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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）

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。

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）

【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。

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）

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。

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）

【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±1.60mPa）を注入した後、高粘度AR（粘度：

1036.33±144.02 mPa・s、量：5 m l、速度：1 m l/m in、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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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）

【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TGFβ3KO

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。

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）

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。

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）

【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。

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）

Objective : Our proposition in this work was to elucidate the

role of some regulators on angiogenesis during tooth develop-

ment. Method: We performed ISH by using Wnt pathway

genes and the regulators ofmegakaryopoiesis and thrombopoi-

esis 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 thrombo-

poiesis were also observed in mesenchymal layers. Conclusion:

These findings suggested that Wnt signaling pathway is

crucial and the regulators of megakaryopoiesis and thrombo-

poiesis alsomight 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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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）

【目的】DentinMatrix 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。

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）

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 3ʼ-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 3ʼ-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。

P2-12
Cytokines-induce matrix metalloproteinase

（MMP)-3 regulated cell proliferation in odonto-

blast-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 reduceMMP-

3 levels to investigate whether induction ofMMP-3 expression

by cytokines suppressed apoptosis and promoted cell prolifera-

tion. 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 prolifera-

tion, 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.

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）

【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(Chon-

drogenic: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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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）

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 differen-

tiation 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 demon-

strate that α7+ hSMSC are pluripotent stem cells capable of

differentiation along odontogenic lineages.

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）

【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）

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）

【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。

P2-14
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）

【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、amelo-

blastin、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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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 neo-

mycin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-

redO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。

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）

【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。

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）

【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。

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）

【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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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）

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。

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）

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 sialophos-

phoprotein（DSPP）および dentinmatrix 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。

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）

【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。

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）

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 re-

ceptor）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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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）

【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。

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）

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, hy-

pocone, 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。

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）

【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 enam-

el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、proteinA-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 en-

amel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。

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）

【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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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。

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）

【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。

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）

【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、χ
2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。

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）

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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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）

【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。

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）

【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。

P2-36
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。

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、

SobhanUbaidus2、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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P2-37
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。

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）

【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。

P2-38
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。

P2-40
Micro CT image versus transparent specimen

findings of extracted Japanese mandibular inci-

sorsʼ 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 incisorswere prepared. India inkwas administered

to the pulp chamber by injection, and stained teeth were then

decalcified. A further 57 teeth were scanned usingmicro-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 bymicro-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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P2-41
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(prepetro-

dentine）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。

P2-43
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。

P2-44
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。

P2-42
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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P2-45
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。

P2-47
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。

P2-46
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。

P2-48
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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P2-49
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。

P2-51
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。

P2-52
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)

P2-50
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。



J. Oral Biosci. Suppl., 2013

197

P2-53
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。

P2-55
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 isoprena-

line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。

P2-54
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。

P2-56
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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P2-57
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。

P2-59
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 bac-

tericidal/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 West-

ern 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。

P2-60
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。

P2-58
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-activat-

ing polypeptide（PACAP）を介して diazepam-binding inhibi-

tor(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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P2-61
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。

P2-63
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 YCna-

no50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。

P2-62
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。

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

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、Den-

tocult<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-ac-

tin（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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P2-65
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。

P2-67
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。

P2-68
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。

P2-66
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。



J. Oral Biosci. Suppl., 2013

201

P2-69
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。Pi-

tuitary 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。

P2-71
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。

P2-70
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 10mM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。

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EGFmRNA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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P2-73
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。

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 constitu-

tive 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。

P2-76
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。

P2-74
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。
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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）

【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 con-

ditioned 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。

P2-79
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。

P2-78
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。

P2-80
メカニカルストレスに対する歯槽骨 SOSTmR-

NA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 Hybrid-

ization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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P2-81
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。

P2-83
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。

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）

【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。

P2-82
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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P2-85
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。

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 Bio-

Flex 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。

P2-86
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 CountingKit-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、San-

guiin 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）

P2-88
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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P2-89
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。

P2-91
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, 0.4M, 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。

P2-92
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。

P2-90
Effect of VCAM-1 on the osteoclast differentia-

tion 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 sam-

ple 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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P2-93
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。

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）

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。

P2-94
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。

P2-96
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 Ve-

nus 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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P2-97
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。

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。

P2-100
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。

P2-98
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。
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P2-101
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 tauto-

merase（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。

P2-103
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。

P2-102
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。

P2-104
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 cat-

alytically 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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P2-105
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。

P2-107
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.

P2-108
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。

P2-106
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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P2-109
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 7KI 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。

P2-110
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）

エラスターゼは、膵臓、動脈壁、好中球、血小板および脾臓に

存在し、結合組織のエラスチンを特異的に分解する。ミエロペ

ルオキシダーゼは多形核白血球に存在し、生体防御に関与する。

ミエロペルオキシダーゼが好中球中のエラスターゼ作用を増強

させるといういくつかの報告がある。ヒト多形核白血球によっ

て生産されたオキシダント種が α1-プロテアーゼインヒビター

を不活性化し、その結果、好中球エラスターゼによって引き起

こされるタンパク質分解を間接的に増強するという報告があ

る。また、オキシダントが直接、好中球エラスターゼによる細

胞外マトリックスのタンパク質分解を増強するという報告があ

る。本研究は、ミエロペルオキシダーゼがエラスターゼの作用

を減少させる可能性を検討する目的で行った。実験には、ブタ

膵臓由来エラスターゼ（タイプ I、Sigma）を用い、酢酸緩衝液

（pH 5.5)中で、ミエロペルオキシダーゼ−過酸化水素−クロラ

イド系とインキュベートした。その結果、エラスターゼの紫外

部の吸収スペクトルは変化し、エラスチン・コンゴレッドを用

いたエラスチンの分解から評価したエラスターゼ活性は、ミエ

ロペルオキシダーゼ系の処理により減じた。これらの結果か

ら、エラスターゼはミエロペルオキシダーゼ−過酸化水素−ク

ロライド系によって損傷を受けたと結論した。

P2-112
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（0mg/mL から 4mg/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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P2-113
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+ smDCsmarkedly 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 disappear-

ance 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.

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。

P2-116
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。

P2-114
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。
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P2-117
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。

P2-119
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。

P2-118
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

○BhingareArundhati1、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 trim-

ming, 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 ñKaedeò 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/+CD11chi

cells 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

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）

【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。
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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 pro-

tein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。

P2-123
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。

P2-124
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 in-

tegrin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。

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）

【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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P2-125
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), trans-

membrane 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 plasma-

cytoma（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。

P2-127
Pre-B-cell leukemia homeobox interacting pro-

tein 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。

P2-126
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（Affy-

metrix）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。

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）

【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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P2-129
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。

P2-131
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。

P2-132
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 cyclop-

amine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。

P2-130
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、YoungMarian2（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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P2-133
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 vi-

troにおける解析は HSC-2 細胞を用いMTTアッセイ、Tun-

nel 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。

P2-135
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。

P2-134
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 fibroblastsmay 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.

P2-136
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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P2-137
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。

P2-139
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 50mg/kg CHS はいずれの

相も licking反応を抑制しなかったが、250mg/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 250mg/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。

P2-140
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-oxagluta-

rate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。

P2-138
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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P2-141
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, themajor 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 concentra-

tion-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 antinocicep-

tive effects.

P2-143
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 perox-

ide 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。

P2-142
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。

P2-144
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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P2-145
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 vi-

tro 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 phospha-

tase（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。

P2-147
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、glucanotrans-

ferase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 En-

zymeであることが強く示唆された。

P2-148
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。

P2-146
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（GroupA 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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P2-149
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 strep-

tococci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. ves-

tibularis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。

P2-151
環境ストレスに応答する Porphyromonas gingiva-

lis 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-cod-

ing 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。

P2-150
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。

P2-152
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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P2-153
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。

P2-155
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。

P2-156
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、un-

folding 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）

P2-154
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 albi-

cans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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P2-157
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 com-

plex 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。

P2-159
カイコ感染モデルによる病原真菌 Candida albi-

cans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。

P2-158
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、Cue-

no 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）

P2-160
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-Sa lcedo

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％), Lacto-

coccus（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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P2-161
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.gingi-

valis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.gingivalisATCC 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。

P2-163
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 violetmicroplate 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、chromo-

some 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。

P2-164
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）

P2-162
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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P2-165
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. angino-

sus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。

P2-167
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. mutansUA159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 2.09Mb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. mutansUA159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。

P2-166
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。

P2-168
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 clus-

tered 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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P2-169
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。

P2-171
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 ofMsi3p, 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 fluconazolewas required for the induction of the calcineurin-

dependent gene expression which confers fluconazole toler-

ance. These data suggest that Msi3p governs fluconazole

tolerance by partially influencing the calcineurin signaling

pathway and also other tolerance mechanisms.

P2-172
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 gingivalisATCC 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。

P2-170
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 cytochalasinD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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P2-173
Cytotoxicity and antibacterial activity of roselle

ethanol extract on oral bacteria in vitro

○Sulistyani Herastuti1、Fujita Mari1、Mashima

Izumi1、Miyakawa Hiroshi1、KamaguchiArihide1、

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 itʼs on Gram-positive bacteria. The

extract had no cytotoxicity on HGF and Ca 9-22 cells.

Conclusion: Roselle extractwould be considered for antibacteri-

al agent and safe to human oral cells.

P2-175
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 acti-

nomycetemcomitans（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）

P2-174
Porphyromonas gingivalis strains have varying

sialic acid-binding positively-charged amino acid

residues found in the sialidase domain

○CuenoMarni1、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 struc-

tures, predicted sialic acid（SA）docking to each sialidase

domainwas performed, and SA-binding siteswere 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.

P2-176
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 ter-

pene 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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P2-177
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. albicansNUD202 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。

P2-179
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）Itracona-

zole（ITCZ)（アゾール系)、Flucytosine（5-FC)および Am-

photericin 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

P2-180
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、Acti-

nomyces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 Actino-

myces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。

P2-178
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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P2-181
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 pro-

tein）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。

P2-183
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。

P2-182
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 Porphyro-

monas 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。

P2-184
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 coaggrega-

tion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、Fusobace-

rium nucleatum subsp. polymorophum（FNP)と Propionibac-

terim 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、Acti-

nomyces 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、con-

tact 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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P2-185
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）＞

P2-187
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 1.0mm

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。

P2-186
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】EP-

MA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 PO4
3-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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