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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、種々の官能基配列パターンを有するペプチド単分子膜を調製し、析出した
リン酸カルシウムのモルフォロジーや結晶相、また膜表面に対する結晶の向きとペプチド表面の官能基パターンとの相
関性を調査した。具体的には、カルボキシル基、アミノ基そして鉱化不活性な疎水基の3 種類の官能基を組み合わせて
ペプチド界面パターンを作成した。(COOH)8 膜上では、アモルファスリン酸カルシウムナノファイバーの形成が確認さ
れた。一方で、(COOH-NH3)4 及び(COOH-C2H6)4膜上では結晶性のナノファイバーが確認され、界面パターンの影響が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied the effect of surface-functional-group position on precipitate morpholo
gy in the earliest stage of calcium phosphate biomineralization and determined the detailed mechanism of p
recipitation starting from nucleation to precipitate growth. The biomineralization template was a b-sheet 
peptide scaffold prepared by adsorption with carboxyl groups arranged at strict 0.7 nm; intervals. Phospha
te was then introduced. Within 10 s, highly ordered embryos of calcium phosphate were formed and confined 
by a peptide nanofiber pattern. They repeatedly nucleated and dissolved, with the larger embryos absorbing
 the smaller ones in a clear demonstration of an Ostwald-ripening-like phenomenon, then aggregated in a li
ne pattern, and finally formed highly ordered nanofibers of amorphous calcium phosphate. This multistep gr
owth process constitutes the earliest stage of biomineralization.
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１．研究開始当初の背景 

 

バイオミネラリゼーション (生物鉱化) とは、
生物が常温常圧環境下で骨、歯、貝殻、甲羅
などの生体無機材料を生成するプロセスの
ことであり、高効率かつ環境負荷なく特異な
無機構造体を構築することを可能にしてい
る。そのメカニズムとして、生体内のタンパ
ク質等の有機分子に存在する種々の官能基
が、無機物の結晶核形成の触媒として働くこ
とが重要とされている。従来までの研究では、
カルボキシル基やリン酸基などのアニオン
性官能基が、生体セラミックスの構成元素で
あるカルシウムイオンを効率よく結合させ、
核形成を引き起こしていることが明らかに
されている。 しかし、バイオミネラリゼー
ションは、有機無機界面における反応プロセ
スであるにも関わらず、界面の影響-すなわち
官能基の空間配置が析出物に与える影響と
いう知見は、これまで全く明らかにされてこ
なかった。それはこれまでの界面場を用いた
バイオミネラリゼーション研究では、無機物
析出のための有機基板（ペプチドテンプレー
ト）には主に高分子薄膜や脂質膜などが用い
られており、官能基の空間配置を厳密に決定
するのは非常に困難であったためである。 

一方で我々のこれまでの研究では、逐次重
合法で得られた任意ペプチド、つまり親水(グ
ルタミン酸)・疎水性(ロイシン)のアミノ酸を
交互に配した一軸配向したβ—シートペプチ
ドが、基板上でナノファイバー構造を構築し、
その表面では官能基(グルタミン酸のカルボ
キシル基)が 7Åで厳密に規則正しく配列し
ていることを見いだしている。さらにこのβ
—シートペプチド上におけるリン酸カルシウ
ム析出の現象について解析を行い（結果を速
報誌 Chem. Commun. 2010 )、ペプチドの側鎖
官能基の秩序配列が、無機結晶の析出様式の
解明に極めて重要であると発想した。 

 

２．研究の目的 

バイオミネラリゼーション (生物鉱化) とは、
生物が常温常圧環境下で骨や貝殻などの生
体無機材料を生成するプロセスのことであ
る。そこで生物に模倣する無機物合成方法を
生体外において確立することは、セラミック
ス合成プロセスの低環境負荷化に大きく貢
献すると期待されている。本研究課題では、
独自技術で調製した官能基秩序配列を有し
たペプチド有機薄膜をバイオミネラリゼー
ション用テンプレートとして用い、有機官能
基の空間配置や電荷分布が、析出する無機物
質の結晶相および析出形態に及ぼす影響を
原子レベルで明らかにする。さらにこのペプ
チド－無機物析出基板の応用展開について、
特にタンパク質や細胞のパターン基板や元
素回収用フィルターとして適応することを
研究目的とする。 

 

(1) そこで本研究課題の研究期間内では、こ

れまでの研究成果を発展させ、我々独自技術
で調製した官能基秩序配列を有したペプチ
ド有機薄膜をバイオミネラリゼーションの
テンプレートとして用い、官能基の空間配置
や電荷分布が、析出する無機物質の結晶相お
よび析出形態に及ぼす影響を原子レベルで
明らかにし、かつその応用展開、特にタンパ
ク質や細胞のパターンアレイや元素回収用
フィルターとして適応する 

 

(2) 以下の２点が本課題の特色と考えられ
る。(a)逐次重合法で合成しているため、アミ
ノ酸の配列を任意に設計できる、すなわちア
ミノ酸側鎖に由来する多種多様の官能基の
順序および量比を自在に組み込むことが可
能であり、様々な界面をデザインすることが
可能である。(b）生体内類似物質プロセスを
利用するため、無機物質合成において、クリ
ーンプロセス（常温・常圧・中性等）を実現
できる。 

 

(3) これらの研究から予想される結果して、
第一にバイオミネラリゼーションにおける
界面デザインと結晶相の相関性に関する基
礎的知見を得ることができると考えられる。
それにより、界面デザインによって、同条件
でも、目的の結晶相の析出物のみを選択的に
作り分けることが可能となる。また種々の界
面の析出量および析出速度を明確に知るこ
とで、高効率で無機物を析出させる界面は、
元素回収技術に応用できる。また低結晶析出
界面に用いたペプチドであれば、膜状に加工
し目詰まりの少ない逆浸透膜として海水淡
や浄水フィルターとしての応用が期待でき
る。さらに上記β—シートペプチド上に析出
した無機物への生体分子の選択的な吸着特
性を利用した新規なバイオアレイや細胞シ
ートとしての展開も予想される。以上の観点
から、本研究課題はバイオミネラリゼーショ
ンの原理を明らかとするという学術的な基
礎研究であるとともに、様々な応用展開など
が期待できる社会還元までを見据えたプロ
ジェクトである。 

 

３．研究の方法 

(1) 「有機テンプレートに用いるペプチド
配列の基本的な設計を、以下の原理に従っ
て行う」。はじめにβ−シートペプチド構造
を形成させるために、親水・疎水のアミノ
酸の交互配列の構造設計を行う。さらにリ
ン酸カルシウムのミネラリゼーションにお
いて、カルシウムイオンを効率よく結合で
きる官能基であるカルボキシル基を基準官
能基とする。以上の設計指針から基準ペプ
チドの配列として、親水性アミノ酸にカル
ボキシル基を側鎖に持つグルタミン酸 
(Glu) を、または、疎水性アミノ酸にロイ
シン (Leu) を選定し、8 回繰り返した 
(Leu-Glu)8 (COOH 基間隔：7Å) とする。 
 



 

 

(2) 「上述の方法で合成したβ−シートペプ
チド単分子膜上での各種界面バイオミネラリ
ゼーションを行う」。リン酸カルシウム析出のた
めのカルシウム源には酢酸カルシウム水溶液
を、リン源にはリン酸水素二アンモニウム水溶
液を選択する。両水溶液は pH が中性付近で
あり、生体内環境に近いことが選択の理由で
ある。最初に酢酸カルシウム水溶液を滴下し、
一定時間後基板を洗浄しペプチド官能基に
結合したカルシウムイオン以外を除去する。乾
燥後、リン酸水素二アンモニウム水溶液を同
様に滴下し、ミネラリゼーションを開始させる。
一定時間後同様に基板を洗浄し、最終サン
プルを得る。 

 
(3) 合成・解析された「β−シートペプチド単
分子膜上に析出した無機化合物シートの応
用研究」として以下について取り組む。リン酸
カルシウムが析出したペプチド基板では、基
板上へのタンパク質の選択的吸着実験を行う。
リン酸カルシウムは、タンパク質や DNA など
の生体分子に対して、高い吸着特性を持つこ
とが知られている。そこで上述の手法で作成し
たナノスケール化されたリン酸カルシウムライ
ンパターンを活用することで、高密度に集積し
たタンパク質ナノアレイを創製することが可能
となる。さらにこのアレイ上を細胞接着・増殖タ
ンパク質でコーティングすることで、細胞の伸
展や増殖をアレイ上でコントロールすることの
できる新規細胞培養足場材料としての開発を
行う。 

 
４．研究成果 
(1) 官能基の間隔を制御した系(LE)8-ポリエ
チレングリコール(PEG)70, (VEVV)4-PEG70, 
(VEVV-VVVV)2-PEG70 および電荷を制御した系
(LELK)8-PEG70, (LK)8-PEG70はそれぞれペプチ
ド固相合成法から得た(図１)。1.0×10-5 M
のペプチド水溶液にマイカ基板を4oCで24時
間浸漬させペプチド単分子膜を調製した。そ
の後、酢酸カルシウム水溶液 5〜50 mM を滴
下し、１分後洗浄・乾燥させ、続いてリン酸
水素二アンモニウム水溶液 3〜30 mM を滴下
し 10 分後洗浄し基板を得た。 

ペプチド単分子膜の AFM 画像断面解析か
らβ−シートペプチドモデルサイズと一致し
たことからペプチドナノファイバーである
と明らかになった。(LE)8-PEG70基板上におい
て、ミネラリゼーションを行ったところ、マ
イカ基板とは異なる析出物のモルフォロジ
ーが観察され、Ca:P=50:30 mM のときに高配
向のナノレーン状析出物が得られた(図２)。
XPS、TEM、ED 測定から析出物はアモルファス
であることが明らかになった。またミネラリ
ゼーションにおける初期過程が AFM および
SEM 測定により観察され、官能基の空間位置
が析出形態に影響を及ぼしていることが明
らかとなった。官能基間隔を制御した系では、
ファイバー成長と析出量において相関性が、
電荷制御系では結晶形態と析出量に相関性

がそれぞれ得られた。 

図１今回利用した合成ペプチド例:(LE)8-PEG70 

 
 
 
 
 
 
 
図２ 合成ペプチド上で析出したリン酸カルシウムの電

子顕微鏡写真 (右)合成ペプチドあり、（左）合成ペプチ

ドなし 

 
(2) 本研究ではこれらの知見に基づいて、ペ
プチドナノファイバー表面における二酸化
チタンのミネラリゼーションを行った。今回
用いるペプチドは疎水性のロイシン(L)、リ
ジン(K)を交互に配し C 末端側にポリエチレ
ングリコール(PEG)を配した(LK)8-PEG70 を用
いた。このペプチドは溶液中でβ-シート構
造由来のナノファイバーを形成する。このペ
プチドナノファイバーとチタン前駆体を水
溶液中で混合しミネラリゼーションを行い、
析出物の評価を行った。(LK)8-PEG70ペプチド
はコンビナトリアルペプチド固相合成法か
ら得た(Fig. 1)。0.2 mg/mL のペプチド水溶
液 (pH11.0)1 mL に 50 mM の Titanium 
bis(ammonium lactato)dihydroxide 水溶液
100 μL を加え 70 oC、24 時間攪拌した。そ
の後、遠心分離で洗浄し凍結乾燥させてサン
プルを得た。コントロールとしてポリリジン
(K10)、ペプチド添加なしの系も同様に行なっ
た。 

図３に析出物の SEM 画像を示す。 

図３ 合成ペプチド存在溶液中で析出した酸化チタン

の電子顕微鏡（SEM）図。（左）シート状ペプチド、（右）

ランダムコイル状ペプチド 
 
(LK)8-PEG70系では、3 次元のナノファイバ

ー構造であったのに対し、K10系では、バルク
状の析出物が観察された。これらのモルフォ
ロジーが有機物の形状に影響したいわゆる
「テンプレート効果」によるものか確認する
ために、円偏光二色性スペクトル(CD)を測定
した(図４)。pH 11 では、(LK)8-PEG70 はβ-
シート構造のナノファイバーであったのに
対し、K10はランダムコイル構造であったため、
有機物のテンプレート効果が示された。 

 



 
 

図４ 合成ペプチド類の CD スペクトル 

 
(3) 以下の実験で使用したペプチドテンプ
レートは、6残基のアミノ酸より成りβ-シー
ト構造形成能を有する Ac-VHVEVS-NH2 を、固
相法により合成した(図５)。本ペプチドシー
ケンスは、セリンプロテアーゼの活性中心を
形成する三残基のアミノ酸(セリン Ser, ヒ
スチジン His およびアスパラギン酸 Asp)が、
有する効果的な電荷リレーによる触媒機能
を模倣することを目的として設計した。ペプ
チドのウレアに対する加水分解活性の評価
は、インドフェノール法により行った。同ペ
プチドテンプレート上で炭酸カルシウム
（CaCO3）のバイオミネラリゼーションにより
析出した結晶の構造およびそのモルフォロ
ジーは、走査型(SEM)、透過型電子顕微鏡
(TEM)および電子線回折を用いて評価した。 

図５ 合成ペプチドテンプレート（Ac-VHVEVS-NH2）上

での無機物析出の概念図。 

 
反応溶液中のウレアは、ペプチドにより反

応時間の経過に伴い、アンモニアと二酸化炭
素へと徐々に加水分解された。得られた二酸
化炭素をミネラル源として、テンプレート上
に形成された CaCO3 の構造を評価した。図６
は、ペプチドテンプレートと、同テンプレー
ト上でミネラリゼーションにより析出した
CaCO3の TEM 像を示す。得られた TEM 像より、
ミネラリゼーションにより析出した CaCO3 の
モルフォロジーは、針状構造の凝集体であっ
た。この形状は、ペプチドテンプレートの形
状に類似している。一方、ペプチドを含まな
い系では、析出物が観察されなかった。加え
て、得られた CaCO3 結晶の結晶相を電子線回
折より評価したところ、準安定相であるアラ
ゴナイトであることがわかった。これらの結
果は、本研究で用いたペプチドテンプレート

が、自らミネラル源である二酸化炭素の供給
能を有するとともに、そのテンプレート上の
官能基の規則配列構造に基づいた結晶構造
および、テンプレートの高次構造に基づいた
モルフォロジーの制御が可能である事が明
らかとなった。 

図６ 合成ペプチド(左)およびその薄膜上で析出した 

炭酸カルシウム（右）の電子顕微鏡写真 
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