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Material design and fabrication utilizing the 
process mimicking biomineralization have been 
received much attentions recently from the view 
point of sustainable manufacturing in addition to 
excellent functions of resultant hybrid materials. In 
this manuscript, we provide an overview of studies 
and ongoing challenges on the creation of 
peptide-hydroxyapatite (HAp) nanohybrids using 
HAp-binding peptide HABP1 (H-CMLPHHGAC-NH2) 
and its derivatives under simulated body fluid 
(SBF) conditions. Distribution and state of 
assembly of peptides affected their HAp or calcium 
phosphate mineralization behaviors in SBFs and 
morphology of resultant hybrids. Potential 
application and future direction of the present 
systems are also described. 
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１．バイオミネラリゼーションとその原理に倣

った有機-無機ナノハイブリッドの作製 

 骨や歯のリン酸カルシウム（CaP）、貝殻やサ

ンゴの骨格の炭酸カルシウム（CaCO3）など、

生物は多様な無機物を恒常的に作り出してお

り、この作用のことをバイオミネラリゼーションと

いう。一般に、バイオミネラリゼーションにおい

てはタンパク質や多糖など有機分子がテンプ

レートとなり、バイオミネラルの形態および結

晶性を精密に制御するとともに、ナノスケール

での複合化により無機物単体にはない優れた

機能を発現することが知られている。例えば、

貝殻の真珠層ではキチンなどの有機固体マト

リクスと可溶タンパク質が協調的に作用するこ

とでCaCO3のうちアラゴナイト結晶が特異的に

生じ、有機マトリクスとの規則的な層状構造体

を形成する（Figure 1a）1)。一方、歯のエナメル

においてはアメロゲニンが溶液中の微小な

CaP に吸着して安定化させ、それが配列する

ことでヒドロキシアパタイト（HAp）の束構造を

形成している（Figure 1b）2)。骨においては I 型

コラーゲンの束間に形成されるギャップ領域と

呼ばれる酸性アミノ酸を豊富に含むドメインに

おいて HAp のナノ結晶の析出が誘起され、ナ

ノスケールで複合化することで強靭で高い強

度を獲得する（Figure 1c）3)。 

  近年、このバイオミネラリゼーションを模倣し

たプロセスによる有機-無機複合材料の作製

が、得られる複合材料の優れた特性に加えて、

常温・常圧の温和な条件下、低エネルギー消

費で進行することから環境低負荷で持続可能

な材 料作製法 として注目を集め ている。

CaCO3 では、可溶性マトリクス、不溶性マトリク

スおよびそれらの組み合わせにより形態や結

晶型が制御された有機物-CaCO3複合体が作

製されている。加藤らはキチンなどの多糖を

不溶性マトリクス、ポリアクリル酸やポリグルタミ

ン酸などの酸性高分子を可溶性マトリクスとし

て用いることで、真珠層に類似した有機物

-CaCO3 複合体の作製に成功している 4)。彼ら

はこの系を発展させることで生体模倣にとどま

らず、生体内では起こらない結晶型、結晶形

態や配向の優先的な析出も実現しており 5)、

Figure 1. Control of mineralization by 

organic components, (a) aragonite in the 

nacre of shells, (b) formation of 

hydroxyapatite (HAp) by amelogenin in 

teeth enamels, and (c) HAp mineralization 

on type I collagen in bones. 
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バイオミネラリゼーションに倣う手法がバイオイ

ンスパイアードな材料作製へと繋がることも示

されている。 

 一方、ヒドロキシアパタイト（HAp）を含む CaP

に関しては、骨形成過程に関与するタンパク

質やその一次配列を基にしたペプチドを用い

た人工的なミネラリゼーション系に加え、ポリア

ミノ酸 6)、ブロックポリマー7)、ベシクル 8)、ペプ

チドナノファイバー9)など特徴的な有機ナノ構

造体を利用した有機–CaP 複合材料の作製が

行われてきた。 

 

 

筆者らは、有機分子としてペプチドに注目

し、ペプチド–HAp ナノハイブリッドの作製に取

り組んできた。ペプチドはその配列として、天

然タンパク質中の特徴的なモチーフや人工設

計によるものだけでなく、ファージディスプレイ

法などの利用により特定の材料に対して高い

結合性を示す配列を得て用いることも可能で

ある。さらに固相合成法により十分な量を得る

ことができ、ペプチド以外の分子要素を導入

することで共有結合によるリニアや樹状のオリ

ゴマー、デンドリマー、グラフトポリマー、自己

組織化によるナノファイバー、ミセル、単分子

膜など、多様な多量体構造（Figure 2）を作製

することができる点からも無機複合化の鋳型

分子として有力な候補である。 

 

２．擬似体液を用いた有機-HAp 複合体の作

製 

 バイオミネラリゼーションを模倣したプロセス

による HAp の作製法の一つに、ヒト血しょうの

無機イオン濃度組成を模倣した溶液である擬

似体液（SBF, Table 1）を用いる手法がある
10-12)。 SBF は小久保らによってインプラント材

料の生体活性を生体外で評価するために開

発された溶液であるが、その後、温和な条件

下で様々な材料表面に生体模倣的に HAp を

析出させるために使用されるようになった 10,11)。

SBF は HAp に対して過飽和な溶液であり、材

料表面にイオン性官能基が存在すると HAp

の不均一核形成が誘起され、それが HAp 層

析出の駆動力となると考えられている。SBF よ

り 1.5 倍高いイオン濃度を有する 1.5SBF も開

発され、HApの析出に利用されている 12)。これ

らの系において生成する HAp は、一部 Na+や

Mg2+などの金属イオンや炭酸イオンによる置

換が起こり、また結晶性が化学量論的 HAp よ

りも低下している。それは天然骨でも見られる

性質であることから、SBF から生成する HAp を

骨類似 HAp と呼ぶこともある。骨類似 HAp は

化学量論的 HAp よりも生体吸収性が高いた

め、骨修復材料の開発において意図的に

SBF から析出する HAp を利用している場合も

多い。 

 

Ion 
Concentration / mM 

Plasma SBF 1.5SBF 

Na+ 142 142 213 

K+ 5 5 7.5 

Mg2+ 1.5 1.5 2.3 

Ca2+ 2.5 2.5 3.8 

Cl– 103 147.8 221.7 

HCO3– 27 4.2 6.3 

HPO42– 1 1 1.5 

SO42– 0.5 0.5 0.8 

 

 筆者らは、SBF を用いて汎用高分子基材表

面を HAp 層で被覆することで、それら高分子

の利用可能性を拡げることができると考えた。

しかしながら多くの汎用高分子基材はその表

Figure 2. Structures of peptide assemblies. 

Table 1. Ion concentrations in blood plasma, 

simulated body fluid (SBF), and 1.5SBF. 



 

Acc. Mater. Surf. Res. 2018, Vol.3 (No.1), 8-16. 11 

面に HAp の不均一核形成に有効な官能基を

提示していない。そこで、それら基材の物理

化学的特性に応じた簡便な表面修飾法の開

発を行い、あわせてそれら修飾表面に対する

SBF および 1.5SBF からの HAp 析出について

検討を進めてきた。たとえばポリイミドフィルム

については表面選択的な加水分解により提

示されるカルボキシ基を利用して 13)、またポリ

スチレン基材はその表面にアルブミンなどの

血清タンパク質がよく吸着することを利用し、

それらタンパク質が提示するイオン性アミノ酸

側鎖を核形成部位として 14-18)、HAp 層の形成

が可能であることを示している。関連して、多

糖のポリイオンコンプレックスから成型した自

己支持性フィルム 19)やポルフィリン誘導体の

分子集積膜 20)などの表面に提示されたイオン

性官能基を不均一核形成部位とした HAp 析

出についても検討している。 

 

３．HAp 結合性ペプチド 

 ファージディスプレイ法は、有機および無機

材料に対して高い親和性を示すペプチド配

列を単離するための有力な方法である 21-23)。

ランダム化された DNA 配列をファージゲノム

に挿入することにより、ファージの表面上に極

めて多様なペプチドライブラリーが作製され、

特定の材料に対するセレクション、回収、増幅

をくり返し行うことで、高い親和性を有するペ

プチド配列が同定される 24)。金属、無機、有機

さまざま材料に対して高い結合性をもつペプ

チドが報告されており、それらマテリアル結合

性ペプチドおよびその配列にさらに機能部位

を連結した誘導体は、対象材料の表面修飾

のツールとしての利用が期待されている。 

 一方で、特定の無機物に選択的に結合する

ペプチドおよびその誘導体を利用して、溶液

からそれら無機物の析出を誘起できることが

期待され、数多くの研究グループにより HAp

結合性ペプチドの探索が行なわれてきた 
25-29)。一般的な配列モチーフはまだ同定され

ていないが、プロリン、塩基性アミノ酸、特にヒ

スチジンおよびヒドロキシ化アミノ酸が高頻度

で検出された。プロリンは、b-ターンなどの構

造的特徴の可能性を提供し、塩基性およびヒ

ドロキシ化アミノ酸は、HAp との水素結合およ

び静電相互作用が可能である 25)。Sarikaya ら

は HAp 結 合 ペ プ チ ド HABP1

（H-CMLPHHGAC-NH2）が、酵素を用いた

CaP 析出プロセスにおいてリン酸八カルシウ

ム（OCP）の析出を誘起することを示した 26)。

彼らはまた、HABP1 の C 末端側にペプチド自

己 集 合 ド メ イ ン を 導 入 す る こ と で

（ H-VKVKVKVKVDPPTKVEVKVKVML 

PPHGA-NH2、
DP：D-プロリン）ペプチドゲルを

形成させ、ペプチドゲル中において HAp の析

出が誘起されることを示した 30)。 他の HAp 結

合ペプチドでは、C 末端側に疎水基を導入

（ H-NPYHPTIPQSVHGGGCCK-COC15H31 ）

することで自己組織化ナノファイバーを形成さ

せ、Ca2+および PO4
3-を含む溶液への繰り返し

の交互浸漬によりファイバーを鋳型とした HAp

パターン構造が形成されることが示されている
31)。 

Figure 3. Biomimetic mineralization of CaP 

using the HAp-binding peptide HABP1 and 

its derivatives from simulated body fluid 

(SBF). (a) Sequences of HABP and its 

derivatives, (b) SEM image of the hybrid 

formed in the presence of HABP1 after an 

incubation of 2 h in SBF, and (c) presumable 

mechanisms for CaP mineralization by 

dispersed peptides in SBF. 
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４．HABP を用いた擬似体液中でのペプチド-

リン酸カルシウムナノハイブリッドの作製 

 SBF を用いた種々の材料表面に対する HAp

析出についての検討例は数多いが、SBF 中

に溶解した HAp 結合性分子に対する検討例

は少ない。我々は、マクロな界面を提示しない

HAp 結合性分子やナノ物質が SBF から HAp

の析出を誘起しうるかについて興味をもった。 

 HAp結合性分子としてペプチド HABP1に注

目し、その SBF 中でのミネラリゼーション能に

ついて評価を行なった。SBF へ HABP1 を添

加し、37 ºC にてインキュベーションしたところ、

シート様の形態を有する析出物が生じた

（Figure 3b）32)。種々のキャラクタリゼーションよ

り、析出物はペプチドと CaP からなる複合体で

あることがわかった。溶液中に分散した状態の

ペプチド分子が体液類似環境において CaP

のミネラリゼーションを誘起することは興味深

い現象であった。Sarikaya らの CaP 析出実験

において析出メカニズムの詳細については解

明されていないが、ヒスチジン残基による静電

的効果およびペプチド二次構造のある程度の

フレキシビリティが寄与していることが示唆さ

れている 26)。一方 SBF 中においては、自発的

に形成された CaP の核 33,34)とペプチドが結合

し、それらが会合することでシート状構造を有

するペプチド-CaP ハイブリッドを形成したと推

定される（Figure 3c）。さらに環状（セレクション

に用いたファージのランダム配列領域の設計

に由来）の HABP1 に対し、HABP1 のジスルフ

ィド結合部位を除いた HABP-C と名付けたペ

プチド（H-MLPHHGA-NH2）も SBF 中におい

て同様の析出能を有することがわかり、ペプ

チドのコンフォメーションにおける“constrained”

の効果はみられなかった。 

 次に、ペプチドの多価効果について検証し

た。Figure 1 に示したようにペプチド多量体に

は多様な構造があるが、最初の検討として合

成の容易さからリジンを利用して HABP-C の

樹状二量体（（H-MLPHHGA）2K-NH2）および

四量体（[（H-MLPHHGA）2K] 2K-NH2）を設

計・合成し（Figure 3a）、ペプチド-CaP ハイブ

リッド形成において HAp結合部位が SBF 中で

クラスター化したときの効果について検討した。

その結果 HABP1-C の樹状オリゴマー化は、

得られるペプチド-CaP ハイブリッドの形態に

は影響を与えなかったが、樹状四量体におい

ては単量体や二量体と比較してはるかに短時

間で析出物を生じた 35)。このことは、樹状四量

体化がペプチドとCaP核の会合の初期段階を

加速していること、ペプチドのクラスター状態

がそれらのミネラリゼーション挙動に影響を与

えることを例示している。 

	

	

５．HABP1 を用いた SBF 中での材料表面へ

の HAp ミネラリゼーション 

Figure 4. HAp deposition on biotinyl-HABP1 

(B-HABP) immobilized on glass substrates 

via streptavidin. (a) Illustration of 

immobilization of B-HABP on glass 

substrates via streptavidin and HAp 

deposition thereon after incubation in 

1.5SBF, and (b) SEM image of the deposits 

formed on B-HABP-immobilized surface 

after 1 week incubation in 1.5SBF. 
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 次に固体基材上に固定化された HABP1 に

よる SBF 中でのミネラリゼーション挙動を解析

した。ガラス基板に対してアビジンを介してビ

オ チ ン 化 HABP1 （ B-HABP ） を 固 定 化 し

（Figure 4a）、1.5SBF に１週間浸漬させると、

基材表面上に板状構造を有する HAp の析出

が誘起された（Figure 4b）32)。1.5SBF 中におい

て生じた微小な CaP または HAp の核が固体

基材上に提示された HABP１配列に結合し、

それらが不均一核形成の足場となって HAｐの

結晶が成長したものと推測される（Figure 4a）。

SBF 中に溶解した HABP1 がシート状の析出

物を生じ た こ ととの 対比は 、 分布状態が

HABP1 ペプチドの SBF 中におけるミネラリゼ

ーション能に影響を及ぼすことを明確に示し

ている。 

 

 

 マテリアル結合性ペプチドを用いた高分子

材料表面への HABP1 の固定化と SBF 中での

HAp ミネラリゼーションについても検討した 36)。

モデル材料として、その機械的特性、熱安定

性などから医療機器等にも利用されているエ

ンジニアリングプラスチックの一種ポリエーテ

ルイミド（PEI）と、PEI 結合性ペプチド p1

（TGADLNT）を用いた。芹澤らによって同定さ

れた p1 は PEI フィルム表面に対して 108 M-1

オーダーの高い結合定数をもつ 37）。p1 配列

の C 末端側にジエチレングリコールリンカー

（EG2）を介して HABP1配列を導入したペプチ

ド p1-EG2-HABP を 設 計 ・ 合 成 し た 。

p1-EG2-HABP を PEI フィルムに吸着させた後、

1.5SBF に 48 時間浸漬させると、フィルム表面

に HAp が析出した（Figure 5a, b）。前述の

B-HABP を 固 定 化 し た 系 と 同 様 の 機 構

（Figure 4a）が考えられた。一方で SBF 中での

HAp の析出のみならず、p1-EG2-HABP を用

いることで溶液中に分散した HAp やCaP のナ

ノ粒子を PEI 表面に固定することもできた

（Figure 5c, d）。それら固定化されたナノ粒子

層は、1.5SBF で HAp の不均一核形成部位と

して有効に機能することも明らかとなった。こ

のようなアプローチは他の材料とその結合性

ペプチドについても適用可能である。溶液か

らの吸着によるペプチドの修飾という方法は、

プラズマ処理などの表面改質と比較して簡便

で低コストであり、また材料自体の化学的改質

を伴わない。さらに、基材の形状に制限がな

い。患者の症状にあわせて成型加工した後の

人工骨材料表面に HAp 層をコーティングする

技術としての利用など、さまざまな場面への応

用が期待される。 

 

６．微粒子固定化 HABP1 を用いた HAp-ペプ

チド複合体の作製 

 著者らは、微粒子固定化 HABP1 を用いた

HAp-ペプチドナノ複合体の作製にも取り組ん

でいる。ペプチド固相合成樹脂（ポリスチレン

などをベースとした微粒子）を用いることで、ペ

プチドを比較的疎に提示することができる。ペ

Figure 5. Deposition and immobilization of 

HAp on polyetherimide (PEI) substrates 

using HABP1 derivatives. (a, c) Illustration 

of deposition (a) and immobilization (c) of 

HAp on PEI using HABP1 derivatives. (b, d) 

SEM image of the deposits formed on 

p1-EG2-HABP treated PEI films after 3 days 

incubation in 1.5SBF (b) and the HAp 

nanoparticles immobilized on p1-EG2-HABP 

treated PEI films (d). 
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プチド固定化微粒子が SBF 中に分散した状

態は、前述までの SBF に溶解したペプチド分

子と、基板上に集積したペプチド固定化層と

の中間に位置する環境といえる。そのような環

境の違いが HABP1 のミネラリゼーション能に

与える影響に興味がもたれた。また、光解離

性リンカーを介して提示された HABP1 を SBF

中にて HAp と複合化をさせた後に光照射によ

り固相合成微粒子から切り出すことで、原理

的にはペプチド一分子に対して HAp が複合

化した構造体が得られると期待される（Figure 

6a）。 

 

 

 

  通常の Fmoc ペプチド固相合成法ではペ

プチド伸長反応後、トリフルオロ酢酸（TFA）な

どを用いて側鎖保護基の脱保護とともに担持

樹脂からの切り出しを行う。著者らは側鎖の保

護基に低濃度の TFA により脱保護可能な 4-

メトキシトリチル（Mmt）基を用い、低濃度の

TFA にて樹脂から切り出すことなく保護基の

脱保護のみを行うことで、固相合成担体微粒

子表面にペプチドを提示させることに成功し

た。提示されたペプチドは HAp 微粒子に対す

る結合性を有していることが確認され、また

HABP１配列と担体との間に光解離性リンカー

を導入した場合には提示されたペプチドを

UV 照射により樹脂から解離させることも可能

であった。 

 得られた HABP1 固定化微粒子を 1.5SBF 中

に浸漬させると、微粒子表面へ析出物が生じ、

固相合成担体微粒子に提示された HABP1 に

よる HAp 析出、複合化が示唆された（Figure 

6b）。一方で、微粒子表面への非特異的な析

出を完全に抑制できないなど解決するべき課

題も多い。今後、ペプチド密度や SBF への浸

漬条件を最適化するとともに、得られた複合

体の詳細なキャラクタリゼーションを進めてい

く予定である。 

	

７．まとめ 

 ペプチドを用いた生体模倣プロセスによるペ

プチド-HAp ナノハイブリッドの作製について

概説した。ペプチドの会合状態や存在状態が

HApあるいはCaPの析出挙動に影響をあたえ

ることが示された。溶解したペプチドから得ら

れるペプチド-CaP 複合体は骨置換材などとし

て、基材表面に固定されたHABP1によるHAp

析出はインプラント材料表面の HAｐによる機

能化法としての応用が考えられる。ペプチドの

組織化の形態は多様であり、本稿で紹介した

ような着想に基づく系の更なる発展が期待さ

れる。 

 生体に由来する有機-無機ハイブリッドに関

する研究は、精密な設計に基づく新たな有機

-無機ナノハイブリッド構造構築への挑戦と、

医療に役立つ材料開発という二つの大きな方

Figure 6. Creation of HABP1-HAp hybrids 

on peptide synthesis resins. (a) Schematic 

illustrations of the concept, and (b) SEM 

image of HABP1-presenting peptide 

synthetic resin after 1 week incubation in 

1.5SBF. 
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向性をもつ。骨が緻密なナノハイブリッド構造

から構築されていることを考えると、それらはき

っと統合できるはずである。著者らも微力なが

らこの分野に貢献していきたい。 
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