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第1章緒言



1 - 1歯科接着の歴史

歯科臨床において長年にわたり様々なセメントが使用されてきた.1850年代中頃に

充填材として用いられた最初の歯科用セメントとして， オキシ塩化亜鉛セメントが挙

げられる. しかしこれは歯髄組織刺激が強く， 唾液に対する溶解度が高いためにF 口

腔内条件に耐えられるもので、なかった. その欠点をいくつか改善したものが，酸化亜

鉛を主成分とし酸化マグネシウムなどを含んだ粉末と3 リン酸を主成分とした液体を

用いたリン酸亜鉛セメントとして1870年代に登場した. 次いで， 酸化亜鉛と白色ロ

ジンなどを主成分とした粉末仁ユージノールやオリーブ油を成分とした溶液を用い

たユージノールセメントが1890年に登場し 近年まで歯科臨床において重要な地位

を占めていた. 現在の用途としては， 裏装3 暫問充填材， 暫間あるいは永久合着材，

口腔外科や歯周外科などに用いられる軟組織ノミック，歯内療法における歯根管シーラ

ー材などが挙げられる. さらに，合着と接着の両方を兼ね備えるようなグラスアイオ

ノマーセメントがA. D. WilsonとB. E. Kentにより1971年に開発され(Wilson & Kent 

1971) ， 改良を加え現在に至るまで用いられている. これは， シリカ， アルミナ， フ

ッ化カルシウムなどの粉末成分と，ポリアクリル酸などの高分子酸の高濃度溶液から

構成され，粉末成分から溶出する多価イオンが高分子酸を架橋することで硬化する機

構で， 象牙質への接着も示唆されている.

一方で， 歯科医療技術3 材料の発展の中で， 歯科接着は依合力を利用したセメント

合着が中心の時代から， 歯牙自体に物理的，化学的に結合するレジン系の材料を応用

した接着の時代に移行してきた. それとともに， これを応用した新しい臨床技術が

次々と生み出されるようになった. また， 接着強度の向上， 陶材焼付クラウンやイン

レーによる補綴時の歯質切削量の減少と審美的要因などの条件が求められるように
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なり， さらなる製品開発が望まれるようになってきた. その様な需要により， 1938 

年ドイツのクルツアー社で過酸化ベンゾイノレとジメチノレーp-トルイジンを組み合わせ

たレドックシステムであるメタクリル酸メチル(悶叫A)の常温重合斉IJが開発された

これを応用して歯冠色の即時重合レジン"Palavit"が製品化され世界的に注目を浴びた

(1940年)が，レジンの重合収縮による脱落や辺縁漏洩を起こし， 生活歯では急性歯

髄炎を発症するなどの問題を抱えていた. 終戦後3 ドイツやアメリカでも即時重合レ

ジンの開発研究が行われるようになり， アメリカのM. G. Buonocoreは， エナメノレ質

の表面をリン酸でエッチングすることによりレジンとの結合性が良くなることを報

告した(Buonocore1955) . またFischerや増原らにより 1960年代に恥仏仏モノマーの

常温重合開始剤としてトリーn-ブ、チルボラン(TBB)を使用することで， 吸水した湿潤

象牙質に特異的に接着することが見いだされ，接着性コンポジットレジンが世に広ま

った. その後， 藤沢らの研究成果によりライナーとしてメタクリル酸2 -ヒドロキシ

エチル (HEMA) が用いられるようになり， さらに接着強度の向上があり1970年代

から一般的に用いられるようになった.

この様な歴史にも見られるようにレジン系接着剤が急速に普及してきた背景には，

従来の合着からより信頼性の高い接着へのニーズの変化に対応した，多様なモノマー

の設計と合成の成功がある. つまり， 物理吸着・化学結合など接着対象面への種々の

結合様式， 合目的的な官能基の選択肢の多さと合成の容易さ， 重合・硬化反応の多様

性と反応速度のコントローノレのしやすさなどp レジン系材料には合着斉IJのベースとな

る無機材料に比べて利点が非常に多い.
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1-2象牙質接着の特殊性

象牙質は， その容積のほぼ半分，または重量のほぼ2害IJが有機成分のコラーゲン線

維からなり，この規則正しく組み込まれた線維にアパタイト結品が密に付着している

(Provenza 1972， Jenkins 1978) . また3歯髄腔から表面へ向かつて放射状に発達した象

牙細管をもっ. 硬いヒドロキシアパタイト層と軟らかいコラーゲン層が混在している

構造や3 歯髄腔へのチャンネノレとなる象牙細管からの水分の惨出が，エナメル質への

接着に比べて象牙質への接着を困難にしていると考えられる. また，象牙質に対して

接着を施す際， 通常酸エッチング処理を行う. 酸によって脱灰された象牙質は， 無機

成分が取り除かれて， それが水に置き換わるために，脱灰表面は主としてコラーゲン

と水で、構成されている. この脱灰象牙質中には疎水性の強いモノマーが拡散浸透しに

くいため，脱灰で露出したコラーゲン線維問をレジンマトリックスが埋めるハイブリ

ッド層の完成を不十分にし，レジン系接着剤の接着強度を低下させる原因であった.

近年， :rv仏1Aをベースとするレジン系接着剤は最も一般的に使われているものであ

り，レジン系材料の発達により臨床上の接着性能も大きく向上した. そのひとつに，

エッチングやプライミングの効果により，接着強度がさらに向上したことが挙げられ

る. 特に，歯牙表面を処理する際に用いられるプライマ一等に含まれるJ--IEMA など

の恥⑪1A誘導体については，エアーブローによる乾燥で潰れたコラーゲンの網目構造

を復活させることで(Pashley & Carvalho 1997) ， レジンの母体である疎水性モノマー

の浸透を促す効果を持っていると考えられている. しかし，HEMAが実際象牙質コラ

ーゲンにどの様に作用しているかは， 具体的には解明されていない. HEMA等の前処

理斉IJの詳細な効果を明らかにすることは， さらなる材料の開発のヒントになるものと

考えられる.

4 



1-3ハイブリッド層

ハイブリッド層は樹脂含浸層とも呼ばれる. 切削直後の象牙質露出表面には，管問

象牙質，管周象牙質， 象牙細管といった構造の上に， スメア層， スメアプラグが存在

しており，これらは象牙質の接着強度を著しく低下させる 原因となり得る. その原因

を除去し，さらには管問象牙質中でアパタイト結晶に埋もれた象牙質コラーゲンを露

出させるために，接着操作ではリン酸などの酸を用いてエッチングを施す. これらの

酸を水洗し， 乾燥することにより，管問象牙質部分のコラーゲンと， 象牙細管が露出

する. これに対して， MMAなどのレジンモノマーを作用させ， 露出したコラーゲン

線維問にレジンが浸透し重合した構造がハイブリッド層であり，接着強度の要となる

部分である(中林1982，Nakabayashi 1992) . 近年のレジン系接着においては，HEMA 

などの接着性成分を含んだプライマーを用いることで，水分を含んだコラーゲン中に

疎水基と親水基を併せ持った接着性モノマー(機能性モノマー) が浸透し(Tanaka et 

al. 1981， Fujisawa et al. 1990， Wang & Nakabayashi 1991)， その後から導入される恥⑪也九

などの疎水的なレジンモノマーの浸透を容易にし3熟成されたハイブリッド層を形成

することが可能になった(図1 - 1 ) . 現在では，このハイブリッド層の十分な形成が，

レジン系接着剤の接着強度の重要な因子と考えられている.

1-4 コラーゲン

タンパク質は， 生体を構成する重要な成分であり， コラーゲンもそのひとつである.

生体中でコラーゲンは，繊維状もしくは膜状の構造体を形成し，7Kに溶けた状態では

ほとんど存在しない. さらに3 コラーゲンは， 細胞と細胞の隙間を埋めており， 全身

のあらゆる臓器に存在している. その中でも， 皮膚， 骨， 軟骨， 鍵3 血管壁， 歯など
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エッチング 水洗・乾燥 アドヒーシブレジン

-+ 

プライマー ↓ 乾燥のみ ンジレフシヒke
 

ア
按乾生ん水晶守EEE-EE牙細管

セルフ工ッチング

ブライマー 乾燥のみ

J 
アドヒーシブレジン

圃圃令 園田令

E 

歯界展望別冊/わかる・できる接着(医歯薬出版)より引用

図1-1 A リン酸エッチング(フォトボント， ライナーボンド ならびにライ

ナーボンドII)の象牙質接着ステップ

、11初のリン酸エッチングであるフォトボンドシステムはA→B→C→D の}I闘に ，

プライマーを採用したライナーボンドシステムはA→B→C→E→F→Gの}I[氏に

セルフエッチングフライマー採用製品はA→H→I→Jの順に進む.(A:象牙質切

削面， B:エッチング， C:水洗乾燥， D:フォトボンド塗布， E: SAプライマ

ー塗布， F :乾燥， G:フォトボンド塗布， H :LBプライマー塗布， 1 :乾燥， J: 

LBボンド塗布)
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歯界展望別冊/わかる ・できる接着(医歯薬出版) より引用

丞11-1 B ウエットボンディング法による象牙質接着ステップ

エッチング後， 水洗はする が， 脱灰層の収縮を少なくなるために， エア乾燥は

控え， 表面の余剰な水を綿球で吸い取る くらいの湿潤状態に保つ(N). ここに

プライマー(多くのものはアセトンを溶媒としたもの 3M のシングルボンドは

エタノールを溶媒としている) を複数回塗布し(K， 0)， 乾燥後光硬化させる(L，

p) . セルフプライミングアドヒーシブは， プライマーがボンディングレジンとし

ても機能するもので， さらにボンディングレジンを、塗布する必要はない. (A: 

象牙質切削面， B:エッチング， C:水洗乾燥， N:水洗・ブロットドライ， K: 

プライマー塗布， L :乾燥， M:アドヒーシブレジン塗布， 0:セルフプライミ

ングアドヒーシブ塗布， p:光硬化)
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には，特に多く存在する.歯や骨では，有機化合物は20 '"'"'25 010存在しその中の 90 0/0 

はコラーゲンである. また， 10 010の水と多くの無機化合物(ハイドロキシアパタイ

ト)を含んで、いる(歯の有機化合物/無機化合物重量比二20/ 69， 骨; 25/65). 

コラーゲン分子は， 3本のポリペプチド鎖から構成されており， そのうち二つは同

じα1鎖で， もう一つは一次構造が異なるα2鎖で、ある. 各α鎖は約1000 残基のアミ

ノ酸から成り， 分子量約10万のα鎖が3本経り合わさって， 分子量約30万のコラ

ーゲン線維を形成している. これらの各ポリペプチド鎖は， 左向きのらせん構造をな

し， 同じ向きに並んだ3本鎖が縫り合わさると逆向きの右巻きの超らせん構造となる.

コラーゲンのポリペプチド鎖を構成するアミノ酸は， 全体の三分のーがグリシンで，

次にプロリンが多く， その他， 一般のタンパク質に含まれないヒドロキシプロリンや

ヒドロキシリジン(全アミノ酸の約10 %)が多いことが特徴である. さらに3 アミ

ノ酸配列は， グリシン-x-Yの繰り返し構造になっている. X， Yの位置の残基として3

プロリンやヒドロキシプロリンが頻繁に存在する. 3本のα鎖の問で3 あるα鎖の

X-Y間ペプチド結合中のカノレボニル基酸素原子と，別のα鎖のY-Gly問ペプチド結合

中に存在するイミノ基水素原子の間に水素結合が形成されることで， 三重らせん構造

の構造は安定化される.

1-5本研究の目的と本論文の構成

歯質への接着強度を評価する従来の研究では， 引張接着試験， 契断接着試験のよう

な物性試験や 走査型電子顕微鏡による接着界面の画像観察が主に行われ， その過程

でレジン系接着剤を用いた象牙質接着においてハイブリッド層が注目されるように

なってきた. しかしこれらの研究方法は， 接着硬化完了後の状態に対して計測を行う
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ものであり， 接着進行の過程については， 間接的に推定するにとどまる. そこで， 本

研究はハイブリッド層形成初期または進行中の現象を考察することを目的として， 有

効な観測方法を検討した.

ノ\イブリッド層形成の初期過程と象牙質接着強度に言及した研究として，伊藤らお

よび鈴木と中井の報告がある，伊藤らは， 牛下顎切歯を用いてレジン系接着剤による

象牙質への引張接着強さを調べ，加熱処理を施した歯質の象牙質部に対する接着強さ

が加熱処理を行わないコントロールに比べて有意に低下することを明らかにした(伊

藤ら1995). その中で， 象牙質中の有機成分の大半を占める， 構造タンパク質である

コラーゲンが加熱処理によって受ける影響と接着強さとの関係が指摘されている. さ

らに，伊藤らはレジン系接着剤による象牙質接着に特有の接着界面構造である樹脂含

浸層がF露出した象牙質コラーゲンと接着剤レジンの複合体であることに注目して，

樹脂含浸層モデルとして脱灰象牙質粉末とレジンセメントから成る硬化体を調製し，

その強度を圧縮破壊試験により評価した (伊藤ら1997). その結果3 加熱処理歯から

得た試料の圧縮強さは，加熱処理なしのコントローノレに比べ有意に低下することが明

らかになった. これらの報告は，象牙質に対する接着には象牙質コラーゲンが重要な

役割を果たしており，接着剤成分との相互作用を解明する必要性を強く示唆している.

一方3 鈴木と中井はクエン酸， リン酸， EDTAで脱灰した象牙質表面に種々の濃度の

接着性モノマー(HEMA)を作用させ， 30 %で良好な接着強度が得られる (鈴木，

中井 1993)ことを示した . また， コラーゲンへのHEMAの吸着量についても検討し

ており， 最大接着強度の得られる HEMA濃度付近で吸着量も最大になっていること

を示した.

これらの研究を踏まえ， 本研究では象牙質の構造の特殊性に注目しF 象牙質コラー
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ゲンと接着性モノマーの分子レベルで、の相互作用が， レジン系接着剤を用いた象牙質

への接着の本質の一端であるという立場で， 両分子の相互作用を解析した. この相互

作用は， レジン系接着剤を用いて象牙質に対して接着を施した際に接着界面に見出さ

れる， 樹脂含浸層構造の形成に関与している点で臨床的にも重要である. 現段階では，

接着剤ー歯質相互作用についての直接的な情報を得ようとする研究は限られている

(鈴木， 中井1993， Nishiyama et al. 1995， Eick et al. 1996なのため， 本研究は分子レ

ベルでの接着機構の解明に貢献すると考えられる.

ここでは，象牙質接着をその1要素であるコラーゲンとモノマーの相互作用に還元

して系の単純化を行い，象牙質側を象牙質コラーゲンおよび種々のI型コラーゲンで

代表させ， レジン系接着剤側を接着性モノマーの代表で、あるメタクリル酸2-ヒドロ

キシエチル(HEMA)またはその関連物質で代表させた. また， HEMA関連物質につ

いては，HEMAがコラーゲンと相互作用を持っと考えられる部位の構造を系統的に変

え， コラーゲンの高次構造安定性に与える影響を3 熱分析を中心に解析した.

第2章では，コラーゲンへの接着性モノマーの吸着挙動から，コラーゲンの接着性

モノマーによる濡れについて考察した. そこでは接着性モノマーおよびその関連物質

の吸着挙動の比較を行い， コラーゲンの熱変性の有無が吸着に与える影響についても

検討し， モノマーの構造と吸着の関係についても考察した. 第3章では， 示差走査熱

量分析を用い，種々の前処理を施した不溶性I型コラーゲンに対して， 接着性モノマ

ーおよびそのモデル物質が作用するときの，コラーゲンの熱安定性の変化を検討した.

この手法は，HEMAなどのモノマーの吸着によりコラーゲンの環境が変化することで，

コラーゲンの変性条件が変わるという性質を利用したものである. また， コラーゲン

の構造安定性に影響を与える接着性モノマーの構造的な因子について考察した. 第4
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章では， 水溶性のI型コラーゲンについて， HEMAが構造安定性に及ぼす影響を第3

章と同じ手法で調べるとともに，HEMAの作用によりその集合状態および構造がどの

様に変化しているかを， ゲ、ノレ液過クロマトグラフィーを応用して解析した. その結果

をもとに，HEMAが作用したときにコラーゲンの構造と熱安定性の関係について検討

した. 第5章では， ハイブリッド層形成の初期段階におけるコラーゲンと接着性モノ

マーの相互作用について総括した.
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第2章 コラーゲンに対する接着性モノマー吸着
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2・1序論

1950年代に登場したレジン系接着剤 (Buonocore 1955) はその後改良を重ねられ，

近年では， 従来難しいとされていた象牙質との接着性も著しく向上した. その接着安

定性を考察する上で， 接着剤そのものの性状3 劣化だけでなく3 歯質保IJの性質の変化

による接着性への影響についても考慮する必要がある. 第1章でも触れたように， 組

成のほとんどが無機成分であるエナメル質とは異なり，象牙質は重量で2害IJが有機成

分で， その大半がI型コラーゲンであることが大きな特徴である(Provenza 1972， 

Je此ins 1978). このため， コラーゲンとレジンの相互作用が， レジン系接着剤を用い

た象牙質への接着の重要な鍵となると考えられる.

伊藤らは加熱処理による象牙質に対する引張接着強度が低下することを報告し(伊

藤ら1995)，脱灰象牙質粉末とレジンセメントを用いた樹脂含浸層モデルの圧縮破壊

試験からも，象牙質の加熱処理が樹脂含浸層強度の低下につながると解釈できるデー

タを示した(伊藤ら1997). 伊藤らは3 これらの現象が象牙質コラーゲンの熱変性に

関連していることを示唆している. このような背景の下に， 接着性モノマーとコラー

ゲンの相互作用を検討する出発点として， モノマーのコラーゲンへの吸着特性を3 変

性に起因するコラーゲンの構造変化との関連性から調べることにした. 一般にタンパ

ク質の規則高次構造は， 熱， 酸， 特定の溶媒， 界面活性剤や塩などの化合物の作用に

よって失われることがある(変性). そこで， 変性， 未変性コラーゲンに対してレジ

ン系接着モノマーの濡れ性がどの様に変化するかを調べた.

濡れ性を評価する方法として， 広い平坦な面を持つ試料に対しては， 一般的に接触

角測定を行うことができるが(図2 - 1 A) ， 微粉末や線維状の試料では， 接触角を直

接測定することはできない (図2 - 1 B) . そこで， 接触角測定に代わるものとして，
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A 
gas or liquid 2 

B 

図2-1 接触角。の測定

A:十分広い平面に対しての接触角測定が可能

B:液相の大きさに比べて吸着媒が小さいときには

測定が困難(例 -線維などの場合)
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本研究では吸着量測定による結合特性評価を採用した. 表面の濡れの過程は， 単層吸

着， 多層吸着， 吸着物質の凝縮としづ過程(図2・2)で進行すると考えられるので\

濡れの最初の段階は分子の吸着であると見ることができる. 本章では， 吸着と濡れの

関係を論じた上で， コラーゲンへの接着性モノマーおよび関連物質の吸着特性を調べ，

コラーゲンの変性が吸着特性にどの様に反映されているか検討し， その原因を考察す

る.

コラーゲン試料についてはp象牙質コラーゲンの代わりに比表面積が大きな線維状

で， ロットの揃った試料の入手が容易な， 象牙質コラーゲンと同様I型である牛アキ

レス腿コラーゲンを用いた. 本研究では， 接着性モノマーのHEMAとその構造に関

連した物質の吸着量を， 吸着に伴う吸着媒(コラーゲン)の重量増加から見積もった.

さらに， 走査型電子顕微鏡(scanning electron microscope : SEM)観察により， 加熱処

理がコラーゲンの巨視的な構造に与える影響を調べた. コラーゲンの変性挙動につい

ては示差走査熱量分析法(di低rential scanning calorimetry : DSC)を用いて， 熱処理が

コラーゲンの構造に及ぼす影響と， レジン性接着モノマーの代表で、あるHEMAおよ

びその関連物質の吸着ー脱着過程がコラーゲンの構造安定性に及ぼす影響を調べた.

2-2材料と方法

2-2-1材料

牛腿コラーゲン

コラーゲンとしては， 象牙質コラーゲンと同じI型である牛アキレス縫コラーゲン

(bovine tendon collagen以下， BTC と略: SIGMA社製， Lot番号124H7060)を用い

た. BTCは吸着実験での使用に先立って3 真空乾燥により十分に乾燥させた.
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1. 単層吸着

2. 多層吸着

。

3. 濡れ状態

図2-2吸着の進行と濡れ
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吸着実験に用いるコラーゲンの加熱処理に関して二つの方法を試みた. 一つはBTC

をガラスパイアル中で、蒸留水に浸潰し，これを100 ocで1時間加熱した後に真空乾燥

させたものでBTC(D) (bovine tendon collagen (denatured))と呼ぶ.この対照試料は，BTC 

を同様にガラスパイアル中で蒸留水に浸潰し7 室温(25 OC) に1時聞置いた後に真

空乾燥させたもので， BTC(N) (bovine tendon collagen (native))と呼ぶ. この方法は， 伊

藤らが歯質を水浴中で加熱処理していることに対応している(伊藤ら1995，1997). ま

た， 水が熱伝導媒体となって嵩高い綿状の BTCの内部にまで一様に熱を伝えると考

えられる.

他方は， 十分に真空乾燥した BTCをガラスパイアル中に密封し， 100 ocで1時間

加熱処理する方法で， 空気浴加熱である. この方法で加熱処理したコラーゲンを

BTC(Dラ) (bovine tendon collagen (dry�denatured))と呼ぶ. これは3 前者の方法では吸着

実験開始前にコラーゲ、ン試料を水と接角虫させることで膨潤若しくはゲ、ル化するため，

その後乾燥処理を施しても処理前とは異なった表面状態になって， 吸着特性に何らか

の影響が現れることが懸念されるためである. BTC(D')に対応した参照試料は， 十分

な真空乾燥だけを前処理とした.

変性の程度の確認は， 後述の示差走査熱分析によった.

試薬

コラーゲンへの吸着物質として，接着性モノマーで、あるメタクリル酸-2-ヒドロキシ

エチル(I-ffiMA ;ナカライテスク， Lot No. M7K7325， M8K4909， 一級試薬)と， その

化学構造に関連のあるメタクリノレ酸メチル(1\心叫A;和光純薬， Lot No. TPP2680， 特

級試薬)， メタノーノレ(ナカライテスク， Lot No. V6T4911， スベクトノレ用特級試薬)， 
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エタノール(ナカライテスク， Lot No. V6P4007， 特級試薬) を用いた(図2- 3 ) . こ

れらはそれ以上の精製は行わずに使用した. また， 水は1次フィルターで液過した水

道水をADVANTEC 製蒸留水製造装置アクエリアスGS-200によりイオン交換， 蒸留

した蒸留水を用いた.

2・2・2 吸着量測定

吸着量の分析

気体の吸着量測定実験には大別して直接法と間接法があり，前者には吸着による気

相圧の低下を測定する容量法と吸着媒の重量増加を測定する重量法が，後者には吸着

によって吸着媒に生ずる熱交換能や熱電子放射能などの物性変化を測定する方法が

含まれる(矢野1957 ). この中から，コラーゲンへの各種蒸気の吸着量測定方法とし

て重量法を選択したが， その主な理由は，1) 方法が簡単でありながら， 天秤での適

切な秤量により高い精度が得られること， 2)同一条件下で変性状態の試料とコント

ローノレ試料について相対的な比較測定を行うのに適していることである.

重量法によるコラーゲンへの蒸気吸着 実験の手順を図2-4に示す. 精秤した

BTC(N)， BTC(D)をガラス製バイアルに採り， 参照、のための空バイアノレとともに容器

ごとの乾燥重量を測定した. これらを吸着物質の蒸気で満たされた密閉容器内に， 液

相の吸着物質と接触しないように懸下し，密閉容器ごと37.0+0.1 tに保たれた恒温

槽(ADVANTEC， Cl-610) にて恒温化した. その後一定時間ごとにコラーゲンの入っ

たバイアルと参照バイアノレの重量を電子天秤(Saltrius， R-200D) を用いて10・5 g単位

まで測定した. 重量増加が飽和に達した時点で， 各物質の平衡吸着量を見積もった.
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メタクリノレ酸2-ヒドロキシエチノレ(HEMA)

/CH3 
H2C=C 

、C-O-CH2CH20H

O 

メタクリノレ酸メチル(MMA)

/CH3 
H2C=C 、C-O-CH3

0 
エタノーノレ

CH3CH20H 

メタノーノレ

CH30H 

図2-3 吸着物質の構造
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牛アキレス健コラーゲン(BTC)

真空乾燥(恒量化するまで)

室温 水中浸漬lhr lOOOC 

未変性コラーゲン( BTC(N) ) 

Native collagen:N 

変性コラーゲン( BTC(D) ) 

Denatured collagen:D 

N 

飽和蒸気

図2-4

吸着

エタノーノレ

メタノーノレ

蒸留水

[経時的に重量測定]

吸着平衡

脱着
[飽和問IJ定]

ー→ 平衡吸着量算出

[乾燥後重量測定]
[SEM観察]

蒸気吸着測定の操作の流れ
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吸着量は以下のように算出した.

ハU×
 

lj一
TI
μ、
一

P

TWI一
ペ

ム
一

M
Ti

 
v
 (2.1) 

ここでv汽t)は吸着開始後， 時間Iだけ経過した時点での温度 T における吸着量 (μ

mol g-l Pa-1) ， �は吸着物質iの分子量(g mol-1) ， p/Tは温度Tにおけるiの蒸気圧(Pa)， 

wは吸着媒であるコラーゲンの乾燥重量(g)である. 飽和吸着量はv(∞)と表す. ま

たムw尺t)は吸着開始から時間t経過後の温度Tにおけるiの吸着重量(g)で， 以下の

ように求めた.

ムw;' (t) = W�i (t)ーバi(0) (2，2) 

ただしwc/(t)は温度Tでiの吸着したコラーゲンの時刻tにおける重量 (g)である.

また， 飽和吸着に達した後に試料を真空乾燥し， 恒量化した後にその重量を記録し，

飽和吸着時の重量との差から脱着量を見積もった.

さらに， 試料については3回の測定をおこない， その平均を用いて評価した.

吸着量の評価

臨床場面でHEMAを含むレジン系接着剤を用いる場合， HEMAは約30%の水溶液

として供給される. このことを考えると， HEMAのコラーゲンへの吸着は蒸気吸着よ

りもむしろ水溶液からの吸着を考察する方が現実的である(鈴木， 中井1993). しか

し水溶液中ではコラーゲンへのHEMAの相互作用が水と競争的に起こるため，HEMA

の実質的な相互作用を評価することが困難である. そこで， HEMAとコラーゲンの2

元系で両者の相互作用を直接評価する方法としてHEMA蒸気の吸着量測定を用いた.

さらにHEMAが吸着に関与する部位を検討する目的で， HEMAの化学構造に関係、の
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ある恥仏仏， エタノールなどをモデル物質として用いた.

気体の吸着測定に際しては， 吸着媒の清浄化が大切であり， これは化学吸着の場合

や， 物理吸着でも吸着量が非常に少ない場合に特に重要となる. 吸着実験前の一般的

な処理では， 吸着媒となる物質を高温下で真空乾燥するが(矢野1957)， 本実験では

タンパク質であるコラーゲンを吸着媒とするため，熱変性の起こる高温での処理は避

けなければならない. そこで常温で恒量化するまで真空乾燥を続け， これを一貫して

基準乾燥状態とした. 表面の不純物に非常に鋭敏に影響を受ける化学吸着とは異なり，

本実験では物理吸着が起こると考えられるので， 常温処理で十分であると判断した.

吸着量測定では， 図2-4に示すようにバイアルごと秤量しているので， バイアル

自体への吸着が問題となる可能性がある. そこで， 参照として空のパイアノレも同ーの

密閉容器に一緒に入れ， 併せて重量の経時変化を調べた. その結果， 最大24 日閉ま

での測定で， 空のバイアノレの重量に経時変化は見られず， 重量の変動幅はいずれの吸

着物質についても， 吸着によるコラーゲンの重量増加に比べて小さかった. 例えば吸

着重量が最も小さし\HEMAの吸着初期においても3 吸着による重量増加が1 mg以上

であるのに対して 24日開通しての空容器重量の変動幅は0.6 mgよりも小さかった.

以上の考察から， パイアル自体への吸着はコラーゲ、ンへの吸着に比べて無視で、きると

判断した.

また， 吸着量は通常「気体吸着量と吸着媒の基準乾燥重量の比Jと定義されるが，

同ーの吸着媒に対する種類の異なる物質の吸着挙動を比較するために， 本研究ではモ

ノレ単位で、吸着量を表した. さらに同温で蒸気圧の異なる吸着物質問の比較のために，

単位蒸気圧あたりに還元した量を吸着量と呼ぶことにした(表2 - 1) (式(2.1)).
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表2-1 吸着物質の飽和蒸気圧(370C)

吸着物質 飽和蒸気圧(Pa)

HEMA 

h在恥1A

メタノーノレ

エタノーノレ

水

a)歯科材料学事典(東京学建書院， 1987) 

b)理科年表(丸善株式会社， 1983) 

6.0 x 10 a) * 

9.2 x 103 b) * 

2.9X104b)牢

1.5 x 104 b)牢

6.3 X 103 b) 

これらの値をもとにして， 飽和蒸気圧を求めた.

* ，データを補間したものから， 算出した.
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2・2 -3走査型電子顕微鏡によるコラーゲン表面構造の観察

コラーゲンに対する加熱処理による構造の変化，接着性モノマーおよびその関連物

質の吸着が構造に与える影響について， 走査型電子顕微鏡(SEM )で観察を行った.

コラーゲン試料はカーボン製の両面テープ(SINTOPR別T CO.)で試料台に固定した.

試料自体に導電性がないため， T川市� COATER (JEOL， J EC-550)を用い， 2分間金コ

ーティングした. コラーゲン試料の表面の二次電子像を， 走査型電子顕微鏡(JEOL，

JSM-5310)を用いて， 加速電圧15kV， 倍率3 50-1000倍で観察した.

2-2-4示差走査熱量測定によるコラーゲン変性状態の確認

BTC(N)， BTC(D)， BTC(D')の変性状態を調べるために示差走査熱量測定 (DSC 測

定 )を行った. 各コラーゲン試料1mgをアルミニウム製のDSC用サンプルパンに採

り， 約10mgの蒸留水を加えて密封し， 室温(25 OC)で1時間膨潤させた. この試

料について20ml min-1の窒素気流下， 10 K min-1の昇温速度で示差走査熱量分析装置

(Perkin Elmer， Pyris 1 DSC)を用いてDSC測定を行った. 得られた熱曲線に現れる吸

熱ピークについて， 付属の解析ソフトウェア， Pyris So丘ware for Windowsを用いて，

そのピーク位置とピーク面積を記録した. 熱測定においては， 厳密にはピークの立ち

上がり温度をもって相転移温度と定めるが， ピーク位置が進行する転移の中点と考え

ることができること， およびピーク位置の再現性が優れていることから， 本研究では

ピーク位置をコラーゲンの変性温度(九OC)とした. また3 ピーク面積から変性に伴

う構造転移のエンタルピ一変化(ムH J g-l)を見積もった. さらに， 脱着後の試料に

ついてもDSC測定を行い， 脱着後のコラーゲンの状態について考察した.
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2-3結果および考察

2-3-1 コラーゲンの熱変性

BTC(N)についてDSC測定を行うと， 68.1士0.80Cに吸熱ピークが現れるが (図2-

5 )  ， 同ーの試料に対して再度測定を行うと， その吸熱ピークは消失していた. これ

は熱変性が不可逆な過程であることを示している. 一度目のDSC測定で変性したコ

ラーゲン試料を1週間以上経てから再測定すると， わずかながらピークが回復すると

いう報告もあるが (Komsa-Penkova 1996) ， 少なくともこの実験のタイムスケールで

はそのよ うな回復は認められず， 変性は不可逆と見なしてよい. 一方3 湿潤条件下で

加熱処理を行ったBTC(D)では一度目の測定でもこのピークが全く見られないことか

ら， 完全に変性していたと判断される (図2- 5 ). 

これに対して， 乾燥条件下で加熱処理したBTC(Dヲ)は BTC(N)と同様に吸熱ピーク

を示すが， BTC(N)と比較してピーク高さが減じ， ムHの値も25.9+0.5 J g-lから22.1

+0.7 J g-lに低下した(図2- 5 ) . これはBTC(D')では変性が完全でないことを示して

いる. BTC(D')の調製時には， 熱伝導の媒体が水ではなく空気であったため， 熱浴に

浸演され たガラス容器に接触していた部分だけ変性し内部のものは変性しておらず3

BTC(N)とBTC(D)が混在した状態になっていた可能性がある.

この結果を踏まえ， 本研究ではコラーゲンの加熱処理は水を熱伝導媒質とする湿潤

加熱法を一貫して用いることにした.

2-3司2気相からの吸着

吸着の経時変化

BTCへのHEMA， Mt叫生， エタノール， メタノーノレ， 水の蒸気吸着は， 図2-6に示
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した. 平衡吸着に達するまでの過程で， 吸着量の経時的変化の様子は， 吸着物質の種

類とBTCの変性状態の双方に依存した.

図2-6に示すように， 吸着に用いたHEMA， �仏1A.， エタノール， メタノーノレ， 水

のいずれについても飽和吸着に達するまでの時間は BTC(N)と BTC(D)の問で差は見

られなかった. しかしながら吸着飽和前でのv対tプロットの傾き， すなわち吸着速

度は， BTC(N)の方がBTC(D)よりも常に大きかった. 水については， ごくわずかなが

らBTCρ)への吸着がBTC(N)への吸着に比べて遅いように見えるが，その小さな差に

意味があるとは言えない.

気体分子の拡散に関して， これを規定する因子に拡散係数がある. 球状粒子の拡散

係数は， 希薄な系においてはEinsteinの式D = kTï6παηで表される. ここでkは

Boltzmann定数， Tは温度， aは粒子の半径， ηは媒質の粘度である. 便宜上気体分子

を球体と考えると3 そのサイズを決めるαは分子量に直接関係するから， 一定温度で

は分子量の大きなものほど、拡散係数は小さくなると理解される. 分子量のより大きな

HEMAについて， v対tプロットで折れ曲がり点から飽和点までの時間が問、，fAなど

他の分子に比べて長くなっているのは， これが拡散速度の違いを反映しているためで

あると考えることができる.

次に吸着曲線の形と吸着過程の特徴について吸着モデルを用いて考察する. 吸着挙

動の解析によく用いられるLangmuir吸着モデルは， 互いに独立な結合サイトをもっ

モデルに対して導かれるもので， 単純表面が適用の対象となる. これに対応した吸着

の速度式は，

立と 二k1P(b-v)一k2v
dt 

(2.3) 
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から

v(t) = v(∞)(1- e-kr ) (2.4) 

と得られる(慶伊1956) (図2 - 7). これに対して多孔性物質への理論速度式は鮫島

の式(Sameshima 1932)から

初期吸着に対しては

v(∞) _.f�\ _ ，� v(∞)log 
/ '，\ - ; / . ， 

v(t) = k 

v(∞) - v(t) 

後期吸着に対しては

v(t) = k log t + A 

(2.5) 

(2.6) 

という形で与えられる(図2 - 8) . 本実験で得られた吸着曲線は， その形が上記のよ

うに多孔性物質に対して予測される吸着曲線に類似していることがわかる. これは吸

着媒としての線維状コラーゲンが， 構造的に多孔性物質と類似性を持つことを示唆し

ている. すなわち活性炭やゼオライトのような多孔性物質で細孔内に吸着物質が取り

込まれるのと同様3 コラーゲンについても線維内部への蒸気の吸収と吸着(収着) が

起こっていると考えられる.

平衡吸着

平衡に達した後の吸着量を比較すると， 二つの傾向のあることが見出された. すな

わち， コラーゲンの変性状態によって吸着量に歴然とした差の現れることと， 吸着物

質問に吸着量の差が見られることである.

変性状態の異なるBTC(N)とBTC(D)に対する各物質の吸着量， V N' V 0を比較する

と，HEMA，M1叫A，エタノーノレ3メタノールの吸着量は常にV N > V 0となった(p<O.005).
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図2 - 7 Langmuir吸着に対応した吸着の経時変化.
式(2.4)による.
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(図2 - 6) . ここでBTC(D)に対する吸着量VoとBTC(N)に対する吸着量VNの比を採

ると (図2- 9) ， HEMA，恥仏仏， エタノーノレ， メタノーノレのBTC(D)に対する吸着量

はBTC(N)に対する吸着量の0.5"-'0.66倍でありF変性コラーゲンへの吸着量は著しく

低下していることがわかる. 一方， 水についてはこの比はほぼ1で， コラーゲンの変

性， 来変性状態に吸着量が依存しないことが明らかになった.

前節ではコラーゲンが多孔性物質に似た吸着挙動を示すことを指摘した. 多孔性物

質の細孔内では毛管凝縮により吸着蒸気が凝縮することがあり， その場合吸着・脱着

曲線にヒステリシスが見られる(Adamson 1990c) . コラーゲンについても繊維同士の

間隙が細孔と同じ役割を果たし3 毛管凝縮が濡れにつながっていると考えることがで

きる. もし， 変性により線維構造が溶融した無構造状態になると， 収着， 凝縮の起こ

る空間が失われ， 吸着量が低下すると考えられる. この点については， 後の節に述べ

るように， コラーゲン線維の構造を電子顕微鏡で観察し， 変性が微細構造に及ぼす影

響を検討した.

化学構造的に関連性のある HEMAと問、在Aについての吸着量を比較すると3 平衡

吸着量はBTC(N)に対してはVN(HEMA) = 7.4μmol g-l Pa-1， V N(1⑪v1A) = 0.97μmol g-l 

Pa-1， BTC(D)に対してはV o(HEMA) = 4.3μmol g-l Pa-1， V o(悶吐A) = 0.41μmol g-l Pa-1 

であり， 同一状態のコラーゲンに対しては恥仏1Aに比べてHEMA の吸着量が非常に

高かった. この差は，HEMAと恥1MAの化学構造の違いに起因しているものと考えら

れる. 両者はメタクリロイノレ基 (CH2=C( CH3)-C(=0 )0 - ) を共通に持つことから， 吸着

特性の差はHEMAの2-ヒドロキ、ンエチノレ基(-CH2CH20H) とMMAのメチノレ基(-CHJ)

の違いに由来している. また， 同族体アルコーノレで、あるエタノーノレとメタノーノレを比

較すると， 平衡吸着量はBTC(N)に対してはVN( EtOH) = 0.52μmol g-l Pa-1， V N(MeOH) 
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図2-9 吸着量比V D/ V Nの経時変化.
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= 0.38μmol g-l Pa-1， BTC(D)に対してはv o(EtOH) = 0.32μmol g-l Pa-1， v o(MeOH) = 

0.23μmol g-l Pa-1 であり， 同一状態のコラーゲンに対してはメタノールに比べてエタ

ノーノレの吸着量が高かった. この差は， アルコールのアノレキル鎖部分の違いによる.

これらのことから，HEMAのコラーゲンに対する相互作用部位は恥仏仏と共通のメ

タクリロイノレ部位で、はなく， 2-ヒドロキシエチル部位で， その部分の構造が変わるこ

とでコラーゲンへの相互作用の程度が異なってくるものと考えられる. この点につい

てはF 第3章で別に詳細に検討する.

2-3・3 コラーゲンの表面構造と吸着

SEM観察より， BTC(N)では線維状の構造が見られ， 三重らせん構造のコラーゲン

分子が分子間架橋で平行に並んで束になった線維モデノレに対応したSEM像が得られ

た(図2-10A). これに対して BTC(D)では， フィノレム様の薄い膜状構造が多く見

られた(図2-10 B). これは線維状のコラーゲンが融合して連なったように見える.

2次元画像のSEM像から定量的に表面の起伏を論ずることは難しいが， 少なくとも

定性的には線維状の構造を保つ BTC(N)に比べてフィノレム状の BTC(D)では比表面積

が減少していると考えられる. また変性により表面構造が平滑になり， 小さな間隙が

消失したことで毛管凝縮が起こりにくくなるのも， 吸着量に差の生じる一因と思われ

る. さらに， 線維状のBTC(N)が融合した状態のBTC(D)では， 線維内部への物質の浸

透が妨げられた可能性もある. これらの幾何学的な理由により BTC(D)では BTC(N)

よりも吸着量が低下したと解釈した.
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図2 - 1 0 A BTC(N)のSEM像(x 350) 

図2 - 1 0 B BTC(D)のSEM像(x 350) 
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圃a

2-3-4吸着の可逆性

吸着平衡後， 吸着物質の脱着操作を行ったコラーゲンの重量は， 吸着前の重量と比

べ， 5 0/0以内の誤差で等しく， すべての吸着物質において吸着量と脱着量が一致する

ことがわかった. このことから， コラーゲンへの1-IEMA， MMA， エタノーノレ， メタ

ノール， 水の吸着は， コラーゲンの変性， 未変性状態に関わらず可逆的な物理吸着で

あり， 反応を伴う化学吸着ではないと結論される.

また， 脱着後のBTC(N)についてDSC測定を行うと， その変性温度は吸着前の

BTC(N)とほぼ同じであった. これに対して次章で述べるように， HEMA 等の物質が

共存する状態では変性温度が著しく変わる. すなわち， これらと相互作用している状

態では熱安定性に関してコラーゲンは何らかの影響を受けているが，脱着操作後の熱

安定性は吸着前と同じであるとみなせる. このことからも， 真空乾燥という単純な脱

着操作で吸着物質が除去された， すなわち吸着は物理吸着であったと言える.
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