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研究成果の概要（和文）：歯の破折に対する防止策を探求することを目的として, 水溶性カルボ

ジイミドによる象牙質の強化効果を検索した. その結果, 象牙質に水溶性カルボジイミドにを

作用させると, 濃度勾配を示しながら象牙質の強化に有効であることが分かった. その強化メ

カニズムは,象牙質の主要な有機成分である type I コラーゲンに水分子が関わる変化による新

たな架橋形成によるためであることが示唆された. 

研究成果の概要（英文）：The strengthening effects of human dentin by soluble carbodiimide were 
investigated with an aim of preventing tooth fracture. We found that soluble carbodiimide was 
significantly effective to improve the mechanical strengths of dentin. The strengthening mechanism of 
dentin by heating was found to promote new collagen cross-linking with relation to water molecules.
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１．研究開始当初の背景
 我々は, 加熱によって象牙質の引張り強
さと曲げ強さが 3倍に増加することを発見し
た.この現象は,コラーゲンのトリプルへリ
ックス間の距離が 14Åから 11Åに収縮する
ことに起因しており, 加熱による架橋形成
の可能性を報告した（Journal of Dental 
Research,Hayashi et al.,2008,87 762-766）. 
 また, 連携研究者の斎藤らは, 骨粗鬆症
患者を健常者と比較した場合, アパタイト
量のみならずコラーゲン分子間架橋の量と
質 が 全 く 異 な る こ と を 突 き 止 め た
（Calcified Tissue International, Saito 
et al., 2006, 79(3) 160-168）. 従って, 骨
と似通った組成の象牙質において, コラー
ゲンの架橋促進が歯の機械的強度を増加さ

せる可能性が大いに考えられる. 
 一方, 研究協力者の本郷らは, 組織工学
の手法にて人工角膜の創成に取組んでおり, 
生体親和性が高い水溶性カルボジイミドが
スキャフォールドとしてのコラーゲンの分
子間架橋の形成促進に効果的であることを
証明している(Chemistry Letters, Hongo et 
al., 2008, 37(12) 1254-1255, 特許申請番
号 2007-339635). 

水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド ： 1-ethyl-3- 
(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide, 
hydrochloride は, 再生医療・組織工学分野で
用いられる細胞のスキャフォールドとして
のコラーゲンに対する架橋材である. そこで
はアミノ基とカルボキシル基が脱水縮合し
てコラーゲン分子間にアミド結合を形成さ
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せる. この反応の副反応物の尿素は容易に洗
浄が可能であり, 水溶性カルボジイミド自体
は架橋構造中に残らないため架橋材が遊離
して毒性を示すことが無い. これが従来の架
橋材であるグルタルアルデヒドやポリエポ
キシ化合物と比較して, 水溶性カルボジイミ
ドの生体親和性が高い理由である.
 このような背景に基づき, 水溶性カルボ
ジイミドを応用した象牙質コラーゲンの分
子間架橋形成促進による歯の強化法の開発
を着想するに至った. 

２．研究の目的

 象牙質中のタイプ Iコラーゲンに水溶性カ

ルボジイミドを濃度, pH , 温度および作用

時間などの条件を変えた作用させた場合, 

どのように架橋が形成されて象牙質の機械

的強度が変化するかを分析した. 続いて, 

コラーゲンの分子レベルでの変化メカニズ

ムを, ナノインデンテーション, エックス

線回折, 顕微赤外分光分析, および顕微ラ

マン分光分析によって多面的に解析するこ

とを目的とした. 

3. 研究方法
[水溶性カルボジイミド処理による象牙質の
機械的強度変化の分析] 
1)ヒト象牙質棒状試料の採取と水溶性カルボ
ジイミド処理：ヒト新鮮抜去第3大臼歯の歯冠
咬合面中央より, 象牙細管の走行方向を試料
の長軸に対して垂直または平行に規定した棒
状試料を採取した. 象牙質棒状試料は, 濃度
0~1M, pH3~8, 温度25~ 80°C, および作用時間
0~120分の異なる条件のカルボジイミド水溶
液に浸漬した後, 機械的強度試験に供した. 

2) 機械的強度の解析ー曲げ試験および引張
り試験：カルボジイミド処理した象牙質棒状
試料を金属ホルダーに固定し, 万能強度試験
機 (オートグラフAG-IS、島津製作所)あるい
は卓上型万能強度試験機(イージーテスト、島
津製 作所)てにて, 試料が破壊に至るまで圧
縮負荷を加え, 破壊荷重および変位量を記録
し, 曲げ強さ, 引張り強さおよび破壊エネル
ギーを算出した. さらに, 走査電子顕微鏡
(JSM9-840A, JOEL)を用いて観察倍率 200~ 
5000倍にて曲げ試験と微小引張試験の試料の
破断面を観察した. 

3)象牙質の機械的強度の相関の解析：上述の
カルボジイミド処理した象牙質曲げ強さおよ
び引張り強さとの相関を統計学的に検索し,
象牙質強化に最も有効なカルボジイミド処理
条件を確定した。

[水溶性カルボジイミド処理による象牙質の

微細構造変化の分析] 
1) ナノインデンテーション：象牙質円盤状試
料を用いて, ナノインデンター(Nano Indenter 
SA2、MTS)にて荷重0.4mNにて1試料につき
100個のインデンテーションを行った. 得ら
れた微小硬度および弾性係数と圧痕から象牙
細管までの距離の関係に着目し, カルボジイ
ミド処理によって象牙質の微細構造のどの部
位に機械的性質の変 化が生じるかを分析し
た. 

2) エックス線回折による象牙質コラーゲン
の分子配列の分析：カルボジイミド処理前後
の象牙質のコラーゲンの分子配列を, 回転対
陰極型X線発生装置(UltraXI8,リガク)を搭載
したイメージングプレートX線検出器(R-AIS 
IV, リガク)を用いてエックス線回折を行い, 
カルボジイミド処理によるコラーゲン線維内
部の構造変化を解析した. 

3) 顕微赤外分光分析による象牙質コラーゲ
ン分子の基軸構造の分析：約30μmの薄切切片
に加工した後, カルボジイミド処理した象牙
質試料を, 顕微赤外分光分析装置(FTIR620+ 
IRT30, Jasco)にて4000~1000cm-1波長のうち, 
特にコラーゲン・トリペプチドの基軸構造で
あるアミドI, IIおよびIIIの変化に注目して比
較した.  

4) 顕微ラマン分光分析による象牙質コラー
ゲンの分子構造の分析：カルボジイミド処理
前後の象牙質のコラーゲンの分子配列の変化
を, 顕微レーザーラマン分光分 析装置
(Raman-11, ナノフォトン)にてラマンスペク
トルを採取し分析した. 

４．研究成果 
ヒト象牙質棒状試料を 0.1M 水溶性カルボジ
イミドにて 40~ 50°C で 10 分処理することに
より, 3 点曲げ応力が異方性を示しながら変
化することが明らかとなった（下図）. 歯根
は, 細管方向の規定が困難なため, 有意差が
現れなかったものと考えられる. 
また, 破壊エネルギーも同様の挙動を示す
ことが明らかとなった.
ナノインデンテーションの結果より, 水溶



性カルボジイミド処理を施すことにより ,  
有意に弾性係数が増加した（下図）.

 エックス線回折の結果より, 水溶性カル
ボジイミド処理後にはコラーゲンの配向性
が向上することが分かった. 
 また, 顕微赤外分光分析による象牙質コラ
ーゲン分子の基軸構造を分析したところ, 水
溶性カルボジイミド処理前後でアミド I, II, 
III に変化は認められず, 基軸構造以外の変化
である可能性が示された（下図）. 

 さらに, 顕微ラマン分光分析による水溶
性カルボジイミド処理前後の象牙質コラー
ゲンの分子構造の分析を行ったところ, アミ
ド III とクロスリンク比に有意な変化は認め
られなかった. 

 以上より, 象牙質に水溶性カルボジイミド

を作用させると, その機械的強度が上昇する
ことがわかった. その強化メカニズムは, 象
牙質の主要な有機成分である type Iコラーゲ
ンの基軸構造以外の部分で水分子が関わる
変化による新たな架橋形成によるためであ
ることが示唆された.
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