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研究成果の概要（和文）：現在,歯科臨床においてコンポジットレジンが広く用いられているが,その長期耐久性には問
題がある.そこで,新規に開発した石灰化誘導能を有する接着性モノマー（CMET）を用いて接着性修復材料を試作し,象
牙質接着性および再石灰化能について検討を行った.水中保管2年間の微小引張試験および象牙質接着界面および破断面
の観察では,CMETを配合することにより良好な接着状態が得られた.この溶出液を用いることで,象牙質再石灰化の促進
が確認された.以上の結果から,CMET配合修復材料は象牙質接着界面での耐久性に優れ,コンポジットレジン修復におい
て有効であることが示唆された. 

研究成果の概要（英文）：Dental adhesive materials are widely used for composite resin treatment. However, 
there is a problem in long-term durability on dentin bond strength. In this study, experimental materials 
were used to create a resin composite containing 1.5% the calcium salts of 4-methacryloxyethyl 
trimellitate (CMET). We examined in vitro the mineral induction ability of CMET, compared with that of a 
model decalcified dentin matrix. We also examined the adhesion ability of HC and CMET to a dentin 
specimen by means of a micro-tensile bond test. In the micro-tensile bond test and the fracture modes 
after bond testing, experimental material containing CMET showed a high adhesive ability in 2 years water 
storage. Calcium ions were released from the CMET specimens. More mineralization occurred in the CMET 
group incubated for 24 hours. CMET combination coat material was excellent in the durability in dentine 
bond strength, and the effective thing was suggested in dental treatment.

研究分野： 歯科保存学

キーワード： 石灰化　バイオアクティブ　象牙質
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１．研究開始当初の背景 
近年,歯科保存修復学の分野において歯の

象牙質に対する接着性材料が著しく進歩し,
歯科臨床において,より頻繁に使用されてい
る.従来は浸透性,接着性に重点をおいて接
着性モノマーの開発が行われてきたが,抗菌
性のモノマーの配合など接着性修復材料の
多機能化が進んでいる.しかしながら,接着
修復物の脱落,修復物周囲の 2 次カリエスな
ど長期的な耐久性には,まだまだ改善すべき
点が多い.脱灰象牙質においてボンディング
材が浸透していないナノリーケージが存在
し,この部分から経時的に修復材の崩壊が始
まることが報告されている(Sano et al. Oper 
Dent20, 1995).また,これまで我々は,ボンデ
ィング材が吸水により,経時的に崩壊するこ
と を 報 告 し た （ Ito et al. 
Biomaterials26,2005）. これらの研究を通
して,象牙質接着界面が再石灰化することが
できれば,修復材料の耐久性が向上するとい
う考えに至り,これまでの研究成果より得た, 
科学的な根拠・技術をもとに再石灰化誘導能
を有する接着性モノマーを開発し特許を出
願した(特願 2005－175439). これらの象牙
質再石灰化誘導について報告を行い,論文投
稿中である.また,各種イオンを徐放するフ
ィラーに着目し,その象牙質再石灰化能につ
いて,報告してきた( Ito et al. J Dent39, 
2011).しかしながら,これらの製品化を行う
ためには,新たな接着性モノマーの開発やそ
の組み合わせによる,詳細な組成の検討，重
合率,粘弾性の測定や長期耐久性の評価を行
うことが必要である. 
これらの知識・技術の蓄積をもとに,再石

灰化能を有する修復材を開発することがで
きれば,歯科修復材料の耐久性を向上させる
ことができる. 
 
２．研究の目的 
近年,歯科用接着性修復材料の分野において,
優れた浸透性,接着性を持つ接着性モノマー
に重きがおかれ開発が行われてきた.しかし
ながら,その耐久性には,改善の余地が大い
にあることを明らかにしてきた.また,象牙
質接着界面を再石灰化できれば耐久性が向
上すると考え,象牙質再石灰化能を有する接
着性モノマーの開発を行い,その石灰化誘導
能について評価を行ってきた.さらに研究成
果を発展させるために,より強力な再石灰化
能と接着性を持った接着性モノマーの開発,
これらを用いた修復材による象牙質再石灰
化能,長期耐久性の評価,重合率などの物性
の評価を行う.これにより,象牙質再石灰化
能と接着能を有するバイオアクティブ修復
材の開発を行う. 
 
３．研究の方法 
(1) CMETの作製および構造解析 
 CMET 作製方法を以下に示す.撹拌装置,冷
却管,温度計,及び滴下ロートを取り付けた

反応装置に,4-MET を入れ,さらにエタノール
を入れながら撹拌した.この溶液に水酸化カ
ルシウム水溶液を滴下し,得られる試料を濃
縮した後に濾過し,残差をエタノールで洗浄
した.その後,得られた白色の固体を室温で
真空乾燥させ,粉砕,分級して白色粉末を得
た.得られた白色粉末をフーリエ変換核磁気
共鳴分析計(R-1500, 日立製作所)を用いて
分析を行った.また,元素分析は以下のよう
に行った.炭素および水素は,CHN 元素分析装
置（2400ⅡCHNS/O, Perkin-Elmer,USA)にて
定量を行った.酸素は,有機元素分析装置
（CHN-Orapid, Heraeus, GER）にて定量を行
った.カルシウム,リンは灰化後,希硝酸に溶
解させ,ICP 発光分析装置(ICPS-8100, 島津
製作所)にて定量を行った.この後、更に構造
解析のために中和滴定試験を行った.試験に
は,4-MET,水酸化カルシウム(和光純薬工業),
水酸化ナトリウム(和光純薬工業)を用いた.
試験方法は,0.02M4-MET水溶液 50mℓをビーカ
ーに入れ,撹拌しながら 0.1M 水酸化カルシ
ウム水溶液を少しずつ滴下し,滴下しながら
pH測定器(LAQUA F-74,HORIBA)にて pHを測定
した.滴下は 25.0mℓまで行い,滴下量と pH の
関係をグラフ化し,第一当量点と第二当量点
を確認した.同様に水酸化ナトリウム水溶液
での中和滴定試験も行った. 
(2)微小引張試験 
試験には北海道医療大学歯科内科クリニ

ックに来院し,治療上抜歯が必要と診断され
た患者で,本研究の内容を説明して同意を得
た,う蝕の無いヒト抜去大臼歯16本を用いた.
なお,本研究は北海道医療大学歯学部・大学
院歯学研究科倫理委員会に承認された(第 47
号). 
抜去歯の歯冠部中央を精密低速切断器

(Isomet low speed saw, Buehler. Co., Ltd, 
USA)を用いて歯軸に対して垂直に切断し象
牙質を露出させ,注水下にて＃600 耐水研磨
紙を用い 1分間研磨し,超音波洗浄を 10分間
行った.CMET をハイブリッドコート(サンメデ
ィカル,以下 HC)に 1.5%配合したシーリング・
コート材(以下 CMET-HC)を試作した.象牙質面
に対し HC および CMET-HC をメーカー指示通
りに歯面処理を行い,ハロゲン照射器
(JETLITE1000,J. Morita USA, USA)を用いて
ボンディング材を重合した.その後,コンポ
ジットレジン(ファンタジスタ,サンメディ
カル)を1mmの厚さに盛り上げ,60秒間光照射
を行った.これを 5 層積層して試験用接着試
料を作製し,各試料を37℃にて24時間水中保
管した.24 時間後,精密低速切断機を用いて
注水下にて接着界面に対し垂直になるよう
に切り出し,接着面積が 1 ㎜ 2 になるように
試料をスティック状に切断した.その後,シ
アノアクリレート接着剤（モデルリペア―Ⅱ,
デンツプライ三金）を用いてデバイスに装着
し,37℃水中保管 24 時間後,3 ヶ月,6 ヶ月お
よ び 2 年 後 に 万 能 試 験 機
(EZ-test,EZ-L,Shimazu)を用いて微小引張



接着強さの測定を行った.試料はランダムに
選択した15個の試料を用い,クロスヘッドス
ピ ー ド毎分 1 ㎜ にて 行 った . 測 定 値
は,Mann-Whitney検定を用い,有意水準5％に
て統計処理を行った. 
 
(3)象牙質接着界面および破断面の観察 
微小引張試験と同様の方法で作製した試

験用接着試料を37℃にて24時間,水中保管し
た後,精密低速切断機を用いて接着界面に対
し垂直に切断した.観察面を＃600 耐水研磨
紙を用いて注水下にて1分間研磨を行い,40%
リン酸によるエッチング後,超音波洗浄を 10
分間行った.その後,アルコール脱水にて十
分に乾燥させ,イオンコーター(QUICK AUTO 
COATER,SANYO DENSHI)にて金蒸着後に走査電
子顕微鏡（SSR‐550, Shimazu,以下 SEM）を
用いた観察を行い,典型的な所見については
写真撮影を行った. 
微小引張接着強さの測定後の破断面につ

いても SEM にて観察を行った.  
 
(4) 複素粘度測定 

 試料としてHCの光重合開始材未配合品(以
下HC-η),HCの光重合開始材未配合品にR812
微粒子シリカフィラー(AEROSIL R812, 日本
アエロジル株式会社)を 1.5%添加した試料
(以下R812-η)およびHCの光重合開始材未配
合品に CMET を 1.5%添加した試料(以下
CMET-η)を作製して用いた.これらを 5 日間
静置し,5日後,これらの試料から40℃のエバ
ポ レ ー タ ー (Auto Jack NAJ-100, Tokyo 
Rikakikai Co.，Ltd)で,アセトンを除去して
静置し,下層を試料とした. CMET-ηは層分離
が遅かったため,遠心分離機(H-1500F,コク
サン)を用いて5000rpmにて遠心分離を行い,
下層を試料とした.この 3 種類の試料を用い
て,レオメーター（MARSⅢ,Thermo Fisher 
Scientific）にて複素粘度の測定を行った.
測定条件は 30℃,1Hz の条件下で 0.01～1rad
までステップ60にて振動させ,測定を行った.
また,それぞれの試料に対し測定は 2 回行
い,2 回目の測定は 1 回目の測定で 1rad まで
振動させた後,すぐに測定を行った. 
 
(5) 石灰化誘導実験 
1) モデル脱灰象牙質基質の作製 
モデルリンタンパク質として卵黄由来の

ホスビチン（Sigma-Aldrich Co.,USA)を使用
し た . こ れ を ジ ビ ニ ル ス ル フ ォ ン
（Sigma-Aldrich Co.,USA)）を用いてアガロ
ー ス ビ ー ズ (Sepharose4B,GE Healthcare 
Bio-Science,UK)に架橋結合した.架橋導入
後,0.5mol NaCl,0.05mol Tris-HCl 緩衝液
(ph7.4)にて試料を洗浄して,余剰なリンタ
ンパク質を除去した.これによって得られた
ホスビチン-アガロースビーズ複合体(以
下,PV)をモデル脱灰象牙質基質として以下
の石灰化誘導実験に使用した. 
2) ボンディング材の硬化体の作製と溶出カ

ルシウムイオン量の測定 
 HC および CMET-HC を用い,メーカー指示通
りにボンディング材の液体と粉末を混合さ
せ,円形のシリコン製包埋板上にてエアーブ
ロー後,ハロゲン照射器(Morita JETLITE1000, 
J. Morita USA, USA)を用いて 60 秒間光照射
を行った.ボンディング材の重合後,シリコ
ン包埋板から取り出し,さらに裏面も60秒間
光照射を行った.この方法で,HC および
CMET-HC のボンディング材の硬化体(円盤状:
直径 18 ㎜,厚さ 1 ㎜)を作製した.それらを
蒸留水 5ml に 7 日間浸漬し,得られた溶出液
を 0.20 μm Cellulose Acetate フィルター
(Toyo Roshi Kaisha,Ltd)にて濾過を行った.
これにより,HC からの溶出液と CMET-HC から
の溶出液の2種類の溶出液を得た.その後,溶
出液中のカルシウムイオン量を原子吸光分
析装置(5100, Perkin-Elmer,USA)を用いて測
定した（n= 20）. 
3) 石灰化溶液の調整と誘導された石灰化物
中のカルシウム量の測定 
 37℃にてハイドロキシアパタイトに対す
る飽和度7.59を有する石灰化溶液を作製し,
溶液中で PV をインキュベートすることによ
り,象牙質基質による再石灰化をシミュレー
トする系を作製した(PV 群).石灰化溶液は
1.67 の Ca/P モル比を有しており,pH は 7.4
に調整した.また,石灰化溶液中の細菌成長
を阻害するために 0.02%アジ化ナトリウムを
添加した.なお,ハイドロキシアパタイトに
対する過飽和度(S)は[1],[2]および[3]の式
により求められる. 
 S=(IAP-Ksp)/Ksp……[1] 
 IAPHAP=[Ca

2+]5[PO4
3-]3[OH

-]f1
5f2

3f3……[2] 
 -logz=Az

2[I1/2/(I+I1/2)-0.3I] ……[3] 
 IAP は石灰化溶液のイオン活動度積,Ksp は
ハイドロキシアパタイトの溶解度積を表し
ている.fz は z 価イオンのイオン活動度係数
を示している.I はイオン強度を示している.
これらの計算はコンピュータープログラム
WATEQ4F31)を用いて行った. CMET-HC からの溶
出液による再石灰化への影響を調べるため,
石灰化溶液の作製の際に超純水の換りに, 
CMET-HC からの溶出液を用いて石灰化溶液を
作製した(CMET 群).コントロールとして HC
からの溶出液を用いて石灰化溶液を作製し
た群(HC 群)と 18.2MΩ・cm の比抵抗を有する
超純水を用いて作製した群(PV 群)を作製し
た. 
作製した 3 種類の石灰化溶液を 0.20 μm 

セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー (Toyo Roshi 
Kaisha,Ltd)にて濾過を行った後,12×75 mm
のγ線滅菌ポリスチレンチューブ(Becton, 
Dickinson and Company,USA)に填入した.マ
イクロピペットを用いて PV を石灰化溶液に
添加することにより,石灰化誘導実験を開始
した.直ちにチューブを恒温振盪槽にセット
し,37±0.1℃,125rpm にてインキュベーショ
ンした.0,1,2,5,7,10,12,24 時間後にチュー
ブを回収し,0.45μm セルロースフィルター



(Toyo Roshi Kaisha,Ltd)を用いて濾過し,さ
らに水酸化アンモニウムにより pH 10 に調整
された脱イオン蒸留水でフィルター上の試
料を洗浄した.その後,フィルターを自然乾
燥した.フィルター上に回収された試料を
0.1 M 塩酸,0.25%酸化ランタンに溶解して,
誘導された石灰化物中のカルシウム量を原
子吸光分析装置にて測定した（n= 5）. 測定
値は,Mann-Whitney検定を用い,有意水準5％
にて統計処理を行った.また,誘導された石
灰化物中のカルシウム量の経時変化をプロ
ットしたグラフを作成し,インキュベーショ
ン初期の PV に対するカルシウム結合ライン
とミネラル成長ラインの交点により得られ
るインキュベーション時間を石灰化誘導時
間と定義した. 
6. 誘導された石灰化物の観察 
石灰化溶液中でインキュベーションし,24

時間後に回収した試料を通法に従ってイオ
ンコーターにて金蒸着を行い,SEM にて観察
した.また,同様に得られた試料を微小領域 X
線回折装置（Rint2000,理学電気）を用いて
線源銅 Kα線,管電圧 40kV,管電流 100mA にて
回折角 20～60°の範囲で測定を行った. 
 
４．研究成果 
(1)CMETの構造解析 
 4-MET水溶液への水酸化カルシウム水溶液
および水酸化ナトリウム水溶液を用いて得ら
れた中和滴定曲線において, 中和滴定前の溶
液のpHは2.18であったが,滴下25.0mℓでは
pH11.51まで上昇した.4-MET水溶液への水酸
化ナトリウム水溶液を用いた中和滴定におい
ては, 中和滴定前の溶液のpHは2.18であった
が,滴下25.0mℓではpH 11.66まで上昇した.こ
の測定結果をグラフ化し,第一当量点と第二
当量点を確認したところ,第一当量点でのpH
ジャンプは水酸化ナトリウムの方が大きく,
水酸化カルシウムは第一当量点があまり明確
でないことが確認された. 
 
(2) 微小引張試験 
微小引張試験の測定において, CMET-HC に

おける接着強さは 24 時間,3 ヶ月 6 ヶ月後お
よび 2年後がそれぞれ、41.8MPa、34.0 MPa、
27.9 MPa および 22.6 MPa であり,HC 群は 24
時間,3ヶ月6ヶ月後および2年後がそれぞれ、
30.9MPa,28.7MPa,19.8MPa および 13.5 MPa で
あった.HC 群と CMET-HC 群との間で 24 時間
後,6 ヶ月後,2 年後において有意差が認めら
れ,CMET-HC 群が有意に高い値を示した
(p<0.05). 
 
(3) 象牙質接着界面及び破断面の観察 

HC の観察 SEMにおいて,24時間後は良好な
接合状態が確認された.しかしながら,3,6 ヶ
月および2年後では接着界面付近での亀裂が
多く認められた.CMET-HCにおいては,24時間
後,3 ヶ月後,6 ヶ月後で良好な接合状態が確

認された.しかしながら,2 年後では接着界面
付近での亀裂が認められた. 

破断面の観察において, HC,CMET-HC共に複
数の破壊様式の混在した混合破壊が最も多
く観察された.界面破壊数は,6ヶ月,2年後に
おいて,CMET-HC は界面破壊数が HC と比較し
て少ないことが観察された.また,コンポジ
ットレジン内での凝集破壊は,CMET-HC は HC
より多くのコンポジットレジン内での凝集
破壊が観察された.これらのことから
も,CMET-HC が HC よりも象牙質に対して良好
に接着することが示された. 

 

(4) 複素粘度測定 

 作製した 3 種類の試料の溶状を以下に示
す.HC-η は,透明で糸引きのある液体となっ
た. R812-ηは,透明でやや粘度の高い糸引き
のある液体となった.CMET-η は,調製 3 分後
程度で白濁し始め,5 日後にはヨーグルト状
となった. 

 この 3 種類の試料を用いて複素粘度の測定
を行った.1回目の粘弾性の測定結果を図6に
示す.初期の複素粘度はCMET-ηが最も高く,
次に R812-η であり,HC に CMET および R812
フィラーを加えることにより複素粘度が上
昇したことがわかった.振動を加え,ずり速
度を上げていった場合の複素粘度において
は,HC-η はずり速度を上げても複素粘度が
ほとんど変化しなかった.R812-η はずり速
度を上げることにより複素粘度が全領域で
同じように低下した.CMET-η はずり速度を
上げることによりR812-ηと同様に複素粘度
が低下した.また,CMET-η は 0.05rad 付近ま
ではあまり複素粘度が低下しなかった
が,0.05rad 以降で急激に複素粘度が低下し
た.  

 
(5) 石灰化誘導実験 
1) ボンディング材の硬化体の作製と溶出カ
ルシウムイオン量の測定 
 HCの硬化体とCMET-HCの硬化体からの溶出
カルシウムイオン量の結果を Fig.9 に示
す.HC の硬化体からはカルシウムイオンは検
出されなかったが,CMET-HC の硬化体からは,
平均で7.51mg/ ℓ(n= 20)のカルシウムイオン
が確認された. 
 

2) 石灰化溶液の調整と誘導された石灰化物
中のカルシウム量の測定 

インキュベート 0,1,2,5,7,10,12,24 時間
後の石灰化物中のカルシウム量を Fig.10 に
示す.インキュベート24時間後のカルシウム
量は PV 群が 75.3±9.2 mg/ℓ,CMET 群は 93.5
±2.2mg/ℓ,HC 群は 72.6±5.8 mg/ℓであっ
た.PV群とHC群との間には有意差は認められ
なかったが,CMET 群と PV 群および HC 群との
間には有意差が認められ，CMET 群が有意に高



い 値 を 示 し た (p<0.05). こ の こ と に よ
り,CMET-HCからの溶出液を用いた群は,HCか
らの溶出液および超純水を用いた群より多
くのカルシウムを誘導し,PV の石灰化を促進
することが分かった.また,誘導されたカル
シウム量から石灰化誘導時間を計算したと
ころ,PV群が 7.4時間，CMET 群が 1.0時間,HC
群が7.3時間となった.このことより,CMETか
らの溶出液を用いることにより石灰化誘導
時間が短縮されることがわかった. 
 
(6) 誘導された石灰化物の観察 

インキュベート 24 時間後に得られた石灰
化物の SEM 像において, PV 群,HC 群,CMET 群
共にアガロースビーズ面上に板状の石灰化
物が認められ,結晶の形態,サイズは同程度
であった.また,これらをX線回析法にて分析
したところ,いずれの試料においても石灰化
物の回析パターンがハイドロキシアパタイ
トのパターンと一致した. 
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