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研究成果の概要（和文）：唾液タンパク質に対し 30%過酸化水素水を作用させると特定のタンパ

ク質が断片化されることが示された．また，唾液タンパク質を侵入させたエナメル質表層下脱

灰病巣をオフィスブリーチング処理することにより病巣侵入唾液タンパク質成分が減少するこ

とが確認された．さらに，Statherin 抗体を用いた Western Blotting の結果から表層下脱灰病巣

内に存在する Statherin はブリーチングにより抗原性を失うことが確認された．これらの結果

からブリーチング材の使用は再石灰化治療に有効であると考えられた． 

研究成果の概要（英文）：Salivary proteins reacted with 30 % H2O2, resulting in 
fragmentation of certain proteins. Also, we detected in-office bleaching agent in their 
capacity to remove human salivary protein components penetrated into the enamel 
subsurface lesions. Furthermore, western blotting with antibody against serum statherin 
indicated that antibody response of statherin in the lesions was undetectable after the 
in-office bleaching. These results indicate that bleaching will be useful for advancing of 
enamel remineralization. 
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１．研究開始当初の背景 
エナメル質初期齲蝕病巣中には唾液蛋白
が侵入していることが報告されており，病巣
表面を次亜塩素酸水溶液で処理することに
よりカルシウムの取り込みが増加すること
が報告されている．一方，生活歯漂白用のオ
フィスブリーチング材には30-35%のH2O2が含

まれており，H2O2 由来のフリーラジカルがエ
ナメル質色素分子中の不飽和二重結合を切
断することによって漂白が進行すると考え
られている．また，オフィスブリーチング材
より発生するフリーラジカルは色素分子中
の二重結合を切断するのみならず血液成分
等の蛋白質も分解するといわれている．これ
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らのことから，エナメル質表層下病巣に侵入
したタンパク成分を除去，変性させることに
より効果的かつ審美的な再石灰化を誘導で
きる手段としてブリーチング材の適用を発
案した． 
 

２．研究の目的 
エナメル質表層下病巣を形成する表層は

イオンの通過のみ可能な層であると考えら
れているが，微視的にはサブミクロンレベル
の孔や裂溝が存在し，病巣体部には蛋白質等
の有機物が侵入している．オフィスブリーチ
ング材の成分であるH2O2にはタンパク質変性
作用があること，ならびにブリーチング材は
エナメル質面に広く塗布することが可能で
あることなどからから本研究では効率的か
つ審美的な再石灰化誘導の手段としてオフ
ィスブリーチング材を利用することが有効
であるか否かを検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) エナメル質表層下脱灰病巣侵入有機質に
対するオフィスブリーチング材の影響 
 表層下脱灰病巣群(Lesion 群)：エナメル質
片を脱灰ゲルに 37℃で 10 日間浸漬し表層下
脱灰病巣を作製した. 表層下脱灰病巣→再
石灰化群(Rem 群)：同様にエナメル質片に表
層下脱灰病巣を作製した後, 再石灰化溶液 
に 14 日間浸漬した. 表層下脱灰病巣→
casein 浸漬→再石灰化群(Casein 群)：エナ
メル質片に表層下脱灰病巣を作製した後, 
蛋白質の侵入した脱灰病巣を模倣する目的
でカゼイン溶液 (200 ppm) に 2 週間浸漬し,
その後 再石灰化溶液に 14日間浸漬した. 表
層下脱灰病巣→カゼイン溶液浸漬→漂白→
再石灰化群(HiLite 群)：エナメル質片に表層
下脱灰病巣を作製し, カゼイン溶液に 2週間
浸漬した後,オフィスブリーチング材である
松風 HiLite を適用し, その後再石灰化溶液
に 14 日間浸漬した. 各処理後, エナメル質
片から薄切片を切り出し, TMR撮影を行った.  
 
(2) 30% H2O2による唾液成分タンパク質の化
学的変化 
氷上にて採取した唾液上清を 2 群に分け，

氷冷イソプロパノールを加え静置後，10分間
遠心分離した．回収した沈殿に対しそれぞれ
以下の処理を行った．1）H2O2群：沈殿に対し
30% H2O2を加え，30 分間室温処理した．2）
蒸留水（DW）群：H2O2に代わり DW を使用した．
遠心分離にて上清及び沈殿に分けた後，SDS 
sample buffer に溶解し，SDS-PAGE にて分析
を行った．ゲルは CBB および Stains-All 染
色を行ったほかに，Western Blotting にてタ
ンパク質の化学的性状変化を検討した． 
 

(3) 表層下脱灰病巣に結合した唾液タンパ

ク質の化学的変化 
 ウシエナメル質片に表層下脱灰病巣を作
製し，以下に示す 2群に分けた．1）Lesion
群：氷冷下にて採取した自己安静時唾液にエ
ナメル質脱灰病巣を 37℃で 5 日間浸漬した．
2）HiLite 群：Lesion 群と同様に病巣を作製
後，安静時唾液に浸漬した．その後，HiLite
を 9 回適用した．これらの処理後， 0.15 M 
NaCl 含有 PBS および 0.4 M PB（pH6.8）をそ
れぞれ試験面に 5 µl ずつ 2回滴下し，病巣
内のタンパク質を順次抽出した．以上の抽出
操作後も残存したタンパク質を得るため，1N 
HCl を同様に滴下し回収した．これらの抽出
液を透析，濃縮後，SDS sample buffer に溶
解し，熱変性処理した．回収されたタンパク
質は SDS 電気泳動後，Gel Code Blue Stain
にて染色し，安静時唾液中のタンパク質と比
較した．また，Western Blotting 法により
Statherin 抗体を用いて抗原性を示すタンパ
ク質の分布を調べた． 
 
４．研究成果 
(1) エナメル質表層下脱灰病巣侵入有機質
に対するオフィスブリーチング材の影響 
 Lesion 群では典型的な表層下脱灰病巣が
作製された. Rem 群は病巣体部のミネラル濃
度が顕著に上昇し明瞭な再石灰化が誘導さ
れていた．一方，カゼイン溶液に浸漬した表
層下脱灰病巣(Casein 群)では病巣体部ミネ
ラル上昇が抑制されたプロファイルを示し
た．カゼイン溶液浸漬後，HiLite 処理を行っ
た群(HiLite 群)は，Rem 群には及ばないもの
の Casein 群に比較してミネラル濃度の上昇
したプロファイルが確認された．病巣体部の
ミネラル濃度の比較では，HiLite群は Casein
群に比較し有意に高い値となった． Casein
群に比較し HiLite 群で病巣体部のミネラル
濃度が有意に高い値となったこと，および
HiLite 処理により再石灰化が助長される傾
向が確認された結果は，カゼインが病巣体部
にまで浸透し再石灰化抑制に働いたと同時
に HiLite がその分解に関与していると考え
られ，その結果速やかな再石灰化が誘導され
る可能性があることを示している．  
 
(2) 30% H2O2 による唾液成分タンパク質の化
学的変化 
 コントロール群で見られたいくつかのバ
ンドが，30％過酸化水素水処理をした群では
消失することが確認された．また，
Stains-All 染色によりコントロール群と過
酸化水素水群の酸性タンパク質を比較した
ところ，分子量が 250kDa 以上の唾液ムチン
タンパク質において，過酸化水素水と反応さ
せた唾液タンパク質のほうがより大きい分
子量を持つことが検出された．また，Western 
blotting の結果から，30% H2O2 処理により



Albumin の抗体が幅広い分子量で検出された
と同時に Statherin 抗体の反応が消失した．
これらの結果から，特定のタンパク質が過酸
化水素水によって断片化されることが考え
られ、特に statherin の変性は石灰化抑制力
の喪失を意味するものと考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 表層下脱灰病巣に結合した唾液タンパ
ク質の化学的変化 
 安静時唾液に浸漬した表層下脱灰病巣から
抽出した試料は，安静時唾液中のタンパク質
のパターンと比較すると，低分子量のタンパ
ク質に限られていた．また非処理群と HiLite
群を比較すると，HiLite 群ではタンパク質成
分が大幅に消失・減少していることが確認さ
れた．また，Statherin 抗体を用いた Western 
blotting の結果から，HiLite 処理を行うこ
とにより，表層下脱灰病巣内に存在する
Statherin は抗原性を失うことが確認された．
以上のことからフッ化物の効果的な利用法
にブリーチング材を併用することにより，効
果的な再石灰化を導く可能性が示唆された． 
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