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研究成果の概要： ヒトの発生毒性への歯科生体材料の影響を評価する場合に，ヒト代謝活性因

子の影響は無視できない．ヒト由来 ES 細胞の使用は発生毒性試験には倫理上難しいため，各

種金属イオンとモノマー等を，ヒト由来肝細胞で培養した後，マウス由来の ES 細胞の分化を

指標として評価することを考案した．Ag とサリドマイドで分化率が有意に低下し，ヒトの発

生毒性スクリーニング試験結果の予知性が代謝活性化でさらに高められた． 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野： 歯科理工学 
科研費の分科・細目： 歯学・補綴理工系歯学 
キーワード： 生体材料，細胞分化，発生毒性，EST，ES 細胞，ヒト肝細胞，歯科用金属，歯

科用モノマー 
 
１．研究開始当初の背景 

 ヒトの新生児が問題なく生まれてくるこ

とは母親や父親のみならず人類全体にとっ

て最も大きな関心事である．人類の発生に影

響を及ぼす化学物質は我々の生活環境から

は最低限排除する必要がある．しかし，その

化学物質を十分に特定できる方法が開発す

ることができないなら人類の生存に将来に

わたって大きなリスクを背負うことになる．

医療用として医薬品や生体材料あるいは器

材のほかに生活環境に広く存在し日常触れ

ているような化学物質も日々新しく合成さ

れている．その数は把握困難なほど多種多量

であり，それらの種類や組合せを１つ１つ動

物実験でヒトの発生に対する影響を把握す

ることが，時間的，経済的にも不可能に近い

状況である．さらに，例えばマウスで影響が

認められなかってもウサギでは問題が見つ

かるような事例も多く，種差や環境による影

響が多岐にわたって存在する可能性も大き

いと考えられ，動物実験によるリスク判定結

果がそのまますべてヒトへ外挿できない可

能性も多い．動物の種差によるバラツキはヒ

トと動物の代謝活性が異なることが不幸な

サリドマイド事件を引き起こす要因の１つ

となった可能性もある．そのため，有効な発
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生毒性スクリーニング法の開発は人類の長

年の悲願であった． 

  In vitro 発生毒性試験法としては，必ずし

も完全な非動物実験の範疇ではないが，全胚

培養法は New らによって 1970 年に現在数多

く用いられている培養機器が開発され，最も

古くから用いられている方法である．ラット

やマウスを用いることが多いこの方法は発

生毒性試験法として数多く用いられている．

しかし，中胚葉の形成が開始される器官形成

初期から，四肢の指が形成される器官形成後

期に実験時期がある程度限定されることや，

培養液がラットやマウスの血清が主体であ

り，組成が判明した合成培養液が使用できな

いなどの欠点もある．また，器官培養法も存

在するが器官形成期以後の発生段階の実験

となる．全胚培養以外の in vitro 発生毒性

試験スクリーニング法の試みは，1979 年にコ

ンカナバリン Aのレセプターとの結合阻害効

果を指標にした試験法を Braunらによって考

案され，1981 年に Yoneda らはヒト胎児由来

の human embryonic palatal mesenchyme cell

（HEPM）の細胞増殖の抑制から発生毒性レベ

ルを評価した．さらに，1982 年に Trosko ら

はチャイニーズハムスター由来の V79株細胞

の野生株と変異株を用いた試験法を報告し，

1983 年に Flint らは，胎生 13 日のラット胎

仔脳および肢芽をトリプシンで解離して培

養し，それぞれの分化の程度から発生毒性を

推測する micro mass culture 法を報告して

いる． 

  一方，動物の発生初期段階である胚盤胞期

の胚の一部に属する内部細胞塊より作られ

る胚性幹細胞(Embryonic stem cells; 以後

ES 細胞)の活用は発生毒性試験に新たなペー

ジを開く大きな進歩とも言える技術開発と

なった．すなわち，生体外で理論上すべての

組織に分化する分化多能性を保つ ES細胞が，

化学物質か何かの外的因子で分化障害が存

在したなら，発生毒性の存在が疑われる可能

性が考えられるためである．1981 年に Evans

と Kaufmann によってマウス由来の ES細胞の

未分化状態での培養が最初に報告されて以

来、ES 細胞の利用はノックアウトマウスの作

製など発生生物学分野で広く活用されはじ

めている．1997 年に，Spielmann らによって

開発された in vitro 発生毒性試験法である

Embryonic Stem Cell Test (EST) は，従来

の動物実験による方法と比較すると，スクリ

ーニングテスト法として有用性が大きく，短

時間で原因物質の特定や解析が容易である．

すでに，ヨーロッパ各国の研究機関でバリデ

ーションテストが終了し，全胚培養と同様レ

ベル以上のヒトの発生毒性データとの高い

相関性や再現性についても確認された． 

 しかし，EST 法にもいくつかの改良すべき

以下の問題点が存在する． 

(1)代謝活性の影響が反映されない．（とくに

ヒトの代謝活性について） 

(2)エンドポイントが ES細胞より分化した心

筋の拍動のみによる． 

(3)培養液に溶解しない，あるいは難溶性の

化学物質については実験が難しい． 

(4)単一の化学物質を対象とし，混合された

条件でのプロトコルはない． 

(5)気体あるいはガス状の化学物質について

のプロトコルはない． 

 その他にも，化学物質の比重や極性の問題

も存在する． 

 (3)から最後までは EST 法単独の問題点で

はなく，一般的な培養液を使用する２次元培

養法による in vitro 実験における共通の欠

点である．これらについては Scaffold を使

用した３次元培養法や，それらの改良法によ

って解決されると考えられる．また，(2)に

ついても，心筋の拍動の観察のみならず，各

種のバイオマーカーや遺伝子発現などを指

標とする方法も世界中で考案されつつある．

これらの方法を使用することによって，心筋

への分化障害のみならず，他の臓器や器官あ

るいはさらに高次元の分化障害に対応可能

となる可能性が大きい．すなわち評価エンド

ポイントとしてさらに信頼性が高くなると

ともに，時間的にも短い評価で十分対応可能

になると考えられる．これらは再生医療や発

生の研究にも役立つ情報源となる可能性が

大きい． 

 しかし，(1)の代謝活性の影響が反映され

ない点の改良については報告例がなく，EST

法プロトコルでは陽性対象として代謝活性

の影響が少ない代謝拮抗剤である 5- 

Fluorouracil(5-FU)である．一般的に代謝活

性化はバクテリアを用いた染色体異常試験

であるエームス試験など用いられる S-9 mix

を用いる．ラット肝臓を粉砕した上澄み液で

ある S-9 mix は，チトクローム P-450 などの

肝臓の酸化酵素系に補酵素やエネルギー源

などを加えて培地に添加するが，酸化酵素系

に限られており抱合が考慮されていないこ

とや，ヒトとラットの種差による影響も推測

の域を出ない．そのため，最も適当と考えら

れるのはヒト肝臓細胞を利用することであ

るとの結論で実験に臨んだ． 

 

２．研究の目的 

ヒトの代謝活性因子導入の目的からヒト



 

 

肝細胞と同種であるヒト由来の ES 細胞を化

学物質の発生毒性に利用することは倫理上

そぐわないと考えられる．また，ヒト ES 細

胞の分化制御は現在まだ開発段階といえる．     

そこで，マウス由来の ES 細胞（図１）を

用いてヒトの代謝活性の影響を含められる

方法を考案した．すなわち，ヒトの肝機能を

維持しながら長期間培養ができる市販のヒ

ト由来の TEST LIVERTM -human- (TOYOBO, 図 2 

a, b)を用いて培養した培養液を使用して，

マウス ES 細胞用新鮮培養液と等量混合し，

FBS ならびに各種添加剤を加えた培養液でマ

ウス由来の ES-D3細胞を分化させることを考

案した．また，同時にラット由来の TEST 

LIVERTM(TOYOBO)も比較のため使用した． 

歯科用金銀パラジウム合金，金合金，銀合

金および歯科用アマルガムの組成として使

用される金属元素を中心に，Ag, Au, Cu, Hg, 

In, Pd, Sb, Ti, V, Zn について調べた．ま

た，歯科用モノマーの 2HEMA, EDMA，UDMA, 

Bis-GMA について調べた．さらに，実際の歯

科用材料であるコンポジットレジンとグラ

スアイオノマーセメントについてもそれぞ

れの影響を検討するとともに，サリドマイド

についても影響を検討した． 

 

３．研究の方法 

(1)実験材料および方法 

① TEST LIVERTM-human- (TOYOBO, Lot. 

RQO-7371, Lot.762700, Lot.910100) 

 ヒト肝由来の hepatocyte をセルロースト

リアセテート製中空糸（内径 285μm、外径

387μm）内腔にヒト肝細胞を詰め，遠心力を

加えた後に培養することにより，CYP3A4 活性

誘導，アンモニア代謝等の肝機能を維持しな

がら長期間の培養が可能なシステムである． 

②TEST LIVERTM (TOYOBO, Lot.762800) 

 上 記 ， ヒ ト 同 様 に ラ ッ ト 肝 由 来 の

hepatocyte を用い，CYP3A4 活性誘導，アン

モニア代謝等の肝機能を維持しながら長期

間の培養ができる． 

(2)試料作製と代謝活性の付与 

①歯科用金属イオン 

 10 種(Ag, Au, Cu, Hg, In, Pd, Sb, Ti, V, 

Zn)の原子吸光用標準試薬(1,000ppm)を DMEM 

(Gibco)でまず 100ppm に溶解し，0.2μm のメ

ンブランフイルターで濾過滅菌した後，TEST 

LIVERTM 用無血清培養液(TOYOBO)でさらに 50

倍に希釈した． 

②歯科用モノマー 

 2HEMA, EDMA，UDMA, Bis-GMA をそれぞれ等

量の DMSO を溶媒として TEST LIVERTM用培養

液 10mL に 100μL 添加し 0.2μm のメンブラ

ンフイルターで濾過滅菌した．なお，Bis-GMA

および UDMA の溶解については粘稠度を下げ

るため約 60℃に湯煎によりあらかじめ加温

して作業を行った．なお，MMA についても当

初検討したが揮発性が高いためプラスチッ

クディッシュが溶解し実験できなかった． 

③コンポジットレジンとグラスアイオノマ

ーセメント 

 市 販 光 重 合 型 コ ン ポ ジ ッ ト レ ジ ン

(CLEARFIL AP-X, KURARAY MEDICAL INC., 

Lot.0986AA, 記号 CR)を直径 8mm, 厚さ 1mm

のプラスチック管に充填し，20 秒間ハロゲン

タイプの光照射器で光照射して重合し試料

とした．また，市販グラスアイオノマーセメ

ント(HY-BOND Glasionomer-F, SHOFU INC., 

Lot.050753，記号 GI)を同様にメーカー指定

条件で練和し同上のプラスチック管に充填

し試料とした．いずれも充填後 24 時間経過

後に実験を行った． 

 12well マルチディッシュに歯科用金属イ

オンならびにモノマーの試験液をそれぞれ

0.8mL 注入した．また，コンポジットレジン

図 2a  TEST LIVERTM -human- 

 

 

 
図 2b  中空糸内の hepatocyte 

 
50μm 

図１ マウス由来 ES-D3 細胞 
250μm



 

 

とグラスアイオノマーセメントは 1wellに試

料１個を投入した．セルローストリアセテー

ト製中空糸をディッシュに入れ炭酸ガス恒

温器内で２日間静置培養した．一方，陽性対

照としてサリドマイドおよび 5FUについては，

DMSO を溶媒として 10mL の TEST LIVERTM用無

血清培養液に 1mg溶解し倍数希釈した．なお，

陰性対照については中空糸を入れない条件

をあてた． 

(3)Differentiation assay 

 代謝活性後の培養液にそれぞれ加熱処理

した FBS (Hyclone)を 10％添加し，さらに NAA，

β -mercaptoethanol, L-glutamine, 

Penicillin／Streptomycin をそれぞれ添加

した．なお，予備実験から試料無添加群の細

胞分化率を 60％以上とするために，通常の

ES-D3用培養液をさらに 50％添加して各試験

液とした． 

 各試験液で 3.75×104cells/mL の ES-D3 細

胞を調整し，炭酸ガス恒温器内で２日間懸滴

培養した．さらに，細胞が dish 底面に伸展

しないように直径 6cmの無コーティングの細

菌培養用 dish で２日間にわたり各試験液を

作用させ，球形細胞塊である (Embryoid 

Bodies, EBs)を作成した．Type Ⅰ-A および

Ⅲコラーゲン(新田ゼラチン)，濃縮培養液お

よび Reconstruction buffer（新田ゼラチン)

を氷冷下で混合し，直径 10mm の Cell 

culture insert(Falcon)上に混合液を分注し

た．各 Cell culture insert を 12well マル

チディッシュに入れ，Cell culture insert

外側に各試験液を 2mL 分注した．炭酸ガス恒

温器内で２時間静置してコラーゲンを十分

ゲル化させ，EBs を１ウエルあたり各２個を

ゲル上に置き，恒温器内で１週間静置培養し

た（図３）． 

 

４．研究成果 

あらかじめ代謝活性処理を行った場合と

行わなかった場合では，陰性対照群の細胞分

化率はともにヒト肝細胞の場合，ラット肝細

胞の場合ともに 66.7％の心筋鼓動率を示し

た．なお，代謝活性しなかった場合の陰性対

照群の心筋鼓動率は 72.0％を示した． 

ヒト肝細胞の場合と代謝活性しない場合

の各種金属イオンにおける EBsから心筋分化

率を比較した場合は図４に示すように Ag，Sb

ならびにサリドマイドで EBsの分化率が有意

に低下した，逆に Cu ならびに Zn では EBs の

分化率はやや高くなった．またラット肝細胞

の場合と代謝活性しない場合の比較は図５

に示すようにヒト肝細胞の場合とそれぞれ

有意差が認められず分化率に差がなかった．

一方，歯科用モノマーならびにコンポジット

レジンとグラスアイオノマーセメントでは，

ヒト肝細胞ならびにラット肝細胞の場合と

代謝活性しない場合の比較はいずれも有意

差は認められなかった（図６）． 

 

 

図４ ヒト肝細胞の場合と代謝活性し

ない場合の各種金属イオンにおける EBs

からの心筋分化率の比較  

図５ ラット肝細胞の場合と代謝活性し

ない場合の各種金属イオンにおける EBs

からの心筋分化率の比較（代謝活性しな

い場合は図４と同様の実験を繰り返し

た．）  

 図３ EBs の３次元培養 



 

 

なお，金属イオンの中で細胞分化を大きく

障害したのは，Hg, Sb, V であった．Au, Pd, 

Ti は対照群と有意差が認められなかった．一

方，モノマーは Bis-GMA が細胞分化を大きく

障害した．また，UDMA は中等度の細胞分化障

害であった．他のモノマーは大きな影響は認

められなかった．市販コンポジットレジンと

グラスアイオノマーセメントでは僅かな細

胞分化障害にとどまった．サリドマイドでは

図６に示すように，代謝活性化しなかった場

合と比べてヒトならびにラット由来の代謝

活性化によってさらに EBsの分化率が低下し

た．また，培養後の EBs の分化した後におけ

る倒立位相差顕微鏡像（図７）からも，代謝

活性した場合にテラトーマの大きさが小さ

い所見が得られた． 

また，陽性対照の 5-FU ではいずれも EBs

を形成せず細胞分化実験ができなかった． 

サリドマイドは臨床的に強い発生毒性が

指摘されており，代謝活性化しなかった場合

と比べてヒトならびにラット由来の代謝活

性化によってさらに EBsの分化率が低下した

ことは，代謝活性化で一層に臨床データに近

づいた結果が得られた．肝細胞を用いて代謝

活性化を行うことによって，発生毒性スクリ

ーニング試験法結果のヒトへの予知性がさ

らに高められる可能性が大きく，発生毒性試

験開発へのインパクトは大きいものと考え

られる 

ヒトの催奇形性の原因は複雑であり，その

大部分は多因子遺伝によるものとされてお

り，化学物質が原因であると考えられるもの

は先天異常全体の 2％程度にすぎないとされ

ている．しかし，生殖細胞の障害や不妊症の

発生が増加の傾向を示していることは，薬物

や環境化学物質の影響も従来から指摘され

ており．母体へ入った化学物質が胎児に影響

を及ぼす機構に数多くの過程が介在すると

考えられ，さらにヒトの代謝活性を導入した

今回の実験がさらに今後の発生毒性スクリ

ーニング精度の向上に寄与するものと考え

られる． 
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