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■ 特別講演Ⅰ（ロッテ基金講演）


PL-1

Irma Thesleff

（Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki）

「Stem and progenitor cells for tooth renewal」
座長：山城　　隆（阪大　院歯　矯正）

日時：9月21日　15：40～16：40

会場：A会場（コンベンションホール）




■ 特別講演Ⅱ（ロッテ基金講演）


PL-2

Bjorn R. Olsen

（Harvard Sch. of Dent. Med.）

「Vascular endothelial growth factor controls formation and homeostasis of bone」
座長：滝川　正春（岡大　院医歯薬　口腔生化）

日時：9月21日　16：40～17：40

会場：A会場（コンベンションホール）








■ ライオン学術賞受賞講演


L-1

寺尾　豊

（新大　院医歯　微生物感染症）

「バイオイメージングから展開する感染制御研究」
座長：大浦　　清（大歯大　薬理）

日時：9月21日　14：40～15：40

会場：A会場（コンベンションホール）









■ 歯科基礎医学会学会賞受賞講演



第25回歯科基礎医学会賞

日時：9月22日　14：30～15：30

会場：A会場（コンベンションホール）





【解剖学分野】座長：佐藤　　巌（日歯大　歯　解剖一）

Y-1：石原　嘉人（岡大　院医歯薬　歯科矯正）

「骨組織中でのライブイメージングを用いた自律性細胞内カルシウムオシレーションの検討」

受賞対象論文：In situ imaging of the autonomous intracellular Ca2+ oscillations of osteoblasts and osteocytes in bone. Bone 50巻842頁～852頁（2012年発行）





【解剖学分野】座長：影山　幾男（日歯大　新潟生命歯　解剖1）

Y-2：雪田　　聡1、細矢　明宏2、片桐　岳信3、中村　浩彰2（1静大 教育、2松歯大 解剖2、3埼医大 ゲノム　病態生理）

「SUMO化修飾によるBMP応答能の制御」

受賞対象論文：Ubc9 negatively regulates BMP-mediated osteoblastic differentiation in cultured cells. Bone 50巻1092頁～1099頁（2012年発行）





【生理学分野】座長：二ノ宮裕三（九大　院歯　口腔機能解析）

Y-3：佐藤慶太郎（獨協医大　医　生理）

「E2f1欠損型NOD/SCIDマウスは唾液腺の腺房/導管の構造変化とAQP5の発現レベル低下により口腔乾燥症を呈する」

受賞対象論文：E2f1-deficient NOD/SCID mice have dry mouth due to a change of acinar/duct structure and the down-regulation of AQP5 in the salivary gland. Pflugers Archiv-European journal of Physiology 465巻271～278頁（2013年発行）





【生化学分野】座長：平田　雅人（九大　院歯　口腔細胞工）

Y-4：吉村健太郎（昭大　歯　口腔生化）

「モノカルボン酸トランスポーター-1はインターロイキン-1βで刺激した軟骨細胞様ATDC5細胞の後期NF-κB活性化および食細胞型NADPHオキシダーゼの発現によって誘導される細胞死に必要である」

受賞対象論文：Monocarboxylate transporter-1 is required for cell death in mouse chondrocytic ATDC5 cells exposed to interleukin-1β via late phase activation of nuclear factor κB and expression of phagocyte-type NADPH. The Journal of Biological Chemistry 286巻14744頁～14752頁（2011年発行）





【薬理学分野】座長：大浦　　清（大歯大　薬理）

Y-5：兒玉　大介（愛院大　歯　薬理）

「ヒト骨芽細胞におけるα1アドレナリン受容体のシグナル経路と生理機能」

受賞対象論文：Noradrenaline stimulates cell proliferation by suppressing potassium channels via Gi/o-proteincoupled alpha1B-adrenoceptor in human osteoblast. British Journal of Pharmacology 168巻1230頁～1239頁（2013年発行）









■ ミニレクチャー(第3回岡山医療教育・研究国際シンポジウム共催)



ML-1： Daniel Haas

（Fac. of Dent., Univ. of Toronto）

「Research at the Faculty of Dentistry, University of Toronto」
座長：宮脇　卓也（岡大　院医歯薬　歯科麻酔・特別支援歯学）





ML-2： Jae il Lee

（Dept. of Oral Pathol., Sch. of Dent., Seoul National Univ.）

「The effect of CXCR4 over-expression on the cell proliferation and invasion of oral squamous cell carcinoma cells」
座長：長塚　　仁（岡大　院医歯薬　口腔病理）





ML-3：Tong Cao

（National Univ. Health System and National Univ. of Singapore）

「Exploring functional tissue-organ from human embryonic stem cells」
座長：滝川　正春（岡大　院医歯薬　口腔生化）

日時：9月22日　12：30～14：30

会場：F会場（レセプションホール）












■ 男女共同参画セミナー



「学術分野における男女共同参画推進にむけて―フィンランドからの展望」

日時：9月22日　13：00～14：00

会場：D会場（405会議室）

座長：山本　照子（東北大　院歯　顎口腔矯正）

城戸　瑞穂（九大　院歯　分子口腔解剖）





DS-1：Irma Thesleff（Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki）

「Towards gender equality in academia」





DS-2：山本　照子（東北大　院歯　顎口腔矯正）

「日本の学術分野での男女共同参画の現状」









■ 日本学術会議シンポジウム



「高齢社会におけるOral-Systemic Medicine」

日時：9月21日　9：00～11：00

会場：F会場（レセプションホール）

座長：滝川　正春（岡大　院医歯薬　口腔生化）

岩田　幸一（日大　歯　生理）





CS-1：インクレチン療法の期待と課題

清野　　裕（関西電力病院）





CS-2：歯周病と糖尿病の関連性からひもとくOral-Systemic Medicineの分子基盤

西村　英紀（九大　院歯　歯周病）





CS-3：生命を支えている臓器としての骨組織 ―歯周疾患と骨粗鬆症の関連―

宇田川信之（松歯大　口腔生化）









■ 歯科基礎医学会学術シンポジウム



「バイオイメージングの最前線―歯科基礎医学研究を照らす新しい光―」

日時：9月21日　9：00～11：20

会場：A会場（コンベンションホール）

座長：谷村　明彦（北医大　歯　薬理）

飯村　忠浩（東医歯大　院医歯　口腔病理）





KS-1：生体蛍光イメージング技術が拓く次世代骨研究戦略

今村　健志（愛媛大　院医　分子病態医学）





KS-2：骨細胞のバイオイメージングとナノモデル解析

上岡　　寛（岡大　院医歯薬　歯科矯正）





KS-3：イメージングを駆使した歯の発生の新たな理解への挑戦

原田　英光、大津　圭史、藤原　尚樹、坂野　深香（岩医大　解剖　発生再生）





KS-4：唾液分泌シグナル応答のintravitalイメージングと分泌制御機構の解析

根津　顕弘、森田　貴雄、谷村　明彦（北医大　歯　薬理）





KS-5：蛍光から化学発光へ―バイオイメージングの新潮流―

永井　健治（阪大　産研　生体分子機能科学、JSTさきがけ）










■ メインシンポジウム



1．Biodental Engineering ―バイオ研究と材料科学の融合―

日時：9月22日　9：00～11：10

会場：A会場（コンベンションホール）

座長：辻　　　孝（東理大　総合研究機構）

松本　卓也（岡大　院医歯薬　生体材料）





MS1-1：発生生物学的アプローチによる口腔器官の再生

辻　　　孝（東理大　総合研究機構）





MS1-2：ゲル材料を使ったin vitroでの腺組織形態形成制御

松本　卓也（岡大　院医歯薬　生体材料）





MS1-3：抗体アレイによる幹細胞集団のキャラクタリゼーション

加藤　功一（広大　院医歯薬保　生体材料）





MS1-4：iPS細胞を用いたスキャフォールドフリー骨組織再生

江草　　宏（阪大　院歯　補綴1）






2．オーミクスから彫塑する疾患像

日時：9月22日　12：30～14：30

会場：A会場（コンベンションホール）

座長：大原　直也（岡大　院医歯薬　口腔微生物）

久保田　聡（岡大　院医歯薬　口腔生化）





MS2-1：ゲノム解析からみえてきた歯周病細菌の新たな側面

内藤真理子（長大　院医歯薬　口腔病原微生物）





MS2-2：CRISPRによる病原性細菌の生存と進化戦略

中川　一路（東医歯大　院医歯　細菌感染制御）





MS2-3：メタボロミクスとインタラクトミクスが描き出すCCN2の新たな機能

久保田　聡、前田　　彩、西田　　崇、滝川　正春（岡大　院医歯薬　口腔生化）





MS2-4：転写ネットワークによる内軟骨性骨形成の制御機構

西村　理行（阪大　院歯　生化）





MS2-5：ゲノムワイド関連解析(GWAS)による正常眼圧緑内障特異的ゲノムマーカー同定とその意義

田代　　啓（京府医大　院医　ゲノム医科）






3．口腔領域の疼痛：臨床家の視点を交えて

日時：9月22日　9：00～11：10

会場：F会場（レセプションホール）

座長：杉本　朋貞（岡大　院医歯薬　口腔機能解剖）

松香　芳三（徳大　院HBS　咬合管理）





MS3-1：口腔顔面領域における異所性痛覚異常の中枢機構

岩田　幸一（日大　歯　生理）





MS3-2：口腔顔面の侵害受容機構と痛覚異常

寺山　隆司、杉本　朋貞（岡大　院医歯薬　口腔機能解剖）





MS3-3：慢性の口腔顔面痛の管理において歯科医師には何が求められるか

今村　佳樹（日大　歯　口腔診断）





MS3-4：口腔顔面痛の疼痛伝達メカニズムと新規治療法の開発―知覚神経節細胞からの神経伝達物質遊離―

松香　芳三（徳大　院HBS　咬合管理）










■ サテライトシンポジウム




サテライトシンポジウム1



「生体ネットワークによる調和を目指した再生医療」


日時：9月20日　13：00～15：00

会場：B会場（301会議室）

オーガナイザー：臼井　通彦（九歯大　歯周病制御再建）

佐藤　　毅（埼玉医大　口腔外科）





SS1-1：骨格発生メカニズムの理解と骨・軟骨再生医療

大庭　伸介（東大　院工　バイオエンジニアリング）





SS1-2：自己培養歯根膜細胞シートを用いた歯周組織の再建

岩田　隆紀（東女医大　先端生命医科研）





SS1-3：性ホルモンによる骨代謝調節機構の新知見と骨再生医療への展開

今井　祐記（愛媛大　プロテオサイエンスセ　病態生理解析）





SS1-4：神経系による骨代謝制御

竹田　　秀（東医歯大　医　細胞生理）






サテライトシンポジウム2



「多様化する骨形成・骨吸収細胞研究」


日時：9月20日　13：00～15：00

会場：C会場（302会議室）

オーガナイザー：羽地　達次（徳大　院HBS　口腔組織）

後藤　哲哉（九歯大　頭頚部構造解析）





SS2-1：成熟骨芽細胞MLO-A5はGap junctionを介して未分化間葉系幹細胞C3H10T1/2の分化を制御する

三上　剛和（日大　歯　解剖Ⅰ）





SS2-2：骨・軟骨形成過程におけるギャップ結合分子パネキシン3の機能解析

岩本　　勉（徳大　院HBS　小児歯）





SS2-3：破骨細胞の分化を調節する免疫関連分子とその検出法

森本　景之（産医大　医　第2解剖）





SS2-4：骨代謝の概日リズムと時計遺伝子

近藤　久貴（愛院大　歯　薬理）





SS2-5：転写因子NF-κBによる骨形成調節機構について

大澤　賢次（九歯大　歯　分子情報生化）






サテライトシンポジウム3



「若手の口腔生理学研究最前線」


日時：9月20日　13：00～15：00

会場：D会場（405会議室）

オーガナイザー：舩橋　　誠（北大　院歯　口腔生理）

山村　健介（新大　院医歯　口腔生理）





SS3-1：唾液分泌における大脳皮質咀嚼野の役割

前田　直人1　松尾　龍二2（1岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴、2岡大　院医歯薬　口腔生理）





SS3-2：口腔咽頭領域への化学刺激がもたらす嚥下機能の変調効果

中村　由紀（新大　院医歯　摂食・嚥下リハ）





SS3-3：歯牙交換の分子生理学的メカニズムと歯牙交換異常の病態生理学

福島　秀文（福歯大　細胞分子生物　細胞生理）





SS3-4：顎顔面口腔領域における異所性痛覚過敏の末梢神経機構

篠田　雅路（日大　歯　生理）






サテライトシンポジウム4



「CCNファミリーをめぐるトランスレーショナル・デンタルリサーチ」


日時：9月20日　13：00～15：00

会場：E会場（407会議室）

オーガナイザー：滝川　正春（岡大　院医歯薬　口腔生化）

山本　照子（東北大　院歯　顎口腔矯正）





SS4-1：圧縮力による骨細胞のアポトーシスに対するCTGF/CCN2の役割

山本　照子（東北大　院歯　顎口腔矯正）





SS4-2：ヒト象牙質・歯髄複合体におけるメタロプロテアーゼとCTGF/CCN2発現

室町 幸一郎1、神尾　直人1、松島　　潔1, 2（1日大　松戸歯　歯内、2日大　口科研）





SS4-3：歯肉上皮細胞に対する低出力超音波パルス照射の影響について

正木　千尋、向坊　太郎、近藤　祐介、中本　哲自、細川　隆司（九歯大　口腔再建リハ）





SS4-4：軟骨細胞におけるCCN2発現及び産生量に与える低出力性超音波(LIPUS)の効果

西田　　崇1、久保田　聡1、青山絵理子2、山中　信康3、滝川　正春1（1岡大 院医歯薬　口腔生化、2岡大　歯　機能系共同利用、3伊藤超短波(株)）





SS4-5：CCN4/WISP-1の骨形成における役割

大野　充昭1、前田あずさ1,2、正木明日香1、吉岡　裕也1、園山　　亘1、窪木　拓男1、Marian F. Young2（1岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、2NIDCR/NIH）






サテライトシンポジウム5




「『口腔組織幹細胞の未来志向』―ヒト歯髄細胞は臨床応用可能か？―」


日時：9月20日　13：00～15：00

会場：G会場（展示ホール）

オーガナイザー：本田　雅規（日大　歯　解剖II）

山座　孝義（九大　院歯　分子口腔解剖）





SS5-1：歯髄幹細胞を用いた歯髄・象牙質再生治療の実用化に向けて

中島美砂子（国立長寿医療研究セ　歯科口腔先進医療開発セ）





SS5-2：再生医療資源としての歯髄細胞利用

手塚　建一（岐阜大　院医　組織形成）





SS5-3：ヒト歯髄幹細胞の無血清培養上清を用いた難治性全身疾患に対する新しい再生療法の開発

山本　朗仁（名大　院医　頭頸部・感覚器外科・歯科口腔外科）





SS5-4：凍結ヒト歯髄組織の臨床応用の可能性

山座　孝義（九大　院歯　分子口腔解剖）






サテライトシンポジウム6



「第27回唾液腺談話会」


日時：9月20日　15：00～19：00

会場：B会場（301会議室）

オーガナイザー：松尾　龍二（岡大　院医歯薬　口腔生理）





SS6-1：胎仔マウス顎下腺の組織間におけるmicroRNA輸送

林　　　徹（朝日大　歯科薬理）





SS6-2：プロトンポンプ（V-ATPase）は唾液分泌にどのように関わるのか

佐原　資謹1、堀江　沙和1, 2、大宮　麻美1, 3、梅木　悠人1, 3、後藤（松元）奈緒美3 、中西（松井）真弓3（1岩医大　病態生理、2岩医大　医歯薬総研　腫瘍生物、3岩医大　薬　機能生化）





SS6-3：耳下腺における唾液タンパク質の分泌顆粒への輸送機構

吉垣　純子、福島美和子、横山　　愛、加藤　　治（日大　松戸歯　生理）





SS6-4：唾液中のエキソソームと病気診断―水チャネル・アクアポリン-5を中心にして―

石川　康子、Pieczonka Tomasz、Bragiel Aneta（徳大　院HBS　分子薬理）





SS6-5：ウイルスベクターを使った唾液腺へ遺伝子導入とイメージング解析への応用

谷村　明彦、根津　顕弘、森田　貴雄（北医大　歯　薬理）





SS6-6：唾液腺におけるGABA受容体機能の新しい展開

川口　　充（東歯大　薬理）






サテライトシンポジウム7



「頭頸部腫瘍の微小循環―化学療法との接点―」


日時：9月20日　15：00～17：00

会場：C会場（302会議室）

オーガナイザー：藤村　　朗（岩医大　解剖　機能形態）

島田　和幸（鹿大　院医歯　神経病　人体構造解剖）





SS7-1：2型糖尿病における口腔粘膜の微細血管構築

上村　　守、諏訪　文彦（大歯大　解剖）





SS7-2：筋発育過程における微小血管形成因子発現状況の検討

春原　正隆、佐藤　　巌（日歯大　生命歯　解剖一）





SS7-3：癌化学療法におけるDrug Delivery Route としてのリンパ管

安藤　禎紀、藤村　　朗（岩医大　解剖　機能形態）





SS7-4：腫瘍微小循環系の制御による腫瘍増殖抑制の試み

北原　秀治（東女医大　医　解剖・発生生物）






サテライトシンポジウム8



「口腔マイクロバイオータ研究の最前線：若手研究者による挑戦レポート」


日時：9月20日　15：00～17：00

会場：D会場（405会議室）

オーガナイザー：大島　朋子（鶴見大　歯）

宮川　博史（北医大　歯）

浜田　信城（神歯大）

佐藤　拓一（東北大　院歯）





SS8-1：Anaerobic culture to detect periodontal and caries pathogens

Anne C. R. Tanner（Dept. of Microbiol., The Forsyth Inst.）





SS8-2：The interaction between Fusobacterium nucleatum and the erythrocyte：Impacts on the host immune system

Saori Yoneda, Riyoko Tamai, J. Merritt, Yusuke Kiyoura（Dept. of Oral Medical Sci., Ohu Univ., Sch. of Dent.）





SS8-3：Cell surface coaggregation receptor polysaccharide in Streptococcus sanguinis

Yasuo Yoshida1, Jinhua Yang2, Keiji Nagano1, Yuki Abiko1, Fuminobu Yoshimura1, John O. Cisar2（1Dept. of Microbiol., Sch. of Dent., Aichi Gakuin Univ., 2Oral Microbiol. and Immunol. Branch, NIDCR, NIH）





SS8-4：Microbiota profiling of bronchial fluids of elderly patients

Noriko Ishida1, Takuichi Sato1, Yasushi Hoshikawa3, Naoko Tanda2, Takashi Kondo3, Nobuhiro Takahashi1（1Div. of Oral Ecol. and Biochem., and 2Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.; 3Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging, and Cancer, Tohoku Univ.)





SS8-5：Hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and acetaldehyde in oral health care for perioperative patients with pulmonary carcinoma

Naoko Tanda1, Naoko Ishida2, Yasushi Hoshikawa3, Takuichi Sato2, Nobuhiro Takahashi2, Ryoichi Hosokawa4, Takeyoshi Koseki4（1Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Hospital, 2Div. of Oral Ecol. and Biochem., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent., 3Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging and Cancer, Tohoku Univ., 4Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.)





SS8-6：Ameriolating effects of a Kampo Medicine, Juzentaihoto on restraint stress and P. gingivalis-induced alveolar bone loss

Orie Takeda1, Toshizo Toyama2, Kiyoko Watanabe2, Takenori Sato2, Kenichi Sasaguri1,Susumu Akimoto1, Sadao Sato1, Toshitsugu Kawata1 and Nobushiro Hamada2（Div. Oral Sci., Dept. Ortho, Kanagawa Dent. Univ.1, Dept. of Microbiol., Kanagawa Dent. Univ.2)





SS8-7：Basic helix-loop-helix transcription factors DEC1 and DEC2 in P. gingivalis- induced inflammation

Cintia Yuki Fukuoka1, Ujjal K Bhawal1, Ryoki Kobayashi1, Toshizo Toyama2, Takenori Sato2, Hidefumi Kumada2, Yoshimitsu Abiko1, Nobushiro Hamada2（1Dept. of Biochem. and Molecular Biol., Nihon Univ. Sch. Dent. at Matsudo; 2Dept. of Microbiol., Kanagawa Dent. Univ.)






サテライトシンポジウム9



「CCNファミリー研究のメルティングポット」


日時：9月20日　15：00～17：00

会場：E会場（407会議室）

オーガナイザー：久保田　聡（岡大　院医歯薬）

向山　政志（京大　院医）

勝部　憲一（東都医療大　ヒューマンケア）





SS9-1：骨芽細胞分化と骨再生におけるCCN3の役割

山口　　朗（東医歯大　院医歯　口腔病理）





SS9-2：軟骨特異的CCN3過剰発現による内軟骨性骨形成の修飾

服部　高子1、大野　充昭2、星島　光博1、角谷　宏一3、桑原　実穂3、三宅　佳子1、窪木　拓男2、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　インプラント再生補綴、3岡大　歯）





SS9-3： ERK1/2経路を介したCCN3の初期軟骨分化における作用の検討

川木　晴美1、久保田　聡2、尾上　一平1,3、近藤　雄三1,3、髙橋　　潤1,3、神谷　真子1、髙山　英次1、近藤　信夫1、滝川　正春2（1朝日大　歯　口腔生化、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3朝日大　歯　インプラント）





SS9-4：牽引力はCTGFシグナルを介して頭蓋縫合における血管形成を促進する

竹下　信郎、長谷川正和、佐々木紀代、関　　大輔、宮下　俊郎、高野　郁子、宮島　悠旗、山本　照子（東北大　院歯　顎口腔矯正）





SS9-5：CCN2は軟骨細胞のエネルギー代謝に重要である

前田　　彩1、2、久保田　聡1、川木　晴美1、河田　かずみ1、三宅　由晃3、服部　高子1、西田　　崇1、森谷　徳文2、飯田　征二2、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　院医歯薬　顎口腔再建外科、3岡大　院医歯薬　整形外科）





SS9-6：CTGF/CCN2が未分化なヒト歯根膜細胞株の骨芽細胞様分化に及ぼす影響

祐田　明香1、前田　英史2、藤井　慎介3、門野内　聡1、山本　直秀1、和田　尚久2、友清　　淳4、郡　　勝明2、濱野さゆり1、赤峰　昭文1,2（1九大　院歯　歯科保存、2九大　病院　歯内治療、3阪大　院医　分子病態生化、4 Colgate Australian Clinical Dental Research Centre, Sch. of Dent., Univ. of Adelaide）





SS9-7：全身性誘導性CCN2ノックアウトマウスにおける抗糸球体基底膜腎炎の糸球体障害軽減機序の検討

横井　秀基1、戸田　尚宏1、笠原　正登1、森　　　潔1,2、桒原　孝成1、今牧　博貴1、石井　輝1、古賀　健一1、森　　慶太1、加藤有希子1、大野　祥子1、菅原　照3、松阪　泰二4、中尾　一和1,2、向山　政志1（1京大　院医　内分泌代謝内科、2京大　院医　メディカルイノベーションセ、3大阪赤十字病院　腎臓内科、4東海大　腎内分泌代謝内科）






サテライトシンポジウム10



「歯周病原菌による歯周組織破壊メカニズム：現状と展望」


日時：9月20日　17：00～19：00

会場：C会場（302会議室）

オーガナイザー：古西　清司（日歯大　生命歯　微生物）

上條竜太郎（昭大　歯　口腔生化）





SS10-1：P. gingivalisの歯周組織破壊戦略―変貌する歯周病因論―

天野　敦雄（阪大　院歯　口腔分子免疫制御　予防歯科）





SS10-2：細菌プロテアーゼ：多才な病原因子

今村　隆寿（熊大　院生命科学　分子病理）





SS10-3：ジンジパインの分泌機構

才木桂太郎、古西　清司（日歯大　生命歯　微生物）





SS10-4：ジンジパインによる骨破壊分子メカニズムの解明

宮本　洋一（昭大　歯　口腔生化）





SS10-5：Porphyromonas gingivalisのMfa1線毛の構造・構築機序に関する最近の知見―mfa1遺伝子の下流因子の役割―

長谷川義明、村上　幸孝（朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物）






サテライトシンポジウム11



「口腔内の痛みを考える―基礎から臨床まで―」


日時：9月20日　17：00～19：00

会場：D会場（405会議室）

オーガナイザー：岩田　幸一（日大　歯　生理）





SS11-1：口腔粘膜における痛み感受性チャネルの局在と機能

城戸　瑞穂（九大　院歯　分子口腔解剖）





SS11-2：口腔内疼痛の疾患別特徴

小見山　道（日大　松戸歯　顎口腔機能治療）





SS11-3：舌痛症におけるArtemin の役割

篠田　雅路（日大　歯　生理）





SS11-4：口腔内に痛みを引き起こす疾患と治療の実際

野間　　昇（日大　歯　口腔診断）





SS11-5：口内炎による疼痛発症メカニズム

人見　涼露（九歯大　生理）






サテライトシンポジウム12



「骨細胞のバイオロジー」


日時：9月20日　17：00～19：00

会場：E会場（407会議室）

オーガナイザー：網塚　憲生（北大　院歯　硬組織発生生物）

中島　友紀（東医歯大　院医歯　分子情報伝達）





SS12-1：オーバービュー：骨の司令塔―骨細胞―

網塚　憲生、宮本　幸奈、本郷　裕美、佐々木宗輝、長谷川智香（北大　院歯　硬組織発生生物）





SS12-2：骨細胞ネットワークによるメカニカルストレス応答

小守　壽文（長大　院医歯薬　細胞生物）





SS12-3：骨細胞性の骨溶解

松尾　光一（慶大　医　細胞組織）





SS12-4：骨細胞による骨吸収制御機構

中島　友紀（東医歯大　院医歯　分子情報伝達）










■ ランチョンセミナー



ランチョンセミナー1

LS-1：骨修飾剤ビスフォスフォネートのポテンシャルとミステリー
米田　俊之（インディアナ大　医　血液腫瘍内科）

座長：佐々木　朗（岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）



協賛：味の素製薬㈱、アステラス製薬㈱、エーザイ㈱、MSD㈱、小野薬品工業㈱、大正富山医薬品㈱、第一三共㈱、武田薬品工業㈱、中外製薬㈱、帝人ファーマ㈱、ノバルティスファーマ㈱

日時：9月21日　11：30～12：30

会場：F会場（レセプションホール）





ランチョンセミナー2

LS-2：歯科基礎医学研究におけるメカノバイオロジーの可能性
成瀬　恵治（岡大　院医歯薬　システム生理）

座長：松本　卓也（岡大　院医歯薬　生体材料）




協賛：㈱メニコン
日時：9月21日　11：30～12：30

会場：C会場（302会議室）





ランチョンセミナー3

LS-3：ウーロン茶ポリフェノールの齲蝕抑制効果とそのメカニズム
仲野　道代（岡大　院医歯薬　小児歯）

座長：野村　良太（阪大　歯病院　小児歯）




協賛：サントリー食品インターナショナル㈱

日時：9月21日　11：30～12：30

会場：D会場（405会議室）





ランチョンセミナー4

LS-4：エルゼビア社主催　若手研究者のためのAuthor Workshop：学術論文作成の基本とEESを用いたJournal of Oral Biosciences誌への投稿方法について
大島　勇人（新大　院医歯　硬組織形態、J. Oral Biosci. 誌編集長）



協賛：エルゼビア・ジャパン㈱

日時：9月21日　11：30～12：30

会場：E会場（407会議室）









■一般演題（口演）




9月21日（土）9：00～9：40　B会場301会議室






骨代謝1：骨芽細胞
座長：小守　壽文（長大　院医歯薬　細胞生物）






O-1




Smad8はBMPシグナルを抑制的に調節する
○片桐　岳信1、藤本　舞1、宮本　阿礼1、古株　彰一郎1、自見　英治郎2、大澤　賢次1（1埼医大　ゲノム　病態生理、2九歯大　分子情報生化）








O-2




卵巣摘出レプチン受容体遺伝子変異（db/db）マウスの骨組織における組織化学的検索
○田中　祐介1,2、長谷川　智香1、山田　珠希1、織田　公光3、鄭　漢忠2、網塚　憲生1（1北大　歯　硬組織発生生物、2北大　歯　口外、3新大　院医歯　生化）








O-3




コリプレッサーTLE3はHDACを介して骨芽細胞分化を抑制する
○古株　彰一郎1,2、佐藤　毅1、榎木　祐一郎1、大久保　正彦1、片桐　岳信3、依田　哲也1（1埼医大　医　口腔外科、2ハーバード大　歯　発生生物、3埼医大　ゲノム医学　病態生理）








O-4




PP2A Cα は Osterix を介して骨芽細胞分化を調節する。
○岡村　裕彦1、羽地　達次1（1徳大　院HBS　口腔組織）








9月21日（土）9：40～10：20　B会場301会議室






骨代謝2：破骨細胞1
座長：高橋　直之(松歯大　総歯研）






O-5




骨細胞はinterferon-β（IFN-β）を産生し破骨細胞形成を負に制御する
○林田　千代美1、伊東　順太1、中谷地　舞2、岡安　麻里2、大山　洋子3、羽毛田　慈之1、佐藤　卓也1（1明海大　歯　形機成　口腔解剖、2明海大　歯　形機成　歯科矯正、3明海大　歯　病診治　口腔顎顔面外科1）








O-6




疑似微小重力に対するキンギョ再生ウロコにおける破骨細胞の応答とRANKL発現変化
○池亀　美華1、服部　淳彦2、山本　敏男1、鈴木　信雄3（1岡大　院医歯薬　口腔形態、2東医歯大　教養　生物、3金沢大　環日本海域環境研究セ）








O-7




マウス骨端板のseptoclastにおけるE-FABPの免疫電顕的局在と食餌ビタミンA・レチノイン酸の影響
○坂東　康彦1、瀧澤　将太1、崎山　浩司1、天野　修1（1明海大　歯　解剖）








O-8




Curdlan-dectin-1を介した新たな破骨細胞分化の制御機構
○山崎　徹1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、細川　隆司2、西原　達次1（1九歯大　感染分子、2九歯大　口腔再建リハ）








9月21日（土）10：20～11：00　B会場301会議室






骨代謝3：破骨細胞2
座長：上條　竜太郎（昭大　歯　口腔生化）






O-9




破骨細胞分化におけるアセチルコリンエステラーゼの関与
○佐藤　毅1、榎木　祐一郎1、古株　彰一郎1、大久保　正彦1、臼井　通彦2、依田　哲也1（1埼医大　医　口外、2九歯大　歯　歯周病）








O-10




周期的圧縮刺激はPGE2の産生を介して破骨細胞分化を誘導する
○荒木　大介1、原　哲也1、伊志嶺　知沙1、皆木　省吾1（1岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴）








O-11




RANKL遺伝子欠損マウスにおける破骨細胞様細胞の微細構造学的解析
○宮本　幸奈1,2、長谷川　智香2、佐々木　宗輝2、織田　公光3、宇田川　信之4、山本　恒之2、網塚　憲生2（1北大　歯　6年、2北大　院歯　硬組織発生生物、3新大　歯　口腔生化、4松歯大　歯　口腔生化）








O-12




破骨細胞の骨吸収活性を制御するWnt5a-Ror2シグナルによるRho活性化
○上原　俊介1、宇田川　信之1、高橋　直之2、小林　泰浩2（1松歯大　口腔生化、2松歯大　総歯研）








9月21日（土）9：00～9：30　C会場302会議室






解剖1：立体構築
座長：阿部　伸一(東歯大　解剖)






O-13




三次元立体構築画像を用いた切歯管の構造に関する解剖学的研究
○福田　真之1、野口　拓1、大峰　悠矢1、木下　英明1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）








O-14




脈管構造の組織立体構築とVirtual Reality観察
○島津　徳人1、田谷　雄二1、添野　雄一1、白子　要一1、藤田　和也1、佐藤　かおり1、青葉　孝昭1（1日歯大　生命歯　病理）








O-15




3次元CT画像を用いた口腔解剖学教育－副鼻腔容積と歯の関係－
○高橋　常男1、前田　信吾1、一條　幹史1、高橋　雄輔1、森山　浩志2、熊坂　さつき3、小林　繁4（1神歯大　院　3次元画像解剖、2昭大　医　解剖、3駒澤大　医療健康科学　診療放射線技術科学、4九歯大　歯　頭頸部構造解析）








9月21日（土）9：30～10：00　C会場302会議室






解剖2：変異
座長：小林　繁(九歯大　頭頚部構造解析)






O-16




軟骨石灰化不全ラット（CCIラット）における頭蓋底軟骨結合の形態学的解析
○竹内　綾1、永山　元彦2、葛島　康平1、渡部　博之1、江原　道子2、天野　均3、田中　政巳4、渡辺　実5、田沼　順一2、北井　則行1（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔病理、3昭大　歯　歯科薬理、4会津大　短大　食物栄養、5聖マリアンナ医大　院　実験動物施設）








O-17




チンパンジーの棘孔の形態変異
○近藤　信太郎1、内藤　宗孝2、松野　昌展1（1日大　松戸歯　解剖1、2愛院大　歯　歯科放射線）








O-18




成長期におけるソフトフード摂取がラット顎関節に与える影響
○加藤　剛士1,2,3、高橋　茂2、上北　広樹1、土門　卓文2（1北大　院歯　リハビリ補綴、2北大　院歯　口腔機能解剖、3札幌北楡病院）








9月21日（土）10：00～10：30　C会場302会議室






生体材料1：インプラント
座長：網塚　憲生（北大　院歯　硬組織発生生物）






O-19




マウス上顎骨チタンインプラント植立モデルを用いた即時埋入と遅延埋入における骨・インプラント界面の治癒の違いについて
○渡辺　泰典1、斎藤　浩太郎1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）








O-20




咬合負荷が抜歯即時埋入チタンインプラント周囲の骨組織に与える影響について
○池田　欣希1、長谷川　智香2、網塚　憲生2、横山　敦郎1（1北大　院歯　口腔機能補綴、2北大　院歯　硬組織発生生物）








O-21




骨芽細胞の分化にジルコニアの表面性状が及ぼす影響
○谷口　祐介1,2、城戸　寛史1、山崎　純2（1福歯大　口腔インプラント、2福歯大　細胞分子生物）








9月21日（土）10：30～10：50　C会場302会議室






生体材料2：骨補填剤
座長：山﨑　純（福歯大　細胞分子生物）






O-22




絹フィブロインスポンジ体の初期骨誘導能について
○内田　僚一郎1、木場　秀夫2、Bhawal Ujjal3、荒井　清司4、久保山　昇5、西山　典宏1（1日大　松戸歯　歯科生体材料、2日大　松戸歯　口腔病理、3日大　松戸歯　生化・分子生物、4日大　松戸歯　小児歯、5日大　松戸歯）








O-23




ラット骨髄由来細胞の増殖・分化における炭酸含有アパタイトの焼結温度依存的影響
○尾上　一平1,2、川木　晴美1、近藤　雄三1,2、髙橋　潤1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）








9月21日（土）9：00～9：40　D会場405会議室






微生物1：バイオフィルム
座長：泉福　英信(感染研　細菌1）






O-24




S. sanguinisのバイオフィルム形成に対するV. parvula培養上清の作用
○眞島　いづみ1、鎌口　有秀1、宮川　博史1、藤田　真理1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）








O-25




口腔アクチノバクテリアは硝酸依存的にP. gingivalisを殺す
○南部　隆之1、真下　千穂1、山根　一芳1、山中　武志1、福島　久典1（1大歯大　歯　細菌）








O-26




酪酸に依存したActinomyces naeslundiiのバイオフィルム形成を阻害する物質の検討
○荒井　俊明1,2、落合　邦康3、毛利　彰太4、佐伯　洋二4、泉福　英信1（1感染研　細1部　第6室、2日大松戸　院松戸歯　顎外、3日大　歯　細菌、4ロッテ中央研究所　口腔科学研究室）








O-27




歯周病関連細菌Treponema denticolaの主要膜タンパク質の機能解析
○安彦　友希1、永野　恵司1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）








9月21日（土）9：40～10：20　D会場405会議室






微生物2：分子生物学
座長：村上　幸孝（朝日大　歯　口腔微生物）






O-28




Porphyromonas gingivalisにおいて電気穿孔法で導入可能なプラスミドベクターの構築
○田川　淳平1、井上　哲圭2、佐藤　啓子3、内藤　真理子3、中山　真彰2、中山　浩次3、山城　隆4、大原　直也2（1岡大　病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3長大　院医歯薬　口腔病原微生物、4阪大　院歯　矯正）








O-29




ランチビオティクス耐性に関与するStreptococcus mutansの新規二成分制御系因子NsrRSとLcrRSの同定
○松尾　美樹1、小松澤　均1（1鹿大　院医歯　口腔微生物）








O-30




Red-complex構成細菌間での異なる進化機構
○遠藤　亜希子1、渡辺　孝康2、丸山　史人2,3、和泉　雄一1、中川　一路2（1東医歯大　院医歯　歯周病、2東医歯大　院医歯　細菌感染制御、3東医歯大　院医歯　環境遺伝生態）








O-31




Porphyromonas gingivalis FimA線毛の遺伝学的および血清学的解析
○永野　恵司1、安彦　友希1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）








9月21日（土）10：20～11：00　D会場405会議室






腫瘍1：分子機構
座長：岡部　幸司（福歯大　細胞生理）






O-32




Identification of integrin α3 as a molecular marker of cells undergoing epithelial mesenchymal transition and of cancer cells with aggressive phenotypes
○齋藤　正夫1（1山梨大　院医工　生化）








O-33




頭頸部扁平上皮癌におけるDkk-3の免疫組織化学的検討
○藤井　昌江1、伊藤　聡1、于　淞1、武部　祐一郎1、河合　穂高1、辻極　秀次1、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理）








O-34




舌癌および癌周囲筋線維に発現するHMGB1の役割
○瀧澤　将太1、崎山　浩司1、井上　勝元2、坂東　康彦1、坂下　英明2、天野　修1（1明海大　歯　形態機能成育　解剖、2明海大　歯　口腔顎顔面外科2）








O-35




扁平上皮癌細胞におけるGULT1を介したEGFRの発現制御
○吉本　尚平1、長野　公喜1、杉山　悟郎1、森田　浩光2、中村　誠司3、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九大　病院　全身管理歯科、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）








9月21日（土）9：00～9：40　E会場407会議室






歯牙1：発生
座長：吉子　裕二(広大　院医歯薬保　硬組織代謝生物)






O-36




マウス歯胚形成過程におけるintegral membrane protein 2a（itm2a）の発現様式
○木原　槇子1,2、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、藤原　弘明1、長谷川　佳那1,3、染谷　祐孝1,4、高橋　一郎2、坂井　英隆1（1九大　歯　口腔病理、2九大　歯　歯科矯正、3九大　歯　歯科保存、4九大　歯　口腔機能修復）








O-37




無血清培地下でのヒト歯髄細胞スフェロイドの特徴：幹細胞の分布および神経・石灰化分化能
○肖　黎1、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理）








O-38




歯の上下顎の違いの形成機構
○小澤　幸重1（1日大）








O-39




マウス歯胚発生過程におけるエピジェネティクス制御機構の解明
○吉岡　広陽1、南崎　朋子1、吉子　裕二1（1広大　院医歯薬保　硬組織代謝生物）








9月21日（土）9：40～10：20　E会場407会議室






歯牙2：象牙質・歯髄
座長：中村　浩彰(松歯大　口腔解剖2)






O-40




不可逆性歯髄炎でのMMP-3の抗炎症、組織再生作用のメカニズム解析
○中村　博幸1（1金沢大 院医薬保 細胞浸潤）








O-41




マウス由来象牙芽細胞における細胞膜伸展受容TRPチャネルとNa+-Ca2+ exchangerの機能連関
○佐藤　正樹1、津村　麻記1、Sobhan Ubaidus1、児玉　紗耶香1、隝田　みゆき2、西山　明宏3、望月　浩幸1、小倉　一宏1、田崎　雅和1、澁川　義幸1（1東歯大　生理、2東歯大　口健・小児歯、3東歯大　オーラル）








O-42




ヒトの乳歯における外套象牙質の組織構造と元素組成について
○高橋　正志1、後藤　真一2（1日歯大　新潟短大、2日歯大　新潟生命歯　理工）








O-43




象牙芽細胞における一次繊毛形成遺伝子IFT88の生理機能の解析 
○河田　かずみ1、竹田　扇1（1山梨大　院医工　解剖細胞生物）








9月21日（土）10：20～11：00　E会場407会議室






歯牙3：エナメル質
座長：池亀　美華（岡大　院医歯薬　口腔形態）






O-44




オフィスブリーチング法によるエナメル質表層下脱灰病巣の再石灰化促進効果
○飯塚　純子1、谷口　紀江2、寺中　敏夫1、高垣　裕子2、向井　義晴1（1神歯大　う蝕制御修復、2神歯大　硬組織分子細胞生物）








O-45




マウスのエナメル芽細胞の極性維持に関するMsx2遺伝子の機能
○中富　満城1、依田　浩子1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）








O-46




Rhoシグナリングのエナメル芽細胞分化における役割
○大津　圭史1、藤原　尚樹1、原田　英光1（1岩医大　解剖　発生・再生）








O-47




MMP20とKLK4の相互作用について
○山越　康雄1、唐木田　丈夫1、大井田　新一郎1（1鶴見大　歯　分子生化）








9月22日（日）9：00～9：40　B会場301会議室






骨代謝4：骨形成
座長：片桐　岳信（埼医大　ゲノム　病態生理）






O-48




副甲状腺ホルモン投与による骨細胞周囲の骨基質改変について
○本郷　裕美1、山田　珠希1、宇田川　信之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2松歯大　生化）








O-49




副甲状腺ホルモン間歇投与の頻度が骨の細胞動態に及ぼす影響について
○山本　知真也1、佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、長谷川　智香1、山田　珠希1、山本　恒之1、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物）








O-50




FGF18とFGF2はマウス頭蓋冠骨形成過程に相反する効果を示す
○井関　祥子1、奥原　滋1、太田　正人1、春日井　昇平2（1東医歯大　院医歯　分子発生、2東医歯大　院医歯　インプラント口腔再生医学）








O-51




遠赤外線エネルギーを放射する流紋岩セラミックスは骨形成を促進する
○Aldartsogt Dolgorsuren1、山下　菊治1、角田　佳折1、関　伸一郎1、益井　孝文1、北村　清一郎1（1徳大　院HBS　口腔顎顔面形態）








9月22日（日）9：40～10：20　B会場301会議室






骨代謝5：骨・軟骨・骨髄細胞
座長：山本　敏男(岡大　院医歯薬　口腔形態）






O-52




Klf4は軟骨細胞でのプロテアーゼの発現を制御する
○藤川　順司1,2、阿部　真土1、三浦　治朗3、脇坂　聡1（1阪大　院歯　口腔解剖一、2阪大　歯病　障害者歯科、3阪大　歯病　総診）








O-53




骨細胞の各分化ステージにおけるDMP1の発現・分布について
○大家　香織1,2、佐藤　淳1、野田　百合1、石田　健1、宇佐美　悠3、岸野　万伸1、小川　裕三1、小守　壽文4、豊澤　悟1（1阪大　院歯　口腔病理、2阪大　院歯　口腔総合診療、3阪大　院歯　検査、4長大 院医歯薬　生命医科　細胞生物）








O-54




類骨における石灰化部位と骨細胞の超微構造学的解析
○三浦　治郎1、大家　香織1,2、佐藤　淳2、豊澤　悟2（1阪大　歯病　総診、2阪大　院歯　口腔病理）








O-55




骨治癒過程における骨髄由来細胞の関与
○河合　穂高1、辻極　秀次1、伊藤　聡1、中野　敬介2、于　淞1、川上　敏行3、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理、2松歯大　口腔病理、3松歯大　硬組織疾患病態解析）








9月22日（日）10：20～11：00　B会場301会議室






筋
座長：増田　裕次(松歯大　院歯　顎口腔機能)






O-56




β2アドレナリン受容体作動薬がラット咬筋の生理機能および表現型に与える影響
○大貫　芳樹1、奥村　敏1（1鶴見大　歯　生理）








O-57




マウス筋芽細胞においてCCN2はBMP2による骨芽細胞様変化を抑制する
○西田　崇1、久保田　聡1、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化）








O-58




遊離脂肪酸は気管平滑筋上の遊離脂肪酸受容体FFAR1を介して気管収縮を促進させる
○水田　健太郎1,2、工藤　忠明3（1東北大　院歯　歯科口腔麻酔、2コロンビア大　医　麻酔、3東北大　院歯　口腔生理）








O-59




生後マウスの咬筋と大腿の筋における甲状腺ホルモンレセプターと筋分化抑制因子との関係
○佐藤　巌1、三輪　容子1、春原　正隆1（1日歯大　生命歯　解剖1）








9月22日（日）9：00～9：40　C会場302会議室






再生1：細胞材料
座長：久木田　敏夫（九大　院歯　分子口腔解剖）






O-60




Expression of erythropoietin receptor on stem cells from exfoliated deciduous teeth
○馬　蘭1,2、山座　孝義2、星野　慶弘1、山座　治義1、野中　和明1、久木田　敏夫2（1九大　院歯　小児口腔医学、2九大　院歯　分子口腔解剖）








O-61




ヒト歯髄幹細胞のドーパミン神経細胞への分化誘導とパーキンソン病モデルへの移植による治療有用性
○藤井　裕美1、山本　朗仁1、松原　弘記1、上田　実1（1名大　院医　顎顔面外科）








O-62




三次元培養による培養腱細胞（テノサイト）単離法の確立
○島田　明美1、和田　悟史2、小松　浩一郎1、中島　和久1、二藤　彰1（1鶴見大　歯　薬理、2鶴見大　歯　矯正）








O-63




上皮・間葉ハイブリッド型細胞シート合成過程に発現する細胞骨格関連タンパク
○山根　茂樹1、梅澤　貴志1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）








9月22日（日）9：40～10：10　C会場302会議室






再生2：再生分子
座長：大島　勇人（新大　院医歯　硬組織形態）






O-64




Simvastatinがマウス歯肉線維芽細胞由来iPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響
○大川　博子1、江草　宏1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　クラウンブリッジ補綴）








O-65




Effectiveness of Enzymatically Synthesized Glycogen（ESG）on the healing process following intentionally-delayed tooth replantation in mice
○Quispe-Salcedo Angela1、依田　浩子1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）








O-66




軟骨細胞と変形性関節症モデルを用いたCCN2各モジュールの組織再生効果の評価
○Abd El Kader Tarek1,2、久保田　聡1、西田　崇1、服部　高子1、青山　絵里子3、Janune Danilo1、窪木　拓男2、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　生化、2岡大　院医歯薬　インプラント再生、3岡大　機能共研施設）








9月22日（日）10：10～10：40　C会場302会議室






唾液腺1：細胞生物学
座長：槻木　恵一（神歯大　病理）






O-67




灯心草および牡丹皮エキスは正常唾液腺房細胞をシスプラチンによるアポトーシスから保護する
○椋代　義樹1（1昭大　歯　口腔外科）








O-68




In vitroにおけるマウス顎下腺の時計遺伝子、時計制御遺伝子と機能分子mRNAの概日リズム
○内田　仁司1,2,3、阪井　丘芳2、中村　渉1（1阪大　院歯　口腔時間生物、2阪大　院歯　顎治、3日本学術振興会）








O-69




唾液腺介在部導管細胞はCD117とCD66aを指標にして分離できる
○竹山　旭1、吉川　美弘2、池尾　隆2、森田　章介1、檜枝　洋記3（1大歯大　院歯　口腔外科1、2大歯大　院　生化、3大歯大　歯　生物）








9月22日（日）10：40～11：10　C会場302会議室






唾液腺2：唾液成分
座長：田隈　泰信（北医大　歯　生化）






O-70




災害時拘束ストレスを唾液タンパク質の酸化により測定する試み
○谷口　紀江1、飯塚　純子2、向井　義晴2、高垣　裕子1（1神歯大　院　硬組織分子細胞生物、2神歯大　院　う蝕制御修復）








O-71




唾液BDNF・エストロゲン・プロゲステロンの相関と性周期との関連
○松木　千紗1、近藤　裕介1,2、猿田　樹理1、東　雅啓1、林　隆司1、山本　裕子1、清水　智子1、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2東海大　医　病理診断）








O-72




各種ルミナコイド摂取がラット顎下腺と唾液中IgA量に与える影響についての検討
○山本　裕子1、林　隆司1、東　雅啓1、清水　智子1、猿田　樹理1、近藤　裕介1,2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2東海大　医　病理診断）









9月22日（日）9：00～9：40　D会場405会議室






腫瘍2：制御因子
座長：長塚　仁（岡大　院医歯薬　口腔病理）






O-73




Tumor associated macrophageにおけるアシル基転移酵素群の役割
○谷口　広祐1,3、引地　尚子2、冲永　敏則3、西原　達次3（1九歯大 口腔顎顔面外科、2九歯大　口腔保健　口腔機能支援、3九歯大　健康増進　感染分子生物）








O-74




新規NF-κB選択的阻害剤は口腔癌による顎骨浸潤を抑制する
○多田　幸代1,2、福島　秀文2、大澤　賢次3、自見　英治郎2（1九歯大　歯　歯科侵襲制御、2九歯大　歯　分子情報生化、3埼医大 病態生理）








O-75




乳癌骨転移巣における骨細胞産生因子の組織化学的解析
○山田　珠希1、坪井　香奈子1、平賀　徹3、山本　知真也1、田中　祐介1、長谷川　智香1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化、3松歯大　口腔解剖二）








O-76




正常ヒト上皮角化細胞における酸化ストレスに対する発がん防御機構としての細胞老化誘導作用
○佐々木　三奈1,2、鍛治屋　浩1、長岡　良礼1,2、堤　貴司1、府川　晃久1,2、岡本　富士雄1、岡部　幸司1（1福歯大　細胞生物、2福歯大　顎顔面外科）








9月22日（日）9：40～10：10　D会場405会議室






生理活性物質
座長：田村　正人（北大　院歯　口腔分子生化）






O-77




CCN3の抗線維化効果に伴うCCNファミリー遺伝子発現プロファイルの変化
○Janune Danilo1、Tarek Abd El Kader1,2、久保田　聡1、西田　崇1、服部　高子1、青山　絵里子3、窪木　拓男2、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　院医歯薬　インプラント再生、3岡大　中央研究施設）








O-78




低カルボキシル化オステオカルシンはインクレチン分泌を介してインスリン分泌を促進する
○溝上　顕子1、安武　雄1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工）








O-79




FGF23/klotho軸の破綻は血管骨化を誘導する―klotho遺伝子変異マウスを用いた組織学的検索―
○長谷川　智香1、山田　珠希1、佐々木　宗輝1、笹野　泰之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2東北大 院歯 顎口腔形態創建）








9月22日（日）10：10～10：40　D会場405会議室






発生1：硬組織
座長：笹野　泰之（東北大　院歯　顎口腔形態創建）






O-80




発生の骨格組織分化におけるH3K9メチル化酵素群の発現局在
○二藤　彰1、島田　明美1、中島　和久1（1鶴見大　歯　薬理）








O-81




ラット頭蓋骨発生・成長過程における骨基質石灰化の成熟に関する検討
○逸見　晶子1、大方　広志2、三上　靖人1、鈴木　治3、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療、3東北大　院歯　顎口腔機能創建）








O-82




SP6 positively regulates Rock1 promoter activity in dental epithelial cells
○Yanuaryska Ryna Dwi1、三好　圭子2、堀口　大吾2、谷村　綾子2、Arya Adiningrat1、野間　隆文2（1徳大　口腔科学教育　口腔科学、2徳大　院HBS　分子医化）








9月22日（日）10：40～11：00　D会場405会議室






発生2：軟組織
座長：松口　徹也（鹿大　院医歯　口腔生化）






O-83




CXCL3は脂肪細胞分化を正に制御する
○楠山　譲二1,2、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1、松口　徹也1（1鹿大　院医歯　口腔生化、2日本学術振興会）








O-84




マウス舌形態形成におけるリンパ管発生と分子制御
○田谷　雄二1、藤田　和也1、添野　雄一1、島津　徳人1、佐藤　かおり1、青葉　孝昭1（1日歯大　生命歯　病理）








9月22日（日）9：00～9：40　E会場407会議室






炎症・免疫1：自然免疫
座長：寺尾　豊（新大　院医歯　微生物感染症）






O-85




ケモカインCXCL14/BRAKは多段階癌抑制分子である
○畑　隆一郎1、居作　和人2、加藤　靖正3（1神歯大　院　口腔難治、2神歯大　院歯　口腔科学、3奥羽大　歯　口腔機能 分子生物）








O-86




糖尿病環境下の糸球体内皮細胞におけるTLR2とTLR4の発現
○高田　俊輔1、内山　貴誠1、敦賀　英知2、畠山　雄次2、石川　博之1、沢　禎彦2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　生体構造）








O-87




Candida albicans による歯肉癌上皮細胞Ca9-22の galectin-3 放出増加
○玉井　利代子1、清浦　有祐1（1奥羽大　歯　口腔病態解析制御）








O-88




米由来CLペプチドの内毒素活性に対する抑制効果
○加藤　哲男1、国分　栄仁2、谷口　正之3、齋藤　淳4、斎藤　英一5、石原　和幸2（1東歯大　化学、2東歯大　微生物、3新大　院　自然、4東歯大　歯周病、5新潟工大　環境）








9月22日（日）9：40～10：10　E会場407会議室






炎症・免疫2：細胞応答
座長：松下　健二(国立長寿医療研究セ　口腔疾患研究）






O-89




MAPキナーゼフォスファターゼ（DUSP）mRNAの不安定性による細胞ストレス反応の調節機構
○松口　徹也1、楠山　譲二1、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1（1鹿大　院医歯　口腔生化）








O-90




ヒト歯髄幹細胞の無血清培養上清を用いた難治性肝疾患治療法の開発
○松下　嘉泰1、山本　朗仁1、松原　弘記1、上田　実1（1名大　院医  頭頸部・感覚器外科　顎顔面外科）








O-91




歯周病細菌感染マクロファージにおけるインフラマソーム活性
○沖永　敏則1、有吉　渉1、西原　達次1（1九歯大　感染分子）








9月22日（日）10：10～10：40　E会場407会議室






炎症・免疫3：アレルギー
座長：東　みゆき（東医歯大　院医歯　分子免疫）






O-92




レニンにより誘導されるNK細胞の免疫応答
○島田　栄理遣1、遠藤　実里1、小笠原　康悦1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）








O-93




NK細胞の誘導性細胞死機構の発見
○小笠原　康悦1、島田　栄理遣1、遠藤　実里1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）








O-94




金属アレルギーにおける金属イオン可視化技術の開発
○遠藤　実里1、島田　栄理遣1、小笠原　康悦1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）








9月22日（日）10：40～11：10　E会場407会議室






歯周1：歯肉
座長：三宅　洋一郎（徳大　院HBS　口腔微生物）






O-95




イグサ抽出液によるう蝕および歯周病予防効果の検討
○村上　圭史1、星野　由美2、弘田　克彦1、三宅　洋一郎1（1徳大　院HBS　口腔微生物、2徳大　院HBS　口腔保健衛生）








O-96




ヒト歯肉由来上皮細胞における分化および老化の転写機構
○Bhawal Ujjal1、小林　良喜2、福岡　シンテイア　由希1、安孫子　宜光1（1日大　松戸歯　生化・分子生物、2日大　松戸歯　口腔免疫）








O-97




Nicotine誘導性CCN2/CTGFがヒト歯周組織由来培養細胞の線維化に与える影響
○五十嵐　寛子1,4、久保田　聡2、立花　利公3、村樫　悦子1、岡部　正隆4、滝川　正春2、沼部　幸博1（1日歯大　歯周病、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3慈恵大　共用施設、4慈恵大 解剖）








9月22日（日）12：30～13：00　B会場301会議室






神経1：顎運動
座長：吉田　篤（阪大　院歯　口腔解剖2）






O-98




マウス咬筋活動に対する睡眠-覚醒の影響
○片山　慶祐1,2、望月　文子1、加藤　隆史3、池田　美菜子2、野川　泰葉1,2,4、中村　史朗1、中山　希世美1、矢澤　格1、馬場　一美2、井上　富雄1（1昭大　歯　口腔生理、2昭大　歯　歯科補綴、3阪大　院歯　解剖2、4東医歯大　歯　部分床義歯補綴）








O-99




咬合高径の変化が噛みしめ運動の調節機構に及ぼす影響
○藤浪　陽三1、田中　佑人1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理）








O-100




自然睡眠における顎運動リズム発生機構の実験的賦活
○加藤　隆史1、山田　謙一2、東山　亮3、Akhter Fatema1、Haque Tahsinul1、古郷　幹彦2、吉田　篤1（1阪大　院歯　口腔解剖2、2阪大　歯　口腔外科一、3阪大　歯　歯科補綴一）








9月22日（日）13：00～13：30　B会場301会議室






神経2：ミクログリア
座長：中西　博（九大　院歯　口腔機能分子）






O-101




ミクログリアにおけるカテプシンSの発現リズムによるシナプス強度の調節
○林　良憲1、岡田　亮1、武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子）








O-102




クロモグラニンA（CGA）によるミクログリアにおけるカテプシンBに依存した新規IL-1β産生経路の解明
○武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子）








O-103




神経損傷後、脊髄後角に遊走浸潤する活性化ミクログリアはP2Y12シグナル経由で有髄神経軸索の貪食様作用を示す
○前田　光代1、上村　守1、戸田　伊紀1、竹村　明道1、諏訪　文彦1（1大歯大　解剖）








9月22日（日）13：30～14：00　B会場301会議室






神経3：高次機能
座長：井上　富雄（昭大　歯　口腔生理）






O-104




生体リズムを撹乱する「社会的時差ボケ」
○中村　渉1、高須　奈々1,3（1阪大　院歯　口腔時間生物、2科学技術振興機構さきがけ、3日本学術振興会）








O-105




LSPS法による島皮質での興奮性入力の空間分布特性の解析
○小林　真之1、越川　憲明1（1日大　歯　薬理）








O-106




Projections from the dorsal peduncular cortex to pain-receptive trigeminal caudal subnucleus in rats 
○Akhter Fatema1、Haque Tahsinul1、佐藤　文彦1、加藤　隆史1、吉田　篤1（1阪大　院歯　口腔解剖2）








9月22日（日）12：30～13：00　C会場302会議室






歯周2：歯根膜
座長：天野　修（明海大　歯　解剖）






O-107




ラット歯根膜由来骨格筋細胞はどこから生じたのか？～初代培養における幹細胞の検証～
○富永　徳子1、中原　貴1,2、石川　博1,2（1日歯大　生命歯　発生・再生、2日歯大　生命科学）








O-108




矯正的歯の移動時におけるアレルギー誘導性歯根吸収促進機構
○村田　直久1、五百井　秀樹1、大内　雅博1、合島　怜央奈2、沖　雄二2、山座　孝義2、高橋　一郎1、城戸　瑞穂2（1九大　歯　歯科矯正、2九大　歯　分子口腔解剖）








O-109




歯根膜における骨髄由来細胞の局在と幹細胞マーカーの発現
○加来　賢1、北見　恩美1、井田　貴子1、秋葉　陽介1,2、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体補綴、2新大　医歯学総合病院）








9月22日（日）13：00～13：30　C会場302会議室






ビスホスホネート1：破骨細胞
座長：自見　英治郎（九歯大　分子情報生化）






O-110




bisphosphonate投与中止後の骨の細胞群における組織化学的検索
○坪井　香奈子1,2、佐々木　宗輝1、長谷川　智香1、北川　善政2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　院歯　口腔内科）








O-111




窒素含有ビスホスホネート製剤(NBP)による破骨細胞の細胞融合阻害作用
○長岡　良礼1,2、鍛治屋　浩1、佐々木　三奈1,2、永沼　香織2、堤　貴司1、府川　晃久1,2、岡本　富士雄1、岡部　幸司1（1福歯大  細胞分子生物、2福歯大　顎顔面外）








O-112




ミノドロン酸の同位体顕微鏡を用いた骨組織分布と破骨細胞に対する影響
○佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、小林　幸雄2、圦本　尚義2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　創成研）








9月22日（日）13：30～14：00　C会場302会議室






ビスホスホネート2：新規作用
座長：平田　雅人（九大　院歯　口腔細胞工）






O-113




窒素非含有bisphosphonates（non-N-BPs)の骨吸収抑制作用とは関連しない鎮痛効果：リン酸トランスポーター関与の可能性
○島　和弘1、山本　照子1、菅原　俊二2、遠藤　康男2（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔分子制御）








O-114




アレンドロネート直接作用による骨芽細胞分化の制御
○小松　浩一郎1、島田　明美1、柴田　達也1、中島　和久1、網塚　憲生2、二藤　彰3（1鶴見大　歯　薬理、2北大　院歯　硬組織発生生物、3放医研）








O-115




Zoledronate の軟組織細胞への取り込み：リン酸transporter関与の可能性
○岡田　諭1,2、木山　朋美1,3、大泉　丈史2、佐々木　啓一3、高橋　哲2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　院歯　顎顔面・口腔外科、3東北大　院歯　口腔システム補綴）








9月22日（日）12：30～13：00　D会場405会議室






口腔粘膜
座長：松尾　龍二(岡大　院医歯薬　口腔生理)






O-116




Tbx1は口腔粘膜上皮の病的癒着と口蓋発生に関与する
○船戸　紀子1（1東医歯大　医歯共同セ　疾患遺伝子）








O-117




温度感受性TRPチャネルによる口腔粘膜の新しい創傷治癒機構
○合島　怜央奈1,2,3、大崎　康吉1、張　旌旗1、木附　智子1、村田　直久1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　歯科口腔外科、3佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）








O-118




味蕾3型細胞分化におけるMash1によるGAD67発現調節
○鬼頭　文恵1,2、瀬田　祐司1、豊野　孝1、片岡　真司3、柿木　保明2、豊島　邦昭1（1九歯大　口腔組織、2九歯大　老年障歯、3九歯大　頭頸部構造解析）












■一般演題（ポスター）




9月21日（土）　1Fイベントホール






学部学生ポスター





P1-1




ラット下顎骨発生における石灰化
○林　利華1、狐塚　雅弘1、宍戸　駿一1、柿内　裕輔1、逸見　晶子1、大方　広志2、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療）








P1-2




Porphyromonas endodontalisの発現するユニークなジペプチジルペプチダーゼ(DPP)VおよびDPP7
○柳瀬　絵見1、根本　優子1、下山　佑2、木村　重信2、馬場　友巳1、根本　孝幸1（1長大　院医歯薬　口腔分子生化、2岩医大　口腔微生物/免疫）








P1-3




リクイリチゲニンの破骨細胞形成への効果
○内野　加穂1、岡元　邦彰1、坂井　詠子1、福間　裕1、岩竹　真弓1、西下　一久1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）








P1-4




三叉神経運動ニューロン樹状突起の能動的特性
○中井　健人1、中村　史朗2、望月　文子2、中山　希世美2、矢澤　格2、井上　富雄2（1昭大　歯、2昭大　歯　口生理）








P1-5




カルシウム系骨補填材による血管形成抑制
○関　裕子1、高橋　萌1、清水　良央1、及川　麻理子1、熊本　裕行1（1東北大　歯）








P1-6




マウスメッケル軟骨後方部の消失様相
○鎌口　真由美1、井上　貴一朗2、高橋　茂2、加藤　剛士2、上北　広樹2、牛島　夏未3、土門　卓文2（1北大　歯、2北大　院歯　口腔機能解剖、3北大　院歯　学術支援）








P1-7




CCN3の軟骨特異的過剰発現は内軟骨性骨形成の遅延を誘発する
○角谷　宏一1、服部　高子2、桑原　実穂1、大野　充昭3、星島　光博2、窪木　拓男3、滝川　正春2（1岡大　歯、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）








P1-8




CBCTを用いたサル下顎骨臼歯部の舌側小孔の解析
○花谷　佳菜子1、島田　和幸3、佐藤　巌2（1日歯大 生命歯　4学年、2日歯大　生命歯　解剖1、3鹿大　院医歯　神経病　人体構造解剖）








P1-9




口腔内乾燥を訴える患者に認められた口唇粘膜上皮のバリア機構の破綻
○宇都宮　怜子1、合島　怜央奈1,3、吉住　潤子2、木附　智子2、檀上　敦3、山下　佳雄3、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2九大　院歯　顔面口腔外科、3佐賀大　医　歯科口腔外科）







優秀ポスター発表賞・組織・発生学





P1-10




Wnt5aに関してレチノイン酸がマウス舌筋の発育異常を誘導する研究
○劉　波1、劉　涵1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）








P1-11




レチノイン酸がC2C12細胞系における筋分化を誘導する研究
○劉　波1、劉　涵1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）








P1-12




マウスiPS細胞の骨芽細胞分化過程における神経ペプチドレセプターの発現について
○長尾　怜美1、後藤　哲哉2、江草　宏3、矢谷　博文3、小林　繁2、牧　憲司1（1九歯大　口腔機能発達、2九歯大　解剖、3阪大　院歯　歯科補綴1）








P1-13




乳癌骨転移巣における骨細胞産生因子の組織化学的解析
○山田　珠希1、坪井　香奈子1、平賀　徹3、山本　知真也1、田中　祐介1、長谷川　智香1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化、3松歯大　口腔解剖二）








P1-14




FGF23/klotho軸の破綻は血管骨化を誘導する―klotho遺伝子変異マウスを用いた組織学的検索―
○長谷川　智香1、山田　珠希1、佐々木　宗輝1、笹野　泰之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2東北大　院歯　顎口腔形態創建）








P1-15




bisphosphonate投与中止後の骨の細胞群における組織化学的検索
○坪井　香奈子1,2、佐々木　宗輝1、長谷川　智香1、北川　善政2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　院歯　口腔内科）








P1-16




マウス舌乳頭における活性酸素合成酵素（Nox）の局在
○柏原　祥顕1、安部　仁晴2、菊地　隆太3、中川　敏浩2、渡邊　弘樹2（1奥羽大　院歯　口腔組織構造生物、2奥羽大　歯　生体構造　口腔組織、3奥羽大　院歯　顎口腔外科）








P1-17




口蓋粘膜上皮におけるタイトジャンクションの細胞生物学的研究
○塩津　範子1,2、川本　忠文3、河井　まりこ1、鳥井　康弘2、山本　敏男1（1岡大　院医歯薬　口腔形態、2岡大　院医歯薬　総合歯科、3鶴見大　歯　RI研セ）








P1-18




副甲状腺ホルモン投与による骨細胞周囲の骨基質改変について
○本郷　裕美1、山田　珠希1、宇田川　信之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2松歯大　生化）








P1-19




卵巣摘出レプチン受容体遺伝子変異（db/db）マウスの骨組織における組織化学的検索
○田中　祐介1,2、長谷川　智香1、山田　珠希1、織田　公光3、鄭　漢忠2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　歯　口外、3新大　医歯学　生化）








P1-20




炎症抑制性因子ガレクチン9の膜表面受容体Tim3を介した破骨細胞形成制御
○森山　加奈子1,2、久木田　明子3、上原　範久1、張　旌旗1、高橋　一郎2、久木田　敏夫1（1九大　歯　分子口腔解剖、2九大　歯　矯正、3佐賀大　医　微生物）








P1-21




オステオポンチン欠損が歯の損傷後の歯髄治癒過程に及ぼす影響について
○斎藤　浩太郎1,2、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態、2日本学術振興会）








P1-22




ラット象牙芽細胞でのATPの小胞分泌について

○岩鍋　恵理奈1、後藤　哲哉2、郡司掛　香織1、片岡　真司2、黒石　加代子1、上田　雅恵1、小林　繁2（1九歯大　院歯　顎機能矯正、2九歯大　頭頚解析）








P1-23




機械的圧迫力を付与したヒト歯根膜線維芽細胞におけるAsporinとSclerostinの発現と放出について
○上田　雅恵1、後藤　哲哉2、黒石　加代子1、郡司掛　香織1、岩鍋　恵理奈1、小林　繁2（1九歯大　院歯　顎機能矯正、2九歯大　頭頚解析）








P1-24




歯根膜におけるプライマリー・シリアの出現率と過剰咬合による変化
○井田　貴子1、加来　賢1、北見　恩美1,2、魚島　勝美1,3（1新大　院医歯　生体補綴、2日本学術振興会、3新大　医歯学総合病院）








P1-25




咬合負荷が抜歯即時埋入チタンインプラント周囲の骨組織に与える影響について
○池田　欣希1、長谷川　智香2、網塚　憲生2、横山　敦郎1（1北大　院歯　口腔機能補綴、2北大　院歯　硬組織発生生物）








P1-26




C2C12培養筋芽細胞の増殖におけるmiR-29の役割について
○千見寺　亮吉1、山根　明2、安藤　準2、五味　一博1（1鶴見大　歯　歯周病、2鶴見大　歯　物理）








P1-27




ラット頭蓋骨発生・成長過程における骨基質石灰化の成熟に関する検討
○逸見　晶子1、大方　広志2、三上　靖人1、鈴木　治3、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療、3東北大　院歯　顎口腔機能創建）








P1-28




骨格筋筋芽細胞シートへの間葉系細胞の影響
○梅澤　貴志1、山根　茂樹1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）








P1-29




歯牙発生過程におけるTie2/Ang1の局在の検索
○中島　和慶1、柴田　恭明2、澤瀬　隆1、池田　通2（1長大　院医歯薬　口腔インプラント、2長大　院医歯薬　口腔病理）








P1-30




唾液腺介在部導管細胞はCD117とCD66aを指標にして分離できる
○竹山　旭1、吉川　美弘2、池尾　隆2、森田　章介1、檜枝　洋記3（1大歯大　院歯　口腔外科1、2大歯大　院　生化、3大歯大　歯　生物）








P1-31




矯正的歯の移動時におけるアレルギー誘導性歯根吸収促進機構
○村田　直久1、五百井　秀樹1、大内　雅博1、合島　怜央奈2、沖　雄二2、山座　孝義2、高橋　一郎1、城戸　瑞穂2（1九大　歯　歯科矯正、2九大　歯　分子口腔解剖）








P1-32




ジルコニア上で培養したC2C12細胞の骨芽細胞分化能
○斉藤　まり1、唐木田　丈夫2、山本　竜司2、長野　孝俊1、五味　一博1,2、大井田　新一郎2（1鶴見大　歯　歯周病、2鶴見大　歯　分子生化）








P1-33




Sp7による骨芽細胞分化機構と自己プロモーター制御
○小守　寿人1、宮崎　敏博1、森石　武史1（1長大　院医歯薬　細胞生物）








P1-34




iPS細胞を用いた歯胚組織再生
○坂野　深香1、大津　圭史1、藤原　尚樹1、原田　英光1（1岩医大　解剖　発生生物・再生医学）








P1-35




大脳皮質形成におけるステロイドホルモンの局在と役割
○駒田　致和1、池田　やよい1（1愛院大　歯　解剖）








P1-36




象牙芽細胞における一次繊毛形成遺伝子IFT88の生理機能の解析 
○河田　かずみ1、竹田　扇1（1山梨大　院医工　解剖細胞生物）








P1-37




Runx/Cbfbシグナリングはアンドロゲン代謝を介した唾液腺の雌雄二形性発現を制御する
○伊藤　慎将1、柳田　剛志2、山城　隆3（1岡大　院医歯薬　歯科矯正、2岡大　病院　矯正歯、3阪大　院歯　顎顔面口腔矯正）







優秀ポスター発表賞・解剖学





P1-38




Simvastatinがマウス歯肉線維芽細胞由来iPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響
○大川　博子1、江草　宏1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　クラウンブリッジ補綴）








P1-39




ミノドロン酸の同位体顕微鏡を用いた骨組織分布と破骨細胞に対する影響
○佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、小林　幸雄2、圦本　尚義2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　創成研）








P1-40




骨細胞はinterferon-β（IFN-β）を産生し破骨細胞形成を負に制御する
○林田　千代美1、伊東　順太1、中谷地　舞2、岡安　麻里2、大山　洋子3、羽毛田　慈之1、佐藤　卓也1（1明海大　歯　形機成　口腔解剖、2明海大　歯　形機成　歯科矯正、3明海大　歯　病診治　口腔顎顔面外科1）








P1-41




レクチン様酸化LDL受容体-1(LOX-1)の破骨細胞形成と炎症性骨破壊に対する役割の解明
○伊東　順太1、中谷地　舞1,2、林田　千代美1、岡安　麻里1,3、大山　洋子1,4、佐藤　卓也1、羽毛田　慈之1（1明海大　歯　口腔解剖、2明海大　歯　歯科矯正、3東大　医　口腔外科・歯科矯正歯科、4明海大　歯　口腔外科一）








P1-42




粉末食を与えて飼育したマウスの下顎骨形態変化
○柳田　剛志1、久保田　聡2、滝川　正春2、山城　隆3（1岡大病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3阪大　院歯　顎顔面口腔矯正）








P1-43




ラット三叉神経節におけるendomorphin-1の分布; 免疫組織化学的手法による検討
○矢島　健大1、佐藤　匡2、齋藤　正寛1、市川　博之2（1東北大　院歯　歯科保存、2東北大　院歯　口腔器官構造）








P1-44




ヒト上顎骨における大口蓋管の観察
○大峰　悠矢1、福田　真之1、野口　拓1、木下　英明1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）








P1-45




両側性非対称にみられた顎二腹筋前腹の破格の一例
○山崎　洋介1、磯川　桂太郎1,2（1日大　歯　解剖2、2日大　歯　総歯研　機能形態）








P1-46




一次求心ニューロンによる精製A型ボツリヌス毒素の取り込みと軸索輸送
○丸濵　功太郎1、松香　芳三2、寺山　隆司1、窪木　拓男3、杉本　朋貞1（1岡大　院医歯薬　口腔機能解剖、2徳大　院HBS　咬合管理、3岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）








P1-47




ヒト上顎骨臼歯部皮質骨における生体アパタイト結晶配向性解析
○笠原　正彰1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　解剖）







優秀ポスター発表賞・生理学





P1-48




温度感受性TRPチャネルによる口腔粘膜の新しい創傷治癒機構
○合島　怜央奈1,2,3、大崎　康吉1、張　旌旗1、木附　智子1、村田　直久1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　歯科口腔外科、3佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）








P1-49




口内炎モデルラットを用いた口腔内疼痛の新規評価法と発症メカニズムの解明
○人見　涼露1、小野　堅太郎1、稲永　清敏1（1九歯大　歯　生理）








P1-50




タンニン酸の舌刺激に対するラット舌神経と鼓索神経の応答
○美甘　真1、兒玉　直紀2、美藤　純弘1、小橋　基1、皆木　省吾2、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理、2岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴）








P1-51




口唇刺激による体性感覚誘発磁場第一成分の加齢変化に関する検討
○日原　大貴1、金高　弘恭2、小枝　聡子3、後藤　哲4、高橋　哲4、斎藤　正寛1（1東北大　院歯　歯科保存、2東北大　院歯　歯イノベリエゾンセ、3東医歯大　院医歯　顎口腔外科、4東北大　院歯　顎顔面口腔外科）








P1-52




ラット最後野ニューロンのシナプス前CCK受容体を介した興奮性調節
○菅田　真吾1、平井　喜幸1、前澤　仁志1、舩橋　誠1（1北大　院歯　口腔生理）








P1-53




ラット中枢GLP-1の反射性嚥下におよぼす作用
○水谷　諭史1、小橋　基1、藤田　雅子1、美藤　純弘1、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理）








P1-54




麻酔下ウサギにおける自律神経活動変化が及ぼす開口反射への影響
○酒井　翔悟1、辻　光順1、真柄　仁1、辻村　恭憲1、井上　誠1（1新大　院医歯　摂食嚥下リハビリ）
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上喉頭神経同時刺激による嚥下誘発の促進
○高橋　功次朗1,2、北川　純一2、山村　健介2、齋藤　功1（1新大　院医歯　矯正、2新大　院医歯　口腔生理）








P1-56




マウス味蕾における甘味特異的なGLP-1の分泌
○高井　信吾1、安松　啓子1、吉田　竜介1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）








P1-57




三叉神経節内へのA-タイプKチャネル拮抗薬の電気泳動的投与による顎関節由来Aδ-/C-三叉神経節ニューロンの興奮性増強効果について
○原　紀文1、武田　守1、高橋　誠之1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）








P1-58




ラットの舌を支配する三叉神経節ニューロンにおけるTRPV1とANO1の発現
○金澤　卓也1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）








P1-59




L-ヒスチジン腹腔内投与による摂食抑制と脳幹部神経活動の連関
○奥舎　有加1,2、平井　喜幸1、舩橋　誠1（1北大　院歯　口腔生理、2北大　院歯　高齢者）
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マウス顎下腺の時計遺伝子、時計制御遺伝子と機能分子mRNAの概日リズム
○内田　仁司1,2,3、阪井　丘芳2、中村　渉1（1阪大　院歯　口腔時間生物、2阪大　院歯　顎治、3日本学術振興会）
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新生仔ラットの呼吸と循環にデクスメデトミジン腹腔内投与が及ぼす影響
○田宮　旬子1、佐伯　周子1、井出　良治1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）








P1-62




象牙芽細胞におけるアルカリ感受性の検討
○津村　麻記1、佐藤　正樹1、Sobhan Ubaidus1、児玉　紗耶香1、隝田　みゆき2、西山　明宏3、田崎　雅和1、澁川　義幸1（1東歯大　生理、2東歯大　口健　小児歯、3東歯大 オーラル）
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三叉神経運動核咬筋領域内のγ運動ニューロンの電気生理学的および形態学的特性
○西村　佳世1,2、磯貝　由佳子1,2、齋藤　充1、佐藤　元1、豊田　博紀1、山城　隆2、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能、2阪大　院歯　口腔分化発育情報）
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内因性レプチンとエンドカンナビノイドがマウスの甘味感受性に及ぼす影響
○仁木　麻由1、上瀧　将史1、吉田　竜介1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）
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胃酸分泌抑制剤ニザチジンの唾液分泌促進作用について
○植田　紘貴1、菅　真有2、八木　孝和1、宮脇　正一2（1鹿大　医・歯病院　発達系歯科セ　矯正歯科、2鹿大　院医歯　歯科矯正）
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エタノールおよびアセトアルデヒドの口渇中枢ニューロンに対する作用
○氏原　泉1,2、人見　涼露2、小野　堅太郎2、柿木　保明1、稲永　清敏2（1九歯大　老年障歯、2九歯大　生理）
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ラット唾液腺の血流動態に関連する副交感神経性血管拡張線維の局在性
○佐藤　寿哉1、石井　久淑1（1北医大　歯　生理）
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Somatostatin2A受容体を介したGABAニューロンの脱抑制による侵害受容性頸髄後角ニューロンの促通効果
○高橋　誠之1、武田　守1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）








P1-69




ビジュアルフィードバックを用いた随意的口唇閉鎖力調節の特性
○宮本　剛至1、笹山　智加2、加藤　隆史3、山田　一尋1、増田　裕次2（1松歯大　院歯　硬組織疾患、2松歯大　院歯　顎口腔機能、3阪大　院歯　口腔解剖二）
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下歯槽神経損傷後に発症する顔面部異所性痛覚過敏に対するConnexin43の関与
○梶　佳織1,2、篠田　雅路2、清水　典佳1、岩田　幸一2（1日大　歯　歯科矯正、2日大　歯　生理）
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三叉神経運動核におけるαおよびγ運動ニューロンのサイズの分布についての検討
○磯貝　由佳子1,2、山城　隆2、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能、2阪大　院歯　口腔分化発育情報）







優秀ポスター発表賞・生化学
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Nicotine誘導性CCN2/CTGFがヒト歯周組織由来培養細胞の線維化に与える影響
○五十嵐　寛子1,4、久保田　聡2、立花　利公3、村樫　悦子1、岡部　正隆4、滝川　正春2、沼部　幸博1（1日歯大　歯周病、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3慈恵大　共用施設、4慈恵大　解剖）
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移植細胞の初期動態とストレスタンパク質HSP27導入による影響
○北見　恩美1,3、加来　賢1、井田　貴子1、秋葉　陽介1,2、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体歯科補綴、2新大　医歯学総合病院、3日本学術振興会）
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未分化性維持に関与しているmiRNA-720は歯髄細胞の細胞増殖・分化を制御する
○Hara Emilio1、大野　充昭1、Pham Hai1、窪木　拓男1（1岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）
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脂肪細胞の分化と成熟におけるオステオカルシンの役割
○大谷　崇仁1（1九大　歯科研　口腔細胞工）
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CXCL3は脂肪細胞分化を正に制御する
○楠山　譲二1、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1、松口　徹也1（1鹿大　院医歯　口腔生化、2日本学術振興会）
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カテプシンD欠損マウスの脳病変における脳ペリサイト消失と免疫細胞の脳内浸潤の関与
○岡田　亮1、武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子）
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アメロブラスチンは口腔上皮細胞の細胞増殖を抑制する
○西藤　法子1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、鷲尾　絢子2、北村　知昭2、西原　達次1（1九歯大　感染生物、2九歯大　保存治療）
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RelBはNF-κB2のプロセシングを誘導し、aly/alyマウスの破骨細胞分化抑制を解除する
○谷口　礼1,2、福島　秀文2、牧　憲司1、自見　英治郎2（1九歯大　歯　口腔機能発達、2九歯大　歯　分子情報生化）








P1-80




MC3T3-E1細胞におけるインクレチン受容体の発現変化
○青山　絵美奈1、渡　一平1、井上　カタジナ　アンナ2、柳下　正樹2、小野　卓史1（1東医歯大　院医歯　咬合機能矯正、2東医歯大　院医歯　硬病生化）
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成長板軟骨細胞の肥大化に関与する新規RNA分子の探索
○原　規子1、久保田　聡1、青山　絵理子1、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化）
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LAMP2 is involved in the intracellular transport of RANKL
○Rajapakshe Anupama1、井上　カタジナアンナ1、柳下　正樹1、横山　三紀1（1東医歯大　院医歯　硬生化）








P1-83




ブタ幼若エナメル質中の生理活性物質と低分子エナメリンについて
○木下　冴子1、唐木田　丈夫2、大井田　新一郎2、朝田　芳信1、山越　康雄2（1鶴見大　歯　小児歯科、2鶴見大　歯　分子生化）
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歯根膜線維芽細胞に高発現するCXCL12の機能について
○八城　祐一1、野村　義明2、石川　美佐緒1、新井　千博1、野田　晃司1、花田　信弘2、中村　芳樹1（1鶴見大　院歯　矯正、2鶴見大　歯　探索歯）
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ヒト歯根膜細胞におけるギャップ結合を介した細胞間コミュニケーションの検討
○加藤　龍史1、石原　嘉人2、川邉　紀章2、上岡　寛2、山本　照子1、山城　隆3（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2岡大　院医歯薬　歯科矯正、3阪大　院歯 顎顔面矯正）








P1-86




メタボローム解析による口腔扁平上皮癌のエネルギー代謝特性の解明とバイオマーカーの探索
○小川　珠生1,2、鷲尾　純平2、高橋　哲1、高橋　信博2（1東北大　院歯　顎顔面口腔外科、2東北大　院歯　口腔生化）
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扁平上皮癌細胞におけるGULT1を介したEGFRの発現制御
○吉本　尚平1,2、長野　公喜1、杉山　悟郎1、森田　浩光2、中村　誠司3、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九大　病院　全身管理歯科、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）
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ヒアルロン酸が破骨細胞に及ぼす影響
○廣田　秀逸1、川本　章代1、吉川　美弘2、高橋　一也1、池尾　隆2、小正　裕1（1大歯大　院歯　高齢者歯、2大歯大　生化）
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Cdc42は軟骨形成に必須の遺伝子である
○鈴木　航1,2、山田　篤1、相澤　怜1,3、鈴木　大1、中山　睦子1,4、山本　松男3、槇　宏太郎4、馬場　一美2、上條　竜太郎1（1昭大　歯　口腔生化、2昭大　歯　歯科補綴、3昭大　歯　歯周病、4昭大　歯　歯科矯正）
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破骨細胞の前駆細胞における接着シグナルは分化誘導受容体（RANK）の発現を誘導する
○望月　文子1、高見　正道2、宮本　洋一2、井上　富雄1、上條　竜太郎2（1昭大　歯　口腔生理、2昭大　歯　口腔生化）
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象牙質・幹細胞複合体の骨再生への応用
○田中　雅士1,2、川木　晴美1、小栗　健策1,2、森　春菜2、神谷　真子1、髙山　英次1、吉田　隆一2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　歯科保存）
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GLUT4 トランスロケーションにおける Akt による tomosyn のリン酸化の影響
○長野　公喜1、竹内　弘2、杉山　悟郎1、大谷　崇仁1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九歯大　口腔応用薬理）
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炎症・組織再生を制御するCCN1の3'非翻訳領域を介した遺伝子発現調節
○村瀬　友里香1,2、久保田　聡1、前田　彩1、原　規子1、住吉　久美1、西田　崇1、佐々木　朗2、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）
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歯周病関連菌の義歯用レジン（PMMA）表面への付着性および唾液による影響
○石黒　和子1,2、鷲尾　純平2、佐久間　陽子1、竹内　裕尚1、福島　庄一3、佐々木　啓一1、高橋　信博2（1東北大　院歯　口腔システム補綴、2口腔生化、3次世代歯科材料工）
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破骨細胞の骨吸収活性を制御するWnt5a-Ror2シグナルによるRho活性化
○上原　俊介1、宇田川　信之1、高橋　直之2、小林　泰浩2（1松歯大　口腔生化、2松歯大　総合歯科医学研）
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培養幹細胞を用いた象牙質顆粒の機能解析
○小栗　健策1,2、川木　晴美1、田中　雅士1,2、森　春菜2、神谷　真子1、髙山　英次1、吉田　隆一2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　歯科保存）
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炭酸含有アパタイトの骨髄由来間質細胞の接着・増殖促進効果の検討
○高橋　潤1,2、川木　晴美1、尾上　一平1,2、近藤　雄三1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）
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炭酸含有アパタイトの骨芽細胞増殖分化促進効果の検討
○近藤　雄三1,2、川木　晴美1、尾上　一平1,2、高橋　潤1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）
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デキサメタゾンは培養骨芽細胞が形成する石灰化物のリン酸含有量と硬さを増強する
○宮本　尚1,2、宮本　洋一1、槇　宏太郎2、上條　竜太郎1（1昭大　歯　口腔生化、2昭大　歯　歯科矯正）
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骨芽細胞のスフィンゴミエリン合成酵素(SMS)2が破骨細胞分化に及ぼす影響
○加山　智規1、吉川　美弘2、池尾　隆2、岡崎　定司1（1大歯大　欠損歯列補綴咬合、2大歯大　生化）
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マウス口腔扁平上皮癌による脾細胞インターフェロンγ産生能の抑制効果
○稲垣　俊弘1、神谷　真子2、東　康加3、川木　晴美2、髙山　英次2、村松　泰徳1、近藤　信夫2（1朝日大　歯　口腔外科、2朝日大　歯　口腔生化、3朝日大　歯　歯科麻酔）







優秀ポスター発表賞・病理学
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不正咬合と片頭痛との関連について
○猿田　樹理1、東　雅啓1、林　隆司1、清水　智子1、山本　裕子1、松木　千紗1、川嶋　理恵2、近藤　裕介1,3、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2自医大　院　歯科口腔外科、3東海大　医　病理診断）
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急性ストレス負荷時のラット副腎髄質におけるTrkBの役割
○近藤　裕介1,2、東　雅啓2、猿田　樹理2、林　隆司2、松木　千紗2、山本　裕子2、清水　智子2、川嶋　理恵3、槻木　恵一2（1東海大　医　基盤診療　病理診断、2神歯大　院  環境病理、3自医大　院　歯科口腔外科）
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ヒト歯周炎歯肉におけるhBD-2発現誘導の解析
○東　雅啓1、清水　智子1、猿田　樹理1、佐藤　武則2、近藤　裕介1,3、林　隆司1、山本　裕子1、松木　千紗1、浜田　信城2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2神歯大　院　微生物、3東海大　医　病理診断）
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マウス咬筋の持続的活動におけるIL-1の役割
○千葉　航1、米田　博行2、菅原　俊二3、遠藤　康男3（1東北大　院歯　加齢歯科、2東北大 院歯 口腔システム補綴、3東北大　院歯　口腔分子制御）
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in vivo におけるヒト歯周炎歯肉モデルを用いたhBD-2 および IL-1β 発現と臨床病態との関連についての検討
○清水　智子1、東　雅啓1、川嶋　理恵2、林　隆司1、猿田　樹理1、佐藤　武則3、近藤　裕介4、山本　裕子1、浜田　信城3、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2自医大　院　歯科口腔外科、3神歯大　院　微生物、4東海大　医　病理診断）
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CCN3は骨再生における抑制因子である
○松下　祐樹1,2,3、坂本　啓1、南里　篤太郎1,4、原田　清2、山口　朗1（1東医歯大　院医歯　口腔病理、2東医歯大　院医歯　顎顔面外、3長大　院医歯薬　口腔腫瘍治療、4長大　院医歯薬　顎・口腔再生外）
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コラーゲンゲルを用いたラット唾液腺における創傷治癒関連細胞の解析
○小林　史卓1,2、井上　孝1,2（1東歯大　口腔科学研究セ、2東歯大　臨床検査病理）
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卵巣摘出ラットの抜歯窩新生骨形成におよぼすビスホスホネートの影響
○山崎　貴希1、蛭間　信彦1、見明　康雄1、森口　美津子1、澤田　隆1、山本　仁1、柳澤　孝彰1（1東歯大　超微構造）
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レジンモノマーはアジュバントとして歯科材料アレルゲンよるマウスでのアレルギーを促進する
○坂東　加南1,2、田中 　志典1,3、黒石　智誠1、山本　照子2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　歯　顎口腔矯正、3東北大　歯　歯学イノベーションリエゾンセ）
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長期LPS刺激されたヒト歯根膜線維芽細胞におけるDNAメチル化の網羅的解析
○高井　理衣1、植原　治2、中條　隆俊1、佐藤　英樹1、吉田　光希1、佐藤　惇1、西村　学子1、荒川　俊哉3、田隈　泰信3、安彦　善裕1（1北医大　歯　臨床口腔病理、2北医大　歯　保健衛生、3北医大　歯　口腔生化）
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自己免疫疾患モデルを用いた腫瘍免疫システムの解析
○近藤　智之1、山田　安希子1、新垣　理恵子1、工藤　保誠1、石丸　直澄1（1徳大　院HBS　口腔分子病態）
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核内長鎖non-coding RNA－その唾液腺腫瘍における役割－
○外薗　知恵1、入江　太朗1、安原　理佳1、田中　準一1、美島　健二1（1昭大　歯　口腔病態診断科　口腔病理）
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ヒトパピローマウイルス(HPV)感染が口腔扁平苔癬(OLP)の悪性化に関与する可能性についての検討
○加藤　世太1、河合　遼子1、鳥居　亮太1、本田　由馬1、加藤　郁郎1、吉田　和加1,2、杉田　好彦1,2、佐藤　恵美子1,2、久保　勝俊1,2、前田　初彦1,2（1愛院大　歯　口腔病理、2愛院大　未来口腔医療研究セ）
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転移能力違い舌扁平上皮癌細胞系における体外浸潤の比較
○劉　涵1、劉　波1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）








P1-116




エナメル上皮腫におけるCCN2の発現と間質線維芽細胞への作用について
○武部　祐一郎1、辻極　秀次1、于　淞1、藤井　昌江1、河合　穂高1、玉村　亮2、佐々木　朗3、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理、2岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科、3日大　松戸歯　解剖2）
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ラクトフェリンの舌下からの吸収による脳への移行と抗酸化能との関連についての検討
○林　隆司1、山本　裕子1、吉野　文彦2、吉田　彩佳2、猿田　樹理1、東　雅啓1、近藤　裕介1,3、川嶋　理恵4、李　昌一2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2神歯大　院　口腔科学、3東海大　医　病理診断、4自医大　院　歯科口腔外科）
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F-spondinは歯周組織の硬組織破壊を抑制する
○岡　広子1、北川　雅恵2、高田　隆1,3（1広大　院医歯薬保　国際歯科医学連携開発、2広大病院 口腔検査セ、3広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態）
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唾液腺腫瘍におけるPTEN及びSmad4の発現
○劉　涵1、劉　波1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）







優秀ポスター発表賞・微生物学
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LPSの破骨細胞形成に対するMDPの作用の検討
○石田　匡彦1、北浦　英樹1、木村　桂介1、高田　春比古2、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔微生物）
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Curdlan-dectin-1を介した新たな破骨細胞分化の制御機構
○山崎　徹1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、細川　隆司2、西原　達次1（1九歯大　感染分子、2九歯大　口腔再建リハ）
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S. sanguinisのバイオフィルム形成に対するV. parvula培養上清の作用
○眞島　いづみ1、鎌口　有秀1、宮川　博史1、藤田　真理1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）
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Streptococcus mutansとFusobacterium nucleatumとの共凝集におけるクオラムセンシングの関与について
○竜　佑宗1、三上　正人2、葛城　啓彰2、下村-黒木　淳子1（1日歯大　新潟生命歯　小児歯、2日歯大　新潟生命歯　微生物）
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Porphyromonas gingivalisにおいて電気穿孔法で導入可能なプラスミドベクターの構築
○田川　淳平1、井上　哲圭2、佐藤　啓子3、内藤　真理子3、中山　真彰2、中山　浩次3、山城　隆4、大原　直也2（1岡大　病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3長大　院医歯薬　口腔病原微生物、4阪大　院歯　矯正）
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Porphyromonas gingivalis PGN_1796は薬剤感受性に関与する
○田口　裕子1、佐藤　啓子4、井上　哲圭2、加野　小奈美3、中山　真彰2、前田　博史1、中山　浩次4、大原　直也2（1岡大　院医歯薬　歯周病態、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　歯科矯正、4長大　院医歯薬　口腔病原微生物）
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新規植物抽出物による口腔微生物発育抑制効果
○大屋　学1、田村　宗明1,2、今井　健一1,2、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）
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次世代シークエンサーを用いた歯石細菌叢の解析
○城　隆太郎1、熊田　直子1、石丸　英彦1、森嶋　清二2、近　亮1（1ライオン株式会社 分析技術セ、2ライオン歯科衛生研）
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Streptococcus sanguinisの菌体表層ヌクレアーゼは自然免疫からの回避に寄与する
○住岡　龍一1、森田　知里1、中田　匡宣1、岡橋　暢夫2、住友　倫子1、川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌、2阪大　院歯　口腔科学フロンティアセ）
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Porphyromonas gingivalisのPGN_1202(rpoN)は必須遺伝子である
○加野　小奈美1、井上　哲圭2、田口　裕子3、田川　淳平4、中山　真彰2、山城　隆5、大原　直也2（1岡大　院医歯薬　矯正歯科、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　歯周病態、4岡大　病院　矯正、5阪大　院歯　矯正）
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Streptococcus sanguinisによるインフラマゾームの活性化
○佐伯　歩1、杉山　正博1、長谷部　晃1、中澤　太2、柴田　健一郎1（1北大　院歯　口腔病態　口腔分子微生、2北医大　歯　微生物）
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歯周病関連細菌Treponema denticolaの主要膜タンパク質の性状解析
○安彦　友希1、永野　恵司1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）







優秀ポスター発表賞・薬理学
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神経障害性疼痛に対するGABAトランスポーター阻害薬の鎮痛効果
○秦泉寺　紋子1,2、十川　千春2、宮脇　卓也1、森田　克也3、十川　紀夫2、北山　滋雄2（1岡大　院医歯薬　歯科麻酔、2岡大　院医歯薬　歯科薬理、3広島文化大　看護　薬理）
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骨芽細胞におけるNa,K-ATPaseの機能
○山田　淳一1、出山　義昭2、吉村　善隆2、鈴木　邦明2、八若　保孝1（1北大　院歯　小児・障害者歯科、2北大　院歯　細胞分子薬理）
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PICK1はCalcineurinBと結合し破骨細胞分化を促進する
○鎌野　優弥1,2、江草　宏1、佐伯　万騎男2、大川　博子1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　口腔補綴、2阪大　院歯　薬理）
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ヒト歯肉線維芽細胞内カルシウムイオン調節機構におけるフェニトンの関与
○林　良宣1、村田　佳織1、倉重　圭史1、齊藤　正人1、谷村　明博2（1北医大　歯　小児歯科、2北医大　歯　薬理）
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還元型コエンザイムQ10 の歯周組織の加齢変化に対する効果について
○米田　俊樹1、友藤　孝明1、江國　大輔1、東　哲司1、遠藤　康正1、粕山　健太1、町田　達哉1、森田　学1（1岡大　院医歯薬　予防歯）
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下垂体腺腫におけるmiRNA発現解析
○小野 　信二1、岩田　武男2、水澤　典子2、吉本　勝彦2（1徳大　院　口腔教育　分子薬理、2徳大　院HBS　分子薬理）
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カテプシンSに依存した抗原提示は神経障害性疼痛の維持に必須である
○張　馨文1、武　洲1、林　良憲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子科学）
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唾液腺の老性萎縮や老性遺伝子発現変化に及ぼすホエーの効果
○Pieczonka Tomasz1、Bragiel Aneta1、石川　康子1（1徳大　院HBS　分子薬理）
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窒素含有bisphosphonates（N-BPs）の炎症壊死作用：リン酸transporter阻害剤の効果 
○木山　朋美1,2、岡田　諭1,3、佐藤　衣莉1、佐々木　啓一2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　院歯　口腔システム補綴、3東北大　院歯　顎顔面外科）
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骨芽細胞様細胞におけるずり応力による細胞内カルシウム濃度の上昇にグルタミン酸が関与する
○土屋　範果1,2、兒玉　大介1、後藤　滋巳2、戸苅　彰史1（1愛院大　院歯　薬理、2愛院大　院歯　矯正）








P1-142




RANKL結合ペプチドの軟骨細胞分化促進と軟骨破壊抑制作用
○菅森　泰隆1、加藤　玄樹1、田村　幸彦1、大谷　啓一1、青木　和広1（1東医歯大　院医歯　硬組織薬理）
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放射線粘膜炎に対するDMXシートの効果
○四宮　敬史1、吉川　正信1,2、川口　充1、奥村　重年3、大久保　みぎわ1（1東歯大　薬理、2東海大　医　臨床薬理、3ロート製薬（株））
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Na,K-ATPase活性及びそのリン酸化反応中間体量に対するフッ素の作用
○沖野　雄一郎1、出山　義昭2、吉村　善隆2、鈴木　邦明2（1北大　院歯　予防歯、2北大　院歯　細胞分子薬理）
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口腔癌で明らかになったkeratin13遺伝子のエピジェネティック変異
○永沼　香織1,2、八田　光世2、大久保　つや子2、山崎　純2（1福歯大　口腔顎顔面外科、2福歯大　細胞分子生物）
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食塩感受性および非感受性高血圧診断用バイオマーカーとしての唾液中のイオンチャネル
○Bragiel Aneta1、Pieczonka Tomasz1、石川　康子1（1徳大　院HBS　分子薬理）







神経
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顎顔面感覚入力に応答するウサギ視床ニューロン活動の電気生理学的検討
○鈴木　崇弘1、若森　実2、田端　孝義1、坪井　明人1,3（1東北大　院歯　加齢歯科、2東北大　院歯　歯科薬理、3東北メディカル・メガバンク機構）
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Poxn発現味覚ニューロンのショウジョウバエ摂食行動における機能
○古山　昭1、大須賀　謙二1、宗形　芳英1（1奥羽大　歯　口腔機能分子生物）
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mGluR4ノックアウトマウスの鼓索神経および舌咽神経におけるうま味受容体の機能解析
○安松　啓子1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）








P1-150




混合味溶液の味質強度とおいしさをヒトはどう判断するか？
○片川　吉尚1、安尾　敏明2、諏訪部　武2、玄　景華1、硲　哲崇2（1朝日大　歯　口腔病態医療　障害者歯科、2朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）
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無顆粒島皮質におけるfast-spiking細胞の軸索投射様式
○福田　理美1、小林　真之1、越川　憲明1（1日大　歯　薬理）
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CCKのマウス鼓索神経活動に及ぼす影響
○八坂　美沙1、安松　啓子1、仁木　麻由1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）
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閉口筋運動ニューロンに対する興奮性シナプス伝達のゲート機構に関与するTASK3電流の発現系における解析
○田中　千惠1,2、齋藤　充1、佐藤　元1、豊田　博紀1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理、2阪大　院歯　第二補綴）
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ストレス負荷卵巣摘出マウスにおいて、KCC2の発現減少によるGABA系の脱抑制が生じている可能性。そして、17α-エストラジオールによる改善
○塚原　飛央1、増原　正明1、薗村　貴弘2、植村　正憲1、佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　歯科薬理、2鹿大　院医歯　歯科機能形態）
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嗅覚訓練マウスを用いたDimethyl Sulfide 対する3,7-dimethyl terpene類の嗅覚マスキング作用の確認 
○長田　和実1（1北医大　歯　口腔生物　生理）
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脳血流動態における三叉―副交感神経性血管拡張反応の役割とそれらのGABA入力による機能修飾機構
○石井　久淑1、佐藤　寿哉1（1北医大　歯　生理）
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顎－頸協調運動が開口反応時間におよぼす影響
○宗形　芳英1、大須賀　謙二1、古山　昭1（1奥羽大　歯　口腔生理）
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咀嚼と食行動に及ぼす桂花の香り
○山本　隆1（1畿央大　健康科学　健康栄養）
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味覚中継核刺激によって誘発される島皮質での興奮伝播に対する嗅球刺激の効果
○溝口　尚子1,2、小林　真之2、村本　和世1（1明海大　歯　生理、2日大　歯　薬理）
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カプサイシン受容体TRPV1の遺伝子多型と口腔痛み感覚
○吉住　潤子1、宇都宮　怜子2、合島　怜央奈2,3、木附　智子1,2、城戸　瑞穂2（1九大　院歯　顔面口腔外科、2九大　院歯　口腔解剖、3佐賀大　医　歯科口腔外科）
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GLP-1受容体欠損マウスにおける選択的甘味抑制について
○岩田　周介1、安松　啓子1、高井　信吾1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）
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下歯槽神経損傷後に孤束核内で認めたマイクログリアの応答
○柿原　理奈1、諏訪部　武3、西川　泰央2、森田　章介1（1大歯大　院　口腔外科一、2大歯大　生理、3朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）
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覚醒サル一次体性感覚野ニューロンの熱刺激に対する応答特性
○海野　俊平1、岩田　幸一1（1日大　歯　生理）
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二日酔いでの口渇感はアセトアルデヒドが原因でおこる
○稲永　清敏1、氏原　泉1,2、人見　涼露1、小野　堅太郎1、柿木　保明2（1九歯大　歯　生理、2九歯大　歯　老年障歯）








P1-165




ビタミンC欠乏ラットの5基本味に対する鼓索神経応答
○安尾　敏明1、諏訪部　武1、硲　哲崇1（1朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）








P1-166




カプサイシンによって惹起される島皮質味覚野－自律機能関連領野間のθリズム同期化現象
○齋藤　充1、豊田　博紀1、佐藤　元1、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能）








P1-167




歯根膜侵襲刺激後の神経ペプタイドpituitary adenylate cyclase activating polypeptide(PACAP)の発現について
○北浦　英樹1、木村　桂介1、石田　匡彦1、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正）








P1-168




絶食条件下での味蕾における味覚情報伝達系に関わる分子の発現調節
○豊野　孝1、瀬田　祐司1、片岡　真司2、鬼頭　文恵3、豊島　邦昭1（1九歯大　歯　健康増進　口腔組織機能解析、2九歯大　歯　健康増進　頭頸部構造解析、3九歯大　歯　生体機能　老年障歯）








P1-169




PRIP蛋白の発現抑制はバレル皮質錐体細胞において一過性GABA抑制を強化する
○豊田　博紀1、齊藤　充1、佐藤　元1、兼松　隆2、平田　雅人3、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理、2広大　院医歯薬　歯科薬理、3九大　院歯　口腔細胞工）








P1-170




神経障害性疼痛モデルにおける酸化型ガレクチンの鎮痛効果について
○米原　典史1、寺澤　理恵1（1奥羽大　歯　歯科薬理）








P1-171




ラット顎下腺・舌下腺を支配する上唾液核ニューロンに対するオレキシンの興奮作用
○美藤　純弘1、佐藤　匡2、藤田　雅子1、小橋　基1、市川　博之1,2、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理、2東北大　院歯　口腔器官構造）








P1-172




乾燥による上皮細胞の乾燥は、さらなる乾燥を誘発する
○八田　あずさ1,2、黒瀬　雅之1、藤井　規孝2、山村　健介1（1新大　院医歯　口腔生理、2新大病院　総合診療）








P1-173




睡眠時の末梢刺激応答性変化に関わる神経機構の検討
○日野　峻輔1、加藤　崇雄1、堀江　憲夫1、下山　哲夫1、坂上　宏2、安達　一典2（1埼医大　総医セ　歯口外、2明海大　歯　薬理）








P1-174




環境ホルモン曝露ラットにおけるニオイ関連行動の解析
○藤本　哲也1、西川　泰央1（1大歯大　生理）








P1-175




味覚感受性に与える冷刺激の影響：性差
○藤山　理恵1、岡田　幸雄1、戸田　一雄1（1長大　院医歯薬　生体情報科学）








P1-176




上喉頭神経連続電気刺激は嚥下反射をどのように脱感作させるのか？
○辻　光順1、辻村　恭憲1、井上　誠1（1新大　院医歯　摂食・嚥下リハ）








P1-177




三叉神経上核プレモーターニューロンの形態学的および生理学的特性
○中村　史朗1、中山　希世美1、望月　文子1、吉田　篤2、井上　富雄1（1昭大　歯　口生理、2阪大　院歯　高次脳口腔機能）








P1-178




体性感覚誘発脳磁場による口唇感覚異常の客観的評価
○前澤　仁志1,2、吉田　和也3、美馬　達哉2、平井　喜幸1、舩橋　誠1、長峯　隆2,4、福山　秀直2（1北大　歯　口腔生理、2京大　医　脳機能セ、3京都医療セ　歯、4札医大　神経科学）








P1-179




大動脈減圧神経と三叉－舌神経刺激による孤束核吻側部ニューロン応答
○石塚　健一1、佐藤　義英1（1日歯大　新潟生命歯　生理）








P1-180




海馬学習依存的なAMPA受容体のCA1シナプスへの移行は、両側の背側海馬にみられ、腹側海馬ではみられない
○水野　潤造1、美津島　大1,2（1神歯大　院歯　口腔科学、2山口大　院医　システム神経科学）








P1-181




赤核刺激による開口反射の変調における外側網様核の関与
○佐藤　義英1、石塚　健一1、岩崎　信一1（1日歯大　新潟生命歯　生理）








P1-182




ラット咽頭及びその周囲組織におけるTRPV1とTRPV2の分布
○佐藤　匡1、矢島　健大2、狩野　充浩1、鈴木　敏彦1、市川　博之1（1東北大　院歯　口腔器官構造、2東北大　院歯　歯科保存）








P1-183




光学的膜電位測定によって観察されたラットバレル野における周期的同期化
○佐藤　元1、豊田　博紀1、齋藤　充1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理）








P1-184




連続舌運動課題遂行時における大脳体性感覚皮質のニューロン活動
○戸田　孝史1、工藤　忠明1、林　治秀1（1東北大　院歯　口腔生理）








P1-185




レプチンは甘味応答味細胞の甘味応答を特異的に抑制する
○吉田　竜介1、仁木　真由1、上瀧　将史1、高井　信吾1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）







筋





P1-186




咬合挙上によるラット咬筋の筋肥大と筋線維タイプの遅筋化にラパマイシンによるmTOR抑制が与える影響
○梅木　大輔1、大貫　芳樹2、新井　千博1、奥村　敏2、中村　芳樹1（1鶴見大　矯正、2鶴見大　生理）








P1-187




マウス舌筋走行のマイクロCTによる可視化
○岩崎　信一1、青柳　秀一2（1日歯大　新潟生命歯　生理、2日歯大　新潟生命歯　先端研）







教育





P1-188




歯科基礎医学の講義に替わるTBL（チーム基盤学習）の実践に必要な5Pシステムの改良
○葛城　啓彰1（1日歯大　新潟生命歯）








9月22日（日）　1Fイベントホール






解剖





P2-1




多視点3D解剖システムを用いた口腔領域の人体解剖学教育
○山合　友一朗1、大野　充昭2、伊原木　聰一郎3、窪木　拓男2（1岡大　院医歯薬　口腔機能解剖、2岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、3岡大　病院　口腔外科　病態）








P2-2




アクリル樹脂脈管注入鋳型法の改良
○諏訪　文彦1、上村　守1、竹村　明道1、戸田　伊紀1、方　一如2（1大歯大　解剖、2大歯大　歯科東洋）








P2-3




下顎隆起発生の起源に関する仮説
○崎山　浩司1、坂東　康彦1、瀧澤　将太1,2、天野　修1（1明海大　歯　解剖、2明海大　歯　口腔外科2）







発生





P2-4




GDD1/TMEM16E/Anoctamin 5遺伝子産物の機能解析
○飛梅　圭1、廣野　力1、杉田　誠1（1広大　院医歯薬保　基礎生命）








P2-5




イレッサ投与によるTGFβ3ノックアウトマウス胎児の口蓋裂表現型の薬理学的改善
○滝川　俊也1、引頭　毅2、高木　秀太1、今井田　千恵1（1朝日大　歯　口腔解剖、2朝日大　歯　口腔微生物）








P2-6




歯の発生過程における重要な血管形成調節因子
○春原　正隆1、佐藤　巌1（1日歯大　生命歯　解剖一）








P2-7




Fgfr1 conditional knock out mice derived ectopic chondrogenesis and osteogenesis in the cranial bone formation
○河井　まりこ1、山本　敏男1（1岡大　院医歯薬　口腔形態）








P2-8




マウス大腿骨における活性酸素除去酵素（SOD）の発現
○安部　仁晴1、柏原　祥顕2、菊地　隆太3、中川　敏浩1、渡邊　弘樹1（1奥羽大　歯　生体構造　口腔組織、2奥羽大　院歯　口腔組織構造生物、3奥羽大　院歯　顎口腔外科）








P2-9




両生類Xenopus laevis（アフリカツメガエル）におけるDMP1遺伝子の同定および発現解析
○米倉　智子1、本間　宏実1、桜井　敦朗1、森口　美津子2、見明　康雄2、豊澤　悟3、新谷　誠康1（1東歯大　小児歯、2東歯大　超微、3阪大　歯　病理）








P2-10




歯髄細胞クローンの分化能の違いによる遺伝子発現の変動
○小林　朋子1、鳥居　大祐1、筒井　健夫1、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理）








P2-11




筋発生関連因子における筋関連 microRNA 標的の進化
○安藤　準1、山根　明1（1鶴見大　歯　物理）







再生





P2-12




Cytokines-induce matrix metalloproteinase（MMP)-3 regulated cell proliferation in odontoblast-like cell derived from mouse embryonic stem（ES）cells 
○檜山　太希1、尾関　伸明1、山口　秀幸1、中田　和彦1、茂木　眞希雄2、中村　洋1（1愛院大　歯　歯内治療、2愛院大　薬　生体機能化学）








P2-13




α7 integrin-positive human skeletal muscle stem cells differentiate into odontoblast-like cells with induction of altered adhesive and migratory phenotype 
○尾関　伸明1、茂木　眞希雄2、山口　秀幸1、檜山　太希1、中田　和彦1、中村　洋1（1愛院大　歯　歯内治療、2愛院大　薬　生体機能化学）








P2-14




Thymosin beta 4遺伝子導入による歯原性上皮細胞の作製
○藤原　弘明1、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、木原　槇子1,2、長谷川　佳那1,3、染矢　祐孝1,4、坂井　英隆1（1九大　院歯　口腔病理、2九大　院歯　歯科矯正、3九大　院歯　歯科保存、4九大　院歯　口腔機能修復）








P2-15




培養ヒト歯根膜細胞の特性と硬組織形成能の解析
○鳥居　大祐1、古西　清司2、後藤　真一3、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理、2日歯大　生命歯　微生物、3日歯大　新潟生命歯　理工）








P2-16




マウス歯肉上皮由来角化細胞へのThymoisn beta 4遺伝子導入による歯原性上皮細胞誘導
○染矢　祐孝1,2、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、藤原　弘明1、木原　槇子1,3、長谷川　佳那1,4、古谷野　潔2、坂井　英隆1（1九大　院歯　口腔病理、2九大　院歯　インプラント・義歯補綴、3九大　院歯　歯科矯正、4九大　院歯　歯科保存）








P2-17




ヒト乳歯歯髄組織由来の不死化細胞は骨および脂肪細胞への分化能を持つ
○赤澤　友基1、長谷川　智一1、帖佐　直幸2、吉村　善隆3、浅川　剛吉4、石崎　明2、岩本　勉1,5（1徳大　病院　小児歯、2岩医大　生化 細胞情報、3北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理、4昭大　スペシャルニーズ口腔医学　障害者歯科、5徳大　院HBS　医療創生科学　社会環境衛生　小児歯）








P2-18




間葉系幹細胞が分泌するSCRG1は骨分化を抑制する
○青松　恵美子1、帖佐　直幸2、衣斐　美歩2、客本　斎子2、加茂　政晴2、長谷川　智一3、佐藤　和朗1、三浦　廣行1、石崎　明2（1岩医大　歯　矯正、2岩医大　生化　細胞情報、3徳大　院HBS）








P2-19




両生類歯槽骨の再生過程おける甲状腺ホルモンレセプターの発現について
○三輪　容子1、春原　正隆1、山口 　泰平2、佐藤　巌1（1日歯大　生命歯　解剖1、2鹿大　院医歯　健康科学　発生発達成育）








P2-20




抜歯創治癒に関与する骨髄由来細胞の動態について
○佐藤　泰生1（1岩医大　病理　病態解析）








P2-21




HDACi処理細胞移植による骨増成法の検討
○江口　香里1、秋葉　陽介1,2、秋葉　奈美1,2、北見　恩美1,3、加来　賢1、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体歯科補綴、2新大　医歯学総合病院、3日本学術振興会）








P2-22




複数サイトカインによる同時刺激は間葉系幹細胞の骨分化誘導能を促進する
○横田　潤1、帖佐　直幸2、高橋　典子2、衣斐　美歩2、客本　斉子2、加茂　政晴2、長谷川　智一3、近藤　尚知1、石崎　明2（1岩医大　歯　インプラント、2岩医大　生化　細胞情報、3徳大　院HBS）








P2-23




象牙芽細胞様細胞に対する多血小板血漿の作用
○Yeom kyounghun1,2、鷲尾　絢子1、有吉　渉2、北村　知昭1、西原　達次2（1九歯大　保存治療、2九歯大　感染生物）







歯牙





P2-24




ラット臼歯矯正移動時における歯髄内prostanoid receptorの遺伝子発現と免疫組織学的局在解析
○大倉　直人1、大倉　麻里子2、重谷　佳見1、吉羽　永子1、吉羽　邦彦1、齋藤　功2、興地　隆史1（1新大　院医歯　う蝕、2新大　院医歯　歯科矯正）








P2-25




ヒト歯髄幹細胞に対するビリルビンの影響
○星野　慶弘1、山座　孝義2、馬　蘭1、山座　治義1、野中　和明1（1九大　院歯　小児口腔医学、2九大　院歯　分子口腔解剖）








P2-26




歯胚初代上皮細胞における結合組織増殖因子CCN2の発現とその役割
○志茂　剛1、栗尾　奈愛1、奥井　達雄1、黒田　大雅1、松本　憲一1、堀切　優1、伊原木　聰一郎1、吉岡　徳枝1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）








P2-27




トガリネズミの上顎臼歯の咬頭形成順序
○山中　淳之1、岩井　治樹1（1鹿大　院医歯　歯科機能形態）








P2-28




硬骨魚類条鰭類ガーの歯とガノイン鱗の比較
○笹川　一郎1、石山　巳喜夫2、横須賀　宏之2、三上　正人3、内田　隆4（1日歯大　新潟生命歯　先端研、2日歯大　新潟生命歯　解剖二、3日歯大　新潟生命歯　微生物、4広大　院医歯薬　口腔細胞生物）








P2-29




皮下移植歯の歯髄腔内に形成される骨様組織の由来
○細矢　明宏1、雪田　聡2、吉羽　邦彦3、吉羽　永子3、笠原　悦男4（1松歯大　解剖2、2静大　教育　理科教育、3新大　院医歯　う蝕、4松歯大　保存2）








P2-30




小児における齲蝕と遺伝的要因についての検討
○下村-黒木　淳子1、竜　佑宗1、梨田　智子2（1日歯大　新潟生命歯　小児歯、2日歯大　新潟生命歯 生化）








P2-31




AKTシグナルがグリコーゲン代謝を促進しエナメル芽細胞分化を誘導する
○依田　浩子1、大島　勇人1、原田　英光2（1新大　院医歯　硬組織形態、2岩医大　解剖　発生生物・再生医学）








P2-32




レーザー照射による齲蝕予防に関する研究－μCT 法による表層下脱灰と再石灰化の観察
○柬理　頼亮1、岡田　康男1（1日歯大　新潟生命歯　病理）








P2-33




合成ペプチドによるin vitro石灰化阻害
○藤沢　隆一1、田村　正人1（1北大　歯　口腔生化）








P2-34




Guaiacolは象牙芽細胞のTRPV3チャネルに作用する
○隝田　みゆき1、津村　麻記2、佐藤　正樹2、Sobhan Ubaidus2、田崎　雅和2、澁川　義幸2（1東歯大　口腔健康臨床科学　小児歯科、2東歯大　生理）








P2-35




ヒト乳歯歯髄細胞におけるSDF-1の発現調節機構
○長谷川　智一1、赤澤　友基1、帖佐　直幸2、吉村　善隆3、浅川　剛吉4、石崎　明2、岩本　勉1,5（1徳大　病院　小児歯、2岩医大　生化 細胞情報科学、3北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理、4昭大　スペシャルニーズ口腔医学　障害者歯、5徳大　院 HBS　医療創生科学　社会環境衛生　小児歯）
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ラット切歯エナメル芽細胞におけるPrickleの局在
○西川　純雄1、川本　忠文2（1鶴見大　歯　生物、2鶴見大 歯 RI研究セ）
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ヒト上顎第一大臼歯、第二乳臼歯におけるエナメル象牙境とエナメル質外表面の幾何学的形態解析
○森田　航1（1京大　理　自然人類）
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ラット歯胚の象牙芽細胞におけるLEF1のユビキチン化
○森口　美津子1、見明　康雄1、山口　康昭2、藤関　元也1、山本　仁1（1東歯大　口腔超微構造、2新潟医療福祉大　医療技術　理学療法）








P2-39




ヒト歯髄組織からoutgrowthする細胞による組織構築に関する研究
○吉羽　永子1、吉羽　邦彦1、大倉　直人1、細矢　明宏2、中村　浩彰2、興地　隆史1（1新大　院医歯　う蝕、2松歯大　解剖2）
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Micro CT image versus transparent specimen findings of extracted Japanese mandibular incisors' root canal formation
○亀本　博雅1、勝又　明敏1、喜多　奏1（1朝日大　歯　歯科放射線）
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肺魚歯板の高石灰化組織petrodentine形成過程の組織化学的解析と象牙芽細胞のcell cycleの一過程におけるグリコーゲンの蓄積
○岡　俊哉1、三上　正人2、石山　巳喜夫3（1日歯大　新潟生命歯　生物、2日歯大　微生物、3日歯大　解剖2）







口腔粘膜
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ネコ糸状乳頭の上皮乳頭および微細血管構築の部位による形態差
○竹村　明道1、疋田　勝也1、諏訪　文彦1（1大歯大　解剖）
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味蕾におけるカドヘリンの発現
○瀬田　祐司1、鬼頭　文恵1、豊野　孝1、片岡　真司1、豊島　邦昭1（1九歯大　歯　口腔組織）
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ケラチノサイトのカルシウム分化誘導による細胞接着分子発現変化
○宮崎　綾子1,2、大久保　つや子2、八田　光世2、石川　博之1、山崎　純2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　細胞分子生物）
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口腔粘膜上皮の過形成病変におけるデスモゾーム関連遺伝子の発現
○落合　隆永1、中野　敬介1、長谷川　博雅1（1松歯大　口腔病理）







歯周組織
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セメント芽細胞が発現するF-spondinの抗炎症作用に関する検討
○北川　雅恵1、宮内　睦美2、岡　広子3、外丸　祐介4、高田　隆2,3（1広大　病院　口腔検査セ、2広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態、3広大　院医歯薬保　国際歯科医学連携開発、4広大　自然科学研究支援開発セ）
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ストレス関連物質による歯周細胞増殖因子への影響
○定岡　直1、川原　一郎1、八上　公利2、牧　茂2（1松歯大　口腔衛生、2松歯大　社会歯）
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歯周炎患者歯周靭帯由来幹細胞の免疫調節能に対するエリスロポイエチンの影響
○増田　啓太郎1、山座　孝義2、馬　蘭3、星野　慶弘3、樋口　勝規1、久木田　敏夫2（1九大　病　口腔総合診療、2九大　院歯　分子口腔解剖、3九大　院歯　小児歯）
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顎顔面部血管注入法による歯周組織微細血管観察法の検討
○松尾　雅斗1,2、飯村　彰1,2（1神歯大　口腔科学、2横須賀・湘南地区災害医療歯科学研究セ）
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セメント質初期形成における上皮鞘細胞と歯小嚢細胞の動態について
○山本　恒之1、長谷川　智香1、山本　知真也1、本郷　裕美1、山田　珠希1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化）
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ラット歯肉由来間葉系幹細胞による硬組織形成について
○高橋　智美1、牛島　夏未1、滝田　裕子1、飯塚　正1（1北大　院歯　学術支援）
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光機能化処理インプラントにおける実験的炎症時の周囲組織変化について
○高橋　俊介1、高橋　聡子1、松尾　雅斗1（1神歯大　口腔科学）
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矯正治療に伴う痛みの定量評価：動物モデルによる解析
○安達　一典1、佐々木　会2、須田　直人2、坂上　宏1（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　矯正）
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歯科矯正学的メカニカルストレスが惹起するHSP47のマウス歯根膜細胞における局在変化
○村岡　理奈1、中野　敬介2、山田　一尋1、川上　敏行2（1松歯大　歯科矯正、2松歯大　院　硬組織疾患病態解析）
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実験的歯の移動による歯根周囲の破骨細胞の活性化は感覚神経-中枢-交感神経のループを介して惹起される
○近藤　久貴1、近藤　真代1,2、宮澤　健2、後藤　滋巳2、戸苅　彰史1（1愛院大　歯　薬理、2愛院大　歯　矯正）
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ラット切歯の歯周組織におけるオキシタラン線維の発達―エナメル質側とセメント質側の比較
○井上　孝二1、原　矢委子2、佐藤　哲二2（1鶴見大　歯　電顕研究セ、2鶴見大　歯　解剖・組織細胞）







唾液・唾液腺
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ラット耳下腺分泌顆粒に特異的なpHインジケーターの合成と応用
○福島　美和子1、加藤　治1、横山　愛1、吉垣　純子1（1日大　松戸歯　生理）
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メタンフェタミン断薬ストレスはラット唾液腺において PACAP-DBI pathway を活性化し唾液分泌を抑制する
○大久保　みぎわ1、四宮　敬史1、塚越　絵里1、川口　充1（1東歯大　薬理）
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NODマウス耳下腺腺房細胞における抗菌性タンパク質の発現
○梨田　智子1、吉江　紀夫2、佐藤　律子3、今井　あかね1、下村　浩巳1（1日歯大　新潟生命歯　生化、2日歯大　新潟生命歯　解剖2、3日歯大　新潟短大）
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唾液中グリシンとプロリンは年齢と歯周病に非依存的に一定の比率を示す
○田中　庄二1、秋田　紗世子1、片山　直1,2、坂上　宏3、杉本　昌弘4（1明海大　歯　口腔診断、2明海大　歯　保存修復、3明海大　歯　薬理、4慶大　先端生命科学研）
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ヒト唾液腺HSG細胞における構成的なAQP5の取り込み
○長谷川　敬展1、姚　陳娟1、赤松　徹也1、吉村　弘1（1徳大　院HBS　口腔分子生理）
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唾液腺再生におけるサチライシン様前駆体蛋白質変換酵素PACE4の関与
○赤松　徹也1、姚　陳娟1、長谷川　敬展1、吉村　弘1（1徳大　院HBS　口腔分子生理）
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ウイルスベクターを用いた発光および蛍光プローブの唾液腺細胞への導入と機能解析
○森田　貴雄1、根津　顕弘1、東城　庸介2、谷村　明彦1（1北医大　歯　薬理、2北医大　生物物理）








P2-64




唾液中ヒスタチンmRNAレベルと口腔環境衛生との相関性
○佐藤　律子1、梨田　智子2、三上　正人3、今井　あかね2（1日歯大　新潟短大、2日歯大　新潟生命歯　生化、3日歯大　新潟生命歯　微生物）
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唾液ヒスタチンによる熱ショック蛋白質のToll様受容体リガンド効果抑制機序
○今村　泰弘1,2、王　宝禮3（1松歯大　薬理、2松歯大　院　遺伝創薬、3大歯大　教育開発）
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赤色蛍光強発現tgマウス唾液腺細胞の蛍光発現に関する研究
○古川　真司1、畠山　慧1、堀　智樹1、石崎　明2、大塚　正人3、藤村　朗4、金野　吉晃1、清野　幸男1、三浦　廣行1（1岩医大　歯　口腔保健育成　歯科矯正、2岩医大　生化　細胞情報科学、3東海大　医　基礎医学系分子生命科学、4岩医大　解剖　機能形態）
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腺様嚢胞癌におけるABCG2およびCD133の免疫組織学的検索
○玉村　亮1、辻極　秀次2、岡田　裕之1、寒河江　登志朗1、長塚　仁2（1日大　松戸歯　解剖2、2岡大　院医歯薬　口腔病理）
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異なる咀嚼負荷飼育マウスの唾液腺に対するDNAチップ解析
○河原　和子1、森田　克也2、清水　慶隆3、二川　浩樹1（1広大　院医歯薬保　口腔生物工、2広島文化学園大 院看護　薬理、3広大　院医歯薬保　歯科麻酔）
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マウス唾液腺の発生過程におけるPACAPレセプター局在の解析
○野中　直子1、中村　雅典1（1昭大　歯　口腔解剖）
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X線照射されたマウスの胎仔期の顎下腺に対するアミノチオール系防護剤の効果
○那須　優則1、中原　貴2、井出　吉昭2（1日歯大　生命歯　共同研セ、2日歯大　生命歯　発生・再生）
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糖尿病モデルラット大唾液腺に対するショウガ投与の影響について
○池田　利恵1,2、佐藤　住美江2、菊池　憲一郎2（1日歯大東京短大　歯科衛生、2日歯大　生命歯　解剖2）
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マウス顎下腺原基の分枝形態形成におけるShhの影響
○水越　堅詞1、小山　典子1、林　徹1、村上　政隆2、杉谷　博士3、松浦　幸子3、柏俣　正典1（1朝日大　歯　歯科薬理、2生理研　細胞器官、3日大　獣医　生化）
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胎生12日齢と胎生13日齢のマウス顎下腺原基の違いについて
○小山　典子1、水越　堅詞1、林　徹1、柏俣　正典1（1朝日大　歯　歯科薬理）







骨代謝
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進行性骨化性線維異形成症から同定された2種類のALK2変異体はII型受容体に対する感受性が異なる
○藤本　舞1,2、大澤　賢次1、古株　彰一郎1、須田　直人2、片桐　岳信1（1埼医大　ゲノム　病態生理、2明海大　歯　歯科矯正）
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Rab14 GTPaseのCCN2/CTGF結合因子としての同定、およびこれらの相互作用が軟骨細胞の小胞輸送に及ぼす役割
○星島　光博1,2、服部　高子1、青山　絵理子3、西田　崇1、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　病院　矯正歯科、3岡大　歯　機能系共同）
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PKRは炎症性骨破壊において重要な役割を果たしている
○寺町　順平1、森本　景之2、羽地　達次1（1徳大　院HBS　口腔組織、2産医大　医　解剖）








P2-77




腱細胞による骨芽細胞の制御
○和田　悟史1、島田　明美2、中村　芳樹1、中島　和久2、二藤　彰2（1鶴見大　歯　矯正、2鶴見大　歯　薬理）
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エストロゲンの骨芽細胞様MC3T3-E1細胞の各種ATPaseに対する作用
○孔　令群1、鈴木　邦明2、出山　義昭1、工藤　智也1、吉村　善隆1（1日の出歯科診療所、2北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理）
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流体剪断応力により重合したアクチンによりCCN2の発現と骨芽細胞の分化は誘導される
○本城　正1、久保田　聡2、上岡　寛3、山城　隆4、滝川　正春2、山本　照子5（1鳥大　医附属病院　口腔外、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3岡大　院医歯薬　歯科矯正、4阪大　院歯　顎顔面矯正、5東北大　院歯　顎口腔矯正）
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メカニカルストレスに対する歯槽骨SOSTmRNAの経時的発現変動
○藤原　敦1、渡邊　竜太2、青木　啓太1,3、矢野　航2、佐藤　和彦2、小萱　康徳2、北井　則行1、江尻　貞一2（1朝日大　院歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔解剖、3朝日大　歯　歯科放射線）
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メカニカルストレスによって歯槽骨に生じる応力分布とsclerostin免疫局在の変化について
○渡邉　竜太1、青木　啓太2,3、藤原　敦2、矢野　航1、佐藤　和彦1、小萱　康徳1、北井　則行2、江尻　貞一1（1朝日大　歯　口腔解剖、2朝日大　歯　歯科矯正、3朝日大　歯　歯科放射線）
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W9ペプチドの破骨細胞形成抑制作用と骨芽細胞分化促進作用
○中村　美どり1,2、宇田川　信之1,2、青木　和広3、大谷　啓一3（1松歯大　生化、2松歯大　総歯研、3東医歯大　院医歯薬　硬組織薬理）
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p130Casの破骨細胞における骨吸収能発現のメカニズム
○大澤　賢次1,2、福島　秀文1、田村　幸彦3、青木　和広3、大谷　啓一3、牧　憲司4、自見　英治郎1（1九歯大　分子情報生化、2埼医大　ゲノム　病態生理、3東医歯大　硬組織薬理、4九歯大　口腔機能発達）








P2-84




骨折治癒過程におけるソニックヘッジホッグの役割
○松本　憲一1、堀切　優1、志茂　剛1、栗尾　奈愛1、奥井　達雄1、黒田　大雅1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）
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骨シアロ蛋白質(BSP)遺伝子のRunx2による転写調節機構の解明
○山内　雅人1（1神歯大　院歯　高度先進口腔医学）
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Sanguisorba officinalis由来化学成分の破骨細胞分化に対する影響
○坂井　詠子1、岩竹　真弓1、西下　一久1、福間　裕1、岡元　邦彰1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）
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機械的刺激はDC-STAMPの発現抑制によりRAW264.7細胞の破骨細胞分化誘導を抑制する
○吉村　善隆1、亀山　純香1,2、長谷川　智一3、出山　義昭1、鈴木　邦明1、飯田　順一郎2（1北大　院歯　細胞分子薬理、2北大　院歯　歯科矯正、3徳大　病院　小児歯）
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破骨細胞の分化抑制に関するザクロポリフェノールの作用メカニズムの解明
○岩竹　真弓1、坂井　詠子1、西下　一久1、岡元　邦彰1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）
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骨折治癒過程におけるTRPV4チャネルの関与
○沖　雄二1、合島 　怜央奈1、畠山 　純子1、大崎　康吉1、張　旌旗1、村田　直久1、木附　智子1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖）
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Effect of VCAM-1 on the osteoclast differentiation in RAW264.7 cells
○林　寛1、氏井　庸介1、合田　征司2、池尾　隆2、松本　尚之1（1大歯大　院歯　矯正、2大歯大　院歯　生化）
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ヒト骨肉腫由来MG-63細胞培養上清中の破骨細胞分化制御因子
○唐木田　丈夫1、山越　康雄1、大井田　新一郎1（1鶴見大　歯　分子生化）
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破骨細胞分化の後期に産生されるWnt1は破骨細胞機能を促進する
○天野　滋1、大森　喜弘1（1明海大）
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膜ナノチューブを介する破骨前駆細胞間融合の走査電顕的解析
○張　旌旗1、高橋　良1,3、久木田　明子2、成松　加奈子1,4、上原　範久1、山座　孝義1、城戸　瑞穂1、久木田　敏夫1（1九大　歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　微生物、3九大　歯　咀嚼機能再建、4九大　歯　矯正）
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牽引力はCTGFシグナルを介して頭蓋縫合における血管形成を促進する
○竹下　信郎1、長谷川　正和1、関　大輔1、宮下　俊郎1、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正）








P2-95




ケルセチンは膜型エストロゲン受容体 GPR30 を介して破骨細胞の分化を抑制する
○増原　正明1、塚原　飛央1、佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　歯科薬理）
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RANKLによりVenusを発現誘導するマクロファージレポーター細胞株の作成と破骨細胞分化の解析
○久木田　明子1、久木田　敏夫2（1佐賀大　医　微生物、2九大　院歯　口腔分子細胞）
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RAW264.7細胞の破骨細胞分化に及ぼすIL-17Aの影響
○井上　博1、堂前　英資2、合田　征司2、内橋　賢二1、西川　泰央1（1大歯大　生理、2大歯大　生化）







生理活性物質
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ラッパウニの大型叉棘に由来する新規レクチンの精製
○中川　秀幸1、篠原　光子2、西五辻　理江2、大浦　清2（1徳大　院　環境共生、2大歯大　薬理）
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骨芽様培養細胞MC3T3-E1のアルカリ性ホスファターゼ活性を増加する血清中因子について
○戸円　智幸1、深田　哲也1、橋本　修一1（1日歯大　生命歯　共同研　アイソトープ研究施設）
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EGFによるPDL由来EPCの増殖、分化制御
○木村　仁迪1,2、大久保　直登1、帖佐　直幸1、衣斐　美歩1、客本　斉子1、加茂　政晴1、金野　吉晃2、三浦　廣行2、石崎　明1（1岩医大　生化　細胞情報、2岩医大　歯　矯正）







代謝
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D-dopachrome tautomeraseのインスリン抵抗性改善機序に関連する分子の探索
○岩田　武男1、石本　恭子2、水澤　典子1、吉本　勝彦1（1徳大　院HBS　分子薬理、2徳大　院HBS　口腔顔面矯正）
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タイプ1型と2型糖尿病マウスにおける腎リンパ管新生
○内山　貴誠1、高田　俊輔1、敦賀　英知2、畠山　雄次2、石川　博之1、沢　禎彦2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　生体構造）
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膵島からのインスリン分泌におけるアデノシン受容体の役割
○大谷　政博1、大浦　清1（1大歯大　薬理）
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Regulation of insulin secretion by phospholipase C-related catalytically inactive protein
○浅野　智志1、兼松　隆1（1広大　院医歯薬保　細胞分子薬理）
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発育期における塩分制限が顎骨・歯の形成に及ぼす影響
○乾　千珠子1、上田　甲寅1、中塚　美智子1、隈部　俊二1、安　春英1、松田　哲史1、岩井　康智1（1大歯大　口腔解剖）
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一口量とBMIとの関係
○塩澤　光一1、奥村　敏1（1鶴見大　歯　生理）
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Molecular characterization of PRIP as an adaptor protein of Akt
○杉山　悟郎1、竹内　弘2、長野　公喜1、大谷　崇仁1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九歯大　院歯　口腔応用薬理）
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ホスホイノシチド代謝と連繋したTRPC3,C6,C7チャネルにおける自律的制御機構の解明
○今井　裕子1、吉本　尚平1,2（1九大　病院　全身管理歯、2九大　院歯　口腔細胞工）







炎症・免疫
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マウス顔面皮膚の急性炎症疼痛発症に対する三叉神経脊髄路核尾側亜核ニューロンAMPA受容体サブユニトGluR2およびGluR3 traffickingの関与
○坪井　美行1、岩田　幸一1（1日大　歯　生理）
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ミエロペルオキシダーゼ－過酸化水素－クロライド系による膵エラスターゼの損傷
○尾西　みほ子1、小田島　武志2（1北医大　歯　生化、2札幌基礎医学教育学研究所）
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IL-4による一酸化窒素合成酵素遺伝子NOS2の発現抑制機構
○廣井　美紀1、山口　花1、大森　喜弘1（1明海大　歯　口腔生物再生医工　微生物）
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IL-1βで刺激した歯肉線維芽細胞、歯根膜線維芽細胞に対する立効散の抗炎症効果の検討
○堀江　憲夫1,4、加藤　崇雄1、日野　峻輔1、長尾　隆英2、安達　一典2、金子　忠良3,4、下山　哲夫1、草間　薫4、坂上　宏2（1埼医大　医セ　歯口外、2明海大　歯　薬理、3日大　歯　口外、4明海大　歯　病理）
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抗原塗布後における舌下粘膜樹状細胞の特徴
○張　晨陽1、大野　建州1、東　みゆき1（1東医歯大　院医歯　分子免疫）
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前癌病変における腫瘍関連マクロファージの局在とその分化誘導機構の解析
○森　一将1、廣井　美紀2、嶋田　淳1、大森　喜弘2（1明海大　歯　病態診断治療　口腔顎顔面外科1、2明海大　歯　口腔生物再生医工　微生物）
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カラゲニン誘発局所炎症反応に対するデクスメデトミジンの抑制作用
○助川　信太郎1、長塚　仁2、宮脇　卓也1（1岡大　院医歯薬　歯科麻酔、2岡大　院医歯薬　口腔病理）
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マウス扁平上皮癌細胞におけるIFNγ耐性機構
○山口　花1、廣井　美紀1、大森　喜弘1（1明海大　歯　微生物）
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ユージノールの口腔内細胞による炎症性サイトカイン産生に及ぼす影響
○高　泰浩1、齊藤　嘉大2、村上　幸生1、片山　直1,3、坂上　宏2（1明海大　歯　口腔診断、2明海大　歯　薬理、3明海大　歯　保存修復）
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Kaedeトランスジェニックマウスを利用した歯髄から所属リンパ節に遊走する樹状細胞の同定
○Bhingare Arundhati1、大野　建州1、張　晨陽1、東　みゆき1（1東医歯大　院医歯　分子免疫）
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ストレス環境下における消化器粘膜でのmouse β-defensin-3の発現
○川嶋　理恵1、清水　智子2、山本　裕子2、松木　千紗2、林　隆司2、東　雅啓2、近藤　裕介2,3、猿田　樹里2、槻木　恵一2（1自医大　院医　口外、2神歯大　院　環境病理、3東海大　医　病理診断）








P2-120




ラット炎症惹起歯髄におけるプロスタグランジン E 産生酵素の発現にあたえる酸化亜鉛ユージノール練和物の影響
○深田　哲也1、戸円　智幸1、橋本　修一1（1日歯大　生命歯　共同利用研究セ　アイソトープ研究施設）
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Effects of Rac1 on the production of MMP-3 by TNF-α
○小正　玲子1、合田　征司2、吉川　一志1、池尾　隆2、山本　一世1（1大歯大　保存、2大歯大　生化）








P2-122




新規アディポカインapelinによる炎症応答に対する影響
○小原　成将1、秋房　住郎3、臼井　通彦1、笠井　宏記1、沖永　敏則2、有吉　渉2、西原　達次2（1九歯大　歯　歯周、2九歯大　歯　感染分子生物、3九歯大　口保　口腔保健管理）
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シグナル伝達分子MyD88は顎下腺におけるB-1細胞浸潤の制御と唾液中の抗体産生の調節に関与する
○引頭　毅1、滝川　俊也2、柴田　健一郎3（1朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物、2朝日大　歯　口腔構造機能発育　口腔解剖、3北大　院歯　口腔病態　口腔分子微生物）







腫瘍
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エナメル上皮腫および角化嚢胞性歯原性腫瘍に関する研究
○宮崎　裕司1、井上　ハルミ1、菊池　建太郎1、草間　薫1（1明海大　歯　病理）
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口腔顎顔面領域の悪性リンパ腫におけるBAFF-Rの発現についての免疫組織化学的研究
○岡田　康男1（1日歯大　新潟生命歯　病理）
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ヒト口腔がん細胞株のside population細胞における遺伝子発現プロファイル
○野崎　中成1、西五辻　理江2、大浦　清1（1大歯大　薬理、2大歯大　院　薬理）
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Pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1（HPIP）は口腔扁平上皮癌の浸潤を制御する
○入江　太朗1、外薗　知恵1、安原　理佳1、田中　準一1、河野　葉子1、山本　剛1、美島　健二1（1昭大　歯　口腔病態診断　口腔病理）








P2-128




マウス口腔扁平上皮癌(Sq1979)の進展が脾細胞IFN-γ産生能に及ぼす影響
○東　康加1、神谷　真子2、稲垣　俊弘3、川木　晴美2、髙山　英次2、櫻井　学1、智原　栄一1、近藤　信夫2（1朝日大　歯　歯科麻酔、2朝日大　歯　口腔生化、3朝日大　歯　口腔外科）
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エナメル上皮腫に発現するHSP27の免疫組織化学的検討
○中野　敬介1、久保　勝俊2、杉田　好彦2、前田　初彦2、長谷川　博雅1、川上　敏行1（1松歯大　院　硬組織疾患病態解析、2愛院大　歯　口腔病理）
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WISP1/CCN4: 前立腺癌の増殖・骨転移に対する新規標的因子
○大野　充昭1,2、窪木　拓男1、Young Marian2（1岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、2アメリカ国立衛生研究所）
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エナメル上皮腫細胞のRANKLおよび細胞外Ca2+による奇異な形態変化および形質転換
○森田　浩光1、吉本　尚平1,2、中村　誠司3、平田　雅人2（1九大　病院　全身管理歯科、2九大　院歯　口腔細胞工、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）
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口腔扁平上皮癌におけるソニックヘッジホッグの血管新生因子としての役割
○黒田　大雅1、栗尾　奈愛1、志茂　剛1、伊原木　聰一郎1、奥井　達雄1、堀切　優1、松本　憲一1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）
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2型糖尿病治療薬メトホルミン塩酸塩の口腔扁平上皮癌に対する腫瘍増殖抑制効果
○栗尾　奈愛1、志茂　剛1、黒田　大雅1、松本　憲一1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）
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Significance of podoplanin expressing stromal fibroblasts in oral squamous cell carcinoma
○井上　ハルミ1、菊池　建太郎1、宮崎　裕司1、草間　薫1（1明海大　歯　病理）







薬理作用
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ユージノール暴露後の口腔内細胞における代謝変動
○齊藤　嘉大1、高　泰浩2、村上　幸生2、田中　庄二2、片山　直2、坂上　宏1、杉本　昌弘3（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　口腔診断、3慶大　政策・メディア研究科）
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がん性疼痛緩和治療における血小板活性化因子(PAF)阻害薬の有用性
○本山　直世1、森田　克也2、北山　友也3、兼松　隆3、栗原　英見4、土肥　敏博5（1広大　院医歯薬保　健康増進歯学、2広島文化学園大　院看護　薬理、3広大　院医歯薬保　細胞分子薬理、4広大　院医歯薬保　歯周病態、5日薬大　薬物治療）
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Zoledronateの細胞障害におけるミトコンドリアの変化について
○田島　雅道1、坂上　宏1（1明海大　歯　病態診断治療　薬理）
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ヒト口腔癌細胞に傷害活性を有する新規イソキノリン誘導体類のデザイン（その3）
○石原　真理子1、山内　雅司2（1明海大　歯　口腔生物再生医工　基礎化学、2明海大　歯　社会健康科学　医療情報）
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ホルマリン刺激に対するキトサンオリゴ糖の鎮痛作用
○寺澤　理恵1、小磯　和夫1、米原　典史1（1奥羽大　歯　歯科薬理）
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フッ化ナトリウム暴露後の口腔内細胞における代謝変動
○坂上　宏1、田中　庄二2、片山　直2,3、Garcia Contreras Rene1,4、杉本　昌弘5（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　口腔診断、3明海大　歯　保存修復、4メキシコ州立自治大、5慶大　先端生命科学研）
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ユージノールのTRPV1チャネルに対する抑制機構解明
○吉田　卓史1、高橋　かおり2、若森　実1（1東北大　院歯　歯科薬理、2東北大　歯）
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漢方薬、漢方成分及びグリチルリチンの紫外線に対する細胞保護作用
○加藤　崇雄1、日野　峻輔1、堀江　憲夫1,2、金子　忠良2,4、下山 　哲夫1、草間　薫2、坂上　宏3,5（1埼医大　総セ　歯口外、2明海大　歯　病理、3明海大　歯　MPL、4日大　歯　口外、5明海大　薬理）
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過酸化水素を担持した殺菌性歯科用レジンに対するメラノイジンの効果
○井上　貴一朗1、水野　守道2、高橋　茂1、牛島　夏未3、中島　利徳1、松村　馨1、土門　卓文1（1北大　院歯　口腔機能解剖、2北大　院歯　口腔分子生化、3北大　院歯　学術支援）







微生物
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密度勾配遠心法で精製されたPorphyromonas gingivalis外膜ヴェシクル～その構造と機能～
○中尾　龍馬1、泉福　英信1（1感染研　細菌1）
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P. gingivalis ジンジパインによるPI3K/Akt経路の抑制機序
○中山　真彰1、井上　哲圭1、中山　浩次2、大原　直也1（1岡大　院医歯薬　口腔微生物、2長大　院医歯薬　口腔病原微生物）
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A群レンサ球菌は宿主カルパインの活性化を介して上皮バリアを突破する
○住友　倫子1、中田　匡宣1、寺尾　豊2、川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌、2新大　院医歯　微生物）
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マルトオリゴ糖の分解に関与するS. mutans malQ遺伝子の特徴付け
○佐藤　裕1、柴山　和子2、東　俊文1,3（1東歯大　生化、2東歯大 微生物、3東歯大 口科研セ）
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口腔におけるRothia aeriaの分布と薬剤耐性
○續橋　治1、内堀　聡史2、福本　雅彦1（1日大　松戸歯　歯科臨床検査医学、2日大　松戸歯　クラウンブリッジ補綴）
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ゾウ口腔から分離したStreptococcus salivarius様菌について
○齋藤　真規1、高田　和子1、平澤　正知1（1日大　松戸歯　口腔微生物）
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ヒト・プラークの糖アルコール代謝：メタボロミクス的アプローチ
○鷲尾　純平1、高橋　信博1（1東北大　院歯　口腔生化）
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環境ストレスに応答する Porphyromonas gingivalis non-coding RNAの検索
○平塚　浩一1（1日大　松戸歯　生化・分子生物）
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咽頭におけるRothia aeriaの分布および口腔分離株との遺伝子型の比較
○内堀　聡史1、續橋　治2（1日大　松戸歯　クラウンブリッジ補綴、2日大　松戸歯　歯科臨床検査医学）
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Candida albicans によるIL-1β産生誘導のメカニズム
○長谷部　晃1、佐伯　歩1、杉山　正博1、柴田　健一郎1（1北大　院歯　口腔分子微生物）
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プロタミン派生ペプチドの抗真菌活性と応用に向けた機能改変
○長　環1、永尾　潤一1、今吉　理恵子1（1福歯大　機能生物　感染生物）
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口腔癌に対するBCG生菌療法による抗腫瘍、延命効果の検討
○村上　純1、大原　直也2、中山　真彰2、辻極　秀次3、長塚　仁3、此内　浩信1、柳　文修1、畦坪　輝寿4、浅海　淳一4（1岡大　病院　歯放、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　口腔病理、4岡大　院医歯薬　歯科放射線）
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Porphyromonas gingivalis HtrA　タンパク質の性質
○雪竹　英治1、佐藤　啓子1、中山　浩次1（1長大　院医歯薬　口腔病原微生物）
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歯周病菌におけるタンパク質分泌装置関連分子PorUの解析
○成田　由香1、佐藤　啓子1、雪竹　英治1、中山　浩次1（1長大　院医歯薬　口腔病原微生物）
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口腔細菌のインフルエンザウイルス感染促進作用
○神尾　宜昌1、今井　健一1、田村　宗明1、Cueno Marni1、落合　邦康1（1日大　歯　細菌）
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カイコ感染モデルによる病原真菌Candida albicansの形態と病原性の関連性の評価
○松本　晴仁1、永尾　潤一1、今吉　理恵子1、長　環1（1福歯大　機能生物　感染生物）
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離乳前後および成熟マウスの口腔内プラーク常在菌叢の網羅的解析
○松山　順子1、佐藤　拓一2、Quispe-Salcedo Angela3、高橋　信博2、大島　勇人3（1新大　院医歯　小児歯、2東北大　院歯　口腔生化、3新大　院医歯　硬組織形態）
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歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalisに存在するリン酸化蛋白質の分離と修飾様式の検討
○出水川　雅司1、井貝　亮太1、堀江　俊1、長谷川　義明2、川端　淳司1、北井　則行1、村上　幸孝2（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔微生物）
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Candida albicansの二形成変換に関与する細胞表層タンパク質コード遺伝子
○柴山　和子1、菊池　有一郎1、国分　栄仁1、佐藤　裕2、石原　和幸1（1東歯大　歯　微生物、2東歯大　歯　生化）
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Prevotella intermediaの熱ショックタンパクとバイオフィルム形成
○山中　武志1、山根　一芳1、南部　隆之1、真下　千穂1、福島　久典1（1大歯大　細菌）
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ジンジパインにおけるIg-like domain
○佐藤　啓子1、雪竹　英治1、成田　由香1、中山　浩次1（1長大　医歯薬　口腔病原微生物、2学習院大　理　物理）
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口腔癌におけるStreptococcus anginosus感染とAID異所性発現
○佐々木　実1、古玉　芳豊1、下山　佑1、木村　重信1（1岩医大　分子微生物）
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HIV唾液検査の科学的検証とHIV検査相談機会の拡大に関する取り組み
○今井　健一1、落合　邦康1（1日大　歯　細菌）
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レッサーパンダ口腔由来Streptococcus mutans様株のゲノム解析
○桑原　紀子1、内藤　真理子2、岡本　公彰3、齋藤　真規1、平澤　正知1、高田　和子1（1日大　松戸歯　口腔微生物、2長大　院医歯薬　口腔微生物、3鶴見大　歯　口腔微生物）
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Porphyromonas gingivalisにおける遺伝的組換えとCRISPRによる相反的な種内多様性制御
○丸山　史人1,2、渡辺　孝康1、野澤　孝志1、中川　一路1（1東医歯大　院医歯　細菌感染制御、2東医歯大　院医歯　環境遺伝生態）
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Streptococcus troglodytaeグルコシルトランスフェラーゼの系統学的解析
○岡本　公彰1、今井　奨2、花田　信弘2（1鶴見大　歯　口腔微生物、2鶴見大　歯　探索歯）
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過酸化水素は口腔レンサ球菌の隠れた病原因子かもしれない
○岡橋　暢夫1、沖永　敏則2、桜井　敦朗3、寺尾　豊4、中田　匡宣5、川端　重忠5、西原　達次2（1阪大　院歯　フロンティア、2九歯大　感染、3東歯大　小児、4新大　院医歯　微生物、5阪大　院歯　細菌）
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Candida albicansのHsp70タンパク質Msi3pはアゾール系抗真菌薬耐性を制御する
○永尾　潤一1、長　環1、今吉　理恵子1（1福歯大　機能生物　感染生物）
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Porphyromonas gingivalis Mfa1線毛に付随するMfa3の局在化に関する研究
○井貝　亮太1、長谷川　義明2、出水川　雅司1、堀江　俊1、川端　淳司1、北井　則行1、吉村　文信3、村上　幸孝2（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔微生物、3愛院大　歯　微生物）
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Cytotoxicity and antibacterial activity of roselle ethanol extract on oral bacteria in vitro
○Sulistyani Herastuti1、Fujita Mari1、Mashima Izumi1、Miyakawa Hiroshi1、Kamaguchi Arihide1、Nakazawa Futoshi1（1Dept. of Oral Microbiol., Health Sci. Univ. of Hokkaido  Sch. of Dent.）








P2-174




Porphyromonas gingivalis strains have varying sialic acid-binding positively-charged amino acid residues found in the sialidase domain
○Cueno Marni1、神尾　宜昌1,2、今井　健一1,2、田村　宗明1,2、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）
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侵襲性歯周炎原因菌のキノールペルオキシダーゼに対する阻害剤
○河原井　武人1、古西　清司1（1日歯大　生命歯　微生物）
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Streptococcus mutans のバイオフィルムにおける精油由来 terpene alcoholの抑制効果
○藤田　真理1、宮川　博史1、鎌口　有秀1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）
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口腔ケアジェルによる口腔内カンジダ症および消化管移行抑制効果
○田村　宗明1,2、大屋　学1、阿部　和正1、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）
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Streptococcus cricetiデキストラン結合レクチンB遺伝子のStreptococcus mutansにおける解析
○田村　晴希1、山田　ありさ1、加藤　裕久1（1岩医大　薬理　病態制御）
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Candida dubliniensis  およびCandida albicans に対する薬剤感受性試験結果の比較
○仲村　健二郎1（1日歯大　新潟生命歯　先端研究セ）
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口腔Actinomycesの酸産生能および増殖能に対する窒素源の効果
○則松　佑佳1,2、川嶋　順子2,3、山本　照子1、高橋　信博2（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔生化、3東北大　院歯　歯内歯周治療）
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PRIPはStaphylococcus aureusを包含するオートファゴソームの成熟を制御する
○原田　佳枝1、兼松　隆1（1広大　院医歯薬保　細胞分子薬理）
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バイオフィルム形成におけるPorphyromonas gingivalisECFシグマ因子の役割
○菊池　有一郎1,2、柴山　和子2、国分　栄仁1,2、大原　直也3、中山　浩次4、石原　和幸2（1東歯大　口科研、2東歯大　微生物、3岡大　口腔細菌、4長大　病原微生物）
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Capnocytophaga ochracea のバイオフィルム形成への Por 分泌機構の関与
○喜田　大智1、菊池　有一郎2、国分　栄仁2、柴山　和子2、齋藤　淳1、石原　和幸2（1東歯大　歯　歯周病、2東歯大　歯　微生物）
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口腔細菌間でのcontact dependent activationの可能性について
○鎌口　有秀1、長田　和実2、澁井　徹3、新岡　丈治4、岡本　公彰5、高田　和子6、藤田　真理1、石井　久淑2、坂倉　康則3、中澤　太1（1北医大　歯　微生物、2北医大　歯　生理、3北医大　歯　解剖、4北医大　薬　教育開発、5鶴見大　歯　口腔細菌、6日大　松戸歯　口腔細菌）
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Porphyromonas gingivalisの薬剤排出ポンプ様分子をコードする遺伝子
○井上　哲圭1、田口　裕子2、加野　小奈美3、中山　真彰1、大原　直也1（1岡大　院医歯薬　口腔微生物、2岡大　院医歯薬　歯周病態、3岡大　院医歯薬　歯科矯正）







生体材料
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天然アパタイトの生体応用の可能性
○見明　康雄1、三島　弘幸2、下田　信治3（1東歯大　超微構造、2高知学園短大　医療衛生　歯科衛生、3鶴見大　歯　口腔解剖）
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ウシ骨由来移植材の吸収過程の解析
○新井　宏1、柳澤　伸彰1、鈴木　治2、中村　雅典1（1昭大　歯　口腔解剖、2東北大　院歯　顎口腔機能創建）
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Stem and progenitor cells for tooth renewal
Irma Thesleff

Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki





　The capacity to generate new teeth has been reduced during evolution. Humans, like most other mammals can replace teeth once, while many fish and reptiles have the ability to replace teeth continuously. In addition, some mammals have teeth which grow continuously. This mode of tooth renewal compensates for tooth wear. We have examined the mechanisms of the renewal of the mouse incisor and focused our research on the epithelial stem cell niche located in the labial cervical loop. We have used mouse mutants and ex vivo cultures of cervical loops allowing the manipulation of signal pathways. These studies demonstrated that the maintenance and differentiation of the epithelial stem cells is regulated by a complex network of stimulatory and inhibitory molecules affecting Fgf, Tgfbeta, and Bmp signal pathways. We have discovered that stem cells in the cervical loop express the stem cell marker Sox2 and that the Sox2 positive cells contribute to all epithelial cell lineages of the incisor.

　Replacement teeth develop in succession from the dental lamina associated with the enamel organ epithelium of the preceding tooth. Because mice do not replace their teeth, we have used the ferret as a model and studied the replacement of its deciduous canine and three deciduous premolars. We performed morphological and molecular analyses of tooth replacement and verified the initiation of replacement teeth from the successional dental lamina at the lingual aspect of the deciduous tooth germ during cap stage. We discovered that Sox2 is a marker gene also for the successional lamina in the ferret. In addition Sox2 was expressed in the successional dental lamina in human deciduous teeth as well as in several reptile species during continuous replacement tooth formation. Interestingly, Sox2 expression was detected in ferret and mice also in the permanent tooth germs at the lingual aspect of their enamel organ indicating that there may exist capacity for continued tooth replacement in mammals. In addition, Sox2 expression is associated also with the sequential formation of mouse molars from the posterior aspect of the preceding molar. This type of successional formation of teeth in fact resembles tooth replacement, and may be used as a model system for tooth replacement. We showed by lineage tracing that the mouse 2nd and 3rd molars developed from the Sox2 positive cells of the 1st molar.
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Vascular endothelial growth factor controlsformation and homeostasis of bone
Bjorn R. Olsen

Harvard Sch. of Dent. Med.





Vascular endothelial growth factor-A（VEGF-A）is a critical regulator of bone development, homeostasis and repair. During embryonic development it stimulates membranous bone formation1). During endochondral bone formation it is expressed at low levels in the cartilage models of the future bones where it serves as a survival factor for hypoxic chondrocytes2). As the cartilage models grow hypertrophic chondrocytes in their centers express high levels of VEGF-A. In a paracrine fashion this VEGF-A stimulates migration of osteoclastic, osteoblastic and hematopoietic progenitor cells and sprouting endothelial cells from the perichondrium into the hypertrophic cartilage. During this process of endochondral ossification, VEGF-A is also expressed by the osteoblastic progenitor cells that migrate into the hypertrophic cartilage where they differentiate into the osteoblasts and osteocytes of the primary spongiosa3, 4). This osteoblast-derived VEGF-A, as well as the VEGF-A that is produced by bone marrow-derived mesenchymal stem cells in postnatal bones, is critical for regulating the proliferation and differentiation of osteoblasts. By targeting the early phases of osteoblastic differentiation in mice and eliminating VEGF-A expression in preosteoblastic mesenchymal stem cells, we have discovered that VEGF-A stimulates osteoblastic differentiation by an intracellular（intracrine）mechanism4). At the same time it represses adipocyte differentiation. These effects of intracellular VEGF-A are mediated by the transcription factors Runx2 and PPARγ. Low levels of VEGF-A in mesenchymal stem cells are associated with low levels of Runx2 protein and activity and increased levels of PPARγ4). Mice with VEGF-A deficiency in Osterix-positive osteoblastic progenitor cells exhibit an osteoporosis-like phenotype with reduced bone density and increased bone marrow fat4). Since decreased levels of the nuclear envelope protein lamin A/C are known to result in decreased bone formation and increased bone marrow fat5, 6), we examined the possibility of an interaction between lamin A/C and intracellular VEGF-A. The data indicate that there is reciprocal functional interaction between VEGF-A and lamin A/C: lamin A/C stimulates VEGF-A levels, while VEGF-A represses levels of Lamin A/C4). Interestingly, levels of lamin A/C in osteoblasts and bone marrow cells are lower in cells from old mice than in young mice7), and levels of VEGF-A decrease with age in bone marrow-derived stem cells8). Further studies of the molecular mechanisms underlying this intriguing connection between intracellular VEGF-A, lamin A/C and osteoblast/adipocyte differentiation are likely to result in the identification of novel targets of therapies to prevent and treat osteoporosis.





References:

1) Zelzer E, McLean W, Ng Y-S, Fukai N, Reginato AM, Lovejoy S, et al. Skeletal defects in VEGF120/120 mice reveal multiple roles for VEGF in skeletogenesis. Development. 2002; 129: 1893-904.
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バイオイメージングから展開する感染制御研究
寺尾　　豊

新大　院医歯　微生物感染症





　抗生剤が実用化されて一世紀を迎えようとしている。その抗生剤の歴史には、絶えず耐性菌の出現が伴い、今や多剤耐性菌が高頻度に分離されている。そして、院内感染症の原因として大きな問題となっているが、抜本的な対策を講じることができていない。そこで、「脱抗生剤医療」を長期的な展望とした基礎研究を推進している。具体的には、(1）抗生剤の補助療法を目指す万能型抗体の開発、(2）新規免疫系を誘導し免疫療法へと展開する研究、そして、(3）DNA素材のワクチンアジュバントの開発を遂行している。本講演では、これら研究課題の基礎的成果を概説し、討論の俎上に供したいと考えている。

　最初に紹介する万能型抗体は、抗原特異性を担う抗体の領域を、広範な抗原認識能を有する自然免疫系レセプターと置換し、キメラ抗体を開発する研究である。抗体の食細胞のオプソニン化を促す領域に、Toll様受容体の各種細胞外ドメインを結合した遺伝子配列を設計し、現在までに複数種の細菌に対して作動する構造体を得ることができている。

　次に紹介する新規免疫系は、好中球の細胞死に伴うNETsである。はじめに、誤嚥性肺炎の起因菌である肺炎球菌に着目し、同感染症の病態をマウスモデルで検索した。その結果、感染肺組織に多量の好中球が浸潤し、NETsが展開されることが確認された。そこで、好中球のNETs免疫作動因子について、肺炎球菌の分子群から同定を試みた。その結果、肺炎球菌のα-enolasがNETs誘導能を有すること、およびオプソニン効果を亢進させることが明らかになった。

　最後に発表予定の課題は、「DNAオリガミ」型ワクチンアジュバントの開発である。「DNAオリガミ」法は、一本鎖鋳型DNAに相補DNAを編み込んで、DNAを任意の二次元構造に加工する技術である。この技術を用いて、免疫活性化作用のあるCpGモチーフを機能的に配置するデザインを構築している。現在のところは、萌芽的な試みと予備的なデータを報告させていただく段階でしかないが、「DNAオリガミ」のアジュバント効果が証明されれば、実用化済みの様々なワクチンの量的減少にも繋がる可能性があり、ワクチンで問題とされる副反応の懸念も減弱できると推察している。
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骨組織中でのライブイメージングを用いた自律性細胞内カルシウムオシレーションの検討
石原　嘉人

岡大　院医歯薬　歯科矯正





　カルシウム(Ca2+)は細胞内外における主要な情報伝達物質であり、様々な刺激に応じて周期的なCa2+濃度の上昇を引き起こす。この現象はCa2+オシレーションと呼ばれ、その時空間的な特性は骨代謝調節を含む広範な生理機構に関与すると考えられている。しかし、三次元的な骨芽細胞-骨細胞ネットワークから成り立つ骨組織中でのリアルタイムな観察は、細胞周囲の骨基質が障壁となるため不明であった。本研究は、生きた骨組織を用いてCa2+イメージングを行い、組織中に存在する骨芽細胞と骨細胞の自律性細胞内Ca2+オシレーションについて、その時空間的な特性の解析を行った。さらにそれらの現象に対する制御機構について、細胞内情報伝達系の一つである小胞体Ca2+ポンプと細胞間情報伝達の調節因子であるギャップ結合(GJ)に着目して検討した。

　解析は、ニワトリ胚頭蓋骨中の骨芽細胞および骨細胞にCa2+蛍光指示薬を取り込ませた後、蛍光輝度の上昇を指標に行った。観察は共焦点レーザー顕微鏡を用い、3秒間隔のタイムラプス解析を行った。小胞体Ca2+ポンプ阻害剤およびGJ阻害剤を前投与し、細胞応答の比較検討を行った。その結果、15.6％の骨芽細胞および7.0％の骨細胞に自律性細胞内Ca2+オシレーションを認めた。小胞体カルシウムポンプを阻害した結果、骨芽細胞と骨細胞の細胞応答率と反応頻度は有意な減少を示した。GJを阻害した結果、骨芽細胞の細胞応答に変化を認めなかったが、骨細胞はその反応率において有意に減少した。

　以上の結果から、骨組織中の骨芽細胞と骨細胞には自律性細胞内Ca2+オシレーションが存在し、小胞体Ca2+ポンプおよびGJを介した伝達系の一部が明らかとなった。本実験系は細胞間コミュニケーションなどの生体システムを維持しており、より生体を反映した結果であると考える。また、本講演では機械的刺激を与えた場合における応答変化についての知見を交えて紹介したい。
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SUMO化修飾によるBMP応答能の制御
雪田　　聡1)、細矢　明宏2)、片桐　岳信3)、中村　浩彰2)

1)静大　教育、2)松歯大　解剖2、3)埼玉医大　ゲノム　病態生理





　SUMO(Small ubiquitin related modifier)化修飾は、ユビキチン化に類似したタンパク質翻訳後修飾であり、SUMO化修飾を受けた標的タンパク質はその安定性や活性、局在などが変化することが報告されているが、SUMO化修飾がBMP刺激による骨芽細胞分化の促進にどのような役割を担っているかは未だ報告がない。

　そこで我々は、SUMO化修飾による骨芽細胞分化調節機構を明らかにする目的で免疫化学的および分子生物学的な解析を行った。マウスを用いたSUMO-1タンパク質の免疫染色の結果から、骨膜付近の線維芽細胞様細胞に陽性反応が認められる一方で、骨芽細胞では局在を示すシグナルが減弱する傾向を認めた。骨芽細胞分化におけるSUMO化修飾の役割を明らかにするため、マウス筋芽細胞由来培養細胞株C2C12細胞を用いて、SUMO化修飾に必須の酵素であるUBC9をsiRNAによりノックダウンした。UBC9のノックダウンにより、SUMO化修飾を受けるタンパク質は減少し、BMP添加時のアルカリホスファターゼ活性や骨芽細胞分化マーカー遺伝子発現が上昇した。さらに、DNAマイクロアレイによる網羅的な解析により、SUMO化修飾の阻害はBMP刺激による骨芽細胞分化の促進および筋細胞への分化の阻害の両方を増強していることが明らかになった。UBC9のノックダウンはBMPシグナルの伝達を促進し、SUMO化修飾を受けないようにアミノ酸を置換した変異型Smad4は、野生型と比べBMPシグナルの伝達活性が強くなることを見出した。以上のことから、Smad4のSUMO化修飾はBMP刺激による骨芽細胞分化を抑制的に調節していると考えられた。

　本研究は、SUMO化修飾がBMPシグナルの抑制を介して骨芽細胞分化を制御していることを明らかにした。Smad4のSUMO化制御機構や、他のタンパク質のSUMO化修飾による制御が骨芽細胞分化に与える影響を検討することにより、今後、骨芽細胞分化のメカニズムがより詳細に明らかになることが期待される。
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E2f1欠損型NOD/SCIDマウスは唾液腺の腺房/導管の構造変化とAQP5の発現レベル低下により口腔乾燥症を呈する
佐藤慶太郎

獨協医大　医　生理





　口腔乾燥症は唾液分泌低下を主訴とする病態の一つであり、病態解析や治療法開発を目的とした病態モデルマウスが研究に用いられている。非肥満性糖尿病（NOD）マウスはシェーグレン症候群に似た病態を呈し、唾液分泌低下を引き起こす。さらに、転写因子であるE2f1をノックアウトしたE2f1欠損型NODマウスはNODマウスより顕著に唾液分泌低下を示すが、糖尿病を併発するため唾液分泌低下の原因を特定するのが難しい。そこで、重度免疫不全（SCID）化により糖尿病を発症しないE2f1欠損型NOD/SCIDマウスを作製し、口腔乾燥症の病態と唾液分泌低下のメカニズムを解析した。

　ピロカルピンの腹腔内投与により口腔内へ分泌された唾液量を測定すると、E2f1欠損型NOD/SCIDマウス（変異）群はNOD/SCIDマウス（対照）群に比べ低下していた。絶食後の摂餌時の飲水行動をビデオ撮影し解析すると、固形飼料摂餌時の飲水回数は変異群のほうが対照群に比べ増加していた。一方、水分を多く含むペースト状の飼料摂餌時の飲水回数は差が認められなかった。以上より、変異群は乾燥固形飼料の摂取が困難になり、口腔乾燥症の病態を呈することが示唆された。唾液腺を組織学的に検討すると、変異群は対照群に比べ臓器における腺房細胞の占める割合が低下していた。水チャネルであり、腺房細胞マーカータンパク質であるAQP5の唾液腺における発現をイムノブロット法により検討すると、変異群は対照群に比べて発現レベルが低下していた。AQP5の唾液腺腺房細胞における局在を免疫組織化学的に検討すると、腺腔側膜に局在する対照群と異なり、変異群では腺腔側膜から細胞質へ拡散していた。さらに唾液腺においてユビキチン化したAQP5を免疫沈降法とイムノブロット法により検出すると、変異群でAQP5のユビキチン化が認められた。以上より、変異群の唾液腺においてAQP5の一部がユビキチン化し分解が促進され、発現レベルが低下することが示唆された。

　これらの結果から、水分泌に重要なAQP5の発現レベルの低下が、唾液腺に占める腺房細胞の割合の低下と相まって、E2f1欠損型NOD/SCIDマウスの唾液分泌低下を引き起こすと考えられる。
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モノカルボン酸トランスポーター-1はインターロイキン-1βで刺激した軟骨細胞様ATDC5細胞の後期NF-κB活性化および食細胞型NADPHオキシダーゼの発現によって誘導される細胞死に必要である
吉村健太郎

昭大　歯　口腔生化





　変形性関節症などの軟骨変性疾患において、炎症性サイトカインが活性酸素種（ROS）の産生を誘導し、軟骨細胞死に関与することが指摘されている。しかし、軟骨細胞におけるROS産生メカニズムは未だ十分解明されていない。我々は、IL-1βがマウス軟骨細胞でROS産生酵素のひとつである食細胞型NADPH-oxidase（NOX-2)の発現を誘導し、NOX阻害剤がIL-1βによる細胞死を抑制することを報告した。今回、軟骨細胞様ATDC5細胞にNOX-2 siRNAを導入したところ、IL-1βによる細胞死が抑制された。これはROS産生源としてのNOX-2の重要性を示唆する。また、IL-1β刺激したATDC5細胞で、NOX-2発現に先立ち、乳酸産生とMTT法におけるホルマザン生成の上昇が観察された。これは、乳酸がミトコンドリアのエネルギー代謝を上昇させた可能性を示唆する。そこでミトコンドリア内膜でこれらの酸の輸送を担うmonocarboxylate transporter-1（MCT-1)のsiRNAを導入したところ、IL-1βによるNOX-2発現誘導が消失した。また、NOX-2発現がIKK阻害剤で抑制されたことから、NF-κBがNOX-2発現に関わると考えられた。IL-1β刺激したATDC5細胞では、刺激直後のNF-κB活性化に加え、刺激後36時間以降にI-κBαの消失、RelAの核内移行およびNOX-2発現が観察された。MCT-1 siRNAはこの後期NF-κB活性化を抑制した。また、IL-1β刺激16時間以内にROS産生のわずかな上昇が認められたが、MCT-1 siRNAはこれも抑制した。以上より、IL-1βで産生が亢進した乳酸がMCT-1を介してミトコンドリアに取り込まれ、電子伝達系由来のROS産生を高めることで後期NF-κB活性化を起こし、その結果、NOX-2の発現とそれに依存した細胞死を誘導したと考えられる。今回の結果は、MCT-1による遺伝子発現調節に関する初めての知見であるばかりでなく、MCT-1が軟骨変性抑制の新たな標的となる可能性を示唆するものである。
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ヒト骨芽細胞におけるα1アドレナリン受容体のシグナル経路と生理機能
兒玉　大介

愛院大　歯　薬理





　近年の研究により、骨代謝制御にCa代謝調節ホルモンなどの液性因子に加えて、交感神経が直接的に関与していることが示されてきた。骨芽細胞・破骨細胞ともにα1-、α2-、β2-アドレナリン受容体（AR）が発現しており、交感神経活性の亢進による骨量の減少や、β作動薬による骨吸収の亢進など、我々の研究室を含む多くの研究室が、β-ARを介して骨量が負に制御されている可能性を示している。一方で、α-ARの骨代謝制御における役割はあまり報告されていない。本研究ではヒト骨芽細胞におけるα1-ARのシグナル経路およびその生理機能を明らかにすることを目的とした。

　ヒト骨膜由来正常骨芽細胞SaM-1を用いて、交感神経伝達物質であるnoradrenaline（NA)の作用を検討した。膜電流の変化をホールセルパッチクランプ法で、細胞内Ca濃度変化をCa感受性蛍光色素CaL-520によるCaイメージング法で記録した。

　NAの適用によりホールセル電流の抑制がみられた。ホールセル電流抑制作用はα1B-AR選択的阻害薬およびKチャネル阻害薬によって阻害された。またホスホリパーゼC（PLC）阻害薬で影響を受けず、Gi/o共役型受容体阻害薬pertussis toxinおよびGβ03b3タンパク阻害薬によって阻害されたことから、Gi/o共役型α1B-ARのGβ03b3サブユニットを介したKチャネル抑制作用が示唆された。一方で、Caイメージング法ではNAによる細胞内Ca濃度上昇作用もみられた。細胞内Ca濃度上昇はα1B-AR阻害薬およびPLC阻害薬によって抑制されたことから、Kチャネル抑制作用とは独立した作用であり、Gq共役型のα1B-ARを介した作用であると考えられた。生理機能として細胞増殖活性に与える影響をBrdU法、WST assayによって検討したところ、α1-ARを介した細胞増殖活性の亢進がみられた。これはPLC阻害薬の影響を受けず、Kチャネル阻害薬やGβ03b3タンパク阻害薬によって抑制された。以上の結果より、ヒト骨芽細胞においてGq共役型・Gi/o共役型のα1B-AR がともに存在し、Gi/o共役型α1B-ARを介したKチャネル抑制作用により、細胞増殖活性が上昇する可能性が示された。














ML-1





Research at the Faculty of Dentistry, University of Toronto
Daniel Haas

Fac. of Dent., Univ. of Toronto





　This presentation will provide a brief overview of research conducted at the Faculty of Dentistry, University of Toronto, with a focus on studies published by Professor Haas. The Faculty of Dentistry is very active in research and has established a Dental Research Institute（DRI). The DRI develops strategies for healing and repairing tissues, and advances our scientific knowledge of craniofacial health and its implications on systemic disease. Our research is conducted in an interdisciplinary setting through our strengths which can be categorized in several themes, namely: biomaterials; diagnostic and therapeutic technologies; education research; growth development and regeneration; health status and clinical outcomes; oral health and disease pathogenesis; and pain and neurosciences. The DRI has approximately 70 full time faculty and 100 students involved in its research activities. The DRI researchers received over $8,000,000（Canadian dollars）in grants in 2011-2012, and had well over 100 peer-reviewed publications. It is the leading school in Canada with respect to publications and citations in dentistry. Our school hosts an annual research day with 60 to 70 student poster presentations.

　The research conducted by Professor Haas involves studies on analgesia, sedation and anesthesia in dentistry. Most specifically, his studies have focused on the potential for local anesthetic neurotoxicity. These have included a retrospective evaluation of the incidence of paresthesia from 1973 to 1993 in Ontario, Canada. The conclusion was that there was an overall incidence of one paresthesia out of every 785,000 injections. Compared with the other local anesthetics, a statistically significant higher incidence was noted when either articaine（χ2, p＜0.002）or prilocaine（χ2, p＜0.025）was used. These are both 4％ solutions in Canada. The lingual nerve was involved in 64％ of the cases, with the inferior alveolar nerve involved in the vast majority of the remainder. A follow-up study was done using the same methodology with the data from 1994 to 1998, with very similar conclusions in that prilocaine and articaine were more commonly associated with paresthesia. The lingual nerve was involved in 70％ of those cases. The same database was then used to assess nonsurgical paresthesia reports from 1999 to 2008 inclusive, to see if the findings were consistent with those from 1973 to 1998. Once again, the observed frequencies for the reporting of paresthesia were greater than expected for both articaine and prilocaine（χ2, p＜0.01), and the tongue was the most common structured affected, involving 79.1％ of the reports. This was then followed by an assessment of the United States Food and Drug Administration Adverse Event Reporting System computerized information database. Nonsurgical paresthesias reported following local anesthesia administration from 1997 to 2008 were evaluated. During the study period 248 cases of paresthesia following dental procedures were reported. The lingual nerve was affected in 89.0％ of cases. Reports involving 4％ prilocaine and 4％ articaine were 7.4-times and 3.6-times, respectively, greater than expected（χ2, p＜0.0001）based on local anesthetic usage by U.S. dentists. This was then followed by a similar study of adverse events in the United Kingdom. This also found that the frequency of observed paresthesia associated with articaine was 5.9 times greater than expected（χ2, p＜0.0001). In the U.K. articaine is a 4％ solution but prilocaine is primarily a 3％ solution. In conclusion, the data from all of these studies suggest that post-injection paresthesia following a mandibular block is more likely if a 4％ solution, namely either prilocaine or articaine, has been administered.
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The effect of CXCR4 over-expression on the cell proliferation and Invasion of oral squamous cell carcinoma cells
Jae il Lee

Dept. of Oral Pathol., Sch. of Dent., Seoul National Univ.





　The oral squamous cell carcinoma（OSCC）accounts for approximately 90％ of oral malignancies. Also, oral carcinogenesis is a multistep process and requires accumulation and interplay of a series of molecular events.

　Chemokines, small（7～15 kDa）pro-inflammatory chemoattractant cytokines that bind to specific G-protein coupled seven-span transmembrane receptors（GPCRs）that present on the plasma membrane of target cells, are major attractants of different types of blood leukocytes to the sites of inflammation.

　Among these chemokines and their receptors, stromal cell-derived factor 1（SDF-1/CXCL12）/ CXCR4 axis has been demonstrated to be involved in the lymph node or distant metastasis of several types of cancer, including prostate cancer, kidney cancer, neuroblastoma, breast cancer, and melanoma. In addition, CXCR4 positive OSCC has significantly higher PCNA labeling index than CXCR4 negative OSCC.

　According to our studies, CXCR4 expression was found to be significantly associated with lymph node metastasis, MMP-9 expression, and Ki-67 expression. We also had found that high expression of CXCR4 and MMP-9, along with size of tumor, clinical stage, and positive lymph node metastasis, were strongly associated with poorer survival. CXCR4 could be a valuable prognostic marker for OSCC. However, altered tumorigenicity by over-expressed CXCR4 in OSCC has been little known in in vitro and in vivo study. Down-regulation of CXCR4 by siRNA showed anti-proliferative and anti-invasive effects in OSCC cell lines in vitro. The over-expressed CXCR4 could effect on OSCC cell proliferation and their signaling cascade. CXCR4 might be a useful target molecule for the treatment of OSCC.
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Exploring functional tissue-organ from human embryonic stem cells
Tong Cao

National Univ. Health System and National Univ. of Singapore





　Government authorities, academies, research institutes and the industries of health, drug, food, cosmetics, chemicals and environment are presently hindered by a lack of functional, healthy and standardized human platforms of cells, tissues and organs, and predominantly use costly live animal models in addition to the cells of low clinical relevance. Existing models of live animals or on immortalized cell lines of either animal or human origin, often poorly reflect human physiology. Primary human cell cultures are difficult to procure in sufficient quantity and can be prone to much inter-batch variability, depending on the cell source. By contrast, self-renewable, genetically-healthy and single-sourced human embryonic stem cells（ESC）exhibit enhanced biological relevance and stable predictivity over its more expansive counterparts. As genuine pluripotent stem cells, human ESC serves as an unlimited source potential to develop into all cell types of human body. Hence, global pioneers and governments like EU and UK endeavour to develop a technically-simple, cost-effective and replicable system of human ESC derived live platforms in last decade. This fast development is revolutionizing health sciences from animal-based platforms to much more accurate human-based platforms. The revolution will bring a new burgeoning industry of ESC human platforms of live cells, tissues, organs and systems in next decades.

　The US Congress and government have been encouraging ʻpromising human ESC R&Dʼ through legislations, policies and guidelines since 2009. US initiated the clinical trials of human ESC therapies for eye diseases and spinal cord injury since 2011. Besides various human ESC progenies, functional tissues with multiple cell lineages, unique vascularisation and innervation by autologous human ESC progenies are currently being explored. The human ESC progenies, functional tissues and organs will offer ideal in vitro ʻclinicalʼ platforms of no-risk trials/tests for the basic, translational studies and applications of all human health related sciences including fundamental study of health, ageing, disease, prevention, diagnosis, therapy and transplant; drug and med-tech R&D. Moreover, those standardized in vitro human live platforms of no-risk trials/tests will be widely adopted in much more areas beyond medicine and pharmaceutics. The major other applications will be the human function and safety evaluation of food; cosmetic; daily and general chemicals; organisms; nuclear, IT, communication, electromagnetic, radiating device and technique; environment（air, water, soil, daily living and working environment); other human-contact substance, products and techniques. The platforms of human ESC progenies, functional tissues and organs will be ethically and gradually used at reasonable and practical pace, non-clinically, pre-clinically and clinically in all health related industries, academies and authorities.
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Towards gender equality in academia
Irma Thesleff

Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki





　Scientific research and universities have historically been dominated by men, but during the last 100 years the opportunities of women to develop academic careers have improved significantly. This progress has varied dramatically between different countries, and has been largely linked with the political equality of genders. My home country, Finland, is an example of a society where men and women of all social classes have been politically equal for a long time. (In fact, Finland was the first country where women were granted the right to stand for parliamentary election -in 1906). Consequently, it has been common in Finland that women work outside home: already in the 1980's women made up 48％ of the work force. However, they earned just two thirds of men's salaries. Women had lower positions, and for example men worked as supervisors or managers. Although women's salaries have proportionally increased since the 1980's, they still lag behind those of males. This holds true also in universities, where women commonly have lower positions.

　Despite the long history of equal opportunities in Finland -and the fact that the first female professor was nominated already in 1927, and that more than 50％ of university students have been female since early 1980's- less than 25％ of the university full professors are presently women（though this is one of the highest figures in the world). A remarkable example is the gender of professors in dentistry: I was the first female professor in dentistry at the University of Helsinki, although 70％ of dentists have been female since the first decades of the 20th century! The reasons for the underrepresentation of female scientists in the higher university positions is being actively discussed throughout the world, and innumerable committees have suggested measures whereby  the careers of female scientists could be supported.

　I will tell about my experiences as a woman scientist over several decades: for example the challenges in convincing male colleagues that a female scientist can be equally good as a male and that she should be taken seriously, and the struggle in finding a balance between work and a family（including three children and a husband), and the acceptance of the fact that there is never enough time. Although being a woman in science has sometimes been challenging, it has also presented special opportunities during the last two decades when the gender equality has been raised as an important issue. I am happy to discuss gender equality with the audience after the talk and tell more about my own career development.
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日本の学術分野での男女共同参画の現状
山本　照子

東北大　院歯　顎口腔矯正





　In 1999, The Basic Act for a Gender-Equal Society was established in Japan, which was set as “one of the most important theme of our country in the 21st century”. In the social and economic major break, such as the advent of Japan's aging society and decline birthrate, the progress of the knowledge based society, globalization and intensity global competition, the progresses of the society vibrant with life made by men and women demonstrating their individuality and abilities are our most important theme. Until now, the comprehensive solution for these problems has been considered, however, their administrative and social system is far from being satisfactory.

　It is even more pronounced in the field of science and technology, where the percentage of female scientist in Japan is lowest among developed countries. The Japanese government recognized the importance of increasing the participation of women in the science, technology, engineering and mathematics workforce. I will briefly talk about the present situation of gender equality in Academia of Japan and discuss this issue with the audience.
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インクレチン療法の期待と課題
清野　　裕

関西電力病院





　WHOの推計によると、わが国を含むアジアでは今後20年間に、特に若年者を含めて2型糖尿病患者の爆発的な増加が予想されており、その対策が急がれている。アジア人は、欧米人とは明らかに異なり、インスリン初期分泌が弱いことから、少しの体重増加でも容易に糖尿病を発症する。このようなアジア人2型糖尿病の病態の特徴であるインスリン分泌不全に対応し、良好な血糖コントロールを維持するためには、現状の薬物治療では低血糖、体重増加、膵β細胞量の減少を抑止できない。

　インクレチンは食事摂取に伴い消化管から分泌され、血糖上昇に応じて膵β細胞からのインスリン分泌を増強する。GLP-1についてはα細胞からのグルカゴン分泌も抑制することで、血糖の恒常性を維持する。インクレチンシグナルは、食事摂取によって血糖値が上昇しようとする前に、消化管が炭水化物の摂取量をセンサーとして感知し必要なインクレチンを分泌し、グルコースによるインスリン分泌を増強することによって、血糖値を一定以上に上げない仕組みである。

　2型糖尿病ではグルコースによるインスリン分泌機構だけでなく、インクレチンのインスリン分泌増強効果も破綻する。その原因としては、インクレチン分泌は2型糖尿病でも変化が認められないことから、受容体レベルあるいは受容体以降のシグナル伝達に障害が存在する可能性が示唆されている。ただし2つのインクレチンの内、GLP-1については比較的作用が保持されているため、2型糖尿病治療への応用はGLP-1の作用を増強する戦略をとることとなった。インクレチン効果の増強には薬剤のみならず食べる食品、食べる順番などが大きく影響するため、咀嚼に必要な歯の管理は極めて重要である。
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歯周病と糖尿病の関連性からひもとくOral-Systemic Medicineの分子基盤
西村　英紀

九大　院歯　歯周病





　米国ピマインディアンを対象として、歯周病治療で糖尿病の血糖コントロールが改善するとした報告（1997年）を端緒として、数々の追試験が行われてきた。この間、エビデンスの蓄積とともに日本歯周病学会のガイドライン（2008年発行）で推奨度（C1）（根拠は明確でないが、コンセンサスがある）であったものが、糖尿病学会のガイドライン（2010年発行）では推奨度（B）（歯周病治療を勧める）にまでグレードアップした。私どもは最近、日本人2型糖尿病患者を対象とした介入試験（ヒロシマスタディ）で、炎症マーカー（高感度CRP）の上昇した2型糖尿病患者に抗菌剤を併用した歯周治療を行うことで、ヘモグロビンA1cが未治療の場合に比べ有意に改善することを報告した。すなわち、この場合のOral-systemic medicineの間を取り持つ基盤は軽微な炎症ということになる。

　高感度CRPの上昇に代表される軽微な炎症は、膵臓からのインスリン分泌能よりもむしろインスリン抵抗性と関連することが国内外で示されている。先のヒロシマスタディを詳細に解析したところ、同じ歯周病を有していても炎症マーカーが上昇している被験者は炎症マーカー低値の被験者に比べ、有意に体格指数が上昇していることが判明した。すなわち、重度の歯周病で炎症マーカーが上昇しやすい2型糖尿病患者は、そうでない患者に比べより内臓脂肪が成熟しているものと考えられた。一方、成熟内臓脂肪に多数の炎症性細胞浸潤が観察されること、免疫細胞と脂肪細胞の相互作用により脂肪細胞由来生理活性物質（アディポカイン）の産生性が著しく亢進することが報告されたことを受け、内臓脂肪の成熟は一種の自然免疫の亢進状態であると考えられるようになった。

　以上の背景からここでは、歯周病感染-免疫細胞の活性化-内臓脂肪での炎症反応の亢進-インスリン抵抗性を基軸としたOral-systemic medicineに対するわれわれの仮説を紹介し、分子基盤解明の一助としたいと考えている。
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生命を支えている臓器としての骨組織―歯周疾患と骨粗鬆症の関連―
宇田川信之

松歯大　口腔生化





　時に生命の危機を惹起する血液中のカルシウム濃度の変動を調節している最も重要な器官は骨である。骨は、我々の体を支え運動機能を担当しているのみならず、生命を維持するための臓器として絶えず動的に活動している。

　骨吸収と骨形成が絶え間なく繰り返されることにより、古い骨が新しい骨に置換されていく過程でカルシウム濃度は調節されている。この骨吸収と骨形成は、動的平衡の状態に保たれたカップリング現象を示す。しかし、様々な全身的要因により骨吸収が骨形成を凌駕すると、骨粗鬆症を発症することとなる。

　高齢者における歯の喪失は、歯周疾患による歯槽骨吸収が大きな原因を占めるが、骨粗鬆症との関連は今まで詳しく語られてこなかった。歯の喪失は、発音機能や咀嚼機能の低下を招き、全身の栄養状態やQOLの低下につながることが、高齢化社会の到来と共に問題となっている。

　骨芽細胞由来の破骨細胞分化因子であるRANKLの発見（1997年）から15年経過した。現在では、RANKL中和抗体が骨粗鬆症の治療薬として臨床応用されるに至った。一方、RANKLのデコイ受容体であるOPG遺伝子欠損マウスとRANKLの高発現マウスは、共に骨粗鬆症となる。これらの骨粗鬆症マウスを用いた実験結果から、骨細胞が産生するOPGが皮質骨や歯槽骨の維持に重要な役割を果たしていることが、OPGの新しい機能として注目されてきている。また、OPGの発現低下が歯周疾患の進行に影響を与えることを示す実験結果も集積してきた。

　今回のシンポジウムにおいては、骨粗鬆症と歯周疾患との関連に焦点をあて、生命を支えている臓器としての骨組織の役割について、われわれの実験結果を中心に講演したい。
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生体蛍光イメージング技術が拓く次世代骨研究戦略
今村　健志

愛媛大　院医　分子病態医学





　近年、科学の進歩、特にオミクス技術や遺伝子改変マウス技術の台頭により、骨研究分野においてもさまざまな分子の役割やその作用メカニズムが明らかにされつつある。しかし、骨組織が生体深部に存在する硬組織であるために、骨に存在する重要な細胞や分子が、生体の中でどのようにダイナミックに機能しているかを明らかにすることは難しい。それを克服するためには、動物が生きた状態で細胞や生体分子をリアルタイムに可視化できる生体蛍光イメージング技術の発展が必須である。近年、分子生物学の進歩による新しい蛍光タンパク質の発見と改良、蛍光有機小分子を用いた蛍光プローブ作製技術の進歩、さらにレーザーや蛍光検出器などの光学機器の性能の飛躍的向上などにより、細胞のシグナル伝達から細胞周期までライブでイメージングすることが可能になり、発生学、神経科学からがん研究に至る幅広い生命科学研究分野で光イメージング技術が活用されている。一方で、骨の光学的特性、特に散乱の問題などから、骨の生体蛍光イメージングの問題も浮き彫りになっている。

　そこで、本発表では、骨組織の生体蛍光イメージングの現状と問題点を洗い出し、次世代の骨研究における生体蛍光イメージングの課題と可能性について議論したい。具体的には、さまざまな蛍光プローブを駆使した生体イメージングの実例を紹介し、蛍光イメージングの可能性を探る。一方で、骨組織の生体蛍光イメージングについて、さまざま蛍光イメージング法におけるデータを比較しながら、その問題点を洗い出す。最後に、その問題点解決の手段の一つとして、われわれが開発している新規補償光学型長波長2光子励起顕微鏡を紹介し、非線形光学を駆使した骨イメージングの可能性と将来像を考える。
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骨細胞のバイオイメージングとナノモデル解析
上岡　　寛

岡大　院医歯薬　歯科矯正





　近年、骨細胞に対する様々なアプローチがなされ、骨細胞はメカニカルセンサーとして骨リモデリングの統括を担う細胞として注目されるようになってきた。しかしながら、どのような機械的刺激がこの細胞を活性化させるのかはいまだ明らかにされていない。その大きな壁として、骨細胞周囲の骨基質の存在がある。単離骨細胞を用いたin vitroの実験では、骨細胞に機械的刺激を介在すると考えられている周囲骨基質が不在の状態となり、機械的刺激を負荷する実験様式に絶えず疑問が残る。In vivoの実験では、厚い骨基質が骨細胞を取り囲むことにより生きた細胞の動態を解析することを妨げていた。そこで近年、生体工学的な試みにより、様々な骨細胞への機械的刺激様式が提案された。その一つに、骨細胞突起と骨細管に挟まれた空間に存在する体液の流れが骨細胞の機械的刺激への応答を引き起こす、すなわち、流体剪断応力がある。そこで、我々は3 MV超高圧電子顕微鏡(阪大超高圧電子顕微鏡センター)ならびに電子トモグラフィー法から骨細胞突起と骨細管のナノレベル立体構築を行い、その中での流れのシミュレーション解析を試み、骨細胞にどのような刺激が与えられているのかを検討した。その結果、骨細胞突起および周囲骨基質の微細構造に応じた特徴的な流れが確認された。しかしながら、超高圧電子顕微鏡での観察は、数μm厚の切片での観察であるために、細胞の一部の観察しかできなかった。そこで、最近開発された直交配置型FIB-SEM(物質・材料研究機構)を用いて、アルゴンイオンビームで骨表面を50 nmピッチで連続的に切削し、その表面(25 μm平方)をSEMで観察した。この連続断層画像をもとに、骨細胞ならびに周囲骨基質を広範囲に、しかも高詳細に三次元構築できた。このナノレベルの解像度をもつ立体構築モデルをもとに今後、より詳細な骨組織中の力学シミュレーションの可能性が示唆された。
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イメージングを駆使した歯の発生の新たな理解への挑戦
原田　英光、大津　圭史、藤原　尚樹、坂野　深香

岩医大　解剖　発生再生





　歯の発生は、免疫組織化学を含めた形態学と、遺伝子改変マウスによる分子発生生物学を両輪とした研究手法の発展によって、形態形成に関わる数多くの分子とその機能が解明され、その成果は歯に異常を生じる先天性疾患の病因の究明や再生医療のツールとして応用されるまでになった。しかし、歯の形態や歯根形成を制御している分子が同定されても、それらの分子機能が咬頭形成を担う細胞動態にどのように関わってくるのか、歯根の発生時に観察されるHerwig上皮鞘はcervical loop細胞のどのような変化で形成されるのか、エナメル質や象牙質の石灰化と血管網構築の関係など、形態形成の総合的理解においていまだ釈然としない点が数多くみられる。これらの事象を理解する上で課題となる問題点は、2Dのイメージから3Dの形態を理解する困難さ、細胞培養と生体での現象のギャップを埋める研究、分子機能の異常とそれがもたらすフェノタイプとの間を関連づける細胞生物学的研究の欠如などが上げられる。最近、優れた蛍光、発光プローブの開発や顕微鏡の発達によって、細胞、組織、個体を様々な視点から観察するイメージング技術が開発されてきた。このような研究背景のもと、本講演では従来我々が行ってきた歯の発生研究をベースに、歯の発生のメカニズムをさらに詳細に理解できるように取り組んできた細胞、組織、器官レベルでのイメージング技術を紹介する。この技術によって、従来の結果と異なる点、従来の研究成果を再確認できた点、新しい発見につながった点などを整理しながら、エナメル上皮幹細胞の挙動、中間層細胞の発生のメカニズム、歯根発生におけるヘルトヴィッヒ上皮鞘形成過程、エナメル質の横紋形成メカニズムに関する結果などを報告する。また、これらの技術を応用した将来的な研究と、今後の歯の発生研究で求められる研究とは何かについて議論したい。
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唾液分泌シグナル応答のintravitalイメージングと分泌制御機構の解析
根津　顕弘、森田　貴雄、谷村　明彦

北医大　歯　薬理





　唾液腺における水・電解質分泌は、受容体刺激を介した腺房細胞のCa2+応答によって調節されている。これまでのライブイメージングを使った研究により、唾液腺細胞におけるCa2+ウェーブやCa2+オシレーションなどが明らかにされてきた。これらのCa2+応答の時間・空間的変化と、唾液腺の水・電解質分泌やその他の機能との関係を解明する手段として、これまでのin vitro系を使った解析には限界がある。実際の唾液分泌の調節では、腺房細胞のCa2+応答に加え、唾液腺の血流量や神経系を介した調節などが関与する。このような生体で起こる臓器の応答や生理機構を明らかにする実験系として、生きた動物を使ったintravitalイメージングが注目されている。

　最近、蛍光タンパク質遺伝子を使った様々なタイプのCa2+バイオセンサーが開発されてきた。われわれはラット顎下腺開口部から逆行性にアデノウイルスベクターを注入し、非侵襲的に腺房細胞に蛍光タンパク質を発現させる実験系を確立した。この方法を使って、顎下腺腺房細胞にG-GECOやYC-Nano50といったCa2+センサーを発現させ、薬物刺激や神経刺激によるCa2+応答のintravital イメージング解析を行っている。特に現在は、唾液腺のCa2+応答や血流動態と唾液分泌の関係を明らかにするために、マクロズーム蛍光顕微鏡を用いた顎下腺全体のCa2+応答と同時に、二次元レーザー血流計を用いた血流イメージング解析、あるいは微小ファイバー圧力計を使った唾液分泌のリアルタイム解析を行っている。この解析ではアセチルコリンの静脈投与によって、投与速度に依存した顎下腺のCa2+応答と同時に、一過性あるいは周期的な血流増加が観察されている。これらの血流変動における交感神経系の関与や、唾液分泌速度への影響を示唆する結果が得られている。さらに我々は、舌神経刺激によって反射性に副交感神経が活性化する反応を利用して、神経刺激による顎下腺のCa2+応答を解析している。このような神経刺激は、薬物刺激とは異なるパターンのCa2+応答を起こす可能性が考えられる。これらの解析結果に加え、共焦点レーザー顕微鏡を使った細胞レベルでのintravitalイメージングの結果を紹介し、生体で起こる唾液分泌制御機構について考察したい。
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蛍光から化学発光へ―バイオイメージングの新潮流―
永井　健治

阪大　産研　生体分子機能科学、JSTさきがけ





　蛍光タンパク質は生物学研究に革命をもたらしたことは論を待たない。今や生物学研究のみならず、医学、薬学、さらには物理学分野でも用いられる日常的なツールになった。蛍光タンパク質を用いたバイオイメージングにより様々な現象が発見され生命の理解に大いに貢献している。近年では100 nm以下の空間分解能を達成する超解像にも不可欠になり、活躍の場に事欠かない。このように蛍光タンパク質は極めて有用で強力なツールではあるが、欠点が無い訳ではない。蛍光観察に必須の励起光照射が、時に細胞環境をかく乱し、あるいは組織深部の観察を困難にしてしまうからである。

　そこで我々が目を付けたのが、励起光照射を必要としない化学発光である。しかしながら、化学発光のシグナルは非常に微弱なため、シグナルの検出は数分から数時間という長時間の露光が必要であるという問題点を有していた。この問題を解決するために、我々は改変型ウミシイタケluciferaseとVenus蛍光タンパク質を高効率にフェルスター共鳴エネルギー移動が生じるように融合し、大幅に発光強度を増加させることに成功した。Nano-lanternと名付けられたこの化学発光タンパク質により、生きた細胞を蛍光と同程度のクオリティーで観察することが可能になっただけでなく、自由に動き回る脱毛していないマウス体内の腫瘍組織を高感度に実時間観察することが可能になった。また、Nano-lanternを基に、Ca2+、ATP、cAMPを検出可能なセンサーを開発し、蛍光センサーが使用できない環境下において、これらの生理活性物質の動態をイメージングすることに成功した。これら励起光を必要としない化学発光性のセンサーにより、オプトジェネティクスにより細胞機能を光操作しながらのバイオイメージングも可能になった。

　本シンポジウムでは、我々の研究室で生み出されてきた蛍光タンパク質や化学発光タンパク質を紹介し、合わせて今後のバイオイメージングの展望を述べたい。
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発生生物学的アプローチによる口腔器官の再生
辻　　　孝

東理大　総合研究機構





　口腔は歯や唾液腺、舌など複数の器官からなり、食物の摂取や発音、味覚などの多様な機能により健康や生活に大きな役割を果たしている。そのため疾患や傷害によるこれら器官機能の低下や喪失は生活の質を大きく低下させることから、材料工学や薬物などによる治療が長らく試みられてきた。最近になり、再生医療技術が開発され、「幹細胞移入療法」や「細胞シート工学技術」が様々な医療分野で応用され、歯科領域においても歯髄や歯周病など口腔器官の組織再生の研究が進められている。さらに次世代再生医療である「器官再生医療」の研究開発が進められている。その器官再生の戦略として、胎児期の上皮・間葉相互作用によって誘導される「器官原基」を再生する、発生生物学的なアプローチによる器官再生が成果を上げつつある。

　私たちは、単一化上皮性・間葉性幹細胞から器官原基を再生する「器官原基法」を開発し（Nature Methods 4, 227-230, 2007）、口腔に関連する歯や唾液腺の器官再生に取り組んできた。歯の再生では、再生歯胚を成体の歯の喪失部位へ移植することにより再生歯が萌出、咬合し、歯根膜や神経機能も再生することを明らかにした（PNAS 106, 13475-13480, 2009）。さらに歯と歯根膜、歯槽骨を有する再生歯ユニットを移植すると、骨性結合により生着し、即時機能型の歯の再生が可能であることを明らかにした（PLoS ONE 6, e21531, 2011）。一方、唾液腺の再生では、唾液腺全摘出マウスに再生唾液腺原基を導管接続し、再生唾液を口腔内へ分泌させ、唾液腺摘出に伴う口腔内の洗浄や嚥下障害を機能的に回復可能であることを明らかにした（投稿中、2013）。また成体毛包に存在する幹細胞から機能的な毛包器官再生が実証されたことから（Nature Commun. 3, 784, 2012, Sci. Rep. 2, 424, 2012）、器官再生医療の実現可能性が高まったと考えられる。本講演では、幹細胞の精密操作による発生生物学的アプローチによる器官再生の研究戦略と進展について紹介し、その現状と課題を考察したい。
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ゲル材料を使ったin vitroでの腺組織形態形成制御
松本　卓也

岡大　院医歯薬　生体材料





　近年の生体材料学、組織工学の発達により、細胞や生体組織に親和性の高い材料の開発が加速されている。これら材料に生命科学研究から得られる最新の知見を融合することで、これまでにない新しい細胞/組織操作技術の創製、さらには新しい組織再生方法や新しい生命科学研究技術の確立につながる。

　我々はこれまで、ボトムアップアプローチによるin vitroでの生体組織生成（生体組織合成）を究極の目標に研究を進めている。この目標に向けたアプローチとして、生体材料を使用した細胞周囲環境の整備を提案している。最近の研究から、“堅さ”という物理的因子が細胞の分化や増殖など細胞機能に重要な影響を及ぼすことがわかってきた。そこで、生体組織の堅さを再現できるゲル材料を元にin vitroの培養系を構築し、E12に摘出したマウス顎下腺組織の器官培養を行った。その結果、興味深いことに唾液腺組織の成長は柔らかいほど進み、堅いほど抑えられることが明らかとなった。このような現象は唾液腺以外にも歯や骨などの組織においても生じることを確認している。唾液腺での現象に関してそのメカニズムを検討したところ、周囲堅さ環境に依存した唾液腺組織におけるFGF7/10などの増殖因子発現変化や、神経組織の成長変化などが重要な役割を担うことが明らかとなった。また、物理的環境ではなく、化学的環境に着目した実験系では、細胞接着機能を有する機能性ペプチド固定化ゲルを作製している。このゲルを用いた培養系は唾液腺成長促進に有効であることも確認している。

　人工材料は成形、加工が容易であり、その形状、物性制御により用途も多様である。このような工学的手法との融合により、in vitroでの唾液腺組織生成、制御、新規治療に向けた新しい方法論の確立が期待される。
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抗体アレイによる幹細胞集団のキャラクタリゼーション
加藤　功一

広大　院医歯薬保　生体材料





　幹細胞を利用した再生治療は、歯周組織をはじめとする様々な組織や臓器を再構築するための手段として期待されている。しかしながら、この新しい治療技術を一般医療として普及させるには、さらに多くの工学的技術が確立されなくてはならない。とくに、体外操作を経て作製される移植用細胞の品質を管理するための技術の確立は、現段階から取り組んでおくべき重要な課題である。そこで本講演では、我々が取り組んできた細胞品質管理技術の開発について紹介し、バイオデバイス研究の果たす役割について議論したい。

　これまで、移植細胞の特性化を目的として、形態異常、核型の変化、細菌等のコンタミネーションの有無など、様々な検査項目が提案されてきた。しかし、細胞集団の均一性を評価する方法は十分に確立されているとはいえない。そこで我々は、細胞集団における表面マーカーの発現パターンに注目し、迅速なアッセイによって多種類の表面マーカーの発現度合いを一挙に分析するための抗体アレイの開発に取り組んできた。

　抗体アレイの作製には微細加工技術を利用することができる。これによって、小さなガラス基板上に表面マーカーに対する多種類の抗体を配列固定した。この抗体アレイ上で細胞の結合アッセイを行うことによって、表面マーカーの発現パターンを一挙に調べることが可能であることを白血病細胞株や神経幹細胞を用いて示してきた。さらに、歯科領域において応用が期待されている間葉系幹細胞に本手法を適用した結果、体外で培養された細胞集団を定量的かつ迅速にタイピングすることが可能であった。

　一方、抗体アレイ上に結合した細胞の定量的計測法は、分析の高速化にとって重要である。我々は、表面プラズモン共鳴イメージング法を利用して、抗体アレイ上の細胞密度を染色や洗浄の操作を経ることなく2次元情報として取得する方法を確立した。この方法を用いれば、細胞と複数の抗体との反応性を瞬時にパラレル計測することが可能である。
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iPS細胞を用いたスキャフォールドフリー骨組織再生
江草　　宏

阪大　院歯　補綴1





　人工多能性幹細胞（iPS細胞）は、体細胞に数個の遺伝子を導入することでその記憶を初期化した多能性幹細胞である。口腔粘膜の歯肉は歯科治療の過程で切除される機会の多い組織であり、一般的に切除歯肉は廃棄されている。我々は、歯肉を用いることで、癌遺伝子c-Mycあるいはウイルスベクターを用いることなく、容易にiPS細胞が樹立可能であることを明らかにしている。

　iPS細胞は、その万能な分化能および無限の増殖能ゆえに、Bioengineeringを駆使した3次元形状の細胞組織構造体の構築に好適な幹細胞源として期待されている。また、iPS細胞を用いた歯槽骨再生医療を実現するためには、iPS細胞を移植した先で腫瘍化させることなく骨組織の再生へと確実に導く技術の確立が重要である。我々はこれまでに、歯肉から樹立したマウスiPS細胞を、ハイドロキシアパタイトの結晶構造を呈する成熟した骨芽細胞へ分化誘導する培養方法を確立してきた。また、任意の形状を有する温度応答性ハイドロゲルの鋳型（モールド）を利用することで、スキャフォールドを用いることなく、任意の3次元形状で石灰化を誘導したマウスiPS細胞の構造体を試験管内で作製する技術を確立している。さらに、この技術に骨芽細胞分化促進作用/腫瘍形成抑制作用を併せもつ小分子化合物を用いることで、移植先でiPS細胞の構造体を腫瘍化させることなく、スキャフォールドフリーで立体的な骨形成を促すことに成功している。この基本技術は、自己細胞由来材料、細胞の分化制御、腫瘍化抑制、再生骨の形状制御の観点から従来の骨移植材にない優れた特性を有する可能性を秘めている。

　本発表では、この技術内容を中心に、歯肉を細胞源とするiPS細胞技術が“Biodental Engineering”の発展に資する可能性を概説し、今後の課題と将来の展望について考察したい。
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ゲノム解析からみえてきた歯周病細菌の新たな側面
内藤真理子

長大　院医歯薬　口腔病原微生物





　次世代シークエンサーの普及が後押しする形となり、全ゲノム解析プロジェクトは近年急速に増加している。病原細菌を含む原核細胞生物では進行中を含めて2万件を超えた。歯周病細菌では主菌種の全てでゲノム解析プロジェクトが行われており、これまでに6菌種の全ゲノム配列が決定、公開されている。ところで、次世代シークエンサーの技術開発のスピードは速く、より高性能で簡便な機種の実用化が期待されている。また解読されたゲノム配列の遺伝子予測と生物学的注釈付与の作業もWebサービスの利用により容易になった。このような状況により、近い将来、微生物の全ゲノム配列解析はより身近な汎用実験手法になると考えられている。本口演ではゲノム解析が歯周病細菌の解析にどのように生かされたかを、我々が実際に行った歯周病細菌Porphyromonas gingivalis ATCC 33277株の全ゲノム配列決定を例として、それから得られた知見も含めて紹介する。P. gingivalisの株間のゲノム比較から、本菌では大規模かつ多数のゲノム構造の再構成が生じ、本菌の菌株間の性状の多様性形成に寄与していることが示唆された。このゲノムの再構成の大半には転移性遺伝因子が寄与していた。また、この転移性遺伝因子を介して口腔内や腸管内の細菌間で遺伝情報の伝達が起きていた。さらに近縁の菌種とP. gingivalisの全遺伝子の比較から、本菌の病原因子の分泌に関わる新たな分泌機構であるPor 分泌機構を見出した。このPor 分泌機構は近縁の歯周病細菌にも存在することから、歯周病の病態と深く関わることが予測された。さて、全ゲノム配列の決定により新たに多くの遺伝子の存在が明らかとなったが、約40％が今も機能未知である。このことを踏まえ、今後の歯周病細菌のゲノム解析の留意点、課題等についても触れる。
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CRISPRによる病原性細菌の生存と進化戦略
中川　一路

東医歯大　院医歯　細菌感染制御





　細菌の進化において、ファージやプラスミドといった外来性遺伝子による遺伝子の伝播やゲノム再構成、種内の菌株間での組換えなどによる多様性制御が重要である。一方で、外来性遺伝子の細胞間移動抑制機構として近年clustered regularly interspaced short palindromic repeat（CRISPR)が注目されている。多数の菌株の比較ゲノム解析が可能となった今、このような進化の痕跡をより詳細に検討することができる。本講演では、そのような観点から、現在の我々の研究を幾つかを紹介したい。

　A群レンサ球菌（GAS）は多彩な病態を示し、多くの異なるファージの獲得によって病原性を変化させていると考えられている。一方で、ファージなどの外来性DNAに対する防御機構であるCRISPRが存在することから、プロファージが多く存在することには矛盾があると考えられる。そこで、GAS 70株のゲノム情報を用い、多株ゲノム比較解析を行った。その結果、2種類あるCRISPRは、排除対象としている外来DNAの種類が異なっていた。Pan-genomeから、特定の遺伝子の有無によりクラスタリングしたところ、同じCRISPRスペーサーを持つ株同士とCRISPRを有しない株同士が同じグループになっていること、そして株特有の遺伝子セットがファージに由来していることから、本菌のCRISPRにはファージを選択的に取込む働きがあると考えられ、CRISPRにより取り込むファージを制御していることが示唆された。

　また、歯周病原細菌Porphyromonas gingivalisでは、ゲノム再構成と組換えを詳細に調べた。その結果、3株のドットプロットでゲノム再構成発生点にinsertion sequence（IS)が高頻度に認められた。また、multilocus sequence typing解析から60株のスプリット系統樹で網目構造が顕著であることから、本菌では菌体間での組換えも頻繁におきていることがわかった。さらに、60株で同定した全CRISPRスペーサーのうち97％は、相同性検索で7種のデータベース内に相同配列は検出されなかった。一方、残り3％のうち6割以上は本菌のゲノム配列の一部と相同で、その多くがIS上またはその近傍に位置していた。よって本菌のCRISPRは、菌体内ISや他のP. gingivalis菌体由来のDNAを標的として、IS移動や外来DNA取込みを抑制していると考えられる。
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メタボロミクスとインタラクトミクスが描き出すCCN2の新たな機能
久保田　聡、前田　　彩、西田　　崇、滝川　正春

岡大　院医歯薬　口腔生化





　CCN2は、CCNファミリーと呼ばれる一群のタンパク質の代表的メンバーであり、最近まで成長因子の1つと考えられていた。しかし近年の研究から、この分子が他のCCNファミリーメンバー同様、成長因子のカテゴリーに収まり切らない特質を持つことが明らかになってきた。CCN2は4つのモジュールが連結された構造を持ち、それぞれのモジュールを介し、実に様々な分子と相互作用を演ずる。例えばインテグリン、Trk AやFGFRなどの細胞表面分子、BMPやFGF、VEGFなどといった成長因子、そしてFN、アグリカンやパールカンといったECM分子がこういった分子に含まれる。CCN2は、これら分子を指揮することにより、微細環境に応じて多様で、時として予想外な効果を発揮する。このタンパク質は、基本的に細胞外、特にECMに分布するが、時として細胞核内に見出されるなど組織随所に現われ、そこでどのような分子に出会うかによって機能が大きく変わる。したがって共存分子群とCCN2の相互作用を全体的に把握することがCCN2の機能を理解する唯一の道である。

　CCN2は軟骨細胞において、分化と増殖をともに促進するが、これは細胞生物学的に考えれば受け入れ難い効果である。しかし最近我々は、代謝産物の網羅的定量を可能にしたメタボローム解析技術を応用することにより、これを可能にする意外な背景を明らかにしつつある。さらにそうして得た所見は、CCN2が変形性関節症から関節軟骨を守る分子であることにも裏付けを与えることになった。隠されたCCN2の機能をさらに解明すべく、我々はCCN2を核としたインタラクトーム、すなわち共存分子群との相互作用の全体像の描出を進めている。こちらはまだまだ発展途上だが、最近得られた所見につき紹介したい。
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転写ネットワークによる内軟骨性骨形成の制御機構
西村　理行

阪大　院歯　生化





　内軟骨性骨形成は、未分化間葉系細胞の凝集に始まり、軟骨細胞への分化・増殖、軟骨細胞の肥大化、軟骨基質の石灰化、軟骨組織への血管侵入、軟骨細胞のアポトーシスを経て、軟骨組織の骨組織への置換にて完結する、非常に複雑な生命現象である。この多段階に及ぶ内軟骨性骨形成過程は、連続的かつ緻密に制御されている。この調和した制御には、Sox9ファミリー、Runx2ファミリーならびにOsterixなどの転写因子によるチューニングが深く関与していることが明らかにされている。

　私たちは、完全長cDNAを用いた発現クローニング法、Microarray解析、超高速シークエンサー解析などを駆使して、内軟骨性骨形成過程における転写ネットワークシステムの役割を明らかにしてきた。また最近、Sox9による軟骨形成過程におけるエピゲノム制御機構も明らかにしつつある。さらに私たちは、in vivoサンプルを用いた発現解析システムを開発し、内軟骨性骨形成に関与する転写因子群の同定と機能解析を展開している。

　本シンポジウムでは、内軟骨性骨形成の制御に関わる転写ネットワークシステムと、その解明に効果的な遺伝子クローニング法について概説したい。また、その転写ネットワークシステムの破綻による疾患の発症についても紹介したい。
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ゲノムワイド関連解析(GWAS)による正常眼圧緑内障特異的ゲノムマーカー同定とその意義
田代　　啓

京府医大　院医　ゲノム医科





　緑内障は現在日本の中途失明原因の第一位となっている疾患で、40歳以上の有病率約5％の大変頻度の高い疾患である。早期は自覚症状に乏しく、眼科の健診を受けるか、たまたま眼科受診で見つけてもらう以外には発見されないので89％の緑内障患者が気づいておらず未治療である。しかし、緑内障マーカーが同定されるならば、健康診断のついでの血液検査で、緑内障になりやすい体質かどうかが判明し、そこから眼科受診の動機ができ、緑内障の早期発見早期治療の道が開ける。我々の緑内障ゲノムワイド関連解析GWAS研究はそのような緑内障の早期発見、早期治療に貢献する研究である。

　米国NCIのウインクラー博士らのAIDS進行制御SNP解析プロジェクトに参画して、演者が発見・命名したサイトカインSDF1 (Tashiro et al. Science 261 (5121):600-603, 1993.) 遺伝子上のSNP同定に至った共同研究 (Winkler et al. Science 279(5349): 389-393, 1998.)の際、ウインクラー博士が20年間に亘って2800例のエイズ患者の細胞株樹立によってゲノムDNAを確保した上でSNP解析をしている姿を見て、責任をとりきる研究態度を学習した。同じ態度で京都府立医大眼科木下茂教授らと9年間努力をして、緑内障症例と陰性診断したコントロール例の合計で5100例あまりを細胞株化して前向き追跡しながら解析中である。新世代の1000 Kチップを用いた緑内障GWAS解析結果論文発表 (Nakano et al. PLoS ONE 7(3): e33389, 2012) では、有病率3.5％の正常眼圧緑内障について、世界に先駆けて正しい結果を発表することができた。今回は、欧米から正しく評価されているわれわれの大有病率の多因子疾患のGWAS研究例について歯科基礎医学会の先生方にご説明させていただいて、ご評価・ご指導を願いたい。
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口腔顔面領域における異所性痛覚異常の中枢機構
岩田　幸一

日大　歯　生理





　三叉神経損傷や口腔顔面領域に炎症が起こると、損傷神経や炎症部位の支配領域を超えた広い領域に異所性の痛覚異常が引き起こされることがある。このような異所性痛覚異常は誤診や誤った治療の原因となることから、臨床的に大きな問題となっているが、その詳細なメカニズムに関しては不明な点が多く残されている。そこで、我々は口腔顔面領域における異所性痛覚異常の発症機構を明らかにするため、様々な動物モデルを作製して研究を進めてきた。

　末梢神経損傷や末梢組織の炎症によって、一次求心神経に強い持続的な興奮が誘導される。このような過興奮が長期間にわたって持続すると、末梢神経系だけでなく中枢神経系のニューロンも感作され、ニューロンの興奮性はさらに亢進する。中枢神経系の過興奮は損傷神経の周辺部に存在するニューロンの活動性にも影響を及ぼし、損傷を受けていないニューロンや炎症部位を支配していないニューロンに対しても興奮性の増強を誘導する。ニューロンとニューロンの機能連絡はニューロンの興奮異常の拡大を引き起こすだけでなく、グリア細胞にも作用して広い領域に分布するニューロンの興奮性亢進をもたらす。最近我々は、下歯槽神経を切断すると三叉神経第2枝支配領域である口ひげ部に機械アロディニアが発症することを見出した。さらに、この異所性痛覚異常には、三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）に存在するastrogliaの強い活性化が関与することを報告した。また、三叉神経損傷後の早期にはmicrogliaも強く活性化され、顔面領域の広い領域に痛覚異常が発症することを見出した。このような結果から、口腔顔面領域に発症する異所性痛覚異常に対してastrogliaやmicrogliaの活性化が重要な働きを有する可能性が明らかになった。

　本シンポジウムでは我々がこれまでに行ってきた研究結果を紹介し、口腔顔面領域の炎症および神経損傷に起因した異所性疼痛異常の発症機構について考察する。














MS3-2





口腔顔面の侵害受容機構と痛覚異常
寺山　隆司、杉本　朋貞

岡大　院医歯薬　口腔機能解剖





　口腔顔面の感覚情報は、三叉神経の各分枝によって脳幹の三叉神経知覚核群に伝達される。三叉神経知覚核群は主知覚核と脊髄路核から構成され、脊髄路核はさらに吻側亜核、中位亜核、尾側亜核に区分される。このうち、最も尾側に位置する尾側亜核は三叉神経系における脊髄後角の相同部位で、三叉神経系の侵害情報は専ら尾側亜核において中継されると考えられてきた。しかし、三叉神経知覚核群のより吻側部も、口腔顔面の侵害受容伝達に関与する可能性を示す報告がなされている。一方、末梢神経の損傷によって損傷を受けた神経の中枢投射部位で種々の変化が起こり、これらの変化が神経損傷後の痛覚異常に関与することが知られている。三叉神経系においては尾側亜核での変化と痛覚異常との関連を示唆する報告がなされているが、さらにこのような変化が尾側亜核に限らず知覚核群の吻側部でも起こっていることが示されている。われわれの最近の研究でも末梢神経の損傷によって尾側亜核だけでなく、主知覚核と吻側亜核でグリア細胞の活性化等の変化が認められるとともに、神経損傷後に尾側亜核と吻側亜核においてそれぞれ異なる興奮性の変化が起こることが明らかとなった。また、尾側亜核では神経損傷によって損傷を受けていない周囲の神経からの収斂投射が起こることが明らかとなり、このような変化が神経損傷後の痛覚異常に関与する可能性が示唆された。今回は、侵害受容伝達における三叉神経知覚核群の機能および末梢神経損傷によって起こる痛覚異常における三叉神経知覚核群の関与、特に尾側亜核と吻側亜核の関与について報告する。
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慢性の口腔顔面痛の管理において歯科医師には何が求められるか
今村　佳樹

日大　歯　口腔診断





　慢性痛では、しばしば明確な身体的他覚所見を伴っていなかったり他覚所見に比して痛みの訴えが説明できないほど強かったりする。このことから、慢性痛の病態は社会心理的な面から説明されることが多く、対応も主にこれに基づいて模索されてきた。一方で、慢性痛の病態を解明すべく基礎研究者の努力によって各種病態モデルが考案され、基礎研究が重ねられてきた。これらの研究を通し、痛みの慢性化には中枢・末梢神経の感作と可塑化が重要な役割を果たすことが明らかとなってきた。臨床的にも1990年代から機能画像解析が活発に用いられるようになったことで、慢性痛における脳活動が研究されてきた。慢性の特発性口腔痛患者では、感覚野、運動野を含めた高次中枢における痛みの調整機構に変調が生じている可能性が示されている。すなわち、慢性の特発性口腔痛においては、末梢のみでなく、高次中枢を含めた治療の検討が重要であることを物語っている。また、心理ストレスが発症のトリガーとなることが指摘されているが、特発性口腔痛患者においては、血漿中のストレス関連ホルモンの濃度は、患者の受容しているストレスの程度とは相関がみられるものの、特発性口腔痛の有無とは相関がみられず、このことは、心理ストレスの強さは病態の維持に影響しないことを示唆している。一方で、痛みの遷延は、破滅的思考を有する患者において高率にみられることが知られており、破滅的思考を示す患者には特定の遺伝的傾向がみられることが明らかにされている。これらの事実からは、慢性痛に陥りやすい体質とトリガーとなる身体的精神的環境の変化(心理ストレスの強弱や感染等の免疫異常など)が相まって中枢神経系の変調をもたらすと考えられ、歯科医師はこれらの総合的な変化に対応することが求められる。
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口腔顔面痛の疼痛伝達メカニズムと新規治療法の開発―知覚神経節細胞からの神経伝達物質遊離―
松香　芳三

徳大　院HBS　咬合管理





　激烈な疼痛を訴える神経障害性疼痛治療には、抗てんかん薬や抗うつ薬などを処方することが多いが、効果がみられなかったり、めまいなどの中枢性副作用のために継続服用不可能であったりすることも少なくない。そのため、神経障害性疼痛のメカニズム解明と副作用の少ない治療法の開発が望まれている。慢性疼痛モデルにおいて末梢知覚神経節では神経興奮と神経伝達物質の遊離が増加しており、シナプスは存在しないが、知覚ニューロン間での伝達物質を介した疼痛情報の伝達が報告されている。このように、神経障害性疼痛のメカニズムの一部が知覚神経節の興奮と異所性の神経伝達物質遊離の亢進であるならば、末梢知覚神経節における神経伝達物質の遊離を抑制することにより、中枢性副作用の少ない治療法につながる可能性がある。

　実際にこれまで我々は、神経障害性疼痛モデルでは知覚神経節における神経伝達物質遊離が増加し、その遊離は神経節細胞から生じていることを報告してきた。また、最近の研究では末梢に投与した精製A型ボツリヌス毒素（BoNT/A）が三叉神経節における神経伝達物質遊離を抑制するとともに、神経障害性疼痛行動反応を抑制することが明らかになった。さらに、蛍光標識したBoNT/A重鎖を利用した実験では、BoNT/A重鎖がsynaptic vesicle protein 2（SV2）受容体を介してラット培養三叉神経節細胞内に取り込まれること、ラット頬髭部中央に皮内投与したBoNT/A重鎖が三叉神経節細胞内に取り込まれること、この末梢皮内投与したBoNT/A重鎖の三叉神経節への輸送に逆行性軸索輸送が関与する可能性が明らかになった。

　これまでの研究成果を踏まえて、我々はボツリヌス毒素製剤による慢性疼痛患者への臨床応用に関する研究も現在展開中である。今回のシンポジウムでは以上のようなことを紹介したいと考えている。
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骨格発生メカニズムの理解と骨・軟骨再生医療
大庭　伸介

東大　院工　バイオエンジニアリング





　骨と軟骨をつくる骨芽細胞と軟骨細胞は共通の前駆細胞から発生し、各系統への運命決定と分化カスケードにより形成される。この一連の過程を制御するマスター因子群がこれまでに明らかにされてきている。転写因子Sox9陽性の骨格系前駆細胞は、ヘッジホッグ（Hedgehog- Hh）シグナルの入力により転写因子Runx2陽性の骨芽細胞前駆細胞へと分化する。一方、Hh刺激を受けない細胞は軟骨細胞への運命を選択すると考えられる。骨芽細胞分化の中期から後期においては、転写因子Runx2、転写因子Osterix、Wnt/β-catenin経路が必須の因子であり、軟骨細胞においては転写因子Sox9のほかRunx2がマスター制御因子としてはたらく。

　演者らの研究グループは、骨軟骨運命決定機構に注目して、Hhシグナルが骨芽細胞分化を制御するメカニズムに関して報告してきた。現在は、転写ネットワークとエピジェネティクスの観点から幹細胞および骨芽細胞・軟骨細胞の理解を深めるべく、クロマチン免疫沈降シーケンス法と遺伝子発現プロファイリングを活用することで、幹細胞の多能性と初期分化、および骨格系細胞への分化にかかわる転写因子群とヒストン修飾因子のゲノムワイドな位置情報と機能（遺伝子転写）に対する統合的な解析に取り組んでいる。また、骨発生や軟骨発生を制御するメカニズムに関する知見に基づいて、骨・軟骨形成性シグナルを活性化する低分子化合物に着目し、これらをリン酸カルシウムなどの生体材料や多能性幹細胞と組み合わせることで、低分子化合物による骨・軟骨再生法に関して研究を進めている。これらの研究成果を紹介しながら、基礎的知見の再生医療への応用について議論させていただければと考えている。
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自己培養歯根膜細胞シートを用いた歯周組織の再建
岩田　隆紀

東女医大　先端生命医科研





　近年、幹細胞生物学と組織工学を背景とした細胞治療の研究が歯周領域においても大学を中心に進められている。歯周病を歯周組織幹細胞疲弊症としてとらえ、生体に存在する幹細胞をバイオマテリアルとコンビネーションで移植する細胞治療である。我々は細胞ソースとしては患者自身の歯根膜幹細胞を想定し、研究を進めてきた。また、組織を再構築するためのアプローチとして「細胞シート工学」をコア技術として取り入れている。「細胞シート」は、温度変化によって培養皿表面の性質が親水性/疎水性に変化するインテリジェント培養皿「温度応答性培養皿」を用いて作製される。

　東京女子医科大学では、小動物・大動物を用いて「歯根膜細胞シート」の実験室レベルでの安全性・有効性を確認し、「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針」に合致した臨床研究として2011年1月に厚生労働大臣より臨床研究実施の承認を得た。具体的には患者自身の抜去歯から歯根膜幹細胞を抽出し、｢細胞シート工学｣を用いてシート状に回収された｢自己培養歯根膜細胞シート｣を歯周欠損の根面に移植する臨床研究を進めている。｢細胞シート工学｣を用いることで細胞を非破壊的に細胞外マトリックスとともに移植することが可能である。さらに細胞間相互作用を保持したまま移植することが可能であるため、移植した細胞が拡散することなく、歯根面に高次機能を保ったまま移植できるのが大きな利点であると考えられる。無菌的に細胞を培養出来る｢細胞プロセッシングセンター｣と呼ばれる特別な施設で作製された細胞シートは3層に重ね合わされ、郭清術の行われた歯周欠損の歯根面に設置される。さらに、骨欠損部にはβ-リン酸三カルシウム(オスフェリオン：オリンパス)を充填することで付着器官の再生を促す。現在までに6例の移植が終了し順調な経過を示しており、今後2年間で全10症例の臨床試験を完了する予定である。
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性ホルモンによる骨代謝調節機構の新知見と骨再生医療への展開
今井　祐記

愛媛大　プロテオサイエンスセ　病態生理解析





　超高齢化社会になりつつある本邦においては、健康長寿の獲得が必須であるといえる。中でも、骨粗鬆症による骨折は、寝たきり状態を惹起する要因の一つであることから、骨折予防を目的とした骨粗鬆症治療が重要といえる。骨粗鬆症の大多数は、閉経後女性に認められる閉経後骨粗鬆症であることから、女性ホルモン（エストロゲン）による骨量維持機構の解明が、閉経後骨粗鬆症病態の理解や治療応用に必須であるといえる。

　エストロゲンは、核内受容体スーパーファミリーメンバーであるエストロゲン受容体(ER: Estrogen Receptor)と結合する。エストロゲンと結合したERは、標的遺伝子の転写を制御することで、エストロゲンの標的組織において、その作用を発揮する。エストロゲンの生体内作用を明らかにする目的で、ER遺伝子欠損マウスが作出されたが、全身的な内分泌機構の破綻を認めたため、骨組織におけるエストロゲン作用の解明は限定的であった。そこで、骨組織特異的ER遺伝子欠損マウスを作出したところ、破骨細胞特異的欠損マウスでは、破骨細胞の増加を伴う骨吸収の亢進による骨量減少を認めた。また、骨芽細胞特異的欠損マウスでは、限定的な骨量減少に留まる一方で、骨組織に存在する細胞の90％以上を占める骨細胞特異的ER欠損マウスでは、骨形成の低下に伴う骨量減少を認めた。

　このように、女性ホルモンによる骨量制御機構は、複雑なネットワークを介してその恒常性維持に寄与していることが明らかになりつつある。継続的な吸収抑制性薬剤による骨粗鬆症治療においては、Atypical Femoral Fractureや顎骨壊死が有害事象として存在するが、性ホルモンによる骨代謝制御を応用することで、再生医療も含めた将来的な治療応用の可能性が期待される。
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神経系による骨代謝制御
竹田　　秀

東医歯大　医　細胞生理





　従来、骨代謝調節の主役は、骨芽細胞や破骨細胞の分化や増殖を調節するサイトカイン、ホルモン等の液性因子であったが、その概念が今、大きく変革しつつある。心・腎連関などに代表されるように、臓器同士が互いの代謝の調節に関わり、さらにこの臓器間の連係（臓器間クロストーク）が個体全体での恒常性の維持においても重要であることが近年明らかになった。骨においても、骨と他の臓器との関連が注目されはじめた。

　臨床的には古くから神経系と骨代謝の関連について、頭部外傷や脊髄損傷を合併する骨折例では骨折の治癒が早い場合があることなどが知られていた。近年、神経系や神経ペプチドの遺伝子改変マウスにおける骨代謝の解析を通じて、交感神経系をはじめとした神経系や食欲に関わる神経ペプチドの骨代謝における意義が分子レベルで解明されている。

　さらに最近我々は、骨に投射する感覚神経系が骨の発生および再生に重要であることを見出した(Nature 2013)。我々は神経再生において注目されているセマフォリン3Aに注目し、研究を行った。まず、神経においてセマフォリン3Aを欠落したマウス（神経特異的セマフォリン3A欠損マウス）の骨組織を調べたところ、骨の細胞自体には異常がないにもかかわらず、骨密度が低下した骨粗鬆症様の病態を呈していた。さらなる解析により、正常のマウスでは骨に数多くの感覚神経が投射するが、神経特異的セマフォリン3A欠損マウスではその数が低下しており、そのために骨粗鬆症を発症したことが明らかとなった。さらに、神経特異的セマフォリン3A欠損マウスでは、骨の障害に対する再生能力が大きく低下していることが示された。

　こうして、骨の発生、再生時に感覚神経系が骨に投射することが、健康な骨の発達や、怪我の後の骨の再生、治癒に重要であることが明らかになった。本講演では、我々の得た最近の知見を中心に、骨代謝における神経系の病態生理的意義について議論したい。
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成熟骨芽細胞MLO-A5はGap junctionを介して未分化間葉系幹細胞C3H10T1/2の分化を制御する
三上　剛和

日大　歯　解剖Ⅰ





【目的】　骨芽細胞は、骨基質タンパクを生産する細胞であり、骨形成において主要な役割を果たす。しかし、近年、骨形成以外にも、その近傍に存在する破骨細胞や造血系幹細胞の維持や分化を制御する、いわば司令塔としての役割を担うことが報告されている。一方、骨髄には、骨芽細胞をはじめ、脂肪細胞や軟骨細胞などに分化する間葉系幹細胞が存在している。この間葉系幹細胞と骨芽細胞は互いに隣接して存在することから、両細胞間には何らかの相互作用が存在することが予想される。しかし、その詳細については不明である。そこで、本研究は、骨芽細胞と間葉系幹細胞の共培養系を用いて、骨芽細胞の司令塔としての役割について検討した。

【方法】　マウス由来の培養細胞株であるMLO-A5とC3H10T1/2は、それぞれ、成熟骨芽細胞と未分化間葉系幹細胞の特徴を持つ。そこで、GFPを恒常的に発現するC3H10T1/2（10T-GFP）を樹立し、この細胞をMLO-A5と共培養した。その後、FACSを用いて10T-GFPを単離し、各種遺伝子の発現について解析した。また、MLO-A5と10T-GFP間の接触様式について、パッチクランプ法を用いて電気生理学的な解析を行った。さらに、C3H10T1/2は、BMP-2を作用させると骨芽細胞と脂肪細胞のどちらにも分化することから、BMP-2を添加した培地で、MLO-A5と10T-GFPを共培養し、骨芽細胞と脂肪細胞の分化パターンについて検討した。

【結果】　MLO-A5と共培養した10T-GFPでは、単独で培養した10T-GFPと比較して、骨芽細胞分化の指標とされるBone Sialoprotein（BSP）と Alkaline Phosphatase（ALP）の発現が顕著に増加した。また、BMP-2を用いた共培養では、Oil red O 陽性を示す脂肪細胞は観察されず、脂肪細胞分化関連遺伝子の発現が抑制されていた。パッチクランプ法による解析では、共培養したMLO-A5と10T-GFPの間において、gap junctionが存在することが示された。さらに、gap junctionの形成阻害剤によって、共培養によるBSPおよびALPの発現誘導の抑制が確認できた。

【結論】　骨芽細胞（MLO-A5）は間葉系幹細胞（C3H10T1/2）とgap junctionを介して、直接連絡し合うことによって、脂肪細胞への分化を抑制し、骨芽細胞への分化を誘導すると考えられる。
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骨・軟骨形成過程におけるギャップ結合分子パネキシン3の機能解析
岩本　　勉

徳大　院HBS　小児歯





　細胞-細胞間、細胞-細胞外基質間の相互作用は組織発生過程において重要な役割を果たす。上皮組織においては、主に細胞-細胞間結合が重要で、かつ細胞-細胞外基質間での相互作用においては、基底膜がその役割を担う。一方、間葉組織においては、主として、細胞を取り囲む細胞外基質との相互作用が、重要な機能を担っている。それらの破綻は組織活動を傷害し、生命予後にも大きな影響を与える程重要な役割を司っている。

　これまで骨や歯といった硬組織や軟骨に限局したギャップ結合分子は明らかにされてこなかった。我々はバイオインフォティカル解析手法を用いて、これらの組織に特異的に発現するギャップ結合分子として、Pannexin3（Panx3）を同定した。Panx3はギャップ結合分子パネキシンファミリーに属し、4回膜貫通型の膜タンパク質である。Panx3は象牙芽細胞、骨芽細胞、軟骨細胞に強く発現し、これらの細胞の増殖と分化に深く関わっていることが示唆された。実際、これらの細胞株においてPanx3の発現を抑制するとその分化が抑制されることが示された。Panx3はこれらの細胞膜上に発現し、細胞内のATPを排出するヘミチャネルとして、機能していることが明らかとなった。その結果、増殖や分化に関わるシグナル伝達経路に影響を与えていることが明らかとなってきた。

　このようにPanx3は歯、骨、軟骨の分化において重要や役割を担っており、かつ組織特異性の高い分子であることから、骨系統疾患の標的分子として有効でないかと考え、現在、我々は骨系統疾患に対し、本分子をターゲットとした応用の試みを行っており、そのことについても考察する予定である。
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破骨細胞の分化を調節する免疫関連分子とその検出法
森本　景之

産医大　医　第2解剖





　Double-stranded RNA dependent protein kinase（PKR）はウイルス感染やインターフェロン等に応答し、細胞の防御機構に関与する免疫関連分子である。我々は、このPKRが骨芽細胞や軟骨芽細胞の分化を調節することをin vitroにおいて明らかとしてきた。また、in vivoにおいてマウス骨組織のTRAP陽性を示す破骨細胞にPKRの発現を認めた。マクロファージの機能や分化へPKRが関与することが報告されているが、破骨細胞におけるPKRの関与については未だ不明である。そこで、破骨細胞分化誘導へのPKRの影響および、RANKLシグナルを細胞内へ伝えるTRAF6とPKRの相互作用を解析した。

　PKR変異遺伝子を細胞株RAW264.7に導入し、変異型PKR安定発現細胞をクローニングした。PKR変異細胞をRANKLで刺激すると単核のTRAP陽性細胞は認められたが、TRAP陽性を示す大型の多核細胞はほとんど認められなかった。また、前破骨細胞融合関連分子やNFκBの発現は低下し、STAT1の発現は増加していた。これらのことより、PKRの変異は、正常な破骨細胞の分化・成熟を阻害することが判った。そこで、分割蛍光BiFC法を用いて、RANKLシグナル伝達へのPKRの関与について、TRAF6との結合の観点より検討した。BiFC法は結合を調べたい2つの分子に2分割した蛍光タンパク質をそれぞれ付与し、両分子の結合に伴う蛍光タンパク質の再会合を利用し、タンパク質相互作用の有無を解析する方法である。BiFC法による解析の結果、PKRは細胞質でTRAF6と結合し、その結合にはPKRの特定ドメインが重要であることが明らかとなった。以上より、免疫関連分子であるPKRは、TRAF6との結合を通じて破骨細胞分化に関与する可能性が示唆された。本シンポジウムでは、骨組織の形態学的解析において我々の研究室で留意しているポイントについても、紹介させていただきたい。
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骨代謝の概日リズムと時計遺伝子
近藤　久貴

愛院大　歯　薬理





　生物には地球の自転周期と密接に関連した、約24時間周期の生体リズム（概日リズム）が備わっている。骨代謝にも概日リズムが認められるが、その分子機構は未だ解明されていない。哺乳類では概日リズムの中枢は視交叉上核に存在し、24時間周期で発現の増減を示す時計遺伝子により制御されると考えられている。興味深いことに時計遺伝子は中枢のみならず、末梢組織にも発現しているが、その機能は十分には解明されていない。近年、我々は骨芽細胞にも時計遺伝子が発現しており、それが自律的に概日リズムを刻むこと、そして糖質コルチコイドや交感神経シグナルによって同期化されることを示した。破骨細胞についても同様の検討を行ったところ、交感神経系よりはむしろ、糖質コルチコイドが破骨細胞の時計遺伝子の同期化に重要であることを明らかにした。さらに、時計遺伝子のみならず、破骨細胞の機能や分化に関連する遺伝子にも概日リズムが存在することを明らかにした。そこで、概日リズム形成の分子メカニズムを解明するため、プロモーター解析とChipアッセイを行ったところ、それぞれのプロモーター上に時計遺伝子が結合することを確認した。以上の結果は、破骨細胞に発現している時計遺伝子が、破骨細胞の機能や分化の概日リズムを形成していることを示唆している。次に、内因性の糖質コルチコイドの影響を調べるため、副腎摘出(ADX)マウスの骨組織における遺伝子発現を解析したところ、正常マウスの骨組織で確認された一部の時計遺伝子と骨代謝関連遺伝子の概日リズムがADXマウスでは消失していた。ADXマウスで消失した骨代謝関連遺伝子の概日リズムは、合成コルチコイドの投与により回復された。以上のことから、糖質コルチコイドが中枢の時間情報を末梢骨芽細胞や破骨細胞へ伝達する因子としての役割を担い、さらに、これら末梢細胞の時計遺伝子が、骨代謝の概日リズムを形成していることを示した。
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転写因子NF-κBによる骨形成調節機構について
大澤　賢次

九歯大　歯　分子情報生化





　転写因子であるnuclear factor κB（NF-κB)は、炎症の発症や進行、免疫細胞の分化や機能、癌化などさまざまな生命現象に深く関与する。NF-κBの活性化機構には、Tumor Necrosis Factor α（TNFα)などの炎症性サイトカインにより活性化され、IκBキナーゼ(IKK）βによるIκBαのリン酸化と分解を伴う古典的経路と、CD40リガンドやLymphotoxin（LT）βなどのリンパ節形成に関わるサイトカインによってNF-κB-inducing kinase(NIK)が活性化され、IKKαの活性化を介してNF-κB2のp100からp52へのプロセシングが起こる非古典的経路が存在する。

　これまでに我々は、NF-κBの古典的および非古典的活性化機構とBMP/Smadシグナルのクロストークを検討した。BMPは転写因子Smad依存性に骨形成促進などの生理活性を示すタンパクであるが、Smadシグナルの他にNF-κBも活性化し、NF-κBの古典的経路の重要な分子であるp65がSmadと相互作用することによって、Smad依存性のBMP活性を抑制することを明らかにした。また、NF-κBの非古典的経路で重要なNF-κB inducing kinase（NIK）遺伝子に不活型変異をもつaly/alyマウスでは、NF-κB2のp100からp52へのプロセシングが阻害され、破骨細胞形成の抑制と骨形成の亢進が認められる。aly/alyマウス由来の骨芽細胞などを解析した結果、NF-κB2のプロセシングで生じるp52はBMP受容体の量的減少を引き起こすことにより、BMPの効果を負に制御していることが明らかになった。これらの結果を基に、NF-κBの活性化を制御することによってBMPによる骨形成を増強できるのではないかと考え、NF-κBの選択的阻害剤をBMPとともにマウスに移植したところ、BMPによる骨形成が強力に促進された。以上より、BMPによる骨再生におけるNF-κBの阻害をターゲットにした創薬の可能性が示唆された。
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唾液分泌における大脳皮質咀嚼野の役割
前田　直人1)、松尾　龍二2)

1)岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴、2)岡大　院医歯薬　口腔生理





　連続電気刺激によってリズミカルな顎運動を誘発する大脳皮質領域は皮質咀嚼野と呼ばれ、さまざまな動物で確認されている。ラットでは、電気刺激によってパターンの異なる顎運動を誘発する2つの皮質咀嚼野が存在する。そのうち第一次運動野に位置するA-areaは、電気刺激によって速いリズムで単純な上下方向の顎運動が生じる。また、島皮質腹側部に位置するP-areaは、電気刺激によって側方および前後方向に複雑な顎運動が生じる。大脳皮質咀嚼野は単に顎や舌のリズミカルな運動だけでなく、唾液分泌にも関与するいわゆる「咀嚼」の中枢であるという概念が提唱されている。しかし、唾液分泌における大脳皮質咀嚼野の役割については未だ不明な点が多い。

　咀嚼時の唾液分泌については、2つの神経機序の関与が考えられる。ひとつは下位脳に存在する反射回路である。すなわち除脳動物でも、味覚や口腔粘膜などの感覚が唾液分泌を誘発する。今一つは大脳皮質咀嚼野から下行性に唾液核に至る経路である。

　上記の点を考慮して、麻酔下におけるラットの異なる2つの大脳皮質咀嚼野（A-areaとP-area）を電気刺激したときに生じる顎運動と唾液分泌を同時に記録した。その結果、1）唾液分泌はP-areaの刺激のみで誘発され、A-areaの刺激では誘発されなかった。2）動物を非動化してP-areaを刺激すると、顎運動が停止していても唾液分泌が誘発された。3）本実験条件下では口腔内に食物が無い状態であったが、P-area誘発性の唾液分泌量は無麻酔下で固形飼料を摂取中の唾液分泌量の約7割に達していた。以上の結果から、大脳皮質咀嚼野（P-area）は、顎や舌の運動だけでなく唾液分泌の制御にも大きく関与することが判明した。
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口腔咽頭領域への化学刺激がもたらす嚥下機能の変調効果
中村　由紀

新大　院医歯　摂食・嚥下リハ





　嚥下は口腔内に取り込まれた食物や飲料水を、咽頭・食道を経て胃に送り込む半自働運動である。この運動は、食物の移送のみならず、分泌物や微粒子等から上気道を守る防御機能も併せもつ。嚥下の神経制御は複雑で、脳幹の嚥下中枢、多くの脳神経、筋群間・両側間の階層的な一連の神経筋活動から成り立っており、神経生理学的にも動作学的にも興味が集められ、基礎的な研究が精力的に行われてきた。意識的に起こす嚥下を随意性嚥下といい、大脳皮質および皮質下の種々の部位からの入力が重要な役割を担っている。一方、末梢の嚥下誘発領域への適刺激によって反射性に起きる嚥下を反射性嚥下といい、咽頭や喉頭粘膜の感覚受容器からの末梢性感覚入力が延髄の嚥下中枢の神経細胞に収束することによって引き起こされる。後者については、これまでにも動物やヒトを対象として様々な知見が得られており、上喉頭神経や咽頭神経叢への電気刺激、またはその支配領域への機械刺激や化学刺激などが嚥下誘発に有効であることが報告されている。一方、口腔または三叉神経領域への刺激のみでは嚥下反射の誘発は難しいとされているが、感覚刺激が嚥下運動に変調をもたらすことも示唆されている。

　我々は、ヒトの口腔もしくは咽頭領域へ経口的に挿入した極細のシリコンチューブを介して各種条件で溶液注入し、嚥下運動の記録解析を行った。本研究手法において用いた感覚刺激様式は、口腔や咽頭領域の限局部位に極微量の溶液を注入しているため、溶液内容に依存した化学刺激単独の効果をより明確に評価することが可能となった。その結果、咽頭への水（蒸留水）刺激が嚥下誘発促進に寄与していること、溶液別に比較すると嚥下誘発への効果に差があることが明らかとなった。また、刺激領域を比較しても、口腔と咽頭では変調効果の様式に違いを認めた。

　今回は、嚥下を感覚と運動の統合機能とみなして、嚥下誘発領域への化学刺激の変調効果についてこれまでの知見を紹介するとともに、その臨床的意義についても考察する。
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歯牙交換の分子生理学的メカニズムと歯牙交換異常の病態生理学
福島　秀文

福歯大　細胞分子生物　細胞生理





　乳歯の生理的歯根吸収は、成長に伴う乳歯列から永久歯列への交換過程において重要な役割を果たしており、その異常は永久歯列の異常につながる。乳歯の歯根吸収は破歯細胞によって引き起こされるが、その誘導制御機構の多くは未だ不明である。

　これまで我々は、破歯細胞が破骨細胞とその特徴を多くの点で共有する細胞であることや、その分化誘導には破骨細胞の必須分化因子であるRANKL(Receptor Activator NF-kB Ligand)が破歯細胞に発現するRANK（RANKL受容体）に作用することが重要であることを明らかにしてきた。一方で、この破歯細胞の誘導は乳歯の生理的歯根吸収期や乳歯歯根部に限局して起こることより、破骨細胞とは異なる特異的な制御メカニズムの存在が考えられる。そこで、乳歯の生理的歯根吸収が後続永久歯の萌出に伴い引き起こされることから、萌出中の永久歯胚から分泌され、歯胚萌出に必須の役割を果たすPTHrP（Parathoid Hormone related protein）に着目し、乳歯根周囲の歯根膜に対する作用を検討した。その結果、PTHrPは歯根膜におけるRANKL発現を上昇させ破歯細胞の誘導を促進した。さらに、乳歯の歯根膜細胞にPTHrPが作用する際に発現する遺伝子のプロファイルを検討した結果、Jagged1の発現上昇が認められた。一方で、我々は破骨細胞の分化誘導において、このJagged1がNotch2シグナルを活性化すると共に、RANKLシグナルと協調して破骨細胞分化を正に制御することを明らかにした。これらのことから、永久歯胚から分泌されるPTHrPが、乳歯根膜細胞のJagged1-Notch2シグナル系を介して乳歯の生理的歯根吸収を制御する可能性が示唆される。

　近年、このNotch2の変異がHajdu-Cheney 症候群(HCS)の原因遺伝子であることが明らかとなり、HCS患者では重度の骨粗鬆症と乳歯の早期脱落が報告されている。この病態には破歯細胞および破骨細胞の分化亢進が予想されることから、Notch2のHCS変異と破骨細胞分化との関係を検討した。その結果、Notch2のHSC変異は、ユビキチンライゲース複合体であるSCFFBW7によるNotch2タンパクの量的制御機構から免れることによりNotch2タンパクの量的異常が生じ、破歯細胞および破骨細胞分化が亢進することが分かった。以上のように、乳歯の生理的歯根吸収には、歯根膜細胞におけるJagged1-Notch2シグナル系が重要な役割をもち、その破綻が破歯細胞の誘導異常や歯牙交換異常をきたすことが明らかとなってきた。
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顎顔面口腔領域における異所性痛覚過敏の末梢神経機構
篠田　雅路

日大　歯　生理





　下顎歯の歯髄炎や歯周炎が原因で、健全な上顎歯の歯痛、頭痛あるいは舌痛を訴える症例に時折遭遇するが、このような疾患の原因部位から離れた部位に疼痛が発症する機構は不明な点が多い。一般に、このような顎顔面口腔領域における異所性疼痛は、各領域からの一次侵害受容ニューロンの延髄への投射部位における収束に起因する（収束説）と考えられている。しかし、三叉神経脊髄路核尾側亜核における三叉神経各枝からの投射は、収束が少なく顎顔面口腔領域における異所性疼痛の発症機構の説明にはならない。最近、顎顔面口腔領域の感覚神経の細胞体およびグリア細胞が存在する三叉神経節内で、さまざまな情報伝達が行われ、一次侵害受容ニューロンの興奮性調節に関与していることがわかってきた。我々は、三叉神経第Ⅲ枝領域の局所炎症により放出されたNerve growth factor（NGF）が三叉神経節へ軸索輸送され、パラクライン機構により三叉神経節内に分泌されること、分泌されたNGFシグナルによりTransient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）陽性の三叉神経第Ⅱ枝領域投射ニューロン数が増加し熱痛覚過敏が発症することを明らかにした。また、歯髄炎が発症すると三叉神経節においてグリア細胞であるSatellite cellが強く活性化し、その活性化が隣接する健全歯の歯髄に投射している一次侵害受容ニューロンにおけるTRPV1の発現を増加させることにより、健全歯に痛覚過敏が発症することを突き止めた。さらに、炎症を起こした歯髄において誘導されたHeat shock protein 70が三叉神経節へ軸索輸送され三叉神経節内に分泌され、近傍の一次侵害受容ニューロンの興奮性を調節していることもわかった。

　本シンポジウムでは、三叉神経節内の情報伝達機構についてわれわれの研究結果を中心に最新の報告も交え、顎顔面口腔領域における異所性痛覚過敏の発症機構について考察したい。














SS4-1





圧縮力による骨細胞のアポトーシスに対するCTGF/CCN2の役割
山本　照子

東北大　院歯　顎口腔矯正





　機械的刺激は生体の生理的反応や恒常性の維持に必須な因子であり、生体内の様々な細胞が機械的刺激に応答してシグナル伝達が行われている。骨リモデリングは骨芽細胞と、破骨細胞により調節されているが、近年、骨細胞の働きが注目されてきた。骨細胞は細い突起を多数持ち、硬い骨組織のなかで細胞性ネットワークを形成しており、機械的刺激を感知し伝達するメカノセンサーとしての役割を果たすと考えられている。しかし、圧縮力に対する応答性については検討されて来なかった。

　結合組織成長因子（CTGF）とも称されるCCN2は、マトリセルラータンパク質の一つでありCCNファミリーに属する。CCN2は細胞増殖、走化性、接着、細胞外基質形成、分化、生存など細胞の種類により様々な機能が報告されている。

　我々は、マウスの歯の移動時に、歯槽骨圧迫側の骨細胞でCCN2遺伝子の発現が上昇し、その後、骨細胞のアポトーシスが増加することを見いだし、骨細胞のアポトーシスにはCTGFが関与することを示唆した。骨細胞のアポトーシスは骨リモデリングにおいて重要な働きをすると考えられているが、そのメカニズムは不明な点が多い。そこで、ニワトリ胚頭蓋骨由来の培養骨細胞に対し圧縮力負荷を行い、骨細胞のアポトーシスのメカニズムについてCTGFの関与に着目しin vitroで検討した。その結果、圧縮力を負荷すると、骨細胞におけるCTGFの産生が亢進され、いくつかのアポトーシス経路が活性化された。さらに、圧縮力による骨細胞のアポトーシスにはCTGFのシグナル経路であるERKのリン酸化を介することが明らかとなった。

　骨吸収には種々のメカニズムが複合して関与しているが、骨への圧縮力によって骨吸収が生じる場合、骨細胞が速やかに応答してCTGFの産生を亢進することで、ERKのリン酸化を来たし、骨細胞のアポトーシスが誘導され、それが破骨細胞による骨吸収を促進させると考えられる。
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ヒト象牙質・歯髄複合体におけるメタロプロテアーゼとCTGF/CCN2発現
室町幸一郎1)、神尾　直人1)、松島　　潔1,2)

日大　松戸歯　歯内1)、日大　口科研2)





　象牙質と歯髄はともに歯乳頭に由来する細胞によって形作られるだけでなく、機能的な複合体を構築しており、う蝕などの外的刺激が象牙質に加わると歯髄にも病理的反応が伝播し、その応答として第三象牙質（反応性象牙質および修復象牙質）が既存の象牙質に添加されるように、両組織は一単位の組織として捉えることができ象牙質・歯髄複合体と呼ばれている。

　私たちの研究グループは、ヒト象牙質・歯髄複合体の治癒過程におけるプロテアーゼの役割を研究する中で、dentin sialophosphoprotein（DSPP）をdentin phosphoprotein（DPP）とdentin sialoprotein（DSP）/ dentin glycoprotein（DGP）複合体に分解するプロテアーゼであるbone morphogenetic protein-1（BMP-1）がヒトう蝕歯の修復象牙質に発現することを明らかにした。BMP-1は他のBMPファミリーとは異なりプロテアーゼ活性を有し、astacinファミリーに分類されるメタロプロテアーゼである。さらに検討を加えた結果、ヒト歯髄培養細胞においてBMP-1はプロテアーゼ活性に非依存的にconnective tissue growth factor / CCN family 2（CTGF/CCN2）の発現を促進することを見出した。

　また、同じくメタロプロテアーゼであり、窩洞形成や断髄後の歯髄において発現が亢進するmatrix metalloproteinases-3（MMP-3）が、ヒト歯髄培養細胞においてCTGF/CCN2の発現および分泌を促進し、その際にMMP-3のプロテアーゼ活性は必要なく、dynamin依存性のエンドサイトーシス経路を介する可能性があること、MMP-3によるヒト歯髄培養細胞の遊走促進作用がCTGF/CCN2を介することを過去に報告している。

　以上の結果は、ヒト象牙質・歯髄複合体においてBMP-1およびMMP-3が基質となるタンパク質の分解だけでなく、プロテアーゼ活性非依存的にリガンドとして細胞に作用を及ぼす可能性があるものと示唆される。
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歯肉上皮細胞に対する低出力超音波パルス照射の影響について
正木　千尋、向坊　太郎、近藤　祐介、中本　哲自、細川　隆司

九歯大　口腔再建リハ





　低出力超音波パルス（Low-intensity pulsed ultrasound stimulation: LIPUS）照射は、in vivoにおいてインプラント体と周囲骨の早期のオッセオインテグレーションを可能とし、臨床においても治療の短縮や、骨欠損部への新生骨の獲得のために応用されているものの、周囲軟組織に及ぼす影響については明らかにされていない。そこで本研究では軟組織の治癒促進に対し、LIPUSの影響を明らかにするため、マウス由来株化正常歯肉細胞（GE1 cell）を用いて組織修復や細胞増殖、血管新生に関わる重要なサイトカインであるCCN2/CTGFの遺伝子発現およびタンパクレベルでの検討を行った。GE1 cellを6穴のプラスティックディッシュ上にSFM-101培地中で培養した。培養開始後1日目から周波数3 MHz、出力240 mWのLIPUSを15分間照射した。照射直後、15分後、30分後、1時間後、2時間後RNAを回収し、リアルタイムPCR法を用いてCCN2/CTGFのmRNA発現量の検討を行った。また、Western blotting法を用いてタンパク量の検討を行った。さらに、LIPUS照射直後、15分、30分、45分、60分後に細胞を回収し、MAPK（ERK, p38）の活性化の検討を行った。その結果、照射直後、15分後にCCN2/CTGFのmRNA量の増加が認められ、LIPUS照射60分後にタンパク量の増加が認められた。一方、LIPUS照射30分後にERKおよびp38のリン酸化の亢進がみられた。以上の結果から、LIPUS照射により、CCN2/CTGFのmRNA量およびタンパク量の増加が認められ、臨床における軟組織治癒促進効果との関連が示唆された。
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軟骨細胞におけるCCN2発現及び産生量に与える低出力性超音波(LIPUS)の効果
西田　　崇1)、久保田　聡1)、青山絵理子2)、山中　信康3)、滝川　正春1)

1)岡大　院医歯薬　口腔生化、2)岡大　歯　機能系共同利用、3)伊藤超短波(株)





【目的】我々はCCN family member 2/結合組織成長因子（CCN2/CTGF)が軟骨細胞の増殖・分化を促進すること、実験的変形性関節症(OA)モデルにおいて軟骨修復作用を示すことを報告した。それ故、我々はCCN2がOA治療に有効な分子になると考えているが、その投与方法を模索していた。ところで、低出力性超音波療法（Low-intensity pulsed ultrasound: LIPUS）は簡便に低侵襲性に細胞に刺激を与え得る方法であるため、今回、LIPUS刺激した軟骨細胞でCCN2の発現・産生が亢進するかを解析し、LIPUSによるCCN2の新しい投与方法の可能性について検討した。

【方法】ヒト軟骨細胞様細胞株HCS-2/8、ラット軟骨細胞様細胞株RCS、ラット初代関節軟骨細胞 RACを超音波治療器（ST-SONIC: 伊藤超短波社製3.0 MHz, 30-60 mW/cm2)で20分間刺激した。刺激終了後30分でtotal RNAを、5時間でタンパク質を採取し、定量RT-PCR及びWestern blot 法でCCN2の発現及び産生量を解析した。また、F-actinはPhalloidinを用いた蛍光染色で検出した。

【結果】HCS-2/8、RCS、RAC細胞共にLIPUS刺激（3.0 MHz, 60 mW/cm2, 20分)によってCCN2の遺伝子発現量及びタンパク質産生量は増加した。また、LIPUS刺激後時間経過と共にHCS-2/8細胞周囲にF-actinの集積がみられた。さらに、actin重合に関わるRho A 経路の阻害剤処理によってLIPUSで誘導されたCCN2の遺伝子発現レベルは減少した。

【考察】これらの結果はLIPUS刺激によるRho A経路の活性化を介して、軟骨細胞にF-actinの重合促進とCCN2の産生亢進が引き起こされたことを示唆している。今回の結果からLIPUSは軟骨細胞に低侵襲性にCCN2を投与できる新しい方法であると考えられた。
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CCN4/WISP-1の骨形成における役割
大野　充昭1)、前田あずさ1,2)、正木明日香1)、吉岡　裕也1)、園山　　亘1)、窪木　拓男1)、Marian F. Young

1)岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、2)NIDCR/NIH





　CCN4/Wnt-Induced Secreted Protein-1（WISP-1)は、骨折の治癒過程や骨分化過程において高発現することが報告されているが、CCN4が骨形成に与える影響は未だ明らかでない。本研究ではin vivoでのCCN4の機能、および骨の形成や再生、組織の形態維持に重要な役割を担っているBMP-2との関係を明らかにしたので報告する。Col 1a1プロモーターを用いたCCN4過剰発現（Tg)マウス、ならびにCCN4欠損（KO）マウスを作製し、CCN4の骨形成に与える影響をmicro-CTを用いて検討した。その結果、Tgマウスでは大腿骨の骨密度(BMD)・海綿骨骨量(BV/TV)の増加、KOマウスでは大腿骨のBMD・BV/TVの減少を認めた。さらにこれらTgマウス、およびKO マウスから骨髄由来間葉系間質細胞(mBMSCs)を単離し、それぞれのBMSCsの骨芽細胞分化能を検討した。その結果、野生型マウス由来BMSCsと比べ、Tgマウス由来BMSCsは骨芽細胞分化能が高く、KOマウス由来BMSCsは低かった。

　次に、CCN4とBMP-2の関係を明らかにするため、固相化結合実験および免疫沈降実験を行い、CCN4とBMP-2が直接結合することを確認した。また、ヒト骨髄由来間葉系間質細胞(hBMSCs)にCCN4およびBMP-2を強制発現させ、hBMSCsの骨芽細胞分化能を検討した。その結果、CCN4はBMP-2によって誘導されるSmadシグナルのリン酸化および骨芽細胞分化を増強させた。さらに、shRNAにてCCN4の発現を抑制することで、BMP-2によって誘導されるSmadシグナルのリン酸化および骨芽細胞分化は抑制された。また、これらCCN4のBMP-2に対する機能はintegrinα5β1によって制御されていることが、抗体を用いた阻害実験により示された。

　以上の結果から、CCN4はBMP-2によるBMSCsの骨芽細胞分化を正に制御することで骨形成を促進することが明らかとなった。
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歯髄幹細胞を用いた歯髄・象牙質再生治療の実用化に向けて
中島美砂子

国立長寿医療研究セ　歯科口腔先進医療開発セ





　超高齢社会を迎え、歯髄を保存することは、歯の延命化による全身の健康維持、医療・福祉経済の安定化につながる重要なことである。私どもは、抜髄・感染根管治療に対して、「歯髄幹細胞および遊走因子G-CSFを用いた新規の歯髄・象牙質再生治療法」の開発を行ってきた。まず、歯髄幹細胞を臨床応用するために、従来のフローサイトメトリーや磁気ビーズ法にかわる安全で安価、高効率の幹細胞膜分取法を新規に開発した。ついで、GMP準拠細胞加工施設内で標準作業手順書（SOP）に基づきヒト歯髄幹細胞を分取・培養、凍結保存し、安全性と品質を確認した。また、イヌ非臨床研究での抜髄後自家歯髄幹細胞移植による歯髄・象牙質再生の安全性および有効性を確認し、その再生メカニズムも明らかにした。これらの結果により厚生労働省から臨床研究実施を認可され、現在、臨床研究を行っている。さらに、同一個体由来のブタあるいはイヌ歯髄幹細胞を骨髄・脂肪と比較したところ、歯髄幹細胞は増殖、遊走能が高く、血管新生・神経栄養因子を高発現していた。また、血管新生・神経再生能および歯髄再生能に優れていた。ただし、脂肪・骨髄幹細胞を用いても歯髄・象牙質再生は可能であり、歯髄を供給する歯がない場合は脂肪・骨髄幹細胞が歯髄再生のための細胞源となりうる。さらに、高齢においても若齢と同様の形質と再生能を有する歯髄幹細胞を分取できたが、イヌ抜髄モデルに自家移植した場合の歯髄再生量はやや劣っていた。またイヌ感染根管モデルにおいても、抜髄モデルと同様に歯髄は再生された。以上のことから、幹細胞形質および再生能に優れた歯髄幹細胞を抜髄・感染根管治療後の歯髄・象牙質再生治療に臨床応用する可能性が示唆された。
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再生医療資源としての歯髄細胞利用
手塚　建一

岐阜大　院医　組織形成





　Human dental pulp cells (DPCs) are present in the cell population isolated from dental pulp tissues (Gronthos et al., PNAS 2000, JDR 2002; Takeda et al., JDR 2008; Iida et al. Arch. Oral Biol. 2010). We reported that viral introduction of four transcription factors (OCT3/4，SOX2，KLF4，and c-MYC) can reprogram DPCs into induced pluripotent stem (iPS) cells, which closely resemble embryonic stem cells (Tamaoki et al., JDR 2010, Okita et al. Nature Methods 2011). However, establishing quality-controlled iPS cell lines from a large number of individual patients is not easy and validation of them requires considerable time and cost.

　Human leukocyte antigen (HLA) plays an important role in immune rejection of tissues and cells transplanted from allogenic donors. In recent days, tissue transplantation is conducted without complete matching of HLA because of shortage of the donors. Instead of matching HLA types, immnosuppressants are frequently used to prevent immune reaction both host to graft and graft to host directions; however, when the immune system function is suppressed, there is an increased susceptibility to infectious diseases and cancers.

   To solve this problem, usage of HLA haplotype-homo donors has been considered in tissue regenerative treatment. HLA haplotype-homo donors have a couple of identical HLA gene sets, resulting in presentation of HLA molecules half in the variation. Therefore, iPS cells derived from HLA haplotype-homo donors are expected to be successfully transplanted to many patients with less possibility of rejection. Potential risk of GVHD will be omitted by strictly avoiding the contamination of hematopoietic cells. We screened approximately 180 DPC lines to find three patients having only one genotype in each of three HLA loci, A, B, DRB1. If iPS cells will be established from these three patients, they are expected to show complete match with more than 20% of the Japanese population.

   We believe that DPCs are one of the somatic cell sources for future iPS cell banking and regenerative medicine.














SS5-3





ヒト歯髄幹細胞の無血清培養上清を用いた難治性全身疾患に対する新しい再生療法の開発
山本　朗仁

名大　院医　頭頸部・感覚器外科・歯科口腔外科





　幹細胞移植による再生医療は、様々な難治性疾患に高い治療効果を発揮することが期待されている。しかしながら、移植細胞の生着率は低く、治療効果の多くは幹細胞が分泌する様々な組織再生因子によるものであることが明らかになってきた。本研究では、ヒト歯髄幹細胞の無血清培養上清（CM）の組織再生能力を、ラット脊髄損傷および劇症性肝炎モデルを用いて検証した。ヒト歯髄幹細胞CMを損傷したラット脊髄くも膜下腔に持続投与すると下肢運動機能が劇的に改善することを見出した。一方、ラット劇症肝炎発症後に歯髄幹細胞CMを1回静脈内投与し、著しい生存率の向上と病態改善を確認した。両モデルシステムにおいて、骨髄間葉系幹細胞CM、脂肪幹細胞CM、線維芽細胞CMの投与では十分な治療効果が得られなかった。詳細な解析によって、歯髄幹細胞CMはミクログリア、マクロファージ、クッパー細胞などの自然免疫担当細胞を抗炎症・組織修復タイプへと形質転換し、損傷後の組織破壊的な炎症環境を修復・再生環境へと導き治癒を促進することが明らかとなった。これらの研究成果は、歯髄幹細胞が他の幹細胞に無い特異な組織再生効果を発揮する成体幹細胞であることを示している。本シンポジウムではこれらの研究成果を踏まえた臨床応用への道筋について議論する。
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凍結ヒト歯髄組織の臨床応用の可能性
山座　孝義

九大　院歯　分子口腔解剖





　現在、疾患の再生医療に対する幹細胞の応用が非常に期待されている。造血幹細胞は半世紀以上に渡り様々な疾患治療（白血病や再生不良性貧血、自己免疫疾患など）に用いられ、優れた治療成果を上げており、唯一広く臨床応用されている組織幹細胞（成体幹細胞）である。組織幹細胞の一種である間葉系幹細胞は様々な成体組織（骨髄、脂肪組織、歯など）から単離・同定される一方、間葉系幹細胞を用いた疾患治療も精力的に報告されている。しかし、間葉系幹細胞を用いた臨床応用を考える場合、細胞の品質や安全性の担保、保存法など様々な問題点を克服する必要が残されている。

　歯髄幹細胞は永久歯や乳歯の歯髄より単離される間葉系幹細胞である。現在までに歯髄幹細胞は象牙質/歯髄複合体の再生のみならず、骨欠損や自己免疫疾患、脊髄損傷などへの疾患治療効果が報告されており、将来歯髄幹細胞を用いた再生治療への応用が大いに期待されている。一方で、歯髄からの幹細胞単離は複雑で時間を有する作業である。従って歯髄組織そのものを凍結保存することが可能となれば歯髄幹細胞の供給源として非常に有用である。

　本シンポジウムでは、我々が2年以上に渡り凍結保存していたヒト歯髄組織を用いて、長期凍結歯髄組織より単離した幹細胞の幹細胞学的機能解析ならびにその幹細胞を用いた疾患治療効果について議論を進める予定である。
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胎仔マウス顎下腺の組織間におけるmicroRNA輸送
林　　　徹

朝日大　歯科薬理





　近年、生体内で多彩なnon-coding RNAが発現していることが分かり、これまで知られていなかったRNAの振る舞いが明らかになってきた。とりわけ小分子RNAの一種、microRNA（miRNA）については比較的解明が進んでいる。miRNAは20塩基前後のRNAで、タンパク質と複合体を形成し標的とする遺伝子の発現および翻訳を調節することで、様々な高次生命現象に関与している。興味深いことに、様々な細胞がmiRNAを分泌し別の細胞によって取り込まれていることが明らかになった。取り込まれたmiRNAは「受け手」の細胞の遺伝子発現を調節していたため、miRNAはホルモンなどと同じくmobile signalとして細胞と細胞間のコミュニケーションを仲介していることが示唆されている。しかしながら細胞間だけでなく組織間や器官間など、より高次の生体構造におけるmiRNAコミュニケーションの報告例はなく、今後の進展が期待される分野である。

　胎生期のマウス顎下腺は主に上皮と間葉から構成される器官であり、それら組織間の相互作用を研究するうえで良いモデル器官として知られてきた。これまでに様々な成長因子やその受容体、細胞外マトリックスなどが相互作用に関与することがわかっているが、miRNAについては明らかになっていない。そこで演者はmiRNAがmobile signalとして上皮間葉相互作用に関与しているのではないかと仮説を立てた。いくつかの実験の結果、胎仔マウス顎下腺の上皮間葉間でmiRNAが移動していることが示唆された。本発表では得られた知見を紹介し御批判を頂戴しながら、組織間miRNA輸送という仮説、その生物学的意義や今後の展望について議論出来たらと考えている。
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プロトンポンプ（V-ATPase）は唾液分泌にどのように関わるのか
佐原　資謹1)、堀江　沙和1,2)、大宮　麻美1,3)、梅木　悠人1,3)、後藤（松元）奈緒美3)、中西（松井）真弓3)

1)岩医大　病態生理、2)岩医大　医歯薬総研　腫瘍生物、3)岩医大　薬　機能生化





　V型プロトンポンプ（V-ATPase）には、リソソーム、エンドソーム、シナプス小胞などの細胞内膜に存在してオルガネラの酸性化に関与するタイプと、腎臓や精巣、膵臓のβ細胞などの内分泌腺、破骨細胞などの細胞膜に存在し細胞外環境の酸性化に関与する2つのタイプがある。細胞質側にありATP結合部位をもつV1ドメイン(A～Hサブユニット)と、膜内にありH+輸送路をつくるVoドメイン(a, c, c', c, dサブユニット)とが合体して、V-ATPase機能を発揮することが知られている。各々サブユニットにはアイソフォームが存在し、組織・細胞により発現が異なる。唾液腺では、V-ATPaseの局在、機能ともに未だ明らかでない点が多い。そこで、大唾液腺におけるV-ATPaseの存在をRT-PCR法で検索したところ、a3, d1, B2, C1, E2サブユニット・アイソフォームの発現が認められた。B2サブユニット・アイソフォームの局在を免疫組織化学法で検索した結果、大唾液腺導管部に局在して強い免疫蛍光が見られた。耳下腺では、導管上皮細胞の頂部および細胞質に、舌下腺では導管上皮細胞の細胞質に、顎下腺では導管上皮細胞の細胞質に加えて顆粒性導管上皮の基底部に免疫蛍光が見られた。さらに、a3サブユニット・アイソフォームのノックアウトマウス（a3-KO マウス）を解析したところ、唾液の分泌量がa3-KOマウスでは明らかに減少し、唾液のpHはコントロールマウスに比べて酸性化した。大唾液腺重量の減少はみられるものの、組織構造に大きな変化はみられなかった。唾液腺導管部上皮では、腺房から分泌された原唾液のNaCl吸収と、K+とHCO3-の分泌が起こることを考え合わせると、唾液腺導管部のV-ATPaseは唾液のpH調整に関与する可能性が示唆される。
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耳下腺における唾液タンパク質の分泌顆粒への輸送機構
吉垣　純子、福島美和子、横山　　愛、加藤　　治

日大　松戸歯　生理





　唾液分泌能が低下すると、唾液中の抗菌・保護物質が失われ、口腔内疾患のリスクが高まる。唾液腺は口腔内から導管を通して逆行的に遺伝子導入を行うことができるため、唾液腺に有用物質を強制発現・分泌させる治療法が提案されている。一方、口腔内や消化管に必要な抗菌・保護タンパク質だけでなく、血液を介して全身へ供給されるタンパク質を唾液腺に発現させることも可能であると考えられており、全身疾患の治療への応用が期待されている。

　しかし、有用タンパク質を発現させても、必要な場所へ供給できなければ効果は期待できない。唾液腺には外分泌的に口腔内・消化管内へ供給される経路と、内分泌的に血液に供給される経路が存在する。唾液タンパク質は分泌顆粒に貯留され、刺激依存的に管腔に分泌される（調節性分泌）。一方、合成された後、細胞内に貯留することなく直ちに分泌されるタンパク質も存在し、構成性分泌と呼ばれている。構成性に分泌されるタンパク質は、多くが基底膜側、つまり血中に放出されると考えられている。そこで、唾液腺内で合成されたタンパク質が調節性分泌と構成性分泌へ振り分けられるメカニズムを知ることが重要になる。

　我々は、分泌タンパク質の細胞内輸送を解析するために、耳下腺腺房細胞の初代培養細胞にリポータータンパク質であるHaloTagを発現する系を開発した。分泌タンパク質とHaloTagの融合遺伝子を導入し、2つの経路への選別機構について検討を行った。その結果、唾液アミラーゼのシグナルペプチド配列のみを付加したHaloTag（ssHalo)が分泌顆粒へ輸送され、刺激依存的に分泌されることを見いだした。シグナルペプチド配列はタンパク質合成後、小胞体で切断されるため、ゴルジ装置で選別を受ける際には、ssHaloは単なるHaloTagになっている。したがって、調節性分泌への輸送には、特別なシグナルが必要ないことが示唆された。
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唾液中のエキソソームと病気診断―水チャネル・アクアポリン-5を中心にして―
石川　康子、Pieczonka Tomasz、Bragiel Aneta

徳大　院HBS　分子薬理





　エキソソーム(exosome)はエンドソームから形成された脂質二重膜小胞であり、多胞体エンドソーム(multivesicular body)内に含まれており、多胞体が細胞膜と融合するとエキソソームが細胞外に放出されることが知られている。血清、母乳、尿、唾液等にエキソソームの存在が認められている。そして、これらのエキソソーム中の蛋白質がプロテオーム解析され、病気診断に使われている。

　Gonzalez-Begneらはヒト耳下腺唾液よりエキソソームを得、ショットガン法により解析して、ヒト耳下腺唾液エキソソームには491種の蛋白質が含まれており、そのうち26％が膜蛋白質、43％が細胞質蛋白質である。Ogawaらはヒト全唾液を二次元電気泳動やショットガン法により直径の違いから二種類のエキソソームを得、どちらのエキソソームにもⅠ型、Ⅱ型、4～7回膜貫通型膜蛋白質は含まれているが、アミラーゼやプローリン・リッチ蛋白質は含まれていないこと等を報告した。

　両研究において唾液中エキソソームに存在が認められているアクアポリン-5(AQP5)は、昼間に濃度が高く、夜間に低い日内リズムを示しながら唾液へと放出されていた。この唾液中AQP5濃度は、ある一定時間(9AM～9PM)に測定すれば、成熟後は加齢とともに低下した。糖尿病やシェーグレン症候群の疾患者唾液においても低下した。また、唾液中AQP5濃度は、唾液量とよい相関を示していることから、口腔乾燥症のバイオマーカーとして使い得る。さらに、唾液中のAQP5量は塩酸ドネペジルを服用したアルツハイマー型痴呆患者の唾液で増加することから、ドネペジルの飲み忘れをチェックするマーカーに利用できる。

　次に、唾液中エキソソームに存在が認められたNaチャネル(ENaC)とClチャネル(CLC-Ca)は高食塩水飲用SHRラットの唾液エキソソームで濃度低下が認められなかったことから、食塩感受性と非感受性高血圧を分けるマーカーとして使える可能性がある。

　唾液のプロテオーム解析による病気診断法は、まだ知見が少なく、今後の開発が待たれる。(会員外共同研究者　大塚製薬株・岩田房子、大本安一、森豊樹)
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ウイルスベクターを使った唾液腺へ遺伝子導入とイメージング解析への応用
谷村　明彦、根津　顕弘、森田　貴雄

北医大　歯　薬理





　唾液腺の水・電解質分泌は、主にムスカリン受容体を介するCa2+応答によって調節されている。ライブイメージング技術を使ったこれまでの研究で、唾液腺腺房細胞におけるCa2+ウェーブやCa2+オシレーション、唾液腺導管における自発的Ca2+オシレーションなどの知見が得られてきた。我々はアデノウイルスベクターをラット顎下腺開口部から逆行性に注入し、蛍光タンパクを腺房細胞に発現させる技術を確立した。この技術によって、蛍光分子センサーや機能調節に関与する分子を唾液腺細胞に発現させることが可能になった。これによって生きた動物を使ったintravitalイメージング解析が可能になった。さらに遺伝子導入による唾液腺腺房細胞の機能制御の可能性が期待される。

　本サテライトシンポジウムでは、顎下腺細胞に発現させたG-GECOやYC-nano50等のGenetically Encoded Calcium Indicators（GECI)の蛍光変化を、様々なイメージングシステムを使ったintravitalイメージング解析で調べた結果を紹介する。特にマクロズーム蛍光顕微鏡を使った実験では、顎下腺全体のCa2+応答と同時に、レーザースペックル血流計を使った血流のイメージング解析が可能である。この実験系を使った解析結果から、アセチルコリンやピロカルピンの腹腔内投与や静脈内投与に加えて、舌神経を介する反射的副交感神経刺激による顎下腺のCa2+応答や血流反応を比較する。これらに加えて、共焦点レーザー顕微鏡を使った高解像度イメージングやタッチスコープを使った低侵襲的intravitalイメージングの実例を示す。また分子センサーと遺伝子導入系の新しい試みとして、アデノ随伴ウイルスを使って蛍光センサーを安定発現させた実験系や、高輝度発光センサーを使った発光イメージング解析の結果を紹介する。さらに、これらの技術を応用した唾液腺の病態解析や、遺伝子を使った唾液腺の機能制御の可能性について考察する。
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唾液腺におけるGABA受容体機能の新しい展開
川口　　充

東歯大　薬理





　The past decade has significant advances in understanding xerostomia via GABA(A)-like receptors and central or peripheral type benzodiazepine receptors (CBR or PBR) existing in the salivary glands. The stress-induced xerostomia seems to be associated with an elevation of the plasma steroid hormone levels, which exert potent physiological effects by allosterically modulating not only synaptic but also extrasynaptic GABA(A) receptors. Recent our studies, however, have demonstrated that both the methamphetamine withdrawal stress and the benzodiazepine stimulation upregulate steroidogenesis in salivary glands through PBR which mediate to produce CYP11A1, an enzyme synthesizing pregnenolone from cholesterol. Interestingly, they simultaneously increased in mRNA expressions and peptide signals of a pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), PACAP type 1 (PAC1) receptor, diazepam binding inhibitor (DBI), and PBR as sequential transduction factors for producing pregnenolone. Our results suggest that withdrawal stress and benzodiazepines locally produce pregnenolone to modulate the GABA(A)-like receptor functions for enhancing suppressive effect of saliva secretion.
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2型糖尿病における口腔粘膜の微細血管構築
上村　　守、諏訪　文彦

大歯大　解剖





　自然発症2型糖尿病モデルラット（GKラット）における口腔粘膜（舌背；糸状乳頭、上顎第一臼歯口蓋側歯肉、口蓋粘膜）の微細血管構築を正常ラットと比較し、考察を試みた。

　実験動物は、生後8週齢Wistar系雄性ラット9匹（空腹時血糖値：135.3±14.8 mg/dL）を正常群とし、同週齢GK雄性ラット9匹（空腹時血糖値：213.4±22.6 mg/dL）を糖尿病群として、合計18匹を用いた。上行大動脈にカニューレを挿入し、生理食塩水にて脱血後、アクリル樹脂を注入し、微細血管鋳型標本を作製した。走査型電子顕微鏡で観察した後、画像撮影を行い、糸状乳頭、上顎第一臼歯口蓋側歯肉、口蓋粘膜の毛細血管の画像解析を行った。各画像解析値は両群間で危険率1％で統計処理を行った。

　糸状乳頭：両群共に、結合組織乳頭内に存在する毛細血管ループが、咽頭側に傾斜しているのが観察された。細動脈から結合組織乳頭内へ立ち上がった上行脚はヘアピン状のループを作り、下行脚となり結合組織乳頭下の細静脈網に注いでいた。毛細血管ループの直径・高さの値を比較すると、糖尿病群が正常群より有意に小さかった。しかし、毛細血管ループの個数、間隔を比較すると、有意差は認められなかった。口蓋側歯肉：遊離歯肉内の毛細血管網は、正常群では長方形を、糖尿病群では楕円形を呈していた。歯肉頂直下の毛細血管の走行は、正常群では直線状を、糖尿病群では波状を呈していた。この毛細血管の直径の値は、糖尿病群が正常群より有意に小さかった。口蓋粘膜：両群共に、口蓋粘膜の微細血管構築は、亀甲型の網目を呈している毛細血管網であった。糖尿病群の網目よりも正常群の網目のほうが小さかった。毛細血管の直径の値は、糖尿病群が正常群より有意に小さかった。

　以上から、上記部位の口腔粘膜の毛細血管は、高血糖によって糖尿病性細小血管症が引き起こされていた。
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筋発育過程における微小血管形成因子発現状況の検討
春原　正隆、佐藤　　巌

日歯大　生命歯　解剖一





　我々は、咀嚼筋発育過程において、吸啜から咀嚼へと機能が大きく変化する時期において各種筋線維タイプの局在および経時的発現状況の解析を行うとともに、頭頸部領域の脈管系におけるCD31およびLYVE-1のmRNAの発現状況と、筋の機能変化との関連性について報告してきた（Sato et al., 2008)。

　近年、骨格筋のリンパ管は運動レベルに応じて変化すること(Gehlert S, 2010)、さらに外側広筋では血管マーカーとリンパ管マーカーが共に発現していることが報告され(Kivelä R, 2007)、筋内部におけるリンパ管存在の可能性が示唆された。また、筋発育過程および筋損傷後の筋周囲組織には血管マーカーの発現が認められるとの報告、さらには筋の機能に応じて血管網が変化するとの報告もある（Pette and Staron, 2000；Egginton et al., 2001）。

　他方、我々はこれまでの研究により、頭頸部領域において血管形成に関与することが予想される遺伝子に関する基本的な情報を得ている（Biochem Biophys Res Commun. Sunohara M et al., 2007; Calcif Tissue Int. Sunohara M et al., 1996)。

　本研究においては、咀嚼筋の1つである咬筋に着目し、頭頸部領域の筋発育過程における脈管系マーカーおよび血管新生抑制マーカー(tenomodulinn)の経時的発現状況を解析するとともに、機能変化をふまえた筋発育過程における筋微小血管系の動態について検討し報告する。
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癌化学療法におけるDrug Delivery Route としてのリンパ管
安藤　禎紀、藤村　　朗

岩医大　解剖　機能形態





　我々は、抗癌剤を腫瘍周囲に注入することで原発巣およびその周囲のリンパ管経由で所属リンパ節の癌細胞をも叩けること、しかも、全身に対する投与量を減量できる可能性を報告した。この方法での問題点は投与薬剤の濃度、投与時の刺入傷治癒遅延、投与のたびの痛み等であるが、薬剤をリポソーム化（徐放化）することで解決の可能がみいだせた。

【材料および方法】抗癌剤は日本化薬株式会社から供与された動物実験用シスプラチン粉剤をリポソーム化して用いた。A群：直径100 nmのリポソームと、B群：直径100 nm(75％)と800 nm(25％)の混合リポソームを作製した。これらのリポソームをマウス舌辺縁部に0.1 mg/mlの濃度で10 μlを注入した。24時間後、左右顎下リンパ節と舌を摘出し、直ちに乾燥を施し、舌は硝酸灰化法により試料調整を行い、顎下リンパ節については無標準法によりPIXEを用いて計測した。さらにリポソーム(150 nm)の表面を改良し、長時間の薬物保持を目的としたwrapped タイプ、より長時間の薬物保持を目的にリポソーム膜を固くしたhard タイプを作製し、同様の手順で白金量を計測した。

【結果】舌にはA、B 群ともに20～30 μg/g、顎下リンパ節にはA群が20～30 μg/g、B群では約200 μg/gの白金が到達していた。さらに行ったリポソーム表面改良型のリポソームでもすべてのグループにおいて基準量以上の白金量を検出した。

【考察】ウサギによる静脈内注射による抗癌作用は白金量2.6 μg/gであり、投与局所（腫瘍原発部位を想定）および所属リンパ節においてすべてのリポソーム化シスプラチンは抗癌作用を発揮するに十分な濃度が保てた。今後は、リポソームのサイズによる所属リンパ節への到達率、さらに、注射による痛みを避けるため、粘膜経由可能なリポソームサイズを検索していきたいと考えている。
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腫瘍微小循環系の制御による腫瘍増殖抑制の試み
北原　秀治

東女医大　医　解剖・発生生物





　腫瘍は、その増殖のために、酸素や栄養分の供給が不可欠であり、様々な血管増殖因子群による複雑な分子経路を利用して血管新生を行っている。新生した腫瘍血管は、正常組織の血管とは形態や機能が大きく異なっており、そのメカニズムの解明が、頭頚部領域の腫瘍のみならず、臨床医学全体において非常に重要である。近年、腫瘍血管をターゲットにした分子標的治療薬の開発や、腫瘍血管を正常血管に近づける腫瘍血管正常化（Normalization）といった治療法も注目を浴びているものの、その治療法も未だ確立されておらず、副作用などの問題も懸念される。そこで、さらなる腫瘍血管の特性の解析と、それに対応した新たな癌治療法の開発が望まれる。われわれは、大腸癌の原因遺伝子の一つであるAPC遺伝子を変異させたApcMin/+マウスをモデルとして、局所における微小循環系の変化の過程を、正常から腺腫へ、そして徐々に腺癌へ移行していく自然発症消化管腫瘍の特徴（多段階発癌）に着目して追跡している。これまでに、腸上皮の悪性化に伴い、微小循環系にも段階的な悪性化パターンが現れることがわかった。そこで本研究では、腫瘍血管の変化を抑えることができれば、腫瘍の悪性化を抑えることができるのではないか？という仮説を立て、血管新生因子であるVasohibin-2（VASH2）に注目し、さらに研究を行った。ApcMin/+マウスと、VASH2遺伝子をノックアウトしたマウス（Vash2-/-）を用いてダブルミュータントマウスを作製し、腫瘍発育や腫瘍血管の変化を解析したところ、腫瘍血管の減少と共に、腫瘍発症の減少がみられた。このように、腫瘍血管の悪性化を制御することができれば、手術が困難な頭頚部領域においても、既存の抗癌療法とも併用する新しい治療法の開発につながることが期待された。
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Anaerobic culture to detect periodontal and caries pathogens
Anne C. R. Tanner

Dept. of Microbiol., The Forsyth Inst.





　Many periodontal and dental caries pathogens were detected and described using anaerobic culture studies from The Forsyth Institute. Species recognized from advanced periodontitis included Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens and Tannerella forsythia. Additional species detected in initial periodontitis included E. saphenum, Filifactor alocis and Selenomonas noxia. Molecular studies found an association of P. gingivalis and T. forsythia with initial periodontitis in young adults.

　Anaerobic culture technique applied to severe（advanced）early childhood caries a revealed new species, Scardovia wiggsiae, in addition to Streptococcus mutans as disease associated. S. wiggsiae is an anaerobic gram positive rod species in the Bifidobacteriaceae family of the Actinobacteria phylum. Scardovia wiggsiae is acidogenic and acid tolerant, cariogenic traits of S. mutans. Cultivation of samples at plaque low pH indicated that only a subset of over 200 species detected was acidogenic and acid-tolerant and thus likely involved in caries-progression. Other species including Bacteroidetes, Selenomonas and Fusobacterium species were not acid tolerant, suggesting that while these taxa can be detected in caries samples they are not likely involved in cavity formation. Cluster and discriminant analyses of the microbiota of severe childhood caries indicated that S. wiggsiae was important in the bacterial complex associated with childhood caries.

　Initial stages of dental caries are recognized as white spot lesions. Some children with fixed orthodontic appliances develop white spot initial carious lesions in addition to gingivitis. Using the HOMIM microarray, a greater proportion of species assayed were associated with gingivitis compared with dental caries. Using quantitative PCR, S. mutans and S. wiggsiae were associated with white spot lesions, whereas bifidobacteria were associated more with gingivitis.

　In both periodontitis and caries, species associated in advanced disease were also found in initial lesions suggesting a continuum of infection from early to late stages of these dental diseases.
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The interaction between Fusobacterium nucleatum and the erythrocyte: Impacts on the host immune system
Saori Yoneda, Riyoko Tamai, J. Merritt, Yusuke Kiyoura

Dept. of Oral Med. Sci., Ohu Univ., Sch. of Dent.





　Fusobacterium nucleatum is an anaerobic and gram-negative, oral and systemic commensal bacterium. F. nucleatum is known for its ability to adhere to many kinds of both prokaryotic and eukaryotic cells. However, little is known on the cellular response of F. nucleatum to coaggregation with other cells. In the process of the preliminary examining coaggregation, we found F. nucleatum changed their morphology after they coaggregated with the erythrocyte, which is a sign of acute inflammation. Therefore, we hypothesized there are some adherence responses between F. nucleatum and the erythrocyte. The objective of this study was to　characterize some regulations between F. nucleatum and the erythrocyte.

　F. nucleatum ATCC strain 25586 was grown under anaerobic conditions in Artificial Saliva Solution（ASS）supplemented with hemin and menadione. The F. nucleatum cultures with or without the sheep erythrocyte were lysed and RNA was extracted to use for a microarray analysis and real-time qRT-PCR. To analyze the cell-surface alteration of F. nucleatum, we used the approaches to introducing aldehydes onto cell-surface for subsequent ligation with aminooxy-biotin. And, F. nucleatum cultures with or without the erythrocyte were injected to each three of Galleria mellonell for the killing assay.

　We found 10 genes of F. nucleatum that were affected after about 5 h of aggregation with erythrocyte using the microarray analysis and only Sialic Acid binding protein（FN1472）gene of F. nucleatum culture with erythrocyte was expressed upper via real-time PCR to confirm the microarray results. Moreover, we found this FN1472 gene exhibited the increase in expression due to addition of Sialic Acid using real-time PCR. After the biotin labeling of the cell-surface, all F. nucleatum strains with erythrocyte in ASS were shown to sialylate on their surface. On the killing assay, there were no killed G. mellonella among both control and the erythrocyte groups. All G. mellonella in the erythrocyte group, which were injected F. nucleatum with erythrocyte, had severe inflammation whereas no G. mellonella in the control group had even mild inflammation.

　Our data suggests the interaction between F. nucleatum and the erythrocyte induced FN1472 gene regulation and cell-surface modulation of F. nucleatum. Further, it is possible this cell-surface regulation and decoration also impacted on host immune mechanism. Based on the role of FN1472 gene in some previous reports, we speculate that F. nucleatum may elude host immune system to modify their cell-surface and masquerade as ʻselfʼ for this sialylation.
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Cell surface coaggregation receptor polysaccharide in Streptococcus sanguinis
Yasuo Yoshida1), Jinhua Yang2), Keiji Nagano1), Yuki Abiko1), Fuminobu Yoshimura1), John O. Cisar2)

1)Dept. of Microbiol., Sch. of Dent., Aichi Gakuin Univ., 2)Oral Microbiol. and Immunol. Branch, NIDCR, NIH





　Coaggregations of oral viridans group streptococci with other members of the biofilm community, including Actinomyces spp. and streptococci, depends on recognition specific host-like motifs within the hexa- and heptasaccharide repeats of different streptococcal receptor polysaccharides（RPS). Seven types of RPS（1Gn, 1G, 2Gn, 2G, 3Gn, 3G, 4Gn and 5Gn）have been identified by structural characterization of these polysaccharides from over 20 different streptococcal strains so far. The repeating unit of RPS invariably contain a disaccharide motif, either GalNAcβ1→3Gal（Gn）or Galβ1→3GalNAc（G), both of which are recognized by type II fimbriae of Actinomyces spp. In contrast, the streptococcal strains which have Gn-containing polysaccharides also participate in GalNAc-sensitive coaggregations with strains of Streptococcus gordonii and Streptococcus sanguinis. Previous studies showed that the genetic loci for biosynthesis of 2Gn RPS in S. gordonii were different from those of the other RPS（1Gn, 2G, 3G, 4Gn and 5Gn）in Streptococcus oralis, but that those gene clusters in S. oralis were located on the same loci. Thus, the gene cluster for type 1Gn RPS in S. sanguinis was analyzed and compared with those for RPS synthesis in S. gordonii and S. oralis to examine whether the difference of the genetic loci for RPS synthesis is species-specific. The rml genes for synthesis of dTDP-L-Rha, which is one of RPS precursors, were in rps loci of S. oralis strains but at other loci in S. gordonii and S. sanguinis. Genetic loci of two distinct galactose epimerases were also different. The galE2 gene for epimerization of both UDP-Glc/UDP-Gal and UDP-GlcNAc/UDP-GalNAc was at a different locus in those three streptococcal species. The findings provide insight into cell surface properties that distinguish different RPS-producing streptococci and open an approach to identifying these bacteria based on the arrangement of genes for synthesis of polysaccharide precursors.
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Microbiota profiling of bronchial fluids of elderly patients
Naoko Ishida1),Takushi Sato1), Yasushi Hoshikawa3), Naoko Tanda2), Takashi Kondo3), Nobuhiro Takahashi1)

1)Div. of Oral Ecol. and Biochem., and 2)Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent., 3)Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging, and Cancer, Tohoku Univ.





　This study aimed to perform both quantification and identification of bacteria existing in bronchial fluids（BF）of elderly patients, and to evaluate their relationships with impairment of cough and/or swallowing reflexes（CR/SR). Informed consent was obtained from all 10 subjects with pulmonary carcinoma（mean age±standard deviation, 73.8±7.3 years). Before lung resection, the CR was assessed using nebulized citric acid delivered by an ultrasonic nebulizer, and the SR was assessed by bolus injection of distilled water into the pharynx through a nasal catheter. BF from subjects undergoing lung resections, were collected with intratracheal intubation and a micro-sampling probe, and cultured anaerobically on CDC blood agar plates. After seven days, colony-forming units（CFU）were counted, and the colonies were subcultured and identified by 16S rRNA gene sequencing. Six subjects（72.2±5.8 years）showed impaired SR, while four subjects（74.3±8.7 years）had normal SR. On the other hand, all subjects had normal CR. The amount of bacteria in the BF of subjects with impaired SR [(1.7±1.7）× 104] was higher than in those with normal SR [(1.2±1.1）× 103]. The bacterial load in each case, although highly diverse, predominantly consisted of Actinomyces（47％), Gemella（10％), Streptococcus（7％), Rothia（7％), Mogibacterium（5％）and Campylobacter（5％）in BF isolates from patients with impaired SR, while BF from those with normal SR mainly consisted of Streptococcus（48％）and Lactobacillus（45％). These results suggest that BF from elderly patients contains bacteria, most likely derived from the saliva microbiota, and that the phenomenon may likely occur in elderly patients with impairment of SR. This study was supported in part by Grants-in-Aid for Scientific Research（23592791, 24390511, 25462945, 25463237, 25670777, 25861785）from JSPS.
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Hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and acetaldehyde in oral health care for perioperative patients with pulmonary carcinoma
Naoko Tanda1), Naoko Ishida2), Yasushi Hoshikawa3), Takuichi Sato2), Nobuhiro Takahashi2), Ryoichi Hosokawa4), Takeyoshi Koseki4)

1)Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Hosp., 2)Div. of Oral Ecol. and Biochem., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent., 3)Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging and Cancer, Tohoku Univ., 4)Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.





　Importance of oral health care（OHC）for hospitalized patients is widely known. One of the questions to be answered is how oral environment is influenced by the OHC. We analyzed the effect of OHC on gases and oral bacteria of perioperative patients with pulmonary carcinoma. Seven hospitalized patients with pulmonary carcinoma（4 men, 3 women, mean age 73.4 years）agreed with the research. Hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and acetaldehyde in breath and in mouth air of the patients were measured by portable gas chromatographs before breakfast on T1（before OHC), T2（after OHC but before pulmonary surgery), and T3（1 week after pulmonary surgery）in Tohoku University Hospital. Saliva was collected through chewing a paraffin pellet just after measuring gases. The collected saliva was analyzed for oral bacteria by selective Mitis Salivarius（MS）and non-selective CDC blood agar（CDC）under anaerobic and aerobic conditions. The ratio of colony-forming units on the MS to those on the CDC was calculated. Hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and acetaldehyde were observed only in mouth air. Acetaldehyde was observed in 6 patients on T1 and disappeared in 5 patients on T2. Hydrogen sulfide was observed in 5 patients on T1 and decreased in 4 patients on T2. Methyl mercaptan was observed in 4 patients on T1 and disappeared on T2. The ratio of MS/CDC under anaerobic condition was highest on T2 in 6 patients. The OHC for perioperative patients with pulmonary carcinoma decreased odorous gasses in mouth air and increased the ratio of salivary streptococci, usually known as healthy-associated bacteria. This study was supported in part by Grants-in-Aid for Scientific Research（23593083）from JSPS.
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Ameriolating effects of a Kampo Medicine, Juzentaihoto on restraint stress and P. gingivalis-induced alveolar bone loss
Orie Takeda1), Toshizo Toyama2), Kiyoko Watanabe2), Takenori Sato2), Kenichi Sasaguri1), Susumu Akimoto1), Sadao Sato1), Toshitsugu Kawata1) and Nobushiro Hamada2)

Div. Oral Science, Dept. Ortho, Kanagawa Dent. Univ.1), Dept of Microbiol, Kanagawa Dent. Univ.2)





　Microbial dental biofilm is considered the main etiological agent for the initiation of the inflammation process and accompanied by inﬂammation of the gingiva and destruction of periodontal tissues, leading to alveolar bone loss. The progression and severity of disease may be associated with assorted conditions, especially when a patient is exposed to one or more risk factors known to influence the host response. With respect to possible factors influencing periodontal disease, evidence is emerging that chronic stress, depression and anxiety may negatively influence disease progression.

　Juzentaihoto（JTX）is one of the Kampo medicines that consists of 10 herbs. Currently, JTX is widely prescribed for the treatment of anemia, rheumatoid arthritis, vulnerability to illness, fatigue, and inflammatory bowel diseases. The purpose of this study was to investigate the possibility of JTX as a preventive and therapeutic drug for periodontal bone resorption exacerbated by restraint stress.

　A rat model of P. gingivalis-induced alveolar bone loss was used to assess the efficacy of JTX as a stress-reducing agent. In order to evaluate the effect of JTX against restraint stress and P. gingivalis infection, we have determined the differences in alveolar bone loss among the experimental groups. The concentrations of adrenocorticotropic hormones were measured as stress markers, and weights of the thymus and spleen were evaluated. To clarify the mechanism of the inhibitory effects of JTX on alveolar bone resorption, JTX was added to cultured mouse bone marrow cells prone to differentiate into osteoclasts. Administration of 10 mg/ml JTX with P. gingivalis infection and restraint stress rats significantly reduced alveolar bone loss compared to the combination of P. gingivalis infection and restraint stress rats. Our findings suggest that JTX has a potent inhibitory effect on stress and osteoclast genesis, and it may be used as a therapeutic drug in the treatment of periodontal disease.
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Basic helix-loop-helix transcription factors DEC1 and DEC2 in P. gingivalis- induced inflammation
Cintia Yuki Fukuoka1), Ujjal K Bhawal1), Ryoki Kobayashi1), Toshizo Toyama2), Takenori Sato2), Hidefumi Kumada2), Yoshimitsu Abiko1), Nobushiro Hamada2)

1)Dept. of Biochem. and Molecular Biol., Nihon Univ. Sch. Dent. at Matsudo, 2)Dept. of Microbiol., Kanagawa Dent. Univ.





　Inflammation is a process dependent on the coordinated regulation of numerous genes. Transcription factors play a key role in this process, representing often the most important contribution to cellular function regulation and response to inflammation. New evidences suggest that inflammatory stimuli can activate the hypoxia-inducible factor-1 alpha（HIF-1 alpha）and its associated genes, DEC1 and DEC2. The differentiated embryonic chondrocyte gene 1（DEC1）and its structurally related protein, DEC2 are basic helix-loop-helix（bHLH）transcription factors, direct targets of HIF-1 alpha, regulators of circadian mammalian molecular clock. This study aimed to investigate the expression of DEC1, DEC2 in gingival inflammation.

　Human gingival primary epithelial and fibroblasts cells were pre-treated with LY294002, a pharmacological inhibitor of PI-3K, followed by IL-1 beta（10 ng/ml）for 24 h. Total RNA was extracted, converted to cDNA and subjected to real-time RT-PCR to investigate the gene expression of DEC1 and DEC2. The cells were transfected with small interfering RNA（siRNA）targeting Akt and negative control. Western blotting was used to verify the expression changes on DEC1, DEC2 and HIF1-alpha in the cells lysate. A mouse model of experimental periodontitis was induced in wild type, DEC1KO and DEC2KO mice by Porphyromonas gingivalis, and they were sacrificed 1 month after infection. Micro CT analysis of alveolar bone was performed. Horizontal alveolar bone loss was measured by the distance between the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest. Upper jaw specimens were stained with hematoxylin-eosin and immunohistochemistry analyzed for HIF-1 alpha, DEC1, TNF-alpha and IL-1beta protein expression. The immune response in gingival tissues was also examined by flow cytometry.

　Our findings showed that IL-1beta up-regulates DEC1 in human primary gingival cells. This regulation occurred though the inflammatory signaling pathway via Akt. Significant induction of CD11b+F4/80+ macrophage cells was detected in inflamed gingiva of DEC2KO mice. RANKL expressing CD4+ T cells were also predominantly present in these mice.

　Taken together, these data suggested that DEC1 and DEC2 play an important role in P. gingivalis-induced inflammation.
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骨芽細胞分化と骨再生におけるCCN3の役割
山口　　朗

東医歯大　院医歯　口腔病理





　我々はマウス骨再生モデルにおける遺伝子発現の網羅的解析により、CCN3の発現が骨再生の初期で上昇することを見いだした。そのため、我々は骨芽細胞分化と骨再生におけるCCN3の役割を解析してきた。まず、骨芽細胞様培養細胞を用いた実験や移植実験で、CCN3はBMP-2結合してBMPのシグナルを抑制するとともに、Notchに結合してそのシグナルを促進することにより、最終的に骨芽細胞分化を抑制することを明らかにした(BBRC 354:567,2007, BBRC 368:808,2008)。つまり、CCN3は骨芽細胞の分化過程で、BMP-2のantagonistであるとともに、Notchの受容体としても作用すると考えられた。さらに、骨再生過程におけるCCN3の役割を明らかにするために、2.3 kb Col1a1 promoterを用いたCcn3 transgenic（Ccn3 Tg）マウス及びCcn3 knockout（Ccn3 KO)マウスを用いた実験を行った。その結果、Ccn3 Tgマウスの骨格では、骨形態計測法で野生型マウスの骨格に比べ、骨量が減少していたが、Ccn3 KOマウスの骨量は野生型と差がなかった。また、Ccn3 Tgマウスの骨再生は野生型と変化がなかったが、Ccn3 KOマウスの骨再生は野生型マウスより亢進していた。さらに、Ccn3 KOマウスの骨再生過程では、野生型マウスに比べて骨芽細胞分化に関連する遺伝子の発現が骨再生初期で上昇していた。骨再生初期におけるSmad1/5のリン酸化、核移行は、Ccn3 KOマウスの方が野生型マウスに比べて促進していた(JBC, in press)。これらの結果より、CCN3は骨芽細胞分化及び骨再生を抑制する因子であると考えられた。
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軟骨特異的CCN3過剰発現による内軟骨性骨形成の修飾
服部　高子1)、大野　充昭2)、星島　光博1)、角谷　宏一3)、桑原　実穂3)、三宅　佳子1)、窪木　拓男2)、滝川　正春1)

1)岡大　院医歯薬　口腔生化、2)岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、3)岡大　歯





　CCN3のドメインの一つを欠失した遺伝子改変マウスの解析から、骨格の正常な発育におけるCCN3の重要性が示唆されるが、これまで明確な内軟骨性骨形成へCCN3の関与を示した報告は無い。そこで我々は、内軟骨性骨形成におけるCCN3の役割を解明するために、軟骨組織特異的にCCN3を過剰発現するマウスを作製し、表現型の解析を行った。Col2a1 promoter下流にGFP融合mouse CCN3遺伝子を接続したトランスジェニックマウスを作製し、軟骨組織特異的CCN3過剰発現を得た。胎生15.5および18.5日齢のCCN3Col2a1tgマウスの長管骨は、骨化部分が太く短く、成体長管骨はマイクロCT解析から、骨体積、骨密度、骨梁数などの著しい低下が観察された。また、CCN3Col2a1tg長管骨のin situ hybridizationで、軟骨分化の遅延が観察され、骨芽細胞におけるマーカー遺伝子の発現も抑制されていた。軟骨内への血管侵入が抑制されていることが、抗CD31抗体を用いた蛍光免疫染色で観察された。胎生18.5日齢のCCN3Col2a1tg長管骨切片で海綿骨の骨梁形成が抑制されており、海綿骨内TRAP陽性細胞の減少がみられたが、一方で軟骨-骨境界部における陽性細胞数は増加していた。さらに胎生10.5日齢のCCN3Col2a1tg肢芽原基の未分化間葉系細胞を用いた高密度培養から、CCN3の過剰発現は軟骨細胞への分化が促進されていることが明らかとなった。これらの結果より、軟骨組織におけるCCN3の過剰発現は、軟骨への分化を促進する一方で、内軟骨性骨形成の最終段階である軟骨から骨への転化を遅延させ、血管侵入を阻害する結果、著しい骨梁形成の低下を誘発することが明らかとなった。
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ERK1/2経路を介したCCN3の初期軟骨分化における作用の検討
川木　晴美1)、久保田　聡2)、尾上　一平1,3)、近藤　雄三1,3)、髙橋　　潤1,3)、神谷　真子1)、髙山　英次1)、近藤　信夫1)、滝川　正春2)

1)朝日大　歯　口腔生化、2)岡山大　院医歯薬　口腔生化、3)朝日大　歯　インプラント





　CCNファミリーは共通構造をもつ多機能分泌タンパク質群であり、一部のメンバーが骨形成に重要な因子であると示唆されている。我々はマウス肋軟骨由来の軟骨細胞を用いた解析から、CCN3が軟骨では細胞増殖と分化をメンバー中で唯一抑制する機能を示すことを報告してきた。一方で、CCN3はメンバー中では四肢発生の最も早期に発現していることを見出し、内軟骨性骨化過程の調節に寄与する因子であることを報告してきた。そこで本研究では、四肢発生初期の軟骨形成期に他のメンバーに先駆けて発現するCCN3の機能を解析した。胎生11.5日のマウス肢芽を酵素処理して得た細胞に、リコンビナントCCN3あるいはCCN3をターゲットとするsiRNAを添加し増殖・分化について検討した。その結果、CCN3は肋軟骨由来の軟骨細胞では増殖とプロテオグリカン合成、長期培養後の石灰化を抑制するのに対し、肢芽由来の細胞では増殖の促進、およびアグリカンのmRNA発現促進、プロテオグリカン合成を促進した。さらにこれらを誘導する経路について、ERK1/2の経路を阻害するu0126およびp38MAPK経路を阻害するSB203580を用いて検討した結果、CCN3の肢芽由来細胞の増殖促進効果にERK1/2経路が関与していることを見出した。以上より、軟骨の初期分化過程では、CCN3は細胞増殖・分化を促進し四肢発生に貢献していることが示唆された。(会員外共同研究者：Noureddine Lazar and Prof. Bernard Perbal）
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牽引力はCTGFシグナルを介して頭蓋縫合における血管形成を促進する
竹下　信郎、長谷川正和、佐々木紀代、関　　大輔、宮下　俊郎、高野　郁子、宮島　悠旗、山本　照子

東北大　院歯　顎口腔矯正





　縫合は頭蓋顔面の骨と骨を結合する線維性組織で、頭蓋顔面骨格の成長中心として知られる。また縫合は、頭蓋顔面に負荷される機械的刺激を受容する役割を持ち、矯正歯科治療では顎整形力を縫合に作用させ、成長期患者の骨格性不調和の改善を図る。しかし、機械的刺激が縫合の細胞動態や遺伝子発現に及ぼす影響の全容は明らかではない。本研究では、牽引力に対する縫合の初期反応として、血管形成に着目して解析を行った。6週齢ICRマウスの頭頂骨にスプリングを装着し、矢状縫合に20 gの牽引力を0、3、および12時間負荷した。その後、矢状縫合におけるSTRO-1陽性細胞およびERKとpERKの発現を免疫染色にて解析した。また、間葉系幹細胞および骨芽細胞マーカーと血管形成関連因子のmRNA発現をリアルタイムPCRにより解析した。矢状縫合においてSTRO-1陽性細胞、CD44、およびCD73の発現が認められたが、牽引力負荷後12時間にそれらの発現は減少した。骨芽細胞マーカーであるRunx2およびosteocalcinの発現は、牽引力負荷後12時間の間に経時的に減少した。VEGFおよび内皮細胞マーカーの発現は、3時間で上昇した。CTGF発現もまた3時間で上昇し、さらにCTGF中和抗体は牽引力によるVEGF発現の上昇を抑制した。縫合の細胞におけるpERKの核内移行が3時間で認められ、またERKおよびJNKの阻害剤は、牽引力によるCTGFおよびVEGF発現の上昇を、それぞれ部分的に抑制した。本研究により、牽引力に対する縫合の初期反応において、血管形成が誘導されることが示された。この血管形成はCTGFにより制御され、またMAPKも部分的な制御に関与することが示唆された。さらに、縫合における間葉系幹細胞の存在が初めて示され、牽引力による内皮細胞発現の亢進に関与することが推察される。
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CCN2は軟骨細胞のエネルギー代謝に重要である
前田　　彩1,2)、久保田　聡1)、川木　晴美1)、河田かずみ1)、三宅　由晃3)、服部　高子1)、西田　　崇1)、森谷　徳文2)、飯田　征二2)、滝川　正春1)

1)岡大　院医歯薬　口腔生化、2)岡大　院医歯薬　顎口腔再建外科、3)岡大　院医歯薬　整形外科





【目的】CCNファミリーの代表的メンバーであるCCN2は細胞外シグナルネットワークを指揮し、間葉系組織の発生や再生に重要となる分子である。この多彩な作用をもつCCN2の欠損したマウスの骨芽細胞・軟骨細胞では、細胞増殖能、細胞外基質産生能が著しく低下する。これらは、CCN2が骨軟骨代謝の根幹に関与していることを示唆している。そこで我々は、CCN2の代謝全般における役割を解明することを目的として解析をすすめた。

【方法】野生型マウスとCCN2欠損マウスの胎児成長板軟骨切片に対して軟骨基質染色を行った。次に、同マウス肋軟骨より軟骨細胞を採取し、メタボローム解析を行った。また、ATP bioluminescence assayを用い細胞内ATP量を計測した。さらに、同細胞からRNAを抽出し、DNAマイクロアレイによりmRNA発現プロファイルを解析した。そしてそれにより同定されたエネルギー代謝関連遺伝子産物の発現をリアルタイムRT-PCR法にて解析した。

【結果】軟骨基質染色では、野生型と比較してCCN2欠損マウスで基質蓄積量の低下が確認された。CCN2欠損が基本代謝動態に与える影響の全容を解明すべく行ったメタボローム解析では、エネルギー合成に関わるATPをはじめとした多くの代謝産物の定量値が、野生型と比較し、CCN2欠損軟骨細胞で低値となった。そしてその原因を探るべく行ったDNAマイクロアレイの結果では、ATP産生に関わるいくつかの遺伝子に発現の低下がみられた。そのうち、解糖酵素のひとつをコードするenolase1遺伝子の発現が、野生型マウスよりCCN2欠損マウスから分離した軟骨細胞において低下していることがリアルタイムPCR法によって再現された。以上より、CCN2は軟骨細胞のエネルギー代謝において重要な因子であることが示唆された。（本研究はUCLAのKaren M. Lyons博士との共同研究である。）
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CTGF/CCN2が未分化なヒト歯根膜細胞株の骨芽細胞様分化に及ぼす影響
祐田　明香1)、前田　英史2)、藤井　慎介3)、門野内　聡1)、山本　直秀1)、和田　尚久2)、友清　　淳4)、郡　　勝明2)、濱野さゆり1)、赤峰　昭文1,2)

1)九大　院歯　歯科保存、2)九大　病院　歯内治療、3)阪大　院医　分子病態生化、4)Colgate Australian Clinical Dent. Res. Centre, Sch. of Dent., Univ. of Adelaide





[目的] Connective Tissue Growth Factor（CTGF/CCN2）は、増殖、運動、分化促進など多様な生物学的活性を持つタンパク質であることが知られている。近年、歯根膜細胞に関しては、機械的刺激によってCTGFの遺伝子発現が促進し（Saminathan et al., 2012）、また骨髄間葉系幹細胞は、CTGF刺激によって骨芽細胞分化が促進することが報告されている（Wang et al., 2009）。しかしながら、CTGFが未分化な歯根膜細胞に及ぼす影響に関しては十分な解析はなされていない。そこで本研究では、歯根膜組織におけるCTGFの発現とCTGFが未分化なヒト歯根膜細胞の骨芽細胞様分化に及ぼす影響について解析した。

[材料および方法] （1）5週齢雄性SDラットの上顎臼歯の組織切片、および矯正治療のため抜歯を希望して本院を受診した患者(25歳女性及び23歳男性)より歯根膜組織を採取し、3-5継代培養した細胞（HPDLC）を用いて、抗CTGF抗体による免疫組織細胞学的染色を行った。なお本研究は九州大学大学院歯学研究院倫理委員会規定の認可を得て患者の同意の上で行われた。(2)細胞伸展器（STB-140, STREX社）を用いて伸展力を負荷したHPDLCにおけるCTGF遺伝子発現を、定量的RT-PCR法にて解析を行った。(3)当研究室にて樹立した未分化なヒト歯根膜細胞株（1-11細胞株：Fujii et al., 2008）に、CTGFを添加し培養後、細胞増殖能、および遊走能について解析を行った。(4)1-11細胞株を、CTGFを添加した骨芽細胞誘導培地にて培養後、定量的RT-PCR法にて骨関連遺伝子の発現解析、Alkaline phosphatase（ALP)活性の解析、さらにAlizarin red染色を行った。

[結果および考察] 免疫組織細胞学的染色を行った結果、ラットの歯根膜組織そしてHPDLCにおいてCTGFの陽性反応が認められた。また8％の伸展率で伸展力を1時間負荷したHPDLCにおいて、CTGFの遺伝子発現が上昇した。以上のことから、歯根膜細胞は恒常的にCTGFを発現し、さらにその発現は機械的刺激によって発現が調整されていることが示唆された。一方、CTGF刺激は1-11細胞株の細胞増殖能、および遊走能を促進し、さらに骨芽細胞誘導培地への添加により骨関連遺伝子発現が上昇し、ALP活性、ならびにAlizarin red陽性反応が促進した。したがってCTGFは未分化な歯根膜細胞の増殖および遊走を亢進し、さらに骨芽細胞様分化を促進する可能性が示唆された。
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全身性誘導性CCN2ノックアウトマウスにおける抗糸球体基底膜腎炎の糸球体障害軽減機序の検討
横井　秀基1)、戸田　尚宏1)、笠原　正登1)、森　　　潔1,2)、桒原　孝成1)、今牧　博貴1)、石井　　輝1)、古賀　健一1)、森　　慶太1)、加藤有希子1)、大野　祥子1)、菅原　　照3)、松阪　泰二4)、中尾　一和1,2)、向山　政志1)

1)京大　院医　内分泌代謝内科、2)京大　院医　メディカルイノベーションセ、3)大阪赤十字病院　腎臓内科、4)東海大　腎内分泌代謝内科





【背景】CCN2は他の増殖因子シグナルを制御し線維化を促す。CCN2ノックアウトマウスは生後間もなく呼吸不全にて死亡するため、腎疾患における検討は十分になされていない。今回、我々は誘導性全身性CCN2ノックアウト(Rosa-CCN2 cKO)マウスを作製し、抗糸球体基底膜（GBM）腎炎におけるCCN2抑制の意義を検討した。

【方法】CCN2 floxed(fl/fl)マウスとRosaCreERT2マウスを交配させ、タモキシフェン誘導性に全身でCCN2をノックアウトするRosa-CCN2 cKOマウスを作製した。Rosa-CCN2 cKOマウスは3週齢で4-hydroxytamoxifen（4-OHT)を投与した。抗糸球体基底膜（抗GBM）腎炎をマウスに惹起し、28日目での腎障害について検討を行った。また、糸球体障害に及ぼす機序を検討するために、ポドサイト特異的CCN2 cKOマウス(pod-CCN2 cKO)も作製した。

【結果】Rosa-CCN2 cKOマウスの腎臓は正常な組織像を示し、尿中アルブミン排泄も増加を認めなかった。抗GBM腎炎を惹起すると、コントロールマウスでは多量の蛋白尿に加えメサンギウム基質増加や半月体形成などの糸球体障害をみとめた。Rosa-CCN2 cKO マウスでは7日目に尿蛋白半減を認め、組織変化も軽減していた。また、増加した糸球体内MAC2陽性細胞数も減少しており、糸球体でのTGF-β1, αSMA, Fibronectin, col1a1, F4/80のmRNA発現の増加がRosa-CTGF cKOマウスで軽減していた。一方pod-CCN2 cKOマウスではこれらの改善はみられなかった。

【結論】抗GBM腎炎においてポドサイトではなく全身性にCCN2を抑制することで尿蛋白や糸球体障害を軽減することができ、CCN2は抗GBM腎炎において重要な役割を担うことが示唆された。
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P. gingivalisの歯周組織破壊戦略―変貌する歯周病因論―
天野　敦雄

阪大　院歯　口腔分子免疫制御　予防歯科





　2001年、人類史を俯瞰するギネスブックに『全世界で最も蔓延している病気は歯周病である。地球上を見渡してもこの病気に冒されていない人間は数えるほどしかいない』と記載された。この強大な敵に挑み、人々を守っている我々は美しい存在ではないかと誇らしい気もする。しかし、歯周病の全体像は判っていない。病因論が確立していないのだから、歯周治療論も百家争鳴となって然るべしである。

　1998年にバイオフィルム細菌は秘密戦隊ゴレンジャーのように5つのグループに色分けされた。Yellow、Green、Orange、PurpleそしてRedである（後にBlueが加わり、ロクレンジャーになってしまった）。ゴレンジャーではRedが主役である。歯周炎でもRedが主役だ。悪玉3バイ菌にRed complexの称号が与えられた。この中でも特に病原性が高いPorphyromonas gingivalis（Pg菌）は、小中学校生の口腔内からは検出されない。しかし、思春期以降は50％以上の頻度で検出されるようになる。

　プラークの病原性は、Red complexの中で最も病原性の強いPg菌の菌量、そしてPg菌の遺伝子型で決まる。Pg菌は強力な歯周毒性をもっているが、弱点は多い。血液中の鉄分（ヘモグロビン）とタンパク質が増殖に必須、酸素や酸性環境は苦手だ。歯周局所環境の変化をきっかけに歯肉溝内面に潰瘍が形成され、毛細血管が歯肉縁下プラークに暴露された時、ふんだんに供給される血液を得て、Pg菌は大いに増殖し、プラークの病原性は一気に高まる。これが歯周炎発症の瞬間だ。Pg菌は上皮細胞に侵入し、ポケット内潰瘍面の修復を阻害し、血液供給が絶たれないように画策し、歯周炎を持続させる

　Pg菌は歯周細胞を自由に行き来し、歯周組織内で生息を続ける。この細菌を完全に駆逐するのは極めて困難である。感染源を除去できない感染症には、再発がつきものである。歯周炎との戦いに終わりはない。
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細菌プロテアーゼ：多才な病原因子
今村　隆寿

熊本大　院生命科学　分子病理





　細菌は様々な病原因子を産生・放出するが、細菌プロテアーゼは組織破壊だけでなく宿主の種々のタンパク質に作用して病原性を発揮する多才な病原因子として近年認識されてきている。細菌プロテアーゼの病原因子としての機能は少なくとも炎症誘導と宿主防御機構の修飾の2つの方向性がみられる。前者として、まず炎症の初期現象で感染巣の浮腫・腫脹をおこす血漿漏出の誘導がある。これには、血漿カリクレイン・キニン系の活性化を介したキニン遊離や、補体C5からのアナフィラトキシンC5a放出による肥満細胞からのヒスタミン遊離が関与する。続いて起こる白血球浸潤はC5a放出や種々の細胞からのケモカイン分泌によってひき起される。このような機構によって細菌感染による炎症を増大させる。後者として、細菌プロテアーゼはC5aやケモカインを分解し、さらにその受容体をも破壊する。これにより白血球動員を抑制して宿主防御機構による攻撃からの細菌の逃避を助長し細菌の感染持続に貢献する。このようにして、細菌プロテアーゼは感染症を悪化させている。それゆえ、細菌プロテアーゼを抑制する特異的なインヒビターは感染症治療薬として有望である。細菌プロテアーゼに対する内因性インヒビターは唯一α2-マクログロブリンであるが、我々は細菌プロテアーゼのα2-マクログロブリンによる抑制からの新たな回避作用を見出した。これにより、細菌プロテアーゼはより長く病原作用を発揮できる。本発表では2種類の黄色ブドウ球菌スタホパインによる協同的キニン遊離作用、エロモナス菌ASPによるC5a放出およびα2-マクログロブリン回避作用、ジンジバリス菌ジンジパインによる歯髄細胞からの神経ペプチド分泌誘導など細菌プロテアーゼの多才な機能を解説する。また、トピックとしてシトルリン化タンパク質産生による関節リウマチ発症へのジンジバリス菌の関与、細胞内感染による細胞初期化を紹介したい。
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ジンジパインの分泌機構
才木桂太郎、古西　清司

日歯大　生命歯　微生物





　慢性歯周炎の起因菌であるPorphyromonas gingivalisは、ヒト歯肉溝に定着するグラム陰性の偏性嫌気性細菌である。P. gingivalisは種々のプロテアーゼを分泌して、本菌が定着している歯肉溝に存在するタンパク質を分解する。糖をエネルギー源として利用できない非糖分解性のP. gingivalisは、分泌プロテアーゼによる消化ペプチド断片を菌体内に取り込んで代謝・増殖する。このタンパク質の分解反応はタンパク質の菌体外消化に相当する反応であり、エンドサイトーシス等のバルクの取り込み系が無い本菌には必須の過程と考えられる。この菌体外消化反応において最も重要であるプロテアーゼは、トリプシン様の活性を示すジンジパインである。一方、ジンジパインによるタンパク質の分解反応を組織タンパク質の破壊反応と見なすと、病原因子としてのジンジパインも理解できる。ジンジパインによる「菌体外消化」と「組織タンパクの破壊」は何れも、ジンジパインが菌体外に分泌されて初めて起こる反応であるので、ジンジパインの分泌機構の解明は重要な研究テーマである。この研究は膜タンパク質を扱うために実験系の構築が難しく、進展も決して早いとは言えない。しかし近年いくつかの重要な発見がなされ、このタンパク質分泌系の全体像がある程度明らかにされてきた。ジンジパイン等の分泌タンパク質のC末端領域には保存性配列CTD（C-terminal domain）が見出されており、CTDがシグナル配列として機能することでCTD依存的にタンパク分泌装置PorSSによっては外膜を透過するモデルが提唱された。一方で分泌タンパクのプロセシングや分泌過程に関与していると思われる翻訳後修飾反応も見いだされた。PG26タンパクによるCTDの切断と、PG27タンパクが関与するA-LPS（deacylated anionic LPS）による糖鎖修飾である。これらの翻訳後修飾過程について、演者が初めて同定報告したPG27タンパクの研究成果を中心に考察する。
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ジンジパインによる骨破壊分子メカニズムの解明
宮本　洋一

昭大　歯　口腔生化





　歯周病は、歯槽骨に炎症性骨破壊が起こる代表的な口腔感染症である。Porphyromonas gingivalisをはじめとする歯周病原菌が歯周ポケットに感染することで歯周組織に慢性炎症が起こり、歯槽骨が破壊される。歯槽骨の吸収を担う破骨細胞の分化は、骨芽細胞膜上のRANKLと単球・マクロファージ系の破骨細胞前駆細胞膜上のRANKの会合により誘導される。一方、骨芽細胞が分泌するオステオプロテゲリン（OPG）は、RANKLのおとり受容体で、RANKLとRANKの会合を阻害し、破骨細胞分化を抑制する。生理的国吸収因子や歯周病原菌の菌体成分や炎症性サイトカインなどの炎症性骨吸収因子は、RANKL/OPG発現比を上昇させることで、破骨細胞分化を促進する。

　タンパク質分解酵素ジンジパインは、P. gingivalisが産生する主要な病原因子で、組織破壊などに深く関わっている。Okahashiらは、骨芽細胞におけるP. gingivalis感染に伴うRANKLの発現にジンジパインが関与することを示唆した（Infect Immun 72: 1706-1714, 2004）。Pathiranaらは、ジンジパインをコードするrgpA、rgpB、kgpの3遺伝子の欠損株をマウス口腔内に感染させる歯周病モデルを用いて、KgpとRgpBが歯槽骨吸収に関与し、RgpAの関与は小さいと報告した（Infect Immun 75: 1436-1442, 2007）。

　我々は、マウス骨芽細胞・骨髄細胞共存培養における破骨細胞分化に対する精製KgpおよびRgpBの影響を解析した。RgpBは、破骨細胞分化に影響を及ぼさなかったが、Kgpは、OPGを分解することで、活性型ビタミンDおよびLPSによる破骨細胞分化を促進した（Biochem J 419: 159-166, 2009）。また、Kgpは、TNF-αやIL-1βによる破骨細胞分化も促進したが、IL-17Aによるそれを抑制した。TNF-αおよびIL-1βはKgpによる分解に対して、OPGより安定なのに対し、IL-17Aは、OPG同様、Kgpによって効率よく分解されたことが、原因のひとつと考えられる。これらの結果は、KgpによるOPGの分解・不活性化が歯周病に伴う歯槽骨破壊の要因のひとつであることを示唆している。
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Porphyromonas gingivalisのMfa1線毛の構造・構築機序に関する最近の知見―mfa1遺伝子の下流因子の役割―
長谷川義明、村上　幸孝

朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物





　歯周病関連菌Porphyromonas gingivalisは菌体表層にFimA線毛とMfa1線毛の二種の線毛を菌体表層に発現している。線毛は、本菌の病原性発現、特に歯肉上皮細胞への付着やバイオフィルム形成に重要な役割を演じていることが明らかになっている。FimA線毛は、基礎研究で汎用されるP. gingivalis ATCC 33277株においては、1 μm以上におよぶ直鎖状のファイバーとして観察される。近年、fimA遺伝子のすぐ下流に位置するfimB遺伝子にナンセンス変異が見出され、fimB回復株では150 nm程度の短いFimA線毛が観察されることから、長さの制御に関わることが示された。またfimB遺伝子の下流に位置する3つ遺伝子からの転写産物であるFimC、FimD及びFimEタンパク質がFimA線毛の付随成分として同定された。一方、短線毛とも呼ばれる長さの平均が100 nm程度のMfa1線毛では、主要成分をコードするmfa1遺伝子のすぐ下流に位置するmfa2遺伝子がMfa1線毛の長さの制御と膜へのアンカーとして機能することが示された。さらに、mfa2遺伝子の下流に位置する3つの遺伝子からの転写産物であるPGN0289（Mfa3）、PGN0290及びPGN0291タンパク質が、Mfa1線毛の付随成分として同定された。このように線毛因子をコードする遺伝子の構造において、二種の線毛間での共通性が認められているが、付随成分の局在とそれらの構築機序は不明である。

　近年、我々はmfa2遺伝子の下流に位置する因子の解析をすすめ、Mfa3が線毛の先端に局在していること、Mfa3がPGN0290及びPGN0291タンパク質の線毛へのアセンブリに関与する可能性を見出した。そこで、本シンポジウムでは、私たちの最新の知見をもとに、今まで理解されていなかったMfa1線毛の構造と構築機序について紹介したい。
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口腔粘膜における痛み感受性チャネルの局在と機能
城戸　瑞穂

九大　院歯　分子口腔解剖





　口腔は鋭敏な部位として知られている。痛みを含むポリモーダルな受容の基盤となる末梢神経は口腔粘膜に密に分布しているが、その分布は一様ではなく、部位により異なっている。マウス・ラットを対象として末梢神経と上皮組織との関連を形態学的に観察してきた成果を供覧し、その化学的神経機能を考察する。

　唐辛子の辛味成分であるカプサイシンは、侵害受容ニューロンを特異的に活性化させることが知られている。そのカプサイシンの受容体である陽イオンチャネルTRPV1（transient receptor potential channel vanilloid subtype 1)は、カプサイシンのみならず酸や侵害熱により活性化すること、さらにTRPV1遺伝子欠失マウスにて炎症性疼痛が抑制されたことから、TRPV1は痛みの中心的な分子として、痛み緩和の創薬ターゲットとなっている。このTRPV1陽性神経は歯肉・舌など口腔粘膜に密に分布していた。さらに、上皮細胞にもこのTRPV1が発現しており、TRPV1陽性の上皮領域には他の部位より密な神経支配が認められた。またカプサイシン刺激により、口腔粘膜および三叉神経節においてリン酸化ERK（extracellular signal-regulated kinase ）陽性の神経が増加していた。こうしたことから、カプサイシン感受性の神経が口腔内に密に分布し痛みに関わっていることが示唆された。ヒトのカプサイシン感受性に関わるTRPV1についての研究成果も紹介する予定であり、痛み緩和に向けた研究の参考になれば幸いである。
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口腔内疼痛の疾患別特徴
小見山　道

日大　松戸歯　顎口腔機能治療





　最も多くの人が経験している顔面領域の激烈な痛みは、歯痛であり、歯科診療において一般的に取り扱う痛みのほとんどが歯原性歯痛である。その原因は、う蝕および根尖性歯周炎、歯周疾患（辺縁性歯周炎）、そして歯の破折といった外傷によるところが主となる。近年、歯痛に関して、旧来の歯科的対応では解決できず、原因不明のまま長期間の経過をたどる非歯原性歯痛の症例が多く報告されている。

　頭頚部のすべての深部痛は、歯痛として感じられる関連痛を生じさせる可能性があるが、そのなかでも、咀嚼筋の筋・筋膜痛からの痛みが最も多い。特に咬筋の筋・筋膜痛からくる同側下顎臼歯部への関連痛と、側頭筋からくる同側上顎小臼歯、大臼歯への関連痛が高頻度に認められる。痛みは非拍動性で持続的であり、咀嚼筋の触診で痛みを再現する。さらに当該歯への麻酔診で反応しないが、当該筋への局所麻酔による歯の痛みの減弱で確定される。

　反復発作性神経痛の一つである三叉神経痛は、顔面領域への触刺激で誘発されることが多いが、口腔内への刺激でも誘発される、あるいは歯へ放射される場合がある。いずれの場合でも、突発的で、鋭く、自発性の痛みとして特徴づけられる発作性神経痛の痛みである。しばしば歯への局所麻酔によって疼痛発作を緩解させうることから、歯髄疾患と誤診することがあり注意が必要である。

　また、口腔粘膜の灼熱感、特に舌の灼熱感は、慢性鉄欠乏性貧血のような全身疾患によって生じる。これらは通常舌の糸状乳頭や乳頭萎縮性の変化を伴う。しかしながら、口腔内や舌に灼熱感を訴える50～70歳の女性患者において、多くの場合、口腔内に原因となる変化を認めない。これらは舌痛症と呼ばれ、その原因は多岐にわたる。

　今回このような、口腔内の多様な疼痛性疾患に関して、症例を供覧しつつ問題点を提示することで、基礎と臨床をつなぐ有意義な議論となれば幸甚である。
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舌痛症におけるArteminの役割
篠田　雅路

日大　歯　生理





　舌痛症は、舌に炎症や腫瘍などの器質的な変化、血液学的および神経学的異常が認められないにもかかわらず「ヒリヒリ」「ピリピリ」した痛みや灼熱感といった舌痛覚異常を生じる疾患である。女性に発症することが多く、痛む部位が移動する、食事中は痛みが緩和されるといった特徴があるが、原因は全くわかっていない。そのため、わが国においては約700万人の患者が存在すると考えられるが、適切な診断と治療がなされていないのが現状である。われわれは、2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid（TNBS）の舌背塗布により、炎症や腫瘍などの器質的な変化が認められないにもかかわらず、舌に痛覚過敏が生じる舌痛症モデルマウスの作成に成功した。本研究では、同モデルに生じる舌熱痛覚過敏に対するArteminの役割について検討した。舌背へのTNBS塗布により熱痛覚過敏が生じたマウスの舌背粘膜上皮においてArtemin発現量が増加し、抗Artemin中和抗体またはTransient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）特異的アンタゴニスト(SB366791)の舌粘膜投与により舌背に発症する熱痛覚過敏が抑制された。同時に、三叉神経節においてArtemin 受容体であるglial cell line-derived neurotrophic factor family receptor alpha 3陽性かつTRPV1陽性の舌投射三叉神経節ニューロン数が増加した。また、Artemin舌粘膜持続投与により舌背に熱痛覚過敏が生じ、SB366791舌粘膜投与により熱痛覚過敏が抑制された。さらに、TNBS投与後、舌投射三叉神経節ニューロンのcapsaicinに対する反応性が増大することをパッチクランプ法にて明らかにした。以上の結果から、TNBS塗布により生じる舌背の熱痛覚過敏は、ArteminシグナルによるTRPV1増加に起因した舌投射三叉神経節ニューロンの興奮性増大が関与していると考えられる。今後、舌痛症治療の標的分子としてAtreminが期待される。














SS11-4





口腔内に痛みを引き起こす疾患と治療の実際
野間　　昇

日大　歯　口腔診断





　口腔内の痛みは、口腔内諸器官に由来することが多い。歯髄、歯周組織、口腔粘膜および舌などの軟組織によくみられる。歯科臨床において頻度が多いものとして、歯髄炎、歯周炎、智歯周囲炎、舌炎、アフタ、外傷、手術後疼痛などが挙げられる。これらの痛みは侵害受容性疼痛と呼ばれ、末梢組織に炎症や侵害刺激などが加わると侵害受容情報が中枢へ伝わり脳で痛みとして感じられる。これらの口腔内の痛みは急性痛であるために、早期の段階で治療を行うことで疼痛は消失する。

　一方、口腔領域における慢性痛の代表的なものには、顎関節症、神経障害性疼痛や特発性口腔痛などが挙げられる。顎関節症は、咀嚼筋筋膜痛症候群を含み、咀嚼筋にトリガーポイントを伴うことがあり歯や顎骨など口腔内の痛みとして感じられる。治療としては行動学療法、咀嚼筋の運動療法が主体となる。神経障害性疼痛は口腔外科治療や根管治療によって生じる外傷性神経腫や血管圧迫により生じる三叉神経痛などがあり、歯科領域においての発症頻度はまれではない。

　特発性口腔痛で代表される舌痛症やburning mouth syndrome(BMS)は、舌や口腔内諸器官に炎症などの器質的変化がみられないにも関わらず、患者は舌や口腔全体に焼けるような痛みを訴える。特発性口腔痛という概念もまた、一つの病態を指すものではなく、原因不明の口腔痛を指す症候群として使用されている。治療は、三環系抗うつ薬、抗痙攣薬などが広く使用されており、このなかでもシステマティックレビューによって有効性が示されている治療法としてはクロナゼパム、認知行動療法となっている。本講演では口腔内の痛みの原因となる侵害受容性疼痛、神経障害性疼痛、神経血管性疼痛、特発性口腔痛について症例を提示し疼痛発症機構の一端に触れてみたい。
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口内炎による疼痛発症メカニズム
人見　涼露

九歯大　生理





　口内炎による痛みは誰もが経験したことがあるだろう。口内炎による痛みが臨床上最も問題となるのは、口腔がんに対する化学・放射線療法の副作用として発症した場合である。この場合の口内炎は広範囲に発症し、誘発される痛みは激烈で食事も難しくなる。この痛みにより治療を断念する場合もあり、がん治療において大きな問題となっている。しかしながら、口内炎誘発疼痛メカニズムは不明であり、有効な疼痛緩和方法もない。口腔粘膜は体表皮膚とは組織学的、生理学的にも大きく異なるため、口内炎の疼痛メカニズムは既知のものとは大きく異なる可能性もある。しかしながら、動物口腔内への疼痛刺激は困難であり、現在では麻酔下での疼痛評価法しか知られていない。我々はこの状況を打開するため、覚醒下での口腔内疼痛評価法を開発し、口内炎による痛みの評価を試みた。

　覚醒下ラットで口腔内の疼痛評価を行うために、新たに2種類の評価法（滴下法と人見法）を開発した。「滴下法」はカプサイシンなどの疼痛誘発物質の溶液を口腔内に滴下して、その後の疼痛関連グルーミング様行動を測定する。「人見法」はあらかじめラット下口唇に磁性ピアスを装着し、トレーニングにより長時間口腔粘膜を露出させることにより覚醒下で安定して刺激を行う方法である。50％酢酸の粘膜処理により口内炎を惹起させたラットに対して、これらの評価法を行った。口内炎惹起によりカプサイシン溶液およびクエン酸溶液滴下による疼痛関連行動が有意に増加し、機械的逃避閾値は低下した。さらに、健常粘膜と比較して口内炎粘膜では、錯角化層の剥離により著しく物質透過性が増加しており、著明な炎症性細胞の浸潤とともに脱顆粒したマスト細胞の割合が増加していた。また、カプサイシンおよび酸受容体であるTRPV1とASIC3の下唇粘膜支配神経における発現は口内炎惹起によって変化していなかった。

　以上の結果から、口内炎による化学刺激、機械刺激による疼痛感受性亢進は、粘膜上皮の剥離による物質浸透性の増加と炎症ならびにマスト細胞の脱顆粒が関与している可能性が示唆された。今回開発した覚醒動物における口腔内疼痛評価法は、今後の口腔内疼痛研究に広く貢献できると考えている。














SS12-1





オーバービュー：　骨の司令塔―骨細胞―
網塚　憲生、宮本　幸奈、本郷　裕美、佐々木宗輝、長谷川智香

北大　院歯　硬組織発生生物





　近年、骨細胞の役割が注目されるようになってきた。それは、周囲の骨基質ミネラルの維持・溶解（松尾・発表演題）、骨細胞ネットワークによるメカニカルストレス応答（小守・発表演題）、また、破骨細胞分化や骨改造に対する調節（中島・発表演題）などがクローズアップされてきたからである。

　骨細胞は、骨芽細胞あるいは骨細胞自らが産生した骨基質中に埋め込まれた細胞であり、骨基質中の骨小腔に存在している。骨細胞は多数の細胞突起を伸ばすが、それら突起は骨細管を通って骨基質内に張り巡らされている。骨細胞の細胞突起は、骨細胞同士や骨表面に位置する骨芽細胞の突起と互いにギャップ結合で連絡することで、骨細胞ネットワーク（骨細胞・骨細管系）を形成している。このネットワークが力学的負荷を感受し、それを伝達するシステムとして機能すると考えられている。

　骨細胞産生因子で注目を浴びているのがFGF23、sclerostin、RUNKL、DMP-1であろう。FGF23は近位尿細管の受容体（FGFR1c/klotho複合体）に作用してNaPi IIa/IIcによるリン再吸収を抑制している。sclerostinは骨細胞から産生され、骨表面上の骨芽細胞機能を抑制することが報告されており、ミニモデリングにおける骨形成部位ではその産生が低下している。また、リモデリングを受ける部位において、骨細胞から産生されるRANKLが破骨細胞を誘導する可能性が注目されており、今後の骨代謝研究のターニングポイントになり得る可能性を秘めている。骨基質ミネラルの維持・溶解については、1960年代に提唱された骨細胞性骨溶解が再度、脚光を浴びており、現在、種々のX線顕微鏡を用いた詳細な検討も特記すべきことと考えられる。

　本シンポジウムでは、骨細胞におけるアップデートな研究を4名の先生方にご紹介戴く予定である。
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骨細胞ネットワークによるメカニカルストレス応答
小守　壽文

長大　院医歯薬　細胞生物





　骨量は運動によって増加し、長期の臥床、神経損傷による不動、宇宙での微少重力状態環境下では減少し、いわゆる廃用性骨粗鬆症を呈する。このような力学的負荷あるいは非荷重をいかに感知し、骨量が制御されるかが長年議論されてきた。骨細胞は、骨の中で骨細管中を通る骨細胞突起によって連結し、神経細胞のネットワークのように、骨全体に骨細胞ネットワークを形成している。また、骨表面の骨芽細胞にも骨細胞突起で連結している。このため、古くから骨細胞ネットワークが、力学的負荷を感受し、それを伝達するシステムとして考えられてきた。しかし、骨細胞は骨の中に埋まっているために、その機能を解析することが困難であり、生体内の骨細胞の表現型を培養系で再構築させることも難しく、その機能は多くの間接的な観察から推測されてきた。まず最初に、骨細胞は骨リモデリングに重要と考えられてきた。それは、骨細胞が死ぬと、その部位がリモデリングによって置き換えられるからである。しかし、これは、骨細胞が本来骨吸収を抑制していることを示している訳ではない。骨細胞は、アポトーシスを起こしても貪食されないために、最終的に細胞膜は破綻しネクローシスを起こす。このネクローシスによって、骨吸収が亢進しリモデリングが起こるのである。骨細胞ネットワークは、2つのネットワークから成り立っている。ギャップ結合を介した細胞間ネットワークと、骨細管を介した細胞外ネットワークである。骨細管を介した細胞外ネットワークが破綻しない限り、骨細胞死が起こると細胞内の免疫惹起分子が骨細管を通って骨表面に放出され、骨吸収が惹起される。したがって、骨細胞機能を見るためには、この2つのネットワークが破綻したマウスが必要である。これらが破綻したマウスをもとに、骨細胞機能を議論したい。
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骨細胞性の骨溶解
松尾　光一

慶大　医　細胞組織





　骨細胞は、骨芽細胞が自分の産生する骨基質に埋まりながら分化した細胞である。骨小腔の中に存在し、多数の樹状突起を骨細管の中に伸ばして骨基質内に「骨小腔-骨細管ネットワーク」を形成する。マウス長管骨では、授乳期のようにカルシウムの需要が高まっている時期に、骨小腔のサイズが大きくなることから、骨小腔周囲の骨基質を溶解して血中にカルシウムイオンを供給していると考えられる。すなわち骨細胞は、RANKLを発現し破骨細胞を活性化したり、sclerostinを発現して骨芽細胞を抑制したりするだけでなく、直接骨を溶解することで骨リモデリングに寄与している可能性がある。骨細胞が骨を内部から溶かすとしたら、そのメカニズムや制御を理解することは重要であるし、病的な骨溶解が見出されれば、将来的には骨細胞が治療標的になるかも知れない。

　われわれは、骨小腔や骨細管を3次元的に可視化する方法を検討し、放射光施設（SPring-8、兵庫県）でX線位相差顕微鏡を、東北大学などとの共同研究で開発した(Biomed Opt Express, 2013)。これまで、授乳期・離乳期、あるいは副甲状腺ホルモン（PTH）投与後の野生型マウス、さらに骨硬化症や骨粗鬆症などの遺伝子改変マウスで骨小腔や骨細管の画像を取得し解析してきた。このX線位相差顕微鏡による解析手法は、高い解像度と定量性が得られる一方、現状では、視野が限定されること（解像度と視野はトレードオフの関係にある）、摘出骨を対象にせざるを得ないことなどの制約がある。それでも骨小腔や、骨細管の解析を行うためには有効な手法の一つであり、さまざまな応用へ向かうことが期待される。本発表では、最新の知見を紹介しながら、骨細胞性の骨溶解について議論する。
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骨細胞による骨吸収制御機構
中島　友紀

東医歯大　院医歯　分子情報伝達





　骨は破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成の絶妙なバランスにより、その恒常性が保たれており、常に新しく生まれ変わっている。これまで、古くなった骨を破骨細胞が壊すことで、骨リモデリングが始まり、骨は新しく作り変えられると考えられているが、その詳細はいまだ不明な点が多い。RANKLは破骨細胞分化を司る決定因子であることから、近年、治療標的として注目を集めている。しかし、生体レベルの骨組織において、どの様な細胞が破骨細胞の分化を支持しているかはこれまで不明であった。最近、我々は骨組織におけるRANKL発現の局在を解析し、骨髄ストローマ細胞、骨芽細胞、またT細胞などの細胞集団に比べ、骨に埋め込まれた骨細胞が、強くRANKLを発現していることを見出した。骨細胞だけが特異的に蛍光を発する遺伝子改変マウスを作出し、骨細胞の新規単離培養系を構築し解析した結果、骨細胞のRANKL発現は、これまでRANKLの供給細胞と想定されていた骨芽細胞や骨髄ストローマ細胞のそれをはるかに凌ぐ発現量があり、破骨細胞の分化支持能力も他の細胞に比べ優れていることが明らかになった。さらに骨細胞特異的なコンディショナルRANKL欠損マウスを作成し生体レベルで骨解析を実施した結果、破骨細胞の分化抑制による重篤な大理石骨病を呈することが見出された。興味深いことに、このマウスに観察される大理石骨病は、生後すぐには発症しておらず、成長に伴いその病状を発症し悪化していくことが見出された。このマウスでは骨細胞のRANKLだけが欠失されており、他の細胞のRANKL発現は維持されていることから、成体においては、骨細胞がRANKLを主に発現し、破骨細胞の分化を支持する中心的な役割を演じることで、骨リモデリングの開始を制御する司令細胞であると考えられる。
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骨修飾剤ビスフォスフォネートのポテンシャルとミステリー
米田　俊之

インディアナ大　医　血液腫瘍内科





　骨粗鬆症治療薬のFirst lineとしての地位を確立しているビスフォスフォネート(BP)に関する最初の論文がScience誌に掲載されてから約45年が経過した。BPの有益性および安全性は、注射剤が主に高カルシウム血症、骨パジェット病、あるいはがん患者の骨転移に合併する骨関連事象(Skeletal-related Events, SRE)、そして経口剤は主に骨粗鬆症の治療に世界的に広く用いられていることにより証明されている。また今日の骨代謝研究の隆盛にBPが大きく貢献したことに異論の余地はない。近年、骨修飾剤(Bone-modifying agent, BMA)としてのBPの作用が注目されている。乳がん、前立腺がん、そして肺がんなど高率に骨に転移するがんは破骨細胞の骨吸収と密接な相互関連、いわゆる“Vicious Cycle”を保ちながら骨転移を成立、進展させる。したがって破骨細胞による骨吸収を選択的に抑制し、骨由来増殖因子の供給を制限することにより骨環境の肥沃性を低下させるBPはうってつけの薬剤として用いられている。また、着目すべきBMAの作用として、閉経前乳がん患者においてBPは抗がん作用を示し、生存期間を延長させることが報告されている。また骨粗鬆症の治療のためにBPを服用している場合、乳がんや直腸がんの発生率が有意に低下することや、長期の抗がん治療により誘発される骨粗鬆症(Cancer Treatment-induced Bone Loss, CTIBL)の予防に効果があることも示されている。しかしながら一方においてBPの長期使用は顎骨壊死(ONJ)、あるいは非定型的大腿骨幹部骨折の発生と関連するとの報告も見られる。BPに関連するONJの発生メカニズムは不明であるが、口腔にのみ発生する点が極めて特徴的であり、基礎歯学研究者が是非にも取り組まなければならないテーマである。今回の講演では、こういったBMAとしてのBPの有益作用と問題点についてオーバービューする。
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歯科基礎医学研究におけるメカノバイオロジーの可能性
成瀬　恵治

岡大　院医歯薬・システム生理





　触覚、心拍など、私たちの体は常に機械的な刺激を受けている。細胞・組織への機械刺激は恒常性維持や細胞機能の活性化などに大いに役立っており、当分野の研究は「Mechanobiology」として発展を遂げてきた。昨今、細胞を取り巻く力学的な環境の違いが幹細胞の分化制御にかかわることや、血管前駆細胞にシェアストレスを加えると内皮細胞に、ストレッチの刺激を加えると平滑筋細胞に分化することなどが報告されている。このように細胞培養・組織再生の過程で力学的環境の制御や機械刺激は細胞の分化・増殖をコントロールするための欠かせない手法となりつつある。今回は、メカノバイオロジーの歯科基礎医学への応用、新たな可能性についてご紹介したい。
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ウーロン茶ポリフェノールの齲蝕抑制効果とそのメカニズム
仲野　道代

岡大　院医歯薬　小児歯





　お茶のう蝕抑制効果は古くから知られており、その効果はフッ素によるものと考えられてきたが、最近ではお茶に含まれるポリフェノールが、その効果をもたらすことが明らかになっている。特に、ウーロン茶に含まれるポリフェノールが顕著なう蝕抑制効果を発揮していることを、私達のグループで明らかにした。今回は、この抑制効果のメカニズムについて分子生物学的手法によるう蝕抑制効果の検証について紹介したいと考えている。

　ウーロン茶はお茶の新芽を摘み取り、発酵の途上に加熱して製造された半発酵茶で、緑茶は不発酵茶、紅茶が発酵茶に属する。緑茶のポリフェノールがほとんどカテキン類であるのに対して、ウーロン茶や紅茶には製造過程の発酵作用によってできたカテキン類の重合体が含まれ、このカテキン重合体が強いう蝕抑制作用を示すウーロン茶ポリフェノール（Oolong tea polyphenols; OTPP）である。OTPPは、う蝕の主要な病原細菌であるミュータンスレンサ球菌の産生するグルカン合成酵素 (Glulcosyltransferase: GTF) の活性抑制効果を示す。この効果は、緑茶や紅茶の抽出物と比較してもOTPP が最も強い。この抑制メカニズムの活性阻害様式を調べてみると、非拮抗阻害様式であることが明らかとなった。GTFは遺伝子配列から、スクロースが結合しグルコースとフルクトースに分解されるN末端側2/3の領域とグルコースが転移し、グルカンが合成されるC末端側1/3の繰り返し構造からなるグルカン結合領域が存在する。それぞれの領域の断片タンパクを作製し、グルカン合成に及ぼすOTPPの作用を調べると、グルカン結合領域へのグルコースの結合阻害が濃度依存的に認められた。また、OTPPのGTF活性阻害が非拮抗阻害であることから、OTPPはグルカン結合領域へのグルコースの結合を阻害することによることが明らかとなった。今後はこれらの知見をヒトでの応用につなげていけると考えている。
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エルゼビア社主催　若手研究者のためのAuthor Workshop：学術論文作成の基本とEESを用いたJournal of Oral Biosciences誌への投稿方法について
大島　勇人

新大　院医歯　硬組織形態、J. Oral Biosci.誌編集長





　研究はその成果としての論文や本の出版を伴う。言い換えれば、研究者は論文や本の出版を通して社会に研究成果を還元する義務を負っているのである。したがって、論文執筆作業は研究者にとって極めて重要な社会的な活動であるといえる。しかしながら、研究開始から論文出版までの道のりは長く険しく、論文執筆作業は研究者にとってはハードルの高いタスクである。論文を出版するためには、論文を雑誌に投稿し審査を受け、受理されなければならない。論文審査はピア・レビューなので、研究者は論文を審査される側と審査する側の双方の経験をすることになるが、論文審査では読みやすい（理解しやすく、論文の主題が伝わる）論文と、冗長で難解な（論文の主題が読み取れない）論文に遭遇する。これは論文の構成・骨組み（organization、structure）に起因する問題である。論文の優劣を決めるのは、適切な研究目的の設定と効果的な研究方略の立案、そして実験結果であるが、論文の構成が論文の価値を大きく左右する。論文執筆にあたり、各セクション（Introduction、Materials & Methods、Results、Discussion）間で内容の重複を避け、各セクション相互を有機的に関連づけることが、科学的な重要性をつかみ易い論文を作成するコツである。また、研究目的には理論的根拠（rationale）が重要で、未解決の問題点の明示とその問題を解決する研究方略の立案が鍵を握る。良い論文を書くためには、論文を強く意識して研究を進めることが必要になる。

　本講演では、若手研究者を対象に学術論文作成の基本を概説すると共に、科学的な重要性をつかみ易い論文を効率的に作成するコツを伝えたい。さらに、エルゼビア社の論文投稿システム（EES）を使ってJournal of Oral Biosciencesへ論文を投稿する方法についても説明する。
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Smad8はBMPシグナルを抑制的に調節する
○片桐　岳信1、藤本　舞1、宮本　阿礼1、古株　彰一郎1、自見　英治郎2、大澤　賢次1（1埼医大　ゲノム　病態生理、2九歯大　分子情報生化）





【目的】活性化されたBMP受容体は、相同性の高い転写因子Smad1、Smad5、Smad8をC末端のリン酸化によって活性化し標的遺伝子の発現を調節する。Smad1/5/8のリン酸化は、ネガティブ・フィードバックによって誘導される抑制型Smad（Smad6とSmad7）によって競合的に阻害される。構成的活性型Smad1/5//8を作製した結果、Smad8はSmad1/5に比べて転写活性が極度に低く、他の生理作用を有する可能性が示唆された。本研究は、Smad8がBMPシグナルの抑制因子として機能することを報告する。

【方法・結果】構成的活性型変異を導入したSmad1またはSmad5はC2C12細胞のALP活性を誘導したが、Smad8はほとんど誘導しなかった。構成的活性型BMP受容体と野生型Smad1を共発現させると強いALP活性を誘導した。一方、Smad8はBMP受容体を抑制し、構成的活性型Smad1の活性も抑制した。Smad6/7はBMP受容体を抑制したが、構成的活性型Smad1は抑制しなかった。C2C12細胞をBMPで刺激すると、Smad6/7に加えSmad8 mRNAが3時間以内に増加した。

【考察】Smad8はSmad1/5と相同性が高く、BMPシグナルを伝達すると考えられてきた。しかし、Smad8は転写活性が低く、Smad1/5によるBMPシグナルを抑制した。また、Smad8の発現は、抑制型Smad6/7と同様にBMPシグナルで誘導された。従って、BMPシグナルで誘導されるSmad8は、BMPシグナルを抑制的に調節する可能性がある。【会員外共同研究者】塚本翔
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卵巣摘出レプチン受容体遺伝子変異（db/db）マウスの骨組織における組織化学的検索
○田中　祐介1,2、長谷川　智香1、山田　珠希1、織田　公光3、鄭　漢忠2、網塚　憲生1（1北大　歯　硬組織発生生物、2北大　歯　口外、3新大　医歯学　生化）





【目的】レプチンは脂肪細胞で産生される食欲調節ホルモンであり、骨代謝にも影響を及ぼすとされている。我々は、レプチン非作用下のエストロゲン欠乏による骨組織異常を明らかにする目的で、レプチン受容体変異を有するdb/dbマウスに卵巣摘出（OVX）を行い、組織化学的に解析した。

【方法】12週齢の雌性db/dbマウスと野生型（WT）マウスをOVXし、20週齢で大腿骨・脛骨を通法にてアルデヒド固定した。ALP、TRAPとleptin Rの局在を組織化学にて、また、leptinR、ERαとPPARγ2の発現をRT-PCRにて解析した。

【結果】db/db群では著しい骨梁の減少と脂肪細胞の増加を認めた。ALP陽性骨芽細胞領域はdb/db群で減少し、db/db-OVX群ではさらに減少したが、WT群のOVXによる減少幅より小さかった。leptinRとERαの発現は4群とも同様であり、leptinR陽性反応は骨芽細胞に認められた。PPARγ2の発現はdb/db群とdb/db-OVX群で上昇していた。

【考察】db/dbマウスではOVXを行わなくともALP陽性反応が著しく低下したこと、db/db-OVX群ではALP陽性領域が減少したが、WTマウスにおけるOVX群の減少幅に比べると低いことを考慮すると、レプチンの骨芽細胞に対する作用はエストロゲン欠乏に比べて大きい可能性が推測された。
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コリプレッサーTLE3はHDACを介して骨芽細胞分化を抑制する
○古株　彰一郎1,2、佐藤　毅1、榎木　祐一郎1、大久保　正彦1、片桐　岳信3、依田　哲也1（1埼医大　医　口腔外科、2ハーバード大　歯　発生生物、3埼医大　ゲノム医学　病態生理）





骨髄の骨芽細胞と脂肪細胞は共通の前駆細胞である骨髄間質細胞から分化するが、その分化調節メカニズムには不明な点が多い。骨粗鬆症や加齢などでは、骨髄における脂肪細胞の分化が亢進し、骨芽細胞分化は抑制され骨量が減少する。最近、コリプレッサーであるTLE3が前脂肪細胞で脂肪細胞分化を促進することが報告された。そこで今回我々はTLE3の骨芽細胞分化に対する作用を検討し、TLE3が骨髄間質細胞の骨芽細胞分化を抑制することを見出したので報告する。免疫染色によりTLE3が骨髄間質細胞の核に強く発現することを確認した。次にTLE3を過剰発現させたところ、骨芽細胞分化が抑制され、脂肪細胞分化が促進された。また、RNA干渉により内在性TLE3をノックダウンした細胞では、骨芽細胞分化が促進され、脂肪細胞分化が抑制された。さらにRunx2の転写活性への影響についてOSE2-luc 活性を指標に検討したところ、TLE3はRunx2の過剰発現で誘導したOSE2-luc 活性を強力に抑制した。一方で、Histone Deacetylase（HDAC)阻害剤であるTSAの添加により、TLE3によるOSE2-luc の抑制が解除された。以上より、TLE3はHDACを介して骨髄間質細胞の骨芽細胞分化を抑制することが明らかとなった。
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PP2A Cα はOsterixを介して骨芽細胞分化を調節する。
○岡村　裕彦1、羽地　達次1（1徳大　院HBS　口腔組織）





PP2A は細胞の分化・増殖やアポトーシスに関与するセリン/スレオニンプロテインフォスファターゼである。PP2Aは触媒サブユニット（PP2A Cα）を中心に三量体を形成し、様々な蛋白質の脱リン酸化に関与する。今回我々は、骨芽細胞分化における PP2A Cα の役割について検討した。【方法】1. 分化誘導培地で培養したマウス骨芽細胞 MC3T3-E1からサンプルを調整し、PP2A Cα の発現と活性を調べた。2. shRNA によりPP2A Cα の発現を抑制したMC3T3-E1（shPP2A）を樹立し、分化・石灰化能を調べ、骨分化マーカーの発現をリアルタイム PCR とウエスタンブロットを用いて解析した。3. Osterix プロモーター活性をルシフェラーゼアッセイを用いて解析した。4. shPP2A 細胞に Osterix の siRNA 導入を行い、分化・石灰化能を評価した。【結果と考察】骨芽細胞分化の初期段階でPP2A Cα の発現と活性が低下した。shPP2A 細胞は分化・石灰化能が亢進し、Osterix, Bone sialoprotein および Osteocalcin 等の骨分化マーカーの発現が増加した。shPP2A 細胞では Osterix プロモーター活性が亢進していた。Osterix 発現抑制により shPP2A 細胞の分化・石灰化能亢進が抑制された。以上の結果より、PP2A Cα は Osterix を介して骨芽細胞の分化・石灰化能を調節する重要な因子であることが分かった。
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骨細胞はinterferon-β（IFN-β）を産生し破骨細胞形成を負に制御する
○林田　千代美1、伊東　順太1、中谷地　舞2、岡安　麻里2、大山　洋子3、羽毛田　慈之1、佐藤　卓也1（1明海大 歯　形機成　口腔解剖、2明海大　歯　形機成　歯科矯正、3明海大　歯　病診治　口腔顎顔面外科1）





【目的】骨細胞による破骨細胞（OC）形成調節について、株化骨細胞MLO-Y4の培養上清（MLO-Y4-CM）及び骨細胞を高純度に含む骨片（OEBF）の新規培養法を用いて検討した。【方法】OC形成の評価は、骨髄細胞からM-CSFによりOC前駆細胞（OCP）を誘導、さらに可溶性RANKLを加えOCを誘導する系を用いた。OEBFは、5週齢マウス大腿骨骨幹を2 mm×3 mmの骨片にし、骨片表面の細胞をコラゲナーゼ/EDTA処理で除去し調製、トランスウェルプレートインサートウェル上で器官培養法に準じ培養した。【結果と考察】OCP形成期にMLO-Y4-CM存在下で誘導した細胞では、double-stranded RNA protein kinase（PKR） mRNAの発現亢進、可溶性RANKLが産生を促進するc-Fosの翻訳阻害及びOCへの分化能の低下が見られた。これらMLO-Y4-CMの作用は抗IFN-β中和抗体の添加で一部解除された。インサートウェル上のOEBFと骨髄細胞をOCP形成期のみ共存培養するとOC形成は抑制され、この抑制は抗IFN-β中和抗体添加で一部回復した。実際、MLO-Y4細胞及びOEBFはIFN-β mRNAを発現していた。また、OPG欠損マウス由来のOEBFもOC形成を抑制した。以上の結果から、骨細胞はIFN-βを産生しOC形成を抑制することが示唆された。
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疑似微小重力に対するキンギョ再生ウロコにおける破骨細胞の応答とRANKL発現変化
○池亀　美華1、服部　淳彦2、山本　敏男1、鈴木　信雄3（1岡大　院医歯薬　口腔形態、2東医歯大　教養　生物、3金沢大　環日本海域環境研究セ）





魚類のウロコには骨組織と類似した硬組織が存在し、骨組織同様にカルシウム代謝調節ホルモンや、機械的刺激に応答する。2011年の本学会で、我々は宇宙空間の微小重力環境においてキンギョの再生ウロコの破骨細胞の多核化が亢進することを報告した。破骨細胞の形成、誘導、活性化には、骨芽細胞系細胞が発現するRANKLが重要であることが知られるが、魚類ウロコにおけるRANKL発現についてはほとんど知られていない。そこで、ウロコにおける破骨細胞活性化へのRANKLの関与について明らかにするために、特異抗体を作製し、免疫組織化学によりキンギョ再生ウロコにおけるRANKLの局在を検出するとともに、3Dクリノスタットによる疑似微小重力下でウロコを培養し、RANKLの発現変化を検討した。その結果、RANKLの免疫活性は再生ウロコの溝条中、あるいはその辺縁に沿って局在する単核の紡錘形細胞に認められた。疑似微小重力群では、静置培養した対照群と比較して、破骨細胞の多核化が促進され、RANKLの免疫活性が増加する傾向が見られた。破骨細胞は主に溝条に沿って観察されることから、これらの溝条に沿って局在するRANKL陽性単核細胞が、破骨細胞形成や活性化に関与していることが示唆された。（共同研究者：金沢大　環日本海域環境研究セ　山本　樹、富山大　生命科学先端研究セ　遺伝子実験施設　田渕圭章、JAXA　矢野幸子）
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マウス骨端板のseptoclastにおけるE-FABPの免疫電顕的局在と食餌ビタミンA・レチノイン酸の影響
○坂東　康彦1、瀧澤　将太1、崎山　浩司1、天野　修1（1明海大　歯　解剖）





【背景】我々はこれまで骨代謝に影響を与えるn-3系長鎖不飽和脂肪酸(PUFA)やビタミンAおよびその誘導体であるレチノイン酸と親和性の高い表皮型脂肪酸結合タンパク（E-FABP）がマウス脛骨骨端板でseptoclastに特異的に発現することを示した。今回、免疫電顕法によりE-FABP陽性細胞の超微細構造を明らかにし、さらにビタミンA、レチノイン酸摂取量がE-FABP陽性細胞に与える影響を調べた。

【方法】実験1：4週齢(P4w)マウス脛骨頭組織に対しpre-embedding法により抗E-FABP抗体を用いた免疫電顕的観察を行った。実験2：1)抗E-FABP抗体と抗レチノイン酸受容体(PPAR)抗体の二重染色を行った。2)レチノイン酸を過剰摂取させたP4w、ビタミンA欠乏食を離乳期より摂食させたP9wマウスに対し抗E-FABP抗体を用いた免疫組織化学的染色を行った。

【結果】実験1： E-FABP陽性細胞は細胞質突起が骨端板横隔に伸び、さらに微絨毛が横隔の基質まで達していた。E-FABPは細胞質基質、ミトコンドリアおよび核に局在していた。実験2:1）E-FABP陽性細胞にPPARβ/δの局在が認められた。2)レチノイン酸過剰摂取マウス、ビタミンA欠乏食摂食マウスともにE-FABP陽性細胞の密度の減少と細胞質突起の欠失、形態不全が認められた。

【考察】 septoclastにE-FABPを介するn-3 PUFAやレチノイン酸の代謝経路が存在し、ビタミンAはレチノイン酸を介してseptoclastによる軟骨内骨化の軟骨横隔吸収にも関与することが示唆された。
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Curdlan-dectin-1を介した新たな破骨細胞分化の制御機構
○山崎　徹1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、細川　隆司2、西原　達次1（1九歯大　感染分子、2九歯大　口腔再建リハ）





【目的】Dectin-1は主にマクロファージや樹状細胞に発現し、βグルカンとの結合により、さまざまな細胞内反応を引き起こす。今回、βグルカンの一つであるcurdlanがreceptor activator of nuclear factor-κB ligand（RANKL）誘導下の破骨細胞形成に及ぼす影響について調べた。【方法】マウス単球系細胞RAW264.7のdectin-1過剰発現細胞を用い、RANKL、curdlanを添加して培養した。また、マウス骨髄細胞を用い、macrophage-colony stimulating factor（M-CSF)、RANKL、curdlan刺激下で培養を行った。Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）染色を行い、TRAP陽性多核細胞数を計測した。Osteo Assay Stripwell Plateにて骨吸収活性を評価し、さらに、破骨細胞のアクチンリング形成を観察した。RT-PCR、Western blottingにてnuclear factor of activated T cell c1（NFATc1)、および関連分子を解析した。【結果】CurdlanはRANKL誘導下の成熟TRAP陽性多核細胞形成、さらに、吸収窩形成、アクチンリング形成を抑制した。また、NFATc1とその関連分子、c-Fosの発現を抑制した。【考察】CurdlanはRANKL誘導下のシグナル経路を阻害することで、破骨細胞形成を抑制する可能性があることが示唆された。
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破骨細胞分化におけるアセチルコリンエステラーゼの関与
○佐藤　毅1、榎木　祐一郎1、古株　彰一郎1、大久保　正彦1、臼井　通彦2、依田　哲也1（1埼医大　医　口外、2九歯大　歯　歯周病）





高齢化社会において増加している認知症のうちアルツハイマー病は、進行すると骨密度の低下を認める。治療薬のドネペジル（DPZ)などある種のアセチルコリンエステラーゼ(AChE)阻害剤(AChEI)を服用していると、骨折のリスクが有意に低いことが報告された。最近の研究からAChEおよびブチリルコリンエステラーゼ（BChE)を阻害するAChEIであるピリドスチグミンは、骨においてAChを蓄積させて破骨細胞にアポトーシスを起こすことが明らかとなった。しかしながらBChEを阻害しないDPZについては検討されていないため、今回DPZが骨関連細胞に与える影響を検討した。試薬としてAChEおよびDPZを、骨芽細胞としてMC3T3-E1、破骨細胞としてマウス骨髄細胞を用いて増殖・分化について検討した。増殖抑制作用のないDPZは骨芽細胞分化に影響を与えなかった。一方、DPZは骨髄細胞に増殖促進作用・破骨細胞に分化抑制作用を示し、破骨細胞にアポトーシスは認められなかった。また、DPZは破骨細胞においてId2発現を上昇させ、laminin-1 betaの発現を低下させた。さらに破骨細胞分化過程においてAChEおよびlaminin-1 betaの発現が上昇しており、AChEを破骨細胞に作用させると分化が促進された。AChEIは骨組織においてAChの蓄積ではなくAChEの阻害により、破骨細胞分化を抑制することが示唆された。
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周期的圧縮刺激はPGE2の産生を介して破骨細胞分化を誘導する
○荒木　大介1、原　哲也1、伊志嶺　知沙1、皆木　省吾1（1岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴）





【目的】骨のリモデリングの調節には機械的刺激が重要であることが知られているが、その詳細なメカニズムは明らかにされていない。近年、骨免疫学の見地から骨周囲の細胞からの産生因子の重要性が報告されている。本研究では、ラット歯肉線維芽細胞（rGF）を用いて、機械的刺激による破骨細胞分化関連因子の産生変化とその産生因子による破骨細胞前駆細胞であるRAW264.7細胞の破骨細胞分化への影響を調査した。【方法】Wistar系雄性ラットの口蓋粘膜から単離したrGFに、培養細胞伸展システム（STB-140, STREX）を用いて周期的圧縮刺激（CCF）を負荷した。負荷後から様々な時間経過後にRNAと培養上清を回収し、real time PCR法にて破骨細胞分化関連因子の遺伝子発現とELISA法にて培養上清中のPGE2産生を解析した。また、可溶性RANKLとCCFを負荷したrGFの培養上清を10％あるいは30％（vol/vol）添加してRAW264.7細胞を6日間培養した後、TRAP陽性細胞を観察した。【結果】CCFによってrGFにおけるCOX-2とIL-6の遺伝子発現が刺激され、両遺伝子とも負荷後1時間以内に増加した。また、PGE2産生もCCFによって約10倍増を示した。RAW264.7細胞は、CCFを負荷した培養上清を添加することによって、TRAP陽性細胞数が顕著に増加した。【考察】高濃度のPGE2は炎症初期の骨破壊に関与すると報告されており、CCFによって産生されたPGE2が破骨細胞分化を促進する可能性が示唆された。
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RANKL遺伝子欠損マウスにおける破骨細胞様細胞の微細構造学的解析
○宮本　幸奈1,2、長谷川　智香2、佐々木　宗輝2、織田　公光3、宇田川　信之4、山本　恒之2、網塚　憲生2（1北大　歯　6年、2北大　院歯　硬組織発生生物、3新大　歯　口腔生化、4松歯大　歯　口腔生化）





【目的】　我々はRANKL-/-マウスにマクロファージと破骨細胞の共通の性質を持ち、石灰化基質を取り込む大型細胞が存在すること、また、活性型骨芽細胞が多数存在することを報告してきた。そこで今回は、その微細構造を明らかにする目的で透過型電子顕微鏡にて破骨細胞様大型細胞を観察した。

【材料と方法】　生後10週齢のRANKL-/-マウスと野生型マウスの大腿骨・脛骨をアルデヒド固定し、パラフィンとepoxy 樹脂包埋した。H-E染色とTRAPなどの組織化学を行い、透過型電子顕微鏡にて微細構造観察を行った。

【結果および考察】　RANKL-/-マウスに存在する破骨細胞様大型細胞はTRAP陽性示さず、骨組織内に散在して観察された。透過型電子顕微鏡観察では、これらの細胞は波状縁を持たず、細胞内小器官に乏しい明帯様の構造で主に軟骨基質を取り囲んでいた。取り込まれた軟骨基質はコラーゲン線維が露出し崩壊像を示していた。このような破骨細胞様大型細胞は、辺縁クロマチンの発達した核を持ち、細胞質には多数のミトコンドリアと大小の小胞が認められた。以上のことから、RANKL-/-マウスに存在する破骨細胞様大型細胞は、軟骨基質を取り込む機能を有し、微細構造学的に破骨細胞に類似した形態を持つことが示唆された。
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破骨細胞の骨吸収活性を制御するWnt5a-Ror2シグナルによるRho活性化
○上原　俊介1、宇田川　信之1、高橋　直之2、小林　泰浩2（1松歯大　口腔生化、2松歯大　総歯研）





Wnt5aはRor2受容体を介し、破骨細胞分化誘導因子RANKLの受容体であるRANKの発現を亢進し、破骨細胞分化を促進する。今回我々は、破骨細胞の骨吸収機能におけるWnt5a-Ror2シグナルの役割を明らかにするため、破骨細胞特異的Ror2欠損マウス(Ror2 cKO)を解析した。Ror2 cKOは骨量増加を呈し、骨吸収マーカーである血清CTXは低値を示した。しかし、骨形態計測では破骨細胞の減少を認めなかった。培養実験においてRor2 cKO由来の破骨細胞は、アクチンリング形成および吸収窩形成不全を示した。すなわちRor2シグナルは、破骨細胞の骨吸収活性を調節することを示唆した。低分子量Gタンパク質であるRac及びRhoは、骨吸収に関与する。そこで、Ror2 cKO由来の破骨細胞において恒常的活性型(CA)-RhoAあるいはCA-Rac1を過剰発現した。CA-RhoAは低下した骨吸収活性を回復させた。WntシグナルにおけるRho活性化因子であるDaam2の発現は、破骨細胞分化に伴い増加した。shRNAを用いDaam2発現を抑制したところ、吸収窩形成が抑制された。また、Daam2をノックダウンした破骨細胞においてCA-RhoAを発現すると、低下した吸収窩形成は回復した。以上より、Ror2シグナルはDaam2を介してRhoを活性化し、破骨細胞の骨吸収活性を制御する。（会員外共同研究者：山下照仁（松歯大）、南康博（神戸大））
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三次元立体構築画像を用いた切歯管の構造に関する解剖学的研究
○福田　真之1、野口　拓1、大峰　悠矢1、木下　英明1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）





【目的】上顎前歯部欠損の補綴治療では、インプラント補綴が選択肢としてあるが、切歯窩の拡張を伴う骨吸収により最適なインプラント埋入が困難になる場合がある。我々の講座ではマイクロCTで撮影したデータから三次元立体構築画像を作成し、上顎骨臼歯部の三次元的な骨形態計測を行い報告してきたが、上顎骨前歯部特に切歯管周囲の解剖学的研究は少なく不明な点が残されている。そこで、本研究では上顎骨前歯部および切歯管周囲の骨内部構造の形態を把握するため骨形態計測を行い、インプラント埋入に必要と思われる基礎的データの取得を試みた。【試料と方法】試料は年齢および性別のわかる東京慈恵会医科大学解剖学講座所蔵の日本人頭蓋骨20体を用いた。これらをマイクロCTにて撮像を行った。得られたスライスデータから三次元立体構築ソフトを用いて、内部構造の観察および骨形態計測を行った。【結果と考察】切歯窩の形態を3つの型に分類しそれぞれの計測項目を設定した。すべての距離、厚径の計測項目に有意差は無く、形態分類ごとに大きな傾向はなかった。しかし、インプラント埋入時にその成否を大きく左右する埋入角度については最高71.110°、最小44.039°と個体差があることが明らかとなった。さらに上顎骨では歯牙の脱落により頬側からの吸収が起こり、その形態が大きく変化するため、インプラント手術ではCTによる事前の診査、診断の重要性が示唆された。
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脈管構造の組織立体構築とVirtual Reality観察
○島津　徳人1、田谷　雄二1、添野　雄一1、白子　要一1、藤田　和也1、佐藤　かおり1、青葉　孝昭1（1日歯大　生命歯　病理）





生体諸臓器・組織の立体観察に向けては、多種の画像解析法が開発されているが、細胞レベルでの空間分解能を保持した上で、臓器・組織の内部構造を自在に直視できることが望まれている。我々はこれまでに、連続薄切標本の多重免疫標識とバーチャルスライド（VS）を併用した組織立体構築法を確立してきた。今回の報告では、3D情報をインターラクティブに動的観察できる画像処理機能（NVS ExFact VR）を併用して、脈管性臓器例としてヒト腎小体と尿細管構造およびマウス舌組織の血管・リンパ管網を供覧する。観察対象の組織実質と脈管間質を免疫組織化学（およびPAS染色）により標識し、組織画像はVS装置（空間分解能0.46 μm/pix.）によりデジタル記録した。広領域・高画質のVS画像を用いた組織立体構築では、画素容量が飛躍的に増大するなかで、通常のviewerソフトによる3D観察では画像操作の遅れなど不便さを感じることも多い。今回の3D観察法（Virtual Reality）の特質として、高精細の微小脈管構造の画質を保持した上で、観察方位や拡大率を即時に可変できる。さらに、3D情報の高圧縮機能を活かしてWeb配信（Quick-Time）も可能となっており（http://www.ndu.ac.jp/~pathhome/）、研究・教育分野での有用性は高いと考えている。共同研究者：上杉憲子（筑波大学腎血管病理）
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3次元CT画像を用いた口腔解剖学教育―副鼻腔容積と歯の関係―
○高橋　常男1、前田　信吾1、一條　幹史1、高橋　雄輔1、森山　浩志2、熊坂　さつき3、小林　繁4（1神歯大　院　3次元画像解剖、2昭大　医　解剖、3駒澤大 医療健康科学 診療放射線技術科学、4九歯大　歯　頭頸部構造解析）





［目的］平成21年度に神歯大 解剖実習棟内に、4列マルチスライスCT装置を設置した。本CTによって得られる画像情報を解剖実習時は、献体者の最後の状態を学生に知らせる情報とし、研究時は3次元画像構築を行った物を用いる目的でデータを蓄積し、平成24年度の解剖実習から撮影した画像情報の運用を始めた。解剖体の画像は、固定液注入の前後に於ける画像変化が読影に及ぼす影響を副鼻腔の容積変化と無歯顎、残存歯の関係を検討したので報告する。［方法］最初に全身のCT撮影を1～5 mmのスライス厚で行い、画像診断は放射線科医立会いのもとで行った後、副鼻腔の容積、残存歯の確認をDicom Viewer Osilixを用いて行った。［結果及び考察］CT画像の読影精度は、過去の報告より注入後の胸部及び腹部内臓の読影は困難であり、固定液注入後の変化だけでなく、死後の経過による変化も考えられ課題が多かった。固定液入注前後における副鼻腔の容積については、洞容積の減少や増大、個々の解剖体における残存歯の数、副鼻腔の大きさなどの相対的関係について研究における結果と考察を報告する。
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軟骨石灰化不全ラット（CCIラット）における頭蓋底軟骨結合の形態学的解析
○竹内　綾1、永山　元彦2、葛島　康平1、渡部　博之1、江原　道子2、天野　均3、田中　政巳4、渡辺　実5、田沼　順一2、北井　則行1（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔病理、3昭大　歯　歯科薬理、4会津大　短大　食物栄養、5聖マリアンナ医大　院　実験動物施設）





【目的】我々は、これまでにSDラット由来の自然発症型軟骨石灰化不全（CCI）ラットが野生型と比較して、全身の低成長と軟骨内骨化不全を示すことを報告してきた。今回、軟骨成長の特徴的な形態変化を示した頭蓋底軟骨結合に着目し、CCIラットとSDラットを形態的に比較した。【方法】生後4週齢のCCIラットとSDラット各6匹を4％paraformaldehydeで還流固定後、マイクロCT装置（35 kV, 200 mA）で頭部を撮影し、得られた画像から3次元解析ソフトで頭蓋底軟骨結合部のMineral Density(MD)値を算出した。マイクロCT撮影後、各頭部矢状断方向のパラフィン切片を作製し、Hematoxylin-Eosin染色、Safranin O/Fast Green染色およびAlcian Blue染色を行った。【結果と考察】マイクロCT画像では、CCIラットの頭蓋底軟骨結合部で著しい軟骨幅の拡大を示した。また、SDラットと比較してCCIラットでは著しく不均衡な軟骨成熟状態を示した。一方、組織学的には、SDラットと比較してCCIラットの蝶形骨間軟骨結合と蝶形後頭軟骨結合は前後幅が長く、軟骨成長板における軟骨細胞の配列の乱れや軟骨基質の分布異常がみられた。以上の所見から、CCIラットの頭蓋底では、他部位と同様に軟骨内骨化不全による低成長を示すと考えられた。
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チンパンジーの棘孔の形態変異
○近藤　信太郎1、内藤　宗孝2、松野　昌展1（1日大　松戸歯　解剖1、2愛院大　歯　歯科放射線）





【目的】棘孔は蝶形骨大翼の大脳面で卵円孔の後外側に位置する小孔で、卵円孔と同様に中頭蓋窩と側頭下窩を連絡する。この孔は中硬膜動脈と下顎神経硬膜枝の通路となる。チンパンジー(Pan troglodytes)の卵円孔は他の霊長類よりもヒトと類似した形態を呈することを昨年の本学会学術大会で報告した。今回は棘孔の変異をチンパンジーとヒトで比較した。【材料と方法】頭蓋骨を肉眼およびCT画像により観察した。【結果と考察】チンパンジーでは棘孔が存在するもの、棘孔と卵円孔が癒合するもの、棘孔が欠如するものが認められた。ヒトでは卵円孔と棘孔が癒合するものは認められたが、棘孔が欠如するものは見られなかった。中硬膜動脈は棘孔から頭蓋腔に入り、内頭蓋底および頭蓋冠内面の動脈溝に沿って分布する。このため、頭蓋標本において動脈溝を辿っていくと棘孔に達することになる。チンパンジーの頭蓋骨ではヒトに比へて動脈溝の走行が明瞭ではなかったが、動脈溝が棘孔に至ることは確認できた。棘孔が欠如した個体では動脈溝は卵円孔に到達したことから、卵円孔が中硬膜動脈の通路と考えられた。チンパンジーの卵円孔と棘孔は外頭蓋底の方が内頭蓋底より近接していた。ヒトでは内・外頭蓋底いずれにおいてもチンパンジーより2つの孔は離れていた。以上の結果から、卵円孔と棘孔が近接していることがチンパンジーにおける棘孔の変異の要因と考えられる。
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成長期におけるソフトフード摂取がラット顎関節に与える影響
○加藤　剛士1,2,3、高橋　茂2、上北　広樹1、土門　卓文2（1北大　院歯　リハビリ補綴、2北大　院歯　口腔機能解剖、3札幌北楡病院）





【目的】本研究では、成長期ラットにソフトフードを継続的に摂取させた時、顎関節にどのような影響が及ぶのかを形態学的に明らかにすることを目的とした。【方法】Wistar系雄性ラット24匹を用い、21日齢で離乳させた。離乳後、液状食（実験群）あるいは固形食（対照群）を与え、1～8週間飼育した。飼育期間が終了したラットを4％パラホルムアルデヒド溶液にて還流固定後、頭部を摘出し10％EDTA溶液で脱灰した。以後通法に従って顎関節部を含む前頭断連続切片を作製した。切片にはHE染色を施し、組織学的に観察するとともに顎関節部の3次元的組織計量を行った。また一部の切片にはBrdU免疫染色を施し、顎関節部の細胞増殖活性を測定した。【結果と考察】実験群4週の顎関節部軟骨の肥大細胞層は対照群よりも薄く、特に下顎窩において顕著であった。また8週において、実験群の下顎頭の幅径や長径、下顎窩相当部の頬骨突起の幅径や高径は対照群に比べて小さかった。BrdU免疫染色では実験群の下顎頭（1、4週）や下顎窩（4週）の増殖層細胞の陽性率が対照群より低下した。以上の結果から成長期におけるソフトフード摂取はラット顎関節の成長を阻害することが明らかとなり、これには増殖層細胞の増殖活性低下が関連していると考えられた。
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マウス上顎骨チタンインプラント植立モデルを用いた即時埋入と遅延埋入における骨・インプラント界面の治癒の違いについて
○渡辺　泰典1、斎藤　浩太郎1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）





【目的】今回我々は、マウスを用いた上顎骨チタンインプラント植立モデルを確立し、遅延埋入と即時埋入におけるインプラント周囲歯槽骨の骨吸収リスクと骨質を評価すると共にインプラント植立後のオッセオインテグレーション確立過程を検索した。

【方法】生後4週齢マウス上顎右側第一臼歯（M1）を抜去後、ドリルを用いて窩洞を形成し、インプラントを埋入した（即時埋入群）。また、2週齢マウスM1を抜去後、4週間抜歯窩の治癒を待ち、同様に窩洞を形成し、インプラントを植立した（遅延埋入群）。0～28日後にアルデヒド系固定液で灌流固定し、抗オステオポンチン（Opn）抗体および抗Ki67抗体を用いた免疫染色、TUNEL染色、TRAP酵素組織化学を施した。未脱灰標本については、EPMAを用いて定量解析と元素解析を行った。

【結果および考察】即時埋入群・遅延埋入群共に術後28日までにオッセオインテグレーションが確立されたが、両群の間で骨・インプラント接触面積および歯頸側の骨吸収、並びに石灰化度に有意な相違はなかった。インプラント植立初期では、即時埋入群の方で肉芽形成および骨形成が進行していた。以上より、本実験はマウス顎骨におけるインプラント植立モデルの確立に成功し、経時的な、かつ細胞レベルの骨・インプラント界面の治癒過程が、即時埋入群で骨形成が早期に惹起されるものの、即時埋入群と遅延埋入群との間でおおきな差がないことが明らかになった。
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咬合負荷が抜歯即時埋入チタンインプラント周囲の骨組織に与える影響について
○池田　欣希1、長谷川　智香2、網塚　憲生2、横山　敦郎1（1北大　院歯　口腔機能補綴、2北大　院歯　硬組織発生生物）





【目的】インプラント臨床では埋入後早期や即時の機能負荷が行われているが、その際のインプラント周囲骨組織の反応については不明な点が多い。そこで我々は、埋入後早期の咬合負荷がインプラント周囲骨組織に与える影響について組織化学的に検索した。【方法】生後4週齢の雄性Wistar系ラットの上顎左側第一臼歯を全身麻酔下で抜歯し、チタンスクリュー（以下インプラント体）を即時埋入した。実験群には、埋入1週または2週後にインプラント体上部に接着性レジンを添加して咬合負荷を与え、対照群には咬合負荷を与えなかった。咬合負荷1週後にアルデヒド固定し、パラフィン切片を作製後、ALP、TRAP、オステオカルシン(OCN)、オステオポンチン(OPN)の免疫組織化学を行った。【結果と考察】対照群及び実験群ともにスクリューのスレッド間には新生骨が形成されていたが、1週及び2週ともに実験群では、対照群と比較して、スレッド間における骨梁が太く骨梁間が減少する傾向がみられた。TRAP陽性破骨細胞やALP陽性骨芽細胞の局在性は実験群と対照群の間で差異は認められなかったが、骨梁におけるOCN陽性・OPN陽性セメントラインは、対照群では太く複雑な鋸歯状を示すのに対し、実験群では細く滑らかな走行を示す傾向が認められた。以上から、埋入後早期の適度な咬合負荷は骨改造を緩やかにし、スレッド間の骨梁の太さを増加させる可能性が示唆された。
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骨芽細胞の分化にジルコニアの表面性状が及ぼす影響
○谷口　祐介1,2、城戸　寛史1、山崎　純2（1福歯大　口腔インプラント、2福歯大　細胞分子生物）





[目的]チタン製インプラントにおいて表面の粗面化が骨結合の強化をもたらすことが明らかとなっている。しかし、ジルコニアセラミクスを粗面化によって同様の効果を期待できるかは不明である。そこで本研究ではジルコニアの粗面形状が骨芽細胞様細胞(MC3T3-E1)の形態、増殖、分化、石灰化に与える影響を明らかにすることを目的とした。[方法および結果]機械研磨（研磨Zr）（Sa：0.185 um）あるいはファイバーレーザー処理した(粗面Zr)（Sa：1.75 um）イットリア添加正方晶ジルコニアプレート(10 mm×10 mm)の上にMC3T3-E1を播種し、10％ FBS添加α-MEMを用いて培養した。走査型電子顕微鏡と光学顕微鏡による形態観察並びにWSTアッセイによる細胞増殖の評価をした。その結果、播種後6時間後の粗面Zr上の細胞は研磨Zr上よりも伸展の程度が小さかった。7日目以降で粗面Zr上の細胞増殖は滑面Zr上よりも有意に亢進していた。次に、MC3T3-E1を分化誘導させる条件下で、分化関連遺伝子のmRNA量とアルカリホスファターゼ(ALP)活性とアリザリンレッド(AZ)染色を比較した。誘導14日目のオステオカルシン発現量と誘導7日目のALP活性は研磨Zrよりも粗面Zrの方が有意に増加していた。誘導14日後の AZ染色によって、粗面Zrでは研磨Zrよりも高い石灰化像が認められた。[結論] ジルコニアの粗面化がMC3T3-E1の形態に影響を与え、増殖能、ALP活性並びに石灰化を促進することが示唆された。
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絹フィブロインスポンジ体の初期骨誘導能について
○内田　僚一郎1、木場　秀夫2、Bhawal Ujjal3、荒井　清司4、久保山　昇5、西山　典宏1（1日大　松戸歯　歯科生体材料、2日大　松戸歯　口腔病理、3日大　松戸歯　生化・分子生物、4日大　松戸歯　小児歯、5日大　松戸歯）





【目的】先に我々は骨補填材料として水系絹フィブロインスポンジ体（水系）をウサギ大腿骨の骨欠損部に埋植した結果、埋植後4週で新生骨が形成され、溶媒系絹フィブロインスポンジ体（溶媒系）に比べ新生骨再生能が高いことを明らかにした。本研究では絹フィブロインスポンジ体の埋植初期における組織の骨形成量の測定及び免疫組織化学染色を行い、骨形成に関与する遺伝子の発現の様相を検討した。【方法】ウサギの大腿骨上顆に骨欠損を作製し、絹フィブロインスポンジ体を埋植した。動物は1群3頭とし、第1群は穴だけの群（対照群）、第2群は水系、第3群は溶媒系をそれぞれ埋植した。埋植後1週と2週の大腿骨を摘出しμCTを用いて骨欠損埋植部の骨塩量と骨体積率の測定を行った。また、骨形成に関与する特異的なマーカーの発現を免疫組織化学染色法で検討した。【結果】μCTを用いて測定した骨塩量と骨体積率は水系の方が溶媒系よりも高い値を示し、同様に1週より2週目で高い値を示した。また、免疫組織化学染色では骨形成過程におけるマーカーの発現は溶媒系と比較して水系で多く観察され、1週よりも2週目で顕著に観察された。【結論】水系絹フィブロインスポンジ体は初期の骨誘導形成へ関与することが示唆された。
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ラット骨髄由来細胞の増殖・分化における炭酸含有アパタイトの焼結温度依存的影響
○尾上　一平1,2、川木　晴美1、近藤　雄三1,2、髙橋　潤1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）





【目的】我々は新しい骨補填材として、物性が骨アパタイトに類似する炭酸含有アパタイト(CA)を開発した。そしてCAが焼結水酸化アパタイト(HA）やβ-リン酸三カルシウム(β-TCP)よりも破骨細胞性吸収が迅速であることを示してきた。しかしながらCAの細胞特性については詳細な解析を行っていなかった。そこで種々の焼結温度にてCAを仮焼あるいは焼結し、ラット骨髄由来細胞の応答特性を検討した。

【方法】ラット骨髄由来間質細胞(rBMSC)あるいは骨髄懸濁液を調整して実験に用いた。まず3種の異なる温度（400、550、700℃）で焼結したCAを用いてrBMSCを培養し(CA400、CA550、CA700群)増殖と接着を検討した。また骨髄懸濁液を播種し活性型ビタミンD3を添加して混合培養を行い骨芽細胞、破骨細胞分化について検討した。同様にHA群、β-TCP群を作成し、無コーティングの培養器（NC群）とともに比較対象とした。

【結果および考察】CAはHA、β-TCPに比べ細胞の初期接着を阻害せず細胞増殖を促進しその効果はCA400群が最も高かった。骨芽細胞への分化ではアルカリホスファターゼ活性はHA群に次いでCA700群が高かったが石灰化および破骨細胞の出現率はCA400群が優れていた。400℃仮焼CAは強度の点で700℃焼結CAに劣るが、両者の混合材を用いてそれぞれの利点が発揮されるかどうかを今後の検討課題としたい。
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S. sanguinisのバイオフィルム形成に対するV. parvula培養上清の作用
○眞島　いづみ1、鎌口　有秀1、宮川　博史1、藤田　真理1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）





【背景】口腔Veillonellaは、口腔バイオフィルムの形成初期から存在し、それを構成する主たる早期定着菌として報告されている。現在、V. atypica、V. denticariosi、V. dispar、V. parvula、V. rogosae、V.tobetsuensisが知られている。しかし、口腔Veillonellaが、口腔バイオフィルム形成に及ぼす詳細なメカニズムや菌体間情報伝達機構等の解明は未だに進んでいない。【目的】V. parvula培養上清が、Streptococcus sanguinis及びV. parvulaのバイオフィルム形成に及ぼす影響を明らかにする。【材料と方法】バイオフィルムの形成にはワイヤー法を用いた。事前にS. sanguinisのバイオフィルムを形成させたワイヤーを、V. parvula培養上清入り試験管に挿入し、嫌気条件下で培養後、S. sanguinisによるバイオフィルム形成量を解析した。また、同培養上清とV. parvula懸濁液の混合液に、同ワイヤーを挿入したバイオフィルムの形成量も解析した。培養後、全DNAを抽出し、定量的real-time PCRにより、ワイヤー上に形成されたバイオフィルムの構成菌種を定量した。【結果と考察】V. parvula培養上清は、S. sanguinisのバイオフィルム形成を抑制した。しかし、同培養上清と共にV. parvula菌体が存在した場合は、その形成を促進した。これらの結果は、V. parvula培養上清中におけるバイオフィルム形成抑制・促進因子、菌体間情報伝達物質の存在、また、これらの変化等を示唆するものと考えている。
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口腔アクチノバクテリアは硝酸依存的にP. gingivalisを殺す
○南部　隆之1、真下　千穂1、山根　一芳1、山中　武志1、福島　久典1（1大歯大　歯　細菌）





次世代シークエンス技術の急速な発展により、歯周組織健常者および歯周病患者における歯肉縁下菌叢の膨大な情報が蓄積しつつある。我々は、これらのデータより口腔アクチノバクテリアであるActinomycesとRothiaが健常者の菌叢と強い相関があることに着目し、これらの細菌がもつ硝酸還元活性が歯周病原細菌Porphyromonas gingivalis（Pg)の増殖に与える影響について検討した。Actinomyces oris MG-1（Ao)とPg ATCC33277を共培養したところ、培養後のAoのCFUは培地中の硝酸濃度に影響を受けなかったが、PgのCFUは硝酸濃度依存的に著しく減少した。またその減少はAoの硝酸還元酵素の欠損により消失した。一方、Rothia mucilaginosa DY-18とPgとの共培養実験においても、上と同様に硝酸依存的にPgのCFU減少がみられた。また、培養系に一酸化窒素スカベンジャーを加えることでこのCFUの減少が抑圧されたことから、硝酸還元により生じた一酸化窒素がPgの殺菌に関与していると結論した。
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酪酸に依存したActinomyces naeslundiiのバイオフィルム形成を阻害する物質の検討
○荒井　俊明1,2、落合　邦康3、毛利　彰太4、佐伯　洋二4、泉福　英信1（1感染研　細1部　第6室、2日大松戸　院松戸歯　顎外、3日大　歯　細菌、4ロッテ中央研究所　口腔科学研究室）





【目的】う蝕や歯周病の病原であるバイオフィルム形成を抑制することは、口腔内の疾患を予防するうえで重要である。我々は、歯周病原性細菌の代謝産物である酪酸がActinomyces naeslundiiのバイオフィルム形成を促進することを明らかにしてきた。本研究では、酪酸に依存したA. naeslundiiのバイオフィルム形成を抑制する物質を開発することを目的として、ミズナ冷水抽出物(以下、サンプルM)のバイオフィルム形成抑制効果について検討を行った。【方法】A. naeslundii X600株に対しTSB培地に60 mM酪酸、0.25％スクロース、1 mg/mlサンプルMを加え、フローセル法を行った。バイオフィルムはLIVE/DEAD染色した後共焦点レーザー顕微鏡にて観察し、サンプルMの効果を検討した。【結果と考察】酪酸を添加するとバイオフィルム形成が増加し、そのバイオフィルムは生菌に加え死菌が同程度存在していた。生菌に対する死菌の比率は、酪酸を加えない場合よりも加えた場合で高かった。1 mg/mlのサンプルMの存在下でA. naeslundiiのバイオフィルム形成を観察すると、その形成量が抑制された。またサンプルMは、死菌の付着を抑制することでバイオフィルム形成を抑制することが観察された。以上の結果からサンプルMは、酪酸に依存したA. naeslundiiのバイオフィルム形成を抑制することが明らかとなった。
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歯周病関連細菌Treponema denticolaの主要膜タンパク質の機能解析
○安彦　友希1、永野　恵司1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）





【目的】 T. denticolaの主要な膜画分タンパク質を解析したところ、機能未知のTDE2508（45 kDa）が検出された。そこで本研究では、TDE2508の性状および機能解析を試みた。【方法】T. denticola ATCC 35405株の菌体破砕物を超遠心後、可溶性、膜画分に分画し、さらに、膜画分を内膜および外膜に分画した。TDE2508はウェスタンブロット法にて検出した。T. denticolaの付着因子であるMspについても同様に行った。TDE2508欠失変異株は、標的遺伝子をエリスロマイシン耐性遺伝子（ermB）に置換して作製した。付着性はポリスチレンプレートおよび歯肉上皮細胞（Ca9-22）を用いて検討した。自己凝集性は菌懸濁液を静置し、濁度（OD600）を経時的に測定した。菌体表面の疎水性はn-ヘキサン分配法を用いた。【結果】 TDE2508は外膜に局在し、また複合体を形成している可能性が示された。欠失株は、ポリスチレンプレートおよび歯肉上皮細胞への付着性が有意に上昇した。しかし、自己凝集性および疎水性には変化が見られなかった。また、Mspの発現にも変化はみられなかった。【結論】 TDE2508は付着制御に関与していることが推察された。しかし、TDE2508の菌体表面への露出については不明であり、本タンパク質による付着制御機構については、直接的あるいは間接的かを含めてさらなる検討が必要である。
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Porphyromonas gingivalisにおいて電気穿孔法で導入可能なプラスミドベクターの構築
○田川　淳平1、井上　哲圭2、佐藤　啓子3、内藤　真理子3、中山　真彰2、中山　浩次3、山城　隆4、大原　直也2（1岡大　病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3長大　院医歯薬　口腔病原微生物、4阪大 院歯　矯正）





歯周病原細菌Porphyromonas gingivalsへのプラスミド導入には現在接合伝達法が用いられている。本研究では、操作が簡便な電気穿孔法で導入できる汎用性の高いプラスミドの作製を試みた。プラスミドの作製に当たり、接合伝達法でP. gingivalisに導入可能な大きさ11.0 kbのBacteroides属-大腸菌シャトルベクターpVAL-1を使用した。最初にpVAL-1の全塩基配列を決定し、次にpVAL-1の配列の中で、Bacteroides属/ Porphyromonas属の菌体内で複製に必要な最小領域を決定した。そして決定した領域を大腸菌用プラスミドpBlueScript IIにクローニングした。さらに抗生物質耐性遺伝子カセットをこのプラスミドに挿入することにより、大きさ約4.5 kbのプラスミドpTIO-1を構築した。pTIO-1は電気穿孔法により、供試したP. gingivalis 6株とBacteroides属3菌種すべてに導入された。pTIO-1のP. gingivalis ATCC 33277への導入効率は高く、またpVAL-1と比較して安定性は増加していた。定量PCRの結果、pTIO-1とpVAL-1のコピー数は共に1と算出された。以上のことからpTIO-1は電気穿孔法で簡便に使用できるP. gingivalis用のプラスミドであることが示された。
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ランチビオティクス耐性に関与するStreptococcus mutansの新規二成分制御系因子NsrRSとLcrRSの同定
○松尾　美樹1、小松澤　均1（1鹿大　院医歯　口腔微生物）





【目的】口腔内には600種以上の細菌が常在し、共存・拮抗しながら自らの生存領域を確保している。細菌の口腔内常在化に必要な因子の一つとして、他の細菌が産生するバクテリオシン耐性が考えられる。本研究では、口腔内常在菌であり、う蝕原性菌であるStreptococcus mutansのバクテリオシン耐性機構の解明に当たり、細菌特有の情報伝達系である二成分制御系（TCS）に着目した。【方法】S. mutansの持つ15組すべてのTCS欠損株を用いて、種々の細菌の産生するバクテリオシン感受性を網羅的に検証した。さらに、遺伝子発現解析によるTCSの標的因子の検証とバクテリオシン産生菌との共培養試験を行った。【結果と考察】ランチビオティクスであるナイシンとヌカシンに各々耐性を担う2組のTCS（NsrRS, LcrRSと命名）が明らかになった。遺伝子発現解析から、ナイシン作用時、NsrRS上流に位置する機能未知のnsrX発現を誘導すること、ヌカシン作用時、LcrRS上流に位置するABCトランスポーターlctFEG発現を誘導することが明らかになった。共培養試験の結果、各々のTCSは、ナイシン産生型乳酸菌、ヌカシン産生型ブドウ球菌との共存に重要な役割を果たすことが明らかになった。本研究から、S. mutansでは、ランチビオティクスであり、構造が異なるナイシンとヌカシンに対し、2組のTCSが耐性獲得に関与し、バクテリオシン産生細菌との共存に重要であることが示唆された。
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Red-complex構成細菌間での異なる進化機構
○遠藤　亜希子1、渡辺　孝康2、丸山　史人2,3、和泉　雄一1、中川　一路2（1東医歯大 院医歯 歯周病、2東医歯大 院医歯 細菌感染制御、3東医歯大 院医歯 環境遺伝生態）





歯周病はPolymicrobial diseaseという複数の微生物の混合感染により引き起こされる疾患の一つであり、Porphyromonas gingivalis、Treponena denticola、Tannerella forsythia の3菌は歯周病原部位から高頻度に検出されることからRed-complexと名付けられている。この3菌のゲノムレベルでの情報は限られており、P. gingivalisは3株、T. denticolaは6株、T. forsythiaに至っては1株の全ゲノム情報しか公開されていない。そこで、T. forsythia臨床分離株2株の全ゲノム解析を新規に行い、3種間でのゲノム構造を比較するとともに、共通・非共通遺伝子の同定と系統解析、一塩基多型（SNP）解析を行った。さらに、細菌の獲得免疫機構であるClustered regularly interspaced short palindromic repeat（CRISPR）に着目することで、外来性DNAの侵入に対する本菌の防御機能を予測した。T. denticola、T. forsythiaはP. gingivalisとは対照的にゲノム構造は安定しており、ゲノム再構成に関与すると考えられる可動性遺伝因子の数も少なかった。また、SNP解析とCRISPR解析の結果、選択がかかる遺伝子の種類や排除対象となる外来因子が異なっていることがわかった。さらに、これらが歯周ポケットでどのように共生しているのかが見えてきたので、この知見について紹介したい。
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Porphyromonas gingivalis FimA線毛の遺伝学的および血清学的解析
○永野　恵司1、安彦　友希1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）





【目的】Porphyromonas gingivalisのFimA線毛は、バイオフィルム形成などに機能する。本線毛の主要構成タンパク質FimAをコードするfimA遺伝子にはI～VおよびIbの6つの遺伝子型が存在する。本研究では、84株のP. gingivalisのfimA遺伝子の全塩基配列を解析するとともに、FimA線毛の血清学的解析を行った。さらに、バイオフィルム形成能を検討した。【結果】84株はいずれか1つの遺伝子型に分類され、I、Ib、II、III、IVおよびV型はそれぞれ、10、16、29、13、10および6株で存在した。II型fimA遺伝子の塩基配列は多様であり、いくつかの亜型に細分化されるようである。次に、I～V型の代表菌株由来のFimA線毛で作製した抗血清を用いて、線毛発現を検討した。IおよびIb型は抗I型血清に認識された。II型は抗II型血清と強く反応したが、多くは抗III型血清とも交差反応した。また、II型の塩基配列の多様性との関連性はみられなかった。III、IVおよびV型は、それぞれ自身の抗血清と強く反応した。唾液コートプレートへのバイオフィルム形成性を検討したところ、I型は他の型よりも高値を示した。また、いずれの遺伝子型においても、線毛発現量とバイオフィルム形成能との間に、正の相関が認められた。【考察】同じ遺伝子型内でも、遺伝子配列は多様である場合があったが、血清反応性は遺伝子型と一致した。バイオフィルム形成能は、遺伝子型よりも線毛発現量に依存すると考えられる。
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Identification of integrin α3 as a molecular marker of cells undergoing epithelial mesenchymal transition and of cancer cells with aggressive phenotypes
○齋藤　正夫1（1山梨大　院医工　生化）





The epithelial mesenchymal transition（EMT）is a crucial event in wound healing, tissue repair, and cancer progression in adult tissues. Transforming growth factor（TGF)-β induces EMT in mouse epithelial cells. Upon prolonged treatment, TGF-β successively induces myofibrobrastic differentiation（EMyoT）with increased expression of myofibroblast marker proteins, including smooth muscle α actin and calponin. We recently demonstrated that fibroblast growth factor（FGF)-2 prevented EMyoT induced by TGF-β, and trandifferentiated the cells to those with much more aggressive characteristics（enhanced EMT). To identify the molecular markers specifically expressed in cells undergoing enhanced EMT induced by the combination of TGF-β and FGF-2, we performed a microarray-based analysis and found that integrin α3（ITGA3）and Ret were upregulated. Intriguingly, ITGA3 was also overexpressed in cancer cells with aggressive phenotypes and its expression was downregulated by u0126, a MEK 1/2 inhibitor. Therefore ITGA3 is a potential marker protein for cells undergoing enhanced EMT and for cancer cells with aggressive phenotypes.
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頭頸部扁平上皮癌におけるDkk-3の免疫組織化学的検討
○藤井　昌江1、伊藤　聡1、于　淞1、武部　祐一郎1、河合　穂高1、辻極　秀次1、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理）





【緒言】Dkk-3は癌抑制遺伝子として機能するとされる。しかし、我々は頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）において、Dkk-3はリンパ節転移を促進する可能性を示唆した。そこで本研究では、HNSCCおよび上皮異形成における、Dkk-3の発現と局在を免疫組織化学的に観察し、その役割について検討した。

【方法】HNSCC組織90症例（高分化53例、中-低分化37例）、正常口腔粘膜上皮20例、軽度上皮異形成19例、中等度-高度上皮異形成15例を用い、Dkk-3と関連分子のβ-cateninの局在について評価した。

【結果】Dkk-3は、正常上皮では傍基底細胞層から棘細胞層の細胞膜が陽性で、上皮異形成では、細胞膜陽性の領域が中間層にまで増加した。上皮内癌では細胞質が陽性であり、浸潤癌では、癌胞巣の基底細胞様細胞から棘細胞様細胞の細胞膜および細胞質が陽性であった。HNSCCにおけるDkk-3陽性例は84.4％（76/90例）、陰性例は15.6％（14/90例）であった。β-cateninはDkk-3と同様の局在を示した。

【考察・まとめ】Dkk-3の局在変化は、正常粘膜上皮から上皮異形成および癌において連続的に認められた。正常粘膜上皮では細胞膜陽性であったが、上皮異形成や癌では細胞質陽性へと変化した。本研究の結果からDkk-3が発癌に関わる作用を有する可能性が考えられた。
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舌癌および癌周囲筋線維に発現するHMGB1の役割
○瀧澤　将太1、崎山　浩司1、井上　勝元2、坂東　康彦1、坂下　英明2、天野　修1（1明海大　歯　形態機能成育　解剖、2明海大　歯　口腔顎顔面外科2）





【目的】High Mobility Group Box 1(HMGB1)は、癌の浸潤・転移を促進することが示唆されている。しかし、口腔癌における癌およびその周囲組織に関する詳細な報告はない。そこで舌癌および周囲筋組織のHMGB1とその受容体であるRecepter for advanced glycation endproducts(RAGE)の局在について検索した。【方法】C3H/Hejヌードマウスを用い、1週間に1度のペースで計4回、舌尖にSCC7癌細胞を注入した癌細胞注入群、コントロールとしてDMEM培養液を注入した培養液注入群、何も刺入しない無刺激群とそれぞれ設定した。観察部位は舌前方、中央の2部位とし抗HMGB1抗体、抗RAGE抗体を用いて免疫組織化学染色を行った。また、レーザーマイクロダイセクションにて各部位の試料を採取し、それぞれのmRNA量をLightCyclerを用いて測定した。【結果および考察】癌細胞注入群において、舌前方から中央部にかけて舌癌の定着をH-E染色像にて確認した。HMGB1およびRAGEの免疫組織化学染色像では、舌癌部、癌の周囲の筋線維だけでなく離れた部位の筋線維にも強く発現した。また、mRNAの発現量においても免疫染色と同様の強い発現が確認された。今回の結果から、HMGB1はRAGEを介して細胞密度の高い骨格筋組織に間隙を作り、癌の浸潤の促進に関与していることが示唆された。
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扁平上皮癌細胞におけるGULT1を介したEGFRの発現制御
○吉本　尚平1、長野　公喜1、杉山　悟郎1、森田　浩光2、中村　誠司3、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九大　病院　全身管理歯科、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）





がん細胞では、正常細胞に比し5～8倍程度グルコース取り込み能が上昇しているといわれ、経路についてはGULT1がその役割を担っていると考えられている。今回我々はGULT1を介したグルコース流入がEGFRの発現に影響を与えるという結果を得た。ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2、HSC-3）、ヒト皮膚扁平上皮癌細胞株（A431）および対照としてヒト正常角化細胞株（HaCaT）を用い、2種類の異なる濃度のグルコース（低濃度；LG, 5.5 mMまたは高濃度；HG, 25 mM）を含む培地中（10％血清を含有）で培養した。上記全ての細胞においてHG培地下では、ErbB受容体蛋白であるEGFR、HER2、HER3およびHER4の全ての発現が認められることをウエスタンブロット法で確認した。一方LG培地で培養すると、HSC-2、HSC-3及びA431はErbB受容体全てにおいて発現量の減少を認めた。このような現象はHaCaT細胞では認められなかった。このErbB蛋白の発現量の減少はグルコース流入量によるものと考え、グルコース輸送体であるGULT1～4およびSGLT1～3の発現をRT-PCRにて確認した結果、GULT1のみが共通して発現していた。さらに、グルコース輸送体は通過するが解糖系による代謝は受けない2-deoxy-D-グルコースを加えると高濃度添加に関わらずEGFR発現の著明な低下を認めた。以上の結果より、扁平上皮癌細胞においてEGFRの発現がGLUT1を介したグルコース流入と引き続く代謝により調節されていることが示唆された。
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マウス歯胚形成過程におけるintegral membrane protein 2a（itm2a）の発現様式
○木原　槇子1,2、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、藤原　弘明1、長谷川　佳那1,3、染谷　祐孝1,4、高橋　一郎2、坂井　英隆1（1九大　歯　口腔病理、2九大　歯　歯科矯正、3九大　歯　歯科保存、4九大　歯　口腔機能修復）





【目的】itm2aは胎生10.5日齢（E10.5）とE12の下顎で差異的に発現する因子として当教室では見出された。過去に筋肉、軟骨、骨や象牙芽細胞に発現を認めた報告がある。本発表ではitm2aの歯胚形成過程における発現様式を検索した。【材料と方法】Balb/cマウスE10.5～生後5日齢（P5）の下顎第一臼歯のitm2a mRNA発現様式をin situ hybridization、蛋白発現様式を免疫染色にて観察した。また培養細胞における細胞内局在を観察した。【結果と考察】itm2a mRNAはE10.5-E12下顎の外胚葉性間葉組織に発現を認めたが、歯胚形成相当部の口腔粘膜上皮やその直下の間葉細胞や蕾状期歯胚にシグナルはみられなかった。帽状期では内外エナメル上皮とエナメルノットに発現が認められた。鐘状期前期には内エナメル上皮とサービカルループ部に発現していた。鐘状期後期では、主に内エナメル上皮に発現が認められた。さらに内エナメル上皮が分化したエナメル芽細胞にも発現が認められた。また象牙芽細胞にも発現していた。歯胚以外では舌筋、頬筋などの筋肉、軟骨に発現がみられた。蛋白もmRNA発現様式とほぼ同様であった。マウス歯原性上皮細胞を用いて細胞内局在を観察したところ、itm2a蛋白は細胞質に顆粒状に確認された。これらの結果から、itm2aは歯胚形成過程における細胞の分化や基質形成への関与が示唆された。
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無血清培地下でのヒト歯髄細胞スフェロイドの特徴：幹細胞の分布および神経・石灰化分化能
○肖　黎1、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理）





スフェロイド培養は生体組織の分化、形態形成およびホメオスタシスを研究するために重要な培養法である。本研究では、Serum ReplacementTM(SR)を含有する無血清培地を用いて、ヒト歯髄細胞よりスフェロイドを形成し、そのスフェロイドの幹細胞動態、微小環境、細胞分布及び多分化能を調べた。細胞追跡法で細胞動態を検討したところ、スフェロイド中心部の細胞は長期間にわたって分裂しないことがわかった。スフェロイド中に低酸素状態が存在するにもかかわらず、大量の細胞死は観察されなかった。免疫染色法とqRT-PCR法で解析したところ、STRO-1とCD146陽性の幹細胞がスフェロイドの中心部に存在し、幹細胞マーカーであるNANOG, TP63とCD44の遺伝子発現は上昇した。スフェロイドを無血清培地中に2週間以上培養し続けると、HuC/DとP75陽性の神経系細胞が出現し、神経細胞マーカーであるCDH2, NFM, TUBB3とCD24の発現が上昇した。石灰化分化誘導開始2週間後、石灰化物がスフェロイド中、特に中心部の細胞に沈着した。また、スフェロイドの石灰化能が単層培養歯髄細胞より有意に高かったことが、アリザリンレッド染色定量法で分かった。無血清培地を用いて形成された歯髄細胞スフェロイドは神経や骨等の分化・発生の解析に有用なツールとして広く応用できる可能性がある。
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歯の上下顎の違いの形成機構
○小澤　幸重1（1日大）





背景：演者は歯の形態形成の基本要因は1）体制の分化と同様であり、2）咬頭や歯根は歯のあらゆるところから起こる可能性があり、3）起点から対称的に分化し、4）顎の形態分化によって制御される、5）歯は顎骨弓に放射対称に位置し、分化方向も対称的である、ことを明かにし、昨年の本学会では歯の浮彫像と顎の形態成長、形成空間の分化との関係を報告した。今回は、歯の形態形成の最後の課題である上下顎の歯列の違いの要因を検討する。結果：歯の形態と分化の原則は上下左右の各歯が対称であり、上下顎の歯の分節（咬頭や歯根）は同じ対称的方向に分化する。しかし上下顎の同歯種の歯は異なる形態で適合する。それは発生としては1）歯の分節は各歯によって顎との関係で多様になるが、2）上下顎の対称性により上下顎の噛み合う歯の形態は対称の補完機構により対咬する咬合関係を生む、ということである。対称構造の補完機構は、左右の手の動き、多軸対称の腸の蠕動運動などの機能面の例がある。上下顎は対称であるが故に相互に補完機構を示すのである。歯は今のところ唯一の形態的補完性の例と言うことができ、これまでのあまたの学説はこの分析として評価検討されなければならない。
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マウス歯胚発生過程におけるエピジェネティクス制御機構の解明
○吉岡　広陽1、南崎　朋子1、吉子　裕二1（1広大　院医歯薬保　硬組織代謝生物）





個体発生や細胞分化におけるエピジェネティクス制御機構の重要性が多数報告されているが、歯胚形成過程におけるその役割は不明な点が多い。本研究ではDNAメチル化について、マウス歯胚発生過程、とりわけ上皮由来のエナメル芽細胞の発生・分化に注目して解析した。まず、10日齢のマウス下顎切歯脱灰切片を作成し、ゲノム全体のメチル化レベルの解析を目的として、抗5-Methylcytosine抗体による免疫染色を行った。その結果、メチル化レベルは分泌期以降のエナメル芽細胞で上昇すると共に、クロモセンターを形成することが確認された。そこで、6日齢のマウス下顎切歯の切端または根尖からエナメル上皮層のみを分離してRNAを抽出し、新規メチル化酵素Dnmt3a、Dnmt3b、および維持メチル化酵素Dnmt1の遺伝子発現レベルを比較検討した。Dnmt3a、Dnmt3bは発現の差を認めなかったが、Dnmt1は根尖に高い発現を示した。同様にDnmt1の免疫染色では、cervical loop領域の内エナメル上皮が強染され、分化に伴い低下した。詳細は解析中であるが、DNAメチル化阻害剤を使って発現が変動する遺伝子も見つかっている。以上の結果から、Dnmt1は内エナメル上皮細胞の未分化状態の維持に関与している可能性が示唆されたが、一方、エナメル芽細胞の分化に伴いメチル化レベルが上昇する機構については未だ不明である。
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不可逆性歯髄炎でのMMP-3の抗炎症、組織再生作用のメカニズム解析
○中村　博幸1（1金沢大 院医薬保 細胞浸潤）





歯科の臨床でう蝕が歯髄の一部にでも及ぶと壊死が徐々に全体に広がる。現在これを阻止する有効な治療法がないため、他の部位の歯髄が正常であっても全部除去する以外に治療法はなく抜髄後は歯牙を失う確率が高まる。超高齢社会において、歯を長持ちさせることは全身の健康維持にもつながるため、歯髄組織の再生が検討されている。以前私達は、歯髄幹細胞が細胞外マトリックス分解酵素のMMP-3を高発現していることを見出した。さらに、イヌを用いて一部性不可逆性歯髄炎モデルを作製しMMP-3の効果を検討したところ、術後14日においても歯髄組織は壊死することなく組織再生が誘導され、血管、神経、細胞外マトリックスも正常に再生されていた。また、MMP-3処理により術後3日からマクロファージの浸潤が抑制されることを見出したが、MMP-3の詳細なメカニズムは不明であった。そこで、本研究ではまず炎症を誘導することが知られているSHAP-ヒアルロン酸-プロテオグリカン複合体の歯髄炎組織中での形成について検討した。歯髄炎においてこの複合体形成が観察されるのに対して、MMP-3処理した歯髄炎組織では観察されなかった。また、in vitroでプロテオグリカンがMMP-3で直接分解されたことから、MMP-3によるプロテオグリカンの分解が複合体形成を阻害し消炎に関わると考えられた。以上の結果から、歯髄炎の抜髄症例であってもMMP-3により歯髄を保存できる可能性が示唆され実用化が期待される。
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マウス由来象牙芽細胞における細胞膜伸展受容TRPチャネルとNa+-Ca2+ exchangerの機能連関
○佐藤　正樹1、津村　麻記1、Sobhan Ubaidus1、児玉　紗耶香1、隝田　みゆき2、西山　明宏3、望月　浩幸1、小倉　一宏1、田崎　雅和1、澁川　義幸1（1東歯大　生理、2東歯大　口健・小児歯、3東歯大　オーラル）





象牙芽細胞は象牙質を形成する一方、transient receptor potential（TRP）チャネルを介して刺激を受容することが知られている。しかしTRPチャネルと象牙質形成過程との関連については不明な点が多い。そこでTRPチャネルと象牙質形成に関与するNa+-Ca2+ 交換体（NCXs）の機能連関を検索した。実験には継代培養されたマウス象牙芽細胞（odontoblast lineage cells, OLC）を用いた。標準細胞外液のNaClをmannitolに置換して、等浸透圧溶液（310 mOsm/L）と低浸透圧溶液（150 - 300 mOsm/L）を作成した。OLCの応答はカルシウムイメージング、whole cell patch-clamp、リアルタイムRT-PCRを用いて評価した。OLCの細胞内Ca2+は低浸透圧溶液により増加し、この増加はTRPV1, TRPV2, TRPV4チャネルの阻害薬によって抑制された。またこれらTRPチャネルの作動薬によって増加したCa2+は速やかに細胞外へ排出されたが、NCXsの阻害薬はCa2+の排出を抑制した。OLCは低浸透圧溶液に対して内向き電流を生じたが、TRPチャネルの阻害薬によって抑制された。低浸透圧培地はTRPV1, TRPV2, TRPV4チャネルとNCXsのisoformであるNCX2とNCX3のmRNAの発現を増加した。象牙芽細胞による細胞膜伸展刺激受容が、反応性象牙質形成を駆動することが示唆された。
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ヒトの乳歯における外套象牙質の組織構造と元素組成について
○高橋　正志1、後藤　真一2（1日歯大　新潟短大、2日歯大　新潟生命歯　理工）





[目的] ヒトの乳歯における外套象牙質の組織構造と元素組成の部位による違いについて検討した。[材料と方法] 脱落後、ただちに10％中性ホルマリンで固定したヒトの乳歯の唇（頬）舌側方向の研磨標本を作製し、偏光顕微鏡で観察した。同一標本の研磨面を、0.05 N HClで3分間腐蝕、または10％NaOClで1時間脱有機し、定法により白金蒸着を施し、S-800型走査電顕（日立）で組織構造を観察した。無処理の同様な標本の咬頭部・歯頸部・根尖付近の、外套象牙質・中層象牙質・深層象牙質の元素の重量比率を、JXA-8900型EPMA（日本電子）で定量分析した。[結果] 乳歯の外套象牙質を偏光顕微鏡で観察すると、象牙細管は細く、多数に分岐していた。脱有機または酸腐蝕した外套象牙質を走査電顕で観察すると、象牙細管は約0.5 μmより細く、基質は中層象牙質より多孔質であった。Ca・Pの含有率は、外套象牙質と深層象牙質で低く、中層象牙質で高く、Cの含有率はその逆の傾向を示した。Naの含有率は、外套象牙質で最高で、深層象牙質で最低であった。Fの含有率には有意差が認められなかった。[考察]外套象牙質形成時の象牙芽細胞は、多数の細い原形質突起を伸ばしていたと考えられる。外套象牙質は中層象牙質よりも石灰化度が低く、有機物の含有量が多いと考えられる。[結論]ヒトの乳歯の外套象牙質・中層象牙質・深層象牙質の間には、組織構造と元素組成において違いが認められた。
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象牙芽細胞における一次繊毛形成遺伝子IFT88の生理機能の解析 
○河田　かずみ1、竹田　扇1（1山梨大　院医工　解剖細胞生物）





一次繊毛は細胞外環境を感知するセンサーとして機能することが知られており、象牙芽細胞を含む、体を構成する殆どの細胞に存在する。一次繊毛の形成に関与するものとして、Intraflagellar transport protein（IFT）88が知られているが、これは同時に細胞分裂にも関わっていることが近年報告されている。今回、我々は、象牙芽細胞においてIFT88の新たな生理機能の一端を示す知見を得たので報告する。

象牙芽細胞株KN-3細胞においてIft88をノックダウンし、一次繊毛欠損KN-3（sh-Ift88 KN-3）細胞を作製した。細胞播種後1日のsh-Ift88 KN-3細胞において、細胞接着・増殖速度はいずれも低下を示した。これは、KN-3細胞にPI3K inhibitorの添加時と同様の結果であった。また、細胞播種後4日のsh-Ift88 KN-3細胞において、象牙芽細胞分化マーカー遺伝子の発現の増加、アルカリフォスファターゼ（ALP）活性の抑制が確認された。また、初代象牙芽細胞の分化の進行と共に一次繊毛を有する細胞数は一旦は上昇を見せるものの、次第に減少することが明らかとなった。

以上の結果から、象牙芽細胞において、IFT88は増殖期にはPI3Kシグナルを介して細胞接着・速度を制御し、分化初期には一次繊毛特異的シグナルの受容を介して象牙芽細胞の分化を制御する可能性が強く示唆された。
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オフィスブリーチング法によるエナメル質表層下脱灰病巣の再石灰化促進効果
○飯塚　純子1、谷口　紀江2、寺中　敏夫1、高垣　裕子2、向井　義晴1（1神歯大　う蝕制御修復、2神歯大　硬組織分子細胞生物）





【目的】エナメル質脱灰病巣表層にはサブミクロンレベルの孔や裂溝が存在し侵入したタンパク質等の有機質が着色の原因になるばかりでなく、再石灰化を妨げる可能性が報告されている。本研究では、オフィスブリーチング処理による侵入有機質の分解ならびに再石灰化誘導への可能性をTransversal Microradiography（TMR）にて検討した。【材料と方法】ウシエナメル質片に乳酸ゲルを用いて表層下脱灰病巣を作製後、安静時唾液に5日間浸漬した（lesion群）。その後35％過酸化水素を主成分とするオフィスブリーチング材で処理する群（bleach群）と非処理群（non-bleach群）に分け、再石灰化溶液に浸漬した。4週間後、薄切片を切り出し、TMR撮影を行った。専用分析ソフトを用いてミネラルプロファイルを作製、ミネラル密度およびミネラル喪失量を測定した。統計分析は、one-way ANOVAならびにTukeyの検定を用いた。【結果と考察】bleach群は、non-bleach群に比較してミネラル密度の上昇したプロファイルが確認された。ミネラル喪失量は2群間に有意差はないもののbleach群はnon-bleach群に比べ減少する傾向が見られた。本結果からオフィスブリーチングが病巣に侵入している有機質を分解し効果的に再石灰化を誘導する可能性が示唆された。本方法は臨床的に適応拡大可能な方法であり、ブラウンスポット等の着色エナメル質面に適用した場合には審美性の回復も兼ねた再石灰化誘導手段となり得るものと考えられる。
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マウスのエナメル芽細胞の極性維持に関するMsx2遺伝子の機能
○中富　満城1、依田　浩子1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）





【背景】Msx2遺伝子はホメオボックス型の転写因子をコードし、ヒトのMSX2変異において歯の形成異常が生じる例が報告されている。Msx2はエナメル芽細胞と中間層細胞に発現し、Msx2-/-マウス（以下変異型）はエナメル質形成不全を呈するが、その詳細な発症機序については不明な点が多い為今回解析を試みた。【材料と方法】生後の野生型および変異型マウスの切歯と臼歯を用いて、in situ hybridization、免疫組織化学染色、透過電顕、RT-PCR、EPMA、マイクロCT等により解析を行った。【結果と考察】変異型エナメル芽細胞の増殖期・分化期・形成期において細胞の極性化および分化マーカー（Shh・Dspp）、エナメルタンパク質（Amel等）、タンパク分解酵素（Mmp20・Klk4）の遺伝子発現は比較的正常に認められた。一方移行期から成熟期にかけて中間層細胞は複層化および角化してHsp25および複数種のHard keratinを異所性に発現し、エナメル器内の嚢胞形成とエナメル芽細胞の極性喪失が観察された。しかし切歯と臼歯の嚢胞壁にはエナメルタンパク質の免疫反応陽性細胞の存在と異所性の石灰化物形成が観察された事から、極性を喪失したエナメル芽細胞は嚢胞壁に残存していると考えられる。以上の結果よりMsx2はエナメル芽細胞の初期分化と生存には必須の因子ではなく、極性維持機構への関与を通して正常なエナメル質形成に重要な役割を果たす可能性が示唆された。
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Rhoシグナリングのエナメル芽細胞分化における役割
○大津　圭史1、藤原　尚樹1、原田　英光1（1岩医大　解剖　発生・再生）





歯の発生においてエナメル芽細胞は分化の開始と同時に細胞の極性と形態を変化させる。以前我々はRhoキナーゼ(ROCK)がエナメル芽細胞の極性、形態形成を制御していることを示した。この結果は、Rhoシグナリングの活性化がエナメル芽細胞分化を開始させるための重要なファクターであることを示唆していた。そこで本研究では、遺伝子改変マウスや培養細胞を用い、RhoAの活性化状態とエナメル芽細胞分化との関連について検討を行った。マウス切歯において、活性化型RhoA、ARHGEFは分化したエナメル芽細胞に強く認められる一方、apical budで見られなかった。また、エナメル芽細胞でRhoA, ROCK dominant negative form が発現するマウスの切歯では、エナメル芽細胞分化が著しく抑制されており、E-cadherin, Occludinの局在も変化していた。また、培養エナメル上皮細胞において、Rho inhibitor投与は、幹細胞関連遺伝子の発現を増加させ、Rho activator投与はそれらを減少させた。さらにRhoの抑制で発現増加が認められるSlugをsiRNAにてノックダウンさせると、これら未分化関連因子の遺伝子発現が抑制された。以上の結果からRho-ROCKシグナルは、エナメル上皮幹細胞からエナメル芽細胞へ分化を開始させるスイッチ因子であることが示唆された。
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MMP20とKLK4の相互作用について
○山越　康雄1、唐木田　丈夫1、大井田　新一郎1（1鶴見大　歯　分子生化）





エナメル質形成において、エナメリシン(MMP20)及びカリクレイン4(KLK4)は、エナメルタンパク質の分解に関わる主要プロテアーゼである。【目的】今回我々は、(1)MMP20のKLK4及び(2)KLK4のMMP20に対する作用を明らかにすることを目的とした。【方法】生後約5ケ月のブタ永久第二大臼歯より幼若及び成熟エナメル質を採取し、MMP20(pMMP20)とKLK4(pKLK4)を分離精製した。(1)MMP20のKLK4に対する作用に関してはKLK4の活性化実験を行った。リコンビナントproKLK4を用いて、pMMP20及びリコンビナント・ヒトMMP20(rhMMP20)を作用させ、反応後のKLK4の活性をザイモグラフィーにて調べた。さらにエドマン分解にてproKLK4に対するpMMP20及びrhMMP20の作用部位を同定した。(2)KLK4のMMP20に対する作用に関してはMMP20の不活化実験を行った。pMMP20に対してpKLK4をpH7.4及びpH5.5下で作用させ、時間ごとの活性の変化をザイモグラフィーにて調べた。さらにrhMMP20に対してpKLK4及びリコンビナント・ヒトKLK4(rhKLK4)を作用させ、切断部位をエドマン分解にて同定した。【結果】(1)proKLK4はpMMP20及びrhMMP20によってQ29-I30が切断されることにより活性化されることが判明した。(2)pMMP20及びrhMMP20はpH7.4下でpKLK4によってK118-K119及びD178-S179間が切断されることで不活化され、pH5.5下では不活化されなかった。【結論】MMP20はKLK4を活性化し、活性化されたKLK4はMMP20を不活化する。
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副甲状腺ホルモン投与による骨細胞周囲の骨基質改変について
○本郷　裕美1、山田　珠希1、宇田川　信之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2松歯大　生化）





【緒言】1960年代にBélangerにより、PTH投与による骨細胞性骨溶解が提唱されたが、その機序は依然明らかになっていない。そこで我々は、マウスの外頸静脈にPTH投与し、数時間後の骨細胞・骨小腔の変化について組織化学的に検索した。

【材料と方法】生後11週齢の雄性ICRマウスにhuman PTH(1-34; 80 ug/kg)を外頸静脈投与し、数時間後における骨細胞・骨小腔を原子間力顕微鏡によるナノインデンデーション、透過型電子顕微鏡およびvon Kossa染色にて観察した。また破骨細胞が存在しないRANKL-/-マウスにカルセインを投与し蛍光顕微鏡観察した。

【結果と考察】PTH投与後6時間の皮質骨において、一部の骨小腔が僅かな形状変化を示したが、骨小腔周囲は著しい弾性率の低下を示した。9時間後には、骨小腔は拡大し、その周囲にはvon Kossa陰性の未石灰化骨基質が認められた。そのような骨小腔壁は凹凸を示し、内部には断片的な石灰化基質とコラーゲン線維が観察された。一方で、RANKL-/-マウスの骨小腔周囲にはカルセイン標識を観察したことから、小腔壁への石灰化が示唆された。以上より、骨細胞はPTHなどに反応して、骨小腔周囲の骨基質を融解、あるいは、石灰化沈着を行う可能性が推察された。（本研究は阪大学・中野貴由教授との共同研究として行われた）。
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副甲状腺ホルモン間歇投与の頻度が骨の細胞動態に及ぼす影響について
○山本　知真也1、佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、長谷川　智香1、山田　珠希1、山本　恒之1、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物）





【背景・目的】副甲状腺ホルモン(PTH)の間歇投与によって骨形成優位となるが、間歇投与の頻度の違いがどのように骨形成に影響するか明らかになっていない。そこで、我々はマウスに合成型hPTH(1-34)を異なる頻度で投与した場合の骨の細胞群の変化について組織化学的に解析した。【材料と方法】生後6週齢雄性マウスにPTH（80 μg/kg）を4回/日、2回/日（以上、高頻度群）、1回/2日、1回/2日（以上、低頻度群）で2週間、腹腔内投与した。アルデヒド固定後、通法にてパラフィン包埋を行い、ALP, TRAP, OCN, OPN組織化学を行った。また、一部のサンプルをEpon樹脂包埋して透過型電子顕微鏡観察を行った。【結果と考察】 PTH高頻度群では多数の不規則な骨梁が形成されており、鋸歯状の骨表面やOPN/OCN陽性セメントラインを観察した。骨梁周囲にはALP強陽性前骨芽細胞の厚い細胞層と多数のTRAP陽性破骨細胞が局在したことから、活発なリモデリングが推測された。一方、PTH低頻度群では前骨芽細胞による細胞層はあまり発達せず、滑らかな骨表面とセメントラインが認められ、比較的太い骨梁が形成されていた。以上から、PTH高頻度投与ではリモデリングにより、また、低頻度投与ではミニモデリングにより骨形成が誘導される可能性が高いと考え、現在、検索を進めている。
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FGF18とFGF2はマウス頭蓋冠骨形成過程に相反する効果を示す
○井関　祥子1、奥原　滋1、太田　正人1、春日井　昇平2（1東医歯大　院医歯　分子発生、2東医歯大　院医歯　インプラント口腔再生医学）





線維芽細胞増殖因子（FGF）の受容体、FGFRにおける活性型変異は、頭蓋骨縫合早期癒合症などの骨格系の先天異常を引き起こす。これらの変異はリガンドに対する親和性の増強、リガンド－受容体の特異性の喪失を引き起こす。FGFリガンドの中でFGF2とFGF18は、遺伝子欠失マウスが骨形成に異常を示す。そこで本研究ではFGF2とFGF18をマウス頭蓋冠骨にin vivoで作用させ、その影響について検討した。FGF18は適用領域の骨石灰化を促進し、FGF2は抑制した。FGF18は骨芽細胞分化マーカー、骨芽細胞におけるFgfr2とFgfr3、およびBmp2の発現レベルを上昇させたが、この効果はNogginとの併用の適用によって中和された。一方、FGF2は、骨芽細胞分化マーカー、骨芽細胞におけるFgfr2およびFgfr3の発現を抑制し、Runx2とFgfr1の発現領域をTwist1の発現を伴ってびまん性に拡大した。Twist1ヘテロ欠失マウス胎児にFGF2を作用させると野生型胎児に対するFGF2の骨石灰化の抑制の効果が減少した。以上の結果より、FGF18は、Fgfr2およびFgfr3、およびBmp2の発現レベルを上昇させることにより骨芽細胞の分化を促進すること、FGF2はFgfr2およびFgfr3の発現レベルの減少と共にTwist1の発現を誘導して骨芽細胞分化を抑制することが示唆された。














O-51





遠赤外線エネルギーを放射する流紋岩セラミックスは骨形成を促進する
○Aldartsogt Dolgorsuren1、山下　菊治1、角田　佳折1、関　伸一郎1、益井　孝文1、北村　清一郎1（1徳大　院HBS　口腔顎顔面形態）





[Objective] We aimed to make clear whether the Rhyolite ceramics radiating FIR energy affected or not on the new bone formation in vivo and in vitro. [Materials and methods] MC3T3-E1 cells were cultured in FIR CO2 incubator radiating FIR energy by Rhyolite or normal incubator. The proliferation and the gene expression were analyzed by using the cell counts, RT-PCR and micro array analysis. The enzyme activity was analyzed by using Apizym kit. Still more, Rhyolite compounds were implanted in artificial bone fracture of femur by injection method and FIR energy was radiated by Rhyolite from outside of implant. The samples were observed by the light microscope. [Results and discussion] By FIR energy radiating Rhyolite, the MC3T3-E1 cell proliferation was inhibited, and bone nodules formation, gene expression of alkaline phosphatase and osteocalcin were activated. On the enzyme ALP, AP, Naphol-AS-BI-phosphohydrase activity was increased. Still more, by irradiating FIR energy, extensive bone formation was actively induced. [Conclusion]The FIR energy radiation by the Rhyolite ceramics promoted the bone-forming activity.
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Klf4は軟骨細胞でのプロテアーゼの発現を制御する
○藤川　順司1,2、阿部　真土1、三浦　治朗3、脇坂　聡1（1阪大　院歯　口腔解剖一、2阪大　歯病　障害者歯科、3阪大　歯病　総診）





Klf4は体細胞をiPS細胞に誘導する4因子の一つとして注目されているが、骨芽細胞に発現し骨格の正常発生に関わることを我々は以前報告した。骨芽細胞におけるKlf4の発現は分化の進行に伴い減弱することが知られていたが、恒常的にKlf4を過剰発現させることにより細胞外基質の発現が低下し、その分化は強く抑制された。

今回我々はKlf4が軟骨細胞において軟骨基質の分解に関与するMMPやADAMTSファミリー因子の発現を促進することを見出した。Klf4は検索したいずれの時期(生後0か月、2か月、6か月)においても関節軟骨表層の細胞(superficial zone cells)にタンパクの局在が認められた。ただし、生後6か月齢においてはそれ以前の時期よりも発現は弱かった。マウス関節軟骨より採取した軟骨細胞にKlf4を過剰発現させると、2型コラーゲンやアグリカンの発現低下が認められると同時にMMP3、10、13、ADAMTS5など多くのMMP、aggrecanaseの発現上昇が見出された。我々はKlf4が病的な軟骨破壊に関与する可能性を検討するため、リウマチ性関節炎を発症するモデルマウス(D1CCマウス)の軟骨破壊部位でのKlf4の発現を検索した。その結果、軟骨破壊が起こっていない部位ではKlf4の局在は見られず、軟骨破壊が起こっている部位で軟骨細胞にKlf4が局在していることが認められた。

これらの知見はKlf4が少なくとも軟骨破壊を示す病的な状態において病状を進行させる作用があることを示唆している。
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骨細胞の各分化ステージにおけるDMP1の発現・分布について
○大家　香織1,2、佐藤　淳1、野田　百合1、石田　健1、宇佐美　悠3、岸野　万伸1、小川　裕三1、小守　壽文4、豊澤　悟1（1阪大　院歯　口腔病理、2阪大　院歯　口腔総合診療、3阪大　院歯　検査、4長大　院医歯薬　生命医科　細胞生物）





【目的】骨細胞(OC)は、電子顕微鏡観察に基づいて、形態学的にosteoblastic-, osteoid-, young-, old-OCに分類されている。この分類に基づき、骨細胞におけるDMP1の発現・分布を検討した。【方法】4週齢のWistar rat(♂)の脛骨を通法で固定、脱灰、パラフィン包埋、薄切を行った。同切片において、in situ hybridizationにてDMP1 mRNA発現を、免疫染色にてDMP1分布を検討した。【結果】皮質骨では、DMP1 mRNAはosteoblastic-, osteoid-OCで強発現していたが、young-OCでは発現が弱く、mature-OCではほとんど発現を認めなかった。DMP1蛋白は、osteoblastic-, osteoid-, young-OCのゴルジ野と、young-. Old-OCやそれらの骨細管周囲の骨基質に分布していたが、類骨に分布は認めなかった。海綿骨では、骨内の骨細胞に加えて、骨表層の紡錘形細胞にDMP1 mRNA発現が認められ、DMP1蛋白はそのゴルジ野や周囲骨基質に認められた。【結論と考察】未熟OCは、DMP1を盛んに合成・分泌するが、成熟OCでは合成・分泌は低下していた。海綿骨では、骨表層にDMP1を合成・分泌するOC様細胞が分布しており、RANKL供給源のOCとして機能的に重要かもしれない。
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類骨における石灰化部位と骨細胞の超微構造学的解析
○三浦　治郎1、大家　香織1,2、佐藤　淳2、豊澤　悟2（1阪大　歯病　総診、2阪大　院歯　口腔病理）





【目的】骨細胞(OC)が特異的に産生するDMP1-KOマウスでは類骨が増加して骨細胞周囲に石灰化不全がみられ、くる病様の病態を示す事から、骨細胞の石灰化への関与が考えられる。本研究では、類骨における石灰化部位とDMP1を発現するosteoid-, young-OCの位置関係を超微構造学的に検討した。【材料・方法】生後4週齢ラット（Wistar,♂）の大腿骨を未脱灰でエポキシ包埋し、超薄およびトモグラフィー用切片を作製した。前記切片を透過型電子顕微鏡および超高圧電子線トモグラフィーにて、包埋樹脂は反射電子観察し、石灰化部位の評価を行った。これらの超微構造解析結果をDMP1分布と比較検討した。【結果・考察】類骨の透過電顕、電子線トモグラフィー解析や反射電子観察から、類骨内に分布するosteooid-OCを中心に石灰化が起こっている像は観察されず、石灰化前線は類骨幅を維持して骨芽細胞層に平行に認められた。osteooid-OCが石灰化前線に近接すると、細胞周囲にはプロテオグリカンに類似した細顆粒状物を有したスペースが出現し、石灰化骨内に分布するOCの骨小腔に相当すると考えられた。また、免疫染色から、DMP1はosteooid-OCでは細胞内のゴルジ野に分布し、石灰化骨内のyoung-OCに移行すると細胞外基質に分布することから、OC細胞外に分泌されたDMP1は石灰化に関与すると考えられた。
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骨治癒過程における骨髄由来細胞の関与
○河合　穂高1、辻極　秀次1、伊藤　聡1、中野　敬介2、于　淞1、川上　敏行3、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理、2松歯大　口腔病理、3松歯大　硬組織疾患病態解析）





【目的】骨折治癒過程では、炎症性細胞の浸潤、血管の侵入、幹細胞の動員など様々な細胞が複雑に関与する。しかしこれら骨折治癒過程に関わる細胞の由来については不明な点が多い。そこで本研究ではGFPマウス骨髄細胞移植マウスを用いて骨治癒モデルを作製し、骨治癒過程における骨髄由来細胞の関与について組織学的に検討した。【材料と方法】8週齢雌性C57BL/6野生型マウスに放射線照射後、同系GFPマウスから採取した骨髄細胞を尾静脈から移植した。細胞移植1ヶ月後に、骨治癒モデルとして脛骨に直径1 mmの骨欠損を形成した。試料は3、7、14、28日後に摘出、パラフィン切片を作製し、HE染色、TRAP染色およびGFP、F4/80、CD34、Osteocalcin（OC)に対する免疫組織化学的染色を施し組織学的に観察した。【結果と考察】骨欠損作製3日では創傷部炎症巣において炎症性細胞とF4/80陽性のマクロファージにGFP陽性が認められ、7日ではCD34陽性血管内皮細胞の一部にGFP陽性が認められた。14日では新生骨周囲でOC陽性GFP陰性の骨芽細胞が認められ、28日では吸収した骨組織周囲に、TRAP染色陽性GFP陽性の破骨細胞を認めた。以上のことから骨髄由来細胞は創傷治癒の促進、血管形成制御、骨組織のリモデリング等、新生骨形成のための微小環境形成に重要な役割を担っていることが示唆された。
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β2アドレナリン受容体作動薬がラット咬筋の生理機能および表現型に与える影響
○大貫　芳樹1、奥村　敏1（1鶴見大　歯　生理）





【目的】本研究では、脂溶性β2アドレナリン受容体(β2-AR)作動薬クレンブテロール(CB)または水溶性β2-AR作動薬サルブタモール(SB)の慢性投与がラット咬筋の筋活動量、筋線維サイズおよび筋線維タイプに与える影響を定量的に解析し、CBとSBの咬筋に対する作用を比較した。【方法】Wistar系ラットの右側咬筋に筋電図記録用電極を装着し、7、14日目(control)の筋活動をテレメトリーシステムにて24時間記録した。その後、CB投与を開始し、7、14日目の筋活動を同様に記録した。また、同様の手法を用いて、SB投与実験も行った。筋電図記録後、左側咬筋の筋線維直径を組織化学的手法にて、右側咬筋におけるミオシン重鎖アイソフォームの構成をSDS-PAGEにて定量的に解析した。【結果】CBおよびSBの慢性投与により、ラット咬筋の肥大と筋線維タイプの速筋化が観察された。また、CB投与により、咬筋のdaily duty time(1日あたりの活動時間)は、最大活動時の5および20％以上の活動レベルでは約2倍、50および80％以上の活動レベルでは約5倍増大した。しかしながら、SB投与は、咬筋のdaily duty time には影響を与えなかった。【結論】以上の結果は、水溶性(SB)および脂溶性(CB)のβ2-AR作動薬が末梢の咬筋β2-AR刺激によりラット咬筋の肥大と筋線維タイプの速筋化を誘発するのに対し、脂溶性β2-AR作動薬(CB)が中枢神経系のβ2-AR刺激により筋活動量(daily duty time)の増大を誘発することを示唆する。
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マウス筋芽細胞においてCCN2はBMP2による骨芽細胞様変化を抑制する
○西田　崇1、久保田　聡1、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化）





以前の本学会で、我々はマウス筋芽細胞株C2C12を用いたBMP2によるアルカリホスファターゼ(ALP)陽性細胞数の増加にCCNファミリーメンバー2/結合組織成長因子(CCN2/CTGF)が協調的に関与する可能性を報告した。今回、胎生18.5日胚Ccn2欠損マウスから分離した筋芽細胞を用いてBMP2による骨芽細胞様変化にCCN2がどのような影響を与えるかを解析した。同腹の野生型及びCcn2欠損マウスから分離した筋芽細胞をサブコンフルエントに達するまで培養した後、BMP2を含む無血清培地に交換した。4日後にALP染色を行うと、Ccn2欠損筋芽細胞のALP染色のレベルは野生型筋芽細胞よりも亢進した。この結果はCCN2がBMP2による骨芽細胞様変化に抑制的に作用することを示唆しており、以前のC2C12細胞で得た結果とは一致しなかった。そこでC2C12細胞においてもCCN2がBMP2作用を抑制するかを確かめるためにBMP2とCCN2共存下でBMP2/4産生量の増減を解析した結果、BMP2単独刺激で増加したBMP2/4の産生量は、共存するCCN2の濃度を高めることで逆に減少した。この結果はC2C12細胞においてもCCN2がBMP2作用を抑制することを示しており、CCN2が筋芽細胞においてBMP2のアンタゴニストとして機能する可能性が考えられた。会員外共同研究者：Janune D., Lyons KM.
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遊離脂肪酸は気管平滑筋上の遊離脂肪酸受容体FFAR1を介して気管収縮を促進させる
○水田　健太郎1,2、工藤　忠明3（1東北大　院歯　歯科口腔麻酔、2コロンビア大　医　麻酔、3東北大　院歯　口腔生理）





【目的】肥満者は気管支喘息の有病率が高い。肥満が気管支喘息を誘発する機序については諸説あるものの、確たる証左は得られていない。近年我々は、中長鎖遊離脂肪酸をリガンドとするGq蛋白共役型遊離脂肪酸受容体FFAR1（GPR40）の、気管平滑筋上での発現を確認した。そこで、肥満者の血中に過剰に存在する遊離脂肪酸が、肥満と気管支喘息を繋ぐ鍵分子であるとの仮説を基に、FFAR1を介した気管平滑筋収縮作用について検討した。【方法】アセチルコリン誘発性のモルモット気管平滑筋収縮作用が、遊離脂肪酸（オレイン酸、リノレン酸）またはFFAR1作動薬（GW9508）の投与により増強されるかを、オーガンバス法で検討した。また、FFAR1を介したヒト気管平滑筋細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i)上昇作用を、Ca2+蛍光試薬（Fluo-4AM）負荷細胞にて評価した。【結果】アセチルコリン誘発性の気管平滑筋収縮作用は、FFAR1リガンド投与により増強した。ヒト気管平滑筋細胞へのFFAR1リガンド投与により、[Ca2+]iが一過性に上昇した。また、この反応は（1）siRNAによるFFAR1のノックダウン、（2）PLC阻害剤（U73122)、（3）IP3受容体拮抗薬（Xestospongin C)により有意に抑制された。【考察】気管平滑筋に発現しているFFAR1は、気管収縮に関与することが示唆された。FFAR1は、肥満と気管支喘息を関連づける因子である可能性がある。














O-59





生後マウスの咬筋と大腿の筋における甲状腺ホルモンレセプターと筋分化抑制因子との関係
○佐藤　巌1、三輪　容子1、春原　正隆1（1日歯大　生命歯　解剖1）





【目的】筋線維初期分化マーカーにはMRFs ファミリなどの因子があり(Sabourin and Rudnicki 2000)、これらの筋分化促進因子の抑制因子としてミオスタチンの存在が報告された（Manceau et al., 2008）。骨や筋の成長期をコントロールする因子として甲状腺ホルモンの関与があるが、その受容体であるα、βの2種類とサブタイプの2つがあるがα1は主に筋に発現し（White et al., 2001）、生後の筋線維タイプの構成に関係することが報告されている（Pircher et al., 2005）。しかし筋分化促進因子の抑制因子であるミオスタチンとの関係は十分検討されていない。【方法】本研究では生後から2週間のマウス咬筋と大腿の筋を比較してmRNAの発現レベルでの検討を行った。【結果】咬筋のα1は6日齢まで増加し、大腿の筋では生後から急激に減少した。この傾向は大腿の筋と比べ咬筋のサイトクロームCの発現パターンと類似し、ミオスタチンの発現パターンとは異なることが示された。しかし、10週齢以降には筋関連因子（ミオシン重鎖、slow fiber, embryonic fiber）の増加し対してミオスタチンとα1とは減少する傾向を示した。【考察】このことから咬筋では生後に両者を連動して制御する因子の可能性が示唆された。
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Expression of erythropoietin receptor on stem cells from exfoliated deciduous teeth
○馬　蘭1,2、山座　孝義2、星野　慶弘1、山座　治義1、野中　和明1、久木田　敏夫2（1九大　院歯　小児口腔医学、2九大　院歯　分子口腔解剖）





[Purpose] Erythropoietin（EPO）is known as a hormone to control erythropoiesis. Recent discovery demonstrated that EPO affects a function on bone marrow mesenchymal stem cells through its receptor EPO-receptor（EPO-R). However the expression and function of EPO-R on dental pulp-derived stem cells have not been elucidated. Here, we demonstrate the expression of EPO-R on stem cells from exfoliated deciduous teeth（SHED）and show its functionality in SHED. [Method] SHED were isolated from dental pulp tissues of exfoliated deciduous teeth and cultured. The expression of EPO-R was analyzed by molecular biochemical, biochemical, and morphological analyses. [Results] Reverse transcription polymerase-chain reaction analysis showed the expression of EPO-R gene on SHED. Western blotting, flow cytometry and immunostaining demonstrated the localization of EPO-R on SHED. Furthermore, when SHED treated with EPO-R ligand EPO, SHED expressed an enhanced capacity of cell proliferation. [Conclusion] These findings indicated that EPO-R may play an important role of a stem cell function of SHED and suggested that EPO may be useful to regulate a function of SHED.
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ヒト歯髄幹細胞のドーパミン神経細胞への分化誘導とパーキンソン病モデルへの移植による治療有用性
○藤井　裕美1、山本　朗仁1、松原　弘記1、上田　実1（1名大　院医　顎顔面外科）





パーキンソン病は、脳のドーパミン作動性ニューロンの変性により線条体のドーパミン放出量が減少することで起こる神経変性疾患である。特定の神経細胞の機能障害が原因であるため、ドーパミン産生能を持つ幹細胞移植治療が近年注目されている。ヒト脱落乳歯歯髄幹細胞（SHED）は高い細胞増殖率を示す神経堤由来の幹細胞である。5継代目では、ほぼ全てのSHEDが神経幹細胞および前駆細胞マーカーを共発現する。さらに神経幹細胞のようにニューロンやグリアへの分化能を示す。我々はこれまでの研究でSHEDを約70％の割合で効率的にドーパミン産生ニューロンに分化誘導する方法を見出した。分化誘導過程で生じるSHEDの細胞死は低酸素培養にて著しく改善した。分化誘導した1x105個のSHED（d-SHED）はKCl刺激に反応し培養液中に46 ng/ml時の効率でドーパミンを産生した。さらにd-SHEDを6-OHDA片側注入によって誘導したパーンソン病モデルラットへ移植した結果、パーキンソン病特有の回転運動が有意に抑制され、行動機能が改善した。組織学的解析によって移植後6週におけるd－SHEDの生存率は0.1％であった。以上の結果から、d-SHEDはパーキンソン病治療に対する移植細胞として優れた細胞であることが示唆された。
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三次元培養による培養腱細胞（テノサイト）単離法の確立
○島田　明美1、和田　悟史2、小松　浩一郎1、中島　和久1、二藤　彰1（1鶴見大　歯　薬理、2鶴見大　歯　矯正）





遺伝子改変マウス等の腱や靭帯の性質を解析する上で、腱および靭帯細胞の初代培養系は有用であるが、マウス腱および靭帯細胞の初代培養法は確立されていない。そこで今回、コラーゲンゲル培養により安定的に腱細胞（テノサイト）を培養する方法を確立し、得られた初代培養腱細胞の性質を調べた。成体マウスのアキレス腱ならびに尾腱を採取し、0.1％コラーゲンゲル（Cellmatrix type I-A、新田ゼラチン）中で10％ウシ胎児血清を含むαMEMで培養した。約10日後、ゲル中に出現した増殖細胞を、コラゲナーゼとトリプシン処理により分離し、通常のプラスチックシャーレで継代培養した。増殖速度を調べると共に、発現遺伝子をリアルタイムPCR法により調べた。腱組織採取直後から二次元で培養した場合と比べて、三次元培養では細胞の出現時期が早かった。三次元培養後にプラスチックシャーレ上で継代した際の細胞増殖速度も約1.3倍速かった。また、対数増殖期の増殖回数や得られた総細胞数がはるかに多かった。テノサイトマーカーであるScleraxisやTenomodulinの遺伝子発現が多く、筋細胞マーカーのmyogeninや骨芽細胞マーカーのOsteocalcin等を検出できなかったことから、大部分が腱細胞であると考えられた。本研究により、三次元培養を用いて純度の高い腱細胞を安定的に単離培養できることが示された。
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上皮・間葉ハイブリッド型細胞シート合成過程に発現する細胞骨格関連タンパク
○山根　茂樹1、梅澤　貴志1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）





【目的】咽頭癌などによる粘膜摘出後に自己細胞による口腔粘膜細胞シートの応用が試みられているが、筋層の再構築までは困難なことから治癒後の咀嚼・嚥下機能障害という問題点が指摘されている。そこで上皮、結合組織、筋肉の細胞シートをハイブリットさせた3層積層シートを開発し、これらの構造維持に重要な細胞骨格、接着タンパクの局在、継日的な変化を検討した。【方法】上皮シート作成のため、日本家兎口腔粘膜から細胞を採取した。同時に酵素処理により分離した結合組織由来の細胞をゲル状のコラーゲンと混和し、インサート上に播種した。この結合組織ゲル上に口腔粘膜上皮細胞を共培養した。筋シートは日本家兎の筋芽細胞を用いて作成し、両シートを積層後、継日的に凍結切片を作成し、免疫組織化学的染色を行った。さらにタンパクの定量化のため、Western blot法を行った。また、間葉系細胞や筋芽細胞の性質を調べるために分化誘導を行った。【結果】上皮シートが結合組織ゲルを介して、筋肉シートと密接な状態であり、それぞれの細胞骨格関連タンパクなどが観察され、筋組織特有の構造タンパクであるデスミンが、積層後継日的に増加していた。また繊維芽細胞、筋芽細胞には、骨芽細胞、脂肪細胞に分化できる未分化な細胞が存在していた。以上のことから、今回作製を試みた積層シートは、移植後も増殖が期待出来る未分化な細胞を含んだ良好な積層シートである可能性が示唆された。
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Simvastatinがマウス歯肉線維芽細胞由来iPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響
○大川　博子1、江草　宏1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　クラウンブリッジ補綴）





【目的】本研究の目的は、simvastatinがiPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響を検討することである。【方法】成体マウスから分離培養した歯肉線維芽細胞を用いて作製したiPS細胞（mGF-iPSCs）を、1 μM simvastatin含有骨芽細胞分化誘導培地にて28日間培養し、RT-PCR解析を用いて骨芽細胞分化特異的遺伝子（osteocalcin、collagen 1、osterix）の発現を検討するとともに、Alizalin Red染色により細胞外基質の石灰化を観察した。また、simvastatinのmGF-iPSCsに対する細胞毒性および増殖能に及ぼす影響を、WST-1細胞増殖および細胞生存アッセイを用いて検討した。さらに、mGF-iPSCsの三次元細胞凝集体を作製し、1 μM simvastatin含有骨芽細胞分化誘導培地にて30日間分化誘導後、SCIDマウス皮下へ移植した。移植28日後に、移植細胞による異所性の骨形成を組織学的に評価した。【結果】simvastatinは、mGF-iPSCsの骨芽細胞分化特異的遺伝子の発現および細胞外基質の石灰化を著明に促進した。また、simvastatinは0.01-1 μMの濃度範囲でmGF-iPSCsの増殖を濃度依存的に抑制した。さらに、simvastatin存在下で骨芽細胞へ分化誘導した細胞移植体の内部には、非添加の場合と比較してより成熟した骨組織の形成を認めた。【結論】本研究の結果、simvastatinはmGF-iPSCsの骨芽細胞分化を促進し、mGF-iPSCsによる異所性骨形成を促進することが明らかとなった。
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Effectiveness of Enzymatically Synthesized Glycogen（ESG）on the healing process following intentionally-delayed tooth replantation in mice
○Quispe-Salcedo Angela1、依田　浩子1、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態）





Objective: Enzymatically synthesized glycogen（ESG）has been found to improve the immune response by stimulating the macrophage activity. The present study aimed to clarify the effectiveness of ESG on the healing process following intentionally-delayed tooth replantation in mice.

Materials and methods: The upper right first molars of 3-weeks-old ICR mice were extracted and immersed in three ESG solutions of different molecular weight（20000, 5000, and 3000 kDa.）for 60 minutes, in addition to PBS alone（control). The progression of the pulpal healing was assessed by immunohistochemistry for nestin, PGP 9.5 and Ki-67, and TUNEL assay.

Results: An increased number of TUNEL+ cells occupied the dental pulp of both groups one week after operation. In the PBS group, cell proliferation took place at Week 2, while in the ESG groups Ki-67+ cells significantly decreased in number due to the establishment of the dental pulp healing patterns.

Conclusion: ESG improved the healing process by stimulating the differentiation of hard-tissue forming cells in the dental pulp of intentionally-delayed replanted teeth without affecting the supporting tissues.
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軟骨細胞と変形性関節症モデルを用いたCCN2各モジュールの組織再生効果の評価
○Abd El Kader Tarek1,2、久保田　聡1、西田　崇1、服部　高子1、青山　絵里子3、Janune Danilo1、窪木　拓男2、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　生化、2岡大　院医歯薬　インプラント再生、3岡大　機能共研施設）





CCN2/CTGF promotes the regeneration of articular cartilage. This study aims to assess the effects of 4 modules comprising this protein independently or different combinations. The effects in vitro were evaluated using human chondrocytic HCS-2/8 cells. Cartilage regeneration in vivo was evaluated by using 2 rat  OA models. Interaction of 2 modules was examined by an SPR methodology. Analysis with HCS-2/8 cells revealed an activity comparable to rCCN2 in one module, which was rather diminished by the combination with other modules. However interestingly, mixture of all of the 4 modules almost reconstructed the bioactivity of rCCN2. The result of cartilage regeneration experiments was also consistent with the findings obtained in vitro. SPR analysis uncovered significant interaction of 2 modules and full-length CCN2, indicating possible multimodular complex formation. These results indicate independent bioactivity of each module, also indicating the complexity of inter-modular interaction in regulating the bioactivity of CCN2.
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灯心草および牡丹皮エキスはシ正常唾液腺房細胞をシスプラチンによるアポトーシスから保護する
○椋代　義樹1（1昭大　歯　口腔外科）





【目的】シスプラチン（CDDP）は悪性腫瘍の化学療法剤として用いられるが、重篤な副作用がある。その一つである口腔乾燥症は唾液腺房細胞の細胞死によって引き起こされ、患者のQuality of Lifeを低下させる課題となっている。そこで本研究では、CDDPによる唾液腺房へのアポトーシスを保護しうる生薬の検索をin vitroで試みた。

【方法】不死化ヒト正常唾液腺房細胞株であるNS-SV-Ac細胞を生薬エキとCDDP存在下で培養し、細胞死（アポトーシス）抑制効果を検索した。さらに、アポトーシス抑制効果の詳細を検討した。また同様の実験を、ヒト腺様嚢胞癌細胞株である、Acc 2およびAcc M細胞でも行った。

【結果】灯心草（Juncus effusus）および牡丹皮（Paeonia suffruticosa）の二種類のエキスは、NS-SV-Ac細胞のCDDPによる細胞死（アポトーシス）を抑制した。この作用機序はPKB/Akt 1のリン酸化によって、Bcl-2/Bax経由でカスパーゼ3/7の活性を抑制していた。一方、これらの効果はAcc 2およびAcc M細胞では見られなかった。【考察】本研究により、抗癌剤投与中の患者における口腔乾燥症を改善しうる生薬エキスを見出した。現在、in vivo実験を行っている。

会員外演者：新谷悟、近藤誠二（昭大歯学部顎口腔疾患制御外科学講座）、小山智之、矢澤一良（東京海洋大学大学院海洋科学技術研究科へルスフード科学講座）、Chunnan Li（Medical College, Jinggangshan University, P.R. China）
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In vitroにおけるマウス顎下腺の時計遺伝子、時計制御遺伝子と機能分子mRNAの概日リズム
○内田　仁司1,2,3、阪井　丘芳2、中村　渉1（1阪大　院歯　口腔時間生物、2阪大　院歯　顎治、3日本学術振興会）





唾液は摂食等の刺激により分泌量が増加する。一方、安静時唾液量は1日の時刻に応じて変化する。しかし、その日内変動の制御機構は明らかでない。本研究では、マウス顎下腺の遺伝子発現の時間変動を個体及び培養組織で比較検討し、唾液腺機能リズムの生じる機構を解明することを目的とした。概日リズムの測定は時計遺伝子Per2発光レポーターマウスから顎下腺を摘出して器官培養し、生物発光を連続的に記録した。マウス顎下腺PER2発現量は明瞭な概日リズムを示したが、1週間の測定期間中にリズム振幅が減衰した。次に、マウス顎下腺を培養し24時間で6時間毎にサンプリングし、時計遺伝子Per2, Bmal1、時計制御遺伝子Dbp、機能分子Aqp5, AmyのmRNA量を定量してin vitroにおける発現変動を検討した。時計遺伝子mRNAの発現量は明瞭な概日変動を示した。Aqp5とAmy mRNAも概日変動を示し、それらの発現タイミングはDbpと同期していた。更に、マウス個体から4時間毎に24時間、各点で顎下腺を採取し、in vivoにおけるmRNA発現を定量してin vitroの発現リズムと比較した。In vivoにおいて顎下腺の時計遺伝子mRNA発現は概日リズムを示した。一方、Aqp5 mRNAは概日リズムを示したが、発現量のピークはマウスの活動期である夜間に位置し、Amy mRNAは概日リズムを示さなかった。以上の結果から、顎下腺機能の概日リズムは顎下腺自体の概日リズムをベースにして、中枢性の制御を受けていると考えられた。
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唾液腺介在部導管細胞はCD117とCD66aを指標にして分離できる
○竹山　旭1、吉川　美弘2、池尾　隆2、森田　章介1、檜枝　洋記3（1大歯大　院歯　口腔外科1、2大歯大　院　生化、3大歯大　歯　生物）





【目的】唾液分泌障害の根本的治療法として幹細胞を利用した再生医療が期待されている。唾液腺上皮幹細胞は介在部や排出部導管に存在するが、唾液腺構成細胞を分離する方法が確立されていないため、詳しい性状はわかっていない。本研究では、細胞表面分子CD117とCD66aが唾液腺構成細胞を系統的に分離するための有用なマーカーであることを報告する。【材料・方法】成体マウス顎下腺の凍結組織切片および単一細胞標本をCD117、CD66a、腺房マーカーAQP5、導管マーカーCLDN4、基底・筋上皮マーカーCK5に対する抗体および蛍光標識2次抗体で染色し、共焦点レーザー顕微鏡観察およびFACS解析を行った。動物実験は大歯大動物実験規定に従った。【結果】顎下腺の腺房、介在部導管、線条/排出部導管の各細胞、そして基底・筋上皮細胞ではCD117とCD66aの染色強度が異なっていた。介在部導管細胞はCD117+CD66aHi、線条・排出部導管の一部の細胞はCD117+CD66aLoであり、これらの細胞をFACS分離できた。【結論】唾液腺上皮幹細胞の存在部位である介在部導管および線条・排出部導管の細胞を、生きたまま分離することに成功した。これらの細胞の分化能や唾液腺再性能、発現遺伝子を調べることによって、唾液腺幹細胞の性質を詳細に解析することが可能となり、唾液腺再生医療の確立に大きく貢献することが期待される。
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災害時拘束ストレスを唾液タンパク質の酸化により測定する試み
○谷口　紀江1、飯塚　純子2、向井　義晴2、高垣　裕子1（1神歯大　院　硬組織分子細胞生物、2神歯大　院　う蝕制御修復）





【目的】大規模災害などによる避難所生活は、避難者に様々なストレスを与える。その様な状況下特に大きなストレスを受けている人を識別する簡便な方法があれば、個別の対処が可能になる。既に報告したRaman分光法による全唾液タンパク質の酸化定量法を応用し、唾液提供者のストレスを評価する検査法を提唱したい。【対象と方法】本学病院の女性教職員数名に、金曜日から日曜日まで周囲を段ボールで囲まれた一畳のスペースで過ごし、粗食をとり、寝袋で休む実験を依頼した。事前と1、2日目の3回、安静時と刺激時の唾液を採取し、唾液タンパク質の酸化防止のためにN2置換を行い、各種阻害剤を添加した。一週間冷蔵保管後唾液を遠心分離し、上清をエタノール沈殿により濃縮後圧延し、Raman分光法によりタンパク質Amide1に対するSS基のピーク面積比から酸化状態を比較検討した。又別途平日に3日間連続で唾液を採取し、被験者のコントロール値とした。【結果と考察】顔見知りと連れ立って参加した被験者は、実験前と比較して模擬避難所生活1、2日目に、安静時、刺激時唾液共SS基/Amide1比に減少が見られるか変化がなかった。一方単独で参加した被験者は、1、2日目共刺激時唾液のみに有意な面積比の増加がみられた。以上から、刺激時唾液の酸化力がストレスにより高まり、唾液タンパク質を強く酸化した可能性が推測された。更なる検討と、ボランティア集団の構成を吟味する必要がある。
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唾液BDNF・エストロゲン・プロゲステロンの相関と性周期との関連
○松木　千紗1、近藤　裕介1,2、猿田　樹理1、東　雅啓1、林　隆司1、山本　裕子1、清水　智子1、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2東海大　医　病理診断）





【目的】健常な女性には毎月一定の周期で月経がおこる。この月経周期に基づいた周期を性周期と呼びこれは2種類のホルモン、エストロゲンとプロゲステロンの変化によってもたらされる。過去の報告で唾液中のプロゲステロンとエストラジオールは、血漿プロゲステロン、血漿エストラジオールと相関することが報告されている。さらに血漿プロゲステロンと血漿エストロゲンはBDNFと相関することも報告されている。これらから唾液中においてbrain-derived neurotrophic factor(BDNF)は、プロゲステロンあるいはエストロゲンと相関するという仮説の基に検討を行った。【方法】52名の女性に事前に性周期などのアンケートによる調査を行い、また唾液回収にはサリベットを使用し、5分間安静時唾液を採取し遠心分離後にサンプルとして使用した。その後エストロゲン、プロゲステロン、BDNFの唾液中の濃度をELISAにより通法に従い測定し、相関関係を統計的に検討した。【結果と考察】52名の平均年齢は21.8歳、BMI19.3、体温35.6度、月経周期28.3日であった。また月経期であった者は10名、非月経期であった者は42名であった。ELISAの結果より、唾液BDNFと唾液エストロゲンの濃度に強い相関があることがわかった。今後唾液BDNFと唾液エストロゲンの月単位における個人レベルでの相関関係を解析し、唾液を用いて健康な状態はもちろん、婦人科系疾患の診断に活用できるよう研究を進めていきたい。
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各種ルミナコイド摂取がラット顎下腺と唾液中IgA量に与える影響についての検討
○山本　裕子1、林　隆司1、東　雅啓1、清水　智子1、猿田　樹理1、近藤　裕介1,2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2東海大　医　病理診断）





[目的]唾液中には炎症の無い状態でも多量のsIgAが分泌されており、上気道感染症の感染防止に大きく関与している可能性がある。ヒトでは特定の食物摂取で唾液中sIgA量が増えたとの報告はあるが、そのメカニズムは明らかになっていない。そこで本研究では腸管からのシグナルが唾液中sIgA量に与える影響を研究するため、ラットにルミナコイド（食物繊維。難消化性糖質）を摂取させることで、盲腸内容物中だけでなく顎下腺および唾液中におけるIgA量が変動するかどうかを検討した。[方法]AIN76のコーンスターチ15.0％とセルロース5.0％をグラニュー糖に置き換えた無繊維飼料を対照飼料として、5.0％フラクトオリゴ糖添加飼料、2.5％ポリデキストロース2.5％ラクチトール添加飼料を調整した。Wistar系ラット（オス。5週令）を3群に分け、各飼料を自由摂取させ、3週間後に顎下腺、盲腸内容物、血清を採取した。別の実験では同じ条件の下、ラット唾液を採取した。IgA量はELISA法にて測定した[結果と考察]盲腸内容物と顎下腺組織のIgA量は、ルミナコイド摂取群で、コントロール摂取群に比較して高い値が認められた。血清IgA量は3群間で差は認められなかった。また唾液中IgA量もルミナコイド摂取群において高い値が認められた。以上の結果から、各種ルミナコイド摂取がラット盲腸内容物、顎下腺および唾液中でIgA量を増加させる可能性が示唆された。また顎下腺IgA量、唾液IgA量は血液中IgA量とは関連が薄いと考えられる。
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Tumor associated macrophageにおけるアシル基転移酵素群の役割
○谷口　広祐1,3、引地　尚子2、冲永　敏則3、西原　達次3（1九歯大 口腔顎顔面外科、2九歯大　口腔保健　口腔機能支援、3九歯大　健康増進　感染分子生物）





【目的】アシル基転移酵素群は近年発見された膜タンパクで、PGE2をはじめとする炎症性脂質メディエーター産生および細胞膜構成の調節を司る酵素であることが解明されてきた。悪性腫瘍間質に浸潤する腫瘍関連マクロファージ(tumor-associated macrophage以下TAM）はLPS刺激により腫瘍抑制を行うM1-like macrophage（以下M1）とIL-4刺激により腫瘍増殖・転移促進を行うM2-like macrophage（以下M2）の2種に分化することが知られている。本研究では、TAMの分化過程におけるアシル基転移酵素群のmRNA発現の変化について検討した。【方法】ヒト単球系細胞株U937細胞をPMA処理した後LPSあるいはIL-4で刺激し、細胞の形態を観察した。その後細胞を回収しM1・M2それぞれの分化マーカーおよびアシル基転移酵素群の遺伝子発現をqRT-PCRで確認した。【結果】PMA処理を行うと、浮遊系のU937細胞は培養皿に付着し著明な細胞増殖は認められなくなった。さらにM1、M2は細胞全体が大きくなり明らかな形態的変化を認めた。次に、PMA処置後LPS刺激でM1マーカー、およびIL-4刺激でM2マーカーの遺伝子発現が上昇した。また、一部のアシル基転移酵素群の遺伝子発現上昇を認めた。【考察】TAMの分化とアシル基転移酵素群の変化に関連性が見とれられた。すなわち、TAMの分化により、細胞膜構成に変化が生じたり、炎症性脂質メディエーター産生量に変化が生じたりする可能性が示唆された。
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新規NF-κB選択的阻害剤は口腔癌による顎骨浸潤を抑制する
○多田　幸代1,2、福島　秀文2、大澤　賢次3、自見　英治郎2（1九歯大　歯　歯科侵襲制御、2九歯大　歯　分子情報生化、3埼医大 病態生理）





癌組織では恒常的に転写因子NF-κBが活性化することが報告されている。我々は以前本学会において、マウス口腔扁平上皮癌（OSCC）顎骨浸潤モデルに対し、NF-κBの選択的阻害剤(NBDペプチド)を局所投与すると、顎骨浸潤が抑制されることを報告した。そこで本研究では新規NF-κBの選択的阻害剤を用いてOSCCによる顎骨浸潤抑制の分子メカニズムを解明する目的で実験をおこなった。ヒトおよびマウスのOSCC細胞株をTNFαで刺激すると、NF-κBのメインサブユニットであるp65のリン酸化、核移行とIκBαの分解が観察されたが、新規NF-κB阻害剤IMD-0560で前処理した後にTNFαで刺激すると、p65のリン酸化、核移行とIκBαの分解は抑制された。また、IMD-0560はTNFα刺激によるマトリクスメタロプロテアーゼの基質分解活性とOSCC細胞の浸潤能の活性化を抑制した。次にマウスOSCC顎骨浸潤モデルにおいて、IMD-0560（5 mg/kg）を週3回、3週間癌細胞接種部位に局所投与すると、IMD-0560は腫瘍の増殖と顎骨浸潤を著明に抑制した。以上の結果から、IMD-0560はOSCCのNF-κBの活性化を抑制し、OSCC細胞の増殖と基質分解活性を抑制し、顎骨浸潤を抑制していると考えられる。【会員外共同研究者】医薬分子設計研究所：板井昭子、藤川智行
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乳癌骨転移巣における骨細胞産生因子の組織化学的解析
○山田　珠希1、坪井　香奈子1、平賀　徹3、山本　知真也1、田中　祐介1、長谷川　智香1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化、3松歯大　口腔解剖二）





【目的】骨細胞は基質ミネラルの維持、骨改造及び血中リン濃度の調節を行なっているが、癌の骨転移巣という特殊な環境は骨細胞の機能に影響を与えると考えられる。そこで我々は、乳癌骨転移モデルを用いて、骨転移巣における骨細胞産生因子について組織化学的に検索することを目的とした。【材料及び方法】生後9週齢の雌性nu/nuマウスの左心室に乳癌細胞（MDA-MB-231）浮遊液を注入した。28日後、軟エックス線にて骨破壊像を確認後、4％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固定し、通法にてパラフィン包埋を行った。大腿骨の組織切片を作製し、骨細胞産生因子であるDMP-1、FGF23とsclerostin及び骨芽細胞と破骨細胞マーカーであるALPとTRAPについて組織化学的に解析した。【結果と考察】乳癌細胞が転移した周囲の骨基質表面には、多数のALP陽性骨芽細胞及びTRAP陽性破骨細胞が局在した。乳癌転移巣に隣接する皮質骨内の骨細胞はDMP-1陽性であったが、FGF23及びsclerostinともに陰性を示した。一方、骨転移巣における乳癌細胞はFGF23強陽性を示した。以上、乳癌細胞はFGF23を過剰産生することで低リン環境という骨転移に最適な環境を形成する可能性、また、周囲の骨細胞の機能を抑制する可能性が示唆された。
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正常ヒト上皮角化細胞における酸化ストレスに対する発がん防御機構としての細胞老化誘導作用
○佐々木　三奈1,2、鍛治屋　浩1、長岡　良礼1,2、堤　貴司1、府川　晃久1,2、岡本　富士雄1、岡部　幸司1（1福歯大　細胞生物、2福歯大　顎顔面外科）





【目的】酸化ストレスは突然変異や発がんを誘発する要因であり、この防御機構としてテロメアの短縮化を伴わない正常細胞の細胞老化が知られている。しかし、口腔粘膜の酸化ストレスに対する細胞老化の誘導については不明である。そこで、活性酸素種(ROS)に対するヒト正常角化上皮細胞(NHEK)と口腔扁平上皮癌細胞(SCC)の細胞老化の誘導とその機序について検討した。【方法】過酸化水素水を用いたROS刺激をNHEK細胞及びSCC細胞に与えた。ROS刺激による標的分子の発現をDNAマイクロアレイ法、SA-β-gal染色、RT-PCR法、Western blotting法を用いて検討した。【結果】ROS刺激はNHEKにおいて老化マーカーであるSA-β-galの活性化と共にがん抑制遺伝子(p21, p16)の発現の上昇とサイクリン依存性キナーゼ4/6の発現が減少した。一方、SCC細胞の細胞老化に関連する遺伝子の発現変化はなかった。さらに、メチル化阻害剤の5- azacytidineを用いてNHEK細胞を刺激するとROS刺激と同様なp16の発現上昇とSA-β-gal活性化を認めた。【結論】酸化ストレスに対する発がん防御機構としてがん抑制遺伝子の発現を介した細胞老化の誘導が一因と考えられた。さらに、このROS刺激による細胞老化には正常細胞にのみ惹起されるがん抑制遺伝子のメチル化抑制が関与する可能性が示唆された。
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CCN3の抗線維化効果に伴うCCNファミリー遺伝子発現プロファイルの変化
○Janune Danilo1、Tarek Abd El Kader1,2、久保田　聡1、西田　崇1、服部　高子1、青山　絵里子3、窪木　拓男2、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　院医歯薬　インプラント再生、3岡大　中央研究施設）





CN2とCCN3は、高い構造類似性を示すCCNファミリーに属するタンパク質である。CCN2が様々な組織において線維形成を促進する因子であることは以前から知られている一方、CCN3は特定の組織において線維形成を防御することも報告されている。実際腎臓においてはCCN3がCCN2発現を抑えながら線維形成を防御する作用を果たすが、肝臓の細胞においては別のメカニズムを経由して線維化を抑制する。このようにCCN3が抗線維化効果を発揮するメカニズムには未だ不明な点が多い。そこで本研究ではin vitro線維化モデルを利用して、CCNタンパクファミリーの全メンバーおよび線維化のマーカー遺伝子に対するCCN3過剰発現の効果を評価した。その結果、CCN2遺伝子発現に一定の低下がみられ、I型コラーゲンとα平滑筋アクチン遺伝子発現の有意な抑制がみられた。注目すべきはCCN3過剰発現の遺伝子発現抑制効果は、線維化のマーカー遺伝子とCCN2遺伝子だけに限らずCCN4遺伝子にまで及んだ点である。本研究で得られた結果は、線維化という病的な組織リモデリング現象が、CCNファミリータンパク質が構成する複雑な分子ネットワークに制御されていることを示している。
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低カルボキシル化オステオカルシンはインクレチン分泌を介してインスリン分泌を促進する
○溝上　顕子1、安武　雄1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工）





骨芽細胞が合成・分泌するオステオカルシン（OC）は、大部分は骨基質成分として骨に埋め込まれているが、一部は血中に放出される。血中OCには、グルタミン酸残基が γ-カルボキシル化されたもの（GlaOC）と低カルボキシル化状態のもの（ucOC）の2つの型がある。そのうちucOCがインスリン分泌を促すことが報告された。一方、インクレチン、GLP-1もインスリン分泌を促す。GLP-1は小腸上皮粘膜細胞から分泌されるが、血糖依存的にインスリン分泌を促すため低血糖発作を起こしにくいことが知られる。マウス小腸上皮細胞由来STC-1細胞及びマウス小腸上皮細胞はucOC受容体、Gprc6aが発現していた。STC-1をucOCで刺激するとGLP-1の分泌が惹起されたが、GlaOC は無効であった。マウスの腹腔内や静脈内にucOCを投与すると血中のGLP-1が上昇したが、GlaOCはここでも無効であった。経口投与するとucOCに加えて、GlaOCでも同様の効果が認められた。ucOC投与によるインスリン濃度の上昇は、GLP-1受容体のアンタゴニストexendin(9-39)の前投与で抑制された。以上の結果から、ucOCによるインスリン分泌作用は、膵臓への直接作用に加えてGLP-1を介したものであることが明らかになった。
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FGF23/klotho軸の破綻は血管骨化を誘導する―klotho遺伝子変異マウスを用いた組織学的検索―
○長谷川　智香1、山田　珠希1、佐々木　宗輝1、笹野　泰之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2東北大 院歯 顎口腔形態創建）





メンケベルグ型動脈硬化は病態の進行に伴い動脈中膜に石灰化を生じる。そこで、我々は、中膜石灰化のモデル動物であるklotho遺伝子変異(kl/kl)マウスの大動脈を組織化学的に検索した。

生後7週齢kl/klマウスでは、野生型マウスと比較して大動脈中膜に著しい石灰化を認めた。石灰化領域の血管平滑筋細胞はTNAP/ENPP1陽性を示す骨芽細胞様細胞へと変化しており、その周囲には多数のI型コラーゲン線維および基質小胞を認めた。石灰化が進行した領域では、オステオポンチン、オステオカルシン、基質グラ蛋白陽性を示す石灰化基質が形成されており、基質内部にはFGF23陽性骨細胞様細胞が、また、基質表層にはTRAP陽性破骨細胞様細胞が出現した。TEM-EDX法で元素分析を行うと、これらの石灰化基質は結晶構造を有するリン酸カルシウムであることが示された。現在の考え方では、血管石灰化は血中Pi濃度上昇に起因するとされているが、FGF23/klotho軸の主役であるαklothoを欠損したマウスではPi濃度が上昇しても著しい血管石灰化を示さない。従って、我々は全身的なFGF23/klotho軸の破綻以外に原因があると考え、現在、DNA arrayなどを用いた解析を進めている。

以上、kl/klマウスでは、血管平滑筋細胞が骨芽細胞様細胞へ変化することにより血管石灰化および血管骨化を誘導する可能性が示唆された。
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発生の骨格組織分化におけるH3K9メチル化酵素群の発現局在
○二藤　彰1、島田　明美1、中島　和久1（1鶴見大　歯　薬理）





ヒストン末端の翻訳後修飾が、他のタンパクとの相互作用を介しクロマチンの構造に影響を与え、結果として遺伝子発現を制御することが知られている。我々は、ヒストンH3リジンK9を修飾するメチル化酵素に焦点をあて硬組織の分化機構分化における機能を明らかにしたいと考えている。その目的で骨格形成過程における　H3K9メチル化酵素の発現局在を詳細に調べた。免疫組織化学によってH3K9 methyltransferases群の G9a, Glp, Setdb1, PRDM2, SUV39H1, SUV39H2どれもがE12.5において、骨原基での局在がほとんど見られなかった。E14.5には　前肥大軟骨細胞層、肥大軟骨細胞層にそれらのすべての発現局在が認められた。また　mono-, di-, tri-メチル化したヒストンH3リジンK9残基の局在も同部位に強く認められた。E16.5においては、肥大軟骨細胞層に加え骨芽細胞にも局在が認められた。これらの局在は　スライスした組織から直接抽出したRNAを用いたreal time PCR、ならびにウェスタンブロットによっても確認できた。さらに軟骨の初代培養においてもこれらの発現を認めた。以上の結果から、ヒストンH3リジンK9メチル化酵素を介したヒストンリジン残基のメチル化が、骨格組織の軟骨分化過程に関わる可能性が強く示唆された。
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ラット頭蓋骨発生・成長過程における骨基質石灰化の成熟に関する検討
○逸見　晶子1、大方　広志2、三上　靖人1、鈴木　治3、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療、3東北大　院歯　顎口腔機能創建）





【目的】骨発生における石灰化の成熟については知見が乏しい。本研究では、発生・成長期のラット頭蓋骨を構成する元素の分布と相対的濃度及び結晶構造の解析を行い、骨基質の石灰化を検討することを目的とした。【方法】胎生16、18、20日齢、生後1、6週齢のラットを固定し、頭部を試料とした。その後、試料を非脱灰で凍結包埋して頭蓋骨前方部まで前頭方向に切片を作製し、組織学的に検討した。切片を得た凍結包埋試料を凍結乾燥し、断面を対象に分析走査電子顕微鏡(SEM-EDX)を用いて構成元素(Ca、P、C)の分布と相対的な濃度を解析した。さらに、X線回折(XRD)により、各発生・成長段階のラット頭蓋骨基質の石灰化物の結晶構造を解析した。【結果】組織切片上で、胎生16日に頭蓋骨の形成が認められた。SEM-EDXによる分析では、骨組織に一致してCaとPの集積が見られ、その他の部位にCの集積が見られた。骨基質における元素濃度比Ca/Pは胎生16日で低く、発生・成長に伴い上昇する傾向が見られた。また、C/Ca、C/Pは胎生16日で高く、胎生18日以降は低下した。さらに、XRDによる解析では、胎生16日以降生後6週に至る過程で骨基質の石灰化物の結晶構造が成熟することが示された。【結論】ラット頭蓋骨は発生・成長過程で、有機質の相対的な減少を伴いながら石灰化が進行し、非晶質リン酸カルシウムから低結晶性のアパタイトに成熟する。
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SP6 positively regulates Rock1 promoter activity in dental epithelial cells
○Yanuaryska Ryna Dwi1、三好　圭子2、堀口　大吾2、谷村　綾子2、Arya Adiningrat1、野間　隆文2（1徳大　口腔科学教育　口腔科学、2徳大　院HBS　分子医化）





【Objectives】 Sp6, a transcription factor of the SP/KLF family, plays the important roles in tooth development. We identified Rock1, a serine threonine kinase, as one of SP6 target genes. However, the regulation of Rock1 expression by SP6 remains unclear. 【Materials and Methods】 Potential SP6 binding sites were screened in 2.5 kb Rock1 promoter by in silico analysis. ChIP-PCR was performed in SP6-high producer cells, C9. Luciferase reporter constructs were generated and their promoter activity were analyzed with cotransfection of either Sp1 or Sp6. 【Results and Discussions】 We confirmed that SP6 can bind to Rock1 promoter region -1006 to -471, we named A region. Transient SP6 overexpression elevated the promoter activity of A region. Deletion of region -206 to -150 resulted in a loss of enhancing activity by SP6. Interestingly, cotransfection of Sp1, another Sp-family member, showed the reduction of Rock1 promoter activity. These results suggested that SP6 positively regulates Rock1 promoter activity and functionally different from SP1. The underlying mechanisms are under investigation.
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CXCL3は脂肪細胞分化を正に制御する
○楠山　譲二1,2、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1、松口　徹也1（1鹿大　院医歯　口腔生化、2日本学術振興会）





脂肪細胞はアディポカインと総称される生理活性物質を分泌することで、代謝や病態形成に関与することが知られている。脂肪細胞の産生するケモカインとしてはCCL2（MCP-1)が報告されているが、その他のケモカインの分泌や役割についてはよく分かっていない。我々は脂肪細胞分化に伴う種々のケモカインの発現を調べ、新規アディポカインとしての機能を検討した。マウス脂肪前駆細胞株3T3-L1細胞を分化誘導し、ケモカイン群の発現レベルを網羅的に解析したところ、CXCL3（MIP-2β)、CXCL13（BLC)、CCL24（MPIF-2)のmRNA発現レベルが著明に上昇した。またケモカイン受容体群については、CXCL3受容体であるCXCR2の発現が高くなった。リコンビナントCXCL3を培地に添加しながら、3T3-L1細胞を分化させると、脂肪滴の形成や脂肪分化マーカー遺伝子の発現が促進した。一方、CXCL3と同様にCXCR2リガンドであるCXCL2、CXCL13を加えた場合は、脂肪細胞の分化に影響を与えなかった。さらにCXCL3およびCXCR2のsiRNAによるノックダウンを行うと、脂肪細胞分化は抑制された。3T3-L1細胞へのCXCL3投与によって活性化されるシグナル分子を検討したところ、ERK、JNKがリン酸化され、その標的遺伝子としてC/EBPδを同定した。このように脂肪細胞によって産生されるCXCL3は、オートクライン/パラクラインの作用によって、分化を促進する新規アディポカインであることが示唆された。
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マウス舌形態形成におけるリンパ管発生と分子制御
○田谷　雄二1、藤田　和也1、添野　雄一1、島津　徳人1、佐藤　かおり1、青葉　孝昭1（1日歯大　生命歯　病理）





【目的】マウス胎仔の初期リンパ管発生はE9.5以降で体幹部の主静脈内皮細胞からリンパ管内皮細胞への分化と遊走として観察される。顎顔面領域での血管・リンパ管・神経のネットワーク構築についての予備検討では、我々はE12.5以降にリンパ管内皮細胞の表現型を観察してきた。本研究では、顎顔面領域で最も早期にリンパ管発生を生じる舌組織を対象として、リンパ管の分化誘導因子の発現と発生機序について検討した。【方法】ICRマウス胎仔（E9.5～14.5）の下顎突起正中部・舌組織でのリンパ管発生に関わる遺伝子発現プロファイルをDNAマイクロアレイ・IPA解析で調べるとともに、リンパ管内皮マーカ（Lyve1/VEGFR3）と分化誘導因子（Prox1/CoupTF2/VEGFC）の特異抗体の多重免疫染色によりリンパ管発生を形態学的に検討した。【結果と考察】胎仔舌領域では、リンパ管発生誘導に働く遺伝子発現はE9.5から検出されたが、CoupTF2とProx1はE11.5以降に発現上昇し、Lyve1はE14.5で高発現を示した。舌領域の組織観察では、E9.5～11.5においてリンパ管発生は観察されず、E12.5からProx1(+)/CoupTF2(+)/Lyve1(+)陽性細胞が出現し、E14.5前後では舌基部の静脈内皮細胞においてリンパ管内皮への分化傾向と出芽・遊走・管腔形成を認めた。以上の結果から、舌リンパ管の発生は主静脈から遊走したリンパ管内皮細胞とは別個に、舌組織独自にリンパ管内皮細胞の分化とリンパ管形成を遂げることが示唆された。
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ケモカインCXCL14/BRAKは多段階癌抑制分子である
○畑　隆一郎1、居作　和人2、加藤　靖正3（1神歯大　院口腔難治、2神歯大　院歯　口腔科学、3奥羽大　歯　口腔機能 分子生物）





【目的】我々は先にBRAKが種々の移植癌の増殖と転移を抑制することを示した。癌は多段階の過程で進展することが知られている。今回はBRAKがI. 発癌段階を抑制するかどうか、およびII. 癌細胞を尾静脈より注入した（実験的肺転移）マウスの寿命を延ばすかどうかについて調べた。【方法】I. BRAK を過剰発現するトランスジェニック(Tg)マウスと野生型(Wt)マウスにアゾキシメタンと3％のデキストラン硫酸ナトリウムを用いて実験的大腸癌を発生させた。II. TgマウスとWtマウスの尾静脈より3千-20万の悪性黒色腫細胞を注入し、肺への転移とマウスの生存率を調べた。【結果】アゾキシメタン注射56日後のマウスではBRAK Tgマウスの大腸癌の数はWtマウスの1/10であり有意に少なかった。また、黒色腫細胞を注入したすべての細胞数においてBRAK Tgマウスの方がWtマウスより肺への転移数が有意に少なく、かつ、注入腫瘍細胞数が減少するほど両者の生存率の差は大きくなり、注入細胞数3千ではWtマウスの生存率が50％に対してTgマウスでは100％であった。【結論】ケモカインCXCL14/BRAKは正常細胞で大量に合成されており、健康人のなかにTgマウスレベルのBRAKを発現している個体が存在するので、CXCL14/BRAKは副作用のない新しい癌の治療法開発のための有望な分子標的と考えられる。本研究は金沢大学癌進展制御研究所佐々木博士、向田博士との共同研究である。
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糖尿病環境下の糸球体内皮細胞におけるTLR2とTLR4の発現
○高田　俊輔1、内山　貴誠1、敦賀　英知2、畠山　雄次2、石川　博之1、沢　禎彦2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　生体構造）





糖尿病性腎症ではメサンギウム基質の増生と糸球体毛細血管壁の肥厚が認められ、高分子蛋白の高血糖による非酵素的な糖修飾と酸化によって形成される終末糖化産物がその原因物質とされる。終末糖化産物には免疫原性があり、血管内皮細胞は受容体で認識して白血球接着因子の発現を増強する。またメサンギウム細胞に細胞外基質の増生による糸球体硬化を亢進させる。当研究室は最近、streptozotocin誘発性の膵ランゲルハンス島破壊型1型糖尿病マウスとKK/Ta-Jclマウスを高カロリー餌で飼育した2型糖尿病マウスについて免疫分子発現の組織化学的検索を行った結果、高血糖環境にある腎糸球体では、PECAM-1とVE-cadherin陽性の糸球体毛細血管内皮細胞が、健常マウスでは発現の見られないtoll-like receptor（TLR)2と4を発現すること、糸球体外の血管や、糸球体上皮とメサンギウムでは発現が見られないことを見出した。これらの発現は腎皮質全体にわたって見られ、さらにTLR2の発現はTLR4とは異なり、糸球体血管のみならず遠位尿細管上皮の管腔側にも見られた。糸球体では終末糖化産物蓄積など長期的酸化ストレス環境下で毛細血管にTLRの発現が起こり、体循環系に侵入した微生物成分がTLRを介して糸球体毛細血管内皮細胞に認識されることで、糸球体硬化による糖尿病性腎症が促進するかもしれない。
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Candida albicansによる歯肉癌上皮細胞Ca9-22のgalectin-3放出増加
○玉井　利代子1、清浦　有祐1（1奥羽大　歯　口腔病態解析制御）





【目的】Galectin-3は上皮細胞等に存在するC型レクチンレセプターの一つである。本研究では、歯肉癌上皮細胞Ca9-22のgalectin-3放出を検討した。

【方法】Ca9-22細胞をC. albicans OH-1（生菌 MOI 1、加熱死菌 MOI 100）と無血清MEM培地で共培養後、上清を回収、galectin-3放出をELISA法で定量した。抑制実験では、PI3Kまたはcalpain抑制剤(10 μM または50 μM)を使用した。同細胞のgalectin-3発現はフローサイトメトリーまたはWestern blotting法で調べた。NF-κBの活性化はELISA法で検討した。

【結果と考察】1）Ca9-22細胞は膜上にgalectin-3を発現していた。2）C. albicans 無添加でも galectin-3の放出は経時的に起きるが、C. albicans を加えた方が、生菌死菌に関わらず、より多くのgalectin-3が放出された。3）C. albicans によるCa9-22細胞のNF-κB活性化は無血清下ではみられなかった。Galectin-3はC. albicansの細胞壁に含まれる糖に結合して殺菌へ導くが、LPSにも結合するので、グラム陰性菌の上皮細胞への侵入に関与する可能性が考えられる。
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米由来CLペプチドの内毒素活性に対する抑制効果
○加藤　哲男1、国分　栄仁2、谷口　正之3、齋藤　淳4、斎藤　英一5、石原　和幸2（1東歯大　化学、2東歯大　微生物、3新大　院　自然、4東歯大　歯周病、5新潟工大　環境）





【目的】我々は、米由来のペプチドの抗菌作用を検討し、米cyanate lyase(CL)由来の12残基からなるペプチドがPorphyromonas gingivalisなどに抗菌活性を示すことを明らかにしている。本研究では、代表的な病原性因子である内毒素(LPS)をターゲットにして、米由来CL(14-25)ペプチドの内毒素抑制作用についてヒト培養細胞あるいはマウスを用いて検討した。【方法】内毒素としてAggregatibacter actinomycetemcomitans Y4 LPS、Escherichia coli O55 LPS、E. coli J5 LPS、E. coli R515由来のlipid Aを用いた。培養液にLPS（lipid A)（100 ng/ml)とともにCL（0.035 mM～0.14 mM）を加え、ヒト正常大動脈内皮細胞(HAEC)を培養し、17時間後の培養上清中のIL-6量をELISAキットで測定した。また、LPSのマウス致死毒性に対するCLペプチドの阻害効果についてBALB/cマウスを用いて検討した。BALB/cマウスにE. coli  O55 LPS 0.5 mg/mouseおよびCLペプチド1、0.5、0.1 mg/mouseを腹腔投与し、その後の致死率を調べた。【結果と考察】CLペプチドは、共試したすべてのLPSおよびlipid AのIL-6産生誘導能に対して濃度依存的に抑制効果を示した。またLPSのマウス致死毒性に対する抑制効果を調べた結果、CLペプチドは抑制効果を示し、内毒素活性抑制物質としての有用性が示唆された。CLペプチドは、lipid Aに結合し抗内毒素効果を発揮するものと思われる。（共同研究者：高山沙織（東歯大 歯周病））
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MAPキナーゼフォスファターゼ（DUSP）mRNAの不安定性による細胞ストレス反応の調節機構
○松口　徹也1、楠山　譲二1、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1（1鹿大　院医歯　口腔生化）





【目的】細胞内シグナルに関わるMAPキナーゼは、上流キナーゼによるTXYモチーフの同時リン酸化によって活性化され、同モチーフの脱リン酸化に関わるフォスファターゼファミリー（DUSPs: dual specificity phosphatases）の働きによって不活化される。我々が以前報告したDUSP16（aka MKP-M, MKP-7）はJNKを特異的に不活化する。今回UV等の細胞ストレス刺激に対する各種DUSPのmRNAレベルの変化を検討した。【方法】マウス表皮角化細胞由来Pam212株および骨芽細胞株MC3T3-E1に、UV（10～250 J/m2）、VP16、anisomycinを加えた後に、定量RT-PCR法にて、各種DUSPの遺伝子発現レベルを解析した。また、マウスDUSP16欠失型cDNAを含む発現プラスミドをPam212、MC3T3-E1の両細胞株に導入し、UV照射に対する外来型DUSP16 mRNAレベルの変化を解析した。【結果と考察】Pam212、MC3T3-E1両細胞株においてUV照射2時間以内に複数のDUSP（3,4,5,6,7,8,10,14,16）のmRNAレベルは60％以下に低下した。特にDUSP8と16のmRNAレベルはUV照射30分以内に30％程度にまで著明に低下した。さらに、欠失型cDNAを用いた解析より、DUSP16 mRNAの高速な分解を誘導する調節mRNA領域を同定した。DUSP mRNAの高速な分解がUV等の細胞ストレスによるMAPキナーゼ活性調節に重要な役割を果たす可能性が示唆された。
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ヒト歯髄幹細胞の無血清培養上清を用いた難治性肝疾患治療法の開発
○松下　嘉泰1、山本　朗仁1、松原　弘記1、上田　実1（1名大　院医  頭頸部・感覚器外科　顎顔面外科）





劇症肝炎は短期間で高頻度に死に至る原因不明の難治性疾患である。有効な治療法としては臓器移植が挙げられるが、ドナー不足等の問題があり、罹患患者全てが受けられないのが現状である。近年、ラット劇症肝炎モデルに静脈内投与した骨髄間葉系幹細胞(BMSC)の治療有用性が報告された。BMSCが分泌する免疫制御因子による効果が大きいと考えられるが、移植後に「幹細胞の分泌活性」や「細胞運命・腫瘍化」などを制御することは不可能であり、幹細胞由来分泌因子の実用化に向けた新たな戦略が求められている。今回、我々は「ヒト歯髄幹細胞由来の無血清培養上清（SHED-CM)」を劇症肝炎モデルラットへ静脈内投与し、著明な生存率の向上、及び病態改善を確認した。BMSC-CMや脂肪幹細胞(ADSC)-CMを投与しても生存率の向上、及び病態改善は得られなかった。詳細な解析でSHED-CMは、患部へ集積した活性化マクロファージを抗炎症系へと転化させ、組織破壊的環境を肝臓再生・修復環境に導くこと、肝臓細胞のアポトーシス抑制および肝幹細胞増殖促進効果によって肝再生を促進することを見いだした。歯髄幹細胞培養上清の劇症肝炎モデルラットへの静脈内投与は、細胞移植を必要としない臨床的に応用しうる有用な治療手段となると考えられた。
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歯周病細菌感染マクロファージにおけるインフラマソーム活性
○沖永　敏則1、有吉　渉1、西原　達次1（1九歯大　感染分子）





【目的】我々は、歯周病細菌感染マクロファージにおいて、細胞周期停止の誘導を分子生物学的解析により明らかにしてきた。今回、歯周病細菌感染マクロファージにおける炎症反応誘導時に、インフラマソームが活性化することを見出した。【方法】マウスマクロファージ細胞株RAW264.7と歯周病細菌Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4株を使用し、我々が確立した感染実験を行った。siRNA導入により、ノックダウン細胞を作成した。タンパク発現はウェスタンブロッティング、遺伝子発現はリアルタイムRT－PCRで、サイトカイン産生はELISA法で解析した。フローサイトメーターを用いて、活性酸素ならびにファゴサイトーシス活性を測定した。【結果と考察】感染実験後のRAW264.7細胞が、ファゴサイトーシスにより歯周病細菌を取り込んでいることを確認した。インフラマソーム関連因子であるNLRP3受容体の発現とIL-1βの発現、ならびにアダプタータンパク質ASCやcaspase-1の発現を確認した。NLRP3ノックアウト細胞において、IL-1βの発現抑制を確認した。また、歯周病細菌感染によるカテプシンBや活性酸素の発現が認められ、これらの発現阻害剤によりIL-1β発現が抑制されることが明らかとなった。以上の結果から、歯周病細菌感染マクロファージにおいて、NALP3の発現を伴うインフラマソーム活性化が誘導され、その誘導には、カテプシンBや活性酸素が関与していることが明らかとなった。
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レニンにより誘導されるNK細胞の免疫応答
○島田　栄理遣1、遠藤　実里1、小笠原　康悦1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）





【目的】糖尿病などの生活習慣病は、日本国内において2210万人にのぼるとされ、歯科治療においても生活習慣病への理解は重要である。糖尿病は合併症が重篤であり、糖尿病性腎症は腎疾患の中で最も多いとされている。糖尿病性腎症などの腎疾患においては、レニンーアンギオテンシン系が関与することが報告されており、レニンーアンギオテンシン系の作用としては、炎症反応の調節、血管収縮や拡張、血圧の調節などがある。しかしながら、レニンーアンギオテンシン系と免疫系との関与については良くわかっていない。今回我々は、生体防御の最前線で働いているNK細胞に着目し、NK細胞へのレニンの働きについて調べることを目的に研究を行った。【方法】マウスNK細胞を脾臓より単離し、IL-2にて培養したのち、レニンを培養液中に加え、NK細胞の活性化について、フローサイトメトリーを用いて検討した。【結果と考察】マウス脾臓から単離したNK細胞は、95％以上の純度で培養することができた。IL-2で培養したNK細胞にレニンを加え刺激した場合、NK細胞のIFN-γ産生が増強した。このことから、レニンはNK細胞の活性化にかかわっていることが判明し、腎症などの炎症においてもNK細胞がかかわっている可能性が考えられた。
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NK細胞の誘導性細胞死機構の発見
○小笠原　康悦1、島田　栄理遣1、遠藤　実里1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）





【目的】NK細胞は生体防御の最前線で働く免疫細胞であり、ウイルス感染細胞、腫瘍細胞の排除にかかわっている。その際、NK細胞は増殖、活性化して感染細胞を排除する。しかしその一方で、増殖し活性化したNK細胞は、どのようにして減少し、炎症が終息するかについての分子機構は不明である。特に、がん免疫療法において効果があがらない症例においては、急速なNK細胞死が観察されており、その原因究明が待ち望まれていた。そこで我々は、活性化NK細胞の細胞死の解明を目的とし研究を行った。【方法】マウスNK細胞を、腫瘍細胞と共培養後NK細胞の細胞表面をフローサイトメトリーおよび共焦点顕微鏡により解析した。また、腫瘍局所のNK細胞の状態を観察した。【結果と考察】活性化NK細胞は、腫瘍細胞から膜分子を奪うことを発見した。この現象は、我々が発見したドレス細胞と呼ばれる細胞に変化する機構と同じ現象であった。ドレス細胞とは、我々が命名した細胞集団であり、NK細胞が樹状細胞上の分子を奪い取って変化した細胞である。腫瘍局所で、活性化NK細胞がドレス細胞に変化することで、ドレス細胞が腫瘍と同じ膜分子をもつことになり、新たなNK細胞の標的となって排除されてしまうことを発見した。この結果は、増殖したNK細胞の細胞死の新たな分子機構と考えられた。
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金属アレルギーにおける金属イオン可視化技術の開発
○遠藤　実里1、島田　栄理遣1、小笠原　康悦1（1東北大　院歯　難治・口腔免疫）





【目的】金属アレルギーは、歯科領域では無視できない重要な疾患である。我々は厚生労働省研究班を組織し全国調査をおこなったところ、接触皮膚炎で来院した患者において、ニッケル、コバルト、クロムがアレルギーの3大原因金属であること、パッチテスト陽性率は近年増加傾向にあることを明らかにした。金属アレルギーの発症機序としては、1．汗や唾液などによってイオン化した金属が体内に取り込まれる。2．金属イオンが体内のタンパク質と結合し異物と認識されることにより抗原性を持つ。3．その抗原に対して病原性T細胞が活性化しアレルギーが発症する。とされているが、その詳細は未だ不明のままである。金属イオンの体内動態を明らかにすることができれば、金属アレルギーの発症機序を詳細に解明することが可能となる。その第一歩として、金属イオンの可視化が必須と考えられるため、今回、我々は金属イオンの可視化を目的に研究を行った。【方法】マウスマクロファージ系細胞を培養し、金属イオンを培養液中に添加した。その培養中に蛍光発光試薬を加え特殊処理を施すことにより、金属イオンをフローサイトメトリー、および蛍光顕微鏡で観察した。【結果と考察】金属イオンは特殊処理を施すことで蛍光発光試薬と結合することが判明し、金属イオンの可視化に成功した。金属イオンの可視化により、金属イオンの体内動態の解析も可能となったと考えられる。
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イグサ抽出液によるう蝕および歯周病予防効果の検討
○村上　圭史1、星野　由美2、弘田　克彦1、三宅　洋一郎1（1徳大　院HBS　口腔微生物、2徳大　院HBS　口腔保健衛生）





【目的】イグサは古来より畳の原料として用いられているだけでなく、古くから民間療法として、消炎薬、鎮静薬等としても用いられてきた。本研究では、イグサ抽出液の、う蝕および歯周病予防への応用の可能性について検討した。【方法】イグサ粉末（イナダ有限会社）を水で加温抽出し、イグサ抽出液を作製した。微量液体希釈法により、口腔細菌に対する最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。次に、S. mutansの唾液処理ヒドロキシアパタイト（HA）板への付着作用について検討した。さらに、歯肉上皮細胞に対する抗炎症効果を検討するため、イグサ抽出液で処理した歯肉上皮細胞に、P. gingivalis LPSを添加し、培養上清中のIL-8およびCCL20の濃度をELISAにより定量した。【結果および考察】イグサ抽出液の口腔細菌に対するMICは、S. mutansで12.5 mg / ml、P. gingivalisでは1.6 ～ 3.1 mg / mlであった。S. mutansの唾液処理HA板への付着率を測定したところ、有意な減少が認められた。また、イグサ抽出液の処理により、LPSで刺激した歯肉上皮細胞からのIL-8、CCL-20の産生は有意に抑制されていた。以上の結果から、イグサ抽出液は、う蝕、歯周病予防として、歯科応用に有効である可能性が示された。（会員外研究協力者：湯本浩通）














O-96





ヒト歯肉由来上皮細胞における分化および老化の転写機構
○Bhawal Ujjal1、小林　良喜2、福岡　シンテイア　由希1、安孫子　宜光1（1日大　松戸歯　生化・分子生物、2日大　松戸歯　口腔免疫）





Human epithelial cells undergo morphological and molecular changes leading to terminal differentiation and replicative senescence during serial subculture. However, the target genes and their functional significance in the differentiation and senescence in normal human oral keratinocytes（NHOKs）have been poorly defined. Here, we demonstrated NHOKs transcriptional signature profiling to differentiation and senescence in vitro. Using microarray analysis, our findings indicated that the gene expression profiles induced by serial subculture are distinct classes of gene. The greatest number of these altered genes was identified as being related to biologic pathways of transport, cell proliferation, cell cycle, defense and immune response, cell death, transcription, apoptosis, and inflammatory response, suggesting that the serial subculture is able to induce a multitude of specific gene expression changes during differentiation and senescence. These results suggest that activation of several genes induces the differentiation and senescence of epithelial cells, and suggest a new approach to determine the biological events underlying the pathogenesis of oral keratinocyte aging.
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Nicotine誘導性CCN2/CTGFがヒト歯周組織由来培養細胞の線維化に与える影響
○五十嵐　寛子1,4、久保田　聡2、立花　利公3、村樫　悦子1、岡部　正隆4、滝川　正春2、沼部　幸博1（1日歯大　歯周病、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3慈恵大　共用施設、4慈恵大 解剖）





喫煙者の歯肉に肥厚が見られるが、これらの関係を示した報告は少ない。そこで、線維化因子である結合組織成長因子(CCN2/CTGF)に着目し、ヒト歯肉線維芽細胞と歯根膜由来線維芽細胞におけるTGF-β1とCCN2/CTGFとの関係、nicotineのCCN2/CTGF産生に与える影響、I型コラーゲン、MMP-1、TIMP-1そしてTGF-β1に対するnicotineの影響、さらに、nicotine影響下におけるCCN2/CTGFとI型コラーゲンとの関係について探索した。

その結果、両細胞においてTGF-β1刺激によりCCN2/CTGFの増加が認められ、両者に正の相関が示唆された（Takeuchi et al, J Periodontal Res. 2009）。またNicotine刺激により細胞数の減少および細胞に空胞変性が認められる一方、CCN2/CTGFの増加が認められた。興味深いことにType I collagenにも増加が認められ、それはCCN2/CTGF中和抗体によって打ち消された（Takeuchi et al. J Dental Res.2010）。さらにnicotine刺激によってMMP-1の分泌は起こらず、TIMP-1およびTGF-β1の増加が認められた。

以上から、nicotineの刺激により増加したCCN2/CTGFによりI型コラーゲンが誘導され、nicotineによりI型コラーゲンの恒常性の調節因子であるMMP-1、TIMP-1にアンバランスが生じることによりI型コラーゲンが蓄積するという、歯周組織線維化の分子機構が明らかとなった。
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マウス咬筋活動に対する睡眠-覚醒の影響
○片山　慶祐1,2、望月　文子1、加藤　隆史3、池田　美菜子2、野川　泰葉1,2,4、中村　史朗1、中山　希世美1、矢澤　格1、馬場　一美2、井上　富雄1（1昭大　歯　口腔生理、2昭大　歯　歯科補綴、3阪大　院歯　解剖2、4東医歯大　歯　部分床義歯補綴）





咬筋は嚥下や顎反射、咀嚼運動などの顎運動機能にとって重要な役割を担っている。これまで、覚醒時の咬筋活動については様々な報告がなされているが、睡眠中の咬筋活動の詳細は不明である。そこで我々は、マウスの咬筋の筋活動を24時間計測し、覚醒時と睡眠時で筋活動にどのような変化があるのかを検討した。実験はC57BL/6マウス（10～12週齢）を用い、12時間の明暗サイクル（点灯〔明期〕：午前8時～午後8時、消灯〔暗期〕：午後8時～午前8時）の環境下で、脳波、眼電図、筋電図（頚筋と咬筋）を24時間記録し、覚醒時、睡眠時（ノンレム睡眠、レム睡眠）でのそれぞれの時間と咬筋活動量を4時間毎の合計値として解析した。過去の報告と同様に、暗期の覚醒時の時間は、明期と比較して有意に長く、暗期のノンレム睡眠・レム睡眠時の時間は、明期と比較して短かった。覚醒時の咬筋活動量は、明期や暗期に関わらず、ほぼ一定の値を維持していた。ところが、ノンレム睡眠およびレム睡眠時の咬筋活動量は、覚醒時と比較して有意に減少した。一方、ノンレム睡眠及びレム睡眠時においても、咬筋活動量は、明期と暗期で有意の差が認められなかった。以上の結果から、マウスの咬筋活動量は、サーカディアンリズムの制御機構よりむしろ、睡眠-覚醒の制御機構の影響を受けることが示唆された。
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咬合高径の変化が噛みしめ運動の調節機構に及ぼす影響
○藤浪　陽三1、田中　佑人1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理）





下顎安静位付近における噛みしめ運動時、ある咬合力を発揮しようとする場合、意図した筋活動が期待した咬合力を発揮したかを検証するため、意図した度合いの筋張力の情報を、実際に発揮された咬合力により引き起こされる歯根膜圧情報に対して比較較正する仕組みが存在する可能性が明らかにされた(Tsukiboshi et al J Neurophysiol 2012)。しかし、それが下顎安静位付近でのみ機能するのか、或は、咬合高径の如何に関わらず機能するのかは明らかでない。今回我々は、この較正機構が至適の下顎位でのみ成立するかについて検討した。被験者に、開口方向への単調増加負荷に対し最小限の力で抵抗し下顎位を維持するよう指示し、その時、発揮される咬筋筋活動(RMS)及び咬合圧を記録した。その結果、咬合挙上条件時、閉口筋が負荷に対して必要以上に速く、強い応答を示した。また、咬合挙上条件時及び低下条件時、過剰咬合圧が発揮されることが示された。以上のことから、歯根膜圧受容器と閉口筋筋紡錘の間に存在する較正機構は至適の下顎位においてのみ正確に機能することが示唆された。こうした較正機構により、咬合高径を機能的に決定することが可能であると考えられる。
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自然睡眠における顎運動リズム発生機構の実験的賦活
○加藤　隆史1、山田　謙一2、東山　亮3、Akhter Fatema1、Haque Tahsinul1、古郷　幹彦2、吉田　篤1（1阪大　院歯　口腔解剖2、2阪大　歯　口腔外科一、3阪大　歯　歯科補綴一）





【目的】ヒトのノンレム睡眠ではしばしばリズム性顎運動が発生する。しかし、実験動物の自然睡眠において、実験的に顎運動リズム発生機構を駆動しうるかどうか未だ不明である。本研究では、自然睡眠において、皮質下行路を連続電気刺激して顎運動リズムを誘発することを試み、その応答特性を調べた。【方法】雄性モルモットを用い、全身麻酔下にて脳波・眼電図・筋電図（両側咬筋・顎二腹筋・頚筋）・心電図の電極を装着した。手術約二週間後、全身麻酔下で皮質下行路に刺激電極を刺入し留置した。その後、自由行動下において、連続電気刺激(持続時間2秒、頻度: 30 Hz、強度50－100 uA)を与え、リズム性顎運動の発生の有無を調べた。【結果と考察】皮質下行路への連続電気刺激によって、覚醒およびノンレム睡眠でリズム性顎運動を誘発できた。いずれの条件においても、リズム性顎運動の誘発率は刺激強度の上昇とともに増加したが、ノンレム睡眠では覚醒より有意に低かった（p＜0.05）。また、誘発したリズム性顎運動は、一時的な睡眠深度の浅化と関係していた。したがって、ノンレム睡眠では、顎運動リズム発生機構の興奮性は覚醒よりも低いが、皮質下行路の電気刺激によって駆動できることが示された。
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ミクログリアにおけるカテプシンSの発現リズムによるシナプス強度の調節
○林　良憲1、岡田　亮1、武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子科学）





【目的】リソソーム酵素であるカテプシンS(CatS)は末梢では、抗原提示に深く関与する事が数多く報告されている。CatSは中枢神経系ではミクログリアに特異的に発現しているのだが、中枢におけるCatSの役割は未だ明らかではない。そこで本研究では中枢におけるCatSの役割を解明すると共に、ミクログリアの役割を解析した。【方法・結果】ミクログリアは時計遺伝子を有しておりCatSの発現リズムを調節している事が明らかとなった。CatS欠損マウスでは自発運動量の亢進あるいは睡眠レベルの減少が認められた。更に昼夜のシナプス強度変化あるいはスパインの密度変化はCatS欠損マウスにおいて消失していた。また、ミクログリアより分泌されるCatSがミクログリアの突起進展、更にはシナプス周囲の分解調節によりシナプス強度を制御する事が明らかとなった。【結論】以上の結果より、ミクログリアのカテプシンSがシナプス機能の調節に深く関与しており、複雑な脳機能の解明の一端を担うものである。（非会員共同研究者：小柳悟、楠瀬直樹、齊藤秀俊、井上和秀、大戸茂弘）
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クロモグラニンA（CGA）によるミクログリアにおけるカテプシンBに依存した新規IL-1β産生経路の解明
○武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子）





【目的】IL-1βは炎症性疼痛ならびにアルツハイマー病（AD）など慢性炎症が原因となる脳疾患の発症・進展に関与することが知られている。最近、私たちはクロモグラニンA（CGA）がミクログリアにおいてカテプシンB（CatB）依存的にIL-1βの産生分泌を誘導し、炎症性疼痛の原因分子となることを突き止めた（J Neuronsci, 2012）。今回は、CGAならびに凝集型βアミロイド（fAβ42）のミグログリアにおけるIL-1β産生経路について検討を行った。【方法・結果】成熟型IL-1β産生にはNF-κB 活性化（プロ型IL-1βの産生）ならびにカスパーゼ-1活性化（プロ型IL-1βの成熟型への変換）の2経路の活性化が必要である。CGAは培養ミクログリアにおいてNF-κBを活性化し、CatB依存的にカスパーゼ-1を活性した。一方、fAβ42はCatBならびにNLRP3依存的にカスパーゼ-1を活性化したが、NF-κBの活性化はできなかった。さらに、ヒトAD脳においてAβ陽性老人斑と比較してCGA陽性老人斑周囲には有意に多数のCatBならびに成熟型IL-1β陽性のミクログリア集積が認められた。【結論】以上の結果より、CGAはミクログリアにおける成熟型IL-1βの強力な産生誘導因子として炎症性疼痛ならびにADなど慢性炎症が原因となる脳疾患の発症・進展に関与することが示唆された。
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神経損傷後、脊髄後角に遊走浸潤する活性化ミクログリアはP2Y12シグナル経由で有髄神経軸索の貪食様作用を示す
○前田　光代1、上村　守1、戸田　伊紀1、竹村　明道1、諏訪　文彦1（1大歯大　解剖）





【目的】神経因性疼痛モデル動物では傷害後7-14日に脊髄後角第2層に活性化ミクログリアが遊走浸潤する。この浸潤したミクログリアの動態について、免疫組織化学を用い微細形態学的に検索した。【方法】8週Wistar雄性ラットの第5腰髄後根神経節の脊髄神経末梢枝を結紮後切断し、術後7日、14日で潅流固定し、L5脊髄を摘出し、凍結および浮遊切片を作製し、iba-1, neuN, GFAP抗体を用いた免疫組織化学、免疫電顕で観察した。また軸索切除断端からビオチンデキストランを逆行性に取り込ませ、傷害軸索をマークし電顕標本とした。さらに末梢神経傷害後P2Y12Rインヒビターの脊髄腔内投与を実施し非傷害側と比較した。【結果】浸潤ミクログリアは高頻度に有髄軸索の髄鞘に接着しそれらを取り囲み、細胞内に取り込む貪食様作用を示した。これら活性化ミクログリアは傷害軸索、非傷害軸索ともに接着し貪食様作用を示すが、その頻度は傷害軸索の方が多かった。P2Y12Rインヒビターの脊髄腔内投与後、末梢神経傷害に続く活性化ミクログリアの浸潤は抑制されなかったが、軸索への接着貪食様作用は減少した。【考察】末梢神経傷害後の神経因性疼痛の発生には脊髄後角第2層に遊走浸潤してくる活性化ミクログリアの有髄神経髄鞘への接着貪食様作用が関与している可能性と共に、その反応はP2Y12シグナル経由の可能性が示唆された。
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生体リズムを撹乱する「社会的時差ボケ」
○中村　渉1、高須　奈々1,3（1阪大　院歯　口腔時間生物、2科学技術振興機構さきがけ、3日本学術振興会）





ヒトの生理機能は、一日周期で変動し環境変化に効率よく適応することで動的恒常性を維持している。哺乳類では視床下部視交叉上核に体内時計の中枢が存在し、およそ24時間のサーカディアンリズム刻み、主に環境光の変化を網膜から入力することで正確な1日周期に調整している。一般生活を営む上で、社会的時刻と体内時計による生物学的時刻との乖離による「社会的時差ボケ」の健康リスクが提言されている。本研究では、体内時計の撹乱を生じる因子として「社会的時差ボケ」のメカニズムを検証した。マウスを12時間＿12時間の規則正しい明暗環境条件下で飼育し輪回し行動を記録すると、毎日消灯時間後数分以内に活動を開始する極めて正確な日内リズムを示す。これらを5日間（平日）は6時～18時の明暗サイクルに置き、2日間（週末）を9時～21時の明暗サイクルにシフトするウィークリー社会的時差ボケをシミュレートした明暗環境に暴露した。結果、2日間の3時間時差から回復させた直後は、消灯後2.7時間後に活動を開始することが分かった。消灯時間を社会的起床時刻、実際の活動開始を生物学的起床時刻とすると、起床時間に乖離が生じたことになる。さらに、月曜日に生じた乖離は容易に解消されず、毎日活動開始時刻は消灯時間に近づくものの、完全に解消されるのは4サイクル後であった。1週間ごとに3時間の社会的時差ボケが生じることで、その影響は週全日に及ぶことが明らかになった。
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LSPS法による島皮質での興奮性入力の空間分布特性の解析
○小林　真之1、越川　憲明1（1日大　歯　薬理）





島皮質は、味覚嫌悪学習など神経可塑性の制御に重要な役割を担っている。我々は、抑制性回路の中心的役割を果たすparvalbumin陽性細胞の分布が島皮質において著しく偏っていることを報告し(Chen et al., 2010)、島皮質独自の特殊な抑制性神経回路が存在することを明らかにしつつある。今回我々は、caged glutamateを用いたlaser scanning photostimulation（LSPS)法によって、島皮質に存在する錐体細胞とparvalbumin陽性細胞と考えられるfast-spiking（FS)細胞に対する興奮性入力の特徴について明らかにしたので報告する。ラット島皮質スライス標本上のV層錐体細胞もしくはFS細胞からwhole-cell patch-clamp記録を行った。caged glutamateの灌流投与下で紫外線レーザー光（半値幅25 μm）によって照射周辺のニューロンに活動電位を発生させ、その結果生じる興奮性シナプス後電流(EPSC)を記録した。照射領域を格子状に移動させることにより、V層の記録細胞にEPSCを発生させる領域マップを作成した。錐体細胞では、照射領域が記録細胞から離れるにしたがって急激にEPSCの振幅が減衰することが明らかとなった。一方FS細胞は、錐体細胞と比較して広範な領域から興奮性入力を受けていることが明らかとなった。これらの結果は、FS細胞が錐体細胞と比較して広範な領域からの興奮性入力を受けることにより高い活動性を示すことを示唆している。
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Projections from the dorsal peduncular cortex to pain-receptive trigeminal caudal subnucleus in rats
○Akhter Fatema1、Haque Tahsinul1、佐藤　文彦1、加藤　隆史1、吉田　篤1（1阪大　院歯　口腔解剖2）





This study clarified projections from the medial prefrontal cortex（mPfC）involved in orofacial pain processing in rats. We examined the mPfC neurons projecting directly to the trigeminal caudal subnucleus（Vc）and oral subnucleus which are known to receive orofacial nociceptive inputs. Only after injections of a retrograde tracer in the rostrodorsomedial part of superficial layer of Vc（rdm-supVc), many neurons were labeled with an ipsilateral predominance in the rostrocaudal middle level of the dorsal peduncular cortex（midDP). After injections of an anterograde tracer in the midDP, many axons were labeled with an ipsilateral predominance in the rdm-supVc, periaqueductal gray（PAG), parabrachial nucleus（Pb), Koelliker-Fuse nucleus（KF）and trigeminal mesencephalic nucleus, and bilaterally in the solitary tract nucleus. Many axons were also labeled ipsilaterally in the caudal level of the granular and dysgranular insular cortex（GI/DI). These results suggest that intraoral nociceptive processing of Vc neurons may be regulated by the DP directly or indirectly through brainstem nuclei such as PAG, Pb and KF, and this regulation may interact with the caudal GI/DI neurons.
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ラット歯根膜由来骨格筋細胞はどこから生じたのか？～初代培養における幹細胞の検証～
○富永　徳子1、中原　貴1,2、石川　博1,2（1日歯大　生命歯　発生・再生、2日歯大　生命科学）





背景：我々はラット臼歯歯根膜の初代培養から、濾紙を用いて特定の細胞を分離する方法を確立し、セル・フィッシング法と名付けた（Tominaga N et al. Differentiation, 2013）。本手法により、ラット歯根膜の初代培養から骨格筋細胞の分離と同定に成功した。しかし、骨格筋細胞は生体内の歯根膜には存在しないため、初代培養を通じて歯根膜組織中の幹細胞から分化したと考えられる。本研究は、高い可塑性を有する幹細胞が初代培養中に存在すると仮定して検証を行った。方法：SDラット6週齢オス臼歯をシャーレに静置し、15％FBS含有DMEM/F12にて培養を行った。培養開始約1週間後、歯根周囲の歯根膜から細胞が遊走を始め、1.5ヶ月後にコンフルエントに達すると、複数の核を有する細胞集団が観察された。この多核細胞群をセル・フィッシング法にて分離し、継代培養を行った後、細胞を同定した結果、骨格筋細胞群であることが分かった。初代培養の細胞を用いて、免疫染色、RT-PCR、フローサイトメトリーにてNanog, Oct4, Sox2の発現を解析した。結果：初代培養におけるRT-PCRでは、Nanog, Oct4, Sox2の発現が確認された。また、免疫染色、フローサイトメトリーではOct4, Sox2陽性細胞が確認された。考察：ラット歯根膜の初代培養において、RT-PCR、免疫染色、フローサイトメトリーにて幹細胞マーカー遺伝子の発現を認めたことから、初代培養における幹細胞の存在が示唆された。
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矯正的歯の移動時におけるアレルギー誘導性歯根吸収促進機構
○村田　直久1、五百井　秀樹1、大内　雅博1、合島　怜央奈2、沖　雄二2、山座　孝義2、高橋　一郎1、城戸　瑞穂2（1九大　歯　歯科矯正、2九大　歯　分子口腔解剖）





【目的】矯正歯科治療における予期せぬ歯根吸収の機構は解明されていない。我々は、九大病院矯正歯科における疫学調査において、歯根吸収とアレルギー疾患との間に有意な関連があることを見出した。アレルギー誘導性歯根吸収の機構解明を目的として、アレルギー惹起歯根吸収モデルラットを作製し、破骨細胞の誘導との関連が知られているTh17細胞関連サイトカインや脂質メディエーターの発現変化を検討した。【方法】6週齢BNラットにOVA感作を行い、アレルギー疾患モデルを作製した。14日後、上顎切歯と第一臼歯間（M1）にcoil springを装着して矯正力を負荷し、24時間後にM1周囲歯槽骨を採取し、脂質およびRNAの抽出を行い、ELISA法および定量PCRを用いて解析した。【結果と考察】Coil spring を装着したアレルギー群では、OVA非感作群、coil spring非装着群および無処置群と比較して、IL-17およびIL-23の発現上昇が認められた。さらに、ロイコトリエンB4などの脂質メディエーターの発現量の上昇が認められた。これらの結果から、アレルギー惹起による歯周組織中のTh17細胞関連サイトカインや脂質メディエーターなどのバランスの変化が、歯の移動による破歯細胞の分化誘導を伴う歯根吸収に影響していることが示唆された。
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歯根膜における骨髄由来細胞の局在と幹細胞マーカーの発現
○加来　賢1、北見　恩美1、井田　貴子1、秋葉　陽介1,2、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体補綴、2新大　医歯学総合病院）





歯根膜細胞の発生由来は神経堤を起源とする歯小嚢であるため、発生初期の歯根膜を構成するほぼ全ての細胞は神経堤由来である。しかしながら加齢に伴い、歯根膜中の神経堤由来細胞の占める割合は減少することから、他の細胞源から細胞が供給されている可能性が示唆される。近年、代謝活性の高い間葉系組織において、骨髄に由来するCirculating-Mesenchymal Stem Cell（MSC)や、Pericyteが組織幹細胞として機能している可能性が示唆されている。本研究では、4週齢のGreen Fluorescent Protein（GFP)ラットSD-Tg(CAG-EGFP)の大腿骨より骨髄間質細胞を採取し、これを免疫不全ラット(F344/NJcl-rnu)の大腿骨骨髄腔に移植し、大腿骨骨髄から歯根膜への細胞供給の可能性について検討した。移植4週後の脱灰パラフィン包埋標本において、歯根膜中の歯槽骨側、血管近傍にGFP陽性細胞が検出された。歯根膜中には間葉系幹細胞マーカー（CD29, SSEA4）、神経堤幹細胞マーカー（HNK1）、Pericyteマーカー（αSMA, PDGFRβ）に陽性の細胞が検出されたが、GFP陽性細胞中にはCD29, SSEA4陽性細胞のみが検出された。さらにGFP陽性細胞は大腿骨骨髄腔内の海綿骨表面、小腸間質、腎臓皮質、皮膚の結合組織層においても検出され、Circulating-MSCの存在を示唆する結果を得た。以上の結果より、歯根膜の幹細胞には大腿骨骨髄の間葉系幹細胞が血行性に供給されものが含まれる可能性が示唆された。
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bisphosphonate投与中止後の骨の細胞群における組織化学的検索
○坪井　香奈子1,2、佐々木　宗輝1、長谷川　智香1、北川　善政2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　院歯　口腔内科）





骨粗鬆症治療薬であるbisphosphonate（BP)は、破骨細胞を抑制する。しかし、破骨細胞の抑制が骨芽細胞とのカップリングに影響が及ぶこと、一方、BP投与を中止すると破骨細胞形成のリバウンドが生じる可能性も危惧されている。そこで、我々は生後6週齢ICRマウスへ10日間のalendronate皮下投与を行い、投与中止後の骨組織においてALP、TRAP、スクレロスチンなどの組織化学を行った。BP投与直後のマウス大腿骨・脛骨では、コントロール群に比べて多数のTRAP陽性破骨細胞が骨組織に存在していた。BP投与中止後には破骨細胞は活発に骨吸収を行うのではなく、その数を減少させてゆき破骨細胞のアポトーシス像も観察されたことから、リバウンドの可能性は低いと考えられた。一方、骨芽細胞のマーカーであるALP陽性反応は速やかに回復せず、骨細胞はスクレロスチンを多量に産生するとともに、自らは萎縮する傾向を示した。以上から、BP投与中は破骨細胞の骨吸収抑制を補うために、何らかの機序で破骨細胞形成が亢進したと考えられた。一方、BP中止により、破骨細胞数が速やかに回復したが、骨芽細胞・骨細胞系の回復には長期間を要すると推察された。よって、BP投与後の骨組織の正常化には破骨細胞だけでなく、骨芽細胞・骨細胞の状態も考慮する必要があると考えられた。
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窒素含有ビスホスホネート製剤(NBP)による破骨細胞の細胞融合阻害作用
○長岡　良礼1,2、鍛治屋　浩1、佐々木　三奈1,2、永沼　香織2、堤　貴司1、府川　晃久1,2、岡本　富士雄1、岡部　幸司1（1福歯大  細胞分子生物、2福歯大　顎顔面外）





【目的】NBP関連顎骨壊死(BRONJ)は長期NBP服用患者において、特に外科処置後に創傷治癒不全による顎骨の露出が継続し、骨壊死がみられる疾患である。しかし、発症機序に関しては未だ統一的な見解がない。近年、NBPは口腔角化上皮細胞、骨芽細胞及び線維芽細胞の分化・生存を抑制し、この原因にはNBPによるプレニル化物質(ゲラニルゲラニル酸(GGOH)など)の減少が関与していることが示唆されている。従って、NBPによる破骨細胞の分化・生存の抑制が骨リモデリングの障害を引き起こし、この結果BRONJ発症の一要因になるのではないかと推測した。そこで、本研究ではマウス破骨細胞分化過程に対するNBPとプレニル化促進物質の効果について検討した。【方法】マウス骨髄細胞より破骨細胞前駆細胞を誘導し、RANKL存在下でゾレドロン酸及びGGOHを加え培養、解析を行った。【結果と考察】ゾレドロン酸はRANKL誘導性のTRAP陽性多核細胞への分化を阻害すると共に細胞融合分子のDC-STAMPやOC-STAMPの遺伝子発現を抑制した。しかし、GGOH共存下ではTRAP、DC-STAMP及びOC-STAMPの発現の回復と共にTRAP陽性破骨細胞の出現を認めた。以上より、NBPは破骨細胞の細胞融合及び多核化の抑制に関与していることが示唆され、プレニル化物質はNBPによる破骨細胞分化・生存阻害を回復させると考えられ、この作用はBRONJ発症の予防作用の一助となる可能性が示唆された。
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ミノドロン酸の同位体顕微鏡を用いた骨組織分布と破骨細胞に対する影響
○佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、小林　幸雄2、圦本　尚義2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　創成研）





【緒言】近年、骨粗鬆症の治療にもちいられる月一回経口投与のビスフォスフォネート製剤が破骨細胞や骨芽細胞に与える影響を明らかにするため、我々は同位体顕微鏡でミノドロン酸の骨組織分布を観察すると共に破骨細胞の変化を組織化学的に検索した。【材料と方法】生後8週齢の雄性ICRマウスに安定同位体である15Nを標識したミノドロン酸を外頸静脈から投与し、3時間、24時間、1週間、1ヶ月後に灌流固定を行いパラフィンまたはエポキシ樹脂に包埋した。切片作成後、同位体顕微鏡によるミノドロン酸の骨組織分布の観察、ならびにALP/TRAP、TRAP/カテプシンKの二重染色を行った。【結果と考察】ミノドロン酸は骨幹端骨梁の形成面ならびに吸収面の両方の骨表面に認められた。投与直後から1週間後では成長板近くの一次骨梁表面に、1ヶ月後では二次骨梁の骨表層内部に局在する傾向を示した。ミノドロン酸投与24時間以内では、ALP/TRAPおよびTRAP/カテプシンKの局在性は大きく変化しなかった。しかし、1週間・1ヶ月後では、破骨細胞におけるTRAPとカテプシンKの局在が一致しなくなり、一部、アポトーシスを示した。ALP陽性骨芽細胞は、1週間後では扁平化したが、1ヶ月後ではふくよかな形態を示すものが局所的に観察された。従って、ミノドロン酸は、骨基質に広範囲に結合すること、骨吸収抑制があるが破骨細胞の障害性が低いことから、骨芽細胞とのカップリングを維持するものと推測された。
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窒素非含有bisphosphonates（non-N-BPs)の骨吸収抑制作用とは関連しない鎮痛効果：リン酸トランスポーター関与の可能性
○島　和弘1、山本　照子1、菅原　俊二2、遠藤　康男2（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔分子制御）





骨粗鬆症における苦痛は痛みである。N-BPsの骨吸収抑制作用はnon-N-BPsより遥かに強力だが、藤田らは骨粗鬆症や変形性関節炎患者で、non-N-BPのetidronate はN-BPsよりも強い鎮痛効果を示すと報告し、動物実験でも同様の報告がある。私達もマウスでの鎮痛効果はnon-N-BPs（etidronate とclodronate)＞＞N-BPs を確認し、non-N-BPsの神経への直接作用を示唆した（Kim et al. 2013)。機序として、BPsに関する私達のこれまでの研究から、リン酸トランスポーター（Pi-TP）の関与を想定した。発痛性神経伝達物質のGluやATPはPi-TPのSLC17を介して神経小胞内に取り込まれる。本研究ではマウスでの0.7％酢酸とcapsaicinに対する痛み反応を指標に、“SLC17のnon-N-BPsによる抑制”を検証した。【結果】(1）Pi-TPのSLC20/34を阻害する phosphonoformate は、non-N-BPsの鎮痛作用を消失させた。(2）Non-N-BPsは脊髄クモ膜下腔内投与で鎮痛作用を示し、この鎮痛作用はNMDAとの同時投与で解消された。(3）Pi-TPのSLC17を組み込んだliposomeでのATPの取り込みをnon-N-BPsは抑制した。【考察】上記結果は、“non-N-BPsはSLC20/34を介して神経に取り込まれ、小胞膜SLC17を阻害して小胞内Glu/ATPを減少させ、鎮痛効果を示す”との仮説を支持する。
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アレンドロネート直接作用による骨芽細胞分化の制御
○小松　浩一郎1、島田　明美1、柴田　達也1、中島　和久1、網塚　憲生2、二藤　彰3（1鶴見大　歯　薬理、2北大　院歯　硬組織発生生物、3放医研）





【目的】我々はビスホスホネートBP(アレンドロネート、ALN)が細胞内取込みを介し骨芽細胞分化を促進することをin vitro及び in vivoで示した。BPによる骨芽細胞分化促進のメカニズムとしてはERKのリン酸化あるいはsmall GTPaseの非プレニル化を介する経路が想定されている。今回、我々はBPの細胞内取込みとこれらの経路の関係を解析した。【方法】初代骨芽細胞における蛍光ラベルしたALN(F-ALN)の取込みならびにALNによる骨芽細胞の分化と石灰化を確認し、これらの効果に及ぼすエンドサイトーシス阻害剤ダンシルカダバリン(DC)、ならびにプレニル化回復剤ゲラニルゲラニオール(GO)の影響を調べた。更に、骨芽細胞様細胞におけるALNによるERKのリン酸化ならびにRap 1Aの非プレニル化をウエスタンブロットによって解析した。【結果】ALNは骨芽細胞のオステオカルシン発現と石灰化を促進した。DCおよびGOはこれらの効果を抑制した。ALNはERKのリン酸化を促進したが、この作用のDCによる阻害は認められなかった。ALNはRap 1Aの非プレニル化を起こした。この作用をDC及びGOは阻害した。【考察】本結果はBPが細胞内取込みを介し骨芽細胞の分化を促進することを示唆する。この効果はメバロン酸経路の抑制による可能性がある。
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Zoledronate の軟組織細胞への取り込み：リン酸transporter関与の可能性
○岡田　諭1,2、木山　朋美1,3、大泉　丈史2、佐々木　啓一3、高橋　哲2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　院歯　顎顔面・口腔外科、3東北大　院歯　口腔システム補綴）





【背景】窒素を含む bisphosphonates（N-BPs）の骨吸収抑制作用は、窒素のないnon-N-BPs よりも遥かに強い。しかし、N-BPsには顎骨壊死の副作用がある。In vitroでN-BPsは種々の軟組織細胞に取り込まれ細胞毒性を示す。私達は、N-BPsはマウス軟組織で炎症壊死作用を示し、一方、non-N-BPsのetidronate（Eti）とclodronate（Clo）は、N-BPsの炎症壊死作用を抑制することを発見した。今回は、これらの機序解明を目的に、マウス耳介局所での炎症壊死作用を指標に、zoledronate（Zol、最強のN-BP）とBP関連物質の併用効果を調べた。【結果】Oxidronate（Oxi, non-N-BP)と高濃度ピロリン酸（PPi）も炎症壊死作用を示し、EtiとCloはこれらも抑制した。低濃度PPiはOxiの作用を抑制したが、Zolには無効だった。Phosphonoformate（PFA）[リン酸transporter（Pi-TP）のSLC34阻害剤。高濃度でSLC20も阻害] はOxiとPPiには無効だが、Zolの作用を強く抑制した。検討した種々のアミノ酸・カルボン酸にZolに対する有意な抑制効果はみられなかった。【考察】 Pi-TPにはSLC-17, -20, -34の3つのfamily がある。上記結果は以下を示唆する。(i）ZolはSLC34/20を介して細胞内に入る。(ii）OxiとPPiはSLC17を介して細胞内に入る。(iii）EtiとCloはこれら全てのPi-TPを抑制する。
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Tbx1は口腔粘膜上皮の病的癒着と口蓋発生に関与する
○船戸　紀子1（1東医歯大　医歯共同セ　疾患遺伝子）





【目的】T-box型転写因子をコードするTBX1は、22q11.2欠失症候群の疾患遺伝子である。同症候群では顔貌所見として、両眼隔離、小顎症、低耳介、耳介変形、口蓋裂を認める。同症候群の口蓋裂の病因を解明するため、Tbx1遺伝子改変マウスを用いて、口蓋の発生について検討した。【方法】Tbx1遺伝子改変マウス、各種トランスジェニックマウス、レポーターマウスを用いて、形態学的観察を行った。また、アデノウィルスを感染させた上皮細胞を用いて、フローサイトメーター解析を行った。【結果】(1）Tbx1遺伝子欠損マウスは、口蓋裂の他、粘膜下口蓋裂、不完全口蓋裂を示した。また、口蓋粘膜上皮と下顎との病的癒着を認めた。一方、同マウスでは間葉系細胞の増殖が抑制されていた。(2)口蓋粘膜にTbx1の発現を認めるため上皮特異的にTbx1を欠損させたところ、口蓋前方部の口蓋裂を認めた。(3）Tbx1遺伝子欠損マウスでは口蓋発生時に口腔上皮の増殖も亢進し、上皮細胞の分化に異常を認めた。(4）Tbx1が口蓋板におけるBmp4やPax9の発現に関与した。(5）Tbx1の強制発現により上皮細胞の増殖が抑えられ、Tbx1が細胞周期調節に関与することが分かった。【結論】Tbx1は口蓋発生の過程で、口蓋粘膜増殖分化の制御に役割を果たし、口腔粘膜の病的癒着を防ぐことが示唆された。（非会員共同研究者：Hiromi Yanagisawa、中村正孝、Deepack Srivastava）
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温度感受性TRPチャネルによる口腔粘膜の新しい創傷治癒機構
○合島　怜央奈1,2,3、大崎　康吉1、張　旌旗1、木附　智子1、村田　直久1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　歯科口腔外科、3佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）





【目的】TRPV3チャネルは温度センサーとして知られ、32℃以上の温かい温度で活性化される非選択的な陽イオンチャネルである。我々はこれまでにTRPV3が口腔上皮細胞に高発現し、口腔内の温度環境を積極的に感知していることを明らかにしてきた。本研究では口腔粘膜に生じた傷の治りが速やかであることに着目し、この速やかな治癒に「口腔内の温度環境とそれを感受するTRPV3チャネルが関与する」との仮説を立てた。【方法】C57BL/6の上顎第一臼歯を抜歯する創傷モデルを作製し、創部でのTRPV3の発現を調べた。粘膜治癒に重要な役割を担う上皮細胞の増殖とTRPV3の関係を明らかにするため、野生型マウス(WT)とTRPV3遺伝子欠失マウス(V3KO)より調整した培養口腔上皮細胞を用い、TRPV3を活性化する刺激が増殖能へ与える影響を調べた。またWTとV3KOにおける抜歯後の粘膜治癒を比較した。【結果と考察】創部粘膜ではTRPV3mRNAおよびタンパクの発現が上昇していた。口腔上皮細胞をTRPV3アゴニストで刺激すると細胞数が増加し、さらにアゴニストおよび温度刺激により細胞増殖マーカー陽性細胞数が増加した。またV3KOではWTと比較し口腔粘膜の増殖マーカー陽性細胞数が減少していた。さらにV3KOの粘膜治癒はWTより遅延していた。以上より、口腔粘膜には温度を感知する機能的なTRPV3チャネルが発現し粘膜の創傷治癒に寄与している可能性が示唆された。
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味蕾3型細胞分化におけるMash1によるGAD67発現調節
○鬼頭　文恵1,2、瀬田　祐司1、豊野　孝1、片岡　真司3、柿木　保明2、豊島　邦昭1（1九歯大　口腔組織、2九歯大　老年障害者歯科、3九歯大　頭頸部構造解析）





Mash1は神経細胞分化初期に神経前駆細胞から神経細胞への運命決定に働く。その中で中枢神経系ではMash1によりDlx発現が誘導され、DlxがGAD67発現を誘導することが知られている。味蕾にもMash1とGAD67の発現が認められ、中枢神経系と同様の調節機構が存在することが推測される。本研究では、味蕾細胞分化におけるMash1のGAD67制御機構について検討した。Mash1ノックアウトGAD67-GFP(Mash1KO GAD67-GFP)マウスを作製し、胎生期の有郭乳頭、軟口蓋味蕾におけるGAD67発現の変化を比較した。さらにDlx5発現についても検索した。胎生19日齢のMash1KO GAD67-GFPマウスの有郭乳頭、軟口蓋上皮の味蕾においてGAD67の発現が消失した。胎生19日の軟口蓋上皮には、Mash1KO、野生型マウスともに味蕾が観察された。味蕾の各細胞マーカーでMash1KOマウスにおける味蕾細胞分化について検索すると、2型細胞マーカーであるgustducin発現細胞の数は野生型マウスと差が認められなかったが、3型細胞マーカーであるAADCとGAD67の味蕾における発現が消失した。また、胎生期の有郭乳頭において野生型マウスでDlx5の発現が認められたが、Mash1KOマウスではDlx5の発現が認められなかった。

本研究によりMash1が味蕾3型細胞におけるGAD67の発現に関与していることがわかった。また、中枢神経系と同様に味蕾細胞においてMash1がDlx発現を誘導し、さらにDlxがGAD67の発現を誘導するカスケードが存在することが示唆された。
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ラット下顎骨発生における石灰化
○林　利華1、狐塚　雅弘1、宍戸　駿一1、柿内　裕輔1、逸見　晶子1、大方　広志2、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療）





【目的】下顎骨発生における石灰化について、詳細は不明である。本研究では、発生・成長過程のラットを用いて、組織像、マイクロX線CT画像、およびCa、P、Cの元素分布と濃度を解析し、下顎骨の石灰化過程を検討することを目的とした。【方法】胎生15、16、18、20日齢および生後1週齢のラットを浸漬また灌流固定し、頭部を試料とした。試料の一部はマイクロX線CTで撮影し、また、一部はalcian blue-alizarin redで染色しwhole mount試料とした。さらに一部の試料を凍結包埋して下顎骨中央部に至るまで前頭断切片を作製し、ヘマトキシリンーエオジンで染色した。切片を得た凍結包埋試料を凍結乾燥し、断面を対象に分析走査電子顕微鏡（SEM-EDX）を用いてCa、P、Cの元素を解析した。【結果】組織切片とwhole mount試料から、メッケル軟骨周囲に胎生15日で類骨が、胎生16日で骨が見られた。SEM-EDXによる解析で、胎生16日の骨組織に一致してCaとPの分布が認められ、その分布は生後1週に至るまで拡大した。また元素濃度比Ca/Pは上昇し、C/CaとC/Pは低下した。マイクロX線CTでは、胎生18日以降で骨の不透過像の増大が観察された。【結論】ラット下顎骨は胎生15日にメッケル軟骨周囲に発生し、胎生16日から生後1週に至るまで石灰化が徐々に進行することが示された。
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Porphyromonas endodontalisの発現するユニークなジペプチジルペプチダーゼ(DPP)VおよびDPP7
○柳瀬　絵見1、根本　優子1、下山　佑2、木村　重信2、馬場　友巳1、根本　孝幸1（1長大　院医歯薬　口腔分子生化、2岩医大　口腔微生物/免疫）





Porphyromonas gingivalisおよびP. endodontalisは糖非発酵性グラム陰性桿菌で、それぞれ成人性歯周炎および感染根管の起炎菌である。P. endodontalisはジンジパイン様活性をもたず、一方でKA-MCAを強力に分解するDPP活性を有することを以前報告した。今回、両菌のKA-MCA分解活性について検討し、これまで細菌類では報告のないDPPVによって担われていることを示すとともに、両菌のDPPVおよびDPP7の性質を比較検討した。【方法】P. endodontalis ATCC 35406ゲノムDNAより推定DPPV(MER236725)および推定DPP7(MER278904)遺伝子領域をそれぞれPCRクローニングにより分離し、大腸菌発現系で発現精製した。【結果】帰属未知とされていたMER278904はその基質特異性よりPeDPP7と同定された。ほとんどすべての細菌のDPP7が700-720残基長なのに対し、PeDPP7は818残基よりなりユニークであった。実際に予想される100 kDa 分子の発現をイムノブロットにより確認した。両菌種由来の組換えタンパク質は、KA-, SY-, GF-, ML-MCAを分解した。PeDPPVはより高活性で、特にKA-MCAに対するkcat/KmはPgDPPVの18倍であった。【結論】これまで細菌では報告のないDPPV遺伝子を確認し、その基質特異性と酵素学的パラメーターを決定した。PeDPPVとDPP7はP. gingivalis由来の相同分子とは性質が異なり、両菌体で見られるKA-MCA分解活性の差はDPPV活性の差に起因すると考えられた。
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リクイリチゲニンの破骨細胞形成への効果
○内野　加穂1、岡元　邦彰1、坂井　詠子1、福間　裕1、岩竹　真弓1、西下　一久1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）





（目的）漢方薬として広く用いられている甘草には抗炎症作用や抗酸化作用を有することが知られている。その成分にはリクイリチゲニンなどのフラボノイド系の物質が含まれている。以前より我々は、ポリフェノールが破骨細胞分化・活性化を抑制することを報告してきた。今回、炎症性サイトカインや酸化ストレスは破骨細胞分化を促進することから、抗酸化作用を持つリクイリチゲニンによる破骨細胞形成への効果を調べた。（方法）マクロファージ系細胞株RAW-DをRANKL刺激により破骨細胞へ誘導する系と、マウス骨髄細胞をM-CSFとRANKLで刺激する系を用い、TRAP染色により多核破骨細胞の形成を、また細胞増殖能をCell Counting Kit-8を用い評価した。さらに、ウエスタンブロッテング法を用いて、破骨細胞のマーカータンパクの発現とRANKL刺激後のシグナルの活性化を比較した。（結果）RAW-D細胞とマウス骨髄細胞の破骨細胞形成はリクイリチゲニンの濃度依存的に抑制が認められた。また、リクイリチゲニンはRANKL刺激後のIκBαのリン酸化を阻害し、NFATc1、カテプシンK、Srcのタンパク発現も抑制した。（考察）リクイリチゲニンはIκBαのリン酸化を阻害していることから、IκBαの下流のNF-κBに制御されているタンパク質の発現を抑制し、破骨細胞形成を阻害したことが示唆された。
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三叉神経運動ニューロン樹状突起の能動的特性
○中井　健人1、中村　史朗2、望月　文子2、中山　希世美2、矢澤　格2、井上　富雄2（1昭大　歯、2昭大　歯　口生理）





【目的】神経細胞の樹状突起には様々な電位依存性イオンチャネルが存在し、シナプス入力を増幅するなど、複雑な情報処理を行う可能性が報告されてきた。しかし極めてよく発達した樹状突起をもつ三叉神経運動ニューロンでも同様の情報処理機構が存在するかどうかは不明である。そこで我々はカルシウムイメージング法を用いて、幼若期ラット三叉神経運動ニューロン樹状突起の能動的特性を調べた。【方法】実験には生後1～5日齢のラット脳幹スライス標本を用いた。三叉神経運動ニューロンからパッチクランプを行い、活動電位を誘発させた際の蛍光強度変化を共焦点レーザー顕微鏡で記録した。【結果】三叉神経運動ニューロンに活動電位を誘発させると細胞体および樹状突起で蛍光強度の増加がみられ、樹状突起ごとに異なる蛍光強度変化パターンが認められた。さらにテトロドトキシン（1 μM）を投与すると蛍光強度増加比が著しく減弱したことから、この蛍光強度の変化には樹状突起に分布する電位依存性ナトリウムチャネルの活性化が関与していることが示された。【考察】三叉神経運動ニューロンの樹状突起はシナプス入力を受動的に細胞体へと伝えるだけでなく、それ自体が興奮性を持つことによってシナプス入力情報の増幅や加工など複雑な情報統合処理を行っている可能性が考えられた。
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カルシウム系骨補填材による血管形成抑制
○関　裕子1、高橋　萌1、清水　良央1、及川　麻理子1、熊本　裕行1（1東北大　歯）





【目的】臨床では様々な骨補填材が使用されているが、組織再生に必要となる血管形成への影響については不明である。本研究では各材料の血管形成への影響を検討するため多角的に解析を行った。【方法】1．材料：正球状の焼結HA顆粒および不規則形状のβ-TCP顆粒を用いた。2．In vitro系：ヒト血管内皮細胞と線維芽細胞の共培養系を用いた。滅菌した約8 mgの各材料を培養液中に浸漬し、7、11日間培養した。顕微鏡下にて血管長、分岐数、面積を計測した。3．In vivo系：ラットの頭蓋骨に直径3 mmの骨欠損を形成し、各材料を移植後、骨膜で被覆、縫合した。マイクロCT撮影後、パラフィン包埋切片を作製し、HE染色を施した。顕微鏡下にて病理組織学的に観察後、血管数、血管腔の大きさを計測した。【結果】1．In vitro系では両材料も11日目まで血管の増生が確認された。β-TCPは焼結HAに比べ血管長、分岐数、面積は有意に大きな値を示した（p＜0.05）。2．In vivo系では組織学的に両材料も高度な炎症はみられなかった。両材料でも顆粒周囲に多核巨細胞が認められ、焼結HAの周囲に線維性組織が形成されたが、β-TCPでは乏しかった。組織形態計測では両材料も1週から2週まで有意に血管数は減少し、面積は増加した（p＜0.05）。β-TCPは焼結HAに比べ、血管数は有意に少なく、面積は大きかった（p＜0.05）。【考察】骨補填材である焼結HAはβ-TCPに比べて血管形成の抑制がみられると思われた。
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マウスメッケル軟骨後方部の消失様相
○鎌口　真由美1、井上　貴一朗2、高橋　茂2、加藤　剛士2、上北　広樹2、牛島　夏未3、土門　卓文2（1北大　歯、2北大　院歯　口腔機能解剖、3北大　院歯　学術支援）





【目的】メッケル軟骨は、前方では軟骨内骨化とやや異なる様式で消失するようであるが、後方では骨に包囲され消失する中部から下顎孔の部、蝶下顎靱帯となる下顎孔から錐体鼓室裂部、そして耳小骨となる後端部など部位特異な経緯を経るため、とくに後部の消失様式に関してはいまだ不明な点が多い。そこで下顎孔前後の部位を中心にメッケル軟骨後部の消失様相について検討した。【方法】マウスでは出生時にメッケル軟骨後半が完全に消失していないため、生後1日のマウスを用い、メッケル軟骨の消失様相を、TRAP、ACP、MMPs、Cathepsin K、F4/80、Collagenの局在を組織化学的に検討した。【結果と考察】メッケル軟骨は、AlcianBlueで染色される軟骨が耳小骨から下顎孔の手前まで棒状に確認され、前方ほど軟骨基質は失われ、代わって軟骨膜から変化した細胞が塊となって棒状構造を維持しているが、第3臼歯直下で完全に消失する。この全長すべての部位で、軟骨膜部と軟骨膜から変化した細胞塊にMMP-9が認められ、またMMP-1、Cathepsin Kが軟骨と軟骨膜部の細胞に認められた。しかしTRAP、ACP、F4/80陽性の細胞はメッケル軟骨およびその周囲にほとんど認められなかった。このことからメッケル軟骨の消失はメッケル軟骨の軟骨膜に存在する細胞が主体的に関与していると考えられる。また骨に包囲された軟骨膜細胞の塊ではALP、1型Collagenも分泌し骨化にも関与していると考えられる。
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CCN3の軟骨特異的過剰発現は内軟骨性骨形成の遅延を誘発する
○角谷　宏一1、服部　高子2、桑原　実穂1、大野　充昭3、星島　光博2、窪木　拓男3、滝川　正春2（1岡大　歯、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）





CCNファミリータンパク質3（CCN3/NOV)は分泌タンパク質で、軟骨細胞の増殖、分化を制御している事が報告されつつある。また、CCN3のドメインの一つを欠失した遺伝子改変マウスの解析から、骨格の正常な発育へのCCN3の重要性が示唆されるが、これまで明確な内軟骨性骨形成への関与の報告は無い。今回我々は内軟骨性骨形成におけるCCN3の役割を解明するために、軟骨組織特異的にCCN3を過剰発現するマウスを作製し、表現型の解析を行った。Col2a1 promoter下流にGFP融合mouse CCN3遺伝子を接続したトランスジェニックマウスを作製し、軟骨組織特異的CCN3過剰発現を得た。胎生15.5および18.5日齢のCCN3Col2a1tgマウスの長管骨は、骨化部分が太く短く、CCN3Col2a1tg長管骨のin situ hybridizationで、軟骨分化の遅延が観察され、骨芽細胞におけるマーカー遺伝子の発現も抑制されていた。さらに軟骨内への血管侵入が抑制されている事が抗CD31抗体を用いた蛍光免疫染色で観察された。胎生18.5日齢のCCN3Col2a1tg長管骨切片で海綿骨の骨梁形成が抑制されており、海綿骨内TRAP陽性細胞の減少が見られた。これらの結果より、軟骨組織におけるCCN3の過剰発現は、内軟骨性骨形成の最終段階である軟骨から骨への転化を遅延させる事が明らかとなった。
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CBCTを用いたサル下顎骨臼歯部の舌側小孔の解析
○花谷　佳菜子1、島田　和幸3、佐藤　巌2（1日歯大 生命歯　4学年、2日歯大　生命歯　解剖1、3鹿大　院医歯　神経病　人体構造解剖）





ヒトの下顎管から出る舌側の小孔の存在は以前から知られており、179の下顎骨を調べて正中部で最も高く（96.23％）、小臼歯部でもかなりの頻度（27.5％）があり、臼歯部でも第三大臼歯部（4.7％, 2/42）、第二大臼歯部（6.1％, 4/66）、第一大臼歯部（11.7％, 7/60）で小孔の存在が知られている（von Arx et al. J Oral Maxillofac Surg. 2011）。今回、私たちはサルの舌側の小孔に注目し、ヒトの研究同様に非破壊解析装置であるCBCTを用い、鹿大所蔵の日本ザル（17例）を用いて詳細な解析を行い、以下の結果を得た。本研究では正中部に100％の頻度で複数の小孔が存在し、臼歯部では第三大臼歯部（2.9％, 3/34）、第二大臼歯部（35.3％, 12/34）、第一大臼歯部（29.4％, 10/34）で高い頻度で小孔が出現した。しかも同じ部位での複数出現が第二大臼歯部で3例、第一大臼歯部で2例みられた。一般にサルでは臼歯部の歯槽部が狭く、ヒトの幅広い臼歯部では槽間中隔などに無数の小孔がみられる。このため、サルの狭い臼歯部ではこれらの小孔は存在するスペースが確保できないなどから、サルの臼歯部舌側の小孔の存在はヒトにみられる歯槽の栄養孔にあたるのではないかと考えた。今後は詳細な肉眼解剖によりこの小孔に存在する血管や神経の分布を観察することで小孔の存在意義を明らかにしたい。
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口腔内乾燥を訴える患者に認められた口唇粘膜上皮のバリア機構の破綻
○宇都宮　怜子1、合島　怜央奈1,3、吉住　潤子2、木附　智子2、檀上　敦3、山下　佳雄3、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2九大　院歯　顔面口腔外科、3佐賀大　医　歯科口腔外科）





【目的】口腔内乾燥を呈するシェーグレン症候群(SS)の患者は、口腔内の痛覚過敏を訴えることが多いが、そのメカニズムは明らかでない。私たちは、唾液腺組織の病変に加え、粘膜上皮における病理的変化が症候に関与するとの仮説を立て実験を行った。【方法】九大の倫理審査委員会の承認の下、SS患者の診断時口唇腺生検の余剰粘膜の切片を作製し、免疫染色を行った。粘液嚢胞の患者からの組織を対照群とした。【結果と考察】SSと診断された患者の口唇粘膜上皮下には多数のマクロファージのマーカーIba-1またはマクロファージや顆粒球のマーカー CD11b陽性細胞が認められた。上皮には細胞内浮腫を示す細胞塊が散在し、こうした領域にはIba-1またはCD11b陽性細胞が浸潤していた。更に、正常組織では上皮細胞間に明瞭なラインとして認められる細胞間接着タンパクのE-cadherin陽性反応は、変性した細胞では不明瞭で、上皮間接着構造の障害が示唆された。また、そうした細胞では上皮のバリア機能を担う陽イオン透過性チャネルtransient receptor potential channel vanilloid type 4の発現の低下も観察された。上皮下の神経の分布にはSS群と粘液嚢胞群との間に差が認められなかったことから、SSにおける上皮への免疫細胞浸潤や上皮細胞間接着装置の破壊が、痛覚過敏等の症状に関連している可能性が示唆された。
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Wnt5aに関してレチノイン酸がマウス舌筋の発育異常を誘導する研究
○劉　波1、劉　涵1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）





Aim: To study the aberrant morphogenesis and related molecular mechanism of retinoic acid（RA)-induced tongue malformation. Methods: Exogenous RA was used to induce tongue malformation in fetal mouse. Myogenic cell proliferation was analyzed by BrdU incorporation and staining, and the differentiation was measured by IHC assays and qRT-PCR. The expression of relative molecules was evaluated by qRT-PCR. The histological changes of tongue and its muscles were characterized by light and transmission electron microscopy（TEM). Results: The tongue of fetal mouse treated with RA failed to descend at E14.5 and kept abnormally at relative higher position. The proliferation was decreased and the expressions of Myf5 and MyoD were down-regulated significantly at this stage. And also Wnt5a and Camk2d were down-regulated and Tbx1 was up-regulated. Conclusions: Overdose of retinoic acid induces hypoplasia and disorder of tongue muscles. Wnt5a/CaMKII pathway is involved in RA-treated tongue malformation.
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レチノイン酸がC2C12細胞系における筋分化を誘導する研究
○劉　波1、劉　涵1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）





Aim: To study the effect and mechanism of excess RA on myogenic differentiation of C2C12 cells. Methods: Effects of RA on the proliferation and cell cycle of C2C12 were detected by CCK-8 assay and Flow cytometry（FAC), respectively. The differentiation was measured by IHC assays and qRT-PCR. The expression of related molecules were evaluated by qRT-PCR. Results: RA inhibited the proliferation and cell cycle of C2C12 cells in a dose-dependent manner. Myf5 was lower than the Control from culture day 0.5（D0.5）to D6; MyoD decreased on D1, increased from D2, and decreased on D6, similar to the Control. Myogenin increased gradually from D0 to D6, consisted with the Control; MRF4 was higher than the Control on D6. IHC result showed that myosin heavy chain（MyHC)-positive cells were observed from D2 to D6, but the MyHC expression was lower and the cell bodies exhibited more elongated and bifurcate in RA group. The expression of Tbx1, Wnt5a, Ror2 and PKCδ was up-regulated, and PKCδ was significant compared to the Control. Conclusion: Excess RA could induce delayed myogenic differentiation of C2C12 cells depended on the dose, and Wnt signal may play an important role in the process.














P1-12





マウスiPS細胞の骨芽細胞分化過程における神経ペプチドレセプターの発現について
○長尾　怜美1、後藤　哲哉2、江草　宏3、矢谷　博文3、小林　繁2、牧　憲司1（1九歯大　口腔機能発達、2九歯大　解剖、3阪大　院歯　歯科補綴1）





【背景と目的】骨組織には交感神経と知覚神経支配が分布し、最近の研究により骨芽細胞分化は神経性の調節を受ける事が分かっている。しかし、未分化間葉系細胞から骨芽細胞までの分化過程においてどの神経ペプチドによって調節を受けているかは不明である。今回、我々はiPS細胞から骨芽細胞への分化において、神経ペプチドレセプターの発現を調べることによって、どの神経ペプチドの影響を受けているかを調べた。【方法】MitomycinC処理をしたマウスフィーダー細胞（SNL）上に播種したマウスiPS細胞は、胚葉体形成を経て骨芽培地で28日間培養し、骨芽細胞を形成した。分化過程を多分化能維持期、胚葉体形成期、骨芽細胞分化期の大きく3段階に分けて、それぞれRNA抽出、RT-PCRにて、β2-AR, CGRP-R,NK1-RのmRNA遺伝子発現を検討した。【結果と考察】交感神経系のβ2-ARは多分化能維持期から発現していることが分かった。知覚神経系のCGRP-Rも多分化能維持期から発現しているのに対し、NK1-Rは骨芽細胞分化期の7日目以降に発現することが分かった。これらのことから、iPS細胞の骨芽細胞分化過程には、交感神経系および知覚神経系の分子機構が関与している可能性が示唆された。NK1-Rについては骨芽細胞分化期以降に発現していることより、NK1-RのリガンドであるサブスタンスPが骨芽細胞分化後期に影響を及ぼしている可能性が示唆された。
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乳癌骨転移巣における骨細胞産生因子の組織化学的解析
○山田　珠希1、坪井　香奈子1、平賀　徹3、山本　知真也1、田中　祐介1、長谷川　智香1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化、3松歯大　口腔解剖二）





【目的】骨細胞は基質ミネラルの維持、骨改造及び血中リン濃度の調節を行なっているが、癌の骨転移巣という特殊な環境は骨細胞の機能に影響を与えると考えられる。そこで我々は、乳癌骨転移モデルを用いて、骨転移巣における骨細胞産生因子について組織化学的に検索することを目的とした。【材料及び方法】生後9週齢の雌性nu/nuマウスの左心室に乳癌細胞（MDA-MB-231）浮遊液を注入した。28日後、軟エックス線にて骨破壊像を確認後、4％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固定し、通法にてパラフィン包埋を行った。大腿骨の組織切片を作製し、骨細胞産生因子であるDMP-1、FGF23とsclerostin及び骨芽細胞と破骨細胞マーカーであるALPとTRAPについて組織化学的に解析した。【結果と考察】乳癌細胞が転移した周囲の骨基質表面には、多数のALP陽性骨芽細胞及びTRAP陽性破骨細胞が局在した。乳癌転移巣に隣接する皮質骨内の骨細胞はDMP-1陽性であったが、FGF23及びsclerostinともに陰性を示した。一方、骨転移巣における乳癌細胞はFGF23強陽性を示した。以上、乳癌細胞はFGF23を過剰産生することで低リン環境という骨転移に最適な環境を形成する可能性、また、周囲の骨細胞の機能を抑制する可能性が示唆された。
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FGF23/klotho軸の破綻は血管骨化を誘導する―klotho遺伝子変異マウスを用いた組織学的検索―
○長谷川　智香1、山田　珠希1、佐々木　宗輝1、笹野　泰之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2東北大　院歯　顎口腔形態創建）





メンケベルグ型動脈硬化は病態の進行に伴い動脈中膜に石灰化を生じる。そこで、我々は、中膜石灰化のモデル動物であるklotho遺伝子変異(kl/kl)マウスの大動脈を組織化学的に検索した。

生後7週齢kl/klマウスでは、野生型マウスと比較して大動脈中膜に著しい石灰化を認めた。石灰化領域の血管平滑筋細胞はTNAP/ENPP1陽性を示す骨芽細胞様細胞へと変化しており、その周囲には多数のI型コラーゲン線維および基質小胞を認めた。石灰化が進行した領域では、オステオポンチン、オステオカルシン、基質グラ蛋白陽性を示す石灰化基質が形成されており、基質内部にはFGF23陽性骨細胞様細胞が、また、基質表層にはTRAP陽性破骨細胞様細胞が出現した。TEM-EDX法で元素分析を行うと、これらの石灰化基質は結晶構造を有するリン酸カルシウムであることが示された。現在の考え方では、血管石灰化は血中Pi濃度上昇に起因するとされているが、FGF23/klotho軸の主役であるαklothoを欠損したマウスではPi濃度が上昇しても著しい血管石灰化を示さない。従って、我々は全身的なFGF23/klotho軸の破綻以外に原因があると考え、現在、DNA arrayなどを用いた解析を進めている。

以上、kl/klマウスでは、血管平滑筋細胞が骨芽細胞様細胞へ変化することにより血管石灰化および血管骨化を誘導する可能性が示唆された。
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bisphosphonate投与中止後の骨の細胞群における組織化学的検索
○坪井　香奈子1,2、佐々木　宗輝1、長谷川　智香1、北川　善政2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織、2北大　院歯　口腔内科）





骨粗鬆症治療薬であるbisphosphonate（BP)は、破骨細胞を抑制する。しかし、破骨細胞の抑制が骨芽細胞とのカップリングに影響が及ぶこと、一方、BP投与を中止すると破骨細胞形成のリバウンドが生じる可能性も危惧されている。そこで、我々は生後6週齢ICRマウスへ10日間のalendronate皮下投与を行い、投与中止後の骨組織においてALP、TRAP、スクレロスチンなどの組織化学を行った。BP投与直後のマウス大腿骨・脛骨では、コントロール群に比べて多数のTRAP陽性破骨細胞が骨組織に存在していた。BP投与中止後には破骨細胞は活発に骨吸収を行うのではなく、その数を減少させてゆき破骨細胞のアポトーシス像も観察されたことから、リバウンドの可能性は低いと考えられた。一方、骨芽細胞のマーカーであるALP陽性反応は速やかに回復せず、骨細胞はスクレロスチンを多量に産生するとともに、自らは萎縮する傾向を示した。以上から、BP投与中は破骨細胞の骨吸収抑制を補うために、何らかの機序で破骨細胞形成が亢進したと考えられた。一方、BP中止により、破骨細胞数が速やかに回復したが、骨芽細胞・骨細胞系の回復には長期間を要すると推察された。よって、BP投与後の骨組織の正常化には破骨細胞だけでなく、骨芽細胞・骨細胞の状態も考慮する必要があると考えられた。
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マウス舌乳頭における活性酸素合成酵素（Nox）の局在
○柏原　祥顕1、安部　仁晴2、菊地　隆太3、中川　敏浩2、渡邊　弘樹2（1奥羽大　院歯　口腔組織構造生物、2奥羽大　歯　生体構造　口腔組織、3奥羽大　院歯　顎口腔外科）





【目的】活性酸素は、生体内で様々な生理活性を持つことが報告されている。近年、活性酸素合成酵素(Nox)ファミリーが明らかになり、生体の各組織器官におけるこれらの酵素種の局在について検索されてきた。しかし、舌乳頭と活性酸素の関係についての報告は現在までみられない。そこで今回我々は、舌乳頭におけるNoxファミリーの局在を検索した。【材料及び方法】材料は、マウスの舌を用いた。方法は、4％パラホルムアルデヒドにて灌流固定、舌を摘出後、パラフィン包埋を行った。薄切後、通法に従い、Nox1、2、3、4抗体を用い、免疫組織化学的染色を行い、光顕観察した。【結果】有郭乳頭の顆粒層から基底層における細胞において、Nox1、2、3、4は弱陽性から陽性を示した。有郭乳頭の味蕾を構成する細胞は、Nox1、4に弱陽性、Nox2、3に強陽性反応を示していた。糸状乳頭上皮の顆粒層から基底層において、Nox1、2の発現はわずかであるが、その間の上皮である糸状乳頭間上皮の顆粒層と有棘層においては、Nox1、2、3、4に対して陽性を示した。【考察】活性酸素は、舌乳頭の上皮では角化の促進に関与し、糸状乳頭間上皮では、アポトーシスを引き起こし、形態形成の維持を行っていると考えられる。味蕾においてNox2、3が強発現したことから、活性酸素が味覚受容に関与すると思われた。
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口蓋粘膜上皮におけるタイトジャンクションの細胞生物学的研究
○塩津　範子1,2、川本　忠文3、河井　まりこ1、鳥井　康弘2、山本　敏男1（1岡大　院医歯薬　口腔形態、2岡大　院医歯薬　総合歯科、3鶴見大　歯　RI研セ）





【目的】タイトジャンクション(TJ)は隣接する上皮細胞を密着させ、細胞間のバリア機能に関与する。構成分子にはオクルディン(OCD)とクローディン(CLD)がある。近年、重層扁平上皮である皮膚にTJの存在が報告され、水分蒸散のバリア機能が明らかになっている。口腔粘膜上皮は重層扁平上皮であり、異物や咀嚼による過酷な環境にさらされている。今回、咀嚼粘膜である口蓋粘膜の上皮におけるバリア機能を調べる目的で、まずTJの分布、およびOCDとCLDの発現や局在を調べた。【方法】マウスを用い、OCD、CLD-1,2,3,4,5,8の免疫組織化学とウエスタンブロッド解析(WB)を行った。免疫組織化学用には川本法で凍結切片を作製した。また、硝酸ランタン法、凍結割断法（FF）での電顕観察も行った。【結果】電顕では顆粒層上部にTJが認められ、FFではTJストランドが観察された。蛍光免疫染色では、OCDとCLD-1,4,8は顆粒層上部に反応が認められたが、これらのCLDは他の層にも陽性であった。CLD-2,3,5は陰性であった。WBではOCD、CLD-1,2,4,5,8は陽性で、CLD-3は陰性であった。【結論】口蓋粘膜上皮では、顆粒層上部にTJが存在し、構成分子としてOCD、CLD-1,4,8の存在が明らかとなった。各CLDの顆粒層上部以外の分布についての意義は検討を要する。WBでは陽性、蛍光免疫染色では陰性のCLD-2,5は上皮以外の組織によるものと推測された。（共同研究者：佐々木博之（帝京平成大、阪大・特任教授））
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副甲状腺ホルモン投与による骨細胞周囲の骨基質改変について
○本郷　裕美1、山田　珠希1、宇田川　信之2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2松歯大　生化）





【緒言】1960年代にBélangerにより、PTH投与による骨細胞性骨溶解が提唱されたが、その機序は依然明らかになっていない。そこで我々は、マウスの外頸静脈にPTH投与し、数時間後の骨細胞・骨小腔の変化について組織化学的に検索した。

【材料と方法】生後11週齢の雄性ICRマウスにhuman PTH(1-34; 80 ug/kg)を外頸静脈投与し、数時間後における骨細胞・骨小腔を原子間力顕微鏡によるナノインデンデーション、透過型電子顕微鏡およびvon Kossa染色にて観察した。また破骨細胞が存在しないRANKL-/-マウスにカルセインを投与し蛍光顕微鏡観察した。

【結果と考察】PTH投与後6時間の皮質骨において、一部の骨小腔が僅かな形状変化を示したが、骨小腔周囲は著しい弾性率の低下を示した。9時間後には、骨小腔は拡大し、その周囲にはvon Kossa陰性の未石灰化骨基質が認められた。そのような骨小腔壁は凹凸を示し、内部には断片的な石灰化基質とコラーゲン線維が観察された。一方で、RANKL-/-マウスの骨小腔周囲にはカルセイン標識を観察したことから、小腔壁への石灰化が示唆された。以上より、骨細胞はPTHなどに反応して、骨小腔周囲の骨基質を融解、あるいは、石灰化沈着を行う可能性が推察された。（本研究は阪大学・中野貴由教授との共同研究として行われた）。
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卵巣摘出レプチン受容体遺伝子変異（db/db）マウスの骨組織における組織化学的検索
○田中　祐介1,2、長谷川　智香1、山田　珠希1、織田　公光3、鄭　漢忠2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　歯　口外、3新大　医歯学　生化）





【目的】レプチンは脂肪細胞で産生される食欲調節ホルモンであり、骨代謝にも影響を及ぼすとされている。我々は、レプチン非作用下のエストロゲン欠乏による骨組織異常を明らかにする目的で、レプチン受容体変異を有するdb/dbマウスに卵巣摘出（OVX）を行い、組織化学的に解析した。

【方法】12週齢の雌性db/dbマウスと野生型（WT）マウスをOVXし、20週齢で大腿骨・脛骨を通法にてアルデヒド固定した。ALP、TRAPとleptin Rの局在を組織化学にて、また、leptinR、ERαとPPARγ2の発現をRT-PCRにて解析した。

【結果】db/db群では著しい骨梁の減少と脂肪細胞の増加を認めた。ALP陽性骨芽細胞領域はdb/db群で減少し、db/db-OVX群ではさらに減少したが、WT群のOVXによる減少幅より小さかった。leptinRとERαの発現は4群とも同様であり、leptinR陽性反応は骨芽細胞に認められた。PPARγ2の発現はdb/db群とdb/db-OVX群で上昇していた。

【考察】db/dbマウスではOVXを行わなくともALP陽性反応が著しく低下したこと、db/db-OVX群ではALP陽性領域が減少したが、WTマウスにおけるOVX群の減少幅に比べると低いことを考慮すると、レプチンの骨芽細胞に対する作用はエストロゲン欠乏に比べて大きい可能性が推測された。
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炎症抑制性因子ガレクチン9の膜表面受容体Tim3を介した破骨細胞形成制御
○森山　加奈子1,2、久木田　明子3、上原　範久1、張　旌旗1、高橋　一郎2、久木田　敏夫1（1九大　歯　分子口腔解剖、2九大　歯　矯正、3佐賀大　医　微生物）





【目的】ガレクチンはβ-ガラクトシドを有する糖鎖に特異的に結合するレクチンであり、細胞増殖・分化や免疫系の調節を行う因子である。ガレクチン-9(Gal-9)は好酸球に対する走化性やTh17細胞形成の抑制などの活性を持つことが知られており、炎症に対して抑制的に作用することが報告されている。しかしながら炎症性骨破壊の主役である破骨細胞に対する作用については不明の点が多い。最近、Gal-9の受容体であるTim-3が自然免疫において重要な働きをすることが分かってきた。本研究では炎症性骨破壊に於けるGal-9/Tim-3システムの関与について検討した。【方法】破骨細胞分化系として破骨細胞前駆細胞株RAW-D細胞及びマウス、ラットの骨髄細胞を用いた。炎症性骨破壊の系として、アジュバント関節炎ラットを用いた。Tim-3の発現についてRT-PCR法、ウェスタンブロット法、免疫染色法等により検討した。【結果と考察】Gal-9は破骨細胞形成を顕著に抑制した。アンタゴニストであるβラクトースの添加によりその阻害は解除された。試験管内での破骨細胞形成系において、破骨前駆細胞にTim-3の高い発現を認めた。多核の破骨細胞もTim-3を発現していた。免疫組織学的解析により、ラット脛骨遠位端に存在する破骨細胞がTim-3を高発現することが分かった。炎症部位ではGal-9が高発現することが知られており、Tim-3を介した破骨細胞形成制御が行われている可能性が考えられた。
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オステオポンチン欠損が歯の損傷後の歯髄治癒過程に及ぼす影響について
○斎藤　浩太郎1,2、大島　勇人1（1新大　院医歯　硬組織形態、2日本学術振興会）





【目的】今回我々はオステオポンチン（OPN）欠損が歯の損傷後の歯髄治癒過程に及ぼす影響について解析した。

【方法】生後3および5～6週齢の野生型マウスおよびOPNノックアウトマウスの上顎第一臼歯を抜去後に再植、または歯冠部を舌下部へと移植、あるいは近心歯冠部に溝状に窩洞を形成した。術後1日から4週に灌流固定し、抗nestin、抗OPN免疫組織化学を施し光顕にて観察した。

【結果および考察】野生型マウスでは、術後1日に象牙芽細胞のnestin陽性反応が消失した。術後3～5日には、再植/移植群では歯髄内の血行の回復が開始し、全実験系において既存の象牙質の石灰化前線に連続的なOPN陽性反応が認められた。窩洞形成群では術後3日、再植/移植群では術後5～7日にnestin陽性の象牙芽細胞様細胞が認められ、既存の象牙質と第三象牙質との境界部にOPN陽性反応が認められた。一方OPNノックアウトマウスでは、窩洞形成群と多くの移植群では術後に象牙芽細胞分化と第三象牙質形成が認められたものの、移植群で骨形成が阻害され、再植群および一部の移植群の標本では術後歯髄内に血行の回復が認められず、歯髄治癒が起こらなかった。以上より、歯の損傷後の歯髄治癒過程において、OPN欠損は象牙芽細胞分化には影響しないものの、歯髄の血行回復や歯髄腔内骨形成を阻害することが明らかになった。
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ラット象牙芽細胞でのATPの小胞分泌について
○岩鍋　恵理奈1、後藤　哲哉2、郡司掛　香織1、片岡　真司2、黒石　加代子1、上田　雅恵1、小林　繁2（1九歯大　院歯　顎機能矯正、2九歯大　頭頚解析）





【目的】歯の疼痛伝達には象牙芽細胞が感覚受容細胞として機能している。その機能については動水力学説を初めとして多くの説が存在しているが、象牙芽細胞から神経へのシグナル伝達に関しては解明されていない。ATPレセプターであるP2X3受容体、さらにNTPDase（ATP分解酵素）が象牙芽細胞周囲の神経線維で発現していることが示されている。これらより、ATPが歯の疼痛伝達に関与していることが示唆されるが、象牙芽細胞からどのようにATPが放出されるかは明らかでない。小胞型ヌクレオチドトランスポーター（VNUT）はATPを小胞内へ取り込み、ATPの小胞分泌を行う。本研究では、象牙芽細胞からのATPの放出にVNUTが関与するかについて調べた。【材料と方法】6週SDラットより臼歯を抜歯し、歯髄を分離してRT-PCRを行った。また、ラットの灌流固定を行い、上顎第一臼歯を取り出した。その後、10％EDTAで3週脱灰、凍結切片を作成し、抗Nestin抗体と抗VNUT抗体および抗SNAP25（膜融合タンパク）抗体で免疫染色を行った。【結果と考察】RT-PCRによって歯髄でのVNUTの発現が確認された。免疫染色によって象牙芽細胞でVNUTおよびSNAP25の局在が示された。これらの発現により、象牙芽細胞から小胞輸送によりATPが運ばれ、歯髄神経に伝達されていることが示唆された。よって、象牙芽細胞による疼痛伝達においてVNUTを介したATP分泌が関係している可能性が示唆された。
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機械的圧迫力を付与したヒト歯根膜線維芽細胞におけるAsporinとSclerostinの発現と放出について
○上田　雅恵1、後藤　哲哉2、黒石　加代子1、郡司掛　香織1、岩鍋　恵理奈1、小林　繁2（1九歯大　院歯　顎機能矯正、2九歯大　頭頚解析）





【目的】骨芽細胞に圧迫力を付与すると骨形成を促進するという報告があるが、矯正的歯の移動時において、圧迫側では骨吸収が起こり、さらに骨形成は阻害されている。よって、圧迫側では骨吸収促進のみならず、ヒト歯根膜線維芽細胞(hPDL細胞)からの骨形成抑制因子、Asporin(ASPN)やSclerostin(SOST)が関わっていると考えられる。hPDL細胞におけるSOSTの発現はまだ確認されておらず、かつ機械的圧迫力に対するASPNとSOSTの発現変化についても明らかにされていない。本研究では培養hPDL細胞へ遠心力による機械的圧迫力を付与した時のASPNとSOSTの発現と放出を調べた。【方法】矯正治療のため抜去した小臼歯から採取したhPDL細胞を使用し、遠心力(40/90/135/160 xg)を24時間付与した。ASPNとSOSTの遺伝子発現量はPCR法、タンパク発現量は免疫染色、細胞外放出量はELISA法にて調べた。【結果】in vivoではASPNはPDL細胞、破骨細胞、骨芽細胞に発現し、in vitroではASPNとSOSTはhPDL細胞に発現していた。hPDL細胞に遠心力を付与することにより、SOST mRNAの発現は減少したが、ASPN mRNAは90 xgで最大の発現を示し、40/135/160 xgでは有意に減少した。また、ASPN免疫陽性細胞数および細胞外放出量は増加し、SOST免疫陽性細胞数は減少した。【考察】hPDL細胞に機械的圧迫力を付与した場合、圧迫側ではSOSTでなくASPNによって骨形成阻害が行われている可能性が示唆された。














P1-24





歯根膜におけるプライマリー・シリアの出現率と過剰咬合による変化
○井田　貴子1、加来　賢1、北見　恩美1,2、魚島　勝美1,3（1新大　院医歯　生体補綴、2日本学術振興会、3新大　医歯学総合病院）





プライマリー・シリアは細胞表面に突出している非運動性の毛様オルガネラで、組織発生と維持に重要な役割を果たしている。さらにその形態から細胞の機械的刺激受容器として機能するとの報告があるが、歯根膜におけるその局在と存在意義については明らかではない。本研究ではプライマリー・シリアの歯根膜における出現と過剰咬合によるその変化について免疫組織学的に検索した。3日間の過剰咬合を付与したラット上顎臼歯のパラフィン包埋標本を作成し、抗acetylated tublin抗体にてプライマリー・シリアの検出を行った。上顎第一臼歯の歯頸部、根尖部、根分岐部歯根膜細胞数を計測し、陽性細胞率を算出した。プライマリー・シリアの歯根膜全体における出現率は12.9±2.9％であり、歯頸部(16.0±4.9％)、分岐部(12.8±1.8％)、根尖部(9.9±2.0％)の順に高い出現率を示し、歯槽骨側と比較してセメント質側に高い出現率を示した。更に過剰咬合により、根分岐部、根尖部の歯槽骨側において著明な増加が認められた。以上の結果より、プライマリー・シリアが歯根膜中のセメント質近傍に多く観察されること、またその出現率は部位により異なることが明らかとなった。過剰咬合に対する出現率が部位特異的に変化することから、機械的刺激に対する歯根膜の部位特異的な応答にプライマリー・シリアが関与している可能性が示唆された。
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咬合負荷が抜歯即時埋入チタンインプラント周囲の骨組織に与える影響について
○池田　欣希1、長谷川　智香2、網塚　憲生2、横山　敦郎1（1北大　院歯　口腔機能補綴、2北大　院歯　硬組織発生生物）





【目的】インプラント臨床では埋入後早期や即時の機能負荷が行われているが、その際のインプラント周囲骨組織の反応については不明な点が多い。そこで我々は、埋入後早期の咬合負荷がインプラント周囲骨組織に与える影響について組織化学的に検索した。【方法】生後4週齢の雄性Wistar系ラットの上顎左側第一臼歯を全身麻酔下で抜歯し、チタンスクリュー（以下インプラント体）を即時埋入した。実験群には、埋入1週または2週後にインプラント体上部に接着性レジンを添加して咬合負荷を与え、対照群には咬合負荷を与えなかった。咬合負荷1週後にアルデヒド固定し、パラフィン切片を作製後、ALP、TRAP、オステオカルシン(OCN)、オステオポンチン(OPN)の免疫組織化学を行った。【結果と考察】対照群及び実験群ともにスクリューのスレッド間には新生骨が形成されていたが、1週及び2週ともに実験群では、対照群と比較して、スレッド間における骨梁が太く骨梁間が減少する傾向がみられた。TRAP陽性破骨細胞やALP陽性骨芽細胞の局在性は実験群と対照群の間で差異は認められなかったが、骨梁におけるOCN陽性・OPN陽性セメントラインは、対照群では太く複雑な鋸歯状を示すのに対し、実験群では細く滑らかな走行を示す傾向が認められた。以上から、埋入後早期の適度な咬合負荷は骨改造を緩やかにし、スレッド間の骨梁の太さを増加させる可能性が示唆された。
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C2C12培養筋芽細胞の増殖におけるmiR-29の役割について
○千見寺　亮吉1、山根　明2、安藤　準2、五味　一博1（1鶴見大　歯　歯周病、2鶴見大　歯　物理）





【目的】C2C12培養筋芽細胞を用いた研究から、miR-29がHDAC4を介し分化を抑制していることがすでに報告されている。本研究の目的は、C2C12の増殖におけるmiR-29の役割を明らかにすることである。【材料および方法】C2C12培養筋芽細胞を10％ウシ胎児血清含有培養液中で、3～4日間培養した。細胞増殖をMTT比色法、miR-29aの発現をReal-time PCR法により調べた。さらにmiR-29aに対するインヒビター（mirVanaTM miRNA inhibitor、Life technologies）を培養液に添加し、C2C12の増殖に及ぼす影響について調べた。【結果】C2C12の増殖は培養開始後1日目にはわずかに増加し2～4日で顕著に増加した。4日目は培養開始時と比較し4倍以上増加していた(p＜0.01)。また、miR-29aの発現量は培養開始時と比較し1日目に約12倍に増加し(p＜0.05)、2日目以降の急激に減少した。miR-29aに対するインヒビターで処理したC2C12の増殖は2日目以降にネガティブ・コントロールで処理したC2C12と比較して約60％抑制されていた(p＜0.01)。【結論】以上の結果より、miR-29aがC2C12の増殖調節機序に関与している可能性が示唆された。
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ラット頭蓋骨発生・成長過程における骨基質石灰化の成熟に関する検討
○逸見　晶子1、大方　広志2、三上　靖人1、鈴木　治3、笹野　泰之1（1東北大　院歯　顎口腔形態創建、2東北大　院歯　歯内歯周治療、3東北大　院歯　顎口腔機能創建）





【目的】骨発生における石灰化の成熟については知見が乏しい。本研究では、発生・成長期のラット頭蓋骨を構成する元素の分布と相対的濃度及び結晶構造の解析を行い、骨基質の石灰化を検討することを目的とした。【方法】胎生16、18、20日齢、生後1、6週齢のラットを固定し、頭部を試料とした。その後、試料を非脱灰で凍結包埋して頭蓋骨前方部まで前頭方向に切片を作製し、組織学的に検討した。切片を得た凍結包埋試料を凍結乾燥し、断面を対象に分析走査電子顕微鏡(SEM-EDX)を用いて構成元素(Ca、P、C)の分布と相対的な濃度を解析した。さらに、X線回折(XRD)により、各発生・成長段階のラット頭蓋骨基質の石灰化物の結晶構造を解析した。【結果】組織切片上で、胎生16日に頭蓋骨の形成が認められた。SEM-EDXによる分析では、骨組織に一致してCaとPの集積が見られ、その他の部位にCの集積が見られた。骨基質における元素濃度比Ca/Pは胎生16日で低く、発生・成長に伴い上昇する傾向が見られた。また、C/Ca、C/Pは胎生16日で高く、胎生18日以降は低下した。さらに、XRDによる解析では、胎生16日以降生後6週に至る過程で骨基質の石灰化物の結晶構造が成熟することが示された。【結論】ラット頭蓋骨は発生・成長過程で、有機質の相対的な減少を伴いながら石灰化が進行し、非晶質リン酸カルシウムから低結晶性のアパタイトに成熟する。
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骨格筋筋芽細胞シートへの間葉系細胞の影響
○梅澤　貴志1、山根　茂樹1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）





【目的】我々はこれまでに日本家兎口腔粘膜上皮細胞シートと骨格筋筋芽細胞シートを積層した上皮細胞－筋芽細胞ハイブリットシートを開発し、構造維持に重要な細胞骨格タンパクや接着タンパクの観察を行なってきた。現在は上皮細胞シートと筋芽細胞シートの間に間葉系細胞の層を挟んだより正常組織に近い三層構造の積層シートの作製に取り組んでいる。今回は日本家兎骨格筋筋芽細胞と間葉系細胞を様々な条件で共培養を行い、間葉系細胞が骨格筋筋芽細胞の増殖、分化に与える影響を検討した。

【方法】6ウェルプレートインサート上に日本家兎口腔粘膜から分離した骨格筋筋芽細胞を播種したものを用意し、コラーゲンゲルの有無ならびに日本家兎より採取した間葉系細胞との共培養の有無による影響について検討した。間葉系細胞はコラーゲンゲル内で培養した場合とセパレート培養した場合についても影響を観察した。培養後筋芽細胞シートを回収し、凍結切片による組織学的な観察を行った。

【結果】間葉系細胞と共培養することによって、日本家兎由来骨格筋筋芽細胞は形態学的に差異が生じることがわかった。また、コラーゲンゲルを積層することによっても形態学的な変化が観察された。

【考察】骨格筋筋芽細胞シートの作製においては間葉系細胞との共培養、細胞外マトリックスの重要性が示唆された。今後は間葉系細胞の骨格筋筋芽細胞に対する影響の機序の容細な検討が必要であると考えられた。
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歯牙発生過程におけるTie2/Ang1の局在の検索
○中島　和慶1、柴田　恭明2、澤瀬　隆1、池田　通2（1長大　院医歯薬　口腔インプラント、2長大　院医歯薬　口腔病理）





Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2（Tie2)は、血管内皮細胞に発現する受容体型チロシンキナーゼで、そのリガンドAngiopoietin1（Ang1)は血管支持細胞から分泌され、パラクラインな機序によって血管の新生や安定化に関与する事が知られているが、両分子の歯牙における局在は明らかにされていない。今回我々は、マウス下顎第一大臼歯発生過程における両者の局在を観察した。Tie2は胎生18日目（E18)に、象牙芽細胞頭頂側で発現が開始した。生後1日目(P1）では、Tie2は象牙基質に埋入した象牙突起に局在し、その発現は成熟歯牙の象牙芽細胞でも維持されていた。Nestin との免疫蛍光二重染色では、両者の局在は一致した。一方、骨芽細胞での Tie2の発現はみられなかった。Ang1は、E18では内エナメル上皮、前エナメル芽細胞、ならびに象牙芽細胞に局在した。P1では、Ang1は象牙基質に局在し、P3以降では、象牙前質ならびに管周象牙質に局在し、その発現は成熟歯牙においても維持された。以上の結果は、Tie2/Ang1が、パラクラインな機序で象牙芽細胞分化に関与する一方、成熟歯牙においてはオートクラインな機序で象牙質維持に関与する事を示唆した。
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唾液腺介在部導管細胞はCD117とCD66aを指標にして分離できる
○竹山　旭1、吉川　美弘2、池尾　隆2、森田　章介1、檜枝　洋記3（1大歯大　院歯　口腔外科1、2大歯大　院　生化、3大歯大　歯　生物）





【目的】唾液分泌障害の根本的治療法として幹細胞を利用した再生医療が期待されている。唾液腺上皮幹細胞は介在部や排出部導管に存在するが、唾液腺構成細胞を分離する方法が確立されていないため、詳しい性状はわかっていない。本研究では、細胞表面分子CD117とCD66aが唾液腺構成細胞を系統的に分離するための有用なマーカーであることを報告する。【材料・方法】成体マウス顎下腺の凍結組織切片および単一細胞標本をCD117、CD66a、腺房マーカーAQP5、導管マーカーCLDN4、基底・筋上皮マーカーCK5に対する抗体および蛍光標識2次抗体で染色し、共焦点レーザー顕微鏡観察およびFACS解析を行った。動物実験は大歯大動物実験規定に従った。【結果】顎下腺の腺房、介在部導管、線条/排出部導管の各細胞、そして基底・筋上皮細胞ではCD117とCD66aの染色強度が異なっていた。介在部導管細胞はCD117+CD66aHi、線条・排出部導管の一部の細胞はCD117+CD66aLoであり、これらの細胞をFACS分離できた。【結論】唾液腺上皮幹細胞の存在部位である介在部導管および線条・排出部導管の細胞を、生きたまま分離することに成功した。これらの細胞の分化能や唾液腺再性能、発現遺伝子を調べることによって、唾液腺幹細胞の性質を詳細に解析することが可能となり、唾液腺再生医療の確立に大きく貢献することが期待される。
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矯正的歯の移動時におけるアレルギー誘導性歯根吸収促進機構
○村田　直久1、五百井　秀樹1、大内　雅博1、合島　怜央奈2、沖　雄二2、山座　孝義2、高橋　一郎1、城戸　瑞穂2（1九大　歯　歯科矯正、2九大　歯　分子口腔解剖）





【目的】矯正歯科治療における予期せぬ歯根吸収の機構は解明されていない。我々は、九大病院矯正歯科における疫学調査において、歯根吸収とアレルギー疾患との間に有意な関連があることを見出した。アレルギー誘導性歯根吸収の機構解明を目的として、アレルギー惹起歯根吸収モデルラットを作製し、破骨細胞の誘導との関連が知られているTh17細胞関連サイトカインや脂質メディエーターの発現変化を検討した。【方法】6週齢BNラットにOVA感作を行い、アレルギー疾患モデルを作製した。14日後、上顎切歯と第一臼歯間（M1）にcoil springを装着して矯正力を負荷し、24時間後にM1周囲歯槽骨を採取し、脂質およびRNAの抽出を行い、ELISA法および定量PCRを用いて解析した。【結果と考察】Coil spring を装着したアレルギー群では、OVA非感作群、coil spring非装着群および無処置群と比較して、IL-17およびIL-23の発現上昇が認められた。さらに、ロイコトリエンB4などの脂質メディエーターの発現量の上昇が認められた。これらの結果から、アレルギー惹起による歯周組織中のTh17細胞関連サイトカインや脂質メディエーターなどのバランスの変化が、歯の移動による破歯細胞の分化誘導を伴う歯根吸収に影響していることが示唆された。
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ジルコニア上で培養したC2C12細胞の骨芽細胞分化能
○斉藤　まり1、唐木田　丈夫2、山本　竜司2、長野　孝俊1、五味　一博1,2、大井田　新一郎2（1鶴見大　歯　歯周病、2鶴見大　歯　分子生化）





ジルコニアは優れた生体適合性や高い機械的強度を有するセラミックスであり、歯科インプラントのアバットメント(支台部)として応用されている。【目的】今回我々は、ジルコニアのフィクスチャー(歯根部)としての適応性を調べるために、ジルコニア、チタン及びガラスディスク上でマウス未分化筋芽細胞株であるC2C12細胞を培養し、細胞増殖能及び骨芽細胞分化能について比較検討することを試みた。【材料及び方法】C2C12細胞をそれぞれのディスク上に播種し、10％FBS含有αMEM培養液中で培養して細胞増殖能を測定した。また、石灰化誘導培地(アスコルビン酸、β-グリセロリン酸、BMP2、レチノイン酸含有)を用いて培養し、アルカリフォスファターゼ(ALP)活性、アリザリンレッド(ARS)染色、カルシウム量の測定を行うことで骨芽細胞分化能を検討した。【結果と考察】細胞増殖能、石灰化誘導時のALP活性及びARS染色像において、ジルコニアディスク上で培養した細胞は、チタン及びガラスディスク上で培養した細胞とほぼ同じ所見が得られ、骨芽細胞への分化が認められた。これらの結果は、フィクスチャーにおけるジルコニアの歯科インプラント材料としての将来的有用性を示唆している。
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Sp7による骨芽細胞分化機構と自己プロモーター制御
○小守　寿人1、宮崎　敏博1、森石　武史1（1長大　院医歯薬　細胞生物）





Runx2は骨芽細胞の後期分化を抑制するが、Sp7の機能は完全には解明されていない。今回骨芽細胞分化におけるSp7の役割を追及した。Runx2は、Runx2-/-の頭蓋冠由来細胞においてSp7の発現を誘導した。Sp7発現アデノウイルスの導入は骨芽細胞の後期分化段階でBglap2発現と石灰化を抑制、初期培養骨芽細胞へのsh-Sp7発現アデノウイルス導入は、Alpl、Col1a1、Bglap2の発現及び石灰化を減少させた。2.3 kb Col1alプロモーターSp7トランスジェニック(tg)マウスでは骨量が減少、皮質骨は線維骨様を示し、骨芽細胞密度は増加、骨形成は低下していた。また、骨芽細胞及び骨細胞突起の減少が見られた。骨芽細胞におけるCola1、Spp1、Ibsp、Bglap2の発現は低下、BrdUの取り込み頻度は増加していた。さらに、Sp7 tgマウスおよびRunx2 tgマウスで低下していた骨量は、Sp7/Runx2ダブルtgマウスでさらに低下、Col1a1とBglap2の発現も低下していた。Sp7とRunx2の発現誘導はそれぞれRunx2 tg、Sp7 tgマウスで認められなかった。Sp7 tgマウスとSp7を導入した細胞では内在性Sp7の発現が増加していた。Sp7の導入はSp7プロモーターを活性化、sh-Sp7の導入は抑制した。そして、チップアッセイで、Sp7プロモーター近傍領域に内在性Sp7の結合が検出された。これらの結果から、Sp7とRunx2はそれぞれRunx2とSp7に依存しない方法で、後期骨芽細胞の分化を抑制し、Sp7が正に自身のプロモーターを調節することが示された。
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iPS細胞を用いた歯胚組織再生
○坂野　深香1、大津　圭史1、藤原　尚樹1、原田　英光1（1岩医大　解剖　発生生物・再生医学）





[背景、目的]　人工多能性幹細胞（iPS細胞）は歯科再生医療のための細胞ソースとして注目されている。我々は以前、iPS細胞から分化誘導した神経堤細胞（NCLC）が、歯原性間葉細胞や間葉系幹細胞に分化する能力を持つことを示した。そこで本研究ではNCLCが、歯胚上皮組織と共培養することで歯を構成する細胞に分化し、3次元的な歯胚構造を構築できるかを検討した。[方法]　iPS細胞から分化させたNCLCと胎生14.5日齢ddYマウス臼歯上皮組織をsemi-solid medium上で8日間共培養し、その後ddYマウス腎被膜下に移植した。移植15日後に試料を摘出、固定、脱灰した後、パラフィンに包埋し切片を作成した。作製した切片に対してH-E染色、象牙芽細胞マーカー（DSP, DMP1, Nestin）に対する免疫染色を行った。[結果]　培養8日後、歯胚上皮組織とNCLCとの共培養体は3次元的に歯胚様の外観を呈していた。またマウス腎被膜下移植後の組織切片ではH-E染色にて歯胚の組織像が観察され、細胞突起をもつ象牙芽細胞様の細胞はDSP, DMP1, Nestin陽性であった。[結論]　本研究より、iPS細胞から分化誘導した神経堤細胞が象牙芽細胞へと分化し、3次元的な歯胚組織を形成できることがわかった。このことから将来この細胞が、歯の器官再生に有用であることが示された。
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大脳皮質形成におけるステロイドホルモンの局在と役割
○駒田　致和1、池田　やよい1（1愛院大　歯　解剖）





大脳皮質はヒトで最も高度に発達させてきた器官であり、様々な神経機能を支配している。胎生期の適切な時期に適切な数と種類の神経細胞が形成されることで構造、機能ともに成熟した大脳皮質が形成される。その発生機構は転写因子や液性因子をはじめ、多くのシグナル因子によって調節されている。つまり、この調節因子が様々な要因によって阻害され、組織・機能的に大脳皮質の発生・成熟が阻害されると、様々な精神・神経疾患や高次脳機能障害の原因となることが予想できる。これまでに我々は大脳皮質の発生においてエストロゲン様作用を引き起こす内分泌かく乱物質の胎児期曝露によって、大脳皮質の形成異常が引き起こされることを報告してきた。エストロゲンレセプターのノックアウトマウスの解析などにより、エストロゲンが脳の発生や成熟に重要な役割を果たしていることが示唆されているが、大脳皮質の発生における役割には不明な点が多い。本研究課題では、ステロイドホルモンの産生を調節する転写因子であるSteroidogenic factor-1(SF-1)ノックアウト（KO）マウスをステロイドホルモン欠損モデルマウスとして、大脳皮質形成におけるエストロゲンの役割の直接的な解明を試みた。大脳皮質におけるエストロゲンやエストロゲン産生酵素の分布や存在を発生時期特異的に解析するとともに、SF-1KOマウスの大脳皮質形成における異常を組織学的に詳細に解析したので報告する。
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象牙芽細胞における一次繊毛形成遺伝子IFT88の生理機能の解析 
○河田　かずみ1、竹田　扇1（1山梨大　院医工　解剖細胞生物）





一次繊毛は細胞外環境を感知するセンサーとして機能することが知られており、象牙芽細胞を含む、体を構成する殆どの細胞に存在する。一次繊毛の形成に関与するものとして、Intraflagellar transport protein（IFT）88が知られているが、これは同時に細胞分裂にも関わっていることが近年報告されている。今回、我々は、象牙芽細胞においてIFT88の新たな生理機能の一端を示す知見を得たので報告する。

象牙芽細胞株KN-3細胞においてIft88をノックダウンし、一次繊毛欠損KN-3（sh-Ift88 KN-3）細胞を作製した。細胞播種後1日のsh-Ift88 KN-3細胞において、細胞接着・増殖速度はいずれも低下を示した。これは、KN-3細胞にPI3K inhibitorの添加時と同様の結果であった。また、細胞播種後4日のsh-Ift88 KN-3細胞において、象牙芽細胞分化マーカー遺伝子の発現の増加、アルカリフォスファターゼ（ALP）活性の抑制が確認された。また、初代象牙芽細胞の分化の進行と共に一次繊毛を有する細胞数は一旦は上昇を見せるものの、次第に減少することが明らかとなった。

以上の結果から、象牙芽細胞において、IFT88は増殖期にはPI3Kシグナルを介して細胞接着・速度を制御し、分化初期には一次繊毛特異的シグナルの受容を介して象牙芽細胞の分化を制御する可能性が強く示唆された。
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Runx/Cbfbシグナリングはアンドロゲン代謝を介した唾液腺の雌雄二形性発現を制御する
○伊藤　慎将1、柳田　剛志2、山城　隆3（1岡大　院医歯薬　歯科矯正、2岡大　病院　矯正歯、3阪大　院歯　顎顔面口腔矯正）





【背景】唾液腺は雌雄二形性を示す特徴的な組織である。齧歯類の唾液腺介在部に接する導管の末梢部に、特殊な細胞内顆粒をもつ上皮からなる顆粒管が存在する。その形成は成熟した雄に特有であり、未成熟期の精巣摘出によりその構造は失われる。また唾液腺疾患の罹患に性差があることが知られており、唾液腺の雌雄二形性を決定づける分子機構の解明は、臨床的にも重要である。

【方法】Runx分子の共役因子であるCore binding factor β（Cbfb)を上皮特異的に欠損させたコンディショナルノックアウトマウス(Cbfbmut)を作成し、唾液腺を解析した。組織学的解析は、in situ hybridization法および免疫組織染色を用い、遺伝子発現解析は、リアルタイムRT-PCR法を用いて行った。

【結果】Cbfbmutでは、35日齢の雄の顎下腺において顆粒管が消失していた。Cbfbmutの顎下腺では、顆粒管細胞のマーカーであるKlk-1の著しい発現低下がみられ、またアンドロゲン(AG)レセプターのマーカーであるCrisp-3の発現も低下していた。さらにCbfbmutは、AGレセプターの活性化補助因子であるStat-3のリン酸化が有意に減少しており、同時にAGを活性化させる5αリダクターゼの発現低下がみられた。

【考察】Runxシグナルは、齧歯類の顎下腺の顆粒管形成において、AGレセプターの活性化補助因子であるStat-3のリン酸化と、5αリダクターゼの発現維持を介してアンドロゲンの作用機序制御に関与していることが示唆された。
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Simvastatinがマウス歯肉線維芽細胞由来iPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響
○大川　博子1、江草　宏1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　クラウンブリッジ補綴）





【目的】本研究の目的は、simvastatinがiPS細胞の骨芽細胞分化に及ぼす影響を検討することである。【方法】成体マウスから分離培養した歯肉線維芽細胞を用いて作製したiPS細胞（mGF-iPSCs）を、1 μM simvastatin含有骨芽細胞分化誘導培地にて28日間培養し、RT-PCR解析を用いて骨芽細胞分化特異的遺伝子（osteocalcin、collagen 1、osterix）の発現を検討するとともに、Alizalin Red染色により細胞外基質の石灰化を観察した。また、simvastatinのmGF-iPSCsに対する細胞毒性および増殖能に及ぼす影響を、WST-1細胞増殖および細胞生存アッセイを用いて検討した。さらに、mGF-iPSCsの三次元細胞凝集体を作製し、1 μM simvastatin含有骨芽細胞分化誘導培地にて30日間分化誘導後、SCIDマウス皮下へ移植した。移植28日後に、移植細胞による異所性の骨形成を組織学的に評価した。【結果】simvastatinは、mGF-iPSCsの骨芽細胞分化特異的遺伝子の発現および細胞外基質の石灰化を著明に促進した。また、simvastatinは0.01-1 μMの濃度範囲でmGF-iPSCsの増殖を濃度依存的に抑制した。さらに、simvastatin存在下で骨芽細胞へ分化誘導した細胞移植体の内部には、非添加の場合と比較してより成熟した骨組織の形成を認めた。【結論】本研究の結果、simvastatinはmGF-iPSCsの骨芽細胞分化を促進し、mGF-iPSCsによる異所性骨形成を促進することが明らかとなった。
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ミノドロン酸の同位体顕微鏡を用いた骨組織分布と破骨細胞に対する影響
○佐々木　宗輝1、本郷　裕美1、小林　幸雄2、圦本　尚義2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2北大　創成研）





【緒言】近年、骨粗鬆症の治療にもちいられる月一回経口投与のビスフォスフォネート製剤が破骨細胞や骨芽細胞に与える影響を明らかにするため、我々は同位体顕微鏡でミノドロン酸の骨組織分布を観察すると共に破骨細胞の変化を組織化学的に検索した。【材料と方法】生後8週齢の雄性ICRマウスに安定同位体である15Nを標識したミノドロン酸を外頸静脈から投与し、3時間、24時間、1週間、1ヶ月後に灌流固定を行いパラフィンまたはエポキシ樹脂に包埋した。切片作成後、同位体顕微鏡によるミノドロン酸の骨組織分布の観察、ならびにALP/TRAP、TRAP/カテプシンKの二重染色を行った。【結果と考察】ミノドロン酸は骨幹端骨梁の形成面ならびに吸収面の両方の骨表面に認められた。投与直後から1週間後では成長板近くの一次骨梁表面に、1ヶ月後では二次骨梁の骨表層内部に局在する傾向を示した。ミノドロン酸投与24時間以内では、ALP/TRAPおよびTRAP/カテプシンKの局在性は大きく変化しなかった。しかし、1週間・1ヶ月後では、破骨細胞におけるTRAPとカテプシンKの局在が一致しなくなり、一部、アポトーシスを示した。ALP陽性骨芽細胞は、1週間後では扁平化したが、1ヶ月後ではふくよかな形態を示すものが局所的に観察された。従って、ミノドロン酸は、骨基質に広範囲に結合すること、骨吸収抑制があるが破骨細胞の障害性が低いことから、骨芽細胞とのカップリングを維持するものと推測された。
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骨細胞はinterferon-β（IFN-β）を産生し破骨細胞形成を負に制御する
○林田　千代美1、伊東　順太1、中谷地　舞2、岡安　麻里2、大山　洋子3、羽毛田　慈之1、佐藤　卓也1（1明海大　歯　形機成　口腔解剖、2明海大　歯　形機成　歯科矯正、3明海大　歯　病診治　口腔顎顔面外科1）





【目的】骨細胞による破骨細胞（OC）形成調節について、株化骨細胞MLO-Y4の培養上清（MLO-Y4-CM）及び骨細胞を高純度に含む骨片（OEBF）の新規培養法を用いて検討した。【方法】OC形成の評価は、骨髄細胞からM-CSFによりOC前駆細胞（OCP）を誘導、さらに可溶性RANKLを加えOCを誘導する系を用いた。OEBFは、5週齢マウス大腿骨骨幹を2 mm×3 mmの骨片にし、骨片表面の細胞をコラゲナーゼ/EDTA処理で除去し調製、トランスウェルプレートインサートウェル上で器官培養法に準じ培養した。【結果と考察】OCP形成期にMLO-Y4-CM存在下で誘導した細胞では、double-stranded RNA protein kinase（PKR） mRNAの発現亢進、可溶性RANKLが産生を促進するc-Fosの翻訳阻害及びOCへの分化能の低下が見られた。これらMLO-Y4-CMの作用は抗IFN-β中和抗体の添加で一部解除された。インサートウェル上のOEBFと骨髄細胞をOCP形成期のみ共存培養するとOC形成は抑制され、この抑制は抗IFN-β中和抗体添加で一部回復した。実際、MLO-Y4細胞及びOEBFはIFN-β mRNAを発現していた。また、OPG欠損マウス由来のOEBFもOC形成を抑制した。以上の結果から、骨細胞はIFN-βを産生しOC形成を抑制することが示唆された。
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レクチン様酸化LDL受容体-1(LOX-1)の破骨細胞形成と炎症性骨破壊に対する役割の解明
○伊東　順太1、中谷地　舞1,2、林田　千代美1、岡安　麻里1,3、大山　洋子1,4、佐藤　卓也1、羽毛田　慈之1（1明海大　歯　口腔解剖、2明海大　歯　歯科矯正、3東大　医　口腔外科・歯科矯正歯科、4明海大　歯　口腔外科一）





【目的】我々は細胞外LDLが破骨細胞形成に必須であることを明らかにしてきた。しかし、骨代謝と脂質の関連には未だ不明な点が多く残る。そこで本研究では、破骨細胞形成と炎症性骨破壊に対する酸化LDL受容体の役割を解明するために、レクチン様酸化LDL受容体-1(LOX-1)およびscavenger receptor class A(SRA)の遺伝子欠損(KO)マウスと野生型(WT)マウスを用いて検討した。【方法】3系統の骨髄細胞からの破骨細胞形成をin vitroで測定した。また、各マウスの頭蓋骨骨膜下にLPSを5日間投与した炎症性骨破壊モデルを作製し、頭蓋骨における破骨細胞形成関連因子のmRNAの定量を行った。【結果】SRA KOのin vitroの破骨細胞形成はWTと同等であったが、LOX-1 KOにおいて、細胞融合促進によって破骨細胞形成が増加した。一方、頭蓋骨におけるTRAP、Cathepsin K、NFATc1 mRNAの発現はWTとSRA KOではLPSで同等に増加したが、LOX-1 KOではLPSによる遺伝子発現誘導は小さいものであった。この時各マウス間のLPSによるTNF-α、RANK mRNA発現誘導に差はなかったが、RANKL mRNAは、LOX-1 KOでその発現誘導が減少した。【結論】LOX-1は潜在的に破骨細胞抑制因子であるが、炎症部位において、RANKL発現がLOX-1依存的に調節されることが示唆された。
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粉末食を与えて飼育したマウスの下顎骨形態変化
○柳田　剛志1、久保田　聡2、滝川　正春2、山城　隆3（1岡大病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3阪大　院歯　顎顔面口腔矯正）





【背景】不正咬合の頻度は歴史的に見て増加している。これは咀嚼機能が低下し顎骨が退化縮小した結果であると言われている。しかしこのような環境因子が、どのように骨の形態に影響を及ぼすのか不明である。硬さの違う食餌で飼育すると、ウサギやラットの顎骨形態に変化が生じることは報告されているが、顎骨形態決定の分子生物学的解析を効率的に進めるためには、マウスで同様のモデルを作成する必要がある。ところが、マウスのような小さな動物では、従来の単純X線装置で骨格の変化を観察することは難しかった。【方法】離乳直後より、固形状マウス試料で2週間飼育した生後5週齢のオスICRマウスと、粉末状マウス試料で飼育したオスICRマウスを使用して解析を行った。実験動物用X線CT装置（ラシータ　LCT-200、日立アロカ社）にて撮影したデータを、3D解析ソフト（VGStudio MAX 2.0、ボリュームグラフィクス社）を用いて立体構築を行った。その後、セファログラム分析法を用いてサンプル間の比較を行った。【結果と考察】非破壊的にマウスの顎骨の形態を詳細に解析し、食餌の硬さの違いがマウスの顎骨形態形成に影響を与えることを明らかにした。粉末食を与えたマウスは骨格性ハイアングルの形態的特徴を有していた。今後、このモデルマウスを用いて顎骨形態決定の分子生物学的解析をすすめていく予定である。尚、本研究はJSPS科研費24792284の助成を受けて実施したものである。
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ラット三叉神経節におけるendomorphin-1の分布; 免疫組織化学的手法による検討
○矢島　健大1、佐藤　匡2、齋藤　正寛1、市川　博之2（1東北大　院歯　歯科保存、2東北大　院歯　口腔器官構造）





endomorphin(EM)はμオピオイド受容体に特異的に結合するペプチドである。EM-1は脳に広く分布し、EM-2は脊髄に含まれていることが知られている。しかしながら末梢組織におけるEMの分布については不明な点が多い。本研究では、ラット三叉神経節におけるEM-1の分布を免疫組織化学的手法であるABC法により調べた。三叉神経節においては、EM-1を発現する一次感覚ニューロンが豊富に存在していた(40.4％)。これらのニューロンは小型から中型であった。小型のニューロンでは79.9％、中型のニューロンでは37.6％がEM-1を発現していた。EM-1を含む大型のニューロンは非常に稀であった(5.5％)。さらに、侵害受容ニューロンのマーカーであるcalcitonin gene rerated peptide(CGRP)とEM-1との関係を蛍光二重染色法により調べたところ、多くの小型ニューロンでこれらの物質の共存が認められた。また、逆行性トレーサーであるFluorogold(FG)を用いて、三叉神経節におけるEM-1陽性ニューロンの支配領域についても調べた。FGをラット顔面皮膚あるいは歯髄に注入し、三叉神経節におけるFG陽性ニューロンでのEM-1の発現について比較した。顔面皮膚を支配するニューロンの一部では、EM-1の発現が観察されたが、歯髄を支配するニューロンでは非常に稀であった。以上の結果から、EM-1が三叉神経節において侵害刺激の伝達に関与することが示唆された。
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ヒト上顎骨における大口蓋管の観察
○大峰　悠矢1、福田　真之1、野口　拓1、木下　英明1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　歯　解剖）





【目的】上顎臼歯部におけるインプラント治療では、骨が十分に存在するため上顎結節部に支持が求められることが多い。上顎結節部や周囲構造には不明な点が多く残されており、局所解剖学的な検索を行った。【方法】東京慈恵会医科大学所蔵の平均年齢28.2歳の日本人頭蓋骨のうち、有歯顎20体40側を用いた。マイクロCTにて撮影を行ったのち、三次元立体構築を行った。基準平面はHIP平面に設定した。その後、大口蓋管の長径l、前後径a、幅径b、体積vおよび基準平面とのなす角度θ1について計測を行った。さらに大口蓋管を定点K、L、Mで前頭断したのち、上顎結節部から大口蓋管への距離dおよび基準平面とdのなす角度θ2、上顎第二大臼歯遠心辺縁隆線と大口蓋管への距離を結ぶ線と基準平面とのなす角度θ3を計測した。【結果と考察】大口蓋孔を底面とし翼口蓋窩の最下点に至る円錐状の構造が認められた。lは9.8±0.8、aは2.3±1.1、bは2.2±1.4ミリメートル、vは47.6±27.6立方ミリメートル、θ1は32.6±5.9°であった。かつdは12.6±2.8ミリメートル、θ2は49.8±12.1°、θ3は51.0±11.1°であった。上顎結節部のフィクスチャー埋入の場合、長径14ミリメートル以上、θ2に関して舌側に60°程度に傾斜させ埋入を進めた場合には、大口蓋管に近接する可能性があることが示唆された。
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両側性非対称にみられた顎二腹筋前腹の破格の一例
○山崎　洋介1、磯川　桂太郎1,2（1日大　歯　解剖2、2日大　歯　総歯研　機能形態）





顎二腹筋前腹の破格は高い頻度で見られ、形態的なバリエーションがあることが知られる。その報告は古くからあり、症例報告も過去に数多い。本報告の顎二腹筋前腹の破格は、両側性にみられ、過剰筋束の数や形態が左右非対称であった。顎二腹筋異常の型別分類としてのZlabeck(1933)および山田(1935)の分類に基づけば、右側は起始型と停止型の、左側は起始型の過剰筋束が存在する複合型となっていた。また顎二腹筋の正中縫線を跨ぎ、両側の顎二腹筋中間腱を繋ぐように走行する過剰筋束も存在した。18世紀以降の45の文献から、図や写真により示されている303症例と照合したが、同じ類型の筋異常の報告は無く、稀有な症例と考えられた。これら過剰筋束は、発生起源を同じくする顎舌骨筋の過剰筋束である可能性や、顔面神経の支配を受ける顎二腹筋後腹と関係する筋束である可能性もあるが、いずれの過剰筋束も左右顎二腹筋前腹の内側でかつ顎二腹筋前腹と同一平面内にあること、顎舌骨筋神経からの枝が過剰筋束の頭側から侵入することから、やはり顎二腹筋前腹の過剰筋束であると結論した。これら顎二腹筋前腹の過剰筋束は、第一鰓弓に由来する顎下部の複雑な形態形成を反映したものである。顎下部の解剖や臨床的施術は、本報告例を含めて顎二腹筋前腹の多様かつ種々の頻度で生じる破格を念頭に実施する必要がある。
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一次求心ニューロンによる精製A型ボツリヌス毒素の取り込みと軸索輸送
○丸濵　功太郎1、松香　芳三2、寺山　隆司1、窪木　拓男3、杉本　朋貞1（1岡大　院医歯薬　口腔機能解剖、2徳大　院HBS　咬合管理、3岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）





【目的】我々は精製A型ボツリヌス毒素（BoNT/A）の疼痛抑制効果に着目し、これまでに末梢に投与したBoNT/Aが神経障害性疼痛モデルラットの痛覚関連行動を軽減すること、また三叉神経節において神経伝達物質遊離を抑制することを報告した。しかし、神経障害性疼痛に対する臨床応用への期待が高まるBoNT/Aが疼痛抑制効果を発現する詳細なメカニズムは未だ不明である。本研究では、末梢に投与したBoNT/Aの三叉神経における取り込み機構ならびに輸送メカニズムを検討した。【方法】Sprague-Dawley系ラットの培養三叉神経節細胞に蛍光標識したBoNT/A重鎖を加え、細胞内におけるBoNT/Aの局在を、またラット頬髭部中央に蛍光標識したBoNT/A重鎖を投与し、摘出した三叉神経節細胞におけるBoNT/Aの局在を共焦点レーザー顕微鏡装置にて観察した。【結果と考察】投与20分後、培養三叉神経節細胞内に標識の局在が観察された。また末梢投与60分後、同側三叉神経節細胞内において標識の局在が観察された。さらに、コルヒチン前投与により、三叉神経節細胞内の標識蛍光輝度が有意に低下した。本結果は、末梢に投与したBoNT/Aが一次求心ニューロンに取り込まれ、軸索輸送により細胞体に到達することを示すものである。本研究は、輸送されたBoNT/Aが神経障害性疼痛の発症への関与が示唆される神経節内の神経伝達物質遊離を抑制する可能性を示唆するものである。
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ヒト上顎骨臼歯部皮質骨における生体アパタイト結晶配向性解析
○笠原　正彰1、松永　智1、井出　吉信1、阿部　伸一1（1東歯大　解剖）





【目的】骨質の一つである生体アパタイト（BAp）結晶の配向性は、局所応力に対して骨量（骨密度）よりも鋭敏に反応することから、骨強度を示す新しい指標として注目が集まっている。顎骨は、歯を介して様々な荷重を負担し再構築されるため、その複雑な構造特性を解明するのは困難であった。そこで我々は微小領域X線回折法を用いてBAp結晶配向性地図を作製し、上顎骨における構造特性の定量的評価を行うことを目的とした。【方法】試料は正常咬合を有するヒト上顎骨とし、関心領域は第一大臼歯周囲の皮質骨とした。BAp結晶配向性の計測は微小領域X線回折装置を用いて回折強度比を算出し、三次元的な評価を行った。【成績・考察】口蓋側皮質骨においては近遠心方向に、頬側皮質骨においては咀嚼方向・頬側口蓋側方向に優先配向性が得られた一方、頬側皮質骨においては咀嚼方向、頬側方向に優先配向性が得られた。この結果より、上顎骨において骨成長と異なる方向のBAp配向性が示され、複雑な咀嚼荷重によるメカニカルストレスが上顎骨皮質骨に影響を及ぼしている可能性が示唆された。
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温度感受性TRPチャネルによる口腔粘膜の新しい創傷治癒機構
○合島　怜央奈1,2,3、大崎　康吉1、張　旌旗1、木附　智子1、村田　直久1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　歯科口腔外科、3佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）





【目的】TRPV3チャネルは温度センサーとして知られ、32℃以上の温かい温度で活性化される非選択的な陽イオンチャネルである。我々はこれまでにTRPV3が口腔上皮細胞に高発現し、口腔内の温度環境を積極的に感知していることを明らかにしてきた。本研究では口腔粘膜に生じた傷の治りが速やかであることに着目し、この速やかな治癒に「口腔内の温度環境とそれを感受するTRPV3チャネルが関与する」との仮説を立てた。【方法】C57BL/6の上顎第一臼歯を抜歯する創傷モデルを作製し、創部でのTRPV3の発現を調べた。粘膜治癒に重要な役割を担う上皮細胞の増殖とTRPV3の関係を明らかにするため、野生型マウス(WT)とTRPV3遺伝子欠失マウス(V3KO)より調整した培養口腔上皮細胞を用い、TRPV3を活性化する刺激が増殖能へ与える影響を調べた。またWTとV3KOにおける抜歯後の粘膜治癒を比較した。【結果と考察】創部粘膜ではTRPV3mRNAおよびタンパクの発現が上昇していた。口腔上皮細胞をTRPV3アゴニストで刺激すると細胞数が増加し、さらにアゴニストおよび温度刺激により細胞増殖マーカー陽性細胞数が増加した。またV3KOではWTと比較し口腔粘膜の増殖マーカー陽性細胞数が減少していた。さらにV3KOの粘膜治癒はWTより遅延していた。以上より、口腔粘膜には温度を感知する機能的なTRPV3チャネルが発現し粘膜の創傷治癒に寄与している可能性が示唆された。
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口内炎モデルラットを用いた口腔内疼痛の新規評価法と発症メカニズムの解明
○人見　涼露1、小野　堅太郎1、稲永　清敏1（1九歯大　歯　生理）





口内炎など口腔内に痛み伴う疾患に悩まされる人は多いが、これまで口腔内疼痛に関する動物実験はほとんど行われていない。おそらくそれは、動物における口腔内の疼痛評価が困難であるためと考えられる。そこで本研究では、酢酸により惹起した口内炎モデルラットを作製し、下唇粘膜の組織変化と、新たに開発したラット覚醒下における口腔内疼痛評価法を用いた機械および化学刺激に対する疼痛関連行動、組織の物質浸透性および三叉神経節細胞におけるチャネル発現について検討した。口内炎作製2日目では、粘膜上皮が剥離し、炎症性細胞が多く浸潤していた。侵害受容チャネルTRPV1アゴニストであるカプサイシン溶液（100 mM）およびクエン酸溶液（100 mM）の口内炎部位へ滴下刺激により、口内炎発症2日目において有意に疼痛関連行動が増加した。口内炎部の機械的逃避閾値は、口内炎発症2日目以降に低下し、それはキシロカイン塗布によって抑制された。さらに、下唇粘膜深部組織へのFluorogold（FG）浸透性および三叉神経節でのFG陽性細胞数は、健常粘膜と比較して口内炎粘膜では増加していた。下唇粘膜支配三叉神経節におけるTRPV1またはASIC3陽性神経細胞数に変化は認められなかった。以上より、口内炎によって炎症部位の組織浸透性が増加し、機械および化学的刺激に対する疼痛感受性亢進が起こる可能性が示唆された。
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タンニン酸の舌刺激に対するラット舌神経と鼓索神経の応答
○美甘　真1、兒玉　直紀2、美藤　純弘1、小橋　基1、皆木　省吾2、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理、2岡大　院医歯薬　咬合・有床義歯補綴）





[目的]タンニン酸（植物性ポリフェノール）は渋味を惹起する代表的な物質である。従来より渋味は味覚の一部であるという考えと、口腔の体性感覚の一つであるという考えがある。現在のところ、味神経である鼓索神経から神経応答が記録されているが、体性感覚神経である舌神経からの記録は報告されていない。そこで、本研究ではタンニン酸による舌刺激を行ない、舌神経と鼓索神経から神経応答の記録を試みた。[方法]成熟Wistarラットを用い、ウレタン麻酔下にて、気管カニューレを挿入し、左側の舌神経と鼓索神経を剖出した。それぞれの神経の切断末梢側から求心性神経活動をワイヤー電極にて記録した。舌の刺激は、タンニン酸(0.3 mM,1 mM,3 mM,10 mM,30 mM)、100 mM NaCl、冷水（4℃）であり、冷水以外の溶液は室温(20～25℃)とした。[結果と考察]舌神経と鼓索神経は、タンニン酸刺激により濃度依存性に応答した。閾値はそれぞれ0.1 mMから0.3 mMであった。鼓索神経ではその全神経束から応答の記録が可能であった。一方、舌神経では全神経束からの記録は不可能であり、分離した細い神経束から記録可能であった。また舌神経のタンニン酸応答神経束は冷水にも応答した。この所見は、比較的細い神経が関与するポリモダール受容器が渋味を受容することを示唆している。
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口唇刺激による体性感覚誘発磁場第一成分の加齢変化に関する検討
○日原　大貴1、金高　弘恭2、小枝　聡子3、後藤　哲4、高橋　哲4、斎藤　正寛1（1東北大　院歯　歯科保存、2東北大　院歯　歯イノベリエゾンセ、3東医歯大　院医歯　顎口腔外科、4東北大　院歯　顎顔面口腔外科）





目的：体性感覚誘発磁場は加齢により第一成分の潜時が延長し信号強度が増大することが正中神経を利用した研究で報告されているが、口腔領域での詳細な研究は行われていない。そこで本研究では、MEG（脳磁計）を利用して口唇刺激時の体性感覚誘発磁場第一成分の加齢変化を検討することを目的とした。対象：本研究の趣旨を説明し、インフォームドコンセントが得られた健常ボランティアを対象とした。若年者群（20-27歳）男女31名、高齢者群（63-76歳）男女29人とし、右利きで神経系の疾患の既往がない者を選択した。方法：左下唇に持続時間0.3 msの刺激を0.7 Hzで600秒間加えた。15 ms付近に現れる第一成分N15mの頂点の信号源を単一電流双極子モデルで推定し、得られた信号源を被験者のMR画像に表示し解剖学的中心溝に推定できた場合のみを評価の対象として、強度と潜時について2群間での比較を行った。結果：左下唇刺激時のN15mの潜時は若年者群12.69 ms、高齢者群15.47 msと高齢者群で有意な延長が認められた。強度は若年者群2.48 nAm、高齢者群5.48 nAmと高齢者群で有意な増大が認められた。考察：口唇刺激時の体性感覚誘発磁場一次成分は加齢により変化することが示唆された。潜時の延長は加齢による末梢神経の機能低下、強度の増大は加齢によるGABA抑制系の減少が理由として考えられた。














P1-52





ラット最後野ニューロンのシナプス前CCK受容体を介した興奮性調節
○菅田　真吾1、平井　喜幸1、前澤　仁志1、舩橋　誠1（1北大　院歯　口腔生理）





【目的】コレシストキニン（CCK）は上部消化管から分泌される摂食抑制ペプチドホルモンであると同時に、神経伝達物質として末梢および中枢のニューロンでも産生される。CCK受容体は脳内各部および延髄の最後野にも発現しているが、その受容機構については不明であった。そこで我々は、最後野ニューロンのCCKに対する応答の細胞内機序を明らかにするために本研究を行った。【方法】SD系哺乳ラット（4-18日齢）を用いて脳スライスを作成し、ホールセルパッチクランプ法により単一ニューロン活動を記録した。CCK-8（10～1000 nM）投与に対する膜電位変化およびシナプス電位を解析した。【結果】CCK投与により最後野ニューロンにおいて微小興奮性シナプス後電流（mEPSC）の発生頻度が増大し、振幅分布が振幅増加の方向へと変移した。また平均振幅の増大を認めた。持続的な内向き電流は検出されなかった。この応答は、過分極作動性カチオン電流（H電流）を示さない24ニューロンとH電流を示す2ニューロンから記録された。抑制性の反応を示したニューロンはなかった。【考察】最後野ニューロンのCCKに対する応答はシナプス前膜のCCK受容体を介してグルタミン酸の放出を増加させることにより生じることが示唆された。また、H電流を示さない最後野ニューロンが主としてCCK受容性を有することが明らかとなり、膜特性が異なる最後野のニューロン群で、機能が分化している可能性が示唆された。
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ラット中枢GLP-1の反射性嚥下におよぼす作用
○水谷　諭史1、小橋　基1、藤田　雅子1、美藤　純弘1、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理）





【緒論】以前の研究で、我々はオレキシン-Aを第四脳室内滴下投与することにより上喉頭神経由来の反射性嚥下が抑制され、この抑制は孤束核交連部のオレキシン1受容体を介して生じることを明らかにした。オレキシン-Aは摂食亢進ペプチドであることが知られている。一方、Glucagon-like peptide 1（GLP-1）は摂食抑制ペプチドとして知られており、GLP-1受容体は最後野や孤束核に存在する。そこで、今回我々は、GLP-1を投与し、上喉頭神経由来の反射性嚥下におよぼす作用を調べた。【方法】実験にはウレタン・クロラロース麻酔下のSDラットを用いた。上喉頭神経を剥離、切断し、その中枢端で20 Hzの頻度で20秒間の電気刺激を与えることにより、嚥下反射を惹起した。GLP-1はリンゲル液に溶解し、60 nLの溶液を延髄内に微量注入した。微量注入前後の初回嚥下潜時の変化と、刺激中20秒間の嚥下回数の変化を観察した。【結果および考察】最後野および孤束核交連部を含む部位へのGLP-1微量注入により、上喉頭神経由来の反射性嚥下が抑制された。一方で、嚥下起動神経群の存在する孤束周辺部（dorsal swallowing group）にGLP-1を微量注入しても反射性嚥下は抑制されなかった。これらの結果により、GLP-1は最後野あるいは孤束核交連部のニューロンを介して反射性嚥下を抑制することが示唆された。
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麻酔下ウサギにおける自律神経活動変化が及ぼす開口反射への影響
○酒井　翔悟1、辻　光順1、真柄　仁1、辻村　恭憲1、井上　誠1（1新大　院医歯　摂食嚥下リハビリ）





【目的】低閾値刺激によって引き起こされる開口反射は咀嚼・嚥下時に抑制を受けることが知られているが、嚥下時における開口反射の変調メカニズムについては不明な点が多く残されている。本研究は嚥下反射を誘発する上喉頭神経（SLN）電気刺激や呼吸活動を変調させるKCN投与時の開口反射の変調を観察し、嚥下中枢および自律神経系中枢と開口反射の変調との関連を考察する事を目的とする。【方法】ウレタン麻酔下（1.0 g/kg, iv）のウサギを使用した。開口反射および嚥下反射の指標のために顎二腹筋、顎舌骨筋筋電図を記録し、下歯槽神経への電気刺激（低閾値1.5 T、高閾値4 T）により開口反射を誘発した。自律神経活動の変調を目的に与えた上喉頭神経（SLN）への連続電気刺激やKCN（200 μg, iv）の投与時の呼吸リズム（横隔膜筋電図）、脈拍（心電図）、血圧（大腿動脈）、開口反射の変調を観察した。【結果と考察】SLN刺激時に観察された自律神経活動の変調と嚥下反射発現には関連を認めなかった。SLN刺激やKCNの投与による自律神経活動変調時には低閾値刺激誘発性の開口反射の抑制が観察された。嚥下時の開口反射の抑制には、嚥下中枢に加え自律神経中枢の関与が示唆された。
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上喉頭神経同時刺激による嚥下誘発の促進
○高橋　功次朗1,2、北川　純一2、山村　健介2、齋藤　功1（1新大　院医歯　矯正、2新大　院医歯　口腔生理）





【目的】飲食物を嚥下する際に、食塊によって刺激される左右喉頭粘膜からの求心性情報が、嚥下中枢においてどのように処理されているかを電気生理学的に検討した。【方法】Wistar系雄性ラット(200 - 400 g）を、ウレタン麻酔（1.0 g/kg, ip)し、背位に固定した。その後、気管カニューレを挿入し、両側上喉頭神経を剖出した。左右上喉頭神経の中枢端に双極ステンレス電極を取り付け、電気刺激（10-100 μA, 1.0 ms, 10-70 Hz）を与え、誘発された嚥下反射の潜時を解析した。嚥下運動の指標には顎舌骨筋から導出した筋電図を用いた。【結果】両側上喉頭神経を同時に電気刺激した場合、上喉頭神経を単独で刺激した時に比べ、嚥下反射の誘発潜時の短縮が観察された。この両側上喉頭神経の同時刺激による嚥下反射の促進は、5 Hz以下の低頻度刺激で有意であった。しかし、10 Hz以上の頻度で同時刺激した場合、上喉頭神経を単独で刺激した時の嚥下誘発潜時と有意な差が認められなくなった。【考察】左右側からの上喉頭神経同時電気刺激が嚥下誘発を促進させるという結果は、嚥下中枢内での空間的加重を示している。すなわち、実際の摂食状態を考慮した場合、左右喉頭粘膜からの食塊による化学的および機械的な刺激による求心性情報が、嚥下中枢において加算され、嚥下反射に対する促通効果を高めていると考えられる。
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マウス味蕾における甘味特異的なGLP-1の分泌
○高井　信吾1、安松　啓子1、吉田　竜介1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





近年、味細胞において様々な消化管ホルモンが発現しているという報告がなされている。この消化管ホルモンは味覚情報伝達機構に関与している可能性が示唆されているが、メカニズムは不明であり、その解明が急務となっている。今回我々は、腸管から分泌され、膵臓β細胞に働きかけてインスリン分泌を促すホルモンとして知られているGLP-1に着目した。まずはじめに、免疫組織学的手法を用いて、マウス舌茸状乳頭味細胞におけるGLP-1の発現を確認した。その結果、GLP-1発現味細胞の約半数は、甘味受容体ヘテロダイマーを形成するT1R3を共発現していることがわかった。一方、酸味受容細胞に存在すると考えられているGAD67とは15％程度しか共発現が見られなかった。さらに、単一味細胞に記録電極を当て、活動電位を記録することが可能なルーズパッチクランプ法を用い、味刺激に対する細胞の1分間の応答を記録後、記録電極内溶液を回収、分析した。その結果、甘味刺激に対して応答する細胞から回収した電極内溶液中のGLP-1濃度は、苦味に応答した細胞のそれよりも高値を示した。また、甘味刺激に応じ味蕾全体から分泌されるGLP-1量を測定した結果、甘味強度に依存してGLP-1濃度は高くなる傾向を示した。以上の結果は、GLP-1は特定の甘味感受性味細胞から、甘味刺激特異的に分泌されていることを示唆する結果である。
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三叉神経節内へのA-タイプKチャネル拮抗薬の電気泳動的投与による顎関節由来Aδ-/C-三叉神経節ニューロンの興奮性増強効果について
○原　紀文1、武田　守1、高橋　誠之1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）





【目的】in vivoにおいて三叉神経節（TRG）内へのA-タイプKチャネル拮抗薬（4-AP）の微小電気泳動的投与による顎関節支配のAδ-/C-TRGニューロンの興奮性が増強されるかについて、マルチバレル微小電気詠動・細胞外記録法を用いて電気生理学的に検討を行った。

【結果】麻酔下のラットTRGより、顎関節部位の電気刺激に応じるAδ-及びC-TRGユニット放電を記録したTRG内への4-APの電気泳動的投与により大多数のユニットにおいて自発放電スパイクが誘導された。一方、顎関節部位電気刺激に誘発されるAδ-/C-TRGユニットのスパイク放電頻度は4-APの投与電流依存的に有意に増強された。自発放電スパイクを誘発させる4-AP投与電流の平均的閾値はAδ-ニューロンに比較してC-ニューロンは有意に低い値を示した。顎関節電気刺激によるスパイク増大させる平均的閾値もAδ-ニューロンに比較してC-ニューロンは低い値を示した。

【考察と結論】in vivoの条件下においてTRG内への4-APの電気泳動的投与により顎関節支配のTRGニューロンの興奮性が増強し顎関節炎と同様、小型TRGニューロンの興奮性増強効果があることが判明した。4-AP感受性はAδ-に比較してC-TRGニューロンが高かった。したがって、顎関節を支配するC-TRGニューロンA-タイプKチャネルはAδ-TRGニューロンに比較して顎関節炎随伴する疼痛により重要な役割を演じている可能性を示唆している。
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ラットの舌を支配する三叉神経節ニューロンにおけるTRPV1とANO1の発現
○金澤　卓也1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）





【目的・方法】Transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1)は侵害熱受容チャネルとして知られている。近年、Ca2+ activated Cl-チャネルの1種であるAnoctamin 1（ANO1)が脊髄後根神経節(DRG)ニューロンにおいて、TRPV1と高率に共存することが報告された。さらに、ANO1の阻害によりカプサイシン誘発電流が減弱することから、これらのイオンチャネルが共役的に侵害受容に対して重要な役割を果たすことが示唆された。そこで、舌前方部を支配する三叉神経節(TRG)ニューロンを逆行性ニューロントレーサーであるFluoro gold（FG)を用いて標識し、TRGニューロンにおけるTRPV1とANO1、侵害受容マーカーの1つであるSubstance P（SP）の発現と共存について、免疫組織化学的手法により検討した。

【結果】TRGのFG陽性細胞において、TRPV1陽性細胞の多くはANO1も発現していた。さらに、TRPV1、ANO1を共に発現している細胞はSP陽性を示す傾向があった。

【結論・考察】舌前方を支配するTRGニューロンにおいて、侵害熱受容チャネルであるTRPV1とANO1の多くは共発現することが判明した。さらに、両チャネルが発現している細胞の多くは侵害受容マーカーのSPをも発現していた。従って、TRPV1とANO1は共役的に舌の侵害受容に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。
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L-ヒスチジン腹腔内投与による摂食抑制と脳幹部神経活動の連関
○奥舎　有加1,2、平井　喜幸1、舩橋　誠1（1北大　院歯　口腔生理、2北大　院歯　高齢者）





【目的】我々は以前に、ヒスタミンの前駆体であるL-ヒスチジンの腹腔内投与により生じる摂食抑制において、悪心や味覚異常は随伴していないことを報告した。本研究は、L-ヒスチジン誘発の摂食抑制と脳幹部神経活動との連関を明らかにすることを目的として行った。【方法】SD系雄性ラット(250～350 g)を用い、L-ヒスチジン（0.5、0.75 g/kg）を腹腔内に投与して摂食量を測定した。その後、4％パラホルムアルデヒドによる灌流固定を行い、脳を摘出し凍結ミクロトームを用いて厚さ50 μmの連続切片を作成した。c-Fos タンパクの発現をABC法により可視化する免疫組織化学的解析を行った。上述の実験を前迷走神経幹切離群についても行った。【結果】L-ヒスチジン腹腔内投与により容量依存的に摂食量の有意な減少を認め、孤束核におけるc-Fos 陽性細胞数の増加が認められた。また、前迷走神経幹切離群ではL-ヒスチジン腹腔内投与による摂食抑制は生じなかった。【考察】L-ヒスチジン腹腔内投与による摂食抑制は孤束核ニューロン活動の増加を伴うことが明らかとなり、これらが迷走神経求心路からの入力によることが示唆された。














P1-60





マウス顎下腺の時計遺伝子、時計制御遺伝子と機能分子mRNAの概日リズム
○内田　仁司1,2,3、阪井　丘芳2、中村　渉1（1阪大　院歯　口腔時間生物、2阪大　院歯　顎治、3日本学術振興会）





唾液は摂食等の刺激により分泌量が増加する。一方、安静時唾液量は1日の時刻に応じて変化する。しかし、その日内変動の制御機構は明らかでない。本研究では、マウス顎下腺の遺伝子発現の時間変動を個体及び培養組織で比較検討し、唾液腺機能リズムの生じる機構を解明することを目的とした。概日リズムの測定は時計遺伝子Per2発光レポーターマウスから顎下腺を摘出して器官培養し、生物発光を連続的に記録した。マウス顎下腺PER2発現量は明瞭な概日リズムを示したが、1週間の測定期間中にリズム振幅が減衰した。次に、マウス顎下腺を培養し24時間で6時間毎にサンプリングし、時計遺伝子Per2, Bmal1、時計制御遺伝子Dbp、機能分子Aqp5, AmyのmRNA量を定量してin vitroにおける発現変動を検討した。時計遺伝子mRNAの発現量は明瞭な概日変動を示した。Aqp5とAmy mRNAも概日変動を示し、それらの発現タイミングはDbpと同期していた。更に、マウス個体から4時間毎に24時間、各点で顎下腺を採取し、in vivoにおけるmRNA発現を定量してin vitroの発現リズムと比較した。In vivoにおいて顎下腺の時計遺伝子mRNA発現は概日リズムを示した。一方、Aqp5 mRNAは概日リズムを示したが、発現量のピークはマウスの活動期である夜間に位置し、Amy mRNAは概日リズムを示さなかった。以上の結果から、顎下腺機能の概日リズムは顎下腺自体の概日リズムをベースにして、中枢性の制御を受けていると考えられた。
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新生仔ラットの呼吸と循環にデクスメデトミジン腹腔内投与が及ぼす影響
○田宮　旬子1、佐伯　周子1、井出　良治1、松本　茂二1（1日歯大　生命歯　生理）





【目的】α2アドレナリン受容体アゴニストであるデクスメデトミジン（以下DEX）は、新たな鎮静薬として成人に限らず小児領域にも普及しつつある。本実験では、新生仔ラットにDEXを腹腔内投与し、呼吸・循環系に起こる変化を調べた。

【方法】新生仔ラット(生後2～4日齢、n＝10)を対象とした。実験当日、イソフルラン麻酔下で腹腔内に極細チューブ(直径0.28 mm)を挿入・留置した。動物をチャンバーに静置し覚醒後、先ず安静状態で測定を行い、次にチューブを介してDEX（0.04 mg/kg、容量0.013 ml/kg）を腹腔内投与し、10分後に同様に測定した。呼吸測定にはニューモタコグラフを用い、1回換気量(VT)、呼吸数(fR)、吸気時間(TI)、呼気時間(TE)を求めた。更に、皮下電極を用いて心拍数(HR)も算出した。

【結果】実験群(n＝5)ではDEX投与によりVTの変化を伴わないfRの有意な減少が認められ、分時換気量は有意に低下した。このfRの低下は、主にTEの延長によるものだった。更に、DEX投与によりHRの有意な減少も認められた。なお、生理食塩水のみを投与した動物(コントロール群、n＝5)に有意な変化は認められなかった。

【結論】本実験より、DEXは新生仔ラットの換気量を減少させ、それは主にTE延長によるfR減少によりもたらされることが示された。加えて、HRも減少したことから、DEXの呼吸循環系への影響には、個々への直接効果に加え、両者の相互作用による結果も含まれていることが示唆された。
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象牙芽細胞におけるアルカリ感受性の検討
○津村　麻記1、佐藤　正樹1、Sobhan Ubaidus1、児玉　紗耶香1、隝田　みゆき2、西山　明宏3、田崎　雅和1、澁川　義幸1（1東歯大　生理、2東歯大　口健　小児歯、3東歯大　オーラル）





歯科臨床では第三象牙質、象牙質橋（dentin bridge）形成を誘発する目的で水酸化カルシウム製剤やmineral trioxide aggregate（MTA）が使用されている。しかし、これらの製剤が象牙質形成過程を駆動する機序は不明である。これらの薬剤の共通点としてアルカリ性であることがあげられる。そこで、本研究では象牙芽細胞におけるアルカリ刺激感受性を検討した。新生仔ラット切歯から得た歯髄スライス標本上でdentin sialoprotein, nestin, dentin matrix protein-1の免疫蛍光染色により象牙芽細胞を同定し、fura-2を用いて細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）を計測した。アルカリ刺激はpH10の細胞外溶液（クレブス溶液）を象牙芽細胞に投与することにより行った。細胞外Ca2+存在下において、pH10のクレブス溶液を投与すると[Ca2+]iが増加した。pH10のクレブス溶液の反復投与を行ったところ、pH10のクレブス溶液による[Ca2+]iの増加は脱感作しなかった。加えて、pH10のクレブス溶液による[Ca2+]iの増加はTRPA1（transient receptor potential ankyrin 1）チャネルアンタゴニストであるHC030031の投与で抑制された。象牙芽細胞においてアルカリ刺激はTRPA1チャネルにより受容され、その受容は脱感作しないことが示唆された。














P1-63





三叉神経運動核咬筋領域内のγ運動ニューロンの電気生理学的および形態学的特性
○西村　佳世1,2、磯貝　由佳子1,2、齋藤　充1、佐藤　元1、豊田　博紀1、山城　隆2、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能、2阪大　院歯　口腔分化発育情報）





三叉神経運動核咬筋領域には、咬筋を支配するα運動ニューロンおよび咬筋筋紡錘の錘内筋を支配するγ運動ニューロンが存在している。咬筋では、一個の筋紡錘のなかに多数の錐内筋線維を含むことが報告されており、閉口運動では他の運動に比してγ運動ニューロンがより重要な役割を果たす可能性が高い。そこで、三叉神経運動核を含む脳幹スライス標本を作成し、咬筋領域のニューロンからホールセル電流固定記録を行い、発火特性やそのイオン機構に基づいた電気生理学的特性の検討を行った。基線電位を－75 mVに設定し脱分極性パルス電流を与えると、ある特定のニューロンで、持続性Na +電流による緩徐な脱分極電位が認められ、さらに、脱分極性パルス電流の終了後、Ca 2+依存性陽イオン電流による緩徐な脱分極性後電位が認められた。過去の報告から、こうした特定のニューロンはα運動ニューロンでない可能性が高いと考えられたため、その発火特性の解析を行った。電気生理学的記録終了後、記録細胞をαおよびγ運動ニューロンのそれぞれのマーカーであるNeuNあるいはErr3、コリン作動性ニューロンのマーカーであるcholine acetyletransferase（ChAT）およびIa神経終末のマーカーであるVGLUT1の蛍光三重染色を行った。染色した切片を共焦点レーザー顕微鏡で観察し、γ運動ニューロンの形態学的解析を行った。














P1-64





内因性レプチンとエンドカンナビノイドがマウスの甘味感受性に及ぼす影響
○仁木　麻由1、上瀧　将史1、吉田　竜介1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





中枢の視床下部で摂食調節に関わるレプチンとエンドカンナビノイド(2-AG,AEA)が、舌の味覚器にあるそれぞれの受容体を介し甘味を調節することがこれまでの研究で明らかになっている。レプチンは甘味を抑制し、エンドカンナビノイドは甘味を増強させる。今回我々は、C57BL/6Jマウス、食餌性肥満マウス、レプチン受容体変異db/dbマウスを用い、生体内（味覚器）で両者がどのように甘味を調節しているかを調べた。それぞれの受容体拮抗薬を投与して味刺激の鼓索神経応答を調べたところ、C57BL/6Jマウスは、レプチン受容体拮抗薬(LA)により甘味応答が有意に増強したが、エンドカンナビノイド受容体拮抗薬(AM251)では変化は認められなかった。食餌性肥満マウスは、血中レプチン濃度が上昇するにつれ、LAによる応答変化率は減少しAM251では上昇した。またdb/dbマウスは、AM251で甘味応答が有意に抑制され、茸状乳頭中の2-AG量もC57BL/6Jマウスに比べ多く、2-AG合成酵素を発現している細胞も多かった。以上のことから、正常ではエンドカンナビノイドではなくレプチンにより甘味は恒常的に抑制されているが、肥満によりレプチン機構が破綻すると優位な甘味修飾物質がレプチンからエンドカンナビノイドへ移行する可能性が示唆された。(非会員共同研究者：大栗弾宏、Dipatrizio NV、Piomelli D)
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胃酸分泌抑制剤ニザチジンの唾液分泌促進作用について
○植田　紘貴1、菅　真有2、八木　孝和1、宮脇　正一2（1鹿大　医・歯病院　発達系歯科セ　矯正歯科、2鹿大　院医歯　歯科矯正）





【目的】口腔乾燥症は高齢社会の到来により増大している。我々は、脳腸相関の観点から内臓感覚と唾液分泌機能を含む口腔生理機能の関連について検討を行ってきた。近年、H2ブロッカーであるニザチジンが副次的に唾液分泌を促進することが報告されているが、その作用機序は未だ不明な点が多い。本研究は、ニザチジンが中枢へ作用し、自律神経活動と協調して唾液分泌を促進するという仮説を立て検証を行った。【資料および方法】実験にはWistar系雄性ラットを用いた。ケタミンおよびキシラジンで全身麻酔を行い脳定位装置を用いて第四脳室にカニューレを設置した。左側顎下腺導管にポリエチレンチューブを挿入後、左側頚部迷走神経を切断し中枢側に刺激電極を設置した。電気刺激は5 V、10秒間とし、迷走神経刺激前後の唾液分泌量を圧力トランデューサーで計測した。さらに第四脳室へのニザチジン投与前後の唾液分泌量を記録した。【結果および考察】ニザチジン非投与下において迷走神経刺激により誘発された唾液分泌量と比較して、ニザチジン投与後に迷走神経を刺激した場合に多くの唾液分泌が誘発された。本結果から、ニザチジンの中枢投与は迷走神経刺激を伴う場合により多くの唾液分泌を促進することが示唆された。【結論】ニザチジンは迷走神経活動と協調して唾液分泌を促進する。本薬は今後新たな口腔乾燥症治療薬として歯科臨床で応用される可能性があると考える。
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エタノールおよびアセトアルデヒドの口渇中枢ニューロンに対する作用
○氏原　泉1,2、人見　涼露2、小野　堅太郎2、柿木　保明1、稲永　清敏2（1九歯大　老年障歯、2九歯大　生理）





二日酔いの時に起こる口渇感は、脳の口渇中枢に対するエタノールおよび代謝産物であるアセトアルデヒドの作用により起こるかもしれない。我々はラット脳スライス標本を用いて、口渇中枢として知られる脳弓下器官ニューロンに対するエタノールおよびアセトアルデヒドの作用を調べた。実験には、細胞外記録法（Multichannel Systems）およびパッチクランプ法を用いた。脳弓下器官ニューロンのマルチユニットのうち約半数において、エタノール（50-200 mM）投与により用量依存性に発火頻度の増加がみられた。一方、アセトアルデヒド（3-100 μM）は脳弓下器官ニューロンのマルチユニットの大半において、用量依存性に抑制を示した。また、抑制性反応前に一過性の興奮性反応が認められた。この興奮性反応は、グルタミン酸受容体阻害剤およびGABA受容体阻害剤の存在下でも観察された。膜電位固定記録においてエタノールは、抑制性シナプス後電流の大きさを変えることなく頻度を増加させた。脱分極は、TTX存在下でも観察された。これらの結果は、エタノールおよびアセトアルデヒドはラット脳弓下器官ニューロンに対して直接あるいは間接的に作用し、水や塩分の摂取を調節している可能性を示唆する。
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ラット唾液腺の血流動態に関連する副交感神経性血管拡張線維の局在性
○佐藤　寿哉1、石井　久淑1（1北医大　歯　生理）





【目的】ラット顎下腺では反射性の副交感神経性血流増加反応が生じることが報告されている。しかし、唾液腺内の血管拡張神経の走行や血流増加の部位特異性は不明である。本研究はレーザースペックルイメージング血流計（LSI）を用いて、ラット顎下腺および舌下腺における反射性副交感神経性血流増加反応誘発時の血流動態を解析し、血流増加の波及を基に想定される血管拡張神経の走行を検討した。【方法】ラットはウレタン麻酔後、ミオブロックで非動化し、人工呼吸下で管理した。大腿動脈と静脈にカテーテルを挿入し、それぞれ体幹血圧測定と薬物投与に用いた。また、頸部交感神経幹と迷走神経は頸部で両側とも切断した。舌神経を求心性に電気刺激し、LSIにて顎下腺および舌下腺の血流動態を解析した。【結果および考察】舌神経刺激により顎下腺および舌下腺の血流増加が認められた。これらの血流増加は小葉に沿って限局性に始まり、その後、唾液腺全体に波及した。両腺の血流増加反応はアトロピン（0.1 mg/kg）およびヘキサメトニウム（10 mg/kg）の投与によりほぼ完全に抑制されたことから、大部分がムスカリン受容体を介した副交感神経性血管拡張反応であることが明らかになった。血流動態の経時的な変化から、副交感神経性血管拡張神経は小葉間を血管に沿って走行し、腺房全体に分枝することが示唆された。
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Somatostatin2A受容体を介したGABAニューロンの脱抑制による侵害受容性頸髄後角ニューロンの促通効果
○高橋　誠之1、武田　守1、松本　茂二1（1日歯大 生命歯 生理）





[背景と目的]最近in vitroで脊髄後角第二層抑制性介在ニューロンがソマトスタチン(SST)により脱抑制され侵害受容ニューロンの興奮性を増強することが報告された。本実験ではin vivoで三叉神経領域の侵害刺激に応じる上部頸髄後角(C1)ニューロンの興奮がGABAニューロンを介してSSTにより変調を受けるか否かをマルチバレル電極細胞外記録法と免疫組織化学法で検討した。[方法]ラット開口反射を指標とし歯髄に侵害レベルの電気刺激を与え、C1第二層のユニット放電を記録、局所電気泳動的に投与したSST, SST2A受容体拮抗薬(Cyanamide154806),GABAA受容体拮抗薬(Bicuculline)の効果を検討した。この部位の介在ニューロンのGABA合成酵素(GAD67),SST2A受容体の活性の共存の有無も検索した。[結果]記録された14個のユニット放電頻度は電気泳動的局所投与されたSSTにより有意に増加し、その効果は投与電流依存的、可逆的応答であった。この促通効果はSST2A受容体拮抗薬の投与により遮断され、GABAA受容体拮抗薬により抑制された。同部位のSST2A受容体とGAD67免疫組織活性の共存も確認された。[結論と考察]歯痛伝達に関わる頸髄後角ニューロンの興奮性はSST2A受容体を介したGABAニューロンの脱抑制により促通を受けることが示唆され、歯髄損傷、炎症等における三叉神経領域の侵害受容伝達に頸髄後角の抑制性介在性ニューロンに発現するSST2A受容体は疼痛緩和の新たな分子標的となることが推察された。
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ビジュアルフィードバックを用いた随意的口唇閉鎖力調節の特性
○宮本　剛至1、笹山　智加2、加藤　隆史3、山田　一尋1、増田　裕次2（1松歯大 院歯　硬組織疾患、2松歯大　院歯　顎口腔機能、3阪大　院歯　口腔解剖二）





口唇閉鎖機能はさまざまな口腔機能を営む上で重要な役割を持つ。しかし、随意的な口唇閉鎖力の特性については不明な点が多い。そこで、本研究では随意的な口唇閉鎖力の調節能力における方向特異性や性差を明らかにすることを目的とした。実験は、個性正常咬合を有する健常成人男性13名、女性18名を対象として行った。8方向からの力が、バーの長さとしてリアルタイムで表示できるディスプレイを被験者の前方に配置した。つまり、そのとき口唇が出力している力を目で見て確認することができるようにした。各方向別に最大努力で発揮された力の50％の値をターゲット値として表示し、口唇閉鎖力をターゲット上に5秒間維持するように指示した。口唇閉鎖力が発揮されにくいことが明らかとなっている左右の2方向を除いた6方向について測定を行った。口唇閉鎖力が発揮されてからの3秒間で、ターゲットとした値の±8％内に維持できた時間の割合を正確率とした。6方向の正確率には、男性と女性のいずれにおいても方向による有意な相違が認められ、上下方向の正確率が斜め方向の正確率よりも高い傾向が認められた。また、男性に比べて女性の正確率が低い傾向にあり、4つの斜め方向の正確率の平均値は有意に女性の方が低かった。これらの結果から、口唇閉鎖力は正中部で上下方向の強さを調節する方が容易であること、および性差の存在が示唆された。
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下歯槽神経損傷後に発症する顔面部異所性痛覚過敏に対するConnexin43の関与
○梶　佳織1,2、篠田　雅路2、清水　典佳1、岩田　幸一2（1日大　歯　歯科矯正、2日大　歯　生理）





下歯槽神経切断（IANX）により顔面皮膚に異所性痛覚過敏が発症することが明らかにされているが、そのメカニズムには不明な点が多く残されている。本研究ではIANXにより顔面部異所性痛覚過敏に対するCx43の役割を解明することを目的とした。深麻酔下でIANXモデルラットの作成し、口ひげ部の機械刺激に対する頭部引込め反射閾値（HWT）を測定した。術後1日目よりHWTは有意に低下し、14日目まで続いた。IANX後8日目に同ラットの三叉神経節細胞でのCx43発現をWestern blotting法および免疫組織化学染色法にて解析した。その結果、IANX8日目において多くのCx43タンパク発現を認めた。また、免疫組織学検索によって多くのCx43陽性細胞が、三叉神経節内で観察された。また、ほとんどのCx43陽性細胞は三叉神経節細胞を取り囲むように分布しており、グリア細胞に発現している可能性が高い。以上の結果から、IANXにより顔面部皮膚に発症する異所性痛覚過敏には、三叉神経節に存在するグリア細胞が活性化し、さらにCx43を介してグリア細胞活性が三叉神経節全体に広がることによって、神経節細胞活動が増強することにより引き起こされた可能性が考えられる。
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三叉神経運動核におけるαおよびγ運動ニューロンのサイズの分布についての検討
○磯貝　由佳子1,2、山城　隆2、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能、2阪大　院歯　口腔分化発育情報）





ラットの三叉神経運動核の背外側部及び腹内側部には、それぞれ、閉口筋及び開口筋を支配する運動ニューロン（MN）群が分布している。筋紡錘は、閉口筋には存在するが開口筋には存在しないため、筋紡錘を支配するγMNは開口筋支配MN群内に存在せず、そのサイズの分布は単峰性を示す。閉口筋支配MN群のサイズの分布は二峰性を示し、小型細胞群の分布が閉口筋MN群でのみ認められることから、小型細胞群はγMNであると想定されてきた。しかし、その真偽は確定していない。そこで、この小型細胞群がγMN群のみで構成されているのか、あるいはαMNとγMNの両方を含むのかを、三叉神経を含む脳幹スライス標本を作成し、免疫組織学的に検討した。αMNとγMNの分子マーカーとしては、脊髄運動核で報告されているNeuronal Nuclei（NeuN）およびEstrogen related receptor 3（Err3）をそれぞれ用いた。その結果、閉口筋MN群におけるαMNのサイズ分布は二峰性を、γMNは単峰性を示した。小型のαMN群のピークはγMN群のピークと同様のサイズを示し、閉口筋MN群における小型細胞群はαMNを含むことが明らかになった。このことは、サイズの原理から、閉口筋αMN群が支配する筋線維は径の極めて小さいものから径の大きいものまで含むことを示唆する。
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Nicotine誘導性CCN2/CTGFがヒト歯周組織由来培養細胞の線維化に与える影響
○五十嵐　寛子1,4、久保田　聡2、立花　利公3、村樫　悦子1、岡部　正隆4、滝川　正春2、沼部　幸博1（1日歯大　歯周病、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3慈恵大　共用施設、4慈恵大　解剖）





喫煙者の歯肉に肥厚が見られるが、これらの関係を示した報告は少ない。そこで、線維化因子である結合組織成長因子(CCN2/CTGF)に着目し、ヒト歯肉線維芽細胞と歯根膜由来線維芽細胞におけるTGF-β1とCCN2/CTGFとの関係、nicotineのCCN2/CTGF産生に与える影響、I型コラーゲン、MMP-1、TIMP-1そしてTGF-β1に対するnicotineの影響、さらに、nicotine影響下におけるCCN2/CTGFとI型コラーゲンとの関係について探索した。

その結果、両細胞においてTGF-β1刺激によりCCN2/CTGFの増加が認められ、両者に正の相関が示唆された（Takeuchi et al, J Periodontal Res. 2009）。またNicotine刺激により細胞数の減少および細胞に空胞変性が認められる一方、CCN2/CTGFの増加が認められた。興味深いことにType I collagenにも増加が認められ、それはCCN2/CTGF中和抗体によって打ち消された（Takeuchi et al. J Dental Res.2010）。さらにnicotine刺激によってMMP-1の分泌は起こらず、TIMP-1およびTGF-β1の増加が認められた。

以上から、nicotineの刺激により増加したCCN2/CTGFによりI型コラーゲンが誘導され、nicotineによりI型コラーゲンの恒常性の調節因子であるMMP-1、TIMP-1にアンバランスが生じることによりI型コラーゲンが蓄積するという、歯周組織線維化の分子機構が明らかとなった。
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移植細胞の初期動態とストレスタンパク質HSP27導入による影響
○北見　恩美1,3、加来　賢1、井田　貴子1、秋葉　陽介1,2、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体歯科補綴、2新大　医歯学総合病院、3日本学術振興会）





インプラント前処置として用いられる骨増成法において、細胞移植を併用する方法が行われているが、移植細胞の生着率等、その初期動態については未だ不明な点が多い。一方、各種ストレス下において産生されるHeat Shock Protein（HSP）は、細胞のストレス耐性を向上させることが知られている。本研究ではヒト顎骨由来細胞をラット頭蓋骨骨膜下に移植し、移植細胞の初期挙動を解析した。観察期間を通して移植細胞中にTUNEL染色陽性のアポトーシス細胞が検出され、その数は3日後に最大であった。細胞増殖を示すPCNA陽性細胞は3日後より観察され、5日後に最大であった。ストレスタンパクの1つであるHSP27の発現が顕著な細胞数は3日後に最大となりその後減少した。そこで、移植細胞のHSP27発現亢進は結果的にアポトーシス回避に繋がっている可能性があると考え、次に骨芽細胞におけるHSP27発現亢進の影響を解析した。発現ベクターを用いて骨芽細胞株(MC3T3-E1)にHSP27を過剰発現させたところ、細胞増殖能、石灰化能に影響は認められなかったが、TNF-αに誘導されるTUNEL陽性細胞数の減少が観察され、アポトーシスの抑制が認められた。以上の結果より、移植細胞におけるHSP27の発現がその生着に有利に働いている可能性が示唆された。
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未分化性維持に関与しているmiRNA-720は歯髄細胞の細胞増殖・分化を制御する
○Hara Emilio1、大野　充昭1、Pham Hai1、窪木　拓男1（1岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴）





microRNAs（miRNAs）play crucial roles in stem cell biology, related to cell reprogramming and cell differentiation. To search for novel miRNAs that can control the fate of dental pulp cells（DPCs), we sorted side population（SP）cells, known to be enriched in stem cells, and performed a miRNA array. As a result, miR-1260b and miR-720 were highly expressed in the differentiated main population（MP）cells. Gain-and-loss of function analysis showed that miR-720 regulates the expression of NANOG and DNA methyltransferases DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 in DPCs. Knockdown of miR-720 significantly increased the levels of NANOG as well as the number of SSEA4+ cells, but down-regulated the levels of DNMTs. miR-720 also regulated the proliferation of DPCs as determined by immunocytochemical analysis against ki-67, as well as odontogenic differentiation demonstrated by alizarin red staining, alkaline phosphatase activity and osteopontin mRNA level. Our findings identify mi-720 as a novel miRNA involved in the regulation of stem cell fate of DPCs.
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脂肪細胞の分化と成熟におけるオステオカルシンの役割
○大谷　崇仁1（1九大　歯科研　口腔細胞工）





骨細胞が作るオステオカルシン（osteocalcin, OC）の大部分は Gla タンパクとして骨基質に埋もれているが、わずかな量が循環している。最近、OC が血糖値やエネルギー代謝の調節に関わっていることが示されたが個々の臓器における OC の効果と作用機序の検討は十分になされていない。今回我々は脂肪細胞の分化および成熟における OC の役割について検討した。脂肪細胞としてマウス3T3-L1細胞株を分化誘導して実験に供した。カルボキシル化していない OC（ucOC, uncarboxylated OC）を種々の濃度で培地に添加したところ、0.01 ng/ml の濃度から5 ng/ml をピークに細胞内のアディポネクチンの発現および培地中への分泌がおこることを認めた。一方、Gla 型（GlaOC）は無効であった。アディポネクチンの発現や分泌に一致して ERK のリン酸化および peroxisome proliferator-activated receptor（PPAR)-γ の発現増加を認めた。この ucOC 刺激における ERK、PI3K、PKA 各経路の関わりを調べるために各々の阻害剤 u0126、LY294002、H-89の効果を検討した。u0126、H-89がucOC依存的なERKおよびCREBのリン酸化を抑制し、それに伴いPPAR-γ およびアディポネクチンの発現増加を抑制した。一方、LY294002は無効であった。以上の結果から脂肪細胞では ucOC 刺激特異的に ERKおよびcAMP / PKA 経路が活性化し、PPAR-γ およびアディポネクチンの発現量の増加が生じることが示された。
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CXCL3は脂肪細胞分化を正に制御する
○楠山　譲二1、坂東　健二郎1、柿元　協子1、大西　智和1、松口　徹也1（1鹿大　院医歯　口腔生化、2日本学術振興会）





脂肪細胞はアディポカインと総称される生理活性物質を分泌することで、代謝や病態形成に関与することが知られている。脂肪細胞の産生するケモカインとしてはCCL2（MCP-1)が報告されているが、その他のケモカインの分泌や役割についてはよく分かっていない。我々は脂肪細胞分化に伴う種々のケモカインの発現を調べ、新規アディポカインとしての機能を検討した。マウス脂肪前駆細胞株3T3-L1細胞を分化誘導し、ケモカイン群の発現レベルを網羅的に解析したところ、CXCL3（MIP-2β)、CXCL13（BLC)、CCL24（MPIF-2)のmRNA発現レベルが著明に上昇した。またケモカイン受容体群については、CXCL3受容体であるCXCR2の発現が高くなった。リコンビナントCXCL3を培地に添加しながら、3T3-L1細胞を分化させると、脂肪滴の形成や脂肪分化マーカー遺伝子の発現が促進した。一方、CXCL3と同様にCXCR2リガンドであるCXCL2、CXCL13を加えた場合は、脂肪細胞の分化に影響を与えなかった。さらにCXCL3およびCXCR2のsiRNAによるノックダウンを行うと、脂肪細胞分化は抑制された。3T3-L1細胞へのCXCL3投与によって活性化されるシグナル分子を検討したところ、ERK、JNKがリン酸化され、その標的遺伝子としてC/EBPδを同定した。このように脂肪細胞によって産生されるCXCL3は、オートクライン/パラクラインの作用によって、分化を促進する新規アディポカインであることが示唆された。
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カテプシンD欠損マウスの脳病変における脳ペリサイト消失と免疫細胞の脳内浸潤の関与
○岡田　亮1、武　洲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子）





【目的】神経性セロイド様リポフスチン蓄積症（NCL）は進行性のニューロン死を伴う疾患グループで、8種類の原因遺伝子が同定されている。カテプシンD（CatD）遺伝子は原因遺伝子の一つでCLN10として知られている。NCLにおけるニューロン死には活性化ミクログリアが関与すると考えられているが、脳内に浸潤した免疫細胞が関与する可能性については検討されていない。そこで、NCL病態モデルマウスのCatD欠損マウスを用い、免疫細胞の脳内浸潤の可能性ならびに浸潤メカニズムについて解析を行った。

【方法・結果】脳内の常在性ミクログリアと末梢由来の単球・マクロファージの割合を解析した結果、CatD欠損マウスでは単球・マクロファージの割合が野生型マウスと比較して増加していた。また、CatD欠損マウスの脳血管は野生型マウスと比較して直径が有意に太く、異常な形態を示していた。さらに、CatD欠損マウスでは血管構造維持に重要なペリサイトが消失していた。野生型マウスより単離した脳ペリサイトをCatD阻害剤存在下で培養すると酸化ストレスによる細胞死が誘導された。

【考察】以上の結果より、リソソーム蓄積に伴う酸化ストレスによる脳ペリサイト消失により脳血管構造が破綻し、末梢由来の単球・マクロファージが浸潤することでニューロン死に関与することが示唆された。
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アメロブラスチンは口腔上皮細胞の細胞増殖を抑制する
○西藤　法子1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、鷲尾　絢子2、北村　知昭2、西原　達次1（1九歯大　感染生物、2九歯大　保存治療）





【目的】これまでの研究で、エナメルマトリックスタンパクの1つであるアメロブラスチンに上皮細胞増殖抑制効果が存在していることを見出した。しかし、アメロブラスチンの上皮細胞に対する詳細な生物学的機能については未だ不明な点が残されている。そこで、リコンビナントアメロブラスチンを作製し、in vitroの培養系を用いて上皮細胞の細胞増殖に及ぼす影響について解析を行った。【方法】アメロブラスチン発現プラスミドをサル腎上皮細胞(COS7)にエレクトロポレーション法で遺伝子導入した。細胞を回収しHalo-Tag Mammalian Protein Purification System(Promega）を用いてアメロブラスチンタンパクを精製し、精製効率をWestern Blottingで定量化した。精製後のアメロブラスチンを脱塩後、凍結乾燥しin vitroの実験系に使用した。精製タンパクをヒト扁平上皮癌細胞(SCC25)に作用させ増殖抑制効果をWST-1 assayで調べた。【結果と考察】今回、リコンビナントアメロブラスチンを効率良く精製し、in vitroの培養系を用いて、アメロブラスチンの新規の生物学的活性を見出した。特に、精製アメロブラスチンタンパクは上皮細胞の増殖に対して、濃度依存的に抑制することが明らかになった。現在、精製アメロブラスチンの活性部位を同定し、上皮細胞の抑制に関わる分子メカニズムについて検討しているところである。
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RelBはNF-κB2のプロセシングを誘導し、aly/alyマウスの破骨細胞分化抑制を解除する
○谷口　礼1,2、福島　秀文2、牧　憲司1、自見　英治郎2（1九歯大　歯　口腔機能発達、2九歯大　歯　分子情報生化）





【目的】NF-κB inducing kinase（NIK）遺伝子に不活型変異をもつaly/alyマウスは、NF-κB2であるp100からp52へのプロセシングがみられないことからRelBの核移行が阻害され、破骨細胞形成が抑制される。一方、p100とp52が存在しないNF-κB2遺伝子欠損マウス(NF-κB2 KO)は野生型と同程度の破骨細胞が存在し、RelBの核移行も認められる。このことからNF-κB2のプロセシングおよびRelBの核移行が破骨細胞分化に重要であると考えられる。そこで破骨細胞分化におけるNF-κB2とRelBの役割について検討した。【方法・結果】aly/alyマウス由来破骨細胞前駆細胞にRelBを遺伝子導入しRANKLで刺激すると破骨細胞形成の抑制が解除され、その際NF-κB2のプロセシングがみられた。NF-κB2 KOマウス由来の細胞にプロセシングがおきないp100の変異体を遺伝子導入すると破骨細胞形成が抑制され、RelBを遺伝子導入しても破骨細胞形成の回復が認められなかった。aly/alyマウス由来の細胞にRelBを遺伝子導入し、RelB依存的に上昇する遺伝子を検索するとCotの発現上昇が認められた。【考察】aly/alyマウスの破骨細胞分化抑制は、RelBの過剰発現によりCotの発現が上昇し、NF-κB2のプロセシングが誘導され、解除することが示唆された。
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MC3T3-E1細胞におけるインクレチン受容体の発現変化
○青山　絵美奈1、渡　一平1、井上　カタジナ　アンナ2、柳下　正樹2、小野　卓史1（1東医歯大　院医歯　咬合機能矯正、2東医歯大　院医歯　硬病生化）





【目的】インクレチンとして知られるglucose-dependent insulinotropic polypeptide（GIP)とglucagon-like peptide-1（GLP-1)は、十二指腸K細胞および小腸L細胞からそれぞれ分泌され、膵β細胞に作用してインスリン分泌を促進する。これらの受容体であるGIP receptor（GIPR)およびGLP-1 receptor（GLP-1R)は、骨芽細胞に発現していることが報告されているが、その機能の詳細は不明であり、糖代謝との関連も明らかではない。そこで、骨芽細胞におけるインクレチン受容体の機能を検討する目的でin vitroの実験を行った。【方法】MC3T3-E1を高グルコース培地および骨形成タンパク質(BMP-2)添加高グルコース培地にて、24時間、48時間および72時間培養し、GIPRおよびGLP-1Rの発現量の変化をreal-time PCRを用いて解析した。【結果】MC3T3-E1細胞におけるGLP-1R, GIPRの同時発現が確認され、その発現量はBMP-2添加により増加した。さらに、BMP-2添加培地において、GLP-1R, GIPRの発現量はグルコース濃度の影響を受けることが示唆された。また、GLP-1Rは時間依存的にも発現量が増加する傾向が認められた。
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成長板軟骨細胞の肥大化に関与する新規RNA分子の探索
○原　規子1、久保田　聡1、青山　絵理子1、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化）





内軟骨性骨形成過程は、顎骨の一部を含む大部分の骨の成長を決定する重要な発生・成長プロセスである。そこでは骨原基中の軟骨細胞が静止期を脱して増殖軟骨細胞となることにより成長を実現し、さらに肥大化を経て石灰化を誘導し骨形成が成し遂げられる。この分化過程を制御するさまざまな細胞内外の情報伝達分子、転写因子や転写後調節因子などのタンパク質、そして転写後調節の一翼を担うマイクロRNAなどについてはすでに多くの報告がある。しかしながら軟骨細胞の分化を制御、もしくは媒介する長鎖非コードRNA（ncRNA)に関しては現在までほとんど情報がない。本研究ではニワトリ軟骨細胞を用いたモデルを利用し、石灰化時期を規定する軟骨細胞後期分化、すなわち肥大化に関連する長鎖ncRNA候補を探索した。まずニワトリ胎児胸骨原基より、肥大軟骨細胞（upper sternum: US）および増殖軟骨細胞（lower sternum）を分離培養し、それぞれからRNA を抽出した。続いてこれを用いてマイクロアレイ解析を行い、両細胞間で発現強度の差が8倍を超える遺伝子群のデータベースを構築した。そこから既知のタンパク質コード遺伝子群、およびタンパク質をコードしていると予測される遺伝子群を除外することにより候補を絞り込み、これらについてリアルタイムRT-PCR法により両者間の発現量の差を再確認した。現在その構造・機能解析を進めており、その後得られた知見も併せて報告する予定である。
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LAMP2 is involved in the intracellular transport of RANKL
○Rajapakshe Anupama1、井上　カタジナアンナ1、柳下　正樹1、横山　三紀1（1東医歯大　院医歯　硬生化）





RANKL is essential for both osteoclast differentiation and activation through cell-cell contact. Since RANKL mainly resides intracellularlly, the mechanism of intracellular transport of RANKL is important to understand how the amount of cell-surface RANKL is regulated. Previously, the association of RANKL with secretory lysosomes in osteoblastic cells was reported. However, it is not clear whether RANKL is directly transported by lysosomes or not. In the present study, we investigated subcellular localization of RANKL by focusing on lysosome-associated membrane protein 2（LAMP2), which is the major component of lysosome membrane and considered to be involved in the lysosome motility.

In mouse preosteoblastic cell line（MC3T3-E1), RANKL was not co-localized with LAMP2, regardless the cells underwent osteoblastic differentiation or not. However, when the expression of LAMP2 was reduced by siRNA treatment, RANKL was accumulated to peri-nuclear regions, implying a defect in the plus-end-direct transport along microtubules. The results suggest that, although RANKL is transported via transport vesicles distinct from lysosomes, LAMP2 is involved in the intracellular transport of RANKL.
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ブタ幼若エナメル質中の生理活性物質と低分子エナメリンについて
○木下　冴子1、唐木田　丈夫2、大井田　新一郎2、朝田　芳信1、山越　康雄2（1鶴見大　歯　小児歯科、2鶴見大　歯　分子生化）





【目的】幼若エナメル質中にはマウス筋芽細胞(C2C12細胞)及び歯根膜由来培養細胞(PDL細胞)に対してアルカリホスファターゼ(ALP)活性を上昇させて石灰化を促進させる物質が含まれていることが知られているので、それら生理活性物質を分離精製することを試みた。【方法】生後約5ケ月のブタ永久第二大臼歯より幼若エナメル質を採取しリン酸緩衝液(pH7.4)(N)と炭酸緩衝液(pH10.8)(AL)を用いてタンパク質を抽出した。N画分に対してはさらに40％飽和となるように硫安分画を行った(N-1E)。AL及びN-1E試料をヘパリンクロマトグラフィーにて分離し、各溶出画分に対してC2C12及びPDL細胞に対するALP活性を調べた。さらにN-1E試料から分離され、ALP活性を上昇させる画分中に含まれる主要タンパク質をLC/MS分析にて同定した。【結果と考察】AL及びN-1E試料はヘパリンクロマトグラフィーによりそれぞれ5及び7つの画分に分離された。AL試料では、0.2 M及び1 M NaCl溶出画分にC2C12細胞に対して、また、ヘパリン未吸着画分と50 mM NaCl溶出画分にPDL細胞に対してALP活性を上昇させる物質が含まれていた。N-1E試料では0.1 M NaCl溶出画分にPDL細胞に対してALP活性を上昇させる物質が存在しており、この画分中に含まれている主要タンパク質が、S300-R432を範囲とする分子量約16 kDaのエナメリンであることが判明した。現在、このエナメリンのヘパリンとの親和性及び生理活性物質との関連について検討中である。
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歯根膜線維芽細胞に高発現するCXCL12の機能について
○八城　祐一1、野村　義明2、石川　美佐緒1、新井　千博1、野田　晃司1、花田　信弘2、中村　芳樹1（1鶴見大　院歯　矯正、2鶴見大　歯　探索歯）





【緒言】歯根膜は他の結合組織と比較してコラーゲン線維や基質の代謝が活発であり、この代謝を担うのは歯根膜線維芽細胞(PDLFs)であるといわれている。しかし、この歯根膜の線維芽細胞の供給については明らかでない。我々はこのPDLFsの発現遺伝子の網羅的解析から、線維芽細胞や骨芽細胞に分化する間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cells:MSCs)に対する走化性をもつ遺伝子Chemokine ligand12の高い発現を認めた。本研究の目的はヒト歯根膜線維芽細胞(HPDLFs)におけるCXCL12の発現およびMSCsの走化性を検討することである。【資料および方法】HPDLFsおよびヒト皮膚線維芽細胞(HDFs)の細胞内発現遺伝子を網羅的に比較検討し、さらにCXCL12発現量を解析した。機能的解析としてMSCsを用いたMigration assayを行った。また、MSCsをHPDLFsおよびsiRNA導入HPDLFsのCondition Medium(CM)に暴露しRT-PCRを行った。CXCL12の局在はラット歯根膜領域の凍結切片を使用し免疫組織学的に検討した。【結果】マイクロアレイ解析の結果よりHPDLFsにおけるCXCL12の高発現を認めた。またqRT-PCR、ELISAの結果から同様の結果を得た。Migration assayではHPDLFsの走化性はHDFsに対し有意に高かった。CMによってCXCL12発現亢進が認められた。免疫組織学的にはCXCL12は歯根膜に強く発現していた。【結論】PDLFsはCXCL12を産生し、細胞外に分泌することで血管内のMSCsを歯根膜内に誘導するのではないかと考えられる。
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ヒト歯根膜細胞におけるギャップ結合を介した細胞間コミュニケーションの検討
○加藤　龍史1、石原　嘉人2、川邉　紀章2、上岡　寛2、山本　照子1、山城　隆3（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2岡大　院医歯薬　歯科矯正、3阪大　院歯 顎顔面矯正）





【目的】歯根膜は矯正力等の機械的刺激を感受して応答性の反応を示し、ギャップ結合(GJ)を介した細胞間コミュニケーションは、それらの刺激に対する情報伝達系の一つとして歯周領域の恒常性維持に重要な役割を担うと考えられる。本研究は、ヒト歯根膜細胞におけるGJの発現と機能性について比較検討を行い、GJを介した細胞間コミュニケーションの骨代謝へ及ぼす影響を調べた。【資料および方法】実験は、健全な便宜抜去小臼歯から単離した歯根膜細胞において行った。矯正的歯の移動時における圧迫側モデルとして低酸素培養を2％O2下で行った。GJの機能性は、蛍光退色法（FRAP）により検討を行った。mRNA発現はRT-PCR、タンパク発現はWestern Blotting法を用いて検討した。【結果および考察】FRAPによる蛍光輝度の回復が認められ、その回復はGJ阻害剤投与群および低酸素群において濃度・時間依存的に抑制された。GJを構成する主要タンパクであるConnexin-43の発現量は、低酸素環境下において時間依存的に減少した。GJ阻害剤投与群において、RANKL mRNA発現は有意に上昇する一方で、OPG mRNA発現の有意な減少を認めた。【結論】歯根膜細胞間におけるGJ結合を介した細胞間コミュニケーションが骨代謝制御へ関与している可能性が示唆された。
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メタボローム解析による口腔扁平上皮癌のエネルギー代謝特性の解明とバイオマーカーの探索
○小川　珠生1,2、鷲尾　純平2、高橋　哲1、高橋　信博2（1東北大　院歯　顎顔面口腔外科、2東北大　院歯　口腔生化）





【目的】近年、メタボローム解析による癌特有のエネルギー代謝が解明しつつあり、癌の診断や治療法の開発に有益な新情報となることが期待されている。しかし口腔扁平上皮癌(OSCC)を対象とした研究はほとんどない。そこで本研究では、OSCCのメタボローム解析を行い、エネルギー代謝特性の解明とバイオマーカー(BM)の探索を試みた。【方法】東北大学病院受診患者33人を対象とし、手術時に切除した癌組織と周囲正常組織を試料とし、メタボローム解析を行った。代謝産物の同定・定量にはCE-TOFMS(HMT社)とグルコース測定kit(和光純薬)を用い、得られたデータから群間比較、ヒートマップ、クラスター解析によりBMを探索した。本研究は所属研究科研究倫理委員会の承認を得た。【結果】正常組織と比較し、癌組織ではグルコース(72±67％)、グルタミン(90±55％)の減少と、乳酸（161±68％)、コハク酸(285±345％)、フマル酸(154±15％)、リンゴ酸（157±102％)、グルタミン酸（158±82％)の増加が認められ、いずれも統計学的に有意であった。しかし、明確なBMは見出されなかった。【考察】OSCCにおいて、Warbrug効果（解糖系の亢進）に加え、グルタミノリシス（グルタミンの利用亢進）が認められ、正常細胞と比べ、アミノ酸から効率的にエネルギーを得ていることが示された。癌特異的BMではなく、代謝パタンによる癌鑑別の可能性が示唆される。














P1-87





扁平上皮癌細胞におけるGULT1を介したEGFRの発現制御
○吉本　尚平1,2、長野　公喜1、杉山　悟郎1、森田　浩光2、中村　誠司3、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九大　病院　全身管理歯科、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）





がん細胞では、正常細胞に比し5～8倍程度グルコース取り込み能が上昇しているといわれ、経路についてはGLUT1がその役割を担っていると考えられている。今回我々はGULT1を介したグルコース流入がEGFRの発現に影響を与えるという結果を得た。ヒト口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2、HSC-3）、ヒト皮膚扁平上皮癌細胞株（A431）および対照としてヒト正常角化細胞株（HaCaT）を用い、2種類の異なる濃度のグルコース（低濃度；LG, 5.5 mMまたは高濃度；HG, 25 mM）を含む培地中（10％血清を含有）で培養した。上記全ての細胞においてHG培地下では、ErbB受容体蛋白であるEGFR、HER2、HER3およびHER4の全ての発現が認められることをウエスタンブロット法で確認した。一方LG培地で培養すると、HSC-2、HSC-3及びA431はErbB受容体全てにおいて発現量の減少を認めた。このような現象はHaCaT細胞では認められなかった。このErbB蛋白の発現量の減少はグルコース流入量によるものと考え、グルコース輸送体であるGULT1～4およびSGLT1～3の発現をRT-PCRにて確認した結果、GLUT1のみが共通して発現していた。さらに、グルコース輸送体は通過するが解糖系による代謝は受けない2-deoxy-D-グルコースを加えると高濃度添加に関わらずEGFR発現の著明な低下を認めた。以上の結果より、扁平上皮癌細胞においてEGFRの発現がGLUT1を介したグルコース流入と引き続く代謝により調節されていることが示唆された。
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ヒアルロン酸が破骨細胞に及ぼす影響
○廣田　秀逸1、川本　章代1、吉川　美弘2、高橋　一也1、池尾　隆2、小正　裕1（1大歯大　院歯　高齢者歯、2大歯大　生化）





【目的】関節リウマチ（RA）の治療方法の1つとしてヒアルロン酸(HA)が用いられる。しかし、HAがRAの症状である傍関節性骨粗鬆症や関節骨破壊に作用するメカニズムは明らかになっていない。そこで破骨細胞前駆細胞を用いて、HAが破骨細胞分化に及ぼす影響について検討した。【方法】マウス骨髄由来細胞（ddY雄6週齢）(BM)や頭蓋冠由来骨芽細胞（ddY雄1日齢）(OB)を1,25(OH)2D3, PGE2存在下で、またBMのみをRANKLとM-CSF存在下で、それぞれHAを添加した培地で培養した。BMのRANKL、OPG発現をReal time-PCRで測定した。【結果および考察】BMとOBを共培養すると、TRAP陽性細胞が染色され、それらのTRAP陽性細胞数はHA刺激群で減少した。OBの増殖はHA刺激群において促進したが、RANKLやOPG mRNA発現に変化がなかった。一方、RANKL,M-CSF存在下でのBMの破骨細胞への分化は、HA刺激群で抑制された。また、HA刺激群でBMの細胞接着は抑制された。HAが骨芽細胞の増殖を促進し、BMの接着を抑制することで、骨芽細胞と破骨細胞前駆細胞数のバランスが崩れ、破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化が抑制される可能性が示唆された。
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Cdc42は軟骨形成に必須の遺伝子である
○鈴木　航1,2、山田　篤1、相澤　怜1,3、鈴木　大1、中山　睦子1,4、山本　松男3、槇　宏太郎4、馬場　一美2、上條　竜太郎1（1昭大　歯　口腔生化、2昭大　歯　歯科補綴、3昭大　歯　歯周病、4昭大　歯　歯科矯正）





Rhoファミリー低分子量Gタンパク質Cdc42は、アクチン細胞骨格系の制御を介した細胞の増殖、分化、細胞死など、細胞機能にとって重要な役割を果たしている。しかし、Cdc42を全身で欠損させたマウスが胎生初期で死亡するため、生体レベルでの機能には不明な点が多い。そこで我々は、マウス生体内で組織特異的に遺伝子を欠損させるCre-loxPシステムを用い、II型コラーゲンプロモーター制御下でCreを発現させ、軟骨細胞特異的にCdc42遺伝子を欠損させたコンディショナルノックアウトマウス（Cdc42fl/fl; Col2-Cre）を作製し、軟骨細胞の分化、成熟に対する機能解析を行った。作製されたコンディショナルノックアウトマウスはコントロールマウス（Cdc42fl/fl）と比較し、体長で17.6％（P＜0.05)、大腿骨長で21.8％（P＜0.01)の減少が認められた。また、大腿骨成長板での増殖軟骨層の短縮、柱状配列の喪失、肥大軟骨層の肥厚などの表現型が認められ、海綿骨における類骨量の増加も認められた。大腿骨成長板での遺伝子発現様式を検討した結果、増殖軟骨細胞マーカー遺伝子であるtype II collagen、肥大軟骨細胞分化マーカー遺伝子であるtype X collagenおよびmatrix metalloproteinase 13の発現低下が認められた。以上の結果から、Cdc42は成長板における軟骨分化および軟骨内骨化を制御し、軟骨形成に必須の役割を果たしていることが示唆された。
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破骨細胞の前駆細胞における接着シグナルは分化誘導受容体（RANK）の発現を誘導する
○望月　文子1、高見　正道2、宮本　洋一2、井上　富雄1、上條　竜太郎2（1昭大　歯　口腔生理、2昭大　歯　口腔生化）





破骨細胞は骨組織にのみ存在する多核細胞だが、その局在性がどのような機序で制御されているかは不明である。我々は、破骨細胞の前駆細胞（破骨前駆細胞）の骨基質への接着が破骨細胞分化の「場」を決める一因ではないかと仮説をたて、接着シグナルの役割について解析した。マウスの骨髄細胞からM-CSFで誘導したBone marrow-derived macrophage（BMM）を破骨前駆細胞として用いた。BMMは接着可能なラミニンコートプレート上で分化誘導因子RANKLの刺激により破骨細胞に分化したが、BMMが接着できないゲル上（メチルセルロース）では分化しなかった。この時、プレート上ではRANKLによるIκBのリン酸化と転写因子NFATc1の発現上昇が認められたが、ゲル上ではそれが認められなかった。しかし、TNF-αやLPSはプレート、ゲルの差に関係なくIκBのリン酸化を誘導したことから、ゲル上ではRANKL受容体（RANK）に依存したシグナルだけが障害されていると予想した。そこでRANKの発現レベルを解析したところ、プレート上に比べてゲル上では著しく低いことが判明した。しかしそれは、BMMをゲルからプレート上へ移行することにより回復した。また、強制的にRANKを発現させると、ゲル上でも破骨細胞に分化したことから、接着シグナルはRANKの発現を誘導する役割を担うことが示唆された。すなわち破骨細胞の局在性には、骨基質への接着によるRANKの発現上昇が関与すると推察される。
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象牙質・幹細胞複合体の骨再生への応用
○田中　雅士1,2、川木　晴美1、小栗　健策1,2、森　春菜2、神谷　真子1、髙山　英次1、吉田　隆一2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　歯科保存）





我々は自己供給可能な骨補填材料として、象牙質に注目した。象牙質を自己由来の幹細胞の足場として、ヒト歯髄由来幹細胞(hDPSC)と象牙質からなる象牙質・幹細胞複合体（凝集塊）を作成し、形状観察を行い、細胞数、アルカリホスファターゼ(ALP)活性について既存の骨補填材である水酸化アパタイト(HA)やβ-リン酸三カルシウム(β-TCP)を比較対象に検討した。

象牙質は患者の同意のもと、朝日大歯学部倫理委員会の承認を得て採取した抜去歯より調整した。まず種々の細胞密度で細胞塊作成条件を検討し播種後3～5日で凝集し、細胞塊が形成されることを確認した。そして細胞塊を固定し、アルカリホスファターゼ(ALP)染色を行ったところHAでは濃染されたが象牙質、β-TCPではほとんど染色されなかった。走査型電子顕微鏡観察を行うと象牙質を用いた細胞塊では多数の細胞が顆粒を被包しているのが観察された。さらに細胞塊中の細胞数を比較すると、象牙質顆粒の細胞塊では細胞増殖が顕著であり他の材料と比較して有意に上昇していた。

hDPSCは今回用いた全ての材料とともに細胞塊を形成し、骨補填材へ応用可能であることが示唆された。現在、実験動物の皮下への細胞塊移植実験を行い骨誘導能について検討中である。
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GLUT4トランスロケーションにおけるAktによるtomosynのリン酸化の影響
○長野　公喜1、竹内　弘2、杉山　悟郎1、大谷　崇仁1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九歯大　口腔応用薬理）





インスリン応答性のグルコース取り込みは、Aktによるグルコーストランスポーター4（GLUT4）を含有する小胞（GLUT4 storage vesicles; GSV）の細胞膜上へトランスロケーションによっている。我々は GSV トランスロケーションへの関与が報告された開口分泌調節タンパク質 tomosyn に Akt のリン酸化モチーフが存在することを見出したので、Akt による tomosyn のリン酸化の有無と GSV トランスロケーションへの関わりについて検討した。試験管内リン酸化実験を行ったところ、野生型 tomosynは Akt1、Akt2によってリン酸化されたが783番目の Ser を Ala に置換した変異体（S783A）はリン酸化されなかった。さらに、細胞を用いた実験でもインスリン刺激によって野生型はリン酸化されたが、変異体のリン酸化は認められなかった。次に、GSV 輸送に関わるSNARE タンパク質 syntaxin 4とtomosyn の試験管内結合実験を行ったところ、両分子の結合は Akt による tomosyn の S783のリン酸化によって抑制された。これらの結果から、インスリン刺激に伴う GSV のトランスロケーションの調節には Akt による tomosyn の S783のリン酸化が関与することが示唆された。
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炎症・組織再生を制御するCCN1の3'非翻訳領域を介した遺伝子発現調節
○村瀬　友里香1,2、久保田　聡1、前田　彩1、原　規子1、住吉　久美1、西田　崇1、佐々木　朗2、滝川　正春1（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）





CCN1はCCNファミリーに属するタンパク質で、細胞外基質や成長因子、接着因子などの協同因子との相互作用を通じて炎症、組織再生過程で重要な役割を演じている。特に近年関節疾患や組織線維化との関連が明らかとなり、顎顔面領域でも注視すべき分子のひとつである。CCN1の機能は共存する協同分子に大きく依存するので、CCN1がいつどこに存在するかを規定する遺伝子発現制御の解明は重要な課題である。そこで本研究では、CCN1 mRNAに存在する3'非翻訳領域（3'-UTR）に焦点をあて、それを介した遺伝子発現制御機構を解析した。まずヒトCCN1遺伝子の3'-UTRを蛍ルシフェラーゼ遺伝子下流に接続し遺伝子発現に対する影響を検討したところ、強い抑制効果が観察された。続いてこの3'-UTRを前後半に分断し、各々の活性を評価した実験では、両方の断片が等しく遺伝子発現抑制効果を発揮した。さらに前半部分について欠損変異体を作成し、同様の評価で抑制エレメントを110塩基長まで絞り込んだ。興味深いことにin silico解析ではこのエレメントは安定した二次構造を形成すると予測された。一方後半については二次構造形成予測、およびマイクロRNAの標的予測で得られた候補部分につき効果を検証したが、いずれも抑制活性を示さなかった。後半部分の抑制機能を担う部分の同定が今後の課題である。本研究は仲川洋介、湊雅直、住吉久美博士との共同研究である。














P1-94





歯周病関連菌の義歯用レジン（PMMA）表面への付着性および唾液による影響
○石黒　和子1,2、鷲尾　純平2、佐久間　陽子1、竹内　裕尚1、福島　庄一3、佐々木　啓一1、高橋　信博2（1東北大　院歯　口腔システム補綴、2口腔生化、3次世代歯科材料工）





【目的】義歯表面biofilmは、齲蝕、歯周病、誤嚥性肺炎等の原因となる。我々は、齲蝕関連菌を対象として、alamarBlueによる非RI微量細菌付着定量法を確立し、細菌のPMMA表面付着を定量した。しかし、歯周病関連菌の多くはalamarBlueとの反応が弱く、各菌特異的な代謝基質を加え、反応を活性化する必要がある（石黒ら、2012）。本研究ではPorphyromonas gingivalis（Pg）及びFusobacterium nucleatum（Fn）のPMMAへの付着を従来法及び基質添加改良法で測定し、さらに唾液によるPMMA表面処理の影響を検討した。

【方法】Pg（ATCC 33277）、Fn（JCM 8532）の各標準株を用いた。PMMAプレートを緩衝液あるいは唾液で一晩処理した。各菌懸濁液を37℃で2時間付着させ、1％ alamarBlue溶液と代謝基質（Pg: 0.5％ tryptone、Fn: 0.2％ glutamate）を加え、3時間後の蛍光強度から付着量を算定した。

【結果】Pg、Fnとも、改良法において蛍光強度が13.8倍、161倍に増加した。両菌ともPMMA表面に付着し、Pgの付着量はFnの3.0倍であった。また、両菌とも唾液によって付着量に有意な変化はなく、唾液で付着が増減する齲蝕関連菌（Sakuma et al., 2013, in press）と異なっていた。

【結論】改良法によって歯周病関連菌の付着が定量できた。義歯表面biofilmから歯周病関連菌が検出されているが（Teles et al., 2012）、これらの細菌が義歯表面に直接付着できることが示された。
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破骨細胞の骨吸収活性を制御するWnt5a-Ror2シグナルによるRho活性化
○上原　俊介1、宇田川　信之1、高橋　直之2、小林　泰浩2（1松歯大　口腔生化、2松歯大　総合歯科医学研究所）





Wnt5aはRor2受容体を介し、破骨細胞分化誘導因子RANKLの受容体であるRANKの発現を亢進し、破骨細胞分化を促進する。今回我々は、破骨細胞の骨吸収機能におけるWnt5a-Ror2シグナルの役割を明らかにするため、破骨細胞特異的Ror2欠損マウス(Ror2 cKO)を解析した。Ror2 cKOは骨量増加を呈し、骨吸収マーカーである血清CTXは低値を示した。しかし、骨形態計測では破骨細胞の減少を認めなかった。培養実験においてRor2 cKO由来の破骨細胞は、アクチンリング形成および吸収窩形成不全を示した。すなわちRor2シグナルは、破骨細胞の骨吸収活性を調節することを示唆した。低分子量Gタンパク質であるRac及びRhoは、骨吸収に関与する。そこで、Ror2 cKO由来の破骨細胞において恒常的活性型(CA)-RhoAあるいはCA-Rac1を過剰発現した。CA-RhoAは低下した骨吸収活性を回復させた。WntシグナルにおけるRho活性化因子であるDaam2の発現は、破骨細胞分化に伴い増加した。shRNAを用いDaam2発現を抑制したところ、吸収窩形成が抑制された。また、Daam2をノックダウンした破骨細胞においてCA-RhoAを発現すると、低下した吸収窩形成は回復した。以上より、Ror2シグナルはDaam2を介してRhoを活性化し、破骨細胞の骨吸収活性を制御する。会員外共同研究者：山下照仁（松歯大）、南康博（神戸大）
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培養幹細胞を用いた象牙質顆粒の機能解析
○小栗　健策1,2、川木　晴美1、田中　雅士1,2、森　春菜2、神谷　真子1、髙山　英次1、吉田　隆一2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　歯科保存）





我々は象牙質顆粒を根尖封鎖材として応用すべく研究を行ってきた。そして象牙質が根尖部でdentinal plugを形成することを動物実験にて示した。しかし象牙質顆粒填入後の周囲組織の応答については不明な点が多い。そこで象牙質および人工骨補填材存在下での細胞応答を様々な組織由来の幹細胞（ヒト歯髄由来幹細胞(hDPSC)、ヒト骨髄由来幹細胞(hBMSC)、ヒト脂肪由来幹細胞(hASC)）を用いて検討した。

象牙質は患者の同意のもと朝日大歯学部倫理委員会の承認を得て抜去歯より調整した。象牙質顆粒、HA、β-TCPに対する細胞の初期接着を細胞播種後12時間で検討した結果、3種の細胞とも骨補填材非存在下(NC)と比べ有意差はみられなかった。次いで細胞増殖について検討した結果、象牙質顆粒は3種の幹細胞の増殖を有意に促進したが、HA、β-TCPでは細胞増殖促進は認められなかった。アルカリホスファターゼ(ALP)活性はHAで有意に高かったが象牙質顆粒およびβ-TCPには有意な促進効果は認められなかった。

今回用いた材料は細胞接着を顕著に阻害するものではなかった。そして細胞増殖においては、象牙質顆粒は比較に用いた人工材料よりも有意に促進効果を示した。しかしながら象牙質によるALP活性上昇促進効果は認められず、本材料が未分化な状態で増殖を促進する基材として有望であることが示唆された。今後は培養後の細胞の性状を詳細に検討するため、遺伝子発現解析を行っていく予定である。
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炭酸含有アパタイトの骨髄由来間質細胞の接着・増殖促進効果の検討
○高橋　潤1,2、川木　晴美1、尾上　一平1,2、近藤　雄三1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）





【目的】我々は骨組織の欠損を生理的に再生、再建することを目指し、骨アパタイトに物理化学的性状が酷似する炭酸含有アパタイト(CA)を開発した。そしてCAが既存の人工骨補填材料と同等の骨誘導能を有し、破骨細胞性吸収が迅速であることを動物モデルを用いて示してきた。しかしながら、in vivoで確認されたCAの効果についての詳細なメカニズム解析は行われていなかった。そこで我々はラット骨髄由来間質細胞を用い接着および増殖について検討した。

【方法】ラット骨髄由来間質細胞を調整し、この細胞を整粒したCA、水酸化アパタイト(HA)、β-リン酸三カルシウム(β-TCP)を0.25～8 mg/wellにてコーティングした培養器で培養し、無コーティングの培養器をコントロール（NC群）として増殖と接着について検討した。また、播種後12時間で固定、あるいはタンパク質試料を回収してVinculinの蛍光免疫染色とERK1/2のリン酸化解析を行った。

【結果および考察】CA群ではHA、β-TCP群に比べコーティング量依存的に細胞増殖が促進され、細胞の初期接着においてもHA、β-TCPが接着を阻害する傾向がみられるのに対しNC群と同等の細胞接着がみとめられた。さらに、CA群においてVinculinの染色性とERK1/2の活性化が顕著であった。以上のことからCAはHA、β-TCPに比べ細胞接着性に優れており、それにはERK1/2経路が関与していることが示唆された。
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炭酸含有アパタイトの骨芽細胞増殖分化促進効果の検討
○近藤　雄三1,2、川木　晴美1、尾上　一平1,2、高橋　潤1,2、神谷　真子1、髙山　英次1、永原　國央2、近藤　信夫1（1朝日大　歯　口腔生化、2朝日大　歯　インプラント）





【目的】近年、リン酸カルシウム基材が骨代用材、骨修復材として整形外科領域を中心に臨床応用されており、β-リン酸カルシウム（β-TCP）が整形外科領域において骨欠損の補填材に使用され、ハイドロキシアパタイト（HA）が歯科用インプラント体のコーティング材に応用されている。我々はより生理的な骨再生を目指し、生体吸収性の骨補填材料として炭酸含有アパタイト(CA)を開発した。そして焼結温度の異なるCA上では骨髄由来細胞の応答性が異なることを見出した。そこで3種の焼結温度のCAを用いてラット頭蓋冠由来骨芽細胞の増殖分化について検討した。

【方法】Wisterラット胎仔頭蓋冠由来骨芽細胞を調整して実験に用いた。この細胞を3種の異なる温度（400、550、700℃）で焼結したCAを培養器に4 mg/wellずつコーティングした上で培養して(CA400、CA550、CA700群)増殖と接着、アルカリホスファターゼ(ALP)活性および石灰化レベルについて検討した。同様にHA, β-TCP群を作成し、無コーティングのものとともに比較対象とした。

【結果および考察】CAはHAに比べ骨芽細胞の接着・増殖に優れておりその効果はCA400群が最も高かった。ALP活性はHA群が高く、次いでCA700群が高かったが石灰化においてはCA群が優れており特にCA400群で顕著であった。以上よりCAは骨芽細胞の増殖分化において優れた材料であることが示された。
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デキサメタゾンは培養骨芽細胞が形成する石灰化物のリン酸含有量と硬さを増強する
○宮本　尚1,2、宮本　洋一1、槇　宏太郎2、上條　竜太郎1（1昭大　歯　口腔生化、2昭大　歯　歯科矯正）





骨強度は、骨密度だけでなく石灰化細胞外基質の物理化学的性質、すなわち骨質に依存する。本研究では、骨芽細胞様MC3T3-E1細胞（以下、細胞）の石灰化培養系を用い、骨芽細胞が形成する石灰化物の物理化学的性質に影響を与える要因を解析した。通常の増殖培地（培地A）、アスコルビン酸（Aa）とβ-グリセロリン酸（Gp）を添加した培地A（培地B）、デキサメタゾン（Dex）を添加した培地B（培地C）の3種類の培地で細胞を2週間培養した。培地Aで培養した細胞のアルカリホスファターゼ活性は、培地Bあるいは培地Cのものより高かった。培地Bと培地Cの培養系では、アリザリン赤とコッサ染色陽性の石灰化物が観察された。培地Bと培地Cでの石灰化物のカルシウム量に有意な差はなかった。ラマン分光法で分析すると、培地Bの石灰化物にはリン酸基が確認できなかったが、培地Cでは、カルシウム沈着に遅れてリン酸基含量の上昇が観察された。一方、糖質コルチコイド受容体阻害剤存在下に培地Cで培養した細胞の石灰化物はリン酸基を含まなかった。さらに、培地Cで生じた石灰化物の硬さをナノインデンテーション法で解析したところ、培地Bで生じた石灰化物に比べ、有意に硬かった。ヒドロコルチゾンでも上記と同様の結果が得られた。以上より、骨芽細胞の石灰化物形成にはAaとGpで十分だが、より硬いリン酸カルシウムを含む石灰化物の形成には副腎皮質ステロイドが必要であることが示された。
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骨芽細胞のスフィンゴミエリン合成酵素(SMS)2が破骨細胞分化に及ぼす影響
○加山　智規1、吉川　美弘2、池尾　隆2、岡崎　定司1（1大歯大　欠損歯列補綴咬合、2大歯大　生化）





【目的】1,25(OH)2D3は骨芽細胞の機能を亢進することで破骨細胞の分化を促進する。一方、白血球細胞株はスフィンゴミエリンを減少させることで、細胞機能の発現を促進することが知られている。今回、私たちは役割が明確にされていない骨芽細胞のSMS2に着目し、SMS2と骨芽細胞が発現する破骨細胞分化調節因子との関連について検討した。【方法】1日齢ddYマウスの頭蓋冠から単離した骨芽細胞(OB)からSMS2をsiRNAにてノックダウンした。6週齢ddYマウス脛骨より単離した骨髄細胞(BM)と1,25(OH)2D3刺激下で共培養し、1週後TRAP染色を行った。また、SMS2をノックダウンし、1,25(OH)2D3で刺激したのちRANKLのmRNA発現をreal-time PCR法にて解析した。同様にRXRタンパク質発現をウエスタンブロッティング法により解析した。【結果と考察】SMS2をノックダウンするとOBとBMの共培養によるTRAP染色陽性多核細胞形成が抑制された。さらに、1,25(OH)2D3刺激でRANKLのmRNA発現は有意に低下した。一方RXRは1,25(OH)2D3刺激に関係なく、タンパク質の発現が抑制された。以上により、SMS2はRXRを介してRANKLの発現を制御することで、破骨細胞分化を調節している可能性が示唆された。
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マウス口腔扁平上皮癌による脾細胞インターフェロンγ産生能の抑制効果
○稲垣　俊弘1、神谷　真子2、東　康加3、川木　晴美2、髙山　英次2、村松　泰徳1、近藤　信夫2（1朝日大　歯　口腔外科、2朝日大　歯　口腔生化、3朝日大　歯　歯科麻酔）





【目的】我々は本学会において、口腔扁平上皮癌細胞（OSCC）株を移植した同系マウスにおいて脾細胞のインターフェロンγ（IFN-γ）産生能が腫瘍体積の増大に逆相関して低下し、抗腫瘍免疫能が抑制されることを報告している(東ら　第54回、55回歯科基礎医学会学術大会)。そこで本研究では、この分子機構を解明するために、in vitro共培養系を用いて癌細胞と免疫細胞の直接的相互作用を検討した。【方法】C3Hマウス由来頬粘膜扁平上皮癌細胞株（Sq1979、理研BRC)とそのサブクローンSq23311(原発巣より採取)およびL-5（転移リンパ節より採取）を用いた。これらOSCC細胞の共存下で、同系統のマウスから採取した脾細胞を抗CD3抗体にて48時間刺激培養し、上清に分泌されるIFN-γをはじめとするサイトカインの産生能をELISA法にて測定した。【結果と考察】L-5はSq1979やSg23311に比較して高い移植生着率、成長速度を示していた。Sq1979およびSq23311は、抗CD3抗体刺激で惹起される脾細胞のIFN-γの産生量をOSCC細胞数依存的に低下させたが、L-5は抑制効果を全く示さなかった。以上の結果から、Sq1979およびSq23311はマウス脾細胞集団に直接作用し免疫応答能を抑制することが示された。現在さらに異なる形質のOSCC細胞株を用いて、脾細胞のサイトカイン産生能の制御について検討を進めている。
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不正咬合と片頭痛との関連について
○猿田　樹理1、東　雅啓1、林　隆司1、清水　智子1、山本　裕子1、松木　千紗1、川嶋　理恵2、近藤　裕介1,3、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2自医大　院　歯科口腔外科、3東海大　医　病理診断）





【目的】近年、頭痛と顎関節症との関連性について研究が進んでおり、頭痛と咬合との関連性についても注目されている。しかし、頭痛と不正咬合が関与しているかどうかは、いまだ不明瞭な点が多い。そこで本研究では、片頭痛と不正咬合の関連性について検討することを目的とした。【資料および方法】被験者は、神歯大附属横浜研修センター・横浜クリニック頭痛外来にて、国際頭痛分類第二版により診断を受けた片頭痛患者60名（平均年齢39.3歳）と頭痛のないコントロール群40名（平均年齢31.3歳）とした。すべての被験者に対し、生活習慣や顎関節に関するアンケート、口腔内写真撮影、上下歯列の印象採得を行った。これらの資料をもとに統計を行い、片頭痛群とコントロール群間での違いを比較した。【結果および考察】顎関節症状についての問診票では、大開口時のひっかかりを自覚している人がコントロール群で有意に高かったが、その他有意差が認められなかった。模型所見においては、片頭痛患者ではコントロール群と比較し、オーバーバイト、くさび状欠損歯数、歯間内開口角、Angleの分類で有意差が認められた。また、片頭痛群のAngle2級不正咬合のうち、1類が9％、2類が62％、判別困難が29％となった。片頭痛群とコントロール群間では、模型所見でいくつかの特徴的な所見が認められた。以上の結果よりこれらは、片頭痛をもつ患者の口腔内の特徴と考えられた。
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急性ストレス負荷時のラット副腎髄質におけるTrkBの役割
○近藤　裕介1,2、東　雅啓2、猿田　樹理2、林　隆司2、松木　千紗2、山本　裕子2、清水　智子2、川嶋　理恵3、槻木　恵一2（1東海大　医　基盤診療　病理診断、2神歯大　院  環境病理、3自医大　院　歯科口腔外科）





【目的】演者らは、唾液腺において急性拘束ストレス時にBDNFの発現が増加し、血中へ移行することで、遠隔臓器に影響を及ぼすことを報告した。さらに、ラット副腎髄質でBDNFの受容体であるTrkBが有意に増加することを報告した。今回は、ストレス時に副腎髄質で発現するTrkBの役割と、副腎におけるBDNF発現とその局在についての検討を行った。【方法】ラットに急性拘束ストレスを60分負荷した後、TrkBを刺激するためにAgonist antibody（Anti-TrkB)を投与し、その5分後に血中カテコールアミン濃度測定を行った。副腎摘出モデルラットに対しても同様な方法で実験を行った。また、ラット副腎に対してPCR、In situ hybridization、免疫組織化学を行いBDNFの発現と局在の検討を行った。【結果】Anti-TrkBを投与した実験では血中カテコールアミン濃度の有意な上昇が認められた。副腎摘出モデルラットではアドレナリン、ノルアドレナリンの有意な上昇は認められなかった。また、BDNF発現と局在の解析では、BDNFは副腎髄質に発現することが認められた。【考察】副腎に発現するTrkBはストレス応答としてカテコールミンを放出する役割を担うことが示唆された。また副腎髄質にBDNFが発現したことから、Autocrine機構によるカテコールアミン放出誘導機序の存在が示唆された。
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ヒト歯周炎歯肉におけるhBD-2発現誘導の解析
○東　雅啓1、清水　智子1、猿田　樹理1、佐藤　武則2、近藤　裕介1,3、林　隆司1、山本　裕子1、松木　千紗1、浜田　信城2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2神歯大　院　微生物、3東海大　医　病理診断）





【目的】歯周病原細菌の曝露をいち早く受ける歯肉上皮細胞では、細胞表面に存在するToll-like receptor(TLR)を介してhuman β-defensin-2(hBD-2)の発現を誘導することで病態の重症化を防いでいる。この発現メカニズムを含めたヒト歯肉における免疫反応を直接的に解析した報告は未だない。そこで本演題ではヒト歯肉組織再現モデルを使用し、Porphyromonas gingivalis に対するヒト歯肉組織の免疫応答を、TLR、hBD-2の発現量と局在から検討を行った。【方法】慢性歯周炎患者の歯肉を用いて、Tsukinokiら(J Periodont Res 2007)の方法に従いヒト歯周炎歯肉再現モデルをヌードマウス(♂、6-8週令)にて作製した。その後ヒト歯肉に対してP. gingivalis を感染させ、サンプリングし定量PCRおよび免疫組織化学的解析、in situ hybridizationを行った。さらに、移植後歯肉のヒト特異的発現を確認するため免疫組織化学染色を行った。【結果と考察】移植後歯肉においてもヒト由来であることが確認され、また歯肉におけるTLRおよびhBD-2発現がP. gingivalis 感染によって有意に増加した。従ってこのモデルにおいてもTLRによる病原体認識機構が抗菌ペプチド産生を誘導していることが示唆され、このモデルがヒト組織における歯周病病態の解析に有用であると考えられる。
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マウス咬筋の持続的活動におけるIL-1の役割
○千葉　航1、米田　博行2、菅原　俊二3、遠藤　康男3（1東北大　院歯　加齢歯科、2東北大 院歯 口腔システム補綴、3東北大　院歯　口腔分子制御）





【背景と目的】筋活動に伴いIL-1βやIL-6が産生され、IL-6は筋肉のグルコース恒常性を支えるとの報告がある。しかし、咬筋活動時のIL-1βに関する研究は少ない。本研究は5-7週齢のIL-1欠損マウス（IL-1-KO）と野生型（WT）マウス（いずれもBalb/c）を用いて、この点について検討した。【方法】マウスを細い筒に閉じ込め（R: restraint）出口をプラスチック板で閉じると、マウスは脱走用の隙間を作るため、この板を長時間咬み砕き続ける（G: gnawing)（この実験系をR+G+と呼称)。R+G+でのプラスチック板の減少量は咬筋活動量を示す。R+G+前後の咬筋組織について、IL-1β、IL-6、および糖代謝関連分子（Glut4、AMPKなど）の発現、組織内グリコーゲン量について検討した。【結果】IL-1-KOマウスでの咬筋活動量はWTに比べ有意の低値を示した。WTでは30分間のR+G+に伴い、咬筋組織でのIL-1β mRNAは5倍、IL-6 mRNA は3倍に上昇した。しかし、IL-1-KOではIL-6 mRNA発現の遅延が観察された。IL-1-KOマウスでは、咬筋組織のIL-6タンパクの上昇も有意に低く、R+G+後の組織グリコーゲン量の回復も有意に低値を示した。またマウスへのIL-1投与により筋内のAMPKリン酸化が促進した。【考察】持続的咬筋活動によりに発現するIL-1はIL-6を介して咬筋の糖代謝を賦活化し、その機能維持に関与することが示唆された。
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in vivoにおけるヒト歯周炎歯肉モデルを用いたhBD-2およびIL-1β発現と臨床病態との関連についての検討
○清水　智子1、東　雅啓1、川嶋　理恵2、林　隆司1、猿田　樹理1、佐藤　武則3、近藤　裕介4、山本　裕子1、浜田　信城3、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2自医大　院　歯科口腔外科、3神歯大　院　微生物、4東海大　医　病理診断）





【目的】歯肉上皮細胞では細菌や炎症性サイトカインの刺激によって human β-defensin-2（hBD-2)が産生され、初期防御に関与する。しかしヒト歯肉を用いて反応性を解析した報告はない。そこで、ヒト歯肉組織を免疫不全マウスに移植した in vivo モデルを作製し、細菌感染させてhBD-2および IL-1βの発現レベルと歯周炎の重症度との関連について検討を行った。【方法】歯周外科手術または抜歯術を行った軽・中等度慢性歯周炎患者24名、重度慢性歯周炎患者13名より歯肉を採取した。そして、ヒト歯肉組織はヌードマウス皮下に移植し、Porphyromonas gingivalis を感染させ2時間後、定量 PCR を用いて hBD-2、IL-1β mRNA 発現を解析した。【結果と考察】軽・中等度慢性歯周炎群において、P.gingivalis 感染によって hBD-2の発現は有意(P＜0.05)に増加したが、重度慢性歯周炎群では有意な増加を認めなかった。また、IL-1β と hBD-2は相関(r＝0.421, P＜0.05)した。これらの結果から、重度慢性歯周炎では、感染後hBD-2の発現が抑制されており、病態の違いとhBD-2の発現動態（感染後の歯肉上皮の反応性）の間には関連がある可能性が示唆された。
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CCN3は骨再生における抑制因子である
○松下　祐樹1,2,3、坂本　啓1、南里　篤太郎1,4、原田　清2、山口　朗1（1東医歯大　院医歯　口腔病理、2東医歯大　院医歯　顎顔面外、3長大　院医歯薬　口腔腫瘍治療、4長大　院医歯薬　顎・口腔再生外）





CCN3はCCNファミリー（CYR61, CTGF, NOVの頭文字に由来）に属する分泌性タンパク質である。我々は、CCN3が骨芽細胞の分化を抑制することを報告してきたが、骨再生における役割は明らかにされていない。本研究では骨再生過程におけるCCN3の役割を明らかにすることを目的とした。8週齢雄性マウスの大腿骨骨幹部に骨欠損を作成し、骨再生過程における遺伝子発現の変動をマイクロアレイで解析したところ、骨再生過程の初期でCcn3の発現が上昇していた。野生型マウスの骨再生過程の初期でCcn3の発現が上昇することをRT-PCRと蛍光免疫染色法でも確認した。2.3 kb Col1a1 promoterを用いたCcn3 transgenic（Ccn3 Tg）マウスの骨格は、骨形態計測法で野生型マウスに比べ、骨量が減少していた。一方、Ccn3 knockout（Ccn3 KO)マウスの骨量は野生型と差がなかった。Ccn3 Tgマウスの骨再生は野生型と変化がなかったが、Ccn3 KOマウスの骨再生は野生型マウスより亢進していた。さらに、Ccn3 KOマウスの骨再生過程では、野生型マウスに比べてRunx2、osteocalcinなどの骨芽細胞分化に関連する遺伝子の発現が骨再生初期で有意に上昇していた。骨再生初期におけるSmad1/5のリン酸化、核移行は、Ccn3 KOマウスの方が野生型マウスに比べて亢進していた。以上のことから、CCN3は骨再生の初期に発現が上昇し、骨の再生を抑制している因子であることが明らかとなった。
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コラーゲンゲルを用いたラット唾液腺における創傷治癒関連細胞の解析
○小林　史卓1,2、井上　孝1,2（1東歯大　口腔科学研究セ、2東歯大　臨床検査病理）





【目的】ラット顎下腺の創傷部にコラーゲンゲルを填入してゲル内に侵入する細胞の特徴と動態を免疫組織化学的に検討した。【方法】ラット顎下腺に生検パンチを用いてφ3 mmの欠損を付与し、欠損部には1:コラーゲンのみ、2:EGF添加、3:bFGF添加、4:FGF7添加、5:BMP-2添加、6:マトリゲルを填入した。3、5、7、14日後に標本を作製し、免疫組織化学染色をおこなった。填入したゲルの残存面積および各抗体陽性細胞数の計測をおこなった。【結果】1では、5日目からコラーゲンゲルの吸収がみられ侵入細胞数が増加した。14日目でゲルは消失し線維性結合組織による置換が認められた。免疫組織化学的染色では、CD49f陽性細胞が創面付近に接するゲル周囲内に観察され、ゲル中心部へはvimentin、α-SMA、GFAPに陽性を示す細胞の侵入が主体で、僅かにCK19陽性を示す細胞もみられた。2、3、4では、1と比較してゲルの吸収促進および侵入細胞数の増加が認められた。5では、ゲル周囲に硬組織片の形成がみられた。6では侵入細胞が細胞塊を形成し増殖した。【考察】創傷部へゲルを填入後、CD49f陽性細胞が創面付近に発現し、BMP-2添加時に同部に硬組織形成が認められたことから創傷面から幹細胞が発現し創傷治癒に関与することが示唆された。また、ゲル内へ増殖因子を添加することで治癒を促進したことは、幹細胞の分化を促したためであると考えられた。
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卵巣摘出ラットの抜歯窩新生骨形成におよぼすビスホスホネートの影響
○山崎　貴希1、蛭間　信彦1、見明　康雄1、森口　美津子1、澤田　隆1、山本　仁1、柳澤　孝彰1（1東歯大　超微構造）





【目的】Bisphosphonate関連性顎骨骨髄壊死（BRONJ)の危険因子の中で、抜歯などの侵襲的歯科処置は最も重要な因子とされている。本研究はBRONJの発生機序を明らかにする目的で卵巣摘出ラットをエストロゲン低下による骨粗鬆症モデルラットとし、Bisphosphonate製剤（BP）投与が抜歯後の治癒過程、特に新生骨形成にどのような影響を及ぼすかを検討した。【方法】9週齢の雌Wistar卵巣摘出ラットの上顎第二臼歯を抜去後、対照群（生理食塩水投与群）とBP投与群の二群（各6匹）に分け、1、2、4週間経過後に同部を採取した。試料は脱灰後パラフィン切片を作製し、H-E染色およびTRAP染色を行い、新生骨形成状態・破骨細胞の数・形態を観察した。試料の一部は非脱灰としμCTを用いて新生骨の骨密度を測定した。さらに研磨標本を作製し、コンタクトマクロラジオグラフィー（CMR）を撮影した。【結果と考察】BP投与群では対照群に比べ、核の濃縮、多核、巨大細胞などの像が観察され、また骨表面からの乖離する破骨細胞数が増加していた。新生骨骨密度は、抜歯後1週経過後・4週経過後でBP投与群のほうがcontrol群よりも少なかった。抜歯後2週では両群で顕著な差が見られなかった。以上の結果から、BPは抜歯後の治癒の際に、早期の段階で抜歯窩内の新生骨形成に影響を及ぼすと考えられた。また、BP投与群での密度の低い骨梁構造はBRONJの炎症の広がりに影響を及ぼすことが考えられた。
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レジンモノマーはアジュバントとして歯科材料アレルゲンよるマウスでのアレルギーを促進する
○坂東　加南1,2、田中 　志典1,3、黒石　智誠1、山本　照子2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　歯　顎口腔矯正、3東北大　歯　歯学イノベーションリエゾンセ）





【背景と目的】レジンモノマー（RM）が原因とされる接触過敏症がしばしば報告されている。歯科医療従事者では、皮膚疾患の64％はRMが原因だったとの報告もある。しかし、RMのアレルゲンとしての強さは極めて弱く、マウスモデル確立の報告はなく、私達も成功していない。しかし、私達はRMのmethyl methacrylate（MMA), 2-hydroxyethyl MA（HEMA）がNiアレルギーでアジュバント効果を示すこと、RM重合防止剤として使用されるhydroquinone（HQ)がアレルゲンになることを報告した。本研究ではHQアレルギーに対するRMのアジュバント効果を検討した。【方法】感作処理としてHQをacetoneまたはacetone/RM混合液に種々の濃度で溶解し、マウス剃毛脇腹に塗布した（200 μl/mice)。7日後、惹起処理として同溶液を耳介に塗布（20 μl/ear)し、炎症（腫脹）を測定した。【結果】感作投与がHQをacetoneだけに溶解した場合に比べ、HQをacetone/RM混合液に溶解した場合に強い腫脹が観察された。【考察】以上の結果は、RMがHQアレルギーに対するアジュバント効果を持つ事を示唆する。従って、臨床において、“HQや金属がアレルゲン、RMがアジュバント”として誘導されるアレルギーが“レジンアレルギー”と見なされる可能性がある。
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長期LPS刺激されたヒト歯根膜線維芽細胞におけるDNAメチル化の網羅的解析
○高井　理衣1、植原　治2、中條　隆俊1、佐藤　英樹1、吉田　光希1、佐藤　惇1、西村　学子1、荒川　俊哉3、田隈　泰信3、安彦　善裕1（1北医大　歯　臨床口腔病理、2北医大　歯　保健衛生、3北医大　歯　口腔生化）





【目的】エピジェネティクスは、DNA塩基配列の変異を伴わず遺伝子発現が変化するもので、主にDNA高メチル化やヒストン修飾がある。近年、エピジェネティクスの歯周炎発症や進行への関与を示唆する報告はあるが、その詳細は不明である。本研究では、P.gingivalis由来LPSによる歯周組織のエピジェネティクスを明らかにするため、長期LPS刺激でのヒト歯根膜線維芽細胞(HPdLs)におけるDNAメチル化の網羅的解析を行った。

【方法】HPdLs(LONZA)をLPS(WAKO,1 μg/ml)添加、無添加DMEM(3日毎に交換)にて、1ヶ月間培養した。コントロールは、LPS非添加DMEMにて1ヶ月間培養した。培養後、DNAを抽出、cytidine 5-dUTPおよびcytidine 3-dUTPにてラべリング、Human CpG islands 224k arrayにDNAをハイブリダイズ、DNA Microarray Scanner(Agilent technology)にて解析した。解析データの再現性確認のため、上位と下位10遺伝子ずつの定量的リアルタイムPCR(MSP法)を行った。

【結果および考察】全30112 probes(5760遺伝子)中、12918 probes(2910遺伝子)に4倍以上の高メチル化がみられ、10330 probes(3375遺伝子)に1/4以下の低メチル化が認められた。解析データと定量的リアルタイムPCRから、CACNA1F遺伝子に最も高メチル化が認められた。これらのことより、長期LPS刺激でのHPdLsの多くの遺伝子応答が、DNAメチル化に関わることが示唆された。
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自己免疫疾患モデルを用いた腫瘍免疫システムの解析
○近藤　智之1、山田　安希子1、新垣　理恵子1、工藤　保誠1、石丸　直澄1（1徳大　院HBS　口腔分子病態）





【目的】自己免疫反応は自己の細胞や組織に対する免疫反応であり、腫瘍免疫もまた自己に発生した腫瘍細胞に対する免疫反応であることから、自己免疫と腫瘍免疫には何らかの共通点あるいは相違点が想定されるが、詳細については不明な点が多い。本研究では、シェーグレン症候群を含む自己免疫疾患モデルマウスであるB6/lprマウスを用いて腫瘍移植実験を行うことにより、新規の腫瘍免疫制御機構を明らかにすることを目的とする。【材料及び方法】C57BL/6（B6)マウスとB6/lprマウス（自己免疫疾患モデル）に対し悪性黒色腫細胞(B16F10)及びGM-CSFを強発現するG-B16F10の移植実験を行い、腫瘍の増殖、各種免疫細胞分画を病理学的あるいは免疫学的手法を用いて検討した。【結果】B6/lprマウスに移植したB16F10の腫瘍増殖は対照群に比較して軽度の亢進が見られ、B6/lprマウスに移植したG-B16F10の増殖は対照群に比較して有意に亢進していた。G-B16F10を移植されたB6/lprマウスのCD11b陽性細胞は対照群に比較して有意に上昇していたことに加え、腫瘍本体中のVEGFは有意に増加していた。【結論】自己免疫疾患モデルへの腫瘍移植実験結果から、自己免疫反応を背景にしたマクロファージは正常な腫瘍免疫システムに何らかの機能不全をもたらす可能性が示された。
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核内長鎖non-coding RNA－その唾液腺腫瘍における役割－
○外薗　知恵1、入江　太朗1、安原　理佳1、田中　準一1、美島　健二1（1昭大 歯 口腔病態診断 口腔病理）





Non-coding RNA（ncRNA)はタンパク質をコードしないRNAである。ncRNAの中でも数百から数千塩基対に及ぶ「長鎖ncRNA」については、その大部分の生理機能は不明であった。我々はこれまでに核内長鎖ncRNAであるMALAT-1が口腔粘膜上皮異形成や扁平上皮癌において発現が高まることを明らかにしてきた。今回唾液腺腫瘍におけるMALAT-1の発現について検討したので報告する。

【方法】当科にて診断された唾液腺腫瘍17症例についてin situ hybridizationを行った。またlaser microdissection法とreal-time PCR法によりその発現量を検討した。さらに唾液腺腫瘍87症例がスポットされたtissue arrayを用いてin situ hybridizationを行いその生存解析を行った。

【結果】MALAT-1は正常唾液腺、良性腫瘍、悪性腫瘍の順に発現が亢進し、筋上皮系細胞と導管上皮系細胞の両者に発現した。生存解析においてはMALAT-1陽性症例において予後不良となる傾向がみられた。

【考察】唾液腺腫瘍において良性腫瘍より悪性腫瘍において陽性率が高まる傾向がみられたこと、その発現が予後に影響する傾向がみられたことから、MALAT-1は唾液腺腫瘍の表現型そのものに大きな役割を果たしていることが示唆された。

会員外共同研究者：秋光信佳；東京大アイソトープセンター

森泰昌；国立がん研究所、大西忠博；株式会社エム・シー・オー
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ヒトパピローマウイルス(HPV)感染が口腔扁平苔癬(OLP)の悪性化に関与する可能性についての検討
○加藤　世太1、河合　遼子1、鳥居　亮太1、本田　由馬1、加藤　郁郎1、吉田　和加1,2、杉田　好彦1,2、佐藤　恵美子1,2、久保　勝俊1,2、前田　初彦1,2（1愛院大　歯　口腔病理、2愛院大　未来口腔医療研究セ）





【目的】我々はヒトパピローマウイルス(HPV)が口腔前癌状態である口腔扁平苔癬(OLP)の悪性化に関与する可能性を考え、同疾患におけるHPV感染を検索した。

【材料および方法】愛院大歯学部附属病院および関連施設にてOLPと診断された200症例(頬粘膜132例、歯肉30例、舌19例、口唇15例、口蓋4例)のホルマリン固定パラフィン包埋病理組織切片よりDNA抽出し、コンセンサスプライマー(GP, GP+, MY)を用いたPCRを実施した。そこで陽性と判定した83症例について型特異的プライマー(HPV-6, 11, 16, 18, 33)を用いたPCRを実施した。また、In-situ Hybridizationと免疫染色によりHPV感染を確認した。

【結果】コンセンサスプライマーを用いたPCRにおける3種のプライマーのうちいずれかで陽性になった割合は41.5％であった。型別のHPV感染率は、多い順に、16型(25.5％)、18型(23.5％)、11型(6.5％)、6型(5.5％)、33型(3.5％)であった。悪性病変に関与する16、18、33型のいずれかに感染している症例は31.5％にのぼった。また、In-situ Hybridizationでは上皮全層の、免疫染色では上皮上層の細胞の核にHPV DNA陽性像がみられた。

【結論】今回の結果は、多くのHPVがOLP病変に存在していることを示すものであり、HPV感染がOLPの悪性化を起こす危険因子の一つである可能性が示唆された。
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転移能力違い舌扁平上皮癌細胞系における体外浸潤の比較
○劉　涵1、劉　波1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）





Objective: Epithelial-mesenchymal transition（EMT）is the key process driving cancer invasion and metastasis. The aim of this study was to investigate the invasion mechanism of miR-140-mediated potential negative regulation of Smad3 expression in tongue squamous cell carcinoma（TSCC）in vitro. Methods: Tca8113（mut-p53）and UM-SCC6（wt-p53）cells that migrated through the membranes and attached to the transwell lower-chamber compartments were harvested aseptically. Immunocytofluorescent was applied to detect the expression of E-cadherin and Vimentin. qRT-PCR was also used to detect the mRNA levels of miR-140 and Smad3. Results: E-cadherin was detected in both cell lines, whereas Vimentin was partially detected. In invasive mesenchymal-type cells, E-cadherin was significantly reduced, while Vimentin was increased. Furthermore, we discovered that the expression of Smad3 was suppressed by miR-140 only in UM-SCC6 cells. Conclusion: EMT was found in both cell lines during the invasion. The abnormal expression of miR-140 and Smad3 in UM-SCC6 had remarkable association with the invasiveness. The gene of p53 may be involved in the EMT procedure.
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エナメル上皮腫におけるCCN2の発現と間質線維芽細胞への作用について
○武部　祐一郎1、辻極　秀次1、于　淞1、藤井　昌江1、河合　穂高1、玉村　亮2、佐々木　朗3、長塚　仁1（1岡大　院医歯薬　口腔病理、2岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科、3日大　松戸歯　解剖2）





【緒言】腫瘍間質は腫瘍の形態や性格に影響を及ぼす因子として注目されている。歯原性腫瘍においても、腫瘍間質が腫瘍の生物学的特性に寄与すると考えられるが、腫瘍間質に着目した研究は少ない。本研究ではエナメル上皮腫において、腫瘍実質が間質に及ぼす影響について検討した。【材料と方法】エナメル上皮腫を用い、間質に影響を及ぼす因子としてTGF-β、BMP4、CCN2、CD68, RANKLの発現と局在を免疫組織化学的に検索した。さらに、エナメル上皮腫摘出物から間質線維芽細胞を初代培養して得たASF0000、ASF0111細胞にエナメル上皮腫由来細胞株AM-1細胞の培養上清やrhCCN2を加え、影響を観察した。【結果および考察】腫瘍間質は線維の増生が強いFibrous type（Ft）と粘液腫状を示すMyxoid type（Mt）に大別された。TGFβ、BMP4、RANKLの腫瘍実質での発現と間質の性状に関連は認めなかった。腫瘍実質でCCN2が高発現している部位に近接する間質はFtを示し、間質でも高発現していた。Ki-67はCCN2発現の高い部位で陽性率が高かった。間質のCD68陽性細胞数はMtで多かった。In vitroの実験で、AM-1培養上清またはrhCCN2を添加すると細胞増殖は亢進し、免疫組織化学と一致した。以上から、エナメル上皮腫では、成長因子の発現の差異が、間質の性状に関与する可能性が考えられた。特にCCN2は間質の線維化に寄与することが示唆された。
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ラクトフェリンの舌下からの吸収による脳への移行と抗酸化能との関連についての検討
○林　隆司1、山本　裕子1、吉野　文彦2、吉田　彩佳2、猿田　樹理1、東　雅啓1、近藤　裕介1,3、川嶋　理恵4、李　昌一2、槻木　恵一1（1神歯大　院　環境病理、2神歯大　院　口腔科学、3東海大　医　病理診断、4自医大　院　歯科口腔外科）





[目的]ラクトフェリン(LF)は乳汁や唾液などに存在し多機能性を有することから、サプリメントとして経口投与で応用されることが多い。経口投与は最も安全だが初回通過効果を受ける。そこで、迅速な効果を目的としてラットにウシLF(bLF)を舌下投与し、更に唾液由来LF(sLF)の舌下からの吸収について検討し、LFの抗酸化能との関連を調べた。[方法]ラットをbLF投与群とBSA投与群の2群に分け、各粉末を舌下投与後5分、15分、30分にてサンプリングし、脳内bLF濃度をELISA法で測定した。また三大唾液腺摘出後1週および2週のラットを用いて脳内および血中sLF濃度をELISA法で測定し、sLFの舌下からの吸収による移行量を検討した。更に抗酸化能は、hydroxyl radicalおよびsuperoxideの消去率をESR法で測定した。[結果と考察]bLF舌下投与後5分で脳内bLF濃度が有意に上昇し、それ以降は低下傾向であった。またsLFの舌下からの吸収については、摘出後1週の脳内および血中sLF濃度がControl群と比較し有意に低下した。更に抗酸化能に関しては、hydroxyl radicalを約40％有意に消去した。これらの結果から、唾液腺摘出による唾液流出量の減少が脳内および血中sLF濃度を低下させることが示唆された。sLFの舌下からの吸収にbLF舌下投与の外因的要素が加わり、より効果的な抗酸化能を発揮すると思われる。
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F-spondinは歯周組織の硬組織破壊を抑制する
○岡　広子1、北川　雅恵2、高田　隆1,3（1広大　院医歯薬保　国際歯科医学連携開発、2広大病院 口腔検査セ、3広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態）





歯周組織の慢性炎症性病変である辺縁性歯周炎は歯槽骨破壊を伴う一方で、臨床的に歯根吸収が認められることは稀有である。このことから、歯根周囲に特異的な細胞や因子が周囲の硬組織維持に大きく関わっていると示唆される。そこで、我々が近年セメント芽細胞に特異的に発現する遺伝子として報告したF-spondinに注目し、硬組織破壊機構に対する影響を検討したところ次の結果が得られた。1）F-spondin投与により、M-CSFに対する破骨細胞前駆細胞の遊走は有意に抑制された。2）F-spondin投与はRANKLによるNfatC1の誘導を抑制し、破骨細胞分化関連マーカー（TRAP, Cathepsin K, DC-STAMP）の発現およびTRAP陽性多核細胞の誘導を抑制した。3）F-spondin過剰発現マウス由来の骨芽細胞からの分泌因子はRANKLによる破骨細胞分化誘導を抑制した。4）siRNAを用いてLDL receptor-related protein 8（LRP8)を抑制すると1)、2)、3)で認められた抑制作用の一部が解消された。以上、歯周組織において、F-spondinは破骨細胞前駆細胞の遊走・分化を抑制し、硬組織破壊を制御する作用持つことが明らかとなり、歯周組織において硬組織破壊を抑制する可能性が示唆された。
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唾液腺腫瘍におけるPTEN及びSmad4の発現
○劉　涵1、劉　波1、肖　晶1（1大連医大　口腔医学院　口腔基礎）





Objective: to analyze the expression of PTEN and Smad4 in salivary gland tumors. Methods: 24 of pleomorphic adenoma（PA）and 45 of adenoid cystic carcinoma（ACC）were submitted to immunohistochemistry. 19 of normal salivary gland（NSG）were used as control. Results: In NSG, intense staining of PTEN was observed in both of cytoplasm and nuclus in myoepithelial and duct cells; but Smad4-positive cells only localized in the cytoplasm of seromucous cells. In cell-rich PA, high rates of nuclear staining of PTEN in myoepithelial- like cells and high rates of cytoplasm Smad4 in pleomorphic tumor cells were observed; PTEN and Smad4 expression showed marked variation within tumors, just like in NSG. In ACC, PTEN and Smad4 positive rate decreased with the decreasing degree of histological differentiation（P＜0.05). The loss of PTEN expression was observed in solid type, while Smad4 showed strong nuclear expression in some cases（33％). Conclusion: Our studies suggest that PTEN and Smad4 may play a potential role in suppressing the formation of malignant tumor in salivary glands synergistically.
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LPSの破骨細胞形成に対するMDPの作用の検討
○石田　匡彦1、北浦　英樹1、木村　桂介1、高田　春比古2、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔微生物）





近年高齢化に伴い、歯周病などの病的骨吸収を伴った疾患が問題となっている。この病的骨吸収はグラム陰性菌のLPSによって引き起こされることが知られている。LPSはTLR4受容体を介して骨吸収を引き起こすことが知られている。一方、ペプチドグリカンの構成成分であるMDPはNOD2を介して炎症を誘導するとされている。そこで本報告ではLPSによって引き起こされる破骨細胞誘導に対するMDPの作用を検討した。本研究では、マウス頭蓋部にLPS及びMDPの濃度を変え注入し、屠殺後組織切片を作製しTRAP染色により破骨細胞形成を評価した。また、頭蓋骨よりRNAを抽出後、リアルタイムPCRを行い破骨細胞形成マーカーのmRNAレベルを測定した。骨吸収を評価するために血中のTRACP 5b濃度を測定した。その結果、LPS単独でも高濃度では、破骨細胞形成が強く促進されたが、低濃度の場合では、破骨細胞形成が促進されなかった。一方、LPSとMDPを同時に MDPを注入した場合は、破骨細胞形成が強く促進され、また、相乗的に破骨細胞形成マーカーの発現の増強と、TRACP 5b濃度の増加が認められた。これらの結果からMDPはin vivoにおいてLPSによって誘導される破骨細胞形成を促進し、骨吸収を増強することが分かった。歯周病等の病的骨吸収は、LPSとMDPが連携して働き、骨吸収を相乗的に誘導していると考えられる。
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Curdlan-dectin-1を介した新たな破骨細胞分化の制御機構
○山崎　徹1,2、有吉　渉1、沖永　敏則1、細川　隆司2、西原　達次1（1九歯大　感染分子、2九歯大　口腔再建リハ）





【目的】Dectin-1は主にマクロファージや樹状細胞に発現し、βグルカンとの結合により、さまざまな細胞内反応を引き起こす。今回、βグルカンの一つであるcurdlanがreceptor activator of nuclear factor-κB ligand（RANKL）誘導下の破骨細胞形成に及ぼす影響について調べた。【方法】マウス単球系細胞RAW264.7のdectin-1過剰発現細胞を用い、RANKL、curdlanを添加して培養した。また、マウス骨髄細胞を用い、macrophage-colony stimulating factor（M-CSF)、RANKL、curdlan刺激下で培養を行った。Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）染色を行い、TRAP陽性多核細胞数を計測した。Osteo Assay Stripwell Plateにて骨吸収活性を評価し、さらに、破骨細胞のアクチンリング形成を観察した。RT-PCR、Western blottingにてnuclear factor of activated T cell c1（NFATc1)、および関連分子を解析した。【結果】CurdlanはRANKL誘導下の成熟TRAP陽性多核細胞形成、さらに、吸収窩形成、アクチンリング形成を抑制した。また、NFATc1とその関連分子、c-Fosの発現を抑制した。【考察】CurdlanはRANKL誘導下のシグナル経路を阻害することで、破骨細胞形成を抑制する可能性があることが示唆された。














P1-122





S. sanguinisのバイオフィルム形成に対するV. parvula培養上清の作用
○眞島　いづみ1、鎌口　有秀1、宮川　博史1、藤田　真理1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）





【背景】口腔Veillonellaは、口腔バイオフィルムの形成初期から存在し、それを構成する主たる早期定着菌として報告されている。現在、V. atypica、V. denticariosi、V. dispar、V. parvula、V. rogosae、V.tobetsuensisが知られている。しかし、口腔Veillonellaが、口腔バイオフィルム形成に及ぼす詳細なメカニズムや菌体間情報伝達機構等の解明は未だに進んでいない。【目的】V. parvula培養上清が、Streptococcus sanguinis及びV. parvulaのバイオフィルム形成へ及ぼす影響を明らかにする。【材料と方法】バイオフィルムの形成にはワイヤー法を用いた。事前にS. sanguinisのバイオフィルムを形成させたワイヤーを、V. parvula培養上清入り試験管に挿入し、嫌気条件下で培養後、S. sanguinisによるバイオフィルム形成量を解析した。また、同培養上清とV. parvula懸濁液の混合液に、同ワイヤーを挿入したバイオフィルムの形成量も解析した。培養後、全DNAを抽出し、定量的real-time PCRにより、ワイヤー上に形成されたバイオフィルムの構成菌種を定量した。【結果と考察】V. parvula培養上清は、S. sanguinisのバイオフィルム形成を抑制した。しかし、同培養上清と共にV. parvula菌体が存在した場合は、その形成を促進した。これらの結果は、V. parvula培養上清中におけるバイオフィルム形成抑制・促進因子、菌体間情報伝達物質の存在、また、これらの変化等を示唆するものと考えている。
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Streptococcus mutansとFusobacterium nucleatumとの共凝集におけるクオラムセンシングの関与について
○竜　佑宗1、三上　正人2、葛城　啓彰2、下村-黒木　淳子1（1日歯大　新潟生命歯　小児歯、2日歯大　新潟生命歯　微生物）





【目的】歯周病原細菌であるFusobacterium nucleatumのバイオフィルムへの参入にはすでに付着定着している菌との共凝集による結合が必要であることが知られている。我々はこれまでに齲蝕病原性細菌であるStreptococcus mutansとの共凝集においてグルカン合成に関与する遺伝子発現レベルが高まる事を報告した。口腔内では種々の菌が混在しており、クオラムセンシングによる菌のバイオフィルム形成との関係を解明することは齲蝕発生メカニズムの解明につながると考える。付着に強く関連するとされるグルカン合成遺伝子gtfCとクオラムセンシングに関与すると考えられているluxS遺伝子の発現について検討した。【方法】S. mutansMT557に対しF. nucleatumATCC25586をCisarらの方法に準じ嫌気条件下にて共凝集試験を行った。またF. nucleatumを70℃、10分間熱処理した後、共凝集試験を行い熱未処理菌と比較した。その後、凝集した菌体からRNAを調製しcDNAを合成し、gtfCとluxSについて定量的real-time PCR(qRT-PCR)にて遺伝子発現量を比較した。【結果】S. mutansとF. nucleatumとの共凝集が認められた。S. mutansの遺伝子発現は、熱未処理F. nucleatumと共凝集する事でgtfCおよびluxSの発現レベルの上昇が認めたが、熱処理F. nucleatumとの共凝集においては遺伝子発現レベルが低下した。【考察】S. mutansとF. nucleatumの間において異種菌間シグナル分子の存在が示唆された。
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Porphyromonas gingivalisにおいて電気穿孔法で導入可能なプラスミドベクターの構築
○田川　淳平1、井上　哲圭2、佐藤　啓子3、内藤　真理子3、中山　真彰2、中山　浩次3、山城　隆4、大原　直也2（1岡大　病院　矯正、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3長大　院医歯薬　口腔病原微生物、4阪大　院歯　矯正）





歯周病原細菌Porphyromonas gingivalisへのプラスミド導入には現在接合伝達法が用いられている。本研究では、操作が簡便な電気穿孔法で導入できる汎用性の高いプラスミドの作製を試みた。プラスミドの作製に当たり、接合伝達法でP. gingivalisに導入可能な大きさ11.0 kbのBacteroides属-大腸菌シャトルベクターpVAL-1を使用した。最初にpVAL-1の全塩基配列を決定し、次にpVAL-1の配列の中で、Bacteroides属/ Porphyromonas属の菌体内で複製に必要な最小領域を決定した。そして決定した領域を大腸菌用プラスミドpBlueScript IIにクローニングした。さらに抗生物質耐性遺伝子カセットをこのプラスミドに挿入することにより、大きさ約4.5 kbのプラスミドpTIO-1を構築した。pTIO-1は電気穿孔法により、供試したP. gingivalis 6株とBacteroides属3菌種すべてに導入された。pTIO-1のP. gingivalis ATCC 33277への導入効率は高く、またpVAL-1と比較して安定性は増加していた。定量PCRの結果、pTIO-1とpVAL-1のコピー数は共に1と算出された。以上のことからpTIO-1は電気穿孔法で簡便に使用できるP. gingivalis用のプラスミドであることが示された。
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Porphyromonas gingivalis PGN_1796は薬剤感受性に関与する
○田口　裕子1、佐藤　啓子4、井上　哲圭2、加野　小奈美3、中山　真彰2、前田　博史1、中山　浩次4、大原　直也2（1岡大　院医歯薬　歯周病態、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　歯科矯正、4長大　院医歯薬　口腔病原微生物）





【目的】Porphyromonas gingivalis(Pg）PGN_1796は Leucine-rich repeatモチーフを持つ1125アミノ酸からなるタンパク質をコードする。その機能を解析することを目的とし、PGN_1796遺伝子を欠損させたΔPGN_1796株を作製した。解析の途上、親株と比較してΔPGN_1796株は、複数の抗生物質に対する感受性が低下していることが示唆された。本研究ではΔPGN_1796株の抗生物質に対する感受性の変化を調べ、その原因となる機序を明らかにすることを目的とした。

【材料および方法】Pg ATCC 33277株を使用し、相同組換え法によりΔPGN_1796株を作製した。遺伝子組換えの確認は PCRで行なった。抗生物質に対する感受性は微量液体希釈法を用いて測定した。

【結果および考察】ΔPGN_1796株は血液寒天培地上に平滑で黒色の集落を形成し、大きさも親株のものと差は認められなかった。薬剤感受性については、Metronidazole及びTetracyclineに対するMICが親株に対して2倍以上上昇した。MetronidazoleとTetracyclineでは作用機序が異なることから、PGN_1796は物質の排出/透過性に関与することが推測される。現在、他の薬剤に対する感受性の変化およびそれら抗生物質感受性の変化をもたらす機序の解析を進めている。
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新規植物抽出物による口腔微生物発育抑制効果
○大屋　学1、田村　宗明1,2、今井　健一1,2、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）





【目的】日常的な口腔ケアの欠如は口腔内フローラのバランスを崩し、口腔疾患の原因となるばかりでなく、様々な全身性疾患の原因となることが報告されている。近年、高齢者の増加に伴い、正常な口腔衛生環境の維持は極めて重要な問題となっている。今回、効果的な口腔ケア剤の開発を目的として、新たな植物抽出物の口腔微生物の発育に及ぼす影響、特にCandida albicansに対する抗菌作用について検討した。【方法】臨床応用を目的とし、植物抽出物10種類の抗菌作用について、口腔微生物10菌株を用いて改良型寒天拡散法にて評価した。その結果、最も抗菌作用の強い黄金草の抽出物、オウゴンエキスを供試し、高齢者ならびに義歯装着者から検出率が高いC. albicansに対する発育および菌糸形変換抑制効果について検討した。菌糸形変換に関連する遺伝子発現への影響をReal Time PCRで測定した。【結果と考察】オウゴンエキスはう蝕原因菌、歯垢形成関連菌、歯周病原菌および真菌に良好な抗菌効果を示した。しかし、口腔の環境維持に重要なレンサ球菌群の発育に及ぼす影響は認められなかった。また、オウゴンエキスは、レジン付着C. albicansの発育を顕著に阻害した。低濃度で菌糸形変換を抑制するとともに、変換関与の特異的な遺伝子発現も抑制した。以上の結果から、植物抽出物・オウゴンエキスは口腔ケアに使用できる可能性が示唆された。（会員外協力者：一丸ファルコス株式会社・田中清隆）
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次世代シークエンサーを用いた歯石細菌叢の解析
○城　隆太郎1、熊田　直子1、石丸　英彦1、森嶋　清二2、近　亮1（1ライオン株式会社 分析技術センター、2ライオン歯科衛生研究所）





【目的】歯石は歯周病など様々な口腔疾患との関連が指摘されており、歯石沈着の予防は重要な課題となっている。しかし、歯垢細菌の石灰化メカニズムに関しては、未だ不明な点も多い。そこで、我々は細菌学的な視点から歯石形成のメカニズムを明らかにすることを目指し、次世代シークエンサーを用いて歯石の細菌叢を網羅的に解析した。

【方法】本研究に同意の得られた20～60代の成人30名(男性19名、女性11名)を対象者とし、下顎前歯舌側に形成された歯石を採取した。一方、歯石非形成部位として上顎前歯舌側より歯垢を採取した。歯石はさらに超音波処理により歯石と周囲に付着していた歯垢とに分離した。その後、脱灰およびビーズ破砕によりDNAを抽出し、16S rDNA v1-2領域をPCR増幅した後、454 GS FLX titaniumプラットフォームによるシークエンシングに供し、歯石、歯石付着歯垢、歯石非形成部位歯垢の3検体の菌叢比較を行った。

【結果と考察】1検体当たり3,000リードの16S配列を用いたOTU解析の結果、調べた3部位の中で歯石のOTU数が有意に少なく、菌種多様性が低いことが明らかとなった。また、Unifrac解析の結果、歯石周囲と非形成部位との間で有意な菌叢の違いが確認され、歯石形成部位には特有の菌叢が存在することが示唆された。

会員外共同研究者：眞木 佐恵子、河村 有美子、堀尾 茉衣((公財)ライオン歯科衛生研究所)、服部正平、大島健志朗，須田　亙（東大院　新領域）
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Streptococcus sanguinisの菌体表層ヌクレアーゼは自然免疫からの回避に寄与する
○住岡　龍一1、森田　知里1、中田　匡宣1、岡橋　暢夫2、住友　倫子1、川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌、2阪大　院歯　口腔科学フロンティアセ）





【目的】Streptococcus sanguinisは感染性心内膜炎患者の病巣から高頻度で分離される。病態形成の過程で本菌は血中において感染防御機構を回避し、心臓へ定着すると考えられる。近年、好中球の細胞外殺菌機構として NETsが注目されている。本研究では、S. sanguinisの推定細胞壁架橋型ヌクレアーゼSWANに着目し、本酵素がNETsによる殺菌からの回避に寄与するかについて検討した。【方法】組換えSWANを作製し、核酸分解能、金属イオン要求性および至適pHを検討した。同様に、推定活性残基をアラニンに置換した点変異組換えタンパクを作製し、ヌクレアーゼ活性を測定した。また、組換えSWANによるNETs DNAの分解を蛍光顕微鏡で観察した。さらに、S. sanguinisがSWAN活性によりNETsの殺菌を回避するかについて、swan欠失株を用いて検討した。乳酸球菌を用いた異種発現系を構築し、同様の解析に供した。【結果と考察】組換えSWANはMg2+とCa2+の共存在下で核酸を分解し、中性付近のpHで最も高い分解活性を示した。点変異組換えタンパクでは酵素活性が消失したことから、推定活性残基はSWANの活性に必須であると推測された。NETsへの感染実験では、野生株と比較して、swan欠失株の生存率は低下した。また、異種発現系では、SWANの発現により菌生存率は上昇した。以上の結果から、SWANのヌクレアーゼ活性によりS. sanguinisはNETsの殺菌を回避することが示唆された。
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Porphyromonas gingivalisのPGN_1202(rpoN)は必須遺伝子である
○加野　小奈美1、井上　哲圭2、田口　裕子3、田川　淳平4、中山　真彰2、山城　隆5、大原　直也2（1岡大　院医歯薬　矯正歯科、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　歯周病態、4岡大　病院　矯正、5阪大　院歯　矯正）





目的：細菌はRNAポリメラーゼのシグマ因子を複数保有している。rpoN遺伝子産物sigma-54は大腸菌などでは運動性や窒素代謝に関わる分子の遺伝子発現に関与する。P. gingivalisゲノム上にもrpoNが存在するが、その機能は不明である。P. gingivalis のsigma-54の機能を明らかにするために、本菌の rpoN欠損株の作製を試みた。

方法： P. gingivalis ATCC 33277株を供試菌とし、rpoN（PGN_1202）遺伝子欠損株作製には相同組換え法を用いた。rpoN発現プラスミドベクターのP. gingivalisへの導入は電気穿孔法によった。

結果と考察：当初PGN_1202欠損株の作製を試みたが、PGN_1202欠損株は得られなかった。次に、rpoN発現ベクター保持菌を作製し、ゲノム上のPGN_1202の欠失を試みた。その結果、発現ベクター保持菌ではゲノム上のPGN_1202を破壊することができた。また、ゲノム上のPGN_1202が破壊された株では発現ベクターは脱落しなかった。以上より、P. gingivalisではrpoNは必須遺伝子であることが強く示唆された。なお、菌種によってはrpoS遺伝子産物がrpoN遺伝子産物の機能を相補し合う場合、逆に拮抗的に働く場合が報告されているが、P. gingivalisにはrpoS様遺伝子は存在しなかった。
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Streptococcus sanguinisによるインフラマゾームの活性化
○佐伯　歩1、杉山　正博1、長谷部　晃1、中澤　太2、柴田　健一郎1（1北大　院歯　口腔病態　口腔分子微生、2北医大　歯　微生物）





【目的】口腔常在菌であるStreptococcus sanguinis（Ss)は感染性心内膜炎の原因菌として注目されている。現時点では、その病因論は十分には明らかにされていないが、炎症性サイトカインの一つであるIL-1がその病態の形成に関与しているという報告がなされている。IL-1βの産生には細胞内センサーであるinflammasomeの活性化が必要であるが、Ssによるinflammasomeの活性化については明らかにされていない。本研究では、Ssによるinflammasomeの活性化について検証した。【方法】菌株はStreptococcus sanguinis ATCC 10556を用い、細胞としてはA/J マウス由来樹状細胞（XS-106細胞)を用いた。IL-1βの産生はELISA法とWestern blot法で評価した。caspase-1ならびにNLRP3の発現はReal-time PCR法で調べた。【結果と考察】菌体ならびに培養上清はXS-106細胞にIL-1βの産生ならびに細胞死を誘導し、IL-1βの産生誘導活性はpan-caspaseならびにcaspase-1阻害剤、さらにcaspase-1のノックダウンにより抑制された。XS-106細胞の生菌刺激でNLRP3の発現が上昇し、また、NLRP3特異的なsiRNAでノックダウンするとIL-1βの産生量が低下した。さらに、菌体刺激でReactive oxygen species（ROS)が産生され、ROS の阻害剤(N-acetylcysteine)でIL-1βの産生が抑制された。以上より、Ss菌体ならびに培養上清にはXS-106細胞にNLRP3 inflammasomeを活性化する物質が存在し、ROSが関与していることが示唆された。
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歯周病関連細菌Treponema denticolaの主要膜タンパク質の性状解析
○安彦　友希1、永野　恵司1、吉田　康夫1、吉村　文信1（1愛院大　歯　微生物）





【目的】 T. denticolaの主要な膜画分タンパク質を解析したところ、機能未知のTDE2508（45 kDa）が検出された。そこで本研究では、TDE2508の性状および機能解析を試みた。【方法】T. denticola ATCC 35405株の菌体破砕物を超遠心後、可溶性、膜画分に分画し、さらに、膜画分を内膜および外膜に分画した。TDE2508はウェスタンブロット法にて検出した。T. denticolaの付着因子であるMspについても同様に行った。TDE2508欠失変異株は、標的遺伝子をエリスロマイシン耐性遺伝子（ermB）に置換して作製した。付着性はポリスチレンプレートおよび歯肉上皮細胞（Ca9-22）を用いて検討した。自己凝集性は菌懸濁液を静置し、濁度（OD600）を経時的に測定した。菌体表面の疎水性はn-ヘキサン分配法を用いた。【結果】 TDE2508は外膜に局在し、また複合体を形成している可能性が示された。欠失株は、ポリスチレンプレートおよび歯肉上皮細胞への付着性が有意に上昇した。しかし、自己凝集性および疎水性には変化が見られなかった。また、Mspの発現にも変化はみられなかった。【結論】 TDE2508は付着制御に関与していることが推察された。しかし、TDE2508の菌体表面への露出については不明であり、本タンパク質による付着制御機構については、直接的あるいは間接的かを含めてさらなる検討が必要である。
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神経障害性疼痛に対するGABAトランスポーター阻害薬の鎮痛効果
○秦泉寺　紋子1,2、十川　千春2、宮脇　卓也1、森田　克也3、十川　紀夫2、北山　滋雄2（1岡大　院医歯薬　歯科麻酔、2岡大　院医歯薬　歯科薬理、3広島文化大　看護　薬理）





現在用いられる神経障害性疼痛（NP）治療薬には抗うつ薬などがあるが、副作用や不十分な治療効果などの問題があり、新薬の開発が望まれる。脊髄における抑制性神経伝達物質の調節は疼痛制御において重要であり、その代表的な伝達物質であるGABAはNP制御に関与すると考えられる。われわれは、中枢神経系でのGABAの調節を担うGABAトランスポーター（GAT）に着目し、GAT阻害薬の鎮痛効果を検討した。坐骨神経結紮によるNPモデルマウスを作製し、GATサブタイプであるGAT-1（SLC6A1）に特異的な阻害薬SKF89976A（SKF）と、Betaine/GABAトランスポーター（BGT-1：SLC6A12）に比較的選択的な阻害薬NNC 05-2090（NNC）の抗アロディニア効果を検討した。NNCを脊髄腔内投与または腹腔内投与を行った場合いずれにおいても抗アロディニア効果を認め、一方SKFの抗アロディニア効果はNNC より弱かった。

これらの薬物の、モノアミントランスポーター（MAT）とGATサブタイプに対する阻害作用について検討するため、GATおよびMAT安定発現細胞株を用いて、トリチウムラベルした基質取込み活性より阻害濃度を解析した。SKFはGAT-1に対する特異性が非常に高く、NNCはGATサブタイプの中でBGT-1の阻害が最も強かった。さらにNNCは各MATにもBGT-1とほぼ同等の阻害作用を示した。以上より、NNCの抗アロディニア効果はBGT-1とMAT阻害効果の複合的なものである可能性が示唆された。
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骨芽細胞におけるNa,K-ATPaseの機能
○山田　淳一1、出山　義昭2、吉村　善隆2、鈴木　邦明2、八若　保孝1（1北大　院歯　小児・障害者歯科、2北大　院歯　細胞分子薬理）





Na,K-ATPaseは細胞内外のNa+ならびに K+の維持を行う膜輸送タンパクである。近年、Na,K-ATPaseが細胞接着や細胞内情報伝達に関与することが明らかにされている。本研究では、Na,K-ATPaseの骨芽細胞における機能を明らかにすることを目的とした。

【材料・方法】マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞MC3T3-E1(E1)細胞を通法により培養し、3日毎に回収した。Na,K-ATPase活性の測定はChiffletらの方法により行った。また、Na,K-ATPaseのα1ならびにβ1サブユニットのタンパク質発現はWestern blot法により検討した。さらに、Na,K-ATPaseの阻害薬であるOuabainを細胞に作用させて、細胞数の変化を検討した。

【結果と考察】E1細胞のNa,K-ATPase活性はconfluence以前において最も高く、confluenceを過ぎるとその活性は急激に減少した。Na,K-ATPaseα1サブユニットタンパク質の発現も同様の変化を示した。一方、β1サブユニットタンパク質の発現はほとんど変化しなかった。さらに培養液中にOuabain(1～500 μM)を添加すると濃度依存的にE1細胞の増殖は抑えられたが、500 μMにおいても細胞死は認められなかった。以上の結果から、Na,K-ATPaseは骨芽細胞の増殖に関与し、特にα1サブユニットの発現がその調節に関わっていることが示唆された。
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PICK1はCalcineurinBと結合し破骨細胞分化を促進する
○鎌野　優弥1,2、江草　宏1、佐伯　万騎男2、大川　博子1、矢谷　博文1（1阪大　院歯　口腔補綴、2阪大　院歯　薬理）





我々はこれまでに神経細胞株を用いて、NFAT活性を制御するcalcineurin Bに結合するタンパク質としてPICK1を見出している。本研究の目的は、PICK1の破骨細胞分化制御への関与を検討することである。【方法】マウス骨髄由来マクロファージ（BMM）をRANKL刺激下で培養し、PICK1遺伝子およびタンパク質の発現をreal-time RT-PCRおよびWestern blot法にて検討した。BMMsにおけるPICK1とcalcineurin Bの結合を免疫沈降法にて検討した。また、RAW264.7細胞（RAW）にPICK1遺伝子を導入し、破骨細胞分化誘導後のTRAP陽性多核細胞数を計測した。さらに、NFATレポーター遺伝子を導入したRAWを用いてテトラサイクリン（Tet）誘導性PICK1遺伝子発現株を作製し、Tet刺激によるNFAT活性を計測した。また、NFATレポーターRAWにPICK1とcalcineurin Bの結合阻害薬を添加し、NFAT活性を測定した。【結果】PICK1 mRNAおよびタンパク質の発現がBMMの破骨細胞分化に伴って増加し、さらに、破骨細胞におけるPICK1とcalcineurin Bの結合が確認された。PICK1の強制発現によって、TRAP陽性多核細胞数は有意に増加し、Tetの添加は細胞のNFAT活性を有意に促進した。PICK1とcalcineurin Bの結合阻害薬は細胞のNFAT活性を有意に抑制した。【結論】PICK1は破骨細胞前駆細胞においてcalcineurin Bに結合し、NFATシグナリングの活性化を介して破骨細胞分化を促進している可能性が示唆された。
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ヒト歯肉線維芽細胞内カルシウムイオン調節機構におけるフェニトンの関与
○林　良宣1、村田　佳織1、倉重　圭史1、齊藤　正人1、谷村　明博2（1北医大　歯　小児歯科、2北医大　歯　薬理）





【目的】副作用として歯肉増殖を起こす抗てんかん薬フェニトイン（PHT）の歯肉線維芽細胞のCa2+動態への作用を明らかにした。

【方法】正常ヒト歯肉線維芽細胞（HGF）にCa2+蛍光色素Fura2-AMを導入し、PHTによる細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）の変化を画像解析システムで測定した。

【結果と考察】HGFに10～100 μMのPHTを作用させると、濃度依存的に持続的な[Ca2+]i上昇が認められた。この作用は可逆的で、PHTの除去によって[Ca2+]iは速やかに低下した。また、PHTによる[Ca2+]i上昇は、細胞外Ca2+非存在下でも認められた。さらに、PHTはEpidermal Growth Factor（EGF）による[Ca2+]i上昇反応を大きく増強させた。同様にPHTは、ホスホリパーゼC活性化剤m3-M3FBSや小胞体Ca2+-ATPase阻害剤タプシガルギンによって起こる持続的な[Ca2+]i上昇に対しても増強作用を示した。小胞体Ca2+-ATPase阻害によって細胞内Ca2+ストアを枯渇させたHGFにおいて、[Ca2+]i上昇の増強が起こったことから、この作用に細胞外へのCa2+排出阻害が関与する可能性が示唆された。

【結論】臨床的に用いられる濃度のPHTが、Ca2+排出阻害によって生理的反応や病態に関与するCa2+応答を増強する可能性が示唆された。
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還元型コエンザイムQ10 の歯周組織の加齢変化に対する効果について
○米田　俊樹1、友藤　孝明1、江國　大輔1、東　哲司1、遠藤　康正1、粕山　健太1、町田　達哉1、森田　学1（1岡大　院医歯薬　予防歯）





【目的】加齢と酸化ストレスとの間に関連性があることが知られている。本研究では抗酸化作用を有する還元型コエンザイムQ10(rCoQ10)をラット歯肉に塗布し、歯周組織の加齢変化に対する有効性を検討した。【方法】4ヵ月齢のFischer雄性ラット14匹を、7匹ずつ、対照群(単軟膏を塗布)と実験群(1％の濃度でrCoQ10を配合した単軟膏を塗布)の2群に分けた。軟膏塗布は1日1回、週5回の頻度で行い、2ヶ月間行った。【結果】実験群の血清中の酸化ストレス度は、対照群より有意に低かった(p＜0.05)。また、歯肉結合組織のコラーゲン密度について、試験群の値は対照群と比べて有意に大きくなった(p＜0.05)。一方、歯槽骨レベル及び多核好中球数は、対照群と実験群との間に有意な差を認めなかった。【考察】rCoQ10には加齢に伴う酸化ストレスを減少させるとともに、歯肉組織のコラーゲンを増加させる効果があることが示唆された。
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下垂体腺腫におけるmiRNA発現解析
○小野 　信二1、岩田　武男2、水澤　典子2、吉本　勝彦2（1徳大　院　口腔教育　分子薬理、2徳大　院HBS　分子薬理）





下垂体腺腫は、各下垂体ホルモンの過剰分泌を伴う成長ホルモン（GH）産生腺腫、プロラクチン（PRL）産生腺腫、副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）産生腺腫およびホルモンの過剰分泌を伴わない非機能性腺腫（NF腺腫）に分類されるが、これらの腺腫の発症機序は不明である。miRNAは20～25塩基ほどのノンコーディグRNAで、特定の遺伝子発現調節に関わる機能分子である。様々な疾患で特定のmiRNA発現異常が報告されており、特に癌や腫瘍で発現異常をきたすmiRNAは癌遺伝子や癌抑制遺伝子としての機能を有すると考えられる。そこで各タイプの下垂体腺腫でのmiRNAプロファイリングを行い下垂体腺腫発症に関与するmiRNAの同定を目的に研究を行った。正常下垂体8例、GH産生腺腫14例、PRL産生腺腫6例、ACTH産生腺腫13例、NF腺腫20例のmiRNAマイクロアレイ解析を行い、各タイプの腺腫で特徴的な発現が認められるmiRNAについてqRT-PCRによる検証を行った。またそれらのmiRNAについてマウスの各組織での発現解析を行った。その結果、脳および下垂体に特異的に発現し、各タイプの腺腫に特徴的な発現を示すmiRNAがいくつか得られたので報告する。これらのmiRNAはそれぞれのタイプの下垂体腺腫の発症に関与する可能性がある。
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カテプシンSに依存した抗原提示は神経障害性疼痛の維持に必須である
○張　馨文1、武　洲1、林　良憲1、中西　博1（1九大　院歯　口腔機能分子科学）





【目的】神経症障害性疼痛の発症にはミクログリアが重要な役割を果たすことが明らかとなっているが、疼痛の慢性化メカニズムについては不明な点が多い。最近、慢性化における免疫細胞の関与が示唆されている。そこでMHCクラスII分子の抗原結合に必須なインバリアント鎖切断（lip10からCLIPへの切断）を担うカテプシンS（CatS）の神経障害性疼痛における役割を解析した。【方法・結果】脳移行性のないCatS阻害剤Z-FL-COCHO（i.p.）は神経障害性疼痛の発症には影響することなく慢性化を有意に抑制した。神経障害に伴って脾臓が肥大し、CD4陽性T細胞ならびにIFN-γの増大が認められた。一方、CatS阻害剤を投与したマウスならびにCatS欠損マウスではこのような変化は認められなかった。また、CatS欠損マウスでは脾臓にはlip10が蓄積していた。さらに、脾臓摘出マウスでは神経障害性疼痛の慢性化が起こらず、神経障害14日目の野生型マウスの脾臓より調整したsplenocyteをCatS欠損マウスに腹腔内投与すると持続的な疼痛が誘発された。【結論】以上の結果より、神経障害に伴う脾臓におけるCatSに依存した抗原提示によるCD4陽性T細胞の活性化が神経障害性疼痛の慢性化に重要であることが明らかとなった。CatS阻害剤など免疫抑制剤が神経障害性疼痛の治療に有用であることが示唆される。
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唾液腺の老性萎縮や老性遺伝子発現変化に及ぼすホエーの効果
○Pieczonka Tomasz1、Bragiel Aneta1、石川　康子1（1徳大　院HBS　分子薬理）





Physiological aging induces salivary gland atrophy and hypofunctios. Whey, by-product of cheese making, may offer many benefits to humans. We investigated the effect of whey-administration on age-dependent changes of salivary glands. 【方法】Male Wister rats（3 or 16 mo old）were given laboratory chow and whey or water ad libitum. Two mo later, salivary glands were fixed in formalin. Sections were stained with hematoxylin and eosin. The glands were also processed for RNA isolation. Gene expression profile was studied by using Affymetrix GeneChip array and analyzed by Gene Spring software. 【結果】Histological analyses showed acinar atrophy in sublingual（SL）glands from senescent but not young rats. These age-dependent changes were found to be reversible after whey-administration. In SL glands from senescent rats, whey-administration induced more than 10-fold increase in the expression of proline-rich protein genes（Prp2, Sgp158）and cystatin S gene（Cyss）and 2-fold decrease in granzyme B gene（Gzmb）compared to water-administration. 【考察】Whey-administration restores the age-dependent atrophy and gene expression of SL glands. (共同研究者：株アプロサイエンス 福田佳奈、金智蓮、金敦祚)
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窒素含有bisphosphonates（N-BPs）の炎症壊死作用：リン酸transporter阻害剤の効果 
○木山　朋美1,2、岡田　諭1,3、佐藤　衣莉1、佐々木　啓一2、菅原　俊二1、遠藤　康男1（1東北大　院歯　口腔分子制御、2東北大　院歯　口腔システム補綴、3東北大　院歯　顎顔面外科）





【背景】N-BPsは顎骨壊死のリスクをもつ。N-BPsは軟組織細胞にも取り込まれ、細胞毒性を示すが、その細胞内取り込み機序は不明だった。当教室の岡田はリン酸transporter（Pi-TP）阻害剤phosphonoformate（PFA）が、zoledronate（骨吸収抑制作用と顎骨壊死発症リスク最強のN-BP）のマウスでの炎症壊死作用を抑制することを発見し、その細胞内取り込みにPi-TPの関与を示唆した。Minodronate は2009年発売の本邦開発N-BPである。私達のマウス実験では、その炎症壊死作用はzoledronate以上であり、non-N-BPのclodronateはこれを抑制する。今回はN-BPsの細胞内取り込みへのPi-TP関与の普遍性を検証するため、3種類のN-BPs（minodronate, zoledronate, alendronate）について、PFAとその関連物質の効果を比較した。【結果】(i）マウス耳介での炎症壊死を指標にした実験で、いずれのN-BPsに対しても、PFAおよびPFA構造類似のPAA, PPA, PBAは抑制効果を示し、その効果はPAA＞PFA＞PPA＞PBAであった。(ii）Radio-isotope標識alendronateの耳介組織への貯留をPFAとclodronateは減少した。【考察】上記結果は、N-BPsの軟組織細胞への取り込みには、いずれの場合もPi-TPが関与し、この取り込みをnon-N-BPのclodronateは抑制するとの考えを支持し、また、顎骨壊死の予防・治療にclodronateとN-BPの併用の有効性が期待される。
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骨芽細胞様細胞におけるずり応力による細胞内カルシウム濃度の上昇にグルタミン酸が関与する
○土屋　範果1,2、兒玉　大介1、後藤　滋巳2、戸苅　彰史1（1愛院大　院歯　薬理、2愛院大　院歯　矯正）





【目的】マウス頭蓋骨由来骨芽細胞様細胞（以下MC3T3-E1細胞）において機械刺激による細胞内カルシウム濃度（以下[Ca2+]i）上昇やATPやグルタミン酸（以下Glu）などの伝達物質放出が報告されている。しかし、その詳細なメカニズムは解明されていない。そこで、機械刺激伝達における伝達物質放出の役割について調べた。【試料および方法】MC3T3-E1細胞に機械刺激（ずり応力）を与えた際の[Ca2+]iの変化をCa2+蛍光指示薬を用いたCa2+イメージング法により測定した。【結果および考察】機械刺激による[Ca2+]iの上昇は、細胞内Ca2+ストアからのCa2+放出を阻害する2-APBやU73122の作用により有意に抑制された。また、伝達物質の放出を阻害するmonensinやbrefeldinによっても抑制された事により、機械刺激により放出された伝達物質が細胞内Ca2+ストアからのCa2+放出を起こす事が示唆された。次に、放出される伝達物質について検討した。機械刺激による[Ca2+]iの上昇はATP受容体阻害薬によって変化が認められなかったが、Glu受容体阻害薬によって抑制された。これにより機械刺激による[Ca2+]iの上昇には、Gluが関与している事が示唆された。【結論】機械刺激を受容した骨芽細胞はGluを放出し、放出されたGluが自己の細胞に作用する事により[Ca2+]iの上昇が起こる。
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RANKL結合ペプチドの軟骨細胞分化促進と軟骨破壊抑制作用
○菅森　泰隆1、加藤　玄樹1、田村　幸彦1、大谷　啓一1、青木　和広1（1東医歯大　院医歯　硬組織薬理）





＜目的＞　腫瘍壊死因子1型受容体模倣ペプチドである W9、およびオステオプロテゲリン模倣ペプチドであるOP3-4は、共にRANKLに結合し骨吸収抑制作用を示す。また、W9は骨芽細胞上のRANKLに結合し、骨形成を促進する可能性が示されている。一方、軟骨細胞にRANKLが発現することから、本実験では、RANKL結合ペプチドが軟骨細胞分化に影響を与えるか否か検討した。

＜方法＞　軟骨細胞の増殖評価をATDC5を用いて行った。50 μM, 100 μM, 200 μMの濃度でOP3-4を添加。72時間後に生細胞数の測定を行った。また、W9およびOP3-4を添加後14日目にAlcian blue染色による分化評価を行った。また、コラーゲン誘導関節炎(CIA)モデルを用い、4 mg/kg/dayのW9、9 mg/kg/dayおよび18 mg/kg/dayのOP3-4を浸透圧ポンプにより皮下投与し組織学的解析を行った。

＜結果＞　50 μM以上のOP3-4添加により軟骨細胞の生細胞数が有意に増加した。OP3-4濃度依存的にAlcian blue陽性面積の増加が認められたが、W9よりその増加作用は低かった。CIAモデルを用いた検討では、W9およびOP3-4による軟骨破壊像の抑制が認められた。

＜結論＞RANKL結合ペプチドは、軟骨細胞の分化促進作用とCIAモデルにおける軟骨破壊抑制作用を示した。骨形成活性がW9より強いOP3-4の方が軟骨に対する作用は弱かったことから、RANKL結合ペプチドの軟骨に対する作用がRANKL依存的な作用か否か、今後検討する予定である。

（この研究は下川仁彌太、高橋真理子（両名ともに東京医科歯科大学）の協力をいただきました。）














P1-143





放射線粘膜炎に対するDMXシートの効果
○四宮　敬史1、吉川　正信1,2、川口　充1、奥村　重年3、大久保　みぎわ1（1東歯大　薬理、2東海大　医　臨床薬理、3ロート製薬（株））





【目的】頭頸部放射線治療においては、口腔粘膜の障害と唾液腺に起因した唾液分泌機能低下による患者のQOL低下が問題となっている。本研究では口腔湿潤作用ならびに創傷治癒効果が報告されているサケ白子プロタミン分解ペプチド配合のDMXシート（ロート製薬株式会社）を用いて、放射線照射により生じた潰瘍ならびに唾液分泌減少に対してのDMXシートの効果を調べた。【方法】9週齢雌性C3H/HeNマウスを用いて、放射線非照射群、放射線照射群（DMXシート非貼付群、DMXシート貼付群）にグループ分けした。放射線照射（実効線量6 Gy、6.25 Gy、6.5 Gyならびに7 Gy）を5日間行い、照射6日目から10日目まで1日1回、DMXシートを硬口蓋部に貼付し、上皮厚計測と口腔水分計ムーカス（株式会社ライフ）による口腔水分量計測を行った。【結果】放射線照射群において上皮厚は減少したが、DMXシート貼付群では非貼付群に比べて照射10日後での上皮厚が大きかった。口腔水分量は放射線非照射群では放射線照射群と比較して有意な減少が認められ、放射線照射7日後に急激に減少したが、DMXシート貼付群では非貼付群と比較して照射8日後から10日後にかけて口腔水分量の有意な増加が認められた。【考察】これらの結果から、DMXシートは上皮厚減少ならびに放射線性唾液腺障害による唾液分泌減少に対して効果があり、プロタミン分解ペプチドによる口腔粘膜に対する治癒効果ならびに口腔湿潤作用によることが示唆された。
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Na,K-ATPase活性及びそのリン酸化反応中間体量に対するフッ素の作用
○沖野　雄一郎1、出山　義昭2、吉村　善隆2、鈴木　邦明2（1北大　院歯　予防歯、2北大　院歯　細胞分子薬理）





【目的】フッ化物（F）はう蝕予防に広く応用されているが、急性・慢性毒性が制限要素となり応用の範囲が限定されている。Na,K-ATPaseは細胞内外のNaとKの濃度勾配の形成・維持を行う酵素である。この酵素がFの毒性のターゲットとなりうると推測し、ATPase活性及びリン酸化反応中間体(EP)形成に及ぼすFの作用を検討した。【方法】活性はラット脳由来の精製Na,K-ATPaseを用い、ATP加水分解により生じた無機リンをChifflet法で定量し測定した。EP形成量はATPaseを使い、32P-ATPを用いて形成した32P-EP量を測定した。各種濃度のFとAlCl3を添加し活性とEP形成量に対する影響を調べた。【結果と考察】Na,K-ATPase活性はF濃度に依存して阻害された。50％阻害濃度は約1.4 mMで、最終濃度5 mMでほぼ100％の活性が抑制された。Al存在下では非存在下と同様に濃度に依存して酵素活性は低下し、Al非存在下と比較してより低濃度のFで活性が抑制された。EP形成量もF濃度に依存し阻害されたが、完全には抑制しなかった。Al存在下ではEP形成抑制が増強されたが、約50％しか形成阻害されなかった。以上よりNa,K-ATPase活性抑制の濃度依存性とEP形成抑制におけるFの濃度依存性が一致したことから、FはEP形成を抑制することによりNa,K-ATPase活性を抑制することが示唆された。またEP形成量が約半分しか阻害されないことからNa,K-ATPaseにおけるhalf of the site reactivityの存在も示唆された。
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口腔癌で明らかになったkeratin13遺伝子のエピジェネティック変異
○永沼　香織1,2、八田　光世2、大久保　つや子2、山崎　純2（1福歯大　口腔顎顔面外科、2福歯大　細胞分子生物）





【目的】細胞骨格タンパク質であるkeratin13（KRT13）は、口腔上皮の癌化さらに癌の悪性度に関連して発現抑制が認められるとの報告が多数あり、口腔癌の診断や病態の指標に有用と考えられている。本研究は口腔癌でのKRT13発現抑制に関わるエピジェネティック変異の解明を目的としてKRT13遺伝子領域のクロマチン修飾の解析を行った。【方法】正常上皮細胞（HaCaT）及び舌癌細胞（高分化型：HSC4、低分化型：HSC3、SAS）を用いて、KRT13 mRNA発現レベルをqPCRにて比較検討した。さらにKRT13遺伝子プロモーター領域のCpG部位のメチル化をバイサルファイト・シーケンス法、ヒストン修飾をクロマチン免疫沈降法にて解析した。【結果と結論】KRT13 mRNAの発現はHaCaTとHSC4に比べて、HSC3とSASにおいて著しく抑制されていた。KRT13遺伝子プロモーター領域においてCpG部位はこれらの舌癌細胞において高度にメチル化されていた。一方、ヒストン修飾に関してはHSC3とSASにおいてH3K4トリメチル化の低下及びH3K27トリメチル化の増加が確認された。これらの結果から、KRT13遺伝子は低分化型舌癌細胞においてヒストンH3K4及びK27メチル化修飾を介したエピジェネティック変異により抑制されることが明らかになった。さらに、これらのメチル化修飾パターンの決定に重要な役割を担っているエピジェネティック酵素複合体PRC2（Polycomb repressive complex 2）の制御異常が関与している可能性が示唆された。
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食塩感受性および非感受性高血圧診断用バイオマーカーとしての唾液中のイオンチャネル
○Bragiel Aneta1、Pieczonka Tomasz1、石川　康子1（1徳大　院HBS　分子薬理）





Aquaporin-5（AQP5）and lipid rafts were identified in saliva. We showed that changes in saliva AQP5 levels can be used as an indicator of xerostomia. In this study, we investigated salivary ion channels in relation with hypertension. Wistar, spontaneously hypertensive rats/Izumo strain（SHR/Izm), Wistar Kyoto rats/Izumo strain（WKY/Izm), Dahl-Iwai salt-sensitive rats（Dahl-Iwai S）and salt-resistant（Dahl-Iwai R）rats were used. Rats were given NaCl solution or water to drink for 1 week. Western-blotting was used to analyse: sodium channel（ENaC and CFTR), chloride channel（CLC-Ca, CLC2 and CLC3), potassium channel（Kca), calcium channel（TRPV2）and water channel（AQP5）in saliva. ENaC, CFTR, CLC-Ca, CLC2, CLC-3, Kca, and TRPV2 have been identified in saliva from these rats. 0.5％ NaCl decreased the level of salivary ENaC in Wistar, WKY/Izm, Dahl-Iwai R and Dahl-Iwai S rats but not in SHR/Izm rats. While, 0.5％ NaCl decreased the level of salivary CLC-Ca in Wistar, WKY/Izm and Dahl-Iwai R rats but not in SHR/Izm and Dahl-Iwai S rats. These results suggest that salivary ENaC and CLC-Ca concentration may be useful tool to diagnose the salt-sensitive or salt-insensitive hypertension.
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顎顔面感覚入力に応答するウサギ視床ニューロン活動の電気生理学的検討
○鈴木　崇弘1、若森　実2、田端　孝義1、坪井　明人1,3（1東北大　院歯　加齢歯科、2東北大　院歯　歯科薬理、3東北メディカル・メガバンク機構）





【目的】顎口腔領域の感覚情報は、視床での情報処理後、大脳皮質に投射されて運動感覚を自覚する一方、下顎運動の制御にも関与していることが推察される。これら口腔顎顔面部の知覚は、三叉神経系を介して視床の後内側腹側核（VPM）に達することが組織学的研究により明らかにされている。本研究の目的は、顎顔面領域の感覚情報が入力される視床ニューロンの電気生理学的特性を検討することである。【方法】実験にはウサギ（日本白色種、メス）を用いた。α-クロラロース・ウレタンにて麻酔した。視床VPMに金属微小電極を刺入し、神経活動を記録した。記録後、屠殺した動物から脳を摘出し、組織学的に記録部位を同定した。【結果】ウサギ26羽より、266個のニューロン活動を記録した。これらのニューロンは、Bregmaより後方3～5 mm、正中より外側3.5～5 mm、大脳皮質表面より深さ8～12 mmの範囲に位置していた。178ニューロンは、前歯、臼歯、頬粘膜などの口腔内への刺激に、29ニューロンは、ヒゲ、顔面皮膚、口唇などの口腔外への刺激に応答した。また、口腔内刺激に応答するニューロン活動は口腔外刺激に応答するものよりも内側から記録された。一方、開口運動、噛みしめ運動など下顎運動に関連する刺激により51ニューロンが応答した。記録されたニューロンの45％が速順応性だった。【結論】下顎運動の制御に関与する深部感覚情報は視床VPMへ投射され、変調されることが示唆された。
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Poxn発現味覚ニューロンのショウジョウバエ摂食行動における機能
○古山　昭1、大須賀　謙二1、宗形　芳英1（1奥羽大　歯　口腔機能分子生物）





Pox neuro (Poxn）遺伝子はショウジョウバエ末梢神経および中枢神経系の発生において重要な機能を果たす。末梢のPoxnニューロンは味覚受容器であり、Poxn発現ニューロンは味覚受容機能を持つと信じられている。一方、Poxn発現脳ニューロンの味覚情報処理への関与は十分に検討されていない。末梢および中枢のPoxn発現ニューロンの摂食行動における機能を明らかにするために、我々は遺伝子操作によりPoxn発現ニューロンを特異的に破壊あるいは興奮抑制したショウジョウバエを用いて、摂食行動の諸過程がいかなる影響を受けているかを調べた。末梢と中枢のPoxn発現ニューロンの機能を共に抑制した場合、摂食行動最初期の反射過程および、二瓶法における濃度識別能力に障害が見いだされた。脳におけるpoxn発現ニューロンのみ機能を回復させると、吻伸展反射は依然として機能が低下していたが、ウェーバー比33％程度の濃度差では濃度識別は回復した。
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mGluR4ノックアウトマウスの鼓索神経および舌咽神経におけるうま味受容体の機能解析
○安松　啓子1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





【目的】うま味受容体としてmGluR4、T1R1+T1R3、mGluR1などが提唱されているが、神経レベルでのこれらの受容体の機能証明はいまだ不十分で、特に舌咽神経における機能は未解明である。本研究ではmGluR4-KOマウスのグルタミン酸応答について各受容体アンタゴニストを用い検討した。【方法】動物はmGluR4-KO及び野生型マウスを用い、鼓索神経と舌咽神経の全神経線維束におけるうま味応答を記録した。その際受容体アンタゴニストAIDA（group I mGluRs)、CPPG（group III mGluRs)、D-AP5（NMDA受容体)、NBQX（kainic acid 受容体とAMPA受容体)、グルマリン(T1R1+T1R3)を用いた。【結果と考察】mGluR4-KOマウスの鼓索と舌咽神経両方において、野生型に比べMPG応答が有意に減少した。KOマウスにおける残存グルタミン酸応答は、鼓索神経ではAIDA、舌咽神経ではAIDAとD-AP5によって有意に抑制された。これらの結果から、野生型マウスの舌の鼓索神経領域ではT1R1+T1R3、mGluR1、mGluR4、舌咽神経領域ではmGluR1、mGluR4、NMDA受容体がグルタミン酸を受容する可能性が示唆された。非会員共同研究者：真鍋智宏、高橋一郎、岩槻健、畝山寿之
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混合味溶液の味質強度とおいしさをヒトはどう判断するか？
○片川　吉尚1、安尾　敏明2、諏訪部　武2、玄　景華1、硲　哲崇2（1朝日大　歯　口腔病態医療　障害者歯科、2朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）





混合味溶液の味質強度やおいしさが各コンポーネント単体の場合とでどう異なるかを、同意を得た男性（30名）に対してgLMS法（Greenら；1993）およびLHS法（Limら；2009）を用いて検討し、先行研究（Bartoshuk; 1975、Frank & Archambo; 1986など）と比較した。サッカリンナトリウム（Sacc; 0.3 mM-10 mM）、食塩（Na; 0.03 M-1.0 M）および塩酸キニーネ（Q; 0.1 mM-0.3 mM）の味質強度とおいしさを評価させた後、5 mM SaccとNaまたはQの各濃度との混合溶液に対するものも評価させた。その結果、0.3 M Naと5 mM Saccの混合物の塩味強度は、Na単体のものよりも有意に低かった（p＜0.05; Newman-Keuls法）。おいしさは、混合物に対するものがNa単体に対するものよりも有意に高かった（p＜0.05）。Qと5 mM Saccを混合した場合、Q単体の苦味強度は、混合物のものよりも全濃度において有意に高く（p＜0.001）、おいしさでは、Q単体のものは、混合物のものよりも有意に低かった（p＜0.001）。本研究の結果は、単体味溶液に味質の異なる溶液を混合すると各コンポーネントに対する味質強度が低下し、先行研究と類似の結果となった。また、おいしさは味溶液の混合により変化することを明らかにした。
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無顆粒島皮質におけるfast-spiking細胞の軸索投射様式
○福田　理美1、小林　真之1、越川　憲明1（1日大　歯　薬理）





【緒言】島皮質は、味覚嫌悪学習など神経可塑性の制御に重要な役割を担っている。我々は、抑制性回路の中心的役割を果たすparvalbumin陽性細胞の密度が高い領域と低い領域が無顆粒島皮質において隣接して存在することを明らかにしてきた(Chen et al., 2010)。このような特殊な抑制性神経回路の存在は、島皮質が独自の情報処理機構を持つことを示唆している。【目的】今回我々は、parvalbumin陽性細胞と考えられるfast-spiking（FS)細胞からwhole-cell patch-clamp記録を行いbiocytinを注入することで、記録細胞の形態学的特徴を明らかにした。【結果・考察】無顆粒島皮質のparvalbumin陽性細胞の密度が低い領域にあるFS細胞は、比較的広範囲に軸索が伸展しており、軸索密度も疎であるものが多かった。一方、無顆粒島皮質V層深部のparvalbumin陽性細胞が高密度に分布する領域に存在するFS細胞では、周辺細胞に対する高密度の軸索投射が観察された。興味深いことに、その軸索投射のほとんどは、V層深部に限局しており、隣接するIII層への投射は極めて少なかった。V層深部には皮質外へ投射する興奮性細胞が多く存在することから、この領域のFS細胞は島皮質からの興奮性出力を強力かつ特異的に抑制する働きがあると推察される。
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CCKのマウス鼓索神経活動に及ぼす影響
○八坂　美沙1、安松　啓子1、仁木　麻由1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





コレシストキニン（CCK）は消化管ホルモンのひとつである。CCKの受容体にはCCK-A、CCK-B受容体の二種類が存在し、機能としては胆嚢収縮や膵酵素分泌を促すことが知られている。近年、味蕾において様々な消化管ホルモンの発現報告がなされている。CCKも味細胞での発現が報告されており、味細胞・味神経間でのmodulatorとして機能している可能性が示唆されている。そこで、本研究ではC57BL/6マウスの膝神経節におけるCCK、CCK-A、CCK-Bの遺伝子発現を調べた。次にCCKの静脈内投与によるマウス鼓索神経活動の変化を調べた。さらに、CCK-AR遺伝子ノックアウト（KO）マウス、CCK-BKOマウス、野生型マウスを用いて鼓索神経全神経線維束における応答を記録した。その結果、RT-PCR法により、膝神経節におけるCCK、CCK-A、CCK-Bの発現が認められた。味神経応答解析により、CCKのマウス静脈内投与によってCCKが鼓索神経活動を引き起こしていることがわかったが、野生型マウスに比べてCCK-ARKOマウスでは苦味応答が減少し、CCK-BRKOマウスでは明らかな減少は認められなかった。以上の結果からCCKは味覚のmodulatorとして働いている可能性が示唆された。（非学会員共同研究者：瀧口総一、中村誠司）
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閉口筋運動ニューロンに対する興奮性シナプス伝達のゲート機構に関与するTASK3電流の発現系における解析
○田中　千惠1,2、齋藤　充1、佐藤　元1、豊田　博紀1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理、2阪大　院歯　第二補綴）





漏洩K+電流は興奮性細胞の静止膜電位や入力抵抗を支配的に決定している。ニューロンにおいては、TASK1/3チャネルが漏洩K+電流を担っている。我々は、免疫組織学的手法により、三叉神経運動ニューロン(TMN)の細胞体及び樹状突起に、TASK1及びTASK3がそれぞれ主に発現していることを明らかにした。閉口筋等尺性収縮時にはTMNの入力抵抗依存的に運動単位の序列動員が生じることから、TASK1/3チャネル活動が運動単位の序列動員様式を決定している可能性が高い。我々は、一酸化窒素-cGMP-蛋白キナーゼG(PKG)系の活性化によってTASK1が活性化されることをHEK細胞の発現系で既に明らかにしている。ホールセル電流固定下のTMNでは、cGMP投与により入力抵抗は低下するが、EPSPの振幅は増加した。このことは、cGMP投与により樹状突起局所のTASK3が抑制され入力抵抗が上昇した可能性を示す。そこで、cGMPがTASK3をどの様に修飾するかを明らかにするため、TASK3をHEK293・COS-7・CHO等の株細胞へ導入した。TASK3を発現させた細胞は培養中あるいは記録時に人工脳脊髄液へ浸漬した際に崩壊した。そこで、Xenopus oocyteにTASK3を導入したところ、安定的に発現させることができたが、cGMPによるTASK3電流の修飾は観察されなかった。これは、同細胞におけるPKGの発現量が細胞容積に比して小さいためであると考えられる。そのため、更に本実験に適した他の発現系を検索中である。
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ストレス負荷卵巣摘出マウスにおいて、KCC2の発現減少によるGABA系の脱抑制が生じている可能性。そして、17α-エストラジオールによる改善
○塚原　飛央1、増原　正明1、薗村　貴弘2、植村　正憲1、佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　歯科薬理、2鹿大　院医歯　歯科機能形態）





ストレスは、各種神経系に影響を与えるが、GABA系に対する障害機序の報告は少ない。そこで、卵巣摘出マウス（OVX）の行動評価とGABA系に与える影響を高架十字迷路試験(EPM)等の行動試験と免疫組織学的手法を用い、海馬CA3領域において検討した。ストレス負荷群(OVX/S)は、ストレス非負荷群(OVX/nonS)に比べ、EPMにおけるopen arm　滞在時間(OAT)が増加し、GADとGABA(A)-R発現は増加した。一方、KCC2(K-Cl-cotransportor)の発現は減少した。また、GABA(A)-R作動薬であるジアゼパム(DZ)投与時では、OVX/S群においては、DZ非投与時に比べOATは減少傾向があり、OVX/nonS群においては、非投与時に比べ、OATの増加が認められた。更に、これらストレスに対する行動変化の改善作用を検討するため、17α(αE2)及びβE2を投与すると、強制水泳試験では、αE2はβE2よりもOVX/S群の無動時間の減少とKCC2発現の増加を生じた。これらにより、ストレス負荷はOVXマウスにおいて、KCC2減少によるGABA系の脱抑制を引き起こし、高架十字迷路等において行動変化を生じる。その変化は、抗不安薬の奏功不定の一因になると考えられた。また、このような状態においては、17αE2投与が効果的であることが示唆された。
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嗅覚訓練マウスを用いたDimethyl Sulfide対する3,7-dimethyl terpene類の嗅覚マスキング作用の確認 
○長田　和実1（1北医大　歯　口腔生物　生理）





【目的】本研究ではY字型迷路（Y-maze）を用いたマウスの嗅覚訓練パラダイムを用い、口臭の原因成分の1つであるdimethyl sulfide（DS）に対する芳香物質の嗅覚マスキング作用の評価を試みた。【方法】実験動物はにおいセンサーマウス（♀:n＝6)としてC57BL/6j　を用いた。DSマスキング成分（masker）としてシトロネラル（CN)、リモネン（LM)、シトラール（CR)を用いた。Y-mazeの左右両側腕の先端より、絶水マウスに対して10 ppm DS溶液およびその溶媒のみのにおいを同時に提示し、正しいにおいを選択した場合、報酬として一滴の水を与える。左右両側腕のにおいを何回も入れ替え、繰り返し実験し、マウスはDSの匂いを識別していることを確かめる。次に DSおよび様々な濃度のmaskerを同時に提示し、マウスがDSを識別不能となるmaskerの濃度を確かめ、各maskerの嗅覚マスキング強度を測定した。【結果と考察】1）匂い嗅ぎマウスはDSに関してはodor cue が100分の1になると識別しなくなる。2）10 ppmのDSの匂いを識別できるマウスは、テルペン類の共存で識別が出来なくなる。3）モノテルペンのマスキング作用は濃度依存的であり、CNが最も活性が高かった。本法を応用することにより、様々な化学物質のマスキング作用を定量的に、且つ個体レベルで評価出来る可能性が示された。
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脳血流動態における三叉―副交感神経性血管拡張反応の役割とそれらのGABA入力による機能修飾機構
○石井　久淑1、佐藤　寿哉1（1北医大　歯　生理）





【目的】顎・顔面領域には副交感神経性血管拡張線維が存在し、三叉神経入力によるこれら線維の活性化は同領域に顕著な血流増加を誘発する。また、この反射性血流増加反応は脳幹のGABA入力によって影響を受けることも近年明らかにされている。副交感神経線維は脳血管にも豊富に分布し、これらの線維の活性化は脳血流動態の調節に関与することが示唆されている。しかしながら、反射性血管拡張反応による脳血流調節については明らかにされていない。本研究は三叉―副交感神経性血管拡張反応の1）脳血流動態における役割と2）GABA入力による機能修飾機構を明らかにすることを目的とし、舌神経の求心性刺激或いは諸種の薬物が局所脳血流（rCBF）に及ぼす影響を検討した。【方法】麻酔したラットのrCBFは2次元血流計を用いてイメージング解析した。舌神経は中枢性に電気刺激した。両側の頸部交感神経幹と迷走神経は頸部で切断し、これらの影響を完全に除去した。【結果と考察】rCBFは舌神経の単独刺激では有意な変化を示さなかったが、GABAA受容体抑制薬であるペンチレンテトラゾール投与を組み合わせた舌神経刺激で顕著に増加した。このrCBF増加はヘキサメソニウム及びアトロピンの投与で有意に抑制された。したがって、三叉―副交感神経性血管拡張反応は脳血流増加に関与しており、この血流増加反応は中枢のGABA入力により制御されていることが示唆される。
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顎－頸協調運動が開口反応時間におよぼす影響
○宗形　芳英1、大須賀　謙二1、古山　昭1（1奥羽大　歯　口腔生理）





【目的】光刺激に対する開口反応時間を測定すると、多くの被験者で、同刺激による指屈曲反応時間から想定されるよりも延長する結果が得られる。今回、その原因として開口運動に協調する頭頸部後屈運動の影響を検討した。【方法】顎口腔および手指に特記すべき既往歴がなく、本実験の意義を十分に理解して協力を得ることができた健常成人15名を被験者とした。光刺激に対して素早く開口するように指示し、開口動作に協調して発現する頭部運動と開口運動を同時に測定した。さらに、頭部をヘッドレストに固定させた条件下でも同様に測定し頭部固定の影響を検討した。【結果・考察】すべての被験者で頭頸部後屈の反応運動が開口反応運動に先行して出現した。開口反応時間と頭頸部後屈開始時間との差は、開口反応時間が長い被験者ほど大きく、両者の間で有意な相関関係が認められた。頭部を固定した場合では、ほとんどの被験者で開口反応時間が短縮し有意な差が認められた。さらに、開口反応時間が長い被験者ほど大きく短縮する傾向があった。以上の結果から、開口反応時間がその神経経路から想定される時間よりも延長する一つの原因として、開口運動に協調する頭頸部後屈運動の影響が確かめられた。
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咀嚼と食行動に及ぼす桂花の香り
○山本　隆1（1畿央大　健康科学　健康栄養）





心地よい香りの中に摂食抑制効果を示すものがあるかどうかを探索することが目的である。食事に際しての飲み物等の香り6種類の中からスクリーニングし、桂花（キンモクセイ）とミルクの香りを選び実験を行った。ウィスター系雄性ラットにそれぞれの香りを15分間嗅がせた後、視床下部の摂食促進ペプチドと摂食抑制ペプチドのmRNAの活性をRT-PCR法にて測定した。香りを慢性的に提示し、摂食量、体重を測定した。また、急性的に提示し、摂食パターンをビデオ撮影し、咀嚼筋EMG活動を記録し、分析した。ラットに桂花の香りを嗅がせた群、ミルクの香りを嗅がせた群、香りを嗅がせなかった群について、60分後の摂食促進ペプチド（AgRP, MCH, NPY, prepro-orexin）と摂食抑制ペプチド（CART, POMC）のmRNA活動を測定した結果、桂花の香りで、すべての摂食促進ペプチドの活性が低下し、食欲抑制物質の活性は上昇した。ミルク群ではほぼその逆の効果となった。嗅覚脱失によりこのような効果は消失した。各群について、長期的に香りを提示し、餌の摂取量、体重を測定すると、桂花群は餌の摂取量の減少、体重の減少が認められた。桂花の香りは嗅覚情報として視床下部に送られ、摂食促進ペプチドが減少し、摂食抑制ペプチドが増加したことにより結果的に体重が減少したと考えられる。[謝辞]　この研究は、阪大学人間科学研究科の乾　賢先生、阪大学歯学研究科の辻　忠孝先生との共同研究である。
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味覚中継核刺激によって誘発される島皮質での興奮伝播に対する嗅球刺激の効果
○溝口　尚子1,2、小林　真之2、村本　和世1（1明海大　歯　生理、2日大　歯　薬理）





味覚の情報処理には、嗅覚系からの入力が深く関与する。最近、島皮質には味覚のみならず嗅覚情報も入力することが明らかになってきた。しかし、その統合機構については不明な点が多い。そこで本研究は、味覚中継核である視床腹内側核（VPMpc）の電気刺激によって誘発される島皮質での興奮伝播が嗅球（OB）の電気刺激のタイミングによってどのように変化するか明らかにすることを目的として、ラットin vivo標本を用いた光学計測による実験を行った。VPMpcを電気刺激（50 Hz、5回刺激）すると、中大脳動脈に近接して左右の不全顆粒島皮質（DI）およびその周辺皮質に興奮伝播が観察された。一方、OB腹側表層を電気刺激したところ、島皮質腹側に位置する梨状皮質および無顆粒島皮質（AI）に応答が認められた。VPMpcとOBをそれぞれ単独刺激した場合、興奮が伝播した領域に重なりはほとんど認められなかった。一方、同一個体でVPMpc とOBを同時刺激すると、AIにおいて応答変化率に有意な増加が認められた。また、DIとPCでは最大応答部位の振幅に有意な変化を認めなかった。これらの結果は、味覚と嗅覚の統合部位の一部はAIで行われていることを示唆している。
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カプサイシン受容体TRPV1の遺伝子多型と口腔痛み感覚
○吉住　潤子1、宇都宮　怜子2、合島　怜央奈2,3、木附　智子1,2、城戸　瑞穂2（1九大　院歯　顔面口腔外科、2九大　院歯　口腔解剖、3佐賀大　医　歯科口腔外科）





【目的】痛みは、熱や機械的な刺激あるいは化学的な刺激などの多様な刺激により侵害受容ニューロンが活性化することにより惹起されると考えられている。痛みを惹起する化学的な刺激の一つとして、古くより唐辛子の辛味成分であるカプサイシンが知られているが、辛味の多様な感受性について明らかになったとは言えない。私たちは、カプサイシン受容体のTRPV1（transient receptor potential channel vaniloid 1）の遺伝子多型(SNP)に着目し、カプサイシン・温度感受性との関係を明らかにすることを目的として研究を行った。【方法】実験は九大臨床試験倫理審査委員会の承認を受け実施した。頬粘膜擦過により健常日本人300名よりゲノムDNAを抽出し、SNP解析を行った。さらに、カプサイシンの辛味感知閾値、および冷・温覚閾値を測定した。【結果および考察】TRPV1のSNP rs8065080 SNP(C＞T)は、口腔へのカプサイシン刺激による辛味感受閾値およびVAS値に有意な差を認めた。温度については、有意な差は認められなかった。また、辛味の嗜好とは明らかな関連は認められなかった。TRPV1の遺伝子型の差が辛味の感受性と関連を示したことから口腔の痛みにも影響することが考えられた。














P1-161





GLP-1受容体欠損マウスにおける選択的甘味抑制について
○岩田　周介1、安松　啓子1、高井　信吾1、重村　憲徳1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





Glucagon-like peptide 1（GLP-1）は腸管内分泌細胞L細胞から分泌されるインクレチンであり、近年L細胞が味覚Gタンパク質であるα-gustducin と甘味・うま味受容体コンポーネントT1R3を発現し、甘味刺激によってGLP-1を分泌することが示唆されている。さらにGLP-1のKOマウスの行動応答では甘味に対する感受性が低下しているという報告があるが、用いた味物質種は限定的であり、かつ味神経応答についての報告はまだない。GLP-1の味覚修飾作用を検討するため、本研究ではGLP-1rKOマウス、及び野生型マウス(C57BL/6)を用い、鼓索神経と舌咽神経の全神経線維束応答を記録した。また、甘味（スクロース、サッカリン、D-フェニルアラニン、グルコース）、苦味（キニーネ）、塩味（NaCl）、酸味(HCl)、旨味(MSG+1 mM IMP+100 μMアミロライド)の行動応答を10秒間リック測定法で解析した。その結果、GLP-1rKOマウスでは、野生型マウスに較べ、鼓索神経ではショ糖、サッカリン、SC45647、グルコース、MPG+IMP、舌咽神経においてはショ糖、SC45647、D-アミノ酸に対する応答が有意に減少した。また10秒間リック測定法では用いた全ての甘味物質に対するリック数の有意な減少が認められた。このことから、GLP-1シグナリングが甘味感受性の維持あるいは増強に関与することが示唆された。
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下歯槽神経損傷後に孤束核内で認めたマイクログリアの応答
○柿原　理奈1、諏訪部　武3、西川　泰央2、森田　章介1（1大歯大　院　口腔外科一、2大歯大　生理、3朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）





【緒言】下歯槽神経支配領域に対する侵害刺激に応答して、三叉神経脊髄路核尾側亜核でグリア細胞の数が増加することは報告されている。下歯槽神経は孤束核にも投射することから、本研究では下歯槽神経損傷に対する孤束核のマイクログリアの応答を組織学的手法により調べた。【材料および方法】7週齢のラットを全身麻酔後、右側下歯槽神経を下顎角部で露出し、切断した。1週後、ラット脳をパラホルムアルデヒトで固定し、厚さ50 μmの延髄スライス標本（水平断）を作製した。抗Iba1蛍光免疫染色を行い、Iba1陽性細胞を観察した。マイクログリアの個数は、蛍光像を構成するピクセルの個数を計測することで評価した。【結果】下歯槽神経切断群の手術側と非手術側、Sham手術群の手術側においてIba1陽性細胞を観察したところ、下歯槽神経切断群の手術側の孤束核吻側部でマイクログリアの増加を認めた。【考察】マイクログリアは損傷した神経の一次投射領域で増加する。一方、三叉神経脊髄路核尾側亜核では下歯槽神経切断後にグリア細胞の働きによってニューロン活動が亢進し、痛覚過敏の発症に関わることが報告されている。今回の実験から、下歯槽神経切断後にマイクログリアの応答を認めたのは、孤束核吻側部であった。ここには口腔領域からの感覚入力が収束し、味覚の投射部位であることから、下歯槽神経損傷は味覚に影響を及ぼす可能性があることが示唆された。
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覚醒サル一次体性感覚野ニューロンの熱刺激に対する応答特性
○海野　俊平1、岩田　幸一1（1日大　歯　生理）





一次体性感覚野（S1）ニューロンの熱受容に対する役割を明らかにするために、2頭のニホンザルの顔面皮膚に熱刺激強度弁別課題を訓練し、課題遂行中のS1単一ニューロンの活動を記録した。サルの口髭部に設置した温度刺激用プローブより温度刺激を与えた。サルがボタンを押すとプローブ温度が35℃から45-47℃に上昇する（T1期間）。ボタンを押し続けると温度がさらに0.2-0.8℃上昇し（T2期間）、サルがこの温度変化を検出し3秒以内にボタンを離せば報酬としてジュースが与えられる。サルにこの課題を行わせると、T1期間の温度が高いほど正答率は向上し、反応時間は短縮した。訓練完成後、サルS1より課題遂行中の単一ニューロン活動を記録した。一部のS1ニューロンはT1とT2の両方の温度変化に応答したが、多くのニューロンはT1またはT2のどちらか一方の温度変化にのみ応答した。この結果からS1ニューロン活動は単純に刺激部位に加えられた温度をコードしているのではなく、T1とT2の間のわずかな温度変化を検出するのに非常に適したパターンを示すことがわかった。またT2期間のニューロン活動の応答潜時は、サルのボタン離しの反応時間と相関していた。これらの結果はS1ニューロンの活動が侵害熱刺激弁別課題における微小な温度変化の検出に重要な役割を果たしていることを示唆している。
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二日酔いでの口渇感はアセトアルデヒドが原因でおこる
○稲永　清敏1、氏原　泉1,2、人見　涼露1、小野　堅太郎1、柿木　保明2（1九歯大　歯　生理、2九歯大　歯　老年障歯）





二日酔いをすると、時として強力な喉の渇きが生じる。一般的には、エタノールがバゾプレッシン分泌を抑制することによっておこる「アルコール利尿」が原因で喉が渇くといわれている。われわれは、エタノールの分解産物であるアセトアルデヒドが他の二日酔いの諸症状と同じく、喉の渇きの原因物質ではないかという仮説をたて実験を行った。実験にはウイスター系雄ラットを用いた。エタノール腹腔内投与により、水および食塩水の摂取量が増加した。アセトアルデヒド脱水素酵素阻害剤のシアナミドとの併用投与により、摂取量は増大した。シアナミド前投与後、アセトアルデヒドの投与により、水および食塩水の摂取量はさらに増加した。アセトアルデヒドがマスト細胞に作用しレニンを分泌させることが知られている。水および食塩水摂取量の増加は、マスト細胞膜安定剤およびアンジオテンシンII受容体拮抗剤により減弱した。尿量は、水および食塩水を与えた場合にのみ、摂取量に見合った尿量の増加が遅れて観察された。c-Fos免疫組織の結果より、エタノール投与により口渇中枢の神経細胞が活性化されることがわかった。これらのことより、二日酔いをした時、アセトアルデヒドのマスト細胞への作用を介して生成されたアンジオテンシンIIが、口渇中枢にはたらき、喉の渇きを誘発している可能性が考えられた。
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ビタミンC欠乏ラットの5基本味に対する鼓索神経応答
○安尾　敏明1、諏訪部　武1、硲　哲崇1（1朝日大　歯　口腔機能修復　口腔生理）





ビタミンは、周知のとおり、きわめて微量で動物の正常な生理機能を保持する不可欠の有機化合物で、不足すると特有の欠乏症を起こす。これまでの報告から、ビタミンA、B1、B6等の欠乏において、ある特定の味質に対する嗜好性が変化する可能性が示されている。申請者らは、これまでに、ビタミンC欠乏時にビタミンC水溶液に対する嗜好性が変化することを報告したが、ビタミンC欠乏時に現れるこの行動変化が、味覚の変化によって起きているのかどうかはまだ明らかにできていない。そこで、本研究では、5基本味（甘味：スクロース、塩味：塩化ナトリウム、苦味：塩酸キニーネ、酸味：塩酸、うま味：グルタミン酸カリウム）に対する鼓索神経応答がビタミンC欠乏時に変化するのかどうかを明らかにするために、ビタミンC合成能欠如ラットを用いて、ビタミンC欠乏前後での5基本味に対する鼓索神経応答を記録し、解析を行った。その結果、欠乏前と比べ、欠乏後には、塩化ナトリウムや塩酸に対する鼓索神経応答が有意に減少していることが明らかとなった。以上の結果から、ビタミンCの欠乏状態は、一部の味覚受容機構に変化を及ぼす可能性のあることが示唆された。
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カプサイシンによって惹起される島皮質味覚野－自律機能関連領野間のθリズム同期化現象
○齋藤　充1、豊田　博紀1、佐藤　元1、姜　英男1（1阪大　院歯　高次脳口腔機能）





島皮質においては、味覚野(GI)と自律機能関連領野(AI)が吻尾的に隣接しているが、両領野の神経活動が協調し得るか否かは不明であった。我々はカプサイシン(CAP)を含む食品を摂取すると、顔面からの発汗や唾液分泌亢進、心血管系の促進等の自律反応が生じる。また、CAP摂取時にGIニューロンが活動することが近年機能的MRI解析により明らかになった。これらのことから、GIに発現しているCAP受容体TRPV1が活性化されると、両領野が機能協調し、その結果、これらの自律反応が生じた可能性が想定される。本研究では、ラット大脳薄切標本を用い、先ずGI第三層及び第五層錐体細胞(L3/L5 PC)におけるTRPV1電流の性質を調べた。全細胞電位固定下のL3 PCに対しCAP溶液をパフ投与し電流応答を観察すると明確な脱感作がみられなかったが、L5 PCではCa2+依存的な脱感作が認められた。次に、GI電気刺激により惹起した興奮の伝播の時空間的パタンを光学的膜電位測定法で観察した。CAP非存在下では単相的かつカラム状のパタンを示したが、CAP投与によりGIからAIへ広がる同期化したθリズムオシレーションへと変化した。全細胞電流固定記録の結果から、L3及びL5 PCはTRPV1活性化時にそれぞれ4 Hz及び8 Hzの持続的発火活動を示すことが判った。これらのθリズム発火活動が、GI-AI間にみられるθリズム同期化現象を引き起こしており、CAP摂取時の自律反応の神経基盤となっていることが示唆された。
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歯根膜侵襲刺激後の神経ペプタイドpituitary adenylate cyclase activating polypeptide(PACAP)の発現について
○北浦　英樹1、木村　桂介1、石田　匡彦1、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正）





神経ペプチドは、中枢神経系および末梢神経系に広く分布し神経伝達物質、神経修飾因子として、また、侵襲性の刺激により痛みの伝達を担っていることなどが知られている。本報告では、歯の脱臼により歯根膜に侵襲性の刺激を与えた場合の神経ペプタイドであるPituitary adenylate cyclase activating polypeptide(PACAP)およびそのレセプターであるPAC1の発現および分布を調べた。6週齢SDラットの上顎第一臼歯を脱臼後、凍結組織切片を作製した。PACAPおよびPAC1の免疫染色を行い、脱臼後の組織学的変化、PACAP陽性神経線維およびPAC1陽性細胞の分布を調べた。脱臼後3、5日後には骨の吸収窩が認められ破骨細胞が骨表面に認められた。7日後には骨の吸収窩の骨表面に類骨が認められ骨芽細胞出現していた。PACAP陽性神経線維は脱臼後、増加が認められた。また、PAC1陽性の破骨細胞および骨芽細胞も増加した。蛍光二重染色により脱臼後PACAP陽性神経線維がPAC1陽性破骨細胞およびPAC1陽性骨芽細胞に近接しているのが認められた。侵襲刺激により歯根膜内に神経ペプタイドであるPACAPおよびPAC1が増加することがわかった。また、PACAPがPAC1陽性破骨細胞および骨芽細胞に近接していることから破骨細胞および骨芽細胞に作用し活性化している可能性が示唆された。
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絶食条件下での味蕾における味覚情報伝達系に関わる分子の発現調節
○豊野　孝1、瀬田　祐司1、片岡　真司2、鬼頭　文恵3、豊島　邦昭1（1九歯大　歯　健康増進　口腔組織機能解析、2九歯大　歯　健康増進　頭頸部構造解析、3九歯大　歯　生体機能　老年障歯）





カロリー制限食のラットでは、甘味感受性が増加することが明らかになっている。しかしながら、味蕾での味覚情報伝達系に関わる分子に関して、摂食状態による発現調節機構は明らかになっていない。そこで、本研究では味蕾を含むマウス有郭乳頭において、絶食時におけるこれらの分子の発現量の変化をリアルタイムPCR法により調べた。

自由飲水下で2日間絶食、または通常給餌を行ったC57BL6/J雄マウスの有郭乳頭上皮からtotal RNAを調製した後、cDNAを調製しリアルタイムPCR法による解析を行った。その結果、細胞内味覚情報伝達分子gustducinおよびPLCβ2に関しては、摂食時と比較して絶食時ではそれぞれ1.4倍、1.2倍の発現量の増加が認められた。次に甘味・うま味受容体T1Rファミリー(T1R1, T1R2およびT1R3)に関しては、摂食時と比較して絶食時ではそれぞれ1.8倍、2.2倍および2.4倍の発現量の増加が認められた。一方、苦味受容体T2R138に関しては、絶食時では1.3倍の発現量の増加が認められた。以上の結果から、絶食により特にT1Rファミリーの転写が活性化されることが明らかになった。
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PRIP蛋白の発現抑制はバレル皮質錐体細胞において一過性GABA抑制を強化する
○豊田　博紀1、齊藤　充1、佐藤　元1、兼松　隆2、平田　雅人3、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理、2広大　院医歯薬　歯科薬理、3九大　院歯　口腔細胞工）





新規イノシトール1,4,5-三リン酸結合蛋白質(PRIP)は、GABAA受容体のシナプスへの移行に重要な役割を担っている。今回我々は、バレル野錐体細胞における抑制性後シナプス電流(IPSC)及びGABAパフにより生じるGABAA受容体電流が、PRIP1/2分子欠損によりどのように変化するかについて検討した。mIPSCの発生頻度、振幅及び立ち上がり時間のいずれにおいても、PRIP1/2ノックアウトマウス(DKO)と野生型マウス(WT)の間に有意差は認められなかったが、その1/2持続時間はDKOの方がWTに比べて有意に小さい値を示した。その一方、eIPSCの1/2持続時間はその逆の大小関係を示した。DKOのGABAA受容体電流はWTに比べて強い脱感作を示し、パフオフセット直後にハンプ状のテール電流が観察された。DKOで観察された強い脱感作及びハンプ状のテール電流は、BAPTA及びカルシニューリン拮抗薬により抑制された。細胞内Ca2+濃度上昇に伴うGABAA受容体チャネルのキネティクス変化は、シナプス外GABAA受容体でのみ生じると報告されており、また、カルシニューリンの活性化により、シナプス下GABAA受容体がシナプス周辺へ移行することが報告されている。これらのことから、DKOの錐体細胞では、シナプス下GABAA受容体がシナプス周辺に移行しており、シナプス伝達の際、シナプス下GABAA受容体だけでなく、シナプス周辺GABAA受容体も活性化されるため、一過性抑制が増強される可能性が示唆される。
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神経障害性疼痛モデルにおける酸化型ガレクチンの鎮痛効果について
○米原　典史1、寺澤　理恵1（1奥羽大　歯　歯科薬理）





神経障害性疼痛は、神経損傷に伴う神経機能の異常に起因し、異常痛覚（アロディニア）と痛覚過敏を主症状とする難治性の疼痛である。この疼痛には口腔・顔面領域では、抜歯・嚢胞摘出術・インプラント植立術などの手術に伴う末梢神経の損傷に起因するもの、あるいは帯状疱疹後神経痛・三叉神経痛などの病因によるものがあり、多数のヒトがこの痛みに苦しんでいる。本研究では、神経障害性疼痛を発症する動物実験モデルを用い各種神経栄養因子の鎮痛効果を検討した。【方法】病態動物は、ICRマウス（20－25 g）の坐骨神経を緩やかにクロミック縫合糸で3ヶ所結紮し作成した。神経栄養因子は結紮部位に5 μl直接塗布した。鎮痛効果は、熱刺激装置（Plantar test）を用い、熱刺激に対する逃避潜時を測定することにより検討した。【結果】坐骨神経結紮により、結紮7日目から熱刺激に対する逃避時間の短縮（痛覚過敏）が生じ、10日から14日目にかけて逃避潜時は最短となった。酸化型ガレクチン塗布群は、生理食塩水塗布群に比べ結紮直後から28日目にかけて逃避潜時の著しい延長（鎮痛効果）が観察された。酸化型ガレクチンは、神経損傷後の軸索再生の初期過程に重要な役割を果たすことが知られていることから、本研究結果は、酸化型ガレクチンが神経再生のみならず神経障害性疼痛の発症抑制および治療に有効な治療薬となりうる可能性を示唆している。
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ラット顎下腺・舌下腺を支配する上唾液核ニューロンに対するオレキシンの興奮作用
○美藤　純弘1、佐藤　匡2、藤田　雅子1、小橋　基1、市川　博之1,2、松尾　龍二1（1岡大　院医歯薬　口腔生理、2東北大　院歯　口腔器官構造）





【目的】オレキシンは視床下部外側野（摂食中枢）ニューロンから分泌される摂食促進ペプチドである。予備実験でオレキシンは顎下腺・舌下腺を支配する副交感神経の一次中枢である上唾液核（SSN）ニューロンを興奮させることを明らかにしている。本研究はその興奮作用をより詳細に分析し、またSSNニューロンのオレキシン受容体を免疫組織化学的に調べた。【方法】Wistar系成熟ラットの鼓索－舌神経にFast Blueを注入してSSNニューロンを逆行性に標識した。脳幹部の凍結切片を作製してオレキシンAとB受容体を免疫染色した。Wistar系幼若ラットのSSNニューロンを同様に蛍光標識して新鮮脳スライス標本を作製した。標識細胞からホールセルパッチクランプ法により記録を行い、膜電位や膜電流に対するオレキシンAおよびBの影響を調べた。【結果および考察】多くのSSNニューロンはオレキシンAおよびB受容体を共発現していた。しかし活動電位や内向き電流発生に関しては、オレキシンAで誘発されるニューロンの割合の方がオレキシンBのものよりも多かった。また多くのSSNニューロンで、オレキシンAにより微小興奮性シナプス後電流の発生頻度が上昇した。よってSSNニューロンは主にオレキシンAにより興奮性調節を受けていることが示唆された。オレキシンは摂食時の豊富な唾液分泌に関与しているのかもしれない。
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乾燥による上皮細胞の乾燥は、さらなる乾燥を誘発する
○八田　あずさ1,2、黒瀬　雅之1、藤井　規孝2、山村　健介1（1新大　院医歯　口腔生理、2新大病　院　総合診療）





【背景】我々は、涙腺を摘出したモデル動物を用いて、角膜の長期間に渡る乾燥が、涙膜の状態をモニタリングしている角膜求心性神経活動に影響を及ぼすことを明らかにしてきた。次に、影響を及ぼす因子として炎症性サイトカインに着目し、モデル動物を用いて、サイトカインの動態を検討した結果、摘出1週後の角膜上皮細胞においてIL-6の有意な増加が見られた。そこで、摘出1週後のモデル動物を用いて、電気生理学的手法により求心性神経線維の活動量の変化を記録し、サイトカインの及ぼす影響を検討した。【方法】片側の眼窩上・眼窩下涙腺を摘出7-10日間経過したラットを用いて、麻酔下にて、三叉神経節から冷刺激や高浸透に対して応答することで涙膜の状態をモニタリングしている角膜求心性神経細胞を同定した後、温度刺激とTRPM8チャネルの作動薬であるメントールに対する神経応答を記録した。また、涙の分泌量と瞬目反射の経週変化を記録した。【結果と考察】涙腺摘出は、涙の分泌量を有意に低下させ、瞬目反射数を非摘出側と比較して有意に増加させた。摘出群の冷刺激により誘発される神経活動は非摘出群より有意に減弱し、誘発閾値の温度は有意に低かった。メントールに対する感受性は非摘出群と比較して、有意に増強したものの、脱感作を誘発する溶液の濃度は有意に低かった。これらのことから、サイトカインが角膜求心性線維の脱感作に関与していることが示唆された。
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睡眠時の末梢刺激応答性変化に関わる神経機構の検討
○日野　峻輔1、加藤　崇雄1、堀江　憲夫1、下山　哲夫1、坂上　宏2、安達　一典2（1埼医大　総医セ　歯口外、2明海大　歯　薬理）





【目的】近年、我々はサルの顎運動活動性が、安静覚醒（quiet awake:QW）時に比較して安静睡眠（quiet sleep:QS）時に低下することを報告した。そこで本研究では、その活動性変調に関わる神経機構を解明するために薬物投与が容易に行えるラットを用いて検討を行った。【方法】SD系雄性ラット(6週齢)に心電図、筋電図（顎二腹筋前腹）、脳波、眼電図記録用電極と舌刺激用電極（オトガイ舌筋）を留置し、一週間の回復期間の後に実験に用いた。QW時にオトガイ舌筋に電気刺激（200 μs、0.2 Hz、5回）を加え、顎二腹筋活動を3/5以上で発現させる刺激強度を開口反射誘発閾値（TH）とし5分間隔で3回計測した（QWB）。続いて、QS時とその後の覚醒（QWA）時のTHを求めた後、グリシン（150 mg/kg、i.p.）を投与し検討を行った。また、刺激強度と開口反射応答性の相関を検討するために、THの1.5-2倍の刺激を与えた。【結果】QWBにおいてTHは安定していたが、QSでは有意に上昇（P＜0.05、118.7±3.3％vsQWB）し、QWAではQWBのレベルまで戻った（104.5±1.9％vsQWB）。また、QSではQWBと比較して開口反射潜時の延長と顎二腹筋RMSの減少が各刺激強度で有意（P＜0.05）に認められた。グリシン投与はQWBのTHを上昇（P＞0.05、105.1±3.5％vsグリシン非投与）させたが、QSのTHを有意に上昇させることはなかった。【考察】ラットの顎運動機能は睡眠時にグリシン神経機構を介した抑制を受けていることが示唆された。
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環境ホルモン曝露ラットにおけるニオイ関連行動の解析
○藤本　哲也1、西川　泰央1（1大歯大　生理）





【目的】ビスフェノールA(BPA)は歯科材料にも用いられる環境ホルモンの1つである。我々は極微量BPAの周産期曝露が仔ラットのうつ情動を増強することを報告してきた。今回は情動行動の背景を調べるため、捕食者のニオイを用いた行動解析を試みた。【方法】4方向のチャンバーからなる十字型の観察ボックスを作製し、BPAを周産期曝露したあとの仔ラットをその中に置いて行動を解析した。初日はニオイを置かず、翌日、2方向のチャンバーの端にニオイ溶液を置いた。【結果】対照群においてニオイ存在下で活動性が低下したが、ニオイに対する回避行動は認められなかった。一方、曝露群では、活動性の低下とニオイ回避の両方が認められ、活動性の低下は雄ラットで顕著であった。【考察】本実験ではニオイ刺激として3％の溶液を用いた。これは対照群の回避行動に影響を与えず、活動性のみを低下させるニオイ強度と考えられた。この条件下でBPAは有意なニオイ回避行動を引き起こし、活動性を顕著に低下させたことから、BPA曝露ラットにおいてストレス感受性が亢進していることが示唆された。うつ情動においても雄で顕著であることから、その背景の1つとしてストレス脆弱性が考えられた。
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味覚感受性に与える冷刺激の影響：性差
○藤山　理恵1、岡田　幸雄1、戸田　一雄1（1長大　院医歯薬　生体情報科学）





【目的】味覚と温度感覚との間には関連があることが報告されており、我々はこれまでに冷刺激による味覚感受性の効果について報告した。味覚障害患者は女性に多いと言われている。そこで今回、冷刺激の効果における性差について味質ごとに検討した。【方法】健常者249名のうち、男性131名、女性118名について調べた。全口腔法の変法である滴下法を用いて味覚検査を行ない、四基本味の認知閾値を調べた。1分間アイスキューブを口に含み　口腔内全体に作用させたのち、3分後に滴下法にて再検査を行った。【結果】全被験者について冷刺激前後の認知閾値を統計学的に比較したところ、四基本味すべてにおいて味覚感受性の上昇がみられた。さらに男性と女性に分けて四基本味それぞれの冷刺激前後の認知閾値を統計学的に比較した。四基本味にうち甘味と酸味の感度は男性・女性とも冷刺激による有意な上昇が観察され性差は無かった。しかし塩味の感度は男性では冷刺激による有意な上昇が観察されたが、女性では有意差は見られなかった。塩味とは反対に、苦味の感度上昇は男性では冷刺激による有意差は観察されなかったか、女性では有意差が見られた。【結論】冷刺激による味覚感受性は、甘味・酸味については性差が見られなかったが、塩味・苦味については性差が観察された。味覚感受性に与える冷刺激の影響は性別の違いにより、味質ごとに異なる可能性が示唆された。
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上喉頭神経連続電気刺激は嚥下反射をどのように脱感作させるのか？
○辻　光順1、辻村　恭憲1、井上　誠1（1新大　院医歯　摂食・嚥下リハ）





【目的】上喉頭神経(SLN)への電気刺激は、その嚥下反射誘発の容易さからこれまで動物を用いた研究において広く用いられてきた。しかし、SLN連続電気刺激が嚥下反射誘発やその神経機構にもたらす影響ついては明らかになっていない。そこで本研究では、SLN連続刺激による嚥下誘発とその変調に関わる神経メカニズムについて検討した。【方法】38匹のウレタン麻酔下SD系雄性ラットを用いた。左側甲状舌骨筋および顎舌骨筋から筋活動電位を導出し、嚥下の指標とした。嚥下誘発のためのテスト刺激としてSLN、延髄孤束核(NTS)、皮質嚥下領域および反回神経刺激を選択し、嚥下回数および嚥下間隔時間を計測した。次に、条件刺激としてテスト刺激前にSLN連続刺激(SLN前刺激)を行い、その効果を検討した。最後に、SLN連続刺激時のNTSニューロン活動の変化を検討した。【結果】テスト刺激であるSLN連続刺激時には、経時的な嚥下回数の減少と嚥下間隔時間の延長を認めた。SLN前刺激は、いずれの嚥下誘発に対しても抑制効果を示した。SLN高頻度刺激時(30 Hz)のNTSニューロン活動は経時的に減少を認めたのに対し、低頻度刺激時(2 Hz)にはその変化は認められなかった。【結論】SLN連続刺激により生じた嚥下の脱感作に、嚥下中枢の活性化と関連するNTSニューロン活動の低下が関与している可能性が考えられた。
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三叉神経上核プレモーターニューロンの形態学的および生理学的特性
○中村　史朗1、中山　希世美1、望月　文子1、吉田　篤2、井上　富雄1（1昭大　歯　口生理、2阪大　院歯　高次脳口腔機能）





我々はこれまで閉口筋および開口筋運動ニューロンに興奮性および抑制性出力を送るプレモーターニューロンが三叉神経上核（SupV）に存在することを報告してきた。しかしSupVプレモーターニューロンの形態学的および生理学的性質は不明な点が多い。そこで本研究では、カルシウムイメージング法を用いて同定したSupVプレモーターニューロンの形態学的および電気生理学的特性について解析した。生後1～6日齢Wistar系ラット脳幹スライス標本内のMoVを電気刺激すると、短潜時で細胞内カルシウム濃度の上昇を示すニューロンがSupVに1232ニューロン中139個（11.2％）認められた。次に139個中38ニューロンからパッチクランプを行いMoVを100 Hz・3連発で電気刺激したところ、32個のニューロン（84.2％）で逆行性の活動電位が誘発された。逆行性応答を示したニューロンは、発火特性に基づいて高頻度スパイク発射型（HF）ニューロンと低頻度スパイク発射型（LF）ニューロンに分類された。さらにHF、LFニューロンを形態学的に検索したところ、樹状突起の分布および軸索の走行様式に両ニューロングループ間で差が認められた。以上の結果から、SupVに存在するプレモーターニューロンは、様々な電気生理学的および形態学的特性を有し、複雑で多様な下顎運動の遂行に重要な役割を果たしている可能性が考えられる。
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体性感覚誘発脳磁場による口唇感覚異常の客観的評価
○前澤　仁志1,2、吉田　和也3、美馬　達哉2、平井　喜幸1、舩橋　誠1、長峯　隆2,4、福山　秀直2（1北大　歯　口腔生理、2京大　医　脳機能セ、3京都医療セ　歯、4札医大　神経科学）





智歯抜歯後などに口唇感覚異常を生じることがあるが、下歯槽神経の走行が深いため、電気生理学的手法を用いて末梢神経の電気活動を記録することは困難である。口唇刺激による体性感覚誘発脳磁場(SEF)を用いて、下唇感覚異常の客観的評価を試みた。対象は口腔外科手術中の神経損傷により片側の下唇に感覚異常を有した患者6名（男性4名、女性2名、32-56才）と健常者10名（男性6名、女性4名、24-62才）。口唇粘膜（正中から2 cm側方）に、一組のピン電極を接触させ、片側ずつ刺激した。感覚閾値の3倍で幅0.5 msの定電流矩形波を刺激間隔1 sで与えた。全頭型脳磁図計の平面型差分センサー204 chで記録を行い、600回加算した。再現性のある2セッションの群加算を解析に用いた。すべての健常者の左右側刺激で対側頭頂側頭部に25ミリ秒付近を頂点潜時とするSEF反応（P25m）を認めた。また、P45m、P60m、P80mのうち少なくとも1つの反応を認めた。各反応の頂点潜時は右側刺激では23-33, 42-50, 56-67, 72-98 msであり、左側刺激では23-34, 46-49, 52-68, 71-90 msであった。患者の健常側刺激では、すべての被験者で対側半球にP25m（24-34 ms）を認めたが、患側刺激ではP25mは認めなかった。5人で対側半球に小さな反応を認め、各被験者の反応の最短潜時は57、89、65、53、54 msであった。SEFによるP25mの反応が下唇の感覚異常の客観的評価の指標になることが示唆された。
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大動脈減圧神経と三叉－舌神経刺激による孤束核吻側部ニューロン応答
○石塚　健一1、佐藤　義英1（1日歯大　新潟生命歯　生理）





孤束核吻側部は味覚の第一次中継核としてよく知られている。しかしながら、孤束核吻側部ニューロンは多くの異なる組織からの求心性入力を受けるとともに、多種類の末梢刺激に応答する。そこで、我々は孤束核吻側部ニューロンの大動脈減圧神経と舌－三叉神経刺激による応答をウレタンクロラロース麻酔下ラットで検索した。総計36個の自発発射を示す孤束核吻側部ニューロンを記録した。大動脈減圧神経刺激により12個（33％）のニューロンが有意(p＜0.05)に発火頻度を変調したが、残りの24個（67％）の発火頻度の変調には有意差が認められなかった。変調を示した12個のうち、11個が発火頻度を減少させ、そして1個のニューロンが発火頻度を増加させた。一方、三叉－舌神経刺激により17個（47％）のニューロンが有意(p＜0.05)に発火頻度を変調したが、残りの19個（53％）の発火頻度の変調には有意差が認められなかった。変調を示した19個のうち、11個が発火頻度を減少させ、そして6個のニューロンが発火頻度を増加させた。以上の結果より、大動脈減圧神経刺激と三叉－舌神経刺激は約半数以下の孤束核吻側部ニューロン活動に興奮性または抑制性効果を及ぼすことが明らかになった。
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海馬学習依存的なAMPA受容体のCA1シナプスへの移行は、両側の背側海馬にみられ、腹側海馬ではみられない
○水野　潤造1、美津島　大1,2（1神歯大　院歯　口腔科学、2山口大　院医　システム神経科学）





近年、海馬での学習依存的なシナプス可塑性が報告されたが(Science 308: 83-88, 2005)、未だ多くが未解明である。我々は、ラットを用いて文脈学習である受動的回避学習（IA task）を行い、海馬CA1シナプスにおけるAMPA 受容体のシナプス移行が学習依存的であることを報告した。さらに、このシナプス移行の阻止は文脈学習を阻害することから、AMPA受容体のシナプス移行が文脈学習に必要であることも確認した（PNAS 108: 12503-508, 2011)。左右の海馬CA1のシナプス結合には構造的差異があり、背側と腹側では機能的差異が存在する。本研究では、CA1領域のどの部分が学習成立に関わるか、文脈学習の記憶領域を確認するため、学習後のラットから急性脳スライスを作製してパッチクランプ解析を行った。まずvoltage clamp法で、左右の背側および腹側海馬のCA3-CA1線維を刺激し、CA1ニューロンからAMPA受容体およびNMDA受容体を介するEPSC反応を記録した。背側海馬のCA1ニューロンでは左右両側で学習依存的なAMPA/NMDA比の上昇が見られたが、左右差は認められなかった。一方、腹側海馬のCA1ニューロンでは学習依存的なAMPA/NMDA比の変化は見られず、左右差も認められなかった。また、current clamp法での解析では、学習依存的変化や左右差は認められなかった。以上より、学習依存的なCA3-CA1シナプスの可塑性は背側海馬の左右両側で見られるが、腹側海馬では見られないことが明らかになった。
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赤核刺激による開口反射の変調における外側網様核の関与
○佐藤　義英1、石塚　健一1、岩崎　信一1（1日歯大　新潟生命歯　生理）





【目的】我々は赤核刺激が低閾値求心性線維の刺激により誘発された開口反射を促通し、高閾値求心性線維の刺激により誘発された開口反射を減弱することを報告した。外側網様核は赤核からの投射線維を受けていることが明らかにされている。また外側網様核刺激は侵害性刺激誘発性開口反射を減弱するが、非侵害性刺激誘発性開口反射を減弱しないことが報告されている。従って、赤核刺激による開口反射の変調は外側網様核が関与していると考えられる。そこで赤核刺激による開口反射の変調が外側網様核の破壊により影響を受けるか検索した。【方法】実験にはウレタン麻酔下ラットを用いた。下歯槽神経刺激（試験刺激）により開口反射を誘発させ、顎二腹筋前腹からの筋電図を記録した。下歯槽神経の刺激強度は閾値の1.2倍か4倍とした。そして赤核の電気刺激（条件刺激）による開口反射の変調を記録した。次に外側網様核の電気破壊を行い、赤核刺激による開口反射の変調が影響を受けるか検索した。記録終了後、刺激部位と破壊部位を組織学的に確認した。【結果と考察】赤核刺激による低閾値求心性線維刺激誘発性開口反射の促通は、外側網様核を破壊しても影響を受けなかった。一方、赤核刺激による高閾値求心性線維誘発性開口反射の減弱は、外側網様核破壊後、消失した。これらのことから、赤核刺激による高閾値求心性線維誘発性開口反射の減弱は、外側網様核が関与していることが示唆された。
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ラット咽頭及びその周囲組織におけるTRPV1とTRPV2の分布
○佐藤　匡1、矢島　健大2、狩野　充浩1、鈴木　敏彦1、市川　博之1（1東北大　院歯　口腔器官構造、2東北大　院歯　歯科保存）





Immunohistochemistry for TRPV1 and 2 was performed on the pharynx and its adjacent regions. TRPV1-immunoreactivity（IR）was detected in nerve fibers beneath and within the epithelium and/or taste bud-like structure. In the pharynx, these nerve fibers were abundant in the nasooral part and at the border region of naso-oral and laryngeal parts. They were also numerous on the laryngeal side of the epiglottis and in the soft palate. TRPV2-IR was expressed by dendritic cells in the pharynx and epiglottis, as well as in the root of the tongue and soft palate. These cells were located in the epithelium and lamina propria. Some TRPV2-IR nerve fibers could be also observed in the epithelium of the soft palate. Retrograde tracing method revealed that many sensory neurons which innervate the pharynx or soft palate expressed TRPV1- or TRPV2-IR in the jugular-petrosal ganglion complex. Co-expression of TRPV1 and CGRP was frequent among pharyngeal and soft palate neurons. The present study suggests that TRPV1- and TRPV2-IR jugular-petrosal neurons may be associated with the regulation of the swallowing reflex. This work was collaborated with Ms. Rika Sasaki.
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光学的膜電位測定によって観察されたラットバレル野における周期的同期化
○佐藤　元1、豊田　博紀1、齋藤　充1、姜　英男1（1阪大　院歯　口腔生理）





ラットは複数のヒゲにより空間認知を行うことから、隣接カラムの神経細胞集団間で発火活動の協調や同期化が生じていると考えられる。実際、カイニン酸の灌流投与により、バレル野第2/3層に1-5 Hzの周期的同期活動が生じることが細胞外記録法により報告されている。一方、我々はカラム間の脱同期化にGABABシナプス前抑制が関与することを既に報告している。本研究では、発火活動の周期的同期化、或いは、脱同期化に、GABABシナプス前抑制が関与するか否かを明らかにするため、ラットバレル野のスライス標本を用いて光学的膜電位測定法により実験を行った。第3層に与えたpaired pulse刺激（200 ms間隔）により引き起こされる第2/3層における水平方向の興奮伝播の広がりは、一発目より二発目の方が小さかった。この興奮伝播の広がりのpaired-pulse depressionは、bicuculline + APVの存在下でのみ認められ、GABAB受容体阻害薬CGP55845により消失した。これらの結果は、GABABシナプス前抑制が隣接カラム間の神経活動の脱同期化に関与することを示唆している。また、カイニン酸の灌流投与により、バレル野第2/3層の広い範囲にわたって、同期化した約5 Hzの振動活動が出現し、カイニン酸受容体拮抗薬の灌流投与により消失した。さらに、こうした周期的同期化はCGP55845によっても消失したことから、GABABシナプス前抑制の働きにより、その周期が決定されている可能性が高いと考えられる。
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連続舌運動課題遂行時における大脳体性感覚皮質のニューロン活動
○戸田　孝史1、工藤　忠明1、林　治秀1（1東北大　院歯　口腔生理）





【目的】ヒトの摂食、構音では舌などの運動が連続的に遂行される。その巧緻的制御の神経機構を明らかにするため、覚醒動物の大脳中心後回一次体性感覚野(SI)の後方部から頭頂連合野にかけて、運動課題遂行中のニューロン活動を調べた。この領域では受容野を有するニューロンの割合が少ないことが知られている。【方法】Macaca fuscata 雌1頭の訓練を行った後、ニューロン活動記録を開始した。舌運動課題は、方向の異なる2枚のスライドドア(上下、左右)をすばやく連続的に開け前方の報酬を舌尖で取るものである。1試行の所要時間は、課題開始から報酬タッチまで約1秒である。舌とドアとの接触をモニターすると同時に、PCカメラを用い課題遂行の様子を撮影した。試行は20回以上行わせ、試行間の活動パターンのばらつきについて検討した。【結果と考察】SI後方部から連合野にかけて、231個のユニットが記録され、これらのうち口腔や顔面に受容野が同定されたものは33％(77/231)であった。残り67％は、探索したにもかかわらず受容野が同定できなかったユニットであり、これらのうちの10個は、課題中の特定の運動相にのみ活動し、試行間で活動パターンを比較すると極めて高い類似度を示した。このようなニューロンは、試行毎の感覚入力の変動に影響されずに連続動作の過程を正確にモニターするのに適している。【謝辞】実験動物はナショナルバイオリソースプロジェクトから提供を受けた。
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レプチンは甘味応答味細胞の甘味応答を特異的に抑制する
○吉田　竜介1、仁木　真由1、上瀧　将史1、高井　信吾1、二ノ宮　裕三1（1九大　院歯　口腔機能解析）





レプチンはマウスの甘味に対する行動・神経応答を抑制する。この効果は、レプチンが味細胞の甘味応答を抑制することで生じると考えられるが、その詳細は明らかとなっていない。本研究では、マウス茸状乳頭味細胞におけるレプチン受容体（Ob-Rb）の発現、および味応答に対するレプチンの効果を調べた。免疫組織化学的手法によりOb-Rbの発現を調べると、Ob-RbはI型細胞マーカーであるGLAST発現細胞（～20％）やIII型細胞マーカーであるGAD67発現細胞（～4％）よりも、甘味・うま味受容体コンポーネントであるT1R3を発現する味細胞（～40％）に多く発現が見られた。味細胞応答を調べると、レプチンは甘味応答細胞の甘味応答を濃度依存的に抑制したが、酸味、苦味応答細胞の味応答には影響を与えなかった。また甘味応答細胞に対するレプチンの抑制効果はレプチン受容体アンタゴニストにより消失し、レプチン受容体変異マウスであるdb/dbマウスでは見られなかった。また、低濃度のレプチン（1～5 ng/ml）に味細胞を順応させた後、高濃度のレプチンを与えた場合にもレプチンの甘味抑制効果は見られた。以上の結果は、レプチンが甘味応答味細胞のOb-Rb受容体を介し甘味応答を抑制することを示唆する。
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咬合挙上によるラット咬筋の筋肥大と筋線維タイプの遅筋化にラパマイシンによるmTOR抑制が与える影響
○梅木　大輔1、大貫　芳樹2、新井　千博1、奥村　敏2、中村　芳樹1（1鶴見大 矯正、2鶴見大　生理）





【目的】Akt/mTORシグナル伝達経路が咬合挙上による咬筋の筋肥大を伴う遅筋化に関与しているかを、mTORの阻害薬であるラパマイシン(RAPA)の投与することにより解明することにした。【方法】8週齢のWistar系雄性ラット(24匹)を、対照群、BO群(3 mmの咬合挙上)、RAPA群(1.2 mg/kg/日 腹腔内注射)、BO+RAPA群に分け、2週間飼育後、体重および摘出した咬筋（両側）の重量を計測後、左側咬筋の筋線維直径を組織化学的手法にて測定した。右側咬筋におけるミオシン重鎖アイソフォーム（MHC I,IIa,IId/x,IIb）mRNA量をreal time RT-PCR法にて定量的に解析。MHCの構成比率をSDS-PAGEで解析し、S6K1と4E-BP1、およびERK1/2のリン酸化レベルはウェスタンブロット法で解析した。【結果と考察】(1)咬筋重量、筋線維直径は、BO群において増加が認められ、RAPA群で減少が見られた。(2）MHC mRNAの発現量ではBO群で遅筋化傾向が認められたが、RAPA群では変化が見られなかった。(3）BO群でS6K1と4E-BP1は増加が認められ、ERK1/2では減少が認められた。以上の結果は、機械的刺激がAkt/mTOR経路を介し、ERK1/2経路を抑制することで、ラット咬筋の筋肥大と筋線維タイプの遅筋化に関与していることを示唆する。
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マウス舌筋走行のマイクロCTによる可視化
○岩崎　信一1、青柳　秀一2（1日歯大　新潟生命歯　生理、2日歯大　新潟生命歯　先端研）





The aim of this study is to obtain information about the mouse tongue muscle by using micro-CT（μCT）at low, middle, and high magnifications. With the use of osmium tetroxide, μCT has been effectively employed to observe soft tissue. Therefore, we chose the mouse tongue as a soft tissue for μCT, and generated 3D images of the tongue backed up by image rendering with histological resolution. During this observation, we developed new methods of low-magnification observation to show the relation between the tongue and surrounding tissues. We also applied high-resolution μCT in high-magnification observation of muscle fiber fascicles. The results obtained in the present study are follows;1. For low-magnification observation, pretreatment with decalcification and freeze drying is suitable to observe the area between the muscle of the tongue and the bone around the tongue using μCT. 2. For middle-magnification observation, the use of osmium tetroxide to observe the muscle arrangement of the tongue by μCT is suitable. 3. For high-magnification observation, high-resolution μCT is suitable for biological observation of the transverse muscle of the tongue through fiber fascicles.
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歯科基礎医学の講義に替わるTBL（チーム基盤学習）の実践に必要な5Pシステムの改良
○葛城　啓彰1（1日歯大　新潟生命歯）





【目的】能動的学習は歯科医師として生涯学習に重要である。現行カリキュラムの中で講義から第2学年の講義の変革にTBLを実践したのでその概略を報告する。【対象と方法】2011、2012年度本学第2学年79、62名を対象とし、感染微生物学の講義に、前学期は一斉講義、後学期にTBLを実施し比較検討した。TBL導入に際しては、学生に予習ノート作成、学習前プレテスト、ツリーマップ作成、学習後の同僚評価、予習ノートのポートフォリオの5Pシステムの実施と、評価はTBLの形成的評価と後学期本試験の総括評価で行うことを説明し同意を得た。2012年度は学生アンケート結果に基づき、ツリーマップの全グループ同時プレゼンテーションと学習後のポストテストを加えた7Pシステムとし、前学期と比較検討した。【結果および考察】講義支援システムへのアクセス状況は、2011年度は一課題あたり前期6.3±13.2人、後期24.5人±33.9人、2012年度は一課題あたり前期8.1±4.6人、後期25.9人±7.0人と有意に増加した(p＜0.001)。前期・後期本試験では、再試験者該当者は、2011年度は前期18名から後学期に2名に、2012年度は前期34名から後学期に16名に有意に減少した(p＜0.001)。学生アンケートの結果では、2011年、2012年度ともTBLは学生の発言の機会が増え、楽しいと感じていた。今後も学生からの要望を取り入れTBLのシステムを改良していくことは、更なる学生の能動的学習を促進するものと考えられる。
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多視点3D解剖システムを用いた口腔領域の人体解剖学教育
○山合　友一朗1、大野　充昭2、伊原木　聰一郎3、窪木　拓男2（1岡大　院医歯薬　口腔機能解剖、2岡大　院　医歯薬　インプラント再生補綴、3岡大　病院　口腔外科　病態）





歯学部学生や研修医あるいは開業歯科医に対する人体解剖教育は、臨床現場で常に必要な知識や経験を習得するための必要不可欠な学習である。しかし多くの場合、人体解剖は一過性の学習として捉えられがちであるうえ、人体解剖の自由な繰り返しは不可能なため、曖昧な記憶が臨床現場での妨げになる。それを補うために、種々のテキスト、図譜などがあるが、いずれも紙面に描かれた2次元的な人体像であるため、知識の補完には不十分であった。そこで、岡大ではパナソニック（株）と共同で3D解剖プロジェクトを立ち上げ、見たい時に、見たい場所で、見たい方向から、見たい深さで何度でも人体解剖が再現可能な多視点3D解剖システムを構築するに至った。今回、口腔領域の解剖に適合するように2種類の固定法を用い、3D解剖撮影を施行した。まずホルマリン固定を用い、インプラントの植立の参考となるよう、上顎洞周囲や下顎管を重点的に扱い上歯神経叢と伴行動脈、下歯槽動脈分岐を可視化、同時に舌神経と舌下神経の走向、舌下動脈とオトガイ下動脈の吻合、下歯槽動脈切歯枝や鼻口蓋動脈の位置を明確化した。次に軟組織の可動性が保たれるシール法固定を用い、前頚三角隙と頚筋膜の広がり、開口させて口腔底最奥部の構造の可視化、外頚動脈と舌動脈、顔面動脈、顎動脈の分岐部の構造と走向の明瞭化を試みたので報告する。
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アクリル樹脂脈管注入鋳型法の改良
○諏訪　文彦1、上村　守1、竹村　明道1、戸田　伊紀1、方　一如2（1大歯大　解剖、2大歯大　歯科東洋）





【目的】アクリル樹脂（AR）脈管注入鋳型法は、脈管の三次元的形態の観察には優れているが、改良点もある。この改良点は、市販の液体モノマーからハイドロキノン（HQ：重合防止剤）を蒸留しないで除去する点、注入用ARを加熱重合せずに粘度を一定にする点、注入の圧力・速度を一定にする点である。今回、これらを改良することを試みた。【方法】市販の液体モノマーからHQの除去は、NaOH法を用いて行った。注入用ARの粘度調整を一定化するために、液体モノマーと固体ポリマーを混和による方法とした。また、注入用ARが、硬化し、気泡の発生が起こらない過酸化ベンゾイル（BPO）とN,N-ジメチルアニリン(DMA)の適正混合濃度比率を求めた。手指圧による注入を行わずに、機械的にARを注入し、圧力・速度を測定した。【結果】NaOH法で、HQが除去され、無色透明の液体モノマーを得ることができた。液体モノマーと固体ポリマーを混和比は、低粘度AR：重量比9：1、高粘度AR：重量比7：3が適正であった。BPOとDMAの適正混合濃度比率は、注入用ARの容量に対し、BPOが1.0％で、DMAが0.5％であった。低粘度AR（粘度：9.07±0.52 mPa・s、量：45 ml、速度：5 ml/min、圧力11.17±1.60 mPa）を注入した後、高粘度AR（粘度：1036.33±144.02 mPa・s、量：5 ml、速度：1 ml/min、圧力58.50±5.75 mPa）を注入し、走査型電子顕微鏡で、微細血管構築を観察した結果、毛細血管まで十分に注入されていることが確認された。
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下顎隆起発生の起源に関する仮説
○崎山　浩司1、坂東　康彦1、瀧澤　将太1,2、天野　修1（1明海大　歯　解剖、2明海大　歯　口腔外科2）





【目的】歯科分野でよく知られている下顎隆起は、下顎骨体の舌側面でかつ顎舌骨筋線の上方に増殖する骨隆起と定義されている。これまでの研究では、下顎隆起の発生機序として、遺伝的要因、咀嚼による応力などの生後外的環境要因あるいは、その両方に起因していると言われてきたが未だ解明されていない。そこで本研究は、成人に発生する下顎隆起の部位とメッケル軟骨の発生学的観点から、下顎隆起の起源について新たな仮説を提供することを目的とした。【方法】下顎骨形成に重要な時期に対応する段階である胎齢10週～13週のヒト胎児を用いた。10～50マイクロメートルのパラフィン切片を作成し、ヘマトキシリン―エオジン染色を行い、位相差顕微鏡下にて下顎骨の形成発育を観察した。【結果および考察】胎齢10週では、メッケル軟骨が下顎骨内面に並走するように接した。胎齢11週では、オトガイ孔のレベルでメッケル軟骨はS字状に屈曲し、下顎骨内面に接した。胎齢12週では、下顎骨の内側層板は発育段階の顎舌骨筋の上方で接し、メッケル軟骨に到達するほど内側に突出しメッケル軟骨の後方かつ上面を覆うほど発達した。胎齢13週ではオトガイ孔のレベルで、下顎骨内面に隆起するような形で、メッケル軟骨の一部だけが存在した。以上のことから、我々は内側層板の突出と屈曲したメッケル軟骨から構成される骨隆起が、下顎隆起の起源ではないかと示唆した。
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GDD1/TMEM16E/Anoctamin 5遺伝子産物の機能解析
○飛梅　圭1、廣野　力1、杉田　誠1（1広大　院医歯薬保　基礎生命）





GDD1は優性遺伝性の顎骨骨幹異形成症の原因遺伝子としてミスセンス変異型が同定されたが、野生型はTMEM16ファミリーに属し、TMEM16Eと呼ばれる。一方、ナンセンス変異は劣性遺伝形質として肢帯型筋ジストロフィーに連鎖を示す。TMEM16Aはカルシウム依存性クロライドチャンネルをコードするが、この遺伝子欠損マウスは筋ジストロフィーを発症しないことからTMEM16Eは独自機能を持つことが推測される。本発表では、293細胞を用いて解析したTMEM16E の特性を報告する。外来性に発現したTMEM16E はタンパク不安定性を示し、プロテアゾーム阻害により分解を免れ、筋分化によってタンパク発現量が亢進した。TMEM16A発現細胞とは異なり、TMEM16E発現細胞にカルシウム依存性クロライドチャンネル活性は検出できなかった。また、チャンネル活性部位をTMEM16Aに移植したキメラ蛋白質は細胞膜局在およびタンパク安定性を獲得したにもかかわらず、チャンネル活性は示さなかった。TMEM16Eを欠損する肢帯型筋ジストロフィー罹患者は筋以外の組織に症状がないことはTMEM16E が筋以外の組織で分解され機能しないことを示唆する。現在、TMEM16E分子独自の機能、および顎骨骨幹異形成症を発症させるミスセンス変異による機能獲得を解明することを目指し検討を進めている。
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イレッサ投与によるTGFβ3ノックアウトマウス胎児の口蓋裂表現型の薬理学的改善
○滝川　俊也1、引頭　毅2、高木　秀太1、今井田　千恵1（1朝日大　歯　口腔解剖、2朝日大　歯　口腔微生物）





【目的】上皮成長因子受容体(EGFR)を特異的に阻害する分子標的治療薬である肺癌治療薬イレッサがマウス胎児の口蓋突起内側縁上皮細胞(MEE細胞)の最終分化能力へ与える影響、および異なる2系統のTGFβ3ノックアウト(KO)マウスの口蓋裂表現型に与える影響を調査した。

【方法】イレッサが野生型マウス胎児(ICRおよびC57BL/6J系統)のMEE細胞に与える影響を単一口蓋突起回転浮遊培養法で解析した。また、口蓋裂発症モデルマウスであるTGFβ3 KOマウス（ICRおよびC57BL/6J系統）の妊娠母獣にイレッサを腹腔内投与して、イレッサ投与がホモ胎児の口蓋裂表現型に与える影響を調べた。

【結果と考察】in vitro解析により、ICRに比べてC57BL/6J系統の野生型胎児ではMEE細胞の最終分化能力が著しく劣っており、イレッサ投与によるEGFRの特異的機能阻害はC57BL/6J系統のMEE細胞の最終分化能力をICR系統のそれと同等のレベルにまで回復させることが判明した。また、完全口蓋裂のみを呈するC57BL6J系統TGFβ3KOマウスを用いて妊娠母獣にイレッサを腹腔内投与し、妊娠18日で口蓋裂表現型を調べたところ、不完全口蓋裂を呈するホモ胎児が認められた。また、不完全口蓋裂のみを呈するICR系統TGFβ3 KOマウスへのイレッサ投与でも口蓋裂表現型がより軽症化することが判明した。これらの結果はイレッサの低濃度短期投与による口蓋裂重症化抑制を標的とした予防的胎児薬物療法の可能性を示唆している。
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歯の発生過程における重要な血管形成調節因子
○春原　正隆1、佐藤　巌1（1日歯大　生命歯　解剖一）





Objective : Our proposition in this work was to elucidate the role of some regulators on angiogenesis during tooth development. Method: We performed ISH by using Wnt pathway genes and the regulators of megakaryopoiesis and thrombopoiesis as probes and immunohistochemically stained serial sections of dental tissues with the antibodies against them. Result: We observed these genes in dental papilla and mesenchymal layers. β-catenin and its transcript were observed in mesenchymal layers and in dental papilla. On the other hand, the regulators of megakaryopoiesis and thrombopoiesis were also observed in mesenchymal layers. Conclusion: These findings suggested that Wnt signaling pathway is crucial and the regulators of megakaryopoiesis and thrombopoiesis also might have some roles in angiogenesis during tooth development in mice. *This study was supported by a Grant-in-Aid for Scientific Research（C)（No.22592052).
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Fgfr1 conditional knock out mice derived ectopic chondrogenesis and osteogenesis in the cranial bone formation
○河井　まりこ1、山本　敏男1（1岡大　院医歯薬　口腔形態）





FGF(線維芽細胞増殖因子)受容体はその変異や欠損により、口蓋裂や頭蓋縫合早期癒合症などの頭蓋顔面部疾患の原因となることは広く知られているが、その全容は明らかではない。今回、われわれは頭蓋骨発生過程におけるFGF受容体の役割を明らかにするため、頭蓋骨形成を担う神経堤細胞におけるfgfr1欠損マウスの頭蓋形成過程の解析を行なった。具体的には胎生期から経時的に組織標本ならびに骨格標本の作製と解析を行なった。また、胎生期の骨形成関連因子の遺伝子発現解析をin situ hybridizationにて行なった。Fgfr1コンディショナル　ノックアウトマウスは肉眼的には頭蓋骨の大きさが野生型と比較し、前後長が小さいものの、生後の発育は可能であった。組織学的にはHE染色標本では前頭骨中央部に桿状の異所性軟骨とその上方に骨形成が認められた。また、骨格標本においても同様に異所性軟骨ならびに異所性骨形成が認められた。さらに、胎生10.5日には前頭骨形成中央部に細胞の集積が認められ、細胞増殖能BrdU染色では陽性細胞がその部位に一致し、認められた。このようにfgfr1コンディショナル　ノックアウトマウスでは胎生早期より異所性軟骨ならびに骨形成が認められた。
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マウス大腿骨における活性酸素除去酵素（SOD）の発現
○安部　仁晴1、柏原　祥顕2、菊地　隆太3、中川　敏浩1、渡邊　弘樹1（1奥羽大　歯　生体構造　口腔組織、2奥羽大　院歯　口腔組織構造生物、3奥羽大　院歯　顎口腔外科）





【目的】活性酸素はシグナル伝達や様々な生理的役割を担い、生体内では欠くことはできないが、活性酸素の過剰な発生は細胞障害を引き起こす。この過剰な活性酸素を細胞内より除去するために、活性酸素除去酵素（SOD）が発現する。これまで我々はマウス大腿骨を用い、軟骨内骨発生における活性酸素合成酵素の発現を検索し、活性酸素が軟骨細胞の増殖と分化および骨基質形成に関与することを本学会にて報告した。今回は、SODの発現を検索し、活性酸素合成酵素の局在と比較検討した。

【材料と方法】材料には3、18週齢マウス大腿骨を用いた。方法は4％パラホルムアルデヒド溶液にて灌流固定、大腿骨を摘出後、同液にて浸漬固定、10％EDTAにて脱灰、パラフィン包埋した。薄切後、通法に従い免疫組織化学的染色を行い光顕観察した。

【結果】3週齢マウス大腿骨における抗Mn-SODの反応は、前肥大細胞層に限局して弱陽性反応が観察された。また、骨化帯の骨芽細胞では、抗Mn-SOD陽性反応は観察されなかった。18週齢では抗Mn-SOD陽性を示す細胞はほとんど観察されなかった。

【考察】活性酸素除去酵素の一種であるMn-SOD について検討したところ、前肥大細胞層に限局して発現が観察されたことから、Mn-SODは軟骨細胞の分化を調節している可能性、活性酸素の過剰な蓄積による細胞死を制御している可能性が考えられた。
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両生類Xenopus laevis（アフリカツメガエル）におけるDMP1遺伝子の同定および発現解析
○米倉　智子1、本間　宏実1、桜井　敦朗1、森口　美津子2、見明　康雄2、豊澤　悟3、新谷　誠康1（1東歯大　小児歯、2東歯大　超微、3阪大　歯　病理）





【目的】Dentin Matrix Protein 1（DMP1）は主に骨細胞や象牙芽細胞で産生され、硬組織の石灰化に関与する細胞外基質タンパク質である。本研究では両生類のアフリカツメガエル（Xenopus laevis；カエル）においてDMP1遺伝子の同定および発現解析を行い、分子進化学的に検討した。【方法】カエル顎骨cDNAライブラリーおよびゲノムDNAを用いて、カエルDMP1の塩基配列と遺伝子構造を決定した。さらに、リアルタイムPCRおよびin situ ハイブリダイゼーションを行い、カエルDMP1遺伝子の発現を解析した。【結果および考察】カエルDMP1の推定アミノ酸配列は羊膜類と比較して相同性は低いものの、その遺伝子構造やアミノ酸の構成比率は酷似していた。また、その遺伝子は歯を含んだ顎骨および脛骨、大腿骨骨頭において特異的に発現し、骨では骨細胞、歯では主に象牙芽細胞において発現していることが示された。しかし、カエルDMP1遺伝子の発現は初期から中期の歯胚の象牙芽細胞に認められるが、後期には認められなくなった。従って、哺乳類とは異なり、カエルDMP1は象牙質の形成のみに関与し、維持には関与しないと考えられた。以上の結果から、DMP1は進化速度が速い分子であるものの、四肢動物においては一貫して骨や歯の形成および骨の恒常性の維持に関与していることが示された。
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歯髄細胞クローンの分化能の違いによる遺伝子発現の変動
○小林　朋子1、鳥居　大祐1、筒井　健夫1、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理）





【目的】ヒト歯髄細胞クローンの分化能の違いと発現遺伝子の相違を解析した。

【方法】11歳女性埋伏智歯由来初代歯髄培養細胞から50クローンを単離した。石灰化能(Osteogenic:O)と軟骨分化能(Chondrogenic:C)、および脂肪分化能(Adipogenic:A)は組織化学染色法で検討した。各クローンをagingに達するまで継続培養した。網羅的遺伝子発現はDNAマイクロアレイで解析した。

【結果】細胞集団倍加数が40以上まで分化能を維持した細胞は5クローンあり、その内訳は、3種類の分化能(OCA)を有するものが3クローン、2種類の分化能(OC)を有するものが1クローン、1種類の分化能(O)を有するものが1クローンであった。これら5クローンの分化能の違いと発現遺伝子の相違との関係を解析したところ、OCAとOC、OCとOの比較では、細胞周期や細胞増殖関連遺伝子が主に変動していた。また、OCAとOC、Oの順に発現が下降する遺伝子は946個で糖代謝関連遺伝子等が多く、OCA、OC、Oの順に発現が上昇する遺伝子は876個で細胞周期や分化関連遺伝子等が変動していた。

【考察】多分化能を有する間葉系幹細胞様クローンでは細胞分裂関連遺伝子が多く発現変動し、エネルギー代謝が活発なこと、分化能がより限定されたクローンでは分化関連遺伝子の発現が変動することが示唆された。今後、遺伝子の強制発現や発現抑制試験を行い分化能との関連を検討し、分化能マーカーとなる候補遺伝子の絞り込みを行う予定である。
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筋発生関連因子における筋関連microRNA標的の進化
○安藤　準1、山根　明1（1鶴見大　歯　物理）





Pax-3, Pax-7および miR-1, 133は筋発生に関与し、進化の歴史上殆どの左右相称動物が持つ因子だが、Pax-3/7における miR-1/206, 133の標的配列は主に脊椎動物を中心に存在することを昨年の歯科基礎医学会で発表した。今回は micoRNA およびその標的となる筋関連因子の対象を広げて解析した結果、若干の知見を得たので報告する。miR-1/206, 133, 181, 208の標的配列は、全体として構造タンパク質の3'-UTR には標的配列は少ないが、転写因子である Pax3/7、増殖因子の IGF-1/2の3'-UTR に多く存在することが明らかになった。また miR-1, 133の標的配列が主として脊椎動物に偏る傾向は Pax-3/7以外でも共通であった。miR-181, 208は脊索動物以降に出現するにもかかわらず、脊椎動物以前から標的配列が認められた。いっぽう筋発生と関係がないと考えられ、なおかつ多細胞動物に広く保存されている miR-10, 99/100については標的配列が散見されるものの、その存在確率は筋発生に関係の深いと考えられる microRNA と比較し明らかに低かった。以上の結果から、microRNA による筋発生の制御は主に Pax-3/7, IGF を介して、脊椎動物を中心とした大型で体制の複雑な動物においてその関与がより強いと考えられる。
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Cytokines-induce matrix metalloproteinase（MMP)-3 regulated cell proliferation in odontoblast-like cell derived from mouse embryonic stem（ES）cells 
○檜山　太希1、尾関　伸明1、山口　秀幸1、中田　和彦1、茂木　眞希雄2、中村　洋1（1愛院大　歯　歯内治療、2愛院大　薬　生体機能化学）





OBJECTIVES: The present study used odontoblast-like cells derived from ES cells transfected with siRNA to reduce MMP-3 levels to investigate whether induction of MMP-3 expression by cytokines suppressed apoptosis and promoted cell proliferation. METHODS: We used a MMP-3 activity assay, a cell proliferation assay, and DNA fragmentation ELISA analysis to evaluate the siRNA-mediated down-regulation of MMP-3 expression and activity, and any changes in the proliferative/apoptotic responses associated with this reduced expression. RESULTS: Cytokines induced the expression of MMP-3 mRNA and protein, and increased activity and cell proliferation, but not apoptosis. When MMP-3 expression was silenced by MMP-3 siRNA, we noted a potent and significant suppression of cytokines-induced MMP-3 expression and activity, decreased cell proliferation and increased apoptosis. CONCLUSIONS: Our results suggest that cytokines induce MMP-3-regulated cell proliferation and anti-apoptosis effects in odontoblast-like cells derived from ES cells in addition to their better documented destructive role in inflammation.
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α7 integrin-positive human skeletal muscle stem cells differentiate into odontoblast-like cells with induction of altered adhesive and migratory phenotype 
○尾関　伸明1、茂木　眞希雄2、山口　秀幸1、檜山　太希1、中田　和彦1、中村　洋1（1愛院大　歯　歯内治療、2愛院大　薬　生体機能化学）





Purpose: We examined whether α7 integrin-positive human skeletal muscle stem cells（α7+ hSMSC）would have the potential to differentiate into the odontoblast-like cells. Methods: Cell aggregates were cultured with retinoic acid（RA), plated on gelatin scaffold（GS）and cultured with bone morphogenetic protein-4（GS/BMP-4). Odontogenic differentiation was assessed by expression of odontoblast phenotype such as DSPP, Enamelysin and ALP. We examined modulation of integrin expression and adhesion/motility functions with ECM. Results: Following RA and GS/BMP-4 treatment, α7+ hSMSC transdifferentiated along an odontogenic pathway expressing DSPP and enamelysin. The differentiated cells acquired specific function, as evidenced by the appearance of odontoblastic phenotypes such as ALP and calcification. Since anti-α1 integrin antibody could suppress the expression of odontoblastic markers such as DSPP and Enamelysin using current cultured system. Conclusions: These findings demonstrate that α7+ hSMSC are pluripotent stem cells capable of differentiation along odontogenic lineages.
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Thymosin beta 4遺伝子導入による歯原性上皮細胞の作製
○藤原　弘明1、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、木原　槇子1,2、長谷川　佳那1,3、染矢　祐孝1,4、坂井　英隆1（1九大　院歯　口腔病理、2九大　院歯　歯科矯正、3九大　院歯　歯科保存、4九大　院歯　口腔機能修復）





【目的】現在、ヒト由来の歯原性間葉細胞の作製の報告は見られるが、歯原性上皮細胞の作製の報告は未だに報告がない。本実験の目的は、歯の再生に必須な歯原性上皮細胞の作製である。【材料と方法】ヒト由来の角化細胞（HaCaT細胞）に当研究室において歯胚発生初期に重要な働きをしていると報告してきたThymosin beta 4, X-linked（TMSB4X）を導入し、TMSB4X過剰発現株において歯原性因子の発現や石灰化形成能の有無を分子生物学的手法および免疫細胞化学染色などを用いて解析を行った。【結果および考察】TMSB4X過剰発現株を3週間の石灰化誘導培養を行ったところ、石灰化がみられた。歯原性上皮に発現がみられるCK14やPITX2の有意な上昇が認められた。また、Type II RUNX2、や歯原性因子（amelogenin、ameloblastin、enamelin）のmRNAおよび蛋白の発現レベルの有意な上昇を認め、免疫細胞化学染色においてもこれらのタンパクの共発現がみられた。TMSB4X過剰発現株を石灰化誘導1週後にヌードマウス背部皮下に移植し、3週および6週飼育後に移植部位に石灰化を認め、in vitroと同様の結果を得た。以上の結果からHaCaT細胞にTMSB4Xを導入することで歯原性上皮細胞の作製の可能性が示唆された。
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培養ヒト歯根膜細胞の特性と硬組織形成能の解析
○鳥居　大祐1、古西　清司2、後藤　真一3、筒井　健機1（1日歯大　生命歯　薬理、2日歯大　生命歯　微生物、3日歯大　新潟生命歯　理工）





【目的】歯根膜には骨芽細胞やセメント芽細胞への分化能を持つ歯小嚢由来前駆細胞の存在が知られている。しかし、その特性やセメント芽細胞への分化過程には不明な点が多い。今回、骨髄間質や真皮で存在が確認されている多能性幹細胞と同様の表面抗原を発現する少数細胞を培養ヒト歯根膜細胞から分取し、それらのセメント芽細胞分化能を検討した。【方法】ヒト歯根膜由来正常細胞（Pel）と不死化細胞（Pelt）をFACS解析し分取前後の細胞についてBMP-2またはBMP-7刺激によるセメント芽細胞分化を定量RT-PCRや免疫染色で検討した。また、石灰化培地で培養した細胞をalizarin red（AR）染色およびEPMAで解析した。【結果】PelおよびPeltでは99.8％以上が間葉系マーカーCD44、73、90、105陽性であった。多能性幹細胞マーカーであるSSEA-3の陽性率は0.8％以下であった。一方、BMP-2やBMP-7刺激後2週目の細胞ではセメント芽細胞マーカーのCAPとCEMP1の発現が上昇した。また、石灰化誘導後3週目ではAR陽性の結節様構造物が観察され、EPMAでカルシウムとリンが検出された。CD44、105、SSEA-3共陽性細胞のBMP-7刺激後2週目の細胞では、CAPおよびCEMP1が陽性であった。【考察】培養ヒト歯根膜細胞は少数のSSEA-3陽性細胞を含みセメント芽細胞や石灰化能陽性細胞に分化し得ることを確認した。これらの特性は不死化後の細胞にも維持されていた。（会員外共同研究者：国立成育医療研究セ・成育遺伝　渡辺信之）
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マウス歯肉上皮由来角化細胞へのThymoisn beta 4遺伝子導入による歯原性上皮細胞誘導
○染矢　祐孝1,2、清島　保1、永田　健吾1、和田　裕子1、藤原　弘明1、木原　槇子1,3、長谷川　佳那1,4、古谷野　潔2、坂井　英隆1（1九大　院歯　口腔病理、2九大　院歯　インプラント・義歯補綴、3九大　院歯　歯科矯正、4九大　院歯　歯科保存）





【目的】Tb4（Thymosin beta 4）は、beta-thymosinファミリーに属する43個のアミノ酸からなるペプチドでありアクチン重合阻害作用を有することで知られている。本研究室では過去にTb4がマウス下顎第一大臼歯の発生初期に歯胚上皮に強発現しており、Tb4をノックダウンすると歯胚の発生・発育が障害されることを明らかにした。またTb4には細胞の形質転換を促進するDirect-reprogramming作用が報告されている。本研究ではTb4遺伝子の導入により初代歯肉上皮細胞が歯原性上皮細胞へ形質転換を起こすかどうか検討した。【方法】BALB/Cマウス（生後2-3週齢）の歯肉上皮組織より初代上皮細胞を単離しLipofection法によりTb4を遺伝子導入しTb4強制発現株を作製した。Tb4強制発現株に対しreal-time PCRを行い歯原性因子の発現解析、石灰化誘導実験において石灰化物生成の有無を調べた。【結果と考察】real-time PCRの結果より、Tb4非導入細胞に比べて、Tb4強制発現株ではTb4の発現量が増加していた。本発表ではTb4を強制発現させたマウス口腔粘膜上皮細胞における歯原性因子の発現や石灰化物形成などについて解析し、歯原性上皮細胞への形質転換の可能性について検討した。














P2-17





ヒト乳歯歯髄組織由来の不死化細胞は骨および脂肪細胞への分化能を持つ
○赤澤　友基1、長谷川　智一1、帖佐　直幸2、吉村　善隆3、浅川　剛吉4、石崎　明2、岩本　勉1,5（1徳大　病院　小児歯、2岩医大　生化 細胞情報、3北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理、4昭大　スペシャルニーズ口腔医学　障害者歯科、5徳大　院HBS　医療創生科学　社会環境衛生　小児歯）





【目的】齲蝕や外傷における歯髄組織の再生機構および恒常性の維持には、歯髄細胞の修復制御機構について検討することが重要であると考えられるが、研究に必要な歯髄細胞には不死化した細胞株が存在しないのが現状である。そこで今回、ヒト乳歯歯髄より分離した線維芽細胞様細胞（乳歯歯髄細胞）に対して（hTERT)遺伝子を導入し不死化細胞株の樹立を行ったので報告する。【方法】咬合誘導を目的として抜去された乳歯より歯髄組織を無菌的に分離し、分離した歯髄細胞に対してneomycin耐性遺伝子を持つpBABE-neo-hTERT plasmidの安定的遺伝子導入を行った。その後single cell cloningを行い、石灰化能および脂肪細胞への分化能の検討を行った。【結果】single cell cloningにより27 clonesの細胞株が得られた。これらのうち3 clonesの細胞株はhTERT活性を有し、細胞倍化指数は100 PDs以上を示し、不死化していると考えられた。このうちの1つの細胞株はvon Kossa染色陽性の石灰化能と、oil-red O染色陽性の脂肪細胞への分化能を有していた。【考察】今回樹立したヒト乳歯歯根膜細胞の不死化細胞株は、今後の再生医療研究や歯科修復材料の細胞毒性試験に非常に有用であると考えられる。
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間葉系幹細胞が分泌するSCRG1は骨分化を抑制する
○青松　恵美子1、帖佐　直幸2、衣斐　美歩2、客本　斎子2、加茂　政晴2、長谷川　智一3、佐藤　和朗1、三浦　廣行1、石崎　明2（1岩医大　歯　矯正、2岩医大　生化　細胞情報、3徳大　院HBS）





【目的】SCRG1は間葉系幹細胞（MSC）の骨分化に伴って発現量が大きく減少するシステインリッチペプチドで、哺乳動物において高度に保存された遺伝子であるが、その機能は明らかになっていない。本研究ではSCRG1がMSCの増殖や骨分化に及ぼす影響について検討した。【材料と方法】ヒト骨髄由来MSC、UE7T-13細胞を組換えSCRG1を添加した骨分化誘導培地で培養し、カルシウム沈着をアリザリンレッド染色で評価した。またSCRG1添加による細胞増殖活性への影響はWST-1アッセイによって評価した。SCRG1刺激による細胞内シグナル伝達経路の活性化、とくにMAPキナーゼファミリーとPI3キナーゼ/Akt経路については、ウェスタンブロットにて検討した。【結果】骨分化誘導培地にSCRG1を添加することによって濃度依存的にカルシウム沈着が抑制された。SCRG1がMSCの細胞増殖活性に及ぼす影響については、SCRG1添加により細胞増殖はわずかに増加したものの、SCRG1非添加群と比較して有意差は認められなかった。さらにSCRG1刺激による細胞内シグナル伝達経路を検討した結果、Aktのリン酸化が顕著に増強された。【考察および結論】SCRG1はPI3キナーゼ/Akt経路を活性化することによってMSCの骨分化を抑制することが示された。SCRG1はMSCが産生・分泌することから、オートクリン/パラクリン的に作用することにより、MSCの未分化能維持に寄与する可能性が示唆された。
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両生類歯槽骨の再生過程おける甲状腺ホルモンレセプターの発現について
○三輪　容子1、春原　正隆1、山口 　泰平2、佐藤　巌1（1日歯大　生命歯　解剖1、2鹿大　院医歯　健康科学　発生発達成育）





【目的】哺乳類は肝臓部など一部の臓器にのみ再生能を有するが、有尾両生類アカハライモリ（Cynops pyrrhogaster）は四肢のみならず顎骨においても切断後数カ月で歯や歯周組織も含めた顎部がほぼ完全な形で再生することが報告されている。甲状腺ホルモンは脊椎動物に共通して存在し骨形成と骨吸収を促進し骨代謝回転を高める作用を有することが知られている。アカハライモリを用いて下顎骨歯槽部切断後の再生実験を行い再生途中の顎骨における甲状腺ホルモンレセプターの発現を検討し顎骨再生時の甲状腺ホルモンの影響を考察した。【方法】東北産アカハライモリの下顎骨右側歯槽骨を切断し50日間飼育した後、下顎骨を採取した。固定・脱灰後にパラフィン切片を作製し組織学的に顎骨再生の過程を観察した。またin-situハイブリダイゼーション法にて甲状腺ホルモンレセプターのmRNA発現を検出した。【結果と考察】歯槽骨切断後50日の下顎骨において歯槽骨切断部では外側皮質骨から内部にかけ再生した骨組織が観察された。甲状腺ホルモンレセプターmRNAは再生中の顎骨周囲の線維芽細胞に散在して発現していた。このことから甲状腺ホルモンは顎骨再生において何らかの影響を及ぼしていると予想される。
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抜歯創治癒に関与する骨髄由来細胞の動態について
○佐藤　泰生1（1岩医大　病理　病態解析）





【目的】体性幹細胞は、幹細胞周囲の微小環境（ニッチ）で制御され維持されると考えられている。しかし成体の抜歯創治癒過程において、幹細胞を含む骨髄ニッチ構成細胞の動態は不明である。そこで本研究では、ラットの抜歯後経過の組織材料を用いて、骨髄ニッチ構成細胞を特徴づけるマーカーの発現を観察し細胞の動態とマーカー分子の機能を検討した。【方法】ラットの上顎第一臼歯を抜去し、術後12時間、1, 3, 5, 7, 10日目の抜歯創を含む組織切片を作製した。骨髄ニッチ構成細胞とみなされている、SNO細胞のマーカー：N-cadherin、CAR細胞のマーカー：CXCL12(SDF-1)、洞様毛細血管内皮のマーカー：CD31、造血幹細胞のマーカー：CD150について、蛍光抗体直接法にて組織学的に観察した。【結果と考察】N-cadherinの発現は骨髄の骨内膜と抜歯窩に新生した骨梁の周囲にみられた。CXCL12の発現は、抜歯後1日では抜歯窩壁の血管内に認められ、3日では抜歯窩内の線維芽細胞様細胞にみられた。5日ないし7日では抜歯窩に隣接する骨髄の、抜歯窩側の骨内膜および骨髄細胞に強く発現していた。10日では抜歯窩内の骨梁間に認められた。CD150は、骨髄内と5日ないし7日の新生骨梁間にみられた。抜歯創治癒に関与する骨髄由来細胞の移動にはCXCL12の発現が重要な役割を担っていることが示唆された。
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HDACi処理細胞移植による骨増成法の検討
○江口　香里1、秋葉　陽介1,2、秋葉　奈美1,2、北見　恩美1,3、加来　賢1、魚島　勝美1,2（1新大　院医歯　生体歯科補綴、2新大　医歯学総合病院、3日本学術振興会）





抗癌剤、抗てんかん薬として臨床応用されているヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）にはエピジェネティクス制御による転写活性能、遺伝子発現能があることが知られている。これまでに我々はin vitroにおいてVPA、TSAによる骨芽細胞分化促進に関する知見を得ているが、HDACi処理された細胞の移植によるin vivoでの骨形成を観察した報告は未だ見られない。本研究では各種HDACiの骨芽細胞分化促進作用を検索し、HDACiによって処理された細胞のin vivoにおける骨形成能について検討した。ラット大腿骨から採取した骨髄間質細胞を各種HDACiで処理し、骨芽細胞の石灰化能に与える影響に関して検索したところ、VPA、TSAに加えBML210、SAHAにおいて石灰化の上昇が観察された。また、コラーゲンスポンジに骨髄間質細胞を播種、HDACiで処理した後、ラット頭蓋骨に形成した限界径骨欠損部に移植し、移植後3週間でμCTを用いた3次元再構成画像により評価したところ、対照群に比較してHDACi処理細胞移植欠損において欠損中央部における新生骨形成の促進が観察された。以上の結果からHDACiの種類によって骨形成能賦活化作用に差があることが示唆され、更に細胞へのHDACi処理を既存の骨増成法と併用することによって、より確実で予知性の高い骨増成法が開発できる可能性が示唆された。
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複数サイトカインによる同時刺激は間葉系幹細胞の骨分化誘導能を促進する
○横田　潤1、帖佐　直幸2、高橋　典子2、衣斐　美歩2、客本　斉子2、加茂　政晴2、長谷川　智一3、近藤　尚知1、石崎　明2（1岩医大　歯　インプラント、2岩医大　生化　細胞情報、3徳大　院HBS）





【目的】間葉系幹細胞（MSC）の骨分化は様々な成長因子の作用によって制御される。本研究では骨形成のカップリングファクターであるTGF-βに着目し、TGF-βと他の成長因子の組合せがMSCの骨分化能に及ぼす影響を検討した。【材料と方法】ヒト骨髄由来MSC、UE7T13細胞をTGF-β単独またはTGF-βとIGF-I、PDGF、VEGFの2種類の成長因子を添加した骨分化誘導培地で培養し、Alizarin Red染色による石灰化能の評価ならびに骨分化マーカー遺伝子の発現をRT-PCRで解析した。さらに、細胞内シグナル伝達因子のリン酸化をウェスタンブロットで解析した。【結果】MSCの石灰化能はTGF-βと他の成長因子を組合せることによって増強され、アルカリホスファターゼのmRNA発現も上昇した。さらに2種類の成長因子の添加群のみで骨シアロタンパクの発現が検出された。TGF-βと他の成長因子の共刺激によってERKとAktのリン酸化が増強され、特にTGF-βとPDGFの組合せで顕著であった。TGF-βとPDGF共処理による石灰化能の増強はMEKならびにPI3K阻害剤で有意に抑制された。【結論および考察】TGF-βによるMSCの骨分化誘導能はIGF-I、PDGF、VEGFといった複数の成長因子の存在によって増強され、この効果はMEK/ERKやPI3K/Aktといった細胞内シグナル伝達に依存することが示された。MSCの細胞内シグナル伝達を制御することによって骨再生促進効果が期待される。
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象牙芽細胞様細胞に対する多血小板血漿の作用
○Yeom kyounghun1,2、鷲尾　絢子1、有吉　渉2、北村　知昭1、西原　達次2（1九歯大　保存治療、2九歯大　感染生物）





多血小板血漿（Platelet Rich Plasma; PRP）は成長因子を多く含み、創傷治癒や組織再生に効果があると言われている。本研究では、象牙芽細胞様細胞（KN-3細胞）を用い、PRPがKN-3細胞の抗炎症作用と分化能に与える影響を検討した。KN-3細胞を0、0.1、1、2、5、10％のPRPを含有した培地で6時間、あるいは5％　PRPで0、1、3、6、12、24時間培養後、抗炎症反応を示すIL-1Raとラクトフェリン、および炎症性サイトカインであるIL-1betaの発現をreal time PCRで解析した。また、KN-3細胞が示す象牙芽細胞分化能への影響を検討するため、0、0.1、1、2、5、10％のPRPを含有した培地でKN-3細胞を1時間培養し、象牙芽細胞分化マーカーであるdentin sialophosphoprotein（DSPP）およびdentin matrix protein-1（DMP-1）の発現をreal time PCRで解析した。さらに、石灰化能への影響を検討するため、5％　PRPを含有した培地で0、3、7、10、14日培養後、alkaline phosphatase(ALP)染色を行った。その結果、5％　PRPによりIL-1Raとラクトフェリンの発現は時間依存的・濃度依存的に増加した。一方、IL-1beta発現には有意な変化はなかった。さらに、DSPPおよびDMP-1発現はPRP濃度依存的に増加し、ALP活性はPRPの作用時間に依存して増加した。以上より、PRPは抗炎症作用とともに象牙芽細胞への分化誘導能・石灰化能を促進する可能性が示唆された。
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ラット臼歯矯正移動時における歯髄内prostanoid receptorの遺伝子発現と免疫組織学的局在解析
○大倉　直人1、大倉　麻里子2、重谷　佳見1、吉羽　永子1、吉羽　邦彦1、齋藤　功2、興地　隆史1（1新大　院医歯　う蝕、2新大　院医歯　歯科矯正）





歯の移動時に生じる痛みの機構については、主として歯根膜神経の変化が報告されているが、歯髄の変化はほとんど解析されていない。そこで本研究では、急性炎症や痛みの調節因子であるprostaglandin（PG）E2、I2に着目し、矯正力を負荷されたラット臼歯歯髄におけるこれらの受容体（EP1-4およびIP receptor）のmRNA発現および免疫組織化学的局在を解析した。8週齢のWistar系ラットを使用し、Waldoの方法に準じ、上顎右側第一、第二臼歯間にエラスティック片を挿入して実験的に矯正力を24時間負荷した後、第二大臼歯の歯冠歯髄におけるprostanoid receptorの mRNA発現をリアルタイムPCRで解析するとともに、これらの局在を蛍光抗体法で観察した。その結果、矯正力負荷によって第二大臼歯歯髄において、EP4およびIPのmRNA発現レベルが有意に上昇することが確認された。また、蛍光二重染色によってIPとneurofilamentとの共染色が認められた。歯髄ではIPが末梢神経に発現しており、歯の移動時の痛覚受容に関与する可能性が示唆された。
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ヒト歯髄幹細胞に対するビリルビンの影響
○星野　慶弘1、山座　孝義2、馬　蘭1、山座　治義1、野中　和明1（1九大 院歯 小児口腔医学、2九大 院歯 分子口腔解剖）





【目的】先天性胆道閉鎖症などによる高ビリルビン血症患者においては、ビリルビンの沈着によって起こるビリルビン着色歯、歯肉の黄染と易出血性、う蝕の多発、歯胚形成の遅延、歯髄腔の拡大などの口腔内臨床症状が報告されている。しかし歯胚形成や象牙質形成に対するビリルビンの直接的作用については不明のままである。本研究では、象牙芽細胞の幹細胞とされる歯髄幹細胞の生存や細胞増殖に対するビリルビンの影響について解析した。【方法】健常者より脱落乳歯を採取し、その歯髄より歯髄幹細胞を単離・培養した。培地にビリルビンを添加し、一定時間後の細胞生存数を解析した。さらにビリルビン影響下での歯髄幹細胞の細胞増殖能および細胞死についても検討した。【結果】対照群と比較してビリルビン作用群では、乳歯幹細胞の生存が有意に減少していた。またビリルビン影響下では歯髄幹細胞の増殖能は低下し、さらにアポトーシスを思わせる細胞死が観察された。【考察】高ビリルビン血症においては、ビリルビンが直接的に歯髄幹細胞の増殖や生存を低下させ、歯胚形成や象牙質形成に影響を与えていると示唆された。
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歯胚初代上皮細胞における結合組織増殖因子CCN2の発現とその役割
○志茂　剛1、栗尾　奈愛1、奥井　達雄1、黒田　大雅1、松本　憲一1、堀切　優1、伊原木　聰一郎1、吉岡　徳枝1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）





【緒言】結合組織増殖因子（CTGF/CCN2）は歯胚発生過程で内エナメル上皮に発現するが、in vitroにおけるその発現と機能は明らかとなっていない。本研究では、ウシ鐘状期歯胚上皮細胞初代培養系を用いCCN2発現およびその機能を調べたので報告する。【方法および結果】ウシ鐘状期歯胚から上皮細胞をdispaseを用いて単離、初代培養し、アスコルビン酸、beta-glycerol phosphate添加し、[35S]methionineラベルした細胞でパルスチェイスを行うと、I型コラーゲン、また、ALP活性、Ca産生量の異なった培養系が確立できた。15％ウシ胎児血清存在下で培養を行うと、増殖期にはCCN2の著しい発現上昇を、一方静止期ではその発現は減少することが、Northern blot解析で明らかとなった。また、組換えCCN2タンパク質で歯胚上皮細胞を刺激すると、FGF-2と相乗的に増殖能を増大させ、BMP-4と協同的にALP活性を上昇することが明らかとなった。【結論】CCN2は歯胚上皮細胞の増殖期に増大し、オートクライン作用により、細胞増殖、分化をFGF-2、BMP-4とともに促進させることが示唆された。（会員外共同研究者：小山英樹）
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トガリネズミの上顎臼歯の咬頭形成順序
○山中　淳之1、岩井　治樹1（1鹿大　院医歯　歯科機能形態）





現生の有袋類や有胎盤哺乳類の臼歯の歯冠形態は著しい多様性を示すが、これらは全て白亜紀前期に登場したトリボスフェニック型臼歯を基本形にして進化してきたものである。トガリネズミなどの食虫類は現在もこの基本形の臼歯形態を保持している。本研究はトガリネズミ科の実験動物スンクス（Suncus murinus）の臼歯の発生過程を調べることにより、咬頭形成と形態形成期のシグナリングセンターであるエナメル結節との関係を明らかにするものである。スンクス胚頭部の前頭断連続組織切片を作製し、H-E染色、Shh, Fgf4 のin situ hybridizationを行った。上顎第一大臼歯（M1）の歯胚上皮の3次元再構築を行い、それにShh, Fgf4 の発現部位を重ね合わせた。帽状期の1次エナメル結節の一部が、鐘状期前期の2次エナメル結節に引き継がれ、これが将来のM1のparaconeに相当した。これはマウスの歯胚の結果と一致し（Cho et al., 2007)、古生物学における最初の咬頭とも一致する（Osborn, 1981)。歯胚サイズの増大とともに、一定の間隔をあけて別の2次エナメル結節が次々に出現した。paraconeの次に、metacone, protocone, hypocone, それから頬側のstylar cuspsの順番で2次エナメル結節が出現した。スンクスのM1では、metaconeが最初に石灰化を開始するので（花村他, 1983)、2次エナメル結節の出現の順序と咬頭の石灰化の順序は必ずしも一致しないことが分かる。
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硬骨魚類条鰭類ガーの歯とガノイン鱗の比較
○笹川　一郎1、石山　巳喜夫2、横須賀　宏之2、三上　正人3、内田　隆4（1日歯大　新潟生命歯　先端研、2日歯大　新潟生命歯　解剖二、3日歯大　新潟生命歯　微生物、4広大　院医歯薬　口腔細胞生物）





【目的】歯の起源については大別して外胚葉由来と内胚葉由来の二説がある。外胚葉説では鱗から歯が由来するので両者は相同とされる。歯と鱗の形態学的比較はあるものの、発生過程や組織化学による有機基質の比較はまだ不十分である。歯の起源研究の一環として、硬骨魚類の鱗表層のganoineと歯のenamelを比較し、その相同性を検討した。【方法】硬骨魚類条鰭類ガーの顎歯のcollar enamelと鱗のganoineを材料とした。有機基質を検討するため、哺乳類 amelogenin由来の抗体、抗血清および部位特異抗体を用い、protein A-gold法（光顕・電顕）により免疫組織化学を行った。電顕で微細構造も観察した。【結果と考察】鱗のganoine基質(preganoine)は抗amelogenin抗体に反応し、その使用各抗体に対する反応は歯のcollar enamelの場合とほぼ同様であり、enameloid には反応が出ない。これより、ganoineにはamelogenin類似タンパクが存在し、これは歯のcollar enamelのものと同じかよく似ていると考えられる。また、ganoine形成期に存在する有機基質は、高石灰となる成熟期には消失することから、結晶の成長に伴う有機基質の脱却機構の存在が示唆される。これは、歯のenamel形成の成熟期の機構に類似すると考えられる。これらの知見は、鱗のganoineが歯のenamelと相同とする説を支持する。
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皮下移植歯の歯髄腔内に形成される骨様組織の由来
○細矢　明宏1、雪田　聡2、吉羽　邦彦3、吉羽　永子3、笠原　悦男4（1松歯大　解剖2、2静岡大　教育　理科教育、3新大　院医歯　う蝕、4松歯大　保存2）





【目的】歯髄は外部刺激に反応して骨様および象牙質様組織を形成するが、歯髄腔内に現れる骨芽細胞様細胞の由来ならびに分化機構は不明である。そこで本研究では、歯髄の潜在的骨様組織形成能を明らかにする目的で、ラット臼歯皮下移植後の硬組織形成過程を免疫組織化学的に観察した。【方法】4週齢GFP発現ラット上顎第一臼歯を抜歯し、ただちに野生型ラット腹部皮下へ他家移植した。5-20日後に移植歯を周囲組織と共に取り出し固定、GFP、α-平滑筋アクチン（SMA）、Smad4、Runx2、Osterixの局在を観察した。【結果と考察】移植5日後、歯髄上部に壊死がみられ、典型的な象牙芽細胞は消失したが、根尖部の象牙質に接して多数の細胞を封入した新生硬組織が認められた。10日後、壊死組織の回復とともに、歯冠部歯髄で幼若骨様組織が形成された。20日以降、根尖部および歯冠部歯髄に形成された硬組織は量を増し、組織学的に骨様を呈した。GFPの免疫反応は、根尖部および歯冠部歯髄の骨芽細胞様細胞で認められた。幹細胞マーカーの一つであるα-SMAは歯冠部の骨様組織周囲の細胞で陽性を示したが、根尖部歯髄では陰性であった。一方、骨芽細胞分化マーカーのSmad4、Runx2ならびにOsterixは、根尖部および歯冠部歯髄の骨芽細胞様細胞で陽性反応がみられた。以上より、歯髄には分化段階の異なる骨芽細胞前駆細胞が存在し、広範囲な歯髄傷害後に骨様組織を形成することが明らかとなった。
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小児における齲蝕と遺伝的要因についての検討
○下村-黒木　淳子1、竜　佑宗1、梨田　智子2（1日歯大　新潟生命歯　小児歯、2日歯大　新潟生命歯 生化）





【目的】齲蝕は、バイオフィルムであるプラーク中の齲蝕原性細菌が直接的原因となり、さらに環境的要因及び遺伝的要因などにより修飾されて発症する多因子疾患である。遺伝的要因の中には、塩基配列の変異（遺伝子多型）によるものも含まれる。そのうち、変異が1塩基のみであるSNPs（single nucleotide polymorphisms）と齲蝕感受性に関する研究が数多く報告されているが、実際には個々の患者の齲蝕感受性は多様であり、臨床に反映させるためには、さらに多種の遺伝子についての研究が必要である。そこで本研究では、齲蝕原性細菌と齲蝕感受性に関与すると考えられるSNPsとの関係を検討し、小児における齲蝕のリスクファクターを明らかにすることを目的とする。【対象及び方法】対象は日歯大新潟病院小児歯科に来院した乳歯列期および混合歯列期の患児とし、頬粘膜より採取したDNAを用いて数種類の遺伝子についてSNPsの解析を行った。各群における齲蝕原性細菌の検出率とSNPsの発現頻度の比較検討について、χ2検定を用いて分析した。なお本研究を行うにあたり、全ての患児及び保護者に対し研究目的の十分な説明を行い同意を得た。【結果及び考察】検討した遺伝子のうち、齲蝕原性細菌の検出率と、SNPsの発現頻度との間に相関のあるものを認めた。今回の結果からSNPsの検討も齲蝕感受性を検討する上で有効な手段であることが示唆された。
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AKTシグナルがグリコーゲン代謝を促進しエナメル芽細胞分化を誘導する
○依田　浩子1、大島　勇人1、原田　英光2（1新大　院医歯　硬組織形態、2岩医大　解剖　発生生物・再生医学）





【目的】エナメル芽細胞分化過程におけるグリコーゲン合成、蓄積ならびに分解の動態を明らかにするとともに、細胞内グリコーゲン蓄積の機能的意義およびそれを制御するシグナル分子機構についてin vitro系にて検証した。【方法】ICRマウス上顎切歯を用いて、グリコーゲンとグリコーゲン合成・分解酵素の局在について免疫組織学的に検索した。胎生期下顎臼歯、生後下顎切歯の器官培養ならびに歯原性上皮細胞培養系を用いて、グリコーゲン代謝関連酵素の抑制やAKT-GSKシグナルの活性化がエナメル芽細胞の分化に及ぼす影響ついて調べた。【結果と考察】エナメル芽細胞は、分泌期へと分化する直前に、グリコーゲン合成酵素を不活性型から活性型へと変化させ、細胞内にグリコーゲン蓄積する。蓄積したグリコーゲンは、分泌期になると分解が亢進して減少する。器官培養された歯胚にグリコーゲン合成や分解の阻害剤を添加すると、エナメル芽細胞の分化が障害された。一方、IGF-1刺激によってAKTシグナルを活性化すると、細胞内グリコーゲンの貯留が促進されるとともにエナメル基質形成が亢進した。以上より、エナメル芽細胞はAKTシグナルによりグリコーゲンの合成と分解を調節しており、一過性に細胞内にグリコーゲンを貯蓄することでその後の細胞分化に必要なエネルギーを確保していることが明らかとなった。今後は糖代謝異常とエナメル質形成不全との関連性について検索を進めていく予定である。
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レーザー照射による齲蝕予防に関する研究―μCT法による表層下脱灰と再石灰化の観察
○柬理　頼亮1、岡田　康男1（1日歯大　新潟生命歯　病理）





近年、歯科診療でのレーザー技術の応用が著しい。今回、歯面へのレーザー照射によるう蝕病変回復プロセスを理解する目的で、表層下脱灰を伴うヒト臼歯を用いて、炭酸ガスレーザー照射による歯質内部の質的・量的変化を非破壊的・経日的に観察を行い、病巣の範囲と石灰化度の変化を時間軸で追跡した。実験には、本学倫理委員会規定にて使用が許可された大臼歯に、平滑面白斑う蝕を有するものを対象として、バンドソーにてう蝕領域を含む歯質をブロック状に作製し、フッ化ナトリウム塗布と炭酸ガスレーザー照射の併用を経日的に行った。試料は島津製作所マイクロフォーカスエックス線撮影装置SMX-100CTとRATOC社画像解析ソフトTRI/3D BONを用いて、時系列でのμCT画像と無機塩濃度変化を定量解析した。結果として、レーザー照射試料と未照射の試料における脱灰深度に有意な差はみられなかった。レーザーが直接照射されるエナメル質表面の色調は、周囲の健常部と類似していたが、μCT画像観察結果から深部の齲蝕病巣の形状や無機塩濃度に著明な変化はみられなかった。本研究の結果から表層下脱灰の領域は炭酸ガスレーザーの照射によって抑制されない可能性が示唆された。本研究は独立行政法人日本学術振興会科学研究費（課題番号22791847）の助成を得たものである。
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合成ペプチドによるin vitro石灰化阻害
○藤沢　隆一1、田村　正人1（1北大　歯　口腔生化）





【目的】硬組織の石灰化においては、リンタンパク質が重要な役割を演じている。たとえば、象牙質形成では、象牙質リンタンパク質がヒドロキシアパタイトの核形成を行うことが知られている。塩基性アミノ酸のペプチドは、これらのタンパク質に結合してその効果を阻害することが考えられる。本研究では、この阻害機構について明らかにし、合わせてリン酸基の石灰化における役割について検討する。【方法】試験管内石灰化系としては、タンパク質またはペプチド等をスポットしたナイロン膜を、カルシウムまたはリン酸イオンをしみこませたろ紙でサンドイッチする系を用いた。カルシウムイオンとリン酸イオンは両側から拡散していって、膜上にリン酸カルシウム結晶を沈着させる。形成された結晶は、アリザリンレッドによって染色した。【結果と考察】象牙質リンタンパク質、フォスビチン（卵のリンタンパク質）では、石灰化促進効果が見られたが、高濃度のタンパク質は逆に阻害する傾向があった。ポリ・アルギニン(poly(Arg))、または塩基性ペプチドのプロタミンは、これらのリンタンパク質の石灰化促進効果を阻害した。poly(Arg)は、リンタンパク質のモデルであるデンドリマーとフォスフォセリンの複合体の石灰化促進効果も阻害した。Argは、リンタンパク質のリン酸基をブロックして、そのCaイオンとの結合を阻害し、石灰化の核生成を抑制すると考えられる。
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Guaiacolは象牙芽細胞のTRPV3チャネルに作用する
○隝田　みゆき1、津村　麻記2、佐藤　正樹2、Sobhan Ubaidus2、田崎　雅和2、澁川　義幸2（1東歯大　口腔健康臨床科学　小児歯科、2東歯大　生理）





Guaiacolは、優れた鎮痛作用を有し、歯科臨床で広く利用されている薬剤である。象牙芽細胞はtransient receptor potential（TRP）チャネルを介して刺激を受容することが知られているが、guaiacolの象牙芽細胞に対する作用については、未だ不明な点が多い。本研究では、マウス由来象牙芽細胞系細胞（odontoblast lineage cells、OLC）にguaiacolを作用させた場合の細胞内カルシウムイオン濃度（[Ca2+]i）の変化についてfura-2を用いたカルシウムイメージングで解析した。細胞外Ca2+存在下において、OLCに0.8 mM guaiacolを投与すると[Ca2+]iが増加した。同一濃度のguaiacol連続投与によって、[Ca2+]iの増加は徐々に脱感作した。一方、細胞外Ca2+非存在下でOLCにguaiacolを投与すると、このような[Ca2+]iの増加はみられなかった。従って、guaiacolにより誘発される[Ca2+]i増加は、細胞外からのCa2+流入であることが示された。TRP vanilloid subfamily member 3（TRPV3）チャネルのantagonistである2,2-diphenyltetrahydrofuranをguaiacolと同時投与すると、guaiacolによる[Ca2+]iの増加は抑制された。guaiacolはOLCのTRPV3チャネルを活性化し、細胞外からのCa2+流入による[Ca2+]i増加を誘発することが示唆された。また、guaiacol連続投与によりTRPV3チャネルが脱感作することで、象牙芽細胞からの感覚情報が減弱し、歯髄鎮痛作用がもたらされる可能性が示唆された。
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ヒト乳歯歯髄細胞におけるSDF-1の発現調節機構
○長谷川　智一1、赤澤　友基1、帖佐　直幸2、吉村　善隆3、浅川　剛吉4、石崎　明2、岩本　勉1,5（1徳大　病院　小児歯、2岩医大　生化 細胞情報科学、3北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理、4昭大　スペシャルニーズ口腔医学　障害者歯、5徳大　院 HBS　医療創生科学　社会環境衛生　小児歯）





【目的】Stromal cell-derived factor-1 α（SDF-1)は骨髄における造血系幹細胞の局在に必須であり、また血管内皮前駆細胞、間葉系幹細胞を濃度依存的に遊走を誘導することから、組織修復に重要な働きを担っていると考えられる。歯髄においても同様の自己修復機構が働いているが、その機構については不明な点が多い。そこで我々が樹立したヒト乳歯歯髄細胞を使用して、歯髄細胞におけるSDF-1の発現調節について検討を行った。【方法】乳歯歯髄細胞をFGF-2 20 ng/ mlの濃度で48時間培養後、Trisolを使用してtotal RNAを抽出した。その後定量的RT-PCR法によってSDF-1 mRNAの発現量を検討した。また歯髄細胞におけるFGF-2シグナル伝達経路を各種阻害剤を投与して検討を行った。【結果】SDF-1 mRNA発現に対するFGF-2の影響を評価した。その結果、FGF-2の投与によってSDF-1の発現が抑制された。この抑制効果はFGF受容体の阻害剤であるAZD4547の投与によって消失したことにより、FGF-2による作用と考えられた。【考察】FGF-2などのサイトカインによるSDF-1発現の調節機構が明らかとなれば、歯髄組織における恒常性の維持機構について、間葉系幹細胞の遊走調節機構と融合した考察が可能と考えている。
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ラット切歯エナメル芽細胞におけるPrickleの局在
○西川　純雄1、川本　忠文2（1鶴見大　歯　生物、2鶴見大 歯 RI研究セ）





Prickleは平面内細胞極性（PCP）を担うコアタンパク質の一つで、膜タンパク質であるVanglにより細胞膜にリクルートされ、極性を持つ分布をすることが知られている。ラット切歯エナメル芽細胞にはこのコアタンパク質のFrizzled3、Vangl1およびVangl2が免疫組織化学的に検出されている。本研究ではPrickle1, Prickle2, Prickle3, Prickle4の局在について免疫組織化学的に検出を行った。【材料と方法】9日齢ラットの未固定非脱灰切片を作製し、一次抗体を20倍から50倍に希釈し4℃で一晩標識し、Alexa Fluor 488標識またはAlexa Fluor 555標識二次抗体で可視化し、蛍光顕微鏡で観察した。【結果と考察】Prickle1とPrickle2は増殖期から分化期にかけて点状または棒状の反応が見られ、形成期では近位と遠位の細胞間結合装置に反応が見られた。中間層にも反応が見られた。Prickle2は成熟期にも反応がみられた。Prickle3はエナメル芽細胞には繊維状の反応が見られ、中間層や、乳頭層が強く標識された。Prickle4は形成期に強い反応が細胞質に見られた。Prickle2とVangle1の2重染色を行うと共局在が見られた。このようにPCP関連タンパク質がエナメル芽細胞の極性形成とエナメル質形成と密接に関わることを示唆している。
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ヒト上顎第一大臼歯、第二乳臼歯におけるエナメル象牙境とエナメル質外表面の幾何学的形態解析
○森田　航1（1京大　理　自然人類）





歯冠形態の変異については、分類や系統関係の解析、咀嚼に関わる機能適応など様々な研究が行われている。本研究は比較的研究例が少ない形態形成過程に注目した歯冠形態変異の分析を行った。エナメル象牙境（EDJ）は、歯乳頭と内エナメル上皮の間に形成される基底膜の形態を表し、エナメル質外表面（OES）は、そこにエナメル質が沈着することにより形成される。これまで、EDJはOESよりも進化的に保守的な形態を残し、また、乳歯は永久歯よりも祖先的な形質を多く保持すると報告されている。そこで、未咬耗のヒト上顎の第一大臼歯（UM1）と第二乳臼歯（um2）のEDJとOESの形態を幾何学的形態測定法により解析し、形状変異の相関と、エナメル質沈着がOESの形態変異に及ぼす影響を検討した。その結果、UM1、um2共にEDJとOES間で共変動する形状変異の傾向は類似しており、エナメル質沈着による形態の改変は限定的であることが示された。形態的な統合性の指標であるRV相関係数は、um2の方が高かった。またUM1とum2間、EDJとOES間で有意差のあった主成分の示す形状変異には祖先的形質との対応関係が見られた。さらにUM1のEDJとum2に共通する形状変異傾向が抽出され、EDJとum2という異なる文脈で言及されてきた祖先的形質には共通部分があることが示唆された。
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ラット歯胚の象牙芽細胞におけるLEF1のユビキチン化
○森口　美津子1、見明　康雄1、山口　康昭2、藤関　元也1、山本　仁1（1東歯大　口腔超微構造、2新潟医療福祉大　医療技術　理学療法）





【目的】LEF1はWntシグナル伝達経路の転写因子で象牙芽細胞への分化を制御し、前象牙芽細胞に出現するが象牙芽細胞に分化すると消失することが報告されている。しかしLEF1消失の直接の機序については不明である。近年NLKにより活性化するNARFがLEF1のユビキチンリガーゼであることが報告された。そこで象牙芽細胞の分化におけるLFE1のユビキチン化を検索する目的で上記の因子について免疫組織化学的検索を試みた。【方法】材料は胎生19日、生後15日のラット臼歯歯胚で、固定後パラフィン切片を作成して、抗LEF1、抗NARF、抗NLKによる免疫反応を行った。【結果】胎生19日ではLEF1の反応は歯頸彎曲付近の前象牙芽細胞の核で強く、象牙前質に接する象牙芽細胞では減弱していた。NARFとNLKの反応は逆に、前象牙芽細胞では不明瞭で、象牙芽細胞ではより明瞭であった。生後15日においてもLEF1の反応がヘルトヴィッヒ上皮鞘に接する前象牙芽細胞は明瞭で、象牙前質に接する象牙芽細胞は不明瞭であるが、NARFとNLKは象牙芽細胞では明瞭な陽性反応を示すが、前象牙芽細胞では不明瞭であった。【考察】NARFとNLKはLEF1に置き換わるように分化した象牙芽細胞に出現したことから、前象牙芽細胞から象牙芽細胞への分化においてLEF1はNLKを介して活性化するNARFによりユビキチン化され、消失することが示唆された。
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ヒト歯髄組織からoutgrowthする細胞による組織構築に関する研究
○吉羽　永子1、吉羽　邦彦1、大倉　直人1、細矢　明宏2、中村　浩彰2、興地　隆史1（1新大　院医歯　う蝕、2松歯大　解剖2）





【目的】演者らはヒト歯髄創傷治癒過程では、α-SMA陽性細胞が創面に遊走しfibrillin-1(FBN1)タンパクの分解とmRNAの下方制御が起こることを報告した。本研究では遊走する細胞と細胞外基質の検討を目的に、ヒト歯髄組織からoutgrowthする細胞による組織構築を検索した。【方法】歯髄を厚さ1.5 mmにスライスしMillicell-CM filter上で培養した。培養1週後スライス片近傍に覆髄材MTA（直径1 mm)を静置しさらに培養した。切片を作成しα-SMA, nestin, CD146, CD31,CD45,FBN1,2,3,fibronectin(FN), I型コラーゲンに対する免疫染色、TUNEL法でのapoptosisの検出、定量RT-PCR によるFBN1とFNの発現を調べた。【結果と考察】培養10日後、スライス片周囲に伸び出た組織の細胞はα-SMA強陽性を呈しCD146陽性の血管様構造も認められた。細胞外基質はFN強陽性を示す一方、FBN1に対する染色性は弱く定量RT-PCRの結果と一致した。培養3週後MTAはCD146陽性の血管を含む数十層のα-SMA陽性細胞に囲まれ、5週後ではMTA周囲にapoptosisによる細胞の希薄層が観察された。時間の経過とともにα-SMAの染色性は減弱しFBN1陽性反応が認められた。CD45陽性細胞の多くはI型コラーゲン共陽性でありfibrocyteと考えられた。Outgrowthする細胞はα-SMA陽性を呈しそこでは血管新生を伴い、初期にはFBN1が下方制御され細胞外基質の変化も伴うことから、in vivoにおける歯髄創傷治癒過程と類似した変化を示すことが示唆された。
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Micro CT image versus transparent specimen findings of extracted Japanese mandibular incisors' root canal formation
○亀本　博雅1、勝又　明敏1、喜多　奏1（1朝日大　歯　歯科放射線）





Aims: Root canal morphology of mandibular incisors is problematic for the dental practitioner when performing endodontic procedures. Transparent specimens stained with India ink have long been used however micro-focus CT systems are increasingly favored for observation of tooth structures. Methods: Transparent specimens of 57 extracted mandibular incisors were prepared. India ink was administered to the pulp chamber by injection, and stained teeth were then decalcified. A further 57 teeth were scanned using micro-focus CT with a voxel size of 50 μm. Results: Two root canals per tooth were found in 12％ of transparent specimens and 19％ of teeth observed by micro-focus CT. Lateral branch canals were found in 5％ of transparent specimens and 4％ in the CT group. Canal branching in the root apex region was seen in 14％ of specimens in the transparent group and 25％ in the CT group. The average distance from the surface of the tooth root to the point of divergence was 2.0 mm in the transparent group and 1.2 mm in the micro-CT group. Conclusions: It can be suggested that micro-focus CT imaging is superior to staining with India ink for the visualization of short branch canals.
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肺魚歯板の高石灰化組織petrodentine形成過程の組織化学的解析と象牙芽細胞のcell cycleの一過程におけるグリコーゲンの蓄積
○岡　俊哉1、三上　正人2、石山　巳喜夫3（1日歯大　新潟生命歯　生物、2日歯大　微生物、3日歯大　解剖2）





【目的】肺魚類に特徴的な構造を持つ歯板の主要な構成要素であるpetrodentine形成の詳細を調べるため、その形成細胞であるodontoblastについて組織化学的な検索を行った。【方法】3種の現生肺魚(Protopterus aethiopicus, P. dolloi, Lepidosiren paradoxa)を入手、常法により組織切片を作成した後、ALP、ACP、TRAP等の酵素組織化学染色、ワンギーソン、PASなどの一般染色および、透過電顕による観察を行った。【結果と考察】肺魚odontoblastには高い酵素活性があり、petrodentine形成過程における有機基質の分解と吸収という二相性の細胞機能を裏付ける所見が得られた。petrodentine前駆体(prepetrodentine）形成および引き続いて起こるpetrodentine成熟完了前後のodontoblastはPAS強陽性を示し、電顕による観察でもodontoblastの細胞質および突起部分にグリコーゲンの顕著な貯留が確認された。odontoblastによるpetrodentine形成には、グリコーゲンの蓄積が何らかの重要な役割を果たしている事が推察される。
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ネコ糸状乳頭の上皮乳頭および微細血管構築の部位による形態差
○竹村　明道1、疋田　勝也1、諏訪　文彦1（1大歯大　解剖）





【目的】ネコ糸状乳頭の上皮乳頭および微細血管構築を走査電顕で観察し、それぞれの部位別形態差を、さらに同一部における両者の形態差を調査した。【材料と方法】上皮乳頭観察標本および微細血管鋳型標本に各2頭用いた。両標本を、舌尖部、前部、中部、後部に4等分して観察した。【結果】上皮乳頭：楕円柱状の基部と基部上面から突出する突起で構成されていた。舌尖部で、基部上面外周を楕円状に配列する7～10個の円錐状突起で構成されていた。前部で、基部上面から咽頭側に傾斜する1本の巨大な棒状の突起で構成されていた。中・後部で、基部上面から前部より小さな咽頭側に傾斜する1本の円錐状の突起で構成されていた。微細血管構築：舌尖部で、楕円状に配列する7～10個の毛細血管ループで構成されていた。前部で、巨大な1個の棒状の咽頭側に傾斜する毛細血管網とその前方の多数の毛細血管ループで構成されていた。中・後部で、後方の大きな1個の円錐状の咽頭側に傾斜する毛細血管網と前方の楕円状に突出する多数の毛細血管ループで構成されていた。上皮乳頭と微細血管構築の比較：舌尖部では、上皮乳頭は多数の突起が、微細血管構築は多数の毛細血管ループがみられ、両者の楕円状に配列する形態は類似していた。前・中・後部では、上皮乳頭は1本の突起がみられ、微細血管構築は前方の多数の毛細血管ループと後方の1個の毛細血管網がみられ、両者の形態に類似点はみられなかった。
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味蕾におけるカドヘリンの発現
○瀬田　祐司1、鬼頭　文恵1、豊野　孝1、片岡　真司1、豊島　邦昭1（1九歯大　歯　口腔組織）





味蕾を構成する細胞は周囲の上皮細胞と同様に、約10日の寿命を持ち、味蕾の内で常に味細胞の更新が行われている。したがって常に味細胞が更新される味蕾において、味の識別が常に正しく行われるためには味情報を伝達する味神経がその味刺激に対する受容体を発現する味細胞を正確に認識して、シナプスを形成しなければならない。しかしながら、味蕾においてどの様にして味神経が特定の味受容体を発現する味細胞を認識して、シナプスを形成するのかについては未だに解明されていない。本研究では、味細胞と味神経との間で行われている選択的なシナプス形成機序の解明を目的として、味細胞の細胞膜に発現しているカドヘリンスーパーファミリーを中心とした細胞膜表面分子の探索をおこなった。RT-PCRで検索すると、有郭乳頭上皮において、N-, R-cadherin, Neurexin1の発現が認められた。さらにin situ Hybridizationで味蕾細胞での発現を検索すると、N-cadherin, Neurexin1は味蕾細胞の1部の細胞での発現が認められた。味蕾内でN-cadherinは2型細胞のマーカーと Neurexin1は3型細胞のマーカーとの局在が一致した。味蕾細胞の細胞型には、細胞型特有の膜表面分子が発現し、味神経が特定の味細胞を認識するために、味細胞の膜表面分子を認識している可能性が示唆された。
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ケラチノサイトのカルシウム分化誘導による細胞接着分子発現変化
○宮崎　綾子1,2、大久保　つや子2、八田　光世2、石川　博之1、山崎　純2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　細胞分子生物）





カルシウムはケラチノサイトの増殖や分化における調節因子としての役割を果たしている。本研究では、カルシウムによって制御されるケラチノサイトの分化、遊走、接着に着目し、これらの制御に深く関わるインテグリンなどの細胞接着分子と細胞外基質との相互関係を中心に検討を行った。マウスケラチノサイトPam212細胞においては、インテグリンβ1, β4, β5, β6が発現していた。リアルタイムPCRによりmRNAの発現を調べると、低Ca条件(0.05 mM)に比して正常Ca条件(1 mM)下ではインテグリン各分子の発現量が減少した。これらインテグリンβ分子の減少は、分化マーカーのインボルクリンの増加と共に起きていた。これらのことから、Ca濃度の上昇による細胞分化に際してインテグリンβ分子の発現が減少すると考えられた。蛍光免疫染色においても正常Ca条件下において減少傾向が観察されると共に、細胞内局在の変化も見られた。また、低Ca条件に比べて正常Caで培養した細胞では有意に遊走が抑制された。各種細胞外基質に対する接着能を検討したところ、Pam212細胞は、特にフィブロネクチンとビトロネクチンに対する接着が強いことが観察され、Ca濃度によって接着が変化した。以上のことから、カルシウムによる分化誘導によってインテグリンβ分子の発現が減少し、接着や遊走に影響を与える可能性が示唆された。
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口腔粘膜上皮の過形成病変におけるデスモゾーム関連遺伝子の発現
○落合　隆永1、中野　敬介1、長谷川　博雅1（1松歯大　口腔病理）





【目的】デスモゾームタンパク質（DPs）は口腔粘膜の上皮内腫瘍（OIN）などをはじめとする腫瘍で発現の増減あるいは異所性発現がみられる。我々は、非腫瘍性増殖病変におけるDPsの変化を免疫組織学的に検討してきたが、未だ全容は明らかでない。そこで、粘膜の過形成病変のDPsの遺伝子発現を検討した。【方法】対照群には異常な角化や異型を欠く8例の正常粘膜を用いた。実験群には上皮の過形成を伴った10例の粘液嚢胞を使用した。各検体のパラフィン包埋標本からRNA抽出し、逆転写反応を行い得られたcDNAを実験に用いた。OIN3で変化を示す膜貫通型DPsであるDesmoglein1（DSG1）とDesmocollin3（DSC3）およびγ-Catenin（JUP）をRT-PCR法とReal-Time PCR法で解析した。統計解析はMann-Whitney U検定を行いp＜0.05で有意差ありとした。【結果】対照群と実験群の全例でDSG1、DSC3、JUPの遺伝子発現が確認された。実験群において発現が消失する遺伝子群はなかったが、Real-Time PCRの結果DSG1とDSC3遺伝子の発現が増加していた。逆にJUPの発現は実験群で減少していた。以上の結果は、統計学的にも有意差を認めた。【結論】増殖活性亢進や不規則な細胞増殖などの過形成性変化が、DSG1やDSC3の遺伝発現を亢進させ異所性発現が惹起される可能性が示唆された。
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セメント芽細胞が発現するF-spondinの抗炎症作用に関する検討
○北川　雅恵1、宮内　睦美2、岡　広子3、外丸　祐介4、高田　隆2,3（1広大　病院　口腔検査セ、2広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態、3広大　院医歯薬保　国際歯科医学連携開発、4広大 自然科学研究支援開発セ）





我々はこれまでにF-spondinが歯周組織ではセメント芽細胞に特異的に発現し、石灰化に関与することを報告してきた。最近、F-spondinが変形性関節炎において軟骨代謝を制御することが報告された。そこで、炎症時におけるセメント芽細胞のF-spondinの役割について明らかにすることを目的に検討を行なった。LPS刺激によりヒトセメント芽細胞(HCEM)の発現するF-spondin mRNAの発現増加とIL-6発現低下が認められた。一方、siRNAによるF-spondinのノックダウンは、IL-6の発現低下を回復した。また、F-spondin過剰発現によりIL-6の発現が有意に低下した。さらに、LPS刺激により発現するErkのリン酸化がF-spondin過剰発現により抑制されたことから、F-spondin はErk経路を抑制することでIL-6の発現を抑制することが示された。In vivoでは、F-spondinトランスジェニックマウス（SPON1-TG）を作製し、LPSで4週間刺激することで歯周炎を惹起させたところ、SPON1-TGでは成熟した破骨細胞や好中球の数が少なく、歯槽骨の吸収も抑制されていた。以上より、セメント芽細胞の発現するF-spondinはIL-6の発現を抑制することにより炎症反応を抑制し、歯周炎においてセメント芽細胞はセメント質を病的吸収から保護している可能性が示された。
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ストレス関連物質による歯周細胞増殖因子への影響
○定岡　直1、川原　一郎1、八上　公利2、牧　茂2（1松歯大　口腔衛生、2松歯大　社会歯）





【目的】生体外から受けるあらゆるストレス因子に対し、生体内では糖タンパク質であるクロモグラニンAを産生する。神経内分泌系の生理活性物質で、自律神経系の活動指標である。また、抗菌ペプチドの産生、肥満細胞の遊走に関与するなど、全身および局所の免疫調節機構と密接に関係している。我々はこれまでに歯根膜線維芽細胞に対するストレスに対して細胞がクロモグラニンAを産生することを報告している。今研究では、このクロモグラニンAが歯周組織細胞に対してどのように作用にしているのかを探ることにした。

【方法】歯周組織のモデルとして正常ヒト歯根膜由来線維芽細胞(HPdLF)を用いて、非添加群(対照)とクロモグラニンA添加群を一定時間培養した。そして細胞周期関連遺伝子群の機能解析を行った。

【結果】クロモグラニンA添加群では細胞増殖因子と呼ばれるTGF-βや、細胞分裂促進に関わるMAPKの遺伝子群が増大していた。また、TGF－βやMAPK遺伝子群の情報伝達に深く関るSmad遺伝子群もクロモグラニンA添加時には増大した。

【結論】これまでに他の細胞でのクロモグラニンAの作用として細胞増殖ならびに成長因子作用、アポトーシス抑制作用、また血管拡張作用を含む炎症調節作用を持つ。線維芽細胞にとって隣接細胞との接着を制御する因子となることが報告されており、歯根膜線維芽細胞も同様の作用を持つ可能性が示唆される。
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歯周炎患者歯周靭帯由来幹細胞の免疫調節能に対するエリスロポイエチンの影響
○増田　啓太郎1、山座　孝義2、馬　蘭3、星野　慶弘3、樋口　勝規1、久木田　敏夫2（1九大　病　口腔総合診療、2九大　院歯　分子口腔解剖、3九大　院歯　小児歯）





昨年度本学会において、エリスロポイエチンが歯周疾患罹患歯に由来する歯周靭帯幹細胞（炎症性歯周靭帯幹細胞）の細胞増殖能やセメント質形成能を向上させることを報告した。正常歯周靭帯幹細胞ではT細胞などの免疫細胞に対する調節能が知られており、歯周組織の恒常性の維持に機能していることが示唆されている。本研究では、炎症性歯周靭帯幹細胞における免疫調節能を解析するとともに、その能力に対するエリスロポイエチンの効果を検討した。本研究では、九大病院口腔総合診療科にて抜歯を余儀なくされた歯周疾患罹患歯の歯周靭帯を使用した。対照群としては埋伏智歯の歯周靭帯を用いた。正常歯周靭帯幹細胞と比べ炎症性歯周靭帯幹細胞ではヒトT細胞増殖抑制能が低下していたが、エリスロポイエチンで刺激すると低下したT細胞増殖抑制能が正常歯周靭帯幹細胞とほぼ同等に回復した。以上から、エリスロポイエチンは歯周組織再生に有効なツールとなりうる可能性が示唆された。
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顎顔面部血管注入法による歯周組織微細血管観察法の検討
○松尾　雅斗1,2、飯村　彰1,2（1神歯大　口腔科学、2横須賀・湘南地区災害医療歯科学研究セ）





【目的】顎顔面部血管注入法による歯周組織微細血管の検討を目的として、プラークコントロール下のインプラント周囲歯肉微小血管の変化を観察した。インプラント周囲組織は天然歯に比べ血管構築が粗造で血流が乏しいため炎症防御機構が脆弱であると言われている。この防御機構を維持するためにはインプラント歯肉のプラークコントロールが重要な課題の一つである。【方法】本実験は学内動物倫理委員会の承認後、実験指針に沿って行なった。ビーグル犬を用い、下顎前臼歯部に純チタンスクリューインプラントを埋入した。オッセオインテグレーション確認後下記の3群にわけた。口腔清掃を毎日処置したものをプラークコントロール群、しないものを対照群とした。また、歯頚部にデンタルフロスを設置したものを炎症群とした。90日後に血管注入用合成樹脂を注入し試料を作製し、走査電顕にて観察した。【結果と考察】対照群では歯頚部に沿ったの背の低い10～80 μm程度の血管ループが観察された。プラークコントロール群ではU字型の形態をした10～30 μmの毛細血管ループが規則正しく配列していた。炎症群では、血管網は100 μm前後の径の太い、内腔変性を伴う血管に変化していた。これらの結果からプラークコントロールにより血管形態および微小循環を健康なものに維持することが示唆された。また、顎顔面部血管注入法は歯周組織微細血管観察に有用な方法であることが示された。
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セメント質初期形成における上皮鞘細胞と歯小嚢細胞の動態について
○山本　恒之1、長谷川　智香1、山本　知真也1、本郷　裕美1、山田　珠希1、織田　公光2、網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物、2新大　院医歯　口腔生化）





【目的】ヘルトヴィッヒ上皮鞘がどのようにして断裂するのかについてはまだよくわかっていない。また断裂後に上皮鞘細胞の一部はEMT(epithelial-mesenchymal transition）によりセメント芽細胞になるとの説が台頭している。本研究で上皮鞘の断裂機構及びEMTの組織学的解析を試みた。【材料と方法】3週齢ラット上顎第1臼歯歯根の矢状断パラフィン切片を作成した。基質分解酵素（MMP7、KLK7、ADAM10）、あるいはALPに対する抗体で一次染色し、抗ケラチン抗体で二次染色した。【結果と考察】第1臼歯近心根根尖部を3つの部位に分け観察した。部位1：上皮鞘がまだ断裂していない部位。部位2：象牙質形成と上皮鞘の断裂が始まる部位。部位3：セメント質形成が開始する部位。上皮鞘細胞（ケラチン陽性）は全部位でALPに反応するものの、部位1よりも部位2、3で細胞は小型化し反応も弱くなった。また全部位で3種の基質分解酵素に反応した。歯小嚢細胞は部位1では上皮鞘側よりも歯槽骨側でALP強陽性反応を示した。部位2で上皮鞘近くの大型化した歯小嚢細胞にもALPに強く反応するものが現れた。部位3では歯根表面のセメント芽細胞も強いALP反応を示した。以上から、上皮鞘は酵素を分泌し接着装置を破壊して断裂すること、上皮鞘にEMTは起こらずセメント芽細胞は歯小嚢由来であることが示唆された。
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ラット歯肉由来間葉系幹細胞による硬組織形成について
○高橋　智美1、牛島　夏未1、滝田　裕子1、飯塚　正1（1北大　院歯　学術支援）





【目的】歯肉は他の口腔組織に比べ侵襲が少なく比較的簡便に入手できるというメリットがあり、組織再生のソースとして非常に有効な候補と成り得ると考えられる。そこで今回我々は、歯肉由来間葉系幹細胞からの硬組織の誘導・形成能について検討を行った。【材料と方法】生後6週齢のWistar Ratから歯肉組織を摘出し、分離培養して得られた線維芽細胞を使用した。間葉系幹細胞のマーカーとして、抗STRO-1抗体による免疫染色を行った。また、ウェスタンブロッティング法によりSTRO-1の発現を確認した。骨、軟骨および脂肪分化誘導培地による培養をそれぞれ行い、各種染色にて経時的に骨芽細胞および軟骨細胞、脂肪細胞への分化の程度を検討した。【結果・考察】歯肉組織由来線維芽細胞は免疫染色においてSTRO-1陽性を示した。さらにウェスタンブロッティング法にてSTRO-1タンパクの発現が認められた。骨分化誘導培地による培養では、アルカリホスファターゼ活性、オステオポンチンの発現、および硬組織基質の形成が認められた。軟骨分化誘導培地による培養では、軟骨基質の形成が確認できた。また、脂肪分化誘導培地での培養により脂肪細胞への分化がみられた。以上のことより、歯肉由来線維芽細胞は多分化能を示し、間葉系幹細胞としての機能を有することが明らかとなり、硬組織誘導・形成の可能性が示唆された。
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光機能化処理インプラントにおける実験的炎症時の周囲組織変化について
○高橋　俊介1、高橋　聡子1、松尾　雅斗1（1神歯大　口腔科学）





【目的】光機能化処理は紫外線を用いてインプラント表面性状の改良を行う方法の1つである。本法によりインプラント周囲の骨芽細胞の集積や血管新生などが促進され骨結合期間が短縮されるとされる。また、抗炎症性が増加するとの報告もある。本研究では、光機能化処理が実験的インプラント周囲炎の防御機構に影響するか検討を行なった。

【方法】本研究は学内動物倫理委員会の承認後、実験指針に沿って行った。ビーグル犬を用い、下顎前臼歯部歯槽窩内に純チタンスクリュー型インプラントを即時埋入した。片側は光機能化処理を行った実験群、他方は対照群とした。90日後、オッセオインテグレーションを確認後、インプラント体歯頚部にデンタルフロスを設置し、さらに90日間実験的インプラント周囲炎を惹起させた。試料は、MicroCT撮影し骨吸収面積を計測した。また、走査電顕にて観察した。

【結果と考察】オッセオインテグレーション獲得時には光機能化群、対照群とも大きな差はなかった。実験的インプラント周囲炎の惹起後、対照群ではインプラント体歯頚部を中心としたリング状の骨吸収が観察された。それに対して、実験群ではその歯頚部の骨吸収量は有意に小さかった。以上の結果から光機能化処理はインプラント周囲組織への炎症波及を抑制する可能性が示唆された。(共同研究者：神歯大・咀嚼機能制御補綴学講座、星 憲幸、石井康鉉、木本克彦)
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矯正治療に伴う痛みの定量評価：動物モデルによる解析
○安達　一典1、佐々木　会2、須田　直人2、坂上　宏1（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　矯正）





【目的】矯正治療における歯の移動では痛みを伴うことがあり、その疼痛制御は重大な課題である。そこで歯の移動で生じる侵害受容と歯周組織変性を定量可能な動物モデルの評価系を開発した。【方法】Wister系雄性ラットの上顎門歯と上顎右側第一臼歯をコイルスプリングで連結し30～50 gの矯正力を負荷した。負荷1（D1）、3（D3）、7（D7）日後に全身麻酔下で電気刺激用電極を上顎両側第一大臼歯部に留置し、同部刺激誘発開口反射の閾値を測定した。実験終了後、歯周組織と三叉神経節の標本を作製し、それぞれ多核破骨細胞浸潤（TRAP染色）とサテライトグリア細胞（SGC）活性（GFAP染色）を観察した。また、移動歯周囲の知覚異常検討のためラットの鼻根部をvon Frey hair刺激し、頭部回避閾値を浅麻酔下で検討した。【結果・考察】D1以降、右側の開口反射誘発閾値は、左側に比較して有意な低下（56.5±12.6％）を示した。閾値低下はD3でも認められ、D7には認められなくなった。右側の頭部回避閾値も同様にD1～D3で有意な低下（54.3±62.9％）を認めたが、D7には認められなくなった。多核破骨細胞はD1から出現し、D3からD7にかけて増加した。また装置装着後1日目に右側の三叉神経節においてSGCの活性が認められた。これらのことから本研究の動物モデルにより、歯の移動で生じる疼痛と組織変性を同時に定量評価できると考えられる。
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歯科矯正学的メカニカルストレスが惹起するHSP47のマウス歯根膜細胞における局在変化
○村岡　理奈1、中野　敬介2、山田　一尋1、川上　敏行2（1松歯大　歯科矯正、2松歯大　院　硬組織疾患病態解析）





【目的】メカニカルストレスに対する歯周組織の適応は、矯正学的な歯の移動において重要であり、これまでに本学会にて熱ショック蛋白（HSP27、HSP70）発現について報告してきた。今回我々はHSP47に着目し、歯根膜組織におけるその発現動態について、メカニカルストレスを一定時間負荷後に解除した際の発現推移を検討した。【方法】マウス上顎臼歯部歯根膜にセパレーターによるメカニカルストレスを3時間負荷した。メカニカルストレス負荷後のマウス歯根膜組織を観察するため、セパレーター除去直後から最大1週間後までのマウス上顎臼歯部歯周組織を経時的に摘出し、パラフィン連続横断切片を作製し、免疫組織化学的に染色した。【結果および考察】対照群では歯根膜全域にわたり、均一にHSP47の活性を認めた。実験群において、ストレス負荷直後の牽引側歯根膜でHSP47の発現増強があった。ストレス負荷3時間後に負荷を解除し、その1時間後に圧迫側歯根膜で発現増強があり、3時間後では圧迫側と牽引側ともにHSP47の発現増強が認められた。9時間後では一時的に陽性反応の減弱があったが、24時間以降に再度歯根膜全域と歯槽骨に発現増強が認められた。以上より、HSP47は歯根膜組織のコラーゲン合成を通じて細胞傷害に対する回復反応に寄与し、一方で、発現する時間軸ごとにHSPが発揮する機能も異なる事を強く示唆した。
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実験的歯の移動による歯根周囲の破骨細胞の活性化は感覚神経-中枢-交感神経のループを介して惹起される
○近藤　久貴1、近藤　真代1,2、宮澤　健2、後藤　滋巳2、戸苅　彰史1（1愛院大　歯　薬理、2愛院大　歯　矯正）





【背景】我々は、実験的歯の移動が歯周組織の交感神経活動を亢進し、歯根周囲における破骨細胞を増加させることを報告した（Bone. 2013; 52(1):39-47)。本研究では歯の移動に伴う求心性の感覚神経活動が、交感神経活動の亢進に関わっている可能性を検討した。【方法】交感神経、感覚神経あるいは交感神経中枢を6-hydroxydopamine、capsaicinあるいはgold-thio glucoseで遮断したマウスの第1、第2臼歯の間に矯正用ラバーバンドを挿入し、歯の移動量等を解析した。【結果・考察】交感神経および感覚神経のいずれの遮断も歯の移動量および歯根周囲破骨細胞の増加を抑制した。歯周組織の神経線維分布の免疫染色では、歯の移動に伴い感覚神経および交感神経マーカーの免疫染色性の増加がみられたが、感覚神経遮断により感覚神経のみならず交感神経の染色性が低下し、交感神経遮断では感覚神経系の染色性低下はみられなかった。また、感覚神経遮断の影響は感覚神経遮断マウスにアドレナリンβ受容体作動薬isoprenalineを投与することによりレスキューされた。さらに、交感神経中枢を破壊したマウスにおいても歯の移動が抑制されることを確認した。これらの結果は歯の移動に伴う求心性の感覚神経シグナルが、中枢-末梢の交感神経を介し、歯根周囲の破骨細胞を活性化し歯の移動を促進することを示唆している。
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ラット切歯の歯周組織におけるオキシタラン線維の発達―エナメル質側とセメント質側の比較
○井上　孝二1、原　矢委子2、佐藤　哲二2（1鶴見大　歯　電顕研究セ、2鶴見大　歯　解剖・組織細胞）





【目的】本研究では、無根歯であるラット切歯のエナメル質側（唇側）とセメント質側（舌側）の歯周組織に分布するオキシタラン線維系について検討した。【材料と方法】胎生17日～生後60日のWistar系ラットの切歯を試料として用いた。麻酔下でザンボニン固定液にて固定、脱灰後、作製されたパラフィン切片はオキシタラン染色法に供された。一部の試料は、Karnovsky固定液にて固定後、薄切切片が作製され、電顕下で観察された。さらに、胎生20日から生後35日の切歯セメント質側とエナメル質側の歯周組織に分布するオキシタラン線維数を計測した。【結果・考察】オキシタラン線維は胎生18日に初めて確認され、オキシタラン線維は切歯の歯軸とほぼ平行に走行していた。切歯舌側ではセメント質の形成にともなって、オキシタラン線維の一部が埋入されるのが観察されたが、唇側ではそのような線維は見られなかった。次に、切歯のセメント質側とエナメル質側に分布するオキシタラン線維数を測定し、統計学的解析をおこなった。胎生23日以降、切歯の形成部位に関らず、セメント質側のオキシタラン線維は、エナメル質側よりも有意に密に分布していた。電顕観察からは、オキシタラン線維はコラーゲン線維とともに、歯の咬合圧に対する緩衝材としての役割を果していた。オキシタラン線維系は血流量の調整とともに、セメント質側では歯の支持機能にも関わることが示唆された。
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ラット耳下腺分泌顆粒に特異的なpHインジケーターの合成と応用
○福島　美和子1、加藤　治1、横山　愛1、吉垣　純子1（1日大　松戸歯　生理）





本研究の目的は、耳下腺分泌顆粒をラベルする蛍光pHインジケーターを開発することである。唾液腺の分泌顆粒は未成熟な時期があり、内部は酸性に維持されると予想される。よって、蛍光pHインジケーターによる酸性顆粒のラベルで、未成熟分泌顆粒の検出が可能だと考えた。しかし、唾液腺の分泌顆粒は既存の蛍光pHインジケーターを長時間保持できず、画像解析は困難である。蛍光pHインジケーターを顆粒内に安定に保持するため、我々はすでに開発した分泌顆粒特異的Halo Tagレポータータンパク質（SS25H)を応用した。SS25Hに共有結合するリガンドの末端に、蛍光pHインジケーターのSNARF-1が結合したSNARF-O2を合成した。SNARF-O2をSS25Hを含む細胞液に添加後、抗Halo Tag抗体によるイムノブロットで結合能を確認した結果、SNARF-O2蛍光がHaloTagタンパク質に結合したバンドとして検出された。また、SNARF-O2ラベルしたSS25H発現細胞を共焦点レーザー顕微鏡観察したところ、SNARF-O2蛍光が分泌顆粒内に検出された。以上のことから、SNARF-O2は分泌顆粒に特異的かつ安定的に局在した。一方、SNARF-O2処理細胞を塩化アンモニウム溶液でアルカリ化しても、pH依存性の変化は見られなかった。アルカリ化への抵抗性は、分泌顆粒自身の高い緩衝能を反映したと考えられる。
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メタンフェタミン断薬ストレスはラット唾液腺においてPACAP-DBI pathwayを活性化し唾液分泌を抑制する
○大久保　みぎわ1、四宮　敬史1、塚越　絵里1、川口　充1（1東歯大　薬理）





我々はこれまでメタンフェタミン断薬ストレスがラット唾液腺細胞において、ステロイド合成系の最初に産生されるプレグネノロンの合成酵素であるCYP11A1産生を促進することを明らかにした。また、ラット顎下腺灌流実験においてプレグネノロンは唾液分泌を抑制した。以上の結果から　メタアンフェタミン断薬ストレスはステロイド産生系を促進し、唾液分泌を抑制することが示唆された。しかし、このストレスが唾液分泌を抑制することの直接の証明はなされていない。また、どの様な経路でCYP11A1産生を促進するのかは明らかではない。ところで、メタンフェタミンがpituitary adenylate cyclase-activating polypeptide（PACAP）を介してdiazepam-binding inhibitor(DBI)の産生を促進すること、DBIはミトコンドリアにあるperipheral-type benzodiazepine receptor(PBR)を活性化することでステロイド産生を促進することが中枢の研究で報告されている。本研究においてラット唾液腺においてメタンフェタミン断薬ストレスがDBIおよびPACAPの産生を促進することをquantitative RT-PCR とWestern blot法を用いて明らかにした。さらに、このストレスが耳下腺、顎下腺および舌下腺のピロカルピン刺激唾液分泌を低下させることをカニューレーション法により明らかにした。以上の結果からメタンフェタミン断薬ストレスはPACAP-DBI系を介してステロイド産生系を活性化し唾液分泌を抑制することが示唆された。
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NODマウス耳下腺腺房細胞における抗菌性タンパク質の発現
○梨田　智子1、吉江　紀夫2、佐藤　律子3、今井　あかね1、下村　浩巳1（1日歯大　新潟生命歯　生化、2日歯大　新潟生命歯　解剖2、3日歯大　新潟短大）





唾液中には数種類の抗菌タンパク質が存在することが知られているが、感染、疾患発病等の非正常時において発現変化するものは報告されていない。我々はnon-obese diabetic(NOD)マウスの耳下腺腺房細胞における遺伝子発現解析から、グラム陰性菌に対する抗菌性および抗炎症性があると言われているbactericidal/permeability-increasing protein（BPI)ファミリーに分類されるタンパク質の中に、NODマウスで発現が上昇するものがあることを見出した。そこで、マウス耳下腺におけるこのタンパク質の発現および局在性を調べた。

【方法】雌のNOD/ShiJcl マウスおよびコントロールとしてC57BL/6JJclマウスを用い、耳下腺を摘出し、調製した腺房細胞からRNAを抽出した。遺伝子解析はcDNA microarray（SurePrint G3, Agilent Tech.)、RT-PCRおよびリアルタイムPCR（LightCycler, Roche）により行い、タンパク質はWestern blottingおよび免疫染色により解析した。

【結果】遺伝子解析から、耳下腺においてBpifa1(PSP)はNODマウスでも正常マウスでも同程度発現していたが、Bpifb1の発現は正常マウスにおいて低く、糖尿病発症NODマウスにおいて著しく高かった。Western blottingおよび免疫染色により、NODマウスにおけるBpifb1のタンパク質発現が高いことが確認された。また、ヒト唾液中にもこのタンパク質が検出された。

【結論】Bpifb1はNODマウス耳下腺腺房細胞で高発現していた。
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唾液中グリシンとプロリンは年齢と歯周病に非依存的に一定の比率を示す
○田中　庄二1、秋田　紗世子1、片山　直1,2、坂上　宏3、杉本　昌弘4（1明海大　歯　口腔診断、2明海大　歯　保存修復、3明海大　歯　薬理、4慶大　先端生命科学研）





【目的】口腔内の加齢変化は、生活様式の変化とともに、唾液腺の機能低下等も加わり複雑である。様々な年齢と歯周病の進行度の異なる患者のメタボローム解析を実施し、代謝物の変化を網羅的に定量した。【方法】学内倫理委員会の規定に従い、様々な年齢と健常者及び進行度の異なる歯周病患者から唾液を採取し、メタボローム解析を行った。【結果と考察】計144物質の定量を行い、40歳を境目に有意に濃度の高くなる代謝物が多く存在し、歯周病とともに酸化ストレス関係の物質の上昇を確認した。全代謝物で互いに相関をとると、多くのアミノ酸が高い相関を示した。プロリンが常にグリシンの0.63倍で一定の比率にあることが新たに判明した。これは、年齢や歯周病にも関係なく一定で、特に高齢者では高血圧やうつ病、また、それに伴う治療薬の影響もなく一定であった。この原因として、加齢によるMMPの上昇に伴うコラーゲンの分解が考えられるが、同時に検出されることが期待されるハイドロキシプロリンはグリシンとの相関を示さなかった。また、マクロファージ細胞のLPS活性化ではグリシンの分泌のみが上昇するために、プロリンとの相関を説明することもできない。この一定の比率をとる原因の同定には更なる追求が必要であり、また、どのような状況で破綻するかを調べる必要があるが、この比率は口腔内または唾液腺の状態を反映する指標になる可能性がある。
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ヒト唾液腺HSG細胞における構成的なAQP5の取り込み
○長谷川　敬展1、姚　陳娟1、赤松　徹也1、吉村　弘1（1徳大　院HBS　口腔分子生理）





近年、我々は、水チャネルアクアポリン5（AQP5）が細胞内Ca2+濃度上昇で素早く一過的に短鎖ユビキチン（Ub）化されることを見出した。このAQP5短鎖Ub化の役割について、細胞内輸送への関与が想定されるが、その実証には至っていない。本研究では、マウス正常AQP5あるいは非Ub化AQP5を発現させたヒト唾液腺HSG細胞などを用いて、複数の解析法でAQP5短鎖Ub化とエンドサイトーシスの関連性を探った。蛍光標識デキストラン取り込み解析では、時間依存的なデキストランの取り込みはあるものの、Ca2+イオノフォアA23187処理でAQP5短鎖Ub化を惹起しても、AQP5取り込み促進等の効果は見られなかった。また、細胞表面ビオチン化および脱ビオチン化を用いた生化学的解析においても、AQP5取り込みは時間依存的に起こるが、A23187非依存的・短鎖Ub化非依存的であった。細胞外領域にタグ配列を挿入したAQP5の発現細胞を用いて直接AQP5の局在を観察すると、時間依存的、A23187非依存的・短鎖Ub化非依存的に取り込まれたAQP5は、細胞内で粒状のシグナルとして観察され、一部はEEA1陽性の初期エンドソームに局在していた。以上の結果は、HSG細胞では構成性のAQP5取り込み機構が存在するものの、短鎖Ub化による調節的なAQP5取り込み機構の存在の可能性やその重要性は乏しいことを示している。
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唾液腺再生におけるサチライシン様前駆体蛋白質変換酵素PACE4の関与
○赤松　徹也1、姚　陳娟1、長谷川　敬展1、吉村　弘1（1徳大　院HBS　口腔分子生理）





【目的】唾液腺は主導管結紮後、再開放することで、腺房部はアポトーシスにより消失するが、導管細胞が増殖し、腺房部を再生することが知られているが、その分子機構は依然不明である。本研究では唾液腺主導管結紮-再生モデルを用い、サチライシン様前駆体蛋白質変換酵素PACE4の関与について検討した。

【方法】7週齢雄性SDラットを深麻酔下、外科的に注意深く顎下腺右側主導管を結紮(L)した。左側は非結紮の対照(CL)とした。結紮1日後と1-2週間後(L1d, L1, L2)、および結紮1週間後に再開放し、更に1-2週間後(L1O1, L1O2)に各々顎下腺を摘出し、各種解析に用いた。

【結果と考察】L1dにおいて唾液の貯留を伴う顎下腺の腫脹が認められ、腺重量も増加した。L1およびL2では顎下腺の萎縮、腺重量の減少が認められ、この変化はL1O1およびL1O2も同様であった。この様な変化は対照群(CL)では認められなかった。各顎下腺から蛋白質を調整し、ウエスタンブロットにより解析したところ、PACE4の発現はL1dでは殆ど検出できないが、L1, L2では誘導が認められた。この発現誘導はL1CL, L2CLでは認められなかった。免疫蛍光染色の結果、PACE4は腺房部に局在すると考えられた。PACE4はラット顎下腺発生過程で強く発現するが、生後成熟に伴い抑制され、成熟後は殆ど発現しないことから、主導管結紮により誘起される唾液腺再生過程にPACE4の関与が示唆された。
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ウイルスベクターを用いた発光および蛍光プローブの唾液腺細胞への導入と機能解析
○森田　貴雄1、根津　顕弘1、東城　庸介2、谷村　明彦1（1北医大　歯　薬理、2北医大　生物物理）





【目的】発光プローブは励起光を必要としないため、光毒性などの組織ダメージや自家蛍光を回避できる事から、蛍光プローブに代わるイメージングツールとして期待されている。またアデノ随伴ウイルス(AAV)は外来遺伝子をゲノムに挿入できるため長期間の遺伝子発現が可能である。また唾液腺では導管細胞への特異的な遺伝子導入が期待できる。本研究は唾液腺のin vivoイメージングを目的とし、発光プローブのナノランタンCa2+発現アデノウイルス(Ad5-NL-Ca2+)と、蛍光Ca2+センサー(YCnano50)発現AAVベクターを作製し、唾液腺細胞における機能解析を行った。【方法】Ad5-NL-Ca2+ベクターおよびAAV-DJ-YCnano50ベクターを作製した。これらを唾液腺などの培養細胞に導入して発現させ、AQUA-COSMOSイメージングシステムによりCa2+動態を解析した。【結果と考察】Ad5-NL-Ca2+を導入したHeLa細胞の約80％でNL-Ca2+が発現した。25 μM発光基質(セレンタラジン-h)存在下でヒスタミン刺激を加えると、一過性またはオシレーション様のCa2+応答が発光シグナルの増加として観察された。顎下腺由来A5細胞にAAV-DJ-YCnano50を導入すると、約70％の細胞でYCnano50が発現した。継代後も約10％のコロニーで、コロニー全体でのYCnano50の発現及び1 μM ATP刺激によるCa2+応答が観察された。今後は発光cAMPセンサーを作製し、これらのセンサーを発現させた唾液腺を使ったシグナル解析を行う予定である。
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唾液中ヒスタチンmRNAレベルと口腔環境衛生との相関性
○佐藤　律子1、梨田　智子2、三上　正人3、今井　あかね2（1日歯大　新潟短大、2日歯大　新潟生命　生化、3日歯大　新潟生命歯　微生物）





【目的】唾液タンパク質ヒスタチンは唾液腺で合成され、歯周病原菌に対する抗菌作用や抗真菌作用、また近年損傷治癒作用を有するとされている。唾液中ヒスタチンの増加により口腔環境衛生レベルの上昇が予想されるが、この関連性についての疫学的研究は未だなされていない。一方、唾液中には唾液腺由来のmRNAが安定的に含まれていることが近年報告されている。そこで、唾液中からmRNAを抽出してヒスタチンmRNAの発現量を調べ、口腔環境衛生を示す各種項目を検査してヒスタチンレベルと口腔環境衛生との相関性について評価した。【対象および方法】被験対象者は健康な女性（18-59歳；平均年齢35.3歳）15名とした。口腔環境衛生は、Dentocult®SM、Dentocult®LBおよびDentobuff®Strip（Orion Diagnostica)を使用し、Streptococcus mutans およびLactobacillusの計測数および唾液緩衝能を測定した。これに唾液流速と問診項目を加えた総評をカリエススコアとした。また、RNeasy Protect Saliva Mini（QIAGEN）を用いて自然流出唾液からRNAを抽出した。HTN1（histatin-1)およびHTN3（histatin-3)の発現をRT-PCRおよびq-PCR（Applied Biosystems)により解析しβ-actin（ACTB)との比(HTN/ACTB)を求めた。【結果および考察】唾液中mRNAのHTN/ACTB比とカリエスリスクとの間には負の相関性が見られた。唾液腺におけるヒスタチン発現量の増加はカリエスリスクを低下させることがわかった。
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唾液ヒスタチンによる熱ショック蛋白質のToll様受容体リガンド効果抑制機序
○今村　泰弘1,2、王　宝禮3（1松歯大　薬理、2松歯大　院　遺伝創薬、3大歯大　教育開発）





【目的】ヒスタチンは、歯周病・う蝕原因菌に対して抗菌作用を示す唾液蛋白質である。我々はこれまでに、熱ショック蛋白質HSC70がToll様受容体（TLR）2、4のリガンドとして働き、NF-κBを活性化すること、ヒスタチンがHSC70と結合することにより、これらシグナル伝達を抑制することについて明らかにした。本研究では、HSC70のリガンド機能において、ヒスタチン3はどの様な機序により抑制するのか検討した。【方法】合成したヒスタチン3或いはコントロールペプチドとリコンビナントHSC70をそれぞれ混合した。これら混合物にV8プロテアーゼを加えて限定的に消化し、SDS-PAGE後、クマシー染色を行なった。【結果】HSC70はヒスタチン3と結合することにより、V8プロテアーゼで消化されにくくなった。一方、コントロールペプチド存在下のHSC70はヒスタチン3存在下の場合と比べ、V8プロテアーゼでより消化された。【考察】HSC70はTLR2、4を介したシグナル伝達の活性化（NF-κB活性化）に伴い、炎症性サイトカイン産生を誘導する。ヒスタチン3はHSC70と結合することにより、HSC70の高次構造変化をもたらし、TLRに対するHSC70のリガンド効果を抑制すると考えられる。以上から、ヒスタチンは抗菌作用のみならず、口腔内損傷により細胞から放出されたHSC70の炎症作用を抑制する自然免疫関連因子であると示唆される。
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赤色蛍光強発現tgマウス唾液腺細胞の蛍光発現に関する研究
○古川　真司1、畠山　慧1、堀　智樹1、石崎　明2、大塚　正人3、藤村　朗4、金野　吉晃1、清野　幸男1、三浦　廣行1（1岩医大　歯　口腔保健育成　歯科矯正、2岩医大　生化　細胞情報科学、3東海大　医　基礎医学系分子生命科学、4岩医大　解剖　機能形態）





【目的】赤色蛍光強発現tgマウス(大塚ら)は、唾液腺細胞レベルのtdTomato蛍光発現部位の詳細な報告はまだない。本tgマウス幹細胞をトレーサーとして用いる再生医療の研究は、唾液腺のみならず、他の臓器の再生への利用が期待される。そこで本研究では、本tgマウスを用いた唾液腺幹細胞による再生医療の基礎データ作成を目的とした。【試料および方法】赤色蛍光強発現tgマウス(3週齢、10匹、岩医大動物実験承認番号23-075)の顎下腺、舌下腺を摘出し、固定後、通法によりパラフィン切片を作製した。tdTomatoの局在観察には無染色、その他にPhalloidin染色、HE染色、PAS染色を施し、蛍光顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡にて観察、撮影を行った。【結果】無染色像とPhalloidin染色のMerge像で、tdTomatoとF-actinの存在部位は一致していた。顎下腺細胞は細胞質内にアモルファスに蛍光が観察されたが、隣接する舌下腺細胞は胞体内の分泌顆粒を取り囲むように籠状の蛍光が観察された。【考察】今回、tdTomatoの細胞内局在は、F-actinに大きく影響される可能性が示唆された。現在、本tgマウスの顎下腺細胞を採取し、赤色蛍光強発現顎下腺由来細胞株の樹立を試みている。この細胞株の樹立により、顎下腺由来細胞のin vitro やin vivoにおける動態観察が容易になると期待される。
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腺様嚢胞癌におけるABCG2およびCD133の免疫組織学的検索
○玉村　亮1、辻極　秀次2、岡田　裕之1、寒河江　登志朗1、長塚　仁2（1日大　松戸歯　解剖2、2岡大　院医歯薬　口腔病理）





【目的】腺様嚢胞癌は悪性唾液腺腫瘍の一つであり、5年生存率は高いものの局所再発、肺転移を高率にきたしやすく、長期的な予後は不良である。近年、様々な腫瘍において癌幹細胞の存在が報告され、臨床への応用が期待されている。本研究では、癌幹細胞マーカーを用いた免疫組織化学的検索により、腺様嚢胞癌における癌幹細胞について検討した。【方法】岡大病院病理部口腔病理診断部門で取り扱った腺様嚢胞癌25例について、ABCG2およびCD133に対する抗体を用いて免疫組織化学的染色を行った。同時にKi-67についても検索した。【結果】ABCG2は全症例において腫瘍細胞に陽性を示し、胞巣内の単一細胞あるいは数個の細胞集団に蛋白の局在を認めた。局在様式は組織型による差異はみられず、主に胞巣辺縁の細胞が陽性を示した。また、ABCG2の局在はKi-67の局在と一部オーバーラップして認められた。一方、CD133は管腔構造の内面にのみ観察された。【考察】ABCG2は腺様嚢胞癌の癌幹細胞マーカーとして有用である可能性が示唆され、ABCG2陽性細胞は癌幹細胞を含む階層構造の上層の細胞を認識している可能性が考えられた。また、局在様式から基底膜など細胞外基質がニッチの形成に関与することが示唆された。
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異なる咀嚼負荷飼育マウスの唾液腺に対するDNAチップ解析
○河原　和子1、森田　克也2、清水　慶隆3、二川　浩樹1（1広大　院医歯薬保健　口腔生物工、2広島文化学園大 院看護　薬理、3広大　院医歯薬保　歯科麻酔）





【目的】肥満症や糖尿病患者の耳下腺は顎下腺に比べて脂肪沈着が亢進しやすい。習慣的な咀嚼負荷が唾液腺の糖・脂質代謝に関与する可能性を明らかにすることを目的として動物実験を行った。【材料および方法】ヒト型肥満・糖尿病モデルマウス(以下肥満マウス)と同系統の正常マウスをそれぞれ2群に分けて、同一組成の固形飼料あるいは粉末飼料にて3ヶ月間飼育した。サンプリングは16時間絶食させたマウスにブドウ糖液(1 g/体重1 kg)を腹注投与し、所定の時間に麻酔薬を投与し失血死させて唾液腺を採取した。遺伝子転写レベルの比較は各飼育群3-4匹で行い、解析には194種の糖・脂質代謝関連遺伝子を搭載したマウスメタボリックDNAチップを用いた。各遺伝子転写レベルの飼育群間における統計的な差違については、通法に従いノーマライズ後Student t testに依った(有意水準＝0.05)。【結果および考察】肥満マウスの顎下腺試料では、固型飼料群と粉末飼料群間で発現に有意差のある遺伝子は認められなかった。しかし耳下腺では、肥満マウスで71種、正常マウスで114種の遺伝子において飼料群間で転写レベルの有意差が認められ、有意差のあった全遺伝子において、シグナル平均値は固型飼料群＞粉末飼料群であった。以上から、習慣的咀嚼負荷が耳下腺の糖・脂質代謝関連遺伝子の活性化に影響する可能性が示唆された。
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マウス唾液腺の発生過程におけるPACAPレセプター局在の解析
○野中　直子1、中村　雅典1（1昭大　歯　口腔解剖）





唾液分泌の制御は、主に自律神経支配のもとで行われる。Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide（PACAP）は、ヒツジの視床下部から単離・構造決定された神経ペプチドで、現在では多数の生理機能を持つ神経ペプチドとして種々の組織に認められている。これまでの我々の研究では、8週齢と8か月齢のC57BL/6マウス（♂）から三大唾液腺の耳下腺・顎下腺・舌下腺を採取し、PACAPレセプター（PAC1R）について免疫組織学的検討を行い局在について検討した結果、8週齢と8か月齢の三大唾液腺を比較すると、PAC1Rの免疫反応の局在には加齢に伴う明確な違いは見られなかった。今回の研究では、出生時（0日）・1・3・5・7日の耳下腺・顎下腺・舌下腺を採取し、発生学的にPAC1Rの免疫反応の局在について検討を行った。耳下腺の発育は顎下腺・舌下腺の発育より極端に遅く、腺房や導管の形成は生後3日目位から確認できたが、免疫染色での反応は弱かった。顎下腺では、PAC1Rは線条部導管と顆粒性導管内にある細胞（pillar cell）に免疫反応が認められた。また舌下腺では、PAC1Rの免疫反応は線条部導管に認められた。
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X線照射されたマウスの胎仔期の顎下腺に対するアミノチオール系防護剤の効果
○那須　優則1、中原　貴2、井出　吉昭2（1日歯大　生命歯　共同研セ、2日歯大　生命歯　発生・再生）





【目的】胎仔期の顎下腺に及ぼす放射線の影響、および化学的防護剤amifostineの効果を組織化学的、機能的に追究した。【方法】(1)マウス胎仔期15.5日目の唾液腺原基を分離、器官培養し、30分間10 mMのWR-1065（amifostineの活性型；還元型)に浸漬しX線（0, 1, 3 Gy)照射した。(2)妊娠15.5日目（プラグ形成を0.5日とする）の親マウスにamifostine（リン酸型；プロドラッグ）をX線照射30分前に0.1 mg/g投与した。実験(1),(2)ともに2日後のAQP3、AQP5、E-cadherinの発現を観察した。【結果】組織化学的観察で、放射線照射により胎仔顎下腺の分枝形態形成が遅延し、水の輸送チャンネルのAQP5の発現が低下すること、そして防護剤がこれらの影響を軽減する傾向があることがわかった。
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糖尿病モデルラット大唾液腺に対するショウガ投与の影響について
○池田　利恵1,2、佐藤　住美江2、菊池　憲一郎2（1日歯大東京短大　歯科衛生、2日歯大　生命歯　解剖2）





【目的】唾液は口腔の健康維持のために重要な役割を果たしている。糖尿病が唾液腺に与える影響を明らかにし、さらに、代謝上昇や血圧低下の効果が報告されているショウガの投与が、糖尿病モデルラットの唾液腺にどのような影響を与えるかを明らかにする目的で、本研究を実施した。【方法】糖尿病モデルラットとしてGKラットを用いた。粉末飼料のみを与えたグループをコントロール、粉末飼料に3％のショウガ粉末を混合して与えたグループを実験群とし、1か月間、同一条件下で飼育し、血糖値、体重、水摂取量、飼料摂取量を測定した。さらに大唾液腺のパラフィン切片を作成し、組織学的染色および抗アミラーゼ抗体を用いた免疫組織化学染色を施し、光学顕微鏡で観察した。【結果と考察】血糖値、体重増加率、水摂取量、飼料摂取量に対するショウガ投与の影響は認められなかった。耳下腺に存在する漿液細胞には、多数の空胞が認められた。顎下腺の漿粘液細胞にもごく少数の空胞がみられたが、舌下腺の漿液および粘液細胞には空胞が見られなかった。ショウガ投与により、耳下腺の漿液細胞では空胞が減少する傾向がみられ、細胞質のエオジン染色性が増加した。また、アミラーゼの免疫染色性が増加したことから、ショウガ投与により耳下腺の漿液細胞におけるアミラーゼ産生が増加したことが示唆された。顎下腺と舌下腺の漿粘液、漿液および粘液細胞では、ショウガ投与の影響は認められなかった。














P2-72





マウス顎下腺原基の分枝形態形成におけるShhの影響
○水越　堅詞1、小山　典子1、林　徹1、村上　政隆2、杉谷　博士3、松浦　幸子3、柏俣　正典1（1朝日大　歯　歯科薬理、2生理研　細胞器官、3日大　獣医　生化）





【目的】分枝形態形成は器官形成おいて重要な現象であり、胎生期における上皮・間葉相互作用やそれらに関連する成長因子によって制御されている。本研究では、hedgehog(HH）ファミリーに属する蛋白質のひとつで、器官形成においてその重要性が報告されているSonic hedgehog(Shh)に注目し、マウス顎下腺原基の分枝形態形成に対する効果を検討した。【方法】胎生13日ICR系マウスより顎下腺原基を採取し、Shh(200,500,1000,2500 ng/ml)を添加したDMEM/F12無血清培地を用い、フィルター上で器官培養を行った。培養開始24、48 h後にそれぞれの濃度での形態変化を観察しShhの効果を検討した。また、Shh各濃度で24、48 h培養した後、ErbB1の特異抗体を用いてイムノブロット解析を行った。さらに、Shh(1000 ng/ml)で刺激した顎下腺を1,6,12および24 h後に回収し、EGF、HB-EGF、NRG1、ErbB1-4のmRNA発現レベルの変化をリアルタイムRT-PCRにて解析した。【結果と考察】1）Shh 1000 ng/ml以上の濃度で刺激した顎下腺ではend buds数の有意な増加を認めた。2）Shh刺激1 h後にEGF mRNAの発現レベルが有意に上昇した。3）イムノブロット解析ではShh添加群でErbB1の発現増加を認めた。以上の結果より、Shh は分枝形態形成に対し促進的に働くと考えられる。このShhの作用は、EGF/EGFR系の活性化を介して発現している可能性が示唆された。
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胎生12日齢と胎生13日齢のマウス顎下腺原基の違いについて
○小山　典子1、水越　堅詞1、林　徹1、柏俣　正典1（1朝日大　歯　歯科薬理）





唾液腺が形成される過程において、上皮間葉相互作用が重要な役割を演じている。マウスの顎下腺は胎生11日目に口腔底の粘膜上皮が頸部方向に陥没することから始まる。胎生12日目になると上皮の先端に切れ込み（分枝）が入り、その後2方向に分かれ茎部の伸長が起きる。さらにそれぞれの上皮の先端は分枝と伸長反応を繰り返すことで外分泌腺の基本構造が形成される。ところで、胎生13日齢のマウスから摘出された顎下腺原基から間葉を除き、上皮組織を培養すると、器官形成は停止してしまう。一方、胎生13日齢の顎下腺原基をそのまま培養すると、無血清の条件下で培養しても分枝形態形成が継続して進行する。つまり、顎下腺器官形成メカニズムの本質は顎下腺自体にあると考えられる。しかしながら、胎生12日齢のマウスから摘出された顎下腺原基を胎生13日齢の顎下腺原基と同様に培養しても分枝形態形成はほとんど進行しない。そこで、われわれは胎生12日齢および胎生13日齢のマウスから顎下腺を摘出し、上皮と間葉を分離した後に、胎生12日齢の上皮組織と胎生13日齢の間葉組織をそれぞれ組み合わせて器官培養を行なった。その結果、培養後48時間後から分岐の形成が認められ、その後継続した分枝形態形成が認められた。以上の結果から、胎生12日齢から13日齢の間に間葉で生じる何らかの変化が顎下腺の分枝形成の着手と継続に重要な役割を果たすことが示唆された。
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進行性骨化性線維異形成症から同定された2種類のALK2変異体はII型受容体に対する感受性が異なる
○藤本　舞1,2、大澤　賢次1、古株　彰一郎1、須田　直人2、片桐　岳信1（1埼医大　ゲノム　病態生理、2明海大　歯　歯科矯正）





【目的】進行性骨化性線維異形成症(FOP)はBMPI型受容体ALK2の遺伝的変異により、全身の骨格筋組織内で異所性骨化を生じる。典型的FOP症例R206Hでは小児期から成長に伴い骨化が進行し、さらに筋損傷によって急激な異所性骨化が起こる。最近、FOPの非典型的症例として、筋損傷後も骨化を認めずに成人になって初めて骨化した遅発性の症例から、新規のALK2変異(G325A)が同定された。本研究では、G325Aの活性化機構を解析した。【方法・結果】マウス筋芽細胞株C2C12にALK2変異体と筋損傷で発現の増加するII型受容体(BMPR-II）を共発現させてALP活性を測定した。R206HはBMPR-IIで活性化されたのに対し、G325Aの活性は上昇しなかった。G325Aは、別のII型BMP受容体のActR-IIBにより活性化され、キナーゼ活性のないActR-IIB変異体では活性化されなかった。ALK2の細胞内領域にはII型受容体によってリン酸化され得る9つのSer/Thr残基がある。G325Aの203番目のThrをValに置換するとActR-IIBによる活性化が阻害されたが、Thr203以外の8つのSer/Thr残基を置換してもActR-IIBで活性化された。【考察】筋損傷後に異所性骨化を認めなかった症例から同定されたG325Aは、BMPR-IIで活性化されずに、ActR-IIBで活性化された。この活性化には、ActR-IIBによるALK2のThr203残基のリン酸化が重要と考えられた。FOPの臨床症状は各ALK2変異体のBMPのII型受容体に対する感受性によって異なる可能性がある。














P2-75





Rab14 GTPaseのCCN2/CTGF結合因子としての同定、およびこれらの相互作用が軟骨細胞の小胞輸送に及ぼす役割
○星島　光博1,2、服部　高子1、青山　絵理子3、西田　崇1、滝川　正春1,3（1岡大　院医歯薬　口腔生化、2岡大　病院　矯正歯科、3岡大　歯　機能系共同）





CCN2は軟骨に強い発現を示し、軟骨細胞の増殖・分化だけでなく、線維芽細胞や血管内皮細胞の接着・遊走など多彩な生理機能を発揮する液性因子である。我々はCCN2の機能を調節する分子を探索し、これらの分子間の相互作用が軟骨細胞に与える影響を調べた。

軟骨細胞様細胞株HCS-2/8由来のcDNAライブラリーから、CCN2と結合する因子としてRab14を同定した。GFP融合CCN2とHalo融合Rab14蛋白質(WT)、またはそのconstitutive active（CA）formあるいはdominant negative（DN）formをCOS7細胞で発現させ、細胞内の局在を調べた。その結果、CCN2を共発現しない場合、Rab14 WTは細胞質全体に均一な分布を示したが、CCN2とRab14 WTまたはCA formを共発現すると、両者は細胞質全体でドット状に共局在した。一方で、CCN2とDN formは、主に核周辺の領域に限局してドット状に共局在した。さらに、Rab14およびその変異体をHCS-2/8細胞に過剰発現させたところ、プロテオグリカン(PG)の細胞周囲への蓄積は、DN formのRab14では野生型と比較して75％に低下した。

今回の結果は、軟骨細胞内でCCN2とRab14が相互作用し、PGを含む小胞の輸送に関与している可能性を示唆している。
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PKRは炎症性骨破壊において重要な役割を果たしている
○寺町　順平1、森本　景之2、羽地　達次1（1徳大　院HBS　口腔組織、2産医大　医　解剖）





【目的】PKRはTNFα、LPSなどに応答し、細胞の防御機構やアポトーシスに関与する蛋白質リン酸化酵素である。我々はPKRがRANKLによる破骨細胞形成に重要な役割を果たしていることを報告したが、歯周病による炎症局所の微小環境におけるPKRの役割については不明である。そこでLPS刺激によるヒト歯肉線維芽細胞(HGF)、骨髄ストローマ細胞(BMSC)、破骨細胞に対するPKRの役割を検討した。【方法】歯周炎を惹起させたラットを作成しPKRの発現を検討した。HGFとBMSCおよびマウス骨髄由来破骨細胞にPKR阻害剤（2AP）を前処理し、LPS刺激後のRANKLの発現、細胞内情報伝達系と破骨細胞形成を検討した。【結果と考察】歯周炎を惹起させたラットの歯周組織でのPKRの発現は対照群に比べて上昇していた。HGF、BMSC、破骨前駆細胞においてLPS、TNFαによりPKRの発現が誘導された。LPSはHGF、BMSCのRANKLの発現を誘導し、2AP処理により解除された。LPSは単独では破骨細胞形成を誘導しないが、RANKLを前処理することで破骨細胞形成を誘導し、その効果は2AP処理により解除された。HGF、BMSC、破骨前駆細胞で2APはLPSにより活性化されるNF-κB、MAPKシグナルを抑制した。以上の結果からPKRは炎症局所の微小環境において破骨細胞の形成に関与していることが示唆された。
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腱細胞による骨芽細胞の制御
○和田　悟史1、島田　明美2、中村　芳樹1、中島　和久2、二藤　彰2（1鶴見大　歯　矯正、2鶴見大　歯　薬理）





【目的】歯根膜は形態学的に腱および靭帯と類似した緻密結合組織であり、歯を顎骨に固定するとともに、咬合力などのメカニカルフォースが顎骨に直接加わらないように緩衝する役割を果たしている。従って歯根膜組織内の細胞と骨芽細胞には相互作用があると想定されるが、分子レベルでのメカニズムは明らかになっていない。今回の研究では歯根膜類似組織である腱組織による骨芽細胞への作用に着目し、腱由来細胞が骨芽細胞を制御するか否かを検討した。【資料および方法】マウスの腱由来細胞と骨芽細胞様細胞MC3T3-E1細胞の共培養を行い、分化への影響を調べた。さらに、腱細胞由来の可溶性物質がMC3T3-E1細胞に影響を与えるか調べるために、両者のconditioned medium(CM)をMC3T3-E1細胞に添加し、アルカリフォスファターゼ(ALP)染色および免疫蛍光染色を行った。【結果および考察】MC3T3-E1細胞単独培養に比べて、腱由来細胞との共培養時にオステオカルシンの発現が減少した。CM添加実験において培養14日後、両者の形態に変化が認められ、ALP活性染色でも異なる染色パターンが認められた。免疫蛍光染色では、腱由来細胞-CM群でcleaved caspase3陽性細胞がMC3T3-E1-CM群に比べて多く認められた。【結論】腱由来細胞の可溶性物質が骨芽細胞の機能および生死を制御している可能性が示唆された。
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エストロゲンの骨芽細胞様MC3T3-E1細胞の各種ATPaseに対する作用
○孔　令群1、鈴木　邦明2、出山　義昭1、工藤　智也1、吉村　善隆1（1日の出歯科診療所、2北大　院歯　口腔病態　細胞分子薬理）





【目的】骨芽細胞様MC3T3-E1（E1）細胞を用い、無機イオンの輸送に関与する可能性のある各種ATPaseに対するエストロゲンの作用を明らかにすることを目的とした。【方法】各種濃度の17β-エストラジオール(17β-E)存在下で10、20、30日間培養したE1細胞のホモジェネートを使用し、アルカリ性ホスファターゼ（ALP）活性とATPase活性を測定した。【結果と考察】1．ALP活性は、どの日数でも10-9M から10-5Mの17β-Eで濃度に依存して増加し、10-5Mでその作用は顕著であった。2．Na,K-ATPase活性を17β-Eは20日目に約2倍増加したが、17β-Eの濃度依存性は認められなかった。3．Ca-ATPase活性は、10-5Mの17β-Eではどの日数でも有意に増加した。一方、Ca,Mg-ATPase活性も17β-Eにより増加した。4．Mg-ATPase活性に対する17β-Eの作用は、20及び30日ではALPに対する作用に類似していたが、20日での17β-E濃度依存性は観察されなかった。以上の結果から、17β-EによるE1細胞の各イオン輸送ATPase 活性の活性化時期は異なったが、ATPaseに対する活性化作用は10-5Mという高濃度で強いことが示唆された。石灰化部位に存在すると推測される、アルカリ性至適pHで高濃度のCaを必要とするATPaseは、10-5Mの17β-Eで顕著に促進されたことから、石灰化部位にCaを供給するATPaseとなる可能性があると考えられた。
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流体剪断応力により重合したアクチンによりCCN2の発現と骨芽細胞の分化は誘導される
○本城　正1、久保田　聡2、上岡　寛3、山城　隆4、滝川　正春2、山本　照子5（1鳥大　医附属病院　口腔外、2岡大　院医歯薬　口腔生化、3岡大　院医歯薬　歯科矯正、4阪大　院歯　顎顔面矯正、5東北大　院歯　顎口腔矯正）





流体剪断応力（FSS）は骨のリモデリングを生じる主要なメカニカルストレスである。一方CCNファミリープロテイン2（CCN2）は近年、骨欠損に対する組織再生因子であることが明らかとなってきた。本研究では骨芽細胞様細胞MC3T3-E1を用いてFSS負荷によるCcn2発現に対する作用を評価し、そのメカニズムを調べた。Ccn2の発現はFSSにより劇的に上昇し、その強度はFSSに比例した。FSSによるCcn2の発現はRhoキナーゼ阻害剤であるY27632により阻害された。さらにアクチンフィラメント重合阻害剤を用いたところ、FSSによるCcn2の発現はブロックされた一方で、アクチンフィラメント重合促進剤であるcytochalasinDやjasplakinolideはCcn2の発現を増強した。これらの結果はアクチンフィラメントの形成が骨芽細胞への分化を誘導することを示唆した。加えてRhoシグナルを阻害するcAMP依存性キナーゼはCcn2に対するFSSの効果を抑制した。以上からFSSによるCcn2の増大と骨リモデリングにおいてアクチンフィラメント重合とRhoキナーゼが重要な役割を果たすことが示された。
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メカニカルストレスに対する歯槽骨SOSTmRNAの経時的発現変動
○藤原　敦1、渡邊　竜太2、青木　啓太1,3、矢野　航2、佐藤　和彦2、小萱　康徳2、北井　則行1、江尻　貞一2（1朝日大　院歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔解剖、3朝日大　歯　歯科放射線）





【目的】生理的に遠心移動しているラット臼歯を矯正学的に近心移動させ、メカニカルストレスの方向を変化させることで誘導されるSOSTmRNA（mRNA）の発現変動を検索した。【材料と方法】ラット上顎臼歯部をWaldo法により近心移動させ、術後6、12、18、24時間後に上顎骨を摘出し、in situ HybridizationによりSOSTmRNAの発現を検索した。観察部位は第一臼歯の近心口蓋根（MP）と遠心口蓋根（DP）間の根間中隔歯槽骨とした。通常飼育した動物を対照群とした。【結果と考察】対照群ではMP遠心に面する根間中隔の歯槽骨が圧迫されていた。MP遠心の歯槽骨中の骨細胞では生理的遠心移動に伴う圧迫によりmRNAの発現が抑制されていた。DP近心の歯槽骨中の骨細胞ではmRNA発現が認められたが、骨形成が生じている骨表面直下の骨細胞ではmRNAの発現は認められなかった。また、実験群ではDP近心に接する歯槽骨が圧迫されていた。術後6時間、12時間では対照群と同様の所見であったが、術後18、24時間では対照群で認められたDP近心の歯槽骨中の骨細胞のmRNAの発現が消失していた。従って、矯正力により歯の移動方向を逆転させ骨に強いメカニカルストレスが加わると、18時間後には骨細胞でのSOSTmRNAの発現が消失していることが示された。
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メカニカルストレスによって歯槽骨に生じる応力分布とsclerostin免疫局在の変化について
○渡邉　竜太1、青木　啓太2,3、藤原　敦2、矢野　航1、佐藤　和彦1、小萱　康徳1、北井　則行2、江尻　貞一1（1朝日大　歯　口腔解剖、2朝日大　歯　歯科矯正、3朝日大　歯　歯科放射線）





【目的】メカニカルストレスに誘導される骨改造現象調節機構を解明するため、咬合力により臼歯が遠心移動しているラットを用い、生理的および矯正学的歯牙移動時の歯槽骨の反応を生体力学的・組織学的に検索した。【材料と方法】ラット上顎歯槽骨に仮想咬合力で生じる応力分布をμCT3次元有限要素法にて解析し、骨標識の観察、TRAP染色、sclerostin免疫染色を行った。また歯牙に矯正処置を施し、1、3、5、7日後のsclerostin陽性反応の局在変化を検索した。【結果】圧縮歪みが分布する領域の歯槽骨表面に骨吸収が認められ、伸展歪み分布領域の歯槽骨表面に骨形成が認められた。sclerostin免疫反応は歯槽骨全域に認められたが、強い剪断応力が分布する領域の歯槽骨ではsclerostin免疫反応は減弱していた。矯正処置後1、3日目に近心口蓋根-遠心口蓋根間歯槽骨のsclerostin免疫反応は消失していたが、矯正力が減弱する5、7日目では同部位の骨細胞にsclerostin免疫反応を認めた。【結論】圧縮歪み領域に骨吸収が、伸展歪み領域に骨形成が誘導される事が示された。また骨細胞が剪断応力を感知しsclerostin産生を抑制することが示唆された。さらに矯正力によって速やかにsclerostin産生が停止され、矯正力の減弱とともに産生を再開する可能性が示された。
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W9ペプチドの破骨細胞形成抑制作用と骨芽細胞分化促進作用
○中村　美どり1,2、宇田川　信之1,2、青木　和広3、大谷　啓一3（1松歯大　生化、2松歯大　総歯研、3東医歯大　院医歯薬　硬組織薬理）





【目的】我々はこれまでに、W9ペプチドを正常マウスに投与することにより、骨幹部での石灰化率および骨形成率の上昇が認められ、結果として皮質骨密度が有意に上昇することを報告した。今回、マウス骨髄培養系における破骨細胞形成と骨芽細胞分化に対するW9ペプチドの効果を検討した。【方法】約8週齢の正常ddYマウスから骨髄細胞を採取し、RANKLとM-CSF存在下で7日間培養後、TRAP染色とALP染色を施し、破骨細胞と骨芽細胞の分化に対するW9ペプチドの効果を検討した。【結果】正常マウス骨髄細胞におけるRANKL誘導性の破骨細胞形成に対してW9はTRAP陽性多核破骨細胞形成を濃度依存的に抑制した。W9（100 μM)添加群において、TRAP陽性多核細胞形成が完全に阻害されたが、ALP陽性の骨芽細胞は多数出現した。W9（200 μM)添加群においては、ALP陽性骨芽細胞からなるNodule形成が著明に認められた。【考察・結論】RANKLに結合するW9ペプチドは、RANKシグナルを阻害することにより破骨細胞分化を抑制する。さらに、W9ペプチドは骨芽細胞表面のRANKLに結合し骨芽細胞分化を誘導するものと考えられる。RANKL-RANKシグナルは、骨吸収のみならず、骨芽細胞による骨形成にも重要な役割を有する可能性がある。会員外共同研究者：古屋優里子　保田尚孝（オリエンタル酵母工業株式会社）
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p130Casの破骨細胞における骨吸収能発現のメカニズム
○大澤　賢次1,2、福島　秀文1、田村　幸彦3、青木　和広3、大谷　啓一3、牧　憲司4、自見　英治郎1（1九歯大　分子情報生化、2埼医大　ゲノム　病態生理、3東医歯大　硬組織薬理、4九歯大　口腔機能発達）





【目的】p130Cas(Cas)は細胞内のアクチン重合や細胞骨格の再構成に関与する分子で、破骨細胞特異的にCasを欠損させたマウス(OC-CasKO)では破骨細胞の吸収不全による大理石骨病を呈する。そこで、この細胞を用いてCasによる破骨細胞の骨吸収能調節機構について検討した。【結果と考察】1. 野生型マウス(WT)由来破骨細胞と比較して、OC-CasKO由来破骨細胞ではアクチンリング形成が抑制され、波状縁の形成不全を認めた。2. 両群由来の破骨細胞をプレート上に播種すると、細胞接着に重要なβ3インテグリン、c-SrcおよびPyk2のリン酸化に差はなかった。3. OC-CasKOではアクチン重合に関わるRac1の活性が減少しており、Rac1および下流のArp3の細胞内局在が、WTではアクチンリングと共局在したが、OC-CasKOでは細胞内全体に分布していた。4. Rac1の活性調節因子であるDock5は、WTではc-Src、Pyk2と会合するが、OC-CasKOでは会合しなかった。さらにOC-CasKOではc-SrcとPyk2の会合が減弱していた。5. OC-CasKO由来破骨細胞に野生型Cas遺伝子を導入するとDock5はCasと会合し、骨吸収機能が回復したが、Pyk2との会合ができない変異型Casを導入してもDock5はCasと会合せず、骨吸収機能は回復しなかった。以上より、p130Casはc-Src、Pyk2、Dock5と複合体を形成し、Rac1-Arp3シグナルを活性化させることにより破骨細胞の骨吸収能を制御していると考えられた。
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骨折治癒過程におけるソニックヘッジホッグの役割
○松本　憲一1、堀切　優1、志茂　剛1、栗尾　奈愛1、奥井　達雄1、黒田　大雅1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）





【緒言】ソニックヘッジホッグ(SHH)、Focal adhesion kinase（FAK)共に骨芽細胞の増殖、分化に重要な役割を担っている。今回我々は、骨折治癒過程におけるSHHとFAKの発現ならびにそれらの関連性について検討したので報告する。【材料ならびに方法】ICRマウス雄8週齢、第8肋骨骨折モデルを作製した。Short hairpin FAK RNAレンチウイルスを骨芽細胞様細胞株MC3T3-E1細胞に感染させ、FAKノックダウン骨芽細胞を作製した。また、破骨細胞形成能の検討は、MC3T3-E1細胞とマウス骨髄CD11b＋細胞との共存培養系を用いた。【結果】骨折後3、5、14日目に皮質骨断端部のTRAP陽性破骨細胞に隣接したALP陽性骨芽細胞にSHH、pFAK-Thy397発現した。in vitroにおいて、SHHをMC3T3-E1細胞に添加すると、pFAK-Thy397の発現上昇を認め、増殖能、分化能、破骨細胞形成能は有意に促進されたが、FAKノックダウン細胞にはこれらの促進効果は認められなかった。【結論】骨折治癒過程増殖期から仮骨形成期において、骨髄細胞、骨芽細胞から産生されるSHHは、骨芽細胞におけるpFAK-Tyr397リン酸化を介し、骨芽細胞増殖、分化や破骨細胞形成を促進することが考えられた。
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骨シアロ蛋白質(BSP)遺伝子のRunx2による転写調節機構の解明
○山内　雅人1（1神歯大　院歯　高度先進口腔医学）





【目的】骨シアロ蛋白質(BSP)は骨芽細胞やセメント質等の硬組織特異的発現を特徴とし、それらの石灰化に重要な機能的役割を担う基質蛋白質である。演者はマウスBSPの遺伝子調節領域9.0 kbをクローニングし、同領域内に存在する3か所のRunx2認識配列(OSE2)の転写調節機構を検討した。【方法】各Runx2認識配列(OSE2-1～OSE2-3)の連結断片と転写開始点上流プロモーター領域0.1 kbを結合したキメラ遺伝子を作製し、リポーターベクターにクローニングした。さらに線維芽細胞株C3H10T1/2に一過性にトランスフェクションして、それらの転写活性を検討した。また、各Runx2認識配列を含む遺伝子領域のクロマチン活性化状態は前骨芽細胞株MC3T3E1細胞によるクロマチン免疫沈降法にて検討した。【結果および考察】3か所のRunx2認識配列のうちOSE2-2の連結ベクターはRunx2発現ベクターの添加により約14倍の転写活性の上昇を示した。またOSE2-3の連結ベクターは約3倍の活性上昇を示したがOSE2-1は活性抑制を示した。また、Runx2抗体とアセチル化ヒストン抗体を用いたクロマチン免疫沈降法の結果、Runx2の結合によりOSE2-2のクロマチン状態は活性化していた。これまでマウスBSPの遺伝子調節領域9.0 kbが組織特異性を維持することを示してきたが、今回報告した3か所のRunx2認識配列が協調してその転写制御を行っていることが強く示唆された。
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Sanguisorba officinalis由来化学成分の破骨細胞分化に対する影響
○坂井　詠子1、岩竹　真弓1、西下　一久1、福間　裕1、岡元　邦彰1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）





【目的】バラ科の多年草ワレモコウ(Sanguisorba officinalis）の根より抽出精製した化学成分であるSanguiin H-6は、LPS刺激した腹腔マクロファージにおいて抗酸化作用を示すことが報告されている。酸化ストレスは破骨細胞分化を促進することから、抗酸化作用を持つSanguiin H-6による破骨細胞分化への影響を調べた。【方法】マクロファージ系細胞株RAW-DをRANKL刺激により破骨細胞へ誘導する系と、マウス骨髄細胞をM-CSFとRANKLで刺激する系を用いた。TRAP染色による多核破骨細胞数の計測とOsteo Assay Plateを用いた骨吸収活性の比較、及び細胞生存率をCell Counting Kit-8を用い評価した。さらにウエスタンブロッテング法を用いて、破骨細胞のマーカータンパクの発現とRANKL刺激後のシグナルの活性化を比較した。【結果と考察】Sanguiin H-6は毒性のない濃度で顕著に破骨細胞形成と骨吸収活性を阻害した。また、Sanguiin H-6はRANKL刺激後のERKとp38 MAPKのリン酸化を阻害した。第2相抗酸化酵素であるヘムオキシゲナーゼの発現を顕著に誘導する一方、NFATc1、カテプシンK、Srcのタンパク発現は濃度依存的に抑制した。さらにSanguiin H-6はNFATc1とNF-κ61547;Bの核移行を抑制した。以上の結果から、Sanguiin H-6は破骨細胞分化シグナルのNFATc1とNFκBの経路を阻害することで分化を阻害するものと思われる。（共同研究者：田中隆　長大院医歯薬天然物化学、北島玲那　長大歯学部）














P2-87





機械的刺激はDC-STAMPの発現抑制によりRAW264.7細胞の破骨細胞分化誘導を抑制する
○吉村　善隆1、亀山　純香1,2、長谷川　智一3、出山　義昭1、鈴木　邦明1、飯田　順一郎2（1北大　院歯　細胞分子薬理、2北大　院歯　歯科矯正、3徳大　病院　小児歯）





機械的刺激は、骨代謝において重要な役割を果たしているが、破骨細胞に機械的刺激を直接作用させた報告は少ない。今回、伸展刺激が破骨細胞分化にどのような影響を与えるのかを検討した。RANKL添加培養液を用いてRAW264.7細胞をBioFlex plateにて72時間培養した後、Flexercell tension systemを用い、30 cycle/分、10％伸展刺激を6、12、24時間作用させた。TRAP染色にて破骨細胞(2核以上)数および巨大破骨細胞（8核以上）数を測定し、破骨細胞関連遺伝子のmRNA発現量の変化をリアルタイムPCR法にて定量し、タンパク質発現量の変化をウェスタンブロッティング法にて解析した。24時間伸展刺激群ではTRAP陽性破骨細胞数および巨大破骨細胞数は有意に減少した。破骨細胞マーカー遺伝子群のmRNA発現量は、6、12、24時間のいずれの時点でも有意に減少した。また、破骨細胞の融合因子であるDC-STAMPおよびOC-STAMPのmRNA発現量も伸展刺激によって減少した。DC-STAMPのタンパク質発現量は、24時間の伸展刺激によって顕著に減少し、接着因子であるE-cadherin、IntegrinαVおよびIntegrinβ3のタンパク質発現量も減少した。これらの結果より、伸展刺激はDC-STAMPなどの細胞融合に関係する分子の発現を抑制し、細胞融合を抑制することで破骨細胞分化を抑制した可能性が示唆された。
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破骨細胞の分化抑制に関するザクロポリフェノールの作用メカニズムの解明
○岩竹　真弓1、坂井　詠子1、西下　一久1、岡元　邦彰1、筑波　隆幸1（1長大　院医歯薬　口腔病態薬理）





【目的】ザクロの果皮の約50％を占めるプニカラジンは強力な抗酸化作用を持つポリフェノールで、動脈硬化抑制・抗腫瘍などの効果がある。しかしながら、破骨細胞へのプニカラジンの作用については解明されておらず、本研究に着手することにした。

【方法】破骨細胞の分化にはマウス骨髄マクロファージ細胞株RAW-Dおよびマウス骨髄細胞を用いた。薬物代謝第2相酵素NQO-1の発現による抗酸化効果をリアルタイムPCRによって調べた。破骨細胞形成についてはTRAP染色法により評価した。また、RANKLによって誘導されるp38MAPKやNFκBなどのリン酸化についてウェスタンブロット法により検討した。骨吸収はピットアッセイ法を用いた。

【結果と考察】プニカラジンはRANKL存在下で濃度依存的に破骨細胞形成を抑制した。また、プニカラジンの破骨細胞毒性への影響が少ない濃度において、NQO-1の発現は経時増加した。さらに、プニカラジンはIκB、NF-κB、p38 MAPK、およびERKのリン酸化を抑制した。したがってプニカラジンは、IκBキナーゼ活性の抑制を介してRANKL誘導性のIκBおよびNF-κBの依存的経路とERK、p38 MAPKそれぞれのMAPKカスケードの活性化も抑制していることが明らかになった。以上の結果から、破骨細胞形成が阻害されていると考えられる。

（共同研究者：　田中　隆：長大　院医歯薬　天然物化学）
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骨折治癒過程におけるTRPV4チャネルの関与
○沖　雄二1、合島　怜央奈1、畠山　純子1、大崎　康吉1、張　旌旗1、村田　直久1、木附　智子1、城戸　瑞穂1（1九大　院歯　分子口腔解剖）





【目的】細胞内外のカルシウムにより骨の細胞が調節されることから、カルシウムは骨のホメオスターシスに最も重要なものの一つである。骨のカルシウム維持に関わるチャネルが多く報告されてきたが、TRP（transient receptor potential）チャネルファミリーが骨において大きな役割を果たしていることが解ってきた。その中でもTRPV4は、軟骨細胞や破骨細胞の分化に関わる事が報告されている。本研究では、TRPV4の機能を明らかにすることを目的として骨折の治癒過程におけるTRPV4遺伝子欠失の影響を検討した。【方法】野生型マウスとTRPV4遺伝子欠損マウス（TRPV4KO）を用いた。マウスの膝蓋骨直下の脛骨近位端中心部より髄内釘を挿入し、骨折作製装置により脛骨遠位部に横骨折を加えた。手術後2週間および4週間後に脛骨を摘出し、通法に従って固定を施した。高解像度μCT 解析および組織学的な解析を行った。【結果と考察】μCT撮影像の三次元解析により、TRPV4KOは野生型と比較して、骨組織量、骨梁大きさ、骨密度の値が有意に小さかった。組織観察においてTRPV4KOでは野生型より骨化部位が少なく、骨の再生が遅延していることが推測された。また、TRPV4 KOでは仮骨部位の細胞成分が野生型よりも粗であり、さらに軟骨の形成が野生型より少なかった。以上よりTRPV4の欠損は、骨折の治癒を遅延させていることが考えられた。
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Effect of VCAM-1 on the osteoclast differentiation in RAW264.7 cells
○林　寛1、氏井　庸介1、合田　征司2、池尾　隆2、松本　尚之1（1大歯大　院歯　矯正、2大歯大　院歯　生化）





【目的】RANKL刺激による破骨細胞分化機序について解明することを目的とした。今回、RANKL刺激による破骨細胞分化においてのVCAM-1の役割の詳細を解明するために以下の検討を行う。【方法】VCAM-1をplateに固層化しRAW264.7細胞を24時間培養後3日間RANKL刺激を加え、TRAP染色を行いTRAP陽性反応かつ多核化してあるものを破骨細胞としその数を測定した。また、VCAM-1を固層化しRAW264.7細胞をRANKLにて30分刺激を行いFAKおよびERKのリン酸化をWestern Blottingで確認した。PBS(-)にて洗浄後sample buffer(0.0625M tris-HCl(pH6.8),2％ SDS,15％ glycerol,5％2ME)を加えて、99℃で3分間ボイルし泳動用試料とした。等量の試料を8％SDS-PAGEに供しPVDFメンブレンに転写し、リン酸化特異的1次抗体、HRP標識2次抗体を反応させ、X線フィルムにて感光させ現像した。同一メンブレンをWB stripping solution strongで処理し、1次抗体を用いて同様に検出した。【結果】VCAM-1との共刺激はRAW264.7細胞の破骨細胞分化能を有意に促進した。また、VCAM-1とRANKL共刺激においてFAK(py397、py576)およびERKのリン酸化が増強されたが、FAK、ERKのタンパク質量に変化は認められなかった。【考察】以上より、RAW264.7細胞において炎症性サイトカインにより発現されるVCAM-1が破骨細胞分化を促進し、そのシグナル伝達経路にはFAK(pY397、pY576)、MAP KinaseのERK経路が関与している可能性が示唆された。
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ヒト骨肉腫由来MG-63細胞培養上清中の破骨細胞分化制御因子
○唐木田　丈夫1、山越　康雄1、大井田　新一郎1（1鶴見大　歯　分子生化）





破骨細胞の分化は主に骨芽細胞から発現される膜結合型の破骨細胞分化因子(RANKL)と分泌型の破骨細胞形成抑制因子(OPG)によって調節されていることが知られている。【目的】今回我々はヒト骨肉腫由来のMG-63細胞の培養上清中に含まれる破骨細胞分化制御因子を分離精製し同定することを試みた。【方法】MG-63細胞を10％ FBS含有αMEM培養液中で培養した後、培養液を無血清αMEMに交換して3日間培養した。培養上清をイオン交換クロマトグラフィーにて分離し、素通り画分を溶出した後、5段階のNaCl濃度グラジエント(0.1 M, 0.2 M, 0.4 M, 0.8 M, 1.6 M)でタンパク質画分を溶出した。破骨細胞分化に対する効果を調べるために、それぞれの画分を可溶性RANKLとともにマウス単球由来のRAW264細胞に添加し、3日間培養して酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ活性を測定した。【結果】イオン交換クロマトグラフィーで分離した画分のうち、素通り画分及び0.1 M NaCl溶出画分には破骨細胞分化を促進する物質が、0.2 M及び0.8 M NaCl溶出画分には抑制する物質が含まれていることが判明した。【結論】MG-63細胞の培養上清中には破骨細胞分化促進因子と荷電状態の異なる2つの抑制因子が共存していることが示唆され、現在それら物質の同定を検討中である。
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破骨細胞分化の後期に産生されるWnt1は破骨細胞機能を促進する
○天野　滋1、大森　喜弘1（1明海大）





【目的】昨年の本学会で、破骨細胞分化の初期に誘導される Wnt6/β-cateninシグナルが、DC-STAMP 遺伝子発現を促進し破骨細胞の多核化に関与していることを報告した。今回私共は、破骨細胞分化の後期に誘導されてくるWnt1が破骨細胞の骨吸収機能に関与しているか否か破骨細胞前駆細胞株4B12細胞を用いて検討したので報告する。【方法・結果】　1）4B12細胞をM-CSFとsRANKLで刺激したところ、1日目にWnt2bとWnt6が、3日目にWnt5bとWnt9aが、そして5日目にWnt1の遺伝子発現が認められた。2）4B12細胞をdentin slice上に5000個播種し、まずM-CSFとsRANKLを含有する培地で5日間培養した。その後、同様の培地に交換、さらにWnt1を添加し5日間培養した。その結果、Wnt1を添加することによって非添加群より骨吸収活性の上昇が認められた。また、Itgb3、Car2、Ctsk、Mmp9の遺伝子発現の上昇が認められた。3）Wnt1のシグナル伝達経路のターゲットであるβ-カテニンをsiRNAでノックダウンしたところ、Car2の遺伝子発現が抑制された。【考察】M-CSFとRANKL刺激によって破骨細胞分化の後期に誘導されてくる Wnt1は、破骨細胞の骨吸収機能を正に制御している可能性が示唆された。
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膜ナノチューブを介する破骨前駆細胞間融合の走査電顕的解析
○張　旌旗1、高橋　良1,3、久木田　明子2、成松　加奈子1,4、上原　範久1、山座　孝義1、城戸　瑞穂1、久木田　敏夫1（1九大　歯　分子口腔解剖、2佐賀大　医　微生物、3九大　歯　咀嚼機能再建、4九大　歯　矯正）





【目的】膜ナノチューブ(TNTs)は極めて細いトンネル状の細胞間橋であり、免疫系細胞間の情報伝達において重要な役割を演ずる。破骨細胞は造血幹細胞に由来する前駆細胞が特異的に認識・融合することによって形成される多核細胞である。RANKL下流のシグナル伝達機構についてはよく分かってきたが、前駆細胞同士の融合機構については不明な点が多い。我々は破骨前駆細胞間の融合にTNTsが重要な役割を示唆する所見を報告した。今回、前駆細胞間の融合過程で高頻度に出現するTNTsについて、走査電顕を用いて観察し、融合過程の詳細な形態学的解析を行った。【方法】破骨前駆細胞株であるRAW-D細胞をRANKLおよびTNF-αで刺激し、培養破骨前駆細胞のTNTsを走査電顕で解析した。【結果と考察】TNTsは形態学的に細型、中型、太型の3種類に分類することができた。中型TNTsは遠隔の細胞と連結する傾向が高いことが分かった。TNTsの太さの違いは分子輸送能や情報伝達能と関係していることが示唆された。また、TNTsは2個の前駆細胞間の結合のみならず、複数の前駆細胞同士の結合にも使われており、細胞間の融合も観察された。遠くに存在する特定の細胞との間にもTNTsは形成されており、遠隔への迅速な情報伝達が行われている可能性が示唆された。TNTsを介した分子の移動を含む相互作用が前駆細胞間の融合に重要な役割を持つ可能性が示唆された。
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牽引力はCTGFシグナルを介して頭蓋縫合における血管形成を促進する
○竹下　信郎1、長谷川　正和1、関　大輔1、宮下　俊郎1、山本　照子1（1東北大　院歯　顎口腔矯正）





縫合は頭蓋顔面の骨と骨を結合する線維性組織で、頭蓋顔面骨格の成長中心として知られる。また縫合は、頭蓋顔面に負荷される機械的刺激を受容する役割を持ち、矯正歯科治療では顎整形力を縫合に作用させ、成長期患者の骨格性不調和の改善を図る。しかし、機械的刺激が縫合に及ぼす生物学的影響の全容は明らかではない。本研究では、牽引力に対する縫合の初期反応として、血管形成に着目して解析を行った。6週齢ICRマウスの頭頂骨にスプリングを装着し、矢状縫合に20 gの牽引力を0、3、および12時間負荷した。間葉系幹細胞マーカー発現を解析した結果、矢状縫合でSTRO-1陽性細胞、CD44およびCD73の発現が認められたが、牽引力負荷後12時間にそれらの発現は減少した。VEGFと内皮細胞マーカーの発現は、3時間で上昇した。CTGF発現もまた3時間で上昇し、さらにCTGF中和抗体は牽引力によるVEGF発現の上昇を抑制した。またERKおよびJNKの阻害剤は、牽引力によるCTGFおよびVEGF発現の上昇を、それぞれ部分的に抑制した。本研究により、牽引力に対する縫合の初期反応において、血管形成が誘導されることが示された。この血管形成はCTGFにより制御され、またMAPKも部分的な制御に関与することが示唆される。さらに、縫合における間葉系幹細胞の存在が初めて示され、牽引力による内皮細胞発現の亢進に関与することが推察される。
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ケルセチンは膜型エストロゲン受容体GPR30を介して破骨細胞の分化を抑制する
○増原　正明1、塚原　飛央1、佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　歯科薬理）





ケルセチンはタマネギ、ケッパーなどをはじめとする多くの食物に含まれるフラボノイドであり、抗炎症作用や抗酸化作用などが報告されている。さらに骨吸収の減弱作用についても報告されているが、破骨細胞の分化や活性化に対してケルセチンがどのように作用しているかについてはほとんど解明されていない。本研究では骨髄細胞からのin vitro破骨細胞分化系を用いて、10 μMのケルセチンによってRANKLによる破骨細胞が抑制されること、およびこの抑制にエストロゲンの核内受容体ERαだけでなく膜型エストロゲン受容体GPR30が関与していることを見いだした。GPR30は破骨細胞の分化のすべての時期で発現しており、GPR30の特異的アゴニストは破骨細胞分化を抑制し、さらにGPR30のアンタゴニスト添加によってケルセチンの分化抑制からの回復が見られた。また、siRNA法を用いてGPR30をノックダウンすることによってもケルセチンの分化抑制からの回復が見られた。ケルセチンによって破骨細胞分化のマスター制御因子NFATc1の発現は変わらないこと、AktやPKCのリン酸化に影響が見られることから、M-CSFとRANKLといったサイトカイン刺激だけでなくGタンパク質共役受容体からのシグナルも破骨細胞分化に大きく影響を与えているものと考えられる。
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RANKLによりVenusを発現誘導するマクロファージレポーター細胞株の作成と破骨細胞分化の解析
○久木田　明子1、久木田　敏夫2（1佐賀大　医　微生物、2九大　院歯　口腔分子細胞）





【目的】破骨細胞の分化はRANKLによって誘導されるが、融合や骨吸収の制御機構はまだ不明の点が多い。本研究においては、カテプシンKプロモーターを用いて蛍光タンパク質を発現するレポーターマクロファージ細胞を樹立することを目的とした。【方法】カテプシンKプロモーターの下流にGFP改変型であるVenusをコードするcDNAを挿入したプラスミドを構築し、マクロファージRAW-D細胞に導入した後G418を用いて耐性クローンRAW-ctsk-Venusを選択した。RAW-ctsk-Venus にRANKLなどの因子を添加し破骨細胞分化能をVenusの発現とTRAP染色により測定した。Venusの発現強度は共焦点顕微鏡及び蛍光光度計で測定した。【結果】RAW-ctsk-Venus1はRANKLの添加によりTRAP陽性の多核細胞を形成し、Venusの発現が単核細胞と多核細胞で検出された。Venusの発現はLPSやIL-1βによっては上昇しなかったが、RANKLとTNFαによって誘導された。さらに、NFAT阻害剤はRANKLによるRAW-ctsk-Venus1から形成されるVenus陽性の多核細胞の形成を阻害したが、形成された途中の破骨細胞にNFAT阻害剤を添加するとVenusの蛍光強度がやや亢進した。【結果と考察】RAW-ctsk-Venus1は、破骨細胞の分化における単核細胞と多核細胞の違いや、分化・機能に関わる因子のハイスループットな解析に利用できるレポーター細胞であると考えられた。
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RAW264.7細胞の破骨細胞分化に及ぼすIL-17Aの影響
○井上　博1、堂前　英資2、合田　征司2、内橋　賢二1、西川　泰央1（1大歯大　生理、2大歯大　生化）





【目的】歯槽骨の骨吸収メカニズムは部分的にしか解明されていない。IL-17Aは骨芽細胞上のreceptor activator of NF-κB ligand（RANKL)発現を誘導し、破骨細胞分化に対して間接的に作用することが知られている。しかし、破骨細胞前駆細胞に対するIL-17Aの直接的な影響は不明である。そこで今回私たちは、破骨細胞前駆細胞RAW264.7細胞に対するIL-17Aの直接的な影響について検討した。【方法】1）RAW264.7細胞上のIL-17レセプターをフローサイトメーターにて確認した。2）IL-17Aの細胞増殖に対する影響について細胞増殖測定用試薬WST-1を用いて検討した。3）IL-17Aの破骨細胞分化に対する影響を分化実験(TRAP染色)にて検討した。4）IL-17Aのp38 MAPKリン酸化についてウエスタンブロット法にて検討した。【結果】1）RAW264.7細胞上にIL-17レセプターの存在を確認した。2）IL-17Aは細胞増殖に影響を与えなかった。3）RANKLとIL-17で共刺激を加えるとRANKLによる破骨細胞分化の増強が抑制された。4）RANKL単独刺激によりp38 MAPKのリン酸化が起こった。しかし、RANKLとIL-17Aの共刺激ではRANKL単独刺激に比べ、p38 MAPKのリン酸化が抑制された。【考察】以上の結果より、IL-17Aによる破骨細胞分化抑制は細胞増殖抑制によるものではなく破骨細胞分化シグナルが抑制されたことによる可能性が示唆された。また破骨細胞分化シグナルにp38 MAPKが関与している可能性が示唆された。
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ラッパウニの大型叉棘に由来する新規レクチンの精製
○中川　秀幸1、篠原　光子2、西五辻　理江2、大浦　清2（1徳大　院　環境共生、2大歯大　薬理）





ラッパウニは体表が短く硬い棘と柔らかい球状の叉棘に覆われている。叉棘は無毒な小型と有毒な中型及び大型に分類され、刺されると局所に腫れや痛みなどが生じる。今回は大型叉棘のタンパク質画分より新規レクチンの精製を試みた。【方法】徳島産ラッパウニ（50個体）から大型叉棘を採取し生理食塩水でタンパク質の抽出を行い、その凍結乾燥粉末を大型叉棘標品とした。大型叉棘標品からのレクチンの分画・精製は Superdex 200カラムと Immobilized D-galactose（IDG）カラムの組み合わせにより行った。回収した各画分の生物活性はウサギ赤血球の凝集活性、マウス脾細胞の細胞増殖活性及びモルモット好中球の遊走活性を指標とした。【結果と考察】大型叉棘標品を Superdex 200カラムにより分画し、回収画分を P-I、P-II、P-III 及び P-IV 画分とした。赤血球凝集活性が高く、回収率の高かった P-II 画分をIDG カラムにより分画・精製を行い、非吸着画分を IDG-I 画分、吸着画分を IDG-II 画分として回収した。Native-PAGEでは、IDG-I 画分は24 kDa、IDG-II 画分は170 kDa の位置にほぼ単一なタンパク質バンドを呈した。一方、SDS-PAGEでは、IDG-I 画分は23 kDa 及び25 kDa の位置に、IDG-II 画分は28 kDa の位置にタンパク質バンドを呈した。IDG 画分はともに細胞増殖活性及び遊走活性を示した。以上の結果より、ラッパウニの大型叉棘には6量体レクチンが存在すると思われた。














P2-99





骨芽様培養細胞MC3T3-E1のアルカリ性ホスファターゼ活性を増加する血清中因子について
○戸円　智幸1、深田　哲也1、橋本　修一1（1日歯大　生命歯　共同研　アイソトープ研究施設）





【目的】我々は、これまでに骨芽様培養細胞MC3T3-E1細胞のアルカリ性ホスファターゼ（ALP）活性の増加には、Zn2+と血清（FCS）中の高分子量因子が必要であることを報告してきた。今回、この活性増加が遺伝子発現を伴ったものであるかを調べるとともに、FCS中の誘導因子をゲル濾過により分画し検索した。【方法】実験には、ほとんどALPを発現していない（ALP比活性；5 pmol/min/μg）MC3T3-E1細胞を用いた。この細胞を、キレックス交換樹脂処理により、金属2価イオンを除去した10％ FCS添加培地に置き換え、15 μM Zn2+を添加して培養した。Znの細胞への取り込みは、65Znを用いSDS-PAGE後のARGにより確認した。酵素活性を増加する血清中の因子を検索するため、FCSをゲル濾過により分画し、各分画で細胞培養後ALPのアッセイを行った。一方、ALP遺伝子の発現をPCRにより調べた。【結果】FCSおよびZn2+の両方を添加した培地では、ALP活性が10倍以上増加し、PCRによりALP遺伝子の発現量が増加していた。一方、65Znの細胞内蛋白質への取り込みもFCSとの同時添加によってのみ認められた。FCSをゲル濾過で分離したところ、400 k、150 k、67 k、30 kの分子量に相当する分画に活性増加のピークが認められた。【考察】これらの結果から、Zn2+と血清因子によるALP活性の誘導は、ALP遺伝子の発現量増加によるとともに、血清中にはこれに関わる複数の因子が存在することが示唆された。
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EGFによるPDL由来EPCの増殖、分化制御
○木村　仁迪1,2、大久保　直登1、帖佐　直幸1、衣斐　美歩1、客本　斉子1、加茂　政晴1、金野　吉晃2、三浦　廣行2、石崎　明1（1岩医大　生化　細胞情報、2岩医大　歯　矯正）





【目的】人為的な歯の移動に伴い、その歯根周囲の歯周靭帯(PDL)では、線維組織あるいは血管組織のリモデリングが観察される。これまでに我々は、ラットPDL由来初代培養細胞から派生したsingle cell-derived culture 2（SCDC2)が、血管内皮前駆細胞(EPC)として働いて三次元培養下で血管様管腔構造を形成することを明らかとした。今回我々は、上皮成長因子(EGF)により活性化される各MAPKシグナルが、SCDC2細胞の増殖ならびに筋線維芽細胞への分化に与える影響について調査した。【材料と方法】EGFがSCDC2細胞の細胞増殖に与える影響について、WST-1法により調査した。各MAPKシグナル伝達物質の活性化について、ウエスタンブロット法にて調査した。またこの細胞への牽引力が誘導する筋線維芽細胞分化に対しEGFがどのように影響するかについて、定量的RT-PCR法あるいは蛍光抗体を用いた免疫細胞学的手法により調査した。【結果】EGFは、MAPKに属するERK、JNKならびにp38 MAPK依存的に、SCDC2細胞の増殖を促進した。またEGFは、牽引力により誘導される各種筋線維芽細胞マーカーの発現をERK依存的に抑制したが、ストレスファイバー形成には影響しなかった。【考察及び結論】今回の研究により、EGFがMAPK依存的にPDL中に存在するEPCの増殖を促進し、またこの細胞の筋線維芽細胞分化を抑制することで歯周靭帯中のコラーゲン線維含有量を調節し、人為的な歯の移動に影響する可能性が示唆された。
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D-dopachrome tautomeraseのインスリン抵抗性改善機序に関連する分子の探索
○岩田　武男1、石本　恭子2、水澤　典子1、吉本　勝彦1（1徳大　院HBS　分子薬理、2徳大　院HBS　口腔顔面矯正）





【背景・目的】アディポカインであるD-dopachrome tautomerase（DDT）の組換え蛋白質を肥満マウスに投与するとインスリン抵抗性が改善する。DDTのインスリン抵抗性改善の分子機序を明らかにするため、DDT発現抑制系及び過剰発現系を用いて脂肪細胞で発現が変動する遺伝子の同定を行った。

【方法】ヒト前駆脂肪細胞株であるSGBS細胞から分化させた脂肪細胞にDDT遺伝子に対するshRNAを発現させDDT発現抑制脂肪細胞を作製した。この細胞で発現が変動する遺伝子をマイクロアレイ解析及びqRT-PCRにより検討した。またDDTを脂肪細胞で特異的に発現する遺伝子改変マウス（DDT-TGマウス）を作製し、高脂肪食による肥満誘導を行った際の、体重、耐糖能、脂肪組織及び肝臓の遺伝子・蛋白質発現について検討した。

【結果】DDT発現抑制脂肪細胞では血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A）の発現低下、セレノプロテインP（SEPP-1）の発現上昇が認められた。DDT-TGマウスでは高脂肪食によるインスリン抵抗性発症が抑制され、その脂肪組織ではVEGF-Aが高発現しており、肝臓では逆に発現が低下していた。

【考察】脂肪組織でのVEGF―Aの発現低下はインスリン抵抗性を増悪させる報告があり、DDTは脂肪組織でVEGF-Aの発現を上昇させることでインスリン抵抗性発症を抑制している可能性がある。
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タイプ1型と2型糖尿病マウスにおける腎リンパ管新生
○内山　貴誠1、高田　俊輔1、敦賀　英知2、畠山　雄次2、石川　博之1、沢　禎彦2（1福歯大　成長発達歯、2福歯大　生体構造）





糖尿病性腎症では、メサンギウムのコラーゲン増生による糸球体硬化と糸球体毛細血管壁の肥厚が見られ、糖尿病マウスの腎は浮腫による肥大化と組織間隙の増大を示す。本研究は糖尿病性腎症の環境下で誘導される腎脈管の形態学的変化について検討した。Streptozotocin誘発性1型糖尿病マウスとKK/Ta2型糖尿病マウスについて、腎の脈管分布の免疫組織化学的検索を行った。リンパ管はpodoplanin、血管はPECAM-1で鑑別し、単位面積あたりのリンパ管数と血管数について比較した結果、血管数に変化は見られないが、リンパ管に増生の起こっていることが明らかとなった。腎リンパ管は腎皮質ではほとんど見られず、髄質に多く分布する。1型糖尿病マウスでは50～100 μmの大きさのリンパ管に、また2型糖尿病マウスでは50 μm以下の微小リンパ管に増生が見られ、糖尿病性腎症では浮腫を解消するため、代償的にリンパ管が増生することが考えられた。1型糖尿病マウスはStreptozotocin投与1ヶ月以内に、また2型糖尿病マウスは高カロリー餌による飼育4ヶ月で糖尿病を発症する。糖尿病の長期経過をたどった腎臓では、髄質に増生したリンパ管が成長するため、2型糖尿病マウスよりも管腔が大きくなることが考えられた。糖尿病性腎症は腎細胞癌のリンパ節転移に対する助長因子となるかもしれない。
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膵島からのインスリン分泌におけるアデノシン受容体の役割
○大谷　政博1、大浦　清1（1大歯大　薬理）





我々は糖尿病治療薬の開発のための新たな標的として、アデノシン受容体に着目して本研究を行った。最初に、マウス膵島及び膵β細胞株の両方において、すべてのアデノシン受容体サブタイプ（A1、A2A、A2B、A3）のmRNAが発現していることをRT-PCR法で確かめた。次に、内因性の非選択的アゴニストであるアデノシンが、高濃度グルコース存在下でインスリン分泌を2～3倍促進することを明らかにした。このアデノシンの促進作用は、A2A受容体のアンタゴニストによって阻害されたが、他のサブタイプのアンタゴニスト及びヌクレオシドトランスポーターの阻害剤に対しては影響を受けなかった。また、選択的A2A受容体のアゴニストによっても同様にインスリン分泌が促進されることを確かめた。したがって、アデノシンによるインスリン分泌促進作用にA2A受容体が関与していることが推測された。以上の結果から、A2A受容体の活性化がマウス膵島からのインスリン分泌を刺激することが示唆され、インスリン分泌促進薬の開発のための新たな標的となり得ると考えられた。
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Regulation of insulin secretion by phospholipase C-related catalytically inactive protein
○浅野　智志1、兼松　隆1（1広大　院医歯薬保　細胞分子薬理）





糖尿病と歯周疾患は密接に関連している。インスリン分泌能を回復させる治療法の開発は、患者さんのQOLを向上させるために急務な課題である。我々は、phospholipase C-related catalytically inactive protein（PRIP）ノックアウトマウスにおいて、血漿のインスリン含量が増加すること、また、PRIPはGABAA receptor-associated protein（GABARAP）と相互作用し、GABAA受容体の形質膜への発現を調節している事を報告した。そこで、我々は、PRIPノックアウトマウス膵島細胞を用いて、グルコース刺激時のインスリン分泌におけるPRIPの関与を確認したところ、第2相のインスリン開口分泌が亢進することが分かった。さらに、mouse insulinoma細胞（MIN6）のPRIPをノックダウンして解析を進めたところ、インスリン含有顆粒の移動性が亢進し、顆粒とGABARAPやKIF5（顆粒輸送に関与するモータータンパク質）との共局在性が増強された。これらの表現型は、PRIPとGABARAPの結合を阻害するペプチドをMIN6に発現させた場合においても確認できた。以上より、PRIPが、GABARAPが仲介するインスリン顆粒輸送を抑制的に調節し、インスリン開口分泌機構を制御していることが明らかとなった。
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発育期における塩分制限が顎骨・歯の形成に及ぼす影響
○乾　千珠子1、上田　甲寅1、中塚　美智子1、隈部　俊二1、安　春英1、松田　哲史1、岩井　康智1（1大歯大　口腔解剖）





食生活の急激な変化によって短期間で顎骨や歯の形態は変化するという。顎骨や歯の形成においては、脂質やタンパク質の不足による影響を受けることが報告されている。発育・成長には脂質やタンパク質だけではなく、補酵素となるミネラルも必須である。本研究では、細胞の浸透圧調節、筋収縮などに働き、生命保持に欠かせないミネラルの一つである食塩について、顎骨や歯の形成における塩分の栄養学的な意義を明らかにすることを目的とし、発育期の塩分制限食の摂取が顎骨や歯の形態に及ぼす影響について検討した。実験にはSDラットを用いた。胎生期から出生後2ヶ月後までの間、通常飼料（通常食群）または塩分制限飼料（減塩食群）で飼養された仔ラットの1)下顎骨および下顎頭、臼歯歯冠長など諸径の計測、2)下顎頭のCT撮像、3)下顎頭における細胞形態の観察を行い、比較検討を行った。その結果、1)減塩食群の下顎骨のオトガイ近心部から下顎頭遠心突出部までの長さ、下顎頸と下顎頭を合わせた長さおよび臼歯近遠心径が通常食群と比較して短かった。2)CT画像所見では、減塩食群の骨髄腔の面積が通常食群と比較して大きかった。3)通常食群と比較して減塩食群の下顎頭の肥大軟骨細胞層が厚く、骨への石灰化の遅延の可能性がみられた。以上の結果から、下顎骨、下顎頭および臼歯の形成に塩分が重要な働きを担っている可能性が示唆された。
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一口量とBMIとの関係
○塩澤　光一1、奥村　敏1（1鶴見大　歯　生理）





【目的】近年、肥満傾向は早食いなどの食習慣と密接に関わっていることが示されているが、ヒトの摂食行動のいったい何が肥満と直接関わっているかについては不明な点が多い。そこで本研究は、健康な成人被験者の食品摂取量および咀嚼行動と肥満度との関係について調べた。【方法】37名の成人被験者（男性20名、女性17名、平均23.6歳）に、プリッツ、魚肉ソーセージおよびロールパンをそれぞれ自由に摂取させた後、最終嚥下まで咀嚼させた。各自の一口量は摂取前後の食品の重量および長さを測定して求めた。また咀嚼回数カウンターで最終嚥下までの咀嚼回数を計測した。被験者の咀嚼能率はManlyらの篩分法およびグルコセンサーによるグルコース値で求めた。被験者の肥満度はbody mass index（BMI)で見積もった。【結果および考察】　被験者の咀嚼能率とBMIとは有意な相関を示さなかった。プリッツの一口量とBMIは有意な相関を示さなかったが、ソーセージ一口量およびパン一口量とBMIはどちらも有意な正の相関を示した。一方、ソーセージ咀嚼回数およびパン咀嚼回数とBMIではどちらも有意な相関を示さなかった。以上の結果から、自由に噛み取らせた場合、長さよりも量が大きく一口量に関わるソーセージやパンなどの食品咀嚼では、一口量と肥満度とは高い相関を示すが、咀嚼回数は肥満度と直接関わっていないことが示された。
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Molecular characterization of PRIP as an adaptor protein of Akt
○杉山　悟郎1、竹内　弘2、長野　公喜1、大谷　崇仁1、平田　雅人1（1九大　院歯　口腔細胞工、2九歯大　院歯　口腔応用薬理）





PLC-related but catalytically inactive protein（PRIP）is a protein with a domain organization similar to PLC-δ1. We have reported that PRIP interacts with protein phosphatases, PP1 and PP2A, depending on the phosphorylation level of PRIP. We also found that Akt was precipitated along with PRIP from neuronal cells. In this study, we investigated the interaction between PRIP and Akt to mapping the binding site and examine the phospho-regulation. Co-immunoprecipitation assay revealed that both Akt and PP2A were co-precipitated along with PRIP, and the precipitation was up-regulated when the cells were stimulated with insulin. GST-pull down experiments using recombinant GST-Akt and his-tagged PRIP or the deletion mutant of PRIP（74-298）showed the direct binding of Akt to 74-298 residues in RPIP. Pretreatment of PRIP with Akt in the presence of ATP increased this interaction. Akt phosphorylated PRIP, and analyses using PRIP mutants revealed that Ser-96 was important for regulating the interaction with Akt. These results indicate that PRIP modulates Akt signaling by the regulation of complex formation between Akt and protein phosphatases.
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ホスホイノシチド代謝と連繋したTRPC3,C6,C7チャネルにおける自律的制御機構の解明
○今井　裕子1、吉本　尚平1,2（1九大　病院　全身管理歯科、2九大　院歯　口腔細胞工）





ホスホイノシチド(PIPs)は、種々のイオンチャネルの重要な制御因子であることが知られている。我々は、受容体作動型の非選択的陽イオンチャネルであるTRPC3,C6,C7チャネルに着目し、PIPsの役割について検討した。これらのチャネルの活性化には、PI(4,5)P2の代謝産物であるジアシルグリセロールが必須であるがPIPsの変動そのものにも影響を受けると言われている。そこで、これらのチャネル群に対するPIPs動態による影響を測るツールとして、電位作動性PIPs脱リン酸化酵素Voltage-Sensing Phosphatase(VSP)を用い検討した。HEK293細胞にTRPC6とVSPを共発現させVSPを活性化させると、TRPC6電流の一過的抑制が記録され、この抑制にはPI(4,5)P2の急速な脱リン酸化が深く関与していることを見出した。TRPC3,C7においても同様の抑制を示したが、その強度や回復時間はTRPC7＞TRPC6＞TRPC3の順であった。更に、ムスカリン受容体を過剰発現させ検討した結果、同じ順にTRPC電流が速く不活性化(減衰)すると同時に、VSPによる一過的抑制の程度も減弱した。以上より、PI(4,5)P2はTRPC3,C6,C7チャネルにおいて活性化・不活性化の双方に作用し、チャネルサブタイプ別に異なる親和性による電流の自律的制御を行っていることが示唆された。
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マウス顔面皮膚の急性炎症疼痛発症に対する三叉神経脊髄路核尾側亜核ニューロンAMPA受容体サブユニトGluR2およびGluR3 traffickingの関与
○坪井　美行1、岩田　幸一1（1日大　歯　生理）





【目的】三叉神経脊髄路核尾側核（Vc）ニューロンに発現するAMPA受容体サブユニットGluR2とGluR3の traffickingのマウス顔面へのホルマリン注射によりに引き起こされる急性炎症性疼痛に対しての関与を明らかにすることを目的とした。【方法】それぞれのサブユニットのtraffickingに関与するタンパク質（PICK1とGRIP1/2）との結合を遺伝子操作（C末端へのKnock-in）により阻害したマウス（デルタ7 KIマウス）と野生型マウスの顔面皮膚に4％のホルマリンを10 μl注入し、顔面皮膚の急性炎症モデルマウスを作製した。侵害性行動として顔面皮膚の引っ掻き時間を計測した。ウレタン（1.5 g/kg、腹腔内注射）で麻酔したマウスの顔面皮膚へ機械および温度刺激を与えた後、pERKおよびFos蛋白陽性ニューロンの分布を、Vcを含む延髄と上部頸髄において検索した。また、Vcから侵害受容ニューロン活動を記録し、ホルマリン注射前後でのスパイク頻度の変化を解析した。【結果】野生型マウスに比べ、両サブユニットのデルタ7 KIマウスともに、引っ掻き行動時間の短縮、late phaseにおけるFosタンパク陽性細胞の発現の減少、WDRニューロンの放電頻度の低下が認められた。【結論】GluR2およびGluR3のtraffickingはホルマリン注射後のlate phaseにおける異常感覚発症に重要な役割を担っている可能性が示された。
























P2-111





IL-4による一酸化窒素合成酵素遺伝子NOS2の発現抑制機構
○廣井　美紀1、山口　花1、大森　喜弘1（1明海大　歯　口腔生物再生医工　微生物）





【目的】IFNγとLPSは、マクロファージ(MΦ)の炎症性遺伝子の発現を相乗的に増強しM1 MΦへ分化誘導する。一方、IL-4は抗炎症性M2 MΦの誘導だけでなく、M1 MΦの遺伝子発現を抑制することが知られている。今回我々はIL-4によるM1 MΦの炎症性遺伝子の発現抑制機構について、NOS2を標的遺伝子として解析を行なった。【結果】マウスマクロファージ様細胞株RAW264.7をIL-4で前処理後、IFNγとLPSで所定の時間刺激した。NOS2遺伝子、タンパク質発現を検討した結果、IFNγ、LPSの共刺激によりNOS2の発現は相乗的に増強したが、IL-4の前処理によりその発現は抑制された。このIL-4による発現抑制は、IL-4により誘導される転写因子STAT6のノックダウンにより消失した。NOS2遺伝子プロモータ―上のIFNγ、LPSによる制御領域をルシフェラーゼアッセイにより検討した結果、-62～-44領域に存在するOCT-1結合配列が必要であった。【考察】IFNγ、LPSの共刺激によるM1 MΦ のNOS2遺伝子の発現にOCT-1が関与していること、またこのIL-4による発現抑制にSTAT6が関与していることが明らかとなった。さらにNOS2プロモーター上にはSTAT6結合配列がないことから、この抑制機構にSTAT6がNOS2転写活性に必要なコアクチベーターを競合している可能性が示唆された。
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IL-1βで刺激した歯肉線維芽細胞、歯根膜線維芽細胞に対する立効散の抗炎症効果の検討
○堀江　憲夫1,4、加藤　崇雄1、日野　峻輔1、長尾　隆英2、安達　一典2、金子　忠良3,4、下山　哲夫1、草間　薫4、坂上　宏2（1埼医大　医セ　歯口外、2明海大　歯　薬理、3日大　歯　口外、4明海大　歯　病理）





【目的】立効散は幅広く口腔内疼痛に用いられる漢方薬で、口内炎の治療にも用いられる。われわれは今までに立効散の鎮痛効果につて、マウスRaw264.7細胞を用いたアラキドン酸カスケードに対する検討、マウスの仮性疼痛反応による検討を行ってきた。また培養歯肉線維芽細胞および歯根膜線維芽細胞を用い、種々の生薬の抗炎症効果を報告してきた。今回これら細胞を用い立効散の抗炎症効果を検討した。【方法】歯肉線維芽細胞および歯根膜線維芽細胞を培養後、無刺激あるいはIL-1β刺激（1 ng/mL）で立効散（0 mg/mLから4 mg/mL）を添加し、24 h後に生細胞数（MTT法）を算定し、産生された培養液中のPGE2濃度（EIA法）を測定した。【結果・考察】未刺激では立効散は歯肉線維芽細胞および歯根膜線維芽細胞のPGE2産生を促進しなかった。IL-1β刺激では立効散は歯肉線維芽細胞および歯根膜線維芽細胞のPGE2産生を抑制した。しかし両細胞の抑制の態度には差が認められた。現在炎症性サイトカインであるIL-8産生に対する立効散の影響を検討中である。
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抗原塗布後における舌下粘膜樹状細胞の特徴
○張　晨陽1、大野　建州1、東　みゆき1（1東医歯大　院医歯　分子免疫）





Though sublingual mucosa（Slm）is utilized as the site for sublingual immunotherapy（SLIT）that induces tolerance against allergens, the involvement of oral mucosal DCs（OMDCs）in tolerance mechanisms has not been elucidated. Here we compared the distribution and dynamics of OMDCs between Slm and buccal mucosa（Bm）after topical antigen painting. Based on histological examination of CD207 and MHC class II expression, we evaluated three types of DCs; a)CD207+（MHCII+）epithelial LCs, b)MHCII+ submucosal（sm）DCs c)CD207+smDCs. Although distribution of OMDCs was clearly less in the Slm, MHCII+ smDCs markedly increased at 6 h after FITC painting, suggesting new recruitment of monocyte-derived DCs. At 24 h, most DCs in Slm disappeared, whereas substantial DCs still existed in Bm. OVA painting onto Slm showed similar but less and slower responses. Repeated antigen painting onto Slm induced a rapid exhaustion of resident OMDCs and recruitment of CD11b+DC/Mφ. In a cedar pollen-induced pollinosis model, SLIT also induced disappearance of resident DCs and appearance of CD11b+DC/Mφ. Our results suggest that the unique dynamics of sublingual DCs may contribute to tolerance induction of SLIT.
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前癌病変における腫瘍関連マクロファージの局在とその分化誘導機構の解析
○森　一将1、廣井　美紀2、嶋田　淳1、大森　喜弘2（1明海大　歯　病態診断治療　口腔顎顔面外科1、2明海大　歯　口腔生物再生医工　微生物）





【緒言】近年、マクロファージ（MΦ）はその機能的役割の違いから免疫系を活性化し抗腫瘍活性を有するM1 MΦ、および免疫系を抑制し癌の浸潤・増殖に関与するM2 MΦに大別されている。これまでに、口腔扁平上皮癌におけるMΦの局在を検討した結果、口腔癌局所ではCD163+ M2 MΦが存在するという知見を得た。そこで今回我々は、前癌病変におけるMΦの局在とその分化誘導機構について検討を行なった。【方法】口腔白板症および病理組織学的に正常粘膜を検体とし、各種抗体（M2 MΦ: CD163, M1 MΦ: CD80, Th細胞：CD4, Tc細胞：CD8, Th1細胞：CXCR3, Th2細胞：CCR4)を用いた免疫組織学的解析を行った（明海大歯学部倫理委員会承認番号　A0920号）【結果】1）CD163+MΦの浸潤と上皮性異形成との間に相関関係が認められた。2）白板症においてCXCR3+細胞（Th1)の浸潤が認められたがCCR4+細胞（Th2)は認められなかった。3）上皮下におけるIFNγ誘導性遺伝子であるSTAT1の陽性細胞数とCD163+細胞との間に相関関係が認められた。4）上皮内に浸潤しているCD163+MΦは、STAT1と共局在していた。【考察】従来CD163は抗炎症性M2 MΦのマーカーとして用いられてきたが、前癌病変部に存在しているCD163+MΦはM1 MΦ の表現型を示す可能性が示唆された。














P2-115





カラゲニン誘発局所炎症反応に対するデクスメデトミジンの抑制作用
○助川　信太郎1、長塚　仁2、宮脇　卓也1（1岡大　院医歯薬　歯科麻酔、2岡大　院医歯薬　口腔病理）





α2アドレナリン受容体の選択的アゴニストであるデクスメデトミジン（Dex）は、麻酔臨床では静脈内投与で鎮静薬として使用されている。近年、局所麻酔薬へのDexの添加によって局所麻酔作用が増強することが示され、局所投与の有用性が示唆されている。さらに、Dexにはin vitro研究で抗炎症作用があることが報告されている。そこで今回われわれは、Dexを局所投与することによる抗炎症作用について検討を行った。【方法】5％カラゲニンをラットの後肢足蹠に皮下注射することによって局所炎症反応を誘発した。炎症反応の評価として、注射後の後肢足蹠の浮腫、炎症細胞の浸潤、TNF-αおよびCOX-2の産生レベルを評価した。Dexはカラゲニンと混合し、カラゲニンによる炎症反応への影響を評価した。また、α1アドレナリン受容体作動薬であるフェニレフリンの炎症反応への影響、およびα2アドレナリン受容体拮抗薬であるヨヒンビンの拮抗作用についても検討を行った。【結果】カラゲニン注射後4および6時間に後肢足蹠の浮腫、炎症細胞浸潤、TNF-αおよびCOX-2の産生の増加がみられた。Dexはカラゲニンによる炎症反応を抑制したが、フェニレフリンは抑制しなかった。ヨヒンビンはDexの作用を拮抗した。【結論】Dexの局所投与はα2アドレナリン受容体を介して局所の炎症反応を抑制することが明らかになった。
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マウス扁平上皮癌細胞におけるIFNγ耐性機構
○山口　花1、廣井　美紀1、大森　喜弘1（1明海大　歯　微生物）





【目的】インターフェロン(IFN)は抗腫瘍作用を有するサイトカインであるが、腫瘍細胞の中にはIFN に耐性を示すものもあり、IFN の臨床応用を阻む一つの障壁となっている。我々はこれまでヒト口腔扁平上皮癌細胞におけるIFNγ耐性のメカニズムについて検討を行ってきた。今回マウス腫瘍細胞株でIFNγ耐性を示す細胞株を探索したところ、細胞増殖抑制作用に耐性を示すSCCVII細胞を見出したのでその分子機構について検討した。【結果】IFNγに感受性を示すメラノーマ細胞株B16F1を対照として、IFNγの細胞増殖抑制作用を検討したところ、SCCVIIではIFNγの増殖抑制効果は認められなかった。IFNγによって活性化される転写因子STAT1のチロシン、セリンのリン酸化、IFNγ誘導性遺伝子（STAT1, CXCL9, CXCL10, CXCL11)の発現は両細胞で認められた。一方、細胞周期制御因子cyclinA2, cycinD1, CDK1のIFNγによる発現抑制作用は、SCCVIIでは認められなかった。【考察】SCCVIIにおけるIFNγの耐性機構は、Jak/STAT 経路に異常が認められるものではなく、その下流の細胞周期制御因子の制御に異常があることが示唆された。この限定的なIFNγ耐性はヒト口腔扁平上皮癌細胞でも認められており、そのin vivoにおける生物学的な意義の解明に本細胞は有用であることが示唆された。
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ユージノールの口腔内細胞による炎症性サイトカイン産生に及ぼす影響
○高　泰浩1、齊藤　嘉大2、村上　幸生1、片山　直1,3、坂上　宏2（1明海大　歯　口腔診断、2明海大　歯　薬理、3明海大　歯　保存修復）





【目的】我々は、ユージノールがヒト口腔正常細胞および腫瘍細胞に同等の細胞傷害性を示すことを報告した。今回、IL-1β刺激後の口腔正常細胞によるIL-8の産生に及ぼすユージノールの効果を検討した。【方法】生細胞数は、トリプシン剥離後、血算板を用いて算定した。培養液中のIL-8はELISA法により測定した。【結果】IL-1β刺激により歯肉線維芽細胞(HGF)、歯根膜線維芽細胞(HPLF)は、多量のIL8を産生し(約200-300 ng/ml)、以下、歯髄細胞(HPC)（約40-50 ng/ml)、皮膚ケラチノサイト(HaCat)、口腔扁平上皮癌細胞(HSC-2, HSC-4)（15 ng/ml以下)の順に産生が低下した。IL-8の産生は成長因子に依存し、培養液からウシ胎仔血清(FBS)を除去するとIL-8産生は約90％低下した。ユージノール(5-500 μM)は、HGF細胞のIL-8産生を促進したが、HPC細胞に対しては2相性の影響を示し、血清の有無をとわず、低い濃度(5 μM)では僅かな促進効果を、高い濃度(500 μM)では阻害効果を示した。ユージノールはLPS刺激のHGF、HPC細胞においても同様の影響を示した。【結論】ユージノールの抗炎症効果は、HPC細胞でのみ観察された。ユージノールの狭い治療域は、歯科での投与量の慎重な検討の重要性を示唆している。
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Kaedeトランスジェニックマウスを利用した歯髄から所属リンパ節に遊走する樹状細胞の同定
○Bhingare Arundhati1、大野　建州1、張　晨陽1、東　みゆき1（1東医歯大　院医歯　分子免疫）





Bacterial products diffuse via the dentinal tubule toward the pulp and evoke immune responses. We have previously found that two types of dendritic cells（DCs）exist in murine dental pulp; CD11c+F4/80-and CD11c-F4/80+cells. After cusp trimming, these cells migrated to the treated side with enhanced expression of CD86. To identify migrating DCs from the dental pulp, we examined phenotypes of regional lymph node cells（rLNC）in comparison with intact LNC. Analysis of rLNC revealed significant increment of two specific subsets; Gr-1++CD11b++ F4/80+CD11chiLy6chi（Fr1-1）and Gr-1++CD11b++ F4/80dimCD11cmed Ly6clo（Fr1-2). In this study, to determine actual migrating DC from dental pulp, we used photoconvertible fluorescent protein “Kaede” transgenic mice. Kaede protein changes from green to red upon exposure to violet light. At 2 h after cusp trimming, we exposed the treated cusp to violet light and then analyzed rLNC. The photoconverted Kaede-red positive cells includes mainly CD11b+Gr-1- F4/80lo/+CD11chicells and partly Fr1-1. The use of Kaede transgenic mice allowed us to monitor a minor subset of cell migration. Non-member collaborator; Michio Tomura, Kyoto University
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ストレス環境下における消化器粘膜でのmouse β-defensin-3の発現
○川嶋　理恵1、清水　智子2、山本　裕子2、松木　千紗2、林　隆司2、東　雅啓2、近藤　裕介2,3、猿田　樹里2、槻木　恵一2（1自医大　院医　口外、2神歯大　院　環境病理、3東海大　医　病理診断）





【目的】心理的、身体的ストレスは消化器粘膜に悪影響を及ぼすことが知られている。本研究では、ストレス下における糖尿病モデルマウスの消化器粘膜でのmouse β-defensin3(mBD-3)の発現を明らかにした。【方法】2型糖尿病モデルマウスであるNSY/Hosマウスを用いて、拘束ストレス負荷群(S+群；n＝4)と、ストレスを負荷しない群(S-群；n＝4)に分けた。各群において、歯肉、食道、胃でのmBD-3の発現量をReal-time PCR、免疫染色、in situ hybridizationを用いて調べた。また、NSY/Hosマウスに糖質コルチコイドとしてデキサメタゾンを全身投与(n＝4)し、食道におけるmBD-3の遺伝子発現を調べた。【結果】上部消化管粘膜でのmBD-3の遺伝子発現量は、食道、歯肉、胃の順であった。食道においては、ストレス負荷によりmBD-3の遺伝子発現が有意に低下し(P＜0.05)、タンパク発現についても同様の結果が得られた。マウスへのデキサメタゾンの全身投与によって、食道のmBD-3が有意に低下した(P＜0.05)。【結論】ストレス負荷により食道におけるmBD-3の発現が低下することから、ストレスマネジメントにより消化器粘膜での抗菌ペプチドによる粘膜防御能が維持される可能性が示唆された。
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ラット炎症惹起歯髄におけるプロスタグランジンE産生酵素の発現にあたえる酸化亜鉛ユージノール練和物の影響
○深田　哲也1、戸円　智幸1、橋本　修一1（1日歯大　生命歯　共同利用研究セ　アイソトープ研究施設）





【緒言】プロスタグランジン（PGE2）は脂質メディエーターであり炎症の増悪や寛解に関与している。これまで我々はラット歯髄炎症モデルにおいて PG 合成酵素である COX-2のみならず、膜結合型 PGE 合成酵素（mPGES-1）の発現が亢進すること、これに対し酸化亜鉛ユージノール練和物（ZOE）中のユージノールが両酵素の発現と活性を調節しPGE2産生を低下させることを報告してきた。今回、我々はラット歯髄炎症モデルを用い両酵素の発現状態を組織学的に検討した。【方法】7週齢雄性 Wistar 系ラットの下顎切歯に麻酔下で深さ5 mmの窩洞を形成し、窩洞形成部を ZOE または酸化亜鉛 - 水練和物（ZOW；炎症惹起歯髄）で仮封した。仮封の翌日、下顎切歯を摘出し、通法に従い薄切切片を作成した。切片は特異抗体を用いて染色した。【結果・考察】未処置歯髄ではCOX-2および mPGES-1の発現を検出されなかったが、ZOW 填塞歯髄では窩洞部位近傍に強く発現を認めた。これに対して、ZOE 填塞歯髄では両酵素の発現は歯髄全体に認められたものの、填塞部位付近での発現量は低く抑えられていた。一方、両群いずれの歯髄においても mPGES-1の発現とマクロファージとの局在が一致する部分が認められた。これらのことより ZOE 填塞により COX-2, mPGES-1の発現パターンが変化する細胞の一つがマクロファージである可能性が強く示唆された。














P2-121





Effects of Rac1 on the production of MMP-3 by TNF-α
○小正　玲子1、合田　征司2、吉川　一志1、池尾　隆2、山本　一世1（1大歯大　保存、2大歯大　生化）





【目的】歯髄組織ではTNF-αなどの炎症性サイトカインが産生され歯髄炎が惹起される。また、刺激を受けた歯髄組織では細胞外マトリックス分解酵素であるMMPsが産生される。そこで、TNF-α刺激によるMMP-3産生に対するsmall G proteinの関与について検討した。【方法】本研究に参加同意を得た患者の抜去歯（大歯医倫110751号）より歯髄組織を採取・培養し、3～10世代目をヒト歯髄由来線維芽細胞として本研究に使用した。ヒト歯髄由来線維芽細胞を5.0×105 cells/wellになるよう播種し、24時間培養後、TNF-αを各種各条件下で加え、刺激終了後、上清中のMMPsの産生をWestern Blotting、Gelatin Zymographyにて検討した。次に、Rac1 Inhibitorを各種各条件下で加え、上清中のMMPsの産生を検討した。ヒト歯髄由来線維芽細胞を5.0×105 cells/wellになるよう播種し、TNF-α100 ng/mlを0、0.5、1、3、5、10分のタイムコースで加え、Rac1のリン酸化について検討した。【結果】ヒト歯髄由来線維芽細胞へのTNF-α刺激は、MMP-3の産生を濃度依存的に増強したが、MMP-2の産生には影響しなかった。TNF-α刺激時のRac1 Inhibitorは、MMP-3の産生を濃度依存的に減弱した。MMP-2の産生に変化は認められなかった。TNF-α刺激によるRac1のリン酸化は経時的に変化した。【結論】以上のことより、ヒト歯髄由来線維芽細胞ではTNF-α刺激によるMMP-3産生にsmall G proteinのRac1が関与していることが示唆された。
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新規アディポカインapelinによる炎症応答に対する影響
○小原　成将1、秋房　住郎3、臼井　通彦1、笠井　宏記1、沖永　敏則2、有吉　渉2、西原　達次2（1九歯大　歯　歯周、2九歯大　歯　感染分子生物、3九歯大　口保　口腔保健管理）





【目的】成熟した脂肪組織が分泌する様々な生理活性物質はアディポカインと総称され、肥満自体が軽度炎症状態であるとするmetaflammationを説明する主要な因子とされている。一方、アディポカインの中にはアディポネクチンのように炎症反応を抑制する効果を持つものも報告されており、アディポカインの免疫機能に関する機能は不明な点が多い。今回我々は、新規アディポカインであるapelinが免疫機能において果たす役割を解明するために、マクロファージ及び内皮細胞への各種刺激に対する炎症応答にapelinが与える影響を検討した。【方法】マウスマクロファージ様細胞株J774.1細胞、マウス血管内皮細胞株UV♀2細胞を用い、apelin受容体であるAPJの発現をwestern blotにて観察した。次にJ774.1細胞を[Pyr1]-apelin-13（0.1-10 μM)で16時間前培養した後、大腸菌由来LPS 100 ng/ml刺激によるIL-1β、IL-6、UV♀2細胞にはTNF-α 1 ng/ml刺激によるI-CAM1の遺伝子発現をリアルタイムRT-PCRにて測定した。【結果と考察】J774.1細胞ではLPS刺激が誘導するIL-1β、IL-6の遺伝子発現を、UV♀2細胞ではTNF-α刺激が誘導するI-CAM遺伝子発現がそれぞれ抑制された。これらのことから、apelinは炎症局所において多角的に炎症応答を抑制している可能性が示唆された。
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シグナル伝達分子MyD88は顎下腺におけるB-1細胞浸潤の制御と唾液中の抗体産生の調節に関与する
○引頭　毅1、滝川　俊也2、柴田　健一郎3（1朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物、2朝日大　歯　口腔構造機能発育　口腔解剖、3北大　院歯　口腔病態　口腔分子微生物）





MyD88は自然免疫系の調節に寄与する重要な細胞内シグナル伝達分子であり、Toll様受容体やIL-1受容体の下流において様々な免疫応答の開始と制御を行っている。そのような背景から、MyD88は口腔領域の免疫応答にも関与すると考えられるが、その具体的な役割は明確でない。本研究ではMyd88遺伝子を欠損したマウスを利用し、唾液中の抗体レベルや唾液腺における抗体産生と関連する免疫応答におけるMyD88の役割を調査した。MyD88欠損マウスではコントロールマウスと比較して唾液中のIgAとIgG1のベースレベルが上昇しているのに対し、IgMとIgG3のレベルは減少していた。顎下腺から抽出した全RNAのマイクロアレイ解析により、MyD88欠損マウスでは、Cd19、Ms4a1、Igh-VJ558やIgjなどのB細胞関連遺伝子群の発現の上昇が認められた。組織学的解析では、顎下腺の集合導管の周囲にリンパ球浸潤が認められた。顎下腺から分離した細胞のFACS解析により、MyD88欠損マウスではB220+細胞が増加しており、CD5+CD23-またはCD5-CD23-であることから、B-1系統のB細胞であることが分かった。マイクロアレイ解析ではGlycamやCxcl13の発現が上昇していたため、これらが唾液腺におけるB細胞の浸潤を誘導する可能性が示唆された。以上より、唾液腺におけるB-1細胞の浸潤の制御や唾液中の抗体産生の調節にMyD88が関与していることが示唆された。
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エナメル上皮腫および角化嚢胞性歯原性腫瘍に関する研究
○宮崎　裕司1、井上　ハルミ1、菊池　建太郎1、草間　薫1（1明海大　歯　病理）





エナメル上皮腫（AM）や角化嚢胞性歯原性腫瘍（KCOT）は、局所侵襲性を示す良性歯原性腫瘍である。これらの良性腫瘍における局所侵襲メカニズムの一端としてタンパク質分解酵素であるMMP-1、-2、-9の関与がこれまでに示唆されているが、悪性腫瘍の浸潤メカニズムに比して未知な点が多い。これを明らかにすることを本研究の目的とし、その一環としてDNAメチル化による遺伝子発現制御を探ることにした。また、局所侵襲は腫瘍細胞の異常増殖も一因ではないかと考え、MMPやintegrinの発現制御にも関与しているとの報告が散見される上皮成長因子受容体erbBの関与も探ることとした。エピジェネティックな発現制御が行われている可能性を探るためにメチル化シトシン（5-mC）に対する免疫染色を行ったところ、AMでは強陽性反応がみられたのに対し、KCOTでは強弱の反応性が混在する傾向がみられた。次いでerbBに対する免疫染色を行った結果、AM、KCOTのいずれでもerbB2の強陽性反応が認められ、またKCOTではerbB3の弱陽性反応も認められた。これらの結果より、AMとKCOTはともに局所侵襲性を有するがそのメカニズムは異なっており、AMでは細胞周期制御因子が高メチル化を受けて不活化されている可能性、KCOTではerbB3が脱メチル化を受けている可能性が示唆された。
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口腔顎顔面領域の悪性リンパ腫におけるBAFF-Rの発現についての免疫組織化学的研究
○岡田　康男1（1日歯大　新潟生命歯　病理）





B-cellの悪性化にはB-cell activating factor of the tumor necrosis factor family（BAFF)が関係していると報告されている。BAFFには、B-cell maturation antigen（BCMA), transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor（TACI)およびBAFF-receptor（BAFF-R)の3つのreceptorがあり、BAFF-RだけがBAFFのみに結合する。しかし、BAFF-Rの免疫組織化学染色結果の報告例は少ない。そこで、口腔顎顔面領域の悪性リンパ腫症例についてBAFF-Rの免疫組織化学染色を行い、併せてCD5染色結果と比較検討した。

対象は当教室にファイルされている31例で、diffuse large B-cell lymphoma（DLBCL）20例、follicular lymphoma（FL）5例、plasma cell myeloma（PCM）1例、extraosseous plasmacytoma（EOP） 1例、B lymphoblastic lymphoma（B-LBL）1例、Hodgkin lymphoma 3例である。

BAFF-Rは、31例中11例に発現を認めた。DLBCLでは20例中6例にBAFF-Rの発現を認め、そのうちGCB typeが1例、non-GCB typeが5例であった。FLの5例ではGrade IIの2例、Grade IIIAの3例はすべてにBAFF-Rの発現を認めた。CD5はDLBCLの3例に発現がみられ、それはnon-GCB typeのBAFF-R(+)DLBCLであった。

以上より、BAFF-Rは初期段階のB-cell lymphomaであるDLBCLの一部やFLの一部に発現し、tumor cellの増殖に関与している事が示唆された。
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ヒト口腔がん細胞株のside population細胞における遺伝子発現プロファイル
○野崎　中成1、西五辻　理江2、大浦　清1（1大歯大　薬理、2大歯大　院　薬理）





【目的】口腔由来のがんにおけるがん幹細胞存在の有無とその性状を調べるため、side population（SP）とmain population（MP）細胞を分離し、遺伝子発現の比較を網羅的に行った。【方法】ヒト口腔がん細胞株SCC-4を用いた。がん幹細胞は抗がん剤耐性が亢進しているため、Hoechestの排泄とその阻害剤Reserpineを指標に、フローサイトメーターでSP細胞を同定、ソーティングにより分離した。SP細胞とMP細胞から総RNAを調製し、GeneChip®Human Gene 2.0 ST Array（Affymetrix）を用いて、網羅的発現解析を行った。【結果】SP細胞は、全体の約1.48％存在した。遺伝子発現プロファイル解析により、MP細胞を基準にして、SP細胞で発現が10％以上高かったものは、抗がん剤排泄に関わるABCトランスポーターABCG2/BCRP、ABCC2/MRP2、乳がん、大腸がん、膵臓がんなどのがん幹細胞マーカーCXCR4、CD44、PROM1/CD133、細胞の自己複製能に関わるサイトカインIL8を含む15.8％であった。発現が10％以上低かったものは、抗がん剤取り込みに関わるヌクレオシドトランスポーターSLC29A1/ENT1を含む16.6％であった。【考察】がん幹細胞では薬物排泄能が亢進し、抗がん剤耐性を示すという特徴がある。口腔由来のがんに、薬物排泄能が亢進している細胞が存在した。その細胞では、がん幹細胞の特徴を示す遺伝子発現が認められ、がん幹細胞の存在が示唆された。
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Pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1（HPIP）は口腔扁平上皮癌の浸潤を制御する
○入江　太朗1、外薗　知恵1、安原　理佳1、田中　準一1、河野　葉子1、山本　剛1、美島　健二1（1昭大　歯　口腔病態診断　口腔病理）





Pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1（HPIP)は転写因子であり微小管のネットワークを介してエストロゲン受容体の機能を制御する。また、赤血球の分化や乳癌細胞の増殖に関与することが明らかにされている。われわれはLC/MS/MSにより口腔扁平上皮癌の質量分析を行ったところ初期浸潤癌においてHPIPが特徴的に検出されることを見出した。そのためさらに口腔扁平上皮癌におけるHPIPの発現とその機能的役割について検討を進めたので報告する。

【方法】正常粘膜上皮、異形成と扁平上皮癌を含む手術検体を用いて免疫組織化学的解析を行った。HPIP mRNAの発現量については凍結標本を用いたlaser microdissection法とreal-time PCR法により検討を行った。さらにSCC-9細胞を使用しHPIP siRNAを用いたinvasion assayを行った。

【結果】HPIPは正常粘膜上皮においてはほとんど発現しておらず、正常粘膜上皮に比べて異形成や浸潤癌において高かった。また浸潤癌においては小型化した胞巣にその陽性像が目立った。Invasion assayではHPIP siRNAにより癌細胞の浸潤が抑制された。

【考察】HPIPは浸潤様式や浸潤能に直接的に関与することが明らかになったことから、悪性度評価や治療の標的としての有用性が期待し得るものと考える。
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マウス口腔扁平上皮癌(Sq1979)の進展が脾細胞IFN-γ産生能に及ぼす影響
○東　康加1、神谷　真子2、稲垣　俊弘3、川木　晴美2、髙山　英次2、櫻井　学1、智原　栄一1、近藤　信夫2（1朝日大　歯　歯科麻酔、2朝日大　歯　口腔生化、3朝日大　歯　口腔外科）





【目的】口腔癌の悪性化には、患者の免疫応答能や癌組織を取り巻く微小環境の関与が指摘されているが、そのメカニズムは未だ十分に理解されていない。本研究では、口腔扁平上皮癌細胞(OSCC)株を同系統マウスに移植し、腫瘍の増殖に伴う免疫能の変化を検討した。【方法】C3Hマウス由来頬粘膜扁平上皮癌Sq1979(理研BRC)、あるいはサブクローンL-5(高増殖型)を同系統マウス(雄/6週齢)側腹皮下に移植し、腫瘍の増大を経時的に観察した。コントロール群には生理食塩水のみを投与した。一定期間観察した後、これらの担癌マウスから脾細胞を採取し、抗CD3抗体を用いて試験管内で刺激培養した。48時間後、上清を回収し、そのIFN-γをはじめとするサイトカインの産生能をELISA法にて測定した。【結果と考察】OSCC移植群は、どちらの群もコントロール群に比較して、脾細胞のIFN-γの産生能は低下しており、腫瘍体積と有意な逆相関が認められた。以上の結果より、口腔癌の増大に伴い宿主の抗腫瘍免疫が抑制されることが示唆された。さらに、現在移植腫瘍の形質と宿主脾細胞のサイトカイン産生能の関係について、IFN-γ以外のサイトカイン産生能も含め、検討している。
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エナメル上皮腫に発現するHSP27の免疫組織化学的検討
○中野　敬介1、久保　勝俊2、杉田　好彦2、前田　初彦2、長谷川　博雅1、川上　敏行1（1松歯大　院　硬組織疾患病態解析、2愛院大　歯　口腔病理）





【目的】エナメル上皮腫は歯原性上皮に起因する最も一般的な腫瘍の一つであるが、局所的に侵襲性があり再発の危険性も高く、口腔外科領域では極めて重要な腫瘍である。従って、腫瘍細胞の分化に関する知見の集約は治療の上からも重要な研究課題であると思われる。Heat Shock Proteins（HSPs）は様々な組織の細胞内に広く分布し、熱ストレスに対する細胞の防御のみならず、細胞の分化、増殖および機能維持に重要なタンパクであることが判明しており、近年では腫瘍細胞分化との関連も報告されている。しかし、エナメル上皮腫におけるHSPs発現に関しては不明な点が多い。【方法】本研究ではエナメル上皮腫におけるHSP27発現の免疫組織化学的観察を行い、エナメル上皮腫の組織型、部位による発現の違いを検討した。【結果と考察】濾胞型エナメル上皮腫の腫瘍胞巣では、胞巣中央部の扁平上皮化生を生じた腫瘍細胞、実質嚢胞辺縁部の腫瘍細胞に強い陽性反応がみられた。胞巣最外層の立方形、高円柱状細胞の多くは陰性であった。一方、叢状型エナメル上皮腫の腫瘍胞巣では、発現状態にばらつきがあるものの、ほぼ全ての腫瘍細胞が陽性を示していた。腫瘍間質では散在性に血管内皮細胞や線維芽細胞に陽性反応が認められた。これらの結果から、HSP27はエナメル上皮腫の腫瘍細胞に発現し、腫瘍細胞の化生や、腫瘍の組織型の違いに関与していると考えられた。
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WISP1/CCN4: 前立腺癌の増殖・骨転移に対する新規標的因子
○大野　充昭1,2、窪木　拓男1、Young Marian2（1岡大　院医歯薬　インプラント再生補綴、2アメリカ国立衛生研究所）





欧米において、前立腺癌は男性において最も高頻度に診断される癌であり、男性の癌死の原因の第2位に挙げられるが、未だ前立腺癌の増殖や骨転移の詳細なメカニズムは明らかでない。我々はCCN4遺伝子が前立腺癌の増殖・骨転移に関与していることを明らかにしたので報告する。初めに、ヒト前立線癌の組織切片を用い、CCN4の発現量を免疫組織化学的に評価した。その結果、Gleason分類が低いほどCCN4が高発現することが明らかとなった。また、前立腺癌患者の血清CCN4をELISA法を用い定量した。その結果、早期癌の患者の血清中からCCN4が多く検出された。以上の結果から、CCN4と前立腺癌の関与が予測される。そこで次にCCN4が前立腺癌の増殖・骨転移に及ぼす影響を明らかにするため、ヒト前立腺癌細胞にルシフェラーゼベクターを遺伝子導入したPC-3-Luc細胞（以下PC-3）をヌードマウスの背部皮下移植、もしくは心腔内投与した。腫瘍移植後、抗CCN4抗体を腹腔内投与し、その効果を調べた。その結果、抗CCN4抗体投与群では腫瘍の増殖および転移は有意に抑制された。さらにCCN4が細胞遊走に与える影響をBoyden chamber法にて検討した。その結果、CCN4はPC-3の細胞遊走を有意に促進した。一方、抗CCN4抗体にて前処理したPC-3は細胞遊走能が有意に低下した。以上の結果より、CCN4は前立腺癌の診断ツールになる可能性のみならず、抗CCN4抗体を用いた前立腺癌治療への応用の可能性が示唆された。
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エナメル上皮腫細胞のRANKLおよび細胞外Ca2+による奇異な形態変化および形質転換
○森田　浩光1、吉本　尚平1,2、中村　誠司3、平田　雅人2（1九大　病院　全身管理歯科、2九大　院歯　口腔細胞工、3九大　院歯　顎顔面腫瘍制御）





エナメル上皮腫は、顎骨内の骨を吸収し、ときに膨大な腫瘍を形成して機能的および審美的障害をもたらす。昨年我々は、充実型エナメル上皮腫由来の細胞株であるAM-1が、直接的骨吸収を引き起こし、細胞外Ca2+により破骨細胞様に細胞融合・多核化といった形態変化を引き起こすことを報告した。今回は、AM-1が細胞外Ca2+による破骨細胞様形態変化のみならず、RANKLにより、上皮間葉転換およびマクロファージ様転換といった奇異な形質変化が制御されていることを見出した。1 mM CaCl2を添加して培養したAM-1のlysateを用いてウエスタンブロットを行うと、RANKL、RANKおよびCathepsin Kの発現が検出された。さらに、破骨細胞の細胞融合に重要な役割を果たすDC-STAMPの発現も観察された。しかしながら、TRAP染色には陰性であった。次に、培養下にRANKL（50 ng/mL）を追加投与すると、上皮のマーカーであるkeratinおよびE-cadherinの発現とともに、悪性腫瘍の転移時にみられる上皮間葉転換の指標であるN-cadherinおよびvimentinの発現も観察された。破骨細胞（マクロファージ）様形態変化を伴うことから、マクロファージのマーカーであるCD68についても検討を行うと、RANKL投与下のみに発現が観察された。以上の結果から、AM-1は細胞外Ca2+およびRANKLにより、破骨細胞様および悪性腫瘍様に奇異な形態変化および形質転換を起こしながら骨溶解および増殖することが示唆された。
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口腔扁平上皮癌におけるソニックヘッジホッグの血管新生因子としての役割
○黒田　大雅1、栗尾　奈愛1、志茂　剛1、伊原木　聰一郎1、奥井　達雄1、堀切　優1、松本　憲一1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）





【緒言】ヘッジホッグシグナルは腫瘍増殖に関与することが報告されているが、口腔扁平上皮癌におけるその役割はまだ明らかとされていない。本研究では、口腔扁平上皮癌におけるソニックヘッジホッグ（SHH）の血管新生因子としての役割に関して検討を行ったので報告する。【方法】血管新生能の検討は、6週齢Wister Rat aorta ring assayを使用した。SHHのヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）に対する遺伝子発現は、クロンテック社cDNAアレイメンブレンを用い解析した。【結果】SHH、Gli-2高発現、低発現口腔扁平上皮癌細胞株共にcyclopamineによる細胞増殖能、遊走能に有意差は認められなかった。マウス背部皮下移植モデルにおいて、cyclopamine投与群はコントロール群と比較して有意に腫瘍増大とともにCD31陽性新生血管は抑制された。SHHはRat aorta ringの増殖・管腔形成を促進し、その効果はcyclopamineによって抑制された。cDNAアレイの結果、SHH添加によりHUVECにおける、血管新生因子（5）、増殖因子（9）、MMP群（3）に関わる遺伝子群が上昇することが明らかとなった。【結論】口腔癌細胞から産生されるSHHは、血管内皮細胞に作用して血管新生因子を誘導し、腫瘍増大を促進することが示唆された。
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2型糖尿病治療薬メトホルミン塩酸塩の口腔扁平上皮癌に対する腫瘍増殖抑制効果
○栗尾　奈愛1、志茂　剛1、黒田　大雅1、松本　憲一1、佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科）





【目的】一般に糖尿病患者では発癌率が高く、糖尿病治療薬、メトホルミン塩酸塩の内服患者では発癌率が有意に低いことが報告されている。近年メトホルミンの抗腫瘍効果が注目されており、その作用機序としてAMPKキナーゼの活性化によるmTORシグナルの抑制による抗腫瘍効果が報告されている。口腔癌では細胞増殖因子IGF-1とその下流のmTORの高発現が報告されており、本研究では口腔扁平上皮癌におけるメトホルミンの腫瘍増殖抑制効果に関して検討をおこなったので報告する。【方法】in vivo腫瘍モデルは、口腔扁平上皮癌細胞株HSC-2細胞をヌードマウス背部皮下へ移植し作製した。in vitroにおける解析はHSC-2細胞を用いMTTアッセイ、Tunnel アッセイを用いて検討した。タンパク発現は免疫染色、ウエスタンブロット法を用いた。【結果】口腔癌切除標本においてIGF-1, IGF-1R, mTORの高発現が認められた。IGF-1によりHSC-2細胞の細胞増殖が促進され、メトホルミン濃度依存的に抑制された。シグナル伝達ではIGF-1によりAMPKのリン酸化が抑制されたがメトホルミン投与郡では抑制効果を認めなかった。メトホルミン投与群でTunnel陽性細胞の増加を認め、腫瘍細胞のアポトーシスが示唆された。マウス腫瘍移植モデルにおいて、メトホルミン投与群では腫瘍増殖が有意に抑制された。【結論】メトホルミンは口腔扁平上皮癌における腫瘍増殖を抑制し、口腔癌の新たな治療戦略となりうることが示唆された。
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Significance of podoplanin expressing stromal fibroblasts in oral squamous cell carcinoma
○井上　ハルミ1、菊池　建太郎1、宮崎　裕司1、草間　薫1（1明海大　歯　病理）





Podoplanin is a mucin-type glycoprotein and a lymphatic endothelial marker. It is also well known that podoplanin expresses in various cancer cells including oral squamous cell carcinoma（OSCC). Apart from podoplanin expression in cancer cells, recent studies have suggested that podoplanin expression in stromal fibroblasts may predict poor prognosis in various cancers. In order to clarify the significance of podoplanin expressing fibroblasts in OSCC, we performed immunohistochemistry for podoplanin and SMA. Results showed that podoplanin positive stromal fibroblasts were detected in 73.9％ of OSCCs and in 82.8％ of those in metastatic lymph nodes. SMA immunoreactivity was observed in 56.5％ of OSCCs and in 82.8％ of the metastatic tissues. As a result of further examination, podoplanin positive fibroblasts were also positive for SMA in 74.5％ of OSCCs and in 95.8％ of those in the metastatic lymph nodes. In addition, the intensity of reactivity for SMA was enhanced as that of podoplanin positivity is stronger. In conclusion, these findings indicate that podoplanin expressing stromal fibroblasts are considered as myofibroblasts that may contribute to cancer progression of the oral cavity.
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ユージノール暴露後の口腔内細胞における代謝変動
○齊藤　嘉大1、高　泰浩2、村上　幸生2、田中　庄二2、片山　直2、坂上　宏1、杉本　昌弘3（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　口腔診断、3慶大　政策・メディア研究科）





【目的】ユージノールは、歯髄鎮静に使用されているが、その口腔細胞に対する傷害性のメカニズムに関する報告は少ない。我々は、前回、ユージノールが、アポトーシスを誘導せずに、ヒト口腔正常細胞および扁平上皮癌細胞に、同程度に細胞傷害活性を誘導することを報告した。今回、その細胞傷害活性の分子メカニズムを探る一環として、細胞内代謝産物の変動を追跡した。【方法】ヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-2と口腔正常細胞（歯肉線維芽細胞、歯髄細胞、歯根膜線維芽細胞）は、DMEM+10％FBS中で培養した。生細胞数は、トリプシン剥離後、血算板を用いて算定した。5％D-マンニトールで洗浄後、内部標準物質を含むメタノール液で、細胞内代謝産物を抽出し、メタボローム解析に供した。細胞内微細構造は、透過型電子顕微鏡で観察した。【結果と考察】ユージノールをHSC-2細胞に添加した場合、初期過程で、ATPの利用(AMP/ATP比)の減少、ポリアミン（プトレッシン）濃度の上昇、それに続き、酸化ストレスマーカー（酸化型グルタチオン、システイン－グルタミンジスルフィド、メチオニンスルホキシド）の上昇が観察された。ユージノールは、HSC-2細胞に非アポトーシスを誘導する可能性を示唆した。現在、口腔正常細胞につき、同様な解析を行っている。
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がん性疼痛緩和治療における血小板活性化因子(PAF)阻害薬の有用性
○本山　直世1、森田　克也2、北山　友也3、兼松　隆3、栗原　英見4、土肥　敏博5（1広大　院医歯薬保　健康増進歯学、2広島文化学園大　院看護　薬理、3広大　院医歯薬保　細胞分子薬理、4広大　院医歯薬保　歯周病態、5日薬大　薬物治療）





がん性疼痛は従来の鎮痛薬が奏功しないため、オピオイド類や、抗うつ薬、抗てんかん薬等鎮痛補助薬が用いられているが、それらの有効性、使用には限界があり、新しい治療法・治療薬の開発が待たれている。私達は、血小板活性化因子(PAF)阻害薬が原因の異なる各種難治性疼痛モデル動物で強力で長期間持続性の鎮痛作用を有することを報告してきた。本研究では、PAF阻害薬のがん性疼痛緩和作用について検討を加えた。

実験は、C3H/HeNマウスの大腿骨髄内にNCTC2472細胞を移植し、骨がんモデル(FBC)マウスを作製した。がん性疼痛はアロディニアスコア、アロディニア閾値、Guarding behavior（安静時に患肢を持ち上げる行動)、Limb-use abnormality（体動時に患肢を不自然に使う行動)で評価した。FBCマウスにおいてPAF阻害薬は長期間持続する鎮痛作用を示した。さらに脊髄PAF受容体ノックダウンにより同様の鎮痛作用を認めた。PAF阻害薬とモルヒネの併用はモルヒネの鎮痛作用を著しく増強した。この併用により、モルヒネの副作用（便秘）がもはや問題とならない程にモルヒネ投与量を軽減できた。

以上、PAF阻害薬はがん性疼痛を強力に抑制し、その機序に脊髄PAF受容体の特異的阻害が含まれること、PAF阻害薬とオピオイド類との併用はがん性疼痛の緩和治療に有益である可能性を示した。
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Zoledronateの細胞障害におけるミトコンドリアの変化について
○田島　雅道1、坂上　宏1（1明海大　歯　病態診断治療　薬理）





【目的】　骨転移癌の治療にzoledronate（ZD)を投与されている患者が、口腔外科的治療後に顎骨壊死を発症する機序は明らかでなく、有効な治療法も確立されていない。ZDによる細胞障害時に起こるミトコンドリアの変化について解析を行った。【方法】　マウス骨芽細胞様細胞MC3T3-E1に対するZDの反応性を調べた。細胞増殖活性測定はWST-8を用い、細胞内の極性変化をPOLARICにて観察した。ミトコンドリア膜電位をJC-1の蛍光変動で測定した。Caspase活性はCellEventで評価し、細胞内活性酸素種(ROS)生成はCM-H 2 DCFDAを用い、励起光反復照射によるROS生成を蛍光量から評価した。【結果】 MC3T3-E1に対するZDの細胞増殖阻害は濃度依存的で、アスコルビン酸とβ-グリセロリン酸添加でその細胞障害性は増強された。ZDはミトコンドリアの極性を変化させ、膜電位を上昇させた。細胞内ROS生成活は抑制されているが、アポトーシスを誘導した。【考察】　Zoledronateは細胞にアポトーシスを誘導するが、むしろミトコンドリア機能は抵抗性を示している可能性が示唆された。
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ヒト口腔癌細胞に傷害活性を有する新規イソキノリン誘導体類のデザイン（その3）
○石原　真理子1、山内　雅司2（1明海大　歯　口腔生物再生医工　基礎化学、2明海大　歯　社会健康科学　医療情報）





【目的】前回、イソキノリン類(TQ)の構造とヒト口腔扁平上皮癌細胞および白血病細胞の細胞傷害活性に有意な相関関係があることから、ヒト口腔癌細胞により高い活性を持つ新規イソキノリン化合物の分子設計に関して発表した。今回、更に新たな知見を得たので報告する。【方法】分子記述子はCONFLEXで最安定配座を決定後、MOPAC/PM5法で計算した。新規化合物の分子設計はACD/Structure Design Suite ソフトを用いた。【結果と考察】ACD/Structure Design Suiteを用いてイソキノリン骨格の2位に付いた置換基変換により想定された対象化合物は3984種類にのぼった。そこで実験結果から、TQ化合物のオクタノール－水分配係数（Log P）は2.2付近に活性があったので、Log P値2.0～2.3が予想される化合物に絞り込み（313種類）、更に合成のし易さを考慮して40種類の化合物を想定し、そのうちの30種類の分子記述子を得た（生成熱、水和の安定性、HOMOエネルギー、LUMOエネルギー、絶対ハードネス、絶対電気陰性度、反応指数、分子の表面積、体積等）。これらの分子記述子から細胞傷害活性が期待される新規化合物の検索を行っている。
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ホルマリン刺激に対するキトサンオリゴ糖の鎮痛作用
○寺澤　理恵1、小磯　和夫1、米原　典史1（1奥羽大　歯　歯科薬理）





【目的】天然多糖類の一種であるキチン・キトサンは創傷治癒促進作用や抗腫瘍作用など様々な薬理作用を有することが知られている。また、これらは毒性が低く、安全性が高い。今回は高分子多糖であるキトサンを加水分解し、水溶性としたキトサンオリゴ糖(CHS)を用いて、ホルマリン刺激に対するCHSの鎮痛作用を検討した。【方法】実験にはICR雄性マウスを用い、鎮痛試験はホルマリンテストを行った。マウスの後肢右足蹠に2.5％ホルマリンを皮下注射し、その注入足に対するlicking行動の時間を5分間ごとに30分間測定し、これを疼痛反応として評価した。実験薬物はホルマリン投与30分前に腹腔内(i.p.)または経口投与(p.o.)した。【結果と考察】ホルマリンの投与による疼痛反応は0～5分（第一相）と15～30分（第二相）の2つのピークを示した。i.p.においては50 mg/kg CHSはいずれの相もlicking反応を抑制しなかったが、250 mg/kg CHSは第一相を抑制せず第二相のみ有意にlicking反応を抑制した。50 mg/kg アスピリンにおいても第二相のみ有意にlicking反応を抑制した。5 mg/kg モルヒネは第一相、第二相いずれも有意にlicking反応を抑制した。p.o.においては250 mg/kg CHSと50 mg/kg アスピリンは第二相のみ有意にlicking反応を抑制し、その効果は類似していた。これらのことから、CHSはアスピリンと同様に主に炎症によって引き起こされる疼痛を抑制する作用を持つことが明らかになった。
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フッ化ナトリウム暴露後の口腔内細胞における代謝変動
○坂上　宏1、田中　庄二2、片山　直2,3、Garcia Contreras Rene1,4、杉本　昌弘5（1明海大　歯　薬理、2明海大　歯　口腔診断、3明海大　歯　保存修復、4メキシコ州立自治大、5慶大　先端生命科学研）





【目的】フッ化ナトリウム(NaF)は、齲蝕予防、再石灰化の改善、抗菌活性を示し、歯磨剤や洗口液の成分として利用されている。しかし、NaFは、フッ素沈着や、胸腺細胞には壊死、肺や腎の上皮細胞、象牙芽細胞、骨芽細胞にはアポトーシスを誘導することが報告され、高濃度での傷害性が問題になっている。我々は、NaFが、歯肉線維芽細胞と比較し、口腔扁平上皮癌細胞HSC-2に強くアポトーシスを誘導することを報告した。今回、その細胞傷害活性の分子メカニズムを探る一環として、細胞内代謝産物の変動を調べた。【方法】アポトーシスの誘導は、カスパーゼ-3の活性化により測定した。生細胞数は、トリプシン剥離後、血算板を用いて算定した。5％D-マンニトールで洗浄後、内部標準物質を含むメタノール液で、細胞内代謝産物を抽出し、メタボローム解析に供した。【結果と考察】NaFをHSC-2細胞に添加後、30分以内に、解糖系の2-phosphoglycerateからphosphoenolpyruvateへの反応、TCA回路の2-oxaglutarateからsuccinateの生成に至る反応阻害された。2時間後に、ATPの利用(AMP/ATP比)が増加し、酸化ストレスマーカー(GSSG, cysteine-glutathione disulphide, methionine sulfoxide)が上昇し、4時間以降でカスパーゼ-3が活性化した。NaFのアポトーシス誘導に先立ち、エノラーゼ反応およびTCA回路が阻害された可能性が示唆された。
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ユージノールのTRPV1チャネルに対する抑制機構解明
○吉田　卓史1、高橋　かおり2、若森　実1（1東北大　院歯　歯科薬理、2東北大　歯）





Eugenol, the major component of essential oil of clove, has been used in dental practice to relieve pain. It has been reported that eugenol activates TRP（transient receptor potential）V1 channel in a heterologous expression system and rat trigeminal ganglion（TG）neurons. On the other hand, it has also been reported that eugenol exert their antinociceptive effects via the TRPV1 located on sensory terminals in the spinal cord. In this study, to elucidate the molecular mechanisms underlying pharmacological actions of eugenol on TRPV1 channel, we investigated the channel properties of TRPV1 using mouse TRPV1 expressing HEK293 cells. Eugenol inhibited the capsaicin- or proton-induced inward currents in a concentration-dependent manner. The inhibitory effect of eugenol（1 mM）was larger in the case of inward current（ca. 45％）than that of outward current（ca. 20％). It suggests that eugenol may function as a channel pore blocker. Moreover, it found eugenol reduce the cell surface expression level of TRPV1 proteins in western blotting. These results suggest eugenol attenuates TRPV1 channel activity and may cause antinociceptive effects.
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漢方薬、漢方成分及びグリチルリチンの紫外線に対する細胞保護作用
○加藤　崇雄1、日野　峻輔1、堀江　憲夫1,2、金子　忠良2,4、下山 　哲夫1、草間　薫2、坂上　宏3,5（1埼医大　総セ　歯口外、2明海大　歯　病理、3明海大　歯　MPL、4日大　歯　口外、5明海大　薬理）





【目的】漢方薬は様々な口腔疾患の治療に使用されている。前大会でヒト口腔扁平上皮癌細胞HSC-2による漢方薬及び漢方成分の紫外線の細胞に対する保護効果を報告した。今回、ヒト皮膚ケラチノサイト細胞HaCaTによる漢方薬および漢方成分の抗UV活性とHSC-2細胞で得られたデータとの相関について検討した。【方法】HaCaTを播種後、DMEM培地中で24時間培養し、プレートに付着させた。種々の濃度の試料を含むリン酸緩衝液100 μlに置換後、20.5 cm離れた距離で10-480秒間UV照射した。照射時間を90秒とした。培地を置換し、24時間培養後、MTT法により相対的生細胞数を測定した。照射時間を90秒として種々の濃度の漢方薬および漢方成分の抗UV活性を測定した。濃度依存性曲線から、50％細胞傷害濃度(CC50)およびUV照射細胞の生存率を50％まで上昇させる濃度(EC50)を求めた。有効係数(SI)は、次式で求めた。SI＝CC50/EC50。【結果・考察】HaCaTはUVの照射時間10秒から死滅し始め、90秒で30％以下になった。HaCaTを用いた場合の方が、全体的に高いSI値を示した。HSC-2を用いて抗UV活性が検出されないものは、HaCaTでも同様であったが、両細胞間では明確な相関関係は認められなかった。抗UV活性が比較的高いものは、沢瀉、細辛、黄耆、黄連、山梔子、竜胆、竜胆であった。
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過酸化水素を担持した殺菌性歯科用レジンに対するメラノイジンの効果
○井上　貴一朗1、水野　守道2、高橋　茂1、牛島　夏未3、中島　利徳1、松村　馨1、土門　卓文1（1北大　院歯　口腔機能解剖、2北大　院歯　口腔分子生化、3北大　院歯　学術支援）





【目的】感染脱灰象牙質でも、無菌化できれば、残存コラーゲン・ネットワークの再石灰化が可能となるため、感染象牙質の無菌化はMIに基づく齲蝕治療に極めて有用である。過酸化水素は、分解により発生するヒドロキシラジカルに強い殺菌能があり感染象牙質の無菌化も可能であるが、高分子化合物に含有できなかった。そこで過酸化水素を担持した歯科用レジンを作製し、消失の速いヒドロキシラジカルに対し、スピントラップ剤としてのメラノイジンの殺菌能長期保持に対する効果を検討した。【方法】過酸化水素を担持させる各種歯科材料の検討結果より充填用光重合レジンを採用し、各種メラノイジンをスピントラップ剤として過酸化水素と結合させ、保持効果をperoxide test、FOX法で、殺菌効果をS.mutansを用いたハロー テストで評価した。【結果と考察】スピントラップ効果は、グルコースとヒスチジンから成るメラノイジンが45日後でも良い結果を示した。そこでグルコースとヒスチジンからなるメラノイジンを結合させ37℃湿度100％で保管した結果、メラノイジン結合試料では70日まで溶解斑の形成が認められたのに対し、対照群では1週で確認できなくなった。以上より過酸化水素を担持した充填用光重合レジンに、グルコースとヒスチジンより合成したメラノイジンを混合すると過酸化水素による殺菌活性を長期間安定的に保持できることが明らかになった。
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密度勾配遠心法で精製されたPorphyromonas gingivalis外膜ヴェシクル～その構造と機能～
○中尾　龍馬1、泉福　英信1（1感染研　細菌1）





Porphyromonas gingivalisの外膜ヴェシクル(OMV)には高い粘膜免疫誘導能があり、歯周病のワクチン原に応用できる可能性が示唆されている。しかし、一般的な精製法で得られたOMVは大きさが様々で、線毛も含まれる。本研究の目的は、OMVをさらに精製することで、その構造や機能の詳細を明らかにすることである。P. gingivalisの培養上清を膜濾過した後の濾液を超遠心し、得られた沈渣をIodixanol密度勾配遠心に供した。上層から11分画したもの(＃1～11)を、電子顕微鏡(EM)、各種OMV構成タンパク、LPS、線毛抗体のウエスタンブロット、口腔上皮細胞株に対する脱離活性試験等に供試した。EMにより、軽い分画#4に粒子径の大きなOMV(58.2±52.9 nm)が、やや重い分画#8には小さなOMV(33.2±7.2 nm)が観察された。最も重い分画＃11には線毛が多くOMVは乏しかった。各分画に含まれる構造の違いは、各種抗体のウエスタンブロットによっても確認された。また、OMVの認められた分画には高い細胞脱離活性が認められたが、線毛の多い分画にその活性はほとんど認められなかった。以上、密度勾配遠心法により、線毛の除去、およびOMVの大きさの違いによる分取が可能であった。また、OMVは大きさの違いに関わらず、細胞に対する高い脱離活性があることが明らかとなった。
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P. gingivalisジンジパインによるPI3K/Akt経路の抑制機序
○中山　真彰1、井上　哲圭1、中山　浩次2、大原　直也1（1岡大　院医歯薬　口腔微生物、2長大　院医歯薬　口腔病原微生物）





Porphyromonas gingivalis（Pg）の持続感染は、歯周組織に影響を及ぼし、口腔機能の低下を招く。本研究では、細胞の生存・増殖、代謝などに重要な機能を持つPI3K/Akt経路へ与えるPg感染の影響とその作用機序を解析した。Pgを歯肉上皮細胞に感染させ、Aktの活性化およびAkt下流因子についてin vitro kinase assay, Western blotting, 免疫染色法にて解析を行なった。またAkt上流因子PDK1, PTENやprotein phosphatase（PP）の役割についても解析した。次にPgの病原因子ジンジパインの関与について検討するために、ジンジパイン完全欠損変異株（MT株）を用いた感染実験を行ない、野生株（WT株）を用いた場合と比較した。Pg-WT株はAktを抑制し、Akt下流因子へのリン酸化レベルを変化させていた。Akt上流因子に関しては、PTENおよびPPはPg-WT株によるAktの脱リン酸化に関与しないことが示唆されたが、PDK1は細胞膜に局在しないことが示された。Pg-MT株では、Aktの抑制やPDK1の細胞膜局在に変化は認められなかった。従って、ジンジパインが細胞膜タンパク質に影響を与え、PI3K活性の低下によるPDK1の細胞膜局在に変化を起こし、PDK1/Akt伝達遮断によりAkt制御系の撹乱に繋がっていると考えられた。
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A群レンサ球菌は宿主カルパインの活性化を介して上皮バリアを突破する
○住友　倫子1、中田　匡宣1、寺尾　豊2、川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌、2新大　院医歯　微生物）





【目的】A群レンサ球菌（Group A Streptococcus; GAS）は、物理バリアである咽頭や皮膚の上皮細胞層を突破した後、組織内への侵入と増殖により、劇症型レンサ球菌感染症を引き起こすと推測されている。我々はこれまでに、GASが細胞間接着分子の分解により上皮バリアを突破すること、ならびに、その突破機構には溶血毒素の一つであるStreptolysin S（SLS）が関与することを明らかにした。本研究では、SLSが誘導する宿主細胞間相互作用に着目し、GASの上皮バリア突破機構への宿主プロテアーゼの関与について検討した。

【方法】各種阻害剤で処理したヒト腸管上皮細胞Caco-2の上皮バリアモデルに、劇症型GAS感染症由来のNIH35株（M28型）およびSLS欠失株を感染させ、菌体の上皮バリア通過能を評価した。また、GAS感染が誘導する宿主細胞間相互作用は、免疫蛍光抗体法およびウエスタンブロット法により解析した。

【結果と考察】野生株の上皮バリア通過能は、カルパイン阻害剤の添加により著しく低下した。野生株感染細胞では、細胞内カルシウムイオン濃度の上昇に伴い、細胞内プロテアーゼであるカルパインの細胞膜部位への移行が認められた。また、カルパイン局在部位における細胞間接着分子の分解はSLSの変異やBAPTA-AMの添加により抑制された。以上の結果から、SLSは宿主上皮細胞にカルシウムイオン依存的なカルパインの活性化を誘導し、GASの上皮バリア通過に寄与することが示唆された。
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マルトオリゴ糖の分解に関与するS. mutans malQ遺伝子の特徴付け
○佐藤　裕1、柴山　和子2、東　俊文1,3（1東歯大　生化、2東歯大 微生物、3東歯大 口科研セ）





【目的】昨年の本学会において、本菌のglgP, malQ遺伝子は菌体内グリコーゲン様多糖分解よりも、唾液存在下のデンプン代謝に関与する意義が大であることを報告した。またmalQ遺伝子産物はグルコース遊離活性があり、α1,4-glucosidaseではないかと推察したが、ゲノムプロジェクトでannotateされているglucanotransferase活性について検討した。【方法】昨年度報告したmalQ, glgP遺伝子の大腸菌クローンより分離精製したHis-Tag MalQおよびGlgP精製タンパク質を用い単独および両者共存下の反応を解析した。マルトースのMalQ反応産物を薄層クロマトグラフィー（TLC）により解析した。【結果と考察】TLCの結果から、MalQタンパク質によるマルトース反応産物はグルコースのみが生じるのではなく、グルコースとマルトトリオースより大きいマルトオリゴ糖が生成することが分かった。これはMalQがglucosidaseではなく、glucanotransferaseであることを示唆していた。GlgP単独での反応と異なり、GlgPはMalQ共存下で見かけ上マルトースに対しホスホリラーゼ活性を示した。これはマルトースに対するMalQによるglucanotransferase反応で生じたマルトオリゴ糖に対し同活性を示した結果と考えられた。従ってMalQタンパク質は4-α-glucanotransferaseの一種であるDisproportionating Enzymeであることが強く示唆された。
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口腔におけるRothia aeriaの分布と薬剤耐性
○續橋　治1、内堀　聡史2、福本　雅彦1（1日大　松戸歯　歯科臨床検査医学、2日大　松戸歯　クラウンブリッジ補綴）





【目的】近年、膿瘍、敗血症および呼吸器感染患者からRothia aeria（R. aeria）が分離されたという報告がなされており、これら疾患の起因菌と考えられている。しかし、口腔における本菌の分布に関する報告は見られない。そこで歯垢検体における本菌の検出状況を検索するとともに、同分離菌株の薬剤感受性を調べた。【方法】　本研究において、開発したR. aeria用選択培地は高い回収率と選択性を示したことから、本選択培地を用いて10名の歯垢試料から通法に従いR. aeriaの検出を試みた。菌種同定は、16S rRNA遺伝子を基に設計した検出用プライマーを用いたPCR法により行なった。また、4名から得られた各5菌株について希釈法を用い各種抗菌剤に対するMICを検査した。【結果および考察】R. aeriaは、全被験者の歯垢試料から検出され、総菌数に対する検出比率は平均1.1％であった。薬剤感受性については、1名の被験者の分離5菌株すべてがMLS系薬剤に高度耐性、他の1名の分離5菌株すべてがGMに耐性を認めた。これらの結果から、本選択培地は口腔試料からのR. aeriaの分離に有用であり、またR. aeriaの総菌数に占める割合は比較的低率であるが、口腔に常在しているものと判断された。さらに口腔分離菌株はR. aeria type strain JCM11412と異なり、薬剤耐性傾向を示したことから、今後も引き続きモニタリングすることが重要であるものと考えられる。
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ゾウ口腔から分離したStreptococcus salivarius様菌について
○齋藤　真規1、高田　和子1、平澤　正知1（1日大　松戸歯　口腔微生物）





【目的】当研究室ではヒトに常在する齲蝕原因菌mutans streptococciの由来を研究する一環として、動物口腔から同菌を分離し、その解析を行っている。今回、ゾウ口腔から採取した試料をmitis salivarius平板培地上で培養した際に見られた菌体外多糖合成集落形成菌株のうち、S. mutans groupに属さなかった分離株について、その性状解析を試みた。【方法】ゾウ口腔から分離した菌体外多糖形成が認められた菌株について通法に従いその性状解析を行った。【結果】分離した2菌株をNUM 6304およびNUM 6306としてrapid ID 32 STREPにて菌種同定したところ、前者はStreptococcus sp.、後者は92.4％の相同性でS. salivariusと同定された。16S rRNA遺伝子配列の相同性では前者がS. salivarius subsp. salivariusに、後者がS. vestibularisに最も近縁でそれぞれ96.8％および97.0％を示した。rpoB遺伝子配列の相同性は両菌株ともS. vestibularisに93％であった。両菌株とも既知のS. salivarius groupとのDNA-DNAハイブリダイゼーションの結果は50～70％の相同性であった。また、両菌株ともS. salivarius 固有のgtf-L遺伝子断片を保有していたが、蔗糖からの非水溶性多糖合成能およびガラス管付着能はNUM 6306で強く認められた。【結論】NUM 6304およびNUM 6306はS. salivarius groupに属する新菌種である可能性が示唆された。
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ヒト・プラークの糖アルコール代謝：メタボロミクス的アプローチ
○鷲尾　純平1、高橋　信博1（1東北大　院歯　口腔生化）





【目的】Sorbitol（Sor)はXylitol（Xyl)と同様に糖アルコールであるが、一部の口腔細菌は代謝し酸を産生する。そこでヒトプラーク（HP）のSorとXyl代謝についてメタボロミクス的に比較検討した。

【方法】被験者6名より、Glu、Sor及びXyl溶液洗口の前後にHPを採取し、糖代謝経路（解糖系、ペントースリン酸回路［PPP］、TCA回路）の代謝中間体・代謝産物および各種アミノ酸を対象とし、CE-TOFMSによるメタボローム解析を行った。

【結果及び考察】Sor洗口時には、Sor 6-リン酸や各種糖代謝関連中間体が確認され、HPによってSorが代謝されることが示されたが、乳酸産生量はGlu洗口時の9.7％と僅かであった。一方、Pyruvate（Pyr)は25％、acetyl CoA（Ac)は65％であったことから、Sorから解糖系を経て産生されるPyrの大部分は乳酸へ代謝されるのではなく、Acを経由して代謝されることが示唆された。Glu洗口時にはほとんどのアミノ酸が減少（平均25％）したのに対し、Sor洗口時には増加（平均46％）した。Xyl洗口時ではXyl 5-リン酸の産生以外は糖代謝経路がほぼ機能しておらず、アミノ酸はGlu洗口時と同様の減少傾向を示した。SorばXylと同様にHPによる酸産生は少ないが、アミノ酸産生を促進する可能性が考えられた。
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環境ストレスに応答する Porphyromonas gingivalis non-coding RNAの検索
○平塚　浩一1（1日大　松戸歯　生化・分子生物）





【目的】近年、多くの細菌で相当数のnon-coding RNAが同定され、様々な病原性タンパク質やストレス応答タンパク質をコードするmRNAの翻訳や安定性を調整することがわかってきた。本研究は、P. gingivalisの non-coding RNAsを次世代シークエンサーを用いて網羅的に同定・解析し、in silicoで既に予測されているものと照合するとともに、新規のnon-coding RNAの候補を見いだす事を目的とする。【方法】様々なストレス負荷を菌体にかけた後、経時的にサンプルから全RNA を抽出した。次世代高速シークエンサを用いて、発現する全てのRNAを網羅的に解析し、ゲノム塩基配列上にマッピングした。遺伝子（rRNA, tRNA含む）間領域でRNAの発現が認められるものを抽出し、Los Alamos で予測された649種のnon-coding RNA領域と重複するかを確認した。【結果と考察】in silico予測された全649種類のnon-coding RNA候補のうち、発現が認められたのは、388種（59.8％）であり、FPKM値の大小の差は105に及んだ。逆に予測されながら発現が全く認められなかったのは261種（40.2％）であった。また一方で予測領域でない場所からの発現が認められた領域は56カ所存在し、新規non-coding RNAの領域の可能性が疑われた。
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咽頭におけるRothia aeriaの分布および口腔分離株との遺伝子型の比較
○内堀　聡史1、續橋　治2（1日大　松戸歯　クラウンブリッジ補綴、2日大　松戸歯　歯科臨床検査医学）





【目的】Rothia属の中でヒトの口腔から分離されるのは、R. dentocariosaとR. mucilaginosaがあり、口腔常在菌と考えられている。これらの菌は日和見感染起因菌と考えられており、咽頭においても常在しているとの報告もある。しかし我々の研究において、R. aeriaも口腔常在菌であると判断されるが、本菌の咽頭における分布等の詳細な報告はない。そこで我々は咽頭における本菌の分布状況を検索した。また、唾液および咽頭試料から得られたR. aeria分離株の遺伝学的タイピングを行った。【材料と方法】健常者5名の唾液、そして咽頭から滅菌綿棒により採取したものを試料とし、R. aeria用選択培地を用いてR. aeriaの検出比率を算定した。菌種同定は16S rRNA遺伝子を基に設計した検出用プライマーを用いたPCR法により行った。また唾液と咽頭試料から得られた分離株はOPA-03プライマーを用いたAP-PCR法により、遺伝学的に共通であるか否かを検討した。【結果と考察】全被験者の唾液と咽頭からR. aeriaが検出され、総菌数に相違はあるものの、その検出比率はどちらの試料も平均2％程度であった。また、唾液と咽頭試料から得られた分離株は、AP-PCR法により同一被験者間で同じ型別を示した。これらの結果から本菌の総菌数に占める割合は比較的低率であるが、口腔および咽頭の常在菌であるものと判断された。また口腔と咽頭においては、同一の型別を有するR. aeriaが常在していると考えられる。
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Candida albicansによるIL-1β産生誘導のメカニズム
○長谷部　晃1、佐伯　歩1、杉山　正博1、柴田　健一郎1（1北大　院歯　口腔分子微生物）





【目的】インフラマソームは多くの炎症性疾患の発症と進行において中心的な役割を果たしており、その活性化により炎症誘導性のサイトカインであるIL-1βの産生が誘導される。本研究では、C. albicans（Ca）によるインフラマソーム活性化のメカニズムを調べることを目的とし、CaによるIL-1β産生誘導のメカニズムを調べた。

【材料と方法】GFPを発現するCa pACT-GFP（アバディーン大学A. J. Brown教授より分与）を用いて、ヒト単球・マクロファージ系細胞THP-1、マウス樹状細胞系細胞DC2.4ならびにXS106を刺激した。細胞の培養上清中のIL-1βはELISAで測定し、培養上清中の成熟型IL-1βはウェスタンブロッティングで確認した。THP-1の活性化はPMA処理により行い、THP-1によるCaの取り込みはフローサイトメーターで測定した。また、抗真菌薬としてアンホテリシンB、THP-1による取り込み阻害剤としてサイトカラシンDを使用した。

【結果と考察】CaはTHP-1細胞にはIL-1βの産生を誘導したが、DC2.4ならびにXS106細胞には誘導しなかった。すべてのこれらの細胞はCaを取り込んだことから、樹状細胞系の細胞にとって、IL-1βの産生誘導とCaの取り込みとは無関係であった。THP-1をPMAにより活性化するとCaによるIL-1β産生誘導が増強され、産生されたIL-1βは成熟型であることが確認された。さらにIL-1β産生誘導には、生きているCaが取り込まれることが重要であることがわかった。
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プロタミン派生ペプチドの抗真菌活性と応用に向けた機能改変
○長　環1、永尾　潤一1、今吉　理恵子1（1福歯大　機能生物　感染生物）





【目的】我々は、サケ由来プロタミンから派生するペプチド（プロタミンペプチド：VSRRRRRRGGRRRR）がCandida albicansをはじめとするCandida spp.に対して抗真菌活性を示すことを明らかにしている。本研究では、Candida albicansに対する抗真菌活性の作用機作と応用を目指したペプチドの機能改変について報告する。【結果と考察】1. Spider培地は37℃でCandida albicansの酵母形から菌糸形への形態変換を誘導する培地である。10 μMプロタミンペプチドを作用させると、ペプチドは細胞内に透過し、ATP流出や活性酸素産生を経て殺菌的効果を示す。抗真菌活性を示さない1 μMプロタミンペプチドではCandida albicansの細胞内に浸透せず、細胞表層に付着して形態変換能を抑制した。すなわち、プロタミンペプチドはCandida albicansに対して濃度依存的に殺菌作用と形態変化抑制作用を示すことが明らかとなった。2. プロタミンペプチドはアルギニンリッチな塩基性ペプチドであるため高塩濃度下では活性が低下する。そこでプロタミンペプチドをジスルフィド結合により環状化する試みを行った。環状化プロタミンペプチドの抗真菌活性は直鎖型プロタミンペプチド以上に高いことが判明した。塩感受性に関しても環状化により高塩濃度下でも活性が維持され、応用への可能性が期待できる。（学会外共同研究者：マルハニチロホールディングス　庵原啓司）
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口腔癌に対するBCG生菌療法による抗腫瘍、延命効果の検討
○村上　純1、大原　直也2、中山　真彰2、辻極　秀次3、長塚　仁3、此内　浩信1、柳　文修1、畦坪　輝寿4、浅海　淳一4（1岡大　病院　歯放、2岡大　院医歯薬　口腔微生物、3岡大　院医歯薬　口腔病理、4岡大　院医歯薬　歯科放射線）





【目的】BCG（Bacillus Calmette-Guerin）生菌療法は、現在その副作用が少ない点などから、表在性膀胱癌に限られ利用されている。口腔癌においても、BCG療法の効果が認められれば、臨床上の利点は大きい。そこで今回われわれは、口腔癌に対するBCG生菌を効果的かつ安全な抗癌剤併用治療薬としての可能性を検討した。【材料および方法】C3H:HeNマウスに対して、同マウス由来頬部扁平上皮癌sq-1979株を背部皮下もしくは尾静脈より播種、担癌させ、モデルマウスを作製、実験に供した。モデルマウスに対して、BCG菌株と5-FUの単独、併用投与を行い、抗腫瘍効果を解析した。【結果】BCG・5-FU併用群では他群と比して背部皮下腫瘍の増大が抑制された。この腫瘍抑制は5-FU単独投与より効果的であり、BCG併用による抗癌剤投与量の低減の可能性を示唆できた。さらに転移モデルでは、非投与群と比較して、5-FU群、BCG・5-FU併用群、BCG群に高い生存率を認め、転移の抑制、延命効果が期待できた。また、背部腫瘍を摘出した後に投薬を開始する再発モデルでは、BCG・5-FU併用群で他群と比して背部腫瘍再発の抑制が見られた。また、実験を通じてBCG投与による体重の減少はなく、副作用の軽減も期待できた。【結論】今回の結果より、口腔癌治療においても、BCG療法の利用の可能性が見込まれ、臨床上の利点は大きいと考えられた。
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Porphyromonas gingivalis HtrA　タンパク質の性質
○雪竹　英治1、佐藤　啓子1、中山　浩次1（1長大　院医歯薬　口腔病原微生物）





グラム陰性菌の菌体表層タンパク質は細胞質内で翻訳された後、内膜、ペリプラズム、外膜と輸送される。輸送されるタンパク質が、各々の局在で相応しいカタチをとらない場合、ペリプラズム内の品質管理タンパク質HtrAプロテアーゼによって処理される。歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis においても、上記の現象は観察され、unfoldな分泌タンパク質はHtrAによって分解される。P. gingivalis のHtrA タンパク質は、1つのセリンプロテアーゼドメインと2つのPDZドメインをもつ。P. gingivalis HtrAタンパク質をHisタグ融合タンパク質として、大腸菌で発現させた。これまでに他の菌のHtrA family proteinsで報告されているのと同様に、精製したP. gingivalis HtrAタンパク質は、多量体を形成しており、unfolding タンパク質のみを基質として、タンパク質分解活性を有することが分かった。P. gingivalis HtrAタンパク質も P. gingivalis 菌体内でタンパク質品質管理に関わることが示唆される。（会員外共同研究者：柴田雅敏）
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歯周病菌におけるタンパク質分泌装置関連分子PorUの解析
○成田　由香1、佐藤　啓子1、雪竹　英治1、中山　浩次1（1長大　院医歯薬　口腔病原微生物）





Porphyromonas gingivalis はphylum Bacteroidetes に属するグラム陰性偏性嫌気性細菌であり、Treponema denticola やTannerella forsythia とともに重度歯周炎に関わるred complex の構成菌である。P. gingivalis の菌体表層タンパク質の多くはC末端に保存されたドメイン（CTD）を有し病原性や抗原性に関与している。これまでに我々は、強力な歯周病原因子であるジンジパインをはじめとするCTD 含有タンパク質分泌機構（PorSS）を報告している。PorSS の構成タンパク質の1つであるPorU はCTD ドメインを持ち、アミノ酸配列からジンジパインと同様にC25システインプロテアーゼファミリーに分類されるプロテアーゼであることが予測された。porU 欠損株ではPorSS が正常に機能せず、ジンジパインが菌体内に蓄積していること、そしてPorU のプロテアーゼドメインの活性中心をアミノ酸置換した変異体の解析から、ジンジパインの成熟にPorU がプロテアーゼとして関わることが示唆されている。今回、複数のPorSS 関連遺伝子変異株におけるPorU の局在の比較解析を行ったので報告する。
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口腔細菌のインフルエンザウイルス感染促進作用
○神尾　宜昌1、今井　健一1、田村　宗明1、Cueno Marni1、落合　邦康1（1日大　歯　細菌）





【目的】インフルエンザウイルス(IFV)は、新たに合成されたvirus粒子と感染細胞のレセプターが結合しているため、細胞外に放出されない。そこで、virus表面のneuraminidase(NA)により結合が切断され、細胞から出芽したvirus粒子が細胞外へ放出される。口腔からは、NA産生細菌が検出されており、virus放出を促進し、感染を重症化する可能性がある。本研究では、口腔のNA産生細菌のスクリーニングおよび口腔細菌由来NAがvirusの放出に及ぼす影響について検討した。【方法】NA産生株のスクリーニングは、NA産生陽性菌として、S. pneumoniaeを用い、A. naeslundii、P. gingivalisおよび代表的レンサ球菌の計19菌株を用いて行った。培養上清(Sup)中のNA活性は4-MUNANA法で測定した。NA活性を示すSup存在下でA型IFV(H3N2)をMDCK細胞にMOI＝0.01で感染させた。その後、培養液中に放出されたvirus量をプラーク法により測定した。【結果と考察】全供試菌株でNA活性が検出されたが、S. oraliとS. mitisが特に活性が高かった。NA活性が高い両菌株のSup存在下で感染を行ったところ、形成プラーク数はS. mitisで28倍、S. oralisで21倍と著しく増加した。NA活性が高い口腔細菌Supによりvirusの放出が促進されることから、IFV感染および重症化に口腔細菌が関与する可能性が示唆された。会員外共同研究者：清水一史（神戸大　院医　微生物）（平成25年度日大長特別研究、私立大学戦略的研究基盤形成事業）
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カイコ感染モデルによる病原真菌Candida albicansの形態と病原性の関連性の評価
○松本　晴仁1、永尾　潤一1、今吉　理恵子1、長　環1（1福歯大　機能生物　感染生物）





【目的】C. albicansは口腔、膣、皮膚、腸管に常在し、日和見感染を引き起こす病原真菌である。本菌は二形性を示し、酵母形から菌糸形への形態変換を起こす。本研究では、カイコ感染モデルを構築し、C. albicansの形態と病原性の関連性を評価した。【結果と考察】我々が開発した菌糸形誘導培地（GlcNAc培地）はcAMP-PKA経路を介して形態変換を誘導する。GlcNAc培地に酵母形細胞を接種後0分（酵母形；Y0 cells）、60分（酵母形；Y60 cells）、120分（菌糸形；H120 cells）の各細胞を調製し、カイコ感染での病原性を評価した。30°C においてY60 cellsは他の細胞と比べ生存率の低下が顕著であり、接種24時間後においてY60 cellsは他の細胞と比べカイコ内で菌数が増加していた。In vitroにおけるカイコ体液中での形態変換能を調べた結果、Y60 cellsは30°C、2時間で菌糸形への形態変換が起こったが、Y0 cellsは酵母形のままであった。一方、37°C では細胞間でカイコ生存率に顕著な差はなく、in vitroにおいてY0 cellsとY60 cells共に37°C、2時間で菌糸形に形態変換した。以上の結果から、C. albicansの酵母形、菌糸形の形態ではなく、酵母形から菌糸形への形態変換能そのものが病原性発現に関与することが示唆された。
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離乳前後および成熟マウスの口腔内プラーク常在菌叢の網羅的解析
○松山　順子1、佐藤　拓一2、Quispe-Salcedo Angela3、高橋　信博2、大島　勇人3（1新大　院医歯　小児歯、2東北大　院歯　口腔生化、3新大　院医歯　硬組織形態）





【目的】げっ歯類は口腔内疾患モデルとして利用されているが、その口腔内プラーク常在菌叢についての報告はあまり多くない。そこで、生後3・6週齢および9ヶ月齢マウス口腔内からプラークを採取し、常在菌叢の網羅的解析を行った。

【方法】ICRマウスを用いて、深麻酔下にて上顎第一臼歯を抜去し、緩衝液に浸漬し、試料とした。分散均一化後、同緩衝液にて希釈し、CDC血液寒天平板に接種した。嫌気培養（7日間）後、生育したコロニーから細菌量（CFU）を求め、16S rRNA PCRシークエンス法によって細菌種を同定し、細菌構成について解析した。

【結果と考察】3週齢、6週齢および9ヶ月齢マウスプラーク試料のCFUは、それぞれ平均（8.9±11.4）×105、（1.7±3.2）×105および（4.7±4.7）×103であった。3週齢および6週齢の優勢菌は、それぞれEnterococcus（53％、31％), Escherichia（19％、26％), Lactobacillus（17％、21％), Lactococcus（8.5％、8.3％)であった。一方、9ヶ月齢では、Lactobacillus（83％), Lactococcus（8.6％)が優勢であった。本研究で離乳前後および成熟したマウスプラークの細菌構成が、培養とシークエンス解析を組み合わせた分子生物学的手法によって、明らかになった。また、ヒトでは小児、成人とも、Streptococcus、Actinomyces, Veillonellaが優勢菌と報告されており、マウスは食性が異なり、プラーク細菌構成が大きく異なることが判明した。
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歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalisに存在するリン酸化蛋白質の分離と修飾様式の検討
○出水川　雅司1、井貝　亮太1、堀江　俊1、長谷川　義明2、川端　淳司1、北井　則行1、村上　幸孝2（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔微生物）





【目的】蛋白質のリン酸化修飾はさまざまな生命現象を支える翻訳後修飾の一つである。これまで、歯周病関連細菌P.gingivalisでは、二成分制御系などを除いて、リン酸化蛋白質についてはよく分かっていない。そこで、P.gingivalisの菌体成分から主なリン酸化蛋白質を分離し、それらの修飾様式を検討した。

【方法】P.gingivalis ATCC 33277株を通法に従って嫌気培養した。回収した菌体を破砕した後に界面活性剤により可溶化した。菌体成分に存在するリン酸化蛋白質はリン酸基アフィニティークロマトグラフィーにより分離した。得られた吸着画分を濃縮し、電気泳動で展開した後、質量分析による同定を行った。また、PVDF膜に転写した後、抗リン酸化Tyr抗体を用いたウェスタンブロットによりリン酸化修飾様式の検討を行った。

【結果と考察】吸着画分を電気泳動で展開すると、CBB染色により6本の主なバンドが検出され、質量分析により新奇のリン酸化蛋白質が同定された。これらのバンドはリン酸化蛋白質に特異的なPro-Q Diamondで強く染色された。一方、ウェスタンブロットにおいても特異的な2本のバンドが検出できたため、Tyrがリン酸化修飾された蛋白質の存在が示唆された。現在、質量分析によるリン酸化修飾部位の詳細な検討も進めている。
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Candida albicansの二形成変換に関与する細胞表層タンパク質コード遺伝子
○柴山　和子1、菊池　有一郎1、国分　栄仁1、佐藤　裕2、石原　和幸1（1東歯大　歯　微生物、2東歯大　歯　生化）





【目的】C. albicansの病原性は、未同定因子を含め複数の病原因子が複合的に作用して発揮されるものと推察されている。本菌は環境の変化に対応したユニークな二形成発育（酵母形・菌糸形）を特徴とし、カンジダ症成立には菌糸形成とそれに続く組織侵襲が重要となる。二形成変換への関与の可能性を有する細胞表層分子に焦点を当て、菌糸形での増殖能と菌糸形成能について検討した。【方法】C. albicans 野生株SC5314、細胞表層タンパク質コード遺伝子の欠失変異株および親株、補完株を供試した。補完株はURA3選択マーカー利用し作製した。菌糸形菌体の増殖には2.5％ FCS添加RPMI1640培地を用い、クリスタルバイオレット染色法により評価した。菌糸形成誘導には10％FCS添加YPD培地上を用いて観察を行った。【結果と考察】野生株および親株に比べ、C. albicans 細胞表層タンパク質コード遺伝子の欠失変異株では菌糸形増殖が抑制された。また、血清誘導条件下での菌糸形成能に減弱がみられ、菌糸は不完全な形態を呈した。補完株では、菌糸形増殖と菌糸形成ともに野生型および親株と同程度の回復が確認された。この細胞表層分子がC. albicansの二形成変換に関与することが示唆された。
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Prevotella intermediaの熱ショックタンパクとバイオフィルム形成
○山中　武志1、山根　一芳1、南部　隆之1、真下　千穂1、福島　久典1（1大歯大　細菌）





Prevotella intermediaが菌体外多糖を産生してバイオフィルムを形成する際、熱ショックタンパク（HSPs）遺伝子の転写レベルが上昇していることを報告した。今回、リコンビナントGroEL, DnaK(rGroEL, rDnaK)を用いて、これらHSPsとバイオフィルム形成の関わりをcrystal violet microplate assayで検討した。P. intermediaのバイオフィルム形成株と非形成株間で、次世代シークエンサーによるパイロシークエンシングとゲノムマッピングによる変異解析も行った。供試菌には既に全ゲノム配列が明らかにされているstrain 17と、strain 17から得たバイオフィルムを形成しないstrain 17-2、ならびに標準菌株であるATCC 25611を用いた。バイオフィルムアッセイの結果、培地に加えたrGroEL, rDnaKはstrain 17のバイオフィルム形成を完全に抑制し、strain 17-2, ATCC 25611株のバイオフィルム形成を増強した。プレート上に固相化したrGroEL, rDnaKはstrain 17-2のバイオフィルム形成のみ促進した。Strain 17-2のゲノム配列の変異解析を行った結果、chromosome I上のTaqI-like C-terminal specificity domain protein 遺伝子(PIN17_0430)とchromosome II上のglucose/galactose transporter(PINA1569)遺伝子に明らかな変異が認められた。今回の研究結果から、2つのHSPsはP. intermedia 菌体と外部環境との接着に関与していると考えられるが、菌株の性状によって作用が異なることが示唆された。
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ジンジパインにおけるIg-like domain
○佐藤　啓子1、雪竹　英治1、成田　由香1、中山　浩次1（1長大　院医歯薬　口腔病原微生物、2学習院大　理　物理）





歯周病細菌 Porphyromonas gingivalisが分泌する、ジンジパインは自身も病原因子となるだけでなく、そのプロテアーゼ活性でもって、本菌の持つ凝集素、線毛などの他の病原因子の成熟にも関わる。ジンジパインには、シグナルペプチド領域、プロ配列領域、プロテアーゼドメイン、Ig-like domain、C末端領域(CTD)がコードされている。ジンジパインは細胞質内で前駆体として翻訳されたのち、細胞膜（内膜）を通過し、外膜に移行する段階でプロセスを受け、菌体表層付近で成熟型になると考えられている。ジンジパインの菌体表層への輸送において、ジンジパインのCTDに隣接するIg-like domain がどのような役割をもつのか、Ig-like domain を欠失したKgp（KgpΔIg）を P. gingivalis 内で発現させたところ、KgpΔIg は菌体内でHtrAプロテアーゼにより分解を受けていた。プロテアーゼは unfold なタンパク質をターゲットとすることから、プロ型 KgpΔIg は輸送型をとることができず、HtrA により分解を受けていると考えられる。（会員外共同研究者：中根大介）
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口腔癌におけるStreptococcus anginosus感染とAID異所性発現
○佐々木　実1、古玉　芳豊1、下山　佑1、木村　重信1（1岩医大　分子微生物）





【緒言】B細胞の遺伝子変異を誘導する活性化誘導シチジン脱アミノ酵素（AID）は通常、抗原刺激を受けたB細胞にのみ存在するが、Helicobacter pylori感染でマウス胃粘膜上皮細胞に異所性に発現することが明らかにされて以来、感染発癌との関連が強く示唆されている。本研究ではStreptococcus anginosusの口腔癌発症機序の解明を目的に、口腔癌組織へのS. anginosus感染とAID発現について検討した。さらに株化上皮細胞を用いて、S. anginosus菌体およびその生理活性物質によるAID発現誘導についても検討を行った。【材料と方法】本研究は岩医大歯学部倫理委員会の承認を得て行った（#01177）。本学附属病院歯科医療センターを受診した口腔癌患者を対象に口腔癌組織を採取し、S. anginosus感染およびAID発現をリアルタイムPCRで検討した。S. anginosus NCTC 10713株の菌体およびSAA（Sasakiら、2001）刺激による種々の株化上皮細胞でのAID発現誘導はリアルタイムPCRで検討した。【結果】口腔癌組織9例中6例でS. anginosusのゲノムDNAが検出され、そのうち5例ではAID発現誘導が観察された。一つのサンプルで病変中心部と周辺域を比較した結果、中心部でのAID発現が高かった。株化上皮細胞を用いた検討ではS. anginosus菌体、SAAのいずれの刺激によってもAID発現が誘導された。【結論】S. anginosusは粘膜上皮細胞にAIDの異所性発現を誘導し、本菌による発癌機序に関与している可能性が示唆された。
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HIV唾液検査の科学的検証とHIV検査相談機会の拡大に関する取り組み
○今井　健一1、落合　邦康1（1日大　歯　細菌）





わが国は、先進国の中で唯一HIV感染者とエイズ患者数が増え続けている。その最も大きな理由は、HIV検査数の減少にある。その結果、感染に気付かずエイズ発症後に感染を知るケースが多い。HIVの感染拡大を防ぐ最も有効な手段は、感染者の早期発見であるが、現行の血液検査は、採血の専門スタッフと判定までの時間が問題となるばかりではなく、針刺し事故等の2次感染の危険性、採血困難な被検者への対応等の問題がある。検査キットの性能は向上しているものの、検査者数の増加にはつながっていない。従って、検査数増加が期待される、新たな検査法の導入が必須となっている。

我々は、簡便な検査法として唾液を用いたHIVスクリーニング検査キット（OraQuicK;Orasure社）の本邦への導入を検討している。OraQuickは、2004年に米国FDA認可を得た、歯茎を拭うだけで20分で感染の有無判定ができる簡便かつ血液検査と同程度（99.3％）の性能を有する検査キットである。現在、米国で行われている検査の約8割で使用されているが、昨年末には薬局等での発売も認可され自己検査が行えるようにもなった。しかし、わが国ではまだ未承認のため、唾液検査の有用性を検討したデータはない。我々は、唾液検査を日本におけるHIV検査相談機会の拡大に繋がる可能性のある方法として、その実施の可能性と日本人における有用性を検討している。本学会ではその取り組みを紹介する。
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レッサーパンダ口腔由来Streptococcus mutans様株のゲノム解析
○桑原　紀子1、内藤　真理子2、岡本　公彰3、齋藤　真規1、平澤　正知1、高田　和子1（1日大　松戸歯　口腔微生物、2長大　院医歯薬　口腔微生物、3鶴見大　歯　口腔微生物）





【目的】ヒト口腔に常在するmutans streptococciの系統発生学的研究の一環として、当研究室では様々な動物の口腔から同菌を分離し、その解析を行っている。今回レッサーパンダ口腔から分離したStreptococcus mutans様菌P13株をヒト口腔由来S. mutansと比較することを目的としてP13株のゲノム配列を決定した。【方法】P13株のゲノム配列はGS-FLX systemを用いてパイロシークエンスした。得られたデータをアセンブルし、contigを構築した。Primer walking 法によりゲノム配列を取得し、すでに解析されているS. mutans UA159およびGS5株と比較した。【結果】P13株のゲノムをパイロシークエンスした結果、冗長度20.0で配列が得られ、42個のcontigを構築することが出来た。取得したゲノムサイズは2.09 Mbであり、UA159およびGS5両株より長かった。MiGapアノテーションパイプライン等によるアノテーションを行ったところ、GC含量は36.7％であり、1,978個のCDSが予測された。また5コピーのrrnオペロン、59個のtRNAがコードされていた。P13株とS. mutans UA159株およびGS5株と比較解析したところ、頻繁なゲノム再構成は認められなかった。ヒト齲蝕の主要な病原因子であるグルコシルトランスフェラーゼをコードするgtf遺伝子も遺伝子構造、構成ともに保存されており、今回レッサーパンダ口腔から分離したP13株はヒト口腔由来S. mutansと同一菌種であると考えられた。
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Porphyromonas gingivalisにおける遺伝的組換えとCRISPRによる相反的な種内多様性制御
○丸山　史人1,2、渡辺　孝康1、野澤　孝志1、中川　一路1（1東医歯大　院医歯　細菌感染制御、2東医歯大　院医歯　環境遺伝生態）





細菌にとって種内多様性を制御することは進化上重要であり、同一菌体でのゲノム再構成や種内の菌株間での組換えなどがこれに関与する。一方で核酸の移動抑制機構として近年clustered regularly interspaced short palindromic repeat（CRISPR）が注目されている。我々は、歯周病原細菌Porphyromonas gingivalis 60株の系統解析で、種内多様性が高いことを示してきた。そこで今回、本菌の種内多様性制御機構を解明する目的で、ゲノム再構成と組換えを詳細に調べた。3株間のゲノム配列比較においてゲノム再構成発生点にinsertion sequence（IS）が高頻度に認められることから、頻繁なIS移動が再構成に関わっていることが推察された。また、MLSTに用いられる7遺伝子の塩基配列をアラインメントして作成した60株のスプリット系統樹で網目構造が顕著であり、本菌では菌体間での組換えも頻繁におきていることがわかった。CRISPRスペーサー配列の相同性検索の結果、97％は相同な配列がなかった一方、残り3％のうち6割以上は本菌のゲノム配列の一部と相同で、その多くがIS上またはその近傍に位置していた。よって本菌のCRISPRは、菌体内のISや他のP. gingivalis菌体由来のDNAを標的として、ISの移動や外来DNA取込みを抑制していると考えられる。以上から、本菌は細胞内ゲノム再構成や細胞間組換えで多様性を創出する一方、CRISPRでそれらを抑制していると考えられる。
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Streptococcus troglodytaeグルコシルトランスフェラーゼの系統学的解析
○岡本　公彰1、今井　奨2、花田　信弘2（1鶴見大　歯　口腔微生物、2鶴見大　歯　探索歯）





【目的】Streptococcus troglodytaeはチンパンジーから分離されたS. mutansに最も近縁の菌種である。今回、S. troglodytaeのGTF遺伝子を解析し、他のレンサ球菌との関連を比較した。【方法】Roche454シーケンサーを用いたピロシーケンシング法によりS. troglodytae TKU31株のドラフトscaffoldを得た。MiGAP(DDBJ)によりGTF遺伝子を抽出し、Clustal Wにより他のレンサ球菌GTFと比較した。【結果と考察】 S. mutansは非水溶性グルカンを作るGTF-I、水溶性グルカンを作るGTF-Sおよび中間の性質を持つGTF-SIの3種類の酵素があり、各々gtf-b、gtf-dおよびgtf-c遺伝子によりコードされている。Scaffoldの解析によりS. troglodytaeはS. mutansと同様、gtf-b、gtf-cおよびgtf-dの3種類の類似したGTF遺伝子を持ち、推定アミノ酸配列も類似していた。さらに既知のレンサ球菌GTFと共に系統関係を調べると、GTF遺伝子は16S rRNA遺伝子を基にした進化程度と一致した。種々の動物から得られたレンサ球菌GTF-BおよびGTF-Cは単一のクラスターを形成しmonophyleticであった。GTF-D、GTF-SおよびGTF-Tはそれぞれ独立したクラスターを形成しmonophyleticを示した。これらのことからS. troglodytaeはS. mutansと同様のう蝕病原性を有すること、およびGTF遺伝子は16S rRNA遺伝子を基にした進化程度と一致することが考えられた。
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過酸化水素は口腔レンサ球菌の隠れた病原因子かもしれない
○岡橋　暢夫1、沖永　敏則2、桜井　敦朗3、寺尾　豊4、中田　匡宣5、川端　重忠5、西原　達次2（1阪大　院歯　フロンティア、2九歯大　感染、3東歯大　小児、4新大　院医歯　微生物、5阪大　院歯　細菌）





【目的】マクロファージに口腔レンサ球菌を感染させると細胞死が誘導される。ここでは、これに関与する細菌側の病原因子を探索した。

【結果】ヒトマクロファージ細胞株THP-1に口腔レンサ球菌Streptococcus sanguinisを感染させると細胞死が誘導される。加熱死菌では細胞死は認められず、生菌が産生する何らかの病原因子が細胞死を誘導していると考えられた。ファゴサイトーシスを阻害するcytochalasin Dを添加しても細胞死は起こることから、貪食された菌が細胞内で細胞死を引き起こす可能性は否定された。菌の感染によってIL-1βの産生が促進されるがcaspase-1の活性化は認められず、inflammasomeも細胞死には関与していないと考えられた。他の口腔レンサ球菌を感染させたところ、S. mutansやS. salivariusは細胞毒性を示さず、mitis groupに属する口腔レンサ球菌が細胞死を誘導することが分かった。mitis groupレンサ球菌が過酸化水素を産生することに着目して調べたところ、過酸化水素分解酵素catalaseが細胞死を抑制することが判明した。これらの結果は、口腔レンサ球菌の産生する過酸化水素がマクロファージの細胞死を誘導することを示唆している。

【結論】口腔レンサ球菌が産生する過酸化水素に細胞傷害性があることは従来報告されておらず、これまで見過ごされていた病原因子としてその役割を考え直す必要があると思われる。
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Candida albicansのHsp70タンパク質Msi3pはアゾール系抗真菌薬耐性を制御する
○永尾　潤一1、長　環1、今吉　理恵子1（1福歯大　機能生物　感染生物）





We investigated the cellular function of Msi3p, belonging to the heat shock protein 70 family, in C. albicans. The mutant strain tetMSI3 was generated, in which MSI3 was controlled by a tetracycline-repressive promoter. We controlled the MSI3 expression level by doxycycline（DOX）and compared its phenotype with that of a control strain with a wild-type copy MSI3. MSI3 was essential for cell growth in vitro and all the tetMSI3-infected mice survived after DOX administration. Drug susceptibility tests indicated that repression of MSI3 expression resulted in hypersensitivity to fluconazole and conferred fungicidal action to fluconazole. RT-PCR analysis showed that the upregulation of MSI3 expression in response to fluconazole was required for the induction of the calcineurin-dependent gene expression which confers fluconazole tolerance. These data suggest that Msi3p governs fluconazole tolerance by partially influencing the calcineurin signaling pathway and also other tolerance mechanisms.
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Porphyromonas gingivalis Mfa1線毛に付随するMfa3の局在化に関する研究
○井貝　亮太1、長谷川　義明2、出水川　雅司1、堀江　俊1、川端　淳司1、北井　則行1、吉村　文信3、村上　幸孝2（1朝日大　歯　歯科矯正、2朝日大　歯　口腔微生物、3愛院大　歯　微生物）





【目的】歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalis ATCC 33277株（33277株）は、FimAおよびMfal線毛を菌体表面に発現している。近年、Mfa1線毛の付随成分としてPGN0289（Mfa3）、PGN0290（Mfa4）およびPGN0291タンパク質が同定されたが、付随成分の構築機序は不明である。本研究では、Mfa1線毛の構築機序を明らかにするための一助として、Mfa4がMfa3の局在化に及ぼす影響を検討した。

【方法】33277株由来のfimA欠損株およびfimA欠損株を親株として作製したmfa4欠損株から全菌体抽出液を調製した。また、fimA欠損株およびmfa4欠損株（delta fimA）からMfa1線毛を精製した。得られた試料を用いて抗Mfa3抗血清によるウェスタンブロットを行った。

【結果と考察】Mfa3は、fimA欠損株の全菌体抽出液では2つのタンパク質（43 kDaおよび40 kDa）バンドとして認められた。しかし、精製線毛には、40 kDaのみが検出された。一方、mfa4欠損株の全菌体抽出液では、43 kDaのみが検出され、精製線毛には、いずれも検出されなかった。以上の結果から、Mfa1線毛中には40 kDaのMfa3のみが存在し、Mfa1線毛へのMfa3の局在化には、Mfa4の関わるMfa3の成熟化が関与する可能性が示唆された。
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Cytotoxicity and antibacterial activity of roselle ethanol extract on oral bacteria in vitro
○Sulistyani Herastuti1、Fujita Mari1、Mashima Izumi1、Miyakawa Hiroshi1、Kamaguchi Arihide1、Nakazawa Futoshi1（1Dept. of Oral Microbiol., Health Sci. Univ. of Hokkaido  Sch. of Dent.）





Objective: The purpose of this study  is to examine cytotoxicity and  antibacterial activity of roselle（Hibiscus sabdariffa）extract on oral bacteria in vitro. Methods: Roselle calyces powder was soaked with ethanol. After centrifugation, the extract was dried to remove the ethanol. Then, the extract was soluble in PBS and filtered aseptically. Cells of P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, S. mutans  and A. naeslundii were treated with the extract for 5 min at room temperature to examine antibacterial activity. Cytotoxicity of the extract was also studied by using WST-1 on HGF and Ca 9-22 cells. Results: Roselle extract showed strong antibacterial activity against P. gingivalis. The activity on Gram-negative bacteria was higher than it's on Gram-positive bacteria. The extract had no cytotoxicity on HGF and Ca 9-22 cells. Conclusion: Roselle extract would be considered for antibacterial agent and safe to human oral cells.
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Porphyromonas gingivalis strains have varying sialic acid-binding positively-charged amino acid residues found in the sialidase domain
○Cueno Marni1、神尾　宜昌1,2、今井　健一1,2、田村　宗明1,2、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）





Porphyromonas gingivalis sialidase activity is associated with regulating virulence factors and pathogenesis. However, not all P. gingivalis strains are pathogenic which would insinuate that the sialidase domain may vary among strains. Throughout this study, we made use of P. gingivalis ATCC 33277 and W50. Generated sialidase homology models were validated through superimposition with known sialidase domain crystal structures, predicted sialic acid（SA）docking to each sialidase domain was performed, and SA-binding sites were determined and differentiated between the two P. gingivalis strains. We found that the P. gingivalis sialidase domain homology models are structurally accurate compared with those determined in crystal structures. In addition, molecular docking of SA to the P. gingivalis sialidase domain showed a difference in the number of positively-charged amino acid residues binding with SA. Ee propose that P. gingivalis sialidase activity is influenced by the number of positively-charged amino acid residues found in the P. gingivalis sialidase domain.
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侵襲性歯周炎原因菌のキノールペルオキシダーゼに対する阻害剤
○河原井　武人1、古西　清司1（1日歯大　生命歯　微生物）





【目的】我々は以前、侵襲性歯周炎原因菌Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa菌）を用いた解析から、呼吸鎖のメンバーであり過酸化水素を代謝する膜結合性キノールペルオキシダーゼ（QPO）を見出し、本酵素がAa菌の毒性因子の一つであるロイコトキシンの産生に寄与することを明らかにした。今回、薬剤スクリーニングにより見出したQPO阻害剤の阻害様式を動力学的手法により解析した結果を報告する。【方法】精製QPO試料は、Aa菌qpoをクローン化した大腸菌に過剰発現させ、QPO過剰発現株の膜画分から抽出精製することにより調製した。ユビキノール-1を基質として、各種濃度の阻害剤存在下での精製QPOにおけるペルオキシダーゼ活性を分光学的に測定した。【結果と考察】我々は本酵素に対する強力な阻害剤としてアスコフラノン（mixed-type阻害、Ki＝9.557 nM）を過去に報告している。このアスコフラノンの類似体であるイリシコリンBにも強いキノールペルオキシダーゼ阻害活性が認められ、その阻害様式はmixed-typeであり、Ki＝565.9 nMであった。一方、呼吸阻害剤に対するIC50は、ZnCl2＝4.9 μM、HQNO＝1.4 μM、KCN＝85 μM、NaN3は阻害しなかった。（会員外共同研究者：北里大・生命研・生物機能：塩見和朗、大村智）
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Streptococcus mutansのバイオフィルムにおける精油由来terpene alcoholの抑制効果
○藤田　真理1、宮川　博史1、鎌口　有秀1、中澤　太1（1北医大　歯　微生物）





【目的】これまで我々は、天然精油Tea Tree Oilの主要抗菌成分であるterpene alcoholが口腔バイオフィルム内の細菌に対する優れた抗菌効果を有することを報告してきた。本研究では、他の精油由来terpene alcoholのバイオフィルムにおける抑制効果を比較した。【方法】供試菌株としてStreptococcus mutans Ingbritt株を用いた。全てのterpene alcoholは同条件で可溶化し、抗菌実験に用いた。菌体に対する抗菌効果はterpene alcohol処理後の生菌数で評価した。バイオフィルム形成過程における抗菌効果は各種条件下で形成されたバイオフィルム量を定量し、バイオフィルム形成後の細菌に対する抗菌効果は、処理後の生菌数ならびにWST-1活性を測定することにより評価した。【結果】全てのterpene alcoholの抗菌作用が確認されたが、monoterpene alcoholはバイオフィルム形成後の細菌に対して、一方sesquiterpene alcoholはバイオフィルム形成過程において顕著な抑制効果を示した。【結論】Terpinen-4-olを含むmonoterpene alcoholはバイオフィルム形成後の細菌に対して有効であり、sesquiterpene alcoholは顕著なバイオフィルム形成抑制効果が認められたがバイオフィルム形成後の細菌に対しては無効であることが確認された。以上の結果より、それらのバイオフィルムに対する抑制作用機構の差異を考慮した口腔内応用が期待される。
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口腔ケアジェルによる口腔内カンジダ症および消化管移行抑制効果
○田村　宗明1,2、大屋　学1、阿部　和正1、落合　邦康1,2（1日大　歯　細菌、2日大　総歯研　生体防御）





【目的】口腔常在菌の増加と遷移は、口腔感染症の発症のみならず全身疾患の誘因となる。また、口腔フローラ形成菌の一部が消化器系疾患の発症に関わる可能性が示唆されている。今回、ラット口腔感染実験モデルを用い、口腔内に定着・増殖したCandida albicans の消化管への移行、および口腔ケア用カテキンジェルの発症抑制効果について検討した。【方法】実験動物としてSD系ラット、供試菌株はC. albicans NUD202株を用いた。免疫抑制剤を接種後、被験菌を口腔へ1日1回で3日間接種した。菌接種終了後、3日毎に唾液および糞便を、day 17および31にラットを屠殺して舌、胃、小腸および大腸を採取した。サンプル処理後、CHROMagar Candida 培地にてCFUを算定した。一方、感染ラットにカテキンジェルを連日口腔内に塗布し、上記CFUへの影響と舌に定着した菌の形態および組織侵入性について検討した。【結果および考察】C. albicans接種群ではすべての試料から被験菌が検出され、菌の口腔内定着と消化器官への移行が確認された。カテキンジェル塗布群ではCFUが著しく減少した。菌接種群の舌で菌糸形変換が見られ、菌糸は顆粒層まで侵入していた。一方、カテキンジェル塗布群では舌表層の皮質層に酵母形が散在するのみであった。以上の結果から、口腔フローラ形成菌の一部は消化管へ移行する可能性が認められるとともに、カテキンジェルによる抗菌効果と消化管移行が抑制されることが確認された。
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Streptococcus cricetiデキストラン結合レクチンB遺伝子のStreptococcus mutansにおける解析
○田村　晴希1、山田　ありさ1、加藤　裕久1（1岩医大　薬理　病態制御）





【目的】我々はこれまでにStreptococcus cricetiにおいてデキストラン依存性凝集を示す菌株(ATCC 19642, OMZ 61)と示さない菌株(E49, HS-1)を同定した。S. sobrinus6715株ではデキストラン結合レクチンBがその凝集と関与することが分かっている。本研究の目的はS. mutansを用いて、S. cricetiデキストラン結合レクチンB遺伝子によるデキストラン依存性凝集とバイオフィルム形成に及ぼす影響を調べることとする。

【方法】シャトルベクターにE49株のデキストラン結合レクチンB遺伝子(dblB)を入れ、gbpCの変異によって自らはデキストラン依存性凝集を示さないS. mutans GS-5株に形質導入した。デキストラン依存性の凝集は菌懸濁液にデキストランを添加し、混和後の変化を観察した。バイオフィルム形成はポリスチレンプレートを用い、brain heart infusionのみと1％ グルコース、スクロース、マルトースを添加した場合について評価した。

【結果と考察】S. criceti dblB遺伝子をもつ菌株はデキストラン依存性凝集を示した。また同株はグルコースとマルトースを添加した場合、プレートに付着したバイオフィルム量の増加がみられた。一方、スクロース添加ではバイオフィルム量の増加は認められなかった。本研究の結果から、S. criceti dblB遺伝子はS. cricetiにおいてもデキストラン依存性の凝集とバイオフィルム形成に関与していることが示唆された。
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Candida dubliniensisおよびCandida albicansに対する薬剤感受性試験結果の比較
○仲村　健二郎1（1日歯大　新潟生命歯　先端研究セ）





【目的】病原性真菌Candida dubliniensis（C.dub）は1995年にSullivan らによって新菌種とされた。当初は主にHIV陽性患者での分離報告が多かったが、近年、健常者からの分離が多く報告されている。その形態や生物学的性状はC.albicans（C.alb)に酷似するが、ストレス応答性等が異なっている。今回、抗真菌剤Fluconazole（FLCZ), Miconazole（MICZ）Itraconazole（ITCZ)（アゾール系)、Flucytosine（5-FC)および Amphotericin B（AMPH)の薬剤感受性試験を両菌で行い比較した。【方法】菌株は本学付属病院中央検査科の臨床分離株と健常者由来分離株及び標準株を用いた。薬剤感受性試験は、CLSI法に準拠して行い各菌株のMICを求めMIC値毎の分布を調べた。【結果と考察】アゾール系3剤では、いずれもC.dub がC.alb に比べ低感受性を示す菌株が多かった。特にFLCZで著明であった。5-FCではC.alb で低感受性を示す菌株が多かった。またAMPHでは、各MICに対する分布は両菌でほぼ同じであった。FLCZの結果からC.dub がHIV陽性患者で多く分離された背景にはFLCZの予防投与とFLCZに対する低感受性が関与している可能性が示唆された。共同研究者：久和彰江、日歯大、先端研、菅原芳秋、同、中検
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口腔Actinomycesの酸産生能および増殖能に対する窒素源の効果
○則松　佑佳1,2、川嶋　順子2,3、山本　照子1、高橋　信博2（1東北大　院歯　顎口腔矯正、2東北大　院歯　口腔生化学、3東北大　院歯　歯内歯周治療）





【目的】口腔常在菌の一つActinomycesは健全部のみならず、齲蝕や歯周疾患病巣からも検出される。本菌は糖を代謝し酸を産生するが、その代謝過程でクエン酸回路の一部を利用しており、アミノ酸代謝との関連が示唆される。本研究では、Actinomycesの酸産生および増殖に対する窒素源（N）の影響について検討した。【方法】Actinomyces naeslundii（An）ATCC12104、A. oris（Ao）WVU627、A. odontolyticus（Aod）ATCC17929を用い、実験は全て嫌気条件下で行った。An、AoのGlucose（G）からの酸産生速度をNの有無でpH-statにて測定した。さらに、3菌種を唾液、血清、ゼラチン存在下、Gの有無で培養し、培地の濁度（OD at 660 nm）とpHを測定した。【結果】An、AoにNを加えると酸産生量が1.88±0.30倍になった。3菌種ともG非添加、G添加で血清存在下での増殖が高かった（OD＝4.37±2.72、4.71±1.40）。Ao、Aodは唾液存在下でGの有無に関わらず増殖は低かったが、Anは唾液にGを添加すると増殖が見られた（OD＝0.62±0.07）。ゼラチンでは3菌種ともG添加で増殖が見られた（OD＝1.29±0.34）。【考察】N存在下で酸産生が促進されたことから、口腔ActinomycesはNの取込系とそのクエン酸回路への流入経路を持つことが示唆される。G共存下、血清およびゼラチンで増殖したことから、Actinomycesは糖代謝と共役して、歯肉溝浸出液、歯周組織、象牙質有機質といったNを利用することが考えられる。
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PRIPはStaphylococcus aureusを包含するオートファゴソームの成熟を制御する
○原田　佳枝1、兼松　隆1（1広大　院医歯薬保健　細胞分子薬理）





【目的】我々は、PRIP（PLC-related catalytically inactive protein）がGABARAPに結合することから、そのホモログであるLC3（オートファジー調節分子）に結合する事を明らかにし、PRIPがLC3を介した新たなオートファジー調節分子であると報告した。ここでは、オートファジーを介する感染防御機構にPRIPが関与するか、S. aureusの感染モデルを用いて検討した。

【方法と結果】PRIP ノックアウト（PRIP-KO）マウスからMEF（mouse embryonic fibroblast）を調製し、S. aureusを感染させ、細菌を包含するGFP-LC3陽性autophagosome-like vacuoleを観察した。PRIP-KO細胞では野生型に比べ巨大化したvacuole形成みられ、細胞内でS. aureusが増殖することが分かった。タイムラプス観察では、野生型細胞で出現したGFP-LC3陽性autophagosome-like vacuoleがlysosomeと融合して消失する過程が観察できたのに対し、PRIP-KO細胞ではlysosomeとの融合が障害されたvacuoleが観察され、S. aureusがvacuoleから漏出する像も観察できた。また、酸性オルガネラ染色実験においては、PRIP-KO細胞では、リソソームと融合したautophagosome-like vacuoleの数が減少していることが明らかとなった。

【結論】PRIP は、LC3などのオートファジー関連分子を制御することで、オートファゴソームの成熟段階を促進的に調節し、S. aureusなどの細菌感染に対する感染防御機構に関与する分子であることが明らかとなった。
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バイオフィルム形成におけるPorphyromonas gingivalisECFシグマ因子の役割
○菊池　有一郎1,2、柴山　和子2、国分　栄仁1,2、大原　直也3、中山　浩次4、石原　和幸2（1東歯大　口科研、2東歯大　微生物、3岡大　口腔細菌、4長大　病原微生物）





【目的】細菌のECFシグマ因子は、細胞外の生活環境変化に応答し、環境ストレスを回避している。歯周病原細菌Porphyromonas gingivalisは6種のECFシグマ因子を保有しており、一部のECFシグマ因子についてDNA修復や酸化ストレス消去、ジンジパイン産生能に関与するとの報告がある。しかし、ECFシグマ因子とバイオフィルム形成能との関連については、現時点では未報告である。本研究では、それぞれのECFシグマ因子について遺伝子挿入変異株を作製し、そのバイオフィルム形成能について検討した。

【方法】P. gingivalis 33277株を親株とし、各々のECFシグマ因子遺伝子内にエリスロマイシン耐性遺伝子カセットが挿入された変異株を電気穿孔法にて作製した。また、PGN_0274とPGN_1740変異株については相補株を作製した。バイオフィルム形成能は、クリスタルバイオレット染色法にて測定した。

【結果と考察】野生株と比較し、PGN_0274, PGN_0319, PGN_1740変異株はバイオフィルム形成能の増加を認めた。その中でも、PGN_0274とPGN_1740変異株にて顕著な増加を認めた。また、PGN_0274とPGN_1740変異株におけるバイオフィルム形成量の増加は、相補株にて野生株と同程度に回復した。以上の結果より、ECFシグマ因子PGN_0274とPGN_1740は、P. gingivalisのバイオフィルム形成を抑制するタンパク質の遺伝子発現を調整している可能性が示唆された。
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Capnocytophaga ochraceaのバイオフィルム形成へのPor分泌機構の関与
○喜田　大智1、菊池　有一郎2、国分　栄仁2、柴山　和子2、齋藤　淳1、石原　和幸2（1東歯大　歯　歯周病、2東歯大　歯　微生物）





【目的】Capnocytophaga ochracea はデンタルプラーク中に認められるグラム陰性桿菌で、培地平面上での滑走能をもつ。本菌は歯周病巣局所だけでなく、易感染性患者の敗血症や骨髄炎等の病巣からの検出も報告されている。C. ochracea が含まれる phylum には、蛋白質分泌に関わる Por 分泌機構を持つものがあり、本菌にもそれを司る遺伝子群のオルソログが存在する。本研究では、その一つである porT オルソログの変異株を作製し、バイオフィルム形成への影響を検討した。

【方法】C. ochracea ATCC 27872株のporTにermF-ermAM cassetteを挿入したfragmentをoverlapping PCRにより作製し、electroporationにて変異株を作製した。培地平面上での滑走運動は3％寒天含有Tryptic soy blood agar上で観察した。バイオフィルム形成量測定のため、TS brothにて前培養したC. ochraceaを96 well polystyrene plateに100 μlずつ接種し、37℃、嫌気条件下で6 ～ 24時間培養した。培地除去後、バイオフィルム形成量をクリスタルバイオレット染色により測定した。

【結果】porTオルソログ変異株は滑走能を失っていた。バイオフィルム形成量は野生株と比較して、培養後6時間で45％、8時間で57％、24時間で45％程度の減少を認めた。以上の結果から、C. ochraceaのバイオフィルム形成にPor分泌機構により輸送される蛋白質が関与する事が示唆された。
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口腔細菌間でのcontact dependent activationの可能性について
○鎌口　有秀1、長田　和実2、澁井　徹3、新岡　丈治4、岡本　公彰5、高田　和子6、藤田　真理1、石井　久淑2、坂倉　康則3、中澤　太1（1北医大　歯　微生物、2北医大　歯　生理、3北医大　歯　解剖、4北医大　薬　教育開発、5鶴見大　歯　口腔細菌、6日大松戸　歯　口腔細菌）





【目的】口腔細菌によるbiofilm形成の要因としてcoaggregationも大きな役割を持つと考えられている。これまで、有機物存在下でのcoaggregationを検討してきた中で、Fusobacerium nucleatum subsp. polymorophum（FNP)と Propionibacterim acnes（PA)とはcoaggregationすることに加え、PAはFNPの発育を促進した。今回はPAのFNPの発育促進作用について検討を行った。【方法】FNP AK株、PA KT株、Actinomyces neslundii（AN)ATCC 12014株をhemin, menadione添加Tryptic soy brothにて嫌気培養した。【結果と考察】FNPはPAと共培養することによりFNPの発育の促進と悪臭の増加がみられた。PAの培養上清をFNPに添加し培養しても完全には共培養の現象を再現できなかった。共培養液のGram染色像より両菌は結合している像が多くみられたことより、contact dependent activation（仮称）が作用している可能性が示唆された。悪臭の増加はGC-MS解析より、Methanethiol等の新たな産生が原因であった。これはFNPのmethionine gamma-lyase遺伝子の新たな発現によるものと考えられた。また、ANをanchor cellとして用いたプレートにFNPとPAを接種し、これらの菌がbiofilm形成にも関与することをconfocal laser scanning microscopeにて確認した。
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Porphyromonas gingivalisの薬剤排出ポンプ様分子をコードする遺伝子
○井上　哲圭1、田口　裕子2、加野　小奈美3、中山　真彰1、大原　直也1（1岡大　院医歯薬　口腔微生物、2岡大　院医歯薬　歯周病態、3岡大　院医歯薬　歯科矯正）





薬剤排出系はこれまで種々の菌種で様々なタイプが見いだされてきた。近年、薬剤排出機能以外に病原性に関わることも示唆されている。歯周病原細菌Porphyromonas gingivalis(Pg）ATCC 33277株のゲノムデータベース検索の結果、本菌ではマルチコンポーネント型薬剤排出ポンプ様分子をコードする遺伝子クラスターが7個見いだされた。これらの遺伝子クラスターは基本的に内膜蛋白質(CMP)、ペリプラズム蛋白質(MFP)、外膜蛋白質(OEP)をコードする遺伝子から構成されていたが、中にはCMPを複数含むもの、OEPを含まないものが存在した。遺伝子クラスターのうち6個は、その遺伝子構成を保持した形で、他のPgゲノム解析株W83株及びTDC60株に保存されていたが、1個はW83株で欠失していた。ATCC 33277株のMFP遺伝子はいずれのクラスターにも1個ずつ存在し、これらを相同組換えにより破壊した株（MFD株）を作製した。各MFD株について、各種薬剤に対するMICを微量液体希釈法及び寒天平板希釈法により野生株と比較したところ、薬剤感受性の上昇を示したMFD株が存在し、本菌は薬剤排出活性により薬剤低感受性となっていることが示唆された。現在、薬剤排出ポンプ様分子の病原性との関連性についても解析を進めている。＜会員外協力者：小野美優、清水由梨香（岡大・歯・学生）＞
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天然アパタイトの生体応用の可能性
○見明　康雄1、三島　弘幸2、下田　信治3（1東歯大　超微構造、2高知学園短大　医療衛生　歯科衛生、3鶴見大　歯　口腔解剖）





【目的】色調の違う天然アパタイトを解析して生体アパタイトとの組成や構造の違いを探求し、新たな歯科材料や硬組織の標準試料を開発するための情報を得ることを目的とした。【方法】天然アパタイトの分析は、EPMAとX線回折装置を用いて成分の定性分析と定量分析を行った。また、ラマン分光分析および大型放射光施設(Spring8)での測定を行った。【結果】EPMAおよびX線回折では、天然アパタイトの断面に多くの空洞ないし他結晶のインクルージョンが観察された。EDSおよびWDSによる分析では、全てのサンプルからFが検出され、Fluorapatiteであることが示された。また他の含有元素としてSi,O,Cl,S,Ca,P,Na,Mn,Mg,Al,K,Fe,Th,Baが検出され、色の違いにより含有元素および元素比が異なっていた。また、インクルージョン結晶としてThSiO4, CaSO4, SiO2, Ca2MgSi2O7, BaSO4, CaCO3等が考えられた。ラマン分光分析法でもFluorapatiteであることが示され、リン酸基PO43-のピーク値は964～967 cm-1でありFによるピークシフトと考えられた。大型放射光（Spring8）観察では、結晶の色の違いによりラインプロファイルがかなり異なっていた。【考察】天然アパタイトの色の変化はインクルージョンによると考えられたが、元素が結晶格子中に入っている可能性も否定できない。また大きな単結晶なので、生体石灰化組織の密度、結晶成長や結晶化などの測定のための標準試料として利用できる可能性が示唆された。
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ウシ骨由来移植材の吸収過程の解析
○新井　宏1、柳澤　伸彰1、鈴木　治2、中村　雅典1（1昭大　歯　口腔解剖、2東北大　院歯　顎口腔機能創建）





ウシ骨由来移植材（XDBBM）は歯周疾患による骨欠損部に対して使用される非吸収性骨補填材で、安定した歯周組織の再生が報告されている。しかしながら、XDBBM周囲の組織構築、特に吸収の有無に関しては明らかにされていない。本研究では、XDBBMの構造解析と骨髄腔内へのXDBBM及びカルシウム欠損アパタイト（Ca-d HA）埋入後の組織学的変化を経時的に解析した。XDBBMの解析はX線回折と赤外分光法で定性的に分析した。8週齢オスBALB/cマウス脛骨に1.0 mm径の孔を開け、骨髄腔にXDBBMあるいはCa-d HAを埋入した。術後2、4、12週で試料採取・固定後、マイクロX線CT撮影し3次元的構築の解析を行った。その後、試料はH-E染色及びacid phosphatase染色（ACP染色）を行い、さらに、一部の試料は透過型電子顕微鏡による解析を行った。X線回折と赤外分光法の結果、XDBBMは炭酸含有ハイドロキシアパタイトであった。マイクロX線CTと組織学的解析の結果、処置後全ての段階でXDBBM及びCa-d HA周囲に新生骨が見られた。また、ACP陽性多核巨細胞が新生骨及び各補填材に直接接し、刷子縁を有することから破骨細胞であることが確認された。今回の結果から、XDBBMは炭酸含有ハイドロキシアパタイトであり、化学量論的なHAと異なっていることと、破骨細胞により吸収されることが明らかとなり、XDBBMは吸収性骨補填材であることが示唆された。












Plenary Lectures

PL-1

Stem and progenitor cells for tooth renewal

Irma Thesleff

Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki

PL-2

Vascular endothelial growth factor controls formation and homeostasis of bone

Bjorn R. Olsen

Harvard Sch. of Dent. Med.






Lecture by JAOB/Lion Dent Research Awards Winner

L-1

Infection control research developed from bio-imaging

Yutaka Terao

Div. Microbiol. Infect. Dis., Niigata Univ. Grad. Sch. of Med. Dent.






JAOB/Rising Members Award Winner

Y-1

Ex-vivo imaging of autonomous intracellular calcium oscillations of osteoblasts and osteocytes

Yoshihito Ishihara

Dept. of Orthod., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med. Dent. & Pharm. Sci.


Y-2

Regulation of the BMP signaling pathway by SUMOylation

Akira Yukita1, Akihiro Hosoya2, Takenobu Katagiri3, Hiroaki Nakamura2

1Dept. of Education (Sciences), Shizuoka Univ.

2Dept. of Oral Histol., Matsumoto Dent. Univ.

3Div. of Pathophysiol., RCGM, Saitama Med. Univ.



Y-3

E2f1-deficient NOD/SCID mice have dry mouth due to a change of acinar/duct structure and the down-regulation of AQP5 in the salivary gland

Keitaro Satoh

Dept. of Regul. Physiol., Dokkyo Med. Univ. Sch. of Med.



Y-4

Monocarboxylate transporter-1 is required for cell death in mouse chondrocytic ATDC5 cells exposed to interleukin-1β via late phase activation of nuclear factor κB and expression of phagocyte-type NADPH oxidase

Kentaro Yoshimura

Dept. of Biochem. Showa Univ. Sch. of Dent.



Y-5

Signaling pathway and physiolosical role of alpha1-adrenergic receptor in human osteoblasts

Daisuke Kodama

Dept. Pharmacol., Sch. of Dent., Aichi-Gakuin Univ.







Mini Lectures（3rd ISMDPER in Okayama Joint Lectures）

ML-1

Research at the Faculty of Dentistry, University of Toronto

Daniel Haas

Fac. of Dent., Univ. of Toronto


ML-2

The effect of CXCR4 over-expression on the cell proliferation and invasion of oral squamous cell carcinoma cells

Jae il Lee

Dept. of Oral Pathol., Sch. of Dent., Seoul National Univ.


ML-3

Exploring functional tissue-organ from human embryonic stem cells

Tong Cao

National Univ. Health System and National Univ. of Singapore





Gender Equality Seminar

DS-1

Towards gender equality in academia

Irma Thesleff

Inst. of Biotechnol., Univ. of Helsinki


DS-2

Present situation of gender equality in Academia of Japan

Teruko Takano-Yamamoto

Div. of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics, Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.





Symposium (Science Council of Japan; SCJ)

CS-1

Expectation and consideration for incretin treatment in type 2 diabetes

Yutaka Seino

Kansai Electric Power Hosp.


CS-2

Molecular basis of oral-systemic medicine revealed from the close association between periodontal disease and diabetes mellitus

Fusanori Nishimura

Sec. of Periodontol., Kyushu Univ. Fac. of Dent. Sci.


CS-3

Bone tissue as systemic organ supporting a life ―Correlation between periodontitis and osteoporosis―

Nobuyuki Udagawa

Dept. of Biochem., Matsumoto Dent. Univ.





JAOB Symposium

KS-1

Next-generation of bone research using in vivo fluorescent imaging

Takeshi Imamura

Dept. of Mol. Med. for Pathogenesis, Ehime Univ. Grad. Sch. of Med.


KS-2

Bioimaging of the osteocyte and its nano-model analysis

Hiroshi Kamioka

Dept. of Orthod., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med., Dent. & Pharm.


KS-3

Challenge for promoting understand of tooth developmental mechanisms using imaging technology

Hidemitsu Harada, Keishi Otsu, Naoki Fujiwara, Mika Sakano

Div. of Dev. Biol. & Regen. Med. Dept. of Anat. Iwate Med. Univ.


KS-4

Intravital imaging of salivary gland function and regulation of fluid secretion
Akihiro Nezu, Takao Morita, Akihiko Tanimura

Dept. of Pharmacol., Sch. of Dent., Health Sci. Univ. of Hokkaido


KS-5

From fluorescence to chemiluminescence ―new trend of bioimaging―

Takeharu Nagai

ISIR, Osaka Univ., PRESTO, JST





Main Symposium 1: Biodental Engineering―Integration of Biology and Material Science

MS1-1

Regeneration of organs in oral and craniofacial regions by the reproduction of the developmental morphogenesis

Takashi Tsuji

Res. Inst. of Sci. Tech., Tokyo Univ. of Sci.


MS1-2

In vitro modulation of gland tissue morphogenesis using hydrogel material

Takuya Matsumoto

Dept. of Biomater., Okayama Univ. Grad. Sch of Med. Dent. & Pharm.


MS1-3

Characterization of stem cell populations using antibody arrays

Koichi Kato

Dept. of Biomater., Inst. of Biomed. & Health Sci., Hiroshima Univ.


MS1-4

Scaffold-free bone tissue engineering using iPS cells

Hiroshi Egusa

Dept. of Fixed Prosthodont., Osaka Univ. Grad. Sch. of Dent.





Main Symposium 2: Carving a Disease by Omics

MS2-1

New aspects of periodontal bacteria revealed by genomics

Mariko Naito

Dept. Mol. Microbiol. Immunol., Nagasaki Univ. Grad. Sch. Biomed. Sci.


MS2-2

Bacterial survival and evolutional strategies by CRISPR

Ichiro Nakagawa

Sec. of Bacterial Pathogenesis, Tokyo Med. and Dent. Univ. Grad. Sch. of Med. and Dent. Sci.


MS2-3

CCN2 functions revealed by metabolomics and interactomics

Satoshi Kubota, Aya Maeda, Takashi Nishida, Masaharu Takigawa

Dept. Biochem. & Mol. Dent., Okayama Univ. Grad. Sch. Med. Dent. & Pharm. Sci. 


MS2-4

Regulation of endochondral ossification by transcriptional network

Riko Nishimura

Dept. of Molecular and Cellular Biochem., Osaka Univ. Grad. Sch. of Dent.


MS2-5

Identification of normal tension glaucoma-specific genome markers by genome wide association study (GWAS) and its meaning

Kei Tashiro

Dept. of Genomic Med. Sci., Kyoto Prefectural Univ. of Med.





Main Symposium 3: Clinical Insight into the Study of Orofacial Pain

MS3-1

Central mechanism of extraterritorial pain abnormality in the orofacial region

Koichi Iwata

Dept. of Physiol., Nihon Univ. Sch. of Dent.


MS3-2

Mechanisms of orofacial nociception and neuropathic pain

Ryuji Terayama, Tomosada Sugimoto

Dept. of Oral Funct. & Anat., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med. Dent. & Pharm.


MS3-3

What is required to dentists in managing chronic orofacial pain?

Yoshiki Imamura

Dept. of Oral Diagnostic Sci., Nihon Univ. Sch. of Dent.


MS3-4

Basic mechanisms of orofacial pain transmission and development of new treatment procedure 

―Neurotransmitter release from somata of sensory ganglion―

Yoshizo Matsuka

Dept. of Fixed Prosthodontics, Inst. of Health Biosci., The Univ. of Tokushima Grad. Sch.





Satellite Symposium 1: Regenerative Therapy Aimed at the Harmonization through Biological Network

SS1-1

Understanding mechanisms of skeletal development for regenerative medicine

Shinsuke Ohba

Dept. of Bioengineering, Univ. of Tokyo Grad. Sch. of Eng.


SS1-2

Periodontal regeneration with autologous periodontal ligament cell sheets

Takanori Iwata

Insti. of Adv. Biomed. Eng. & Sci., Tokyo Women's Med. Univ.


SS1-3

Novel insights in bone metabolism regulated by sex steroid hormones and its possible application for bone regeneration

Yuuki Imai

Div. of Integ. Pathophysiol., Proteo-Sci. Cent., Ehime Univ.


SS1-4

Neuronal control of bone remodeling

Shu Takeda

Dept. of Physiol. & Cell. Biol., Sch. of Med., Tokyo Med. & Dent. Univ.





Satellite Symposium 2: Novel Challenge for Bone Formation and Bone Resorption

SS2-1

Murine osteoblast-like cells MLO-A5 regulates differentiation of murine mesenchymal stem cells C3H10T1/2 through gap junctions

Mikami Yoshikazu

Dept. of Anat., Nihon Univ. Sch. of Dent.


SS2-2

Functional roles of Pannexin3 in bone and cartilage development

Tsutomu Iwamoto

Dept. of Ped. Dent., Inst. of Health Biosci., Univ. of Tokushima Grad. Sch.


SS2-3

Immune-related molecule regulates osteoblast differentiation

Hiroyuki Morimoto

Dept. Anat., Sch. of Med., Univ. Occup. Environ. Health


SS2-4

Circadian rhythms of bone metabolism and clock genes

Hisataka Kondo

Dept. of Pharmacol., Aichi Univ. Sch. Dent.


SS2-5

The role of NF-κB activation in bone formation

Kenji Osawa

Div. of Mol. Signal and Biochem., Kyushu Dent. Univ.





Satellite Symposium 3: Frontiers of Oral Physiology

SS3-1

Role of the cortical masticatory area in salivation

Naoto Maeda1, Ryuji Matsuo2

1Dept. of Occlusal and and Oral Functional Rehabil., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med., Dent. and Pharma. Sci.

2Dept. of Oral Physiol., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med., Dent. and Pharma. Sci.


SS3-2

Effect of chemical inputs in the oral cavity and pharynx on human swallowing

Yuki Nakamura

Dept. Oral Biol. Sci., Div. of Dysphagia Rehabil., Niigata Univ. Grad. Sch. Med. Dent. Sci.


SS3-3

Physiological and pathological mechanism during physiological root resorption in human deciduous teeth

Hidefumi Fukushima

Sec. of Cell Physiol., Dept. of Physiol. Sci. and Mol. Biol., Fukuoka Dent. Coll.


SS3-4

Peripheral mechanisms for ectopic orofacial pain

Masamichi Shinoda

Dept. of Physiol., Nihon Univ. Sch. of Dent.





Satellite Symposium 4: Translational Dental Research over the CCN Family

SS4-1

Role of CTGF/CCN2 on osteocyte-induced apoptosis under compressive mechanical force

Teruko Takano-Yamamoto

Div. of Orthod, & Dentofacial Orthop., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.


SS4-2

Metalloproteases and CTGF/CCN2 expression in human dentin-pulp complex

Koichiro Muromachi1, Naoto Kamio1, Kiyoshi Matsushima1, 2

Dept. of Endod.1, and Res. Inst. of Oral Sci.2, Nihon Univ. Sch. of Dent. at Matsudo


SS4-3

The effects of low-intensity pulsed ultrasound exposure on gingival cells

Chihiro Masaki, Taro Mukaibo, Yusuke Kondo, Tetsuji Nakamoto, Ryuji Hosokawa

Dept. of Oral Reconstruction and Rehabil., Kyushu Dent. Univ.


SS4-4

Effect of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) on the gene expression and protein production of CCN2 in cultured chondrocytes

Takashi Nishida1, Satoshi Kubota1, Eriko Aoyama2, Nobuyasu Yamanaka3, Masaharu Takigawa1

1Dept. Biochem. Mol. Dent., Okayama Univ. Grad. Sch. Med. Dent. Pharm. Sci., 2Biodent. Res. Ctr. Okayama Univ. Dent. Sch., 3Ito Co., Ltd.


SS4-5

The role of CCN4/WISP-1 in bone formation

Mitsuaki Ono1, Azusa Maeda1,2, Asuka Masaki1, Yuya Yoshioka1, Wataru Sonoyama1, Takuo Kuboki1, Marian F. Young2

1Dept. of Oral Rehabil. & Regen. Med., Okayama Univ. Grad. Sch. of Med. Dent. & Pharm. Sci., 2NIDCR/NIH





Satellite Symposium 5: A Future Intension of Human Orofacial Stem Cells―A Clinical Potential of Human Dental Pulp-derived Stem Cells

SS5-1

Possible implementation of clinical endodontics of pulp/dentin regeneration using dental pulp stem cells

Misako Nakashima

Dept. of Dent. Regenerative Med., Center of Advanced Med. for Dent. and Oral Diseases

National Center for Geriatrics and Gerontology, Res. Inst.


SS5-2

Dental pulp cells as a source for regenerative medicine

Ken-ichi Tezuka

Dept. of Tissue and Organ Development, Gifu Univ. Grad. Sch. of Med.


SS5-3

Development of the novel regenerative therapies for systemic intractable diseases using serum-free conditioned media from dental pulp stem cells

Akihito Yamamoto

Dept. of Oral and Maxillofacial Surgery of Nagoya Univ. Grad. Sch. of Med.


SS5-4

Therapeutic potential of cryopreserved human dental pulp tissue

Takayoshi Yamaza

Dept. of Molecular Cell Biol. and Oral Anat., Kyushu Univ. Grad. Sch. of Dent. Sci.





Satellite Symposium 6: The 27th Meeting of Salivary Glands

SS6-1

MicroRNA transport between tissues in fetal mouse submandibular gland

Toru Hayashi

Dent. Pharmacol., Asahi Univ.


SS6-2

How does the V-ATPase work in the mouse salivary gland?

Yoshinori Sahara1, Sawa Horie1,2, Asami Ohmiya1,3, Yuto Umeki1,3, Naomi Goto3, Mayumi Nakanishi-Matsui3

1)Dept. Physiol., Iwate Med. Univ. Sch. Dent., 2)Dept. Tumor Biol., Inst. Biomed. Sci., Iwate Med. Univ., 3)Dept. Biochem., Fac. Pharm. Sci., Iwate Med. Univ.


SS6-3

Sorting mechanism of salivary proteins to secretory granules in parotid glands

Junko Fujita-Yoshigaki, Miwako Matsuki-Fukushima, Megumi Yokoyama, Osamu Katsumata-Kato

Dept. Physiol., Nihon Univ. Dent. Sch. at Matsudo


SS6-4

Salivary exosomes and disease diagnosis―Focusing around water channel, aquaporin-5―

Ishikawa Yasuko, Pieczonka Tomasz, Bragiel Aneta

Dept. of Pharm., Tokushima Univ. Grad. Sch. of Dent.


SS6-5

Viral vector-mediated gene expression and intravital imaging of salivary glands
Akihiko Tanimura, Akihiro Nezu, Takao Morita

Dept. of Pharmacol., Sch. of Dent., Health Sci. Univ. of Hokkaido


SS6-6

The new vistas to the function of GABAA receptor in the salivary gland

Mitsuru Kawaguchi

Dept. of Pharmacol., Tokyo Dent. Coll.





Satellite Symposium 7: Microcirculation of a Head and Neck Cancer―A Point of Chemotherapy―

SS7-1

Microvascular architecture of oral mucosa in the type 2 diabetes mellitus

Mamoru Uemura, Fumihiko Suwa

Dept. of Anat., Osaka Dent. Univ.


SS7-2

Analysis of the factor involved in microvessel network formation during muscle development

Masataka Sunohara, Iwao Sato

Dept. of Anat., Sch. of Life Dent. at Tokyo, The Nippon Dent. Univ.


SS7-3

Lymphatic vessels as a drug delivery route on the cancer chemotherapy

Yoshinori Ando, Akira Fujimura

Div. of Functional Morphol. Dept. of Anat., Iwate Med. Univ.


SS7-4

Vasohibin-2 regulates tumor onset in the gastrointestinal tract by normalizing tumor angiogenesis

Shuji Kitahara

Dept. of Anat. and Dev. Biol., Sch. of Med., Tokyo Women's Med. Univ.





Satellite Symposium 8: The Front Line of Research on Oral Microbiota: The Challenge Report by Young Investigators

SS8-1

Anaerobic culture to detect periodontal and caries pathogens

Anne C. R. Tanner

Dept. of Microbiol., The Forsyth Inst.


SS8-2

Interaction between Fusobacterium nucleatum and the erythrocyte: Impacts on the host immune system

Saori Yoneda, Riyoko Tamai, J. Merritt, Yusuke Kiyoura

Dept. of Oral Med. Sci., Ohu Univ., Sch. of Dent.


SS8-3

Cell surface coaggregation receptor polysaccharide in Streptococcus sanguinis

Yasuo Yoshida1, Jinhua Yang2, Keiji Nagano, Yuki Abiko1, Fuminobu Yoshimura1, John O. Cisar2

1Dept. of Microbiol., Sch. of Dent., Aichi Gakuin Univ., 2Oral Microbiol. and Immunol. Branch, NIDCR, NIH


SS8-4

Microbiota profiling of bronchial fluids of elderly patients

Noriko Ishida1, Takuichi Sato1, Yasushi Hoshikawa3, Naoko Tanda2, Takashi Kondo3, Nobuhiro Takahashi1

1Div. of Oral Ecol. and Biochem., and 2Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent., 3Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging, and Cancer, Tohoku Univ.


SS8-5

Hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and acetaldehyde in oral health care for perioperative patients with pulmonary carcinoma

Naoko Tanda1, Naoko Ishida2, Yasushi Hoshikawa3, Takuichi Sato2, Nobuhiro Takahashi2, Ryoichi Hosokawa4, Takeyoshi Koseki4

1Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Hosp., 2Div. of Oral Ecol. and Biochem., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent., 3Dept. of Thoracic Surgery, Inst. of Dev., Aging and Cancer, Tohoku Univ., 4Div. of Preventive Dent., Tohoku Univ. Grad. Sch. of Dent.


SS8-6

Ameriolating effects of a Kampo Medicine, Juzentaihoto on restraint stress and P. gingivalis-induced alveolar bone loss

Orie Takeda1, Toshizo Toyama2, Kiyoko Watanabe2, Takenori Sato2, Kenichi Sasaguri1, Susumu Akimoto1, Sadao Sato1, Toshitsugu Kawata1and Nobushiro Hamada2

Div. Oral Sci., Dept. Ortho, Kanagawa Dent. Univ.1, Dept. of Microbiol., Kanagawa Dent. Univ.2


SS8-7

Basic helix-loop-helix transcription factors DEC1 and DEC2 in P. gingivalis-induced inflammation

Cintia Yuki Fukuoka1, Ujjal K Bhawal1, Ryoki Kobayashi1, Toshizo Toyama2, Takenori Sato2, Hidefumi Kumada2, Yoshimitsu Abiko1, Nobushiro Hamada2
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