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２.  試料と試験方法

　２.１　試料

　試料として弊社ハイブリッド型硬質レジン製品「ツイニー」を，比較試料として弊社硬質レジン製

品「ルナウィング」を使用した．試料調製は下記に示す通り行った．

　各試料をポリエチレンテレフタレートフィルムで挟んだ金枠（直径15 mm，厚さ１mm）を用いて

円形に成形後，片面３分ずつ光重合を行った．ハイブリッドレジン試料は，光重合後，110℃，15分

間加熱重合を行った．その後，各試料の表層を耐水研磨紙で最低0.05mmずつ研削後，バフを用いて

光沢がでるまで研磨したものを試験片とした（図１）．

　２.２　試験方法

　本試験では，口腔内を粘膜上皮組織，結合組織，免疫系の３種に大別し，それぞれを模擬する細胞

として，粘膜上皮組織ではヒト由来角化細胞（PHK16細胞：図２）を，結合組織ではハムスター肺

由来線維芽細胞（V79細胞：図３）を，免疫系ではヒト急性単球性白血球細胞（THP.1細胞：図４）

を用いて細胞試験（表１）を行った．

１.  はじめに

　歯科補綴には，金属，セラミック，レジンなどの材料が用途によって使い分けられているが，口腔

内の使用環境においては強度や耐久性は勿論のこと，生体に対して安全であることが何より求められ

ている．特にレジン材料は，操作性が良好で天然歯を再現できるメリットから用途に応じて普及が拡

大してきている．そのような中で，弊社では歯冠用硬質レジンの基礎研究に着手し，無機フィラーの

形状やモノマーとの充填率や物性について多くの研究発表を行ってきた1-8)．さらに，安全性の強化

として高知大学医学部歯科口腔外科学講座と共同研究に取り組み，細胞・組織・遺伝子工学を基礎に

した試験を行い9)，生体に対して安全である歯冠用硬質レジンの「ルナウィング」を2006年６月に完

成させた．

　近年，臨床においてインプラント治療の需要が拡大しており，インプラント上部構造に対して歯冠

用硬質レジンよりも高い強度と優れた審美性を有する補綴材料の要求が高まっている．そこで，新し

い歯冠用硬質レジンの開発にあたっては，「ルナウィング」をベースに，原材料では安全性に配慮す

るとともに，操作性を維持しながら強度や耐久性を高くすることを目標に掲げたハイブリッド型硬質

レジンの基礎研究で新規無機フィラーを見出すことに成功した10)．その後，充填率や添加材など更な

る研究を重ね，歯冠用硬質レジンよりも疲労強度が高く耐久性に優れ，操作性が良好であり，ライン

アップも豊富で審美性に優れたハイブリッド型硬質レジン「ツイニー」を完成した11-14)．安全性に取

り組むメーカーである弊社は，“優れた物性”だけでなく“生体に安全であること”を開発コンセプ

トとしており，「ツイニー」はISO 10993 「医療機器の生物学的評価」 に準拠したin vivo 試験で

生体に安全であることを確認している．

　今回は，ハイブリッド型硬質レジン「ツイニー」の口腔内に対する影響をより詳細に知るために，

① 口腔粘膜上皮への影響を想定したPHK16（上皮細胞）の細胞増殖試験，② 結合組織への影響を

想定したV79（線維芽細胞）のコロニー形成試験，③ 免疫系への影響を想定したTHP.1（白血球細

胞）の色素排除試験の３種類の方法を用いた生物学的安全性試験を高知大学医学部歯科口腔外科学講

座との共同研究で行った．ここに試験結果をまとめて“安全性試験レポートVol.８ ハイブリット型

硬質レジン「ツイニー」の生物学的評価”としてレポート化した．これらの安全性情報は，歯科医療

従事者や患者の安心につながるものと確信している．

　また，基礎的物性，光学的特性，技工特性に関する情報については，テクニカルレポートを参考に

して頂きたい．

ハイブリッド型硬質レジン ｢ツイニー｣の生物学的評価

山本貴金属地金株式会社　常務取締役

博士 （工学）　安楽　照男
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図1　試験片写真

図2　PHK16細胞写真 図3　V79細胞写真



　各試験方法は，下記の通り行った．

（1）PHK16細胞 増殖抑制試験 (WST-8 アッセイ)

　水溶性のテトラゾリウム化合物である2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-

(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,monosodium salt（WST-8）は，生細胞が有する脱水素酵素 

(NAD+，NAD(P)+デヒドロゲナーゼ）によって橙色のWST-8ホルマザンへと還元される（図５）．

従って，この橙色の濃度を測定することで，間接的に生細胞の数を測定することが可能となる（図６）．

　試験片に対して，表面積/容積比が３cm2/mlとなるように細胞培養液を添加し，炭酸ガスインキュ

ベーター内（５%CO2，37℃）で72時間抽出させた．抽出溶液を0.22μmのフィルターでろ過し，試

験溶液（100%濃度）とした．

　96穴培養プレートのウエルにPHK16細胞を１万個/ウエルとなるよう播種し，炭酸ガスインキュ

ベーター内で48時間培養した．培地交換を行った後に72時間培養し，試験溶液を添加し，48時間培

養した．その後，各ウエルにWST-8試験溶液を添加し，４時間呈色させ，450nmにおける吸光度を

測定した．試料溶液の代わりに培地を用いたウエルをコントロールとし，コントロールに対する吸光

度の変化から試料の細胞毒性を評価した．

（2）V79細胞 コロニー形成試験

　V79細胞は，細胞増殖の際に細胞塊 (コロニー) を形成する．形成されたコロニー数によって試料の細

胞毒性が評価できる（図７）．ISO 10993「医療機器の生物学的評価」に従い，下記のように試験を

行った15)．

　試験片に対して，表面積/容積比が３cm2/mlとなるように細胞培養液を添加し，炭酸ガスインキュ

ベーター内 (５%CO2，37℃) で72時間抽出させた．抽出溶液を0.22μmのフィルターでろ過し，試験

溶液 (100%濃度) とした．

　

　24穴培養プレートに，V79細胞を100個/ウエルとなるように播種した．炭酸ガスインキュベー

ター内（５%CO2，37℃）で24時間培養した後，試験溶液を用いて培地交換を行い120時間培養し

た．ウエルから培地を除き，ホルムアルデヒドを添加し細胞コロニーを固定後，トリパンブルーで染

色した．50個以上の細胞からなるコロニーを１コロニーとし，形成されたコロニーを計数した．
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細胞 試験法 試験原理；検討項目

PHK16 
(上皮細胞)
上皮組織

V79 
(線維芽細胞)
結合組織

THP.1 
(白血球細胞)
免疫系

―

細胞増殖試験

コロニー形成試験

色素排除試験

フクシン染色試験

試薬 (WST-8) により，生細胞のみを発色させ，その色の
濃淡を指標とする分析法．
→ 細胞の酵素代謝に対する影響

細胞が形成するコロニー (細胞群体) の数を指標とする分析法．
→ 細胞塊形成に対する影響

染色試薬 (トリパンブルー) により染め分けられた，生細胞・
死細胞のカウント数を指標とする分析法．
→ 細胞の増殖および生死に対する影響

染色試薬 (フクシン)によって，試料中のモノマーを染色する
試験方法．
→ モノマー量と，細胞試験の結果の関連性

図4　THP.1細胞写真

表1　試験項目

図5　WST-8→WST-8ホルマザン(試験原理)

図7　コロニーの比較

図6　WST-8アッセイ試験結果
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（3）THP.1細胞 トリパンブルー色素排除試験

　色素化合物であるトリパンブルー（青色）は，生細胞には取り込まれないが，死細胞には取り込ま

れて，細胞を青く染色する（図８）．この性質を利用して，生細胞と死細胞を顕微鏡観察によって計

数することで，細胞の増殖と共に細胞生存率を測定する試験方法である（図９）．

　24穴培養プレートのウエルに試験片を設置し，ここにTHP.1細胞を10万個/ウエルとなるように播

種した．これを炭酸ガスインキュベーター内（5%CO2，37℃）に静置し，72時間培養した．培養

後，細胞溶液を回収し，トリパンブルーと等量混合し，血球計算盤にて生細胞数と死細胞数を計数し

た．72時間の培養で細胞数がどの程度増加したか（細胞増加率），また，総細胞数（生細胞と死細

胞の総数）に占める生細胞の割合（細胞生存率）を評価した． 

（4）フクシン染色試験

　本試験で使用するフクシンは，試験片に存在するモノマーと反応して，赤く染色する性質を有して

いる（図10）．この染色の度合い（色差）を測定することで，試料中のモノマー量を数値化する分析法

である．

　試験片を十分量の0.2%（W/V）のフクシン溶液に浸漬し，37℃で24時間静置した．浸漬後に試験

片を回収し，これを十分に水洗し，測色機により染色前および染色後の色調（L*，a*，b*）を測定

し，色差を求めて着色の程度とした．

３.  結果および考察

　３.１　PHK16 細胞 増殖試験

　PHK16細胞増殖試験の結果を示した．コントロールの吸光度を100％とし，試料添加時の吸光度を

相対的にプロットしており，相対吸光度が100％に近い試料ほど，細胞毒性が低いことを示している．

その結果，ツイニー抽出液ではいずれの濃度においても相対吸光度の減少は認められなかった（図

11-1）．

　比較対象として用いたルナウィング抽出液においても，ツイニー抽出液と同様に相対吸光度の減少

は認められなかった．50%濃度試験液および100%濃度試験液では逆に相対吸光度がそれぞれ

115%，126%となり，コントロールを超える吸光度を示した（図11-2）．
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図8　トリパンブルー染色メカニズムの模式図
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進入が阻止されるので染色されない

死細胞は細胞膜が損傷しているので

トリパンブルーが侵入し染色される

図9　血球計算盤測定写真
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図11-1　PHK16細胞増殖試験（ツイニー）

図11-2　PHK16細胞増殖試験（ルナウィング）
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左：弱染色試験片，右：強染色試験片

図10　フクシン染色写真



　３.２　V79 細胞 コロニー形成試験

　V79細胞コロニー形成試験の結果を示した．コロニー形成率が100%に近い試料ほど毒性が低いこ

とを意味するが，ツイニー抽出液ではいずれの濃度においてもコロニー形成率の低下は認められな

かった（図12-1）．

　比較対象として用いたルナウィング抽出液においても，ツイニー抽出液と同様にいずれの濃度にお

いてもコロニー形成率の低下は認められなかった（図12-2）．

　３.３　THP.1細胞 トリパンブルー色素排除試験

　THP.1細胞トリパンブルー色素排除試験の結果を示した．ここでは，播種時（０日）の細胞数に対

し，３日間の細胞培養でどの程度細胞が増殖したのかをグラフ化した（図13-1）．

　ツイニー上で培養されたTHP.1細胞は，播種時（０日）と比較して10倍以上という非常に高い細胞増

殖率を示した (10万細胞 → 107万細胞)．さらに，その際の細胞生存率は90%以上であった．

　比較試料であるルナウィング上で培養されたTHP.1細胞もまた７倍弱という高い細胞増殖率を示した 

(10万細胞→ 69万細胞)．また，90%以上の細胞が生細胞としてカウントされており，ツイニーと同様に

高い細胞生存率を示した．

　PHK16 (上皮細胞) およびV79 (線維芽細胞) を用いた試験では，「ツイニー」と「ルナウィング」の

両試料間に，細胞に対する影響の差異は認められなかった．一方，THP.1 (白血球細胞)を用いた試験に

おいて，細胞増殖は「ルナウィング」上で培養するよりも「ツイニー」上で培養したときの方が優れて

おり，「ツイニー」上で培養した際の細胞数は「ルナウィング」上で培養したときの細胞数の約1.4倍

であった．「ルナウィング」は，原材料から基本レジンに至るまで，様々なin vitroおよび in vivo試験

で良好な結果を示しており，安全性の高い歯科補綴材料と位置づけることができる製品である．THP.1

細胞に対する試験結果は，「ツイニー」は「ルナウィング」よりもさらに安全性の高い歯科材料である

ことを示唆している．

　そこで，「ツイニー」上で培養した時のTHP.1細胞の細胞増殖が「ルナウィング」上で培養した時に

比べ優れていた理由について検討することとした．両試料（ハイブリッドレジンとレジン）の違いとし

て 1) 原材料，2) 製造方法，以上の二点が考えられる．1) については，THP.1細胞に影響を与えるよう

な試料間の差異を特定し得なかった．そこで，2)の製造方法の違いについて検討することとした．

2-1．試料において示したように，ハイブリッドレジンである「ツイニー」とレジンの「ルナウィン

グ」の製造方法には，光重合の後に行う加熱重合の有無という大きな違いが存在する．各重合工程で，

原材料中のモノマーがポリマーへと重合されるが，この際に，重合されなかったモノマーが未重合モノ

マーとして残留する．細胞を用いた歯科用高分子材料の研究において，原材料であるモノマー成分が細

胞に対して影響を及ぼすことが報告されている16-21）．ウレタン系ジメタクリレート（UDMA）やトリ

エチレングリコールジメタクリレート（TEGDMA）などのモノマーは，硬質レジンの主成分として長
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図12-1　V79細胞コロニー形成試験（ツイニー）
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図12-2　V79細胞コロニー形成試験（ルナウィング）
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図13-1　THP.1細胞増殖
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年の臨床実績がある．この両モノマーは，弊社「ツイニー」や「ルナウィング」を含む多くの市販製

品に使用されている．

　光重合の後に加熱重合を行うツイニーは，光重合のみのルナウィングと比較して，未重合モノマー

の残存量が少ないと考えられ，そのためTHP.1細胞に対して影響を示さなかったのではないかと推察

される．

　そこで，ツイニーおよびルナウィングに加えて，加熱重合を省略したツイニー：ツイニー（－），加

熱重合を行ったルナウィング：ルナ (+) を作製し，再度THP.1細胞をトリパンブルー色素排除試験に供

した．ツイニーあるいはツイニー（－）上で培養したTHP.1細胞について分析したところ，ツイニーか

ら加熱重合を省略したことで，ツイニー（－）上で培養した細胞の数は大きく低下した（ツイニー比 

51%の低下）．その際の細胞生存率はツイニー・ツイニー（－）共に90%以上であり，コントロールと

同程度であった（図13-2）．

　続いて，ルナあるいはルナ（+）で同様の検討を行ったところ，追加で加熱重合を行ったルナ

（+）上で培養すると ，高い細胞生存率（90%以上）を維持したまま細胞数が大きく増加した（ルナ

ウィング比 40%の増加）（図13-3）．

　これらの結果は，THP.1細胞に対する未重合のモノマーの影響に関する推察を支持するものと考え

られる．

　３.４　フクシン染色試験

　THP.1細胞に対する未重合モノマーの関与についてより詳細に検討するため，トリパンブルー色素

排除試験後の４種の試料ツイニー，ツイニー（－），ルナ，ルナ（+）中に存在する未重合モノマー

をフクシンで染色した．この試験では，試料中の未重合モノマー量が多ければ多いほど，フクシンに

よって染色され，染色の度合い（色差）が大きくなる．

　試料ごとに，細胞試験の結果と，染色試験の結果をグラフにプロットし，両測定結果の相関性につ

いて解析した．

　その結果，色差と細胞数との間には，R2 = 0.6659という高い相関関係が認められた（図14）．色

差は未重合モノマー量に相当するので，この結果は，THP.1細胞に対する未重合モノマーの強い関与

を示すものである．

４.  まとめ

　口腔内の状態を想定した３種類の細胞 (PHK16細胞，V79細胞，THP.1細胞) に対して，ハイブ

リッド型硬質レジン「ツイニー」と硬質レジン「ルナウィング」を用いて細胞試験を行った．

　上皮細胞であるPHK16細胞および線維芽細胞であるV79細胞に対して，「ツイニー」および「ル

ナウィング」は細胞毒性を示さなかった．

　免疫系細胞であるTHP.1細胞に対して，「ツイニー」および「ルナウィング」いずれも細胞死を誘

導しなかった．さらに，「ツイニー」上における細胞増殖は，「ルナウィング」上のものよりも優れ

ていた．この違いは，「ツイニー」は加熱重合をすることにより，細胞増殖抑制作用を有する未重合

モノマーが「ルナウィング」よりも少ないためと考えられた．

　これまで，論文やレポートなどで「ルナウィング」の安全性について繰り返して報告してきた．さ

らに，市場への上梓以来，「ルナウィング」の使用による生体安全性に関する問題の発生は報告され

ていない．このように安全性の高い「ルナウィング」に対して，「ツイニー」はさらに安全性の高い

製品と位置づけることができるであろう．

本試験は，高知大学医学部歯科口腔外科学講座との共同研究で実施されたものである．
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図13-3　THP.1細胞増殖

図14　細胞数と色差の相関図

図13-2　THP.1細胞増殖
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