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本研究の要旨の一部は、第 112回 日本歯科保存学会 (大阪、平成 12年 4月 21日 )

において発表した。
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緒言

近年、コンポジットレジンは、前歯部のみならず臼歯部の修復にも適用される

ようになり、日常の臨床において極めて高頻度に用いられている。コンポジット

レジンの硬化は、ベースとなる二官能性モノマーの重合によるものであるが、臨

床で行われているような数十秒の光照射ではもちろんのこと、加熱等の後重合処

理を行っても 100%の重合率は得られないため、その硬化体から未重合のモノマ

ーが溶出することが知られている 1～ 10。 コンポジットレジンからのモノマー溶

出が引き起こす問題としては、機械的強度の低下 11～ 10ゃ歯髄への毒性 15～m)が

従来からとりあげられてきたが、これら以外に、最近、溶出したモノマーによっ

てある特定の口腔細菌の増殖が促進される可能性が指摘されている 21,2)。 すな

わち、Hansclら 2⇒は、ェチレングリコール系モノマーが,4Ⅲ知∝c“s Wbr滋悶や

Zα c"bαcJ″パ αc渤
"λ

″園 の増殖を促進することを報告し、レジン系修復材から溶

出するモノマーによって歯質‐修復物界面で細菌の増殖が促進され、歯髄への為

害作用が惹起される可能性を示唆している。また河合 2)は、コンポジットレジ

ンか ら溶出した トリエチ レングリコールジメタクリレー トが 蚤∞ゎcοεε
“
s

wb励困 の増殖と不溶性グルカンの合成を促進することから、コンポジットレジ

ン表面における易プラーク付着性にモノマーの溶出が関与すると報告している。
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しかしながら、これらの報告はいずれも、細菌の増殖現象をごく限られた面か

らとらえた結果にもとづくものであるため、コンポジットレジンモノマーがいか

なるメカニズムで細菌の増殖を促進するかは明らかにされておらず、本作用の詳

細については不明な点が多い。そこで本研究では、二種の口腔レンサ球菌を対象

として、コンポジットレジン用各種モノマー存在下での培養系で、吸光度、生菌

数ならびに菌体 ATP量を測定するとともに、形態的および化学的解析を併用す

ることにより、菌増殖促進作用を有するとされているコンポジットレジンモノマ

ーが口腔細菌の増殖に具体的にどのような影響を及ぼすかについて検討した。
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材料 と方法

1.供試菌株

歯科保存学教室保管の Strtttoωcc“s wb油ぉ B13および、Srrapraω cc“sw″g“お

ST3Rの二菌株を用いた。これらの二菌株は、エチレングリコール系モノマー添

加条件下で二十数種の菌株を培養した予備実験において、過去の報告と同様に吸

光度の相対的上昇現象が観察されたものである。グリセリン 50%含有の Brain

Hcart lnfusion(BHI,Difco Lboratorics,Detroit,MI,USA)液体培地中に -20℃ で

保存された各菌を、BHI液体培地で 18時間培養し、グラム染色にて形態的に菌

の確認を行った後、さらに二代継代培養して、実験に供した。

2.使用コンポジットレジンモノマー

コンポジットレジンに使用されているモノマー五種類を用いた (表 1,図 1)。

各モノマーを 100%ジメチルスルホキシド (DMSO,和光純薬工業,東京)に溶

解した後、BHI液体培地に加えて、ほぼ最大溶解濃度のモノマー添加培地を得た

(表 2)。 なお、モノマー添加培地中の DMSOの最終濃度は 2.0%であり、コン

トロールにはモノマーを含まない2.0%DMSO含有 BHI液体培地を用いた。
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3.各種モノマー添加条件下での吸光度測定

各モノマーを添加した BHI液体培地 100mLに、s wb油困 B13あ るいは S

w″g“おST3Rを l x lo6cFU/mLとなるように接種し、37℃ にて培養した。培養開

始後、24時間まで 2時間ごとに菌液を lmL採取し、分光光度計 (UV‐ 1600,島

津製作所,京都)を用いてλ=550nmに おける吸光度を測定した。さらに培養を

48時間まで継続して行い、同じように吸光度を測定した。試料数はそれぞれ 3

とし、Mann―whitney's U test(有 意水準 5%)にて統計学的有意差の検定を行っ

た。

4.エ チレングリコール系モノマー添加条件下での生菌数および菌体 ATP量の

測定

前記 3項の実験で吸光度の相対的上昇が認められた三種のエチレングリコー

ル系モノマーについて、同様の培養系で生菌数と菌体 月P量の測定を行った。

す なわ ち、TEGDMA、 DEGDMA、 EGDMAを 1.Omg/mLの 濃度 で添加 した BHI

液体培地 100mLに 、s wbrJ″困 B13あ るいは Sw昭
“
Js sT3Rを l x lo6 cFU/mL

となるように接種し、37℃ にて培養した。2時間ごとに吸光度測定を行うと同時

に、100 μ Lの菌液を採取して 900 μ Lの BHI液体培地に加え、超音波発生装置

(UR…20Rト ミー精工,東京)にて 5秒間の分散処理を行った。その後、BHI液
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体培地を用いて 10倍段階希釈し、100 μ Lを BHI寒天平板培地上に播種して 48

時間嫌気培養を行い、形成されたコロニー数 (CFU)を 計測した。

また、2時間ごとに 100 μ Lの菌液を採取し、蒸留水で 10倍希釈した後、AP

消去剤キット (AF‐3X2,東亜電波工業,東京)を用いて以下の手順で菌体 月P

量を測定した。まず 月P消去試薬 100 μ Lを注入して撹拌した後、10分間放置

して菌体外の遊離月Pを除去した。その後、微生物用抽出試薬 100 μ Lを加えて

20秒間撹拌し、さらに発光試薬 100μ Lを注入して、10秒間の発光量を用Pア

ナライザー (AF-100,東亜電波工業,東京)にて測定した。生菌数については、

■ЮDMAと DEGDMAで は 24時間まで、EGDMAでは 48時間まで測定し、A「P

量については 24時間まで測定を行った。試料数はそれぞれ 3と した。

さらに、TEGDMAを 1.0、 0.5、 0。 1、 0.01mg/mLの各濃度で 100mLの BHI液

体培地中に添加した条件において、s wbrJ″州B13あ るいはSw″g“Js sT3Rを lx

106 cFU/mLと なるように接種し、同様の方法で吸光度と生菌数を 24時間まで経

時的に測定した。試料数はそれぞれ 3と した。

統計学的有意差の検定はすべて、有意水準 5%にて Mann‐Whitncy's U tcstに て

行った。
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5.走査型電子顕微鏡による形態学的分析

表 2に示 した濃度で各モノマーを添加 した BHI液体培地 500mLに 、s wbルバ

B13あるいは Sw電
“
おsT3Rを l x 106cFU/mLとなるように接種 し、37℃ にて

培養を行った。2時間ごとに lomLの菌液を採取 して、3000rpm、 10分間の遠沈

処理を行い、沈殿物を 0。lMカ コジル酸緩衝液 (pH 7.4)にて 3回洗浄 した。そ

の後、0。lM Hal卜 Kamovsky溶液 (2%パ ラホルムアルデヒド、2.5%グルタールア

ルデヒド含有、pH 7.4)に 1時間浸漬して固定し、再度 0。lMカ コジル酸緩衝液

にて 3回洗浄した。つづいて、50%、 70%、 80%、 90%、 96%エ タノール中に 10

分間ずつ浸漬した後、100%エタノール中に 30分間浸漬して脱水を行った。さら

に、等量の 100%エ タノールと t‐ プチルアルコールに lo分間、t‐ ブチルアルコー

ルに 40分間浸漬後、凍結乾燥装置 (JFD‐ 310,日 本電子,東京)による 1時間の

凍結乾燥を行い、コーティング装置 (PLASMA MUIH CO月田R PMC‐5000,盟和

商事,大阪)を用いて白金蒸着を施して、走査型電子顕微鏡(SEM,JSM‐ 531肛M日

本電子,東京)にて観察した。なお、モノマー非添加の培地に各菌を接種して培

養したものをコントロールとし、形態を比較した。

6.赤外分光法および熱分解ガスクロマ トグラフィー質量分析法による分析

■ЮDMAを 1.Omg/mLの 濃度で添加 した BHI液体培地 100mLに、S wbrJ″困 B13
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あるいは sw昭
“
おsT3Rを l x 106cFU/mLと なるように接種 し、37℃ にて 24時

間培養 した。培養液 を 3000rpmで 10分間遠沈処理 し、沈殿物 を 0。 lMカ コジル

酸緩衝液にて 3回洗浄した後、菌体のみを染め出すために沈殿物を 0.025%サ フ

ラニン (Merck,Danllstadt,Gerlnany)に て lo分間染色し、再び 0。lMカ コジル酸

緩衝液にて 3回洗浄した。つづいて、500rpm、 5分間の遠沈処理による二層分離

をくり返してサフラニン非染色の菌体以外の粉末成分を回収し、24時間室温に

て乾燥した後、フーリエ変換赤外分光法 (F「―IR)および熱分解ガスクロマ トグ

ラフィー質量分析法 (熱分解 GC‐MS)にて成分の同定を行った。F「‐IRでは、

試料 2mgを約 20Clmgの臭化カリウムと混和して乳鉢にてすりつぶした後、成型

器でプレス してディスク状サンプルを調製 し、フーリエ変換赤外分光装置

(FTIR-8200PC,島津製作所,京都)を用いてスペクトルを採取した。また、熱

分解 GC‐MSでは、0。lmgの試料を用いて、表 3に示す条件でパイログラムの採

取と主ピークの質量分析を行った。なお、Fr‐ IR、 熱分解 GC‐MSと も、TEGDMA

ポリマー粉末を同様の条件で分析し、得られたスペクトルを比較した。■ЮDMA

の重合は、0。3%のベンジルジメチルケタール (和 光純薬工業、東京)を光重合

触媒として添加し、180秒間光照射した後、120℃ で加熱して行った。得られた

硬化物をガラス製乳鉢で破砕して粉状にしたものを TEGDMAポ リマー粉末サン

プルとした。
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7.抗菌剤に対する感受性試験

TEGDMA存在下で培養された S wb/J″郎 B13および Sw″g“おST3Rの抗菌剤

に対する感受性の変化を調べるために、表 4に示す四種の殺菌剤を用いて、

microdilution assay郎 )にて最小発育阻止濃度 (MIC)と 最小殺菌濃度 (MBC)を

測定し、■ЮDMA非添加で培養された菌の場合と比較した。

各殺菌剤を滅菌蒸留水に溶解して lmg/mLの水溶液とした後、96ウ ェルマイ

クロプレー トを用いて BHI液体培地で 2倍段階希釈し、500～ 0.24 μ g/mLの 殺菌

剤溶液 50μ Lを調製した。各ウェルに、1.Omg/mLの ■ЮDMA存在下で 18時間

培養後 BHI液体培地を用いて 2x106 cFU/mLに 調製した菌液 50μ Lを加え、37℃

で 24時間培養を行った後、肉眼的に増殖を認めない殺菌剤の最小濃度を MICと

判定した。さらに、増殖が認められなかったウェルの菌液を BHI寒天平板培地

に 100 μ L播種し、48時間嫌気培養後、コロニー形成を認めない殺菌剤の最小濃

度をMBCと した。TEGDMA非添加で 18時間培養した菌についても同様の方法

で MICと MBcを測定し、■ЮDMA添加条件での結果と比較した。測定はいず

れも3回行った。
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結果

1.各種モノマー添加条件下での吸光度測定

図 2‐aおよび bに、各種モノマーを添加した条件でのS"b崩困 B13菌液なら

びにSw″g“Js ST3R菌液の経時的な吸光度変化を示す。

S wb′加ぉ B13では、Bis―GMAあるいは UDMAを添加した場合は、培養開始

直後から 48時間まで、吸光度の値にコントロールとの間で有意差は認められな

かった (p>0.05)。 一方、TEGDMAあ るいは DEGDMAを添加した条件では、培

養開始後 10時間まではコントロールとの間に有意差は認められなかったが、12

時間以降ではコントロールに比して有意な吸光度の増加が認められた (pく0.05)。

また、EGDMAを 添加した場合、吸光度は培養開始後 8時間を経過してもほとん

ど上昇せず、その後 24時間までコントロールの値を有意に下回つたものの、48

時間後にはコントロールよりも有意に高い値となった (Pく 0.05)。

Sw辱
“
お ST3Rにおいても、Bis‐GMAあ るいは uDMAを添加 した条件では、

培養開始直後か ら 48時間まで吸光度の値にコン トロールとの間で有意差は認め

られなかった (p>0.05)。 TEGDMAを 添加 した場合は、培養開始後 14時間以降

において、コン トロール と比較 して吸光度の値が有意に増加 した (pく0.05)。 ま

た、DEGDMAを 添加 した場合 も、培養開始後 18時間以降でコン トロールよ り
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も有意な吸光度の増加が認められた (pく 0.05)。 EGDMAを添加した場合は、培

養開始後 10時間を経過しても吸光度はわずかに上昇したのみで、その後 24時間

まではコントロールの値を有意に下回ったが、48時間後にはコントロールより

も有意に高い値を示した (pく 0.05)。

図3に、各レジンモノマーを添加した条件で48時間培養した後のS wb廟困 B13

菌液の状態を示す。Bis‐GMAや UDMAを添加した菌液はコントロールと同様の

懸濁状態であり、沈殿物の量が同等であるが、エチレングリコール系モノマーを

添加した菌液においてはコントロールよりも明らかに多量の沈殿物が認められた。

2.エ チレングリコール系モノマー添加条件下での生菌数および菌体 ATP量の

測定

エチレングリコール系モノマーを 1.Clmg/mLの濃度で添加した条件での、生菌

数 (CFU数)の経時的変化を図 4-aお よび cに、菌体 月P量の経時的変化を図 4-b

および dに示す。

S wb崩困 B13の場合には、吸光度については前述の結果とまったく同様であ

つたが、TEGDMAを添加した条件でも、CFU数には培養開始直後から 24時間

までコントロールとの間で有意差は認められなかった (p>0.05、 図 4‐ a)。 DEGDMA

を添加した場合の CFU数も、培養中に一部コントロールを下回ることもあった
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が、ほとんどの培養時間においてコン トロールと有意差が認められなかった (図

4‐ a)。 また EGDMAを添加 した場合は、培養開始直後か ら 24時間まではコン ト

ロールに比べ CFU数は有意に低かったが (pく 0.05)、 48時間後にはコン トロール

と有意差が認められなくなった (p>0.05)。

S wb廟蔭 B13の菌体 』P量については、■ЮDMAを添加 した条件において、

培養開始 12時間後のみコン トロールより低い値を示 したものの、それ以外の培

養時間では有意差は全 く認められなかった (p>0.05、 図 4-b)。 また DEGDMAを

添加 した場合 も、24時間の培養期間を通 じてコン トロールを上回ることはなか

つた。EGDMAを 添加 した場合、培養開始直後か ら 24時間までつねにコン トロ

ールを有意に下回った (pく 0.o5)。

Sw″g“お ST3Rについて も吸光度は先の実験 と全 く同 じ結果であったが、

■]GDMAあるいは DEGDMAを添加 した条件での CFU数は、培養期間を通 じて

コン トロールを下回るか、または有意差が認められなかった (図 4… c)。 EGDMA

を添加 した場合の CFU数 は、培養開始後 4時間か ら 24時間まではコン トロール

に比べ有意に低かったが (pく 0.05)、 48時間後にはコン トロールと有意差を認め

なくなった (p>0.05)。

Sw埓
“
Js ST3Rの菌体 月P量 についても、S wbr滋パ B13の場合と同様に、

■]GDMAあるいは DEGDMAを 添加 した条件においては、コン トロールと有意
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差が無いか、またはコン トロールよ りも低い値 となった (図 4‐ d)。 また EGDMA

を添加 した場合は、培養開始後 4時間か ら 24時間までコン トロールに比べ有意

に低い値を示 した (pく 0.05)。

添加する 班ЮDMAの 濃度を変化させて吸光度を測定 した結果を図 5‐aおよび

cに、また培養開始 12、 18、 24時間後の CFU数を図 5-bおよび dに示す。0.5

あるいは 1.Omg/mLの濃度で TEGDMAを添加 した条件では、S wb崩パ B13で

は培養開始後 10時間以降において、sw″g“お ST3Rで は 12時間以降で、コン

トロールに比べ吸光度の値が有意に増加 した (pく0.05)。 これに対 し、0。lmg/mL

以下の濃度では、両菌 とも、培養開始直後か ら 24時間まで、コン トロール との

間に有意差は認められなかった (p>0.05)。 一方、CFU数に関しては、S wb崩パ B13

および s wag“Js ST3Rと も、いずれの濃度の TEGDMAの添加においても、コン

トロールとの間に有意差は認められなかった (p>0.05)。

3.SE Mに よる形態学的分析

図 6-aお よび cにモノマー非添加で 18時間培養 した後の S wb崩困 B13と S

W埓
“
JS ST3Rの SEM像を、図 6‐bおよび dに ■6DMAを 1.Omg/mLの 濃度で添

加 した条件で 18時間培養 した後の S wb/J“ パ B13と Sw″g“Js sT3Rの SEM像

を示す。TEGDMA存 在下で培養 した場合、S wb/J″
“
s B13で は培養開始後 12時
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間以降で、Sw埓
“
お sT3Rでは 14時間以降において、疎な構造物が菌体を取り

囲むように存在しているのが観察された。この構造物は吸光度の上昇に伴って量

が増加し、菌体周囲から外側に拡大して、18時間培養後には全体として層雲状

を呈していた (図 6¨ b、 d)。 DEGDMAあるいは EGDMAを添加した条件でも、

両菌において TEGDMAを添加した場合と同様の構造物が吸光度の相対的上昇に

伴って観察された。これに対し、Bis_GMAあ るいはUDMAを添加した条件では、

いずれの培養時間においても、コントロールと同様の通常のレンサ球菌像が観察

された。

4.赤外分光法および熱分解ガスクロマ トグラフィー質量分析法による分析

Fr‐IRな らびに熱分解 GC―MSにて菌体周囲構造物の組成を解析した結果を図

7… a、 bおよび cに示す。

F「‐IRに よる分析では、s sab廟困 B13と Sw″g“Js sT3Rの 菌体周囲構造物よ

り得られたスペクトルは類似しており、ともに 1740、 1640、 1460、 1380、 1350、

1260、 1140cm‐1の位置にピークが認められた。また、これらのピークの出現パタ

ーンは、■ЮDMAポ リマー粉末より得られたパターンと完全に一致していた (図

7-a)。

熱分解 GCにより得られた菌体周囲構造物のパイログラムでは、両菌ともに保
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持時間が約 20分の位置にピークが得られた。このパターンも TEGDMAポ リマ

ー粉末のものと同一であり (図 7¨ b)、 さらに 20分のピークを質量分析して得ら

れたマススペクトログラフ (図 7‐c)も 、両菌の菌体周囲構造物と ■ЮDMAポ

リマー粉末とで一致していた。

5.抗菌剤に対する感受性試験

表 5および 6に、■ЮDMAを添加 した条件で培養 した S wbri″ぉ B13も しく

は Sw電
“
お sT3Rに対する各種殺菌剤の MICと MBCをそれぞれ示す。いずれ

の試験においても、3回の測定結果は完全に一致 していた。 トリクロサンとベン

ゼ トニウムクロライ ドでは、■ЮDMAを 添加 して培養 した菌に対 しては、MIc

で 1ステップ、MBCで 2ステップの上昇が認められた。また、クロルヘキシジ

ンジアセテー トでは、s wb廟困 B13に対 して、MIcが 1ス テップ、MBcが 2

ステップ上昇 し、Sw″g“Js sT3Rに 対 しては、MIcおよび MBcと も 1ステップ

上昇した。ヘキサデシルピリジニウムクロライドについては、両菌に対して、MIC

で 2ステップ、MBcで 1ス テップの上昇が認められた。
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考察

モノマー分子中の C=Cの割合を指標 とする FT‐IRに よる測定では、コンポジ

ッ トレジンの重合率は 50～70%であると報告されている 2～ 30)。 したがって、硬

化体中には 30～ 50%の未反応 C=Cが残留 していることになる。硬化 したコンポ

ジッ トレジンから溶出するのは、未重合モノマーの中でも一分子中の二個の C=C

がともに未反応であったものに限定される 31)が
、水溶媒への溶出量を測定 した

結果によると、全モノマーのうちの 10～30%程度が溶出すると報告されている 3,

32)。
溶出試験において検出されるモノマーの種類としては、主要構成成分である

Bis…GMAや UDMAな らびに TEGDMAについての報告が多 く 1'5,9,32～ 35)、
とくに

エチレングリコール系の低粘性モノマーである■ЮDMAは、Bis―GMAや UDMA

よりも明らかに高い濃度で溶出する 5,9,32～3つ
。これは、親水性のエチレングリコ

ール基を有する ■ЮDMAの 水への溶解度が、Bis_GMAや UDMAよ りも大きい

ためである 36,3つ
。

Hansclら 2つ は、こぅいったコンポジッ トレジンか らの未重合モノマーの溶出

が、歯質‐コンポジッ トレジン界面やコンポジッ トレジン表面に存在する細菌 に

及ぼす影響を調べる目的で、モノマー添加条件での菌の増殖挙動について検討 し

た。すなわち、モノマーを加えた培地で S wbrJ″困 や 二.αε渤叩カルsを培養 して
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経時的な吸光度測定を行い、エチレングリコール系モノマーの存在下では定常期

において吸光度が増大することを報告した。そして、各菌液の吸光度と菌数の相

関関係をモノマー非添加条件で予備的に調べた結果から、エチレングリコール系

モノマーが存在すると 15～ 30%の菌数増加が認められると結論づけている 2つ。

しかし、Hansclら が菌の増殖の指標として測定したのはあくまでも菌液の濁度

のみであり、細菌の増殖が促進されたかどうかを直接的には調べていない。また

河合 2)も 、■ЮDMAの存在による吸光度の増加をS wbr滋ぉ を用いた実験から

明らかにしているが、やはりこの現象の詳細を厳密に解析するには至っていない。

そこで本研究では、モノマーの存在が特定の口腔細菌の増殖を促進するという

これらの報告の正当性を検証する目的で、S wb油州 B13と Sw電
“
おST3Rを用

いて、経時的な吸光度測定だけでなく、生菌数と菌体 月P量の測定を同時に行

って増殖促進の有無を判定した。その結果、吸光度については、コンポジットレ

ジンに多用されるモノマーのうち Bis―GMAな らびに uDMAを培地に添加した

場合は 48時間の培養期間を通じてモノマー非添加の場合と差が認められなかっ

たが、■ЮDMAや DEGDMAを 添加した場合は定常期における有意な増加が認

められた。また、EGDMAを 添加した場合は、培養開始後 24時間まではモノマ

ー非添加の場合を有意に下回ったものの、48時間後においては吸光度は有意に

増加した (図 2)。 これらの結果は、Hansclら 2つ ゃ河合 2の が報告しているもの
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とほぼ同じであり、菌液の濁度という点では、エチ レングリコール系モノマーを

添加することによって菌の増殖が促進されたように見受けられた。しか しなが ら、

塗抹寒天平板法により生菌数 (CFU数)を測定 したところ、TEGDMAあ るいは

DEGDMAを 添加 した場合でも、吸光度の相対的増加が認められた定常期におい

てもモノマー非添加の場合を上回ることは全 くなかった (図 4‐ a、 c)。 また、生

菌数の値と比例関係にあることが知 られている菌体 月P量 3め についても、モノ

マー非添加と同じか、下回る結果とな り、吸光度の増加 とは一致 しなかった (図

4‐b、 d)。 これ らの結果は、過去の研究における吸光度の結果にもとづ く結論 と

は異な り、TEGDMAあ るいは DEGDMAを 添加 して培養 しても S wb崩ぉ B13

ならびに Sw″g“お ST3Rの菌数は増加 していないことを示 している。また、24

時間を超える培養時間においては菌数を正確に反映 しないという理 由か ら 月P

量の測定は行わなかったが、EGDMAについても、吸光度の相対的増加を示 した

48時間後の CFU数はヨン トロールと有意差がなく、やはり菌の増殖促進は起 こ

っていないと判断された。

河合
2の は、1.0～ 3.Omg/mLの TEGDMAの存在下で S wb″ J″困 を培養 し、経時

的な吸光度測定以外に、塗抹寒天平板法による 12時間培養時の CFU数の測定 と、

24時間培養時の乾燥菌体重量および 24時間の培養によ り菌体に取 り込まれた

[3H]_チ ミジン量の測定 を行 っている。その結果、 1.0お よび 2.Omg/mLの
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TEGDMAを添加した場合は、乾燥菌体重量および [3H]¨チミジン取り込み量と

も非添加の場合よりも有意に高く、しかも両者が ■6DMAの濃度依存的に増加

することを見出し、S wb崩パの増殖が促進されたと述べている。その一方、吸

光度の相対的上昇が認められた 12時間の時点での CFU数については、本研究で

の結果同様に、モノマー非添加の場合を上回らなかったと報告し、この点につい

ては、菌体が凝集したり菌の連鎖が延長して一コロニーあたりの菌数が増加した

ために、見かけ上の CFU数が小さくなったのではないかと考察している。しか

しながら、あらかじめ超音波処理を行って充分に菌を分散させた後に CFU数測

定を行った本研究においては、菌数に変化がないことが確認された (図 4‐a、 c)。

また、今回測定した 月P量は個々の菌体 月P量の総和であるため、連鎖が延長

しているのであればその変動が生じるはずであるが、CFU数同様に 月P量にも

増加は認められなかった (図 4‐ b、 d)。 さらに、河合 2)が
行った [3H]¨チミジ

ンの取り込み量測定実験においては、3.Omg/mLの TEGDMAを添加した場合に

は逆に抑制される結果となっており、乾燥菌体重量の結果と明らかに矛盾してい

ることから、[3H]_チ ミジン取り込み量が菌数を正確に表しているとは考えにく

い。これらのことから総合的に判断すると、エチレングリコール系モノマーを添

加しても、菌数の増加は起こっていないと結論づけるのが最も理にかなっている

と考えられる。
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そこで、吸光度上昇の原因を解明するために、モノマー存在下で培養した菌の

状態を、SEM観察により形態学的に検討した。その結果、吸光度測定において

コントロールと差が認められなかった Bis‐GMAあるいは UDMAを添加した場

合は、培養期間を通じて常にモノマー非添加の場合と同様の通常のレンサ球菌像

が観察されたのに対し、エチレングリコール系モノマーを添加した条件では、相

対的な吸光度の上昇が始まる頃から菌体周囲に疎な構造物が形成されることが分

かつた (図 6‐ b、 d)。 しかも、この構造物は、吸光度の増加に伴ってその量が増

加し、明らかに高い吸光度を示す時点では菌体周囲のみならず外側に広がった層

雲状の像として観察され、もとの菌体の形態はほとんど確認できないほどになっ

ていた。この観察結果から、エチレングリコール系モノマーを添加した場合にお

ける吸光度の相対的な増加現象は、通常の培養時には認められない構造物が菌体

周囲に形成されることによるものであると考えられた。すなわち、粒子数 (菌数)

には変化はないが、構造物の存在により粒子径が大きくなって濁度の上昇が生じ

たわけで、図 3に示した 48時間培養後の写真はこの状態を明瞭に反映している。

また、河合 2の が報告した TEGDMA添加培養時に認められた乾燥菌体重量の増

加は、この構造物の存在によるものと考えられた。

つづいて、SEMにより観察された構造物が何に起因するものかを明らかにす

るため、TEGDMA存在下での培養で形成された菌体周囲構造物を菌体から分離
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し、 F「―IRと 熱分解 GC‐MSに よる分析 を行 った と ころ、S wb崩困 B13お よび S

W埓
“
JS ST3Rいずれ につ いて も、 この構造物 の組成 は 班ЮDMAポ リマー粉 末 と

同一であるという結果が得られた (図 7)。 菌体との分離のための処理の際に、

サフラニン以外にアルシアンブルーやルテニウムレッドによる染色 39～ 41)も
行っ

てみたが、この構造物はいずれの試薬にも染色されず、糖成分ではないものと考

えられる。さらに、アセ トンやテ トラヒドロフランなどの有機溶媒に浸漬しても

全く影響を受けなかったことから判断すると、単にモノマーが凝集して付着した

ものではなく、重合体として菌周囲に存在しているものと考えられた。したがっ

て、エチレングリコール系モノマー添加条件下での相対的吸光度上昇は、菌の増

殖が促進されたことによるものではなく、培地に添加したモノマーが菌体周囲で

重合してポリマーとなり、濁度を上昇させたことによるものであると推測される。

通常、レジンモノマー中の C=Cは フリーラジカルによって開環して付加重合

する 31,424つ が、不対電子が存在すれば、フリーラジカルは水中も含めたさまざ

まな環境下で生成される 43p。 そのため、今回使用したモノマーには重合禁止剤

としてハイ ドロキノンが約 0.01%混入されていて、自然発生する少量のフリーラ

ジカルを相殺することにより、長期間の保管中にも自家重合しないようになって

いる。したがって、培地に添加したモノマーが菌の培養中に重合したのは、ハイ

ドロキノンの許容量を超える量のラジカルが生成されたか、あるいはハイ ドロキ
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ノンが不活性化されたためと考えられる。予備的な実験として、S wb崩困 B13

や Sw昭
“
おsT3Rを PBSに懸濁して 48時間放置し、コロニーを形成しない状態

となったものを用いても、構造物の形成による吸光度の増加は認められなかった。

また、菌を加えていない BHI液体培地にエチレングリコール系モノマーを添加

して、37℃ で保管して 48時間以上経過させた後も、重合体の形成は生じなかっ

た。したがって、菌の増殖あるいはそれに伴う代謝がラジカルの生成かハイ ドロ

キノンの不活性化を引き起こすものと考えられるが、本研究からは添加モノマー

の重合開始因子までは解明できず、この点は今後の重要な検討課題である。

ところで、分子量や化学構造は異なるものの、Bis‐GMAや UDMAも二つのメ

タクリレー トを分子の両端に持ち (図 1)、 重合メカニズムにはエチレングリコ

ール系モノマーと違いがない 31)。 にもかかわらず、吸光度の相対的な増加は、

すべての報告において、TEGDMAを はじめとするエチ レングリコール系モノマ

ーでのみ生 じるとされている。本研究でも、確かにエチ レングリコール系モノマ

ーを添加 した条件においてのみ この現象が観察されたが、■ЮDMAを 対象 とし

て、1.0～0.01mg/mLの 間で添加濃度を変化させると、 0。 lmg/mL以下の濃度の場

合には吸光度の増加は起 こらなかった (図 5-a、 c)。 一方、Bis¨GMAや UDMA

は水への溶解性が低 く 36,3つ
、元来 0。lmg/mLを 超える濃度で培地に溶解させるこ

とは不可能である。本研究 と同様、Hansc121)ら や河合
2)の

実験において使用さ
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れた Bis‐GMAや UDMAの濃度も、0.lmg/mL以下である。これらのことから考

えると、本現象がエチレングリコール系モノマーに特異的であるというよりはむ

しろ、Bis‐GMAや UDMAの溶解度が低いために重合を生じるのに必要なだけの

量が培地中に存在せず、菌体周囲にポリマーが形成されないと考えるのが妥当で

あろう。

吸光度の相対的上昇が過去に報告されているのは、S wb/J″門 と二.αc渤叩λJ′門

の二菌種のみ 21,22Dで ぁり、本研究に先立って、予備的に二十数種の菌に関して

エチレングリコール系モノマー添加条件下で経時的吸光度測定を行った場合も、

吸光度の増加はS wb崩暦 とsw″gガsのみという非常に限られた菌でしか生じ

なかった (未発表データ)。 したがって、この現象の発現には強い菌種特異性が

あ る も の と 思 わ れ る 。 し か し、 例 え ば S wb崩 蔭 と 類 縁 の 動 写 ゎ ω cc“s″″″″S

ではこの現象は観察されないため、菌体周囲におけるモノマーの重合がなぜ特定

の菌においてのみ観察されるのかについては、現時点では不明である。菌種 ごと

の非常に細かいレベルでの代謝の違いなどを考慮に入れた検討が必要であろう。

さて、ミュータンス レンサ球菌のグループに属する S wb油パ は、う蝕原性菌

の一つとして知 られ、歯肉縁上プラークや小宙裂溝、平滑面および根面燿蝕か ら

分離される “
'4つ 。また、sw″g“ぉは、現在では口腔感染症 との直接的な関連性

はあまりないと考えられているものの、歯肉縁上プラーク中に多数存在 し、う蝕
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病巣か らの検出頻度 も高い “
'45)。 こぅぃった菌の周囲において レジンのポ リマ

ーが形成されることの影響の一つとして、各種抗菌剤に対する感受性の変化に着

目し、TEGDMA添加条件で培養 した菌に対する MICと MBCの測定を行った。

その結果、菌体周囲に TEGDMAポ リマーを有する S wb油ぉ B13な らびに s

w″g“おST3Rに対 しては、 トリクロサン、クロルヘキシジンジアセテー ト、ベン

ゼ トニウムクロライド、ヘキサデシルピリジエウムクロライ ドの四種の殺菌剤す

べてにおいて、通常の菌と比べて MICと MBCの上昇が認められた。これらの

殺菌剤は、菌の細胞壁を透過して細胞膜に障害を与え、細胞質成分の不可逆的漏

出を引き起こしたり、酵素蛋白を凝固変性することにより殺菌効果を発揮するよ

うな薬剤である 46～ 50)。
MIC、 MBCの上昇に見られる感受性の低下は、周囲にお

ける笹ЮDMAポ リマーの存在が菌体に対する防護作用を発揮し、抗菌剤の浸透

を妨害した結果と考えられた。疎水度の高いトリクロサンや、逆に親水度の高い

クロルヘキシジンや第四アンモニウム化合物のいずれでも、MICと MBCの上昇

が認められたことからすると、菌体周囲に形成されたレジンポリマーは多くの抗

菌剤に対してバリアーとして働くことが推測される。

コンポジットレジンからの■ЮDMAの溶出濃度については、様々な報告があ

る 6,8,9,32～ 3つ 。たとぇば Pclkaら 3の は、直径 1lmm、 厚さ 1.5mmの市販コンポジ

ットレジン硬化ディスクを 2mLの培地に 24時間浸漬すると、1085.211mo1/mL
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(0.31mg/mDの ■〕GDMAが溶出したと報告している。この結果をはじめとする

過去の報告の多く 8,9,32～ 35)で は、試料の容積よりも多量の溶出媒が使用されてい

るが、歯質‐修復物界面などの微小環境においては、モノマー濃度がより高くな

る可能性がある。実際、直径 9.Omm、 厚さ 0.5mmの皿状硬化体の底面を 350 μ L

の滅菌蒸留水に接触させた今里らのの実験では、24時間で 0.43mg/mLの ■ЮDMA

が溶出したことが報告されている。また、省洞深部に相当する重合率の低い部分

からはより多くのモノマーが溶出する 3の とぃぅ報告も存在する。 培地への添加

濃度を変化させて吸光度測定を行った結果 (図 5‐ a、 c)か ら明らかとなったよう

に、菌体周囲での重合体形成に必要な TEGDMAの濃度が 0。 1～ o.5mg/mLの 間に

あるとすれば、本現象は、臨床においても起こりうるものと思われる。したがっ

て、比較的多量のモノマーの溶出と菌の増殖が生じるだけの栄養条件が充たされ

る環境においては、菌体周囲にレジンのポリマーが形成されて抗菌剤に対する感

受性が低下している可能性があり、通常より高濃度の抗菌剤が作用発現には必要

となると考えられる。

本研究の結果から、コンポジットレジンからの溶出モノマーが菌の増殖を促進

するという過去の報告が否定され、実際には菌体周囲にエチレングリコール系モ

ノマーの重合体が形成されているということが明らかになった。また、この現象

がもたらす影響として、本研究では、外来因子に対するバリアーとしての働きが
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見出されたが、それ以外にも、異なる菌との共凝集を起こしやすくしたり、プラ

ークが形成、成熟していく過程において菌や菌体外基質が付着する足場となるこ

となども考えられる。また、コンポジットレジンモノマーがグルコシル トランス

フェラーゼを活性化する可能性も示唆されており η
'5め 、溶出モノマーが口腔細

菌に及ぼす影響をより広い視点から検討することが、今後必要であると考えられ

る。
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結論

エチレングリコール系モノマー存在下で S wb/J“困 B13も しくは sw″g″お

ST3Rを培養すると、過去の報告と同様に、定常期における吸光度の相対的上昇

が認められた。しかし、生菌数と菌体 月P量の測定、SEMによる形態学的観察、

ならびに FT―IRと熱分解 GC―MSによる化学的分析を併用して検討した結果、こ

の現象は細菌の増殖促進により生じるものではなく、モノマーの重合体が菌体周

囲に形成されることによるものであるということが明らかとなった。

また、菌体周囲にモノマー重合体が形成されることにより抗菌剤に対する感受

性が低下することから、このモノマー重合体の存在が細菌にとっては外来因子に

対するバリアーとして機能する可能性が示唆された。
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表 1 本研究で使用したコンポジットレジン用モノマー

モ ノマー 略称 製造者 Batch No.

2,2-Bis[4-(3-methacryloxy-2-

Hydroxypropoxy)― phenyl]― prOpane

Urethane dimethacrylate

T五ethylene glycol dimethacrylate

E)iethylene glycol dirnethacrylate

Ethylene glycol dimethacrylate

Bis―GMA

UDMA

TEGDMA

DEGDMA

EGDMA

三菱レイヨン

三菱 レイヨン

和光純薬工業

東京化成工業

和光純薬工業

G707餌

0090斜7

CKM5273

GHOl

SEJ4068



表 2 BHI液体培地中の各モノマーの濃度

濃度 (mg/mL)

Bis―GMA

UDMA

TEGDMA

DEGDNIA

EGDMA

0.05

0。01

1.0

1.0

1.0



表3 熱分解 GC―MS測定装置ならびに測定条件

測定装置 沢1定条件

熱分解装置 Cu五c Point Pyrolyser JHP-2

(日 本分析工業,東京 )

GC装置 MS―GCG06

(日 本電子,東京 )

カラム :DB-1

30■lxO.25nl x l.Oμ m

JMS― I‐IX100/JMA―DA5000

(日 本電子,東京 )

MS装置

590℃、5秒間

キャリアー流量 :

HeZttmLlmln

カラム温度 :

1∞～300℃ 、8℃/min

イオン化方式 :E1/MS

マスレンジ :耐z10～ 6CIO



表 4 MIC、 MBC測定に用いた殺菌剤

抗菌剤 製造者

トリクロサン             ノバルティス ファーマ,東京

クロルヘキシジンジアセテート     Sigma AldHch,Steinheim,Gennany

ベンゼトニウムクロライド       Sigma AldHch,Steinheim,Gellllany

ヘキサデシルピリジエウムクロライド  ナカライテスク,京都



表 5S.sθわr加夕s B13に 対す る各種殺菌斉Jの MIC、 MBC(μ g/mL)

MIC MBC

モノマー‐TEGDMA

非シ尽力日    添力日

モノマー TEGDMA

非添加  添加

トリクロサン

クロルヘキシジンジアセテー ト

ベンゼ トニウムクロライ ド

ヘキサデシルピリジエウムクロライド

3.9

0.12

1.95

0。49

7.8

0.24

3。9

1.95

7.8

0.24

15.6

1.95

31.3

0。96

62.5

3.9



表 6S.sαttνJs ST3Rに対す る各種殺菌剤 の MIC、 MBC(μ g/mL)

MIC MBC

モノマー TEGDMAモ ノマー

リトシ尽カロ   シ尽カロ   リトシ尽カロ

TEGDMA

添加

トリクロサン

クロルヘキシジンジアセテート

ベンゼトニウムクロライド

ヘキサデシルピリジエウムクロライド

3.9

0.12

1.95

0。49

7.8

0。24

3.9

1.95

7.8

0.侶

15.6

1.95

31。3

1.95

31.3

3。9
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図1 本研究で使用 したコンポジットレジン用モノマーの構造式
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図2-a ttflriモ ノマー添加条件におけるS.∬θわrJ″′∫B13の経時的吸光度変化

モノマーのみを培地に添加し、菌を接種しない条件では、吸光度は48時 |||は で

常に0であった。
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図2-b ttflT_iモ ノマー添加条件におけるS.∫α鍔
“
おSBRの経時的吸光度変化

モノマーのみを培地に添加し、菌を接種しない条件では、吸光度は48時 |‖1ま で

常に0であった。
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図3 各種モノマーを添加して48時間培養した後のよwレ加 B13菌液
左か ら順に、BHI液体培地、コン トロール、Bis―GMA、 lJDMA、 ⅨDMA、 DEGDMA、 ■弼M
添加条件での結果を示す。
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図4cエチレングリコール系モノマー添加条件における

S,sα″g“おST3Rの経時的CFU数変化
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図5‐aTEGDMA濃度を段階的に変化させた場合の

S,sο br′″″∫B13の経時的吸光度変化
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図5-c TEGDNIA濃 度を段階的に変化させた場合の

S.sα″g′

`′

s ST3Rの経時的吸光度変化
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図5-bTECDMA濃 度を変化させた場合の

12、 18、 24時 間培養後のS.sοンル,ぉ B13の CFLl数
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図6‐a モノマー非添加で18時間培養

後のS動 な B13の SEM像 (x7500)

図6‐c モノマー非添加で18時間培養

後のSM甲麻 sIBRの SEM像 (x75∞ )

図 6…b TEGDMAl。OmymL添加で 18時間

培養後のS sa励ぉ B13のSEMI(x7500)

図6‐d TEGDMAl.OmymL添 加で18時間

培養後のSs“μぉS■RのSEMa(x75CXl)
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図7-a FT―IRに よる分析結果
11段か ら順 に、S.地レJ″ぉ B13、 S.∫αPag“おST3Rの 菌体周 LH構造物およ詢 EGDMAポ リマー

粉末よ り得 られたスペク トル を示す。

S.sob″nus B13

S.田rlgu:s ST3R

TEGDMA

0                     10

図7-b 熱分解GCによる分析結果

L段から順に、S.sοわ廂パ B13、 S.sα″g“ぷST3Rの 菌体周レH構造物およびTEGDMAポ リマー

粉末より得られたバイログラムを示す。
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図7-c 熱分解GCでの 上ピークを質 IIt分析 した結果
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熱分解GCで得 られた ltピ ーク (保持時 |112()分 )を質 ::t分析 して得 られたマススペク トル

を、 1■段か ら、S.wわri″パ B13、 S.sα″g“ぷST3Rの 菌体周レH構造物およびTEGDMAポ リマー

粉末の順で示す。
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