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研究成果の概要（和文）：我々のグループが発見したチョウザメ浮袋コラーゲンの高い線維形成能を利用し，生
体骨様の高配向性コラーゲン原線維に生体骨を模倣した方法でリン酸Caヒドロキシアパタイト結晶を沈着させる
ことで，真に生体骨の構造を模倣した「骨ミメティック材料」を創出した。次に，人工関節等のインプラントに
用いられるチタン合金表面に骨ミメティック構造を付与する新規技術を開発した。最後に，非石灰化高配向性コ
ラーゲン原線維が間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を効率的に誘導することを証明した。今後，骨ミメティック
構造に対する細胞反応性をさらに詳しく調べるとともに，実験動物を用いた移植試験が必要である。

研究成果の概要（英文）：Leveraging the high fibrillogenesis potential of sturgeon swim 
bladder-derived collagen, as identified by our research group, we successfully fabricated a 
bone-mimetic material that replicates the hierarchical structure of natural bone, depositing 
hydroxyapatite crystals into highly oriented collagen fibrils using a biomimetic mineralization 
approach. Subsequently, we developed a novel technique for imparting this bone-mimetic architecture 
onto the surface of titanium alloys commonly employed in orthopedic implants such as artificial 
joints. Furthermore, we demonstrated that non-mineralized, highly oriented collagen fibrils 
effectively promote the osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells. Future work will
 involve a more detailed investigation of cellular responses to the bone-mimetic architecture and 
transplantation studies using animal models to evaluate in vivo performance.

研究分野：魚類硬組織生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果の学術的意義は，非石灰化高配向性コラーゲン原線維が間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化の初期（分化
運命決定）および中期を強く促進することを証明した点にある。このことは，細胞足場材料のコラーゲン原線維
の形態（太さや配向性）が幹細胞の分化に強く影響することを示している。また，真に生体骨の構造を模倣した
「骨ミメティック材料」の創出と，これをチタン合金にコートする骨ミメティックコート技術の開発の成功は，
将来の人工骨やインプラント表面改質技術への発展が期待できるため，社会的意義が高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 水産副生物に多量に含まれる海洋性コラーゲンの産業利用は我が国でも進んでいるものの，
その大部分は価格の観点から輸入原料由来であり，当初目標である国産の水産副生物の有効活
用にはつながっていない。一方で，我が国は他国と比較して高度に衛生的な水産物取り扱い技術
を持つため，厳密な衛生管理のもとで生産された水産副生物から清浄なコラーゲンを生産する
ことが可能である。本研究課題の最終目標は，この特長を活かし，最も高付加価値なコラーゲン
の利用法として医療利用を実現し，国内水産業の発展と SDGs達成の一助とすることである。 
 組織を人工的に構築する組織工学やそれを利用した再生医療では，細胞を効率的に目的組織
と同様に構築し得る人工的な細胞足場の開発競争がおこなわれている。生体内組織の細胞足場
であるコラーゲンは，人工細胞足場材料の理想的な原料である。たとえば骨再生分野では，幹細
胞の集合と骨芽細胞への分化を効率的に誘導し（骨誘導），新たな骨形成を誘起し得る人工的な
細胞足場として，生体骨の主要成分であるコラーゲンやリン酸カルシウムのヒドロキシアパタ
イト結晶（HA結晶）を用いた「人工骨」の開発が進められてきた。また，歯，人工関節，治癒
不全を起こした骨折の治療等に移植される体内埋め込み器具（インプラント，多くはチタン合金
製）は，その周辺で誘起される骨誘導によりインプラント表面で骨形成が起こり，周囲の骨と融
合して（骨伝導）強固に固定される。このため，インプラント表面に骨誘導能を付与する目的で，
生体骨成分であるコラーゲンや HA結晶の薄層をコートする試みがなされてきた。しかし，現在
の人工骨やインプラント表面コート技術は，特にその力学特性（強度など）が劣り，周辺の骨と
の力学的なミスマッチが起こって骨伝導不全が起こることに大きな問題を抱えている。生体骨
の強靱な構造は「一方向に配向したコラーゲン線維がその配向方向を変えて何層も重なり合い，
それに HA結晶が沈着する」ことで造り出される。既存の技術の機能が劣る理由は，コラーゲン
と HA結晶のハイブリッド材料は合成できるものの，これまで研究に用いられてきた哺乳類（ブ
タ，ウシ）由来コラーゲンでは線維形成能が低く，一方向に配向したコラーゲン線維を造り出せ
ないことにあった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々のグループはチョウザメの浮袋コラーゲンが高い線維形成能を持ち，生体骨様の高配向
性コラーゲン線維からなる材料を創り出せることを示した [1]。そこで，これを生体骨を模倣し
た方法で石灰化させれば，真に生体骨の構造を模倣した石灰化高配向性コラーゲン線維（骨ミメ
ティック構造）が形成され，高強度かつ高骨誘導能を持つ材料を創出できると考えた。本研究課
題では，その核心をなす学術的「問い」を『魚類コラーゲンが創り出す骨ミメティック構造に対
し，細胞はどのように反応するか（骨芽細胞への分化や骨芽細胞機能は活性化されるか）』にお
き，魚類コラーゲンのみが作り得る「高配向性コラーゲン線維コート」技術を，「骨ミメティッ
クコート技術」へと発展させてインプラント表面へのコート技術を開発するとともに，骨ミメテ
ィック構造に対する細胞の反応性を明らかにすることで，従来研究では未踏であった「魚類コラ
ーゲンの医療利用の実現」に向けた第一歩とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 我々の研究グループが開発した方法 [2] に従い，ベステルチョウザメの浮袋から I 型アテロ
コラーゲンを抽出した。次に，同様に我々の研究グループが開発した方法 [1] を改良して作成
したコラーゲン原線維コートを，polymer-induced liquid-precursor (PILP) 法を用いて石灰化させ
た。PILP法は，石灰化溶液に負に荷電した酸性ポリマーを添加することで溶液中の Caイオンを
引きつけて結晶化を阻害し，非晶質相を形成させるとともにそれを保持させ，原線維内への Ca，
Pの浸透を促すことで，生体骨に認められる原線維内部のコラーゲン分子間への HA沈着を誘起
することができる手法である [3]。これは，生体骨で起こる HA沈着を再現する手法である。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 骨ミメティック構造の創出 
 石灰化溶液中の Ca，P 濃度を調節することにより，コラーゲン原線維コートをほぼ均一に石



灰化することに成功した（図 1）。石灰化処理
後にはコラーゲン原線維の配向性には変化
は生じず，原線維が太くなり（石灰化処理前：
線維径平均 124.19 nm，分布範囲 61～244 nm，
石灰化処理後：線維径平均 285.41 nm，分布範
囲 135～478 nm），EDSにより検出される Ca, 
P沈着量が大きく上昇した。加えて，XRD解
析では HA固有ピークを検出した。また，ク
ライオセクションポリッシャにより試料断
面を作成し，EDSマッピング解析によりコー
ト内部の原線維まで Ca が沈着していること
を証明するとともに，原線維内部の石灰化が
進行した可能性を示唆した。以上の結果か
ら，当初期待していた通りの骨ミメティック
構造を持つコーティング技術の創出に成功
したと判断した。 
 次に，創出した骨ミメティック構造の強度
測定をおこなった（図 2）。しかしながら，試
料による測定値のばらつきが大きく，定量的
な結論には至っていない。 
 さらに，骨ミメティック材料の応用範囲を
拡大する目的で，線維状およびディスク状の
コラーゲン原線維試料を作製し，これまでの
成果で確立した PILP 法により石灰化をおこ
なった。作製した骨ミメティック材料の石灰
化特性を SEM，EDS，ラマン分光顕微鏡，熱
重量分析によって評価したところ，いずれの
試料でも HA結晶の析出を確認できた。石灰
化コラーゲン原線維径は，線維状試料で 0.14
±0.04 μｍ，ディスク状試料で 0.23±0.06 
μｍであった。また，熱重量分析によるコラ
ーゲンの重量割合は線維状試料で 53%，円盤
状試料で 75%であった。試料形状により構造
的な差は見られたものの，いずれも骨ミメテ
ィック材料の創製に成功したと結論した。 
 
(2) チタン材料表面への骨ミメティックコー
ト技術の開発 
 本課題では，人工関節等のインプラントに
用いられるチタン合金表面に骨ミメティッ
ク構造を付与する新規技術「骨ミメティック
コート技術」の開発に成功した。インプラン
ト表面に骨誘導能を付与する目的で先行研
究においてコートされてきたのは，生体骨の
無機成分もしくは有機成分のどちらか一方
であったため，その独自性と創造性は極めて
高い。 
 
(3) 骨ミメティック構造に対する細胞反応性の解明 
 上述した骨ミメティック材料および骨ミメティックコートの創出に成功するまでの期間で，
石灰化していないコラーゲン原線維コートを用い，これがヒト間葉系幹細胞 (hMSC) の骨芽細
胞分化に及ぼす影響を調べた。まず hMSC から骨芽細胞への分化運命決定の際に発現する転写
因子である RUNX2の発現は，非石灰化原線維コート上の細胞で 1，3日目に顕著に促進された。
また骨芽細胞のマーカー酵素である ALP活性は培養 7日目に有意に高かった。すなわち，非石
灰化原線維コート上では hMSC は培養直後に骨芽細胞への分化を開始し，培養 7 日目には前骨
芽細胞から骨芽細胞への分化（骨芽細胞分化の中期）の過程に達することを明らかにした。この
ように非石灰化原線維コートは骨誘導を初期から促進する能力を持つことが示された。 
 次に，骨ミメティックコート（実験上，コートは細胞培養用プラスチック製カバースリップに
施した）上でマウス前骨芽細胞様株化細胞 MC3T3-E1 を培養し，非石灰化コラーゲン原線維コ
ートで培養したものと細胞形態を比較したところ，非石灰化原線維コート上の細胞は扁平な形
をとるのに対し，骨ミメティックコート上の細胞は，播種後 3時間から 6時間にかけて扁平な形
から細長い形に変化した。このことから，コラーゲン原線維の石灰化が何らかの形でMC3T3-E1
細胞に影響を与えることが分かる。現在，前骨芽細胞から骨芽細胞への分化（骨芽細胞分化の中

 

図 2 骨ミメティック構造の強度測定の様子（上）と測
定された Stress-Strain カーブ 

 
図 3 線維状およびディスク状の骨ミメティック材料 

 
図 1 石灰化コラーゲン原線維（骨ミメティック構造） 



期）活性を調べるための ALP試験を遂行中である。 
 
(4) まとめ 
 以上のように，4年間の研究推進により，当初計画の 3つの小課題 (1) 骨ミメティック構造の
創出，(2) チタン材料表面への骨ミメティックコート技術の開発，(3) 骨ミメティック構造に対
する幹細胞反応性の解明，に関しておおむねその目標を達成し，インプラント（多くはチタン合
金製）表面に骨誘導能を付与する可能性がある骨ミメティックコートの開発に成功したと結論
した。加えて，線維状，ディスク状に加工したコラーゲン原線維材料の石灰化にも成功し，3次
元構造を持つ骨ミメティック材料の創出にも成功した。今後，骨ミメティック材料に対する細胞
反応性をさらに詳細に調べるとともに，骨ミメティックコートを施したチタン合金材料を用い
た実験動物レベルの移植実験が必要になる。本課題で得られた成果は，魚類コラーゲンの原線維
形成に関する研究実績を持つ北海道・大学院大学水産科学研究院と，コラーゲン石灰化機構研究
に関する材料科学的研究実績を持つ同・大学院工学研究院の異分野連携による大きな成果であ
る。 
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