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研究成果の概要（和文）：生体にも存在するグルタチオンは、非タンパク質チオールトリペプチドであり、細胞
レベルで水溶性の抗酸化物質として働き、また重金属イオンをチオール基によって捕捉し，無毒化する。歯科材
料に含有する重金属のヒ素と38％フッ化ジアンミン銀溶液（SDF）の毒性に注目し、細胞増殖／細胞毒性試験、
細胞中のアルカリホスファターゼ活性試験をラット歯髄細胞株にて行った。ヒ素による細胞毒性試験では、50μ
Mヒ素濃度で毒性が見られたが、5000μMの還元型グルタチオンを加えた結果、有意なヒ素の毒性軽減がみられ
た。SDFは10万倍希釈でも毒性が呈示されたが、50mMのグルタチオンによる毒性軽減が認められた。

研究成果の概要（英文）：Reduced glutathione (GSH) is the most prevalent and most important 
intracellular thiol-disulfide redox buffer in mammalian cells. GSH plays a major role as 
antioxidants that function through a variety of mechanisms such as metal chelators and radical 
quenchers. We investigated the effect of arsenic and silver ions on the viability, alkaline 
phosphatase (ALP) activity and morphology of pulpal-like cells  and to evaluate the influence of 
application of GSH) on those ions-induced cytotoxicity. The findings of this study suggest that 
those ions can severely disturb the viability, mineralization-ability and morphology of the 
pulpal-like cells while controlled concentrations of GSH mitigated those damage. 

研究分野： 保存治療系歯学

キーワード： 歯髄細胞　還元型グルタチオン　ヒ素　銀イオン　毒性試験　解毒作用
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内に存在する非タンパク質チオールトリペプチドであるグルタチオンは酸化ストレ スや生体異物解毒機能
を持つ。本課題では、特に、歯科材料に含まれるヒ素、銀イオンの重金属の歯髄細胞への影響と、グルタチオン
による解毒作用を確認した。接着レジンモノマー等の化学刺激など、歯髄組織は様々な刺激にさらされており、
その対処法に、生体安全性の高いグルタチオンの臨床応用の可能性を示唆し、本来の歯髄活性のある健康で機能
的な歯を保つ歯髄保存療法確立において社会的意義があるといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
還元型グルタチオン（GSH）は、非タンパク質チオールトリペプチドであり、生理

的機能は主に、細胞レベルで、活性酸素種や過酸化物を還元して消去するという抗酸化
作用を示し、また様々な金属毒物や薬物のシステイン残基のチオール基に S-S 結合（グ
ルタチオン抱合）することによって解毒作用を示すため。グルタチオンの歯髄細胞保護
の観点から、歯科修復治療への応用に着眼した。歯科修復材料の生体安全性はこれまで
注視されているが、歯科接着システムに含まれている低分子モノマーのメタクリル酸2-
ヒドロキシエチル(HEMA)は歯髄へ浸透し、歯髄病変を起こす懸念がある。我々は過去に、
HEMA の歯髄細胞への影響がグルタチオンにより軽減することを報告した。 

 
GSH: グルタチオン  
ROS: Radical Oxygen Species 
➀GSH が ROS を消去 
②GSH の HEMA 結合による解毒  
 
図１ 還元型グルタチオンの作用 
 
 
グルタチオン溶液を窩洞に処置する場合を想定し、グルタチオン 2％，5％、10％溶

液の濃度で、培養細胞レベル反応性の評価（ラット歯髄由来細胞 RPC-C2A 使用)を行っ
た。生体適合性のために、炎症性マーカーCOX-2 iNOS 発現を予備定量評価、プロスタ
グランジン ELISA アッセイ等を行ったが、本来のグルタチオンの持つ還元性のため、ア
ッセイテスト試薬選択にやや制限があり、グルタチオンの濃度、配合率の最適化は困難
であった。細胞レベルでの実験でグルタチオンの使用濃度が決定できないため、深いう
蝕に、直接塗布する臨床的効果を期待し、動物実験を予定していたが、実施しなかった。 

そこで、注力したのは、グルタチオンの解毒作用である。グルタチオンは自らのチ
オール基（SH 基）を用いて、また様々な金属毒物や薬物のシステイン残基のチオール
基に S-S 結合（グルタチオン抱合）することによって解毒作用を示す。本課題ではグル
タチオンの金属毒性軽減効果を、ラット歯髄細胞を用い検討を試みた。対象にした金属
は、ヒ素、銀イオンである。 
 
 
２．研究の目的 
 

➀ヒ素は、歯内治療用材料の水酸化カルシウム徐放性水硬性セメントである
Mineral Trioxide Aggregate（MTA）に微量ながら含まれる。米国で開発された MTA は，
逆根管充填，直接覆髄・断髄，穿孔封鎖，アペキシフィケーションなど様々な用途に臨
床応用されるとともに，硬組織誘導能を有することが報告されている。一方で、製造過
程でセメント中に残留する毒性の高い重金属のヒ素溶出により、歯髄への影響が懸念さ
れており、細胞毒性が懸念されている。グルタチオンによる MTA から溶出されるヒ素の
毒性を、グルタチオンでの軽減することをラット歯髄細胞株(RPC-C2A)にて検討した。 
 

②銀イオンは、う蝕の進行や象牙質知覚過敏を抑制するサホライド（フッ化ジアン
ミン銀溶液）に高濃度で含まれる。近年高齢者の根面う蝕予防としてもその効果は期待
され、汎用されている。一般に臨床で使用されているサホライドは、38％の高濃度であ
るため、強塩基性を呈し、また含有銀イオンは約 255000ppm の高濃度となる。よって、
銀イオン（金属錯体）金属毒性が、象牙細管を経由し、歯髄細胞に対し組織為害性を示
していることが懸念される。本研究では、ラット歯髄細胞株にて、細胞増殖／細胞毒性
試験、細胞中のアルカリホスファターゼ活性試験を行い、フッ化ジアンミン銀の毒性、
及び還元型グルタチオンによる銀の解毒効果を検証した。 
 
３．研究の方法 
 
➀ プロルート MTA（デンツプライ三金株式会社）0.5g 粉中ヒ素を、蛍光 X線分光分析
装置（X-ray Fluorescence Spectrometer HORIBA, XGT-10000WR）にて測定した。プロ
ルート MTA0.5g 粉と 液（精製水）を使用方法に従い練和、24 時間湿潤状態で硬化後粉
砕し、0.1N 硝酸水溶液(pH 1)18ml にて溶解させ、20μm ポアサイズのフィルターにて
濾過し、濾過液を試験溶液とした。この試験溶液中ヒ素含有量を、誘導結合プラズマ発
光分析装置（SHIMADZU, ICPS-7000 ver. 2）にて測定した(n=3)。 ラット歯髄由来細
胞(RPC-C2A)にて、ヒ素による 6時間、24 時間培養後の細胞毒性（5μM, 10μM ,50μ
M）試験を MTT アッセイキット (Roche Diagnostics 社)にて行った。毒性を提示した濃
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度のヒ素に、5000μM の還元型グルタチオンを加え、同様に MTT アッセイテストを行っ
た。 
 
②38％サホライドは、1000 倍希釈、10000 倍希釈し、歯髄細胞の飼育培地培地に添加後、
38×10－4％、38×10－5％サホライド含有歯髄細胞飼育培地を作製した。さらに、これ
らサホライド希釈溶液に、それぞれに 5mM、50mM 濃度の還元型グルタチオン（富士フイ
ルム和光純薬）を添加した培地を作製した。ラット歯髄細胞株（RPC-C2A）を用い、6時
間、24 時間培養後、歯髄細胞の状態を確認し、アッセイ測定、Cell Counting Kit-8（CCK，
同仁化学）、TRACP & ALP Assay Kit（ALP，TAKARA、を行った。 
 
 
４．研究成果 
 

➀ MTA0.5ｇ粉中、0.2mg (0.04 wt％)のヒ素含量が検出された。液と練和し、24 時
間湿潤状態で硬化した試料からは、0.866±0.324μg の溶出ヒ素が検出された。ヒ素によ
る細胞毒性試験では、6 時間、24 時間培養の結果はともに、50μM ヒ素濃度で毒性が見
られた。50μM ヒ素に 5000μM の還元型グルタチオンを加えた結果、有意な(p<0.001)ヒ
素の毒性軽減がみられ、培養細胞の増殖、生存形態に改善が見られた。本材の練和後作
業時間は約５分であり、練和直後に直接露髄部を被覆した場合、その硬化時間が比較的
長いことから、溶出ヒ素の歯髄組織への影響は看過できない。本研究での細胞毒性試験
により、50μM のヒ素では毒性が呈示されたが、5000 µM のグルタチオンを加えること
によって、ヒ素毒性が軽減された（図２）、。MTA からのヒ素溶出の歯髄への影響は、
グルタチオンにより軽減でき、歯髄反応の予後改善効果が示唆できた。この研究成果は、
第 69 回日本歯科理工学会学術講演会にて口頭発表、論文は国際論文に投稿、現在査読
中である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②希釈サホライドによる細胞毒性試験で、6 時間、24 時間の培養の結果はともに

CCK8、ALP 試験の結果より、細胞毒性が認められた。CCK8 では 6時間で、還元型グルタ
チオンの添加により有意なフッ化ジアンミン銀の毒性軽減が認められた。24 時間では
50mM のグルタチオンによる毒性軽減は認められたが、5mM のグルタチオンによる毒性軽
減は認められなかった。ALP では 6時間、24時間ともにグルタチオンを加えた結果、有
意なフッ化ジアンミン銀の毒性軽減が認められた。サホライドの 38×10－4％、38×10
－5％とかなり低い濃度でも、毒性が呈示されたため、臨床において、深い窩洞に使用
した場合、象牙細管を浸透した場合は、歯髄組織への影響が想定される。一方、グルタ
チオン添加による、細胞毒性軽減は 5ｍM でみられ、50ｍM で顕著な解毒効果があった
ため（図３）、深いい窩洞にサホライド塗布する場合、解毒作用が期待できるグルタチ
オンの併用効能が示唆された。この成果は、日本歯科保存学会 2019 年度春季学術大会
（第 150 回）にて、標題 「フッ化ジアンミン銀溶液のラット歯髄細胞への毒性・及び、
グルタチオンによる解 毒作用について」として発表した。、論文は国際論文に投稿、現
在査読中である。 

 
 
 
 
 
 
 

 

ヒ素 50µM            Control ヒ素 50µM   
グルタチオン
5000µM 

図 2 細胞毒性試験結果
（ヒ素及びグルタチオン） 
ヒ素の毒性はグルタチオ
ンで緩和させた 
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図３ 細胞活性試験 希釈サホライドの毒性とグルタチオン解毒効果が見られた 
 
 

その他実験 
i) 金属イオン毒性試験 
ストロンチウムイオンの歯髄細胞活性への影響を上記と、同様な方法で検討を加えた。
ストロンチウムイオンは機能性ガラス素材である S-PRG（surface reaction-type pre-reacted 
glass-ionomer）フィラーからリリースされる。このフィラーからは種々のイオンが長期
的に徐放されるが、深い窩洞に使用した場合、象牙細管を通じ歯髄組織への影響を想定
した実験を行った。S-PRG フィラー抽出液が歯髄細胞及び象牙質窩洞へ及ぼす影響につ
いて、細胞毒性試験と顕微鏡による観察を行った。結果、希釈 S-PRG フィラー抽出液
は歯髄細胞への顕著な毒性が認められず、S-PRG フィラーを含有する製品を歯髄に近
接する窩洞へ用いても歯髄への影響は軽微であることが示唆された。その為、グルタチ
オンによる解毒作用の検討は行わなかった。この成果は、日本歯科保存学会 2019 年度
春季学術大会（第 150 回）にて発表した。、論文は国際論文に投稿、現在査読中である。 

 
ii)金属イオン（銀、ストロンチウムイオンなど）と擬似体液の反応性沈殿物分析 
歯科材料の生体安全性、臨床的適合性を考慮し、グルタチオンの金属解毒及び還元作用
である。課題としては、金属イオン（銀、ストロンチウムイオンなど）の、擬似体液（ナ
トリウムイオン、塩素イオン、リン酸イオン、カルシウムイオンなど含む）と反応しリ
ン酸カルシウム系の生成沈殿物を、Ｘ線回折解析を行った。結果、これら金属イオンは
擬似体液と反応し、沈殿物として表層に蓄積され、歯髄組織までは到達しない可能性も
考えられた。しかし、それら生成物は幼弱な低結晶性のアパタイトであるため、2 次的
に金語句イオンが歯髄組織に漏出する恐れもあり、長期的なグルタチオンの金属毒性緩
和効果が臨床的には望ましいと考えられた。 
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G2=GSH 50mM 
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S1=SDF 38×10
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