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Abstract: Elastin is a protein that gives the elastic properties of biological tissues. Which is a good candidate for 
biomateriarals such as artificial blood vessel and artificial ligament used in tissue engineering. However, the interaction of 
elastin and cells are not very well known yet. Therefore, this study aimed to explore the elastin binding protein. By using 
insoluble elastin affinity chromatography. As a result, We were able to get the basic knowledge that will lead to the 
elucidation of the interaction of cells and elastin. 
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1. 緒言 
エラスチンは、生体組織に伸縮性および弾性を与える重

要なタンパク質である。エラスチンの足場材料としての性

質は、損傷した血管や靭帯などの弾性繊維を修復し、再生

する材料として有効と考えられている。また、材料化に伴

い、エラスチンと細胞の相互作用において細胞遊走、増殖、

基質産生などに影響を与える事が報告されている。(1) これ

らの相互作用は、細胞表面上に存在するエラスチンレセプ

ターと呼ばれるタンパク質がエラスチン内の結合配列を認

識し、結合する事で起こるとされている。現在、エラスチ

ンレセプターとして考えられているタンパク質は数種類存

在する。しかし、これらエラスチンレセプターや、細胞機

能を及ぼすメカニズムに関して未だ不明な点が多く、これ

らの解明が求められている。そこで、本研究では、エラス

チン結合タンパクの探索を行い、エラスチンレセプター解

明に繋げる事を目的に行った。本実験では、より生体内の

エラスチン模倣を可能とする不溶性エラスチンとエラスチ

ン存在下に存在する黄色靭帯細胞から抽出液を作製し、ア

フィニティクロマトグラフィなどを行う事で、エラスチン

結合タンパクの探索を行った為、報告する。 
 

2. 方法 
2-1 細胞抽出液の作製 
黄色靭帯細胞(Passage4～7)を使用し、サブコンフルエン

トまで培養させた後、細胞抽出液を作製した。 
2-2 不溶性エラスチンアフィニティクロマトグラフィ 

 ブタ大動脈血管組織から抽出した不溶性エラスチンを

Tris-HClを含むバッファーで膨潤させ、その後 NaCl, Urea
溶液でそれぞれ洗浄し、最後に NaOHによる洗浄を行った
ものと行わなかったものを 2種類用意した。これらの処理
を行った不溶性エラスチンに細胞抽出液を添加し、エラス

チンに対し非結合性のタンパク質を除去した。次に、 
Lactose, NaCl, Ureaを含む溶液でそれぞれ溶出し、溶出した
タンパク質をエラスチン結合タンパクとした。溶出確認は、

吸光度測定(280nm)により評価した。 
2-3 SDS-PAGE 
サンプルは限外濾過により濃縮後、10%ポリアクリルア

ミドゲルで分析した。ゲルの染色は、銀染色および Flamingo
ゲルステインを使用した。 
 
3. 結果 
3-1 不溶性エラスチンアフィニティクロマトグラフィ 
 Urea 溶出により最大 19 個のエラスチン結合タンパクを
確認出来た。この結果を受けて次に、Lactoseと NaClによ
る溶出を行った結果、それぞれ最大 10個、6個のエラスチ
ン結合タンパク質を確認する事が出来た。また、NaOH 処
理を行わなかった不溶性エラスチンでは、より多くのエラ

スチン結合タンパクが確認出来た。 
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Table.1  Elastin binding protein molecular weight comparing 

4. 考察 
4-1 既知タンパク質との分子量比較 
本実験で各溶出液において特に発現が顕著に確認された

タンパクバンドを既知タンパク質 (1)(2)(3)(4)と分子量比較を

行った。その結果、Table 1 の通りとなった。NaCl 溶出で
は、約 41kDa, 34kDa、Urea溶出では、約 55kDa, 48kDa, 45kDa
において該当するタンパクが見られなかった。これらのタ

ンパク質は、エラスチンと新たな相互作用を持つ可能性が

考えられる為、今後、質量分析により同定する必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2 NaOH処理によるエラスチン結合タンパクの違い 
 不溶性エラスチンは、エラスチンの前駆体である約

72kDa トロポエラスチンが酵素により架橋された巨大な構
造持つ。その為、分子内に架橋が十分にされていない部位

や、露出した部位が断片化エラスチンとして存在し、酸や

塩基の影響を受けやすい状態にある。そこで、NaOH 処理
を行う事で、不溶性エラスチン内の断片化部位を洗浄し、

断片による影響を抑える事が可能となる。この処理を行っ

た結果、確認されたタンパク質に違いが見られた。また、

これらタンパク質の内、Lactose 溶出において約 72kDa 発
現の有無が見られた。このタンパク質は、エラスチンレセ

プターとして知られる 67kDaEBPの発現部位に相当し、こ
のタンパク質が 67kDaEBPであると仮定すれば、67kDaEBP
は断片化エラスチンとのみ結合特性をもち、不溶性エラス

チンとは結合特性を持たない事が示唆出来る。これは、エ

ラスチンが断片化する事で初めて 67kDaEBPの結合配列で
ある VGVAPGが露出し、結合する為であると考えられる。 
 今後は、この約 72kDaタンパク質が 67kDaEBPである事
を同定する必要がある。 
 
5. 結論 
 本実験を通して、エラスチン結合タンパクを確認する事

が出来た。その内訳は、Lactose溶出で最大 10個、NaCl溶
出で最大 6個、Urea溶出で最大 6個確認された。また不溶
性エラスチンを NaOH処理する事で得られるタンパクに違
いが確認された。 
今後、質量分析により各タンパク質を調査する事により、

未解明なエラスチン結合タンパクおよびエラスチンレセプ

ターの解明に繋がり、エラスチンと細胞間の相互作用の更

なる解明に貢献出来るものと考えている。 
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