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研究成果の概要（和文）：歯根の組織に内在するタンパク質分解酵素活性の分布およびその活性を可視化する方
法を創出し、酵素活性の分布や活性化、その抑制物質の効果について検討した。その結果、歯根組織に内在する
タンパク質分解酵素活性の分布および酵素が酸により活性化されることが明らかになった。また、タンパク質分
解酵素活性は、クロルヘキシジン、フッ化ジアンミン銀、エピガロカテキンガレート、水酸化カルシウムにより
抑制されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We have developed methods to visualize the distribution of proteolytic 
enzyme activity in the root tissues and its activation, and investigated the distribution and 
activation of enzyme activity and the effects of inhibitors on them. As a result, it was proved that
 the distribution of proteolytic enzyme activity in the root tissue and the enzymes are activated by
 acid. It was also found that proteolytic enzyme activity was inhibited by chlorhexidine, silver 
diamine fluoride, epigallocatechin gallate, and calcium hydroxide.

研究分野： 口腔生化学、保存修復学、歯周病学

キーワード： 根面う蝕　脱灰　タンパク質分解　細菌　唾液

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  本研究の成果は、超高齢社会かつ歯周病罹患率の高い現代の日本において増加している根面う蝕のメカニズム
の解明に寄与するものである。今後、さらなる根面う蝕の詳細な機序解明および根面う蝕の予防・治療法の開発
等への展開が期待でき、超高齢社会の歯科における課題の1つである根面う蝕の抑制へ貢献できると考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 

 
8020 運動の成果等により、小児や成人のう蝕は減少・軽症化し、高齢になっても自身の歯を

保持することが可能となってきた。一方、加齢や歯周疾患による歯肉退縮により残存歯の歯根面
が露出すると根面う蝕の増加が懸念される。歯周病の治療後は、軟組織の炎症は治癒するが、歯
肉退縮に伴う根面の露出は避けられず、治療後のメインテナンスにおいては、根面う蝕への対応
が不可欠である。さらに、口腔清掃指導の行き届かない要介護高齢者、内服薬の副作用や癌患者
における放射線療法などにより唾液分泌の低下した患者では、全顎的に根面う蝕が多発する傾
向にある。超高齢社会の我が国において、根面う蝕に対して適切な予防・治療を行うことは、歯
科医師にとって重要な課題である。 
根面う蝕は、歯冠部う蝕と同様に、根面に付着するバイオフィルム中の細菌が、糖代謝し、 

産生した酸により、無機質が脱灰されることで生じると考えられてきた。セメント質・象牙質か
らなる根面は、歯冠エナメル質と比較してヒドロキシアパタイトの結晶サイズが小さく（Yardeni 
et al., 1952）、炭酸塩やマグネシウムを多く含む（Dung and Liu, 1999）ため、耐酸性が低く、
脱灰が容易に生じると考えられる。歯質-細菌インターフェイスモデルを用いた我々の研究でも、
根面象牙質が歯冠エナメル質よりも脱灰しやすいことを報告している（Mayanagi et al., 2017）。
この研究により、脱灰の原因となる酸（pH、水素イオン）を微小 pH 電極により連続的に測定す
ることが可能となったが、脱灰によって歯面から溶出するカルシウムは、pH 測定後に溶出した
総量をカルシウム蛍光試薬により測定したものであった。従って、脱灰の詳細についてさらなる
検討を行うためには、酸と同様にカルシウムも連続的にモニタリングする評価系の確立が必要
である。 
さらに近年、根面の約 20%を占める有機質の分解が根面う蝕の発症に関わることが明らかにな

ってきた（Takahashi and Nyvad, 2016）。これら有機質の分解は、歯質形成の過程で歯質に残存
した、あるいは唾液に含まれるマトリックスメタロプロテアーゼやシステインカテプシンなど
の宿主由来のタンパク質分解酵素（Nascimento et al., 2011、Hedenbjörk-Lager et al., 2015、
Buzalaf et al., 2015、Tjäderhane et al.,2015）、さらには根面から頻繁に分離される
Prevotella 属や Propionibacterium 属などのタンパク質分解菌（Aamdal-Scheie et al., 1996、
Hashimoto et al., 2011）によって行われると考えられている。しかしながら、これらの宿主や
細菌由来のタンパク質分解酵素が口腔内の酸などの環境因子により活性化される過程や、根面
う蝕の発症・進展にどのように関わるのか、また、それぞれの酵素がどの程度関与しているのか
など不明な点も多い。 
このように根面う蝕は、発症メカニズムや予防・治療法の研究が遅れており、これらの問題を

解決するには、根面う蝕を無機質脱灰とタンパク質分解という観点から捉える包括的なモデル
を構築し、そのメカニズムの解明および効果的な予防・治療法の検討を行う必要があった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、無機質の脱灰と根面に多く含まれる有機質（タンパク質）の分解を包括的に検討

する新たな根面う蝕モデルを構築する。すなわち、脱灰の原因となる酸と脱灰により歯質表面か
ら溶出するカルシウムを同時にモニタリングするマルチイオンデバイスを用いて、無機質脱灰
機序の詳細を解明する。さらに根面組織に内在するタンパク質分解酵素の活性を可視化できる
方法を創出し、実際の根面組織における酵素活性の分布やその活性化、その抑制物質について検
討する。 
 
 
３．研究の方法  
 
（１）マルチイオンモニタリングによる無機質脱灰評価 
イオン濃度変化と同時に、ナトリウムイオン、カリウムイオンや pH などを連続的に測定可能

なマルチイオンマイクロデバイスの開発を目指し、複数個の小型な平面形状のイオン選択電極
（Solid Contact Ion Selective Electrode(SC-ISE)）を作製した。これを用いてカルシウムイ
オン濃度応答性を検討した。イオン選択電極を作製する基板をポリイミドフィルムからポリエ
チレンテレフタラート(PET)フィルムに変更し、金を蒸着して電極を作製することによりイオン
選択膜の電極基板への密着性向上を図った。またイオン－電子交換体として導電性ポリマー
(PEDOT-PSS)を用い、イオン-電子交換体とイオン選択膜の層を形成し、参照電極の作製は銀/塩
化銀(Ag/AgCl)インクを用いた。カルシウム標準溶液(1×10-8～10-1M)を用いて 1.0s ごとに CWISE、
SC-ISE の計 2 電極の電位を測定した。さらに口腔内微小環境下で連続的に Ca2+濃度を測定可能
なマイクロデバイスを開発するため、全固体イオン選択電極とマイクロ流路の統合について検
討を行った。全固体イオン選択電極の小型化のために、PET フィルム上に金を蒸着し、直径 3 mm



の穴を開けたラミネートフィルムで金電極をラミネート加工した。センサ部分に導電性ポリマ
PEDOT(PSS)を滴下して加熱硬化し、さらにカルシウムイオノフォア ETH129 を含むイオン選択膜
を滴下・風乾して成膜した。またマイクロ流路に小型化した全固体イオン選択電極を組み込むた
めに、ポリカーボネート上に金を蒸着し、同様の手順でイオン選択電極を作製した後、流路を切
削したアクリル板を接着して流路デバイスを作製した。 
 
（２）蛍光基質を用いたタンパク質分解酵素活性の測定と評価 
ウシの中切歯歯根部を水平断し、歯質片を作製し、それを酸溶液（50 mM 乳酸緩衝液、pH 4.0、

200 µL）に 48 時間浸漬し、酸処理した。次いで、pH 7.0、pH 5.5 に調整したタンパク質分解酵
素活性検出用蛍光基質に浸漬し、蛍光実体顕微鏡を用いて歯質中のタンパク質分解酵素活性の
検出を行った。また、歯根の歯頚側、中間部、根尖側の 3箇所を水平断した歯質片でも同様に酸
処理し、ゼラチナーゼ検出用蛍光基質溶液（pH 7.0）に浸漬し、各部位の酵素活性の検出を行っ
た。蛍光強度は蛍光実体顕微鏡で蛍光像を撮影後、解析ソフトウエアにて算定した。 
 
（３）各種物質によるタンパク質分解酵素活性の抑制についての検討 
水平断した歯根歯質片を 8分割し、4つの歯質片を酸溶液（50 mM 乳酸緩衝液、pH 4.0、200 

µL）に、残りの 4つの歯質片は脱イオン水（pH 7.0、200 µL）に 24時間浸漬した。その後、歯
質片を 200 µLの脱イオン水（pH 7.0）で 3回洗浄した。次いで、脱灰歯質片および非脱灰歯質
片を、クロルヘキシジン（CHX）、フッ化ジアンミン銀（SDF）、フッ化ナトリウム（NaF）、エピガ
ロカテキンガレート（EGCG）、水酸化カルシウム（Ca(OH)2）を作用させない歯質片と、濃度や作
用時間を変えて各種物質を作用させた歯質片に分けた。その後、ゼラチナーゼ検出用蛍光基質溶
液（pH 7.0）に浸漬し、酵素活性の検出を行った。蛍光強度は蛍光実体顕微鏡で蛍光像を撮影後、
解析ソフトウエアにて算定した。 
 
 
４． 研究成果 
 
（１）マルチイオンモニタリングによる無機質脱灰評価 
SC-ISE は 62.3mV/log[Ca2+]、CWISE は 63.3mV/log[Ca2+]の傾きが得られ、動作範囲は SC-ISE、

CWISE ともに 1.0×10-1～1.0×10-3 の間であった。作製した SC-ISE は薄膜化、構造の簡素化を
実現しながら、動作範囲を向上させることができたため、今後のマルチイオン測定デバイスの開
発に貢献できると考える。また、小型化した全固体イオン選択電極とイオン濃度に対する電位応
答は 26.6 mV/dec の感度を示し、理論的なネルンスト応答に近い応答を示すことから、口腔内の
カルシウムイオン濃度範囲を測定することが可能と考えられた。また、全固体イオン選択電極を
流路デバイスへ組み込んだ場合、0.01 M ナトリウムイオンを含むカルシウムサンプル溶液で、
10-5 から 10-3 M の範囲で電位依存性が確認され、部分的にネルンスト応答を示すことも分かっ
た。当初計画していたマルチイオンデバイスを歯質-細菌インターフェイス測定モデルに組み込
み、う蝕の無機質脱灰評価法を構築し、バイオフィルム内の細菌の糖代謝・酸産生中の pH およ
び歯質表面から人工バイオフィルム内に溶出するカルシウムを連続的にモニタリングすること
は今後の課題となる。 
 
（２）蛍光基質を用いたタンパク質分解酵素活性の測定と評価 
歯根歯質片のタンパク質分解酵素由来の蛍光強度は、非酸処理側と比べて酸処理側が統計学

的有意に大きくなり、この酸処理による影響は pH 7.0 および pH 5.5 で同等だった。また、歯根
の部位では、酸処理後の根尖側の蛍光強度が最も大きかった。 
本研究によって、歯根の組織構造を損なうことなく、タンパク質分解酵素活性の分布、酸によ

る酵素の活性化を明らかにすることができた。また、根面に内在するゼラチナーゼが酸処理によ
って活性化され、中性環境でも活性を発揮することが分かった。このことから、根面う蝕はエナ
メル質う蝕と異なり、中性環境下でも有機質が分解し、う蝕が進行することが示唆された。従っ
て、根面う蝕を予防するにはタンパク質分解酵素を抑制し、有機質の分解を抑制することが必要
であると考えられる。 
 
（３）各種物質によるタンパク質分解酵素活性の抑制についての検討 
CHX は作用濃度に依存して、SDF では作用時間に殆ど依存することなく、蛍光強度を抑制した。

EGCG と Ca(OH)2 は、作用濃度に関係なく一定レベルまで統計学的有意に蛍光強度を減少させた
が、NaF では全ての作用濃度において蛍光強度の低下はみられなかった。これらのことから、本
研究では CHX、EGCG、SDF、Ca(OH)2がタンパク質分解酵素を抑制し、根面う蝕の予防や進行抑制
に効果があることが示唆された。 
 
本研究で開発された歯根タンパク質分解酵素活性可視化・測定法によって、歯根の組織構造を

損なうことなく、歯根組織内のタンパク質分解酵素活性の分布とその活性、酸による酵素の活性
化、各種物質による酵素活性の阻害効果を評価することが可能となった。今後は、本研究で開発
が進められたマルチイオン測定デバイスを無機質の脱灰評価へ応用し、さらに歯根タンパク質



分解酵素活性可視化・測定法によりタンパク質分解抑制の評価を行うことを目指す。本研究の成
果は、根面う蝕の病態モデルの構築や、根面う蝕予防薬剤や歯科材料の評価と開発に貢献できる
と考えられる。 
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