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研究成果の概要（和文）： 
金属・無機材料への成長因子タンパク質の固定化にかかわる分子デザインについて検討を行

った。まず、材料側のデザインとして、成長因子が固定化できるようなチタンやステンレス鋼
表面の有機化を行うことができ、成長因子の固定化を可能にした。成長因子タンパク質側のデ
ザインとして、進化分子工学法や非天然アミノ酸を含むペプチドのケミカルライゲーション法
によってチタンやアパタイトへ結合性の成長因子の創成を行うことができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Design and synthesis for metal- or ceramic-binding growth factor proteins 
were performed. First, organic molecular coating was performed on titan or stainless 
steel for growth factor immobilization. Secondly, titan- or apatite-binding growth factor 
proteins were designed by molecular evolutionary engineering and chemical ligation using 
peptide carrying non-natural amino acid. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 15,300,000  4,590,000 19,890,000 

2008 年度 11,300,000 3,390,000 14,690,000 

2009 年度 11,300,000 3,390,000 14,690,000 
  

   
総 計 37,900,000 11,370,000 49,270,000 

 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間医工学 ・医用生体工学・生体材料学 
キーワード：バイオマテリアル、表面処理、成長因子、タンパク質工学、リボソーム・ディ

スプレイ、ケミカルライゲーション法、ミスアシル化ｔRNA 法、非天然アミノ酸          
 
１．研究開始当初の背景 

老化、疾病、事故などによって失われた人
体機能を再建するために様々な材料が用い
られ、医療の進歩を支え、救命、治療、そし
て QOL（Quality of Life: 生活の質）の向
上に貢献してきた。用いられる材料はバイオ
マテリアルと呼ばれ、医療用デバイス、人工
器官、人工臓器として利用される。バイオマ

テリアルは、金属、セラミックス、高分子の三つ
に分類できる。高分子は、生体が有機物からでき
ていることから古くから生体成分を用いる研究が
おこなわれてきた。しかし、生体の修復機能を促
進する再生医療のためのためには細胞機能を様々
に制御できる材料は必要不可欠であるが、人工的
な材料に細胞機能制御活性を付与した例は全くな
かった。そのような中、代表者の伊藤は、長年に



わたり、結合性成長因子が、溶解状態の成長
因子と異なり、長期間に亘り活性を保持でき
ることを、1990 年に世界で初めて明らかにし、
1996 年にはその機構を明らかにし、Proc. 
Natl. Acad. Sci., U.S.A.に発表した。その
後、マサチューセッツ工科大学の Griffith
のグループでも、その効果が確認された。テ
ィッシュ・エンジニアリングや再生医療が注
目され、マトリックス上での細胞培養が重要
視されるに従い、現在では、世界中のグルー
プで、その効果が確認されるようになってき
ており、研究代表者が、最近いくつかの総説
や成書にまとめている。 

このように、成長因子固定化の概念は、再
生医療のための材料研究の原理として益々
重要性を増している。しかし、これまでの成
長因子の固定化法は、その作用原理の確認を
主眼に置いたため、比較的容易にできる化学
的方法が主で、配向性など固定化状態が厳密
に制御できていなかった。また、これまでの
生体組織に結合して組織再生を促進する成
長因子については、既存のタンパク質に含ま
れる結合ドメインや別に探索した結合ドメ
インを利用するにとどまっており十分な組
織結合性が得られていなかった。そして現在
医用材料の７０－８０％が無機材料や金属
材料にあるにも拘わらず、これら材料へは展
開されておらず、硬組織材料への応用は全く
ない状況であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、金属・無機材料に成長因子を

固定化することを材料側のデザイン（１）と
成長因子側からのデザイン（２）で目指した。 
１） 通常はタンパク質を固定化できな
い金属・無機材料に固定化を可能にする有機
化処理を検討する。金属・無機材料の表面に
は有機官能基がないため、直接の成長因子タ
ンパク質の共有結合固定化は困難である。一
般には、シラン・カップリング反応で有機化
処理が行われるが、これは完全に人工的な低
分子化合物で、生体に対する為害性が懸念さ
れる。最近、Messersmith らが、貝などの水
生生物が接着のために分泌するタンパク質
中のアミノ酸である 3,4-ジヒドロキシフェ
ニルアラニン（DOPA）の誘導体ドーパミンが
金属、無機、有機材料を問わず表面の有機化
処理に有効であることを報告した（Science, 
318, 426, 2007）。一方、ドーパミンを利用
した他の表面所修飾法も報告されるように
なった。ドーパミンは生体中に含まれる化合
物で、為害性も少ないと推測されるため、こ
の化合物による金属表面処理を行い、成長因
子の固定化を行い、細胞増殖促進能を評価す
ることを目指した。 
２） 無機、金属表面に結合能をもつ成長
因子タンパク質の創成にかかわる分子デザ
インについて検討を行った。金属・無機材料

に成長因子タンパク質が固定化できるように①②
二つの方向から検討を行った。 
① 進化分子工学手法を用いてチタン結合性の上

皮成長因子（EGF）の選別を行う。進化分子
工学として本研究では、リボソーム・ディス
プレイ法を用いる。これまで約 20 年にわた
り進化分子工学の研究を続け、最近になって
新しいペプチド進化分子工学用の安定化リ
ボソーム・ディスプレイ法の開発に成功した
(Wada, Sawata, and Ito, Biotechnol. 
Bioeng., 2008）。この方法によって、これま
で従来のファージ・ディスプレイ法などでは
不可能であった成長因子の配列情報も含め
て丸ごとランダム配列 DNA 鋳型から、基材結
合性タンパク質を選別することが可能とな
った。ペプチド進化分子工学の手法で、様々
な高分子基材、生体組織、そして金属やセラ
ミックスへ、テーラーメイドで配向して結合
固定化可能な成長因子の創成し、成長因子固
定化材料原理の実用的展開を可能にする。そ
の手始めとしてチタン結合性EGFの選別を行
った。 

② 天然に非コードアミノ酸を含むアパタイト結
合性のペプチドが知られているので、それを
成長因子と融合することにより、無機材料や
金属材料に結合性の成長因子タンパク質を
創出することを目指した。タンパク質の融合
には、固相法でペプチドとして合成する方法
とケミカル・ライゲーション法の二通りの方
法を用いることを目指した。 

 
３．研究の方法 
１）材料表面処理 
  材料には、ガラス板にチタンを蒸着したもの
を金属材料として用い、半透明板として細胞培養
の経時変化を光学顕微鏡で逐次確認できることを
明らかにした。ドーパミンも用いる表面処理前に、
シランカップリング処理の有無により光固定化に
表面処理の起こりやすさを検討した。 
  ドーパミン処理に関しては、Messersmith ら
が pH8.5 での処理を報告しているのに対して、
Neoh らは pH4.5 での処理を報告（Biomaterials, 
30, 317, 2009）しており、本研究では、この二つ
の条件下での処理を行い、表面処理状態の解析を
ESCA、接触角、アミノ基定量、成長因子固定化定
量により行い、細胞培養により生物活性の評価を
行った。 
 
２）結合性成長因子の創成 
  タンパク質工学によるコラーゲン結合性成長
因子、フィブリン結合性成長因子を行った。コラ
ーゲン結合性ドメインは接着タンパク質のフィブ
ロネクチンの中にあるコラーゲン結合領域を用い、
これを肝細胞成長因子（HGF）と融合した。また、
フィブロネクチン中のフィブリン結合領域を EGF
と融合したフィブリン結合性 EGF も合成した。コ
ラーゲン結合性 HGF は生体外で細胞成長促進活性
を測定すると同時に、血管壁擦過の後の回復に対



する影響や、ブタ心筋を用いた代替え実験な
どによる動物生体内評価を行った。 
 進化分子工学によるチタン結合性 EGFの創
出に関しては、EGF にランダム配列を付加し
た DNA 鋳型を調製し、そこから無細胞翻訳系
を用いてリボソーム・ディスプレイを構築し、
チタン結合性のリボソーム-mRNA-ペプチド
複合体を選別し、mRNA だけを取り出し、転写
し、cDNA とし、それをまた無細胞翻訳系でリ
ボソーム・ディスプレイし、結合選別すると
いう過程を繰り返すことで、チタン結合性
EGF の探索を行った。選別した結合性 EGF の
配列を明らかにするとともに、その結合性を
抗 EGF抗体による免疫染色により明らかにし、
生物活性に関しては細胞増殖促進により明
らかにした。 
 唾液中に存在する statherin は、唯一経
口カルシウムの恒常性に重要な役割を果た
しているではなく、エナメル質の表面での
境界潤滑剤として機能することが知られ、
ハイドロキシアパタイトに高い親和性を持
つ 43 残基からなり、プロリンとチロシン
に富むリン酸化ペプチドである。Raj らが
そのペプチドを切片化して活性比較を行っ
た（J. Biol. Chem., 267, 5968, 1992）。こ
こで得られたアパタイト結合ペプチドは、
リン酸化されており、このペプチドを成長
因子と融合させることは、タンパク質工学
では困難である。そこで、固相法での合成、
ケミカル・ライゲーション法での融合を行
った。 
 
４．研究成果 
１）材料表面処理 
①チタン表面へのゼラチンやポリエチレン
グルコールの固定化 

生体埋め込みに用いられている金属チタ
ン表面に生物活性を付与するために、光反応
性のゼラチンやポリエチレングリコールを
合成し、前者では細胞接着を促進できること、
後者では細胞接着を阻害できることを明ら
かにした。当初は、チタン表面をシラン・カ
ップリング処理により有機化して、その上に
光反応性物を固定化していたが、固定化量は
少なくなるもの、直接金属表面に固定化する
こともできた。これは、化学反応というより
も表面の微細な凹凸へのアンカーリング効
果によるものと推測できた。光反応性分子を
用いることでマイクロパターニングをする
こともできるようになった。 
②ドーパミン処理 

当初、ムール貝の接着タンパク質中に含ま
れる非天然アミノ酸（DOPA）を含む活性部位
ペプチドを合成し、チタンへの結合性を調べ
たが顕著な結合性を見出すことはできなか
った。そこで、DOPA に代わり、ドーパミンに
よる表面修飾法を用い、金属表面を有機化処
理した後、接着タンパク質や成長因子を光固

定化できるようにした。pH4.5 で処理した場合に
は、チタン表面、ステンレス鋼表面も肉眼では変
化が見られなかったが、pH8.5 で処理した際には、
両表面とも褐色に変化した。表面接触角に有意な
差はなかったが、XPS 測定を行うと pH8.5 で処理
した場合により厚い被覆相が形成されていること
がわかりました。これはドーパミンが高分子化し
たものと考えられました。ドーパミン処理した表
面のアミノ基量を定量し、それを使ってＥＧＦの
固定化を行い、細胞培養を行ったところ、細胞成
長促進が観測された。 
 
２）タンパク質の創成 
①コラーゲン結合性 HGF 
 細胞接着タンパク質フィブロネクチンのコラー
ゲン結合領域を HGF 末端に導入したタンパク質を
合成し、その性能評価を、血管壁擦過実験と心筋
パッチで行った。前者では、血管壁に管を通し、
壁を擦過したあと、血管の両端を縛り、内部に結
合性 HGF と通常の HGF を導入したあと、しばらく
静置し、一定期間後に取り出し血管壁を染色した。
すると結合性 HGF で処理した血管壁では血管内皮
細胞の再生が有意に進展していることがわかった。
後者では、ブタ心筋パットを結合性 HGF 処理をし
て、動物内に埋め込み一定期間後に取り出し、観
察した。結合性 HGF で処理した場合に、組織再生
が顕著におこることが明らかになった。 
②フィブリン結合性 EGF 
 細胞接着タンパク質フィブロネクチンのフィブ
リン結合領域を EGF 末端に導入したタンパク質を
新たに合成し、その性能評価を行った。フィブリ
ンをあらかじめ吸着させた培養皿を結合性 EGF と
通常の EGF で処理し、細胞培養を行い、細胞を部
分的にはがした後、細胞の移動、成長を調べたと
ころ、結合性 EGF で処理した表面では、顕著な細
胞運動、成長が観測された。生体が損傷をうける
とフィブリンが形成されるため、損傷部位での組
織再生を促進できると考えられる。 
③進化分子工学によりチタン結合性 EGF 
成長因子である EGF を組み込んだランダム配列

を組み込んだライブラリーからチタンに結合する
ペプチドを見出すことに成功した。具体的にはラ
ンダム配列 DNA ライブラリーと EGF の DNA 配列を
つないだ DNA 鋳型を作成し、無細胞翻訳系でリボ
ソーム・ディスプレイを作成した。そしてチタン
ビーズと相互作用させ、結合したリボソーム複合
体を分離した後、EDTA を加えて複合体を分解し、
mRNA だけを取り出し、それを逆転写した。得られ
た cDNA を、再び転写・翻訳しリボソーム・ディス
プレイを構築し、チタンビーズと相互作用させた。
この一連の操作を 5 回繰り返すことによってチタ
ン結合性の EGF を得た。本研究で得られた結合性
EGF を、別の研究で得られたチタン結合性ペプチ
ドと EGF を融合したものと比較すると、明らかに
本研究で得られた EGF の結合性が高いことが分か
った。これは、以前論文で報告されている結合性
ペプチドはファージ・ディスプレイ法でチタン結
合性という指標だけで選ばれており、EGF と組み



合わせることによりコンフォメーションが
変化し結合性が低下したものと考えられた。
あらかじめ結合させたいタンパク質を含ん
で、ディスプレイする方法は有効であること
がわかった。 
④リン酸化ペプチド融合 EGF 

DOPA とともに最近報告が多くなったリン
酸基についても、リン酸基導入ペプチドで表
面処理した後、成長因子の光固定化ができる
ようにした。さらに唾液 statherin の活性部
位と EGF を融合したタンパク質合成を固
相法により行った。合成した結合性 EGF
はチタンなどに結合し、細胞成長を促進す
ることができた。 
⑤リン酸化ペプチド融合 BMP 

ソルターゼを用いたケミカルライゲーシ
ョン法により骨形成タンパク質（BMP）に
statherin 活性領域のリン酸化アミノ酸を含
むペプチド配列を導入することに成功した。
この結合性 BMP はアパタイトに結合し、骨分
化を促進することが明らかとなった。 
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