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研究成果の概要（和文）：質量分析を用いて，鱗コラーゲンの高次配向制御に関わる可能性が高

い SLRPs を同定するとともに，その遺伝子クローニングをおこなって発現部位を明らかにした。

また，コラーゲン変性温度がα3 鎖の量とプロリン残基水酸化率とで制御される可能性を示し

た。さらに，磁場内でコラーゲン線維配向構造創出をおこなって粘弾性特性，引張強度を明ら

かにするとともに，再線維化コラーゲンを用いて高密度の新規メソ多孔材料の開発に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Using MS analysis, scale SLRPs, which were possible regulators 
of 3-dimensinal architecture of teleost fish collagen, were identified. After the cDNA 
cloning of SLRPs, localization of their mRNAs were clarified. We also revealed a negative 
correlation between collagen denaturation temperature (DT) and contents of α3-subunit, 
as well as positive correlation between DT and hydroxylation ratio of proline residues 
in the collagen. Thus, these two factors seem to be the major regulators of DT of fish 
collagen. Artificial fibrillogenesis of collagen under magnetic field enabled a synthesis 
of a material having relatively aligned collagen fibrils, whose viscoelasticity and 
tensile strength were highest under 4 T and 12 T, respectively.  High-density meso-porous 
new material was also synthesized using fish collagen.   
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１．研究開始当初の背景 
 人体の組織をささえ，それを形作るのはコ
ラーゲンである。そのため骨，腱，角膜など
再生能の低い組織の再生医療用人工基質（人
工骨など）として，ウシ・ブタコラーゲンの

実用化研究が進められている。しかし，哺乳
類コラーゲンには BSEをはじめとする人獣共
通感染症の心配があるうえ，コラーゲンを主
体とする基質の物性（強度や細胞との親和性
など）を決定づける線維の配向性を人工的に
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制御する技術は完成していない。われわれの
グループでは，人獣共通感染症の危険が極め
て低い魚類コラーゲンが安全性の面で優れ
ていると考え，その実用化研究を世界に先駆
けて開始した。また，従来法に変わるコラー
ゲン配向制御技術として，生物の機能を模し
て配向を制御し，より生体に近い材料を合成
する Bioinspired 技術の開発をめざすことと
した。そのためには，対象とする組織の発
生・再生機構の分子レベルでの解明が必要と
なる。しかし，哺乳類では角膜をはじめとす
る組織の再生能は低く，そのような研究をお
こないにくい場合もある。 
 魚類の鱗は構造の異なる 2 層よりなる。外
層の骨質層は方向不定に走るコラーゲンに
リン酸 Ca 結晶が沈着しており，その構造は
哺乳類の頭蓋骨などの膜状の骨と同等であ
る。内層の線維層板は，コラーゲンが一定方
向に走る層が多数重層しており，しかも各層
間でコラーゲンの走行方向が約 90°に交差
する。この構造はわれわれの角膜に同等であ
る。また，鱗は抜け落ちると急速に再生する。
骨質層の再生は失われた膜骨を丸ごと再生
する機能であり，線維層板の再生は角膜様高
次配向コラーゲンの再生機能である。どちら
も哺乳類では失われた特殊能力であり，鱗は
骨再生および角膜再生機構を解明する極め
てユニークなモデルである。われわれはこの
点に世界で初めて着目し，ウロコ形成・再生
の分子機構を解明してその成果をより生体
に近い材料を合成する Bioinspired 技術の開
発に繋げることをめざしている。 
 
２．研究の目的 
 コラーゲン性基質の Bioinspired 合成とし
て，実用化研究では抽出した鱗コラーゲンの
再線維化における配向制御と高密度化をめ
ざす。また，より安全な化学架橋剤や架橋剤
そのものを用いないで魚類コラーゲンの変
成温度を制御する方法の開発をめざす。その
ための基礎研究として，in vivo においてコ
ラーゲンの変性温度および配向を制御する
因子の同定（A～C），抽出した鱗コラーゲン
のプロセス化技術開発，その物性解明（D, E）
をおこなう。 
 
３．研究の方法 
(1) 鱗の非コラーゲン性基質タンパク質の
同定：鱗コラーゲンの線維化や配向制御には，
非コラーゲン性基質タンパク質が関与する
との仮説に基づき，鱗から非コラーゲン性タ
ンパク質を抽出し，質量分析法を用いてその
同定をおこなう。タンパク質を用いた研究に
はキンギョを用いる（鱗が大きくタンパク質
抽出が可能なため）。 
(2) 同定された鱗基質タンパク質の機能解
明：質量分析で同定されたタンパク質の遺伝

子クローニングと，発現解析をおこなう。遺
伝子の発現および機能探索は技術開発のも
っとも進んでいるモデル魚（ゼブラフィッシ
ュ）を用いる。 
(3) 魚類コラーゲンの変性温度制御機構の
解明：コラーゲンの変性温度は，コラーゲン
分子のアミノ酸組成と相関することが報告
されている。たとえば，ハイドロキシプロリ
ン残基（Hyp）はα鎖間の架橋を形成して変
性温度を高めると予想されている。一方，グ
リシン－グリシン（Gly-Gly）の連続配列は，
α鎖のヘリックスをゆがめ，変性温度を下げ
ると予想されている。また，魚類のα3 鎖は
Hyp の数が少なく，Gly-Gly 配列を多く含む
ので，α3鎖を多く含むコラーゲンの変性温
度は低くなると予想されている。そこで，キ
ンギョの様々な器官から精製されたⅠ型コ
ラーゲンの変性温度と，これらの器官におけ
るコラーゲンのα1～3 鎖の mRNA 発現量を比
較し，コラーゲンの変性温度とα3鎖の量と
の層間を尾明らかにする。次に，飼育水温と
コラーゲンの変性温度との関係をコイを用
いて調べる。中国のコイで，季節によりコラ
ーゲンの変性温度が変化することが報告さ
れているため，日本のコイでも同様のことが
観察されるかを確認するとともに，コラーゲ
ンの変性温度とアミノ酸組成，特に Hyp 含量
との関係を明らかにする。 
(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：磁場内での配向構造
創出をおこない，その粘弾性特性を明らかに
する。 
(5) 再線維化コラーゲンの高密度体の構造
解析：コラーゲンを線維化して高密度体を造
り，その気孔率等を測定する。 
 
４．研究成果 

(1) 鱗の非コラーゲン性基質タンパク質の

同定： TOF-MS，LC-MS，ライブラリスクリー

ニングを実施し，53 種のタンパク質を同定し

た。そのうち，コラーゲン線維の形成や配向

に関わる可能性の高い重要なものは 6 種の

SLRPs とデルマトポンチンと呼ばれるコラー

ゲンに結合する基質タンパク質であった。 

(2) 同定された鱗基質タンパク質の機能解

明：ゼブラフィッシュ SPP1，コンドロアドヘ

リン等全 10 種をクローニングし発現解析を

終了した。また，機能解明に用いる研究ツー

ルとして Vivo-morpholino ノックダウン法，

鱗細胞培養系を確立した。しかし，遺伝子解

析の過程で，ゼブラフィッシュ SLRPs には 2

型以上の遺伝子が存在する（しかもデータベ

ースの登録は 1 型のみの場合が多い）可能性

が高まった。そのため，常法に従ったモルフ

ォリノノックダウン等が有効ではない可能

性が考えられた。そのため，SLRPs の機能解



析をおこなう前に，多型の遺伝子配列決定と，

発現部位・発現量解析を徹底的におこない，

魚類 SLPRsに関する基礎生物学的基盤形成が

必要であることが示された。 

(3) 魚類コラーゲンの変性温度制御機構の

解明：キンギョの皮膚，浮袋，鱗，および消

化管から精製されたⅠ型コラーゲンの変性

温度は器官に異なる特異的な値を示すこと，

コラーゲンの変性温度が低い器官において

はα3鎖のmRNA発現量が高いことを見いだし

た。このことから，当初の仮説通り，コラー

ゲンの 3 本鎖を形成するα3 鎖の量と変性温

度との間には負の相関関係があることが推

察された。次に，長野県で養殖されているコ

イを夏期と冬期に採集し，皮膚および鱗のⅠ

型コラーゲンを抽出してその変性温度を測

定した。その結果，両組織のコラーゲンの変

性温度は水温が高い夏期に有意に高かった。

また，そのアミノ酸組成を比較したところ，

夏期ではプロリン残基の水酸化率が高く，プ

ロリン水酸化酵素の活性とコラーゲンの変

性温度との関係に正の相関があることが推

測された。このように，コラーゲンの変性温

度はα3 鎖の量とプロリン水酸化率とで調節

されており，それは飼育水温と関係すること

が予想された。このように，プロリン水酸化

酵素の活性を通して，コラーゲンの変性温度

を人為的に調整する技術の開発が可能とな

るかもしれない。 

(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： 磁場内での配向構

造創出をおこない，その粘弾性特性は 4 T（テ

スラ）のときに最も高い値を示すこと，引張

強度は磁場強度が最も高い 12 T で最大値 80 

MPa を示すことを明らかにした。 

(5) 再線維化コラーゲンの高密度体の構造

解析： 構造解析の結果，新規メソ多孔材料

の開発に成功した。 
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