
Title レジン系材料が骨芽細胞の増殖、分化ならびに石灰化
に及ぼす影響

Author(s) 堀川, 大輔

Citation 大阪大学, 2005, 博士論文

Version Type VoR

URL https://hdl.handle.net/11094/45563

rights

Note

Osaka University Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

Osaka University



レジン系材料が骨芽細胞の増殖,分 化な らびに石灰化に

及ぼす影響

大阪大学大学院歯学研究科

分子病態 口腔科学専攻(歯 科保存学教室)

(指導教官:恵 比須 繁之 教授)

堀川 大輔



レジン系材料が骨芽細胞の増殖,分 化ならびに石灰化に

及ぼす影響

大阪大学大学院歯学研究科

分子病態 口腔科学専攻(歯 科保存学教室)

(指導教官:恵 比須 繁之 教授)

堀川 大輔



本 論 文 の 要 旨 の 一 部 は,第117回 日本 歯 科 保 存 学 会(平 成13年11A,徳 島)

お よび81stGeneralSessionofInternationalAssociat量onforDentalResearch(June

2003,G◎teborg,Sweden)に お い て 発 表 した 。



緒 言

レジン系材料は,歯 質接着性 と審美性 を兼 ね備 えた修復材料 として,現 在,歯 冠

部の欠損 の修復や補綴治療 な どに高頻度に使用 されている。とくに,近 年の製 品は,

樹脂含浸層 の形成 を 中心 とした接着機構により高い象牙質接着性能を示 し,露 出 し

た象牙質 を封鎖す る うえで も有効であるとの認識が広まっている1)。以前 か ら,こ の

よ うな歯質接着性 にす ぐれた レジン系修復材料 を,根 尖部 の封鎖 を 目的 と して歯根

端切除後の逆根管充填に適用す る試みがいくつかなされてきた2-7)が,近 年 は さらに,

歯根破 折歯 の接着再建 ・再植 法8-11)や穿孔部の封"12,13)な どへ とそ の用途が拡大 され

つつ ある。

ところで,逆 根 管充填 処置や歯根破折歯 の接着再建 ・再植法などにおいては,歯

冠修復や補綴治療 の場合 とは異 な り,適 用 した レジ ン系材料 が上皮下 の創傷部にお

いて使用されることとなる。 したがって,こ れ らの用法を対象 とした場合,こ れま

で行 われて きた よ うな歯 髄 に対す る安全性の評価14)だ けでなく,歯 根周 囲組織 の治

癒 に及 ぼす影 響 とい う観点からレジン系材料の有用性を検索する必要がある。 しか

しなが ら,こ の点につ いては,動 物実験 による病理組織 学的検討1鋤 がい くつかあ る

のみ で,骨 や歯根膜,あ るいはセ メン ト質 な どの再 生に関与する細胞への為害性 を

調べた研究は極めて少なく,細 胞 レベル で の生体組織 の治癒 に対するレジン系材料
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の 影 響 に つ い て は ほ とん ど解 明 され て い な い 。

そ こ で 本 研 究 で は,三 種 の 異 な る 組 成 の レ ジ ン 系 修 復 材 料 を 被 験 対 象 と して,そ

れ ら が 骨 芽 細 胞 系 細 胞 の 増 殖,分 化 な らび に 石 灰 化 に及 ぼ す 影 響 に つ い て 、invitro

で 検 討 す る こ と を 目 的 と した 。

材 料 と 方 法

細 胞 お よ び 培 養 方 法

マ ウ ス 頭 蓋 冠 由来 骨 芽 細 胞 様 細 胞 株 で あ るMC3T3-E1細 胞(RikenCellBank,茨

.城)を,10%ウ シ 胎 仔 血 清(FCS;HyClone,SouthLogan,UT,USA),100units!mL

penicillinG(lnvitrogenCorp.,Carlsbad,CA,USA),100μg!mLstreptomycin(lnvitrogen

Corp.)を 添 加 した α一MinimumEssentialMedium(InvitrogenCorp.)を 用 い て,37℃,

5%CO2下 に て 培 養 し た 。 ま た,MC3T3-E1細 胞 の 分 化,石 灰 化 を誘 導 す る 際 に は,

前 述 の 増 殖 培 地 に,50μg!mLascorbicacid(lnvitrogenCorp.),10mMa-glycerol

phosphate(和 光 純 薬,大 阪)お よ び50nMdexamethasone(SigmaChemicalCo.,StLouis,

MO,USA)を 添 加 した 分 化 誘 導 培 地 を 用 い て 培 養 を 行 っ た 。

マ ウス 筋 芽 細 胞 様 細 胞 株 で あ るC2C12細 胞(RikenCellBank)は,10%FCS(HyClone),

100units!mLpenicillinG(lnvitrogenCorl).),100μg!mLstreptomycin(lnvitrogenCorp.)
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を添 加 したDulbecco'sModifiedEagleMedium(ナ カ ライ テ ス ク,京 都)を 用 い て,37℃,

5%CO2下 に て培 養 した。

実験1.硬 化 試 料 上 で の細 胞 の 付 着 ・増 殖 と分 化 活 性 の検 討

1.被 験材 料

表1に 供試 した レジ ン系材 料 を示 す 。APx,sB,Lcは,そ れ ぞ れBis-GMAITEGDMA

系 コ ンポ ジ ッ トレジ ン,MMAIPMMA系 レジ ンセ メ ン トお よび レジ ンモ デ ィ フ ァイ

ドグ ラ ス アイ オ ノマ ーセ メ ン トと して 臨床 にお い て 頻 用 され る材 料 で あ る。 ま た,

比 較 の た め,逆 根 管 充填 材 と して 臨床 現 場 で用 い られ て い る酸 化 亜 鉛 ユ ー ジ ノール

セ メ ン トのEBAを 使 用 した。

直径10mm,深 さ2mmの シ リコー ンモ ー ル ドに各 ペ ー ス トを填 入 し,ポ リエ ステ

ル ス トリップ ス(GC,東 京)を 介 在 させ て厚 さ1.3mmの ス ライ ドガ ラス に よ り圧 接

した。 そ の後,光 重 合型 で あ るAPXとLCは,光 照射 器(JETHGHT,モ リタ,京

都)を 用 い て表 裏 各40秒 間 の光 照射 を行 っ て硬 化 させ た。 化 学 重合 型 のSBお よび

EBAは,室 温 で30分 間放 置 して硬 化 させ た。各硬 化 試 料 をエ チ レンオ キサ イ ドガ ス

(EOG)に て55℃,7時 間 の条件 で滅 菌 し,12時 間 の デ ギ ャ シ ン グ の後,実 験 に供

した。

3



2.付 着 ・増 殖試 験

48ウ ェル 細 胞培 養 用 プ レー ト(CorningInc.,NewYork,NY,USA)の 各 ウェル(直

径10.2mm)に 硬 化 試 料1枚 を置 き,分 化 誘 導 培 地 を用 い て5×104cells/ウ ェル とな

る よ うに調 整 したMC3T3-E1細 胞 ま た はC2Cl2細 胞 浮遊 液500μLを 試 料 上 に播 種 し

た。3日 ご とに培 地 を交 換 しな が ら3,7,14,21日 間培養 を行 っ た後,試 料 をpH7.2

のphosphatebufferedsaline(PBS)に て洗 浄 し,0.lMhalf:Kamovsky溶 液 を用 い て30

分 間 固 定 した。 つ づ い て,0.1Mcacodylatebuffer(pH7.4)で 洗浄 し,上 昇ethano1系

列(50,70,80,90,96,100%)に よ る脱 水 を行 っ た 後,t-butylalcoholに 置換 した。

そ の後,凍 結 乾 燥装 置(JH)-310,日 本 電子,東 京)を 用 いて 試 料 を凍 結 乾燥 し,イ

オ ンスパ ツタ コー テ ィ ン グ装 置(PLAsMAMuLrlcoArERPMc-5000,盟 和 商 事,

大 阪)に よ り白金蒸 着 を施 して,走 査型 電 子 顕微 鏡(SEM;JEM-840A,日 本 電 子)

を用 い て観 察 を行 っ た。 な お,試 料 を浸漬 して い ない ウ ェル で 培 養 した場 合 を コ ン

トロール と し,実 験 を各試 料 につ き三 回繰 り返 した。

3.細 胞増 殖 漕 性お よびAlkalinePhosphatase(ALP)活 性 の測 定

細 胞 の増 殖 活 性 は,MTTア ッセイ に よ り評 価 した 。付 着 ・増 殖 試 験 と同様 に して

MC3T3-El細 胞 ま た はC2C12細 胞 を試 料 上 で 培 養 後,培 地 にMTT(tetrazolium
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diphenyltetrazoliumbromide,5mg!mL,SigmaChemicalCo.)含 有PBSを 添加 し,37℃,

5%CO2下 に て4時 間培養 した。 そ の後,20%SDS-0.01NHCL(ナ カ ライ テ ス ク)含

有PBSを 添 加 して37℃ 下 に て8時 間 反応 させ,570nmに お け る 吸光 度 をマ イ ク ロプ

レー トリー ダー(Model550,BioRadLaboratories,Hercules,CA,USA)に て 測 定 し

た。

ALP活 性 は,Bessayら18)の 方 法 に よ り測 定 した。 付 着 ・増 殖 試 験 と同様 に して

MC3T3-E1細 胞 ま た はC2C12細 胞 を培 養 後,PBSに て洗 浄 し,0.02(w!v)%TritonX-100

(和光 純 薬)含 有PBSを 添 加 して 凍 結 ・融 解 を二 回 繰 り返 して破 砕 した 。 そ の後,

遠 心分 離(15000g,4℃,10分)に よ り得 られ た 上清 を用 い て,ALPに よ って分 解

され る基 質 量 を測 定 した。す なわ ち,上 清20μLにP-nitrophenylphosphateの 基 質 溶 液

80μLを 加 え,37℃ に て30分 間反 応 させ た後,100μLの0.4NNaOHを 加 えて反 応 を

停 止 させ た。反 応 溶 液 の405nmに お け る吸 光 度 をマ イ ク ロプ レー トリー ダー にて測

定 し,P-nitropheno1検 量 曲線 に よ り定 量 した 。さ らに,市 販 キ ッ ト(BCAProteinAssay

Kit,PIERCE,Rockford,IL,USA)を 用 い て,上 清 の タ ンパ ク濃度 をSmithら19)の

方 法 に準 じて測 定 し,ALP活 性(μmol!min/ycg)を 算 出 した。 細胞 増 殖 活 性,ALP活

性 測 定 とも,試 料 を置 か ず に細胞 培 養 用 プ レー トの ウェル で培 養 した場 合 を コ ン ト

ロール と し,試 料 数 は各材 料 につ き5と した 。
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4.硬 化試 料 か ら溶 出す る未 重 合 モ ノマー の 同 定 と定 量

48ウ ェル 細 胞 培 養 用 プ レー トの ウェル に各 硬 化 試 料1枚 を置 き,0.5mLの 滅 菌蒸

留 水 を加 えて37℃,5%CO2下 にて 静 置 した 。3日 ご とに新 た な滅 菌蒸 留水05mLと

交 換 しな が ら,回 収 され た 液 中 に含 まれ るモ ノマ ー の濃 度 を高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ

フ ィー(HPLC;LCModule-1,Waters,Milford,MA,USA)に よ り21日 ま で測 定

した 。移 動 相 に は70°10acetonitrile水 溶 液 を使 用 し,シ リカ 系 カ ラム で あ るPuresilSyc

Cl8(Waters)を 用 い て,波 長254nmに て モ ノマ ー の検 出 を行 っ た。 溶 出 した モ ノ

マ ー 濃度 の 定量 に は絶 対 検 量線 法 を用 い た。 試 料 数 は各 材 料 に つ き3と した。

5.試 料 浸漬 培 地 のpH測 定

48ウ ェル 細 胞 培養 用 プ レー トの ウェル に各 硬 化 試 料1枚 を置 き,0.5mLの 分 化 誘

導 培 地 を加 え て37℃,5%CO2下 に て静 置 した。 培 地 を3日 ご とに交 換 しなが ら,回

収 され た培 地 のpH値 を フ ラ ッ ト型pH電 極(6261-10C,Horiba,京 都)を 用 い て21

日ま で測 定 した。 試 料 を浸 漬 して い ない 培 地 を コ ン トロー ル と し,試 料 数 は各 材 料

につ き3と した 。

実 験2.レ ジ ンモ ノマ ー が 細 胞 の増 殖,分 化 な らび に石 灰化 に及 ぼ す 影響 の検 討
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1.被 験材 料

実 験1で 各 レジ ン系材 料 か らの溶 出 が検 出 され たTEGDMA(和 光 純薬),MMA(和

光 純薬),HEMA(東 京 化 成 工 業,東 京)の 三 種 の モ ノマ ー と,EBAか らの溶 出が確

認 され た4-allyl-2-methoxyphenol(eugenol;東 京化 成 工業)を 被 験材 料 と した。い ず

れ も各製 造 社 か ら入 手 した 純度98%以 上 の もの を使 用 した 。

2.細 胞 増殖 試 験

増 殖培 地 を用 い て5×104cells1ウ ェル とな る よ うに調整 したMC3T3-E1細 胞 浮 遊液

0.5mLを48ウ ェル 細 胞 培養 用 プ レー トに播 種 し,24時 間培 養 した 。細 胞 が コ ン フル

エ ン トな状 態 ま で 増 殖 してい る こ と を確 認 した 後,各 モ ノマ ー を添加 した 分 化 誘 導

培 地 に交換 した。添加 濃 度 は,TEGDMA:100,50,10μglmL,MMA:10,5,1μg!InL,

HEMA:400,200,100,50ycg!mLと した 。 モ ノマ ー 添 加 培 地 で3日 間培 養 を行 った

後,モ ノマ ー を含 ま ない 分 化誘 導培 地 を用 い て,3日 ご とに培 地 の 交換 を行 い な が ら

さ らに培養 を継 続 した。3,7,14,21,28日 目に,ウ ェル に付 着 した 細胞 を実 験1

で の付 着 ・増 殖 試 験 と同様 に して 固定,脱 水,凍 結 乾 燥 し,SEMに て観 察 した。 ま

た,250,100,50μg!mLのeugeno1を 添加 した 分化 誘 導 培 地 で継 続 的 に培 養 した場 合

に つ い て も,同 様 に して増 殖 状態 を観 察 した。 実 験 は,各 モ ノマ ー につ き三 回 行 っ
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た。

3.骨 分 化 マ ー カー の発 現 の検 討

被 験 モ ノマ ー を添加 して培 養 したMC3T3-El細 胞 にお け る骨 分 化 マー カ ー の発 現

を,ReverseTranscriptionPolymeraseChainReaction(RT-PCR)法 に て 検討 した。先 の

増 殖 試 験 と同様 に して 所 定 時 間 培 養 を行 っ た後,細 胞 をPBSに て 洗 浄 し,TRIzd

(lnvitrogenCorp.)を 加 え て細 胞 か らtotalRNAを 抽 出 した。得 られ たtotalRNA試 料

1μgをrandomhexamer(最 終 濃 度50mg!L,宝 酒 造,大 津)中 に添 加 して容 量 を13ySL

と し,70℃ で10分 間変 性 させ た 。氷 上 に て急 冷 し,4μLの5×buffer,dNTPmixture

(dArP,dCrP,dGTP,dTTP,最 終濃 度 各lmM,宝 酒 造),お よび100unitsの 逆 転

写 酵 素(ReverTraAce,東 洋 紡,大 阪)を 添加 して最 終 容 量 を20μLに 調 整 し,25℃

で10分 間反 応 させ た 後 に42℃ で60分 間逆 転 写 を行 い,cDNAを 作 成 した。そ の後,

99℃ で5分 間処 理 して 逆転 写酵 素 を失 活 させ た。得 られ たcDNAと,typeIcollagen,

osteonectin,osteopontin,bone-sialoprotein(BSP)お よびosteocalcinの 遺 伝 子特 異 的

プ ライ マ ー(表2)を 用 い てPCRを 行 った。 なお,増 幅 断片 は,1.5%agarose(ナ カ

ライ テ ス ク)を 用 い た 電気 泳 動 に よ り分 離 し,ethidiumbromide(SigmaChemicalCo.)

にて 染 色 を行 って,紫 外 線(302nm)照 射 下 で検 出 した。 モ ノマ ー を添加 せ ず に培
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養 した場合をコン トロール とし,実1を 三回繰 り返 した。

4石 灰 化物形成 の観察

石灰 化 物 の形 成 は,Dahl2°)の 方 法 に よ り検 出 した。 増 殖 実 験 と同様 の条件 で

MC3T3-El細 胞 を所定時間培養後,培 地 を除去 してPBSで 洗浄 し,95%ethano1で15

分間 固定 した。その後,1%AlizarinredS溶 液(和 光純薬)を 用いて2分 間染色 した。

蒸留水 にて15秒 間流水洗浄 した後,実 体顕微鏡(SMZ-U,ニ コン,東 京)下 で石灰

化物 の形成状 態 を観 察 した。モノマーを添加せずに培養 した場合 をコン トロール と

し,実 験 を三回繰 り返 した。

実験3.酸 性環境 が細胞の増殖に及ぼす影響の検討

1.レ ジンモ ノマー添加培地 のpH測 定

TEGDMA,MMAあ るいはHEMAを 実験2と 同様 の濃度で分化誘 導培地 に添加 し,

37℃ 下 にて30分 間静置後,フ ラッ ト型pH電 極 を用 いて培地のpH値 を測 定 した。試

料数 はそれぞれ3と した。

2.低pH下 での細胞増殖状態の評価
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まず,酸 の添加 と培 地 のpH値 との 関係 を調 べ るた め に,20(w!v)%ポ リア ク リ

ル 酸 水 溶 液(GC)を1-20mg!mLの 濃 度 で 分 化誘 導培 地 に添 加 し,37℃,5%CO2

下 に て1,2ま た は3日 間静 置 後,培 地 のpH値 を測 定 した。

つ づ い て,5×104cells1ウ ェル とな る よ うに調整 したMC3T3-E1細 胞 浮 遊液0.5mL

を48ウ ェル 細胞 培 養 用 プ レー トに播 種 し,24時 間培 養 を行 っ た。細 胞 が コ ンフル エ

ン トな状 態 ま で増 殖 して い る こ と を確 認 した後,前 述 の 測 定 結 果 に基 づ い て ポ リア

ク リル 酸 水 溶 液 を添加 してpH値 を5.0,5.6あ るい は6.0に 調整 した分 化 誘 導培 地 に

交 換 した。3日 間 培養 後,SEMに て細 胞 の増 殖 状 態 を観 察 した 。

統 計 分析

有 意 差 の検 定 は,ANOVAお よびScheffe'sFtestを 用 い て行 い,有 意 水 準 はp<0.05

と した。
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結 果

実験1.硬 化試料上 での細胞 の付着 ・増殖 と分化活性の検討

1.付 着 ・増殖試 験

硬 化試 料上 におけるMC3T3-E1細 胞 の付着 ・増殖 状態 を図1に 示す。APXとSB

では,培 養期 間を通 して良好 な細胞の付着 と増殖が認め られ,コ ン トロール との間に

違い はみ られ なかった。すなわち,培 養 開始3日 後 か ら樹状突起 を伸展 した細胞の付

着が観察 され,培 養期 間の経過 に伴 って細胞数 が増加 した。培養14日 目には,試 料

全面 が扁平状で よく伸展 した細胞で密に覆われ,21日 目には さらに細胞数 の増加 が

認 め られた。これに対 し,LCとEBAで は付着 ・増殖 の強い抑制が観 察 された。す

なわち,LCで は3日 間培養後の試 料上の細胞 は突起のない不正形で,7日 目以降21

日目まで常 に同様 の形態 の萎縮 した細胞が点在す るのみであった。また,EBAで も,

3-7日 間培養後で は球状 の細胞 の点在が観察 され,14日 目以 降はさ らに細胞数 の減

少 が認 め られた。

C2C12細 胞 について も,結 果 はMC3T3-El細 胞 と同様 であった(図2)。APXとSB

では,3日 目か ら突起 を進展 した多数 の細胞が付着 し,7日 目以降細胞数 の増加 が認

め られ たのに対 し,LCとEBAで は,培 養期 間 を通 して萎縮 した細胞 の点在が観察

されるのみで,付 着 ・増殖 が強 く抑制 された。なお,三 回の実験 とも結果 は全 く同 じ

11



であった。

2.MTTア ッセイ

硬化試料上 でMC3T3-E1細 胞 お よびC2Cl2細 胞 を培養 した場合 のMTTア ッセイ

の結果 を図3に 示す。培養期 間 ごとに各材 料の結果をコン トロール と比較す ると,ま

ずAPXで は,MC3T3-E1細 胞 で14日 目以後,C2C12細 胞 で7日 目以後 に細胞増殖活

性 の低 下が認 められた。また,SBで は,両 細胞 とも7日 目以降は増殖活性 が低 下 し

た。 しかし,LCとEBAで は,両 細胞 とも,全 培養期間を通 して増殖活性 が コン ト

ロール よりも有意に低い結果 となった。しか も,こ の二種 の材料 では,す べての培養

期 間においてAPXとSBよ りも有意 に強い細胞増殖活性 の抑制が認 められた。

3.ALP活 性

硬化試料上で培養 したMC3T3-E1細 胞お よびC2Cl2細 胞 のALP活 性 を図4に 示す。

MC3T3-E1細 胞 をAPXあ るいはSB上 で培養 す る と,3,14,21日 目に活性 の低下が

認 め られ たが,LCとEBAで はすべての培養期 間を通 じて コン トロール よりもALP

活性 が有意 に低い結果 となった。 しかもその抑制作用は,常 にAPXお よびSBよ り

も有意 に強か った。
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C2Cl2細 胞 につ い て は,APXとSBで は,コ ン トロール との 間 にALP活 性 の値 に

有 意 差 が な く,抑 制 は認 め られ な か っ た。 しか し,LCとEBAで は,す べ て の培 養

期 間 に お い てALP活 性 の有 意 な低 下 が認 め られ た 。

4.硬 化 試 料 か ら溶 出す る未 重 合 モ ノマー の 同定 と定 量

図5に,各 硬 化 試 料 か ら溶 出 した未 重 合 モ ノマ ー とそ の濃度 を示 す 。3日 間 の蒸 留

水 浸 漬 に よ り,APX,SB,LCか ら,そ れ ぞ れ,TEGDMA,MMA,HEMAの 溶 出 が

検 出 され た。3日 後 の溶 出濃 度 は,LCか らのHEMAが401.7±33.8μg!mLと 最 も高

く,つ い でAPXか らのTEGDMAの94.6±10.8ycg/mLで あ り,SBか らのMMAは9.8

±3.9μg!mLと 低 濃 度 で あ った 。 各 モ ノマ ー とも,3日 目以 降 は急 激 に溶 出濃度 が低

下 し,SBか らのMMAは6日 後 に,APXか らのTEGDMAとLCか らのHEMAも9

日後 に は検 出限 界(1.0μg!mL)未 満 の濃 度 とな っ た。EBAか らは,3-21日 の浸 漬

期 間 中,176-314ｵg/mLの 持 続 的 なeugenolの 溶 出 が認 め られ た 。

5.試 料 浸 漬 培 地 のpH測 定

図6に 硬 化 試 料 を浸 漬 した培 地 のpH値 の経 時 的 変化 を示 す。APX,SBあ るい は

EBAを 浸漬 した場 合,3日 か ら21日 の 間pH値 の 変 化 は 生 じず,試 料 を浸漬 してい
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ないコン トロール と同様の7.6前 後 の値 を示 した。 しか し,LCで は,そ の浸漬 によ

りpH値 が3日 後 には5.6に 低下 した。培地交換 によってLC浸 漬培 地の6日 目のpH

値 は6.6と な り,そ の後徐 々にpH値 が上昇 して,15日 後 には約7.4を 示 した。

実験2.レ ジ ンモノマーが細胞の増殖,分 化 な らびに石灰化 に及ぼす影響の検討

1.細 胞増殖試験

各被験モ ノマー添加群 のMC3T3-E1細 胞の増殖状 態を図7,8,9に,eugenol添 加

群 の増殖状態 を図10に 示す。 三回の実験 とも結果 は全 く同じであった。

まず,TEGDMAとMMAに ついて は,い ずれ の添加 濃度においても細胞の増殖

への影響はみ られなかった(図7 ,8)。 すな わち,モ ノマー非添加 の場合(実 験1

での付着 ・増殖試 験 における コン トロール,図1)と 同様 に,3日 後 か ら突起の伸 び

た扁平 な形態 の細胞が増殖 し,7日 目以 降 も順調 に細胞数 が増加 した。HEMA添 加

の場合,100ycg/mL以 下の濃度では細胞 の増殖 に影響 はみ られなかったが,200μg!mL

以上 の濃度 では増殖 阻害が認 め られた(図9)。 す なわち,細 胞の形態 は突起 の伸展

が阻害 された菱形 を呈 し,培 養期 間の経過 に伴 って細胞数 は増加 したものの,28日

間培養後で も形態,密 度 ともに明 らか な阻害 が観 察 された。また,増 殖 阻害 の程度

は,と くに細胞密度 の点で,400μg!mLのHEMA添 加群 では200μg!mL添 加群 よ り
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も大 きか った。

eugenol添 加 群 で は,い ず れ の 濃度 にお い て も増 殖 阻害 が認 め られ た(図10)。 と

くに,100μglmL以 上 の濃度 で は,3日 か ら28日 まで 不 正形 や 球 形 の細 胞 が 点在 す

る状 態 が続 い た。

2.RT-PCR

各 被 験 モ ノマ ー添 加 群 の培養7,21,28日 後 のMC3T3-E1細 胞 の分 化 マー カ ー の

発 現 を 図11,12,13に 示 す。 培 養7日 後(図11)と14日 後 にお い て は,い ず れ の

モ ノマ ー の存在 もマー カ ー の発 現 に は影 響 を示 さず,コ ン トロール と同様 にtypeI

collagenとosteonectinの 発 現 が認 め られ た 。21日 間培 養 後 に は,コ ン トロール と低

濃 度 のTEGDMAま た はMMA添 加 群 で は,こ れ ら二 つ の マー カ ー に加 えてBSPの

弱 い 発 現 が 認 め られ た が,HEMA添 加 群 で は,い ず れ の濃 度 で も,eugenol添 加 群 と

同様 にBSPの 発 現 は観 察 され なか った(図12)。28日 間培 養 後 に は(図13),TEGDMA

とMMA添 加 群 で は,コ ン トロール と同様 にtypeIcollagenとosteonectinに 加 えて

osteocalcinの 明 瞭 な発 現 が確 認 され た。 しか し,100μg!mL以 上 のHEMAの 添加 に

よ っ てosteocalcinの 発 現 は抑 制 され,と くに200ycg/mL以 上 のHEMA存 在 下 で は強

い 抑 制 が 観 察 され た 。 ま た,低 濃 度 のTEGDMAとMMA添 加 群 に お い て の み
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osteopontinが 弱 く発 現 した 。 なお,三 回 の実 験 と も結 果 は 同 じで あ った。

3.石 灰 化 物 形 成

MC3T3-El細 胞 に よる石灰 化 物 形 成 の結 果 を図14,15に 示 す。TEGDMAあ るい

はMMA添 加 群 で は,い ず れ の濃 度 で も,モ ノマ ー 非 添加 の コン トロー ル と 同様 に,

培 養14日 目か ら石 灰 化 物 形 成 が 始 ま り,時 間経 過 に伴 っ て石 灰 化 物 の 量 が増 加 した

(図14)。 一 方,HEMA添 加 群 で は,100μg!mL以 下 の濃 度 で は コン トロー ル と同

様 の結 果 で あ っ たが,200ycg/mL以 上 の濃 度 で は,eugenolを 添加 した 場合 と同様 に

強 い石 灰 化 物 形 成 阻 害 が認 め られ,28日 間培 養 後 で も石 灰 化 物 が 全 く観 察 され なか

った(図15)。 なお,三 回 の実 験 とも結果 は 同 じで あっ た。

実験3.酸 性 環 境 が 細胞 の増 殖 に及 ぼす影 響 の検 討

1.レ ジ ンモ ノマ ー 添加 培 地 のpH測 定

各 被 験 モ ノマ ー あ るい はeugeno1を 添加 した 培 地 のpH値 を表3に 示す 。 いず れ の

モ ノマー を添 加 して も,培 地 のpH値 は7.4-7.7の 範 囲 に あ り,と く に変 化 は認 め ら

れ な か っ た。Eugenolに っ い て も,そ の添加 に よ るpH変 化 は生 じな か った 。
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2.低pH下 での細胞増殖状態 の評価

表4は,ポ リア ク リル酸水溶液 を添加 した培地のpH値 を三回 の実験の平均値 とし

て示 した ものである。ポリアクリル酸の添加濃度の増加 に伴って培地のpH値 が低下

し,13mg!mLの 添加 によ り約5.6に 下が ることが分 かった。

上記 の結果 に基づいて,pH値 を5.0,5.6,6.0に 調整 した培 地を用 いて3日 間培養

を行 ったMC3T3-E1細 胞 の増殖状態 を図16に 示す。pH6.0下 で培養 を行 った場合 は,

pH7.6の 場合 と同様 の良好 な細胞の増殖 が認められたが,pH5.6の 場合 には,形 態 に

は異常はない ものの細胞密 度がコン トロールに比べて低く,増 殖抑制 が認 め られ た。

pH5.0で は,細 胞 に対す る強い障害が認 め られ,球 状の形態を した細胞 が観 察 された。
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考 察

本 研 究 で は,レ ジ ン系 材 料 の骨 芽 細 胞 に 対す る影 響 を検 討 す る に あた り,Clearfil

AP-X(APX),Super-BondC&B(SB),な らび にFujilonomerTypeHLC(LC)の 三

種 を選 択 した。APxは,Bis-GMAとTEGDMAが 約7:3の 割 合 で混 合 され た べ 一 ス

モ ノマ ー に85(wt)%の バ リウムガ ラス フ ィ ラー が配 合 され た コ ンポ ジ ッ トレジ ン

で,現 在 臨床 で使 用 され て い るBis-GMA系 修 復 用 コ ンポ ジ ッ トレジ ン の代 表 的 な組

成 を有 して い る。SBは,フ ィ ラー を含 ま な いMMA!PMMA系 レジ ンセ メ ン トで あ り,

酸 素 の 存在 下 で重 合 が 開 始す るTBB触 媒 系 が 利 用 され てい るた め,穿 孔部 の封 鎖 や

歯根 破 折歯 の接 着 再 建 に使 用 され て い る8-11)。 ま た,LCは,グ ラス ア イ オ ノマ ー セ

メ ン トに レジ ン成 分 で あ るHEMAが 添 加 され た レジ ンモ デ ィ フ ァイ ドグ ラ ス アイ オ

ノマ ー で あ り,現 在,ア マ ル ガ ム に か わ る逆 根 管 充 填 材 と して使 用 され る こ と も少

な くない21)。

一 方
,実 験 に使 用 す る細 胞 と して は,本 来 は セ メ ン ト芽 細 胞 が最 も適 当で あ る と

考 え られ る。 これ は,逆 根 管 充 填 や 歯 根 破 折 歯 の接 着 再建 ・再 植 法 で は,セ メ ン ト

質 が材 料 を被 覆 す る形 で新 生 す る こ とが理 想 的 な治 癒 と され るた め で あ る。 しか し,

現 時 点 で はcellline化 され たセ メ ン ト芽 細 胞 株 は 存在 せ ず22,23),invitro実 験 にお い て

安 定 したセ メ ン ト芽 細 胞 を使 用 す る こ とは 困難 で あ る。 そ の た め,本 研 究 で は,代
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替 として主に骨芽細胞様細胞MC3T3-E1を 使 用 した。MC3T3-E1細 胞 は,生 体材料 と

の相互作用の解析 に高頻度に使用 される細胞であ り躰20,分 化マーカーをは じめ,硬

組織形成細胞 としての特性 が十分に解明 されてい るため,増 殖 や分化能 に対す る影

響 を詳細 に検討す るうえで有用であると判断 したからである。

まず実験1で は,硬 化 した各 レジン系材料 と接触 した細胞の付着 ・増殖,代 謝お

よび分化活性 を調 べ ることを目的 として,硬 化試料上 で細胞 を培養 し,SEMに よる

観察,MTTア ッセイ,な らび にALP活1生 の測定 を行 った。そ の結果,細 胞 の付着 ・

増殖 については,MC3T3-E1細 胞,C2C12細 胞 ともに,APXあ るい はSBで は良好で

あったの に対 し,LCで はEBAと 同様 に強い抑制が認 め られた(図1,2)。 骨芽細胞

の材料表面への付着 には さまざまな因子が関与するとされている2力が,代 表的 な非

特異的因子のひ とつに被着体の表面粗 さがあげられている 凪29)。今回用いた試料 は,

いずれ もス トリップスを介 してス ライ ドガラスで圧接 して作製 してお り,実 験 に供

した際の表 面性 状はほぼ同一である。 さらに,培 地へ の浸漬後 に試料 の表面 をSEM

で観 察 した ところ,浸 漬前 と変化 が な く,三 種 の レジ ン系材料 間 に細胞の付着に違

いをもた らすほどの差は認め られなかった(デ ー タ非提示)こ とか ら,本 実験で確

認 され た試 料 ご との細胞付着 ・増殖性の違いは,表 面性状 の差 に由来す るもので は

ない と考えられる。また,MTTア ッセ イにお いて も,SEMで の観 察結果 を反映 して,
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LCとEBAで は,両 細胞 とも培養期 間を通 して増殖活性がコン トロールよりも有意

に低 く,APXとSBに 比べ て明 らかに抑制が強い とい う結果が得 られた(図3)。 こ

れ らの事実は,LCの 表 面がtoxicで あ り,細 胞 が付着 し生存 してい く足場 としては

APXやSBの 方 がLCよ りも有利 で あることを示 している。ただ し,SEM観 察 とMTT

ア ッセイ の結果 は完全 には一致せず,APXあ るいはSB上 で も7日 も しくは14目 目

以 降にある程度 の細胞増殖活性 の抑制が認 められたことから,APXお よびSBの 表面

は,MC3T3-El細 胞やC2C12細 胞の付着 ・増殖 に適 してい るが,付 着 した細胞 に対

してその代謝 をい くらか抑制す る程度にtoxicで あ ると言 って よいで あろ う。

次 に,硬 化試 料上で培養 した細胞 のALP活 性 を測定 した ところ,MC3T3-E1細 胞

につ いては,LCま た はEBAで はすべての培養期 間において コン トロールよりも活

性が有意に低 く,そ の抑制程度 がAPXやSBに 比べて有意 に大 きかった(図4)。ALP

活性 は骨芽細胞 の分化能の重要な指標 として知 られている24β゚ 31)。本研究で は,単 位

タ ンパ ク量(ycgprotein)あ た りのALP活 性を算 出 してい るため,そ の値が細胞数 の

多寡 には影響 され ない。 したがって,LCあ るい はEBA上 で は,単 にMC3T3-E1細

胞 の増殖が抑制 され るだ けでな く,分 化能 その もの も強 く阻害 され るものと判断さ

れた。一方,C2C12細 胞 については,材 料 問の差 が より明瞭に表れ,APXとSB上

ではALP活 性 は全 く抑制 されないが,LCとEBAで はすべての培養 期間において活

20



性の明らかな低下が認められた。C2Cl2細 胞 は,筋 芽細胞,脂 肪細胞,骨 芽細胞 な

どに分化可能 な未分化間葉系細胞である。とくにBMPな どの形態形成 因子 を添加 し

て培養す ると骨芽細胞へ と強く誘導 される32β3)が,培 地 にFCSを 添加す るだ けで も

ALP活 性 を発 現す るよ うになる ことが確認 されている32,33)。そのため,本 研究 では,

M3cr3-El細 胞 よ りも幼若 な段階 の硬 組織形成細胞 として用いるため,Fcsを 含 む増

殖培 地でC2Cl2細 胞 を培養す る条件 で実験 を行 った。APXお よびSBは,こ の よ う

な比較的幼若 な硬組 織形 成細胞に対 しても,代 謝 お よび分化活性へ の影響 が小 さい

材料であることが分かった。

レジン系材料は,CニCが 開裂 してポ リマー とな り硬化す るが,反 応 の進行 に伴 っ

て生 じる立体構造 障害のために100%の 重合 は達成 されず,水 系環境 下にお いて硬化

体か ら未重合モ ノマーが溶出する3438)。そ こで,各 試料 か らの未重合モ ノマーの溶出

挙動をHPLCを 用いて調べた ところ,は じめの3日 間に,APXか らはTEGDMAが,

SBか らはMMAが,LCか らはHEMAの 溶 出が生 じるこ とが分か った。 とくに,LC

か らのHEMAの 溶 出濃度 は約400ycg/mLと 高 く,APXか ら溶 出す るTEGDMAの 約

4倍,SBか ら溶 出す るMMAの 約40倍 であった。MMAとHEMAは いずれ も水溶性

が高いモ ノマーで ある39)に もかかわ らず,LCか らのHEMAの 溶 出が高濃度 であっ

たのは,硬 化 時 にグラスアイオ ノマー反応が同時に進行するためレジンの重合がSB
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ほど高率には起こりにくいことや,レ ジ ンに比べ てグラス アイ オ ノマー系材料の方

が吸水 しやすいa°〉こ とに起 因 してい るもの と思われ る。

さらに,試 料 を浸漬 した培地のpH値 を経時的 に測定 した ところ,LCに おいての

み変化が認 め られ,培 養開始3日 後 には5.6ま で低下す ることが分か った。グラスア

イオノマーセメン トでもあるLCは,主 成分 としてポ リア ク リル酸 を含有 している。

HPLCで は ピー クの分離 が不確 実で正確 な濃度測定は不可能であった(デ ー タ非提

示)が,LC硬 化体 か ら比較 的高濃度 のポ リアク リル酸が溶出 したものと考えられ,

これ によって培 地のpHが 低下 したのであろ う。 これ らの事実を考慮すると,LC上

での細胞の付着 ・増殖,細 胞増殖活性お よびALP活 性 の抑制 には,未 重合HEMAの

溶 出 と培地のpH低 下が関与 しているのではないか と推測された。

そこで,続 いての実験2で は,各 レジン系材料 か ら溶 出す る未重合モノマーが骨

芽細胞系細胞 に及ぼす影響を調べ ることを目的として,レ ジ ンモ ノマー存在下で の

MC3T3-El細 胞 の増殖,分 化 お よび石灰化 について検討 した。実験の条件は,HPLC

分析 で確認 され た硬化体 か らの未 重合モノマー溶出挙動を考慮 して設定 した。すな

わち,ま ずモ ノマー添加濃度 については,は じめの3日 間 に各硬化 体か ら溶 出す る

お よその濃度(TEGDMA100μg!mL,MMA10μg!mL,HEMA400μg!mL)と それ ら

を数段階希釈 した もの とした。また,硬 化 体か らのモ ノマーの溶出がは じめの3日
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間でほぼ完了 し,そ れ以後 はほ とん ど溶 出が生 じなくなる(図5)こ とか ら,モ ノマ

ー添加 培地での3日 間の培養 後,モ ノマーを添加 していない分化誘導培地に交換 し

て培養を継続する条件を採用 した。なお,EBAか らは約180-300μg!mLのeugenol

の持続的 な溶 出が生 じるこ とか ら,eugeno1を250,100,50μg!mLの 濃度で添加 した

培地 で継続的 に培養 した場合をポジティブコン トロールとした。

まず,細 胞 の増殖 については,TEGDMAとMMAで は,い ずれの濃度 で添加 して

も影 響が認 められず,モ ノマ ー非 添加 の場合 と同様 の良好な増殖状態が観察 された

(図7,8)。 しか し,HEMAを 添加 して培養 を行 った場合,100μg!mL以 下では影響

はなかったが,200ycg/mL以 上の濃度 では,形 態的 にもまた細胞密度 の点で も増殖の

阻害が認められ,そ の程度 は とくに400μg!mLのHEMA添 加 群 において顕著で あっ

た(図9)。 この結果 よ り,硬 化 したAPXあ るいはSBか らの未 重合モ ノマー は

MC3T3-E1細 胞 の増殖 に影響 を与 えないが,LCか ら溶 出す る濃度のHEMAの 存在 は

細胞 の増殖 阻害 を生 じることが明らかとなり,実 験1で 確認 され たLC上 での細胞の

付着 と増殖 の阻害 の一 因がHEMAの 溶 出で ある もの と判 断 され た。一方,eugenol

添加 で の非 常に強い細胞増殖 阻害 の結果は,線 維 芽細胞や象牙芽細胞 に対 して強い

毒性を有す るeugenola'-ashの持続 的な溶 出がEBA上 での細胞 の付着 ・増殖抑制 を もた

らしたことを示 しているが,400ycg/mLのHEMA添 加群 において はeugenolほ どの強
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い影響が認められなかった。 したがって,EBAと 同程度 に強いLCに よる細胞 の付

着 ・増殖 阻害には,HEMA以 外 の要因 も関与 してい るこ とが うかがえた。

MC3T3-El細 胞 の骨分化 マーカーの発現 に関 してもHEMAの 存在 による影響 が確

認 され,と くに200μg!mL以 上のHEMA添 加群 では,osteocalcinの 明瞭な発現抑制

が認 め られた(図13)。 さらに,石 灰化 物形成 の観察結果 もRT-PCRの 結果 とほぼ合

致 してお り,TEGDMAあ るい はMMAは,被 験 したいずれ の濃度で も影響 を及ぼさ

ないが,200μg!mL以 上のHEMAの 存在 は強い骨様硬組織形成 の抑制を引き起 こし

た(図15)。 す なわち,LCか ら溶 出す る濃度 のHEMAは,骨 芽細胞 の分化 の過程 に

対 して もtoxicに 働 き,そ の結果 として石灰化物形成 阻害をもたらすことが明らかと

なった。

線維芽細胞や歯肉細胞,あ るいは歯髄細胞 に対す るHEMAのLD50値 は230-327

μglmLで ある と報告 されてい る44)。細胞 の種類 が異な ると毒性物質 に対する感受性

も異なるが,200μg!mL以 上のHEMAがMC3T3-E1細 胞 にtoxicに 働 き,そ の増殖や

分化 に抑制的 に作用す ることは十分 うなづける。400μg!mLのHEMAの 存在 下では

よ り明確 な抑制作用 が確認 されたことからも,LCか らの高濃度 のHEMAの 溶 出が,

骨芽細胞系細胞 の機 能 に根本的 な障害を引き起こした原因の一つであると考えてよ

いであろう。一方,TEGDMAの 細胞 毒性 に関 して も多 くの研 究がなされてお りm),
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線維芽細胞や歯肉細胞,お よび歯髄細胞 に対す るLD50の 値 は34.3-74.4μg!mLで あ

る とされてい る 唱)。したがって,実 験1で 認 め られたAPXに よる細胞増殖活性 とALP

活 性の若干の低 下には,約95μg!mLと い う濃度 のTEGDMAの 溶出が関与 してい る

ことが考 え られ る。ただし,分 化マーカーのosteocalcinの 発現 に関 しては,100μg!mL

のTEGDMAの 添加 では抑制 されず,同 じ濃度 のHEMA存 在下で は抑制 される結果

となった。前述のように,線 維芽細胞 系の細胞 に対す るTEGDMAのLD50値 はHEMA

のそれ よ りも小 さく,細 胞に対す る毒性 は一般 的にTEGDMAの 方 が強 い。それ にも

かかわ らず,特 定 のマーカーへ の影響がHEMAの みで認 め られた とい う事実 は,toxic

な作用以外 に,HEMAが 遺伝子 レベルで特異 的な作用 を及ぼ している可能性を示唆

してお り,転 写 因子へ の影響 な ど,こ の点 につ いて のよ り詳細 な検討が今後必要で

ある。

Tairaら47)は,MC3T3-E1細 胞 に対す るMMAの 毒性 について検討 し,LD50値 が

1.6mglmLで あった と報告 してい る。SBか らの未重合MMAの 溶 出濃度は この値 に

比べ るとは るかに小 さく,実 際 に10μg!mLと い う低濃度 のMMAはMC3T3-E1細 胞

の増殖や分化能,石 灰化能 には全 く影響 を示 さなかった。ただし,APXと 同様 に,

SB上 で培養 した場合 には,骨 芽細胞系細胞 の増殖 活性 と分化がわずかに抑制 された

ことか ら,MMA以 外 の微量溶 出成分 がい くらかtoxicに 働 いた可能性 がある。SBに

25



は,歯 髄細胞 に対 して毒性 を示す4-METAやTBB峨49)が 含 まれてお り,こ れ らの成分

の溶 出が影響 を及 ぼ した一因ではないかと推察 される。

実験2の 結果か ら,LCに よる骨芽細胞系細胞 の増殖 と分化の抑制の原因のひ とつ

がHEMAの 溶 出であるこ とが明 らか となったが,SEMで 観察 されたLC上 での細胞

の障害程度 が400ycg/mLのHEMA存 在下 で培養 した場合 と完全 に一致 しないことよ

り,未 重合 モ ノマー以外 の他の因子 の関与が推測 された。 とくに,実 験1で 認 め ら

れた培地の酸性化 が細胞 に影響を及ぼ した可能性が高い。そこで,低pH環 境で の細

胞 の増殖状態 につ いて検討 した ところ,LCの 浸漬 に よって もた らされ るpH5.6の 環

境下ではMC3T3-E1細 胞 の増殖抑制 が生 じる ことが確認 された。モノマー添加培地

のpH測 定で も示 された よ うに,HEMAは 酸性 を示すモ ノマーではないた め,実 際 に

培地 に添加 して もTEGDMAやMMAと 同様 にpH変 化 は起 こ らない。 したがって,

LCか らポ リアク リル酸の溶 出が生 じ,そ れに よって もた らされたpH低 下が骨芽細

胞 系細胞 に非特異 的な障害を与えたもの と考えて よいであろう。一方,今 回は溶 出

濃度 を定量で きなか ったためその関連性を正確に判定できないが,pH低 下だけでな

く,ポ リア ク リル酸分子その ものが細胞毒性を発現す ることも報告されている5°,51)。

pH5.6レ ベル の酸性環境 では,MC3T3-E1細 胞の形 態に異常が生 じるほどの影響は認

められなかったことを考慮すると,LC表 面のEBAと 同程度 のtoxicな 作用 は,溶 出
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するHEMAと ポ リア ク リル酸,pH低 下 とい った複数 の要因があいまった結果である

ものと判断 され る。

本研究では,被 験試料 をEOG滅 菌 して実験 に供 したが,作 製 直後 の試料 とEOG

滅 菌 した試料 か らのモ ノマー溶 出性 を比較 したところ,未 重合 モ ノマー の溶 出濃度

には差 が認 められなかった(デ ー タ非提示)。 したがって,試 料 を細胞 と接触 させ る

まで にある程度の時間が経過 したことやガス滅菌処理そのものは重合率には影響を

与えなかった と考えてよい。 しかし,細 胞 を用いたinvitro実 験は,条 件 を単純化 し

て組 み立て られてお り,invivoで の環境 を直接 的 に反 映す るものではないため,本 研

究で被験 した レジン系材料 が生体内で使用 された場合には,今 回使 用 した試料 とは

重 合程度が異 なる可能性がある。例えば,逆 根 管充填処置 に際 しては,術 野が湿潤

状 態 にな りやすい こ とや,光 照射 の方 向が制 限 され ることなどか ら,適 用 した材料

の重合率 はinvitro実 験の場合 よ りも低 くな りが ちで ある。また,マ トリックスに よ

る材 料 の圧 接 は通 常行われないので,表 面 の酸 素 による重合 阻害層 の厚みが大きく

な り,よ り多 くのモ ノマー が溶 出す る可能性 も考えられる。すなわち,硬 化 の条件

とい う点ではinvivoはinvitroよ りも不利で あ り,重 合率 の低下に よって溶 出す る成

分が増加 し,細 胞へ の影 響 が より強 く現れ ることが予想 される。もちろん,生 体 は

細胞培養 の よ うな微 少 な閉鎖空間ではないため,創 傷部局所 での溶 出成分 の濃度 は
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invitroの 場合 よ りも低 くなるかも知れない。 しか し,生 体組織 内では,培 地 中の よ

うな水系環境 よ りも溶 出成分の拡散が生 じにくく,滞 留 した高濃度 の溶 出成 分 と細

胞 との接触が一定期間維持 されることも考えられ,本 研究 で明 らか となった よ うな

細胞 の反応が材料表面やその近傍で引き起こされることは十分に想定される。

本研究の結果か らすれば,硬 組織形成細胞へ の影響 とい う点では,三 種 の レジン

系材料 の うちでは,Bis-GMAITEGDMA系 レジンで あるAPxとMMAIPMMA系 レジ

ンで あるSBが レジンモデ ィフ ァイ ドグラスアイオノマーであるLCよ りも,細 胞親

和性 が高い と結論づ けるこ とができる。Andreasenら15)がBis-GMA系 コンポ ジッ ト

レジンであ るRetroplastと 接着 システムを用いてサル の歯 に逆根管充填を行い,病 理

組織学 的に評価 した研 究で は,コ ンポジ ッ トレジ ン上へ のセ メ ン ト質の増生が観察

されてお り,今 回のAPXに 対す る良好 な細胞反応 の結果 とも一致している。使用す

る材料の辺縁封鎖性だけでなく,硬 組織形成細胞 との親和性 も,逆 根 管充填 や接 着

再建 ・再植 法 な どにおいてセメン ト質の被覆による理想的な治癒 を達成するための

重要な因子であると考えてよいであろう。
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結 論

本研 究 で は,三 種 の レジ ン系修 復 材 料(APX,SB,LC)が 骨芽 細胞 系 細 胞 の 増殖,

分 化,お よび 石 灰 化 に及 ぼす 影 響 をinvitroに お い て検 討 し,以 下 の よ うな結 論 を得

た。

1.硬 化 したAPXあ るい はSB上 で は,MC3T3-El細 胞 お よびC2C12細 胞 の 良好 な付

着 と増殖 が認 め られ,細 胞 増殖 活性 やALP活 性 へ の影 響 も少 な か った の に対 し,LC

上 で は,両 細 胞 の付 着 ・増殖 な らび にALP活 性 が 強 く抑 制 され た。

2.APX,SB,LCか らは,そ れ ぞれ 約95ycg/mLのTEGDMA,約10μg!mLのMMA,

約400ycg/mLのHEMAの 溶 出が認 め られ た。ま た,LCで は,そ の浸 漬 に よ り培 地 の

pH低 下が 生 じた 。

3.硬 化 レジ ンか ら溶 出す る濃 度 のTEGDMAあ るい はMMAは,MC3T3-E1細 胞 の増

殖,骨 分 化 マ ー カ ー の発 現や 石 灰 化 物 形 成 に影 響 を与 え な か っ た。 しか し,HEMA

の場 合,200μg!mL以 上 の濃度 で はMC3T3-El細 胞 の 増殖 が 阻 害 され,osteocalcin

の発 現抑 制 と強 い石 灰 化 物 形 成 阻 害 が生 じた。

4.LCの 浸 漬 に よ りもた ら され る培 地 のpH低 下 は,MC3T3-E1の 増 殖 抑 制 を生 じ る

レベ ル で あ る こ とが確 認 され た。

以 上 の結 果 よ り,Bis-GMAITEGDMA系 コ ンポ ジ ッ トレジ ンで あ るAPxお よび
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MMAIPMMA系 レジンセ メン トで あるSBは,レ ジ ンモデ ィファイ ドグラスアイオノ

マーであるLCに 比べて骨 芽細胞 系細胞へ の為害性が少なく,逆 根 管充填や歯根破折

歯 の接着再建 ・再植法などに応用 した場合,歯 根周 囲組織 の治癒 に及 ぼす悪影響が

小 さい材料である可能性が示唆 された。
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表1被 験材料

材料 略号 製造社(所 在地) 主要成分

ClearfilAP-X APX クラ レメディカル(東 京) Bis-GMAa
bTEGDMA

バ リウ ム ガ ラ ス フ ィ ラ ー

Super-BondC&B SB サ ンメディカル(守 山)
C

MMA
dPMMA

e

4-META
..

FujilonomerTypellLC LC GC(東 京) HEMAg

ポ リアク リル酸

アル ミノシ リケー トガラス

SuperEBA EBA Bosworth(Skokie,IL,USA) eugenol

安 息香酸

酸化亜鉛

アル ミナ

a2
,2-bis[4(2-hydroxy-3-methacryloyloxy)-phenyl]propane
b
triethyleneglycoldimethacrylate
cmethylmethacrylate

dpolymethyimethacrylate

e4 -methacryloxyethyltrimellitateanhydride
ftri-n-butyl-borane
92 -hydroxyethylmethacrylate



表2骨 分化マー カーのmRNA検 出用PCRプ ライマー とPCRサ イクル数

typeIcollagen
upstream

downstream

5'-gaggcataaagggtcatcgtgg-3'

5'-cattaggcgcaggaaggtcagc-3'
25サ イ クル

osteonectin

upstream

downstream

5'-cgccccctgcctggattccg-3'

5'-gatcaccagatccttgttgatgtcctgc-3'
25サ イ クル

osteopontin

upstream

downstream

5'-ctgctagtacacaagcagaca-3'

5'-catgagaaattcggaatttcag-3'
30サ イクル

BSP

upstream

downstream

5'-accggccacgctactttcttt-3'

5'-gaccgccagctcgttttca-3'

25サ イ クル

osteocalcin

upstream

downstream

5'-ctggccctggctgcgctctgt-3'

5'-ggtcctaaatagtgataccgtagatgcg-3'

30サ イクル



表3各 モ ノマー あるいはeugenolを 添加 した培地のpH値

TEGDMA ㈹0μ9酒mL 50μ9酒mL 10Ng/mL 囎

pH値 7.61 7.60 7.71 一

MMA 1qμ9加L 5μ91mL 1Ng/mL 鬯

pH値 7.69 7.61 7.73 置

HEMA 400μ9酒mL 200μ91mL 100μ91mL 50μ9頑mL

pH値 7.44 7.57 7.47 7.53

eugenol 250Ng/mL 10qμ9酒mL 50μ9酒mL 嗣

pH値 7.66 7.66 7.54 ■



表4ポ リアクリル酸水溶液を添加 した培地のpH値

濃度(mglmL) 1日 後 2日 後 3日 後

1 7.34 7.45 7.50

2 6.00 6.64 6.65

3 5.79 6.62 6.62

4 5.79 6.61 6.61

5 5.65 6.59 6.61

6 5.62 6.23 6.24

8 5.60 6.10 6.09

10 5.54 5.89 5.90

13 5.35 5.60 5.59

15 5.20 5.20 5.19

18
..

4.89 4.90

20 4.76 4.76 4.76



3日

7日

14日

21日

コ ン トロー ル APX SB LC

図1硬 化 試 料 上 に お け るMC3T3-E1細 胞 の付 着 ・増 殖 状 態(×350)

コ ン トロール:試 料 を浸漬せずに細胞培養用 プレー トで培養 した場合

EBA



3日

7日

14日

21日

コ ン トロ ー ル APX SB LC

図2硬 化試 料 上 にお け るC2C12細 胞 の付 着 ・増 殖 状 態(×350)

コン トロール:試 料 を浸漬せずに細胞培養用プレー トで培養 した場合

EBA
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図3硬 化 試 料 上 で 培 養 した 場 合 のMTTア ッセ イ の 結 果

A二MC3T3-E1細 胞B:C2C12細 胞

各値は、平均値+標 準偏差(n=5)で 示す

コン トロール:試 料 を浸漬せ ずに細胞 培養 用プ レー トで培養 した場合

*:各 培養期 間におけるコ ン トロール との比較において有意差を認める

(ANOVAお よびScheffe'sFtest,p<0.05)



A

.一.

ミ
C

∈

こ
0

∈
s

興
」
a

5

4

3

2

1

0

3日 7日 14日 21日

ロ コ ン トロー ル

　 APX

　 SB

　 LC

　 EBA

B

6
ミ
C

∈

こ
O

E

...

興
」
Q

10

8

6

4

2

0

3日 7日 14日 21日

[コ コ ン トロ ー 丿レ

　 APX

　 SB

　 LC

　 EBA

図4硬 化 試 料 上 で 培 養 した 細 胞 のALP活 性

A二MC3T3-E1細 胞B:C2C12細 胞

各値 は、平均値+標 準偏差(n=5)で 示す

コン トロール:試 料 を浸漬せず に細胞培養用 プ レー トで培養 した場合

*:各 培養期 間におけるコン トロール との比較において有意差を認める

(ANOVAお よびScheffe'sFtest,p<0。05)
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、 葦 鼕

.1蘿
囀 襃

50μglmL 10μ91mL

図7TEGDMAを 添加 して培養 したMC3T3-E1細 胞の増殖状態(×350)
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図8MMAを 添加 して培養 したMC3T3-E1細 胞 の増殖状態(×350)
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200Ng/mL 100Ng/mL 50Ng/mL

図9HEMAを 添加 して培養 したMC3T3-E1細 胞の増殖状態(×350)
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図10eugenolを 添 加 して 培 養 したMC3T3-E1細 胞 の 増 殖 状 態(×350)
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図11各 モ ノ マー を添 加 して 培養 したMC3T3-E1細 胞 のmRNAの 発 現(7日 間 培 養 後)

コン トロール:モ ノマー を添加せず に培養 した場合
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図12各 モ ノマ ー を添加 して培 養 したMC3T3-E1細 胞 のmRNAの 発 現(21日 間培 養 後)

コ ン トロール:モ ノマー を添加せず に培養 した場合
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図13各 モ ノ マ ー を添加 して 培養 したMC3T3-E1細 胞 のmRNAの 発 現(28日 間培 養 後)

コン トロール:モ ノマー を添加せず に培養 した場合
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コ ン トロー ル
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図14TEGDMAあ る いはMMA存 在下 でのMC3T3-E1細 胞 に よる石灰化物形成

コン トロール:モ ノマーを添加せずに培養した場合



400μg!mL

HEMA

200μg!mL 100μ91mL50μ91mL

eugenol

250μg!mL100μglmL 50μg/mL

7日

14日
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28日

図15HEMAあ る い はeugenol存 在 下 で のMC3T3-E1細 胞 に よ る 石 灰 化 物 形 成

コン トロール:モ ノマー を添加せず に培養 した場合



pH5.0 pH5.6

pH6.0 pH7.6(コ ン トロー ル)

図16低pH下 で培養 したMC3T3-E1細 胞の増殖状態(×350)




