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研究成果の概要（和文）： 象牙質の微細構造が、破折が伸展する過程においてどのような影響を与えているかを明ら
かにするため、亀裂の先端部分の状態を未脱灰において透過型電子兼美容および電子線トモグラフィーにより３次元構
造を観察し亀裂がどのように進展していくかを明らかにすることを目的とした。
 歯の亀裂の先端部の微細構造は、超高圧電子顕微鏡を用いたトモグラフィー撮影法を行いることにより厚い未脱灰試
料の観察を可能にしようというものであり、さらに透過型電子顕微鏡の特徴である電子回折法を用いたアパタイト結晶
の配向性と亀裂との相関およびマルチスケールな力学的視野と超微細な構造学的視野を併せた多面的解析を行った。

研究成果の概要（英文）：　Several studies have investigated the effect of aging on the mechanism of crack 
propagation. They examined the cracked surface using scanning electron microscopy (SEM) to evaluate the 
structural modifications of dentinal microcracks with aging. Very few studies have utilized transmission 
electron microscopy (TEM) for sectional observation of microcracks. The purposed of this study were to 
morphologically evaluate the relation between dentinal microcrack propagation and human aging.
　In young dentin, dentinal microcracks are propagated without interference in PTD. In contrast, in aged 
dentin, PTD is mature with hydroxyapatite, which prevents microcracks from propagating and they deflect 
around PTD. With this specimen fabrication method and TEM observation, it is possible to visualize 
ultra-structural propagation of microcracks within dentin, and evaluate dentinal microcrack propagation 
related to dentin microstructural modifications with aging.

研究分野：保存修復
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１．研究開始当初の背景 

歯の破折は、臨床における予後の悪い病

態であるが、その発生・進展機序に関して

は、発生原因の複雑さや破折モデルの作

製が困難であることなどから活発に行われ

ているとはいえない。申請者らは、これまで

に歯根の微小破折を、生体への侵襲の少

ない赤外線サーモグラフィを用いて検出す

る手法開発を行っており、今後の歯根破折

の研究に有用となる歯根破折モデルの開

発や赤外線サーモグラフィによる微小破折

検出に成功するなど，臨床における破折検

出技術の一つとして大きな成果を出すこと

ができた。今回、歯根破折の検出に関する

一連の研究を進める中で、歯の破折の発生

機序について考察を行い、その微細構造の

形態学的な検討、破折の起点となる微小亀

裂の発生、進展から破折へと至る一連の様

相の分析が、歯の破折メカニズムの解明と

予防法の確立において重要であると考え

た。 

 

２．研究の目的 

象牙質は、象牙細管の周囲に石灰化

度の低い管周象牙質にさやのように囲ま

れ、細管の間にコラーゲン繊維を多く含

む管間象牙質が存在するという複雑な構

造をとっている。微細構造が、破折が伸

展する過程においてどのような影響を与

えているかを明らかにするため、亀裂の

先端部分の状態を未脱灰において透過

型電子兼美容および電子線トモグラフィ

ーにより３次元構造を観察し、さらに得ら

れた象牙質の形状データを用いて外部

応力下での亀裂がどのように進展してい

くかを明らかにすることを目的とした。 

歯の破折には、顎骨や歯といった比

較的大きなスケールから、エナメル小柱、

象牙細管といったミクロのスケールまでの

様々な構造が関与する。スケール格差を

考慮した解析は非常に複雑であり、歯科

領域ではこれまでほとんど行われていな

い。また、歯の亀裂の先端部の微細構造

は、光学顕微鏡では分解能の問題で捕

らえることが難しいが、本研究は、超高圧

電子顕微鏡を用いたトモグラフィー撮影

法を行いることにより厚い未脱灰試料の

観察を可能にしようというものであり、さら

に透過型電子顕微鏡の特徴である電子

回折法を用いたアパタイト結晶の配向性

と亀裂との相関およびマルチスケールな

力学的視野と超微細な構造学的視野を

併せた多面的解析を行った。 

 

３．研究の方法 

１）象牙質における AGEｓ沈着に関連した

免疫染色及び免疫電子顕微鏡観察の被験

歯としてヒトの抜去歯（若年、高齢）を使用し

た。歯軸に対し垂直方向に１mm の厚さにダ

イヤモンドソーにて切り出し、セメントエナメ

ル境により歯冠部と歯根部の象牙質に分け

た。試料に固定処理後、アルコール脱水お

よび樹脂包埋を行った。亀裂進展観察は未

脱灰にてウルトラミクロトーム（UltrotomeV：

LKB 社製）及びダイヤモンドナイフにて

100nm厚の超薄切片を作製し、透過型電子

顕微鏡(H800：Hitachi)にて観察を行った。   

免疫組織化学的分析及び免疫電子顕微

鏡法に関して、パラフォルムにおける浸漬

固定後、脱灰操作を 10％EDTA にて 1 週

間処理した後、抗 AGE 抗体を用いた免疫

染色法、および金コロイド標識2次抗体を用

いた免疫電子顕微鏡法にて評価を行った。 

２）破折象牙質の電子顕微鏡による観察とし

てヒトの抜去歯を歯軸に対し垂直方向に１

mm の厚さにダイヤモンドソーにて切り出し

た。エナメル象牙境により歯冠部の象牙質

と歯根部の象牙質とに分け、さらに歯冠部

の歯髄側とエナメル質側、歯根部の歯髄側

とセメント質側の 4 つのグループに分けた。



試料を 2％パラホルムアルデヒド、2.5％グル

タルアルデヒドにて固定処理を行い、アルコ

ール脱水後エポキシ樹脂（Quetol812、日新

EM）にて覆い、楔状の圧子で負荷をかける

ことで亀裂を人工的に作製した。実体顕微

鏡で亀裂の有無を確認した後、再度エポキ

シ樹脂にて試料全体の包埋を行った。1 回

目のエポキシ樹脂包埋は亀裂発生時に試

料の形態を保持するために、2 回目は亀裂

保存のために行われた。試料を、亀裂を中

心に約 0.5mm 角にトリミングを行い、超薄切

片のために再度エポキシ樹脂にて包埋した。

ウルトラミクロトーム及びナノトーム(酒井電

子顕微鏡応用研究所)にて100nm厚の超薄

切片を作製し、透過型電子顕微鏡(H800、

Hitachi)および超高圧電子顕微鏡（H3000：

Hitachi）にて観察を行った。 

 

 
４．研究成果 
亀裂進展パターンが加齢により変化した

原因として①加齢により象牙細管周囲のコ

ラーゲン線維間に AGEs が沈着および②石

灰化による亀裂進展経路の変化したことが

みとめられた。 

脱灰象牙質における抗AGE抗体による免

疫組織化学的染

色で（下図）は、

歯髄腔の周囲の

象牙前質の外側

にコラーゲン線

維の糖化を示す

染色像が特に高

齢の象牙質において顕著に見られた。その

分布位置はマクロ的視点で歯冠側において

歯髄周囲に特に多く存在するのに対して、

歯根部においては歯髄側からセメント質側

に向かって緩やかな減少することが分かっ

た。さらに免疫電子顕微鏡像において微細

領域での局在を調べたところ、高齢者にお

いて象牙細管周囲のコラーゲン線維により

多くのAGEsが沈着している様相が確認さ

れた。特に管間象牙質における亀裂進展に

はコラーゲンの弾性変化が大きく関与し、亀

裂進展抵抗もコラーゲン線維の変化により

大きな影響を受けると考えられる。コラーゲ

ン線維に糖化反応が起こることで弾性の低

下だけでなく色調の変化（browning）といっ

た加齢に伴い起こる様々な変化がとの関連

が示唆された。 

 

象牙質亀裂の電子顕微鏡観察（上図）に

おいては、若年者では亀裂は象牙細管に達す

ると細管に亀裂が交通し、進入方向の反対側

から亀裂が再度広がっていくのに対し、高齢

者の象牙質においては加齢により厚くなっ

た管周象牙質をまわりこむように進む像が

多く観察された。また細管と細管を繋ぐ管間

象牙質部位においても破折様相に違いが見

られ、コラーゲン線維の物性の違いと思われ

る亀裂進展の差が認められた。 

これらの結果より、加齢に伴う基質蛋白の

修飾と石灰化の進行による亀裂進展経路の

変化が原因と成り加齢に伴う亀裂進展に変

化が現れることが分かった。 
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