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第 1章 緒言 
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緒言 

 

高齢社会であるわが国において、高齢者が健康的な生活を送るために口腔内環境を

整えることは必須である。平成 17年調査における 80歳の 1人平均現在歯数の推定値

は 9.8本であり、半数が全歯を喪失し総義歯なしには食物の咀嚼もままならない状況

である（厚生省：平成 17年歯科疾患実態調査報告書）。そのため、喪失した歯の代替

物である義歯の口腔内へ与える影響は大きく、その維持管理はもっとも重要な課題の

ひとつとなる。 

一方、近年歯科在宅医療が盛んに行われているが、要介護患者の多くが免疫力の低

下した易感染性であるため、義歯の不十分なメンテナンスにより、口腔カンジダ症に

よる義歯性口内炎を引き起こす。口腔カンジダ症の主な原因菌と言われている

Candida albicans （以下、C. albicans）は健常人においても口腔粘膜にコロニー形成を

する常在酵母であるが（Cannon RD et al. 1999）、ヒトにとって主な真菌病原体であり

しばしば粘膜と全身的な日和見感染の原因となる。（Sangeorzan JA et al. 1994）

（Wozniak KL et al. 2002）また、これらは誤嚥性肺炎、細菌性心内膜炎の引き金にな

り、症状が重篤になる可能性は高い。要介護者の口腔環境の改善によって、日和見感

染の予防はもとよりQOLの向上・意識レベルの回復など多くの効果があることが期待

される。 

ティッシュコンディショナーは不適合義歯や咬合不調和などによる義歯床下粘膜
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の歪み、変形（圧痕）、発赤、褥瘡性潰瘍など、非生理的状態になった組織を生理的

状態に回復することを目的とした材料である。 

しかしながら、ティッシュコンディショナーは表面性状が軟質であり、ブラシなど

による機械的清掃が難しく、著しく汚れを除きにくい。さらに時間が経過すると硬化

し変性し、微生物によるコロニー形成を受けやすくなる（Okita N et al. 1991）。ティッ

シュコンディショナーの汚れは、義歯の汚れ（デンチャープラーク）と同様にCandida

を主体とした微生物によって構成されている（Johanson WG Jr et al. 1972, Terpenning 

MS et al. 2001, Nikawa H et al. 1998）。またレジン床義歯に裏装されたティッシュコン

ディショナーからは、レジン床義歯と比較してCandidaが多数検出されるという報告

もある（Allison RT et al. 1973）。故に、義歯環境同様にティッシュコンディショナー

のメインテナンスとCandidaのコロニー形成と増殖の抑制は口腔衛生においてきわめ

て重要である。 

 近年、多くの抗真菌剤をティッシュコンディショナーに添加した試みがなされてい

る（Thomas CJ et al. 1978, Quinn DM. 1985, Lamb DJ et al. 1988, Schneid TR. 1992, Truhlar 

MR et al. 1994, Nikawa H et al. 1997）。しかし、生体に対してのアレルギーのような為

害性を抗真菌剤はもたらす可能性がある。 

 一方、口腔内における唾液と歯肉溝滲出液には、非免疫グロブリン防御因子のよう

な抗体にぶつかる前に依存しない抗微生物物質と同様の抗体が含まれている。これら

の因子の多くは多くの乳汁、涙、唾液といった外分泌とほぼ共通しており、非常に良
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く似た抗微生物体のパターンを分担している。特に代表的な酵素として、リゾチーム、

ペルオキシダーゼ、ラクトフェリンがある。リゾチームは、人間の様々な器官に存在

しているが、特に様々な濃度で体液にみられる。リゾチームは、真正細菌の細胞壁を

構成する多糖類を加水分解する酵素であり、この作用があたかも細菌を溶かしている

ように見えることから溶菌酵素とも呼ばれる。工業的には卵白から抽出したリゾチー

ムが食品や医薬品に応用されている。ペルオキシダーゼは抗酸化物質であり、その 2

大機能として、①抗微生物活性と②過酸化水素毒性から宿主細胞を保護することがあ

げられ、体内に過剰に発生した活性酸素を抑える働きがある。ラクトフェリンは鉄結

合性糖蛋白質で、ストレプトコッカス属、スタフィロコッカス属、カンジダ属、他の

腸内細菌といった広い微生物に対して静菌効果を及ぼす。今回我々はこのラクトフェ

リンに注目した。 

ラクトフェリンはトランスフェリンファミリーに属し、アミノ酸分子量 83,000残基

からなる鉄結合蛋白質（77 kDa）であり（Kanyshkova et al. 2001）、哺乳動物の乳汁

中や、鼻汁、涙、尿などの外分泌液中や、好中球にも多く分布しており、免疫賦活作

用、抗炎症作用、抗酸化作用、鉄吸収調節作用、細胞増殖作用など多彩な作用を持つ

とされている。口腔内においては唾液や歯肉溝浸出液に多く含まれる。 

ラクトフェリンの生物学的機能は、微生物の成長に必要な遊離鉄を隔離すること、

細胞に直接結合することが加わってより強力に発育を阻止することにより殺菌的に

作用すること、細胞表層の構造を変化させて蛋白質の漏出を引き起こすことなどであ
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る。 

そこで我々は材料自体には抗菌性を持たせず、陽イオン交換樹脂や抗体を材料に添

加することで口腔内の抗菌性蛋白質であるラクトフェリンを材料に結合・集中させる

ことにより、抗菌効果を高め、なおかつ生体に対して為害性が少ないという全く新し

い概念の義歯材料の開発を試みた。この抗菌材料が開発され、義歯自体に抗菌性を持

たせることができれば、義歯性口内炎、誤嚥性肺炎の害をなくすもしくは減少させる

ことができ、高齢者、ハンディキャップを持つ人々への助けとなる。また、義歯清掃

の簡略化、介助者の手助けにもなり、きたる超高齢化社会に対して貢献することがで

きると思われる。 

本研究において、陽イオン交換樹脂をティッシュコンディショナーへ添加し、ヒト

ラクトフェリンの結合量測定を行い、このラクトフェリンを結合したティッシュコン

ディショナーの義歯性口内炎の起炎菌 C. albicansに対する抗真菌性を評価した。さら

に陽イオン交換樹脂を添加したティッシュコンディショナーの細胞毒性、機械的性質、

経時的重量変化、色調安定性についても検討した。 
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2-1 序論 

 

ラクトフェリンは、分子量約 80 kDaの鉄結合性糖蛋白質で（Kanyshkova et al. 2001）、

相同性の高いＮ-ローブとC-ローブで構成されている（Bellamy W et al. 1992, 

Viejo-Díaz M et al. 2003）。ラクトフェリンは弱い蛋白質の加水分解によって分けられ

る上記二つの領域があり、それぞれが可逆性に一つのFe3+の分子と結合することがで

きる。 

ラクトフェリンはトランスフェリンファミリー蛋白質に分類されており、トランス

フェリンファミリー蛋白質は、一次構造上の類似性が高く、かつ金属イオン結合に関

与する部位のアミノ酸残基が進化の過程において保存されている。また、多核白血球

（歯肉溝に多い）と腺表皮細胞で合成されそれぞれ高濃度（0.2-2.2 mg/ml）で全ての

粘膜液に存在し（唾液など）同様に血液や乳汁中にも存在し、様々な感染で濃度が増

加する（Kanyshkova TG et al. 2001, Lonnerdal B et al. 1995）。 

ラクトフェリンの多様な機能は、微生物との関係においても発揮され、その対象お

よび作用機構が非常に多面的である。ラクトフェリンの示す抗菌性には静菌作用と殺

菌作用がある。静菌作用とは、細菌がその生育に必要としている鉄イオンを、ラクト

フェリンが奪うために生育が抑えられたと考えられる（Reiter B. 1975, 清澤 功. 

1988）。ラクトフェリンの抗菌スペクトルは、グラム陽性菌からグラム陰性菌まで幅

広いが、菌株によって感受性が異なる。他方，ラクトフェリンの殺菌作用としては複

数のメカニズムが提唱されている．その一つは，ラクトフェリンのＮ-ローブに存在

する塩基性の強い部分がリポ多糖に結合し，菌膜から遊離させて外膜にダメージを与

え，菌を崩壊させるとの説である．Escherichia. coliおよびSalmonella typhimuriumにラ
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クトフェリンを作用させた実験で，3H-リポ多糖の遊離が報告されている（Ellison RT. 

1988）。 

また、ラクトフェリンは微生物・ウイルスに対する直接的な働きかけだけではなく、

免疫系システムを賦活化することによって、さらに他の生体成分との協同作用によっ

て生体防御システムを構築している。ラクトフェリンは腸管免疫系を刺激することに

よって、局所免疫系・全身免疫系を活性化し、結果として抗感染能を高めることも間

接的なラクトフェリンの抗菌的な効果であり（Debbabi. 1998）、口腔カンジダ症

（Candida albicans）による日和見感染に対する動物実験でも証明されている（高倉南

津子. 2004）。 

Candida albicans（C. albicans）は健常人においても口腔粘膜にコロニー形成をする

常在酵母であるが（Cannon RD et al. 1999）、ヒトにとって主な真菌病原体であり粘膜

と全身的な日和見感染の原因となる。（Sangeorzan JA et al. 1994, Wozniak KL et al. 

2002）。 

義歯性口内炎を有する患者から単離されたCandida属の割合はC. albicansが約 73%、

Candida glabrata、Candida tropicalisがそれぞれ約 9%であった（Marcos-Arias C et al. 

2008）。C. albicansはヒトから分離される Candida属酵母の中で最も高頻度に検出され、

表在性あるいは深在性真菌症や日和見感染もしくは菌交代現象としてのカンジダ症

を惹起する。また、C. albicansはヒト口腔領域においては、急性偽膜性カンジダ症や

慢性皮膚粘膜カンジダ症、カンジダ性義歯性口内炎等を引き起こすことが知られてい

る（Odds. 1988）。また、高齢社会の到来により、何らかの全身的疾患を持ち、衰弱の
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著しい高齢の患者が増加していることや HIV感染者、とりわけ AIDS発症者の増加な

どが、深在性カンジダ症発症のリスクが高い集団の増加に拍車を掛ける結果となって

いる。 

ヒト真菌感染症の原因菌として重要な C. albicansの特徴は、環境条件によって酵母

形でも菌糸形でも生育、増殖できる二形性真菌であることである。すなわち、出芽に

より増殖する酵母形細胞、酵母形細胞の一端より細胞壁が伸長して生じる発芽管、発

芽管がさらに伸長し、隔壁を形成しつつ糸状に成長した菌糸、あるいは、菌糸状にや

や伸びた細胞であるが、くびれのある細胞からなる仮性菌糸が生育環境によって、

各々単独で、もしくはこれらが共存して形成される（久和彰江. 1986）。また、コーン

ミール寒天培地のような低栄養条件下で本真菌を培養すると、菌糸の先端に本真菌に

特徴的で、本真菌の形態学的な同定に利用される厚膜胞子が形成される。 

初期の文献において、ヒトラクトフェリンは抗カンジダ効果があったとされており

（Arnold RR et al. 1980, Kirkpatrick CH et al. 1971）、この効果はhLFの鉄奪取効果より

も、C. albicans細胞表面への結合によるとされ、細胞壁へのダメージを示した最近の

いくつかの報告からもこの考えは支持されている（Nikawa H et al. 1993, Nikawa H et al. 

1995, Xu YY et al. 1999）。また、ヒトラクトフェリンの抗菌活性はヒトラクトフェリ

ンのアミノ酸配列の1～42残基のラクトフェリシンと153～183残基のカリオシン-1と

細菌膜の相互作用によると考えられている。（Bellamy W et al. 1992, Viejo-Díaz M et al. 

2003） 



10 
 

生体において安全でかつ高い抗菌効果を持つような歯科材料の開発に先立ち、この

ヒト口腔領域において様々な疾病を引き起こす C. albicans に対してのヒトラクトフ

ェリンの抗真菌活性を検討した。 
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2-2 材料と方法 

 

2-2-1 材料 

 

 A. ラクトフェリン溶液の作製 

抗菌性蛋白質としてヒトラクトフェリン（Sigma社製；以下、hLFとする）を購入

した（図：2-1）。購入時、hLFは凍結乾燥されており、5 mM potassium phosphate buffer

（以下、PPBとする, pH 6.0）に溶解して、200・800・1600 µg/mLに調整後、実験に

用いた。 

B. 菌と培養条件 

供試菌としてCandida albicans ATCC 10231（以下、C. albicansとする）を用いた。

C. albicansについては、-80℃で凍結保存されたグリセロールストックからSabouraud 

dextrose agar（以下、SDAとする）に接種後、Sabouraud dextrose broth（以下、SDBと

する）にて 30℃で 24時間好気培養した。培養後、遠沈（2000 rpm、10分間、4℃）

し、培養液の 3倍量のPPBでの洗浄を 2回繰り返すことにより集菌した。分光光度計

（Smartspec Plus, BIO-RAD社製）を用いて濁度を測定し（OD600）、菌液を 2.0×105 

CFU/mL（濁度 0.04）に調整した（以下、調整菌液とする）（Viejo-Díaz M et al. 2004）。 
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2-2-2 ヒトラクトフェリンの C. albicansに対する抗菌試験 

 

調整菌液 500µLに 200・800・1600 µg/mL hLF溶液 500 µLを各々加え、各懸濁液 1 mL

が菌濃度 1.0×105 CFU/mL・hLF濃度 100、400、800 µg/mL になるように調整し、24

時間、25℃好気条件下で振盪しその抗菌効果を検討した。菌数の測定はPPBを用いて

250倍に希釈後、各希釈液の 0.2 mLをSDAに播種し、37℃にて 48時間好気培養を行

い生菌数を測定した。 
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2-3 結果ならびに考察 

 

2-3-1 ヒトラクトフェリンの C. albicansに対する抗菌性 

 

図 2-2 にC. albicansに対するhLF溶液の 24 時間後の抗菌性を示した。hLF濃度 100 

µg/mLでの生菌数は 2.4×105 CFU/mL、hLF濃度 400 µg/mLでの生菌数は 1.2×105 CFU/mL、

hLF濃度 800 µg/mLでの生菌数は 1.3×105 CFU/mLであった。また菌液のみでは 3.2×105 

CFU/mLであった。 

hLF濃度 100、400、800 µg/mLにおいて、初期濃度 1.0×105 CFU/mLのC. albicans菌液

に対して、24時間培養後で抗菌性を示した。培養 24時間後においてhLFは 100～800 

µg/mLの濃度範囲でC. albicansに対して量依存的に抗菌性を示すことがわかった。 
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2-3-2 統計学的分析 

 

データはすべて ANOVAとシェッフェ多重比較検定により統計学的分析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 2-1：hLFの立体構造 

ヒトラクトフェリンは、分子量 76.5 kDaの鉄結合性糖蛋白質で、相同性の高いＮ-ロ

ーブと C-ローブで構成されている 
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図 2-2：各 hLF濃度の 24時間後の抗菌性 

C. albicansの 24時間後の生菌数を示す。試料間の有意差を*で示す（p<0.05） 
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第 3章 陽イオン交換樹脂含有 
ティッシュコンディショナーの諸性質 
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3-1 序論 

 

イオン交換樹脂はイオン交換基を持ち、イオン性物質 (有機酸、有機塩基、アミノ

酸 等) 分離を行う方法（イオン交換クロマトグラフィー）に使用される。イオン交

換体は、イオン交換基とそのイオン交換基を固定化している支持体である。支持体と

しては、有機ポリマー (スチレンとジビニルベンゼンの共重合体、ポリビニルアルコ

ール、ポリヒドロキシメタクリノール 等) が用いられる。固定相中の陽イオンある

いは陰イオン交換基は、電解質水溶液中で解離し、水溶液中にイオンを放出しイオン

化状態となる。このイオン化状態にある固定相に、荷電した成分が接触すると、放出

したイオンと同じ符号の電解質イオンや試料イオンを吸着し保持する。陽イオン交換

用として、強酸性交換基のスルホン酸基 (-SO3
-H＋) または弱酸性交換基のカルボキシ

ル基 (-COO-H＋) 等がある。イオン交換体の強弱はpHによってイオン交換基の解離度

がどの程度変化するかに関係しており、弱イオン交換体は解離度がpHとともに大きく

変化する。 

本研究で用いた陽イオン交換樹脂 TOYOPEARL CM-650M（図 3-1）は、弱イオン交

換体に属し親水性ビニルポリマーを基材としたゲル濾過クロマトグラフィー用充填

剤 TOYOPEARL HW-65にカルボキシル基類（-O-CH2COO-）を導入したものである。

この陽イオン交換樹脂は口腔内環境（pH 7付近）において正に荷電した性質を持つ抗

菌性蛋白質ラクトフェリン（等電点 8.2～9.2）を結合すると考えられる。 
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無歯顎の口腔粘膜はその部位により厚さも被圧縮度も、健康の程度もすべて異なり、

義歯を装着する際には健全な状態の粘膜上に床を置くことが必要である。 

ティッシュコンディショナーは粉末と液より構成されている（表 3-1, 2）。粉末はポ

リエチルメタクリレート（PEMA）やこれに関連した供重合体がおもに使用されてい

る（図 3-2）。液は芳香族エステルの可塑剤とエチルアルコールの混合物である（図

3-3）。 

ティッシュコンディショナーはその軟質性により暫間的な裏装材として使用され

る（Braden M et al. 1995）。また、機能印象のために組織の歪みを調整する。 

ティッシュコンディショナーは、義歯床下粘膜に対する粘膜調整（Chase WW. 1961, 

Pound E. 1962, von Krammer R et al. 1971, Farrell DJ. 1975）のみならず、動的印象（Chase 

WW. 1961, Pound E. 1962, Tryde G et al. 1965）、あるいは即時義歯や顎義歯の暫間裏装

（Loh HS et al. 1968, Farrell DJ. 1975）にも応用されている。また、基礎床へのアンダ

ーカット部への使用（Coffield B. 1987）、オブチュレーターなど顎顔面補綴への応用

（Farrell DJ. 1975, Gonzalez JB. 1977, Loh HS et al. 1968）抜歯、乳頭状過形成の切除や

歯周病などに対する外科処置後のドレッシング（Levin MP et al. 1969, Frisch J et al. 

1968）、義歯性口内炎の治療（Budtz-Jφrgensen E et al. 1970）にも用いられている。 

粘膜調整において、ティッシュコンディショナーは不適合義歯や咬合不調和などに

よる義歯床下粘膜の歪み、変形（圧痕）、発赤、褥瘡性潰瘍など、非生理的状態にな

った組織を生理的状態に回復することを目的とした材料である。義歯床下粘膜に歪み
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あるいは病変などが存在したまま印象を採得したのでは、完成した義歯により再び床

下粘膜の疼痛、変形や歯槽骨の吸収を招く恐れがあるため、義歯作製や裏装のための

印象採得に先駆け、粘膜の調整を行うことは欠くことのできない処置である。 

また、ティッシュコンディショナーを用いることで単に義歯の安定の効果が先行し、

患者もこれのみで満足してしまう結果、長期に使用している場合もある。 

ティッシュコンディショナーは物性が変化しやすく、掃除が困難であり、汚れやす

いことが欠点である。また、真菌がティッシュコンディショナーの内部に侵入してい

ることも認められるため、抗菌対策が必要である。 

今回、陽イオン交換樹脂をティッシュコンディショナーへ添加し、ヒトラクトフェ

リンの結合量測定を行い、このラクトフェリンとティッシュコンディショナー複合体

の義歯性口内炎の起炎菌 C. albicansに対する抗真菌性を評価した。またイオン交換樹

脂を添加したティッシュコンディショナーの機械的性質、細胞毒性、色調安定性につ

いても検討した。 
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3-2 材料と方法 

 

3-2-1 材料 

 

 A. ラクトフェリン溶液の調整 

抗菌性蛋白質としてヒトラクトフェリン（Sigma社製；以下、hLFとする）を購入

した。購入時、hLFは凍結乾燥されており、5 mM potassium phosphate buffer（以下、

PPBとする, pH 6.0）に溶解して、800 µg/mLに調整後、実験に用いた（以下、hLF溶

液とする）。 

B. 菌と培養条件 

供試菌としてCandida albicans ATCC 10231（以下、C. albicansとする）を用いた。

C. albicansについては-80℃で凍結保存されたグリセロールストックからSabouraud 

dextrose agar（以下、SDAとする）に接種後、Sabouraud dextrose broth（以下、SDBと

する）にて 30℃で 24時間好気培養した。培養後、遠沈（2000 rpm、10分間、4℃）

し、培養液の 3倍量のPPBでの洗浄を 2回繰り返すことにより集菌した。分光光度計

（Smartspec Plus, BIO-RAD社製）を用いて濁度を測定し（OD600）を測定して、菌液を

1.0×105 CFU/mL（濁度 0.02）に調整した（以下、調整菌液とする）（Viejo-Díaz M 2004）。 

C. 陽イオン交換樹脂 

陽イオン交換樹脂としてTOYOPEARL CM650（TOSOH社製；以下、樹脂とする）
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を使用した。この樹脂は親水性ビニルポリマーを基材としたものにイオン交換基であ

るカルボキシメチル基（-O-CH2COO-）を導入した弱陽イオン交換樹脂である。この

樹脂の 20% エタノール保存液を除去後、樹脂容量の 3 倍のPPBにて 3 回洗浄を行っ

た。その後、凍結乾燥機（FREEZE DRYER FD-5N, 東京理科器械社製）にて樹脂を凍

結乾燥させ粉末状にしたものを使用した。 

D. 粘膜調整材 

粘膜調整材は柔らかく弾性のある物質であり、粘膜調整、動的印象、暫間裏装に使

用される。粘膜調整材として TISSUE CONDITIONER II（松風社製；以下、T-conとす

る）を使用した。 
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3-2-2 陽イオン交換樹脂含有ティッシュコンディショナーに対するヒトラクトフェ

リン結合量の測定 

 

蛋白質濃度の定量 

蛋白質濃度の定量にはBCATM Protein Assay Kit（PIERCE社製）を使用し、BCA法を

用いた。アルカリ条件下ではタンパク質溶液中のペプチド結合によりCu2＋が還元され、

四配位のCu1＋錯体が形成される（Biuret 反応：水色に呈色）。これにビシンコニン酸

（BCA）を添加するとBCA 2 分子とCu1＋による錯体が形成され、赤紫色の可視吸光

（562 nm）を生じることで蛋白質濃度が定量できる（図 3-4）。 

 

樹脂含有 T-conへの hLF結合量の測定  

樹脂を添加したT-conへのhLF結合量の測定を行った。実験試料として樹脂を 4、8 

wt%含むT-conを作製した。過去の文献より、hLF濃度が 1.25～5 µM（約 100～400 

µg/mL）hLF溶液でC. albicansに抗菌性を示した（Viejo-Díaz M et al. 2004）。そのため、

約 100～400 µgの範囲でhLF量が結合するようにT-conへの樹脂の添加量を決定した。

実験試料は練和後、直径 3 mm、高さ 6 mmの穴を開けたテフロン板に填入し 25℃で

硬化させた。通常の粉液比で作製した樹脂を添加しないものをコントロール試料とし

て実験試料と同様に作製した。24時間経過後、テフロン板から取り外しクリーンベン

チ内でUV下にて蒸留水に 24時間浸漬した。試料をhLF溶液（800 µg/mL）1 mL中に
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10バルクずつ、25℃にて 24時間浸漬しhLFを結合させた（以下、hLF結合試料とする）。

浸漬後、各hLF溶液の濃度をBCATM Protein Assay Kit（PIERCE社製）を使用して計測

した。試料へのhLF結合量は初期hLF溶液濃度（800 µg/mL）との比較により算出した。 
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3-2-3 陽イオン交換樹脂含有ティッシュコンディショナーに結合したヒトラクトフ

ェリンの C. albicansに対する抗菌試験 

 

各調整菌液 1 mL中に hLF結合試料を浸漬し、24時間、25℃好気条件下で振盪しそ

の抗菌効果を検討した。菌数の測定は PPBを用いて 250倍に希釈後、各希釈液の 0.2 

mLを SDAに播種し、37℃にて 48時間好気培養を行い生菌数を測定した。コントロ

ール試料として樹脂を 4、8 wt%含む T-conを作製し、hLF溶液の代わりに PPB中に

浸漬したものを使用した。細胞生存率を下記のように表した。 

 細胞生存率（%）=コントロール試料または実験試料の CFU／C. albicans 菌液の

CFU×100 
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3-2-4 細胞毒性試験 

 

1）細胞の培養 

供試細胞としてBalb/c 3T3 mouse fibroblast細胞を 96穴マルチプレートで 1穴当たり

1×104個の細胞を 5% CO2・95%Air、湿度 100%、37°Cのインキュベーターで前培養し

たものを用い、培養液として 10% fetal bovine serumと 100 U/mLペニシリン 100 µLを

加えたDulbecco’s Modified Eagle Medium（以下、DMEMとする）を 2 mL用いた。 

2）試料の浸漬液の作製 

実験試料として樹脂を 4、8 wt%含む直径 3 mm、厚さ 6 mmのT-conを作製した。通

常の粉液比で作製した樹脂を添加しないものをコントロール試料として実験試料と

同様に作製した。各試料は 70%エタノールとPBS で洗浄し、DMEM 2 mLに 3日間浸

漬し、5% CO2・95%Air、湿度 100%、37°Cのインキュベーターで浸漬液を調製した。

浸漬後、浸漬液が 40%（以下、Eluates 40%とする）、80%（以下、Eluates 80%とする）

になるよう新鮮DMEMで希釈して細胞毒性用の調整浸漬液を作製した。試料の表面積

はISOスタンダード（0.5-6.0 cm2/mL）に沿った 0.541 cm2/mLに設定した（Wataha JC et 

al. 1999）。 

3）細胞毒性試験 

 細胞毒性を検索するために細胞増殖度の算定と細胞形態の観察を行った（Yang Y et 
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al. 2002）。細胞を前培養した 96穴マルチプレートそれぞれのwellからDMEMを吸引し、

Eluates 40%、Eluates 80%を 100 µL注入し、コントロールおよび実験群とした。細胞は

調整浸漬液を加えて 3、7日間培養した。培養後、各ウェルにWST-8溶液（5 mg/mL）

を 10 µL添加し、5% CO2・95%Air、湿度 100%、37°Cのインキュベーターで 2時間、

37℃で呈色反応を行った。ウェルそれぞれの上清を96穴マルチプレートに移し替え、

オートプレートリーダーImmunoMini microplate reader （Inter Med社製）を使いOD450を

測定した。コントロールまたは実験群とDMEMのみで培養した細胞数との相対値を百

分率で表した。 

 細胞生存率（%）=コントロールまたは実験群における細胞数／DMEMのみで培養

した細胞数×100 

 また、細胞形態の観察には倒立位相差顕微鏡（CKX41, オリンパス社製）を用いた。 
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3-2-5 機械的強度試験 

 

実験試料として、樹脂を 4、8 wt%含む直径 10 mm、高さ 20 mmの T-conを、ステ

ンレスの型に填入しスライドガラスを介して適度な圧で圧接することで作製した。通

常の粉液比で作製した樹脂を添加しないものをコントロール試料として実験試料と

同様に作製した。レオメーター（サン科学社製）を用いて、試験片に速度 20 mm/min

で 10%の圧縮ひずみを加え、そのときの応力とひずみから圧縮弾性率を算出した。試

験片は作製後、25℃で保存し、練和開始後、24時間の時点で測定を行った。1試料に

ついて最低 5個の試験片を作製し、測定に供した。応力―ひずみ曲線から圧縮弾性率

を算出した。 
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3-2-6 経時的重量変化 

 

実験試料として、樹脂を 4、8 wt%含む直径 10 mm、高さ 20 mmの T-conを、ステ

ンレスの型に填入しスライドガラスを介して適度な圧で圧接することで作製した。通

常の粉液比で作製した樹脂を添加しないものをコントロール試料として実験試料と

同様に作製した。試料作製 2時間後、0.0001 gの精度で試料の重量を測定し、37℃、

蒸留水に浸漬した。試料の重量は蒸留水から取り出し、30秒間清潔なガーゼでふき、

15秒間空気中で振った後、天秤皿の上に置き、蒸留水から取り出してから 1分後に測

定した。8、24時間後、2、4、7、14、21日後に重量を再測定した。 

重量変化率を試料再測定時の重量と試料の 2時間後の重量との百分率で表した。 

 重量変化率（%）=試料再測定時の重量／試料の 2時間後の重量×100 
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3-2-7 色調安定性試験 

 

実験試料として、樹脂を 4、8 wt%含む直径 10 mm、厚さ 2 mmのT-conを、テフロン

板に填入しスライドガラスを介して適度な圧で圧接することで作製した。通常の粉液

比で作製した樹脂を添加しないものをコントロール試料として実験試料と同様に作

製した。24時間後の各試料をKODAK Gray Scaleの「10」上で測色を行った。測色に

はCrystaleyeスペクトルフォトメーターCE100-DC/JP（OLYMPUS社製）を用いて、L*、

b*、a*表色系の値を求めた。 
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3-2-7 統計学的分析 

 

データはすべて ANOVAとシェッフェ多重比較検定により統計学的分析を行った。 
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3-3 結果ならびに考察 

 

3-3-1 陽イオン交換樹脂含有ティッシュコンディショナーに対するヒトラクトフェ

リン結合量 

 

図 3-5において 24時間浸漬後の試料プロテインアッセイによる hLF溶液の濃度を

示す。コントロール試料を浸漬した hLF濃度は 717±5.4 µg/mL、4wt%試料の hLF濃度

は 542.0±18.4 µg/mL、8 wt%試料の hLF濃度は 319.5±10.2 µg/mLであった。hLF濃度

はそれぞれの間に有意差があった（P<0.05）。 

図 3-6において試料に結合した hLF量を示す。24時間 hLF溶液に浸漬し、結合し

た hLFはコントロール試料で 52.3 µg、4wt%試料で 228.0 µg、8 wt%試料で 450.5 µg

であった。結合した hLF量はそれぞれの試料間で有意差があった（P<0.05）。少量の

hLFがコントロール試料に結合したが、これは T-conの小孔に非特異的に吸着したの

ではないかと考えられる。だが 4、8 wt%試料はコントロール試料と比較してそれぞ

れ約 4、9倍の hLFを結合した。したがって、本実験モデルでは、hLFは樹脂の添加

量に依存して結合すると考えられる。 

また、ヒト唾液サンプル中の hLFの平均濃度は 24 µg/mLであり（Cole MF et al. 1981）、

本研究では唾液 1 mLに含まれる hLF量の約 10から 20倍量が実験試料に結合した。

また、一日の唾液分泌量は 1000～1500 mL（Navazesh M et al. 2008）と言われている。
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このことにより唾液中には一日最大 36 mgの hLFが存在すると考えられる。また、歯

肉溝滲出液には多くの hLFが含まれておりこれも利用することができると考えられ

る（Suomalainen K et al. 1996）。 

樹脂の添加量と hLF の結合量は時間依存的に結合するかどうかは検討する必要が

あるが、口腔内においては十分に hLFが供給されるため抗菌濃度に達する可能性が示

唆される。一方、口腔内にはリゾチームやナトリウムイオン、カリウムイオンなどイ

オン強度、濃度が hLFより高いものが存在し、樹脂への結合時に拮抗する可能性があ

るため、外液をヒト唾液の組成に極めて近い環境にして検討する必要がある。 
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3-3-2 陽イオン交換樹脂含有ティッシュコンディショナーに結合したヒトラクトフ

ェリンの C. albicansに対する抗菌性 

 

図 3-7に hLFを結合した T-conのC. albicansに対する 24時間後の抗菌活性を示す。 

4、8 wt%試料はコントロール試料に対して有意に抗菌性を示した（P<0.05）。実験試

料の 4 wt%と 8 wt%間には有意差があるとは言えなかったが、4 wt%でも十分な抗真菌

作用を示した。これらの結果から樹脂を含有した T-conは hLFを結合し，C. albicans

に対して抗菌性を有することが示唆された．すなわち、樹脂の修復物への臨床応用に

よって，病変部において口腔内の抗菌性蛋白質を集中させることにより義歯性口内炎

や他の口腔内疾患の予防及び治療法に寄与できると考えられる． 

樹脂を添加したコントロール試料のviabilityは 100%を上回った。これは樹脂を添加

することで構造が変化しT-conに含有されているエチルアルコールの溶出が大きくな

っている可能性が高く、これを炭素源としてC. albicansを栄養しているためではない

かと考えられる（Zeuthen ML et al. 1988）。 

熱安定性において、hLFは 72℃までその構造を維持する（Zhang J et al. 2008）。ま

た、過去の報告より 37℃において hLF は変性せず抗菌性を示すことが分かっている

（Viejo-Díaz M et al. 2004）。このことから、hLFが結合した実験試料は口腔内環境下

において変性せずに抗真菌性を示すと考えられる。 
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3-3-3 細胞毒性 

 

細胞毒性試験として a Balb/3T3 fibroblast cellを使用し、MTT assayを行った。3、7

日の培養後、4、8 wt%試料とも高い細胞生存率を示した。 

図 3-8に樹脂含有 T-conの 40%溶出液に対する 3日間培養の細胞毒性の結果を示す。

コントロール試料で 113.2±20.4%, 4wt%試料で 95.6±8.8%、8wt%試料で 115.9±11.2%で

あった。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-9に樹脂含有 T-conの 80%溶出液に対する 3日間培養の細胞毒性の結果を示す。

コントロール試料で 104.1±12.6%, 4wt%試料で 103.5±4.4%、8wt%試料で 120.2±16.0%

であった。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-10に樹脂含有 T-conの 40%溶出液に対する 7日間培養の細胞毒性の結果を示す。

コントロール試料で 100.7±6.6%, 4wt%試料で 89.4±0.6%、8wt%試料で 101.1±1.3%であ

った。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-11に樹脂含有 T-conの 80%溶出液に対する 7日間培養の細胞毒性の結果を示す。

コントロール試料で 95.6±10.2%、4wt%試料で 97.1±1.3%、8wt%試料で 100.4±6.2%で

あった。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-12・13には Balb/c 3T3 mouse fibroblast cellの細胞像を示した。 

細胞毒性試験に関して、コントロール試料と実験試料（4、8 wt%）は対照群と同様

の細胞増殖度を示した。また、このことから T-conの構成成分は細胞毒性の発現には
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関与しないことが推測される。 

これらの結果から樹脂を含有した T-conは生体適合性において毒性を有しないとい

うことが示唆された。 

過去の文献では silver-zeolite（SZ）を含有させた何種類かのティッシュコンディシ

ョナーの細胞毒性試験において、SZ の添加量が増加すると細胞生存率が減少するこ

とが示されている（Abe Y et al. 2003）。このことの理由として SZから銀イオンが放出

されることにより細胞に対する毒性を示しているのではないかとしている。また、他

の文献ではMicroban（広い抗菌性スペクトルをもつトリクロサン）を軟性裏装材に添

加させると細胞毒性は示さなかったが抗真菌性も示さなかったと報告している

（Lefebvre CA et al. 2001）。しかしながら、今回の実験では実験試料は細胞生存率を減

少させることなく、hLFを結合することにより抗真菌性を示した。 
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3-3-4 機械的強度 

 

軟性裏装材の使用は咀嚼機能や粘膜面の著しい改善をもたらす。その上で実験試料

の機械的強度を検討することは重要である。 

図 3-14に圧縮弾性率を示す。4 wt%試料の値はコントロールに比較してわずかに高

かったが、有意差はなかった。一方、8 wt%試料はコントロールと 4 wt%試料それぞ

れに対して有意に高い値を示した。これは、樹脂含有量を大きくすることにより T-con

の構造に変化が起こり、エチルアルコールの溶出が早まった可能性があることと関係

があるのではないかと思われる。義歯裏装材に関しては物理的・機械的性能において

様々な可変性を考慮しなければならず（Dootz ER et al. 1992）、必要な性能は明らかに

なってはいない。 

一つの基準として、無歯顎患者の口腔粘膜の弾性率がある。この値は 0.66–4.36 Mpa

であり、その平均は 2.73 MPである（Inoue K et al. 1985）今回の実験では 4、8 wt%試

料の圧縮弾性率の値はそれぞれ 0.27、0.33 MPaであり、無歯顎患者の口腔粘膜の弾性

率値よりも低値であった。このことより実験試料は口腔内においても使用できる可能

性が示唆された。 
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3-3-5 経時的重量変化 

 

図 3-15に各 T-conの経時的重量変化を示す。ティッシュコンディショナーは、水中

に浸漬されるとエチルアルコールおよび可塑剤の溶出と水分の吸収が起こる（Braden 

M et al. 1971）。コントロール試料の重量は、21日後まで減少したままであった。4 wt%

試料においては 14日後、8 wt%試料においては 3日後まで重量は減少した。これは可

塑剤およびエチルアルコールの溶出によるものと考えられる。過去の文献では、浸漬

初期におけるエチルアルコールの拡散は水の吸収よりも速く、そのため重量が減少す

ると報告されている（Braden M et al. 1971, Ellis B et al. 1977, 1979, Jones DW et al. 1991, 

Wilson J. 1992）。 

4 wt%試料において 21日後、8 wt%試料においては 3～5日後の間に重量は増加した

が、これはエチルアルコールの溶出よりも水分の吸収が大きいことによるものと考え

られる。また、樹脂含有量が増加するにともないその重量が増加する傾向にあった。

樹脂は水分を吸収し膨潤する性質があり（日本分析化学会九州支部. 1996）、このこと

が試料間の重量変化の差に現れていると考えられる。 

吸水およびエチルアルコールの経時的な溶出は、本剤の粘弾性的性質の経時的変化、

寸法変化あるいは表面の荒れなどの劣化に直接影響する。エチルアルコールの溶出に

より初期の流動性は失われ、一般的には硬くなる（Murata H et al. 1998）。ティッシュ

コンディショナーの耐久性は、吸水量と成分の溶出量と密接な関係があり、これらの
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量をいかに少なくするかが本材の開発において重要な因子の一つであると考えられ

る。 
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3-3-6 色調安定性 

 

 図 3-15に各 T-conの 24時間後の色調を L*表色系により示した。作製 24時間後に

おける L*値はコントロール試料で 77.0±1.1、4 wt%試料で 76.9±0.7、8 wt%試料で

77.6±1.6であった。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-16 に各 T-conの 24時間後の色調を a*表色系により示した。作製 24時間後に

おける a*値はコントロール試料で-1.75±0.11、4 wt%試料で-1.55±0.12、8 wt%試料で

-1.45±0.20であった。それぞれの間に有意差はなかった（P>0.05）。 

図 3-17に各 T-conの 24時間後の色調を b*表色系により示した。作製 24時間後に

おける b*値はコントロール試料で-0.91±0.14、4 wt%試料で-1.15±0.11、8 wt%試料で

-1.12±0.23であった。それぞれの間に有意差はなかった(P>0.05)。 

これらの結果より樹脂を含有した T-conには色調変化が認められず、元の色調に影

響を与えないことがわかった。 

他の物質をティッシュコンディショナーに添加した場合の色調変化について、後藤

らはティッシュコンディショナーに銀ゼオライトを応用した場合、銀イオンが T-con

成分中の塩化物イオンと反応し塩化銀を生成し褐色化を呈する場合があると考察し

ている（後藤 他. 2003）。 

  

 



 

 

 

 

 

表 3-1：ティッシュコンディショナーの一般組成 
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表 3-2：松風ティッシュコンディショナーの組成と構造  

 

 

 

 

 

 

 

 
42 

 



 

 

 

 

 

図 3-1：T-con試料中の樹脂と hLFとの結合 

樹脂は親水性ビニルポリマーを基材とし、カルボキシメチル基 (-O-CH2COO-) を

導入したものである。 
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図 3-2：ポリメチルメタクリレートおよびポリエチルメタクリレートの化学式 
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図 3-3：可塑剤の化学式 
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図 3-4：BCA法の原理 
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図 3-5：樹脂含有 T-conを浸漬した hLF溶液濃度 

試料間の有意差を*で示す（p<0.05） 
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図 3-6：樹脂含有 T-conの hLF結合量 

試料間の有意差を*で示す（p<0.05） 
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図 3-7：樹脂含有 T-conの抗菌性 

樹脂を 4、8 wt%含む T-conを作製し、hLF溶液に浸漬したものを実験試料とした（4 

wt% in hLF、8 wt% in hLF）。樹脂を 4、8 wt%含む T-conを作製し、PPBに浸漬したも

のをコントロール試料とした（4 wt% in PPB、8 wt% in PPB）。試料間の有意差を*で示

す（p<0.05） 
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図 3-8：樹脂含有 T-conの 40%溶出液に対する細胞毒性（培養 3日間） 

 

 

 

 

50 
 



 

 

 

 

図 3-9：樹脂含有 T-conの 80%溶出液に対する細胞毒性（培養 3日間） 
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図 3-10：樹脂含有 T-conの 40%溶出液に対する細胞毒性（培養 7日間） 
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図 3-11：樹脂含有 T-conの 80%溶出液に対する細胞毒性（培養 7日間） 
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(a) control (0wt%) eluate 40%       (b) control (0wt%) eluate 40% 

     

(c) 4wt% eluate 40%              (d) 4wt% eluate 80%  

     

(e) 8wt% eluate 40%        (f) 8wt% eluate 80%  
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(g) 対照 

   

 

図 3-12：樹脂含有 T-con溶出液とともに培養した Balb/c 3T3 mouse fibroblast cellの細

胞像（培養 3日間：×100） 
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(a) control (0wt%) eluate 40%      (b) control (0wt%) eluate 40% 

      

(c) 4wt% eluate 40%              (d) 4wt% eluate 80%  

      

(e) 8wt% eluate 40%         (f) 8wt% eluate 80%  

     

 

 

 

56 
 



 

(g) 対照 

    

 

図 3-13：樹脂含有 T-con溶出液とともに培養した Balb/c 3T3 mouse fibroblast cellの細

胞像（培養 7日間：×100） 
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図 3-14：樹脂含有 T-conの圧縮弾性率 

試料間の有意差を*で示す（p<0.05） 
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図 3-15：樹脂含有 T-conの経時的重量変化 

コントロール試料（◆）、4 wt%試料（■）、8 wt%試料（▲）の 8、24時間、2、4、

7、14、21日後の重量変化率を示す。 
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図 3-16：樹脂含有 T-conの L*表色系の色調 
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図 3-17：樹脂含有 T-conの a*表色系の色調 
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図 3-18：樹脂含有 T-conの b*表色系の色調 
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第 4章 
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総括 

 

急速な高齢社会を迎え、全身疾患を有する高齢者においては義歯床下粘膜の変化が

著しく、ティッシュコンディショナーの使用頻度が高い。 

近年多数の口腔内の疾病を防ぐための抗菌材を歯科材料に加える試みが行われて

いる（Imazato S et al. 2001, Abe Y et al. 2004）。しかし、これらの材料は生体に対して

アレルギーなどのような為害性を及ぼす可能性がある。そのため、口腔内において生

体安全性の高い抗菌性蛋白質の局所濃度を上昇させるイオン交換樹脂の補綴物への

応用は義歯性口内炎や日和見感染症の防止に有用であると考えられる。この恩恵の特

に大きな利点は身体が不自由あるいは認知症の高齢者にもたらされると思われる。 

本研究において試作したティッシュコンディショナーは Candida albicansに対して

抗菌性を示し、また、細胞毒性試験結果からも臨床応用の可能性が示唆された。 

しかしながら、陽イオン交換樹脂を添加することによる物性の低下が少なからず認

められたため、イオン交換樹脂そのものを添加するのではなく、イオン交換基を分子

レベルでティッシュコンディショナーのポリマー成分に導入することを検討してい

きたいと考えている。 
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