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研究成果の概要（和文）：白金ナノコロイドをプライマーとして用い，う蝕象牙質に対してクリアフィルSE2を
用いたがその効果は見られなかった．また，エッチング材と白金ナノコロイドを合わせて２ステップ化した場
合，象牙質の湿潤状態に影響されたが効果は見られた．
　白金ナノコロイドをHela細胞に用いた場合に，Immunoblot を行うと，クロモグラニンAおよびその関連のタン
パクが，白金ナノコロイドの濃度依存性に発現した．このような，細胞からの抗菌タンパクの発現に関してはメ
カニズムは不明のため，今後の研究でそれを解明していく必要がある．

研究成果の概要（英文）：When using Colloidal Platinum Nanoparticls (CPN) as a primer solution, 
bonding to caries-affected dentin with Cleafil SE2 did not show improvement in bond strength. Two 
step dentin conditioner created with the combination of acid and CPN was effective for improving 
bond strength but affected by the moisture of dentin to be bonded. 
  When CPN was applied to Hela cells, immunoblot demonstrated the expression of Chromogranin A and 
its related proteins, showing the level of the expression was in proportion to the concentration of 
CPN. So far, it is not clear the machanizm of the expression of the antibacterial proteins. Future 
study is important disclose the mechanizm of the phenomenon.

研究分野：歯科保存学

キーワード： ナノテクノロジー　歯質接着　抗菌タンパク
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 今までの研究から，4META-MMA/TBBレ
ジンに白金ナノコロイド（CPN）をプライマ
ーとして作用させた場合，その接着性が向上
することが知られている． 
 図１は樹脂，含浸層における CPN の局在
を示す TEM 像を示す．図１中における左側
の図の象牙質と MMA/TBB レジンの間にみ
られるのが樹脂含浸層で，四角で囲まれた樹
脂含浸そう上部を拡大したものが右側の図

である．この象牙質は 4META-MMA/TBBレ
ジン用の10−3水溶液で処理されているため，
脱灰象牙質中にはハイドロキシアパタイト
の残存は僅かなものとなっている．そのため，
この樹脂含浸層中ではコラーゲン線維とレ
ジンが主体であることがわかる．この像を見
ると，樹脂含浸層上部に小さな黒い点で表さ
れている像が CPN と考えられる．このこと
から，CPNは樹脂含浸層のコラーゲン線維に
選択的に吸着し，水洗やレジンの処理では除
去されることなく，残存していたものと推定
される．このように，CPNはコロイドを覆っ
ているクエン酸塩あるいはナノレベルでの
原子間の相互作用によってコラーゲンへの
吸着を引き起こしていることが推定される． 
 ここで，CPNが 4META-MMA/TBBレジ
ン以外の接着システムにおいて同様な効果
を与えるかについては不明であり，健全歯で
はなく中間的に脱灰したう蝕象牙質内層の
コラーゲンに吸着して接着強さが向上する
かに関しては不明であった． 
 加えて，CPNは 4META-MMA/TBBレジ
ンに対してプライマーとして用いた場合に
有効であったが，ステップを簡略化する上で
酸と CPN を混合した場合の検討はなされて
おらず，不明であった． 
 また，CPNは飲料水や化粧品等で使われて
いるため，その用途においては安全性は確認
されていた．しかし，これを生体内で応用す
る際に，生体に対しての影響に関しては当時
不明であった．そのため，生体適合性の検討
は，CPNの臨床応用に向けては必須の条件で
あった． 
 
２．研究の目的 
 以下に示すような検討を行うことを目的

とした． 
（１）白金ナノコロイドの様々な条件下にお
ける象牙質接着性の検討 
 ①う蝕象牙質内層に関する接着性の検討 
 ②３ステップから２ステップへのステッ
プの簡略化への検討 
（２）白金ナノコロイドの生体に関する影響 
 ①ラット頭蓋骨埋入試験による生体適合
性の検討 
 ②培養細胞に対する白金ナノコロイドの
影響 
 
３．研究の方法 
（１）白金ナノコロイドの様々な条件下にお
ける象牙質接着性の検討 
 ①う蝕象牙質内層に関する接着性の検討 
 CPN とセルフエッチング系接着材が，う蝕
象牙質内層への接着にどのような影響を与
えるかを検討するために，CPN をプライマー
として，クリアフィル SE2 を接着材として実
験を行った． 
 ４℃のクロラミンT水溶液中に保存された，
中等度のう蝕を有する抜去歯を用いた．まず，
エアータービンに装着されたダイアモンド
ポイントを用いてう窩を開拡し，引き続き，
う蝕検知液とスプーンエキスカベーターを
用いてう蝕象牙質外層を除去した．う蝕象牙
質内層に関しては，ハンディータイプの硬さ
測定器を用いて，そのヌープ硬さを測定した．
う蝕象牙質内層であるかどうかの判断材料
としては，ヌープ硬さで概ね 25 以上，また
う蝕検知液の染色で淡いピンク染とした．そ
の後，窩洞外壁を可及的に除去し，比較的平
坦な面を示す窩底部象牙質を露出させた．こ
れは，引き続き行われるコンポジットレジン
填塞の際に発生する重合収縮の影響を減じ
るように，C-factor を可及的に小さくするた
めである． 
実験群としては，以下の４群によって検討し
た． 
⑴健全象牙質にクリアフィルSE2を用いた群
（SE2） 
⑵健全象牙質にCPNをプライマーとして用い
た後に，クリアフィル SE2 を用いた群
（SE2+CPN） 
⑶う蝕象牙質内層にクリアフィルSE2を用い
た群（CAD） 
⑷う蝕象牙質内層にCPNをプライマーとして
用いた後に，クリアフィル SE2 を用いた群
（CAD+CPN） 
 各群により処理された象牙質試料は接着
材の光硬化後，クリアフィル APX を用いてレ
ジン築成され，37℃水中に 24 時間保管され
た．その後，ノントリミングテクニックによ
る試片作成後，クロスヘッドスピード１
mm/min にてマイクロテンサイルテストを行
った．また，接着界面の SEM 像と TEM 像の観
察も合わせて行った． 
②ステップの簡略化への検討 
 ３ステップでのアプローチを簡略化して
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２ステップ化するためには，エッチング溶液
に CPN を混合すること，すなわちエチング＋
ボンディングというアプローチで可能では
ないかという仮説のもとに実験を開始した．
この際，エッチングを行う２ステップ化であ
るため，象牙質の湿潤状態の有無に関する検
討も必要であるため，この検討も加えること
にした． 
 接着材としては，クラレノリタケデンタル
社の試作ボンディング材 KUB-100 (以下
KUB)、充填材として同社のクリアフィル
AP-X(以下 AP-X)、表面処理材として同社の K
エッチャント GEL（以下 Ech）とアプト社か
ら提供された CPN 原液とリン酸を混和して
35％リン酸としたものをそれぞれ用いた． 
 健全ヒト抜去歯の歯冠部中央を歯軸に対
して垂直に精密低速切断機（Isomet）を用い
て切断し，象牙質面を露出させた後に研磨紙
#600 で研削・水洗したものを被着面とした．
歯面処理は以下(1)から(5)の方法で行った． 
(1) NE:KUB を塗布 10 秒、乾燥 5秒、光照射
10 秒(メーカーの指示どおり：コントロール) 
(2) CPN-D：CP30 秒塗布、30 秒水洗して 10
秒エアーブロー、KUB を NE と同様に使用 
(3) CPN-W：CPN-D と同様の操作だが、CPN
塗布・水洗後エアーブローなし 
(4) ED：Etch 30 秒塗布、30 秒水洗、10 秒
エアーブロー、KUB を NE と同様に使用 
(5) EW：ED と同様の操作だが、エッチング・
水洗後エアーブローなし 
 上記各処理後に，AP-X を約４mm の高さに
積層充填し、37℃の水中に保管した．24時間
後 Isomet により象牙質接着界面が１mm２と
なる角柱型ビームを作製し、小型卓上試験機
EZ-test（島津製作所）を用いて微小引張り
試験をクロスヘッドスピード1mm/minの条件
にて行った． 
 
（２）白金ナノコロイドの生体に関する影響 
 ①ラット頭蓋骨埋入試験による生体適合
性の検討 
 10週齢のウイスター系ラット（♀）の頭蓋
骨に埋入試験を行い生体適合性の検討を行
った．まず，腹腔内麻酔下にラットの頭皮を
剥離し頭蓋骨を露出し，その頭蓋骨にバーに
て埋入窩を２カ所形成した．実験群としては，
スポンゼルに白金ナノコロイド原液を浸し
たものを，コントロール群としてはスポンゼ
ルに生理的食塩水を浸したものを埋入窩に
埋入後，再び頭皮で覆い縫合した．埋入 2日
後，4日後，7日後および 14日後に，ラット
を屠殺した．その後，頭蓋骨ごと固定・脱灰
したのち，通法によりパラフィン包埋を行っ
た．包埋された試料はナイフで薄切され，HE
染色を行った後に，組織学的検討を行った． 
 ②培養細胞に対する影響 
 Hela細胞に対してCPNを作用させてどのよ
うな現象が観察されるかという試みを行っ
た. 
 

４．研究成果 
（１）白金ナノコロイドの様々な条件下にお
ける象牙質接着性の検討 
 ①う蝕象牙質内層に関する接着性の検討 
 図２に接着試験の結果と窩底部のヌープ
硬さを示す．ヌープ硬さに関しては，CAD と
CAD+CPN の間では有意差がなかった． 
 SE2+CPN と CPN の間では統計学的な有意差

は認められなかった．また，CAD+CPN と CAD
の間においても，統計学的な有意差は認めら
れなかった．他方， SE2+CPN と CPN および
CAD+CPN と CAD の間においては統計学的な有
意差が認められた．すなわち，今回の実験で
は，従来から報告されているように，SE2 の
う蝕象牙質内層に関する接着強さは有意に
低くなることが再確認された．また，CPN を
用いた場合には，健全象牙質やう蝕象牙質と
いった被着面に対しては，積極的な接着強さ
の向上は見られないものの接着強さに悪影
響も与えていないことが判明した． 
 う蝕象牙質内層は段階的に硬さが変化し
ているが，比較的急性に経緯したう蝕におけ
るう蝕象牙質内層は硬さの変化が急で象牙
細管内の結晶構造も顕著でないことが多い．
そのため，比較的急性に経緯したう蝕におけ
る内層に対して，う蝕除去時に深く削りこん
でしまう可能性が考えられる． 
 深く削りこんでしまうことに加えて，象牙
細管の結晶の形成が不十分であれば，形成さ
れるレジンタグが太く長くなる可能性も考
えられる． 
 このように今回の実験結果から，う蝕象牙
質内層の取り扱いが極めて重要であること
が示唆されている．今後，う蝕象牙質内層を
扱いながらその接着性を検討する場合，対象
となるう蝕象牙質の硬さに関して十分な注
意をはらい，ヌープ硬さで 20 に近いところ
のう蝕象牙質も検討対象に入れる必要があ
る． 
 また，比較的急性な経緯をたどったと思わ
れるう蝕象牙質のみならず，慢性的な経過を
示したう蝕象牙質を用いることも大切であ
る．慢性的な経過を示した蝕象牙質では，う
蝕象牙質内層の厚みがあり試料の作成が容
易であり，透明層の形成が顕著であるため，
今回と異なった結果が得られることも十分
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に考えられる．
 そのため
を有する抜去歯の収集，およびう蝕象牙質表
層除去のシステマチックな方策が新たに必
要になると考えられる．
 
 ②ステップの簡略化への検討
図３に示すように，各条件における微小引張
接着強さは、
が 57.1
13.8(MPa)
±13.2(MPa)

NE と比べて有意に高い接着強さを示した。
CPN を用いていない
は認められなかった。
 このことから今回用いた
は接着強さを向上したが、その効果は被着象
牙質面の湿潤状態により影響を受ける
性が示された。また，どのようなメカニズム
によってこのような実験結果が得られたか
は今後の検討を要する．加えて，他のユニバ
ーサルタイプ
して同様な効果が認められるかに関してさ
らなる検討が必要である．
 一方，モイストボンディングに関しては，
テクニックセンシティビティーが高く，術者
による違いによるデータのばらつき，同一術
者においても習熟度の影響などによるデー
タの変化なども認められるため，結果に関わ
るデータの扱いに関しては注意を要すると
考えている．
 
（２）
 ①ラット頭蓋骨埋入試験による生体適合
性の検討
 図４
群の組織像を示す
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 このような細胞からの抗菌タンパクの発
現機構に関しては，現時点ではそのメカニズ
ムは不明である.今後は、このメカニズムの

解明に関する検討を加える必要がある. 
 また,どのような細胞を用いた場合に，こ
のような抗菌タンパクの発現が見られるか
についても不明であり,今後の検討を有す
る.  
 抗菌タンパク発現のメカニズムを解明す
るためのツールとして、３次元コンフォーカ
ルマイクロスコープを用いることができる。
これを用いると、細胞が生きたままで観察す
ることができ，ナノ物質が細胞膜表面に局在
しているか，あるいは細胞内部に取り込まれ
ているかの検討が行える。予備実験としてこ

の３次元コンフォーカルマイクロスコープ
を用いて,培養細胞に CPN を作用させて観察
を行った（図 8）． 
 現時点では、確証はないものの、図 8を見
る限り、細胞内に CPN を取り込んでいる可能
性は否定できない．この辺りに関しても,形
態学と分子生物学的なアプローチのもとに
解明していく予定である． 
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