
北里大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

若手研究(B)

2019～2017

経皮的脊椎圧迫骨折治癒促進シーズの実用化研究

Development of the injectable biomaterials for vertebral fracture healing

６０４３９０９９研究者番号：

齋藤　亘（Saito, Wataru）

研究期間：

１７Ｋ１６７０１

年 月 日現在  ２   ５ ２９

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：人工コラーゲン（ACG)とコラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)の併用に
よる骨形成促進法の開発を行った。種々のコラーゲン結合ドメインからなる４種のコラーゲン結合型bFGF
（CB-bFGF;bFGFs3, bFGFs2bs3, bFGFs3b,bFGFs3as3b）を作製後、大腿骨骨折モデルを用いて最も高い骨形成作
用を持つCBbFGFを選出した。最も高い骨形成能を示したbFGF-s3a-s3bを椎体骨折モデルに投与し結果、bFGFに比
して高い骨形成能を示した。さらに、BMP-2との併用によりさらに高い骨形成作用が得られた。本シーズは椎体
骨折における骨形成促進に有用かもしれない。

研究成果の概要（英文）：The prevalence of patients with vertebral fracture continues to increase in 
aging societies, including Japan.  Here, we developed an artificial collagen-based bone formation 
system consisting of poly(Pro-Hyp-Gly)n, which mimics the triple helical conformation of collagen, 
and basic fibroblast growth factor (bFGF) fused to collagen-binding domain (CBD) of Clostridium 
histolyticum collagenase. We examined the formation abilitiy of four collagen-binding bFGF 
consisting consisting of bFGF-s3, bFGF-s2b-s3, bFGF-s3b, and bFGF-s3a-s3b in a mice femoral fracture
 model. As bFGF-s3a-s3b showed the highest capacity to induce callus formation in the mice fracture 
model, bFGF-s3a-s3b-loaded artificial collagen gel (ACG) applied the in rat vertebral fracture model
 and induced bone formation. In addition, combination of bFGF-s3a-s3b and BMP2 promote bone 
formation. The poly(Pro-Hyp-Gly)n/bFGF-s3a-s3b/BMP-2 construct may therefore have the potential to 
promote bone formation in clinical settings.

研究分野：整形外科学

キーワード： 人工コラーゲン　コラーゲン結合型成長因子　椎体骨折
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国においても高齢者における骨折は脳血管疾患、高齢による衰弱に次ぐ寝たきり原因の3位であり、椎体骨
折後の死亡率は骨折を有しない場合の約4倍の死亡率になるとの報告もある。高齢化の進む我が国の65 歳以上に
おける骨折治療に要する年間医療費の総額は約6000 億円と推測されており、この額は65 歳以上の年間医療費の
約4%を占めている。従って高齢者の骨折治癒法の確立は医学的、医療経済的、社会的に重要な意味を持つ。本シ
ーズは、椎体骨折に伴う患者、家族の身体的・精神的苦痛の軽減に加え、経済的な負担軽減、そして医療費の軽
減に重要な意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会に伴い骨粗鬆症に伴う脊椎圧迫骨折患者数は年々増加している。脊椎圧迫骨折
は骨粗鬆症性骨折の中で最も発生率が高く米国では、年間 700,000件発生(45秒に 1件発生)し、
年間 260,000 人が最初の有痛性脊椎圧迫骨折の診断を受けると言われている。高齢者における
骨折は脳血管疾患、高齢による衰弱に次ぐ寝たきり原因の 3 位であり、骨折後の死亡率は同年
代の平均死亡率の約 2倍になるとの報告もある。高齢化の進むわが国の 65歳以上における骨折
治療に要する年間医療費の総額は約 6000億円と推測されており、この額は 65歳以上の年間医
療費の約 4%を占めている。従って高齢者の骨折治癒法の確立は医学的、医療経済的、社会的に
重要な意味を持つ。 
これまでの基礎研究により、細菌性コラゲナーゼのコラーゲン結合ドメインを用いて塩基性
線維芽細胞増殖因子を骨組織に結合することで、骨移植後の骨形成を促進できることを示した。
さらに、局所注入可能なコラーゲンパウダーにコラーゲン結合型線維芽細胞増殖因子を結合後、
投与することでマウス大腿骨骨折後の仮骨形成を促進できることを示した。一方、1990 年代に
蔓延した牛海綿状脳症をきっかけに、動物組織から抽出したコラーゲンの安全性が疑問視され
はじめ、Food and Drug Administration も動物由来タンパクの安全性について懸念を抱いてい
る。従って、臨床応用に向けては動物由来担体を用いずに骨折治癒促進を実現する必要があると
考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は人工コラーゲンとコラーゲン結合型成長因子を用いた経皮的椎体骨折治癒促進
剤を開発し、その有用性を動物モデルを用いて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
3-1. コラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子の作製と最適化 
コラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子（CB-bFGF)の最適化を行うために細菌コラゲナー
ゼ ColG, ColH 由来のコラーゲン結合ドメイン（CBD)を有する４種の CB-bFGF(bFGF-s3, bFGF-
s2b-s3, bFGF-s3b. bFGF-s3a-s3b)を作製した（図 1）。骨形成促進能を検討するために評価が容
易なマウス大腿骨骨折モデルを用いて検討を行った。9 週齢雄性 C57BL/6J マウスの大腿骨を骨
幹部で骨切りし、骨折部周囲の骨膜を電気メスで焼灼させることで難治性骨折モデルを作製し
た。骨折のみさせた群(control 群)、人工コラーゲンのみを投与した群(ACG 群)、bFGF、bFGF-
CBD-CBD をそれぞれ ACG と混合し、注射針を用いて骨折部に投与した。(各群 n=10) 骨折後 2,4,6
週で micro-CT を撮影し、新生骨量(BV)、骨塩量(BMC)を測定した。 
 
3-2 ラット椎対骨折モデル対するに対する CB-bFGF と人工コラーゲンの併用効果の検討 
Wistarラットの尾椎に16G針を用いて直径1.7mmの骨欠損を作製した。1% ACG とCB-bFGF(bFGF-
s3a-s3b)を 4℃で 60分間反応させ、ACG/CB-bFGF 複合体を作製後、欠損部に投与した（ACG/CB-
CB-bFGF 群）。また、比較対象として bFGF と ACG を混合後、投与した群（bFGF 群）、リン酸緩衝
液（PBS）と ACG を混合後、投与した群（ACG/PBS 群）を作製した。欠損のみを作製した群をコ
ントロールとして用いた（control 群）（n=10）。術後 14 日に検体を採取し、4%パラホルムアル
デヒドリン酸緩衝液で 48時間固定を行った。管電圧 90 kV, 電流 108 μA, ボクセルサイズ 25 
μmの条件でマイクロ CT用を撮影後、画像解析ソフトを用いて新生骨体積（mm3）、骨塩量（mg）
を計測した。 
 
3-3 コラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子 CB-bFGF (bFGF-3a-3b)と Bone morphogenetic 
protein-2 (BMP2) の併用による骨形成促進能 
bFGF と BMP-2 により相加効果が得られることが報告されている。BMP-2 と bFGF-3a-3bｂの併用
効果を検討した。0.058 pmole bFGF-3a-3b (bFGF 1ug 相当）、1ug BMP2、10ug BMP2, 1ug BMP2+ 
0.058 pmole bFGF-3a-3b, 10 ug BMP2+ 0.058 pmole bFGF-3a-3b をそれぞれ 1% 人工コラーゲ
ンゲル (ACG)と混合し、ラット椎体骨折モデルに投与し た。骨折のみの群をコントロールとし
た。投与後、2, 4 週に micro CT を用いた新生骨量、骨塩量計測を行った。 
 
3-4 新規ゲル剤を用いた骨癒合促進法の開発 
投与ゲル剤が周囲に拡散しないようにするために、局所投与後に局所で硬化する新規ゲル剤を
用いてシーズの最適化を行った。0.058 pmole bFGF-3a-3b (bFGF 1ug 相当）、1ug BMP2+ 0.058 
pmole bFGF-3a-3b, 10 ug BMP2+ 0.058 pmole bFGF-3a-3b をそれぞれ局所硬化ゲル（HG)と混合 
し、ラット椎体骨折モデルに投与した。骨折のみの群をコントロールとした。投与後、2, 4 週
に micro CT を用いた新生骨量、骨塩量計測を行った。 
 
４．研究成果 
４－１コラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子の作製と最適化 
bFGF, 4 種の CB-bFGF 群における BV, BMC は PBS 群に比して有意に高かった骨形成を促進した
（P<0.05）。一方、bFGF-s3a-s3b 群における多群に比べ有意に骨形成を促進した（P<0.05）。  



 
4-2 ラット椎対骨折モデル対するに対する CB-bFGF と人工コラーゲンの併用効果 
ACG/bFGF-3a-3b 複合体を投与した群では旺盛な仮骨形成が認められた。組織学的検討から 
ACG/bFGF-3a-3b は軟骨形成促進を介して仮骨形成を促進しているものと考えられた。ACG/bFGF-
3a-3b による骨形成促進に成功したが骨癒合促進効果は認められなかった。 
 
4-3 ラット椎対骨折モデル対するに対する CB-bFGF と BMP-2 の併用効果 
ACG/10 ug BMP2, ACG/10 ug BMP2+ 0.058 pmole bFGF-3a-3b 群、ACG/bFGF-3a-3b+1ug BMP-2 群
では骨癒合が認められた。一方、ACG/1ug BMP2, ACG/0.058 pmole bFGF-3a-3b, コントロール群
では骨形成促進は認められるものの骨癒合は促進されなかった。本研究結果から bFGF-3a-3b を
用いることで使用する BMP2 の低用量化が実現できる可能性が示唆された。 
 
4-4 新規ゲル剤を用いた骨癒合促進法の効果 
HG/10 ug BMP2, HG/10 ug BMP2+ 0.058 pmole bFGF-3a-3b 群、HG/bFGF-3a-3b+1ug BMP-2 群で
は骨癒合が認められた。従来法と骨形成量は同等であったが、異所性骨化は少なかった。本研究
結果から局所硬化ゲルを用いることで局かつ効果的に骨癒合を促進できる可能性が示唆された。 
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