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研究成果の概要（和文）：人工的歯石形成の実験系を確立し酸化LDLの歯石形成への関与を検討した。その結果、走査
型電子顕微鏡による観察では、メンブレンを水、LDL、酸化LDLに浸漬した場合と比較してHDLのみが異なった結晶構造
を示した。透過型電子顕微鏡による観察では、LDL、酸化LDLを反応液に添加した場合、ハイドロオキシアパタイト様の
結晶が観察された。電子線マイクロアナライザによるカルシウム、リンの比率の定量では反応液に酸化LDLを添加した
場合が最もハイドロオキシアパタイトに近い結晶を生成していた。以上の結果により酸化LDLは歯石の主成分であるハ
イドロオキシアパタイトの形成を促進している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established the artificial dental calculus formation system and investigated 
the effect of ox-LDL for the formation of dental calculous. By the SEM analysis, clearly distinguished 
crystals were observed when membrane was immersed in HDL. By the TEM analysis, Hydroxyapatite like 
crystals was observed when Ca solutions were mixed with LDL or ox-LDL. And Ca/P of the crystals with 
ox-LDL was highest when compared with LDL, HDL. These results indicated that ox-LDL promote the dental 
calculus formation.

研究分野：口腔衛生学
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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は生体に
存在するアルブミンやファチュイン等であ
り、ナノバクテリアの存在自体が否定された。 
しかし、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。その結果、ナノバクテリア抗体に
反応するタンパク質が複合脂質である酸化
LDL の抗体に反応することが分かった。 
歯周病は喫煙習慣、肥満、糖尿病との関連か
ら生活習慣病として位置づけられている。特
に血清中の酸化 LDL はいわゆる悪玉コレス
テロールとして知られており、基礎的な検討
から歯周病との関与も示唆されている。口腔
内に出血がある場合、歯原性菌血症が起こり
やすく、血中に侵入した菌が血管壁に付着す
ると炎症を惹起し、酸化 LDL（ox-LDL）を
生成することが知られている。その一方で歯
周病の主たる病因である歯石は現在でもそ
の形成のメカニズムは明らかではない。この
ような観点から歯石形成と酸化 LDL の関連
について検討を行った。 
２．研究の目的 
本研究課題においては、ox-LDL の石灰化へ
の影響を検討することを目的とした。特に
我々の研究グループが確立していた人工的
に歯石の主成分であるハイドロオキシアパ
タイトを生成する実験系は 10L 単位で生成
を行う系であり、よりコンパクトにハイドロ
オキシアパタイトを生成する系の確立を目
指した。その系を用いて ox-LDL の歯石形成
への関与を検討することを目的とした。 
３．研究の方法 
流動的な人工的歯石形成方法 
Flow cell を用いて Cell にメンブレンを固
定しカルシウム溶液として 13g/75ml の濃度
の Ca(NO2)2・4H2O 溶液を 24 時間流した。その
後、24 時間蒸留水を流し洗浄した後リン酸溶
液として 4.06g/l の濃度の（NH4）2HPO4を 24
時間流した。この各溶液の濃度では Ca/P の
比率が 2.31 となり理論上ではハイドロオキ
シアパタイトが生成する。メンブレンにはコ
ントロールとして蒸留水、HLD,LDL,ox-LDL の
各溶液に浸漬したものを用いた。メンブレン
上の結晶は走査型電子顕微鏡（SEM）にて観
察を行った。 
静的な人工歯石形成方法 
Ca(NO2)2・4H2O 500μl をエッペンチューブ
に入れ HDL,LDL,ox-LDL をそれぞれ 10μg/ml
添加し室温で回転式のローテーターで 1時間
混和した。その後、（NH4）2HPO4を 500μl 添
加し同様に室温で回転式のローテーターで 1
時間混和したのち、遠心分離により上清を除

いた後70％エタノールで2回洗浄したものを
サンプルとした。これらのサンプルは透過型
電子顕微鏡（TEM）により結晶構造を観察し
た。また、各結晶のカルシウム、リンを電子
線マイクロアナライザーで定量を行った。 
４．研究成果 
流動的な人工的歯石形成方法による結晶構
造の観察と HDL,LDL,ox-LDL の影響 
一般的に生体内の様々な物質は石灰化に対
して抑制的に働くことが知られている。 
今回の SEM による結晶構造の観察では、メン
ブレンを HDLに浸漬した場合のみ特異的な結
晶構造が観察された（図１（B））。この構造
は様々なイオンの影響によるものであり、ハ
イドロオキシアパタイトとは異なる構造で
ある。 
 
図１流動的な人工的歯石形成方法による結
晶構造 
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これに対してメンブレンを LDL、ox-LDL に
浸漬した場合はコントロールに近い像を観
察することができた（図１（A）,（C） ,(D)）。 
 
 
静的な人工歯石形成系による結晶構造の透
過型電子顕微鏡（TEM）による観察 
 
研究の方法に記載した方法により作成した
結晶をTEMにより観察した像を図2に示す。 
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(A) コントロール（添加物なし） 
(B) HDL 
(C) LDL 
(D) ox-LDL 
 

図 2（A）のコントロールでは比較的大きな
ハイドロオキシアパタイト様の結晶構造が
多く観察された。これと比較して LDL、
ox-LDL 添加では大きな結晶構造は観察され
なかったが四角で囲んだ像のようなアパタ
イト様の結晶構造が多く観察された。これと
比較して（B）の HDL 添加ではこのような
構造は観察されなかった。 
 
 
電子線マイクロアナララーザーによる結晶
成分の分析 
 
電子線マイクロアナララーザーによる結晶
成分カルシウム、リンの測定結果とカルシウ
ムとリンの比率（Ca/P）を表１に示す。 
 
 
表 1 電子線マイクロアナラーザーによる結
晶のカルシウム、リンの測定結果とその比率 
 Ca P Ca/P

HDL 1039.316 2093.193 0.50

LDL 1076.095 1922.785 0.56
ox-LDL  1458.702 1916.728 0.76
コントロール 1334.532 2234.949 0.60
 
ハイドロオキシアパタイトを人工的に形成
する場合、完全なハイドロオキシアパタイト
のみの結晶は形成されず多くは第 3リン酸カ
ルシウム、オクタカルシウムホスフェート、
テトラカルシウムホスフェートの混合物が
形成される。 
これらの結晶のなかで Ca/P はハイドロオキ
シアパタイトのCa/Pが最も大きいためCa/P
が大きい程、ハイドロオキシアパタイトの含
有率が高い事を示す。今回の測定結果ではコ
ントロール(添加物なし)と比較して HDL 添
加で Ca/P 比が最も低く、LDL 添加ではコン
トロールより低い値を示した。これに対して
ox-LDL 添加ではコントロールより高い値を
示した。 
以上の結果により HDL はハイドロオキシア
パタイト形成への関与は少なく、他の結晶の
形成を促進し LDL、特に酸化 LDL はハイド
ロオキシアパタイトの結晶形成を促進して
いる可能性が示唆された。 
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