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【目的】

　フィッシャーシーラントは，小窩裂溝の齢蝕予

防や初期齢蝕進行抑制手段として臨床上極めて有

用である．しかし，予後不良例も認められ，その

原因としてブラシと酸処理による小窩裂溝内有機

性残遺物の清掃が困難，シーラント材の破折によ

る微細漏洩などがあげられ，二次齪蝕の原因とな

りうる．また，最近ではレジン系シーラントの前

処理に用いるリン酸エッチングが，未成熟エナメ

ル質ヘダメージを与えることが指摘されている．

一方，広い抗菌スペクトルを有する第四アンモニ

ウム塩の一種であるアルキルピリジニウム（12－

Methacryloyloxydodecylpyridinium　bromide：

以下，MDPB）をプライマーに配合したボンディ

ング材が開発されたのに着眼した．このMDPB

配合ボンディング材は，プライミングと同時に殺

菌作用が発揮され，硬化後は接着界面からの抗菌

成分の溶出が生じず，経時的な接着界面の劣化が

起こらないとされている．したがって，この

MDPB配合ボンディング材をシーラント材とし

て用いることにより，予後向上に寄与できる可能

性がある．

　本研究では，MDPB配合ボンデイング材のプ

ライミング時の殺菌作用だけでなく，硬化後にも

抗菌力を持続させるために，光触媒作用により抗

菌性が期待できる酸化チタンを添加して，プライ

ミング時とシーラント後の二段階の抗菌性を付与

させた試作シーラント材を作製した。この試作

シーラント材を用いた場合，酸化チタンが白色顔

料にもなるため，シーラント後に発生する辺縁破

折等の異常が容易に確認できると考えられる．

　そこで本研究では，二段階の抗菌性と白色着色

による識別性を付与させた試作シーラント材につ

いて，材料学的検討および細菌学的検討をおこ

なった．

【材料と方法】

1．試作シーラント材の作製

　MDPB配合ボンディング材であるCLERFIL⑧

MEGA　BOND⑪　FA（クラレメディカル）のボン

ディング液に，重量比0．001％の酸化チタンアナ

ターゼ型を添加して，光照射で重合させたものと

した（以下0．001％WPB）．

2．試験片の作製方法

　実験群は0．001％WPBとした．対照群は

MDPB配合ボンディング材（以下PB），市販

シーラント材のTHEET且MATE⑧F－12．0（ク

ラレメディカル）（以下FS）を用いた．各材料

は縦5mm×横5mm×厚さ1mmの規格とし
た．
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3．材料学的検討

1）肉眼所見

　2．の各試験片に，MDPB配合ボンディング

材のボンディング液に重量比0．01％の酸化チタン

ァナターゼ型を添加したものと，市販シーラント

材Concise（3MESPE）の2種類を試験片に追

加して，実体顕微鏡で表面の観察をおこなった．

2）色特性と色差の検討

　色彩情報分析システムカラーセンサーを用いて

L＊a＊b＊表色系を測定し，L＊値による明度，　a＊値

およびb＊値による色相の検討と色差値dEを評

価した．

3）EPMAによる表面の面分析

　各試験片にカーボン蒸着をおこない，エックス

線マイクロアナライザー（以下EPMA）による

面分析でTiおよびoの元素マッピングをおこ
なった．

4）微小硬度の測定

　各試験片は4°C水中と60℃温水中に交互に1分

間の浸漬負荷をおこなったものを1サイクルとし

て，4000回のサーマルサイクリング負荷後，ビッ

カース硬さの測定をおこない，サーマルサイクル

前後を比較検討した．

5）接着界面の填塞状態と微細漏洩の観察

　便宜抜歯されたヒト小臼歯を用いて，裂溝形態

を可及的に均質化した裂溝モデルを作製し，

PB，0．001％WPBおよびFSを填塞した．試料

は，4000回のサーマルサイクリング負荷をおこ

なった後，実体顕微鏡にて填塞状態と接着界面か

らの微細漏洩の有無の観察をおこなった．
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4．細菌学的検討

1）酸化チタンの光触媒作用による抗菌性の評価

　抗菌性の評価対象菌は，StreptOCOCCUS　mutαns

ingbritt株を用いた．接種菌液は，1000CFU　／ml

に調整した後，試験片に滴下し，350nmの紫外

線を10分間照射した．試験片上の残存菌は段階希

釈し，37℃で48時間の培養後にコロニー数を計測

した．

【結果および考察】

1．MDPB配合ボンディング材を酸化チタンに

　より白色着色した場合，重量比0．001％配合が

　適切であった．

2．0．001％WPBの白色は，市販シーラント材

　2種の白色に比較して明るい白緑黄色であった

3．0．001％WPBは，　EPMAによる面分析をし

　た結果，酸化チタンの粒子がほぼ均一に分布す

　るのが観察された．

4．0．001％WPBは，サーマルサイクリング負

　荷後の填塞状態や微細漏洩はPBと同等で，

　シーラント材FSに比較して良好であった．

5．0．001％WPBのサーマルサイクリング負荷

　後の微小硬度は，PBよりも若干低値を示した

　が，FSよりも高値であった．

6．酸化チタンの光触媒作用によるStreρtococ－

　cus・mutansに対する抗菌性を評価した結

　果，10分間の35011m紫外線照射により生菌数

　の減少が認められた．

　以上より，本研究で試作したシーラント材

0．001％WPBは，歯面処理時と填塞後の二段階

の抗菌性を有したシーラント材として臨床応用が

可能であり，耐舗蝕性の向上と白色着色による良

好な識別性により，フィッシャーシーラントの予

後向上に寄与することが判明した．
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【目的】

　ポリリン酸〔Poly（P）〕は，リン酸が直鎖状に

重合したリン酸ポリマ・一一・一である．Poly（P）はCa＋

と効率よく結合すること，骨芽細胞や歯肉線維芽

細胞などに高い濃度で存在していることが報告さ

れているものの，生体における生理的役割や歯周

組織構成細胞に対する作用については明らかにさ

れていない．本研究ではマウス骨芽細胞前駆細胞

ならびにビーグル犬歯槽骨欠損モデルを用いて

Poly（P）の骨芽細胞への作用について検討した．

【対象と方法】

　本研究では，平均鎖長60のPoly（P）を用いた．

培養細胞はマウス骨芽細胞前駆細胞であるMC　3

T3－E　1細胞を用いた．成熟骨芽細胞への分化過

程におけるアルカリホスファターゼ（AI．P）活

性は細胞抽出液と基質溶液（ρ一nitrophenyl

phosphate　substrate，　pH　10．5）を反応させ，水

酸化ナトリウム溶液で反応を停止させた後，吸光

度を測定した．細胞のアポトーシスは，FIUO－

resceinisothiocyanate（FITC）標識annexin　V

とpropidium　iodide（PI）を用いてflow　cytome一

七〇ry（FCM）で検討した．骨関連遺伝子の発現

は，to七al　RNAを抽出してreverse　transcriptase

一polymerase　chain　reaction（RT－PCR）法で検

討し，石灰化はアリザリンレッド染色で同定し

た．Poly（P）分解酵素活性は，　polyethyleneimine

thin　layer　chromatography（PEI－TLC）plate

で展開して同定した．成犬を用いた歯槽骨欠損モ

デル実験は，株式会社イナリサーチ（伊那市）の

動物実験倫理委員会の承認を得て実施した．

【結果および考察】

1．MC　3T3－E　1細胞の培養上清中にPoly（P）

　またはPiを添加して培養する条件は，細胞増

　殖能を指標とすると1mmol几の濃度が至適濃

　度であることが明らかとなった．

2．MC　3　T　3－E　1細胞に1mmol／LのPoly（P）

　を添加して培養すると，培養20日からALp活

　性が上昇した．

3．MC　3　T　3－E　1細胞に1mmol／LのPoly（P）

　を72時間作用させてFCMを行ったところ，

　Poly（P）を添加して培養した細胞では，　PI陰

　性，annexinV陽性の早期アポトーシスを示す

　割合が増加した．

4．Poly（P）を添加してMC　3　T　3－E　1を培養す

　ると，培養10日から骨芽細胞前駆細胞から骨芽

　細胞の形質を示す骨関連遺伝子が発現し，培養
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20日にはOCNを発現する成熟骨芽細胞様細胞

に分化することが明らかとなった．

5．増殖培地にβ一グリセロリン酸またはPoly

（P）を添加してMC　3　T　3－E　1細胞を培養し，

細胞抽出液中のPoly（P）分解活性をPEI－TLC

プレートを用いて検討したところ，Poly（P）

を添加して培養した細胞は，Poly（P）を分解

する活性が充進してPi，　PPi，　Pi　3，　Pi　4を生

成することが明らかとなった．

6．25日間培養したMC3T3－E　1細胞をアリザ

　リンレッドで染色したところ，β一グリセロリ

ン酸またはPoly（P）を添加して培養した細胞
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　で石灰化ノジュールの形成がみられた．

7．ビーグル犬の前臼歯分枝部に骨欠損を作製し

　て骨形成を評価したところ，Poly（P）とEm－

　dogainRを充填した骨欠損部では，組織学的

　およびエックス線学的にコントロールに比べ有

　意（p＜0．05）に骨形成が充進していた．

　以上の結果から，Poly（P）によって骨芽細胞

前駆細胞が成熟骨芽細胞の形質を獲得すること，

さらに，骨芽細胞に分化することによってPoly

（P）分解酵素活性が上昇することが明らかとなっ

た．
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【目的】

　レボブビバカインは，長時間作用性局所麻酔薬

のブビバカインに含有されている鏡像異性体のR

（＋）体とS（一）体のうち，S（一）体のみで構成さ

れたアミド型局所麻酔薬である．医科領域におい

ては硬膜外麻酔などに使用されているが，歯科領

域における局所麻酔効果については報告1・2）が少な

く，詳細は明らかではない．本研究ではラットの

口腔粘膜に浸潤麻酔を行い，歯髄電気刺激に伴う

体性感覚誘発電位（SEP）の変化を指標にレボ

ブビバカインの局所麻酔効果について検討し，現

在歯科臨床で使用されている1／80，000アドレナ

リン添加2％リドカイン（2％リドカインA），

3％メビバカインと比較した．またレボブビバカ

インによる組織血流量の変化をレーザードップ

ラー血流計を用いて測定した．

【方法】

実験1：各濃度のレボブビバカインの浸潤麻酔効

　　　　果

　ラットの口蓋粘膜へ浸潤麻酔を行い，上顎切歯

歯髄電気刺激に伴うSEP初期成分の振幅（IPl－

NIDの変化を測定した．局所麻酔薬は2％リ

ドカインA，3％メビバカインおよび0．5％，

0．75％，1．0％，1．5％のレボブビバカインを使用

した．

実験2：アドレナリン添加レボブビバカインの浸

　　　　潤麻酔効果

　実験1と同じ方法で0．75％レボブビバカインに

1／500，000と1／200，000のアドレナリンを添加し

たものを使用した．

実験3：レボブビバカイン投与後の組織血流量の

　　　　変化

　ラットの皮膚に局所麻酔薬を投与し，レーザー

ドップラー血流計を使用して血流量の変化を観察

した．局所麻酔薬は0．125％，0．25％，0．5％，

0．75％，1．0％のレボブビバカインを使用した．

またレボブビバカインと比較するため2％リドカ

イン，2％リドカインAによる血流量の変化も

測定した．

【結果および考察】

　実験1：局所麻酔薬の注射によりIP、－N、1は

減少した．2％リドカインAは注射2．5分後から

120分後まで，3％メビバカインは注射2．5分後か

ら25分後までIP1－N、1は有意に減少した．0．5％

レボブビバカインは注射2．5分後から20分後およ

び30分後，50分後，70分後，80分後でIP、－N，　［
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は有意に減少し，0．75％レボブビバカインは注射

2．5分後から100分後まで，1．0％レボブビバカイ

ンは注射直後から180分後まで，1．5％レボブビバ

カインは注射2．5分後から180分後までIP、－N、1

は有意に減少した．レボブビバカインが高濃度に

なるほどIPrN、1の抑制は増強され長時間持続

した．このうち2％リドカインAと同等の局所

麻酔効果を示したのは0．75％レボブビバカインで

あった．

　実験2：1／500，000および1／200，000のアドレ

ナリン添加により0．75％レボブビバカインのIP1

－N、1の有意な減少が注射180分後まで延長した．

特に1／200，000アドレナリンを添加した場合は

180分経過してもIP1－N，1の回復傾向はみられな

かった．

　実、験3：0．125％，0．25％，0．5％レボブビバカ

インでは有意に皮膚の組織血流量が減少し，血管

収縮作用を示した．その作用は低濃度になるほど

強くなり，2％リドカインAとの比較で有意差

がみられなかったのは0．125％レボブビバカイン

であった．これに対して0．75％，1．0％レボブビ

バカインでは血管拡張傾向を示したが有意な変化
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ではなく，2％リドカインの血管拡張作用ほど著

明ではなかった．

　以上の結果から，レボブビバカインを口腔粘膜

の浸潤麻酔に使用する場合，0．75％の濃度で2％

リドカインAと同等の麻酔効果を得られるもの

と思われる．また0．75％レボブビバカインは血管

を拡張させる傾向がみられるが，その作用は弱

く，アドレナリンを添加する場合，1／200，000以

下の低濃度で十分と思われる．
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【目的】

　歯肉増殖症はカルシウム拮抗薬（ニフェジピン

など），抗てんかん薬（フェニトインなど），免疫

抑制剤（シクロスポリンA）などの薬物の副作用

として生じることが知られている．高血圧症，て

んかん，臓器移植の患者のうち高血圧症患者が多

いこともあり，薬物性歯肉増殖症の中でもカルシ

ウム拮抗薬による歯肉増殖症の患者数が最も多

い．これらの薬物による歯肉増殖のメカニズムと

してこれまでに歯肉線維芽細胞の増殖能充進，細

胞内Ca2＋濃度の上昇，1型コラーゲンおよび塩

基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）の産生充進，

歯肉線維芽細胞によるコラーゲンの貧食能低下な

どいくつかのメカニズムが報告されている．しか

し，その治療法は確立されておらず，歯肉切除お

よびプラークコントロールを行うのが一般的であ

る．

　漢方薬の一つである柴苓湯は吐き気，食欲不

振，のどのかわき，排尿が少ないとき，水潟性下

痢，急性胃腸炎，むくみなどの症状やリウマチ性

関節炎，全身性エリテマトーデス，糸球体腎炎，

腎炎症候群などの炎症性疾患に対して用いられる

漢方薬である．また，柴苓湯はラットメザンギウ

ム細胞の増殖を抑制，あるいは特発性後腹膜線維

症における線維芽細胞の増殖を抑制することが報

告されている．

　本研究ではこの細胞増殖抑制能に着目し，ニ

フェジピンによるヒト歯肉線維芽細胞の増殖，

bFGFおよび1型コラーゲン産生に対する柴苓湯

の作用をin　vitroの実験系にて検討した．また，

柴苓湯に最も多く含まれる生薬であるサイコも同

様に検討した．

【対象および方法】

　柴苓湯およびサイコは株式会社ッムラより供与

された原末を使用した．細胞は正常ヒト歯肉線維

芽細胞（Gin－1）を使用した．

　細胞増殖能は水溶性テトラゾリウムー1（WST

－1）を使用して生細胞数を測定することによっ

て行った．Gin－1細胞を96穴プレ・一トに1×104

個／ウェルずつ播き，10μMのニフェジピンある

いはコントロール群として同量のDMSO，およ

びそれぞれに0．05％，0．1％，0．2％柴苓湯を添加

した培地で培養した．また，サイコを添加する場

合には．Gin－1細胞を1×103個／ウェルずつ播

き，同様の実験を行った．

　bFGFおよび1型コラーゲンの定量はELISA

により行った．Gin－1細胞を35mmディッシュ

に1×los個ずつi播き，ニフェジピンおよび柴苓

湯あるいはサイコを含む培地で5日間培養し，培

養上清およびディッシュ底面に付着しているコ

ラーゲンをキットの説明書に従って回収した．培

養上清中のbFGFおよびディッシュ底面から回
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収した1型コラーゲンを定量した．

　統計学的処理はStudelltの彦検定により行

い，P〈0．05を有意差ありと判定した．

【結果】

　コントロール群と比較して，10pMのニフェジ

ピンを添加した群では培養9日目以降で有意に細

胞数が増加した．ニフェジピンのみを添加した群

とニフェジピンと柴苓湯を添加した群とを比較し

た場合には，0．05％w／vの柴苓湯では細胞数に

有意な差は見られなかったが，0．1および0．2％

w／vの柴苓湯では有意に細胞数が減少した．

　コントロール群と比較して，10μMのニフェジ

ピンを添加した群ではbFGF産生量が有意に増

加した．ニフェジピンのみを添加した群とニフェ

ジピンと柴苓湯を添加した群とを比較した場合に

は，0．05％w／vの柴苓湯ではbFGF産生量に有

意な差は見られなかったが，0．1および0．2％w／v

の柴苓湯では有意にbFGF産生量が減少した．

　コントロール群と比較して，10μMのニフェジ

ピンを添加した群では1型コラー一ゲン産生量が有

意に増加した．ニフェジピンのみを添加した群と

ニフェジピンと柴苓湯を添加した群とを比較した
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場合には，0．05％w／vの柴苓湯では1型コラー

ゲン産生量に有意な差は見られなかったが，0．1

および0．2％w／vの柴苓湯では有意に1型コラー

ゲン産生量が減少した．

　サイコを使用した場合にも同様の傾向が見られ
た．

【考察】

　柴苓湯が仇励roの実験系において歯肉増殖症

に関与する因子を抑制したことから，ニフェジピ

ンによる増殖症の予防および治療に対して有効で

ある可能性が示唆された．柴苓湯の主成分である

サイコ（約18％）でも同様の結果が得られたこと

から，サイコが主となって歯肉増殖症を抑制する

ことが示唆された．

　ニフェジピンが細胞内Ca2＋濃度を上昇させる

ことにより，bFGF遊離を促進させ，　autocrine／

paracrine的にFGFRに作用し，細胞増殖能およ

び1型コラーゲン産生量を充進させると考えられ

る．柴苓湯およびサイコは少なくともその成分で

あるサイコサポニンによってbFGFの遊離を抑

制し，細胞増殖能および1型コラーゲン産生量を

抑制すると考えられる．
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抗真菌薬ミコナゾールの基材としてのコラーゲンの有用性の検討

吉田　敬子

富山大学　大学院医学薬学研究部　歯科口腔外科学講座

The　investigation　of　fbasibility　of　using　collagen　as　the　1）ase　of

　　　　　　　the　antifungal　drug，　miconazole

　　　　　　　　　　　　　　　KEIKo　YOSHIDA

1）epαrtmen彦of　Orα1　Surgery，　Grαduate・School・fM¢dicine・and・Phαrmαceuticα1・Scienc¢8

　　　　　　　　　　　1～）r・Res¢αrcん，　University　ofTQツαmα

【目的】

　義歯性口内炎は義歯を装着している人で頻度が

高く，かつ再発しやすいものであり，外傷真菌

感染，全身的素因がその発生に関与している．真

菌感染による義歯性ロ内炎の原因菌として主に

Cαndidα　albicαns（C．　al6icαns）が関与するこ

とが広く知られている．カンジダによる義歯性口

内炎の発症メカニズムとしては，義歯と粘膜の隙

間にC．　albicαnsが集積し，そこで免疫反応が起

こることによって発生すると考えられている．現

在，口腔カンジダ症に対して主にミコナゾールが

使用される．市販されているミコナゾール製剤は

ゲル状のものであるが，ミコナゾールの使用量が

多いために口腔内疾痛，味覚異常，口腔内異常

感，口唇腫脹などの副作用を生じること，ミコナ

ゾールが薬物相互作用の原因となり他の薬物の作

用を増強させること，などの欠点がある．一般的

に，義歯装着により口腔カンジダ性を発症する患

者は高齢者が多く，薬物の代謝・排泄能が低下し

ていること，全身疾患を有しているために薬物を

服用していることが十分に考えられる．このよう

な患者にミコナゾールを投薬する場合，上に述べ

たような副作用が出やすいために慎重投与する必

要があり，できる限りミコナゾールの使用量を減

少させる方法の開発が望まれる．

　義歯性ロ内炎の治療薬として使用されるミコナ

ゾールを低濃度で一定時間，義歯粘膜面に保持す

る基材として接着性タンパク質であるコラーゲン

に着目し，その有効性を検討した．

【対象および方法】

　被試験菌としてCαZbjcαηs　JCM　1542，抗真

菌薬として硝酸ミコナゾール（和光純薬）および

フロリードゲル経口用⑧（持田製薬），接着性タ

ンパク質として魚の鱗から抽出したコラーゲンパ

ウダー（以下コラーゲン）（メルシーコラーゲ

ン，リアルフーズ株式会社）を使用した．

（実験1）

　NCCLSの方法に準じた抗真菌剤感受性試験に

よりミコナゾールの80％最小発育阻止濃度

（MIC8。）を測定した．ミコナゾールはRPMI

1640培地あるいは33％コラーゲン溶液に溶解し

た．

（実験2）

　0，0．01，0．1，1μg／mlミコナゾールを含む

33％コラーゲン溶液20μ1をレジンプレート（加

熱重合型アクリルレジン，GC株式会社，10mmφ

×1mm）に塗布して乾燥させた．レジンプレー

トを生理食塩水中で30分間振盤（20stroke／分）

した後にIO3CFU／mlのC．　albicαns　ee液20μ1を

滴下し，さらに24時間培養した．レジンプレート

をSCDT“P培地で洗浄し，その培地中に含まれる

C．　albicαns数を測定した．
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（実験3）

　コラーゲンと従来製品の効果を比較するため

に，フロリードゲル経口用⑪をグリセリンーデン

プン溶液で1μg／mlに希釈して実験2と同様の

実験を行った、生理食塩水中での振塗時間は15，

30，60分間，ミコナゾールの作用時間は48時間と

した．

【結果】

（実験1）ミコナゾールのMIC8。は0．06－0．26μg／

ml（RPMI　1640中）および0．06－0．5μglml（コ

ラーゲン溶液中）であり，コラーゲンはMIC8。に

影響を及ぼさなかった、

（実験2）ミコナゾールのC．　albicαns致死率は

0．01，0．1μg／mlで85％，1μglmlでは100％だっ
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た．

（実験3）いずれの観察時間においても，グリセ

ロールを基材とした場合には60－80％の致死率で

あったが，コラーゲンを基材とした場合にはほぼ

100％の致死率であった．

【考察】

　コラーゲンをミコナゾールの基材とすることに

より，従来の方法と比較してミコナゾールを低用

量で使用することが可能になると考えられる．こ

の方法によりミコナゾールによる副作用および薬

物相互作用の危険性を軽減することが予想され

る．したがって，この方法が義歯性ロ内炎を治療

する新たな方法として有効であることが示唆され

た．
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舗蝕関連遺伝子の母子伝播について一翻蝕発症要因とgザとの関係一

吾妻　昭夫

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

The　spread　of　mothers　and　children　for　dental　caries　related　geens

－Relationship　with　dental　caries　detection　and　glucosyltransferase一

　　　　　　　　　　　　　AKIo　AZUMA

D¢Pαrtment　of　Orα〃leαlth・Pro励tion，　Grα∂鋤e　Scんool　ofOrα1　Medicin¢，

　　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

吾妻昭夫（2010）松本歯学36：220－9．

【緒言】

　従来からロ腔内細菌と齢蝕との関係は「齢蝕の

有無」，「原因菌数」，「原因菌の種類」との相関お

よび「母から子への伝播に関する疫学研究」など

の分析が行なわれ，ミュータンスレンサ球菌が齢

蝕の主要な原因菌として密接な関連が明らかとな

り，分子生物学的により詳細な分析が行われてい

る．また，母子伝播（感染）についてもミュータ

ンスレンサ球菌が乳歯萌出前に検出されており，

血清型，バクテリオシンパターン，DNAパター

ンが母親と一致することが過去により示され，子

どもの口腔から検出されるミュータ）／スレンサ球

菌は主に母親の唾液を介して伝播し，定着したも

のと考えられ，生後間もない時期から母子伝播を

生じることが示されてきている．

　ミュータンスレンサ球菌は7菌種に分類され

ているが，口腔疾患に関わる8孟佗ρ彦ococcμ8

CriCetUS，StreptOCOCCUS　rαttUS　，　S舵加COCCμS

matans，Streptococcus　sobrinusの4菌種が主に

基礎研究や疫学的調査の対象となっている．4菌

種の内，StreptOCOCCUS　mutαns（以下，S．　mutαns）

とStreptOCOCCUS　sobrinUS（以下，　S．　sobrinUS）は

ヒトのロ腔内に棲息し齢蝕発症に関係する．

　本研究では母子の鶴蝕関連細菌のgtf遺伝子と

環境要因との関連を示す報告が少ないことに着目

し，母子感染経路と重症鶴蝕の発症に関する遺伝

子レベルでの細菌学的関連について菌種特異的な

DNA配列に基づくミュータンスレンサ球菌を

Real－time　PCR法を用いてプラーク中のS．　mu－

tansとS．sobrinusから遺伝子分析を行った．

【対象と方法】

1．対象ならびに診査方法

　対象は松本歯科大学病院小児歯科に通院する3

歳から6歳までの乳歯列期小児と養育者（保護

者）である母親とした．

2．ミュータンスレンサ球菌の遺伝子分析

　ミュータンスレンサ球菌の中から鶴蝕の原因

菌であるS．　mutαnsとS．　sobrinusのglucosyl－

transferase（以下，酵素：GTF，遺伝子：gtf）

に着目した．8．mutαnsは染色体上に非水溶性グ

ルカン合成酵素GTF　Bと水溶性グルカン合成酵

素GTF　C，　GTF　Dの3種のgtfを持つ．また，

S．sobrinusは染色体上に非水溶性グルカン合成

酵素GTF　Iと水溶性グルカン合成酵素GTF　U，

GTF　TおよびGTF　Sの4種のgtfを持つ．本研

究では齢蝕の発症と重症度に関連する遺伝子とし

て＆椛励απsではglucosyl七rans』ase　B（以下，

gtf　B），　glucosyltransferase　C（以下，　gtf　C），
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glucosyltransferase　D（以下，　gOf　D）の3種，

S．　sobrinusではglucosyltransferase　1（以下，　gtf

I）の1種について遺伝子発現を分析し齢蝕との

関連ならびに母子伝播について検討を行った．

　遺伝子分析には定量分析を可能にした方法であ

るReal－time　PCR法（MJ　Japan，　kk：Optico；

SYBR　Green法）を用いて行った．

3．実験方法

　採取したブラッシング歯垢からRNA　Isolation

Kit（Gentra社，　USA）を用いてRNA抽出を

行った．RNA抽出後Cloned　DNase　I（RNase－

free）（TaKaRa社，　Japan）にてDNase処理を

施し，その後PCR（Polimerase　chain　reaction）

を行い電気泳動から抽出物にDNAの混入がない

ことを確認した．これらのRNAサンプルとRT

Mixを調製し，　cDNA合成を行った．　Rea1－time

PCRに用いるcDNAの定量はバイオフォトメー

ター（Eppendorf社，　Germany）を用いて260　nm

の吸光度から測定し定量を行った後，テンプレー

ト量を10　ngに統一するよう希釈して付属マニュ

アルに従いRea1－time　PCR法を行った．

　Real　time　PCRの条件は95℃／10分→95℃／10秒

→57℃・60℃／20秒→72℃／S．mutαns：12秒，　S．

sobrinus：16秒の3手順を45サイクル行った．

Rea1－time　PCRでは発現量を正確に測定するた

め標準株のcDNAを段階希釈し検量線を求め

た．また，目的とする産物が増幅されていること

を確認するために，内部標準であるS．・mutαns

における組換え修復遺伝子recombination　A

（recA），　S．　sobrinusにおける16SrRNAに基づ

くプライマー配列を作成した．なお，発現量は手

技上の誤差を考慮し，1サンプルにつき同時に3

回行い，平均値から算出した．発現量は内部標準

と各サンプルのgtf発現量を計算式
〔2－△CT（ta「get／内部標準）〕に当てはめ，比率で表し

た．

【結果】

1．gtfの発現

1）gtf　B

　無齢蝕群ではgtf　Bは母親のみ4例（50、0％）

に発現し，重症鶴蝕群ではgif　Bは重症鶴蝕児3

例（42．9％），母親6例（85．7％）で3組の母子

に発現が認められた．
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2）gtf　C

　無齢蝕群ではgtf　Cは母親のみ1例（12．5％）

に発現し，重症齢蝕群では認められなかった．

3）gtf　D

　無齢蝕群では無齪蝕児6例（75．0％），母親8

例（100．0％）に発現し，重症歯禺蝕群では重症爾

蝕児とその母親7組（100．0％）に発現が認めら

れた．

4）gtf　1

　無齢蝕群では母子共に認められなかった．一

方，重症鶴蝕群では母親のみ2例（28．6％）に発

現が認められた．

2．gtfの発現量（比率）

1）gif　B

　gtf　Bの発現量は重症鰯蝕群と比較して無齪蝕

群の母親の方が高い発現比率を示した．また，重

症鶴蝕児の発現比率は低率であった．

　さらに，重症鰯蝕群の母子ともに発現が認めら

れても，その子どもの発現比率が認められたのは

2サンプルのみであった．

2）gtf　C

　gtf　Cは1サンプルに発現が認められたが，発

現比率は0であった．

3）gif　D

　gif　Dの発現量は無離蝕群に比較して，母子と

もに重症齢蝕群の方が高い比率を示した．また，

母親の発現比率が高いサンプルでは，その子ども

の発現比率も高い傾向を示した．

4）9ゲI

　gtf　1は2サンプルに発現が認められたが，発

現比率は0であった．

【考察】

　本研究ではS．mutαnsやS．　sobrinusの遺伝子

解析を中心に分析を行い同時に母子の環境因子に

ついても検討を行った．

1．gtf発現状況と翻蝕発症との関連

　遺伝子分析からは齢蝕の発症や重症度にはS．

mutαnsのgtf　BとDの発現や発現量が主に関与

し，小児期のロ腔内ではgtf　BやDの発現量の

多寡は口腔環境を反映すると考えられるが，S．

sobrinusが検出されたとしてもS．　mutansに比

べその発現菌数は少なく，gif　1発現による口腔

環境への影響は明確にはならなかった．
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　　　Ozony　Tron⑧の歯内療法処置への応用

一〇、の感染根管治療に対する殺菌効果について一

山田　博仁

松本歯科大学　歯科保存学第2講座

　　　Application　of　Ozony　Tron（⑧to　endodontic　therapy

－Antimicrol）ia1　effects　of　03　gas　on　infected　root　canal　treatment一

HIRoHITo　YAMADA

1）¢Pαrtment　ofEndodontiCS　and　Oρerαtive　Dentistr　y，　School　of1）e功S卿，

　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　Univ¢r8偽・

山田博仁，内山真紀子，細矢明宏，中村浩彰，山本昭夫，笠原悦男（2007）日歯保存誌50：657－63．

【目的】

　オゾンは酸化作用による殺菌作用に加えて，オ

ゾンに付帯するとされる組織賦活作用などから，

歯科医療においても，殺菌，消炎，止血への効果

が着目され，オゾン水を用いた義歯の洗浄・消毒

や歯周ポケット，根管治療時の洗浄液としての可

能性などが検討されている、

　近年，空気中の酸素からオゾンを発生するオゾ

ン発生器，Ozony　Tron⑧が開発された．この装置

は，オゾンを発生させるための酸素ボンベなどを

必要とせず，小型軽量の簡便性に加えて，発生し

たオゾンガスも空気中で酸素に分解されるため安

全であることから，訪問診療の携行にも有用と思

われる．

　今回，感染根管を対象として，臨床応用を行っ

たところ，若干の知見が得られたので報告する．

【材料と方法】

　根管拡大に先がけての根管培養で陽性培養が得

られた失活歯155歯，250根管のうち，著者らが日

常の臨床で行っている根管の拡大基準（安田の基

準）にしたがって拡大・形成後の根管培養でも陽

性が確認された130根管を本実験の被検歯とし

た．被検歯を無作為選択で88根管にオゾンガスを

応用し，残りの42根管には，ネオクリーナーと

3％オキシドールによる交互洗浄を行って実験対

照とした．それぞれ応用直後に根管培養試験を行

い，さらに次回来院時にも処置に先がけて二度目

の培養試験を行って成績を判定した．また，術前

のエックス線写真から根尖病巣の有無による陰性

培養獲得率との関係についても調査を行った．

【結果】

1．250根管中，根管拡大のみで陰性培養が得ら

　れたのは120根管（48％）であった．

2．オゾンガス応用例は88根管中42根管，47．7％

　に無菌を示し，そのうち10根管，全例中の

　11．4％が次回培養まで陰性が持続した．

3．交互洗浄例は，42根管中36根管，85．7％が無

　菌を示し，そのうち21根管，全例中の50％が次

　回培養まで陰性が持続した．

4．根尖部エックス線透過像と陰性培養獲得率の

　関係は，オゾンガス応用例は根尖病巣の有無に

　関わらず，いずれも約50％の陰性培養率であっ

　た．交互洗浄例は，根尖病巣（一）が100％，

　（±）が91％，そして（＋）が64％の陰性培養
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　率であった．

【考察】

　オゾン水による超音波洗浄と2．5％次亜塩素酸

ナトリウムとの比較を試みた過去の文献からは，

オゾン水による超音波洗浄は次亜塩素酸ナトリウ

ムと同等の殺菌効果が得られたとの報告がなされ

ており，感染根管治療などに応用できる可能性を

示唆している．

　本実験は，あらかじめ感染の確認された根管で

あっても，機械的な清掃拡大のみで陰性培養が得

られた対象を除外したことで，より実験効果を明

確にすることができたと考える．このような実験

環境のなかで，交互洗浄に劣るとはいえ，培養1

で約半数に陰性培養が得られたことは，評価すべ

きと考えられる．オゾンガスは，液体を用いての

洗浄に比べて細部への導入，浸透性に優れると考

えられるが，Ozony　Tron⑧はPA電極により根管

口部でオゾンを発生させるだけで，ガスを根管内
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へ送気する構造になっていない，そのためにもと

もと分解が早く持続性がないとされるオゾンガス

が，根管内ことに根尖部に充満されていたとは考

えられない．このような状況下を考慮すると，装

置の改良などで根管内にて高濃度のガスを発生で

き，根尖部へ送気が達成できれば，望ましい効果

を得ることができるかもしれない．

　今回の実験では，被検歯の歯種・根管別の調査

ならびにエックス線透過像の有無との関係につい

ても集計を行った．歯種・根管種の集計はそれぞ

れが少数例となるため確定的なことは不明であ

り，エックス線透過像を有するものは感染度も高

いとの傾向は示されたが，上顎臼歯と下顎大臼歯

とで傾向の違いも示されるなど，不鮮明な部分も

残された．これらについては，デンタルエックス

線写真上での判読性の問題もあるため，今後は

エックス線CT画像による調査を行ってみたいと

も考えている．
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破骨細胞の骨吸収活性におけるWnt　5　a－Ror　2シグナルの役割

石原　章弘

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進ロ腔科学講座

The　role　of　Wnt　5　a－Ror2　signaIing　in　bone　resorption

AKIHIRo　ISHIHARA

Depαrtment　ofOrα1　Heαlth　Promotion，　Grαduate・School・oプOrα》1協e砺軌e，

　　　　　　　　　ル1αtsumoto・D¢ntα1　University

【目的】

　歯周病菌は，TNFαやIL－1などの炎症性サイ

トカインの産生を誘導し，組織破壊と破骨細胞に

よる歯槽骨吸収を引き起こす．破骨細胞の分化お

よび機能発現は，骨芽細胞のM－CSFとRANKL

発現によって厳密に調節されている1）．一方，サ

イトカインの一つであるWnt　5　aが破骨細胞の分

化を調節する可能性が示唆されている．本研究で

は，破骨細胞の骨吸収活性におけるWnt　5　aの役

割を解析した．

【材料と方法】

①破骨細胞，破骨前駆細胞におけるRor　2発現

　と，骨芽細胞，破骨細胞および破骨前駆細胞に

　おけるWnt　5　a発現をRT－PCR法で解析し

　た．

②コラーゲンゲル上でマウス骨髄細胞と骨芽細

　胞を共存培養し，活性型ビタミンD3の添加に

　より破骨細胞を形成した．次に，破骨細胞を象

　牙切片上で培養し，骨吸収活性を観察した．こ

　の培養系に作製したWnt　5　aのデコイ受容体で

　あるGST－soluble　Ror　2（GST－sRor　2）また

　は対象としてGSTを添加した．

③　Ror　2欠損マウスおよびWnt　5　a欠損マウス

　の胎生15．5日齢の肝臓を用い，肝マクロファー

　ジ（Mf）を調整し，象牙切片上に播種した．

　M－CSFとRANI（Lの添加により破骨細胞に分

　化させ，骨吸収活性を検討した．骨吸収活性の

　評価は，酒石酸耐性酸性ホスファターゼ染色

　（TRAP染色）による破骨細胞数の定量，ロ・一一

　ダミン結合ファロイジンによるアクチンリング

　の観察，HE染色による骨吸収窩数の定量を

　行った．

【結果】

①Ror　2の発現は，破骨細胞，破骨前駆細胞で

　認められ，Wnt　5　a発現は骨芽細胞と破骨細胞

　で高発現していた．

②骨芽細胞と破骨細胞の共存培養を象牙切片上

　で行い，吸収窩を形成させた．ここに，GST－

　sRor　2を添加すると，吸収窩形成は濃度依存

　的に抑制された．GST添加では，吸収窩形成

　は抑制されなかった．この結果から，Wnt　5　a

　は破骨細胞による骨吸収を増強することが示唆

　された．

③　Ror　2欠損マウス由来MfおよびWnt　5　a欠

　損マウス由来Mfは，　M－CSFとRANKLの添

　加により野生型マウス由来Mfと同様に破骨細

　胞に分化した．しかし，Wnt　5　a欠損由来およ

　びRor　2欠損由来破骨細胞によるアクチンリ

　ング形成および吸収窩形成は，野生型由来破骨

　細胞に比べ著明に低下した．またWnt5a欠損

　マウス由来破骨細胞にWnt　5　aを添加すると骨

　吸収活性が回復した．

【考察】

　Wnt　5　a－Ror　2シグナルは破骨細胞の骨吸収活
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性をポジティブに調節することが明らかになっ

た．Wnt　5　aがRor　2を介して破骨細胞の明帯の

形成を調節し，骨吸収活性を制御する可能性が示

唆された．またGST－sRor　2は破骨細胞の分化の

みならず，骨吸収機能を阻害することから，GST

－sRor　2は骨吸収性疾患の治療に応用できる可能

性が示唆された．
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ヒト歯肉線維芽細胞から産生されるIL－8量に対する

マクロライド系抗菌薬アジスロマイシンの影響

亀本 晃

松本歯科大学大学院　大学院歯学独立研究科　硬組織疾患制御再建学講座

The　effect　of　azithromycin　on　IL－8　production　by　human　gingival丘broblasts

AKiRA　KAMEMOTO

Depαrtrnent　ofHarel　Tissue　Res¢αrcん，　Grα∂励e・SchoolげOrα1・Medicine，

　　　　　　　　　ルtαtsunzoto　D¢励1　University

【目的】

　マクロライド系抗菌薬は細菌のリボソームを阻

害し，タンパク質合成を阻害することによって作

用を示す抗菌薬である．これまでに，マクロライ

ド系抗菌薬の一つであるアジスロマイシンが侵襲

性歯周炎の歯周基本治療期間を短縮すること，ま

た，口腔内細菌からなるin　vitroバイオフィルム

モデルの形成抑制能・破壊能を有することが報告

されている．近年，アジスロマイシンがマクロ

ファージあるいは気管支上皮細胞から産生される

インターロイキン（IL）一一　8量を増加させること，

一方，嚢胞性線維症の気管支上皮細胞から産生さ

れるIL－8およびTNF一α量を抑制するなど，炎

症性サイトカインの産生量を制御することが報告

されている．とくに後者の炎症性サイトカイン産

生量減少は，アジスロマイシンが直接的な抗炎症

作用をもつことを示している．

　近年，難治性の歯周炎に対してアジスロマイシ

ンが使用されていることから，アジスロマイシン

が歯周組織の炎症反応に影響を与えている可能性

が考えられる．そこで今回，歯周炎に対するマク

ロライド系抗菌薬の影響についてヒト歯肉線維芽

細胞を用いたin　vitroの実験系にて検討した．ま

た，組織破壊に重要な役割を果たすマトリックス

メタロプロテアーゼ（MMP）の産生量に対する

マクロライド形抗菌薬の作用についても検討し
た．

【対象および方法】

　マクロライド系抗菌薬としてエリスロマイシン

（14員環系），アジスロマイシン（15員環系），

ジョサマイシン（16員環系）を使用した．培養ヒ

ト歯肉線維芽細胞をPorphyromonαs　gingivαlis

（P．　gingivαlis）由来LPS（10　ng／m1）で24時間

刺激し，培養上清中に産生されたIL、－6，　IL－8，

PGE2量をELISAにて測定した．これらの実験

系にマクロライド系抗菌薬（0，0．1，1，10μg

／m1）を同時に添加してIL－6，　IL－8，　PGEz量の

変化を検討した．さらに，細胞内情報伝達系の阻

害剤を用いることによりそのメカニズムについて

検討した．また，培地中に産生されたMMP量

をゼラチンザイモグラフィーで検討した．

【結果】

　アジスロマイシンはLPS刺激によるIL－8産

生量を濃度依存的に増加させた．一方，エリスロ

マイシンおよびジョサマイシンはLPS刺激によ

るIL－8産生量に影響を与えなかった．いずれの

抗菌薬もL、PS刺激によるIL－6，　PGE，産生量，

およびMMP－2，　MMP－9の産生量に影響を与

えなかった．

　細胞内シグナル伝達系の阻害薬を用いてアジス
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ロマイシンがLPS刺激によるIL－　8産生量を増

加させるメカニズムを検討したが，ERK，　JNK，

p38MAPK，　PI（A，　PI　3　K，　PLCγ系の関与は認

められなかった．また，NF－mb阻害薬によりIL

－8産生量がすべて検出限界以下となったため，

NF一田系の関与については不明だった．

【考察】

　歯周炎においては歯肉線維芽細胞からの炎症性

サイトカイン（IL－6，　IL－8など）およびPGE2

の産生が重要であると考えられている．

　歯肉線維芽細胞も使用した場合にはマクロライ

ド系抗菌薬はLPS刺激によるIL－6，　IL－8およ

びPGE，の産生量を低下させず，むしろアジスロ

マイシンはIL－8産生量を増加させた．さらに，
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マクロライド系抗菌薬はMMP産生量にも影響

を与えなかった．したがって，マクロライド系抗

菌薬が歯周炎に対して直接的な抗炎症作用を示す

とは考えにくい．しかし，これらの抗菌薬はP．

gingivαlisに対して抗菌作用を示すことから，歯

周炎の原因となる細菌数を減少させることによっ

て炎症を軽減させるという二次的な抗炎症作用を

示す可能性が考えられる．

　さらに，IL－8産生量の増加により好中球が歯

周組織に遊走することにより，一時的に炎症症状

が充進すると考えられる．しかし，好中球の貧食

作用により歯周病の原因となる細菌数を減少させ

ることで結果的に炎症症状が早期に終焉する可能

性が考えられる．
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ユーカリ葉抽出物による日和見感染，

歯周疾患，う蝕予防についての検討

重症心身障害児・者への口腔ケアのために

河瀬　聡一朗

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進［コ腔科学講座

　Examination　of　opportunistic　infection　prevention，　prevention　of　periodontal　diseases，

　　　　　　　　and　decayed　tooth　prevention　with　eucalyp七us　leaf　extract

For　the　oral　health　care　to　person　or　children　with　severe　motor　and　intellectual　disabilities

SoulcHIRou　KAWASE

Depαrtmen彦of　Orα1　Heαlth　Promo彦ion．　Grαduate　School　Of　Orα1　Medicine，

　　　　　　　　　　Mα彦sumoto・Dentα1・Univ¢rsitor

【目的】

　摂食・嚥下障害を有する重症心身障害児・者で

は，唾液中の細菌数が多く，さらに介助磨き後で

は唾液中細菌数が増加することが報告されてい

る1）．増加した細菌は全身状態の安定しない摂

食・嚥下障害を伴う重症心身障害児・者で誤嚥性

肺炎の危険性を高める．

　また，重症心身障害児・者では，開ロ困難体

動などにより介助磨きが困難なことがあり，重度

のう蝕，歯周疾患に罹患する事が多い．

　近年，人体への安全性が高いとされている天然

成分を利用した制菌，殺菌作用の研究が進められ

ている．なかでも，ユーカリグロブレスの成分で

ある1．8－cineolは気道粘液改善の他，真菌に対

する制菌作用15）を示すとされている．

　そこで，真菌に対する制菌作用だけではなく，

日和見感染菌，歯周病原性菌，う蝕原性菌に対し

制菌作用があるとすれば重症心身障害児・者へ介

助磨き後に用いることによりう蝕，歯周病，誤嚥

性肺炎の予防に有用である可能性がある．これら

の原因菌に対する制菌作用と口腔内常在菌に対す

る影響について検討をおこなった．

【方法】

　ユーカリ・グロブレスの葉を水蒸気蒸留により

抽出し1．8－cineolを0．2mg／m1含むハーブウォー

ターを用いて，日和見感染菌：Cαndidα　albicαns

JCM　1842，　KZebsiellαpneumoniαe　JCM　1662，

歯周病原性菌：Prevotellα　intermediα　ATCC

25611，Prevotellαnigrescens　ATCC　33563株，

Actinobαcillus　αctinomPtcetemcomitαns　JCM

8577，PorphOrromonαs　gingivαlis　ATCC　49417．

う蝕原性菌：Streptococcus　mutαns　lngbritt，

Streptococcus　sobrinus　6715に対し培地を作製し

た．その培地を好気培養あるいは，嫌気培養し，

比濁法により制菌効果を検討した．また，口腔内

常在菌に及ぼす影響も明らかにするために
Streptococcus　sαlivαrius　JCM　5707についても検

討をおこなった．

【結果】

　日和見感染菌，歯周病原性菌，重症う蝕原性菌

に対して1．8－cineolを含むハーブウォーターは

制菌効果を認めた．また，1．8－cineolを含むハー

ブウォーターは口腔内常在菌であるS舵餌ococ－

cus　sαlivαriusに対しては制菌効果を認めなかっ



松本歯学　36（3）2010

た．

【考察】

　今回の検討より，1．8－cineolを含むハ・・一一・ブ

ウォーターは口腔内常在菌の細菌叢を壊す事無

く，全身状態の安定しない摂食・嚥下障害を伴う

重症心身障害児・者に対し日和見感染，歯周疾患

予防につながる可能性が示唆された．

　また，介助磨きが難しいとされる重症心身障害

児・者に対し歯周疾患，重症う蝕予防にも応用で
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きる可能性が示唆された．

【参考文献】

1）河瀬聡一朗，平井　要，山田朱美，小島広臣，

　河瀬瑞穂，岡田尚則，小笠原　正，宮沢裕夫
　　（2007）摂食・嚥下障害を有する重症心身障害者

　における介助歯磨き前後の唾液中細菌数の推

　移：日障誌28：583－8．

2）ケモタイプ製油事典（2007）NARD　JAPAN　6，

　468．東京．
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チタン材に接着した歯科用セメントの接着強さと熱膨張量の関係

河瀬雄治

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

Relationship　between　bonding　strength　to　bonded　titanium

　　　　and　thermal　expansion　of　dental　cements

YUJI　KAWASE

1）epαrtment　o〆Hαr∂臨sμθReseαrcん，　Grαduat¢School　of　Orα1」lfedicine，

　　　　　　　　　ル1αtsumoto　Dentα1　Universitor

　近年，インプラントは歯科治療における補綴処

置の1つとして広く普及している．インブラント

のアバットメントと上部構造物との固定は，スク

リューやセメントで行われているが，歯科用セメ

ントには多くの種類があり，最適なセメントを使

い分けるのは困難である．また口腔内は，飲食に

よる熱履歴が生じ，セメントの機械的性質に影響

を及ぼすとされている．しかしながら，ロ腔内環

境に近い条件におけるセメントの熱膨張や接着に

関するデータは乏しい．そこで，本研究はロ腔内

の温度変化を想定し，サーマルサイクル試験を行

い，引張せん断強さと熱膨張量，剥離強さを測定

し，各種セメントの接着強さについて検討した．

　材料は従来型セメント4種類，グラスアイオノ

マー系レジンセメント2種類，接着性レジンセメ

ント4種類の計10種類を使用した．試験片は，温

度23℃，湿度50％の恒温恒湿室にて作製した．引

張せん断試験片はチタン板（JIS　2種）を2枚使

用し，皮膜厚さ50μm，i接着面積25mm2になるよ

うに製作した．その後，万能試験機を用いてクロ

スヘッド速度0．5mm／minにて，引張せん断強さ

と伸びを測定した．加熱膨張試験片は4φ×8mm

の樹脂型を使用して製作し，蒸留水中にて1℃／

minの加熱速度で膨張率を測定した．また，サー

マルサイクル試験（4℃1分，60℃1分，10000

回）を行った試験片についても，引張せん断試

験，および加熱膨張試験を行った．剥離試験はチ

タン板上に皮膜厚さ50pmにて接着したセメント

に対し，剥離試験機iを用いて刃幅0．5mm，水平

速度3μm／sec，垂直速度0．3μm／secの条件にて

剥離強さとみなしせん断強さを測定した．その結

果，以下の結論を得た．

1．アルミナサンドブラストを行う事によりいず

　れのセメントのせん断強さは向上した．従っ

　て，アルミナサンドブラストはセメント合着時

　に必須であると考えられた．

2．ブラスト後のせん断強さおよび伸びは，従来

　型セメントよりレジン系セメントの方が大きい

　値を示した．

3．セメントの膨張率は温度上昇と共に増加し，

　熱履歴が加わる事により膨張率は小さくなった．

4．みなしせん断強さは，レジン系セメントが大

　きな値を示し，剥離強さはレジン系セメントの

　SBで最も大きい値を示した．

5．レジン系セメントは従来型セメントよりも

　サーマルサイクルの影響が大きく，接着強さが

　著しく低下した材料が認められた．しかしなが

　ら，サーマルサイクル後においても，レジン系

　セメントの接着強さは従来型セメントよりも有

　意に大きい値を示した．したがって，大きな咬

　合力の加わるインプラント治療にはレジン系セ

　メントが有用であると考えられた．
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レボブビバカインのラット眼窩下孔への伝達麻酔効果

鹿内　恒樹

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

Efficacy　of　Levobupivacaine　Conduction　Anesthesia　to　the　lnfraorbital　Foramen　in　Rats

KOKI　SHIKANAI

Depαr彦ment　ofOrα1　and　Mαxillofaciα1　Biology，　Grαduate　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　　　Mαts耽oto・Dentα1・Univ¢r8吻

鹿内恒樹（2010）松本歯学36：23－30．

【目的】

　レボブビバカインは，長時間作用性局所麻酔薬

のブビバカインに含有されている鏡像異性体のR

（＋）体とS（一）体のうち，S（一）体のみで構成さ

れたものである．レボブビバカインは，ブビバカ

インと比べ中枢神経系や心臓循環器系に対する毒

性は低い．

　本研究ではレボブビバカインの口腔顔面領域に

おける伝達麻酔への応用について検討するため，

ラットの眼窩下孔に伝達麻酔を行い，上唇電気刺

激に伴う体性感覚誘発電位（SEP）の変化を指

標として，レボブビバカインの局所麻酔効果を，

リドカイン，ブビバカイン，ロビバカインと比較

した．

【方法】

　週齢7～12週，体重170～250gのウィスター系

雄i性ラットを用い，ペントバルビタ・一一・ル腹腔内投

与による浅麻酔自発呼吸下で実験を行った．

　ラットの上ロ唇電気刺激により得られたSEP

の第1次反応成分の最初の陽性波（P、）と，それ

に続く陰性波（N、）の頂点間振幅（］P，－Nll）を

測定した．ラットの眼窩下孔に局所麻酔rSSOμe

を注入後，ip，－Nllの変化を調べた．局所麻酔

薬は，0．5％，0．75％レボブビバカイン，1／

80，000アドレナリン添加2％リドカイン，0．5％

ブビバカイン，0．5％，0．75％ロビバカインを用

い，対照には乳酸リンゲル液を用いた．

【結果および考察】

　局所麻酔効果発現時間は，0．5％レボブビバカ

インと0．75％ロビバカインが注射直後と最も早

く，0．5％ロビバカインは注射10分後と最も遅

かった．持続時間は0．5％レボブビバカインと

0．75％ロビバカインが注射直後から180分以上持

続し，0．5％ロビバカインは注射10分後から110分

後までの100分間で最も短かった．1Pl－N、1が消

失するまで，または最大に抑制されるまでの時間

が早かったのは，0．5％と0．75％のレボブビバカ

イン，0．75％ロビバカインでいずれも注射10分後

で，遅かったのは0．5％ブビバカインで注射25分

後であった．SEP振幅が消失していた時間が最

も長かったのは，0．75％レボブビバカインと

0．75％ロビバカインであった．レボブビバカイン

は今回使用した薬剤の中で局所麻酔効果が最も強

かった．ラットを用いた実験においてレボブビバ

カインは0．5％の濃度で十分な局所麻酔効果が得

られた．

　以上の結果から，レボブビバカインを臨床の場

で眼窩下孔への伝達麻酔で使用する場合，0．5％

の濃度で十分な局所麻酔効果が得られると思われ

る．



〔学位論文要旨〕松本歯学36：264～265，2010

発達と特性からみた自閉症児者の歯科適応

隅田　佐知

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

Adjustment　in　dentistry　for　autistic　persons　from　the　viewpoint　of　development

　　　　　　　　　　　　and　special　characteristics

SAcHI　SUMIDA

Depαrtment　Of　Orα1　Heαlth　Promotion，　Grαduαte　School　ofOrα1　1晩dicine，

　　　　　　　　　　Mα励moto　Dentα1　Universitor

【緒言】

　歯科治療への適応性には発達年齢が関与してい

る．自閉症児者でも発達が関与していると報告さ

れている1）が，適応群の中央値から判定している

ため，明らかになっていない．

　今回，発達年齢，自閉症的特性が歯科治療時の

適応性にどのように影響するか調査した．さらに

発達レベルの高い者における発達と特性の影響に

ついても検討した．

【対象ならびに方法】

1．調査対象者

　当科に1年以上通院し，浸潤麻酔を必要とする

歯科治療を受けた者78名（男性62名，女性16名）

とした．平均年齢は，17．6±9．6歳であった．

2．調査方法

　保護者から発達年齢（遠城寺式乳幼児分析的発

達検査），自閉症的特性（強度行動障害判定基

準，常同行動・奇声・の有無）について聞き取り

調査した．

　診療記録から暦年齢，他院の受診経験の有無，

管理期間，来院回数，治療回数を調査した．

　受診時の歯科治療の適応性は外来で観察調査し

た．拒否行動なく基本的行動調整（通法，笑気吸

入鎮静法）で治療可能であった者を適応とし，拒

否行動のため特殊な行動調整（抑制法，静脈内鎮

静法（深鎮静），全身麻酔）を用いた者を不適応

と評価した．

分析1．発達と特性からみた自閉症児者の適応性

　歯科治療の適応性の予測に最も影響を与える要

因を検索するため，各調査項目（自閉症的特性15

項目遠城寺式乳幼児分析的発達検査6項目，その

他6項目：全27項目を説明変数とし，歯科治療の

適応・不適応を目的変数として，赤池情報量規準

と単回帰分析で解析した．

分析ll．発達年齢の高い自閉症児者の不適応要因

　基本的習慣の発達年齢が3歳10ヵ月以上の37名

（男性29名，女性8名）を分析対象とした．平均

年齢は，18．2±8．8歳であった．

　発達年齢の高い自閉症児者における歯科治療の

不適応要因を検索するため，各調査項目を説明変

数とし，歯科治療の適応・不適応を目的変数とし

て単回帰分析を行い，P値が0．20未満の項目を調

べた．

　さらに関連が認められた項目についてFisher’s

exact　probabili七y　testを用いて項目間の独立性を

検討した．P値が0．05以上で相互の項目間で関連

のない項目を説明変数として選択し，ロジス

ティック回帰分析を行った．
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【結果】

1．全対象者における適応・不適応の要因

　調査項目27項目中15項目が有意な説明変数で

あった．（発達年齢の全6項目，自閉症的特性の

16項目中6項目，治療回数，治療内容，年齢）

　最も関連があったのは，「対人関係3歳6ヵ月

以上／未満」でオッズ比が13．5，95％信頼区間は

3．9－46．68であった．

2．基本的習慣の発達年齢が3歳10ヵ月以上の者

　の不適応要因

　目的変数を歯科治療への適応・不適応とし，

「奇声」，「粗暴で恐怖感を与え指導困難」，「手の

運動」，「睡眠の大きな乱れ」の4項目を説明変数

としてロジスティック解析を行った．有意な説明

変数は，「奇声：あり／なし」でオッズ比が36．4，

95％信頼区間は3．56－372．33であった．
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【考察】

　自閉症児者の歯科治療は，発達と特性に配慮す

ることが重要で，歯科治療場面において不快な経

験をさせない，無理強いしない行動調整法を選択

することが必要と考えられた．

【結論】

　自閉症児者の歯科治療への不適応に関する要因

を検討した．

1．自閉症児者の歯科適応には，発達と特性とも

　に関連が認められた．しかし，特性より発達の

　関連が強かった．

2．基本的習慣の発達年齢が3歳10ヵ月以上の自

　閉症児者では，奇声の有無が不適応要因であっ

　た．

【文献】

1）長田　豊，栗山拓代，他（2004）自閉症患者の

　　歯科に対する適応に関する研究．障歯誌25：

　　527－34．
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　　下歯槽神経切断モデルラットにおける

三叉神経節非損傷神経の遺伝子発現動態解析

　　　　　　一感覚異常発生との関連一

松本歯科大学

　　　　時崎　匡史

大学院歯学独立研究科 顎口腔機能制御学講座

Analyses　of　gene　expressions　in　uninjured　trigeminalneurons

　　　after　inferior　alveolar　nerve　transection　in　rats
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Depαrtment　ofOrαZ　and　Mαxillofaciα1　Biology，　Grαduαte　School　of　Orα1　Medicine，
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時崎匡史，奥村雅代，大木絵美，岡藤範正，栗原三郎，山田一尋，

宇都野　創，田所　治，金銅英二（2010）松本歯学36：93－106．

【目的】

　三叉神経第3枝の一部である下歯槽神経を切断

すると第2枝領域でアロディニアが発現する．こ

のモデル動物を用いて切断3日後の三叉神経節を

cDNAマイクロアレイにて解析を行なったとこ

ろ，非損傷で且つアロディニアを発症する第1・

2枝領域の組織で41種類の遺伝子に発現上昇が認

められた．このうち，名称及び機能が明らかな遺

伝子を22種に絞り込み，これら遺伝子の詳細な発

現動態解析を目的とした．

【方法】

1）プライマー及びプロー・一ブの設計

　データベース（GenBank）から配列を調べ遺

伝子解析プログラム（BLAST）を用いて他の遺

伝子との相同性が低い領域を選び，プライマー設

計プログラム（Primer3）を使用しプライマー，

プローブを設計した．

2）定量PCR
　22遺伝子について，末梢神経組織，中枢神経組

織血液細胞を多く含む組織のそれぞれにおける

発現を確認するため，未処置ラットの三叉神経

節，大脳，脾臓のcDNAを作製し，　PCRを行なっ

た．

3）in　situハイブリダイゼーション

　未処置ラットの三叉神経節を摘出後，新鮮凍結

切片を作製した．

　次に22遺伝子に特異的な遺伝子配列のDigoXi－

genin（DIG）標識のRNAプローブを作製し，

ハイブリダイゼーション反応（55℃，20時間）を

行った．その後，洗浄，発色反応を行い光学顕微

鏡下で観察した．

4）リアルタイムPCR

　アロディニァ発症後の三叉神経節第1・2枝領

域での遺伝子発現レベルの経時的変化の確認を行

なうため，未処置，下歯槽神経切断1，3，5，

7日目，対照群のそれぞれの三叉神経節第1・2

枝領域のcDNAを作製し，　TaqManプローブ法

を用い解析を行なった．

【結果】

1）PCRにて三叉神経節で強く発現が見られた
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のはMyelin　basic　protein（MBP）のみだっ

た．他の遺伝子は発現が見られなかったか弱い

　ものであった．

2）in　situハイブリダイゼーションにて，神経

細胞での発現が見られたのはAdducin　2（ADD

2）とMBPだった．他の遺伝子は神経細胞で

の発現が認められなかった．

3）リアルタイムPCRにて経時的な遺伝子動態

変動を解析した結果，下歯槽神経切断後に発現

上昇が認められたのはMBPであった．また1

　日後の短期的な発現上昇を認めたのは

HEMGNとVEZF　1であった．
【考察】

今回の研究で三叉神経節内の非損傷領域である
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第1・2枝領域の神経細胞で発現を認め，その経

時的な発現上昇を検出できたのはMBP遺伝子の

みであった．このことは三叉神経節内非損傷神経

では大きな遺伝子発現上昇を認めないことを示し

ていると考えられ，同領域で発症する感覚異常

（アロディニア）については非損傷領域の神経細

胞が直接関与していないことが示唆された．

【結論】

　アロディニア発症については，損傷を受けた第

3枝の神経細胞により，二次ニューロンの存在す

る三叉神経脊髄路核や上位中枢において神経伝達

に変調を起こしアロディニァを惹起していること

が考えられた．
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歯肉線維芽細胞を用いたin・vitro実験系に対する
　　　　　　　黄連湯の抗炎症作用の検討

本庄　健一

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

The　investigation　of　anti－inflammatory　effect　of　Orento　in　in　vitro

　　　　experimental　model　using　gingival　fibroblasts

KEN－lc且I　HONJO

Depαr彦rnent　ofHαrd　Tissue　Reseαrch，　Grαduate　School　ofOrα1　Medicine，

　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　Universitor

【目的】

　歯周炎は，歯周炎関連細菌の菌体成分の刺激に

より歯肉線維芽細胞，単球，マクロファージなど

の細胞がプロスタグランジンE，（PGE，），炎症

性サイトカイン（IL－6，IL－　8など）などを産

生することにより発症することが知られている．

歯周病の治療は原因となる歯石・プラークの除去

が必要であるが，炎症症状が著しい場合には抗炎

症薬を投与することがある．実際に，酸性非ステ

ロイド性抗炎症薬が歯肉の炎症および歯槽骨の吸

収を抑制することが動物実験および臨床試験で確

認されている．しかし，酸性非ステロイド性抗炎

症薬は胃腸障害・血小板凝集抑制による出血傾向

などの副作用を示すことが知られている．

　黄連湯は「傷寒論」に記載された処方で，ハン

ゲ，オゥレン，カンキョウ，カンゾウ，ケイヒ，

タイソウ，ニンジンを有する．黄連湯は抗炎症作

用をもち，臨床的に，急性胃炎，口内炎に対して

使用される．したがって，黄連湯が歯周炎の炎症

症状に対しても抗炎症作用を示すことが考えられ

た．本研究では，歯周炎に対する黄連湯の抗炎症

作用の有無およびその作用機序を解明するため

に，歯肉線維芽細胞を用いたin　vitroの実験系を

用いて黄連湯の作用機序を検討した．

【対象および方法】

　埋伏歯抜去時の遊離歯肉片からヒト歯肉線維芽

細胞を培養した（松本歯科大学倫理委員会の承認

済：許可番号第0063号）．歯肉線維芽細胞を

PorphOrromonαs　gingivαlis由来LPS（10ng／ml）

で24時間刺激した後に培養上清中に産生された

PGE2，　IL－　6，IL－　8量をELISAにて測定し，

刺激終了時の生細胞数で補正した．

　ヒト歯肉線維芽細胞をLPSで8時間刺激して

ホスホリパー一一一ゼA2（cPLA2），シクロオキシゲ

ナーゼ（COX）－2およびアネキシン1の発現量

をウェスタンブロット法にて検討した．これらの

実験系に黄連湯（0．01－1　mgtml）を同時に添加

することにより黄連湯の作用を検討した．

　COX活性の阻害能はCayman社のCOX　In－
hibitor　Screening　Assay　Kitを用いて測定した．

　cPLA2の活性化はウェスタンブロット法でバン

ドの移動が遅れることを利用して検討した．細胞

内シグナル伝達物ca　ERKのリン酸化はリン酸化

ERKに対する抗体を使用してウェスタンブロッ

ト法で検討した．

【結果】

　黄連湯はLPS刺激により歯肉線維芽細胞から

産生されるPGE2量を濃度依存的に減少させた．

一方，黄連湯はLPS刺激なしの場合に産生され
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るPGE、量に影響を与えなかった．黄連湯はLPS

刺激によるIL－6およびIL－　8産生量に明らかな

影響を及ぼさなかった．

　黄連湯はCOX－1およびCOX－　2活性に影響

を与えなかった．黄連湯はLPS刺激によるCOX

－2の発現量を増加させた．また，黄連湯は

cPLA，の発現量をわずかに増加させた．黄連湯は

アネキシン1の発現量に影響を与えなかった．

　また，黄連湯はLPS刺激によるcPLA2および

ERKのリン酸化を抑制した．また，無刺激およ

び黄連湯単独刺激の場合にはcPLA2のリン酸化は

見られなかった．PGE，，　IL－6，　IL－8産生量に

関して，MEK阻害剤PD　98059は黄連湯と同様

の傾向を示した．

【考察】

　歯肉線維芽細胞を用いたin　vitroの実験系にお
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いて黄連湯がLPS刺激によるPGE2の産生を抑

制することから歯周病に対する抗炎症作用をもつ

ことが示唆された．また，黄連湯はLPS刺激な

しの場合のPGE2産生量に影響を及ぼさないこと

から胃腸障害が少ないことが示唆された．

　黄連湯の作用機序として，細胞内シグナル伝達

系であるERK系の活性化を抑制することで

ERKによるcPLA、リン酸化を抑制し，その結果

としてPGE，の産生量を低下させると考えられ

た．一方，COXの活性抑制およびcPLA，，　COX

－2，炎症性サイトカインの産生抑制は見られな

かった．したがって，黄連湯の作用機序は現在使

用されている酸性非ステロイド性抗炎症薬および

ステロイド性抗炎症薬は異なっており，新たな作

用機序をもつ抗炎症薬であると考えられる．
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生体吸収性高分子材料を応用した乳歯用歯科根管用ポスト成形品

（乳歯用スクリューポスト）への基礎研究

水谷　智宏

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

Basic　research　on　screw　post　by　biomaterials　for　primary　teeth

ToMoHIRo　MIZUTANI

Depαrtrn¢η‘げOrα1・Heαlth・Pro％tion，　Grα∂城e　ScんooZげOrαZ　1佐砒多πe

　　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　University

【緒言】

　近年，幅広い分野での応用が検討されている生

体吸収性高分子材料を用いて，乳歯の歯冠修復物

の十分な保持とともに，永久歯への交換期に認め

られる乳歯の生理的歯根吸収にも対応することを

目的とした乳歯用歯科根管用ポスト成形品（以

下：乳歯用スクリューポスト）の臨床応用に向け

た基礎研究を行った．

【材料と方法】

　材料は，生体吸収性高分子のうち，自然分解

型・脂肪族ポリエステルに分類されるBMG社製

（京都府　京都市）のポリグリコール酸：Poly

glycolic　acid（以下PGA）とポリーL一乳酸：

Poly　L　lactic　acid（以下PLLA）の2種類（表1）

を用いた．

　PGAとPLLAが歯科材料として適しているか
を判断するために，①ISO　4049：2000　Den七is七ry

－Polymer－based　filling，　restora七ive　and　luting

materialsおよびJIS　T　6523：歯科用高分子系支

台築造用材料に準拠した曲げ強度試験，②弾性率

試験，③ISO　11405：Den七al　materials－Testing

of　adhesion　to　tooth　structureに準拠した歯科用

セメントとの接着性試験，④ISO　6922：Adhe－

sives－Determination　of七ensile　s七rength　of　butt

jointsとJIS　K　6849：引張接着強さ試験に準拠し

たコンポジットレジンとの接着性試験を行った．

　これらの結果を踏まえて⑤乳歯用スクリューポ

ストの設計を行い，押出圧縮成形法にて作成した

（図1）．続いて作成した乳歯用スクリューポス

トに対して⑥37℃の条件下でリン酸酸性緩衝溶液

に浸漬し，加水分解による変化について計測を

行った．

【結果および考察】

1．曲げ強度試験において，PGAおよびPLLA

　はISOおよびJIS規格の基準値以上の値を示

　し，また，支台築造用コンポジットレジンで

　あるCLEARFIL⑪PHOTO　CORE⑧（クラレメ

　ディカル株式会社：東京）とCLEARFIL⑧DC

　CORE（クラレメディカル株式会社：東京）に

　近似した値を示した．

2．弾性率試験において，PGAおよびPLLAは

　乳歯歯根象牙質よりも低い数値を示し，

　CI．EARFIL⑧PHOTO　CORE⑧（クラレメディ

　カル株式会社：東京）とCLEARFIL⑧DC
　CORE（クラレメディカル株式会社：東京）に

　近似した値を示した．

3．歯科用セメントとの接着性試験において，

　PGAとPLLAはBASE　CEMEN’1＠（株式会

　社松風：京都）とFUJI　I⑧（GC：東京）に

　対して接着を認めた．
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4．コンポジットレジンとの接着性試験におい

て，PGAとPLLAはボンディング材としてG

－BOND⑧（GC：東京）もしくはCLEARFI］◎

MEGA　BOND⑪（クラレメディカル株式会

社：東京）を用いた場合，コンポジットレジ

　ン：CLEARFIL⑧AP－X（クラレメディカル株

式会社：東京）に対して接着を認めた．

5．PGAとPLLAは，長さ9．50mm，頚部直径

1．62mmにてスクリュー型乳歯用スクリュー

ポストの設計を行い，加熱溶融後に押出圧縮成

形を行った結果，精密な成形物の作成が可能で

271

　あった．

6．押出圧縮成形法により作成した乳歯用スク

　リューポストを，リン酸酸性緩衝溶液に浸漬し

　加水分解試験を行った結果，PGAでは乳歯歯

　根吸収速度よりも早く，PLLAでは乳歯歯根吸

　収速度とほぼ同じ早さで加水分解する様相を示

　した．

　以上より，生体吸収性高分子材料を用いた乳歯

用スクリューポストの臨床応用の可能性が示唆さ

れた．

表1

材料　ロット番号　　色調 融点 成分 成分分析 触媒　　大きさ その他

PGA　KED8BO67
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MIFR（240，10）＝5．95
ベージ・Tm・・92・・℃・99…1・・ぺ…と合致く1 lm三1芸MFR・24・・・・・…95

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MFR（250，10）＝9．90（g／10　min）

PLLA　KAA8D327　　白　　Tm＝226．9℃＞99．5％IRスペクトルと合致
く10ppm＜32　mesh
　（Pb）　（0．5　mm2）

Mw＝250，000

Mw　Mn＝1，52

BMG　lnc。

図1
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摂食・嚥下障害者のリハビリテー・一・ションにおける

体位効果とそのメカニズム

脇本仁奈

松本歯科大学　大学院歯学独立研究科　健康増進ロ腔科学講座

Effective　head　rotation　angles　in　the　postural　compensation　techniques

　　　　　　　　　for　individuals　with　dysphagia

NiNA　WA［KIMOTO

Depαrtment　OfOrα1正lealth　Promotion，　Grαduate　School　OfOrα1　Medieine，

　　　　　　　　　Matsumoto　DentαZ　University

【目的】

　頸部回旋法は，頭を麻痺側に回旋して嚥下する

ことで，嚥下後の咽頭残留を軽減させる摂食・嚥

下代償法の一つである1『3）．しかし，極限まで頸

部を回旋した状態で長時間食事をとるという姿勢

は，身体へ負担がかかる．そこで，頸部回旋によ

る効果を残したまま，できる限り摂食しやすい姿

勢が望まれる．今回われわれは，若年健常者にお

いて，ビデオ嚥下造影（Videofluorography，以降

VFと略す）を用いて，頸部回旋法の有効な角度

を検討した．さらに，嚥下内視鏡検査（videoen－

doscopic　evaluation　of　swallowing，以降VEと

略す）にて，咀噌から嚥下前までに頸部回旋が，

咽頭形態に与える影響と咽頭部での食塊通過路と

の関連について検討した．

【対象と方法】

　研究1では，健常若年成人30名を対象にypを

行った．頸部回旋角度を正面位と左右各々15度，

30度，45度および最大回旋位の計9角度に設定し

た．被験者が3mlの液体バリウム液を嚥下する

ところを諏正面像にて撮影，記録した．デジタ

ル化されたVF映像上で下咽頭での回旋側のバリ

ウム液通過の有無を同定した．各頸部回旋角度

で，回旋側下咽頭をバリウム液が通過した人の割

合を比較検討した．

　研究Hでは，健常若年成人22名を対象にVEを

行った．頸部回旋角度を正面位と左右各々30度お

よび最大回旋位の計5角度に設定した．各頸部回

旋角度における喉頭蓋と咽頭側壁の接触状態およ

びバリウム液5mlとコンビーフ4gを同時に咀

噌・嚥下させ，咽頭部での食塊通過動態を内視鏡

にて撮影しDVDに記録した．デジタル化された

VE映像上で，喉頭蓋と咽頭側壁の接触状態の有

無を観察した．さらに，咽頭部を3部位にわけ食

塊通過経路を比較検討し，喉頭蓋と咽頭側壁の接

触と食塊通過経路との関係を検討した．

【結果】

　研究1では，正面位で，全例において両側をバ

リウム液が通過していたが，頸部回旋角度が増す

と，回旋側通過の割合が減少した．30度頸部回旋

でのバリウム液の回旋側下咽頭通過を認めた被験

者数は，右側回旋7名（7名／30名，23％），左側

回旋12名（12名／30名，40％）と有意な減少を認

めた（p〈0．01）．最大まで頸部を回旋すると，

右側回旋1名（1名／30名，3％），左側回旋4名

（4名／30名，13％）のみに，バリウム液の回旋

側の通過を認めた．

　研究IIでの，各頸部回旋角度における食塊通過
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側では，舌後方部，喉頭蓋谷部および喉頭蓋基部

の全ての食塊通過経路において，正面と比較して

左右30度および左右最大回旋での通過の割合は，

統計学的有意差を認めなかった．喉頭蓋と咽頭側

壁の接触の有無では，頸部回旋の角度変化によ

り，喉頭蓋と咽頭側壁の接触の割合が有意に増加

した．正面位と比較して，左最大回旋位の6名

（6名／10名，60％）の者でのみ統計学的有意差

を認めた．喉頭蓋と咽頭側壁の接触の有無と喉頭

蓋基部における回旋側通過の有無では，左最大回

旋時のみ統計学的に有意な変化が認められた．

【考察】

　今回の検討より，研究1では，頸部回旋30度か

ら，バリウム液は回旋側と反対側を通過してい

た．さらに，研究Hでは，喉頭蓋基部で回旋側の

反対側を食塊通過する傾向を認めた．これは，喉

頭蓋と咽頭側壁が接触するという解剖学的要因に
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より食塊の貯留を防ぐ一一ee序を担っている可能性

が示唆された．摂食・嚥下障害者への姿勢代償法

は，安全性が十分保証された上で，無理のない摂

食姿勢が望ましい．臨床において，その点を考慮

すると頸部回旋法を適用する際には，30度程度の

回旋からその有効性を確認する価値があることが

示唆された．

【参考文献】

1）Logemalln　JA（1998）Evaluation　and　trea七一

　　ment　of　swallowing　disorders．　2　nd　ed，　Pro－Ed，

　　Austin　Texas．

2）才藤栄一，向井美恵（2007）摂食・嚥下リハビ

　　リテーション．第2版ed，106－7，医歯薬出版，

　　東京．

3）Logemam　JA，Kahrilas　PJ，　Kobara　M　and　Va－

　　kil　NB（1989）The　benefit　of　head　rotation　on

　　pharyngoesophageal　dysphagia．　Arch　Phys

　　Med　Rehabil　70：767－71．
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歯髄細胞を用いた硬組織再生の試み一マウス培養歯髄細胞の特性解析一

萩原　貴寛

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

Regeneration　of　calcified　tissue　using　mouse　dental　pulp　cells

TAKAHiRo　HAGIHARA

Deραrtment　OfHαra　Ti88ue　Reseαrch，　Grαduate　School　ofOra〃佐鋤鹿

　　　　　　　　　Mα彦s醐oZo　De励α1σ励ers鋤

【目的】

　歯髄細胞は多分化能を有し，さらに脱落乳歯や

智歯及び歯科矯正治療における便宜抜去歯などか

ら容易に採取可能であるため，再生医学において

有望な材料である．そこで，本研究においては歯

髄細胞を用いた再生医療の実現を最終目標とし，

マウスを実験材料に選択し，（1）歯髄細胞の培養

条件の至適化，（2）培養歯髄細胞の特性の分子生

物学的解析，及び（3）歯髄細胞の生体移植による

硬組織形成能の検討を行った．

【材料と方法】

（1）正常マウス（8週齢）門歯より歯髄を採取

　し，コラゲナーゼ処理後に10％ウシ胎仔血清α

　一MEM培地にて培養を行った．その際，6．0×

　102cells／well，6．0×103cells／well，6．0×104

　cells／well，（いずれも96－well　plate）の3条件

　で播種した．対照として骨芽細胞についても同

　様の条件で培養を行った．培養1週，2週，3

　週間後にそれぞれアルカリホスファターゼ

　（ALP）染色に供し，さらにALP活性の測定

　も行った．

（2）高密度の培養歯髄細胞における骨芽細胞マー

　カー（オステオカルシン，1型コラーゲン），

　象牙芽細胞マーカー［象牙質マトリックスプロ

　テイン1（DMP－1），象牙質シアロホスホプロ

　テイン（DSPP）］遺伝子の発現レベルについ

　て解析した．

（3）Genechip解析により培養歯髄細胞，骨芽細

　胞，骨髄間葉細胞の網羅的なmRNA発現プロ

　ファイルを作製した．

（4）歯髄細胞の石灰化能について，骨芽細胞と比

較，検討した．

（5）長期間（1ヵ月）培養歯髄細胞をゼルフォー

　ム［滅菌吸収性ゼラチンスポンジ；【株】ファ

　イザー（東京）］に浸漬し，免疫不全マウス

　（NOD／SCID，　IL2RγKO，　NOGマウス）筋

膜下に埋入した．3週間後および2ヵ月後，組織

　を回収した．これをソフロン（超軟X線発生

　装置，【株】ソフロン（東京））で撮影した後，

脱灰切片を作製し，ALPおよび酒石酸抵抗性

酸ホスファターゼ（TRAP）染色を行い，硬組

織形成能について解析した．

【結果と考察】

（1）歯髄細胞の生存およびALP活性は細胞密度

　に強く依存し，高密度培養においてのみ，これ

　らが維持された．高密度培養歯髄細胞は骨芽細

　胞の約60倍のALP活性を示した．一方，骨芽

細胞の増殖およびALP活性は全く細胞密度の

影響を受けなかった．

（2）高密度培養歯髄細胞は，骨芽細胞と比較し

　て，DMP－1及び，ペリオスチンのmRNAの
著しく強い発現が認められた．しかし，培養歯

髄細胞は新鮮歯髄組織と異なり，DSPP　mRNA

の発現が認められなかった．
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（3）培養歯髄細胞は骨芽細胞に比べCa2＋，リン

酸濃度調節因子群の発現が著しく高く，ヒドロ

キシアパタイト形成に有利な細胞であることが

示唆された．

（4）骨芽細胞の石灰化はBMPに依存していた

が，歯髄細胞はBMP非依存的に石灰化が認め

　られた．

（5）軟X線撮影によリ3週間後の歯髄細胞移植

　部位に硬組織様の不透過像が認められた．移植

片にはTRAP及びALP強陽性の細胞が認めら

れ，硬組織が形成されたことが分かった．2ヵ

　月後の移植片には造血機能を伴った完全な骨が

形成された可能性が示された．マウス歯髄細胞
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　の生存は細胞密度に強く依存し，高密度培養に

　おいてのみ生存が維持された．また，高密度培

　養条件下において培養した歯髄細胞は培養期間

　を通して高いALP活性を示し，マウス頭蓋骨

　から採取した骨芽細胞の約60倍のALP活性を

　示した．一方，骨芽細胞の増殖およびALP活

　性は細胞密度の影響を全く受けなかった．

　以上のマウスを用いたin　vitroおよび仇励o

の実験結果より，歯髄細胞は強い石灰化能を有す

る特徴的な細胞であり，硬組織再生療法に臨床応

用できる可能性を秘めた将来有望な細胞群である

ことが示唆された．
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　　　空気曝露によるP．　gingivαlis　SODの発現量の変化：

サンドイッチ型酵素免疫測定法（EHSA法）の確立とその応用

小町谷美帆

松本歯科大学　歯科補綴学第1講座

Development　and　validation　of　a　sandwich　ELISA　for　the　quantification　of

　　　　　　　　　　SOD　f士om　aerated　P．　gingivαlis．

MIHo　KOMACHIYA

Deραrtment　OfRemoひαbl¢ProsthodontiCS，　Mαtsumoto．Dentα1　University

【目的】

　スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）は，

酸化ストレスから生体を保護するために生物の生

存にとって不可欠の酵素である．偏性嫌気性菌で

も例外ではなく，歯周ポケットのような高度に嫌

気的な部位に棲息する歯周病原菌Porphy－

romonαs　gingivαlisでさえもSODを獲得してい
る1－3）．

　細菌のSODは，その活性依存の金属によって

鉄を含む酵素（Fe－SOD）とマンガンを含む酵素

（Mn－SOD）に分けられるが，　P．　gingivαlis

SOD（P．　g．　SOD）は金属酵素としては例外的に

いずれの金属でも活性を示す特徴を有する．

Amano，　Aら1）は，嫌気下で培養したP．　giugivαlis

はFe－SODを合成しているのに対し，これを通

気下で増殖し続けるとMn－SODに変換している

ことを見出した．この原因について，筆者は生育

環境の酸化還元電位の変化に応じてP．　g．SODは

利用する金属種を置換すると考えた．この仮説を

立証するために，P．　g．　SODの定量的酵素免疫測

定法（EI．ISA法）を開発し，空気曝露に対する

SODタンパク質の発現量の変動を経時的に定量

した．SODの酵素活性の変動も併せて測定し
た．

【方法】

（1）抗SODウサギ抗体を作製し，一抗体固層法

　によるサンドイッチ型EHSA法を開発した．

（2）P．　gingivαlis　ATCC　33277を通法に従って嫌

気培養器で対数増殖期まで培養した．培養終了

時を曝露0分の菌体とし，培地を室内の振とう

器で30，60，90，120，240，360分間空気に曝

露させた．菌体の超音波処理後の遠心上澄を試

料とした．

（3）試料中のSODタンパク質量を開発した

EHSA法で定量した．併せてSOD酵素活性
　の測定を行い比較した．

【結果と考察】

（1）1pmol～0．5nmolのP．　g．　SODの測定が可

　能であるELISA法を確立した．

（2）SODの酵素活性の測定においては「見掛け

　上の高い活性」が観察され，確立したELISA

　法は菌体の粗抽出液中におけるSOD量の測定

　に優れていることが示唆された．

（3）SODの発現量は空気曝露直後から上昇し，

　空気曝露60分で曝露前の量（0分値）の5倍に

　なった．また，空気曝露60分におけるSOD量

　は全タンパク質の2．7％を占めていた．

（4）空気曝露90分後のSOD量は，曝露前の量の

　60％にまで低下した．その後，SOD量は漸次
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　上昇し，空気曝露360分後（6時間後）には曝

　露前の量の1．5倍に増加した．

【結論】

　P．　gingivαlisの抗酸化機構に関する従来の報

告は，長時間空気に曝露した結果のみが示されて

いるため，短時間の空気暴露におけるP．　g．SOD

の動態は不明であった．筆者は，ELISA法を開

発し，短時間の空気曝露に対するSOD発現量変

化を観察した．この結果，P．　gingivαlisは短時

間の空気暴露に対して大量のSODを発現し，ま

た，直後に大幅な減少を示した．これは本報告が

初めてとなる．ζの変動は，P．　gingivαlisの抗

酸化機構を解明する上で新たな示唆を与えると考

える．
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臼歯部咬合支持が減少した患者における

主機能部位と咀噌能力に関する研究

中塚　佑介

松本歯科大学　総合歯科医学研究所　顎口腔機能制御学部門

Location　of　main　occluding　areas　and　masticatory　ability　in　patients

　　　　　　　　　with　reduced　occlusal　support

YusuKE　NAKATSUKA

lnstitute∫fbr　Orα1　Science，　Division　of　Orα1　＆　Mαxill・faciα1　Biology，

　　　　　　　　Mαtsumoto　Dentα1　Universitor

【目的】

　硬い食品の咀噌時には，歯列上に存在する主機

能部位と呼ばれる特定の歯が中心となって粉砕が

行われ，この部位は，最も緊密な咬合関係を示し

最大咬合力の発揮される第一大臼歯に一致してい

ることが多いとされている．しかし，臼歯部の咬

合が崩壊し咬合支持が減少した場合に，欠損部位

をたとえ有床義歯を用いて補綴治療を行ったとし

ても，はたして新たなロ腔内環境において主機能

部位がもとのように第一大臼歯部に位置するの

か，あるいは残存歯に影響を受けることで，別の

部位に位置するのかについては，いまだ不明な部

分が多く残されている．そこで本研究では，咬合

支持の減少を可撤性有床義歯で補綴処置した場合

に，主機能部位がどこに位置するのかについて，

さらに主機能部位と咀噌能力との関係について明

らかにすることを目的とした．

【方法】

　被験者は松本歯科大学補綴科に来院した患者の

中から，Eichner分類A1に属し欠損部位がない

者，およびEichner分類B1～B　4，　C　1～C　3

に属する者の中で欠損部位が可撤性有床義歯によ

り補綴されている者の計102名を選択した．

　主機能部位の判定は加藤らの方法に準じて行っ

た．長さ4mmのストッピング片を試験試料と

して被験者の舌上に乗せ，咀噌時を想定させなが

ら噛みやすい任意の部位で1回の噛みしめを行わ

せた後，歯列上におけるストッピングの位置を

もって主機能部位と判定した．可撤性有床義歯を

使用している被験者では義歯を装着した状態で試

験を行った．また，主機能部位をもとに被験者を

2群に分類した．主機能部位が小臼歯部に位置し

ているものをPM群，大臼歯部に位置している

ものをM群とした．得られた結果より，Eichner

分類のコードと主機能部位との関連性について分

析を行った．

　また，各被験者に対して主観的評価に基づく咀

噌能力に関するアンケート調査を行い，主機能部

位との関連性について分析を行った．このアン

ケートは，豆腐などの噛みやすいものからりんご

の丸かじりなどの噛みにくいものまで20種類の食

品について，咀噌することが可能か否かを質問

し，得られた回答を点数化したものである．

【結果と考察】

　Eichner分類A1では主機能部位の多くが第一

大臼歯部に認められたが，Eichner分類B群，　C

群と咬合支持数が減少するのに伴い，主機能部位

は前方歯である小臼歯群に位置する傾向が認めら
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れた．この傾向はEichner分類C1で特に顕著

であった．Eichner分類コードと主機能部位との

間には統計学的に関連性が認められた（Chi
square　test；p＜0．05）．

　咀噛能力評価はEichnerA　1がB1からC3に

比べて非常に高い値を示し，咀噌能力評価と

Eichner分類の間には統計学的に関連性が認めら

れた．（one－factor　ANOVA；p〈0．01）．また，

279

主機能部位の違いによる咀噌能力評価を比べると

PM群に位置している場合の方が，　M群の場合

よりも低いスコアを示す傾向にあり，両群間に有

意差が認められた（Student　t－test；p＜0．05）．

　以上より，主機能部位は残存歯の影響を受ける

ことで位置が異なる可能性があること．さらに，

主機能部位の位置と咀噌能力評価のスコアとは密

接に関連していることが判明した。


