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論文内容の要旨

コンポジットレジン (CR) は、無機ガラスフィラーと二官能性モノマーを主成分とし、配合されたモノマーが重合

することによって硬化するが、立体障害などの理由によりモノマーの 100%の重合は生じない。そのため、 CR 硬化

体からはモノマーを中心とした主要構成成分が溶出することが知られており、これまで、細胞を用いた毒性試験や変

異原性試験、動物を用いた歯髄反応試験などによりその生体親和性の確認が行われてきた。しかしながら、 CR の構

成成分は多種多様であり、主要成分以外に微量添加されているさまざまな化学物質も硬化体から溶出する。細胞に対

する毒性などと異なり、女性ホルモン様作用がごく微量の濃度で発現することを考えると、 CR の生体安全性を内分

泌撹乱作用という観点、から検討することも重要であると言えるが、現在まで CR 構成成分の女'性ホルモン様活性を詳

細に検討した報告は見あたらない。

そこで本研究では、圏内で入手可能な市販 CR24 種を用いて、その硬化体および構成成分の女性ホルモン様活性を

レポータージーンアッセイにて検討した。また、 CR 硬化体から溶出する成分を分析し、 CR の女性ホルモン様活性発

現に関与する化学物質を同定した。さらに、女性ホルモン様活性を示す化学物質の in vivo での作用発現量をラット

子宮肥大反応試験にて検討し、 CR 充填が人体に女性ホルモン様作用を誘導するリスクの総合的評価を行った。

まず、直径 5mm、厚さ1.5mm の硬化 CR ディスクを、 10% ウシ胎児血清を加えた Dulbecco's-Minimum Essential 

Medium (D-MEM) 2 mL 中に 370C下で 24 時間浸潰して溶出試料を採取し、その女性ホルモン様活性をレポーター

ジーンアッセイにて検定した。アッセイには、エストロゲンレセプタ一応答配列を挿入したレポータープラスミド、

8 ・ガラクトシダーゼおよびヒトエストロゲンレセプター α 発現プラスミドを導入したヒト腎由来細胞株 293T を使用

した。溶出試料を用いて遺伝子導入を終えた細胞を培養した後、基質溶液を加えた際に生じる発光量を求め、女性ホ

ルモン様の転写活性を測定した。その結果、被験した 24 種の CR 溶出試料のうち、 6 種のものに女性ホルモン様活

性が認められた。

次に、ガスクロマトグラフィー質量分析によって被験した 24 種の CR に配合されていることが確認された 18 種類

の化学物質(モノマ-b 種、光増感剤 2 種、紫外線吸収剤 3 種、重合禁止剤 2 種および重合促進剤 6 種)の女性示ル

モン様活性を検定した。各化学物質をジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解した後、 D-MEM にて 100 nM'" 100μ 

M の濃度に調整し、硬化ディスクからの溶出試料の場合と同様にして、レポータージーンアッセイによる女性ホルモ

ン様活性の測定を行った。その結果、 18種類の CR構成成分のうち、紫外線吸収剤 2-hydroxy"4"methoxybenzophenone
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(HMBP) と光増感剤 2，2-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA) が 1μM 以上の濃度で、重合禁止剤

2,6-di-tert-butyl-p'cresol (BHT) が 50μM 以上の濃度で、女性ホルモン様活性を示した。

さらに、 CR 硬化体からのこれらの成分の溶出性を調べるため、直径 5mm、厚さ1.5mm の硬化ディスクを 2mL

の蒸留水中に 1 から 90 日間浸潰し、高速液体クロマトグラフィーによる分析を行った結果、 HMBP の溶出が 12 種

の CR から、 DMPA の溶出が 2 種の CR から確認された。しかも、女性ホルモン様活性が認められた 6 種の CR のう

ち、 4 種ではレポータージーンアッセイにおける最小活性発現濃度 1μM を超える HMBP の溶出が、他の 2 種で最

小活性発現濃度 1μM を超える DMPA の溶出が起こっていることが判明し、 CR 硬化体からの溶出試料における活

性の発現は HMBP あるいは DMPA の溶出によるものと推察された。なお、 BHT は、いずれの CR からも検出限界

を超える濃度での溶出は認められなかった。また、硬化 CR ディスクからの HMBP および DMPA の溶出は、ともに

浸漬 3 日日までは確認されたが、いずれの CR においても 4 日目以降には認められなくなった。

これらの ln げtro での結果を踏まえて、続いて、 HMBP と DMPA の ln げvo における女性ホルモン様作用をラット

子宮肥大反応試験にて検討した。 9 週齢の卵巣摘出ウィスターラットに、 DMSO に溶解した HMBP あるいは DMPA

を 100"-'600 mglkg/day の量で 3 日間腹腔内に連続投与した。そして、試験開始4 日目に子宮を摘出し、重量の測定

を行うとともに組織切片を作製して HE 染色を施し、子宮内膜の肥厚の有無を観察した。その結果、ポジティブコン

トロール(エストラジオール 17ﾟ 10 μglkg/day投与)では子宮重量がネガティブコントロール(DMSO 1 mL/kg/day 

投与)の 2倍以上に増加したのに対し、 HMBP あるいは DMPA 投与群ともすべての投与量において重量の変化は認

められなかった。また、ポジティブコントロールでは明らかな子宮内膜の肥厚が観察されたが、HMBPあるいはDMPA

投与群では組織学的変化は全く認められなかった。さらに、先の溶出実験において検出された硬化 CR ディスクから

の HMBP や DMPA の 3 S 間の最大積算溶出量は、本実験における最大投与量をヒトの体重を 50kg として換算した

数値の 5000 万分の 1 以下であることから、 CR から溶出する HMBP および DMPA が生体内で女性ホルモン様作用

を発現する可能性は極めて低いものと考えられた。

以上の結果より、レポータージーンアッセイを用いた in vitro 実験系では、 CR からの HMBP および DMPA の溶

出によって女性ホルモン様活性が発現されることが分かつた。しかしながら、ラット子宮肥大反応試験の結果から、

これらの物質の溶出量は in vivo においては全く活性を発現しないレベルで、あることが明らかとなり、 CR 充填が生体

内において女性ホルモン様作用を引き起こすリスクは無視できるほど低いことが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、歯科臨床において頻用されているコンポジットレジン (CR) の生体親和性を、市販されている 24 種の

CR について女'性ホルモン様作用という観点から検討したものである。その結果、 CR に添加されている 3 種の化学物

質に女性ホルモン様の転写活性が確認された。このうち 2 種は、重合硬化後の CR から溶出し、 in vitro での女性ホ

ルモン様活性発現に関与することが明らかとなった。しかし、ラットを用いた動物実験では、これらの化学物質によ

る影響は認められず、 CR が生体において女性ホルモン様作用を誘導するリスクは無視できるはど低いことが示され

た。

以上の研究成果は、 CR の女性ホルモン様作用を in vitro と ln げvo の両面から詳細に検索することにより、 CR の

生体親和性について重要な知見を提供したものであり、博士(歯学)の学位授与に値するものと認める。
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