
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

コラーゲン分子の非接触ナノ力学特性解析による骨質劣化の定量評価

Quantification of bone material properties-degradation by non-contacting, 
nano-mechanical properties analysis

４０１４２２０２研究者番号：

佐々木　直樹（Sasaki, Naoki）

北海道大学・先端生命科学研究院・名誉教授

研究期間：

２６３５０４９３

平成 年 月 日現在２９   ５ １７

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：加齢骨のモデル物質として、糖化処理骨の力学特性・構造研究を行った。糖化処理は
成形したウシ大腿緻密骨試料を、グルコースを含むリンゲル液中で3日から28日間インキュベートした。最終糖
化産物の目安として、骨コラーゲンに含まれるペントシジン(PS)量を定量した。PS量は14日目くらいで急激な増
加をみせ、28日目では飽和に近づき、微増となった。PS量の増加に伴い、コラーゲン線維中のコラーゲン分子の
パッキングに変化は見られていないが、骨コラーゲンヘリックス中のポリペプチド鎖のパッキングに大きな乱れ
が生じているのが見いだされた。これが骨の巨視的力学特性を劣化させていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Mechanical properties and structural analysis of glycated bone specimens was
 performed, as a model system of aged bones. Rectangular shaped bovine femoral cortical bone 
specimens were treated with Ringer’s solution containing glucose for periods from 3 to 28 days. 
Amount of pentosidine (PS) was quantified as a function of the treated periods. The increase in PS 
was remarkable at 14 days of incubation, but after 28 days it changed gradual, indicating the 
production of PS seemed saturated there. With the increase in PS, packing of alpha-polypeptide 
chains in a tropo-collagen was found disordered. Such a structural change in bone collagen at the 
molecular level was considered to affect the macroscopic material properties of bone tissues.

研究分野：総合領域
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1. 研究当初の背景 

結合組織中でコラーゲン分子は生理的架橋反応

を受け、コラーゲン線維の強靭化をみる。一方、結

合組織中のコラーゲンの糖化も一種の架橋反応で

ある。そこで産生される物質(終末糖化産物, AGEs)

はコラーゲンの力学特性を始めとするマクロな物性

を変え、組織の老化をもたらすことが知られている。

特に骨組織の場合、加齢による AGEs の蓄積で、力

学特性をはじめマクロな物性を変化させ、骨粗鬆症

の引き金となっていることが指摘されている。 

骨粗鬆症は従来「骨密度が低下し、骨の微細構

造に異常が生じた結果、骨がもろくなり骨折しやすく

なった状態」とされていた。これを受けわが国では、

骨密度の定量が広く行われてきた。しかし、高骨密

度だが骨折リスクの高い症例が多く現れるようになり、

2000 年 NIH コンセンサス会議で骨粗鬆症は再定義

され「骨強度の低下を特徴とし、骨折のリスクが増大

しやすくなる骨格疾患」というように骨密度に代わり

骨強度という概念が重視された。そこでは骨強度は

骨密度と「骨質(骨密度以外の骨強度因子)」で決定

される物性とされた。骨質という概念は骨を形成する

材料特性とそれらが形成する構造の力学特性を総

合したものと考えられる。加齢に伴う骨質変化は、

AGEs 蓄積による組織の硬(脆)化と靱性の減少とさ

れる。AGEs 蓄積による骨質変化は、骨コラーゲンの

構造変化が引き金であると考えられる。 

 

2. 研究の目的 

AGEs 蓄積による骨質変化は、測定条件・方法に

よっては相殺効果が表れるなど検出が難しく信頼で

きる定量的データは多くはない。特に、マクロな測定

では、骨の場合はミネラルの存在で、腱組織の場合

はコラーゲン分子がつくる高次構造の存在で、

AGEs によるコラーゲンの物性変化が顕著に現れな

いことが原因である。先に、我々はミネラル存在下の

コラーゲン分子の弾性率をコラーゲンヘリックスに特

徴的な X 線回折線の Debye-Waller 因子を測定す

ることで決定した 1。この測定は、試料に力を加えるこ

となく、対象物質の力学特性を非接触・非破壊・成

分選択的(例えば骨中のコラーゲンだけ)に行うこと

が可能である。AGEs による骨質の微かな変化をこ

の方法で測定できるのではないかと考えた。以上を

踏まえ、本研究の目的は、AGEs 蓄積による骨質の

変化を、骨組織の力学特性および構造から特徴づ

け、そのうえで「骨質」の定義をより明確にすることで

ある。本研究の結果、骨質に関する理解が深まるこ

とで、骨老化の機序や骨粗鬆症の新たな診断・治療

への道筋が明らかになることが期待された。 

 

3. 研究の方法 

(1)骨試料の糖化処理 

骨試料としては、28ヶ月ウシ大腿骨骨幹部緻密骨

を用いた。非生理的架橋過程による AGEs の蓄積は、

in vitro で再現できることが知られている。グルコース

を含む HBSS 液中で、矩形に成形したウシ大腿緻密

骨を 3 日から 28 日間 37OC でインキュベートし、加

齢骨のモデルとしての糖化処理骨を作成した。糖化

処理骨は、リンゲル液で洗浄後、4 OC で保存した。

蓄積 AGEs としては、代表的な AGE であるペントシ

ジン(PS)量を測定した。この定量分析は A-kit 社に

依頼した。 

AGEs の蓄積で、上述のように、試料の脆化や靭

性変化が期待されることから、糖化処理骨の力学特

性測定には、3 点撓み法による応力緩和実験を行っ

た。AGEs 蓄積がコラーゲン分子の架橋反応である

ことから、分子レベルでの構造変化および力学特性
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Fig. 1. Pentosidine as a function of treating 
period. 



 

変化を調べた。構造変化は、X 線回折法によりコラ

ーゲン分子配列の膨潤度を、力学特性変化ではコ

ラーゲン分子の Debye-Waller 因子の温度依存から、

ヘリックスの伸縮振動のバネ定数変化の測定をやは

り X 線回折法により試みた。 

 

4. 研究成果 

(1) ペントシジン量の定量 

高速液体クロマトグラフを用い、特有の蛍光を測

定することにより、コラーゲン分子当たりのペントシジ

ン量を定量した。図 1 に(コラーゲン)アミノ残基当たり

のペントシジン(PS)量の処理日数依存を示す。コント

ロールでも PS が確認されたが、28 ヶ月までの成長

で蓄積されたものと考えられる。1 週間程度までの糖

化処理ではほとんどコントロールとの差が観測されな

いが、4 週間の処理試料ではコントロールの 3 倍に

もなる有意な PS の増加がみられた。増加のプロフィ

ー ル は 弱 い シ グモ イ ド と い え る かも し れ な い 。

Vashishth 等の処理時間と PS 量の検量曲線は上に

凸の形と報告されている 2。こうした検量曲線の形の

違いは、試料の形状や大きさに依存することが考え

られる。 

(2) 応力緩和測定 

 骨の応力緩和は一般に次の実験式で記述するこ

とができる 3、 

    E(t)=E0{Aexp[(t/1)]+(1A)exp[(t/2)}. 

ここで E0 は初期弾性率、A は緩和全体に対する第 1

項目の割合、1, 2 は緩和時間、, はその分布を表

し、 

   0 < A, , 1 

である。このうち第一項目は、骨中のコラーゲン小線

維レベルの速い緩和、第二項目はオステオンなど骨

の高次組織の関わる遅い緩和を表す(1« 2)。今回

測定したすべての応力緩和は、実験式で表すことが

できた。これから、実験式中のパラメータがペントシ

ジン量の増加に伴い、どのような変化を示すかを見

ることで、骨質変化の傾向を把握する。これらのパラ

メータのうち、コントロールと有意に異なった(増加し

た)のは遅い緩和の緩和時間2 である。一般に緩和

時間は、緩和にかかわる物質の弾性率と逆数関係

にある。この結果は、骨の高次組織の弾性率が減少

していることを示唆している。 

(3) 糖化による構造変化 

 当初計画していた Debye-Waller 因子の計測は、

コラーゲンヘリックスのヘリックス軸方向の伸縮振動

を計測するものである。PS によって形成される架橋

は主として、コラーゲン分子間やペプチド鎖間に形

成される。橋架けによって、変化する分子構造でも

たらされるものは、ヘリックス軸とは垂直方向の自由

度の減少と考えられる。橋架けが物性を左右する物

質としてゲルが知られており、橋架け量を定量する

ために膨潤度が測定される。ここでも、コラーゲン線

維の膨潤を調べた。コラーゲン線維の膨潤はヘリッ

クス軸に垂直な方向の規則性を表す赤道線回折ピ

ークを用いて調べた。コラーゲン分子の配列は、PS

量が増加しても変化がなかったが、分子内のポリペ

プチド ()鎖間の距離に対応するピークが広角側へ

シフトし、著しくブロードになることが見いだされた 

(Figure 2) 。この結果は、PS による橋架けの増加で

分子内の配列に大きな乱れが発生したことを示唆す

る。PS 増加で引き起こされた分子レベルでの乱れが、

巨視的な力学特性の変化を与えているものと考えら

れる。 
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Fig. 2. Equatorial diffraction profiles for 
glycated and intact specimens.  
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