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1章諸言

1-1再生医療

様々な臓器、組織が欠損状態や機能不全に陥った場合には、失われた機能を

再生するために、人工臓器や臓器移植による治療が行われている。しかし、人工臓

器は完全に生体機能を模倣しきれておらず、臓器移植においては拒絶反応やドナ

ー不足などの問題が発生している。

再生医療は細胞を活用することにより、自己組織の再生あるいは臓器機能の代

替を行う治療の試みである。この再生医療の3つの重要な要素として、「細胞」・「細

胞増殖因子J・「細胞外マトリックス(Extracellularmatrix: ECM) Jが挙げられ、これ

らを組み合わせることで、細胞を生体組織・臓器の再生へ誘導するための環境を構

築する技術を組織工学(TissueEngineering)と呼ぶ。 (Fig.l・1)1)組織工学ではECM

は組織再生に必要な環境を整える役割を担っている。これらはコラーゲンやエラス

チンなどの線維性タンパク質、グリコサミノグリカンなどの複合糖質、フィブロネクチ

ンなどの接着タンパク質で、構成されている。これらのECMや、他にも人工高分子で

あるポリグリコール酸(PGA)やポリ乳酸(PLA)を足場材料として、再生させたい組

織に合わせて使用する。現状では、こうした材料を用いた再生医療の分野では骨

や皮膚などが実用化に至っているが、血管や肺などはまだ実験段階でしかない。

そのため、血管や肺などの弾性組織の代替材料が求められている。

人工骨などは一度体内に入れてしまえば骨自体が曲げ伸ばしされることはほと

んどなく、十分な硬度を持っていれば使用で、きる。しかし、血管や肺などは伸び縮

みが必要となる組織である。そのため、人工血管や人工肺等を作製する場合には

十分な強度を持つこと、伸縮性があること、細胞が培養できる材料であること等多く

の要素が求められる。これらを満たす材料として研究されてきたものが、生体由来

の材料であるエラスチンである。エラスチンは伸縮性に富み、細胞の培養にも適し

た材料である。しかし、抽出したエラスチンから作製で、きる材料には、伸縮性はある

が、生体で存在していた時ほどの強度がないという問題がある。そのため、エラスチ

ンゲ、ル作製方法を改良し、強度も持たせた材料をつくることが求められている。
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組織工学
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Fig.l-1組織工学

1-2弾性組織

1・2・1弾性を必要とする臓器

人体は多くの組織で構成されている。その中には骨や歯のような硬さを求められ

る組織もあれば、靭帯や動脈のように柔軟さを求められる組織もある。その中でも柔

軟さを求められる組織はその多くがエラスチンを主成分とする弾性線維によって構

成されている。また、コラーゲンを主成分とする穆原繊維も同様の組織に存在して

いることが多く、コラーゲンは硬さ、エラスチンは柔軟さを担っている。その比率によ

って組織に必要な強度を保っている。(Fig.l-2、Tablel-l)

動脈や肺、靭帯などは特に弾性線維が必要とされる組織である。動脈は心臓から

送り出される血液の圧力に耐えるために、肺は呼吸のたびに膨らみしぼむ構造を

保ち続けるために、靭帯は骨と骨をつなぎ関節を安定させるために弾性線維を必

要としている。
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Fig.1-2体内組成比(乾燥重量比)
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Table.1・1生体組織の弾性率 2)

コフーゲン除去処理 弾性率(kPa) 伸長率(%)

なし 157.9+29.8 200以上
豚大動脈(大)

あり 109.8+16.1 170+73.5 

なし 508.2+73.4 87以上
豚大動脈(小)

あり 321.7+36.9 155以上

なし 202.5+71.2 135以上
牛靭帯

あり 197+18.9 159以上

なし 1306.3+340.9 26以上
牛臆

あり 16 172 

1・2・2弾性線維

弾性系線維は主にエラスチンとフィブリリンから構成され、大きく3種類に分類され

る。 (Fig.1・3)エラスチンを全く含まず、フィブリリンの重合体で、あるマイクロフィブリル

のみで構成されるオキシタラン線維。少量のエラスチンと多量のマイクロフィブリル

で構成されるエラウニン線維。多量のエラスチンと少量のマイクロフィブリルで、構成

される弾性線維。これら3つが弾性系線維である。 3)

・オキシタラン線維

オキシタラン線維はマイクロフィブリルの集合体で、あり、エラスチン沈着は見られな

い。オキシタラン線維は毛様体や歯根膜、神経上膜、臆、鼓膜で観察されており、

多くの結合組織に存在している。オキシタラン線維は組織構造の支持や組織の弾

性・膨張調節作用をしていると考えられている。

・エラウニン線維

エラウニン線維はオキシタラン線維とは異なり、マイクロフィブリル聞に少量のエラ

スチンが存在している。エラウニン線維はエラスチン沈着が起きているため、オキシ

タラン線維との区別は容易だが、弾性線維との明確な区別は存在しない。エラウニ

ン線維は血管弾性板や弾性軟骨、臆、真皮に存在している。生体組織ではオキシ

タラン線維日単性線維との間をつなぐ線維として観察される。そのため、オキシタラ

ン線維から弾性線維へと移行するときの中間体として存在していると考えられる。

弾性線維

弾性線維は動脈や靭帯、肺など特に曲げ伸ばしゃ内外から圧力がかかりゃすい

組織に存在している。弾性線維が形成されるには、まず初めにフィブリリンが細胞

から分泌されマイクロブィブリルを形成する。マイクロフィブリルは分泌されたトロポエ

ラスチンの凝集を促し、分子サイズを大きくさせる。その後、凝集したトロポエラスチ

ンはマイクロフィブリル上に沈着し、リシルオキシダーゼ、が作用することによりデ、スモ

3 
三重大学大学院工学研究科



シン架橋が形成され、トロポエラスチンはエラスチンへと成熟する。これらの段階を

経たうえで弾性線維は形成されている。 4)

オキーンタラン長泉*1'主 エ ラウニン線辛t主

1・2・3エラスチン

号単'r生糸泉赤色

I-~コ """7-4-7t::Zーリノレ
。二二二二二二コ ェニラスチン

Fig.l-3 弾性系線維 3)

細胞外マトリックスの一つで、あるエラスチンは、体内では弾性線維に存在してい

るタンパク質である。伸縮性・弾性を生み出す線維状タンパク質で、動脈で約 50%、

靭帯で約 80%、肺で約 20%がエラスチンで、構成されている。多くの動物内に存在し

ており、年齢の増加と共にエラスチンの量は減少してして。それにより、しわが生ま

れる原因の物質であるとも言われている。

エラスチンはその単量体である分子量が約 67kDaのトロポエラスチンがリ、ンルオ

キシダーゼにより架橋されることで形成される。その架橋はリシン 4残基で構成され

るデスモシン架橋であり、エラスチン特有のものである。これにより、伸縮性や不溶

性といった性質が生まれている。エラスチンは、その構造内のほとんどを疎水性アミ

ノ酸で占めており、そのうちグリシンだけで 30%を占め、さらにプロリンやアラニンに

富んでいる。それにより、エラスチンには疎水性相互作用が生まれ、コアセルベー

ションとし1う加熱すると凝集、冷却すると元に戻るとしづ機能を持っている。また、エ

ラスチンの構造内には細胞応答領域である VGVAPG(バリンーグリシンーパリン田アラニ

ンープロリンーグリシン)配列と、架橋領域である KAAAK(リシン.アラニンーアラニンーア

ラニンーリシン)配列が存在している。 (Fig.1-4)細胞応答領域で、は EBP(Elastin 

binding protein)レセフ。ターを介して細胞とやり取りを行っている。また、架橋領域で

はこの領域に存在するリシン残基でデスモシン架橋が形成されている。

エラスチンは酸やアルカリで、処理することにより、可溶性にすることができる。一

般的に、酸で、処理した水溶性エラスチンはαーエラスチン、アルカリで、処理した水溶

性エラスチンは κーエラスチンと呼ばれている。

4 
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o Hydrophobic domain I Cross-link domain 
Eヨトふter官 1むlUS I!I C-tennmus 

Fig.I-4エラスチンのドメイン構造 5)

1-2-4フィブリリン

フィブリリンは分子量が約 350kDaのタンパク質で、細胞外マトリックスの一つで、

ある。フィブリリンは長さが約 160nmであるが、分子は折りたたまれた状態で存在し

ている。この折りたたみ部位はビーズ状構造として観察される。また、生体内では直

径1Q"-'12nmのマイクロフィブリルとしづ微小線維を形成している。マイクロフィブリ

ルは管状線維構造を取っており、枝分かれしない長い線維で観察される。また、マ

イクロフィブリルはフィブリリン分子が6から8本で構成されることが観察されている。

マイクロフィブリノレの機能は弾性線維形成とその構造の維持、インテグリンレセプ

ターを介したシグナリングなどがある。弾性線維形成においてフィブロリリンからなるマ

イクロフィブサノレがトロポエラスチンの沈着を促し、弾性線維が形成される。その過程

においてフィブリリンは、トロポエラスチンが架橋しエラスチンへと成熟するために必

要なタンパク質となっている。そのため、フィブリリンはエラスチンが存在する多くの

弾性組織に存在しているが、他にも眼の毛様体小帯など、エラスチンが無い部位に

もオキシタラン線維として存在している。

フィブ、リリンはドメイン構造をとっており、主に EGF(epidermalgrowth factor)様ドメ

イン、 cb-EGF(calcium-binding epidermal growth factor)様ドメイン、 TB

(transforming grO¥九rthfactor s binging)ドメイン、 EGF様ドメインとTBドメインが混

合したハイブリッドドメインなどで、構成されている。(Fig.l-のそれぞ、れのドメイン内に

システインを多く含んでおり、ドメイン内で、ジスルフィド、結合を形成している。ただし、

N 末端側のハイブリッド、ド、メインにはシステインが一つ余っており、このシステインに

より分子聞のジスルフィド、結合が形成されている。この結合を切ることによりフィブリリ

ンは水溶性にすることが可能である。 7)

フィブリリンはいくつかの種類が確認されており、現在まで、にフィブFリリンー1から 3

までが確認されている。主に研究が進められているのはフィブリリンー1、2の二つで

あり、フィブリリンー3はごく最近に発見され、まだあまり研究が進んではいない。フイ

ブリリンーlとフィブリリンー2は類似した構造をしているがしてつか違いがある。大きな

三重大学大学院工学研究科



違いとして、ドメイン内のほぼ同じ位置で、フィブリリンーlではグリシン、フィブリリン・2

ではプロリンが多いドメインを持っている。また、ブイブリリンー1にはインテグリンと応

答するための配列である RGD(アルギニンーグリシンーアスパラギン)配列が一つあり、

フィブリリンー2には二つある。フィブリリンーlはその遺伝子異常により、マルファン症

候群を引き起こし、フィブリリンー2は先天性拘縮性クモ指症候群を引き起こす原因と

なっている。8)、9)マルファン症候群は同じ欠陥遺伝子を持った遺伝病で、あるが、症

状は一定ではない。主に結合組織が脆弱となり弾性が失われるが、大動脈や網膜、

硬膜、骨の形成と症状は多岐にわたる。先天性拘縮性クモ指症候群は主に関節に

影響がある。手足が長細し1体型で生まれることや、 肘、膝、指などの屈曲拘縮が見

られる。また、外耳が変形しているとし1った特徴がある。関節の拘縮などは年齢と共

に改善されることが多い。

幽N-tenninus

~ EGF like domain 。Cb-EGFlike domain 
圃Proline-richdomain 

18叩 domain

Fig.l-5フィブリリンのドメイン構造 10)
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1・3本研究の目的

当研究室では、以前からエラスチンの抽出を行っており、それを用いたゲルやシ

ートを作製してきた。 11)それによって人工臓器など生体材料の足場材料を作製する

ことを目指し、日々研究を行ってきた。しかし、エラスチン単体で、伸びるゲ、ルを作製

すると'"'-100kPaほどの弾性率でしかなく、より強し1力学的強度を必要とする弾性組

織には使用することができないとしづ問題があったO そこで生体内で同じ弾性組織

に存在するフィブリリンに注目した。

エラスチンとフィブリリンは同じ弾性線維に存在するタンパク質で、あるO このことか

ら、エラスチンとフィブpリリンを組み合わせて用いることにより、弾性線維を模倣した

材料を開発することができれば、人工臓器の材料として用いるために必要な強度・

生体適合性を持つ材料を作り出すことができると考えた。そのため、エラスチン・フィ

ブリリン複合化材料の開発を目的とした。

そこで本研究では、まずフィブリリンの抽出と同定を行ったO その後、エラスチンと

ブィブリリンを混合した際の反応性を検証したO その結果を考慮したうえで、複合ゲ、ル

の開発を行ったO その時、弾性線維形成に基づいた方法をしてっか検証し、より力

学的強度が高くなる方法を模索した。

7 
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2章実験手順

2・1水溶性エラスチンの抽出

【試薬・機器]

不溶性エラスチン粉末

クエン酸 (Wako) 

水酸化ナトリウム (Wako) 

• 50ml 遠沈管 (BIOLOGIX)

500ml i耐圧瓶 (APPROX)

透析用セルロースチューブ， (三光純薬株式会社)

遠心分離機CT6D (HITACHI) 

pHメーターD-50 (HORIBA) 

1莫ブイノレター (0.45μm) (ADVANTEC) 

吸引井耳 (VINDEX) 

アスピレーター

凍結乾燥機FZ-4.5 (LABCONCO) 

ミキサー (TESCOM) 

茶葉粉砕機EU6820 (National) 

網ふるい(目聞き:600μm) (TOKYO SCREEN CO.LTD.) 

【実験操作】

①耐圧瓶に不溶性エラスチンと 10%クエン酸水溶液を加え、冷蔵庫で一晩保

存し、不溶性エラスチンを膨潤させたO

②不溶性エラスチンを耐圧瓶ご、とオートクレープ内に入れ、 1100Cで、45min加熱し、

その後 15min置いた。この時、圧が下がりきらない場合には強制的に圧を抜い

た。

③氷水に瓶を沈め、完全に冷え切るまで瓶を回転させながら冷却した。

④ 50ml遠沈管に移し、遠心分離(3000中m・6min)にかけた。

⑤遠沈管に残った沈殿物は耐圧瓶に戻し、同濃度のクエン酸を加え再度オート

クレーブで加熱した。

⑥上澄み液を 10M水酸化ナトリウム水溶液で、中和したO その後、 50ml遠沈管に

移し、遠心分離(3000rpm・6min)にかけた。この時に析出する沈殿物は不溶性

フィブリリンとして回収した。
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⑦上澄み液を透析用セルロースチューブ(除去分子量 10000~14000) に入れ、

手付きビーカーで、透析を行ったO

⑧②~⑦の行程をエラスチンがすべて溶けるまで繰り返した。この際、上澄み液

を加熱回数で区分した。

⑨上澄み液を入れた透析チューブは脱イオン水で、透析を行ったO透析外液は朝

昼晩の 3回交換した。また、朝に一度透析外液の浸透圧を測定し、浸透庄の

値が安定するまで、透析を行った。

⑩溶液を 50ml遠沈管に移し、遠心分離(3000中m・6min)にかけた。

⑪上澄み液を膜フィルター・ガラスフィルターで吸引ろ過し、ろ液を耐圧瓶に入れ

2~3 日凍結乾燥することで、水溶性エラスチンの粉末を得た。

⑫得た粉末に対し、弾性率測定と凝集温度測定を行い、クエン酸処理回数ごと

にクラス分けを行った。

2・2水溶性フィブ、リリンの抽出

【試薬・機器】

Tris (2-アミノー2ーヒドロキシメチルー1，3・フ。ロパンジオール) (Wako) 

塩酸 (Wako)

尿素 (Wako)

EDTA 

2-メルカプトエタノール (Wako) 

• 500ml耐圧瓶 (APPROX)

50ml遠沈管 (VIOLAMO)

ステリカッフ。フイノレターユニット (0.45μm) (MILLIPORE) 

スターラー

撹祥子

アスピレーター

透析用セルロースチューブ(三光純薬株式会社)

遠心分離機 (HITACHI)

pHメーターD-50 (HORIBA) 

凍結乾燥機 FZ-4.5 (LABCONCO) 

【実験操作】

① O.lM pH8.5のTris-HClを調整し、これをバッファーとして Tris-HCl(6M尿素、

0.05M2メルカプトエタノール、 0.1%EDTA)を調整した。

②不溶性フィブリリンを原料とし、 Trisバッファーとともに耐圧瓶に加えたO その後、
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アスピレーターを用いて20min脱気し、 N2を充填した。 370Cで24h撹枠した。

③撹枠後、50ml遠沈管に移し、遠心分離(4500中m、20min)した。

④上澄み液を透析用セルロースチューブに入れ、脱イオン水で透析を約 1週間

行ったO

⑤透析後、遠心分離(10000中m、20min)を行ったO

⑥上澄み液はステリカップ。フィルターユニットを用いてろ過を行ったO その後、凍

結乾燥を行い、水溶性フィブリリンの粉末を得たO

2-3フィブ、リリンの同定

2-3・1SDS・PAGE (銀染色)

【試薬・機器]

水溶性フィブリリン

Tris (2・アミノー2・ヒドロキシメチル 1，3・フOロパンジオーノレ) (Wako) 

塩酸 (Wako)

SDS(ドデシノFレ硫酸ナトリウム) (Wako) 

. アクリノレアミド

Bis(N，N メチレンビスアクリルアミド)

APS(過硫酸アンモニウム)

グリシン (Wako) 

BPB(ブロモフェノールブルー)

2-メノレカフ。トエタノール (Wako) 

グリセロール

TEMED(N，N，N，N-テトラメチレンジアミン)

分子量マーカー (B10孔生D)

前面ガラス板

ミミ付きガラス板

シリコンガスケット

コーム

クリップ

電気泳動層 AE-6410型 (Aπ0)

電源装置クロスパワー500(ATTO) 

アスピレーター
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【試薬調製1
1.5M Tris-HCl(pH8.8)，0.4%SDS 

Tris54.5g、SDS1.2gを脱イオン水に溶かし、 5NHCl(約17ml)を加えてpH8.8に合わ

せて脱イオン水で、300mlにメスアップρした。

0.5M Tris-HCl(pH6.8)ラO.4%SDS

Tris6.0gラSDSO.4gを脱イオン水に溶かし、 5NHCl(約 9ml)を加えてpH6.8に合わせ

て脱イオン水で、 100mlにメスアップρしたO

30%アクリルアミド溶液

アクリルアミド 58g，Bis2.0gを脱イオン水に溶かし、 200ml~こ脱イオン水で、メスアップ。

した。

O.4%SDS 

SDSO.2gに脱イオン水 50mlを加えて溶解した。

10%APS 

APSO.lgに脱イオン水 1mlを加えて溶解した。

泳動バッファー

Tris3.旬、グリシン 14.4gを脱イオン水で溶かし、 1000ml~こメスアップOした

後に、 SDS1.0gを加えて溶解させた。

サンフ。ルバッファー

0.5M Tris-HCl(pH6.8)2ml、0.4%SDS 4ml、2ーメルカブトエタノーノレ1.2mlグリセロー

ル 2ml、脱イオン水 0.8ml、O.l%BPB数滴混ぜた。

5 % Running gel溶液

30%アクリルアミド溶液 2.0ml、1.5MTris-HCl (pH8.8) ，0.4 % SDS3.0ml、10%

APS120μl、TEMED12f11、脱イオン水 7.0mlを混ぜた。

Stacking gel溶液

30%アクリルアミド溶液 0.9ml、0.5MTris-HCl (pH6.8)ラ0.4%SDS1.5ml、10%APS60

μl、TEMED6μl、脱イオン水 3.6mlを混ぜた。

【実験操作】

①前面ガラス板、ミミ付きガラス板、シリコンガスケット、コームをエタノールで、拭い

た。

②ミミ付きガラス板上にシリコンガスケットを設置し、前面ガラス板をのせて、クリッ

プでとめた。

③コームを差し込み、コームの下端から 5凹の位置に目印を入れた。

④ Running gel、Stackinggel溶液をTEMED無しで作成し、 Runninggel溶液

をアスピレーターで脱気した。
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⑤ TEMEDを加え、 Runningge1溶液をゲ、ル板の目印あたりまで入れ、脱イオン

水をゲ、ル液面に加え、ゲ、ル化するまで

⑥ Stacking ge1溶液をアスピレ一夕一でで、脱気し、その後、 TEMEDを加え、ゲゲ、ル板

にStackingge1溶液を入れ、コームを差し込みゲ、ノレイじさせたO

⑦それぞれの溶液を 0.1%に調製し、それぞれを 15μ1取り、サンフ。ルバッファー

と1: 1で混合し、ボ、ノレテックスで、撹持したO

⑧電気泳動層に泳動ノミッブァーを入れた。

⑨ゲ、ル化後、コームを抜き取り、クリップ等を外し、ゲ、ル板を締め付け具に固定し、

電気泳動層に入れた。

⑩ゲ、ノレの上部が十分に浸るぐらい電界層液を入れた。

⑪ シリンジで、ウェルを洗浄し、サンフ。ノレをヒOペットで、ウェノレに入れたO

⑫電源を入れ、 15mA(2枚行う場合は 30mA)の定電流で泳動した。

2-4・2銀染色

{試薬・機器]

メタノール (Wako) 

酢酸 (Wako)

EzStain Si1ver AE・1360 (ATTO) 

• S-l 液(チオ硫酸ナトリウム)

• S-2液(硝酸銀)

• S-3液(水酸化ナトリウム)

.S-4液(ホルムアルデ、ヒド、チオ硫酸ナトリウム)

.染色用トレイ

・振とう器

[試薬調製】

①液(固定液)

脱イオン水 40m1、メタノール50m1、酢酸 10m1、S-l液 1m1を混ぜた。

②液(染色液)

脱イオン水 100m1、S-2液 1m1を混ぜた。

③液(発色液)

脱イオン水 200m1、S-3液 1m1、S-4液 1m1を混ぜた。

④液(停止液)

脱イオン水 100m1、酢酸 1m1を混ぜた。
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【実験操作】

①染色用トレイに①液を入れておき、電気泳動終了後、ゲルを入れ 10min振とう

し、廃液した。

②脱イオン水 100mlを加え 10min振とう、その後廃液を3回繰り返した。

③②液を加え、 5min振とうし、廃液した。

④脱イオン水 100m1を加え、正確に 30sec振とうし、廃液した。

⑤③液 100m1を加え、正確に 30sec振とうし、廃液した。

⑥③液の残り 100m1 を加え、適度な銀染色像となる少し前(5~10min)まで、振とうし、

廃液した。

⑦④液を加え、 10min振とうし、廃液した。

⑧脱イオン水 100m1を加え、 5min振とうし、廃液した。これをもう一度繰り返した。

2・3-3アミノ酸分析

【試薬・機器】

不溶性エラスチン

不溶性フィブFリリン

水溶性フィブリリン

6N塩酸シーケンス解析用(和光純薬)

硫酸 (Wako)

ネジ口試験管(マルエム)

真空ポンプ

ミニオーブン(テラオカ)

{実験操作】

①試験管を濃硫酸に浸して洗浄し、その後 800Cで乾燥させた。乾燥後はすぐに

蓋をして保存した。

②試料を約 2mg精秤し、試験管に入れた。その後、 6N塩酸を 1m1加えた。

③液体窒素を用いて試料を凍結した。真空ポンプ。につなぎ、塩酸を溶かして溶

存空気を取り除いた。この時に、泡立ちすぎると試料が失われるため、激しくな

りすぎるときはもう一度凍結させて再度溶かした。

④ミニオープンに試験管ごと入れ、 110士lOCで24h加熱した。

⑤十分冷ました後に取り出し、三重県工業研究所に分析を委託した。
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2・4エラスチンとフィブリリンの相互作用

2-4・1混合溶液の透過光強度測定

【試薬・機器】

水溶性エラスチン

水溶性フィブリリン

ブオトメーター(IndustrialFiber Optics) 

ヘリウムネオンガスレーザー(U凶phase)

恒温槽(和科盛商会)

透過光測定装置

デ、イスポセル

【実験操作】

①水溶性エラスチン溶液と水溶性フィブリリン溶液を 1%になるように調製した。

②デ、イスポセルにエラスチン溶液とフィブ、リリン溶液を合計3mlになるように混合し

た。この際、エラスチン対フィブリリンの混合比率を細かく変えて作製した。

③デ、イスポセルを透過光測定装置にセットし、恒温槽で 100Cに保ち、この時の透

過光強度を測定した。

2-5エラスチン・フイブ、リリン複合化ゲルの作製

2・5-1フィブリリンゲルの作製

【試薬・機器】

水溶性エラスチン

水溶性フィブリリン

Dode-DSP 

EGDE (Ethylene glycol diglycidyl ether) 

脱イオン水

試験管(マルエム)

キャヒ。ラリーチューブ(内径 1mm外径1.55mm) (三商)

シリコンチューブ(内径 1mm) (AS ONE) 

l.Omlシリンジ (TERUMO) 

遠心分離器CT6D (HIT ACHI) 

ネジ口試験管(マルエム)

循環恒温水槽 (LAUDA)

オートクレープIST-150 (Pasolina) 
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インキュベータ IC-450PC(AS ONE) 

【実験手順]

①フィブリリン濃度 20%、アミノ基に対する架橋剤が 2倍になるように

Dode-DSP(もしくはEGDE)を加えた。その後、遠心分離(2000rpm・3min)を行い、

脱気した。

②脱気した混合溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒOラリーに詰め、栓をした後に

ネジ口試験管に入れて、遠心分離(1500中m・3min)を行ったO

③キャヒ。ラリーの入ったネジ口試験管を脱イオン水で満たし、 700CIこした循環恒

温槽で30min加熱した。

④再度、遠心分離(1500中m・3min)を行い、試験管をアルミホイルで、包み、直立

させた状態でオートクレープに設置し、 1210Cで30min加熱した。

⑤加熱後、試験管からキャヒ。ラリーを取り出し、シリンジの針を用いてキャヒOラリー

からゲルを取り出した。その後、ゲ、ルを再度試験管に入れて脱イオン水で、満た

し、 370Cで 18h洗浄した。

2ふ 2 1型複合ゲル作製

【実験手)1頂}

①エラスチン濃度 40%、アミノ基に対する架橋剤倍率が 2倍になるように

Dode-DSPを加え、フィブリリン濃度 2.1%、脱イオン水を混合した。その後、遠

心分離(2000rpm・3min)を行い、脱気した。

②脱気した混合溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒOラリーに詰め、栓をした後に

ネジ口試験管に入れて、遠心分離(1500r・pm・3min)を行ったO

③キャヒ。ラリーの入ったネジ口試験管を脱イオン水で満たし、 700CIこした循環恒

温槽で30min加熱した。

④再度、遠心分離(1500rpm・3min)を行い、試験管をアルミホイルで、包み、直立

させた状態でオートクレープFに設置し、 1210Cで30min加熱した。

⑤加熱後、試験管からキャヒOラリーを取り出し、シリンジの針を用いてキャピラリー

から複合ゲ、ルを取り出した。その後、複合ゲ、ルを再度試験管に入れて脱イオン

水で、満たし、 370Cで 18h洗浄した。
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2・5・3 11型複合ゲ、ノレ作製

【実験手順】

①エラスチン濃度 20%、脱イオン水、アミノ基に対する架橋剤倍率が 2倍になる

ように Dode-DSPを加えて混合した。エラスチン溶液を 500Cにした循環恒温槽

に入れ30min加熱し、凝集させた。

②加熱後、凝集させたままの状態で、フィブリリン濃度1.1%になるように混合した。

その後、遠心分離(2000叩m・3min)を行い、脱気した。

③脱気した混合溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒoラリーに詰め、栓をした後に

ネジ口試験管に入れて、遠心分離(1500叩m・3min)を行った。
④キャヒ。ラリーの入ったネジ口試』験管を脱イオン水で、満たし、 700Cにした循環恒

温槽で30min加熱した。

⑤再度、遠心分離(1500中m.3min)を行い、試験管をアルミホイルで、包み、直立

させた状態でオートクレープに設置し、 1210Cで30min加熱した。

⑥加熱後、試』験管からキャヒ。ラリーを取り出し、シリンジの針を用いてキャヒ。ラリー

から複合ゲ、ルを取り出した。その後、複合ゲ、ルを再度試験管に入れて脱イオン

水で満たし、 370Cで 18h洗浄した。

2-5-4 m型複合ゲ、ノレ作製
【実験手順】

①エラスチン濃度 30%、脱イオン水、アミノ基に対する架橋剤倍率が 0.5倍にな

るようにDode-DSP、1.5倍になるようにEGDEを加えて混合した。

②フィブリリン濃度 20%、脱イオン水、アミノ基に対する架橋剤倍率が2倍になる

ようにEGDEを加えて混合した。

③エラスチンが 30%含まれていることを基本として混合比率に合うようにフィプリリ

ン溶液を混合した。 (Table.2-1)その後、遠心分離(2000中m・3min)を行い、脱

気した。

④脱気した混合溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒoラリーに詰め、栓をした後に

ネジ口試験管に入れて、遠心分離(1500叩m・3min)を行った。

⑤キャヒ。ラリーの入ったネジ口試験管を脱イオン水で満たし、 700C~こした循環恒

温槽で30min加熱した。

⑥再度、遠心分離(1500叩m.3min)を行い、試験管をアルミホイルで、包み、直立

させた状態でオートクレープに設置し、 1210Cで30min加熱した。

⑦加熱後、試験管からキャヒ。ラリーを取り出し、シリンジの針を用いてキャピラリー

から複合ゲ、ルを取り出した。その後、複合ゲ、ルを再度試験管に入れて脱イオン

水で満たし、 370Cで 18h洗浄した。
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Table.2-1 III型複合ゲ、ノレ仕込み表

エラスチン エラスチン

比率(%) (mg) 

100 36 

90 36 

85 36 

80 36 

75 36 

70 36 

65 36 

※1 : Dode同DSP濃度(1000mM)

※2:EGDE濃度(1320mM)

2ふ 5N型複合ゲ、ノレ作製

【実験手順】

フィブリリン Dode-DSP※l 

(mg) (μL) 

。 1.21 

4 1.21 

6.4 1.21 

9 1.21 

12 1.21 

15.4 1.21 

19.4 1.21 

EGDE※2 Water 

(μL) (μL) 

2.75 82.79 

7.84 70.95 

10.90 65.49 

14.21 59.58 

18.03 52.76 

22.36 45.03 

27.45 35.94 

①エラスチン濃度 30%、脱イオン水、アミノ基に対する架橋剤倍率が 2倍になる

ようにDode-DSPを加えて混合した。

②フィブリリン濃度 20%、脱イオン水、アミノ基に対する架橋剤倍率が 2倍になる

ようにDode-DSPを加えて混合した。

③エラスチンが 30%含まれていることを基本として混合比率に合うようにフィブリリ

ン溶液を混合した。 (Table.2-2)その後、遠心分離(2000中m・3min)を行い、脱

気した。

④脱気した混合溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒOラリーに詰め、栓をした後に

ネジ口試験管に入れて、遠心分離(1500中m・3min)を行ったO

⑤キャヒ。ラリーの入ったネジ口試験管を脱イオン水で満たし、 700C~こした循環恒

温槽で 30min加熱した。

⑥再度、遠心分離(1500叩m・3min)を行い、試験管をアルミホイルで、包み、直立

させた状態でオートクレープに設置し、 1210Cで30min加熱した。

⑦加熱後、試験管からキャピラリーを取り出し、シリンジの針を用いてキャピラリー

から複合ゲ、ルを取り出した。その後、複合ゲ、ルを再度試験管に入れて脱イオン

水で、満たし、 370Cで 18h洗浄した。
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Table.2-2 N型複合ゲ、ノレ仕込み表

エラスチン比率(%) エラスチン(mg) フィブリリン(mg) Dode-DSP(μL)※ 
Water 

(μL) 

100 36 。 4.84 79.16 

90 36 4 11.24 68.76 

85 36 6.4 15.52 62.08 

80 36 9 19.97 55.03 

75 36 12 25.01 46.9 

70 36 15.4 30.78 37.82 

65 36 19.4 37.43 63.17 

※Dode-DSP濃度(1000mM)

Table.2-3複合ゲ、ル比較

複合ゲル 1型 H型 国型 IV型

エラスチン濃度(%) 40 20 30 30 

混合前加熱 主任 有 生正 鉦

フィブリリン濃度(%) 2.1 1 1.5"'"'10.5 1.5"'"'10.5 

架橋剤 Dode-DSP Dode-DSP 
Dode-DSP 

Dode-DSP 
EGDE 
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2-6複合ゲ、ルの弾性率・伸長率測定

[試薬・機器]

複合ゲ、ル

弾性率測定装置

アナログ計測計算機(アズワン)

動歪み測定器 エラスチンゲノレ リニアアクチュエーター

Fig.2-1 弾性率測定器

{実験操作]

① 1.5cm程度に切ったエラスチンゲ、ルの両端にスペーサーを付け、弾性率測定器

で挟み、固定した。

②ゲ、ルが常に脱イオン水(370C)に浸るようにし、また、測定前のゲ、ルに力がかから

ないよう調整し、その時のスベーサー聞のゲ、ルの長さを白然長とした。

③ゲルを一秒間に O.5mmずつリニアアクチュエーターで引っ張り、その際、動歪

み計測器に表示される張力をアナログ計測計算機に読み取らせた。

④ゲ、ルが破断するまで、測定を続け、計測値から応力と歪を計算し、弾性率を求め

た。また、自然長と破断時のゲ、ル長から伸び、を求め、そこから伸張率以下の式

より求めた。

破断時の伸び(m)/自然長(m)x 100二伸張率(%)

19 
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2-7複合ゲ、ル構造の観察

【試薬・機器}

複合ゲル

35ゆ浮遊培養、ンャーレ

凍結乾燥機FZ-4.5 (LABCONCO) 

日立走査型電子顕微鏡S4000(日立)

目立イオンスバッターEI0I0(目立)

【実験操作]

①作製した複合ゲ、ルをおの浮遊培養、ンャーレに入れ、凍結させた。

②複合ゲルを凍結乾燥させた。

③複合ゲルにイオンスバッターで、金コートを施した後に、 SEM撮影を行った。

④ SEMで、撮影された画像の解析を行った。

イオンスバッター

走査型電子顕微鏡(SEM)

Fig.2-2 SEM関連装置
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3章結果

3・1水溶性フィブ、リリンの抽出

不溶性フィブリリンを原料として水溶性フィブリリンを抽出した。フィブ?リリン内のジ

スルフィド、結合を 2-メルカプトエタノールを用いて還元し、水溶性フィブサリンを得た。

(Fig.3-1 ) 

Fig.3-1 水溶性フィブリリン粉末

この結果から、不溶性フィブダリリンから抽出で、きる水溶性フィブ'~リンの量は約

20%であることが示された。(Table.3-1) 

Table.3-1 水溶性フィブ、リリンの収率

サンプル番号|開始質量(g)I獲得質量(g) I収率(%)

19.18 2.09 I 22.72 

2 10.00 2.43 I 24.27 
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3-2フィブリリンの同定

3・2・1SDS・PAGE(銀染色)

3-1で、抽出した水溶性フィブリリンに対して SDS-PAGEを行い、フィブリリンの分子

量である 350kDa付近にバンドが検出されるかどうかを銀染色で確認した。染色結

果をFig.3-2で、示した。

①②  

ぐ一一

2ラOkDaー タ 離職酪

Fig.3-2 SDS-PAGEゲノレ

;①分子量マーカ-

i②フィブリリン

染色結果から、250kDa以上の位置にバンドが検出された。分子量マーカーから

計算した結果、約330kDaの分子量で、あることがわかった。
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3-2-2アミノ酸分析

3-1で、抽出した水溶性フィブリリンに対してアミノ酸分析を行い、フィブリリンの理論

値 10)と比較を行った。また、水溶性エラスチン・フィブ?リリンの原料となる不溶性エラ

スチンに対してもアミノ酸分析を行い、作製したフィブリリンがエラスチンとは異なる

物質で、あるかど、うか比較を行った。結果をFig.3-3、Table.3-2で、示した。

~、

百三
石15
高
10 

Ela 

.Fb 

.Fb理論値

M
 

D+N T S E+Q G A C V M 

アミノ酸

L Y F K H R P 

Fig.3・3アミノ酸分析

Table.3-2アミノ酸分析値

アスパラギン グノレタミン

アミノ酸 + トレオニン セリン + グリシン アラニン システイン パリン メチオニン

アスパラギン酸 グノレタミンM

フィブリリン(%) 8.52 5.48 5.68 11.77 8.76 7.68 0.47 6.43 2.27 

エラスチン(%) 1.61 1.8 1.56 3 29.1 20.58 0.52 11.43 0.34 

Fb理論値(%) 15 7 7 13 13 4 13 5 フ

アミノ酸 イソロイシン ロインン チロシン ブェニノレアラニン リシン ヒスチジン アノレギニン プロリン

フィブリリン(%) 5.34 8.43 3.54 3.91 5.4 2.22 5.24 6.06 

エラスチン(%) 2.13 5.51 1.88 3.18 1.16 0.31 1.27 10.5 

Fb理論値(%) 6 6 4 4 5 2 4 7 

この結果から抽出した水溶性フィブリリンがエラスチンとはまったく異なる物質であ

る事がわかった。また、水溶性フィブリリンとフィブリリン理論値を比較した時に、シス
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テインやアスパラギンなど、異なるアミノ酸は存在するが、その他のアミノ酸は近い値

を取っていることがわかったO

SDS-PAGE、アミノ酸分析の結果から抽出したタンパク質がフィブ?リリンであること

が示唆された。

3-3エラスチンとフィブリリンの相互作用

精製した水溶性エラスチンと水溶性フィブリリンを混合した時に白濁することを発

見した。これはエラスチンとフィブリリンの相互作用による現象であると推測した。そ

こで、エラスチンとフィブリリンの混合比率の違いによる透過光強度測定から、相互

作用の挙動を調べた。

エラスチン溶液とフィブリリン溶液の各 l、2、3%を作製し、エラスチン比率を変化

させて透過光強度変化を測定した。

0.6 

0.5 

• 4砂 • 

.. 
n 

寸 ;U十 ;;:
-E ・

• 3% 

制 0.4
誤
射 0.3
摺
問。2

唱
E
E
A

ハリ

o +一一 一一一一γ一一一一寸
o 10 20 30 40 50 60 70 

エラスチン比率(%)

Fig.3-4混合溶液の透過光強度変化①

" ~ 
80 90 100 

Fig.3-4の結果からど、の濃度で、もエラスチン比率 90%付近で透過光強度が低い値

を取ることがわかった。そのため、さらに細かい濃度比率で透過光強度変化を測定

した。
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0.6 

0.5 • 
制0.4
1票
司王 0.3
摺
畑 0.2

金…一一一

+ 令 ー 金 6…ーふ ム jゐ

。I 一一一一一一86 88 90 92 94 95 96 98 ハVAυ 
ー

エラスチン比率(%)

Fig.3-5混合溶液の透過光強度変化②

Fig.3-5の結果からエラスチン比率 95%付近で一番低い透過光強度を取ることが

わかったO そのため、エラスチン対フィブリリンを95:5の濃度比率で混合し、複合ゲ

ルの作製を行った。

25 

三重大学大学院工学研究科



3-4 フィブリリンゲ、ル作製

架橋剤としてDode-DSP、EGDE両方を用いてフィブリリンゲ、ノレを作製した。

結果としてどちらの架橋剤を用いてもゲ、ルを作製で、きた。しかし、どちらのフィブリリ

ンゲルも固いが、もろいゲ、ルになっており、引張試験器に取り付けることができなか

ったO そのため、弾性率・伸長率測定を行うことがで、きなかった。

また、二つのゲ、ルの違いとしてはDode-DSPを用いたフィブリリンゲ、ルの方が固く、

しなることもないゲ、ルを形成しており、EGDEを用いたフィブ〉リリンゲ、ルはしなることが

で、きるほどの柔軟性を持っているとしづ違いがあった。

3-5複合ゲ、ルの弾性率・伸長率測定

3-5-1 1型複合ゲ、ル

エラスチン濃度を 40%とし、それに加えてエラスチン対フィブ'!J!Jンが 95:5の比率

になるようにフィブリリンを加えたゲ、ルを作製し、エラスチンのみで、作製したゲ、ルと弾

性率・伸長率の比較を行ったO

。

。
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Fig.3-6複合ゲ、ルの弾性率・伸長率①

Fig.3-6の結果から、弾性率で、はエラスチンゲルは 70.4+5.1kPa、I型複合ゲ、ル

は68.4士4.1kPa。伸長率で、はエラスチンゲ、ルは 92.4+26.4%、 I型複合ゲ、ルは

68.3+27.0%となったO この結果から二つの聞に大きな違いはないことが示された。
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E型複合ゲ、ル

3-5-1で作製した I型複合ゲルは一度目の加熱の際に凝集が見られなかった。

弾性線維形成においてエラスチン分子は凝集してからマイクロフィブpリノレに沈着す

ることが報告されている 4)。そのため、エラスチン溶液を凝集する20%溶液に変更し

た。また、エラスチン溶液を一度 500Cで力日熱した後に、フィブリリン溶液を加えてか

ら同様の方法で、複合ゲ、ルを作製し、エラスチンゲル、加熱していないゲ、ルと弾性

率・{申長率の比較を行った。

3-5-2 

nニ 3

P<0.05 

牢

牢一一
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司，

主
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n
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求
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峰
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岳
}
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40 

20 

E型エラスチン

Fig.3-7複合ゲ、ルの弾性率・伸長率②

I型

。

Fig.3-7の結果から、弾性率で、はエラスチンゲ、ルは 20.65+ 4. 72kPa、I型複合ゲ

ルは30.0+2.1kPa、E型複合ゲルは55.2+ 5.9kPaとなった。伸長率ではエラスチン

ゲ、ルは 79.6+28.6%、I型複合ゲ、ルは 55.7+30.3%、E型複合ゲ、ルは 112.9+

24.3%となった。これらの結果から、エラスチンゲ、ルよりもE型複合ゲ、ルは弾性率・

伸長率ともに増加した。

工学研究科
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3・5・3m型複合ゲ、ノレ
弾性線維形成においては、前述したとおりトロホOエラスチンがマイクロフィブリノレに

沈着することにより、弾性線維が成熟する。そのため、エラスチンだけでなく、フィブ

リリン溶液にも架橋剤を添加し、フィブリリンも架橋させることにより弾性線維形成に

近い状態を作り出すことを目指した。

エラスチンがゲ、ル中に30%含まれることを基本とし、そこに架橋倍率2倍で架橋剤

(EGDE)を添加したフィブ、リリン溶液を加えたO その際に、混合比率を変化させて複

合ゲ、ルを作製し、弾性率・伸長率を測定した。今実験においてエラスチン・フィブリリ

ンのアミノ基に対して架橋倍率を 2倍にして実験を行っている。そのため、エラスチ

ン比率が減少し、フィブリリン比率が増加するにつれて架橋剤の量は増えてして。

(Table.3-3) 

Table.3-3 III型.w型複合ゲルの架橋倍率

エラスチン比率(%)

架橋倍率(倍)

140 

120 

~ 100 
巳4

占 80
特許

選60「一一春一一
40・
20 ト一一

O ト一一

100 95 90 85 

エラスチン比率(%)
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Fig.3-8複合ゲ、ノレの弾性率・伸長率③

Fig.3-8の結果から、エラスチン比率85%の時に、弾性率で、はエラスチンが66.5+

18.6kPa、E型複合ゲ、ノレが 103.9+8.1kPa。伸長率で、はエラスチンゲ、ルが 25.2+

6.8%、皿型複合ゲ、ルが 33.7+2.1%となったO また、 90%の時に、エラスチンが 69.4

+ 10.1kPa、E型複合ゲ、ノレが 93.5+ 9.6kPa。伸長率で、はエラスチンゲ、ルが 31.9+

15.6%、皿型複合ゲ、ルが28.7+4.1%となった。これらの結果から、エラスチン比率が

90%付近で、E型複合ゲ、ノレの弾性率とエラスチンを比較した時に有意な差が存在し

た。しかし、伸長率に有意な差は存在しなかったO
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3-5-4 N型複合ゲ、ノレ作製

3・5-3で、作製した複合ゲ、ノレで、はエラスチンと比べて弾性率が高いゲ、ノレはで、きたが、

伸長率が低いゲノレができた。その改善のために、エラスチンで用いた時に高い伸

長率を持つゲ、ルを作ることがで、きるDode-DSPに架橋剤を変更して複合ゲ、ルを作製

し、弾性率・伸長率を測定した。
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Fig.3-9複合ゲルの弾性率・伸長率④
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Fig.3-9の結果から、 W型複合ゲ、ノレはフィブサリン比率が上昇するにつれて弾性率

が増加することがわかった。また、伸長率についてもフィブリリン比率が上昇するに

つれて増加する傾向がある事がわかったO 結果として、 W型複合ゲ、ノレの弾性率の

最大値は284.0+25.7kPa、伸長率の最大値は226.1+21.1%を取ることができた。こ

れはIII型複合ゲ、ノレやDode-DSPを用いたエラスチンゲ、ルと比べてとても高い値だ、っ

た。

また、エラスチンゲ、ルで、は架橋倍率が増加しても弾性率に大きい違いはみられ

ず、過剰の場合では弾性率が減少した。伸長率に関しても架橋倍率の変化で大き

い違いはみられないが、過剰の場合には逆に増加した。

3-6 N型複合ゲ、ノレ構造の観察

3-5-4でイ乍製したW型複合ゲ、ノレの強度はエラスチンゲ、ノレに比べて大きな差が得ら

れた。そこで構造的な違いの観察を行うために複合ゲルの断面を SEMで観察した。

観察したゲ、ルのうち、 W型複合ゲ、ノレは記した通りのエラスチン比率でイ乍製したゲ、ノレ

を観察した。しかし、エラスチンゲ、ルのみエラスチン比率 80%と同量の架橋剤を加

えたものを作製し、観察を行ったO

エラスチンゲ、ル

Fig.3-10複合ゲ、ルの断面構造(エラスチン比率 100%左:80倍右:500倍)
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複合ゲ、ノレ(90%)

Fig.3-11 複合ゲ、ルの断面構造(エラスチン比率 90%左:80倍右:500倍)

複合ゲ、ノレ(80%)

Fig.子12複合ゲ、ルの断面構造(エラスチン比率 80%

複合ゲル(70%)

岡田園--

Fig.3-13複合ゲ、ルの断面構造(エラスチン比率 70%左:100倍右:500倍)
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複合ゲル(65%)

Fig.3-14複合ゲ、ルの断面構造(エラスチン比率 65%左:350倍右:10000倍)

これらの画像を解析し、ゲルの平均孔径、線維径、空隙率を算出した。
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Fig.3-15 複合ゲ、ルの表面解析
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作製したW型複合ゲノレはエラスチン比率が下がるにつれて平均孔径・線維径・空

隙率は全て減少してして傾向があった。 (Fig.3・15a、b、c)また、エラスチン比率が高

いものほど、孔径や線維径は不均一で、孔径や線維径が大きいもの・小さいものも

同様に存在した。 (Fig.3・15d、e)しかし、 100%エラスチンゲ、ルで、は孔径・線維径と

もに均一で、W型複合ゲ、ノレ(エラスチン比率 80%)と比較した時に全て低い値を取る

ことがわかった。

エラスチン比率70、65%のW型複合ゲ、ノレは穴が存在している部位と穴がほとんど

存在しない部位に分かれていた。 (Fig.3-13、14)しかし、エラスチン比率65%複合ゲ

ルにおいて、縦に裂けた部位から 1μm以下の孔が多く見つかった。
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4章考察

フィブ、リリンの抽出

水溶性フィブ'~~ンの原料となる不溶性エラスチンを構成しているものは、ほとんど

弾性線維関連のタンパク質で、あり、エラスチンやフィブリリンが多くを占めている。そ

こからエラスチンを取り除いたものが不溶性フィブリリンで、あるため、その多くがフイ

ブリリンであると思われる。しかし、水溶性ブイブ、リリンの収率は約 2割だ、った。

(Table.3-1 ) 

その原因として考えられるのが、フィブリリンの酸化で、あるO不溶性フィブリリンに2-

メノレカプpトエタノーソレを加えたpH8.5 Tris-HClで一晩撹持した後に得られた溶液

に対して透析を行うが、その際溶液はほぼ透明の溶液となっている。このことから不

溶性フィブリリン自体は還元剤でほとんどが溶ける物質であると考えられる。しかし、

透明の溶液は透析中に段々と濁ってくるO これは搭液中に含まれていた 2-メルカフ。

トエタノールが無くなり、入ってくる脱イオン水中の酸素により酸化が起こり、溶けて

いたフィブリリンが元の不溶性ブイブリリンに戻ってしまったのだ、と思われるO
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フィブリリンの同定

水溶性フィブ、リリンのアミノ酸分析において、システインがほとんど検出されなかっ

た。 (Fig.3-2)システインはフィブ〉リリンには多く含まれているアミノ酸であるが、アミノ

酸分析を行った結ー果は 0.47%だった。通常のアミノ酸分析ではシステインが測定で

きないと考え、水溶性フィブPリリンに対し、過ギ酸処理を行った後に再度アミノ酸分

析を行ったO しかし、検出されたシステインの量は 2.1%で、理論値である 13%と比

べるととても低い値だ、ったO

不溶性フィブリリンを還元剤で、処理した時に溶解することが確認されている。この

ことは不溶性フィブリリン内のジスルフィド結合の切断が行われている事を示唆する。

そのため、不溶性ブイブリリン中にはまだ、システインが存在すると思われるO

また、抽出過程の透析中に濁りが発生してくる。この濁りが発生する理由がシス

テインの酸化によるジスルフィド結合再形成だ、と思われる。しかし、水溶性フィブテリリ

ンとして抽出できるものもあるため、含まれているフィブ?リリンには酸化しやすしもの

としlこくし、ものがあると思われる。酸化しやすしものは透析中に不溶性に戻り、酸化

しにくし、ものは水溶性フィブリリンとして抽出できる。(Fig.4-1)この違いの原因となる

のがシステインなどのアミノ酸だと考えている。酸化しやすしものには多くシステイン

が含まれ、酸化しにくいものはシステインが少ないものとなっていると思われる。

iLメノレカプトエタノール慌時 |

ス，~(

j hh •• v 

透析援

I ~tJT B;fコ

02仁J
F吋

02 

Fig.4-1 透析中におけるフィブリリンの変化
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エラスチン・フィブリリン聞の相互作用

本研究で、は水溶性エラスチン抽出中に析出する不溶性フィブリリンから、水溶性

フィブリリンを抽出している。この不溶性フィブリリンは、酸処理の回数が増えるにつ

れて性質が変化してして。始めは黄味がかった白色でさらさらとした沈殿物が析出

し、析出する量も多い。しかし、酸処理を重ねていくと沈殿物の量が減り、色が茶色

に近くなってして。そして、ある段階から沈殿物の量が急激に増し、茶色い粘着質

な塊が析出する。 (Fig.4-3)

6 

1 

四回同水溶性エラスチン

5 

A
古

円

。

収
率
(
%
)

ーー不溶性フィブリリン

2 

。
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

シュウ酸処理回数

Fig.4-2水溶性エラスチンと不溶性フイブ、リリンのクエン酸処理回数ごとの収率 12)

析出する沈殿物は不溶性フィブサリンだ、と考えている。しかし、酸処理の回数が増

えるだ、けで、不溶性フィブリリンの性質が変化するとは考えにくい。そのため、この沈

殿物の性質変化はエラスチンとフィブ、リリン聞の相互作用が原因だι思われる。
エラスチン抽出の特徴として水溶性エラスチンは始めが少なく、終わりに近づくほ

ど収率が上がってして。 (Fig.4-2)また、不溶性フィブリリンは始めが多く、途中からほ

とんど取れなくなるが、終わりが近づくとまた量が増える。しかし、終了間際の不溶

性フィブリリンはその性質が全く異なっていることから、そのほとんどがエラスチンで

構成されていると思われた。この不溶性フィブリリンを脱イオン水で、洗浄したところ、

多量の水溶性エラスチンが抽出で、きた。つまり、フィブリリンには高濃度のエラスチ

ンが存在するときに、ブィブリリン自体にエラスチンを集めさせる機能がある事が示
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唆された。この機能は生体内で起きているマイクロフィブリルへのトロポエラスチン沈

着と類似している。

エラスチンとフィブリリンを 95:5の比率で混合した時に、透過光強度が急激に減

少することが示された(Fig.3-4、5)。これはフィブVリンへのエラスチン沈着が生じたこ
とにより、粒子が大きくなり、白濁したと考えられる。このことからも、フィブリリンには

エラスチンを集めさせる機能があることが示唆された。

Fig.4-3酸処理終了間際の沈殿物
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エラスチン凝集による弾性率への影響

ゲ、ルを作製するときに、一度エラスチン溶液を加熱し凝集させると弾性率・伸長率

ともに増加した(Fig.3-7)。この現象は弾性線維形成にもとづく現象だと思われる。

エラスチンは弾性線維が形成される際にマイクロフィブリルへと沈着してから架橋

を形成し、弾性線維になる。その際に、エラスチンは凝集してから沈着するとし1われ

ている。 4)この現象が必要な原因はトロポエラスチンの粒子が凝集することにより大

きくなることがマイクロフィブサノレへの沈着に関係しているからだと思われる。そのた

め、エラスチンを凝集させた場合とさせてない場合の違いとしては粒子の大きさが

異なることが推測される。粒子が大きくなることにより、フィブリリンへの沈着しやすさ

が高くなる。 (Fig.4-4)それによってフィブリリンとの相互作用が高くなり、ゲ、ルの力学

的強度が増加したと思われる。また、この現象にはエラスチン濃度も大きく関係して

しも。エラスチン濃度が高い時には、高温でなしせエラスチン凝集が起きず、高す

ぎた時にはゲ、ル化が進んで、しまう。そのため、エラスチン濃度を凝集しやすい環境

に整えることがエラスチンとフィフマリリン間で、高い相互作用を生むためには必要だと

思われる。

エラスチン凝集前

|エラスチン凝集後 |
+ フィブリリン

エラスチン

_ i.... ..邑ニj ・L.....A・f 色 、 .. ... ... . 
.， vvf?司'¥，./' .... -，'" ( ~ 

-("・~ 悼す.上竺ト竺~ P圃
Fig.4-4凝集後の構造変化
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架橋剤を両溶液へ添加することによる弾性率への影響

架橋剤をエラスチンとフィブリリン両溶液へ添加することによって、力学的強度が

変化した(Fig3-9)。この原因のーっとして、エラスチンのアミノ基量が関係していると

考えられる。エラスチンはリシン、ヒスチジン、アルギニンのようなアミノ基を持つアミ

ノ酸を元来多く持っていなし、(Table.3-2)。リシンはエラスチン中に存在しているが、ト

ロポエラスチンからエラスチンに成熟する際に、リ、ンルオキシダーゼ、により使用され

デスモシン架橋を作っている。このデ、スモシンは水溶性エラスチンとして抽出される

時に、分解はされてないと思われる。そのため、リシンはアミノ酸分析を行っても検

出されない。

本実験で、架橋剤の量を変化させたゲ、ルを作製した時に、エラスチンの弾性率に

ほとんど、影響を与えなかった。実験で使用した Dode-DSPとEGDEはアミノ基に反

応してゲ、ルを形成する。 Dode-DSPを使用した時にエラスチンゲ、ルの弾性率に影響

がなかったことから、架橋倍率が 2倍以上加えた時点で、エラスチン中のアミノ基は

反応しきったと考えられるO それ以上架橋剤を加えた時に、フィブリリンにも架橋剤

が作用し、力学的強度に変化が生じたと推測される。また、架橋剤が少ない時にフ

ィブリリンを加えても力学的強度に変化はなかった。そのため、ゲ、ノレが形成される時

にエラスチン>フィブリリンの順に架橋が進むと考えられる。しかし、架橋剤が多い時

にはエラスチン"エラスチン問、エラスチンーフィブリリン問、フィブリリンーフィブリリン聞

の 3つの架橋が存在することにより、強し、構造を作っていると思われる。(Fig.4-5)こ

の時、フィブリリンは弾性線維のようにエラスチンを覆うようにして存在し、その間で

結合していると思われる。
|布、機約少 j

~ ーコラスチン

ー フィフ リリン
・圃 E-E空長者安
F-F系主主建

Fig.4-5架橋剤を加えたことによるゲ、ルへの影響
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もう一つの原因として弾性線維形成過程に注目した。弾性線維はフィブ'UUンの重

合体で、あるマイクロブイブサノレにトロホOエラスチンが沈着し、そのうえで架橋を形成し

てエラスチンへと成熟するO この現象はトロポエラスチンが架橋しやすいようにマイク

ロブイブVルがトロポエラスチンを配列させていると考えられている。 3)そのため、本

実験で、フィブ~UUンのアミノ基分も架橋剤を加えたことにより、フィブリリンがマイクロフ

ィブリル状に変化し、より効率的にエラスチンの架橋が進んだ、と推測される。

また、タンパク質量や架橋剤が多いと固くなるが伸び、にくいゲ、ルがで、きることを予

想していた。しかし、結果的に高強度・高伸長のゲ、ルを作り出すことができた。この

性質は生体内のエラスチンとフィブリリンの関係性に似ている。エラスチンはフィブリ

リンと生体内で同じ弾性線維に存在しているが、この時にフィブ?リリンは基本的にエ

ラスチンが伸びることを妨げない構造を取っていると考えられる。

生体内で、フィブ?リリンは末端で、結合し、直線状に構造を作ってして。それにより、

少しではあるが伸びる構造を取る。しかし、限界点まで伸びると戻らず伸びきった構

造を取ってしまう。3)この構造がエラスチンによって改善されることにより、高強度・高

伸長率が実現したと考えられる。本来ならば、 伸びきったところで、フィブリリンは止ま

ってしまうが、エラスチンが存在することにより元に戻るためのゴ、ムがついたのと同じ

効果がついたと考えられる。また、エラスチンにおいても周りを伸びる高強度の材料

が覆う事で弾性率が増加したと考えられる。 (Fig.4-6)そのため、この結果はエラスチ

ンとフィブリリンの両タンパク質が自身に足りなしものを補し1あうことで得られた結果

であり、どちらのタンパク質が欠けても得られなし吃思われる。

|エラスチ府 |

己ご〉
掴圃令。。

i伸びきると戻らない ! 

Cコ Cニコ

Fig.4-6エラスチンとフィブpリリンの構造
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架橋剤による弾性率・伸長率への影響

本研究ではEGDEとDode-DSP品、う2種類の架橋剤(Fig.4-7)を用いて複合ゲ、ノレ

を作製した。EGDEとDode-DSPで、作製した複合ゲ、ルの聞には弾性率で、は大きいも

ので約 100kPaの差があり、また伸長率ではより差が大きく 100から 200%もの差が

あった(Fig.3・9)。

323沼〉い……:-o@イC33S04

0ム"-Jo~~寸。
EGDE 

Fig.4・7架橋剤の構造 11)

2つの架橋剤の違いとしてEGDEは親水d性の架橋剤で、Dode-DSPは疎水性の

架橋剤という違いがある。以前に行われた研究で、エラスチンゲ、ルにおいて、

Dode-DSPを用いたゲルで、は弾性率は低いが、高い伸長率を持つことができること、

EGDEを用いたゲルで、は高い弾性率を持つが、伸長率が低くなることが示された。

その理由としてEGDEは親水性であるため、ゲ、ル全体に架橋剤がいきわたりプラス

チックのような構造になってしまったために固いがほとんど伸びないゲルができ、

Dode-DSPは疎水性であるため、ゲ、ル内に局在的に架橋剤が存在する事で、ゴ、ムの

ような構造になったために固くはないが伸び、るゲ、ノレがで、きたことが推測された。 10)し

かし、本研究で、作製した複合ゲ、ルはこの推測には完全には当てはまらない。結果と

してW型複合ゲ、ノレは高弾性率・高伸長率を持つことがで、きた。その差はフィブリリン

が大きく影響していることが示唆された。

3・5より、フィブリリンはDode-DSPとEGDEどちらの架橋剤を用いてもゲ、ル化する

ことができた。しかし、どちらのゲ、ルも伸びることはで、きない固いゲ、ルだ、った。二つの

架橋剤のうち、Dode-DSPに存在しているアルキル基はデ、スモシンに近づ、いていく

性質がある。そのため、エラスチン内で、 Dode-DSPは、デスモシン近辺で架橋して

いると予測している。しかし、デスモシンの無いフィブリリン内で、は Dode心SPは

EGDEと同様に全体にいきわたって架橋していると思われる。そのため、固いが伸

びないゲ、ルがで、きたと思われる。また、Dode-DSPはエラスチンの凝集性を変化させ

る。Dode-DSPを加えたエラスチン溶液は凝集温度が上昇する。 13)つまり、凝集する
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ために必要なエネルギー量が上昇するという事で、ある。そのため、 Dode心SPが存

在するときには凝集した時の粒子形が大きくなることが推測される。それにより、フイ

ブリリンとの相互作用も上昇し、より効率よくゲ、ル化することで、高弾性率・高伸長率

のゲノレを作ることができたと思われる。これらのことから高弾性率・高伸長率を持つ

ゲルを作製するためにはエラスチン・フィブリリンどちらのタンパク質も必要不可欠

である事が示唆された。

また、エラスチンゲルにおいても架橋剤の量によって変化が見られた。 EGDEは

加えるほど弾性率が増加したが、 Dode-DSPはほとんど弾性率・伸長率に変化はな

かったが、過剰に入れすぎた時に弾性率は減少し、伸長率が増加した。この差の

原因として二つの架橋剤の架橋部位の違いがある。両架橋剤ともアミノ基に反応す

るが、 EGDEは他にもカルボ、キシル基や EGDE自身にも反応することができる。そ

のため、エラスチンのアミノ基が反応しきった後にも、他の反応基と反応を起こし、

ゲ、ノレの強化を行っていたと思われる。また、 Dode-DSP過剰の時にはエラスチン溶

液中で Dode-DSPが相分離してしまった可能d性が考えられる。そのため、作製した

エラスチンゲ、ノレ内に使用されていないDode-DSPが洗浄時に流れだしたと思われる。

それによりゲ、ル内の空孔が大きくなり、弾性率が減少、伸長率が増加したと思われ

る。
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フィブリリンによるゲ、ル構造への影響

作製したW型複合ゲ、ノレとエラスチンゲ、ノレを比較した時に、複合ゲ、ルの平均孔径や

線維径がエラスチンゲ、ルよりも大きい傾向があった。 (Fig.3・15a、b、c)全てのゲ、ルに

おいてエラスチン量は変わらない。そのため、ゲ、ルの基本構造はエラスチンを基礎

としている。そこに添加したフイブ、リリンが関わってくると考えられる。複合ゲ、ルにお

いて線維径が増加した原因がフィブリリンだ、と推測している。

ブィブリリンとエラスチンは相互作用している。フィブリリンが少量の時はエラスチン

と直接作用し、エラスチンの線維にコーティング、するようにゲ、ノレが出来ていくと思わ

れる。それにより、複合ゲルの線維が太くなっていくと考えられる。そしてフィブリリン

と架橋剤の量が増え、エラスチンに含まれるアミノ基が完全に使用されるとフィブリリ

ン同士が架橋し合う。それにより、複合ゲ、ルに存在する穴は小さくなっていき、穴が

存在する部分の線維径は細くなってして。また、フィブリリン比率が上昇すると穴が

架橋で埋まり、ほぼ穴のない構造が見られるのもこの影響だと考えられる。

また、エラスチン比率が高い時にゲルの孔径が不均一なゲ、ルだ、った。 (Fig.3・15d)

これはエラスチンとフィプリリンの結合位置が原因だ、と思われる。トロポエラスチンは

フィブリリンのドメインのうち、2番目の 8・cysドメインに結合すると考えられている。

(Fig.1・5)14)そこに、さらにいくつものトロポエラスチンが集まり、相互作用を起こして

いる。そのため、フィブリリンが少量の場合にはエラスチンに偏りが生じ、エラスチン

が均一に存在しなかったために孔径の大小が生じたと思われる。

フィブ、リリン比率が高いゲ、ルを観察した時に、ほぼ穴のない構造が見られるが、

縦の断面を観察したときに穴や線維を観察することができた。 1μm以下の穴が多く

存在しているのが確認できた(Fig.3・14)。そのため、複合ゲ、ルの内側には細かい線

維のネットがで、きている影響により、高弾性率・高伸長率を生み出すことができてい

ると思われる。
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今後の展望

本研究で、はエラスチンとフィブリリンを組み合わせた複合ゲ、ルを作製することによ

り、高弾性率・高伸長率の材料を作ることができた。これは生体組織の弾性線維と

比べても同様の値といえる。(Table.l-l)しかし、そのW型ゲ、ノレは架橋剤の濃度が高

く、細胞毒性がある可能性も考えられる。そのため、よりエラスチンとフィブリリンの相

互作用が高い濃度を決め、架橋剤で強度調節を行うのがよいと思われる。方法とし

ては、架橋剤の量を一定としてエラスチンとフィブリリンの比率を変えたゲ、ルを作製

し、弾性率・伸長率を測定する。これにより、濃度比率を決定し、ゲ、ルを作製するの

がよし叱思われる。

W型ゲ、/レを SEMで観察した時に、 W型ゲ、/レは多孔質なゲ、ノレで、ある事がわかった。

そのため、このゲルを用いた細胞包埋ゲ、ルを作製する事も可能だ、と思われる。それ

により、大動脈の弾性板を再現した人工材料を作製できる可能性が示唆された。こ

れから最終的に人工血管を作り出すことが理想である。そのために必要とされるの

が、より強度を持たせるための外膜に相当する材料である。

以前に行われた研究で、コラーゲ、ンを用いた配向シートを作製することにより、高

強度材料を作製することに成功した。 15)本研究で、作製したエラスチン・フィブリリン

複合ゲルとこのコラーゲ、ンシートを合成することによって、より生体に近い人工血管

を作ることができると思われる。(Fig.4-8)しかし、問題点として弾性組織とコラーゲン

をつないでいる存在がまだ解明されていない。そのため、人工血管を最終的に作り

上げるためには複合ゲ、ノレとコラーゲ、ンをつなぐ方法を模索する必要性が高い。

w型複合ゲ、ノレ

コラーゲン

Fig.4-8三層構造人工血管
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5章結論

水溶性エラスチン作製中に析出する不溶性フィブリリンから水溶性フィブ、リリンを

抽出できた。

エラスチンとフィブリリンを混合し、エラスチン・フィブリリン複合ゲ、ルが作製で、き

た。また、両タンパク質のアミノ基分 Dode心SPを加え、弾性線維を再現する事

により、高弾性率・高伸長率の複合ゲ、ノレを作製で、きた。

複合ゲ、ルを SEMで観察した時に、エラスチンゲルと複合ゲ、ルの違いが確認で、

きた。また、複合ゲルにおいてフィブリリン比率が増加するにつれて、断面に存

在する孔や線維が小さくなっていく傾向があることがわかった。
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付録

水溶性エラスチンの分画

当研究室では 2種類の方法により、抽出で、きた水溶性エラスチンを評価、分画し

ている。弾性率と凝集温度、この二つの結果を組み合わせることで、同じ品質の水溶

性エラスチンを得ている。

弾性率測定

1.エラスチンハイドロゲルの作成

熱シュウ酸処理によって架橋構造を分解した水溶性エラスチンをハイドロゲ、ルに

する為には、エラスチン溶液に架橋剤を加えて再度架橋する必要がある。

本実験では、架橋剤としてDode心SPを選択した。

cや

Dode-DSP 

付録 1架橋剤Dode-DSPの構造 8)

K A 
A 0 0 A 
A 11 _ 11 A 
K-N一C~、C-N-K
Y H H F 

? 翠撞豊造 ? 。
@
 

2 HOく§ぐ:::S04
+ 

Dode-DSP 

t +3  
K ~ 
A ~ 
A A 
K~NH2NH2~F 

G ?  
エラスチン分子鎖 E笠畳盆
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【試薬・機器】

・水溶性エラスチン

• Dode-DSP 

.脱イオン水

・試験管 (マルエム)

・キャヒ。ラリーチューブ(内径 1mm外径1.55mm) (テアロン)

・シリコンチューブ(内径 1mm) (AS ONE) 

・1.0m1シリンジ (TERUMO) 

-遠心分離器CT6D (HIT ACHI) 

・ネジ口試験管(マルエム)

-循環恒温水槽 (LAUDA)

・オートクレープIST-150 (Pasolina) 

・インキュベータIC-450PC(AS ONE) 

【実験操作】

①エラスチン濃度40%、アミノ基に対する架橋剤倍率が2倍になるように、水溶性

エラスチン、 Dode-DSP、脱イオン水を混合し、遠心分離(2000中m・3min)を行

い、脱気した。

②脱気したエラスチン溶液を 2.5cmの長さに切ったキャヒoラリーに詰め、栓をして

密封した後、ネジ口試験管に入れて、再び遠心分離(1500中m・3min)を行い、

脱気した。

③遠心後、キャヒ。ラリーの入ったネジ口試験管を脱イオン水で満たし、 700C~こした

ウォーターパスに入れて30分加熱した。

④その後、キャヒ。ラリーを脱イオン水で、満たされたネジ口試験管に入れたまま

遠心分離(1500中m.3min)にかけ、その後、試験管をアルミホイルで、包み、直

立させた状態でオートクレープに設置し、 1210Cで30分加熱した。

⑤加熱後、キャヒ。ラリーを室温になるまで、冷却し、エラスチンゲルをキャピラリーか

ら取り出し、脱イオン水(370C)で 18時間洗浄した。
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2.弾性率測定

エラスチンは細胞外マトリックスの中で、も特に弾性に優れた成分で、あり、その構造

を保持したエラスチンハイドロゲ、ノレにもその性質は引き継がれていると思われる。

本実験で、は作成したエラスチンゲ、ルの弾性率測定を行って、その弾性率の違い

から水溶性エラスチンの分画を行った。

[弾性率(ヤング率)の求め方]

断面積 A(ぱ)の物体を一軸方向に力 F(N)で引き伸ばし、物体の長さが Io(m)か

らI(m)へと変形した時、その時の応力 σ(Pa)と歪 γは次の式で求められる。

σ=F/A 

γニ (1-10)/10 

フックの法則より、応力の大きさが限界内にあるときは応力と歪は比例関係にある

ので、弾性率E(Pa)は次の式で求められる。

E=σ/γ 
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【試薬・機器1
・ェラスチンハイドロゲル

.弾性率測定装置

・アナログ計測計算機(アズワン)

動歪み測定器 エラスチンゲル リニアアクチュエーター

付録3弾性率測定器

【実験操作]

① 1.5cm程度に切ったエラスチンゲ、ルの両端にスペーサーを付け、弾性率測定器

で挟み、固定した。

②ゲ、ルが常に脱イオン水(37UC)に浸るようにし、また、測定前のゲ、ルに力がかから

ないよう調整し、その時のスベーサー聞のゲ、ルの長さを自然長とした。

③ゲルを一秒間に O.5mmずつリニアアクチュエーターで、ヲ|っ張り、その際、動歪

み計測器に表示される張力をアナログ計測計算機に読み取らせた。

④ゲ、ルが破断するまで、測定を続け、計測値から応力と歪を計算し、弾性率を求め

た。また、自然長と破断時のゲ、ル長から伸び、を求め、そこから伸張率以下の式

より求めた。

破断時の伸び(m)/自然長(m)x 100=伸張率(%)

⑤水溶性エラスチンのクラスを弾性率によって以下のように定義し、測定した水溶
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性エラスチンの分画を行った

弾性率

(kPa) 

凝集温度測定

E 

ゲル化しない

熱シュウ酸処理の加熱時間 1h毎で区分けした水溶性エラスチンを用いて、凝

集温度測定・弾性率測定を行い、それぞ、れのサンブ。ノレのクラス分けを行う。

【試薬・機器】

・水溶性エラスチン

・フォトメーター(IndustrialFiber Optics) 

.ヘリウムネオンガスレーザー(Uniphase)

.恒温槽(和科盛商会)

-透過光測定装置

・ディスポセル

・ネジ口試験管(マルエム)

[実験操作】

①ねじ口試験管で、水溶性エラスチンが濃度 1% (v/v)になるように脱イオン水を加

え調整した。

②溶液 3mlをデ、イスポセルに移し変え透過光測定装置にセットした。

③恒温槽で溶液の温度を10分でlOCずつ温度を上昇させ、その時の透過光強度

を測定した。

④水溶性エラスチンのクラスを凝集温度によって以下のように定義し、測定した水

溶性エラスチンの分画を行った。

クラス

凝集温度(OC)
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走査型電子顕微鏡(SEM)撮影方法
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(1)後部のトラップコッフ。を水で、満たす。

(2) POWERをオンにし、左のスイッチをCOOLに合わせ、内部の温度が40Cになる

まで待つ。

(3) 40Cになったら予め t-BuOHに浸して凍らせておいたサンブρルをサンフ。ル瓶ご、

と台座にセットし、押さえ蓋を置き、 30min待つO

(4) EVACをオンにし、乾燥を開始する。周囲の氷がなくなるまで待ち、内部までし

っかり乾燥させる為、そこから 30min放置する。

(5) 30min経過したら、温度スイッチをWARMに合わせ、温度が 300Cになるまで放

置する。

(6)スイッチを中点に戻した後、EVACをオフにして吸引を停止する。

(7)乾燥が終了したサンブ。/レはデ、シケーター内でイ呆存し、吸湿しないようにする。
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イオンスバッター使用法

o{吏用機器

-目立イオンスパッターEI0I0

(1) SEM用の試料台に両面テープOで、サンフ。ノレを固定するO この時、撮影したい面

が上を向くようにし、なるべく平らになるように張り付ける。

(2)試料台の裏側(ねじ穴のある側)にシャーペンなど、で、番号を記入し、サンフ。ルの

区別が付くようにしておく。

(3)金スパッタリング用の台座にサンフ。ノレを試料台ご、とセットするO もし台座に空き

ができるようならテープで塞いでおく。

(4)イオンスバッターの MAINVALVEを開き、台座をセットし、 POWERをオンにし

て、圧力が 10Paまで下がるのを待つ。

(5) 10Pa になり、 Ready のランプが点灯してから 1~2 分待ち、スバッタ一時間を

120secにsetを押す。

(6) DISCHARGEをオンにして金イオンを飛ばし、終了したら POWERをオフにし、

試料台を取りだす。

SEM撮影法

使用機器

-ノミソコン

-目立走査型電子顕微鏡 S4000
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(1)撮影前に装置内部の試料台が x=12.5、y=12.5、傾き=0の位置にある事を

確認する。

(2) displaypowerとカメラの電源を入れる。また、 パソコンの電源を入れ、 EOSutility 

を起動させる。

(3)サンフ。ルを高さ調整台に乗せ、固定台と固定する。

(4) EVACを押し内部を真空状態にする(基本的に真空状態になっている)。

(5)左上部のレバーが CLOSEになっていることを確認してから、 AIRを押す。

(6)前室部分を開き、固定台を棒にセットする。

(7)棒を固定して、前室部分を閉じ、 EVACを押して真空にする。

(8)縁のランプが点灯し、highの位置にある事を確認してから 20秒ほど待ち、その

後レバーを OPENにして、試料を内部試料台に乗せる

(9)棒を抜き、前室部分に固定したらレバーを CLOSEにし、右下にある

SPECIMENE STAGEとAIRLOCK VALVEのつまみをそれぞれ LOCKと

OPENにする。

(10)キーボード左上端にある HVのONを押す。

~L.悶』日4回鶴1
o 0 、 o 'foe志望E

(l1)Vacc、Vext、EMISSIONの値がそれぞれ安定したら ABCを押し、画面のコント

ラストを合わせる。

話
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仁
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(12)本体のつまみを回して画像を動かし、サンフ。ノレを探す。

(13)MAGNIFICATIONのつまみ(上図矢印)を回し、撮影倍率を決定する。

(14)STIGMA: AUTO→FOCUS:AUTOの順で押していき、画像のピントを調整す

る。

臼 ?県持毛主

f
u
…
ι
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蜘帽尉叫.刷

F()CUS 

引き4

(15)SCAN SPEEDをlにし(次図矢印を l回押す)、 RUN/STOP:Aを押して画像を

静止画にする。

回目白白臨 E

d白白白骨亡;
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(16)カメラのシャッターを開き、キーボード右上端の PHOTO:DlRECTを押す。

(17)ピーと音が鳴ったら、シャッターを閉じるO するとパソコン画面の SEM画像フォ

ル夕、、に撮影した画像が表示されるO

(18)SCAN SPEED: TVを一回押し、RUN/STOP:Aを押した後に(11)'"'-'( 17)の工程

を繰り返して撮影する。

(19)サンプルの撮影を終了する時はHVのOFFを押した後、 SPECIMENESTAGE 

とAIRLOCK VALVEのつまみをそれぞれFREEとCLOSEにする。

(20)レバーをOPENにし、固定台を内部試料台から取り出した後、レバーをCLOSE

に戻し、 AIRを押してサンフ。ルを取りだ、す。

(21)サンフ。ルを交換して再度撮影するときは(5)から同様の作業を行う。

(22)全工程終了時に SEM画像フォルダ中の画像を全てメディアに保存するO
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平均孔径・線維径の算出方法

(1) Image Jを起動した。

(2) [File]→[Open]と聞き、解析する画像を選択した。

(3)ツールバーから直線ツーノレ(Straightline selections)を選択し、スケールバー

の長さと等しい直線を引し、た。

(4) [Analyze]→[Set Scale]を選択し、 KnownDistanceの欄にスケールバーの値を

入力し、 UnitofLengthにその単位を入力した。

(5)無作為に孔径や線維を直線ツーノレ(Straight line selections)で、選択し、

[Analyze]→[Measure]をクリックしたO

(6)それを 50個分測定した。

(7)得られたデータをExelにコピー&ペーストした。

(8)平均孔径・線維径を算出した。

空隙率の算出方法

(1)ペイントを起動した。

(2)色2にカラーボックスから黒を選択したO

(3)ツールパーの自由選択で孔を囲み、切り取りした。これを写真中に存在する全

ての孔に対して行った。

(4)画像を保存し、 AdobePhotoshop 7.0を起動した。

(5) [ファイル]→[開く]から加工した画像を選択した。

(6) [イメージ]→[色調補正]→[2階調化]を選択し、 2階調化する境界のしきい値を1

にした。

(7) [イメージ]→[ヒストグラム]を選択し、黒のヒ。クセル比率を読み取ったO
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-エラスチンのアミノ酸配列 16)
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フィブリリンー1のアミノ酸組成

恥1RRGRLLEIALGFTVLLASYTSHGADANLEAGNVKETRASRAKRRGGGGH

DALKGPNVCGSRYNAYCCPGWKTLPGGNQCIVPICRHSCGDGFCSRPN恥1C

TCPSGQIAPSCGSRSIQHCNIRC恥骨JGGSCSDDHCLCQKGYIGTHCGQPVC

ESGCLNGGRCVAPNRCACTYGFTGPQCERDYRTGPCFTVISNQMCQGQLS 

GIVCTKQLCCATVGRA WGHPCE恥1CPAQPHPCRRGFIPNIRTGACQDVDEC

QAIPGLCQGGNCINTVGSFECKCPAGHKLNEVSQKCEDIDECSTIPGICE 

GGECTNTVSSYFCKCPPGFYTSPDGTRCIDVRPGYCYTALTNGRCSNQLP 

QSITKMQCCCDAGRCWSPGVTVAPE恥ICPIRATEDFNKLCSVP恥1VTPGRPE

YPPPPLGPIPPVLPVPPGFPPGPQIPVPRPPVEYLYPSREPPRVLPVNVT 

DYCQLVRYLCQNGRCIPTPGSYRCECNKGFQLDLRGECIDVDECEKNPCA 

GGECINNQGSYTCQCRAGYQSTLTRTECRDTDECLQNGRICNNGRCINTD 

GSFHCVCNAGFHVTRDGKNCEDMDECSTRNMCLNGMCINEDGSFKCICKP 

GFQLASDGRYCKDINECETPGICl\⑮~GRCVNTDGSYRCECFPGLAVGLDGR 

VCVDTHMRSTCYGGYKRGQCIKPLFGAVTKSECCCASTEYAFGEPCQPCP 

AQNSAEYQALCSSGPG恥1TSAGSDINECALDPDICPNGICENLRGTYKCIC

NSGYEVDSTGKNCVDINECVLNSLLCDNGQCRNTPGSFVCTCPKGFIYKP 

DLKTCEDIDECESSPCINGVCKNSPGSFTCECSSESTLDPTKTICIETTK 

GTCWQTVTDGRCEININGATLKSQCCSSLGAA WGSPCTLCQVDPICGKGY 

SRIKGTQCEDIDECEVFPGVCKNGLCVNTRGSFKCQCPSG恥1TLDATGRIC

LDIRLETCFLRYEDEECTLPIAGRHRMDACCCSVGAA WGTEECEECPMRN 

TPEYEELCPRGPGFATKEITNGKPFFKDINECK恥1IPSLCTHGKCRNTlGS

FKCRCDSGFALDSEERNCTDIDECRISPDLCGRGQCVNTPGDFECKCDEG 

YESGFMMMKNCMDIDECQRDPLLCRGGVCHNTEGSYRCECPPGHQLSPNI 

SACIDINECELSAHLCPNGRCVNLIGKYQCACNPGYHSTPDRLFCVDlDE 

CSI恥骨~GGCETFCTNSEGSYECSCQPGFAL恥1PDQRSCTDlDECEDNPNICD

GGQCTNIPGEYRCLCYDGFMASEDMKTCVDVNECDLNPNICLSGTCENTK 

GSFICHCD民1GYSGKKGKTGCTDINECEIGAHNCGKHAVCTNTAGSFKCSC

SPGWIGDGTKCTDLDECSNGTH九1CSQHADCKNT恥IGSYRCLCKEGYTGDGF

TCTDLDECSENLNLCGNGQCLNAPGGYRCECD恥1GFVPSADGKACEDIDEC

SLPNICVFGTCHNLPGLFRCECEIGYELDRSGGNCTDVNECLDPTTCISG 

NCVNTPGSYICDCPPDFELNPTRVGCVDTRSGNCYLDIRPRGDNGDTACS 

NEIGVGVSKASCCCSLGKA WGTPCEMCPAVNTSEYKILCPGGEGFRPNPI 

TVILEDIDECQELPGLCQGGKCTNTFGSFQCRCPTGYYLNEDTRVCDDVN 

ECETPGICGPGTCYNTVGNYTCICPPDYMQVNGGNNCMDMRRSLCYRNYY 
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ADNQTCDGELLFNMTKKMCCCSYNIGRAWNKPCEQCPIPSTDEFATLCGS 

QRPGFVIDIYTGLPVDIDECREIPGVCENGVCIN恥fVGSFRCECPVGFFYN

DKLLVCEDIDECQNGPVCQRNAECINTAGSYRCDCKPGYRFTSTGQCNDR 

NECQEIPNICSHGQCIDTVGSFYCLCHTGFKTNDDQTMCLDINECERDAC 

GNGTCRNTIGSFNCRCNHGFILSHNNDCIDVDECASGNGNLCRNGQCINT 

VGSFQCQCNEGYEVAPDGRTCVDINECLLEPRKCAPGTCQNLDGSYRCIC 

PPGYSLQNEKCEDIDECVEEPEICALGTCSNTEGSFKCLCPEGFSLSSSG 

RRCQDLR恥1SYCYAKFEGGKCSSPKSRNHSKQECCCALKGEGWGDPCELCP

TEPDEAFRQICPYGSGIIVGPDDSA VD恥1DECKEPDVCKHGQCINTDGSYR

CECPFGYTLAGNECVDTDECSVGNPCGNGTCKNVIGGFECTCEEGFEPGP 

MMTCEDINECAQNPLLCAFRCVNTYGSYECKCPVGYVLREDRRMCKDEDE 

CEEGKHDCTEKQ恥1ECKNLIGTY九1CICGPGYQRRPDGEGCVDENECQTKPG

ICENGRCLNTRGSYTCECNDGFTASPNQDECLDNREGYCFTEVLQNMCQI 

GSSNRNPVTKSECCCDGGRGWGPHCEICPFQGTVAFKKLCPHGRGFMTNG 

ADIDECKVIHDVCRNGECVNDRGSYHCICKTGYTPDITGTSCVDLNECNQ 

APKPCNFICKNTEGSYQCSCPKGYILQEDGRSCKDLDECATKQHNCQFLC 

VNTIGGFTCKCPPGFTQHHTSCIDNNECTSDINLCGSKGICQNTPGSFTC 

ECQRGFSLDQTGSSCEDVDECEGNHRCQHGCQNIIGGYRCSCPQGYLQHY 

QWNQCVDENECLSAHICGGASCHNTLGSYKCMCPAGFQYEQFSGGCQDIN 

ECGSAQAPCSYGCSNTEGGYLCGCPPGYFRIGQGHCVSG恥1GMGRGNPEPP

VSGEMDDNSLSPEACYECKINGYPKRGRKRRSTNETDASNIEDQSETEAN 

VSLASWDVEKTAIFAFNISHVSNKVRILELLPALTTLTNHNRYLIESGNE 

DGFFKINQKEGISYLHFTKKKPVAGTYSLQISSTPLYKKKELNQLEDKYD 

KDYLSGELGDNLK恥1KIQVLLH
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フィブリリンー2のアミノ酸分析

MGRRRRLCLQLYFLWLGCVVLWAQGTAGQPQPPPPKPPRPQPPPQQVRSA 

TAGSEGGFLAPEYREEGAAVASRVRRRGQQDVLRGPNVCGSRFHSYCCPG 

WKTLPGGNQCIVPICRNSCGDGFCSRPNMCTCSSGQISSTCGSKSIQQCS 

VRCMNGGTCADDHCQCQKGYIGTYCGQPVCENGCQNGGRCIAQPCACVYG 

FTGPQCERDYRTGPCFTQVNNQMCQGQLTGIVCTKTLCCATTGRA WGHPC 

E民1CPAQPQPCRRGFIPNIRTGACQDVDECQAIPGICQGGNCINTVGSFEC

RCPAGHKQSETTQKCEDIDECSIIPGICETGECSNTVGSYFCVCPRGYVT 

STDGSRCIDQRTGMCFSGLVNGRCAQELPGRMTKMQCCCEPGRCWGIGTI 

PEACPVRGSEEYRRLCMDGLP恥1GGIPGSAGSRPGGTGGNGFAPSGNGNGY

GPGGTGFIPIPGGNGFSPGVGGAGVGAGGQGPIITGLTILNQTIDICKHH 

ANLCLNGRCIPTVSSYRCECN恥1GYKQDANGDCIDVDECTSNPCTNGDCVN

TPGSYYCKCHAGFQRTPTKQACIDIDECIQNGVLCKNGRCVNSDGSFQCI 

CNAGFELTTDGKNCVDHDECTTTN九1CLNG恥1CINEDGSFKCICKPGFVLAP

NGRYCTDVDECQTPGICMNGHCINSEGSFRCDCPPGLAVGMDGRVCVDTH 

MRSTCYGGIKKGVCVRPFPGAVTKSECCCANPDYGFGEPCQPCPAKNSAE 

FHGLCSSGVGITVDGRDINECALDPDICANGICENLRGSYRCNCNSGYEP 

DASGRNCIDIDECLVNRLLCDNGLCRNTPGSYSCTCPPGYVFRTETETCE 

DINECESNPCVNGACRNNLGSFNCECSPGSKLSSTGLICIDSLKGTCWLN 

IQDSRCEVNINGATLKSECCATLGAAWGSPCERCELDTACPRGLARIKGV 

TCEDVNECEVFPGVCPNGRCVNSKGSFHCECPEGLTLDGTGRVCLDIRME 

QCYLKWDEDECIHPVPGKFRMDACCCAVGAA WGTECEECPKPGTKEYETL 

CPRGAGFANRGDVLTGRPFYKDINECKAFPGMCTYGKCRNTIGSFKCRCN 

SGFALDMEERNCTDIDECRISPDLCGSGICVNTPGSFECECFEGYESGF恥4

MMKNCMDIDGCERNPLLCRGGTCVNTEGSFQCDCPLGHELSPSREDCVDI 

NECSLSDNLCRNGKCVN恥HGTYQCSCNPGYQATPDRQGCTDIDEC恥11恥⑪.JG

GCDTQCTNSEGSYECSCSEGYAL恥1PDGRSCADIDECENNPDICDGGQCTN

IPGEYRCLCYDGFMASMDMKTCIDVNECDLNSNICMFGECENTKGSFICH 

CQLGYSVKKGTTGCTDVDECEIGAHNCDMHASCLNIPGSFKCSCREGWIG 

NGIKCIDLDECSNGTHQCSINAQCVNTPGSYRCACSEGFTGDGFTCSDVD 

ECAENINLCENGQCLNVPGAYRCECEMGFTPASDSRSCQDIDECSFQNIC 

VSGTCNNLPGMFHCICDDGYELDRTGGNCTDIDECADPINCVNGLCVNTP 

GRYECNCPPDFQLNPTGVGCVDNRVGNCYLKFGPRGDGSLSCNTEIGVGV 

SRSSCCCSLGKA WGNPCETCPPVNSTEYYTLCPGGEGFRPNPITIILEDI 

DECQELPGLCQGGNCINTFGSFQCECPQGYYLSEDTRICEDIDECFAHPG 
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VCGPGTCYNTLGNYTCICPPEYMQVNGGHNCMDMRKSFCYRSYNGTTCEN 

ELPFNVTKRMCCCTYNVGKAGNKPCEPCPTPGTADFKTICGNIPGFTFDI 

HTGKAVDIDECKEIPGICANGVCINQIGSFRCECPTGFSYNDLLLVCEDI 

DECSNGDNLCQRNADCINSPGSYRCECAAGFKLSPNGACVDRNECLEIPN 

VCSHGLCVDLQGSYQCICHNGFKASQDQTMC恥1DVDECERHPCGNGTCKNT

VGSYNCLCYPGFELTHNNDCLDIDECSSFFGQVCRNGRCFNEIGSFKCLC 

NEGYELTPDGKNCIDTNECVALPGSCSPGTCQNLEGSFRCICPPGYEVKS 

ENCIDINECDEDPNICLFGSCTNTPGGFQCLCPPGFVLSDNGRRCFDTRQ 

SFCFTNFENGKCSVPKAFNTTKAKCCCSKMPGEGWGDPCELCPKDDEVAF 

QDLCPYGHGTVPSLHDTREDVNECLESPGICSNGQCINTDGSFRCECPMG 

YNLDYTGVRCVDTDECSIGNPCGNGTCTNVIGSFECNCNEGFEPGPMMNC 

EDINECAQNPLLCALRCMNTFGSYECTCPIGYALREDQKお1CKDLDECAEG

LHDCESRGお4恥1CKNLIGTFMCICPPG恥1ARRPDGEGCVDENECRTKPGICEN

GRCVNIIGSYRCECNEGFQSSSSGTECLDNRQGLCFAEVLQTICQ恥1ASSS

RNLVTKSECCCDGGRGWGHQCELCPLPGTAQYKKICPHGPGYTTDGRDID 

ECKV恥1PNLCTNGQCINTMGSFRCFCKVGYTTDISGTSCIDLDECSQSPKP

CNYICKNTEGSYQCSCPRGYVLQEDGKTCKDLDECQTKQHNCQFLCVNTL 

GGFTCKCPPGFTQHHTACIDNNECGSQPLLCGGKGICQNTPGSFSCECQR 

GFSLDATGLNCEDVDECDGNHRCQHGCQNILGGYRCGCPQGYIQHYQWNQ 

CVDENECSNPNACGSASCYNTLGSYKCACPSGFSFDQFSSACHDVNECSS 

SKNPCNYGCSNTEGGYLCGCPPGYYRVGQGHCVSGMGFNKGQYLSLDTEV 

DEENALSPEACYECKINGYPKKDSRQKRSIHEPDPTAVEQISLESVD加10s

PVNMKFNLSHLGSKEHILELRPAIQPLNNHIRYVISQGNDDSVFRIHQRN 

GLSYLHTAKKKL恥1PGTYTLEITSIPLYKKKELKKLEESNEDDYLLGELGE

ALRMRLQIQLY 
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