
− 16 −

エラスチン類似ポリペプチドの合理的設計による
温度応答性ゲルの創製

 Elastin-like polypeptides (ELPs) are functional polymers that show elasticity and lower critical solution temperature 
(LCST) as native elastin. We have developed a novel class of “double-hydrophobic” block ELPs named GPG and its 
derivatives with added functional motifs. A series of GPG comprises proline-rich (VPGXG)25 and glycine-rich (VGGVG)5 , 
both of which dehydrate at higher temperature but form distinct secondary structures, β-turn and β-sheet respectively. GPG 
initially assembles into nanoparticles, which further connect into beaded nanofibers. In this study, a new derivative GPPG, 
where (VPGXG)25 is repeated twice via a short linker sequence, has been constructed for the purpose of obtaining a physical 
gel of ELP. The longer proline-rich sequence of GPPG might bent more freely than that of GPG, resulting in the formation of 
branching nanofibers. GPPG (20 μM, 0 .034 wt%) assembled into nanoparticles and aggregates of nanoparticles while GPG 
( 20 μM, 0 . 055 wt%) organized into nanofibers in water at 37 ºC. When the concentration of polypeptides was increased 
to 0 . 3 wt%, both GPG and GPPG precipitated from aqueous solution. However, when GPG and GPPG was mixed at 9 :1 
weight ratio the mixture formed a physical gel at the polypeptide concentration of 0 . 3 wt%. The gel formation at such a low 
concentration is unprecedented in the field of ELP. The homogeneous nanofiber formation with suitable branching might 
be responsible for the gelation. This work will open up the possibility of ELPs for use in the cosmetology and biomedical 
research fields. 
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1.  緒　言

　エラスチンは、その名のとおりelasticity（弾性）に関与
する細胞外マトリクスタンパク質であり、皮膚・血管・靭
帯などにおいて線維状の弾性組織を形成し、組織に伸縮
性を与える 1）。そのユニークな力学特性や生体適合性から、
エラスチンは化粧品や医療材料への応用が期待されるが、
他の細胞外マトリクス成分であるコラーゲンやヒアルロン
酸に比べ、その利用は大幅に遅れている 2）。これは、生体
由来エラスチンが高度に架橋され不溶化しており、均質で
扱いやすい素材を得るのが困難なためである。
　本研究は、使いやすく、制御性のよいエラスチン材料を
生み出すことでコスメトロジーの発展に寄与することを大
きな目的とする。エラスチン由来のアミノ酸配列を含み、
人工的に作製されるエラスチン類似ポリペプチド（Elastin-
Like Polypeptide；ELP）は、天然エラスチンの特色である
エントロピー弾性と下限臨界共溶温度（LCST）を再現でき
る機能性高分子として注目されている 3）。筆者らはこれま
でに、エラスチン由来の 2 種類の配列モチーフを組み合
わせた新規なブロックELPであるGPG（図 1 ⒜）を作製し、
これが水中で温度刺激によって自己集合し、生体エラスチ
ンのような線維構造（ナノファイバー）を形成することを報

告した（図 1 ⒝）4-8）。ナノファイバーは粒子が数珠状に連
結したユニークな構造を持ち、分岐をほとんど持たない。
GPGは、プロリンに富むP配列を分子中央部に、グリシ
ンに富むG配列を分子両末端に有する。20℃付近にLCST
を持つP配列が疎水的に凝集してナノ粒子を形成したのち、
G配列が粒子間でβ-sheet構造を形成して数珠状ファイバ
ーを形成するモデルをこれまでに提案している（図 1 ⒞）1）。
ナノファイバーが分岐を生じない理由は、P部位の剛直性
にあると考えられる。つまり、P部位はβ - turn構造が集積
したβ -spiralというらせん構造をとりやすく、ランダムコ
イル状の分子鎖と比較して長い持続長を持つ。このためP
部位に連結したG部位は粒子の両極に位置しやすくなる。
　ナノファイバーに適切な絡み合いを持たせて自立性のあ
るゲルへと展開できれば、エラスチンの粘弾性特性を活か
した細胞培養基材や創傷治療剤の開発につながる。本研究
では、ELP配列の合理的なデザインを通じて自己集合性
ナノファイバーに分岐構造を導入することを目的とした。
本研究で新しく作製するポリペプチドであるGPPGのアミ
ノ酸配列を図 1 ⒜に示す。GPPGはGPGにさらにP配列を
挿入し、P配列間をフレキシブルなリンカー配列（KLGSG）
で連結している。リンカーの効果により、GPPGではP配
列の接続部分で分子鎖の柔軟な折れ曲がりが可能となり、
分岐構造を生じると予想した。

2.  実　験

2. 1.  GPPGの合成と精製
　GPGをコードするプラスミドDNAであるpET22b（+）
-GPG4）のBamHI制限酵素サイトにP配列をコードする
DNA断片をライゲーションし、pET22b（+）-GPPGを得た。
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DNAシーケンサーを用いた配列解析によりGPPGをコー
ドする遺伝子の存在を確認した。pET22b（+）-GPPGを用
いて大腸菌BLR株を形質転換し、GPPGタンパク質を発
現させた。タンパク質を金属アフィニティークロマトグラ
フィーにより回収し、純水に対して透析して塩類を除去し
たのち、凍結乾燥して試料粉末を得た。ドデシル硫酸ナト
リウム－ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）とマ
トリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析

（MALDI-TOF-MS）により精製を確認した。

2. 2.  自己集合体の形成
GPGとGPPG をそれぞれ 20 µM（それぞれ 0.034 および

0.055 wt%）となるように冷水に溶解させたのち、37 ℃で
7 日間インキュベートした。この間、円二色性（CD）分散
計で 190 〜 260 nmの吸光度を測定することにより、タン
パク質二次構造の変化を調べた。7 日後の試料溶液をマイ
カ基板に滴下し、37 ℃で自然乾燥したのちに、原子間力
顕微鏡（AFM）で形態を観察した。
　さらに、ポリペプチド濃度を 0.3 あるいは 0.4 wt%に増
加させて 37 ℃に昇温し、1 日後に溶液の外観の変化を観
察した。総ポリペプチド濃度を 0.3 wt%に固定し、GPGと
GPPGを所定量混合した試料についても観察を行った。

3. 結　果

3. 1.  GPPGの合成と精製
DNAシーケンサーを用いた配列解析の結果、pET22b

（+）-GPPGにはGPPGをコードする遺伝子が正しく挿入さ
れていた。発現したポリペプチドについてのSDS-PAGE
およびMALDI-TOF-MSの結果を図 2 に示す。GPPGの理
論分子量は 27,700 Daである。SDS-PAGEにおいて分子量
27 kDaのマーカー付近に最も濃いバンドが出現し、その
ほかに複数本の薄いバンドが観察された。MALDI-TOF-
MSで観測された生成物の分子量は 27,732 Daであった。
以上のことより、GPPGを主成分とする生成物が得られた
と言える。

3. 2.  自己集合体の形成
GPGおよびGPPGを、濃度が 20 µMとなるように冷水

に溶解させた。15 ℃の条件でCDスペクトルを測定したと
ころ、どちらのポリペプチドにおいても 200 nmに負のバ
ンド、224 nm付近に負のショルダーが現れた（図 3）。これ
らはそれぞれ、ランダムコイル構造および㌼ -turn構造に由
来しており、（VPGXG）n 配列を有するELPに特徴的なス
ペクトルである 4，9）。この溶液を 37 ℃に加温すると、スペ

図 1  ⒜ GPG および GPPG のアミノ酸配列，⒝ GPG ナノファイバーの原子間力顕微鏡（AFM）像 1）（アメリカ化学会より許可を得て
転載），⒞予想される GPG 自己集合のモデル図．

図 2　GPPG の⒜ SDS-PAGE および⒝ MALDI-TOF-MS の結果．
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クトルは経時的に変化した。どちらの場合にも、198 nm
の楕円率が正の方向へ増大する一方、218 nmの楕円率は
負の方向に増大した。これらは、㌼ -sheet構造の割合が 1
週間にわたり増加し続けていることを示している。1 モル
残基当たりの楕円率を比較すると、㌼ -sheet構造に由来す
る楕円率の強度はGPGのほうがGPPGよりも大きかった。
　 37 ℃で 1 週間静置したサンプルをマイカ基板に滴下
したのち乾燥させ、AFMで観察した結果を図 4 に示す。
GPGはナノファイバーへと組織化しており、ファイバー
径は 42.3 ± 7.5 nmであった。45 ℃で自己集合させた場合 4）

と比較するとやや不明瞭ではあるが、数珠状のモルフォロ
ジーを有していた。これに対し、GPPGは直径 25.6 ± 7.4 
nmのナノ粒子を形成しており、その凝集体も多く見られた。
　ポリペプチド濃度を 0.4 wt%に上昇させ、37 ºCで 1 日間
インキュベートすると、GPGは半透明のハイドロゲルを
形成した。一方、GPPGは同じ条件で沈殿を生じた。ポリ
ペプチド濃度を 0.3 wt% として 37 ºCに昇温すると、GPG、
GPPGの両方において沈殿を生じた。これに対し、総ポリ
ペプチド濃度を 0.3 wt%に固定した条件でGPGとGPPGを
9：1（w/w）の割合で混合すると、1 日後に半透明のハイ
ドロゲルを形成した（図 5）。GPGとGPPGを 8：2，7：3
で混合した場合には、粘調な液体が得られた。

4.  考　察

　ポリペプチド濃度が 20µMの条件におけるCDスぺク
トル測定の結果から、GPGとGPPGはともに 37 ℃の水中
で、経時的に㌼ -sheet構造を形成することがわかった（図 3）。
GPPGにおいて 1 モル残基当たりの㌼ -sheet構造形成割合
が低いのは、㌼ -sheet構造を形成しうるG配列が分子中で
占める割合が、GPG（26 %）> GPPG（15 %）であること
に起因すると考えられる。両ポリペプチドが、生理学的温
度に応答して分子間自己集合の駆動力となる㌼ -sheet構造
を形成したものの、GPGはナノファイバーへと組織化し、
GPPGはナノ粒子およびナノ粒子の凝集体へと自己集合し

た（図 4）。GPGにおいては、分子中央のP配列が㌼ -turnの
集積構造である㌼ -spiral構造をとるため、棒状分子として
振る舞うと推測される。疎水的なP配列は水中で集合して
ナノ粒子を形成するとともに、棒状の形態により互いに配
列する。P配列に結合したG配列は粒子の両極に位置する
ようになり、他の粒子と㌼ -sheet構造を形成して数珠状ナ
ノファイバーへと組織化すると考えられる。一方、GPPG
においてはP配列がフレキシブルなリンカー配列で接続さ
れており、容易に曲がることができる。このため、G配列
は粒子中でよりランダムに配置し、粒子内部で㌼ -sheet構
造を完結させたり、あらゆる方向に粒子間㌼ -sheet構造を
形成することが可能となる。この結果、GPPGはナノ粒子

図 4　⒜ GPG および ⒝ GPPG が形成する集合体の AFM 像．

図 3　⒜ GPG および ⒝ GPPG の CD スペクトル．

図 5　GPG と GPPG を 9：1（w/w）で混合して得られるハイド
ロゲルの写真（ポリペプチド濃度 0.3 wt%）．
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状、あるいはナノ粒子の凝集体へと自己集合したと考えら
れる。今回検討を行った 20 µMの濃度において、GPPGは
当初の狙いであった分岐を持つナノファイバーへと組織化
することはなかったが、高度に分岐した極端な状態として
ナノ粒子の凝集体を形成したとも言える。
　GPGが分岐の少ない数珠状ナノファイバーへ、GPPGが
ナノ粒子凝集体へと集合するのであれば、両者を適切な割
合で混合することにより、分岐構造を持つナノファイバー
が得られるのではないかと考えた。ファイバーの分岐構造
は、マクロスコピックな溶液の粘弾性に影響を与えると予
想し、ポリペプチド濃度を増加させて溶液のゲル化の有
無を調べた。ポリペプチド濃度を 0.4 wt%（GPG：238µM, 
GPPG：144 µM）とし、37 ℃で 1 日インキュベートしたと
ころ、GPGを含有する水溶液は流動性を失って半透明の
ゲルを形成した。GPPGは同じ条件で沈殿を生じた。濃度
20µMのときの結果から類推すると、GPGではナノファ
イバーの絡み合いによってゲルを生じ、GPPGは凝集体を
生じたと考えられる。ポリペプチド濃度を 0.3 wt%に低下
させた場合、GPGでも沈殿を生じ、水溶液のゲル化には
至らなかった。しかし、GPGとGPPGを重量比が 9：1 と
なるように混合した場合、ゲルを形成した（図 5）。8：2，7：3
で混合した場合には粘調な液体となり、いずれもGPGま
たはGPPG単独の場合と異なる結果が得られた。GPGと
GPPGの混合により、GPGが単独で形成するナノファイバ
ーと比較して分岐構造が導入されてネットワーク構造を構
築し、より低濃度でのゲル化が達成された可能性を考えて
いる。
　これまでに、架橋剤を用いて化学架橋されたエラスチ
ンELPゲルは報告されているものの 10-12）、疎水性が高く
不均一に凝集しやすいエラスチンを均一なゲルとすること
は根本的に難しく、報告例は少ない。また、化学架橋ゲル
では刺激に対するゾル－ゲル転移を示さない。エラスチン
のLCSTを利用して温度応答性の物理ゲルを作製するアイ
ディアは以前より存在していたが、実現は容易ではなか
った。エラスチンやELPをLCST以上に加熱すると、ゲ
ル化ではなく相分離を起こして沈殿してしまうからであ
る。Conticelloらは、ELPゲルの創製に向けて親水性を高
めたブロックポリペプチドを合成したが、ゲル形成には
25 wt% もの高濃度のELPが必要であった 13）。近年では
Olsenらが、（［I0.6V0.4］PAVG）n の配列を持つELPが相分
離せずに均一なゲルを形成することを報告しているが、こ
の場合にもゲル化には 10 wt%以上のポリペプチドを要す
る 14）。エラスチン配列に、シルク由来配列 15）や金属イオ
ン結合配列 16）などの機能性配列を結合させた融合ペプチ
ドからなる刺激応答性の物理ゲルも作製されている。この
場合、架橋点となるのはエラスチン以外の配列であり、エ
ラスチンのLCSTは分子の局所的な濃度を高めるために補

助的に利用されているにすぎない。シルクエラスチンの場
合、ゲル形成に必要な濃度は 4 wt%と報告されている 15）。
いずれにしても、1 wt%以下での物理ゲル形成はELP研究
では報告されておらず、本研究にて達成された 0.3 wt%で
のゲル化は画期的であると言える。本ELPゲルは、均一
なナノファイバーであり、水との接触界面積が大きい数珠
状のモルフォロジーを持つことが、低濃度でのゲル化につ
ながったと考えられる。本研究で開発したELPは制限酵
素サイトや精製用タグ配列を除けば、all-elastin由来であ
るため、エラスチンが本来有する力学特性を最大限に再現
できる材料となることが期待される。今後、GPGとGPPG
の混合比を変化させることで、粘弾性特性を連続的に変化
させることを試みる予定である。

5.  総　括

　本研究では、新規なELPであるGPPGを遺伝子工学の
手法を用いて合成した。GPPGは、GPGがナノファイバー
化する温度条件においてナノ粒子状およびナノ粒子の凝
集体へと自己集合し、当初予想した分岐ナノファイバーは
得られなかった。しかし、凝集体は数珠状ナノファイバー
が多数の分岐を生じた極端な状態であると考え、GPGと
GPPGを混合することによりGPGナノファイバーへ分岐を
導入することを試みた結果、GPGとGPPGを 9：1（w/w）
で混合することで、0.3 wt%という低濃度でハイドロゲル
を得ることができた。筆者らはこれまでに、GPGのC末
端に様々な機能性モチーフを付加することより、化学架橋
可能なナノファイバー 6）、あるいは抗菌性 7）や細胞接着性
を有するナノファイバーの創製に成功してきた。これらの
GPG誘導体を適宜混合したり、さらに新しいGPG誘導体
と組み合わせることで、様々な機能性ゲルが得られるであ
ろう。生理食塩水やリン酸緩衝液等を溶媒とするハイドロ
ゲル形成など、まだ課題は残されているものの、本研究で
得られた温度応答性ELPゲルは、体温でゲル化する創傷
被覆材や、各種細胞の 3 次元培養の担体、幹細胞の分化制
御、人工血管の構成要素をはじめとする幅広い応用展開が
期待される。
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