胞伸展は足場の影響を受けやすいことが示唆された． 

 

 
 
Fig. 3-3.  Cell spreading activity on peptide-chitosan membranes. 
CGG-A99a and CGG-AG73 (50 nmol/well) were coupled to the MB-chitosan membranes (1.5-1500 ng/mm

2
) in 

96-well plates.  HDFs (5 x 10
3
 cells) were allowed to attach to the peptide-chitosan membranes for 2h and then 

stained with crystal violet.  Images were captured and the area of the attached cells was measured using 
BZ-analyzer software (Keyence).  Each value represents the mean ± S.D. of triplicate experiments.  *P < 
0.0005. 



 45 

3-3-4 細胞形態の観察 

 次に，3 種類のペプチド-キトサン膜（3-300 ng/mm
2）上の HDF の細胞骨格と接着

斑の形成を評価するために，アクチンとビンキュリンを免疫染色して観察した（Fig. 

3-4）．A99a-キトサン膜では，キトサン量が少ない 3 ng/mm
2のとき HDF の細胞骨格・

アクチンストレスファイバーと接着斑の形成が観察された．しかし，キトサン量の増

加に伴ってアクチンストレスファイバーと接着斑の形成は減少した．対照的に，

AG73-キトサン膜では，キトサン量にかかわらず（3-300 ng/mm
2），アクチンが細胞膜

の周囲に集積したラフリング膜の形成が観察された．この結果から，足場としてのペ

プチド-キトサン膜の HDFの細胞骨格形成に与える影響はペプチドによって異なるこ

とが明らかになった． 

 

 

 

Fig. 3-4.  Morphology and actin stress fibers on peptide-chitosan membranes .   
HDFs (8 x 10

3
 cells) were incubated on 8-well plastic chambers coated with A99a- and AG73-chitosan 

membranes (3-300 ng/mm
2
) for 2h.  Cells were fixed, and then stained with phalloidin, anti-vinculin antibody, 

and DAPI for actin filaments (green), focal contacts (red), and nuclei (blue).  Bar indicates 50 m. 
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3-3-5 細胞接着に対する EDTA とヘパリンの影響 

 次に，ペプチド-キトサン膜（3-300 ng/mm
2）への HDF の接着に対する EDTA とヘ

パリンの影響を評価した．EDTA は A99a-キトサン膜への HDF の接着を阻害したが，

AG73-キトサン膜への接着には影響しなかった（Fig. 3-5A）．一方，ヘパリンは AG73-

キトサン膜への HDF の接着を阻害したが，A99a-キトサン膜への接着には影響しなか

った（Fig. 3-5B）．これらの結果は，A99a-キトサン膜への HDF の接着は二価カチオ

ン依存的なインテグリンを介する接着であること，AG73-キトサン膜への HDF の接

着はシンデカンなどの HSPGs を介する接着であることを示している．さらに，ペプ

チドのレセプター特異的な相互作用は，キトサンの量に影響されないことがわかった． 
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Fig. 3-5.  Effect of EDTA and heparin on HDF attachment to peptide-chitosan membranes. 
HDFs were allowed to attach to the peptide-chitosan membranes (A: A99a-chitosan membranes, B: 
AG73-chitosan membranes) in the absence (white bars) or presence (black bars) of 5 mM EDTA, or presence 
(gray bars) of 10 g/mL heparin.  EDTA or heparin was added to the cell suspension and then the cells were 
plated.  After a 1 h-incubation, the attached cells were assessed by crystal violet staining.  Data are expressed 
as mean ± S.D. of triplicate results.  *P < 0.0001.  Triplicate experiments gave similar results. 
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3-3-6 ペプチド-キトサン膜の神経突起伸長活性 

 次に，6 種類のペプチド-キトサン膜（1.5-1500 ng/mm
2）の神経突起伸長活性を，PC12

細胞を用いて評価した（Fig. 3-6）．A99a-キトサン膜上では，キトサン量の増加に伴っ

て神経突起伸長が促進し，キトサン量 30 ng/mm
2以上で A99a-キトサン膜は強い神経

突起伸長活性を示した．この結果から，A99a-キトサン膜上の神経突起伸長活性はキ

トサン量に依存し，キトサン量 30 ng/mm
2以上で強い神経突起伸長活性が得られるこ

とがわかった．一方， AG73-キトサン膜は全てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）に

おいて神経突起伸長活性に大きな変化はなかった．以上より，インテグリンを介した

神経突起伸長は足場としてのペプチド-キトサン膜の影響を強く受けることが示唆さ

れた． 
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Fig. 3-6.  Neurite outgrowth activity on peptide-chitosan membranes. 
A; PC12 cells (3 x 10

3
 cells) were cultured on A99a- and AG73-chitosan membranes (1.5-1500 ng/mm

2
) in 

96-well plates.  PC12 cells were assayed.  After a 24 h-incubation, attached and extended cells were assessed 
by crystal violet staining.  a-d; A99a-chitosan membranes (1.5, 3, 30, and 1500 ng/mm

2
), e-h; AG73- chitosan 

membranes (1.5, 3, 30, and 1500 ng/mm
2
).  B; Images were captured and the length of the neurites were 

measured.  The graph is representative of at least three similar experiments and values ± S.D. are indicated.  
*P < 0.0001. 
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3-3-7 A99a/AG73 混合ペプチド-キトサン膜の生物活性 

 A99/AG73 混合ペプチド-キトサン膜が効果的に HDF の伸展とアクチンストレスフ

ァイバーの形成を促進することがすでに報告されている 20)．本章においては，

A99a/AG73 ペプチド-キトサン膜（混合比 A99a:AG73 = 9:1）の生物活性について詳細

に評価した． 

 HDF を用いた A99a/AG73-キトサン膜の細胞接着活性と神経突起伸長活性は AG73-

キトサン膜と同程度だった（Fig. 3-7A and C）．一方，HDF を用いた A99a/AG73-キト

サン膜の細胞伸展活性は，キトサン量が少ないとき（1.5-30 ng/mm
2）は AG73-キトサ

ン膜と同程度であったが，キトサン量が多いとき（150-1500 ng/mm
2）はその活性は増

強された（Fig. 3-7B）．さらに，キトサン量が多いとき（300 ng/mm
2），A99a/AG73-

キトサン膜に接着した HDF の Tyr397-FAK のリン酸化が促進された（Fig. 3-8）．一方，

A99a-キトサン膜（300 ng/mm
2）と AG73-キトサン膜（3, 300 ng/mm

2）に接着した HDF

の Tyr397-FAK のリン酸化は促進されなかった．これらの結果は，キトサン量が多い

ときに，A99a とインテグリンとの結合と AG73 とシンデカンとの結合は相互に協調

的に働き，混合ペプチド-キトサン膜の生物活性を相乗的に増強させることを示唆し

ている．
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Fig. 3-7.  Cell attachment and spreading and neurite outgrowth activity on mixed peptide-chitosan 
membranes. 
CGG-AG73 (5 nmol/well) and CGG-A99a (45 nmol/well) were coupled to the MB-chitosan membranes 
(1.5-1500 ng/mm

2
) in 96-well plates.  A; HDFs (5 x 10

3
 cells) were allowed to attach to the peptide-chitosan 

membranes for 2 h and then stained with crystal violet.  The attached cells in three randomly selected fields 
were counted.  B; Images were captured and the area of the attached cells was measured using BZ-analyzer 
software (Keyence).  C; The length of the neurites was measured.  Images were captured and the length of the 
neurites was measured.  The line in each graphs indicated in result in previous figure: A; solid line AG73, dot 
line A99a from Fig. 3-2, B; solid line AG73, dot line A99a from Fig. 3-3, C; solid line AG73, dot line A99a from 
Fig. 3-6.  *P < 0.0005.  Triplicate experiments gave similar results. 
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Fig. 3-8.  Phosphorylation of FAK Tyr397 on mixed peptide-chitosan membranes. 
A; Tyr397-FAK phosphorylation and FAK of HDFs on A99a/AG73 (molar ratio A99a:AG73 = 9:1)-chitosan 
membranes were analyzed by immunoblotting.  The HDFs were incubated on the various peptide-coated plates 
(50 l, 2 x 10

4
 cells/well) for 90 min, were lysed by 50 L of SDS sample buffer, and assessed by western 

blotting.  B; Quantitation of A.  Data are expressed as mean ± S.D. of triplicate results.  *P<0.01.  Triplicate 
experiments gave similar results. 
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第 4 節：考察 

 物理的にも生物学的にも優れた機能を持ち，組織の再生・修復をサポートする足場

材料のデザインは組織工学の分野の重要な課題である 95, 96)．生体内で細胞は，組織の

維持，発生の誘導，あるいは組織再生の促進に重要な役割を果たし 3D マトリックス

を形成している ECM に囲まれている．バイオマテリアルの研究において，ECM を模

倣することが新たな研究の方向性と考えられている 90, 91)．薄い膜状の ECM である基

底膜は，様々な細胞表面レセプターと相互作用し，多くの生物学的機能を制御してい

る 95)．基底膜の模倣物は，細胞工学や組織工学の分野において理想的なバイオマテリ

アルの一つであると考えられている 96)．基底膜成分であるラミニンは多機能性タンパ

ク質であり，基底膜において多くの生物学的機能を担っている 6)． 

 本章では，細胞機能に対するペプチド-キトサン膜の足場効果を評価した．6 種類の

異なる量（1.5-1500 ng/mm
2）のキトサン膜を足場材料として用い，インテグリン結合

ペプチドとシンデカン結合ペプチドを共有結合させた．v3 インテグリン結合ペプ

チド A99a を種々の量のキトサン膜に固定化した場合，その細胞接着活性はキトサン

量に依存し，キトサン量 3 ng/mm
2のときに活性は最大であった．また，キトサン量 3 

ng/mm
2 のときには細胞伸展活性も最大となり，細胞骨格形成も強く促進された．さ

らに，キトサン量 3 ng/mm
2のときには Tyr397-FAK のリン酸化が促進された．これら

の結果から，インテグリンを介した A99a-キトサン膜への細胞接着はキトサン量に依

存することが示唆された．神経突起伸長活性が最大となったのは，キトサン量 30 

ng/mm
2のときであった．以上より，A99a-キトサン膜は特定のキトサン量のときに生

物活性が最大となると考えられる．対照的に，AG73-キトサン膜の細胞接着活性，神

経突起伸長活性は全てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）で変化しなかった．これらの

結果から，インテグリンを介した細胞接着は足場条件が非常に重要となり，シンデカ

ンを介した細胞接着は足場条件に依存しないことが示された． 

 多くの研究によって，細胞応答はインテグリンとシンデカンを含む様々な要因によ

って制御されていることが明らかになっている．例えば，ECM タンパク質であるビ

トロネクチンは，シンデカン-1 とインテグリンの両方に作用し細胞伸展と接着斑の集

積を制御していることが報告されている 29, 98)．フィブロネクチンはシンデカン-2 と

51 インテグリンに結合し接着斑の形成を誘導しているという報告もなされている
38)．これらの研究結果は，インテグリンとシンデカンが同時に機能することは細胞接

着において非常に重要であることを示している．A99a/AG73-キトサン膜（3-30 

ng/mm
2）はインテグリンとシンデカンの両レセプターと効果的に相互作用し，細胞接

着基質として有用であることが示された．固定化するペプチドごとにペプチド-キト
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サン膜を最適化することによって，効率的なバイオマテリアルの開発が可能になるこ

とが示された． 

 A99a-キトサン膜の生物活性がキトサン量に依存することから，インテグリンを介

した細胞接着は足場条件の影響を強く受けることがわかった．近年，足場材料の物理

的強度が細胞接着において重要な要素であることが示されてきた 100, 101)．インテグリ

ン-ECM 結合の初期段階では，接着斑の前駆体となる小さなタンパク質の複合体が形

成されることにより，細胞を引っ張る力が発生する 102)．インテグリン-ECM 結合によ

って，細胞接着の初期から 1-3 nN/m
2のけん引力が生じている．一方で，ラメリポデ

ィアの形成によっては 0.8-0.9 nN/m
2のけん引力が生じている 102)．これらの結果から，

AG73 の細胞接着がキトサン量に依存しないのは，ラメリポディアの形成による弱い

けん引力のためであると考えられる．一方，A99a の細胞接着がキトサン量に依存す

る原因としては，接着斑の形成による強いけん引力に対して多量のキトサンは十分な

強度を保持していないことが考えられる．さらに，A99a/AG73-キトサン膜（混合比

=9:1）は，インテグリンとシンデカンに同時に結合したことによって，細胞接着の初

期から生じるけん引力が減少し，キトサン膜が十分な強度を保持していなくても大き

な接着斑の形成が促進されたと考えられる．以前から，21 インテグリンに結合す

る EF1 と AG73 を混合した EF1/AG73-キトサン膜（混合比=9:1）は特に強い細胞接着

活性を示すことが明らかにされている 40)．本章の結果においてもインテグリン結合ペ

プチドとシンデカン結合ペプチド（混合比=9:1）の混合ペプチド-キトサン膜が最も強

い細胞接着活性を示した．また，A99a/AG73-キトサン膜はキトサン量が多いとき

（150-1500 ng/mm
2）に効果的に細胞接着を促進することが示された． 

 近年，取り扱いが容易なペプチド-キトサン膜が臨床応用可能であることが，AG73-

キトサン膜をケラチノサイトの移植キャリアとして使用した in vivo 実験により証明

されている 42)．ケラチノサイトを AG73-キトサン膜上で 2 時間培養し創傷部位に移植

したとき，移植されたケラチノサイトは AG73-キトサン膜から皮膚組織へ移動，分化

し，重層上皮が形成されることが確認された．また，ペプチド-キトサン膜の表面は

メッシュ状のスポンジのような構造であることが走査型電子顕微鏡を用いた解析に

より確認され，効果的に細胞接着を促進する足場材料として適していると考えられる

（data not shown）．上記より，ターゲットとする細胞表面レセプターとペプチド-キト

サン膜との相互作用を詳細に解析することは細胞移植において重要になると考えら

れ，本研究で得られたインテグリンとシンデカンに結合するペプチド-キトサン膜の

最適化は，受容体特異的に働くバイオマテリアルの開発に有用な知見を与えるもので

ある。 
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 以上本章では，インテグリンを介した生物活性は足場の影響を受けやすく，シンデ

カンを介した生物活性は足場の影響を受けにくいことが示された．また，混合ペプチ

ド-キトサン膜はキトサン量が多いときでも強い生物活性を示すことが明らかになっ

た．これらのことから，目的やターゲットとするレセプターに合わせてペプチド-キ

トサン膜を最適化できることが示された． 
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総括 

 

 近年組織工学の分野では，細胞培養における培養基材の表面改質に関する試みが注

目されており，様々な表面改質剤を用いてインテリジェント型培養基材の開発が行わ

れている．薄い膜状の ECM である基底膜は，組織において物理的な役割と生物学的

な役割の両方を果たしている 4, 5)．そのため，基底膜の構成成分およびその分解フラ

グメントである組換えタンパク質や合成ペプチドは再生医療の観点からもバイオマ

テリアル開発のための材料として注目されている．野水らが同定してきたインテグリ

ンやシンデカンなどの細胞表面レセプターに特異的に結合するラミニン由来ペプチ

ドは，基底膜の生物学的機能を再現するためのツールとしてバイオマテリアルへの応

用が期待される 10-14)．望月らは，これらの細胞接着ペプチドを高分子多糖であるキト

サンに結合させ新規バイオマテリアルの開発を目指してきた 20, 21, 40-42)．このように，

ラミニン由来のレセプター特異的な活性ペプチドを固定化させたキトサン膜は組織

工学に向けたバイオマテリアルとして有力なツールとなり得ることが示されてきた． 

 本申請論文では，効率よく細胞応答を誘導するインテリジェント型培養基材として

のペプチド-キトサン膜の創製を目的に，生化学的，細胞生物学的に研究を行った． 

 第 1 章では，多機能分子であるラミニン1 鎖 LG4 モジュールに着目した．ラミニ

ン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性を模倣した機能性膜の創製を目的に，AG73 と

EF1zz を用いてシンデカンと21 インテグリンの両レセプターに同時に作用するペ

プチド-キトサン膜の作製を目指した．ラミニン1 鎖 LG4 モジュール由来の 2 種類の

活性ペプチド AG73 と EF1zz を種々の割合で混合し，キトサン膜に固定化することに

よりラミニン1鎖LG4モジュールの機能を模倣した混合ペプチド-キトサン膜を作製

した．その生物活性を評価しラミニン1 鎖 LG4 モジュールの生物活性と比較した．

その結果，AG73:EF1zz （1:9）-キトサン膜は，多機能分子である LG4 モジュールと

同様に強力に細胞接着と神経突起伸長を促進した．また，AG73:EF1zz （1:9）-キト

サン膜は種々の細胞応答をコントロールでき，シンデカン結合ペプチドと21 イン

テグリン結合ペプチドの混合比に依存して活性が変化することが明らかになった．こ

れらの結果より，混合比 AG73:EF1zz = 1:9 は，シンデカンとインテグリンの両レセプ

ターを介した細胞接着において両レセプターの相乗的な効果を得るのに非常に重要

な混合比であることが示唆された．さらに AG73:EF1zz （1:9）-キトサン膜上で，細

胞はシンデカンとインテグリンの両レセプターを介してAG73と EF1zzに同時に相互

作用していることが示唆された．これらの結果から，混合ペプチド-キトサン膜のア

プローチはレセプター間の協調的な働きを誘導することができ，多様な細胞応答の研



 57 

究に役立つものであると考えられる． 

 第 2 章では，2 種類のシンデカン結合ペプチド AG73，C16 と，それぞれ21，v3

及び61 インテグリンと結合する 3 種類のインテグリン結合ペプチド EF1zz，A99a

及び A2G10 を用いて種々の組み合わせの混合ペプチド-キトサン膜を作製した．それ

らの細胞接着活性や細胞伸展活性を測定することで，キトサン膜上での各ペプチドの

相乗的な効果を評価した．その結果，シンデカンとインテグリンに同時に作用するこ

とによって，細胞接着活性や細胞伸展活性が増強されることがわかり，バイオマテリ

アルとしての有用性が示唆された．シンデカンのみに作用する AG73 は EF1zz，A99a

及び A2G10 の細胞接着活性，細胞伸展活性を増強させることができた．一方，シン

デカンと1 インテグリンに作用する C16 は A99a の活性のみ増強させた．シンデカン

のみに作用する AG73 の方が，様々なタイプのインテグリン結合ペプチドとの混合に

適していることがわかった．次に，A2G10/AG73 の混合比の最適化を試みた．その結

果，A2G10/AG73 （25:1）-キトサン膜が強い細胞接着活性を示したことから，混合

比 25:1 がシンデカンと61 インテグリンの相乗効果を誘導する最適な混合比である

ことが示唆された．以上より，A2G10/AG73 （25:1）-キトサン膜は，61 インテグ

リンの生物学的な機能を解析するための有用なツールとなり得る上に，ECM を模倣

したバイオマテリアルとしての応用が期待される． 

 第 3 章では，ペプチド-キトサン膜の足場効果に着目し，足場材料としてのキトサ

ン膜を最適化し，ペプチド-レセプター間の相互作用や生物学的機能を効率よく誘導

することを目的とした．キトサン量の異なる 6 種類の膜（1.5-1500 ng/mm
2）にラミニ

ン1鎖由来のv3インテグリン結合ペプチドA99aとシンデカン結合ペプチドAG73

を固定化させたペプチド-キトサン膜を作製した．これら種々のペプチド-キトサン膜

の足場効果を評価するために，細胞接着活性，細胞伸展活性，FAK のリン酸化，神経

突起伸長といった生物活性を測定した．また，ペプチド-キトサン膜が効率よく生物

活性を誘導するための最適なキトサン量を決定した．さらに，混合ペプチド

A99a/AG73-キトサン膜の足場効果についても評価した．v3 インテグリン結合ペプ

チド A99a を種々の量（1.5-1500 ng/mm
2）のキトサン膜に固定化した場合，その細胞

接着活性はキトサン量に依存し，キトサン量 3 ng/mm
2 のときに細胞接着活性，細胞

伸展活性は最大となり，細胞骨格形成も強く促進された．さらに，キトサン量 3 ng/mm
2

のときには Tyr397-FAK のリン酸化が促進された．神経突起伸長活性においてはキト

サン量 30 ng/mm
2が最適であることがわかった．一方，AG73-キトサン膜の細胞接着

活性，神経突起伸長活性は全てのキトサン量（1.5-1500 ng/mm
2）で変化しなかった．

これらの結果から，インテグリンを介した細胞接着は足場条件が非常に重要となり，
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シンデカンを介した細胞接着では足場条件に依存しないことが示唆された．また，混

合 A99a/AG73-キトサン膜（混合比=9:1）は，キトサン量が多いとき（150-1500 ng/mm
2）

に特に効果的に細胞応答を誘導することが示された．細胞培養において，ターゲット

とする細胞やレセプターに合わせて足場材料を最適化することが，細胞応答の効果的

な誘導に重要であると考えられる． 

 本申請論文では，ラミニン由来のレセプター特異的に作用する細胞接着ペプチドを

キトサン膜に固定化し，細胞培養時の足場材料としての機能の評価を行った． AG73

や C16 といったシンデカン結合ペプチドは，インテグリン結合ペプチドと混合してキ

トサン膜に固定化することで種々のインテグリン結合ペプチドの生物活性を相乗的

に増強させることを見出した．このように 2 種類の異なるレセプターに同時に作用す

る混合ペプチド-キトサン膜は，各ペプチドの生物活性を相乗的に増強させ得ること

から，バイオマテリアルとして有用であると考えられる．また，ペプチド-キトサン

膜の作用するレセプターによってキトサン量の影響を強く受けるものや，影響をあま

り受けないものがあることを明らかにし，ターゲットとする細胞，レセプターやペプ

チドの種類によってペプチド-キトサン膜を最適化できることを見出した．本研究で

作製したペプチド-キトサン膜は，ペプチド-レセプター間の相互作用やレセプター間

の協調的な働きを効率よく誘導できることから，インテリジェント型培養基材として

組織工学，再生医療といった医薬分野の研究に役立つことが期待される． 
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