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研究成果の概要（和文）：人喰いバクテリアと呼ばれる細菌は、膠原線維を水解するコラゲナーゼを産生して組
織を侵襲する。本酵素は触媒ドメインの他にPKDドメインとコラーゲン結合ドメインを持つ。PKDはコラーゲンへ
の結合に関与しており、線維芽細胞成長因子をPKD-CBDを用いてコラーゲン基剤にアンカリングした骨新生誘導
用の新規複合剤について特許を取得した。また、PKDの立体構造を決定してコラーゲン結合に関する分子基盤を
解明した。

研究成果の概要（英文）：Flesh-eating bacteria produce collagenases to degrade collagen fibrils and 
to destruct the host tissue. The enzymes consist of a catalytic domain, PKD domain(s) (PKD), and 
collagen-binding domain(s) (CBD). Since PKD enhanced the binding of CBD to insoluble collagen, 
PKD-CBD region derived from a collagenase was used to anchor growth factors to collagenous matrix, 
e.g. high-density collagen sheet or demineralized bone matrix. These composite materials were 
utilized to induce osteogenesis at bone defect sites. 3D-structure of PKD was determined by X-ray 
crystallography, which gave an insight into the molecular basis of the collagen anchoring. 
Furthermore, dimeric CBD was shown to be an appropriate anchor for a synthetic collagenous matrix.

研究分野：基礎医学・細菌学

キーワード： 細菌毒素　コラーゲン結合ドメイン　細胞外マトリックス　膠原線維　アンカリング　再生医療　骨新
生　技術移転
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１．研究開始当初の背景	
 
(1)宿主の組織には、三重らせん構造を持つコ
ラーゲン分子が会合した不溶性の膠原繊維が
豊富に含まれている。 Clostridium 属や
Bacillus属などの組織侵襲性細菌は、コラゲ
ナーゼを産生して膠原繊維を水解し感染巣を
拡大する。本酵素群は三種のドメインからな
り(J.	
 Bacteriol.	
 176:149,	
 1994;	
 ibid.	
 176:	
 
6489,	
 1994;	
 ibid.	
 181:923,	
 1999;	
 ibid.	
 181:	
 
2816,	
 1999;	
 unpublished	
 data)、Ｃ末端のコ
ラーゲン結合ドメイン(CBD)はコラーゲンに
特異的に結合する(J.	
 Biol.	
 Chem.	
 273:3643,	
 
1998;	
 ibid.	
 276:8761,	
 2001)。	
 
C.	
 histolyticum	
 class	
 I酵素(ColG)由来

のCBDはβ-サンドイッチ構造をとり、片側の
β-シートの中央で基質に結合する(下左図;	
 
EMBO	
 J.	
 22:1743,	
 2003;	
 FEBS	
 J.	
 276:3589,	
 
2009)。CBDにCa2+が結合すると、立体構造が変
化してタンパク質が安定化し、基質結合能が
向上する(J.	
 Am.	
 Soc.	
 Mass	
 Spectrom.	
 23:505,	
 
2012)。CBDはコラーゲン様ペプチドのらせん
構造が緩んだＣ末端に結合する(下右図;	
 J.	
 
Biol.	
 Chem.	
 284:10868,	
 2009)。	
 

	
 
コラーゲン様ペプチドの中央部にらせん構

造が緩んだ部位を導入すると、CBDはその部
位に結合した。CBDはそのような部位を特異
的に認識すると考えられる(下図;	
 Protein	
 
Sci.	
 21:1554,	
 2012)。	
 

	
 	
 
class	
 II酵素(ColH)由来のCBDは、ColG由来

CBDとアミノ酸配列の同一性は約30%と低いも
のの、全体の立体構造、Ca2+結合機構、基質結
合 ポ ケ ッ ト の 構 造 は 類 似 し て い る (J.	
 
Bacteriol.	
 195:318,	
 2013)。	
 
(2)CBDの膠原線維結合能を利用して、細胞成
長因子等の生理活性物質を細胞外マトリック
ス(ECM)にアンカーリングし、持続的に細胞増
殖を促進できる(下図;	
 PNAS	
 95:7018,	
 1998)。	
 

	
 
ColH酵素C末端の、PKDドメイン(PKD)とCBD

からなるアンカー領域を用いて塩基性線維芽

細胞増殖因子(bFGF)をコラーゲン基剤にアン
カーリングし、骨新生を誘導する複合剤を開
発した。本融合タンパク質を高密度コラーゲ
ン膜（CS）または脱灰骨顆粒(DBM)に結合させ、
これらをモデル動物の骨表面に移植したとこ
ろ、何れの場合もコラーゲン結合型bFGF	
 (CB
̶bFGF)は有意に高い骨新生誘導能を示した
(下図;	
 J.	
 Biomed.	
 Mater.	
 Res.	
 A.	
 102:1737,	
 
2014)。	
 

	
 
手術による移植が不要な複合剤として、注

射可能なコラーゲン細粒にCB-bFGFを結合さ
せた複合剤を作製した。骨折モデルを用いて
骨新生誘導能を検討したところ、CB-bFGF群は
有意に高い誘導能を示した(下図;	
 J.	
 Biomed.	
 
Mater.	
 Res.	
 A.	
 102:3049,	
 2014)。	
 

	
 
２．研究の目的 
(1)CB-bFGFでは、マトリックス・アンカーと
してClostridium属細菌由来のコラゲナーゼ
の基質結合断片を用いてきた。この領域はコ
ラーゲン結合ドメイン(CBD)に加えてPKD１コ
ピー(PKD2)を含む。PKDの構造解析を行い、コ
ラーゲン基質への結合における本ドメインの
機能について考察する。	
 
(2)他方で、技術移転においては生産性が高く
抗原性が低い物質が有用となる。そこでPKD
を欠くbFGF-CBDを生産し、その骨形成誘導能
を検討する。	
 
(3)コラーゲン-CB-bFGF複合剤の医薬品承認
に必要な臨床試験に継ぐため、上述のProof	
 
of	
 Conceptモデル、骨折モデルに加え、骨移
植モデルを用いた前臨床研究を実施して基礎
データを蓄積する。	
 
(4)複合剤の基剤として、動物由来材料から製
造されたCS、DBM、またはコラーゲン細粒を用
いてきた。このような基剤には、未知の病原
体感染や免疫反応惹起の可能性がある。以前
の研究で、CBDは合成コラーゲン様ペプチド
(Pro-Hyp-Gly)10三量体に結合することを示し
た 。 近 年 こ の ペ プ チ ド の ポ リ マ ー



[(Pro-Hyp-Gly)10]3nが量産可能となった。合
成ペプチドは原理的に病原体を含まず、抗原
性を示すテロペプチドを欠いている。加えて
物性がゲル状で骨折部位に容易に注入し得る。
そこで、動物由来基剤に替えて本ポリマーを
基剤とした複合剤を開発することを目的に、
種々のコラーゲン・アンカーを持つCB-bFGF
を作製して新規の骨新生複合剤を開発する。	
 	
 
３．研究の方法 
(1)マトリックス・アンカーの構造解析（特
にPKDについて）	
 組換え大腸菌系を用いて
Clostridium	
 histolyticum	
 class	
 Iコラゲナ
ーゼ(ColG)のPKDとclass	
 IIコラゲナーゼ
(ColH)のPKD	
 (PKD1およびPKD2)をGST融合タ
ンパク質として生産し、タグを除去した後、
X線結晶学的に立体構造を決定した。また、
本ドメインの構造安定性に対するCa2+の効果
について、Ca2+存在下と非存在下で結晶構造
を検討するとともに、種々の濃度の塩酸グア
ニジン存在下で蛍光分光光度計を用いて分
子内部のトリプトファン残基による蛍光強
度を測定した。	
 
(2)基質結合におけるPKDの寄与に関する検
討	
 生理活性物質をコラーゲン基剤にアン
カリングするため、これまではColH酵素由来
のPKDとCBDを含む領域をアンカーとして利
用してきた。CBDは単独で膠原線維に結合す
ることから、PKDをbFGF融合タンパク質から
除去することで、生産性が向上し抗原性が低
下すると期待された。そこで、bFGF-PKD2-CBD
からPKD2ドメインを欠失させたbFGF-CBDを
GST融合タンパク質として生産後、タグを除
去して精製した。まず、in	
 vitroで２種類の
CB-bFGFの細胞増殖促進活性が同等であるこ
とを確認した。次に、骨折モデルを用いて高
密度コラーゲン膜に各CB-bFGFをアンカリン
グした複合材の骨新生誘導能を検討した。マ
イクロCTを用いて経時的に新生骨量と骨塩
量を測定した。	
 

(3)コラーゲン結合性ヒト型生理活性物質の

前臨床研究（骨移植モデルによる検討）	
 

Proof	
 of	
 Conceptモデル、骨折モデルに続き、

骨移植モデルを用いてCB-bFGFとコラーゲン

基剤を用いた複合剤の臨床応用について検

討した。マウスの大腿骨骨幹部を3.5-mm長に

わたって除去し、同種骨を移植して髄内釘で

固定した。CB-FGFをアンカーした高密度コラ

ーゲン膜を骨移植部に留置した。コラーゲン

シートとその走査型電子顕微鏡像、および骨

欠損部に移植した同種骨を示す。	
 

Length 3.5 mm

B.

 
  

 
  

C.A.

 
  

Length 3.5 mm 5!7!0.2 mm
	
 

X線写真撮影により骨癒合を経時的に判定す
るとともに、マイクロCTを用いて新生骨量と
骨塩量を経時的に測定した。	
 
(4)コラーゲン結合性ヒト型生理活性物質の
前臨床研究（合成ペプチド基剤による最適
化）	
 コラーゲン様合成ペプチド・ポリマー	
 

[(Pro-Hyp-Gly)10]3n	
 は、株式会社PHGより購
入した。C.	
 histolyticum	
 ColG酵素由来のCBD
１ないし２コピーをアンカーとして持つ
bFGF融合タンパク質を、組換え大腸菌系を用
いてGST融合タンパク質として生産し、タグ
を除去した後、骨折モデルを用いて新規複合
剤の骨新生誘導能を検討した。マイクロCTを
用いて新生骨量と骨塩量を経時的に測定す
るとともに、組織学的な検討を行った。	
 
４．研究成果	
 

(1)ColH由来のPKD1,PKD2とColG由来のPKDの

構造を、Ca2+存在下と非存在下でX線結晶学的

に決定した(下図)。	
 

	
 
全体構造は免疫グロブリンのVドメインに類
似していたが、２本のβストランド(C",	
 D)
を欠いていた。βストランドA,	
 Bには中断が
見られ、この部位は尾根のように突出してい
た。ColH	
 PKD2では、この部位の周辺に４つ
の芳香族アミノ酸残基が集簇して露出して
おり、この領域がコラーゲンへの結合に寄与
すると考えられた(下図;全体構造をエクレ
アに例えれば、この領域はチョコレートコー
ティングに相当する)。	
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PKDにCa2+（上右図の赤色球）が結合すると、
β-サンドイッチ構造が安定化した。	
 
(2)これまでのCB-bFGFではコラーゲン・アン
カーとしてColH由来のPKD2-CBDを用いてき
た（下図左）。技術移転を念頭に、PKDを欠く
融合タンパク質(bFGF-CBD)を作製した（下図
右）。	
 

CBDbFGF CN PKD CBDbFGF CN
	
 

これらを高密度コラーゲン膜に結合させて
骨膜上に移植し、骨新生誘導能を検討した。
bFGF-PKD2-CBDはbFGF-CBDより高い骨新生誘



導能を示した。また、48時間後に膜上に残存
した融合タンパク量は、bFGF-PKD2-CBDが
bFGF-CBDより有意に多かった(下図)。この結
果は、PKDがコラーゲンへの結合に寄与する
ことを支持するものである。	
 

bFGF-CBD/CSPBS/CS bFGF/CS bFGF-PKD-CBD/CS

	
 
	
 	
 

(3)マウスの大腿骨欠損部に同種骨移植を行

った後、PBS,bFGF,またはbFGF-PKD2-CBDのい

ずれかを添加した高密度コラーゲン膜(CS)

を 移 植 部 位 に 留 置 し た 。 3 週 間 後 、

bFGF-PKD2-CBD群では対照およびbFGF群に比

し大きな新生骨が形成された(下図)。	
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3DマイクロCT分析でも同様の結果が確認さ
れ、bFGF-PKD2-CBD群では新生骨量、骨塩量
が有意に多かった(下図)。	
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白,PBS/CS;黒,bFGF/CS;灰色,bFGF-PKD2-CBD/CS	
 

母床骨と移植骨の接合部をHE染色したとこ

ろ、bFGF-PKD2-CBD群では組織学的な骨癒合

を認めた(下図)。	
 

1 wk

PBS/CS
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G,移植骨;H,宿主骨;矢印,軟骨形成部位	
 

(4)新規のポリマー基剤[(Pro-Hyp-Gly)10]3n

は動物由来基剤とはbFGFの結合/遊離特性が

異なると考えられた。他方、細菌性コラゲナ

ーゼのコラーゲン・アンカーはドメイン・シ

ャフリングによる多様性を示す。これを利用

して種々のアンカーを有するCBD-bFGFを生

産し、新規基剤への適合性を検討した。これ

までのColH酵素由来アンカーを有する融合

タンパク質(bFGF-PKD2-CBD,	
 bFGF-CBD)に加

え、タンデム・リピートしたCBDを有するColG

酵素由来のアンカーを持つ融合タンパク質

(bFGF-CBD1-CBD2,	
 bFGF-CBD2)を作製した。	
 

CBD2bFGF CNCBD2bFGF CN CBD1
	
 

これらの融合タンパク質のin	
 vitroにおける

細胞増殖促進能は同等であった。しかし、コ

ラーゲン様ペプチドに対する結合能はColG

由来アンカーの方が高かった(下表)。	
 

12-NH2. 
Collagen anchor! KD (x 10-5 M)

CBD" 75.2 ± 0.41
PKD-CBD" 44.5 ± 0.55
CBD2" 4.54 ± 0.15
CBD1-CBD2" 4.46 ± 0.45

	
 
各融合タンパク質をポリマー基剤にアンカ

リングし、骨折モデルを用いて骨新生誘導能

を検討したところ、ColG由来タンデムCBDを

アンカーとするbFGF-CBD1-CBD2群が他群に

比し有意に高い骨新生誘導を示した(下図)。	
 
A. B. C. D. E. F. 

  
A. B. C.

D. E. F.

  

	
 
A)	
 PBS,	
 B)	
 bFGF,	
 C)	
 bFGF-CBD,	
 D)	
 bFGF-PKD2-CBD,	
 

E)	
 bFGF-CBD2,	
 and	
 F)	
 bFGF-CBD1-CBD2	
 

	
 

展望：膠原線維内には多数のトロポコラーゲ

ン分子が積層している。病原細菌による膠原

線維の加水分解と組織侵襲機構を明らかに

するため、まず新規骨新生複合剤のコラーゲ

ン・アンカーとして有用であることが明らか

となったCBDダイマー(CBD1-CBD2)とトロポ

コラーゲンとの結合様式を解明し、さらに

PKDを含むコラーゲン・アンカー全体とトロ

ポコラーゲンとの複合体の構造を明らかに

する予定である。「人喰いバクテリア」によ

る組織侵襲の全貌を俯瞰しつつ、得られた知

見を今後もすみやかに知財として医療に活

用したいと考えている。	
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