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研究成果の概要（和文）：　金属ナノ粒子の歯科用接着性レジンの添加物としての応用の可能性を調べるため、
ナノ粒子のMMP阻害作用（MMP assay）と細胞毒性（WST-8, LDH）を評価した。また、ナノ粒子をレジン材料に添
加した場合の物性の変化を熱機械分析装置で評価した。多くのナノ粒子は、比較的低濃度で、MMP活性を阻害し
た。ナノ粒子がMMPの活性中心である亜鉛イオンとキレート結合してMMP活性を阻害する。レジンにナノ粒子を添
加することにより物性は上昇した。ナノ粒子はMMP阻害作用があり、レジンの物性を向上させるが、一部の金属
ナノ粒子（金ナノ粒子など）は細胞毒性を有しないため歯科臨床応用に魅力的な材料である。

研究成果の概要（英文）：This study evaluated the inhibition of MMPs and toxicity of nanoparticles 
(NPs) as possible compounds for use in dental adhesives. The MMP assay for studying the interaction 
of MMPs and nanoparticles (NPs) was evaluated. The cellular responses to NPs were examined using 
cytotoxic assay. The mechanical properties of the experimental resin loaded with NPs were examined 
using thermomechanical analysis. Many NPs inhibited MMP activity at relatively low concentrations. 
The NPs inhibit MMPs by chelating with the Zn2+ bound in the active sites of MMPs. The mechanical 
properties of the resins increased when NPs were added in resins. NPs are attractive candidates for 
dental materials to inhibit MMPs and improve the mechanical properties of resins without cytotoxic 
effects to cells.

研究分野：歯科理工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 金属ナノ粒子はコアメタルを中心に、その
周囲は被覆材であるポリマーなどの高分子
で構成されている。被覆材であるポリマーの
末端にはカルボキシル基やアミノ基が配置
され、粒子表面は正または負に電荷している。
そうすることにより、金属ナノ粒子は水中で
の分散性を獲得できる。一方、MMP（matrix 
metalloprotease）などの酵素はその構造に活
性中心である金属イオンが配置され、周囲は
タンパク質やアミノ酸で構成されている。こ
の両者の構造を比較すると、金属ナノ粒子は
酵素に類似な構造を有する、いわゆる生物模
倣性がある。このため、各種酵素と結合し、
その作用を不活化する機能を有する可能性
がある。 
近年、歯科領域において、レジン・象牙質接
着界面の劣化に関与する因子としてMMPの
存在が指摘されている。MMPは、樹脂含浸層
内のコラーゲン線維の加水分解を誘発し劣化
を促進する。そのため、接着界面の長期耐久性
向上を目的に、生体安全性の高いMMP阻害剤
を模索する研究が数多く行われている。 
 
２．研究の目的 
金属ナノ粒子のMMP活性の阻害作用を中
心に細胞に惹起される毒性や炎症性反応な
どの各種特性を調べ、歯科材料としての応用
の可能性を検討した。歯科材料としての理想
的な金属ナノ粒子は、MMP 活性を阻害し、
細胞・遺伝毒性を引き起こすことなく、レジ
ンに添加した場合、レジン硬化体の物性を低
下させないことが望ましい。 
 
３．研究の方法 
金属ナノ粒子のキャラクタリゼーション 
合成されたナノ粒子を透過型電子顕微鏡
（TEM）（H-7100, Hitachi, Tokyo, Japan）
による形態観察および粒度分布の計測、表面
電荷をゼータ電位計（ELSZ-2, Otsuka 
Electoronics, Osaka, Japan）にて測定その
他、UV-vis 計測機  (V-550, Jasco, Tokyo, 
Japan)などにより行った（結果は省略）。 
 
金属ナノ粒子の緒性質 
・MMPアッセイ（MMP assay kitおよびザ
イモグラフィー） 
・細胞毒性試験（WST-8, LDH assay） 
・遺伝毒性試験（小核・変形核分析およびコ
メットアッセイ） 
・炎症性反応試験（PT-qPCR） 
・形態観察（走査型（SEM）および透過型電
子顕微鏡（TEM）観察） 
 
以上の実験系から金属ナノ粒子の様々な
性質を調べた。 

 
 
 
 

（実験１） 
歯科用接着性レジンの添加物としての応
用の可能性を調べるため、ナノ粒子の MMP
阻害作用（MMP assay kit）（SensoLyte 
assay kit, AnaSpec, San Jose, CA, USA）と
細胞毒性（WST-8 assay）（CCK-8, Dojindo, 
Kumamoto, Japan）を評価した。 
蛍光色素を用いたMMPアッセイで金属ナ
ノ粒子のMMP阻害作用を調べた。細胞毒性
試 験 に よ り ナ ノ 粒 子 に 対 す る 細 胞
（RWW264）の反応を調べた。96 ウエルプ
レートに播種された細胞に対して各種濃度
のナノ粒子を暴露することにより実験を行
った。ペプタイドに蛍光色素と消光剤が結合
している。そこに、MMP などの酵素が反応
することにより、蛍光色素と消光剤が離れ、
発光する原理を応用してマイクロプレート
リ ー ダ ー （ 1420 Multilabel Counter 
ARVOMX, PerkinElmer, Waltham, MA, 
USA）を用いてMMP活性を定量化する。細
胞の炎症性反応は TNF-a, IL-1を炎症性マー
カーとして RT-qPCR（StepOne; Applied 
Biosystems, Waltham, MA, USA）で調べた。 
 
（実験２） 
金属ナノ粒子暴露後の細胞の透過型電子
顕微鏡（TEM）（H-7100, Hitachi, Tokyo, 
Japan）観察 
 金属ナノ粒子曝露後における、粒子の細胞
内局在（L929 および RAW264）を調べるた
め超薄切片を作成し TEMにより観察した。 
 
（実験３） 
金属ナノ粒子暴露後のコメットアッセイ
による細胞の遺伝毒性評価 
金属ナノ粒子が細胞核に与える影響をコ
メットアッセイ（Trevigen, Gaithersburg, 
MD, USA）により評価した。 
細胞核をDAPI,およびHoechst33342など
の蛍光色素にて染色することにより蛍光顕
微鏡（TS1200-E, Nikon, Tokyo, Japan）に
て小核および変形核の比率から、遺伝毒性を
評価した（結果は省略）。 
 
（実験４） 
金属ナノ粒子をレジン材料に添加した場
合の物性の変化を熱機械分析装置（SII 
TMA/SS6200 instrument, Seiko 
Instrument）で評価した。アクリルレジンは
Bis-GMA (30 wt%)および TEGDMA(70 
wt%)の標準的な接着性レジンを想定したも
のを使用。そのレジンに 2.5 wt%の金属ナノ
粒子を添加したものを実験に供した。そのレ
ジン硬化体（直径 5.0 mm、厚さ 0.7 mm）
の材料に力を負荷して物性を評価した。 
 



（実験１－４までの結果・考察） 
 

 
 
図１：MMP阻害作用（A）、細胞毒性（B）
および炎症性反応（C）の結果を表に示す。 
（Hashimoto et al. J Dent Res, 2015） 
 
（実験１の結果・考察） 
金ナノ粒子（AuNPs）では 100 µg/mL濃
度でMMPの阻害作用が認められるが（図１
A）、白金ナノ粒子（PtNPs）では 10 µg/mL
程度でも、その阻害作用は大きい（図１D）。
白金ナノ粒子の MMP 阻害効果は大きいが、
細胞毒性も発現してしまう。しかし、金ナノ
粒子では 400 µg/mLでも、細胞毒性を発現し
ないことから臨床使用に適していると考え
られる（図１B）。細胞毒性の発現は金属ナノ
粒子が細胞内に侵入、リソソームに取り込ま
れ、リソソーム内でコアメタルから副産物が
産生されるが、この副産物がミトコンドリア
の活性酸素種（ROS）の過剰生成をもたらし
細胞内小器官の機能不全を引き起こす。これ
ら一連の減少は“トロイの木馬効果”と呼ば
れる。一方、MMP 阻害に関する部位はコア
メタルを被覆するコーティング材であるこ
とから、効果の発現部位が異なる。この相違
を利用することにより、毒性を発現しない
MMP 阻害剤を作ることができる。しかし、
わずかながら炎症性反応の発現（TNF-αおよ
び IL-1 の発現増加）が認められることから
（図１C）、細胞毒性の発現と炎症性反応の惹
起の関連性について継続した研究が必要で
ある。 
 
（実験２の結果・考察） 
細胞内に取り込まれたナノ粒子は主にリ

ソソーム内に局在するが、一部、細胞質内に
も存在している。しかし、核内に存在するこ
とはなく、そのため遺伝毒性の発現などは少
ないと考えられる。しかし、ナノ粒子の粒子
径が 10 nm以下になる場合、核膜を透過し核
内への侵入が形態的にも認められ、重篤な細
胞・遺伝毒性を発現するという報告もある。
よって、個々の新規金属ナノ粒子に対して詳
細なスクリーニングが必要である。 

 

 
図２：白金ナノ粒子の L929 線維芽細胞内



での局在の透過型電子顕微鏡像 
（Hashimoto et al. Eur J Oral Sci, 2016） 

 
（実験３の結果・考察） 
我々はポリマー被覆された金属ナノ粒子
と細胞の遺伝毒性との関係を小核分析、変形
核分析およびコメットアッセイを使用して
調査した。図３にコメットアッセイの結果を
示すが、白金ナノ粒子（PtPAANPs）で遺伝
毒性が発現し２種のナノ粒子、クエン酸で被
覆された金ナノ粒子（AuCANPs）およびカ
ルボキシフェニル基で被覆された金ナノ粒
子（AuCPNPs）では、遺伝毒性の発現は認
められない。この結果は細胞毒性試験の結果
と類似する。しかし、細胞毒性試験では安全
であるが、遺伝毒性が認められる材料では、
隠れた障害性を人体に及ぼす場合があるた
め注意が必要であり、細胞毒性と遺伝毒性は
同時に評価すべきである。 
 

 
 
図３：３種ナノ粒子を使用した場合での
L929線維芽細胞（A）と RAW264細胞（B）
に対する遺伝毒性の発現（コメットアッセイ
による）（Hashimoto et al. J Biomed Mater 
Res A, 2016） 

 
（実験４の結果・考察） 
３種類の内、２種類の粒子にて物性は有意
に向上した（p < 0.05）。この結果は、有限要
素解析を用いた場合でも同様であった（日本

歯科保存学会にて発表）。それら機械的性質
に対する結果はある程度、予測できたが、ポ
リマー被覆材によっては、アクリルレジンの
重合阻害材として機能するものもあり、その
場合、レジンは未硬化となるため設計には注
意が必要である。 
 

 
 
図４：アクリルレジンに３種金属ナノ粒子
を添加した場合の物性の変化 
（Hashimoto et al. J Biomed Mater Res 

A, 2016） 
 
４．研究成果 
多くの金属ナノ粒子は、比較的低濃度で、

MMP 活性を阻害した。さらに金属ナノ粒子
の粒径が小さくなるほど、その効果は大きく
なる。これはナノ材料の単位重量当たりの表
面積が大きくなる、いわいる“表面効果”に
起因している。これについても実験的に確認
済みである（Hashimoto et al. J Biomed 
Tissue Eng, 2017）。金属ナノ粒子が MMP
の活性中心である亜鉛イオンとキレート結
合することにより、MMP 活性を阻害すると
考えられている。その他、金属ナノ粒子と
MMPの結合よりMMPのmobilityが変化す
ることによる機能低下やMMPとナノ粒子の
凝集により機能を発現するMMPの数の減少
などの原因が考えられる。また、コラーゲン
基質などと結合することによりコラーゲン
線維間の架橋剤として機能している可能性
もある。さらにナノ粒子が分解される基質に
結合することによりMMPの結合を阻害する
拮抗阻害の影響も考えられる。アクリルレジ
ンにナノ粒子を添加することにより、物性は
わずかではあるが上昇した。ナノ粒子は
MMP 阻害作用があり、レジンの物性を向上
させるが、一部の金属ナノ粒子（金ナノ粒子
など）は細胞毒性を有しないため歯科材料と
して魅力的な材料である。 
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