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研究成果の概要（和文）：本研究は、UVA活性リボフラビンを応用することにより、象牙質コラーゲンにおける
架橋形成の確認、および耐酸性の向上が認められるかを検索した。ウェスタンブロッティングにおいて、処理後
粉砕群および粉砕後処理群はコントロール群と比較し、ブロードなバンドが示す位置が高分子量側に変位してい
ることがわかった。これにより、UVA活性リボフラビン処理が象牙質コラーゲンへの架橋を形成することが確認
された。また、μCT画像においては、UVA活性リボフラビン処理により、通常と比較して脱灰が抑制されうるこ
とが示された。これらより、象牙質う蝕を想定した場合、耐酸性が向上することでう蝕の進行抑制につながるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Flexural strength is the highest in the group of 0.1% riboflavin exposure 
and UVA irradiated with 1600 mW/cm2 for 10min, which was significantly higher than control group. 
Raman spectra showed that a C-C bond in a proline ring was amplified, and the ratio between C-N bond
 and N-H bond was changed by the riboflavin/UVA treatment. SDS-PAGE analysis suggested that the 
molecular weight of collagen was increased after the riboflavin/UVA treatment due to new collagen 
crosslinking. 
In μCT analysis, the amount of mineral loss after demineralization in the RF/UVA group was 
significantly lesser than the control group. In SDS-PAGE analysis, the collagen after the 
collagenase degradation was less soluble in the riboflavin/UVA group than in the control group 
because of new collagen crosslinking promoted by a radical reaction.
Riboflavin/UVA treatment was effective in enhancing the acid and enzymatic resistance of human 
dentin by producing new collagen crosslinking.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 歯科保存学　根面う蝕　コラーゲン　紫外線　リボフラビン　象牙質
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化の急速な進行と口腔衛生概念の普
及により、高齢者の保有歯数が増加し、それ
に伴って根面う蝕の急増が報告されている。
一般に、エナメル質と比較して無機質含有量
が少ない根面象牙質はう蝕に罹患し易く、病
変が広範囲に拡大しやすいため修復操作は
容易ではない。よって、根面う蝕予防や初期
活動性根面う蝕に対する非切削での侵襲の
少ないアプローチは高齢者の口腔保健を維
持する上で非常に重要である。 
 これまでに申請者は、失活歯の歯根破折を
防止すべく、熱や紫外線といった物理刺激に
よる象牙質の強化に取組んできた（Hayashi et 
al, J Dent Res 2008, 2010, Hayashi et al, Dent 
Mater 2012）。そこでは、象牙質の構造体とし
ての強化には成功したものの、実際の臨床応
用に際しては安全性ならびに強化効率が解
決すべき障壁として常に立ちはだかってい
た。 
 ところが近年、眼科領域で円錐角膜の治療
に、食品にも含まれるビタミン B2 であるリ
ボフラビンを光増感励起材として用いて、安
全領域とされる長波長紫外線UVAに限定して
照射し、角膜のコラーゲン架橋を促進させて
強化を図る治療法が開発され、実際に臨床応
用が始まっている（Spoerl et al., Cornea 2007, 
McCall, et al, Invest Ophthal Vis Sci 2010）。ま
さにこの方法を、コラーゲン架橋促進による
象牙質の強化にも応用できることを確信し、
リボフラビン励起UVA架橋法を応用した象牙
質コラーゲンの分子間架橋形成促進による
根面う蝕の予防・治療法の開発を着想するに
至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、眼科領域で円錐角膜治療に用
いられはじめたコラーゲン強化法であるリ
ボフラビン励起 UVA 架橋法を、口腔に露出し
た象牙質、あるいは初期う蝕に罹患した根面
象牙質に応用することによって、象牙質のコ
ラーゲン分子間架橋の形成を効果的に促進
し、ダメージを受けた象牙質、あるいはダメ
ージを受けやすい環境にある象牙質の強化
を図るという、根面う蝕を念頭に全く新しい
う蝕予防および治療法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
概要：リボフラビン励起 UVA 架橋法によって
象牙質中のタイプ Iコラーゲンに、どのよう
に架橋が形成されるかを顕微ラマン分光分
析にて解析し、象牙質の機械的強度が最大に
なる架橋処理条件を確定した。さらに確定し
た最適条件でリボフラビン励起UVA架橋処理
を施した象牙質の耐酸性および再石灰化能
をマイクロ CT 画像解析、ナノインデンテー
ション、走査電子顕微鏡観察によって評価し
た。 
 

UVA 活性リボフラビンによるヒト象牙質の強
化効果 
 う蝕および破折のないヒト抜去大臼歯の
歯冠中央部より、0.2×1.7×8.0 mm の棒状試
料および厚さ 1.0 mm の円盤試料を、低速精
密切断機(ISOMET2000,BUEHLER)を用いて採
取し、耐水研磨紙(カービメットペーパー
#600, #1000, #1500, BUEHLER)を用いて試料
の寸法を調整した。棒状試料は、象牙細管の
走行方向を試料の長軸に対して平行に規定
し、HBSS に浸漬した状態で保管した。リボフ
ラビン溶液は、リボフラビン-5’-モノホス
ファートナトリウム（東京化成工業株式会社）
を蒸留水に溶解させて 0.1%および 1%溶液を
作製し、棒状試料を１分間浸漬した。UVA 照
射は、LED 紫外線照射装置(ZUV-C30H, オムロ
ン)を用いて、波長 365 nm、出力 800、1200、
1600 mW/㎠、照射時間 5、10、15 分の条件で
行った。曲げ強さは、棒状試料を万能試験機
(AUTOGRAPH AG-IS,島津製作所)に固定し、ク
ロスヘッドスピード 1.0 mm/min にて 3 点曲
げ試験を行い測定した。得られた結果は、二
元配置分散分析法および Scheffe’s F 法に
て有意水準 95%で検定した。その後最適な条
件において、照射時間の変化を一元配置分散
分析法および Tukey 法にて有意水準 95%で検
定した。 
 次 に 、 ウ シ 皮 膚 コ ラ ー ゲ ン 溶 液
（Sigma-Aldrich）を用いて、コントロール
群、UVA 照射群、リボフラビン浸漬＋UVA 照
射群に分類し、SDS-PAGE にて UVA 活性リボフ
ラビンによる架橋形成について評価した。さ
らに、10% EDTA にて脱灰した円盤試料を、顕
微レーザーラマン分光分析装置(RAMAN-11,
ナノフォトン)を用いて、レーザー波長785 nm、
レーザーパワー130 mW、測定時間 120 秒、測
定領域 1.0×1.0μ㎡の条件で、リボフラビン
浸漬後、UVA 照射を行いながら経時的にラマ
ン分光分析にて、分子レベルでの変化を検索
した。 
 
UVA 活性リボフラビンによるヒト象牙質の脱
灰抑制効果の評価 
う蝕および破折のないヒト抜去大臼歯の歯
冠中央部より、厚さ 1.0 mm の円盤試料を、
低速精密切断機(ISOMET2000,BUEHLER)を用
いて採取した。リボフラビン溶液は、リボフ
ラビン-5’-モノホスファートナトリウム
（東京化成工業株式会社）を蒸留水に溶解さ
せて 0.1%溶液を作製した。UVA 照射は、LED
紫外線照射装置(ZUV-C30H, オムロン)を用
いて、波長 365 nm、出力 1600 mW/㎠、照射
時間 10 分の条件で行った。 
 SDS-PAGE 分析においては、同一歯から得ら
れた円盤試料を、それぞれコントロール群、
処理後粉砕群、粉砕後処理群に分類し、UVA
活性リボフラビンによる処理および破砕機
（μT-01, TAITEC）による試料の粉砕を行っ
た。粉末化した象牙質試料を 1M HCl にて分
解し、SDS-PAGE 分析、および抗コラーゲンⅠ



抗体を使用してのウェスタンブロッティン
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抗体を使用してのウェスタンブロッティン
グを行った。 
次にμCT による耐酸性の評価においては、
円盤試料を半切後
象牙細管の走行と垂直になる面を脱灰面と
設定した。試料をコントロール群、実験群に
分類し、試験前に
活性リボフラビン処理を脱灰面に施した
のち、脱灰面以外をスティッキーワックスに
て被覆した。脱灰溶液（
3.0mmol/l CaCl2, 1.8mmol/l
中に 3日間浸漬後、スティッキーワックスを
除去したうえでμ
群において脱灰前後でのミネラル密度の変
化を比較検討した。

４．研究成果 
リボフラビン濃度および
て曲げ強さを測定したところ、
1分浸漬、紫外線

群において曲げ強さは
ール群の約 2.2 倍に増加した。

リボフラビン UVA による象牙質曲げ強さの変化

PAGE では、リボフラビン浸漬＋
コントロール群では明確に認められなかった
よりも高い分子量を示す位置にバンドが認め

られた。 
また、顕微レーザーラマン分光分析では、
フラビン浸漬後の UVA
、1660 cm-1 付近でのピークに変化が認められ
。以上の結果より、
牙質を強化し、それにはコラーゲン分子の
合の増加および構造
が示唆された。 

リボフラビン UVA による顕微ラマンスペクトル
変化（緑：UVA 処理前、赤：
ン架橋に関わるピークに変化が認められた。

次に、ウェスタンブロッティングにおいて、処
理後粉砕群および粉砕後処理群はコントロール群
と比較し、ブロードなバンドが示す位置が高分子
量側に変位していることがわかった。

control 800mW/cm2

抗体を使用してのウェスタンブロッティン

による耐酸性の評価においては、
円盤試料を半切後 500μm の厚さに切断し、
象牙細管の走行と垂直になる面を脱灰面と
設定した。試料をコントロール群、実験群に
分類し、試験前にμCT を撮影した。その後
活性リボフラビン処理を脱灰面に施した
のち、脱灰面以外をスティッキーワックスに
て被覆した。脱灰溶液（0.2 mol/l Lactic acid, 

, 1.8mmol/l 
日間浸漬後、スティッキーワックスを
μCT 撮影に供し、それぞれの

群において脱灰前後でのミネラル密度の変
化を比較検討した。 

リボフラビン濃度および UVA の照射条件
て曲げ強さを測定したところ、リボフラビン
分浸漬、紫外線出力 1600 

群において曲げ強さは 295 MPa を示し、コントロ
倍に増加した。 

による象牙質曲げ強さの変化

では、リボフラビン浸漬＋
群では明確に認められなかった

よりも高い分子量を示す位置にバンドが認め

また、顕微レーザーラマン分光分析では、
UVA 照射により
付近でのピークに変化が認められ

。以上の結果より、UVA 活性リボフラビンは象
、それにはコラーゲン分子の
構造の変化が関与している可能性

による顕微ラマンスペクトル
処理前、赤：UVA 処理後）コラーゲ

ン架橋に関わるピークに変化が認められた。

ウェスタンブロッティングにおいて、処
理後粉砕群および粉砕後処理群はコントロール群
と比較し、ブロードなバンドが示す位置が高分子
量側に変位していることがわかった。
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 KH2PO4, pH5.0
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ウェスタンブロッティングにおいて、処
理後粉砕群および粉砕後処理群はコントロール群
と比較し、ブロードなバンドが示す位置が高分子
量側に変位していることがわかった。特に、コラ
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による耐酸性の評価においては、
の厚さに切断し、

象牙細管の走行と垂直になる面を脱灰面と
設定した。試料をコントロール群、実験群に

を撮影した。その後
活性リボフラビン処理を脱灰面に施した
のち、脱灰面以外をスティッキーワックスに

0.2 mol/l Lactic acid, 
, pH5.0）
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を変え
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ウェスタンブロッティングにおいて、処
理後粉砕群および粉砕後処理群はコントロール群
と比較し、ブロードなバンドが示す位置が高分子

特に、コラ

ーゲン抗体
ン処理群の高分子側への
れにより、
ラーゲンへの架橋を形成することが確認された。
 さらに、コラゲナーゼ分解に対する抵抗性を検
討した結果、コントロール
で明らかに、コラーゲンが分解されて低分子側に
バンドを認めたが、
では明らかな分解は認められず、架橋形成による
強化効果が示唆された。
   
  

   MK  
 
 

 
 また、
活性リボフラビン処理により、コントロール軍と
比較して脱灰が抑制され
画像より、
ネラル喪失量および表層の後退はコントロール群
と比較して明らかに抑制された。また、
により、
領域は明らかに狭く、とりわけ象牙細管周囲の脱
灰が抑制されていた。

  

  
上段より、
（矢印）、下段の強拡大像より、象牙細管周囲の脱
灰が抑制されている。
 
 以上より、
新たなコラーゲン架橋が形成され、象牙質の強度
が向上すると同時に、耐酸性および酵素分解抵抗
性が上がることがわかった。根面う蝕を想定した
場合、
行抑制につながることが示唆された。
 

ーゲン抗体による標識
ン処理群の高分子側への
れにより、UVA 活性リボフラビン処理が象牙質コ
ラーゲンへの架橋を形成することが確認された。
さらに、コラゲナーゼ分解に対する抵抗性を検
討した結果、コントロール
で明らかに、コラーゲンが分解されて低分子側に
バンドを認めたが、
では明らかな分解は認められず、架橋形成による
強化効果が示唆された。
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また、μCT 撮影
活性リボフラビン処理により、コントロール軍と
比較して脱灰が抑制され
画像より、UVA 活性リボフラビン処理により、ミ
ネラル喪失量および表層の後退はコントロール群
と比較して明らかに抑制された。また、
により、UVA 活性リボフラビン処理により、脱灰
領域は明らかに狭く、とりわけ象牙細管周囲の脱
灰が抑制されていた。

   
SEM による脱灰後のミネラル喪失量の比較
  （左：コントロール群、右：
上段より、UVA 処理群の脱灰領域は明らかに狭く
（矢印）、下段の強拡大像より、象牙細管周囲の脱
灰が抑制されている。

以上より、UVA
新たなコラーゲン架橋が形成され、象牙質の強度
が向上すると同時に、耐酸性および酵素分解抵抗
性が上がることがわかった。根面う蝕を想定した
場合、UVA 活性リボフラビン処理により、う蝕進
行抑制につながることが示唆された。

による標識にて、UVA
ン処理群の高分子側への分布が顕著であった。

活性リボフラビン処理が象牙質コ
ラーゲンへの架橋を形成することが確認された。
さらに、コラゲナーゼ分解に対する抵抗性を検
討した結果、コントロール(C)
で明らかに、コラーゲンが分解されて低分子側に
バンドを認めたが、UVA 活性リボフラビン処理群
では明らかな分解は認められず、架橋形成による
強化効果が示唆された。 
                

    コラーゲン抗体

R          C  R   

撮影および SEM 観察
活性リボフラビン処理により、コントロール軍と
比較して脱灰が抑制されることが示された。

活性リボフラビン処理により、ミ
ネラル喪失量および表層の後退はコントロール群
と比較して明らかに抑制された。また、

活性リボフラビン処理により、脱灰
領域は明らかに狭く、とりわけ象牙細管周囲の脱
灰が抑制されていた。 

による脱灰後のミネラル喪失量の比較
（左：コントロール群、右：

処理群の脱灰領域は明らかに狭く
（矢印）、下段の強拡大像より、象牙細管周囲の脱
灰が抑制されている。 

UVA 活性リボフラビン処理により、
新たなコラーゲン架橋が形成され、象牙質の強度
が向上すると同時に、耐酸性および酵素分解抵抗
性が上がることがわかった。根面う蝕を想定した

活性リボフラビン処理により、う蝕進
行抑制につながることが示唆された。

UVA 活性リボフラビ
分布が顕著であった。

活性リボフラビン処理が象牙質コ
ラーゲンへの架橋を形成することが確認された。
さらに、コラゲナーゼ分解に対する抵抗性を検

(C)では 5 日処理
で明らかに、コラーゲンが分解されて低分子側に

活性リボフラビン処理群
では明らかな分解は認められず、架橋形成による

                コラゲナーゼ

コラーゲン抗体   分解抵抗性
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観察においては、
活性リボフラビン処理により、コントロール軍と

ることが示された。
活性リボフラビン処理により、ミ

ネラル喪失量および表層の後退はコントロール群
と比較して明らかに抑制された。また、SEM

活性リボフラビン処理により、脱灰
領域は明らかに狭く、とりわけ象牙細管周囲の脱

による脱灰後のミネラル喪失量の比較
（左：コントロール群、右：UVA 処理群）

処理群の脱灰領域は明らかに狭く
（矢印）、下段の強拡大像より、象牙細管周囲の脱

活性リボフラビン処理により、
新たなコラーゲン架橋が形成され、象牙質の強度
が向上すると同時に、耐酸性および酵素分解抵抗
性が上がることがわかった。根面う蝕を想定した

活性リボフラビン処理により、う蝕進
行抑制につながることが示唆された。 

活性リボフラビ
分布が顕著であった。こ

活性リボフラビン処理が象牙質コ
ラーゲンへの架橋を形成することが確認された。 
さらに、コラゲナーゼ分解に対する抵抗性を検

日処理(C5)
で明らかに、コラーゲンが分解されて低分子側に

活性リボフラビン処理群
では明らかな分解は認められず、架橋形成による

コラゲナーゼ    

分解抵抗性 
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においては、UVA
活性リボフラビン処理により、コントロール軍と

ることが示された。μCT
活性リボフラビン処理により、ミ

ネラル喪失量および表層の後退はコントロール群
SEM 観察

活性リボフラビン処理により、脱灰
領域は明らかに狭く、とりわけ象牙細管周囲の脱

による脱灰後のミネラル喪失量の比較 
処理群） 

処理群の脱灰領域は明らかに狭く
（矢印）、下段の強拡大像より、象牙細管周囲の脱

活性リボフラビン処理により、
新たなコラーゲン架橋が形成され、象牙質の強度
が向上すると同時に、耐酸性および酵素分解抵抗
性が上がることがわかった。根面う蝕を想定した

活性リボフラビン処理により、う蝕進
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