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研究成果の概要（和文）：歯科用モノマーの発生毒性スクリーニング試験法を検討するために in vitro
発生毒性試験法の Embryonic Stem Cell Test(EST)法の改良を試みた．難溶性のモノマーでも溶媒を

使用せずにモノマーに細胞を直接接触させることが可能な３次元培養法も実施した．ガラス繊維の３次

元培養法への活用は、コラーゲンゲルと同じくスキャフォードとして用いることができた．さらに 12 種の

市販歯科用接着材の発生毒性を調べた結果、すべて"non embryotoxicity"の範囲であった． 

 
研究成果の概要（英文）：To evaluate embryotoxicity screening tests for various dental monomers, we 
improved the protocol of the embryonic stem cell test (EST), which is an in vitro embryotoxicity test. 
We performed the three-dimensional culture technique, by which cells can come into direct contact 
with insoluble monomers without using solvents. Glass fibers could be used as scaffolds for 
three-dimensional cultivation, as well as collagens. Furthermore, as the results of investigating the 
embryotoxicity of 12 types of commercially available dental adhesive, all were within the level of 
"non-embryotoxicity". 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、歯科用接着性モノマーの開発がさか
んに行われ、新規合成されたモノマーとその市
販品が数多く登場している．歯科用接着性モノ
マーはコンポジットレジン修復や補綴物の接着
において歯質との間隙にバクテリアが容易に侵
入することを防ぎ、修復材料の信頼性向上と相
まって、歯科医療の質の向上に重要な役割をは
たしている．歯科材料の基本的な生物学的性質
については本邦では数多くの試験項目で評価
された後に市販される．しかし、ヒトの催奇形性
に関係する生殖・発生毒性試験は必ずしも義務

化はされていないが、胎児に及ぼす発生毒性
への影響の評価は最優先事項の１つである． 
(2) 新規開発されるモノマーは数多いが、経済
的に大量のスクリーニングができる可能性がある
in vitro 発生毒性試験法は 1997 年にドイツ連邦
で開発されたマウス由来の ES 細胞等を使用し
た Embryonic Stem Cell Test (EST)法がある．
EST 法は欧米を中心としたバリデーションにより
発生毒性の高い予知性がすでに確認されてい
る．しかし、水に難溶性のモノマーや市販材料
のような複数材料の混合物では EST プロトコル
をそのまま適応しにくいことが知られている． 
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２．研究の目的 
(1) 難溶性のモノマー類はとくに培養液への溶
解性などの問題があり、モノマーの発生毒性デ
ータを得る場合に使用する溶媒量に制限のある
EST 法の基本プロトコルをそのまま用いることが
難しい場合が多い．そのためコラーゲンゲルや
ガラス繊維などのスキャフォードを介して接触さ
せた状態でのいわゆる３次元培養法を応用する
ことで in vitro 発生毒性スクリーニング試験を行う
ことを目的とした． 
(2) EST 法で使用されているマウス由来の ES 細
胞である ES-D3 細胞だけではなく、マウス由来
の iPS 細胞を用いて実験し、in vitro 発生毒性試
験法に iPS 細胞が利用可能かどうかを調べた．
すなわち、複数の胚性幹細胞によるデータによ
る評価系を構築できればさらに高い予知性が確
保できる可能性がある．さらに、マウスiPS細胞を
活用できれば、特定の疾患に罹患したマウスや
遺伝子改変されたマウスによって、発生毒性レ
ベルの変動も検討可能となるため EST 法の応用
の幅が広がるものと考えられる．また、他の ES 細
胞の可能性も探った． 
 
３．研究の方法 
(1) モノマー単体の発生毒性 
①培養液： Non-Essential Amino Acids (NAA、
Invitrogen、USA)、β-mercaptoethanol (Invitro- 
gen) 、 L-glutamine (Invitrogen) 、 Penicillin/ 
Streptomycin (Invitrogen) 添 加 Dulbecco's 
Modified Eagle Medium、High Glucose (Gibco、
USA)に、57℃で１時間処理した Fetal calf serum 
(FCS、Hyclone、USA) を容積比 20%添加した培
地を用いた．なお、分化誘導抑制のため 1,000U 
/mL の LIF(cytokine leukemia inhibiting factor、
Invitrogen) を培地へ追加しているが、Assay 
medium は LIF のみ無添加の培地を用いた． 
②細胞培養： マウス由来 iPS 細胞、マウス ES
細胞の EL M3 細胞ならびに ES-R1-EGFP 
B2/EGFP 細胞 （図１） は、それぞれプラスチッ
ク製培養フラスコ（IWAKI、旭硝子、東京）に滅

菌 し た 0.1 ％ ゼ ラ チ ン 液 （ Specialty Media 、
Millipore、USA） を 2mL 入れて 37℃の炭酸ガス
恒温器中で１時間静置後、余分なゼラチン液を
捨てPBS(-)で洗浄した．MEF細胞（RCHEF0003 
& RCHEF0001、リプロセル、神奈川）をフィーダ
ー細胞として播種し、24 時間後に倒立位相差顕
微鏡で細胞形態や細胞数が正常であることを確
認した．容積比 10％添加 DMEMの MEF用培地
を取り出し、PBS(-)でフィーダー細胞を洗浄し、
直ちに 3.75x104cells/mL の細胞数に調整したマ
ウス由来 iPS 細胞、EL M3 細胞、ES-R1-EGFP 
B2/EGFP 細胞をそれぞれ播種した．なお、
ES-D3 細胞はフィーダー細胞を用いないため、
同数に調整した細胞を直接播種した． 
  ４種の細胞を直径 10cm のプラスチックディッ
シュ（IWAKI）の蓋内面を利用して、それぞれピ
ペットで25μLを蓋内面に細胞懸濁液を50～60
個づつ滴下した．別途、プラスティックディシュ
内部に約 20mL の PBS(-)を入れた．細胞懸濁液
を滴下したディッシュ蓋を静かに反転してディッ
シュ底部に被せた後、細胞懸濁液が流れ落ちな
いように静かに 37℃の炭酸ガス恒温器に入れ、
３日間懸滴培養した． 
 さらに、ピペットを用いて各細胞懸濁液をプラ
スチック製の 50mL 容量の遠沈管 （BD Falcon、
USA）に集め、遠沈器で 800rpm で５分間、細胞
を軽く遠心沈殿させ、細胞層以外の培養液を新
液と取り替えた後、遠沈管をバイブレータで軽く
振動させて均質な細胞懸濁液とした．ディッシュ
底面で細胞が接着・伸展しないように、無コーテ
ィングの細菌培養用ディッシュ（IWAKI）に移し
替えた．なお、この時点で球形の細胞集団を形
成していた．このディッシュをさらに２日間にわた
り assay medium に作用させ、球形細胞塊である
EB (Embryoid Body)を製作した． 
③３次元培養： オートクレーブ滅菌したガラス
繊維(日本板硝子、大阪)を Cell culture insert 
（12 well 用，フィルター孔径 1μm，BD Falcon） 
内に入れ、さらに Assay medium を加えた．他方、
Type I-A コラーゲン(新田ゼラチン、大阪) と
Type III コラーゲン(新田ゼラチン)を容積比 4:1
に 混 合 し た ． DMEM 濃 縮 培 養 液 (10 × ，
Sigma-Aldrich 、 USA) お よ び Reconstruction 
buffer（新田ゼラチン）を氷冷下で混合し Cell 
culture insert 上に 300μL 分注した．各 Cell 
culture insert を 12 well multi-dish にはめ込み、
Cell culture insert 外側に Assay medium を 2mL
ずつ分注した．37℃炭酸ガス恒温器内で 2 時間
静置してコラーゲンをゲル化させた．ゲル上の
培養環境を整えるために、ゲル上に 50μL の
Assay medium をピペットで分注した後、各 EB を
ガラス繊維またはコラーゲンゲル上に置いた．な
お，EB はゲル内に若干埋入された状態となる． 
 Bis-GMA、Bis-MEPP、UDMA は高粘度のた
め 60℃に加温した後、小型ガラスピペットで吸
引した．なお、HEMA、EGDMA、TEGDMA、
4-META、4-AETA、4-MET、4-AET は常温で



 

 

同ピペットで吸引し 0.5mL を Cell culture insert
とディシュとの間隙の Assay medium に加え、上
記 37℃の炭酸ガス恒温器内で 24 時間静置培
養した．その後、新鮮な Assay medium を入れた
ディッシュに Cell culture insert を移して上記恒
温器内で最大７日間培養した． 
(2) 各種市販歯科用接着材の発生毒性 
 12 種類の市販接着材 (図２) を用いた．表１に
メーカー添付文書記載の組成を示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
①EST 法準拠による発生毒性試験 
 ES-D3 細胞ならびに Bulb c/3T3 細胞 （以下
3T3細胞）によるEST法を準拠し、市販接着材を
DMSO を溶媒として各細胞用培養液で倍数希
釈し各試験液とし、EST 法プロトコルの２次元培
養法における発生毒性試験を実施した． 
a. 細胞培養：EST 法に準拠してマウス由来の
ES 細胞である ES-D3 細胞ならびに 3T3 細胞を
使用した．両細胞用にそれぞれ assay medium を
製作した．実験(1)と同様に、ES-D3 細胞用には
NAA （ Invitrogen ） 、 β -mercaptoethanol
（ Invitrogen ） 、 L-glutamine （ Invitrogen ） 添 加
DMEM (Gibco）に加熱処理した容積比20％FCS
（ Hyclone ） を 添 加 し た ． 3T3 細 胞 用 に は
L-glutamine （Invitrogen） を添加した DMEM に
容積比 10％FCS （Hyclone） を添加した．なお、
ES-D3 細胞用 Assay medium は実験時以外は
mLIF を添加することによって自然な細胞分化を
抑制した． 

b. 各試験液の調整：12 種類の歯科用接着材
100μL に、それぞれ等量の DMSO（Sigma- 
Aldrich、USA）を入れ、卓上バイブレータで十分
に撹拌した後、シリンジと孔径 0.45μm のメンブ
レンフィルター（Milipore、USA）で濾過滅菌を行
った．この溶液 10μL を、あらかじめ 37℃にして
おいた ES-D3 発生毒性用ならびに ES-D3 細胞
と 3T3 細胞用の２つの細胞毒性用の Assay 
Medium 990μL に入れ、卓上バイブレータを使
用して十分に撹拌した．なお、対照群は DMSO
のみとし、計 26 種類の試験用原液を製作した． 
c. 細胞分化培養： 実験(1)同様に、対照群を含
め 13 種類の ES-D3 発生毒性試験用原液を、さ
らに Assay medium で倍数希釈し、最終濃度 128
倍までの各試験液を作成した．それぞれの試験
液で ES-D3 細胞を 3.75x104cells/mL の細胞数
に調製した．細胞懸濁液を直径 10cm のプラス
チックディッシュ（IWAKI）の蓋内面を利用して
37℃の炭酸ガス恒温器中にて懸滴培養した．な
お、乾燥を防ぐためにディシュ内部に 20mL を
PBS(-)を分注した．炭酸ガス恒温器よりディッシ
ュを取り出し、蓋内部の細胞滴をピペットですべ
て集め、プラスティック製の 50mL 容量の遠沈管
（BD Falcon）に入れ、実験(１)と同様に培養液を
新液と取り替えた．ディッシュ底面で細胞が接
着・伸展しないように、無コーティングの細菌培
養用ディッシュ（IWAKI）に入れた．ディッシュを
さらに２日間にわたり各試験液に作用させ、各試
験液で球形細胞塊である EB を製作した． 
 つぎに、あらかじめシリンジと孔径 0.22μm のメ
ンブレンフィルター（IWAKI）で濾過滅菌を行っ
た各試験液の新液 1mL を 24 well の培養用ディ
シュ (BD Falcon) にピペットで分注し、その中に
それぞれの試験液で製作したEB各１個をピペッ
トで静かに投入し、37℃の炭酸ガス恒温器で５
日間培養した． 
d. 評価：EST 法に準拠した評価法とした．すな
わち、24 well の各 well を倒立位相差顕微鏡で
EBから分化してwell底面に増殖・分化したテラト
ーマ状の細胞を注意深く観察し、テラトーマ内
部で分化した心筋の鼓動が観察できた well 数を
全体の well 数の百分率をそれぞれ求めた．なお、
各倍数希釈した試験液から ID50 値を求めた． 
e. 細胞毒性値の比較：ES-D3 細胞と 3T3 細胞
の細胞毒性試験用原液を、さらに Assay medium
で細胞分化培養同様に倍数希釈し、最終濃度
128 倍までの各試験液を作成した．それぞれの
試験液で２種の細胞をそれぞれ 1×104cells/mL
の細胞数に調製した．２種の細胞懸濁液を 96 
well dish (BD Falcon) にそれぞれ 50mL/well 分
注し、37℃炭酸ガス恒温器中にて３日間培養し
た．各試験液をピペットで吸引し、細胞を剥離し
ないように注意しながら新しい試験液と交換しさ
らに７日間培養した．細胞分化培養と同じく培養
10 日目に MTT 法によって各 well の吸光度(OD 
= 570nm)を測定し、それぞれの細胞の IC50 値を
求めた． 



 

 

②３次元培養による ES-D3 細胞分化への影響 
a.細胞培養：マウス由来の ES 細胞である ES-D3
細胞を使用した．実験１同様に、ES-D3 細胞用
に は NAA （ Invitrogen ） 、 β -mercaptoethanol
（ Invitrogen ） 、 L-glutamine （ Invitrogen ） 添 加
DMEM (Gibco）に加熱処理した容積比20％FCS
（Hyclone）を添加した． 
b. 細胞分化培養： EST 法準拠による発生毒性
試験(2)における各試験液の調整項目でフィルタ
ーで濾過滅菌した後、Assay medium で 16 倍ま
で希釈したものを試験原液とし、対照群を加え
て計 13 種類の各試験原液を製作した．実験(1)
と同様にプラスチックディッシュ内部に約 20mL
の PBS(-)を入れ、蓋内面を利用して各試験液で
懸滴培養を３日間行った後、各試験液で２日間
の静置培養を行って各試験原液の EB を得た． 
c. ３次元培養：Type I-A と Type III コラーゲン
(新田ゼラチン)を容積比 4:1 に混合し、10 倍濃
度の DMEM 培養液および Reconstruction buffer
（新田ゼラチン）を氷冷下で混合し Cell culture 
insert 上に 300μL ずつ分注した後、各 Cell 
culture insert を 12 well multi-dish に入れ、Cell 
culture insert外に各試験用原液2mLを加えた．
ゲル上に50μLの各試験原液をゲル上にピペッ
トで分注した後、各 EB をゲル上に置いた．上記
37℃の炭酸ガス恒温器内で７日間培養した． 
d. 評価：EST 法準拠による発生毒性試験同様
に各 well を倒立位相差顕微鏡でゲル内のテラト
ーマ状の細胞集団を注意深く観察し、分化した
心筋の鼓動が観察できた well 数を全体の well
数の百分率をそれぞれ求めた． 

４．研究成果 
(1) モノマー単体の発生毒性： 対照群でのコラ
ーゲンゲルとガラス線維における心筋の鼓動の
経時的比較では、コラーゲンゲルの場合、

ES-D3 細胞では 70％、EL M3 細胞では 68％、
ES-R1-EGFP B2/EGFP 細胞では 55％、iPS 細
胞では 45％であった．ガラス繊維の場合、
ES-D3 細胞では 74％、EL M3 細胞では 66％、
ES-R1-EGFP B2/EGFP 細胞では 50％、iPS 細
胞では 48％であった．コラーゲンゲルよりガラス
繊維で若干高い細胞が見られたが大きな差は
確認できなかった．なお、コラーゲンゲルとガラ
ス繊維では共に心筋の鼓動発生から終了まで
の時間についても差はいずれの細胞でも確認
できなかった．各モノマーにおけるコラーゲンゲ
ルでの心筋の鼓動率は図 3 に、ガラス繊維での
心筋の鼓動率は図 4 に示す．各細胞を通じて、
対照群に近い最も高い値を示したのは HEMA
で、次に EGDMA であった．逆に 4-AET では各
細胞で最も低い値を示し、同じ接着性モノマー
の 4-MET、4-AETA でも比較的低い値であった．
また、接着性モノマーでない Bis-GMA、UDMA、
Bis-MEPP でも低い値を示した． 
(2) 各種市販歯科用接着材の発生毒性  
①EST法準拠による発生毒性試験：12種類の市
販接着材のそれぞれの ID50 値と IC50 値を図５
に 示す ． 各製 品 間 で結果 が 大 き く 異 な り、
Bis-GMA、TEGDMA、HEMA、MAC-10、カンフ
ァーキノン他を含む TLB と TMB で 128 倍希釈
でも鼓動率は 10％を下回った．また、アセトン、
メタクリル酸エステル類他を含む SAQ でも同様
な値を示した．反面、GGB、SBB、SFB ならびに
SIB では ID50 値が比較的高い値であった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 他方、２種の細胞のIC50値はID50値と同様に
両細胞共に各製品間で結果が大きく異なった．
両細胞を比較すると 3T3 細胞の結果が ES-D3
細胞より全体的にやや感度が低い結果であった．
ほぼ ID50 値と類似した結果を示したが、水、4-
メタクリロキシエチルトリメリット酸、メタクリル酸エ
ステル、アセトン他からなる GGB、アセトン、精製
水 、 Bis-GMA 、 カ ル ボ ン 酸 系 モ ノ マ ー 、
TEGDMA、ホスホン酸系モノマー他からなる
SBB がそれぞれ IC50 値がやや低い傾向を示し
た．組成にBis-GMAが含まれるものは細胞毒性
が強い傾向であった．MMA 系の組成を有するも
のでは逆に細胞分化に影響が少なく、さらに細
胞毒性が比較的低い傾向であった． 

今回の ID50 値から、例外的にアセトン、
Bis-GMA、カルボン酸系モノマー、TEGDMA、



 

 

ホスホン酸系モノマー等の SBB で Bis-GMA が
組成中に混入されているにもかかわらず細胞分
化への影響や細胞毒性が比較的少なかった製
品も存在したが相対的な混入比率が低かった可
能性や、従来から指摘されているBis-GMAの純
度の関係 (歯科材料・器械 13、563-567、1994) 
の影響も考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②３次元培養による ES-D3 細胞分化への影響：
12 種類の市販接着材の鼓動率を図６に示す．２
次元同様に各製品間で結果が大きく異なった．
しかし、その差は２次元の場合より小さかったが
傾向は類似していた．すなわち、Bis-GMA、
MDP 、 HEMA 等 の KTS 、 リ ン 酸 モ ノ マ ー 、
Bis-GMA、TEGDMA 等の TBF と TLB で低い値
を示し、２次元のID50値と同様にBis-GMAが含
まれるものは比較的細胞分化への影響が大きい
傾向が認められた．逆に MMA 系の組成を有す
るものでは影響が少ない傾向があった．しかし、
例外もあることから、実際の製品に含まれる量に
ついても検討しなければならないと考える．個別
の成分については各メーカーが公表しているも
のの、成分の細かい含有量については公表がさ
れてない．また、当初予定していた一部の原料
モノマーについてはメーカー側から提供が断ら
れたため，それらの組成を含む実際の製品を試
験に組み込むこととした． 
 今回の市販品について、EST 法ではすべて
ID50 値ならびに IC50 値にはそれぞれの濃度を
代入する必要がある．しかし、今回の市販品の
場合にはすべて単独の化学物質ではなく混合
した複数の化学物質の集合体である．したがっ
て、今後はさらに細かな成分量を含めた解析が
必要である．今回の ID50 値ならびに IC50 値を
EST 法プロトコルの計算式から、すべての製品
の発生毒性レベルは"non embryotoxicity"の範
疇を示した． 
 以上のことから各材料成分モノマーの結果とそ
れらを使用した実際の製品の in vitro 発生毒性
結果について判明した． 
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