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研究成果の概要（和文）：アルカリフォスファターゼ活性が最も上昇した濃度(0.1%)のフィッシ

ュコラーゲン(FC)添加培地でヒト骨芽細胞を培養した。細胞数計測による細胞増殖、リアルタ

イム PCR とウェスタンブロット分析による石灰化関連遺伝子ならびに蛋白発現を検討した。

また、長期培養における FC の影響を検討する為、von Kossa 染色を行った。その結果、FC 群

は対照群と比べて細胞増殖や石灰化関連遺伝子ならびに蛋白の発現が増強しており、長期培養

においても石灰化物の増加が確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：A human osteoblast was cultured with α-MEM containing fish 
collagen (FC) that was total concentration of 0.1%(w/v). Osteoblast proliferation by cell 
count and the expression of mineralization-related genes and proteins with real-time PCR 
and western blot analyses were investigated. Furthermore, von Kossa staining was 
performed to study the effect of FC on the osteoblast at the prolonged culture. The results 
revealed that cell proliferation and mineralization-related genes and proteins increased in 
the FC group compared with control group. After the incubation of prolonged period, 
mineralized nodule of FC group augmented than that of control group. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年の高齢化社会に伴い、生活習慣病の激増

とならび、寝たきりの主な原因となる骨折の
予防は、QOL、ADL を高める上で重要視さ
れている。歯科領域においても、歯根嚢胞摘

研究種目：若手研究（B） 

研究期間： 2008 ～ 2009  

課題番号： 20791389 

研究課題名（和文）天然資源由来の有機機能性素材による骨芽細胞の増殖・分化に関する遺伝子学的

解析                     

研究課題名（英文）Gene analysis on the osteoblast proliferation and differentiation by 

culturing with biomaterial derived from natural resources. 

研究代表者 

山田 志津香（YAMADA  SHIZUKA） 

 長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助教 

  研究者番号：00363458 

 
 



 

 

出術後や抜歯後の治癒は若年者と比較して、
高齢者では明らかに治癒の遅いケースが多
い。天然有機素材の一つであるフィッシュコ
ラーゲンは、魚類の鱗や皮膚、骨、軟骨から
抽出、精製され、キチン質も数%含有する。
コラーゲンは、ヒトにおいて体内のタンパク
質のうち約 30%を占めるといわれており、現
在、化粧品、飲料水を含む生活用品、加工食
品、健康食品など広い範疇に利用されている。
特に皮膚科領域においては、コラーゲンの合
成促進効果や皮膚角質層の代謝回転促進効
果について多くの調査がなされており、その
優位性が実証されている。しかし、これらの
研究にはいずれも動物性コラーゲンが使用
されている。1990 年代にイギリスで猛威を
ふるい、その後アメリカや我が国でも発生し
た牛海綿状脳症(BSE)により、供給源が動物
性のものは敬遠される傾向にある。それに対
して、フィッシュコラーゲンは BSE の心配
がなく、加工技術も向上しており低分子化が
可能なことから、近年、その利用が注目され
ている。骨に対するフィッシュコラーゲンの
影響に関する研究においては、フィッシュコ
ラーゲンシート上で培養された骨芽細胞の
増殖が促進され、生体親和性を有することが
報告されている。更に、フィッシュコラーゲ
ンは、化学薬品と異なり、魚類を原料とした
素材であるため、高齢者への身体的負担も少
なく、また高い産出量で資源枯渇の可能性が
低く、かつ比較的容易に抽出できることから、
安価で安定した供給が可能であるため、骨再
生促進薬として最適であるといえる。また、
食品産業では廃棄される魚類の鱗、皮膚、骨、
軟骨が供給源であるため、天然資源の有効利
用という点からも、その利用の意義は大きい
と考える。 
 
 
２．研究の目的 
現在、研究代表者が所属する教室で培養して
いるヒト株化骨芽細胞を用いて、培地にフィ
ッシュコラーゲン溶液を添加し、免疫細胞化
学的および形態学的に、フィッシュコラーゲ
ンの骨芽細胞に対する親和性・分化促進を確
認することによって、in vitro におけるフィ
ッシュコラーゲンの生体材料としての組織
工学的有用性を科学的に証明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)フィッシュコラーゲン溶液の調整 
今回の実験には、焼津水産化学工業社製のフ
ィッシュコラーゲン(FC)粉末を用いた。この
粉末の分子量は 500～10,000 Da であり、主
として 3,000 Da のものからなっている。 
これを、α-MEM に溶解し、5%(w/v)の FC 溶

液を作製した。溶解後、孔サイズ 0.2 μm の
フィルターで濾過滅菌を行った。 
 
(2)骨芽細胞培養 
本実験には、研究代表者の所属する教室に現
有するヒト骨肉腫由来骨芽細胞(NOS-1細胞)
を用いた。 
NOS-1 細胞を 60mm培養皿に 2×105 cells播
種し、10％FBS添加α-MEMで 37℃、5% CO2

 

下にて培養を行った。培地は 3 日おきに交換
した。 

(3)アルカリフォスファターゼ活性分析 
FC の至適濃度を決定するために、総濃度が
0.0005、0.005、0.05、0.1、0.5% (w/v)
となるように FC 溶液を培地に添加し
た後、上述と同条件で培養を行った。
FC を添加しない培地で培養したもの
をコントロール群とした。培養 3 日目
に NOS-1 細胞を回収し、ρ-ニトロフェニル
リン酸を基質としてアルカリフォスファタ
ーゼ(ALP)活性を、micro-Lowry 法を用いて
総蛋白質濃度を測定した。 
測定結果は、one-way ANOVA と Fisher の
PLSD テストを用いて統計学的分析を行った。 
 
(4)細胞増殖試験 
前述の ALP 活性の最も高かった至適濃度で
NOS-1 細胞を上述と同条件で培養後、1、3、
5、7 日目に血球計算盤を用いて細胞数を計測
した。測定結果は、student’ s t-test を用いて
統計学的分析を行った。 
 
(5)リアルタイムPCR分析とウェスタンブロ
ット分析 
至適濃度の FC を添加した培地で上述と同条
件で培養を行い、3 日目と 7 日目にリアルタ
イム PCR 装置で石灰化関連遺伝子であるオ
ステオカルシン(OC)、オステオポンチン(OP)、
BMP-2、インテグリン β3(ITG)の mRNA 発
現を、ウェスタンブロット法で上記の 4 種類
の蛋白の発現を調査した。ウェスタンブロッ
ト分析では、各蛋白質のバンドが、Scion 
Image software を用いて画像解析された。そ
して、コントロール群に対する FC 群におけ
る各蛋白質の発現比がバンドの濃度から定
量化された。 
 
(6)von Kossa 染色 
NOS-1 細胞を 35mm培養皿に 2×105

 

 cells播
種してα-MEM培地にて培養後、コンフルエ
ントになった 1 週間後に、5mM βグリセロリ
ン酸ナトリウムとFCを添加した培地で 7、 
14、 21 日間培養した。その後、通法に従っ
て、von Kossa染色を行い、石灰化物の沈着
状況を調査した。 



 

 

４．研究成果 
 
(1)ALP 活性試験 
培養 3 日目の ALP 活性は、コントロール、
0.0005%、0.005%、0.05%、0.1%、0.5% FC
群でそれぞれ、2.148 ± 0.062、2.183 ± 0.082、
2.262 ± 0.051、2.155 ± 0.008、3.379 ± 0.037、
2.294 ± 0.039 ( 平 均 ± 標 準誤差 ) μmol 
pNPP/mg protein/min (n=3) で あった。
0.1%FC 群の ALP 活性が他群と比較して統
計学的に有意に高かった(P <0.05)。よって、
0.1%を FC の至適濃度と決定した。 
 
 
(2)細胞増殖試験 
図 1 に培養 1、3、5、7 日目の細胞数の計測
結果を示す。（■：FC 群、▲：コントロール
群） 
コントロール群の細胞数は、培養 1、3、5、
7 日目でそれぞれ、(1.77 ± 0.04)×105、(4.02 
± 0.05)×105、(6.54 ± 0.05)×105、(1.06 ± 
0.01)×106 cellsであった。一方、FC群の細
胞数は、培養 1、3、5、7 日目でそれぞれ、
(2.02 ± 0.05)×105、(5.09 ± 0.09)×105、(7.40 
± 0.10)×105、(1.14 ± 0.01)×106

図 1 細胞増殖試験結果 
 
 
(3)リアルタイム PCR 分析 
4 種類の石灰化関連遺伝子における FC 群の
コントロール群との発現比を表 1 に示す。 
培養 3 日目には OC、OP、BMP-2、ITG と
もにコントロール群よりも高い発現を認め
た。7 日目には OC と BMP-2 の発現が低下
したが、OP と ITG の発現は依然として高か
った。 

 
 

表 1 リアルタイム PCR 分析結果 

 cells (n=3)
であった(平均 ± 標準誤差)。 
培養期間中、FC 群はコントロール群と比較
して統計学的に有意に細胞数が増加してい
た。 

 

 
 
(4)ウェスタンブロット分析 
4 種類の石灰化関連蛋白における FC 群のコ
ントロール群との発現比を表 2 に示す。 
培養 3 日目には、上述の 4 種類の蛋白は FC
群においてコントロール群より高い発現を
認めた。7 日目には OC、OP、BMP-2 の発
現は低下したが、ITG は 3 日目と変わらない
発現がみられた。これは mRNA の発現と 
ほぼ同様の傾向がみられた。培養 3 日目に発
現の高かった OC および BMP-2 の発現が 7
日目に低下した理由として、過剰に分泌され
た蛋白質がオートクリン的にネガティブフ
ィードバック機構を活性化させた可能性が
考えられる。 
 
 

表 2 ウェスタンブロット分析結果 

 
 
(5)von Kossa 染色 
培養 7、14、21 日目の von Kossa 染色結果
を図 2 に示す。白抜きの矢印は石灰化粒もし
くは石灰化塊を示す。左列がコントロール群、
右列が FC 群であり、(A)が培養 7 日目、(B)
が 14 日目、(C)が 21 日目の結果である。 
培養 7 日目では、コントロール群の石灰化粒
が点在していたのと比較して、FC 群では、
やや大きい石灰化物が認められた。 
14 日目では、コントロール群、FC 群ともに
7 日目より石灰化物の沈着は増大していた。
コントロール群では、小さな石灰化物が散在
していたのと対照的に、FC 群ではやや大き
な石灰化塊が認められた。 
21 日目では、コントロール群、FC 群ともに
経時的に石灰化塊が増大していた。しかし、
コントロール群と比較して、FC 群の方が大
きな石灰化塊が点在していた。 
以上の結果から、魚の鱗、皮ならびに骨から
精製されたコラーゲンはウシやラット由来
のコラーゲンと同様に、ヒト骨芽細胞の増殖
や分化を促進する効果を有する天然機能性
素材であることが示唆された。 



 

 

 
図 2 NOS-1 細胞の von Kossa 染色結果 
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