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研究成果の概要（和文）： 
石灰化ナノ粒子(Calcificaton Nano Particle: CNPs)がヒト血液および唾液中に存在すること

が明かになった。また、高速液体クロマトグラフィーにウシ血清から分離した CNPs のモノク

ロナール抗体である８D10 と反応するタンパク質はハイドロオキシアパタイトと結合するこ

とが電子顕微鏡観察で明らかとなった。これらの事実は CNPs が歯石形成に関与することを示

唆するものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We find out that the Calcificaton Nano Particle(CNPs) is existed both in human serum 
and saliva. The bovine serum protein separated by the high performance liquid 
chromatography were reacted to the monoclonal antibody for the CNPs. And these proteins 
were strongly attached to the hydroxyapatite. These results suggested that the CNPs may 
contribute to the dental calculus formation.  
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１．研究開始当初の背景 

石 灰 化 ナ ノ 粒 子 (Calcificaton Nano 
Particle: CNPs)は当初、直径 0.1-0.5μm の
粒子で、生理的条件下において生体内で石灰
化する生命体として発見され、ヒト血清、ウ
シ胎児血清から分離された。CNPs から遺伝
子が分離され、当初は 16SrRNA のシークエ
ンスからα-2 Subgroup Proteobacteria に属
する細菌と考えられ、ナノバクテリアと呼ば
れそのモノクロナール抗体も開発された。細
胞培養の条件下で前述の抗体による CNPｓ

陽性者の血清を長期間にわたり培養を行う
と、石灰化粒子が形成される。この現象を電
子顕微鏡で観察するとナノバクテリアがそ
の細菌壁にリン酸カルシウムを沈着させる
現象であり、ナノバクテリアが石灰化の核に
なる生命体であるとして捉えられていた。特
にRatにCNPs陽性患者の血清を静注した結
果、腎結石を形成したことから、生体内での
異所性の石灰化が関与する疾患として腎結
石、動脈硬化、尿道結石をはじめ、我々がレ
ビューした限りでは、23 の疾患に関連する物



また基準値により CNPs 陽性と陰性にわけク
ロス集計を行ったものを表 1に示す。 

質であるとされ研究が進められている。その
後、CNPs からの細菌の遺伝子の分離には再
現性がなく培養中におこる細菌のコンタミ
の可能性が高く、現在では CNPs は非生命体
であるという結論に落ち着いているものの、
CNPs の本体がどのような物質であるかとい
う研究はほとんど進歩がみられない。 

表 1に示すように血清中で陽性であっても唾
液中で必ずしも陽性 
になるわけではないことが明かになった。こ
れは口腔内は特殊な環境であり、歯石沈着は
尿路結石や腎結石と関連なく生じることを
示唆するものである。 その一方でCNPsの第一人者を主体として

フィンランドで Nanoback 社が設立され
CNPs のモノクロナール抗体、ELISA キット、
CNPs を体内から排除する製剤として EDTA
を主成分とするサプリメント等が販売され
ている。このような市販品があるため、近年
の世界的なCNPsの研究の動向としては臨床
研究が主体となっており、前述の疾患の内、
腎結石、動脈硬化、尿道結石を持つ患者の血
清中の CNPs を ELISA で定量したり、CNPs
を除去するためにキレート療法として
EDTA を服用し、臨床経過を追うなどの臨床
研究が主体に行われている。このような観点
からすると歯周病も異所性の石灰化として
歯石形成を伴う疾患である。しかし、CNPs
と歯周病の関連においてはその関連性を推
測した Letter が一編あるのみで、CNPｓと
歯周病の関連を科学的に解明した論文は存
在しない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 血清中 CNPs と唾液中 CNPｓとの関連 
 
 
 

２．研究の目的  
 石灰化ナノ粒子を分離精製すべく生体材

料をはじめとする様々な物質からCNPsの分
離を試み、さらに血清および唾液に CNPs が
含まれるかを検討し、CNPｓが歯石形成に関
与するかを検討することが目的である。 

 
 

表 1 血清中 CNPｓ陽性、陰性と唾液中 CNPｓ
陽性、陰性とのクロス集計表 

３．研究の方法  
高速液体クロマトグラフィーにより分離し
たタンパク質とハイドロオキシアパタイト
との結合を電子顕微鏡で検討した結果を示
す。図 2 に示すように CNPs のモノクロナー
ル抗体である 

高速液体クロマトグラフィーにより血清
をサンプルとし、CNPs のモノクロナール抗
体である 8D10 に反応するタンパク質を単離
する。使用したサンプルはウシ血清である。
ウシ血清は実験用として市販されており、比
較的安価に大量にサンプルが購入できるこ
と、倫理的な問題がないことから使用した。
高速液体クロマトグラフィーで使用したカ
ラムは CM Sepharose ,DEAE Sepharose, 
Hydoroxyapatite Type I(Bio Rad),脱塩用と
して Sephadex G25 を使用した。また、精製
したタンパク質は SDS PAGE 電気泳動によ
り分離し、ウエスタンブロットを行った。 

8D10 と反応するタンパク質がハイドロオキ
シアパタイトと結合している状態が観察で
きる。 
 
 
 
 
 
 精製したタンパク質を用いてハイドロオ

キシアパタイトとの結合を電子顕微鏡によ
り観察し、コオロイダルゴールドにより染色
しタンパク質の存在を確認した。 

 
 
 
 ヒトサンプルの血清、および唾液と CNP

ｓの関連については Nano Capture ELISA
を用いて定量を行った。 

 
 

４．研究成果 図 2 CNPs のモノクロナール抗体に反応 
するタンパク質（ウエスタンブロット）およ
びそのタンパク質とハイドロオキシアパタ
イトとの結合（電子顕微鏡像） 

 血清中および唾液中の CNPs の関連を図 1
に示す。図 1 に示すように血清と唾液中の
CNPs は必ずしも相関をしめさなかった。 
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