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研究成果の概要（和文）：コンポジットレジン修復治療後の再治療を少なくするための接着修復法を確立することを目
的として，接着性能を低下することなく，象牙質MMPs活性を抑制する新たな接着システムについて検討を行った．その
結果，生体に応用可能な架橋剤であるジエチレントリアミン五酢酸を配合することによって目的を達成できる可能性が
示された．

研究成果の概要（英文）：For the purpose of establishing a dental adhesive methods to reduce the 
re-treatment after the resin composite treatment, without lowering the adhesive performance, it was 
examined a new adhesive system to reduce the dentin MMPs activity. As a result, the possibility of 
achieving the purpose by adding diethylene triamine pentaacetic acid is a crosslinking agent that can be 
applied clinically.

研究分野： 保存修復学

キーワード： 接着歯学　象牙質　マトリックスメタロプロテアーゼ　レジン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
接着修復治療後に接着界面が劣化する原因
として象牙質内因性 MMPs の活性化が注目
されている．これまでに MMPs 活性を阻害
する試みがなされているものの，未だ解決さ
れていないのが現状である．それらの試みは
MMPs の活性を抑制する，あるいは不活化す
るための検討であり，以下の 3 つに分類され
る．(1) MMPs は立体構造を維持するために
カルシウムを必要とすることから，歯面処理
に EDTA でカルシウムをキレートする方法
が提案されているが，脱灰能が弱いことから
歯面処理時間が長くなってしまう欠点があ
る（Sauro S et al, J Dent, 37,279-288,  
2009）． (2) MMPs をグルタールアルデヒド
を用いて架橋することによって不活化する
方法については，MMPs を効果的に不活化す
ることが可能であるものの，生体内に余剰の
グルタールアルデヒドが残留した場合の毒
性が危惧される（Lynn L et al, J Biomed 
Mater Res, 24, 1185-1201, 2009）．(3)MMPs
に非特異的なインヒビターであるクロルヘ
キシジン（CHX）を用いて亜鉛をキレートし
て酵素活性を阻害する方法については，長期
間持続的に作用することが明らかとなって
いる（Breschi L et al, Dent Mater, 26, 
571-578, 2009）が，歯面処理直後には効果が
得られない．CHX をオールインワン接着シ
ステム中に配合して応用した場合にも，同様
の効果が得られることを申請者は見出して
いるものの，CHX による方法は，MMPs 活
性の抑制が行われるのみであり，修復治療の
際に MMPs を不活化しない限り接着界面の
劣化が生じるリスクは完全には解決されな
い．すなわち，歯面処理時に象牙質内因性の
MMPs を架橋して不活化し，さらにバックア
ップ機能として低濃度のクロルヘキシジン
を接着システム中に配合する方法が理想と
言える．しかしながら，このような観点から
接着界面の MMPs 活性を抑制する検討は全
くされておらず，この点に関する情報を得る
ことは急務であると考えられることから，こ
れまでに架橋剤の１つである 1-エチル-3-（3-
ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩
酸塩（EDC）に着目し，EDC の架橋効果に
よる初期の MMPs 活性阻害を検討してきた．
その結果，セルフエッチングアドヒーシブに
EDC を 3％以上配合した場合には MMPs 活
性の抑制が行えるものの，本来の接着強さが
低下することが明らかとなった．クロルヘキ
ジンの配合については 0.5％以下の配合濃度
においては接着性を低下することなく長期
水中浸漬後の MMPs 活性阻害に寄与するこ
とが明らかとなった．3％以上の EDC 配合に
よって接着性が低下する原因として，EDC
は pH4～5 で効果的に作用する架橋剤である
ことから，pH2～3 の酸性下で作用させるセ
ルフエッチングアドヒーシブに配合して応
用する場合には，多量の EDC が必要となり，

セルフエッチングアドヒーシブの重合を阻
害することが考えられた．  
２．研究の目的 
 
コンポジットレジンを応用した接着修復治
療では、術後数年以上経過した症例において，
修復物周辺から発生する二次う蝕を主とし
た再治療の必要に迫られる機会が多い．その
原因の一つとして，歯面処理時に活性化され
た象牙質内因性マトリックスメタロプロテ
アーゼ（MMPs）が周辺の象牙質コラーゲン
を加水分解する結果，接着界面の劣化が生じ
ることがあげられる．そこで，今回は酸性モ
ノマーと pH が近似しており，かつ生体内へ
造影剤として使用されている Diethylene 
Triamine Pentaacetic Acid（DTPA）に着目
し，DTPA のキレート効果による初期の
MMPs 活性阻害および CHX による長期間か
つ持続的な MMPs 活性阻害を同時に行うこ
とによって，象牙質接着界面の劣化を抑制す
る接着修復法を開発することを目的とした． 
すなわち，造影剤として既に臨床応用されて
いるキレート剤である Diethylene Triamine 
Pentaacetic Acid（DTPA）を配合したセルフ
エッチング接着システムを試作し，歯面処理
時に象牙質 MMPs を不活化した場合の接着
直後から 2 年後までの MMPs 活性および接
着性能について長期的な検討を行うことに
よって，象牙質接着性を損なわず，かつ
MMPs 活性を抑制する接着修復法を確立す
ることを目的とする． 
セルフエッチングシステムに MMPs を不活
化させる Diethylene Triamine Pentaacetic 
Acid（DTPA）を配合する試みは世界初の試
みであることから，平成 25 年度で歯面処理
直後における象牙質接着性を低下すること
なく，かつ MMPs 活性阻害が可能な DTPA
の適正濃度を確定する．DTPA 配合量に応じ
て変化する pH を調整するためには，芳香族
アミンの量を調節する予定である．26 年度で
は，確定した条件の試作接着システムを用い
て 2 年間水中浸漬用接着試験用試料および
MMPs 活性測定用試料を作製する． 
水中浸漬期間を 24 ヶ月間までとし，27 年度
内に測定を終了する． 
さらに得られた結果をもとに DTPA 濃度の
至適濃度を解析する．研究の総括として，歯
面処理時に MMPs を不活化し，かつ長期間
にわたりMMP活性を抑制できる接着システ
ムを確定する． 
現在の接着修復材料は歯質への接着力を向
上させることに重点をおいて開発されてい
る．その結果，修復直後の接着性は良好であ
り，強固なものとなっている．しかしながら，
早いものでは 1年経過後に形態学的な観点か
ら接着界面の劣化が生じることが in vivo あ
るいは in vitro の研究で報告されている．こ
の問題に対して接着性を低下させることな
く，象牙質内因性の MMPs を初期の段階で
ある歯面処理時に不活化し，さらにその後も



長期にわたり抑制を行う試みは，国の内外を
通じて本研究が初めてであり，特に独創的な
点である．本研究の結果から接着修復後の象
牙質 MMPs 活性を抑制する方法が明らかと
なり，さらに接着耐久性を損なう事なく
MMPs 活性を抑制する修復材料が開発され
た場合，これまで長期に渡り再治療を余儀な
くされた症例が今後は激減することになり，
現在までの接着修復治療に対して変革をも
たらす研究となる． 
 
３．研究の方法 
 
研究に用いる DTPA 配合光硬化型接着システ
ム（セルフエッチングアドヒーシブ）を設計
し，初期の象牙質接着性を損なわず MMPs 活
性を抑制するDTPAの適正濃度の検討を行う．
確定した濃度の DTPA を配合した接着システ
ムで 24 ヶ月後までの水中浸漬用試料につい
ても作製し，水中浸漬後の MMPs 活性および
接着強さを測定し，酸処理後の象牙質 MMPs
活性に対して接着システム中の DTPA の抑制
効果について解析する． 
（1）象牙質試料の作製 
 ヒト抜去歯を注水下でエアータービンを
用いて，エナメル質とセメント質を完全に除
去した象牙質を作製する．それらを脱水して
液体窒素にて凍結後，凍結粉砕機にて球径
180μｍ以下の象牙質粉末とする． 
（2）光硬化型象牙質接着システムの作製 
 4MET を接着性モノマーとして，UDMA/水/
アセトンで構成される光硬化型レジンを作
製する．光重合開始剤としてカンファーキノ
ンおよびスルフィン酸芳香族アミンを添加
する．試作した接着システムに 0.1～2.0% 
DTPA を配合したものを本実験で使用する．
（L-28） 
 
（3）象牙質接着強さの測定 
 歯冠部健全象牙質平坦面を上記の接着シ
ステムにて処理してコンポジットレジンに
て接着した試料を象牙質接着試験用試料と
する．得られた試料を精密低速切断機
（Isomet, Buehler）にて 1mm 幅に薄切した
後に，人工唾液に浸漬して 24 時間経過後の
象牙質接着強さを測定する．また接着試験後
の試料体については，イオンコーター（IB-3, 
エイコー）にて金蒸着を施し，破断面形態を
SEM にて解析する． 
（4）象牙質 MMPs 活性の測定 
 象牙質粉末を酸処理のみ行ったものと酸
処理後に上記で作製したレジンでコーティ
ングしたものとについて TypeⅠCollagenase 
Assay KIT を用いて，MMPs 活性値を測定する．
すなわち，各条件下での象牙質 MMPs が 24 時
間後に示す TypeⅠコラーゲン分解能をマイ
クロプレートリーダーにて測定する． 
（5）長期水中浸漬用試料の作製 
 象牙質接着強さおよび MMPs 活性について
得られた結果を解析し，DTPA 配合濃度を確定

した接着システムを用いて長期水中浸漬用
の接着試料および MMPs 活性測定用試料を作
製する．試料を人工体液に浸漬し，一定期間
経過後の象牙質接着強さを測定する．水中浸
漬期間は 24 ヶ月間までとする． 
（6）長期水中浸漬後の象牙質接着強さおよ
び象牙質 MMPs 活性の測定 
 作製した長期水中浸漬用試料の適用期間
が 24 ヶ月間までの試料について象牙質接着
強さおよび象牙質 MMPs 活性を測定する． 
（7）DTPA による MMPs 抑制効果の解析 
接着耐久性に最も優れる DTPA 配合濃度を

解析する．また接着試験用試料体については，
破断面の解析用にイオンコーターにて金蒸
着したものを SEM にて観察する．  
（8）象牙質接着界面の劣化を抑制する接着
システムの設計 
長期水中浸漬後の MMPs 活性および象牙質

接着試験の解析から得られるデータを総合
的に解析する．以上の結果を踏まえて，長期
間安定した強固な接着力を有し，かつ MMPs
活性を抑制する接着システムを設計する． 
 
４．研究成果 
（1）歯面処理直後における象牙質接着性を
低下することなく，かつ MMPs 活性阻害が可
能な DTPA 適正濃度を確定するための実験に
使用する光硬化型象牙質接着システムの有
効性について検討を行った結果，4MET を接着
性モノマーとして，UDMA/水/アセトンで構成
される光硬化型レジンに光重合開始剤とし
てカンファーキノンおよびスルフィン酸芳
香族アミンを添加することによって，実験に
応用可能な接着システムであることが確認
できた．無機フィラー配合の有無については，
接着強さに影響しないものの，無機フィラー
を配合しない場合は相分離が生じやすいこ
とが明らかとなったことから，本研究におい
ては無機フィラーを配合した． 
（2）光硬化型象牙質接着システムへの DTPA
の配合量については，2%の配合量を境にそれ
以上の配合では著しい接着強さの低下を認
めた．20％DTPA 溶液を歯面処理時の前処理剤
として応用した場合についても接着強さは
低下しなかった．（コントロール 24h; 42.6 
MPa, L-28+2%DTPA; 48.3 MPa, 20%DTPA-L-28; 
43.3 MPa） 
Type 1 collagenase Assay Kit を用いて DTPA
で象牙質を処理した場合の象牙質 MMPs 活性
については，2～20%DTPA 溶液で十分な抑制効
果が得られることが明らかとなった．さらに
DTPA による抑制効果は，比較的速やかに生じ
ており，1 分間を超えた処理時間の延長によ
る抑制効果の増加は認めなかった． 
（3）20%DTPA 溶液を前処理剤として応用した
場合と，2％DTPA を配合した場合の試作レジ
ン接着システムにおける象牙質引張接着強
さおよび象牙質MMPs活性抑制効果について，
24 ヶ月間までの長期水中浸漬後の試料を用
いて検討行った結果，観察期間 6ヶ月までの



試料については，コントロールと比較して象
牙質引張接着強さの低下は抑制され，象牙質
MMPs 活性についても抑制されることが明ら
かとなった．一方で，24 ヶ月間までの試料に
ついては，象牙質引張接着強さの低下は抑制
されたが，象牙質 MMPs 活性の抑制について
は 6ヶ月間までの試料と差が無かった． 
（ コ ン ト ロ ー ル ; 234RFU/10mg-24h,66 
RFU/10mg-6M,210RFU/10mg-24M, 
L-28+2%DTPA;250RFU/10mg-24h,51 
RFU/10mg-6M, 95RFU/10mg-24M） 

 
さらに，水中に長期間暴露された象牙質 MMPs
は変性する可能性が考えられた．この改善策
としては，象牙質 MMPs 活性を加速させるよ
うな条件を設定することによって，短期間の
水中浸漬においても酵素活性およびその活
性阻害を評価できるような検討が必要と考
えられた． 
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