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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨再生シーズの実用化と軟骨再生、末梢神経再生への応用を目指して検
討を行った。コラーゲン結合型塩基性線維芽細胞増殖因子（CB-bFGF）の臨床応用に向けてタンパク質をコード
する遺伝子のコドン最適化を行い、CB-bFGFのbFGF活性を損なうことなく、タンパク質の産生効率を向上させる
ことに成功した。細胞配行性コラーゲンチューブ(OCT)にbFGFを結合させることで早期に末梢神経組織の再生、
運動機能の回復が可能であった。産学連携で作製した新規高密度コラーゲン材料は既存のコラーゲン材料に比
べ、強度、軟骨再生能に優れていた。これらのマテリアルは運動器再生に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed codon optimization for the protein purification toward the 
clinical setting. Codon optimization improved the protein production without loss of bFGF activity. 
To attempt to apply the bone regeneration seeds to the sciatic nerve regeneration and cartilage 
regeneration, we developed a new collagen scaffold materials, oriented collagen tubes (OCT) for 
peripheral nerve regeneration and high density collagen scaffold (HDCS) for cartilage repair. 
bFGF-anchored OCTs promoted pheripheral nerve tissue repair and motor function. HDCS had higher 
collagen density, mechanical property, and ability to promote cartilage repair compared to existing 
collagen materials. These materials are promising agent for promoting musculoskeletal repair in the 
clinical setting.

研究分野： 運動器再生医療
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１．研究開始当初の背景 
運動器は人が自分の意志で活用できる唯一
の器官であり、運動器による活動を介して、
人間としての生活や活動を行っている。従
って、外傷による骨折、関節機能の破綻、
末梢神経障害は日常動作、生活の質の低下
のみならず精神的苦痛を与える。運動機能
障害から開放し、終生すこやかに身体を動
かすことができる「生活・人生の質」の保
証される社会の実現化には、早期かつ確実
性の高い運動器再建法は必須である。 
２．研究の目的 
本研究の目的は塩基性線維芽細胞増殖因子
（bFGF）と細菌コラゲナーゼ由来のコラーゲ
ン結合ドメイン（CBD）からなる融合タンパ
クをコラーゲン材料にアンカーした新規材
料（成長因子アンカーリング型コラーゲン材
料）を用いた運動器再建法の確立を目指すこ
とである。 
３．研究の方法 
(1）骨再生シーズの育成研究 
これまで、ヒト由来 bFGG と細菌性コラゲナ
ーゼ由来のコラーゲンアンカー（PKD-CBD）
の融合タンパク質 hbFGF-PKD-CBD を大腸菌
発現系を用いて産生してきた。実用化に向け
て生産性を向上すべく、タンパク質をコード
する遺伝子のコドン最適化を行った。従来精
製法で精製した bFGF-PKD-CBD (native)とコ
ドン最適化後の bFGF-PKD-CBD(opt)の生理活
性を in vitro の細胞増殖試験およびマウス
大腿骨骨折モデルを用いて検討した。 
 
①細胞増殖試験 (in vitro) 
マウス胎児由来線維芽細胞株（BALB/3T3 
clone A31）を 1×103/well になるように 96
穴プレートに播種した。0, 0.1, 1, 10, 100 
pM の bFGF, bFGF-PKD-CBD (native), 
bFGF-PKD-CBD(opt)で４日間培養後、WST 
assay により細胞増殖能を評価した。 
 
② マウス大腿骨骨折モデルにおける骨形促
進能の検討 
9 週齢雄 C57BL/6J 40 匹を実験に用いた。5 mg
のコラーゲンパウダーと 0.58 nmoles の 
bFGF, bFGF-PKD-CBD (native), 
bFGF-PKD-CBD(opt)を混合後、マウス大腿骨
骨折部に投与した。骨折 4週後、大腿骨を採
取し、microCT による骨量、骨塩量解析を行
った。 
 
(2)末梢神経再生シーズの顕在化研究 
7週齢ラット坐骨神経15mm欠損モデルを難治
性神経欠損モデルとして用いた。神経欠損部
に産学連携で開発した人工神経（OCT）を移
植し、神経再生と運動機能回復の程度を評価
した。リン酸緩衝液（PBS）に浸漬させた人
工神経のみを欠損部に移植した群（OCT/PBS
群）、bFGF 溶液に人工神経を浸漬後移植した
群（OCT/bFGF 群）、欠損のみの群（defect 群）
を作成し比較検討を行った。運動機能は歩行

解析装置（CatWalk）を用いて、移植後 1、4、
8 週の Max Contact area, Swing Speed, 
Stride length を測定した。また、透過電子
顕微鏡を用いて再生した有髄神経数を測定
した。 
 (3)軟骨再生シーズの顕在化研究 
①コラーゲン密度の測定 
新規円柱コラーゲン材料と既存の円柱コラ
ーゲン材料のコラーゲン密度を比較した。各
コラーゲン材料を、3mlの6N HClにて110℃、
24 時間加水分解後、蒸発乾固し、0.02N HCl
で再溶解した。得られた溶液をサンプルとし、
日立製 L-8800 Amino Acid Analyzer でヒド
ロ キ シ プ ロ リ ン 量 を 測 定 し た 。
〔Collagen(mg)＝係数×Hypro(mg)〕の式を
用いてコラーゲン量を計算した。 
②強度測定 
新規円柱コラーゲン材料と既存の円柱コラ
ーゲン材料の材料強度を比較した。直径 5mm、
高さ 3mmの円柱状のコラーゲン構造体を試料
として用いた。測定装置はデジタルフォース
ゲージ FGP-100 (日本電産シンポ株式会社)
と縦型荷重試験スタンドFGS-50VB (日本電産
シンポ株式会社)を用いた。速度 1mm/s で、
コラーゲン構造体の円柱の底面及び上面に
垂直な方向に荷重をかけて試料を圧縮し、圧
縮剛性を測定した(N=3)。測定値の解析には、
フォースゲージ FGP シリーズ、Excel 用アド
インソフト、トリえもん UCB Ver 1.00 (日本
電産シンポ株式会社)を使用した。 
 
③軟骨再生促進能の評価 
日本白色家兎大腿骨に直径 4.5mm、深さ 5mm
の骨軟骨欠損を作製した。高密度コラーゲン
円柱コラーゲンを移植した群、対照群として
既存の円柱状コラーゲン材料を用いた。移植
後 24 週で組織を採取し、４％パラホルムア
ルデヒドリン酸緩衝液による固定、0.5M EDTA
溶液による脱灰を行った。パラフィン薄切切
片を作成後、サフラニン-O 染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1）骨再生シーズの育成研究 
従来法では 2 liter の培養液から 3.9 mg の
hbFGF-PKD-CBD(native)が精製できたのに対
し、コドンを大腸菌に最適化することにより
5.2mgの hbFGF-PKD-CBD(opt)が精製可能であ
った。また、in vitro での細胞増殖試験では
hbFGF-PKD-CBD(native) 、 hbFGF-PKD-CBD 
(opt)ともにbFGFと同等の細胞増殖促進能を
示した。また、両者の細胞増殖促進能に差異
は認められなかった。また、マウス骨折モデ
ルに対する新生骨量増加効果、骨塩量増加効
果も同等であった。 
コドンの最適化によりコラーゲン結合型成
長因子（CB-bFGF）の活性を落とすことなく
生産性を向上させることが可能であった。ま
た、これまでに大腸菌 BL21-CodonPlus-RIL
株を用いてきたが、コドンの最適化により宿
主株 BL21 への変更が可能になり Cp添加が不



要になった。これにより医薬品として組換え
タンパク質を発現する際、Cp の残留を考慮す
る 必 要がな く なった 。 本研究 に よ り
hbbFGF-PKD-CBD 実用化に向け大きく前進で
きたものと考えられる。 
 
(2)末梢神経再生シーズの顕在化研究 

CatWalk 装置を用いた行動学的評価では移植

後 4 週で OCT/PBS 群、OCT/bFGF 群ともに

defect 群に比べ有意に Max Contact area の

改善を認めた(図 1A)。さらに OCT/bFGF 群は

移植後8週でMax Contact area, Swing Speed, 

Stride length の回復を認めた(図 1B,C)。 

図 1. 人工神経移植後の運動機能回復 

□：defect 群 △：OCT/PBS 群 ○：OCT/bFGF

群 

 

電子顕微鏡による組織学的評価では、
OCT/bFGF群では移植後４週でOCT/PBS群と比
較して有意に有髄神経数の増加を認めた。移
植後8週で両群ともに有髄神経の再生を認め
た(図 2) 

 

図 2. 有髄神経数 
 
OCTおよびbFGF結合OCTは末梢神経再生に有
用である可能性が示された。本成果は特許出
願、英文学術誌掲載（発表論文 3）を果たす
とともに、JST の国際特許化支援に採択され、
米国への指定国移行を達成した。更なる検討
により実用化が期待できるものと考えられ
る。 
 
 

(3)軟骨再生シーズの顕在化研究 
既存の円柱コラーゲン材料のコラーゲン

密度が 90.00±13.89 (mg/cm3)であったのに
対し、新規円柱コラーゲン材料のコラーゲン
密度は 374.14±13.89 (mg/cm3)であった。 
また、既存の円柱コラーゲン材料の剛性が

68.15±6.07 (kPa/mm)であったのに対し、新
規円柱コラーゲン材料のコラーゲン密度は
2428.6.±296.63 (kPa/mm)であった。 
移植後、本材料では軟骨再生が認められた 

(図 3A,B)。一方、既存の円柱コラーゲン材料
では軟骨再生は認められなかった (図 3C,D)。 

図 3. 円柱コラーゲン材料移植後 24 週のサ
フラニン-O 染色像 
 
本シーズは従来のコラーゲン材料に比べ高
いコラーゲン密度、強度に加え、高い軟骨再
生能を有していた。本研究成果は特許出願
（2014-246016）を果たすとともに産学連携
で実用化研究に着手しており、本シーズは今
後実用化が期待できるものと考えられる。 
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