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研究成果の概要（和文）：TEGDMAモノマーがLPS刺激THP-1細胞（単球）の薬物代謝、抗酸化と炎症に関する遺伝
子発現をDNAマイクロアレイと定量PCRによって評価した。IC50濃度のTEGDMAモノマー刺激はLPSによる炎症関連
遺伝子の発現量を著しく減少させ、薬物還元酵素であるAKR1C1遺伝子、抗酸化に作用するNQO1とSELM遺伝子やグ
ルタチオンの還元、包接と薬物代謝に関係するGPX3とGST4A遺伝子の発現量を経時的に増大させた。THP-1単球は
TEGDMAモノマーを細胞内で分解、還元し、グルタチオンの包接によって細胞外排出すると考えられた。グルタチ
オンの消費は細胞死や増殖の停止をもたらすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Monomers in dental resins irritate oral tissues. The purpose of this study 
was to evaluate effects of IC50 tri-ethelenglycol di-metahcrylate (TEGDMA) on gene expressions of 
lipopolysaccharide (LPS)-stimulated monocytic THP-1 cells. We compared gene expressions of two 
samples, namely (i) THP-1 cells stimulated with LPS for 4h (Control) and (ii) those exposed to IC50 
TEGDMA for 24h and LPS for last 4h (Test) by DNA microarray analyses. Thirty four genes of Test were
 up-regulated more than 5-fold, relative to those of Control (p<0.05). The up-regulated genes of 
Test had two characteristic biological processes, namely xenobiotic metabolism (e.g. AKR1C1 and 
GSTA4 genes) and anti-oxidative stress (e.g. NQO1, GPX3, and SELM genes). These gene expressions 
were confirmed by quantitative real-time RT-PCR analyses.

研究分野： 歯科理工学

キーワード： 歯科用モノマー　トリエチレングリコールジメタクリレート　単球　グルタチオン　解毒　抗酸化　炎
症性サイトカイン　LPS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TEGDMAモノマー単独作用下およびLPSとモノマーの二重作用下での単球（THP-1）の細胞内傷害作用（酸化ストレ
ス傷害、炎症性サイトカイン傷害、モノマー分解産物傷害）を遺伝子発現から明らかにしたことは学術的に意義
があると考えられた。TEGDMAモノマーによる単球の細胞内障害を還元型グルタチオンの薬物代謝と枯渇による酸
化ストレスとの関係で考察する試みは有益と思われた。モノマーによる口腔組織への為害性の減少については、
細胞内でグルタチオンを補充することが有効と考えられ、そのための薬物投与法の開発が期待された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯科治療では接着性レジンセメント等のレジン系材料が多用されており、レジンの残

留モノマー（TEGDMA、HEMA、MMA 等）が歯髄や軟組織へ傷害を惹起することが懸念され
ていた。口腔内では同時に細菌感染の問題が存在し、グラム陰性菌の外毒素である LPS
の傷害性が重畳する。モノマーを用いた歯科治療をより安全なものとするためには、モ
ノマー（MMA、TEGDMA や HEMA）が細胞に入り込む機構、細胞内で代謝・変換される機構、
グルタチオンとその conjugate の細胞内局在、細胞外排出機構や解毒機構、酸化ストレ
ス（活性酸素種）、炎症性サイトカインの産生機構 等を詳しく解明する必要があると考
えられたが、関連研究は極めて少なかった。また、これらの現象を統一的に説明する研
究は未完成であり、実施が強く期待されていた。 
 
２．研究の目的 
単球/マクロファージ（THP-1 細胞）を中濃度のモノマー（TEGDMA）を配合した培地で

培養し、細胞内における還元型グルタチオンの観察を通して酸化ストレスの程度を評価
するとともに、グルタチオンとモノマーの conjugate の視覚化を試みる。LPS 刺激が重
畳的に及ぼす影響についても検討を加える。アウトカムとしての炎症性サイトカインの
遺伝子発現解析も併せ行い、モノマーの細胞組織傷害性を総合的に評価する。これらの
研究を通じて、歯科用レジンモノマーの傷害機構を明らかにし、防止法を考察し、歯科
治療の一層の質的向上を計る。 
具体的には 

(1)THP-1 細胞内における還元型グルタチオンの観察を通して酸化ストレスの程度を評
価するとともに、グルタチオンとモノマーの conjugate の視覚化を試みる。 
(2) LPS 刺激の有無と IC50 中濃度のモノマー（TEGDMA）暴露時間（4h，24h）の違いが
THP-1 細胞の複数の酸化ストレス関連遺伝子、外来異物代謝遺伝子と炎症性サイトカイ
ン関連遺伝子の発現に及ぼす影響を定量 real-time PCR によって検討した。また、一部
の試料について DNA マイクロアレイによる全遺伝子発現解析を行った。 
(3) 異なる pathway（例えば、生体防御を司る Nrf2 pathway 等）についても遺伝子発現
から検討した。Nrf2 は親電子性試薬や活性酸素の刺激により Keap1 分子による抑制から
逃れて核移行し、解毒酵素や抗酸化酵素群の遺伝子発現を活性化することから検討を加
えた。 
(4) 歯科用レジンモノマーの防止法に検討を加えた。 
 
３．研究の方法 
(1)モノマー（TEGDMA 等）の THP-1 細胞（単球）内での代謝機構を解明するため、モノ
マー作用時のグルタチオンの存在を試薬によって蛍光標識し、グルタチオンの細胞質内
での局在を明らかにした。また、モノマーとの conjugate との蛍光標識を試みた。 
(2)TEGDMA は試薬特級（和光純薬）を使用した．LPS には E Coli O26(Difco Lab.)を用
い，使用濃度を 1g/ml とした｡TEGDMA の THP-1 細胞（理研 BRC Cell Bank）に対する LD50
濃度（1日間）は 2.5 mmol/L であった｡本実験では下記の 7種類の培養条件を設定した｡
①Control､②LPS 4h､③LPS 24h､④TEGDMA 4h､⑤TEGDMA 24h､⑥TEGDMA 24h + LPS last 4h､
⑦TEGDMA 24h + LPS 24h｡培養は各条件で 2 回行った､遺伝子発現解析は定量 PCR 装置
（TP800， Takara）によって行った｡試薬には PrimeScript RT Reagent Kit，SYBR Premix 
Ex Taq II，Perfect Real Time サポートシステムの各種プライマー(いずれも Takara）
を用いた｡定量はCt 法によって行った｡遺伝子発現評価は各条件で 6 回行った｡別に、
条件①、②、⑥の細胞については DNA マイクロアレイ(GENECHIP U133 Plus 2.0，
Affymetrix)を用いた全遺伝子発現解析を行った（各 n=2）。 
(3)(2)の細胞と実験条件を用いて、NrF2 pathway について検討を加えた。 
(4)上記の実験結果を総括し、モノマーの細胞障害性に対する防止法を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)モノマー作用時の単球（THP-1 細胞）内の還元型グルタチオンの存在を試薬によって
蛍光標識し、還元型グルタチオンの細胞質内での均一分布を紫蛍光試薬の使用によって
明らかにした。蛍光光度計で定量の可能性も確認した。その量はモノマー（TEGDMA）濃
度依存的に減少していた。しかし、モノマーとの conjugate との蛍光標識は成功しなか
った。サイズが小さすぎることとグルタチオンへのモノマーの修飾が蛍光色素の立体配
位を妨害したからと考えられた。TEGDMA モノマーの細胞内への侵入は確実と思われた。 
(2) IC50 濃度の TEGDMA と LPS を①Control､②LPS4h と⑥TEGDMA 24h + LPS last 4h の
3 条件で作用させた時の DNA マイクロアレイを用いた全遺伝子解析の結果のうち、特に
②と⑥の比較から重要発見がなされた。比較（⑥/②）で TEGDMA により遺伝子発現が 5
倍以上増加した遺伝子のリストを表 1 に示した。最大の 31.7 倍の発現増加を示した遺
伝子は AKR1C1 でアルデヒド/ケトンをアルコールに還元する酵素であった。抗酸化スト
レスに働く SELM や NQO1 遺伝子の発現も 5倍を超えていた。その他、過酸化物（過酸化
水素）を水と酸素に変化させるグルタチオンペルオキシターゼ GPX3 遺伝子の発現も 5.4



倍と大きなものであった。この比較では 4hの LPS 刺激を合わせており、NF-B 経路の炎
症性の影響を排除し TEGDMA モノマーの影響に着目したものである。次に、①から⑦ま
での条件で培養した THP-1 細胞の遺伝子の定量 PCR 測定結果に考察を加える（図 1及び
図 2と表 2）。TNF、IL1B、IL6 の炎症性サイトカイン遺伝子と炎症シグナル伝達分子 NFKB1
遺伝子の発現量は LPS4 時間刺激（②）で極大化し、LPS24 時間刺激（③）でも持続する
ことが判明した。IC50 濃度の TEGDMA モノマー刺激（⑤と⑥）は LPS による炎症関連遺
伝子の発現量（②）を著しく減少させることも判明した。一方、薬物還元酵素である
AKR1C1 遺伝子、抗酸化に作用する NQO1 と SELM 遺伝子、グルタチオンの抗酸化に関係す
る GPX3 やグルタチオンによる薬物（外来化合物・異物）の包接と代謝に関係する GST4A
遺伝子の発現量が経時的（④と⑤）に増大していた。LPS 刺激が加わっても、これらの
遺伝子の発現量（⑥と⑦）は維持されていた。以上のことから、THP-1 単球は TEGDMA
モノマーを細胞内で一部分解、還元し、さらにグルタチオンの包接によって細胞外排出
すると考えられた。グルタチオンの消費は細胞内の酸化ストレスを亢進し、酸化ストレ
スにより細胞障害が生じ細胞死や増殖の停止をもたらすと考えられた。LPS 刺激による
炎症反応は TEGDMA モノマーにより抑制され、炎症による細胞障害は低下するものと思
われた。 
 
これらの現象に個別の考察すると、以下のようになる。 
細胞内では通常、常時発生した活性酸素をグルタチオンの酸化反応によって除去して

いる（図 3）。そして別の酵素で還元型グルタチオンに戻している。このバランスが恒常
性維持に重要である。 
 一方、モノマーが単球/マクロファージ内に侵入すると、解毒のため、多くの還元型
グルタチオンが消費される。結果として、細胞内での活性酸素種（ROS）の消去能力が
著しく低下し、細胞内 ROS（特に OH・）が増加し脂質損傷や DNA 損傷から細胞死（アポ
トーシス）に誘導される（図 4）。モノマーによって産生誘導された活性酸素種（ROS）
によって単球内では MAP キナーゼシグナリング機構（Erk 等のシグナル伝達経路）が活
性化されアポトーシスに繋がりうる。TEGDMA による小さな起炎性は NF-B 経路ではなく
MAPK 経路によると考えられた。また、OH・による染色体二重鎖の破壊は致命的である。 
 TEGDMA はエラスターゼ酵素（生体に多く分布）によって分解された後、グリコール酸
のアルデヒド基が AKR 酵素（AKR1C1）によってアルコール（-OH 基付加）に変換され（図
5 のⅡ）、あるいは直接、水酸基が付加され（図 5 のⅠ）、細胞外排出が促進されること
が示唆された。この発見は本研究のノイエスである。 
モノマーは細胞内でグルタチオンによって conjugate（抱合・包接）された後、-OH

基付加による親水性増加効果（アルコール分解物の生成）で細胞外に代謝されうる。図
6 には外来化合物の代謝・排出機構の模式図を示した。この抱合に必要とされるのが
GST4A のようなグルタチオントランスフェラーゼ（GST）酵素の働きである。 
これら複数の酵素の働きによって TEGDMA は細胞内で代謝され、細胞外に排出され、

無毒化される。 
また、酸化ストレスの防止（過酸化水素の減少）には、グルタチオンペルオキシター

ゼ GPX の働きの増強が効果的である（図 7）。この際、還元型グルタチオンが消費される。
酸化型グルタチオンを還元型グルタチオンに変換するにはグルタチオンリダクラーゼ
（GS）酵素の働きも効果的である。また、細胞内でのグルタチオンの合成促進も役立つ
と考えられる。 
換言すると、還元型グルタチオンは SH 基（ジスフィルド基）を有し ROS を除去する

（還元型が酸化型に変換し、酸化型は NAD(P)H 酵素反応で還元型に戻る）他、還元型グ
ルタチオンは SH 基で外来異物・薬物（TEGDMA モノマー等）を補足し、親水性を高めて
細胞外排出を試みる。還元型グルタチオンの生成には時間がかかるため、異物代謝に使
用されすぎると、抗酸化ストレス（ROS 除去能）が低下し活性酸素種による酸化傷害に
つながる。 
 

(3) モノマーとLPSが Nrf2活性化に及ぼす相互作用については知見が得られなかった。 
 
(4) モノマーによる口腔組織への為害性の減少については、細胞内でグルタチオンを補
充することが有効と考えられ、そのための薬物投与法の開発が期待された。 
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表 1 TEGDMA モノマーにより 5倍以上発現増加した遺伝子のリスト 

 

 

   
図 1 酸化ストレスと異物代謝遺伝子発現  図 2 炎症性サイトカイン遺伝子発現 

  

表 2  LPS 刺激の有無と IC50 中濃度のモノマー（TEGDMA）暴露時間（4h，24h）の違い
が THP-1 細胞の複数の酸化ストレス関連遺伝子、外来異物代謝遺伝子と炎症性サイトカ
イン関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

 

① ② ➂ ④ ⑤ ⑥ ⑦

Gene Control LPS4h LPS24h 3G 4h 3G 24h
3G 24h+
LPS4h

3G 24h +
LPS 24h

AKR1C1 1 2.3(0.3) 1.7(0.2) 3.2(0.3) 10.9(0.5) 5.8(1.4) 7.1(1.5)
NQO1 1 2.2(0.1) 4.2(0.1) 8.4(2.0) 81.0(2.6) 42.2(4.6) 51.4(7.8)
GPX3 1 1.4(0.2) 2.9(0.3) 0.9(0.1) 26.3(0.6) 24(3.2) 22.1(3.4)

GST4A 1 1(0.1) 2(0.1) 2.1(0.2) 7.6(0.4) 6.7(0.7) 6.8(0.9)
SELM 1 1.0(0.1) 1.1(0.1) 1.8(0.1) 14.9(0.9) 16(1.7) 19.8(2.7)
TNF 1 14.6(0.3) 6.2(0.7) 7.5(1.2) 8.0(0.1) 6.2(0.4) 8.0(1.1)
IL1B 1 128.9(8.3)115.0(7.6) 1.8(0.2) 4.1(0.4) 27.9(0.7) 20.1(3.3)
IL6 1 221.3(4.3)320.7(9.9) 1.5(0.02) 7.5(0.1) 2.9(0.5) 2.3(0.5)

NFKB1 1 11.4(1.7) 2.9(0.2) 0.8(0.2) 0.5(0.05) 1.1(0.1) 0.7(0.1)



 
図3 グルタチオンの酸化還元      図4 TEGDMAによるGSH消費と酸化ストレス 

 

   図 5 TEGDMA の AKR 酵素による還元（アルコール化） 

 

 
 

図 6 GST 酵素による異物化合物の抱合と細胞外排出機構 

 

 

    図 7 活性酸素の代謝サイクル：右下側にグルタチオンの代謝回路を記載 
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