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研究成果の概要：ミニコラーゲンcDNAを設計し，哺乳動物細胞に遺伝子導入，得られた蛋白

は温度安定性もあり，蛋白を培養フラスコに塗布し，培養軟骨細胞，骨芽細胞様細胞を培養す

ると増殖能が優位に増加した．培養軟骨細胞をMicromass culture法にて軟骨塊を形成させる

と，塗布したフラスコで培養した細胞は，軟骨塊の直径が約２倍となった．蛋白の凍結乾燥で

黄白色の線維状ミニコラーゲンが得られ，h-BMPのDDSとして使用すると，異所性骨化が確認

された．機能性ヒトリコンビナントミニコラーゲンは再生医療のスキャフォールドとして有用

であることが示された． 
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１．研究開始当初の背景 

コラーゲンは生体を構成する重要な成

分であり，多彩な働きを司っており，疾

患との関係においても重要な役割を担っ

ている．現在までコラーゲンはその生体

親和性から，いろいろな医用材料に各種

動物から抽出されているが，昨今の狂牛

病の発生以来，現在ではその安全性が疑

問視されている．また，臓器移植を念頭

においたヒト遺伝子，ヒト染色体を組み

こんだ動物本体を用いたヒト臓器工場も

その安全性は不明である． 

人工臓器開発における現在までの問題

点としては，その拒絶反応つまり，生体

親和性，安全性であり，これまでの一時

的な物理的な機能のみでなく，生物学的

な機能も代行する人工臓器の開発が求め

られている．そのためには，細胞とマト

リックスを組み込んだ人工臓器が必要と

されており，細胞の足場であるマトリッ

クス材料，スキャフォールド材料の開発

は急務である．コラーゲンはこのマトリ
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ックス材料，スキャフォールド材料候補

としては最適であるが，現在の動物コラ

ーゲンよりも安全で，新しい機能を持っ

たコラーゲンの開発が必要である． 

申請者らは，以前より人工臓器マトリッ

クス材料，骨・軟骨再生のための生体親

和性の高い，ヒト由来スキャフォールド

作製を視野に，ヒト遺伝子，ヒト細胞を

用いたリコンビナントコラーゲン作製

システムの基礎研究を行ってきた．本研

究において利用されるリコンビナント

プロコラーゲン発現システムおよび

cDNAカセットシステムは Dr. Darwin J. 

Prockop (Center for Gene Therapy, 

Tulane University, U.S.A)の研究室に

おいて Dr. Fertala、Dr.Arnoldらによ

って報告され、これまで本邦での報告、

応用は申請者らのみである．申請者は

1995-1998年に上記研究者の研究室に留

学し，現在も Dr. Prockop, Dr. Fertala

と共同研究を施行している．われわれは、

本申請研究が軌道に乗れば，新しい効率

のよい高発現システムを開発し，商品化，

産業化を目指し，産学連携研究を遂行し

たいと考える． 

この研究は，タイプ I プロコラーゲン

の 8つに分けられた ドメイン； signal 

peptide，N-propeptidetelopeptide，D1，

D2,D3,D4,D4.4,C-propeptidetelopeptid

-e をコードする一連の cDNA カセットを 

PCR 反応を利用して作製するシステムを

確立した．このシステムにより，ヒトタ

イプ I プロコラーゲンのアミノ酸配列

を変化させることなく設計，cDNAにおい

て特定の三重らせん部位（D周期：D1，D

２，D３，D４，D4.4）を欠損させ，数種

類の D周期欠損変異型タイプ I プロコラ

ーゲン cDNAを作製、ヒト由来哺乳動物細

胞に遺伝子導入、リコンビナント蛋白を

作製、精製してきた．そのリコンビナン

ト蛋白の解析の結果，コラーゲンの三重

らせん構造に必須のドメイン，フィブロ

ネクチンと親和性の非常に高いドメイン

を含む部位が明らかとなった． 
 

２．研究の目的 

本研究においては，コラーゲン利用研究

の過程で，天然のコラーゲンよりもっと

都合のよい改良型コラーゲン分子を設計

し，作製していくことが期待される．人

間の望む性質や性能を持つタンパク分子

を自由自在に設計し，コラーゲンについ

ては、自由に架橋を作らせたり，切り離

したりすることのできる分子が一つの目

標となる．また，コラーゲン分子が特定

の分子と強い結合力を持つコラーゲンを

設計させることが可能となれば，その応

用は計り知れない．本研究の cDNAカセッ

トシステムでは，ヒトタイプ I プロコラ

ーゲンのアミノ酸配列を変化させること

なく設計可能であり，結合組織性疾患に

認められるような変異を生じさせること

なく蛋白の発現，回収が実現できる．発

現系においてはヒト遺伝子，ヒト由来細

胞を用いるため，マテリアルの医用材料

への応用に際する動物由来のウイルス，

蛋白疾患の発生に対する危険はない．本

申請研究は，  

Ⅰ．新規機能性 ヒト リコンビナントミ

ニタイプ I プロコラーゲン蛋白 cDNA を

設計． 

Ⅱ．ヒト由来哺乳動物細胞に遺伝子導入，

新規機能性 ヒト リコンビナントミニコ

ラーゲン蛋白を作製，精製． 

Ⅲ．培養軟骨細胞，培養骨芽細胞様細胞

のスキャフォールドとして，細胞親和性

の検討． 

Ⅳ．培養骨芽細胞様細胞＋スキャフォー

ルド複合体をマウス大腿筋膜下に移植し，

異所性骨形成の検討を行い，新規機能性 

ヒトリコンビナントミニコラーゲン蛋白

のスキャフォールドとしての可能性につ

いて検討することである． 

 
３．研究の方法 

(1)ヒトタイプ I プロコラーゲン遺伝子

の cDNAからサブクローニングした cDNAカ

セットの作製、三本鎖の一連の D-periods

を限定する 4.4ブロックの 234アミノ酸と

78アミノ酸の二つ（Ｄ２，Ｄ３）を欠損さ

せた新規のリコンビナントタイプ Iプロ

コラーゲンホモトライマー cDNA（ミニリ

コンビナントタイプ I プロコラーゲン 

cDNA）を作製する． 

①N-telpro,D1,D4.4, C-telpro, 

②N-telpro,D1,D4,D4.4,C-telpro, 

③N-telpro,D1,D4,D4,D4.4C-telpro, 

④N-telpro,D1,D4,D4,D4,D4.4,C-telpro 

telpro: telopeptidepropeptide 

作製したＤ２，Ｄ３欠損タイプ I プロコ

ラーゲン cDNAを用いて，ヒト由来哺乳動

物細胞（HT1080 fibrosarcoma cell，

SW-1353 chondrosarcoma cell）に遺伝子

導入，強制発現，リコンビナント蛋白を分

泌させる．これら蛋白の生化学解析、構造

解析を行い，化学修飾の必要性（テロペプ



 

 

チドの消化など）を検討する．また，①～

④のそれぞれについて，温度安定性，三重

らせん構造について精査する． 

(2)精製し，化学修飾されたミニリコンビ

ナントタイプ I プロコラーゲンをスキャ

フォールドとして培養軟骨細胞，培養骨芽

細胞様細胞を培養し，細胞の親和性，増殖

能を検討する．  

(3)精製し，化学修飾されたミニリコンビ

ナントタイプ I プロコラーゲンをスキャ

フォールドとして培養軟骨細胞，培養骨芽

細胞様細胞を培養し，ヌードマウス大腿筋

膜下に移植，異所性骨化組織誘導し，Ｘ線

学的検討，組織学的検討を行う 

 

４．研究成果 

新規のミニリコンビナントタイプ I プロ

コラーゲン cDNA， 

①N-telpro,D1,D4.4, C-telpro, 

②N-telpro,D1,D4,D4.4,C-telpro, 

③N-telpro,D1,D4,D4,D4.4C-telpro, 

④N-telpro,D1,D4,D4,D4,D4.4,C-telpro 

telpro: telopeptidepropeptide 

をHT1080細胞，SW-1353細胞に遺伝子導入，

遺伝子強制発現させた．スクリーニングで

選択された，強発現細胞の培養上清からリ

コンビナント蛋白を回収，アミノ酸シーク

エンスを行い，蛋白の温度安定性の生化学

的解析構造解析を行った．その結果，③と

④のcDNAカセットが最も温度安定性があ

り，三重らせん形成の安定度も良好である

ことが証明された．Ｃ末端プロペプチドの

切断酵素についてはコンドロイチナーゼ

ABC，トリプシン，カイモトリプシン，

C-proteinase，N-proteinaseについて検討

し，C-proteinase，N-proteinaseが最も良

好な結果であった．テロペプチド消化は，

ペプシンにて行い，弱酸性溶液として，培

養フラスコに塗布して，骨芽細胞様細胞と

して，MC3T3-E1，軟骨芽細胞様細胞として

ATDC5の細胞増殖能について検討した．そ

の結果，③と④のミニコラーゲンにおいて

，MC3T3-E1については細胞増殖能が約2倍

に，ATDC5については，細胞増殖能は約1.6

倍上昇が認められた．また，ウサギ，ヒト

顎関節滑膜由来未分化間葉系細胞を③と

④のミニコラーゲンを塗布した培養フラ

スコ，塗布していない培養フラスコで培養

，次にmicromass culture法にて軟骨塊を

形成させると，軟骨塊は２倍以上の直径と

なることが，明らかとなった．同様に，

medium内にbone morphogenetic 

protein(BMP)を添加さえると，写真のよう

に軟骨塊はBMP500ng/mlでは約4倍となっ

た（右上部写真は，左からmediumにBMP添

加なし，BMP50ng/ml，BMP500ng/ml）． 

③と④のミニコラーゲンの凍結乾燥を行

い処理時間が24時間では黄白色の線維状

ミニコラーゲンを，48時間以上行うと線維

状からパウダー状へと容易に崩壊した． 

下図は黄白色の線維状ミニコラーゲン． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

黄白色の線維状ミニコラーゲンを走査型

電子顕微鏡にて観察すると，コラーゲン細

線維が絡み合い，一部線維は崩壊し，塊構

造が観察された． 

ヒトリコンビナントbone morphogenetic 

protein(BMP)のドラッグデリバリーシス

テム(DDS)として，黄白色の線維状ミニコ

ラーゲンとパウダー状ミニコラーゲンを

使用，ポジティブDDSコントロールとして

ゼラチンカプセル，ネガティブコントロー

ルとしてゼラチンカプセルのみを使用し

た．ヌードマウス大腿筋膜下へそれぞれ移

植したところ，術後２週間で，BMP5μg＋

黄白色の線維状ミニコラーゲン，BMP5μg

＋パウダー状ミニコラーゲン，BMP5μg＋

ゼラチンカプセルで異所性骨化が確認さ

れた． 

骨形成量はBMP5μg＋黄白色の線維状ミニ

コラーゲン，BMP5μg＋パウダー状ミニコ

ラーゲンがともに良好であったが，パウダ

ー状ミニコラーゲンでは骨が分散する傾

向が認められた． 

下写真はBMP5μg＋黄白色の線維状ミニコ

ラーゲンによる異所性骨化の軟X線写真で

BMP(-)     BMP50ng/ml   BMP500ng/ml 



 

 

ある．マウス大腿骨と比較して，X線学的

に遜色のない骨組織が得られた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今回作製した機能性ヒトリコンビナント

ミニコラーゲンは再生医療のスキャフォ

ールドとして有用であることが示された． 
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