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研究成果の概要（和文）：本研究は，ペプチドの象牙質再石灰化効果および脱灰抑制効果について，超音波測定法およ
びOCT装置を用いることで評価したものである。
その結果，超音波の音速は脱灰とともに減少していくことが示された。一方，P11-4の塗布は，音速が上昇することが
判明した。以上のことから，ペプチドP11-4の塗布によって音速が上昇したところから，象牙質再石灰化効果が認めら
れた。

研究成果の概要（英文）：This study evaluates the effect of self-assembling peptide P11-4 on bovine
dentin remineralization by measuring changes in ultrasonic propagation velocity and using 
opticalcoherence tomography. Sonic velocity was found to decrease with time for specimens stored in the 
demineralizing solution. On the other hand, increases in sonic velocity were found for specimens treated 
with P11-4 . By measuring the ultrasonic propagation velocity, it can be concluded that P11-4 application 
has an ability to promote bovine dentin remineralization.

研究分野： 保存修復学
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１．研究開始当初の背景 

 齲蝕発生のメカニズムは，脱灰と再石灰化

の動的平衡が崩れた結果生じるものと考え

られている。そのため，齲蝕の処置および予

防においては，リスク因子を把握して歯質の

脱灰および再石灰化をコントロールするこ

とが重要であるという認識から、齲蝕病巣に

対するアプローチも変化してきている。すな

わち，早期発見，早期治療から脱灰抑制を期

待した待機的治療あるいは再石灰化療法に

シフトしている。とくに，高齢者においては

歯肉退縮に伴う根面齲蝕の増加が懸念され

ており，実質欠損を伴う根面齲蝕は環状に進

行し隣接面に及ぶ場合も多い。したがって，

実質欠損を生じる以前の初期段階で，積極的

に再石灰化療法を行うことによって根面齲

蝕の進行を抑制することが重要となる。一方，

近年の再石灰化療法に代表されるものとし

てフッ化物の応用が挙げられる。フッ化物含

歯磨剤や洗口剤の使用が推奨されているが

含有できる濃度に限界がある。しかし，フッ

化物以外にもCPP-ACPに代表される一部のペ

プチドは，カルシウムイオンを吸着すること

が知られている。CPP-ACP は，乳製品に含有

されているカゼインリンタンパクおよびリ

ン酸カルシウムで構成されている。そのため，

乳製品に対するアレルギー反応を示す患者

には使用することが難しい。新たなバイオア

クティブな性質を持つ再石灰化促進剤とし

て今回着目したペプチド（P11-4）は，グル

タミン，グルタミン酸，フェニルアラニン，

トリプトファンおよびアルギニンから構成

され，pH が 7.5 以下の水中で半量体性不規則

コイル構造を形成するという特徴を有して

いる。また，ペプチド P11-4 の側鎖がマイナ

スに荷電していることから，Ca2+を取り込む

ことが容易であるとともに，構造的にもハイ

ドロキシアパタイト形成に適したものとな

っている。そこで，ペプチド P11-4 を歯質に

塗布することによって再石灰化の足場を形

成し，唾液中のCa2+を取り込むことによって，

歯質の脱灰抑制さらに再石灰化を促進する

ことを目的とした手法が開発された。 

 そこで代表者は，これらの臨床的，学術的

背景から，初期象牙質齲蝕への非侵襲的なア

プローチとして，バイオアクティブな性質を

有するペプチド（P11-4）に着目し，これが

口腔内環境を想定した状況で歯質の脱灰抑

制あるいは再石灰化に効果があると推測し

た。すなわち，ペプチド（P11-4）を応用す

ることで，将来的には口腔内における再石灰

化療法の新たな製品の開発が可能となるも

のと考えられる。  

２．研究の目的 
 Minimal Interventionという治療概念の普

及に伴い、臨床においても齲蝕リスクを低減

化させる予防処置に焦点が置かれている。と

くに，高齢者においては歯肉退縮に伴う根面

齲蝕の増加が懸念されており、実質欠損を生

じる以前の初期段階で積極的に再石灰化療

法を行うことによって根面齲蝕の進行を抑

制することが重要となる。そこで，初期象牙

質齲蝕への非侵襲的なアプローチとして，バ

イオアクティブな性質をするペプチド

（P11-4）に着目し，ペプチドを応用した際

の人工脱灰象牙質の状態変化を定量ならび

に客観的評価として，超音波パルス法および

光干渉断層画像診断法（Optical Coherence 

Tomography，以後，OCT）を用い，経時的か

つ非破壊的に観察することで，その効果的な

臨床応用法を確立することを目的とした。 

３．研究の方法 
 実験には，ペプチド P11-4 を含有する
Curodont (Credentis)を用いた。 



(1)測定用試片の制作 
ウシ抜去下顎前歯の歯冠部唇側面中央付

近の歯質を，直径 4～6 mm，厚さ 2～3 mm の

象牙質平坦面が得られるように切り出した

後，耐水性 SiC ペーパーの#2000 を用いて露

出面が平坦となるように調整し，超音波洗浄

を 5 分間行った。この象牙質ブロックの底面

（象牙質側）および側面をワックスで被覆し，

これを測定用試片とした。 

測定用試片は，以下に示す条件に保管した。 

① 未塗布（nCD）群：ペプチド未塗布の測

定用試片を，実験期間を通じて 37℃人

工唾液中に保管 

② 未塗布－脱灰（nCD-De）群：ペプチド

未塗布の測定用試片を 1 日 2 回，0.1 M

乳酸緩衝液（pH 4.75, 0.75 mM CaCl2・

2H2O および 0.45 mM KH2PO4）に 10 分

間浸漬した後，37℃の人工唾液中に保

管 

③ 塗布（CD）群：P11-4 を 5 分間塗布した

測定用試片を，実験期間を通じて 37℃

人工唾液中に保管 

④ 塗布－脱灰（CD-De）群：P11-4 を 5 分

間塗布した測定用試片を 1 日 2 回，0.1 

M 乳酸緩衝液に 10 分間浸漬した後，

37℃の人工唾液中に保管 
(2)超音波測定 

 超音波測定装置は，パルサーレシーバ，

縦波用トランスデューサおよびオシロスコ

ープから構成されている（図 1）。 

超音波測定を行うにあたり，パルサーレシ

ーバを周波数 500 Hz，出力 16 μJ に設定し，

高周波電圧をトランスデューサ内部の水晶

振動子に送ることによって 10 MHz の超音波

を発生させた。探触子を測定用試片に接触さ

せ，試片内を伝播する超音波の変化をオシロ

スコープを用いて電気的に増幅することに

よって波形を検出した。この波形から，1 ns

単位で試片を透過する超音波の伝播時間を

求め，試片の厚さとの関係から縦波音速を求

めた。なお，超音波の測定時期としては，実

験開始前および開始 7，14，21 および 28 日

後とし，試片の数は各条件についてそれぞれ

6 個とした。 
 
 
 
 
 
 
                    

図 1 超音波測定装置 
(3) OCT による信号強度分布測定 

 信号強度分布測定は，超音波測定と同一の

測定用試片を用いて，超音波測定と同時期に

行った。測定には，マイケルソン型光干渉計

の応用技術によって構築された，time-domain 

型 OCT 装置（OCT，モリタ東京製作所）を

用いた。この OCT は，干渉計にプローブを

組合せ，パーソナルコンピュータで制御する

ことで断層画像を得るシステムである（図 2）。 

 Super luminescent diode 光源からの照射光

線が，測定用試片の中央付近へ垂直に照射さ

れるように測定用試片をサンプルステージ

に静置し，プローブと試片表面との距離を 2 

mm に固定した。人工唾液から取り出した測

定用試片は，エアブローを 10 秒間行った後，

歯質表面の残留水分をキムワイプを用いて

除去した。測定は A-scan mode で行い，測定

範囲内の任意の 20 箇所における信号強度情

報を得た。 

 

 

 

 
 

 
 

        図 2 OCT 測定装置 
(4)最大ピーク強度値および 1/e2幅 

A-scan mode の信号強度分布を解析するこ

とによって最大ピーク強度値（dB）を検出し，

その座標を割り出した。次いで，この座標を

中心として 86.5%の信号強度が含まれる範囲

を算出し，その波形幅をもって 1/e2幅（μm）



とした。 
(5)レーザー顕微鏡観察 
レーザー顕微鏡（VK-9710，キーエンス）を
用い，その鳥瞰像を得ることによって，３次
元的な形態変化について検討を加えた。（図
3） 
 
 
 
 
 
 
    図 3 レーザー顕微鏡 
４．研究成果 

歯質の脱灰を抑制し再石灰化を亢進させ

るものとして，自己集合性ペプチド P11-4 が

ある。このペプチドは，歯質に塗布すること

によって連結成長し，網状構造を形成するこ

とによって歯質の石灰化を誘導するとされ

ている。本研究では，ペプチド P11-4 を応用

した際の象牙質の脱灰抑制ならびに再石灰

化促進効果について，超音波透過法とともに

OCT を用いて検討した。 

超音波透過法を用いた検討の結果，試片を

透過する音速の変化は，実験開始7日目以降，

nCD-De 群では低下し，CD 群および CD-De 群

では上昇した。また，CD-De 群の音速の上昇

程度は顕著であり，実験開始 7日以降の音速

はCD群と比較して有意に高い値を示した（表

1）。硬組織中を伝播する超音波の音速の変化

は，歯質の石灰化の程度と相関があり，無機

成分の増加に伴って上昇する。したがって，

CD を応用した試片を乳酸緩衝液に浸漬させ

た CD-De 群においては，他の条件と比較して

再石灰化が亢進していることが示された。 

 

表 1 超音波測定法による音速の変化 

超音波透過法とは異なるモダリティーと

して OCT を用い，得られた A-scan mode から

最大ピーク強度値および 1/e2幅を求めた。そ

の結果，nCD-De 群の最大ピーク強度値は，7

日目以降で有意に増加し，1/e2幅は有意に減

少した（表 2，3）。一方，CD 群においては，

最大ピーク強度値は実験期間を通して変化

は認められず，1/e2幅は 7日目以降に有意に 

大きくなった。 

 
表 2 最大ピーク強度値の経時的変化 

 
表 3 1/e2幅の経時的変化 

また，28 日後の LSM 像からは，試片表面を

覆うように析出物が認められ，平坦な表面性

状を呈した（図 4）。このように,CD 塗布面に

おける析出物の存在によって，粗造面が平坦

になったために，象牙質表面での照射光線の

散乱が少なくなり，歯質内部への光線透過量

が増加して 1/e2 幅が大きくなったものと考

えられた。 

                      
nCD 群       CD 群 

 
 
 
 
 

 図 4 レーザー顕微鏡像 
      CD-De 群 

CD群とCD-De群との1/e2幅を比較すると，

7日目以降でCD-De群が有意に大きい値を示

した。これは，CD を塗布して人工唾液に浸

漬するのみではなく，1 日 2 回乳酸緩衝液に

浸漬する条件のほうが，表層に多くの析出物

が形成されるとともに，その部が緻密化した

ことを示すものと考えられた。 
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