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研究成果の概要（和文）： 
ウシ血清中では、ナノバクテリアモノクロナール抗体に反応するタンパク質はすべてハイドロ

オキシアパタイト強く結合し、一種類のみがハイドロオキシアパタイトに陽イオン結合し、残

りのタンパク質はハイドロオキシアパタイトにアフィニティー結合していた。ハイドロオキシ

アパタイトに対して陽イオン結合しているタンパク質の単離精製に成功した。残りのタンパク

質はゲル濾過クロマトグラフィーにより分離を試みたがその電気泳動像は必ずしも分子量に従

って分離されなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We tried to purify the proteins that react to the monoclonal antibody for the Nano 
bacteria from the bovine serum. These proteins strongly bind to the hydroxyapatite. 
Among these proteins, one of them binds to hydroxyapatite by cationic reactions and 
others are bind to hydroxyapatite by affinity reactions for the calcium. We success in 
the purification of the protein that bind to hydroxyapatite by cationic reactions. By the 
gel filtration chromatography, other proteins that bind to the hydroxyapatite by 
affinity reactions for the calcium were collected in fixed fractions, however, we could 
not single out these proteins. By the mass analysis, these proteins included the 
components of the common fatty acid complexes that related to the life style diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
ナノバクテリアは生体内での異所性石灰化
に関与する生命体として発見された。しかし、
実験結果の再現性が乏しく生命体であるこ
とは否定された。さらにナノバクテリアのモ
ノクロナール抗体に反応するタンパク質が
同定されたが、これらのタンパク質が何らか
の形で生体内での異所性石灰化に関与して
いる可能性が高いため、ナノバクテリアモノ
クロナール抗体に反応するタンパク質の精
製、同定を試みた、 
 
２．研究の目的 
ナノバクテリアモノクロナール抗体に反応
するタンパク質の精製および同定。 
 
３．研究の方法 
ウシ血清を用いて様々なクロマトグラフィ
ーの手法でナノバクテリアモノクロナール
抗体に反応するタンパク質の精製を行った。
用いたクロマトグラフィーの方法は陰イオ
ン交換クロマトグラフィー、陽イオン交換ク
ロマトグラフィー、ハイドロオキシアパタイ
トクロマトグラフィー、アフィニティークロ
マトグラフィー（ヘパリンカラム、
Chibaclone Blue）ゲル濾過クロマトグラフ
ィーである。タンパク質の分析は SDS 電気泳
動で行い、ナノバクテリアモノクロナール抗
体との反応性に関してはウエスタンブロッ
トによって確認した。 
 
４．研究成果 
ウシ血清からのナノバクテリアモノクロナ
ール抗体に反応するタンパク質の精製を行
った。その結果、ナノバクテリアモノクロナ
ール抗体に反応するウシ血清中のタンパク
質はすべてハイドロオキシアパタイト強く
結合する性質を有していた。これらのタンパ
ク質のうち一種類のみがハイドロオキシア
パタイトに陽イオン結合しており、残りのタ
ンパク質はハイドロオキシアパタイトのカ
ルシウムに対して親和性を有しアフィニテ
ィー結合していることが明らかとなった。こ
れらのタンパク質のうちハイドロオキシア
パタイトに対して陽イオン結合しているタ
ンパク質の単離精製に成功した(図 1)。残り
のタンパク質はすべて陽イオン交換樹脂、陰
イオン交換樹脂をはじめとする市販の様々
なクロマトグラフィー用の樹脂に対して同
一の性質を示しこれらの樹脂を用いたクロ
マトグラフィーによる単離は不可能であっ
た。また、これらのタンパク質はハイドロオ
キシアパタイトを用いたクロマトグラフィ
ーにおいても高濃度のリン酸を使用しない
と流出せず、ハイドロオキシアパタイトに対
する結合力が強力であることが明らかとな

った。 
分子量を基準に分離できるゲル濾過クロマ
トグラフィーにより分離を試みたところナ
ノバクテリアモノクロナール抗体に反応す
るタンパク質は一定のフラクションに集中
して回収され、そのフラクションの SDS 電気
泳動像は必ずしも分子量に従って分離され
た泳動像ではなかった(図 2)。このことから、
ナノバクテリア抗体に反応するタンパク質
のうちハイドロオキシアパタイトに対して
アフィニティー結合するタンパク質はウシ
血清内では単一のタンパク質ではなく複合
体として存在していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 単離に成功したナノバクテリアモノク
ロナール抗体に反応するタンパク質 
1,3 分子量マーカ 
2 SDS 電気泳動像 （銀染色） 
4 一次抗体にナノバクテリアモノクロナー
ル抗体を用いたウエスタンブロット像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

図 2 ハイドロオキシアパタイトにアフィニ
ティー結合したタンパク質のゲル濾過によ
る分離像  
上段:SDS 電気泳動像（クマシーブルー染色） 
下段: 一次抗体にナノバクテリアモノクロ
ナール抗体を用いたウエスタンブロット像 
列の番号が大きくなるほど溶出時間が長い
（分子量が小さい）しかし、上段の SDS 電気
泳動像から必ずしも分子量に従って分離さ
れているわけではない。 
 
そこで SDS電気泳動ゲルから切り出しを行い
質量分析によりタンパク質の同定を試みた
ところ、これらのタンパク質の一部は日と血
清中にも存在する脂質複合体の一部でるこ
とが明らかとなった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 
図 2と同じサンプルの脂質複合体に対するモ
ノクロナール抗体によるウエスタンプロッ
ト像 
左端はポジティブコントロール 
ナノバクテリアモノクロナール抗体に反応
性が強いサンプルほど脂質複合体モノクロ
ナール抗体に対する反応性も強い。 
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