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研究成果の概要（和文）： 
 合成のリン酸オクタカルシウム（OCP）は，骨の欠損部で骨再生を促進し，また，骨再
生に先だって血清由来タンパク質を吸着する．本研究ではプロテオミクスの手法により，
in vitro においてラット血清から OCP 結晶に吸着するタンパク質の種類を LC-MS/MS で
分析した．細胞成分と細胞外成分の 100 種類を超えるタンパク質が同定され，Protein 
ANalysis THrough Evolutionary Relationships 分類法により，細胞外成分に関し分子機
能，生物学的プロセス，細胞内構成要素の３つに分類できた． 
 
研究成果の概要（英文）： 

Synthetic octacalcium phosphate (OCP) enhances bone formation and accumulates 
circulating serum proteins on its surface if implanted in bone defect. The rat serum 
proteins accumulated on OCP in vitro preparation were analyzed by proteomic 
approaches using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). 
Over 100 proteins were detected from OCP surface as cellular and extracellular 
components. The extracellular components were categorized into molecular function, 
biological process and intracellular elements based on Protein ANalysis THrough 
Evolutionary Relationships classification system. 
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１．研究開始当初の背景 
 リン酸オクタカルシウム（octacalcium 

phosphate, OCP）は、骨や歯のヒドロキシ
アパタイト（HA）の前駆体と位置付けられ
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る物質であり，これまでの本研究グループに
よる研究から，その合成物に高い骨再生能，
生体内吸収性が認められることが分かって
いた（Suzuki O et al., Tohoku J Exp Med 
164:37-50, 1991 他）．一方，生体内に埋入さ
れた OCP にはαHS 糖タンパク質などの血
清由来タンパク質が吸着し，骨再生促進に関
係する可能性が示唆されていた（Suzuki O et 
al., Bone Miner 20:151-66,1993）．しかしな
がら，これらタンパク質がどのような種類で
あるかその詳細は不明であった．  
 
２．研究の目的 

OCP が骨再生を促進するメカニズムのひ
とつとして OCP に吸着してくるタンパク質
の寄与が挙げられる．そこで結晶に吸着する
タンパク質の種類を同定し，その上で，骨再
生材として臨床応用されているリン酸カル
シウムバイオセラミックスと比較し，吸着タ
ンパク質の骨再生における機能を推定する
ことを目的とした． 

 
３．研究の方法 
（１）材料 
①OCP 

OCP は既報（Suzuki O et al., Tohoku J Exp 
Med 1991）に基づき湿式法にて合成した． 
 
②結晶成長調節 OCP 

OCP の湿式合成条件を改変し，結晶成長を
調節してサイズの異なる OCP 結晶を得た． 
 
③HA セラミックス 

HA は市版の医療用骨補填用セラミックス
（焼結顆粒）を用いた． 
 
④キャラクタリゼーション 

OCP のキャラクタリゼーションを，X線回
折法およびフーリエ変換赤外分光法（FTIR
法）にて行った．また，走査型電子顕微鏡
（SEM）にて結晶の形態およびサイズを観察
した． 
 
（２）吸着媒 

OCPと HAを32-48メッシュのふるいにて整
粒した顆粒を吸着媒とした． 
 
（３）吸着質 

12 週齢 Wistar 系雄性ラット由来血清を吸
着質とした． 
 
（４）吸着 

比表面積（OCP：16m2/g，結晶成長調節 OCP：
4 m2/g，および HA：2.5m2/g）から見積もって
表面積が一定となるように評量した吸着媒
を血清に 37℃の条件下で浸漬することでタ
ンパク質を吸着させた． 

 
（５）タンパク質の抽出 
Fisher らの方法（Fisher LW et al., 

Methods Enzymol 1987）にてグアニジン-塩
酸-EDTA で遊離してくるミネラル結合性タン
パク質を抽出し，脱塩後にアルブミン等の血
清主要タンパク質を減少させ，さらにトリプ
シン処理した． 
 

（６）質量分析，タンパク質の同定およびデ
ータベースに基づく同定タンパク質の分類 
 Applied Biosystems 社製LC/MS/MS システ
ム（4000 Q TRAP）を用いて分析した後，IPI 
Database を用いてタンパク質を同定した．ま
た，Gene Ontologyを用いて細胞成分の分類，
さらに Protein ANalysis THrough 
Evolutionary Relationships分類法を用いて，
分子機能，生物プロセスについて分類を行な
った． 
 
（７）OCP の骨再生能の検討 
 9-10 週齢 ICR マウスの頭蓋冠に 4.2mmφの
臨界骨欠損を作成し，OCP および結晶成長調
節 OCP の顆粒（300-500μmφ）を埋入し，経
時的な骨再生能を組織形態計測学的に調べ
た． 
 
４．研究成果 
（１）OCP および結晶成長調節 OCP のキャラ
クタリゼーション 
 OCP および結晶成長調節 OCP ともに OCP に
帰属される X 線回折像および FTIR パターン
が得られた．一方，SEM 観察によると長軸方
向の長さが異なり，OCP は 4.0μm，結晶成長
調節 OCP は 26.6μm であった． 
 
（２）OCP および結晶成長調節 OCP の骨再生
能 
 骨欠損部の OCP 顆粒埋入による骨再生は，
OCP では約 30％であるのに対し，結晶成長調
節 OCP では 5%を下回った． 
 
（３）吸着タンパク質 
 OCP，結晶成長調節 OCP および HA のいずれ
の吸着媒においても 100種類程度のタンパク
質が同定された．過去の研究で組織化学的に
検出されていたαHS 糖タンパク質（Suzuki 
O et al., Bone Miner 20:151-66,1993）など，
いずれの結晶においても共通に見出される
タンパク質が多く存在した． 
 
（４）OCP および HA に吸着したタンパク質の
分類 
 吸着タンパク質の細胞内構成要素による
分類では，OCP および HA 共に細胞成分が 40%
弱を占める最多成分であった． 
 細胞外吸着成分に限定した分子機能によ



る分類では，OCP および HA ともに免疫関連タ
ンパク質が 20%弱を占める最多成分であった．
また，同様成分の生物学的プロセスによる分
類では，やはり免疫関連タンパク質が 30%弱
を占める最多成分であった． 
 結論として，ラット血清から OCP，結晶成
長調節 OCP，HA 間において細胞成分を含める
と 100 種類前後のタンパク質が同定された．
骨形成能の異なる OCP および結晶成長調節
OCP においても共通タンパク質に加え，非共
通タンパク質が見出されたことから，本研究
の成果に基づいて，血清から吸着してくるタ
ンパク質が OCPの骨再生に寄与するかどうか
を明確にするために，同定されたタンパク質
分子群からさらに絞り込んでいく必要性が
明らかとなった． 
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