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内 容 の 要 旨

　Amorphous calcium phosphate（ACP）は，骨や歯などの生体硬組織に存在するとともに，骨伝導性，生分解性，生物
活性などの優れた生物学的特性を持つため，積極的に組織の再生を誘導する生体活性材料として，歯科分野ではセメントの
フィラー，歯磨剤，チューインガムに配合応用されている．
　ACP の溶解性（solubility）は他のリン酸カルシウム結晶に比べて高いことが明らかとなっており，このことから唾液
などの生体緩衝液にも高い溶解性を示すことが予想される．ACPを口腔内で臨床応用すると考えるならば，緩衝液中での
ACPの挙動について考慮する必要がある．
　Calcium（Ca）イオンとリン酸イオンの過飽和溶液から析出する結晶相についてはこれまで，リン酸カルシウム溶液から
ACPが生成し，中間生成物であるOctacalcium phosphate（OCP）様の結晶を経て硬組織の主成分であるHydroxyapatite
（HAp）に相転換する（Passway 1）と考えられてきた．しかし，近年の研究によってリン酸カルシウム溶液から生成した
ACPがOCPを介さずにHApが析出するケース（Passway 2），あるいはリン酸カルシウム溶液から直接HApが析出するケー
ス（Passway 3）があることも明らかとなった．
　一方，緩衝液にACPを浸漬した場合には Ca イオンとリン酸イオンが溶出する可能性が高く，この場合にはHApが直
接析出する（Passway 3）可能性がある．また，浸漬したACP から上記のOCP を経てHAp へ（Passway 1），あるいは
OCPを経ることなくHApへ（Passway 2），これらいずれかの経路で最終的にHApが析出する可能性も考えられる．
　また，HApの析出とその後の結晶成長には様々なタンパク質やイオンが影響を与えることが明らかとなっており，am-
elogenin や fluoride，aspartic acid（Asp）などは促進的に作用し，carbonate や magnesium，casein phosphopeptide（CPP）
などは遅延的に作用することが知られている．
　上述のように，ACPは他のリン酸カルシウム結晶と比較して溶解性が高く，溶出した Ca イオンとリン酸イオンは硬組
織に対して効果的なイオンの供給源になり得ると考えられる．このことからACPを生体活性材料として臨床応用する場合
には，タンパク質やイオンを複合材料として加工しACPから持続的かつ多量にイオンを遊離させる方法がとられる．
　しかし前述の複合材料としてではなく，不純物を含まないACPでかつ安定な粉体として歯質に応用することができれば，
生体活性材料としての利便性も拡がると考えられる．
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　そこで，本研究ではACPパウダーを生化学的緩衝溶液中に浸漬し，その溶解性と沈殿物の相転換について分析を行った．
このとき緩衝液としては，水に良く溶け濃厚な緩衝液が作成できる，酸解離平衡が濃度・温度・イオン組成の影響を受けに
くい，金属イオンとの錯形成能が小さい，可視・紫外部に吸収を持たないために目的成分の検出が容易である，などの本実
験に関わる重要な特徴を備えているGood buffer を用いた．
　不純物を含まないACPパウダーを作成した後，Good buffer の中でも細胞毒性が低く，温度によるpHの変化を比較的受けに
くい 4-（2-hydroxyethyl）-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES）緩衝液を用いてACPおよび他のリン酸カルシウム結晶の
溶出Calcium（Ca）量を測定した．また，HEPES緩衝液に対するコントロールはdistilled and deionized water（DW）とした．
さらに，5℃，20℃，37℃の緩衝液にACPを浸漬し，15分後から24時間後までの溶出Ca量を測定した．析出した固相につい
てX線回折による解析と透過型電子顕微鏡による形態観察を行った．
　その結果，HEPES 緩衝液では 15 分後にすでにHAp の析出が確認された．また，すべての実験群のX線回折において
15 分後でOCPのピークの出現は確認できなかった．したがって，HEPES 緩衝液によって Passway 1，2，3 のイオン交換
が迅速に行われたことによりACPの急速な相転換が生じた可能性がある．しかし，これまでOCPを介してHApに相転換
したとの報告もあるので，この 15 分間にOCP が出現する可能性は否定できない．今後，さらに短時間の結晶相の変化に
ついて詳細に調べる必要がある．
　上述したACPの急速な相転換は，溶液温度に依存するのではないかと推測した．本実験結果より，溶液温度 5℃では経
時的にACPからの溶出 Ca 量は増加したが，37℃では逆に，経時的に溶出Ca 量は減少した．37℃で溶出 Ca 量が減少した
のは，溶出した Ca が非晶質ではなく結晶質として析出した可能性が考えられた．結晶質の出現を確認するためXRDで経
時的に試料の分析を行った結果，37℃では時間経過とともにHApの回折角に一致するピークの出現が認められた．これに
より溶出したCaイオンとリン酸イオンから，またはACPからHApが，析出したことが確認された．
　本実験では不純物を含まないACPを用いたが，このACPは結晶と比較して溶解性が高いという報告がある．本実験に
おいてもACPは他の結晶質よりも溶解性が有意に高いことが確認された．加えて，緩衝液はDWと比較してイオン強度が
大きく，圧倒的にアニオンおよびカチオンが多いため，Ca イオンおよびリン酸イオンが溶出しやすいと考えられる．この
ことからHEPES 緩衝液中にACPを浸漬すると多量のイオンが溶出し，この溶出した Ca イオンとリン酸イオンから直接
HApが析出すると考えられ，同時にACPからも相転換によりHApが析出すると考えられる．
　XRDのピークの分析結果から 5℃，37℃どちらの温度であってもHEPES に浸漬した試料は 15 分後の時点でHApに相
転換していたが，DWに浸漬した試料は 15 分後の時点でHApに相転換していなかった．これらの結果から，溶液温度よ
りもHEPES の緩衝能のほうが相転換に影響を与えたと考えられる．
　本実験群において 37℃のHEPES 緩衝液に 24 時間インキュベーションした試料の析出物は，最も大きなHApの結晶に成
長した．結晶の成長因子には熱とHEPESの緩衝能の 2つが考えられる．熱によって結晶成長が促進されるのは当然のことと
して，HEPESの緩衝能も影響したと考えられる．HApはOCP，DCPD，TCPと比較して pH7の中性環境で安定した phase
として存在することができ，本実験でHEPESの pHを 7.4 に維持したことがHAp結晶の成長を促進した理由と思われる．
　本研究によってHEPES 緩衝液に浸漬したACPは，容易に Ca イオンおよびリン酸イオンを放出し，HApへの相転換が
速やかに進行することが明らかとなった．さらに，熱力学的な作用に加えて緩衝液の作用によりHApの結晶成長が促進さ
れると考えられた．

審査の結果の要旨

　Amorphous calcium phosphate（ACP）は，骨や歯などの生体硬組織に存在するとともに，骨伝導性，生分解性，生物
活性を持つため，組織再生を誘導する生体活性材料として広く用いられている．ACPを臨床応用する場合には，タンパク
質やイオンを複合材料として加工しACPから持続的かつ多量にイオンを遊離させる方法がとられている．ACPの溶解性は
他のリン酸カルシウム結晶に比べて高いことが明らかとなっており，溶出した Calcium（Ca）イオンとリン酸イオンは硬
組織に対して効果的なイオンの供給源になり得ると考えられる．不純物を含まないACPでかつ安定な粉体として歯質に応
用することができれば，生体活性材料としての利便性も拡がると考えられる．
　そこで，本研究では不純物を含まないACPパウダーを生化学的緩衝溶液中に浸漬し，その溶解性と沈殿物の相転換につ
いて分析を行った．HEPES 緩衝液を用いてACPおよび他のリン酸カルシウム結晶の溶出 Ca 量を測定した．HEPES 緩衝
液に対するコントロールはDWとした．さらに，5℃，20℃，37℃の緩衝液にACPを浸漬し，15 分後から 24 時間後まで
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の溶出Ca量を測定した．析出した固相については，X線回折による解析と透過型電子顕微鏡による形態観察を行った．
　その結果，HEPES 緩衝液では 15 分後にすでに Hydroxyapatite（HAp）の析出が確認された．また，溶液温度 5℃で
は経時的にACPからの溶出 Ca 量は増加したが，37℃では逆に減少した．X線回折で経時的に試料の分析を行った結果，
37℃では時間経過とともにHApの回折角に一致するピークの出現が認められた．すなわち，HEPES 緩衝液中にACPを浸
漬すると多量のイオンが溶出し，この溶出した Ca イオンとリン酸イオンまたはACPから HApが析出すると考えられる．
本実験群において 37℃の HEPES 緩衝液に 24 時間インキュベーションした試料の析出物は，最も大きなHApの結晶に成
長した．熱によって結晶成長が促進されたことに加え，HEPES の緩衝能も影響したと考えられる．
　以上のことから，HEPES 緩衝液に浸漬したACPは，容易に Ca イオンおよびリン酸イオンを放出し，HApへの相転換
が速やかに進行することが明らかとなった．さらに，熱力学的な作用に加えて緩衝液の作用によりHApの結晶成長が促進
されると考えられた．これらの結果は，HEPES 緩衝液とACPの併用が，HAp析出に有効である可能性を示唆している．
　本研究は，ACPの生体活性材料としての新たな臨床応用法につながる成果と考えられる．
　よって，本論文は博士（歯学）の学位請求論文として十分な価値を有するものと判定した．


