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Comparative Evaluation of Calcium Phosphates, Hydroxyapatite and Bone
using Raman Spectroscopy

Abstract: The purpose of this study was to evaluate synthetic calcium phosphates and animal bones using
Raman spectroscopy, and explore the possibility of its application in characterizing newly formed bone around
implants. Synthetic calcium phosphates (monobasic calcium phosphate, dibasic calcium phosphate and triba-
sic calcium phosphate), hydroxyapatite and rabbit bones with and without implants were analyzed in this
study. Slight differences in the Raman bands among the 3 types of synthetic calcium phosphate and hydroxya-
patite were observed. Furthermore, a 3 cm-1 difference was noted in the bands of the main PO4

3- in rabbit’s bone
formed around the implant compared to the existing bone, suggesting a difference in the molecular structure
between the existing and newly formed bone.
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緒言緒言緒言緒言緒言
生体内の硬組織においては、dicalcium phosphate dehydrate
(DCPD): CaHPO4-2H2O, octacalcium phosphate (OCP):

Ca8H2(PO4)6, carbonate apatite (CHA): Ca5(PO4,CO3)3(OH)を含
む、さまざまな異なるタイプのリン酸カルシウムが存在す
る１)。官能基[e.g., phosphate (P-O), carbonate (C-O), hydroxyl

本研究の目的は、合成リン酸カルシウム、hydroxyapatiteおよびインプラントを埋入したラビットの
骨組織をRaman分光器にて分析し、Raman分光器による硬組織中の微量成分の検出の可能性を探索
することである。合成リン酸カルシウム(monobasic calcium phosphate, dibasic calcium phosphate, tribasic
calcium phosphate)、 hydroxyapatiteおよびインプラントを埋入したラビットの骨を本研究の分析試料
とした。3種類の合成リン酸カルシウムおよびhydroxyapatiteの測定において、従来硬組織の研究に使
用されてきたX線回折では特定できなかった各々の物質に固有のRamanbandsを得ることが出来た。さ
らに、インプラントを埋入して6週後のウサギ脛骨において、インプラント周囲の新生骨と、既存骨
のPO4

3-に 3cm-1の差異が認められた。Raman分光器は 1cm-1の精密な分解能を有するため、ここで得
られた差異は、既存骨と新生骨との骨質の差異を意味している。よって Raman分光器は硬組織研究
領域の一端を担う手法として重要な役割を持つと考えられる。
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(O-H)]の存在を基礎とするリン酸カルシウムまたは骨の組
成は、FT-IRのような赤外線分光器を使うことによって明ら
かにすることが出来る1,2)。一方Raman分光器（RS）は赤外
線でなくレーザー光によるRaman siftを検出しており、生物
学的無機質（石灰化された組織の無機の段階）を評価する
のに用いられてきた3)。Raman分光器は、集束されたレー
ザー光を使用することにより1µmの空間分解能を検出する
ことができ、また現在における分子レベルの分析装置の中
で最も精度の高い機器であるといわれている3)。
近年、顎顔面領域へのインプラントの普及に伴い、インプ
ラント周囲に形成される新生骨に関する研究が活発である4-

6)。しかしその研究の多くは新生骨の形態計測に主眼を置く
ものであり、実際にどのような骨が新生されているのか、イ
ンプラントに負荷されるであろう過重に耐え得る骨なのか、
あるいは既存骨との差異はみられるのか等、新生骨の質そ
のものについて詳細に評価を行ったという報告はごくわず
かである 7 )。本研究の目的は、合成リン酸カルシウム、
hydroxyapatiteおよびインプラントを埋入したラビットの骨
組織をRaman分光器にて分析し、Raman分光器による硬組

織中の微量成分の検出の可能性を探索することである。

　
試料および方法試料および方法試料および方法試料および方法試料および方法

試料
　今回の実験においてRaman分光器にて測定された試料は、
インプラントを埋入したウサギの脛骨、合成リン酸カルシ
ウム（① monobasic calcium phosphate: Ca(H2PO4)2, ② dibasic
calcium phosphate: CaHPO4,③ tribasic calcium phosphate:
Ca3(PO4)2　: Wako Pure Chemical Industries Ltd. Japan）および
hydroxyapatite （1200℃、1時間焼成：岡山大学　永井教之
教授）である。試料は粉末状にて使用した。

動物実験
　実験プロトコールは、日本大学松戸歯学部実験動物倫理
委員会の承認を受けて実施された。（承認番号　第 04-0027
号）実験動物は 18週齢、約 3kg、12羽のNew Zealand White
Rabbit（三協ラボサービス）を使用した。全身麻酔は、ペン
トバルビタールナトリウム溶液（ネンブタール 大日本製
薬）を用いて実験動物に 25mg/kgの耳静脈内注射で投与し
た。膝関節から抹消側 20mmの脛骨に、緻密骨の長軸に対
し垂直に直径 2.8mm、深さが反対の緻密骨に達するように
埋入窩の形成を行った。左右両側に直径 2 . 8 m m、長さ
10.0mmのTi-15%  Zr-4% Nb-4%Ta合金製インプラントを一
本ずつ埋入し、埋入後にインプラント体の動揺がないこと
を確認した。観察期間は3週、6週、12週とし、ペントバル
ビタールナトリウム溶液の耳静脈内過剰投与にて安楽死さ
せた。今回は埋入6週後の脛骨を試料とした。その後、摘出
された脛骨はホルマリンによる固定を行った後、アルコー
ル系列による脱水および樹脂包埋を行い、非脱灰標本とし
た。
偏光顕微鏡による観察　

  本実験では試料中の骨の存在を確認するために偏光顕微
鏡を使用した。偏光顕微鏡による観察は、平行ニコル法、ク
ロスニコル法および検板法にて行った。

Raman分光器
   Raman分光器は、試料の分子構造についての情報を特徴
づけるのに用いられる。試料の粉末は、スライドグラスの
上に置かれ、それらのデータはKaiser社のRaman RXN1マ
イクロスコープシステム(S.T. JAPAN Inc., Japan)　を用いて
収集した。測定はそれぞれ試料に最適なデータを得るため
の励起波長として、ウサギの骨組織は532 nm および785 nm
、合成リン酸カルシウムおよび hydroxyapatiteは 532 nmに
て行われた。使用された機械の分解能は約1 cm-1であった。
測定に際し、あらかじめ機械を標準試料であるシリコンに
て調整した。それぞれの試料について 100～ 3700 cm-1のス
ペクトルにおける情報を収集した。収集されたデータは、分

析ソフトGRAMS (Thermo Galactic©, France) にて分析し
た。

実験成績
偏光顕微鏡による観察
　偏光顕微鏡による観察結果をFig. 1に示す。既存骨ではコ
ラーゲン線維による青色から黄色の強い偏光特性を示した。
インプラント周囲にも、散在性に強い偏光特性を示す部分
が観察され、新生骨の存在を確認することができた。Fig. 1

Raman分光器による測定
合成リン酸カルシウム（① monobasic calcium phosphate:
Ca(H2PO4)2, ② dibasic calcium phosphate: CaHPO4,③ tribasic
calcium phosphate:Ca3(PO4)2およびhydroxyapatiteのスペクト
ルを Fig.2に示す。
   dibasic calcium phosphateと tribasic calcium phosphateで
963 cm”1にシャープな PO4

3-の Raman bandsを、monobasic
calcium phosphateと tribasic calcium phosphateで1047 cm”1に
わずかなPO4

3-のRaman bandsを確認することができた。イ
ンプラントを埋入して 6週後のウサギ脛骨における既存骨
のスペクトルをFig. 3、既存骨と新生骨のν1 PO4

3-を示すバ
ンドをFig. 4に示す。また、これらのバンドのピークをTable
1にまとめた。3種類のリン酸カルシウム、hydroxyapatite、
骨組織それぞれに固有の特徴ある Raman bandsが得られ、
Raman分光器にて各々の差異の検出が可能であった。Fig. 2
～ 4、Table 1

考察および結論考察および結論考察および結論考察および結論考察および結論
　リン酸カルシウムは組織変動、組織置換が容易に起こる
ため、Raman bandsの高さだけで、その分子量を特定するこ
とは困難である。今回用いた合成リン酸カルシウムは、Ca2

＋や PO4
3-を含む分子量が異なるために、各リン酸カルシウ

ムで異なる Raman bandsが確認できた。また、そのパター
ンはそれぞれのリン酸カルシウムに固有のものであること
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Fig.1 ウサギ脛骨（インプラント埋入 6週後）の偏光顕微鏡像
         a：既存骨の拡大像　　b：新生骨の拡大像
　　　　 矢印は強い偏光特性を示す部分

Fig.2  3種類のリン酸カルシウムおよび hydroxyapatiteの 200-2000cm-1における Ramanスペクトル
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Fig.3•インプラントを埋入して6週後のラビット脛骨（既存骨）の
Ramanスペクトル

から、生体中における微量成分の検出にRamanを使用する
ことの有用性が明らかとなった。
次にインプラントを埋入して 6 週目の骨試料の測定を
Ramanにて行ったが、今回測定に使用した骨試料は樹脂
よって包埋されていたため、通常の光学顕微鏡で観察した
場合、試料に浸潤した樹脂と骨組織との区別は非常に不明
瞭であった。骨の非脱灰標本は、有機成分および無機成分
のいずれをも含有しているため、偏光顕微鏡において複屈
折による特徴的な偏光像、および干渉像を呈示する8)。よっ
て本実験で試料中の骨の存在を確認するために偏光顕微鏡
を使用したところ、既存骨と同様インプラント周囲にも、散
在性に強い偏光特性を示す部分が観察され、新生骨の存在
を確認することができたため、同部位を新生骨の測定部位
とした。
実際の測定においては、レーザーパワーおよび積算数等の
パラメータを最適化することにより、ベースラインの安定
化、それぞれの官能基におけるピークの明確化を行うこと
ができた。励起波長 532nmの測定においては骨に含まれる
有機構成成分（主にコラーゲン）による蛍光のために、明
確な Raman bandsを観察することはできなかった。しかし
レーザーの励起波長を 785nmに変化させると、骨試料のス
ペクトルにおける bandsは明確になることが明らかとなっ
た。

 

a 
b 

cm-1 
990 975 960 945 930 

Fig.4 インプラントを埋入して6週後のラビット脛骨のν1 PO4
3-

Raman bands
　　a：既存骨 959 cm-1    b：新生骨 962cm-1

インプラント周囲に形成された新生骨と既存骨では、ν 1

PO4
3-のRaman bandsにおいて 3 cm”1の差異が認められ、既

存骨と新生骨との分子構造に差があることを確認すること
ができた。これは、成熟した既存骨と比べインプラント周
囲における新生骨の石灰化度が未熟であるためと考えられ
る。
従来硬組織研究に使用されてきた FT-IRまたはX線回折で
は、hydroxyapatiteや他のリン酸カルシウムの差異を検出す
ることは出来なかった。また硬組織の分析において、X線
回折におけるパターンはブロードであったが、本研究に使
用したRaman分光装置は1 cm-1の精密な分解能を有するた
め、骨試料の測定においてシャープなピークを得ることが
でき、リン酸カルシウムとhydroxyapatiteまたhydroxyapatite
と骨との間の差異を検出することが可能であった。さらに、
非破壊的であり再現性に優れ、また集束されたレーザー光
を使用することで1µmでのポイント分析が可能であること
から、Raman分光装置は生体硬組織における微量な組成の
研究に適した装置であると考えられた。
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       monobasic               dibasic                         tribasic                                     exsisting
calcium phosphate  calcium phosphate  calcium phosphate  hydroxyapatite        bone

   433    423  430 431 425
         528    582  589 590 582
         670    963  963 959 959
         914    987 1047 1047                  1039
       1047  1086 1082 1085                  1457

Table 1　 3種類のリン酸カルシウムおよび hydroxyapatiteにおける Raman bandsの位置比較
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