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研究成果の概要（和文）：コラーゲン結合型bFGF（CB-bFGF)による骨形成促進法を最適化するために異なるコラ
ーゲンアンカーを有する４種類のCB-bFGF(bFGF-s3, bFGF-s2b-s3, bFGF-s3b, bFGF-s3a-s3b)を作製し検討を行
った。その結果、クロストリジウムヒストリティカムコラゲナーゼColG由来のコラーゲン結合ドメインを二つ有
するs3a-s3bが最も高いコラーゲン結合性を有していた。そこで、bFGFとs3a-s3bの融合タンパクを作製し、人工
コラーゲンとともにマウス骨折モデルに投与した結果、bFGF-s3a-s3bが高い骨形成促進能を有しいることが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：We examined the binding affinity of four collagen anchors derived fromthe 
two clostridial collagenases to H-Gly-Pro-Arg-Gly-(Pro-Hyp-Gly)12-NH2, a collagenous peptide, by 
surface plasmon resonance and found that tandem CBDs (s3a-s3b) have the highest affinity for the 
collagenous peptide.We also constructed four fusion proteins consisting of bFGF and s3 (bFGF-s3), 
s2b-s3b (bFGF-s2b-s3), s3b (bFGF-s3b), and s3a-s3b (bFGF-s3a-s3b) and compared their biological 
activities to those of a previous fusion construct (bFGF-s2b-s3) using a cell proliferation assay in
 vitro and a mouse femoral fracture model in vivo. Among these CB-bFGFs, bFGF-s3a-s3b showed the 
highest capacity to induce mesenchymal cell proliferation and callus formation in the mice fracture 
model. The poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b
construct may therefore have the potential to promote bone formation in clinical settings.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化に伴い骨折患者数は年々増加してい
る。高齢者における骨折は脳血管疾患、高齢
による衰弱に次ぐ寝たきり原因の 3位である。
寝たきりは認知症や肺炎、褥瘡など、重篤な
合併症を引き起こすことから、高齢者の骨折
治療は極めて重要である。申請者は、細菌性
コラゲナーゼのコラーゲン結合ドメインを
アンカーにもつコラーゲン結合型成長因子
とブタⅠ型アテロコラーゲン材料の併用に
より局所の骨形成促進に成功した。さらに、
高齢者を模擬したマウス骨折モデルの骨折
治癒促進に成功した。一方、狂牛病の蔓延を
きっかけに、動物組織から抽出したコラーゲ
ンの安全性が疑問視されはじめた。 
２．研究の目的 
本研究では、シーズ実用化を見据え、コラー
ゲンに特徴的なアミノ酸配列（プロリン、ヒ
ドロキシプロリン、グリシン）を有する人工
コラーゲン poly(Pro-Hyp-Gly)10を担体とし
た骨折治癒促進法を確立することを目的と
した。 
３．研究の方法 
コラーゲン結合型成長因子の作製 
クロストリジウムヒストリティカム由来コ
ラゲナーゼ Col H、ColG に存在するコラーゲ
ン結合ドメイン(CBD)、PKD ドメインと bFGF
の 融 合 タ ン パ ク を ４ 種 類 （ bFGF-s3 、
bFGF-s2b-s3, bFGF-s3b, bFGF-s3a-s3b）を
作製した。  
 
円偏光二色性 
 poly(Pro-Hyp-Gly)10 の形態的特徴を明ら
かにするために、円偏光二色性(CD)を用いた。
poly(Pro-Hyp-Gly)10 を 4 ℃ 5 mM 酢酸溶液
で 24 時間透析を行った。15 分間の遠心後 CD
分析前に 0.1 mg/ml 濃度に調節した。20 ℃
と 80 ℃において、波長 190-250 nm の円偏光
二色性スペクトルを CD スペクトロスコピー
(JASCO Corporation, Tokyo,Japan)を用いて
測定した。コントロールとして、ペプシン可
溶性ウシⅠ型コラーゲンを用いて、20 ℃と
50 ℃において、円偏光二色性スペクトルを
行った。また、poly(Pro-Hyp-Gly)10 とペプ
シン可溶性ウシⅠ型コラーゲンの波長220 nm
でのモル楕円率を測定した。 
 
コラーゲン結合性試験 
BIACORE 装置(Biacore,Uppsala,Sweden)を用
い て コ ラ ー ゲ ン ア ン カ ー
(s3a-s3b,s3b,s2b-s3,s3)とコラーゲン様ミ
ニペプチドの結合性を検討した。 
 
細胞増殖試験  
  10 週齢雄性 Wistar rats の大腿骨遠位から
骨膜を採取した。採取した骨膜は 0.2% Ⅰ型
コラゲナーゼ溶液中で37 ℃ 2時間酵素処理
を行った。酵素処理後の細胞懸濁液をセルス
トレーナーで濾過し、骨膜細胞(PMCs)を得た。
PMCs を 6well plate に播種後、10%ウシ胎児

血清を含むα-minimum essential medium(α
-MEM)培地も用いて 37 ℃、7 日間培養した。
7 日後、0.25% トリプシン-EDTA 溶液で処理
し、得られた PMCs(1.25×103 cells/cm2)を
96-well plates 上(BD Falcon, NJ, USA)でα
-MEM 培地を用いて培養した。濃度が 0(コン
トロール),0.1 pM,1 pM,10 pM である bFGF, 
bFGF-s3, bFGF-s2b-s3, bFGF-s3b, 
bFGF-s3a-s3b で PMCｓ細胞を刺激し、細胞増
殖活性を WST-8 kit(Nacalai Tesque, Tokyo, 
Japan)を用いて評価した。 
 
大腿骨骨折モデル作成 
 4 種類のコラーゲン結合型 bFGF の最適化の
実験を行った。すべての手技は北里大学動物
実験倫理委員会の承認を得て行った。9週齢
雄性 C57/BL6J マウスを用いて骨折モデルを
作成した。骨折モデルを作成後、骨折部には、
リン酸緩衝液 (PBS コントロール)、0.058 
nmoles bFGF(0.058 nmoles poly(Pro-Hyp- 
Gly)10/bFGF)、0.058 nmoles bFGF-s3(0.058 
nmoles poly(Pro-Hyp-Gly)10 /bFGF-s3)、
0.058 nmoles bFGF-s2b-s3(0.058 nmoles 
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s2b-s3)、0.058 
nmoles bFGF-s3b(0.058 nmoles poly(Pro-Hyp 
-Gly)10/bFGF-s3b)、0.058 nmoles bFGF-s3a 
-s3b(0.058 nmoles poly(Pro-Hyp-Gly)10/ 
bFGF-s3a-s3b)を添加した。（各 n=8)  
 
 
新生骨量と骨塩量の測定 
 マウスは 4 週で屠殺後、大腿骨を 4%パラホ
ルムアルデヒドで固定した。μ-CT(inspeXio 
SMX-90CT; ShimaDzu,Tokyo,Japan)を用いて
大腿骨の撮影を行った。撮影条件は、 
acceleration voltage, 90 kV; current, 110 
mA; voxel size, 1024×1024 とした。解析範
囲は大腿骨中央から 10 ㎜の範囲とした。撮
影後、CV、BMC を 3D イメージ解析ソフト
(Tri-3D-Bon; Ratoc System Engineering, 
Tokyo, Japan)を用いて行った。300 mg/cm3

の骨密度を持つ骨を新生骨と定義した。 
 
組織学的評価 
  poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b の骨
形成促進メカニズムを調べるために、組織学
的 検 討 を 行 っ た 。 各 群
(PBS,poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF,poly(Pro-
Hyp-Gly)10/bFGF-s3,poly(Pro-Hyp-Gly)10/
bFGF-s2b-s3,poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3
b, poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b)で、
大腿骨骨折モデルを作成後、2週後に屠殺し、
大腿骨を採取した。20%EDTA 溶液で 28日間脱
灰を行った。脱灰、パラフィン包埋後に薄切
切片を作成し HE 染色を行った。 
 
統計学的評価 
 新生骨量と骨塩量の比較には、一元配置分
散分析、多重比較(Fisher's LSD 法)検定を用
いた。P 値が 0.05 以下を有意差ありとした。



統 計 解 析 ソ フ ト は SPSS Ver 
11(IBM,Cicago,America)を用いた。 
 
４．研究成果 
円偏光二色性 
CD スペクトルの結果では、ペプシン可溶性ウ
シⅠ型コラーゲンで 20 ℃において、コラー
ゲンに特徴的な特徴的な 220 nm 付近で極大
がみられた。50 ℃で処理すると、 
220 nm 付近の極大は消失した。一方、
poly(Pro-Hyp-Gly)10 では、80 ℃で処理して
も、220 nm付近での極大は、消失しなかった。
このことから、poly(Pro-Hyp-Gly)10 は高い
熱耐性を持つことが示唆された。 
 
コラーゲン結合性試験 
4 種 類 の コ ラ ー ゲ ン ア ン カ ー
(s3a-s3b,s3b,s2b-s3,s3)とコラーゲン様ミ
ニ ペ プ チ ド
(H-Gly-Pro-Gly-(Pro-Hyp-Gly)12-NH2)の解
離係数を表面プラズモン共鳴を用いて測定
した。s2b-s3 は s3 よりも解離係数が低かっ
た。また、 ColG アンカー(s3a-s3b,s3b)は
ColH アンカー(s2b-s3,s3)に比べて、約 10 倍
解離係数が低かった。以上より、ColG アンカ
ーは ColH アンカーよりも強固にコラーゲン
ペプチドと結合することが示唆された。 
 
細胞増殖試験 
4種類のコラーゲン結合型bFGFの生物学的活
性を調べるために、ラット骨膜細胞増殖試験
を行った。0.1pM では bFGF-s3a-s3b を添加し
た群ではコントロール群(α-MEM)に比較し
て有意に PMCs の増加を認めた。一方、
bFGF,bFGF-s3,bFGF-s2b-s3,bFGF-s3b を添加
した群では明らかな増加を認めなかった。
1,10 pM では bFGF,4 種類のコラーゲン結合型
bFGF ともに、コントロール群(α-MEM)に比較
して有意に PMCs の増加を認めた。 
 
投与後の新生骨量と骨塩量 
作製した 4 種類のコラーゲン結合型 bFGF 群
はコントロール群(PBS 群)に比較して、新生
骨量、骨塩量ともに有意に高値を認めた。ま
た 、 poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3b 群 , 
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b 群 は
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF 群よりも新生骨
量 が 有 意 に 高 か っ た 。
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b 群は新
生骨量、骨塩嶺ともに全群と比較して有意に
高値を認めた。 
 
組織学的評価 
oly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b の新生骨
形成効果のメカニズムを調べるために、骨折
後 2 週での組織学的評価を行った。【図 9】 
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3 群 , 
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s2b-s3 群 , 
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3b 群でコント
ール群に比較して大きな仮骨形成を認めた。

poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b 群は他
群に比較して最も大きな仮骨形成を認めた。
poly(Pro-Hyp-Gly)10/bFGF-s3a-s3b 群が最
も軟骨形成を促進することが示唆された。 
 
poly(Pro-Hyp-Gly)10 は高い熱耐性を持つこ
とが分かった。また、ColG 由来の CBD を二つ
有する tandem CBD（s3a-s3b）は高いコラー
ゲン結合活性を有していた。、さらに、
bFGF-s3a-s3b は高い細胞増殖活性と骨形成
促進能を有することが明らかになった。本研
究結果から poly(Pro-Hyp-Gly)10/ tandem 
CBD（s3a-s3b）は動物由来コラーゲンを用い
ない新規骨形成促進法として有用である可
能性が示唆された。 
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