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研究成果の概要（和文）：m面を多く露出した水酸アパタイト粉末（m-HAp）、c面を多く露出した水酸アパタイ
ト粉末（c-HAp）および配向性を制御していない水酸アパタイト粉末（i-HAp）には、それぞれ38種類、33種類、
24種類の血清タンパク質が吸着した。また、ビタミンD結合タンパク質、トランスサイレチン、リアノジン受容
体2、アポリポタンパク質E、ケラチンの5種類のタンパク質が骨伝導性に関与する可能性が見出された。さら
に、PANTHERによる代謝経路解析やGene Ontologyによる細胞構成要素分類においても、m-HAp、c-HApおよび
i-HApの間には違いがあることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We found that 38, 33, and 24 serum proteins adsorbed on Hydroxyapatite 
powders orientated to the c-axis (m-HAp), those oriented to the a(b)-axis (c-HAp), and commercially 
available hydroxyapatite powders without crystal orientation control (i-HAp), respectively. Among 
them, the proteins that did not adsorb on i-HAp but adsorbed on m-HAp or c-HAp were selected, and 
their biological functions were investigated through a literature search. As a result, five kinds of
 proteins (vitamin D binding protein, transthyretin, ryanodine receptor 2, apolipoprotein E, and 
keratin) were selected as candidate proteins that are related with osteoconductivity of 
hydroxyapatite. In addition, it was found that there are some differences among m-HAp, c-HAp and 
i-HAp in metabolic pathway analysis by PANTHER and cell component classification by Gene Ontology.

研究分野： 生体材料学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水酸アパタイトの骨結合性発現機構に関する従来研究の多くは細胞レベルでの検討・議論であり、本研究のよう
に原子（結晶構造）・分子（タンパク質）レベルから水酸アパタイトの骨結合機構の解明に挑む研究はほぼ皆無
である。今後検討すべき課題は数多いが、水酸アパタイトの骨結合性発現に関与するタンパク質候補として5種
類のタンパク質が見出された点において、本研究を遂行した学術的・社会的意義は十分にある。また、本研究の
成果は、生体－バイオマテリアルの界面科学に重要な知見を与え、生体材料学・プロテオミクス・医歯学の異分
野融合型学問領域の創出に寄与する可能性がある。

※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 
水酸アパタイト（Ca10(PO4)6(OH)2）は骨欠損部に埋入されると周囲の骨と結合する。この水酸

アパタイトの骨結合性は 1970 年代後半に見出されたが、水酸アパタイトの分子レベルでの骨結
合性発現機構は未だに不明であり、生体材料学の成書では「水酸アパタイトは、骨の無機成分で
あるため、その表面で骨芽細胞が骨を形成し、その結果、骨と結合する」といった、現象論的記
載に留まっている。また、バイオマテリアルと骨との界面反応に関する研究報告は数多くあるが、
骨形成や骨リモデリングに関する細胞の接着・増殖・分化といった、細胞レベルでの検討・議論
が多い[1]。すなわち、水酸アパタイトの骨結合性発現機構の分子レベルでの理解は、未だにほと
んど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
バイオマテリアルを体内に埋入すると、最初にバイオマテリアル表面にタンパク質が吸着す

る。従って、このタンパク質の初期吸着が、その後の細胞レベルのイベントを制御している可能
性が高い。水酸アパタイトは、図 1 に示すような結晶構造を取り、その m 面には Ca2+が多く存
在するため、m 面は正に帯電し、c 面には PO4

3–や OH–が多く存在するため、c 面は負に帯電する
と考えられている[2]。一方、骨結合性を示さないセラミックスの一つであるアルミナ（Al2O3）
は、水酸アパタイトのような結晶面による帯電の違いはない。 
そこで応募者は、水酸アパタイトの骨結合性発

現機構に関する 2 つの仮説 
仮説(1) 水酸アパタイトとアルミナの間で吸着

タンパク質の種類・量・機能に違いがあ
り、それが骨結合性の発現を左右する。 

仮説(2) 水酸アパタイトの a 面と c面の間で吸着
タンパク質の種類・量・機能に違いがあ
り、それが水酸アパタイトの骨結合性の
発現に寄与する。 

を立てて研究を進めてきた。 
これまでに応募者は、水酸アパタイトとアルミナに吸着した血清タンパク質のプロテーム解

析および細胞を用いた評価を行い、82 種類の血清タンパク質が水酸アパタイトに選択的あるい
は優先的に吸着する、その中では肝細胞増殖因子およびアンジオポエチン様タンパク質-3
（ANGPTL3）が骨結合性発現に寄与している可能性がある、ANGPTL3 が骨芽細胞様細胞の接
着・増殖を促進するといった、仮説(1)の一部を裏付ける知見を得た[3]。そこで本研究では、仮
説(2)の吸着タンパク質の種類・量・機能の違いをプロテオーム解析によって明らかにし、最終的
には水酸アパタイトの骨結合性発現機構をその結晶構造とタンパク質吸着の観点から解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
尿素を用いた均一沈殿法あるいは尿素とウレアーゼとの酵素反応により、結晶配向性を制御

した水酸アパタイトを作製し、m 面を多く露出させた水酸アパタイトを m-HAp、c 面を多く露出
させた水酸アパタイトを c-HAp とした。また、参照試料として、結晶配向性を制御していない、
市販の水酸アパタイト粉末（HAP-200、太平化学産業、大阪）を準備し、これを i-HAp とした。 
これら 3 種類のサンプルを 36.5ºC のラット血清に 24 時間浸漬し、その後、タンパク質分解酵

素抑制剤添加塩酸グアニジン－トリス溶液に撹拌下、浸漬した。これを遠心分離し、傾斜法によ
り上澄みを取り除いた後、塩酸グアニジン－EDTA 溶液を加え、撹拌浸漬した。このようにして
得られた試料を脱塩・バッファー交換用遠心分離型カラムに充填し、吸着タンパク質を回収した。 
このようにして得られた吸着タンパク質をポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）に付す

ことにより、吸着タンパク質の分子量分布を調べた。次に、SDS-PAGE で得られたゲルを液体ク
ロマトグラフ－タンデム型質量分析（LC/MS/MS）に付すことにより、吸着タンパク質の同定・
半定量を行った。LC/MS/MS 分析により判明した吸着タンパク質について、遺伝子オントロジー
によって機能を解析し、さらに PANTHER 分類システムによって代謝経路を解析した。 
 
４．研究成果 
図 2 にサンプルの走査型顕微鏡（SEM）写真、図 3 にサンプルの粉末 X 線回折（XRD）パタ

ーンを示す。SEM 写真（図 2）によれば、c-HAp は板状粒子、m-HAp は柱状粒子、i-HAp は微細
な柱状粒子の凝集体からなっていた。また、XRD パターン（図 3）から、Lotgering 法により各
試料の m 面 Lotgering 係数あるいは c 面 Lotgering 係数を求めると、表 1 のようになった。これ
らの結果より、c-HAp、m-HAp および i-HAp は、結晶配向性の異なる水酸アパタイトからなって
いることが確認できた。 

SDS-PAGE の結果の例を図 4 に示す。これより、サンプルに吸着した血清タンパク質の分子量

 

図 1 水酸アパタイトの結晶構造 
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は概ね 10,000～250,000 の範囲にあることが分かった。 
m-HAp、c-HAp および i-HAp には、それぞれ 38 種類、

33 種類、24 種類の血清タンパク質が吸着することが明
らかとなった（図 5）。この中から、i-HAp には吸着しな
いが c-HAp には吸着するタンパク質（13 種類）と、i-
HApには吸着しないがm-HApには吸着するタンパク質
（17 種類）について文献等によって機能を検討したと
ころ、ビタミン D 結合タンパク質、トランスサイレチ
ン、リアノジン受容体 2、アポリポタンパク質 E、ケラ
チンの 5 種類のタンパク質が水酸アパタイトの骨結合
性に関与する可能性が見出された。また、PANTHER に
よる代謝経路解析や Gene Ontology による細胞構成要素
分類においても、m-HAp、c-HAp および i-HAp の間には

 

図 5 サンプルに吸着した血清タンパク質の種類の数 

 
図 4 SDS-PAGE の結果（例） 

 
図 2 試料の SEM 写真 

 

 

図 3 試料の XRD パターン 

表 1 試料の配向度 

 

c面Lotgering係数 / %m面Lotgering係数 / %
各結晶面の割合 / %

試料
その他の面c面m面

0075.88.915.3i-HAp

ー45.444.71.553.8m-HAp

15.3ー73.522.93.6c-HAp



違いがあることが分かった。以上より、結晶配向性の異なる水酸アパタイトに吸着し、その骨結
合性に関与する可能性のある、5 種類のタンパク質を見出すことができた。 
今後、これら 5 種類のタンパク質を吸着させた水酸アパタイト上で培養した骨芽細胞や破骨

細胞の接着・伸展・増殖・分化等を調べることにより、これらタンパク質が骨系細胞に及ぼす影
響が明らかになると期待される。また、水酸アパタイトの結晶配向性の違いがその骨結合性に及
ぼす影響も明らかにする必要がある。 
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