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研究成果の概要（和文）：日本発の成長因子固定化材料の概念を、化学的固定化だけでなく、成長因子に結合性を付与
することで広く捉え直し、有機材料、生体組織、金属、無機材料への固定化も可能にした。結合性成長因子の創成のた
めに、従来のタンパク質工学に加え、バイオ直交化学、進化分子工学、さらにこれらを融合した方法論を編み出した。
調製した結合性成長因子は、直接あるいは基材に結合させて実験動物に投与し、それらが有効に作用することを見出し
、再生医療分野で広く応用できる可能性を示した。同時に、新しい編み出した方法論は、これにまでにない全く新しい
機能性分子の創出法として応用展開できることも示すことができた。

研究成果の概要（英文）：The concept of growth factor immobilization from Japan was confirmed by not only 
chemical immobilization, but also design of binding growth factor and extended from biological tissue or 
organic materials to metal or inorganic materials. For the creation of binding growth factors not only 
conventional recombinant gene method but also bioorthogonal chemistry, molecular evolutionary 
engineering, or the fused method was developed. The prepared binding growth factors were applied for 
direct injection or with substrate for implantation into animals and the effects were confirmed for 
future regenerative medicine. The developed methodology is also universally applicable for creation of 
novel functional molecules.

研究分野：生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
	
 再生医療の実現のためには、生体再生を促
進する基材をつくることが一つの重要な課題
となっている。特に組織形成や臓器置換のた
めには、元になるマトリックスあるいはスキ
ャホールドが必須である。このような基材は、
人工臓器材料研究でも古くから研究されてき
ており、基材表面に細胞接着性を付与したり、
忌避したりする等の、いわゆる細胞の高次機
能に関わらない機能を付与することはできよ
うになった。しかし、細胞の成長や分化のよ
うな細胞内の情報伝達を介して遺伝子発現の
変化を伴うような機能を付与することは困難
であった。	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 そのような中、代表者らは、基材に生体分
子である成長因子を固定化することで、細胞
の成長や分化のような高次の細胞機能を制御
できる新しい人工臓器材料を生み出すことが
できることを四半世紀に亘り日本発の概念と
して提唱し、明らかにしてきた。	
 
	
 図１上に示すように、通常は細胞表面の受
容体と相互作用して細胞内に取り込まれて分
解されてしまう成長因子を、基材や組織に固
定化することで細胞内への取り込みを抑制し、
長時間活性を保つことがわかってきた。固定
化により局所濃度が高まることで、溶解状態
より低濃度で、しかも長時間にわたり高い活
性が観測されることがわかった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１	
 通常は上に示すように成長因子は細胞表面の対応

する受容体と相互作用した後、錯体を形成し、そのまま

取り込まれ、ダウンレギュレーションを受ける。固定化

されると長期間にわたり、細胞を活性化できる。	
 

	
 
	
 このような医療応用研究の一方で代表者ら
は、高分子合成化学として生体高分子の成り
立ちに立ち返り、進化論を模した進化分子工
学の手法で任意の標的や基材を分子認識でき
るペプチドを生み出す技術を発展させてきた。	
 
	
 
２．研究の目的 
本研究では、これらの研究背景をもとに、

１）医療応用を目指した結合性成長因子の創
成と２）進化分子工学を「バイオものづくり」
の一環として成長発展させることを目指した。	
 
	
 ①結合性成長因子の創成では、従来の生体
組織や有機高分子材料だけでなく金属・無機
材料に結合する成長因子を作成し、医用材料
あるいは医薬としての応用展開を図ることを
目指した。	
 
	
 ②合成の方法論として、タンパク質工学に
加えて、バイオ直交化学、進化分子工学を活

用した。進化分子工学手法の発展として、通
常では翻訳後修飾によってのみ導入される非
コード・アミノ酸を組み入れた拡張進化分子
工学を確立し、高い特異性で強い結合性を付
与できるような成長因子設計を行うとともに、
生み出される結合性分子（アプタマー）に新
たな機能を付与する全く新しい試みを成功さ
せることを目指した。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 ①結合性成長因子は成長因子配列と、結合
領域配列を複合化することにより創成した
（図２）。結合領域は、i)細胞外基質のタンパ
ク質からコードされる天然アミノ酸配列（タ
ンパク質工学）、ii)その他のタンパク質から
翻訳後修飾で作られる非コード天然アミノ酸
を含むアミノ酸配列（バイオ直交化学）、iii)
進化分子工学で設計された結合性のアミノ酸
配列（進化分子工学）、iv)②と③を複合化し
たアミノ酸配列（拡張進化分子工学）、の四つ
の方法により設計した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図２	
 結合性成長因子の設計指針。	
 

	
 
	
 ②得られた生物活性を検討し、動物実験な
どにより医療応用の可能性を探った。図 3で
示すように、直接、あるいは基材に結合させ
て実験動物に投与し、その効果を検討した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図３	
 結合性成長因子の性能評価。直接あるいは基材に

結合させてから実験動物に投与し、その影響を調べた。	
 

	
 
	
 ③図２の iv)でバイオ直交化学と進化分子
工学を融合した、ミスアシル化 tRNA 法を無細
胞翻訳系に導入して、非天然アミノ酸を組み
入れたランダム配列ペプチド・ライブラリー
を調製し、そこから標的に結合するペプチド
を探索するという拡張進化分子工学の手法を
確立できたので、結合性成長因子以外にも新
たな機能性分子を創成した。	
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４．研究成果 
（１）タンパク質工学による結合性成長因
子の創成と機能評価 
①細胞接着タンパク質のフィブロネクチ

ンは、いくつかの組織結合ドメインをもって
いる。この中のコラーゲン結合性あるいはフ
ィブリン結合性ドメインを、タンパク質工学
を用いて、上皮細胞成長因子（EGF）、肝細胞
成長因子(HGF)、線維芽細胞成長因子(FGF),	
 
骨形成タンパク質（BMP）、血小板由来成長因
子（PDGF）、血管内皮細胞成長因子(VEGF）に
導入した。これら創成した結合性タンパク質
は、各々コラーゲンあるいはフィブリンへの
結合をもち、培養細胞に対し in	
 vitro で生
物活性を発揮することが明らかになった。	
 
②コラーゲン結合性 BMP は、3 次元のコラ

ーゲンと生分解性高分子のポリ乳酸を複合
化したスキャホールドに結合させることが
でき、内包したヒト骨髄由来間葉系幹細胞の
骨誘導能に顕著な効果が観察された。生体内
埋め込み実験を行ったところ、顕著な骨誘導
（骨由来遺伝子の発現、カルシウム沈着など
のバイオミネラリゼーション）が観察され、
結合性 BMP の有効性が明らかとなった。	
 
③コラーゲン結合性 BMP を、新しく開発し

た即効性可視光硬化型ゼラチンと併用して
ラビットで骨軟骨再生を検討した。損傷モデ
ルにおいて結合性 BMP が、可視光照射で形成
されたゲル中に長期間に亘り残存し、再生を
促進したことがわかった（図４）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
図４(a)代表的な３次元 CT像。CBD−BMP4 は結合性 BMP(b)

骨成長を骨体積(BV)を組織体積（TV）で割った値。	
 *P	
 <	
 
0.05,	
 **P	
 <	
 0.01,	
 ***P	
 <	
 0.001	
 

	
 
④コラーゲン結合性 EGF をマウス心臓に
注入したところ、長期間に亘り心臓内に残存し、
心筋細胞の増殖を促進することを証明でき
た。	
 
⑤コラーゲン結合性 BMP を、基材を用いず

直接、動物（マウス）の損傷部位に注射した
場合もその部位に 2週間以上とどまることが
明らかになった（通常の BMP は 3 日後には消
失）。そして顕著に骨関連遺伝子の発現を向
上させ、成長因子の分泌も促進した。さらに、
頭蓋骨を欠損させた箇所に投与した場合で
も、結合性 BMP はスキャホールドなしでも高
い骨誘導能を示した。これらの結果は、結合
性 BMP が損傷部位表面に露出したコラーゲン
に結合して活性を発現できたものと考察さ
れた。これは、結合性ドメインがターゲッテ
ィング素子としても活用できることを初め
て示したものである。	
 
	
 ⑥コラーゲン結合性 HGF を脊髄圧挫損傷モ
デルと脊髄切断モデルで試したところ、前者

では直接投与によって、HGF に結合性を付与
することにより顕著な機能回復を、後者では
可視光硬化型ゼラチンと併用することによ
り、神経、運動機能の回復を確認することが
できた。	
 
	
 
（２)	
 バイオ直交型タンパク質工学による
結合性成長因子の創成	
 
唾液の中にあるアパタイト結合性タンパ

ク質スタセリンや、貝類が岩場に接着するた
めの水中接着タンパク質の活性部位には、翻
訳後修飾により各々リン酸基やカテコール
基が存在している。これらは、従来のタンパ
ク質工学では導入不可能であることから、新
たな導入法を検討し、結合性成長因子の合成
を開発した（図５）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
図５	
 バイオ直交化学による結合性成長因子合成	
 

	
 
	
 ①スタセリン内に存在する、リン酸化セリ
ンをもつ活性部位ペプチドと EGF との融合ポ
リペプチドを固相法により合成したところ、
得られた結合性 EGF はヒドロキシアパタタイ
トやチタンに結合し、かつ細胞増殖活性を持
つことや、その活性が、固定化 EGF による長
時間の細胞内情報伝達タンパク質の活性化
に基づくことを明らかにした。	
 
	
 ②スタセリンの活性部位と BMP を融合した。
BMP は高分子量なので、タンパク質リガーゼ
であるソルターゼ Aを用いて融合を成功させ
た。すなわち、遺伝子組み替え法で、ソルタ
ーゼ認識部位を含む BMP を調製し、別に固相
法で調製したリン酸基含有ペプチドをソル
ターゼを用いて融合した。調製したリン酸基
含有 BMP はヒドロキシアパタイトに結合して
培養細胞の骨分化を促進することがわかっ
た。	
 
	
 ③貝の水中タンパク質の活性部位に含ま
れる 3,4−ジヒドロキシフェニルアラニン
(DOPA)を含むペプチドと EGF との融合ポリペ
プチドを設計し、固相法により合成したとこ
ろ、有機、無機を問わず様々な基材に結合し、
細胞成長促進活性を持つことと、その活性が、
長時間の細胞内情報伝達タンパク質の活性
化によることを明らかにした。	
 
	
 ④リン酸基含有 BMP 調製法と同じ方法で、
DOPA 含有ペプチド DOPA-Lys-DOPA-Lys-DOPA
を、ソルターゼ A を用いて VEGF に導入する
ことに成功した。DOPA 含有 VEGF は特に高 pH
で結合性が増加することがわかった。ステン
ト基材であるクロム合金への結合が観測さ
れ、実際にステントを被覆して動物に埋め込
み検討したところ、血管内皮細胞が適度に増
殖し、ステントの肥厚化を防ぐことができた
（図６）。	
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図６	
 Cr−Co ステントをそのままあるいは DOPA 含有

VEGF で処理してブタの血管に挿入して機能評価。	
 

	
 
	
 ⑤上述の方法で DOPA を含むペプチドを骨
形成タンパク質(BMP)へ連結させるか、ある
いは、あらかじめ BMP 末端にチロシン配列を
導入し、チロシナーゼを用いてチロシンを
DOPA に変換する方法を検討した。これらの修
飾 BMP がチタンへ結合し、生物活性を発揮す
ることを明らかにした。	
 
	
 
（３）進化分子工学の手法による結合性成長
因子の創成	
 
	
 ①EGFのアミノ末端に11アミノ酸からなる
ランダム配列を挿入し、チタン表面へ結合す
る結合性 EGF の探索に成功した。この結合性
EGF は、従来のファージ・ディスプレイで探
索されたチタン結合性ペプチド配列を付加
した EGF に比べて、より高い結合性をもち、
生物活性においても無修飾の EGF と比較して
遜色ないことが明らかとなった。従来法では、
結合性ペプチドを EGF へ導入することにより、
結合性ペプチドにコンホメーション変化を
誘起してしまい結合能の低下を招いてしま
うのに対し、本研究で開発した方法は、最初
から EGF に組み入れた配列から結合性分子を
探索するために、高い結合性を維持した分子
が得られたものと推測され、今後の進化分子
工学による結合性タンパク質（成長因子）設
計のための重要な指針が得られた。	
 
	
 ②VEGF についても同様にコラーゲン結合
性を付与することに成功した。これは VEGF
をコードする DNA 配列に直接ランダム配列を
導入し、コラーゲンに対するアフィニティ選
別を行うことで遂行した。得られた VEGF 誘
導体は、コラーゲン結合性を持つとともに、
血管内皮細胞の成長促進活性ももつことが
わかり、従来知られているコラーゲン結合性
ペプチドをそのまま導入した場合より高い
活性を有していた。	
 
	
 
（４）進化分子工学とバイオ直交化学を融合
させた拡張進化分子工学の確立	
 
	
 ①拡張進化分子工学により DOPA を担持し
た tRNA を用いた in	
 vitro 選別系でコラーゲ
ン結合性 VEGF の選別を実施した。	
 
	
 ②環境に応答して蛍光が変化する蛍光基
を側鎖に導入した非天然アミノ酸を組み込
んだ進化分子工学を可能にし、カルモヂュリ
ンやベロ毒素と結合して蛍光を変化させる
ペプチドの合成に成功した。検体と混合する
だけで標的の存在を定量的に評価でき、診断
ツールとしての有用性が期待される。	
 
	
 ③電気重合基を側鎖に導入した非天然ア

ミノ酸を組み込んだ進化分子工学を可能に
し、インフルエンザウイルスを電気化学的に
検出できることを明らかにした。電気化学セ
ンシングは安価にセンサーを調達でき、汎用
性が高く、将来応用の可能性が高い。	
 
	
 ④阻害剤を側鎖に導入した非天然アミノ
酸を組み込んだ進化分子工学を可能にし、抗
がん剤のターゲットであるキナーゼ活性を
阻害剤単独より強力に阻害するペプチドの
合成に成功した。新しい医薬設計法として期
待できる。	
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