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研究成果の概要（和文）：飽和移動差核磁気共鳴測定法（STD-NMR）を用いた接着性モノマーとコラーゲンの相
互作用解析では、理化学研究所横浜NMR共用プラットフォームに解析協力を頂いた。(STD) NMR法は、高分子タン
パク質 と 低分子（リガンド）の結合複合体（binding component）の確認、低分子リガンド側の認識部位（エ
ピトープ）の解析が可能である。接着性モノマーとコラーゲン分子レベルで解明し、水溶性のアテロコラーゲン
では、接着性モノマーとの疎水性相互作用が示唆された。また、固体NM測定により、歯質アパタイトと接着性モ
ノマーとの反応が観測された。不溶性のコラーゲンとの相互作用は今後検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The nteraction of functional adhesive monomers with collagen is not 
understood at a molecular/atomic level. We performed saturation transfer difference (STD) NMR 
spectroscopy to investigate the binding interaction of 10-methacryloyloxydecyl dihydrogenphosphate 
(MDP), with atelocollagen as a triple-helical peptide model. High STD intensities were detected on 
the protons in the aliphatic region in MDP. The STD results imply that MDP has a relatively stable 
interaction with the collagen, because of the hydrophobic interactions between the hydrophobic MDP 
moieties and the hydrophobic collagen surface. This finding indicates that MDP-collagen complexation
 accounts for stable dentin bonding. Furthermore, we examined molecular-level interaction of MDP 
with dentin components by solid-state 31P NMR spectroscopy using a light-cured commercial available 
MDP-based adhesive. MDP-mineral reaction/binding was confirmed in cured adhesive with dentin. 
Interaction with  collagens needs further studies. 

研究分野：歯科保存修復学
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１．研究開始当初の背景 
象牙質接着は、水、アセトン、エタノール、
などの溶媒などに、接着性レジンモノマーを
含有したプライマーにより、部分脱灰された
コラーゲン繊維層にモノマーが浸透すると
考えられている。しかし接着耐久性の劣化は
未だ解決されておらず、特にコラーゲンは、
接着性モノマーに保護されていない場合、分
解酵素により劣化されるため、、接着性の劣
化の最大の原因との見解がある。分子レベル
での解析法の一つである NMR(nuclear 
magnetic resonance、核磁気共鳴）を応用し
た歯科接着性モノマーのスクリーニングは、
モノマーの加水分解、またはミネラル（ヒド
ロキシアパタイト）との相互作用が報告され
ている。しかしながら、このヒドロキシアパ
タイトと機能性接着性レジンモノマーとの
結合層が、象牙質 18%を占めるコラーゲン線
維を十分に取り囲み、分解酵素の Matrix 
Metalloproteinases の侵害からコラーゲン
を保護しているかは不明である。今日まで、
接着性モノマーとコラーゲンとの相互作用
の、分子レベルでの解析はまだ十分に行われ
ていない。 近年，Meyer らにより開発され
た STD NMR 法は(Meyer and Peters, 2003)リ
ガント－タンパク質間における相互作用の
確認、またリガント側の認識部位（エピトー
プ）分析法として，薬剤－タンパク質間にお
ける結合作用の解析が行われてきた。STD 法
は、タンパク質に選択的にラジオ波を照射し
て飽和させることにより，タンパク質に結合
しているリガンドに飽和を伝播させ，飽和を
伝播されたリガンドのスペクトルを測定し，
その測定したスペクトルからタンパク質を
飽和していないリガンドのスペクトルを差
し引いて差スペクトルを得る高度な測定法
である。そこで申請者は、接着性モノマーと
歯質の相互作用を観点に、歯科接着システム
と有機質コラーゲンの相互作用解明に取り
組んだ 
 
２．研究の目的 
核磁気共鳴を応用した分子レベル分析は、モ
ノマーの加水分解、またはミネラルとの相互
作用が報告されているが、象牙質有機質であ
るコラーゲンと接着性モノマーとの相互作
用、その複合体の形成は報告がなく、接着機
能の解明において興味深い分析である。飽和
移動差核共鳴測定法,Saturation Transfer 
Difference Nuclear Magnetic Resonance, 
(STD NMR)は、高分子(protein) と 低分子
（ligand）の相互作用、結合複合体（binding 
component）の確認、解析に応用される技術
である。本研究では、STD NMR 法を用い、コ
ラーゲンと接着性モノマーの相互作用を評
価し、さらにコラーゲンに対する接着性モノ
マーの相互作用部位（エピトープ）を解析し、
接着界面でのコラーゲンの劣化抑制の条件
を模索した。 
 

３．研究の方法 
NMR 測定は、理化学研究所横浜研究所、NMR
共用プラットフォームの解析協力を得た。
STD-NMR の特徴を以下に記載する： 1.タンパ
クなどの高分子(>10 kDa)でも感度が良い,微
量のサンプル量測定可能 
2. タンパク質（酵素やレセプター）と標的
化合物（基質、低分子リガンド及びリガンド
模倣ペプチド）を溶液中で混合して測定でき
る。高分子(protein) と 低分子（ligand）
の結合複合体（binding component） の確認 
3.低分子リガンド－タンパク質間の相互作
用解析において、Saturation transfer 
difference-NMR 法により、低分子リガンド側
の認識部位（エピトープ）を解析できる。 
 
接着性モノマー2種対象に、溶媒として、DMSO 
(Dimethyl sulfoxide)を使用した基礎結果と、
一般接着性プライマー剤に配合される親水
性溶媒モノマーの HEMA を使用した場合と比
較し、モノマー‐コラーゲン相互作用への影
響を比較評価した。コラーゲン分子の mono 
helical chain の ペプチドモデルを Gly Pro 
Hyp (M.W. 3000), また N-, C-両末端のテロ
ペプタイドを酵素処理し水溶性を高めたア
テロコラーゲンを使用した。この水溶性コラ
ーゲンは飽和溶液を 20 倍に希釈して最終サ
ンプルとした。測定は、Bruker 800 MHz 
equipped with CryoProbe を用い、温度 298K
にて行った。1D 1H 測定:16384 pts x 8 scans, 
inter delay (D1)= 3sec 
1H STD の測定：16384 pts x  512 scans, d1 
= 3 sec である。 
研究期間の後半は、不溶性の象牙質コラーゲ
ンを用いて、固体 NMR によるコラーゲンのス
ペクトラムを測定する実験系に変更した。こ
れは、本来の実験計画にはなかったが、研究
概要は歯質コラーゲンとの接着性モノマー
の相互作用分析であるので、研究方針を調整
することにした。 
 
４．研究成果 
（１）平成 25 から 27 年 
STD-NMR 測定より、接着機能性リン酸モノマ
ーの MDP (10-Methacryloyloxydecyl 
dihydrogen phosphate)とコラーゲン間に、
強力な化学結合ではないが、相互作用が見ら
れた（図１）。リガント側 MDP の認識部位（エ
ピトープ）分析ではその脂肪族部位に特異的
に STD が現れた為（図２）、疎水性引力によ
るものと示唆できた。接着機能性モノマーに
て象牙質を接着した場合、接着界面でコラー
ゲンと相互作用を結合し、より安定した複合
体を構築し、接着強さを生み出すものと示唆
できた。しかし、この疎水性相互作用は、親
水性溶媒モノマーの HEMA と配合した場合は
観測されなかった。HEMA は接着性レジンに含
まれる親水性溶媒モノマーだが、機能性モノ
マーMDP のコラーゲンとの相互作用を弱化す
る恐れが示唆された(図 3)。 



 
 
アテロコラーゲンが本来の歯質コラーゲン”
線維“とは形態が違うため、不溶性のコラー
ゲンを対象にした固体 NMR 測定では、歯質コ
ラーゲンと接着性モノマーとの方向依存性
相互作用の「化学シフト異方性」が観測され
たが、さらなる検討が必要である 
 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 
MDPの Epitope Mapping  
 
 
 
 
 
 
 
 
STD の Epitopeの結果より、MDPモノマーの
脂肪族部位に特異的に結合がみられた。この
疎水性結合によって、アテロコラーゲンとの
相互作用が示唆できた。図中数値は結合部位
の相対的強度を示す。 
 
 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MDP                   HEMA 
MDP のアテロコラーゲンへの相互作用 
（左図）MDP のみでは脂肪族の疎水性を利用
した相互作用がみられるが、（右図）HEMA 存
在下では MDP の脂肪族に HEMA が配合しその
疎水性を阻害するため、相互作用が弱くなる。
HEMA 共存化では、露出コラーゲンは MDP モノ
マーにより安定的に保護されないとこが示
唆された。 

（2）平成 29年度 延長時 
不溶性コラーゲンを使い固体 NMR による NMR
相互作用分析の実験を実施した。アテロコラ
ーゲンに代わり、不溶性のウシ抜去歯由来の
天然コラーゲンを器質し、MDP の歯質接着性
材料の機能性の分析という観点から、固体
NMR を用いて高感度の 31P により評価を行っ
た。他の発表論文同様に、ハイドロキシアパ
タイトと化学的に結合し、水に不溶性のカル
シウム塩を形成する結果は得られた。コラー
ゲンとMDP配合の市販の歯科接着剤を反応さ
れた場合は、60 分後も MDP 本来の NMR スペク
トラムに変化が見られなかった（図 4）。この
ように、31P の chemical shift では結合性を
評価した場合は、MDP のリン酸基末端の結合
部位のみ分析対象となるため、MDP の脂肪族
の疎水結合性を評価する為には 13CNMR分析が
今後必要となる。 
 
 
図４ 
31P NMR spectra （MDP 由来のリン酸基の 31P 
chemical shift） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) MDP 配合の市販の歯科接着剤のみ光照射
により硬化 

B) ウシ抜去歯由来コラーゲンとMDP配合の
市販の歯科接着剤を1分間反応させた後、
光照射により硬化 

C) ウシ抜去歯由来コラーゲンとMDP配合の
市販の歯科接着剤を5分間反応させた後、
光照射により硬化 

D) ウシ抜去歯由来コラーゲンとMDP配合の
市販の歯科接着剤を 60 分間反応させた
後、光照射により硬化 

 
 
（MDP 由来のリン酸基の 31P chemical shift
に大きな変化は見られない。これは MDP のリ
ン酸基末端の結合部位ではコラーゲンとの
結合はないと意味する。 しかし、脂肪族部
位との相互作用は 13C による分析が必要であ
る。） 
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コラーゲン存在下のMDPスペクトル 
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