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Ⅰ 研究の成果(1000字 程度)

(図表 も含めて分か りやす く記 入のこと)

本研究では、繰 り返 しDNA配 列を得る手法として Overlap elongation PCR を提案 した。従来のライ

ゲーション反応を用いた繰 り返 しDNA調 製法では、比較的長いオ リゴヌクレオチ ドを出発材料として用

意する必要があった。本手法を用いると、自分が望む繰 り返 しアミノ酸配列をコー ドするセンス鎖、そ し

てセンス鎖に対 し数塩基だけ5'側 にず らしたアンチセンス鎖を用意 し、PCRを 行 うだけで様々な長 さの

操り返 しDNA鎖 が作製可能である。本研究では Overlap elongation PCR を用いエラス チン様配列 、コ

ラーゲン様配列、RGDリ ピー ト、機能性ア ミノ酸配列をタンデムに連結 した リピー ト配列等をコー ドす

る繰 り返 しDNA鎖 を作製 し、実際にこれらが大腸菌発現系で生産可能であることを示 した。タンパク質 ・

ペプチ ドのデノボ設計を行 う際、フォールディングフィール ドが存在す る様に、組換えタンパク質生産に

関しても、ポ リペプチ ド鎖の発現フィール ドが存在するであろう。すなわち設計できる一次配列はほぼ無

限であるが、宿主の発現可能な配列は非常に狭いと考えられる。本研究では、種々の繰 り返 し配列の発現

に成功 したが、一方で、繰 り返 しDNA配 列は作製できるが、大腸菌での発現ができない配列 も多く存在

した。本手法は、繰 り返 しDNA配 列を容易に作製できることから、人工設計 した繰 り返 しペプチ ド配列

の生産を試験的に検討可能な手法であるといえる。

本研究では人工細胞外マ トリクス分子の作製 を目指 し、RGDを 含む繰 り返 しア ミノ酸配列の設計を行

った。繰 り返しRGD配 列に関 しては、RGDが43回 繰 り返 したものまで効率的に大腸菌生産可能なこと

を示 した。RGD43は 、幅広い細胞種に関し高い細胞接着活性を有 していた。またRGD43は その長い く

り返 しRGD配 列により、組織化 した構造を形成することを示 した。このように、RGD43は 高い細胞接

着能を有 し、また水溶性が低い為、種々の細胞工学分野への利用が期待 された。本研究では、プロテイン

シー ト、3次 元 ヒドロゲルをRdD43を 用い作製 し、その有用性を示 した。また、RGD43の マイクロス

ポッ トをスライ ドガラス上に作製することで、細胞マイクロアレイへの利用展開も示 した。

さらに トランスグルタミナーゼ(MTG)架 橋可能な人工細胞外マ トリクス分子を設計 した。MRQ12は 、

マ トリクスメタロプ ロテアーゼ切断配列、MTG架 橋化配列、そ してRGD配 列を有してお り、これらの

配列を直列に連結 し、繰 り返 した配列を有 している。この分子はMTG添 加 により、コラーゲン繊維束と

ほぼ同直径の繊維状構造体を形成することが示された。MTGの 非常によい基質として知られるカゼイン

分子に対しMTGを 反応 させても、このような沈殿物は形成 されないことから、MRQ12は 非常によい基

質として機能 していることが考えられる。作製 したMTG架 橋産物は架橋前に比べ細胞接着活性が3倍 以

上増加 し、酵素応答的に接着活性制御可能な人工細胞外マ トリクスであると言える。このような人工細胞

外マ トリクス分子はこれまで報告 されておらず、今回がはじめての報告である。この活性が増加 した要因

としてMMPに 対する分解にあると考察している。実際にMRQ12をMMPで 処理すると配列中の切断部

位で切断 されたペプチ ド断片が生成する。細胞接着には、安定なECM表 面が必要であることが報告され

てお り、細胞はMRQ12上 では安定な接着、伸展ができなかったためだと考えている。
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Ⅱ(1)学 術雑誌等に発表 した論文A(掲 載 を決定 されたものを含む.)

共著の場合 、申請者の役割を記載すること.

(著者、題名 、掲載誌名、年月、巻号、頁を記入)
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Ⅱ(2)学 会において申請者が口頭発表 もしくはポスター発表 した論文

(共同研究者(全 員の氏名)、 題名、発表 した学会名 、場所、年月を記載)

国内学会

栗 原宏征 、新海 政重 、長棟輝行2004.日 本生物 工学会(名 古屋)

コラーゲ ン様 プ ロテインポ リマーのデ ノボ設 計

栗原宏征、新海政重、長棟輝行2004.化 学工学会秋 田大会(秋 田)

繰 り返 しア ミノ酸配列を用いた人工細胞外マ トリクスの設計および利用

新海政重、栗原宏征 、長棟輝行2004.バ イオイメージング学会(京 都)

繰 り返 しア ミノ酸配列 を使 った人工細胞外 マ トリクスの設計

国際学会

Hiroyuki Kurihara, Masashige Shinkai, Teruyuki Nagamune 2004. APCChE (福岡)

Protein polymers containing repetitive cell adhesive motifs RGD created by overlap 

elongation PCR. (Oral presentation)


