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Prostaglandin E2はヒト破骨細胞分化を強力に阻害する
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【目的】

　現在，Prostaglandin　E2（PGE2）は主要な骨吸

収促進因子として考えられている．PGE、は骨芽

細胞におけるRANKL（receptor　activator　of　NF

－kB　ligand）発現を上昇させる．さらに，　PGE，

はマウス骨髄マクロファージ培養系において，直

接的にRANKL誘導性の破骨細胞分化を促進す

る．一方，ヒトにおけるPGE2の骨吸収促進作用

に関する研究報告はほとんど認められない．そこ

で本研究において我々は，ヒト末梢血単核細胞か

らCD　14陽性細胞を単離し，ヒト破骨細胞分化に

おけるPGE2の作用を詳細に検討した．

染色にて染色を行った．染色されたVNR陽性細

胞のうち3核以上の多核細胞を破骨細胞として計

測した．マウス骨髄細胞は5－8週齢のddYマウ

スの脛骨から採取し，60mmディッシュに播種

し，10％FBSを含むα一MEM培地にてM－CSF
（50ng！ml）存在下で培養した．16時間後，浮遊

細胞（血球系細胞）を回収し，96穴プレートに播

種（104cells／well）し，　M－CSF（50ng／m1），

RANKL（100ng！ml）およびPGE2存在下で7日

間培養した．培養後，TRAP染色を行い，染色

されたTRAP陽性細胞のうち3核以上の多核細

胞を破骨細胞として計測した．

【材料と方法】

　ヒトCD14陽性細胞（以下CD　14陽性細胞）は

2名の女性ボランティア（25，28歳）および8名

の男性ボランティア（27－52歳）の末梢血から回

収した．それぞれのボランティア間で破骨細胞形

成に対する有意差はなかった．単離したCD　14陽

性細胞を96穴プレートに播種（105cells／well）

し，10％FBSを含むa－MEM培地にて，　M－CSF

（50ng／ml）およびRANKL（100　ng／ml）存在

下で各種試薬を添加し，6日間培養した．培養

後，抗ビトロネクチンレセプター（VNR）抗体

【結果および考察】

　ヒトCD14陽性細胞はRANKLおよびM－CSF
（macrophage　colony－s七imulating　factor）の存

在下で破骨細胞に分化する．CD　14陽性細胞は4

つのPGE、受容体のうちEP　2，　EP　4を発現して

おり，一方で破骨細胞はどのサブタイプも発現が

認められなかった．PGE2およびPGE、　alcohol

（EP　2／4アゴニスト）はCD14陽性細胞において

cAMPの産生を促進した．マウス骨髄マクロ

ファージ培養系とは異なり，PGE，およびPGE、

alcoholはCD　14陽性細胞培養系において，
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RANKL誘導性のヒト破骨細胞分化を抑制した．

また，H89（PKA阻害剤）はヒト破骨細胞分化

におけるPGE　2の抑制作用を阻害した．これら

の結果から，ヒト破骨細胞分化におけるPGE　2

の抑制作用は，EP　2，　EP　4受容体を介している

ことが示唆された．SaOS　4／3細胞はヒト末梢血

単核細胞との共存培養において，副甲状腺ホルモ

ン（PT且）存在下で破骨細胞を誘導する．　PGE

2はSaOS　4／3細胞とCD　14陽性細胞との共存培

養系において，PTH誘導性の破骨細胞分化を抑

制し，COX－2（cyclooxgenase－2）阻害剤である

NS　398は促進的に作用した．　CD　14陽性細胞とマ

ウス骨髄マクロファージを同一ディッシュ上にて

お互いが接触しないようにスポットで播種し，同

一の培養上清中で培養したところ，PGE、添加に

より両者の破骨細胞形成が抑制された．PGE，処

理を行ったCD　14陽性細胞の培養上清は，　CD　14

陽性細胞培養系のみならず，マウス骨髄マクロ

ファージ培養系におけるRANKL誘導性の破骨

細胞分化も抑制した．以上の結果より，PGE2は

破骨細胞前駆細胞に作用し，何らかの因子の産生

を促すことにより，ヒト破骨細胞分化を抑制する

ことが示唆された．
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【背景及び目的】

　三叉神経運動核（Vmo）は細胞構築によって

背外側亜核（Vmo。dl）と腹内側亜核（Vmo．vm）

に区別され，咬筋や側頭筋などの閉ロ筋運動

ニューロン群は前者に，顎二腹筋前腹や顎舌骨筋

などの開口筋運動ニューロン群は後者に局在す

る．また，三叉神経運動核の周囲300μm（SVmo）

には咀噌リズム形成に関連する前運動ニューロン

が存在するとされている．これらの運動ニューロ

ンの活動は，延髄の縫線核細胞によって修飾さ

れ，その神経回路の伝達物質としてサブスタンス

Pとセロトニンが知られている．近年，成ラット

の三叉神経運動核では，多くのサブスタンスP

とセロトニンは同一の軸索終末内に共存し，咀

噌，嚥下，呼吸などの機能に関わる顎運動を制御

していることが知られるようになった．しかしな

がら，それらの生後変化については不明な点が多

く，サブスタンスPとセロトニンの共存の生理

的意義については見解の一致をみていない．そこ

でVmoの各領域における，サブスタンスPとセ

ロトニン陽性終末の分布様相および生後変化につ

いて検討した．

【実験方法】

1）免疫組織化学染色法：胎生19日，生後0，

4，7，10，14，21，70日齢のWistar系ラット

を用い，灌流固定後に脳幹を摘出しクライオス

タットにてVmoを含むレベルの凍結横断連続切

片を作製した後，1次抗体としてrabbit　an七i－

substance　P　polyclonal　antibodyあるいはrabbit

anti－serotonin　polyclonal　antibodyを用いた一

連の免疫組織化学染色を行った．光学顕微鏡下で

Vmo．dl，Vmo．vmおよびSVmoの3領域における

サブスタンスPとセロトニン陽性終末につい

て，それぞれの分布密度の生後変化を検討した．

2）二重蛍光免疫染色法：実験1と同様に凍結横

断連続切片を作製し，1次抗体としてgoat　anti－

substance　P　polyclonal　antibodyとrabbit　anti－

serotonin　polyclonal　antibody，2次抗体として

donkey　anti－goat　IgG（H＋1．）－FITCとdonkey

anti－rabbit　IgG（H＋1．）－Rhodamineを用いた一

連の蛍光免疫組織化学染色を行った．蛍光顕微鏡
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下でFITCに発色したサブスタンスP陽性終末

と，Rhodamineに発色したセロトニン陽性終末

の分布や共存（二重染色された軸索終末）につい

て観察し，Vmo．d1，　Vmo．vmおよびSVmoの3

領域におけるサブスタンスP・セロトニン共存終

末の生後変化について検討した．

【結果及び考察】

　サブスタンスPとセロトニン陽性終末はそれ

ぞれ3領域ともに，出生後から増加し，生後7日

に最高値を示した後，徐々に減少していた．ま

た，3領域間の分布密度は，胎生19日と生後0日

ではVmo．vmの密度が最も高く，以下SVmo，

Vmo．dlの順であったのに対し，生後4日以降で

はすべての日齢でSVmo，　Vmo．vm，　Vmo．dlの

順に高密度を示した．これらの結果は，下顎運動

に関わる中枢神経系には，咀鳴機能の獲得や，胎

盤呼吸から肺呼吸への変化などの出生直後の環境

に対応した生後変化がみられることを示している

と考えられた．

　サブスタンスP・セロトニン共存終末について

は，3領域ともすべての日齢でセロトニンを含有

する終末の89％以上がサブスタンスPと共存し

ていたことから，出生前後を通じて一定の生理的

役割を担っていることが示唆された．
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【目的】

　覚醒時の噛みしめ習癖（daytime　clenching）

は非機能的なロ腔顔面運動（oral　parafunc七ion，

parafunctional　oral　activity）もしくは口腔習癖

（oral　habi七）の一つで，非睡眠時のブラキシズ

ムに分類されている1’2）．また，その発現率は，一

般に5～25％と報告されており，この値は被験者

の自覚の有無に基づいて算出されている．顎関節

症の症状を有する被験者では，これらの症状を有

さない被験者と比べて，覚醒時の噛みしめを自覚

する割合が高いことが報告されており3・4），これら

の研究から覚醒時の噛みしめ癖が顎関節症を引起

す，または悪化させる因子の1つであると考えら

れてきた5）．しかし，過去の研究において，実験

者からの指示を受けない状態で自発的に生じる口

腔顔面運動を測定し，定量評価した研究はきわめ

て少ない6・7）．本研究では，覚醒時に生じる自発的

な口腔顔面運動と咬筋筋活動の発生様式や顎関節

症の臨床徴候，精神的要因を，覚醒時の噛みしめ

自覚の有無による被験者2群間で比較することに

よって覚醒時噛みしめの病態生理を解明すること

を目的とした．

【対象と方法】

　覚醒時の噛みしめを自覚する被験者15名，自覚

しない被験者18名を用い，30分間黙読中の咀噌筋

および前脛骨筋筋電図，胸部呼吸運動，体動，喉

頭運動，嚥下音の記録を行い，同時に音声ビデオ

カメラによる記録を行った．記録に基づいて同定

した自発的なロ腔顔面運動をイベントと定義し，

嚥下イベント，その他の機能的なロ腔顔面イベン

ト（嚥下以外の発声・あくび・ため息・深呼吸・

微笑など），口唇イベントの3種に分類して，そ

の発生数を算出した．また安静時筋活動量の平均

＋2SDを超える咬筋バーストを検出し，それら

の発生数や活動量，持続時間を口腔顔面イベント

ごとに分析し，2群間で比較した．また，顎関節

症の臨床徴候の有無や性格特性・心理状態を，そ

れぞれ専門の質問表を用いて収集し，2群間で比

較した．

　さらに，咬筋バーストの多い群と少ない群の2

群間における噛みしめ自覚率や臨床および心理的

特性を比較すると伴に，臨床および心理的特性に

より分けられた2群間における噛みしめ自覚率や

咬筋バースト数の比較を行った．それらの結果に

基づいて噛みしめ自覚と被験者の臨床および心理
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的特性や咬筋筋活動発生数の各諸因子間の相互関

連を検討した．

【結果および考察】

　噛みしめ自覚の有無による2群間において，自

発的な口腔顔面イベントの発生数には有意差は認

められなかった．また咬筋バーストにおいても活

動量・持続時間ともに2群間において有意差は認

められなかった．しかし，嚥下イベント，その他

の機能的なロ腔顔面イベント，およびロ唇イベン

トの3種のイベントとは関連の無い非機能的な咬

筋バーストは，噛みしめ自覚群では非自覚群に比

べ有意に多く発生していた．臨床的要因や精神的

要因については噛みしめ自覚群は非自覚群に比

べ，過去のクリック音や顎顔面の痛み疲労不快

感，最大開口時の痛み，心配性を自覚する割合が

有意に高かった．

　また，咬筋バーストの発生数が多い被験者群と

少ない被験者群の2群で覚醒時の噛みしめを自覚

する割合を比較すると，咬筋バーストの発生数が

多い被験者群は少ない群に比べて噛みしめの自覚

率が高く，過去の起床時の顎の痛みこわばりの自

覚率が有意に高かったが，心理的要因には2群間

で有意差は認められなかった．

【考察】

　覚醒時の噛みしめを自覚する被験者は自覚しな

い被験者に比べ，咬筋活動量が多いことから，こ

れらの増加している筋活動が噛みしめの自覚に繋

がっている可能性があること．増加している筋活

動は顎顔面に臨床症状を生じる原因になりうるこ

と．そして，顎顔面に臨床症状を自覚することで

覚醒時の噛みしめに対する注意が高まることなど

の可能性が考えられる．また，覚醒時の噛みしめ

自覚には過去の臨床徴候，性格特性や咬筋筋活動

の発生数が要因となっている可能性が示唆され

た．
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【目的】

　ラット臼歯を抜去や歯冠の削除などにより咬合

機能を喪失させると，対合歯の歯周組織は1週間

以内に機能的構造を失い，歯槽骨表面に骨の新生

や歯根膜腔の狭窄などが起こることについては多

くの報告がなされている．しかし，このような歯

周組織の変化が加齢によりどのような影響を受け

るのかを検討した研究はほとんどなされていな

い．そこで本研究では，10，50，80週齢のラットを

用い，歯冠削除により咬合圧を除去した歯周組織

の変化について比較観察し，加齢により歯周組織

の変化がどのような影響を受けているのかについ

て検討した．

し，咬合圧を除去したM1周囲の歯周組織を観

察した．実験群の10匹のラットは術後直後，5日

後，屠殺12時間前の3回にテトラサイクリン（30

mg／kg）を腹腔内投与した．なお，各週齢の対照

群の未処置のラット10匹にも，実験群と同様な間

隔でテトラサイクリンを投与した．屠殺後，ラベ

リングを行った実験群と対照群の10匹について

は，非脱灰標本を作製し，走査電顕による組成像

観察およびテトラサイクリンによるラベリングを

蛍光顕微鏡で観察した．残りの各10匹から脱灰標

本を作製し，H・E染色および酒石酸耐性酸性

フォスファターゼ（TRAP）活性染色し，光学顕

微鏡で観察した．

【材料と方法】

　実験には10，50，80週齢のWistar雄性ラット

各20匹，計60匹を用いた．各週齢ラット10匹は実

験群として用い，対照群には未処置の各週齢ラッ

ト10匹を使用した．実験群の各週齢ラット10匹は

ケタラール麻酔下で両側の上顎第1臼歯（M1）

の歯冠を歯肉縁部まで削除した．術後10日目に屠

殺し，下顎の非脱灰および脱灰組織標本を作製

【結果】

　本研究では10，50，80週齢ラットを用い，加齢

に伴う咬合圧除去による歯周組織の組織変化の差

異について比較検討し，次のような結果を得た．

1．対照群においては，歯根膜腔の狭窄，細胞セ

　メント質の肥厚化，固有歯槽骨の改造活性の低

　下など，歯周組織の加齢変化が確認できた．ま

　た，歯槽骨表面に存在する破骨細胞数は加齢に



350 学位論文要旨

図1：各週齢ラット歯槽骨のテトラサイクリンラベリング像，上段が対照群，下段が咬合圧除去群．週齢

　　に伴いラベリングラインの幅が減少していることが分かる．

　　A：10週，B：50週，　C：80週

伴い減少していた．

2．実験群ではいずれの週齢でも，咬合圧除去後

　10日間で根間中隔頂と根尖の歯槽骨に新生骨の

形成が認められた．しかし，骨形成量は加齢に

伴い減少していた．

3．すべての週齢において，咬合圧除去後10日間

にセメント質の新たな添加は認められなかっ

　た．

4．咬合圧除去後，すべての週齢において歯根膜

の著しい狭窄が認められた．

5．歯槽骨表面の破骨細胞は減少し，80週齢の実

験群ではほとんど観察されなかった．

【考察】

　加齢に伴うラット歯周組織の変化については，

わずかな報告があるだけであるLL，．さらに，咬合

圧除去に伴う歯周組織の変化が加齢によりどのよ

うな影響をうけているか検討した報告はほとんど

ない．本研究の結果は，咬合圧除去に伴う歯周組

織の変化が，加齢変化と関連性を持っていること

を示唆している．
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長頭型と非長頭を伴う反対咬合患者の長期治療効果

一オトガイ帽装置を用いて一

飯田　吉郎

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Chin　cup　treatment　outcomes　in　skeletal　Class皿dolicho

　　　　　－versus　nondolichofacia1　patients．

YosHIRo　IIDA

Depαr彦ment　Ofllαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduate　School　ofOrαZ　Medi碗¢，

　　　　　　　　　Mαts醐oto・Den彦α1　University

Iida　Y，　Deguchi　T　Sr　and　Kageyama　T（2005）Angle　Orthod　75 502－9．

【目的】

　本研究の目的は長顔型（10ng　face　type）と非

長顔型（mesial　face　type）の2つの異なった歯・

顎顔面形態の異常を示す反対咬合患者に対してオ

トガイ帽装置を使用し，2つの症例群に適した整

形力の方向を与え，その長期的治療の効果を検索

することである．

【材料と方法】

　資料は反対咬合を示すAngle　Class皿不正咬合

をオトガイ帽装置にて治療した男子33症例，女子

32症例で，治療前（TO；mean　of　5y7m－8y7m），

動的治療終了時（T1；12y7m－13y4m），保定終

了時（T2；17y6m－18y2m）でロ腔模型，顔面・

口腔写真，側面セファログラムがととのってお

り，満足な結果を得た症例を抽出した．各男女の

セファロ分析はmandibular　plane　angleとthe

angle　of　mandibleの計測値から男子資料33症例

の17症例を長顔群に16症例を非長顔群に，女子資

料32症例は長顔群と非長顔群ともに16症例に分類

し，治療前（TO），治療後（T1）および保定後

（T2）のセファロ分析値を算出して，各段階で

の2群間の有意差検定を行った．

【結果】

　両群の治療前のセファロ分析項目では，1）上

下顎骨の前後関係を示すSNA，　SNB，　SNP角の

各項目に有意差（p＜0．01，0．001）を示した．

垂直方向の関係を示す下顎下縁平面角（mandi－

bular　plane　angle），Y軸角（NSGn）値にも有意

差を認めた（p＜0．001）．2）両群で，上下顎骨の

前後的異常を示すANB角（0．9°＜mean＜1．4°）

およびWi七s　appraisa1値（－6．1mm＜mean＜

－5．6mm）はskeletal　Class　3の特徴を示した．

3）両群で治療前に有意差を示した顎顔面形態を

維持しながら形態異常の改善が見られた．

【考察】

　以上の結果より1）長顔型群と非長顔型群の間

に，下顎骨のみならず前頭蓋，上顎骨部にも形態

の相違が認められた．2）両群の症例で，アング

ル皿級の形態異常の著名な改善が見られ，患者の

協力を得て後戻りを最小に抑えることが出来

た．3）両群の治療後の顎顔面形態は治療前の顎
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　　　Number

iMean　age　at　TO）
Mean　age　at　T1 Mean　age　at丁2

Mand，　Pl　to　SN

@　｛degree｝

Go　Angle

kdegree｝

　　　Male

colichoねc面

　　　16

i87圭1．6）
133：ヒ1．3 18．1±0．7 ＞39 〉寸32

　　　Male

@　　Non・

р盾撃奄モ?盾?≠モ奄≠

　　　↑7

i5，7±2．4｝
∫3，4±0．7 18．1±1．0 ＞39 ＞132

　　Female

colichofacia｜

　　　16

i8．丁±1．2）
］2，8±0．9 17．6±1、9 ＞39 ＞130

　　Female

@　　Non・

р盾撃奄モ?盾?≠モ奄≠

　　　16

i7．8±1．3）
12．7±二1．1 18．2±2，1 ＞39 〉†30

Fig．1：オトガイ帽装置とその整形力の方向（A：Ve寸ical　pull　B：Occipital　pul1）および本研究における長顔型（10ng　face　type）

　　　　と非長顔型（mesial　face　type）の2つの異なった歯・顎顔面形態の分類

apprajsaf

Functienal　Ocel＿　Plerle

　　　　　Fig．　2；本研究に使用したセファロ分析における角度計測および線分計測

Table　1　治療前（TO），治療後（T1）および保定後（T2）におけるセファロ分析値（男子）

TO
　　　Dolicho　Group（N＝16）

∠（TO’Tl）　　　　Tl　　　　∠i（Tl－T2） T2 TO
　　Non－dolico　Group（N＝t7）
∠（丁0－Tl〕　　　　T1　　　　∠］（Tl’T2） T2

Mean　SD Mean　SD Mean　SD　Mean　SD Mean　SD Mean　　SD

　Cranial　Base＆ilfai’illa

AIltero－Posteriof　　S－N

　　　　　　PtmLANS
　　　　　　　Ar－A
　　　　　　　SNA

　Ve由cal　　　NF／SN

　　　Mα〃4’わ～e

Antero－Posterior　　SNB

　　　　　　　SNP

　Vertica］　　　　N－Me

　　　　　　　NSGn
　　　　　　Ar－Go／SN

　Mandible　　Ar－Me
　　　　　　　Ar－Go
　　　　　　　Go．Me

　　　　　　ArGoMe

In｛ennaxi1伽）’　Ret‘】ti．onship

A皿tero－Posler｛or　　ANB

Mand　p、ISN　43．3s・　＊’

64．0

47．0

77．7

795

10．8

7＆1

77ρ

116．7

72．7＊

87．3

97．1

38．3＊

655
137．0＊》

　1．4

Wits　apprais垣一7，3

2．S

2．3

4．1

2拶

3．1

2．5

2．4

5．9

3．斗

2、3

4．6

6，7

3．7

4．8

4，4

ユ．6

3．2

3．6s・

5．4

8．4

L5

三2

．0．1

05

13．2

－L7

U
2．9

1α4

5．5

7．4

4．2

1．6

4．9

3、2

2、5

35
2．7

2，8

2ユ

2．2

7．4

2，7

L7
3．1

8．4

4．5

5．3

3．4

2，7

3．3

675＊

52．3

86．1

81．0

12．0

78，0

77．5

129，9

11．6辞⇒

73．8

90．1

107．5

43．8

72．9

132．8＊’

3．O

－2．3

3，6

3、5

55
25

3．4

2．4

2．4

8．6

3．8

23
4．6

9．i

5．8

5．2

5．1

15

3．0

3．2

1．8

3．9

0．1

－0．5

0．9

1．5

8，8

－2．5

－0．9

－0．5

9，8

フ．4

4，6

．2．0

．O．8

－O．1

2．］

2．7
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2．】
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2．0

2，0
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1．s
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4，1

3．7

3．0

3．9

1．1
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70．8
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8i．0

1L4

78，8

79．O

I38．7
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130，8＊
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－2．4

3．0
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2．］
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7．2

3．9

2，4

4．6

8、4
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5，0
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1．9

2，8
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79．6
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37．O＊s・1
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Table　2　治療前（TO），治療後（T1）および保定後（T2）におけるセファロ分析値（女子）

TO
　　　Dolicho　Groロp（N＝16）
∠］（TO－T1）　　　　T1　　　　∠］（T1－T2）

皿 TO
　　Nontdolioo　Greup（N＝16）
∠］（TO’Tl）　　　　T1　　　　∠1（T1－T2） T2

Mean　SD Mean　SD Mean　SD　Mean　SD Mean　SD Mean　SD

Cranial　Base＆ルlaxilla

Antero－Posteric　S－N　　　64．5＊

　　　　　　Ptrn’－ANS　　46．9

　　　　　　　Ar－A　　　76．8

　　　　　　　SNA　　78．3＊＊i

　Vertical　　NF／SN　　　10．3

　　　Mandible

A丑tero－Pos‡e亘o）

Vertical

SNB
SNP

N．Me
Mand　p／SN　43．1＊＊ミ

　　　　　　　NSGn
　　　　　　Ar－Go／SN

　Mandible　　AエーMe

　　　　　　　Ar－Go
　　　　　　　Go－Me
　　　　　　　AIGoMc

Intennaxillary　RelatiOnship

Antero’Posterio】　ANB

76．9＊＊a

73．6＊＊

113．2＊

72．O＊＊i

　86．8

　95．9

　37．6

　64．9

1373＊＊

1．8

2．4

2．0

2．1

2．4

2．7

2．6

4．8

3．4

2．1

3．1

3．8

3．4

2，9

4．6

3．1＊＊

3．2

5．1＊

0．9＊

－0．6

一〇．6

0．1

1L2
－0．9

1．3

3．2

7．6

3．9

5．5

－3．7

1．6

2．6

2．3

L9

2．3

67．7

50ユ

82．0＊

79．2

9．6

2．3

2．0

2．5

2．9

3．3

2．5　　76．4＊　　3．0

2．6　　76．4＊　　2．8

5．7　　124．4　　5．5

2．2　42．2＊＊’　4．2

2．0　　73．3＊＊　　2．6

3．2　　　90．1　　3．6

5．4　　103．4　　4．4

3．6　41．5＊＊　3．4

2．9　　　70．5　　　3．3

2．6　133．5＊t　4．5

0．9

0．6＊

1．1

－0．7

1．1

一〇．3＊

－0．2＊＊

5A
O．7＊＊

0．9＊＊

1．6

4．0

2．6

2．2

－1．0

1．3　　68．6　　2．5

1．2　　507＊　　2．3

1．3　83．1＊＊　2．8

1．4　78．6＊＊　　2．7

1．5　　10．7　　2．9

1．6　76．0＊＊　　3．2

1．3　76．3＊＊ε　3．0

3．9　　129，5　　4．5

1．4　42．9＊＊9　4．4

1．2　74．2＊＊Σ　2．8

2＞7　　91．7＊　　3．5

3．2　　　10フ．5　　　3．3

2．7　44．1＊＊　　3．6

2．6　　72．7　　3．5

2．4　132．5＊Σ　4．5

625＊　　3．2　　5．2＊＊

46．8　　3．3　　4．1

77．8　　4．6　　7．3＊

82．4＊＊＃　3．6　　－1．1＊

　9．3　　　3．9　　　0，6

81．1＊＊1　3．5

80．3＊＊　3．8

108．6＊　　6．8

35．6＊＊1　3．2

685＊＊a　3．0

　86．3　5．0

　95．6　5．5

　39．8　3．7

　64．8　3．3

131．0＊＊　4，6

一2．4

－1．6

13．4

－O．3

2．1

3．1

9．6

5．3

6．9

－3．4

2．2

2．7

2．6

3，1

2．6

67．7

50．8

85．1＊

81．3

9．8

2．7

2．1

4、0

3．1

3．7

3．0　　78．8＊　　2．6

3．0　　78、8＊　　2＞8

5．2　　122．0　　5．9

2．8　　35．3＊＊Σ　3．9

25　　70．7＊＊　2．5

4．4　　89．4　　4．5

3．6　　105．2　　4．0

2．5　　45、1＊＊　　3、7

2．5　　7L6　　3．7

3．3　127．6＊t　5．0

0．8　　　LO　　68．5　　2．7

2．1＊　　2．1　　53．0＊　　2．3

L4　　　1．4　　86．5＊＊　3．9

0．2　　　1．5　81．5＊＊　2．8

0．2　　　L1　　　10．1　　　3．5
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顔面形態の特徴を保ちながら治療効果を示した．
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Fig．3　長期治療効果は治療前の顎・顔面形態の特徴を保ちな

　　　　がら，正常な形態獲得への方向性を示す
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脱落前に認められるヒト乳歯の内部吸収と炎症性サイトカイン

石和田敏貴

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

In且ammatory　cytokines　and　intemal　resorption　of　human　deciduous七eeth　prior　to　shedding

TosHIIq　ISHIWADA

D¢Pαrtmen彦・fHαrd　7Vssu¢1～eseα励，　Grαduate・Scho・1・fOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　1吻励moτo　Deη¢αz砺iversity

石和田敏貴，安東孝治，森山敬太，影山康子，影山　徹，佐原紀行（2007）松本歯学33：187－99．

【目的】

　本研究では，脱落前のヒト乳歯の内部吸収を

TRAP陽性細胞を指標にして内部吸収段階を3

段階にわけ，それぞれの段階でのIL－1α，　IL－6，

TNF一αなどの炎症性サイトカイン陽性細胞の分

布変化を免疫組織化学的に解析し，内部吸収の進

行過程と炎症性サイトカインの関連性について検

討した．

1次抗体として蛍光抗体法で免疫染色し，共焦点

レ・一一・ザー顕微鏡で観察した．また一部の試料につ

いては，各炎症性サイトカイン陽性細胞の細胞を

同定するため，共焦点レーザー顕微鏡観察後，ペ

ルオキシダーゼーアンチペルオキシダーゼーコンプ

レクス（PAP）溶液中でさらに免疫染色し，エ

ポン包埋，超薄切し，透過電子顕微鏡で観察し

た．

【材料と方法】

　材料には動揺を示す歯根全体がほぼ吸収された

歯爵蝕のない健全なヒト乳歯56例を用いた．今回観

察に用いた歯種の内分けは，前歯12例，犬歯18

例，臼歯26例である．

　抜歯後，乳歯は直ちに4％パラホルムアルデハ

イド溶液に浸漬し，20時間固定した．固定

後，10％EDTA溶液中で約5週間脱灰した．脱

灰した乳歯は唇舌的あるいは近遠心的に2分した

のち，それぞれをマイクロスライサーで100μm

の厚さで薄切した．

　始めにすべての試料の内部吸収の進行状態を観

察するため，アゾ色素法によりTRAP活性染色

を行った．TRAP活性染色の観察結果からそれ

ぞれの試料を3つの内部吸収の段階に大別した．

次に，マウス抗ヒトーIL1α，　IL－6，　TNF一αを

【結果】

　脱落前のヒト乳歯の内部吸収を観察し，内部吸

収に関与する破歯細胞の分化過程と炎症性サイト

カイン産生細胞の動態について免疫組織化学的手

法を用い検討し，以下のような結果を得た．

1．内部吸収が開始されていない乳歯の歯髄内に

　は，炎症性サイトカイン陽性細胞はほとんど観

　察されなかった．

2．破歯細胞による吸収が最初に認められる歯冠

　底部の象牙質表面付近には，吸収前にIL－1α

　やTNF一α陽性細胞が多数観察された．しか

　し，IL－一　6陽性細胞は歯髄中央部に多かった

　（図1A）．

3．内部吸収の進行に伴い吸収部位に隣接した

　IL－1α（図1B），　TNF一α（図1C）やIL－6

　（図1D）陽性細胞が観察された．また，歯髄
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図1：歯髄内の各サイトカインの分布を示す吸収初期の歯髄内には陽性細胞はほとんど見られない

　　（A＞．内部吸収が開始される直前になると，歯髄内にはIL　1α（B），TNF一α（C）、IL－　6（D）

　　などの陽性細胞が多数侵入する．

中央部でも炎症性サイトカイン陽性細胞が増加

　し，一部ではTRAP陽性の単核細胞と隣接し

て密接な関係をもっていた．

4．一部の吸収窩表面とそれに隣接した単核細胞

がIL－　6抗体で反応を示した．　IL－　6は破歯細

胞の分化形成に関与するだけでなく，吸収窩表

面の硬組織による修復過程にも関与している可

　能性もあった．

【考察】

　IL1α，　IL－6やTNF一αなどの炎症性サイト

カインは脱落前に認められるヒト乳歯の内部吸収

過程において，破歯細胞やその前駆細胞の分化，

誘導あるいは活性化に密接に関与している可能性

が示唆された．
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ヒト歯髄細胞および歯根膜細胞は

ヒト破骨細胞（破歯細胞）の分化を促進する

内山真紀子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進口腔科学講座

Human　dental　pulp　cells　and　periodontal　ligament　cells　support　osteoclast　f｛）rmation

　　　　　　　　　　　　from　human　CD　14－positive　cells

］XUXKiKO　UCHIYAMA

Departmen彦・fOrα1　Health　Pr・moti・n，　Grαduate・SchoolげOrα1・Medicine，

　　　　　　　　　Matsumoto　Dental　Universi彦y

【目的】

　歯根の外部吸収や歯髄における内部吸収は，破

歯細胞がその中心的役割を担うとされている．破

歯細胞と破骨細胞が具備する特異形質は同一であ

り，細胞の分化誘導機構には違いはないと考えら

れている．また破骨細胞の分化とその骨吸収機構

には，各種骨吸収促進因子の刺激によって，骨芽

細胞または骨髄間質細胞の細胞膜表面に発現誘導

される破骨細胞分化因子（RANKL）が必須であ

ることが明らかとなっている1－3）．そこで我々は，

ヒト由来の歯髄および歯根膜細胞を用いて破骨細

胞（破歯細胞）の分化・誘導に，歯根膜細胞や歯

髄細胞由来の間質細胞が関与しているのか否かを

明らかにすることを目的に，培養系を用いて実験

を行い検討した．

【試料及び方法】

　ヒト健全上顎第3大臼歯を抜去し，ハンマーに

て破砕すると同時に歯髄細胞および歯根膜細胞を

採取し，コラゲナーゼ酵素処理を行い，それぞれ

の細胞群を調製した．こうして得た歯髄細胞と歯

根膜細胞膜をそれぞれ48穴プレートに播種

し，10％FBSを含むα一MEM培地にて，1日間

培養した．次に4名のボランティア由来の末梢血

から単核細胞群を比重遠心分離法を用いて調整

し，末梢血単核細胞から，MACSマイクロビー

ズシステムを用いることにより，純化したCD　14

陽性細胞を単離し，歯髄細胞，歯根膜細胞上に播

種し，各種試薬（OPG，　PGE，，　RANKL，　M－

CSF）を添加し，14日間共存培養を行った．そ

の後，抗ビトロネクチンレセプター（VNR）抗

体を用い，VNR陽性細胞のうち3核以上の多核

細胞を破骨細胞として計測した．

【結果と考察】

（1）CD　14陽性細胞，歯髄細胞，歯根膜細胞，い

ずれの単独培養において，VNR陽性細胞は全く

認められなかったが，CD　14陽性細胞を歯髄細胞

または歯根膜細胞と共存培養することにより，

VNR陽性の多核破骨細胞の形成が認められた．

（2）共存培養系で形成されたVNR陽性多核破骨

細胞の形成は，RANKLのデコイ受容体であるオ

ステオプロテゲリン（OPG）の添加によってほ

ぼ完全に抑制された．RANKLとM－CSFによっ

て誘導されるヒト破骨細胞分化を強く抑制する

PGE2をこれらの共存培養系に添加すると，　VNR

陽性多核破骨細胞の形成を強く抑制した．

（3）歯根膜細胞と歯髄細胞からmRNAを調製
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し，PCR法にて破骨細胞分化因子（RANKL）

の発現を検討したところ，歯髄細胞においてのみ

RANKL　mRNAの発現が認められた．

【結論】

　以上の実験結果より，歯髄細胞はRANKLシ

グナルを介して，ヒト破骨細胞を誘導・活性する

ことが示された．一方，歯根膜細胞はCD　14陽性

細胞との共存培養の際においてRANKLシグナ

ルを介して，ヒト破骨細胞を誘導・活性化するこ

とが示された．今後，歯根吸収や内部吸収の際に

出現する破歯細胞の分化における歯髄細胞や歯根
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膜細胞の生理的役割を明らかにするために，より

詳細に検討を行っていく予定である．

【文献】

1）小林泰浩，宇田川信之，高橋直之（2003）骨吸

　収調節機構，最新医学58：2631－9．

2）高橋直之，宇田川信之，須田立雄（1999）破骨

　細胞の分化と機能を調節する新規のTNF様因子
　　（破骨細胞分化因子）の役割，生化学71：241－

　53．

3）宇田川信之，中村美どり，高橋直之（2004）破

　骨細胞分化因子RAN－，日本臨床62：97－
　101．
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精神鎮静法における鎮静レベルの客観的評価法

一PAMRの変化による評価一

大河　和子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎ロ腔機能制御学講座

　　　　　Evaluation　of　conscious　sedation

－Application　of　post　auricular　muscle　response（PAMR）一

KAZUKO　OKAWA

Depαrtmen彦げOrα1　and　Mαxillofaciα1　Biologor，　Grαduate　SchoolげOrαZ　1佐耽‘ηe，

　　　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　Universitor

大河和子（2007）松本歯学33　281－90．

【緒言】

　後耳介筋（post　auricular　muscle）は耳介の運

動に関与する筋であるが，ヒトでは痕跡的でそ

の作用はほとんど失われている．しかし近年，

後耳介筋反射（post　auricular　muscle　response，

PAMR）は聴性誘発反応の中潜時反応（middle

latency　response，　MLR）を測定する時にしばし

ば現れる筋原性の反応波として注目され，その性

質が検討された．これまでPAMRは，睡眠によ

り振幅が減少することが知られていたが，本研究

では，PAMRが覚醒時の笑気や鎮静薬の鎮静作

用にも振幅が変化することに注目し，臨床応用を

考えた．

　歯科臨床では精神鎮静法が，快適で円滑な歯科

治療を提供できるとともに，脳血管障害，循環器

疾患の合併症発症予防に有用であり繁用される．

精神鎮静法の至適鎮静レベルの判定は，バイタル

サインにより行われているが，薬剤効果に個人差

のあることをよく経験する．

　本研究では，笑気やミダゾラム（ベンゾジアゼ

ピン系鎮静薬）がPAMRに対し，どのように影

響するのかを明らかにするとともに，PAMRが

精神鎮静法の鎮静度モニタとなり得るかどうかの

検討を行った．

【対象と方法】

　対象は，手術時に精神鎮静法の適応とした

ASA分類1度の成人で，研究目的，検査内容を

説明し，インフォームドコンセントを得た笑気吸

入鎮静法10名，静脈内鎮静法14名とした．歯科臨

床で繁用している笑気吸入鎮静法，およびミダゾ

ラム静脈内投与による精神鎮静法でのPAMR変

化と笑気吸入濃度，血漿ミダゾラム濃度および臨

床的至適鎮静レベルとの関連を検索した．PAMR

波形の誘出にはシグナルプロセッサ（7S12，日

本電気三栄製，日本）を用いて，音刺激および加

算平均法により行った．

【結果】

1．笑気吸入濃度とPAMR変化

　PAMRの振幅変化は対照（純酸素吸入時）に

比し，笑気吸入濃度10％では増加したが，20％お

よび30％では有意に減少した．PAMR潜時は対

照値に比し，30％笑気吸入時においてN波が有
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意に延長した．

2．血漿ミダゾラム濃度とPAMR変化

1）ミダゾラム投与量は，レベル1では0．02mg／

　kg，レベル2における総投与量は0．04±0．00

　mg／kg，臨床的至適鎮静であるレベル3では

　0．1±0．01mg／kgであった．血漿ミダゾラム濃

　度の上昇につれPAMR振幅は有意に減少し
　た．

2）対照値のPAMR潜時は，症例により異なり

　平均12．3±0．7msecであった．

3）レベル3における血漿ミダゾラム濃度と

　PAMR振幅に相関関係は認められなかった．

【考察】

　聴性誘発反応のうち，誘出が比較的容易で再現

性に富む後耳介筋反射（PAMR）の変化，特に

振幅変化と臨床的至適鎮静レベルとの関連性に着

目し，客観的な鎮静レベルモニタとしての有用性

を検討して次の結果を得た．
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1．PAMRの振幅について

　笑気濃度30％時にはPAMR振幅は減少した．

　ミダゾラム静脈内鎮静法における臨床的至適鎮

静レベルでのPAMRの振幅は，減少した．ま

た，臨床的至適鎮静レベルでのPAMRの振幅減

少と血漿ミダゾラム濃度には相関関係は認めな

かった．

2．PAMRの潜時について

　笑気濃度30％時のN波は，対照値に比し有意

に延長した．

　ミダゾラム静脈内鎮静法における，臨床的至適

鎮静レベルでのN波，およびP波の潜時は，対

照値に比し有意に延長し，ピーク間潜時も対照値

に比し有意に延長した．

3．睡眠に陥る深度の鎮静ではPAMR波形は消

　失した．

　以上の結果より，PAMRは精神鎮静法の至適

鎮静レベル判定に有用であり，特に薬剤効果に個

体差の多い有病者や高齢者の精神鎮静法のモニタ

として，有用性が高いと思われる．
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ダウン症候群における歯周疾患発症関連遺伝子の検索

大森由里子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進口腔科学講座

Analysis　of　mutations　of　inflammatory　cytokine，　Toll－1ike　receptor　andβ2－integrin　genes　in

　　　　　　　　　　　　periodontitis　in　Down　syndrome　patients

YuRIKo　OOMORI

Depαrtment　ofOrα1　Heαlth　Promotion，　Grαduate　School　Of　Orα1　Medicine，

　　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

Oomori　Y，　Imamura　Y，　Fujigaki　Y，　Hosaka　K，　Miyazawa　H，　Kasahara　H　and　Wang　PL（2007）

　　　　　　　　　　　　Pediatric　Dental　Journal　17：19－26．

【目的】

　ダウン症候群（以下ダウン症）は21番染色体ト

リソミー一・による染色体異常で，極めて特異な身体

的特徴や精神遅滞を伴う1）．また，呼吸器感染症，

慢性肝炎，白血病などの発症頻度が高く，免疫機

能低下が示唆されている．口腔内では顎骨，歯牙

の形態異常や若年期から急速に増悪する歯周疾患

が見られる2）．これは精神遅滞などによる口腔内

清掃不良に加え，免疫機能（感染抵抗性）低下が

一因と考えられる．ダウン症の歯周疾患罹患率

は，同程度の知的障害と比べ高いことが示唆され

ている．本研究では，免疫応答の一連の情報伝達

経路に関わるInterleukin（IL）－1　A，江一1　B，

Tol1－like　receptor（TLR）2，　TLR　4及び細胞接

着分子β2一インテグリンの各遺伝子について

一塩基多型（Single　nucleotide　polymorphisms：

SNPs）解析を行い，ダウン症の歯周疾患発症・

進行に関わる遺伝的要因の検索を目的とした．

【材料と方法】

　被験者は標準型21番染色体トリソミーと診断さ

れたダウン症患者34名，ダウン症でない健常者30

名とした．健常者で歯周疾患非罹患者以外は，松

本歯科大学病院外来受診或いは施設出張診療によ

る治療管理された者とした．本学倫理委員会指針

に従い，インフォームドコンセント取得後，診査

と細胞の採取を行った．歯周疾患の評価基準は

世界保健機関のCommunity　Periodonta11ndex

（CPI）を用い，歯肉からの出血（bleeding　on

probing：BOP）（＋），歯周ポケットの深さ

（probing　depth：PD）4mm以上を歯周疾患罹

患者とし，BOP（一），　PD　4　mm未満を歯周疾

患非罹患者（コントロール）とした．歯ブラシに

より被験者舌細胞を回収し，ゲノムDNAを抽出

後，polymerase　chain　reaction－restriction　frag－

ment　length　polymorphysms（PCR－R肌P）解

析を行った．

【結果】

　各候補遺伝子のSNPs発生率は，　IL－1　A：ダ

ウン症コントロール群で1例（8．33％），疾患群

で3例（13．64％），健常者コントロール群で2例

（20．00％），疾患群で3例（15．00％），IL－1　B：

ダウン症コントロール・疾患群共に0例，健常者

コントロールで1例であった．また，TLR　2，

TLR　4及びβ2一インテグリンは，全てにおいて



変異が確認されなかった．

【考察】
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　本研究の候補遺伝子IL－1とTI．Rは，ダウン

症発症の原因とされる21番染色体上に存在しない

が，歯周疾患原因菌由来リポポリサッカライドや

ペプチドグリカンによる免疫細胞応答に関わる細

胞性因子である．一方，β2一インテグリンは21番

染色体上にあり，白血球に特異的な細胞接着分子

である．この異常は白血球のローリングを低下さ

せ，細胞接着不全を起こすことが示唆されてい

る．本研究では，健常者とダウン症患者間並びに

それぞれのコントロール群と疾患群間おいて，こ

れら遺伝子のSNPsと歯周疾患間には相関性が

無い結果となった．本研究の被験者数は少なかっ

たため，これを増やすことで統計学的信頼性の高
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いデータを得る必要がある．ダウン症患者におけ

る歯牙喪失の最大原因は歯周疾患であるため，早

期の診断・予防を念頭に置いた適切な個人指導を

行うことが重要である．本研究では決定付ける標

的遺伝子のSNPsを見い出すことは出来なかっ

たが，仮に歯周疾患関連遺伝子が判明した場合，

これを指標とした早期診断が可能となる．また，

歯周疾患の予防や治療を確立する上で重要な要素

となることが予想される．

【文献】

1）1．ee　I、G　and　Jackson　JF　（1972）Diagnosis　of

　Down’s　syndrome：clinical　vs．laboratory．Clin

　Pediatr　（Phila）11：353－6．

2）Desai　SS（1997）Down　syndrome：Areviews　of

　the　literature．　Oral　Surg　Oral　Med　Oral　Pa七hol

　Oral　Radiol　Endod　84：279－85．
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歯肉上皮の異型変化によるサイトケラチンの異常発現

落合　隆永

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Abnormal　expression　of　cytokeratin　due　to　dysplastic　transformation　of

　　　　　　　　　　　　gingival　epithelium

TAKANAGA　OCHIAI

Depαr彦mentげHαrd　Tissue　Re8eαrch，　Grαduαte　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　ハ伽S醐o彦O　Dentα1　University

【目的】

　口腔粘膜前癌病変の病理診断は苦慮する症例が

多く，客観的診断基準は確立されていない．上皮

組織に存在するcytokeratin（以下CK）は悪性

化で変化することが知られるが，ロ腔上皮の部位

特異性を考慮した報告は少なく，歯肉に限定した

報告はない．そこで歯肉上皮の悪性化を客観的に

診断するために，歯肉上皮と異型上皮のCK発現

を免疫組織学的に検討した．

【材料と方法】

　対照群は成人性歯周炎の初期治療後に歯周外科

処置で採取した組織で，異型を欠き炎症の軽微な

外縁上皮（80例）を用いた．異型上皮群（22例）

は軽度上皮異形成症を軽度異型上皮群（14例），

中等度上皮異形成症，重度上皮異形成症及び上皮

内癌を重度異型上皮群（8例）とした．対照群は

テイッシュアレイヤーで2～3mm大の組織ア
レーを作成し，異型上皮群は検体毎に薄切した．

各種CKを1次抗体とする免疫染色を通法に従い

行った．統計解析は対照群と異型上皮群，対照群

と軽度異型上皮群及び重度異型上皮群間でピ検

定を行いp＜0．05を有意差ありとした．

【結果と考察】

対照群のCK　4，　CK　7，　CK　8，　CK　18および

CK　20は全例陰性だった．　CK　5とCK　14は全例

全層に発現した．CK　16は全例で傍基底細胞から

表層に発現した．CK　1は94％で傍基底細胞から

表層細胞に発現した．CK　10は41％で有棘細胞か

ら角化細胞に発現したが，斑状や全層性に陰性部

位が混在した．CK　15は15％で基底細胞に発現し

た．CK　13は21％で傍基底細胞から表層細胞に発

現した．CK　17は45％で中層に発現した．　CK　19

は38％で基底細胞に発現した．

　異型上皮群のCK　7，　CK　18及びCK　20は全例

陰性だった．CK　5とCK　14は全例全層に発現し

た．CK　16は95％で傍1基底細胞から表層細胞で発

現した．CK　1は全例で中層細胞から角化細胞で

発現したが，67％で傍基底細胞から表層細胞に陰

性細胞がみられた．CK　10は77％で傍基底細胞か

ら表層細胞に発現したが，斑状や全層性に陰性部

位がみられた．CK　4は23％で有棘細胞から表層

細胞に発現した．CK　13は77％で傍基底細胞から

表層細胞に発現した．CK　15は55％で基底細胞に

発現した．CK　17は86％で傍基底層から表層細胞

で発現し，角化異常細胞に陽性だった．CK　19は

45％で基底細胞から表層細胞に発現した．CK　8

は32％で全層に発現した．

　統計解析の結果，対照群と異型上皮群間，対照

群と軽度異型上皮群及び重度異型上皮群間のCK

4，CK　8，　CK　10，　CK　13，　CK　15，　CK　17が有意
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差を示した．

　異型上皮群でCK　1は散在性に陰性細胞がみら

れ，CK　10は対照群と異型上皮群共に陰性細胞が

みられた．通常角化重層上皮に局在するCK　1と

CK　10の陰性化は角化重層上皮の性格を失った上

皮への脱分化と考えられた．しかしCK　10の対照

群での発現消失は炎症性変化でもみられたので，

脱分化以外の原因も考えられる．CK　4は対照群

で陰性だが，異型上皮群は表層細胞に発現した．

CK　13は異型上皮群の傍基底細胞から表層細胞で

発現が増加した．CK　17は傍基底細胞から表層細
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胞で，CK　19は基底細胞から表層細胞で異所性に

発現した．CK　8は異型上皮群で全層に発現し

た．非角化重層上皮や単純上皮に存在するCK

4，CK　8，　CK　13，　CK　17およびCK　19の発現は

脱分化に伴う異所性発現と考えられた．

　歯肉ではCK　1の発現減少やCK　4，　CK　8，　CK

13，CK　17およびCK　19の異所性発現が重層扁平

上皮の分化異常の客観的指標となり，形態学的に

判定困難な異型上皮の診断に有用な情報をもたら

すことが示唆された．
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ロ腔乾燥症に対する漢方薬の効果

一臨床評価と漢方i薬の作用に関する検討一

小野　裕輔

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎ロ腔機能制御学講座

　　　Effect　of　Chinese　herbal　medicine　in　patients　with　xerostomia

－Clinical　evaluation　and　pharmacologic　effect　of　Chinese　herbal　medicine一

YUSUKE　ONO

Z）eραrtmen彦ofOrα1　and　Mαxill・faciα1　Bi・logy，　Grαduate・Sch・・1・f　Orα1　Medicine，
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【目的】

　ロ腔乾燥症は，唾液腺機能低下，自己免疫疾

患，薬物投与など様々な要因で発症する疾患で増

加傾向にある．治療には塩酸セビメリン，漢方薬

などが適用されているものの，漢方薬の唾液分泌

機構への作用機序は明らかにされていない．

　近年，水分泌膜蛋白（アクアポリンAQP）が

唾液腺に分布していることが明らかとなり，唾液

分泌とAQPの関係が注目されている．そこで本

研究では漢方薬の臨床効果とその作用機序を明ら

かにすることを目的として，漢方薬の臨床効果を

唾液分泌量とレーティングスケールで評価すると

ともに，正常唾液腺組織と耳下腺由来HSY細胞

を用いてAQPの発現を検討した．

【対象と方法】

1．ロ腔乾燥症に対する各種薬剤の臨床効果

1）被験者は男性25名，女性139名，平均年齢65．6

歳の164名を対象とした．

2）診査項目：問診に加え粘膜保湿度，ガム試

験，Saxonテスト，　Schirmer試験，蛍光色素

試験，血液一般，血液生化学検査，血清免疫学

検査，病理組織学検査（口唇腺），唾液腺造影，

唾液腺シンチグラフィーを行った．

3）診査と診断は日本シェーグレン症候群研究会

1999年改定診断基準を適用した．

4）治療方法：自覚・他覚症状の診査後，シェー

グレン，非シェーグレン症候群患者に対して漢

方薬あるいは塩酸セビメリンを投与し，3か月

後の臨床症状を評価した．

5）臨床症状の評価：（1）唾液分泌量評価では有

歯顎者にはガム試験，無歯顎者にはSaxonテ

ストを行った．（2）臨床症状の改善度評価では

　レーティングスケールを用いて数値化した．

　（3）薬剤の臨床効果判定は，自覚・他覚症状

から判定した．

2．統計学的評価はWilcoxon　signed－rank　test

　を行い，P〈0．05を有意とした．

3．薬剤の細胞生物学的効果

1）正常唾液腺におけるAQP発現

（1）ヒト顎下腺を免疫組織染色して使用した．1

　次抗体には抗ヒトAQP抗体Goat抗体を使用

　し，2次抗体にはビオチン化抗Goat　IgG抗体

　を使用し染色した．

2）ヒト耳下腺由来HSY細胞におけるAQP発

現

（1）漢方薬の唾液腺細胞に対する細胞生物学的作

　用
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①ヒト耳下腺由来上皮細胞としてHSY細胞を，

　10％牛胎児血清を添加したダルベッコ変法イー

　グル培地（DMEM）で培養iした．

②漢方薬は麦門冬湯，加味遣遙散，桔梗湯五苓

　散，八味地黄丸，白虎加人参湯，半夏厚朴湯を

　使用した．これらの漢方薬を72時間且SY細胞

　に添加培養した．

③Reverse　Transcriptase－Polymerase　Chain

　Reaction（RT－PCR）法についてはGAPDH

　をinternal　contro1とし，特異的プライマーを

　用いて行いPCR産物を検出した．

④Western　Blot法は一次抗体にはGoat抗ヒト

　AQP抗体を使用し，二次抗体には抗Goat　IgG

　且RP標識抗体を使用し，化学発光したAQP
　を検出した．

【結果】

1．薬剤の口腔乾燥症に対する臨床効果

（1）唾液分泌量の評価：シェーグレン症候群患者

　に麦門冬湯，塩酸セビメリンを内服すると唾液

分泌は増加傾向を示した．また，非シェーグレ

　ン症候群患者に漢方薬を投与すると，増加傾向

　を示した．

（2）臨床症状の改善度：薬剤投与前と投与開始後

　3か月における自覚，他覚症状をレーティング

　スケールで比較した．シェーグレン症候群患者

　に塩酸セビメリンを投与すると，口腔乾燥感の

み改善した．シェーグレン症候群患者と非

　シェーグレン症候群患者に麦門冬湯を投与する

　と，ロ腔乾燥感，ロ腔内灼熱感，飲水切望感が

改善した．非シェーグレン患者に加味道遙散，

八味地黄丸を投与すると，口腔乾燥感，口腔内

灼熱感が改善し舌痛が緩和した．

（3）臨床効果判定：シェーグレン症候群患者に塩

酸セビメリンを適用すると「やや有効」以上

50％，麦門冬湯53．8％であった．一方，非
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　シェーグレン症候群に漢方薬を投与したとこ

　ろ，麦門冬湯77．8％，加味遣遙散70％，入味地

黄丸71．4％で「やや有効」以上の効果がみられ

　た．

2．漢方薬の唾液腺細胞に対する細胞生物学的作

用

（1）正常唾液腺におけるAQP発現：基底側細胞

膜にAQP　3が，管腔側細胞膜にAQP　5が局在

　していた．

（2）HsY細胞におけるAQp　mRNA発現：漢方

薬を添加培養しないHSY細胞に，　AQP　3

mRNAとAQp　5　mRNAが恒常的に発現して

いた．さらに，異なる濃度の漢方薬を含む培地

　で72時間培養すると，濃度依存的に発現量が増

加した．

（3）HsY細胞におけるAQpの発現：western

blot法で検討したところ，各種AQPの発現が

認められた．漢方薬を添加培養しない対照群に

比べ，漢方薬を添加培養した且SY細胞では，

AQP　3，5で発現が増加した．

【考察】

　唾液腺は，交感神経と副交感神経による自律神

経の二重支配を受けているが，腺房部管腔側に存

在するAQP　5が水のチャネルとして存在するこ

とが明らかとなり，自律神経系を介する経路のほ

かに，水チャネルが唾液分泌に関与していると推

測される．

　本研究によって，AQP　3は腺房細胞基底側膜

に，AQP　5は管腔側膜に局在し，漢方薬を添加

して培養したHSY細胞では，　AQP　3　mRNAと

AQP　5　mRNAの発現が増加した．

　以上の結果から，漢方薬によるAQP　3とAQP

5の発現誘導が，腺房細胞から唾液を分泌させる

機能の一端を担っていると推測された．
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成長期咬合挙上動物における咀噌運動の解析

金山　隼人

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

Analysis　of　masticatory　movement　in　the　bite－raised　growing　animal

HAYATo　KANAYAMA

Deραrtment　OfOrα1　and　Mαxillofaciα1　Bi・logy，　Grαduate　School　of　Orα1　Medicine，

　　　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

【目的】

　臨床上，患者にとって不適切な咬合高径を設定

すると口腔機能に障害をきたすことが知られてい

る1）．しかし，その障害の誘因となる病態生理学

的メカニズムはなお不明である．このメカニズム

を知る第一段階として，咬合高径を変化させた場

合の咀噌時の顎運動や咀囎筋活動の変化を明らか

にすることが求められる．従来の研究からモル

モットの前歯部に咬合挙上装置を装着して，臼歯

部に空隙を作ると，数日以内に臼歯が萌出し，高

められた咬合高径で臼歯が咬合することが報告さ

れている2・　3）．また，このような動物で挙上装置を

撤去すると，数日以内で装置を装着しなかった対

照動物とほぼ同じ咬合高径にまで低下させること

も明らかにされている．つまり，上下天然歯が高

い咬合高径から適切な咬合高径へ経日的に変化す

る．そこで，本研究では，咬合挙上装置撤去後，

咀曜時の顎運動および咀噌筋活動を経日的に調べ

ることにより咬合高径の変化に伴う咀噌運動の変

化を明らかにすることを目的とした．

【対象と方法】

　実験にはHartley系雄性モルモットを用い

た．咬合挙上は咬合挙上装置を装置上面が咬合平

面に一致するよう下顎切歯に装着した．この操作

によって上下臼歯間で約3mmの空隙ができる

が，10日後には臼歯の萌出により上下臼歯が咬合

して空隙はなくなる．マイクロCT画像4）にて上

下の臼歯が咬合していることを確認したのち，装

置を撤去した．咀噌運動の記録は咬合挙上前，装

置撤去後1日目，4日目，7日目および11日目に

行った．対照動物として咬合挙上を施さない同週

齢の動物を用い，同様な経日的変化を記録した．

まず，頭部に対する下顎の位置を経日的かつ定量

的に評価するため，動物の下顎骨に脱着式の

LEDを装着し，頭部を固定した状態でCCDカ
メラにて前頭面での顎運動を記録した．なお，咀

噌を行わせるために，術者が口腔内に飼料を挿入

した．解析項目としては，咀曜中の最小開ロ位，

最大開ロ位，開口量および1咀噌サイクル時間

（total　cycle　length以下，　TCL）を対象とした．

次に，咬合高径の変化による筋活動の変化を調べ

るために，自由行動下で顎運動と同時に両側咬筋

および顎二腹筋の筋電図活動を記録した．この場

合，前頭面の顎運動は，下顎骨に固定した磁石の

動きを，頭部に装着した2つの磁気センサーを用

いて記録した．実験では5時間の絶食の後，自由

行動下で1時間自由に摂食させた．このようにし

て記録された顎運動および筋電図について，

TCL，咬筋および顎二腹筋の筋活動量と筋活動

持続時間を解析した．

【結果】

咬合挙上装置撤去日の咬合高径は咬合挙上前に
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比べ平均120％であった．咬合高径は，装置撤去

後4日間で急激に減少し，その後暫減し，11日目

には対照群とほぼ同様の咬合高径となった．咀噌

運動中の頭頂部に対する下顎の位置を調べると，

最小開口位は，装置撤去後1日目で対照群に比べ

有意に開口位にあった．しかし，最大開口位は，

対照群に比べて有意な変化が認められなかった．

開ロ量は，装置撤去後1日目で対照群に比べ有意

に減少した．また，TCLは咬合挙上前と比較し

て有意な変化が認められなかった．咬筋筋活動量

は装置撤去後1，7，11日目で有意に増大し，筋

活動持続時間は，装置撤去後1日目で有意に増大

した．また，顎二腹筋筋活動量は，装置撤去後1

日目で有意に増大した．顎二腹筋筋活動持続時間

は，咬合挙上前と比較して有意な変化が認められ

なかった．

【考察】

　天然歯の高い咬合高径が咀噌中の顎運動および

咀噌筋活動に影響を与えることが明らかとなっ
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た．本研究結果から，装置撤去後に適切な咬合高

径に戻すためには咬筋活動の増大が重要な働きを

している可能性が示された．
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エムドゲイン⑧ゲルを用いた低侵襲性歯周外科手術の研究

久野　知子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進口腔科学講座

Study　of　minimally　invasive　periodontal　surgery　using　Emdogain⑧Ge1

TOMOKO　IXUNO

DepαrtmentげOrα1・Heαlth・Pr・m・tion，　Grαduαte・Sch・・1・fOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　　Mαtsu励to　Dentα1仇‘uer8偽ノ

【目的】

　歯周組織再生療法は，組織誘導再生法（Guided

Tissue　Regenera七ion），エナメルマトリックスプ

ロテインを応用した方法，骨移植，およびその併

用療法がさかんに行われているが，その適応症に

は限界があり，患者に与える外科的侵襲やストレ

スの大きいことが指摘されている1・2）．近年，ミニ

マルインターベンション（minimal　in七erven－

tion：MI）の概念の重要性が報告され，歯周病

治療学の分野においても低侵襲性歯周外科手術の

開発が期待されている3－5）．

　そこで本研究では，骨内欠損に対してEm－

dogain⑧ゲル（EMD）と改良新付着術6）を併用し

た低侵襲性歯周組織再生療法の効果を，臨床パラ

メーター，および歯肉溝滲出液（GCF）中の骨

代謝マーカーで評価検討した．

【対象と方法】

　被験者は，歯周基本治療後，骨内欠損を有する

30名（男性14名，女性16名）の慢性歯周炎患者の

45部位について，以下の3群に分けた．すなわ

ち，コントロールとして歯肉剥離掻爬術単独

（FLAP）群，改良型新付着術（改良ENAP）と

EMDを併用した改良ENAP＋EMD群，および

FLAP手術にEMDを併用したFLAP＋EMD群
であった．

　術直前，術後6ヶ月の臨床パラメーターとし

て，プロービング時の出血，Silness＆Loeの歯

肉炎指数7），歯の動揺度，プロービングデプス，

臨床的アタッチメントレベルを診査し，口内法X

線写真，3DX⑧CT画像所見の評価，さらにGCF

中の骨代謝マーカーとして，アルカリフォスファ

ターゼ，および骨形成マーカーのGla型，骨吸

収マーカーのGlu型オステオカルシンを測定評

価した．比較検定にはウィルコクソン符号順位和

検定，クラスカル・ウォリス検定，多重比較検定

を用いた．

【結果】

　FLAP群に比較して，皿、AP＋EMD群，改良

ENAP＋EMD群の方が有意に大きな臨床的ア
タッチメントの獲得が認められた（P＜0．01）．

歯槽骨吸収量も，術直前に比べ，術後6ヶ月で両

群共に有意に改善した（P＜0．01）．さらに，著

明な骨再生所見を3DX⑧CT画像で確認できた．

すなわち，改良ENAP＋EMD群は，　FLAP＋

EMD群と比較して，術後6ヶ月での臨床効果は

同程度にまで改善した．

　また，骨代謝マーカーにおいても，改良ENAP

＋EMD群と肌AP＋EMD群は，肌AP群と比
較して，Gla型オステオカルシン量は著明に増量

し，骨形成傾向が認められた．さらに，FLAP手

術単独やEMDを併用した術式よりも，改良

ENAPは術後の疾痛が早期に消失し，疾痛も軽
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度で，手術時間も短く，低侵襲性であることが認

められた．

【考察】

　現在，医学の分野のみならず歯科臨床の場にお

いてもminimal　in七ervention（MI）にもとつい

た治療3－5）が行われ，その重要性が広く認識され

るようになった．改良ENAP5）の利点は，メスで

必要最低限の歯肉溝切開を加え，一塊として不良

肉芽を掻爬，除去し，ルートプレーニング後に縫

合するため，歯肉剥離および翻転が最小限です

み，手術侵襲を抑制できることである．これらの

結果より，改良ENAP＋EMDの低侵襲性の歯周

組織再生療法は効果があることが示唆された．
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咬みしめ時の下顎頭変位に対する矢状願路傾斜角の影響

小池　秀行

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

Influ飽ce　of　condylar　guidance　inclination　to　condylar　displacement　during　clenching

HIDEYuKI　KOII（E

Depαrtment　Of　Orα1　and　Mαxillofaciα1　Bi・1・gy，　Grαduαte　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　　　Matsumoto　Z）ental　University

【目的】

　遊離端欠損が生じ臼歯部咬合支持が喪失した場

合に，欠損部位に対して可及的速やかに適切な補

綴処置を行うことが歯科医師としての重要な役割

であるという考え方がこれまでの歯科教育の根幹

となっていた．これに対し，1980年頃から北欧を

中心に，遊離端欠損に補綴処置をあえて行わない

とする短縮歯列（Shortened　Dental　Arch：SDA）

の概念が論じられるようになった1）．本邦におい

ては，この概念に対してまだ懐疑的であり，遊離

端欠損に対して補綴的介入の有無といった二つの

相反する処置方針が混在する中，それぞれの適応

症を明確に判別できる基準の一刻も早い策定が待

たれている．

　これまで欠損補綴を論ずる場合の根拠になって

いるのは，咬合支持の喪失により咬合が不安定に

なり，最終的には顎機能障害にまで至るという概

念である．咬合支持が喪失した状態で咬みしめが

起こると，そこで発現する下顎頭変位は天然歯列

の場合とは様相を異にしていることがこれまでの

研究2）で判明したが，そこには，顎顔面形態の影

響が関与していると考えられている3）．本研究で

は，関節結節の形態が下顎頭あるいはその周囲組

織の動態，さらに咬合接触状態などと強く関わっ

ている4・5）ことに注目し，臼歯部咬合支持の喪失に

伴う咬みしめ時の下顎頭変位の様相に対して，関

節結節の傾斜角により決定される矢状穎路傾斜

角6）が及ぼす影響につv・．て検索を行った．

【対象と方法】

　被験者は，健全歯列を有する松本歯科大学総合

診療科所属の臨床研修医19名とした．内訳は男性

15名，女性4名，年齢分布は24歳から31歳，平均

年齢25．7歳である．上顎歯列にレジン製スプリン

トを装着し，後方歯部分より両側性に順次これを

切断することで，擬似的な咬合支持喪失の条件を

設定した．6自由度顎運動測定装置を用いて，各

咬合条件における咬みしめ時の下顎頭変位の測定

および矢状頼路傾斜角の測定を行った．基準平面

は咬合平面とし，下顎頭の代表点には全運動軸点

を選択した．

【結果】

1．スプリントを上顎歯列に装着後，順次後方か

ら咬合支持を喪失させると，咬みしめ時の下顎頭

変位量は有意に大きくなる傾向にあったが，臼歯

部咬合支持の喪失範囲の増大とともに被験者間の

ばらつきが大きくなった．

2．上下顎天然歯列同士の咬合接触状態における

咬みしめ時の下顎頭変位量と，スプリント上での

臼歯部咬合支持喪失前後における咬みしめ時の下

顎頭変位量の差との間には，正の相関が認められ

た．

3．矢状穎路傾斜角と，上下顎天然歯列同士の咬
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合接触状態における咬みしめ時の下顎頭変位量，

さらに，スプリント上での臼歯部咬合支持喪失前

後における下顎頭変位量の差との間には，負の相

関が認められた．

【考察】

　　臼歯部咬合支持の喪失に伴う咬みしめ時の下顎

頭変位の様相に対して，矢状願路傾斜角で代表さ

れる関節結節の形態と関わりのあることが判明

し，これは，上下顎天然歯列の場合にも咬合支持

喪失時においてもあてはまることが示唆された．
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急性炎症時におけるサイトカインの関与

一三叉神経節細胞でのSTAT　3の変化一

飯島　暁子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

Involvement　of　cy七〇kine　intracellular　molecules　in　the　rat　trigeminal　ganglion

　　　　　　　　　　　　under　acute　inflammation

　　　－Achange　of　STAT　3　molecules　in　the　rat　trigeminal　ganglion一

AKIKO　IIJIMA

Depαrtment　・f　Orα1　and　Mαxillofaciα1　Biology，　Grαduate　Sch・・1　OfOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　　　Mαtsumoto・D¢ntα1　University

飯島暁子，奥村雅代，田中丈也，姫野勝仁，時崎匡史，金銅英二（2007）松本歯学33　291－8．

【目的】

　歯科疾患は，歯髄炎や歯周炎といった炎症と関

連するものが大半を占め，激烈な「痛み」を伴っ

て来院する症例が多く認められる．この「痛み」

は医療現場における重要な課題であり「痛み」の

メカニズム解明，特に炎症性疾痛の病態を解明す

ることは重要であるといえる．

　これまでにサイトカイン受容体の一部となる

gp－130の局在やサイトカインのシグナル伝達に

必須とされるJAK（Janus　kinase）－TYk（tyrosin

kinase）ファミリーが存在することから，急性

炎症時に炎症性サイトカインが三叉神経節細胞に

何らかの影響を与えていることが示唆される．し

かし，その詳細な報告はみられない．

　本研究では急性炎症が三叉神経節においてどの

ような影響を及ぼしているのかを明らかにするこ

とを目的とし，サイトカイン細胞内シグナル伝達

分子であるSTAT　3の発現についてラット急性炎

症モデルを用いて検討した．

【方法】

　SD雄性ラット（6週齢）の右側上口唇にCap－

saicin（Cap）を50μ1注入した．注入後30分，3

時間，1日，3日，7日と経時的に三叉神経節を

深麻酔下にて摘出した．免疫組織化学に供する組

織は灌流固定後摘出した．蛋白定量（ウエスタン

ブロッティング）に供する組織は，断頭後速やか

に凍結し，その後蛋白の抽出精製をおこなった．

免疫組織化学用三叉神経節は後固定した後シュク

ロース置換して脱水を行い，粉末状ドライアイス

にて凍結，15～20μm厚径の切片を作成し免疫組

織化学を行った．一方wes七em　blo七七ing用組織

は，TRIZOL（lnvitrogen社）を使用し，通法に

て蛋白の抽出・精製を行った．

1．免疫組織化学法によるSTAT　3およびリン酸

　化STAT　3の細胞内局在の検討

　STAT　3抗体（Cel1　Signaling社＃9132）とリ

ン酸化STAT・3抗体（Cel1　Signaling社＃9134）

を用いた．一次抗体反応（4℃，108－120時間）

後，洗浄しビオチン化した二次抗体（bioti－

nylated　anti－rabbit　IgG；BA－1000，　Vector
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社）の反応を行った（4℃，48－60時間）．その

後，ABCキット（Vector社）にて反応しDAB
（3，3’－Diaminobenzidine，同仁化学研究所）

にて発色し光学顕微鏡（OLYMPUS　BX　51）下

で観察した．

2．Westem　Blo七tingによるSTAT　3およびリ

　ン酸化STAT　3蛋白の定量

　各タイムコースの三叉神経節より精製したサン

プルは，吸光度計を用いて蛋白濃度を一定に調整

し，アクリルアミドゲル（7．5％）に装填した．

次に電気泳動により展開した蛋白をPolyvinylid－

ene　Fluoride　membrane（PVDF膜）に転写し，

STAT　3抗体（Cell　Signaling社＃9132）とリン

酸化STAT　3抗体（Cell　Signaling社＃9134）を

用いて免疫反応をおこなった．その後二次抗体反

応さらに発色反応を行い可視化した．明らかに

なったバンドは全て画像解析装置（VersaDoc

5000，Bio　Rad社）にて数値化した．

【結果と考察】

1．免疫組織化学法によるSTAT　3およびリン酸

　化STAT　3陽性細胞の検討

1）カプサイシン注入後3時間のラット三叉神経

節の第1枝と第2枝領域では，神経節細胞の細胞

質に，STAT　3が濃染する傾向がみられた．　STAT

3が染色された細胞は，主に痛覚伝達に関与する

といわれている中型（直径30－40　pm）や小型（直

径30μm以下）の神経細胞であった．

2）カプサイシン注入後3時間のラット神経節細

胞では，注入側において67．3％の神経節細胞が陽

性反応を示したが，注入側と対側間，または，カ

プサイシン注入（Cap：急性炎症モデル）動物群

と無処置動物群（Cont）間で有意な差は認めら

れなかった．さらに，カプサイシン注入後30分，

3時間，1日，3日，7日の経時的変化を検討し

たところ，STAT　3陽性細胞の割合は，　Contで

は全神経細胞に対し約30％であったのに対し，急

性炎症モデル動物群（30m－7d）では，注入3

時間（3h）後にSTAT　3陽性細胞の割合がCap

注入側で67．3％まで増加した．その後，STAT　3

陽性細胞はCap注入側では60％台を維持し7日

（7d）には66％となった．対側は3時間まで20

～30％とqont値に近い割合であったが，1日で

44．9％，3’日で63．7％，7日’ ﾅ57．5％と上昇し
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3）p－STAT　3陽性細胞の割合は，　Contでは約

80％あった．カプサイシン注入以降，徐々に低下

し7日では69．4％であった．対側は注入30分で，

64．8％に低下し，その後60～70％で変動した．

2．Westem　blottingによるSTAT　3およびリン

酸化STAT　3蛋白の検出

1）STAT　3抗体またはp－STAT　3抗体を用いた

Western　blottingでは，それぞれ79　kDaまたは

80kDaの蛋白バンドが検出された．検出された

蛋白バンドの濃度をContを1．0としてデンシト

メトリーで比較したところ，カプサイシン注入後

の注入側三叉神経節のSTAT　3蛋白量は，　Cont

群と差が認められなかった．これに対し，対側で

は30分後に0．8に減少し，3日，7日と増加した．

2）p－STAT　3蛋白バンドの濃度は，カプサイシ

ン注入側において，30分で1．38，3時間で1．3と

増加した後，3日目以降にCont値まで減少した．

これに対し，対側では3日，7日に再び増加する

傾向がみられた．

　以上の結果より，急性炎症時の三叉神経節細胞

では，STAT　3の活性化が炎症側のみならず対側

の神経節細胞に及ぶこと，さらにSTAT　3の発現

とリン酸化の経時的変動は，急性炎症による疾痛

誘発のほか，疾痛の抑制や神経修復物質の発現な

ど複数の要因に影響されることが示唆された．
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新規活性型ビタミンD誘導体（19－nor－（20S）－1α，

25－dihydroxyvitamin　D，）は破骨細胞形成を強力に促進する

佐藤　将洋

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

New　19－nor－（20S）－1α，25－dihydroxyvitamin　D3　analogs　strongly　stimulate　osteoclast

　　　　　　　　　　　　　formation　both　ln　vlvo　and　in　vitro

MAsA且IRo　SATO

DepαrtmentげHαrd・Tissue・Reseαrch，　Grαd励e　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　Mαtsumoto　Den彦α》σ励ers吻

　Sato　M，　Nakamichi　Y，　Nakamura　M，　Sato　N，　Ninomiya　T，　Muto　A，

Nakamura　H，　Ozawa　H，　Iwasaki　Y，　Kobayashi　E，　Shimizu　M，　DeLuca　HF，

　　　Takahashi　N　and　Udagawa　N（2007）Bone　40：293－304、

【目的】

　2002年にDeLucaらは，骨形成を強力に誘導

する新規ビタミンD、誘導体1α，25一ジヒドロキ

シー2一メチレンー19一ノルービタミンD3（2　MD）

を開発した（文献）．2MDは，血清Ca濃度を上

昇させる作用が弱く，骨に対する作用が強力であ

る誘導体として報告されたものである．2MD

は，19位のエキソメチレン基が2位に移動し，さ

らに20位の立体配置が非天然型のS配置（20－

epi）に置換した構造を有している．19位のエキ

ソメチレン基が取り除かれ，ビタミンDに特徴

的な共役トリエン骨格を持たない誘導体を19一ノ

ルービタミンDと言う．そこで我々は，2MDの

構造を参考にしさらに強力なビタミンD3誘導体

の合成を目指し，19一ノルービタミンDで20位を

20－epiにし，さらに2位を修飾させた誘導体（2

MD誘導体）4種類と，2MD誘導体の2位の立

体配置を天然型に置換した誘導体（2MD誘導体

20位天然型）4種類，および更にこれらの誘導体

に対応して22位炭素を酸素原子に置換した誘導体

（2MD－22－oxa誘導体）4種類，計12種類の新

規誘導体を用いて，破骨細胞分化に対する効果を

検討した．

【材料と方法】

　破骨細胞分化の評価は，マウスの骨芽細胞と骨

髄細胞の共存培養系を用いて検討した．マウス骨

芽細胞におけるRANKL，　OPG，　M－CSF，24一

水酸化酵素mRNA発現をRT－PCR法で検討し
た．象牙質切片上で共存培養を行い各種ビタミン

D3誘導体による吸収窩形成活性を検討した．ま

た各種ビタミンD，誘導体を，RANKLのデコイ

受容体であるOPGの遺伝子欠損マウスに投与

し，血清中のCaとRANI（L濃度を測定し，骨，

胸腺，脾臓でのRANKL　mRNA発現をRT－－PCR

法を用いて検討した．また，大理石骨病を呈する

c－fos欠損マウスと正常マウス（C　57　BU　6　J）

に活性型ビタミンD3と各種ビタミンD3誘導体を

投与し，脛骨における破骨細胞に関する組織学的

解析と，血清中のCaとRANKL濃度を測定し
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【結果】

（1）‘π励roにおいて，2MD誘導体は活性型ビ

タミンD、と比較して約100倍の破骨細胞誘導活性

を示した．さらに，骨芽細胞における24一水酸化

酵素とRANKL　mRNA発現誘導作用を有する事

が明らかとなった．

（2）2MD－20位天然型誘導体と2MD－22－oxa誘

導体の破骨細胞形成活性は，2MD誘導体より有

意に低かった．

（3）2MD誘導体の象牙質の吸収窩形成活性は，

活性型ビタミンD3と比較して強力であった．

（4）2MD誘導体のビタミンD受容体（VDR）

結合能および転写活性は，上記の破骨細胞形成活

性ならびに吸収窩形成促進活性と相関性が認めら

れなかった．

（5）OPG欠損マウスへの2MD誘導体投与では

破骨細胞が多数形成され，活性型ビタミンD，投

与と比較して血清Caと可溶性RANKL濃度が有

意に上昇した．

（6）c－fos欠損マウスへの2MD誘導体投与で

は，破骨細胞を全く誘導せず，血清Ca濃度も上

昇しなかった．

【考察】

1．我々が新規に合成した2MDの2位の構造を

変化させた新規ビタミンD，誘導体は，in　vivoと

in　vitroにおいて強力な破骨細胞分化促進活性を

有することが明らかとなった．

2．ビタミンD、誘導体投与により上昇した血清

Ca濃度は，破骨細胞による骨吸収を介する可能

性が唆された．

【文献】
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下顎頭軟骨発生におけるRunx　2の関与

清水　貴子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Participation　of　Runx2　in　mandibular　condylar　cartilage　development

TAKAKo　SHIMIZU

Depαrtment　ofHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduate　School　of　Orα1　Medicine，

　　　　　　　　　Mαtsumo彦o　Dentα1　Uniひers吻
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【目的】

　一次軟骨である関節軟骨と異なり遅れて分化す

る二次軟骨としての下顎頭軟骨は，細胞外基質成

分が相違すること，および形態形成の制御機構が

異なることなど，骨の特徴を強く併せ持っている

事を報告してきた1・2）．そこで，骨の発生に必須な

因子であるRunx　2に着目し，発生時における発

現状態をペプチドと遺伝子レベルにて追究した．

【材料と方法】

　胎生14日齢（E14）から出生直後（E19相当）

までのddYマウスを通法により固定した．下顎

頭軟骨の中央部分で厚さ4μmの矢状断連続切片

を作製し，トルイジンブルー染色（TB），免疫組

織化学（IHC）および遺伝子組織化学（ISH）的

手法によって検索した．IHCは，一次抗体として

anti－rabbit　Runx　2　monoclonal　antibody：PEB

2　ocA－m－70（Santa　Cruz　Biotechnology　Inc，

USA）を用いDako　EnvisionTM　Kitによって行

なった．ISHには，0．82　kbのDIG標識RNAプ

ローブを用いた．ハイブリダイズ後DIG抗体を

用いてNBTにより発色させた．

【結果】

下顎頭軟骨の初期発生は，E14において，下顎

骨体遠心上部に未分化間葉細胞の凝集および増殖

として認められた．しかし，TBによる異染性は

なかった．E15では明瞭にTBに異染性を示し

た．E16から軟骨内骨化が開始していた．同時

に，下顎頭軟骨の鞘部分において軟骨外骨化が開

始していた．IHCによって，　E　14においては，

Runx　2は凝集した未分化間葉細胞の核および細

胞質に観察された．E15になると増殖する細胞の

核および細胞質Runx　2ペプチドが強発現してい

た．E16～E　18の前肥大軟骨細胞層にRunx　2陽

性産出物が観察された．E17以降においてRunx

2は下顎頭軟骨の鞘部分にある細胞に出現した．

ISHでは，　E　14～E　15においてRunx　2シグナル

は凝集間葉細胞あるいは増殖する軟骨細胞の細胞

質に認められた．E16～E18においては全ての細

胞層の細胞に発現していた．

【考察】

　今回得られた結果は，Runx　2ペプチドは下顎

頭軟骨の発生，とくに二次軟骨の初期分化ならび

にその後の分化発育に重要な役割を果たしている

ことを示唆していた．その発現と役割についての

模式図を図1に示す．すなわち，以下の3点であ

る．①E14におけるRunx　2ペプチドの発現は未

分化間葉細胞の軟骨細胞への初期分化を調節して
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凝集した細胞の核と細胞質

に出現（ff14）→下顎頭軟骨の発生

㊧轡

㊨

下顎頭軟骨の鞘部分にある
細胞に出現（El7）

→軟骨タト骨化の制御

肥大軟肴細胞層に出現
（E16～18）→軟骨内骨

→　　　化の調節

図1：下顎頭軟骨におけるRunx　2の発現とその役割

いる．②E17に下顎頭軟骨の鞘部分にある細胞に

おける出現は，この時期に開始される軟骨外骨化

の開始を司っている．③E16～E　18前肥大軟骨細

胞層における発現は軟骨内骨化の進行に関与して

いる．
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マウスガードの歯および歯周組織への効果
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Effec七〇fmouthguard　on　tooth　and　periodontal　tissue
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【緒言】

　スポーツに起因する外傷は，それ本来の目的と

は相反するものであり，予防対策が必要となる．

そのため，各種スポーツに適した様々な防具の開

発がなされており，顎ロ腔領域の保護装置として

のマウスガードもその代表的なものの一つであ
る．

　マウスガ・一一・・ドには優れた顎口腔外傷予防効果が

あるとされ1－4），コンタクトスポーツを中心とし

た多くのスポーツで使用することが推奨されてい

る．しかし，その外傷予防効果についての研究の

多くは，単にマウスガード材に衝撃を加えたり，

頭蓋骨模型や牛の抜去歯などにマウスガードを装

着することにより，その衝撃吸収能についての検

討を行ったものであり，実際の生体への衝撃を想

定し，歯根膜，歯槽骨，歯肉といった歯周組織が

存在する条件でなされたものではない．当然，歯

周組織に対してのマウスガード効果も，現在まで

明らかとはなっていない．

　そこで，実際の生体に近い状態で歯周組織が保

存されている牛下顎骨体に対し，振り子式の衝撃

試験機を用いて衝撃を加え，マウスガードの有

無，マウスガードの厚みの違い，およびマウス

ガード材の違いが，歯と歯周組織に対して及ぼす

効果についての検討を行った．

【実験材料及び方法】

　実験には生体に近い状態で歯周組織が保存され

ている牛下顎骨体を用いた．マウスガード

は，1）厚みの異なる4種類（1～4mm），2）

マウスガード材の異なる4種類を作製し，振り子

式の衝撃試験機を用いて，一定の衝撃を歯に加え

るようにした．歯および歯槽骨にはSTRAIN

GAGEを設置して，衝撃試験時に発生するひず

みを記録し，マウスガードの有無，マウスガード

の厚みの違い，およびマウスガード材の違いによ

り生ずるひずみの値の変化について検討を行っ

た．また，衝撃試験の際に生じた衝撃力を衝撃試

験機の鉄球部に付与した超小型定容量加速度変換

器で記録し，これについても同様に検討を加え
た．

【結果および考察】

実験により以下のような結果が得られた．

1．マウスガード装着時は非装着時に比べて，歯

に加わる衝撃力と同部に生ずるひずみの値が有

意に減少した．

2．同様に，マウスガード装着時においては非装

着時に比べて，歯周組織である歯槽骨部に生ず

るひずみの値も有意に減少した．

3．1mmのマウスガード装着時に比べて，4
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　mmのマウスガード装着時では，歯に加わる

　衝撃力と同部に生ずるひずみの値が有意に減少

　した．

4．同様に，1mmのマウスガード装着時に比

　べて，4mmのマウスガード装着時では，歯

　周組織である歯槽骨部（舌側）に生ずるひずみ

　の値も有意に減少した、

5．マウスガード材の違いにより，歯に加わる衝

　撃力と同部に生ずるひずみの値に有意差が生じ

　ることはなかった．

6．マウスガード材の違いにより，歯周組織であ

　る歯槽骨部に生ずるひずみの値に有意差が生じ

　ることはなかった．

　以上の結果から，マウスガードは，歯および歯

槽骨部に加わる衝撃力に対して，それらのひずみ

と衝撃加速度を減少させ，歯および歯周組織に対

して保護的に働くことが示唆された．加えて，マ

ウスガードの厚みが増すことにより，歯と歯周組

織に対する衝撃吸収効果も増大することが確認さ

れた．また，マウスガードの歯と歯周組織に対す

る衝撃吸収効果には，使用したマウスガード材の

違いによる明らかな差は生じないことが示唆され

た．
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オトガイ舌骨筋一次求心線維の入力による副交感神経

節後ニューロンのNK1受容体活性化

富田　真貴

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

NK　I　receptor　activation　by　geniohyoid　primary　afferents　modulates

　parasympathetic　postganglionic　neuronal　ex6itability　in　the　rat

MAKi　SUGIURA－TOMITA

D〈Pαrtm¢n彦of　Orα1　and　Maxillofaciα1　Biology，　Grαduαte・SchoolげOrα1・Medici鵬

　　　　　　　　　　　ハ4ats醐oto　Dentα1　University

Sugiura－Tomita　M，　Yasuda　K，　Mori　R，　Hasumi－Nakayama　Y，　Tomita　I，　Nakamura　M，

　　　　　Tanaka　S　and　Furusawa　K（2006）Brain　Res　1112：106－13．

【背景】

　当研究室ではこれまでに，ラットのオトガイ舌

骨筋は舌下神経本幹を末梢軸索経路とする体性運

動神経と，頸神経ワナを経由する副交感神経に

よって二重の遠心性支配を受けることを明らかに

するとともに，この副交感神経系が，舌骨の位置

決めに関与していることを示した（Exp　Brain

Res　2003）．

　オトガイ舌骨筋に分布する一次求心線維につい

ては，その末梢軸索経路は頸神経ワナと報告され

ているが，中枢投射部位や機能特性については不

明である．そこで，本研究では電気生理学的及び

形態学的手法を用いて検討した．

【実験方法】

　実験には10週齢のWistar系ラット（224±16

g）を38匹用いた．

1）電気生理学検討（in　vivo）：オトガイ舌骨筋

　に分布する神経枝からの求心性神経放電を，頸

　神経ワナあるいは舌下神経本幹の末梢側切断端

　から導出し（J　Comp　Neurol　1996），神経放電

パターンの解析を行った．

2）Horseradish　peroxidase（HRP）神経標識法

による検討：頸神経ワナあるいは舌下神経本幹

の切断とHRP神経標識法（Somatosens　Mot

Res　2002，　Brain　Res　2003）を組み合わせるこ

　とによって，オトガイ舌骨筋一次求心線維の中

枢投射部位と細胞体の局在について検討した．

なお，HRPはtetramethylbenzidine（TMB）

を用いて可視化した．

3）免疫組織化学染色による検討：副交感神経節

後ニューロン局在部位を中心に神経幹を一塊と

　して摘出し，Zamboni液で固定後，連続切片

を作製した．一次抗体としてサブスタンスP

　（SP）抗体（一次求心線維標識用）とVasoac－

tive　Intestinal　Peptide（VIP）抗体（副交感

神経節後ニューロン標識用）を用いた一連の免

疫組織化学染色を行った．

4）電気生理学検討（in　vitro）：副交感神経節後

ニューロンからの神経放電の導出し（Exp．

Brain　Res　2003），　NK1受容体の作動薬（SP）

や拮抗薬（GR　82334）の投与による神経放電
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【結果および考察】

　電気生理学検討（in　vivo）によって，オトガ

イ舌骨筋の一次求心線維は頸神経ワナを経由する

ことが確認された．HRP神経標識法では，第2

脊髄神経節にHRP標識細胞が認められたことか

ら，一次求心線維の細胞体の局在が明らかになっ

た．しかし，中枢内に且RP標識終末は認められ

ず，これは一次求心線維が直接中枢に投射しない

ことを示していた．

　免疫組織化学染色ではVIP陽性を示す副交感

神経節後ニューロンの周囲に，オトガイ舌骨筋一

次求心線維と考えられるSP陽性終末が観察され

た．更に，電気生理学検討（in　vitro）では，節

後ニューロンの神経放電数はSPの投与によって

増加し，GR　82334の前投与によってSPの作用

はblockされた．これらより，オトガイ舌骨筋一

次求心線維からの感覚情報は，副交感神経節後

ニューロンのNK　1受容体を活性化することに

よって節後ニューロンの活動を興奮性に修飾して

いると考えられた．
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歯科教育における汎用性のあるコンピュータ支援学習プログラムの開発

　　　　　一口内法エックス線写真を整理してマウントする方法を

　　　　　　　　　　　　　例としたアプリケーションー

谷本英之

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

　　Further　development　of　a　versatile　computer－assisted　leaming　program

for　denta1　education　with　an　exemplifying　application　on　how　to　logically　arrange

　　　　　　　and　mount　periapical　and　bitewing　radiographs

］旺IDEYuKI　TANIMOTO

Depαrtm¢nt　ofHαrd　Tissu¢R¢8eαrcん，　Grαduate　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　五劔8醐oto・Dentα1乙「niversity

Tanimoto　H，　Gr6ndahl　HG，　Gr6ndahl　K　and　Arai　Y（2006）Oral　Radiol　22：75－9．

【緒言】

　口内法エックス線写真を整理することができ

る，インターラクティブなコンピュータ支援学習

ソフトウェアの開発をした．

【方法】

　マイクロソフト社のVisual　Basic⑧．　NETプロ

グラミング言語を用いて，オブジェクト指向のあ

るメニューウィンドウ，作業画面および関数を開

発した．関数は一般関数と特定関数に分けて開発

した．一般関数は，Select関数，　Shu77Ze関数，

Clocle関数，　Evαluαtion関数，　Ansωer関数，

Score関数，　Question関数，　Teαcher関数，　Con－

ditions関数，　Messαge関数，　Color関数，　Soun（i

関数，Initiαlizαtion関数，　Help関数に分けて開

発した．特定関数は，Rotαte関数（特定関数1）

とMount関数（特定関数2）に分けて開発し

た．また，メニューウィンドウ，作業画面および

それぞれの関数と口内法エックス線写真（以下；

フィルム）を加えて，“「フィルムをフォルダーに

マウントする」という課題を行うプmグラム”

（以下；プログラム）を開発した．

【結果】

　プログラムを開始すると，メニューウィンドウ

が表れた．そのメニューウィンドウから，それぞ

れの作業画面を開けることができた．メニュー

ウィンドウではSelect関数によって，5つのセー

ブデータから1つを選択することができた．メ

ニューウィンドウ内のスタートボタンを押すと，

Mount作業画面（図1）が表示され，プログラ

ムが開始された．ShuffZe関数によって全ての

フイルムがランダムに並べられ，Clocle関数に

よってタイマーがスタートした．制限時間内に学

生はフィルムを1枚ずつ選び，専用フォルダーに

置くことができた．Rotate関数（特定関数1）

によって，そのイメージを90度ずつ回転および反

転することができた．Mount関数（特定関数2）

によって全てのフィルムをマウントすれば，

Evαluation関数によって仮想上の先生がその結
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果をチェックすることができた．全てのフィルム

を正確にマウントできない場合，あるいは制限時

間内にマウントできなければ，コンピュータ上の

先生に注意され，先程と同じマウントの状態から

2回まで再トライすることができた．もし不正解

あるいは時間切れを3回すると，‘’You　lost．”と表

示し，プログラムを停止することができた．An－

sωer関数によって，どこを間違えたのか確認す

ることができた．もし全て正解したら，マウント

したフィルムの枚数をポイントとして加算するこ

とができた．そのポイントがある域まで達した

ら，特別な画面を見ることができた．メニュー画

面上でScore作業画面を表示することができ

た．Score関数によって過去の操作日時とスコア

は自動で記録できた．

　メニュー画面上で設定の作業画面を表示するこ

とができた．Question関数およびTeαcher関数

を用いることで，出題のフィルムと先生の写真を

新たに追加することができた．Conditions関

数，Mes8αge関数，　Color関数，　Sound関数，　In－

itiαlizαtion関数も同様にそれぞれ設定すること

ができた．Hell）関数によって，これらの操作方

法についてすぐに確認することができた．

Mcnu　irCtn Fo｜der

Passed
time

　　　　　　　　　　　　　　　　　’Yotal
　　　　　　　　　　　　　　　　　time
　Moni10r　lbr　Rotatc　Question　Check　　　Passed
　ro｛aiion　　　　bu！ton　　box　　　　　　btIttOll　　　Tillコc

図1：Mount作業画面（Oral　Racliology．　Vol．22．2006．　pp

　　77．Fig．2から引用）

【考察】

　このプログラムは上記の関数を用いることに

よって，パーソナルコンピュータ上で仮想的に動

作することができた．単一ユーザーのみならず，

グループでの使用も可能にした．毎回のスタート

時にフィルムをランダムに表示させることで，問

題の順番を暗記して正解を求めることを不可能に

した．フィルムの向きもランダムに表示させるこ

とで，学生の知識レベルが真の実力かどうか確認

することができるようにした．また，実際に箱の

中からフィルムを取り出しているかのような動作

をさせることができた．それらのフィルムを正し

い方向に直して，特定のフォルダー上にマウント

することで，実際の状況のようにシミュレートで

きた．制限時間を設けることで，学生のレベルに

応じた時間で学習することができるようになっ

た．全フィルムのマウントを終了した後に評価を

行った．全問正解できない場合は2回まで再チャ

レンジさせることで，自分の不正解の部位を確認

し学習できるようにした．正解すればポイントや

学習した時間などが記録され，そのスコアを見る

ことで自分の学習過程を知ることができると考え

た．それによって，学生に達成感や自信を持たせ

ることが期待できた．さらに出題や先生の画像の

追加，各設定変更を短時間で行うことが可能と

なった．学生がプログラムに飽きてしまっても，

これらの設定変更によりレベルを変化させること

で，より興味のあるものを作成できると考えた．

そして，これらの関数は学生とコンピュータの間

でインターラクティブに動作することがわかっ
た．
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」η励ro歯周病バイオフィルムモデルに対する抗菌薬の効果

田村 集

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Effect　of　an七imicrobio七ics　on　in　vitro　periodonta1　biofilm　model

ATsuMu　TAMURA

刀epαrtment　ofHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduαte・SchoolげOral・Medicine，

　　　　　　　　　　Mαtsumoto・Z）entα1　University

Oh　H　and　Tamura　A（2007）Jap　J　Antimicrob　60　52－7．

【目的】

　口腔内の2大疾患であるう蝕や歯周病は，口腔

内細菌が形成するプラークが原因となって発症す

る細菌感染症である．近年，Costertonらによっ

て，う蝕や歯周病が，口腔内細菌によって形成さ

れた「バイオフィルム」が原因となる感染症であ

ると提唱された1）．最近では様々な抗菌薬を利用

した歯周病治療が試みられるようになっており，

歯周病関連細菌に対する抗菌薬の効果が報告され

ている．歯周ポケット内への局所投与としてはテ

トラサイクリン系抗菌薬のミノサイクリンが歯周

病組織への局所薬物配送療法（Local　Drug　Deliv－

ery　System）用薬剤として用いられる．近年，

歯周病がバイオフィルム感染症であるという観点

からバイオフィルムに有効であるマクロライド系

抗菌薬を用いた歯周病治療が報告されている2）．

このような背景から抗菌薬の歯周病関連細菌に対

する薬理効果を検討することは重要であると考え

られる．本研究では歯周病関連細菌由来によるバ

イオフィルムモデルを作製し，マクロライド系抗

菌薬のエリスロマイシン・アジスロマイシン・

ジョサマイシンおよびテトラサイクリン系抗菌薬

のミノサイクリンのバイオフィルムモデルに対す

る薬理効果を検討することを目的とした．

【材料と方法】

　唾液処理を行ったプレート上で初期付着に関与

するStreptococcus　gordoniiを37℃で嫌気培養し

た3）．さらに代表的な歯周病関連細菌であるPor－

phyromonαs　gingivαlisを共培養し，　in　vitro歯

周病バイオフィルムモデルとした4）．このエリス

ロマイシン，ジョサマイシン，アジスロマイシン

およびミノサイクリンの抗菌薬を添加した．バイ

オフィルムの形成前と形成後の二群に分け，抗菌

薬の影響を比濁定量により生菌数を測定し，表面

形状を走査型電子顕微鏡（SEM）で，各薬剤の

浸透能を共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）を用い

て解析した．

【結果・考察】

　本研究は仇碗ro培養系において歯周病バイオ

フィルムモデルを作成しエリスロマイシン，アジ

スロマイシン，ジョサマイシン，ミノサイクリン

など4種類の抗菌薬を投与した．その結果4種類

の抗菌薬全てにバイオフィルム形成抑制能を確認

でき，アジスロマイシンには顕著なバイオフィル

ム破壊効果を持つことが明らかとなった．SEM

の観察によりエリスロマイシン，アジスロマイシ

ン投与時と比ベバイオフィルムの表面性状が明ら

かに異なることが確認できた．またCLSMの観
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察により，アジスロマイシン，エリスロマイシ

ン，ジョサマイシン，ミノサイクリンの順でバイ

オフィルム深層への薬剤の浸透性の違いが確認で

きた．すなわち，バイオフィルムへ薬剤が浸透す

ることによりバイオフィルム構成細菌の結合が阻

害されバイオフィルム構造に変性が生じ，破壊さ

れるのではないかと考えられた．またエリスロマ

イシン，アジスロマイシンのバイオフイルムへの

良好な浸透性は，それぞれのもつラクトン環の糖

鎖構造が関係しているのではないかと推察され

る．

【結論】

　エリスロマイシン，アジスロマイシンがバイオ

フィルム感染症としての歯周病に対して有用な抗

菌薬である可能性が示唆された．
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三叉神経中脳路核ニューロンhチャネル活性の

5－HT依存性神経修飾作用に関する検討

富田　郁雄

松本歯科大学院　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

Analysis　of　5－HT－dependent　neuromodulation　of　h－cha皿el　activities

　　　　　　　in　trigeminal　mesencephalic　neurons．

IKuo　TOMITA
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【目的】

　一次感覚ニューロンである三叉神経中脳路核

（Mes　V）ニューロンは，筋紡錘や歯根膜受容器

からの求心性情報を統合しL2，運動核ニューロン

同様に，セロトニン（5－HT）を始めとする神経

伝達物質により興奮性が修飾され，咀囎や吸畷運

動において観察される様々な顎運動パターン形成

に関与している3－「）‘．内向き整流作用は，膜の過

分極変化に伴い活性化されるh一電流により誘発

される特性であり‘7，8），静止膜電位の保持，スパ

イク発射特性調節，周波数依存性膜応答特性形成

を通じてMes　Vニューロンの興奮性維持に関

わっているが7h，神経伝達物質によるh一チャネル

活性への神経修飾機構については未だ明らかと

されていない．そこで本研究では，新生仔ラット

（P2一ユ2）のMes　VニューロンよりWhole－cell

patch－clamp記録法を用いて，5－HT受容体活

性に伴うh一電流の神経修飾特性について電気生

理学的ならびに形態学的に検討を行った．

【研究方法】

1．電気生理学的検討

　生後2から12日齢（P2－12）のSD系新生仔

ラットよりMes　Vを含む厚さ300mmの脳幹冠状

スライス標本を作製した．Whole－cell　patch－

clamp記録法を用いて，　Voltage－clamp記録条

件下で膜抵抗値，膜電流値が安定した後に，

channel　blockerを含んだ細胞外液を還流してh一

電流を誘発した．h一電流に対する神経修飾効果

を検討するために，種々の薬剤をBath内投与し

図1：中脳路核ニューロンからのWhole－cell　patch－clamp

　　記録
　図上は赤外線透視条件下での中脳路核ニューロン（P12＞

のコントラストイメージ（直径約40μmの偽単極性の類円形

細胞）を示す．ニューロンより導出された電流はデジタル信

号化された後，データ取得・解析ソフトp－c］amp　9．0上にて

解析された．
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て得られた電流変化は，デジタル信号化された

後，Patch－clamp専用データ解析ソフト（p－

cla皿p　9．0：Axon社）を用いて解析した（図1）．

2．形態学的検討

　免疫組織化学染色法を用いた形態学的検討に当

たっては，P12のSD系ラットを各抗体毎に5匹

ずつ用いた．Mes　Vを含む凍結横断連続切片を

厚さ30mmで作製し，5－HT’一7受容体にそれぞれ

特異的な一次抗体を使用し，免疫組織化学染色を

施行後，光学顕微鏡下で各サブタイプの陽性細胞

の染色状態を観察した．
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【結果】

1．5－HTによるhチャネル（電流）基本特性の

　変化について

　Mes　Vニューロンにおけるh一電流特性は5－

HTにより濃度依存性に抑制性に制御されている

ことが明らかとなった（図2）．本修飾効果は生

後発達的に増大し，h一チャネルの活動曲線特性

には影響なく，最大コンダクタンス値の減少が観

察された（図3）．

2．5－HTによるh一チャネル（電流）修飾作用

　に関与する細胞内情報伝達機構の解明

　5－HTによるh一電流抑制効果は，　AC－inhibi－

torであるSQ　22，　536，さらにProtein　kinase　A－

inhibitorであるH89投与条件下において有意に

低下した（図4）．
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　　　　図3：5－HTによるh一電流活動曲線
　A：－140から一50mVの連続した過分極電位パルスを細胞

内通電して，－75mVに膜電位を保持するとテール電流が観

察される．テール電流解析（点線枠内）では，各刺激条件下

で誘発されるテール電流を最大振幅値に対する相対比として

標準化する．Bニテール電流解析によるh一電流活動曲線を

示す．5－HT投与によるVY2値（50％のチャネル開口率を示

す膜電位）の変化を始め，明らかな活動曲線の偏位は認めな

かった．C：h一電流のコンダクタンスー電位曲線を示す．

5－HT投与により，最大h一コンダクタンス値（Ghma。）は
有意に低下した．
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は有意に減少した．B：Methysergide（1mM）前投与下で

5－HTによる抑制効果は観察されなかった．5－HTの修飾
効果は濃度依存性に上昇し（C：斜線内は80％の修飾効果発

現を示す濃度領域を示す），生後発達に伴う有意な抑制効果

の増大が観察された（D）．＊p＜0．05．
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図4二5－HT依存性h一電流修飾におけるAC－cAMP－PKA
　　伝達経路の関与
　Forskolin投与により，h一電流振幅は有意に抑制された

（Aa）が．　Forskolinの非活性体であるL9（lideoxyforskolin

投与時にはh一電流の振幅値に変化を認めなかった（Ab）．

SQ　22536（B）あるいはH－89（C）前投与条件下では，5－HT

によるh一電流抑制効果は殆ど観察されなかった．

3．5－HTによるh一チャネル（電流）修飾作用

　に関与する5－HT受容体サブタイプの解明

　免疫組織化学的検討により，Mes　Vには5－HT1

と5－HT，受容体に対する陽性細胞が優位に観察

された（図5，6）．さらに電気生理学的検討か

ら，5－HTによるh一電流抑制は，特に5－HTIA

受容体活性に伴って発現する反応であることが示

唆された（図7，8）．
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【考察】

　本研究結果より5－HTによるMes　Vニューロ

ンのh一電流抑制効果は生後発達的に増大し，h一

チャネルのゲート特性変化ではなく，単一チャネ

ルを通過する電流密度の減少により抑制効果が発

現すると考えられた．また本修飾作用は，5－HT．

受容体活性に優位に依存していることや，作用発

現にAC－cyclic　AMP－Proteill　kinase　Aを介する

細胞内情報伝達機構が関わっていることが明らか

となった．対象としたニューロンは生後12日齢ま

での歯牙未萌出期であるため，末梢感覚受容器の

発達を考慮すると，本結果は主に筋紡錘からの投

射を受けたニューロンの特性を表していると考え

られるものの，脳幹レベルにおいては，咀噌運動

へ移行するためのニューロンの機能分化が既に始

まっている可能性も否定できない7’9）ことから，吸

畷前期から後期，咀噛運動への移行期にかけての

Mes　Vニューロンの機能分化と神経修飾機構を
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図5：中脳路核における5－HT受容体の発現様相（5－HT，

　　受容体）

　A：ニュートラルレッド染色像．B－D：5　－HT，A（B），5－

HTIB（C），5－HT，．（D）に対する免疫染色像を示す．中脳路

核は5－HTIA，5－HT｜，に対して有意な陽性染色像を示し
た．

解明する上で，重要な知見を与えるものと考えら

れる．
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慢性歯周炎に対する炭酸ガスレーザーの作用

中村 哲

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Effect　of　the　carbon　dioXide　laser　on　chronic　periodontitis

SATos且I　NAKAMURA

Depαrtment・fHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduαte　Sch・・1　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　ル1αtsumoto　Dentα1　UniversitJ・

【目的・背景】

　近年，歯科領域において各種レーザーが応用さ

れつつある．特に炭酸ガス（CO2）レーザーは深

部組織への影響が少なく，効率的に切開や蒸散が

可能であることから，ロ腔外科処置や歯周病治療

などに使用されている．このように，CO、レー

ザーは歯科臨床に広く応用されているものの，そ

の臨床効果と生物学的作用について検討した報告

は少ない．本研究では，CO2レーザーの慢性歯周

炎に対する作用を明らかにすることを目的と

し，1）ヒト歯肉線維芽細胞と歯周病関連菌であ

るPorphyromonαS　gingivαlis（P．　gingivαlis）

に対するCO2レーザーの作用，2）CO2レーザー

照射による臨床パラメータとGCF中のサイトカ

インの変動について検討した．

【対象と方法】

1）ヒト歯肉線維芽細胞とP．　gingivαlisに対す

　るCO，レーザーの作用

　96穴のマルチウェルプレートの各ウェルに5×

103個のヒト歯肉線維芽細胞を含む100μ1の

DMEMを分注し，24時間培養した．培養上清を

吸引し，Panalas　C　O5Σ⑧CO2レーザーと4Aチッ

プを用いてレーザーを照射後，DMEMを添加し

てさらに72時間培養した．レーザー照射後の生細

胞数をMTT法で算定した．　P．　gingivαlisに対す

るCO2レ・一ザーの作用では，　BHI寒天上で形成

されたP．gingivalisのコロニーをPBSで懸濁し

て菌液とし，レーザー照射した．嫌気的条件下で

96時間培養後，相対菌数を透過光濁度法で算定し

た．

2）CO2レーザー照射による臨床パラメータと

　GCF中のサイトカインの変動

　名古屋市高辻歯科クリニックを受診し，臨床研

究の主旨を説明してインフォームドコンセントが

得られた全身疾患を有しない慢性歯周炎患者のう

ち，6mm以上の歯周ポケットが4歯以上存在す

る，男性13名，女性13名，計26名（平均年齢52．6

歳）を被験者とした．CO，レーザーは，発振波長

10．6pmのPanalas⑧C　05　£を用いた．レーザー

の照射条件は，2W，スーパーパルスモード，エ

アー冷却，30sec／too七hとし，7Aチップを用い

て歯周ポケット内に照射した．レーザー照射前と

照射後1～4週におけるPocket　Probing　Depth

（PPD），　Gingival　Index（GI），　Clinical　Attach－

ment　Level（CAL），　Bleeding　on　Probing（BOP）

を診査するとともに歯肉溝滲出液（GCF）を採

取して炎症性サイトカインであるIn七erleukin

（IL、）－1α，　IL－1β，　Tumor　necrosis　factor（TNF）

一αならびにそれらの阻害物質であるIL－1　ra，　IL

－1sR　H，　sTNF　R　I，　sTNF　R　Hの濃度をEnzyme

－linked　immunosorbent　assay（EHSA）で定量

した．
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【結果および考察】

1）ヒト歯肉線維芽細胞とR　gingivαlisに対す

　るCO、レーザーの作用

　CO2レーザーを照射していない対照の吸光度を

100％として相対生細胞数を比較すると，ヒト線

維芽細胞の生細胞数は，2．5Jでは有意な減少は

みられなかったが，7．5Jでは78．1％（p＜0．05），

12．5Jで61．6％（p〈0．05），25Jで33．0％（p＜

0．01）とそれぞれエネルギー依存的に生細胞数の

減少がみられた．一方，P．　gingivalisに対する

作用を検討したところ，2．5Jの照射で12％の増

殖抑制がみられ，照射エネルギー量の増加ととも

に菌数は減少し，25JではP．　gingivαlisの増殖

は阻止された．

2）CO、レーザー照射による臨床パラメータと

　GCF中のサイトカインの変動

　臨床パラメーターのPPD，　BOPならびにGI
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は，照射後2週で改善がみられたがCALには変

化は認められなかった．GCFパラメータを測定

したところ，IL－1αとIL－1βは照射後1週で有

意に濃度が上昇し，その後減少した．TNF一α濃

度も統計学的有意差はないものの，レーザー照射

後に上昇し，その後経時的に減少した．一方，IL

－1ra濃度は，レーザー照射後1週と2週で上昇

し，IL－1活性比は，レーザー照射後3週まで有

意に低値を示した．また，sTNF　R　H濃度は，照

射後1週と2週に上昇し，sTNF　R　H／sTNF　R　I

比は，照射後1週と2週に高値を示した．

　以上の結果から，慢性歯周炎に対する炭酸ガス

レーザーの作用として消炎効果が期待されるこ

と，さらに，この消炎効果は，炎症性サイトカイ

ンに対する阻害物質の誘導により，炎症の進展を

抑制している可能性が示唆された．



〔学位論文要旨〕松本歯学33：394～395，2007

唾液腺癌細胞におけるドセタキセル交差耐性に関与するMRP　7の発現

楢本浩子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Multidrug　resistance－associated　protein　7　expression　is　involved　in　cross－resistance　to

　　　　　　　　docetaxel　in　salivary　gland　adenocarcinoma　cell　lines

HIRoKo　NARAMOTO

DepαrtmentげHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduαte　School　OfOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　Mαtsumotoヱ）e励αZσ励ers鋤

Naramoto　H（2007）Int　J　Oncol　30：393－401．

【目的】

　頭頸部癌における抗癌剤多剤併用療法では，唾

液腺癌（SGA）は口腔扁平上皮癌（SCC）に比

べ，治i療抵抗性を示すことから，SGAとSCCで

は薬剤感受性や抗癌剤耐性獲得機構が異なってい

ると推測される．癌細胞の薬剤耐性には様々な機

構iが関与し，そのひとつとして，ATP　binding

casset七e（ABC）transporterの関与が考えられ

る．本研究では，頭頸部癌の主な組織型である

SCCとSGAにおけるABC　transporterの発現
と抗癌剤耐性獲得機構について検討した．

【材料と方法】

1）頭頸部癌細胞として，マウスscc細胞株Sq

－1979，ヒトSCC細胞株SCCHA，マウスSGA

細胞株NR－PGならびにヒトSGA細胞株
且SYを用いた．

2）薬剤感受性試験：ドセタキセル（DOC），ビ

　ンクリスチン（VCR），シスプラチン（CDDP），

　ドキソルビシン（DOX）を異なる濃度で添加

　して培養し，MTT法で生細胞数を算定した．

3）VCR処理モデル（in　vitro）：20％増殖抑制

濃度（IC、。）のVCR含有増殖培地で反復処理

　し，VCR耐性細胞を得た．

4）RT－PCR法で遺伝子発現を解析した．

5）ペプチド抗原を用いてMRP　7　polyclonal　an－

tibodyを作製した．

6）各培養癌細胞の膜蛋白を抽出し，蛋白定量後

Westem　blotを行った．

7）培養癌細胞を用いたヌードマウス異種移植モ

デルでMDR　1，　MRP　1，　MRP　7を免疫細胞化

学的に検出した．

8）フローサイトメトリーによる細胞内DOXの

蓄積を検出した．

【結果および考察】

1）頭頸部癌細胞におけるABC七ransporterの

発現：RT－PCRによる検討では，　Sq－－1979／

VCRは，　MDR　1，　MRP　1，　MRP　4，　MRP　5を

発現し，NR－PG／VCRでは，　MDR　1，　MRP

1，MRP　3，　MRP　5，　MRP　7を発現した．　HSY

バTCRとNR－PG／VCRはVCR処理によって
MRP　7の発現が誘導された．　Westem　blot法

では，VCR処理によってMDR　1とMRP　1の

発現が増加した．また，且SYIVCRとNR－PG／

VCRはMRP　7の発現がみられた．

2）ヌードマウス可移植性腫瘍モデルを用いた

MDR　1，　MRP　1，　MRP　7の発現：SCCHAバTCR
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　と且SVVCRにMDR　1とMRP　1の発現がみ

られたが，MRP　7はHSY／VCRのみに発現し
　た．

3）E217βGとCyclosporin　AによるHSYバTCR

のDOC感受性の変化：Cyclosporin　Aを添加

　して培養すると，SCCHAバXCRとHSYNCR
のDOXとDOCに対するIC5。値が低下した．

E、17βGを添加して培養するとMRP　7が発現

　しているHSYバICRのDOCとDOXに対する
IC5。値が低下した．また，　HSYバJCRでは，　Cy－

closporin　AとE217βGを添加して培養すると

Cyclosporin　A単独に比べ，　DOCに対するIC5。

値は著しく低下した．

4）E、17βGとCyclosporin　Aによる細胞内DOX
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　の蓄積：Cyclosporin　Aは，　SCCHAIVCRと

　HSYNCRのDOXの細胞内蓄積を増加させ
　た．一方，E、17βGとCyclosporin　Aの存在下

　では，且SYバTCRにおけるDOXの細胞内蓄積

　がさらに増加した．すなわち，MRP　7の阻害

　剤であるE217βGによってHSYバ℃RのDOC
　に対する感受性が増加することが明らかとなっ

　た．

　以上の結果から，頭頸部癌の薬剤耐性獲i得機構

には，MDR　1，　MRP　1，　MRP　7が関与し，特に

SGAではMDR　1とMRP　1に加え，　MRP　7の発

現がドセタキセル感受性に影響を与えると考えら

れた．
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顎顔面領域における炎症モデルラット三叉神経節細胞の遺伝子発現動

一カルモジュリンキナーゼとK＋チャネルの解析一

姫野　勝仁

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎ロ腔機能制御学講座

　　　Gene　expressioll　pattems　in　the　rat　trigeminal　ganglion　neurons

　　　　　　　　　　　under　orofacial　inflammation．

－Calcium／calmodulin－dependent　pro七ein　kinase　ll　and　potassium　ion　channe1一

KATSUHITO　HIMENO

Depαrtment　of　Orα1　and　Maxillofaciα1　Biology，（〕raduate　School　of　Orα1　MediCine，

　　　　　　　　　　　Mαtsumoto・z）ental　University

姫野勝仁，奥村雅代，田中丈也，時崎匡史，澁谷　徹，金銅英二（2007）松本歯学33　269－75．

【目的】

　顎顔面領域における炎症発痛メカニズムの解明

を目的に，ラット炎症モデル動物を用いて炎症発

痛関連遺伝子の動態解析を行った．我々は，これ

までに三叉神経節細胞の遺伝子動態をマイクロア

レイにて網羅的に解析し，約420遺伝子の発現変

化を明らかにしている．これらの結果に基づき

個々の細胞レベルにおける発現パターンを追跡調

査し，また，経時的変化についても定量性に優れ

たRea1　Time－PCRを行い解析した．

　今回は，特にカルモジュリンキナーゼ（CaMK

II　B）およびK＋イオンチャネル（KCNK3）の

mRNA発現動態に着目した．

【材料と方法】

　SD雄性ラット（6週齢）の左側上口唇にCFA

（Complete　Freund’s　A（lj　uvant）を50μ1注入し

た．注入後，1日，3日，5日，7日と経時的に

三叉神経節を摘出した．新鮮凍結切片（厚径5～

10μm）を作製しin・situハイブリダイゼーショ

ンを行った．また，三叉神経節，組織からto七a1

RNAの抽出精製も行いReal　Time－PCRに供し
た．

・疾痛逃避行動試験

　上記のモデル動物を用い，熱刺激による疾痛逃

避行動試験を行った．断水下の動物に対し給水を

暗箱に入れて毎日行った．さらに給水時，左側上

口唇に対し光を集積した熱刺激を照射し，照射開

始から逃避までの時間（潜時）を測定した．次に

CFAを注入後，同様の潜時を計測し，注入前や

生理食塩水を注入した群と比較検討した．

・in　situハイブリダイゼーション

　CaMK　fiβおよびKCNK3のジゴキシゲニン

（DIG）標識RNAプローブを作製した．その

後，恒温槽にてハイブリダイゼーション反応

（55℃，20時間）をおこなった．洗浄した後，発

色反応を行い光学顕微鏡下で観察した．

・Real　Time－PCR

　精製したサンプルよりcDNAを作製しprobe

を用いてReal　Time－PCRを行い反応蛍光物質を

解析装置にて測定した．
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【結果】

・疾痛逃避行動試験

　CFA注入1日後から潜時の短縮が見られた．

4日目以降，潜時は戻りはじめ1週間後には対照

群との差が認められなくなった．

・in　situハイブリダイゼーション

　三叉神経節において神経細胞のほぼ全てに反応

がみられ，CaMK　Hβ及びKCNK3共に対照群と

CFA注入群（3日目）を比較するとCFA注入群

（3日目）が濃染する傾向が認められた．

・Real　Time－PCR

　CaMKHβの発現動態においては，1日，3

日，5日，7日を通じて対照群と有意な差は認め

られなかった．また，KCNK　3の注入側において

は，対照群と比較して，3日目，5日目，7日目

で上昇傾向を示した．

【考察】

　今回の炎症モデル動物の三叉神経節細胞におい

て，CaMK　llβのmRNA発現がin　situハイブリ

ダイゼーションでは強く認められた．一方，Rea1
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Time－PCRでは著明な発現変化が検出できな

かった．その理由として二つの可能性が考えられ

る．

・3つの実験（マイクロアレイ，in　situハイブ

リダイゼーション，Rea1　Time－PCR）それぞれ

に使った検出領域の差が挙げられる．それぞれが

異なっている，もしくは重複していても完全に一

致するものではないため，選択的スプライシング

の存在などの影響により結果そのものや，検出効

率が変化する可能性がある．

・CaMK　Hβは細胞内のCa2＋濃度に対応した細

胞内情報伝達分子であり，炎症による発現変動が

現れにくい．

　今回，CaMK　Hβ及びKCNK3は，両者共に炎

症による痛みの伝達との関連が疑われた．しか

し，遺伝子発現動態による有意差はなかった．こ

れまでの報告において中枢神経系でのCaMK　H

の機i能が確認されている．またKCNK3におい

てもpH依存性という特殊なチャネル構造から炎

症との関連性は高いと考える．



〔学位論文要旨〕松本歯学33：398～400，2007

加齢に伴う歯根周囲歯槽骨の骨改造変化

影山　康子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

Effect　of　age　on　alveolar　bone　turnover　adj　acent七〇maxillary　molar　roots　in　male　rats：

　　　　　　　　　　　　　　Ahistomorphometric　study

YAsuKo　KAGEYAMA

Depα噺碗・fHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grα∂城¢8cん・・1・f　Orα1ルfedicine．

　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

Misawa　Y，　Kageyama　T，　Moriyama　K，　Kurihara　S，Yagasaki　H，　Deguchi　T，

　　　Ozawa　H　and　Sahara　N（2007）Arch　Ora1　Biol　52：44－50．

【目的】

　歯科臨床において，年齢により歯根周囲歯槽骨

に相違があることを日々経験している．しかし，

加齢に伴う歯根周囲歯槽骨の骨改造活性の基礎的

なデータはあまりみられず，不明確な点が多く残

されている．本研究では，加齢に伴うラット歯根

周囲歯槽骨の骨改造活性を骨形態計測法により定

量的に評価し，加齢に伴う骨改造活性の変化を明

確にすることを目的とした．

【材料と方法】

　6～100週齢のWistar系雄性ラットを10週間

隔で11グループ用いた．実験期間は4週間で，歯

根周囲の骨形成活性を計測するため骨ラベリング

剤を2週間間隔で計3回投与した．観察部位は
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M1の遠心舌側根で，咬合面と平行に根分岐部直

下から60μmの厚さで切片を採取し研磨切片作成

後，近心側と遠心側にわけて計測した．さらに同

部位を用い，脱灰切片を作製しTRAP染色を行

い，近心側と遠心側にわけ骨吸収活性の計測を

し，加齢による骨改造変化を骨形態計測をもちい

Distal

て観察した．

399

【結果】

　生理的条件下において，体重は6週齢で135g

前後であり，50週齢まで増加し約560gとなりそ

の後は100週齢まで大きな変化はみられなかっ

Mesial

Fig．3：6～100週齢のM1遠心舌側根周囲歯槽骨のラベリング像
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　　　　　Fig．4：6～loo週齢のM1遠心舌側根周囲歯槽骨のTRAP活性染色像
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た．一日における体重の増加率は6週齢から10週

齢まで急激に増加し，その後30週齢にかけて急激

に減少し，50週齢まで緩やかに減少し，その後は

大きな変化はみられなかった．歯根周囲歯槽骨全

周による検索では骨吸収系および骨形成系の全パ

ラメーターは共に加齢に従い減少を示し，6週齢

から30週齢にかけて有意に減少し（P＜．0001），

その後100週齢まで緩やかに減少した．近遠心

側による検索においては，2重ラベリング面積

および骨形成率では近心側に有意に認められ

（P〈．OOOI），破骨細胞数と骨吸収面積は遠心側

に有意に認められた（P＜．0001）．また，遠心側

における2重ラベリング面積および骨形成率と近

心側における破骨細胞数および骨吸収面積は，加

齢による有意差が認められなかった．

【考察】

　ラット歯槽骨の骨改造活性は加齢により急激な

減少が認められた．しかし，100週齢のラットに

おいても歯の機能を維持するために歯槽骨では骨

吸収，骨形成が認められることが示唆された．

【文献】

1）Misawa－Kageyama　Y，　Kageyama　T，　Moriyama

　K，Kurihara　S，　Yagasaki　H，　Deguchi　T，　Ozawa

　Hand　Sahara　N（2007）Histomorphometric
　s七udy　on七he　effects　of　age　on　orthodontic　tooth

　movement　and　alveolar　bone　turnover　in　rats．
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　　　　　　　　Table　1：6～100週齢のM／遠心舌側根周囲歯槽骨の骨形態計測法を用いた骨形成率

Table　1．　Mineral　apposition　rate（MAR：um／day）

Age（weeks） 6 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

mean
S．D、

significance

9．016　　　6．340　　　3．371　　　1．628　　　1，481　　　1．073　　　1．807　　　1．146　　　0．605　　　0．298　　　0．658

1．114　　　0．700　　　0．506　　　0．182　　　0．286　　　0．339　　　0237　　0．272　　　0．138　　　0．113　　　0．109

　　＆　　　　＆　　　N．s．　　N．＆　　N．8．　　N．＆　　N．s．　　N．＆　　N．s．　　N．8．

Symbo1（S．）indicate　the　level　of　significance　at　P＜0．0001．　：N．S．　No　sinificance．　n＝8
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球状ヒドロキシアパタイトの加熱処理による骨芽細胞への効果

浅見　彩路

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進口腔科学講座

In　vitro　effects　ofheat　treatment　of　hydroxyapatite　on　osteoblasts

AYAJI　ASAMI

Depαrtment　Of　Orα1　Heαlth　Promotion，　Grαduα彦e　School　ofOrα1　Medi碗e，

　　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

【目的】

　ヒドロキシァパタイトは，インプラント手術の

際には骨補填材としてだけではなく，インプラン

ト体表面のコーティング材としても使用されてい

る’）．そこで，我々は早期に術後組織を治癒促進

させるアパタイトを開発することによりインプラ

ント手術の成功率を高められるのではないかと考

えた．外科的侵襲によって酸性化した組織を早期

に中和させるため，Ca／Pモル比を変化させた非

晶質リン酸カルシウムを加熱処理することによ

り，高結晶で高いアルカリ性を有するアパタイト

を試作した．骨形成に関しては，アルカリホス

ファターゼは石灰化に関与する骨芽細胞の重要な

マーカーであり2｝5），Caイオンの濃度によりアル

カリホスファター一一ゼ活性が増減するといった報告

もされている4）．そこで，非晶質なリン酸カルシ

ウムと結晶化させたアパタイトの形状・性状を調

べるとともに，これらアパタイトのpH付与の経

時的変化，Ca溶出性，アルカリホスファターゼ

をマーカーとする骨芽細胞の分化に対して検討し

た．

【材料と方法】

　Ca／Pモル比を変化させた4種類の試作ヒドロ

キシァパタイトを900℃の温度で各々6時間の加

熱処理を行い，ヒドロキシアパタイトの表面の走

査型電子顕微鏡による観察，X線回折，　pHおよ

びCaイオンの溶出量を測定した．また，マウス

の頭蓋骨からコラゲナーゼ処理により採取し7日

間培養した骨芽細胞様細胞に4種類の試作アパタ

イトを播種し，その後アルカリホスファターゼ活

性の顕微鏡による観察および活性値の測定を行っ

た．

【結果】

　試作ヒドロキシアパタイトアパタイトを浸漬し

た溶液中のp且を1ヵ月にわたり測定した結果，

加熱処理ヒドロキシアパタイトは非加熱処理ヒド

ロキシアパタイトに比べ高いpHを示し，強アル

カリ性のヒドロキシアパタイトはpH減弱の変動

差が小さく，アルカリ性の持続傾向が認められ

た．また，同様に試作ヒドロキシアパタイトを浸

漬した溶液中のカルシウムイオン溶出量を測定し

た結果，加熱処理ヒドロキシアパタイトは非加熱

処理ヒドロキシアパタイトに比較してカルシウム

溶出量が高値であった．ヒドロキシアパタイト無

添加のコントロール群に較べ，非加熱処理ヒドロ

キシアパタイト添加群は，骨芽細胞のアルカリホ

スファターゼ活性値の低下がみられた．一方，加

熱処理ヒドロキシアパタイト添加群においては，

非加熱処理ヒドロキシアパタイト添加群に較べ

て，アルカリホスファターゼ活性値の上昇が認め

られた．ヒドロキシアパタイト無添加のコント

ロール群に較べ，非加熱処理ヒドロキシアパタイ
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ト添加群は，骨芽細胞のタンパク量の減少が認め

られた．一方，加熱処理ヒドロキシアパタイト添

加群は非加熱処理ヒドロキシアパタイト添加群に

較べてタンパク量の増加が認められた．

【考察】

　加熱処理ヒドロキシアパタイトによる骨芽細胞

の分化促進が認められ，本実験では，中性の培養

液に高アルカリ性を有するヒドロキシアパタイト

を加えて骨芽細胞を培養した場合，アルカリホス

ファターゼ活性を促進する効果が認められた．今

後は，培養液を酸性にして強アルカリ性のヒドロ

キシアパタイトを加えた場合のアルカリホスファ

ターゼ活性を確認する必要があるかと思われる．

今後，加熱処理ヒドロキシアパタイトによる骨芽

細胞の分化促進の作用メカニズムの解明のため，

ヒドロキシァパタイトからのCaイオン溶出がこ

の現象に起因するか否かを含めて検討していく必

要がある．

【文献】

1）田中　牧（2001）ハイドロキシアパタイト（HA）

　　コーティングインプラントの現状，インプラン

　　トジャーナル6：9－20，ゼニス出版，東京．

2）和島武毅（1997）ヒト由来骨芽細胞様細胞株Hu－

　man　osteosarcoma　cell　line（HOS）に対する持

　続的圧縮力の及ぼす影響．日矯歯誌56：83－91．

3）庄村兼治（1997）骨芽細胞様細胞株MC　3　T　3－E

　　1の増殖と石灰化に及ぼすパルス電磁場刺激の

　影響．　日矯歯誌56：211－23．
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ロ腔顔面慢性疾痛モデルラットの副腎皮質における

機能的ならびに微細構造学的解析

矢ヶ崎利衣子

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　顎口腔機能制御学講座

The　functional　and　ultrastructural　analyses　of　adrenal　cortex　in　the　rat　model　with

　　　　　　　　　　　　　　chronic　orofacial　pain

RIEKO　YAGASAKI

D¢Pαrtment　of　Orα1　and　Mαxillofaciα1　Biology，　Grαduαt¢SchoolげOrα1・Medicine，

　　　　　　　　　　　Matsum（）to・Dentα1乙Tniversity

【目的】

　TMD，いわゆる顎関節症のさまざまな徴候の

複合的な病態因子の一つである筋症状について，

近年，線維筋痛症（FMS：fibromyalgia　syndrome），

すなわち慢性筋痛，痛覚過敏，allodynia，およ

び精神症状を呈する症候群とほぼ同様な範疇内の

症状として論じられることが多い1）・2）．FMSの病

因はいまだ明らかではないが，内分泌調節系，す

なわち視床下部一脳下垂体前葉一副腎皮質系（HPA

系）の関与に関心が集まり，有力な仮説として神

経内分泌学的外乱が要因となり悪循環を引き起こ

すという説が提唱され3）今日に至っている．しか

しながら，慢性疹痛に至る病態形成過程への慢性

疾痛モデル動物を用いた内分泌調節系の関与の解

明を目的とした研究は非常に少ない4）．Bennet

ら5）は，ラットの坐骨神経を軽く結紮する方法

（chronic　constriction　injury，　CCI）により，当

該神経支配領域に慢性疾痛様症状が発現すること

を明らかにしているが，以来，ロ腔顎顔面領域で

も応用され眼窩下神経を結紮するCCIモデル

ラットも報告されている．そこで，本研究は，口

腔顔面痛と内分泌調節系との関係を明らかにする

ことを目的としてラットの眼窩下神経にCCIを

施した慢性痔痛モデルラットを作製し，次いで副

腎皮質の内分泌学的病態を機能的ならびに微細構

造学的に解析した．

【材料と方法】

　実験には，Wis七er系ラットのオスを用いた．

ペントバルビタールナトリウム麻酔下にて眼窩下

神経をChromic　gutで緩めに結紮する群と皮膚

切開のみの偽手術対照群に分けて実験を行った．

疾痛発症の評価には，眼窩下神経支配の顎顔面領

域にvon　Frey　hairを用い，圧力をかけた時の逃

避行動を，術前と術後25，30，35，40，および45

日後の5回観察した．（タッチテスト）さらに，

術後45日目に血液と副腎を採取し，血中コルチコ

ステロンならびに副腎皮質刺激ホルモン
（ACTH）量の測定と副腎皮質の微細構造学的解

析を行った．

【結果】

　慢性疾痛の発症を評価するタッチテストの結

果，CCIモデルラット群で，術後25～45日目に

おいてコントロール群と比較し逃避行動指数が増

加し，CCIにより慢性疹痛様症状が持続してい

ることが確認された．

　ラットの作用型グルココルチコイドであるコル
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チコステロンの血中濃度はCCIモデルラット群

で，コントロール群と比較して有意に低下してい

た．一方，血中ACTH濃度はCCIモデルラット

群とコントロール群との間に有意な差は認められ

なかった．

　術後45日の副腎皮質の組織像を観察した結果，

CCIラットの束状帯では，コントロールラット

と比較して脂肪滴が増加した．さらにその異常な

集積は，Liら6）がホルモン感受性リパーゼ欠損に

よりステロイドホルモン産生に異常をきたしたマ

ウスの副腎皮質で観察したSyncytia1－1ipid

structures（SLS）に類似していた．また，透過

電子顕微鏡の観察により，CCIラット副腎皮質

の束状帯細胞が，不規則な内部構造を持つ膨化し

た脂肪滴や変性したミトコンドリアで占められ，

SLSが脂肪滴や変性ミトコンドリア，コレステ

リン結晶をも含む巨大な集合体であることが示さ

れた．

【考察】

　これらの結果から，眼窩下神経をChromic　gu七

によるCCIモデルラットは，顎顔面領域の機械

的刺激に対して慢性疾痛様反応を発現し，HPA

系の内分泌異常を引き起こすことが示唆された．

副腎皮質束状帯ではステロイドホルモンの原料と

なるコレステロールの貯蔵を示す脂肪滴の増加の

他，多数のステロイドホルモン合成酵素の局在が

指摘されているミトコンドリアの変性が認めら

れ，ステロイドホルモンの合成能が低下している

ことを示唆した．通常の組織像から合成されるス

テロイドホルモンを特定することは出来ないが，

同ラットの血中コルチコステロン値が低下してい

ることから，CCIモデルラットにおいて，副腎

皮質でのコルチコステロンの産生能が低下してい

る可能性が強く示唆された、
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