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研究成果の概要： ウロコのコラーゲンを用いて再生医療用人工基質の合成をめざして、生物学

と材料科学の両面から研究を推進した。生物学的アプローチにより鱗形成細胞分化の分子機構、

コラーゲン配向を制御する候補分子、組織ごとのコラーゲンα鎖組成を明らかにした。また、

材料科学的アプローチにより、ブタ及びティラピアコラーゲン線維配向ゲルを高磁場内で実現

するとともに、湿潤環境下による乾燥により 10～20wt％の高密度化に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
  現在、臓器移植に変わる新しい医療として
再生医療が進展しつつあるが、角膜・靭帯な
ど再生能の低い組織に関してはその機能を
代替する人工基質が必要となる。しかし、い
まだ実用的なものは開発されていない。 
  生体の細胞外基質の主要部分はコラーゲ
ンであり、テロペプチドと呼ばれる部分を酵
素的に切断した「アテロ化コラーゲン」は免
疫性が極めて低く、人工基質材料として極め
て有望な生体材料である。生体内においては、
組織特異的にコラーゲンが高次に配向する

ことで強度や透明度などの物性を獲得し、細
胞外基質は組織特異的な機能を発揮する。ま
た、細胞外基質は細胞に情報を与え、その活
性を制御する。すなわち、実用的な人工基質
を開発するためには、コラーゲンの高次構造
を模した人工基質の合成が必要となるが、従
来法ではコラーゲンの配向を制御して基質
を合成することは困難である。そこで、対象
とする組織の形成・再生機構を分子レベルで
解明し、それを模して配向を制御する
Bio-inspired 技術が必要となる。 
  しかしながら、哺乳類では組織の再生能が



低く、研究の困難な分野も多い。たとえば、
角膜は胎児期にしか合成されず、またほとん
ど再生しない（それゆえ、傷ついた角膜の治
療には角膜移植しか方法がないため、人工角
膜のニーズも高い）。そこで高い再生能を有
する魚類など他動物をモデルとした研究が
注目されている。たとえば、傷ついた心臓や
脊髄の再生に関する研究がゼブラフィッシ
ュを用いて進められている。 
  われわれが注目している魚類の鱗もまた、
極めて高い再生能を有する硬組織である。鱗
は構造の異なる 2層よりなる。外層の骨質層
の構造は哺乳類の繊維性骨と同等で、ランダ
ムに 3次元配列するコラーゲンと豊富な非コ
ラーゲン性基質を持ち、それが強く石灰化す
る。内層の線維層板は、コラーゲンが一定方
向に走る層が多数積層しており、しかも各層
間でコラーゲンの走行方向が約 90 度回転す
る。この構造は哺乳類の層板骨に認められる
構造と同等である。また、発生の起源がまっ
たく異なる角膜にも同様の積層構造が認め
られる。鱗は抜け落ちると急速に再生する。
骨質層の再生は繊維状骨を再生する機能で
あり、線維層板の再生は角膜様の高次配向積
層コラーゲンの再生機能である。どちらも哺
乳類には認められない特殊な能力であり、骨
再生や角膜再生機構を解明するユニークな
モデルとなる。このように鱗再生は、人工骨
や人工角膜などの Bio-inspired 合成に貴重
なデータを供給する『教科書』である。 
  これまでコラーゲン性の人工基質の材料
としてはウシ、ブタのコラーゲンが用いられ
てきた。しかし、牛海綿状脳症（BSE）が日
本でも発症して以来、人獣共通感染症のおそ
れのある哺乳類コラーゲンに替わり、その危
険性の極めて低い魚類コラーゲンが注目さ
れるようになった。しかし、魚類コラーゲン
を材料とした人工基質の開発はおこなわれ
ていなかった。鱗は上述のようにコラーゲン
を多量に含み、しかも非可食部としてこれま
で捨てられていた部分であるため、安全でし
かも低コストなコラーゲン源として有望で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
  本プロジェクトの 終ゴールは、「細胞の
基質合成機能を模すことによりコラーゲン
の 配 向 を 制 御 し た 人 工 基 質 を 合 成
（Bio-inspired 合成）する技術を開発し、
安全な魚類コラーゲンを材料とした生体機
能修復材料（人工骨や人工角膜など）として
実用化する」ことである。プロジェクトは基
礎研究・養殖技術開発・実用化研究の 3つの
カテゴリーに分類できる。本申請課題は、プ
ロジェクトの「基礎研究」を強力に推進する
ためのものである。その目的は魚類の鱗再生

機構を研究し、その物性を特徴づけるコラー
ゲンの高次配向の制御機構を解明して、人工
基質の Bioinspired 合成へのヒントを提供
すること、そして、強磁場下で魚類コラーゲ
ンを線維化させるなど、線維化する時の物理
化学的環境を制御することで、魚類コラーゲ
ンの配向制御をおこなうこと、である。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 鱗細胞培養のための幹細胞探索とその
分化機構の解明： 鱗の再生に関与する細胞、
特に配向性の高いコラーゲンを産生する線
維層板産生細胞の幹細胞とその分化の分子
機構を解明する。 

(2) 鱗におけるコラーゲン配向機構の解明： 
コラーゲンの配向決定には短鎖コラーゲン
や非コラーゲン性タンパクが関与すると予
想される。鱗、特に角膜様高次配列コラーゲ
ンを形成する線維層板に含まれるこれらタ
ンパクを可能な限り同定する。その機能を探
索してコラーゲンの物性を決定づける key
タンパク分子の特定につなげる。 

(3) 魚類コラーゲンの物性制御機構の解明
－鱗の I 型コラーゲン遺伝子の同定とその
発現調節機構： 魚類の I 型コラーゲン分子
種には α1～α3 鎖がある。これらの組み合
わせによりコラーゲンの物性が変化する可
能性が考えられる。そこで α1～α3 鎖遺伝
子を同定し、その発現がどのように調節され
ているかを解明する。 

(4) 再線維化におけるコラーゲン線維配向
構造の構築と材料物性： コラーゲン線維を
配向させるため、強磁場下で様々なイオン存
在下・溶媒（水系・有機溶媒系）にてコラー
ゲンの一方向再線維化挙動を解明する。透明
コラーゲンシートの作製・物性解明を目指す。 

(5) 再線維化コラーゲンの高密度化： 人為
的に作製可能なコラーゲン溶液の濃度は
１％程度であるため、鱗・角膜実質・靭帯に
存在するコラーゲン線維密度とは程遠い。本
研究ではソフトケミカル手法によりコラー
ゲンの高密度化を行う。 
 
 
４．研究成果 

(1) 高等脊椎動物の子靴が細胞分化因子で
ある Runx2，Runx2 二より産生が刺激される
骨基質タンパク質SPARCおよびBGPをキンギ
ョでクローニングした。定量 PCR 系を確立し，
再生過程における mRNA 発現変動を定量し、
これら分子の mRNA 発現量が再生にともない
増加し、7～14 日目にピークとなることを確
認した。また、再生過程における in situ 



hybridizationにより鱗形成細胞の前駆細胞
の存在を明らかにした（図 1）。 

これらの結果から、鱗の骨質層形成細胞、線
維層板形成細胞の分化は、ともに高等脊椎動
物骨芽細胞の分化と基本的に同じメカニズ
ムで制御されることを明らかにした。 

(2) 線維層板に含まれる非コラーゲン性タ
ンパク質を抽出し、コラーゲンとの結合性が
強い画分と弱い画分に分けることに成功し
た。また、精製に もじゃまとなるコラーゲ
ンの分離に成功した。コラーゲンとの結合性
の弱い画分から sid4 を同定し、sid 4 mRNA
がゼブラフィッシュおよびキンギョの再生
鱗で発現していることを RT-PCR で確認した。
sid4 はゼブラフィッシュで 初に報告され
た細胞外マトリクスで、細胞接着ドメインを
4つ持ち、周囲の細胞外マトリクスとのイン
タラクションが推定されるタンパク質であ
るが、その機能はいまだ明らかになっていな
い。鱗における機能について詳細に調べる必
要が生じた。sid4 にドメイン構造のにた基
質蛋白質にヘパラン硫酸プロテオグリカン
(HSPG)がある。RT-PCR により、HSPG mRNA も
ゼブラフィッシュの再生鱗で発現している
ことを確認した。sid4 に加え、HSPG のウロ
コにおける機能に関しても今後研究を進め
る必要が生じた。 

(3) キンギョの I 型コラーゲン α1～3 鎖の
cDNAクローニング後、定量PCR系を開発し、
鱗、皮膚、浮き袋、腸における発現量を定量
した。その結果、組織により α1～3 鎖の発
現比率が異なることを解明した（図 2）。α
鎖の組合せの違いによってコラーゲン分子
中のプロリン残基の量が異なることから、プ
ロリン残基によってもたらされる分子構造
の安定性が組織ごとに異なり、結果として変
性温度をはじめとするコラーゲンの性状も
組織ごとに異なる可能性が示された。 

図 2 コラーゲンα鎖 mRNA 発現比率の組織による違い

 

図 1 再 生 鱗 に お け る Rux2 の 発 現  (in situ 
hybridization)。矢印は鱗周辺の分化途中の前駆細胞と

思われる細胞 

(4) ブタ及びティラピアコラーゲン線維配
向ゲルを、12T（テスラ）の磁場内ですでに
実現した。 

(5) 湿潤環境下による乾燥により 10～
20wt％の高密度化に成功した。 
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