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研究成果の概要（和文）：骨形成蛋白(bone morphogenetic protein)に特化した設計のリコンビ

ナントミニコラーゲンを cDNA カセットシステムにより作製，骨再生スキャフォールドとして異

所性骨形成，実験的骨欠損部での骨再生能力を評価した．cDNA カセットは，D4 周期が２連続し

たものが，良好な骨形成を示した．既存のスキャフォールドと遜色のない骨再生力を示した． 

研究成果の概要（英文）：We mapped the D4 domain of human collagen I as most critical for 
binding site of bone morphogenetic protein(BMP) and used this information to genetically 
engineer a collagen-like protein consisting of tandem repeats of the D4 domain(mD4 
collagen). We proved recombinant human mD4 collagen-like protein had a potential for an 
efficient scaffold as same as other scaffolds materials for engineering of bone when 
combined with BMP. 
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ルド・DDS（ドラッグデリバリーシステム） 
１．研究開始当初の背景 
われわれはリコンビナント procollagen発現

システムおよび cDNA カセットシステムを開

発し，その応用として骨形成蛋白(BMP)に特

化した親和性を有するリコンビナントミニ

コラーゲンを開発した．各種サイトカインと

の親和性を検討したところ，D４部分に骨形

成蛋白(BMP)との親和性の高い binding site

があり，D4 部分を二重以上にすることで，骨

形成活性を増大させることが示唆された．作

製する新規機能性 ヒトリコンビナントミニ

type I collagen scaffold はいわば BMP の

オーダーメイド Scaffold であり，既存の商

品化された Scaffold との骨再生における能

機関番号：13901 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21592520 

研究課題名（和文）機能性リコンビナントミニコラーゲンと骨形成蛋白による骨再生の基礎的

研究 

研究課題名（英文）Testing the utility of rationally engineered recombinant collagen-like 
proteins for applications of bone regeneration with bone morphogenetic 
protein in tissue engineering. 

研究代表者 

服部 宇（HATTORI HISASHI） 

名古屋大学・医学部附属病院・講師 

 研究者番号：60332699 



 

 

力の評価が必要である．cDNA カセットシステ

ムでは，ヒト type I procollagen 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． 

  

２．研究の目的 
Collagen は抗原性が低く，免疫反応の低い蛋

白として知られているが，本邦での研究は

collagen の部分的生化学，形態学研究または

動物 collagen の抽出，抗原性の除去などが多

く，collagen 前駆物質の procollagen に関す

る研究は皆無である．本研究において利用さ

れるリコンビナント procollagen 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 ら、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. Fertala

と共同研究を施行している．われわれは、現

在までリコンビナントコラーゲンの継続的な

研究において，各種サイトカインとの親和性

を検討中に，偶然にも D４部分に Bone 

morphpgenetic protein(BMP)の親和性の高い

binding site があり，D4 部分を二重以上にす

ることで，骨形成活性を増大させることを発

見した．つまりこれまで報告されている DDS

としての scaffold や担体よりも，よりサイト

カインの活性を増大させる可能性のある DDS

システムを発見した．新規 collagen 分子が特

定の BMP 分子と強い結合力を持ち，骨形成活

性を増大させることが可能となれば，骨再生

分野における応用は計り知れない．本研究に

おいて使用する骨関連サイトカイン BMP は，

ヒト遺伝子由来リコンビナント蛋白として製

品化されており，米国 FDA に認可され，整形

外科，顎顔面口腔外科領域において臨床応用

されており，その安全性についても検証され

ている．また，BMP の製造特許が数年内に失

効するため，今後は各種マテリアルとの組み

合わせによる複合特許が加速化されるものと

考えられる．本研究で作製する新規機能性 ヒ

トリコンビナントミニ type I collagen 

scaffold はいわば BMP のオーダーメイド

scaffold であり，既存の商品化された

scaffoldとの骨再生における能力の評価は大

変興味深い．われわれの cDNA カセットシステ

ムでは，ヒト type I procollagen 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.われわれは

BMPに特化した新規機能性 ヒトリコンビナン

トミニ type I collagen scaffolad の開発を

目的とした． 

３．研究の方法 

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

により，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）を欠損させたリコン

ビナント type I procollagen homotrimer 

cDNA（ミニリコンビナント type I 

procollagen cDNA）を作製．作製したＤ２，

Ｄ３欠損 type I procollagen 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． 

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， 

N-telpro，D1，D4，D4.4，C-teloproから 

 

ⓐN-telopro－D1－D4―D4.4―C-telopro 

ⓑN-telopro－D1－D4―D4―D4.4―C-telpro 

ⒸN-telopro－D1－D4―D4―D4―D4.4―

C-telpro 

telopro:telopeptidepropeptide 

 

ⓐ，ⓑ，ⓒのcDNAカセットを作製し，蛋白の

発現量，回収率を比較検討し，発現回収効率

の良好なカセットを選択，大量培養，リコン

ビナント蛋白を抽出，精製． 

リコンビナント蛋白は綿状，シート状に賦形

化，BMPの至適濃度，徐放性試験を施行． 

ヌードマウスの大腿筋膜下にBMP＋scaffold

複合体を移植，軟X線，組織切片にて評価． 

次に，各種リコンビナントBMPから活性の高い

ものを選択(BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF-5, 

GDF-11 etc）するため，白色家兎頭頂骨骨形

成モデルを用いて検討． 

白色家兎を静脈麻酔後，頭頂骨を明示，頭頂

骨に深さ約１mmのタップおよびラウンドホー

ルを形成，特別注文した直径6mmのチタン円柱

をタップに合わせてねじ込み固定，円柱内部

にBMP＋scaffold複合体を移植する．特製のチ

タンプレートできっちり蓋をして，８週後に



 

 

屠殺する．このモデルの利点は，骨形成の栄

養供給路がチタン円柱下の頭頂骨のみであり

，骨誘導能力のない充填物の場合，骨形成は

得られない．下部頭頂骨とともに円柱を取り

出し，研磨標本として骨形態計測を行う．

Scaffoldのコントロールとしてβ-TCP（

Osferion；オリンパステルモバイオマテリア

ル社製），PuraMatrixTM(3Dマトリックス社製

の合成ポリペプチド)，アテロコラーゲン製剤

（テルプラグ；オリンパステルモバイオマテ

リアル社製）を使用，ポジティブコントロー

ルとして白色家兎腸骨から採取した海綿骨を

使用． 

４．研究成果 

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， 

N-telpro，D1，D4，D4.4，C-teloproから 

ⓐN-telopro－D1－D4―D4.4―C-telopro 

ⓑN-telopro－D1－D4―D4―D4.4―C-telpro 

ⒸN-telopro－D1－D4―D4―D4―D4.4―

C-telpro 

telopro:telopeptidepropeptide 

３つのリコンビナントミニコラーゲンcDNAカ

セットを作製，DNAシークエンスを行い，遺伝

子配列を確認．作製されたⓐ，ⓑ，ⒸのcDNA

をヒト由来哺乳動物細胞（HT1080 

fibrosarcoma cell，SW-1353 chondrosarcoma 

cell）にリン酸カルシウム法を用いて遺伝子

導入，強制発現させ，強陽性細胞をスクリー

ニングした．強陽性細胞のみ大量培養を行い

，リコンビナントミニプロコラーゲン蛋白を

抽出した．アミノ酸シークエンスを行い，ア

ミノ酸配列を確認.ⓐ，ⓑ，Ⓒのリコンビナン

トミニプロコラーゲン蛋白にN-protenase，

C-protenaseを作用させ，N末端，C末端の

propeptideを切断，三重らせん構造を確認し

，リコンビナントミニコラーゲン蛋白を回収

．リコンビナントミニコラーゲン蛋白は凍結

乾燥処理後に加熱処理，架橋処理を行い，綿

状，シート状のscaffoldを試作．骨形成蛋白

（BMP-２:PROSPEC社製）500ng,１μg，5μg

，10μgをⓐ，ⓑの綿状，シート状のscaffold

と組み合わせ，ヌードマウスの大腿筋膜下に

移植，軟X線写真，HE染色を施した組織切片に

て評価したところ，異所性骨化はすべての組

み合わせで認められ，骨形成蛋白の１μg，5

μg，10μgでは，ほとんど有意な差は認めら

れず，少量でも良好な骨形成が確認された．

ⓐⓑⒸの比較では，Ⓒよりもⓐⓑが有意に骨

形成が良好であり，Ⓒではⓐⓑではほとんど

認められなかった炎症反応も存在した．ⓐⓑ

の比較では，ⓑのほうが，骨形成の時期が早

期で，骨形成量が多く，炎症反応も少ない傾

向が認められた．綿状とシート状では綿状の

ほうが，DDSとして吸収崩壊が早く，炎症反応

も少なく，骨形成量が多いことが示唆された

．シート状では，DDSとして吸収崩壊速度が遅

く，骨形成後の炎症反応が比較的長く認めら

れ，骨量の維持には不利に働く傾向が認めら

れた． 
リコンビナントミニコラーゲン蛋白は，GDF-5 

(PROSPEC社製),GDF-11(R&D systems社製)と

の親和性は悪く，骨形成量も少ない傾向が認

められた．リコンビナントミニコラーゲン蛋

白は，BMP-2，BMP-4，BMP-7(PROSPEC社製)と

特異的に親和し，100ngと少量の骨形成蛋白で

も有意な骨形成を生じる可能性が示唆された

．BMP-2，BMP-4，BMP-7(PROSPEC社製)では骨

形成の有意な差は認められなかった． 

白色家兎頭頂骨骨形成モデルを用いた骨形成

についての検討では，骨形成蛋白とスキャフ

ォールドとしてリコンビナントミニコラーゲ

ン，β-TCP（Osferion；オリンパステルモバ

イオマテリアル社製），合成ポリペプチド（

PuraMatrix；3Dマトリックス社製），アテロ

コラーゲン製剤（テルプラグ；オリンパステ

ルモバイオマテリアル社製）群のすべてはポ

ジティブコントロールの白色家兎腸骨海綿骨

群よりも有意に骨形成量が多いことが示唆さ

れた．またスキャフォールドとして，リコン

ビナントミニコラーゲンはβ-TCP（Osferion

；オリンパステルモバイオマテリアル社製）

，合成ポリペプチド（PuraMatrix；3Dマトリ

ックス社製），アテロコラーゲン製剤（テル

プラグ；オリンパステルモバイオマテリアル

社製）と同等の骨形成量であり，有意な差を

認めなかった．しかし炎症反応は，合成ポリ

ペプチド（PuraMatrix；3Dマトリックス社製

）が最も強く，次にアテロコラーゲン製剤（

テルプラグ；オリンパステルモバイオマテリ

アル社製）の炎症反応が強い傾向が認められ

た．β-TCP（Osferion；オリンパステルモバ

イオマテリアル社製），合成ポリペプチド（

PuraMatrix；3Dマトリックス社製），アテロ

コラーゲン製剤（テルプラグ；オリンパステ

ルモバイオマテリアル社製）はDDSとして吸収

崩壊速度が遅く，骨形成組織中での残存量が

多く，組織炎症反応がより持続していた．リ

コンビナントミニコラーゲンは炎症反応がよ

り少ないことが示唆された． 
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