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研究成果の概要（和文）：これまでに、解毒の中心的な遺伝子発現応答である「ARE（Anti-oxidant Responsive
 Element）活性」を発光測定で定量する細胞株を樹立し、メチルメタクリレート（MMA）とジヒドロキシエチル
メタクリレート（HEMA）のARE活性に対する作用の比較から、ARE活性を低濃度で上昇させるレジンモノマーは、
相対的に毒性が高いことを示唆した。本課題では、歯科で頻用されるエチルメタクリレート （EMA）について
ARE活性化における濃度依存性と細胞毒性の相関性を明らかにした。以上の結果より、レジンモノマーの細胞毒
性が強いものほど低濃度でARE活性を上昇させることが実証された。

研究成果の概要（英文）：The anti-oxidant responsive element (ARE)-mediated transcription is a key 
event in cellular detoxification of electrophilic exnobiotics. We previously established a clonal 
cell line stably transfected with an ARE-destabilized luciferase reporter gene, and showed that 
2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA), which is more toxic than methyl methacrylate (MMA), highly 
increased ARE-mediated trancriptional activity at low concentrations than MMA. We here showed the 
dose-dependent effects of ethyl methacrylate (EMA) on ARE activity and their relation to 
cytotoxicity. These results showed that the low concentration effects of resin monomers on ARE 
activity reflect their cytotoxicity probably due to their electroreactivity to intracellular 
molecules.

研究分野： 歯科保存
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1.研究開始当初の背景 
 これまでに、汎用のレジンモノマーである
メチルメタクリレート（MMA）について、細
胞の遺伝子発現応答を網羅的に解析した結
果、MMA はグルタチオン S-トランスフェラー
ゼ（GST）に代表される、異物代謝酵素群の
発 現 を 増 大 さ せ る こ と を 見 出 し た 
(Ishikawa A, et al., Dent Mater J, 2006) 
(図１)。 

  

 
   図１ MMA 刺激時の遺伝子発現 
 
このことから、MMAが細胞内に侵入するとGST
の発現が増大し、グルタチオン抱合による
MMA の無毒化が促進されるという一連の解毒
応答が起こっていると考えられた (図２)。 
 

 
     
図 2 MMAの毒性に対する細胞の解毒応答（グ
ルタチオン抱合） 

  
さらに、生物発光タンパク質（ルシフェラー
ゼ）を用いたレポーターアッセイにより遺伝
子発現機構を解析し、MMA は、GST 遺伝子群
に共通する転写応答配列である、抗酸化剤応
答配列（Anti-oxidant Responsive Element: 
ARE）に作用することで Gsta1 遺伝子の発現
を誘導することを明らかにした(Hattori et 
al. J. Dent. Res, 2008) (図３)。 

 
図３ 抗酸化剤応答配列（ARE）を介した
GST 遺伝子群の発現誘導 

 そこで、レポーターアッセイ系の改良に取
り組み、MMA による ARE 活性誘導が 100 倍を
超える (30 mM MMA で 220 倍) ARE-ルシフェ
ラーゼ遺伝子の定常導入細胞株（HepG2-AD13
細胞）を樹立した。この細胞評価系を利用し
て、MMA に比べ毒性の強いジヒドロキシエチ
ルメタクリレート（HEMA）について解析を行
なった結果、HEMA は MMA よりも低濃度で ARE
活性を誘導した。また、HEMA は、高濃度側で
細胞内グルタチオン濃度と細胞生存率の低
下を引き起こした。MMAとHEMAの比較から、
ARE 活性を低濃度で上昇させるレジンモノ
マーは、相対的に毒性が高いことを示唆し
た (Orimoto A, et al., PLoS One, 2013)(図
４)。 

 
 
図４「ARE 活性」を生物発光で定量する細胞
株の樹立 
 
２．研究の目的 
 MMA と HEMA 以外のレジンモノマーによる
ARE 活性化に関しては不明なままであった。
そこで、歯科で頻用されるエチルメタクリレ
ート （EMA）について、ARE 活性誘導の濃度
依存性を明らかにし、さらには、低濃度の ARE
活性化は、細胞毒性の強さを反映することを
実証することを目標とする 。 
 
 ３．研究の方法 
(1)HepG2-AD13 細胞における ARE-ルシフェ
ラーゼレポーター活性と細胞毒性に対する 
EMA の 濃度依存的な作用 
 高感度な ARE 活性測定が可能な、独自に有
する HepG2-AD13 細胞を用いて、EMA のレジン
モノマーについて、ルシフェラーゼ発光活性
測定と、グルタチオン濃度測定・WST-8 を用
いた生存率測定により、低濃度範囲での ARE
活性化能と高濃度範囲での細胞生存率の低
下の相関性について解析を行った。 
 
(2)レジンモノマーの毒性検出の基盤となる
ARE 活性化制御タンパク質 Keap1 の解析 
 GST を含む第二相異物代謝遺伝子群の発現
誘導においては、センサータンパク質 Keap1
が異物を感知する。Keap1 システイン残基の
スルフヒドリル(SH)基が異物による修飾を
受けると、Keap1 による分解制御から逃れた
転写因子 Nrf2 が核内に移行して ARE を活性
化する（Wakabayashi N, et al., PNAS. 2004）



(図３参照)。これまでに HEMA が多くの異物
と同様に、この Keap1-Nrf2 経路で ARE を活
性化することを報告している(Orimoto A, et 
al., PLoS One, 2013)。そこで、本研究では、
ARE 活性制御タンパク質である、センサータ
ンパク質 Keap1 と転写因子 Nrf2 強制発現に
よって、HEMA に加えて MMA, EMA による
Keap1-Nrf2経路におけるARE活性化を調べる
事で、ARE 活性の基盤となる Keap1 による
レジンモノマー認識能の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ARE 活性に対するレジンモノマーの濃度
依存的な活性化作用と細胞毒性の関連性 
 MMAと HEMA についての作用の比較から、ARE
活性を低濃度で上昇させるレジンモノマー
は、相対的に毒性が高い可能性を報告した 
(Orimoto A, et al., PLoS One, 2013) 。
そこで、レジンモノマーの濃度依存的な ARE 
活性化能は、細胞毒性の強さを反映するかを
検証するため、EMA について解析を行った。 
HepG2-AD13 細胞において、EMA の ARE 活性
に対する濃度依存的な作用は、MMA と類似し
たものであり、 高濃度(10-30 mM)で ARE 活
性を顕著に誘導した(図５)。細胞毒性の評価
指標として行った、細胞内グルタチオン濃度
と細胞生存率の低下は、30 mM においても起
こらなかった。このように EMA の結果からも、
レジンモノマーの細胞毒性が強いものほど、
低濃度で ARE 活性を上昇させることが支持
された。従って、ARE 活性のレジンモノマー
濃度依存性を解析することで、歯科用レジン
モノマーの毒性を評価できる可能性が考え
られた。上記の評価系に基づいて考える時、
急性の細胞傷害性という観点からは、EMA は、
MMA と同様にある程度多量に使用できる材
料であること、一方、HEMA の使用は、低用量
が安全上望ましいことが示唆された。 

 

図５ HepG2-AD13 細胞におけるMMAと

EMAの濃度依存的なARE活性化能 

(2)レジンモノマーの毒性検出の基盤となる
ARE 活性化制御タンパク質 Keap1 の解析 

 ARE 活性制御タンパク質である、センサータ
ンパク質Keap1と転写因子Nrf2をHepG2細
胞に強制発現させ、各種レジンモノマーにつ
いての ARE 活性化能の解析を行ったところ、
HEMAに加えてMMA，EMAもKeap1-Nrf2経路で、
有意にARE活性を上昇させることを明らかに
した。このことから、レジンモノマーによる
Keap1のSH基に対する直接結合を示唆してお
り、レジンモノマーの毒性＝反応性の高さが、
センサータンパク質Keap1に対する異物の親
和性に反映され、低濃度範囲での ARE 活性化
の分子機構であることを示唆した。 
 
(3) HepG2 細胞と L929 細胞における MMA 
の ARE- ルシフェラーゼレポーター活性に
対する作用 
 ISO 規格に細胞毒性評価に使用する細胞と
して記載され、歯科領域においても細胞毒性
評価に使用されているマウス線維芽細胞由
来のL929細胞に、ARE-ルシフェラーゼレポー
ターベクター(pGL4.24-2E)を一過性に遺伝
子導入した時の 10 mM MMA 対する ARE 活性化
率は、2.4 倍と検出は容易であるが、HepG2 細
胞における 10 mM MMA 対する ARE 活性の 7.6
倍と比較して有意に低いため、レジンモノマ
ーの濃度依存的な ARE 活性化能の違いで、
レジンモノマーの毒性の強さを解析するこ
とは、依然、困難である。HepG2 細胞は肝細
胞由来であることから、解毒能力が高く、異
物代謝系第 2 相解毒 酵素とその遺伝子発
現機構が高度に発現される傾向にあること
が推察され、ARE 活性測定でレジンモノマー
の 毒性を解析するには、解毒応答を高感度
にとらえられる HepG2 細胞を用いるのが最
適であると考えられた。 
 
 
(4)結論 
① HEMA, MMA，EMA の比較から、レジンモノ
マーの細胞毒性が強いものほど、低濃度で
ARE 活性を上昇させるということが実証され
た。 
② レジンモノマーの毒性＝反応性の高さ
が、Keap1 への結合力として反映され、低濃
度からのARE活性化として検出できている可
能性を示唆した。 
③ ARE 活性試験は、既存のレジンモノマー
を安全に使用し、また安全な新規歯科材料を
開発していく上で、高感度で有用性の高い細
胞毒性試験としてとして発展する可能性が
示された。 
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