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研究成果の概要（和文）：本研究では，リン酸八カルシウム(OCP)表面からの骨形成タンパク質/グリコサミノグ
リカン(GAG)複合体の空間分布と細胞による骨形成挙動の関係を系統的に解明するためのモデルの構築条件を検
討した。GAGにはコンドロイチン硫酸，BMPにはモデルタンパク質を用いて研究を実施した。その結果，OCPに修
飾したアミノ基とコンドロイチン硫酸間の結合強度を制御することで，表面からのモデルタンパク質/GAGの溶出
挙動を調節できることが示唆された。得られた知見を基に確立したモデルにより，骨組織のGAG を介したBMP保
持や未分化細胞の活性化機構を模倣し，高い骨再生能を示す骨修復材料の創成に寄与できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Present study examined that the conditions for constraction of models to 
examine the relation between spatial distribution of bone morphological protein (BMP) 
/glycosaminoglycan (GAG) complex from the surface of octacalcium phosphate (OCP) and bone formation 
induced by osteoblastic cells. Chondroitin sulfate was selected as GAG. Model protein of BMP was 
applied in this study. The results suggest that the release behavior of model protein/GAG complex 
from the surface of OCP was regulated through the control of the binding strength between the 
chondroitin sulfate and amino groups modified on OCP. It is expected that the surface model 
established based on the finding of this study could contribute to the fabrication of bone 
substitute showing higher bone regeneration ability by mimicking storage of BMP in the bone tissue 
and stimulation mechanism of undifferentiated mesenchymal stem cells by BMP via GAG.

研究分野： 生体材料工学

キーワード： 人工骨補填材　表面化学修飾　リン酸八カルシウム　グリコサミノグリカン　タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨組織に含まれる多糖類であるグリコサミノグリカンと骨形成に寄与するタンパク質（BMP）の親和性に着目
し，それらの複合体とリン酸八カルシウム（OCP）表面との化学結合の強さが異なる表面モデルを構築する条件
を見出した。OCPは，骨補填材（人工骨）として応用されている材料である。本モデルを用いることで，骨修復
材料の表面から周囲にかけてのBMPと複合化したグリコサミノグリカンの存在量の密度が骨組織を形成する細胞
の活性化に及ぼす影響の解明に寄与できると考えられる。これにより，骨再生能の向上に最適な方法でBMPのみ
ならず，関連組織の再生を促すタンパク質を担持した骨補填材開発への応用を拓くものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
事故や疾病等により骨が重大な欠損を負った場合，これまでは，その治療法として自家骨移植が
一般的であった．しかし，同治療法は，患者への侵襲性や供給量に限りがあるという問題がある．
これを解決するため，ハイドロキシアパタイト（HA：Ca10(PO4)6(OH)2）を基材とした人工骨補填
材が臨床応用されている．特に HA は，その表面に新生骨を形成し，周囲の骨組織と直接結合で
きる骨伝導性を発現する．また，HA の前駆体の１つであるリン酸八カルシウム （OCP：Ca8H2(PO4)6・
5H2O）は，優れた骨形成能を示すことが明らかにされている[1, 2]．生理的環境下で熱力学的に
準安定な OCP は，より安定な HA に相変態する過程で，加水分解反応により，周囲のイオン濃度
や pH を調節し，骨基質を産生する骨芽細胞の分化を促進することが報告されている[3]． 
骨組織は，無機成分であるアパタイトのみならずコラーゲンといった有機分子を含む，一種の有
機-無機複合体である．また，コラーゲン以外にも，スルホ基やカルボキシル基に富む糖鎖であ
るグリコサミノグリカン（GAG）も有機成分として骨組織中に存在する[4, 5]．それら糖鎖の１
つであるコンドロイチン硫酸は，骨形成タンパク質（BMP）との親和性の高さにより，MC3T3-E1 
細胞の骨芽細胞への分化およびその後の細胞増殖を亢進することが明らかとなっている[6]．す
なわち，BMP が結合した GAG（BMP/GAG 複合体）を骨形成能に優れた OCP の表面に修飾すること
で，早期に骨欠損を治癒可能な有機無機複合型の骨修復材料を創成できると期待される． 
 
 
２．研究の目的 
 生体内の GAG は，BMP のみならず，アパタイトに対する親和性が高いことが報告されている
[7]．また，GAG との複合化により，BMP のコンフォメーションが変化することが示唆されている
[8]．このことから，GAG は，骨組織中のアパタイトに BMP を保持するとともに，細胞の活性化
に適した BMP のキャリアとして機能すると考えられる．しかし，BMP/GAG 複合体のうち，骨組織
表面に固定化されたままの状態，または表面から遊離した状態のどちらが骨芽細胞の機能調節
に有効であるかは明らかとなっていない．この点を解明することで，材料界面設計の観点から骨
形成のさらなる促進に有効な OCP の機能化に展開可能であると考えられる．そこで，本研究で
は，異なる強度の化学結合形成を OCP と GAG の間で実現し，系統的に GAG/BMP複合体の空間分
布と骨形成挙動の関係解明を可能とする表面モデルの確立を目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
（1） OCP 表面へのアミノ基修飾方法の検討 
 本研究では，表面にアミノ基を固定化することで，OCP 表面への GAG/BMP 修飾の起点とするこ
ととした．OCP は，既報[1]に従い，湿式法で合成したものを実験に供した．一級アミノ基を有
する修飾分子としてアルコキシシラン誘導体もしくは，ホスホン酸誘導体を選択し，OCP 表面に
安定してアミノ基を固定化できる修飾条件を検討した．作製した試料は，Raman 分光光度計，X
線光電子分光分析装置，X 線回折装置を用いて分析した． 
 
（2）異なる強度の結合を介した OCP 表面へのコンドロイチン硫酸の修飾 
 修飾したアミノ基とコンドロイチン硫酸の極性基の化学的活性化の有無により，異なる結合
強度で OCP にコンドロイチン硫酸を修飾させることを試みた．特に，修飾方法および OCP 表面の
アミノ基量が，その後のコンドロイチン硫酸の修飾量，および生理的環境下における修飾したコ
ンドロイチン硫酸の残存量に及ぼす影響を検討した．コンドロイチン硫酸を修飾した試料の表
面状態および，修飾量や残存量の分析には，Raman 分光光度計および熱重量示差熱量計を用いた． 
 
（3）BMP モデルタンパク質/コンドロイチン硫酸の修飾およびタンパク質放出特性の評価 
 BMP のモデルとなる塩基性タンパク質を分子量や等電点の観点から選択し，実験に供した．異
なる結合状態を介して OCP 表面に存在するコンドロイチン硫酸に対し，塩基性タンパク質を吸
着させることで，BMP モデルタンパク質/GAG 複合体の OCP への複合化を試みた．また，OCP への
コンドロイチン硫酸の複合化条件が，塩基性モデルタンパク質の担持量および生理的環境下に
おける溶出挙動に及ぼす影響を検討した．溶出挙動は，試料を浸漬した緩衝液中のタンパク質濃
度を経時的に測定することで評価した． 
 
 
４．研究成果 
（1）OCP 表面へのアミノ基修飾方法の検討 
 ホスホン酸誘導体もしくは，アルコキシシラン誘導体を溶解した有機溶媒で処理した試料を X
線光電子分光法やラマン分光分析法により分析した結果，OCP 表面にそれぞれのアミノ基含有分
子が修飾されたことが確認された．しかし，アルコキシシラン誘導体は，生理的環境下での安定
性に乏しく OCP 表面での残存量が低い傾向にあった． 



さらに，修飾したアミノ基含有分子と OCP の結合安定性を向上させるため，ホスホン酸誘導体で
の処理後に加熱処理を施し，OCP の結晶構造を維持したまま安定してアミノ基を修飾可能な条件
を見出した．また，修飾したアミノ基含有分子の安定性とコンドロイチン硫酸との化学結合形成
の両立が可能な溶液環境の最適化を試みた．その結果，溶液の OCP に関する過飽和度によって表
面に残存するアミノ基の割合をさらに調節できることが示唆された． 
 
（2）異なる強度の結合を介した OCP 表面へのコンドロイチン硫酸の修飾 
 上記で見出した条件を基に，化学的に活性化させたコンドロイチン硫酸の極性基と OCP 表面
に修飾したアミノ基を反応させた．得られた試料の Raman スペクトルから，活性化処理の有無に
よらず OCP 表面にコンドロイチン硫酸が修飾されたことが確認された．さらに，コンドロイチン
硫酸の修飾量は，OCP の表面に修飾したアミノ基量によっても変化した．生理的環境を模した緩
衝液中では，活性化処理の有無によって，OCP 表面に残存するコンドロイチン硫酸の割合が異な
る傾向にあった．これらの結果から，異なる結合強度の化学結合を介して OCP 表面にコンドロイ
チン硫酸が修飾されたことが示唆された． 
 
（3）BMP モデルタンパク質/コンドロイチン硫酸の修飾およびタンパク質放出特性の評価 
 アミノ基を介してコンドロイチン硫酸を修飾した OCP と未修復のものとでは，BMP モデルタン
パク質の吸着量が異なる傾向にあった．また，コンドロイチン硫酸とアミノ基間の結合状態のみ
ならず，OCP 表面に修飾したアミノ基量もモデルタンパク質の吸着量の調節に寄与した．また，
試料浸漬後の生体環境を模倣した緩衝液中のタンパク質濃度変化の比較により，コンドロイチ
ン硫酸とアミノ基間の結合状態がモデルタンパク質の放出挙動に影響を及ぼすことが推測され
た． 
以上の結果から，本研究では，異なる強度の化学結合を形成させることで，GAG の溶出挙動を介
して表面からの BMP/GAG の空間分布を制御可能なモデルを確立できる可能性を見出した．今後
は，同モデルを基に，実際の骨形成因子を担持した場合にて，OCP 表面のアミノ基とコンドロイ
チン硫酸間の結合状態が未分化な間葉系幹細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響を in vitro で検討
することを計画している．本研究の成果を基に確立したモデルによって，骨組織の GAG を介し
た BMP 保持や BMP による細胞の活性化機構を模倣し，より高い骨組織修復機能を示す骨修復材
料の創成に寄与できると期待される． 
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