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Ⅰ. 緒⾔ 

 

 近年、先進諸国において⾼齢者の根⾯う蝕の増加が問題となっている（平成

28 年度厚⽣労働省⻭科疾患実態調査、Griffin et al. 2004、Saunders and 

Meyerowitz 2005、Wierichs and Meyer-Lueckel 2015）。⾼齢者は、⽼化や⻭周

治療などによって⻭⾁が退縮し、根⾯が⼝腔環境にさらされやすい（Michaelis 

and Schiffner 2006）。また、全⾝疾患に伴う薬剤の影響で、若年者と⽐べて唾

液流量が減少傾向にあると⾔われている（Bignozzi et al. 2014）。その結果とし

て、バイオフィルムが露出した根⾯に停滞しやすく、根⾯う蝕病巣を発⽣させる

こととなる。 

 根⾯を含む象⽛質は、ほとんどが無機成分であるエナメル質と異なり、有機質

を全体の約 30%含んでおり（Linde 1989）、その 9 割がⅠ型コラーゲンで、残

りの 1 割がリンタンパク質およびプロテオグリカンといった⾮コラーゲン性タ

ンパク質で構成されている（Embery et al. 2001、Septier et al. 2001、Bedran-

Russo et al. 2008）。そのため、象⽛質の臨界 pH は約 6.0 で、エナメル質（臨

界 pH5.5）と⽐べて⾼いため、う蝕が発⽣しやすく（Hoppenbrouwers et al. 1987、

Featherstone et al. 1994、Donovan 2008、Peters 2010）、⼀度根⾯にう窩を形

成すると、セメントエナメル境に沿って隣接⾯や⻭⾁縁下に拡⼤していくため、
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修復治療を中⼼とした対応は⾮常に困難になることが多い（Fejerskov 2008、

Bignozzi et al. 2014）。したがって、⾼齢者における根⾯う蝕を予防・進⾏抑制

することが現在の⾼齢社会において重要な課題であると考えられる。 

 象⽛質う蝕は、進⾏に 2 つのステージがあると考えられている。まず、バイオ

フィルム中の細菌から産⽣される酸によりミネラルが喪失し、コラーゲンが露

出する。次に、その象⽛質コラーゲンが細菌性および内因性の酵素により分解さ

れ、コラーゲン網が崩壊することによってさらなるミネラルの喪失を引き起こ

すという悪循環を繰り返すと⾔われている（ten Cate et al. 1998、2013、

Vanuspong et al. 2002、Chaussain-Milder et al. 2006、Islam et al. 2012）。そこ

で、ミネラル沈着の⾜場として働くⅠ型コラーゲンを強化することが、根⾯う蝕

の予防に重要な役割を担うのではないかと注⽬した（Ganss et al. 2004、

Nakornchai et al. 2004、Hara et al. 2005、Pavan et al. 2011）。 

 これまでに、紫外線を象⽛質に照射することによって、象⽛質の機械的強度を

約 2 倍に増加でき、そのメカニズムとしてコラーゲンの新たな分⼦結合による

架橋形成であることが報告されてきた（Hayashi et al. 2010）。また眼科分野に

おいて、リボフラビン溶液の点眼後、紫外線を照射する⽅法によって、コラーゲ

ンの崩壊により⾓膜が拡張する疾患である円錐⾓膜が改善可能であるとされ、

効果的であることが数多く報告されてきている（Wollensak et al. 2003、Spoerl 
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et al. 2007、Ashwin and McDonnell 2009、McCall et al. 2010）。このリボフラ

ビンとはヒトの体内においてビタミン B2 として存在している物質であり、⻑波

⻑紫外線（UVA）の照射によって特異的に励起されて蛍光を発し、活性酸素を

⽣じさせることにより、コラーゲンの架橋結合を促進する光増感剤として知ら

れている（Foote 1968、Snibson et al. 2010）。このリボフラビンと紫外線照射

の併⽤法（UVA 活性リボフラビン処理）を象⽛質コラーゲンに応⽤することに

よって、紫外線照射単独よりもコラーゲンを強化することができるのではない

かと着想した。 

 ⻭科においては、UVA 活性リボフラビン処理をリン酸エッチングにて脱灰し

た象⽛質に適⽤することによって接着強さが上がるとの報告がなされており

（Cova et al. 2011、Fawzy et al. 2012、Chiang et al. 2013）、接着分野において

効果的であると⾔われている。しかし、コラーゲンが露出していない未脱灰の象

⽛質そのものに UVA 活性リボフラビン処理を適⽤することによって、最⼤でど

の程度まで象⽛質が強化できるか、そして結果的に、耐酸性および酵素反応抵抗

性が得られ、脱灰を抑制できるかどうかについては未だ明らかになっていない。 

 そこで、本研究の⽬的は、UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に応⽤するこ

とによって、象⽛質そのものの機械的性質に変化が⽣じるか、また象⽛質の酸お

よび酵素反応への抵抗性が向上するかを検討し、UVA 活性リボフラビン処理が



 6 

根⾯う蝕予防につながる新しい治療法として有⽤であるかを調べることを⽬的

とした。 
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Ⅱ. 実験⽅法 

 

 本実験では、⼤阪⼤学⻭学部附属病院の患者で、矯正もしくは⻭周病治療によ

り抜⻭適応となり、同意を得られた患者の第三⼤⾅⻭を対象にし、う蝕や修復処

置のされていない健全なものを 4℃にて保管し、抜去後半年以内のものを⽤い

た。なお、本研究は、⼤阪⼤学⼤学院⻭学研究科倫理審査委員会の承認のもと⾏

った（承認番号第 H25-E28）。 

 

1. UVA 活性リボフラビン処理の最適な条件の確定および象⽛質コラーゲンの

架橋形成の評価 

 

1.1 試料の作製および試料の処理条件 

 23 歳から 39 歳までのヒト抜去第三⼤⾅⻭の⻭冠中央部より、流⽔下で低速

精密切断機（ISOMET2000、BUEHLER、IL、US）および回転研磨機（ECOMET 

Ⅲ、BUEHLER）を⽤いて、厚さ×幅×⻑さがそれぞれ 0.2 × 1.7 × 8.0 mm とな

る棒状試料および厚さ 1.0 mm の円盤状試料を作製した（図 1）。象⽛細管の⾛

⾏は、棒状試料では試料の⻑軸に対して平⾏に規定し、円盤状試料では測定平⾯

に対して垂直になるように規定した。リボフラビン溶液は、リボフラビン-5ʼ-モ
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ノフォスフェートナトリウム（東京化成⼯業株式会社、東京）を蒸留⽔に溶解さ

せて、0.1%および 1%溶液を作製し、その中に試料を 1 分間浸漬した。1 分後試

料を取り出し、エアー乾燥させた後、それに続く UVA 照射は、LED 紫外線照

射装置（ZUV-C30H、オムロン、京都）を⽤いて、波⻑ 365 nm、照射強度 800、

1200、1600 mW/cm2、照射時間 5、10、15 分の条件で⾏った。照射距離は 1 cm

とした。 

 

1.2 機械的性質の評価 

 棒状試料を試料台に装着し、精密万能試験機（AUTOGRAPH AG-IS、島津製

作所、京都）を⽤いて、クロスヘッドスピード 0.1 mm/min にて 3 点曲げ試験

を⾏った（図 1）。まず紫外線の照射時間を 10 分に設定したうえで、リボフラ

ビン溶液の濃度および紫外線の照射強度を変化させて曲げ試験を実施し、曲げ

強さ（MPa）、靭性（MPa）および弾性係数（GPa）を算出した（Hayashi et al. 

2008、Shinno et al. 2016）。それぞれの計算式を以下に⽰す。 

 曲げ強さ（σ）は、 

σ = 3PL/2wt2 

より算出し、P (N) は最⼤破壊荷重、L (mm) は⽀点間距離(L = 2 mm、⼀定)、 

w (mm) および t (mm) はそれぞれ試料幅、試料厚さを⽰す。 
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 靭性（u）は応⼒歪み曲線を解析し、次に⽰す計算式により算出した。 

u = U (3/L) (ymax2/Ix) 

U (N/mm) は破断に⾄るまでの吸収エネルギー、ymax (mm) は中⽴⾯からの表

⾯の距離 (ここでは ymax = t/2 となる)、そして Ix (mm4) は破断⾯の慣性モー

メント（Ix = wt 3/12）を⽰す。 

 弾性係数は応⼒歪み曲線の傾きから算出した。 

 得られた結果を⼆元配置分散分析法および Scheffeʼs F 法にて有意⽔準 95%で

検定した。その後、最適条件において、照射時間の影響を⼀元配置分散分析法お

よび Tukey 法にて有意⽔準 95%で検定した。試料数は各群 7 とした。 

 曲げ強さ測定後の試料破断⾯にプラズママルチコーター（PMC-5000、メイワ

フォーシス、⼤阪）を⽤いて⽩⾦蒸着を施し、⾛査型電⼦顕微鏡（JSM-310、JEOL、

東京、以下 SEM）にて破⾯を観察した。 

 

1.3 分⼦構造変化の評価 

 円盤状試料を 10% EDTA（pH7.4）にて 7 ⽇間脱灰しコラーゲンを露出させ

たものに、前項 1.2 で確定した最適条件にて UVA 活性リボフラビン処理を施し

た。処理前後におけるタイプⅠコラーゲンの分⼦構造変化を顕微レーザーラマ



 10 

ン分光分析装置（RAMAN touch、ナノフォトン、⼤阪）にて分析した。分析条

件は、レーザー波⻑ 785 nm、分析時間 120 秒とし、試料数は 5 とした。 

 

1.4 架橋形成の評価 

 円盤状試料から 1 mm ⾓に切り出した象⽛質試料を 2 群に分け、⼀⽅をコン

トロール群、もう⼀⽅を UVA 活性リボフラビン群とし、前項 1.2 で確定した最

適条件にて UVA 活性リボフラビン処理を施した。その後、1 M 塩酸を 30 µl 加

え、37℃にて 24 時間浸漬しコラーゲンを溶解させた。反応後、それぞれの試料

に含まれる可溶化したタンパク質成分に、冷却したアセトンを 70 µl 加えて沈殿

させ、10000 rpm で 20 分間遠⼼分離を⾏い、沈殿物を回収した（Matsuda et al. 

2016）。 

 タンパク質の分離を⾏うため、SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-

PAGE）を Laemmli の⽅法（Laemmli 1970）にて実施した。コラーゲン抽出物

をリン酸緩衝液（以下、PBS）および SDS-PAGE ⽤サンプルバッファー（Laemmli 

サンプルバッファー、Bio-rad、CA、US）に再溶解し、SDS ポリアクリルアミ

ドゲル（ミニプロテアン TGX ゲル 4-15%グラディエントゲル、Bio-rad）に 1

レーンあたり 10 µl ずつロードした。電源装置（パワーパック HC、Bio-rad）に

て 200 mV 定電圧、約 30 分間電気泳動した。電気泳動後、総タンパク質量の検
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出のため銀染⾊、コラーゲンの検出を⾏うためウェスタンブロッティングを⾏

い、コラーゲンの架橋形成を確認した。 

 銀染⾊では、電気泳動したゲルを 10%酢酸−50%メタノール−40%蒸留⽔で

固定したのち、銀染⾊試薬（2D-銀染⾊試薬・Ⅱ、コスモバイオ、東京）を⽤い

て染⾊を⾏った。 

 ウェスタンブロッティングでは、セミドライブロット法にてゲルよりタンパ

ク質を PVDF 膜へ転写した。陽極液に 15%メタノールを含む Tris 60mM/CAPS 

40mM 緩衝液（pH9.0）を、陰極液に 0.1% SDS を含む Tris 60mM/CAPS 40mM 

緩衝液（pH9.0）を使⽤した。両緩衝液それぞれに、転写を⾏うゲルと同じ⼤き

さの厚⼿の濾紙（ブロットアブソーベントフィルターペーパー極厚 2.45 mm、

Bio-rad）を浸し、陽極液にはあらかじめ 100%メタノールで親⽔化処理を⾏っ

た PVDF 膜（イミューンブロット PVDF メンブレン、Bio-rad）を、陰極液には

ゲルを浸漬した。1.5 mA/cm2 の定電流にて 1 時間転写を⾏った。 

 タンパク質を転写した PVDF 膜は、ブロッキング試薬（EzBlock Chemi、ATTO、

東京）を⽤いてブロッキングを⾏った。コラーゲンの抗原抗体反応には、⼀次抗

体に 1/5000 希釈したウサギ抗コラーゲン抗体（Polyclonal Antibody to Collagen 

type I purified、Acris Antibodies Inc.、CA、US）を、⼆次抗体に 1/5000 希釈し

たヤギ抗ウサギ抗体（HRP-goat anti-rabbit IgG、Jackson Inc.、PA、US）を反
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応させ、検出には化学発光（Ez West Lumi plus、ATTO）を⽤いて、化学発光

検出装置（GeneGnome 5、Syngene、UK）を使⽤した。 

 

2. UVA 活性リボフラビン処理による象⽛質の脱灰抑制および酵素分解抑制効

果の評価 

 

2.1 試料の作製 

 前項 1.2 で確定した最適な UVA 活性リボフラビン処理条件を⽤いて、実験を

⾏った。試料の作製には、22 歳から 36 歳のヒト抜去第三⼤⾅⻭を⽤いた。流⽔

下で低速精密切断機（ISOMET2000）を使⽤し、セメント−エナメル境より⻭

冠側 0.5 mm、⻭根側 7 mm の部位にて⻭軸に対して垂直に切断後、近遠⼼⽅向

に半切した頬側⽚を使⽤した。頬側⽚の頬側表⾯を⼀層除去し、根⾯象⽛質表⾯

を露出したブロックを⽤意した（図２）。 

 

2.2 耐酸性の評価 

 根⾯象⽛質ブロックの中央部分から⻭軸と平⾏になるよう 500 µm 幅に切り

出した試料を２種類作成し、⼀⽅をコントロール群、もう⼀⽅を UVA 活性リボ

フラビン群とし、各群の試料数は 7 とした。露出させた象⽛質表⾯の縦 2.0 mm、
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横 500 µm の範囲を処理⾯および脱灰⾯と規定し、最適な条件において UVA 活

性リボフラビン処理を施した。処理⾯以外の⾯をワックスにて保護し、10 ml の

脱灰溶液（50 mM 酢酸、2.2 mM CaCl2、2.2 mM KH2PO4、pH5.0）に 37℃条

件下で 3 ⽇間浸漬した。3 ⽇後、脱灰液より試料を取り出し、根⾯象⽛質露出⾯

を脱イオン⽔にて 30 秒⽔洗したのち、ワックスを除去した（Yagi et al. 2017）。 

 脱灰前後における試料のミネラル密度を、マイクロ CT（SMX-1000CT、島津

製作所）を⽤いて解析した。撮影は管電圧 35 kV、管電流 200 µA、空間分解能

9.0 µm の条件で⾏い、⾦属フィルタは 0.1 mm アルミニウム箔を使⽤した。デ

ータは 512 × 512 ピクセル解像度および 9.0 µm 等⽅性ボクセルサイズで得られ

た。ミネラル密度の較正のため、異なる濃度のハイドロキシアパタイトディスク

（100、200、300、400 mg/cm3）およびアルミニウム製の円柱（1550 mg/cm3）

をもつ標準試料を試料毎に測定した。 

 解析は、CT 解析ソフトウェア（CT-solver、島津製作所）にて 2 次元画像を

再構成した。それぞれの試料の CT 値を汎⽤画像解析ソフトウェア（Image J、

NIH、MD、US）を⽤いて測定した。得られた CT 値は、標準試料の測定結果よ

り作成した検量線を基準として補正し、ミネラル密度に変換の上、ミネラルプロ

ファイルを作成した。解析部位は、露出⾯の中央に当たる、試料の上端から 1 mm

に位置する部位とし、脱灰⾯から垂直となる深さ⽅向へのミネラルプロファイ
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ルを作成した。同⼀試料における脱灰前後のミネラル密度の差の総和をミネラ

ル喪失量（mg/cm2）と定め、またミネラル密度がプラトーに達した値の 95%に

位置する深度を試料の表層とした上で、脱灰前後における表層位置の変化を脱

灰深さ（µm）と定めた。得られた値はそれぞれ有意⽔準 5%にて Student-t 検定

を⾏い、統計解析を⾏った。 

 

2.3 酵素分解抵抗性の評価 

 根⾯象⽛質ブロックより、低速精密切断機（ISOMET2000）を使⽤し 1 mm ⾓

に切り出した象⽛質試料を、10% EDTA（pH7.4）にて 7 ⽇間脱灰し、コラーゲ

ンを露出させた。コントロール群および UVA 活性リボフラビン群に分類し、

UVA 活性リボフラビン群に最適な条件において処理を施した。その後、異なる

酵素における分解抵抗性を確認するため、ブタ胃粘膜由来のペプシン（0.05 

mg/ml、Sigma-Aldrich、USA）にて 1 ⽇間、そして Clostridium histolyticum 由

来のコラゲナーゼ（0.2 unit/ml、Sigma-Aldrich）にて 1 ⽇および５⽇間、いず

れも 37℃で浸漬攪拌し、コラーゲンを分解させた。反応後、それぞれの試料に

含まれる可溶化したタンパク質成分をアセトン沈殿法にて回収した。 

 タンパク質の分離、そして総タンパク質量およびコラーゲンの検出を⾏うた

めに、実験 1.4 と同様の⽅法を⽤いて、SDS-PAGE 後、銀染⾊およびウェスタ
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ンブロッティングを⾏い、分解されたタンパク質量およびコラーゲンの分⼦量

の差異を評価した。 

 

2.4 象⽛質微細構造の形態学的評価 

 

2.4.1 脱灰処理後における象⽛細管構造の解析 

 根⾯象⽛質ブロックより、象⽛細管の⾛⾏⽅向が⻑軸と平⾏となるように切

り出した棒状試料を中央で半分に分割し、同⼀⻭から採取したものをそれぞれ

コントロール群および UVA 活性リボフラビン群とした。UVA 活性リボフラビ

ン群に対して、最適な条件において UVA 活性リボフラビン処理を実施した。そ

の後試料を 10 ml の脱灰溶液（50 mM 酢酸、2.2 mM CaCl2、2.2 mM KH2PO4、

pH5.0）あるいは 10% EDTA（pH7.4）に 37 ℃条件下で 3 ⽇間浸漬した。3 ⽇

後試料を取り出し、脱イオン⽔にて 30 秒⽔洗したのち、それぞれの試料につい

てエタノール上昇系にて脱⽔後、エポキシレジン（Quetol 812、⽇新 EM、東京）

に浸漬し、樹脂包埋を⾏った。樹脂硬化後、試料中央部において象⽛細管の⾛⾏

と垂直⽅向に切断し、プラズママルチコーター（PMC-5000、メイワフォーシス）

を⽤いて断⾯に⽩⾦蒸着を施し、SEM（JSM-310）を⽤いて、350 倍にて試料の

脱灰領域を、3500 倍にて象⽛細管の構造変化を観察した。pH5.0 の脱灰溶液を
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⽤いた脱灰においては、汎⽤画像解析ソフトウェア（Image J）を⽤いて表層か

らの脱灰深さ（µm）を測定した。試料数は各群について 4 とした。 

 

2.4.2 コラゲナーゼ処理後における象⽛質コラーゲン構造の解析 

 実験 2.3 において使⽤した、コラゲナーゼにて１⽇間および 5 ⽇間分解を⾏

った象⽛質試料をコラゲナーゼ溶液から取り出し、脱イオン⽔にて 30 秒⽔洗し

たのち、2.5% グルタールアルデヒド（以下 GA）で固定した。それぞれの試料

について、エタノール上昇系列にて脱⽔後、エポキシレジン（Quetol 812）に浸

漬し、樹脂包埋を⾏った。樹脂硬化後、ウルトラミクロトーム（Ultrotome V、

LKB、Sweden）、ダイヤモンドナイフ（ナノトーム、酒井電⼦顕微鏡応⽤研究

所、埼⽟）を⽤いて 70 nm 厚の超薄切⽚を作製した。切⽚はニッケルグリッド

（VECO グリッド#100、VECO、Nederland）にマウントし、TBS にて洗浄し

た。EM ステイナー（⽇新 EM）にて染⾊後、透過型電⼦顕微鏡（H800、⽇⽴ハ

イテクノロジーズ、東京、以下 TEM）で加速電圧 200 kV にて、各試料におけ

るコラーゲンの微細構造変化を観察した。 

 

 



 17 

3. ⼝腔を想定した環境下における UVA 活性リボフラビン処理による象⽛質の

耐酸性に関する評価 

 

 実験 2.1 および 2.2 と同様の⽅法を⽤いて試料を作製し、処理⾯以外の⾯を

ワックスにて保護した。脱灰処理には⾃動 pH サイクル装置（Matsuda et al. 2006）

を使⽤し、後述するプログラムに従って室温にて 2 週間脱灰を⾏った。⾃動 pH

サイクル装置の模式図および pH サイクルパターンを図３に⽰す。 

 ⼝腔環境における⽇々の pH 変動を模倣するため、⾃動 pH サイクル装置には

2 つの pH サイクルパターンを適⽤し、う蝕リスクの⾼い患者および低い患者を

想定した脱灰処理を実施した（図 3B）。 

 まず、脱灰サイクル群（う蝕ハイリスク群）として、試料に脱灰溶液（0.2 M 

乳酸バッファー、3.0 mM CaCl2、1.8 mM KH2PO4、pH4.5）を 2 分間注⼊し、

3 分間静置したのち、再⽯灰化溶液（0.02 M HEPES、3.0 mM CaCl2、1.8 mM 

KH2PO4、pH6.8）を 60 分間流⼊するサイクルを 1 ⽇ 6 サイクル（6:00、9:00、

12:00、15:00、18:00、21:00）、2 週間実施した。pH の変化については、pH5.5

以下の値を⽰す時間が 30 分間、そして元の pH に戻る時間が脱灰溶液を注⼊し

てから 50 分後となるように設定した。 
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 次に、再⽯灰化サイクル群（う蝕ローリスク群）として、脱灰溶液を２分間注

⼊し、直後に再⽯灰化溶液を 30 分間流⼊するサイクルを 1 ⽇３サイクル（6:00、

12:00、18:00）、２週間実施した。pH の変化については、pH5.5 以下の値を⽰

す時間が 8 分間、元の pH に戻る時間が脱灰溶液を注⼊してから 23 分後となる

ように設定した。 

 ２週間後、脱灰液より試料を取り出し、根⾯象⽛質露出⾯を脱イオン⽔にて

30 秒⽔洗したのち、ワックスを除去した。脱灰前後の試料を、マイクロ CT（SMX-

1000CT）を⽤いて、実験 2.2 と同様に解析を⾏った。各サイクル群におけるミ

ネラル喪失量（mg/cm2）および脱灰深さ（µm）を算出し、得られた値にそれぞ

れ有意⽔準 5%にて Student-t 検定を⾏い、統計解析を⾏った。試料数は各群 7

とした。 
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Ⅲ. 結果 

 

1. UVA 活性リボフラビン処理の最適な条件の確定および象⽛質コラーゲンの

架橋形成の評価 

 

 図４に３点曲げ試験の結果を⽰す。濃度および紫外線照射強度を変化させた

ものについて、⼆元配置分散分析および Scheffeʼs F 法による解析の結果、0.1%

リボフラビン溶液に 1 分間浸漬後、1600 mW/cm2 の紫外線を 10 分間照射する

ことにより、曲げ強さは 295.3 ± 46.6 MPa を⽰し、コントロール群（136.6 ± 29.0 

MPa）と⽐べ有意に増加することが⽰された（図 4A）。靭性においても曲げ強

さと同様の結果が得られ（図 4B）、UVA 活性リボフラビン処理によって、⻭が

脆くならないことが⽰された。特に 0.1%リボフラビン溶液 1 分間浸漬後、1600 

mW/cm2 の紫外線を 10 分間照射すると靭性は 2.5 ± 0.6 MPa、また 1%リボフラ

ビン溶液 1 分間浸漬後、1200 mW/cm2 の紫外線を 10 分間照射すると 2.6 ± 0.2 

MPa を⽰し、コントロール群（0.9 ± 0.2 MPa）と⽐較し有意に増加した。 

 曲げ強さおよび靭性の双⽅においてコントロール群と有意差を認めた、0.1%

リボフラビン溶液 1 分間浸漬後、1600 mW/cm2 の紫外線照射群が象⽛質を強化

するのに最も優れた条件であることがわかった。続いて、紫外線の照射時間を変
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化させると、紫外線照射 10 分間において、コントロール群と⽐較し有意に曲げ

強さが増加した（図 4C、295.3 ± 46.6 MPa）。弾性係数に関しては、いずれも

有意差を認めなかった（図 4D）。以上より、象⽛質の機械的強度を増加するの

に最も適しているのは、0.1%リボフラビン溶液に 1 分間浸漬後、1600 mW/cm2

の紫外線を 10 分間照射することであると確定し、本条件を今後の実験において

⽤いた。 

 SEM による破断⾯観察においては、図 5 にコントロール群、紫外線照射群、

UVA 活性リボフラビン処理群の代表的な画像を⽰す。 

 コントロール群では象⽛細管に沿って平坦に⻭が破断されているのに対し、

紫外線照射群では管周象⽛質に凹凸が認められた。UVA 活性リボフラビン群に

おいては、管周象⽛質だけでなく、象⽛質全体にわたって起伏に富んだ凹凸が認

められた。 

 次に、顕微レーザーラマン分光分析の結果を図 6 に⽰す。タンパク質の主鎖

である炭素結合を⽰す 815 cm-1 を基準として UVA 活性リボフラビン処理前後

を⽐較したところ、プロリンイミド環内での炭素結合を⽰す 921、1037 cm-1、

アミド結合内の C-N、N-H 結合の振動を⽰し、アミドⅢと呼ばれるタンパク質

に特徴的な波形を⽰す 1248、1271 cm-1、C-C 結合を⽰す 1343、1451 cm-1 にお

いてピーク強度の変化を認めた。 
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 また、SDS-PAGE による銀染⾊およびウェスタンブロッティング（図 7）に

おいては、UVA 活性リボフラビン処理によって、可溶化したタンパク質の総量

に⼤きな変化は認めなかったが、抗コラーゲン抗体を⽤いたウェスタンブロッ

ティングにより、明らかにバンドが強く発現している部位が異なり、UVA 活性

リボフラビン処理によって、より⾼分⼦量側に位置していることが分かった。 

 

2. UVA 活性リボフラビン処理による象⽛質の脱灰抑制および酵素分解抑制効

果の評価 

 

 図８に、各群における脱灰前後の代表的なマイクロ CT 像、ミネラルプロファ

イル、そしてミネラルプロファイルより解析したミネラル喪失量および脱灰深

さを⽰す。 

 pH5.0 の脱灰によるミネラル喪失量は、コントロール群が 7.9 ± 2.9 mg/cm2 で

あるのに対し、UVA 活性リボフラビン群では、3.0 ± 1.0 mg/cm2 であり、有意

に減少することがわかった。また、脱灰深さは、コントロール群が 75.9 ± 29.3 

µm であるのに対し、UVA 活性リボフラビン群では、25.4 ± 14.6 µm であり、こ

ちらも有意に減少することが⽰された（P < 0.05）。この結果より、UVA 活性
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リボフラビン処理によって、象⽛質の脱灰が抑制され、耐酸性が得られることが

⽰された。 

 次に、図９にペプシンおよびコラゲナーゼによるコラーゲンの分解を、銀染⾊

およびウェスタンブロッティングにて評価したものを⽰す。図 9A におけるコン

トロール群では、ペプシンにより分解されたコラーゲンを含むバンドが認めら

れるのに対し、UVA 活性リボフラビン群では明らかなバンドは発現しなかった。 

 図 9B に⽰されるコラゲナーゼ分解においては、UVA 活性リボフラビン群は

コントロール群と⽐べ、1 ⽇分解および５⽇分解のいずれにおいても明らかに溶

出するタンパク質の総量が少なく、コラーゲンが分解されにくいことが⽰され

た。特に 5 ⽇間の分解では、コントロール群はスメアーなバンドが低分⼦量域

まで広がっているのに対し、UVA 活性リボフラビン群では 100〜150 kDa の範

囲でバンドが留まっている状態が認められる。また、UVA 活性リボフラビン群

では、１⽇および 5 ⽇の双⽅において、⽮印で⽰す部位にコントロール群では

認められないバンドが残存していることがわかる。抗コラーゲン抗体を⽤いた

ウェスタンブロッティングでは、それぞれの分解⽇数において、コントロール群

はより低分⼦量の位置まで分解されているのに対し、UVA 活性リボフラビン群

はバンドがコントロール群よりも残存していることから、UVA 活性リボフラビ

ン処理は、象⽛質コラーゲンの酵素分解抵抗性をも向上することが⽰された。 
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 このコラゲナーゼ分解を⾏った試料を、TEM にて観察したものを図 10 に⽰

す。1 ⽇間では、コントロール群および UVA 活性リボフラビン群の間に明らか

なコラーゲンの形態の違いは認められないが（図 10A-D）、５⽇間まで酵素処

理を⾏うと、コントロール群は象⽛細管周囲のコラーゲンが顕著に分解されて

いるのに対し、UVA 活性リボフラビン群においては、象⽛細管周囲のコラーゲ

ンは 1 ⽇間と変わらず、ほぼ本来の構造を保っていた（図 10E-H）。 

 次に、pH5.0 の脱灰溶液および EDTA を⽤いた SEM による象⽛質微細構造

の評価について、結果を図 11 に⽰す。A、B、E、F が弱拡⼤（350 倍）、C、

D、G、H が強拡⼤（3500 倍）である。弱拡⼤における脱灰溶液および EDTA

のいずれの結果においても、UVA 活性リボフラビン群はコントロール群と⽐較

し、脱灰深さが少ないことがわかった（⿊⽮印）。脱灰溶液にて脱灰を⾏った試

料に関して、脱灰深さを算出したところ、コントロール群は 74.8 ± 7.5 µm であ

ったのに対し、UVA 活性リボフラビン群は 27.8 ± 2.8 µm となり、有意に脱灰

深さが少なかった。 

 脱灰領域を強拡⼤において観察すると、コントロール群は象⽛細管が⼤きく

露出しているのに対し、UVA 活性リボフラビン群では象⽛細管の開⼝が⼩さく、

EDTA での脱灰においても同様の傾向が認められることから、UVA 活性リボフ



 24 

ラビン処理によって、象⽛細管周囲のカルシウムの喪失を防ぎ、脱灰を抑制する

ことができることが形態学的にも⽰された。 

 以上より、UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に施すことにより、象⽛細管

周囲のコラーゲンの分解を抑制することによって、その周囲の新たなミネラル

の喪失をも防ぎ、耐酸性および酵素分解抵抗性が向上することがわかった。 

 

3. ⼝腔を想定した環境下における UVA 活性リボフラビン処理による象⽛質の

耐酸性に関する評価 

 

 ⾃動 pH サイクル装置を⽤いた耐酸性試験の結果を図 12 に⽰す。 

 まず、う蝕リスクの⾼い患者を想定した脱灰サイクルについて、ミネラル喪失

量はコントロール群が 36.7 ± 5.3 mg/cm2 であったのに対し、UVA 活性リボフ

ラビン群は 25.1 ± 6.2 mg/cm2 となり、有意に減少することがわかった（図 12A）。

脱灰深さについてもまた、コントロール群が 225.1 ± 18.0 µm であったのに対し、

UVA 活性リボフラビン群は 163.8 ± 26.9 µm となり、同様に有意に少なくなる

ことがわかった（図 12B）。 

 ⼀⽅、う蝕リスクの低い患者を想定した再⽯灰化サイクルでは、脱灰サイクル

と⽐較し、いずれも低い値を⽰した。ミネラル喪失量はコントロール群が 13.3 
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± 2.8 mg/cm2 であったのに対し、UVA 活性リボフラビン群は 5.7 ± 2.6 mg/cm2

となり、有意に減少することがわかった（図 12C）。脱灰深さについても、コン

トロール群が 67.4 ± 10.8 µm であったのに対し、UVA 活性リボフラビン群は

31.3 ± 12.0 µm となり、同様に有意に少なくなった（図 12D）。 

 この結果から、⼝腔内での酸による脱灰を模倣するために、連続的に pH の変

動を⾏った場合においても、UVA 活性リボフラビン処理によって象⽛質の耐酸

性が向上することが⽰された。 
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Ⅳ. 考察 

 

 UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に適⽤することによって、臨床における

次の２つの有⽤性が⽰された。まず、象⽛質の機械的特性を改善し、⻭質そのも

のを強化することができたということ、次にコラーゲンの新たな架橋形成によ

って、酸や酵素による分解抵抗性を向上させることができたということである。 

 コラーゲンマトリックスの構造および安定性が、象⽛質の適切な⽯灰化や機

械的強度の安定にとって重要であることはよく知られている（Ganss et al 2004、

Hara et al. 2005、Pavan et al. 2011）。そのため、象⽛質う蝕の進⾏過程におい

て、コラーゲンが分解を受けて失われてしまった場合、酸が多孔質である象⽛質

により浸透しやすくなるためにさらなるミネラルの喪失を引き起こすこととな

る。しかし、UVA 活性リボフラビン処理を未脱灰の象⽛質に施すことによって、

新たな架橋が形成され、コラーゲンが強化されることで、⻭質の強化および耐酸

性、酵素分解抵抗性が得られたと⾔える。これは、⽇常臨床において UVA 活性

リボフラビン処理を⻭質に施すことにより、象⽛質う蝕を予防しうるだけでな

く、⻭質の強化によって⻭の破折に対する抵抗性をも向上させることができる

と⽰唆される。このような２つの有⽤性を併せ持つということが、う蝕予防だけ

に留まらない新たな⼿法であると考えられる。 
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 近年、プロアントシアニジン、グルタールアルデヒドやカルボジイミドといっ

た様々なコラーゲン架橋材が研究されている（Munksgaard and Asmussen 1984、

Mazzoni et al. 2014、Seseogullari-Dirihan et al. 2015、Hass et al. 2016）。グル

タールアルデヒドは、⼈⼯的な架橋材であり、コラーゲンの分解を抑制し、コラ

ーゲン線維内のリジンおよびヒドロキシリジン残基から架橋形成が⽣じること

が報告されている（Cheung et al. 1985、1990、Bedran-Russo et al. 2008）。ま

た、カルボジイミドは、塩酸塩で使⽤される化学物質であり、その架橋メカニズ

ムとして、グルタミン酸やアスパラギン酸のカルボン酸基の活性化によって中

間体を形成し、リジンやヒドロキシリジンのアミノ基と反応して架橋を形成す

ると⾔われている（Staros et al. 1986、Huang et al. 1990、Petite et al. 1995、

Olde et al. 1996、Bedran-Russo et al. 2010）。しかし、いずれも⼈⼯的に⽣成さ

れたものであるため、⽣体親和性に問題があり、加えて強い毒性を有しているこ

とから、⼝腔内での使⽤は困難であると考えられる（Han et al. 2003、Bedran-

Russo et al. 2010、2014）。⼀⽅、リボフラビンやプロアントシアニジンは天然

に存在する物質で、特にリボフラビンはビタミン B2 として体内で存在し、様々

な⾷品にも⽤いられていることからも、⽣体親和性に極めて優れており、為害性

は少ないと考えられる。また、プロアントシアニジンとは、ブドウ種⼦から抽出

されたポリフェノールからなる物質であり、象⽛質に適⽤することによって、本
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実験と同様にコラーゲンの架橋を形成し（Fine 2000）、コラーゲンの分解を抑

制し（Khaddam et al. 2014）、象⽛質の脱灰を抑制すると報告されている（Pavan 

et al. 2011、Hass et al. 2016）。しかし、象⽛質に褐⾊の着⾊を引き起こすこと

が報告されており、それを改善するための適切な処理時間や架橋材の適⽤⽅法

は未だ疑問視されており、臨床を想定した場合の応⽤は現状困難であると考え

られる（Green et al. 2010、Tjäderhane et al. 2013、Bedran-Russo et al. 2014、Liu 

et al. 2014、Fawzy et al. 2017）。それに⽐べ、UVA 活性リボフラビン処理にお

いては、リボフラビン溶液は⻩⾊を呈しており、⽐較的象⽛質の⾊に近いこと、

そして 0.1%リボフラビン溶液を適⽤した場合は、その後の紫外線照射によって

リボフラビン溶液の⻩⾊はほとんど失われることから、臨床の現場においても

受け⼊れられやすく、象⽛質への UVA 活性リボフラビン処理の応⽤は有⽤であ

ると考えられる。 

 UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に適⽤するのに最適な条件は、3 点曲げ

試験の結果から、0.1%リボフラビン溶液に 1 分間浸漬後、1600 mW/cm2 の紫外

線を 10 分間照射することと確定した。本実験において、リボフラビン溶液を

0.1%および 1%の２種類のみを⽤いたのは、これまでの報告において使⽤され

ている溶液の濃度が 1%で接着強さが有意に増加する効果が認められることに

加え（Cova et al. 2011、Fawzy et al. 2012）、1%を超える濃度を⽤いた場合、リ
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ボフラビン溶液が沈殿し、その後の紫外線照射の過程において、沈殿したリボフ

ラビン粉末が⻭質表層への紫外線の到達を阻害すると考えられるため（Kim and 

Chu 2009）、0.1%および 1%の溶液を⽤いるのが望ましいと考えた。 

 800 および 1200 mW/cm2 の紫外線照射を⾏った群では、リボフラビン溶液の

濃度が上昇すると曲げ強さも増加したのに対し、1%リボフラビン溶液浸漬後、

1600 mW/cm2 の紫外線照射を⾏った群において、0.1%リボフラビン溶液に浸漬

した群よりも曲げ強さが減少していたことに関して（図 4A）、光増感剤の性質

として、⼀般的に濃度が上昇すると光増感剤⾃⾝の分⼦相互作⽤により、蛍光作

⽤が減弱する濃度消光と呼ばれる作⽤によるものであると考えられる。また、紫

外線照射時間を延⻑した場合においても曲げ強さが減少した点について、紫外

線の過剰な照射によって、試料表⾯の劣化が⽣じているのではないかと考えら

れる。以上より、溶液の各濃度や紫外線の強度や照射時間といった様々な変数か

ら最適な条件を決定することが重要であると思われる。 

 曲げ試験にて破断された試料の破断⾯について、それぞれ代表的な SEM 画像

を図 5 に⽰している。UVA 活性リボフラビン群では、コントロール群と⽐較し、

象⽛質全体において起伏に富んだ凹凸像を⽰していることから、⻭を破断する

のにより多くのエネルギーを必要とすることが⽰唆される。 
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 顕微レーザーラマン分光分析においては、UVA 活性リボフラビン処理前後に

おける試料の同⼀箇所の測定を⾏うことにより、ピーク強度の変化を分⼦構造

の変化として捉えることができた。それによって、プロリンイミド環内の炭素結

合、アミドⅢにおける C-N, N-H 結合、タンパク質主鎖である炭素結合の振動

の変化を確認した。本結果およびこれまでの報告に基づいて、図 13 に⽰すメカ

ニズムにより新たな架橋結合が⽣じているのではないかと推察される（McCall 

et al. 2010、Fawzy et al. 2012）。リボフラビンに UVA を照射することにより、

活性酸素の⼀種である⼀重項酸素が放出され、それに伴うラジカル反応により

プロリンやヒスチジンなどのアミノ酸残基が励起状態になる。この不安定で⾼

エネルギーな構造を経て、再度安定した分⼦構造に戻る際に結合が変化し、アミ

ノ酸側鎖どうしが共有結合することによって、新たな分⼦内および分⼦間での

架橋が⽣じ、コラーゲンのネットワークが強化されていくものであると考えら

れる（Tanzer 1973、Fraser et al. 1979、McCall et al. 2010、Fawzy et al. 2012）。

この新たな架橋結合は、抗コラーゲン抗体におけるウェスタンブロッティング

の結果から、UVA 活性リボフラビン群がコントロール群と⽐べて、より⾼分⼦

量側にバンドが位置していることより、分⼦内および分⼦間の結合が強化され

たと考えられることからも、同様に⽰唆される。 
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 以上より、UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に適⽤することによって、図

13 に⽰すメカニズムのもと誘導された新たな架橋結合が⽣じ、象⽛質の機械的

強度が有意に増加する、最適な条件を決定することができた。 

 次に、実験 2 におけるマイクロ CT での耐酸性の評価法について、従来から

脱灰および再⽯灰化の挙動といったう蝕病態を評価する⽅法として、Transverse 

Microradiography (TMR)が多く⽤いられてきた（Arends and ten Bosch 1992、

Tomiyama et al. 2008、Lippert and Lynch 2014、Cochrane et al. 2014）。しか

し、TMR は測定に細密な薄切切⽚の作製が必要であり、測定中は乾燥による収

縮や変形が起こりやすいため、経時的な測定を⾏うには⾼度な技法と時間を要

する（Van et al. 1995、Damen et al. 1997、Thomas et al. 2006、Hamba et al. 

2012）。 

 そこで、本実験においては、脱灰前後に試料の同⼀箇所を計測する必要がある

ため、試料を薄切する必要がなく、10 µm 以下の⾼解像度で分析することが可能

なマイクロ CT による⼿法を採⽤することとした（Miyajima et al. 2016、Yagi et 

al. 2017）。このマイクロ CT による解析および脱灰された象⽛質の微細構造の

SEM 観察では、同⼀の脱灰条件において、各群におけるマイクロ CT 解析での

脱灰深さと SEM 観察による脱灰深さの結果は極めて類似しており、いずれの定

量分析⽅法も妥当であると考えられる。ミネラル喪失量については、本実験での
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解析部位は、500 µm × 2 mm に設定した脱灰⾯の中央部分における最も脱灰が

進んでいると考えられる 9 × 9 µm と定めており、同部位の試料断⾯を⾯分析す

ることにより算出を⾏った。 

 SEM による象⽛質の微細構造の解析より、UVA 活性リボフラビン処理を適

⽤することで、脱灰深さとともに、象⽛細管の開⼝している⼤きさが異なってい

たことから、ミネラルの喪失を抑制することができたことが形態学的にも⽰さ

れた。同様に、コラゲナーゼによるコラーゲンの分解を⾏った TEM 像におい

て、5 ⽇間コラゲナーゼ処理を⾏った群ではコントロール群は象⽛細管周囲のコ

ラーゲン網が顕著に破壊されているのに対し、UVA 活性リボフラビン群では元

の細管構造を保ったままであった。 

 また酵素分解抵抗性を評価するにあたり、2 種類の異なる酵素を使⽤し、SDS-

PAGE を実施後、銀染⾊およびウェスタンブロッティングを⾏った。本実験に

おいて使⽤したペプシンは、芳⾹族アミノ酸を有するペプチド結合を切断し、コ

ラゲナーゼにおいては、コラーゲンにおけるグリシン−プロリンの特定のアミ

ノ酸配列を認識する酵素である。いずれの結果においても、UVA 活性リボフラ

ビン群では明らかに溶解したタンパク質の総量が少なく、抗コラーゲン抗体に

おけるウェスタンブロッティングでは、コントロール群の⽅がよりコラーゲン

が分解されていることがわかった。これは、先述の架橋形成のメカニズム（図 13）
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において、コラーゲン鎖内のアミノ酸残基同⼠が新たな結合を作ると考えられ

ていることも踏まえ、コントロール群ではコラゲナーゼが認識した酵素反応部

位が、UVA 活性リボフラビン処理による架橋形成に伴い結合の変化を起こし、

反応しなくなったことを⽰唆している。 

 これらの結果から、UVA 活性リボフラビン処理を適⽤すると、象⽛細管周囲

のコラーゲンが新たな架橋結合を起こすことによって構造が変化し、酵素反応

部位が認識されなくなる。さらに、コラーゲン網がより緻密になって強化される

ことにより、象⽛細管内に浸透してきた酸による⻭質の脱灰が抑制され、う蝕病

変の進⾏における最初のステップである無機質の流出を防ぐことができたと考

えられる。 

 ⽇常⽣活において、糖分の摂取により、⼝腔内の pH が急速に下降し、その後

徐々に元の pH まで戻ってくるという変動を繰り返すことはよく知られている

（Stephan 1940）。実験２における、耐酸性の評価をマイクロ CT にて解析を⾏

ったものについて、脱灰溶液に持続的に試料を浸漬させる⽅法では、そのような

⼝腔内の pH が変化する状況とは異なる環境での脱灰試験であった。そのため、

臨床応⽤を想定した場合、より⼝腔内の環境に近づけた試験が必要であると考

え、Matsuda らが開発した⼝腔内での pH 変動を模倣した⾃動 pH サイクル装

置に着⽬した（Matsuda et al. 2006）。実験 3 では、この⾃動 pH サイクル装置
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を⽤いて、pH サイクルのパターンを 2 種類準備し、う蝕リスクの違いを想定し

た耐酸性試験を実施した（図 3）。まず、う蝕リスクが⾼い患者を想定したサイ

クルを脱灰サイクルと定義した。これは、1 ⽇ 6 回の pH 変化、つまり 1 ⽇ 3 回

の⾷事に加え、間⾷を頻繁に⾏う場合を考慮している。次に、う蝕リスクが低い

患者を想定したサイクルを再⽯灰化サイクルと定義した。これは、1 ⽇ 3 回の

pH 変化、つまり間⾷を⾏わない場合を考慮しており、また pH の回復が脱灰サ

イクルよりも早くなるよう、唾液の緩衝能が⾼いものを想定し、調整を⾏ってい

る。このようなプログラムの違いによって、う蝕リスクの違いを評価することと

した。結果は、脱灰サイクル、再⽯灰化サイクルのいずれにおいても、ミネラル

喪失量および脱灰深さともにコントロール群と⽐べて UVA 活性リボフラビン

群は有意に少なくなることがわかった。そして、脱灰サイクルよりも再⽯灰化サ

イクルの⽅が脱灰量は少ない傾向にあり、特に脱灰サイクルの場合、試料の表層

はう窩の形成を認める像を呈した⼀⽅、再⽯灰化サイクルの場合、表層下脱灰を

起こしていると思わせる脱灰像を認めたことから、臨床において⼝腔内でしば

しば観察されるう蝕リスクの違いが、う窩の形態の違いとして表すことができ

ており、⾃動 pH サイクル装置のプログラムの変動によって、個々の患者に応じ

た⼝腔を効果的に模倣することができると考えられる。 
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 臨床応⽤という点においては、露出した根⾯からまずプラークを除去し、近接

する⻭⾁を保護したのちに、リボフラビンを含有したジェルあるいはペースト

を根⾯に塗布し、その後照射範囲を根⾯に限局するように設定した紫外線照射

器を⽤いて UVA 照射を⾏うことによって、⼝腔内において適切に UVA 活性リ

ボフラビン処理を施すことができるのではないかと現在のところ想定している。 
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Ⅴ. 結論 

 

 UVA 活性リボフラビン処理を象⽛質に適⽤することによって、コラーゲンの

架橋形成が⽣じ、象⽛質の機械的性質が強化されることが⽰された。また、その

新たな架橋形成によって、コラーゲンの分解およびミネラルの喪失を防ぐこと

で、酸および酵素反応への抵抗性を⾼め、根⾯象⽛質の脱灰を抑制するのに有効

であった。以上より、UVA 活性リボフラビン処理は、象⽛質う蝕の予防・進⾏

抑制に有効な、新たな⽅法であると考えられる。 
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