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■ ロッテ基金特別講演
　 Special lecture accorded by the LOTTE Foundation



PL1
都甲　　潔

（九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ）

「化学感覚を測るセンサによるライフイノベーション」



	座長：

	中村　雅典（歯科基礎医学会理事長，昭大　歯　口腔解剖）

	日時：

	9月6日（木）13：30～14：30

	会場：

	A会場（大ホール）












■ ロッテ基金特別シンポジウム
　 Special symposium accorded by the LOTTE Foundation



PL2-1
佐々木裕之

（九大　生体防御医学研　エピゲノム制御）

「エピジェネティクスと細胞記憶と疾患」



PL2-2
Shelley L. Berger

（Epigenetics Inst, Depts Cell Deve Biol, Genet, Biol, Univ Pennsylvania）

「Epigenetic pathways as targets in human disease」



	座長：

	清島　　保（九大　院歯　口腔病理）
自見英治郎（九大　院歯　OBT研究セ）

	日時：

	9月6日（木）14：30～16：30

	会場：

	A会場（大ホール）











■ ライオン賞受賞講演
　 Lecture by JAOB/Lion Dent Research Awards Winner



L1
豊田　博紀

（阪大　院歯　口腔生理）

「大脳皮質における情報処理機構の解明」



L2
兼松　　隆

（広大　院医歯薬保　細胞分子薬理）

「肥満を制御する新たな分子メカニズムの解明」



	座長：

	中村　雅典（歯科基礎医学会理事長，昭大　歯　口腔解剖）

	日時：

	9月6日（木）11：10～12：10

	会場：

	A会場（大ホール）











■ 歯科基礎医学会学会奨励賞受賞講演
　 JAOB/Rising Members Award Winner




平成30年度（第30回歯科基礎医学会学会奨励賞）



	日時：

	9月5日（水）13：00～14：00

	会場：

	A会場（大ホール）









【薬理学部門】座長：二藤　　彰（鶴大　歯　薬理）



Y1
　浅野　智志（広大　院医歯保　細胞分子薬理）



「新奇イノシトールリン脂質代謝調節タンパク質による乳がん細胞転移の制御機構の解明研究」

受賞対象論文：Suppression of cell migration by phosphoilpase C-related catalytically inactive protein-dependent modulation of PI3 K signalling. Scientific Reports 5408頁～5421頁（2017年発行）




【生理学部門】座長：岡部　幸司（福歯大　細胞生理）



Y2
　人見　涼露（九歯大　生理）



「漢方薬半夏瀉心湯に含まれる[6]-ショウガオールと[6]-ジンゲロールは電位依存性ナトリウムチャネルを抑制して口内炎疼痛を緩和する」

受賞対象論文：[6]-gingerol and[6 ]-shogaol, active ingredients of the traditional Japanese medicine hangeshashinto, relief oral ulcerative mucositis -induced pain via action on Na＋channels. Pharmacological Research 117巻288頁～302頁（2017年発行）




【微生物学部門】座長：古西　清司（阪大　産業科学研）



Y3
　田中　志典（ペンシルベニア大　医　病理）



「口腔粘膜CD103－CD11 b＋古典的樹状細胞は所属リンパ節で舌下投与された抗原を提示し，Foxp3＋制御性T細胞を誘導する」

受賞対象論文：Oral CD103－CD11 b＋classical dendritic cells present sublingual antigen and induce Foxp3＋regulatory T cells in draining lvmph nodes. Mucosal Immunology 10巻 79頁～90頁（2017年発行）




【生化学部門】座長：石崎　　明（岩医大　歯　生化）



Y4
　上原　俊介（松歯大　口腔生化）



「Wnt5 a-Ror2シグナルは，Pkn3を介して破骨細胞の骨吸収を促進する」

受賞対象論文：Protein kinase N3 promotes bone resorption by osteoclasts in response to Wnt5 a-Ror2 signaling. Science Signaling 10巻 eaan0023(2017年発行）











■ 歯科基礎医学会学術シンポジウム
　 Symposium of JAOB




「細胞の挙動が拓く形態形成」



	オーガナイザー：

	城戸　瑞穂（佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）
井関　祥子（医科歯科大　院医歯　分子発生）




	日時：

	9月5日（水）14：00～16：00

	会場：

	A会場（大ホール）









KS1-1
「Small molecule replacement therapies cure craniofacial defects in mice」



Rena D'Souza（Sch Dent, The Univ Utah）




KS1-2
「歯の形態形成におけるエネルギー代謝調節機構」



依田　浩子（新潟大　院医歯　顎顔面再建　硬組織形態）




KS1-3
「口腔粘膜上皮形成と温度感受性イオンチャネル」



城戸　瑞穂（佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）




KS1-4
「Sonic hedgehogシグナリングの舌発生における役割」



井関　祥子（医科歯科大　院医歯　分子発生）




KS1-5
「ScleraxisとOsterixによる歯周靱帯と歯槽骨のリモデリング制御」



宿南　知佐（広大　院医歯薬保　生体分子機能）











■ 日本学術会議シンポジウム
　 （日本生命科学アカデミー後援）
　 Symposium of Science Council of Japan




「口腔と全身のネットワーク―骨・軟骨生物学の新機軸―」



	オーガナイザー：

	西村　理行（阪大　歯　生化）
宇田川信之（松歯大　口腔生化）




	日時：

	9月7日（金）9：00～11：00

	会場：

	A会場（大ホール）









CS1-1
「オーバービュー」



西村　理行（阪大　院歯　生化）




CS1-2
「骨疾患治療薬の新たな薬理作用：口腔と全身に及ぼす影響について」



高見　正道（昭大　歯　歯科薬理）




CS1-3
「内因性抗炎症Del-1分子による炎症性骨破壊―歯周病とリウマチ―の治療戦略」



前川　知樹（新潟大　院医歯　高度口腔機能教育研究セ）




CS1-4
「転写制御と骨格系疾患の分子機構」



波多　賢二，高畑　佳史，村上　智彦，西村　理行（阪大　院歯　生化）




CS1-5
「骨粗鬆症の基礎と臨床」



宮本　健史（慶大　医　整形外科）











■ メインシンポジウム　Main symposium




メインシンポジウム1
「見えてきた口内細菌と認知症の因果な関係」



	オーガナイザー：

	武　　　洲（九大　院歯　口腔機能分子科学，OBT研究セ）
中西　　博（安田女子大　薬　薬理）




	日時：

	9月5日（水）14：00～16：00

	会場：

	B会場（小講堂）









MS1-1
「口腔細菌と健康寿命」



花田　信弘（鶴大　歯　探索歯学）




MS1-2
「ミュータンス菌と血管性認知症」



猪原　匡史（国立循環器病研究セ　脳神経内科）




MS1-3
「ジンジバリス菌とアルツハイマー病」



武　　　洲（九大　院歯　口腔機能分子科学，九大　院歯　OBT研究セ）








メインシンポジウム2
「食に関わる運動・感覚の生理学」



	オーガナイザー：

	吉田　竜介（九大　院歯　口腔機能解析，OBT研究セ）
井上　富雄（昭大　歯　口腔生理）




	日時：

	9月6日（木）9：00～11：00

	会場：

	A会場（大ホール）









MS2-1
「閉口筋運動ニューロンにおけるグルタミン酸性シナプス応答のセロトニンによる増強」



井上　富雄（昭大　歯　口腔生理）




MS2-2
「嚥下誘発に関わる末梢の受容機構」



井上　　誠（新潟大　院医歯　摂食嚥下リハビリ）




MS2-3
「口内炎における疼痛発症メカニズム：食に関わる痛覚の生理学的重要性」



小野堅太郎（九歯大　生理）




MS2-4
「末梢における甘味の受容と調節メカニズム」



吉田　竜介（九大　院歯　口腔機能解析，OBT研究セ）








メインシンポジウム3
「骨吸収制御のフロンティア：次世代につながる硬組織研究イノベーション」



	オーガナイザー：

	久木田敏夫（九大　院歯　分子口腔解剖）
自見英治郎（九大　院歯　OBT研究セ）




	日時：

	9月6日（木）9：00～11：00

	会場：

	B会場（小講堂）









MS3-1
「破骨細胞骨吸収機構においてPLEKHM1-DEF8-RAB7複合体はリソゾームの分泌と骨代謝を制御する」



藤原　稔史1,2，Shiqiao Ye1，中島　康晴2，Haibo Zhao1（1University of Arkansas for Medical Sciences，2九大　院医　整形外科）




MS3-2
「ラット破骨細胞培養系により明らかになった破骨細胞の骨吸収を制御する新たなタンパク質」



久木田明子1，蒲原　麻菜1，久木田敏夫2（1佐賀大　医　病因病態科学　微生物，2九大　院歯　分子口腔解剖）




MS3-3
「NF-κBとBMPシグナル経路の相互作用を標的とした骨再生の新しいアプローチ」



自見英治郎（九大　院歯　OBT研究セ）




MS3-4
「骨細胞による骨リモデリングの制御」



中島　友紀（医科歯科大　院医歯　分子情報伝達）




MS3-5
「蛍光生体イメージング技術で可視化した骨の動的システム」



石井　　優（阪大　院医　免疫細胞生物）








メインシンポジウム4
「肥満制御研究の新潮流」



	オーガナイザー：

	兼松　　隆（広大　院医歯薬保　細胞分子薬理）
溝上　顕子（九大　院歯　OBT研究セ）




	日時：

	9月7日（金）9：00～11：00

	会場：

	B会場（小講堂）









MS4-1
「白色・褐色脂肪細胞の機能を制御しエネルギー代謝を調節する新しい分子基盤」



兼松　　隆1，大植　香菜1,2，坂田　修三1,3，山脇　洋輔1，浅野　智志1（広大　院医歯薬保　1細胞分子薬理，2広大　院医歯薬保　歯科麻酔，3広大　院医歯薬保　歯科矯正）




MS4-2
「Light sensitivity of brown adipose tissue」



佐藤　真理1,2（1北大　院歯　口腔分子生化，2科学技術振興機構，さきがけ）




MS4-3
「脂肪細胞表面受容体GPRC6 Aを介した脂肪蓄積機構」



溝上　顕子1，松田　美穂2，竹内　　弘3，安河内友世4，自見英治郎1,2，平田　雅人5（1九大　院歯OBT研究セ，2九大　院歯　口腔細胞工学，3九歯大　口腔応用薬理，4福岡大　薬　免疫・分子治療，5福歯大　歯）




MS4-4
「甘味溶液の過剰摂取行動に関わる脳腸相関の機能変化」



八十島安伸（阪大　院人間科学　行動生理）




MS4-5
「Porphyromonas gingivalisの歯性感染は非アルコール性脂肪性肝炎の病態を増悪する」



宮内　睦美，古庄　寿子，坂本　真一，高田　　隆（広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態）













新学術領域研究共催シンポジウム
「温度生物学が織りなす生理機能」



	オーガナイザー：

	内田　邦敏（福歯大　細胞分子生物　分子機能制御）
城戸　瑞穂（佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖）




	日時：

	9月7日（金）13：00～14：40

	会場：

	A会場（大ホール）









SCS1-1
「象牙質における温度-機械刺激変換：象牙質/歯髄複合体に生じる歯痛の分子細胞メカニズム」



澁川　義幸，大山　定男，東川明日香，木村　麻記（東歯大　生理）




SCS1-2
「温度感受性TRPチャネルと口腔内生理機能」



富永　真琴（生理学研　細胞生理研究・生命創成探究セ　温度生物学研究グループ）




SCS1-3
「生きた動物の2光子イメージングによる温度生物学研究」



神谷　厚範（岡大　院医歯薬　細胞生理）




SCS1-4
「温度感受性チャネルTRPM5の機能解析」



内田　邦敏（福歯大　細胞分子生物　分子機能制御）











■ ランチョンセミナー　Luncheon Seminar




ランチョンセミナー1
「若手研究者のためのAuthor Workshop：学術論文作成と魅力的なプレゼンテーション法について」



	座長：

	網塚　憲生（北大　院歯　硬組織発生生物）

	日時：

	9月7日（金）12：00～12：50

	会場：

	A会場（大ホール）

	協賛：

	エルゼビア・ジャパン株式会社









LS1
「若手研究者のためのAuthor Workshop：学術論文作成と魅力的なプレゼンテーション法について」



大島　勇人（新潟大　院医歯　硬組織形態，J Oral Biosci誌副編集委員長）








ランチョンセミナー2
「キシリトール配合ガムの口腔マイクロバイオームに及ぼす影響の量的・質的評価」



	座長：

	佐伯　洋二（ロッテ中央研究所）

	日時：

	9月7日（金）12：00～12：50

	会場：

	C会場（中ホール1）

	協賛：

	株式会社ロッテ









LS2
「キシリトール配合ガムの口腔マイクロバイオームに及ぼす影響の量的・質的評価」



竹下　　徹1,2（1九大　歯　口腔予防，2九大　歯　OBT研究セ）








ランチョンセミナー3
「うま味研究の最前線―脳認知の解析及び口腔保健への応用」



	座長：

	佐藤しづ子（東北大　院歯　口腔病態外科　口腔診断）
後藤多津子（東歯大　歯科放射線）

	日時：

	9月7日（金）12：00～12：50

	会場：

	D会場（中ホール2）

	協賛：

	味の素株式会社









LS3-1
「うま味によるヒト小唾液腺における味覚―唾液反射について」



佐藤しづ子（東北大　院歯　口腔病態外科　口腔診断）




LS3-2
「口から脳へ：平均寿命世界一の香港人における塩味の強さとコク味の脳内認知機構」



後藤多津子（東歯大　歯科放射線）











■ アップデートシンポジウム　Update symposia




アップデートシンポジウム1
「歯科産業界から見た歯科基礎医学研究の未来」



	オーガナイザー：

	山下　喜久（九大　院歯　口腔予防）




	日時：

	9月5日（水）14：20～16：00

	会場：

	C会場（中ホール1）









UDS01-1
「オーラルケア製品の科学」



柴崎顕一郎（ライオン　研究開発本部オーラルケア研）




UDS01-2
「基礎研究に基づいたメディカルデバイスの開発」



高塚　　勉（サンスタースイスSA　グローバルR&D）




UDS01-3
「口腔保健における“よきモノづくり”の実践」



矢納　義高（花王　パーソナルヘルスケア研）








アップデートシンポジウム2
「口腔顔面感覚の神経情報処理機構」



	オーガナイザー：

	小林　真之（日大　歯　薬理）
吉田　　篤（阪大　院歯　高次脳口腔機能）




	日時：

	9月5日（水）14：20～16：00

	会場：

	D会場（中ホール2）









UDS02-1
「口腔癌はなぜ気づきにくいのか？―初期口腔癌の疼痛制御機構―」



篠田　雅路（日大　歯　生理）




UDS02-2
「咀嚼筋筋紡錘感覚の機能を脳内伝達経路から考える」



吉田　　篤，佐藤　文彦，古田　貴寛（阪大　院歯　高次脳口腔機能　口腔解剖二）




UDS02-3
「島皮質は口腔顔面における体性感覚および化学感覚を統合する」



小林　真之（日大　歯　薬理）




UDS02-4
「脳の健康と食生活」



照沼　美穂（新潟大　院医歯　口腔生化）








アップデートシンポジウム3
「戦略的研究のダイバーシティ」



	オーガナイザー：

	安松　啓子（九大　味覚・嗅覚センサ開発研究セ）
樗木　晶子（九大　院医　保健，九大病院　きらめきプロジェクトキャリア支援セ）




	日時：

	9月5日（水）16：10～17：50

	会場：

	A会場（大ホール）









UDS03-1
「アミノ酸による体内時計の調整：マウスからヒトへの応用展開」



安尾しのぶ（九大　院農　代謝・行動）




UDS03-2
「情報伝達分子の逆遺伝学とダイバーシティ」



松田　美穂（九大　院歯　口腔細胞工学）




UDS03-3
「嗅覚一次中枢嗅球を構成するニューロンの多様性」



小坂　克子（国際医療福祉大　福岡保健医療　医学検査）




UDS03-4
「基礎研究，URA，ワークライフバランスから見た研究戦略」



門脇　知子（長大　院医歯薬　フロンティア生命科学）








アップデートシンポジウム4
「若手の口腔生理学研究最前線」



	オーガナイザー：

	山村　健介（新潟大　院医歯　口腔生理）
舩橋　　誠（北大　院歯　口腔機能　口腔生理）




	日時：

	9月5日（水）16：10～18：30

	会場：

	B会場（小講堂）









UDS04-1
「インスリンシグナルは味細胞の分化・増殖に関与する」



髙井　信吾1，Robert F. Margolskee2，Peihua Jiang2，二ノ宮　裕三2,3，重村　憲徳1,3（1九大　院歯　口腔機能解析，2モネル科学感覚センター，3九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ）




UDS04-2
「嚥下反射の誘発に関わる末梢の受容機構」



吉原　　翠，鈴木　　拓，那小屋公太，辻村　恭憲，井上　　誠（新潟大　院医歯　摂食嚥下リハビリ）




UDS04-3
「嚥下誘発におけるTRPチャネルの関与」



Mohammad Zakir Hossain1，海野　俊平1，安藤　　宏2，増田　裕次3，北川　純一1（1松歯大　歯　口腔生理，2生物，3松歯大　総合歯科医学研）




UDS04-4
「咬筋におけるβアドレナリン受容体およびcAMP活性化因子Epacの役割」



大貫　芳樹1，梅木　大輔2，伊藤　愛子2，川村　直矢3，八木澤由佳2，早川　佳男4，松尾　一朗3，石川美佐緒5，吹田　憲治1，成山明具美6，奥村　　敏1（1鶴大　歯　生理，2鶴大　歯　矯正，3鶴大　歯　歯周病，4鶴大　歯　麻酔，5鶴大　歯　口腔解剖，6鶴大　歯　小児歯）




UDS04-5
「咬筋運動ニューロン樹状突起のグルタミン酸応答に対するセロトニンの効果」



壇辻　昌典1，中村　史朗1，望月　文子1，中山希世美1，尾関　雅彦2，井上　富雄1（1昭大　歯　口腔生理，2インプラント）




UDS04-6
「三叉神経障害性疼痛発症における侵害情報伝達機構の変化」



片桐　綾乃（阪大　院歯　高次脳口腔機能　口腔生理）








アップデートシンポジウム5
「口腔バイオフィルム研究の最先端および若手研究者の挑戦」



	オーガナイザー：

	浜田　信城（神歯大　院歯　口腔科学）
長谷川義明（愛院大　歯　微生物）




	日時：

	9月5日（水）16：10～17：50

	会場：

	：C会場（中ホール1）









UDS05-1
「The community lifestyle of Porphyromonas gingivalis」



Richard J. Lamont（Oral Immunology and Infectious Diseases, Univ of Louisville, USA）




UDS05-2
「Distribution of two major fimbrial subtypes in Porphyromonas gingivalis」



Keiji Nagano（Dept Microbiol, Sch Dent, Aichi Gakuin Univ）




UDS05-3
「Effects of Azithromycin on Porphyromonas gingivalis fimbrial expression」



Po-Wen Kan1, Haruka Sasaki2, Keitaro Inaba2, Kiyoko Watanabe2, Nobushiro Hamada2, Masato Minabe1（1Div Periodontol, Dept of Oral Interdisciplinary Med, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent; 2Div Microbiol, Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）




UDS05-4
「New functions of oral Veillonella analyzed by the next-gen sequences」



Izumi Mashima1, Yu-Chieh Liao2, Futoshi Nakazawa3, Elaine M. Haase1, Frank A. Scannapieco1（1Dept Oral Biol, Sch Dent Med, SUNY at Buffalo, 2Div Biostatistics and Bioinformatics, Inst Population Health Sci, Natl Health Res Inst, 3Health Sci Univ Hokkaido Grad Sch Dent）








アップデートシンポジウム6
「生命情報ビッグデータから病態解明へ―次世代シークエンスデータをいかに生かすか？」



	オーガナイザー：

	東　俊文（東歯大　生化）
小林　泰浩（松歯大　総合歯科医学研　硬組織機能解析）




	日時：

	9月5日（水）16：10～17：50

	会場：

	D会場（中ホール2）









UDS06-1
「軟骨細胞分化における高次遺伝子発現制御機構の解明」



波多　賢二（阪大　院歯　生化）




UDS06-2
「情報共有が可能とする稀少疾患ゲノム解析」



三嶋　博之（長大　原爆後障害医療研　人類遺伝学研究）




UDS06-3
「次世代シークエンサーを用いた骨格系細胞における遺伝子発現制御機構の解析」



大庭　伸介（東大　院医　疾セ・臨床医工学）




UDS06-4
「遺伝子解析を用いたGolrin症候群メカニズムの検討」



小野寺晶子1，齋藤　暁子1，中村　　貴1，小崎健次郎2，東　　俊文1（1東歯大　生化，2慶大　医　臨床遺伝学セ）




UDS06-5
「歯周炎のマイクロバイオーム解析」



石原　和幸（東歯大　微生物）








アップデートシンポジウム7
「インプラント臨床を発展させる日本のバイオマテリアル」



	オーガナイザー：

	鮎川　保則（九大　院歯　口腔機能修復　インプラント・義歯補綴）




	日時：

	9月5日（水）18：00～19：40

	会場：

	C会場（中ホール1）









UDS07-1
「歯科インプラントの表面改質が細胞接着様態に与える影響」



鮎川　保則（九大　院歯　口腔機能修復　インプラント・義歯補綴）




UDS07-2
「間葉系幹細胞によるインプラント周囲軟組織封鎖性の改善」



熱田　　生（九大　院歯　口腔機能修復　インプラント・義歯補綴）




UDS07-3
「骨に学ぶ：炭酸アパタイト骨補填材の開発と臨床応用」



都留　寛治1，石川　邦夫2（1福歯大，2九大）




UDS07-4
「歯周組織の構造・機能を包括的に再生するバイオハイブリッドインプラントの開発」



大島　正充（徳大　院医歯薬　顎機能咬合再建）




UDS07-5
「インプラント材料に対するプラズマ処理の有効性」



三浦　　直（東歯大　口腔科学研究セ）








アップデートシンポジウム8
「現代の生命科学研究の潮流を探る―ChIP-seqから組織器官培養，遺伝子改変マウス，タンパク質構造解析まで―」



	オーガナイザー：

	藤井　慎介（九大　院歯　口腔病理）
松本　真司（阪大　院医　分子病態生化）




	日時：

	9月5日（水）18：00～19：40

	会場：

	D会場（中ホール2）









UDS08-1
「多能性幹細胞の分化システムとChIP-seqを駆使して骨芽細胞分化における転写制御を理解する」



大庭　伸介（東大　院医　疾セ・臨床医工学）




UDS08-2
「歯牙腫におけるWntシグナル依存的Sema3Aの発現を介する増殖制御機構の解明」



藤井　慎介（九大　院歯　口腔病理）




UDS08-3
「唾液腺におけるWntシグナル依存性新規前駆細胞の同定と機能解析」



松本　真司1，廣田　　傑1,2，菊池　　章1（1阪大　院医　分子病態生化，2広大　院医歯薬保健　顎口外）




UDS08-4
「骨格筋幹細胞の静止期・未分化維持メカニズム」



深田宗一朗（阪大　院薬　筋幹細胞創薬プロジェクト）




UDS08-5
「維持メチル化反応を担うDNAメチルトランスフェラーゼ1の構造生物学」



竹下　浩平（理研RSC, 阪大蛋白研）








アップデートシンポジウム9
「骨改造制御の新局面：骨吸収から骨形成・骨再生への橋渡し機構を探る」



	オーガナイザー：

	久木田敏夫（九大　院歯　分子口腔解剖）
久木田明子（佐賀大　医　病因病態科学　微生物）




	日時：

	9月7日（金）13：00～14：40

	会場：

	B会場（小講堂）









UDS09-1
「組織学的知見からみる骨改造」



長谷川智香1，宮本　幸奈2，網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生生物，2国際医療福祉大　熱海病院）




UDS09-2
「歯髄幹細胞による骨再生」



山座　孝義，園田聡一朗，久木田敏夫（九大　院歯　分子口腔解剖）




UDS09-3
「破骨細胞が産生するカップリング因子」



竹下　　淳（国立長寿医療研究セ　運動器疾患研究部　骨代謝制御）




UDS09-4
「破骨細胞の骨形成シグナルにおける重要性」



宇田川信之（松歯大　口腔生化）








アップデートシンポジウム10
「基礎老化研究から歯科医学研究への展開を考える～国立長寿医療研究センターからの提言～」



	オーガナイザー：

	松下　健二（国立長寿医療研究セ）
田村　正人（北大　院歯　口腔分子生化）




	日時：

	9月7日（金）13：00～14：40

	会場：

	C会場（中ホール1）









UDS10-1
「視床下部背内側核による老化・寿命制御機序」



佐藤亜希子（国立長寿医療研究セ　中枢性老化・睡眠制御研究プロジェクト）




UDS10-2
「呼吸器の老化・疾患における細胞老化の役割」



杉本　昌隆（国立長寿医療研究セ　老化機構研究　免疫研究，名大　院医　老化基礎科学）




UDS10-3
「加齢および脂質代謝異常によるドライマウス発症機序とその病態解明」



四釜　洋介（国立長寿医療研究セ　口腔疾患研究　口腔感染制御）




UDS10-4
「ヒストンメチル化は変形性顎関節症に関与する」



浮田万由美1，松下　健二3，田村　正人2，山口　泰彦1（1北大　院歯　冠橋義歯補綴，2北大　院歯　口腔分子生化，3国立長寿医療研究セ　口腔疾患研究）








アップデートシンポジウム11
「味覚嗅覚の調節因子と中枢機構に関する新展開」



	オーガナイザー：

	長田　和実（北医療大　歯　生理）
實松　敬介（九大　院歯　口腔機能解析）




	日時：

	9月7日（金）13：00～14：40

	会場：

	D会場（中ホール2）









UDS11-1
「グルカゴン様ペプチド-1受容体遺伝子多型と甘味認知閾値との関連について」



實松　敬介1,2，井上真由子2，髙井　信吾1，二ノ宮裕三1,2,3（1九大　院歯　口腔常態制御　口腔機能解析，2九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理，3Monell Chemical Senses Center）




UDS11-2
「膝神経節のレニン-アンジオテンシン系について」



諏訪部　武，安尾　敏明，硲　　哲崇（朝日大　歯　口腔生理）




UDS11-3
「嗅覚機能に及ぼすオキシトシン受容体の役割」



長田　和実（北医療大　歯　生理）




UDS11-4
「オオカミ尿由来の恐怖誘起物質（P-mix）が引き起こす脳内神経興奮および恐怖関連行動のアセチルコリン作動性神経による調節」



柏柳　　誠（旭医大　生理　神経機能）











■ 一般演題（口演）



9月6日（木）9：00～9：30　C会場（中ホール1）




唾液・唾液腺・薬理作用1
座長：竹内　　弘（九歯大　薬理）





O2-01



ナトリウム重炭酸共輸送体NBCe1の新規変異体I551Fはcytosolic retentionおよび機能低下を示す
○山崎　　修（帝京大　内科学　腎臓グループ）





O2-02



耳下腺と膵外分泌腺におけるcAMP依存性アミラーゼ分泌におけるMARCKSの関与
○佐藤慶太郎，大野　雄太，柏俣　正典（朝日大　歯　薬理）





O2-03



細胞膜上RANKL分子のクラスター化誘導による骨芽細胞分化促進作用
○曽根　絵梨1，田村　幸彦2，菅森　泰隆3，依田　哲也1，青木　和広3（1医科歯科大　院医歯　顎顔面外科，2医科歯科大　院医歯　硬組織薬理，3医科歯科大　院医歯　口腔基礎工学）





9月6日（木）9：00～9：30　D会場（中ホール2）




発生・再生1
座長：本田　雅規（愛院大　歯　口腔解剖）





O2-04



シクロホスファミド投与が多様な歯牙形成不全を誘発する
○中津川昂平，黒坂　　寛，山城　　隆（阪大　院歯　矯正）





O2-05



象牙芽細胞の感覚受容機能発現に関する発生学的研究～免疫組織化学とRT-qPCRによる解析～
○田中　亜生1，新谷　誠康1，山本　　仁2，石川　　昂2，北村　　啓2，澁川　義幸3，阿部　伸一4，山本　将仁4（1東歯大　小児歯，2東歯大　組織発生，3東歯大　生理，4東歯大　解剖）





O2-06



マトリックスメタロプロテアーゼ発現挙動と真空熱処理エピガロカテキンガレート結合ゼラチンの分解挙動の関連性
○黄　　安祺1，本田　義知2，馬場　俊輔1（1大歯大　院医歯　口腔インプラント，2大歯大　中歯研）





9月6日（木）9：00～9：30　E会場（中ホール3）




腫瘍1
座長：加藤　靖正（奥羽大　生化）





O2-07



頭頸部扁平上皮癌由来細胞でのDKK3ノックダウンは腫瘍細胞の悪性度を低下させる
○片瀬　直樹，藤田　修一（長大　院医歯薬　口腔病理）





O2-08



分子シャペロンR2TPの口腔扁平上皮癌（OSCC）進展における作用機序の解析
○木口　哲郎1,2，柿原　嘉人1，高木　律男2，佐伯万騎男1（1新潟大　院医歯　歯科薬理，2新潟大　院医歯　顎顔面口外）





O2-09



癌の治療抵抗性と転移におけるHSP90およびMMP3の役割
○江口　傑徳1,6，小野　喜章1,3，奥舎　有加1，十川　千春1，内部　健太5，中野　敬介4,6，奥井　達雄3，滝川　正春6，岡元　邦彰1，カルダーウッド　スチュアート2（1岡大　院医歯薬　歯科薬理，2ハーバード大　医，3岡大　院医歯薬　口腔外科学（病態系），4岡大　院医歯薬　口腔病理，5岡大　院医歯薬　口腔形態，6岡大　歯先端研セ）





9月6日（木）9：30～10：00　C会場（中ホール1）




唾液・唾液腺1
座長：谷村　明彦（北医療大　歯　薬理）





O2-10



ラット口蓋腺の加齢変化に関する組織学的研究
○谷脇　裕人1,2，高橋　　茂2，土門　卓文2，山崎　　裕1（1北大　院歯　高齢者歯科，2北大　院歯　口腔機能解剖）





O2-11



唾液腺の再生治療を目指した転写因子p63の発現と制御機構の解析
○井階　一樹，皆木　　瞳，阪井　丘芳（阪大　院歯　顎治）





O2-12



唾液腺の発生および機能発現におけるp130Casの役割
○室屋　龍佑1,2，高　　　靖1，中富　千尋3，藤井　慎介4，清島　　保4，自見英治郎1,3,5（1九大　院歯　口腔細胞工学，2九大　院歯　口腔顎顔面外科，3九歯大　分子情報生化，4九大　院歯　口腔病理，5九大　院歯　OBTセ）





9月6日（木）9：30～10：00　D会場（中ホール2）




発生・再生2
座長：原田　英光（岩医大　解剖　発生生物・再生医学）





O2-13



組織連続切片三次元構築法とBrdUラベリングを用いたモルモット臼歯 apical budにおける歯胚上皮幹細胞と一過性増殖細胞分布の観察
○清野　雄多1，中富　満城2，依田　浩子1，大島　勇人1（1新潟大　院医歯　硬組織形態，2九歯大　解剖）





O2-14



象牙芽細胞及びエナメル芽細胞を蛍光標識出来るマウスを用いた象牙芽細胞，エナメル芽細胞前駆細胞の同定の試み
○磯野　加奈，山崎　英俊（三重大　院医　幹細胞発生）





O2-15



マウス顎関節部 “筋-腱-骨”複合体における形態形成プロセス
○石束　　叡1,3，四ツ谷　護2,3，内藤　　哲1,3，永倉遼太郎1，山本　将仁1,3，阿部　伸一1,3（1東歯大　解剖，2東歯大　クラウンブリッジ，3東歯大　研究ブランディング事業）





9月6日（木）9：30～10：00　E会場（中ホール3）




腫瘍2
座長：佐伯万騎男（新潟大　薬理）





O2-16



ユビキチン-プロテアソーム経路の破綻によるMCL1安定化機構とその制御方法の検討
○清水　康平1，千葉　満生1,2，犬塚　博之1，福本　　敏1,2（1東北大　院歯　先端再生医学研究セ，2東北大　院歯　小児歯）





O2-17



核内およびエクソソーム中に存在するMMPs/PEXの癌進展における役割とその抑制
○奥舎　有加1，江口　傑徳1,2，十川　千春1，小野　喜章1,3，奥井　達雄3，中野　敬介4，岡元　邦彰1（1岡大　院医歯薬　歯科薬理，2岡大　歯先端研セ，3岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科，4岡大　院医歯薬　口腔病理）





O2-18



扁平上皮癌細胞の形態変化・移動・浸潤および骨破壊におけるp130Casの役割
○柳沼　　樹1,2，松原　琢磨1，古株彰一郎1，中富　千尋2，自見英治郎1,3（1九歯大　分子情報生化，2九歯大　口腔内科，3九大　院歯　OBT研究セ）





9月6日（木）10：00～10：30　C会場（中ホール1）




微生物・炎症1
座長：小松澤　均（鹿大　院医歯　細菌）





O2-19



P2受容体アゴニストとIL-1の共刺激はヒト口腔上皮細胞におけるIL-6産生を相乗的に増強する
○宍戸　　香1,2，黒石　智誠1，菅原　俊二1（1東北大　院歯　口腔分子制御，2東北大　院歯　顎口腔矯正）





O2-20



Porphyromonas gingivalis感染したマクロファージが産生する膜小胞が肝臓糖代謝に及ぼす影響
○吉田　賀弥1，藤原奈津美2，尾崎　和美2，内部　健太3，池亀　美華3，岡村　裕彦3（1徳大　院医歯薬　口腔保健教育，2徳大　院医歯薬　口腔保健支援，3岡大　院医歯薬　口腔形態）





O2-21



歯周病細菌に対する5ALAを用いたPDTの効果の検討
○関根　伸一，泉井　秀介，天野　敦雄（阪大　院歯　予防歯）





9月6日（木）10：00～10：30　D会場（中ホール2）




発生・再生3
座長：後藤　哲哉（鹿大　院医歯　機能形態）





O2-22



マウス顎顔面領域へのリンパ管内皮細胞の移住とリンパ管形成
○田谷　雄二，佐藤かおり，白子　要一，添野　雄一（日歯大　生命歯　病理）





O2-23



ラット坐骨神経切除モデルにおける配向性を有するⅠ型コラーゲン製チューブを用いた神経再生
○大竹　啓太1，鳥海　　拓2，本田　雅規2（1愛院大　歯　顎口外，2愛院大　歯　口腔解剖）





O2-24



機械刺激を負荷した歯根膜線維芽細胞由来Wnt5aによる三叉神経節細胞神経突起伸長作用
○高橋かおり，吉田　卓史，若森　　実（東北大　院歯　歯科薬理）





9月6日（木）10：00～10：30　E会場（中ホール3）




腫瘍3
座長：樋田　京子（北大　院歯　病理）





O2-25



治療耐性がん細胞は親株に比べ内在性過酸化水素と過酸化脂質の上昇のタイミングの遅延により過酸化水素に耐性を示す
○富田　和男1，高　　裕子2，五十嵐健人1，西谷　佳浩2，佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　応用薬理，2鹿大　院医歯　歯科保存）





O2-26



TAK1阻害による骨破壊を伴う腫瘍進展の悪循環の制御
○寺町　順平（徳大　院　組織再生制御）





O2-27



血管内皮細胞におけるmTORC1/mTORC2阻害剤の効果
○田村-辻　潔美，田村　正人（北大　院歯　口腔分子生化）





9月6日（木）10：30～11：00　C会場（中ホール1）




微生物1
座長：稲葉　裕明（岡大　小児歯）





O2-28



分子進化解析に基づく肺炎球菌のコリン結合タンパク質群の選択圧の評価
○山口　雅也，後藤　花奈，広瀬雄二郎，竹村　　萌，住友　倫子，中田　匡宣，川端　重忠（阪大　院歯　口腔細菌）





O2-29



メチシリン耐性黄色ブドウ球菌におけるナイシン高度耐性株の分離と耐性機構の解明
○松尾(川田）美樹1，有井かおる1,2，小松澤　均1（1鹿大　院医歯　口腔微生物，2鹿大　院医歯　歯周病）





O2-30



Porphyromonas gingivalis gingipains による炎症抑制機構
○岡野　徳壽1，庄子　幹郎2，中山　浩次2，鈴木　敏彦1（1医科歯科大　院医歯　細菌感染，2長大　院医歯薬　微生物）





9月6日（木）10：30～11：00　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝1
座長：片桐　岳信（埼医大　ゲノム研　病態生理）





O2-31



培養軟骨細胞においてアンジオテンシンIIはCCN2とMMP9の産生を制御する
○西田　　崇1，堀　　彩花1，滝川　正春2，久保田　聡1,2（1岡大　院医歯薬　口腔生化，2岡大　歯先端研セ）





O2-32



破骨細胞はスクレロスチン発現を抑制して海綿骨の骨形成を促進する
○小出　雅則1，小林　泰浩1，山下　照仁1，上原　俊介2，村上　康平2，高橋　直之1，宇田川信之1,2（1松歯大　総歯研　硬組織，2松歯大　口腔生化）





O2-33



CCL25遺伝子欠損マウスの骨組織解析
○前田久留実1，二宮　　禎2，細矢　明宏4，中村　宏彰3（1静岡大　院教育　理科，2日大　歯　解剖1，3松歯大　院総歯研　硬組織形態解析，4北医療大　歯　組織）





9月6日（木）10：30～11：00　E会場（中ホール3）




歯牙・歯髄1
座長：江尻　貞一（朝日大　歯　口腔解剖）





O2-34



Hmga2の歯胚形成と下顎骨への作用について
○小玉　裕樹1，冨山(美原)　希美2，富永　徳子3，井出　吉昭3，中原　　貴3，前田　宗宏1，五十嵐　勝1，今井　一志2（1日歯大　生命歯　院歯　保存，2日歯大　生命歯　生化，3日歯大　生命歯　発生・再生）





O2-35



台湾先住民ヤミ族の上顎第一大臼歯の歯冠サイズ
○近藤信太郎1，真鍋　義孝2，小山田常一2（1日大松戸歯　解剖，2長大　院医歯薬　顎顔面解剖）





O2-36



非晶質リン酸カルシウム基板上での歯牙エナメル質様組織構築におけるフッ素の役割
○飯島まゆみ，小沼　一雄（産総研　健康工学　生体材料）





9月6日（木）11：00～11：30　C会場（中ホール1）




微生物2
座長：吉田　明弘（松歯大　細菌）





O2-37



口腔細菌は弱アルカリ性好気環境で高いアセトアルデヒド産生を示す
○互野　　亮1，鷲尾　純平2，丹田奈緒子3，佐々木啓一1，高橋　信博2（1東北大　院歯　口腔システム補綴，2東北大　院歯　口腔生化，3東北大　院歯　予防歯科）





O2-38



Myricetin類縁体を用いた細胞外アミロイド線維依存的なバイオフィルム形成の制御法
○有田（森岡）健一1，永尾　潤一2，成田　由香2，池崎晶二郎2，安松香奈江2，豊田　馨大2，田崎　園子2，長　　　環2，田中　芳彦2（1福歯大　先端科学セ，2福歯大　感染生物）





O2-39



化膿レンサ球菌のアルギニンデイミナーゼArcAは低グルコース環境下で病原因子の発現に寄与する
○広瀬雄二郎，山口　雅也，後藤　花奈，住友　倫子，中田　匡宣，川端　重忠（阪大　院歯　口腔細菌）





9月6日（木）11：00～11：30　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝2
座長：小林　泰浩（松歯大　総歯研　硬組織疾患制御再建）





O2-40



黄色ブドウ球菌はプロテインAを介してIgG複合体を形成し破骨細胞の分化と骨吸収を促進する
○蒲原　麻菜1，久木田敏夫2，久木田明子1（1佐賀大　医　微生物，2九大　歯　分子口腔解剖）





O2-41



新規NIK阻害剤のRANKL誘導性破骨細胞分化への影響の検討
○高倉　那奈1，松田　美穂3，日浦　史隆3，北村　知昭1，自見英治郎2,3（1九歯大　保存，2九大　OBT研究セ，3九大　院歯　口腔細胞工学）





O2-42



Osteoblast Lineage-Specific Cell-Surface Antigen Regulating Osteoclastogenesis and Calcification: A Possible New Player in Bone Remodeling
○Badawy Tamer1，久本由香里1，上原　範久1，張　　旌旗1，山座　孝義1，久木田明子2，久木田敏夫1（1九大　院歯　分子口腔解剖，2佐賀大　医　微生物）





9月6日（木）11：00～11：30　E会場（中ホール3）




歯牙・歯髄2
座長：福本　　敏（東北大　院歯　小児歯）





O2-43



マウス切歯・臼歯の静的幹細胞維持に関わるShhシグナルの役割
○石川　裕子1，依田　浩子2，斎藤浩太郎2，中富　満城3，大島　勇人2（1九看大　看護福祉　口腔保健，2新潟大　院医歯　硬組織形態，3九歯大　解剖）





O2-44



アメロジェネシスのステージ特異的な遺伝子制御におけるSp6の関与
○Arinawati Dian Yosi1，三好　圭子2，堀口　大吾2，野間　隆文2（1徳大　院　口腔科学教育，2徳大　院医歯薬　医化）





O2-45



マウスエナメル芽細胞の新規標識・分取法
○進　　正史1，岡本富士雄1，鍛治屋　浩1，原田　英光2，岡部　幸司1（1福歯大　細胞生理，2岩医大　歯　発生生物）





9月6日（木）11：30～12：00　C会場（中ホール1）




微生物3
座長：中田　匡宣（阪大　院歯　細菌）





O2-46



膜小胞-細胞外DNA複合体による病原性と粘膜免疫応答の誘導
○泉福　英信，中尾　龍馬（感染研　細菌一）





O2-47



次世代シーケンサーを用いたヒトと8種の霊長類の口腔細菌叢の系統解析
○矢野　　航1，中村　千晶2，上村　竜也1，佐藤　和彦1，薗村　貴弘1，江尻　貞一1（1朝日大　歯　口腔解剖，2日歯大　生命歯　病理）





O2-48



口腔細菌による肺炎発症機序の解明－P. gingivalisは呼吸器上皮細胞の炎症性サイトカイン産生を誘導する－
○渡辺　典久1,2，田村　宗明2，神尾　宜昌2，早田真由美2,3，佐藤　秀一1，今井　健一2（1日大　歯　保存III，2日大　歯　細菌，3日大　歯　摂食機能）





9月6日（木）11：30～12：10　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝3
座長：中島　友紀（医科歯科大　歯　情報分子）





O2-49



3次元細胞培養モデルを用いた骨芽細胞から骨細胞への初期分化の検討
○社領　美紀，佐藤　　淳，宇佐美　悠，廣瀬　勝俊，白銀陽一郎，豊澤　　悟（阪大　院歯　口腔病理）





O2-50



硬組織形成におけるゴルジ体キナーゼFam20Cの役割
○廣瀬　勝俊1，宇佐美　悠1，佐藤　　淳1，社領　美紀1，大家　香織1，小守　壽文2，豊澤　　悟1（1阪大　院歯　口腔病理，2長大　院医歯薬　細胞生物）





O2-51



ヒストンメチル化酵素G9aの破骨細胞分化制御への関与
○小松浩一郎1，出野　　尚1，中島　和久1，山下　照仁2，宇田川信之3，二藤　　彰1（1鶴大　歯　薬理，2松歯大　総歯研，3松歯大　口腔生化）





O2-52



中間径フィラメントPlectin1は破骨細胞のアクチンリング形成に重要である
○松原　琢磨，當山　建弥，小早川美輝，柳沼　　樹，中富　千尋，古株彰一郎（九歯大　分子情報生化）





9月6日（木）11：30～12：10　E会場（中ホール3）




歯牙・歯髄3
座長：山城　　隆（阪大　院歯　矯正）





O2-53



エナメル質成熟過程におけるp130Casの機能解析
○中富　千尋1，中富　満城2，古株彰一郎1，松原　琢磨1，大島　勇人3，自見英治郎1,4（1九歯大　分子情報生化，2九歯大　解剖，3新潟大　院医歯　硬組織形態，4九大　院歯　OBT研究セ）





O2-54



乳歯幹細胞の単離時に血清濃度が与える影響について
○園田聡一朗1，大谷　憲司2，山座　孝義1（1九大　院歯　分子口腔解剖，2株式会社セルテクノロジー）





O2-55



ガノイン特異蛋白による下位条鰭魚類の免疫組織化学
○石山巳喜夫1，三上　正人2，横須賀宏之1，中富　満城3，笹川　一郎4（1日歯大新潟　解剖2，2日歯大新潟　微生物，3九歯大　解剖，4日歯大新潟　先端研）





O2-56



歯髄における破歯細胞抑制メカニズムの解析
○西田　大輔1，荒井　　敦2，宇田川信之3，中村美どり3，堀部　寛治4，小林　泰浩1，高橋　直之1，溝口　利英5（1松歯大　総歯研，2松歯大　矯正，3松歯大　口腔生化，4松歯大　口腔解剖，5東歯大　口腔科学研究セ）





9月7日（金）9：00～9：30　C会場（中ホール1）




シグナル伝達1
座長：池尾　　隆（大歯大　生化）





O3-01



関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるVEGF-VEGFR2依存性VE-カドヘリン発現誘導シグナルの検討と擬似血管形成への関与
○山口　光祐，冨山（美原）希美，千葉　忠茂，今井　一志（日歯大　生命歯　院歯　生化）





O3-02



強制的開口負荷が心機能および心筋細胞内シグナル伝達に与える影響の解析
○吹田　憲治1，八木澤由佳2，大貫　芳樹1，梅木　大輔2，石川美紗緒3，伊藤　愛子2，川村　直矢3，中村　芳樹2，奥村　　敏1（1鶴大　歯　生理，2鶴大　歯　矯正，3鶴大　歯　口腔解剖，4鶴大　歯　歯周病）





O3-03



PRIPによる脂肪細胞のインスリンシグナリングの調節
○高　　　靖1，溝上　顕子2，竹内　　弘3，自見英治郎1,2，平田　雅人4（1九大　院歯　口腔細胞工学，2九大　院歯　OBT研究セ，3九歯大　口腔応用薬理，4福歯大）





9月7日（金）9：00～9：30　D会場（中ホール2）




神経1
座長：井上　富雄（昭大　生理）





O3-04



メントールは鼻腔空気圧刺激に対する大脳皮質応答を増強する
○藤田　智史1，坐間　　学1,2，小林　真之1（1日大　歯　薬理，2日大　歯　口外・顎顔面外科）





O3-05



マウス舌咽神経における脂肪酸に対する単一神経応答の解析
○安松　啓子1，岩田　周介1，二ノ宮裕三1,2（1九大　味覚嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理，2Monell Chemical Senses Ctr.）





O3-06



ヒトの摂食行動と心理的要因との関係について
○塩澤　光一，奥村　　敏（鶴大　歯　生理）





9月7日（金）9：30～10：00　C会場（中ホール1）




筋1
座長：古株彰一郎（九歯大　生化）





O3-07



骨格筋リモデリング過程におけるß-アドレナリン受容体シグナルの重要性
○伊藤　愛子1，大貫　芳樹2，梅木　大輔1，石川美佐緒3，川村　直矢4，八木澤由佳1，中村　芳樹1，奥村　　敏2（1鶴大　歯　矯正，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　口腔解剖，4鶴大　歯　歯周病）





O3-08



Porphyromonas gingivalis由来のLPSが心機能におよぼす影響
○川村　直矢1，大貫　芳樹2，吹田　憲治2，梅木　大輔3，氏家　優子1，伊藤　愛子3，五味　一博1，奥村　　敏2（1鶴大　院医歯　生理，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　矯正）





O3-09



強制的開口モデルにおける心臓リモデリングとβアドレナリン受容体遮断薬による抑制効果
○八木澤由佳1，大貫　芳樹2，梅木　大輔1，吹田　憲治2，伊藤　愛子1，川村　直矢3，石川美佐緒4，中村　芳樹1，奥村　　敏2（1鶴大　歯　矯正，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　歯周病，4鶴大　歯　解剖１）





9月7日（金）9：30～10：00　D会場（中ホール2）




神経2
座長：小野堅太郎（九歯大　生理）





O3-10



閉口筋筋紡錘の感覚が入力する顆粒性島皮質からの下行路の神経回路構築
○池之上悦子1，佐藤　文彦1，古田　貴寛1，藤田　雅俊2，吉田　　篤1（1阪大　院歯　口腔解剖2，2東北大　院歯　歯科口腔麻酔）





O3-11



マウス三叉神経節のM2型組織常在性マクロファージ様細胞は末梢神経傷害によって増殖・活性化する
○岩井　治樹，倉本恵梨子，ダール　アシス，山中　淳之，後藤　哲哉（鹿大　院医歯　歯科機能形態）





O3-12



知覚神経の興奮は骨内での乳がん進展に寄与する
○奥井　達雄1,2，小野　喜章1，佐々木　朗1（1岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科，2インディアナ大　医）





9月7日（金）10：00～10：30　C会場（中ホール1）




免疫1
座長：田中　芳彦（福歯大　歯　細菌）





O3-13



P. gingivalis感染によりマスト細胞から産生されたIL-31はclaudin-1発現抑制を介して歯肉上皮バリア破綻を誘導する
○多田　浩之1，沼崎　研人1,2，西岡　貴志3，松下　健二4，菅原　俊二1（1東北大　院歯　口腔分子制御，2東北大　院歯　顎口腔矯正，3東北大　院歯　口診，4長寿セ　口腔疾患）





O3-14



皮膚所属リンパ節の遊走性cDCはNi結合能を示しNiアレルギーを惹起する
○黒石　智誠，菅原　俊二（東北大　院歯　口腔分子制御）





O3-15



マウス唾液腺における組織マクロファージの解析
○陸　　　路1,2，黒石　智誠2，菅原　俊二2（1東北大　院歯　口診，2東北大　院歯　口腔分子制御）





9月7日（金）10：00～10：30　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝4
座長：青木　和広（医科歯科大　院医歯　口腔基礎工学）





O3-16



ヘリオキサンチン誘導体による破骨細胞分化抑制はNO産生とPDE阻害による
○天野　　均1，岩城　　太1，大庭　伸介2（1大歯大　薬理，2東大　院医　附属疾患生命工学セ　臨床医工）





O3-17



骨粗鬆症モデルラットにおける副甲状腺ホルモンとメラトニンの併用効果
○池亀　美華1，田中みか子2，江尻　貞一3，服部　淳彦4，高尾　亮子5，内部　健太1，岡村　裕彦1（1岡大　院医歯薬　口腔形態，2明倫短大　歯科技工，3朝日大　歯　口腔解剖，4医科歯科大　教養　生物，5旭化成ファーマ　医薬研究セ）





O3-18



A-FABPを発現するE-FABP陽性septoclastとE-FABP欠損の影響
○坂東　康彦，崎山　浩司，天野　　修（明海大　歯　解剖）





9月7日（金）10：30～11：00　C会場（中ホール1）




免疫2
座長：石丸　直澄（徳大　病理）





O3-19



Candida albicans 成分特異的T細胞の病態抑制効果の検討
○田崎　園子1,2，長　　　環1，永尾　潤一1，池崎晶二郎1，成田　由香1，有田（森岡）健一1，安松香奈江1，豊田　馨大1，小島　　寛2，田中　芳彦1（1福歯大　機能生物化学　感染生物，2福歯大　成長発達歯　障害者歯科）





O3-20



Immunosuppressive status of CD206hi cells appeared in sublingual mucosa
○Yang Yue，永井　重徳，東　みゆき（医科歯科大　院医歯　分子免疫）





O3-21



SATB1遺伝子欠損マウスにおけるシェーグレン症候群発症機構の解析
○田中ゆり子1，バワールウジャール2，張　　鳳洙3，近藤　元就1（1東邦大　医　免疫，2日大松戸歯　生化・分子生物，3日大松戸歯　麻酔）





9月7日（金）10：30～11：00　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝5
座長：久保田　聡（岡大　歯　生化）





O3-22



効率的な歯の移動を目的とした骨代謝促進薬のスクリーニングとその解析
○柿原　嘉人1，中田　樹里2，Lay Thant1,2，齋藤　　功2，佐伯万騎男1（1新潟大　院医歯　歯科薬理，2新潟大　院医歯　歯科矯正）





O3-23



Dgcr2は頭蓋底軟骨結合における肥大軟骨細胞への分化過程でTGF-betaシグナルを抑制性に制御する
○梶原　景正（東海大　医　分子生命科学）





O3-24



p130Casと結合する分子Bif-1は破骨細胞による骨吸収へ影響を与える
○當山　健弥1，松原　琢磨2，古株彰一郎2，中富　千尋2，牧　　憲司2，自見英治郎1,3（1九歯大　分子情報生化，2九歯大　口腔機能発達，3九大　院歯　OBT 研究セ）





9月7日（金）11：00～11：40　C会場（中ホール1）




歯周組織1
座長：岡部　幸司（福歯大　生理）





O3-25



TRPV4遺伝子欠失マウスにおける口腔粘膜創傷治癒の解析
○吉本　怜子1,2,3，合島怜央奈4，大崎　康吉1，藤井　慎介2，張　　旌旗5，曹　　愛琳1,2，高　　イキ1，清島　　保2，城戸　瑞穂1（1佐賀大　医　組織神経解剖，2九大　院歯　口腔病理，3九大　院歯　歯周病，4佐賀大　医　口腔外科，5九大　院歯　分子口腔解剖）





O3-26



カマイルカにおける歯周組織の構造と形態学的特徴
○小寺　　稜1，井上　孝二2，千葉　敏江3，佐藤　哲二1（1鶴大　歯　解剖II，2鶴大　歯　電顕，3鶴大　歯　解剖I）





O3-27



Scleraxisノックアウトヒト歯根膜由来不死化細胞におけるTenomodulin遺伝子発現解析
○鳥居　大祐1，小林　朋子1,2，堀江　哲郎3，筒井　健夫1（1日歯大　生命歯　薬理，2医科歯科大　院医歯　歯周病，3日歯大　生命歯　研究セ）





O3-28



インプラント表面のハイドロキシアパタイトはオステオポンチン沈着に影響を与え直接性骨形成を促進する
○真喜志佐奈子，渡辺　泰典，斎藤浩太郎，大島　勇人（新潟大　院医歯　顎顔面再建　硬組織形態）





9月7日（金）11：00～11：30　D会場（中ホール2）




骨・軟骨・骨代謝6
座長：宇田川信之（松歯大　生化）





O3-29



低出力超音波パルスによる破骨細胞分化の抑制とそのメカニズムの解明
○青山絵理子1，久保田　聡1,2，滝川　正春1（1岡大　歯先端研セ，2岡大　院医歯薬　口腔生化）





O3-30



破骨細胞分化を負に制御するRabタンパク質の同定
○奥舎　有加1，板垣　まみ2，十川　千春1，江口　傑徳1,3，坂井　詠子4，筑波　隆幸4，岡元　邦彰1（1岡大　院医歯薬　歯科薬理，2岡大　歯，3岡大　歯先端研セ，4長大　院医歯薬　歯科薬理）





O3-31



破骨細胞のアクチンリング形成におけるKif1cの役割
○小早川美輝1，松原　琢磨2，古株彰一郎2，細川　隆司1，自見英治郎2,3（1九歯大　院歯　口腔再建リハ，2九歯大　分子情報生化，3九大　院歯　OBT研究セ）









■ 一般演題（ポスター発表）



9月5日（水）18：00～18：40　ポスター会場




解剖学（モリタ賞応募）




P1-01



歯髄由来幹細胞と多血小板フィブリン（PRFr）を用いた坐骨神経損傷の再生について
○劉　　宇豪1,2，松尾　雅斗1，郭　　宗甫2,3（1神歯大　院歯　口腔科学，2国立台湾大　獣医，3亜州大　獣医）





P1-02



マウス外側翼突筋停止部付着様式の獲得と損傷後の変化
○内藤　　哲1,4，四ツ谷　護2,4，石束　　叡1,4，永倉遼太郎1，佐藤　正樹3,4，阿部　伸一1,4（1東歯大　解剖，2東歯大　クラウンブリッジ，3東歯大　生物，4東歯大　研究ブランディング事業）





P1-03



卵殻膜とビタミンC投与による歯の移動時の組織学的変化について
○元地　弘樹，東　　雅啓，松尾　雅斗（神歯大　院医歯　口腔科学）





P1-04



老化モデルマウスを用いた上頸神経節細胞の分子マーカーの動態
○光岡　一行1，上田　容子2，宇塚　　聡1，佐藤　　巌2（1日歯大病院　矯正，2日歯大　生命歯　解剖1）





P1-05



舌癌周囲の筋再生に対するHigh mobility group box 1(HMGB1)の関与
○小笠原悠大1,2，崎山　浩司1，坂東　康彦1，三宅　言輝1,2，天野　　修1（1明海大　歯　解剖，2明海大　歯　口腔顎顔面外科2）





P1-06



アレルギーモデルマウスの骨代謝調節とメカノセンサーチャネルの機能
○高　　イキ1，曹　　愛琳1,2，吉本　怜子1,2，合島怜央奈3，大崎　康吉1，張　　旌旗4，城戸　瑞穂1,2（1佐賀大　医　組織・神経解剖，2九大　院歯　口腔病理，3佐賀大　医　歯科口腔外科，4九大　院歯　分子口腔解剖）





P1-07



歯胚移植技術を用いたマウス歯肉接合上皮構成細胞の経時的変化の解明
○加藤　麻友1,2，相澤　　怜1，関　　辰明1，田中　慧介1,2，美島　健二2，山本　松男1（1昭大　歯　歯周病，2昭大　歯　口腔病態診断　口腔病理）





P1-08



社会的孤立ストレスによる血液および唾液成分の変化
○東　　雅啓1，猿田　樹理1，山本　裕子2，松尾　雅斗1，槻木　恵一1（1神歯大　院歯　口腔科学，2神歯大　短期　歯科衛生）





生化学（モリタ賞応募）




P1-09



母体運動による糖尿病予防効果の次世代伝播機構
○楠山　譲二1（1ハーバード大　医　ジョスリン糖尿病セ，2鹿大　院医歯　口腔生化）





P1-10



エナメル質形成過程におけるTGF-βのシグナル伝達
○大久保水羽1，千葉理沙子2，唐木田丈夫2，山本　竜司2，小林　冴子3，長野　孝俊1，五味　一博1，山越　康雄2（1鶴大　歯　歯周病，2鶴大　歯　生化，3鶴大　歯　小児歯）





P1-11



炎症性骨破壊疾患における非受容体型チロシンキナーゼ阻害剤の効果の検討
○金　　裕純1,2，小野　岳人2，中島　友紀2,3（1医科歯科大　院医歯　顎顔面外科，2医科歯科大　院医歯　分子情報伝達，3日本医療研究開発機構）





P1-12



アメロブラスチンの破骨細胞分化過程に及ぼす阻害効果
○チャウィワンナコーンウィチダー1,2，有吉　　渉1，沖永　敏則3，牧　　憲司2，西原　達次1（1九歯大　感染分子生物，2九歯大　口腔機能発達，3大歯大　細菌）





P1-13



細胞膜貫通型タンパク質Sltrik1は骨芽細胞分化を促進する
○白川　智彦1,2，松原　琢磨1，中富　千尋1，黒石加代子2，郡司掛香織2，川元　龍夫2，佐藤　　毅3，古株彰一郎1（1九歯大　分子情報生化，2九歯大　顎口腔機能矯正，3埼医大　医　口腔外科）





P1-14



プロテアソーム阻害剤を用いた効率的骨芽細胞分化誘導法の検討
○星川　聖良1,2，千葉　満生1,2，綿引　麻美2，清水　康平2，犬塚　博之2，福本　　敏1,2（1東北大　院歯　小児歯，2東北大　院歯　先端再生医学研究セ）





P1-15



Er:YAGおよび半導体レーザーによるブタ歯髄細胞および歯髄組織への影響
○斉藤　まり1，千葉理紗子1，山本　竜司1，唐木田丈夫1，小林　一行2，山越　康雄1（1鶴大　歯　生化，2鶴大短大　歯科衛生）





P1-16



蛍光発色ブタ歯髄細胞株の作製とMTA上での培養
○服部　　環1，唐木田丈夫2，山本　竜司2，細矢　哲康1，山越　康雄2（1鶴大　歯　歯内療法，2鶴大　歯　分子生化）





P1-17



ブタ幼若エナメル質中のケラチン75について
○千葉理紗子1，山本　竜司1，大久保水羽2，山越　康雄1（1鶴大　歯　分子生化，2鶴大　歯　歯周病）





P1-18



炎症および骨吸収の制御作用を有する新規食物由来ペプチドの検索
○田村　　光1,2,3，前川　知樹1,2，土門　久哲1,2，永井　康介1，日吉　　巧1,3，前田　健康2，寺尾　　豊1,2（1新潟大　院医歯　微生物，2新潟大　院医歯　高口セ，3新潟大　院医歯　歯周病）





P1-19



Er:YAGレーザー照射による歯根膜細胞のアポトーシス誘導
○丹羽　堯彦1，小林　一行2，山川駿次郎3，千葉理紗子4，山本　竜司4，長野　孝俊1，山越　康雄4，五味　一博1（1鶴大　歯周病，2鶴大短大　歯科衛生，3鶴大　歯内療法，4鶴大　歯内療法）





P1-20



口腔扁平上皮癌細胞由来のIL-1α特異的な間葉系細胞を介した免疫抑制作用の促進
○伊藤　宏衣1，神谷　真子2,3，川木　晴美2，高山　英次2，梅村　直己2，稲垣　慶則2,4，松並　晃弘1，村松　泰徳1，住友伸一郎1，近藤　信夫2（1朝日大　歯　口腔外科，2朝日大　歯　口腔生化，3朝日大　営　化学，4朝日大　歯　麻酔）





P1-21



マウス口腔扁平上皮癌細胞由来のIL-1αにより間葉系細胞(10T1/2)に誘導される免疫チェックポイント遺伝子の解析
○松並　晃弘1，森本　宏衣1，稲垣　慶則2,4，神谷　真子2,3，高山　英次2，川木　晴美2，梅村　直己2，住友伸一郎1，村松　泰徳1，近藤　信夫2（1朝日大　歯　口外，2朝日大　歯　口腔生化，3朝日大　営　化学，4朝日大　歯　麻酔）





P1-22



麻酔薬が癌組織における免疫抑制環境の形成におよぼす影響
○稲垣　慶則1,2，神谷　真子2,3，梅村　直己2，川木　晴美2，高山　英次2，伊藤　宏衣2,4，住友伸一朗4，櫻井　　学1，智原　栄一1，近藤　信夫2（1朝日大　歯　麻酔，2朝日大　歯　口腔生化，3朝日大　営　化学，4朝日大　歯　口腔外科）





P1-23



口腔がん診断の自然蛍光画像診断の輝度比率は腫瘍の増大に影響せず安定している
○鷲見　成紀1，梅村　直己2，足立　　誠1，太田　貴久1，長縄　綱亮1，川木　晴美2，高山　英次2，近藤　信夫2，住友伸一郎1（1朝日大　歯　口腔外科，2朝日大　歯　口腔生化）





P1-24



休眠に寄与する骨髄播種癌細胞の自律的分子特性の解析
○前城　　学1,2，神力　　悟2，中村　拓哉1，城野　博史3，中山　秀樹1，安東由喜雄4，松井　啓隆2（1熊本大　医　口外，2熊本大　医　臨床病態解析学，3熊本大　医　薬剤，4熊本大　医　神内）





P1-25



亜鉛置換型ハイドロタルサイト（HDT）セラミックス多孔体の揮発性硫黄化合物（VSC）吸着効果の検討
○石榑　大嗣1,2，森田　侑宜1，川木　晴美2，新谷　耕平3，尾池　和樹1，井殿　泰鳳1,2，越智　葉子1,2，横川　善之4，堀田　正人1，近藤　信夫2（1朝日大　歯　保存，2朝日大　歯　口腔生化，3朝日大　歯　歯科理工，4大阪市大　院工材料物性工）





P1-26



Surface pre-reacted glass ionomer (S-PRG)フィラーのヒト唾液タンパク質吸着作用の検討
○巽　　勇介1,2，川木　晴美2，石榑　大嗣1,2，清水翔二郎1,2，鶴田はねみ1,2，梅村　直己2，神谷　真子3，高山　英次2，堀田　正人1，近藤　信夫2（1朝日大　歯　保存，2朝日大　歯　口腔生化，3朝日大　経化学）





P1-27



マウス iPS 細胞から遊走神経堤細胞への分化誘導と発現転写因子の検討
○小田嶋彩乃1，小野寺晶子2，齋藤　暁子2，中村　　貴2，高田　佳奈3，星野　立樹4，一戸　達也4，東　　俊文2（1東歯大　口科研，2東歯大　生化，3東歯大　歯内，4東歯大　麻酔）





P1-28



BRONJ発症におけるエクソソームの効果の検討
○渡邊　純奈，酒井　　陽，日比　英晴（名大　院医　頭頸部・感覚器外科　顎顔面外科）





P1-29



Prevotella intermediaの発現するアルギニン特異的アミノペプチダーゼの同定と発現
○Sarwar Mohammad Tanvir1，根本　優子1，小早川　健1，内藤真理子2，根本　孝幸1（1長大　院医歯薬　口腔分子生化，2長大　院医歯薬　微生物）





P1-30



抗MHC抗体によって引き起こされる肺水腫は肺血管内皮細胞においてグリコカリックスの分解を伴う
○福井　梨恵1,2，鈴木　　大1，上條竜太郎1，飯島　毅彦2（1昭大　歯　口腔生化，2昭大　歯　麻酔）





生理学（モリタ賞応募）




P1-31



ヒト由来セメント芽細胞の電位依存性イオンチャネル発現
○鎌田　聡仁1,2，東川明日香2，木村　麻記2，井上　博之2,3，大山　定男2，大房　　航2，澁川　義幸2，山下秀一郎1（1東歯大　パーシャル補綴，2東歯大　生理，3東歯大　麻酔）





P1-32



小学校児童の味覚検査における味の表現について
○橋爪　那奈1，佐伯　周子1，井出　良治1，今井　敏夫1，河内　嘉道2，石井　広志2（1日歯大　生命歯　生理，2市川歯科医師会）





P1-33



頬粘膜切開後に発症する機械および熱痛覚過敏に対するTRPV2の関与
○浦田健太郎1，篠田　雅路2，岩田　幸一2（1日大　歯　補綴１，2日大　歯　生理）





P1-34



Porphyromonas gingivalis由来のLPSによる心機能障害に対するベータアドレナリン受容体遮断薬の抑制効果
○松尾　一朗1，吹田　憲治2，川村　直矢2，早川　佳男4，八木澤由佳3，伊藤　愛子3，大貫　芳樹2，五味　一博1，奥村　　敏2（1鶴大　院歯　歯周病，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　歯科矯正，4鶴大　歯　歯科麻酔）





P1-35



機械活性化TRPチャネルは歯の移動による疼痛発症に関与する
○森井　　葵1,2，人見　涼露1，氏原　　泉1，左合-伊藤　美紗2，川元　龍夫2，小野堅太郎1（1九歯大　歯　生理，2九歯大　歯　顎口腔機能矯正）





P1-36



喘息モデルマウスの機械的アロディニアとTRPV1
○曹　　愛琳1,2，高　　イキ1，吉本　怜子1,2，合島怜央奈3，大崎　康吉1，張　　旌旗4，城戸　瑞穂1,2（1佐賀大　医　組織・神経解剖，2九大　院歯　口腔病理，3佐賀大　医　歯科口腔外科，4九大　院歯　分子口腔解剖）





P1-37



情動ストレスによるセロトニン機構の変調は大縫線核および青斑核の咬筋侵害応答を増大させる
○清水　志保1，中谷　暢佑1，黒瀬　雅之1，長谷川真奈1，高木　律男2，山村　健介1，岡本圭一郎1（1新潟大　院医歯　口腔生理，2新潟大　院医歯　顎顔面口腔外科）





P1-38



マウス味細胞におけるprotocadherin 20 (Pcdh 20)の発現
○廣瀬　文恵1，高井　信吾1，高橋　一郎2，重村　憲徳1,3（1九大　院歯　口腔機能解析，2九大　院歯　矯正，3九大　味覚嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理）





P1-39



三叉神経節ニューロンにおけるP2X7受容体-パネキシンチャネルカップリング
○井上　博之1，黒田　英孝2，大山　定男3，大房　　航3，永井佐代子4，鎌田　聡仁5，東川明日香3，木村　麻記3，澁川　義幸3，一戸　達也1（1東歯大　麻酔，2神歯大　院歯　全身管理医歯，3東歯大　生理，4東歯大　口腔病態外，5東歯大　パーシャル補綴）





P1-40



日本酒によるストレス誘発性の咬筋侵害応答の軽減効果は日本酒含有エタノールの直接作用ではない
○中谷　暢佑1,2，柿原　嘉人3，清水　志保1,2，黒瀬　雅之2，佐伯万騎男3，高木　律男2，山村　健介1，岡本圭一郎1（1新潟大　院医歯　口腔生理，2新潟大　院医歯　顎顔面口腔外科，3新潟大　院医歯　歯科薬理）





P1-41



新生児期外傷により発現するNav1.8は成長後の外傷性疼痛増強に関与する
○相馬　久実1，篠田　雅路2，岩田　幸一2（1日大　歯　小児歯，2日大　歯　生理）





P1-42



島皮質における興奮性ニューロンの三叉神経脊髄路核尾側亜核のI/II層における興奮性および抑制性ニューロンへの投射様式
○中谷　有香，小林　真之（日大　歯　薬理）





P1-43



新生仔ラット三叉神経節細胞における機械刺激受容
○東川明日香，木村　麻記，隝田みゆき，大房　　航，大山　定男，安藤　正之，河野　恭佑，望月　浩幸，渋川　義幸（東歯大　生理）





P1-44



唾液腺におけるストア作動性Ca2+流入の異常は，唾液分泌量を減少させる
○中西　正光1，春山　直人2，呉本　晃一3，高橋　一郎2（1九大病院　矯正，2九大　院歯　矯正，3広大病院）





P1-45



慢性歯周炎による唾液腺アポトーシス関連因子
○鹿山　武海1,2，左合-伊藤　美紗3，人見　涼露2，氏原　　泉2，浪花　真子2，臼井　通彦1，小野堅太郎2（1九歯大　院　歯周，2九歯大　院　生理，3九歯大　院　顎口腔機能矯正）





P1-46



ラット唾液腺の反射性唾液分泌における副交感神経性血流増加反応の関与
○佐藤　寿哉，三戸　浩平，石井　久淑（北医療大　歯　生理）





P1-47



老化が唾液腺機能へ及ぼす影響について
○宮城　勇大，近藤　祐介，堀　　裕亮，宗政　　翔，向坊　太郎，正木　千尋，細川　隆司（九歯大　口腔再建リハ）





P1-48



半夏瀉心湯含有成分イソリクイリチゲニンは電位依存性イオンチャネルを阻害することで口内炎性疼痛を抑制する
○宮村　侑一1,2，人見　涼露1，氏原　　泉1，小野堅太郎1（1九歯大　院歯　生理，2九歯大　院歯　放射線）





組織・発生学（モリタ賞応募）




P1-49



骨芽細胞由来MiR-125bは骨代謝回転を骨形成優位とし，健常な骨を維持させる
○伊藤　翔太1，南崎　朋子2，吉子　裕二2（1広大　院医歯薬保　矯正，2広大　院医歯薬保　硬組織代謝生物）





P1-50



FGF23/klothoシグナルによる基質石灰化制御機構
○長谷川智香1，宮本　幸奈2，本郷　裕美1，山本知真也3，網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生，2国際医療福祉大　熱海病院　歯科，3自衛隊阪神病院　歯科）





P1-51



新規肥満2型糖尿病モデルでSDT fatty ラットの骨組織解析について
○本郷　裕美1，坪井香奈子2，長谷川智香1，網塚　憲生1（1北大　院歯　硬組織発生，2榛原総合病院　口腔外科）





P1-52



デンティンブリッジ形成過程における古典的Wntシグナルの役割
○原　弥革力1，堀部　寛治2，平賀　　徹2，中村　浩彰2（1松歯大　院歯　硬組織疾患制御再建，2松歯大　口腔解剖）





P1-53



糖尿病モデルラットにおける歯髄内石灰化の多面的解析
○高島　　葵，三浦　治郎，杉山　敬多，清水　真人（阪大　院歯　総診）





P1-54



大臼歯プロトスタイリッドの髄角形状に対する三次元的考察
○榊原　　渓1，河野　芳朗2，杉山　明子2，都尾　元宜1，滝川　俊也2（1朝日大　歯　口腔機能修復　歯科補綴，2朝日大　歯　口腔解剖）





P1-55



3Dボリュームイメージングによる歯根膜のメゾスケール構造解析
○平嶋　伸悟1,2（1久留米大　医　顕微解剖，2久留米大　医　歯口セ）





P1-56



マウス歯胚形成中におけるCGRPαの分布
○前田　祐貴，三輪　容子，佐藤　　巌（日歯大　生命歯　解剖１）





P1-57



歯根膜細胞-血管内皮細胞 共培養スフェロイドは歯周組織再生を促進する
○佐野孝太朗1，臼井　通彦1，近藤　久貴2，中富　満城3，佐藤　　毅4，有吉　　渉5，戸苅　彰史2，西原　達次5（1九歯大　歯周，2愛院大　歯　薬理，3九歯大　解剖，4埼医大　医　口外，5九歯大　感染分子生物）





P1-58



マウス歯肉接合上皮細胞の由来と動態について
○斎藤浩太郎1，依田　浩子1，大島　邦子2，大島　勇人1（1新潟大　院医歯　硬組織形態，2新潟大　院医歯　小児歯）





P1-59



歯根膜にみられるGli-1陽性細胞の骨形成能
○Shalehin Nazmus，細矢　明宏，建部　廣明，Hasan Md Riasat，入江　一元（北医療大　歯　組織）





P1-60



マウスを用いた炎症性骨吸収後の歯槽骨再生実験モデル
○堀部　寛治，中村　浩彰（松歯大　口腔解剖）





P1-61



TRPV4遺伝子欠失マウスにおける口腔粘膜創傷治癒の解析
○吉本　怜子1,2,3，合島怜央奈4，大崎　康吉1，藤井　慎介2，張　　旌旗5，曹　　愛琳1,2，高　　イキ1，清島　　保2，城戸　瑞穂1（1佐賀大　医　組織神経解剖，2九大　院歯　口腔病理，3九大　院歯　歯周病，4佐賀大　医　口腔外科，5九大　院歯　分子口腔解剖）





P1-62



インプラント表面のハイドロキシアパタイトはオステオポンチン沈着に影響を与え直接性骨形成を促進する
○真喜志佐奈子，渡辺　泰典，斎藤浩太郎，大島　勇人（新潟大　院医歯　硬組織形態）





P1-63



機械刺激を負荷した歯根膜線維芽細胞由来Wnt5aによる三叉神経節細胞神経突起伸長作用
○高橋かおり，吉田　卓史，若森　　実（東北大　院歯　歯科薬理）





P1-64



I型糖尿病およびII型糖尿病ラットにおける舌下腺アディポネクチンと受容体の変化
○三宅　言輝1,2，平良芙蓉子1,2，小笠原悠大1,2，坂東　康彦1，崎山　浩司1，天野　　修1（1明海大　歯　解剖，2明海大　歯　口腔顎顔面外科II）





P1-65



新規basic-helix-loop-helix転写因子AmeloDは歯原性上皮細胞の遊走能を制御し歯胚形態形成に関与する
○千葉　雄太1,2，吉崎　恵悟2,3，齋藤　　幹1，中村　卓史2,4，岩本　　勉2,5，福本　　敏1,2（1東北大　院歯　小児歯，2米国国立衛生研，3九大　院歯　矯正，4東北大　院歯　歯科薬理，5徳大　院医歯薬　小児歯）





P1-66



シクロホスファミド投与が多様な歯牙形成不全を誘発する
○中津川昂平，黒坂　　寛，山城　　隆（阪大　院歯　矯正）





P1-67



PKP1は歯原性上皮細胞において密着結合構成因子ZO-1の局在を制御する
○宮崎佳奈子1，吉崎　恵悟1，湯田　智美1，韓　　　雪1，新井智映子1，鮒田　啓太1，田　　　甜1，福本　　敏2，高橋　一郎1（1九大　院歯　矯正，2東北大　院歯　小児歯）





P1-68



胎仔マウス顎下腺原基の凍結保存に関する研究
○足立　圭亮1，大野　雄太2，佐藤慶太郎2，村松　泰徳1，柏俣　正典2（1朝日大　歯　口腔外科，2朝日大　歯　薬理）





P1-69



歯に特異的に発現するmicroRNA-875の同定および歯の発生における役割
○鮒田　啓太1，吉崎　恵悟1，韓　　　雪1，宮崎佳奈子1，新井智映子1，湯田　智美1，田　　　甜1，福本　　敏2，高橋　一郎1（1九大　院歯　矯正，2東北大　院歯　小児歯）





P1-70



歯の咬頭形成におけるホメオボックス転写因子Nkx2-3の役割
○韓　　　雪1，吉崎　惠悟1，宮崎佳奈子1，新井智映子1，鮒田　啓太1，湯田　智美1，田　　　甜1，福本　　敏2，高橋　一郎1（1九大　院歯　矯正，2東北大　院歯　小児歯）





P1-71



組織連続切片三次元構築法とBrdUラベリングを用いたモルモット臼歯 apical budにおける歯胚上皮幹細胞と一過性増殖細胞分布の観察
○清野　雄多1，中富　満城2，依田　浩子1，大島　勇人2（1新潟大　院医歯　硬組織形態，2九歯大　解剖）





P1-72



ウズラ-ニワトリキメラ胚とEGFP-Tol2標識システムを用いた冠状血管内皮細胞の起源探索
○上村　竜也，矢野　　航，佐藤　和彦，薗村　貴弘，江尻　貞一（朝日大　歯　解剖）





P1-73



口蓋上皮TGF-βおよびShhは，口蓋間葉のTenascin C発現を誘導する
○大木　　調1，岡　　暁子1，緒方佳代子2，中村　雅子1，奥原　　滋3，尾崎　正雄1，井関　祥子3，阪井　丘芳4（1福歯大　小児歯，2福歯大　生体構造，3医科歯科大　院医歯　分子発生，4阪大　院歯　顎治）





微生物学（モリタ賞応募）




P1-74



P2受容体アゴニストとIL-1の共刺激はヒト口腔上皮細胞におけるIL-6産生を相乗的に増強する
○宍戸　　香1,2，黒石　智誠1，菅原　俊二1（1東北大　院歯　口腔分子制御，2東北大　院歯　顎口腔矯正）





P1-75



血管内皮細胞におけるIL-17Aの生物学的機能の解明について
○塩次　將平1,2，有吉　　渉1，沖永　俊則1，吉岡　　泉2，西原　達次1（1九歯大　感染分子生物，2九歯大　口腔内科）





P1-76



食物アレルギーマウスにおける腸内細菌叢のディスバイオーシスの解析
○松井　庄平1,2，片岡　嗣雄2，丸岡　靖史1，桑田　啓貴2（1昭大　歯　スペシャルニーズ口腔医学　地域連携，2昭大　歯　口腔微生物）





P1-77



黄色ブドウ球菌はプロテインAを介してIgG複合体を形成し破骨細胞の分化と骨吸収を促進する
○蒲原　麻菜1，久木田敏夫2，久木田明子1（1佐賀大　医　微生物，2九大　歯　分子口腔解剖）





P1-78



内在性ヒアルロン酸が及ぼす破骨細胞支持能への影響について
○中尾　優子1,2，有吉　　渉1，引地　尚子3，沖永　敏則1，西原　達次1（1九歯大　感染分子生物，2九歯大　口腔内科，3九歯大　学際教育推進ユニット）





P1-79



化膿レンサ球菌のアルギニンデイミナーゼArcAは低グルコース環境下で病原因子の発現に寄与する
○広瀬雄二郎，山口　雅也，後藤　花奈，住友　倫子，中田　匡宣，川端　重忠（阪大　院歯　口腔細菌）





P1-80



環境中の硝酸塩による口腔Veillonella属の亜硝酸産生能の増加
○Dimas Prasetianto Wicaksono，鷲尾　純平，高橋　信博（東北大　院歯　口腔生化）





P1-81



口腔Veillonella全菌種の比較ゲノム解析
○眞島いづみ1，中澤　　太2（1ニューヨーク州立大　歯　口腔生物，2北医療大　院歯）





P1-82



マクロファージ分化に及ぼすドコサヘキサエン酸の影響
○川野　亜希1，沖永　敏則1,2，有吉　　渉1，引地　尚子3，西原　達次1（1九歯大　院歯　感染分子生物，2大歯大　細菌，3九歯大　学際教育）





P1-83



Candida albicansのバイオフィルム形成におけるmild heat stress応答機構の解明
○池崎晶二郎1,2，長　　　環1，永尾　潤一1，田崎　園子1，安松香奈江1，豊田　馨大1，成田　由香1，有田（森岡）健一1，池邉　哲郎1，田中　芳彦1（1福歯大　機能科学　感染生物，2福歯大　口外）





P1-84



Myricetin類縁体を用いた細胞外アミロイド線維依存的なバイオフィルム形成の制御法
○有田（森岡）健一1，永尾　潤一2，成田　由香2，池崎晶二郎2，安松香奈江2，豊田　馨大2，田崎　園子2，長　　　環2，田中　芳彦1,2（1福歯大　先端科学セ，2福歯大　感染生物）





P1-85



Streptococcus mutansの保有するバクテリオシンの解析
○渡邉　温子1，松尾　美樹2，小松澤　均2（1鹿大　院医歯　歯科矯正，2鹿大　院医歯　口腔微生物）





P1-86



イソデシルガラクトシド含有製剤の口臭および舌上細菌叢への効果：ランダム化並行群間比較試験
○田力　鉄平1，矢納　義高1，竹下　　徹2，山下　喜久2（1花王株式会社　パーソナルヘルスケア研，2九大　院歯　口腔予防）





P1-87



口腔細菌は弱アルカリ性好気環境で高いアセトアルデヒド産生を示す
○互野　　亮1,2，鷲尾　純平2，丹田奈緒子3，佐々木啓一1，高橋　信博2（1東北大　院歯　口腔システム補綴，2東北大　院歯　口腔生化，3東北大　院歯　予防歯科）





P1-88



MPCポリマーコーティングによる義歯用レジンのカンジダ付着抑制（撥菌）効果
○藤原奈津美1，村上　圭史2，吉田　賀弥3，工藤　保誠4，弘田　克彦5，尾崎　和美1，藤猪　英樹2，湯本　浩道6（1徳大　院医歯薬　口腔保健支援，2徳大　院医歯薬　口腔微生物，3徳大　院医歯薬　口腔保健教育，4徳大　院医歯薬　口腔分子病態，5高知学園短　医療衛生，6徳大　院医歯薬　歯周歯内）





P1-89



歯周病原細菌に対するT細胞応答に関与する抗原タンパク質の同定
○豊田　馨大1，成田　由香1，永尾　潤一1，有田（森岡）健一1，安松香奈江1,2，池崎晶二郎1，田崎　園子1，長　　　環1，城戸　寛史2，田中　芳彦1（1福歯大　機能生物　感染生物，2福歯大　咬合修復　インプラント）





P1-90



緑茶およびコーヒーが口腔常在細菌叢に及ぼす影響
○緒方　康二，竹下　　徹，柴田　幸江，山下　喜久（九大　院歯　口腔予防）





P1-91



アルカリ性根管洗浄液が E. faecalis バイオフィルムに与える影響
○佐藤　武則1，鈴木　二郎2，藤巻　龍治2，石井　信之2，合田　征司1，浜田　信城1（1神歯大　院歯　口腔科学，2神歯大　院歯　口腔統合医療）





P1-92



Porphyromonas salivosa ATCC 49407株線毛の精製と生物活性の検討
○稲葉啓太郎，佐々木　悠，遠山　歳三，佐藤　武則，渡辺　清子，合田　征司，浜田　信城（神歯大　院歯　口腔科学）





P1-93



Porphyromonas gingivalis PGN_0301の機能解析の試み
○王　　鶴齢1，中山　真彰1,2，小野晋太郎1,3，Abu Saleh Muhammad Shahriar1，橘　　理人1，大原　直也1,2（1岡大　院医歯薬　口腔微生物，2岡大　歯先端研セ，3岡大　院医歯薬　歯周病態）





P1-94



タマネギ外皮抽出物の口腔内病原細菌に対する抗菌作用
○向井　陽子，大島　朋子，河井　智美，前田　伸子（鶴大　院歯　口腔微生物）





P1-95



乳幼児口腔マイクロバイオームの多様性と細菌構成の経時変化
○影山　伸哉，竹下　　徹，朝川美加李，柴田　幸江，山下　喜久（九大　院歯　口腔予防）





P1-96



外れ値検出手法を用いたone-class support vector machineによる破綻した舌苔細菌叢の同定
○朝川美加李，竹下　　徹，影山　伸哉，柴田　幸江，山下　喜久（九大　院歯　口腔予防）





P1-97



Streptococcus sanguinisが産生する細胞壁架橋型線毛の構成因子
○李　　怡萱1，中田　匡宣1，岡橋　暢夫2，山口　雅也1，住友　倫子1，川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌，2阪大　院歯　口腔科学フロンティアセ）





P1-98



βグルカン添加による歯周病細菌侵入マクロファージに見られる細胞死抑制効果について
○井上　真紀1,2，沖永　敏則1，有吉　　渉1，守下　昌輝2，臼井　通彦2，西原　達次1（1九歯大　感染分子生物，2九歯大　歯周）





P1-99



口腔細菌による肺炎発症機序の解明－P. gingivalisは呼吸器上皮細胞の炎症性サイトカイン産生を誘導する－
○渡辺　典久1,2，田村　宗明2，神尾　宜昌2，早田真由美2,3，佐藤　秀一1，今井　健一2（1日大　歯　保存III，2日大　歯　細菌，3日大　歯　摂食機能）





P1-100



細菌感染がもたらす母体免疫活性化が胎児脳システムへ与える影響について
○安松香奈江1,2，永尾　潤一1，豊田　馨太1,2，成田　由香1，有田　健一1，池崎晶二郎1，田崎　園子1，長　　　環1，城戸　寛史2，田中　芳彦1（1福歯大　機能生物　感染生物，2福歯大　咬合修復　インプラント）





P1-101



マウス唾液腺における組織マクロファージの解析
○陸　　　路1,2，黒石　智誠2，菅原　俊二2（1東北大　院歯　口診，2東北大　院歯　口腔分子制御）





病理学（モリタ賞応募）




P1-102



高転移性腫瘍由来エクソソームmiRNAによる血管内皮の形質変化と転移促進メカニズムの解明
○森本　真弘1,2，間石　奈湖1，樋田　京子1（1北大　院歯　血管生物分子病理，2北大　院歯　口腔診断内科）





P1-103



機械感受性イオンチャネルPiezo1の発現は口腔扁平上皮癌の細胞増殖を制御する
○長谷川佳那，藤井　慎介，清島　　保（九大　院歯　口腔病理）





P1-104



腺扁平上皮癌におけるエピジェネティックな変化は扁平上皮組織を腺組織に転換する
○三上友理恵1，藤井　慎介2，中村　誠司1，清島　　保2（1九大　院歯　顎顔面腫瘍制御，2九大　院歯　口腔病理）





P1-105



（取り下げ）




P1-106



シェーグレン症候群疾患モデルの自己免疫病変における濾胞ヘルパーT細胞の役割
○大塚　邦紘1，山田安希子1，齋藤　雅子2，牛尾　　綾1，木曽田　暁1，常松　貴明3，工藤　保誠1，新垣理恵子1，石丸　直澄1（1徳大　院医歯薬　口腔分子病態，2徳大　院医歯薬　人類遺伝，3徳大　院医歯薬　疾患病理）





薬理学（モリタ賞応募）




P1-107



PRIPの過剰発現で乳癌細胞の腫瘍増殖は抑制される
○前谷　有香1，浅野　智志1，兼松　　隆1（1広大　院医歯薬保　細胞分子薬理，2広大　院医歯薬保　麻酔）





P1-108



蛍光タンパク質の円縦列変異体を利用した改良型IP3センサーの開発
○Jahan Azmeree1，村田　佳織1，森田　貴雄2，根津　顕弘1，谷村　明彦1（1北医療大　歯　薬理，2日歯大新潟　生化）





P1-109



培地グルコース濃度はAMPKを介してマクロファージの極性化に影響する
○工藤　崇裕1,2，臼井　通彦1，東　　　泉2，大住　伴子2，竹内　　弘2（1九歯大　歯周，2九歯　口腔応用薬理）





P1-110



Porphyromonas gingivalis由来LPSの慢性投与は中年マウスにおける骨量低下ならびに記憶低下を誘発する
○顧　也博1，倪　　軍軍2，武　　　洲2，高橋　一郎1（1九大　院歯　歯科矯正，2九大　院歯　口腔機能分子科学）





P1-111



遺伝子治療による重症低ホスファターゼ症モデルマウスの大腿骨伸長不全の改善と行動量の正常化
○高橋　有希1，池上　　良2，棚瀬　稔貴3，笠原　正貴1（1東歯大　薬理，2東歯大　クラウン補綴，3東歯大　小児歯）





P1-112



脂質異常症モデルマウスは骨量減少と歯髄狭窄を発症する
○黒滝優太朗1,2，坂井　信裕2，唐川亜希子2，茶谷　昌弘2，根岸-古賀　貴子2，高見　正道2（1昭大　院歯　地域連携歯科学部門，2昭大　院歯　歯科薬理）





P1-113



口腔扁平上皮癌診断・治療における分子シャペロンHSP90含有細胞外小胞の可能性
○小野　喜章1，江口　傑徳1,3，十川　千春1，奥舎　有加1，河合　穂高4，中野　敬介4，佐々木　朗2，岡元　邦彰1，小崎　健一1（1岡大　院医歯薬　歯科薬理，2岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科，3岡大　歯先端研セ，4岡大　院医歯薬　口腔病理）





P1-114



雄性NODマウスの涙腺におけるMARCKS及びAQP5の発現減少
○大野　雄太，佐藤慶太郎，柏俣　正典（朝日大　歯　薬理）





P1-115



歯原生上皮細胞のマイグレーションと遺伝子発現におけるカルシウム応答の役割
○村田　佳織1，森田　貴雄2，根津　顕弘1，齊藤　正人3，谷村　明彦1（1北医療大　歯　薬理，2日歯大新潟　生化，3北医療大　歯　小児歯）





P1-116



ミクログリアにおけるカテプシンBの発現増加及び細胞内分布の変化は，マウスにおける酸化ストレスや炎症反応による認知障害を誘発する
○倪　軍軍1，武　洲1,2，林　　良憲1，中西　　博6（1九大　院歯　口腔機能分子科学，2九大　院歯　OBT研究セ，3ステファン研究所　生化学と分子生物学，4アルバート・ルートヴィヒス大フライブルグ　分子医学細胞研究研究所，5北京理工大　生命科学，6安田女子大　薬　薬理）





P1-117



チベット薬Ratanasampilは，低酸素によるミクログリアにおける酸化ストレスならびにNF-κB活性化に依存した炎症反応を抑制する
○Meng Jie1，倪　　軍軍1，林　　良憲1，中西　　博4，朱　　愛琴3，武　　　洲1,2（1九大　院歯　口腔機能分子科学，2九大　院歯　OBT研究セ，3中国青海省人民病院，4安田女子大　薬　薬理）





P1-118



ラット皮膚創傷治癒モデルの瘢痕収縮に対するTRPV2阻害薬の抑制効果
○石井　太郎1，三宅　佑宜1，八田　光世2，内田　邦敏2，山崎　　純3（1福歯大　成長発達歯学　矯正歯科，2福歯大　細胞分子生物　分子機能制御，3日大　生物資源科学　獣医薬理）





P1-119



パーキンソン病治療薬による骨代謝制御
○清原　秀一1，飯田　和章1，山川　智之1，坂井　信裕1，唐川亜希子1，尾関　雅彦2，根岸　貴子1，高見　正道1（1昭大　院歯　歯科薬理，2昭大　院歯　インプラント）





P1-120



細胞膜上RANKL分子のクラスター化誘導による骨芽細胞分化促進作用
○曽根　絵梨1，田村　幸彦2，菅森　泰隆3，依田　哲也1,3，青木　和広3（1医科歯科大　院医歯　顎顔面外科，2医科歯科大　院医歯　硬組織薬理，3医科歯科大　院医歯　口腔基礎工学）





P1-121



ミダゾラムとBMP-2の併用によるマウス筋芽細胞由来C2C12細胞の石灰化物形成について
○日高　亨彦1，阿部　佳子1，唐木田丈夫2，斉藤　まり2，山本　竜司2，山越　康雄2，河原　　博1（1鶴大　歯　麻酔，2鶴大　歯　生化）





P1-122



ヒト歯肉線維芽細胞におけるCa2+動態とフェニトインの作用
○蓑輪映里佳1，村田　佳織2，倉重　佳史1，齊藤　正人1，谷村　明彦2（1北医療大　院歯　小児歯科，2北医療大　歯　薬理）





P1-123



テロメア四重鎖構造を標的とする新規化合物の癌細胞増殖抑制効果の検討
○福田　　晃1，東　　　泉2，大住　伴子2，竹内　　弘2（1九歯大　顎顔面外科，2九歯大　口腔応用薬理）





9月5日（水）18：00～18：40　ポスター会場




学部学生ポスター




PS1-01



低出力性パルス超音波(LIPUS)による脂肪細胞分化抑制機構の解明
○長尾有里香1，西田　　崇2，滝川　正春3，久保田　聡2,3（1岡大　歯，2岡大　院医歯薬　口腔生化，3岡大　歯先端研セ）





PS1-02



Porphyromonas gingivalis 菌慢性末梢感染により老齢femaleマウスミクログリアにおける抗炎症能が低下する
○中西悠梨香（九大　院歯　口腔機能分子科学）





PS1-03



alpha-synucleinの感覚神経節における分布
○西條　詩織1，佐藤　　匡1，矢島　健大1，島崎健一郎1，西谷登美子1,2，星加　知宏2，西谷　佳浩2，市川　博之1（1東北大　院歯　口腔器官構造，2鹿大　院医歯　歯科保存）





PS1-04



急速転移性癌細胞株由来細胞外小胞による破骨細胞分化および癌細胞浸潤の制御
○板垣　まみ1，十川　千春1，奥舎　有加1，江口　傑徳1,3，小野　喜章1，岡元　邦彰1（1岡大　歯　薬理，2岡大　歯，3岡大　歯　先端領域研究セ）





PS1-05



骨基質タンパク質オステオカルシンと相互作用する分子の探索
○鮫島　潤星1，中辻　敬太1，加来　謙太1，野田純一郎1，高　　　靖1，溝上　顕子2，松田　美穂1，自見英治郎1,2（1九大　歯　口腔細胞工学，2九大　歯　OBTセ）





PS1-06



ブタ不死化歯髄細胞の象牙芽細胞分化に及ぼすミダゾラムの影響
○浅田　桜子1，工藤千華子2，唐木田丈夫3，山本　竜司3，斉藤　まり3，千葉理紗子3，山越　康雄3（1鶴大　歯　３年生，2鶴大　歯　２年生，3鶴大　歯　分子生化）





PS1-07



唾液腺腫瘍におけるβ-カテニン発現に関する免疫組織化学的研究
○岡崎　裕紀1,2，稲葉日和吏1,2，永田　健吾2，藤井　慎介2，清島　　保2（1九大　歯，2九大　院歯　口腔病理）





PS1-08



化膿レンサ球菌におけるヒアルロン酸分解酵素の分子系統解析およびタンパク質構造解析
○東　孝太郎1，武部　克希1，山口　雅也1，住友　倫子1，中田　匡宣1，鈴木　　守2，川端　重忠1（1阪大　院歯　口腔細菌，2阪大　蛋白研）





PS1-09



植物由来エキスのう蝕細菌への抗菌効果
○右田　裕乃1，松尾（川田）美樹2，小松澤　均2（1鹿大　歯　5年，2鹿大　院医歯　口腔微生物）





PS1-10



ニプルを通して飲んだ際の，ベビー飲料内への口腔細菌の流入
○相原　　瞳1，涌井　杏奈1，佐野　拓人1，河内　美帆1，鷲尾　純平2，安彦　友希2，真柳　　弦2，八巻　恵子2，高橋　信博2，佐藤　拓一1（1新潟大　医保健　検査技術科学，2東北大　院歯　口腔生化）





PS1-11



唾液中の抗体量と歯周組織の炎症状態の関連性
○南部　孝樹1，影山　伸哉2，竹下　　徹2，柴田　幸江2，朝川美加李2，山下　喜久2（1九大　歯，2九大　院歯　口腔予防）





PS1-12



う蝕および歯周病を標的とした口腔内細菌由来抗菌因子の探索
○池本梨央南1,2，畳屋　有希1,2，永尾　潤一2，田中　芳彦2（1福歯大　リサーチスチューデント，2福歯大　機能生物　感染生物）





PS1-13



動物モデルを用いたパラジウムアレルギー発症の分子機構
○関　　智水，佐藤　直毅，樋口　繁仁，小笠原康悦（東北大　院歯　難治・口腔免疫）





9月6日（木）17：00～17：40　ポスター会場




P2-01



ビタミンC欠乏の茸状乳頭味細胞における味覚シグナル分子発現への影響
○安尾　敏明，山村　知暉，諏訪部　武，硲　　哲崇（朝日大　歯　口腔生理）





P2-02



Pak6/7はマウスB16メラノーマにおいて酸性細胞外pHによって誘導されるMMP-9レベルを調節する．
○川嶋　雅之1，前田　豊信2，鈴木　厚子2，加藤　靖正2（1奥羽大　歯　口腔外科，2奥羽大　歯　口腔機能分子）





P2-03



マウス胎児血管発生過程における各種シグナル伝達分子の関与の検討
○春原　正隆，佐藤　　巌（日歯大　生命歯　解剖一）





P2-04



MC3T3-E1細胞の分化と増殖におけるFGF2刺激の影響
○鈴木あずさ，杉山　悟郎（九大　院歯　口腔顎顔面外科）





P2-05



薬物性歯肉肥厚のメカニズム～デスレセプター経路におけるフェニトインの影響～
○竹内　麗理1，松本　裕子2，平塚　浩一1（1日大松戸歯　生化，2日大松戸歯　薬理）





P2-06



歯科医学教育におけるグリット（やり抜く力）と成績との関連に関する調査
○吉田　和加1,2，河合　遼子1,2，杉田　好彦1,2，久保　勝俊1,2，加藤　世太1,2，磯村まどか1,2，前田　初彦1,2（1愛院大　歯　口腔病理，2愛院大　院歯　未来口医研）





P2-07



慢性全身性Porphyromonas gingivalis感染に伴う全身性アミロイドβ代謝におけるマクロファージの関与
○Nie Ran1，倪　　軍軍2，林　　良憲2，武　　　洲2,3，Zhou Yanmin1（1中国吉林大　インプラント，2九大　院歯　口腔機能分子科学，3九大　院歯　OBT研究セ）





P2-08



CGによる組織学的な視覚画像製作－「歯の交換に伴う乳歯歯根吸収」－
○千葉　敏江1，千葉理紗子2，山越　康雄2，下田　信治1（1鶴大　歯　解剖１，2鶴大　歯　生化）





P2-09



熱感受性TRPVチャネル遺伝子欠損によるマウス歯エナメル質に及ぼす影響
○張　　旌旗1，吉本　怜子2,3,4，合島怜央奈5，大崎　康吉2，依田　浩子6，久木田敏夫1，城戸　瑞穂2（1九大　院歯　分子口腔解剖，2佐賀大　医　組織神経解剖，3九大　院歯　口腔病理，4九大　院歯　歯周，5佐賀大　医　口腔外科，6新潟大　院医歯　硬組織形態）





P2-10



筋機能時における好中球由来IL1βの役割
○土谷　昌広1，チャウィワンナコンチャヤニ2，佐々木啓一2，菅原　俊二3，渡邉　　誠4，遠藤　康男5（1東北福祉大　保健看護，2東北大　院歯　口腔システム補綴，3東北大　院歯　口腔免疫，4東北福祉大　総合福祉，5東北大　院歯　顎顔面・口腔外科）





P2-11



強制的開口によるマウス咬筋筋肥大効果に対するデキサメタゾンの拮抗作用
○梅木　大輔1，大貫　芳樹2，伊藤　愛子1，八木澤由佳1，川村　直矢4，吹田　憲治2，石川美佐緒3，中村　芳樹1，奥村　　敏2（1鶴大　歯　矯正，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　解剖1，4鶴大　歯　歯周病）





P2-12



僧帽筋の発達にともなうテネモジュリンの発現について
○佐藤　　巌，三輪　容子，春原　正隆（日歯大　生命歯　解剖1）





P2-13



破骨細胞のゴルジ装置の立体形態：酵素細胞化学を用いた光学顕微鏡およびオスミウム浸軟法を用いた走査型電子顕微鏡による研究
○山本　恒之，長谷川智香，本郷　裕美，網塚　憲生（北大　院歯　硬組織発生）





P2-14



Curdlanによるdectin-1の内在化とsykタンパクの分解を介した破骨細胞分化抑制機構
○有吉　　渉，沖永　敏則，西原　達次（九歯大　感染分子生物）





P2-15



骨芽細胞の機械感受性イオンチャネル発現
○永井佐代子1，東川明日香2，大山　定男2，大房　　航2，望月　浩幸2，安藤　正之2，河野　恭祐2，木村　麻記2，渋川　義幸2，片倉　　朗1（1東歯大　口腔病態外，2東歯大　生理）





P2-16



オステオカルシンは紫外線誘導性酸化ストレスの抑制作用を有している
○向井　　悟1，溝上　顕子1，高　　　靖2，自見英治郎1,2，平田　雅人3（1九大　院歯　OBT研究セ，2九大　院歯　口腔細胞工学，3福歯大　口腔歯）





P2-17



ラット破骨細胞におけるHuRの局在
○伊藤　啓介1，北村　哲也1，松田　　彩1，高橋　智美3，飯塚　　正3，東野　史裕1（1北大　院歯　口腔病理病態，2北大　院歯　口腔顎顔面外科，3北大　院歯　学術支援）





P2-18



AhRはRANK/c-Fosシグナル伝達経路を介して破骨細胞の分化を制御する
○井澤　　俊（徳大　院医歯薬　顎顔面矯正）





P2-19



新生児および成獣におけるカピバラの骨構造特性
○松永　　智1,4，笠原　典夫2,4，北村　　啓3,4，阿部　伸一1,4（1東歯大　解剖，2東歯大　法歯人類，3東歯大　組織発生，4東歯大　研究ブランディング事業）





P2-20



高分解能X線CT装置とSEMを用いたEusthenopteronの歯および顎骨の解析
○三島　弘幸1，千葉　敏江2，見明　康雄3（1鶴大　歯　理工，2鶴大　歯　解剖I，3東歯大　組織発生）





P2-21



ニホンカモシカ（Capricornis crispus）の胎仔発生における歯の石灰化プロセス
○子安　和弘，池田やよい（愛院大　歯　解剖）





P2-22



糖化ストレスによって象牙質内に蓄積する糖化最終産物（AGEs）の分布
○清水　真人，三浦　治郎，杉山　敬多，高島　　葵（阪大　院歯　総診）





P2-23



象牙芽細胞においてGsタンパク質共役型受容体活性化は細胞内cAMPレベルを増加する
○木村　麻記1，東川明日香1，大山　定男1，大房　　航1，隝田みゆき1，黒田　英孝2，河野　恭佑1，望月　浩幸1，安藤　正之1，澁川　義幸1（1東歯大　生理，2神歯大　院歯　全身管理医歯）





P2-24



Lophius litulon における下顎歯の発生について
○湯口　眞紀1,2，山崎　洋介1,2，渡瀬　哲郎1,2，磯川桂太郎1,2（1日大　歯　解剖II，2日大　歯　総歯研　機能形態）





P2-25



炭酸飲料を用いた酸蝕形成におけるエナメル質の微小部FTIR分析
○河野　哲朗1，野田　　一2，玉村　　亮1，寒河江登志朗1，岡田　裕之1（1日大松戸歯　組織，2日大　院松歯　口外）





P2-26



加齢による歯肉微小循環の機能的・形態的変化に対する物理的刺激（歯肉マッサージ）の効果
○日高　弘一，高橋　聡子，吉田　彩佳，吉野　文彦，東　　雅啓，日高　恒輝，松尾　雅斗，高橋　俊介（神歯大　院歯　口腔科学）





P2-27



歯根膜線維芽細胞におけるオステオポンチンの遺伝子バリアントの解析
○Hosiriluck Nattakarn1，唐　　　佳1，溝口　　到2，荒川　俊哉1（1北医療大　歯　生化，2北医療大　歯　矯正）





P2-28



Oleanolic acid acetate ameliorates inflammation and enhances bone formation in a mouse periodontitis model
○Adhikari Nirpesh1，Neupane Sanjiv1，Aryal Yam1，Lee Youngkyun1，Kim Tae-Young1，Ha Jung-Hong1，Cho Jin-Hyun1，An Chang-Hyeon1，Suh Jo-Young1，Lee Tae-Hoon2（1慶北大齒大，2全南大齒大，3慶北大醫大，4大邱漢醫大，5東歯大）





P2-29



E4領域を欠失した腫瘍溶解アデノウイルスとシスプラチンとの併用による腫瘍細胞溶解効果
○Habiba Umma1，松田　　彩1，北村　哲也1，Hossain Elora2，東野　史裕1,2（1北大　院歯　口腔病理病態，2北大　院　医理工　分子腫瘍）





P2-30



過酸化水素処理によるρ0細胞の膜状態変化とその感受性
○高　　裕子1,2，富田　和男1，五十嵐健人1，西谷　佳浩2，佐藤　友昭1（1鹿大　院医歯　応用薬理，2鹿大　院医歯　歯科保存）





P2-31



口腔扁平上皮癌のリンパ節転移における微小環境の形成　－基質改変因子の免疫組織学的解析－
○藤田　修一，片瀬　直樹（長大　院医歯薬　口腔病理）





P2-32



エナメル上皮腫のbuddingにおける分子メカニズムの解析
○篠原　早紀1，北村　哲也1，松田　　彩1，高橋　智美2，飯塚　　正2，東野　史裕1，樋田　京子1（1北大　院歯　血管生物分子病理，2北大　院歯　学術支援）





P2-33



ケラチノサイト液性因子による癌細胞排除の研究
○北河　憲雄，大谷　崇仁，緒方佳代子，稲井哲一朗（福歯大　生体構造）





P2-34



ショ糖に塩酸キニーネ，または塩酸を混合した混合味溶液刺激時のラット鼓索神経応答
○山村　知暉，安尾　敏明，諏訪部　武，硲　　哲崇（朝日大　歯　口腔生理）





P2-35



エメチン誘発の悪心に対する迷走神経切除と最後野損傷の影響
○舩橋　　誠，平井　喜幸，藤田　麻由，久留　和成，前澤　仁志（北大　院歯　口腔生理）





P2-36



アルツハイマー病モデルマウスにおける三叉神経系の神経変性が咀嚼機能に与える影響
○八木　孝和1，倉本恵梨子2，関　　　遥3，齋藤　　充4，岩井　治樹2，山中　淳之2，後藤　哲哉2（1鹿大　院医歯　矯正，2鹿大　院医歯　機能形態，3鹿大　歯，4鹿大　院医歯　口腔生理）





P2-37



脊髄後角におけるc-Fosおよびp-ERK誘発の末梢神経損傷後の変化について
○寺山　隆司1,2，丸濱功太郎2（1広大　院医歯薬保　顎顔面解剖，2岡大　院医歯薬　口腔機能解剖）





P2-38



高齢者の歯のタッピング運動時のfMRI機能結合解析
○佐原　資謹1，深見　秀之1,2（1岩医大　生理　病態生理，2梅花女子大　看護保健　口腔保健）





P2-39



咽頭・喉頭領域を支配する上喉頭神経におけるTRPV1，TRPM8およびTRPA1チャネルの発現
○安藤　　宏1，Hossain Mohammad Zakir2，海野　俊平2，増田　裕次3，北川　純一2（1松歯大　歯　生物，2松歯大　歯　口腔生理，3松歯大　院歯　顎口腔機能制御）





P2-40



アドレノメデュリンによるマウス鼓索神経応答への影響
○岩田　周介1，安松　啓子1，吉田　竜介2,3，二ノ宮裕三1,4（1九大　味覚嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理，2九大　院歯　口腔機能解析，3九大　院歯　OBT研究セ，4Monell Chemical Senses Center）





P2-41



マウスの睡眠覚醒ステージにおける咬筋活動に対するSSRIの影響
○池田美菜子1,2，望月　文子2，中村　史朗2，中山希世美2，馬場　一美1，井上　富雄2（1昭大　歯　補綴，2昭大　歯　口腔生理）





P2-42



歯の喪失はアルツハイマー病モデルマウスの脳幹におけるM1型ミクログリア分化を促進する
○後藤　哲哉，ダール　アシス，倉本恵梨子，岩井　治樹，山中　淳之（鹿大　院医歯　歯科機能形態）





P2-43



老化に伴う顎顔面領域の血流動態の変調とそのメカニズム
○三戸　浩平，佐藤　寿哉，石井　久淑（北医療大　歯　生理）





P2-44



唾液エクソソーム含有タンパク質の網羅的解析
○今井あかね1,2，辻村麻衣子3，斎藤　英一4（1日歯大新潟短大　歯衛生，2日歯大新潟　生化，3日歯大新潟　解剖２，4新潟工大　院　工）





P2-45



耳下腺腺房細胞初代培養におけるmicro RNAの発現変化の役割
○小川　博亮，櫻井　　甫，横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子（日大松戸歯　生理）





P2-46



ラット耳下腺に分布するCXCL14免疫陽性神経線維の起始神経節の同定
○水野　潤造1，立花　　要2，山本　利春1（1神歯大　院歯　口腔科学，2日体大医療専門学校）





P2-47



NODマウス耳下腺におけるS100タンパク質ファミリーの発現
○佐藤　律子1,2，森田　貴雄2，水橋　　史3，梨田　智子2（1日歯大　新潟短大　歯科衛生，2日歯大新潟　生化，3日歯大新潟　補綴１）





P2-48



マウス胎仔顎下腺の分枝形態形成におけるオートファジーの役割
○田島　雅道1，足立　圭亮2，長谷川彰彦3，坂上　　宏4，柏俣　正典2（1明海大　歯　薬理，2朝日大　歯　薬理，3明海大　歯　内科，4明海大　歯　M-RIO）





P2-49



ラット耳下腺未成熟顆粒におけるプロカテプシンBの輸送と分泌
○加藤　　治，横山　　愛，吉垣　純子（日大松戸歯　生理）





P2-50



顎下腺・舌下腺支配の上唾液核ニューロンに対する摂食促進性ペプチドの影響
○美藤　純弘1，佐藤　　匡2，藤田　雅子1，市川　博之2，小橋　　基1（1岡大　院医歯薬　口腔生理，2東北大　院歯　口腔器官構造）





P2-51



転写因子Tbx1はヒト口蓋裂の疾患遺伝子の発現調節により口蓋の発生に関与する
○船戸　紀子1,2（1医科歯科大　院医歯　シグナル遺伝子制御，2医科歯科大　リサーチコア）





P2-52



バルプロ酸 (VPA)はラット胚における頭部神経堤細胞の形成と移動を阻害し，頭顔面の奇形を誘発する
○鈴木　礼子1，今井　　元2（1奥羽大　歯　歯科薬理，2奥羽大　歯　生物）





P2-53



Porphyromonas gingivalis gingipainsによるMEK/ERK/AP-1およびIKK/NF-kBp65の活性化を介したCOX-2発現およびPGE2産生の誘導機構
○中山　真彰1,2，内藤真理子3，橘　　理人1，中山　浩次3，大原　直也1,2（1岡大　院医歯薬　口腔微生物，2岡大　歯　先端研セ，3長大　院医歯薬　微生物）





P2-54



Streptococcus sanguinis，Streptococcus anginosus感染が動脈硬化発症に与える影響
○瀧澤　智美1，小林　良喜1，桑原　紀子1，齋藤　真規1，續橋　　治2，落合　智子1（1日大松戸歯　感染免疫，2日大松戸歯　臨床検査）





P2-55



S-PRGフィラーが口腔微生物に及ぼす抗菌効果について
○田村　宗明1,2，神尾　宜昌1,2，今井　健一1,2（1日大　歯　細菌，2日大　総歯研　生体防御）





P2-56



Porphyromonas gingivalis のATP合成に関与するphosphotransacetylase (Pta)およびacetate kinase (Ack)の遺伝学的および酵素学的解析
○吉田　康夫1，毛塚雄一郎2，長谷川義明1（1愛院大　歯　微生物，2岩医大　薬　構造薬学）





P2-57



Porphyromonas gingivalisのATP産生に関与するphosphotransacetylaseおよびacetate kinaseの立体構造解析と生化学的解析
○毛塚雄一郎1，吉田　康夫2（1岩医大　薬　構造生物，2愛院大　歯　微生物）





P2-58



口腔および上気道の病原細菌に対するヒノキチオールの抗菌作用解析
○土門　久哲1,2，國友　栄治3，寺尾　　豊1,2（1新潟大　院医歯　微生物，2新潟大　院医歯　高口セ，3小林製薬　中央研）





P2-59



Streptococcus mutansが産生するショ糖依存性バイオフィルムのガラス表面への強固な付着に必須の役割を持つGTF-SI
○村田　貴俊，花田　信弘（鶴大　歯　探索歯）





P2-60



フランス海岸松抽出物による揮発性硫化物産生抑制性の検討
○渡辺　清子1，熊田　秀文2，平嶺　浩子3，佐藤　武則1，浜田　信城1（1神歯大　院歯　口腔科学，2神歯大　院歯　歯学教育，3神歯大　院歯　高度先進口腔医）





P2-61



腸内細菌叢に及ぼすCandida albicans経口摂取の影響
○長谷部　晃，佐伯　　歩，柴田健一郎（北大　院歯　口腔分子微生物）





P2-62



Porphyromonas gingivalisの最少培地GAの再検証
○才木桂太郎，田代有美子，高橋　幸裕（日歯大　生命歯　微生物）





P2-63



糖鎖修飾関連酵素阻害剤が歯周病関連細菌の糖タンパク質合成ならびに増殖に及ぼす影響について
○堀江　　俊，猪俣　　恵，安部　雅世，引頭　　毅（朝日大　歯　口腔微生物）





P2-64



（取り下げ）





P2-65



Aggregatibacter actinomycetemcomitans 由来LtxAのヒト破骨細胞への作用
○高橋　晋平1，三好　智博2，山下　照仁3，村上　康平4，小林　泰浩3，宇田川信之4，吉成　伸夫1，吉田　明弘2（1松歯大　保存，2松歯大　口腔細菌，3松歯大　総歯研　硬組織，4松歯大　口腔生化）





P2-66



樹木精油に含まれる揮発性抗菌成分の口腔ケア応用を目的とした基礎的研究
○藤田　真理1，宮川　博史1，中澤　　太3，長田　和実2（1北医療大　歯　微生物，2北医療大　歯　生理，3北医療大　院歯）





P2-67



Streptococcus anginosus 菌体外タンパク質抗原の炎症応答誘導
○下山　　佑1，石河　太知1，古玉　芳豊1，木村　重信2，佐々木　実1（1岩医大　歯　分子微生物，2関西女子短大　歯科衛生）





P2-68



口腔菌叢培養モデルによるスクロース依存的に変動する細菌群の同定
○真下　千穂，南部　隆之，円山　由郷，沖永　敏則（大歯大　細菌）





P2-69



White to Opaque変換はCandida dubliniensis のphospholipase B 産生に関与する
○仲村健二郎，福井佳代子，桑島　治博（日歯大新潟　薬理）





P2-70



MyD88依存的シグナルは高内皮細静脈の形成を介して自己免疫性唾液腺炎を誘導する
○引頭　　毅，猪俣　　恵，堀江　　俊，安部　雅世（朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物）





P2-71



抗菌ペプチドLL-37がヒト歯肉線維芽細胞のToll様受容体ならびにその関連分子の発現に及ぼす影響について
○猪俣　　恵，堀江　　俊，安部　雅世，引頭　　毅（朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物）





P2-72



（取り下げ）




P2-73



Zoledronate(bisphosphonate)静脈投与マウスでのLPSによるIL-1産生増強とclodronate(bisphosphonate)による抑制
○鈴木飛佳理1,2，坂東　加南2，多田　浩之2，木山　朋美3，大泉　丈史1，船山ひろみ4，菅原　俊二2，高橋　　哲1，遠藤　康夫1（1東北大　院歯　顎顔面口外，2東北大　院歯　口腔分子制御，3東北大　院歯　口腔システム補綴，4鶴大　歯　小児歯）





P2-74



ブラジル産グリーンプロポリスは，チベット高原に住む高齢者の全身炎症を軽減して認知機能の低下を防ぐ
○朱　　愛琴1，倪　　軍軍2，孟　　ジエ2，中西　　博4，武　　　洲2,3（1中国青海省人民病院，2九大　院歯　口腔機能分子科学，3九大　院歯　OBT研究セ，4安田女子大　薬）





P2-75



マラリア耐性解除薬7-benzylidenenaltrexone (BNTX) がCandida albicansのアゾール薬剤耐性に及ぼす影響
○福井佳代子，仲村健二郎，桑島　治博（日歯大新潟　薬理）





P2-76



Phos-tag SDS電気泳動法によるリン酸化VE-カドヘリンの検出
○戸円　智幸1，深田　哲也1，砂田　勝久2（1日歯大　生命歯　共同研　アイソトープ，2日歯大　生命歯　歯科麻酔）





P2-77



新規ビスホスホネートMPMBPによる炎症性骨破壊抑制作用と骨組織修復促進作用
○鈴木　恵子1，長岡　正博1，篠田　　壽2（1奥羽大　歯　歯科薬理，2東北大　院歯　環境歯学研セ）





9月7日（金）14：40～15：20　ポスター会場




P3-01



癌抑制性ケモカインCXCL14の発現はヒト口腔扁平上皮癌細胞において幹細胞因子の発現を制御する
○居作　和人1,2，前畑洋次郎1,2，畑　隆一郎2,3（1神歯大　院歯　口腔科学，2神歯大　口腔難治疾患研究セ，3神歯大　院歯　顎顔面機能再建）





P3-02



TRPM8チャネルを発現した細胞におけるメントール誘導体の時間依存的作用
○天川　純一1，木村　麻記2，澁川　義幸2（1ライオン株式会社　香料科学研，2東歯大　生理）





P3-03



ヒト骨肉腫由来細胞U2OSにおけるp38MAPK, MK2, HSP27リン酸化を介した細胞運動とアポトーシスは，Sec6によって調節される
○田中　俊昭（山形大　医　解剖二）





P3-04



吸収性縫合糸 Vicrylに対するGFP骨髄移植ラットにおける皮下組織の反応
○中野　敬介1，中安　喜一2，正村　正仁3，大須賀直人3，辻極　秀次4，長塚　　仁1，川上　敏行2（1岡大　院医歯薬　口腔病理，2松歯大　院　硬組織疾患制御再建，3松歯大　院　健康増進口腔科学，4岡山理大　理　臨床生命科学）





P3-05



ケタミン麻酔動物におけるリズム性顎運動発現の生理学的機序
○松裏　　豊1，矢野　浩司3，豊田　博紀1，片桐　綾乃1，東山　　亮1，鵜澤　成一3，吉田　　篤2，加藤　隆文1（1阪大　院歯　口腔生理，2阪大　院歯　口腔解剖1，3阪大　院歯　口外2）





P3-06



Tumor necrosis factor alphaとLipopolysaccharideが口腔上皮細胞のmicroRNA発現に与える影響について
○鍵谷　忠慶（岩医大　歯　機能形態）





P3-07



唾液を用いた酸化ストレス検索の日内変動および男女差についての検討
○葛城　啓彰，鈴木　安里，大埜間　勉（日歯大新潟　微生物）





P3-08



（取り下げ）




P3-09



マウスT1R1遺伝子の転写調節におけるKLF5の機能解析
○豊野　　孝，片岡　真司，中富　満城，瀬田　祐司（九歯大　解剖）





P3-10



咬筋における小眼球症関連転写調節因子MITFの生理機能
○成山明具美1，大貫　芳樹2，梅木　大輔3，吹田　憲治2，伊藤　愛子3，川村　直矢4，八木澤由佳3，石川美佐緒5，朝田　芳信1，奥村　　敏2（1鶴大　歯　小児歯，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　矯正，4鶴大　歯　歯周病，5鶴大　歯　解剖 I）





P3-11



筋線維壊死後に再生する筋線維とhigh mobility group box 1の関係
○崎山　浩司，小笠原悠大，三宅　言輝，坂東　康彦，天野　　修（明海大　歯　解剖）





P3-12



モノカルボン酸トランスポーター阻害剤α-cyano-4-hydroxycinnamic acid は破骨細胞の骨吸収を抑制する
○今井　裕子1,2，吉村健太郎1，宮本　洋一1，茶谷　昌宏3，高見　正道3，山本　松男2，上條竜太郎1（1昭大　歯　口腔生化，2昭大　歯　歯周病，3昭大　歯　歯科薬理）





P3-13



骨系細胞におけるJansen型PTH/PTHrP受容体の機能異常の解析
○下村－黒木　淳子1，梨田　智子2，森田　貴雄2，網塚　憲生3（1日歯大新潟　小児歯，2日歯大新潟　生化，3北大　院歯　硬組織発生）





P3-14



下顎骨の二次軟骨から形成される下顎頭，筋突起，角突起に対するエストロゲン欠乏の影響
○井上貴一朗（北大　院歯　口腔機能解剖）





P3-15



CCN2とRab14の相互作用が骨・軟骨細胞の小胞輸送に及ぼす役割 ～軟骨分化促進因子CCN2の新たな細胞内機能～
○星島　光博1,2，服部　高子3，青山絵理子2，西田　　崇3，久保田　聡3，上岡　　寛1，滝川　正春2（1岡大　院医歯薬　歯科矯正，2岡大　歯先端研セ，3岡大　院医歯薬　口腔生化）





P3-16



BMP9の骨芽細胞分化誘導作用におけるPI3K-Akt-GSK3β/β-cateninシグナル経路の重要性
○松口　徹也，千葉　紀香，楠山　譲二，大西　智和（鹿大　院医歯　口腔生化）





P3-17



亜鉛によるMC3T3-E1細胞分化亢進作用におけるカルシウム依存性カリウムチャネルの役割
○吉田　卓史，高橋かおり，中村　卓史，若森　　実（東北大　院歯　歯科薬理）





P3-18



硬骨魚類のエナメロイド形成における初期石灰化
○笹川　一郎1，岡　　俊哉2，三上　正人3，横須賀宏之4，石山巳喜夫4（1日歯大新潟　先端研セ，2日歯大新潟　生物，3日歯大新潟　微生物，4日歯大新潟　解剖２）





P3-19



歯胚上皮の陥入および形態形成過程における非筋ミオシンIIの役割
○山中　淳之，岩井　治樹，倉本恵梨子，Dhar Ashis，後藤　哲哉（鹿大　院医歯　機能形態）





P3-20



成熟期エナメル芽細胞におけるLPAシグナルの役割
○大津　圭史1，稲葉　　陽1,2，原田　英光1（1岩医大　歯　発生生物，2岩医大　歯　小児・障害者）





P3-21



質量分析イメージングにおける硬組織試料作製法の検討と歯胚に局在する脂質分子の探索
○笹野　泰之，逸見　晶子，真柳みゆき（東北大　院歯　顎口腔形態創建）





P3-22



ラット歯髄細胞のprostaglandin E2 合成系酵素に対するユージノールの作用
○深田　哲也1，戸円　智幸1，橋本　修一2（1日歯大　生命歯　共同利用研究セ　アイソトープ研究施設，2日歯大　生命歯）





P3-23



イモリ顎骨再生におけるNotch シグナルの役割
○三輪　容子，佐藤　　巌（日歯大　生命歯　解剖1）





P3-24



歯根膜細胞の細胞特性に対する咬合力の影響
○高橋　智美，牛島　夏未，飯塚　　正（北大　院歯　学術支援）





P3-25



ヒト歯肉線維芽細胞のMMP-1とMMP-3分泌に対するS-PRGフィラー溶出液の影響
○井上　　博1，合田　征司2（1大歯大　歯　生理，2神歯大　院歯　口腔科学）





P3-26



ラット口腔組織に対する青色 LED 光照射の酸化ストレス惹起とその防御
○吉田　彩佳，遠山　歳三，吉野　文彦（神歯大　院歯　口腔科学）





P3-27



ttw/ttwマウスにおける歯槽骨の発生
○河野　芳朗，杉山　明子，滝川　俊也（朝日大　歯　口腔解剖）





P3-28



Functional evaluation of Meox2 in bone healing capacity after induction of periodontitis
○Kim Tae-Young1，Adhikari Nirpesh1，Kim Ha-Rim1，Lee Youngkyun1，Jung Jae-Kwang1，An Chang-Hyeon1，Sohn Wern-Joo2，山本　　仁3，An Seo-Young1，Kim Jae-Young1（1慶北大齒大，2大邱漢醫大，3東歯大）





P3-29



（取り下げ）




P3-30



口腔癌発症におけるアセトアルデヒドの関与
○宮崎　裕司1，星野　　都2，金田　朋久3，井上ハルミ2，菊池建太郎2，草間　　薫2（1明海大　歯　基礎生物，2明海大　歯　病理，3明海大　院歯　口腔病理）





P3-31



発達期における閉口筋および開口筋運動ニューロンのグルタミン酸入力比較
○中村　史朗，中山希世美，望月　文子，壇辻　昌典，井上　富雄（昭大　歯　口腔生理）





P3-32



象牙質痛は象牙芽細胞と歯髄ニューロンの神経性伝達で生じる
○大山　定男1，人見　涼露3，東川明日香1，大房　　航1，望月　浩幸1，黒田　英孝4，木村　麻記1，小野堅太郎3，澁川　義幸1（1東歯大　生理，2駒込病院　歯科口腔外科，3九歯大　生理，4神歯大　麻酔）





P3-33



扁桃体中心核刺激により誘発されたリズミックな顎運動中の嚥下反射の変調
○佐藤　義英，高橋　　睦，辻　　光順（日歯大新潟　生理）





P3-34



反復的な強制水泳がもたらす心理的ストレスは，吻側延髄腹内側部（RVM）における顎顔面領域での侵害情報伝達を変調する
○黒瀬　雅之1，長谷川真奈1,2，清水　志保1,3，中谷　暢佑1,3，藤井　規孝2，佐藤　義英4，山村　健介1，岡本圭一郎1（1新潟大　院医歯　口腔生理，2新潟大　医歯病　歯総診，3新潟大　院医歯　顎顔面口外，4日歯大新潟　生理）





P3-35



ラットヒゲ運動に関連する皮質運動野ニューロンの軸索投射様式
○古田　貴寛，柴田　憲一，吉田　　篤（阪大　院歯　口腔解剖二）





P3-36



マウスの脂質代謝におけるオレキシンの影響
○望月　文子，中山希世美，中村　史朗，壇辻　昌典，井上　富雄（昭大　歯　口腔生理）





P3-37



ストレス下のチューイングは帯状回においてpERK免疫陽性細胞を増加させる
○畠中　玲奈1，大貫　真美2，篠栗　健一3，山本　利春4（1神歯大　院歯　口腔統合，2神歯大　口腔統合，3自治医大病院　口腔外科，4神歯大　口腔科学）





P3-38



傍梨状核における回路挙動
○吉村　　弘（徳大　院医歯薬　口腔分子生理）





P3-39



離乳期マウスの三叉神経節と咬筋における神経伝達物質の発現について
○鎌田　弘明1，佐藤　　巌2，苅部　洋行1（1日歯大　生命歯　小児歯，2日歯大　生命歯　解剖一）





P3-40



味覚障害誘発薬剤がマウス味蕾オルガノイドへ与える影響
○川端　由子，高井　信吾，吉田　竜介，實松　敬介，重村　憲徳（九大　院歯　口腔機能解析）





P3-41



咬筋慢性痛に随伴する歯髄痛覚過敏に対するAstrocyteの関与
○渡瀬　哲郎1，篠田　雅路2，岩田　幸一2（1日大　歯　解剖，2日大　歯　生理）





P3-42



液状飼料により萎縮したラット耳下腺の飼料変更による回復について
○高橋　　茂，竹渕　　塁，谷脇　裕人，土門　卓文（北大　院歯　口腔機能解剖）





P3-43



悪性黒色腫細胞におけるヒスタチン遺伝子の発現
○今村　泰弘1，王　　宝禮2，十川　紀夫1（1松歯大　歯科薬理，2大歯大　教育）





P3-44



唾液腺培養細胞におけるムスカリン受容体刺激による遺伝子発現変化
○森田　貴雄1，根津　顕弘2，梨田　智子1，谷村　明彦2（1日歯大新潟　生化，2北医療大　歯　薬理）





P3-45



2系統マウスにおける唾液分泌量とカルシウム動態の関連の検討
○櫻井　　甫，小川　博亮，横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子（日大松戸歯　生理）





P3-46



網羅的遺伝子発現解析による唾液分泌機能亢進因子の検索
○横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子（日大松戸歯　生理）





P3-47



In vivo Ca2+イメージングと遺伝子の網羅的解析による唾液腺代償性機能亢進の分子メカニズムの解析
○根津　顕弘1，森田　貴雄2，谷村　明彦1（1北医療大　歯　薬理，2日歯大新潟　生化）





P3-48



DNAメチル化酵素阻害剤投与によるTGF-β3ノックアウトマウスの口蓋裂表現型の改善とエピジェネティック修飾因子の探索
○杉山　明子，滝川　俊也，河野　芳朗（朝日大　歯　口腔解剖）





P3-49



多分化能を持つ脱分化脂肪細胞を用いた新しい顎骨再生療法
○藤崎　誠一1,2，鍛治屋　浩1,3，今村　彩香1，柳　　　束2，城戸　寛史2，大野　　純1（1福歯大　再生医セ，2福歯大　咬合修復，3福歯大　細胞分子生物）





P3-50



胎生期の低酸素負荷による口唇口蓋裂発症機構の解析
○中富　満城，片岡　真司，豊野　　孝，瀬田　祐司（九歯大　解剖）





P3-51



ミティス群レンサ球菌が産生する過酸化水素はマスト細胞の細胞死を誘導し，脱顆粒を抑制する
○岡橋　暢夫1，中田　匡宣2，広瀬雄二郎2，桑田　啓貴3，川端　重忠2（1阪大　院歯　フロンティア，2阪大　院歯　口腔細菌，3昭大　歯　口腔微生物）





P3-52



口腔内疼痛とCandia albicansとの関連性についての臨床的検討
○森　　一将（明海大　歯　口腔顎顔面外科1）





P3-53



Porphyromonas gingivalis に感染した歯肉上皮細胞におけるJAM1 タンパクの分解
○竹内　洋輝，天野　敦雄（阪大　院歯　予防歯科）





P3-54



口腔病原微生物に対するフコイダンの抗菌性および付着阻害効果
○岡　　俊哉1，三上　正人2，今井あかね3,4（1日歯大新潟　生物，2日歯大新潟　微生物，3日歯大新潟　短大　歯科衛生，4日歯大新潟　生化）





P3-55



Candida albicans菌糸形細胞由来画分からのT細胞エピトープ候補探索
○長　　　環1，田崎　園子2，池崎晶二郎1，永尾　潤一1，成田　由香1，有田（森岡）健一1，安松香奈江1，豊田　馨太1，田中　芳彦1（1福歯大　口腔歯　感染生物，2福歯大　口腔歯　障害歯）





P3-56



赤外自由電子レーザーの齲蝕原性細菌に対する殺菌効果の検討
○遠山　歳三，渡辺　清子，吉野　文彦，吉田　彩佳，佐々木　悠，浜田　信城（神歯大　院歯　口腔科学）





P3-57



歯周基本治療における乳酸菌配合タブレットの継続摂取の影響についての細菌学的検討
○谷口　奈央1，太田　純明2，中野　善夫3，埴岡　　隆1（1福歯大　口腔保健，2おおたデンタルクリニック，3日大　歯　化学）





P3-58



グリチルレチン酸誘導体のStreptococcus mutansに対する抗菌効果
○山下　剛史，松尾（川田）美樹，小松澤　均（鹿大　院医歯　口腔微生物）





P3-59



Treponema denticola のprtPは上皮細胞の免疫応答を変調させる
○国分　栄仁，菊池有一郎，柴山　和子，石原　和幸（東歯大　微生物）





P3-60



Porphyromonas gulae線毛の遺伝子多型と歯肉上皮細胞への侵入能
○稲葉　裕明1，吉田　　翔2，仲野　道代1（1岡大　院医歯薬　小児歯，2岡大病院　小児歯）





P3-61



歯周病原性黒色集落嫌気性桿菌群の増殖培地の検討
○齋藤　真規，桑原　紀子，瀧澤　智美，落合　智子（日大松戸歯　感染免疫）





P3-62



ヒト唾液から分離された新規Leptotrichia属菌の提唱
○桑原　紀子，齋藤　真規，瀧澤　智美，小林　良喜，落合　智子（日大松戸歯　感染免疫）





P3-63



口腔菌叢培養モデルを用いた一酸化窒素感受性細菌の同定
○南部　隆之，真下　千穂，円山　由郷，沖永　敏則（大歯大　歯　細菌）





P3-64



アーキアにおける染色体構築機構の種間比較
○円山　由郷，南部　隆之，真下　千穂，沖永　敏則（大歯大　歯　細菌）





P3-65



ジンジパインは呼吸器上皮細胞において肺炎球菌受容体PAFRの発現を誘導する
○神尾　宜昌1，早田真由美1,2，田村　宗明1，今井　健一1（1日大　歯　細菌，2日大　歯　摂食機能）





P3-66



Toll-like receptor (TLR) リガンドによる U937 細胞の galectin-3 放出と細胞傷害
○玉井利代子，小林美智代，清浦　有祐（奥羽大　歯　口腔病態解析制御）





P3-67



歯周病細菌誘導のインフラマソーム活性におけるオメガ3脂肪酸の役割
○沖永　敏則1，有吉　　渉2，Chuencheewit Thongsiri3，西原　達次2（1大歯大　細菌，2九歯大　感染分子生物，3九歯大　歯周）





P3-68



口腔粘膜における樹状細胞とそのクラスターの分布
○楠本　　豊1，片岡　宏介2（1大阪大谷大　薬　免疫，2大歯大　口腔衛生）





P3-69



歯周病発症に関わるT細胞免疫応答の制御機構の解明
○永尾　潤一，成田　由香，豊田　磬大，有田（森岡）健一，安松香奈江，池崎晶二郎，田崎　園子，長　　　環，田中　芳彦（福歯大　機能生物　感染生物）





P3-70



Lactobacillus gasseri O3-2による腸管を介した歯槽骨吸収抑制効果の検討
○小林　良喜，瀧澤　智美，落合　智子（日大松戸歯　感染免疫）





P3-71



クラミジア肺炎時の肺への免疫細胞の浸潤におけるマスト細胞の重要な役割
○千葉　紀香，楠山　譲二，大西　智和，松口　徹也（鹿大　院医歯　口腔生化）





P3-72



シグマ受容体(SR)リガンドは，MG132，ドネペジル処置したH9c2細胞の細胞死を抑制し，SR1とSR1スプライシングバリアントmRNAを増加させる
○池田　哲朗（高知大　医　生理）





P3-73



ヒト口腔扁平上皮癌に対する高い選択性と，低いケラチノサイト毒性を有する新規クロモン誘導体の創製
○坂上　　宏1，史　　海霞1，坂東健二郎2，友村美根子2，友村　明人2（1明海大　歯　歯科医学総合研，2明海大　歯　口腔生化）





P3-74



アセトアミノフェンはTRPV4カルシウムチャネルを抑制する
○中川　文雄1,2，東　　　泉2，大住　伴子2，渡邉　誠之1，竹内　　弘2（1九歯大　歯科侵襲制御，2九歯大　口腔応用薬理）





P3-75



ヒト口腔癌におけるTRPV4の発現と機能解析
○田尻　祐大1,2，藤井　慎介2，大関　　悟1，清島　　保2（1九州医療セ　歯科口腔外科，2九大　院歯　口腔病理）





P3-76



口腔マイクロバイオームのアセトアルデヒド産生能
○横山　重幸，竹下　　徹，柴田　幸江，影山　伸哉，松見　理恵，山下　喜久（九大　院歯　口腔予防）












PL1

化学感覚を測るセンサによるライフイノベーション




○都甲　　潔

九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ





味覚と嗅覚は化学物質を受け取って生じる感覚である．このような味や匂いは測ることができるのであろうか．近年の科学技術の発展は味と匂いの計測を可能にしつつある．味覚センサ（taste sensor, electronic tongue）と匂いセンサ（electronic nose）を使うことで，これまで個人の主観でしかなかった化学感覚（味覚と嗅覚）を定量的に議論できるのである．

味覚センサは既に実用化され，食品や医薬品の開発に世界中で利活用されている．センサは脂質/高分子膜を味物質の受容部分とし，この複数の受容膜からなる応答電位出力から味を数値化する．脂質/高分子膜の応答閾値がヒトの閾値と近く，応答強度もヒトと同じく味物質濃度の対数に比例して変化するため，単純な線形変換で，五つの基本味の数値化に成功している．味覚の世界に初めて「味の物差し」（scale of taste）が提供されたのである．九大発ベンチャーのインテリジェントセンサーテクノロジー社から，味認識装置TS-5000 Zが開発・販売され，約500台の装置が世界各国で使われている．

匂いセンサも近年活発に研究開発がなされ，イヌの鼻を超える超高感度匂いセンサが開発されている．ここでは抗原（匂い分子）と抗体が反応することで金（Au）薄膜表面に生じる屈折率変化を表面プラズモン共鳴（Surface Plasmon Resonance：SPR）で検出するという手法をとっている．フルフラールはフェノール，ノナナールと共にヒトに共通な体臭成分の一つとしても報告されており，これらを検出することで，匂いによる個人認証や，災害現場でがれきに埋もれた人の探索への応用が期待できる．セキュリティや防災関係，食品や化粧品応用だけではなく，将来的には嗅診による医療応用も可能となるであろう．

【利益相反】なし





Life innovation using sensors for chemical senses




Toko K

Res Deve Cent for Taste and Odor Sensing, Kyushu Univ





Taste sensors（electronic tongues）and odor sensors（electronic noses）are sensors for measuring chemical substances to produce tastes and odors. The taste sensor was commercialized about 25 years ago, and can decompose taste into five basic taste qualities（sourness, sweetness, bitterness, saltiness, umami）and quantify them. It comprises several kinds of electrodes, on which a lipid/polymer membrane is pasted. The taste sensor has been applied to many kinds of foods such as coffee, tea, meat, rice, beer, milk, and wine, and has also been used to measure the taste of amino acids, peptides and medicines. It can provide a scale of taste, and can be utilized to produce new foods and medicines or control/monitor their qualities.

E-noses using surface plasmon resonance（SPR）and antigen-antibody interactions can detect small-molecular- weight chemical substances with the sensitivity as high as ppb to ppt levels. In the near future, developed e-noses can check diseases by detecting specific odors from persons. There will appear smart phones mounting the above kinds of e-tongues and e-noses.

Conflict of Interest: None












PL2-1

エピジェネティクスと細胞記憶と疾患




○佐々木裕之

九大　生体防御医学研　エピゲノム制御





エピジェネティクスは細胞核内の染色質の化学修飾（メチル化，アセチル化など）により遺伝子発現や表現型の多様性を生み出し，それを安定に維持・継承する機構をいう．また，生体を構成する個々の細胞のもつエピジェネティックな化学修飾の総体をエピゲノムとよぶ．受精卵から初期発生の過程でエピゲノムはダイナミックに変化するが，一旦確立された各細胞系譜のもつエピゲノムは，遺伝子発現を安定に維持するための細胞記憶として継承される．よって，エピゲノムの制御は細胞の分化制御と恒常性維持の両方に重要である．このようなエピゲノムの制御に破綻が生じると発生・分化の異常を招来し，癌をはじめとする様々な病気の原因となる．エピゲノムの異常は徐々に蓄積して長期間記憶・継承されるので，多くの慢性疾患への関与が疑われている．代謝性疾患もそのひとつである．さらに，エピゲノムの異常（エピ変異）が生殖細胞や初期胚におけるリプログラミングをすり抜け，あたかも遺伝子変異のように次世代へ伝達される例も報告されている．このようなエピゲノム異常に基づく疾患を克服するためには，その異常を系統的に同定すること，および人工的に正常なエピゲノム状態に回復することが鍵となる．前者の達成に向けて，まずヒトの千種類の細胞の標準エピゲノムマップを作成しようという国際プロジェクトが進行中であり，2016年にはその第一段階の成果がCell誌などのジャーナルに報告された．また，後者の達成に向けて様々な低分子薬剤やエピゲノム編集技術が開発されつつある．最終的には，エピゲノムを含む多階層のオミクス情報を横断的に活用する統合オミクス研究が，生命科学を変えるであろう．

【利益相反】開示すべき利益相反状態はありません．





Epigenetics in health and disease




○Sasaki H

Div Epigenomics and Deve, Med Inst Bioregulat, Kyushu Univ





Epigenetic regulation is mediated by chemical modifications of chromatin, such as DNA methylation and histone modifications, and important for maintaining cell-type-specific gene expression patterns. The state of epigenetic modifications of a particular cell is called the epigenome. Epigenetic regulation underlies many biological processes such as cellular differentiation, homeostatic maintenance, and cellular reprogramming for pluripotency. The epigenetic modifications, however, can be affected by environmental factors, and local or global epigenetic changes induced by such factors can be associated with human disease such as cancer. Thus, epigenetic gene regulation is an important research area in both biology and medicine. We are interested in the mechanism by which the epigenome is established, maintained, and reprogrammed in mammalian cells and also the pathogenesis of human diseases caused by aberrations in epigenetic regulation. I should like to discuss our recent findings related to these issues and the current status and future direction of epigenetics research.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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Epigenetic pathways as targets in human disease




Shelley L. Berger

Epigenetics Inst, Depts Cell Deve Biol, Genet, Biol, Univ Pennsylvania





Chromatin regulatory proteins are frequently mutated in human disease. Because they are enzymes, chromatin proteins are outstanding targets for drug development. We elucidate epigenetic pathways that drive human cancer and brain function.

　Our cancer research focuses on epigenetic mechanisms underlying function of the tumor suppressor p53 and underlying patient response to immunotherapy. Our work has revealed that common p53 mutations co-opt epigenetic pathways to drive cancer. Other cancers retain wild type p53, and repressive p53 protein modifications restrain its normal activity. In cancer immunotherapy, we study T cell checkpoint inhibitor therapy and chimeric antigen receptor（CAR）T cell therapy, to determine epigenetic pathways leading to poor, or to exceptional patient response.

　We study neuroepigenetics in the mouse brain, investigating a novel pathway of nuclear metabolic production of acetyl-CoA, the cofactor for histone acetylation. We discovered that an enzyme generating acetyl-CoA（ACSS2）is directly bound to chromatin at critical immediate early neuronal genes, directly fuels the enzyme that catalyzes histone acetylation（CBP), and is critically important to hippocampal-mediated cognitive plasticity. This is a novel paradigm of transcriptional regulation in which ACSS2 functions as a chromatin-bound coactivator that locally provides acetyl-CoA to promote histone acetylation and neuron-specific transcription for learning and memory.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.












L1

大脳皮質における情報処理機構の解明




○豊田　博紀

阪大　院歯　口腔生理





大脳皮質においては，視覚，聴覚，体性感覚などの感覚情報が処理され，さらには，学習，記憶，認知などの高次な情報処理が行われている．大脳皮質の部位および層ごとに神経細胞の種類やシナプス結合の様式に特徴があり，情報処理機構において重要な意味を持つと考えられている．また，大脳皮質では，様々な周波数帯において神経細胞群の同期活動が見られ，部位および層ごとにその性質が異なることが知られており，各脳部位や各層の相互作用を理解する上で重要である．しかし，その神経回路メカニズムは依然として不明な点が多い．我々はこれまで，大脳皮質における情報処理機構に関する研究に取り組み，以下のメカニズムを明らかにしてきた．1）島皮質味覚野において機能カラムが存在するが，その局所回路の動作機構はバレル皮質とは異なる．2）体性感覚バレル野の第3層錐体細胞は，同一カラム内および隣接カラムに位置する錐体細胞にシナプスし，カラム間の同期化に寄与するが，カラム毎に独立して働くGABABシナプス前抑制によりその寄与が阻害される．3）島皮質味覚野とその尾側に位置する自律機能関連領野の神経活動が，TRPV1受容体の活性化によりθリズムで同期化する．4）島皮質味覚野とその尾側に位置する胃腸自律領野の神経活動が，CB1受容体の活性化によりθリズムで同期化する．これらの成果は，感覚情報処理および高次脳機能発現を担う大脳皮質の動作原理を理解する上で非常に重要な知見である．現在，病態時における神経メカニズムを解明し，新たな治療法の確立に繋げることを目指している．本講演では，大脳皮質における情報処理機構に関する我々の知見を紹介するとともに，今後の研究の展望について述べる．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Information processing in the cerebral cortex




○Toyoda H

Dept Oral Physiol, Osaka Univ Grad Sch Dent





The cerebral cortex plays key roles not only in sensory information processing such as visual, auditory and somatosensory perception but also in higher-order information processing such as learning, memory and cognition. To date, we have studied how sensory information is processed in the cerebral cortex. We have found the following mechanisms: 1）The functional column exists in the insular cortex, but its functional mechanism is different from that of the barrel cortex, 2）GABAB receptor-mediated presynaptic inhibition reverses inter-columnar covariability of synaptic actions by intracortical axons in the rat barrel cortex, 3）TRPV1 activation by capsaicin in the gustatory insula（Gu-I）induces 4-8 Hz synchronization widely across columns between the Gu-I and autonomic insula（Au-I）, and 4）CB1 activation by anandamide induces 5 Hz oscillatory synchronization in the Gu-I, which propagates along the supragranular layer into the gastrointestinal autonomic insula（GI-Au-I）, displaying a large scale oscillatory coordination between the Gu-I and GI-Au-I. These findings are critical evidence for understanding the information processing in the cerebral cortex. We are currently investing cortical neural mechanisms in disease. In this talk, I will introduce our previous and current studies. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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肥満を制御する新たな分子メカニズムの解明




○兼松　　隆

広大　院医歯薬保　細胞分子薬理





肥満は，メタボリックシンドロームの誘因となり，動脈硬化性疾患などの慢性炎症疾患を惹起し病態の増悪に関わる．現在，肥満予防を目的として，食欲や脂肪の蓄積を制御するための基礎医学研究が進められているが，未だ多くが謎である．

　我々は，PRIP（PLC-related catalytically inactive protein）という分子の細胞内機能解明研究を進める中でPrip遺伝子欠損（Prip-KO）マウスを作製した．このマウスは，過食であり血中インスリン濃度は高いがインスリン抵抗性の獲得に対して防護的であり，脂肪組織は小さく痩せた表現型を示した．そこで，一見矛盾するこの表現型を分子レベルで解析することを目的に，PRIPが仲介する脂肪代謝と生体エネルギー代謝調節機構の解明研究を行った．

　白色脂肪細胞において，PRIPとプロテインホスファターゼ複合体が脂肪分解酵素の脱リン酸化調節に関わること，さらに，褐色脂肪細胞において，この脱リン酸化調節機構が非ふるえ熱産生系を調節して生体エネルギー代謝を制御していることを見出した．そして，PRIPが仲介する情報伝達系が破綻したPrip-KOマウスでは，白色脂肪組織の脂肪分解亢進と褐色脂肪組織でのエネルギー代謝亢進が起こり，熱として放出することで痩せた表現型を示したと結論づけた．

　肥満は，様々な健康障害をもたらしヒトの寿命を短縮させる．エネルギーの過剰摂取と消費エネルギー不足といった現代人の生活習慣では，肥満患者が今後も世界的に増加するのは避けられず，健康寿命の延伸に向けた有効な治療法の開発が求められている．今後は，PRIPが仲介する脂肪代謝調節機構を薬物標的とする抗肥満薬の開発研究につなげていく．

【利益相反】開示すべきCOI関係にある企業等はありません．





A new molecular mechanism in obesity control




○Kanematsu T

Cell Mol Pharmacol, Dept Biomed Sci, Hiroshima Univ





Overweight and obesity induce metabolic syndrome through pathophysiological mechanisms. To control our weight, anti-obesity medication or weight loss drugs have tried to be developed. However, satisfactory drugs for clinical use are not yet developed.

In our study on PLC-related catalytically inactive protein（PRIP）intracellular signaling, we produced and analyzed Prip-knockout（Prip-KO）mice. Prip-KO mice ate more than wild-type mice and showed high insulinemia. However, Prip-KO mice had a tolerance against insulin resistance and showed a lean phenotype with small fat mass. We therefore investigated the involvement of PRIP in fat metabolism and energy expenditure. We elucidated that PRIP can modulate fat metabolism via phosphoregulation of a lipase in white adipocytes, which regulates non-shivering heat generation in brown adipocytes. PRIP is a new molecule regulating fat metabolism in adipose tissues and energy expenditure.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.












Y1

新奇イノシトールリン脂質代謝調節タンパク質による乳がん細胞転移の制御機構の解明研究




○浅野　智志

広大　院医歯薬保　細胞分子薬理





PI3キナーゼによるイノシトールリン脂質代謝［PI（4，5）P2→PI（3，4，5）P3］とそれに続くPI（3，4，5）P3依存的なシグナリングは細胞移動に関与しており，この経路の制御障害はがん細胞の移動能や転移能の亢進の一因となる．本研究では，まずイノシトールリン脂質結合性タンパク質として同定したPhospholipase C related catalytically inactive protein（PRIP）が，がん細胞移動に関与するかを検討した．乳がん細胞MCF-7やBT-549にPRIPを発現させると細胞移動やリンパ節への転移が抑制されることがわかった．PI（4，5）P2への結合に必要なPRIPのpleckstrin homology domain（PRIP PH）を発現させたがん細胞は移動能や移動端の細胞膜の伸張が抑制された．また，これらの細胞ではPI（3，4，5）P3の産生量の減少が認められた．PI（4，5）P2リポソームを用いたコンペティションアッセイの結果，このPRIP PHはPI3キナーゼとPI（4，5）P2間の相互作用を阻害することを明らかにした．これらの結果は，PRIPがPI（4，5）P2に結合し，PI（4，5）P2とPI3キナーゼ間の相互作用を負に調節することで，PI3キナーゼによるPI（3，4，5）P3産生を阻害し， PI（3，4，5）P3依存的な細胞移動やがん細胞転移を抑制することを示している．今後，このような癌細胞制御に関わるPRIPの機能ドメインと膜透過性ペプチドを結合させた膜透過性PRIPを制がん剤とする癌治療への応用を目指す．

【利益相反】利益相反はありません．





Novel phosphatidylinositol metabolism regulator controls the metastatic potential in breast cancer cells




○Asano S

Dept Cell Mol Pharmacol, Grad Sch Biomed Health Sci, Hiroshima Univ





The metabolic processes of phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate［PI（4, 5）P2］into PI（3, 4, 5）P3 and the subsequent PI（3, 4, 5）P3-mediated signaling are involved in cell migration. Dysfunctions in the control of this pathway can cause human cancer cell migration and metastatic growth. Here we investigated whether phospholipase C-related catalytically inactive protein（PRIP）, a PI（4, 5）P2-binding protein, regulates cancer cell migration. PRIP overexpression in MCF-7 and BT-549 human breast cancer cells inhibited cell migration in vitro and metastasis development in vivo. Overexpression of PRIP pleckstrin homology domain, a PI（4, 5）P2 binding motif, in MCF-7 cells significantly suppressed cell spreading and cell migration. PI（3, 4, 5）P3 production was decreased in Prip-overexpressing MCF-7 and BT-549 cells. The association between PI3K and PI（4, 5）P2 was significantly inhibited by recombinant PRIP in vitro. Collectively, PRIP regulates the production of PI（3, 4, 5）P3 from PI（4, 5）P2 by PI3K, and the suppressor activity of PRIP in PI（4, 5）P2 metabolism regulates the tumor migration. Therefore, PRIP is a promising target for protection against metastatic progression.

Conflict of Interest: There is no Conflict of Interest.
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漢方薬半夏瀉心湯に含まれる［6］-ショウガオールと［6］-ジンゲロールは電位依存性ナトリウムチャネルを抑制して口内炎疼痛を緩和する




○人見　涼露

九歯大　生理





がん治療により広範囲の潰瘍性口内炎が発症すると，その激痛により食事や会話が妨げられQOLが大きく低下する．このような口内炎疼痛に対して漢方薬の半夏瀉心湯の含漱が有効であることが最近報告されたが，その鎮痛メカニズムは不明である．本研究では，イオンチャネルアッセイにて半夏瀉心湯に含まれる21化合物の電位依存性ナトリウムチャネルNav1.8に対する作用をスクリーニングした．次に我々が開発した覚醒下ラットに対する口腔内疼痛評価法を用いて，口腔内疼痛に対する半夏瀉心湯成分の麻酔・鎮痛作用を評価した．半夏瀉心湯構成生薬の一つである乾姜に含まれるショウガオールとジンゲロールは，Nav1.8に対して強い抑制作用を示した．ラット健常口腔粘膜内への［6］-ショウガオールと［6］-ジンゲロールの直接投与は麻酔作用を示した．口内炎モデルラットにおいて，口内炎部位への半夏瀉心湯の塗布により疼痛関連行動は抑制されたが，［6］-ショウガオールと［6］-ジンゲロールの混合薬物単独では抑制は認められなかった．そこで，半夏瀉心湯の一生薬であり，組織内浸透作用のあるサポニンを含む人参成分を添加したところ，鎮痛効果が発揮された．以上の結果より，口内炎疼痛に対する半夏瀉心湯の鎮痛機序には，乾姜含有ショウガオールとジンゲロールによるNav1.8の抑制が関与しており，人参中のサポニンが薬物浸透性を増強することが示唆された．本研究結果が，半夏瀉心湯の普及につながり，より多くのがん患者に対する口内炎疼痛緩和に役立つことを期待する．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





［6］-gingerol and［6］-shogaol, active ingredients of the traditional Japanese medicine hangeshashinto, relief oral ulcerative mucositis-induced pain via action on Na+ channels




○Hitomi S

Dept Physiol, Kyushu Dent Univ





In cancer patients undergoing chemoradiotherapy, oral ulcerative mucositis（OUM）-induced pain affects eating and talking, resulting in poor QOL. The traditional Japanese（kampo）medicine hangeshashinto has beneficial effects for OUM treatment. However, the ingredient-based mechanism underlying pain relief remains unknown. In the present study, to clarify the analgesic mechanism of hangeshashinto on OUM-induced pain, we investigated putative hangeshashinto ingredients showing antagonistic effects on voltage-dependent Na+ channel in vitro and in vivo. A screen of 21 major ingredients using automated ion channel assay showed that［6］-shogaol and［6］-gingerol, two ingredients of a Processed Ginger extract, considerably inhibited Nav1.8 currents. In a rat OUM model, pain-related behavior was inhibited by swab application of mixture of［6］-gingerol and［6］-shogaol with Ginseng extract containing saponin, which has high tissue permeability. These results suggest that OUM-induced pain is alleviated by blocking effects of shogaol and gingerol on Nav1.8 with drug delivery acceleration due to saponin-containing Ginseng extracts. The pharmacological mechanism provides scientific evidence supporting the use of this herbal medicine in patients suffering from OUM-induced pain.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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口腔粘膜CD103-CD11b+古典的樹状細胞は所属リンパ節で舌下投与された抗原を提示し，Foxp3+制御性T細胞を誘導する




○田中　志典

ペンシルベニア大　医　病理





舌下免疫療法は抗原を舌下粘膜から吸収させ，全身に免疫寛容を誘導し症状の改善を図る減感作療法であり，花粉症治療に有効である．一般に，花粉などの抗原に対する免疫寛容の成立には抗原特異的な制御性T細胞の誘導が重要であると考えられている．本研究では，舌下免疫療法における抗原特異的制御性T細胞誘導機構の解明に取り組んだ．実験動物（マウス）の舌下に抗原を投与すると，所属リンパ節である顎下リンパ節で抗原特異的制御性T細胞が誘導された．口腔粘膜の抗原提示細胞はフローサイトメトリー解析により，ランゲルハンス細胞，古典的樹状細胞，マクロファージに分類された．口腔粘膜CD103-CD11b+古典的樹状細胞はレチノイン酸産生能が高く，TGF-βおよびレチノイン酸依存性にin vitro制御性T細胞を誘導した．蛍光色素で標識された抗原を舌下投与し，その行方を追跡したところ，まず口腔粘膜のマクロファージが抗原を取り込み，次いでCD103-CD11b+古典的樹状細胞が抗原を顎下リンパ節に運搬した．さらに，抗原舌下投与後の顎下リンパ節から単離された遊走性CD103-CD11b+古典的樹状細胞は，ex vivoで効率的に抗原特異的制御性T細胞を誘導した．以上の結果から，口腔粘膜CD103-CD11b+古典的樹状細胞が，抗原舌下投与後の顎下リンパ節における抗原特異的制御性T細胞誘導を担うことが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Oral CD103-CD11b+ classical dendritic cells present sublingual antigen and induce Foxp3+ regulatory T cells




○Tanaka Y

Dept Pathol, Univ Pennsylvania Sch Med





Sublingual immunotherapy is safe and efficient for the treatment of type 1 allergies, but the underlying immunological mechanisms, particularly the induction of regulatory T（Treg）cells, are still unclear. Here, we show that sublingual application of ovalbumin, a model antigen, induced Foxp3+ Treg cells in draining submandibular lymph nodes（ManLNs）in mice. Oral CD103-CD11b+ classical dendritic cells（cDCs）showed retinoic acid-producing activity and converted naive CD4+ T cells to Foxp3+ Treg cells in vitro. After sublingual application of fluorescent ovalbumin, fluorescence was detected in oral macrophages in the tissues, followed by migratory CD103-CD11b+ cDCs in the ManLNs, and the sublingual ovalbumin-primed migratory CD103-CD11b+ cDCs induced Foxp3+ Treg cell conversion. Taken together, our results suggest that oral macrophages incorporate sublingual antigens and presumably transfer them to oral CD103-CD11b+ cDCs in the sublingual mucosa, and that the antigen-incorporated cDCs migrate to the ManLNs and induce Treg cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest.
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Wnt5a-Ror2シグナルは，Pkn3を介して破骨細胞の骨吸収を促進する




○上原　俊介

松歯大　歯　口腔生化





Wntシグナルは，β―カテニンを介する古典経路と介さない非古典経路に大別される．破骨細胞に対するWnt古典経路の役割として，骨芽細胞のオステオプロテゲリン発現を増加させることで骨吸収を抑制すると報告されている．我々は，Wnt非古典経路を活性化する共受容体Ror2が破骨細胞前駆細胞に発現することを見出した．そして，Wnt5a-Ror2シグナルが破骨細胞前駆細胞のRANK発現を増加させることで破骨細胞分化を促進することを明らかにした．しかし，Wnt5a-Ror2シグナルが破骨細胞の骨吸収活性の制御に関与するかは不明である．破骨細胞の骨吸収活性におけるWnt5a-Ror2シグナルの役割を明らかにするため，破骨細胞特異的Ror2欠損（Ror2 fl/fl; Ctsk Cre/+: Ror2 cKO）マウスを作製し，解析した．Ror2 cKOマウスは，骨吸収の低下による骨量の増加を呈した．培養破骨細胞を用いた解析により，Wnt5aがRor2依存的に破骨細胞のRhoを活性化することで破骨細胞の骨吸収を促進することを明らかにした．Rhoの下流で働くRhoエフェクターは，13種類報告されている．Rhoエフェクターの中で，プロテインキナーゼN3（Pkn3）の発現が破骨細胞分化に伴い顕著に増加することを見出した．Pkn3欠損マウスは，骨吸収の低下による骨量増加を呈した．免疫沈降法を用いて，Pkn3がプロリンリッチ領域を介してc-Srcと結合することを明らかにした．Ror2 cKO及びPkn3欠損破骨細胞では，c-Srcの活性が低下していた．恒常活性型c-Srcの発現により，Ror2 cKO及びPkn3欠損破骨細胞の骨吸収活性は回復した．以上のことから，Wnt5a-Ror2シグナルは，Rho-Pkn3経路を活性化し，c-Srcの活性を制御することで破骨細胞の骨吸収活性を促進すると結論した．

【利益相反】本研究に関して開示すべき利益相反はないことを宣言する．





Wnt5a-Ror2 signaling promotes osteoclastic bone resorption via Pkn3




〇Uehara S

Dept Biochem, Matsumoto Dent Univ





We have shown that Wnt5a-Ror2 signaling enhances RANKL-induced osteoclast formation. However, whether the Wnt5a-Ror2 signaling is involved in regulating the bone-resorbing activity of osteoclasts remains to be elucidated. To clarify the roles of Wnt5a-Ror2 signaling in bone resorbing activity of osteoclasts, we generated osteoclast-specific Ror2 deficient（Ror2fl/fl; CtskCre/+: Ror2 cKO）mice and analyzed their bone phenotypes. Ror2 cKO mice exhibited high bone mass due to impaired bone-resorbing activity of osteoclasts. In vitro experiments revealed that Wnt5a promotes bone-resorbing activity of osteoclasts by activating Rho in a Ror2 dependent manner. Among the thirteen currently identified Rho effectors, the expression of protein kinase N3（Pkn3）markedly increased during osteoclast differentiation. Pkn3-deficient mice exhibited high bone mass due to impaired bone-resorbing activity of osteoclasts. Immunoprecipitation analysis revealed that Pkn3 bound to c-Src via its proline-rich region. The kinase activity of c-Src in Ror2 cKO and Pkn3-deficient osteoclasts was lower than that in control and WT osteoclasts, respectively. Overexpression of constitutively active c-Src rescued the impaired bone-resorbing activity of both Ror2 cKO and Pkn3-deficient osteoclasts. These results suggest that the Wnt5a-Ror2 signaling activates the Rho-Pkn3 pathway and regulates the activity of c-Src to promote bone-resorbing activity of osteoclasts.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests associated with this study.
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Small molecule replacement therapies cure craniofacial defects in mice




○Rena D'Souza

Sch Dent, University of Utah





In the past decade, remarkable advances in understanding the human genome's contribution to health and disease have spurred innovations in‘genomic medicine’, including safe and effective therapies for single-gene disorders. The goal of our research is to develop and test replacement therapies using small molecules/proteins that target the Wnt pathway in mouse genetic models of cleft palate and tooth agenesis, as the first step for translation into treatments for analogous human disorders. We assessed the safety and dosage of small molecule Wnt-agonists and their abilities to correct cleft palate and tooth agenesis in Pax9-/- mice. Our molecular and genetic analyses illustrate the functional interaction between Pax9 and Wnt signaling genes. Collectively, these data provide the feasibility and framework for translational studies that will further assess the relationship between Pax9 and the Wnt signaling pathways in craniofacial development. Importantly, they establish a new paradigm for creating novel therapeutics for clinical interventions in humans. [This project is supported by NIH/NIDCR Grants DE019471 and DE027255 to RDS].

Conflict of interests: The author declare no conflict of interests.
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歯の形態形成におけるエネルギー代謝調節機構




○依田　浩子

新潟大　院医歯　顎顔面再建　硬組織形態





エネルギー代謝は生命を支える根源的な活動であり，細胞はその生理機能に応じた代謝機構を備えている．近年，細胞内エネルギー代謝経路が細胞増殖や分化を調節する重要な要因であることが注目されており，特に発生，幹細胞やガン研究の分野においてエネルギー代謝調節機構の解明が精力的に進められている．

歯の形態形成を制御するエネルギー代謝については未解明な点が多い．そこで，我々は糖代謝に焦点を当てて研究を進めてきた．グルコースは細胞に必須のエネルギー源であり，歯胚細胞の増殖および分化過程において，グルコース取り込み調節から細胞内グルコースの代謝経路まで厳密に制御されていることが我々の研究で明らかになりつつある．特にエナメル基質形成ならびに成熟過程においては，エナメル芽細胞はグルコースの受動輸送と同時に，細胞内外のNa+濃度勾配を利用したグルコース能動輸送も同時に行い，さらに，オートファジーを介したストレス応答反応，グリコーゲン合成・分解を経由する糖代謝経路も加わることにより，エナメル質形成に必要なエネルギーを確保していることが明らかになった．一方，象牙質形成過程では，象牙芽細胞がAMP-activated protein kinase（AMPK）活性化による持続的なエネルギー産生を行なっており，エナメル芽細胞とは異なるエネルギー代謝調節機構により制御されている可能性が示唆されている．

本講演では歯の形態形成過程において，細胞挙動を制御する糖代謝調節機構に加えて，エネルギー代謝異常と歯の発育への影響に関する知見もあわせて紹介する．

【利益相反】利益相反状態にありません．





Regulatory mechanism of energy metabolism in tooth morphogenesis




○Ida-Yonemochi H

Div Anat and Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci





Energy metabolism is the fundamental activity to maintain life, and energy metabolic pathway is an important factor to regulate cell growth and function.

We have been studying the regulation of energy metabolism focusing on glycometabolism in tooth morphogenesis. Glucose is an essential source of energy for cells, and glucose uptake and its metabolic pathway are strictly regulated during tooth development. Especially in amelogenesis, energy production via passive and active glucose transport, the glycogen shunt, and autophagic response is activated in the secretory and maturation stages of ameloblasts. In contrast, differentiated odontoblasts continue to produce energy via activation of AMP-activated protein kinase（AMPK）during dentinogenesis. The regulatory mechanism of cellular energy metabolism is suggested to be different in enamel and dentin formation.

In this symposium, I will summarize the role of glucose metabolism in tooth morphogenesis, and discuss the influence of energy metabolic disorder on tooth morphogenesis.

Conflict of Interest:  The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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口腔粘膜上皮形成と温度感受性イオンチャネル




○城戸　瑞穂

佐賀大　医　生体構造機能　組織神経解剖





重層扁平上皮である口腔上皮は，伸展や圧縮などの機械的な力や，飲食物の幅広い温度など多様な刺激に曝されながら，それらに抗する機能的な形態を整えていると考えられる．上皮細胞はそうした刺激に適応しながら，適切な細胞間の接着を保ち，その一方で，基底層にて分裂し，常に新たな細胞を供給しながら上層へと移動し剥落して行く．上皮細胞の増殖や分化は，細胞外のカルシウムなど細胞外のイオンにより影響を受けることが知られており，カルシウムイオン濃度の変化が細胞間接着を担う分子群の構造を変化させ，上皮形態形成を変化させている．私たちは，非選択的陽イオンチャネルで，温度感受性を示すtransient receptor potential（TRP）channelが口腔上皮に発現していること，私たちが温かいと感じる体温近傍の温度で活性化されることを報告してきた．そして，温かい温度は，口腔上皮の細胞増殖や細胞移動を変化させTRPチャネルがそれらに関与していた．さらに，TRPチャネルは細胞間接着を担うアドヘレンスジャンクションを制御し，E―カドヘリンと細胞膜直下の皮質性アクチンの形成と，細胞間の接着の力の均衡に関わるミオシンと関連していた．以上より温かい温度で活性化するTRPVチャネルが口腔上皮の形態形成に関与することが示唆された．

【利益相反】開示すべき利益相反はありません．





Oral epithelial morphogenesis and temperature sensitive ion channels




○Kido M A

Dept Anat Physiol, Fac Med, Saga Univ





Oral epithelium, a stratified squamous epithelium, resists mechanistic stress and wide range of temperatures in the oral cavity. In accord with various environmental changes, the oral epithelium maintains structural characteristics with functional properties. To establish a barrier between organism and its environments, oral epithelial cells form an adhesive network, and, at the same time they proliferate in the basal layer then continuously replace with a dramatic transformation as they differentiate and migrate outwards. It is well known that the extracellular calcium concentration affects epithelial proliferation and differentiation. The changes of the ion concentration regulate the protein interaction of the components of adherens junctions, which modulate contacts between the cells. We previously demonstrated the oral epithelial cells has functional expression of temperature sensitive non-selective cation channel, transient receptor potential（TRP）channels and is activated by thermal stimuli around the temperatures we feel warm. We found that the temperatures in the oral cavity regulate the proliferation and migration of oral epithelial cell via the TRP channels. Furthermore, the channel take part in the formation of adherens junctions via E-cadherin, cortical actin and non-muscle myosin fibers after extracellular calcium stimulation. Temperature sensitive TRPV channels suggested to contribute to oral epithelial morphogenesis.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest.
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Sonic hedgehogシグナリングの舌発生における役割




○井関　祥子

医科歯科大　院医歯　分子発生





舌は発音，咀嚼，嚥下，気道維持などに必要で，またこれらの機能の維持に対して高い適応能力を持つ器官である．舌原基はマウス胎齢(E)10.5日頃に出現し，E11.5日頃から筋芽細胞の遊走を受け，E13.5では舌運動が口蓋発生に貢献するために原始的な運動を開始する．Sonic hedgehog（Shh）シグナルは発生過程から生後の個体のホメオスターシスに機能し，口腔においては歯の形成にも重要な役割を果たしている．一方，Shhの舌形成の役割については，未だ明確になっていない．そこで我々は，複数のShh欠失もしくはShhシグナル減弱マウス変異体を用いてShhの舌発生における役割について検討した．Tamoxifen投与誘導性に全身でShh遺伝子が欠失するマウス，Shhの咽頭上皮での発現を制御するエンハンサーを欠失したマウス，Shhシグナルの伝達に働く繊毛構成タンパク質遺伝子を神経堤由来細胞系譜(Wnt1-cre)または中胚葉由来細胞系譜(Mesp1-cre)特異的に欠失するマウス，LIMホメオドメイン転写因子を発現する口腔上皮細胞系譜特異的にShh発現が欠失するマウスを用いた．これらのマウスを解析した結果，E11までに発現するShhは神経堤由来細胞を間葉とする舌原基の形成に必要であり，筋芽細胞が遊走してくる発生ステージ以降のShhは，神経堤由来細胞からの舌中隔や舌腱膜への分化を誘導して内舌筋の配列に関与することが示唆された．

【利益相反】演題発表内容に関連し，発表者が開示すべき利益相反はありません．





Sonic hedgehog function in tongue development




○Iseki S

Sect Mol Craniofac Embryol, Grad Sch Med Dent Sci, Tokyo Med Dent Univ





The tongue is a highly specialized muscular organ that relies upon an appropriately patterned extrinsic and intrinsic musculature for normal function. The tongue primordium appears on the ventral wall of the pharyngeal arches at around embryonic day（E）10 in mice. The primordium is initially populated in their entirety by cranial neural crest cell（CNCC)-derived mesenchyme with population of myogenic progenitor cells from E11.5 The secreted signaling molecule Sonic hedgehog（Shh）is expressed in dorsal tongue epithelium from the initial stages of development. We utilized a series of genetic approaches to investigate the role of Shh during mouse tongue formation in vivo: global deletion of Shh using tamoxifen-inducible site-specific recombination, decreased expression of Shh by lack of its cis-enhancer sequence for oro-pharyngeal expression, tissue-specific gene deletion for a protein of cilium required for Shh signaling, tissue specific deletion of Shh in oropharyngeal epithelium expressing a LIM-homeodomain transcription factor. The analysis of the mutants revealed that Shh signaling at the initiation stage is required for the formation of tongue primordium, then it induces lingual septum formation as well as aponeurosis to pattern the mesoderm-derived intrinsic tongue muscles.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this manuscript
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ScleraxisとOsterixによる歯周靱帯と歯槽骨のリモデリング制御




○宿南　知佐

広大　院医歯薬保　生体分子機能





歯周靱帯は，歯根のセメント質と歯槽骨を物理的に連結するコラーゲンを主成分とする線維性の結合組織である．歯周靱帯には，線維芽細胞，骨芽細胞，セメント芽細胞，血管内皮細胞，破骨細胞，神経細胞，前駆・幹細胞などの実に多彩な細胞群が存在する．これらの細胞は，歯の顎骨内での固定，歯槽骨のリモデリング，咬合力の感知，栄養補給などに寄与している．歯周靭帯の恒常性は，歯の萌出，咬合，及び矯正的な歯の移動などによって生じる様々なメカニカルストレスに応答しながら保たれている．例えば，生理的な顎骨内での歯の位置は，歯周靭帯での歯槽骨の付加と吸収のバランスが動的に平衡状態を保つことによって適正に維持されている．一方，歯に歯周靱帯を介して矯正力が加わると，牽引側と圧迫側の歯槽骨にそれぞれ骨の形成面と吸収面が出現し，歯周組織がリモデリングすることにより歯が移動する．牽引側における活発な骨形成にも関わらず，歯周靭帯では石灰化・骨化が抑制され線維性組織が一定の幅で保たれているが，その分子メカニズムについては未だ不明な点が多い．塩基性helix-loop-helix型転写因子であるScleraxisとジンクフィンガー型転写因子であるOsterixは，それぞれ腱・靱帯細胞及び骨芽細胞の分化を制御している．本シンポジウムでは，これらの転写因子が拮抗的に作用して骨芽細胞と線維芽細胞への分化成熟を制御することによって，歯周靭帯の恒常性が維持される分子機序について議論したい．

【利益相反】開示すべき利益相反はありません．





Regulation of periodontal ligament and alveolar bone remodeling by Scleraxis and Osterix




○Shukunami C

Dept Mol Biol Biochem, Grad Sch Biomed Health Sci, Hiroshima Univ





The periodontal ligament（PDL）is an uncalcified fibrous connective tissue physically connecting the cementum of the tooth to the alveolar bone. The PDL contains fibroblasts, osteoblasts, cementoblasts, endothelial cells, neural cells, and progenitor/stem cells. These cells contribute to supportive, remodeling, sensory, and nutritive functions. During tooth eruption, mastication, speech, and orthodontic tooth movement, the PDL respond to mechanical stimuli. The position of teeth in their sockets is physiologically maintained by establishing a dynamic equilibrium between bone resorption and apposition at the PDL- alveolar bone interface exposed to various mechanical stimuli. Upon orthodontic force, bone formation occurs on the tension side, whereas bone is absorbed on the compressed side. Despite active bone formation on the tension side, a certain width of the PDL remains to be uncalcified. However, little is known about how the mechanical force is transduced into the biological mediators to maintain the balance between fibrogenesis and osteogenesis. Scleraxis（Scx), a basic helix-loop-helix transcription factor regulating tendon/ligament maturation, is induced during tooth eruption and co-expressed with Osterix（Osx), a zinc finger transcription factor regulating differentiation of osteoblasts. In this symposium, I present our model for tensile force-responsive remodeling of the periodontal tissues antagonistically regulated by Scx and Osx.

Conflict of Interest: The author has no conflicts of interest to declare.
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オーバービュー




○西村　理行

阪大　院歯　生化





日本学術会議の歯学委員会では，「口腔からの先制医療をめざす口腔科学研究の展開」を第24期のテーマとし，口腔先制医療の実現に必要な口腔科学の発展を目指しています．超高齢社会を迎えた我が国では，骨粗鬆症，歯周疾患，関節リウマチならびに変形性関節症を始めとする骨，軟骨および関節疾患が増加し，医学・歯学的にも医療経済学的にも大きな問題となっている．本年のシンポジウムでは，「口腔と全身のネットワーク」を基軸として，骨および軟骨組織に焦点を置き，「骨・軟骨生物学の新機軸」シンポジウムを企画致しました．特に，4名の新進気鋭のシンポジストを迎え，「骨疾患治療薬の新たな薬理作用：口腔と全身に及ぼす影響について」，「内因性抗炎症Del-1分子による炎症性骨破壊 -歯周病とリウマチー の治療戦略」，「転写制御と骨格系疾患の分子機構」および「骨粗鬆症の基礎と臨床」を中心にご講演していただきます．口腔と全身の連関を踏まえて，骨および軟骨の発生，代謝ならびに疾患について，最新の知見を供覧いただく予定です．

【利益相反】なし





Overview




○Nishimura R

Dept of Mol Cell Biochem, Osaka Univ Grad Sch Dent





The Dental Committee of Science Center of JAPAN has been proposing“Progress of oral science for Preemptive Medicine approaching from oral”, and attempting significant advance in oral science necessary for Preemptive Oral Medicine In Japan, facing to“Super-aging society”, the number of patients suffered with bone, cartilage and joint disease including osteoporosis, periodontal diseases, rheumatoid arthritis and osteoarthritis are largely increasing. This causes numerous problems in medical and dental fields, and health economics. In this symposium, we focus on bone and cartilage tissues to understand the role of bone and cartilage in the network system between oral and whole-body, and organize the key symposium, “novel paradigm of bone and cartilage biology”. We invite 4 young and energetic speakers who will talk about 1）new pharmacological actions of therapeutic reagents for bone diseases, 2）inflammatory molecule Del-1 in periodontal disease and rheumatoid arthritis, 3）transcriptional regulation in skeletal diseases, 4）basis and clinic in osteoporosis. The speakers will present recent findings and topics of development, metabolisms and diseases of bone and cartilage.

Conflict of Interest: None
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骨疾患治療薬の新たな薬理作用：口腔と全身に及ぼす影響について




○高見　正道

昭大　歯　歯科薬理





近年，骨疾患治療薬はめざましい進化を見せており，ビスホスホネート製剤や抗RANKL抗体製剤，PTH製剤，SERMなど，様々な作用機序に基づく優れた薬が次々と開発されてきた．これらの薬により骨疾患に対する高い治療効果が得られた一方で，ビスホスホネート製剤や抗RANKL抗体製剤による顎骨壊死のように，骨疾患治療薬が口腔に深刻な副作用をもたらすことが問題となっている．また最近では，ビスホスホネート製剤が発熱などの急性期症状（Acute phase reaction, APR）を誘発することも明らかとなり，骨代謝と口腔および全身との間に未解明の重要な関係が存在することが予想される．我々は，薬理学的な手法でこの関係を解明するため，臨床試験では十分に解析されていない個体の発生過程や歯の発育に対する骨吸収抑制薬の作用について検討した．妊娠後期のマウスに抗RANKL抗体を投与したところ，外見上異常のない新生仔が出生したものの，それらは24時間以内に全て死亡した．このとき，母と新生仔ともに骨量増加が認められたが，予想に反して母の破骨細胞数は増加していた．また母の乳腺発達が阻害されており，新生仔は母乳を獲得できていなかった．この実験とは別に，1週齢の若齢マウスにビスホスホネート製剤を投与して成長への影響を観察したところ，用量依存的にマウスの体長・体重の増加が阻害された．さらにこのマウスでは歯の萌出阻害が認められ，解析の結果，歯根組織における骨芽細胞数の減少が一因と推察された．これらの結果は，骨疾患治療薬が個体の成長や歯の萌出に直接あるいは間接的に影響を及ぼしていることを示唆している．本シンポジウムでは，これらの実験結果と最近の情報に基づいて，全身や口腔の発生・維持における骨代謝の役割について考える．

【利益相反】なし





New pharmacological action of drugs for bone-disease treatment; effects on whole body and oral tissues




○Takami M

Dept Dent Pharmacol, Sch Dent, Showa Univ





Recent years, drugs for the treatment of bone-diseases including bisphosphonates, anti-RANKL antibody drug, PTH drug, and SERM have made a remarkable improvement. Despite of their high therapeutic effects on bone diseases, side effects such as osteonecrosis of the jaw due to administration of bisphosphonates or anti-RANKL antibody drug is a serious problem. In addition, bisphosphonates were found to induce acute phase reaction（APR）including rapid onset of fever. Thus, it is speculated that there are unknown relationships among bone, oral tissues and whole body. To clarify this relationship by the pharmacological approaches, we examined the effects of anti-bone resorptive drugs on the body growth and tooth development, which have not been examined precisely in the clinical investigation. When anti-RANKL antibodies were administrated to late-stage pregnancy mice, newborns died within 24 h after the birth. Contrary to our expectation, osteoclast formation was accelerated in the mothers, though their bone volume significantly increased. Furthermore, newborns did not get milk due to impaired development of the mammary gland. On the other hand, when a bisphosphonate was administrated to 1-week old mice, growth of the body was suppressed in a dose-dependent manner. In addition, tooth root development was also inhibited in the mice because of decrease in osteoblast number around the tooth root. These results suggest that drugs for the treatment of bone diseases affect body growth and tooth development directly or indirectly. In this symposium, I'd like to discuss the roles of bone metabolism in the development and homeostasis of whole body and oral tissues based on our findings and recent information.

Conflict of Interest: None












CS1-3

内因性抗炎症Del-1分子による炎症性骨破壊―歯周病とリウマチ―の治療戦略




○前川　知樹

新潟大　院医歯　高度口腔機能教育研究セ





歯周炎やリウマチ関節症は，慢性炎症に伴う骨の破壊を特徴とする疾患であり，全身への増悪的な波及も示唆される炎症疾患であるが，病態形成の複雑さから，有効な治療法は確立されていない．そこで我々は内因性の抗炎症分子Del-1（Developmental endothelial locus-1）の生体防御作用に着目し，炎症性骨破壊への展開を模索している．これまでにDel1が構成ドメイン依存的に，破骨細胞分化抑制の機能を持つことを，マウス・サルを用いた研究にて明らかにしてきた．近年，Del1が，発生段階においてβカテニンを介さない非古典経路で重要な役割を果たしていることが報告された．そこで，Wnt5 a-Ror2シグナル伝達系が，非古典経路の活性化と破骨細胞の分化において重要な因子の一つであることに着目し，Del1の炎症性骨破壊の制御能についてリウマチ関節炎，歯周炎を対象に検索した．野生型とDel1 KO，Ror2 KO由来のマウス破骨前駆細胞においてDel1はWnt5 a-Ror2伝達経路を阻害することが認められた．また，Biacoreによる解析から，Del1は，Wnt5 aと競合的にRor2に結合するため，Del1はWnt5 aの競合的拮抗剤として働くことが示唆された．続いてWnt5 aデコイ受容体とDel1の接種，またDel1の自律的誘導法によるリウマチ関節炎と歯周炎の制御に関して，コラーゲン誘導型リウマチモデル（CAIA）と歯牙結紮モデルを用いて解析したところ，Del1の生体内での自律的な誘導によってCAIA による炎症性骨破壊が抑制されていた．したがって，Del-1は，既存のEGF様ドメインによるインテグリンを介する破骨細胞分化抑制能と，白血球の遊走抑制による局所の炎症の抑制能に加え，Wnt5 aに競合的に作用することによってリウマチ関節炎などの炎症性骨破壊を抑制していることが示唆された．

本シンポジウムでは，歯科領域だけにとどまらず，全身的な疾患（リウマチ関節炎，多発性硬化症）にまで研究の幅を広げたDel1の応用方法と炎症性骨破壊に対する創薬イノベーションの可能性についてDel1の最新の知見を含めて議論したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Del-1 restrains osteoclastogenesis and inhibits inflammatory bone loss in periodontitis and rheumatoid arthritis




○Maekawa T

Res Cent for Adv Oral Sci, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci





The proper function of homeostatic mechanisms is essential for protection against unwarranted inflammatory tissue damage. In this regard, the endothelial cell-secreted protein Del1 works homeostatically to regulate neutrophil transmigration and local inflammation. Our preliminary studies suggest that Del1 regulates osteoclasts via Wnt5 a-Ror2 axis. The overall objective is to investigate how Del1 expression is regulated at the molecular signaling level, define novel Del1 functions, and identify key functional sites within the Wnt5 a-Ror2 signaling that could be exploited as anti-inflammatory drugs. Del1 suppressed Wnt5 a-Ror2 axis in osteoclast precursors, which, in turn, decreased osteoclast formation and their bone-resorbing activity. Moreover, Del1 competitively antagonize Wnt5 a to Ror2. Administration of Del1 in mice inhibits inflammation and bone loss by CAIA mice and periodontitis, suggesting that Del-1 suppresses bone destruction through the inhibition of Wnt5 a-Ror2 axis. In our recent study, Del1 is suggested to be a functionally versatile molecule which homeostatically regulates critical upstream（inflammatory cell recruitment）and downstream（osteoclastogenesis - suppression of Wnt5 a-Ror2 axis）events during inflammatory bone loss.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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転写制御と骨格系疾患の分子機構




○波多　賢二，高畑　佳史，村上　智彦，西村　理行

阪大　院歯　生化





顎顔面領域を含むヒトの骨格の大部分は，軟骨細胞が主体の内軟骨性骨形成と呼ばれる骨化様式により形成され，軟骨細胞の機能不全は様々な骨格系疾患の原因となる．軟骨細胞の分化および機能制御には転写因子SOX9が重要であることが明らかとなっており，SOX9遺伝子およびその周辺領域の変異や欠損は，骨格形成異常を示すカンポメリック骨異形成症や口蓋裂と小下顎症を特徴とするピエール・ロバン症候群の原因となる．したがって，Sox9に焦点を置いた軟骨細胞研究は，口腔領域のみならず全身の骨格形成さらには骨格系疾患の分子メカニズム解明において重要な研究課題となっている．

　我々はこれまで，Sox9の標的遺伝子や転写制御機構に焦点を置き，軟骨細胞分化におけるSox9の機能的役割について検討を行ってきた．また，最近では次世代シークエンサーを用いたヒストン修飾(ChIP-seq)やクロマチン構造(ATAC-seq)のゲノムワイド解析を統合することにより，軟骨細胞でのSox9発現制御に関与する複数のCis-regulatory elementを見出している．

　本シンポジウムでは，軟骨細胞におけるSox9の制御機構について我々の最新の研究を紹介するとともに，転写因子による骨格形成ならびに骨格系疾患の分子機構について議論したい．

【利益相反】この研究発表の内容に関する利益相反事項はありません





Transcriptional regulation and skeletal diseases




○Hata K, Takahata Y, Murakami T, Nishimura R

Dept Biochem, Osaka Univ Grad Sch Dent





Chondrocytes play essential roles in endochondral bone formation and dysfunction of chondrocytes cause skeletal abnormalities. Sox9 is a transcription factor critical for chondrocyte differentiation and function. The mutation in and around SOX9 gene is responsible for the genetic skeletal disorders including Campomelic dysplasia and Pierre-Robin syndrome characterized by cleft palate and micrognathia. Thus, to uncover the mechanism how the expression and function of Sox9 is regulated in chondrocytes is very important for the better understanding of the molecular mechanism underlying skeletal disorders. To approach this, we have identified several transcription partners for Sox9 and uncovered their functional roles during skeletal development. Moreover, we have recently performed combination analysis of Next-generation sequencing（ChIP-seq and ATAC-seq）and identified several cis-regulatory elements for Sox9 in chondrocytes.

In this symposium, we would like to introduce our recent findings focusing on Sox9 and discuss the molecular mechanism of skeletal development.

Conflict of Interest: The authors declare no conflicts of interest associated with this manuscript.
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骨粗鬆症の基礎と臨床




○宮本　健史

慶大　医　整形外科





近年の超高齢社会の到来をうけ，骨粗鬆症の患者数は増加の一途をたどっている．骨粗鬆症は閉経や加齢など，様々な要因で発症し，脆弱性骨折の原因となる．脆弱性骨折は日常生活動作レベルの低下や生命予後の悪化に直結するため，その治療は重要である．しかし，ビスフォスフォネート製剤による治療等で顎骨壊死の発生が懸念されるなど，骨粗鬆症に対して適切な治療を行うには，その病態を理解する必要がある．閉経後骨粗鬆症は，エストロゲンの欠乏により骨吸収に必須の役割を担う破骨細胞が活性化され，骨量減少につがなることはよく知られていたが，その詳細なメカニズムは明らかにされていなかった．我々は，破骨細胞が低酸素領域に存在し，低酸応答性の代表的な転写因子であるhypoxia inducible factor 1 alpha（HIF1α)を発現すること，しかし，閉経前のエストロゲン充足状態では，エストロゲンが破骨細胞のHIF1αをタンパク質レベルで抑制することを見出した．閉経によるエストロゲン欠乏では，このHIF1αの抑制がきかず，結果的に破骨細胞の活性化から骨量減少に至ってしまうことを明らかにした．破骨細胞特異的HIF1α欠損マウスや，HIF1α阻害薬の投与によっては，閉経後骨粗鬆症モデルであるovariectomy（OVX)マウスの骨量減少や破骨細胞の活性化を抑制できることを見出した．また，ShamマウスにHIF1α阻害薬を投与しても骨量には全く影響が出ないことが明らかとなり，HIF1α阻害薬は生理的な破骨細胞の活性や骨量維持機構には影響せず，閉経によるエストロゲン欠乏に伴う病態に対して選択的に作用することが明らかとなった．このことにより，生理的な破骨細胞の活性をも抑制することで発症することが懸念される病態の発生を回避することも可能になると考えられた．顎骨壊死についても，別途考察したい．

【利益相反】なし





Basic and clinical approach for osteoporosis




○Miyamoto T

Dept Orthopaed Surg, Keio Univ Sch Med





Increasing number of osteoporosis patients is a big concern in the world. Osteoporosis development is promoted by various factors such as aging and menopause, and causes bone fragility fractures, leading to deteriorated activity of daily living and mortality. Thus, preventing fragility fractures by treating osteoporosis is crucial for elderly. However, treatment with strong bone-resorbing inhibitors was thought to promote some adverse effects. Therefore, understanding the pathological mechanisms underlying osteoporosis development is essential for appropriate treatment. Estrogen deficiency due to menopause was a well known risk to promote activation of osteoclasts, essential cells for bone resorption, leading to decreased bone mineral density（BMD), however, the precise molecular mechanisms underlying post-menopausal osteoporosis development was not well clarified. We found that osteoclasts localized hypoxic area, and expressed hypoxia inducible factor 1 alpha（HIF1α). HIF1α inhibition by either gene targeting or chemical agents could block BMD reduction in mouse ovariectomy（OVX）models. Treatment with HIF1α inhibitor did not affect BMD in sham-operated mice, and thus, HIF1α inhibition could inhibit pathological BMD reduction by estrogen deficiency selectively. I will show our recent findings in osteoporosis therapy, and will also discuss about adverse effects associated with osteoporosis therapy.
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MS1-1

口腔細菌と健康寿命




○花田　信弘

鶴大　歯　探索歯学





口腔の常在細菌と宿主である人間は長い年月にわたって共進化を続けている．私たちは，口腔細菌と人類の共進化を探索するためにチンパンジーの口腔細菌叢（コアマイクロバイオーム）と人間の比較に着目し，京都大学霊長類研究所と共同研究を実施した．研究対象は霊長類研究所のチンパンジー15個体である．チンパンジーの口腔に共通して存在するコアマイクロバイオームは属レベルでは34菌属，菌種としては50菌種であった．この34菌属，50菌種が口腔総菌数のそれぞれ93.5％，59.1％を占めていた．そのうちチンパンジーと人間に共通する菌種は18菌種であった．人間とチンパンジーが進化の過程で別れてから400～700万年が経過しているが，この18菌種はこの間に脱落や変化を起こさず，互いに共生し続けていた口腔に必須の菌種と考えられる．

人間は3週間歯を磨かないと56％の人にエンドトキシン血症が発症する（Wahaidi et al. J Clin Periodontol. 2011）．エンドトキシンは動脈に慢性炎症を引き起こし，脳を含む多くの臓器障害のリスクになっている．一方，現代人の口腔にはエンドトキシンを含む細菌の比率が旧人やチンパンジーよりも多いという報告がある（Weyrich et al. Nature. 2017）．現代人の食事が旧人やチンパンジーの食事と異なるために口腔のエンドトキシン量が増加していることが考えられる．そこで，人間の健康寿命を延伸するためには，歯磨き方法と食事内容の改善など生涯にわたるエンドトキシン血症の予防対策が必要である．

今後は，1）エンドトキシンと慢性炎症の関係解明，2）コアマイクロバイオームとsymbiosis（相利共生）の関係解明，3）歯面バイオフィルム除去薬あるいは機器の開発など歯周組織の炎症を防ぎエンドトキシン血症を予防する研究や地域保健対策が重要だと考えられる．

【利益相反】なし





Oral bacteria and healthy life expectancy




○Hanada N

Dept Translational Res, Sch Dent Med, Tsurumi Univ





The core microbiome may have an active role in the human health by elimination of the pathogenic bacteria. In order to characterize the healthy oral microbiome of human, we investigated the oral microbiome of chimpanzee as a human evolution model. The bacteria detected in all chimpanzees were 34 genera and 50 species, which occupied 93.5％ and 59.1％ in the total microbiomes, respectively. Common core species in chimpanzee and human were 18 species. Common core species may have been selected during the long-term process of co-evolution. These 18 species may be oral core microbiome for both of human and chimpanzee. Microbiome on the tooth surface induce the gingivitis and endotoxemia. Intentional gingivitis is induced by the interruption of oral hygiene. After 3 weeks interruption of oral hygiene, endotoxemia appeared in 56％ of the serum samples（Wahaidi et al. J Clin Periodontol. 2011）. Endotoxemia is a surrogate marker for bacteremia of Gram-negative bacteria. Gram-negative bacteria comprise a significant portion of the Modern human oral microbiome compared with those of chimpanzee or Neanderthals（Weyrich et al. Nature. 2017）. Endotoxemia may result in multiple organ system failure including dementia. Therefore, it require to prevent endotoxemia.
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ミュータンス菌と血管性認知症




○猪原　匡史

国立循環器病研究セ　脳神経内科





血管性認知症（VaD）は，全認知症の約30％を占め，アルツハイマー病に次いで多い認知症の原因疾患である．その診断の要諦は，①認知症があり，②画像上脳卒中がみられ，③両者の因果関係がある，という3点を満たすことにある．これまで，VaDの最大のリスク因子は高血圧を筆頭とする生活習慣病と考えられてきた．しかしながら，VaDの画像バイオマーカーの一つである大脳白質病変が，高血圧以外の未知の要因との関連が深いことが明らかになり，VaDの病態に再考が迫られている．

我々は，VaDの前駆段階とも言える脳卒中の病態を研究する過程において，高血圧以外の要因としてミュータンス菌に着目した．仲野らが脳卒中易発性高血圧自然発症ラットにコラーゲン結合性（Cnm陽性）ミュータンス菌を投与することにより微小出血を誘導することに成功したことに端を発する（Nakano K, et al. 2012）．脳卒中連続例の検討で，Cnm陽性ミュータンス菌は脳卒中の中でも脳出血例に多いこと，脳出血の前駆病変ともいえる深部微小出血の存在と関連していること，さらにミュータンス菌のコラーゲン結合性が深部微小出血数と相関することを明らかにした（Tonomura S, et al. 2016）．これらの結果は，Cnm陽性ミュータンス菌と微小出血の関連を明らかにした検診コホートの先行研究の結果とも合致した（Miyatani F, et al. 2015）．その後，同検診コホートの研究から，Cnm陽性ミュータンス菌の存在は早期の認知機能障害と関連していることも明らかとなり（Watanabe I, et al. 2016），Cnm陽性ミュータンス菌は脳の出血性病変，さらにその進行形であるVaDとも関連する可能性が示されたと言える（Ihara M, et al. 2018）．

日本を含むアジア諸国では，欧米と比べて，循環器病の中で脳卒中が占める割合が高く，さらに脳卒中の原因としての脳出血が多いことが知られている．Cnm陽性ミュータンス菌に関連する脳出血，いわば出血性認知症はVaDの要因として重要であり，今後はこの口腔内細菌をターゲットしたVaDの新規治療法開発が期待される．

【利益相反】なし





Streptococcus mutans and vascular dementia




○Ihara M

Dept Neurol, Natl Cerebral and Cardiovascular Cent





Genome-wide association and candidate gene studies have identified COL4 A1 and COL4 A2 as risk genes for intracerebral hemorrhage, suggesting disrupted collagen architecture could be a contributory factor in disease onset. Environmental factors that disrupt the vascular collagen architecture may therefore bring about gene-environmental interactions. Certain oral strains of Streptococcus mutans expressing Cnm, a collagen-binding protein, have been found to be responsible for hemorrhagic transformation of stroke in a preclinical study. In support of this finding, a population-based study showed a close association between Cnm-positive Streptococcus mutans with cerebral microbleeds, a precursor of intracerebral hemorrhage, and a hospital-based study between such bacteria with cerebral microbleeds and intracerebral hemorrhage. Taken together, these findings suggest Cnm-positive Streptococcus mutans serve as an important environmental factor in intracerebral hemorrhage.
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ジンジバリス菌とアルツハイマー病




○武　　　洲1,2

1九大　院　口腔機能分子科学，2OBT研究セ





認知症は超高齢社会に突入した我が国にとって，莫大な財政と深刻な社会負担になっている．近年，認知症の中で最も多いアルツハイマー病（AD）と歯周病との正相関が多くの臨床研究から報告されている．さらに死亡したAD患者の脳から歯周病菌であるP.ジンジバリス（Pg菌）由来LPSも検出され，歯周病はADの増悪因子として関心を集めている．しかし歯周病とADとの因果関連については不明な点が多い．ADの発症及び病態進行には脳内におけるアミロイドβ（Aβ）の蓄積，タウタンパクの過剰なリン酸化に起因して，ニューロン変性さらに細胞死へと至る．またミクログリアの依存性脳炎症がAβ蓄積などを促進する．私たちも長年渡って全身炎症により誘発される脳炎症が学習・記憶障害を引き起こすことが見出している．歯周病を慢性炎症と捉え，Pg菌感染あるいはPg菌LPS末梢暴露により引き起こされるミクログリアの活性化，Aβの産生・蓄積ならびに学習・記憶障害などのメカニズムについて検討を進めている．これまでの一連の研究により，Pg菌染あるいはPg菌LPS末梢暴露は中年マウスにおいて，学習・記憶障害，ミクログリアの依存性脳炎症ならびにニューロン内のAβ蓄積などAD様病態を誘発すること，また全身炎症を増大することを明らかにした．さらにリソソーム性タンパク質分解酵素のカテプシン（Cat）BならびにCatSはPg菌染によるAD病態の誘発・進行促進の関連酵素であることを見出している．今回，私たちの歯周病とアルツハイマー病の因果関連ならびに関与メカニズムにいて解説すると共に全身炎症と認知機能に関する臨床研究も紹介する．ADが発症すると治療は極めて困難でしかも根本的な治療薬は未だ開発されていないため，その発症や進行を遅らせるための歯科アプローチは大きな意義があると考えられる．CatBとCatSの阻害はADの発症や進行を阻む可能性もあり，今後の展開にも期待したい．

【利益相反】なし





Porphyromonas gingivalis and Alzheimer' disease




○Zhou Wu1,2 

1Sect Aging Sci Pharmacol, 2 OBT Res Cent, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Recently years, clinical studies have shown a positive link between periodontitis and Alzheimer's disease（AD), the most common type of dementia, and LPS derived from Porphyromonas gingivalis (Pg）has been detected in the brain of AD patients. However, the precise mechanism underlying causal relationship is still unknown. As the hallmarks of AD, amyloid β（Aβ）accumulation as well as tau hyperphosphorylation cause neurons from degeneration to death, and microglia-mediated neuroinflammation promotes Aβ accumulation. Researches have demonstrated that chronic systemic inflammation enhances microglia-mediated neuroinflammation, and we have recently found that chronic systemic PgLPS exposure and chronic systemic Pg infection induce AD-like phenotypes, including learning and memory decline, microglia-mediated neuroinflammation and neuronal Aβ accumulation in the middle-aged mice. In the present talk, I will light up the critical roles of lysosomal enzymes, cathepsin（Cat）B and Cat S for inducing AD-like phenotypes and expanding systemic inflammation during PgLPS exposure and Pg infection. I will also introduce our clinical study on regulating systemic inflammation. We believe that oral approaches will benefit for delaying onset and progression of AD, because the effective drug for AD has not been developed. Moreover, CatB and CatS may as the considerable therapeutic targets for prevention and clinical management of AD.
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閉口筋運動ニューロンにおけるグルタミン酸性シナプス応答のセロトニンによる増強




○井上　富雄

昭大　歯　口腔生理





超高齢社会のわが国にあって，高齢者が住み慣れた地域で自分らしい暮らしを人生の最期まで続けるためには，健常な咀嚼機能を維持することが極めて重要な意味を持つ．しかし，咀嚼機能の維持に何が重要かは明らかでない．セロトニン神経系は摂食行動や睡眠・覚醒リズムなどの多様な神経機能の調節に関わるとされ，咀嚼などのリズミカルなパターン運動によってその活動が増すことが知られている．またスライス標本を使った実験などから種々の運動ニューロンの興奮性を増大させることが知られている．したがってセロトニン神経系をうまく機能させれば，咀嚼機能の低下を補える可能性がある．そこで我々は，咀嚼に対するセロトニンの役割に注目し，ラット脳幹スライス標本を用いて閉口筋運動ニューロンの樹状突起で，レーザー光の照射によるグルタミン酸解離で誘発されたシナプス応答に対するセロトニンの影響を検索した．その結果，セロトニンは5-HT2 A受容体を介して，グルタミン酸受容体の一種であるNMDA受容体の機能を増強することが明らかになった．さらにNMDA受容体を構成するGluN2 Aサブユニットが5-HT2 A受容体の活性化に続くSrcキナーゼの活性化を介してリン酸化されることで，NMDA受容体機能の増強が起こることが明らかとなった．また，限局した樹状突起上の部位におけるセロトニンの微量投与と2光子顕微鏡を使ったグルタミン酸の解離を組合せて行った結果から，5-HT2 A受容体とNMDA受容体の両者の活性化が樹状突起の近傍で起こると，グルタミン酸応答の増強が起こることが明らかとなった．このようなセロトニンによるグルタミン酸応答の増強は，閉口筋の張力の制御範囲が極めて広いことに役立つ可能性を示す．さらに，私たちが最近開発した除脳動物動脈灌流標本を用いた口腔運動機能の解析結果についても紹介したい．
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Serotonergic enhancement of glutamatergic synaptic responses in the jaw-closing motoneurons




○Inoue T

Dept Oral Physiol, Showa Univ Sch Dent





Preservation of appropriate masticatory function is important for elderly people to keep living in their own homes. However, it is unknown what is important for preservation of that function. Serotonin（5-HT）is known to modulate various motor behaviors and increase motoneuronal activities. Thus, it is possible that manipulation of the serotonergic system may contribute to reinforcement of masticatory function. We examined the effects of 5-HT on postsynaptic responses evoked by single- or two-photon uncaging of caged glutamate（glutamate responses）to the dendrites of jaw-closing motoneurons in rats. Activation of 5-HT2 A receptors（5-HT2 ARs）enhanced NMDA receptor（NMDAR）currents and the GluN2 A antagonist abolished the enhancement of NMDAR currents. Furthermore, blockade of the Src kinase reduced the 5-HT-induced enhancement of glutamate response. Additionally, the focal glutamate responses evoked by two-photon uncaging were enhanced when activations of 5-HT2 ARs and NMDARs occurred close to each other. These results suggest that activation of 5-HT2 ARs enhances the function of GluN2 A-containing NMDAR in the vicinity via Src kinase. Such enhancement of glutamate responses by 5-HT may contribute to wide-ranging regulation of contractile forces of jaw-closing muscles. We would also like to show the results regarding oro-motor functions obtained from the arterially perfused decerebrate rats. Conflict of Interest: The authors declare no competing financial interests.
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嚥下誘発に関わる末梢の受容機構




○井上　　誠

新潟大　院医歯　摂食嚥下リハビリ





日本における高齢者医療の問題のひとつに摂食嚥下障害であり，ことに嚥下誘発遅延は誤嚥性肺炎の原因となる．食事の際の食塊移送を目的とした嚥下運動はほぼ無意識に引き起こされており，主として反射とみなされている．ヒトを対象として一連の咀嚼嚥下運動を記録したところ，嚥下までの咀嚼時間や嚥下時食塊物性は被験者間で大きく異なっていた．食事時の嚥下は，食塊が脳幹嚥下中枢を刺激することで反射を誘発するという単純な運動ではないことを示唆する．一方，安静時に引き起こされる唾液や分泌物嚥下は気道防御という意味をもつ．気道防御を目的とした嚥下反射誘発については，温度感受性受容体（TRP）のほか，酸感受性ASICs，機械刺激感受性ENaCs，構造が未解明な水感受性受容体の関与が報告されている．嚥下誘発効果が高いTRPV1はカプサイシン感受性受容体として知られている．我々は，ニューロン膜不透過性リドカイン誘導体QX-314をカプサイシンと併用することで，カプサイシン感受性神経抑制モデルを作製し，機械刺激，蒸留水および炭酸水刺激による嚥下誘発効果を検証した．抑制モデルにおいて機械刺激，蒸留水刺激誘発性嚥下回数は有意な変化を認めなかった一方で，炭酸刺激誘発嚥下回数は著しく減少したことから，カプサイシン感受性神経が炭酸水刺激誘発嚥下に関与していると推察された．さらに，TRPV1のブロッカーSB-366791やTRPブロッカーRuthenium redでは炭酸水刺激誘発性嚥下はブロックされず，ASICsのブロッカーであるDiminazeneやASIC3のブロッカーであるAPETx2で強く抑制を受けたことから，弱酸刺激に伴う嚥下誘発にはASIC3が関わることが示唆された．嚥下誘発機構を明らかにすることは，高齢者の誤嚥性肺炎予防や高齢者の食を支える上で様々な示唆を提供できるものと期待する．
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Peripheral receptive mechanisms of swallowing initiation




○Inoue M

Div Dysphagia Rehabil, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci





One of the major problems for elderly people who need daily care in Japan is dysphagia, and delay in swallowing initiation mainly causes aspiration pneumonia. Normally, bolus swallowing at meal is evoked involuntarily, which is believed to be purely evoked reflex. Our human study showed that chewing duration until the first swallow and bolus texture at the swallow widely varied among the subjects, which suggest that swallowing cannot simply be evoked by the bolus stimulation. Saliva swallowing is evoked to secure the upper airway from aspiration. Possible peripheral receptors involved in swallowing initiation include thermosensitive（TRPs), acid sensitive（ASICs), mechanosensitive（ENaCs), and water sensitive ones. We developed capsaicin-sensitive neuron blocked animals using QX-314. In those animals, swallowing initiation evoked by carbonated water stimulation was inhibited but not by mechanical or water stimulation. In addition, TRPs（Ruthenium red）or TRPV1 blockers（SB-366791）rarely changed swallowing initiation evoked by carbonated water while ASICs（Diminazene）or ASIC3 blockers（APETx2）significantly inhibited it. Those results suggest that ASIC3 is at least involved in carbonated water evoked swallows. It is important to clarify the mechanisms of swallowing initiation not only to prevent aspiration pneumonia but also to support safe meal for elderly people.

Conflict of Interest: The author declares no competing financial interests.
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口内炎における疼痛発症メカニズム：食に関わる痛覚の生理学的重要性




○小野堅太郎

九歯大　生理





口腔は食の最初の入り口であり，食物消化や全身栄養管理にとって不可欠な器官である．食事の開始期において咀嚼，味覚，唾液分泌は互いに影響し合い，適切な食塊形成により嚥下を円滑に遂行しうる．しかしながら，口腔顔面領域に何らかの痛みを有する場合，こういった食行動は障害され，食欲の低下に繋がる．口内炎は最も発症頻度の高い口腔疾患であり，食事中では歯や食物が触った時や，食物中の酸味物質や唐辛子の辛み成分により強烈な痛みを引き起こす．我々は，口内炎の疼痛発症メカニズムを調べるために，覚醒下ラットにおける口腔粘膜への疼痛刺激方法を新たに開発し，この手法を用いて各種口内炎モデルラット（酸処理による潰瘍性口内炎，矯正ワイヤーによる外傷性口内炎，抗がん薬投与口内炎モデル）の解析を行った．これまでの研究結果をまとめると，肉眼的には同じようにみえる口内炎であっても，組織上では異なる病態を示し，疼痛発生機序においても口腔常在菌の浸潤，白血球の浸潤，プロスタノイド，ペプチド，侵害受容性TRPチャネルの関与において様々な違いがあることが明らかとなった．明らかとなった疼痛発症メカニズムは，今後の口内炎治療薬や治療法の開発に寄与することが期待される．特に，化学療法を受けるがん患者は，副作用として広範囲の口内炎に苦しめられるが，治療困難である現状を打開していきたいと考えている．本シンポジウムにおいて，我々の最近の研究成果をご紹介するとともに，食における口腔内疼痛の生理学的重要性について論じさせてもらいたい．

【利益相反】なし





Pain mechanism underling oral ulcer: physiological significance of pain in eating




○Ono K

Div Physiol, Kyushu Dent Univ





The oral is the first gate in eating and plays important roles in digestion and nutrition in the whole body. Mastication, taste sensation and salivary secretion affect each other during a meal to smoothly execute swallowing. Sometimes, however, the orofacial pain disturbs the oral functions and diminishes appetite. Oral ulcer is the most frequent oral disease and causes severe pain when touching tooth edge, food particles and irritants（sour and hot pepper etc.). Recently, we have reported molecular/cellular mechanism underlying oral ulcer-induced pain in some rat models using our newly-developed pain assay system. These studies demonstrate that different pathological status of oral ulcer leads distinctive pain phenotypes due to different contributions of oral bacterium invasion, leukocyte infiltration, prostanoids, peptides and nociceptive TRP channels. These findings are benefits to develop more effective drugs and approaches for oral ulcer patients, particularly in chemotherapy-received cancer patients suffering intractable pain in the wide range of the oral cavity. In this symposium, I'd like to introduce recent studies for oral ulcer pain and discuss physiological significance of orofacial pain in eating.

Conflict of Interest: No
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末梢における甘味の受容と調節メカニズム




○吉田　竜介

九大　院歯　口腔機能解析，OBT研究セ





味覚は食物の性状を把握し，摂食の可否を判断するための重要な情報となるだけでなく，円滑な消化の促進や快・不快の情動にも深く関わる．ヒトの健康を維持・増進するためにも，またQOL向上を図るためにも，味覚機能について研究を進めることは非常に重要である．5つの基本味（甘，苦，塩，酸，うま味）のうち，甘味は糖により生じる感覚で，エネルギーの摂取や快情動と深い繋がりを持つ．しかし，過度の糖分摂取は肥満を誘発し，糖尿病や各種生活習慣病への罹患を高め，健康を害する．これら病態を予防・改善する上で，甘味受容システムの全容を解明する必要がある．我々は，甘味感受性が摂食抑制ホルモンであるレプチンにより抑制され，摂食促進に働く内因性カンナビノイドにより増強されることを明らかとしてきた．これら甘味調節に関わる生理活性物質の受容体は味細胞に存在し，その下流のシグナル伝達経路が活性化されることで味細胞の甘味物質に対する応答を減少・増強させる．このような摂食調節物質による甘味感受性調節は，体内の状態に応じて末梢の甘味感受性を適切に調節することで食物摂取・嗜好行動を制御し，体内エネルギーバランスを最適な状態に維持するよう機能すると考えられる．しかし，肥満になるとレプチン抵抗性の出現や，カンナビノイド系の亢進によって甘味感受性調節機構に乱れが生じ，これが末梢の甘味感受性にも影響を与え，肥満を増長する要因となりうる．本シンポジウムでは，これら末梢甘味感受性調節機構に関わる最新の研究結果について紹介すると共に，味細胞における新たな糖受容システムの可能性を示す研究結果についても報告する．

【利益相反】なし





Mechanisms for detection and modulation of sweet taste in taste receptor cells




○Yoshida R

Sect Oral Neurosci & OBT Res Cent, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ





Taste plays a role to identify nutrients, toxins and indigestible materials in foods. It also contributes to promotion of digestive activities and pleasant/unpleasant emotion. Therefore, taste is one of key factors to improve the health and the quality of life. Among taste qualities, sweet taste relates to obesity because it plays a role to detect caloric foods（sugars）and is attractive for animals. We have demonstrated that sweet taste responses are suppressed by leptin, an anorexigenic hormone, and enhanced by endocannabinoids, orexigenic mediators. These modulators affect taste responses of sweet receptor cells in taste buds. Such reciprocal modulation of peripheral sweet sensitivity by leptin and endocannabinoids may contribute to regulation of energy homeostasis. However, modulatory systems for peripheral sweet taste are likely to be disturbed by obesity. Disturbance of sweet modulatory mechanisms would affect peripheral sweet taste sensitivity and may lead to make worse the obesity. In this talk, I would like to introduce our recent studies on modulation of sweet taste sensitivity. In addition, I will show some evidence on the existence of sugar detection system other than T1 R2/3 receptors in taste receptor cells.

Conflict of Interest: none
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破骨細胞骨吸収機構においてPLEKHM1-DEF8-RAB7複合体はリソゾームの分泌と骨代謝を制御する．




○藤原　稔史1,2，Shiqiao Ye1，中島　康晴2，Haibo Zhao1

University of Arkansas for Medical Sciences1，九大　院医　整形外科2





破骨細胞の骨吸収能を調べるために，リソゾームのアダプタータンパクのPLEKHM1に着目した．Plekhm1遺伝子の欠失変異はヒトとラットで破骨細胞のライソゾーム輸送と波状縁形成を阻害することで大理石病を有するが，PLEKHM1の機能については不明である．破骨細胞のリソゾーム分泌機構を調べるために，C57 BL/6 Jマウスで，Plekhm1遺伝子を全細胞と破骨細胞選択的に欠損する遺伝子改変マウスをそれぞれ開発した．これらのマウスの骨構造をマイクロCTと組織学的にin vivoで評価し，in vitroでこれらのマウスより培養し分化させた破骨細胞の機能を解析した．Plekhm1遺伝子改変マウスの骨成長は正常だったが，全細胞と破骨細胞選択的Plekhm1欠損マウスはそれぞれ骨量が増加していた．In vitroで，破骨細胞とアクチンリング，微小管形成は Plekhm1欠損細胞でも正常であったが，骨吸収能は著しく低下していた．ライブセルイメージングを使用して，破骨細胞内のリソゾーム輸送を観察すると，リソゾームの細胞内の拡散が低下し，分泌障害を認めた．免疫沈降とプロテオミクスにより，破骨細胞におけるPLEKHM1と結合する新たなタンパクとしてDEF8とFAM98 A，NDEL1を同定した．さらに，DEF8がPLEKHM1とライソゾームを制御する低分子量GタンパクRAB7との結合を増強していることがわかった．FAM98 AとNDEL1は微小管に結合し，リソゾームの輸送に関与していることが分かった．最後にこれらの遺伝子をshRNAでノックダウンするとリソゾームの分泌と骨吸収障害を認めた．PLEKHM1はこれらのタンパクと複合体を形成し，リソゾームを波状縁に輸送し，骨吸収と骨代謝を制御していることが分かった．

【利益相反】なし





PLEKHM1-DEF8-RAB7 complex regulates lysosome positioning and bone homeostasis




〇Fujiwara T1,2, Ye S1, Nakashima Y2, Zhao H1

Univ Arkansas for Med Sci1

Dept of Orthopaed Surg, Kyushu Univ2





To investigate the resorption function of osteoclast（OC), we focused on a lysosome adaptor protein, PLEKHM1（PLK1), whose mutation causes osteopetrosis, due to diminished lysosome trafficking and ruffled border formation. To elucidate the mechanism(s）by which PLK1 regulates lysosomal secretion, we generated germline and Cathepsin K（CTSK)-Cre conditional PLK1 deficient C57 BL/6 J mice. We analyzed the bone structure（in vivo）and these OC function（in vitro）isolated from these mice. Both PLK1 deficient mice increased bone mass. In vitro, OC, actin-ring, and microtubule formation were normal, however, the resorptive capacity of PLK1 null OC was reduced. Specifically, a series of morphological, functional, and live cell imaging studies revealed that loss of PLK1 abrogates the peripheral distribution of lysosomes and bone resorption. Using proteomics, we identified several PLK1 interacting proteins, including DEF8, FAM98 A, and NDEL1. Further, we determined DEF8 binding site of PLK1 and promoting the interaction with a lysosome-associated small GTPase RAB7. FAM98 A and NDEL1 with PLK1 connects lysosomes to microtubules. PLK1 comprising a molecular complex is indispensable for bone homeostasis in mice as is the case in rats and humans.

Conflict of Interest: No
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ラット破骨細胞培養系により明らかになった破骨細胞の骨吸収を制御する新たなタンパク質




○久木田明子1，蒲原　麻菜1，久木田敏夫2

佐賀大　医　病因病態科学　微生物1，九大　院歯　分子口腔解剖2 





我々は以前よりラット骨髄細胞に骨芽細胞の培養上清を添加して形成される破骨細胞分化系を用いてこの培養系で高く発現する遺伝子を同定し，破骨細胞分化や機能における働きについて解析を行ってきた．この培養系で形成される破骨細胞は，骨吸収能が高く運動性の高い破骨細胞で，その誘導にはTGFβが関与すると考えられた．cDNAライブラリーの発現スクリーニングや網羅的な解析から，破骨細胞の骨吸収に関わる転写制御因子や膜タンパク質が明らかになった．その中の一つであるPmepa1はNedd4ユビキチンリガーゼ結合タンパク質で細胞の増殖，運動，小胞輸送や細胞分化を制御するタンパク質であることがわかった．破骨細胞の骨吸収や分化には小胞輸送が大きな役割を持つことから，Pmepa1の破骨細胞の分化と骨吸収における働きについて解析を行っている．Pmepa1はin vitroでは象牙質切片上で形成された破骨細胞内のエンドソームやリソソームにおいて強く発現していた．その発現は，TGFβによって亢進し，骨吸収の阻害薬であるアレンドロネートの添加によって低下した．さらに，Pmepa1の発現をノックアウトすると破骨細胞からの酸の産生が低下し骨吸収が低下した．Pmepa1はin vivoにおいても骨面上の破骨細胞で高く発現しており，骨吸収能を持つ破骨細胞で特異的に発現が亢進し，骨吸収を制御する新たなタンパク質であると考えている．（学会外共同研究者）徐　祥赫，白木　誠，平田寛人（佐賀大学医学部）

【利益相反】利益相反状態にありません．





○Novel proteins identified by analysis of rat osteoclast culture system regulate bone resorption




Kukita A1, Kamohara A1, Kukita T2

Dept Microbiol, Fac Med, Saga Univ1

Dept Mol Cell Biol Oral Anat, Fac Dent, Kyushu Univ2





We have developed the culture system for the formation of osteoclasts using rat bone marrow culture with rat osteoblastic cell conditioned medium, and have identified highly expressed genes in osteoclasts and osteoclast precursor cells. Osteoclasts formed in this culture were motile and had high bone resorption activity. Analysis of this culture system revealed several transcriptional factors and membrane proteins which are involved in bone resorption. Among them, Pmepa1 is Nedd4 ubiquitin ligase adaptor protein which regulates vesicular transport. Since vesicular transport plays important role in osteoclast differentiation and function, we analyzed role of Pmepa1 in osteoclastogenesis and bone resorption. Pmepa1 was expressed in osteoclasts formed on dentin slices in vitro., and localized in endosome and lysosome of osteoclasts. Its expression was induced by TGFβ, but inhibited by bone resorption inhibitors such as alendronate. Knockdown of Pmepa1 expression reduced the production of acid from osteoclasts and bone resorption activity. Pmepa1 was also expressed in osteoclasts on bone surface in bone tissues of adjuvant-induced arthritis rats. These results suggest that Pmepa1 is novel protein which specifically expressed in active osteoclasts and regulate bone resorption.

Conflict of Interest: There is no conflict of interest.
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NF-κBとBMPシグナル経路の相互作用を標的とした骨再生の新しいアプローチ




○自見英治郎

九大　院歯　OBT研究セ





現在，骨粗鬆症や関節炎による骨破壊の治療にビスホスホネートや抗RANKL抗体のような骨吸収抑制剤が臨床的に使用されているが，骨吸収を阻害するだけでは新しい骨を再生するには不十分である．BMPは，Smadシグナル経路を介して骨芽細胞分化や骨形成を強く誘導する．しかしながら，BMPは，臨床の場において期待通りの骨再生効果を発揮していない．炎症反応や免疫応答に関わる転写因子NF-κBの活性化がBMP誘導骨形成を抑制することがよく知られている．最近，我々は，NF-κBの主なサブユニットであるp65が，Smad4と相互作用することによってBMP誘導性の骨形成を阻害することを見出した．さらに，p65のTA2領域がSmad4のMH1領域と会合することを明らかにした．そこで，我々はSmad4のMH1と会合するTA2のアミノ末端領域を同定し，Smad4結合ドメイン（SBD）と命名した．細胞透過性SBDペプチドは，NF-κBシグナル経路に影響せずに，p65とSmad4との会合を阻害し，BMP誘導性の骨芽細胞分化を増強した．また，SBDペプチドは皮質骨におけるBMP2誘導性の異所性骨形成を増強し，SBDペプチドがBMP誘導性骨再生に効果的であることを示唆する．

【利益相反】なし





New approach for bone regeneration by targeting the interaction of NF-κB with BMP signaling




○Jimi E

Organization Oral Health/Brain Health/Total Health Res Cent, Kyushu Univ, Fac Dent Sci





Although anti-bone-resorbing drugs, such as bisphosphonates, and anti-RANKL antibody are currently clinical use to treat with bone destruction in osteoporosis and arthritis, the inhibition of bone resorption is not sufficient to regenerate new bone. BMPs strongly induce bone formation via Smad signaling pathway in vitro and in vivo. However, BMPs cannot generate enough of clinical response to be used in bone regeneration. It has been well known that activation of NF-κB prevents BMP-induced bone formation. Recently we found that p65, a main subunit of NF-κB inhibited BMP-induced bone formation by interacting with Smad4. Furthermore, we identified that the transactivation of（TA2）domain of p65 associated with the Mad homology（MH）1 domain of Smad4. We further identified the amino-terminal region of TA2 that associates with MH1 of Smad4, and named the Smad4-binding domain（SBD). Cell-permeable SBD peptide blocked the association of p65 and Smad4 and enhanced BMP-induced osteoblast differentiation without affecting NF-κB signaling. SBD peptide also enhanced BMP2-induced ectopic bone formation in subcortical bone, suggesting that SBD peptide is useful for enhancing BMP-induced bone regeneration.

Conflict of Interest: The author has declared no conflicts of interest.
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骨細胞による骨リモデリングの制御




○中島　友紀

医科歯科大　院医歯　分子情報伝達





骨は破壊と形成のバランスにより常に新しく作り替えられており，この再構築は“骨リモデリング”と呼ばれ，強靭な骨組織の維持のみならず，生命維持に必須なミネラルの代謝器官である骨を巧妙に制御している．骨リモデリングは，骨を構成する細胞，破骨細胞，骨芽細胞，骨細胞の細胞間コミュニケーションによって厳密に制御されており，この破綻が様々な骨疾患に繋がる．破骨細胞と骨芽細胞が骨表面で機能する一方で，骨に埋没した骨細胞は，力学的刺激やホルモンなどを感知し，シグナル伝達を介し応答することで，骨リモデリングを制御していると考えられている．RANKLは，破骨細胞分化決定因子であり，その細胞分化メカニズムの解明と治療標的の同定という両方の意味で注目を集めている．しかし，骨組織において，どの様な細胞が破骨細胞の分化を支持しているかはこれまで不明であった．我々は骨に埋め込まれた骨細胞が強力にRANKLを発現し破骨細胞の分化を支持していることを明らかにした．さらに，RANKLシグナルを制御する新たな骨リモデリング制御因子Semaphorin3 Aも同定した．現在，RANKLは骨研究領域にとどまらず，リンパ節形成，乳癌の発生や骨転移，自己免疫疾患に至る様々な生命システムで重要な役割を担っていることが明らかになり，その多彩な機能が注目を集めている．また，骨構成細胞の大多数を占める骨細胞が様々な生体制御システムと連関していることが近年明らかになり，これまで運動器として捉えられてきた骨が，多臓器と連関する内分泌器官としても注目されている．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Regulation of bone remodeling by osteocyte




○Nakashima T

Dev Cell Signal, Tokyo Med Dent Univ, Grad Sch Med Dent Sci





Bone is constantly renewed by the balanced action of osteoblastic bone formation and osteoclastic bone resorption both of which mainly occur at the bone surface. This restructuring process called "bone remodeling" is important not only for normal bone mass and strength, but also for mineral homeostasis. Bone remodeling is stringently regulated by communication between bone component cells. An imbalance of this process is often linked to various bone diseases. During bone remodeling, resorption by osteoclasts precedes bone formation by osteoblasts. Based on the osteocyte location within the bone matrix and the cellular morphology, it is proposed that osteocytes potentially contribute to the regulation of bone remodeling in response to mechanical and endocrine stimuli. RANKL currently provides a paradigm that enables the molecular understanding of the linkage among bone metabolism, mammary gland development and tumorigenesis. We identified bone remodeling induced by osteocyte-derived RANKL and osteoblastic lineage cells-derived Semaphorin 3 A exerts an osteoprotective effect by both suppressing bone resorption and increasing bone formation. Bone has been traditionally regarded as a part of the locomotor system, but recent studies suggest that osteocytes regulate systemic biological functions based on the inseparable link between bone and other systems.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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蛍光生体イメージング技術で可視化した骨の動的システム




○石井　　優

阪大　院医　免疫細胞生物





生命システムでは「動き」が重要である．多種多様な細胞の動態は時空間的に精緻にコントロールされている．このようなシステムの研究には，従来の組織学的解析法では不十分であった．固定・薄切した組織観察では，細胞の「形態」や「分子発現」などを解析することはできるが，細胞の「動き」を解析することはできない．細胞の動きを見るためには，「生きた細胞」を，「生きた組織」「生きた個体」の中で観察する必要がある．本演者は深部組織の観察に適した多光子励起顕微鏡を駆使して，生きた細胞の生きたままの動きのある世界を捉えることを可能にしてきた．本講演では，演者がこれまで行ってきた骨髄や免疫組織の生体イメージング研究を中心に紹介し，見ることによって初めて分かった様々な免疫細胞の巧妙な動きとその制御機構について解説する．破骨細胞は炎症によって活性化して骨を破壊・吸収するマクロファージであるが，骨髄内の血管から出入りしながら「壊すべき場所」を探していた．また，一旦骨に引っ付いても，骨表面で奇妙な動きをしながら機能を発揮していた．また，破骨細胞と骨芽細胞は直接接触して情報を伝達していた．これら細胞の生きた動きの制御機構は，時間軸をもって生命現象を捉えることが可能な，生体イメージング技術があったからこそ得られた新知見である．

【利益相反】なし





Intravital multiphoton excitation imaging dissecting dynamic cellular behaviors in bone and immune systems




○Ishii M

Dept Immunol Cell Biol, Grad Sch Med, Osaka Univ





During the last decade, intravital optical microscopy has launched a new trend in the field of biology. By using this advanced imaging technique we have established a new system for visualizing in situ behavior of a diversity of living cells within intact tissues and organs. Among them, we succeeded in visualizing the various dynamic phenomena within bones and joints, where various kinds of immune cells are produced and functioning although poorly analyzed by conventional methodology such as histological analyses with decalcified sections. We have so far identified the real modes of migration, differentiation and function of bone-destroying osteoclasts, special kind of macrophages responsible for bone and joint erosions. This novel technique does not only help us to understand the dynamic nature of living cells and tissues in situ, but identifies the in vivo pharmacological actions of several new drugs. Here we show our recent studies for analyzing bone-protecting actions of different biological agents treating bone diseases by directly visualizing drug-induced cellular behaviors in vivo.

Conflict of Interest: none
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白色・褐色脂肪細胞の機能を制御しエネルギー代謝を調節する新しい分子基盤




○兼松　　隆1，大植　香菜1,2，坂田　修三1,3，山脇　洋輔1，浅野　智志1

広大　院医歯薬保 1細胞分子薬理，2歯科麻酔，3歯科矯正





肥満とは，脂肪が過剰に蓄積した状態であり，中性脂肪（トリアシルグリセロール，TAG）として蓄えられると，生活習慣病の発症リスクを高めまた病態の進展を助長する．よって，肥満をコントロールすることは，糖尿病，心血管疾患など様々な疾病の予防につながる．そのため，脂肪が内臓・皮下脂肪組織に蓄積するメカニズムや脂肪分解の分子基盤が精力的に研究されてきた．

　我々は，phospholipase C-related catalytically inactive protein ノックアウト（Prip-KO）マウスを解析して，PRIPが脂肪細胞でTAGの分解を調節し，個体のエネルギー代謝を制御するという新たな分子機構を明らかにした．Prip-KOマウスは痩せた表現型を示し，他の臓器に比べて脂肪組織重量が軽かった．そこで，脂肪細胞に焦点を当てて解析した結果，Prip-KO白色脂肪細胞では，TAGの分解に関わる酵素hormone-sensitive lipase（HSL）や分解の修飾分子であるperilipinのリン酸化が亢進しており，脂肪分解活性が高いことを明らかにした．また，Prip-KO褐色脂肪細胞でも高い脂肪分解活性を示し，非ふるえ熱産生に関わる分子（uncoupling protein 1）の発現が高いことが分かった．PRIPは，タンパク質脱リン酸化酵素と協調して細胞の脱リン酸化を制御する分子であり，Prip-KOマウスでは，脱リン酸化制御の変調により，高い脂肪分解活性を示すことを突き止めた．さらに，Prip-KOマウスは，高い直腸温を示し，エネルギー消費活性が亢進していた．

　本シンポジウムでは，PRIP分子が仲介する脂肪代謝の制御機構とエネルギー産生の制御機構について述べる．

【利益相反】開示すべきCOI関係にある企業等はありません．





A new molecular mechanism that regulates energy expenditure by regulating the function of white and brown adipocytes




○Kanematsu T1, Oue K1,2, Sakata S1,3, Yamawaki Y1, Asano S1

1Dept Cell Mol Pharmacol, 2Dept Dent Anesthesiol, 3Dept Orthodont, Grad Sch Biomed Health Sci, Hiroshima Univ





Obesity is characterized by excessive body fat accumulation stored as triacylglycerol（TAG）in adipocytes. Controlling overweight and obesity may reduce the risk of developing various health problems, including diabetes, cardiovascular disease, and certain cancers. We analyzed phospholipase C-related catalytically inactive protein（PRIP）knockout（Prip-KO）mice and demonstrated that PRIP is a new molecule that regulates TAG breakdown in adipose tissues and energy expenditure.

Prip-knockout mice showed a lean phenotype and enhanced the phosphorylation of HSL and perilipin, an important enzyme and modulatory protein for TAG-breakdown, respectively, compared with wild-type mice. This suggested higher lipolytic activity in Prip-KO white adipose tissues. The upregulation of lipolytic activity was also observed in a Prip-KO brown adipose tissue（BAT). Interestingly, Prip-KO BAT displayed increased expression of uncoupling protein 1, a crucial protein executing non-shivering thermogenesis. Consistently, Prip-KO mice showed increased energy expenditure and a high rectal temperature. In this symposium, we discuss PRIP-regulated fat metabolism and thermogenesis.

Conflict of Interest: We have no financial relationships to disclose.
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Light sensitivity of brown adipose tissue




○佐藤　真理1, 2

1北大　院歯　口腔分子生化

2科学技術振興機構，さきがけ





G-protein-coupled receptor（GPCR）のひとつであるOpsin3（OPN3）は光受容体として知られている．OPN3はなぜか脂肪組織で多く発現しているが，OPN3が脂肪組織に果たす役割は未だ不明である．興味深いことにOPN3ノックアウトマウスは高脂肪食飼育下で易肥満性を示し，さらに寒冷暴露実験の結果から褐色脂肪の機能異常が示唆された．このOPN3ノックアウトマウスの易肥満の原因が，褐色脂肪組織特異的な代謝異常によるものか否かを調べるために，OPN3ノックアウト褐色脂肪細胞を樹立し，代謝機能測定実験を行った．その結果，OPN3ノックアウト褐色脂肪細胞では野生型にくらべて1．糖取り込みが低下していること 2．糖と脂肪を利用したミトコンドリアでのエネルギー産生が低下していること 3．脂肪分解能力が低下していること，が明らかとなった．次に，OPN3ノックアウトによるこれらの機能変化がOPN3を介した光応答システムの変化に関与しているかを調べるため，野生型およびOPN3ノックアウト褐色脂肪細胞を白色LEDライト照射下で分化させた上で代謝機能測定実験を行った．興味深いことに，この光刺激によって野生型の褐色脂肪細胞でのみ，糖取り込みおよびミトコンドリアでのエネルギー産生が増大した．このOPN3を介した光刺激による褐色脂肪細胞の機能調節に関わる分子メカニズムを調べるために，OPN3のG protein binding regionを変異させたマウスおよび褐色脂肪細胞を用いた解析を現在行っている．

【利益相反】なし．





Light Sensitivity of Brown Adipose Tissue




Sato M 1, 2

1 Dept Oral Biochem Mol Biol, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 2 JST, PRESTO





Opsin 3（OPN3）is a photosensitive G-protein-coupled receptor（GPCR）and is expressed at a higher level in adipose tissue. To understand the role of OPN3 in adipose tissue, we examined the metabolic phenotype of OPN3-knockout（OPN3-KO）mice. OPN3-KO mice gained more weight than WT mice when fed with a high-fat diet. To determine whether this phenotype was caused by impairment in fuel utilization in an adipose-tissue-specific manner, we generated OPN3-KO pre-adipocytes and measured glucose uptake in mature adipocytes. Interestingly, OPN3-KO adipocytes displayed decreased glucose uptake compared with WT cells. Furthermore, mitochondrial fuel usage was also impaired in OPN3-KO adipocytes. To test whether the regulation of glucose uptake and mitochondrial respiration by OPN3 is light-sensitive, we differentiated OPN3-KO and WT pre-adipocytes in the absence or presence of exposure to white LED light. Intriguingly, light increased basal glucose uptake and mitochondrial energy utilization in WT cells, but not in OPN3-KO adipocytes. In summary, adipose cells can directly sense light through OPN3, which modulates glucose uptake and mitochondrial fuel utilization in adipose tissue.

Conflict of Interest: Nothing
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脂肪細胞表面受容体GPRC6 Aを介した脂肪蓄積機構




○溝上　顕子1，松田　美穂2，竹内　　弘3，安河内友世4，自見英治郎1,2，平田　雅人5 

1九大　院歯　OBT研究セ，2九大　院歯　口腔細胞工学，

3九歯大　口腔応用薬理，4福岡大　薬　免疫・分子治療，5福歯大　歯





Gタンパク質共役型受容体の1つであるGPRC6 Aは膵β細胞をはじめ，精巣，消化管，脂肪組織，脳など全身に広く分布し，アミノ酸，細胞外Ca2+のほか，テストステロンや骨基質タンパク質であるオステオカルシン（GluOC）などの多様な分子をリガンドとして認識する．GPRC6 A欠損マウスは食餌誘発性肥満とそれに伴うインスリン抵抗性を来たしやすく，GPRC6 Aシグナリングのエネルギー代謝への関与が強く示唆されている．我々は，野生型マウスにGPRC6 AのリガンドであるGluOCを長期にわたって経口投与すると脂肪細胞が顕著に小型化することを明らかにした．また，前駆脂肪細胞株 3 T3-L1 を脂肪細胞に分化させ，GluOC を添加すると 脂肪細胞への分化に中心的な役割を果たす転写因子PPARγの発現が亢進し，インスリン感受性増強作用をもつアディポネクチン分泌が促進されることと，そこに至るGPRC6 Aを介したシグナル伝達経路を明らかにした．今回我々は，脂肪細胞におけるGPRC6 Aシグナリングが全身の糖・脂質代謝改善における最も重要なターゲットであると位置づけ，成熟脂肪細胞特異的 GPRC6 Aノックアウトマウス（GPRC6 A cKO）を作製して解析した．GPRC6 A cKOを普通食で飼育しても対照群と相違は見られなかったが，高脂肪高ショ糖食で飼育すると，対照群と比較して著しい脂肪細胞の肥大とそれに伴う脂肪組織重量の増加，肝臓への脂肪の蓄積，インスリン抵抗性，耐糖能の悪化が認められた．脂肪分解に関わる酵素群の転写を制御するIRF4とその下流のリパーゼ，HSL，ATGLの発現量が低下していたことから，GPRC6 Aを介したシグナリングは脂肪分解と脂質生合成のバランスを制御することで全身の脂肪量を調整している可能性が示唆された．

【利益相反】なし





GPRC6 A signaling and adiposity




Mizokami A1, Matsuda M2, Takeuchi H3, Yasukochi T4, Jimi E1,2, Hirata M5

1OBT Res Ctr; 2Lab Mol Cell Biochem, Kyushu Univ Grad Sch Dent

3Div Appl Pharmacol, Kyushu Dent Univ, 4Dept Immunol Mol Pharmacol, Fac Pharm Sci, Fukuoka Univ, 5Fukuoka Dent Coll





G-protein coupled receptor GPRC6 A is broadly expressed in many tissues including pancreas, liver, skeletal muscle, small intestine, brain, and white adipose tissue, where it mediates many physiological processes by interacting with extracellular basic amino acids, divalent cations, testosterone, and uncarboxylated form of osteocalcin（GluOC). It has been reported that global deletion of GPRC6 A increases susceptibility to develop diet-induced obesity and metabolic related disorders. We previously reported that long-term oral administration of GluOC markedly reduced adipocyte size and improved glucose tolerance in wild type mice. Moreover, GluOC stimulation of 3 T3-L1 adipocytes activated ERK through GPRC6 A, leading to the expression of PPARγ that plays a crucial role in adipocyte differentiation and glucose metabolism. In this study, we generated adipocyte-specific GPRC6 A knockout mice（GPRC6 A cKO）to further explore its role in adipocytes. These animals exhibited increased adipose tissue weight accompanied by adipocyte hypertrophy and increased inflammation when fed a high-fat high-sucrose diet. It was caused by reduced lipolytic activity due to the downregulation of transcription factor IRF4 and down-stream lipolytic enzymes such as HSL and ATGL. These results indicate that constitutive GPRC6 A signaling in adipocyte is essential in adipose lipid handling.

Conflict of Interest: None
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甘味溶液の過剰摂取行動に関わる脳腸相関の機能変化




○八十島安伸

阪大　院人間科学　行動生理





摂食行動は，消化管ホルモンや血糖の増減，それらに関連する液性・神経性情報に由来する生理学的機構および味覚報酬性など行動学的機構などからの多重制御を受けている．つまり，エネルギー収支をバランスさせる恒常性維持のための摂食が行われる．一方で，現代では高嗜好性飲食物の過剰摂取，すなわち，嗜好性に基づく摂食の増大が多くの人々で認められており，その結果としての肥満が増加傾向にある．そのような高嗜好性飲食物の過剰摂取の背景にある脳・生理基盤には未解明な点が多い．そこで，食事パターンを操作することによって，野生型マウスが高濃度ショ糖溶液を短時間で過剰摂取する行動学的モデル系を作出し，摂食の促進系と抑制系における脳・生理機構における変化を探索した．我々のマウス行動モデルでは，人為的な血糖上昇や事前の固形飼料摂取はショ糖摂取増大を抑制できなかった．本シンポジウムでは，特に，摂食抑制系における機能変化について示す．ショ糖過剰摂取を経験したマウスでは，グルコース末梢投与後での血糖上昇が緩慢となることや同末梢投与に由来する摂食抑制効果が減弱すること，さらに消化管へのショ糖注入や消化管ホルモンの末梢投与の後での脳幹部でのc-fos陽性細胞数が減少することがわかった．以上から，ショ糖過剰摂取行動を呈する野生型マウスにおいては，脳内報酬系の機能変化による摂取動機づけの増大と，血糖値や消化管ホルモンによる脳腸相関に媒介された摂食抑制系機能の減弱が示唆される．以上から，過剰摂取には，食習慣や食事内容に由来して生じる脳内報酬系や脳腸相関の機能変化が関与することが示唆される．

【利益相反】 なし





Altered gut-brain interaction mediates binge-like sugar overconsumption in mice




○Yasoshima Y

Div Behavior Physiol, Grad Sch Human Sci, Osaka Univ





Sugar overconsumption is suggested to be a factor to produce overeating and obesity. Feeding behavior is regulated by multiple factors and systems such as physiological substances（gut hormones, blood glucose）and psychological/behavioral factors（taste palatability/reward, motivation, and/or feeding time). However, overeating and obesity are really increasing. To approach the neural and physiological mechanisms for sugar overconsumption, we developed a mouse model for binge-like sucrose overconsumption with limited access procedure for rebound hyperphagia. Our limited access procedure to sucrose and food produced sugar overconsumption during brief period of time, which was insensitive to blood glucose elevation and chow preload. We examined possible alteration in feeding inhibitory（anorexigenic）system. In mice bingeing on sugar, blood glucose elevation after systemic glucose administration was blunted. Brainstem c-fos immunoreactivity after intra-gastric sucrose infusion or peripheral administration of a gut hormone peptide YY was reduced in animals with bingeing in comparison to that in non-bingeing control mice. These findings suggest that our limited access to sucrose and food disturbs gut-brain interaction, resulting in dysfunction of feeding inhibitory system. Thus, the altered gut-brain interaction may mediate binge-like sugar overconsumption.

Conflict of Interest: No
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Porphyromonas gingivalisの歯性感染は非アルコール性脂肪性肝炎の病態を増悪する




○宮内　睦美，古庄　寿子，坂本　真一，高田　　隆

広大　院医歯薬保　口腔顎顔面病理病態





肥満の肝臓での表現型は脂肪肝や非アルコール性脂肪肝炎（Non-alcoholic steatohepatitis: NASH）である，NASHは肝硬変，肝癌へと進展するため，重篤な健康問題である．一方， Porphyromonas gingivalis（P.g.)は主な歯周病原細菌で，全身の健康状態に悪影響を及ぼす．本発表ではP.g.歯性感染がNASHの病態進行に及ぼす悪影響について供覧する．

実験病理学的検討：高脂肪食（HFD）NASHモデルマウスへのP.g.歯性感染により，歯根肉芽腫が形成された．歯根肉芽腫や肝細胞内にP.g.が検出され，血清ではLPSやP.g.抗体価が上昇した．HFD-P.g.(+)では，肝臓の脂肪沈着や炎症はより顕著となり，肝硬変様の小領域も出現した．パルミチン酸で処理した脂肪化肝細胞ではTLR2(P.g.-LPS受容体)発現が上昇し，P.g.-LPSによる過剰なサイトカイン産生を誘導した．脂肪化肝星細胞（HSC）ではPAR2（gingiainで活性化）発現が上昇し，P.g.感染によるTGF-βを介したHSC活性化が促進された．興味深いことに抗生剤によるP.g.感染除去は肝臓の炎症や線維化を改善した．

脂肪肝/NASH患者の解析：200例の血清解析では，P.g.FimA type4抗体陽性例は肝線維化マーカーが高値で，線維化進行例が多くみられた．また，P.g.は肝生検(300例)の30％に検出され，P.g.検出例は肝線維化が進行していた．

以上，歯性感染病巣から侵入した P.g./P.g.-LPSは肝臓に到達し，特にP.g./P.g.-LPSに対する感受性の高まった脂肪肝ではより重篤な影響を発揮することが明らかとなった．よって，歯科治療はNASH患者の治療戦略の1つとなる可能性が示唆された．

【利益相反】開示すべき利益相反はありません．





Odontogenic infection of Porphyromonas gingivalis exacerbates pathological progression of non-alcoholic steatohepatitis（NASH)




○Miyauchi M, Furusho H, Sakamoto S, Takata T

Dept Oral Maxillofac Pathobiol, Grad Sch Biomed Health Sci, Hiroshima Univ





Fatty liver and non-alcoholic steatohepatitis（NASH）are liver phenotypes of obesity. NASH is critical health problem which progresses to liver cirrhosis/cancer. We present important roles of Porphyromonas gingivalis（P.g.) in pathological progression of NASH.

Experimental pathological studies: In high fat diet（HFD)-NASH mouse model with P.g.-odontogenic infection, LPS concentration and antibody titer against P.g. was upregulated in serum. P.g. was detected in hepatocyte. In HFD-P.g.(+）mice, fat deposition and inflammation were prominent. Interestingly, small foci of fibrosis were observed only in this group. In vitro study showed that TLR2（a P.g.-LPS receptor）and PAR2（activated by gingipain）were increased in steatotic hepatocytes and hepatic stellate cells, respectively. Therefore, in fatty liver, sensitivity to P.g.-LPS and gingipain may be enhanced. Interestingly, elimination of P.g. by antibiotic markedly improved liver inflammation/fibrosis induced by P.g.-infection.

Fatty liver/NASH patients analyses: A significant correlation between fibrosis progression and antibody titers against P.g.-fimA type 4 was identified. Moreover, P.g. was immunohistochemically detected in 30％ of liver biopsies（300 cases). P.g.-detected cases also correlated with advanced fibrosis.

Conclusions; P.g. may exert more harmful effects on pathological progression of NASH. Therefore, the elimination of periodontal pathogen by dental therapeutic intervention may have a beneficial impact on controlling NASH progression. Conflict of Interest: The authors have no conflicts of interest.
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象牙質における温度-機械刺激変換：象牙質/歯髄複合体に生じる歯痛の分子細胞メカニズム




○澁川　義幸，大山　定男，東川明日香，木村　麻記

東歯大　生理





象牙質にさまざまな刺激を加えると「歯痛」が生じる．象牙質知覚過敏症では，象牙質への冷水刺激によって耐え難い「歯痛」（冷水痛）を生じ，この歯痛は象牙質に生じる「象牙質痛」で一次痛である．象牙質に加えられた温度刺激（冷水刺激のみならず温熱刺激）は，象牙細管内溶液の移動をもたらす（静水力学）．このような象牙質における温度-機械刺激変換機構が，象牙細管の歯髄端に存在する象牙芽細胞突起の細胞膜変形をもたらすことで象牙質痛が生じる．本シンポジウムでは，1）象牙芽細胞におけるtransient receptor potential（TRP）チャネル・Piezoチャネルの活性化による機械刺激受容機構，2）歯髄有髄（Aδ）ニューロン終末と象牙芽細胞のATP・グルタミン酸依存性神経性連絡機構について報告し，象牙芽細胞が象牙質痛（歯痛）の感覚受容細胞として働く新たな象牙質痛覚発現メカニズム，”odontoblast hydrodynamic receptor theory”の分子細胞-生体機能連関を紹介する．加えて，象牙芽細胞に発現する温度・化学・機械感受性TRPチャネルであるTRPA1チャネル機能が，象牙質感覚受容のみならず，生理的・高pH環境下での象牙質形成に必須であることも紹介する．象牙質/歯髄複合体に生じる歯痛の分子細胞基盤から，新たな歯痛抑制や象牙質再生を促進する薬剤の分子創薬の展望を考える．

【利益相反】なし．





Conversion of dentinal thermal stimulation into mechanical stimulation to the odontoblasts: molecular and cellular mechanisms of pain occurring in the dentin/pulp complex




○Shibukawa Y, Oyama S, Higashikawa A, Kimura M

Dept Physiol, Tokyo Dent Coll





Various stimuli to the dentin surface induce pain. In dentin hypersensitivity, cold water applied on the dentin surface evokes unbearable "tooth pain”, as a sharp first pain. In addition to cold water, heat, chemical, and mechanical stimulation also evoke dentinal pain by causing fluid displacement in the dentinal tubules. Displacement of the dentinal fluid affects the mechanical deformation of the odontoblast processes in the tubules. Thus, thermal stimulation of dentin is converted to dentinal fluid movement which disturbs the odontoblast membrane mechanically. In this symposium, we present the following topics: 1）mechanical sensitivity of odontoblasts by the activation of transient receptor potential（TRP)/Piezo channels, and 2）ATP/glutamate-dependent neural communication between myelinated（Aδ）neurons and odontoblasts. Based on these, we propose a novel theory, the "odontoblast hydrodynamic receptor theory," that explains the generation of dentinal pain based on intercellular odontoblast-neuron signal transduction. We also show that thermo-/mechano-sensitive TRP channels in the odontoblasts are necessary for dentin formation in physiological and high-pH environments. Based on the molecular and cellular mechanisms for generation of pain in the dentin/pulp complex, we would like to discuss the future of drug discovery to suppress tooth pain and to enhanece dentin regeneration.

Conflict of Interest: None
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温度感受性TRPチャネルと口腔内生理機能




○富永　真琴

生理学研　細胞生理研究・生命創成探究セ　温度生物学研究グループ





口腔内では様々な刺激が感知され，刺激には化学物質刺激や温度などの物理刺激が含まれる．水溶性の味物質は味細胞に発現する味覚受容体で感知されるが，辛み（味覚ではない）は痛みに近い感覚で，舌に分布する三叉神経の舌枝に発現するTRPチャネルで感知される．感覚神経では，細胞膜表面に発現するイオンチャネル型温度受容体分子が活性化して陽イオン流入から脱分極が起こり，電位作動性ナトリウムチャネルの活性化から活動電位が惹起されると考えられている．その陽イオン流入をもたらすイオンチャネルの中心的な分子が温度感受性TRPチャネルである．TRPチャネルはカルシウム透過性が高いことから，流入したカルシウムがTRPチャネルと複合体を形成しているカルシウム活性化クロライドチャネルを活性化して，クロライド流出からさらなる脱分極が引き起こされるモデルが提唱されている．ヒトでは，6つのサブファミリーの27のTRPチャネルが知られており，そのうち11(TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5, TRPM8, TRPA1, TRPC5)に温度感受性があることが報告されている．それらは低温から高温までの特異な温度域で活性化して，その多くは植物由来の化学物質（カプサイシンやメントール）でも活性化する．感覚神経終末に発現するのは，カプサイシン受容体TRPV1，TRPV2，メントール受容体TRPM8，わさび受容体TRPA1，TRPV4，TRPM2，TRPM3，TRPC5の8つである．それぞれ，特異的な活性化温度閾値を有している．TRPV4が関与する口腔内での唾液分泌メカニズムも紹介したい．

【利益相反】　なし





Thermosensitive TRP channels and their involvement in oral physiology




○Tominaga M

Div Cell Signaling, Natl Inst Physiol Sci, Thermal Biol Group, Exploratory Res Cent on Life and Living Systems





Various external stimuli including chemical and physical ones are detected in our oral cavity. While water soluble taste substances are detected by taste receptors expressed in taste cells in the tongue, pungent stimuli（causing not taste, but pain sensation）is detected by TRP channels expressed in the trigeminal neurons in the tongue. It is believed that ionotropic thermosensitive molecules expressed in the sensory neurons are activated, and that the activation with cation influx leads to the membrane depolarization, followed by action potential generation through activation of voltage-gated Na+ channels. Because TRP channels have high Ca2+ permeability, the concept that Ca2+ coming into cells through TRP channels activates Ca2+-activated Cl- channels, leading to the further depolarization through Cl- efflux, has been proposed. 11 channels（TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5, TRPM8, TRPA1, TRPC5）among 27 TRP channels in 6 subfamilies in the case of human have been reported to be activated by temperature changes. Their temperature thresholds are in the wide range of temperatures, and many of them are activated by plant-derived substances（such as capsaicin for TRPV1 and menthol for TRPM8). Molecular mechanisms for saliva secretion which involves TRPV4 activation would be also discussed.

Conflict of Interest: There is no COI that needs to be disclosed.
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生きた動物の2光子イメージングによる温度生物学研究




○神谷　厚範

岡大　院医歯薬　細胞生理





生体（哺乳類等）にとって，身体の温度（体温）は，代謝など生体恒常性や生命を維持する上でとても重要です．生体の身体は，冷環境から暑熱環境まで，さまざまな温度の外部環境に暴露されます．その状況において，生体が自身の体温を適切に調節するためには，外部環境と接する身体表面皮膚において，外部環境温度を精確に感知する，皮膚温度センシングが極めて重要です．皮膚，特に，表皮組織は，ケラチノサイト，感覚神経，ランゲルハンス細胞，メルケル細胞などの異なる細胞で構成されています．この皮膚温度センシングについては，これまで2つの考え方があります．ひとつ目は，皮膚に分布する感覚神経が温度を直接感知するという考えと，また，ふたつ目は，皮膚ケラチノサイトが温度を直接感知し何かの生理活性物質を放出して2次的に感覚神経を刺激するという考えです．いずれの考えでも，脳脊髄など中枢へは，感覚神経が情報を伝える点は共通しています．これらの2つの考えを検証するためには，皮膚に分布する感覚神経および皮膚ケラチノサイトが温度刺激をどのように感知し，どのように応答するのかを，目で観て調べる，生体イメージングが有効ではないかと考えました．そこで，まず，皮膚に分布する感覚神経や皮膚ケラチノサイトのCa活動が緑蛍光に光る遺伝子改変動物を作成しました．次に，身体皮膚の局所に温度刺激を設定温度に負荷できる，定量的温度刺激装置を作りました．そして，麻酔下の生きた動物において，皮膚に温度刺激を加えた際の，皮膚組織を，2光子顕微鏡という従来法よりも身体深部を観察できる顕微鏡で観察し，皮膚に分布する感覚神経および皮膚ケラチノサイトのCa活動をイメージング計測しました．この結果，皮膚感覚神経および皮膚ケラチノサイトが，皮膚温度を感知し応答する様子を，直接，目で観ることが出来ました．本発表では，この結果の一部を，ご紹介いたします．

【利益相反】なし．





Thermal biology by using in vivo two-photon imaging of living animals




○Kamiya A

Sch Med, Dent Pharma Sci, Okayama Univ





Body temperature is important for animals/humans to maintain homeostasis（i.e., metabolism）and life. While body is exposed to external environment with variable temperature（cold to hot), thermal sensing of environmental temperature at the skin that faces external environment has crucial role in thermoregulation of the body. However, no one has seen directly how cells in the skin tissue sense and respond to thermal stimuli from external environment. In the present talk, I would introduce a part of real-time imaging of skin sensory nerves and skin keratinocytes sense and respond to quantitative controlled thermal stimulation by using in vivo two-photon bioimaging technology.

Conflict of Interest: None
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温度感受性チャネルTRPM5の機能解析




○内田　邦敏

福歯大　細胞分子生物　分子機能制御





TRPM5は2価の陽イオン非透過性の1価の陽イオン透過性チャネルであり，細胞内カルシウムによって活性化され膜の脱分極を引き起こすことで細胞の興奮性を調節している．その発現部位は味細胞，膵臓，脳幹等に限局している．特に味細胞においてはⅡ型細胞に発現し，甘味情報のシグナル伝達に関与することが知られている．2005年，TRPM5に温度感受性があることが報告されたが，それ以降詳細な解析は全くされていない．そこで，TRPM5の温度感受性について，HEK293細胞にマウスTRPM5を強制発現させ，ホールセルパッチクランプ法を適用して解析を行った．その結果，TRPM5は室温において100 nM以上の濃度において細胞内カルシウム依存的な活性化電流の増大がみられた．その活性は温度を15℃まで低下させると強く抑制され，そこから35℃付近まで温度を上昇させると強い活性化電流が観察された．一方，温度を40℃近くまで上昇させると不可逆的に不活性化された．変異体を解析した結果，温度依存的な不活性化の少なくとも一部は電位依存的不活性化と異なるメカニズムを介することが示唆された．次に，TRPM5チャネル分子の機能を解析するために，溶液，脂質，精製チャネルタンパク質のみで構成される脂質二重膜法を用いて解析した．その結果，TRPM5の温度依存的活性化並びに不活性化は脂質平面膜法でも観察されたことから，TRPM5の温度依存的活性化並びに不活性化は，細胞に存在する酵素等の分子に依存しないことが示唆された．

【利益相反】開示すべき利益相反はありません．





Functional analysis of thermo-sensitive channel TRPM5




○Uchida K

Dept Mol Biol Physiol Sci, Fukuoka Dent Coll





TRPM5 is a monovalent cation-permeable channel activated by intracellular Ca2+. This channel is restrictedly expressed in taste cells, the pancreas, the brainstem and olfactory epithelium, and is thought to be involved in controlling membrane potentials. In taste cells, TRPM5 is expressed in type 2 taste cells, and involved in the signal transduction in the downstream of sweet taste receptor. In 2005, it was reported that the activity of TRPM5 is enhanced by temperature increase from 15℃ to 35℃. However, electrophysiological property of TRPM5 has not been well known. In this study, we analyzed TRPM5 by using whole-cell patch-clamp recording. We found that TRPM5 is activated and irreversibly inactivated upon heat stimulation. The mechanism of temperature-dependent inactivation could be different from that of voltage-dependent inactivation. Next, we analyzed TRPM5 channel protein electrophysiologically by using planar lipid bilayer（PLB）method, which is one of the reconstitution systems. Thermosensitive activation and inactivation of TRPM5 channel protein were also observed in PLB method, suggesting that other molecules contained in cells could not be required for temperature dependent activation and inactivation of TRPM5.

Conflict of Interest: None
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エルゼビア社主催　若手研究者のためのAuthor Workshop：学術論文作成と魅力的なプレゼンテーション法について




○大島　勇人1,2

1新潟大　院医歯　硬組織形態，2J Oral Biosci誌副編集委員長





研究はその成果としての論文や本の出版を伴う．言い換えれば，研究者は論文や本の出版を通して社会に研究成果を還元する義務を負っている．したがって，論文執筆作業は研究者にとって極めて重要な社会的な活動であると言える．研究者は物事を明らかにしようとするときに仮説を提唱し，その仮説を検証していく．先人たちの研究結果や自分の実験により得られた結果をベースに，いかに論理的に仮説を構築して，それを検証していくかが重要になる．それには，徹底した情報取得と得られた情報の信頼性の評価が「科学的方法」の活用の必要条件となる．また，「仮説」と「実験」との間には密接な相互関係があり，実験的に立証不可能な仮説は空想であるといえる（Paul K Nakane 2014）．一方，「プレゼンテーション」は研究の論理的な検証の第一歩であり，科学者として生きてゆくために不可欠となる技術である．「あなたの研究」と「あなた自身」を売り込むのがプレゼンテーションである．科学プレゼンテーションでは，講演者はプレゼンテーション開始後すみやかに，自らの研究が取り扱う「Key Question」を明確に提示して，そのQuestionを聴衆と共有しなければならない．ある視点から「Key Question」を眺めて，その意義や価値を説明する情報を「Perspective Frame」と呼ぶが，焦点の絞れたKey Questionと，そのQuestionの価値を十分に楽しめるだけの「Perspective Frame」を提供することが肝要である（国立遺伝学研究所「遺伝研メソッドで学ぶ科学英語プレゼンテーション」）．

　本講演では，学術論文を効率的に作成するコツを伝えるとともに，学会でのプレゼンを聴き手にとってわかりやすく魅力的なものにするポイントについても言及したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Author workshop for young researchers supported by Elsevier: How to make a scientific paper and give an impressive presentation




○Hayato Ohshima1,2

1Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci, 2Vice EIC of J Oral Biosci





Research urges researchers to publish papers and books. In other words, researchers is obliged to contribute their research outcomes back to the general public with the publication of papers and books. Thus, making a scientific paper is a quite important social activity for researchers. For the clarification of some concerns, researchers aim to propose a hypothesis and verify whether this hypothesis is right or not. To achieve this purpose, it is essential to create a logical hypothesis based on the findings obtained from the previous studies and how the researchers verify the hypothesis is a key step in their success. The thorough information acquisition and the evaluation of information reliability are prerequisite steps for the application of scientific strategy. On the other hand, giving a presentation is the first step for the logical verification of raised concerns and the researchers should sell to their research and themselves for an audience. The speakers have to provide a“Key Question”through a“Perspective Frame”and share it with an audience. In this lecture, I focus on the preparation of a scientific paper and how to give an impressive presentation.

Conflict of Interest: The author declares no potential conflicts of interest.
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キシリトール配合ガムの口腔マイクロバイオームに及ぼす影響の量的・質的評価




○竹下　　徹1,2

1九大　歯　口腔予防

2九大　歯　OBT研究セ





口腔は膨大な数の微生物が共存する複雑な微生物生態系である．歯の喪失の二大原因であるう蝕と歯周病の病原性細菌もこの生態系の一員であり，取り巻く常在細菌との様々な相互作用も疾患発症に関わっていることが予想される．したがって口腔疾患を理解するうえでは口腔マイクロバイオーム全体の把握が不可欠である．近年，微生物群集から直接抽出したDNAを分析する網羅的解析法の確立・発展により，口腔マイクロバイオームの全容および宿主の健康状態と関連するマイクロバイオームの特徴が徐々に明らかになってきており，健康な口腔マイクロバイオームへの誘導アプローチがこれからの新しい歯科医療の戦略となることが期待される．

　キシリトール配合ガムは咀嚼によりガム自体が口腔内表面を擦掃するのに加え，唾液の分泌が促進される．一方でキシリトールは口腔細菌には代謝されないため酸産生の基質とはならないことから，口腔保健向上へのアプローチの一翼を担うことが期待される．特に災害時等で口腔清掃が困難な状況では口腔環境悪化の軽減に有効であろうと想定し，自衛隊における野外訓練時にキシリトール配合ガムの摂取前後の口腔マイクロバイオームの変化について網羅的細菌群集解析法を用いて量的および質的評価を行い，興味深い結果を得た．

　本講演では口腔マイクロバイオームの微生物群集としての生態学的特徴をその評価方法を含めて概説し，これらの解析手法を用いてキシリトール配合ガムの摂取が口腔マイクロバイオームに与える影響を考察する．

【利益相反】本発表内容は利益相反状態にありません．





Quantitative and qualitative assessment of effects of xylitol-containing chewing gum on oral microbiome




○Takeshita T1,2

1Sect Prev Public Health Dent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ

2OBT Res Cent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ





The human oral cavity is colonized by numerous and diverse microorganisms as commensals, which constitute complex microbial communities on intraoral surfaces. Recent advance of comprehensive microbial community analysis using microbial DNA clarified overall composition of oral microbiome and disease- and health-associated patterns of oral microbiome. The development of an effective approach for oral microbiome is currently promising.

　Xylitol-containing chewing gum has cleansing effect of intraoral surfaces and promotes saliva secretion. We hypothesized that chewing of xylitol-containing gum would be beneficial for improvement of oral microbiome conditions under conditions interrupting regular oral hygiene. This presentation introduces ecological features of oral microbiome and its assessment methods and discusses the effects of xylitol-containing chewing gum on oral microbiota.

Conflict of Interest: There is no conflict of interest regarding the content of this presentation.
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うま味によるヒト小唾液腺における味覚―唾液反射について




○佐藤しづ子

東北大　院歯　口腔病態外科　口腔診断





我が国では，超高齢化を背景に口腔乾燥症患者が急増している．口腔乾燥は，会話困難や嚥下困難などのQOL低下にとどまらず，口腔粘膜炎や誤嚥性肺炎，呼吸器感染症を惹起し，さらに要介護の危険因子である栄養障害まで引き起こす．今や，口腔乾燥症は高齢化社会における社会的治療ターゲットとなった．しかしながら，現在使用されているM3ムスカリン受容体作動薬や抗コリン薬などの治療薬は，高齢者や虚弱者には発汗，消化器症状などの副作用を惹起する場合もみられる．

　唾液は，大唾液腺のみならず小唾液腺からも分泌されている．小唾液腺唾液は，安静時唾液として重要で，ムチンやIgAを含み，口腔の保湿や抗菌，免疫機構に重要な役割を果たしている．これまで我々は，口腔乾燥症における小唾液腺の役割に着目し，①小唾液腺唾液の簡便な測定方法を開発し，②世界的問題であった総唾液分泌量正常者の口腔乾燥に，小唾液腺唾液分泌量低下が関与することを明らかにした．

　今回は，大唾液腺で知られている「うま味」刺激による味覚―唾液反射が，小唾液腺にも存在するか否かについて分泌機序を含めて検討した．その結果，「うま味」刺激は，甘味・塩味・苦味刺激よりも統計学的に有意に多い，酸味刺激と同等の小唾液腺唾液の増加効果を示した．その効果は，酸味刺激よりも長く持続した．また，小唾液腺における反射性唾液分泌には「うま味」の相乗効果がみられた．さらに，小唾液腺における反射性唾液分泌において副交感神経による調節機構の関与が認められた．「うま味」は，味覚―唾液反射を介して口腔ならびに全身健康の維持に強く関わっている．

【利益相反】本発表に関する利益相反はありません．





Effect and mechanism of umami taste on the gustatory-salivary reflex in human minor salivary gland




Satoh-Kuriwada S

Div Oral Diagnosis, Dept Oral Med Surg, Tohoku Univ Grad Sch Dent





Hyposalivation causes oral stomatitis as well as aspiration pneumonia, respiratory infection by poor oral hygiene, and moreover results in malnutrition that is the risk of nursing care in elderly. The saliva from minor salivary glands（MSGs）is vital for the maintenance of oral health, because abundant mucin and immunoglobulin A are included in. Although umami taste stimulation is known to induce the gustatory-salivary reflex in major salivary glands, it has been unclear whether it occurred in the MSGs because of the difficulties of collecting and quantifying the minor salivary secretion. We examined the effects of umami-taste and other four basic taste stimuli on reflex salivation in the human labial minor salivary glands（LMSGs）, and the synergistic effect of the umami taste on reflexive LMSG secretion. Additionally, we investigated the reflexive secretion mechanisms in the LMSGs. Umami taste evoked significantly greater secretion than did each sweet, salty or bitter taste in the LMSGs. A synergistic effect of umami on LMSGs secretion was recognized. Parasympathetic regulation was observed in the gustatory-salivary reflex in human LMSG by means of the physiological studies.

Thus, umami taste could be useful to maintain the oral health particular in elderly.

Conflict of Interest: No conflict of interest regarding this presentation.
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口から脳へ：平均寿命世界一の香港人における塩味の強さとコク味の脳内認知機構




後藤多津子

東歯大　歯科放射線





ヒトの体の健康に減塩は有効な手段である．かつ心の健康にはおいしさも大切である．しかしながらヒトはどのようなメカニズムで味の強さやおいしさを認知しているか，未だ不明点が多い．本講演では，香港人を被験者として行った塩味強度とコク味に関するヒト脳機能画像研究を紹介する．また最後に国内外における官能試験の経験から「うまみ」という日本語について話題提供を行う．

（1）脳における塩味の強さの認知機構

　本研究により，塩味強度の認知に関連する脳内ネットワークが初めて可視化された．また塩味濃度は島皮質から視床へ（高次脳機能から下位へ）のconnectivityを調整することがあり得ると示された．

（2）コク味の脳内認知機構

　塩味とうま味の混合溶液にコク味物質（グルタチオン）を加えると，脳は味の強さが増したことのみならず，むしろ味質の変化を認知していることがわかった．

（1）と（2）の研究を基に，今後様々な濃度や他の味との組み合わせを研究することで，ヒトの味覚濃度認知についての生理学的知見が蓄積される．かつ，おいしさを保ちつつどれくらいの塩を減らせるのか目に見える客観的な知見であり，さらなる研究が期待される．

（3）話題提供：うまみという日本語の定義

　「Umami」の評価（VAS score）は，香港人においては安定していたが，日本人では被験者のイメージによって評価が安定せず，データの取得が難しかった．このことより，高次脳機能をもつヒトにおいては，日本全体で「うま味」の定義を再確認した上で，研究を進めることが大切ではないかと考えられた．

　客観的な脳機能データは臨床的にも大切で，おいしい味の損失とその回復がどれだけ人の心の健康を左右するかも診てきた．ヒトはおいしく食べれば生き生きと暮らす．日本の健康長寿のために研究すべきことは山積みである．

【利益相反】なし





From a mouth to brain: Cognitive mechanism in the brain for intensity of salt and Kokumi of Hong Kong resident




○K. Goto T

Dept Oral Maxillofac Radiol, Tokyo Dent Coll





There is benefit to reduce salt intake for physical health and to keep‘tasty’for mental health. However, it is still unknown the cognitive mechanism in the brain for intensity of salt and Kokumi in humans.

　This session will introduce two studies that（1）Taste intensity modulates effective connectivity from the insular cortex to the thalamus in humans, and（2）Enhancement of combined Umami and salty taste by Glutathione in the human tongue and brain. Future studies are needed to determine the extent to which table salt can be reduced without affecting palatability.

　（3）Further, I would introduce the topic for definition and explanation of‘Umami’to Japanese research participants for future studies in Japan.

Conflict of Interest: None
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オーラルケア製品の科学




○柴崎顕一郎

ライオン　研究開発本部オーラルケア研





厚生労働省 平成28年歯科疾患実態調査によると，4 mm以上の歯周ポケットを持つ者の割合は未だに高い割合を示している．歯周病は全身疾患との関連性も報告されており，QOLの向上のために歯周病の予防策として歯科医師・歯科衛生士による適切な予防措置（プロフェッショナルケア）とブラッシングを中心とした的確な口腔清掃（セルフケア）を両面で実践することが必要である．これらの背景の下，生活者のセルフケア領域に役立つ，歯周病の発症及び進行を予防する新たな製品及び技術の開発を我々は進めている．

　歯周病は，局所に付着し増殖した細菌が歯周組織内に侵入し，これに対する生体側の防御反応の結果，歯周組織に炎症が生じ，組織を傷害する感染性の疾患である．歯周病を予防するためには原因となる細菌側へのアプローチと共に炎症反応の場となる生体側へのアプローチが重要である．生体側へのアプローチとして，細菌の侵入に対する最前線の防御壁として機能している歯肉上皮組織のバリア機能が歯周病の発症と進行に深く関与していると我々は考え，歯肉上皮細胞を用いたバリア機能と炎症反応の関連性を検証した．

　今回の講演では，オーラルケア製品の科学，企業開発研究の一例として，歯肉上皮組織のバリア機能の役割を検証した基礎研究，その応用として見出したビタミンEのバリア機能強化を介した炎症抑制効果，更にアウトプットであるセルフケア製品の製剤化内容について紹介する．

【利益相反】本発表内容は利益相反状態にありません．





Technologies supporting oral care products




○Shibasaki K

Oral Care Res Lab, Res Deve Headquarters, Lion Corp





Periodontal disease is an infectious condition in which the body's defense response to the invasion of bacteria that locally attach to and proliferate within the periodontal tissues resulting in inflammation and tissue destruction. To prevent periodontal disease, approaches targeting both the host's inflammatory response and the causative bacteria are important. As an approach to the host's defense, we assumed that the barrier function of the gingival epithelial tissue, which is the first line of defense against bacterial invasion, might be deeply involved in the development and progression of periodontal disease. Thus, we examined the relationship between the gingival epithelial barrier function and inflammatory responses.

This presentation introduces basic studies that examined the role of the gingival epithelial barrier function and the anti-inflammatory effects of vitamin E that are mediated by enhanced barrier function. In addition, the formulation technologies used in our self-care products will also be introduced.

Conflict of Interest: There is no conflict of interest regarding the content of this presentation.
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基礎研究に基づいたメディカルデバイスの開発




○高塚　　勉

サンスタースイスSA　グローバルR&D





サンスターグループがグローバルに提供している歯科再生および睡眠時ブラキシズムへ対応したデバイスにつき紹介します．歯科再生領域においては，GUIDOR bioresorbable matrix barrierという商品があります．GUIDOR bioresorbable matrix barrierは，軟組織と融合し，歯周組織再生を誘導する独自の2層構造を持つ生体吸収性の膜です．組織再生や組織工学の基礎研究を発展させ，歯周組織再生において最適な構造設計と使いやすさを追求しデザインしました．睡眠時ブラキシズムについては，痛みを伴う症状および健康上の問題の広い範囲に関与し得るもので，生活の質に重大な影響を与える可能性があります．その原因はまだ完全に理解されておらず，現在も様々な基礎医学研究がなされています．現状，対処法として，スプリント，理学療法，行動療法，投薬などがありますが，睡眠時ブラキシズムの検知，緩和を目的に，BUTLER® GrindCare®という商品を開発しました．筋電による睡眠時ブラキシズムの検知と微弱な電気刺激により睡眠時ブラキシズムを緩和させるデバイスです．睡眠時ブラキシズム検出のスタンダードに基いた歯軋りを感知した時のみ緩和させるもので，様々な医学研究結果の応用に，使い易さを加えました．これら2つの開発には，源流である基礎医学が重要であり，技術応用を加えながら，共に進歩が必要だと考えています．

【利益相反】本発表内容は利益相反状態にありません．





Medical device development with scientific research base




○Takatsuka T

Global R&D, Sunstar Suisse SA





In this presentation, we would like to introduce SUNSTAR's global medical device development activities based on scientific researches in the fields of dental regenerative medicine as well as of sleep bruxism.

As one of dental regenerative medicine products, we have developed GUIDOR® bioresorbable matrix barrier. This bioresorbable membrane has its original double-layered structure that integrates with soft tissues and promotes periodontal tissue regeneration. The membrane has been designed to be optimum for the periodontal tissue regeneration applying various scientific researches of tissue regenerative medicine as well as tissue engineering. In addition to its functionality, easy-handling design is an important feature of this device. Sleep bruxism may cause a wide range of pain-related symptoms and/or health issues, which may have a serious impact on people's quality of life. As the cause of sleep bruxism has not been fully understood, various fundamental medical research has still been done worldwide. To mitigate issues coming from bruxism, sprints, physiotherapy, behavioral therapy, medications, etc. are currently available. In SUNSTAR, we have developed BUTLER® GrindCare®, a device that detects and reduces sleep bruxism. The BUTLER® GrindCare® Sensor monitors EMG activities of temporalis muscle while sleep and detects bruxism based on a special algorithm developed on sleep bruxism standard. Only when the sensor detects sleep bruxism, it gives a mild electrical stimulation that would then inhibit bruxism. This device is also designed based on various scientific studies, but also an “ease of use” feature has been an important aspect.

For the product development like the above-mentioned devices, we believe it is very important to develop technologies based on fundamental scientific research, and therefore the alliance of scientific and industrial sectors is essential for further development.

Conflict of Interest: The presenter declares no conflicts of interest associated with this presentation.
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口腔保健における“よきモノづくり”の実践




○矢納　義高

花王株式会社　パーソナルヘルスケア研





平成28年の歯科疾患実態調査によると，毎日歯を磨く者の割合は95％以上と報告され，今や口腔清掃は日常生活には欠かせない生活習慣の一部となっている．口腔清掃の主な目的は，歯垢除去を主体とする口腔の健康維持・管理であり，歯ブラシによるブラッシングに歯磨剤を併用して実施されることが多い．歯磨剤には，フッ化物を初めとする歯牙や歯周組織等の健康維持に有効な成分に加え，清掃剤や発泡剤などの様々な添加剤が配合されている．歯磨剤に配合された添加剤には，ブラッシングによる歯垢除去や着色除去作用を促進するだけでなく，口腔内の汚れ落ち感や爽快感などの使用感を付与することで，口腔清掃に対し高い満足感を付与することが知られている．つまり，日々の口腔清掃に歯磨剤を併用することは，口腔清掃の質の向上を通して，口腔保健へ貢献できる手段となる．

　花王は，“よきモノづくり”を通して，世界の人々の喜びと満足のある豊かな生活文化を実現することを使命としている．花王においての“よきモノづくり”とは，消費者のニーズを見極め，独創的なシーズと組み合わせて，消費者の心を打つ満足を実現する革新的な商品とブランドを開発することである．口腔保健領域においては，口腔清掃毎の質の向上を図ることに主眼を置き，口腔保健に有用な素材を“活かす・実感させる”革新的な処方設計を行い，クリアクリーン，ピュオーラ，ディープクリーンといったオーラルヘルスケアブランドとして商品展開を行っている．

　本発表では，年齢とともに不快になる口臭とその原因の1つである舌上細菌に着目して開発した「薬用ピュオーラ　泡で出てくるハミガキ」を事例に，花王の“よきモノづくり”の実践について紹介する．

【利益相反】本発表内容は利益相反状態にありません．





The practice of ”Yoki-Monozukuri” in oral health




○Yano Y

Personal Health Care Prod Res Lab, Kao corp





Oral hygiene has become an essential part of our lives. The main purpose of oral hygiene is to maintain and manage the oral health by removal of dental plaque, and almost all people use a dentifrice in tooth brushing. It is known that the use of dentifrice is not only removal of dental plaque and colored stain but also addition of high satisfactions such as cleanliness and refreshing in oral cavity. Therefore, oral cleaning with daily use of dentifrice contributes to oral health through improving the quality of oral hygiene.

　Kao's mission is to strive for the wholehearted satisfaction and enrichment of the lives of people globally through "Yoki-Monozukuri". In Japanese, "Yoki" means "good/excellent", "Monozukuri" means "development/ manufacturing of products". In field of oral health, our prime objective is improving the quality of oral hygiene through developing innovative formulation designs that harmonize efficacy and actual feeling of useful material.

　This presentation shows the development story of “Medicated Pyuora foaming dentifrice” which is developed to control bad breath caused by aging as an example of the practice Kao's “Yoki-Monozukuri”.

Conflict of Interest: The presenter declares no conflicts of interest associated with this presentation.
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口腔癌はなぜ気づきにくいのか？－初期口腔癌の疼痛制御機構－




○篠田　雅路

日大　歯　生理





舌癌による難治性疼痛は癌の進展とともに増悪するが，舌癌発症早期においてはほとんど疼痛がないことが臨床的に知られている．しかし，舌癌発症早期の癌性疼痛制御機構は不明な点が多い．今回われわれは，ラット由来扁平上皮癌（SCC）細胞を舌に接種した舌癌モデルラットを作製し，初期舌癌の癌性疼痛制御機構に対するEndothelin-1の役割について検討した．SCC細胞の舌接種後，経時的に舌腫瘍の増大を認めたが，接種後6日目まで舌投射三叉神経節ニューロンの興奮性および舌への機械刺激に対する逃避反射閾値に変化はみられず，接種後8日目以降逃避反射閾値が有意に低下した．SCC細胞にEndothelin A（ET-A）受容体が発現し，接種後6日目に舌腫瘍部においてEndothelin-1およびβ-endorphin量が増加した．また，ET-A 受容体アンタゴニストの舌腫瘍部への持続的投与により，舌腫瘍部のβ-endorphin量の増加が抑制された．さらに，舌投射三叉神経節ニューロンにおいてμ-opioid受容体が発現し，接種後6日目においてET-A 受容体アンタゴニストまたはμ-opioid受容体アンタゴニストの舌腫瘍部への持続的投与は，逃避反射閾値を有意に低下した．以上の結果より，舌癌発症早期においてSCC細胞から放出されるEndothelin-1がオートクライン効果によりβ-endorphinの放出を促進し，μ-opioid受容体を介したβ-endorphinシグナルが三叉神経節ニューロンの興奮性増強を抑制していることが示唆された．このようなメカニズムにより，舌癌発症早期の癌性疼痛が制御されていると考えられる．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Stealth property of tongue cancer  -Modulation of nociception in early-stage tongue cancer-




○Shinoda M

Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent





Patients with early stage tongue cancer do not frequently complain of tongue pain. Endothelin-1 signaling is up-regulated in the cancerous tongue at the early stage. We tested the hypothesis that endothelin-1 signaling contributes to the modulation of tongue nociception. Squamous cell carcinoma cells were inoculated into the tongue under general anesthesia. Lingual mechanical sensitivity under light anesthesia using forceps and the amounts of endothelin-1 and β-endorphin in the tongue were examined after the inoculation. The effect of endothelin-A or μ-opioid receptor antagonism on the mechanical sensitivity was examined. Lingual mechanical sensitivity did not change at the early stage but increased at the late stage. The amount of endothelin-1 increased, and endothelin-A receptor antagonism in the tongue induced mechanical hypersensitivity at the early stage. The μ-opioid receptor antagonism enhanced mechanical hypersensitivity, and the amount of β-endorphin increased at the early stage. Moreover, endothelin-A receptor antagonism in the tongue depressed the increase of β-endorphin amount in the tongue at the early stage. These results indicate that β-Endorphin released from the cancer cells via endothelin-1 signaling is involved in analgesic action in mechanical hypersensitivity at the early stage.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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咀嚼筋筋紡錘感覚の機能を脳内伝達経路から考える




○吉田　　篤，佐藤　文彦，古田　貴寛

阪大　院歯　高次脳口腔機能　口腔解剖二





【背景と目的】意識に上らない筋紡錘からの感覚の脳内機能は不明である．その代表として，ラットの咀嚼筋筋紡錘感覚の脳内伝達経路を示し，その機能の解明をめざした．【方法】咬筋筋紡錘感覚の大脳皮質までと，大脳皮質からの伝達経路を明らかにするため，咬筋神経の電気刺激時と開口時のニューロン活動を記録し，神経トレーサーを末梢神経または脳に注入して神経回路を追跡した．【結果】咬筋筋紡錘感覚は三叉神経中脳路核ニューロンによって三叉神経上核（Su5）に伝達されたのち，Su5ニューロンによって視床後内側腹側核（VPM）の尾腹内側端（VPMcvm）に伝達され，更にVPMcvmニューロンによって大脳皮質二次体性感覚野（S2）に接してその吻腹側部に位置する顆粒性島皮質（dGIrvs2）に伝達された．この経路は，三叉神経節ニューロンである舌神経によって三叉神経主感覚核に伝達される舌の感覚が，core VPMを経由して，大脳皮質一次体性感覚野（S1）およびS2に至る経路とは全く別の経路であった．さらに，dGIrvs2からは，上記の感覚上行路の中継核（VPMcvmとSu5），三叉神経運動核に投射する運動前ニューロンを含む橋延髄の部位（三叉神経吻側亜核背内側部など），S1，S2，大脳皮質運動野，大脳基底核，扁桃体，感覚性視床（VPMcvmに加え後核など），視床髄板内核群などへの投射が認められた．【考察】咀嚼筋筋紡錘感覚は以下の機能を持ち得る．情動やホメオスタシスに関わる島皮質や扁桃体に伝達されてこれらの機能に関与するが，その関与の度合いは，dGIrvs2に達する閉口筋筋紡錘感覚によってフィードバック調節される．S1とS2では弁別されない．しかし，他の感覚の弁別に影響する．島皮質ニューロンによる顎運動の誘発に関与し，大脳基底核の複数の核のニューロンの顎運動のプログラミングに影響する．

【利益相反】なし





Pathways conveying proprioception from jaw-closing muscle spindles in the rat brain




○Yoshida A, Sato F, Furuta T

Dept Oral Anat Neurobiol, Osaka Univ Grad Sch Dent





Functional significances of unconscious sensations remain unclear. We, thus, representatively examined brain pathways conveying proprioception from the masseter muscle spindles（MMS-proprioception）in rats by recording responses to electrical stimulation of the masseter nerve and to passive jaw-opening and by using neuronal tracers. The MMS-proprioception was conveyed to the supratrigeminal nucleus（Su5), then to the caudo-ventromedial edge of ventral posteromedial thalamic nucleus（VPMcvm), and finally to the dorsal part of granular insular cortex（dGIrvs2). These pathways for the MMS-proprioception to the dGIrvs2 did not overlap with corticopetal pathways for other orofacial sensations. The dGIrvs2 projected to the relay sites（Su5 and VPMcvm）of above-described ascending pathways, pontomedullary areas which contain premotoneurons projecting to the trigeminal motor nucleus, primary（S1）and secondary（S2）somatosensory cortices, motor cortex, basal ganglia, amygdala, sensory thalamus, etc. These findings suggest that the MMS-proprioception is involved in emotion and homeostasis which are carried out in the insula and amygdala（the involvement is regulated by feedback projections from the dGIrvs2 to the Su5 and VPMcvm), is not discriminated by S1 and S2 neurons, and affects other sensory processing and jaw-movements induced by the insula neurons and programmed by neurons in the basal ganglia.

Conflict of Interest: none
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島皮質は口腔顔面における体性感覚および化学感覚を統合する




○小林　真之

日大　歯　薬理





口腔顔面領域では味覚や痛覚，温度感覚，深部感覚など多彩な感覚が受容され，食べること，話すことなどQOLを保つ重要な機能を担っている．これらの感覚情報の中でも特に味覚や内蔵感覚に関する情報は，古くから島皮質において処理されていることが報告されている．これらの感覚に加えて，侵害刺激による疼痛や固有感覚，温度感覚，歯根膜感覚なども島皮質で情報処理されることが明らかになりつつある．我々の研究室では，島皮質における味覚と歯髄，歯根膜感覚，筋紡錘による固有感覚の情報処理様式について研究を進めてきた．その結果，各々の感覚刺激に応答する領野が島皮質内で近接していること，さらには末梢における感覚の攪乱を生じさせると島皮質内の情報処理機構が可塑的に変化することを報告してきた．また，多数の感覚情報が大脳皮質の一領域に投射することは，感覚情報間の相互作用，すなわちある感覚が他の感覚によって生じる島皮質のニューロン活動を変化させる可能性を示唆しているが，最近の研究によって島皮質と体性感覚野あるいは嗅皮質間に強い機能的相互作用があり，お互いのニューロン活動に影響を及ぼすことが解明されつつある．

　本シンポジウムでは，島皮質における可塑的変化の一端を紹介するとともに，最近明らかになってきた嗅覚による疼痛制御という異なった感覚間での修飾メカニズムについて議論する．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Insular cortex integrates somatosensory and chemical sensations in orofacial area




○Kobayashi M

Dept Pharmacol, Nihon Univ Sch Dent





Oral and facial structures play a critical role in eating and speaking, which improve QOL, by processing multiple sensation including gustation, nociception, thermal sensation, and proprioception. Insular cortex is a principal cerebrocortical region that mediates gustation, visceral sensation, nociception and so on. We have examined the neural mechanisms of information processing of orofacial sensations in the insular cortex via anatomical, physiological, and pharmacological approaches, and have demonstrated that information of multiple sensory modalities converge into the dorsorostral insular cortex. In addition, we have found that peripheral sensory disturbance such as inferior alveolar nerve transection and experimental tooth movement induces plastic changes in neural circuits of the insular cortex. Somatosensory, olfactory, and insular cortices have mutual axonal projections and these connections are likely to modulate each neural activity. For example, the olfactory cortex（piriform cortex）sends glutamatergic projections principally to fast-spiking GABAergic interneurons in the agranular insular region, which is considered to process nociception.

In my talk, I will summarize our recent findings in terms of orofacial sensory information processing, and discuss a regulatory mechanism of nociception by olfaction.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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脳の健康と食生活




○照沼　美穂

新潟大 院医歯　口腔生化





食べ物を美味しく食べるには，口腔機能を維持するだけでなく，脳が健康でないといけない．脳内の恒常性は，興奮性の神経伝達物質と抑制性の神経伝達物質のバランスによって保たれている．美味しいものを食べると，脳幹の腹側被蓋野（VTA：ventral tegmental area）が刺激され，興奮した神経細胞が快楽や幸福感をもたらすドーパミンを放出し，美味しいものを記憶する大脳皮質前頭前野の働きを高める．一方，肥満の人やアルコール依存症，薬物依存症の患者では，脳内のドーパミンが不足しており，不安やイライラが増加し，幸福感や満足感が減少することで摂食行動や薬物摂取を止めることができなくなると言われている．同時に認知機能にも障害をきたすこともわかっている．

　我々はマウスを用いた研究で，肥満が抑制性神経伝達物質であるGABAの減少と，遅延型の抑制性神経伝達を担うGABAB受容体の発現を減少させることを見出した．また我々はこれまでに，メタンフェタミンを摂取したマウスでは抑制性ニューロンのGABAB受容体の活性が減少し，神経回路に問題が生じていることも報告した．これらの結果は，肥満や薬物依存により脳内の恒常性が破綻していることを示唆している．

　本シンポジウムではさらに，アルコールの摂取がもたらす暴力行動や脳内の変化についての最近の我々の報告も合わせて紹介し，いつまでも食を楽しむ人生を送るためにはどうすれば良いのかについて議論したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





How to keep your brain heathy: eating habits and lifestyle 




○Terunuma M

Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci





If you want to maintain a healthy life, you not only need to have a good oral health but also a healthy brain. Brain homeostasis is tightly regulated by the balance of excitation and inhibition. When you eat delicious food, the brain area called ventral tegmental area（VTA）in the midbrain gets activated and induces the release of dopamine in the prefrontal cortex which involves in the formation of working memory. Whilst, in the brain of obese individuals and patients with alcohol and drug addicts, there are low levels of dopamine which can trigger negative mood and memory impairment.

　We have recently identified that in obese mice, there are reduced GABA and GABAB receptor expression which suppress inhibitory neurotransmission. We have also reported that psychostimulant methamphetamine can reduce GABAB receptor activity in GABAergic neurons. These data suggests that in obese and addicted brain, the homeostatic mechanisms are disrupted.

　During my talk, I would also like to introduce to you our new findings on the mechanisms of alcohol-related aggression and will discuss how to maintain proper brain function to keep our life healthy.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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アミノ酸による体内時計の調整：マウスからヒトへの応用展開




○安尾しのぶ

九大　院農　代謝・行動





概日時計は約24時間のリズムを刻む内因性の時計であり，睡眠・覚醒やホルモン分泌，血圧などの生理機能のリズムを制御している．近年多く見られる不規則な生活や昼夜交替性勤務は概日時計を撹乱させ，がんや高血圧，糖尿病，肥満などのリスクを高めることが解明されてきた．概日時計は食事のタイミングや栄養の影響を大きく受けることから，食を通じた概日時計の撹乱改善が可能である．

　我々はこれまでに，様々なアミノ酸が睡眠改善効果を持つことに着目し，マウスを用いて概日時計に影響を及ぼすアミノ酸のスクリーニングを行なった．その結果，L-セリンの投与により概日時計の光同調性が強められることが判明した．この効果には概日時計遺伝子の長期的な発現変化やGABA(A)受容体が関与していることが解明された．

　我々はさらに，L-セリンによる概日時計の光同調の増強がヒトでも見られるかどうかを検証した．マウスとヒトの概日時計のしくみは同じであるが，夜行性と昼行性の違いなど考慮が必要なポイントが多くある．マウス・ヒトの予備実験により試行錯誤を重ねてプロトコルを組み，男子大学生を対象とした試験を行なった．その結果，夜にL-セリンを摂取して朝に高照度光を浴びると，概日時計の位相を示すdim light melatonin onsetがプラセボ摂取時よりも有意に大きく前進し，ヒトでもL-セリンの効果が見られることが明らかとなった．本成果は，学際的共同研究や産学連携により実現したものである．本講演では，研究の広がりに重要となる人と人との繋がりや，研究生活の予測不可能性とその面白さについても言及したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Adjustment of the circadian clock by amino acids: translation from mouse to human




○Yasuo S

Metab Behav, Grad Sch Agr, Kyushu Univ





Circadian clock regulates various physiological functions including sleep-wake cycle. Recent studies revealed that irregular light-dark cycle disrupts the circadian clock, increasing high risk for many diseases including cancer, hypertension, diabetes, and obesity. The circadian clock is modulated by timing of diet or nutritional balance, and thus improvement/prevention of circadian disruption by food is promising.

　Recently, we searched for amino acids that can modulate the circadian clock using mice, based on the fact that various amino acids influences sleep. We found that L-serine administration can enhance the light-induced circadian phase resetting. Further analyses revealed that the mechanism involves GABA(A) receptors and long-term changes in the expression patterns of circadian clock genes.

　We next tried to confirm the effect of L-serine on light-induced circadian phase resetting in humans. Although essential mechanism of the circadian clock is conserved among mouse and human, there are various differences such as nocturnal and diurnal habits. We carefully designed the protocol and found that L-serine ingestion at night followed by a bright light in the morning could enhance the advances of dim light melatonin onset. These results suggest that the effect of L-serine on the circadian clock is applicable to humans.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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情報伝達分子の逆遺伝学とダイバーシティ




○松田　美穂

九大　院歯　口腔細胞工学





骨は生体恒常性を維持する上で欠かせない組織であり，その代謝と相関して起こる骨リモデリングは破骨細胞と骨芽細胞のバランスによって保たれている．情報伝達分子 PRIP ［phospholipase C (PLC) related but catalytically inactive protein］ は，Ins(1,4,5)P3 結合性分子として見いだされた，種間で高度に保存されたタンパク質である．しかし機能的には不明な点が多い．我々はPRIP欠損（KO）マウスを作製し，リバースジェネティックス（逆遺伝学）のアプローチを用いた研究を行ってきた．その過程で，PRIP欠損（KO）マウスにおける骨量増加という想定外の表現型を見いだした．その後の詳しい解析の結果から，PRIPがcalcium-calcineurin-NFATc1シグナリングの調節を通して破骨細胞分化を正に制御することを明らかにすることができた．

逆遺伝学のアプローチを通してこのようにPRIPの新機能を明らかにしたが，KOマウス作製当初は，PRIPの発現様式などから主として中枢神経系における抑制性情報伝達の制御や，シグナル伝達に重要なリン酸化調節における機能を調べていた．生物は一つの分子を多様な生体機能に利用していることが多く，逆遺伝学はそのようなダイバースな機能を同定するための良いアプローチである．現在，NFATc1シグナル経路におけるPRIPの作用点を明らかにするため更に解析を進めている．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Reverse genetics and diverse function of signaling molecules




○Matsuda M

Mol Cell Biochem, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Bone is an important tissue contributing to the regulation of homeostasis in the body and bone remodeling is stringently regulated by a balance between bone resorption by osteoclasts and bone formation by osteoblasts.

Phospholipase C (PLC)-related, but catalytically inactive protein (PRIP) was first identified as an inositol 1,4,5-trisphosphate binding protein, which is conserved among different species, but its biological function remains elusive. We therefore generated PRIP gene-deficient (KO) mice to gain insights into the biological function. Base on the expression pattern of PRIP, we initially focused on its function in the inhibitory signaling in the central nervous system and in the regulation of protein phosphorylation in signal transduction. However, we unexpectedly found an increased bone mass in KO mice and therefore have been studying the involvement of PRIP in bone metabolism. Our results indicate that PRIP positively regulates osteoclast differentiation through calcium-calcineurin-NFAT signaling.

We thus revealed the involvement of PRIP in bone metabolism through reverse genetics, however we never imagined of this possibility when we generated the KO mice. Reverse genetics is one of the best approaches to identify diverse function of a gene/protein.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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嗅覚一次中枢嗅球を構成するニューロンの多様性




○小坂　克子

国際医療福祉大　福岡保健医療　医学検査





現在嗅覚一次中枢主嗅球は2つの理由から最も興味を持たれている脳部位の一つである．第1に，Axel and Buckの嗅覚受容体の画期的な分子生物学的解析を契機として嗅球は情報処理機構解析のモデルとして近年多くの研究が進められるようになった．第2に，先駆的なAltman等の研究とそれに続く研究から主嗅球が成体でも継続的にニューロン新生している部位であることが示され，多数の研究が行われている．主嗅球の糸球体は嗅粘膜の嗅覚受容細胞の軸索である嗅神経を収束させており，（1細胞-1受容体，1糸球体-1受容体），嗅覚伝達の機能的単位と考えられている．マウスでは約2000個の糸球体が主嗅球表面を覆い，個々の糸球体は球状で直径約100 μm程であり糸球体近傍ニューロンの細胞体が取り囲んでいる．我々は，形態的な解析，特に免疫組織化学法と電子顕微鏡による解析から，哺乳類のげっ歯目における糸球体のコンパートメント構造，糸球体近傍ニューロンの多様性を明らかとしてきており，我々が発見し，提唱した糸球体近傍ニューロンの分類は現在一般的な考えとして用いられている．それに伴い，従来は単純であるとされていた嗅球のニューロン構成が，複雑でありまだ不明な点が多いということが認識されてきた．また，比較解剖学的な観点から進めた研究により，一部の食虫目に新たなニューロン群を発見し，脊椎動物において普遍的な嗅覚投射系に加えて，別の投射系が存在する可能性を示唆した．本シンポジウムでは我々の嗅球を対象とした神経形態研究の詳細と，現在まで形態観察を続けて来られた演者自身の未だつきない興味深さをお伝えできれば幸いである．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Diversity of neurons in the olfactory bulb, the primary center of the olfaction




○Kosaka K

Dept Med Sci Technol, Fac Health and Welfare Sci in Fukuoka, Int Univ Health and Welfare





The main olfactory bulb MOB―the first station of olfaction― is now one of the most interesting parts of the brain for two reasons. First, the epoch-making study of Buck and Axel makes the MOB an excellent model for understanding the neural mechanisms of sensory information processing. Second, pioneering studies of Altman and numerous recent studies have revealed that the MOB is one of the most prominent sites where intrinsic neurons are generated continuously even in the adult periods. Glomeruli in the MOB are one of the most distinctive structures in the brain, where olfactory nerves arising from the receptor cells in the olfactory epithelium terminate, and are considered as the functional units. Glomeruli are compactly packed near the MOB surface. Each glomerulus is spheroidal, about 100 μm in diameter, surrounded by somata of juxtaglomerular neurons. We have revealed the compartmental organization of the glomerulus and the diversity of juxtaglomerular neurons in rodent MOBs with morphological, especially immunocytochemical and EM methods. In addition our comparative anatomical studies showed the distinctive organization of the insectivore MOBs. In this talk we show some details of the structural features of diverse juxtaglomerular neurons, which have been fascinating us and hopefully others.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this manuscript.
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基礎研究，URA，ワークライフバランスから見た研究戦略




○門脇　知子

長大　院医歯薬　フロンティア生命科学





我が国では，研究開発において理解を有しつつ，研究資金の調達・管理，知財の管理・活用，研究開発等をマネジメントする人材が不足していることから，研究者に研究活動以外の業務で過度の負担が生じている．このような状況を改善するため，文部科学省は，大学等において，研究活動活性化のための環境整備や研究開発等マネジメントを行う人材（リサーチ・アドミニストレーター：URA）の育成・定着に力を入れている．著者は，九州大学および長崎大学における基礎研究を経て，長崎大学初のURAとして，約2年間，研究者の研究活動の活性化に取り組んできた．URAの業務は，大学の研究力の分析，競争的資金の動向分析，異分野融合プロジェクトの企画，研究者のアウトリーチ支援等多岐にわたるが，これらの活動を通じて，研究資金獲得や研究プロジェクトの立ち上げにおける戦略的思考・行動が成否決定に大きく影響することを経験した．

　また，研究復帰後は長崎大学ダイバーシティ推進センターのワークライフバランス推進，働き方見直しに関わらせていただいているが，戦略的に研究室運営を行うことで業績が向上する事例を見てきた．

　研究においては歯周病原性細菌Porphyromonas　gingivalisのプロテアーゼの病原性や分泌調節メカニズムの解明に始まり，哺乳動物のリソソーム・エンドソーム酵素の機能解析，細胞内小胞輸送に関する研究に至るまで，広く原核・真核生物にわたる研究課題に携わってきた．

　本シンポジウムでは，図らずも多種多様な立場と，対象に直面しながら研究に向き合ってきた経験から考える研究戦略についてお話したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Research strategies based on basic scientific research, research administration, and work-life balance




〇Kadowaki T

Dept. Frontier Life Sci, Grad Sch Biomed Sci, Nagasaki Univ





　In Japan, there is a lack of human resources with an understanding in research and development to manage funds for research and utilization of intellectual property. University Research Administrators (URAs) are expected to enhance the research environment and develop research studies. I had been working as the first URA of Nagasaki University. The role of a URA includes various research studies, including the analysis of the university's research capabilities, analysis of trends for competitive funds, planning of different field consolidation projects, outreach support for researchers. Through these activities, I learned that strategic thinking and action in acquiring research funding and establishment of research studies significantly influence success.

　After returning to research, I have been involved in maintaining work-life balance and I have observed instances wherein performance is improved by strategically operating the laboratory.

　Studies in our laboratory are focused on elucidation of the pathogenicity and mechanism regulating the secretion of the protease of the periodontal pathogenic bacterium, functional analysis of mammalian lysosomal and endosomal enzymes, and elucidation of intracellular vesicular transport. I have been involved in studies on both prokaryotic and eukaryotic organisms.

　Herein, I shall discuss research strategies based on my experience in various positions and various research targets.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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インスリンシグナルは味細胞の分化・増殖に関与する




○髙井　信吾1，Robert F. Margolskee2，Peihua Jiang2，二ノ宮　裕三2,3，重村　憲徳1,3

1 九大　院歯　口腔機能解析，2モネル科学感覚センター，3九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ





味を受容・伝達する味蕾は常にターンオーバーしながらもその機能を維持している．近年，種々のホルモンを含む様々な因子が味細胞に直接作用してその機能を調節している可能性が示唆されているが，詳しいメカニズムには不明な点が多い．本研究では，全身のエネルギー代謝に重要な役割を担うホルモンであるインスリンに着目し，その末梢味覚器における働きを探索した．まず，RT-PCRと免疫組織化学的解析の結果，インスリンレセプター(IR)はマウス味蕾において甘味感受性味細胞(Tas1 R3陽性細胞)や酸味感受性味細胞(GAD1陽性細胞)を含む味蕾全体に広く発現していることわかった．さらに，新たに開発された3次元幹細胞組織培養系である味蕾オルガノイドを用い，インスリンシグナルの味細胞の分化/増殖過程に対する影響を検討した．その結果，培地中に添加したインスリン濃度依存的にオルガノイドコロニーに含まれる味細胞の数，各種味細胞マーカーmRNA(nucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2，Tas1 R3，gustducin，carbonic anhydrase 4)の発現量が有意に減少することが明らかとなった．また，インスリンによって活性化され，細胞分裂や生存などの調節に関わるmammalian target of rapamycin(mTOR)経路を薬理学的に阻害するとこの減少効果は抑制され，コロニー中に含まれる味細胞数の有意な増加が認められた．以上の結果から，インスリンは末梢の味細胞に発現するIRを介して直接作用し，下流のmTOR経路を活性化させることで味細胞の分化/増殖を調節している可能性が示唆された．近年，増加の一途を辿る肥満や糖尿病患者の中にはその病態の1つとして味覚の変調を訴える患者も多い．本研究で得られた知見はその病因解明の一端となる可能性がある．

【利益相反】なし





The potential effect of insulin signaling on mouse taste cell proliferation




○Takai S1, Margolskee RF2, Jiang P3, Ninomiya Y2,3, Shigemura N1,3

1Sect Oral Neurosci, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ, 2Monell Chem Senses Cent, 3Div Sensory Physiol, R&D Cent for Taste and Odor Sensing, Kyushu Univ





The structural and functional homeostasis in mammalian taste organs are maintained during continuous cell turnovers. It has been suggested that diverse internal signals, including hormonal factors, can be involved in taste cell homeostasis. Insulin is known as an essential hormone for our whole body energy metabolism, but its function in peripheral taste system has not been studied well. In the current study, we found insulin receptor（IR）mRNA and protein are expressed in mouse taste cells. In immunohistochemical study, IR immunoreactivity was observed in taste buds including type II and III taste cells. Newly developed 3-D taste stem cell culture system “taste bud organoid” revealed that the number of taste cells in organoid colonies was reduced by insulin application. In addition, mRNA expression levels of each taste cell type marker, such as nucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2, Tas1 R3, gustducin, and carbonic anhydrase 4, were significantly decreased in an insulin concentration dependent manner. Pharmacological inhibition of mammalian target of rapamycin（mTOR）pathway, which is the one of the downstream of insulin signaling cascade, completely abolished this anti-proliferative effects of insulin. Altogether, insulin signal may be an important regulator of taste cell growth or proliferation via activation of mTOR pathway.

Conflict of Interest: None
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嚥下反射の誘発に関わる末梢の受容機構




○吉原　　翠，鈴木　　拓，那小屋公太，辻村　恭憲，井上　　誠

新潟大　院医歯　摂食嚥下リハビリ





【目的】胃食道逆流症（GERD）患者の多くが嚥下障害を併発しており，中でも胃酸逆流が咽喉頭領域にまで及ぶ咽喉頭酸逆流症は，誤嚥を含めた重度の嚥下障害を生じる．我々は長期間におよぶ咽喉頭への胃酸の曝露が嚥下障害を誘発するという仮説を立てた．胃酸の主成分は塩酸でありTRPV1を活性化する．本研究の目的は，喉頭への持続的なTRPV1刺激による嚥下誘発の変調効果の検討である．【方法】実験には，ウレタン麻酔下のSD系雄性ラットを用いた．嚥下同定のために，左側顎二腹筋および甲状舌骨筋から筋電位を導出した．喉頭ならびに気管切開後，末梢性嚥下誘発のために，化学刺激として声門上への塩酸（0.1 N）もしくはカプサイシン（10-5 M）滴下（3 μl），機械刺激として気切部より喉頭側に向けたエアフロー刺激（40 ml/s）を行った．次に，TRPV1ブロッカーSB366791（10-2 M）またはその溶媒であるDMSOを前投与（3 μl）し，化学および機械刺激誘発嚥下におけるTRPV1の関与を検証した．さらに，塩酸，カプサイシン，溶媒のいずれかを60分間持続投与（0.5 μl/s）した後にエアフロー刺激を行い，機械刺激による誘発嚥下回数を計測した．【結果】TRPV1ブロッカーは，塩酸およびカプサイシン誘発嚥下を抑制したが，エアフロー誘発嚥下には影響しなかった．60分間の持続的な化学刺激に伴う嚥下誘発回数，経時的に減少した．さらに，これら持続刺激後のエアフロー誘発嚥下回数は溶媒持続刺激後と比較して有意に少なかった．【考察】塩酸およびカプサイシンンによる嚥下誘発にTRPV1が関与していること，TRPV1の持続活性は感覚応答の順応と思われる嚥下誘発の抑制をもたらすことが示唆された．喉頭領域への持続的な胃酸曝露が，GERD患者における嚥下障害を誘発している可能性が考えられた．

【利益相反】演題発表内容に関し，開示すべきCOI関係にある企業などはありません．





Peripheral receptive mechanism involved in swallowing initiation




○Yoshihara M, Suzuki T, Nagoya K, Tsujimura T, Inoue M
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Background: Gastroesophageal reflux disease（GERD）patients often suffer from dysphagia. We hypothesized that TRPV1 activation by prolonged gastric acid exposure to the larynx causes swallowing impairment. This study aimed to investigate the effect of laryngeal TRPV1 activation on swallowing initiation. Material and Methods: Experiments were carried out on urethane-anesthetized Sprague-Dawley male rats. To identify a swallow, EMG activity was recorded from the suprahyoid and thyrohyoid muscles. The number of swallows evoked by HCl（0.1 N, 3 μl), capsaicin（10-5 M, 3 μl）or airflow stimulation to the larynx was counted with or without pretreatment of TRPV1 blocker, SB366791（10-2 M, 3 μl）or DMSO（vehicle）application. Next, after 60-min either chemical stimulation, the number of airflow-evoked swallows was counted. Results: TRPV1 blocker reduced the number of swallows evoked by HCl/capsaicin, but did not affect that evoked by airflow. The number of swallows during 60-min chemical stimulation decreased in a time-dependent manner. That of airflow-evoked swallows following 60-min HCl/capsaicin stimulation was significantly lower than that following vehicle stimulation. Conclusion: Continuous laryngeal TRPV1 activation may inhibit swallowing initiation.

Conflict of Interest: The authors have no conflicts of interest directly relevant to the content of this presentation.
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咽頭・喉頭領域の粘膜は，舌咽神経咽頭枝および上喉頭神経に支配されており，これらの求心性情報は嚥下反射を誘発する．また，食べ物や飲み物を飲み込む際の味・温度・触・圧などの感覚は，咽頭・喉頭領域のTransient receptor potential（TRP）チャネルが受容している可能性が考えられる．しかしながら，TRPチャネルと嚥下誘発の関連性は明らかにされていない．

　本研究では，免疫組織学的手法を用い，咽頭・喉頭領域にどのようなTRPチャネルが発現しているかを調べた．さらに，それぞれのTRPチャネルのアゴニストによる喉頭領域の粘膜刺激に対する上喉頭神経の応答性の変化を観察した．その結果，TRPチャネルアゴニストに対する神経応答は濃度依存的に増加することがわかった．このアゴニスト刺激による嚥下誘発効果は，蒸留水刺激の嚥下よりも大きかった．また，これらTRPチャネルアゴニストの上喉頭神経応答に対して，それぞれのTRPチャネルアンタゴニストの作用を調べた結果，これまで応答していたアゴニストによる神経応答は消失した．

　TRPチャネルと嚥下誘発に関して，それぞれのTRPチャネルアゴニストによる喉頭領域の粘膜刺激は，濃度依存性に嚥下誘発を亢進した．一方，それぞれのTRPチャネルアンタゴニストを用いた前処置後，喉頭領域へのアゴニスト刺激に対する嚥下誘発は明らかに減少した．

　本研究の結果は，喉頭領域のTRPチャネルが受容する感覚は嚥下反射の誘発に明らかに関与していることを示唆している．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Involvement of TRP channels to facilitate the evoking of swallowing reflex




○Hossain MZ1, Unno S1, Ando H2, Masuda Y3, Kitagawa J1

1Dept Oral Physiol, 2Dept Biol, 3Inst for Oral Sci, Matsumoto Dent Univ





The mucosa of the larynx and associated laryngopharyngeal regions are richly innervated and nerve supplying to these regions respond to various chemical stimuli. Transient receptor potential（TRP）channels have been detected in these regions, however, their role in evoking swallowing reflex has not been elucidated. Delayed evoking of this reflex is a common disorder in aged population that increases the occurrence of pulmonary aspiration.

　In the present research, we observed that the activity of superior laryngeal nerve（SLN）that supply the larynx and associated laryngopharyngeal regions was modulated by topically applied TRP channel agonists. The nerve response to agonists was blocked by prior topical application of the respective TRP channel antagonists. In addition, topical application of the agonists caused evoking of many swallowing reflexes and the number of evoked reflexes was reduced by prior topical application of the respective antagonists. Furthermore, the application of TRP channel agonists evoked significantly more number of swallowing reflexes compared to the distilled water evoked reflexes.

　Our findings suggest that TRP channels are involved in mediating sensory information through SLN and in facilitating the evoking of swallowing reflex. Activation of TRP channels can be a therapeutic strategy in management of dysphagia to prevent pulmonary aspiration.

Conflict of Interest: The authors declare no conflicts of interest.
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咬筋におけるβアドレナリン受容体およびcAMP活性化因子Epacの役割




○大貫　芳樹1，梅木　大輔2，伊藤　愛子2，川村　直矢3，八木澤由佳2，早川　佳男4，

松尾　一朗3，石川美佐緒5，吹田　憲治1，成山明具美6，奥村　　敏1
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骨格筋においてβ2アドレナリン受容体（β2-AR）への慢性的な刺激が筋肥大を誘発することから，β2作動薬は筋萎縮症の治療薬としての可能性を持つことが示唆される．しかしながら，分子レベルでの作用機序には未だ不明な点が多く，また咀嚼筋でのこの種の研究は非常に少ない．これまでにマウスおよびラットを用い，クレンブテロール（CB，β2作動薬）の慢性投与が咬筋や前脛骨筋の肥大および速筋化を誘導することを明らかにした．その際，心筋のβ1-AR への慢性刺激でみられるようなリモデリング（アポトーシス，線維化）は観察されなかった．また，テレメトリーシステムによる咬筋の筋電図記録から，CBの慢性投与により咬筋の日内活動量が増加すること（生理機能の亢進）も明らかにした．さらに，CBが咀嚼筋のステロイドミオパチー（ステロイド薬治療の副作用である筋の萎縮と機能障害）に対して抑制効果を持つことを明らかにした．現在，CBの作用機序の解析を進めており，β2-ARシグナル伝達経路のセカンドメッセンジャーであるcAMPにより活性化される因子 Epac（exchange protein activated by cAMP）がAkt/mTOR経路およびCaMKII/HDAC4経路を介してCBの筋肥大効果を誘導することを明らかにした．また，咬筋や前脛骨筋などの速筋はヒラメ筋などの遅筋よりもCBの筋肥大効果が大きいことを観察した．この筋肥大効果の違いは，速筋ではphosphodiesteraseが少なくβ2-AR刺激によるcAMP生成量が多いため，筋肥大に重要なEpac依存性シグナルの活性化が効果的に誘導されることに起因することを解明した．CBの作用機序の解明は，Epacを含めたβ2-ARシグナル伝達経路における様々な因子をターゲットとした咀嚼筋萎縮症の有効な治療法の開発に役立つものと思われる．【利益相反】　利益相反状態にはありません．





Roles of cyclic AMP sensor Epac1 in masseter muscle hypertrophy induced by β2-adrenoceptor stimulation
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Chronic stimulation to β2-adrenoceptor（β2-AR）with clenbuterol（CB), a β2-AR agonist, induces skeletal muscle hypertrophy and counteracts muscle atrophy, but their molecular mechanisms have not been well understood. On the other hand, Epac（exchange protein activated by cAMP), a PKA-independent cAMP sensor, plays important roles in multiple cellular processes. However, its roles in the regulation of skeletal muscle phenotypes are poorly understood. To elucidate the roles of Epac in the signaling mechanisms responsible for the CB-induced hypertrophy of masseter muscle, we examined the effects of the CB treatment（i.p., 2 mg/kg/day for 3 weeks）on myofiber cross-sectional area（CSA）and activities of β2-AR signaling components in masseter muscles of wild-type（WT）and Epac1-null（Epac1 KO）mice. The CB treatment significantly increased myofiber CSA in WT while not in Epac1 KO, demonstrating that Epac1 is involved in β2-AR signalings promoting muscle hypertrophy. The inhibition of the CB-induced masseter hypertrophy by Epac1 disruption was associated with the suppression of CB-induced phosphorylation of Akt and its downstream molecules, S6 K1, 4 E-BP1 and GSK-3 β, as well as CaMKII and its target, HDAC4. These results suggest that Epac1 plays important roles in the β2-AR-mediated hypertrophy potentially through subsequent activation of both Akt and CaMKII signaling pathways in masseter muscle. Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interests.
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咬筋運動ニューロン樹状突起のグルタミン酸応答に対するセロトニンの効果
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咬筋運動ニューロン（MMN）は豊富なグルタミン酸入力とセロトニン（5-HT）入力を受け取る．しかし，5-HTがグルタミン酸入力に対してどのように関与するかは不明である．本研究では，幼若期ラットMMN樹状突起の限局した領域でのグルタミン酸応答に対する5-HTの効果を解析した．MMNを標識するために，生後2-5日齢のWistar系ラットの咬筋に逆行性蛍光トレーサーを注入した．注入後，脳幹スライス標本を作製し，MMNからパッチクランプ記録を行った．あらかじめ灌流投与したケージドグルタミン酸に，窒素パルスレーザーまたは，2光子励起レーザーを照射してグルタミン酸を局所的に解離し，細胞体に誘発された電位応答を記録した．樹状突起へのレーザー光照射で，短潜時の脱分極性のグルタミン酸応答が誘発された．5-HTの投与により，MMNの膜電位は上昇し，レーザー光照射によるグルタミン酸応答の振幅は増大した．5-HT2 A受容体刺激薬の投与は5-HTと同様の効果を示し，5-HT2 A/2 C受容体拮抗薬により5-HTの効果は抑制された．5-HTによるグルタミン酸応答の増大はNMDA受容体拮抗薬の投与で抑制されたが，AMPA受容体拮抗薬では変化はなかった．Srcキナーゼ阻害薬存在下では5-HT投与によるグルタミン酸応答の増大効果は減弱した．さらに，5-HT投与によって三叉神運動核のSrcキナーゼの活性化レベルが増加した．微小ガラス管を介して5-HTをMMNの樹状突起に微量投与し，2光子励起レーザーを用いて限局的にグルタミン酸応答を誘発すると，5-HTの投与部位の近傍でのグルタミン酸応答は増強したが，離れた部位では変化が無かった．以上の結果から，5-HTはMMN 樹状突起上の5-HT2 A受容体を活性化し，Srcキナーゼを介して近接するNMDA受容体の機能を亢進することでグルタミン酸入力を増強することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません





Serotonergic modulation of glutamate-evoked responses in the dendrites of rat jaw-closing motoneurons
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Jaw-closing masseter motoneuron（MMNs）received both abundant glutamatergic and 5-HT inputs; however how 5-HT affects glutamatergic responses in MMNs remains unknown. We examined the effects of 5-HT on glutamatergic responses in the dendrites of MMNs evoked by single- or two-photon laser photolysis of caged glutamate in brainstem slice preparations obtained from neonatal rats on postnatal day 2-5. Application of 5-HT induced depolarized membrane potential and enhanced glutamate responses. Furthermore, the 5-HT2 A receptor（5-HT2 AR）agonist mimicked enhancement of those glutamate responses, which was antagonized by the 5-HT2 A/2 CR antagonist. In contrast, the 5-HT2 BR agonist and 5-HT2 CR agonist had no effect on the glutamate responses. Blockade of NMDA receptors（NMDARs), but not AMPA receptors, abolished 5-HT-induced enhancement. Furthermore, incubation with 5-HT significantly increased Src phosphorylation, while addition of the Src kinase inhibitor reduced 5-HT-induced enhancement. Additionally, glutamate responses evoked by two-photon uncaging of glutamate were enhanced when the uncaging loci were restricted to the vicinity of the puffed loci of the 5-HT2 AR agonist. These results suggest that activation of 5-HT2 ARs enhances the function of NMDAR in the vicinity via Src kinase. Such enhancement of the glutamate responses by 5-HT may contribute to wide-ranging regulation of contractile forces of jaw-closing muscles.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interests.
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三叉神経障害性疼痛発症における侵害情報伝達機構の変化
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これまでに我々は，神経損傷により，三叉神経節の大型神経細胞にカルシトニン遺伝子関連ペプチド発現が増加する表現型変化が生じ，神経障害性疼痛を惹起することを報告してきた．侵害情報を伝達する三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）から上部頸髄（C1）に至る領域の二次ニューロンは，主に痛みの弁別を担う視床後内側腹側核（VPM）と情動的側面を担う橋結合腕傍核（PBN）へ投射する．それぞれの投射ニューロンのVcからC1に至る領域での吻尾的分布の相違は，侵害情報処理に対する機能的な違いを反映することを明らかにした．しかし，神経障害性疼痛発症に至る過程で，上位中枢へ侵害情報を伝達する二次ニューロンがいかなる機能変化を起こしているのかは不明な点が多い．そこで，左側眼窩下神経慢性絞扼（ION-CCI）ラットにおいて，右側VPMまたはPBNに逆行性神経トレーサー（Fluorogold; FG）を注入することで，VcからC1に至る領域の投射ニューロンを標識し，異なる侵害刺激に対してリン酸化細胞外シグナル調節キナーゼ（pERK）を共発現するFG標識ニューロンの分布様式を解析した．カプサイシン刺激によるpERK陽性VPMおよびPBN投射ニューロンはVcでともに増加し，またPBN投射ニューロンは尾側VcからC1に至る領域においても著明な増加を示した．一方，侵害性機械刺激では，pERK陽性PBN投射ニューロンのみがVcで増加した．以上より，神経障害性疼痛発症において，VPM投射ニューロンは主としてC線維の入力を受ける侵害情報伝達を増強し，またPBN投射ニューロンはC線維およびAδ線維の入力を受ける侵害情報伝達を増強した．この結果は，三叉神経損傷による痛覚過敏の弁別的様相と情動的様相には，2次ニューロンからの異なる上行性侵害情報伝達経路が関与する可能性を示唆する．

【利益相反】　申告事項なし





The functional roles of ascending nociceptive pathways in trigeminal neuropathic pain
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We previously have reported that phenotypic changes in large-sized trigeminal ganglion neurons were induced by nerve injury, and that the distinct ascending projection patterns from trigeminal subnucleus caudalis and upper cervical spinal cord（Vc-C1）neurons to thalamus or parabrachial nucleus（PBN）may reflect functional differences of ascending nociceptive processing. However, the functional roles of nociceptive responsive Vc-C1 neurons projecting to ventral posteromedial thalamic nucleus-（VPM）or PBN on hyperalgegic conditions in trigeminal neuropathic pain remains to be elucidated. In infraorbital nerve chronic constriction injury（ION-CCI）rats, retrograde tracer（Fluorogold; FG）was injected into the VPM or PBN. After the upper lip was stimulated by capsaicin or forceps, the number of phosphorylated extracellular signal-regulated kinase（pERK)-immunoreactive（IR）cells was significantly increased in Vc-C1. The percentage of pERK-IR cells projecting to VPM or PBN was significantly increased following capsaicin stimulation. Following noxious mechanical stimulation, that of pERK-IR cells projecting to PBN was significantly increased, while no change was found in VPM projection neurons. The present findings suggest that these functional changes may reflect distinct roles of ascending nociceptive pathways on sensory-discriminative and emotional/affective aspects of persistent pain associated with trigeminal nerve injury.

Conflict of Interest: N/A
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The community lifestyle of Porphyromonas gingivalis
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The dynamic and polymicrobial oral microbiome is a direct precursor of periodontitis. Distinct microenvironments at periodontal surfaces harbor unique communities, which are regulated through interbacterial interactions and by host and environmental variables. Bacteria within polymicrobial communities can interact synergistically or antagonistically through sophisticated signaling systems. The collective output of community action is a major driver of homeostasis or dysbiosis, and ultimately health or disease. The keystone periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis and the accessory pathogen Streptococcus gordonii accumulate into heterotypic communities which act synergistically to induce dysbiotic and destructive host responses. Communication between these organisms involves physical mechanisms based on co-adherence and chemical systems based on metabolite perception. Underlying both these system in P. gingivalis is a signaling pathway dictated by patterns of protein tyrosine（de)phosphorylation, and which converges on the expression of colonization and virulence factors. Understanding the mechanisms governing oral polymicrobial synergy and dysbiosis may lead to new approaches to the treatment of oral diseases based on community manipulation and host modulation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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Distribution of two major fimbrial subtypes in Porphyromonas gingivalis




○Nagano K

Dept Microbiol, Sch Dent, Aichi Gakuin Univ





[Aim] The periodontopathic bacterium Porphyromonas gingivalis expresses two types of fimbriae, FimA and Mfa1, which have at least five（I to V）and two（mfa53, mfa70）genotypes, respectively. In this study, we examined the distribution of genotypes of both the fimbrial subtypes and their association with the clinical parameters of periodontal disease. [Methods] The fimbrial genotypes were examined in（A）the laboratory stock（n＝84), (B）strains with published genome sequences（n＝24), and（C）clinical isolates from the subgingival plaque of the subjects who received maintenance treatment for periodontal disease（n＝100). In category（C), we also analyzed the relationship between the clinical parameters（pocket depth, bleeding, PISA, and PESA）at the time of initial diagnosis and the fimbrial genotypes. [Results] The fimA and mfa1 genotypes were found in a total of 158 samples. The fimA I（55 samples）and IV（11 samples）showed comparable association with the two mfa1 genotypes（mfa53:mfa70＝1:1.5 and 1:0.83, respectively). 70％ fimA II（n＝70）positive samples were mfa70 positive, whereas the strains with fimA III（16 samples）and V（6 samples), mfa53 genotype was predominant（mfa53:mfa70＝7:1 and 6:0, respectively). However, we could not deduce any association between the clinical parameters of periodontitis and the fimbrial genotype combinations. [Conclusion] Although there is a wide distance between the loci for the two fimbriae genes, they exhibit a tendency for the conservation of specific genotype combinations. Moreover, no association was recorded between the fimbrial genotypes and the periodontitis severity.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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Porphyromonas gingivalis is one of the major pathogens and high detection in periodontal disease, Fimbriae is closely related to the virulence and pathogenicity of P. gingivalis and play as an important role in the pathogenesis of bacteria has been recognized. This study was to assess the effects of sub-MIC of azithromycin on P. gingivalis ATCC 33277 fimbriae expression. P. gingivalis ATCC 33277 were maintained in Brucella broth with 0.5 ml/L hemin and 1.0 ml/L vitamin K1. The minimum inhibitory concentration（MIC）of azithromycin was detected by using 2-fold dilution method in 48-well plate. P. gingivalis were incubated with 1/2, 1/4, 1/8 MIC concentration of azithromycin by gentle shaking anaerobically 37℃ for 18 hours. After exposed azithromycin to P. gingivalis, the bacteria cells were harvested by 12,000 rpm for 15 minutes and washed with PBS twice. The disappearance of 41-kDa FimA protein expression and fimbriae were confirmed by SDS-PAGE, Western immunoblotting and transmission electron microscope. The invasion assay test and hemaggulutinating activity have shown the effective of azithromycin on P. gingivalis. These finding suggest that azithromycin not only with the anti-bacterial activity but also with anti-inflammatory properties. Furthermore, it can be future used for oral biofilm infection treatment in periodontitis.

Conflict of Interest: The authors declare no conflicts of interest associated with this study.
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Oral Veillonella is strictly anaerobic Gram-negative cocci that have been isolated frequently from human oral cavities. At the time of writing, oral Veillonella includes 7 recognized species.

According to the recent oral microbiome studies, it has been suggested that Veillonella species might serve as biological indicator for poor oral hygiene status. In addition, they have important roles to develop the oral biofilm formation at the early stage, but their detail biological functions or mechanisms has not been clarified because of the lack of their genome information or the difficulties to discriminate the species and their culture.

Recently, high-through put method have been developed and employed for obtaining huge information of bacterial genes or proteins. In this study, draft genome sequences（Illumina NextSeq）of 7 oral Veillonella species were investigated. The paired-end sequencing reads were checked for quality, de novo assembled, and annotated using MyPro, a software pipeline for prokaryotic genomes. The CDSs were used for the comparative analysis of their pathway and pan-genome by KEGG and BPGA, respectively.

In this presentation, we show the specific pathway or bacterial secretion system of oral Veillonlla including V. infntium sp., nov. with the outcomes from the next-gen sequences data.

Conflict of Interest: The authors declare no conflicts of interest associated with this study.
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軟骨細胞分化における高次遺伝子発現制御機構の解明




○波多　賢二

阪大　院歯　生化





骨格形成において重要な役割を演じる軟骨細胞は未分化間葉系細胞より分化誘導される．多分化能を有する未分化間葉系細胞から軟骨細胞への分化過程においては，約3万の遺伝子から特定の遺伝子発現が選択されることにより，軟骨細胞に特有の形質が獲得される．現在まで我々は，マイクロアレイを主体とした遺伝子発現解析から，軟骨細胞に高発現する遺伝子を同定しその機能解析を行うことで，軟骨細胞分化の分子メカニズム解明に取り組んできた．しかし，遺伝子発現制御にはクロマチン構造やヒストン修飾などのエピジェネテクスが深く関与している．そのため，ヒストン修飾やクロマチン高次構造から転写に至る幅広いクロマチン変動メカニズムを全ゲノムレベルで解析することが重要となり，次世代シークエンサーはそのための強力な解析ツールとなる．我々は転写因子がアクセスしやすいオープンクロマチン領域の同定を可能にするATAC-seq，さらには転写活性化領域を示すH3 K27 acおよびH3 K4 me2を指標としたChIP-seqを行い，その統合解析から軟骨細胞分化に重要なエンハンサー領域を同定した．さらに，オープンクロマチン領域に出現する結合モチーフ解析からは，軟骨細胞分化への関与が推察される複数の転写因子も明らかにしている．

　本シンポジウムでは，我々が行っている次世代シークエンサーを用いた軟骨細胞分化のゲノムワイド解析を紹介し，軟骨細胞分化を制御する高次遺伝子発現制御機構について議論したい．

【利益相反】この研究発表の内容に関する利益相反事項はありません





Epigenetic regulation ofchromatin dynamics andgene expression during chondrocyte differentiation




○Hata K

Dept Biochem, Osaka Univ Grad Sch Dent





Chondrocytes originate from mesenchymal progenitor cells which have the capacity to differentiate into diverse lineages including osteoblast and adipocyte. During differentiation process, specific gene expression patterns and their timing regulate cell specific function and phenotype. To understand the molecular mechanism of chondrocyte differentiation, we have identified several transcription factors highly expressed in chondrocytes by microarray analysis and uncovered their roles during chondrogenesis.

　Accumulating evidence indicates that epigenetic regulation, such as histone modification and chromatin structure, is critical for gene expression. Importantly, next-generation sequencing（NGS）allows us to perform genome wide analysis of chromatin dynamics associated with gene expression. We have recently performed combination analysis using ChIP-seq and ATAC-seq and identified chondrocyte specific enhancer regions. Moreover, peak-motif analysis identified several transcription factors involved in chondrocyte differentiation.

　In this symposium, we would like to introduce our recent findings and discuss the epigenetic regulation of chondrocyte differentiation.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this manuscript.
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情報共有が可能とする稀少疾患ゲノム解析




○三嶋　博之

長大　原爆後障害医療研　人類遺伝学研究





次世代シークエンサーの登場より可能になった全エクソーム解析や全ゲノム解析といったゲノム網羅的な解析手法は，単一遺伝子病を含む稀少遺伝疾患の診断にとっては不可欠なものになっている．この解析を可能にしたもうひとつの重要な要素は，関連したデータベースの整備である．これまでも遺伝医学は常にデータベースによる大規模な情報共有とともに発展してきた．稀少疾患ゲノム解析も同様であり，ヒトゲノム参照配列はもちろんのこと，遺伝子情報，他の生物との比較ゲノム情報，そして各地理的集団における多型情報データベースの成果を受けて可能になってきた．

　しかしながら，現状での限界も明らかになってきている．小児稀少・未診断疾患イニシアチブ（IRUD-P）における我々の施設での約200家系600人の全エクソーム解析経験では，対象症例が既知の症候群としての診断に至る割合はその約3割にとどまっている．残り7割の診断が困難な症例には，完全に未報告の極めてまれな疾患や，既知症候群の非典型症例であった場合が含まれうる．また従来の短鎖シークエンサーではなく長鎖シークエンサーでなければ検出できないゲノム変異が原因であった場合もありうる．この「診断3割の壁」を克服するためには，さらに幅広い臨床情報をコンピューター可読な形で共有したうえで，それを活用した解析方法の開発が不可欠である．本発表では，稀少疾患の解析に関する国内データベースの現状，また国際的な臨床情報の機械学習による稀少疾患診断補助システムの現状についても紹介したい．

【利益相反】なし





Information sharing enables rare disease genome analysis




○Mishima H

Dept Human Gen, Atomic Bomb Dis Inst, Nagasaki Univ





Genome analysis of rare diseases including monogenic disorders, such as whole exome and whole genome sequencing using massively parallel sequencing technologies, are essential for their diagnosis. Another indispensable factor of the analysis is enriched databases. Genome medicine always has been developing with information sharing using databases. Rare disease genome analysis also has been developing with databases including human reference genome, gene prediction, comparative genomics, and polymorphism of multiple geographical populations.

Rare disease genome analysis, however, faces its limitation. In our experience in the Initiative on Rare and Undiagnosed Diseases in Pediatrics（IRUD-P）to analyze whole exome of 600 individuals from 300 families, only 30％ of cases has been successfully diagnoses as known genomic diseases. Last 70％ undiagnosed cases potentially include previously unreported extremely rare diseases and known diseases with nontypical symptoms. Diseases caused by mutations only detectable not by usual short-read sequencers but by recent long-read sequencers may be included by the latter. To overcome the “30％ limit of diagnosis”, sharing of computer-readable clinical information and development of analysis methods to utilize the information is essential. The author will introduce status of domestic databases and a diagnosis assistance system for rare disease using machine-learning of international clinical information.

Conflict of Interest: none
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次世代シークエンサーを用いた骨格系細胞における遺伝子発現制御機構の解析




○大庭　伸介

東大　院医　疾セ・臨床医工学





組織形成過程の分子メカニズムを正しく理解し，分化・再生誘導刺激のヒントを得ることが組織再生療法への近道であると考えられる．この観点から，我々は，次世代シークエンサーを用いたゲノムワイド解析（クロマチン免疫沈降シークエンスーChIP-seq）や遺伝子発現プロファイリングを通じて，骨格形成においてマスター転写因子群が形成する遺伝子発現制御機構とエピゲノムを理解しようと研究を進めている．その結果，骨格形成のマスター転写制御因子であるSox9とSp7の結合領域，結合様式，候補標的遺伝子に関するゲノムワイドな情報を取得し，それらの特徴的な作動様式と進化的意義を提唱するに至った（Cell Rep, 2015; Development, 2016; Dev Cell, 2016）．また，軟骨内骨化においては，前肥大・肥大軟骨細胞から分泌されるインディアンヘッジホッグ（Indian hedgehog－Ihh）が骨芽細胞への運命決定に必須であることに着目し，Ihh遺伝子周辺のエピゲノム状態を解析することで，Ihhの転写に関わる遠位エンハンサーの同定にも取り組んでいる．現在までに，エピゲノム解析から見出された候補エンハンサー領域がIhh発現細胞で特異的に活性化されていること，そしてSox6とSox9がこの領域に結合することを示唆するデータを得ている．本発表では，一連の知見を紹介しながら，こうした研究手法の限界や今後の展望についても議論したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Analyses of skeletal gene regulatory landscape using next-generation sequencers




○Ohba S

Dept Clin Biotech, CDBIM, Univ Tokyo Grad Sch Med





Correct understanding of molecular mechanisms underlying tissue formation leads to the development of efficient strategies for tissue regeneration, allowing us to choose appropriate differentiation/regeneration-inducing stimuli. From this viewpoint, we have been studying epigenome and gene regulatory network, with which master transcriptional regulators are intertwined during skeletal formation. Here we take advantage of genome-wide analyses using next-generation sequencers, i.e., chromatin immunoprecipitation-sequencing（ChIP-seq）and transcriptional profiling. Genome-wide information on binding sites, binding manners, and potential target genes led us to propose distinct modes of action of Sox9 and Sp7, which are master regulators in skeletal formation（Cell Rep, 2015; Development, 2016; Dev Cell, 2016). Given that Indian hedgehog（Ihh), which is expressed in prehypertrophic and hypertrophic chondrocytes, is required for osteoblast specification during endochondral ossification, we are currently working on the identification of distal enhancers regulating Ihh transcription through epigenomic profiling. Data obtained so far suggest that a candidate enhancer is active exclusively in Ihh-expressing cell population during skeletal development, and Sox6 and Sox9 bind to the enhancer. This presentation will review these data, offering discussion on limitation and future perspective of the genome-wide approach.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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遺伝子解析を用いたGolrin症候群メカニズムの検討




○小野寺晶子1，齋藤　暁子1，中村　　貴1，小崎健次郎2，東　　俊文1

1東歯大　生化，2慶大　医　臨床遺伝学セ





口腔顎顔面領域には多くの先天性遺伝性疾患の存在が知られている．その1つであるGorlin症候群（基底細胞母斑症候群; OMIM:109400）はHedgehog(Hh)受容体であるPTCH1を責任遺伝子とする疾患である．PTCH1はHh情報伝達抑制因子のため，同遺伝子変異はHh経路の恒常的活性化をもたらし，多彩な症状を引き起こす．しかし責任遺伝子の変異形式と表現系の関連は詳細にはよく分かっていない．近年PTCH1以外のHh情報経路遺伝子異常がGorlin症候群を引き起こす可能性が示されたため，PTCH1を含めたHh関連遺伝子含めた網羅的遺伝子解析を行った．変異解析した4症例ではPTCH1遺伝子変異が検出され，またHh関連遺伝子解析ではうち3症例において他のHh受容体であるPTCH2,BOCいずれかでタンパク質機能異常を有する可能性のあるミスセンス変異が検出された．Hh経路のターゲット遺伝子であるGLI1 mRNAはこれらの遺伝子変異を持つ患者由来線維芽細胞で異なる活性化を示したことから，PTCH1以外のHh受容体における変異を検出することも症候群のメカニズムを解明するうえで重要であると考えられた．現在はGLI1の発現量変化と症状との関連を解明するため患者由来線維芽細胞より樹立した疾患iPS細胞を用いた疾患モデル樹立を試みている．次世代シークエンサー（NGS）を用いた遺伝子解析やiPS細胞を用いた病態メカニズムの検討は，一人ひとりの患者に最適な治療を選択する「プレシジョン・メディシン」（高精度医療）への応用に大きく役立つと期待される．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Multi-layered mutation in hedgehog-related gene in Gorlin syndrome




○Onodera S1, Saito A1, Nakamura T1, Kosaki K2, Azuma T1

1Dept Biochem, Tokyo Dent Coll，2Cent for Med Genet, Sch Med Keio Univ





Gorlin syndrome is a genetic disorder of autosomal dominant inheritance that predisposes the affected individual to a variety of disorders that are attributed largely to heterozygous germline patched1（PTCH1）mutations. Hedgehog pathway encompasses a wide variety of cellular signaling cascades, which involve several molecules; however, no associated genotype-phenotype correlations have been reported. Recently, mutations in Suppressor of fused homolog（SUFU）or PTCH2 were reported in patients with Gorlin syndrome. These facts suggest that multi-layered mutations in hedgehog pathway may contribute to the development of Gorlin syndrome. Alteration in PTCH1 was detected in each individual. Three individuals have other Hh receptor, PTCH2 or BOC missense mutation which may induce function abnormality. GLI1 mRNA which was one of the target of Hh pathway of patient fibroblast showed higher expression than healthy control although the expression of each individual showed different Hh activity, suggesting that detection of PTCH1 and other Hh related genes mutation may be important in elucidating the mechanism of Gorlin syndrome.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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歯周炎のマイクロバイオーム解析




○石原　和幸

東歯大　微生物





慢性歯周炎，根尖性歯周炎は，感染症である．これらの疾患の病因については以前から解析されているが，いまだ明らかにされていない．その解明を困難にしている原因としては，病巣に認められる菌種に常在菌が含まれるため検出される菌種が多い点が上げられる．ヒト口腔からは700種を越す菌種が検出されており，個人の口腔内でも200種程度の菌種が存在する．病巣から検出される多数の菌種のうち，どのような菌種が病因と関わっているかについては未だ不明な点が多い．さらに，近年では，Filifactor alocis, Synergistetesのような新たに歯周病原性が疑われる菌種が報告されると共にdisbiosisが慢性歯周炎の病因として重要な役割を果たすと考えられている．従来の培養による解析では，分離同定の煩雑さ，培養不可能な菌といった点から疾患部位の菌種を全ての菌種についてのデータを得ることができず，細菌叢を全体的に把握することが不可能であった．近年，次世代シークエンサーの進歩と共に菌叢全体の解析が可能になり，16 S rRNA pyrosequencing等の方法により，細菌叢全体を容易に把握できるようになっている．本演題では，根尖性歯周炎サンプルおよび慢性歯周炎サンプルを用いて次世代シークエンサーによって解析した病巣部の細菌叢のデータからどのような情報が得られ，従来の培養法と個々の菌種の病原性解析の組み合わせとくらべどのように異なった知見が得られるかについて考察する予定である．

【利益相反】利益相反状態にありません．





Microbiome analysis of periodontitis




○Ishihara K

Dept Microbiol, Tokyo Dent Coll





Chronic and apical periodontitis are infectious diseases whose etiologies have been investigated; however, they still remain unclear. The difficulty arises from the large number of bacteria, including indigenous bacteria, that are detected from the lesions. More than 700 taxa of bacteria have been detected in the human oral cavity and about 200 taxa of bacteria colonize individual oral cavities. Unfortunately, such large bacterial numbers in the lesions of these diseases cannot be completely characterized using culture techniques. Moreover, the bacterial types involved in these diseases have also not been thoroughly elucidated. Recently, periodontopathic bacteria, such as Filifactor alocis and those belonging to the phylum Synergistetes, have been newly reported along with dysbiosis as a major etiologic agent that causes chronic periodontitis. It is difficult to catalog the entire microbiome in lesions using culture techniques due to the labor-intensive nature of the work, as not all bacteria grow in culture. However, progress in next-generation sequencers enables us to investigate whole microbiomes, and the microbiomes in this study were investigated using 16 S rRNA pyrosequencing. Here, the information obtained from the 16 S rRNA pyrosequencing technique is discussed and compared against the data obtained from conventional culture techniques.

Conflict of Interest: None to declare
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歯科インプラントの表面改質が細胞接着様態に与える影響




○鮎川　保則

九大　院歯　口腔機能修復　インプラント・義歯補綴





歯科インプラントの開発や改良は企業主体で進められたこともあり，消費者である臨床家に訴求しやすい「埋入後できるだけ早期に固定が得られる」ことを重点に置いて開発が進んできた傾向がある．その結果，Brånemarkらが発表した当初はインプラント埋入後6ヵ月の安静期間を求められたが，現在のインプラントでは同じ純チタンを用いていても1～1.5ヵ月の安静期間で十分とされ，症例を選択すれば埋入後即時加重を安全に実施可能となっている．一方で，インプラントは10年単位の超長期間安定して機能することを求められ，実際に20年以上安定的に機能することも一般的であることを背景に，初期固定の可及的早期獲得競争は一段落し開発の軸足が超長期間の維持安定が可能なものへとシフトしつつある．このことを考えるとき，比較的多く見られるインプラントの偶発症のうち撤去に至る可能性が最も高いものはインプラント周囲炎であるため，インプラント周囲炎を防ぐことはインプラントの長期維持に効果的と考えられる．

　インプラント周囲軟組織の封鎖性は天然歯と比較してかなり劣っていることが報告されている．この封鎖性を向上させればインプラント周囲炎に対して抵抗力があるインプラント周囲軟組織が構築できると考えられるため，これまで我々は封鎖性を向上可能なインプラントの表面改質について研究してきた．本講演ではその一端を報告したい．また，現在市販されているインプラントの表面形状，性状は多種多様であるが，前述のようにそれらのほとんどは骨との親和性を主眼に置いたものであり，軟組織に対する影響ははっきりしない．本講演では現在一般的なインプラント表面形状に対する軟組織の親和性についてもあわせてディスカッションしたいと考えている．

【利益相反】本発表において開示すべきCOIはありません．





Surface modification of dental implant for soft tissue sealing




○Ayukawa Y
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Upon demand of clinicians, dental implant has been developed from the viewpoint of the acceleration of osseointegration. As a result, modern implant can be used even in the immediate loading protocol. On the other hand, the prevention of peri-implantitis, which is one of the most fatal problems to lead the failure of implant treatment, is also important because dental implant is expected to function for a long time in the oral cavity.

　Since peri-implant soft tissue sealing is reported to be weaker than that around tooth, the improvement of this sealing may have some impact on the prevention of peri-implantitis. In the present lecture, I would like to present the surface modification of titanium for the enhancement of peri-implant soft tissue sealing. In addition, despite recent implants having characteristic surface finishes for the promotion of osseointegration, these finishes are not necessarily promotive for soft tissue sealing. The affinity of soft tissue for modern surface finishes of dental implant will be included in my topic.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this presentation.
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間葉系幹細胞によるインプラント周囲軟組織封鎖性の改善




○熱田　　生

九大　院歯　口腔機能修復　インプラント・義歯補綴





歯科インプラント治療は歯牙欠損患者に対する最も有効な補綴治療の選択肢となっている．1960年代にBrånemark博士らによって「オッセオインテグレーション」というチタンー骨の結合に関する概念が提唱されて以来，多くの研究が重ねられ現在のインプラント治療は確固たる地位を獲得している．しかし長期経過症例に目を向けたとき依然解決されるべき問題が残されているようにも思える．

　その中でも注目すべきはインプラント周囲軟組織の存在であろう．インプラント周囲における軟組織は天然歯と類似した封鎖構造を有するにも関わらず明らかに脆弱である．インプラント周囲粘膜は感染リスクの高さに加え，生じた炎症は天然歯周囲と比較して容易に骨へと波及しインプラントの支持骨を吸収させる．そのため細菌性の感染に対する局所防御の改善こそが周囲炎や粘膜退縮を防止し長期にわたるインプラント治療の成功に貢献出来るのかもしれない．

　今までもインプラント周囲における軟組織封鎖性の向上を目指した研究は数多くなされてきた．ただコスト面や安全性の点で臨床応用まで多少の距離があるのも事実である．そこで本実験では，間葉系幹細胞(MSC: Mesenchymal Stem Cells)によりインプラント治療の長期機能維持を目指すこととした．MSCはその高い増殖能と幅広い分化能から再生治療における細胞の供給源となる一方，炎症などを調整する細胞制御能から自己免疫疾患などの治療法として歯科領域でも注目されている．そこでこの幹細胞をインプラント周囲に応用し，上皮封鎖性の向上に有効性を明らかとし，臨床応用への可能性を模索するものである．

【利益相反】本発表において開示すべきCOIはありません．





The effect of systemically-administered mesenchymal stem cells for peri-implant mucosa




○ Atsuta I
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Dental implant therapy is one of the most important prosthodontic options for edentulous patients. Dental implants based on the concept of “osseointegration”, a term explaining the fixation of a titanium implant in the bone, have shown dramatic continual improvement. However, the peri-implant tissue is always exposed to the possibility of inflammation because the titanium body penetrates into the oral mucosa. Actually, the peri-implant tissue has many close similarities to normal gingiva, but many reports have noted that the ability of the peri-implant epithelium to seal against the oral environment is poor. Therefore, the improvement of local defense in mucosa is strongly expected to enable successful outcomes in oral implant patients.

　In this study, we have attracted attention to mesenchymal stem cells（MSCs), because these cells generate a great deal of interest in many clinical settings, including immuno-modulation and tissue engineering, where studies have demonstrated the feasibility of transplanted MSCs becoming a new mode of cellular therapy. However, the relationship between MSC-based therapy and PIE-implant interface sealing is not well understood. The hypothesis of the present study was that systemic MSCs accumulate around the implant in the early stage and promote PIE formation and soft tissue attachment to the implant surface.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this presentation.
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骨に学ぶ：炭酸アパタイト骨補填材の開発と臨床応用




○都留　寛治1，石川　邦夫2

1福歯大，2九大





骨組成はアパタイト結晶中に炭酸基を含む炭酸アパタイトであるが，粉末は炎症反応を惹起するため，人工骨補填材として臨床応用するためにはブロック状あるいは顆粒状とする必要がある．一方，炭酸基を含む炭酸アパタイトは熱分解を受けやすいため，生体には存在しない水酸アパタイトが典型的な人工骨補填材として臨床応用されてきた．しかしながら，水酸アパタイトは自家骨と比較して骨伝導性に劣り，骨に置換されることもないという問題があった．我々は炭酸カルシウムブロックを前駆体として用い，リン酸塩水溶液中で溶解―析出型組成変換反応によって組成を炭酸アパタイトに変換する手法を見出した．

　炭酸アパタイトの優れた骨伝導性と骨への置換の機序を解明するため，材料表面で破骨細胞を培養したところ，水酸アパタイトでは吸収窩が認められなかったが，炭酸アパタイトでは破骨細胞性吸収が認められた．このことから炭酸アパタイトの骨への置換は破骨細胞性吸収に起因することがわかる．また，破骨細胞から骨芽細胞への細胞間情報伝達が骨伝導性に寄与していることがわかった．次に破骨細胞の影響を排除して材料細胞間情報伝達を解析するため，ヒト骨髄細胞の分化を解析したところ，水酸アパタイトと比較して炭酸アパタイト表面で培養すると骨芽細胞への分化が上方制御されていた．すなわち，炭酸アパタイトの高い骨伝導性は細胞間情報伝達だけでなく，材料細胞間情報伝達にも起因していることがわかった．

　骨組成に学び調製した炭酸アパタイトは，骨と同様に骨リモデリングに調和するため，高い骨伝導性を示し，骨に置換されると考えられる．本講演では海綿骨の連通多孔体構造にも学んだ炭酸アパタイトハニカムについても併せて紹介する．

【利益相反】なし





Learn from natural bone : Fabrication of carbonate apatite bone substitute and its clinical application




○Tsuru K1, Ishikawa K2

1Fukuoka Dent Coll, 2Kyushu Univ





Inorganic component of natural bone is carbonate apatite（CO3Ap）including carbonate ions in apatitic crystal structure. For the clinical application as the artificial bone substitute, block- or granular- type CO3Ap should be fabricated because even powder-type CO3Ap induces inflammation. Thermal stability of CO3Ap is low so that sintered hydroxyapatite（HAp: not exactly the same inorganic component to bone）has been clinically used as a typical artificial bone substitute. However, osteoconductivity of HAp is inferior to that of natural bone and HAp is hardly resorbed by osteoclasts. We found that CO3Ap block could be fabricated through dissolution-precipitation reaction of calcium carbonate block with phosphate solution.

　In order to understand the mechanism on superior osteoconductivity and replacement to bone, osteoclasts were seeded on both HAp and CO3Ap. As a result, HAp was not resorbed by osteoclasts but CO3Ap was. This result indicates replacement of CO3Ap to bone is due to csteoclastic resorption. It was also found that intercellular communication from osteoclasts to osteoblast contributed the osteoconductivity. Next, in order to examine material-cell interaction without the effect of osteoclasts, differentiation of human bone marrow cells（hBMCs）was investigated. CO3Ap upregulated osteoblastic differentiation of hBMCs when compared to HAp. Namely, not only intercellular communication but also material-cell interaction contributes the superior osteoconductivity of CO3Ap.
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歯周組織の構造・機能を包括的に再生するバイオハイブリッドインプラントの開発




○大島　正充

徳大　院医歯薬　顎機能咬合再建





超高齢社会を迎えた我が国において，歯の喪失や機能障害は増加の一途をたどっており，その本質的解決は国民の健康長寿に向けた重要な課題とされている．歯の喪失に対する口腔インプラントは，健全歯に侵襲を与えることなく咬合機能や審美性の回復が見込めることから，従来の歯科医療を大きく変革する治療にまで発展した．しかしながら，現在の口腔インプラントは，歯槽骨と直接結合するため，天然歯のような歯根と歯槽骨を連結する歯周組織が存在していない．そのため，天然歯が有する咬合緩衝能や移動能，知覚機能などの歯周組織の生理機能に関連した問題解決が必要とされてきた．次世代を担う再生医療技術の発展はめざましく，歯科領域においても，生体内に存在する幹細胞と組織工学技術を融合させたバイオハイブリッド型人工器官による歯科再生治療が期待されている．これらの背景から，歯周組織形成に重要な生物学的理解に立脚した幹細胞操作と組織工学技術の融合により，天然歯の歯周組織の解剖学的構造と生理機能を補填しうる次世代型バイオハイブリッドインプラントを開発することが強く望まれている．本研究グループは，胎児性のマウス歯小嚢組織とハイドロキシアパタイトインプラントを融合して口腔内に移植することにより，機能的な歯周組織を有するバイオハイブリッドインプラントの概念実証を示してきた．最近では，私たちはイヌモデルにおいて，成体由来の歯根膜組織と咬合メカニカルストレスの伝達を可能とする移植技術を開発しており，天然歯と同等の歯周組織構造を有する実用化型のバイオハイブリッドインプラントの実現可能性を見出した．本シンポジウムでは，バイオハイブリッドインプラント開発における現状について説明するとともに，将来の歯科再生治療の実現に向けた課題と展望について考察したい．

【利益相反】　本発表に関わる利益相反はありません．





Development of a novel bio-hybrid dental implant with fully functional periodontal tissue formation




○Oshima M

Dept Stomatognathic Funct and Occlusal Reconstruct, Inst Biomed Sci, Tokushima Univ Grad Sch





Osseo-integrated dental implant, which connects directly with alveolar bone, has been widely applied for the rehabilitation of tooth loss. However, by the absence of periodontal ligament（PDL）around dental implant, current dental implant systems are not adaptable to patients in the process of jawbone growth and to those patients with severe bone defects. The PDL plays essential roles in the absorption of occlusal loading and orthodontic tooth movement accompanied by bone remodelling, and it contributes to the functional cooperation among the teeth, masticatory muscles and temporomandibular joint under the control of central nervous system. It has been therefore expected to develop a fully functional dental implant that satisfies physiological and functional requirements, including bone remodelling, cooperation with the maxillofacial region and sensing of noxious stimulation through connection with PDL as a fibrous connected bio-hybrid organ. Our research group is developing for the bio-hybrid dental implant with fully functional periodontal tissue formation by using tissue engineering technologies. We have demonstrated the engraftment of bio-hybrid implant into jawbone and the restoration of physiological tooth function in animal models. In this symposium, we would like to discuss the challenges and prospects on the feasibility of bio-hybrid implant.

Conflict of Interest: There is no conflict of interest.
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インプラント材料に対するプラズマ処理の有効性




○三浦　　直
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インプラント材料に対する超親水性処理は，生体活性やオッセオインテグレーションを亢進すると言われている．超親水性の性質は，化学的処理の他に物理学的処理がある．生体材料に対する物理的処理法については，紫外線処理によるチタンの光触媒超親水性現象が報告された後，骨形成能に与える影響についても2000年に入ってから報告されるようになった．我々もプラズマによる超親水性現象を報告し，検討を続けている．今回は物理学的処理のうちプラズマ照射を中心に，インプラント材料に表面処理が制御される現象を紹介する．超親水性インプラントの骨反応，軟組織反応，抗菌性についても言及する．プラズマ処理により得られる超親水性は，大気中保存で急速に失われるが，水中保存では維持される．また，これらの結果はチタン表面に存在する炭素量，および表面水酸基の量にも影響される．その他インプラント材料に表面処理したときの，さまざまな生体反応における有効性のデータも当日提示する．超親水性表面は細胞接着性タンパクの吸着を促進し，細胞接着に大きな影響を与える．そして，骨形成に関しても，超親水性を示す表面は，骨組織接触部位において細胞の接着，増殖，分化にも有意に大きな値を示す．軟組織接触部位においては，上皮細胞接着分子であるヘミデスモゾームの構成タンパクのmRNAの発現や細胞接着および伸展の程度もプラズマ処理で高いことが明らかになっている．

光触媒作用は細菌付着抑制にも有効に作用している．材料表面上での歯周病原菌の付着生菌数に関して，プラズマ照射により，化学的処理と同等の付着抑制効果が得られることが明らかになっている．結論として，プラズマ処理によって得られる超親水化処理は，インプラント臨床に有効なツールになると考えられる．

【利益相反】ありません．





Effectiveness of plasma treatment on dental implant materials




○Miura T

Oral Health Sci Cent, Tokyo Dent Coll





Various surface modifications are introducing to enhance the bioactivity and osseointegration capability of dental implants. As a method of imparting super-hydrophilicity to the surface, there are physicochemical treatments. The photocatalyst phenomenon of titanium, and influence on a bone-forming ability have been reported since 2000. We introduce phenomena that the surface treatments are controlled to implant materials, mainly focusing on plasma irradiation; also refer to bone response, soft tissue response and antibacterial activities of super-hydrophilic implants. Data on effectiveness in various biological reactions when the plasma treatment is applied to implants are presented. The super-hydrophilicity promotes the adsorption of cell adhesive protein. It also shows a significantly effective value in cell adhesion, proliferation and differentiation on bone formation.

At the soft tissue contact site, it has been clarified that expression of mRNA encoding epidermal cell adhesion molecules, degree of cell adhesion, and cell spreading are also high after plasma irradiation.

The photocatalytic action is also effective in suppressing adhesion of bacteria. It has been clarified that the same suppressing effect on bacterial adhesion to the surface can be obtained by plasma irradiation, as by other chemical treatments. In conclusion, the surface modifications with super-hydrophilicity are promising methods for implant treatment that may enhance the biocompatibility.

Conflict of Interest: None.
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多能性幹細胞の分化システムとChIP-seqを駆使して骨芽細胞分化における転写制御を理解する




○大庭　伸介

東大　院医　疾セ・臨床医工学





次世代シークエンサーを用いたクロマチン免疫沈降シークエンス（ChIP-seq）や遺伝子発現プロファイリングは，ゲノムワイドな遺伝子発現制御機構とエピゲノム動態の解明に有効な手法である．生理的状態を反映したデータを取得するためには，初代細胞を用いることが最適である．我々もマウス初代細胞におけるChIP-seq，RNA-seqを通じて，骨芽細胞と軟骨細胞のマスター転写制御因子の作動様式を明らかにしてきた（Trends Genet, 2016）．しかしながら，特定の細胞集団を生体組織から特異的にかつ十分量取得することは大きな労力を要するため，生体に由来する特定の細胞集団におけるゲノムワイド解析はしばしば困難を伴う．一つの解決法は，組織の発生過程を模倣した多能性幹細胞からの分化誘導法を開発し，目的とする細胞集団を取得することである．そこで我々は，発生において重要なシグナル因子からヒントを得た4種類の低分子化合物を用いて，骨芽細胞の形成過程を段階的に模倣し，多能性幹細胞から無血清培地・無フィーダー下で高効率に骨芽細胞へ誘導する方法を開発した（Stem Cell Reports, 2014; Sci Adv, 2017）．現在，マウス胚性幹細胞の骨芽細胞分化誘導系におけるChIP-seq，RNA-seq解析を通じて，骨形成性シグナルの下流で働く転写制御因子の結合領域や作動様式の解析を進めている．本発表では，これらの知見を紹介しながら，骨芽細胞分化メカニズムの理解への還元の可能性について議論したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Understanding transcriptional regulation in osteoblasts by taking advantage of ChIP-seq in osteoblast differentiation system of pluripotent stem cells




○Ohba S

Dept Clin Biotech, CDBIM, Univ Tokyo Grad Sch Med





Chromatin immunoprecipitation sequencing（ChIP-seq）and transcriptional profiling using next-generation sequencers are powerful tools to elucidate epigenome dynamics and gene regulatory landscape; the use of primary cells enables to obtain data sets that represent physiological conditions. We have been clarifying modes of master transcriptional regulators' actions in osteoblasts and chondrocytes by ChIP-seq and RNA-seq on mouse primary cells（reviewed in Trends Genet, 2016). However, genome-wide analyses are often challenging on a specific cell population in vivo, when it is difficult to isolate enough amounts of the population from living tissues. One possible solution for this obstacle is to obtain population of interest from a pluripotent stem cell（PSC)-based differentiation system that reproduces developmental process. From this viewpoint, we have developed an osteoblast differentiation protocol of PSCs, in which four small molecules induce the differentiation under serum- and feeder-free conditions; the protocol mimics the osteoblast formation process in a sequential manner（Stem Cell Reports, 2014; Sci Adv, 2017). By ChIP-seq and RNA-seq on the PSC differentiation system, we are currently analyzing binding regions and binding modes of osteogenic transcriptional regulators. This presentation will review these data, offering discussion on potential contribution of our approaches to molecular understanding of osteoblast differentiation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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歯牙腫におけるWntシグナル依存的Sema3 Aの発現を介する増殖制御機構の解明




○藤井　慎介

九大　院歯　口腔病理





家族性大腸腺腫症におけるAPC遺伝子変異や遺伝子改変マウスにおける歯原性上皮特異的Wnt/β-catenin（Wnt)シグナルの活性化により，歯牙腫が発生することが報告されている．しかし，これまで，ヒト歯牙腫症例におけるWntシグナルの活性化および歯原性上皮におけるその機能については明らかにされていない．本研究は，歯牙腫におけるβ-cateninの発現とWntシグナルが歯原性上皮細胞および歯胚上皮発生過程に与える影響について検討することを目的としている．免疫組織学的に，β-cateninがヒト歯牙腫症例において歯原性上皮細胞の核および細胞質に高頻度に発現しており，Wntシグナルの活性化が示唆された．また，正常歯原性上皮細胞において，Wntシグナルの活性化によってその増殖能が抑制された．そこで，マイクロアレイ法を用いて，歯原性上皮細胞におけるWntの活性化により発現が抑制される因子として軸索伸張制御因子(Sema3 A)を同定した．歯原性上皮細胞においてWntシグナル依存的にSema3 AのmRNAおよびタンパク発現が抑制された．また，Sema3 Aの発現が歯原性上皮細胞の増殖に必要であることを見出した．一方，歯胚器官培養法におけるWntシグナルの活性化による歯胚上皮細胞の増殖抑制はSema3 A刺激により回復された．さらに歯胚上皮培養法を確立し，Wntシグナルの活性化によってbudding形成が促進することを見出した．これらの結果から，歯原性上皮においてWntシグナル依存的なSema3 Aの発現を介する増殖の制御が歯牙腫の発生に関与している可能性が示唆された．本シンポジウムでは，病理組織標本の検討から培養細胞および組織器官培養を用いて歯胚発生を制御する分子基盤の一端を明らかにするアプローチについて紹介したい．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Wnt/β-catenin signaling, which is activated in odontomas, supresses Sema3 A expression to regulate odontogenic epithelial cell proliferation and tooth germ development




○Fujii S

Oral Pathol, Grad Sch Dent, Sect Kyushu Univ





Odontomas are thought to be developmental anomalies of tooth germ, which frequently occur in patients with familial adenomatous polyposis involving activation of Wnt/β-catenin signaling. However, the roles of Wnt/β-catenin（Wnt）signaling in odontomas or odontogenic cells remain to be clarified. The current study was conducted to investigate the expression of β-catenin in odontomas and the function of Wnt/β-catenin signaling in odontogenic epithelial cells and tooth germ development. Immunohistochemically, β-catenin was frequently accumulated in the nucleus and/or cellular cytoplasm of remaining odontogenic epithelial cells in human odontoma specimens. Activation of Wnt signaling inhibited odontogenic epithelial cell proliferation and tooth germ development, while inducing epithelial bud formation. We identified Semaphorin 3 A（Sema3 A）as a downstream molecule of Wnt signaling using DNA microarray analysis and showed that Wnt signaling-dependent reduction of Sema3 A expression resulted in suppression of odontogenic epithelial cell proliferation. Novel developed epithelial tooth bud culture system revealed that Sema3 A expression is required in epithelial budding morphogenesis. These results suggest that Wnt signaling negatively regulates odontogenic epithelial cell proliferation and tooth germ development through decreased-Sema3 A expression, and aberrant activation of Wnt signaling may be associated with the formation of odontomas.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interest associated with this manuscript.
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唾液腺におけるWntシグナル依存性新規前駆細胞の同定と機能解析




○松本　真司1，廣田　　傑1, 2，菊池　　章1

1阪大　院医　分子病態生化，2広大　院医歯薬保健　顎口外





唾液腺は唾液を産生する腺房と唾液を輸送する導管から構成される．私共はこれまでに，胎生期唾液腺形成過程において，Wntシグナルが未分化な遠位側前駆細胞（end bud）の増殖と近位導管側への移動を誘導することで腺房と導管の両構造の形成を制御する仕組みを明らかにしてきた．一方で，成体唾液腺の傷害にともなう腺房・導管形成におけるWntシグナルの役割と唾液腺幹/前駆細胞に与える影響については明らかではない．成体マウスから唾液腺上皮を単離後，マトリゲル内で三次元培養すると，継続的に維持可能な唾液腺オルガノイドを形成する．唾液腺オルガノイドにWntシグナルの活性化因子であるR-spondin1(Rspo1)を作用させるとオルガノイドの増大と細胞増殖の活性化が強く誘導されることを見出した．さらに，マウスの顎下腺導管の結紮による唾液腺傷害モデルにオルガノイドを移植したところ，Rspo1を作用させたオルガノイドのみ効率よく細胞が定着することが明らかになった．Rspo1を作用させた唾液腺オルガノイドでは，腺房マーカーであるAqp5や導管マーカーであるKrt19の発現が減少するだけでなく，既知の唾液腺幹細胞マーカー群の発現も低下していた．これらの結果から，Wntシグナルによって成体唾液腺の増殖や傷害修復に関わる未知の未分化細胞が誘導される可能性が示唆された．そこでマイクロアレイ解析を行い，Wntシグナル依存的に発現する新規標的遺伝子としてAqp3を同定した．Aqp3は成体唾液腺において，導管基底細胞のごく一部に発現しており，導管結紮による傷害修復時にはAqp3陽性細胞が著しく増加することが明らかになった．本シンポジウムでは，新規のWnt依存性前駆細胞としてAqp3陽性細胞に着目し，成体唾液腺の傷害にともなう腺房・導管形成における意義と胎生期器官形成との関連性についても議論したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Identification and functional analysis of Wnt-dependent novel progenitor cells in salivary gland




○Matsumoto S1, Hirota S1, 2, Kikuchi A1
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The salivary glands（SG）are exocrine glands and consist of secretory acini and ducts. We have shown that Wnt signaling at the early stage of SG development expands distal end bud progenitors and promotes the contribution of end bud cells to duct formation. However, the involvement of Wnt signaling in acini/duct formation during tissue repair in adult SG remains to be clarified. R-spondin1（Rspo1), an agonist of Wnt/β-catenin signaling, promoted the proliferation of organoids derived from adult SG. SG organoids treated with Rspo1 can generate acini/duct structures in vivo when SG organoids are transplanted into injured SG tissue. Rspo1 treatment decreased not only differentiation marker such as Aqp5 and Krt19 but also stem/progenitor marker CD29, CD49 f, and CD117. These results imply that Wnt signaling induces undefined proliferative progenitor cells in SG organoids. Using microarray analysis, we identified Aqp3 as novel downstream gene of Wnt/ß-catenin signaling induced by Rspo1. Aqp3 was expressed in rare cells in basal layer of adult SG ducts, and Aqp3-positive cells were remarkably increased during tissue repair process of SG. These results suggest that Wnt signaling induces Aqp3-positive novel amplifying progenitor cells, resulting in extensive in vitro growth and enabling in vivo tissue expansion of SG cells.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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骨格筋幹細胞の静止期・未分化維持メカニズム




○深田宗一朗

阪大　院薬　筋幹細胞創薬プロジェクト





骨格筋は我々の体重の3～4割を占める組織であり，筋線維と呼ばれる多核の細胞により主に構成されて，心筋とは異なり骨格筋は生後も優れた再生能力を有している．その再生能力を可能としているのが筋サテライト細胞と呼ばれる骨格筋幹細胞の存在である．筋線維と異なり筋サテライト細胞は単核の細胞であり，哺乳類以外の脊椎動物以外やショウジョウバエにも筋サテライト細胞様の細胞が存在している．筋サテライト細胞が存在しないと筋再生は全くおきない．また，老化に伴い筋サテライト細胞は減少し，筋再生能力が低下する．そのため，骨格筋の恒常性維持のためには，筋サテライト細胞を維持するメカニズムの解明が必須である．我々は，休眠状態の筋サテライト細胞に特異的に発現している分子として，カルシトニン受容体を同定し，検討を行ってきた．カルシトニン受容体と破骨細胞の研究は有名であるが，我々は筋サテライト細胞特異的なカルシトニン受容体欠損マウスを作成・解析することで，カルシトニン受容体が筋サテライト細胞の休止期維持に生理的に働くことを報告してきた1．現在，我々は筋サテライト細胞におけるカルシトニン受容体の下流シグナルに着目し検討を進めている．本発表では，カルシトニン受容体を中心とした筋サテライト細胞維持の分子基盤メカニズムについて発表させて頂きたい．

1Yamaguchi, M. et al, Cell Rep., 2015, 13: 302-14

【利益相反】利益相反状態にはありません





Molecular mechanism underlying maintenance of the dormant state in muscle stem cell




○Fukada S

Project Muscle Stem Cell Biol, Grad Sch Pharma Sci, Osaka Univ





Skeletal muscle is composed of multinuclear cells, myofibers. In contrast with heart, skeletal muscle has a great regenerative ability even in adulthood, which completely depends on muscle stem cells, also known as muscle satellite cells. During aging, muscle stem cell number is decreased, which results in the reduced regenerative ability of skeletal muscle. Therefore, maintenance mechanisms of muscle stem cell have been considered to be critical for the homeostasis of skeletal muscle. We have focused on Calcitonin receptor which are the key molecules regulating the dormant state of muscle stem cell. Currently, our interest is the downstream pathways of Calcitonin receptor. Here, I would like to present and discuss our data showing unexpected results of Calcitonin receptor signaling in muscle stem cell.

Conflict of Interest: I have no Conflict of Interest to declare.
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維持メチル化反応を担うDNAメチルトランスフェラーゼ1の構造生物学




○竹下　浩平

理研RSC，阪大蛋白研





哺乳動物において，DNAのメチル化はCpG配列に見られる修飾であり，細胞増殖，細胞分化，ゲノム刷り込み，X染色体活性化などに関わる主要なエピジェネティクスの1つである．したがって，DNA複製後にも，DNAメチル化模様は親細胞から次世代細胞へ継承される必要があり，この反応を担うタンパク質がDNAメチルトランスフェラーゼ1（Dnmt1）である．一般的にDNAのメチル化反応はメチラーゼドメインとそれに結合するメチル化供与体であるS-アデノシルーL-メチオニンにより触媒され，このメチラーゼドメイン配列は生物種間で高く保存されている．しかしながら，Dnmt1はDNA複製直後に生成される片方がメチル化されたDNAを認識し，その位置に正確にメチル基を修飾することでメチル化模様を継承するため，メチル化されていないCpG配列に新規にメチル基を修飾するメチルトランスフェラーゼとは，基質認識機構を含めた反応機構が異なっていると考えられる．従って，何故，Dnmt1のみが維持メチル化反応を可能にしているのか不明な点が多く残っていた．そこで我々はDnmt1の維持メチル化反応機構の理解に迫るために，マウス由来のDnmt1の原子分解能での3次元構造の決定を行った．この構造情報からDnmt1は多段階反応的に維持メチル化反応を行っていることが示された．本シンポジウムではDnmt1の原子構造に基づく維持メチル化反応機構について最近の研究成果を含め発表する．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Structural biology of maintenance methylation by DNA methyltransferase 1




○Takeshita K

RIKEN-RSC, IPR Osaka Univ.





In mammals, DNA methylation is one of the major epigenetic modifications at the fifth position of cytosine in CpG sequences, which contributes to development, differentiation, genome imprinting, and X-chromosome inactivation. Once the methylation patterns are established, they are inherited to the next generation during DNA replication by the maintenance-type DNA methyltransferase 1（Dnmt1). In generally, the methylation reaction is catalyzed by a methylase domain with S-adenosyl-L-methionine as the supplier of the methyl group. The catalytic domains are highly conserved across species. However, Dnmt1 must recognize the hemi-state methylated CpG just after DNA replication, although de novo-type methyltransferases recognize non-methylated CpG. Moreover, Dnmt1 consists of catalytic domain and other multi domains. For understating of maintenance methylation, we determined the three-dimensional structure of Dnmt1 at atomic resolution. This structural information proposed that maintenance methylation is a multistep process accompanied by structural changes. In this session, I will present the maintenance methylation mechanism by Dnmt1 including recent studies.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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組織学的知見からみる骨改造




○長谷川智香1，宮本　幸奈2，網塚　憲生1

1北大　院歯　硬組織発生生物，2国際医療福祉大　熱海病院





骨組織は，破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成によって，絶えず骨改造（骨リモデリング）を受けている．正常状態での骨リモデリングは，破骨細胞と骨芽細胞の間に存在する情報伝達機構，すなわち，カップリングによって，骨吸収と骨形成のバランスが保たれていると考えられている．カップリングの機序は，骨吸収時に骨基質から放出されるTGFβやIGFなどのカップリング因子が周囲の骨芽細胞を活性化する説，あるいは，細胞膜上に存在するカップリング因子を介した破骨細胞と骨芽細胞の細胞間接触による説などが提唱されてきた．我々は，カップリング機序解明の一助として，破骨細胞が存在しないc-src, c-fos, Rankl遺伝子欠損マウスを組織学的・微細構造学的に解析し，骨リモデリングにおける骨形成は，破骨細胞の骨吸収時に骨基質から放出される因子などではなく，破骨細胞と骨芽細胞との細胞間接触などを介した作用，すなわち，破骨細胞の存在そのものが重要である可能性を推察している．本シンポジウムでは，骨リモデリングにおける破骨細胞・骨芽細胞の組織学的知見をご紹介したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Histological assessment of bone remodeling




〇Hasegawa T1, Miyamoto Y2, Amizuka N1

1Deve Biol Hard Tissue, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 2Atami Hosp, Int Univ Health Welfare





In a physiological state, bone formation is coupled with bone resorption during the process of normal bone remodeling, which continuously takes place along the surface of bone, with resorption preceding formation. Some growth factors, e.g., TGFβ and IGFs, have been assumed to serve as a coupling factor by being released from bone matrix. Other cellular mechanism of cell coupling from osteoclasts to osteoblastic cells can be additionally hypothesized, for instance, by mediating the secretion of coupling factors, or by binding of the membrane-bound coupling factors. It is still veiled which manners of cell coupling, release of coupling factors from bone matrix, or secretion and/or membrane-bound coupling factors would activate osteoblastic cells. In order to provide a clue for understanding how osteoclasts couple with osteoblastic cells, it seems preferable to histologically examine the osteoblastic activities of mice in which osteoclasts are deficient or dysfunctional for bone resorption as seen in c-src, c-fos and Rankl deficient mice. We will introduce our recent works on cellular interaction during bone remodeling.

Conflict of Interest: The authors declare no conflicts of interest associated with this manuscript
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歯髄幹細胞による骨再生




○山座　孝義，園田聡一朗，久木田敏夫

九大　院歯　分子口腔解剖





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

　歯髄幹細胞は永久歯や乳歯の歯髄より単離される間葉系幹細胞である．現在までに歯髄幹細胞は象牙質／歯髄複合体の再生のみならず，骨欠損や自己免疫疾患，脊髄損傷などへの疾患治療効果が報告されており，将来歯髄幹細胞を用いた再生治療への応用が大いに期待されている．

　骨の再生は，歯周炎による歯槽骨吸収や抜歯窩などの小さな骨欠損から，口腔ガンの手術による顎骨切除後の大きな骨欠損に応用が期待される．また，高齢化社会の進行とともに，一次的ならびに続発的に生じる骨粗鬆症やガンの骨転移においても，その再生医療学的手法が期待されている．

　本シンポジウムでは，現在までに我々がモデル動物において行ってきたヒト歯髄幹細胞を用いた，局所的ならびに全身的投与における骨再生効果について，またそのメカニズムについて議論を進める予定である．

【利益相反】なし．





Dental pulp stem cell-based bone regeneration




○Yamaza T, Sonoda S, Kukita T

Dept Mol Cell Biol and Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent Sci





It has been focused on stem cell-based regenerative medicine to treat various human diseases. Since transplantation of hematopoietic stem cells（HSCs）show a gold standard and superior method to treat leukemia, anaplastic anemia and autoimmune diseases, HSCs are only post-natal tissue stem cells to use widely in medicine. Mesenchymal stem cells（MSCs）are one of post-natal tissue stem cells and isolated from several connective tissues such as bone marrow, adipose tissue and teeth. Dental pulp-derived stem cells are a subtype of MSCs and isolated from human dental pulp tissues of permanent and deciduous teeth. Recent advantages provide us a promising feature of dental pulp-derived stem cells in regenerative medicine. In this symposium, we will provide our recent studies regarding dental pulp stem cell-based bone regeneration and discuss about the future application.

Conflict of Interest: There is no conflict of interest in this presentation.
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破骨細胞が産生するカップリング因子




○竹下　　淳

国立長寿医療研究セ　運動器疾患研究部　骨代謝制御





骨吸収から骨形成へのカップリングは，骨リモデリングを制御する極めて重要なメカニズムの一つである．近年，カップリング因子の実体が分子レベルで明らかになりつつある．すなわち，骨吸収により骨基質から遊離される液性因子，破骨細胞が産生するクラストカインや膜結合型リガンドなどが骨芽細胞に作用し骨形成を促進することでカップリング因子として作用することが報告された．我々は，これまでに破骨細胞が産生し骨形成を促進する制御因子としてCthrc1と補体成分C3 aを同定し，マウスの遺伝学とRANKL投与によるカップリング機能の評価系を用いてカップリング因子であることを実証した．また，Cthrc1の受容体としてWaif1を同定し，Waif1が骨形成と骨吸収の両方を制御することを明らかにした．さらに，骨芽細胞特異的Waif1ノックアウトマウスの骨解析により破骨細胞特異的Cthrc1 KOマウスと同様にRANKL投与後の骨量回復が障害されることを明らかにし，骨リモデリングにおけるCthrc1/Waif1経路の重要性が示唆された．一方，破骨細胞の前駆細胞であるマクロファージを生体内から除去すると骨形成が抑制されることが報告されているが，詳細なメカニズムについてはわかっていない．そこで，我々はカップリング機能の新たなメカニズムの一つとしてマクロファージの直接関与を仮定し，マクロファージの培養上清中に骨芽細胞の遊走活性を検出し，原因因子を同定した．本シンポジウムでは，我々がこれまでに同定したカップリング因子の骨代謝制御機構について概説したい．

【利益相反】利益相反状態にありません．





Osteoclast-producing coupling factors




○Takeshita S

Sect Bone and Mineral Metabolism, Dept Bone and Joint Dis, Natl Cent for Geriatr and Gerontol





The coupling of bone formation to the preceding resorption is the most important process during bone remodeling. It had been proposed to be regulated by putative coupling factors which stimulate bone formation. Recently, several coupling factors, which are matrix-derived cytokines, soluble factors（so-called “clastokines”）and membrane-bound ligands of osteoclasts, have been identified. We have identified Cthrc1 and C3 a which were expressed in mature osteoclasts and demonstrated them as coupling factors by using mouse genetics and an in vivo evaluation system for coupling function by RANKL injections. We next identified Waif1, as a receptor for Cthrc1, which is expressed on osteoblasts and regulates both bone formation and resorption. Osteoblast-specific Waif1 KO mice exhibited impaired bone mass recovery after RANKL injections, phenocopying osteoclast-specific Cthrc1 KO mice. These results provide an important function of Cthrc1/Waif1 signaling in bone remodeling. Now, we focus on macrophage function during bone remodeling because of the report that depletion of macrophages reduces osteoblastic bone formation by unknown mechanisms. Then, we found a chemotaxis activity of stromal ST2 cells in the culture supernatant of macrophages and identified its factor. In this symposium, I would like to summarize the mechanisms of such coupling factors.

Conflict of Interest: The author declares no competing financial interests.












UDS09-4

破骨細胞の骨形成シグナルにおける重要性




○宇田川信之

松歯大　口腔生化





骨組織においては，破骨細胞による骨の吸収と骨芽細胞による骨の形成が絶え間なく繰り返されている．この骨吸収と骨形成のカップリングにより，力学的なストレスに耐えられる弾力性を有する新しい骨組織が形成される．近年，分子レベルで骨吸収と骨形成に関する研究が進み，さまざまなホルモン，サイトカイン，転写因子の作用機構の詳細が明らかとされ，骨リモデリング制御機構を説明するための重要な実験結果が蓄積してきた．

　古典的な骨リモデリング制御機構としては，破骨細胞が骨基質中のTGF-βを掘り出し，骨芽細胞を活性化するというものである．このTGF-βストーリーに加えて，骨芽細胞由来の破骨細胞分化抑制因子であるSema3 aやオステオプロテゲリンの作用が骨リモデリングにおいて重要であるとする研究も報告された．一方，破骨細胞自身が発現・産生する各種分子S1 P, ephrinB2, ephrinA2, Sema4 D, PDGF-BB, Wnt10 b, Cthrc1, C3 a，カテプシンKなどの骨カップリング機構における重要性が報告され，骨リモデリング機構を説明する画期的な新しい説が続々と登場してきた．また，破骨細胞分化因子RANKL信号が骨芽細胞による骨形成を促進するというリバースシグナル仮説の研究も進んでいる．

　我々は，RANKLのデコイ受容体であるオステオプロテゲリン（OPG）遺伝子欠損マウス（重篤な骨粗鬆症を呈する）を用いた実験結果から，骨細胞が産生するOPGおよびスクレロスチンが皮質骨や歯槽骨の維持に重要な役割を果たしていることが明らかにしてきた．また，破骨細胞由来のLIF（白血病阻止因子）が骨細胞におけるスクレロスチンの発現を低下させ，骨形成を促進する可能性を示した．今回の講演においては，破骨細胞からの骨形成シグナルの可能性についてお話したい．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Importance of osteoclasts in osteogenic signals




○Udagawa N

Dept Biochem, Matsumoto Dent Univ





Bone resorption by osteoclasts and bone formation by osteoblasts are constantly and repeatedly observed. By this coupling of bone resorption and bone formation, a new bone tissue having elasticity capable of withstanding mechanical stress is formed. Recently, researches on bone resorption and bone formation at the molecular level have progressed, details of the mechanism of action of various hormones, cytokines, and transcription factors are clarified. Important experimental results have accumulated to explain the bone remodeling control mechanism. Experimental results using osteoprotegerin（OPG）gene deficient mice（exhibiting severe osteoporosis), a decoy receptor of RANKL, show that OPG and sclerostin produced by osteocytes maintain cortical bone and alveolar bone. We also showed that LIF（leukemia inhibitory factor）derived from osteoclasts reduces the expression of sclerostin in osteocytes and promotes bone formation. In this lecture, I would like to talk about the possibility of osteogenesis signals from osteoclasts.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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視床下部背内側核による老化・寿命制御機序




○佐藤亜希子

国立長寿医療研究セ　中枢性老化・睡眠制御研究プロジェクト





脳の機能低下は我々の身体における代謝や体温調節等の恒常性機能に影響を及ぼす．脳機能の低下に伴う睡眠障害は，様々な生理学的な機能低下（インスリン抵抗性増大，肥満，など）に繋がることが知られている．ヒトの疫学研究では睡眠の質と個体寿命が正相関することを示している．従って，睡眠の質を維持することが，老化現象を遅延させるために有効であると考えられる．しかしながら，睡眠の質が老化過程にどのようなインパクトがあるのか，その分子メカニズムは明らかにされていない．これまでに我々は，哺乳類サーチュインSIRT1を脳特異的に高発現させたトランスジェニックマウス（BRASTOマウス）の寿命が有意に延長することを発見しました．また，このBRASTOマウスは老齢になっても睡眠の質を維持していました．これらの作用は，視床下部背内側核のSIRT1シグナル伝達系により制御されている．本発表では，加齢に伴う睡眠の変化や睡眠の質的低下のもたらす生理機能変化を紹介する．また，加齢に伴う視床下部背内側核の機能低下が睡眠障害をもたらす分子制御機序についても，考察したい．

【利益相反】本発表に関連し，開示すべき利益相反関係にある企業等はありません．





The role of the dorsomedial hypothalamus in aging and longevity




○Satoh A

Sleep and Aging Regulation Research Project, Natl Cent for Geriatr Gerontol





A number of studies reveal that brain dysfunction significantly impacts on our body homeostasis including metabolism and thermogenesis. Sleep disturbance, one of brain dysfunctions, impacts on several peripheral tissues/organs, resulting in age-associated physiological disorders such as insulin resistance and adiposity in both rodents and humans. Human etiological studies reveal that the level of sleep quality positively correlates with the length of lifespan. Therefore, maintaining sleep quality might be beneficial against the process of aging. On the other hand, molecular mechanisms by which poor sleep quality impacts on the process of aging are not fully elucidated. We have demonstrated that long-lived BRASTO（brain-specific Sirt1-overexpressing transgenic）mice display great sleep quality during the aging process through hypothalamic SIRT1 signaling pathway. In this talk, I will introduce the alterations of sleep parameters with advanced age and how poor sleep quality significantly affects our body homeostasis. I will also discuss about the potential molecular mechanisms underlying age-associated deterioration of DMH function that cause sleep disturbance.

Conflict of Interest: We have no conflicts of interest disclose concerning the presentation.
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呼吸器の老化・疾患における細胞老化の役割




○杉本　昌隆

国立長寿医療研究セ　老化機構研究　免疫研究

名大　院医　老化基礎科学





ヒトを含む哺乳動物の細胞は，ストレスを受けると細胞老化と呼ばれる不可逆的な増殖停止状態に陥る．細胞老化に伴う細胞周期の停止には，p53やpRBをはじめとする複数の癌抑制タンパク質が不可欠な役割を持ち，細胞老化は古くから哺乳動物にとって極めて重要な癌抑制機構として機能することが知られていた．一方で細胞老化は多くの組織で加齢とともに亢進するが，組織の老化との関連については不明であった．老化細胞は，増殖を停止するだけでなく，様々な生理活性物質を分泌し．周辺の正常細胞のきのうに影響を与えることが10年程前に明らかになった．このような老化細胞特異的な分泌表現型はSASP（senescence-associated secretory phenotype）と呼ばれ，SASPを介した老化細胞の非細胞的機能が，組織の老化や疾患に関与すると現在考えられている．

　我々は最近，生体から老化細胞を特異的に排除可能なマウスを樹立し，肺組織の老化細胞が加齢に伴う呼吸器能の変化に関与することを報告した．肺組織の老化は，現在多くの国で死因の上位を占める慢性閉塞性呼吸器疾患（COPD）を罹患するリスク因子となることが知られている．これまでに我々は，COPDの主要な病態である肺気腫モデルマウスを確立し，老化細胞依存的な肺組織の変化が肺気腫病態を増悪化させることを示すデータを得ている．本シンポジウムでは，これまでに我々の老化細胞除去マウスから得られたデータを中心に，近年注目を集めている老化細胞特異的に細胞死を誘導するSenolytic薬を含めて，組織の老化・疾患と細胞老化の関連について議論したい．

【利益相反】本演題に関し，演者に開示すべき利益相反はありません．





Roles of cellular senescence in pulmonary aging and diseases




○Sugimoto M

Sect Immunol, Natl Inst Geriatr Gerontol

Dept Mol Aging Res, Nagoya Univ Grad Sch Med





Cellular senescence halts proliferation of cells at risk of malignant transformation. Besides tumor suppression, recent evidences suggest cellular senescence also contributes to the tissue aging as well as aging-associated disorders. Senescent cells secrete a series of cytokines and proteinase, thereby affecting the functions of their surrounding “non-senescent” cells. These are collectively called SASP（senescence-associated secretory phenotype), and the non-cell autonomous effects of senescent cells through SASP is now considered to underlie the tissue aging and diseases.

We have recently established a transgenic mouse line, of which senescent cells can be eliminated using diphtheria toxin-mediated cell knockout system. Using this mouse, we reported that elimination of senescent cells from lung tissue ameliorates lung aging phenotypes. Tissue aging is considered to be a risk factor for many diseases including pulmonary diseases. We herein discuss possible involvement of cellular senescence in pulmonary emphysema.

Conflict of Interest: I have nothing to declare for this study.
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加齢および脂質代謝異常によるドライマウス発症機序とその病態解明




○四釜　洋介

国立長寿医療研究セ　口腔疾患研究　口腔感染制御研究





高齢化が進む日本において，口腔機能低下やオーラルフレイルの予防・改善が歯科医療に求められており，当研究室では口腔乾燥症（ドライマウス）に焦点をしぼり研究を進めている．シェーグレン症候群（SS）はドライアイおよびドライマウスを主症状とし，50-60歳代の女性を中心に好発する，涙腺および唾液腺を標的とする臓器特異的自己免疫疾患であり，日本においてその患者数は10-30万人と推定されている．遺伝的要因，免疫異常，更に女性ホルモンがその要因として考えられているが，その発症メカニズムは不明な点が多い．さらに臨床研究では，糖尿病や脂質異常症との関連性を指摘する報告もあるが，その分子基盤は不明である．我々はSSモデルマウスを用いた解析から，高脂肪食を食べさせると，通常食群と比較しそのリンパ球浸潤および組織破壊が増悪するほか，病態スコアも有意に増加することを確認している．炎症性アディポカインとして知られている血清アミロイドA(SAA)やリポカリン2(LCN2)などが，この増悪メカニズムに関与する可能性があるという結果も得ている．また当研究センター動物施設で飼育されている老齢マウスを用いた解析から，雄と比較し雌の唾液腺において，高頻度に組織破壊を伴うリンパ球浸潤が確認されており，さらに免疫老化に伴い増加する事が知られている老化関連T細胞も所属リンパ節である頚部リンパ節において，若齢マウスと比較し増加している事を見出している．我々は自己免疫疾患および加齢に伴うドライマウスの病態解明，全身疾患の病態形成に対する影響，予防・治療法開発を念頭に置き研究を行っており，今後の展望等も発表させていただき，皆様のご意見等賜れればと考えている．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Possible involvement of aging and lipid metabolism disorders in the pathogenesis of dry mouth




○Shikama Y

Natl Inst Geriatr Gerontol





In Japan's rapidly aging society, dentists are essential for the prevention and improvement of oral dysfunction and fragility. Our research is focused on the pathogenesis of dry mouth. SjÖgren's syndrome（SS）is an autoimmune condition characterized by progressive lymphocytic infiltration of the salivary and lacrimal glands. Although patients with SS exhibit a markedly higher prevalence of metabolic disorders, such as diabetes and dyslipidemia, the mechanisms underlying the relationship between the pathogenesis of dry mouth and lipid metabolism disorders are unclear. When model mice of SS were fed a high-fat diet, their salivary glands and lacrimal glands were significantly more inflamed than those in model mice fed a normal diet. Moreover, our data suggest that the key molecules behind this exacerbation are serum amyloid A（SSA）and lipocalin-2（LCN2), which are known pro-inflammatory adipokines. In aged female mice, the progressive lymphocytic infiltration in the salivary glands was more advanced than that observed in aged male mice. In this symposium, we will also introduce the future perspectives of our research.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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ヒストンメチル化は変形性顎関節症に関与する




○浮田万由美1，松下　健二3，田村　正人2，山口　泰彦1

1北大　院歯　冠橋義歯補綴，2北大　院歯　口腔分子生化，3国立長寿医療研究セ　口腔疾患研究





変形性顎関節症は経年的に罹患率が増加することが知られている．顎関節の変形に関わる下顎頭の吸収は全身の関節と同様に，関節軟骨の代謝異常が関係することが知られている．軟骨の代謝異常は，DNAやヒストンの化学修飾によるエピジェネティックな制御との関連が示唆されているが，顎関節における報告はない．本研究では，ヒストンH3 K9のメチル化に着目して，変形性顎関節症とエピジェネティックな制御の関連について検討した．

　老齢マウスでは下顎頭の吸収が顕著で変形性顎関節症を発症していた．このマウスの下顎頭関節軟骨細胞ではヒストンH3 K9のメチル化が減少した．次に，ヒストンメチル化が軟骨代謝に与える影響を調べるため，マウス前軟骨細胞ATDC5細胞に選択的H3 K9メチル化酵素阻害剤chaetocinを添加して培養を行った．chaetocinによりATDC5細胞のH3 K9のメチル化が抑制された．さらに，II型コラーゲン，Sox9のmRNA発現が減少した．一方，X型コラーゲン，MMP-13のmRNA発現は増加した．また，chaetocin添加によりATDC5細胞のcaspase3/7活性は上昇し，生細胞数は減少した．

　変形性顎関節症では，下顎頭関節軟骨細胞のヒストンメチル化が抑制される可能性が示唆された．また，H3 K9のメチル化の抑制は，軟骨細胞の初期分化を抑制・後期分化を促進し，軟骨代謝を負に制御すること，さらに細胞増殖も抑制する可能性が示唆された．本研究から，変形性顎関節症とエピジェネティックな制御の関連の可能性が示唆された．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Histone methylation involved in temporomandibular joint osteoarthritis




○Ukita M1, Matsushita K3, Tamura M2, Yamaguchi T1

1Dept Crown and Bridge Prosthodont, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 2Dept of Oral Biochem　Mol Biol, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 3Dept Oral Dis Res, Natl Cent Geriatr Gerontol





Temporomandibular joint osteoarthritis（TMJOA）morbidity increases with age. Condylar articular cartilage degradation, which causes TMJOA, is suggested to be involved in articular chondrocyte metabolic imbalance as well as the whole body joints. Several studies implicated that cartilage homeostasis is related to epigenetic regulation such as DNA and histone chemically modification, however few studies have focused on condylar cartilage. In this study, we observed that chondrocyte H3 K9 methylation level was decreased in degenerated condylar articular cartilage. Treatment with chaetocin, selective H3 K9 methylation inhibitor, decreased the expression level of Sox9 and colⅡ, which are known as an early chondrogenic marker, in ATDC5 mouse chondroprogenitor cells. However, the expression level of colX and MMP-13, hypertrophic markers, was increased. Additionally, cell viability was reduced and caspase3/7 activity was promoted by chaetocin treatment. These results show that decrease of histone H3 K9 methylation relate to condylar cartilage degradation, induction of late stage chondrocyte differentiation and negative regulation of chondrocyte homeostasis in ATDC5 cells. These results suggested that condylar articular cartilage degradation is involved in epigenetic regulation in TMJOA.

Conflict of Interest: The authors no conflicts of associated with this manuscript.
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グルカゴン様ペプチドー1受容体遺伝子多型と甘味認知閾値との関連について




○實松　敬介1,2，井上真由子2，髙井　信吾1，二ノ宮裕三1,2,3

1九大　院歯　口腔常態制御　口腔機能解析，2九大　味覚・嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理，3Monell Chemical Senses Center





味細胞-味神経間においてATPが主要な神経伝達物質として働くことが明らかにされている．しかしながら，どのようにしてシナプス間における5基本味の味質特異性が維持されているかはこれまで不明であった．近年のマウスの解析において，グルカゴン様ペプチドー1（GLP-1）が甘味伝達の味質特異性に関与している可能性が強く示唆された．ヒトにおいてGLP-1が甘味伝達機構に関与している可能性を調べるため，本研究では，味覚官能検査とGLP-1受容体（GLP-1 R）の遺伝子多型との関連を調べた．その結果，GLP-1 Rのある一塩基多型（SNP）が，甘味物質スクロース，アセスルファムーKの認知閾値に対し，有意に相関することを認めた．また，このSNPは，甘味以外の四基本味には影響を与えていないことが明らかとなった．さらにヒトGLP-1 RをHEK293細胞に強制発現させ，カルシウムイメージング法により，リガンドとの応答特性を調べた．活性型GLP-1（GLP-1(7-36)NH2）とアゴニスト・Exendin-4の応答を調べたところ，濃度依存的にカルシウム応答の上昇を認めた．GLP-1 Rにヒト官能検査において甘味閾値の上昇を示した変異を入れると，これらの濃度応答曲線は下方シフトを起こし，最大応答強度の減少を認めた．以上を踏まえると，ヒトにおいてもGLP-1は，甘味伝達に関与し，GLP-1 Rの遺伝子多型により甘味感受性が変化することが明らかとなった．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Association between polymorphisms of glucagon-like peptide-1 receptor and sweet taste recognition thresholds




○Sanematsu K1,2, Inoue M2, Takai S1, Ninomiya Y1,2,3

1Sect Oral Neurosci, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ, 2Div Sensory Physiol, Res Deve Cent for Taste and Odor Sensing, Kyushu Univ, 3Monell Chem Senses Cent





ATP is revealed to serve as a functional neurotransmitter between taste cells and gustatory nerve fibers in peripheral taste signaling pathways. However, it remains unknown how the specificity of different taste qualities is maintained across synapses. Our recent studies in mice showed that glucagon-like peptide-1（GLP-1）is specifically involved in sweet taste signal transmission. To further investigate this possibility in humans, we analyzed potential associations of taste recognition thresholds with polymorphisms of the GLP-1 receptor gene（GLP-1 R). The results showed that a single nucleotide polymorphism（SNP）of GLP-1 R was associated with recognition thresholds for sweet taste; sucrose and acesulfame-K, but not for the other taste qualities. Using the GLP-1 R assay in heterologously transfected HEK293 cells, we found that maximal responses to GLP-1(7-36)NH2 and Exendin-4 were reduced by reconstituting the SNP of GLP-1 R which showed higher recognition thresholds for the sweet compounds in the sensory perception study. These results suggest that GLP-1 may be involved in sweet taste signal transmission not only in mice but in humans as well.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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膝神経節のレニンーアンジオテンシン系について




○諏訪部　武，安尾　敏明，硲　　哲崇

朝日大　歯　口腔生理





アンギオテンシンIIは，レニンーアンジオテンシン系において産生され，血圧や体液・電解質バランスの調節に関与することがよく知られている．また，神経幹細胞の増殖，神経組織由来の細胞の移動，神経突起の伸長，およびニューロンの興奮性を調節することが報告され，神経回路の初期発達や可塑性変化を調節する可能性が示唆されている．本研究では，アンギオテンシンIIが味覚神経や孤束核吻側部に作用して味覚神経回路の初期発達や可塑性変化を調節する可能性を探るため，ラットの膝神経節（鼓索神経の細胞体）および孤束核吻側部におけるアンジオテンシンII受容体遺伝子の発現を調べた．膝神経節と孤束核吻側部の両方で1 a型，1 b型および2型受容体遺伝子の発現が認められた．また，レニンーアンジオテンシン系の反応経路（アンジオテンシノーゲン，レニン，およびアンジオテンシン変換酵素）の遺伝子の発現を調べたところ，膝神経節と孤束核吻側部の両方でこれら遺伝子の発現が認められた．以上より，血漿アンギオテンシンIIおよび膝神経節や孤束核吻側部で局所性に生成されるアンジオテンシンIIが受容体を活性化して味覚神経回路に影響を及ぼす可能性が示唆された．

【利益相反】著者は利益相反がないことを宣言する．





Renin-angiotensin system in the rat geniculate ganglion




○Suwabe T, Yasuo T, Sako N

Dept Oral Physiol, Asahi Univ Sch Dent





Angiotensin II（Ang II）is produced in the renin-angiotensin system and is well known to be involved in the regulation of blood pressure and body fluid / electrolyte balance. It has also been reported that it regulates neural stem cell proliferation, migration of neuronal tissue-derived cells, neurite outgrowth, and excitability of neurons, suggesting the possibility of regulating early development and plasticity change of neuronal circuits. In this study, in order to investigate the possibility that Ang II acts on gustatory nerves and the rostral nucleus of the solitary tract（rNST）to regulate the early development and plasticity change of gustatory neuronal circuit, expression of the Ang II receptor gene in the geniculate ganglion（cell body of chorda tympani nerve）and the rNST were examined in rats. Expression of type 1 a, type 1 b and type 2 receptor genes was observed in both geniculate ganglion and the rNST. Expression of genes of the renin-angiotensin pathway（angiotensinogen, renin, and angiotensin converting enzyme）was examined. The expression of these genes was observed in both geniculate ganglion and the rNST. These results suggested that plasma Ang II and locally produced Ang II may activate the receptors and affect the gustatory neuronal circuit.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interest associated with this manuscript.
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嗅覚機能に及ぼすオキシトシン受容体の役割




○長田　和実

北医療大　歯　生理





オキシトシン（OXT）およびオキシトシン受容体（OXTR）は分娩・射乳などの生殖生理学的調節を行うと共に，社会的行動の調節，すなわち生殖行動や既知の同種動物の認識などに関係することが示唆されている．本研究では不快臭物質（酪酸）を用い，OXTRが及ぼす嗅覚認知機能に対する影響を明らかにする事を目的として実験を行った．

OXTR-Vinus　knock in（ホモ；Oxtr 完全欠損)，ヘテロ（Oxtr発現低下)，野性型，3種類のマウスを用意し，長方形のケージを用いて嗅覚に関係しない不安関連行動であるオープンフィールド試験と行動量測定を行った．さらにY-字型迷路を用い，10 μLの水と50％酪酸水溶液をそれぞれ濾紙（2.5 cm×2.5 cm）に添付し，迷路の両短腕に置き，両短腕へのマウスの滞在時間を1日4分間3日間にわたって連続的に観察し，忌避反応の経時的変化を測定した．

その結果，1）嗅覚とは無関係の行動実験については3群間で差は無かった．2）社会的脈絡なしで突きつけた酪酸臭についてホモマウスでは嗅覚鈍麻と順応欠失が，ヘテロマウスでは嗅覚鈍麻がそれぞれ見られた．これらの反応はOXTRの欠損マウスの嗅覚行動様式は自閉症スペクトラム患者の感覚障害と類似しており，OXTR欠損マウスが社会行動障害のみならず，感覚障害のモデルにもなり得ることが示唆された．OXTRの発現と嗅覚異常との関連に関するメカニズムを理解するために定量RT-PCRによる中枢でのOXTR発現量等の検索を実施したので合わせて報告したい．

【利益相反】申告すべき利益相反はありません．





Oxytocin receptor signaling contributes to olfactory avoidance behavior induced by an unpleasant odorant




○Osada K

Div Physiol, Dept of Oral Biol, Sch Dent, Health Sci Univ Hokkaido





Oxytocin（OXT）and its receptor（OXTR）regulate reproductive physiology（i.e., parturition and lactation), sociosexual behavior, learned patterns of behavior, and olfactory behavior in social contexts. To characterize the function of OXTR in basic olfactory behavior, the present study compared the behavioral responses of homozygous, heterozygous, and wild-type mice when these mice were confronted with an unpleasant odorant（butyric acid）in a custom-made Y-maze in the absence of a social context. Wild-type mice avoided the first encounter with the butyric acid odorant, whereas homozygous and heterozygous mice did not. However, both heterozygous and wild-type mice habituated when confronted with the butyric odorant again on the following 2 days. By contrast, homozygous mice failed to habituate and instead avoided the location of the odorant for at least 3 days. These data suggest that homozygous and heterozygous mice display abnormal olfactory responses to the presentation of an unpleasant odorant. Our studies demonstrate that OXTR plays a critical role in regulating olfactory behavior in the absence of a social context. We also discuss the relationship between the abnormal olfactory behavior and OXTR expression in mouse brain.

Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest associated with this manuscript.
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オオカミ尿由来の恐怖誘起物質（P-mix）が引き起こす脳内神経興奮および恐怖関連行動のアセチルコリン作動性神経による調節




○柏柳　　誠

旭医大　生理　神経機能





一般的な匂い情報の一次中枢として機能する嗅球は，ニコチン受容体を介したコリン作動性入力を脳基底核のBrocaの対角帯水平部から受けている．嗅球では，アセチルコリンが介在神経に存在するニコチン受容体を介して匂い識別機能を亢進することが報告されている．また，性行動や恐怖関連行動に関係する副嗅球においても，ニコチンおよびムスカリン受容体が神経興奮を調節している．我々は，オオカミ尿由来のピラジン誘導体カクテル（P-mix）が，マウスに強い恐怖関連行動を引き起こすことを見いだした．また，薬物を鼻腔内に投与すると，脳血管関門を介さずに脳機能をマニュピレートすることが可能である．我々は，再現性よく恐怖行動を引き起こすP-mix対する応答に注目して，コリン作動性神経の活動を調節する薬物を鼻腔内投与することにより，神経レベルおよび行動のレベルで嗅覚におけるアセチルコリンの役割を明らかにした．脳血管関門の透過性が低いアセチルコリンの分解酵素の阻害薬neostigmineを片側の鼻腔に投与すると，P-mixに対する忌避行動，不動および立ち上がりなどの恐怖関連行動が亢進した．このとき，嗅球では顕著ではなかったが副嗅球で顕著な神経興奮の亢進が両側の半球で見られた．また，扁桃体や視床下部でも神経興奮の亢進が見られた．本研究の結果は，neostigmineは，P-mixによる恐怖誘起に関係する脳内経路の神経の興奮性を調節するために恐怖関連行動を調節する可能性を示した．

【利益相反】本発表は，利益相反状態にありません．





Intranasal administration of neostigmine regulates neural responses and fear-related responses induced wolf odors




○Kashiwayanagi M

Dept Sensory Physiol, Asahikawa Med Univ





It is reported that acetylcholine regurates olfactory functions through nicotinic and muscarinic receptors at the olfactory and accessary olfactory bulbs, which functions as the primary center of olfactory sensation. When drugs are administered intranasally, brain functions can be manipulated without going through the blood brain barrier. We found that a pyrazine derivative cocktail（P-mix）derived from wolf urine causes strong fear-related behavior in mice. In the present study, we explored roles of acetylcholine receptors on fear-related responses to P-mix. Administering neostigmine, which has low permeability to the blood brain barrier, in the nasal cavity, enhanced fear-related behaviors such as avoidance, immobilization and rearing induced by P-mix. In addition, remarkable neuronal excitation was observed in the accessory olfactory bulb but not in the olfactory bulb, and in the amygdala and hypothalamus. The present results showed that neostigmine could control fear-related behavior induced by P-mix by regulating neuronal excitability of intranasal pathways.

Conflict of Interest: This presentation is not in conflict of interest situation.
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ナトリウム重炭酸共輸送体NBCe1の新規変異体I551Fはcytosolic retentionおよび機能低下を示す
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【初めに】Na+-HCO3-共輸送体NBCe1は唾液腺導管細胞基底膜側に発現し，唾液重炭酸分泌を担っている．NBCe1のホモ接合体変異は眼・腎臓・成長障害など多彩な全身症状を呈し，KOマウスはエナメル質欠損などの重篤な口腔内症状を呈する．発表者は，NBCe1 L522Pホモ接合体変異体が細胞膜発現欠如を伴い，更にdominant negative効果を有することを明らかにした (Pflugers Arch 465:1281, 2013)．これらの知見はNBCe1の膜発現欠損型が症状発症のリスクである可能性示している．【目的】今回我々はNCBIに登録されているNBCe1変異体の内，膜貫通部位に属する14種類の変異体を作成し，共焦点顕微鏡で細胞内局在を確認した．細胞内局在傾向のあるI551F変異体に対しアフリカツメカエル卵母細胞系を用いた機能解析を行った．更にアミノ酸側鎖の変更実験を行い細胞内局在傾向の違いを確認した．【結果】I551F変異体のみ，HEK293細胞およびMDCK細胞で細胞内に局在を認めた．ウエスタンブロッティング法で，I551F変異は既存報告L522P変異体と同じ位置にタンパク質バンドを認めた．そのためI551F変異体は，L522P変異体と同じく脱グリコシル化による機能欠如を呈している事が想定された．I551のアミノ酸側鎖変更実験で，フェニルアラニンのみで細胞内局在がみられた事から，アミノ酸側鎖のベンゼン環骨格構造が細胞内局在に寄与したと考えた．更にアフリカツメカエル卵母細胞測定系で機能解析を行い，I551F変異体が野生型の52%の機能活性と明らかな機能低下を認めた．【まとめ】I551F変異体は既存のSNPデータベースを基盤とする変異体の中で，膜発現を欠如する初めての報告例であり，I551Fホモ接合変異体は，L522P変異体と同じく重篤な症状を呈する可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A novel SNP I551F mutant of Na＋/HCO3－ cotransporter NBCe1 has cytosolic retention and diminishes transport activity




○Yamazaki O

Div Internal Med, Teikyo Univ





Homozygous mutations in SLC4A4 encoding the electrogenic Na+/HCO3- cotransporter cause multiple organ disorder. Although up to 14 SLC4A4 mutations have been identified, the mechanism of NBCe1 inactivation due to the individual mutations has not been completely clarified. In the present study we investigated the impact of SNP (Single Nucleotide Polymorphism) mutations on NBCe1 function.Immunohistological analysis with confocal microscopy revealed that almost all of SNP mutants except I551F were predominantly expressed in the plasma membrane of HEK293 cells and MDCK cells. On the other hand, I551F mutant was expressed only in the cytoplasm.Functional analysis using Xenopus oocytes revealed that I551Fmutant had a significantly reduced activity corresponding to 52% of that of wild-type. Western blotting in HEK293 cells confirmed that the surface expression of I551F mutant was significantly reduced and showed immaure band. We also examined the properties of I551 artificial mutants in HEK 293 cells and MDCK cells. Artificial mutants were properly expressed in the plasma membrane. By contrast, only I551F mutant was predominantly expressed in cytoplasm. These results indicate that I551F mutation inactivates the NBCe1 function with cytoplasmic retention. I551F SNP may be associated with the disturbance in systemic acid-base balance or the changes in blood pressure.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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耳下腺と膵外分泌腺におけるcAMP依存性アミラーゼ分泌におけるMARCKSの関与




○佐藤慶太郎，大野　雄太，柏俣　正典
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耳下腺腺房細胞において，細胞内cAMPレベルの上昇がアミラーゼ分泌を引き起こす．この過程ではcAMP依存性プロテインキナーゼ (PKA) の活性化が重要であると考えられている．Myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) はプロテインキナーゼCによりリン酸化され，細胞膜から細胞質へ細胞内局在が変化する膜ドメインとして働く．このことから，開口放出など細胞膜周辺で起こるダイナミックな現象に寄与すると考え，我々は耳下腺アミラーゼ分泌におけるMARCKSの関与を見出した．しかし，他の外分泌におけるMARCKSの関与は明らかではない．本研究では，耳下腺と同様にアミラーゼを分泌する膵外分泌腺腺房細胞におけるMARCKSの関与について検討した．グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1) およびcAMPアナログの8-bromo-cAMPはアミラーゼ分泌を引き起こした．同様にGLP-1および8-bromo-cAMPはMARCKSリン酸化を引き起こした．PKA阻害剤のH89およびcAMPS-RpはGLP-1によるアミラーゼ分泌とMARCKSリン酸化を抑制した．さらにMARCKS阻害ペプチドはGLP-1によるアミラーゼ分泌を抑制した．以上より，膵外分泌腺腺房細胞においてGLP-1刺激がcAMP依存性アミラーゼ分泌を引き起こすこと，それにはMARCKSリン酸化が関与することが示唆された．よって耳下腺および膵外分泌腺のcAMP依存性アミラーゼ分泌においてMARCKSの関与は共通であることが考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Involvement of MARCKS in cAMP-dependent amylase release in parotid and pancreatic exocrine glands




○Satoh K，Ohno Y，Kashimata M

Dept Pharmacol, Asahi Univ  Sch Dent





Increase of intracellular cAMP levels evokes amylase secretion in parotid acinar cells. In this process, activation of cAMP-dependent protein kinase (PKA) is thought to be an essential step. Myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) is a major substrate of PKC. Phosphorylation of MARCKS results in the translocation of MARCKS from the membrane to the cytosol. We found involvement of MARCKS phosphorylation in parotid amylase release. Here, we investigated the involvement of MARCKS phosphorylation in cAMP-dependent amylase secretion in pancreatic acinar cells. Rat pancreatic acinar cells were prepared using trypsin and collagenase. MARCKS phosphorylation was detected by Western blotting. Amylase activity was measured by Bernfeld's method. In pancreatic acinar cells, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and cAMP analog 8-bromo-cAMP induced amylase secretion. GLP-1 and 8-bromo-cAMP also induced MARCKS phosphorylation. PKA inhibitors, H89 and cAMPS-Rp, inhibited GLP-1-induced amylase secretion and MARCKS phosphorylation. MANS peptide, an inhibitor of MARCKS, inhibited GLP-1-induced amylase secretion. These results suggest that MARCKS phosphorylation is involved in GLP-1-induced amylase secretion via cAMP-pathway in pancreatic acinar cells. The involvement of MARCKS in cAMP-dependent amylase secretion is common in both parotid and pancreatic acinar cells.
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細胞膜上RANKL分子のクラスター化誘導による骨芽細胞分化促進作用
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1医科歯科大　院医歯　顎顔面外科，2医科歯科大　院医歯　硬組織薬理，3医科歯科大　院医歯　口腔基礎工学





【緒言】RANKL結合ペプチドOP3-4は骨芽細胞分化促進作用を示すが，RANKLに高い親和性をもつOPGは骨芽細胞分化を促進しない．細胞膜上のタンパク質のクラスター化誘導により細胞内のシグナルを入れることが示されているため，本研究では，RANKL結合ペプチドも，膜上タンパクであるRANKLのクラスター化誘導により，骨芽細胞分化が促進すると仮定した．【方法】骨芽細胞様株ST2にGFP-RANKLを導入後，膜タンパクをビオチン化法により回収し，細胞膜に発現するRANKL量を抗GFP抗体により検出した．また，マウス頭蓋冠から単離した初代骨芽細胞を用いて，骨芽細胞の分化程度をALP assayで評価した．OPG-Fcをクラスター化させるために，OPG-Fc添加後1時間後にIgMを添加した．RANKL発現骨芽細胞膜を模倣するため，tamavidin-2-LPI-2Dcrystalとビオチン化標識 Ni-nitrilotriacetic acidで被覆した基板上に，His-RANKLを固相化し，高速原子間力顕微鏡（hs-AFM：high speed-atomic force microscope）を用いて，RANKLの分子挙動を観察した．ANOVAおよびTukeyテストを用いて群間比較を行った．【結果】骨芽細胞培養では，100 μMのOP3-4ペプチドが，溶媒添加群よりも有意にALP活性を亢進したが（p＜0.05），OPGでは亢進しなかった．細胞膜のRANKL量はOP3-4ペプチド添加6時間後より上昇したが，OPGでは上昇しなかった．hs-AFM観察では，RANKL分子が連なるクラスター化がOP3-4ペプチド添加時に認められたが，OPG添加時には観察されなかった．しかし，IgMによりOPG-Fcのクラスター化を誘導すると，OPG-Fc単独では上昇しなかったALP活性が，OPG-Fc単独群に比べて有意に上昇した（p＜0.05）．【結論】RANKL分子のクラスター化を誘導することが，骨芽細胞分化促進作用発現の一つのプロセスであることが示唆された．共同研究者：金沢大学理工研究域バイオAFM先端研究センター能代大輔先生，東京大学薬剤部本間雅先生，池淵祐樹先生【利益相反】利益相反状態にはありません．





Stimulatory effects of osteoblast differentiation by inducing clustering of RANKL molecules on osteoblast cell surface




○Sone E1，Tamura Y2，Sugamori Y3，Yoda T1，Aoki K3
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Introduction: RANKL-binding peptide OP3-4 is known to stimulate osteoblast differentiation, but OPG, which binds to RANKL, cannot stimulate it. Since the clustering of cell-surface-proteins is shown to stimulate cell-signaling, we hypothesized that the RANKL-binding peptide might induce the clustering of RANKL molecules on cell membrane and stimulate osteoblast differentiation. Materials and Methods: The cell surface proteins were labeled by biotinylated method and the amount of RANKL expressed on the cell surface was detected using anti-GFP antibody in the GFP-RANKL transfected ST2 cells. ALP activity was measured using primary osteoblasts. In order to induce clustering of OPG-Fc molecules, IgM was added one hour after adding OPG-Fc. The RANKL-expressed cell surface was simulated using His-RANKL molecules immobilized on tamavidin-2-LPI-2D-crystal with biotin-labeled-Ni-nitrilotriacetic-acid. Results: The RANKL expression on osteoblast surface was increased starting from 6 hours after addition of OP3-4, but not after addition of OPG. The hs-AFM revealed the clustering of RANKL molecules in the presence of OP3-4, which was not observed in the presence of OPG. Interestingly, the induction of OPG-Fc-clustering by IgM enhanced the ALP activity. Conclusion: These results suggest that induction of RANKL clustering on the cell surface might be a new stimulatory mechanism of osteoblast differentiation. Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.












O2-04

シクロホスファミド投与が多様な歯牙形成不全を誘発する
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【目的】化学療法を受けた小児がん患者の合併症として，欠如歯，矮小歯や短根が生じることが知られている．これまでのげっ歯類を用いた研究では，歯根形成期に抗がん剤を投与すると多数歯に渡り短根となることが明らかとなっているが，欠如歯のメカニズム等，抗がん剤の作用と歯牙形成不全の関係性については未だ不明な点が多い．本研究では，抗がん剤投与による歯の形成不全のメカニズムを解明するため，小児がんの代表的治療薬であるシクロホスファミド（CPA）をマウスに投与し，歯牙発生における細胞動態，組織学的変化を観察することで欠如歯などの形態異常に至るメカニズムを明らかにすることを目的とした．【方法】生後6日（P6）のマウスを用い，CPA群（各群N＝10）には100 mg/kg腹腔内投与を行い，対照群には同量のPBSを投与した．第三大臼歯(M3)が萌出するP26でマウスの下顎骨を摘出し，microCTを撮影した．また，上皮特異的にGFPを発現するK14-GFPマウスにCPAを投与し，P6.5，P7，P8，P10で切片を作成してHE染色，Tunel染色およびBrdUとKi67の免疫染色を行った（各群N＝3）．【結果および考察】HE染色からP6の第一大臼歯（M1），第二大臼歯(M2)は歯根形成期であり，M3は鐘状期前期であった．その時期にCPAを投与した群ではP26でM3は欠如し，M1，M2は短根となっていた．CPA群のM3は，対象群と比較してP6.5からP8まで著しく細胞死が増加し，細胞増殖は著しく減少していた．P10ではCPA群のM3の歯乳頭細胞はほぼ消失し，歯胚の形態を失っていた．以上のことから，CPA投与により歯根形成期の歯胚は短根となり，鐘状期前期の歯胚は欠如することが示された．これらの実験結果により，抗がん剤投与時の歯胚の発生段階が歯胚形成異常の重症度に大きく影響することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cyclophosphamide induces various dental anomalies




○Nakatsugawa K，Kurosaka H，Yamashiro T
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OBJECTIVE: It is known that missing teeth and short roots occur as side effect of pediatric cancer patients who received chemotherapy. However, the detailed mechanism of chemotherapy which result in tooth deformation is largely esulive. To investigate  the effect of anticancer drug on the tooth development, cyclophosphamide (CPA) was administered to mice and teeth phenotype was analyzed. METHODS: 100 mg/kg CPA was administered to the postnatal 6 day (P6) mice. For evaluating tooth number and morphology, mandible of P26 mice were analyzed using microCT. For histological and cytological analysis, histological sections of mandible were prepared at P6.5-P10 followed by H&E , Tunel, BrdU and Ki67 staining. Results and Discussion: M1 and M2 of P6 were in root formation stage, and M3 was early bell stage. M3 of the CPA group was absent at P26, and M1 and M2 exhibited short roots. M3 of the CPA group showed elevated cell death from P6.5 to P8, and reduced cell proliferation. At P10, the dental papilla cells of M3 of the CPA group almost disappeared. These experimental results suggested that tooth developmental stages of administration of anticancer drug influences the severity of tooth development abnormality.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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象牙芽細胞の感覚受容機能発現に関する発生学的研究～免疫組織化学とRT-qPCRによる解析～
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【目的】象牙芽細胞は象牙質形成能の他，感覚受容機能を持つことが知られている．近年，象牙芽細胞の感覚受容機能にtransient receptor potential vanilloid (TRPV) 4チャネル，TRP ankyrin (TRPA) 1チャネル，pannexin 1 (PANX-1) チャネルが重要な役割を演じていることが報告された．しかし，象牙芽細胞がいつから感覚受容機能を獲得するかは不明である．そこで本研究は，象牙芽細胞の感覚受容機能の獲得時期を明らかにすることを目的とした．【材料と方法】生後0，3，6，9，12日齢のWistarラットを灌流固定後，通法に従って下顎第一臼歯の連続前額断切片を作製し，H-E染色と抗dentin sialoprotein抗体 (抗DSP抗体)，抗TRPV4抗体，抗TRPA1抗体，抗PANX-1抗体，および抗neurofilament protein (NF) 抗体を用いた免疫組織染色を行った．また，生後0，3，6日齢では下顎第一臼歯を抜歯後，歯乳頭を分離し，total RNAを抽出した．その後RT-qPCRによってTRPV4およびTRPA1の発現量について定量化を行った．【結果および考察】抗DSP抗体，抗TRPV4抗体，抗TRPA1抗体，および抗PANX-1抗体に対する陽性反応は共に未熟な象牙芽細胞では観察されないが，象牙芽細胞の分化が進み，象牙質が石灰化するにつれて陽性反応が観察されるようになった．抗NF抗体に対する陽性反応は，抗TRP抗体と抗PANX-1抗体に対する陽性反応より遅れて認められた．RT-qPCRでは，TRPV4が生後0日齢で，TRPA1が生後3日齢で最大の発現量を示し，その後減少した．以上の所見から，象牙芽細胞の感覚受容機能は象牙質形成能より遅れて発現することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





The developmental studies on odontoblasts as sensory receptor～analysis by immunohistochemistry and RT-qPCR～
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It is generally thought that odontoblasts act as sensory receptor. However, it is still unknown from when odontoblasts act as sensory receptor during tooth development. Recently, it was demonstrated that transient receptor potential vanilloid (TRPV) 4, TRP ankyrin (TRPA) 1 and pannexin 1 (PANX-1) play an important role for the reception of the sense in odontoblasts. The purpose of this study was to clear developmental process for the function of odontoblast as sensory receptor. The serial coronal sections of mandibular first molars of neonatal Wistar rat were made for hematoxyline-eosin staining and immunohistochemistry with anti-dentin sialoprotein (DSP), anti-TRPV4, anti-TRPA1, anti-PANX-1, and anti-neurofilament (NF) antibodies. We investigated TRPV4 and TRPA1 expression levels by RT-qPCR. Although immature odontoblasts did not show immunoreaction of anti-DSP, anti-TRPV4, anti-TRPA1, and anti-PANX-1 antibodies, the immunopositive reaction of these antibodies became strong during odontoblast differentiation. The immunopositive reaction of anti-NF antibody appeared later than that of the other antibodies. On the other hand, TRPV4 expression level was high at postnatal days (PN) 3, and then decreased at PN6. TRPA1 expression level was high at PN0, and it gradually decreased. These findings suggest that the function as sensory receptor of odontoblasts may appear later that as dentin formation.Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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Relationship between matrix metalloprotease expression and biodegradation of vacuum heated epigallocatechin gallate modified gelatin sponge
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Abstract: The epigallocatechin-3-gallate (EGCG) are extensively used in health care treatment. In our previous researches, we found that the vacuum heated EGCG-modified gelatin sponge (vhEGCG-GS) shows a better bone formation than that of the vacuum-heated GS (vhGS). Nevertheless, the in vivo biodegradation and working mechanism remains unknown. The aim of this study was to investigate whether matrix metalloprotease (MMP)-2 and MMP-9 which are regarded as gelatinases contribute to the biodegradation of the sponges, thereby associated with following those osteoconductivity.Materials and methods: Each sponge was prepared using an aqueous chemical synthesis and vacuum heating technique. For the material analysis, each sponge was evaluated using scanning electron microscope (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Critical sized defect (diameter: 9 mm) of calvaria in eight-week old male Sprague-Dawley rats was utilized for evaluating bone forming capability of sponges and sponge degradation. The sponges were implanted into the bone defect up to 4 weeks. After 1 and 4 weeks, the calvaria were taken out for the microcomputed tomography analysis and immune histological evaluation in order to analyze the bone formation, the expression of MMP, and the residue rate of the gelatin type A. The in vitro degradation experiment of sponges was carried out in the high concentration MMP environment. The osteoblastic cell line, UMR-106 cell, was used for analyzing cell proliferation and attachment on the sponges.Result & Conclusion: Bone forming ability of vhEGCG-GS was greater than that of vhGS. The expression of MMP-2 and MMP-9 in the vhGS group was significantly stronger than that of the vhEGCG-GS after 1 wk. The residue rate of vhEGCG-GS was remarkably higher than that of the vhGS group after 4 wk. The in vitro degradation experiment showed that the vhEGCG-GS showed resistance against the MMP-2-induced degradation. vhEGCG-GS showed remarkable cell attachment ability after 96 hours incubation experiment. It is well known that the EGCG has a potential to inhibit the function of MMP. Vacuum heating crosslinks gelatin and thereby increase the robustness of gelatin sponge. Gradual degradation of materials generally provides the scaffold for cells. Given the previous findings and our results, the gradual degradation of vhEGCG-GS is likely to be due to the presence of EGCG alleviating MMPs effect and vacuum heating-induced cross link. This gradual degradation mechanisms might be partially associated with the superior bone forming capability of the vhEGCG-GS.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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頭頸部扁平上皮癌由来細胞でのDKK3ノックダウンは腫瘍細胞の悪性度を低下させる




○片瀬　直樹，藤田　修一

長大　院医歯薬　口腔病理





【目的】発表者らは頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）の重要な癌関連遺伝子としてDKK3を同定，HNSCCではDKK3発現群は予後不良であること，HNSCC細胞でのDKK3過剰発現はAktのリン酸化を介して腫瘍細胞の増殖・浸潤・遊走を有意に増加させることを報告した．本研究ではDKK3がHNSCCの進展を促進する可能性の検証のため，HNSCC細胞でDKK3ノックダウンを行い，その影響を検討した．【方法】ヒト舌癌由来HSC-3細胞にDKK3に対するshRNAをlentivirusで導入し，stable knockdown細胞（HSC-3 shDKK3）を樹立，その影響をMTT assay, migration assay, invasion assayで確認するとともに，nude mouse皮下へ細胞の移植を行い組織学的に検討した．DKK3過剰発現によって変化するシグナルの動態をmicroarrayとpathway解析で検討し，western blottingで確認した．【結果と考察】HSC-3 shDKK3細胞では，コントロールに比較してDKK3発現，細胞増殖，遊走能，浸潤性の全てが有意に低下し，皮下移植系でも有意に腫瘍径が低下した．Pathway解析ではHSC-3 shDKK3ではCell cycle related gene, PI3K/mTOR/Akt pathway, MAP kinasesを含む32 のpathwayの関与が認められた．Western blottingでは，HSC-3 shDKK3細胞でのAkt, PI3K, PDK1, mTOR, p38, p44リン酸化低下が認められた．以上から，DKK3がHNSCCでは特異的にAktのリン酸化を介して腫瘍の悪性度に貢献しており，DKK3がHNSCC制御の有効なターゲットである可能性が強く示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





DKK3 knockdown confers negative effects on malignant potency of head and neck squamous cell carcinoma cells via PI3K/Akt signal and MAPK pathways




○Katase T，Fujita S

Dept Oral Pathol Bone Metab, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci





We previously reported that DKK3 was the candidate gene that might play specific roles in pathogenesis and progression of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). It has been reported that DKK3 does not possess Wnt inhibitory function, and its biological roles are not well explained. However, very interestingly, our data have demonstrated that DKK3 expression was high and might conduce worse prognosis in HNSCC, and that over-expression of DKK3 in HNSCC cells resulted in elevated cellular proliferation, migration and invasion via phosphorylation of Akt.  Hypothesizing that DKK3 might exert oncogenic function specifically in HNSCC, we performed loss-of-function analyses of DKK3 in HNSCC-derived cell.We generated DKK3 stable knockdown HNSCC-derived cell (HSC-3shDKK3), using lentivirus-mediated shRNA. HSC-3shDKK3 cells showed significantly reduced cell proliferation, migration, invasion and in vivo tumor growth. Microarray and pathway analyses suggested 32 pathways were related to these phenomena, and western blotting revealed reduced phosphorylation of Akt, PI3K, PDK1, mTOR, p38 and p44. All these data strongly support our hypothesis and suggested that DKK3 might play oncogenic roles in HNSCC via PI3K/Akt/mTOR axis and MAPK pathway. DKK3 might be a promising target of cancer suppression of HNSCC.
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分子シャペロンR2TPの口腔扁平上皮癌（OSCC）進展における作用機序の解析
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R2TP complexは，4種類のタンパク質（Pontin, Reptin, RPAP3, PIH1D1）からなる分子シャペロン複合体であり，Tel2タンパク質を介して，PIKKファミリーのシグナル伝達や，細胞周期調節，アポトーシスなどに関与している．これらの機能は，癌細胞における細胞増殖やDNA修復においても重要であることから，R2TPが口腔扁平上皮癌（OSCC）の進展にどのように関与しているのか，OSCC由来培養細胞（HSC2, HSC3, HSC4）を用いて分子生物学的解析を行うこととした．OSCCにおけるR2TPの存在を確認するために，R2TP構成タンパク質やTel2に対する免疫沈降を行い，ウェスタンブロット解析を行った．その結果，OSCC細胞においてR2TPが複合体を形成し，Tel2との相互作用を認めた．肺癌培養細胞では，腫瘍抑制遺伝子p53がGain of function（GOF）と呼ばれる腫瘍形成促進機能を有する変異型（R248Q）を示し，その安定化にPontinが寄与しているとの報告がある．HSC4細胞も同様の変異型p53（R248Q）を有することから，抗p53抗体による免疫沈降を行ったところ，変異型p53（R248Q）とPontinの相互作用が認められた．興味深いことに，このPontinのp53(R248Q)との相互作用は，HeLa細胞や正常歯肉上皮細胞の野生型p53と比べて顕著に亢進していることが明らかとなった．また，R2TPの各遺伝子のノックダウン実験により，R2TP-Tel2の構成因子がお互いのタンパク質やp53の蓄積に影響を与え，さらにHSC4細胞の細胞分裂にも関与していることが示された．以上の結果より，R2TPはOSCCにおいてp53やTel2と相互作用し，OSCC細胞の増殖を促進している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of the function of molecular chaperone R2TP complex in progression of oral squamous cell carcinoma (OSCC)
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R2TP is a molecular chaperone composed of Pontin, Reptin, RPAP3, and PIH1D1, which is involved in PIKK signaling through Tel2 adaptor protein, cell cycle regulation, and apoptosis. Since these roles are significant for cell proliferation and DNA repair in cancer, we analyzed its biological characteristics in OSCC cells (HSC2, HSC3, HSC4) to investigate how R2TP is involved in its progression.To confirm the existence of R2TP in OSCC, we conducted co-immunoprecipitation assay and analyzed the levels of R2TP proteins by Western blotting. The result showed that R2TP is formed and associated with Tel2 in OSCC. Pontin is known to contribute tumorigenesis by stabilizing Gain-of-Function mutant p53 (R248Q) in lung cancer cells. Intriguingly, HSC4 cells also express the p53 (R248Q). We conducted p53 co-immunoprecipitation assay in HSC4, HeLa and gingival epithelial cells. It's revealed that Pontin interacts with the mutant p53 in HSC4 cells to a greater extent than wild-type p53 in HeLa and gingival epithelial cells. siRNA knockdown experiment of the each R2TP gene suggested that R2TP components stabilize each other and p53. Also, the knockdown of them reduced cell proliferation in OSCC. Thus, we suggests that R2TP interacts with p53 and Tel2, and contributes to promote tumorigenesis in OSCC.
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癌の治療抵抗性と転移におけるHSP90およびMMP3の役割
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薬物療法や放射線療法に対する癌の治療抵抗性は，転移や再発を惹き起こし，患者の予後不良の原因となっている(1)．癌の治療抵抗性には，幹細胞特性と腫瘍微小環境が関与し，ここでの重要分子としてHSPsとMMPsが挙げられる（2-4）．HSPsは，タンパク質に機能的な折りたたみを与える分子シャペロンである一方で，癌促進タンパク質にも機能を付与してしまう（5）．我々は，幹細胞特性の高い腫瘍オルガノイドや転移性口腔癌細胞が，細胞外HSP90を盛んに分泌し，エクソソーム等の細胞外小胞にもHSP90が豊富に含まれることを示した（6,7）．HSP90には2種類のアイソフォームが存在するが，これらの二重ノックダウンは転移性口腔癌細胞に顕著な細胞死を誘導した．MMPsは，タンパク質を分解・活性調節するプロテアーゼである一方，核内移行性および転写因子機能をも有す（2,8）．MMP3とそのPEXアイソフォームは腫瘍実質・間質境界において核内局在し，癌細胞の増殖と遊走を制御し，またこの機能欠失によって転移が抑制されたことから，MMP3およびPEXは腫瘍微小環境における細胞間コミュニケーションにおいて重要な役割を担い，浸潤・転移を促進する多機能因子であることが示された(9)．以上より，腫瘍の幹細胞性と抵抗性にはHSP90が，腫瘍の微小環境と転移性にはMMP3がそれぞれ寄与し，両者のバイオマーカーおよび標的分子としての妥当性が示された．参考文献(1)Gong J et al, Mol Oncol 2018;(2)Eguchi T et al, JCB 2017;(3)Gong J et al, Oncogene 2015;(4)Chou et al, Oncogene 2015;(5)Eguchi T et al, Front Struct Biol 2018 Review;(6)Eguchi T et al, PLoS One 2018;(7)Ono K et al, JCB 2018;(8)Eguchi T et al, MCB 2008;(9)Okusha Y et al, JCB 2018【利益相反】利益相反状態にはありません．





Roles for HSP90 and MMP3 in tumor resistance and metastasis
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The resistance of cancer to chemo- and radio-therapies can be causes of metastasis and recurrence, which participate in poor prognosis in patients(1). Stem cell-like traits and tumor microenvironment are involved in such resistance, and HSPs and MMPs are key molecules here(2-4). While HSPs are molecular chaperones that provide functional folding in proteins, they also impart functionality to oncoproteins(5). We showed that tumor organoids with high stemness and metastatic oral cancer cells abundantly secrete extracellular HSP90 and HSP90-containing vesicles(exosomes)(6,7). Knockdown of HSP90 markedly induced cell death in the metastatic cells. While MMPs are proteinases, they also have abilities of nuclear translocation and transcriptional control(2,8). The PEX isoform of MMP3 localized in nuclei in the tumor parenchymal-stroma marginal zone and promoted proliferation and migration of cancer cells in vitro and their loss-of-function attenuated metastasis, indicating that MMP3 and the PEX have key roles in the tumor microenvironment, invasion, and metastasis(9). Together, HSP90 participate in stemness and resistance in tumor and MMP3 involves tumor microenvironment and metastasis, respectively, demonstrating the validity of these molecules as biomarkers as well as therapeutic targets in resistant cancer. References:(1)Gong J etal,Mol Oncol2018;(2)Eguchi T etal,JCB2017;(3)Gong J etal,Oncogene2015;(4)Chou etal,Oncogene2015;(7)Ono K et al, JCB2018;(8)Eguchi T et al, MCB2008;(9)Okusha Y et al, JCB2018.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.












O2-10

ラット口蓋腺の加齢変化に関する組織学的研究
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【目的】本研究ではラット口蓋腺が加齢に伴いどのような変化を示すのかを組織学的に明らかにすることを目的とした．【方法】実験には5～100週齢のWistar系雄性ラットを用いた．ラットには安楽死3時間前より1時間ごとにBrdUを腹腔内投与した．全身麻酔下で4 %パラホルムアルデヒド溶液を用いて灌流固定を行った後，口蓋腺を含む軟口蓋を摘出し，通法に従ってパラフィン切片を作製した．切片にはHE染色，PAS染色，Alcian blue(AB)染色，Azan染色を施し，組織学的に検索した．また，増殖活性の検索のために抗BrdU抗体，アポトーシスの検索のために抗cleaved caspase 3抗体(Casp-3)を用いた免疫染色を行った．【結果】口蓋腺は軟口蓋粘膜下にあり，口腔とは複数の導管によって連絡していた．腺実質のほとんどは粘液性腺房細胞からなり，これらが管状の腺房を構成していた．5週と10週では，これらに加えて口蓋腺後方部に漿液性腺房細胞がわずかに観察されたが，50週以降では認められなかった．粘液性腺房細胞は10週まではPASおよびABに陽性を示していた．50週以降になるとPASに対して強陽性となったが，ABに対する反応に変化は認められなかった．Azanによると結合組織の分布や性状に大きな変化は認められなかった．BrdU免疫染色では，5週の腺房細胞に多くの陽性細胞が認められたが，経時的に減少し，100週ではほとんど観察されなかった．導管細胞では5週に最も多くのBrdU陽性細胞が観察された．10週では陽性細胞は減少したが，それ以降での変化は認められなかった．一方，Casp-3陽性細胞はどの週齢においても認められなかった．【結論】ラット口蓋腺では加齢に伴い漿液性腺房細胞の消失，粘液性腺房細胞の分泌顆粒の性状の変化，細胞増殖活性の低下が起こることが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Morphological changes in the rat palatine glands with aging
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Introduction: This study was designed to clarify the morphological changes in the rat palatine glands with aging.Materials and Methods: Male Wistar rats aged 5, 10, 50 or 100 weeks were perfused with 4% paraformaldehyde. Then, the platine glands were removed and examined histologically and immunohistochemically using antibodies to 5'-bromo-2-deoxyuridine(BrdU) and cleaved caspase 3(Casp-3). Results: At 5 and 10 weeks, the palatine glands mostly consisted of mucous acinar cells, which were stained with PAS and Alcian blue(AB). Serous acinar cells were rarely observed in the posterior region of the glands. After 50 weeks, the intensity of mucous cells for PAS became stronger, while that for AB unchanged. There were no serous cells in the glands. Immunohistochemically, many acinar cells were BrdU-positive at 5 weeks, but decreased over time. At 100 weeks, BrdU-positive acinar cells were hardly seen. There were no Casp-3-positive cells at any time points.Conclusion: It was revealed that the loss of serous acinar cells, decrease of proliferative activity, and changes of the properties of secretory granules occurred in the rat palatine glands with aging.
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唾液腺の再生治療を目指した転写因子p63の発現と制御機構の解析
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【目的】近年，転写因子p63は上皮の形態形成や幹細胞性に不可欠であると注目されており，肺や皮膚では再生に寄与することが報告されている．同じ上皮性組織である唾液腺でも再生への応用が可能であると考えられた．本研究は，p63に着目した唾液腺再生の実現化を目的とし，唾液腺障害モデルを用いたp63の発現解析と制御機構の探索を行った．【方法】マウス耳下腺を導管結紮により障害し，開放後の修復過程におけるp63の発現と幹細胞マーカーとの関連を免疫組織染色により確認した．また，p63には細胞増殖活性を有するΔNp63と有さないTAp63という2種類のアイソフォームが存在するため，各々の発現量をリアルタイムRT-PCRにより解析した．さらに，胎仔唾液腺の器官培養を用い，p63の制御機構を探索した．p63調節経路の1つであるp38MAPKの阻害剤（SB203580）を培地に添加し，形態学的比較とウェスタンブロッティング法によるp63の発現量を検討した．【結果】開放後0日目の唾液腺でp63陽性細胞数は有意に増加し，組織の修復に伴い減少した．また，p63陽性細胞の全てが唾液腺の幹細胞マーカーであるKeratin 5と共発現し，一部が筋上皮細胞のマーカーであるαSMAと共発現した．p63のアイソフォームを解析したところ，ΔNp63がTAp63と比較し相対的に増加した．さらに，胎仔唾液腺の器官培養にSB203580を添加したところ，唾液腺全体の大きさと腺房数は減少し，p63の発現量も低下した．【考察】転写因子p63は，唾液腺の修復開始時に増加したこと，幹細胞マーカーと共発現したこと，そしてΔNp63の割合が増加したことから，唾液腺の再生に寄与する可能性が示唆された．また，唾液腺の発生過程ではp63の発現がp38MAPK経路を介して制御されることが明らかとなったことから，今後はこの制御機構が唾液腺の障害・修復過程でどのように影響するか検討を重ねたい．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The analysis of expression and regulatory mechanism of transcription factor p63 for regenerative therapy of salivary gland




○Ikai K，Minagi H，Sakai T

Dept Oral-Facial Disorder, Osaka Univ Grad Sch Dent





To realize salivary gland (SG) regeneration targeting transcription factor p63, we investigated the expression  and the regulatory mechanism of p63 in injury SG.We prepared the model mice by ligation/deligation of parotid glands, and confirmed the expression of p63 and the relationship with stem cell marker in the restoration process by immunohistochemical staining. In addition, we analyzed the expression levels of p63 isoform by qPCR. Furthermore, we cultured fetal SG with an inhibitor of p38MAPK (SB203580), and examined the morphological changes and p63 expression level by Western blotting.The number of p63 positive cells increased in the SG on day 0 after release of the ligation and decreased as the tissue restored. All of p63 positive cells coexpressed with keratin5, and some coexpressed with aSMA. Analysis of p63 isoform revealed a relative increase in dNp63 compared to TAp63. In SB203580 treated fetal SG, the whole size, the number of acini, and p63 expression level decreased.These results suggest that p63 may contribute to SG regeneration. In addition, p63 expression was regulated via the p38MAPK pathway in developmental process of SG. We will continue to study how this mechanism affects SG through injury/restore process.
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唾液腺の分枝形態形成と細胞分化は唾液腺の機能発現に極めて重要であるが，その分子制御機構について未だ不明な点が多い．p130Cas (Crk-associated substrate protein)は成長因子やインテグリンシグナルによって細胞内で様々なタンパク質と複合体を形成するアダプタータンパク質である．我々はこれまでにp130Casがアクチンの再構成に深く関わっているだけでなく，細胞の極性化に必須であることを報告した．今回の研究は，唾液腺の発生および機能発現におけるp130Casの生理的役割について検討を行った．p130Casは胎生期のマウス顎下腺と舌下腺で発現していたが，生後10週齢ではp130Casの発現は認められなかった．次にp130Cas floxマウスとK14-Creマウスを交配し上皮組織特異的p130Cas欠損（p130Cas cKO）マウスを作製した．p130Cas cKOマウスでは，野生型マウスと比べて顎下腺と舌下腺の大きさと重量が小さかった．野生型およびp130Cas cKOマウスの顎下腺及び舌下腺の組織学的解析を行ったところ，p130Cas cKOマウスでは腺房細胞の萎縮が見られた．さらに，腺房細胞のマーカーであるAquaporin-5とE-cadherinの局在の異常が観察され，腺房細胞の極性が乱れていると考えられる．以上の結果よりp130Casが唾液腺の発生および機能発現に関与している可能性が示唆された．
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The physiological role of p130Cas in salivary gland development and function
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5OBT Res Cent Fac Dent Sci, Kyushu Univ





Branching morphogenesis and cell differentiation of the salivary glands are extremely important for acquiring their function, but the molecular mechanism is still unclear. p130Cas (Crk-associated substrate protein) is an adapter protein that forms a complex with various proteins in cells by growth factors and integrin signals. Previously we reported that p130Cas is also involved in the actin regeneration and is essential for polarizing in cells. In this study, we examined the physiological role of p130Cas in salivary gland development and function. p130Cas protein was expressed in submandibular gland and sublingual gland in embryonic stage, but not of 10-week-old wild-type (WT) mouse. We generated epithelial tissue-specific p130Cas deficient (p130Cas cKO) mice by crossing p130Casfl/fl mice with K14-Cre mice. The size and weight of submandibular and sublingual glands was lower in p130Cas cKO mice compared with WT mice. Histological analysis of the submandibular and sublingual glands showed atrophy of acinar cells in p130Cas cKO mice. Furthermore, localization of markers of acinar cell, such as Aquaporin-5 and E-cadherin disturbed in the submandibular gland of 10-week-old p130Cas cKO mice, suggesting that the polarity of the acinar cells was disordered. Taken together, p130Cas may be involved in salivary gland development and function expression.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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組織連続切片三次元構築法とBrdUラベリングを用いたモルモット臼歯 apical budにおける歯胚上皮幹細胞と一過性増殖細胞分布の観察




○清野　雄多1，中富　満城2，依田　浩子1，大島　勇人1

1新潟大　院医歯　硬組織形態，2九歯大　解剖





【目的】モルモット臼歯は常生歯であり，マウス切歯と同様に，その形成端にapical budと呼ばれる幹細胞を含む上皮細胞塊を有する（Hashimoto et al.: Arch Histol Cytol 71: 317-332, 2008）．今回我々は，モルモット臼歯形成端の三次元的形態，BrdU長期ラベル維持細胞（LRCs），一時的増幅細胞，歯胚上皮幹細胞マーカーSox2陽性細胞相互の関係を明らかにすることを目的とする．

【方法】BrdU未投与および2時間～20日前にBrdU腹腔内投与した生後4週齢モルモットを深麻酔下で4%パラホルムアルデヒド溶液による灌流固定，EDTA脱灰後，通法に従い水平断・前頭断・矢状断パラフィン連続切片を作成し，BrdU及びSox2免疫染色を施し，PhotoshopおよびFijiを用いて三次元構築した臼歯形成端上皮の三次元的形態，LRCs，Sox2陽性細胞間相互の関係を検証した．

【結果及び考察】モルモット臼歯は，下顎臼歯では頬側にエナメル質で覆われる歯冠アナログ象牙質，舌側にエナメル質とセメント質でそれぞれ覆われる歯冠及び歯根アナログ象牙質をもつS字状の歯の形態を有する．臼歯形成端にはLRCsを含むSox2強陽性の上皮塊が頬側に2つ，舌側に1つ（計3つ）存在し，そこから伸び出す歯根アナログ象牙質部の内エナメル上皮（IEE）やcervical loop（CL）もLRCsを含むSox2陽性反応を示した．歯根アナログ側のIEE，CLは，2時間前BrdU腹腔内投与でラベルされる増殖細胞を多数含むので，幹細胞と一時的増幅細胞が混在する領域であると考えられた．マウス切歯形成端に見られる限局した幹細胞ニッチと単純な上皮形態とは対照的に，モルモット臼歯形成端は拡散した幹細胞ニッチと複雑な上皮形態を有し，複雑な歯冠形態との関連が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The distribution of the stem cells and transit amplifying cells in the apical bud of guinea pig cheek teeth




○Seino Y1，Nakatomi M2，Ida-Yonemochi H1，Ohshima H1

1Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci

2Div Anat, Kyushu Dent Univ





Purpose: Guinea pig molars as well as mouse incisors are continuously growing teeth, where their apical end has epithelial bulges containing stem cells referred to as“apical bud". This study aimed to clarify the relationship among the three-dimensional configuration of apical end, long term BrdU-label-retaining cells (LRCs), transit-amplifying cells (TACs), and Sox2 immunohistochemistry (an epithelial stem cell marker).

Methods: Four-week-old guinea pigs were given with/without an intraperitoneal injection of BrdU 2 hours-20 days before fixation with 4% paraformaldehyde. Cheek teeth were dissected, decalcified, and embedded in paraffin. Serial sections were processed for immunohistochemistry for Sox2 and BrdU.

Results and Discussion: Guinea pig mandibular molars possess crown-analogue dentin covered with enamel buccally and crown- and root-analogue dentin covered with enamel and cementum, respectively, lingually, showing S-shaped appearance. The apical end had three intense Sox2-positive epithelial bulges containing LRCs (two buccally and one lingually), which elongated Sox2-positve inner enamel epithelium and cervical loop with LRCs and TACs in the root-analogue dentin. These findings suggest that the apical end of guinea pig molars possesses disperse stem cell niches and complicated epithelial configuration resulting in complex dental morphology, in contrast to that of mouse incisors having localized niche and simple epithelial shape. 

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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象牙芽細胞及びエナメル芽細胞を蛍光標識出来るマウスを用いた象牙芽細胞，エナメル芽細胞前駆細胞の同定の試み




○磯野　加奈，山崎　英俊

三重大　院医　幹細胞発生





歯の発生は上皮細胞と間葉細胞との相互作用により進む．歯の上皮細胞はアメロジェニンを発現するエナメル芽細胞に，歯の間葉細胞，特に神経堤細胞はDentin sialophoshoprotein (Dspp)を発現する象牙芽細胞に分化する．これまで，我々は，エナメル芽細胞や象牙芽細胞を蛍光を指標に同定，単離する目的でAmelx  及びDsppの遺伝子座に赤色或は緑色蛍光蛋白遺伝子を挿入した胚性幹細胞株を作成した．これらの胚性幹細胞株を用いて遺伝子組換えマウスを作製し，赤色或は緑色蛍光タンパクの発現によりエナメル芽細胞或は象牙芽細胞が適切に標識されていることを報告した．　今回我々は，同一個体で象牙芽細胞とエナメル芽細胞を別々に蛍光標識できるマウスを作成し，蛍光を指標にこれらの両遺伝子の発現を調べた．また，胎生13日歯胚のAmelx 及びDsppを発現していない蛍光陰性の象牙芽細胞の前駆細胞やエナメル芽細胞の前駆細胞を含む細胞を用いて，蛍光陽性の象牙芽細胞やエナメル芽細胞が誘導されることを歯の器官培養にて明らかにした．また，Dspp-GFP/GFPマウスあるいはAmelx-TdTomato/TdTomatoマウスでは歯のDSPP及びAMELX蛋白が欠損していることも確認した．現在，Dspp-GFP/GFPマウスあるいはAmelx-TdTomato/TdTomatoマウスの蛋白の欠損を胎生13日のこれらのマウス歯胚細胞と正常歯胚細胞を混合培養することで回復できるかどうか検討している．これらの前駆細胞がどのような細胞表面分子を特異的に発現しているかは明らかではないが，胎仔歯胚にはエナメル質や象牙質を産生できる機能的な前駆細胞が存在するであろう．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Attempt to identification of ameloblast- and odontoblast-progenitors using mice that label ameloblasts and odontoblasts with fluorescence




○Isono K，Yamasaki H

Dept Stem Cells and Developmental Biol, Mie Univ  Grad Sch Med





Dental epithelial cells differentiate into enamel-producing ameloblasts that express amelogenin (Amelx), whereas dental mesenchymal cells, especially neural crest cells differentiate into dentin-producing odontoblasts, that express dentin sialophosphoprotein (Dspp). In this study, to identify ameloblasts and odontoblasts with fluorescence, we have established novel embryonic stem cell lines and transgenic mice lines that can label odontoblasts and ameloblasts as GFP-expressing cells and TdTomato-expressing cells. Next, we prepared mice that labeled odontoblasts and ameloblasts with different fluorescence in the same mice, and investigated these fluorescent proteins were expressed by odontoblasts and ameloblasts. In addition, tooth organ formation was carried out using GFP-negative odontoblast progenitors and TdTomato-negative ameloblast progenitors, and GFP+ odontoblasts and TdTomato+ameloblasts could be induced in tooth organ culture. We also found that DSPP and AMELX were not produced in odontoblasts and amelonblasts of Dspp-GFP/GFP and Amelx-TdTomato/TdTomato mice. Then, we examine if deficiency of DSPP and AMELX in these mice can be recovered by E13 tooth germ of wild-type mice in tooth organ culture. From the above, functional progenitors of dentin-secreting odontoblasts and enamel-secreting ameloblasts might be existed in the embryonic tooth germ, although it is unclear if these progenitors expressed any cell surface molecules especially.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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マウス顎関節部 “筋-腱-骨”複合体における形態形成プロセス




○石束　　叡1,3，四ツ谷　護2,3，内藤　　哲1,3，永倉遼太郎1，山本　将仁1,3，阿部　伸一1,3

1東歯大　解剖

2東歯大　クラウンブリッジ

3東歯大　研究ブランディング事業





【目的】外側翼突筋は停止部において下顎頭だけでなく関節円板にも付着し，顎運動にとって重要な機能を担っている．また筋付着部では筋線維束が発揮する機能によって，様々な付着様式を呈することが知られている．しかしこの重要な機能的単位である“筋-腱-骨”複合体の構築過程には不明な点がある．そこで今回我々は，顎関節部におけるこの機能的単位の構築メカニズムを明らかにするため，発生過程および再生過程における検索を試みた．【方法】試料はICR系マウス（胎生13.5～16.5日）を用いた．通法に従いパラフィン包埋を行い，連続切片を作製した．得られた切片から外側翼突筋，下顎頭を同時に観察できる部位を特定し，それらの結合過程を免疫組織学的染色により，形態学的に観察した．さらに，変形性顎関節症モデルマウスを通法に従い作製し，その再生過程を組織学的に検索した．【結果および考察】胎生13.5～14.5日の外側翼突筋の膜性骨(関節突起)への付着部において，Sox9陽性の腱-骨格系前駆細胞群とDesminの集積する筋-腱接合部領域は接し強く発現していた．この両者の強発現は発生初期にみられ，その後Sox9陽性細胞の数は減少しながら，腱と骨組織を構築していくことが明らかとなった．また外側翼突筋付着部に損傷を与え再生過程を観察した場合でも，発生過程と同様その初期に，筋束先端におけるDesminと腱―骨側にSox9の強発現が観察された．この事より“筋-腱-骨”複合体の構築にDesminとSox9が重要な役割を担っている可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Morphogenetic process of the muscle-tendon-bone complex in the mouse temporomandibular joint




○Ishizuka S1,3，Yotsuya M2,3，Naitou T1,3，Nagakura R1，Yamamoto M1,3，Abe S1,3

1Dept Anat, Tokyo Dent  Coll

2Dept Fixed Prosthodont, Tokyo Dent  Coll
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While there have been embryologic studies concerning each of the muscle, tendon, and bone, some aspects of the developmental process of the muscle-tendon-bone complex remain unclear. In this study, we damaged the temporomandibular joint, which consists of a muscle-tendon-bone complex, and its developmental process and histologically investigated its healing process. As a result, Sox9-positive progenitor cells of the tendon-skeleton system appeared densely in the areas that would develop into tendons and bones in the future around the 14th day of embryonic development, and desmin was intensely expressed at the ends of the muscle bundles in contact with these areas. Thereafter, the expression of Sox9 decreased rapidly in the areas in which muscle bundles would differentiate into fibrous attachments. Also, in the healing process of the damage model, intense expression of desmin at the ends of muscle bundles in the damaged areas and of Sox9 in the bones to which the muscles attached was observed. This suggests that desmin and Sox9 play important roles in an early stage of morphogenetic process of the muscle-tendon-bone complex of the temporomandibular joint.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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ユビキチン-プロテアソーム経路の破綻によるMCL1安定化機構とその制御方法の検討




○清水　康平1，千葉　満生1,2，犬塚　博之1，福本　　敏1,2

1東北大　院歯　先端再生医学研究セ，2東北大　院歯　小児歯





Bcl-2ファミリーに属するMCL1は，発生過程および成体における様々な細胞の生存にとって必須の抗アポトーシスタンパク質である．これまで乳癌や口腔癌，血液腫瘍など広範ながんにおいて過剰発現を認め，腫瘍化や化学療法に対する抵抗性の獲得に寄与する主要ながん遺伝子産物として認識されている．また，がん細胞におけるMCL1の過剰な蓄積は，ユビキチン-プロテアソーム依存性のタンパク質分解系の破綻に起因することが明らかとなりつつある．我々は，その分子機構の一環として，MCL1のアセチル化修飾がUSP9XによるMCL1の脱ユビキチン化を誘導し，MCL1タンパク質の安定化・蓄積を介して腫瘍化の促進に寄与することを見出した．そこで，アセチル化を介したMCL1の量的制御機構について，より臨床的な観点から理解を進めるため，MCL1の過剰発現が高頻度に認められる乳癌や口腔癌においてMCL1のアセチル化レベルを規定する酵素群の同定を試みた．MCL1のアセチル化及び脱アセチル化を担う酵素に関して，タンパク質発現量との相関を解析したところ，MCL1のアセチル化レベルが高い癌細胞株において顕著なアセチル化酵素p300の発現を認めた．さらに，同細胞株に対するp300の遺伝子発現抑制並びに阻害剤処理により，MCL1のアセチル化及び細胞内タンパク質量の減少が観察された．また，USP9X阻害剤の感受性について検証したところ，高度にアセチル化された癌細胞株において明らかなMCL1の減少を認め，細胞死誘導に対する高感受性との相関が認められた．以上の結果から，MCL1の安定性を制御するアセチル化関連因子が，MCL1依存性がんの有効な分子標的となる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The mechanism by which dysfunction of ubiquitin-proteasome pathway stabilizes MCL1 in cancers and its therapeutic intervention




○Shimizu K1，Chiba M1,2，Inuzuka H1，Fukumoto S1,2

1Center for Adv Stem Cell and Regenerative Res, Tohoku Univ Grad Sch Dent

2Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent





Myeloid cell leukemia-1 (MCL1), an anti-apoptotic member of the Bcl-2 family, is critical for cell survival of multiple lineages, while the potent pro-survival effect of MCL1 overexpression contributes to tumorigenesis and chemoresistance in a variety of cancers. Although the details of molecular mechanisms underlying the MCL1 upregulation in cancer remain unclear, it is believed that the dysfunction of the ubiquitin-proteasome system results in the accumulation of MCL1 protein. In the last meeting, we reported that the acetylation of MCL1 promotes tumorigenesis through increased MCL1 protein stability due to augmented interaction with the USP9X deubiquitinase and subsequent MCL1 deubiquitination. Here, to understand the clinical significance of the acetylation-mediated MCL1 stabilization in cancer, we investigated a critical enzyme defining MCL1 acetylation levels in breast and oral cancers in which MCL1 is frequently overexpressed. Our data indicated that the expression level of the p300 acetyltransferase but not deacetylase is positively correlated with MCL1 acetylation status. Notably, inhibition of the p300 or USP9X led to a remarkable decrease in MCL1 stability and cell viability in cancer cells. Together, our results suggest that p300 and USP9X are potential therapeutic targets for cancers whose survival is dependent on high MCL1 acetylation status.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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核内およびエクソソーム中に存在するMMPs / PEXの癌進展における役割とその抑制




○奥舎　有加1，江口　傑徳1,2，十川　千春1，小野　喜章1,3，奥井　達雄3，中野　敬介4，岡元　邦彰1

1岡大　院医歯薬　歯科薬理，2岡大　歯先端研セ，3岡大　院医歯薬　口腔顎顔面外科，4岡大　院医歯薬　口腔病理





癌細胞の浸潤・転移はマトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）による細胞外マトリックス分解によって促進されると理解されている．我々は独自にMMP3のプロテアーゼ活性を持たない領域であるPEXドメインによる転写調節機能を示してきた．今回，我々は，転移性癌細胞が分泌するエクソソーム等の細胞外小胞（EV）にMMPs/PEXが含まれ，細胞核に移行し，癌の浸潤・転移に関与することを示す．【方法・結果】マウス大腸癌細胞株とその急速転移性亜株LuM1のトランスクリプトーム解析を行い，LuM1におけるMmp3およびMmp9 mRNA高発現を明らかにした．LuM1とそのEVには全長MMP3とそのPEXアイソフォーム，およびMMP9が高濃度に含有されていた．MMP3ノックダウンによりLuM1の増殖，遊走，浸潤，肺転移が顕著に低下し，逆に，PEX強制発現はその増殖と遊走を促進した．BALB/cマウスに皮下移植して形成された腫瘍を抗PEX/MMP3抗体を用いて免疫染色し，共焦点レーザー顕微鏡を用いて局在解析したところ，核内PEX/MMP3は間質を含む腫瘍辺縁部に局在した一方，核内MMP9は腫瘍内部に局在していた．Hspa12bおよびCtgf/Ccn2 mRNAはMmp3同様にLuM1で高発現し，MMP3を減じた皮下腫瘍群におけるこれらのmRNAレベルはコントロール群と比較し有意に低かったため，この転写制御が癌促進に関与する可能性が示唆された．CRISPR/Casゲノム編集技術を用いて樹立したMMP3ノックアウトLuM1細胞におけるCtgf/Ccn2　mRNAレベルは，LuM1と比較して有意に低かった．【結論】MMP3のPEXドメインが腫瘍辺縁部と間質細胞の核内に移行し，癌の浸潤・転移を促進することが明らかとなった．【文献】 Okusha Y et al, 2018, JCB.

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Roles and inhibition of intranuclear and exosomal MMPs/PEX in cancer progression
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Members of matrix metalloproteinase (MMP) family have been understood to promote cancer progression by altering the tumor milieu. We have shown that the PEX, a non-proteolytic domain of MMP3, plays a pivotal role in transcriptional control. We describe that MMPs/PEX was contained in extracellular vesicles (EVs) such as exosomes, translocated into nuclei, and involve cancer progression. We examined transcriptome of colon adenocarcinoma cell lines with different metastatic potentials and found that rapidly metastatic cells powerfully expressed genes encoding MMP3 and MMP9. The PEX isoform and proteolytic isoforms of MMPs were found in the metastatic cells as well as their EVs in vitro. Knockdown of MMP3 attenuated cancer cell migration and invasion in vitro and lung metastasis. In contrast, overexpression of the PEX/MMP3 promoted proliferation and migration of the metastatic cells in vitro. Profound nuclear localization of PEX/MMP3 was found in tumor-stroma marginal area. In contrast, MMP9 was localized in the central area of subcutaneous tumors. The mRNA levels of Hspa12aand Ctgf/Ccn2 were coincident with that of Mmp3 in CRISPR/Cas genome-edited MMP3 knockout cells and in subcutaneous tumors, suggesting their direct relation. Together, the PEX/MMPs locating in cell nuclei as well as EVs involves progression and metastasis of aggressive adenocarcinomas.200/200 words

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.












O2-18

扁平上皮癌細胞の形態変化・移動・浸潤および骨破壊におけるp130Casの役割
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口腔扁平上皮癌(OSCC)の顎骨浸潤は予後を左右する重要な要因である．癌細胞が浸潤・転移する際に，細胞が上皮系の性質を失い，形態変化を伴う間葉系細胞の性質を獲得する上皮間葉移行(EMT)が関与する．そこで本研究では，細胞骨格を制御し様々な癌で発現が上昇するp130Casが，代表的なEMT誘導因子TGFβが誘導するEMTに関与するかを検討した．まず，実際の口腔外科手術で切除されたヒトOSCCの顎骨浸潤部位でのTGFβシグナルの活性化とp130Casの発現を免疫組織学染色で検討した．OSCCの顎骨浸潤部では正常骨組織と比べてp130Casの発現量が高く，さらにp130Casの発現する細胞では同時にSmad3のリン酸化が認められた．次にマウス扁平上皮細胞株SCCVIIの内在性p130CasをshRNAの導入でノックダウンし，TGFβが誘導する細胞形態，移動・浸潤能におけるp130Casの役割を検討した．TGFβ処理により野生型SCCVIIは間葉系細胞様に形態変化したが，p130Casをノックダウンした細胞（shp130SCCVII）の形態はほとんど変わらなかった．同様に，細胞の移動能，浸潤能，MMP9活性をそれぞれWound healing assay，Invasion assay，Gelatin zymographyで評価したところ，shp130SCCVIIはTGFβを添加しても移動能，浸潤能，MMP9活性は野生型と比べてあまり上昇しなかった．最後に8週齢雄マウスの左咬筋部に細胞を接種し，扁平上皮癌の顎骨浸潤に対するp130Casの役割を検討した．すると，shp130SCCVIIを接種した群ではコントロール細胞を接種した群に比べて骨破壊の程度が有意に低かった．すなわち，p130CasはOSCCが形態変化・移動・浸潤し，さらに顎骨破壊する過程で不可欠な因子である可能性がある．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





p130Cas is involved in morphological change, mobility, and invasion ability and bone invasion in OSCC




○Yaginuma T1,2，Matsubara T1，Kokabu S1，Nakatomi T2，Jimi E1,3

1Div Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ, 2Div Oral Med, Kyushu Dent Univ, 3OBT Res, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Squamous cell carcinoma (SCC) frequently invade bones ; this invasion is associated with a worse prognosis. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) process accompanies the invasion and metastasis of carcinoma. TGF-β is a major EMT factor. Expression of p130Cas, which regulates the cytoskeleton, increases in various cancers. But the relationship between p130Cas and EMT in OSCC has not been elucidated. Therefore, in this study, we first examined the expression and activation of p130Cas in the OSCC sample excised by actual surgery and the relation with EMT by immunohistochemistry. As a result, the expression of phosphorylation of p130Cas and smad3 was consistent. We use the SCC cell line SCCVII, and the role of p130Cas in EMT was confirmed by establishing stable cell line of shp130Cas. Shp130Cas showed a decrease in migratory ability and invasive ability by Gelatin invasion assay and Wound healing assay. Regarding morphological change after TGFβ stimulation, SCCVIIshp130Cas suppressed morphological change. Finally, SCCVII(shp130Cas and cont) cells were inoculated into the left masseter muscle of male mice. As a result, in the group inoculated with shp130Cas SCCVII cells, there was little bone destruction. So, p130Cas is involved in morphological change, mobility, and invasion ability and bone invasion in OSCC.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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P2受容体アゴニストとIL-1の共刺激はヒト口腔上皮細胞におけるIL-6産生を相乗的に増強する




○宍戸　　香1,2，黒石　智誠1，菅原　俊二1

1東北大　院歯　口腔分子制御，2東北大　院歯　顎口腔矯正





【背景】細胞外ATPやinterleukin (IL)-1αなどのdamage-associated molecular patterns (DAMPs) は傷害を受けた細胞に由来し，danger signalとして種々の炎症反応を誘導する．Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) もまた，danger signalとして機能する．昨年度の本学会において，我々は，細胞外ATPはP2受容体 (P2R) を介してヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株であるHSC-2細胞を刺激し，IL-6などの炎症性サイトカイン産生を誘導することを報告した．本研究では，口腔粘膜疾患におけるdanger signalの相互作用を明らかにする目的で，HSC-2細胞におけるP2Rアゴニストとその他のdanger signalの共刺激によるIL-6産生誘導を解析した．【方法】HSC-2細胞をP2Rアゴニスト (ATPおよびADP) とTLRリガンド (Pam3CSK4: TLR1/2，poly I:C: TLR3，LPS: TLR4，R848: TLR7/8)もしくはIL-1αで共刺激し，培養上清中IL-6濃度をELISA法で測定した．HSC-2細胞におけるIL-1α，IL-1 receptor (IL-1R) およびIL-1 receptor accessory protein (IL-1RAP) mRNA発現はRT-PCR法により，IL-1αタンパク質発現はWestern blot法により解析した．【結果および考察】いずれのTLRリガンド刺激によっても，HSC-2細胞によるIL-6産生は増強されなかった．P2Rアゴニスト刺激によりHSC-2細胞のIL-6産生が増強されたが，TLRリガンドとの共刺激による相乗効果は認められなかった．一方，IL-1α単独刺激ではHSC-2細胞によるIL-6産生の増強は認められなかったが，P2Rアゴニストとの共刺激により，IL-6産生の相乗的な増強が認められた．また，HSC-2細胞において，IL-1α，IL-1R1およびIL-1RAPの恒常的な発現が認められたが，P2Rアゴニスト刺激による発現の変動は認められなかった．以上の結果から，P2RアゴニストとIL-1が相乗的に作用し，口腔粘膜における炎症反応を増強していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





P2 purinergic receptor agonists and IL-1 synergistically induce IL-6 production in human oral epithelial cells




○Shishido K1,2，Kuroishi T1，Sugawara S1

1Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent
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Damage-associated molecular patterns (DAMPs), such as extracellular ATP and IL-1α, and pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) serve as danger signals and induce  inflammatory responses. We previously reported that extracellular ATP induces IL-6 production via the P2 purinergic receptor (P2R) in HSC-2 cells, a cell line derived from human oral squamous cell carcinoma. To investigate the interactions among danger signals in the oral mucosa, we analyzed IL-6 production in HSC-2 cells co-stimulated with P2R agonists and other danger signals.No alteration of IL-6 production was detected in HSC-2 cells stimulated with TLR ligands. No synergistic effects were noted in the IL-6 production by HSC-2 cells co-stimulated with P2R agonists and TLR ligands. Although IL-1α alone did not augment IL-6 production by HSC-2 cells, co-stimulation with IL-1α significantly augmented the IL-6 production by HSC-2 cells stimulated with P2R agonists. HSC-2 cells constitutively expressed IL-1α, IL-1 receptor 1 and IL-1 receptor accessory protein, but they were not affected by stimulation with P2R agonists. These results suggest that P2R agonists and IL-1 synergistically augment inflammatory responses in the oral mucosa.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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Porphyromonas gingivalis感染したマクロファージが産生する膜小胞が肝臓糖代謝に及ぼす影響




○吉田　賀弥1，藤原奈津美2，尾崎　和美2，内部　健太3，池亀　美華3，岡村　裕彦3

1徳大　院医歯薬　口腔保健教育，2徳大　院医歯薬　口腔保健支援，3岡大　院医歯薬　口腔形態





【背景と目的】結核菌やピロリ菌が感染した宿主細胞が産生する膜小胞exosomeは，菌由来の病原蛋白質を含み，血流を介して全身に運ばれて様々な全身疾患の発症に関わる．一方で，歯周病は糖尿病を増悪化させると言われるが，その機序に宿主由来の膜小胞が関与するかは不明である．本研究では，歯周病原菌Porphyromonas gingivalisを感染させたマクロファージが産生する膜小胞が糖代謝に及ぼす影響について検討するために，以下の実験を行った．【方法】SNAP26b蛋白質を発現するP.g ATCC33277の形質転換株 (SNAP-Pg)を作製した．PMAを添加しTHP-1をマクロファージ様に分化させて，SNAP-Pgを感染させた後，48時間培養した．培養上清に高性能ポリマー試薬を添加して，膜小胞を抽出した．膜小胞を電子顕微鏡で形態観察し，粒子径を測定した．膜小胞含有蛋白質を銀染色で検出し，質量分析（Nano LC-MS/MS）により同定した．Cy7で蛍光ラベルした膜小胞をマウスの腹腔内に投与し，IVISにより生体内動向を解析した．ヒト肝臓癌由来細胞株HepG2に膜小胞を添加し，インスリンシグナルの変化をWBで解析した．【結果と考察】Pgが感染したTHP-1は，Fim Aやgingipainなどの菌由来の病原蛋白質や，Histoneなどの宿主由来の蛋白質を含有する膜小胞（粒子径約50 nm～320 nm）を産生した．THP-1由来の膜小胞は，マウス生体において肝臓に特異的に集積した．また，Pg感染THP-1由来の膜小胞は，HepG2細胞においてインスリンシグナルを抑制した．以上より，Pgが感染したマクロファージが産生する膜小胞は，菌及び宿主由来の蛋白質を含有し，肝臓に移行して，糖代謝に影響を及ぼす可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of extracellular vesicle induced by Porphyromonas gingivalis-infected macrophages on hepatic glucose metabolisms




○Yoshida K1，Fujiwara N2，Ozaki K2，Uchibe K3，Ikegame M3，Okamura H3

1Dept Oral Health Care Educ, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci

2Dept Oral Health Care Promo, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci
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Introduction Extracellular vesicle (EV) released from the Helicobacter pylori and Mycobacterium tuberculosis-infected host cells contain the bacterium components, and translocate to the distant organs resulting in inducing the systemic disorders. However, it remains unknown whether EV-released from host cells contribute to exacerbate the diabetes mellitus during periodontal diseases. In this study, we investigated the effects of EV released from Porphyromonas gingivalis (Pg)-infected macrophages on glucose metabolisms in the liver. Materials & Methods We constructed Pg ATCC33277 expressing the SNAP26b protein (SNAP-Pg). THP-1 cells were translocated into macrophages by PMA. EV was isolated from THP-1 culture media and its carrying proteins were identified by Nano LC-MS/MS. The mice were intraperitoneally injected with Cy7-labeled EV, and fluorescence of whole body was acquired by IVIS spectrum. The insulin signaling in EV-treated HepG2 cells was analyzed by western blot. Results & Discussion THP-1 cells infected with SNAP-Pg released 50-320 nm EV containing components from bacteria and host cells, such as gingipains, FimA, and histones. EV accumulated in the liver in mice. EV inhibited the insulin signaling in HepG2 cells. Our results suggested that EV released from SNAP-Pg-infected macrophages, carrying pathogens derived from bacteria and host cells, may translocate the liver and affect glucose metabolisms. Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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歯周病細菌に対する5ALAを用いたPDTの効果の検討




○関根　伸一，泉井　秀介，天野　敦雄
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【目的】目的細胞内の光感受性物質に対して特定波長のレーザー光を照射し，細胞死を誘導する光線力学療法(Photodynamic therapy：PDT)は，悪性腫瘍に対して臨床応用されている．しかし感染症に対しての報告は，メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(Morimoto et al., PLoS One, 2014)に対する効果の報告を認めるが，歯周病菌を扱ったものは少ない．そこで我々はPorphyromonas gingivalisに対する5アラニンアミノ酸塩(5ALA)を用いたPDTの効果を明らかにすることを目的とした．【方法】24穴プレートにP. gingivalis OMZ314株(108CFU/mL)に5ALA（SBIファーマ）を加え2時間インキュベートした後，波長410nmのレーザー光(18mW/cm2)を1分間照射した．菌数の測定は血液寒天培地を用いたコロニーカウントとリアルタイムPCRを用いて行った．【結果】5ALAを用いたPDTは濃度依存的に菌数を減少させた．【結論】5ALAを用いたPDTはP. gingivalisに殺菌効果を示し，歯周病治療に応用される可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of Photodynamic therapy using 5-aminolevulinic acid on Porphyromonas gingivalis




○Sekine S，Izui S，Amano A

Dept Prevent Dent, Osaka Univ Grad Sch Dent





Purpose Photodynamic therapy (PDT), which induces cell death by irradiating a photosensitive substance present in a cell using a laser beam of a specific wavelength, is developed mainly for cancer therapy. Morimoto et al. reported on the effects of PDT for methicillin-resistant Staphylococcus aureus (PLos One, 2014). However, cases reporting its effects on oral bacteria are limited. Therefore, we examined the effects of PDT using 5-alanine amino acid salt (5ALA) against Porphyromonas gingivalis, which is a key pathogen associated with periodontal onset. Materials and Methods 5 ALA (SBI Pharma) was added to P. gingivalis (OMZ 314 strain; 108 CFU/mL) in a 24-well plate, incubated for 2 h, and irradiated with laser light (18 mW/cm2) with a wavelength of 410 nm for 1 min. The number of bacteria was determined by colony counting using a blood agar medium and real-time polymerase chain reaction. Results PDT using 5ALA reduced the number of bacteria in a concentration-dependent manner. Conclusion PDT using 5ALA has a bactericidal effect on P. gingivalis, suggesting its effectiveness in treating periodontal diseases.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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マウス顎顔面領域へのリンパ管内皮細胞の移住とリンパ管形成




○田谷　雄二，佐藤かおり，白子　要一，添野　雄一

日歯大　生命歯　病理





【目的】本研究では，顎顔面領域でリンパ管を構築するリンパ管内皮細胞の起源とリンパ管発生の機序について検討した．【方法】ICRマウス胎仔（胎生9.5～14.5日）の顎顔面領域において，DNAマイクロアレイ・IPA・リアルタイムPCRによるリンパ管発生に関わる遺伝子発現の解析と，リンパ管内皮細胞（Prox1・Vegfr3・Lyve1・Ccl21）・静脈内皮細胞（CoupTF2・Endomucin）の特異抗体を用いた多重免疫染色と組織立体構築法との併用により顎顔面領域におけるリンパ管内皮細胞の由来・移住・リンパ管形成について検討した．【結果と考察】顎顔面領域では，胎生11.5～12.5日でProx1上流のSox18が，胎生14.5日でリンパ管内皮細胞の分化誘導に働くProx1が発現ピークを示した．Vegfr3の発現は早期から発現したが，Lyve1とCcl21は胎生14.5～16.5日で発現上昇した．組織観察では，Prox1 (+)/ Vegfr3 (+)のリンパ管内皮細胞は胎生9.5日に体幹部主静脈の内皮細胞から分化後，個々に遊走しながら細胞集団を成して体幹部の幅狭い領域を決まった経路を辿って移動し，胎生10.5日には下顎突起の近傍まで，胎生11.5日には下顎突起内部まで到達することが明らかとなった．個々に遊走したリンパ管内皮細胞は下顎突起に最も早く到達し，舌下部付近で凝集して細胞小集団を作り始め，胎生12.5日でリンパ嚢となり，胎生14.5日には管腔を有するリンパ管を形成した．リンパ管内皮細胞の表現型として，下顎突起に到達後Ccl21が陽性，Endomucinが陰性を示した．Lyve1では分化直後は陽性，遊走中は陰性となり胎生14.5日以降に再び陽性となった．以上のことから，顎顔面領域のリンパ管内皮細胞は体幹部の主静脈内皮細胞に由来し，遊走して最初に下顎突起に到達すること，顎顔面領域内では個々の細胞から凝集してリンパ管形成を遂行することが明らかとなった．本研究はJSPS科研費#17K11631の助成を受けた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Migration of lymphatic endothelial cells and lymphatic vascular development in the craniofacial region of embryonic mice
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This study aimed to examine the origin of craniofacial lymphatic endothelial cells (LECs) and the developmental process of lymphatic vessels in the craniofacial region of embryonic mice. Gene expression profiling was performed using DNA microarray, IPA, and qPCR. These results indicated that the expression levels of Sox18, CoupTF2, and Prox1 were increased at E11.5-12.5, E13.5, and E14.5, respectively. Although Vegfr3 was expressed constitutively, the peak expression levels of Lyve1 and Ccl21 were shown at E14.5-16.5. In the histomorphological analysis, serial sections were multiple-immunolabeled with LEC markers and venous endothelial cell (VEC) markers. The Prox1/Vegfr3 double-positive LECs initially appeared in VECs of the lateral walls of cardinal veins (CVs) at E9.5. Immunohistochemistry and three-dimensional reconstruction demonstrated that a part of LEC populations formed the cellular streams and migrated from CVs of the trunk to the craniofacial region at E10.5-11.5. LECs that initially reached the mandibular arches aggregated and formed the small cell masses at E11.5. The lymph sacs and lymphatic vessels started to form after around E12.5 and E14.5, respectively. Collectively, we concluded that craniofacial LECs originate from CVs of the trunk and the craniofacial lymphatic vessels are formed according to morphogenesis of individual LECs that migrate from CVs.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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ラット坐骨神経切除モデルにおける配向性を有するⅠ型コラーゲン製チューブを用いた神経再生
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【背景】末梢神経の損傷に対して，コラーゲンを材料とした中空性担体を用いた治療法がこれまでに数々検討されてきた．近年，コラーゲンゲルを材料として3次元の配向性を有するコラーゲンシートを容易に作製する技術が開発された．この3次元の配向性を有するコラーゲンシートを用いて作製したチューブを使用し，ラット坐骨神経切除モデルの神経再生を試みたのでその結果を報告する．【方法】13週齢の雄性Sprague-Dawleyラットの左側坐骨神経を剖出し，左側坐骨神経に10 mmの欠損を作製した．神経欠損部に内径1.5 mmの配向性コラーゲンシートを7層積層したシームレスチューブを留置し，切断した神経両端と担体を10-0ナイロン糸にて2糸ずつ単純縫合した．術後3日おきにvon Frey testによる知覚機能評価を行い神経切除側の足底の知覚の回復を評価した．また，術後2週および4週でラットを安楽死させ組織学的に解析を行った．【結果】ヘマトキシリン・エオジン染色による組織学的解析では，術後2週において神経線維の架橋を認めたが中央部は細く，軸索の密度は正常な組織と比較して薄かった．一方，術後4週になると中央部の軸索の密度が術後2週と比較して濃くなっていた．さらに，術後4週ではルクソールファストブルー染色で髄鞘が観察でき，抗MBP抗体および抗S-100抗体を用いた免疫組織化学的解析で軸索周囲に陽性反応を確認することができた．von Frey testでは術後12日において健側とほぼ同程度の知覚の回復が認められた．【結論】以上の結果から，坐骨神経切除モデルにおける神経再生において配向性コラーゲンチューブの留置は有用であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Nerve regeneration using a type I collagen tube with 3D orientation in the rat sciatic nerve resection model
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We tried nerve regeneration of rat sciatic nerve using oriented collagen tube with three-dimensional orientation, and report the results.The left femoral region of a 13-week-old male Sprague-Dawley rat was incised and a 10 mm defect was created in the sciatic nerve. An oriented collagen tube was placed in the nerve defect area. Evaluation of sensory function by the von Frey test and assessment of the perception recovery of nerve resected leg was performed every 3 days after surgery. The rats were euthanized at 2 and 4 weeks post-operatively and histologically analyzed.Histological analysis by hematoxylin-eosin staining revealed crosslinking of the nerve fibers, 2 weeks post-operatively. 4 weeks post-operatively, the axial density at the central part was higher than at 2 weeks post-operation. 4 weeks post-operation, a myelin sheath was observed with Luxol fast blue staining, and the positive reaction in the peripheral axon could be confirmed by immunohistochemical analysis using anti-MBP and anti-S-100 antibodies. By the von Frey test, the sensory reflexes in the experimental rat were restored as well as the health side, 12 days post-operation.These results suggest that placement of 3D oriented collagen tubes in the sciatic nerve resection model is useful for peripheral nerve regeneration.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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機械刺激を負荷した歯根膜線維芽細胞由来Wnt5aによる三叉神経節細胞神経突起伸長作用
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　歯と歯槽骨の間に位置する歯根膜では，内在するRuffini小体が『歯ごたえ』を感知し，様々な食べ物の性状を識別する事により咬合力を調節している．ラットの歯根膜において機械刺激を負荷しなければRuffini小体が消失する事が報告されたが[1]，機械刺激された歯根膜細胞による末梢神経軸索の分化・誘導機構は，未だ明らかになっていない．

　我々はラット歯根膜（rPDL）由来の初代歯根膜細胞株を樹立し，RT-PCR法によりrPDL細胞においてNGF，BDNF，neurotrophin-4(NT-4)およびWnt5aが発現している事を確認した．このrPDL細胞をシリコンチャンバーに播種し，1軸方向の周期的な機械刺激（伸展周期0.5 Hz，伸展率15％）を負荷する実験を行った．qPCR法によりmRNAの発現量を定量的に解析したところ，rPDL細胞におけるWnt5aの発現量は刺激時間依存的に増加したが，NGF，BDNF，NT-4などの神経栄養因子群は増加しなかった．このWnt5aの産生量増加はPI3K阻害剤であるLY294002，およびMEK1 / 2阻害剤であるU0126により抑制された．更に，マウス三叉神経節細胞の培養に機械刺激を負荷したrPDL細胞の上清培地を使用したところ神経突起の伸長が増強し，この伸長作用は抗Wnt5a抗体によって阻害された．

　 これらの結果から，機械刺激を負荷されたPDL細胞は，MEK1/2およびPI3K経路を介してWnt5aを産生し，このWnt5aにより三叉神経節細胞の神経突起を伸長させる事が示唆された．

 [1] Shi L. etal. Arch. Histol. Cytol., 68, 289-299 (2005).
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Wnt5a, produced by mechanically stimulated rat periodontal ligament cells, elongates peripheral nerves via MEK1/2 and PI3K pathways
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[Purpose] The Ruffini's corpuscles play a pivotal role in pressure sensing. Recent studies have shown that the absence of mechanical stimulation inhibits the branches of Ruffini's corpuscles formation in the rat periodontal ligaments (rPDLs). Although there may be some relationships between PDLs and neurons, there is no report to assess the mechanisms for the peripheral nerve structure regulated by mechanically stimulated PDL cells. 

[Materials & Methods] We have established primary rPDL cell lines. The rPDL cells were seeded on silicon chamber and loaded with periodic mechanical stimulation (0.5 Hz, 15% elongation). 

[Results & Conclusion] The RT-PCR analysis confirmed the expression of NGF, BDNF, neurotrophin-4 and Wnt5a in the rPDL cells. The qPCR analysis revealed the expression level of Wnt5a in rPDL cells increased in a stimulation-period dependent manner, while that of neurotrophic factors did not. LY294002, a PI3K inhibitor, and U0126, a MEK1/2 inhibitor, diminished this increase. The supernatant media of the mechanically stimulated rPDL cells enhanced the neurite elongation of mouse trigeminal ganglion neuron and anti-Wnt5a antibody suppressed this elongation effect. These results suggest that the mechanical stimulated PDL cells produce Wnt5a via MEK1/2 and PI3K pathways and the secreted Wnt5a from PDL cells elongates neurites.
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治療耐性がん細胞は親株に比べ内在性過酸化水素と過酸化脂質の上昇のタイミングの遅延により過酸化水素に耐性を示す
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放射線治療は悪性腫瘍治療の柱のひとつであるが，放射線耐性細胞の存在はその治療の障害として大きな問題となっている．本研究では，2Gy/dayの照射を繰り返しても増殖する臨床的治療耐性がん細胞(CRR細胞)を用い，その性質と耐性メカニズムを検討した．

　CRR細胞は，放射線だけでなく，ある種の抗がん剤や活性酸素種のひとつである過酸化水素にも耐性を示すが，過酸化水素を分解する内在性のカタラーゼ酵素活性に有意な上昇は見られず，ミトコンドリアDNAのコピー数とATP量は減少していた．ミトコンドリア膜電位および細胞膜電位を調べたところ，CRR細胞ではともに低下しており，過酸化水素処理を行うと，親株に比べ内在性の過酸化水素量と脂質の過酸化上昇のタイミングが遅れていた．安定同位元素を用いた過酸化水素の細胞内取り込み実験を行ったところ，CRR細胞においては処理後2時間で親株に比べ細胞内への取り込み量の増加は見られなかった．また，遊離の二価鉄は，過酸化水素と反応してより有毒なヒドロキシラジカルを生じるフェントン反応を引き起こし，脂質の過酸化やフェロトーシスの引き金となる事が明らかとなっているが，細胞内総鉄量は親株とCRR細胞で有意な差は見られなかった．しかしながら，細胞内にて遊離の鉄イオンと結合するフェリチン遺伝子の発現はCRR細胞で有意に上昇していた．さらに，CRR細胞における細胞内ヒドロキシラジカルの量は親株に比べ有意に少なかった．

　これらの結果より，CRR細胞においては，内在性カタラーゼによる酸化ストレスの低減効果よりも，細胞内の過酸化水素をはじめとしたROSの量が親株に比べて増加しないため，その後の脂質の過酸化が起きにくくなり，酸化ストレスに対して耐性を獲得している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





CRR cells show resistance to H2O2 as a delay in timing of the endogenous H2O2 increase and of lipid peroxidation increase




○Tomita K1，Takashi Y2，Igarashi K1，Nishitani Y2，Sato T1

1Dept Appl Pharmacol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci

2Dept Restorat Dent  Endodont Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci





To reveal the treatment resistance mechanism in cancer, we investigated using clinically relevant radioresistant (CRR) cells that show resistance not only against X-ray but also hydrogen peroxide (H2O2). CRR cells do not show up-regulation of catalase enzyme activity. Mitochondrial DNA copy number and the amount of ATP were decreased in CRR cells. Both mitochondrial and plasma membrane potential were reduced in CRR cells. In CRR cells, the content of endogenous H2O2 after H2O2 treatment was low and the timing of lipid peroxidation increase was delayed. It has been shown that Fenton's reaction generates hydroxyl radicals by intracellular iron ions and H2O2, triggering lipid peroxidation and ferroptosis. There was no significant difference in intracellular iron content between parent and CRR cells, although the expression of ferritin gene was significantly increased in CRR cells. The amount of intracellular hydroxyl radical in CRR cells was significantly lower than that of the parent cells.

 These results indicate that in CRR cells, the amount of ROS does not increase compared to the parent cells after H2O2 treatment, and subsequent lipid peroxidation frequency low and show resistance to oxidative stress.
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TAK1阻害による骨破壊を伴う腫瘍進展の悪循環の制御
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【背景・目的】多発性骨髄腫(MM)は，骨髄微小環境に依存した進展を示し，広範な骨破壊病変を形成する．MMと骨髄間質細胞（BMSC)との接着は，MMに接着依存性薬剤耐性（CAM-DR)を獲得させる．我々はPIM2キナーゼを抑制すると，腫瘍進展や骨破壊が抑制されることを報告したが，PIM2の発現誘導に関わる上流因子としてセリンスレオニンキナーゼであるTGF-β-activated kinase 1 (TAK1)を見出した．そこで，今回MMと骨髄細胞との細胞間相互作用によるTAK1の活性化と，TAK1のMM腫瘍進展や骨破壊における役割を明らかにするため以下の検討を行った．【方法・結果】1) MM細胞においてTAK1の発現およびそのリン酸化が亢進していた．また，TAK1阻害薬LLZ1640-2 (LLZ) はPIM2の発現を抑制し，MM細胞に細胞死を誘導した．2）MMとBMSCを共培養したところ，BMSCのTAK1のリン酸化が誘導され，VCAM-1,IL-6やRANKLの発現も誘導されたが，LLZ処理はこれらの誘導を抑制し，MM細胞のBMSCへの接着も抑制され，抗腫瘍薬doxorubicinに対するCAM-DRも遮断された．3）MM細胞と骨髄細胞との共培養により破骨細胞形成が誘導されるが，LLZはMM細胞による破骨細胞形成も抑制した．4) LLZはマウス骨髄腫モデルにおいて腫瘍の著明な縮小と骨破壊病変形成を抑制した．【まとめ・考察】TAK1はMMの腫瘍進展と骨破壊病変形成を促進する枢軸的な制御因子であり，TAK1阻害薬は腫瘍抑制とともに骨病変の進行抑制と骨再生をもたらす新規治療薬の候補と考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Disruption of a progressive vicious cycle between myeloma tumor growth and bone destruction by TAK1 inhibition
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Myeloma (MM) cell interaction to bone marrow stromal cells (BMSCs) confers cell adhesion-mediated drug resistance (CAM-DR). We reported that PIM2 inhibition suppressed MM growth and bone destruction. We identified TGF-β-activated kinase-1 (TAK1) as an upstream mediator responsible for PIM2 up-regulation in these cells. Here, we aimed to clarify TAK1 activation status in MM-bone marrow interaction and the therapeutic impact of TAK1 inhibition. TAK1 was constitutively overexpressed and phosphorylated in all MM cell lines tested; the TAK1 inhibitor LLZ1640-2 (LLZ) suppressed PIM2 expression to induce apoptosis in MM cells. Interestingly, the LLZ treatment reduced the expression of TAK1 in MM cells. When BMSCs were co-cultured with MM cells, TAK1 phosphorylation was also induced in parallel with upregulation of VCAM-1, IL-6 and the osteoclastogenic mediator RANKL in BMSCs; however, LLZ reduced the upregulation of VCAM-1, IL-6 in BMSCs and impaired MM cell adhesion onto BMSCs and the CAM-DR to doxorubicin. Furthermore, LLZ suppressed osteoclastogenesis in cocultures of bone marrow cells with MM cells. These results demonstrate that TAK1 plays a pivotal role in MM cell-bone marrow interaction to enhance tumor progression and bone destruction in MM.
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血管内皮細胞におけるmTORC1/mTORC2阻害剤の効果
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【背景・目的】腫瘍組織は血管内皮細胞増殖因子（VEGF）を産生し，血管新生を誘導することで栄養や酸素を取り込もうとする．そのため腫瘍血管新生の抑制は，癌治療の重要なアプローチの一つである．mTORC1阻害剤は抗癌治療薬として期待されているが，その効果は十分ではない．我々は以前，血管内皮細胞の増殖と伸張をmTORC1/mTORC2阻害剤（KU0063794）によって抑制できることを報告した(K. Tsuji-Tamura, JCS 2016)．そこで本研究では，mTORC1阻害剤（everolimus）とKU0063794の効果を比較した．【方法】血管内皮細胞株を用いて，抗リン酸化ヒストンH3の免疫細胞染色によって細胞増殖測定を行い，アクチン・微少管の染色により細胞骨格と細胞形態の変化を検討した．【結果】KU0063794は，everolimusと同様に細胞増殖を抑制した．everolimusの投与は細胞形態に影響を及ぼさなかった．一方，KU0063794はアクチンの蓄積と微少管分布の異常を引き起こし，細胞伸張を強く抑制した．これらの結果から，mTORC2が血管内皮細胞の形態制御に重要な因子であることが示唆された．アクチン構造の異常と細胞伸張の抑制は，微少管の重合阻害や安定化によっても誘導されており，この効果はKU0063794の作用と類似している．そのためKU0063794による伸張形態の抑制には，mTORC2の微小管構造の制御機構が関与していると考えられる．【考察】KU0063794は，血管新生に重要な血管内皮細胞の増殖と伸張の2つのプロセスを抑制することができる．mTORC1とmTORC2を同時に標的とすることで，より効果的な抗腫瘍血管新生効果が得られる可能性が示唆された．【会員外共同研究者】小川　峰太郎（熊本大）
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The role of dual mTORC1 and mTORC2 inhibitor in vascular endothelial cells
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Objective: Angiogenesis is responsible for the development of tumor growth. mTORC1 inhibitor has been reported to inhibit endothelial cell proliferation, proposing as a therapeutic agent against tumor angiogenesis. However, the anti-angiogenic effect of mTORC1 inhibitor is partial and insufficient. In this study, we demonstrate the effect of mTORC1 specific inhibitor (everolimus) and the dual mTORC1/mTORC2 inhibitor (KU0063794) on endothelial cell lines. Methods: Mitotic cells were detected using immunocytochemical study with phosphorylated histone H3 antibody. Staining with phalloidin and anti-beta-tubulin antibody was performed to observe the structure of F-actin and microtubule. Results: KU0063794, as well as everolimus, inhibited endothelial cell proliferation. Elongation of endothelial cells was not affected by everolimus, whereas blocked by KU0063794. KU0063794 impaired actin and microtubule organization. Inhibitors of microtubule organization also impaired actin structure and endothelial cell elongation, and appeared to show similar effects of KU0063794. Thus, mTORC2 may regulate endothelial cell morphology through the control of actin and microtubule organization. Conclusion: Everolimus inhibits endothelial cell proliferation. KU0063794 blocks not only cell proliferation, but specifically cell elongation. Elongated change of endothelial cells is an essential process for angiogenesis. These results suggest that the combined inhibition of mTORC1/mTORC2 may be beneficial in the treatment of tumor angiogenesis.
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分子進化解析に基づく肺炎球菌のコリン結合タンパク質群の選択圧の評価
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肺炎球菌はmitis群レンサ球菌に属し，肺炎や敗血症の主たる原因菌である．宿主との相互作用の過程で，菌の生存を妨げる菌側分子の自然変異は淘汰される．したがって，菌の生存に重要な遺伝子は，変異が制限された負の選択下にあり，同義置換を蓄積していると考えられる．本研究では，肺炎球菌の菌体表層に局在するコリン結合タンパク質群に着目し，肺炎球菌の種内における系統関係と進化の選択圧を解析した．tBLASTn検索を用いたゲノムデータベースの検索により，肺炎球菌28株に分布する16種類のコリン結合タンパク質を選出した．系統関係を解析するため，コリン結合タンパク質をコードする遺伝子群の多重配列整列を行った．さらに，遺伝子置換モデル選択プログラムにより進化モデルを選択し，ベイズ法による分子系統樹を作成した．得られた系統樹からオルソログの関係にある遺伝子を判定した．16種類のコリン結合タンパク質をコードする遺伝子のうち，lytA, lytB, cbpD, cbpEの4種類が，すべての菌株で完全なオープンリーディングフレーム構造として保存されていた．また，得られた系統樹とゲノム上での位置から，cbpF, cbpG, cbpJ, cbpKの4遺伝子が，水平伝播ではなく遺伝子重複により生じたことが示唆された．次に，整列したオルソロガスな遺伝子配列群と系統樹を用いてベイズ推定に基づくコドン解析を行い，各タンパク質のコドンが正または負の選択下にあるかについて算定した．その結果，cbpJとlytAの2種類の遺伝子のみにおいて，10%以上のコドンが負の選択下にあることが示された．一方で，cbpC, cbpG, cbpLの3遺伝子は，肺炎球菌の28菌株において，各配列間で共通する相同なコドン領域を持たなかった．これらの結果から，肺炎球菌のコリン結合タンパク質であるCbpJとLytAは，肺炎球菌の種内で変異が強く制限されている分子であることが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Molecular evolutional analysis of selective pressure on pneumococcal choline-binding proteins
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Streptococcus pneumoniae, the most common cause of community-acquired pneumonia and sepsis, belongs to the Mitis group. We performed molecular phylogenetic and evolutional analyses of pneumococcal choline-binding proteins (CBPs) localized on the bacterial cell surface. The distribution of 16 genes encoding CBPs was determined using pneumococcal genome sequences. To define the phylogenetic relationship of CBPs, multiple alignment and determination of best-fitting codon evolutionary models were performed. Phylogenetic trees were generated with a Bayesian program and orthologues of those genes in each strain were identified by phylogenetic analysis. Four genes, lytA, lytB, cbpD, and cbpE, of 16 CBPs were found conserved as intact open reading frames. Furthermore, the close genome locations and phylogenetic relationships shown for cbpF, cbpG, cbpJ, and cbpK indicated that common ancestral S. pneumoniae organisms obtained those by gene duplication. Also, evolutional selective pressure on each CBP codon was calculated using obtained phylogenetic trees and aligned sequences. Molecular evolutional analysis findings indicated that among pneumococcal CBPs, the lytA and cbpJ genes possess the highest rate of codons under negative selection. These results indicate that the pneumococcal CBPs CbpJ and LytA are under strong negative selection, and thus unable to change amino acid sequences.
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メチシリン耐性黄色ブドウ球菌におけるナイシン高度耐性株の分離と耐性機構の解明
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【目的】乳酸菌が産生するナイシンはグラム陽性病原細菌への抗菌作用を持ち，近年，食品添加物への応用等注目される薬剤の一つである．本研究では，ナイシン作用により分離した高度ナイシン耐性型のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 （MRSA）の耐性機構を解明することが目的である．【方法】ナイシン高度耐性菌は，MRSAであるMW2株105 cellにナイシンをsub-MIC濃度24時間，3回作用させることで分離した．分離株は，最小発育阻止濃度 (MIC)測定法にてナイシンに対する耐性度をMW2野生株と比較した．遺伝子発現はRNA抽出後作製したcDNAを用いて定量性PCR法により，タンパク発現はウェスタンブロッディング法により検証した．シーケンス解析により変異部位を特定した．【結果】分離したナイシン耐性株（SANと命名）のうち，低濃度ナイシン作用時に発現誘導を認めるABCトランスポーターvraDE遺伝子発現が，ナイシン非作用時においても恒常的に過剰発現している耐性株を複数認めた．シーケンス解析結果から，vraDE発現制御を担う二成分制御系 (TCS) BraXRS領域に3パターンの遺伝子点変異を認めた．各SAN株においてbraXRS不活性化株を作製し検証した結果，SAN野生株に比較し，不活性化株ではナイシンMIC値の低下ならびに遺伝子発現及びタンパク発現の消失を示し，欠損部位の相補株では，ナイシン耐性の回復を認めた．【考察】本研究では，ナイシン作用によりTCSの遺伝子点変異を生じ，その結果MRSAが薬剤耐性化することを明らかにした．TCSは菌体表層に局在するセンサーを有し，創薬ターゲットとしても着目されている．今後はナイシン以外の薬剤や他菌種における実験を行い，今回同様TCSへの点変異による薬剤耐性化が起こるかどうかを検証する予定である．（会員外協力者：野口和行2）
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Evaluation of resistant mechanism against nisin in isolated-nisin A-high resistant MRSA
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Nisin A is antibacterial agent produced by Lactococcus lactis and is widely used for food additives. In this study, we isolated 3 types of nisin A-high resistant strains of Staphylococcus aureus MW2 by exposuring sub-MIC of nisin A. All strains showed the mutation in braXRS region, which is the two-component system (TCS) responsible for nisin A resistance. Originally, sensor BraS senses nisin A and then causes transphosphorylation to cognate regulator BraR. Activated BraR induces ABC transporter vraDE expression, leading to a resistance againist nisin A. However, we demonstrated that two mutants showed constitutive high expression of VraDE even in the absence of nisin A, and one mutant increased the promoter activity of braXRS compared to wild type. Generally, it is believed that antimibacterial peptides are hard to generate the resistance. However, we showed that only single mutation led to high resistance to nisin A. TCS, especially sensor protein which is localized in the cell surface layer, is noted as a target of drug discovery. We will further investigate similar experiments using drugs other than nisin A and/or other bacteria and will verify whether drug resistance is caused by point mutation toward TCS.
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Porphyromonas gingivalis gingipains による炎症抑制機構
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現在，わが国の成人歯周炎の罹患率は約80%にも達している．歯周炎は歯周組織の炎症に始まり，末期には歯牙を支持する歯槽骨の破壊と吸収を経て歯牙の脱落をきたす慢性疾患であり，その原因として特定の歯周病原細菌群が指摘されている．それらはリスク別に分類されており，特にred complexと呼ばれている細菌のひとつがPorphyromonas gingivalis(P.g.)である．歯周炎の病態を形成する重要な宿主因子として，病原体からの刺激に対して歯肉組織より産生される炎症性サイトカインIL-1βやTNF-αが知られている．特に歯周炎においてIL-1βは，他の炎症関連因子を誘導することによって炎症反応を拡大させ，破骨細胞の活性化に伴って歯槽骨の吸収を進行させるなどの病態形成に関わっている．近年の研究の成果により，IL-1βの産生にはインフラマソームと呼ばれるタンパク質複合体によるカスパーゼ-1活性化が重要であることがわかってきた．IL-1βは細胞で発現しても活性がなく，カスパーゼ-1により限定分解を受けて初めて生物的な活性をもつ．カスパーゼ-1もまた通常不活化状態で細胞内に存在するが，インフラマソームを形成するとカスパーゼ-1活性化が誘導される．実際に，P.g.がマクロファージ等に感染するとインフラマソームが活性化することは報告されているが，活性化のメカニズムや生理的な役割については未だ解明されていない．　本研究では，P.g.がマクロファージに感染すると，カスパーゼ1の活性化に伴うIL-1β産生の亢進を検出した．同時に，P.g.が産生するシステインプロテアーゼ，gingipainsによって細胞外へと放出されたIL-1βが分解されていることも見出した．この結果はP.g.がインフラマソームの活性化を引き起こした後，IL-1βを分解することによって炎症反応を抑制している可能性を示唆している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibition mechanism of inflammation by Porphyromonas gingivalis gingipains
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Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative anaerobic bacterium that has been considered to be one of the bacteria associated with progression of human periodontitis. Subgingival biofilms formed by bacteria, including P. gingivalis, induce chronic inflammation and activation of inflammasome in the gingival tissue. However, the mechanisms of P. gingivalis-triggering inflammasome activation and role of bacteria host interactions are controversial. In this study, we investigated the potential of P. gingivalis for triggering inflammasome activation. We demonstrated that secreted or released factors from bacteria are involved in triggering NLR family, pyrin domain containing 3 inflammasome in a gingipain-independent manner. Released active caspase-1 and mature IL-1 were apparently eliminated by proteolytic activity of secreted gingipains. On the basis of these results, we developed a molecular basis for the mechanisms underlying P. gingivalis-triggered inflammasome activation.
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培養軟骨細胞においてアンジオテンシンIIはCCN2とMMP9の産生を制御する
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肥満が変形性膝関節症(OA)のリスク因子であることはよく知られているが，脂肪組織がOAの発症や進行に与える影響は未だ十分に解明されていない．そこで，我々は膝蓋下脂肪体で産生されたアンジオテンシノーゲンから局所のレニン-アンジオテンシン系(RAS)によって変換されたアンジオテンシンII (Agn II)が軟骨細胞に対してどのような影響を与えるのかを解析した．今回，Agn IIが軟骨細胞の増殖と分化に与える影響を，anabolic factorであるCCN family protein 2/結合組織成長因子(CCN2/CTGF)及びcatabolic factorであるMMP9の産生に着目して解析した．ヒト軟骨細胞様細胞株(HCS-2/8)及びラット初代関節軟骨細胞を用いて，RAS関連分子の遺伝子発現レベルをRT-PCR法で調べた結果，HCS-2/8細胞及びラット関節軟骨細胞で，プロレニン受容体(PRR)及びアンジオテンシン変換酵素(ACE1)の遺伝子発現を確認した．また，HCS-2/8細胞にAgn IIを添加し，24時間後にCCN2，MMP9さらには細胞増殖の指標であるPCNAの産生量をWestern blot法で解析したところ，CCN2及びPCNAの産生量はAgn IIの濃度に依存して増加し，MMP9は逆に減少した．さらに，HCS-2/8細胞におけるAgn IIの細胞内シグナル伝達経路を調べると，Agn II添加15分でERK1/2のリン酸化が亢進し，30分でp38MAPKのリン酸化が亢進した．次に，HCS-2/8細胞でCCN2がAgn IIシグナル系に与える影響を調べたところ，CCN2のノックダウンによって，アンジオテンシンII受容体(AT1R, AT2R)の遺伝子発現レベルは有意に上昇した．これらの結果からAgn IIとCCN2は相互に影響し合いつつ，軟骨細胞分化を制御していると考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Angiotensin II regulates the production of CCN2 and MMP9 in cultured chondrocytes
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It is well-known that obesity is a risk factor of osteoarthritis (OA).  However, the role of adipose tissue in the progression of OA is still unknown.  We suspected that angiotensinogen from infrapatellar fat was converted to angiotensin II (Agn II) by local renin-angiotensin system (RAS), which might regulate chondrocyte proliferation and differentiation. Therefore, we investigated the effect of Agn II by focusing on CCN family protein 2/connective tissue growth factor (CCN2) as an anabolic factor and MMP9 as a catabolic factor.  We detected local RAS-associated gene expression, prorenin receptor (PRR) and angiotensin converting enzyme (ACE1) by RT-PCR analysis in a human chondrocytic cell line HCS-2/8 and rat articular chondrocytes.  After treatment with Agn II for 24 h, CCN2 and PCNA, which is a marker of cell proliferation, were increased in a dose-dependent manner, whereas MMP9 was decreased.  Moreover, phospho-ERK1/2 and p38 MAPK were increased by treatment with Agn II after 15 and 30 min, respectively.  Finally, we found that the gene expression of angiotensin II receptor (AT1R, AT2R) was significantly up-regulated in CCN2-knocked-down HCS-2/8 cells.  These findings suggest that Agn II and CCN2 interact each other to regulate chondrocyte proliferation and differentiation.
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破骨細胞はスクレロスチン発現を抑制して海綿骨の骨形成を促進する
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【目的】 Wnt/β-cateninシグナルの阻害因子スクレロスチンの発現は，力学負荷により低下する．長管骨に力学負荷が加わると，応力は皮質骨と海綿骨に同じように発生する．しかし，スクレロスチン発現は海綿骨より皮質骨で強いことが示されており，海綿骨では力学負荷以外にスクレロスチン発現を抑制する機構が存在することを示唆する．我々は，破骨細胞が分泌するLIFがスクレロスチンの発現を低下させ，骨形成を亢進させることを報告した (J Bone Miner Res 32:2074, 2017)．そこで，海綿骨における破骨細胞によるスクレロスチンの発現を抑制する機序を明らかにすることを試みた．【方法と結果】 海綿骨のスクレロスチン発現における破骨細胞の重要性を明らかにするため，以下の実験を行った．(1) C57BL/6マウスに抗RANKL中和抗体を投与し，2週間後に大腿骨のLIF，スクレロスチンおよびβ-cateninの発現を組織学的に調べた．抗RANKL抗体の投与により，海綿骨の破骨細胞数，血清骨吸収マーカーおよびLIFの発現が低下した．これに伴い，スクレロスチン発現は増加し，海綿骨上の骨芽細胞のβ-cateninの発現および骨形成速度は低下した．(2) 骨吸収の抑制モデルとして，Ranklヘテロ欠損マウス (Rankl+/-) に着目した．Rankl+/-は，血清骨吸収マーカーの低下および海綿骨の骨量増加を呈した．Rankl+/-の大腿骨を組織学的に調べたところ，海綿骨のLIFの発現は低下していた．これに伴い，スクレロスチン発現は増加して，海綿骨上の骨芽細胞のβ-catenin発現および骨形成速度は低下していた．【結論】 海綿骨において破骨細胞はスクレロスチン発現を抑制して，骨形成シグナルを促進させた．力学負荷に加え，破骨細胞によるスクレロスチン発現の抑制は，海綿骨の骨形成促進に重要であることが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Osteoclasts promote bone formation in trabecular bone through suppression of sclerostin expression
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The expression of sclerostin, an inhibitor of the Wnt/β-catenin signal, is reduced by mechanical loading. When a mechanical load is applied to the long bone, stress is similarly transmitted to cortical bone and trabecular bone. However, we have found that the expression of sclerostin in cortical bone is stronger than in trabecular bone, suggesting that factors other than mechanical load suppress the expression of sclerostin in trabecular bone. We reported that osteoclast-derived LIF reduces the expression of sclerostin and enhances bone formation. In order to clarify the importance of osteoclasts in sclerostin expression of trabecular bone, the following experiments were conducted. Anti-RANKL neutralizing antibody was administered to C57BL/6 mice to decrease the number of osteoclasts, and two weeks later, the expression of LIF, sclerostin, and β-catenin in the femur was examined histologically. Administration of anti-RANKL antibody reduced bone resorption markers, the number of osteoclasts, and the expression of LIF in trabecular bone. The expression of sclerostin was increased in trabecular bone, whereas the expression of β-catenin and bone formation rate were decreased. Taken together, the suppression of sclerostin expression by osteoclasts is important for promoting bone formation in trabecular bone.
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CCL25遺伝子欠損マウスの骨組織解析
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CCL25(TECK)は胸腺に発現しているケモカインの一種であり，受容体であるCCR9を介したリンパ球の誘引により免疫の発達に関与している．近年，CCL25がマウス及びヒトの母乳中に含有されていることが確認され，CCL25を添加した人工ミルクを投与した乳幼児マウスと非投与群とを比較した結果，CCL25は乳幼児の免疫発達を促進する効果があることが示唆された．骨組織は免疫に関与することから，CCL25が骨組織にも影響があるのではないかと注目し検討したところ，乳幼児の骨組織形成にも影響していることが示唆された．だが，個体レベルでCCL25骨組織形成に与える影響については報告がない．そこで本研究では，CCL25遺伝子を全身で欠損したマウスと野生型マウスとの骨組織を比較した．遺伝子欠損マウスは形態形成に大きな影響はなく繁殖可能であった．詳細に骨組織を比較するために，10日齢，3週齢，10週齢マウスの脛骨の骨長，成長軟骨層の厚み，破骨細胞数を検討した．その結果，10日齢では野生型と遺伝子欠損マウスともに成長軟骨層はまだ形成されておらず，骨長，破骨細胞数は野生型と遺伝子欠損マウスとの間で差は認められなかった．3週齢では，遺伝子欠損マウスの骨端部分における軟骨吸収に遅延が認められ，また，長管骨中に存在する破骨細胞数は多かった．10週齢では，遺伝子欠損マウスの成長軟骨層は薄く，破骨細胞数は多かった．このことから，CCL25は個体レベルにおいて，離乳期から成長期での骨成長および骨代謝に関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．
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The chemokine CCL25, which is also called as TECK, is involved in the development of immune system. A recent study suggests that CCL25 is an important components of milk for normal development during early childhoods. While our previous data suggests that CCL25 is an important component of milk for bone formation during early childhoods, it is unclear whether CCL25 plays a role in bone formation. In this study, bone tissue of CCL25 deficient mouse was compered to that of wild type mouse. The deficient mice had no obvious morphological abnormalities. To investigate the effects of CCL25 on bone tissue, we measured the length of tibia, thickness of growth plate and numbers of osteoclasts. As results, there is no obvious difference in these factors between the deficient and wild type 10 day old mouse. When 3 weeks old mice were compered, delay of cartilage absorption at articular cartilage of the deficient mice and increase of osteoclasts in deficient mice tibia were observed. Finally, thin growth plate and an increase of osteoclast number were observed in 10 week old CCL25 deficient mouse. These results suggest that CCL25 is involved in bone formation and bone metabolism in vivo.
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Hmga2の歯胚形成と下顎骨への作用について
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【背景】High mobility group A2（Hmga2）は未分化間葉細胞に特異的な転写因子で，様々な臓器の形成に深く関わる．しかし，歯胚，歯および顎骨の形成との関連についてはほとんど不明である．【材料と方法】マウス下顎第一大臼歯（M1）の歯胚（胎生12～生後5日）におけるHmga2の発現と局在を免疫組織染色で検討し，Hmga2 KOマウスのM1・下顎骨の表現型をμCTで解析した．3T3細胞にHmga2 cDNAあるいはsiRNAを導入し，リアルタイムPCRで歯胚の発生・成長に働く遺伝子の発現変化を定量的に測定した．また，歯胚におけるSox2とNanogの発現と局在を免疫組織学的に検討した．【結果】Hmga2は蕾状期（胎生12，13日）歯胚において，原始口腔上皮細胞と周囲間葉細胞に強い陽性反応を示した．帽状期（胎生14，15日）ではエナメル器，歯乳頭，歯小嚢に陽性であった．鐘状期（胎生16-18日）において，内エナメル上皮の陽性反応は急速に低下したが，外エナメル上皮，cervical loopおよび歯小嚢における発現は高く保たれていた．これらの反応は舌側で著明であった．出生後の歯胚では陽性反応は急速に低下した．Hmga2 KOマウスでは歯胚の近遠心幅径が減少するとともに，μCT解析によりM1の矮小化，大臼歯の萌出遅延および下顎骨の劣成長が認められた．Hmga2 cDNA/siRNAを導入した3T3細胞のリアルタイムPCRの結果から，Hmga2は幹細胞因子，特にSox2とNanogの発現を上昇させることが示された．また，免疫組織化学的にSox2とNanogは胎生期歯胚においてHmga2と共局在することが確認された．以上より，Hmga2は幹細胞因子等の発現をコントロールすることで歯胚，歯，下顎骨の形成に深く関与し，Hmga2 遺伝子の発現停止が歯の矮小化と萌出遅延および下顎骨劣成長の原因となる可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of Hmga2 on tooth germ formation and jawbone
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This study analyzed involvement of high mobility group A2 (Hmga2) in tooth and jawbone development in mice.Immunohistochemical staining of Hmga2 at lower first molar (M1) germs and μCT analysis on M1 and mandible of Hmga2 KO mice were carried out. Expression of genes involved in tooth germ development was measured by quantitative PCR using 3T3 cells with or without Hmga2 cDNA/siRNA transfection.Hmga2 was strongly stained at primitive oral epithelial cells and surrounding mesenchymal cells in the bud stage. In the cap stage, it was positive in enamel, dental papilla and dental follicle. In the bell stage, the staining was rapidly decreased at inner enamel epithelium but prominent at outer enamel epithelium, cervical loop and dental follicle especially on the lingual side. Hmga2 KO mice exhibited reduction of M1 germ width and tooth size, molar eruption delay and mandiblar bone growth retardation. Transfection of Hmga2 cDNA or siRNA in 3T3 cells showed that Hmga2 upregulates Sox2 and Nanog expression. Sox2 and Nanog were immunohistochemically co-localized with Hmga2 at M1 germs.These results suggest that Hmga2 controls tooth and jawbone development by reglating stem cell factor expression.
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台湾先住民ヤミ族の上顎第一大臼歯の歯冠サイズ
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【目的】上顎大臼歯の歯冠細部構造における性的二型と集団間の違いを明らかにするために歯冠外径と咬頭径を計測して分析を行なった．【材料と方法】材料は台湾先住民ヤミ族（男性88個体，女性74個体）の石膏模型である．第一大臼歯の歯冠近遠心径と頬舌径，4咬頭（パラコーン，プロトコーン，メタコーン，ハイポコーン）の咬頭径（中心窩と4隅角間の距離）をノギスで計測し，歯冠面積（近遠心径と頬舌径を掛けたもの）を算出した．日本人(Kondo et al., 2005；男性65個体，女性52個体)と比較した．指数として歯冠指数（頬舌径を近遠心径で除して100を掛けたもの）と咬頭指数（各咬頭径を歯冠面積の平方根で除して100を掛けたもの）を算出した．性差および集団間の違いはヤミ族・日本人それぞれの男女の計4群の多重比較(Tukey-Kramer HSD)によって検出し，有意水準は5%とした．【結果と考察】ヤミ族・日本人ともにほとんどの計測項目で男性が女性より有意に大きいサイズであったが，指数ではほとんどの項目で性差が認められなかった．ヤミ族のプロトコーンはサイズ，指数ともに男性の方が女性より有意に大きかったが，日本人ではいずれにも有意な性差は認められなかった．集団間の違いについては，男女ともにヤミ族より日本人のサイズが大きい傾向が認められたが，有意となった項目は少なかった．指数においても集団間の違いが有意となった項目は少なかった．しかし，メタコーンはサイズ，指数ともにヤミ族の方が日本人より有意に小さかった．以上の結果より，ヤミ族の上顎第一大臼歯は日本人とほぼ同じサイズではあるが，遠心頬側部の退化傾向が強いことが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Crown size of maxillary first molars in Yami tribe, native Taiwanese




○Kondo S1，Manabe Y2，Oyamada J2

1Dept Anat, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo

2Dept Oral Anat Dent Anthrop, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci





The sexual and inter-population differences in the detailed crown structures of the maxillary first molar were analyzed. The materials were the plaster casts of native Taiwanese of Yami tribe. We measured the mesiodistal and buccolingual crown diameters, and the four cusp diameters (paracone, protocone, metacone and hypocone) using by a digital caliper. The cusp diameter was defined as the diagonal distance from the central pit to the most prominent convexity on the crown outline corresponding to the relevant cusp, taken perpendicular to the axis of the tooth. Yami was compared with a Japanese population (Kondo et al., 2005). Sexual and inter-population differences were detected by Tukey-Kramer HSD. Males had larger crown than females, but in some measurements the differences were not significant. In Yami the protocone was significantly larger in males than in females, but the sexual differences were not significant in Japanese. Japanese had larger crown than Yami in both sexes, but a few measurements were significant. The metacone was significantly smaller in Yami than in Japanese. It was revealed that Yami and Japanese had almost the same crown in size, but the distobuccal portion was more reduced in Yami than in Japanese.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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非晶質リン酸カルシウム基板上での歯牙エナメル質様組織構築におけるフッ素の役割




○飯島まゆみ，小沼　一雄

産総研　健康工学　生体材料





近年，う蝕エナメル質の再建を目指し，人工的にエナメル質様組織を構築する研究が盛んに行われている．フッ素は，アパタイトの形成とその物性を制御する重要な因子である．我々は，10ppmフッ素を含む石灰化溶液（37℃）を用いて，非晶質リン酸カルシウム(ACP)基板上に，高度に配向したフッ素含有水酸アパタイト（FHAp）ナノロッドの緊密な集合体を構築に成功した（Onuma & Iijima, Scientific Reports, 2017）．フッ素を含まない溶液中では，基板上に，オクタカルシウムリン酸塩（OCP）板状結晶が配向成長する．溶液のフッ素濃度増加に伴い，基板上の成長層はOCP板状結晶からアパタイトナノロッドに変わる（Iijima & Onuma, Crystal Growth & Design, 2018）．本報では，この過程におけるフッ素の役割を検討した．種々の濃度（0.1～10ppm）のフッ素を含む石灰化溶液にACP基板を浸漬し，基板上の成長層の変化をXRD, SEM, TEM, FT-IRにより調べた．その結果，(1) 0.8ppm以下では，フッ素濃度増加に伴い，OCP結晶のサイズと配向度が減少し，同時に，アパタイトが形成され，その成長が促進された．(2) 0.9ppmでは，OCP形成は阻害され，アパタイトナノロッドの疎な集合体が形成された．(3) 1ppm以上では，緊密なアパタイトナノロッド集合体となった．また，アパタイトナノロッド層の厚さは，フッ素濃度上昇に伴って増加した．これは，0.9ppm（臨界濃度1）でFHApナノロッド形成が主反応となり，1ppm（臨界濃度2）以上で，FHApナノロッドの成長が活発となり，先に形成されたナノロッド側面を起点とするナノロッド形成が逐次起こり，この逐次反応がフッ素により促進されるためと考えられた．【利益相反】利益相反状態にはありません．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Roles of fluoride in fabrication of tooth enamel-like structure on an amorphous calcium phosphate substrate




○Iijima M，Onuma K

AIST Biomat Health Res





In construction of enamel-like structure on eroded teeth, fluoride is crucial, because fluoride regulates apatite formation. We have fabricated an array of highly oriented fluoride-containing hydroxyapatite (FHAp) nanorods by using an amorphous calcium phosphate (ACP) substrate and metastable calcium phosphate solution with 10ppm fluoride at 37°C. Here, we report how fluoride modulates the growth of octacalcium phosphate (OCP) and induces FHAp nanorods on ACP substrate. ACP substrate was immersed in calcifying solutions containing 0-10ppm of fluoride and grown layer was analyzed using XRD, SEM, TEM and FT-IR. In the absence of fluoride, highly oriented plate-like OCP crystals grow on the substrate. Low-dose fluoride (＜0.9ppm) decreased size of OCP crystal and induced fine needle like crystals on and around OCP plates. At 0.9ppm, OCP plates were completely replaced by apatite nanorods, which were separated from each other. At 1ppm, these nanorod assembled tightly, resulting in an array of FHAp nanorods, which is resembled to tooth enamel architecture. Roles of fluoride were to disturb OCP formation and to induce homoepitaxial growth of FHAp nanorods on the side face of parent crystals. Conflict of Interest:  There is no conflict of interest.
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口腔細菌は弱アルカリ性好気環境で高いアセトアルデヒド産生を示す
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【目的】口腔細菌の産生するアセトアルデヒド（Ace）と口腔がんの関連が疑われているが，Ace産生の代謝動態については不明である．そこで本研究では，口腔細菌由来のAce産生がどのような環境下で高くなるか検討した．【方法】高いAce産生能を持つと報告されているStreptococcus salivarius（Ss），S. mutans（Sm），Neissria mucosa（Nm），N. sicca（Ns）の各標準株を使用した．Sm，SsはTYG寒天培地を用いて，Nm，Nsはコロンビア血液寒天培地を用いて培養した．集菌後，各菌懸濁液を作成し，100 mMグルコース（Glu）もしくは11 mMエタノール（Eth）を基質とし，pH 8.0，7.0，6.0，5.0におけるAce産生量を，センサーガスクロマトグラフィで測定した．さらに，SsとSmについては，これら一連の実験を好気および嫌気条件にて行ない比較した．【結果】全ての菌株はEthを基質としてAceを産生した．Ace産生量はpH 8.0で最も多く，pHの低下と伴に減少し，pH 5.0ではpH 8.0の1/2以下になった．同属間で比較すると，Ace産生量はSmよりSsが，NmよりNsが全体的に多かった．さらに，嫌気に比べて好気では，Ssでは約4倍，Smでは約2倍，Ace産生量が増加した．また，Gluからも微量ではあるがAceは産生された．Sm，SsではEth由来と同様にpH低下と共に減少し，Nm，NsではpH 5.0，6.0では検出閾値以下であった．【考察】使用した全ての菌種においてEthから高いAce産生が確認され，その活性は弱アルカリ性で高く，レンサ球菌では好気環境で高かった．このことから，Ace産生の責任酵素であるアルコール脱水素酵素の至適pHがアルカリ性に傾いていること，さらに，Ace産生過程に酸素が関わることが示唆される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Higher acetaldehyde production by oral bacteria under weak alkaline and aerobic conditions




○Tagaino R1，Washio J2，Tanda N3，Sasaki K1，Takahashi N2
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3Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Prev Dent





Objective: Acetaldehyde produced by oral bacteria has been considered to relate with oral cancer. However, the metabolic property has been unclear. Therefore, we investigated the effects of environmental factors on the bacterial acetaldehyde production. Materials & Methods: Streptococcus salivarius (Ss), Streptococcus mutans (Sm), Neisseria mucosa (Nm) and Neisseria sicca (Ns) were used. These bacterial cell suspensions were incubated with 100 mM glucose or 11 mM ethanol under various environmental conditions (pH 5.0-8.0, aerobic or anaerobic conditions), and then the acetaldehyde production was measured by sensor gas chromatography. Results: Acetaldehyde production from ethanol was the highest at pH 8.0, and the production decreased with lowering pH. Within the same genus, Ss produced acetaldehyde more than Sm, and Ns produced acetaldehyde more than Nm. Ss and Sm produced acetaldehyde 2-4 times under aerobic than anaerobic condition. Acetaldehyde was slightly produced from glucose, and decreased with pH lowering. Discussion: The acetaldehyde production was higher under weak alkaline conditions, probably because the optimal pH of alcohol dehydrogenase, an enzyme responsible for acetaldehyde production, was at weak alkaline. While, the acetaldehyde production was higher under aerobic conditions, suggesting the involvement of oxygen in the acetaldehyde production.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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Myricetin類縁体を用いた細胞外アミロイド線維依存的なバイオフィルム形成の制御法
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バイオフィルムは，細菌が産生する細胞外構造体に覆われており，抗生物質や宿主免疫に耐性になるため慢性感染症の原因となっている．従って，バイオフィルム形成を効率的に阻害することは，慢性感染症の予防法，治療法に繋がると考えられる．我々は，フラボノイドの一種であるMyricetin (Myr)が大腸菌のバイオフィルム形成に重要な細胞外アミロイド線維“curli”依存的なバイオフィルム形成を抑制できることを報告している(1)．本研究では，Myrの類縁体である7種類のフラボノイドを用いて，大腸菌においてバイオフィルム形成を抑制できるか検証しその作用機序を調べた．まず7種類のフラボノイドを選択し，大腸菌K-12株のバイオフィルム形成に与える影響を調べた．その結果，我々が以前に報告しているフラボノイドであるMyrより効率的にバイオフィルム形成を抑制できるフラボノイドであるEpigallocatechin gallate (EGCG)を見出した(2)．さらに，EGCGは病原性大腸菌O157のバイオフィルム形成も阻害できることを見出した．また，透過型電子顕微鏡により細胞外構造体の産生を観察したところ，EGCGを添加した方がより低濃度で，curliの産生が抑制されていることが示された．また，EGCG添加時におけるcurliの産生に関わる遺伝子及びタンパク質の発現を確認したところ，EGCGの添加によりcurliの産生に必須なRpoSの分解が亢進している可能性が示された．以上より，EGCGを用いることでバイオフィルム感染症の予防に有益であることが示された．

(1) Arita-Morioka et al. Antimicrob. Agnets Chemother. 2015 (2) Arita-Morioka et al. Sci. Rep. 2018

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Regulation of extracellular amyloid fibril dependent biofilm formation using Myricetin delivertives
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Biofilms are well-organized sessile communities of microbes embedded in a self-produced extracellular matrix. These cells acquire increased tolerance against antimicrobial agents and host immune systems. Thus, biofilm-associated infectious diseases tend to become chronic. Therefore, development of anti-biofilm drugs is important to combat with these infections. Previously, we found that Myricetin (Myr), a kind of flavonoid widely distributed in plants, inhibited curli dependent biofilm formation in Escherichia coli (1). In this study, we demonstrated 7 kinds of flavonoids for biofilm inhibition in Escherichia coli. First, 7 kinds of flavonoids were selected to investigate the influence of Escherichia coli K-12 strain for biofilm formation. As a result, we found Epigallocatechin gallate (EGCG) can inhibit biofilm formation more effectively than Myr (2). In addition, EGCG prevented biofilm formation of pathogenic Escherichia coli O157 strain. Transmission electron microscopy demonstrated that the EGCG inhibited the production of curli at low concentration than Myr. Real time PCR and Western blotting analysis indicate that these flavonoids inhibited expression levels of curli related genes and proteins. These result suggest that EGCG have a potential for anti-biofilm drugs.

(1) Arita-Morioka et al. Antimicrob. Agnets Chemother. 2015  (2) Arita-Morioka et al. Sci. Rep. 2018

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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化膿レンサ球菌のアルギニンデイミナーゼArcAは低グルコース環境下で病原因子の発現に寄与する




○広瀬雄二郎，山口　雅也，後藤　花奈，住友　倫子，中田　匡宣，川端　重忠

阪大　院歯　口腔細菌





【目的】化膿レンサ球菌はヒトの上気道と皮膚より分離されるグラム陽性球菌であり，伝染性膿痂疹や咽頭炎から壊死性筋膜炎などの致死性疾患まで様々な病態を軟組織に惹き起こす．本菌はアルギニン代謝能を有し，アルギニンからATPとアンモニアを産生する．ニッチである皮膚表層では，エネルギー源となるグルコース等の糖質が少ないため，アルギニン代謝系はエネルギー獲得の手段として機能すると考えられるが，病原性への関与は完全には解明されていない．本研究では，アルギニン代謝機構が皮膚感染に及ぼす影響を検討した．【方法】血清型M1型の化膿レンサ球菌5448株を親株として，アルギニンデイミナーゼをコードするarcA遺伝子の欠失株を作製した．THY液体培地中における各菌株の生菌数の推移，arcA発現量，培養上清中のアンモニア濃度およびグルコース濃度を測定した．また，各菌株を6～8週齢のC57BL/6J雌マウスの背部皮膚に感染させ，感染3日後に皮膚病変中の生菌数と組織像を評価した．さらに，皮膚上に感染させた菌体からRNAを抽出し，溶血毒素をコードするsagAおよびslo発現量をリアルタイムPCRで評価した．【結果】THY液体培養における化膿レンサ球菌の定常期以降の死滅速度はarcA欠失により亢進した．また，arcAの発現が定常期以降において顕著に認められた．さらに，野生株の培養上清中のグルコース濃度は定常期に検出限界値付近に低下したが，アンモニア濃度は定常期以降に上昇した．マウス経皮感染実験では，arcAの欠失により角質層の消失が抑制され，皮膚病変中の生菌数は有意に減少した．リアルタイムPCRの結果から，arcA欠失株と比較して，皮膚上に感染させた野生株のsagAおよびslo発現量は有意に高いことが示された．【結論】以上の結果より，皮膚表面のような低グルコース環境では，化膿レンサ球菌のアルギニン代謝はSLSやSLOの発現を上昇させ，感染皮膚病態を増悪させる可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Streptococcus pyogenes ArcA contributes to the expression of virulence factors under low glucose condition
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Streptococcus pyogenes causes various cutaneous diseases, while its arginine deiminase pathway produces energy and ammonium ion. Glucose concentration on the skin surface is low, thus the bacterium may utilize arginine to acquire energy. Here, we investigated the role of S. pyogenes arginine metabolism in skin infections. Using strain 5448 (serotype M1), we constructed a mutant strain by deleting the arcA gene, which encodes arginine deiminase. In THY broth cultures, the mutant showed lower viability in the decline phase as compared to the wild-type strain. Additionally, glucose starvation induced a remarkable increase in arcA expression by the wild-type strain, which promoted ammonium ion production. In mice with epicutaneous infection, the arcA mutant strain showed significantly decreased bacterial viability on the mouse skin surface and fewer intraepithelial lesions developed in contrast to the wild-type strain, which caused increased arcA expression on skin as compared to that seen in the log phase when cultured in THY broth. Furthermore, the expression levels of sagA and slo, encoding S. pyogenes hemolysins, were significantly higher as compared to the arcA mutant strain. These results suggest that S. pyogenes ArcA contributes to the pathogenesis of skin infection by increasing virulence factor expression and bacterial viability. Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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黄色ブドウ球菌はプロテインAを介してIgG複合体を形成し破骨細胞の分化と骨吸収を促進する
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【目的】黄色ブドウ球菌( S. aureus )は骨破壊を伴う骨髄炎の主要な原因菌として知られているが，骨破壊のメカニズムについてまだ不明な点が多い． S. aureus の病原因子であるprotein AはIgGに強く結合するが，最近，病的な状態で形成されるIgG複合体の炎症や歯破骨細胞形成への関与が報告されている．我々は前回，生体内ではprotein Aを介してIgGに結合している S. aureus が重要な作用を持っていると考え，血清処理した S. aureus を破骨細胞前駆細胞に添加した結果，破骨細胞分化を顕著に亢進すること，またprotein A単独では作用しないことや，Fc受容体が関与する可能性を報告した．今回は，破骨細胞の分化と骨吸収のメカニズムについてノックアウトマウスを用いて解析した．【結果及び結論】骨髄マクロファージをRANKLで22時間刺激した破骨細胞前駆細胞に血清で前処理した S. aureus を添加すると，破骨細胞の形成とカテプシンKの発現及び高い骨吸収能が誘導された．一方，前処理をしていない S. aureus やprotein A欠損株では破骨細胞の形成が顕著に低下し，骨吸収能が見られなかった．さらに， S. aureus をマウス頭蓋冠に注入したところ吸収窩が認められたが，protein A欠損株では認められなかった． S. aureus を種々のマウスIgGサブクラス抗体で処理したところ，IgG2a処理により促進作用がみられIgG2b処理では阻害作用が見られた．この作用はFcγRKOマウスの破骨細胞前駆細胞では低下したことからFc受容体を介することが確かめられた．さらに，TLR2KO及びMyd88KOマウス由来の破骨細胞前駆細胞に S. aureus を添加すると，WTと比較し破骨細胞分化誘導が1/2～1/4に低下し，菌体に結合したprotein AやTLRシグナルが関与すると考えられた．以上より，黄色ブドウ球菌による骨破壊誘導機構としてprotein Aを介したIgG複合体の形成が関わることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





IgG complex with protein a of  Staphylococcus aureus enhance the differentiation and bone resorption of osteoclasts
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Staphylococcus aureus (S. aureus) is main pathogen of osteomyelitis associated with bone destruction. A virulence factor of  S. aureus , protein A binds to IgG complex, produced in pathological conditions affects inflammation and osteoclastogenesis. In  previous study, we have shown serum-treated  S. aureus stimulate osteoclast differentiation from RANKL-treated osteoclast precursor cells. In this study, we analyzed its mechanism of osteoclast differentiation and bone resorption using several knockout mice.Serum treated S. aureus strongly induced formation of osteoclasts, expression of cathepsin K and high bone resorption activity. On the other hand, osteoclast formation and bone resorption induced by non-treated S. aureus and protein A deficient mutant was markedly reduced. In addition, injection of S. aureus but not protein A deficient mutant into mouse calvaria induced pit formation. Among several mouse IgG subclass antibodies, IgG2a-treated  S. aureus induced osteoclast differentiation. Stimulation of osteoclastogenesis was reduced in osteoclast precursor cells derived from FcγR KO mice, indicates that Fc receptor is involved its function. Osteoclast differentiation induced from osteoclast precursor cells derived from TLR2KO and Myd88KO mice was decreased to 1/2 - 1/4 of that of WT mice, suggesting that bacteria-bound protein A and TLR signal are involved in osteoclastogenesis.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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新規NIK阻害剤のRANKL誘導性破骨細胞分化への影響の検討
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歯周炎や関節炎では，過度の免疫応答によって破骨細胞形成が亢進し骨破壊をもたらす．転写因子NF-κBは，免疫応答中の遺伝子発現ならびに破骨細胞分化誘導因子（RANKL）誘導性の破骨細胞形成を調節する．RANKLは，古典的およびオルタナティブNF-κBシグナル伝達経路の両方を活性化する．我々は，NF-κB誘導性キナーゼ（NIK）の不活性型のためにp100からp52のプロセシングが起きないaly/alyマウスが，破骨細胞数の有意な減少を伴う軽度の大理石骨病を呈することを報告した．これらの結果から，我々は新しいNIK阻害剤のRANKL誘導性の破骨細胞形成におよぼす効果を試験することにした．NIK阻害剤は，p100からp52へのプロセシングを阻害することによって，骨髄（BM）細胞からのRANKL誘発破骨細胞形成および破骨細胞分化マーカーの発現を用量依存的に抑制したが，IκBαの分解は抑制しなかった．NIK阻害剤はまた，マウス骨髄間質細胞株ST2細胞と骨髄細胞の共存培養に，1α，25（OH）2D3とデキサメタゾンを添加することによって誘導される破骨細胞形成も抑制した．1μMのNIK阻害剤は，骨髄細胞およびST細胞の細胞増殖に影響を与えなかった．さらにNIK阻害剤は破骨細胞骨吸収を抑制した．以上の結果より，NIK阻害剤は，歯周炎や関節炎などの過度の免疫応答によって誘導される骨破壊に対する治療に有用であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The inhibitory effect of a new NIK inhibitor on RANKL-Induced osteoclast differentiation
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In periodontitis diseases or arthritis, increased osteoclastic bone resorption induced by excessive immune responses leads to bone destruction. Transcription factor NF-κB regulates gene expression during immune responses as well as receptor activator of NF-κB ligand (RANKL)-induced osteoclastogenesis. RANKL activates both the classical and the alternative NF-κB signaling pathway. Alymphoplasia (aly/aly) mice, in which the processing of p100 to p52 does not occur because of an inactive form of NF-κB-inducing kinase (NIK), showed mild osteopetrosis with significantly reduced osteoclast numbers. These results led us to examine the effects of new NIK inhibitor on RANKL-induced osteoclastogenesis. NIK inhibitor suppressed RANKL-induced osteoclastogenesis from bone marrow (BM) cells and expression of osteoclastic differentiation markers in a dose-dependent manner by inhibiting the processing from p100 to p52, but not degradation of IκBα. NIK inhibitor also suppressed osteoclastogenesis in the cocultures of ST2 cell, mouse bone marrow stromal cell line, with BM cells induced by 1α, 25(OH)2D3 and dexamethasone. NIK inhibitor at 1μM did not affect proliferation of both BM cells and ST cells. Furthermore, NIK inhibitor suppressed osteoclastic bone resorption. Taken together, NIK inhibitor might useful for the treatment with bone destruction induced by excessive immune responses, such as periodontitis diseases and arthritis.
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Osteoblast lineage-specific cell-surface antigen regulating osteoclastogenesis and calcification: A possible new player in bone remodeling
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(Purpose) Bone remodeling is a dynamic lifelong process involving interactions between various bone cells in a precisely coordinated manner at specific multi-cellular units. Osteoclasts play a pivotal role in bone remodeling. Although RANKL/RANK axis is considered the major factor determining the total number of osteoclasts in bone tissues, detailed molecular events regulating the efficiency of bone remodeling are still obscure. We postulated that osteoblast-specific cell-surface molecules could have regulatory roles in bone remodeling. Therefore,  we carried out an extensive immunological survey searching for such molecules. In the course of our survey,  We identified a unique antigen (A7 antigen) highly specific to cells in the osteoblast-lineage. We described on the detailed expression pattern of A7 antigen in vitro and in vivo and its possible role in modulating bone remodeling.(Materials and Methods) BALB/c mice were immunized with a clone of the rat osteoblastic cell line ROS17/2.8. Hybridomas were formed by fusing splenocytes with murine myeloma cell line (P3X63-AG8-U1). Antibodies of each hybridoma were initially screened by staining of rat bone marrow, osteoblast cell line, mesenchymal stem cells. The osteoblast-specific hybridoma was selected and extensively cloned to obtain hybridoma secreting anti-A7 monoclonal antibody (A7 MAb). Immunoreactivity of A7 MAb was examined using cultures of osteoblasts and bone marrow cultures and by use of bone tissue sections. Bioactivity of this MAb was assessed using in vitro calcification system of primary calvarial-derived osteoblasts and bone marrow cultures for forming osteoclasts. (Results and conclusions) In vitro, A7 antigen showed  typical cell-surface expression pattern in osteoblast cell line and bone marrow stromal cells. In vivo, the antigen showed membrane expression in a subset of bone surface osteoblasts and in osteocytes. Tissue array studies demonstrated preferential  expression of A7 antigen on cell-surface of osteocytes located just close to the bone surface. Immunoblotting revealed that A7 antigen was lineage-specific of approximate molecular weight of 45 KDa.  Immunoprecipitation of A7 antigen from biotinylated osteoblast cell-surface proteins also resulted in a single band of 45 KDa protein. Cross-linking of A7 antigen with A7 MAb completely abrogated calcification in cultures of primary calvarial-derived osteoblasts and slightly stimulated osteoclasogenesis in bone marrow cultures. A7 antigen could be an important regulator of osteoclast recruitment and osteoblast differentiation and calcification and could be useful in the development of novel therapeutic approaches for treatment of  bone diseases.
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マウス切歯・臼歯の静的幹細胞維持に関わるShhシグナルの役割
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3九歯大　解剖





【目的】マウス切歯apical budおよび臼歯歯髄における静的幹細胞維持に関わるShhシグナルの役割を解明するために，ドキシサイクリン（dox）でヒストン結合GFP発現制御が可能なノックインマウス（TetOP-H2B-GFPマウス）を使用したin vivo実験および，Shh阻害剤である5E1を使用したin vitro実験を行い解析した．【方法】胎生14-15日齢にdoxを投与したTetOP-H2B-GFPマウスを生後1日～5週齢まで経時的にアルデヒド系固定液にて灌流固定し，EDTAで脱灰・パラフィン包埋後，頭部矢状断パラフィン切片を作製し，抗GFP，抗Gli1免疫組織化学を行った．また，生後2日B6マウスの下顎切歯を摘出しTrowell法にて器官培養を行い，Shh阻害剤である5E1を培地に4日間添加（26 μg/ml）した．その後，パラフィン切片を作成し，抗Shh，抗Ki67，抗Sox2免疫組織化学，およびTUNEL染色を行った．【結果と考察】in vivo実験では，歯髄中央部で静的幹細胞と考えられる核が濃く染まったGFP陽性細胞（dense cells）数が生後2週でピークとなったが，その後減少した．また，一時的増幅細胞と思われるGFP減弱陽性細胞（reduced positive cells）数は生後1日から5週まで急激に増加した．in vitro実験では，5E1添加により細胞アポトーシスは形成端，間葉ともに増加，Sox2陽性細胞は形成端で，Shh陽性細胞は内エナメル上皮側で対象群より少ない傾向がみられた．以上より，歯胚上皮及び間葉における静的幹細胞維持にShhシグナルが重要な役割を担う可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Role of Shh signaling in maintaining quiescent adult stem cells in the murine incisors and molars
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Objective: This study aimed to elucidate the role of Shh signaling in maintaining quiescent adult stem cells in the mouse incisors and molars. Methods: Doxycycline (dox)-inducible H2B-GFP transgenic mice with the ingestion of dox at prenatal embryonic days 14-15 were collected on postnatal day 1 (P1) to week 5 (P5W). Immunohistochemistry for GFP and Gli1 was conducted in the sagittally-cut paraffin sections of heads. Mandibular incisor of P2 B6 mouse was cultivated in a nutrient medium with 5E1 (Shh inhibitor) during 4 days, and subsequently processed for immunohistochemistry for Shh, Ki-67, and Sox2 and TUNEL assay. Results and Conclusions: In the in vivo experiments, dense GFP-positive cells, presumably quiescent adult stem cells, reached the peak of number at P2W, and subsequently decreased in number, whereas GFP-reduced positive cells, presumably transit-amplifying cells, increased in number during P5 to P5W. In the in vitro experiments, the addition of 5E1 induced cell apoptosis in the apical bud and the underlying mesenchymal tissue. Sox2- and Shh-positive cells in the apical bud and the inner enamel epithelium, respectively, showed a tendency for decrease in number in the 5E1 groups. These findings suggest that Shh signaling plays a crucial role in maintaining quiescent adult stem cells.
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アメロジェネシスのステージ特異的な遺伝子制御におけるSp6の関与
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Involvement of Sp6 in the stage-specific gene regulation of amelogenesis




○Arinawati DY1，Miyoshi K2，Horiguchi T2，Noma T2

1Grad Sch  Oral Sci, Tokushima Univ

2Dept Mol Biol, Tokushima Univ  Grad Sch, Inst Biomed Sci





[Purpose] Sp6/Epiprofin plays a critical role in tooth development, however, the precise function of Sp6 remains unclear. We have found that a two-base insertion mutation in the 3rd zinc finger domain of Sp6 causes a spontaneous amelogenesis imperfecta rat, AMI. To understand the molecular roles of Sp6 in amelogenesis, we established the dental epithelial cell line from AMI and control WT rat, named ARE-B30 and G5, respectively. Using these cells, the in vitro culture systems were established mimicking the in vivo cellular composition. Based on the previous comparative gene expression study, we further characterized Sp6 function.[Materials & methods] In vitro culture systems: The epithelial cells, G5 or ARE-B30, was cultured on plastic dish or on the matrix, collagen type I membrane, and co-cultured with or without a rat pulp cell line, RPC-C2A, as a mesenchymal cells. Functional analysis: Mithramycin A, GC box inhibitor and siRNA were used for loss-of function study of Sp6 in G5. Sp6 expression vector was introduced into ARE-B30 and G5 by transient transfection for gain-of function. Evaluation: The gene expression was analyzed by semi quantitative RT-PCR. [Results & Conclusions] The gene expressions of three stage-specific ameloblast differentiation markers were observed in G5, but not in ARE-B30; p75 nerve growth factor receptor at the early stage; amelotin and kallikrein-related peptidase 4 at the late stage markers. Loss of function study suggested the involvement of Sp6 in the stage-specific gene expression. However, gain of function study failed to restore the gene expression. These findings support that Sp6 might play a dual role in cell fate decision and control of maturation stage by stage specific gene regulation during amelogenesis.
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マウスエナメル芽細胞の新規標識・分取法
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【目的】エナメル質の石灰化機序の解明にはエナメル芽細胞の機能を理解することが重要である．しかし，エナメル芽細胞の周囲には象牙芽細胞，歯髄細胞，中間層細胞などが存在しエナメル芽細胞だけを単離することは不可能なためその機能解析が困難である．今回，amelogeninプロモーターで蛍光タンパクを発現させることでエナメル芽細胞を特異的に標識し，分取する実験系の開発を行った．【方法】マウスamelogeninの5'プロモーター領域4.6 kbpと3'領域1.1 kbpの間にtdTomatoを挿入した発現ベクターを構築した．マウスの受精卵にインジェクション後，ファウンダーを同定し，蛍光発現量の異なる2ラインのF1を得た．作製したマウスやその組織を組織学的解析，explantイメージング，フローサイトメトリーにより検討した．【結果】1)蛍光標識特異性を確認するため歯や歯周組織の組織標本を解析したところ，エナメル芽細胞に蛍光が観察された．特に蛍光発現量の比較的高い1ラインは蛍光を皮膚を通して確認できる程非常に強い光度を持っていた．2)第一大臼歯および切歯を摘出し，explantイメージングで観察したところ，エナメル芽細胞の局在をライブで可視化することができた．3)エナメル上皮細胞を摘出し，トリプシン処理後，ソーティングにより蛍光標識された細胞だけを分画することができた．【結論】マウスのエナメル芽細胞を蛍光標識し分取する新規の実験系を確立した．この方法はエナメル芽細胞の成熟過程の理解，細胞内シグナル伝達やイオン輸送の解析に有用であると考えられる．共同研究者　オハイオ州立大学John Bartlett
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A new strategy for labeling and isolating mouse ameloblasts
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Purpose: It is difficult to isolate ameloblasts without contamination from adjacent cells. Odontoblasts, pulp cells and stratum intermedium cells surround ameloblasts and can contaminate isolated ameloblasts. Here, we generate a mouse model that labels ameloblasts through expression of a fluorescent protein (tdTomato) controlled by the amelogenin promoter. Materials & Methods: The AmelX-promoter-tdTomato construct was microinjected into fertilized oocytes. Two F1 lines were obtained. The transgenic mice were assessed for tdTomato expression by histological analysis, explant imaging and flow cytometry. Results: 1) Histological sections demonstrated that ameloblasts were tdTomato positive. The highest expresser was greatly fluorescent and was detected in ameloblasts through the skin of mandibular incisors in living juvenile mice. 2) Molar and incisor explants were monitored for fluorescence with live imaging. 3) The enamel organ epithelium was dissected from mouse incisors, trypsinized and tdTomato positive cells were successfully sorted. Conclusion: We established a new mouse model that labels ameloblasts to facilitate their isolation from surrounding tissues. This may be a useful tool to better understand ameloblast maturation and intracellular signaling. We are grateful to Dr. John Bartlett at The Ohio State University.
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膜小胞-細胞外DNA複合体による病原性と粘膜免疫応答の誘導
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【目的】膜小胞(membrane vesicle, MV)や細胞外DNA(eDNA)は複合体を形成し，Streptococcus mutansのバイオフィルム形成に深く関わる．そこで，MVとeDNAの複合体のバイオフィルム形成における役割と粘膜ワクチン抗原として有効性を検討した.【方法】使用菌株：S. mutans UA159, S. mutans UA159.gtfBC-，様々な他の細菌．MVの採取：BHIにおいて一昼夜培養したS. mutansの培養上清を10kDaか50 kDa以上で限外濾過後，超遠心(150, 000G)にてMVを抽出した．MVは，電子顕微鏡にて観察された．バイオフィルム形成実験条件：コートなし，ヒト唾液コート96穴培養プレート，培地：TSB + 0.25% スクロース，16時間，37℃，5%CO2含好気培養．0.5%サフラニンによる15分間染色，PBSやDWにて2回洗浄，A492による吸収値にてバイオフィルム形成量の評価を行った.マウスへの免疫: 1 μg/mlのMVをPoly I-Cと共に鼻腔に免疫し，3週間後再度鼻腔に免疫さらに2週間後免疫し，その後唾液，鼻腔洗浄液，血清を採取する．【結果】MV-eDNA複合体は，S. mutans UA159.gtfBC-のみならずFusobacterium nucleatum, Actinomyces naeslundii等の口腔細菌に対して，GTF依存的およびeDNA依存的なバイオフィルム形成を誘導した．この複合体は鼻腔免疫により，唾液，鼻腔洗浄液，血清中にMVやS. mutansに特異的なIgAとIgG抗体を誘導した.誘導された抗体は，MVに付着したGTFと有意に反応した．【考察】MV-eDNA複合体は，様々な口腔細菌によるバイオフィルム形成の主要な形成因子であることが考えられた．口腔バイオフィルム関連疾患に対する粘膜ワクチン抗原としてこの複合体が有用であることが示唆された.
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[Objective] Membrane vesicle (MV) formed complex with extra cellular DNA(eDNA) is associated with biofilm formation (BF) of Streptococcus mutans. Roles of MV-eDNA complex for BF and mucosal vaccine antigen were investigated.[Methods] Bacteria: S. mutans UA159, S. mutans UA159.gtfBC-, and various microorganisms. Extraction of MV: MV was extracted from culture supernatant of S. mutans UA159 by ultracentrifugation (150, 000G). BF: BF was developed in hu-saliva coated and non-coated 96-well microtiter plates in TSB with 0.25% sucrose with 5% CO2 aerobic condition for 16 h. BFs were quantified by measuring the absorbance of the biofilms stained with safranin at 492 nm. Mouse immunization: 1 micro g/ml, MV was immunized with Poly I-C in nasal mucosal tissues. After 3 weeks and 5 weeks, antigens were immunized again and saliva, nasal wash and serum were extracted.[Results] MV-eDNA complex induced GTF- and eDNA-dependent biofilm formations in not only S. mutans UA159.gtfBC- but also Fusobacterium nucleatum and Actinomyces naeslundii. This complex induced anti- IgA and IgG antibodies to MV and S. mutans by mucosal immunization in saliva, nasal wash and serum. [Discussion] MV-eDNA complex is a main contributor for the oral biofilm formation and useful as a mucosal vaccine antigen to the oral BF-associated diseases.
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次世代シーケンサーを用いたヒトと8種の霊長類の口腔細菌叢の系統解析
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動物の消化管内で生息する細菌は，宿主が特異的に持つ食性や形態に適応するために進化してきたと考えられる．申請者らは昨年，歯周病を罹患した原猿類(レッサースローロリス)の口腔からヒト歯周菌Porphyromonas gingivalisの変異株を発見し，これらの細菌種が霊長類系統間で独自に進化した可能性を明らかにした．本研究では，口腔細菌共進化の可能性をさらに広い霊長類間で検証するために，国内動物園飼育霊長類2種およびアフリカ野生霊長類5種から新たに収集した口腔由来の試料(唾液，歯垢)を調べた．唾液，歯垢に含まれる細菌叢DNAをビーズ法で抽出し精製した．ユニバーサルプライマーで16SrRNAの部分領域をPCRで増幅後，シークエンスライブラリを作成し，次世代シーケンサー(MiSeq，Illumina社)を用いて細菌種構成を同定し，さらに，統計解析で推定された細菌系統を霊長類系統と照合し，両者の相関関係を検証した．特に代表的菌種であるP. gingivalisに注目し，この菌種がいつ，どのようにしてヒトの口腔に適応し共生するに至ったのかを考察する．
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Previous study of the authors suggested occurrence of evolutional change of oral bacteria among primates taxa(Yano et al., 2017). In the present study, we newly add oral samples from seven wild/domestic primates species to reconstruct phylogenetic relationship and explore co-evolution of oral microbiome and host primates species. We sampled oral samples from saliva and/or dental plaques from 8 primates species. After extraction of DNA, we exemplified universal region for bacteria (V1-V2) with PCR amplication. The amplicons were projected into next generation sequencer (Miseq, illumina) to identify the status of oral microbiome flora. The result showed there are significant variation in genetic sequence in the representative oral bacteria such as Porphyromonas gingivalis. The possible evolutional history of oral microbiome were explored by examining the association between variation of oral bacteria and phylogeny of host primates. We further discuss the possible co-evolution of microbiota among phylogenetic diversity of primates.
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口腔細菌による肺炎発症機序の解明―P. gingivalisは呼吸器上皮細胞の炎症性サイトカイン産生を誘導する―
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【目的】口腔細菌が誤嚥性肺炎の原因となること，口腔ケアがその予防に有効であることは広く知られるようになった．しかし，口腔細菌がどのように誤嚥性肺炎を引き起こすのか，なぜ予防に口腔ケアが有効なのか，EBMを実践する上で最も重要な点は未解明のままである．肺炎の発症と進展において，IL-8等の炎症性サイトカインは中心的な役割を担うことが知られている．そこで，誤嚥した口腔細菌が呼吸器上皮細胞に作用し炎症性サイトカインを誘導，肺炎を惹起するのではないかと考え本研究を企画した．

【方法と結果】咽頭，気道及び肺の上皮細胞にP. gingivalisを添加した結果，量と処理時間依存的に炎症性サイトカインの遺伝子発現が強く誘導された．ELISA解析から，好中球浸潤や組織破壊等に関わるIL-8とIL-6の産生が顕著であった．他の歯周病原菌T.denticolaやA. actinomycetemcomitans等によってもサイトカイン産生が誘導されたが，その量は肺炎球菌によるものと比較し数倍以上の値であった．一方，S.mitisやS.salivarius処理では変化が認められなかった．

【考察】口腔衛生状態が悪い人の唾液1 ml中には109個以上の細菌が存在し，1012個以上の細菌を日々嚥下している．今回の実験では，106～108個の細菌を用いていることから，歯周病原菌が炎症性サイトカイン産生の誘導を介して肺炎の発症に深く関与していることが示唆された．われわれは，P. gingivalisが肺炎球菌や緑膿菌等のレセプター：PAFRの発現を誘導することも見出しており（ポスター発表），誤嚥性肺炎予防に口腔ケアが有効であることを分子レベルで提示できたと考える．【利益相反】利益相反状態にはありません．





P. gingivalis induces production of inflammatory cytokines in various respiratory epithelial cells




○Watanabe N1,2，Tamura M2，Kamio N2，Hayata M2,3，Sato S1，Imai K2

1Dept  Periodontol, Nihon Univ Sch Dent
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Aspiration pneumonia is a major health problem that is linked to mortality in elderly people.Pneumonia represent an increased number of inflammatory cells, such as neutrophils, inflammatory cytokines including chemokines and proteases in the respiratory duct.  Although emerging evidence implicates an association between periodontitis and pneumonia, how periodontopathic bacteria affect progression of pneumonia remains unknown. Here we examined the biological effect of periodontopathic bacteria on respiratory epithelial cells. We found that bacterial species such as P. gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, and Aggregatibacter actinomycetemcomitans greatly induce IL-8 and IL-6 production in human bronchial epithelial BEAS2B cells. IL-8 production induced by P. gingivalis was also observed at bacterial number-dependent manner in human nasopharyngeal epithelial (Detroit 562) and alveolar epithelial (A549) cells. IL-8 and IL-6 production was considerably higher in cells treated with P. gingivalis than in those treated with S. pneumonia. Our results suggest that increased periodontopathic bacteria due to poor oral hygiene are involved in onset of pneumonia by promoting inflammatory cytokines. Therefore, eliminating such bacteria may contribute to the prevention of pneumonia progression.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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3次元細胞培養モデルを用いた骨芽細胞から骨細胞への初期分化の検討




○社領　美紀，佐藤　　淳，宇佐美　悠，廣瀬　勝俊，白銀陽一郎，豊澤　　悟

阪大　院歯　口腔病理





【目的】骨表層の骨芽細胞は産生した骨基質に埋入し，類骨内で骨細胞に分化する．その過程では，細胞は形態や蛋白質発現の著しい変化を示す．類骨はI型コラーゲンを主体とする未石灰化組織であるため，類骨における骨細胞への初期分化は，I型コラーゲンゲルを用いた骨芽細胞の三次元培養により再現できると考えられる．この三次元培養では，生体骨組織とは異なり，蛋白質発現の検索に脱灰処理が不要である利点を有している．そこで，本研究では，骨芽細胞の三次元培養を用いて，骨芽細胞から骨細胞への初期分化の形態変化と蛋白質発現の変化を検討した．【方法】骨芽細胞様細胞株(MC3T3-E1)を4 mg/mlのI型コラーゲンゲル上に播種し，通常培地で3日間培養後，石灰化培地へ交換した後，3週間培養を行い，4%PFAで固定後パラフィン包埋ブロックを作製して切片を薄切した．各切片はHE染色および各種骨関連蛋白質の免疫染色を行った．また，3週齢C57BL/6J野生型マウスの脛骨の切片を作製して同様の染色を行い，三次元培養の形態や蛋白質発現との比較を行った．【結果と考察】3次元培養の形態観察では，脛骨組織と同様に，骨芽細胞から骨細胞への分化過程における細胞形態の特徴的変化である骨細胞突起形成が観察された．また，骨芽細胞から骨細胞への分化に伴って，骨芽細胞マーカーであるRunx2の核内陽性反応は減弱し，骨細胞マーカーであるCD44やDmp1等の陽性反応が観察されるようになった．以上より，本実験の3次元培養モデルは骨芽細胞から骨細胞への初期分化過程における形態的および機能的変化の評価に有用であると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Evaluation of the transition from osteoblast to osteocyte in 3D cell culture




○Sharyo M，Sato S，Usami Y，Hirose K，Shirogane Y，Toyosawa S
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Osteoblasts produce bone matrices which mainly composed of type I collagen, and then they are embedded in the osteoid and differentiated into osteocytes. During the osteoblast to osteocyte transition, they alter their cell phenotype and protein expression. Utilizing 3D Culture with type I collagen matrix mimicking the compositions of native osteoid, we evaluated chronological changes of cellular phenotype and protein expression in the osteoblastic (MC3T3-E1) cells during the transitional stage. The cultured collagen matrices were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS and embedded in paraffin. Sections were cut and used for HE staining and immunohistochemistry. In the 3D Culture, osteoblasts migrated into the type I collagen matrix and changed into osteocytic cells with dendritic processes. During the osteoblast to osteocyte transition, osteoblasts had Runx2-staining in the nuclei, but osteocytic cells did not. The osteocytic cells had the osteocytic markers (Dmp1, CD44 etc). We showed that the chronological changes of MC3T3-E1 cells in the 3D Culture were similar to those of mouse bone during the osteoblast to osteocyte transition.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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硬組織形成におけるゴルジ体キナーゼFam20Cの役割




○廣瀬　勝俊1，宇佐美　悠1，佐藤　　淳1，社領　美紀1，大家　香織1，小守　壽文2，豊澤　　悟1

1阪大　院歯　口腔病理，2長大　院医歯薬　細胞生物





【背景】Fam20Cはゴルジ領域に局在し，S-x-E/pSモチーフを有する分泌蛋白質をリン酸化するキナーゼである．Fam20Cは骨や歯といった生体硬組織に高発現し，S-x-E/pSモチーフを有する硬組織の細胞外基質蛋白質をリン酸化する事が報告されている．ヒトのFam20C機能不全疾患(Raine症候群)では，全身骨格と歯の形成異常や，石灰化不全骨の蓄積がみられ，Fam20Cによるリン酸化修飾は，硬組織の形成・石灰化に重要であると推察される．本研究では，I 型コラーゲンプロモーター(2.3kb)を用いて，骨芽細胞がFam20Cを過剰発現する遺伝子改変マウス(Fam20C-Tg)を作製し，硬組織形成におけるキナーゼFam20Cの役割を検討した．【結果と考察】Fam20C-Tgの骨サンプルの網羅的リン酸化解析により，骨基質蛋白質を含む様々な分泌蛋白質のリン酸化が亢進していることが示された．Fam20C-Tgの皮質骨では，石灰化促進を介した骨形成の促進と，骨吸収が促進しており，また，骨細胞数が有意に増加していた．Fam20C-Tgの皮質骨の遺伝子発現解析では，骨芽細胞マーカーであるtype 1 collagenのmRNA発現レベルには有意差はみられなかったが，osteocalcinとDmp1のmRNA発現が有意に増加しており，皮質骨の成熟骨芽細胞数や骨細胞数の増加を反映しているものと考えられた．頭蓋冠由来の初代培養骨芽細胞を用いた石灰化実験では，Fam20C-Tg由来の骨芽細胞培養で石灰化亢進が認められた．一方，Fam20C-Tgの海綿骨量は減少しており，骨形成の抑制と破骨細胞性骨吸収の促進とが関与していると考えられた．以上から，正常骨組織におけるFam20Cによるリン酸化は，皮質骨形成過程の石灰化に関与すると共に，皮質骨と海綿骨における骨吸収に関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of Fam20C on the mineralized tissues
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1Dept  Oral Pathol, Osaka Univ Grad Sch Dent
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[Background] Family with sequence similarity 20-C (Fam20C) is Golgi-localized protein kinase, which phosphorylates secretory proteins with S-X-E/pS motifs, including SIBLINGs proteins. Fam20C is highly expressed in the bone and tooth. In vitro studies demonstrated that Fam20C can phosphorylate recombinant SIBLINGs proteins, which are important for mineralized tissues. However, the role of Fam20C on the mineralized tissues is still unclear. In this study, we investigated the role of Fam20C on the mineralized tissue using osteoblast-specific Fam20C-overexpressing mice (Fam20C-Tg).[Results and Discussion]Phosphoproteomic analysis of the cortical bone in Fam20C-Tg revealed that various proteins including SIBLINGs proteins, were highly phosphorylated. In the cortical bone of Fam20C-Tg, bone volume and cortical porosity were significantly increased compared to wild ones. The osteocyte number was also increased. Gene expression analyses of cortical bone revealed that osteocalcin and Dmp1 mRNA expressions in Fam20C-Tg were significantly increased compared to those in WT, which was consistent with the increased osteocyte number in Fam20C-Tg. In the trabecular bone of Fam20C-Tg, bone volume was decreased compared to WT one, which is caused by an increased bone resorption in Fam20C-Tg. These results indicate that Fam20C plays an important role in bone formation and resorption by phosphorylation of osteoblast/osteocyte-secretory proteins including bone matrices.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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ヒストンメチル化酵素G9aの破骨細胞分化制御への関与




○小松浩一郎1，出野　　尚1，中島　和久1，山下　照仁2，宇田川信之3，二藤　　彰1

1鶴大　歯　薬理，2松歯大　総歯研，3松歯大  口腔生化





【緒言】破骨細胞分化におけるエピジェネティックな制御として，Dnmt3aによるDNAメチル化(Nishikawa et al, 2015)やヒストン脱アセチル化酵素Sirt6 (Park et al., 2017) が転写抑制因子(MafB, IRF8)の作用を抑制してNFATc1への負のフイードバックを減らすことによって破骨細胞の分化を促進することが示唆されている．一方，破骨細胞分化におけるヒストンメチル化酵素(HMT)の関与は不明である．これまでの実験結果から，我々はHMT の一つG9aが破骨細胞の分化を負に制御する仮設を立てた．今回さらに解析を進めたので報告する．【方法】in vitroで，G9aflox/floxマウス骨髄細胞をcre発現ベクター(ad/cre細胞)或いは対照ベクター(ad/non細胞)に感染させた後，MCSFとRANKLによって破骨細胞へ分化させた．遺伝子発現，TRAP染色，免疫染色及びウエスタンブロットを行い，解析した．更にG9a発現ベクター(ad/G9a細胞)の感染によるG9aのレスキュー実験を行った．【結果】ad/cre細胞でad/non細胞と比べG9a遺伝子発現およびH3K9me2タンパクの顕著な減少を確認した．ad/non多核細胞でもG9aタンパク発現が低下したが，ad/cre多核細胞ではG9aタンパク発現はさらに顕著に低下した．G9a欠損の結果，多核の巨大なTRAP 陽性細胞が顕著に増加した．またNFATc1の遺伝子発現に大きな変化は認められなかったが，TRAPおよびCtskの遺伝子発現は上昇した．さらに，G9a発現ベクター(ad/G9a細胞)の感染によりTRAP 陽性細胞の数，TRAPおよびCtskの遺伝子発現にレスキュー効果が認められた．【考察】G9a欠損はNFATc1の下流標的を促進したことから，G9aはNFATc1の機能あるいはそれ以降の経路に影響を与え破骨細胞分化を負に制御する可能性が示唆された．演題発表に関し利益相反はありません．会員外共同研究者：立花　誠，徳島大学　先端酵素学研究所

【利益相反】利益相反状態にはありません．





An involvement of a histone methyltransferase G9a in osteoclast differentiation
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[Purpose] The epigenetic modifiers affect cell differentiation through transcriptional regulation. It has been reported that DNA methylation by Dnmt3a and a histone deacetylase Sirt6 accelerate osteoclast differentiation by inhibition of the function of transcriptional repressors of NFATc1, such as MafB and IRF8. However, an involvement of histone methyltransferases in osteoclast differentiation is yet unknown. Based on our previous experiments, we hypothesize that a histone methyltransferase G9a negatively regulates osteoclast differentiation. Here, we examined functions of G9a in osteoclast differentiation in vitro. [Materials & methods] We used bone marrow cells isolated from G9aflox/flox mice and examined the effects of G9a deletion on osteoclast differentiation by infection of Cre-expressing adenovirus. [Results] After G9a deletion, the number of TRAP positive multinuclear osteoclasts and expression of TRAP and Ctsk mRNAs, but not  NFATc1mRNA, were increased. Moreover, infection of G9a expressing adenovirus in G9a KO cells reversed the effects on those gene expressions, and number of TRAP positive multinuclear cells. [Conclusion] These data suggest that G9a deletion caused marked changes of gene expression in the downstream of NFATc1. Thus, G9a may play a repressive role in the downstream of NFATc1 during osteoclastogenesis. The authors declare no competing interests. Non-member collaborator: Dr. Tachibana M, Tokushima Univ.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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中間径フィラメントPlectin1は破骨細胞のアクチンリング形成に重要である
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[背景・目的]破骨細胞は骨吸収をおこなう際にアクチンリングと呼ばれる特徴的な細胞骨格構造を形成し，骨基質に強固に接着する．チロシンキナーゼSrc遺伝子欠損マウスの破骨細胞はアクチンリングを形成できないため，骨吸収不全による大理石骨病を呈する．この結果は破骨細胞におけるSrcにより制御されるアクチンリング形成は骨吸収活性に重要な役割を担っていることを示している．しかしながら，Srcがアクチンリング形成を制御する分子メカニズムはあまり明らかになっていない．我々は質量分析法にてSrcと結合するタンパク質として破骨細胞においては機能的に未知な中間径フィラメントPlectin1を同定した．本研究では破骨細胞におけるPlectin1の機能を検討した．[方法・結果]まず，Plectin1の破骨細胞における発現をリアルタイムPCR法にて検討した結果，発現が確認された．Plectin1には様々なスプライシングアイソフォームが存在するが，アクチン細胞骨格制御に重要なアイソフォームDの発現量が非常に高かった．次にPlectin1の機能を検討するために，shRNAを用いて破骨細胞前駆細胞株RAW264.7細胞においてPlectin1のタンパク質発現が抑制された細胞株(shPlec-RAW)を作成した．shRAW-PlecにRANKLを添加すると，TRAP陽性細胞に分化したが，コントロールに比べ巨大で非常に多核の細胞となった．また，shRAW-Plecより分化した細胞をアクチン染色するとアクチンリング形成がされていなかった．[結論]　Plectin1は破骨細胞分化およびアクチンリング形成に重要な役割を担っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The important role of cytolinker protein Plectin1 in actin ring formation of osteoclasts
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Bone metabolic disorders like osteoporosis or periodontitis will be taken in case of accentuation of osteoclast activity. Thus, to understand the mechanism of osteoclastic bone resorption is important and will expand therapeutic approach to bone metabolic disorders, fractures and surgery for implantation, orthodontic treatment, and so on. Osteoclasts are differentiated from hematopoietic stem cells, attached to bone matrix, and then resorb bone matrix. A tyrosine kinase Src is one of the key molecule to regulate bone resorption through promoting attachment of osteoclasts to bone matrix. We identified a cytolinker protein Plectin1 as Src binding protein by mass spectrum analysis. Plectin1, especially Plectin1D isoform involving in actin organization was highly expressed in osteoclasts compared with muscle. To examine the role of Plectin1 in osteoclast, we stably transfected Plectin1 shRNA in RAW264.7 cells, osteoclast precursor cell line to inhibit Plectin1 expression. Plectin1 knocked down RAW264.7 cells were differentiated to TRAP positive multinuclear cells (TRAP(+)MNCs) by RANKL stimulation. However, the Plectin1 knocked down TRAP(+)MNCs were larger than control cells. Moreover, the Plectin1 knocked down TRAP(+)MNCs did not form actin ring, the important actin structure in osteoclasts for bone resorption. These results suggest that Plectin1 is important in osteoclast polarization.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.












O2-53

エナメル質成熟過程におけるp130Casの機能解析
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【目的】p130Casは成長因子やインテグリンシグナルによって細胞内で様々なタンパク質と複合体を形成するアダプタータンパク質であり，アクチンの再構成に深く関わっている．p130Casは歯，唾液腺，腎臓など上皮間葉相互作用によって形成される器官に発現しており，形態形成および分化に重要な分子の1つである可能性が示唆されている．本研究では上皮特異的にp130Casを欠損させたマウス（p130Cas cKO）の作製・解析を行い，歯の発生過程におけるp130casの生理機能を解明することを目的とした．【方法】野生型マウス切歯におけるp130Casの発現局在を組織免疫染色法により検討した．野生型および変異型マウス切歯の表現型を組織学的に解析した．μCT撮影およびEPMA解析を行い，野生型および変異型マウス切歯の石灰化状態や，歯質のCa・P・Mg含有量を解析した．【結果】野生型マウス切歯において，p130Casはapical bud 周囲から成熟エナメル芽細胞にかけて広範囲に発現が認められ，特に成熟エナメル芽細胞における発現が強いことが明らかになった．p130Cas cKOマウスは野生型と同等に成長し，外見上著明な差は認められなかった．しかし，p130Cas cKOマウスの切歯は野生型と比較して白濁しており，表面も粗造で，切歯の先端が破折した個体も認められた．μCT撮影の結果，p130Cas cKOマウスでは部分的に切歯のエナメル質の菲薄化が認められた．さらにEPMA解析の結果，エナメル質におけるCa，Pの含有量がp130Cas cKOマウスにおいて減少している傾向が認められた．【結論】以上の解析結果から，p130Casはエナメル質の成熟過程に関与している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of p130Cas in enamel maturation of mice
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p130Cas, Crk-associated substrate (Cas), is an adaptor protein that plays an important role in actin cytoskeletal regeneration. Database analysis showed that p130Cas is expressed in organs formed by epithelial-mesenchymal interactions such as teeth, salivary glands, and kidneys, suggesting that p130Cas is one of important molecules for morphogenesis and their function. p130Cas protein expressed in the secretory, transition, and maturation stage ameloblasts in wild type mouse incisor, suggesting that p130Cas involves in the formation of enamel. To examine the physiological role of p130Cas in tooth development, we generated ameloblast-specific p130Cas knockout mice by crossing p130Casfl/fl mice with K14-Cre transgenic mice. Ameloblast-sepcific p130Cas KO (p130Cas cKO) mice exhibited chalky and tip fractured incisors and the thickness of enamel was thinner than that of wild-type mice. The polarity of the ameloblasts was disordered at the maturation stage in p130Cas cKO mice. In addition, electron probe micro-analyzer (EPMA) analysis revealed that content of calcium and phosphate in enamel was decreased in p130Cas cKO mice. These data suggested that p130Cas plays an important role in the regulation of enamel maturation.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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乳歯幹細胞の単離時に血清濃度が与える影響について
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【目的】幹細胞特性stemnessとは，未分化性の維持に関わる特性である．従って，stemnessをより高く維持した幹細胞を単離することが，幹細胞治療において，より優れた治療効果が得られると考えられる．我々は，15%ウシ胎児血清添加培地を用い，乳歯幹細胞の単離を施行している．本研究では，単離時のFBS濃度を再検討し，乳歯幹細胞の単離効率ならびにstemnessに及ぼす影響について解析を行った．【方法】ヒト脱落乳歯の残存歯髄を酵素処理して得られた細胞を低密度で播種し，付着コロニー形成法により乳歯幹細胞を単離した．単離時の血清濃度を15%，10%，5%の3群設定した．各血清濃度単離群において，コロニー形成数，単離細胞数および細胞表面抗原の発現状態，細胞増殖性を解析した．また，骨芽細胞・象牙芽細胞への分化能を解析した．【結果】いずれの血清濃度条件においても付着コロニーが形成された．コロニー形成細胞は，間葉系幹細胞としての細胞表面抗原の表現型を示した．10%血清単離群は，最も高い増殖能を示した．またCD34ならびにSSEA-4陽性細胞率が有意に上昇していた．アリザリンレッド染色ならびに遺伝子発現の検索より，骨芽細胞・象牙芽細胞への分化能は，10%血清単離群で最も高かった．【考察】単離時の血清濃度を10%とすることで，従来よりもstemnessを高く保持した乳歯幹細胞が単離可能であることが示唆され，乳歯幹細胞治療応用へ向けた単離方法として非常に有効であると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にあります．





Effects of fetal bovine serum concentration on the isolation of stem cells from exfoliated deciduous teeth




○Sonoda S1，Otani K2，Yamaza T1
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Purpose: Stemness is a critical property of stem cell to maintain the undifferentiated state. Stem cells retaining with a higher stemness is considered to be promising for stem cell therapy. We usually use 15% fetal bovine serum (FBS)-containing culture medium in the isolating process of SHED. In this study, we examined effects of FBS concentration on isolation efficiency and stemness of SHED.Methods: We isolated SHED with 5%, 10% or 15% FBS-containing culture medium under a standard protocol and then examined the effect for colony forming capacity, cell surface antigen expression, cell proliferation and osteoblast/odontoblast differentiation capacity.Results: Attached colonies were formed under any FBS concentration. All the colony-forming populations exhibited the cell surface antigens as mesenchymal stem cells and showed capacities of cell proliferation and into osteoblast/odontoblast differentiation. SHED isolated with 10% FBS containing medium (10%-SHED) expressed the highest efficiency of isolation and colony formation, cell proliferation capacity and increased CD34 and SSEA-4 positive rate. 10%-SHED also expressed the highest capacity of differentiating into osteoblasts/odontoblasts by Alizarin Red staining and gene expression assay.Conclusion: These data suggest that isolation under 10% FBS is the most superior condition to retain high stemness for SHED based-therapy.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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ガノイン特異蛋白による下位条鰭魚類の免疫組織化学
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1日歯大新潟　解剖2，2日歯大新潟　微生物，3九歯大　解剖，4日歯大新潟　先端研





『はじめに』下位条鰭魚類の一種，ガーパイクの歯胚のcDNAライブラリーからクローニングした遺伝子 ganogeninのペプチド抗体を用いて，下位条鰭魚類の歯と鱗の免疫組織化学的検索を行い，これらの魚類における本蛋白の分布を調べた．『材料と方法』ganogeninのC末端の 10 アミノ残基を抗原として，ペプチド抗体を作製し（シグマアルドリッチ），ABC 法により光顕免疫組織化学の解析を行った．対象は，スポッテッドガーの鱗，シロチョウザメとシベリアチョウザメの咽頭小歯と皮膚，およびアミアカルバの顎歯と鱗である．『結果』：免疫反応は，スポッテッドガーの鱗のガノイン層とその形成細胞，鱗に存在する小突起の先端部表層と上皮細胞，およびシロチョウザメの咽頭小歯の歯胚の先端側表層と上皮細胞に検出された．しかし，この咽頭小歯の歯胚における反応はシベリアチョウザメではみられなかった．また，チョウザメ類の鱗とアミアカルバの鱗と顎歯の歯胚には反応が検出されなかった．『考察』我々は，C 末端部の親水性残基の存在から，このganogeninがエナメル質におけるアメロゲニンに相当する蛋白と考えて研究を遂行した結果，この蛋白は上皮性蛋白として下位条鰭魚類の歯と鱗に特異的に分布していることが明らかになり，ガノインの構成蛋白であることが証明された．なお，チョウザメの咽頭小歯における発現の種類差や，鱗での反応の欠如，さらにアミアカルバにおける反応の不検出は いずれもガノイン層が下位条鰭魚類の種類によって退化的であるという証拠であると思われる．本研究は ganogeninが，エナメル質におけるアメロゲニンのように，ガノイン層の主要蛋白になっている可能性を強く示唆した．この研究はペンシルバニア州立大学の川崎和彦助教授との共同研究である．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Immunohistochemical analysis of tooth and scale development in basal Actinopterygians using an antibody to a ganoin specific protein




○Ishiyama M1，Mikami M2，Yokosuka H1，Nakatomi M3，Sasagawa I4

1Dept  Histol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent, Niigata

2Dept Microbiol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent, Niigata

3Div Anat, Kyushu Dent Univ

4Advanced Res. Center, Nippon Dent Univ





Immunohistochemical analysis was performed to determine the distribution of a ganoin-specific protein in tooth germs and scales of basal Actinopterygians (gar, sturgeon, bowfin). An antibody was raised against ganogenin, encoded by a gene expressed in tooth germs of the spotted gar, Lepisosteus oculatus (Kawasaki et al., 2017), and immunoreactivities were examined using the ABC method. In the spotted gar, intense immunoreactivities were detected in the ganoin layer and the cytoplasm of secretory epithelial cells in tooth germs, and on the tip of denticles on scales. Immunoreactivities were also detected in the white sturgeon on the tip of small pharyngeal tooth germs, but not in scales. In the bowfin, no immunoreactivity was detected in either tooth germs or scales. These results indicate that ganogenin distributes not only in tooth germs but also in scales, and suggest participation of ganogenin in ganoin matrix formation in basal Actinopterygians, compared to amelogenin in enamel matrix formation in Sarcopterygians. The lack of the immunoreactivity further suggests degeneration of ganoin in scales of sturgeons and in both teeth and scales in the bowfin. This is a collaborative work with Dr. Kazuhiko Kawasaki (Penn State). Conflict of Interest: The author declares no conflicts of interest. Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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歯髄における破歯細胞抑制メカニズムの解析
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【背景】骨の内部に満たされた骨髄組織には破骨細胞が存在し，骨の恒常性維持に働く．一方，歯髄組織は象牙質で囲まれているが，破歯細胞(以下，破骨細胞)は存在しない．以上の所見は，歯髄組織には，破骨細胞の形成を抑制する分子メカニズムが存在することを示唆する．これまでに，osteoprotegerin(OPG)が，歯髄組織における破骨細胞形成を抑制することがin vitro実験より示された(J Dent Res 94:821,2015)．本研究は，OPG欠損マウスを用いて，歯髄組織内における破骨細胞の抑制メカニズムを解明することを目的とした．【方法と結果】(1)I型コラーゲン(Col1)およびNestinをマーカーとして，野生型とOPG欠損マウスの象牙芽細胞を観察した．その結果，両者に違いは認められなかった．(2)酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ(TRAP)およびカテプシンKをマーカーとして，野生型とOPG欠損マウスの歯髄および歯槽骨における破骨細胞を観察した．その結果，OPG欠損マウスの歯槽骨では，野生型マウスよりも多くの破骨細胞が存在した．一方，野生型だけでなく，OPG欠損マウスの歯髄組織にも破骨細胞は認められなかった．(3)CD31とVE-カドヘリンを血管マーカーとして，CD45とTer119を血球系細胞マーカーとして用いて，野生型マウスの歯髄組織を観察した．その結果，歯槽骨組織全体に豊富な血球系細胞が認められた．一方，歯髄組織では，血球系細胞の局在は血管内部にのみ認められた．【結論】以上の結果は，正常な歯髄組織における破骨細胞形成抑制にOPGが関与しないことを示唆する．一方，歯髄組織の血球系細胞は血管外には存在しなかった．この結果は，正常な歯髄組織では，破骨細胞前駆細胞が硬組織に遊走・分化しないため，破骨細胞が存在しないことを示唆する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of the inhibitory mechanism of odontoclast/osteoclast formation in dental pulp
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[Background] Osteoclasts are localized in bone marrow (BM) along the bone surface. In contrast, odontoclasts, hereafter termed osteoclasts, usually do not exist in dental pulp (DP), surrounded by dentin. These observations suggest that an inhibitory mechanism of osteoclastogenesis exists in the DP. Based on in vitro studies, osteoprotegerin (OPG) may inhibit osteoclastogenesis in DP (J Dent Res 94:821, 2015). Here, we examined the regulation of osteoclastogenesis in DP using OPG-knock-out (KO) mice. [Methods and Results] (1)The morphology of type-I collagen and nestin-positive odontoblasts of OPG-KO did not differ from that of wild-type mice (WT). (2)There were more tartrate-resistant acid phosphatase and cathepsin K-positive osteoclasts in alveolar bone from OPG-KO than WT. Osteoclasts did not exist in DP from WT or OPG-KO. (3)CD45 and Ter119-positive hematopoietic cells were observed throughout the alveolar BM cavity. However, hematopoietic cells were only localized in CD31 and VE cadherin-positive blood vessels in DP. [Conclusion] These findings demonstrate that OPG is not related to the inhibitory effects of osteoclastogenesis on DP in the healthy state. Hematopoietic cells were not found in the extravascular spaces of DP. These observations suggest that osteoclast precursors do not migrate to dentin surfaces, therefore, osteoclastogenesis is not induced in normal DP.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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関節リウマチ滑膜線維芽細胞におけるVEGF-VEGFR2依存性VE-カドヘリン発現誘導シグナルの検討と擬似血管形成への関与
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【目的】関節リウマチ（RA）の滑膜組織に発達する血管様構造は病変の進行と密接に関連し，治療薬開発の標的として強く期待されている．これまでの研究で，滑膜線維芽細胞（RSFLs）がVEGF刺激によりVE-カドヘリンを発現することで擬似血管を形成し，RA滑膜に発達した血管様構造には血管内皮細胞による血管新生と擬似血管形成が混在する可能性が明らかとなった．本研究では，RSFLsにおけるVEGF-VEGFR2結合によるVE-カドヘリン発現誘導に働くシグナル伝達機構の同定と，擬似血管形成に果たす役割をin vitro実験系で検証した．【方法】血清飢餓状態で培養したRSFLsにVEGF，VEGF阻害ペプチド，VEGFR2インヒビター（SU1498，PTK787），PI3Kインヒビター （LY294002），mTORインヒビター（Rapamycin），MEKインヒビター（PD98059）を添加し，VE-カドヘリンの発現変化とAKT，ERKのリン酸化率をwesternblotで解析した．またVEGF，各インヒビターの擬似血管形成に対する作用を，チューブ形成アッセイにて評価した．【結果】VE-カドヘリン発現はVEGF刺激により時間および濃度依存性に上昇し，ERK，AKTリン酸化率も同様に上昇した．VEGF阻害ペプチド，VEGFR2インヒビターによりVE-カドヘリンの発現は抑制され，PI3K，mTOR，MEKインヒビターにおいても有意に抑制された．また，VEGFはRSFLsのチューブ形成を促進し，上記の阻害ペプチド，インヒビターはチューブ形成を有意に阻害した．【考察】RSFLsはVEGFとVEGFR2の結合により活性化され，下流のERK/MAPKおよびPI3K/AKT/mTORシグナル系がVE-カドヘリンの発現を上昇させるとともに，その阻害がRSFLsによる疑似血管形成を抑制することが明らかになった．本研究により，VEGFR2とその下流シグナルがRA治療薬開発の新たな標的となる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Signaling of VEGF-VEGFR2-dependent VE-cadherin expression in RA synovial fibroblast-like cells and its involvement in vasculogenic mimicry formation
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In joint synovium with rheumatoid arthritis (RA), increased vasculatures closely correlates with initiation and progression of the disease. Our recent study showed that RA synovial fibroblast-like cells (RSFLs) form vasculogenic mimicry-like tubes by VEGF-dependent VE-cadherin expression. In this study, we analyzed VEGF-VEGFR2-VE-cadherin signaling pathways in vasculogenic mimicry by RSFLs.We performed quantitative immunoblot analyses using RSFLs treated with VEGF, VEGF-mimicking peptide, VEGFR2 inhibitors, PI3K inhibitor, mTOR inhibitor, and MEK inhibitor. RSFLs were subjected to tube formation assay, and branching point number indicative of the tube formation ability were counted.VE-cadherin expression was increased by VEGF and decreased by VEGF-mimicking peptide and VEGFR2 inhibitors. Upon treatments of RSFLs with the peptide and inhibitors, phosphorylation of ERK, AKT were significantly suppressed. Signal pathway inhibitors also suppressed VE-cadherin expression. In tube formation assay, the branching points were increased by VEGF and decreased by the inhibitors.These results demonstrated that VE-cadherin expression and tube formation by RSFLs upon VEGF binding to VEGFR2 were mediated by MEK/ERK/MAPK and PI3K/AKT/mTOR signaling, and suggest a possibility that VEGR2 binding of VEGF and the underlying signals is a therapeutic target of patient with RA by inhibiting vasculogenic mimicry-like tube formation.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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強制的開口負荷が心機能および心筋細胞内シグナル伝達に与える影響の解析
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【目的】近年，咬合異常による不快感や痛みがストレスとなって自律神経系の不均衡を惹起し，全身の他臓器に影響を及ぼす可能性が指摘されている．交感神経系の慢性的な亢進は心筋細胞のリモデリング（アポトーシス，線維化）を誘発して心機能の低下をもたらし，心不全の誘引となることが知られている．しかしながらその分子機構の詳細は不明な点が多く，咬合異常との連関も明確でない．我々は咬合異常ストレスの動物モデルとして強制的開口負荷（enforced bite-opening: BO）実験系を用い，咬合異常が心機能および心筋細胞シグナル伝達に与える影響について検討した．【方法】16週齢の雄マウス（C57BL/6）をコントロール（CTRL）群，下顎切歯に歯科用レジンを接着し強制的に開口させたBO群，BO処理マウスにβアドレナリン受容体遮断薬であるプロプラノロールを投与した（BO+Pro）群の3群に分けた．プロプラノロールの投与は1 mg/mLのプロプラノロールを含む飲用水をマウスに摂取させることにより行なった．2週間飼育後，心臓超音波検査によりマウスの心機能を測定した．また，心房から抽出したタンパク質を用いたウェスタンブロッティングにより，心房心筋細胞の細胞内シグナル伝達に与えるBOの影響を調べた．【結果】マウスの心機能（左室駆出率）は，BO群でCTRL群よりも有意に低下していた．ウェスタンブロッティングにおいて，CTRL群と比してBO群では，交感神経βアドレナリンシグナル伝達経路の構成因子であるCaMKII（calcium/calmodulin-dependent pretein kinase II）の酸化の有意な増加を認めた．アポトーシスの指標となる活性型カスパーゼの量は，BO群でCTRL群よりも有意に増加していた．興味深いことに，BOによるこれらの変化はBO+Pro群で抑制される傾向が認められた．【結論】強制的開口負荷は交感神経系の慢性的な活性化を惹起し，マウスの心機能を低下させることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of enforced bite-opening on heart function and signal transduction of cardiomyocyte in mice
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Malocclusion is considered to have various adverse effects not only on the oral cavity but also on systemic organs by inducing an imbalanced autonomic nervous system. It is well known that excessive and/or chronic activation of sympathetic nervous system is an important factor for the pathogenesis of heart failure. To gain insights into the molecular mechanism in response to malocclusion, we investigated the effect of enforced bite-opening (BO), a stress model of malocclusion, on the heart function and intracellular signal transduction in mice. C57BL/6 male mice (16-week-old) were divided into three groups: control, BO, and BO mice treated with 1 mg/mL of propranolol, a β-adrenergic receptor antagonist, via drinking water. Two weeks after initiation of each treatment, echocardiographic measurement of heart function and immunoblot analysis using protein extracts from atria were performed. The heart function was significantly reduced in BO mice. The oxidation of CaMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase II) was significantly enhanced in BO than control. The amount of activated caspases in BO group was significantly greater than that in control group. Interestingly, these BO-dependent alterations was prevented by propranolol treatment. These results suggest that BO may deteriorate heart function via chronic activation of sympathetic nervous system in mice. Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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PRIPによる脂肪細胞のインスリンシグナリングの調節
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肥満や糖尿病などのメタボリック症候群は世界的な健康問題であるが，特に2型糖尿病の発症基盤の一つであるインスリンシグナル伝達経路異常の分子メカニズムについては，未だ不明な点も多い．イノシトール1,4,5- 三リン酸結合性タンパク質であるPRIP（PLC-Related but catalytically Inactive Protein）はインスリンシグナル伝達経路の中心的分子であるAktと結合する．今回我々はPRIP欠損(KO)マウスを用いて，インスリンシグナリングの調節におけるPRIPの役割について検討を行なった．マウスにインスリン投与後に摘出した脂肪組織のインスリン受容体（IR）とAktのリン酸化レベルを比較すると，KOマウス由来の脂肪組織でIR，Aktともにリン酸化レベルが低下していた．骨格筋と肝臓では差が認められなかった．器官培養した脂肪組織をインスリン刺激すると，KOマウス由来のものでIRおよびAktのリン酸化が抑えられていただけでなく，糖取り込みやGLUT4の細胞膜へのトランスロケーションも抑制されていた．また，KOマウス由来のMEFから分化した脂肪細胞では，IRの膜発現量が野生型と比べて減少していた．インスリンシグナルはIRのクラスリン依存性のエンドサイトーシスにより負に制御される．そこで，脂肪組織を用いて免疫沈降を行ったところPRIPがClathrin Heavy Chain（CLTC）およびIRと結合することがわかった．siRNAを用いてCLTCの発現を抑制すると，KO由来脂肪細胞でIRの膜発現量がWTと同等まで回復した．以上の結果から，PRIPはIRのエンドサイトーシスの調節を介してIRの膜発現量を調節し，脂肪細胞におけるインスリンシグナルを制御していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





PRIP is involved in the regulation of insulin signaling mediated by internalization of insulin receptor in adipocyte
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1Lab Mol Cell Biochem, Fac Dent Sci, Kyushu Univ, 2OBT Res Ctr, Fac Dent Sci, Kyushu Univ, 3Div Appl Pharm, Kyushu Dent Univ, 4Fukuoka Dent Coll





Insulin resistance is strongly associated with obesity and other symptoms related to the metabolic syndrome. Numerous studies have consistently demonstrated a reduced activity of insulin signaling via the insulin receptor substrate (IRS-1)/ Akt pathway, but the molecular mechanism of triggering events remains incompletely understood. We previously reported that PRIP (phospholipase C-related but catalytically inactive protein) interacts with Akt, the center molecule of insulin signaling pathway. In the present study, we investigated whether PRIP is involved in the regulation of insulin signaling. We found that the phosphorylation of Akt and even upstream molecules, IR (insulin receptor) and IRS-1 were inhibited in PRIP-KO (Knockout) MEFs, and that glucose uptake was inhibited in adipocytes differentiated from PRIP-KO MEF, indicating insulin insensitivity in PRIP-KO cells. Furthermore, ablation of PRIP diminished the plasma membrane localization of IR in adipocyte. Overexpression of PRIP1 in HepG2 cell blocked the insulin-reduced IR internalization into the cell. PRIP interacted with IR and Clathrin Heavy Chain (CLTC) in adipocyte. Silencing of CLTC using siRNA retrieved the plasma membrane localization of IR which was diminished in PRIP-KO adipocyte. These results suggest that PRIP is involved in the regulation of insulin signaling in adipocyte through modulating the internalization of IR.
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メントールは鼻腔空気圧刺激に対する大脳皮質応答を増強する
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【目的】鼻腔で受容した嗅覚情報は嗅神経を介して中枢に伝達される一方，鼻腔粘膜からの温度感覚，圧感覚，化学物質による感覚情報は三叉神経を介して中枢に伝達される．しかし，この三叉神経を介した感覚情報が処理される大脳皮質の領域，および温度感覚がどのように触覚に影響するのかについては不明な点が多い．本研究では，鼻粘膜に対する空気圧刺激によって誘発される一次体性感覚野を同定し，冷刺激によって活性化するTRPM8受容体アゴニストであるメントールを負荷することによってその応答性がどのように変化するかを検討した．【材料・方法】ウレタン麻酔下のラットに対して左側一次体性感覚野とその周辺領域を含む領域を開窓した．膜電位感受性色素であるRH1691を1時間負荷した．その後，圧縮した空気を鼻粘膜，鼻尖部，上咽頭に適用し，膜電位感受性色素から得られる蛍光強度の変化を光学的に記録した．さらに，メントールを加えた空気刺激によって鼻粘膜の応答性の変化を調べた．【結果・考察】一次体性感覚野における鼻粘膜刺激に対する初期応答部位は，鼻尖刺激より吻側に位置していた．その後，鼻粘膜刺激が誘発した興奮は吻側及び腹側に伝播した．吻側へ拡がった興奮伝播は，咽頭刺激による初期応答部位と一致し，鼻腔に対する空気圧刺激が咽頭に到達したためと考えられた．また腹側への拡がりは，二次体性感覚野に対する興奮伝播と考えられた．メントールを負荷した空気を鼻粘膜に適用すると，皮質における興奮伝播は増大した．したがって，鼻尖から咽頭の情報処理部位は，大脳皮質では尾側から吻側に配列されていることと考えられた．また，メントールは鼻粘膜の応答性を増大させることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Menthol enhanced cortical responses to air puff stimulation of the nasal mucosa
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The nasal cavity receives olfaction and somatosensation, which are conveyed to the central nervous system via the olfactory nerve and the trigeminal nerve, respectively. The trigeminal nerve innervating the nasal cavity responds to cold, pressure, and chemical substances. However, the spatiotemporal profiles of neural excitation induced by nasal mucosa stimulation are not fully understood. In this study, we aimed to identify the cortical regions in the primary somatosensory cortex (S1) in response to somatosensory stimulation of the nasal mucosa and explored the effects of menthol on the cortical response using an optical imaging technique in urethane-anesthetized rats. Response to nasal mucosa stimulation by application of an air puff initially elicited activation in a part of S1 rostral to that of nasal tip stimulation. The nasal mucosa stimulation-induced excitation spread to rostrally and ventrally adjacent regions which corresponded to the upper pharynx-responding region in S1 and the secondary somatosensory cortex, respectively. Air puff stimulation with menthol enhanced the excitation in S1. The spatial localization of responses to stimulations of the nasal mucosa, nasal tip, and pharynx indicates the somatotopic organization in S1. Furthermore, our results demonstrated that chemicals modulate the sensitivity in the nasal mucosa.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.












O3-05

マウス舌咽神経における脂肪酸に対する単一神経応答の解析
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過去10年間において，脂肪酸受容体GPR40，GPR120やトランスポーターCD36がげっ歯類の味蕾細胞に存在し，脂肪酸を受容している可能性が報告されている．我々は前報にて，鼓索神経単一線維の中に約18%存在する長鎖脂肪酸に最も高い応答頻度を示す神経群（F-type）を見出し，甘味(sucrose)またはうま味(monopotassium glutamate, MPG)に最も高い応答頻度を示す神経群（S-，M-type）の半数以上が脂肪酸に有意な応答を見せたことを報告した．これらの神経群において，GPR120が脂肪酸情報に関与する可能性も示唆された．しかし，CD36についてはこれらの神経群や舌咽神経における機能が未だ明らかになっていない．そこで本研究では，脂肪酸及び基本味による刺激を舌に与え，GPR120-KOおよび正常型マウス(WT)の鼓索神経および舌咽神経単一線維応答を記録し，CD36抑制剤による効果を検証した．その結果，記録した舌咽神経単一線維のうちWTマウスの約8%，GPR120-KOマウスの約2%がF-typeであった．また，WTとGPR120-KOマウスの60%より多いS-，M-typeにおいて脂肪酸に対する有意な応答が検出された．GPR120-KOマウスの舌咽神経S-，M-typeにおける脂肪酸応答はCD36阻害剤によって抑制されたが，鼓索神経のS-，M-typeにおける脂肪酸応答は抑制されなかった．これらの結果から，舌咽神経における脂肪酸の嗜好性情報経路の割合は，鼓索神経のそれより多く，CD36はその情報経路に関与する可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of single fiber responses to fatty acids in mouse glossopharyngeal nerve
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In the last decade, GPR40, GPR120 and CD36 have been reported as fatty acid sensors in rodents' taste systems. We previously found fibers showing a maximal response to oleic acids (F-type) in ～18% of mouse chorda tympani (CT) nerve. Furthermore, a half or more of fibers showing a maximal response to sucrose (S-type) or monopotassium glutamate (M-type) showed responses to fatty acids. GPR120 was revealed be involved in the responses in these fiber types. In the present study, we performed single fiber recordings from the CT and the glossopharyngeal (GL) nerves in GPR120-KO and wild type (WT) mice to examine potential function of CD36.Among recorded GL fibers, percentage of F-type fiber was ～8% and～2% in WT and GPR120-KO mice respectively. More than 60% of S-type or M-type fibers showed responses to fatty acids in both mice strain. In GPR120-KO mice, although fatty-acid-responding S- and M-type fibers of the GL were significantly inhibited by an inhibitor of CD36, those of the CT were not inhibited. These results suggest that the proportion of information pathways for fatty acid preference in GL is much more than those in the CT. CD36 may be involved in the information pathways.
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ヒトの摂食行動と心理的要因との関係について
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【目的】肥満者の摂食行動（食行動）は標準体重者とは異なっていることが知られている．しかしながら，ヒトの摂食行動には，一口量や食事速度などの行動学的要因に加えて，食べすぎを意識した行動抑制や食欲に対する葛藤などの心理的要因も大きく関わっている．食行動に関わる心理的要因の評価には国際的な標準法であるThree Factor Eating Questionnaire (TFEQ)が用いられる．TFEQは51項目をそれぞれ自己評価し，食事制限認識の度合い（抑制頻度），別腹のような脱抑制の度合い（脱抑制），空腹感受性の度合い（空腹度）を求める方法である．【方法】我々は，TFRQで得られる3項目と，肥満度（BMI），自己申告による食事速度，および一口量（ソーセージ，パン）との関係について，56名の成人被験者（男性33名，女性23名，平均21.8歳）で調べた．本研究は鶴見大学歯学部倫理委員会の承認（#1020)を得て行った．【結果と考察】BMIと抑制頻度とでは有意な相関は認められなかったが，BMIと空腹度，およびBMIと脱抑制とでは有意な正の相関が得られた．この結果から，BMIには空腹度，特に脱抑制が大きく関わっていることが示された．ソーセージおよびパンの一口量はどちらも空腹度と有意な正の相関を示したことから，空腹感を強く感じるヒトの一口量はさほど感じないヒトよりも大きいことを示している．食事速度は脱抑制と有意な正の相関を示した．この結果は，脱抑制の度合いの大きなヒト（食欲に負けてしまうヒト）では食事速度が速いことを示している．本研究で得られた結果から，従来の摂食行動を調べる項目（一口量，食事時間など）に加えて，心理的な要因を調べることが可能なTFEQを合わせて用いることによって，より本質的なヒトの摂食行動の解析や肥満対策が可能となることが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Relationship between psychological factors and human eating behaviors
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Obese people are thought to exhibit a different eating behavior (bite size, eating speed, etc.) compared to the normal weight people. However, respective eating behavior is fairly complex, because the eating behavior is connected with psychological emotions such as appetite. It has been well known that the control of dietary behavior can be assessed using the Three Factor Eating Questionnaire (TFEQ). The TFEQ is a 51-item instrument, composed of three subscales measuring restraint (cognitive control of eating behavior; CC), disinhibition (DI) and susceptibility to hunger (SH). We thus investigated the relationship between the TFEQ and the conventional eating factors (body mass index,BMI; self-reported eating speed, ES, bite size) in 56 adult subjects (33 males; 23 females; mean age, 21.8 y). Significant positive correlation between the BMI and the DI, in addition with the SH, was observed, even if correlation between the BMI and the CC was not obtained. Moreover, significant positive correlation between the bite size and the SH. These results suggest that the bite size might be closely associated with the individual susceptibility to hunger and the ES might relate to the susceptibility of eating with emotional factors.
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骨格筋リモデリング過程におけるß-アドレナリン受容体シグナルの重要性
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【目的】ßアドレナリン受容体（ß-AR）のサブタイプ（ß1，ß2,）は心筋ではß1，骨格筋ではß2が優位に発現している．サブタイプの役割に関して心筋での報告は多数あるが，骨格筋での報告は殆どない．本研究では，咬筋（骨格筋）におけるß-ARのサブタイプ特異的な役割を調べ，心筋と比較検討した．【方法】マウス(C57BL/6)を，ドブタミン（DOB; ß1特異的作動薬:2 mg/kg/day）投与群，クレンブテロール（CB; ß2特異的作動薬:2 mg/kg/day）投与群，Control群の3群に分け，投与7日目に咬筋と 心筋の重量測定後，組織学的ならびに生化学,分子生物学的解析を行った．【結果】心筋重量はControl群に比較して，DOB（ß1刺激）群，CB（ß2刺激）群のいずれも増加したが，咬筋重量はCB群のみ増加した．つぎにMasson-trichrome染色で線維化，TUNEL染色でアポトーシスを評価したところ，心筋ならびに咬筋のいずれもDOB群では線維化領域ならびにアポトーシス陽性筋細胞の割合が増加していたが，CB群ではControl群と有意差を示さなかった．DOB群で確認されたリモデリング（線維化，アポトーシス）とCB群で確認された筋肥大のメカニズムを解明するため，シグナル解析を行った．その結果，DOB群ではCalmodulin kinase II /ホスホランバン(PLN:Thr-17)経路，PKA/mTOR(Ser2481)/ PLN(Ser-16)経路，p44/42MAPkinase (Thr202/Tyr204)経路の活性が増加，CB群では，Akt/mTOR(Ser2448)経路の活性とオートファジーマーカー（LC3-II）の発現量の増加が確認された．【結論】ß1-AR刺激による骨格筋リモデリング形成における筋小胞体のCa2+制御機構の異常が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Subtype-specific role of ß-adrenergic receptor subtype for the development of skeletal muscle remodeling
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In skeletal muscle, the major isoform of ß-adrenergic receptor (ß-AR) is ß2-AR and the minor isoform is ß1-AR, which is opposite to the situation in cardiac muscle. Moreover, notwithstanding extensive studies in cardiac muscle, the physiological roles of the ß-AR subtypes in skeletal muscle are not fully understood. Therefore, in this work, we compared the effects of chronic ß1- or ß2-AR activation with a specific ß1-AR agonist, dobutamine (DOB), or a specific ß2-AR agonist, clenbuterol (CB), on masseter and cardiac muscles in mice. In cardiac muscle, chronic ß1-AR stimulation induced cardiac hypertrophy, fibrosis and myocyte apoptosis, whereas chronic ß2-AR stimulation induced cardiac hypertrophy without histological abnormalities. In masseter muscle, however, chronic ß1-AR stimulation did not induce muscle hypertrophy, but did induce fibrosis and apoptosis concomitantly with increased levels of ERK, CaMKII and mTOR (Ser-2481) phosphorylation. On the other hand, chronic ß2-AR stimulation in masseter muscle induced muscle hypertrophy without histological abnormalities, concomitantly with phosphorylation of Akt and mTOR (Ser-2448) and increased expression of LC3-II, an autophagosome marker. These results suggest that activation of ß1-AR pathway might alter Ca2+ leakage from sarcoplastic reticulumn, leading to the skeletal muscle remodeling and the ß2-AR is protective in masseter muscle.
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Porphyromonas gingivalis由来のLPSが心機能におよぼす影響
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【目的】 歯周病は心血管系疾患の危険因子であることは周知の事実であるが，そのメカニズムに関する分子レベルでの研究は不十分である．本研究では，Porphyromonas gingivalis (PG) 由来のlipopolysaccharide (LPS) が心機能に及ぼす影響を検討した．【方法】 雄マウス（C57BL6/J, 8週齢）を用いてPBS投与群（コントロール群）とPG菌由来のLPS 投与群 (PG-LPS投与群; 0.8 mg/kg/day i.p.）を作成した．投与期間中と投与4週後，心エコーによる心機能測定後に心臓を摘出し，マッソントリクローム染色による線維化面積とTUNEL染色によりアポトーシス陽性細胞の割合の評価を行い，ウエスタンブロッティングによる関連シグナルの解析を行った．【結果】PG-LPS投与1週後の心機能 (leftventricular ejection fraction) は，有意に低下し (投与前 vs. 投与後 : 69±0.5 () vs. 61±1.8 (1w) %)，その傾向は投与4週目 (60±0.1%) まで続いた (P＜0.01)．またPG-LPS投与群では線維化領域は約12倍，TUNEL陽性心筋細胞は約3倍の増加が確認された．以上のメカニズムとして 1) PG-LPS投与によるカルモジュリンキナーゼ(CaMKII) の過剰なリン酸化 (Thr-286) により，筋小胞体 (SR) のCa2+の出入に重要なホスホランバン (Thr-17) とリアノジン受容体 (Ser-2448) の過剰なリン酸化がおこり，心筋細胞質内へのCa2+の遊離の増加，2) Akt/mTORC1経路の活性化によるオートファジーの抑制が考えられた．【結論】CaMKIIならびにmTORは歯周病を合併する心疾患の有用な治療標的になる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of LPS generated from Porphyromonas gingivalis on cardiac
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Oral infections, particularly periodontitis, are well established as a risk factor for cardiovascular diseases, although the molecular mechanisms involved remain elusive.  The aim of the present study was to investigate the effects of lipopolysaccharide derived from Porphyromonas gingivalis (PG-LPS) on cardiac function in mice, together with the underlying mechanisms. Mice (C57BL/6) were injected with PG-LPS (4 mg/kg/day) for 4 weeks. Left ventricular ejection function was significantly decreased at 1 week (from 69±0.5 vs. 61±1.8%) and remained low at 4 weeks (60 ± 0.1%). The number of apoptotic myocytes was increased (approximately 12-fold) and the area of fibrosis was increased (approximately 3-fold) at 4 weeks. The impairment of cardiac function in PG-LPS-treated mice appears to involve at least two mechanisms: 1) Ca2+ leakage from sarcoplastic reticulum induced by calmodulin kinase II (CaMKII)-mediated phospholamban phosphorylation (Thr-17) and ryanodine receptor 2 phosphorylation (Ser-2448), and 2) inhibition of autophagy via the Akt/mTORC1 pathway. Our results suggest that CaMKII and mTOR may be new candidate therapeutic targets for treatment of cardiovascular disease in patients with periodontitis.
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強制的開口モデルにおける心臓リモデリングとβアドレナリン受容体遮断薬による抑制効果
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【目的】口腔内のストレス増加は交感神経活性を高めて心疾患発症を促すことが示唆されている．本研究では「強制的開口負荷 (Bite-opening;BO群) による口腔のストレス増加は交感神経の慢性刺激状態を引き起こし心臓リモデリングを誘導する」という仮説を立て，その検証を行った．【方法】16週齢雄性マウス(C57/BL-6)を 1)コントロール群(CTRL群)，2)開口群(BO群) (下顎切歯に開口装置を装着)，3)βアドレナリン受容体遮断薬投与群(プロプラノロール投与群;Pro群) (給水ボトルの水に1g/Lの濃度で溶解して経口投与)，4)BO+Pro群の4群に分けた．2週間後に心筋を摘出して筋重量測定後，BO負荷が心臓に及ぼす影響を組織学的ならびに生化学・分子生物学的手法を用いて解析した．【結果】1)Masson-trichrome染色による心臓線維化領域はBO負荷で有意に増加したが (CTRL vs. BO:0.9±0.14% vs. 2.7±0.70%,*P＜0.05,n＝6-10)，その増加はProの併用投与で抑制された (BO vs. BO+Pro:2.7±0.70% vs. 1.1±0.26%,**P＜0.01,n＝6-10)．2)TUNEL染色によるアポトーシス陽性心筋細胞の割合はBO負荷で有意に増加したが (CTRL vs. BO:0.14±0.05% vs 0.48±0.09%,**P＜0.01,n＝6-10)，その増加はPro投与で抑制された (BO vs. BO+Pro:0.48±0.09% vs. 0.09 ± 0.03%,**P＜0.01,n＝6-10)．3)アポトーシス関連タンパク発現量への影響を調べたところ，促進効果を示すBaxタンパクは増加，抑制効果を示すBcl-2タンパクは減少し，その効果はPro投与で抑制された．また心臓リモデリング発症における重要性が指摘されている筋小胞体のCa2+の取込みに重要なホスホランバンのリン酸化はBO負荷で有意に増加したが，その増加はProの投与で抑制された．【結論】強制的開口負荷による口腔内ストレス増加による交感神経の慢性刺激効果は心臓リモデリング(心臓の線維化と心筋細胞のアポトーシス)を誘導し心疾患発症を促す可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cardiac remodeling caused by enforced bite-opening and its inhibition by co-administration with beta blocker




○Yagisawa Y1，Ohnuki Y2，Umeki D1，Suita K2，Ito A1，Kawamura N3，Ishikawa M4，Nakamura Y1，Okumura S2

1Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 3Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 4Dept Oral Anat,Tsurumi Univ Sch Dent Med





Enforced bite-opening (BO) has been suggested to increase sympathetic activity and increase the onset of heart disease. However, the mechanism has not been understood yet. On the other hand, chronic activation of sympathetic activity is known to cause heart failure. We thus hypothesized that BO-mediated increase of sympathetic activity might induce cardiac remodeling, and tested this hypothesis using a BO mouse model which was developed by cementing a suitable appliance onto the mandibular incisor. Mice were divided into four groups:1) Control, 2) BO(increase in the vertical dimension), 3) propranolol(Pro) (via the drinking water containing 1g/L), and 4)Pro+BO. After 2weeks, we examined the rate of fibrosis and apoptosis. Immunoblot analysis using protein extracts from cardiac were performed. Conversely, the fibrosis area examined by Masson-trichrome staining and the number of TUNEL positive cardiomyocyte in the BO-group was significantly greater than that in the Control but this increase was suppressed by the co-treatment with propranolol. The amount of Bax was significantly increased in BO than Control. The phosphorylation level of phospholamban was significantly increased in BO than control. Also this increase was suppressed by the co-treatment with propranolol. These results suggest that BO might induce cardiac diseases through the increased sympathetic activity.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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閉口筋筋紡錘の感覚が入力する顆粒性島皮質からの下行路の神経回路構築




○池之上悦子1，佐藤　文彦1，古田　貴寛1，藤田　雅俊2，吉田　　篤1

1阪大　院歯　口腔解剖2

2東北大　院歯　歯科口腔麻酔





【背景と目的】深部感覚の脳内情報処理機構はよくわかっていない．咬筋筋紡錘感覚は，三叉神経中脳路核（Me5）ニューロンによって三叉神経運動核（Mo5）や，Mo5に投射する運動前ニューロンを含む橋延髄部（三叉神経上核 [Su5] や三叉神経吻側亜核背内側部 [5Odm] など）に投射し，顎反射の誘発に関与することが知られている．我々は，咬筋筋紡錘感覚が，Su5から視床後内側腹側核尾腹内側部（VPMcvm）に伝達され，さらに二次体性感覚野吻側端に接した顆粒性島皮質の背側部（dGIrvs2）に伝達されることを明らかにしている．本研究では，dGIrvs2からの下行路の様態を解明し，その下行路が関与し得る神経回路網を検討することを目的とした．【方法】ラットを用いる．咬筋神経の電気刺激と受動的開口に対するニューロンの応答からdGIrvs2を同定し，順行性トレーサーであるBDAを注入した．5日後に動物を灌流固定し，脳切片を作成した．BDA標識された神経軸索と終末を組織化学反応にて可視化し，光学顕微鏡下で観察した．【結果】dGIrvs2からの同側のVPMcvmと反対側の運動前ニューロンを含む橋延髄部（Su5と5Odmを含む）への投射が認められた．Mo5とMe5には投射しなかった．【考察】Su5とVPMcvmを経てdGIrvs2に伝達された咬筋筋紡錘感覚は，dGIrvs2からSu5とVPMcvmへの下行路によってフィードバックコントロールされていることが示唆された．dGIrvs2からの下行路は，Su5や5Odmなどの運動前ニューロンを含む橋延髄部への投射によって顎反射を制御していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Descending projections from the dorsal granular insular cortex receiving proprioceptive signals from masseter muscle spindles in rats




○Ikenoue E1，Sato F1，Furuta T1，Fujita M2，Yoshida A1

1Dept Oral Anat Neurobiol, Osaka Univ Grad Sch Dent
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Proprioceptive signals arising from the masseter muscle spindles (MMSs) are conveyed to the trigeminal motor nucleus (Mo5) and the pontomedullary regions such as the supratrigeminal nucleus (Su5) and the dorsomedial part of trigeminal oral subnucleus (5Odm), which contain premotoneurons projecting to the Mo5.  We have demonstrated that the MMS-proprioceptive signals are conveyed to the Su5, then to the caudo-ventromedial edge (VPMcvm) of ventral posteromedial thalamic nucleus, and finally to the dorsal part (dGIrvs2) of granular insular cortex rostroventrally adjacent to the rostralmost part of secondary somatosensory cortex.  In the present study, we examined the morphological features of descending projections from the dGIrvs2.  We injected an anterograde tracer, biotinylated dextranamine, in the dGIrvs2 which was identified by recording responses to electrical stimulation of the masseter nerve or passive jaw-opening.  The dGIrvs2 sent descending projections to the VPMcvm and the pontomedullary regions including the Su5 and 5Odm.  These findings suggest that the descending projections from the dGIrvs2 receiving the MMS-proprioceptive signals play a crucial role in feedback control of the ascending MMS-proprioceptive signals at their relay sites (Su5 and VPMcvm) and in regulation of the jaw reflexes at the pontomedullary regions including the Su5 and 5Odm.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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マウス三叉神経節のM2型組織常在性マクロファージ様細胞は末梢神経傷害によって増殖・活性化する




○岩井　治樹，倉本恵梨子，ダール　アシス，山中　淳之，後藤　哲哉

鹿大　院医歯　歯科機能形態





【目的】三叉神経末梢枝の傷害は，三叉神経節の神経細胞および衛星細胞を活性化させるだけではなく，この周囲のマクロファージ様細胞 (MLCs) も活性化させることが知られている．このことから，三叉神経節において神経・免疫系の相互作用があることが考えられるが，これらの細胞がどのように協調し合い活性化しているのか明瞭には分かっていない．本研究では，神経傷害後の MLCs の活性化様式に注目し，MLCs が，増殖するかどうか，組織常在あるいは骨髄由来型であるのか，また M1 (傷害性) あるいは M2 (保護性) 型に識別できるかどうか検証することを目的とした．【方法】マウスおよび GFP 標識された骨髄由来細胞を移植したキメラマウスの眼窩下神経を傷害後，腹腔内に BrdU を注入した．三叉神経節は，免疫組織化学を用いて調べた．【結果と考察】神経傷害後3日から14日にかけて三叉神経節 V1/V2 領域において，BrdU/Iba-1 陽性 MLCs は増加した．傷害後7日目の ATF3 陽性傷害神経細胞周囲の Iba1 陽性 MLCs を確認したところ，神経細胞を取り囲み，そして細胞質の顕著な増大が認められた．また，傷害後のキメラマウスでは，GFP/Iba-1 陽性 MLCs が増大したが，大多数の MLCs は GFP 陰性であった．傷害後，大多数の神経細胞は ATF3 陽性であり，TUNEL 陽性神経細胞はほとんど認められなかった．さらに MLCs は，大多数が CD206 陽性 M2型であり，CD86 陽性M1型は少なかった．これらのことから，神経傷害後の三叉神経節では，神経細胞の急激な細胞死はほとんど生じず，大多数の増加する MLCs は，M2/組織常在型であることが明らかとなり，これらの M2/組織常在型 MLCs が神経傷害後の神経細胞に対して保護的に働いていることが示唆された．大多数が組織常在型とはいえ，本研究では骨髄由来の MLCs の増加も認められたことから，これらの細胞の違いで，神経細胞への影響が異なるのか今後検証したい．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Peripheral nerve injury induces the proliferation and activation of M2 resident macrophage-like cells in the mouse trigeminal ganglion




○Iwai H，Kuramoto E，Dhar A，Yamanaka A，Goto T

Dept Oral Anat. & Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent





Trigeminal nerve injury is known to activate not only neurons but also macrophage like cells (MLCs) in the trigeminal ganglion (TG), however it is unclear how MLCs are coordinated with neurons, and are related to pain control.  Here, we investigated whether MLCs proliferate, are tissue resident or bone marrow derived, and can be classified into M1 or M2 after nerve injury.  Mouse and bone marrow chimera mouse were injured by infraorbital nerve ligation, and were injected BrdU.  TG was examined using anti-ATF3, Iba1, BrdU, CD86, and CD206 antibodies, Neurorace, and TUNEL staining.  On three to 14 days after injury, the number of BrdU/Iba-1 positive MLCs increased in the ophthalmic/maxillary division of TG.  Cytoplasm of Iba-1 positive MLCs around ATF3/Neurotrace positive damaged neurons enlarged remarkably on seven days.  In bone marrow chimera mouse, although the number of GFP/Iba-1 positive MLCs increased, numerous Iba-1 positive MLCs were GFP negative.  After nerve injury, a large number of neurons were ATF3 positive and TUNEL negative.  Furthermore, many MLCs were CD206 positive and a number of MLCs were CD86 positive.  These results suggest that a multitude of MLCs are resident M2 type, and these cells proliferate and are activated after nerve injury.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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知覚神経の興奮は骨内での乳がん進展に寄与する




○奥井　達雄1,2，小野　喜章1，佐々木　朗1
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【目的】がんは高頻度に骨に転移する．骨に転移したがん細胞は骨微小環境と相互に関連しあって増大し，内臓臓器に二次転移することが知られている．がんが骨内で増大すると，その刺激により骨内の知覚神経が感作/興奮し，がん性骨痛が誘発される．近年知覚神経はがんの増大に不可欠の血管形成を誘導することから，神経もがんの増殖制御に関与する可能性が提唱されている．本研究では，骨に転移する乳がんの骨内での進展および骨からの二次転移に対する知覚神経の役割について検討した．【方法と結果】マウス乳がん細胞4T1は脛骨内注入により溶骨性に増大し，骨から肺への二次転移を示した．また4T1はプロトンを産生することで骨髄内を酸性化し，知覚神経の興奮および骨痛を誘発した．知覚神経はHepatocyte growth factor (HGF)を発現しており，4T1増大により骨髄内HGF濃度の増加を認めた．知覚神経由来のHGFが4T1に与える影響を検討するためにHGF受容体c-Metをノックダウンした4T1の脛骨内注入，あるいはc-Met阻害剤クリゾチニブを投与した結果4T1の骨内での増大，骨から肺への転移が抑制された．知覚神経の興奮が4T1の骨内での増大，肺転移に与える影響を明らかにするため,侵害受容体の一つであるTransient Receptor Potential Vanilloid1(TRPV1)の阻害薬SB366791はTRPV1の活性化を阻害することにより骨痛を抑制し，また知覚神経のHGF発現，4T1の骨内での増大を抑制した．さらにTRPV1ノックアウトマウスの脛骨骨髄内にマウス乳がん細胞E0771を移植すると，正常マウスと比べ，がん性骨痛は低下し，骨から肺への転移が減少した．【結論】がんが造りだす酸性環境により活性化されたTRPV1を通じて知覚神経がHGF等の増殖因子を発現し，4T1進展を促進することが示された．乳がんの進展と骨痛との間に悪循環が成立することを示しており，知覚神経興奮の抑制は鎮痛効果のみならず，従来とは異なる抗がん治療アプローチとしても有効であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Excitation of  sensory nerves stimulates breast cancer progression in bone




○Okui T1,2，Ono K1，Sasaki A1

1Dept Oral Maxillofac Surg Biopathol Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci
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Cancer progression is associated with neurogenesis as well as angiogenesis. Increased neurogenesis in the tumor or cancer invasion around nerves, known as perineural invasion, is correlated with poor outcome in cancer patients. However, the contribution of neurons to cancer progression is unclear. Breast cancer (BC) preferentially spreads to bone and disseminates to distant organs after a persistent period of dormancy, resulting in secondary metastasis that increases the mortality of BC patients. Bone is densely innervated by sensory neurons (SNs), thus BC cells in bone interact with SNs. We hypothesized that BC progression in bone, subsequent dissemination of BC to visceral organs from bone and bone pain induction are regulated by SNs innervating bone. In conclusion, we showed that SNs excited via activation of TRPV1 promote BC progression in bone and lung metastasis from bone by releasing HGF and other growth factors and peptides. Our results suggest that blocking SN excitation not only alleviates bone pain but also is an approach for controlling bone metastasis and secondary distant metastasis from bone. Thus, control of bone pain may be an alternative therapy for BC bone metastasis and its sequelae.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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P. gingivalis感染によりマスト細胞から産生されたIL-31はclaudin-1発現抑制を介して歯肉上皮バリア破綻を誘導する
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【緒言】歯肉上皮バリアを担うタイトジャンクション分子であるclaudin-1は　口腔粘膜バリア機能を担う．我々はPorphyromonas gingivalis感染によりヒトマスト細胞からinterleukin (IL)-31が産生されることを示した．本研究は，IL-31による歯肉上皮細胞のclaudin-1発現に及ぼす影響について検討した．【方法】ヒト歯肉上皮細胞株Ca9-22，ヒトマスト細胞株HMC-1，P. gingivalis W83株ならびにATCC33277株を実験に用いた．Ca9-22細胞をP. gingivalisで刺激した際のclaudin-1発現をリアルタイムPCR法，フローサイトメトリー法ならびにウェスタンブロッティング法で測定した．上皮バリア機能は，Transwellフィルターに培養したCa9-22細胞に添加したFITC-dextranの透過量で評価した．【結果】Ca9-22細胞は構成的にclaudin-1を発現し，P. gingivalisにより同細胞のclaudin-1 mRNA発現は亢進した．P. gingivalisによるCa9-22細胞のclaudin-1発現亢進作用は，HMC-1細胞またはIL-31タンパクの共存下で抑制された．そこでCa9-22細胞をP. gingivalis刺激HMC-1細胞の培養上清で処理した結果，P. gingivalisによるCa9-22細胞のclaudin-1発現亢進作用は抑制された．Ca9-22細胞をP. gingivalisとHMC-1細胞共存下で培養すると，FITC-dextran透過量が亢進した．【考察】P. gingivalis感染によりマスト細胞から産生されたIL-31は歯肉上皮細胞のclaudin-1発現を抑制し，歯肉上皮細胞の透過性を亢進させることで歯肉上皮バリア破綻を誘導することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





IL-31 produced by mast cells in response to P. gingivalis downregulates claudin-1 expression, resulting in gingival epithelial barrier dysfunction




○Tada H1，Numazaki K1,2，Nishioka T3，Matsushita K4，Sugawara S1

1Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent

2Div Orthod Dentofac Orthop, Tohoku Univ Grad Sch Dent
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Objective The principal components of tight junction is claudin-1, which help to form a permeable barrier and regulate paracellular transport in the periodontium. We previously showed that IL-31 production was increased by infection with Porphyromonas gingivalis in a mast cell-dependent manner. We therefore examined whether mast cell-derived IL-31 could affect claudin-1 expression and enhance paracellular permeability in gingival epithelial cells. Methods Ca9-22 cells were infected with P. gingivalis, and the expression levels of claudin-1 were measured using an RT-qPCR, flow cytometry, or Western blotting. Ca9-22 cell monolayers were grown on a Transwell membrane insert. The paracellular flux assay was initiated with the addition of FITC-dextran and the medium of basolateral compartment was measured. Results P. gingivalis infection induced upregulation of claudin-1 expression on Ca9-22 cells. Claudin-1 expression was increased after stimulation with P. gingivalis. However, this increase in claudin-1 expression was abolished when P. gingivalis-stimulated Ca9-22 cells were cocultured with HMC-1 cells or IL-31. The transport of FITC-dextran was significantly increased in the Ca9-22 cells stimulated with P. gingivalis-infected HMC-1 cells. Conclusion These findings indicate that the IL-31 produced by mast cells in response to P. gingivalis downregulates claudin-1 expression, resulting in gingival epithelial barrier dysfunction.Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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皮膚所属リンパ節の遊走性cDCはNi結合能を示しNiアレルギーを惹起する




○黒石　智誠，菅原　俊二
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金属アレルギーはTh1細胞依存性のIV型アレルギーに分類される．様々な金属アレルゲンの内，ニッケル（Ni）は抗原性検査における陽性率の高さなどから最も重要視されている．局所でアレルゲンを取り込んだ樹状細胞（DC）は所属リンパ節へと遊走し，T細胞を活性化する．金属アレルギーにおいても同様のメカニズムが推察されるが，金属イオンがどの様に認識され抗原提示されるのかなど，詳細は明らかとなっていない．そこで本研究では，金属イオン蛍光プローブを用いてDCのNiイオン結合能を解析した．

マウスリンパ節細胞をNiイオン存在下で培養した後，金属イオン蛍光プローブNewport Greenで細胞表面のNiイオンを染色した．その後，フローサイトメーターにより，Ni結合能を解析した．

リンパ節のDCは古典的DC（cDC）と形質細胞様DC（pDC）に分類され，さらにcDCはMHC class IIhi CD11cintの遊走性cDC，並びにMHC class IIint CD11chiの常在性cDCに分類された．遊走性cDCのNi結合能は，皮膚所属および顎下リンパ節で高く，腸間膜リンパ節では有意に低くかった．一方，常在性cDCのNi結合能は遊走性cDCよりも低く，各リンパ節間に有意差は認められなかった．また，皮膚所属リンパ節および腸間膜リンパ節由来DCをNi存在下で刺激培養したところ，IL-1βおよびIL-6 mRNAの発現が誘導された．さらに，ナイーブマウスより精製した皮膚所属リンパ節DCをNi存在下で培養した後，Ni感作マウスの耳介皮下へ移入することにより，有意な耳介の腫脹（Niアレルギー性炎症）が誘導された．以上の結果から，皮膚所属リンパ節の遊走性cDCはNi結合能を示し，Niアレルギーの惹起能を有することが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Migratory cDCs in skin-draining lymph nodes have Ni-binding capability and elicit Ni allergy




○Kuroishi T，Sugawara S
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Metal allergies have been classified as Th1-dependent type-IV allergies. The most frequent metal allergen is nickel (Ni). In local tissues, dendritic cells (DCs) uptake antigens and migrate to draining lymph nodes (LNs). However, it is still unclear how DCs recognize and present the metal ions. In this study, we analyzed the Ni-binding ability of DCs using the fluorescent metal indicator Newport Green.

Classical DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs (pDCs) were detected in the draining LNs. cDCs were further classified into MHC class IIhi CD11cint migratory cDCs and MHC class IIint CD11chi resident cDCs. The Ni-binding ability of the migratory cDCs was significantly higher in skin-draining and submandibular LNs than mesenteric LNs. On the other hand, the Ni-binding ability of the resident cDCs was significantly lower than that of the migratory cDCs, but no significant differences were detected between LNs. Stimulation with Ni ions induced significantly higher expression of IL-1β and IL-6 mRNA in DCs from the skin-draining and mesenteric LNs. Moreover, subcutaneous injection of Ni-treated DCs purified from the skin-draining LNs induced significant ear swelling in Ni-sensitized mice. These results demonstrate that migratory cDCs in the skin-draining LNs have Ni-binding capability and elicit Ni allergy.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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マウス唾液腺における組織マクロファージの解析




○陸　　　路1,2，黒石　智誠2，菅原　俊二2

1東北大　院歯　口診

2東北大　院歯　口腔分子制御





【目的】生体のほぼすべての臓器・組織には組織マクロファージ (macrophages, Mfs) が恒常的に存在しており，炎症時に誘導される炎症性Mfsと区別される．組織Mfsは生体防御のみならず，アポトーシス細胞の除去や組織修復など，組織の恒常性維持にも寄与している．従来，組織Mfsは骨髄に由来すると考えられてきたが，近年，胎生期卵黄嚢や胎児肝臓にも由来し，CSF1もしくはCSF2依存性に分化・増殖することが報告されている．唾液腺にはシェーグレン症候群などにおける炎症性Mfsの浸潤が報告されているが，定常状態下での組織Mfsの性状は明らかとなっていない．そこで，本研究では，唾液腺における組織Mfsの表現型，その分化機構および生理機能について解析することを目的とした．【方法】マウス顎下腺からコラゲナーゼ処理により浮遊細胞を調製し，フローサイトメトリー解析を行った．また，real-time PCR法によりmRNA発現を解析した．【結果】フローサイトメトリー解析により，マウス顎下腺細胞において，CD45+ MHC class II+ CD64+ Mfsが同定され，CD11c+とCD11c-に分類された．成体マウスにおける存在比率はCD11c+が約78%であり，CD11c-は約22%であった．この内，CD11c+ Mfsは3日齢ではほとんど検出されなかったが，成長に伴い増加し，4週齢頃に成体マウスとほぼ同程度の検出率となった．これに対し，CD11c-Mfsは3日齢では約95%であったが，成長に伴い減少した．また，CD11c+およびCD11c-いずれの唾液腺Mfサブセットにおいても，CSF1レセプターの発現が認められ，唾液腺組織ではCSF1の発現が認められた．以上の結果から，CD11c+およびCD11c-の2種類の唾液腺MfサブセットはCSF1依存性に分化・増殖し，成長に伴い，その存在比率が変化することが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland




○Lu L1,2，Kuroishi T2，Sugawara S2

1Div Oral Diag, Tohoku Univ Grad Sch Dent

2Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent





Tissue-resident macrophages are found in almost all tissues and can be distinguished from inflammatory macrophages. Tissue-resident macrophages are considered to be derived from bone marrow; however, recent studies revealed that some of them are derived from the yolk sac and fetal liver. In this study, we aimed at identifying tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland (SMG).On flow cytometry, CD45+ MHC class II+ CD64+ SMG-resident macrophages were divided into two subsets, CD11c+ and CD11c-. The proportions of CD11c+ and CD11c- macrophages in adult mice were approximately 78% and 22%, respectively. CD11c+ macrophages were hardly detected in the SMG of 3-day-old mice, but their numbers gradually increased with growth. The proportion at 4 weeks was similar with that in adult mice. In contrast, CD11c- macrophages were predominant in the SMG of 3-day-old mice, and their numbers gradually decreased with growth. Both subsets strongly expressed the CSF1 receptor but not the CSF2 receptor, and CSF1 was expressed in the SMG, suggesting that CSF1 plays a central role in the differentiation and proliferation of SMG-resident macrophages. SMG-resident macrophages can be classified into two subsets, CD11c+ and CD11c-, and the proportion of each subset changes with growth.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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ヘリオキサンチン誘導体による破骨細胞分化抑制はNO産生とPDE阻害による
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【目的】ヘリオキサンチン誘導体は，MC3T3細胞のALP活性を亢進するスクリーニングにより見出された低分子化合物である．昨年の本学会で，BMP様作用を持ち骨芽細胞分化・骨形成亢進に関与するヘリオキサンチン誘導体（TH）が，NOシグナル経路を介して破骨細胞分化も抑制することを報告した．今回，我々は，ヘリオキサンチン誘導体のin vitroでの破骨細胞分化抑制における機序をさらに明らかにする目的で検索した．【方法と結果】ddYマウスの大腿骨，脛骨から調整した造血幹細胞に，培養開始時よりヘリオキサンチン誘導体を添加する実験群，非添加の対照群とに分け37℃ 5%CO22, 95% air気相下にて培養した．TH添加群においてTRAP陽性多核細胞及び Fアクチンリングを有する細胞の大きさ，数ともに濃度依存的に減少した．TH添加群では，培養上清中のNO濃度が濃度依存的かつ時間依存的に上昇した．NOのシグナル伝達経路を阻害するグアニル酸シクラーゼ作用阻害剤のODQを添加したところ，破骨細胞分化抑制が部分的に解除されたが完全には回復しなかった．またcGMPを基質とするPDE活性はTH添加により濃度依存的に抑制され，5μM 以上のTHは40μM IBMXの阻害効果を凌ぐ活性抑制が認められた．ヘリオキサンチン誘導体による破骨細胞分化阻害には，NO産生とPDE活性阻害が関与している可能性が示唆された．【結論】ヘリオキサンチン誘導体は，骨形成を促進し，骨吸収を抑制する理想的な骨粗鬆症治療薬につながる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Helioxanthin derivatives inhibits osteoclast differentiation by NO production and PDE inhibition




○Amano H1，Iwaki F1，Ohba S2

1Dept Pharmacol, Osaka Dent Univ

2Cent Dis Biol and Integr Med, Univ of Tokyo





A helioxanthin-derivative, 4-(4-methoxyphenyl)pyrido [40,30:4,5] thieno [2,3-b]pyridine-2-carboxamide (TH), induced osteogenic differentiation in MC3T3-E1 cell. We examined whether TH could inhibit osteoclast differentiation in vitro. Using the hematopoietic stem cells of ddY mice, TH  was added to the culture in the experimental group, and the number of osteoclasts was measured with rhodamine phalloidin staining and TRAP staining. In osteo assay, bone resorption area was compared by the von Kossa staining. TH has been demonstrated that transient increase of NO is deeply involved in osteoclast differentiation. The number of TRAP-positive multinucleated cells and F-actin rings were both decreased depending on TH concentration. The bone resorption area was reduced in a concentration-dependent manner of TH. In order to verify the pharmacological action, inhibition recovery experiment was conducted by adding soluble guanylyl cyclase inhibitor (ODQ) in osteoclast formation process. Inhibitory effect of TH on osteoclastogenesis was partially blocked by addition of ODQ. TH also inhibited the phosphodiesterase (PDE) activity as substrate cGMP in a concentration-dependent manner.  These results suggested that both action of NO production and PDE inhibition by TH inhibited osteoclast differentiation. The helioxanthin derivative may lead to an ideal osteoporosis therapeutic agent that promotes bone formation and inhibits bone resorption.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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骨粗鬆症モデルラットにおける副甲状腺ホルモンとメラトニンの併用効果




○池亀　美華1，田中みか子2，江尻　貞一3，服部　淳彦4，高尾　亮子5，内部　健太1，岡村　裕彦1
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【背景】副甲状腺ホルモン(PTH）は，間歇投与により骨形成を促進させることから骨粗鬆症治療薬として実用化されている．注射を行う必要があることから，回数をなるべく減らすことが望まれるが，それには一回の投与量を増やす必要がある．しかし，副作用の観点から一回あたりの投与量は制限される．一方，概日リズムホルモンとして知られるメラトニン（MT）は，骨形成を促進し骨吸収を抑制することが近年明らかにされている．MTは副作用が少なく，他の薬剤の効果を高めるアジュバントとしての応用も期待されている．しかし，骨粗鬆症薬との併用効果については知られていない．そこで，骨粗鬆症モデルラットにPTHの間歇投与とMT投与を行い，骨組織における併用効果を検討した．【方法】13週齢雌性SDラット30匹を，偽手術群（Sham群），卵巣摘出群（Ovx群），卵巣摘出後，PTHとしてヒトPTH (1-34)を間歇投与する群（PTH群），PTHの間歇投与に加えてMTを添加した飲料水を与える群（PTH＋MT群），MT飲料水のみを与える群（MT群）に分けた．術後2日目から，PTHあるいは溶媒のみの皮下注射を3回/週行った．MT添加飲料水はPTH投与と同時に新しいものに交換した．3カ月後，下肢骨を採取しマイクロCTによる3D骨形態計測，ならびに骨強度解析を行った．【結果と考察】脛骨において，Sham群に比べOvx群では明らかに骨量が減少した．PTH群はOvx群に比べ骨量が多い傾向があり，大腿骨骨幹部の3点曲げ試験における破断力が大きかった．従って，PTHは卵巣摘出後の骨粗鬆化を抑制したと考えられた．PTH群とPTH＋MT群間では有意な差は認められなかった．以上から，骨粗鬆症の進行抑制に関して，PTHとMTを併用することによるアジュバント効果は認められないと考えられた．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Combined effect of parathyroid hormone and melatonin in osteoporosis model rats




○Ikegame M1，Tanaka M2，Ejiri S3，Hattori A4，Takao-Kawabata R5，Uchibe K1，Okamura H1

1Dept Oral Morphol, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci, 2Dept Dent Technician, Meirin Coll, 3Dept Oral Anat, Asahi Univ  Sch Dent, 4Dept Biol, Col Lib Arts Sci, Tokyo Med Dent Univ, 5Pharm Res Ctr, Asahi Kasei Pharma, Co. Ltd.





Backgrounds: Parathyroid hormone (PTH) is used as a therapeutic agent for osteoporosis by intermittent administration. It is desirable to reduce the number of injection times, while dose-elevation causes the side effects. Meanwhile, melatonin (MT) is expected as an adjuvant to enhance the effect of other drugs. It is also shown to promote bone formation and to suppress bone resorption. However, the combined effect with osteoporosis drugs is not known. Methods: Thirty female 13-week-old SD rats were divided into 5 groups for the experiments: Sham (sham operated), Ovx (ovariectomized), PTH (ovariectomized and injected human PTH (1-34) intermittently), PTH + MT (ovariectomized, injected PTH and MT-added drinking water) and MT (ovariectomized and MT-added drinking water). Three months later, 3D bone morphometry by micro CT and bone strength analysis were performed. Results and Discussion: In the tibia, the bone mass clearly decreased in the Ovx-group as compared with the Sham-group. Compared to the Ovx-group, the PTH-group showed more bone mass, and the mechanical strength was greater. There was no significant difference between the PTH-group and the PTH+MT group. Therefore, the adjuvant effect by using MT with PTH seems not obvious in the suppression of osteoporosis progression.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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A-FABPを発現するE-FABP陽性septoclastとE-FABP欠損の影響
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【目的】長管骨骨端板の骨軟骨境界においてseptoclastはcathepsin Bを発現し非石灰化軟骨基質の吸収に関与すると考えられている．我々はこれまでに，septoclastが表皮型脂肪酸結合タンパク(E-FABP)を特異的に発現し，その増殖，細胞死，形態変化に関わるシグナル伝達系に関与することを見出し，発表してきた．E-FABP ノックアウトマウスにおいて，septoclastの数や形態に顕著な変化がみられないことから，別のFABP が代償しているのではないかと考え，今回我々は，septoclastにおける脂肪細胞型脂肪酸結合タンパク(A-FABP)の局在とE-FABPノックアウトマウスでの変化を免疫組織化学的に調べた．【材料】3週齢E-FABPノックアウトマウス（獨協医科大学徳田信子教授供与）とC57BL/6系統ワイルドタイプマウスを4% paraformaldehyde溶液で灌流固定後，EDTA溶液で脱灰し脛骨頭矢状断凍結組織切片を作成した．抗E-FABP抗体（東北大学大和田祐二教授供与）と抗cathepsin B抗体を用い，抗A-FABP抗体との免疫組織化学的二重染色を行った．【結果】正常マウスにも骨端板の骨軟骨境界においてE-FABPとcathepsin Bを発現するseptoclastの約5%がA-FABP免疫陽性を示した．E-FABPノックアウトマウスにおいて，A-FABP免疫陽性septoclastの細胞数は，正常マウスに比べ約2.5倍の有意な増加が認められた．【考察】本研究により，一部のseptoclastにA-FABPが発現することが分かった．E-FABPノックアウトマウスでA-FABP陽性septoclast数が増加することから，A-FABPはE-FABPに代わって一部のseptoclastに発現し，その役割を代償することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of A-FABP in E-FABP-positive septoclasts and influence of E-FABP-deficiency




○Bando Y，Sakiyama K，Amano O
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Purpose: We previously reported that exclusive expression of epidermal-type fatty acid-binding protein (E-FABP) in septoclasts at the chondro-osseous junction of the epiphyseal plate of mice. In this study, we investigated localization of adipocyte-type FABP (A-FABP) in septoclasts and influence of E-FABP deficiency on septoclasts. Methods: Frozen sections of the epiphyseal plate were obtained from the proximal tibiae of P3w FABP5-KO mice (provided by Prof. Nobuko Tokuda, Dokkyo Med. Univ.) and wild-type C57BL/6 mice. Immunohistochemical staining for A-FABP was performed and number of A-FABP-immunoreactive sells at the chondro-osseous junction was counted. Double immunostainings for A-FABP and two septoclast markers, E-FABP (antibody was provided by Prof. Yuji Owada, Tohoku Univ.) and cathepsin B were performed. Results: A-FABP was immune-localized in approximately 5% of septoclasts expressing E-FABP and cathepsin B in wild-type mice. Number of A-FABP-immunoreactive septoclasts of E-FABP-KO mice was significantly increased (250%) compared to those of wild-type controls. Discussion: We revealed that A-FABP was expressed in small number of septoclasts of wild-type mice and A-FABP-posiitive septoclasts were increased in E-FABP-KO mice. Our results suggest that expression of A-FABP is increased in E-FABP-KO mice and compensate for deficiency of E-FABP in septoclasts. 
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Candida albicans 成分特異的T細胞の病態抑制効果の検討
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Candida albicans（C.albicans）は健常なヒトの皮膚・粘膜・腸管などに存在する常在真菌である．しかし，この真菌は好ましい条件下，例えば高齢者や後天性免疫不全症候群（AIDS）などの免疫能低下者や多剤服用患者などに対しては皮膚や粘膜に日和見感染症を起こす．これに対し，IL-17を産生するTh17細胞はC.albicans による粘膜免疫応答に関与し，Th17細胞を欠くマウスでは病態が悪化することが知られているが，そのT細胞誘導を行う抗原についてはほとんど知られていない．カンジダ症の治療は現在，抗真菌薬による薬物療法が一般的である．しかし，臨床現場で使用される抗真菌薬の数は非常に少なく，再発や薬剤耐性菌の出現もあり，効果的な治療を挙げることは非常に難しい現状にある．すなわち，C.albicans に対する新しい治療戦略を構築するために，宿主の免疫系とC.albicans との相互作用を深く理解することが必要となってきている．今回，我々はC.albicans に対するT細胞特異抗原を探索する過程で，CD4+T細胞の養子移入実験を行い，C.albicans成分特異的T細胞の病原性抑制効果を調べた．その結果，C.albicans 構成画分のうち，菌糸形細胞膜画分タンパク質で刺激したTh17細胞を養子移入したマウスが対照群と比較して口腔カンジダ症の発症が抑制されることを見い出した．これらのデータは，カンジダ症の病態抑制に関する有効なT細胞抗原が菌糸形細胞膜画分タンパク質に存在し得ることを示唆している．【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effect of Candida albicans components-specific T cells on the prevention of oral candidiasis
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Candida albicans is generally seen as normal commensals in the skin, the oral cavity and the gastrointestinal, and these may become pathogenic under favorable conditions. HIV-infected people frequently develop oropharyngeal candidiasis as an opportunistic fungal infection. On the other hand, it is already known that Th17 cells are involved in the host immune response to oropharyngeal candida infection, by the identification of the genetic cause of primary immunodeficiency disease, but the mechanism is unclear. Treatment for oropharyngeal candidiasis is currently only drug therapy with antifungal drugs. However, there are few kinds of antifungal drugs, there are problems of recurrence and drug-resistant bacteria, and it is difficult to cite effective treatment results. Therefore, it is necessary to deeply understand interactions between the host immune system and C.albicans to construct novel therapeutic strategies. We conducted adoptive transfer experiments of CD4+ T cells and investigated the pathogenetic suppression effect of C.albicans components-specific T cells. Mycelial membrane-differentiated CD4+ Th17 cells adoptively transferred intravenously prevented oropharyngeal candidiasis by oral infection of C.albicans, compared with control anti-CD3-stimulated CD4+ T cells. These data suggest that effective T cell antigens against candidiasis could be present in the membrane protein fraction of mycelial cells.
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Immunosuppressive status of CD206hi cells appeared in sublingual mucosa
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Purpose: Sublingual mucosa (SLM) is utilized as the site for sublingual immunotherapy (SLIT) to induce tolerance against allergens. Previously, we reported that CD206hi CD11clow macrophage-like cells were induced in SLM when antigen was repeatedly painted onto the SLM by SLIT. In this study, we investigated whether CD206hiCD11clow population has immunosuppressive phenotype in SLM. Results and Discussion: By flow cytometric analyses, CD206hiCD11clow population expressed lower MHC class II and CD86, but higher B7-H1, an immune checkpoint molecule, than those from CD206neg CD11chi typical dendritic cell population in SLM. In addition, only CD206hiCD11clow population was able to express immune suppressive cytokine IL-10. Furthermore, microarray analysis revealed that several B7-related immune checkpoint molecules are preferentially expressed in CD206hiCD11clow population. These results suggest that CD206hiCD11clow population contributes immune suppression in SLIT.
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SATB1遺伝子欠損マウスにおけるシェーグレン症候群発症機構の解析
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Special AT-rich sequence binding protein-1 (SATB1)はクロマチンリモデリングファクターとして遺伝子発現制御をグローバルに行う核タンパクである．我々は，T細胞分化におけるSATB1の役割を調べる目的で，血球系細胞特異的にSATB1遺伝子を欠損するSATB1コンディショナルノックアウト (SATB1cKO) マウスを作製し解析を行っている．これまでの検討から，SATB1cKOマウスでは，中心性免疫寛容が破綻し，自己免疫疾患症状を呈することを明らかにした．（J. Immunol. 2016）．さらに興味深いことにSATB1cKOマウスでは，生後4週齢から唾液分泌障害が認められ，ヒトのシェーグレン症候群(Sjögren's syndrome : SS)様の症状を呈することが示唆された．本研究で我々は，SATB1cKOマウスにおけるSS様病態発症分子メカニズムの解析を行った．生後4週齢のSATB1cKOマウス唾液腺には，すでに炎症像が認められ，CD4陽性T細胞が多く浸潤していた．唾液腺の炎症部位は週齢に伴い増大し，浸潤細胞はB細胞が増加した．しかし同週齢のSATB1cKOマウスでは，自己抗体価の上昇，他の臓器への炎症性細胞浸潤，腎糸球体への免疫複合体の沈着などは認められなかった．自己抗体価の有意な上昇は，唾液分泌障害が重症化する9週齢以降で認められ，さらに腎糸球体への免疫複合体沈着が認められた．SATB1cKOマウスにおけるSSの初期病態形成にはT細胞の関与が示唆されたため，SATB1cKOマウス由来のT細胞を，T細胞，B細胞を欠損するRag2ノックアウトマウスに移入すると，SATB1cKOマウスと同様に唾液分泌障害が発症した．このことから，SATB1cKOマウスのSS発症には，T細胞が重要であることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Pathogenetic mechanisms in the initiation of Sjögren's syndrome in SATB1 conditional knockout mice
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Special AT-rich sequence binding protein-1 (SATB1) is a genome organizer that regulates chromatin structure and gene expression. SATB1 gene was specifically deleted in hematopoietic cells in SATB1 conditional knockout (SATB1cKO) mice, which is turned out to be autoimmune prone with age caused at least in part by defective thymic central tolerance (J. Immunol. 2016). In this study, we extensively analyzed the symptom of autoimmune diseases in SATB1cKO mice and found Sjögren's syndrome (SS) occurs in SATB1cKO mice. CD4+ T cells infiltration into salivary gland and production volume of saliva in SATB1cKO mice was significantly lower by 4 weeks of age, suggested that SATB1cKO mice developed SS-like disease at soon after weaning. Mononuclear cells infiltration into other organs, immune-complex-mediated glomerulonephritis, and the production of anti SS-A/Ro and anti SS-B/La autoantibodies were absent in young SATB1cKO mice. In addition, transfer of T cells from SATB1cKO mice reproduced SS symptoms in recombination activating gene 2 (Rag2) knockout mice. These results indicated that T cells play a significant role in the pathogenesis of SS in SATB1cKO mice at least during the early phase of the disease.
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効率的な歯の移動を目的とした骨代謝促進薬のスクリーニングとその解析
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矯正歯科治療において効果的に歯を移動させるためには，歯槽骨の活発な骨リモデリングが必須である．骨リモデリングは，主に破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成によって担われており，我々は，これまでに，破骨細胞と骨芽細胞の分化を共に促進する薬剤の探索を行なってきた．まず，RAW264.7細胞を用いて，破骨細胞分化を促進する化合物のスクリーニングを行った．約400の標的既知化合物ライブラリーのうち，分化促進効果が高かったものとして，ROCK (Rho-associated coiled-coil containing kinase)阻害剤を見出した．MC3T3-E1 細胞を用いてROCK阻害剤の骨芽細胞分化への効果を検討したところ，石灰化の亢進が観察された．in vivoにおけるROCK阻害剤の骨形成への効果を検討するために，8週齢雄性SDラット頭蓋骨正中欠損モデルを用いて解析を行った結果，骨欠損部における骨形成促進が観察された．さらに，8週齢雄性SDラットの上顎切歯と右側第一臼歯をコイルスプリングにて連結させた歯の移動モデルでは，コントロール群と比較して，ROCK阻害剤添加群において第一臼歯移動距離の有意な増加が見られた．以上の結果から，ROCK阻害剤は，骨リモデリングを活性化し，矯正的な歯の移動を促進することが示唆された．本発表では，ROCK阻害剤の骨芽細胞分化に対する分子レベルでの作用機序についても併せて紹介したい．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Screening for small molecule activators of bone remodeling aiming for the efficient orthodontic tooth treatment




○Kakihara Y1，Nakata J2，Lay T1,2，Saito I2，Saeki M1

1Div Dent Pharmacol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent

2Div Orthodont, Niigata Univ Grad Sch Med Dent





An Efficient orthodontic tooth movement requires an active bone remodeling of alveolar bone. Bone remodeling is mainly regulated by osteoclasts and osteoblasts which resorb and form bone, respectively. We have performed a screening for the drugs which enhance both osteoclastic and osteoblastic differentiation. After the screening of about 400 known-target small compounds, we found that ROCK inhibitors significantly enhanced osteoclastogenesis. It has been shown that ROCK inhibitor Y-27632 activates osteoblastic differentiation of cultured murine neonatal calvarial and ST2 cells. We also confirmed that the ROCK inhibitors enhanced the calcification by MC3T3E-1 cells as well as murine bone marrow cells. We analyzed the effect of ROCK inhibitors against bone formation in vivo by using rat calvarial defect model, and we identified that the bone formation  was significantly activated in the presence of ROCK inhibitors. To determine the effect of ROCK inhibitors on orthodontic tooth movement, we used a rat model in which the upper right first molars were moved mesially by nickel-titanium coil springs. Micro-CT analysis clearly showed that the orthodontic tooth movement was accelerated in the presence of ROCK inhibitors compared to the control. Taken together, our results suggest that ROCK inhibitors enhance orthodontic tooth movement through activating bone remodeling.
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Dgcr2は頭蓋底軟骨結合における肥大軟骨細胞への分化過程でTGF-betaシグナルを抑制性に制御する
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我々は，22q11.2欠失症候群のゲノム欠失領域にコードされているDGCR2の遺伝子機能について，本疾患の症状と比較検討しながら，Dgcr2遺伝子ノックアウト（Dgcr2-KO）マウスを用いて検討している．これまでDgcr2発現が軟骨細胞で顕著に認められ，Dgcr2-KOマウス離乳後から軽度の骨格異常，特に頭蓋底軟骨の形成不全による顔面骨格異常が認められた．今回，軟骨細胞の分化成長に関わるTGF-beta/BMPシグナルに注目して軟骨細胞でのDgcr2遺伝子機能を検討した．Dgcr2-KO胎仔線維芽細胞（MEF）を用いたLuc-reporter assayでは，TGF-beta/BMPシグナルが，Dgcr2を過剰発現させるとシグナル活性が低下した．これに一致して，BMPシグナルの下流に存在するId2の発現レベルが，Dgcr2を発現させると著しく低下した．さらに新生仔由来の初代軟骨細胞を用いてDgcr2機能を検討した．BMPシグナルは，あまりDgcr2-KO軟骨細胞に影響を示さなかったが，25 ng/ml TGF-beta1を投与して40時間後において，投与前はII型およびX型コラーゲンを発現する瓦状だったDgcr2-KO軟骨細胞が，II型コラーゲンのみを発現する線維芽細胞様の形態に変化した．しかしながら野生型軟骨細胞ではTGF-betaを投与して40時間後でも，X型コラーゲン発現レベルや細胞形態にほとんど変化はなかった．以上のことから，Dgcr2はTGF-beta/BMPシグナル活性化により誘導性に発現し，それらシグナルを抑制性に制御するが，その抑制効果は刺激を受けてから遅延して認められた．このDgcr2の遅延型シグナル抑制効果は，TGF-beta/BMPシグナルが複雑にクロストークする軟骨内骨化の軟骨分化過程において重要な役割を果たすと考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The Dgcr2 shows inducible expression and regulates TGF-beta signal activities during hypertrophy of chondrocytes in mouse cranial base synchondrosis
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The DGCR2 gene has been proposed to play a role in 22q11.2 deletion syndrome. To explore its function, we generated Dgcr2-knockout/eGFP-knocked-in mice. Dgcr2-deficient mice showed skeletal hypoplasia after weaning significantly in maxillofacial region with deviation of nasal septum, early malformations of basilar cartilage and differentiation defects of pre-hypertrophic chondrocytes with GFP signals. Using the embryonic Dgcr2-dificient fibroblasts in 24 hours after each ligand application, we found obvious elevation of TGF-beta and BMP signaling activity. However, these signaling changes disappeared by Dgcr2 expression. Furthermore, in 40 hours after application with TGF-beta1, the primary cultured Dgcr2-deficient chondrocytes appreciably declined in expression of type X collagen compared to wild-type ones showing expression of both type II and type X collagen. At that time, the Dgcr2 protein could be detected inducibly in the wild-type chondrocytes. These results suggest that Dgcr2 could normalize TGF-beta superfamily signaling activity for differentiation from replicative to hypertrophic chondrocytes especially in maxillofacial region.
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p130Casと結合する分子Bif-1は破骨細胞による骨吸収へ影響を与える
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(背景・目的)破骨細胞は骨を骨吸収する多核巨細胞である．細胞骨格形成に重要な分子p130Casの遺伝子欠損マウスは，破骨細胞が存在するにもかかわらず，骨吸収できないため骨硬化症を呈する．この結果はp130Casが破骨細胞による骨吸収能に重要なであることを示すが，p130Casが破骨細胞の骨吸収を制御する分子メカニズムには不明な点が多い．そこで我々はp130Casと協調して骨吸収に関わる分子を同定する目的で，破骨細胞においてp130Casに結合するタンパク質を質量分析法により検索した．（方法・結果）4-8週齢の野生型マウス骨髄細胞より分化誘導した破骨細胞に野生型p130CasあるいはSH3ドメイン欠失型p130Casを過剰発現し，免疫沈降および質量分析によりp130CasのSH3ドメインに結合するタンパク質を検索した．さらに文献的検索によるスクリーニングにより，破骨細胞において機能的未知な分子Bif-1に着目した．まず，Real-time PCR法およびWestern Blot法でBif-1の発現量の変化を検討した結果，破骨細胞の分化に伴いBif-1の発現量が増加していた．次に，破骨細胞におけるBif-1の機能を検討するために破骨細胞前駆細胞RAW細胞においてshRNAを用いてBif-1の発現を抑制したところ，骨吸収に重要な細胞骨格構造であるアクチンリングの形成が抑制された．さらに，in vivoにおけるBif-1の役割を検討するために11週齢Bif-1遺伝子欠損マウスの大腿骨をμCTおよびpQCTにて解析した結果，Bif-1遺伝子欠損マウスの大腿骨は野生型マウスに比べ骨密度が増加していた．（考察）以上の結果よりp130Casと結合する分子Bif-1は破骨細胞の骨吸収に重要な役割を担っていることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





p130Cas interaction protein Bif-1 plays important role in osteoclastic bone resorption.
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Osteopetrosis due to dysfunction of osteoclasts in p130Cas-deficient mice suggest p130Cas play important roles for osteoclastic bone resorption. However, the molecular mechanisms by which p130Cas regulate osteoclastic bone resorption are still unclear. To identify the downstream molecules of p130Cas, we examined the p130Cas binding molecules by immunoprecipitation and mass spectrum. Among several molecules identified as interacting proteins with p130Cas, we focused Bif-1 because of the novelty, primary structure that can be involved in regulation of cytoskeleton. We first examined the expression levels of Bif-1 during osteoclast differentiation from mouse bone marrow cells treated with M-CSF and RANKL. Western blotting and quantitative real-time PCR analysis showed the expression level of Bif-1 increased during osteoclastic differentiation. To examine the role of Bif-1 in osteoclast function, the knockdown of Bif-1 using shRNA disrupted actin ring formation that was important actin structure for osteoclastic bone resorption regulated by p130Cas. Furthermore, bone mineral density of femurs isolated from Bif-1-deficient mice was higher than that of wild-type femurs using μCT analysis. These results suggest that Bif-1 is one of the candidate proteins to regulate osteoclastic bone resorption as a downstream molecule of p130Cas.
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TRPV4遺伝子欠失マウスにおける口腔粘膜創傷治癒の解析




○吉本　怜子1,2,3，合島怜央奈4，大崎　康吉1，藤井　慎介2，張　　旌旗5，曹　　愛琳1,2，高　　イキ1，清島　　保2，城戸　瑞穂1
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上皮は外界の刺激から生体を防御するバリアとして機能する．我々は，口腔の上皮に発現する温度感受性イオンチャネル transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) が温度により活性化し，細胞間接着や細胞移動を制御し，上皮バリアに寄与することを見出した．そこで本研究では，個体レベルでのTRPV4の機能を明らかにするために，口腔粘膜創傷治癒モデルを作製し解析を行った．8週齢の C57BL/6 野生型 (WT) マウスあるいは TRPV4 遺伝子欠失 (V4KO) マウスの硬口蓋に直径 1.5 mm 生検パンチにて円型の創を作製した．創形成後 2, 3, 4 日目のマウスを灌流固定し，組織学的解析ならびに免疫組織化学を行った．術後3日で口蓋部の創傷の面積および横幅は WT より V4KO マウスで有意に小さかった．免疫組織化学により，創先端部分では E-cadherin の発現局在ならびに actomyosin 線維の変化を認めた．さらに，TRPV4 が細胞移動に与える影響について調べるために，生後2日齢のマウス口蓋上皮より単離した初代培養細胞またはマウス歯肉上皮不死化細胞株 GE1 を用いて，in vitro 細胞移動アッセイ，ならびに免疫細胞化学を行った．細胞移動は V4KO の細胞において亢進し，TRPV4 アゴニストを作用させることにより抑制された．さらに，集団移動する細胞の先端に位置する細胞では actomyosin の線維に富んでおり，アゴニスト刺激により著明に減弱した．　以上より，TRPV4 の活性化は actomyosin 系の調節を介し細胞移動の抑制に関与することが示唆された．よって，TRPV4 は創傷治癒治療薬の標的となりうると考える．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Deletion of TRPV4 affects oral wound healing processes
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Epithelia provide barrier of our body against external stimuli. We previously found the expression of transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) in oral epithelial cells and its involvement in the cell-cell contact formation or the cellular migration. Therefore, to clarify the physiological function of TRPV4 in vivo, we analyzed the full thickness oral mucosal wound-healing mouse model. 8 weeks old C57BL/6 mice (WT) or TRPV4-deficent mice (V4KO) was wounded in palatal mucosa by φ1.5 mm biopsy punch. On post-operative day 2, 3 or 4, mice were perfused by 4% paraformaldehyde and analyzed histologically. Wounded area or width on post-operative day 3 was significantly smaller in V4KO than in WT. Immunohistochemistry revealed the altered expression pattern of E-cadherin and actomyosin fibers in migrating epithelial tongue. In addition, we examined migrating cells in vitro using primary cultured mice oral epithelial cells. Immunocytochemistry revealed the well-developed actomyosin fibers in migrating edge, which was distinctly reduced by TRPV4 agonist treatment.Taken together, it was suggested that the activation of TRPV4 regulated cellular migration via modulation of actomyosin. We propose that TRPV4 is one of the pharmacological target for wound healing.
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カマイルカにおける歯周組織の構造と形態学的特徴
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ハクジラ類は，陸棲哺乳類（ヒトを含）に比べ，歯槽が大きく，歯根と歯槽の間には大きな空隙（歯根膜腔）が存在する．このため，ハクジラ類は，陸棲哺乳類よりも発達した歯根膜をもち，歯根膜研究には，極めて重要な試料といえる．本研究では，水族館で死亡したカマイルカLagenorhynchus obliquidensから採取した，上顎・下顎の歯と歯周組織の構造をマイクロCTと脱灰標本の染色切片を用いて，詳細に解析したので報告する．歯根膜は歯根側から歯槽壁側に2層構造を示し，歯根膜全体の厚さは500 μmから1000 μmであった．歯根側の層は約300 μmの厚さを有し，セメント質から扇状に拡がって走行する多数の膠原線維束が観察された．歯槽壁側の層では，多数の膠原線維が骨梁に収束するように侵入する像が認められた．線維間の空隙を血管とともに直径200 μmを超える太さの神経線維が走行し，機械受容器であるルフィニ神経終末様構造が散在性に分布していた．歯根膜に面した歯槽骨には多数の骨梁が観察され，骨梁間には多数の膠原線維に加えて，脂肪組織が散在していた．陸棲哺乳類にみられるような固有歯槽骨の構造は確認されなかった．外側にはハバース層板系や基礎層板系の構造を示す緻密骨が観察された．以上の結果から，カマイルカでは，歯と歯槽の間を発達した特異な歯根膜が埋めているが，歯根と歯槽壁との結合力は陸棲哺乳類に比較して弱く，支持装置としてよりも緩衝装置としての役割が大きいと思われる．また，歯根膜中に神経線維と機械受容器が数多く分布することは，陸棲哺乳類以上に歯に加わる衝撃を敏感に感知する器官であることを示唆する．大気中に比べ密度の高い水中に進出したハクジラ類において，水流や水中での音波などの波動を顎骨もしくは歯の振動として感知するように特殊化した可能性が考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Periodontal tissue of Pacific White-sided Dolphin as revealed by morphological analysis
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The Odontoceti (toothed whales) have their larger alveolar sockets, relative to their radicular sizes. The periodontal ligament is developed to fill the periodontal space. Thus, they seem to be an important sample for the study on periodontal tissue. In the present study, we observed the tooth root, periodontal ligament, and alveolar socket of the dolphin using micro CT and decalcified tissue sections. We used carcasses of Pacific White-sided Dolphin obtained from an aquarium. Periodontal ligament was composed of two layers, the total width of which was from 500μm to 1000μm. In inner layer (tooth root side), collagen fibers spread out in a fan-like form from radicular cement. In outer layer (alveolar bone side), a lot of collagen fiber bundles converged into alveolar trabeculae. Thick nerve fibers exceeding 200μm in diameter sometimes ran through outer layer, in company with blood vessels or Ruffini nerve ending-like structures. In dolphins examined, their periodontal spaces were larger than those of other mammals and filled with a unique periodontal ligament, where a lot of nerve fibers and sensory nerve endings were distributed. These findings suggest that dolphin's periodontal ligament is more sensitive due to the load on the underwater teeth as compared to terrestrial mammals.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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Scleraxisノックアウトヒト歯根膜由来不死化細胞におけるTenomodulin遺伝子発現解析




○鳥居　大祐1，小林　朋子1,2，堀江　哲郎3，筒井　健夫1

1日歯大　生命歯　薬理
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【目的】Scleraxis（SCX）はbasic helix-loop-helix型転写因子で，歯根膜を含む全身の靭帯・腱組織に発現し，靭帯・腱系譜細胞の分化や成熟に重要な役割を果たしている．しかし，歯根膜細胞における機能の詳細に関しては不明な点が多い．本研究では歯根膜細胞におけるSCXの役割を明らかにするために，ゲノム編集によりSCXをノックアウトしたヒト歯根膜由来不死化細胞（Pelt）において，靭帯・腱系譜分化マーカー遺伝子Tenomodulin (TNMD) の発現を解析した．【方法】Peltにおいて，SCXのエクソン1とエクソン2に相当する領域をそれぞれCRISPR/Cas9システムでノックアウトした後，各エクソンの欠損およびSCXとTNMDの発現を，それぞれcDNAシーケンスおよびリアルタイムPCRにより確認した．【結果】リアルタイムPCRの結果，SCXのエクソン1とエクソン2の各ノックアウト細胞でSCXの発現が低下していることを確認した．TNMDの発現に関しては，エクソン1ノックアウト細胞では約0.67倍に低下しており，エクソン2ノックアウト細胞では検出限界以下であった．【結論】ヒト歯根膜由来不死化細胞においてCRISPR/Cas9システムを用いてSCXのエクソン1とエクソン2をそれぞれノックアウトした細胞株を作製した．またSCXノックアウト細胞ではTNMDの発現が有意に低下しており，SCXはTNMDの発現に重要であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tenomodulin expression in Scleraxis-knockout immortalized human periodontal ligament cells
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Purpose: Scleraxis (SCX), one of basic helix-loop-helix transcription factor, has a key role in tenogenic differentiation and maturation. SCX is expressed in ligaments, tendons and periodontal ligaments (PDL), however, its function in PDL cells is not clear. To clarify the roles of SCX, we knocked out SCX in immortalized human PDL cell lines using CRISPR/Cas9 system, and examined gene expression of Tenomodulin (TNMD) which is a tenocyte lineage-related factor. Methods: We knocked out each of exon 1 and exon 2 regions of SCX in immortalized human PDL cells by CRISPR/Cas9. We confirmed the deletion of genes by DNA sequencing. Gene expressions were analyzed by real-time PCR. Results: Each exon 1 and exon 2 mutants showed lower SCX expression than in control cells. TNMD expressions were 0.67 times of control cells in exon 1 mutants, and were not detected in exon 2 mutants. Conclusion: CRISPR/Cas9-mediated targeting of SCX gene in immortalized human PDL cells were confirmed. Our results suggest that exon 2 region of SCX is required for TNMD expression.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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インプラント表面のハイドロキシアパタイトはオステオポンチン沈着に影響を与え直接性骨形成を促進する




○真喜志佐奈子，渡辺　泰典，斎藤浩太郎，大島　勇人

新潟大　院医歯　顎顔面再建　硬組織形態





【目的】 インプラント埋入後のオッセオインテグレーション獲得過程には，既存骨から骨形成が開始するIndirect osteogenesis（間接性骨形成）とインプラント表面から直接骨形成が開始するDirect osteogenesis（直接性骨形成）の2つのタイプがあり，インプラント表面のハイドロキシアパタイト（HA）の存在が直接性骨形成の引き金になると考えられている．しかしながら，インプラント埋入後のオッセオインテグレーションへのHAの効果について，不明な点が多い．そこで本研究はマウス上顎骨にインプラント即時埋入後の骨-インプラント界面のオッセオインテグレーションにおけるHAの効果を解析することを目的とする．【材料と方法】 4週齢ICRマウスの上顎右側第一臼歯を抜去し，ドリルによって埋入窩を形成し，HAブラスティングおよび機械研磨チタンインプラントを埋入した（各々HA群とSm群）．インプラント埋入1，5，14，28日後に動物を固定・脱灰した後にパラフィン切片を作製し，HE・アザン染色，オステオポンチン（OPN）およびKi67免疫染色，TUNEL評価，TRAP酵素組織化学，非脱灰標本には電子線マイクロアナライザ（EPMA）による定量解析を行った．【結果と考察】 両群とも術後28日までにオッセオインテグレーションが完了したが，術後5日ではHA群で直接性骨形成が開始しており，同部位にはOPN陽性反応が見られたが，両群共に間接性骨形成によるオッセオインテグレーションは完了していなかった．術後28日では，Sm群に比較してHA群で骨・インプラント界面OPN陽性率と直接性骨形成率が有意に高かった．したがって，インプラント表面のHAが骨・インプラント界面におけるOPN陽性反応に影響を及ぼし，結果として直接性骨形成を促進することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Hydroxyapatite on the implant surface affects osteopontin deposition to increase direct osteogenesis




○Makishi S，Watanabe T，Saito K，Ohshima H
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Objectives: The key role of hydroxyapatite (HA) on the implant to recruit osteoblasts remains to be clarified. This study aimed to analyze the effects of HA on osseointegration after implantation in the maxillae of 4-week-old ICR mice. Methods: Right maxillary first molars were extracted and cavities were prepared and immediately placed with titanium implants with/without HA blasting (HA and Sm groups, respectively). Following the fixation of animals at 1-28 days after implantation, the decalcified paraffin sections were processed for OPN- and Ki67-immunohistochemistry, TUNEL assay, and TRAP histochemistry. The elements and bone volume of undecalcified samples were quantitatively analyzed by Electron Probe Micro Analyser (EPMA). Results: Bone formation occurred on the old bone surface (indirect osteogenesis) or on the implant surface (direct osteogenesis), resulting in the completion of osseointegration until 28 days after operation in the both groups. In the HA group, direct osteogenesis occurred on Day 5 and the OPN immunoreactivity at the bone-implant interface and osseointegration significantly increased in rate compared with the Sm group on Day 28. Conclusions: These results suggest that the HA on the implant surface affects the OPN immunoreactivity on the bone-implant interface, resulting in the increase of direct osteogenesis following immediately placed titanium implantation.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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低出力超音波パルスによる破骨細胞分化の抑制とそのメカニズムの解明




○青山絵理子1，久保田　聡1,2，滝川　正春1
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低出力超音波パルス（Low Intensity Pulsed Ultrasound: LIPUS）は物理的刺激の一つであり，LIPUS発生装置は難治性骨折の治療に使われている．しかし，その細胞・分子レベルでの作用機序については明らかにされていない点が多く，特に破骨細胞への作用についてはほとんど報告がない．そこで今回，破骨細胞の分化に対するLIPUSの作用およびその作用機序について検討した．実験にはマウス骨髄由来の破骨細胞前駆細胞をM-CSFおよびRANKLで4日間刺激して成熟破骨細胞を誘導する系を用いた．まず，培養開始から1，2，3日目にそれぞれ一日一回ずつ20分間LIPUS（3 MHz, 60 mW）で細胞を刺激したところ，4日目に観察されるTRAP陽性の成熟破骨細胞の数が減少した．そこで，1日目のみあるいは3日目にのみ同様にLIPUSで刺激したところ1日目のみ刺激した群では成熟破骨細胞の生成は減少したが，3日目のみLIPUS処理した群では減少しなかった．また，培養開始から1日目の細胞をLIPUS処理した群でCaspase3/7の活性が上昇していた．さらにLIPUS刺激してから24時間後の細胞群ではNFATc1の発現が低下していた．次に，LIPUS刺激のシグナル伝達経路を解明するため，メカニカル刺激の伝達経路の一つとして知られるHippo pathwayによって制御される転写因子の一つであるTAZの核局在を調べたところ，LIPUS刺激によって一過性にTAZの核への局在が抑制されることが分かった．これらのことからLIPUS刺激は破骨細胞分化過程の初期においてアポトーシスを誘導し，その結果，成熟破骨細胞の生成を抑制すること，またこの過程にTAZの核局在の抑制が関与してしていることが分かった．非会員共著者：山中信康(伊藤超短波株式会社)

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibition of osteoclastogenesis by low intensity pulsed ultra sound (LIPUS): Mechanism underlying this inhibition
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1ARCOCS, Okayama Univ, Dent Sch/Grad Sch  Med Dent Pharm Sci

2Dept Biochem Mol Dent, Okayama Univ  Grad Sch  Med Dent Pharm Sci





LIPUS (Low intensity pulsed ultra sound) is clinically used to accelerate bone fracture healing, but little is known about its cellular and molecular mechanism.  Most studies on LIPUS effects on bone metabolism have focused on osteoblasts, although bone formation and remodeling are regulated by osteoblasts and osteoclasts.  Therefore, we investigated the effects of LIPUS on osteoclastogenesis. We used pre-osteoclasts from mice bone marrow cells. Mature osteoclasts were assessed by TRAP staining after 4 days culture with M-CSF and RANKL. Daily LIPUS stimulation during osteoclastogenesis decreased the number of mature osteoclast at Day4. The single LIPUS stimulation on only Day1 also attenuates osteoclasts maturation but single LIPUS stimulation on only Day3 had no effect. Next, we performed apoptosis assay on Day1 cells stimulated with LIPUS. In this assay, caspase 3/7 activity increased in LIPUS-stimulated cells after 4 hours. Real-time PCR assay showed the LIPUS stimulation up regulated NFATc1 expression after 42 hours. The localization of TAZ which is a member of Hippo pathway to nucleus decreased with LIPUS stimulation.These data show that LIPUS stimulation induced programmed cell death in pre-osteoclasts, resulting in decreased number of mature osteoclasts and Hippo pathway may be involved in this LIPUS-induced inhibition of osteoclastogenesis.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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破骨細胞分化を負に制御するRabタンパク質の同定
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【背景と目的】細胞膜，エンドソーム，リソソームはそれぞれ独立して機能しているわけではなく，膜輸送システムによって厳密にコントロールされている．Rabタンパク質は細胞内小胞輸送の調節機能を持つファミリータンパク質で，Rasスーパーファミリーに属する低分子量Gタンパク質である．その中で，Rab11aは，細胞内輸送において早期エンドソームからエンドサイトーシスリサイクルコンパートメントを経て，リサイクリングエンドソームとして細胞膜へ戻る輸送タンパク質として知られているが，破骨細胞分化との関連性について詳細は不明である．本研究では，Rab11aが破骨細胞分化と共に発現上昇するタンパクであることを同定し，Rab11aの破骨細胞分化に対する影響を検討した．【方法】マウス由来骨髄系細胞RAW-D細胞を用いて，siRNAを用いたRab11aノックダウンおよびレトロウイルスを用いたRab11a強制発現による破骨細胞分化に対する影響を検討した．TRAP染色，リアルタイムPCR，ウエスタンブロッティング，免疫蛍光染色を行った．【結果と考察】RANKL添加によるRAW-D細胞の破骨細胞分化とともに，Rab11a mRNAレベルおよびタンパク質レベルも経時的に上昇した．Rab11aノックダウン細胞は，コントロールsiRNAを導入した細胞と比較し，TRAP陽性破骨細胞の多核化，巨大化を示し，破骨細胞分化におけるシグナルであるc-fmsおよびRANKのタンパク質レベルが上昇した．逆に，Rab11a強制発現細胞では破骨細胞分化が抑制され，NFATc1タンパク質レベルが低下した．Rab11a強制発現細胞を用いた免疫蛍光染色では，Rab11a発現とリソソームマーカーであるLAMP1との共局在は認められなかった．以上のことから，Rab11aは破骨細胞の分化を負に制御していることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Rab11a negatively regulates osteoclast differentiation
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Background and purpose: Rab proteins, one of the members of small GTPase protein, control intracellular vesicular trafficking and fusion. They contain more than 60 different members and regulate the formation, targeting and fusion of transport vesicles. Among them, Rab11a exists in endosomal-recycling compartment (ERC) and participates in sorting of cargo from early endosome to ERC and from ERC to plasma membrane. In this study, we report that Rab11a up-regulates by RANKL-stimulation and that negatively controls osteoclast differentiation. Methods: Osteoclasts were differentiated from RAW-D cells, the murine monocytic cell line, in MEM- α with RANKL. TRAP staining, real time PCR, western blot analysis and immunohistochemistry were performed. Results and discussions: Rab11a protein is increased during osteoclastogenesis. Knockdown of Rab11a by using small interfering RNA enhanced RANKL- induced osteoclast differentiation RAW-D cells. Knockdown of Rab11a up-regulated expression of c-fms and RANK in both preosteoclasts and osteoclasts. Conversely, overexpression of Rab11a by using retrovirus prevented osteoclast differentiation in RAW-D cells. Expression of NFATc1 was inhibited during osteoclastogenesis, although those of RANK and c-fms were not almost changed. There was no co-expression between Rab11a and LAMP1, a marker of lysosome, using immunocytochemistry. These results suggest that Rab11a negatively regulates osteoclast differentiation.

Conflict of Interest: The author declare no conflict of interest.
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破骨細胞のアクチンリング形成におけるKif1cの役割
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骨組織の恒常性は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバランスで維持されている．近年の超高齢社会において問題視されている骨粗しょう症は，このバランスが崩れ，相対的に破骨細胞の機能が亢進し骨量が減少する疾患である．現在，骨粗しょう症の治療では主に破骨細胞の細胞死を誘導するビスホスホネート製剤が使用されているが，破骨細胞の喪失により不定形骨折や顎骨壊死などの有害事象を生じることが問題となっている．そこで我々は，破骨細胞の生存ではなく骨吸収活性機能を制御できれば有害事象の起こりにくい新たな骨粗しょう症治療法に繋がるのではないかと考えた．チロシンキナーゼSrcおよびそのアダプター分子Crk-associated substitute (Cas)それぞれの遺伝子欠損マウスは破骨細胞の骨吸収機能の低下により骨量が増加する．しかし，SrcおよびCasがどのように破骨細胞の骨吸収を制御しているか，その分子メカニズムには不明な点が多い．そこで本研究ではSrcおよびCas下流で骨吸収を制御する新たな分子の同定を試みた．野生型，SrcあるいはCas遺伝子欠損マウスの脾臓を分化誘導させた破骨細胞からmRNAを採取し，マイクロアレイ解析をおこなった．そしてSrcおよびCas遺伝子欠損破骨細胞で発現量が減少した遺伝子のうち，細胞骨格制御に関与するキネシンファミリータンパク質Kif1cに着目した．破骨細胞におけるKif1cの発現量を検討したところ，分化とともに増加した．さらにshRNAによりKif1cをノックダウンした破骨細胞では骨吸収能の指標となるアクチンリングの形成が抑制された．以上より，Kif1cはSrc-Casの下流で破骨細胞のアクチンリング形成さらには骨吸収を制御している可能性がある．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of motor protein Kif1c in osteoclast actin ring formation
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The process of osteoclastic bone resorption consists of two steps. First, is the differentiation of mononuclear precursors into osteoclasts. The second step is bone resorption by mature osteoclasts following recognition and attachment to bone surfaces. Loss of function experiments show that the tyrosine kinase Src and its adaptor protein, Crk-associated substrate (Cas) play important roles in osteoclastic bone resorption. However, the molecular mechanism by which Src and Cas regulate bone resorption remains to be elucidated. In this study, we tried to identify the signaling molecule(s) downstream of Src and Cas in the regulation of bone resorption by osteoclasts. We undertook comparative microarray screens of osteoclasts from WT and from Src or Cas-deficient mice. We focused on the kinesin super family protein Kif1c because its expression was down-regulated in osteoclasts from both Src and Cas deficient mice, and it was a molecule regulating actin cytoskeleton similar to Src and Cas. To examine the function of Kif1c in osteoclasts, we knocked down Kif1c using shRNA, and found that actin ring formation, a process necessary for bone resorption, was suppressed. These data suggest that Kif1c play an essential role in osteoclastic bone resorption as a downstream effector of Src-Cas axis.
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歯髄由来幹細胞と多血小板フィブリン（PRFr）を用いた坐骨神経損傷の再生について
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Combination of dental pulp derived stem cells and platelet-rich fibrin releasate (PRFr) to repair and regenerate sciatic nerves injury
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Purpose 

The injury of sciatic nerves was a serious problem, not only cost lots money for treatment but also change patient's life. Nowadays, there were many therapies to treat the nerve's injury but each have their disadvantage. That is why important a better treatment should be found. Recently, there were two new therapies to repair the nerve's injure. These two treatment became a new way in the Regenerative Medicine. One of these was the cell-based therapy, such as use the pluripotent stem cells, and the other was Platelet-rich Plasma (PRP) or Platelet-rich fibrin (PRF) and their releasate (PRFr). 

Materials & Methods 

We extract and culture the Dental pulp derived steam cells (DPSCs) from the rats, and combine with rabbit's PRFr to treat the animals. The 8 weeks old, nerve injury's rats were separated into 4 groups. (1.) Control group; (2.) PRFr group,0.1 ml PRFr was injected; (3.) DPSCs group, 1x106 / 0.1 ml DPSCs were injected; (4.) DPSCs and PRFr group, the rats were treated with 0.1 ml DPSCs and PRFr. After surgery, we had a step test to evaluate their recover status every 4 weeks until 12 weeks later, rats were sacrificed and observed their sciatic nerves.

Results & Conclusion 

The result demonstrated that the DPSCs and PRFr combined treatment has significant impact than other groups. The following was DPSCs treatment, PRFr treatment was third and the worse was control group. In our experiment result, the PRFr group was not efficiency as our expect, but they still reached significant than the control group. The possible speculation was the growth factors in PRFr were used up frequently. In this experiment, we were not resupply continuously. 

In conclusion, combine with Platelet-rich fibrin releasate (PRFr) and cell based therapy may provide a new way to the nerve regeneration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス外側翼突筋停止部付着様式の獲得と損傷後の変化
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【目的】外側翼突筋は顎関節に付着し，顎運動を担う重要な筋である．その外側翼突筋の骨への付着部位では筋から腱，そして骨へと移行するが，その形態がどのように獲得されていくかについては不明な点がある．そこで今回，外側翼突筋停止部を研究対象とし，その部位を『筋・腱・骨 複合体』として1つの機能的単位として捉え，発生起源の異なる3つの組織が結合し，動力機能を得るメカニズムの一端を解析するため，胎生期における発生過程と実験的に損傷させた同部位の再生過程の変化を調べた．【方法】胎生期を調べるための試料はICR系マウス（胎生13.5-16日），実験損傷のために成獣（4週）を用いた．通法に従い連続切片を作製し，各種染色を行った．外側翼突筋と下顎頭の付着形態を観察する為にマッソントリクローム染色を行った．また，形態学的観察を元に各種抗体を用いた免疫組織化学的染色を行った．【結果および考察】Desminは胎生13.5日から将来の筋-腱接合部に集積し始め，外側翼突筋の発達と同時に筋線維全体に広がっていき，その傾向は胎生16日まで変わらなかった．また筋付着部における将来の腱―骨組織に相当する部位には，胎生13.5-14.5日にSox9の強発現がみられ，発育とともにその発現は減弱していきながら，腱組織と骨組織の境界を作り成熟していった．そして，外側翼突筋付着部を実験的に損傷させたマウスの治癒過程の初期において，筋組織の先端にDesminの集積が観察された．また骨側にはSox9陽性細胞が観察された．この事から，マウス顎関節部における『筋・腱・骨 複合体』の形成過程には，DesminとSox9が重要な働きをしている可能性の一端が明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Acquisition of the attachment pattern of the insertion of the mouse lateral pterygoid muscle and its change after damage




○Naitou T1,4，Yotsuya M2,4，Ishizuka S1,4，Nagakura R1，Sato M3,4，Abe S1,4

1Dept Anat, Tokyo Dent Coll, 2Dept Fixed Prosthodont, Tokyo Dent Coll

3Lab Biol, Tokyo Dent Coll, 4Tokyo Dent Coll, Research Branding Project





The mechanism of acquisition of the motor function by the temporomandibular joint through fusion of 3 tissues different in the origin of embryonic development remains unclear as there have been few reports based on the understanding of the joint as a functional unit consisting of a muscle-tendon-bone complex. In this study, we histologically examined the insertion of the lateral pterygoid muscle during embryonic development and its changes after experimental damage. As a result, desmin began to accumulate around Day 13.5-14.5 of embryonic development at the ends of muscle bundles at their attachment to bone, Sox9 was expressed intensely in the areas on the bone side that would differentiate into tendons and bones in the future around Day 13.5-14.5 of embryonic development. Also, when we studied the healing process after experimental excision of the articular disc, desmin and Sox9 were found to be accumulated at the ends of muscle bundles and bone attached muscle bundle similarly to the embryonic period. This suggests that the expression of desmin and Sox9 early in the embryonic period and in the regenerated period is important for the acquisition of the attachment pattern of the insertion of the mouse lateral pterygoid muscle.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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卵殻膜とビタミンC投与による歯の移動時の組織学的変化について




○元地　弘樹，東　　雅啓，松尾　雅斗

神歯大　院医歯　口腔科学





【目的】矯正学的歯の移動を促進するために様々な物質が応用されてきた．鶏卵殻膜は創傷治癒を促進させるとされ古くより外傷の治療に用いられてきた．これは鶏卵殻膜が線維芽細胞を活性化させ特にIII型コラーゲンの発現量を増加させると言われている．また，ビタミンCも同様にコラーゲン合成にかかわっている素材の一つである．本研究は，鶏卵殻膜およびビタミンC投与が歯の移動に及ぼす影響を組織学的に検討した．【材料および方法】10週齢雄ODSラット16匹を対照（CT）群，ビタミンC投与群（VC），卵殻膜投与(ES）群，ビタミンC及び卵殻膜投与 (VC+ES）群に分け10日間経口投与を行った．歯の移動術式は，上顎切歯と第一臼歯とを歯科矯正用NiTiクローズドコイルスプリングにより75 g及び25gの矯正力で牽引した．術後3，7，10日後にコンタクトゲージを用いて第一臼歯と第二臼歯間に生じた空隙を測定し歯の移動距離とした．そして術後10日目に組織標本作製を行った．本研究ではHE染色及びシリウスレッド染色を施し顕微鏡観察を行った．【結果および考察】歯の移動距離は，VC+ES群がCT群に比較して著しい増加を示しVC群とES群はその中間にあった．また，75 g群の方が25g群より移動距離が大きかった．HE染色切片の光学顕微鏡観察では移動距離の大きい群の圧迫側歯根膜は圧縮され線維の走向に乱れが生じていた．VC+ES群では，圧迫側の骨に破骨細胞が多数存在し骨吸収が生じているのが観察された．【結論】卵殻膜とビタミンCの経口摂取は，創傷治癒過程の初期段階において歯周組織の治癒が進むことによるリモデリングの活性化により，歯の移動を促進させる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Histological changes of periodontal tissue by tooth movement after eggshell membrane and vitamin C application




○Motoji H，To M，Matsuo M

Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent





＜Objective＞Many substances were applied to accelerate orthodontic tooth movement(OTM). Avian eggshell membrane(ES) was saw accelerating wound healing and used for treatment since old times. It is said to be because ES activates fibroblasts and increases type3 collagen. Vitamin C(VC) is also involved in collagen synthesis. Then, we considered effects of ES and VC on OTM histologically. ＜Materials and Methods＞Sixteen 10-week-old male ODS rats were divided into 4 groups: control(CT);VC;ES;VC and ES(VC+ES). They were orally administered for 10 days. Nickel-titanium closed coil springs were attached to first molars via incisors. Mesial force of first molar was 75g or 25g. After 3,7,10 days of OTM, distances between first molars and second molars were measured with contact gauges. Then, rats were sacrificed for forming tissue specimen. ＜Results and Discussion＞OTM distances of VC+ES group were longer than CT group significantly. In observations of hematoxylin-eosin staining of VC+ES group, there are many osteoclasts and bone resorption on the alveolar bone of compression side. ＜Conclusions＞These results suggest oral administration of ES and VC can accelerate OTM by quickening recovery of periodontal tissue in an early stage of wound healing process.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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老化モデルマウスを用いた上頸神経節細胞の分子マーカーの動態




○光岡　一行1，上田　容子2，宇塚　　聡1，佐藤　　巌2

1日歯大病院　矯正

2日歯大　生命歯　解剖1





【目的】カルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）は，上頸神経節（SCG）から放出され，頭頸部の痛みを引き起こす神経伝達物質である．この神経伝達物質を含むヒトSCGニューロンの形態学的特性は，老化によって変化することが知られている．しかし，老化におけるSCGから産生されるCGRPの発現や，その細胞動態は未だ十分知られていない．このため，我々は定量RT-PCR法およびin situハイブリダイゼーション法を用いて，老化促進モデルマウス（SAMP8）および老化正常モデルマウス（SAMR1）によるCGRPおよび他の関連マーカーの発現レベルを調べることで，CGRPに関係するSCGの細胞動態を明らかにすることを目的とした．【方法と材料】雄12週齢と24週齢の老化モデルマウス（各6例）のCGRP，カプサイシン受容体（TRPV1），血管収縮関連神経ペプチド（NPY），血管（CD31），リンパ管（LYVE-1）および細胞活性（cytochrome C）マーカーの各mRNA発現レベルを定量RT-PCR法で調べ，CGRP mRNAを発現する細胞をin situハイブリダイゼーション法にて観察と解析を行った．【結果と考察】老化モデルマウスでは，24週齢でSCGのNPY mRNAが有意に増加し，cytochrome C，CD31およびTRPV1が有意に低下した．また24週齢ではCGRP mRNA発現レベルが低い細胞ほど大きく，逆に中程度の反応性を示す細胞と萎縮細胞の数は有意に増加した．この結果，加齢に伴い細胞の活性や毛細血管の減少を示唆し，SCGにおける異形細胞の増大は老化の指標となることを示唆した．しかし，TRPV1 mRNAの発現レベルの有意な低下に対して，CGRP mRNA発現細胞に大きな変化が認められなかったことから，痛みに関するSCGの細胞とは異なるメカニズムをすることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of CGRP and other markers mRNA is age-dependent in superior cervical ganglia of senescence-accelerated prone mice




○Mitsuoka K1，Ueda Y2，Uzuka S1，Sato I2

1Div Orthodont, Nippon Dent Univ Hosp at Tokyo

2Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a neurotransmitter that is released from the superior cervical ganglion (SCG) and causes head and neck pain. The morphological properties of human SCG neurons, including neuro- transmitter content, are altered during aging. However, morphological changes in CGRP in the SCG during aging are not known. Therefore, we investigated CGRP and other markers in the SCG during aging in an aging model of senescence-accelerated prone mouse (SAMP8) and senescence-accelerated resistant mice (SAMR1) using real- time RT-PCR mRNA analyses and in situ hybridization. The abundance of neurotransmitter (CGRP, NPY, TRPV1), vascular genesis marker (CD31, LYVE-1), and cytochrome C mRNA differed between 12-week-old and 24-week- old SAMP8 and SAMR1. Abundance of TRPV1, CD31 and cytochrome C mRNAs of SAMP8 decreased between 12- and 24-week-old. The ratio of CGRP mRNA positive cells and CGRP mRNA abundance levels of the SCG of aging mouse such as SAMP8 have already been also higher than that of SAMR1 at 12-week-old. The CGRP positive shrunken ganglion cells was increased from 12- to 24-weeks-old mouse in SAMR1 and SAMP8. It suggested that cell activity and blood vessels decrease with age, and the increase of heteromorphic cells of the ganglia is related to aging.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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舌癌周囲の筋再生に対するHigh mobility group box 1(HMGB1)の関与




○小笠原悠大1,2，崎山　浩司1，坂東　康彦1，三宅　言輝1,2，天野　　修1

1明海大　歯　解剖

2明海大　歯　口腔顎顔面外科2





【目的】High mobility group box 1 (HMGB1)は，細胞内でDNAを立体構造維持する役割をもつ．癌周囲の正常な筋線維が壊死を起こすと，HMGB1が強く発現する．また，正常な筋線維が壊死することによりできた空隙を利用してHMGB1が広がることで，癌周囲よりも遠方の筋線維においてもHMGB1が強く発現する．つまり，癌が浸潤していくメカニズムとして，HMGB1が関与していると示唆している．一方で，炎症後の筋線維の修復においてもHMGB1の関与が示唆されている．そこで，癌により壊死した筋線維が再生する過程でHMGB1がどのように関与するかを検索した．さらに，HMGB1のレセプターであるReceptor for advanced glycation endproducts (RAGE)が筋の再生過程で関与するのかについても検索した．【方法】BALB/cAJclヌードマウスを用い，舌尖の左側方にSCC7癌細胞を注入した．注入頻度は1週間に1度のペースで計2回行い，SCC7移植・着床を試みた．さらに，ポジティブコントロールとして同頻度でDMEM培養液を注入した．これらを，それぞれSCC7細胞注入群，及びDMEM注入群と設定した．注入終了後，6週経過した後に試料を採取し観察を行った．観察部位は舌中央とし，抗HMGB1抗体と抗RAGE抗体を用いて免疫組織化学的染色を行い観察した．【結果および考察】SCC7細胞注入群では，すべての試料に壊死した筋線維が確認された．また，筋線維が壊死し空隙となった部位に，中心核をもつ筋細胞が認められた．これにより，壊死した部位で筋線維が再生されていることがわかった．さらに，筋線維が壊死した部位では，HMGB1とRAGEの発現が認められたが，再生した筋線維の部位では，RAGEの発現はなく，HMGB1が核と筋線維周囲の間質にも局在した．以上のことより，壊死した筋線維から周囲に放出されたHMGB1は筋線維の再生を誘導するのではないかと示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Involvement of high mobility group box 1(HMGB1) on muscle regeneration around the tongue cancer




○Ogasawara Y1,2，Sakiyama K1，Bando Y1，Miyake G1,2，Amano O1

1Div Anat, Meikai Univ  Sch Dent

2Div Oral Surg 2, Meikai Univ Sch Dent





The high mobility group box 1 (HMGB1) is important in maintenance of three-dimensional structure of DNA in cells. HMGB1 was expressed where the muscle fibers were destroyed by the cancer. However, it was suggested that HMGB1 is also involved in postinflammatory muscle fiber repair. Therefore we analyzed that HMGB1 and its receptor for advanced glycation end products (RAGE). The SCC7 cells were injected once a week for two times into the tongue of BALB/cAJcl nude mice in order to create the tongue cancer model. DMEM was used as a positive control. These mice were allowed to survive for 6 weeks after the last injection. We observed the frontal sections of mid-portion of the tongue for immunohistochemistry using anti HMGB1 anti RAGE antibodies. Muscle fibers were destroyed in SCC7 injected mice. HMGB1 and RAGE were expressed in peri-cancerous myofibers and the cancer. HMGB1 was localized around the regenerating myofiber, while RAGE was not expressed 6 weeks after injection. These results suggested that HMGB1 is involved in myofiber regeneration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アレルギーモデルマウスの骨代謝調節とメカノセンサーチャネルの機能
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2九大　院歯　口腔病理

3佐賀大　医　歯科口腔外科
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Mechanosensitive ion channels in allergy model mouse bone




○Gao WQ1，Cao AL1,2，Yoshimoto R1,2，Aijima R3，Ohsaki Y1，Zhang JQ4，Kido M1,2

1Dept Anat Physiol, Saga Med Sch

2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Sch Dent

3Dept Oral Maxillofac Surg, Saga Med Sch

4Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Purpose: Bone provides as a dynamic organ that continuously adapts mechanical loads, which is able to form its microstructure in response to mechanical demand. There are lots of mechanosesitive molecules demonstrated, there has long been unclear the receptors or membrane proteins which directly convert force into biological signals. In 2010, non-selective cation channels have been shown to be activated by mechanical stimuli. After the discovery, there has been accumulating evidence that the ion channels have crucial roles in mechanosensory processes of pulmonary respiration, or vascular development and functions, however, there has still not clearly demonstrated in bone. We explored the expression of the ion channels in the bone cells. Methods: The experimental protocols are reviewed and approved by Saga University Animal Care and Use Committee. Six-week-old male mice were transcardially perfused with paraformaldehyde. The tissues were excised and sectioned by cryostat and utilized for immunostaining. Allergy model was generated by the injection of ovalbumin (OVA) and aluminum gel (Alum) and PBS- and Alum were used as controls. Result and Conclusion: We found the bone cells expressed the ion channels in the trabecular bone of the femur and the expression was different from the bones from OVA sensitization.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯胚移植技術を用いたマウス歯肉接合上皮構成細胞の経時的変化の解明




○加藤　麻友1,2，相澤　　怜1，関　　辰明1，田中　慧介1,2，美島　健二2，山本　松男1

1昭大　歯　歯周病

2昭大　歯　口腔病態診断　口腔病理





歯の萌出直後の接合上皮（JE）は歯原性上皮に由来し，経時的に口腔上皮（OE）由来細胞に置換するとされているが，その詳細は明らかでない．本研究の目的は，マウス歯胚移植技術を用い，萌出直後の歯原性上皮由来のJEにおいてOE由来細胞による置換の詳細について検証することである．全身にtdTomatoを発現するC57BL/6-KI(ROSAmT/mG) マウスの第一臼歯を抜歯し，器官培養した胎生14日齢C57BL/6-Tg(CAG-EGFP) マウスの歯胚をレシピエントマウスの抜歯窩に移植した．移植後200日までGFP陽性細胞の局在を観察した．またJEにおいて発現が報告されているIntegrin β4，Laminin 5について免疫組織学的解析を行った．さらに，C57BL/6（野性型）マウスにGFPマウスの歯胚を移植し，萌出直後に口蓋側JE部分を切除し，治癒過程の経時的な解析を行った．移植後50日の萌出直後では，歯髄，歯根膜およびJEが，移植歯胚由来GFP陽性細胞により構成されていた．移植後140日ではJEにおけるGFP陽性細胞の減少を認め，基底層でレシピエント由来のtdTomato陽性細胞による部分的な置換がみられた．移植後200日では接合上皮にGFP陽性細胞は認められず，接合上皮は完全にtdTomato陽性細胞により置換されていた．また，口蓋側GFP陽性JEの切除後に治癒したJEは，GFP陰性細胞にて構成され，歯原性上皮由来JEの再生は認められなかった．一方で，免疫組織学的解析では，移植後200日およびJE切除後に治癒したJEにおいても，移植後50日の歯原性上皮由来JEと同様にIntegrin β4およびLaminin 5の発現が認められた．以上より，移植歯のJEは経時的にOE由来細胞によって基底層より置換され，また切除治癒後においてもJEはOE由来細胞によって構成されることが明らかとなった．【会員外共同研究者】田中準一，氷室沙羅（昭大　歯）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cellular replacement in junctional epithelium using a tooth germ transplantation method




○Kato M1,2，Aizawa R1，Seki T1，Tanaka K1,2，Mishima K2，Yamamoto M1

1Dept Periodontol, Showa Univ Sch Dent
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Junctional epithelium (JE) is believed to be gradually replaced by oral epithelium (OE) in a lifetime. However, the detailed process of replacement remains unclear. The aim of this study was to clarify replacement of JE by OE using a GFP-positive tooth germ transplantation method.GFP-positive tooth germs were transplanted into the hole of alveolar bone in C57BL/6-KI (ROSAmT/mG) mice. On day 50, 140 and 200 after transplantation, GFP-positive JE was histologically analyzed. Next, the palatal region of GFP-positive JE in C57BL/6 mice were excised. On day 30 after excision, the newly formed JE was histologically analyzed.The JE around transplanted teeth expressed GFP on day 50. On day 140, GFP-positive JE was partly replaced by tdTomato-positive epithelium and completely replaced on day 200, while there was no difference in the expressions of integrin β4 and laminin 5 between JEs before and after replacement by OE. In addition, there was no GFP-positive cell in the regenerated JE after excision and the regenerated JE also expressed both integrin β4 and laminin 5.These results suggest that JE derived from odontogenic epithelium are gradually replaced by OE. And the partly removed JE after gingivectomy is not cured by the surrounding JE, but OE.
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社会的孤立ストレスによる血液および唾液成分の変化
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1神歯大　院歯　口腔科学
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我々はこれまでに唾液成分が脳機能に影響することを報告し，さらには認知機能障害の病態と唾液成分変化との関連性を見出した．しかしながら，認知症や統合失調症などの神経変性疾患の発症要因である社会性ストレスと唾液成分との関連について未だ検討されていない．そこで我々は社会的孤立ストレスを与えたラットにおいて，そのメカニズムを検討した．SDラット（♂，3週令）に社会的孤立ストレス（8週間ゲージにて単独飼育）を与え，11週令においてサンプリングを行った．コントロールとして，1ゲージ3-4匹で同期間飼育した．ELISA法を用いて，ストレスホルモンである血中コルチコステロン濃度を，さらには脳機能と関連する脳由来神経栄養因子(BDNF)の血中および唾液中濃度を定量した．そしてストレス群とコントロール群のBDNF濃度を比較し，さらにはSpearmanの順位相関分析を用いて血中濃度と唾液中濃度の相関を調べた．社会的孤立ストレスによる行動生理学的変化は，オープンフィールドテストおよび高架式十字迷路を用いて解析した．コントロールと比較してストレス群の血中コルチコステロンは有意に高かった．一方，BDNFにおいては血中濃度は有意に低く，唾液中は低い傾向にあった．さらに行動解析の結果，ストレス群において行動変化が認められた．これらの結果から，社会的孤立ストレスラットにおいて精神疾患の病態を反映しており，この病態のメカニズムを解明するために有用であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of social isolation stress on the blood and saliva of a rat model




○To M1，Saruta J1，Yamamoto Y2，Matsuo M1，Tsukinoki K1

1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent

2Dept Junior Coll, Kanagawa Dent Univ Sch Dent Hygiene





We had reported that the components of saliva are related to brain function, including cognitive function. To determine whether social stress, which is a risk factor for neurodegenerative disease, affects the saliva, we investigated the change in the saliva of a rat model with social stress. Male Sprague-Dawley rats were randomized into the social isolation stress (1 animal/cage) or control (3-4 animals/cage) group for 8 weeks. The levels of blood corticosterone and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the blood and saliva were quantified by enzyme-linked immunosorbent assay. Behavioral tests were analyzed using the open-field and elevated plus maze. Corticosterone levels were significantly increased in the social isolation stress group when compared with the control group. BDNF levels were decreased in the social stress group. Additionally, the social isolation stress group showed behavioral changes in both tests. Our findings indicate that social stress has an effect on the blood and saliva, allowing for potential screening for neurodegenerative disease.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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母体運動による糖尿病予防効果の次世代伝播機構




○楠山　譲二1

1ハーバード大　医　ジョスリン糖尿病セ，2鹿大　院医歯　口腔生化





【背景】2型糖尿病は環境因子と遺伝的感受性で生じる複合疾患である．妊婦の肥満は子の糖尿病罹患率の増大に関与することが知られており，親の糖尿病は自身だけでなく，子に対しても糖尿病等の慢性代謝性疾患のリスクを伝播させる悪循環を引き起こす．我々はマウスモデルで，母体運動が仔の肝臓の糖代謝能を改善し，母親の肥満による仔への耐糖能障害伝播を防ぐ作用があることを見出した．しかし，母体運動がいつどのような分子機構で，仔のグルコース恒常性の改善を導くかは未解明である．【方法】8週齢のC57BL/6雌マウスを4群に分け，通常の静的ケージまたは車輪運動ケージに収容し，通常飼料または高脂肪食を与え2週間飼育した．交配のため，静的ケージと通常飼料で飼育された雄と3日間飼育し，雌を再び4種の飼育条件に戻し，胎仔及び週齢仔を採取してエピジェネティクス解析を行った．【結果】母体運動は仔の肝代謝遺伝子プロモーターのCpGアイランドに存在する5mCを5hmCへと変換することで，DNA脱メチル化を促進し，母親の高脂肪食摂取による仔の糖代謝障害を回復させた．母体運動は，仔の肝臓において，5hmC転換酵素であるTet1とTet2の発現を上昇させるとともに，Tet活性化因子であるIdhとαケトグルタル酸(aKG)量を促進していた．肝代謝遺伝子の特異的脱メチル化はTetのBaf複合体との結合及びプロモーターのヒストン修飾によって制御されることが示唆された．また母体運動によるIdh-aKG-Tetシグナルは，胚盤胞(E3.5)，胚盤葉上層(E7.5)では誘導されず，E13.5胎仔以降において活性化された．更に，運動をした妊娠マウス由来血清で胎仔由来肝芽細胞を刺激すると，肝代謝遺伝子の発現が上昇した．【考察】母体運動はTetシグナルにより，仔の肝臓にエピジェネィックな変化をもたらし，仔の糖代謝機能を向上させることが分かった．この作用には運動によって母体から放出される液性因子が関与している可能性がある．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mechanism for the beneficial effects of maternal exercise on offspring glucose metabolism




○Kusuyama J1

1Joslin Diabetes Center, Harvard Univ Med, 2Dept Oral Biochem, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci





Type 2 diabetes is caused by environmental and genetic factors. Obesity may initiate a vicious cycle, propagating risk to subsequent generations. We reported that maternal exercise improves glucose tolerance in offspring. However, the molecular mechanism underlying the effects of maternal exercise on offspring remains unknown. C57BL/6 female (8 wks) mice were fed chow or high fat diet and housed in static cages (sedentary) or cages with running wheels (trained) for 2 wks pre-conception. Following breeding with sedentary and chow-fed males (8wks), mice return to housing in static or wheel cages during gestation. We found that maternal exercise induced DNA demethylation at CpG island at the hepatic gene promoter by converting 5mC to 5hmC, and recovered detrimental effects of maternal high fat feeding on glucose metabolism of offspring liver. Maternal exercise increased Tet1 and Tet2 expression and the amount of Tet activator, Idh and aKG. Specific DNA demethylation of hepatic genes were regulated by Tet-Baf complex and histone modification. Idh-aKG-Tet signaling axis was activated from E13.5 stage. Moreover, trained dam-derived serum stimulates the increased expression of hepatic genes in hepatoblasts. These results suggest that beneficial effects of maternal exercise on offspring liver is induced by epigenetic changes and dam-derived circulating factor. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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エナメル質形成過程におけるTGF-βのシグナル伝達




○大久保水羽1，千葉理沙子2，唐木田丈夫2，山本　竜司2，小林　冴子3，長野　孝俊1，五味　一博1，山越　康雄2

1鶴大　歯　歯周病，2鶴大　歯　生化，3鶴大　歯　小児歯





トランスフォーミング成長因子ベータ(TGF-β)は，哺乳類では3つのアイソフォーム(TGF-β1，TGF-β2，TGF-β3)が存在する．エナメル質形成過程における基質形成期では，オートクリン作用によって細胞内シグナル伝達を引き起こすが，どのような影響を及ぼすかについては不明な点が多く残されている．【目的】今回我々は，マウスエナメル上皮細胞株(mHAT9d)を用いて，TGF-βアイソフォームの(1)細胞増殖能，(2)アポトーシス誘導，(3)エナメルタンパクの遺伝子発現への影響を調べることを目的とした．【材料と方法】mHAT9dにTGF-β1，TGF-β2，TGF-β3を添加した群を実験群とし，10日間培養後の細胞増殖能をMTS assayにて調べた．また，同様の条件下にて培養したmHAT9dに，カスパーゼ3抗体を用いた免疫染色を行い，アポトーシス指数を測定した．さらにエナメルタンパクの遺伝子発現を定量PCRにて確認した．【結果および考察】TGF-βアイソフォーム添加群では対照群に比べてmHAT9dの細胞増殖能が抑制的で，特にTGF-β3添加群で顕著に増殖速度が低下した．また，免疫染色ではTGF-βの添加によってmHAT9dのアポトーシスの割合が上昇し，特にTGF-β3添加群で最も高かった．さらに定量PCR分析ではTGF-βアイソフォームの発現量はβ2 ＞β1＞ β3の順で高かった．また，基質形成期エナメルタンパクの遺伝子発現はほとんど検出されなく，成熟期エナメルタンパクの遺伝子発現が顕著に見られた．さらに興味深いことにTGF-β1およびTGF-β2は，それら遺伝子のほとんどの発現を上昇させ，TGF-β3は減少させることが分かった．以上の結果より，TGF-βはアイソフォーム特異的に細胞増殖，アポトーシスおよび遺伝子発現を調整していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





TGF-β signaling during amelogenesis




○Okubo M1，Chiba R2，Karakida T2，Yamamoto R2，Kobayashi S3，Nagano T1，Gomi K1，Yamakoshi Y2

1Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 2Dept Biochem Mol Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 3Dept Pediatr Dent, Tsurumi Univ Sch Dent Med





Transforming growth factor-beta (TGF-β) causes the signaling in ameloblasts by autocrine. Our objectives: are to investigate (1) the relevance of cell proliferation, (2) apoptotic induction and (3) the effect of gene expression of enamel protein by TGF-β isoforms (TGF-β1, TGF-β2 and TGF-β3) during amelogenesis. Methods: The mHAT9d cells, which are derived from the dental epithelial tissue of the mouse incisor apical bud, were cultured for 10 days in the presence of each TGF-β isoforms. The cell proliferation was determined by MTS assay. The immunostaining with anti-cleaved caspase-3 monoclonal antibody was performed and apoptotic indices were measured. The gene expression was analyzed by qPCR. Moreover, Results: TGF-β isoforms, especially TGF-β3, suppressed the cell growth rate of mHAT9d cells. Apoptotic indices were higher in the order of β3＞β2＞β1. The mRNA level of TGF-β isoforms was higher in the order of β2＞β1＞β3 in mHAT9d cells. The expression of secretory-stage marker genes was trace level, whereas that of maturation-stage marker genes was detected in mHAT9d cells. Interestingly, both TGF-β1 and TGF-β2 enhanced the mRNA level of maturation-stage marker genes, whereas TGF-β3 reduced them. Conclusion: TGF-β isoforms separately regulates cell proliferation, apoptosis and gene expression of ameloblasts during amelogenesis.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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炎症性骨破壊疾患における非受容体型チロシンキナーゼ阻害剤の効果の検討




○金　　裕純1,2，小野　岳人2，中島　友紀2,3

1医科歯科大　院医歯　顎顔面外科，2医科歯科大　院医歯　分子情報伝達

3日本医療研究開発機構





【目的】歯周病や関節リウマチなどの炎症性骨破壊性疾患では炎症性サイトカインによる破骨細胞性骨吸収が亢進するが，炎症性サイトカインによって惹起される破骨細胞分化・機能亢進の機序は未だ不明な点も多く，その機序の解明は骨破壊性疾患の治療戦略を開発する上で重要と考えられる．我々は炎症条件下の破骨細胞分化において変動する分子の中で，様々な治療効果が報告されている非受容体型チロシンキナーゼ(NRTK)に着目し，その阻害剤を用いて炎症性破骨細胞分化に対する効果を検討した．【方法】炎症条件下の破骨細胞分化において重要な役割を果たす分子を同定するため，マウス骨髄由来破骨前駆細胞をRANKLとTNFαで共刺激を行い，NRTKの発現についてマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発現解析を行った．Hck阻害剤であるA-419259を用いてin vitro，in vivoにおける炎症性破骨細胞分化に対する抑制効果を検討した．【結果】NRTKのうち，既に炎症性破骨細胞分化においてその重要性が知られているJakやSykに加え，HckがTNFα存在下でのみ強く発現上昇することが見出された．Hck阻害剤であるA-419259はRANKLとTNFαで刺激した破骨細胞分化に対して有意な抑制効果を示した．A-419259により破骨細胞分化に必須の転写因子であるNfatc1の発現が抑制されたが，これはA-419259によってPrdm1の発現が抑制されることでNFATc1の転写抑制因子であるIrf8，Mafb，Bcl6の発現が上昇することによると考えられた．さらにLPS誘導性炎症性骨破壊マウスモデルを用いてA-419259の骨保護効果を調べたところ，A-419259投与群において有意な骨吸収抑制効果が観察された．【考察】炎症性骨破壊性疾患の治療薬としてHck阻害薬であるA-419259が有用である可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effect of non-receptor tyrosine kinase inhibitor for inflammatory bone destruction




○Kim Y1,2，Ono T2，Nakashima T2,3

1Dept Maxillofac Surg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci

2Dept Cell Signal, Tokyo Med Dent Univ, Grad Sch Med Dent, 3AMED-CREST





Purpose: To investigate the role of the non-receptor tyrosine kinases (NRTKs) in inflammation-induced osteoclastogenesis. Material&Methods: Microarray analyses of global mRNA expression during RANKL- and RANKL plus TNFα-induced osteoclast differentiation were performed. The inhibitory effect of A-419259, a potent inhibitor of Hck, on TNFα-induced osteoclast differentiation was examined. The therapeutic effect of A-419259 on LPS-induced inflammatory bone destruction was evaluated in vivo.Results: We found that Hck expression was selectively increased among NRTKs during osteoclast differentiation induced by RANKL plus TNFα, but not by RANKL only. RANKL plus TNFα-induced osteoclast differentiation was dose-dependently inhibited by the A-419259 treatment through the inhibition of the expression of the key regulators of osteoclastogenesis including Prdm1 and Nfatc1. Notably, LPS-induced inflammatory bone loss in the murine calvaria was prevented by the administration of A-419259.Conclusions: Our results demonstrated that A-419259 administration significantly suppressed osteoclast differentiation induced by TNFα in the presence of RANKL. Therefore, Hck could be a potential therapeutic target for inflammatory bone destruction.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アメロブラスチンの破骨細胞分化過程に及ぼす阻害効果
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The inhibitory effect of ameloblastin on osteoclast differentiation and function




○Chaweewannakorn W1,2，Ariyoshi W1，Okinaga T3，Maki K2，Nishihara T1

1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ

2Div Pediatr Dent, Kyushu Dent Univ
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Purpose Osteoclastogenesis is one of the process that require for maintain the balance in bone remodelling. The abnormality in osteoclast differentiation can lead to many diseases including osteoporosis and rheumatoid arthritis. Ameloblastin (Ambn), an enamel related gene product, is known to be a key molecule in controlling tooth development. Previous study we showed that Ambn also mediated osteoclastogenesis indirectly by suppressing receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL) expression on ST2 cells, resulting in the reduction of osteoclast formation in co-culture system between bone marrow derived macrophages (BMMs) and ST2 cells. In the present study, we will focus mainly on the direct effect of Ambn on RANKL-induced osteoclastogenesis and attempt to purpose the mechanism that involved in the process. 

Materials and Methods RAW 264.7 cells were incubated with 0-100 ng/ml Ambn for 6 h and then induced with 50 ng/ml RANKL for indicated time. Bone marrow cells from ddY male mice were pretreated with 100 ng/ml Ambn and 20 ng/ml M-CSF for 6 h, then cells were induced with 40 ng/ml RANKL for indicated time. Cells were subjected to TRAP analysis, actin ring formation assay, pit resorption assay, RT-qPCR and western blot analysis to determine the effect of Ambn on osteoclastogenesis. In some experiments, RAW264.7 cells were cultured with 100 ng/ml Ambn for 6 h, followed by stimulation with 50 ng/ml RANKL for 48 h. They were then incubated with 5 μM Fluo 4-Am for indicated time. Fluorescence images were recorded to measure Ca2+oscillation.

Results Ambn suppressed the number of TRAP-positive multi-nucleated osteoclasts, actin ring formation, pit resorption area and the expression of osteoclast-specific genes. Moreover, Ambn also attenuated c-Fos-mediated NFATc1 expression. The phosphorylation of CREB, JNK, and p38 MAPK, but not ERK1/2 was reduced in Ambn-induced RAW264.7 cells. RANKL-induced calcium oscillation also decreased in the presence of Ambn. Blimp1, the transcriptional repressor of negative regulators of osteoclastogenesis, was also reduced by the presence of Ambn, which elevated MafB, Bcl6, and Irf8 expression.

Conclusion Taken together, these results indicated that Ambn negative regulated RANKL-induced osteoclastogenesis in vitro in three specific pathways: (1) the inhibition of JNK and p38 MAPK-mediated c-Fos activation, (2) Ca2+ oscillation and CREB-mediated NFATc1 up-regulation, and (3) Blimp1-mediated negative regulators of osteoclastogenesis

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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細胞膜貫通型タンパク質Sltrik1は骨芽細胞分化を促進する
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Slitrk1は主に神経系の存在し，神経突起の伸展を調節する機能を持つとされている細胞膜貫通型タンパク質SLITRKファミリーに属する．Slitrk1は自閉症や多発性チックを症状とするトゥレット症候群関連づけられている遺伝子の一つであり，トゥレット症候群患者では骨形成の遅延や骨折が多いとされる．しかしながら，これまでにSlitrk1と骨代謝の関連は知られていない．そこで本研究では骨形成におけるSlitrk1の役割を検討した．　マウス大腿骨の免疫染色を行ったところSlitrk1は骨芽細胞に強く発現した．マウス前骨芽細胞株MC3T3-E1細胞と初代培養頭蓋骨由来骨芽細胞をAscorbic acidとβ-Glycerophosphateを用いて分化誘導し，Real-time PCR法とWestern Blotting法を用いてSlitrk1の発現を確認した．すると骨芽細胞分化にともないSlitrk1の発現は上昇した．　次にALP活性を骨芽細胞分化マーカーのOsteocalcinの発現量を指標にMC3T3-E1細胞を用いてBMP2やWnt3aが誘導する骨芽細胞分化に対するSlitrk1の役割を検討した．siRNAを導入しSlitrk1のノックダウンした細胞ではALP活性とOsteocalcinのmRNAの発現量は有意に低かった．それとは逆にSlitrk1の過剰発現は骨芽細胞のマスターレギュレーターのRunx2の過剰発現で誘導したALPとOsteocalcinの発現を増強した．さらに6ヶ月齢雄のSlitrk1ノックアウトマウスの大腿骨をμCTを用いて解析したところ，野生型に比べてノックアウトマウスの骨量は減少傾向にあった．以上から骨芽細胞に発現するSlitrk1は骨芽細胞分化を促進する役割があると考えられる．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Slitrk1, an integral membrane protein, regulates osteoblast differentiation
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3Dent & Oral Surg, Saitama Med Univ





Slit and Ntrk-like protein 1 (Slitrk1) is a member of the SLITRK family of integral membrane proteins known to regulate neurodendrite elongation in the nervous system. Slitrk1 is associated with the tic disorder, Tourette syndrome. Tics are involuntary, repetitive movements and vocalizations. Patients with Tourette syndrome also show delayed bone formation and an increase in the prevalence of bone fractures. However, the role of Slitrk1 in bone homeostasis is completely unknown. Here, we examined the role of Slitrk1 in osteoblastogenesis.  Immunohistochemistry revealed that Slitrk1 was strongly expressed by osteoblasts in murine femoral bone. The expression levels of Slitrk1 increased during osteoblast differentiation in MC3T3-E1 preosteoblasts cells and primary calvarial osteoblasts following treatment with ascorbic acid and β-glycerophosphate. In MC3T3-E1 cells treated with Slitrk1 siRNA, typical osteoblast markers such as alkaline phosphatase (ALP) activity and osteocalcin expression were decreased following stimulation with BMP2 or Wnt3a when compared to scrambled siRNA cells. In contrast, overexpression of Slitrk1 enhanced the mRNA levels of ALP and osteocalcin induced by Runx2, a master regulator of osteoblastogenesis. Furthermore, 6-month-old male Slitrk1 null mice had a tendency for decreased femoral bone volume.Altogether, these data suggest that Slitrk1 enhances osteoblast differentiation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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プロテアソーム阻害剤を用いた効率的骨芽細胞分化誘導法の検討
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【目的】BMPは骨再生への応用が期待されている分子である．しかし，ヒトにおいて十分量の骨を誘導するためには高い投与量が必要なことなど，実用化に向け大きなハードルが存在する．そこで，BMPの使用を低濃度に抑え，かつ骨分化誘導能を増強させる化合物を同定するため，プロテアソームの阻害剤に着目し検討した．本解析で用いたプロテアソーム阻害剤BortezomibやIxazomibは，多発性骨髄腫の治療薬としてすでに臨床応用されている．これら薬剤に関しては投与後に腫瘍が縮小する際，腫瘍周囲に骨形成が認められることが報告されているが，その分子機序は明らかでなかった．本研究では，低濃度BMPと低濃度プロテアソーム阻害剤の同時処理による効率的な骨芽細胞分化誘導法の確立を目的として，以下の解析を行った．【方法】骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1を用いて，低濃度のBMPとBortezomib・Ixazomibで細胞を同時刺激し，Alkaline Phosphatase活性を指標に骨芽細胞分化の評価を行った．さらに細胞分化の分子機序の一端を明らかとするため，低濃度BMPとプロテアソーム阻害剤の併用時に変動する分子の解析を行った．【結果】低濃度のBMPと，BortezomibあるいはIxazomibとの同時処理において，明らかな骨芽細胞分化誘導促進が認められた．また，これら薬剤の併用により転写因子の一つであるOsterixタンパク質の相乗的な増加が観察された．【考察】プロテアソームはタンパク質の翻訳語修飾機構の一つであるユビキチン・プロテアソームシステム（UPS）の主要構成因子であるが，このUPSによりOsterixタンパク質安定性制御が行われることが，骨芽細胞分化に重要である可能性が示唆された．また，低濃度BMP・プロテアソーム阻害剤の併用による効率的な骨芽細胞分化誘導法の確立を試みることで，副作用を極力抑えた骨再生療法の開発につながることが期待される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of proteasome inhibitors in osteoblast differentiation




○Hoshikawa S1,2，Chiba M1,2，Watahiki A2，Shimizu K2，Inuzuka H2，Fukumoto S1,2

1Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent
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Bone morphogenetic protein (BMP), a potent osteogenic cytokine, holds promise as a potential therapeutic agent for bone regeneration. However, the usage of high-dose BMP in clinical practices has often been reported to result in severe bone-related complications. Thus, it is critical to find a way to efficiently promote osteoblast differentiation with a reduced BMP concentration. In this study, to achieve efficient osteogenic induction, we investigated the application of proteasome inhibitors Bortezomib and Ixazomib, the currently approved anti-cancer drugs whose osteogenic effects in vivo have been recently reported. The simultaneous treatment of pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells with the low concentration of BMP and proteasome inhibitors resulted in a significant increase in osteoblast differentiation. Consistently, Osterix protein level was remarkably augmented in MC3T3-E1 cells upon the concurrent treatment, which is the conceivable underlying molecular mechanism of the observed enhanced differentiation into osteoblasts. This study may provide an insight into the development of novel therapeutic strategies for bone regeneration with less BMP side effects.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Er:YAGおよび半導体レーザーによるブタ歯髄細胞および歯髄組織への影響




○斉藤　まり1，千葉理紗子1，山本　竜司1，唐木田丈夫1，小林　一行2，山越　康雄1

1鶴大　歯　生化

2鶴大短大　歯科衛生





低出力レーザー治療において，露髄部へのレーザー照射は歯髄組織の賦活作用をもたらすが，その作用機序について未だ不明な点が多い．【目的】ブタ不死化歯髄細胞(PPU-7)および歯髄組織に対しEr:YAGレーザー(Er)および半導体レーザー(DI)を照射し，その効果を比較検討することを目的とした．【方法】PPU-7細胞にErおよびDI照射を行い，(1)細胞増殖能をMTSアッセイにて測定，(2)アポトーシスへの影響は，カスパーゼ3抗体による免疫組織染色でアポトーシスした細胞を観察し，アポトーシス指数(AI)を算出して評価した．また，細胞分化への影響を(3)定量PCRによる遺伝子発現分析と(4)アルカリホスファターゼ(ALP)測定により評価した．さらにブタ歯髄組織に対してErおよびDIを照射し，(5)歯髄組織中のタンパク質成分の変化をSDS-電気泳動およびザイモグラフィーにて調べた．【結果および考察】(1)レーザー照射による細胞増殖能は，DI群と対照群は同じ傾向を示したが，Er群の増殖速度は緩やかであった．(2)両レーザー照射はPPU-7細胞のアポトーシスを誘導し，3日目におけるAIはEr群が最も高かった．(3)遺伝子発現は，ErではMmp2，DIでは2つのDsppバリアントとMmp20が優位に上昇し，骨芽細胞および軟骨細胞のマーカー遺伝子発現が低下した．(3)の結果に加え (4)ALP活性は両レーザー照射により上昇を示したことから，PPU-7細胞はレーザー照射によって象牙芽細胞へ分化したことが示唆された．興味深いことに(5)歯髄組織に対するレーザー照射により，4つのマトリックスメタロプロテアーゼが活性化され，さらにDI照射により分子量約70 kDaのタンパク質が分解されることが判明し，現在同定を試みている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of Er:YAG and diode laser irradiation on dental pulp cells and tissues




○Saito MM1，Chiba R1，Yamamoto R1，Karakida T1，Kobayashi K2，Yamakoshi Y1
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Laser irradiation (LI) is beneficial for dental treatment. Our objectives are to understand how Er:YAG-LI and diode-LI modulate dental pulp cells and tissues. Methods: Following laser irradiation for porcine dental pulp-derived cell lines (PPU-7), cell proliferation was analysed by MTS assay. Apoptosis index was calculated from immunohistochemical study with anti-cleaved caspase 3 antibody. The mRNA levels for odontoblastic, osteoblastic and chondrocytic marker genes were analysed by qPCR. Proteins and proteases were extracted from porcine dental pulp tissue after laser irradiation and characterized by SDS-PAGE and zymography. Results: Both LIs promoted proliferation in PPU-7 cells, although the cell growth rate between the LIs was different. In addition to proliferation, both LIs also caused apoptosis; however, the apoptotic index for Er:YAG-LI was higher than that for diode-LI. The mRNA level of odontoblastic gene markers two dentin sialophosphoprotein splicing variants and matrix metalloprotease (Mmp)20 were enhanced by diode-LI, whereas Mmp2 was increased by Er:YAG-LI. Both LIs enhanced alkaline phosphatase activity, suggesting that they may help induce PPU-7 differentiation into odontoblast-like cells. Both LIs activated four MMPs in porcine dental pulp tissues. Conclusion: Both lasers contribute to the formation of reparative dentin while demonstrating their unique capabilities.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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蛍光発色ブタ歯髄細胞株の作製とMTA上での培養




○服部　　環1，唐木田丈夫2，山本　竜司2，細矢　哲康1，山越　康雄2

1鶴大　歯　歯内療法

2鶴大　歯　分子生化





【目的】MTA（Mineral trioxide aggregate）は，近年，歯内療法領域を中心に多くの使用例とともに，良好な結果が報告されている．本研究の目的は,不透明なMTA上での歯髄細胞の動向を観察するために，安定的に蛍光発色する歯髄細胞株を作製し，MTA上で培養した細胞を経時的に観察することである．【材料と方法】ブタ歯髄組織から分離して作製した不死化細胞(PPU-7)に，赤色蛍光タンパク質遺伝子DsRedをリポフェクション法で導入し，限界希釈法で安定的に赤色蛍光を発する細胞をクローニングした(DsRed-PPU7)．次に，蒸留水で練和したMTAを，シリコン製の型枠を用いてディスク状に成形した．硬化したディスクを細胞培養液に一晩浸漬した後，PPU7細胞を播種し，ディスク上の培養細胞(MTA-DsRed-PPU7)の特性について調査した．【結果と考察】DsRed-PPU7は，安定して赤色蛍光を発すると共に高いアルカリホスファターゼ活性と石灰化能を有し，象牙質シアロリンタンパク質遺伝子の発現が観察されるなど象牙芽細胞の特徴を示した．MTAディスク上に播種した細胞を蛍光顕微鏡で観察したところ，MTA-DsRed-PPU7はディスク表面に接着し，培養プレート上の細胞と同様の形状が認められた．培養3日目から5日目にかけて，MTA-DsRed-PPU7の細胞数の減少が認められたが，5日目以降は細胞増殖が再開しコンフルエントに達した．培養5日目以降の細胞増殖曲線から計算した細胞の倍加時間は1.7日であり，これは培養プレート上での倍加時間と同程度であった．この結果から，当初MTAが細胞増殖に与えた影響は一過性のものであり，その後は正常に増殖することがわかった．今後はこの実験系を用いて，MTA上での細胞の分化能，石灰化誘導能，遺伝子発現を検討するつもりである．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Characterization of fluorescent porcine dental pulp cell line on MTA
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Objectives are to prepare fluorescent porcine dental pulp cell line and to characterize it on MTA (Mineral trioxide aggregate).Methods: Red fluorescence protein, DsRed, was introduced into immortalized cells (PPU7) by lipofection method and cloned (DsRed-PPU7) by limiting dilution method. MTA cement was mixed with distilled water and formed by a mold of silicon (MTA-disk). MTA-disk was immersed in cell culture medium and DsRed-PPU7 was seeded on it (MTA-DsRed-PPU7). Following the culture for additional 5 days, cell proliferation and gene expression of MTA-DsRed-PPU7 were characterized.Results and Discussions: The DsRed-PPU7 maintained stable fluorescent chromogenic, high alkaline phosphatase activity, mineralization ability and high expression level of dentin sialophosphoprotein mRNA suggesting that it has a characteristic of odontoblastic-like cells. The observation by fluorescence microscopy showed that MTA-DsRed-PPU7 possessed the same shape as when it adhered to the culture plate. By day 3 to 5 of the culture, MTA-DsRed-PPU7 rapidly decreased, but its proliferation recovered after day 5. Doubling time of the cells was calculated from the cell growth curve was 1.7 days and it was almost equal to the culture plate. This result suggests that the influence of MTA was temporary, and then proliferated normally.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ブタ幼若エナメル質中のケラチン75について




○千葉理紗子1，山本　竜司1，大久保水羽2，山越　康雄1

1鶴大　歯　分子生化

2鶴大　歯　歯周病





ケラチン75 (KRT75)遺伝子の突然変異は抜け毛や虫歯など，様々な問題を引き起こす可能性があることが示唆されている．近年，KRT75は歯のエナメル小柱鞘に存在することが報告されたが，その動態については不明な点が多い．前回我々は，形成過程にあるブタエナメル質中のKRT75について検討を行ったところ，KRT75は形成過程で遺伝子が継続して発現していたこと．KRT75タンパク質量が幼若および成熟エナメル質で変化しないことを報告した．【目的】今回我々は，KRT75がエナメル質形成過程において他のエナメルタンパク質とどの様に関与し，作用しているのかを明らかにするため，実験を行った．【材料・方法】生後約5ケ月のブタ永久第二大臼歯の幼若エナメル質からタンパク質を抽出し，KRT75抗体を用いたウェスタンブロット(WB)にて特定されたタンパクバンドを切り出して質量分析によって断片ペプチドの配列を解析した．また，KRT75を含む画分試料にエナメルプロテアーゼ(エナメリシン(MMP20)とカリクレイン4 (KLK4))を添加し反応させ，KRT75のタンパクバンドの変化をWBで比較した．さらに，ヒドロキシアパタイト(HA)とKRT75の親和性を高速液体クロマトグラフィーおよび，WBで検討した．【結果および考察】質量分析からブタ幼若エナメル質中には，ブタのKRT75が存在することが判明した．また，エナメルプロテアーゼとの反応実験において，KRT75はKLK4によって分解されたが，MMP20では分解されなかった．さらに，HAとの吸着実験において，KRT75はHAに対して親和性を有していないことが分かった．以上のことより，KRT75は幼若エナメル質中(基質形成期)ではMMP20の作用を受けずに存在することが示唆されたので，今後他のエナメルタンパクとの相互作用について検討を行うつもりである．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





KRT75 in the porcine immature enamel




○Chiba R1，Yamamoto R1，Okubo M2，Yamakoshi Y1
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Our objective: is to investigate the dynamics of keratin 75 (KRT75) during enamel formation. Methods: Immature enamel proteins were extracted from tooth germs of the second molars of 5-month-old pig. Protein fractions were characterized by Western blotting. The KRT75 antibody-positive bands were excised from SDS-PAGE gel and the sequence of the peptide fragment was analyzed by mass spectrometry. In addition, matrix metalloprotease 20 (MMP20) and kallikrein-related peptidase 4 (KLK4) were added to the fractionated KRT75 sample and the change in protein band of KRT75 was compared by Western blotting. The affinity of KRT75 to hydroxyapatite (HA) was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) and Western blotting. Results and Discussion: Mass spectrometry revealed the presence of KRT75 in the porcine immature enamel. Western blotting showed that the KRT75 was degraded by KLK4, but not by MMP20. HPLC and Western blotting showed that the KRT75 did not have an affinity for HA. These findings suggest that KRT75 is present in the immature enamel without the processing by MMP20 at secretory stage and it is degraded by KLK4 after the transition stage.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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炎症および骨吸収の制御作用を有する新規食物由来ペプチドの検索




○田村　　光1,2,3，前川　知樹1,2，土門　久哲1,2，永井　康介1，日吉　　巧1,3，前田　健康2，寺尾　　豊1,2

1新潟大　院医歯　微生物，2新潟大　院医歯　高口セ，3新潟大　院医歯　歯周病





【背景】先行研究では様々な食物由来ペプチドが，歯周病原細菌に対して抗菌作用を呈すと報告されている．しかしながら，食物由来ペプチドが，歯周炎において炎症と骨吸収に及ぼす影響については不明な点が多い．そこで本研究では，種々の米ペプチドに着目し，生体防御機構，特に歯周病による炎症と骨吸収へ与える影響を調べた．【材料と方法】本研究では，数種類の米由来ペプチドを使用した（共同研究者：新潟大学　谷口正之教授より供与）．ペプチドの抗炎症作用および破骨細胞分化に対する影響を評価するために，ペプチドで前処理したマウスマクロファージ由来RAW264.7細胞にPorphyromonas gingivalis LPS を加え，炎症性サイトカインの転写活性をReal-time PCR解析した．また，RANKLとペプチドを添加した培地にてRAW264.7細胞を培養し，破骨細胞分化関連因子の転写活性を測定した．次に，ペプチドの歯槽骨吸収に対する効果を検証するため，BALB/c，12週齢のマウスにおいて第二臼歯を結紮した後，ペプチドを1日1回，計6日間歯肉に接種した．結紮から1週間後に上顎骨を回収し，歯槽骨の変化量を測定した．脱灰した上顎骨は凍結切片とし，TRAP陽性の多核細胞を破骨細胞として算定した．【結果と考察】RAW264.7細胞を用いたin vitroの系において，米由来ペプチドは，LPS誘導性炎症とRANKL添加による破骨細胞分化関連因子の転写活性の上昇をそれぞれ抑制した．歯周病モデルマウスのin vivo実験においては，米ペプチドの投与が歯牙結紮による炎症と歯槽骨吸収量を抑制し，さらに上顎骨における分化した破骨細胞数を減少させた．【結論】本研究で選出した米ペプチドは，歯周病による炎症と骨吸収を抑制する生体防御効果を持つ可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The food peptides restrain periodontal inflammation and bone loss
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Previous studies have reported that various food peptides exhibit antibacterial activity against periodontal pathogenic bacteria. However, it remains unclear that these food peptides could inhibit inflammation and bone resorption in periodontitis pathology. The overall objective is to investigate how various rice peptides influence on biological defense mechanisms on inflammatory bone loss induced by periodontitis, and to identify the novel functions that could be a potential anti-inflammatory drug.This study used several kinds of rice peptides which were kindly provided by a collaborator, Professor Masayuki Taniguchi, Niigata University. We determined and measured the expression both of inflammation and osteoclast-related molecules was determined and measured in mouse macrophage-derived RAW 264.7 cells cultures using qPCR. Subsequently, the effect of peptide on inflammatory bone loss in mouse periodontitis was examined using a mouse tooth ligating model. Briefly, periodontal bone loss was induced in mice by ligating maxillary second molar. The mice received a microinjection of the peptide in the gingiva every day thereafter until the day before sacrifice.Rice peptides significantly inhibited transcription activity of inflammation and osteoclast-related molecules in RAW 264.7 cells. Local treatment with rice peptide in mice subjected to ligature-induced periodontitis inhibited inflammation and bone loss.
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Er:YAGレーザー照射による歯根膜細胞のアポトーシス誘導
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【目的】近年，様々なレーザーのLLLT(Low reactive Level Laser Therapy)による生物学的効果が報告されている．Er:YAGレーザーでは歯根膜細胞 (HPDL細胞) に照射すると細胞増殖能が上昇すると報告されているが，その作用機序について不明な点が多い．本研究は，HPDL細胞にEr:YAGレーザーを低出力で照射した際のアポトーシスや細胞増殖能，および関連する遺伝子発現について調べた．【方法】HPDL細胞(Lonza,MD,USA)を96 wellプレートに播種した翌日にEr:YAGレーザー(Erwin AdvErL; モリタ製作所，京都) を50mJ・10pps・ディフォーカス (照射距離2 cm)・スウィーピングモーションで10秒間照射した．細胞増殖能は照射後0, 3, 5日目にMTS-assayを行い，アポトーシスは照射後1, 3, 5日にHE染色やCaspase3抗体を用い免疫染色を行った．HSP90とCOX2の遺伝子発現は照射後0, 1, 3, 5日のtotal RNAを調製し，リアルタイムPCRにて調べた．【結果】細胞増殖能は，0, 3日目の照射群で有意に低下した．アポトーシスは，1日目の照射群が未照射群と比較して約5.5倍，照射3日目では約7.5倍と有意に上昇した．遺伝子発現において，COX2は1, 3日目で，HSP90は3日目で照射群が有意に上昇した．【考察】本実験の結果，HPDL細胞に対しEr:YAGレーザーを低出力で照射すると細胞増殖を阻害せずにCaspase3が増加しアポトーシスを誘導した．これは，Er:YAGレーザーを照射し数日後に細胞増殖能が増加する要因の1つにCaspase3の関与が考えられた．Caspase3が細胞増殖を制御するPGE2を活性化させる (Huang Q et al. Nat Med. 2011) という報告から，PGE2がCaspase3により活性化されることで細胞増殖能が時間差で上昇することが示唆された．また，PGE2を誘導するCOX2やアポトーシス抑制に作用するHSP90の遺伝子発現が増加したことから，レーザー照射によるアポトーシスや細胞増殖にHSP，COX2遺伝子発現が密接に関わっていることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Er: YAG laser irradiation induces apoptosis of periodontal ligament cells
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It has been reported that cells are increased in human periodontal ligament cells (HPDL cells) by Er:YAG laser irradiation.However, the mechanism of action is unclear.In this study, we investigated apoptosis and cell proliferation potency, related gene expression in low power Er: YAG laser irradiation to HPDL cells. As a result, low power Er: YAG laser irradiation on HPDL cells did not inhibit cell proliferation, but Caspase3 increased and apoptosis was induced.Since Caspase3 activates PGE2 that controls cell proliferation (Huang Q et al. Nat Med. 2011), Caspase 3 was considered to be involved as one of the factors of cell increase after Er: YAG laser irradiation.In addition, COX2 gene expression increased on 1 and 3 days after irradiation and HSP90 gene expression increased on 3 day after irradiation. Those result suggested that apoptosis, and gene expression of COX2, HSP90 are involved in cell proliferation caused by Er:YAG laser irradiation.
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口腔扁平上皮癌細胞由来のIL-1α特異的な間葉系細胞を介した免疫抑制作用の促進
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【目的】癌による免疫系制御に間葉系間質細胞が重要な役割を果す．我々はC3Hマウス口腔扁平上皮癌細胞株Sq-1979の放出するIL-1αが，同系マウス由来の線維芽細胞（10T1/2）による抗CD3抗体刺激脾細胞のIFN-γ産生能の抑制作用を増強することを報告した (伊藤他，第59 回 歯科基礎医学会)．Sq-1979由来のIL-1αが10T1/2細胞の接触を介してTh1型免疫反応をどのように抑制するか解明するために，IL-1αで活性化している10T1/2細胞由来のサイトカイン群等をスクリーニングした結果，Il-6，Ccl7およびCcl2  mRNA発現が上昇していた．本実験では共培養系において中和抗体を用いてその機能解析を試みた．

【方法】IL-1α刺激により10T1/2細胞で発現の上昇するサイトカイン遺伝子，Il-6，Ccl7およびCcl2  に対する中和抗体を用いて，Sq-1979, 10T1/2およびマウス脾細胞混合培養系における免疫抑制作用に及ぼすそれら因子の機能を検討した．

【結果と考察】Sq-1979細胞の馴化培地を抗Il-1α中和抗体で処理すると，10T1/2細胞による，刺激脾細胞のIFN-γ産生能の抑制に対する増強作用が消失した．一方同様に，抗Il-1f6，Il-6，CCL2，CCL7に対する中和抗体で処理しても，この増強作用は変化しなかった．以上の事実から，Sq-1979はIl-1αを介して10T1/2細胞の引き起こす免疫抑制作用を増強するが，その作用は少なくとも10T1/2細胞に誘導されるCCL2およびCCL7を介して促進するのではないことが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Immunosuppressive effect of mesenchymal cells was specifically enhanced by IL-1α, which is secreted from mouse oral squamous cell carcinoma cells
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Mesenchymal stroma cells contribute for tumor-promoting immune suppression.  C3H mouse mesenchymal cells, 10T1/2, suppressed IFN-γ -producing capability of mouse spleen cells stimulated by anti CD3+ antibody. This suppressive effect of 10T1/2 cells was specifically enhanced by IL-1α from oral squamous cell carcinoma (OSCC), Sq-1979 cells (RIKEN BRC). We have also demonstrated that the expression of Il-6, Ccl7 and Ccl2 mRNAs was significantly elevated in IL-1α -stimulated 10T1/2 cells. Interestingly, the enhancement of immunosuppressive effect of 10T1/2 cells by Sq-1979 conditioned medium (CM) was specifically abolished by adding the anti Il-1α antiserum; however, the effect was not occurred by adding anti Il-6, CCL2 or CCL7 antiserums.  Our results demonstrated that the Il-1α secreted by Sq-1979 cells enhanced immune-suppressive function of mesenchymal stromal cells; however, the effects could not be, at least, mediated by CCL2 and CCL7 conditionally produced by 10T1/2 cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス口腔扁平上皮癌細胞由来のIL-1αにより間葉系細胞(10T1/2)に誘導される免疫チェックポイント遺伝子の解析
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【目的】癌による免疫系制御に間葉系間質細胞が重要な役割を果す．我々はC3Hマウス口腔扁平上皮癌細胞株Sq1979の放出するIL-1αが，同系マウス由来の線維芽細胞（10T1/2）による抗CD3抗体刺激脾細胞のIFN-γ 産生能の抑制作用を増強することを報告した (森本他，第59 回 歯科基礎医学会)．IL-1αで刺激された10T1/2細胞の接触により，Th1型免疫反応がどのように抑制されるのかその機構を解明するために，IL-1αにより10T1/2細胞に誘導される遺伝子群をスクリーニングし，パスウェイ解析，GO解析およびその機能解析を試みた．【方法】IL-1αにより10T1/2細胞(理研BRC)を処理し，で特異的に発現の高いサイトカイン遺伝子群をcDNAマイクロアレイ法によりスクリーニングした．誘導遺伝子群をパスウェイ解析，GO解析およびRT-PCRにより発現を検討し，機能的に重要と思われる遺伝子群を同定した．さらにそれらに対するsiRNAを作製し，遺伝子発現をノックアウトした10T1/2細胞による免疫抑制作用の変化を，刺激脾細胞との混合培養系を用いて検討する．【結果と考察】IL-1α刺激によって10T1/2細胞では，antigen processing and presentation，MHC class I protein complex，cell chemotaxisに関連する遺伝子群が発現上昇していることが示唆された．RT-PCR解析によりそれら遺伝子群の中核をなすH2遺伝子群(H2-B1, H2-K1, H2-L, H2-Q7, H2-T23, Tapbp, CD74 mRNA)の発現上昇が確認された．これら遺伝子が10T1/2細胞の免疫抑制作用にどのように関与しているか現在検討している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analyses of immuno-checkpoint genes induced in mesenchymal cells (10T1/2) by IL-1α from mouse oral squamous cell carcinoma cells
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Mesenchymal stroma cells contribute for tumor-promoting immune suppression.  C3H mouse mesenchymal cells, 10T1/2 (RIKEN BRC), suppressed IFN-γ-producing capability of mouse spleen cells stimulated by anti CD3+ antibody. This suppressive effect of 10T1/2 cells was specifically enhanced by IL-1α from oral squamous cell carcinoma (OSCC), Sq1979 cells (RIKEN BRC). Using microarray (SuperPrint G3 Mouse GE Microarray Kit, Agilent), gene ontological and real time PCR analyses (SYBR Premix EX Taq, TaKaRa), we screened specifically elevated mRNAs in IL-1α-stimulated 10T1/2 cells. Our results demonstrated that, in IL-1α-stimulated 10T1/2 cells, antigen processing and presentation, MHC class I protein complex and cell chemotaxis-associated mRNAs were upregulated. RT-PCR analysis confilmed that the expression of H2 mRNAs including H2-B1, H2-K1, H2-L, H2-Q7, H2-T23, Tapbp, CD74 mRNAs was significantly elevated. We are now attempting to examine the functional significance of these genes for immune suppressive activity of 10T1/2 cells upon antigen-stimulated spleen cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-22

麻酔薬が癌組織における免疫抑制環境の形成におよぼす影響
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【目的】近年，麻酔薬が免疫系を攪乱することでがん患者の長期予後にかかわる可能性が示唆されている．我々は，これまでにC3Hマウス口腔扁平上皮癌（OSCC）と同系マウスの胎仔線維芽細胞（10T1/2）を組合せて刺激脾細胞と共培養することで，OSCC由来の液性因子と10T1/2が，刺激脾細胞が示すTh1型免疫反応を抑制的に調節していることを明らかにしてきた．そこで本研究では，本実験系で観察されるTh1型免疫反応に与える麻酔薬の影響を検討した．【方法】OSCCとしてC3Hマウス頬粘膜由来扁平上皮癌細胞株（Sq-1979細胞)，癌関連間質細胞のモデルとしてC3Hマウス胎児由来線維芽細胞株（10T1/2細胞）を用いた．脾細胞は同系統マウスより単離し，10T1/2単独あるいはSq-1979(またはその馴化培地)の存在下で，抗CD3抗体を用いて脾細胞中のT細胞を特異的に48時間刺激した．培養後のサイトカイン産生量はELISA法にて測定した．麻酔薬はリドカイン，プロポフォール，ミダゾラムを使用した．【結果と考察】マウス脾細胞を10T1/2と接触条件下で共培養すると，刺激脾細胞のIFN-γ産生能は低下した．この10T1/2-脾細胞共培養系にさらにSq-1979の馴化培地（CM）を加えると，10T1/2の刺激脾細胞に対する抑制作用が増強された．本共培養系に麻酔薬を添加すると，用いた三種類の麻酔薬はいずれも刺激脾細胞からのIFN-γを顕著に阻害した．一方，10T1/2による脾細胞IFN-γ産生能の抑制作用は，ミダゾラム添加群でのみ軽減され，10T1/2単独あるいはSq-1979馴化培地存在下いずれの場合も，ミダゾラムの濃度依存的にIFN-γ産生能の回復が認められた．以上の結果から，ミダゾラムは脾細胞と10T1/2細胞両方に作用し，その機能を撹乱し，癌組織内でのTh1型免疫反応を改変する可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of anesthetics on the immune suppression in the microenvironment of oral squamous cell carcinoma tissue
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We have previously established co-culture system composed of C3H murine oral squamous cell carcinoma cell line (Sq-1979), C3H mouse embryo-derived fibroblast cell line (10T1/2) and anti-CD3-antibody-stimulated splenocytes. Then we demonstrated that the Th1 type immune response of stimulated splenocytes was regulated inhibitory in this system. In the present study, we examined the effects of anesthetics on this Th1 type immune response in this co-culture system. When mouse splenocytes were co-cultured with 10T1/2, the IFN-γ production from stimulated splenocytes decreased. When conditioned medium (CM) of Sq-1979 was further added to this system, the suppressive effect of 10T1/2 on stimulated splenocytes was enhanced. The three anesthetics used (lidocaine, propofol and midazolam) markedly inhibited the IFN-γ production from stimulated splenocytes in this co-culture system. On the other hand, the suppressive effect of 10T1/2 on the IFN-γ production from splenocytes was markedly reduced by only midazolam. The midazolam restored the IFN-γ production that was suppressed by 10T1/2 in the presence or absence of CM of Sq-1979, in a concentration-dependent manner. These results suggest that midazolam acts on both splenocytes and 10T1/2, disturbing their function and altering Th1 type immune response in the cancer tissue.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-23

口腔がん診断の自然蛍光画像診断の輝度比率は腫瘍の増大に影響せず安定している
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【目的】近年，非侵襲的な口腔がんの診断法としてautofluorescence imagingの応用が広がっている．そこで，本研究では口腔がんが疑われる際の画像診断に於ける数値的指標を求めることを目的とする．【方法】ヒト口腔扁平上皮がん細胞株HSC-3をnude mouseの皮下に接種するXenograft mouse modelを用いて，腫瘍の増大に伴うFluorescence Visualization（IllumiscanR）による画像を採取し，正常皮膚組織の輝度を1とした場合の腫瘍部位の輝度の比率（腫瘍部位の輝度/正常皮膚組織の輝度）を系時的に観察する．その後，腫瘍接種5週後の腫瘍，及び，正常皮膚組織を採取し，輝度の変化の要因と言われるFAD量とNADH量の違いを検証した．【結果と考察】　腫瘍部位の輝度比率は0.85±0.05であり，腫瘍増殖・増大しても，その比率に有意な変化は認めなかった．また，腫瘍組織内のFADとNADHは正常皮膚組織に比べて有意に減少していた．これらのことからFluorescence Visualization（IllumiscanR）による画像診断において，輝度比率が0.90以下の場合は腫瘍である可能性が高いことが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The luminance ration of autofluorescence in a  xenograft mouse model is stable through tumour growth stages
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＜Objectives＞The aim of this research was to observe a cutoff value for the autofluorescence imaging diagnosis of oral cancer with tumor growth. ＜Materials and methods＞A xenograft mouse model was created with the human oral squamous cell carcinoma cell line HSC-3 being subcutaneously inoculated into nude mice, and then tumor imaging was performed using an autofluorescence imaging diagnostic method (IllumiscanR). This method used the luminance ratio, defined as the luminance of the tumor site over. ＜Conclusions＞Our findings indicate that a luminance ratio under 0.90 on the autofluorescence imaging method indicates a high possibility of there being a tumor without affecting tumor growth. However, this cutoff value was determined using a xenograft mouse model, and therefore requires further validation before being used in clinical diagnosis.
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休眠に寄与する骨髄播種癌細胞の自律的分子特性の解析




○前城　　学1,2，神力　　悟2，中村　拓哉1，城野　博史3，中山　秀樹1，安東由喜雄4，松井　啓隆2

1熊本大　医　口外，2熊本大　医　臨床病態解析

3熊本大　医　薬剤，4熊本大　医　神内





骨髄に播種した癌細胞（BM-DTC）は細胞周期が静止した休眠状態であるにも関わらず，頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）を含む様々な癌で，その後の転移性再発と強く関連している．また，従来の治療法に抵抗性を示すことが知られている．休眠BM-DTCは何らかのきっかけで増殖を開始して転移巣を形成するとともに，他の臓器での転移細胞の供給源になっていると認識されているため，癌の治癒においてBM-DTCの検出や制御が重要と考えられる．しかし，骨髄に播種して休眠するDTCの特性については不明である．ヒト頭頸部扁平上皮癌（HNSCC）細胞株であるHEp3は，マウスに移植した場合，多発性転移をきたすが，骨髄では休眠を維持することが知られている．近年我々は，この株からin vivo selection法により，休眠BM-DTC，肺転移，移植部位に由来するクローン（それぞれBM，Lu，Pとする）を樹立し，BM-DTCの増殖抑制に付随して発揮される抗癌剤抵抗性には，DTC自身のTGF-β2-SDF-1-CXCR4シグナリングが重要であることを報告した．しかし，同様に抗癌剤耐性を示した肺転移細胞では，このような分子メカニズムの関与は認められなかった．トランスクリプトーム解析を行ったところ，BMの遺伝子発現パターンは，同様のパターンを示したPやLuと大きく異なっており，BM移植マウスはPやLuを移植したものより早期に死亡した．さらに，DNAバーコードライブラリー(ClonTracer)で標識したHEp3をマウスに移植して，骨髄を含む各臓器に存在する癌細胞のバーコード配列を次世代シーケンサーにて解析したところ，BM-DTCでは移植巣とは異なるクローンが優位であることが判った．上記結果より，BM-DTCの自律的な分子学的特性は，母集団や肺転移細胞とは大きく異なり，骨髄への播種と休眠に適した特定の細胞集団が存在することが考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Intrinsic molecular characteristics of bone marrow-disseminated tumor cells contributing to dormancy
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Dormant or slow-cycling disseminated tumor cells (DTC) in bone marrow (BM) are resistant to conventional therapy in cancers including head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Recently, we reported that the intrinsic TGF-β2-triggered SDF-1-CXCR4 signaling axis was crucial for drug resistance dependent on a slow-cycling state in BM-DTC but not in lung metastatic cells. This study aimed to elucidate intrinsic molecular characteristics in BM-DTC. We used the human HNSCC cell line HEp3-originated sublines [i.e. parental line (P-HEp3), BM-DTC-derived (BM-HEp3), and lung metastases-derived sublines (Lu-HEp3)]. Our transcriptome analyses for these sublines revealed that slow-cycling and drug-resistant BM-HEp3 cells had unique gene expression signatures. In addition, our in vivo studies using HEp3 labeled with DNA barcode library showed that there were certain dominant clones in dormant BM-DTC distinct from those in tumor cells at other sites including inoculated site, lung, and peripheral blood. Further studies should contribute to better understanding of biology of minimal residual disease in BM and metastatic initiation. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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亜鉛置換型ハイドロタルサイト（HDT）セラミックス多孔体の揮発性硫黄化合物（VSC）吸着効果の検討
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近年，口臭に悩む患者が増加している．口臭の大部分は日常のケアが原因といわれ，歯周病が原因となる主要な原因物質は口腔内細菌によって産生される揮発性硫黄化合物(Volatile Sulfur Compounds, VSC)と考えられている．唾液中に溶解したVSCは，揮発することで悪臭となる．したがって，VSCの唾液からの除去が口臭の軽減につながる．そこで本研究では，微小分子の吸着性に優れたセラミック多孔体であるHydrotalcite（HDT: [Mg2+1-xAl3+x(OH)2]CO32-x/2・nH2O)をVSC除去材として応用するために，MgをZnに置換した新規ZnHDT([Mg2+1-xAl3+x(OH)2]CO32-x/2・nH2O)を開発し，VSC吸着能を検討した．偏性嫌気性菌の歯周病関連菌を用いて，培養下におけるH2S濃度を測定し，ZnHDTの歯周病関連菌の増殖に対する影響を検討した（1）．さらに，ZnHDTが口臭抑制材料として臨床応用可能な材料であるかを検討するため，EVAシートにZnHDTを含有させたマウスガードを作製し，口腔内に2時間装着し，ヒトの口臭抑制効果を示すかどうかを検討した（2）．なお，本研究は朝日大学倫理審査委員会の承認(承認番号28004）を得ている．(1)Znを含むセラミックス多孔体であるZnHDT存在下ではH2S濃度が有意に減少し，歯周病関連菌の増殖を有意に抑制した．このことから，ZnHDTは液相あるいは高湿気相環境においてもH2S（VSC）を効率的に除去できることが示された．また，ZnHDTはVSCを発生する細菌に対して抗菌性を示すことが示された．(2)マウスガード装着試験で，ZnHDT含有マウスガードによってH2S濃度は有意に減少し，口臭除去マウスガードの材料として有望であることが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Absorbent effects of Zn containing hydrotalcite (ZnHDT) on the volatile sulfur compounds from saliva
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Recently, patients suffering from bad breath have increased. Most of the causes of bad breath are in inadequate daily oral care, partly due to periodontal disease. The volatile sulfur compounds (VSC) produced in the oral cavity are dissolved in the saliva and become stench by volatilization. Therefore, elimination of VSC from saliva prevents halitosis. It has been reported that the ceramic porous materials remarkably adsorbed various micro molecules. In this study, we analyzed hydrotalcite (HDT) in which Mg was replaced with Zn (ZnHDT) as a VSC removing material. First, the ability of ZnHDT to absorb VSC and the growth of periodontal disease-related bacteria in the presence of ZnHDT was examined. Next, the ability of ZnHDT to remove VSC was investigated with a prototype mouse guard containin 40 % of ZnHDT. As a result, the concentration of hydrogen sulfide in the culture medium was decreased and the bacterial growth was suppressed. In addition the concentration of hydrogen sulfide was significantly reduced by the mouth guard incorporated with ZnHDT. Our results demonstrated that ZnHDT is promising as a material for breath freshening mouth guard. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-26

Surface pre-reacted glass ionomer (S-PRG)フィラーのヒト唾液タンパク質吸着作用の検討
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各種イオンを放出し，口腔内細菌の付着を阻害すると報告されているS-PRGフィラーを，新たな歯科材料として応用するためには，生体でのS-PRGフィラーからのイオンの徐放挙動や，徐放したイオンに対する生体の応答，体液中の成分のS-PRGフィラーへの吸着挙動を明らかにし，分子基盤を構築する必要がある．以前に我々はS-PRGフィラーに吸着する唾液タンパク質やペプチドが，リゾチームやシスタチンである可能性を報告した．また，本学会では，S-PRGフィラー溶出液が血清タンパク質を沈殿させることを報告してきた．そこで，今回は，S-PRGフィラーに対するヒト唾液タンパク質の吸着特性を，シリカフィラーと比較検討し，以下の結果を得た．すなわち，S-PRGおよびシリカフィラーの吸着タンパク質比較では，シリカフィラーが未処理の唾液と一部異なるもののほぼ同様の泳動パターンを示し，ほとんどのタンパク質と非特異的に吸着すると考えられた．また，唾液由来のペルオキシダーゼ活性や糖タンパク質によると考えられるトルイジンブルーの異染色性もシリカフィラーに吸着したタンパク質試料でより顕著にみとめられた．一方で，S-PRGフィラーに吸着したタンパク質の泳動像は，シリカフィラーの試料とは異なるパターンを示し，S-PRGフィラーは特定のタンパク質と選択的に吸着すると考えられた．これらのタンパク質についての詳細な解析を進めれば，S-PRGフィラーを含む歯科材料の抗菌効果をはじめとするさまざまな作用のメカニズム解明の一助となると考えられ，S-PRGフィラーの用途の拡大応用の可能性も考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Evaluation of proteins in human saliva adsorbed on the surface pre-reacted glass ionomer (S-PRG) fillers
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It has been reported that surface pre-reacted glass ionomer (S-PRG) fillers have various ion-releasing abilities. We reported that the amount of ions released from the S-PRG fillers under different conditions, salting out effects of S-PRG filler eluate on the human serum proteins, and effects of these proteins on the human dental pulp stem cell (hDPSC) proliferation. In this study, we investigated the adsorbed proteins in human saliva to the S-PRG fillers using silica fillers as a control.  As a result of electrophoresis of the adsorbed protein on the silica filler, it showed almost the same electrophoresis pattern as human saliva. It was suggested that the most of proteins in the saliva adsorbed nonspecifically to the silica fillers. The peroxidase activity derived from the saliva and the metachromasy of toluidine blue were more markedly observed in the protein sample adsorbed on the silica fillers. On the other hand, proteins adsorbed on the S-PRG fillers showed different electrophoretic images, and the S-PRG fillers were considered to selectively adsorb to specific proteins. Detailed analysis on the specifically adsorbed proteins on the S-PRG fillers will help clarify the mechanism of various actions including the antibacterial effect of S-PRG fillers.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス iPS 細胞から遊走神経堤細胞への分化誘導と発現転写因子の検討
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【目的】神経堤は口腔組織，特に顎骨，象牙芽細胞などに分化することが知られている．iPS細胞から神経堤細胞への分化を知ることが，iPS細胞から口腔組織分化を理解する上で必須であり，マウスiPS細胞から神経堤細胞への分化機序を検討した．【方法】細胞はマウスiPS（miPS）細胞を使用．miPS細胞用培地を用いてフィーダー細胞上にmiPS細胞を培養．0.05％ trypsin-EDTAで剥離し，低接着性プレートに播種し胚葉体（EB）を形成させた．EB形成時の培地には神経誘導培地を用い4日間浮遊培養した．Collagen コートプレートにEBを播種．継代の際，ロゼッタ状細胞は除去した．EB接着後7日目(d7)，14日目(d14)の細胞を回収し，EB形成4日目の細胞(d0)をコントロールとしてqRT-PCRにて神経堤マーカーの発現解析を行った．また抗Snai1抗体，抗Sox10抗体を用いて免疫染色を行い，RNA-sequence解析を実施した．【結果】qRT-PCRの結果より，d7では神経堤形成中期に発現するNgfr，Snai1，Snai2の発現が上昇し，d14では後期に発現するSox9，Sox10の発現量が上昇した．免疫染色では中期に発現するSnai1がd7，後期に発現するSox10はd14で強発現が確認された．RNA-sequence解析では，前期に発現するAp2，Pax3，Pax7，Zic1がd7，後期に発現するEts1，Rxrg，Ednrb，Sox10がd14での上昇を認めた．また，過去に神経堤での発現は確認されているが，発現時期については明記されていないSox6，Tncの発現がd14で上昇を認めた．【考察】これらのことから，miPS細胞から誘導した神経堤細胞においてはd7と比較し，d14が後期に発現するSox9やSox10の増加が確認され，d14がより各組織に分化する前段階である遊走神経堤に近いのではと考えた．さらにd14では過去に神経堤における発現時期について明記がないSox6，Tncの増加が認められ，遊走神経堤に関与しているのではということが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Differentiation from mouse induced pluripotent stem cells to migration neural crest cells and analysis of the expression transcription factors
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[Purpose] Many tissues are derived embryonically from the neural crest. It is essential forunderstanding oral tissue differentiation from iPS cells, we understand the differentiation from iPS cells to neural crest cells. Therefore, we examined the development of neural crest-enriched cells from mouse induced pluripotent stem (miPS) cells. [Materials & Methods] miPS cells were maintained feeder cells in miPS cells medium. miPS cells were dissociated and were transferred to low-attachment petri dishes to generate EB. EB was cultured in NC induction medium. After 4 days, we collected EB (d0) and plated on culture plates. The cells observed after 7 days was referred to 7th cells. We collected 7th cells (d7) and 14th cells (d14), and analyzed qRT-PCR, immunostaining and RNA-sequence. [Results] We confirmed that d14 had the highest expressions of Sox9 and Sox10 by qRT-PCR. RNA sequencing also confirmed that Ets1,Rxrg,Ednrb and Sox10 were increased in d14. The expression of Sox6 and Tnc was the most greatly enhanced in d14. [Conclusion]Together, there were many findings about molecular mechanisms associated with neural crest development. We approached for using miPS cells, and miPS cells of d14 was the nearest migratory neural crest cells. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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BRONJ発症におけるエクソソームの効果の検討
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【緒言】近年，間葉系幹細胞（MSC）の分泌するエクソソームは抗炎症作用や創傷の治癒促進効果が報告されている．そこでわれわれはエクソソーム中のmiRNAが効果の一端を担うと仮定し，予防法が確立されていないBRONJに対する有効性を明らかにすることを研究目的とした．【材料・方法】エクソソームはヒトMSC培養上清から超遠心法で回収した．In vitroでは，ゾレドロン酸を添加し培養したラット骨髄細胞に対し，エクソソーム投与群と非投与群において，増殖能，アポトーシス，老化細胞数を比較した．In vivoではラットBRONJモデルに対し，エクソソーム投与群と非投与群において，抜歯窩とその周囲組織を放射線学的および組織学的に評価し比較した．また，エクソソーム中のmiRNAの網羅的解析を行い，特異的なmiRNAとその関連する遺伝子の発現を評価した．【結果】ゾレドロン酸を添加し培養したラット骨髄細胞において，エクソソーム投与群では増殖率が高く，老化細胞数の減少を認めた．ラットBRONJモデルにおいても，エクソソーム投与群では抜歯窩が上皮に覆われた．MSC由来のエクソソーム中には，老化と炎症の抑制に関与するmiRNAが含まれ，関連する遺伝子発現が抑制された．【結論】ゾレドロン酸の作用としてこれまで示されていなかった，細胞の老化現象を認めた．薬剤は破骨細胞に取り込まれて作用するが，破骨細胞以外の細胞の老化を招くことでBRONJなどの有害事象を引き起こす原因の一つであることを明らかにした．それに対してmiRNAを含んだエクソソームが周囲の細胞に取り込まれ，創傷治癒に関わる細胞の老化を抑制することでBRONJ発症の予防となりうることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of mesenchymal stem cell-derived exosomes for BRONJ
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Introduction : Exosomes derived from mesenchymal stem cells (MSCs) have anti-inflammatory and wound healing promotion effect. We aimed to clarify the effectiveness of exosomes for BRONJ which prevention has not been established.Materials and methods: Exosomes were collected from culture medium of human MSCs by ultracentrifugation. In vitro, rat bone marrow (rBM) cultured with zoledronate and observed the proliferation, apoptosis and the number of senescent cells compared between exosomes-administered group and non-administered group. In vivo, in the rat BRONJ model, the tooth extraction cavity and its surrounding tissues was radiologically and histologically evaluated and compared between the exosomes-administered group and the non-administered group. In addition, we comprehensively analyzed miRNAs in exosomes and evaluated expression of specific miRNAs and related genes. Results: In rBM treated with zoledronate, the exosomes-administered group showed a higher proliferation rate and decreased senescent cells as compared with the non-administered group. Even in vivo, the cavity was covered with epithelium in exosomes-administered group. MSC-derived exosomes contained miRNAs involved in the suppression of senescence and anti-inflammation, revealing the suppression of related genes. Conclusion: It was suggested that exosomes containing miRNA was taken up by target cells and prevent the aging of cells involved in wound healing, thereby preventing the onset of BRONJ.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Prevotella intermediaの発現するアルギニン特異的アミノペプチダーゼの同定と発現
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Identification and characterization of an arginine aminopeptidase from Prevotella intermedia




○Sarwar MT1，Ohara-Nemoto Y1，Kobayakawa T1，Naito M2，Nemoto TK1
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Prevotella intermedia is a gram-negative anaerobic rod that is classified into the genus Prevotella belonging to the phylum Bacteroidetes. This bacterium is frequently found in subgingival plaque from patients with periodontal diseases. In the present study, we investigated peptidases expressed in P. intermedia PiOMA14, and found an aminopeptidase activity specifically hydrolyzing Arg-4-methycoumaryl-7-amide (Arg-MCA). The activity was significantly enhanced by dithiothreitol and inhibited by monoiodoacetic acid, indicating its entity of a cysteine peptidase. Blast search based on the C69 Arg-aminopeptidase (MEROPS No. MER0016508) from Streptococcus gordonii revealed the existence of 2 potential Prev. intermedia peptidases, BAU17746 and BAU18827, with 21.5% and 14.7%, respectively, amino acid sequence similarity to the S. gordonii entity. An Escherichia coli expression system showed that the former possessed an Arg-MCA-hydrolyzing activity similar to the enzymatic property detected in the bacterial cells, while the latter showed no activity with any substrates currently tested. The protein BAU17746 has the calculated molecular masses of 52,800. Although the recombinant protein formed an oligomer, native peptidase in PiOMA14 cells seemed to exist as a dimer. The mutation analysis identified an essential cysteine at position 15. In conclusion, P. intermedia expresses an Arg-specific aminopeptidase, BAU17746, which belongs to the cysteine peptidase, C69 family.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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抗MHC抗体によって引き起こされる肺水腫は肺血管内皮細胞においてグリコカリックスの分解を伴う
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【目的】輸血関連急性肺傷害(TRALI)は輸血を起因とする非心原性肺水腫で，輸血製剤中に含まれる抗MHC抗体がマクロファージ等の炎症細胞に反応して引き起こされると考えられる．一方，血管内皮細胞の表面は，数種のプロテオグリカンからなるグリコカリックス(GCX)に覆われており，GCXは血管透過性を調整しているとされる．しかし，TRALIにおける肺水腫にGCXが関与しているかは不明であったため，モデルマウスを用いてTRALIとGCXの関連について検討を行った．【方法】BALB/c雄マウスに抗MHC抗体を静脈内投与し，TRALI様モデルマウスを作製した．抗体投与30分後に肺を摘出し，水分量/重量比を算出することで肺水腫の評価を行った．GCXの変化はマウスをランタン含有の固定液で灌流固定後，電子顕微鏡により観察した．また，GCXの構成成分であるシンデカン-1(Sdc-1)の血清中の濃度をELISA法で測定した．さらに，クロドロン酸リポソームの腹腔内投与によりマクロファージを枯渇させた後，抗MHC抗体を投与した時の肺水腫の評価と血清Sdc-1量の測定を行った．【結果】TRALI様モデルマウスはコントロールと比較し，肺の水分量/重量比は上昇し，肺血管内皮細胞上のGCXの厚みは薄くなっていることが明らかとなった．また，血清Sdc-1量は，TRALI様モデルマウスで有意に増加した．さらに，クロドロン酸リポソームの投与によって，抗MHC抗体で上昇する肺水分量/重量比および血清Sdc-1量は有意に抑制された．【結論】TRALI様モデルマウスにおいて肺血管内皮細胞上のGCXは分解されていること，また，このGCXの分解にはマクロファージが関与しているが明らかとなった．TRALIにおけるGCXの分解が血管透過性の亢進および肺水腫に関与している可能性が考えられるが，その因果関係については今後詳細な解析が必要である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Pulmonary edema induced by cognate anti-MHC antibody accompanies glycocalyx degradation
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Transfusion-related acute lung injury (TRALI), a form of non-cardiogenic pulmonary edema associated with blood transfusion, is thought to develop as a consequence of blood donor products containing anti-MHC antibodies and may also be associated with inflammatory cells, including macrophages and neutrophils. The luminal surface of pulmonary endothelium is covered by the endothelial glycocalyx (GCX), which is composed of several types of proteoglycans and glycoproteins. Since the GCX is thought to participate in adjustment of vascular permeability, we examined whether it is also involved in development of pulmonary edema using a TRALI-like mouse model produced by injection of an anti-MHC antibody. Morphological and biochemical findings showed that GCX degradation was accompanied by increased lung wet volume in those mice. In addition, increased lung water volume and degradation of the GCX in the TRALI-like model were abolished by macrophage depletion induced by injection of clodronate-loaded liposomes. Although additional study is needed to elucidate the detailed mechanism causing increased permeability of the vascular endothelium in response to changes in the GCX in association with TRALI, the present results demonstrated that pulmonary edema development in TRALI is associated with GCX degradation.
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ヒト由来セメント芽細胞の電位依存性イオンチャネル発現
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【目的】セメント芽細胞は硬組織形成細胞であり，根部セメント質を形成する．細胞膜を介するイオン移動に伴う細胞膜シグナル伝達は，多くの細胞過程を調節しているにもかかわらず，ヒトセメント芽細胞のイオンチャネル発現についての報告はない．そこで，ヒト由来セメント芽細胞から細胞膜イオン電流記録を行い，電位依存性イオンチャネル発現を検討した．【方法】ヒト由来セメント芽細胞（HCEM）にwhole-cell patch-clamp法を用いて，全細胞膜イオンチャネル電流を計測した．標準細胞外液（標準ECS）としてKrebs溶液（pH7.4）を用い，標準細胞内液（標準ICS）として140 mM KCl, 10 mM NaCl, 10 mM HEPES （pH7.2）を用いた．標準ECS/ICSからK+とCl-を等モル濃度でCs+とgluconate-に置換した溶液（Cs-gluc-ECS/ICS）を作成した．【結果および考察】標準ECS/ICS下で保持電位（Vh）-70 mVから10 mVステップの脱分極刺激を行なったところ，外向き電流と内向き電流が記録された．Cs-gluc-ECS/ICS下で，Vhを -100 mVとして脱分極刺激を与えると，外向き電流は減少し，内向き電流が出現した．標準ECS/ICS からCs-gluc-ECS/ICSに置換すると，外向き電流がほぼ消失することから，外向き電流は電位依存性K+・Cl-電流と考えられた．また，内向き電流はVh＝-80 mVでは出現しないことから，本電流は電位依存性Na+電流と考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Voltage-dependent ionic channels in human cementoblast
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＜purpose＞Cementoblasts are cementum forming cells. Although transmembrane signaling associated with ionic transport regulates various physiological processes of the cells, there is no report on the expression of ionic channels in human cementoblasts. The present study investigated functional expression of ionic channels in human cementoblast cell line (HCEM) by recording membrane currents. ＜Materials & Methods＞We measured ionic currents using whole-cell patch-clamp recording. Krebs solution was used as a standard extracellular solution (ECS). Standard intracellular solution (ICS) was composed followings (in mM);140KCl, 10NaCl and 10HEPES. To eliminate contribution of K+ and Cl- conductance to the currents, we prepared solution by equimolary replacing K+ and Cl-  in the ECS with Cs+ and gluconate- , respectively (Cs-gluc-ECS/ICS).＜Results & Conclusion＞Depolarizing steps from holding potential (Vh) of -70 mV with 10 mV intendments evoked outward and inward currents under the ECS/ICS condition. Under the condition of Cs-gluc-ECS/ICS, outward current amplitudes were decreased when we recorded the currents at Vh oh -70 mV, while inward currents were developed when the currents were measured at Vh of -100mV.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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小学校児童の味覚検査における味の表現について




○橋爪　那奈1，佐伯　周子1，井出　良治1，今井　敏夫1，河内　嘉道2，石井　広志2

1日歯大　生命歯　生理

2市川歯科医師会





【緒言】千葉県市川市教育委員会主催で継続実施している小学校児童の味覚検査（4～6年生，甘味と塩味の認知検査）では，毎年度1-2割の児童が味質を正確に判定せず，ショ糖液を「水と同じ（4.9％）」，「水とちがう（34.6％）」，「塩っぱい（60.5％）」（％は該当者253名に対する割合），食塩水を「水と同じ（3.6％）」，「水とちがう（67.2％）」，「あまい（29.2％）」（195名に対する割合）と回答した．そこで本研究は，児童の味覚表現の多様性を検討する目的で，味覚に関する回答肢を増やして検査を実施した．【方法】2017年10月の昼前に5学年児童（男児10,女児13,合計23名）を対象として甘味（ショ糖水4.6 mM, 18.3 mM, 36.5 mM）と塩味（食塩水3.2 mM, 12.8 mM, 25.7 mM）を，ショ糖水→休憩→食塩水の順に全口腔法で検査した．検査毎に味を6つの選択肢（水と同じ，水とちがう，あまい味，塩っぱい味，にがい味，すっぱい味）から1つ，味の印象を3つの選択肢（おいしかった，まずかった，どちらでもない）から1つ選ばせた．【結果】最高濃度液を誤答した児童は，甘味5名（22％），塩味7名（30％）で，回答内容は，ショ糖液を「塩っぱい」2名，「水とちがう」2名，「すっぱい」1名，「にがい」0名，食塩水を「すっぱい」4名，「にがい」2名，「水とちがう」1名，「甘い」0名だった．その中で，ショ糖液を「まずかった」と回答した児童が4名（残り1名は「水とちがう」そして「おいしかった」を選択），食塩水を「まずかった」と回答した児童は7名全員だった．【考察】味を「水とちがう」と選択した児童を除き，誤答した児童は塩味あるいは酸味や苦味を選択し，かつ，全員が試験液を「まずい」と感じていた．以上より，児童の味の表現は単純ではなく嗜好も反映される可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Representation of taste at gustatory test in schoolchildren




○Hashizume N1，Saiki C1，Ide R1，Imai T1，Kawauchi K2，Ishii H2

1Dept Physiol, Nippon Dent Univ, Life Dent at Tokyo
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[Aims]At whole mouth gustatory test (sweet and salty tastes) in public elementary schoolchildren, 10-20 % of subjects had represented sugar solution as salty or salt solution as sweet, as if they had taste disorders. We wondered if our options (sweet or salty) at the test were too simple for their real taste impression.[Methods]Tasters, who were public schoolchildren (aged 10-11, n＝23) in Ichikawa City, were asked to taste sucrose solution then NaCl solution (both dissolved in water) and choose 1) one of six options; water, not water, sweet, salty, bitter and sour, and 2) one of three options; taste good, taste bad, and neither.[Results]For sucrose solution (36.5 mM), five children chose salty (n＝2), not water (n＝2) or sour (n＝1), and four of them chose taste bad. For NaCl solution (25.7 mM), seven children chose sour (n＝4), bitter (n＝2) or not water (n＝1), and all of them (n＝7) chose taste bad. [Conclusion]Our results suggest that taste representation in children is to say polymorphic and reflective of their preference.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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頬粘膜切開後に発症する機械および熱痛覚過敏に対するTRPV2の関与




○浦田健太郎1，篠田　雅路2，岩田　幸一2

1日大　歯　補綴１

2日大　歯　生理





臨床の場において，皮膚と比較して口腔粘膜の温熱および機械刺激に対する感受性は異なることがよく知られている．一次求心性神経に発現するTRPV2は病的疼痛に関与することが知られているが口腔粘膜切開後の疼痛に対しTRPV2が関与するかは明らかではない．そこで本研究では，SD系雄性ラットを用い，口腔粘膜切開後に発症する温熱および機械痛覚過敏に対するTRPV2の関与の解明を目的とした．切開モデルラットを用いた行動観察実験では，頬粘膜切開により切開後3日目に熱，機械および冷痛覚過敏の発症が確認された．また免疫組織化学的解析実験では頬粘膜を支配するTGニューロンにおいてIB4陰性TRPV2陽性細胞数が有意に増加し，また頬粘膜へのTRPV2の拮抗薬投与による行動薬理学的実験では，熱および機械痛覚過敏が完全に抑制されたが，冷痛覚過敏は抑制されなかった．一方，口髭部皮膚において同様の行動観察実験を行ったところ，熱，機械および冷痛覚過敏が口髭部皮膚切開後3日目に発症した．また免疫組織化学的解析実験では口髭部皮膚を支配するTG細胞におけるTRPV2陽性細胞の発現の有意な増加を認めた．行動薬理学的実験では，口髭部皮膚切開部へのTRPV2拮抗薬投与により熱および機械痛覚過敏が部分的に抑制されたが，冷痛覚過敏は抑制されなかった．以上のことから，口髭部皮膚切開に伴う熱痛覚過敏および機械アロディニアに対してはTRPV2の発現増加が関与することが明らかとなり，また頬粘膜切開に伴う熱痛覚過敏および機械アロディニアには，頬粘膜切開部を支配するペプチダージックなTG細胞におけるTRPV2の発現増加が関与することが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Transient receptor potential vanilloid 2 contributes to mechanical and heat hypersensitivity associated with buccal mucosal incision
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The transient receptor potential (TRP) vanilloid 2 (TRPV2) in primary afferent neurons is known to contribute to pathological pain. However, the involvement of TRPV2 in intra-oral incisional pain is unclear.Here, we examined whether TRPV2 contributed to the changes in intra-oral thermal and mechanical sensitivity following oral mucosa incision of rats. Buccal mucosal heat, mechanical and cold hypersensitivity were induced on day 3 after buccal mucosal incision. The number of isolectin B4-negative TRPV2-immunoreactive(IR)trigeminal ganglion(TG)neurons innervating buccal mucosa was significantly increased, and the TRPV2 antagonist administration to the incisional buccal mucosa completely suppressed the heat and mechanical hypersensitivity, but not cold hypersensitivity. On the other hand, heat, mechanical and cold hypersensitivity in whisker pad skin were induced, the number of TRPV2- IR TG neurons innervating whisker pad skin was significantly increased, and the TRPV2 antagonist administration to the incisional whisker pad skin partially suppressed the heat and mechanical hypersensitivity, not but cold hypersensitivity on day 3 after whisker pad skin incision. These findings suggest that increased expressions of TRPV2 in peptidergic TG neurons innervating incisional buccal mucosa are involved in buccal mucosal heat hypersensitivity and mechanical allodynia following the buccal mucosa incision.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas gingivalis由来のLPSによる心機能障害に対するベータアドレナリン受容体遮断薬の抑制効果
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1鶴大　院歯　歯周病，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　歯科矯正，4鶴大　歯　歯科麻酔





[目的] ベータ遮断薬は心不全ならびに不整脈の第1選択薬の1つとして広く臨床で用いられている．しかしながら同薬剤に関して，歯周病を合併する心疾患患者に使用する場合の有用性について検討した報告はない．本研究では歯周病患者の血液中に通常検出されるレベルと同等の低用量のPorphyromonas gingivalis (PG) を投与した歯周病マウスモデルを作成して，歯周病に起因した心機能障害に対する同薬剤の有用性について検討した．[方法] マウス(C57BL/6/J オス12週令)を用いて，1) PBS投与群（Control群），2) Porphyromonas gingivalis (PG) 菌由来のリポポリサッカライド (LPS) (0.8 mg/kg/day：腹腔内投与) 投与群 (LPS群)，3) ベータ遮断薬（プロプラノロール）投与群（給水ボトルの水に1g/Lの濃度で経口投与：Pro群），4) LPSとProの併用投与群 (Pro + LPS群) を作成した．投与開始から7日後にイソフルレンによる吸入麻酔下で心エコーを用いて心機能（心拍出量）測定を行った．実験終了後に心臓，肺，肝臓を摘出し各臓器重量/体重比を測定した．なお実験期間中は水ならびに餌の消費量を毎日測定した．[結果] Control群に比較してLPS投与群では心機能は有意に低値を示した(Control (n＝6) vs. LPS (n＝6)：66±0.5 vs. 57±0.9%，P＜0.001)．しかしながらLPSにProを併用した群では，LPSによる心機能の低下が有意に抑制されていた（LPS (n＝6) vs. Pro+LPS (n＝5)：57±0.9 vs. 62±0.6%）．なお心臓，肝臓，肺の臓器重量/体重比（心臓，肝臓，肺）ならびに1日あたりの餌ならびに水の消費量に4群間で有意差は見られなかった．[結論] PG菌由来のLPSによる心機能障害に対してベータ遮断薬（プロプラノロール）は保護的に作用した．以上の結果は同薬剤が歯周病に起因する心疾患の有用な治療薬になる可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of β-blocker on cardiac dysfunction induced by LPS derived from Porphylomonas gingivalis
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β-blocker is one of the widely used drug for treatment of heart failure and arrhythmia. However, the usefulness of β-blocker for the periodontitis-mediated cardiovascular diseases remains poorly understood. We thus hypothesized that β-blocker might be useful for the treatment of cardiovascular diseases with periodontitis and examined the hypothesis in mice treated with lipopolysaccharide derived from Porphylomonas gingivalis (PG) at a dose equivalent to the circulating levels in patients with periodontitis. Mice were divided into four groups: 1) Control group, 2) LPS group (0.8 mg/kg/day i.p.), 3) Propranolol (Pro) group (via the drinking water containing 1g/L), and 4) Pro + LPS group. After 1 week, we examined the cardiac function using echocardiography under anesthesia. Cardiac function as exemplified by the left ventricular cardiac function (LVEF) was significantly decreased by the treatment of PG-LPS (Control (n＝6) vs. LPS (n＝6) : 66±0.5 vs. 57±0.9%, P＜0.001 vs. Control). However, co-treatment of Pro suppressed the decrease of PG-LPS-mediated cardiac dysfunction (62±0.6%, n＝5, P＜0.001 vs. LPS group). These data suggest that β-blocker (Pro) might be a candidate for the treatment of cardiac dysfunction with periodontitis. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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機械活性化TRPチャネルは歯の移動による疼痛発症に関与する
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矯正治療中による歯の移動は疼痛を引き起こし，患者に不快感やストレスを与える．近年，歯牙移動モデルを用いた動物実験において，歯の移動に伴う疼痛発症にTRPV1が関与していることが明らかとなっているが，詳細なメカニズムは不明である．歯の移動は，矯正力という歯根膜への持続的な機械刺激により生じることから，我々は機械刺激活性化チャネルであるTRPA1とTRPV4に着目した．本研究では，実験的歯牙移動モデルを用いて歯の移動に伴う疼痛にTRPA1とTRPV4が関与しているかについて検討した．実験には雄性Wistar系ラットを用いた．三種混合麻酔下にて，上顎右側第一臼歯と同側切歯間にNi-Tiコイルスプリングを装着した．牽引群には50 gの牽引力を負荷し，sham群には力を負荷しなかった．装着翌日，疼痛指標である顔面グルーミング様行動を測定した．行動測定の30分前にTRPA1拮抗薬（HC-030031），TRPV4拮抗薬（RN-1734）もしくはvehicle（10％DMSO）を腹腔内投与した．また，上顎臼歯部歯根膜の凍結切片を作製し，神経線維マーカーPGP9.5と抗TRPA1抗体もしくは抗TRPV4抗体を用いて二重免疫蛍光染色を行った．コイル装着翌日に顔面グルーミング様行動は有意に延長し，歯の移動によって疼痛が生じていることが示された．vehicle群と比較して各拮抗薬投与群では顔面グルーミング様行動が有意に短縮した．二重免疫染色においてPGP9.5陽性神経線維は，TRPA1およびTRPV4陽性であった．これらの結果より，TRPA1とTRPV4は歯根膜神経線維に発現し，歯の移動時の疼痛発症に関与することが示唆された．明らかとなったメカニズムは，矯正治療中の疼痛管理の新たな治療方法開発に繋がるだろう．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mechano-sensitive TRP channels mediate tooth movement-induced pain
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Orthodontic tooth movement causes severe pain, resulting in discomfort and stress in patients. Previous animal studies have reported TRPV1 involvements in orthodontic pain, but the pain mechanism is unrevealed. Because tooth movement applies continuous mechanical pressure to the periodontal ligament, we investigated involvements of mechano-sensitive channels TRPA1 and TRPV4 in pain using experimental tooth movement models of rats. We used male Wistar rats. Under anesthesia, closed-coil spring was connected between the maxillary first molar and the ipsilateral upper incisor to apply 50 g of force. The facial grooming behavior was measured on day 1 as a sign of intraoral nociception. Rats were administrated intraperitoneally with TRPA1 and TRPV4 antagonists 30 min before behavior tests. Frozen sections of the maxillary periodontal ligament were prepared and immunofluorescent staining was performed using anti-PGP9.5 antibody as a marker of nerve fibers, anti-TRPA1 antibody or anti-TRPV4 antibody. Experimental tooth movement significantly increased facial grooming-like behavior. TRPA1 and TRPV4 antagonists significantly reduced the prolonged facial grooming-like behavior compared with vehicle. TRPA1-immunoreactivities and TRPV4-immunoreactivities were observed on PGP9.5-immunoreactivities nerve terminals in the periodontal ligament. These findings suggest that TRPA1 and TRPV4 mediate tooth movement-induced pain.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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喘息モデルマウスの機械的アロディニアとTRPV1
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TRPV1 contribute to Facial mechanical hyperalgegia in mouse asthma model




○Cao AL1,2，Gao WQ1，Yoshimoto R1,2，Aijima R3，Ohsaki Y1，Zhang JQ4，Kido M1,2
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Purpose: Allergic diseases such as atopic dermatitis or asthma become prevalent worldwide. Hypersensitive skin impairs patients' quality of life and exacerbates the diseases. Not only allergens, but slight stimulation such as thermal or mechanical insults lead unpleasant feeling, and, the sense of the orofacial region annoys more than that of the other part of the body. Here we tried to explore the mechanisms of facial skin hyperalgesia using OVA-induced asthma model mice. Methods: 6-week-old male mice were intraperitoneally administered with ovalbumin (OVA) and aluminum gel (Alum) every three weeks. PBS or Alum injected mice were used as control. Von Frey test to facial region was performed all three groups. After behavior test the mice were fixed and excised tissues were performed immunohistochemistry. Result and Conclusion: OVA sensitized mice showed significant higher sensitivities of the facial skin than the controls. Larger number of TRPV1 immunoreactive neurons in the trigeminal ganglion and facial skin was found in the OVA sensitized mice than in control mice. In addition, sensitivity to mechanical stimulus was suppressed after TRPV1 antagonist application or in the TRPV1 gene-deficient mice. Hypersensitive facial skin in allergy model mouse suggested to be due to the higher expression of TRPV1 in the trigeminal ganglion.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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情動ストレスによるセロトニン機構の変調は大縫線核および青斑核の咬筋侵害応答を増大させる
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【目的】 慢性ストレスによる痛みの増大は脳機能の変調による．本研究の目的は，(1)情動ストレスに伴う咬筋痛の基盤を脳神経系の機能変調と位置づけ，その主役である大縫線核および青斑核の興奮性（Fosタンパクの発現）を下行性疼痛制御機構の機能発現の指標として定量し，(2)抗うつ薬（5HT再取り込み阻害薬，SSRI）の投与が大縫線核および青斑核でのFos発現に与える影響を検討することである．【方法】SD雄ラットに対し，繰返し強制水泳ストレス（FS）とSham処置を（10分/日，Day -3 to -1）施行した．FS，Sham処置後，SSRI（0, 1, 10 mg/kg）を腹腔内投与した．咬筋刺激（生食水，ホルマリン）をDay 0に施行，Fos免疫染色を行い，大縫線核と青斑核でのFos細胞数をFS群とSham群で比較した．【結果】大縫線核では両群共に，生食水刺激と比べ，ホルマリン刺激によるFos陽性細胞数の有意な増加が見られた．またホルマリン刺激によるFos 細胞数はFS群で有意に増加した．青斑核ではSham群は生食水刺激群と比較し，ホルマリンによるFos細胞数の有意な増加を認めたが，FS群では咬筋刺激の違いによるFos陽性細胞数に差を認めなかった．SSRI投与はFS群では，大縫線核で咬筋刺激によるFos細胞数を減少させたが，青斑核では有意な増加を認めた．Sham群では大縫線核，青斑核共にSSRIによる効果を認めなかった．【結論】(1) FS は大縫線核，青斑核での咬筋侵害応答を変化させるが，その変化様式はそれぞれ促進，抑制的であり，(2) 両部位での興奮性に対するSSRIの作用はFS群でのみ見られ，大縫線核では抑制的，青斑核では促進的に作用した．以上の結果よりストレスによる咬筋侵害応答の増大は5HT機構の変調によることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Bidirectional modulation of masseter muscle nociception in the nucleus raphe magnus and locus coeruleus under psychophysical stress conditions in rats
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We determined the effect of psychophysical stress on neural activity in the nucleus raphe magnus (NRM) and locus coeruleus (LC). Male rats were subjected to repeated forced swim stress (FS, Day -3 to -1) and antidepressant drug (5HT-reuptake inhibitor: SSRI) was administered systemically after each FS. On day 0 masseter muscle (MM) injury with formalin or saline injection was performed at Day 0 and the number of Fos positive cells was compared between FS versus sham rats. In the NRM, both groups showed increases in Fos expression by MM injury compared to saline injection, and FS enhanced Fos expression compared to sham conditionings. In the LC, Fos expression by MM injury was increased in sham rats; however, FS alone was sufficient to induce a similar number of Fos cells in FS rats with MM injury. SSRI decreased and increased Fos expression in RVM and LC, respectively under FS conditions, but SSRI had less effects in sham rats. These findings indicated that psychophysical stress could affect descending pain controls in the brainstem through changes in 5HT mechanisms, which could be the basis for enhanced MM nociception under chronic stress conditions. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス味細胞におけるprotocadherin 20 (Pcdh 20)の発現




○廣瀬　文恵1，高井　信吾1，高橋　一郎2，重村　憲徳1,3

1九大　院歯　口腔機能解析

2九大　院歯　矯正

3九大　味覚嗅覚センサ研究開発セ　感覚生理





【目的】食物に含まれる化学物質は，舌や口蓋に存在する味蕾内の味細胞により検知され，その情報は味神経を通じ脳へと伝達される．5基本味(甘，酸，塩，苦，うま味)の味受容体は，味蕾において，それぞれ異なる味細胞に発現している．さらに，5基本味細胞の味覚応答特性と，味神経線維の味覚応答特性は非常に近似しており，味細胞と味神経は選択的かつ特異的に結合する可能性が示唆される．この味細胞-味神経の選択的結合機構には，味細胞の表面に発現する蛋白質が関与している可能性が示唆されるが，その詳細は未だ不明な点が多い．そこで我々は，マウス味蕾を用いて，味細胞の特異的結合機構制御に関与する細胞表面蛋白の同定を試みた．【方法】C57BL/6マウスの味蕾および味神経節から抽出したRNAを用いて，GeneChip解析を行った．組織切片を作製し，in situ hybridization法および免疫組織化学的解析を行った．【結果と考察】GeneChip解析により，マウスの「味蕾」および「味神経節」には，選択的結合機構の中心的な役割を担っていると考えられているCadherin (Cdh) 16種類が共通して発現しており，特にprotocadherin 20 (Pcdh 20)が高発現していることが明らかとなった．In situ hybridization法および免疫組織化学的解析により，Pcdh 20は味蕾において甘味受容体構成因子である T1R3と高頻度で共発現しており，一方，酸味細胞マーカーであるCar4とはほとんど共発現していないことが明らかとなった．以上のことから，Pcdh 20は，甘味細胞特異的な味細胞-味神経の結合機構に関与している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The expression of protocadherin 20 (Pcdh 20) in mouse taste buds
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Taste information is detected by taste cells and then transmitted to brain through the taste nerve fibers. According to our previous data, taste quality specific cording might exist between taste cells and nerve fibers. However, its underlying molecular mechanisms remain unclear. The purpose of this study is to identify the guidance molecules regulating the taste quality specific coding mechanisms. GeneChip analysis using mRNA isolated from taste papillae and geniculate ganglion of mice showed that several cadherins, important regulators for synapse guidance, were expressed in both tissues. Among them, protocadherin 20 (Pcdh20) mRNA was highly expressed in the taste buds. In situ hybridization and immunohistochemical analyses showed that Pcdh20 was expressed in a subset of taste cells, especially co-expressed with T1R3 (sweet sensitive taste cell marker), not with Car4 (sour sensitive taste cell marker). Thus it is possible that Pcdh 20 may be involved in the specific connection of sweet taste cells with sweet-coding neuron.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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三叉神経節ニューロンにおけるP2X7受容体-パネキシンチャネルカップリング




○井上　博之1，黒田　英孝2，大山　定男3，大房　　航3，永井佐代子4，鎌田　聡仁5，東川明日香3，木村　麻記3，澁川　義幸3，一戸　達也1

1東歯大　麻酔，2神歯大　院歯　全身管理医歯，3東歯大　生理，4東歯大　口腔病態外，5東歯大　パーシャル補綴





細胞外ATPは，細胞膜上にあるイオンチャネル型ATP（P2X）受容体を活性化する．ATP受容体にはP2X1-7のサブタイプが存在しており，その中の一つであるP2X7受容体は，大きなチャネルポアを形成し，高濃度細胞外ATPにより活性化する．P2X7受容体は侵害受容性疼痛や神経障害性疼痛の調節機構において，重要な役割を担っていると考えられている．近年，P2X7受容体がパネキシン-1チャネル（PANX-1）とカップリングしていることが示唆された．本研究では，高濃度ATPにより活性化するP2X7受容体の生体物理学，薬理学的特性ならびにP2X7受容体とPANX-1のカップリング機構について検索を行った．この研究は東京歯科大学動物研究倫理委員会（承認No.302502）によって承認された．イソフルラン，ペントバルビタール麻酔下に新生仔ラットの三叉神経節を急性単離し，48時間初代培養を行った．電位依存性内向き電流が発生した細胞をニューロンと同定した．試薬にはP2X7受容体のアゴニストであるBz-ATP，アンタゴニストであるA-740003と，PANX-1阻害薬であるmefloquineを用いた．ラット三叉神経節細胞に100uM Bz-ATPを投与すると，二相性の内向き電流が記録された．Bz-ATP誘発性内向き電流は一相目，二相目ともに濃度依存的にその電流密度が上昇した．Bz-ATP誘発性内向き電流は，P2X7受容体（6uMA-740003）の選択的アンタゴニストによって有意に抑制された．Mefloquineは50uM Bz-ATP誘発性内向き電流の二相性目の反応を抑制し，その電流持続時間はmefloquineの濃度依存性に減少した．これらの結果は，P2X7受容体活性化による，一相目のP2X7電流が，PANX-1チャンネルを活性化し，ATPの細胞外放出に関与することを示唆していた．放出されたATPは自己分泌性に二相目のP2X7電流の発生に関与していると示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





P2X7 receptor-pannexin-1 channel coupling in trigeminal ganglion neurons
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Ionotropic P2X receptors, which are activated by extracellular ATP, are subdivided into seven subtypes. P2X7 receptors need high concentration of extracellular ATP to be activated, and play important roles in generation and/or regulation of nociceptive and neuropathic pain. In addition, recent studies indicate that P2X7 receptors couple with ATP-releasing channels, pannexin-1 (PANX-1). In the present study, we investigated biophysical and pharmacological properties of P2X7 receptors as well as coupling mechanism between P2X7 receptors and PANX-1 in rat trigeminal ganglion (TG) neurons by using whole-cell patch-clamp recordings. This study was approved by the Ethics Committee for Animal Study in the Tokyo Dental College (approval No.302502). Applications of Bz-ATP, P2X7 receptor agonist, induced biphasic inward currents in primary-cultured TG neurons. The current densities of the first and second components of the biphasic current were increased by increasing extracellular concentration of Bz-ATP. The duration of second component induced by 50 uM Bz-ATP was dose-dependently shortened by PANX-1 channel blocker, mefloquine. These results indicated that the first component of the P2X7 currents may activate mefloquine-sensitive pannexin-1 channel to release ATP to the extracellular medium. Released ATP then re-activates P2X7 receptors, as autocrine mechanisms, that mediate second component of the current.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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日本酒によるストレス誘発性の咬筋侵害応答の軽減効果は日本酒含有エタノールの直接作用ではない
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【目的】日本酒は約15%のエタノールを含む醸造酒であり，アミノ酸など多様な成分を含む．最近，我々は日本酒が情動ストレスに伴うウツ様行動および咬筋侵害応答を投与後24時間においても抑制させることを明らかにした．本研究の目的は，日本酒投与後の血中のエタノールおよびエタノール代謝産物であるアセトアルデヒド濃度を経時的に測定し，日本酒によるストレス誘発性のウツ様行動・咬筋侵害応答の抑制効果とエタノールとの関係を明らかにすることである．【方法】SDオスラットに対し，日本酒（エタノール量として100 mg/300g・ラット）を腹腔内投与した．投与30分，60分後に血液を採取し，エタノールおよびアセトアルデヒド濃度を酵素法(Roche社)を用いて比色定量した．【結果】日本酒の投与30分後，投与60分後のエタノール濃度は，それぞれ70 mg/L, 30 mg/Lであった．一方，エタノールの代謝産物であり，いわゆる二日酔いの原因物質であるアセトアルデヒドは投与60分後までの観察時間内では有意な増加を認めなかった．【考察】エタノールの血中濃度は日本酒を投与し30分前後で最大値に達し，1時間後には最大値のおよそ40％まで低下することを示した．よって 日本酒を投与した24時間後の時点で観察された抗うつ行動，および咬筋侵害応答抑制効果は，エタノールによる直接作用ではない可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibitory role of Sake on increased masseter muscle nociception under psychophysical stress conditions is not due to the direct action of ethanol
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Japanese Rice Wine, Sake, is a fermented beverage and contains ethanol and non-ethanol constituents like amino acids. We have demonstrated the inhibitory effects of Sake on depression-like behavior and masseter muscle nociception under psychophysical stress. Interestingly, these inhibitory effects can be seen even 24 hours after the last administration of Sake. The aim of this study was to assess the relationships between the time course effects of the concentration of ethanol and acetaldehyde in the blood serum versus stress-induced depression-like behavior and enhancement of MM nociception. Blood samples were collected from male rats at 30, and 60 min after systemic Sake administration. The concentration of ethanol was reached at maximum levels at 30 min (～70 mg/L), and then gradually decreased by 60 min (～30 mg/L). However, increases in acetaldehyde was not observed by 60 min. Reduction of the ethanol concentration by 60 min indicated that inhibitory effects of depression-like behavior and MM nociception was unlikely to the direct effect of ethanol given 24 hours ago in our experimental conditions.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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新生児期外傷により発現するNav1.8は成長後の外傷性疼痛増強に関与する
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【目的】新生児期の外傷性ストレスは成人後の感覚神経系に様々な変化を起こし異常疼痛の原因となるといわれているが，詳細は不明である．本研究では，新生児期外傷モデルラットにおける成体期顔面皮膚切開後の機械痛覚過敏に対するNav1.8の役割について検討した．【材料及び方法】生後4日目の雄性SDラット口髭部皮膚に切開縫合し，さらに生後7週目(7W)に口髭部皮膚を同様に再切開縫合した再切開群，7Wにのみ切開縫合した成体期切開群，縫合のみを行ったsham群を用いた．7Wに口髭部皮膚に機械刺激を与え，再切開後14日目(D14)まで機械逃避反射閾値を経日的に測定した．D14に口髭部投射三叉神経節(TG)ニューロンでのTTX耐性電位依存性Naチャネル (Nav1.8) 発現を解析した．さらに，Nav1.8阻害薬を切開部皮下に投与し，投与後30分間隔で機械逃避反射閾値を測定した．再切開後14日間，CCケモカイン受容体2(CCR2)拮抗薬を切開部皮下に連日投与し，経日的に機械逃避反射閾値を測定した．また，成体期切開群に対し，CCケモカインリガンド2 (CCL2) を切開部皮下に連日投与し，経日的に機械逃避反射閾値を測定した．【結果】再切開群では，成体期切開群に比べ機械逃避反射閾値の低下が亢進し，小型から中型の口髭部投射Nav1.8陽性TGニューロン数が増加した．一方，sham群においては口髭部皮膚に熱・機械痛覚過敏は生じなかった．また，再切開群においてNav1.8およびCCR2阻害により機械逃避反射閾値低下の亢進が抑制された．さらに，成体期切開群においてCCL2投与により機械逃避反射閾値の低下が亢進した．【結論】新生児期切開による成体期切開後の機械痛覚過敏亢進には，口髭部投射TGニューロンでのNav1.8発現増加によるニューロン活動亢進が関与する可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Nav1.8 neonatal associated with trigeminal nerve injury is involved in the enhancement of injury-induced hypersensitivity in adulthood
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Neonatal injury is known to cause plastic changes in the nervous system in adulthood, occasionally resulting in ubiquitous chronic pain. We examined the involvement of tetrodotoxin-resistant voltage-gated sodium channel (Nav 1.8) in trigeminal ganglion (TG) neurons in orofacial pain hypersensitivity induced by neonatal injury. Whisker pad skin was incised on neonatal day 4, and the whisker pad skin was incised again on week 7. Following the re-incision, mechanical head-withdrawal thresholds in the whisker pad skin were measured and Nav 1.8 expression in TG neurons innervating the whisker pad skin was examined. On day 14 following the re-incision, mechanical hypersensitivity was amplified and the increase in the number of Nav 1.8-positive TG neurons was also enhanced. Administration of Nav 1.8 blocker and CC chemokine receptor 2 antagonist depressed the amplification of mechanical hypersensitivity. Furthermore, administration of CC chemokine ligand 2 (CCL2) induced the enhancement of mechanical hypersensitivity in the incised whisker pad skin without a neonatal incision.These results suggest that neonatal orofacial incision further accelerates TG neuronal hyperexcitability following Nav 1.8 hyper-expression via CCL2 signaling, resulting in the enhancement of orofacial incisional pain hypersensitivity.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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島皮質における興奮性ニューロンの三叉神経脊髄路核尾側亜核のI/II層における興奮性および抑制性ニューロンへの投射様式




○中谷　有香，小林　真之

日大　歯　薬理





口腔顔面領域の侵害情報は，三叉神経脊髄路核尾側亜核(Sp5C)のⅠ層およびⅡ層に投射する．一方で，味覚や内臓感覚に加えて痛み感覚の情報処理を行うことで知られる島皮質からSp5Cに投射するニューロンの存在も明らかにされているが，この機能については不明な点が多い．そこで我々は，Sp5CのⅠ層およびⅡ層におけるニューロンについて興奮性か抑制性かを同定し，光遺伝学的手法を用いて島皮質ニューロンのSp5Cへのシナプス伝達様式を解析した．動物には，抑制性ニューロンが緑色蛍光タンパクVenusで標識された遺伝子改変ラット(VGAT-Venusラット)を用いた．アデノ随伴ウイルスをベクターとして用いて，蛍光タンパクであるmcherryを付与したチャネルロドプシン2を島皮質ニューロンに発現させた．4 - 5週後に延髄の急性脳スライスを作製し，Sp5C第Ⅰ/Ⅱ層のニューロンからホールセル・パッチクランプ記録を行った．Sp5Cにおける興奮性および抑制性ニューロンから光刺激により誘発される興奮性シナプス後電流(EPSC)を記録した．誘発電流を確認後，テトロドトキシンを潅流投与したところEPSCは消失した．さらに，テトロドトキシンとともに4-aminopyridine (4-AP)を投与すると再度EPSCが記録された．以上より，島皮質ニューロンはSp5Cの興奮性および抑制性ニューロンどちらにも単シナプスを形成し，機能亢進作用を示すことが明らかとなった．したがって，島皮質の投射ニューロンは，口腔領域の痛み感覚を直接調節していることが示唆される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Direct glutamatergic projection from the insular cortex to excitatory and inhibitory neurons in the trigeminal spinal subnucleus caudalis in the rat




○Nakaya Y，Kobayashi M
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It is well known that the trigeminal spinal subnucleus caudalis (Sp5C) receives orofacial noxious information from the trigeminal primary afferents,  and projects to the higher central nervous system. The insular cortex (IC) plays a principal role in processing noxious information,  and we demonstrated direct descending projections from the IC to laminae I/II neurons in the Sp5C. There are abundant excitatory and inhibitory interneurons that induce EPSCs and IPSCs in other Sp5C neurons,  and therefore,  it is critical to identify whether insulocortical projections to laminae I/II Sp5C neurons are monosynaptic or polysynaptic. To answer the question,  we investigated the feature of synaptic transmission from the IC to glutamatergic and GABAergic/glycinergic Sp5C neurons using an optogenetic technique in combination with pharmacological manipulation of synaptic transmission. Selective stimulation of the IC axons in Sp5C slice preparations obtained from the rats that received AAV-ChR2-mCherry injection into the IC induced EPSCs both in excitatory and inhibitory Sp5C neurons. The optogenetically induced EPSCs were diminished by tetrodotoxin,  but were rescued by the application of 4-aminopyridine,  a blocker of transient K+ currents. These results suggest that IC projections induce EPSCs directly both in glutamatergic and GABAergic/glycinergic Sp5C neurons of laminae I/II.

Conflict of Interest: The authors declare no COI.
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新生仔ラット三叉神経節細胞における機械刺激受容




○東川明日香，木村　麻記，隝田みゆき，大房　　航，大山　定男，安藤　正之，河野　恭佑，望月　浩幸，渋川　義幸

東歯大　生理





三叉神経節ニューロンの機械刺激受容機構を明らかにするために，新生仔ラットの脳底部より摘出した三叉神経節ニューロンに直接機械刺激を加えた際の応答を，電気生理学的に解析した．新生仔ラット（5―8日齢）の脳底部より三叉神経節を摘出した．摘出した三叉神経節をパパインにて酵素処理を行った．酵素処理終了後，L-15培地に懸濁し，パスツールピペットで機械的に細胞を単離した．得られた単離細胞は，48時間初代培養した．初代培養した三叉神経節細胞から，ホールセルパッチクランプ法を用いて電位固定下で細胞膜イオン電流を記録した．三叉神経節細胞に脱分極刺激を加えた際に，電位依存性内向き電流を示す細胞をニューロンとした．初代培養三叉神経節ニューロンのうち中型および小型ニューロンに対し直接機械刺激をおこなった．細胞膜イオン電流記録に用いる微小ガラス管を垂直方向に10 μm押し当てることで直接機械刺激とし，その際の応答を電気生理学的に解析した．細胞に対する直接機械刺激は，電動マニュピレーターを用いて1 μm/sの速度で細胞を圧下し，10秒間保持したのち，同様の速度で圧を解放した．三叉神経節ニューロンを-80 mVに保持（保持電位）し，直接機械刺激を加えると内向き電流が記録された．機械刺激誘発性内向き電流は，一過性電流成分（第1相）と，ひきつづく緩徐な電流成分（第2相）から構成されていた．中型および小型三叉神経節ニューロンに機械感受性イオンチャネル発現が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mechanosensitive ionic channels in neonatal rat trigeminal ganglion neurons




○Higashikawa A，Kimura M，Shimada M，Ofusa W，Ohyama S，Ando M，Kono K，Mochizuki H，Shibukawa Y
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To investigate mechanosensitive processes in trigeminal ganglion (TG) neurons, we examined the responses of the ionic currents during direct mechanical stimulation. TG neurons were dissected from neonatal Wistar rats (5-8 day old), and dissociated by enzymatic treatment with Hank's balanced salt solution containing papain. TG cells were primary cultured for 48 hr. We classified TG cells into medium- and small-sized, and identified these cells showing voltage-dependent inward currents as neurons by the whole-cell patch-clamp recording. Mechanical stimulation was applied using a fire-polished glass micropipette with a tip diameter of 2-3μm. The pipette was moved downward by 10μm at a velocity of 1μm/s to apply focal and direct mechanical stimulation, and depress the cell membrane for 10 sec. During application of mechanical stimuli to TG neurons, we could record evoked-inward currents in both sized TG neurons at holding potential of -80 mV. The evoked-currents were composed  two phase; a transient current (first component) with fast activation and inactivation kinetics and a lasting currents with slow kinetics (second component). These results suggested that TG neurons express mechanosensitive ionic channels.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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唾液腺におけるストア作動性Ca2+流入の異常は，唾液分泌量を減少させる




○中西　正光1，春山　直人2，呉本　晃一3，高橋　一郎2

1九大病院　矯正，2九大　院歯　矯正，3広大病院





【目的】近年，細胞内Ca2+濃度調整機構であるストア作動性Ca2+ 流入(SOCE)に変異の認められた患者で免疫不全，筋力低下，低石灰化型エナメル形成不全症といった所見がみられ，SOCE関連分子であるSTIMの異常が外胚葉異形成症の新たな原因であると考えられるようになった．本研究の目的は，マウスにおいてStimの唾液分泌における機能を解析することで，唾液腺におけるSOCEの役割を解明することである．【方法】8週齢(雄性)のStim1/Stim2両遺伝子を上皮特異的に欠失させたStim1/2 cKOマウスを実験群，Stim1/2fl/flマウスを対照群として用いた．両群の顎下腺・舌下腺におけるSOCE関連遺伝子の発現量を定量的PCR法(qPCR)で確認し，さらにStim1/2のタンパク発現をWestern blotting法(WB)で比較した．顎下腺パラフィン切片を用い，H-E染色にて組織学的解析を行い，蛍光免疫組織化学法(IHC)でStim1/2の局在を確認した．さらに，体重あたりの唾液腺重量，ピロカルピン刺激時の唾液分泌量を比較し，同時に唾液中の総タンパク質およびCa2+・Cl-濃度について定量比較した．【結果と考察】qPCRおよびWBの結果，唾液腺におけるStim1/2の発現は対照群と比較して実験群で有意に低下していた．IHCではStim1/2由来のシグナルが実験群の顎下腺組織で低下していたが，H-E染色において両群の顎下腺組織像に顕著な差はみられなかった．唾液腺重量，唾液中のタンパク・Ca2+濃度は両群間で有意な差はなかったが，唾液分泌量，唾液中Cl-濃度は，実験群においてそれぞれ有意に減少，低下していた．以上の結果から，Stim分子はSOCEを変化させることで塩化物イオンの分泌と，唾液の生成量に関与していることが推察された．会員外共同研究者：大洞将嗣 (順天堂大学医学部生化学第一講座)

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Impaired store-operated Ca2+ entry in mouse salivary glands decreases the volume of saliva secretion
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[Purpose] Elucidating the role of store-operated Ca2+ entry (SOCE) in salivary glands by analyzing the mice with Stim1 and Stim2 gene ablation. [Materials & Methods] Eight-week-old male mice with ectodermal tissue-specific deletion of Stim1 and Stim2 (Stim1/2 cKO) and those control (Stim1/2fl/fl) were utilized. SOCE related gene expression in submandibular and sublingual glands (SMG and SLG), respectively, were tested by quantitative PCR (qPCR) or western blotting (WB) analysis. Histological examinations of SMG were performed by both H-E staining and immunohistochemistry. Salivary glands' weights, amount of pilocarpine-induced saliva secretion, and concentrations of total protein, Ca2+, and Cl- in saliva, were compared between the genotypes. [Results & Conclusion] qPCR and WB analysis indicated that the gene expressions of Stim1/2 were decreased in Stim1/2 cKO as compared with Stim1/2fl/fl. Although no substantial changes were found in SMG morphology in Stim1/2 cKO, immunohistochemistry revealed that the signal intensities from Stim1/2 were decreased in Stim1/2 cKO. Salivary glands' weights, or total protein and Ca2+ concentration showed no significant differences between the genotypes; the amount of saliva secretion and Cl- concentrations were decreased in Stim1/2 cKO. These results suggest that the altered SOCE via Stim1/2 ablation influences chloride secretion and saliva production.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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慢性歯周炎による唾液腺アポトーシス関連因子
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唾液分泌低下は歯周炎の危険因子として知られている．一方で，歯周炎惹起によりアポトーシスによる唾液腺萎縮によって唾液分泌能が低下するという逆の関連性が指摘されてきている．in vitroの実験系において，B細胞との共培養やTNF-α添加により唾液腺細胞にアポトーシスが引き起こされるという報告があるものの，歯周炎による唾液腺萎縮と関連するかどうかは不明である．本研究では歯周炎モデルラットにおけるアポトーシス関連因子（B細胞，TNF-α）の唾液腺への影響について検討を行った．麻酔下にて6週齢Wistar系雄性ラットの右側上顎第二臼歯に絹糸を結紮し，歯周炎を惹起させた（歯周炎群）．結紮直後に絹糸を外したものを対照群とした．1週あるいは4週間結紮後に摘出した三大唾液腺（舌下腺，耳下腺，顎下腺）の重量を測定し，定量性RT-PCR 及び蛍光免疫染色を行った．また，血液を採取し，血球数測定とELISA法によるIL-1β，IL-6，TNF-α濃度を測定した．4週間結紮した歯周炎群の三大唾液腺重量は対照群と比較し有意に低下しており，血中リンパ球数は増加していた．1週間結紮した歯周炎群に変化はみられなかった．B細胞マーカーCD19のmRNA量は耳下腺と顎下腺で増加しており，CD 19抗体陽性細胞数は，特に耳下腺において有意に増加していた．血中TNF-αは歯周炎群で有意に増加しており，IL-1βとIL-6は変化がなかった．これらの結果より，慢性歯周炎による唾液腺アポトーシスにはB細胞の腺内移行と血中TNF-α上昇が関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Apoptosis-inducible factors in the salivary gland following chronic periodontitis
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Recent studies have suggested that periodontitis causes apoptosis-induced salivary gland atrophy. In early studies in vitro, co-culture with B-cells  and TNF-α have been reported to induce apoptosis in salivary gland cells. The purpose of this study is to reveal B-cell infiltration and TNF-α in rat periodontitis model. Under anesthesia, the unilateral second maxillary molar of 6-week old Wistar male rats were tied with silk ligatures to induce periodontitis. In controls, the ligature was removed just after ligation. After 1 or 4 weeks, the salivary gland were extracted and used for quantitative RT-PCR and immunofluorescence. In addition, the blood was collected to count blood cells and measure TNF-α in ELISA. The periodontitis model ligated for 4 weeks, the extracted salivary glands were significantly smaller than those of control group. Lymphocytes in the blood was increased.  The periodontitis model ligated for 1 week did not show any changes. The mRNA level of CD19, a B-cells marker, and CD19-immunoreactive cells were significantly increased in the salivary glands. TNF-α in the blood was significantly higher in periodontitis model. These results suggest that chronic periodontitis-induced apoptosis of the salivary gland is mediated by gland infiltration of B-cells and enhancement of blood TNF-α.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ラット唾液腺の反射性唾液分泌における副交感神経性血流増加反応の関与
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【目的】唾液腺で生じる血流増加反応は唾液の水分泌に重要であると考えられている．近年，我々は三叉神経（舌神経）の求心性電気刺激により，1) 唾液分泌と共に唾液腺に副交感神経性血流増加反応が誘発されること，2) この反応におけるコリン作動性およびVIP作動性線維の関与の割合が3大唾液腺でそれぞれ異なることを報告した．この反応は急峻で顕著な血流増加反応を誘発することから唾液腺血流調節には副交感神経線維が重要であり，これらの反応機序の違いは3大唾液腺における唾液分泌様式の違いと密接に関係していることが予想される．本研究は血流増加反応機序の違いと唾液分泌の関係性を明らかにすることを目指しており，今回は舌神経刺激により唾液腺に誘発される血流動態と唾液分泌を同時に記録し，唾液分泌における副交感神経性血流増加反応の関与について検討した．【方法】ウレタン麻酔したWistarラットの舌神経を求心性に電気刺激（20 V, 20 Hz, 60 sec）し，唾液腺の副交感神経性血流増加反応および唾液分泌を誘発させた．唾液腺血流動態は二次元血流計を用いて記録し，電気刺激中の顎下腺・舌下腺混合唾液および耳下腺唾液はカテーテル及び綿球を用いて回収した．【結果と考察】舌神経刺激は各唾液腺に急峻な血流増加反応と唾液分泌を誘発したが，特にこれらの反応は顎下腺・舌下腺において顕著だった．NO合成阻害により血管拡張を抑制するL-NAMEの静脈内投与により顎下腺・舌下腺の血流増加反応は有意に抑制されると共に，顎下腺・舌下腺唾液の顕著な減少が認められた．これらの結果から，反射性唾液分泌における副交感神経性血流増加反応の重要性が示唆され，副交感神経性血流増加反応は唾液分泌量の維持に重要な因子の一つである可能性が考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Associations between parasympathetic nerve-mediated blood flow increase and salivary secretion in rat salivary glands
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Blood flow increase in salivary glands plays an important role in the secretion of salivary fluids. We have previously demonstrated that stimulation of trigeminal sensory nerves increases blood flow in rat salivary glands; in addition, we reported variations in cholinergic and non-cholinergic vasodilator mechanisms among the three major salivary glands. Increase in parasympathetic nerve-mediated blood flow is thought to be important for the regulation of glandular hemodynamics owing to rapid increases in blood flow. Furthermore, differences in vasodilator mechanisms seem to be closely related to differences in salivary secretion among the three major glands. In the present study, we examined the relationship between glandular hemodynamics and salivary secretion in urethane-anesthetized rats during electrical stimulation of the lingual nerve (LN).LN stimulation induced rapid increases in blood flow and salivary secretion in the glands, especially the submandibular and sublingual glands. Intravenous administration of L-NAME, which inhibits vasodilation by inhibiting NO synthesis, significantly inhibited blood flow increase and decreased the rates of saliva secretion in the submandibular and sublingual glands. These results suggest that parasympathetic nerve-mediated glandular blood flow increase is closely associated with salivary secretion, and may play an important role in maintaining these secretions in the salivary glands.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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老化が唾液腺機能へ及ぼす影響について
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【目的】加齢が唾液腺機能に与える影響の詳細は不明である．本研究では老化促進マウスであるSenescence-Accelerated Mouse Prone1（SAMP1）を用いて，加齢が唾液分泌機能に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした．【方法】16週齢，48週齢のSAMP1を用いた．まずムスカリン受容体作動薬Pilocarpineの腹腔内投与を用い，In vivo解析にて耳下腺および顎下腺機能を評価した．次いで，ムスカリン受容体作動薬Carbacholを用いたEx vivo顎下腺灌流モデルにて顎下腺機能の詳細を，Fura2-AMを導入した顎下腺腺房細胞を用い細胞内Ca2＋濃度の上昇を評価した．また，組織学解析としてHematoxylin-Eosin（HE）染色および免疫組織化学（Aquaporin-5（AQP5），Na+―K＋―2Cl―cotransporter1（NKCC1），Transmembrane protein16A（TMEM16A））を行った．【結果・考察】In vivo解析において16週齢と48週齢のSAMP1を比較すると，耳下腺唾液量は同等であったが，顎下腺唾液量は48週齢で有意に低下した（p＝0.005）．Ex vivo顎下腺灌流モデルにおいても，副交感神経刺激による顎下腺からの分泌量は48週齢で有意に低下した（p＝0.036）．一方，副交感神経刺激による細胞内Ca2＋濃度を評価したところ16週齢と48週齢で同等であった．HE染色においては，顎下腺では48週齢でリンパ球の浸潤が有意に増加し（p＜0.001），耳下腺では16週齢と48週齢いずれにおいてもリンパ球浸潤は認めなかった．免疫組織化学では耳下腺，顎下腺ともに16週齢と48週齢においてAQP5，NKCC1，TMEM16Aそれぞれの発現に明らかな差はみられなかった．以上の結果より，耳下腺における唾液分泌は加齢に影響を受けないが，顎下腺からの唾液分泌は加齢により減少することが明らかとなった．また，加齢により顎下腺の炎症細胞浸潤が増加し，唾液分泌量低下に関与している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effect of aging on salivary gland function
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Purpose: The effect of aging on salivary gland function is not well-described. This study aimed to clarify how aging affects salivary gland function using the senescence-accelerated mouse prone1 (SAMP1). Methods: SAMP1, aged 16 and 48 weeks old, were examined. To evaluate parotid gland (PG) and submandibular gland (SMG) function, we performed an in vivo analysis with intraperitoneal pilocarpine stimulation. Ex vivo SMG perfusion with carbachol was used to evaluate detailed SMG function. [Ca2+]i  was observed in Fura2-AM-loaded SMG acinar cells. Histological analyses were performed by hematoxylin-eosin staining and immunohistochemical staining. Results and Conclusion: Pilocarpine-induced saliva from in vivo PG was comparable between the 16- and 48-week-old mice, whereas saliva from in vivo SMG was significantly less in 48-week-old mice. Carbachol induced saliva from ex vivo SMG was also significantly less in 48-week-old mice. The carbachol-induced [Ca2+]i  increase in 48-week-old mice was comparable to that in 16-week-old mice. We observed lymphocyte infiltration in the SMG from 48-week-old mice, suggesting that chronic inflammation occurs in the aged SMG. Immunohistochemistry revealed that Aquaporin-5, Na-K-Cl cotransporter1, Transmembrane protein 16A were expressed in the SMG from both groups and there was no difference between the two groups.
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半夏瀉心湯含有成分イソリクイリチゲニンは電位依存性イオンチャネルを阻害することで口内炎性疼痛を抑制する
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漢方薬半夏瀉心湯は口内炎性疼痛に対し鎮痛作用を持つことが報告されている．以前の研究にて，我々は半夏瀉心湯に含まれる成分であるイソリクイリチゲニン（ILG）が電位依存性ナトリウムチャネルNav1.8に対して拮抗作用を持つことを明らかにした．本研究ではILGの鎮痛作用機序を明らかにするため，in vitroにて電位依存性イオンチャネルへの作用を，in vivoにて疼痛関連行動に対する作用を調べた．電位依存性イオンチャネルに対する作用を調べるため疼痛関連イオンチャネル発現細胞およびラット感覚神経細胞に対しパッチクランプ法を用いてイオン電流および活動電位への作用を調べた．最後に口内炎モデルを含む各種疼痛モデルラットを用いて疼痛関連行動の測定を行った．オートパッチクランプ法より，ILGは疼痛関連イオンチャネルであるNav1.1，Nav1.3，Nav1.5，Nav1.7，Nav1.8および電位依存性カルシウムチャネル2.2に対して抑制作用をもつことが示された．ホールセルパッチクランプ法において，ILGは多くの感覚神経細胞における活動電位の発生を抑制した．行動実験では持続性疼痛（完全フロイントアジュバントによる炎症性疼痛および神経因性疼痛）に対しILGは効果を示さなかったが，口内炎および疼痛誘発物質により引き起こされる疼痛関連行動は有意に抑制した．以上の結果より，ILGは電位依存性ナトリウムチャネルを阻害することにより感覚神経細胞の活動電位の発生を抑制し，その結果口内炎性疼痛を緩和することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Isoliquiritigenin, an ingredient in hangeshashinto, inhibits oral ulcer-induced pain through blockage of voltage-dependent ion channels
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The traditional Japanese herbal medicine (Kampo) hangeshashinto has analgesic effect on oral ulcer-induced pain. Previously, we found that isoliquiritigenin (ILG), an ingredient in hangeshashinto, showed antagonistic effect on voltage-dependent sodium channel Nav1.8. In this study, to clarify the analgesic mechanism of ILG, we investigated effects of ILG on voltage-dependent ion channels in vitro and on pain-related behaviors in vivo. To examine effect of ILG on voltage-dependent ion channels, we performed automated patch-clamp recording on pain related-ion channels expressing cells. Sensory neurons of rats were used to examine effects on action potential and ion currents by whole-cell patch-clamp recording. We performed pain-related behavioral tests for pain models including an oral ulcer model. ILG exhibited antagonistic effects on Nav1.1, Nav1.3, Nav1.5, Nav1.7, Nav1.8 and Cav2.2 and inhibited action potential generation in many sensory neurons. Injection of ILG didn't affect persistent mechanical allodynia in inflammatory and neuropathic pain models, but oral ulcer and chemical induced pain were inhibited by using ILG. These findings suggest that ILG suppress sensory neuronal activity through blocking Nav, resulting in oral ulcer-induced pain.
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骨芽細胞由来MiR-125bは骨代謝回転を骨形成優位とし，健常な骨を維持させる
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骨芽細胞から出芽的に分泌される基質小胞（MVs）は骨の初期石灰化の起点となる一方，我々はMVsにmicroRNAsを骨基質へ運搬する新たな役割を見出した．そのうち，miR-125bはMVsに選択的に内包され，Prdm1を標的として破骨細胞の形成を抑制した．そこで，ヒトオステオカルシンプロモーター制御下で骨芽細胞特異的にmiR-125bを過剰発現するトランスジェニック（Tg）マウスを作製したところ，海綿骨骨量の著しい増加を認めた．Tgマウスは成獣に至るまで，体躯，体重とも野生型（WT）と同等であった．両系統の大腿骨および脛骨の軟骨形成に差を認めず，また一次骨化中心の形成（胎生16.5日（E16.5）），その後の成長過程における外周の骨添加（～E19.5），10週齢における石灰化速度も同等であった．一方，Tgマウス（E19.5）の骨髄内周側の骨吸収は低下し，これと一致して，破骨細胞数の減少も確認された．10週齢における破骨細胞数は成長板直下において両系統に差はなく，一方，海綿骨の破骨細胞数はTgマウスで有意に低値であった．加齢にともなう皮質骨および海綿骨（77週齢まで）を追跡したところ，Tgマウスでは骨量・骨密度の減少が有意に抑制され，機械的強度も高いレベルで維持された．以上の結果より，Tgマウスでは，MVsを介して骨基質に蓄積されたmiR-125bが骨量と機械的強度を一定量維持させることが示唆された．これらの所見は，骨量減少のための新しい治療標的の可能性を提供するものと期待される．【会員外共同研究者】谷本幸太郎（広大　院医歯薬保　矯正）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





MiR-125b derived from osteoblasts confers on bone formation an advantage over bone resorption to maintain healthy bones




○Ito S1，Minamizaki T2，Yoshiko Y2
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Matrix vesicles (MVs) budding from osteoblasts accumulate in the osteoid and initiate bone mineralization. We found that the new role of MVs as carriers of microRNAs to bone. Of microRNAs identified in MVs, miR-125b is selectively transferred to the bone matrix and inhibits osteoclast formation via targeting Prdm1. Transgenic (Tg) mice overexpressing miR-125b under the control of the human osteocalcin promoter exhibit high trabecular bone mass without changes in body weight. Chondrogenesis and primary ossification at E16.5 and bone collar expansion (～E19.5) normally occurred in Tg mouse femurs and tibiae. However, Tg bones at E19.5 showed defects in medial bone resorption. In 10-week-old Tg mice, the number of osteoclasts decreased in trabecular bones but not in the zone of calcified cartilage and subchondral bones. In addition, age-dependent decreases in bone loss and mechanical strength (～77-week-old) were suppressed in Tg mice. These results suggest that miR-125b accumulated in the bone matrix plays a role in regulating bone mass and mechanical strength, opening the possibility of a new therapeutic target for bone loss.
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FGF23/klothoシグナルによる基質石灰化制御機構




○長谷川智香1，宮本　幸奈2，本郷　裕美1，山本知真也3，網塚　憲生1

1北大　院歯　硬組織発生，2国際医療福祉大　熱海病院　歯科

3自衛隊阪神病院　歯科





FGF23/αklothoシグナルは，全身性のカルシウム・リン制御を行うことで，間接的に基質石灰化に関与する．我々は，基質石灰化におけるFGF23/αklothoシグナルの局所作用の可能性を考え，生後7週齢αklotho遺伝子変異 (kl/kl)マウスと欠損 (αklotho －/－)マウスの大腿骨と大動脈を組織化学的に検索した．kl/klマウスやαklotho －/－マウス大腿骨骨梁では，活性型骨芽細胞直下に基質小胞が局在しているに関わらず未石灰化骨基質が広範囲に形成されており，また，DMP1強陽性かつ石灰化物沈着を示す骨小腔が観察された．また，kl/klマウスの大動脈中膜には，著明な石灰化沈着を認め，ALP陽性骨芽細胞様細胞や，TRAP陽性破骨細胞様細胞，FGF23陽性骨細胞様細胞を有する血管骨化が誘導されていた．これらの異常が，血中リン濃度とFGF23/klothoシグナルの局所作用のどちらに起因するのかを明らかにするため，マウスを離乳後3週にわたって低リン食飼育し解析を行った．すると，低リン食飼育kl/klマウスでは，腎臓におけるαklotho遺伝子の発現がわずかに回復し，大腿骨の組織異常は回復したが，低リン食飼育αklotho －/－マウスでは，依然組織異常が認められた．また，kl/klマウスの血管石灰化は，低リン食飼育により著明に減少し，血管骨化は観察されなかった．しかし，一部で軟骨細胞様細胞を含みII型コラーゲン陽性を示す軟骨基質が認められた．なお，αklotho －/－マウスでは，通常食・低リン食飼育いずれにおいても，大動脈中膜にわずかな石灰化物しか認められなかった．以上より，kl/klマウス，αklotho －/－マウスで見られる骨・血管石灰化異常は，血中リン濃度上昇のみならず，FGF23/αklothoシグナルが局所で影響を及ぼす可能性が推測された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cellular regulation of bone/vascular mineralization mediated by FGF23/klotho signaling
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FGF23/αklotho signaling has been reported to regulate serum calcium (Ca) and inorganic phosphate (Pi) homeostasis, so that it may be related to matrix mineralization. In order to elucidate which of the elevated serum concentration of Pi or the signaling linked to αklotho/FGF23 is critical for normal mineralization, we have histologically examined femora and aorta in αklotho mutant (kl/kl) and αKlotho deficient (αKlotho －/－) mice. In both kl/kl and αKlotho －/－ mice, a broad non-mineralized bone matrix in femora was observed, despite of highly elevated serum Ca/Pi.  Many matrix vesicles were seen in osteoid underneath ALP/ENPP1-positive mature osteoblasts, while few mineralized nodules have grown, without resulting in collagen mineralization in bone. In kl/kl aorta, the tunica media was extremely-mineralized, localizing osteoblast-, osteoclast-, and osteocyte-like cells, which therefore, implicates vascular ossification, rather than vascular calcification. These abnormalities were improved by feeding with Pi insufficient diet in kl/kl mice but not αKlotho －/－ mice. Interestingly, kl/kl mice fed with low Pi demonstrated type II collagen-immunoreactive matrix and chondrocyte-like cells in the aorta. In conclusion, it seems likely that FGF23/klotho axis may influence bone/vascular cells in an autocrine/paracrine pathway, rather than by regulating serum Pi.
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新規肥満2型糖尿病モデルでSDT fatty ラットの骨組織解析について
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1北大　院歯　硬組織発生
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【緒言】近年，糖尿病性骨粗鬆症について関心が高まっており，今回，我々は，新規肥満2型糖尿病モデルであるSDT fatty ラットの骨組織における微細構造を検索した．【材料と方法】生後42週齢のSDT fatty ラットおよびコントロールとして同週齢・同系列のSDラットの大腿骨・脛骨を通法に従いパラフィン包埋し，TRAP，ALP，DMP-1，chondroitin-4-sulfate，osteocalcin，AGE，α-SMA，CD31，von Kossa染色および鍍銀染色等の各種組織化学ならびにμCT解析を行った．【結果と考察】μCT解析では，SDT fatty ラット脛骨の骨幹端骨梁数・幅は低下していたが，両群の成長板直下にTRAP陽性破骨細胞が局在し，その数に大きな違いは認められなかった．一方，両群ともに，細胞体がふくよかなALP強陽性を示す活性型骨芽細胞が骨基質上に局在していた．ところが，von Kossa染色を行うと，SDT fatty ラットでは未石灰化骨基質が広範囲に観察された．鍍銀染色を行うとSDT fatty ラットは規則的な骨細胞・骨細管系を示したが，骨細管のchondroitin-4-sulfateやDMP-1陽性反応が低下する一方で，多量のosteocalcinが蓄積されていた．さらに，SDT fattyラットの骨基質および骨髄内の細胞間隙の線維状構造物にAGE強陽性反応が観察され，そのような領域において多数のα-SMA陽性細胞およびCD31陽性血管内皮細胞が認められた．【結語】肥満2型糖尿病モデルのSDT fatty ラットは骨細胞・骨細管系の機能が低下し，血管も影響を受けていることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Histological analysis on bone tissue of obese type 2 diabetic SDT-fa/fa rats
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Introduction: Diabetic osteoporosis has been recently highlighted. Therefore, we have examined histological alterations of bone tissue in obese type 2 diabetic Sprague-Dawley Torii (SDT) fatty rats. Materials and Methods: Forty two male SDT-fa/fa (fatty) rats and age-matched SD rats were fixed, and their tibiae and femora were embedded into paraffin and epoxy resin for histochemical examination of TRAP, ALP, DMP-1, chondroitin-4-sulfate, osteocalcin, αSMA, CD31, AEG, silver impregnation and μ CT analysis. Results and Discussion: Under  μ CT analysis, tibial metaphyses of SDT fatty rats developed thin and fragmented trabeculae. However, both SD rats and SDT fatty rats displayed the similar numbers of TRAP-positive osteoclasts and cuboidal mature osteoblasts with intense ALP-positivity. Silver impregnation revealed well-arranged osteocytic lacunae and their canaliculi in both the rats.  However, the SDT fatty rats showed markedly-reduced immunoreactivities of chondroitin-4-sulfate and DMP-1 but an intense osteocalcin immunoreactivity in the osteocytic lacunae and canaliculi.  The increased number of CD31-immunopositive vascular endothelial cells accompanied with αSMA-positive cells were present in AGE-reactive bone marrow tissue. It seems likely that diabetes mellitus may reduce the biological function of osteocytic lacunar-canalicular systems and also affect vascular endothelial cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-52

デンティンブリッジ形成過程における古典的Wntシグナルの役割
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【目的】歯科臨床では歯髄を保存し，象牙質を効率的に修復できる治療法が求められており，近年デンティンブリッジ形成にWntシグナルが関与していることが報告されている．しかし，その過程におけるWntリガンドの局在については不明であるため，デンティンブリッジ形成過程における古典的Wntシグナル分子の局在を免疫組織学的に解析した．【方法】マウスの上顎第一臼歯にラウンドバーにて窩洞形成し，露髄後MTAセメントにて直接覆髄した．処置後1，4，7，14，28日に上顎骨を摘出し4％パラホルムアルデヒド溶液で固定した．μCTにて硬組織形成の有無を確認後，10％EDTAにて4℃，2週間脱灰し，パラフィンに包埋した．厚さ4 μmの切片を作製し，Wnt3a，Wnt10a，β-catenin，F4/80の局在を免疫組織化学的に解析した．【結果】覆髄後4日，7日では覆髄部周辺の象牙芽細胞がWnt3a，Wnt10a，β-cateninの局在を示した．覆髄後14日では覆髄部周辺に修復象牙質が形成されており，その表面に配列した修復象牙芽細胞にWnt3a，Wnt10a，β-cateninの局在が認められた．また，歯髄中央部にはF4/80陽性マクロファージがみられ，これらの細胞にWnt10a局在が認められた．覆髄後28日ではデンティンブリッジが形成されており，その表面に接した修復象牙芽細胞にWnt3aとβ-cateninの局在が観察された．【考察】以上の結果から，修復象牙芽細胞の分化に古典的Wntが関与し，覆髄後初期の修復象牙芽細胞分化には，象牙芽細胞由来のWntが重要であると考えられた．一方，後期においては象牙芽細胞に加え，マクロファージ由来のWntが修復象牙芽細胞分化に関与していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of canonical Wnt signal in the formation process of dentin bridge
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Purpose: Wnt signal is reported to be involved in the formation of dentin bridge. However, the localization of Wnt ligand in the process is unknown. We elucidated the localization of the canonical Wnt signal molecules during dentin bridge formation. Methods: Pulp exposure was prepared in the maxillary first molar of the mouse and directly capped with MTA cement. The maxillae were removed on 1, 4, 7, 14 and 28 days after treatment. After analysis by μCT, 4-μm paraffin sections were used for immunohistochemistry of Wnt3a, Wnt10a, β-catenin, and F4/80. Results: On day 4 and 7 after pulp capping, odontoblasts expressed Wnt3a, Wnt10a and β-catenin. Reactionary dentin was formed on day 14. The localization of Wnt3a, Wnt10a and β-catenin was found in reparative odontoblasts arrayed on the surface. Additionally, F4/80 positive macrophages were seen in the center of the dental pulp. They showed Wnt10a positive reactivity. Dentin bridge was formed on day 28. Reparative odontoblasts expressed Wnt3a and β-catenin. Conclusion: These results suggest that osteoblast-derived Wnt is important for reparative odontoblast differentiation at early stage of dentin bridge formation. Macrophage-derived Wnt is also involved in reparative odontoblast differentiation at late stage.
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糖尿病モデルラットにおける歯髄内石灰化の多面的解析
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長期間の糖尿病患者の歯髄内には顆粒状の石灰化物の形成が起こるとされており，これらは病理組織学的には，進行性病変の副産物として考えられている．本研究では，2型糖尿病モデルラットにおいて歯髄内に形成された病的石灰化物について，免疫組織化学的手法，反射電子を用いたBlock Face Imaging（BFI），エネルギー分散型元素分析など多面的な評価を行った．免疫組織化学的手法より，AGE/RAGE系に関連して石灰化と関連があるとされる糖化最終産物(AGEs)の一種であるpentsidineの局在を調べた．また歯髄内石灰化の発生メカニズムに関与しているとされる様相をBFIを用いて評価を行った．同時にエネルギー分散型元素分析を行いそれぞれの組成を調べた．石灰化の時期は2型糖尿病モデルラットにおいて，12週齢以降の血糖値が高値(1000 mg/dl)に安定した状態で急激な石灰化が起こることがわかった．免疫染色により，young/agedにおいて加齢に伴う緩慢なpentosidineの増加に比べ，SDT-fattyでは明らかな増加がみられた．また歯髄内石灰化は，BFIにて象牙前質から離れた歯髄内に多く存在し，周囲に顆粒状石灰化と思われる構造も観察された．石灰化物内に細管構造や細胞組織とみられるものの存在が確認でき過度に石灰化したサンプルにおいては歯髄組織は壊死し象牙芽細胞などは存在しなかった．歯髄内石灰化物と象牙質のCa/Pの組成が類似していることがエネルギー分散型元素分析の結果わかった．結論として，糖尿病モデルラットにおいて歯髄内に顆粒状の石灰化物の形成を認め，AGEsの沈着を認めることから，歯髄内石灰化に糖化が関与しており，これらは糖尿病患者における異所性の石灰化と関連があることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Multi-analysis of pulp stone in type2 diabetes model rat
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Granular calcification forms in the dental pulp of diabetic patients. Histopathologically, these calcifications are thought to be byproducts of severe diabetes. In this study, pathological calcification in dental pulp of type 2 diabetes model rats was evaluated using electron microscopy and immunohistochemical analysis of pentosidine, a biomarker of advanced glycation end products (AGEs) that is considered to be related to calcification. Electron density of the specimen was evaluated using block face imaging with backscattered electrons and pulp stone composition was examined using energy dispersive X-ray spectroscopy. Type 2 diabetic rats exhibited pathogenic calcification in the pulp with high blood glucose levels for 12 weeks in SDT fatty rats. Pentosidine was strongly expressed in the pulp of diabetic rats. Additionally, granular calcification was also observed in the surrounding area of the pulp stone. From these results, glycation may be related to calcification in dental pulp, suggesting that AGE accumulation is related to ectopic calcification in diabetic patients.
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大臼歯プロトスタイリッドの髄角形状に対する三次元的考察
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【目的】プロトスタイリッドは，下顎大臼歯の近心頬側咬頭に発現する過剰咬頭である．日本人におけるプロトスタイリッドの発現率は，第一大臼歯で20％，第二大臼歯で6．6％と報告されており，補綴学的な修復を行う上で軽視できないとされている．補綴物の形成後に残存する象牙質の厚みは，歯髄保護の観点から重要な要素であるが，プロトスタイリッド直下における歯髄腔の形状については，いまだ明らかにされていない．そこで本研究では，プロトスタイリッド内における歯髄腔の形状を検証するために，三次元構築を応用し歯牙を観察した．【方法】試料には，咬耗やわずかな齲蝕の認められる，プロトスタイリッドの発現した大臼歯14本を用いた．試料はすべて，朝日大学附属病院により採集した．採集した試料に対しマイクロCTを用いて歯の外表をスキャンした後に，歯髄腔の形状を三次元的にコンピューター上で再構築した．【結果】【考察】全ての試料において，プロトスタイリッドに相当する部位では髄角が著明に認められ，ほとんどの試料において歯根部の歯髄腔が著明に認められた．また，数歯においては，咬頭直下に髄角様の形状を示した歯髄腔が著明に認められ，通常の形成量であっても残存象牙質の厚み不足を引き起こす原因として考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Three-dimensional reconstruction of pulp horns in molars with protostylids
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Protostylids are supernumerary cusps located in the mesial half of the buccal surface of the lower molars. Reported incidences of protostylids in Japanese were 20% in first molars and 6.6% in second molars and are not negligible for prosthetic restoration. Residual dentin thickness is an important factor in preventing pulpal injury during the preparation. However, no reports are available on the precise configuration of the pulp chamber beneath the cusps of protostylids.  This study aims to demonstrate the configuration of pulp chambers of molars with protostylids using reconstructed 3D-images. The study samples were 14 lower molars with protostylids with attrition and negligible caries housed at Asahi University. Each tooth was subjected to microCT and a configuration of the external surface of the teeth and pulp chambers were reconstructed.All the samples exhibited prominences of pulp chamber corresponding to the cusp of protostylids. Most of the teeth exhibited prominences in the root portion. Some of the teeth had a pulp-horn-like prominence in the crown pulp which leads to a shortage of residual dentin thickness in standard preparation. The existence of priotostylids should be taken into consideration in cases of vital tooth preparations in order to prevent iatragenic pulpal damages.
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3Dボリュームイメージングによる歯根膜のメゾスケール構造解析
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組織構築を詳細に把握することは，疾患や再生過程を解析する上で重要である．また，3次元データは構造と機能との関連を検討する上で有用である．歯根膜は歯の機能にとって必須の組織である．これまで歯根膜について様々な手法で解析されてきたが，メゾスケールでの組織構築は明らかではない．歯根膜線維の配列や細胞形態を正確に把握するには高い空間分解能で3次元的に解析する必要があるが，従来法だけでは観察範囲と解析対象の間でTrade-offの問題があり，解析は困難であった．そこで我々はFIB/SEM tomographyを用い，歯根膜細胞と歯根膜線維束について水平線維群・斜走線維群・根尖線維群の3群に分け，定量的に3次元構造解析した．その結果，歯根膜細胞は線維束に対して平行に配列しているものは少なく，紡錘形というより扁平，もしくは翼状の形態をしていた．細胞のvolume, specific surface area, anisotropy, 線維の走行と細胞長軸のなす角度は3群間で有意な差がみられた．また，細胞同士はコンタクトを持ち，歯槽骨-歯牙間で広範な細胞性ネットワークを形成していた．歯根膜細胞の中には骨内部の細胞とコンタクトを持つものも観察された．さらに，歯根膜線維束は単純なロープ状ではなく，複数に枝分かれした形態をしていた．水平線維群の線維束断面の長軸，短軸，面積は他の領域よりも大きく，有意な差があった．歯根膜細胞はgap junctionを持つことが過去に報告されており，今回明らかになった歯根膜に広範囲に存在する細胞性ネットワークは，歯根膜線維形成において重要な役割をしている可能性がある．また今回の結果は従来法だけでは得られなかったもので，歯根膜に対する基盤的知見を進展し得るものである．ひいては今後「歯」そのものの再生治療において，本研究の結果は重要な知見に成ると考えられる．（共同研究者：金澤知之進，都合亜記暢，太田啓介，楠川仁悟，中村桂一郎）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Architectural analysis of the periodontal ligament on a mesoscale, utilizing three-dimensional volume imaging




○Hirashima S1,2

1Div Microscopic & Deve Anat, Dept Anat, Kurume Univ Sch Med
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An accurate understanding of normal tissue is important for obtaining the baseline data necessary to effectively analyze abnormalities such as diseases, and regenerative processes. Three-dimensional (3D) data are useful for linking structure to function and dysfunction. The periodontal ligament (PDL) is essential for periodontal environment and the tooth. Many studies have examined the nature of PDL. However, the 3D ultrastructure of PDL on a mesoscale is poorly understood. In this study, we used focused ion beam-scanning electron microscope tomography to investigate the PDL, and quantitatively analyzed its structural properties. The PDL cells had a flat shape with long processes, and exhibited a wing-like, rather than a spindle-like, shape. The cells were in contact with each other, forming a widespread mesh-like network. The orientation of the cells was not parallel to the PDL fibers. Collagen bundles of the PDL demonstrated multiple branched structures, rather than a single rope-like structure. The cross-sectional area and the minor and major axis lengths of the horizontal fibers were significantly different from those of the oblique and apical fibers. This study provides further insights into the structure of the PDL, and forms the basis for the development of more effective therapies for periodontal tissue regeneration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-56

マウス歯胚形成中におけるCGRPαの分布




○前田　祐貴，三輪　容子，佐藤　　巌

日歯大　生命歯　解剖１





カルシトニン遺伝子関連ペプチド-α（CGRPα）は，発達中の骨形成に関連する神経伝達物質である．しかし，CGRPαの発現は，発達中に歯の形成に影響を及ぼすことはよく知られていない．カルシトニン受容体様受容体（CRLR），アメロゲニン（Amelx），シアロリンタンパク質（DSPP）コラーゲンI（Col I），オステオポンチン（OPN），オステオカルシン（OCN）およびニューロペプチド（NPY）との関係は，様々な歯や骨の起源のマーカーにもかかわらず，不明である．我々のリアルタイムRT-PCRの結果では，CRLR，Amelx，DSPP，OPN，OCNのmRNAはE14.5からP1にほぼ急速に増加したが，それとは対照的に，CGRPαmRNAの発現レベルは徐々に減少した（p＜0.001）．また，NPYおよびCol Iにおいてほぼ一定であった．CGRPαmRNAに対するアンチセンスプローブを用いたin situハイブリダイゼーション染色では，E14.5のおよびE17.5のエナメル質上皮で発現の局在性を確認した．しかし，P1においてCGRPαは歯槽骨では検出されなかった．CGRPαは，E14.5からE17.5までの歯胚形成期において，歯胚周囲の上部骨領域の骨再形成に一時的に関与すると考えられる．従って，CGRPαは重要な歯および骨形成マーカーであると示唆される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Distribution of neuropeptide calcitonin gene-related peptide-α during formation of mouse tooth germ




○Maeda Y，Miwa Y，Sato I

Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





The calcitonin gene-related peptide-α (CGRPα) is a neurotransmitter which related to bone formation during development. However, CGRPα expression is not well known to effect formation of teeth during development. During development of teeth germ, the relations between CGRPα, calcitonin-receptor like receptor (CRLR), amelogenin (Amelx), sialophosphoprotein (DSPP) collage I (Col I), osteopontin (OPN), osteocalcin (OCN) and neuropeptide (NPY) are unclear in spite of various teeth and bone genesis's markers. Our real-time RT-PCR results show that the expression levels of CGRPα mRNA gradually decreased (p＜0.001) in contrast to the mRNA abundances of CRLR, Amelx, DSPP, OPN, OCN which are almost rapidly increased from E14.5to P1, and almost constant in NPY and Col I in examined stages. In situ hybridization using an antisense probe for CGRPα mRNA was showed significant localized expression levels in the superior regions of the enamel at E14.5 and on the outer enamel epithelium at E17.5. CGRPα was not detected in the stellate reticulum or the alveolar bone at P1. CGRPα temporarily participates in the bone remolding of the upper bony region around the tooth germ from E14.5 to E17.5 during tooth formation stage.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯根膜細胞-血管内皮細胞 共培養スフェロイドは歯周組織再生を促進する




○佐野孝太朗1，臼井　通彦1，近藤　久貴2，中富　満城3，佐藤　　毅4，有吉　　渉5，戸苅　彰史2，西原　達次5

1九歯大　歯周，2愛院大　歯　薬理，3九歯大　解剖，4埼医大　医　口外，5九歯大　感染分子生物





【目的】細胞が多数凝集して3次元状態になったスフェロイドは，単層培養細胞に比べ生理的機能が向上しており，再生医療への応用が期待されている．本研究では，ヒト歯根膜細胞（PDL）とヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いて共培養スフェロイドを作製し，その歯周組織再生能について検討した．【材料と方法】PDLとHUVECをスフェロイド作製用マイクロウェルチップに播種し，共培養スフェロイドを作製した．スフェロイド（共培養，PDL）群および単層培養（PDL，HUVEC）群におけるOct-4，Nanog遺伝子発現，並びに骨分化条件で培養した際の，ALP，Runx2，COL1遺伝子発現をリアルタイムPCR法にて検証した．さらに，骨分化誘導により形成された石灰化結節をアリザリンレッド染色し，骨分化能を検討した．最後に，ラット上顎第1大臼歯近心分岐部に歯周組織欠損を作製し，マトリゲル®を担体としてスフェロイド（共培養，PDL）を移植した．対照として，単層培養（PDL，HUVEC）・マトリゲル®移植，偽手術を行った．4週，8週後に屠殺し，3DμX線CT撮影，および組織切片を作製し，歯周組織の再生について検証した．【結果と考察】共培養スフェロイドは，他群よりOct-4，Nanog発現が有意に上昇した．骨分化条件においても，同様に，共培養スフェロイド群におけるALP，Runx2，COL1発現が有意に上昇し，石灰化結節も多く形成された．3DμX線CT解析より，共培養・PDLスフェロイド移植群は単層培養群と比べて有意に新生骨量が増加していた．組織切片においても，共培養・PDLスフェロイド移植群の新生骨面積率は共に単層培養群よりも高かったが，共培養・PDLスフェロイド群間には有意な差は見られなかった．しかし，再生歯周組織における新生セメント質長さは共培養スフェロイド移植群が他群に比較して有意に長かった．【結論】ラット歯周組織欠損モデルにおいて，共培養スフェロイド移植は歯周組織再生を促進することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Spheroids co-cultured of human periodontal ligament cells and vascular endothelial cells enhance periodontal tissue regeneration




○Sano K1，Usui M1，Kondo H2，Nakatomi M3，Sato T4，Ariyoshi W5，Togari A2，Nishihara T5

1Div Periodontal, Kyushu Dent Univ, 2Div Pharmacol, Aichi-Gakuin Univ Sch Dent, 3Div Anat, Kyushu Dent Univ, 4Div Oral Maxillofac Surg, Saitama Med Univ Sch Med, 5Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ





＜Purpose＞Spheroids-spherical clusters of cells formed by self-assembly - provides superior cellular heterogeneity compared with monolayer culture. We investigated the potential of periodontal tissue regeneration in co-cultured spheroids of human periodontal ligament mesenchymal stem cells (hPDLMSC) and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). ＜Materials & Methods＞hPDLMSC and HUVEC were seeded on a microwell chip to prepare co-cultured spheroids. Real-time PCR analysis was examined to measure the expressions of stemness markers and osteogenesis-related genes in spheroids (co-cultured, hPDLMSC) and monolayer-cultured cells (hPDLMSC, HUVEC). Nodule formation assay were performed to confirm the osteogenic potential of co-cultured spheroid. The periodontal tissue defects were prepared in the maxillary first molars of rats and subjected to co-cultured spheroids in transplantation assay.  After 4 or 8 weeks of transplantation, periodontal tissue regeneration was analyzed with 3D μCT and HE staining. ＜Results and Conclusion＞The levels of mRNA expression of stemness markers, osteogenic markers and the nodule formation in co-cultured spheroids were also enhanced compared with the other groups. μCT analysis revealed treatment with spheroids (co-cultured, hPDLMSC) significantly enhanced new bone formation. Furthermore, histological analysis found co-cultured spheroid transplantation significantly increased new cementum formation compared with hPDLMSC group. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス歯肉接合上皮細胞の由来と動態について




○斎藤浩太郎1，依田　浩子1，大島　邦子2，大島　勇人1

1新潟大　院医歯　硬組織形態
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【目的】歯肉接合上皮は発生過程における退縮エナメル上皮に由来し，歯の萌出後に接合上皮は口腔上皮により置換されると考えられてきたが，依然議論の余地がある．本研究では，近年我々が確立した歯胚移植実験系を用いて，接合上皮細胞の長期的な運命と細胞動態について明らかにすることを目的とした．

【方法】 B6およびGFPマウスを用いて，胎生15日～生後1日齢の下顎第一臼歯の歯胚を，生後2週齢マウスの上顎第一臼歯抜歯窩に移植した．2から16週間後に灌流固定し，マイクロCT解析，EDTA脱灰後，パラフィン切片を作製し，抗GFP，nestin抗体を用いた免疫染色を行った．また，TetOP-H2B-GFPマウス（生後4週にドキシサイクリン投与）における歯肉接合上皮の細胞動態を抗GFP，Ki67抗体を用いた免疫染色により解析した．

【結果および考察】移植歯胚において，nestin陽性象牙芽細胞分化と正常な歯根形成を示した例は23.1%であり，それら成功例では正常なエナメル質形成が認められ，正常な数の咬頭が形成されていた．GFPマウスをホストとしB6マウスをドナーとした移植後2から16週の全観察期間において，口腔上皮細胞はGFP陽性反応を示し，接合上皮細胞は遊走細胞を除いてGFP陰性を示した．また，B6マウスをホストとしGFPマウスをドナーとした移植後2から4週では，GFP陽性の接合上皮細胞が維持されていた．生後4週齢にドキシサイクリンを投与し，投与中止3日後のTetOP-H2B-GFPマウス接合上皮では，基底部にKi67陽性GFP陰性を示す細胞増殖活性が非常に高い細胞群が認められた．以上より，歯肉接合上皮の基底部には，細胞増殖活性が非常に高い幹細胞/前駆細胞が存在し，歯の萌出後，口腔上皮細胞に置換されることなく長期にわたって維持されることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The origin and turnover of the junctional epithelium in mice




○Saito K1，Ida-Yonemochi H1，Nakakura-Ohshima K2，Ohshima H1
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This study aimed to clarify the fate of the REE-derived JE following tooth eruption and the dynamics of JE cells. Mandibular first molar germs (E15-P1) were dissected and transplanted into the original socket of 2-week-old mice after the extraction of the upper first molars using B6 wild type and GFP transgenic mice. The total success rate of the transplantation was 23.1%. In tooth germ transplantation with GFP transgenic mice as the host and with wild type as the donor, oral and sulcular epithelium showed GFP-positive reactions, in contrast JE lacked the positive reaction, although some host-derived cells migrated into the JE during the experimental periods. In tooth germ transplantation with GFP transgenic mice as the donor and with wild type as the host, GFP-expressing JE cells were maintained during postoperative weeks 2-4. In the H2B-GFP mice at day 3 after the administration of doxycycline, Ki67-positive and GFP-negative cells with high proliferative capacity were recognized in the basal side of JE. In conclusion, REE-derived stem cells/progenitor cells with high proliferative capacity in the basal side of JE remained for a long period without replacement by the oral epithelial cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯根膜にみられるGli-1陽性細胞の骨形成能
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Osteogenic potential of Gli1-positive cells in periodontal ligament




○Shalehin N，Hosoya A，Takebe H，Hasan M，Irie K

Div Histol Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent





[Purpose] Regeneration of periodontal tissues is a key objective of dental treatment, because periodontal diseases are the major cause of tooth loss in adults. We recently reported that periodontal ligament contains osteoprogenitor cells that have an ability to regenerate alveolar bone. However, the precise localization, as well as the characteristics of these osteoprogenitor cells in the periodontal ligament, remain unknown. Gli1, an essential transcription factor of Sonic hedgehog (SHH) signaling, functions in undifferentiated cells during embryogenesis. Therefore, in the present study, to characterize the stem cells in a mature periodontal ligament, the localization pattern and the differentiation ability of Gli1-positive cells are examined using a lineage-tracing system[Materials & Methods] Following administration of Tamoxifen for 3 days, 4-week-old Gli1-CreERT2/Tomato mice were fixed and investigated histologically by fluorescent microscopy. To observe the differentiation ability of Gli1-positive cells during the processes of alveolar bone regeneration, we extracted the maxillary first molars of Gli1-CreERT2/Tomato mice and transplanted into the hypodermis of nude mice. At 28 days after transplantation, the teeth were excised with surrounding connective tissues and processed histologically. [Results & Conclusion] To observe the localization of Gli1-positive cells in periodontal ligament, Tomato fluorescence was analyzed just after Tamoxifen administration. In maxillary first molar, Tomato fluoresces were detected in cells at many sites of the periodontal ligament. These Tomato-positive cells were seemed to exist around blood vessels. At 28 days after tooth transplantation, the alveolar bone was regenerated at the bifurcation area, and Tomato-positive cells expanded from periodontal ligament toward the regenerated area. Some positive cells localized in the periodontal ligament, as well as on the surface of regenerated bone, indicating that Gli1-positive cells in periodontal ligament can differentiate into osteoblasts. Results of the study also suggest that these Gli1-positive cells might be useful in a variety of tissue engineering application.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウスを用いた炎症性骨吸収後の歯槽骨再生実験モデル




○堀部　寛治，中村　浩彰
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【目的】現在，歯槽骨の再生に関する動物実験は主に中～大型の哺乳動物が用いられているが，環境整備や飼育コスト，さらに解析方法の制限が問題点として考えられる．一方，マウスは，飼育コストが低く，繁殖も容易であり，なおかつ実験試薬，抗体，遺伝子改変などの解析手法の選択肢が豊富に存在する．そこで，我々は歯周炎後の歯槽骨再生モデルの作製をマウスで試みた．【実験方法】8週齢の雄マウスの上顎第二臼歯に絹糸を結紮し，歯周炎を誘導した．結紮開始から二週間後，当該歯の水平性の動揺を確認し，絹糸およびプラークを除去した．口蓋粘膜を切開，剥離，翻転させ，口蓋側歯槽骨の吸収部を露出し，第二臼歯と第一臼歯の接触点下にFGF2製剤リグロスを含浸させたコラーゲンスポンジを置き，粘膜を整復した後，外科用の軟組織接合接着剤により，切開部粘膜の閉鎖を行った．FGF2投与から3日，7日，14日，28日でそれぞれ上顎骨を採取し，マイクロCT撮影，組織学的・免疫組織学的に新生骨形成と歯周組織の状態を経時的に観察した．【結果と考察】FGF2投与から3日後，口蓋粘膜はまだ癒合しておらず，好中球を主体とした炎症像が観察され，新生骨形成は認められなかった．7日後では，粘膜はほぼ治癒し，炎症は消退していた．マイクロCTでは明らかな石灰化物は認められなかった．14日経過後，絹糸結紮による骨吸収部位に新生骨の形成が確認され，28日後にはその骨量は増加していた．また，新生骨の周囲には，Osterix陽性細胞の分布が確認された．これらの結果から，マウスの絹糸結紮による歯槽骨吸収部位へのFGF2局所投与は，新生骨の形成を促すことが明らかとなり，本モデルの研究での有用性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Alveolar bone regeneration experiment model after inflammatory bone resorption in mice
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Objective: Middle to large mammals have been used in vivo model of alveolar bone regeneration. However, these animals have limited analysis methods. Meanwhile, the mouse model is useful for analysis such as experimental reagents, antibodies and genetic modifications. Therefore, we performed the alveolar bone regeneration experiment after periodontitis with mice. Methods: Periodontitis was induced by ligating silk threads to the maxillary second molar of 8-week-old mice. After two weeks, the ligature was removed. The palatal mucosa was incised for mucosal flap and the alveolar bone was exposed. A collagen sponge that impregnated with FGF2 preparation was placed between the second and first molar. Periodontal tissue and alveolar bone conditions were observed sequentially by microCT and histological/immunohistological analysis. Results & Discussion: On day 7 after FGF2 treatment, Osterix positive cells were distributed around the bone matrix. On day 14 and 28, mineralized new bones were ovserved on the resorption site by microCT analysis. Distribution of Osterix positive cells were confirmed around new bone. Local administration of FGF2 to the bone resorption site promotes the formation of new bone and contributes to the regeneration of periodontal tissue. This experimental model is useful for investigate of alveolar bone regeneration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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TRPV4遺伝子欠失マウスにおける口腔粘膜創傷治癒の解析




○吉本　怜子1,2,3，合島怜央奈4，大崎　康吉1，藤井　慎介2，張　　旌旗5，曹　　愛琳1,2，高　　イキ1，清島　　保2，城戸　瑞穂1

1佐賀大　医　組織神経解剖，2九大　院歯　口腔病理，3九大　院歯　歯周病，4佐賀大　医　口腔外科，5九大　院歯　分子口腔解剖





上皮は外界の刺激から生体を防御するバリアとして機能する．我々は，口腔の上皮に発現する温度感受性イオンチャネル transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) が温度により活性化し，細胞間接着や細胞移動を制御し，上皮バリアに寄与することを見出した．そこで本研究では，個体レベルでのTRPV4の機能を明らかにするために，口腔粘膜創傷治癒モデルを作製し解析を行った．8週齢の C57BL/6 野生型 (WT) マウスあるいは TRPV4 遺伝子欠失 (V4KO) マウスの硬口蓋に直径 1.5 mm 生検パンチにて円型の創を作製した．創形成後 2, 3, 4 日目のマウスを灌流固定し，組織学的解析ならびに免疫組織化学を行った．術後3日で口蓋部の創傷の面積および横幅は WT より V4KO マウスで有意に小さかった．免疫組織化学により，創先端部分では E-cadherin の発現局在ならびに actomyosin 線維の変化を認めた．さらに，TRPV4 が細胞移動に与える影響について調べるために，生後2日齢のマウス口蓋上皮より単離した初代培養細胞またはマウス歯肉上皮不死化細胞株 GE1 を用いて，in vitro 細胞移動アッセイ，ならびに免疫細胞化学を行った．細胞移動は V4KO の細胞において亢進し，TRPV4 アゴニストを作用させることにより抑制された．さらに，集団移動する細胞の先端に位置する細胞では actomyosin の線維に富んでおり，アゴニスト刺激により著明に減弱した．　以上より，TRPV4 の活性化は actomyosin 系の調節を介し細胞移動の抑制に関与することが示唆された．よって，TRPV4 は創傷治癒治療薬の標的となりうると考える．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Deletion of TRPV4 affects oral wound healing processes




○Yoshimoto RU1,2,3，Aijima R4，Ohsaki Y1，Fujii S2，Zhang JQ5，Cao AL1,2，Gao WQ1，Kiyoshima T2，Kido MA1

1Dept Anat Physiol, Saga Univ Fac Med, 2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Sch Dent, 3Sect Periodontol, Kyushu Univ Grad Sch Dent, 4Dept Oral & Maxillofac. Surg, Saga Univ Fac Med, 5Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Epithelia provide barrier of our body against external stimuli. We previously found the expression of transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) in oral epithelial cells and its involvement in the cell-cell contact formation or the cellular migration. Therefore, to clarify the physiological function of TRPV4 in vivo, we analyzed the full thickness oral mucosal wound-healing mouse model. 8 weeks old C57BL/6 mice (WT) or TRPV4-deficent mice (V4KO) was wounded in palatal mucosa by φ1.5 mm biopsy punch. On post-operative day 2, 3 or 4, mice were perfused by 4% paraformaldehyde and analyzed histologically. Wounded area or width on post-operative day 3 was significantly smaller in V4KO than in WT. Immunohistochemistry revealed the altered expression pattern of E-cadherin and actomyosin fibers in migrating epithelial tongue. In addition, we examined migrating cells in vitro using primary cultured mice oral epithelial cells. Immunocytochemistry revealed the well-developed actomyosin fibers in migrating edge, which was distinctly reduced by TRPV4 agonist treatment.Taken together, it was suggested that the activation of TRPV4 regulated cellular migration via modulation of actomyosin. We propose that TRPV4 is one of the pharmacological target for wound healing.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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インプラント表面のハイドロキシアパタイトはオステオポンチン沈着に影響を与え直接性骨形成を促進する




○真喜志佐奈子，渡辺　泰典，斎藤浩太郎，大島　勇人

新潟大　院医歯　硬組織形態





【目的】インプラント埋入後のオッセオインテグレーション獲得過程には，既存骨から骨形成が開始するIndirect osteogenesis（間接性骨形成）とインプラント表面から直接骨形成が開始するDirect osteogenesis（直接性骨形成）の2つのタイプがあり，インプラント表面のハイドロキシアパタイト（HA）の存在が直接性骨形成の引き金になると考えられている．しかしながら，インプラント埋入後のオッセオインテグレーションへのHAの効果について，不明な点が多い．そこで本研究はマウス上顎骨にインプラント即時埋入後の骨-インプラント界面のオッセオインテグレーションにおけるHAの効果を解析することを目的とする．【材料と方法】4週齢ICRマウスの上顎右側第一臼歯を抜去し，ドリルによって埋入窩を形成し，HAブラスティングおよび機械研磨チタンインプラントを埋入した（各々HA群とSm群）．インプラント埋入1，5，14，28日後に動物を固定・脱灰した後にパラフィン切片を作製し，HE・アザン染色，オステオポンチン（OPN）およびKi67免疫染色，TUNEL評価，TRAP酵素組織化学，非脱灰標本には電子線マイクロアナライザ（EPMA）による定量解析を行った．【結果と考察】両群とも術後28日までにオッセオインテグレーションが完了したが，術後5日ではHA群で直接性骨形成が開始しており，同部位にはOPN陽性反応が見られたが，両群共に間接性骨形成によるオッセオインテグレーションは完了していなかった．術後28日では，Sm群に比較してHA群で骨・インプラント界面OPN陽性率と直接性骨形成率が有意に高かった．したがって，インプラント表面のHAが骨・インプラント界面におけるOPN陽性反応に影響を及ぼし，結果として直接性骨形成を促進することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Hydroxyapatite on the implant affect osteopontin deposition to increase direct osteogenesis




○Makishi S，Watanabe T，Saito K，Ohshima H
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Objectives. The key role of hydroxyapatite (HA) on the implant to recruit osteoblasts remains to be clarified. This study aimed to analyze the effects of HA on osseointegration after implantation in the maxillae of 4-week-old ICR mice. Methods. Right maxillary first molars were extracted and cavities were prepared and immediately placed with titanium implants with/without HA blasting (HA and Sm groups, respectively). Following the fixation of animals at 1-28 days after implantation, the decalcified paraffin sections were processed for OPN- and Ki67-immunohistochemistry, TUNEL assay, and TRAP histochemistry. The elements and bone volume of undecalcified samples were quantitatively analyzed by Electron Probe Micro Analyser (EPMA). Results. Bone formation occurred on the old bone surface (indirect osteogenesis) or on the implant surface (direct osteogenesis), resulting in the completion of osseointegration until 28 days after operation in the both groups. In the HA group, direct osteogenesis occurred on Day 5 and the OPN immunoreactivity at the bone-implant interface and osseointegration significantly increased in rate compared with the Sm group on Day 28. Conclusions. These results suggest that the HA on the implant surface affects the OPN immunoreactivity on the bone-implant interface, resulting in the increase of direct osteogenesis following immediately placed titanium implantation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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機械刺激を負荷した歯根膜線維芽細胞由来Wnt5aによる三叉神経節細胞神経突起伸長作用




○高橋かおり，吉田　卓史，若森　　実

東北大　院歯　歯科薬理





　歯と歯槽骨の間に位置する歯根膜では，内在するRuffini小体が『歯ごたえ』を感知し，様々な食べ物の性状を識別する事により咬合力を調節している．ラットの歯根膜において機械刺激を負荷しなければRuffini小体が消失する事が報告されたが[1]，機械刺激された歯根膜細胞による末梢神経軸索の分化・誘導機構は，未だ明らかになっていない．

　我々はラット歯根膜（rPDL）由来の初代歯根膜細胞株を樹立し，RT-PCR法によりrPDL細胞においてNGF，BDNF，neurotrophin-4(NT-4)およびWnt5aが発現している事を確認した．このrPDL細胞をシリコンチャンバーに播種し，1軸方向の周期的な機械刺激（伸展周期0.5 Hz，伸展率15％）を負荷する実験を行った．qPCR法によりmRNAの発現量を定量的に解析したところ，rPDL細胞におけるWnt5aの発現量は刺激時間依存的に増加したが，NGF，BDNF，NT-4などの神経栄養因子群は増加しなかった．このWnt5aの産生量増加はPI3K阻害剤であるLY294002，およびMEK1 / 2阻害剤であるU0126により抑制された．更に，マウス三叉神経節細胞の培養に機械刺激を負荷したrPDL細胞の上清培地を使用したところ神経突起の伸長が増強し，この伸長作用は抗Wnt5a抗体によって阻害された．

　 これらの結果から，機械刺激を負荷されたPDL細胞は，MEK1/2およびPI3K経路を介してWnt5aを産生し，このWnt5aにより三叉神経節細胞の神経突起を伸長させる事が示唆された．

 [1] Shi L. et al. Arch. Histol. Cytol., 68, 289-299 (2005).

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Wnt5a, produced by mechanically stimulated rat periodontal ligament cells, elongates peripheral nerves via MEK1/2 and PI3K pathways




○Takahashi K，Yoshida T，Wakamori M

Div Mol Pharmacol Cell Biophys, Tohoku Univ Grad Sch Dent





[Purpose] The Ruffini's corpuscles play a pivotal role in pressure sensing. Recent studies have shown that the absence of mechanical stimulation inhibits the branches of Ruffini's corpuscles formation in the rat periodontal ligaments (rPDLs). Although there may be some relationships between PDLs and neurons, there is no report to assess the mechanisms for the peripheral nerve structure regulated by mechanically stimulated PDL cells. 

[Materials & Methods] We have established primary rPDL cell lines. The rPDL cells were seeded on silicon chamber and loaded with periodic mechanical stimulation (0.5 Hz, 15% elongation). 

[Results & Conclusion] The RT-PCR analysis confirmed the expression of NGF, BDNF, neurotrophin-4 and Wnt5a in the rPDL cells. The qPCR analysis revealed the expression level of Wnt5a in rPDL cells increased in a stimulation-period dependent manner, while that of neurotrophic factors did not. LY294002, a PI3K inhibitor, and U0126, a MEK1/2 inhibitor, diminished this increase. The supernatant media of the mechanically stimulated rPDL cells enhanced the neurite elongation of mouse trigeminal ganglion neuron and anti-Wnt5a antibody suppressed this elongation effect. These results suggest that the mechanical stimulated PDL cells produce Wnt5a via MEK1/2 and PI3K pathways and the secreted Wnt5a from PDL cells elongates neurites.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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I型糖尿病およびII型糖尿病ラットにおける舌下腺アディポネクチンと受容体の変化




○三宅　言輝1,2，平良芙蓉子1,2，小笠原悠大1,2，坂東　康彦1，崎山　浩司1，天野　　修1

1明海大　歯　解剖

2明海大　歯　口腔顎顔面外科II





【目的】アディポネクチンは脂肪細胞で産生分泌されるタンパク質性のホルモンで，血中に多量に存在し，抗動脈硬化・抗糖尿作用など多彩な生理機能を有している．我々はラット舌下腺の筋上皮にアディポネクチンが，腺房細胞に特異的受容体(AdipoR1, AdipoR2)が発現することを見出した．そこで，糖尿病下における舌下腺のアディポネクチンと受容体の変化を調べることにより，唾液腺および筋上皮細胞におけるアディポネクチンの役割を解析する．【方法】8週齢の正常雄Wistarラットと8週齢雄2型糖尿病(GK)ラット，ストレプトゾトシンを投与した8週齢雄Wistarラット(1型糖尿病)を灌流固定後，舌下腺の凍結切片を作成し，抗アディポネクチン抗体と抗adipoR1, adipoR2抗体および抗α平滑筋アクチン（SMA）抗体を用いて免疫染色を行い，さらにRT-PCRでmRNAの発現量とその変化を解析した．【結果】正常舌下腺ではSMA免疫陽性の筋上皮細胞にアディポネクチンが，受容体R1, R2は腺房細胞の基底側面細胞膜に局在した．GKラット舌下腺では，筋上皮のアディポネクチン免疫活性は顕著に低かったが，受容体の腺房細胞への局在は正常と同様に認められた．1型糖尿病ラット舌下腺でも筋上皮細胞でのアディポネクチン免疫活性は低かった．RT-PCRでは，GKラット舌下腺のアディポネクチンの発現量は正常と比較して顕著に低かったが，受容体の発現量は，adipoR1に変化は認めなかったものの，adipoR2の発現量は顕著に高かった．【考察と結論】舌下腺筋上皮のアディポネクチンは腺房細胞に働いて唾液分泌に関わると考えられるが，糖尿病では筋上皮での発現・分泌が低下して舌下腺唾液分泌を低下させることが示唆された．また，糖尿病患者で筋上皮のアディポネクチンが低下して受容体の発現が亢進したことは，血中のアディポネクチンを受容して作用することを示唆した．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Adiponectin and its receptors in Type I and II DM ruts




○Miyake G1,2，Taira F1,2，Ogasawara Y1,2，Bando Y1，Sakiyama K1，Amano O1
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Objective: Adiponectin is a hormone produced by adipocytes and has anti atherosclerotic and anti diabetic reactions. We found that adiponectin is localized myoepithelial and both AdipoR1 and AdipoR2 are localized along in acinar cells in rat sublingual glands.In this study, we studied changes induced by diabetes mellitus (DM). Methods: 8-week-old male Wistar rats of normal, GK (type 2-DM) (GK) and streptozotocin-administered type1-DM were fixed by 4% paraformaldehyde and sublingual glands were immunohistochemically analyzed using antibodies for adiponectin, adipoR1, adipoR2 and alpha smooth muscle actin (SMA). Expression level of mRNA of adiponectin and its receptors were analyzed by RT-PCR. Results: In sublingual glands in type I and II DM rats, immunoreactivity and mRNA of adiponectin were apparently reduced. Immunoreactivity for both AdipoR1 and R2 were still recognized in DM rats, and mRNA level of adipoR2 was upregulated in DM rats. Discussion and Conclusion: Patients with DM show decreased blood adiponectin and salivation. Because myoepithelial adiponectin in sublingual glands possibly regulate the salivary secretion by acinar cells, decreased expression of adiponectin in myoepithelium causes to decrease saliva secretion in DM rats.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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新規basic-helix-loop-helix転写因子AmeloDは歯原性上皮細胞の遊走能を制御し歯胚形態形成に関与する




○千葉　雄太1,2，吉崎　恵悟2,3，齋藤　　幹1，中村　卓史2,4，岩本　　勉2,5，福本　　敏1,2

1東北大　院歯　小児歯，2米国国立衛生研，3九大　院歯　矯正，4東北大　院歯　歯科薬理，5徳大　院医歯薬　小児歯





Basic-helix-loop-helix(bHLH)転写因子群は細胞の運命決定機構に重要な役割を持ち，神経細胞ではNeuroD，筋細胞ではMyoDが同定されているが，歯に特異的なbHLH因子は未だ同定されていない．我々は歯に特異的なbHLH因子を同定するため，歯胚遺伝子発現ライブラリを用いて，酵母ツーハイブリッド法によるスクリーニングを行った．その結果，これまで発現組織や機能の報告がない新規bHLH因子を発見し，そのcDNA全長を同定しAmeloDと命名した．AmeloDの歯における発現を，歯胚切片を用いた免疫染色により検討した結果，内エナメル上皮(IEE)に限局して発現していることが分かった．次に，AmeloD欠損マウス(AmeloD KO)を作成し，歯の表現型を解析した結果，6週齢AmeloD KOは野生型マウス(WT)に比較し，エナメル質及び象牙質体積が有意に減少していた．加えて，生後1日齢切歯切片を用いて免疫染色を行ったところ，WT切歯ではIEEに細胞間結合分子Eカドヘリンが発現していなかったのに対し，AmeloD KO切歯ではEカドヘリンの発現増加を認めた．次に，マウス歯原性上皮細胞株CLDEを用いてAmeloDの機能を解析した．RT-qPCRにより遺伝子発現変化を検討した結果，AmeloD過剰発現細胞ではEカドヘリンの発現が抑制された．そこで，AmeloDがEカドヘリンの転写活性に与える影響を解析した．ChIPアッセイによりAmeloDのEカドヘリンプロモーターへの結合を検討した結果，AmeloDの結合を認め，さらにAmeloD過剰発現細胞ではEカドヘリンレポーターベクターの転写活性が抑制されていた．また，Wound healing assayにより細胞遊走能に対するAmeloDの影響を検討した結果，AmeloD過剰発現細胞では細胞の遊走能が亢進していた．以上の結果より，AmeloDはIEEにおいて，Eカドヘリンの転写活性の抑制を介して，歯原性上皮細胞の遊走能を制御することが明らかとなった．【会員外共同研究者】Bing He, Susana de Vega, 石島旨章，山田吉彦(米国国立衛生研)【利益相反】利益相反状態にはありません．





The novel basic-helix-loop-helix transcription factor AmeloD regulates dental epithelial cell motility essential for tooth development
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Tissue-specific basic-helix-loop-helix (bHLH) transcription factors regulate cell fate determination; MyoD in myogenesis and NeuroD in neurogenesis. However, tooth-specific bHLH factors have not reported. Here, we screened a rat tooth germ cDNA library to identify tooth-specific bHLH factor using yeast-two-hybrid system. We succeed to identify a novel gene, and cloned its full-length cDNA. We named it as AmeloD since its expression was specific in ameloblast progenitor, inner enamel epithelium (IEE). We created AmeloD knockout (KO) mice to determine the role of AmeloD in tooth development. Six-week-old AmeloD KO mice developed smaller molars than that of wild-type. By immunofluorescence of P1 incisors, we found that IEE cells in AmeloD KO incisor increased the expression of E-cadherin, a cell adhesion molecule. We conducted further mechanistic analyses using a mouse-derived dental epithelial cell line CLDE. We examined the effect of AmeloD on gene expression by RT-qPCR. Overexpression of AmeloD suppressed E-cadherin expression. Next, we analyzed the effect of AmeloD on E-cadherin promoter region by ChIP assay and luciferase reporter assay. AmeloD bound to E-cadherin promoter and suppressed its transcriptional activity. In addition, overexpression of AmeloD promoted cell migration in wound healing assay. Thus, AmeloD acts as a suppressor of E-cadherin to promote IEE migration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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シクロホスファミド投与が多様な歯牙形成不全を誘発する




○中津川昂平，黒坂　　寛，山城　　隆

阪大　院歯　矯正





【目的】化学療法を受けた小児がん患者の合併症として，欠如歯，矮小歯や短根が生じることが知られている．これまでのげっ歯類を用いた研究では，歯根形成期に抗がん剤を投与すると多数歯に渡り短根となることが明らかとなっているが，欠如歯のメカニズム等，抗がん剤の作用と歯牙形成不全の関係性については未だ不明な点が多い．本研究では，抗がん剤投与による歯の形成不全のメカニズムを解明するため，小児がんの代表的治療薬であるシクロホスファミド（CPA）をマウスに投与し，歯牙発生における細胞動態，組織学的変化を観察することで欠如歯などの形態異常に至るメカニズムを明らかにすることを目的とした．【方法】生後6日（P6）のマウスを用い，CPA群（各群N=10）には100 mg/kg腹腔内投与を行い，対照群には同量のPBSを投与した．第三大臼歯(M3)が萌出するP26でマウスの下顎骨を摘出し，microCTを撮影した．また，上皮特異的にGFPを発現するK14-GFPマウスにCPAを投与し，P6.5，P7，P8，P10で切片を作成してHE染色，Tunel染色およびBrdUとKi67の免疫染色を行った（各群N＝3）．【結果および考察】HE染色からP6の第一大臼歯（M1）,第二大臼歯(M2)は歯根形成期であり，M3は鐘状期前期であった．その時期にCPAを投与した群ではP26でM3は欠如し，M1，M2は短根となっていた．CPA群のM3は，対象群と比較してP6.5からP8まで著しく細胞死が増加し，細胞増殖は著しく減少していた．P10ではCPA群のM3の歯乳頭細胞はほぼ消失し，歯胚の形態を失っていた．以上のことから，CPA投与により歯根形成期の歯胚は短根となり，鐘状期前期の歯胚は欠如することが示された．これらの実験結果により，抗がん剤投与時の歯胚の発生段階が歯胚形成異常の重症度に大きく影響することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cyclophosphamide induces various dental anomalies
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OBJECTIVE: It is known that missing teeth and short roots occur as side effect of pediatric cancer patients who received chemotherapy. However, the detailed mechanism of chemotherapy which result in tooth deformation is largely esulive. To investigate  the effect of anticancer drug on the tooth development, cyclophosphamide (CPA) was administered to mice and teeth phenotype was analyzed. METHODS: 100 mg/kg CPA was administered to the postnatal 6 day (P6) mice. For evaluating tooth number and morphology, mandible of P26 mice were analyzed using microCT. For histological and cytological analysis, histological sections of mandible were prepared at P6.5-P10 followed by H&E , Tunel, BrdU and Ki67 staining. Results and Discussion: M1 and M2 of P6 were in root formation stage, and M3 was early bell stage. M3 of the CPA group was absent at P26, and M1 and M2 exhibited short roots. M3 of the CPA group showed elevated cell death from P6.5 to P8, and reduced cell proliferation. At P10, the dental papilla cells of M3 of the CPA group almost disappeared. These experimental results suggested that tooth developmental stages of administration of anticancer drug influences the severity of tooth development abnormality.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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PKP1は歯原性上皮細胞において密着結合構成因子ZO-1の局在を制御する
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細胞間接着は密着結合 (tight junction)，接着結合 (adherens junction)および接着斑 (desmosome)に分類され，上皮細胞の分化および増殖の制御に関わっている．我々はこれまでの研究でdesmosomeの構成因子である外胚葉異形成症原因遺伝子Plakophilin 1 (PKP1)が歯原性上皮細胞の細胞膜においてtight junctionに局在している可能性を示した．しかしながら，tight junctionにおけるPKP1の役割は不明である．そこで，PKP1の細胞間接着における機能を解明するため以下の解析を行った．　PKP1はdesmosomeを構成する細胞間接着分子であり，エナメル芽細胞の分化が進むにつれて細胞膜に局在する．歯原性上皮幹細胞株であるM3H1細胞においてCa2＋存在下では細胞間接着部位にPKP1の局在が認められた．このとき，PKP1 siRNAを遺伝子導入するとtight junction関連接着因子ZO-1の細胞膜局在が阻害された．さらに免疫沈降法によりPKP1とZO-1の結合を確認した．さらに詳細を確認するため，CRISPR/Cas9システムを用いてPKP1遺伝子欠損細胞株 (PKP1 KO)を作製した．PKP1 KO細胞株ではCa2＋存在下で細胞間接着部位が脆弱になり，ZO-1の細胞膜局在が阻害された．また，PKP1 KO細胞株にPKP1-EmGFP発現ベクターを遺伝子導入したところ，ZO-1の細胞膜局在が回復し，外因性PKP1と共局在を示した．さらにPKP1とZO-1の局在を，共焦点レーザー顕微鏡を用いて三次元的に確認したところ，PKP1とZO-1は上皮細胞の頂端側において共局在を示した．　以上より，PKP1はdesmosomeだけでなくtight junctionにも局在し，PKP1-ZO-1複合体を形成することが判明した．さらに細胞膜において，ZO-1の局在を調節することで，細胞間接着に重要な役割を果たしている可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





PKP1 regulates distribution of a tight junction molecule ZO-1 in dental epithelial cells




○Miyazaki K1，Yoshizaki K1，Yuta T1，Han X1，Arai C1，Funada K1，Tian T1，Fukumoto S2，Takahashi I1
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Cell-cell junctions are constructed with different forms, such as tight junction, adherens junction and desmosome in epithelial cells. In previous study, we identified a desmosome protein PKP1, which is related to ectodermal dysplasia, may localize at tight junction in dental epithelial cells. In this study, we analyzed the mechanism of PKP1 in cell-cell junctions in dental epithelial cells.  We found that PKP1 localization shifts to the plasma membrane during ameloblast differentiation and PKP1 siRNA disturbed localization of ZO-1 to tight junction in dental epithelial cell line M3H1. We also identified that PKP1 bounds to ZO-1 by immunoprecipitation. To investigate the mechanisms of PKP1, we constructed PKP1 deficient M3H1 cells (PKP1 KO) by CRISPR/Cas9 system. PKP1 KO cells showed that the localization of ZO-1 to plasma membrane was disturbed. Transfected PKP1-EmGFP rescued ZO-1 distribution in plasma membrane, suggesting that PKP1 regulates ZO-1 localization. Moreover, we confirmed the co-localization of PKP1 and ZO-1 in the apical end of the epithelial cells using confocal Z-stack analysis. These data suggest that PKP1 localizes at tight junction and forms complex with ZO-1. PKP1 may play roles for cell-cell adhesion regulating ZO-1 distribution in plasma membrane.
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胎仔マウス顎下腺原基の凍結保存に関する研究




○足立　圭亮1，大野　雄太2，佐藤慶太郎2，村松　泰徳1，柏俣　正典2

1朝日大　歯　口腔外科

2朝日大　歯　薬理





【目的】移植医療では摘出した臓器の長期的保存を目的として凍結保存が検討されている．しかし，現時点での適応は限られており，有用性については不明なことが多い．胎仔マウス顎下腺原基の発生は，胎生13日目に分枝形態形成と呼ばれる上皮組織の先端の枝分かれと伸長の繰り返し反応により，急速に腺体が形作られる．凍結により器官を構成する細胞や構造に損傷を受けた顎下腺原基は，正常な発達経過を示さずに分枝形態形成の一連の反応が阻害されると考えられる．このことは顎下腺原基モデルが器官の凍結保存の評価系として使用できることを示唆している．本研究では，胎仔マウス顎下腺原基を評価系として用い，器官の凍結保存に適する条件を探索することを目的として検討した．【方法】　ICR系妊娠マウスから胎生13日目の胎仔顎下腺原基を採取し，4種類の異なる試薬｛(1) DMEM/F12，(2)10％DMSO含有DMEM/F12，(3)CELLBANKER1，(4) TC Protector｝に浸漬し，4種類の異なる温度｛(1')4℃，(2')-80℃(quick freeze)，(3')-80℃(-1℃/min : Mr.Frosty使用)，(4')液体窒素｝で24時間保存した．試料は37℃の温湯にて解凍し，DMEM/F12にて洗浄後，DMEM/F12に浮かべたポリカーボネート膜上に静置して器官培養を行った．培養後，0，24，48，72時間後に培養顎下腺の分枝形態形成について実体顕微鏡にて観察し，72時間の時点で上皮の分枝数を数え，上皮の面積を計測し，統計処理を行った．【結果と考察】DMEM/F12で凍結保存した顎下腺原基を解凍後に器官培養したところ分枝形態形成は観察されなかった．凍結保護剤を用いた試料では，顎下腺上皮の分枝形態形成が観察された．以上の結果から，胎仔マウス顎下腺原基のように小さな器官は凍結保存できる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Studies on deep-freezing preservation of fetal mouse submandibular glands
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The deep-freezing preservation of mammalian organs dose not establish, whereas cryopreservation of cell lines have been widely used in laboratory. The submandibular gland (SMG) of fetal mouse is one of the most characterized model systems to study organogenesis. In this study, we investigated the suitable condition of cryopreservation using culture system of fetal mouse SMG rudiment. E13 SMG rudiments were placed in 4-different solutions such as: (1) DMEM/F12 medium, (2) DMEM/F12 containing 10% DMSO, (3) CELLBANKER1, and (4) TC Protector and preserved 4-different temperature conditions in the following: (1') 4°C, (2') -80°C (quick freeze), (3') -80°C (-1°C/min using Mr. Frosty), and (4') liquid nitrogen for 24 hrs. The cryopreserved SMG rudiments were defrosted and washed by DMEM/F12 medium, and then cultured on a filter on DMEM/F12 medium. After culture, the numbers of endpieces were counted and the area of rudiments measured. By deep-freezing preservation of SMG rudiments in DMEM/F12 medium, all cells of the gland died. However, the some cells of SMGs were alived in cryoprotectants. The preserved SMGs in cryoprotectants were showed the branching morphogenesis in culture system ex vivo. These results suggest that the cryopreservation might be an available technology to preserve small organ such as SMG rudiment.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯に特異的に発現するmicroRNA-875の同定および歯の発生における役割
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上皮-間葉相互作用により歯，肺，唾液腺，腎および毛など様々な器官が形成される．これらの器官は発生初期において，上皮細胞が間葉組織に陥入するという共通のプロセスを経た後に，発生過程において特異的な因子が関与することで，それぞれの分化運命が決定されていると考えられる．我々はそれらの器官に特異的な遺伝子を同定するため，CAGE (Cap Analysis of Gene Expression)法を用いて網羅的解析を行った．その結果，マウス15番染色体上の15qD1領域に，歯に特異的な転写開始点を認め，同部位はmicroRNA 875 (miR875)をコードしている可能性が判明した．そこで，miR875の歯の発生における発現パターンおよび機能解明を目的として研究を行った．　歯の発生時期における発現パターンをRT-qPCR法およびin situ hybridyzation法を用いて解析したところ，miR875-5pが胎生14日齢 (E14)マウス歯胚の間葉細胞に強く発現していることを確認した．そこで間葉細胞における機能を解明するためにmimic miR875-5pを作製し，歯原性間葉細胞株であるmDP細胞に遺伝子導入し，E13歯胚から摘出した歯原性上皮細胞と共培養したところ，共培養した歯原性上皮細胞に向かって細胞遊走を示した．さらに，miR875の転写を制御している因子を同定するため，プロモーター解析を行ったところ，歯の発生に重要な因子として知られるPrrx1がmiR875のプロモーター領域に結合し，転写制御を行っている可能性が示唆された．以上の結果から，歯の発生初期に特異的に発現するmiR875は歯の間葉細胞の細胞遊走と上皮-間葉相互作用の制御に関与することによって，歯の形態形成に重要な役割を果たしている可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Indentification and fuctional analysis of microRNA-875 as a specific marker for tooth development
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Epithelial mesenchymal interaction plays critical roles for the development of organs such as tooth, lung, salivary gland, kidney and hair. During this process, epithelial thickening and budding into mesenchyme are common phenomenon, while the decision of cell fate is made by the specific transcriptional controls of individual organs. We explored specific transcriptional start sites (TSS) of each organ by CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) analysis. We identified a tooth specific TSS, which has been detected on chromosome 15qD1 region. This TSS potentially codes microRNA 875 (miR875). RT-qPCR and in situ hybridization showed that miR875-5p was specifically expressed mesenchyme of tooth germ in embryonic day (E) 14. To assess the role of miR875-5p in dental mesenchyme during tooth development, we transfected mimic miR875-5p into mouse dental pulpal (mDP) cells. mDP cells transfected with mimic miR875-5p migrated toward to epithelia of E13 tooth germ in the co-culture system, indicating that miR875 may play a role for epithelial-mesenchymal interaction. Furthermore, we found that Prrx1 which is critical for molar tooth morphogenesis regulate the expression of miR875 by promoter assay. In this study, we identified tooth specific miR875 may regulate cell migration of dental mesenchymal cells and generates tooth morphogenesis. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯の咬頭形成におけるホメオボックス転写因子Nkx2-3の役割
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The role of Nkx2-3 homeobox transcription factor in cusp formation during tooth development
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Purpose: Nkx2-3, known as a member of transcription factors of NK homeobox family, critically regulates organ development. A previous study showed that Nkx2-3 deficiency in tooth resulted in the absence of cusp formation. However, the molecular mechanism of Nkx2-3 in tooth morphogenesis remains unclear. In this study, we examined the role of Nkx2-3 in tooth development. Materials & Methods: RT-qPCR and immunostaining were performed to analyze the expression level and patterns in tooth germs of embryonic day (E) 11 to E18 and postnatal day (P) 1 to P7 mice. Development of tooth germ was examined in presence or absence of Nkx2-3 siRNA using ex vivo organ culture system. Molecular functions of Nkx2-3 were evaluated using dental epithelial cell line M3H1 cells by transfecting siRNA Nkx2-3 or Nkx2-3 expression vector. Further, we tested the role of Ectodysplasin A (Eda), on the expression of Nkx2-3 by using M3H1 cells. Results: RT-qPCR showed that Nkx2-3 was highly expressed in tooth, submandibular gland, brain and kidney, especially strongly in tooth. Expression of Nkx2-3 increased during tooth morphogenesis through E13 to E16. Nkx2-3 was mainly localized in enamel knot at cap stage (E14). In organ culture, Nkx2-3 siRNA inhibited cusp formation, suggesting that Nkx2-3 is critical for tooth morphogenesis. Cusp formation is known to be regulated by an enamel knot expressing the cyclin-dependent kinase inhibitor P21. We found that Nkx2-3 induced the expression in mRNA and protein of P21 when M3H1 cells were transfected with Nkx2-3 expression vector. Furthermore, ChIP assay showed that Nkx2-3 regulated transcription and expression of P21 by binding to its promoter region, resulting in alteration of cell proliferation. Nkx2-3 was shown to be significantly induced by Eda, suggesting that Nkx2-3 is a target transcription factor regulated by the Eda/Edar signaling pathway in the enamel knot. These results indicate that Eda/Nkx2-3 signaling is essential for enamel knot formation by regulating P21 expression during tooth development. Conclusion: Nkx2-3 plays roles during the tooth cusp formation via Eda signaling and regulating P21 expression.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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組織連続切片三次元構築法とBrdUラベリングを用いたモルモット臼歯 apical budにおける歯胚上皮幹細胞と一過性増殖細胞分布の観察




○清野　雄多1，中富　満城2，依田　浩子1，大島　勇人2

1新潟大　院医歯　硬組織形態，2九歯大　解剖





【目的】モルモット臼歯は常生歯であり，マウス切歯と同様に，その形成端にapical budと呼ばれる幹細胞を含む上皮細胞塊を有する（Hashimoto et al.: Arch Histol Cytol 71: 317-332, 2008）．今回我々は，モルモット臼歯形成端の三次元的形態，BrdU長期ラベル維持細胞（LRCs），一時的増幅細胞，歯胚上皮幹細胞マーカーSox2陽性細胞相互の関係を明らかにすることを目的とする．【方法】BrdU未投与および2時間～20日前にBrdU腹腔内投与した生後4週齢モルモットを深麻酔下で4%パラホルムアルデヒド溶液による灌流固定，EDTA脱灰後，通法に従い水平断・前頭断・矢状断パラフィン連続切片を作成し，BrdU及びSox2免疫染色を施し，PhotoshopおよびFijiを用いて三次元構築した臼歯形成端上皮の三次元的形態，LRCs，Sox2陽性細胞間相互の関係を検証した．【結果及び考察】モルモット臼歯は，下顎臼歯では頬側にエナメル質で覆われる歯冠アナログ象牙質，舌側にエナメル質とセメント質でそれぞれ覆われる歯冠及び歯根アナログ象牙質をもつS字状の歯の形態を有する．臼歯形成端にはLRCsを含むSox2強陽性の上皮塊が頬側に2つ，舌側に1つ（計3つ）存在し，そこから伸び出す歯根アナログ象牙質部の内エナメル上皮（IEE）やcervical loop（CL）もLRCsを含むSox2陽性反応を示した．歯根アナログ側のIEE，CLは，2時間前BrdU腹腔内投与でラベルされる増殖細胞を多数含むので，幹細胞と一時的増幅細胞が混在する領域であると考えられた．マウス切歯形成端に見られる限局した幹細胞ニッチと単純な上皮形態とは対照的に，モルモット臼歯形成端は拡散した幹細胞ニッチと複雑な上皮形態を有し，複雑な歯冠形態との関連が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The distribution of the stem cells and transit amplifying cells in the apical bud of guinea pig cheek teeth
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Purpose: Guinea pig molars as well as mouse incisors are continuously growing teeth, where their apical end has epithelial bulges containing stem cells referred to as“apical bud". This study aimed to clarify the relationship among the three-dimensional configuration of apical end, long term BrdU-label-retaining cells (LRCs), transit-amplifying cells (TACs), and Sox2 immunohistochemistry (an epithelial stem cell marker). Methods: Four-week-old guinea pigs were given with/without an intraperitoneal injection of BrdU 2 hours-20 days before fixation with 4% paraformaldehyde. Cheek teeth were dissected, decalcified, and embedded in paraffin. Serial sections were processed for immunohistochemistry for Sox2 and BrdU. Results and Discussion: Guinea pig mandibular molars possess crown-analogue dentin covered with enamel buccally and crown- and root-analogue dentin covered with enamel and cementum, respectively, lingually, showing S-shaped appearance. The apical end had three intense Sox2-positive epithelial bulges containing LRCs (two buccally and one lingually), which elongated Sox2-positve inner enamel epithelium and cervical loop with LRCs and TACs in the root-analogue dentin. These findings suggest that the apical end of guinea pig molars possesses disperse stem cell niches and complicated epithelial configuration resulting in complex dental morphology, in contrast to that of mouse incisors having localized niche and simple epithelial shape. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ウズラ-ニワトリキメラ胚とEGFP-Tol2標識システムを用いた冠状血管内皮細胞の起源探索
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冠状血管内皮細胞の起源について，鳥類では以前の研究により，心外膜の前駆体である心外膜原基が冠状血管内皮細胞の起源とされていた．一方で近年，マウスにおいて冠状血管内皮細胞の主な供給源は，洞静脈内皮または心室心内膜であるという報告がなされた．よって，本研究では細胞標識法により冠状血管内皮細胞の起源を直接的に明らかにすることを目的とした．メダカゲノムから発見されたDNA型トランスポゾンであるTol2因子を用いたシステムによりEGFP（enhanced green fluorescent protein）をそれぞれ心外膜原基，静脈洞内皮，心室心内膜の3種類の標的細胞のゲノムに組み込む細胞標識法を，ウズラ-ニワトリキメラに適用することで3種類のキメラ胚を作製した．さらに，蛍光色素標識法を用いて，心外膜原基と静脈洞内皮を同時標識したキメラ胚を作成した．それらのキメラ胚にウズラ内皮細胞を特異的に認識する抗QH1抗体を用いた免疫組織化学を併用することで，鳥類における冠状血管内皮細胞の起源の詳細な解析を試みた．EGFP-Tol2キメラ実験から，冠状動脈主幹部，心室自由壁，および背側心室中隔の冠状血管内皮細胞は主に静脈洞内皮に由来し，中間および腹側心室中隔の冠状血管内皮細胞の大部分は心室心内膜に由来することが分かった．一方，心外膜原基は一部が冠状血管内皮細胞に分化したが，主として血管平滑筋細胞に分化した．よって鳥類では，静脈洞内皮および心室心内膜が冠状血管内皮細胞の主要な供給源であり，それらは領域特異性を持って冠状血管内皮細胞に分化する．鳥類心臓における冠状血管内皮細胞の起源は，マウスモデルで観察された結果と基本的に同じであったが，冠状動脈主幹部についての報告は初めてであり，冠状血管内皮細胞が領域特異的な起源を持つことが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Quail-chick chimera model with EGFP-Tol2 labeling system elucidates the origin of coronary endothelial cells in avian heart
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The origin of coronary endothelial cells (ECs) has been investigated in avian species, and the results showed that the coronary ECs originate from the proepicardial organ (PEO) and developing epicardium. In mouse, the major source of coronary ECs is sinus venosus or ventricular endocardium. Using an EGFP-Tol2 or fluorescent dye labeling system in association with quail-chick chimera as well as QH1 (quail endothelial marker) immunohistochemistry, we examined the source of coronary ECs in avian species. The PEO consisted of at least two different cellular populations in origin; sinus venosus endothelium-derived inner cells and Wilms Tumor 1-positive surface mesothelial cells. EGFP-Tol2-chimera experiments showed that coronary ECs in the coronary artery stem, ventricular free wall, and dorsal ventricular septum originated mainly from the sinus venosus, while the majority of coronary ECs in the ventral aspect of ventricular septum originated from the ventricular endocardium. Surface PEO cells differentiated mainly into vascular smooth muscle cells, but partly differentiated into ECs. In avian species, sinus venous endothelium and ventricular endocardium are the major sources of coronary ECs and they differentiated into coronary ECs in a spatiotemporally-restricted manner. The sources of coronary ECs in avian heart were basically the same as those observed in mouse model.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口蓋上皮TGF-βおよびShhは，口蓋間葉のTenascin C発現を誘導する




○大木　　調1，岡　　暁子1，緒方佳代子2，中村　雅子1，奥原　　滋3，尾崎　正雄1，井関　祥子3，阪井　丘芳4

1福歯大　小児歯，2福歯大　生体構造，3医科歯科大　院医歯　分子発生，4阪大　院歯　顎治





口蓋裂に対する口蓋形成術には顎発育や口腔機能の獲得が求められるが，正常な口腔機能を営むまでの回復には未だ課題がある．我々は，軟口蓋形成術に寄与できる細胞外マトリックス蛋白質(ECM)の探索を目的とし，胎生期の軟口蓋形成メカニズムに注目している．本研究では，発生期や創傷治癒時に強い発現を示すTenascin familyに着目した．口蓋形成期におけるTenascin X，W，C (TnC) の発現量をReal-time PCRにて確認したところ，TnCが最も高く，特に胎生15.5日齢の軟口蓋に高い発現を示した．免疫組織学的染色(IHC)においても，TnCの発現は軟口蓋に強く，口蓋後方部の癒合前後の口蓋突起先端の間葉に発現していた．さらに胎生期口蓋間葉細胞 (MEPM) を採取し，TGF-βおよびSonic hedgehog (Shh) の培地添加による刺激を行ったところ，明らかなTnC発現の促進がReal-time PCRとELISA法で検出され，この効果はSB203580とSIS3により抑制された．さらに，軟口蓋裂を示すK14-cre;Tgfbr2 fl/flマウスと口蓋上皮の癒合不全を示すTGF-β3 －/－欠損マウスにおけるIHCでTnCの発現が殆ど観察されなかった．一方，MEPMに対するTGF-β刺激は，Shh受容体であるPatched-1を上昇させるが，口腔・咽頭領域のShhの発現が著しく低下するShh －/＋;MFCS4 ＋/－マウスでは，TnCの発現が抑制されなかった．また，MEPMに対するShh刺激はTGF-β発現を促進しなかった．以上より，TnCは軟口蓋形成に重要なECMであり，その発現は口蓋上皮でのTGF-βシグナルの制御を受けていることが明らかとなった．また，この制御にはShhシグナルに依存的および非依存的な経路の両方が存在している可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





TGF-β and Shh in the palatal epithelium induce Tenascin C expression in the palatal mesenchyme




○Ohki S1，Oka K1，Ogata K2，Nakamura M1，Okuhara S3，Ozaki M1，Iseki S3，Sakai T4

1Fukuoka Dent Coll, Div Pediatr Dent, 2Fukuoka Dent Coll
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Surgical reconstruction of the soft palate in cleft palate patients is still insufficient to enable perfect oral function. This study focused on the Tenascin family, the extracellular matrix (ECM) protein expression during soft palate development. We performed quantitative real-time PCR analysis to compare gene expression levels among the Tenascin family in mouse palatal shelves in palatogenesis. Tenascin C (TnC) expression was higher than Tenascin W and X, and expressed more in soft palate.  Immunohistochemical analysis showed that TnC was also expressed in the tip of posterior palatal mesenchyme before palatal fusion. Furthermore, TGF-β and Sonic hedgehog (Shh) increased TnC expression in mouse embryonic palatal mesenchymal cells (MEPM), and it was inhibited by those inhibitors, SB203580 and SIS3. Interestingly, TnC expression was diminished in K14-cre;Tgfbr2 fl/fl and Tgfb3 －/－ mice which exhibit soft palatal cleft. However, TnC expression was normal in compound heterozygous Shh －/＋;MFCS4 ＋/－ mice, which showed less expression of Shh in pharyngeal region. And TGF-β induced patched-1, but Shh did not induce TGF-β expression in MEPM.These results indicate that TnC is an important ECM in soft palate development and is paracrine regulated by TGF-β in the palatal epithelium. It is also suggested that this pathway may partially utilize Shh signaling. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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P2受容体アゴニストとIL-1の共刺激はヒト口腔上皮細胞におけるIL-6産生を相乗的に増強する




○宍戸　　香1,2，黒石　智誠1，菅原　俊二1

1東北大　院歯　口腔分子制御，2東北大　院歯　顎口腔矯正





【背景】細胞外ATPやinterleukin (IL)-1αなどのdamage-associated molecular patterns (DAMPs) は傷害を受けた細胞に由来し，danger signalとして種々の炎症反応を誘導する．Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) もまた，danger signalとして機能する．昨年度の本学会において，我々は，細胞外ATPはP2受容体 (P2R) を介してヒト口腔扁平上皮癌由来細胞株であるHSC-2細胞を刺激し，IL-6などの炎症性サイトカイン産生を誘導することを報告した．本研究では，口腔粘膜疾患におけるdanger signalの相互作用を明らかにする目的で，HSC-2細胞におけるP2Rアゴニストとその他のdanger signalの共刺激によるIL-6産生誘導を解析した．【方法】HSC-2細胞をP2Rアゴニスト (ATPおよびADP) とTLRリガンド (Pam3CSK4: TLR1/2，poly I:C: TLR3，LPS: TLR4，R848: TLR7/8)もしくはIL-1αで共刺激し，培養上清中IL-6濃度をELISA法で測定した．HSC-2細胞におけるIL-1α，IL-1 receptor (IL-1R) およびIL-1 receptor accessory protein (IL-1RAP) mRNA発現はRT-PCR法により，IL-1αタンパク質発現はWestern blot法により解析した．【結果および考察】いずれのTLRリガンド刺激によっても，HSC-2細胞によるIL-6産生は増強されなかった．P2Rアゴニスト刺激によりHSC-2細胞のIL-6産生が増強されたが，TLRリガンドとの共刺激による相乗効果は認められなかった．一方，IL-1α単独刺激ではHSC-2細胞によるIL-6産生の増強は認められなかったが，P2Rアゴニストとの共刺激により，IL-6産生の相乗的な増強が認められた．また，HSC-2細胞において，IL-1α，IL-1R1およびIL-1RAPの恒常的な発現が認められたが，P2Rアゴニスト刺激による発現の変動は認められなかった．以上の結果から，P2RアゴニストとIL-1が相乗的に作用し，口腔粘膜における炎症反応を増強していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





P2 purinergic receptor agonists and IL-1 synergistically induce IL-6 production in human oral epithelial cells




○Shishido K1,2，Kuroishi T1，Sugawara S1
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Damage-associated molecular patterns (DAMPs), such as extracellular ATP and IL-1α, and pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) serve as danger signals and induce  inflammatory responses. We previously reported that extracellular ATP induces IL-6 production via the P2 purinergic receptor (P2R) in HSC-2 cells, a cell line derived from human oral squamous cell carcinoma. To investigate the interactions among danger signals in the oral mucosa, we analyzed IL-6 production in HSC-2 cells co-stimulated with P2R agonists and other danger signals.No alteration of IL-6 production was detected in HSC-2 cells stimulated with TLR ligands. No synergistic effects were noted in the IL-6 production by HSC-2 cells co-stimulated with P2R agonists and TLR ligands. Although IL-1α alone did not augment IL-6 production by HSC-2 cells, co-stimulation with IL-1α significantly augmented the IL-6 production by HSC-2 cells stimulated with P2R agonists. HSC-2 cells constitutively expressed IL-1α, IL-1 receptor 1 and IL-1 receptor accessory protein, but they were not affected by stimulation with P2R agonists. These results suggest that P2R agonists and IL-1 synergistically augment inflammatory responses in the oral mucosa.
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血管内皮細胞におけるIL-17Aの生物学的機能の解明について




○塩次　將平1,2，有吉　　渉1，沖永　俊則1，吉岡　　泉2，西原　達次1

1九歯大　感染分子生物，2九歯大　口腔内科





目的：アテローム性動脈硬化症は動脈の血管内膜が肥厚し血流が制限または遮断する炎症性病変である．血液中の単球は，血管内膜を構成する血管内皮細胞の表面に細胞接着因子を介して緩徐に接着し，表面を転がるような運動を示す．次に，血管内皮細胞と単球間に強固な接着が誘導される．その後，単球が血管内膜に遊走し，酸化LDLなどを貪食し泡沫細胞となる．一方，Interleukin-17A（IL-17A）は主にT細胞より産生され，炎症性サイトカインの分泌や細胞接着因子の発現を介して様々な疾患の病態形成に関与することが知られている．そこで，本研究ではIL-17Aが血管内皮細胞や単球に及ぼす生物学的機能について分子生物学的に解明することを目的とした．方法および材料： HUVECを播種し，IL-17Aで刺激を行い，接着因子であるICAM-1，VCAM-1，の遺伝子発現およびタンパク発現をRT-PCR法およびWestern blot法にて解析した．また，単球の接着因子の同定のため，U937を播種し，IL-17Aにて刺激を行い，VLA-4，LFA-1，Mac-1についても同様に解析した．また，Transwellを用いてHUVECおよびU937の共培養を行い，IL-17A存在下または非存在下において細胞間接着について評価した．結果：HUVECにおいてICAM-1，VCAM-1でIL-17A刺激による濃度依存的な遺伝子発現の上昇を確認した．U937においても，IL-17Aの添加によりVLA-4，LFA-1，Mac-1の遺伝子発現が亢進することが確認できた．なお，PMA処理を行いマクロファージへの分化誘導を行ったU937に対しても同様に検討したが，接着因子の明らかな発現の上昇は認められなかった．考察：IL-17Aが血管内皮細胞および単球の細胞表面にこれらの細胞接着因子の発現を増強することで，初期病態における単球-血管内皮細胞間のAdhesionに関与することが示唆された．IL-17Aは Transmigrationにおける単球-血管内皮細胞間の影響も示唆されており，今後そのメカニズムについて詳細に検討する予定である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The biological property of IL-17A in vascular endothelial cells




○Shiotsugu S1,2，Ariyoshi W1，Okinaga T1，Yoshioka I2，Nishihara T1

1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ, 2Div Oral Med, Kyushu Dent Univ





Objective: Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease. Recruitment of inflammatory cells from the circulation and their trans endothelial migration is predominantly mediated by adhesion molecules, which are expressed on the vascular endothelium and on circulating leukocytes in response to several inflammatory stimuli. Interleukin-17A (IL-17A) is a major effector cytokine secreted by Th17 cells. In atherosclerosis, increased IL-17A levels and expression in T cells have been demonstrated. The purpose of the present study was designed to assess the role of IL-17A on the expression of adhesion molecules in atherosclerosis. Methods: HUVEC and U937 cells were cultured and stimulated with IL-17A for indicated time. Gene and protein expression of adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, VLA-4, LFA-1, Mac-1) were measured by western blot and real-time PCR analysis. Results: We demonstrated that expression of ICAM-1 and VCAM-1 protein in HUVEC was up-regulated by IL-17A. On the other hand, IL-17A stimulated VLA-4, LFA-1, and Mac-1 mRNA expression in U937 cells.Conclusions: Our results demonstrated that IL-17A induced expression of adhesion molecules in vascular endothelial cell and monocyte. These results suggested that IL-17A might be responsible for pathogenesis of atherosclerosis by inducing the adhesion of leukocytes to vascular endothelium via adhesion molecules.
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食物アレルギーマウスにおける腸内細菌叢のディスバイオーシスの解析




○松井　庄平1,2，片岡　嗣雄2，丸岡　靖史1，桑田　啓貴2
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【目的】常在細菌叢の病的な構成変化（ディスバイオーシス）は，正常な免疫応答を撹乱し，様々な全身疾患の病因となることが報告されている．特に腸管ディスバイオーシスは，クローン病等の慢性炎症性腸疾患をはじめ，糖尿病，関節リウマチなど様々な全身疾患と関連する事が明らかとなりつつある．本研究では，マウスによる食物アレルギーモデルを作製し，その腸内細菌叢を解析する事で，食物アレルギーと腸管ディスバイオーシスの関係を解明することを目的とした．【対象・方法】食物アレルギーモデルマウスは，BALB/c（8週齢）に卵白アルブミン（OVA）を腹腔内投与して作製した．その後，OVAを経口投与して食物アレルギーを誘導した．腸内細菌は，採取した糞便を嫌気環境で血液寒天培地により培養し，MALDI-TOF-MS法（VITEK MS，ビオメリュー社）で解析，評価した．腸管上皮細胞におけるIL-33の発現はリアルタイムPCR法で評価した．【結果】アレルギー群マウスの糞便では，Citrobacter菌群が有意に増加していた．単離したCitrobacter菌群でマウス腸管上皮細胞を刺激すると，菌量依存的にIL-33の発現を促進した．アレルギー群マウスにCitrobacter菌群を経口投与したところ，アレルギー症状の増悪がみられた．【考察】食物アレルギーモデルマウスでは，腸管アレルギー症状が腸内細菌叢を変化させ，正常な腸管で優位でないCitrobacter菌群の増加を誘導したと考えられる．そして，元来少数ながら腸管に存在するCitrobacter菌群が，Th2応答に傾いた腸管内で増加し，腸管上皮由来IL-33発現上昇を介して，食物アレルギー症状を増悪したと考えられる．このように，腸管ディスバイオーシスの効果は口腔を含む全身にも波及しうると考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of intestinal dysbiosis in murine model of food allergy
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[Purpose]Dysbiosis of gut microbiota is thought to induce onset of food allergy. In this study, to analyze relevance between intestinal microbiota and allergic symptoms, we made food allergy model mice and examined their intestinal microbiota.[Materials & Methods]Murine food allergy model was developed intraperitoneal injections of ovalbumin (OVA) mixed with aluminum hydroxide gel (Alum) to female BALB/c mice. These mice were orally administrated OVA to induce food allergy. Fecal bacteria of these mice were analyzed by VITEK MS MALDI-TOF MS analysis. Expression of il33 in colon26 cells was detected by real time PCR. [Results & Conclusion] In murine model of food allergy, intestinal allergic symptoms changed formation of gut microbiota, and increased Citrobacter sp. which is not dominant in the normal intestinal flora. Citrobacter sp., proliferated in Th2-dominant intestine, aggravated food allergic symptoms through inducing intestinal epithelial-derived IL-33 expression. These results suggest that intestinal dysbiosis can effect immune response of whole body including oral cavity.
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黄色ブドウ球菌はプロテインAを介してIgG複合体を形成し破骨細胞の分化と骨吸収を促進する
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【目的】黄色ブドウ球菌( S. aureus)は骨破壊を伴う骨髄炎の主要な原因菌として知られているが，骨破壊のメカニズムについてまだ不明な点が多い． S. aureus の病原因子であるprotein AはIgGに強く結合するが，最近，病的な状態で形成されるIgG複合体の炎症や歯破骨細胞形成への関与が報告されている．我々は前回，生体内ではprotein Aを介してIgGに結合している S. aureus が重要な作用を持っていると考え，血清処理した S. aureus を破骨細胞前駆細胞に添加した結果，破骨細胞分化を顕著に亢進すること，またprotein A単独では作用しないことや，Fc受容体が関与する可能性を報告した．今回は，破骨細胞の分化と骨吸収のメカニズムについてノックアウトマウスを用いて解析した．【結果及び結論】骨髄マクロファージをRANKLで22時間刺激した破骨細胞前駆細胞に血清で前処理した S. aureus を添加すると，破骨細胞の形成とカテプシンKの発現及び高い骨吸収能が誘導された．一方，前処理をしていない S. aureus やprotein A欠損株では破骨細胞の形成が顕著に低下し，骨吸収能が見られなかった．さらに， S. aureus をマウス頭蓋冠に注入したところ吸収窩が認められたが，protein A欠損株では認められなかった． S. aureus を種々のマウスIgGサブクラス抗体で処理したところ，IgG2a処理により促進作用がみられIgG2b処理では阻害作用が見られた．この作用はFcγRKOマウスの破骨細胞前駆細胞では低下したことからFc受容体を介することが確かめられた．さらに，TLR2KO及びMyd88KOマウス由来の破骨細胞前駆細胞に S. aureus を添加すると，WTと比較し破骨細胞分化誘導が1/2～1/4に低下し，菌体に結合したprotein AやTLRシグナルが関与すると考えられた．以上より，黄色ブドウ球菌による骨破壊誘導機構としてprotein Aを介したIgG複合体の形成が関わることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





IgG complex with protein a of  Staphylococcus aureus enhance the differentiation and bone resorption of osteoclasts
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Staphylococcus aureus (S. aureus) is main pathogen of osteomyelitis associated with bone destruction. A virulence factor of  S. aureus , protein A binds to IgG complex, produced in pathological conditions affects inflammation and osteoclastogenesis. In  previous study, we have shown serum-treated  S. aureus stimulate osteoclast differentiation from RANKL-treated osteoclast precursor cells. In this study, we analyzed its mechanism of osteoclast differentiation and bone resorption using several knockout mice.Serum treated S. aureus strongly induced formation of osteoclasts, expression of cathepsin K and high bone resorption activity. On the other hand, osteoclast formation and bone resorption induced by non-treated S. aureus and protein A deficient mutant was markedly reduced. In addition, injection of S. aureus but not protein A deficient mutant into mouse calvaria induced pit formation. Among several mouse IgG subclass antibodies, IgG2a-treated  S. aureus induced osteoclast differentiation. Stimulation of osteoclastogenesis was reduced in osteoclast precursor cells derived from FcγR KO mice, indicates that Fc receptor is involved its function. Osteoclast differentiation induced from osteoclast precursor cells derived from TLR2KO and Myd88KO mice was decreased to 1/2-1/4 of that of WT mice, suggesting that bacteria-bound protein A and TLR signal are involved in osteoclastogenesis.
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内在性ヒアルロン酸が及ぼす破骨細胞支持能への影響について
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【目的】ヒアルロン酸は細胞外マトリクスの主要成分として広く生体内に存在し，近年の研究では足場としての役割の他に様々な生物活性を有し，細胞の分化・増殖等に関与することが報告されている．ヒアルロン酸は特に関節部に多く存在していることから，骨・軟骨代謝との関連性が示されており，関節病変の病態形成の関与や治療薬としての応用が注目されている．一方で，骨のリモデリングを担う破骨細胞の分化には，骨髄間質細胞上の分化因子の発現が必須であり，この発現が細胞外マトリクスを含めた様々な因子によって制御されることが報告されている．今回，破骨細胞支持細胞周囲に存在するヒアルロン酸量の変化が，その支持能に及ぼす影響について検討した．【材料および方法】破骨細胞支持細胞であるST2細胞を，ヒアルロニダーゼ，TGF-β1にて前処理を行った後に，活性型ビタミンD3およびデキサメタゾン存在下で培養した．培養後の細胞より各サンプルを回収し，培養上清中のヒアルロン酸の濃度および破骨細胞分化因子であるRANKLの遺伝子，タンパク発現について解析を行った．また，マウス骨髄細胞との共培養実験を行い，破骨細胞形成への影響について検討を行った．【結果】ヒアルロニダーゼ前処理によるヒアルロン酸の分解により，活性型ビタミンD3およびデキサメタゾンによるRANKLの遺伝子およびタンパクの発現誘導がさらに亢進した．一方で，TGF-β1前処理による合成酵素HAS2の発現誘導を介したヒアルロン酸合成の増加に伴い，RANKLの遺伝子およびタンパク発現誘導は有意に抑制されることが明らかとなった．また，共培養実験においても同様の結果が得られた．【結論】以上の結果より，破骨細胞支持細胞における内在性ヒアルロン酸の増減がRANKLの発現の制御を介して，破骨細胞の活性を調節する可能性が示唆された．現在，HAS2をノックダウンした場合の破骨細胞支持能への影響について詳細な解析を行っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of endogeneous hyaluronan on osteoclast formation
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Hyaluronan (HA) is a major component of extracellular matrices. In osteoarthritis, molecular weight and concentration of HA in synovial fluid are reduced. In this study, we examined the effect and underlying mechanisms of endogenous HA on receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) expression in mouse bone marrow stromal cell line (ST2 cells). Degradation of HA by hyaluronidase up-regulated the RANKL expression  induced by 1α,25(OH)2D3 and dexamethasone. On the other hand,  pre-treatment with transforming growth factor-β1 (TGF-β1), which has stimulatory effects on HA synthase 2 (HAS2) induction, reduced RANKL expression in ST2 cells. To further clarify the role of HA accumulation in osteoclast formation, mouse bone marrow cells (BMCs) were co-cultured with ST2 cells stimulated with 1α,25(OH)2D3 and dexamethasone. Hyaluronidase pre-treatment increased the differentiation into osteoclast cells by BMCs induced by 1α,25(OH)2D3/ dexamethasone-stimulated ST2 cells. In contrast, pre-treatment with TGF-β1, down-regulated osteoclast formation.These results suggest the possibility that endogeneous HA has an inhibitory effect on the osteoclast formation. From these results, the molecular mechanism for the effect of HAS2 on the osteoclast formation are currently under investigation in our laboratory. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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化膿レンサ球菌のアルギニンデイミナーゼArcAは低グルコース環境下で病原因子の発現に寄与する




○広瀬雄二郎，山口　雅也，後藤　花奈，住友　倫子，中田　匡宣，川端　重忠
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【目的】化膿レンサ球菌はヒトの上気道と皮膚より分離されるグラム陽性球菌であり，伝染性膿痂疹や咽頭炎から壊死性筋膜炎などの致死性疾患まで様々な病態を軟組織に惹き起こす．本菌はアルギニン代謝能を有し，アルギニンからATPとアンモニアを産生する．ニッチである皮膚表層では，エネルギー源となるグルコース等の糖質が少ないため，アルギニン代謝系はエネルギー獲得の手段として機能すると考えられるが，病原性への関与は完全には解明されていない．本研究では，アルギニン代謝機構が皮膚感染に及ぼす影響を検討した．【方法】血清型M1型の化膿レンサ球菌5448株を親株として，アルギニンデイミナーゼをコードするarcA遺伝子の欠失株を作製した．THY液体培地中における各菌株の生菌数の推移，arcA発現量，培養上清中のアンモニア濃度およびグルコース濃度を測定した．また，各菌株を6～8週齢のC57BL/6J雌マウスの背部皮膚に感染させ，感染3日後に皮膚病変中の生菌数と組織像を評価した．さらに，皮膚上に感染させた菌体からRNAを抽出し，溶血毒素をコードするsagAおよびsloの発現量をリアルタイムPCRで評価した．【結果】THY液体培養における化膿レンサ球菌の定常期以降の死滅速度はarcA欠失により亢進した．また，arcAの発現が定常期以降において顕著に認められた．さらに，野生株の培養上清中のグルコース濃度は定常期に検出限界値付近に低下したが，アンモニア濃度は定常期以降に上昇した．マウス経皮感染実験では，arcAの欠失により角質層の消失が抑制され，皮膚病変中の生菌数は有意に減少した．リアルタイムPCRの結果から，arcA欠失株と比較して，皮膚上に感染させた野生株のsagAおよびslo発現量は有意に高いことが示された．【結論】以上の結果より，皮膚表面のような低グルコース環境では，化膿レンサ球菌のアルギニン代謝はSLSやSLOの発現を上昇させ，感染皮膚病態を増悪させる可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Streptococcus pyogenes ArcA contributes to the expression of virulence factors under low glucose condition
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Streptococcus pyogenes causes various cutaneous diseases, while its arginine deiminase pathway produces energy and ammonium ion. Glucose concentration on the skin surface is low, thus the bacterium may utilize arginine to acquire energy. Here, we investigated the role of S. pyogenes arginine metabolism in skin infections. Using strain 5448 (serotype M1), we constructed a mutant strain by deleting the arcA gene, which encodes arginine deiminase. In THY broth cultures, the mutant showed lower viability in the decline phase as compared to the wild-type strain. Additionally, glucose starvation induced a remarkable increase in arcA expression by the wild-type strain, which promoted ammonium ion production. In mice with epicutaneous infection, the arcA mutant strain showed significantly decreased bacterial viability on the mouse skin surface and fewer intraepithelial lesions developed in contrast to the wild-type strain, which caused increased arcA expression on skin as compared to that seen in the log phase when cultured in THY broth. Furthermore, the expression levels of sagA and slo, encoding S. pyogenes hemolysins, were significantly higher as compared to the arcA mutant strain. These results suggest that S. pyogenes ArcA contributes to the pathogenesis of skin infection by increasing virulence factor expression and bacterial viability. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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環境中の硝酸塩による口腔Veillonella属の亜硝酸産生能の増加
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Environmental nitrate increased the nitrite production of oral Veillonella




○Dimas Prasetianto W，Washio J，Takahashi N
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Introduction: Nitrate, easily found in our daily foods especially green leafy vegetables, is absorbed through gastrointestinal tract and circulates in the whole body, and the 25% is secreted to the oral cavity as a salivary component. Subsequently, nitrate can be reduced to nitrite by some nitrite-producing oral bacteria. Recently, it is known that nitrite inhibits the growth and metabolism of several pathogenic bacteria, such as Streptococcus mutans (Sm) and Porphyromonas gingivalis (Pg). Furthermore, we showed that nitrite inhibited sugar-induced acid production by plaque.

Veillonella species is one of the main nitrite-producing bacteria in the oral cavity. Our previous study revealed that this nitrite-producing activity of Veillonella atypica (Va) and Veillonella parvula (Vp) was enhanced by lactate, especially at acidic pH. Generally, enzymes related to metabolic activity are regulated by metabolic substrates. Therefore, in this study, we aimed to elucidate the inductive effect of the environmental nitrate on the nitrite-producing activity of Va and Vp.

Materials and Methods: The type strains of Va (ATCC 17744) and Vp (ATCC 10740) were cultured anaerobically in the medium containing 0.3% tryptone, 0.5% yeast extract, 1.26% sodium lactate with/without 1 mM potassium nitrate (KNO3). At the logarithmic growth phase, bacterial cells were harvested, washed thrice and re-suspended. The reaction mixture contained bacterial cells (OD＝1 at 660 nm), 1 mM KNO3 and 0-50 mM sodium lactate in 40 mM PPB (pH 5 or 7). After incubation at 37oC for 30 min, the reaction mixtures were centrifuged, and the concentration of nitrite in the supernatant was measured with Griess reagent kit. The experiments were run in triplicate.

Results and Conclusion: By adding nitrate to the medium, the nitrite-producing activity of Va and Vp was significantly increased 5-30 and 3-55 times at pH 7, 4-17 and 2-29 times at pH 5, respectively (p＜0.05, paired t-test). These results suggest that nitrate which is supplied from foods and salivary secretion in the oral cavity can induce the nitrite-producing activity of Va and Vp, and then contribute to the prevention of oral diseases through maintaining the plaque pH and inhibiting the growth and metabolism of more pathogenic bacteria such as MS and Pg.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔Veillonella全菌種の比較ゲノム解析
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【目的】Veillonella属細菌は偏性嫌気性グラム陰性球菌であり，近年，その検出頻度が，口腔清掃状態の悪化と関連することが明らかになった．さらに，Veillonella属細菌は口腔バイオフィルムの形成に中心的役割を果たすことが報告されているが，その詳細な研究は進んでいない．Veillonella属細菌の生態学的機能の全容解明を目標に，本研究ではゲノムデータが不足している4菌種，V. denticariosi，V. rogosae，V. tobetsuensis，及び新菌種V. infantiumのドラフトゲノム解析を行い，さらに口腔Veillonella全7菌種の比較ゲノム解析を行った．【材料と方法】ドラフトゲノム解析：V. denticariosi，V. rogosae，V. infantiumは標準株，V. tobetsuensis Y6を培養後，全DNAを抽出した．ライブラリー調整後，Illumina NextSeqでシーケンス解析を行い，MyProにてアセンブリ及びアノテーション付与を行った．比較ゲノム解析：上記解析で得られた4株のCDSとGenBankから取得した他3菌種（標準株）のCDSをクエリとし，KEGGデータベースを用いて口腔Veillonella全7菌種（7株）の比較Pathway解析を行った．【結果と考察】4株のドラフトゲノムは8-15のコンティグにアセンブルされ，平均GC含有量は39.7％，CDSは1865.5，tRNAは47.5，rRNAは7であった．また，比較Pathway解析の結果，Veillonella属細菌の乳酸代謝経路，さらに口腔Veillonella全7菌種とも2型分泌機構を有することなどが明らかになった．今後の更なる比較ゲノム解析は，口腔Veillonellaの重要な生態学的役割の解明に繋がると推定される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Comparative genomic analysis of all oral Veillonella species
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＜Purpose＞Recently, it was reported that Veillonella species might serve as biological indicator for poor oral hygiene status. In addition, they have important roles to develop the oral biofilm formation at the early stage.In this study, to clarify the ecological functions of oral Veillonella, draft genome sequences of 4 strains, V. denticariosi, V. rogosae, V. tobetsuensis and V. infantium, recently established novel Veillonella species, were determined. Subsequently, comparative genomic analysis of all oral 7 Veillonella species were investigated.＜Materials & Methods＞Draft genome sequencing of 4 strains was performed using Illumina NextSeq. The sequencing reads were assembled and annotated using MyPro.Comparative genomic analysis of 7 Veillonella species were determined using the CDSs of type strains based on the KEGG database.＜Results & Discussions＞The genome sequences of 4 strains were assembled into 8 to 15 contigs. These draft genomes contained, on average, a GC content of 39.7%, 1,865.5 CDSs, 47.5 tRNAs, and 7 rRNAs. Furthermore, it was demonstrated that all 7 Veillonella species had type 2 secretion system and specific pathway of lactate. Further studies related to this study may contribute to clarify the important ecological roles of oral Veillonella.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マクロファージ分化に及ぼすドコサヘキサエン酸の影響
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免疫応答において主要な役割を果たすマクロファージは，機能に応じてM1・M2表現型に分類される．M1マクロファージは感染防御や炎症の促進に関与する一方で，M2マクロファージは血管新生や組織修復および炎症の収束に関与することが報告されている．近年の研究において，多価不飽和脂肪酸の一種であるオメガ3系脂肪酸が炎症抑制効果を助長することが報告されている．しかし，マクロファージ表現型とオメガ3系脂肪酸との関連性について詳細な分子メカニズムは明らかになっていない．そこで我々は，オメガ3系脂肪酸の1種であるドコサヘキサエン酸（DHA）が，単球およびマクロファージの分化に及ぼす影響について検討した．ヒト単球系細胞株U937細胞において，M2マクロファージ分化誘導因子であるIL-4がM2マクロファージ表現型を誘導することを確認した．次に，DHA刺激によるM2マクロファージ分化マーカーおよび転写因子の発現について，分子生物学的手法を用いて解析した．代表的なM2マクロファージ分化マーカーであるCD206の発現は，U937細胞において時間依存的に誘導された．そこで，DHAが誘導するCD206の発現メカニズムを調べるため，転写因子について検討した．IL-4刺激においてSTAT6のリン酸化およびPPARγの発現は亢進したが，DHA刺激条件下においては認められなかった．一方，DHA刺激は転写因子KLF4の発現を誘導し，p38 MAPKのリン酸化が促進した．これらの結果から，DHAはp38 MAPK経路ならびに，KLF4を活性化することでM2マクロファージ分化の誘導に関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of docosahexaenoic acid on macrophage polarization
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Macrophage, a critical modulator of immune response, is classify into various phenotypes, such as M1 and M2 macrophage. M1 macrophage phenotype is characterized by host defense against infection and the initiation of inflammation, while M2 macrophages are associated with responses to anti-inflammatory reactions and tissue remodeling. Recently, polyunsaturated fatty acids (PUFAs) play important roles in the regulation of inflammation. However, the role of PUFAs on M1/M2 macrophage polarization has not been clarified. In this study, we examined the effects of PUFAs on phenotype of M1 and M2 macrophage subsets. U937 cells were incubated with IL-4 for induction of M2 macrophage polarization. Docosahexaenoic acid (DHA) was used as one of PUFAs. We confirmed that DHA induced the expression of CD206, which is representative M2 macrophage marker. To investigate the mechanism by which DHA regulates CD206 expression in U937 cells, we focused on the transcriptional factor, KLF4 and confirmed the upregulation of KLF4 expression by DHA treatment. In addition, DHA induced the phosphorylation of p38 in U937 cells. These results suggest that DHA regulates M2 macrophage polarization through MAPK signaling and KLF4.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Candida albicansのバイオフィルム形成におけるmild heat stress応答機構の解明
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病原真菌であるCandida albicansはヒトの皮膚・粘膜に常在しており，免疫力の低下した宿主における日和見感染の起因菌となる．感染経路の一つとしてカテーテルや義歯のような体内留置医療器具に対して酵母形と菌糸形から構成されるバイオフィルムを形成し，表在性または深在性カンジダ症を引き起こす．我々はこれまでに，宿主の発熱や温熱療法などを想定した熱刺激下におけるC. albicansのバイオフィルム形成にもたらす影響について解析を行ってきた．その中で，37℃と比較して39℃(mild heat stress) 培養条件下において真菌細胞壁の合成阻害活性を示す抗真菌薬であるミカファンギンがより低濃度でバイオフィルム形成を阻害することが分かった．C. albicansはmild heat stressに対して応答することによってミカファンギンに対する薬剤感受性が増加したと考えられるがその詳しいメカニズムは分かっていない．今回我々は，2温度間 (37℃および39℃) におけるバイオフィルム形成時の遺伝子発現をマイクロアレイ法により網羅的に解析し，mild heat stress条件下で発現に変動があった遺伝子に関してqPCR法により検証した．その結果，mild heat stressにより発現が上昇する遺伝子として細胞壁合成に関わる遺伝子などを見出した．今回，C. albicansのmild heat stressに応答すると考えられる遺伝子についてバイオフィルム形成との関係について検討したので報告する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mild heat stress response mechanism in Candida albicans biofilm formation
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Candida albicans, a pathogenic fungus, forms a biofilm composed of yeast form and mycelial form on the surface of indwelling medical instruments such as dentures and catheters and causes superficial or deep seated mycoses. We have analyzed the influence of C. albicans on biofilm formation under thermal stresses assuming host fever and hyperthermia. We were found that micafungin, an antifungal agent targetting exhibiting fungal cell wall synthesis, inhibits biofilm formation at a lower concentration at 39°C(mild heat stress) culture conditions compared with 37°C. Therefore, the organism increases drug susceptibility to micafungin by responding to mild heat stress, but the mechanism is still unknown.  In this study, we analyzed gene expression by microarray method at two temperatures (37°C and 39°C), and then confirmed some interesting gene expressions by qPCR method.  Expression of genes involved in cell wall synthesis were increased under mild heat stress.  We report on the relationship with biofilm formation of genes thought to respond to mild heat stress.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Myricetin類縁体を用いた細胞外アミロイド線維依存的なバイオフィルム形成の制御法
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バイオフィルムは，細菌が産生する細胞外構造体に覆われており，抗生物質や宿主免疫に耐性になるため慢性感染症の原因となっている．従って，バイオフィルム形成を効率的に阻害することは，慢性感染症の予防法，治療法に繋がると考えられる．我々は，フラボノイドの一種であるMyricetin (Myr)が大腸菌のバイオフィルム形成に重要な細胞外アミロイド線維“curli”依存的なバイオフィルム形成を抑制できることを報告している(1)．本研究では，Myrの類縁体である7種類のフラボノイドを用いて，大腸菌においてバイオフィルム形成を抑制できるか検証しその作用機序を調べた．まず7種類のフラボノイドを選択し，大腸菌K-12株のバイオフィルム形成に与える影響を調べた．その結果，我々が以前に報告しているフラボノイドであるMyrより効率的にバイオフィルム形成を抑制できるフラボノイドであるEpigallocatechin gallate (EGCG)を見出した(2)．さらに，EGCGは病原性大腸菌O157のバイオフィルム形成も阻害できることを見出した．また，透過型電子顕微鏡により細胞外構造体の産生を観察したところ，EGCGを添加した方がより低濃度で，curliの産生が抑制されていることが示された．また，EGCG添加時におけるcurliの産生に関わる遺伝子及びタンパク質の発現を確認したところ，EGCGの添加によりcurliの産生に必須なRpoSの分解が亢進している可能性が示された．以上より，EGCGを用いることでバイオフィルム感染症の予防に有益であることが示された．

(1) Arita-Morioka et al. Antimicrob. Agnets Chemother. 2015 (2) Arita-Morioka et al. Sci. Rep. 2018
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Regulation of extracellular amyloid fibril dependent biofilm formation using Myricetin delivertives
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Biofilms are well-organized sessile communities of microbes embedded in a self-produced extracellular matrix. These cells acquire increased tolerance against antimicrobial agents and host immune systems. Thus, biofilm-associated infectious diseases tend to become chronic. Therefore, development of anti-biofilm drugs is important to combat with these infections. Previously, we found that Myricetin (Myr), a kind of flavonoid widely distributed in plants, inhibited curli dependent biofilm formation in Escherichia coli (1). In this study, we demonstrated 7 kinds of flavonoids for biofilm inhibition in Escherichia coli. First, 7 kinds of flavonoids were selected to investigate the influence of Escherichia coli K-12 strain for biofilm formation. As a result, we found Epigallocatechin gallate (EGCG) can inhibit biofilm formation more effectively than Myr(2). In addition, EGCG prevented biofilm formation of pathogenic Escherichia coli O157 strain. Transmission electron microscopy demonstrated that the EGCG inhibited the production of curli at low concentration than Myr. Real time PCR and Western blotting analysis indicate that these flavonoids inhibited expression levels of curli related genes and proteins. These result suggest that EGCG have a potential for anti-biofilm drugs.

(1) Arita-Morioka et al. Antimicrob. Agnets Chemother. 2015  (2) Arita-Morioka et al. Sci. Rep. 2018
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Streptococcus mutansの保有するバクテリオシンの解析
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【目的】 Streptococcus mutansは主要なう蝕原因菌の一つとして知られている．口腔には S.mutansを含む多くの口腔レンサ球菌種が常在していることが知られており，口腔細菌叢の中でレンサ球菌属の占める割合は高い．しかし，レンサ球菌属の中での各レンサ球菌種の割合は個体差がある．多くのグラム陽性菌はバクテリオシンと呼ばれる抗菌性ペプチドを産生することが知られており，S.mutansはmutacin等の複数のバクテリオシンの産生が報告されている．S.mutansの産生するバクテリオシンがレンサ球菌種の構成割合に影響を及ぼすかを検討するため，口腔から分離した S.mutansについて，バクテリオシン遺伝子保有状況，種々の口腔レンサ球菌に対する抗菌活性について検討した．【方法】口腔から分離した S.mutans134株を用いて検討した．バクテリオシン遺伝子の同定は既知のバクテリオシン（mutacin I～IV, K8, Smb）について特異的プライマーを用いてPCR法にて同定した．抗菌活性は S.mutans生菌を用いたdirect法により，他のレンサ球菌種に対する抗菌活性を検討した．【結果と考察】 S.mutans134株中116株において，バクテリオシン遺伝子の存在が認められた．特にmutacinIV保有率が最も高く，複数のバクテリオシン遺伝子を保有する株も認められた．各バクテリオシン遺伝子単独保有株を用いて，種々のレンサ球菌種に対する抗菌活性を検討した結果，バクテリオシンの種類によって，各菌種の感受性は異なっていた．しかし，バクテリオシン遺伝子を保有しているにもかかわらず，抗菌活性が認められない株も存在した．以上の結果より，S.mutansは多様なバクテリオシンを産生することで，口腔内におけるレンサ球菌種の構成割合に影響を及ぼす可能性が考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of bacteriocins in Streptococcus mutans
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Streptococcus mutans is known as cariogenic bacteria. In oral cavity, many streptococcal species are localized. Among oral bacteria, the proportion of genus streptococcus is quite high although each streptococcal species are different among individuals. It is well known that many Gram-positive bacteria produce antimicrobial peptides named as bacteriocins. To elucidate the effect of  S.mutans bacteriocins on the formation of oral flora, we analyzed the distributions of bacteriocins (mutacin I～IV, K8, Smb) in 134  S.mutans strains isolated from oral cavity. Also, we evaluated the antibacterial activity of each  S.mutans bacteriocin against several oral streptococcal species by the direct assay method. We found that 116  S.mutans strains had more than one bacteriocin genes among 134 strains, and several strains had more than 2 genes. Especially, the proportion of mutacin IV positive strains were high. By the direct assay, antibacterial activities against several oral streptococcal species were varied among each bacteriocin single positive strains. These results suppose that  S.mutans affect the proportion of oral streptococci by producing bacteriocins in oral cavity.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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イソデシルガラクトシド含有製剤の口臭および舌上細菌叢への効果：ランダム化並行群間比較試験
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【目的】共凝集は，細菌が口腔内に定着および病原性を発揮する上で，重要なメカニズムである．Fusobacterium nucleatumはその中核を担う細菌であると同時に，悪臭成分を産生する細菌でもある．本研究は，F. nucleatumの共凝集阻害物質として報告されたイソデシルガラクトシド（ID-GAL）のヒトでの有効性を確認するため，ID-GAL含有液体製剤の3か月間連用が口臭および舌上細菌叢へ及ぼす影響について検討した．【方法】健康な40歳代以上の男性56名をID-GAL含有液剤使用(ID-GAL)群とID-GAL非含有液剤使用（プラセボ）群にランダム割付し，3か月間使用させた．口臭の評価は，オーラルクロマおよび官能評価を行い，舌苔付着状態は，WTCIにて評価した．また，舌上細菌叢の評価は，16S rRNA遺伝子V1-V2領域を標的とした網羅的解析により行った．統計解析は，初期値を共変量とした共分散分析および菌叢のネットワーク解析をR ver.3.4.4にて行った．なお，本研究は，花王株式会社ヒト試験倫理委員会の承認に基づいて実施した．【結果】共分散分析の結果，ID-GAL群はプラセボ群と比較し，3か月後のVSCおよび口臭官能値が有意に低かった．一方で，WTCIおよび舌上細菌数には有意な差がなかった．介入前の初期値より，VSC関連菌を抽出し，3か月後のVSC関連菌の構成比率を比較した結果，ID-GAL群はプラセボ群と比較し，VSCと正の相関があった細菌が少なく，反対にVSCと負の相関があった細菌が多かった．また，舌上細菌の構成比率変化を基にしたネットワーク解析の結果，F. nucleatumと高い相関を示した細菌で有意な変化がみられた．【結論】ID-GAL含有製剤の連用使用により，舌上細菌叢が口臭の低い状態に変化し，口臭が低下することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Efficacy of an isodecyl-galactoside containing mouthrinse on oral malodor and tongue microbiome: A 3-month randomized clinical trial
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[Background]Coaggregation is an important mechanism on bacterial adhesion into oral surface. An isodecyl-galactosie (ID-GAL) was reported regulate coaggregation related Fusobacterium nucleatum. In this study, efficacy of an ID-GAL containing mouthrinse on oral malodor and tongue microbiome were investigated. [Methods]The clinical effects of ID-GAL were investigated in a randomized, parallel-group, controlled clinical trial comprising 56 healthy over 40's male. Half of the subjects were given an ID-GAL containing mouthrinse and half were given a placebo mouthrinse. Oral malodor evaluated by OralChroma and Organoreptic score. Tongue Coating was evaluated by WTCI. Tongue microbiome was examined by high-throughput 16srRNA gene sequencer. Statistical analysis was use analysis of covariance (ANCOVA) with a baseline covariate and network analysis by R ver.3.4.4. [Results]Volatile Sulfur Compounds (VSCs) and organoreptic score of ID-GAL group at 3 months were significantly lower than Placebo group. Result of next-generation sequencing showed tongue microbiome of ID-GAL group was lower VSCs-producible bacteria and higher VSCs-consumable bacteria than Placebo. [Conclusion]ID-GAL can decrease VSCs and change the tongue microbiome to lower malodor condition.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔細菌は弱アルカリ性好気環境で高いアセトアルデヒド産生を示す
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【目的】口腔細菌の産生するアセトアルデヒド（Ace）と口腔がんの関連が疑われているが，Ace産生の代謝動態については不明である．そこで本研究では，口腔細菌由来のAce産生がどのような環境下で高くなるか検討した．【方法】高いAce産生能を持つと報告されているStreptococcus salivarius（Ss），S. mutans （Sm），Neissria mucosa（Nm），N. sicca（Ns）の各標準株を使用した．Sm，SsはTYG寒天培地を用いて，Nm，Nsはコロンビア血液寒天培地を用いて培養した．集菌後，各菌懸濁液を作成し，100 mMグルコース（Glu）もしくは11 mMエタノール（Eth）を基質とし，pH 8.0，7.0，6.0，5.0におけるAce産生量を，センサーガスクロマトグラフィで測定した．さらに，SsとSmについては，これら一連の実験を好気および嫌気条件にて行ない比較した．【結果】全ての菌株はEthを基質としてAceを産生した．Ace産生量はpH 8.0で最も多く，pHの低下と伴に減少し，pH 5.0ではpH 8.0の1/2以下になった．同属間で比較すると，Ace産生量はSmよりSsが，NmよりNsが全体的に多かった．さらに，嫌気に比べて好気では，Ssでは約4倍，Smでは約2倍，Ace産生量が増加した．また，Gluからも微量ではあるがAceは産生された．Sm，SsではEth由来と同様にpH低下と共に減少し，Nm，NsではpH 5.0，6.0では検出閾値以下であった．【考察】使用した全ての菌種においてEthから高いAce産生が確認され，その活性は弱アルカリ性で高く，レンサ球菌では好気環境で高かった．このことから，Ace産生の責任酵素であるアルコール脱水素酵素の至適pHがアルカリ性に傾いていること，さらに，Ace産生過程に酸素が関わることが示唆される．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Higher acetaldehyde production by oral bacteria under weak alkaline and aerobic conditions
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Objective: Acetaldehyde produced by oral bacteria has been considered to relate with oral cancer. However, the metabolic property has been unclear. Therefore, we investigated the effects of environmental factors on the bacterial acetaldehyde production. Materials & Methods: Streptococcus salivarius (Ss), Streptococcus mutans (Sm), Neisseria mucosa (Nm) and Neisseria sicca (Ns) were used. These bacterial cell suspensions were incubated with 100 mM glucose or 11 mM ethanol under various environmental conditions (pH 5.0-8.0, aerobic or anaerobic conditions), and then the acetaldehyde production was measured by sensor gas chromatography. Results: Acetaldehyde production from ethanol was the highest at pH 8.0, and the production decreased with lowering pH. Within the same genus, Ss produced acetaldehyde more than Sm, and Ns produced acetaldehyde more than Nm. Ss and Sm produced acetaldehyde 2-4 times under aerobic than anaerobic condition. Acetaldehyde was slightly produced from glucose, and decreased with pH lowering. Discussion: The acetaldehyde production was higher under weak alkaline conditions, probably because the optimal pH of alcohol dehydrogenase, an enzyme responsible for acetaldehyde production, was at weak alkaline. While, the acetaldehyde production was higher under aerobic conditions, suggesting the involvement of oxygen in the acetaldehyde production.
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MPCポリマーコーティングによる義歯用レジンのカンジダ付着抑制（撥菌）効果
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【目的】 これまでにMPCポリマーでコーティングしたハイドロキシアパタイト板や口腔上皮細胞における口腔細菌の付着抑制効果やバイオフィルム形成抑制効果を報告してきた．本研究では義歯用レジンに着目し，デンチャープラーク構成菌であり義歯性口内炎の原因となるカンジダのMPCポリマーコーティングによる付着抑制効果をin vitroにて検討した．【方法】 1センチ四方のアクリルレジン板にムチンコーティングした後，5 ％MPCポリマーを30秒間作用させた．対照群としてPBSを用いた．各菌液（Candida albicans, C. tropicalis, C. grabrata）にレジン板を90分間静置，水洗後レジン板に付着した生菌数をコロニー形成能にて評価した．また，MPCポリマーによる被験菌の増殖抑制効果を吸光度にて経時的に測定した．さらに，MPCポリマーのカンジダ付着抑制効果の機序を検討するために，被験菌の疎水性をヘキサデカンへの吸着率にて評価した．【結果と考察】 全ての被験菌において，MPCポリマーコーティングによりアクリルレジン表面の付着生菌数は，対照群と比較して抑制された．特にC. grabrataでは，対照群と比較して付着生菌数を約1/10に抑えた．また，MPCポリマーはカンジダの増殖に影響を与えなかった．疎水性評価では，C. grabrataは約8割ヘキサデカンへ吸着され，菌表層の疎水性によりMPCポリマーの効果が変化しうることが考えられた．以上の結果より，MPCポリマーはカンジダの増殖に影響を与えないが，義歯床レジン表面への細菌付着を抑制することが示された．(会員外共同研究者: 鶴熊 美樹，三宅 洋一郎)【利益相反】利益相反状態にはありません．





Suppressive (Fungophobic) effect of MPC-polymer coating on Candida adherence to denture base resin
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[Aim] We previously reported that MPC-polymer markedly inhibited both adhesion and biofilm formation of oral bacteria on the surface of hydroxyapatite and oral epithelial cell layer. Here we examined the effects of MPC-polymer on adherence of Candida to the surface of denture resinin vitro. [Materials and methods] Mucin-coated plates of acrylic denture resin were treated with 5 % MPC-polymer. PBS was used as a control. The plates were soaking into culture medium of Candida albicans, C. tropicalis, C. grabrata for 90 minutes. After washing, the number of Candida adhering to the plates was counted by a culture method. We also examined the effect of MPC-polymer on the growth of Candida by absorption spectrometer. Moreover, hydrophobicity of Candida was evaluated by adsorption rate to hexadecane. [Results and Conclusion] The number of viable bacteria on the surface of acrylic resin by MPC-polymer coating was suppressed compared to the control group in all tested Candida.The growth of Candida was not inhibited by MPC-polymer. Eighty percent of C. grabrata was adsorbed to hexadecane, suggesting that the effect of MPC-polymer may be due to the bacterial hydrophobicity. These findings show that MPC-polymer suppresses bacterial adhesion to denture resin without affecting the growth.
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歯周病原細菌に対するT細胞応答に関与する抗原タンパク質の同定
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歯周病は口腔内の歯周病原細菌が引き起こす慢性感染症である．歯周病の病態形成には，IL-17を産生するTh17細胞が重要な役割を果たし歯周組織の破壊を促進することは広く知られている．しかし，Th17細胞を誘導する歯周病原細菌の抗原となるタンパク質については未だ解明されていない．本研究では歯周病原細菌であるPorphyromonas gingivalisを対象とし，免疫応答を誘導する菌体の主要となる抗原部位の同定を目的とする．P. gingivalis菌体を超音波破砕や超遠心により，細胞成分へと分画した．分画した菌体成分を抗原として，骨髄由来細胞とCD4+T細胞を共培養し，Th17細胞への分化をFlow cytometerにより評価した．その結果，Th17細胞への分化誘導能がある菌体成分を特定した．さらに抗原を絞り込むため菌体成分に対し逆相HPLCや二次元電気泳動を用いて分離し，プロテオミクス解析を行った．候補となるタンパク質は大腸菌発現系で大量発現させて，精製した．現在，タンパク質レベルで検証を行っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Identification of antigenic proteins involved in T cell responses to periodontal pathogenic bacteria
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Periodontal diseases are chronic infection caused by oral periodontal pathogenic bacteria. It is widely known that Th17 cells play an important role in the pathogenesis of periodontal disease and promote periodontal tissue destruction. However, antigenic proteins of periodontal pathogen to induce Th17 cells remain unknown. In this study, we aim to identify the antigenic proteins of periodontal pathogenic bacterium Porphyromonas gingivalis that induce differentiation of Th17 cells. We fractionated P. gingivalis cells into cellular components. Several proteins from the most Th17 inducible fraction were expressed in Escherichia coil. Using there recombinant proteins, we identified antigenic candidates for inducing immune response.
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緑茶およびコーヒーが口腔常在細菌叢に及ぼす影響
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【目的】緑茶やコーヒーはう蝕の発症に関わるStreptococcus mutansの増殖を抑制することが報告されているが，口腔常在細菌叢全体に与える効果については未だ不明な点が多い．そこで本研究では唾液中の細菌を緑茶およびコーヒーの存在下で培養し，その細菌構成比率の変化を観察することで口腔細菌叢に与える影響を検討した．【方法】9名の被験者から唾液を採取し，フリーズドライ緑茶粉末 (終濃度1.6% (wt/vol)ないしフリーズドライコーヒー粉末 (終濃度1.4% (wt/vol)を添加したbrain heart infusion (BHI) 培地にて，37℃，5％CO2存在下で6，12時間の培養し，無添加のBHIで培養した場合と比較した．培養後に回収した菌体からDNAを抽出し，定量PCR法を用いて総細菌数を，次世代シーケンサー Ion PGM (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) を用いた網羅的細菌群集解析法で細菌構成を決定した．【結果】緑茶およびコーヒーを添加したいずれの場合にも，無添加の場合と比べて6，12時間の培養後の総細菌数に有意な抑制が認められた．一方で緑茶を添加した場合にはStreptococcus salivariusがより優勢になっていたのに対し，コーヒーを添加した場合にはその増殖が抑制されており，代わりにStreptococcus mitisがより優勢であった．【考察】本研究により緑茶やコーヒーの飲用が口腔常在細菌叢の量に加え，細菌構成にも影響を与える可能性が示唆された．口腔が健康な者の唾液細菌叢ではS. mitisの構成比率が高くS. salivariusの構成比率が低いことが報告されており，口腔保健には緑茶よりコーヒーの飲用がより有用である可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of green tea and coffee to oral microbiota composition
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Aim: Green tea and coffee are reported to have an antibacterial effect against Streptococcus mutans, which is a well-known etiologic agent of dental caries. However, there are few studies on the effect of them to the oral microbiota. This study evaluated the effects of them to oral microbiota. Methods: The salivary microbiota of nine adults aged from 28 to 38 years was cultivated for 6 and 12 hours in brain heart infusion (BHI) broth and BHI containing freeze-dried green tea (1.6%) or (1.4% (wt/vol)) coffee. The total bacterial amount was calculated by a quantitative PCR approach and the bacterial composition was determined by 16S rRNA gene amplicon sequencing analysis using a next-generation sequencer. Results: The total bacterial amount after cultivation were inhibited by green tea and coffee. The predominance of Streptococcus salivarius was promoted by the green tea addition, whereas its growth was significantly inhibited by the coffee addition. Alternatively, a higher relative abundance of Streptococcus mitis was observed by the coffee addition. Discussion: Our results suggest that coffee and green tea would affect the oral bacterial amount, as well as the bacterial composition.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アルカリ性根管洗浄液が E. faecalis バイオフィルムに与える影響
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【目的】エチレンジアミン四酢酸（EDTA） 溶液は根管内のスミヤ―層除去に使用され，歯内療法を行う上で重要な役割を果たしている．本研究ではアルカリ性に調整した EDTA 溶液のバイオフィルム除去効果を評価した．【方法】E. faecalis はブレインハートインフュージョン液体培地を用いて嫌気条件下で培養し，滅菌カバーガラス上にバイオフィルムを形成させた．アルカリ性 EDTA 溶液のバイオフィルム除去効果の評価するため，バイオフィルムを付着させたカバーガラスを，種々の濃度と pH に調整した EDTA 溶液 (1％: pH 11.9，2％: pH 12.1，3％: pH 12.3) に 5 分間作用させた．その後，カバーガラスを1％クリスタルバイオレット染色液を用いて室温下で 10 秒間染色した．アルカリ性 EDTA 溶液のバイオフィルム除去能は，除去したバイオフィルムを含むクリスタルバイオレット染色液の濃度を波長 550 nm で測定した．またバイオフィルムの解析を Live/Dead 染色を用いて行ない蛍光顕微鏡にて観察した．【結果および考察】供試したアルカリ性 EDTA 溶液の作用により E. faecalis バイオフィルムの時間依存的な減少が認められた．5 分間作用後の 3％EDTA 溶液のバイオフィルム除去率は 73.2％を示した．以上の結果，アルカリ性 EDTA 溶液の根管治療への有効性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Influence of alkaline endodontic irrigates on E. faecalis biofilm
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Purpose: Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) uses for the removal of the smear layer and plays an important role of endodontic treatment. The present study was to evaluate the biofilm removal of alkaline EDTA solutions. Materials & Methods: E. faecalis was grown in brain heart infusion broth under anaerobic conditions and formed bacterial biofilm on sterilized coverslips. To evaluate the biofilm removal of alkaline EDTA solutions, the coverslips on bacterial biofilm were placed into different concentrations and pHs of EDTA solutions (1%: pH 11.9, 2%: pH 12.1, 3%: pH 12.3) for 5 minutes. Following the chemical treatment, the coverslips were stained with 1% crystal violet (CV) for 10 seconds at room temperature. The biofilm removal ability of alkaline EDTA solution was measured through the absorbance of the CV-stained solution containing the removed biofilm at 550 nm. Biofilm was also analyzed the Live/Dead staining and observed by fluorescence microscope. Results & Conclusion: The alkaline EDTA solutions were decreased E. faecalis biofilm in a time-dependent manner. The percentage of biofilm removal by 3% EDTA solution was 73.2% for 5 minutes treatment. These results suggest that the alkaline EDTA solution is a useful irrigate in endodontic treatment.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas salivosa ATCC 49407株線毛の精製と生物活性の検討
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【目的】Porphyromonas salivosa（P. salivosa）は，ヒト歯周病原細菌P. gingivalisと同属の黒色色素産生グラム陰性嫌気性桿菌であり，イヌやネコを含む様々な動物の歯肉溝から分離される．近年，コンパニオンアニマルとの接触機会が増加していることから，ヒトへの伝播の可能性を考慮し，P. salivosa線毛の歯周組織破壊への関わりについて検討した．【方法】P. salivosa ATCC 49407株の線毛の存在と線毛タンパク質の精製は，DEAE sepharose CL-6B陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製し，Western blot法と電子顕微鏡観察で確認した．破骨細胞分化誘導能は，マウス骨髄細胞とMC3T3-G2/PA6の共培養系を用いて検討した．サイトカイン産生誘導能は，マウス骨髄細胞由来マクロファージを種々の濃度の線毛タンパク質で刺激後，培養上清中に産生されたIL-1βおよびTNF-α量をELISA法にて測定した．成熟破骨細胞による吸収窩の形成は，マウス骨髄細胞とMC3T3-G2/PA6の共培養により誘導した前破骨細胞を線毛タンパク質で刺激し，吸収窩の面積を測定し評価した．P. salivosa感染による歯槽骨吸収量の測定は，ラット実験的歯周炎モデルを用いて行った．【結果および考察】P. salivosa ATCC49407株の菌体表層に線毛構造物が存在し，線毛タンパク質は分子量60-kDaであることが確認された．60-kDa精製線毛タンパク質は，有意な破骨細胞分化誘導能を有しており，成熟破骨細胞による吸収窩の形成を誘導した．さらに，マウスマクロファージを濃度依存的に刺激し炎症性サイトカインであるIL-1βおよびTNF-αの産生を誘導した．また，P. salivosaに感染によるラット実験的歯周炎モデルにおいて，P. gingivalisと同様に顕著な歯槽骨吸収が認められた．以上の結果から，菌体周囲に存在するP. salivosaの60-kDa線毛は，歯周組織破壊に関わる重要な病原因子であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Biological activity of Porphyromonas salivosa ATCC 49407 fimbriae
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＜Objective＞P. salivosa is often isolated from the gingival sulcus of various animals. We examined the involvement of the fimbrial protein in osteoclast differentiation and cytokine production in murine macrophages.＜Materials and Methods＞Fimbrial protein of P. salivosa was purified by selective protein precipitation and chromatography on a DEAE CL-6B anion exchange column. To estimate osteoclast differentiation, BALB/c mouse bone marrow cells and MC3T3-G2/PA6 cells were co-cultured with or without purified fimbrial protein for 7 days. Bone marrow-derived macrophages were stimulated with purified fimbrial protein, and cytokine production was determined by ELISA. Pit formation assay was performed as follows. Mouse osteoclast precursors were placed on Osteo Assay Surface (Corning), cultured with purified fimbrial proteins for 7 days and the absorption areas were measured. Sprague-Dawley rats were infected with P. salivosa and the periodontal bone levels were determined by morphometric measurement.＜Results＞The fimbrial protein of P. salivosa significantly induced osteoclast formation, function and IL-1β and TNF-α production. Rats orally infected with P. salivosa exhibited significant alveolar bone loss.＜Conclusion＞These results suggest that P. salivosa 60-kDa fimbriae may provoke an inflammatory response in the host and be involved in periodontal tissue breakdown.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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The role of PGN_0301 gene on Porphyromonas gingivalis




○Wang H1，Nakayama M1,2，Ono S1,3，Abu Saleh Muhammad S1，Tachibana M1，Ohara N1,2
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Porphyromonas gingivalis (Pg), known as one of major pathogens on periodontal diseases, possesses Type IX secretion system (T9SS). The C-terminal domain (CTD) proteins including gingipains are secreted via T9SS. We previous reported that Omp17, which is an Skp-like protein (also known as OmpH), encoded by PGN_0300 gene, is involved in the function of T9SS to transport CTD-proteins. PGN_0300-deficient strain loses the protease activity of gingipains. Pg also possesses another Skp-like protein encoded by PGN_0301 gene but its function has not been clarified. In this study, we attempted to delete the PGN_0301 gene on the Pg genome to clarify the role of PGN_0301. However, the PGN_0301-deficient strain was not generated, suggesting that the PGN_0301 gene might be required for the growth of Pg. Next, we transformed the plasmid harboring PGN_0301-His6 tag gene into Pg, and then attempted to delete the PGN_0301 gene on the genome of the transformants. As the results, the PGN_0301 gene was successfully deleted from the genome of Pg expressing PGN_0301-His6 from the plasmid. These results indicate the possibility that the PGN_0301 gene play an essential role in the physiology of Pg cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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タマネギ外皮抽出物の口腔内病原細菌に対する抗菌作用
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【目的】タマネギ外皮抽出物(OE)にはケルセチンが含まれていることが知られている．ケルセチンは，黄色ブドウ球菌，大腸菌などに対して抗菌性があることが報告されている．OEとケルセチンは口腔病原微生物に対して抗菌作用があるかを調べた．【方法】被験菌はStreptococcus，Porphyromonas gingivalis，Prevotella intermedia，Fusobacterium nucleatum，Candida albicans，C. glabrata，Pseudomonas aeruginosa，Staphylococcus aureus，Escherichia coliを用いた．被験物質のOE，ケルセチン，ケルセチン-4-グルコシドは，培地懸濁液として菌体と接触させた後，寒天培地へ接種した．【結果】P. gingivalis，P. intermedia，F. nucleatumに対してのMBCはOEよりケルセチンの方が低値であり，それらはC. albicans，C. glabrataに対して抑制効果がなかった．しかしながら，50 mg/mlでは，ケルセチンよりOEの方が早期に殺菌効果が現れた．またS. mutansとP. aeruginosa，S. aureus，E. coliではOEのみに殺菌性がみられた．そして，ケルセチンとケルセチン-4-グルコシドの混合物のP. gingivalisにおけるMBCは0.25 mg/mlであったが，50 mg/mlでは1時間経過しても抗菌効果はなかった．【考察】口腔病原菌におけるOEとケルセチンの殺菌効果が分かった．そして，OEに含まれるケルセチン以外で即効性のある抗菌成分の可能性が考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Bactericidal effect of onion extract against oral pathogens
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Purpose: Onion extract (OE) contains quercetin and quercetin-4-glucoside. Quercetin has antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. We examined the bactericidal activity of OE and quercetin against oral pathogens. Materials & Methods: The tested microorganisms were Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans, Candida albicans, C. glabrata, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. For the antibacterial test OE, quercetin and quercetin-4-glucoside were suspended in medium and contacted with the bacterial cells, and the mixture was inoculated on agar medium. Result: MBC for P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum was lower in quercetin than in OE, and there was no fungicidal effect on C. albicans and C. glabrata. However, OE had a faster bactericidal effect than quercetin at 50 mg/ml. In S. mutans, P. aeruginosa, S. aureus and E. coli, bactericidal activity was found only in OE. The MBC of the mixture of quercetin and quercetin-4-glucoside in P. gingivalis was 0.25 mg/ml, but there was no effect at 50 mg/ml after one hour. Conclusion: We found bactericidal effect of OE and quercetin in oral pathogens. It is possible that the effective ingredients with immediate antibacterial effect of OE is not quercetin.
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乳幼児口腔マイクロバイオームの多様性と細菌構成の経時変化
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【目的】我々は出生以来様々な微生物に曝露されており，その中で口腔には複雑で安定した常在細菌叢（マイクロバイオーム）が構築されていく．しかしながら，ヒト口腔に固有の細菌種がいつ，どのように選択され，口腔マイクロバイオームが構築されていくのか，その構築過程については不明な点が多い．本研究では，乳幼児の口腔マイクロバイオームの多様性と細菌構成を経時的に観察し，その変化について検討を行った．

【方法】本研究では生後半年の乳幼児8人から約2年間，経時的に舌苔検体を採取した（計464検体）．採取した舌苔からDNAを抽出した後，細菌共通配列プライマーの8Fと338Rを用いて，16S rRNA遺伝子のV1-V2領域を網羅的に増幅した．増幅断片の塩基配列を次世代シークエンサーを用いて解読し，各舌苔マイクロバイオームの多様性と細菌構成を明らかにした．

【結果】舌苔マイクロバイオームの多様性は，生後すぐに上昇し生後約60週ごろにはプラトーに達していた．階層的クラスタリング解析を行ったところ，舌苔マイクロバイオームの細菌構成は，Streptococcus perorisやStreptococcus lactariusが優勢な多様性の低いパターンと，Rothia mucilaginosaやNeisseria flavescens，Streptococcus salivariusが優勢な多様性の高いパターンの2つに大別された．経時的にみてみると，各対象者の舌苔マイクロバイオームは，生後40週から60週の間に，前者から後者のパターンに変化していた．

【結論】本研究より，口腔マイクロバイオームの劇的な変化が生後60週ごろまでに生じることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Longitudinal changes in bacterial diversity and composition of oral microbiota in infant
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Background: Infants are constantly exposed to numerous microbes since birth, and then diverse commensal bacteria colonize in their oral cavity. However, little is known about how or when these bacteria construct a complex and stable ecosystem. This study examined a transition of bacterial diversity and composition in an infant oral cavity.

Methods: We prospectively collected 464 tongue swab samples from 8 infants (age ＜6 months at baseline) for about 2 years. Their bacterial compositions were determined by 16S ribosomal RNA gene amplicon sequencing.

Results: Tongue bacterial diversity (number of operational taxonomic units) exponentially rose after birth and was almost plateaued around 60 weeks of age in each subject. Bacterial compositions of each subject were converted from lower diverse microbiota characterized by Streptococcus peroris and Streptococcus lactarius to higher diverse microbiota characterized Rothia mucilaginosa, Neisseria flavescens, and Streptococcus salivarius during 40-60 weeks of age.

Conclusions: These results suggested that the drastic development of oral microbiota was observed by around 60 weeks of age.
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外れ値検出手法を用いたone-class support vector machineによる破綻した舌苔細菌叢の同定
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【目的】舌表面は口腔において最も複雑な常在微生物群集が存在する部位の一つであり，高齢者においては舌清掃を中心とした口腔ケアが重要視されているが，舌苔細菌叢の特徴や病原性については未だ不明な点が多い．本研究では身体機能が低下した施設入所高齢者の舌苔を解析し，破綻した舌苔細菌叢の同定を行った．【方法】福岡県および熊本県の高齢者施設16施設の入所者325人（平均年齢88.5 ± 6.6歳）を対象とし，舌苔を採取した．舌苔検体よりDNAを抽出し，細菌共通配列であるプライマーを用いて16S rRNA領域（V1-V2領域）の遺伝子を網羅的に増幅した．増幅断片の塩基配列を次世代シークエンサー Ion PGMを用いて解読し，塩基配列情報を基にそれぞれの検体の細菌構成を明らかにした．得られた細菌構成から線形識別モデルであるone-class support vector machine (SVM) を用いて，平均的な細菌構成から外れている舌苔細菌叢を検出した．【結果】施設入所高齢者の舌苔細菌叢は，Streptococcus属やPrevotella属など，一般的に口腔に常在する細菌から構成されていた．一方，one-class SVMを用いた機械学習の結果，平均的な細菌構成からは逸脱した舌苔マイクロバイオームが10人の高齢者から同定された．これらの舌苔細菌叢では，通常は口腔内からは検出されない病原性を示すStreptococcus agalactiaeやCorynebacterium speciesなどが20％以上の高い構成比率を占めていた．このような舌苔細菌叢を持つ高齢者では，身体機能の低下や栄養状態の悪化が認められた．【結論】one-class SVMを用いた細菌叢解析により，Streptococcus agalactiaeなどの異常な菌が高い構成比率を占める，破綻した舌苔細菌叢を同定することができた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Identification of dysbiotic tongue microbiota using one-class support vector machine detecting outlier
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Aim: Tongue microbiota is one of the most complex microbiota in oral cavity. Recently, oral care including removal tongue coating is emphasized for prevention of aspiration pneumonia among elderly adults. However, characteristics of pathogenic tongue microbiota remain unclear. This study aimed to identify dysbiotic tongue microbiota among the frail elderly nursing home residents. Materials and Methods: Tongue coating samples were collected from 325 nursing home residents in Fukuoka and Kumamoto Prefecture. Bacterial DNA was extracted from each sample, and the V1-V2 region of the 16S rRNA genes was amplified with universal primers 8F and 338R. DNA sequences were determined using a next generation sequencer, Ion PGM. We detected the outlier tongue microbiota using one-class support vector machine (SVM) and its characteristics were elucidated. Results: Most of tongue microbiota of nursing home residents consisted of common oral bacteria such as Streptococcus and Prevotella species. Whereas, we identified dysbiotic tongue microbiota, dominated by pathogenic bacteria including Streptococcus agalactiae and Corynebacterium species, in 3% of subjects by one-class SVM. Many of subjects with dysbiotic tongue microbiota demonstrated poor physical functions and nutritional conditions. Conclusion: One-class SVM based on microbiota analysis is useful to identify the dysbiotic tongue microbiota dominated by pathogenic bacteria.
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Component analysis of cell-wall anchored pili of Streptococcus sanguinis
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Purpose: The oral commensal Streptococcus sanguinis displays a pilus structure on the cell surface in a strain-specific manner. These pili, composed of PilA, PilB, and PilC proteins, contribute to bacterial adherence to and internalization in epithelial cells, as well as biofilm formation. However, analysis of the pilus assembly mechanism has raised questions regarding the possible existence of an unknown pilus component distinct from PilA, PilB, and PilC. In this study, we focused on the gene encoding PilX, a putative cell surface protein, located next to pilABC, and examined to determine whether it is a pilus subunit and has effects on biofilm formation by the organism. 

Materials & Methods: RT-PCR analysis was conducted to investigate co-transcription of pilX with pilABC. Mouse and rabbit antiserum against pilus subunits and PilX was raised by immunization with recombinant proteins. Unmarked deletion mutant strains of pilX and pilus-related genes were constructed on a background of a strain SK36, while revertant strains based on the wild-type genotype were also constructed. Cell wall fractions of the wild-type and isogenic strains were prepared using mutanolysin extraction in hypotonic buffer. To examine whether PilX is a component of the pili, immunoblot and immunoprecipitation analyses were performed using the antisera samples and cell wall fractions. Furthermore, the abilities of the wild-type and pilX deletion mutant, as well as revertant strains to form biofilm were analyzed using a conventional static assay with saliva-coated polystyrene plates. 

Results & Conclusions: Transcript analysis revealed that pilX is transcribed with pilABC. Using immunoblot analysis, PilX was detected in the wild-type cell wall fraction as high-molecular ladder bands. In contrast, those ladder bands disappeared in fractions prepared from the mutant strain lacking the gene encoding a putative transpeptidase responsible for linkage of pilus subunits. Immunodetection also revealed PilX in the fraction that underwent immunoprecipitation with anti-PilA. Additionally, the pilX deletion compromised the ability of S. sanguinis to form biofilm. Our results show that PilX is a subunit of S. sanguinis pili that has effects on biofilm formation. In future experiments, we intend to conduct more detailed examinations of the molecular mechanism of pilus assembly and its functions.
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βグルカン添加による歯周病細菌侵入マクロファージに見られる細胞死抑制効果について




○井上　真紀1,2，沖永　敏則1，有吉　　渉1，守下　昌輝2，臼井　通彦2，西原　達次1
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マクロファージ表層には，Dectin-1と呼ばれるβ-1,3 glucan受容体が発現されていることは広く知られている．今回，β-1,3 glucanでマクロファージを刺激した後，A. actinomycetemcomitansを侵入させたところ，興味深い知見を得られたので報告する．まず，β-1,3 glucan刺激後のDectin-1強発現細胞にA. actinomycetemcomitansを侵入させたところ，細胞致死活性の有意な低下が見られた．さらに，IL-1βの産生に関与するInflammasome形成に関与するタンパク質の発現をウェスタンブロッティング法にて検証したところ，A. actinomycetemcomitansを貪食することにより，アポトーシス抑制タンパクであるNAIPの発現が著しく亢進した．さらに，Dectin-1強発現マクロファージをβ-1,3 glucanで刺激して，A. actinomycetemcomitansを侵入させたところ，IL-1β遺伝子発現ならびにIL-1βの細胞外への産生が著しく抑制された．以上の結果から，β-1,3 glucanはDectin-1と結合し，歯周病細菌A. actinomycetemcomitansの侵入によって誘導される細胞死および炎症性サイトカインであるIL-1βの産生を抑制することが明らかとなった．これらの結果からA. actinomycetemcomitans感染局所の歯周組織において，β-1,3 glucanを作用させることにより，マクロファージ細胞死および炎症反応が抑制されることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibitory effect of β-glucan on A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages
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β-glucan is the abundant cell wall of microbial pathogens such as fungi and yeast. Recently, it has been reported that dectin-1, which is known as a β-glucan receptor, plays an important regulatory role on natural immunity of host defense system. In the present study, we investigated the effect of β-glucan on Aggregatibacter actinomycetemcomitans-invaded macrophages. Constitutive expression of dectin-1 prevented cell death induced by A. actinomycetemcomitans invasion, when the cells were incubated with β-1,3 glucan. Flow cytometric analysis revealed that there was a steady decline of viable cells in dectin-1-overexpressed macrophages stimulated with β-1,3 glucan. Inflammasome associated proteins, such as caspase-1, NAIP, ASC and NLRP3, were clearly detected in A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages by Western blotting analysis. Among them, constitutive dectin-1 expression on macrophages upregulated the expression of NAIP, when the cells were invaded with A. actinomycetemcomitans. Furthemore, dectin-1 suppressed IL-1β gene expression and IL-1β secretion of constitutive dectin-1-expressed macrophages invaded with A. actinomycetemcomitans. These results indicate that dectin-1 on macrophages negatively regulated cell death of macrophases invaded with A. actinomycetemcomitans, suggesting that β-glucan regulates an inflammatory reaction via the binding of dectin-1 on macrophages.
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口腔細菌による肺炎発症機序の解明―P. gingivalisは呼吸器上皮細胞の炎症性サイトカイン産生を誘導する―
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【目的】口腔細菌が誤嚥性肺炎の原因となること，口腔ケアがその予防に有効であることは広く知られるようになった．しかし，口腔細菌がどのように誤嚥性肺炎を引き起こすのか，なぜ予防に口腔ケアが有効なのか，EBMを実践する上で最も重要な点は未解明のままである．肺炎の発症と進展において，IL-8等の炎症性サイトカインは中心的な役割を担うことが知られている．そこで，誤嚥した口腔細菌が呼吸器上皮細胞に作用し炎症性サイトカインを誘導，肺炎を惹起するのではないかと考え本研究を企画した．【方法と結果】咽頭，気道及び肺の上皮細胞にP. gingivalisを添加した結果，量と処理時間依存的に炎症性サイトカインの遺伝子発現が強く誘導された．ELISA解析から，好中球浸潤や組織破壊等に関わるIL-8とIL-6の産生が顕著であった．他の歯周病原菌T.denticolaやA. actinomycetemcomitans等によってもサイトカイン産生が誘導されたが，その量は肺炎球菌によるものと比較し数倍以上の値であった．一方，S.mitisやS.salivarius処理では変化が認められなかった．【考察】口腔衛生状態が悪い人の唾液1 ml中には109個以上の細菌が存在し，1012個以上の細菌を日々嚥下している．今回の実験では，106～108個の細菌を用いていることから，歯周病原菌が炎症性サイトカイン産生の誘導を介して肺炎の発症に深く関与していることが示唆された．われわれは，P. gingivalisが肺炎球菌や緑膿菌等のレセプター：PAFRの発現を誘導することも見出しており（ポスター発表），誤嚥性肺炎予防に口腔ケアが有効であることを分子レベルで提示できたと考える．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





P. gingivalis induces production of inflammatory cytokines in various respiratory epithelial cells
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Aspiration pneumonia is a major health problem that is linked to mortality in elderly people.Pneumonia represent an increased number of inflammatory cells, such as neutrophils, inflammatory cytokines including chemokines and proteases in the respiratory duct.  Although emerging evidence implicates an association between periodontitis and pneumonia, how periodontopathic bacteria affect progression of pneumonia remains unknown. Here we examined the biological effect of periodontopathic bacteria on respiratory epithelial cells. We found that bacterial species such as P. gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia, and Aggregatibacter actinomycetemcomitans greatly induce IL-8 and IL-6 production in human bronchial epithelial BEAS2B cells. IL-8 production induced by P. gingivalis was also observed at bacterial number-dependent manner in human nasopharyngeal epithelial (Detroit 562) and alveolar epithelial (A549) cells. IL-8 and IL-6 production was considerably higher in cells treated with P. gingivalis than in those treated with S. pneumonia. Our results suggest that increased periodontopathic bacteria due to poor oral hygiene are involved in onset of pneumonia by promoting inflammatory cytokines. Therefore, eliminating such bacteria may contribute to the prevention of pneumonia progression.
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細菌感染がもたらす母体免疫活性化が胎児脳システムへ与える影響について
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胎児脳システム発達の環境要因として，母体の感染によって引き起こされる母体免疫活性化（MIA）が注目されている．近年，ウイルス感染を模倣したモデルにおいてMIAが胎児脳システムに影響を与えることが報告されたが，細菌感染ではよく分かっていない．そこで本研究では，母体の病原性細菌感染が胎児脳システム発達に与える影響を解明することを目的とする．細菌感染を模倣したモデルとして，細菌由来リポ多糖を用いてMIAにおける胎児を取り巻く母体免疫環境の解析を行った．また病原性細菌によって誘発される胎児脳神経系の発達を免疫組織学的に解析し，さらに仔マウスを用いてmarble burying test等による行動学的表現型の解析を行った．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Influence of maternal immune activation by bacterial infection on the fetal brain development
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As an environmental factor of fetal brain system development, maternal immunity activation (MIA) caused by maternal infection has attracted attention. In recent years, it has been reported that MIA affects the fetal brain system in a model that mimics virus infection, but there is little evidence in bacterial infection. In this study, we aim to elucidate the influence of maternal pathogenic bacterial infection on fetal brain system development. We induced MIA using lipopolysaccharide as a model mimicking bacterial infection. We investigated the fetal brain development by immunohistological analysis and social behavior test in MIA offspring by marble burying test.
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マウス唾液腺における組織マクロファージの解析
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【目的】生体のほぼすべての臓器・組織には組織マクロファージ　（macrophages, Mfs）　が恒常的に存在しており，炎症時に誘導される炎症性Mfsと区別される．組織Mfsは生体防御のみならず，アポトーシス細胞の除去や組織修復など，組織の恒常性維持にも寄与している．従来，組織Mfsは骨髄に由来すると考えられてきたが，近年，胎生期卵黄嚢や胎児肝臓にも由来し，CSF1もしくはCSF2依存性に分化・増殖することが報告されている．唾液腺にはシェーグレン症候群などにおける炎症性Mfsの浸潤が報告されているが，定常状態下での組織Mfsの性状は明らかとなっていない．そこで，本研究では，唾液腺における組織Mfsの表現型，その分化機構および生理機能について解析することを目的とした．【方法】マウス顎下腺からコラゲナーゼ処理により浮遊細胞を調製し，フローサイトメトリー解析を行った．また，real-time PCR法によりmRNA発現を解析した．【結果】フローサイトメトリー解析により，マウス顎下腺細胞において，CD45+MHC class II+CD64+Mfs が同定され，CD11c+とCD11c- に分類された．成体マウスにおける存在比率はCD11c+が約78%であり，CD11c-は約22%であった．この内，CD11c+ Mfsは3日齢ではほとんど検出されなかったが，成長に伴い増加し，4週齢頃に成体マウスとほぼ同程度の検出率となった．これに対し，CD11c-Mfsは3日齢では約95%であったが，成長に伴い減少した．また，CD11c+およびCD11c-いずれの唾液腺Mfサブセットにおいても，CSF1レセプターの発現が認められ，唾液腺組織ではCSF1の発現が認められた．以上の結果から，CD11c+およびCD11c-の2種類の唾液腺MfサブセットはCSF1依存性に分化・増殖し，成長に伴い，その存在比率が変化することが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland
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Tissue-resident macrophages are found in almost all tissues and can be distinguished from inflammatory macrophages. Tissue-resident macrophages are considered to be derived from bone marrow; however, recent studies revealed that some of them are derived from the yolk sac and fetal liver. In this study, we aimed at identifying tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland (SMG). On flow cytometry, CD45+ MHC class II+ CD64+ SMG-resident macrophages were divided into two subsets, CD11c+ and CD11c-. The proportions of CD11c+ and CD11c- macrophages in adult mice were approximately 78% and 22%, respectively. CD11c+ macrophages were hardly detected in the SMG of 3-day-old mice, but their numbers gradually increased with growth. The proportion at 4 weeks was similar with that in adult mice. In contrast, CD11c- macrophages were predominant in the SMG of 3-day-old mice, and their numbers gradually decreased with growth. Both subsets strongly expressed the CSF1 receptor but not the CSF2 receptor, and CSF1 was expressed in the SMG, suggesting that CSF1 plays a central role in the differentiation and proliferation of SMG-resident macrophages. SMG-resident macrophages can be classified into two subsets, CD11c+ and CD11c-, and the proportion of each subset changes with growth.
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高転移性腫瘍由来エクソソームmiRNAによる血管内皮の形質変化と転移促進メカニズムの解明
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われわれは，これまでに腫瘍血管内皮細胞が様々な異常性をもつことを報告してきた．がん細胞は，自らに都合の良い環境を作るために，細胞外小胞（エクソソーム）を分泌する．本研究では，高転移性腫瘍エクソソーム中のmiRNAによるがん転移促進メカニズムの解明を目的とした．がん転移促進メカニズムとして，miRNAが内皮-がん細胞間接着および血管内皮細胞間接着に与える影響に着目した．低転移性メラノーマ細胞（A375）と比較して高転移性メラノーマ細胞（A375SM）が分泌するエクソソーム中に多く含まれるmiR-1246を同定した．血管内皮にmiR-1246を導入すると，血管内皮細胞膜状の接着分子ICAM-1とIL-6の発現亢進およびSTAT3の活性化を認め，ICAM-1の発現誘導にIL-6-STAT3経路の関連が示唆された．血管内皮にmiR-1246導入すると，接着するがん細胞の増加が認められた．また，A375SMエクソソームにより，血管内皮の透過性が亢進し，miR-1246導入により血管内皮間接着分子VE-Cadherinの発現が低下した．miR-1246ノックダウンがん細胞のin vivo腫瘍では肺転移の減少が認められた．逆にA375SMエクソソームの静脈内投与により，がん細胞の肺への接着と転移が増加することがわかった．メラノーマおよび口腔癌患者血液中のエクソソームmiR-1246レベルは健常者と比較して有意に高値であった．以上の結果から，高転移性腫瘍が分泌するエクソソーム中のmiR-1246は血管内皮に取り込まれることにより，内皮へのがん細胞の接着促進および血管内皮のバリア機構の破壊によるがん細胞の血管内浸潤促進を介して，転移を促進することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





High metastatic tumor exosome miRNA promotes metastasis via alteration of endothelial cells
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We have reported that tumor endothelial cells have some abnormalities. Cancer cells secrete exosomes to create a suitable environment for themselves. The purpose of this study is to elucidate the involvement of exosome miRNA in cancer metastasis. We focused on the effect of miRNA on the adhesion between endothelial cells (ECs) and between ECs and cancer cells. We identified miR-1246 that is more abundant in high metastatic melanoma (A375SM) exosomes compared with in low metastatic melanoma (A375) exosomes. miR-1246 transfection increased the expression of ICAM-1 and IL-6 and activated STAT3, suggesting that ICAM-1 was induced via IL-6-STAT3 pathway. miR-1246 transfection increased the number of adherent cancer cells to ECs. In addition, A375SM exosome treatment enhanced endothelial permeability, and the expression of VE-Cadherin was decreased by miR-1246 transfection. miR-1246 knockdown of A375SM decreased lung metastasis in tumor xenograft model. In contrast, intravenous administration of A375SM exosome induced the adhesion of cancer cells to the lung, resulting in promoted lung metastasis. Exosome miR-1246 levels in blood of melanoma and oral cancer patients were significantly higher than healthy subjects. Thus, it was suggested that exosome miR-1246 promotes lung metastasis by inducing the adhesion of cancer cells to ECs and destroying the EC barrier.
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機械感受性イオンチャネルPiezo1の発現は口腔扁平上皮癌の細胞増殖を制御する
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腫瘍は腫瘍細胞からなる実質とその周囲の間質から構成されている．微小環境，特に間質の硬さが実質の腫瘍形成を促進することが報告されているが，その分子機構は不明である．一方，カルシウムイオンチャネルPiezo1は機械刺激に応答することが知られている．最近，Piezo1は神経の発生および形態形成過程において，脳の基質硬さに応答して，神経幹細胞の分化制御因子Yes-associated protein (Yap)の核内移行を調節すること，さらに神経軸索の成長を制御することが報告された．しかし，腫瘍細胞における機能は不明である．そこで，本研究では，口腔癌細胞株におけるPiezo1の発現およびPiezo1が腫瘍細胞の増殖に与える影響について検討した．複数のヒト口腔扁平上皮癌細胞株におけるPiezo1の発現についてリアルタイムPCR法を用いて解析した．また，Piezo1アゴニストはPiezo1発現量依存的そして濃度依存的に口腔扁平上皮癌細胞株の細胞内カルシウムイオンの流入を促進した．舌扁平上皮癌細胞株HSC4はPiezo1を高発現しており，siRNAを用いたPiezo1のノックダウンはPiezo1アゴニスト依存的な細胞内カルシウムイオンの流入およびERKのリン酸化を抑制した．加えて，Piezo1のノックダウンによってki-67陽性細胞数および経日的な細胞増殖が抑制されることを見出した．一方，Piezo1のノックダウンによるCleaved caspase-3陽性細胞数は変化しなかった．これらの結果より，Piezo1の発現が口腔扁平上皮癌の細胞増殖を制御する可能性が示唆された．現在，Piezo1が微小環境の硬さに応答して腫瘍細胞の増殖を制御する分子基盤，そしてPiezo1の下流シグナルの詳細について解析を進めている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The expression of mechanosensitive ion channel Piezo1 regulates cell proliferation in oral squamous cell carcinomas
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A tumor consists of tumor cells and stroma cells. It has been reported that stiff stroma could promote tumorigenesis, but its molecular mechanism is not yet understood. On the other hand, calcium ion channel Piezo1 is known to respond to mechanical stress. Recent studies have shown that Piezo1 is associated with neuronal development and morphogenesis. However, the role of Piezo1 in tumorigenesis remains unclear. Therefore, we investigated the effect of Piezo1 on the cell proliferation in oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines. The expression of Piezo1 in several human OSCC cell lines was measured by real time PCR analysis. Piezo1 agonist increased intracellular Ca2+ influx in  Piezo1-expression-dependent and/or dose-dependent manners in OSCC cell lines. HSC4, the human tongue OSCC cell line, highly expressed Piezo1, and knockdown of Piezo1 by siRNA suppressed Piezo1 agonist-induced Ca2+ influx and ERK phosphorylation. In addition, knockdown of Piezo1 reduced the number of ki-67-positive cells and inhibited cell growth in a time-dependent manner. Meanwhile, knockdown of Piezo1 did not affect the number of cleaved caspase-3-positive cells. Thus, these results suggest that the expression of mechanosensitive ion channel Piezo1 may regulate cell proliferation in OSCC.
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腺扁平上皮癌におけるエピジェネティックな変化は扁平上皮組織を腺組織に転換する
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腺扁平上皮癌は同一癌病巣に扁平上皮癌様組織と腺癌様組織を伴う臨床的に悪性度の高い癌であるが，その由来および詳細な特徴（遺伝子発現，遺伝子変異，エピジェネティクス）は不明である．私共は舌扁平上皮癌の患者の後発転移リンパ節において腺扁平上皮癌を認める1例を経験し，詳細な免疫組織学的な検討を行ったところ，腺癌様組織において，高頻度にDNAが低メチル化状態にあることを見出した．そこで，本研究では腺扁平上皮癌の詳細な特徴およびエピジェネティックな変化が扁平上皮癌に与える影響について明らかにすることを目的とした．

患者は組織生検の結果，舌扁平上皮癌の診断となり腫瘍切除術を施行した．術後2か月での画像検査において多領域の頸部リンパ節転移を認め，全頸部郭清術を施行した．転移リンパ節の病理組織像は扁平上皮癌様組織に加えて腺管構造を有する腺癌様組織を呈する腺扁平上皮癌であった．そこで扁平上皮癌から腺扁平上皮癌への転換を疑い，その分子基盤について検索した．免疫組織化学染色にて転移リンパ節における腺管構造では，CK7は陽性，CK20，TTF-1およびNapsinAは陰性であった．また，癌関連遺伝子（EGFR，CTNNB1，KRAS，PIK3CA，p53およびAPC）における遺伝子変異は検出されなかった．一方，DNA低メチル化に関与する5hmcは転移リンパ節において原発巣より高頻度に陽性であった．転移リンパ節および転移を認めないリンパ節の病理組織標本よりmRNAを抽出し，脱メチル化酵素の発現を検討した．TET1およびTET2が転移リンパ節において高発現していた．口腔扁平上皮癌細胞株HSC-2およびHSC-3を用いてDNAメチル化阻害剤で刺激すると，CK7，Mucin1およびMMP-9の遺伝子発現が亢進し，また遊走能が促進することを見出した．これらの結果より，DNAの低メチル化が扁平上皮癌様組織から腺癌様組織への転換および悪性化に関与していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Epigenetic alternation promotes transition from squamous components to adenocarcinoma components in adenosquamous carcinoma
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Adenosquamous carcinoma (ASC) is a rare malignant tumor with poor prognosis in the oral and maxillofacial region. ASC shows both squamous and glandular differentiation, histologically, but characterization remains to be clarified. A case showed tongue squamous cell carcinoma with secondary metastatic lymph nodes exhibiting adenosquamous carcinoma and we examined its immunohistochemical features and genetic mutations of cancer-related genes. No genetic mutations of cancer-related genes (APC, CTNNB1, EGFR, KRAS, PIK3CA and p53 genes) were detectable. Immunohistochemically, the adenocarcinoma cells were positive for CK7 and 5hmc with high frequencies and negative for CK20, TTF-1 and NapsinA. mRNA was extracted from patient's paraformaldehyde-fixed paraffin-embedded adenosquamous carcinoma tissue, and TET1 and TET2 mRNA were highly expressed in the tissue. Furthermore, the treatment with DNA methylation inhibitor increased CK7, Mucin1 and MMP-9 expression and migration activity in the oral squamous cell carcinoma cell lines (HSC-2 and HSC-3). These results suggest the DNA hypomethylation status in the adenosquamous carcinoma could involve in transition from squamous components to adenocarcinoma components with its malignancy.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-106

シェーグレン症候群疾患モデルの自己免疫病変における濾胞ヘルパーT細胞の役割
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Sjogren's syndrome (SS) は，涙腺や唾液腺を標的とする自己免疫疾患であり，その根本的な治療法は確立されておらず，QOLの低下が問題視されている．近年，SS患者の血中で，濾胞ヘルパーT細胞 (Tfh) の増加が報告され，病態との関与が示唆されている．TfhはCD4陽性T細胞のサブセットの1つで，胚中心 (GC) 反応の起点となり，GC 中のB細胞 (GC B cell) の抗体産生細胞への分化を促している．自己免疫疾患において，Tfhは自己抗体産生などの病態形成に関与するとされるが，その詳細な機序は明らかではない．我々はSS疾患モデルマウスを解析し，Tfhを起点とした病態形成について明らかにすることを目的とした．　我々は，生後3日目のメスNFS/sld (コントロール) から胸腺を摘出することで，SS疾患モデルを作成した．SS疾患モデルでは，病理組織学的に顎下腺の導管周囲に単核リンパ球浸潤を伴うと同時に，脾臓ではGC形成の亢進が認められた．また，SS疾患モデル及びコントロールの脾臓を採取し，フローサイトメトリー解析を行うと，SS疾患モデルにおけるTfh, GC B cellの割合・細胞数がコントロールに比べて有意に増加していることが示された．さらには，SS疾患モデルの脾臓におけるTfhの割合や細胞数は，顎下腺における自己免疫病態の程度に，統計学的に相関することが示唆された．　次に，TfhやGC反応が顎下腺での病態形成にどのように寄与しているかを調べるために，B細胞の増殖を抑制する抗CD20抗体をSS疾患モデルに静脈内投与し解析した．その結果，脾臓におけるGC形成が病理組織学的に抑制されると同時に，Tfh, GC B cellの細胞数の有意な減少がみられた．さらに，病理組織学的には顎下腺導管周囲の単核リンパ球数の減少が認められた．　以上から，SS疾患モデルではTfhを起点としたGC反応が標的臓器における病変形成に関与する可能性が示唆された．現在，我々はTfh増加の分子メカニズムについて解析中である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A crucial role of follicular helper T cells in autoimmunity of a mouse model for Sjogren's syndrome
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Sjogren's syndrome (SS) is an autoimmune disorder that affects exocrine glands, but no specific treatment for SS is known. Follicular helper T (Tfh) cells contribute to the formation and maintenance of germinal center (GC) in the lymphoid tissues or inflammatory lesions. However, the precise mechanism of the onset of autoimmune lesions and autoantibody production though Tfh cells remains unclear. In this study, we evaluated how Tfh cells contribute to the pathogenesis of SS using a mouse model (SS model). First, we found more enhanced GC formations in SS model by histological analysis. In addition, the proportion and number of Tfh and GC B cells in spleen of SS model was significantly increased compared with that of Ctrl by flowcytometric analysis. Moreover, the number of Tfh cells in spleen was significantly correlated with the severity of autoimmune lesions in SS model. Next, we intravenously injected anti-CD20 monoclonal antibodies (mAbs) to SS model. Anti-CD20 mAbs suppressed GC formations, number of Tfh and GC B cells in spleen and autoimmune lesions in salivary glands. In summary, Tfh cell and GC reaction may contribute to the formation of autoimmune lesions in the target organ of SS model.
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PRIPの過剰発現で乳癌細胞の腫瘍増殖は抑制される
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【目的】我々は，phospholipase C-related catalytically inactive protein (PRIP)の細胞内情報伝達機構を解析し，PRIPがPI(4,5)P2のPI(3,4,5)P3への代謝制御に関わることを示した．本研究では，PI(3,4,5)P3を介したAKTの活性化に着目し，AKT-GSK3β情報伝達系が制御する細胞周期の調節にPRIPが関与するかを検討した．【方法】PRIPがPI(4,5)P2代謝に与える影響をドットブロット法で解析した．細胞増殖や細胞周期，AKT-GSK3β伝達経路へのPRIPの影響は，細胞数のカウントやフローサイトメトリー解析，ウェスタンブロット法でそれぞれ解析した．PRIPの腫瘍増殖への影響は，ゼノグラフトモデルを用いて検討した．【結果】PRIPの欠失でPI(4,5)P2からPI(3,4,5)P3への代謝は亢進した．そこで，PRIPを過剰発現させたMCF7（乳癌細胞：PRIP-MCF7）を解析したところ，細胞増殖は低下し，細胞周期の進行は抑制された．逆に，PRIPノックダウンMCF7細胞（PRIP KD-MCF7）では，細胞周期の進行が促進した．PRIP-MCF7では，AKTとGSK3βのリン酸化は抑制され，サイクリンD1の発現レベルは低下した．逆にPRIP KD-MCF7では，AKTとGSK3βのリン酸化が亢進し，サイクリンD1の発現が亢進した．また，ヌードマウスに移植したPRIP-MCF7の腫瘍塊の増殖は有意に抑制された．【結論】乳癌細胞にPRIPを発現させると，AKT-GSK3β伝達経路は負に制御され，サイクリンD1の発現が低下することで，細胞周期の進行が抑えられて細胞増殖が抑制されたと結論づけた．このことは，PRIP発現で腫瘍増殖を抑え込める可能性を示している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of PRIP in breast cancer cells downregulates tumor growth
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Phospholipase C-related catalytically inactive protein (PRIP) is a molecule that negatively regulates PI(4,5)P2 conversion to PI(3,4,5)P3. PI(3,4,5)P3 production activates AKT-GSK3β signaling, which promotes cell cycle progression followed by cell proliferation. Here, we investigated whether PRIP regulates PI(4,5)P2-AKT-GSK3β signaling-mediated cell cycle using MCF7, a breast cancer cell line.Dot-blot analysis showed that deficiency of PRIP promotes phosphatidylinositol 3-kinase-mediated PI(4,5)P2 conversion to PI(3,4,5)P3. The cell proliferation and cell cycle progression in Prip1-overexpressed MCF7 cells were suppressed compared with control MCF7 cells, which determined with manual cell counting and flow cytometry, respectively. In contrast, cell cycle progression in PRIP2-knockdown MCF7 cells was enhanced. Western blot analysis showed that the phosphorylation of AKT and GSK3β in Prip1-overexpressed MCF7 cells are inhibited, and subsequent cyclinD1-breakdown is enhanced. Consistently, tumor growth of Prip1-overexpressed MCF7 cells was suppressed in mouse xenograft model. Therefore, we concluded that PRIP expression downregulates PI(4,5)P2-AKT-GSK3β signaling resulting in suppression of cell proliferation. This study demonstrated that PRIP is a new therapeutic target that inhibits tumor growth.
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蛍光タンパク質の円縦列変異体を利用した改良型IP3センサーの開発
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Development of improved IP3 biosensors using circularly permuted fluorescent proteins
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Introduction Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) is an important intracellular messenger that releases Ca2+ from intracellular stores via IP3 receptors. Previously we have developed fluorescent biosensor LIBRA which consists of the ligand binding domain of IP3 receptor (LBD) and fluorescent proteins, CFP and YFP. To further improve the dynamic range (changes in florescence ratio), we developed a new method "Competitive Fluorescence Ligand Assay for IP3 (CFLA-IP3)". This method uses the binding of two types of fluorescent molecules, fluorescent ligands (FL) and fluorescent IP3 binding protein (LBP), and this FRET signal was ～10-times larger than that of the maximal effect of IP3 on LIBRA. In this study, we developed new type of LBPs for CFLA-IP3 using circularly permuted ECFP(cpC), and we found significant increase in the FRET signals with these LBPs. Method We constructed five variants of plasma membrane-targeted LBPs with the ligation of circularly permuted ECFPs between 2nd and 3rd loops of LBD. Resulting constructs, LBP-cpC50, LBP-cpC157, LBP-cpC173, LBP-cpC195 and LBP-cpC229, were expressed in COS-7 cells using LipofectAMINE 2000, and were used for the measurement of FRET signals with the excitation at 435 nm and dual emissions at 480 nm (for CFP) and 535 nm (for FL) using imaging system consisting an EM-CCD camera and inverted fluorescence microscope. Results and Discussion Fluorescence of LBP-cpC50, -cpC157, -cpC173, and -cpC195 were localized to the plasma membrane, and that of LBP-cpC157 and LBP-cpC173 showed changes in fluorescence ratio with the application of F-ADA (fluorescent adenophostin A). F-ADA-induced changes in fluorescence ratio in LBP-cpC157 and LBP-cpC173 were ～45% of the basal ratio, whereas that in the previous plasmid, LvIIS-Vd, was ～30%.  LBP-cpC157 and LBP-cpC173 also responded to F-LL (fluorescent low affinity ligand). These results indicate that F-ADA and F-LL caused FRET with the bind to LBP-cpC157 and LBP-cpC173. Applications of 10-300 nM F-LL to LBP-cpC157 and LP-cpC173 increase the FRET signal in a concentration-dependent manner. In the presence of 100 nM F-LL, the addition of 10 μM IP3 returned the fluorescence ratio to the baseline level, indicating that F-LL compete with IP3 on the binding to these new LBPs. Conclusions We found that new construct LBP-cpC157 and LBP-cpC173 showed larger changes in fluorescence than that of previous LBP LvIIS-Vd upon the binding of F-ADA. We also found that cpC can inserted between 2nd and 3rd loop of LBD. This information is useful for further improvement of CFLA-IP3 and development of IP3 sensors.
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培地グルコース濃度はAMPKを介してマクロファージの極性化に影響する
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【目的】糖尿病では，炎症の遷延や創傷治癒の遅延を認めるが，その発症や病態形成にはマクロファージの関与が注目されている．マクロファージはM1やM2と呼ばれる状態に極性化し，それぞれ組織障害やインスリン抵抗性の誘導，障害組織の修復や代謝恒常性の維持に関わる．マクロファージの極性決定機構の解明は，メタボリックシンドロームに起因する病態の理解と新たな治療法の開発につながると考えられる．今回我々はマクロファージのM1/M2極性化に細胞外グルコース濃度が及ぼす影響を調べた．【方法】マウス由来マクロファージ様細胞株Raw 264.7細胞を，高および低グルコース培地として，4.5 g/Lおよび1 g/Lグルコースを含む培地中で培養した．M1/M2への分化はIL-4およびLPSによって誘導し，RT-PCR法にてArg1，NOS2遺伝子の発現上昇を指標として検討した．エネルギー代謝に関わる細胞内シグナル分子の活性化は，ウエスタンブロット法によりモニターした．【結果と考察】Raw 264.7細胞において，低グルコース環境下では高グルコース環境下と比べてIL-4刺激後のArg-1発現量が上昇し，LPS刺激後のNOS2発現量が低下しており，M2分化への誘導が促進されていた．また低グルコース環境下で活性化するAMPKを，AICARによって直接活性化するとM2分化への誘導を促進した．本結果は，組織局所のグルコース濃度はAMPKを介してマクロファージの極性に影響することを示唆し，糖尿病患者の歯周病治療にAMPKを標的とする薬物応用の可能性を期待させる．会員外共同研究者：中島啓介（九歯大・歯周病）
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The extracellular glucose-concentration affects the polarization of macrophages through AMPK
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Objectives: Macrophages are polarized to a state called pro-inflammatory M1 or anti-inflammatory M2 and are involved in the induction of tissue injury and insulin resistance, or restoration of disordered tissues and maintenance of metabolic homeostasis, respectively. Elucidating the mechanism how macrophages determine polarity would help developing new treatment methods of type-2 diabetes and related periodontal diseases. Here we examined the effect of extracellular glucose-concentration on M1/M2 polarization of macrophages. Methods: Tissue culture medium containing 4.5 g/L and 1 g/L glucose were used as high- and low-glucose medium. Differentiation of the cells into M1/M2 was induced by IL-4 and LPS. Results & Conclusion: In a macrophage-like mouse cell line Raw264.7, IL-4-induced expression of Arg1 was higher in the low-glucose medium than in the high-glucose medium, while LPS-induced expression of NOS2 was lower in the low-glucose medium, suggesting that M2-polarization was promoted in the lower glucose medium. Low-glucose environment was mimicked by treating the cells with AICAR, a direct AMPK activator, also enhanced the M2- polarization. The results suggest that glucose concentration affects the polarity of macrophages via AMPK and drugs targeting AMPK would provide beneficial effect on the treatment of periodontal disease in diabetic patients by increasing anti-inflammatory M2 macrophages.
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Porphyromonas gingivalis由来LPSの慢性投与は中年マウスにおける骨量低下ならびに記憶低下を誘発する
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Chronic systemic exposure of lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis induces bone loss and memory decline in middle-aged mice
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Objectives: Periodontitis is suspected to positively link to cognitive decline with Alzheimer's disease (AD). It is also known to be related to osteoporosis with aging. We have found that chronic systemic exposure to Lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis (PgLPS) could induce AD-like phenotype in middle-aged mice. However, the evidence and mechanism bridging memory decline and bone loss during periodontitis is still unknown. The present study aimed to explore the kinetic changes of bone and memory decline in middle-aged mice after chronic systemic exposure to PgLPS. Methods: Middle-aged female mice (DBA/2, 12-13months old) were exposed to PgLPS daily (1 mg/kg, intraperitoneally, i.p.) for 3 consecutive weeks. Age matched female mice were exposed to Double-distilled water (DDW) daily in the same time course as the control. Trabecular bones of proximal tibia were assessed by micro-CT imaging. Abilities of memory were assessed by passive avoidance test. The mRNA expressions of TNF-&Alpha and IL-6 were analyzed by Quantitative Real-time PCR and the localizations of TNF-&Alpha and IL-6 were evaluated by immunohistochemistry in the cortex of brain. Results and Conclusion: In comparison with the control mice, significant decrease of bone volume/tissue volume ratios as well as trabecular numbers, however, significant increase of structure model indexes in the proximal tibia were determined in middle-aged mice at week 3 after chronic systemic exposure to PgLPS. Moreover, significant memory decline and significant upregulation in expression of TNF-&Alpha and IL-6 in microglia was detected at week 3 after systemic exposure to PgLPS. These findings demonstrated that chronic systemic exposure to PgLPS induces bone loss, microglia-mediated neuroinflammation and memory decline in the middle-aged mice. We provide the evidence that bone losses were paralleled to memory decline in the middle-aged mice during chronic systemic exposure to PgLPS. We are elucidating the linkage of bone loss and memory decline.

Muzhou Jiang2, Marino Sato1 are collaborator in this study.
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遺伝子治療による重症低ホスファターゼ症モデルマウスの大腿骨伸長不全の改善と行動量の正常化
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低ホスファターゼ症（HPP）は，組織非特異的アルカリホスファターゼ遺伝子 (TNALP) の変異により，血中のアルカリホスファターゼ（ALP）濃度が低下し，硬組織の石灰化不全，呼吸困難，痙攣発作，乳歯の早期脱落を主徴とする遺伝性疾患であり，本邦においては致死性である周産期型や乳児型の頻度が高い．現在，酵素補充療法が行われているが，酵素の半減期が短いため，長期反復投与の必要性があり，また侵襲性も高い．すでに我々は，アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターによる遺伝子治療実験を行うことにより，単回投与で延命効果を得ることに成功している．しかしながら，硬組織石灰化不全の治療効果に関しては課題が残され，低身長や易骨折性，乳歯の早期脱落に対しての有効な治療法はない．したがって，本研究では，硬組織に分布するALP濃度を上昇させるための至適AAVベクター投与量を検討し，硬組織石灰化不全の改善の可能性を検討することを目的とした．生後1日齢のHPPモデルマウス大腿四頭筋にTNALPを発現するよう構築したAAVベクターを筋肉注射し，90日齢で解析した．血中のALP活性を20 U/mLまで上昇させた結果，行動量の正常化が認められ，大腿骨の形態不正や伸長不全の改善が確認された．今回の結果より，硬組織に十分な量のALPを補充することにより，その伸長不全の改善が可能であることが示唆された．今後，血中ALP濃度を増加させたことによる全身および局所の安全性や発現効率の上昇による投与ベクターを減量した上でのALP濃度増加等を検討していく予定である．本研究結果は，生後でも硬組織に十分な量のALPを補充することにより，重症乳児HPP患者のQOLを高められる可能性を示している．本研究は，東京歯科大学および日本医科大学の実験動物委員会の承認を受けて行った．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Therapeutic effects of scAAV8-mediated high dose expression of bone targeted alkaline phosphatase on the lethal hypophosphatasia mice
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Hypophosphatasia (HPP) is a systemic skeletal disease, caused by deficiency of tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNALP). Although considerable amount of attention has been focused on the enzyme replacement therapy (ERT), repeated injection of large amounts of TNALP is required to achieve clinical benefits. As an alternative approach, we recently showed that survival of the lethal TNALP knockout (HPP) mice can be prolonged by recombinant adeno-associated virus (rAAV) vector expressing TNALP. However, therapeutic effects on the abnormal bone structure by ERT or gene therapy have not yet been elucidated. In this study, to develop more effective and clinically applicable protocol, we assessed efficacy of high-dose ALP activity for full recovery of bone structure and evaluated safety of this serum ALP activity. We generated rAAV vector expressing bone-targeted TNALP, and injected into the quadriceps femoris muscle of newborn HPP mice. The treated HPP mice grew well when serum ALP activity levels were over 20 U/mL and healthy appearance. Improved mineralization in the knee joints of the 20U-ALP treated mice was demonstrated by X-ray images. Our data showed that rAAV induced the high dose of ALP-activity would be promising to treat the infantile of HPP.
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脂質異常症モデルマウスは骨量減少と歯髄狭窄を発症する
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【目的】脂質異常症は，血中の低比重リポ蛋白(low-density-lipoprotein: LDL)の増加を特徴とする生活習慣病であるが，脂質代謝異常が骨や歯にいかなる影響を及ぼすか詳細は不明である．本研究では，LDLを細胞内に取込む役割を担うLDL受容体（LDLR）を欠損したマウス（ldlr －/－マウス）に高脂肪食摂餌させることで重度の脂質異常症を誘発し骨および歯を解析した．【方法】8週齢の雄性ldlr －/－マウス（B6.Ldlrtm1Her/J）に高脂肪含有の動脈硬化誘発固形飼料（HFD）を12週間摂餌させ，脂質異常症を発症させた（高脂肪食群）．比較対象として，標準的な脂質含有量の固形飼料を摂餌させた実験群を用いた（標準食群）．摂餌期間中は定期的に血液を採取し，総コレステロール値と中性脂肪値などの血液成分解析を行った．さらに，摂餌後12週目に頭部と大腿骨を摘出し，Microcomputed tomography(μCT)を用いて骨と歯の形態を計測した．【結果】血液成分解析の結果，高脂肪食群は標準食群に比較して，総コレステロール値と中性脂肪値の著しい上昇を認めたことから，標準食群よりも重度の脂質異常症を発症していた．摂餌後12週に摘出した大腿骨の形態計測結果から，高脂肪食群は標準食群に比べて著明な骨量減少と皮質骨の菲薄化を発症していた．高脂肪食群の切歯と臼歯の形態計測を行った結果，臼歯には異常を認めなかったものの，上下顎ともに切歯の著しい歯髄狭窄を認めた．一方，標準食群の歯ではそのような異常は認められなかった．【考察】重度の脂質異常症を発症したマウスは骨量減少と切歯の歯髄狭窄を発症することが明らかとなった．これは，血中LDLの上昇が骨や歯の恒常性維持機構に直接または間接的に作用し，骨粗鬆症や歯の異常を誘発することを示唆する．(会員外共同研究者: 丸岡靖史，宮崎拓郎，宮崎 章)
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Dyslipidemia model mice develop bone loss and stenosed dental pulp
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[Aim] Dyslipidemia is a lifestyle-related disease characterized by increase in LDL (low-density-lipoprotein). However, precise effects of dyslipidemia on bone and tooth homeostasis remains unclear. In this study, we analyzed bone and tooth of LDL receptor deficient mice, which were fed high-fat diet to induce severe dyslipidemia. [Methods] Eight-weeks-old ldlr －/－ male mice developed dyslipidemia by ingestion of high-fat diet for 12 weeks (high-fat group) and compared with mice fed standard lipid diet (standard-meal group). During feeding period, blood samples were collected and analyzed for the levels of total cholesterol and triglyceride. Morphometric analysis of femurs and teeth were conducted using microcomputed tomography. [Results] High levels of total cholesterol and triglyceride were detected in high-fat group compared to standard-meal group, suggesting that high-fat group developed more severe dyslipidemia than standard-meal group. High-fat group developed bone loss and thinned cortical bone compared to standard-meal group. In addition, stenosis of maxillomandibular incisor pulp was observed in high-fat group but not in standard meal group, while molar pulps were normal in each group. [Conclusion] Severe dyslipidemia resulted in bone loss and stenosed incisor pulp suggesting that the elevated LDL levels affect bone and tooth homeostasis directly or indirectly and induce osteoporosis and tooth abnormality.
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口腔扁平上皮癌診断・治療における分子シャペロンHSP90含有細胞外小胞の可能性
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口腔扁平上皮癌(OSCC)の頸部リンパ節，肺等への転移は，重大な予後不良因子であるが，これを予測・診断するバイオマーカーは未だ発見されておらず，高精度バイオマーカーの開発が期待されている．我々は，OSCC転移メカニズム解明および診断・予後予測マーカー開発を目的として，高転移性OSCC細胞に由来する細胞外小胞（EVs）の特性を明らかにした．【方法・結果】高転移性OSCC細胞株およびその親株に由来するEVsをプロテオーム解析し，同定されたタンパク質種を生物学的機能別に分類することで，発現レベルに違いのある特異的バイオマーカー候補を探索し，特に分子シャペロン種の構成に大きな違いがあることを明らかにした．分子シャペロン種の内，特に高転移性OSCC-EVsに高検出されたHSP90のEV内機能を解析するため，RNAi法によりHSP90をノックダウンした転移性OSCC細胞培養上清からHSP90欠失EVsを調製し，自己分泌・傍分泌作用評価を行った．転移性EVsがOSCC細胞の遊走能・浸潤能を促進したのに対し，HSP90欠失EVはこれらを抑制した．また，EV内HSP90欠失により，OSCC上皮間葉転換レベルが抑制された．HSP90の臨床的有用性を調査するため，岡山大学口腔外科（病態系）にて手術を行ったOSCC患者臨床検体をステージ別に免疫組織化学染色した結果，OSCCのステージ進行と相関したHSP90レベル増加，および腫瘍実質・間質における局在性変化が見出された.【結論】EV内HSP90レベルの上昇は，OSCC進行における予後予測バイオマーカーおよび治療標的となる可能性が示唆された．【文献】Ono K et al，2018，JCB．
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Diagnostic and therapeutic potentials of HSP90-exosomes in oral squamous cell carcinoma
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Although oral squamous cell carcinomas (OSCCs) has a high survival rate in early detection, recurrence and metastasis have seriously lowered its survival rate. Cancer cells often secrete extracellular vesicles (EVs) that carry heat shock proteins (HSPs), which are molecular chaperones, with roles in tumor progression(1). We have examined the EV proteome of OSCC cells and found abundant secretion of chaperone-enriched EVs as well as HSP90-enriched EVs in lymph-node-metastatic OSCC cells. Double knockdown of HSP90α and HSP90β, using small interfering RNA significantly reduced the survival of the metastatic OSCC cells, although single knockdown of each HSP90 was ineffective. The OSCC-derived HSP90-EVs increased epithelial-to-mesenchymal transition level, which was attenuated by HSP90 depletion in OSCC-EVs. Elevated expression levels and particular tissue localizations of HSP90s were found to correlate with higher stages and poor prognosis of HNC cases. Thus, elevated HSP90 levels in EVs are potential prognostic biomarkers and therapeutic targets in metastatic OSCCs (2). References: 1. Eguchi T et al, 2018, PLoS One; 2. Ono K et al, 2018, JCB.
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雄性NODマウスの涙腺におけるMARCKS及びAQP5の発現減少
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シェーグレン症候群 (Sjogren's syndrome，以下SjS) は，涙腺や唾液腺といった外分泌腺における慢性炎症より，外分泌機能の低下からドライアイやドライマウスを呈する疾患である．これらの病態生理に関与する外分泌機構には不明な部分が多く，原因療法の開発は実現に至っていない．そこで本研究では，SjSモデル動物であるnon-obese diabetes (NOD) マウスの涙腺を用いて，病態の検討を行った．実験には，涙腺炎が惹起している10週齢の雄性NODマウスを用いた．特異タンパクの発現量は，ウエスタンブロット法により検討した．それぞれ外分泌腺腺房細胞のエクソサイトーシス及び水分泌に関与するmyristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) 及びaquaporin 5 (AQP5) の発現量は，対照マウスに比してNODマウスの涙腺において，タンパクレベルで低下していた．また，NODマウスの涙腺は肥大しており，対照マウスに比して重量あたり約1.8倍であった．さらに，NODマウスにおいて，細胞増殖に関与するyes-associated protein (YAP) の発現量もタンパクレベルで低下していた．一方，不活性型であるリン酸化YAPのタンパク量は増加していた．以上より，NODマウスの涙腺において，MARCKSおよびAQP5の発現低下が涙腺炎発症に関与していることが示唆され，これらのタンパクを標的とする薬剤はSjSの原因療法につながる可能性がある．さらに分泌機能低下に伴い代償性に肥大化した涙腺において，細胞増殖によるさらなる肥大化を抑制するシグナル伝達としてYAPのリン酸化が働いた可能性が考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A decrease in MARCKS and AQP5 expression in lacrimal gland in male NOD mice
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Sjogren's syndrome (SjS) is a disease that presents dry eye and dry mouth accompanied with chronic inflammation in exocrine glands, such as lacrimal gland (LG) and salivary gland. The causal treatment for SjS has not been achieved since the detailed mechanism of exocrine secretion in SjS remains unclear. Here, we characterized LG in non-obese diabetes (NOD) mice used as SjS model and investigated the levels of expression of myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS), aquaporin 5 (AQP5) and yes-associated protein (YAP). The expressions of MARCKS and AQP5, which are involved in protein and fluid secretion, respectively, were decreased in LG in NOD mice compared with control mice. In addition, the LG in NOD mice was enlarged, about 1.8 times heavier in LG weight per body weight. The expression level of cellular proliferation-associated protein, YAP, was decreased in LG in NOD mouse. On the other hand, phosphorylated YAP was increased in NOD mice. These results suggest that a decrease in AQP5 and MARCKS is involved in lacrimal hyposecretion in NOD mice. Furthermore, it is speculated that a decrease in YAP has a possibility to inhibit the enlargement of LG after a compensatory change under lacrimal hyposecretion.
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歯原生上皮細胞のマイグレーションと遺伝子発現におけるカルシウム応答の役割
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【目的】細胞内カルシウムは，細胞の増殖・分化・マイグレーションなど様々な細胞の機能調節に関与する重要なセカンドメッセンジャーである．非興奮性の細胞において主なカルシウム流入機構であるストア作動性カルシウム流入（SOCE）の制御分子であるStim1やOrai1の機能不全がエナメル質形成不全を起こすことから，SOCEがエナメル質の形成に関与している可能性がある．本研究は歯原性上皮細胞の分化におけるカルシウム応答の役割を明らかにすること，及び遺伝子発現の調節におけるカルシウム応答の役割を明らかにすることを目的に，長時間ライブセルイメージング観察を行なった．【方法】レンチウイルスベクターにより，カルシウムセンサータンパク質を安定発現する歯原性上皮細胞（SF2）と歯髄幹細胞（DPSC）を用いて，共培養条件下でライブセルイメージング観察を行なった．次世代シーケンサーによる網羅的な解析により共培養によって発現に変化が認められた遺伝子について，RT-PCR法を用いて解析を行なった．【結果と考察】SF2は培養条件下でカルシウム濃度の自発的で間欠的な上昇を起こし，SOCE阻害剤の存在により細胞内カルシウム濃度の低下とマイグレーションの抑制が全反射顕微鏡で観察された．定量的なマイグレーション観察ではTGF-β1やFGFによりマイグレーションが促進し，阻害剤により抑制される傾向が示された．SF2とDPSCの共培養ではSF2のカルシウム応答が増加する傾向が認められ，マイグレーションが起こる様子が観察された．網羅的解析では共培養によりTGF-β関連遺伝子の発現に変化が認められ，SOCEの阻害剤の存在により発現に変化が認められた．今後，経時的な遺伝子発現の変化を観察し，プロモーターアッセイセンサーの作成に適した遺伝子を決定し，遺伝子発現とカルシウム応答の同時観察を試みる．【結論】SOCEは細胞のマイグレーションを制御し，歯胚の形成過程において重要な役割を担っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Role of calcium responses on differentiation of dental epithelial cells and cell migration
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Change in intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) is a key signal for regulation of a wide range of biological processes, including cell differentiation and migration. Recent studies show the deficiency of store-operated calcium entry (SOCE), the main calcium influx mechanisms in non-excitable cells causes amelogenesis imperfecta. These findings suggest important roles of SOCE on amelogenesis. We visualized calcium responses in rat dental epithelial cells (SF2) and human dental pulp stem cell (DPSC) using genetically encoded calcium indicators and examined the role of SOCE on the cell migration and gene expression. SF2 showed intermittent rises in [Ca2+]i during the long time live-cell-imaging in a cell culture condition. SOCE inhibitor (LaCl3) reduced the intermittent rises in [Ca2+]i and inhibited the cell migration. Quantitative analyses indicated LaCl3 inhibited serum-dependent cell migration almost completely. The frequency of the calcium responses was increased by co-culture of SF2 with DPSC. Comprehensive gene expression analyses suggest the enhanced expression of TGF-β related genes with the co-culture, and the reduced expression of cell migration-related genes by LaCl3. These results suggest that SOCE regulates the tooth development through the effect on the cell migrations. We are trying to analyze simultaneously gene expression and calcium responses using the promoter assay system.
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ミクログリアにおけるカテプシンBの発現増加及び細胞内分布の変化は，マウスにおける酸化ストレスや炎症反応による認知障害を誘発する
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Increased and altered subcellular distribution of cathepsin B in microglia induces cognitive impairment in mice
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Purpose: It is widely believed that oxidative stress and inflammation are major causative factors for the progressive decline in motor and cognitive functions that occur during normal aging in humans and animals. The activation of microglia is the main cellular source of oxidation products and proinflammatory mediators in the brain. However, how oxidative stress and chronic neuroinflammation arise during aging remains unclear. In this study, we intended to demonstrate the novel function of Cathepsin B (CatB) in the age related oxidative stress and chronic neuroinflammation. Methods: 2 month-old and 20 month-old wild-type and CatB-/-  mice were used for learning and memory tests by step through passive avoidance tests. The cumulative potentiation of the field excitatory postsynaptic potential (fEPSP) slope and dendritic spine density were also examined. Inflammation were examined by immunoblotting of interleukin-1β(IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and inducible nitric oxide synthase (iNOS), and oxidative stress were examined by checking the level of 8-oxo-7, 8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG) and 4-hydroxynonenal (4-HNE) in the hippocampal lysate of  2 month-old and 20 month-old wild-type and CatB-/- mice.Intra-lateral ventricle transplantation of CatB over-expressed microglia in middle-aged mice, learning and memory were examined by Y-maze and novel objective tests. Results: In this study, we found that genetic ablation of cathepsin B (CatB) in mice significantly reduced the generation of reactive oxygen species (ROS) and neuroinflammation and improved cognitive impairment during aging. In cultured microglia, pharmacological inhibition of CatB significantly reduced the generation of mitochondria-derived ROS and proinflammatory mediators induced by L-leucyl-L-leucine methyl ester (LLOMe), a lysosome- destabilizing agent. In the CatB over-expressing microglia after treatment with LLOMe, which mimicked the aged microglia, CatB leaked in the cytosol is responsible for the degradation of the mitochondrial transcription factor A (TFAM), resulting in the increased generation of mitochondria-derived ROS and proinflammatory mediators through impaired mtDNA biosynthesis. Furthermore, intra-lateral ventricle injection of LLOMe-treated CatB over-expressing microglia induced cognitive impairment in middle-aged mice.Conclusion: These results suggest that the increase and leakage of CatB in microglia during aging are responsible for the increased generation of mitochondria-derived ROS and proinflammatory mediators, culminating in memory impairment.  Acknowledgement: This work was supported by  Grants-in-Aid for Scientific Research, Japan (17K17093).

Veronika Stoka3, Christoph Peters4, Hong Qing5and Vito Turk3 are collaborator in this study.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P1-117

チベット薬Ratanasampilは，低酸素によるミクログリアにおける酸化ストレスならびにNF-κB活性化に依存した炎症反応を抑制する
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Ratanasampil suppresses the hypoxia-related inflammatory responses by inhibiting oxidative stress and NF-κB activation in microglia
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Purpose: Pathological hypoxia can drive tissue dysfunction and disease development through immune cell dysregulated inflammation. Considering the fact Ratanasampil (RNSP), a traditional Tibetan medicine, improves the cognitive function of mild-to moderate AD patients living at high altitude, meanwhile, learning and memory in an AD mouse model (Tg2576); However, mechanism underlying the effects of RNSP on hypoxia-induced inflammation is unknown. Methods: We investigate the effects of RNSP on hypoxia-reoxygenation-induced inflammation using MG6 microglia cells. Cells exposed to hypoxia (1% O2) for 6h, then returning to nomoxia (20% O2) for various time points with cell viabilities were determined using cell counting kit-8. We next examined the production of inflammatory cytokines by MG6 cells during exposed to hypoxia/reoxygenation. The mRNA level of iNOS, IL-1β, TNF-α, IL-10, TGF-β and Arginase-1 were measured by real-time PCR. Immunofluorescence images of Mit SOX Red, 8-oxo-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG, the oxidative DNA damage marker) and p65 with Hoechst-stained nuclei in MG6 cells exposed to normoxia (20% O2) or H/R in the presence or absence of RNSP (10μg/mL). To elucidate the novel mechanism of RNSP on the anti-inflammation in MG6 cells, the activation of nuclear factor κB (NFκB) was examined by western blotting. Results: we found that hypoxia significantly reduced the viability of MG6 cells From 6h. Pretreatment with RNSP significantly ameliorated the hypoxia-reoxygenation (1% O2 for 6h, nomaxia for 12h, H6/R12) induced cytotoxicity of MG6 cells at 10μg/mL. Pretreatment with RNSP significantly suppressed the H6/R24-induced pro-inflammatory cytokines, including IL-1β, TNF-α, and iNOS and increased the anti-inflammatory factors, including TGF-β1 and Arginase-1. In addition, H/R-induced oxidative stress was significantly suppressed by RNSP pretreatment. The expressions of p-IκBα were significantly inhibited by pretreated with RNSP in the MG6 cells, the nuclear localizations of p65 were significantly inhibited by RNSP, respectively. Conclusion: These observations suggest that RNSP suppressed the H/R-induced inflammatory responses through inhibition of oxidative stress and the activation of NFκB in MG6 cells. Therefore, RNSP may be beneficial in preventing H/R-induced neuroinflammation of AD. Acknowledgement: This work was supported by funding from the National Natural Science Foundation of China (No. 81560711), Qinghai Province Natural Science Foundation (No.2012-Z913) and Grants-in-Aid for Scientific Research, Japan (16H05848). 
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ラット皮膚創傷治癒モデルの瘢痕収縮に対するTRPV2阻害薬の抑制効果
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【研究目的】皮膚創傷治癒時の瘢痕収縮には，TGF-β1を介した線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化が関与するとされている．また，創傷治癒機構におけるTRPチャネルの病態生理的意義が報告されてきた．本研究では，瘢痕収縮におけるTRPV2チャネルの役割と，肥厚性瘢痕治療薬トラニラストの作用機序を明らかにすることを目的とした．【材料および方法】ラット真皮由来線維芽細胞をコラーゲンゲル中に包埋し，表皮より単離したケラチノサイトをゲル上に播種して瘢痕収縮モデルを作製した．薬物存在下のコラーゲンゲルの収縮率は経時的に評価し，TRPV2および筋線維芽細胞マーカーであるα-SMAの発現を免疫染色法とreal-time PCR法により解析し，TGF-β1放出をELISA法により定量化した．Ca2+蛍光指示薬 Fluo 4を用いて線維芽細胞のCa2+イメージングを行なった．In vivoモデルとして，生後2日齢のラットの背部に創傷を作り，受傷後4日目の皮膚を摘出して免疫染色法に供した．【結果及び考察】瘢痕収縮モデルにおいて，線維芽細胞における TRPV2とα-SMAの発現，さらにケラチノサイトでの TRPV2の発現とTGF-β1の放出が確認された．トラニラストとSKF96365はゲル収縮，α-SMA mRNA量ならびにTGF-β1放出を有意に抑制した．TGF-β1で前処置した線維芽細胞において，これらの薬物はTRPV 活性化薬2-APBによる細胞内Ca2+濃度の上昇を有意に抑制した．TRPV2 siRNAの導入によっても同様の結果が認められた．また，2日齢ラットの受傷後4日後の蛍光免疫染色像には，創傷部位の上皮舌にTRPV2の発現を認め，肉芽組織にTRPV2ならびにα-SMA陽性の細胞を認めた．【結論】創傷治癒モデルにおいて線維芽細胞およびケラチノサイトにTRPV2チャネルが発現し，TGF-β1を介したゲルの収縮に関与することが明らかになった．また，これまで機序が明らかではなかったトラニラストの瘢痕抑制がTRPV2チャネル抑制によって説明できる可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibiting effect of TRPV2 obstruction medicine to a scar shrinkage of a rat
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TGF-β1-induced myofibroblastic differentiation of dermal fibroblast is reportedly involved in pathogenic scarring of cutaneous wound healing. In this study, we investigated the role of TRP channels in the release of TGF-β1 from keratinocytes and the myofibroblastic differentiation of fibroblast by using the three-dimensional reconstitution model derived from rat skin, which represents a good wound healing model. At first we evaluated the effects of several TRP channel inhibitors on our model, and revealed that the TRPV2 inhibitors (tranilast and SKF96365) attenuated the collagen gel contraction as well as TGF-β1 release from keratinocytes and α-smooth muscle actin production of myofibroblast. These inhibitors and siRNA against TRPV2 were shown to attenuate the intracellular increase of Ca2+ induced by 2-aminoethoxydiphenyl borate, a TRPV2 activator, in TGF-β1-pretreated fibroblast. We finally performed immunofluorescence staining and demonstrated that the TRPV2 expression was increased in both keratinocytes and mesenchymal cells of wound area during wound healing. These data suggest that TRPV2 inhibitors ameliorate hypertrophic wound contraction through the inhibition of TGF-β1 release and the myofibroblastic differentiation of fibroblast.
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パーキンソン病治療薬による骨代謝制御




○清原　秀一1，飯田　和章1，山川　智之1，坂井　信裕1，唐川亜希子1，尾関　雅彦2，根岸　貴子1，高見　正道1

1昭大　院歯　歯科薬理，2昭大　院歯　インプラント





パーキンソン病（PD）は，中脳黒質のドパミン神経が変性し，線条体でドパミン量が減少する神経変性疾患である．無動，筋固縮，振戦および姿勢反射障害などの特有の運動症状を引き起こし，進行すると寝たきりにつながることが多い．PDには骨粗鬆症が併発することが報告されているが，PD治療薬の骨代謝への関与については不明である．本研究は，PD治療薬として使用されているドパミン前駆物質L-dopa，ドパミン受容体アゴニストRopinirole，Pramipexol，BromocriptineおよびNMDA受容体アンタゴニストAmantadineの骨代謝に及ぼす影響について解析することを目的とした．マウス骨髄細胞を用いた破骨細胞分化培養系では，Pramipexolを除くすべてのPD治療薬が濃度依存的にTRAP陽性の多核の破骨細胞への分化を抑制した．一方，マウス胎児由来頭蓋冠細胞からの骨芽細胞分化培養系では，Ropinirole，BromocriptineおよびAmantadineは濃度依存的にALPの発現を上昇させ骨基質塊の形成を増加させた．そこで，マウスの大腿骨に歯科用ラウンドバーを用いて穿通し，骨損傷モデルを作成し，骨再生に対するPD治療薬の効果を検討した．骨損傷後からPD治療薬を連日腹腔内投与し，3日目および8日後に骨構造解析を行った．その結果，生理食塩水を投与したコントロール群に対して，Ropinirole (20 mg/kg)およびBromocriptine (20 mg/kg)を投与したマウスでは，より早期に仮骨形成が誘導されることが明らかになった．骨再生には，破骨細胞と骨芽細胞の両細胞活性のバランスが重要となる．本研究で検討したPD治療薬は破骨細胞と骨芽細胞各々に対し異なる作用を示し，結果RopiniroleとBromocriptineは骨損傷モデルの骨再生に促進的な効果をもつことを見出した．現在，上記PD治療薬が生理的骨代謝に及ぼす影響について解析を進めている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Control of bone metabolism with a therapeutic agent for Perkinnson's disease
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Parkinson's disease (PD) is the neurodegenerative disorder caused by loss of dopamine, characterized by the motor symptoms, including resting tremor, rigidity, bradykinesia and postural instability.  PD patients have a high incidence of osteoporosis caused mainly by reduced mobility, however, effects of therapeutic agents for PD on bone remain unclear.  We examined whether PD drugs, including a dopamine precursor (L-dopa), dopamine receptor agonists (Ropinirole, Pramipexol and Bromocriptine) and a dopamine-releasing enhancer (Amantadine), influence on bone in mice.  All drugs except for Pramipexole suppressed osteoclastogenesis, whereas Ropinirole, Bromocriptine and Amantadine promoted bone nodule formation in vitro.  To know the effects of PD drugs on bone fracture healing, these drugs were daily and intraperitoneally injected into mice, whose femoral bone was injured by drill hole.  The formation of bone callus, which is replaced by mature bone, was observed at earlier stage of repair process in mice injected with Ropinirole (20 mg/kg) and Bromocriptine (20 mg/kg) than control mice.  This study demonstrated that some drugs had multiple effects on bone resorption and/or formation and the effects, particularly of Ropinirole and Bromocriptine, are well-balanced for promoting bone-regeneration, which requires both resorption and formation.  These drugs may influence bone homeostasis in PD patients.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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細胞膜上RANKL分子のクラスター化誘導による骨芽細胞分化促進作用
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【緒言】RANKL結合ペプチドOP3-4は骨芽細胞分化促進作用を示すが，RANKLに高い親和性をもつOPGは骨芽細胞分化を促進しない．細胞膜上のタンパク質のクラスター化誘導により細胞内のシグナルを入れることが示されているため，本研究では，RANKL結合ペプチドも，膜上タンパクであるRANKLのクラスター化誘導により，骨芽細胞分化が促進すると仮定した．【方法】骨芽細胞様株ST2にGFP-RANKLを導入後，膜タンパクをビオチン化法により回収し，細胞膜に発現するRANKL量を抗GFP抗体により検出した．また，マウス頭蓋冠から単離した初代骨芽細胞を用いて，骨芽細胞の分化程度をALP assayで評価した．OPG-Fcをクラスター化させるために，OPG-Fc添加後1時間後にIgMを添加した．RANKL発現骨芽細胞膜を模倣するため，tamavidin-2-LPI-2Dcrystalとビオチン化標識 Ni-nitrilotriacetic acidで被覆した基板上に，His-RANKLを固相化し，高速原子間力顕微鏡（hs-AFM：high speed-atomic force microscope）を用いて，RANKLの分子挙動を観察した．ANOVAおよびTukeyテストを用いて群間比較を行った．【結果】骨芽細胞培養では，100 μMのOP3-4ペプチドが，溶媒添加群よりも有意にALP活性を亢進したが（p ＜0.05），OPGでは亢進しなかった．細胞膜のRANKL量はOP3-4ペプチド添加6時間後より上昇したが，OPGでは上昇しなかった．hs-AFM観察では，RANKL分子が連なるクラスター化がOP3-4ペプチド添加時に認められたが，OPG添加時には観察されなかった．しかし，IgMによりOPG-Fcのクラスター化を誘導すると，OPG-Fc単独では上昇しなかったALP活性が，OPG-Fc単独群に比べて有意に上昇した（p ＜0.05）．【結論】RANKL分子のクラスター化を誘導することが，骨芽細胞分化促進作用発現の一つのプロセスであることが示唆された．共同研究者：金沢大学理工研究域バイオAFM先端研究センター能代大輔先生，東京大学薬剤部本間雅先生，池淵祐樹先生【利益相反】利益相反状態にはありません．





Stimulatory effects of osteoblast differentiation by inducing clustering of RANKL molecules on osteoblast cell surface
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Introduction: RANKL-binding peptide OP3-4 is known to stimulate osteoblast differentiation, but OPG, which binds to RANKL, cannot stimulate it. Since the clustering of cell-surface-proteins is shown to stimulate cell-signaling, we hypothesized that the RANKL-binding peptide might induce the clustering of RANKL molecules on cell membrane and stimulate osteoblast differentiation. Materials and Methods: The cell surface proteins were labeled by biotinylated method and the amount of RANKL expressed on the cell surface was detected using anti-GFP antibody in the GFP-RANKL transfected ST2 cells. ALP activity was measured using primary osteoblasts. In order to induce clustering of OPG-Fc molecules, IgM was added one hour after adding OPG-Fc. The RANKL-expressed cell surface was simulated using His-RANKL molecules immobilized on tamavidin-2-LPI-2D-crystal with biotin-labeled-Ni-nitrilotriacetic-acid. Results: The RANKL expression on osteoblast surface was increased starting from 6 hours after addition of OP3-4, but not after addition of OPG. The hs-AFM revealed the clustering of RANKL molecules in the presence of OP3-4, which was not observed in the presence of OPG. Interestingly, the induction of OPG-Fc-clustering by IgM enhanced the ALP activity. Conclusion: These results suggest that induction of RANKL clustering on the cell surface might be a new stimulatory mechanism of osteoblast differentiation. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ミダゾラムとBMP-2の併用によるマウス筋芽細胞由来C2C12細胞の石灰化物形成について
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近年，既存薬のドラッグ・リポジショニングが創薬戦略として注目を浴びている．【目的】ミダゾラム(MDZ)は，歯科治療において麻酔導入・鎮静薬として用いられているが，本研究では，MDZの新たな効用として骨造成及び骨再生に影響を与えるか検討するため，マウス筋芽細胞由来C2C12細胞を用いて実験を行った．【方法】C2C12細胞にMDZと，BMP2を加え培養し，骨芽細胞の分化マーカーとしてアルカリホスファターゼ (ALP)活性を測定した．次にアリザリン染色による石灰化物の観察と，含有カルシウム量の測定を行った．さらに筋分化のマーカーとしてミオシン重鎖の免疫染色による筋管形成を観察した．また遺伝子発現レベルは，ALP，Runx2，オステオポンチン，オステリックスを定量PCRにて分析して調べた．【結果】MDZ単独投与はALP活性に影響を与えなかったが，MDZとBMP2を併用(MDZ-BMP2)することで濃度依存性にALP活性が上昇する傾向が見られた．またMDZ-BMP2群は，対照群ならびにBMP2単独群と比較してALP活性が上昇した．MDZ-BMP2群では，アリザリン染色によって石灰化物の形成が観察され，カルシウム含有量も対照群，BMP2単独群と比較して上昇した．ミオシン重鎖の免疫染色では，対照群と比較してMDZ単独群のC2C12細胞では，筋管細胞の形成量の著しい低下が観察された．また遺伝子発現ではMDZ-BMP2群ではALP及びRunx2の発現レベルが上昇した．【考察】C2C12細胞は，コンフルエント状態で多核の筋管細胞に分化するが，BMP2の存在下では骨芽細胞に分化することが知られている．MDZは，C2C12細胞の筋管細胞への分化を抑制する事で，BMP2の骨芽細胞への分化作用を促進することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．
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The objective: is to investigate whether midazolam(MDZ), an anesthetic inducer, is affecting bone formation and regeneration, experiments were conducted using mouse myoblast derived C2C12 cells. Methods: MDZ and BMP-2 were added to C2C12 cells and cultured, measurement of Alkaline phosphatase(ALP), calcification by Alizarine red staining, measurement of calcium content, immunostaining of myosin heavy chain, and quantitative PCR of gene expression were carried out. Results: MDZ alone did not affect ALP, but when MDZ and BMP-2 were used in combination, ALP activity was increased. In addition, formation of calcified precipitates by Alizarin red staining was observed, and a calcium content was increased. In C2C12 cells of MDZ alone group, a marked decrease in myotube cell formation was observed. And in gene expression, expression level of ALP and RUNX2 increased in MDZ and BMP-2 combination group. Discussion: It was suggested that MDZ promotes the differentiation of BMP-2 into osteoblasts by inhibiting the differentiation of C2C12 cells into myotubes.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ヒト歯肉線維芽細胞におけるCa2+動態とフェニトインの作用
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抗てんかん薬であるフェニトイン（PHT）は，神経細胞のNa+チャネルを阻害して脱分極を抑制するが，PHT服用者の約50％に歯肉増殖症の副作用を起こすことが知られている．これは薬物性歯肉増殖症（Drug-induced gingival enlargement : DIGE）と呼ばれ，歯肉線維芽細胞（HGF）の増殖や，コラーゲン代謝の不均衡などの要因が複合して生じるものと考えられている．さらにPHTはHGFの細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）を上昇させることも報告されている．本研究では，fura2/AMを使用したライブセルイメージング法を用いて，PHTによるHGFの[Ca2+]i上昇とその作用のメカニズムについて解析した．　　　

はじめに，HGFにPHT（10-200μM）を作用させると[Ca2+]iが上昇し，この[Ca2+]iの上昇を認めた細胞数は，PHTの濃度依存的に増加した．またPHTによる[Ca2+]iの上昇は，細胞外液にCa2+が存在しない条件でも認められた．次に，小胞体内Ca2+ポンプ阻害剤であるタプシガーギン（ThG）を添加し，ストアを枯渇させた状態でのPHTの作用を検証した．2μMのThGによって[Ca2+]iの上昇が起こり，その後100μMのPHTを共添加した結果，ThG単独よりもさらに[Ca2+]iが高くなる傾向を示した．ThGによって細胞内Ca2+ストアを枯渇させたHGFにおいて，PHTによる[Ca2+]iの上昇を認めたことから，この作用に対して，細胞外へのCa2+排出阻害が関与する可能性が示唆された．サイトカインによる刺激時のCa2+動態を観察するため，200ng/mlのEGFを添加したところ，EGFによって[Ca2+]iが上昇した．その後100μMのPHTを共添加すると，[Ca2+]iの上昇がさらに大きくなったことから，サイトカイン等の様々な刺激による[Ca2+]i上昇が，PHTによって増強される可能性が示唆された．

細胞外への主なCa2+排出機構には，Na+/Ca2+ exchanger と細胞膜Ca2+ポンプが知られており，現在はこれらを中心にPHTの作用点を解析している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．
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Antiepileptic agent phenytoin (PHT) is known to act on Na+ channel and decreases the sodium influx into neurons and thus decreases excitability. PHT is also known to induce gingival overgrowth which is likely caused by the proliferation of gingival fibroblasts (HGF) and the unbalance of collagen metabolism. In this study, we examined effects of PHT on the Ca2+ responses in HGF using live cell imaging with chemically synthesized Ca2+ indicators, such as fura-2 and genetically encoded Ca2+ indicators, G-GECO and YC-Nano50.

The applications of 100 μM PHT elevated intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in HGF. This PHT-induced [Ca2+]i elevation was also observed in the absence of extracellular Ca2+. We also found that PHT potentiated Ca2+ elevations by thapsigargin (ThG), an inhibitor of the endoplasmic reticulum Ca2+ pump. These results suggest inhibitory effects of PHT on the excretion of cytosolic Ca2+. In consistent to this view, PHT enhanced Ca2+ responses with growth factors, such as EGF.

Na+/Ca2+ exchangers and plasma membrane Ca2+ pumps are thought to be major pathways for the Ca2+ excretion. Currently we are analyzing the molecular target of PHT on the Ca2+ responses in HGF.
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テロメア四重鎖構造を標的とする新規化合物の癌細胞増殖抑制効果の検討
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テロメア配列を染色体末端に伸長させる酵素テロメラーゼは，癌細胞型の80％以上で過剰発現を認めるため，抗癌剤開発の新たな標的として期待される．本研究では，テロメア反復配列が生細胞内で4本鎖構造を形成することに着目し，4本鎖DNA構造への特異性向上を期待して新たに開発された化合物の抗腫瘍効果について口腔癌由来細胞株を用いて検討した．【材料および方法】環状ナフタレンジイミド（cNDI）誘導体及び環状アントラキノン（cAQ）誘導体は，竹中繁織博士ら（九州工業大学）より供与を受けた．細胞はヒト口腔癌由来細胞株Ca9-22，SAS，HSC-2，KBおよび不死化ヒト細胞株HEK293，マウス大腿骨より採取した骨髄細胞，およびヒト正常角化細胞を用いた．細胞増殖試験はWST-8法により行った．【結果と考察】検討した全ての化合物は用量依存的に細胞増殖を抑制した．なかでもcAQ-mBenによる細胞増殖抑制効果は，各細胞株におけるTERT遺伝子のmRNA発現レベルとよく相関していた．マウス骨髄細胞及びヒト正常表皮角化細胞に対する増殖抑制効果を調べたところ，既存抗癌剤シスプラチンは癌由来細胞株に対するのと同程度の効果を示したが，cAQ-mBenの効果は癌由来細胞株に対する効果より大きく減じていた．本研究で使用した4本鎖DNA特異的化合物はいずれも癌細胞増殖を抑制し，特にcAQ-mBenが，高いテロメラーゼ活性を有する癌細胞に対して優れた抗腫瘍効果を示した．会員外共同研究者：冨永和宏（九州歯科大学顎顔面外科学分野），佐藤しのぶ，竹中繁織 （九州工業大学工学研究院物質工学研究系応用化学部門・バイオマイクロセンシング技術研究センター）
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Effects of newly developed compounds targeting tetraplex DNA structure on cancer cell proliferation
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Telomere repeat sequences form unique tetraplex structures, thus ligands for the structure have been expected as candidates for anti-tumor drugs. In this study, we evaluated the effects of a series of tetraplex DNA binders with different linker chains to improve specific binding for the unique structure. Materials & Methods: Cyclic naphthalene diimide (cNDI) and cyclic anthraquinone (cAQ) derivatives with different linker chains were synthesized by Prof. Takenaka (Kyushu Institute of Technology). Cell proliferation of human oral cancer-derived cell lines Ca9-22, SAS, HSC-2, KB and immortalized human cell line HEK293, mouse bone marrow cells (BMCs), and human normal epidermal keratinocytes were examined using WST-8-based colorimetric assay. Results & Conclusion: All of the ligands tested effectively suppressed cell proliferation in a dose-dependent manner. Among them, anti-proliferative effect of cAQ-mBen was relatively well-correlated with the mRNA expression level of TERT in each cell line. The inhibitory effect of proliferation of cAQ-mBen on BMCs and normal human epidermal keratinocytes were much lower than that on cancer cell lines, while the existing anti-tumor drug cisplatin showed comparable effect on both normal cells and cancer cell lines. In summary, modification of tetraplex DNA ligands with large side chain improves specificity of anti-tumor effect.
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低出力性パルス超音波(LIPUS)による脂肪細胞分化抑制機構の解明
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脂肪細胞から産生されるアディポカインが心疾患などの様々な疾患を引き起こすリスク因子であることはよく知られている．それ故，未分化間葉系幹細胞から脂肪細胞への分化を制御できれば，アディポカインによる疾患のリスクを軽減できると期待される．近年，低出力性パルス超音波 (Low Intensity Pulsed Ultrasound：LIPUS)が脂肪細胞への分化を抑制することが報告されたが，その詳細なメカニズムは未だ不明である．そこで，本研究ではマウス未分化間葉系幹細胞株C3H10T1/2を用いて，脂肪細胞への分化におけるLIPUSの作用メカニズムを解析することを目的とした．C3H10T1/2細胞を脂肪細胞分化誘導培地で1週間培養すると，Oil red Oに染色される脂肪滴を多数持った細胞に分化したが，この分化誘導培地からDexamethasone (Dex)あるいはInsulinを除くと，脂肪滴は著明に減少した．また，分化誘導培地に交換後，60 mW/cm2，3 MHzのLIPUS処置を1日20分，4日間連続で行ったところ，脂肪滴の形成は抑制され，脂肪細胞分化に必須の転写因子であるC/EBPαの遺伝子発現レベルも有意に低下した．さらに，DexとInsulinシグナルがLIPUS処置によって影響を受けるかを検討するため，DexとInsulinで刺激した後にLIPUS処置を行い，関連分子の活性化をWestern blottingで解析すると，Insulin受容体のリン酸化が減弱し，その下流にあるAkt及びERK1/2のリン酸化の抑制も見られた．これらの結果から脂肪細胞分化にはDexとInsulinシグナルが重要であり，LIPUS処置は，Insulin受容体のリン酸化を抑制するため，Insulinシグナルが減弱し脂肪細胞分化が抑制されると考えられる．
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Analysis of inhibitory mechanism of adipogenesis by low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS)
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It is well-known that adipokines from adipocytes are risk factors of several human disorders, such as heart diseases. Therefore, inhibition of adipogenesis may lead to decrease the risk of those diseases.  Recently, it was reported that adipogenesis was inhibited by low intensity pulsed ultrasound (LIPUS).  However, its mechanism is still unknown.  Aim of this study is to investigate the inhibitory mechanism of differentiation from C3H10T1/2 mesenchymal stem cells into adipocytes by LIPUS.  C3H10T1/2 cells differentiated to adipocytes in adipogenic medium, whereas lipid droplets stained by oil red O were remarkably decreased in these cells treated in the absence of dexamethasone or insulin.  Next, C3H10T1/2 cells were treated with LIPUS at a frequency of 3.0 MHz and an intensity of 60 mW/cm2 for 20 min once a day for 4 days.  As a result, both lipid droplets and the gene expression of C/EBPα, which is an essential transcription factor for adipogensis, were decreased.  Furthermore, LIPUS treatment decreased the phosphorylation of insulin receptor, Akt, and ERK1/2, which are located downstream.  These findings suggest that differentiation into adipocytes is inhibited, due to decrease in the phosphorylation of insulin receptor, by LIPUS treatment.
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Porphyromonas gingivalis菌慢性末梢感染により老齢femaleマウスミクログリアにおける抗炎症能が低下する
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「目的」　近年，歯周病のアルツハイマー型認知症（AD）への関与が医学・歯学ならびに社会から関心を集めている．　九州大学歯学部ではPorphyromonas gingivalis (Pg) 菌がADの起因と考えられるミクログリア依存性脳炎症を誘発することを報告してきた．ADでは高齢女性の有病率が高いが，その機序には不明な点が多い．私たちは，ミクログリアにおける抗炎症能の低下がADの脳炎症増強に関係するのではないかと考えている．そこで今回は老齢femaleマウスに末梢からPg菌を感染させ，ミクログリアにおける抗炎症能について検討した．「方法・結果」　老齢femaleマウス（15月齢）にPg菌（ATCC33277，108 CFU/匹，1日3回，ip）を3週間連続投与後，記憶機能ならびにミクログリアにおける炎症関連因子を検討した．その結果，老齢femaleマウスにおいてはPg菌の末梢投与2週目から記憶力が低下し，ミクログリアの活性化が認められた．次に，Magnetic-activated cell sorting (MACS) 法を用いて正常な老齢マウスの脳からミクログリアを単離し，Pg菌（MOI 1:5）を感染させ，ミクログリアにおける炎症関連因子の変動を検討した．その結果，Pg菌を感染させた老齢maleマウスのミクログリアと比較すると，老齢femaleマウスのミクログリアにおいてArginase-1（抗炎症性メディエーター） の発現は有意に低下し，エストロゲン受容体(ER) -α に類似した発現パターンが認められた．さらに，ER-α 特異的アゴニストであるPropyl pyrazole triol (PPT，25nM)の前投与によりPg菌感染に伴うArginase-1 発現が有意に増加した．「結論」　以上の結果から，Pg菌慢性末梢感染により老齢femaleマウスの記憶力ならびにミクログリアの抗炎症能が低下された．抗炎症能の制限は脳炎症を持続させ，高齢女性におけるADの発症リスクに関与する可能性が考えられる．共同研究者：　大浦教仁，徳村拓，森田大輝
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Chronic systemic Porphyromonas gingivalis infection induces memory deficits in aged female mice with declining anti-inflammatory abilities of microglia
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Background: Clinical evidences show that periodontitis is linked positively to Alzheimer's disease (AD). Porphyomonas gingivalis (Pg), the major causative agents of periodontitis, is involved in microglia-related neuroinflammation, the hallmark of AD. Female has a high AD incidence, however, the mechanism is unclear. In the present study, we attempted to explore the memory functions and microglia responses to systemic Pg infection in aged female mice. Materials, Methods, and Results: Aged female mice (15 months old) were infected with Pg (ATCC33277, 108 CFU/mouse, once/3day, intraperitoneally) for 3 consecutive weeks. Memory deficits were induced in aged female mice from week 2 after Pg infection. Next, microglia was isolated from the normal aged mice brain by MACS method and then infected with Pg (Pg MOI 1:5). Compared to male mice microglia, the mRNA expression level of anti-inflammatory mediator Arginase-1 significantly decreased in female mice microglia, which was parallel to that of estrogen receptor-α (ER-α). Furthermore, Propyl pyrazole triol (PPT, 25nM), ER-α agonist, significantly increased Arginase-1 expression. Conclusion: These findings demonstrate that chronic systemic Pg infection induces memory deficits with declining anti-inflammatory abilities of microglia. The decline of anti-inflammatory abilities may contribute to aged female AD incidence. Research Collaborator: Norihito Oura, Taku Tokumura, Daiki Morita 
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alpha-synucleinの感覚神経節における分布
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alpha-synuclein (Syn)はパーキンソン病で脳内の神経細胞に蓄積しレビー小体を形成することが知られている．正常動物においては，脳内の軸索や周囲グリア細胞に存在することが知られているが，末梢組織，特に感覚神経における分布については報告がない．そこで，本研究では三叉神経節・迷走舌咽神経節や，それらの標的器官である口腔咽頭領域におけるSynの分布を調べた．その結果，三叉神経節ではニューロンにSynの反応は認められなかった．しかしながら舌咽及び迷走神経の感覚神経節では多くのニューロンがSynを発現していた．免疫染色における二重染色の結果，それらのSyn陽性ニューロンはcalbindin D-28kと共発現していた．またTRPV1やCGRPと三重染色した結果，迷走神経上神経節や舌咽神経節において共発現がみられた．さらにSyn陽性神経線維が口蓋帆や咽頭の粘膜における上皮下や上皮内に観察された．それらの神経線維の一部はCD11bやTRPV2を有するマクロファージや樹状細胞の周囲に分布していた．これらの結果から，Synは迷走舌咽神経節において，侵害刺激の伝達に関わることが示唆された．また口腔咽頭領域においては，自然免疫に関与する可能性も示された．
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Distribution of alpha-synuclein in the cranial sensory ganglia
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Immunohistochemistry for alpha-synuclein (Syn) was performed on the rat cranial sensory ganglia and their innervation territories.  Syn-immunoreactivity was detected in Schwann cells and astrocytes in the ganglia. Sensory neurons in the trigeminal ganglion mostly lacked Syn-immunoreactivity. However, Syn-immunoreactive (IR) sensory neuros were abundant in the nodose ganglion, moderate in the petrosal ganglion and relatively rare in the jugular ganglion. By double and triple immunofluorescence methods revealed co-expression of Syn with other neurochemical substances.  Syn-IR sensory neurons contained calbindin D-28k-immunoreactivity in the petrosal and nodose ganglia.  Both TRPV1- and CGRP-immunoreactivity was expressed by Syn-IR neurons showed in the jugular and petrosal ganglia.  In the oral, pharyngeal and laryngeal mucosae, Syn-immunoreactivity was detected in nerve fibers beneath and within the epithelium.  Syn-IR nerve fibers were also seen surrounding round and belong types of CD11b- and TRPV2-IR cells which are probably identified as macrophages and dendritic cells.  These findings suggest that Syn-IR neurons in the glossopharyngeal and vagal sensory ganglia are associated with nocicetptive transduction.  Syn may have a function to the innate immune system in the oral, pharyngeal and laryngeal mucosae.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












PS1-04

急速転移性癌細胞株由来細胞外小胞による破骨細胞分化および癌細胞浸潤の制御
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【目的】これまでに我々は，転移性癌細胞が分泌するエクソソーム等の細胞外小胞(EVs)の特性を報告してきた(1,2)．本研究では，転移性癌EVsによる骨代謝調節機構を明らかにするために，転移性の異なる大腸癌細胞株(3)の骨代謝関連因子トランスクリプトームおよびEV解析を行い，破骨細胞分化促進因子receptor activator NF-κB ligand (RANKL)および分子シャペロン種(HSPs)の発現と機能を解析した．【方法】骨代謝関連およびHSP遺伝子群のトランスクリプトーム解析を行った．EVs調整にはポリマー沈殿法(1）を用いた．EVs，非EV培養上清および細胞画分のRANKLとHSPsをウエスタンブロット解析した.破骨細胞分化誘導はTRAP染色を，細胞への取り込み効率は蛍光標識EVsを用い，細胞浸潤能はマトリゲルチャンバーを用いて解析した．【結果】LuM1は親株と比べ，RANKL mRNAを高発現すると同時に盛んにEVsを分泌した.RANKLは，LuM1，Colon26，それらのEVsおよび非EV培養上清中に見出された．HSP90はColon26-EVsにおいて顕著に見出された．RAW-D細胞はRANKL誘導性にTRAP陽性多核破骨細胞に分化したが，LuM1-EVsによる分化は見られなかった．RAW-DによるEV取り込み効率は100%近く，MC3T3-E1では20%程であった.LuM1-EVsは，Colon26により高い効率で取り込まれその浸潤を抑制した．【結論】転移性癌細胞由来RANKL(+)EVsの癌浸潤における役割が示唆された．【文献】1. Ono K et al, JCB, 2018;2. Eguchi T et al, PLoS One, 2018;3.Okusha Y et al, 2018, JCB.
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A role of RANKL-contained exosomes secreted by metastatic colon cancer cells
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We have shown proteome signatures and biomarkers in extracellular vesicles (EVs) such as exosomes secreted by metastatic cancer cells (1, 2). Receptor activator of NF- B ligand (RANKL) plays a pivotal role in osteoclastgenesis of hematopoietic and precursor cells via RANK-RANKL interaction. We report that RANKL is expressed and secreted with EVs from rapidly metastatic colon cancer cell line LuM1. Transcriptome analysis of bone metabolism-related genes in LuM1 and its parental slowly metastatic cell line Colon26 revealed an elevated level of RANKL-encoding mRNA in the former population. RANKL was also found in fractions of EVs as well as non-EV conditioned media of LuM1 cells, with oligomerization or posttranslational modification. On the contrary, HSP90 was abundantly found in Colon26-EVs but not in LuM1-EVs. The LuM1-EVs were efficiently taken into Colon26 cells, whose invasiveness was subsequently inhibited in vitro. Thus, the RANKL-positive EVs secreted by the metastatic cancer cells has a potential role in cancer cell invasiveness. References: 1. Ono K et al, 2018, JCB; 2. Eguchi T et al, 2018, PLoS One.
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骨基質タンパク質オステオカルシンと相互作用する分子の探索
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【背景・目的】オステオカルシンは，ヒトでは49個のアミノ酸からなる分子量約5900の非コラーゲン性骨基質タンパク質である．オステオカルシンは骨芽細胞によって産生されるため，骨の代謝回転の指標として用いられる．一方近年，オステオカルシンはホルモンとしてエネルギー代謝調節などに関与することも明らかにされ，注目を集めている．オステオカルシンの受容体の候補として三量体Gタンパク質共役型受容体であるGPRC6Aが同定されているが，直接的な結合は未だ示されていない．本研究ではオステオカルシンと相互作用する分子を同定し，オステオカルシン受容体である可能性について考察する．【方法】マウスの骨格筋，大脳，小脳，脂肪の組織を摘出後破砕し，遠心分離した．可溶性画分と，別に精製した組換えタンパク質であるGST融合オステオカルシン（GST-GluOC）とを混合，またはGSTのみとを混合してPull down assayをしたのち電気泳動して銀染色を行った．GST-GluOCとの混合において特異的に検出されたバンドについて質量分析を行い，その分子の同定を試みた．また，COS7細胞にGPRC6Aを発現させ，免疫蛍光染色およびオステオカルシンを用いたBinding assayを行い，GPRC6Aの局在およびオステオカルシンとの結合について観察した．【結果と考察】Pull down assayおよび質量分析により，GST-GluOCと直接的な結合を示す特定の分子が存在することが示唆された．また，免疫染色によりヒトGPRC6Aが細胞膜に一部局在していることを観察した．
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Screening of molecules interacting with a bone-derived hormone, osteocalcin
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Osteocalcin is one of the most abundant non-collagenous proteins in bone. This small peptide, comprising 49 amino acids in humans, is primarily produced by osteoblasts during bone formation, and therefore its concentration in serum serves as a biochemical marker for bone metabolism. In addition, osteocalcin acts as a hormone by stimulating insulin production and increasing energy expenditure as well as insulin sensitivity in target organs. It has been reported that GPRC6A, a G-protein-coupled receptor, serves as a putative GluOC receptor. However, although the correlations between GPRC6A expression and functional responses to GluOC are observed in some cells, whether GluOC is a direct ligand for GPRC6A has been questioned since direct interaction has not yet been shown. In this study, we performed pull-down assay with GST-GluOC and tissue extracts from mouse skeletal muscle, cerebrum, cerebellum, and white adipose tissue. Mass spectrometry analysis identified a novel peptide that directly interacted with GST-GluOC. In vitro binding assay to confirm the direct interaction between these molecules is in progress.
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ブタ不死化歯髄細胞の象牙芽細胞分化に及ぼすミダゾラムの影響
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歯科治療において，ミダゾラム(MDZ)は主に麻酔導入・鎮静薬として用いられている．【目的】本研究では，近年創薬戦略として注目されているドラッグ・リポジショニングにおけるMDZの新規効用を見出すため，歯髄細胞にMDZを作用させて細胞分化にどのような影響を及ぼすかを調べた．【方法】生後約5ケ月のブタ切歯歯髄から調製した不死化細胞(PPU7細胞)にMDZ単独，MDZとBMP2の併用，MDZとTGF-β1の併用の3つの投与群を通常培地および石灰化培地を用いて培養し，それぞれの投与群の細胞分化能についてはアルカリホスファターゼ（ALP）活性から，石灰化誘導能については石灰化沈着物のAlizarin Red S染色およびVon Kossa染色とカルシウム定量から比較した．さらに各種細胞分化マーカー遺伝子に対する定量PCR解析と石灰化沈着物中のタンパク質の電気泳動からどの細胞に分化傾向があるかを検討した．【結果および考察】PPU7細胞に対するALP活性はすべての投与群で濃度依存的に上昇したが，特にMDZ単独群で顕著であった．またすべての投与群において石灰化沈着物はAlizarin Red S染色およびVon Kossa染色に対して一様の染色像を示した．カルシウム量はMDZを添加していない対照群に比べて，すべての投与群で上昇していたが，MDZ単独群が顕著であった．このことより，PPU7細胞に対する分化誘導はMDZ単独投与の方がBMP2やTGF-β1の併用よりも効果的であることが判明した．さらに石灰化沈着物中のタンパク質には象牙質リンタンパク質が検出された．次にMDZ単独で7日間培養したPPU7細胞の遺伝子発現は，象牙芽細胞の遺伝子マーカーが，骨芽細胞および軟骨細胞の遺伝子マーカーより優位に上昇した．以上のことより，PPU7細胞に対してMDZは象牙芽細胞分化を促進することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of midazolam for odontoblastic differentiation of dental pulp cells
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Midazolam (MDZ) is a short-acting hypnotic-sedative drug with amnestic and anxiolytic properties. Our objective: is to investigate the potential for drug repositioning of MDZ toward dentin regeneration. Methods: MDZ was added to porcine dental pulp-derived cell line (PPU7 cells) with or without BMP2 or TGF-β1 and cultured with a standard or a calcification medium. The differentiation potency of PPU7 cells was investigated by alkaline phosphatase (ALP) activity and qPCR analysis for differentiation marker genes in PPU7 cells, and measurement of calcium content and protein characterization in calcified precipitates. Results: MDZ only was increased ALP activity in PPU7 cells and the calcium content in calcified precipitates. When BMP2 or TGF-β1 was used in combination with MDZ, both ALP activity and calcium content were decreased. Dentin phosphoprotein, dentin specific protein, was detected in calcified precipitates. MDZ enhanced mRNA levels of odontoblastic marker genes (dentin sialophosphoprotein (Dspp) and matrix metalloprotease 2 (Mmp2)) in PPU7 cells, but not osteoblastic (osteocalcin (OC) and Runx2) and chondrocyte (type II collagen (Col II) and aggrecan (ACAN)) marker genes. Conclusions: MDZ only is more effective on the differentiation potency of PPU7 cells than the combination with BMP2 or TGF-β1 and MDZ facilitates odontoblastic differentiation of PPU7 cells.
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唾液腺腫瘍におけるβ-カテニン発現に関する免疫組織化学的研究
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【目的】Wnt/β-カテニンシグナルは発生に伴う細胞機能（増殖や分化）を制御するだけでなく，癌の悪性化にも関与すると考えられている．唾液腺においてWnt/β-カテニンシグナルは，胎生期の形態形成に関与していることが報告されているが，唾液腺の腫瘍形成に与える影響は不明である．今回，唾液腺腫瘍で発生頻度の高い多形腺腫と腺様嚢胞癌に着目し，唾液腺腫瘍の悪性化，特にリンパ節への転移とβ-カテニンとの関連性を明らかにすることを目的とした．【方法】九州大学病院を受診し，多形腺腫，または腺様嚢胞癌と診断された患者の病理標本を用いてβ-カテニンの発現を免疫組織学的に検索した．【結果】腺様嚢胞癌では11例中7例（64%），多形腺腫では7例中4例（57%）にβ-カテニンの強発現を細胞質に認めた．腺様嚢胞癌でβカテニン細胞質強発現の7例中3例に核内発現を認めた．多形腺腫ではβ-カテニンの核内発現は認めなかった．β-カテニンの核内発現について，腺様嚢胞癌と多形腺腫の間で，統計学的な有意差は認められなかった（P＝0.0681）．一方，腺様嚢胞癌においてβ-カテニン核内発現とリンパ節転移の関連について解析すると，統計学的に有意に相関を認めた（P＝0.0101）．【考察】臨床的に悪性の転帰をたどりやすいといわれる充実型・索状型の腺様嚢胞癌症例において，β-カテニンが細胞質強発現を示す傾向がみられたこと，リンパ節転移症例でβ-カテニン核内発現を認めたことから，β-カテニンの核内発現が予後規定因子となる可能性が示唆された．しかし，腺様嚢胞癌の全ての症例にβ-カテニンの核内発現が見られたわけではないことから，症例数を増やして詳細な検討を加えていくことが必要である．また，β-カテニン発現様式に依存して唾液腺腫瘍におけるWnt/β-カテニンシグナルが活性化しているかを検討する予定である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Immunohistochemical study of β-catenin expression in the salivary gland tumors
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Objective: Wnt/β-catenin signaling is thought to control embryonic salivary gland morphogenesis, however, it is still unclear whether Wnt/β-catenin signaling may regulate salivary gland tumorigenesis. This study was performed to clarify the expression of β-catenin and correlation between its expression and prognosis in the salivary gland tumor formation. Study design: Paraffin-embedded tissues from 11 cases of the adenoid cystic carcinoma (ACC) and 7 cases of the pleomorphic adenoma (PA) were examined by the immunohistochemical analysis for β-catenin. Results: Marked β-catenin immunoreactivity in the cytoplasm of tumor cells was noted in 7 cases (64%) of ACC and in 4 cases (57%) of PA. β-catenin expression in the nucleus is noted in 3 cases of ACC, but not in PA. No significant difference in the nuclear β-catenin expression was observed between ACC and PA (P＝0.0681). In 3 cases of nuclear β-catenin expression in ACCs, 2 cases showed metastasis in the cervical lymph nodes. Nuclear β-catenin expression in ACCs between primary and secondary lesions revealed significant difference in the secondary metastatic lesion (P＝0.0101). Conclusion: Nuclear β-catenin expression was significantly noted in the ACC with metastatic lymph node. Therefore, β-catenin expression is suggested to be a possible diagnostic marker in ACC progression.
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化膿レンサ球菌におけるヒアルロン酸分解酵素の分子系統解析およびタンパク質構造解析
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化膿レンサ球菌は，咽頭炎や劇症型感染症を引き起こすグラム陽性細菌である．ほぼ全てのM血清型の化膿レンサ球菌は，ヒアルロン酸莢膜を発現する一方で，ヒアルロン酸分解酵素HylAが不活性型となっている．一方，M4型とM22型の化膿レンサ球菌は，莢膜を持たず，活性型のHylAを発現する．本研究では，化膿レンサ球菌のヒアルロン酸分解酵素に着目し，系統関係と立体構造の解明を行った．　化膿レンサ球菌のhylA遺伝子配列について最尤法ならびにベイズ法により分子系統樹を作成し，系統関係を検証した．その結果，化膿レンサ球菌のHylAは，emm4，emm22型からなる活性型HylA群，emm3型からなる不活性型HylA群，その他のemm型からなる不活性型HylA群の3群に分類された．また，emm4，emm22型からなる活性型群のHylAは，他のレンサ球菌の活性型ヒアルロン酸分解酵素が水平伝播したのではなく，不活性型HylAから派生して生じたことが示唆された．　次に，不活性型のヒアルロン酸分解酵素について，X線結晶構造解析法を用いたタンパク質の構造解析を行った．M1型化膿レンサ球菌のゲノムDNAを精製し，PCR法と遺伝子合成酵素により組換え不活性型HylAを作製した．得られたHylAをアフィニティークロマトグラフィーとゲル濾過クロマトグラフィーにて精製した．結晶化スクリーニングキットを用いて，最適な結晶化条件を決定した．得られた結晶を用いて高輝度X線を用いた回折実験を行い，回折データをもとに電子密度を計算した．分子置換法によってモデル構築を行った後に，精密化を行って2.4-Åの分解能で最終構造を決定した．立体構造から，ヒアルロン酸分解活性の有無に関わる172番目のアミノ酸付近が，不活性型HylAでは一定の立体構造を持たないdisorder領域であることが示された．　これらの結果から，進化の過程でdisorder領域のアミノ酸に変異が生じたことで，一部の化膿レンサ球菌のHylAが活性型となった可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Phylogenetic and protein structure analysis of hyaluronidase in Streptococcus pyogenes
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Streptococcus pyogenes, a Gram-positive bacterium, is associated with pharyngitis and severe infections, such as toxic shock syndrome and necrotizing fasciitis. Although most S. pyogenes serotypes express a hyaluronan capsule and inactive hyaluronidase (HylA), serotype M4 and M22 strains lack the capsule and express active HylA. Here, we analyzed the phylogenetic relationship and protein structure of S. pyogenes HylA. Phylogenetic analysis classified the hylA gene of S. pyogenes into 3 clusters; composed of emm4- and emm22-hylA, emm3-hylA, and other emm type-hylA groups. In addition, our analysis indicated that active HylA of S. pyogenes is derived from inactive HylA as a result of natural mutations. To determine the crystal structure of inactive HylA, we constructed a recombinant protein, and then purified it using affinity chromatography and gel filtration chromatography. Crystallization screening revealed that the most suitable crystallization conditions and some crystals were obtained. The structure of inactive HylA was determined at 2.4-Å resolution and solved with a molecular replacement method, and the results indicated that the amino acid residue related to enzyme activity consists of the disorder region. These results indicate that some activity of S. pyogenes-HylA has been resurrected by natural mutations in the disorder region.
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植物由来エキスのう蝕細菌への抗菌効果
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【目的】口腔内には600種以上の細菌が常在し，共存・拮抗しながら自らの生存領域を確保している．口腔感染症として，う蝕は古くから知られており，近年一人当たりのう蝕保有本数は減少しているものの，う蝕罹患率はほぼ横ばい傾向にあり，う蝕予防は重要である．う蝕を惹起する原因細菌としてはStreptococcus mutansやStreptococcus sobrinusが知られており，これらは口腔に常在する細菌の一つである．本研究では，各種植物由来エキスを用いて，う蝕細菌に選択的な抗菌効果を示すことができる植物エキスの有無を検証した．【方法】5種類の植物エキスにおけるS. mutans, S. sobrinusを含むStreptococcus属細菌への抗菌効果は，最小発育阻止濃度 (MIC) 法を用いて検証した．抗菌効果を認めた植物エキスについては，抗菌作用を検証するため，S. mutans UA159株105　cellを植物エキス添加PBS中で一定時間作用させ生存率を算出した．また，植物エキスのUA159株の増殖能に及ぼす影響およびバイオフィルム形成阻害効果を検証した．【結果と考察】植物エキスの中でオウバクエキスとブラックジンジャーエキスが，S. mutansならびに，S. sobrinusに強い抗菌作用を示した．両植物エキスの，S. mutans UA159株の生存率に及ぼす影響を検討した結果，両植物エキス作用後，菌数の有意な減少は認めなかったことから，静菌作用であることが示唆された．生育段階においては，オウバクエキス，ブラックジンジャーともに，1/2～2×MIC作用後に増殖阻害効果が認められた．さらに，オオバクエキス，ブラックジンジャーエキスともにバイオフィルム形成阻害を認めた．これらの結果より，オオバクエキスとブラックジンジャーは，う蝕細菌選択的な抗菌薬としての臨床応用の可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of plant-derived extract against cariogenic bacteria
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Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus are known as cariogenic bacteria existing in oral cavity as commensal bacteria. Recently, natural-derived antibacterial agents are focusing in the point of their safety to human. In this study, we tried to find out natural-derived antibacterial agents which is selectively effective to cariogenic bacteria. We utilized several types of natural-derived plant extract for evaluating antibacterial activity against several oral streptococcal species including cariogenic bacteria. From the result of MIC evaluation, phellodendron bark (PB) and black ginger (BG) showed strong antibacterial activity against only cariogenic bacteria. We investigated the effect of PB and BG on cell viability against S. mutans UA159 strain. As the result of cell viability assay, PB and BG had no effect of survival ratio so that the mode of action of these agents might be bacteriostatic. Also, PB and BG inhibited biofilm formation of S. mutans grown in the presence of sucrose. Our results suggest that PB and BG have possible clinical use for antibacterial agents against cariogenic bacteria specifically.
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ニプルを通して飲んだ際の，ベビー飲料内への口腔細菌の流入
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【目的】飲料物の飲み残しの常温保存による微生物の増殖など，飲料物の安全性に関するデータが広く社会で求められている．そこで今回，乳児用飲料（ベビー飲料）をニプル（哺乳瓶乳首）を通して飲んだ場合，口腔からの流入の有無・程度について，細菌学的に解析した．【方法】健康な男女6名（20～23歳）を被験者とし，インフォームドコンセントを得た後，市販のベビー飲料（ビーンスターク 120 mL；大塚製薬）に専用のニプルを装着・使用して，約半分量，飲んでもらった．そのニプルの内側部分を，滅菌綿棒で擦過し，緩衝液1 mL中に懸濁し，試料とした．試料をボルテックスで分散均一希釈化後，CDC血液寒天培地に接種し，37℃で好気的ならびに嫌気的に培養した．得られた各コロニーを，16S rRNA sequence解析によって同定し，細菌構成リストを作成した．飲み残したベビー飲料からも，試料を採取し，同様に解析した．【結果】ニプルの内側部分から，平均（4.1±3.0)×103 CFU/mLの細菌が得られ，解析した188菌株の，主な構成は，Streptococcus（39%），Veillonella（19%），Actinomyces（11%），Gemella（3%）であった．ベビー飲料内からは，平均（1.7±1.9)×104 CFU/mLの細菌が得られ，解析した94菌株の，主な構成は，Streptococcus（31%），Actinomyces（18%），Veillonella（6%），Propionibacterium（5%）であった．【考察】ニプルを通して飲んだ場合，口腔からベビー飲料へ流入していることが判明し，ニプルの内側に付着する細菌およびベビー飲料内に残留する細菌量および細菌構成を初めて明らかにすることができた．唾液の流入は，予備実験による，ヒト唾液の構成菌種に類似していたことからも裏付けられた．本研究の結果，ベビー飲料において，その飲ませ方や飲み残しの保存・保管方法に，ある一定の配慮が必要であると思われた．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inflow of oral bacteria into drinks for babies through artificial nipples
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Oral bacteria have been suspected to grow in the bottles after drinking. To know the bacterial influence on the baby-drinks, in this study, inflow of oral bacteria into drinks for babies through artificial nipples were examined. After obtaining informed consent, 6 healthy subjects (20-23 years) were asked to drink baby-drinks (BEAN STALK, ca. 60 mL) using artificial nipples. The inner surface of nipples was wiped with sterile cotton swabs. Samples were inoculated onto the blood agar plates and incubated anaerobically at 37°C for 7 days. The samples from the baby-drinks were also cultured. Genomic DNA were extracted from individual colonies, and bacterial species were identified by 16S rRNA gene sequencing. The mean amounts of bacteria (CFU/mL) were (4.1±3.0)×103 and (1.7±1.9)×104 at the inner surface of nipples and drinks for babies, respectively. Streptococcus (39%), Veillonella (19%), Actinomyces (11%) and Gemella (3%) were predominant at the inner surface of nipples. While, Streptococcus (31%), Actinomyces (18%), Veillonella (6%) and Propionibacterium (5%) were recovered from drinks for babies. These findings indicate that oral bacteria flow into drinks for babies through artificial nipples, and suggest that the compositions at the inner surface of nipples and drinks for babies are similar to that of human saliva. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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唾液中の抗体量と歯周組織の炎症状態の関連性
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【目的】唾液は簡便かつ非侵襲的に採取ができることから，様々な疾患検査の検体として用いられることが期待されている．本研究では，唾液中に含まれる抗体 (Ig) と歯周組織の炎症状態との関連性を検討した．　

【方法】対象者は歯科医院を訪れた成人男女16人で，各対象者に歯周基本検査を行い唾液採取した．採取した唾液に含まれる6種のIg濃度 (IgM, IgG1-4, IgA) をMAGPIXシステム (Luminex社) を用いて測定し，歯周状態との関係を明らかにした．

【結果】すべての対象者において，測定したすべての抗体が検出された（IgM: 15810.1±13823.1 ng/ml, IgG1: 6095.4±5783.5 ng/ml, IgG2: 3355.6±3222.9 ng/ml, IgG3: 10448.5±9957.6 ng/ml, IgG4: 31405.6±41749.9 ng/ml, IgA: 41677.1±27571.9 ng/ml）．そのうち，IgG1，IgG2，IgAの濃度はプロービング時出血部位割合と有意に相関していた (r＝0.72, p＜0.001，r＝0.67, p＜0.001，r＝0.55, p=0.03; ピアソンの相関係数)．一方，いずれの抗体も4 mm以上の歯周ポケット部位割合とは有意な関係を示さなかった．

【結論】歯肉の炎症度の診断に唾液中のIgG1，IgG2およびIgA濃度が応用できる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Relationship between immunoglobulin in saliva and periodontal status




○Nanbu K1，Kageyama S2，Takeshita T2，Shibata Y2，Asakawa M2，Yamashita Y2

1Kyushu Univ Sch Dent

2Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Sampling saliva seems to be a promising way to identify and diagnose various diseases because saliva collection is ease and noninvasive. In this study, we examined association between concentration of immunoglobulins (Ig) in saliva and periodontal status. Saliva samples were collected from 16 adult dental patients, and periodontal conditions of them were evaluated. MAGPIX system was used to examine concentrations of six analytes (IgM, IgG1-4, IgA) in saliva. All analytes were detected in all subjects (IgM: 15810.1±13823.1 ng/ml, IgG1: 6095.4±5783.5 ng/ml, IgG2: 3355.6±3222.9 ng/ml, IgG3: 10448.5±9957.6 ng/ml, IgG4: 31405.6±41749.9 ng/ml, IgA: 41677.1±27571.9 ng/ml). Concentrations of IgG1, IgG2, and IgA were significantly correlated to proportion of bleeding site on probing (Pearson's correlation coefficient (r)＝0.72, p＜0.001; r＝0.67, p＜0.001; r＝0.55, p＝0.03; respectively). On the other hand, concentration of any analytes demonstrated no significant correlation with percentage of periodontal pockets with over 4 mm depth. These results suggest that IgG1, IgG2, and IgA may be useful to diagnose the severity of gingival inflammation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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う蝕および歯周病を標的とした口腔内細菌由来抗菌因子の探索




○池本梨央南1,2，畳屋　有希1,2，永尾　潤一2，田中　芳彦2

1福歯大　リサーチスチューデント

2福歯大　機能生物　感染生物





口腔内には多数の細菌から構成される口腔細菌叢が形成される．口腔細菌叢において，細菌は共存する細菌間で様々な共生や拮抗の関係を形成していると考えられる．清掃不良などの様々な環境要因により細菌叢のバランスが崩れると病原細菌が優位になり，う蝕や歯周病などの口腔疾患を発症する．口腔内の細菌間の拮抗現象の一つとして，ある種の細菌は増殖阻害物質を産生することで，自己増殖のために優位な生存環境をつくると考えられる．しかしながら，口腔細菌の産生物を介した共生や拮抗の関係は不明な点が多い．本研究では，ヒト口腔常在菌の中から，う蝕病原細菌や歯周病原細菌の増殖を抑制する抗菌因子を産生する細菌を探索し同定することを目的とする．本発表では，これまでに得られている歯垢や唾液サンプルからスクリーニングした結果を示したい．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Screening of candidate antimicrobials derived from oral bacteria to prevent dental caries and periodontal disease




○Ikemoto R1,2，Tatamiya Y1,2，Nagao J2，Tanaka Y2

1Undergraduate research student program, Fukuoka Dent Coll

2Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll





Over 700 bacterial species has well-balanced microbiota in the oral cavity. Dysbiosis of the balanced oral microbiota is linked to oral disease including dental caries and periodontal disease. It has been known that some bacteria in the oral cavity produces an inhibitory compounds to compete other bacteria and grow dominantly in the oral cavity. However, the competing relationship among oral bacteria has not yet understood. Understanding the competing relationship among oral bacteria and controlling oral microbiota are important to prevent oral disease. In this study, we screened a candidate bacteria derived from dental plaque and saliva of healthy human to inhibit the growth of the bacteria associated with dental caries and periodontal diasease.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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動物モデルを用いたパラジウムアレルギー発症の分子機構




○関　　智水，佐藤　直毅，樋口　繁仁，小笠原康悦

東北大　院歯　難治・口腔免疫





【背景・目的】　医療の進歩により，現在多くの医療用生体材料が開発され臨床応用されている．医療用生体金属材料を最も扱っているのが歯科であり，義歯材料，歯冠修復材料，インプラント体として頻用され，患者のQOLを高めてきた．しかしその一方で，金属による炎症や口腔疾患，アレルギー性皮膚炎が誘導される場合があり，その危険性は以前から指摘されてきた．金属アレルギーは，遅延型過敏症として分類されており，T細胞依存性の疾患とされているものの，金属アレルギーの発症にかかわる詳細については良くわかっていない．我々は，独自に金属アレルギー動物モデルを作出し，病態の解明を進めている．今回，我々はパラジウムに対する金属アレルギーモデルを作出し，病原性T細胞の特定ならびに，抗原提示の分子機構の解明を目的に研究を遂行した．

【方法】　パラジウムアレルギー動物モデルを作出して，所属リンパ節よりリンパ球を単離した．また，対照として，パラジウム溶液を接種しない群を用いた．それぞれのリンパ球よりtotal RNAを抽出して，独自に開発したT細胞受容体レパートリ解析法を用いて，パラジウム反応性T細胞受容体の特定を試みた．V領域解析，J領域解析，CDR3領域解析それぞれの頻度解析を行った．

【結果と考察】　パラジウム反応性T細胞受容体を特定することに成功した．現在，パラジウム反応性T細胞受容体の情報をもとに，金属アレルギー発症の分子機構の解明を進めている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Molecular mechanisms underlying development of palladium allergy in an animal model




○Seki T，Sato N，Higuchi S，Ogasawara K

Dept Immunobiol, Tohoku Univ Grad Sch Dent





Now, many medical biomaterials have been developed and clinically applied.  Dentists are the most dealing with biomaterials, such as a denture material, dental restorative material, implant body, and have improved the patient's quality of life.  On the other hand, in some cases, it has been reported that inflammation and allergic dermatitis are caused by metals.  Metal allergy is classified as delayed type hypersensitivity and is regarded as a T cell dependent disease, but details concerning the onset of metal allergy are not well understood.  Therefore, we have  developed a metal allergy animal model and are working on elucidating the pathological mechanisms. In this study, we have developed a metal allergy model for palladium and we attempted to identify pathogenic T cells and to elucidate the molecular mechanism of antigen presentation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ビタミンC欠乏の茸状乳頭味細胞における味覚シグナル分子発現への影響




○安尾　敏明，山村　知暉，諏訪部　武，硲　　哲崇

朝日大　歯　口腔生理





ビタミンC（VC）欠乏の末梢味覚器への影響を明らかにするために，これまでに，鼓索神経応答解析を行い，VC欠乏ラットでは非欠乏ラットと比べて，VCを含む酸や高濃度の食塩水に対する応答が低下することを我々は報告してきた．本研究では，この鼓索神経応答の変化は，味細胞が原因でおきているのかどうか，また，この末梢味覚器での変化がVCを含む酸に対する嗜好性に影響を与えているのかどうかを明らかにするために，VC欠乏ラット及び非欠乏ラットの茸状乳頭味蕾数を調べ，味細胞における味覚関連分子の遺伝子発現量を解析し，行動学的実験（48時間二瓶法）にてクエン酸水溶液に対する嗜好率を測定した．その結果，両ラットの茸状乳頭味蕾数の間に有意差はなかった．また，VC欠乏ラットでは，非欠乏ラットと比べ，酸味及び高濃度の食塩水の応答に関与する3型味細胞のマーカーのCar4とGad1，2型味細胞マーカーのGnat3やTrpm5の発現量が減少傾向にあったが，低濃度の食塩水応答に関与する塩味受容体ENaCα (Scnn1a），その他の味覚シグナル分子（Slc1a3，Tas1r3 ，Plcb2，Pkd2l1，Ncam1），ホルモン受容体（Avpr2，Nr3c1），Nlrp6やVC特異的輸送体SVCT2のmRNA(Slc23a2)の発現量に有意差はなかった．VC欠乏ラットではVCとともにクエン酸に対する嗜好率が増加（忌避性が低下）していた．以上の結果から，VC欠乏により，茸状乳頭味蕾数や味細胞におけるホルモン受容体の遺伝子発現は変化しないこと，酸味及び塩味の受容を担う味細胞において一部の遺伝子発現が低下することで，酸に対する味覚神経応答が低下し，酸味の忌避性が低下することが示唆された．この末梢味覚器での変化がVC欠乏時にVCを摂取しやすくさせている原因である可能性が考えられた．また，味細胞においてVC特異的輸送経路が存在する可能性も示した．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of vitamin C deficiency on the expressions of taste signaling elements in fungiform papillae taste bud cells




○Yasuo T，Yamamura T，Suwabe T，Sako N

Dept Oral Physiol, Asahi Univ Sch Dent





The effect of Vitamin C (VC) deficiency on peripheral taste organ has been unclear. In the previous study, we showed that the magnitudes of chorda tympani nerve responses to high concentration (≥100mM) of NaCl (high Na) and some acids including VC in VC deficient (VC-def) rats were smaller than those in non-deficient (ND) rats. In this study, we examined whether vitamin C (VC) deficiency affects the expressions of taste signaling elements in taste cells. The results were as follows: Gene expression level of Car4 that is markers for acid and/or high Na responsive taste cells, Gad1, Gnat3 and Trpm5 decreased in VC-def rats. There was no difference in the number of taste buds on the anterior part of tongue between VC-def and ND rats. The behavioral experiments showed that the preference for citric acid during VC deficiency was increased. The sodium-dependent VC transporter gene was detected in taste cells of these rats.The behavioral and neural changes in VC deficiency may be due to down-expression of gene in high Na and sour responsive taste cells. This study also provide important new information about the presence of VC transport system in taste bud.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Pak6/7はマウスB16メラノーマにおいて酸性細胞外pHによって誘導されるMMP-9レベルを調節する




○川嶋　雅之1，前田　豊信2，鈴木　厚子2，加藤　靖正2

1奥羽大　歯　口腔外科，2奥羽大　歯　口腔機能分子





【目的】がん細胞では，好気的解糖が行われ，組織内のpHが酸性を示すことはよく知られている．以前に我々は，マウスB16メラノーマ株を酸性条件で培養すると，上皮間葉系移行様の変化とマトリックスメタロプロテアーゼ9 (MMP-9) の合成亢進を見出た．また，この増加は，RhoAを介したホスホリパーゼD1（PLD1）の活性化が関与していることを報告した．本研究では，この機構に低分子量Gタンパク質の下流に作用することが知られているSer/Thrキナーゼであるp21 activated kinase（PAK）の関与を解析した．【方法と結果】酸性条件下で，PLD活性が亢進し，MMP9の発現が促進した．この発現は PLD1のインヒビターであるVU0359595添加で有意に抑制されたが，PLD2の特異的インヒビターCAY10594の添加では抑制されなかった．さらに，PLD1のノックアウト細胞では，野生型で認められた酸性条件でのMMP-9の分泌促進が完全に消失した．これと同時に酸性細胞外pHはPak6とPak7遺伝子の発現を促進し，この促進はVU0359595添加で消失した．しかし，PAK6/7の強制発現は，MMP-9の発現を減少させた．Pak6/7をノックアウトすると，酸性pHによるMMP-9の発現誘導を増強したが，中性条件下ではMMP-9分泌誘導をしなかった．PAK6と7恒常的活性化体 (PAK6S531N，PAK7S573N) の強制発現では，酸性pHによって誘導されるMMP-9の分泌は減少し，キナーゼ失活化点突然変異体 (PAK6K436M, PAK7K478M) の強制発現でMMP-9の分泌は増加した．また，Pull down assayを行ったところ，コントロールで見られた酸性pHによるRhoAの活性化は，Pak6/7のノックアウトでは消失し，CDC42活性も弱い減少を示した．【考察】これらの結果，Pak6/7は，酸性pHにより活性化したPLD1を介するシグナル経路により発現上昇し，MMP-9を抑制させるネガティブフードバックエフェクターとして機能している可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Pak 6/7 regulates acidic extracellular pH-induced MMP-9 expression level in mouse B 16 melanoma cells




○Kawashima M1，Maeda T2，Suzuki A2，Kato Y2

1Div Oral Maxillofac Surg, Ohu Univ Sch Dent, 2Div Oral Biochem, Ohu Univ Sch Dent





Acidic extracellular pH (pHe) is often seen in tumor tissue and it induces epithelial mesenchymal transition concomitantly with increase in matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) through RhoA-PLD-MAP kinases pathway in metastatic mouse B16 melanoma cells. Here, we determined the role of the p21 activated kinase (PAK), which is a Ser/Thr kinase functioning downstream of small G protein, on MMP-9 production in B16 melanoma. Acidic pHe increased MMP-9 production concomitant with increase in PLD activity, which was inhibited by VU0359595 (PLD1 inhibitor) but not by CAY10594 (Pld2 inhibitor). Acidic pHe also induced expression of both Pak6 and Pak7 whose gene induction was inhibited by VU0359595 treatment. Interestingly, forced expression of Pak6 and Pak7 genes inhibited acidic pHe-induced MMP-9 expression. Pak6/7 gene knock-out further increased acidic pHe-mediated MMP-9 induction, which was not seen at neutral pHe. Moreover, introduction of constitutively active PAK6/7 reduced acidic pHe-induced MMP-9 expression. Introduction of kinase dead PAK6/7 increased acidic pHe-induced MMP-9 expression. Pull down assay showed that acidic pHe-activated RhoA activity was inhibited by Pak6/7 gene knock-out with concomitant decrease in CDC42 activity. Our data suggests that Pak6/7 plays as negative feedback effector for acidic pHe signaling to induce MMP-9 expression.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウス胎児血管発生過程における各種シグナル伝達分子の関与の検討




○春原　正隆，佐藤　　巌

日歯大　生命歯　解剖一





目的：歯の発生過程における上皮と間葉組織間相互作用には，種々のシグナル伝達経路が関与している．しかしながら，歯胚の血管形成に関与するシグナル伝達分子に関する詳細は未だ解明されていない．本研究において我々は，歯胚発生過程の血管形成に関与する種々のシグナル伝達分子について検討を行った．方法：血管形成に関与するシグナル伝達分子の局在に関し，免疫染色法およびin situハイブリダイゼーション法を用いて解析を行った．結果：血管形成に関与するシグナル伝達分子は，エナメル器，歯乳頭，間葉組織においてその発現が認められ，発現パターンは時期特異的なものであったことが確認された．結論：本研究において，血管形成に関与する可能性のあるシグナル伝達分子の時期特異的発現が，胎生期マウス歯胚発生過程において確認された．＊本研究は，日本学術振興会科研費助成番号22592052および26462800によってサポートされております．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Involvement of signaling molecules during vascular development of mouse embryo




○Sunohara M，Sato I

Dept Anat, Sch Life Dent at Tokyo, The Nippon Dent Univ





Objective: Various signal transduction pathways are involved in interactions between epithelial and mesenchymal tissues during tooth development. However, little is known about the signaling molecules involved in vascular development in tooth germ. In this research, we examined the signaling molecules involved in formation of blood vessels during tooth development. Methods: Localization of signaling molecules involved in vascular formation were examined by using immunohistochemical analysis and in situ hybridization technique. Results: In enamel organ, dental papilla and tooth mesenchyme, the localizations of signaling molecules were confirmed by using immunohistochemical analysis and in situ hybridization technique and also it was shown that the expression patterns of them were stage-specific. Conclusions: In this research, we detected the stage-specific signaling molecules may have involved in vascular development of mouse germ.*This work was supported by JSPS KAKENHI Grant Numbers 22592052, 26462800.
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MC3T3-E1細胞の分化と増殖におけるFGF2刺激の影響




○鈴木あずさ，杉山　悟郎

九大　院歯　口腔顎顔面外科





【目的】繊維芽細胞増殖（FGFs）は，骨形成を促進する重要なサイトカインである．FGFsシグナルは多くの関連分子のリン酸化修飾により構築されるが，骨芽細胞における制御機構は不明な点が多い．そこで今回われわれは，FGF2が骨芽細胞分化に及ぼす影響について検討した．【材料および方法】1.マウス骨芽細胞株MC3T3-E1（E1)細胞を10％ウシ血清培地にて培養した後，セミコンフルエントの状態で，FGF2（0.3nM～5.8nM）存在下または非存在下に，分化誘導培地へ交換した．5日間の培養後，p-ニトロフェルリン酸を基質として，アルカリフォスファターゼ（ALP）の酵素活性を測定した．2.同様にしてE1細胞をFGF2にて刺激し5日間の培養後，細胞をディッシュから回収し，セルカウンターを用いて細胞数を計測した．3.同様にしてE1細胞をFGF2刺激した後，アクチンを蛍光染色することにより，細胞形態を観察した．4.E1細胞に対してBMP2（100ng/nl）存在下にFGF2（0.1nM～5.8nM）刺激を行うことにより，BMP2の骨芽細胞における作用に対するFGF2の影響を検討した．【結果】1.FGF2刺激によりALP活性は濃度依存的に抑制された．一方で，低濃度のFGF2刺激ではALP活性を促進した．2.FGF2刺激により骨芽細胞数は増加したが，FGF2の濃度には依存しなかった．3.低濃度FGF2刺激下では細胞形態が索状となり，骨芽細胞の分化が示唆された．4.高濃度のFGF2はBMP2刺激によるALP活性の上昇を抑制した．【考察】低濃度のFGF2は骨芽細胞分化に対して抑制的な作用を示さない一方で，細胞増殖に対しては高濃度のFGF2と同等の作用を示したことから，FGF2による骨芽細胞の分化に対するシグナルと増殖に対するシグナルは，異なる経路であることが示唆された．またFGF2はBMP2シグナルと関連することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of FGF2 on differentiation and proliferation in MC3T3-E1 cells




○Suzuki A，Sugiyama G

Kyushu Univ Grad Sch Dent, Oral Maxillofac Surg





Fibro growth factors (FGFs) are important cytokines which promote bone formation. FGFs signals are established by phosphorylation of many molecules. However, the mechanism of regulation in osteoblast is unclear. We investigated the effect of FGF2 on differentiation and proliferation in MC3T3-E1 cells.MC3T3-E1 cells were cultured by complete medium including 10% fetal bovine serum. And then, culture medium was changed to the medium for differentiation with or without FGF2 (0.3nM-5.8nM). After culture for 5 days, alkaline phosphatase (ALP) activity was measured by dephosphorylation of p-nitrophenyl phosphate, as a substrate for ALP. Using the same method, after the stimulation of FGF2 for 5 days, cell number was counted by cell counter. And cellular morphology was assessed by fluorescence staining in microscope. Under the condition of BMP2 stimulation, ALP activity was measured with or without FGF2.ALP activity was suppressed by FGF2 stimulation dose dependent manner. On the other hand, low concentration of FGF2 promoted ALP activity. Although the number of osteoblast is increased by stimulation of FGF2, not dependent of concentration of FGF2. The fluorescence staining suggested that low concentration of FGF2 promote the change in formation and the differentiation of the cells. High concentration of FGF2 inhibited the BMP2-dependent differntiation.
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薬物性歯肉肥厚のメカニズム～デスレセプター経路におけるフェニトインの影響～




○竹内　麗理1，松本　裕子2，平塚　浩一1
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フェニトイン誘発歯肉肥厚の発症機序について，これまでに歯肉線維芽細胞のアポトーシス能低下が関与すると報告されている．本研究では，歯肉線維芽細胞を用いて，アポトーシス機構の一つであるデスレセプター経路に対するフェニトインの影響を調べた．

　ヒト培養歯肉線維芽細胞をセミコンフルエントにし，フェニトイン（0.025, 0.1, 0.25, 1.0 μM）および対照として無血清にて48時間刺激した後，ELISA法にて相対的なアポトーシス細胞数を測定した．さらに，0.25 μMのフェニトインで24時間刺激し，リアルタイムPCR法にてアポトーシス遺伝子のmRNA発現，ウエスタンブロット法にてアポトーシス関連タンパク質の発現，吸光度法にてCaspase活性を解析した．また，0.25 μMフェニトイン刺激48時間後に，TUNEL法にてアポトーシス細胞を検出した．

　ヒト歯肉線維芽細胞において，フェニトイン刺激の影響で対照と比較し，BCL2, BIRC3, CFLAR mRNA発現量が増加し，Bcl-2, c-IAP2, c-FLIPタンパク質発現が亢進し，FADD, RIPK1, TRAF2 mRNAおよびタンパク質発現が減少した．また，caspase-3, caspase-8, caspase-9活性の亢進，pro-/cleaved caspase-3, caspase-8, caspase-9タンパク質発現の減少が認められた．

　本研究は，フェニトインがFas受容体・TNF受容体を介する経路を阻害し，歯肉線維芽細胞のアポトーシスを抑制することを示した．このことが，フェニトイン誘発歯肉肥厚の発症機序に関係すると考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Gingival enlargement induced by phenytoin via death receptor signaling pathways




○Takeuchi R1，Matsumoto H2，Hiratsuka K1

1Dept Biochem Mol Biol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo

2Dept Pharmacol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo





In this study, we investigated the role of phenytoin (PHT) in death receptor-induced apoptosis of gingival fibroblasts to clarify the mechanism of PHT-induced gingival overgrowth.

  After human gingival fibroblasts were reached semi-confluence condition, cells were treated with PHT (0.025, 0.1, 0.25, and 1.0μM) for 48h and then the apoptotic cell numbers were relatively determined as absorbance at 550 nm. After 24h of 0.25μM PHT treatment, expression levels of apoptotic genes, expression of apoptotic proteins, and caspase activity were respectively measured by real-time qPCR, western blot analysis, and absorptiometry. After 48h of 0.25μM PHT treatment, appearance of apoptotic cells were detected by TUNEL assay.

  Results show the following facts in gingival fibroblasts treated with PHT compared to a serum-free control culture: increases in BCL2, BIRC3, CFLAR mRNA expression and Bcl-2, c-IAP2, c-FLIP protein expression; decreases in FADD, RIPK1, TRAF2 mRNA and protein expressions; decreases in caspase-3, caspase-8, and caspase-9 activation, and decreases in pro- and cleaved caspase-3, caspase-8, and caspase-9 protein expressions.

  This study demonstrates that the cause of PHT-induced gingival overgrowth might decrease in the apoptosis of the gingival fibroblasts through the malfunction of Fas and TNF pathways in the death receptor signaling pathway by PHT.
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歯科医学教育におけるグリット（やり抜く力）と成績との関連に関する調査
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【目的】近年，ペンシルベニア大学心理学Angela Duckworth教授は，人生で何を成し遂げられるかは「生まれ持った才能」ではなく，「情熱」と「粘り強さ」によって決まる可能性が高いと述べ，これを「やり抜く力」（GRIT）と提唱した．また，「やり抜く力」を身につけるためには，「興味」，「練習」，「目的」，「希望」の4つの要素が重要と考えられている．歯科医学教育の現場では，成績の低迷する学生への対応が問題となっている．この「やり抜く力」が歯学教育においても重要な要素であると考え，本調査では，歯科医学教育での成績と「やり抜く力」の関連について検証した．

【方法】2017年度愛知学院大学歯学部3年生139名を対象に，Duckworth教授考案の10項目のアンケートを，「病因・病態・診断」の講義初回時に行った．10項目のうち5項目は「情熱」，残りの5項目は「粘り強さ」に関した質問とした．問いの回答には1から5の値を用い，値が高いほど「やり抜く力」が高いと評価した．これらの値と成績について，ピアソンの積率相関係数を求めた．成績は当講座が担当する「病因・病態・診断」の定期試験の点数を用いた．

【結果と考察】「やり抜く力」の10問の平均値は3.1，「情熱」の5問では3.3，「粘り強さ」では3.0であった．成績との相関係数は，「やり抜く力」をはかる10問では0.19であった．また，「情熱」をはかる5問と，「粘り強さ」をはかる5問では，それぞれ0.18と0.15であった．「やり抜く力」と成績に弱い相関が認められたことから，歯科医学教育において「興味」，「練習」，「目的」，「希望」の要素を教育に取り入れて「やり抜く力」を育むことにより，学生の成績を向上させ得ると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A study on association between grit and results of examinations in dental education
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Recently, Dr. Angela Duckworth, a professor of University of Pennsylvania, advocated that it is "grit (the passion and perseverance)" which to decide success in life, and is not "gifted talent". In the dental education, there is problem that how to take care for poor record students. We think that "grit" is important for dental education, and then investigated the association between grit and results of examinations in dental education. A questionnaire survey including 10 questions created by Prof. Duckworth was done for 139 of third grade students of School of dentistry, Aichi Gakuin University, in 2017.The students answered from 1 to 5 values for each questions. For these values and results of examination, the Pearson's product-moment correlation coefficient was determined. The average of 10 question of grit was 3.1, and the correlation coefficient was 0.19. There was slight correlation between grit and results of examination. It is suggest that cultivating students' grit can improve their results of examinations.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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慢性全身性Porphyromonas gingivalis感染に伴う全身性アミロイドβ代謝におけるマクロファージの関与
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Involvement of macrophages in peripheral Aβ Metabolism during chronic systemic Porphyromonas gingivalis infection




○Nie R1，Ni J2，Hayashi Y2，Wu Z2,3，Zhou Y1
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Purpose: There are growing clinical evidences that chronic periodontitis is positively linked to the initiation and progression of Alzheimer's disease (AD). Lipopolysaccharide (LPS) derived from Porphyromonas gingivalis (P.g, the main bacteria in periodontitis), has been determined in the brain of AD patients. Brain Amyloid-β (Aβ) plaques formation is the most significant hallmark of AD. On the other hand, Aβ generation peripherally has recently been paid attention; however, the peripheral sources of Aβ are still unknown. We hypothesized that macrophages may be involved in peripheral Aβ metabolism, because macrophages have multifunctions including protein production with the large numbers in the body. In the present study, we focused on Aβ processing in macrophages using hepatic tissues of mice and gingival tissues of human to proof our thinking. Methods: Aged female mice (15-month-old, C57BL/6N) were infected with P.g (ATCC33277, 108CFU/mouse, 1time/3days, intraperitoneally, i.p) for 3 consecutive weeks. The age-matched female mice were injected phosphate buffer saline (PBS) in the same time course as control. The gingival tissues were obtained from patients during periodontal surgery or extraction (School and Hospital of Stomatology, Jilin University). The mRNA expressions of amyloid precursor protein (APP), cathepsin (Cat) B, β-secretase (BACE) 1 and angiotensin-converting enzyme (ACE) in the hepar of mice were analyzed by Real-Time PCR. The localization of APP, Cat B, BACE1 and Aβ in macrophages (F4/80 -positive or CD11b-positive) of both hepatic tissues of mice and gingival tissues of human have been determined by double immunofluorescence staining. Results: In comparison with the control mice, significantly increase of APP, Cat B, BACE1 mRNA expressions, and significantly decrease of ACE mRNA expression were detected in the hepatic tissues of mice at week 3 after P.g infection. The protein expressions of APP, Cat B, BACE1 and Aβ  were mainly co-localized with F4/80-positive macrophages in the hepar of P.g infection mice. Moreover, the protein expressions of APP, Cat B, BACE1 and Aβ were also mainly co-localized with CD11b-positive macrophages in the gingival tissues of human. Conclusion: These observations indicate that macrophages are involved in Aβ metabolism during chronic systemic P.g infection. Therefore, macrophages may as a notable peripheral source of Aβ during P.g infection. Acknowledgement: This work was supported by funding from the National Natural Science Foundation of China (No. 81570983) and Grants-in-Aid for Scientific Research, Japan (16K11478).Wanyi Huang2, Weixian Yu3 are collaborator in this study.
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CGによる組織学的な視覚画像製作―「歯の交換に伴う乳歯歯根吸収」―
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【目　的】　近年，CGによる画像加工技術の発達で，常識的には観察不可能な人体の立体構造が画像や動画として手軽に製作，入手することが可能となった．このような画像環境で大切なことは，写真や画像が実際のヒト試料の観察に基づいていることである．これらが不十分な画像はさまざまな誤解を生じかねない．今回，一個体の自然脱落した全乳歯列を用い，「歯の交換現象」をテーマとして，乳歯の歯根吸収過程の透視歯列画像の作製をおこなった．また，吸収過程にある歯質の無機質および有機質の定量マッピング画像を，透視画像上に動画として挿入し視覚教育画像とした．【材料と方法】　本人一個体の脱落乳歯について高分解能X線CT撮影(140KV, 70mA)をおこなった．同時に無機塩量の参照体を併用して立体的な無機質の定量X線測定もおこなった．その後，歯の長軸に平行な断面のCa分析画像，また，TEMおよびSEM画像の部分的な拡大像も作製した．【結　果】　1）全乳歯列の透視画像，2）歯根吸収面をクローズアップした立体透透視画像，3）脱落乳臼歯の断面の無機質量，4）歯根吸収面のSEM画像，5）乳歯の非脱灰TEM画像，などにより，「歯の交換現象」を容易に理解するためのまとまった各種視覚素材を作製することができた．【考　察】　「ヒトの歯の交換現象」について解剖学的に理解するとき，脱落乳歯を手に取って観察することが最も有効である．しかし，脱落乳歯の入手は容易でないばかりか，一個体歯のすべての乳歯を観察する実習は現実的ではない．このような場合，立体画像や動画などの視覚素材は解剖学教育現場では欠くことのできない資料である．歯科医学教育に必要な視覚素材が，単にCGによる創作ではなく，実際のヒト試料を用いた正確な観察と精度の高い分析に基づいた画像に，現在の適切なPC処理プログラムで加工することよって，各テーマ内容の正確な理解が得られると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Computer graphic aided histological image production root resorption of deciduous tooth in tooth succession
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It is to be important based on an observation of the real human sample in crate a CG image. We made a visual educational image on the root resorption process with the human natural whole milk dentition as one of the educational theme.For the images we employed and compounded with high-resolution X-rays CT images, Ca analysis by EPMA, SEM and TEM images.

As results, 1)CT image of the whole milk tooth dentition of the three dimensional transparent image, 2)which performed a close-up of resorption surface, 3)mineral quantity of root resorption side, 4) the SEM image of root resorption side, and TEM images of dentine with the undecalcified deciduous teeth were obtained. 

These images could not help only a new histological finding but more accurate understanding of the phenomenon for human dentition.Thus, it is considered that the accurate understanding for the histological structure promoted by based on the analysis of the human real sample and appropriate PC processing program.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-09

熱感受性TRPVチャネル遺伝子欠損によるマウス歯エナメル質に及ぼす影響
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【目的】歯科臨床では，多様なエナメル質形成不全に遭遇するが，その機構は未だ明らかとは言えない．私たちは口腔上皮に高発現している温度感受性TRPV3 (transient  receptor potential vanilloid 3) チャネルがエナメル質の形成調節に関与するとの仮説を立て，野生型（WT）とTRPチャネル遺伝子欠損マウス（V3KO）を用いて，エナメル質形成への影響を調べた．そしてWTに比べてV3KOマウスは歯のエナメル質石灰化が不十分であることを見いだした．そこで，TRPV3がマウス歯エナメル芽細胞におけるエナメルタンパクの発現および歯エナメル質のカルシウム，リン，マグネシウム分布に及ぼす影響について検討した．【方法】生後21日齢のWTおよびV3KOマウスの切歯を用いて，アメロゲニン(AMEL)，アメロブラスチン(AMBN)，エナメリン(ENAM)抗体による免疫染色を行った．また，エナメル質のミネラル分布状況についてX線マイクロアナライザー（EPMA）を用いて解析を行った．【結果と考察】WTおよびV3KOマウスの歯はいずれもエナメルタンパクの免疫陽性反応が確認された．EPMA解析では，V3KOマウスはWTと比較して，臼歯および切歯エナメル質のカルシウム，リン，マグネシウム濃度が低かった．これらのことから，TRPチャネルはエナメル質形成に影響を与える可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Implications of dental enamel protein expression and mineral distribution in thermosensitive TRPV channel gene deficient mice
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Purpose: We encounter diverse enamel hypomineralization at the dental practice, however, the mechanisms are still not clearly demonstrated. We previously demonstrated that oral epithelium highly expressed TRPV3 (transient receptor potential vanilloid 3), a calcium permeable thermosensitive channel. We hypothesized that TRPV3 channel would contribute to enamel mineralization. Materials & Methods: We compared wild type (WT) with TRPV3 channel gene deficient mouse (V3KO). We found that the tooth enamel formation in V3KO mouse is insufficient compared with WT. We further investigated the expression of enamel protein by immunohistochemistry. We also used the X-ray micro analyzer (EPMA) to analyze the mineral distribution during amelogenesis. Results & Conclusion: In 21-day-old mouse incisors, we found immunoreactivity for enamel protein both in WT and V3KO mouse. By an EPMA analysis the deposition of calcium, phosphorus and magnesium in V3KO mouse was reduced in the enamel of the molar and the incisor compared with that in WT. Based on these observations, TRP channel activities might affect enamel mineralization.
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筋機能時における好中球由来IL1βの役割




○土谷　昌広1，チャウィワンナコンチャヤニ2，佐々木啓一2，菅原　俊二3，渡邉　　誠4，遠藤　康男5

1東北福祉大　保健看護，2東北大　院歯　口腔システム補綴，3東北大　院歯　口腔免疫，4東北福祉大　総合福祉，5東北大　院歯　顎顔面・口腔外科





IL-1の代謝への影響については生活習慣病を代表するようにネガティブな位置づけである．その一方で生理的な働きについては不明な点が多い．以前の研究で，運動時に好中球が筋組織内へ遊走し，IL-1を局所的に発現していることを示した．運動の負荷による末梢血中の好中球数増加は知られているものの，その機能的役割は明らかとなっていない．そこで，マウスを用いて運動時の好中球動態とその役割，特に糖代謝との関連について検討を行った．5-7週齢の野生型マウス（Balb/c，以下，WT）に強制歩行運動（6-8m/分）を負荷し，運動後に大腿四頭筋を採取し，解析に用いた．好中球の筋組織内動態とIL-1βの発現について，FACS解析と免疫組織学染色，qPCRに検討を行った．また，抗Gr-1抗体（静注，5 mg/kg BW）により好中球を枯渇したマウスと，IL1遺伝子欠損マウス（IL1KO）を用い，強制歩行負荷に対する易疲労性と，糖代謝能，その関連分子の動態について検討した．通常の強制歩行負荷における好中球の筋組織内浸潤の有意な増加と，そのIL-1βの発現上昇が確認された．好中球枯渇マウスでは強制歩行の持久力が低下し，早期リタイアを示した．糖取り込みを中心とした，分子機構にも障害が認められた．これらはIL1KOでも同様の結果であり，IL-1βが持久力発現時の糖代謝調整分子として重要な因子であることが示された．以上の結果から，運動時に集積・遊走した好中球より産生されるIL-1βは，筋組織の糖代謝を賦活化し，その機能発現を維持する役割があることが明らかとなった．また，その障害は易疲労性の原因となり，筋持久力を低下させることが示された．以上の結果は，運動負荷により筋組織内へ遊走する好中球が局所的なIL-1産生を介して抗疲労作用を担うことが示すものであり，炎症性サイトカインカスケードのイニシエーターであるIL-1が筋-好中球間ネットワークを構築するKey moleculeであることを明らかとした．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Roles of IL-1 produced from neutrophils during exercise
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Immunomodulation of metabolism involving IL-1 has been investigated for unfavorable metabolic effects, including obesity, but potentially favorable IL-1 actions remain a mystery. We found the mechanistic interactions during exercising between skeletal muscle and neutrophils, which accumulated in working skeletal muscles, and supported muscle performance by trigger of GLUT4 translocation induced by IL-1 secretion. Furthermore, both mice deficient in IL-1 and in neutrophils essentially exhibited ease of fatigability, while exercising, associated with impaired muscle carbohydrate homeostasis resulting from GLUT4 dysregulation. Deficiency of IL-1 producing neutrophils resulted in intrinsic abnormalities represented by aberrant Rac1 signaling and irregular GLUT4-storage vesicles, suggesting these myofiber properties to be maintained by local IL-1 released from recruited neutrophils upon exercise possibly on a daily basis. We propose neutrophils to be highly engaged in skeletal muscle performance via IL-1 release, particularly with relatively mild exercise, by coordinating favorable inflammatory microenvironments supporting muscle carbohydrate metabolism. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-11

強制的開口によるマウス咬筋筋肥大効果に対するデキサメタゾンの拮抗作用
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【目的】我々はこれまで，強制的開口(以下BO)による機械的刺激の増大が咬筋の肥大と筋活動の亢進を誘発することを報告してきた．一方，デキサメタゾン(Dex，糖質コルチコイド)は筋萎縮誘発因子と考えられているが，筋肥大抑制効果に関しては不明な点が多い．本研究ではマウスを用いて，BOの咬筋への筋肥大効果および，それに対するデキサメタゾン（DEX）の拮抗作用について解析を行った．【方法】10w齢のC57BL/6雄性マウスを，対照群(Control n＝5)，BO群(下顎切歯に咬合挙上板装着n＝5)，DEX群(1.6 mg/kg/2日，i.p. n＝5)，BO+DEX群(n＝5)の4群に分けた．2週間後に咬筋を摘出して筋重量測定後，BOが咬筋に与える影響を組織学的ならびに生化学・分子生物学的手法を用いて解析した．【結果と考察】(1)BO群では，咬筋の筋線維断面積(CSA)と筋重量の増加傾向を認めた．DEX群では，咬筋CSAの萎縮を伴う筋重量の減少を認めた．BO+DEX群では，咬筋CSAの萎縮を伴う筋重量の著しい減少が認められた．(2) Western blottingの結果よりDEX群ではAktの著しいリン酸化レベルの上昇が認められた．(3) ERK1/2のリン酸化レベルはBO群およびBO+DEX群で著しく減少した．以上の結果より，咬筋ではラットと同様，BOによる筋重量の増加と筋線維の肥大が認められ，この増加はDEX投与で抑制された．このことはBOによる咬筋の肥大に対するDEXの拮抗作用が，Akt/mTORおよびERK1/2経路非依存性に誘導されることを示唆する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibitory effects of dexamethasone on forced mouth opening hypertrophy in mouse masseter




○Umeki D1，Ohnuki Y2，Ito A1，Yagisawa Y1，Kawamura N4，Suita K2，Ishikawa M3，Nakamura Y1，Okumura S2

1Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med

3Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 4Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med





Objectives: To examine hypertrophic effects of enforced bite-opening (BO) on masseter muscles as well as antagonistic action of dexamethasone (DEX), a glucocorticoid, against hypertrophy, we analyzed the effects of BO and/or DEX on myofiber cross sectional area (CSA) and activities of signaling molecules in masseter muscle of mice. Methods: Male mice (C57BL/6), aged 10 weeks, were divided into four groups: Control, BO (1 mm increase in the vertical dimension), DEX (injected i.p. with 6 mg/kg/2d) and BO+DEX. After 2 weeks of each treatment, we measured both the muscle weight and CSA in order to evaluate hypertrophic effect of BO and/or DEX on masseter muscles. In addition, we measured phospholyration levels of Akt and ERK1/2. Results: Compared with Control group, the muscle mass and fiber CSA were significantly increased in BO group. These increases were significantly attenuated in BO+DEX groups. Phospholyration level of Akt was significantly increased in DEX group but not in BO and BO+DEX groups. On the other hand, phospholyration level of ERK1/2 was significantly decreased in BO and BO+DEX groups but not in DEX groups.Conclusion: These results suggest that the BO-induced masseter muscle hypertrophy is antagonized by DEX independently of Akt/mTOR and ERK1/2 signaling pathways.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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僧帽筋の発達にともなうテネモジュリンの発現について




○佐藤　　巌，三輪　容子，春原　正隆

日歯大　生命歯　解剖1





【目的】僧帽筋（TM）は，後頭骨の外後頭隆起，上項線，項靭帯，棘突起，さらには棘上靭帯から起こり鎖骨や肩甲骨につき，肩の運動時に働く幅広い筋である．しかも咀嚼時に緊張する筋である．しかし，発達中の僧帽筋の後頭骨の起始部は複雑な強直性の層状構造であり，しかも，層状構造形成の段階は不明である．テネモジュリン（TeM）は，腱の有用なマーカーであり，抗血管新生性のシステインに富むC末端ドメインを有する．【方法と材料】マウスの胎生12.5日目（E12.5）から出生後5日目（P5）までのTMについてin situハイブリダイゼーションレベルでTeMの発現を調べた．【結果と考察】TeM発現は，TMの間葉結合組織の起始部領域で認めた．特に，胎生17.5日の腱形成過程のTeMの発現はTMの起始部領域である発達した層状腱構造を示し，顕著であった．TM発達において，TeMによる層状構造解析はTMのコンパートメントの形成中に血管侵襲を防止し，この起始部の腱はTMの筋肉の量的に増大とも関連する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of tenomodulin in early postnatal mouse of trapezius muscle




○Sato I，Miwa Y，Sunohara M

Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





The trapezius muscle (TM) originates from the lateral occipital uplift of the occipital bone, the superior nuchal line, the ligamentum nuchae, the spinous process, and even the suprasacral ligament and is a broad muscle working during the movement of the shoulder for the clavicle and scapula. Moreover, it is a tense muscle during chewing. The TM is a complex tendinous laminar structure during development; however, the stage of the laminar structure formation is unknown. Tenomodulin (TeM) is a useful marker of tendons and has an anti-angiogenic cysteine-rich C-terminal domain. Therefore, we analyzed mRNA of TeM and performed in situ hybridization for the TeM genes in mouse TM from on embryonic day 12.5 (E12.5) to postnatal day 5 (P5). The expression domains of the TeM during development typically include the origin region of TM, particularly surrounding the vascular regions. Therefore, the development of the laminar tendinous structure in the origin region between superficial and deeper regions of the TM. In our study of TM development, the laminar structure regulating TeM also prevents vascular invasion during the formation of compartment of the TM. The tendon may relate to the components of muscle mass of TM.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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破骨細胞のゴルジ装置の立体形態：酵素細胞化学を用いた光学顕微鏡およびオスミウム浸軟法を用いた走査型電子顕微鏡による研究




○山本　恒之，長谷川智香，本郷　裕美，網塚　憲生

北大　院歯　硬組織発生





「緒言」　破骨細胞のゴルジ装置は核周囲に発達し水解小体の形成や膜の形成・分配を行っている．ゴルジ装置は破骨細胞にとって重要な細胞小器官であるものの，その立体形態については不明な点が多い．我々はNADPase(nicotinamide adenine dinucleotide phosphatase)がゴルジ装置の特異的酵素であることに着目し，破骨細胞のNADPase活性の局在を準超薄連続切片で観察することによりゴルジ装置の立体形態を検索した．またオスミウム浸軟法を用いて走査型電子顕微鏡によってもゴルジ装置を観察した．「材料と方法」　8週齢雄性ラットを灌流固定し大腿骨遠位端を摘出した．一部は矢状方向に凍結割断し，Tanaka とMitsushima（1984）の方法に従い0.1%オスミウム溶液で浸軟処理し走査型電顕試料とした．他からはEDTA脱灰後に厚さ0.2-0.3 mm程度の矢状断スライスを切り出し，ParsonsとSmith（1984）の方法に従いNADPase活性を検出した．脱水，エポン包埋し光顕用に準超薄連続切片，および透過電顕用に超薄切片を作製した．「結果と考察」　骨端板に直接する一次骨梁における破骨細胞を観察した．透過電顕観察では強いNADPase活性を示すゴルジ装置は，不連続ではあるものの個々の核を取り囲むように分布していた．準超薄連続切片の観察では，隣接する核の間には必ずゴルジ装置が仕切り板のように介在していた．走査型電顕観察ではゴルジ装置は不定形の孔を持ちながらも核を広範囲にわたり包むように分布していた．以上から，破骨細胞のゴルジ装置は複数の核を一括して包含し，その内部ではさらに各核を個別に区分けしていることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Three-dimensional morphology of Golgi apparatus in osteoclasts by light microscopic cytochemistry and scanning electron microscopy using OsO4maceration




○Yamamoto T，Hasegawa T，Hongo H，Amizuka N

Dept Deve Biol Hard Tissue, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med





Introduction: Osteoclasts have highly-developed Golgi apparatus around nuclei. This study was designed to elucidate the three-dimensional morphology of Golgi apparatus in osteoclasts.

Materials and methods: Eight-week-old male Wistar rats were used. After perfusion fixation, distal end of femora was dissected out. Some specimens were sagittally freeze-cracked and macerated with 0.1% OsO4 for scanning electron microscopy (Tanaka and Mitsushima 1984). Others were demineralized with EDTA and cut into 0.2-0.3 mm-thick slices, which were processed for NADPase cytochemistry (Parsons and Smith 1984). After EPON embedding, ultrathin and serial semi-thin sections were cut. 

Results and discussion: Primary trabeculae adjacent to the growth plate were examined. By transmission electron microscopy the Golgi apparatus showed strong NADPase activity and encompassed each nucleus, with several portions being discontinuous. By light microscopy using serial semi-thin sections, the Golgi apparatus intervened between any neighboring nuclei. By scanning electron microscopy, the Golgi apparatus covered a wide area of the nucleus, possessing focal perforations. These findings suggest that the Golgi apparatus surrounds all nuclei together in a basket-like configuration and divides them individually within the basket in osteoclasts.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-14

Curdlanによるdectin-1の内在化とsykタンパクの分解を介した破骨細胞分化抑制機構




○有吉　　渉，沖永　敏則，西原　達次

九歯大　感染分子生物





これまで我々は，破骨細胞前駆細胞に発現するC-typeレクチン受容体dectin-1のリガンドであるβ-glucanの1つcurdlanが，NFATc1の発現抑制を介して，破骨細胞形成を負に制御すること，さらにそのメカニズムとして，curdlan-dectin-1の内在化とオートファジー・リソソーム系の活性化が関与していることを証明した．本研究では，この分解機構の詳細についてさらに検討を行った．

破骨細胞前駆細胞RAW264.7のdectn-1過剰発現株を樹立し，curdlanを添加して培養を行ったところ，dectin-1とともにsykタンパクの発現が著明に減少した．この減少は，bafilomycin A1の前処理により回復することから，curdlanによるdectin-1，sykタンパクの分解が，オートファジー・リソソーム系に依存している可能性が示唆された．このことは，curdlan添加により，オートリソソームの形成が亢進すること，そして，オートファゴソーム・オートリソソームのマーカーであるLC3-IIの形成が誘導されることからも支持された．さらに，オートファゴソームによるバルク分解系の誘導に，phoshatidylinositol 3-kinaseの活性化が関与している可能性が示唆された．

その一方で，sucroseおよびmethyl-β-cyclodextrinの前処理によっても，curdlan添加によるdectin-1，sykの分解が部分的に回復した．このことから，分解系の誘導に，clathrin，caveolin，もしくは脂質ラフトを介したエンドサイトーシスによるcurdlan-dectin-1複合体の内在化が必須であると考えられた．

現在，curdlan-dectin-1の内在化とオートファジー・リソソーム系の活性化の共調について，解析中である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mechanisms involved in inhibition of osteoclast formation by curdlan via dectin-1 internalization and syk protein degradation




○Ariyoshi W，Okinaga T，Nishihara T

Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ





Dectin-1, a lectin receptor for β-glucan, is found predominantly on osteoclast precursors. In the previous study, we have demonstrated that the dectin-1 agonsist curdlan inhibits osteoclast formation through autophagy-induced syk protein degradation. 

To clarify the detailed molecular mechanisms of curdlan on osteoclast formation, we examined the syk expression in dectin-1 over expressing RAW264.7 cells (d-RAWs) and observed the time-dependent syk protein degradation in the presence of curdlan. Pretreatment with the autophagy/lysosome inhibitor, bafilomycin A1 markedly blocked the syk degradation induced by curdlan. We also found that curdlan stimulation increased and autolysosome formation and the expression of autophagy marker, LC3-II. These results indicate that autophagy plays an important role in inhibition of osteoclast formation by curdlan via degradation of syk protein. Furthermore, present study revealed that activation of phosphoinositide 3-kinase and internalization of curdlan-dencti-1 complex are required for the curdlan-induced syk degradation in d-RAWs. The molecular mechanism for the interaction between autophagy and endocytosis pathway regarding syk degradation is currently under investigation in our laboratory.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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骨芽細胞の機械感受性イオンチャネル発現




○永井佐代子1，東川明日香2，大山　定男2，大房　　航2，望月　浩幸2，安藤　正之2，河野　恭祐2，木村　麻記2，渋川　義幸2，片倉　　朗1

1東歯大　口腔病態外，2東歯大　生理





【緒言】骨のホメオスタシスにおいて，機械的負荷は重要な調節因子である．骨芽細胞は機械刺激により細胞内Ca2+濃度(［Ca2+］i)が上昇することが知られており，機械刺激で誘発される初期細胞応答と考えられている．機械刺激による［Ca2+］i上昇に関する報告は多くあるが，その詳細な機械受容メカニズムは未だ不明である．そこで骨芽細胞における直接機械刺激で誘発される［Ca2+］i変化を検討した．【方法】マウス骨芽細胞様細胞MC3T3-E1（天貝裕地先生より供与）は12～24時間培養(5％ CO2，95％ air，37℃)し，Ca2+蛍光指示薬であるfura-2を1時間負荷した．標準細胞外液はKrebs溶液とし，細胞に以下3種類の刺激を加え［Ca2+］i 変化を記録した．1)等張Krebs溶液(334.25 mOsm/L)と低張Krebs溶液(134.25 mOsm/L)を2分毎に交互に灌流し，低張溶液刺激を2回行った．2)等張Krebs溶液灌流下にガラスマイクロピペットで細胞に直接機械刺激を与えた．3)等張Krebs溶液灌流下に直接機械刺激を与えた後，Gd3+(1 μM)を灌流し機械刺激を与えた．【結果】骨芽細胞に低張溶液刺激を与えると，［Ca2+］iは増加し，1回目の刺激よりも2回目の刺激で［Ca2+］i増加は有意に減少した．直接機械刺激を3回与えると，［Ca2+］i増加は2回目以降の刺激で有意に減少した．Gd3+は機械刺激誘発性［Ca2+］i増加を可逆的に抑制した．【考察】機械感受性チャネルの阻害薬であるGd3+存在下で骨芽細胞に直接機械刺激を行うと［Ca2+］i 増加が有意に抑制されたことから，MC3T3-E1の機械刺激受容機構にはGd3+感受性機械感受性イオンチャネルが関与していると示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of mechanosensitive ion channel in osteoblasts




○Nagai N1，Higashikawa A2，Ooyama S2，Oofusa W2，Mochiduki H2，Ando M2，Kawano K2，Kimura M2，Shibukawa Y2，Katakura A1

1Dept Oral Pathobiological Sci Surg, Tokyo Dent Coll, 2Dept Physiol, Tokyo Dent Coll





＜Introduction＞Mechanical stress is an important regulatory factor in bone homeostasis. Although mechanical stimulation to osteoblasts elicits an increase in intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i), their detailed mechanism of the mechanosensitive processes remains unclear. The present study investigated the biophysical and pharmacological properties of direct mechanical stimulation-induced [Ca2+]i response in osteoblasts. ＜Method＞Mouse osteoblast-like cells (MC3T3-E1) were cultured in 5% CO2 at 37°C, and loaded fura-2/AM for 1 hr. The standard extracellular solution was Krebs solution, and we measured [Ca2+]i responses during; 1) stimulation with hypotonic Krebs solution, 2) direct mechanical stimulation with a glass micropipette, and 3) direct mechanical stimulation in the presence of Gd3+ (1μM). ＜Result＞An application of hypotonic Krebs solution increased [Ca2+]i in the osteoblasts. Repeated application caused significant desensitizing effects on the [Ca2+]i. When direct mechanical stimulation was applied, [Ca2+]i was increased and showed significant desensitizing effects. Extracellular Gd3+ reversibly inhibited mechanical stimulation-induced [Ca2+]i increases. ＜Discussion＞Gd3+, an inhibitor of machanosensitive ion channels, significantly suppressed [Ca2+]i increases induced by direct mechanical stimulation of osteoblasts. Gd3+ sensitive machanosensitive ion channels might be involved in the mechanosensitive processes of osteoblasts.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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オステオカルシンは紫外線誘導性酸化ストレスの抑制作用を有している




○向井　　悟1，溝上　顕子1，高　　　靖2，自見英治郎1,2，平田　雅人3

1九大　院歯　OBT研究セ

2九大　院歯　口腔細胞工学

3福歯大　口腔歯





皮膚が過度の紫外線(UVB)にさらされることで活性酸素種 (Reactive Oxygen Species : ROS) が発生し，その結果，皮膚のシミやたるみ，さらには皮膚がんを誘発することが知られている．骨由来ホルモンである非カルボキシル型オステオカルシン (GluOC)は全身のエネルギー代謝を活性化することで注目を集めている．最近，GluOCには抗酸化作用があることが明らかにされ，抗酸化作用による脂肪肝改善作用や骨代謝活性化作用などが報告されている．本研究では，ヒトケラチノサイト由来細胞株HaCaT 細胞を用いて，UVB照射によって発生するROSに対するGluOCの作用を検証した．まず，あらかじめ HaCaT 細胞をGluOC存在下で培養したのちにUVBを照射すると，細胞内のROS産生がGluOC濃度依存的に阻害された．また，NADPHオキシダーゼ（Nox）ファミリーの発現量を調べたところ，HaCaT細胞において主に発現しているアイソザイムは Duox1 であり，それがUVB 照射による ROS 産生に関与していることを見出た．さらにGluOC刺激によって細胞内 cAMP 産生が増加すること，Duox1 mRNA の発現が抑制されることを明らかにした．GluOCの受容体であるとされているGPRC6A は HaCaT 細胞でも発現しており，その発現を抑制することで GluOC の抗酸化作用が失われた．以上の結果から，GluOC がUVB による皮膚障害の防止に非常に有効であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Uncarboxylated osteocalcin has a protective effect against UVB-induced reactive oxygen species in human keratinocytes




○Mukai S1，Mizokami A1，Gao J2，Jimi E1,2，Hirata M3

1OBT Cent Kyushu Univ Dept Dent
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Exposure to UVB radiation yields reactive oxygen species (ROS) and contributes strongly to skin damages such as pigmented spots, wrinkles, and skin tumor generation.  In this study, we investigated the effect of uncarboxylated osteocalcin (GluOC), a bone-derived hormone, on UVB-mediated responses in human-derived keratinocyte HaCaT cells. Pretreatment of cells with GluOC inhibited UVB-induced ROS production in a dose-dependent manner. We show that Duox1 is the predominant isozyme among the NADPH oxidase (Nox) family in HaCaT cells and is responsible for the UVB-induced ROS production. Moreover, we found that GluOC stimulation led to the intracellular cAMP elevation and reduced the mRNA expressions of Duox1. We confirmed that GPRC6A, a putative receptor for GluOC, is expressed in the surface of HaCaT cells, and silencing of GPRC6A abolished the antioxidant effect of GluOC. These results demonstrate significant benefits of GluOC on protection of keratinocyte from UVB-induced skin damage.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-17

ラット破骨細胞におけるHuRの局在




○伊藤　啓介1，北村　哲也1，松田　　彩1，高橋　智美3，飯塚　　正3，東野　史裕1

1北大　院歯　口腔病理病態

2北大　院歯　口腔顎顔面外科

3北大　院歯　学術支援





破骨細胞は骨吸収に関与する細胞で，骨のリモデリングや様々な骨病変に関係している．破骨細胞は，RANKLの刺激を受けることにより，前駆細胞から分化することが知られており，この分化に，重要な働きをする分子の中には，FOSやNFkBなど，そのmRNAにAU-Rich Element (ARE)を持つものが多いことが知られている．AREは，mRNAの分解シグナルで，AREを持つmRNAは不安定で転写後すぐに分解されるが，AREにRNA結合タンパクであるHuRが結合するとmRNAは細胞質へ輸送され安定化する．HuRは通常は核内に局在しているが，分化刺激やストレスを受けた細胞では，細胞質に輸送されることが知られている．従って，破骨細胞の分化や機能にもHuRを介したARE-mRNAの制御が関わることが予想される．本研究では，ラットの頸骨を材料として，破骨細胞の局在を検討することを目的とし，各部位によるHuR局在の相違を解析することにより，破骨細胞の分化や機能とHuRとの関連を考察した．　7週齢のオスのラットの脛骨近位端を用いて連続切片を作成し，TRAP染色およびHuRに対する免疫組織染色を行った．TRAP染色を行った切片で破骨細胞の位置を特定し，破骨細胞内のHuRの局在について調べた．また，骨端軟骨関節側および骨端線上縁，骨化帯，骨膜下の4か所に分けて細胞質にHuRが局在している破骨細胞をカウントした．その結果，骨端軟骨関節側，骨端線上縁，骨化帯など骨形成の活性が高い部位では80-90%の破骨細胞でHuRの細胞質局在が認められたが，外側骨膜下の破骨細胞では他の部位と比べて細胞質のHuR発現が少ない傾向が見られた．これらの結果は，破骨細胞の活性と，HuRの細胞質局在に何らかの関連があることを示している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A localization of HuR in rat osteoclasts
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Osteoclasts are cells involved in bone resorption and are involved in bone remodeling and various bone lesions. Osteoclasts are known to differentiate from progenitor cells by being stimulated by RANKL. Among the molecules that play important roles in this differentiation are FOS and NFkB, of which mRNA have AU-Rich Element (ARE). ARE is RNA element that enhance the rapid decay of mRNA. The fate of ARE-mRNA is controlled by ARE-binding proteins, such as HuR which is involved in the export and stabilization of ARE-mRNA. HuR is normally localized in the nucleus, but it is known that it is transported to the cytoplasm in cells subjected to differentiation stimulation or stress. In this study, we aimed to examine the HuR localization in osteoclasts using rat tibia as a material. Osteoclasts with HuR localized in the cytoplasm were counted in 4 sites. As a result, cytoplasmic localization of HuR was found in 80-90% of osteoclasts in the site of high osteogenic activity, however, Osteoclasts tended to have less HuR expression in the cytoplasm compared to other sites. These results indicate that there is some link between osteoclast activity and cytoplasmic localization of HuR.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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AhRはRANK/c-Fosシグナル伝達経路を介して破骨細胞の分化を制御する




○井澤　　俊

徳大　院医歯薬　顎顔面矯正





ダイオキシン受容体として知られる転写因子AhR(aryl hydrocarbon receptor)は，様々な組織に発現がみられ，最近になって一部の免疫細胞にも高発現していることが明らかになってきている．これまでAhR がRANKLシグナルを介した破骨細胞形成においても重要であることが報告されているものの，破骨細胞におけるAhRの発現調節やAhRによる破骨細胞形成の詳細なメカニズムについては未だ不明な点が多い．本研究では，AhRの発現はマクロファージから破骨細胞分化における転写因子c-Fosの発現上昇と同じ比較的早い分化ステージで上昇し，骨恒常性を制御する因子となることが明らかとなった．さらに，AhRによる破骨細胞分化にはRANKLシグナルを介したc-Fosの転写活性，ミトコンドリア生合成にはPPAR-γのコアクチベーターであるPGC-1βを介した2つの独立した下流のシグナル伝達経路が重要な役割を果たしていることが明らかとなった．　また，近年の疫学的研究により，タバコ煙中にはAhRを活性化しうる有害物質BaP (benzo [a] pyrene)が極めて高レベル含まれており，喫煙によって生体内のAhRは活性化され，炎症関連の病態である骨粗鬆症や関節リウマチとの関連が示唆される．そこでin vitroにおいてマウス骨髄より培養した前破骨細胞にBaPによる刺激を行ったところAhR/c-Fosシグナル伝達経路が破骨細胞分化調節に重要な役割を果たしていることが明らかとなった．さらに，AhR欠損マウスでは，骨折の病的状況下において仮骨部への破骨細胞の集積が少なく，その結果，仮骨部のリモデリング不全により骨折治癒が遅延することを見出した．以上のことから，RANKL/AhR/c-Fosシグナル経路が破骨細胞分化において重要な役割を果たし，骨代謝疾患における治療標的となることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The nuclear receptor AhR controls bone homeostasis by regulating osteoclast differentiation via the RANK/c-Fos signaling axis
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The nuclear receptor aryl hydrocarbon receptor (AhR) plays a crucial role in receptor activator of nuclear factor (NF)-kB ligand (RANKL)-mediated osteoclastogenesis. A considerable amount of evidence reveals that AhR is also a key modulator of skeletal remodeling. However, the mechanism underlying the regulation of AhR expression in osteoclasts and the signaling pathway through which AhR controls osteoclastogenesis remain unclear. We found that the expression of AhR in bone marrow-derived osteoclasts was upregulated by RANKL at an earlier stage than the expression of signature osteoclast genes. Osteoclast differentiation mediated by the AhR signaling pathway was also regulated in a RANKL/c-Fos-dependent manner. Further, ligand activation of AhR by the smoke toxin benzo [a] pyrene (BaP) accelerated osteoclast differentiation in a receptor-dependent manner, and AhR-dependent regulation of mitochondrial biogenesis in osteoclasts was observed. Moreover, AhR-/- mice exhibited impaired bone healing with delayed endochondral ossification. Taken together, the present results suggest the new role that the RANKL-AhR-c-Fos signaling axis plays a critical role in osteoclastogenesis, thereby identifying the potential of AhR in treating pathological, inflammatory, or metabolic disorders of the bone.
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新生児および成獣におけるカピバラの骨構造特性
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1東歯大　解剖，2東歯大　法歯人類
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【目的】骨は自重を支持し運動器官としての役割を担うことから，微細構造は力学環境によって最適化される．そのため同じ哺乳類でも骨構造は大きく異なり，ビーグル犬の骨にはオステオンを多数確認できるが，マウスの骨は層板状を呈する．一方，カピバラは齧歯類中で最大で，成獣は30 kgを超える．しかしながら，この体重を維持・機能させるための骨構造特性については不明な点が多く残されている．そこで本研究では，新生児および成獣におけるカピバラの骨組織の構造特性を解析し，力学環境との関連性を解明することを目的とした．【方法】新生児および成獣のカピバラから大腿骨を採取して試料とした．5 μmの薄切切片を作製し，H-E染色を行うと同時に，Bulk染色を施した100 μmの研磨標本を作製して，微小骨折とハバース管の分布・走行を検索した．また，微小領域エックス線回折法を用いた生体アパタイト（BAp）結晶配向性とSHGイメージングによるコラーゲン線維の走行異方性解析を行い，骨の質的因子について検討した．【結果】カピバラ新生児の皮質骨において，成長軟骨周囲に一次骨である類骨様構造が認められた．幼若な骨組織のBAp結晶配向性は異方性が低く，コラーゲン線維も観察できなかった．一方，成獣では外骨膜下および内骨膜直上に層板骨が観察され，その間に二次骨として多くのハバース層板が観察された．ハバース管周囲には少数の骨細胞がみられた．マイクロクラックはほとんどみられなかったが，多孔化した一次骨の散在を認めた．成獣大腿骨のBAp結晶配向性は骨の長軸方向に対して一軸優先配向を示し，ハバース管周囲にコラーゲン線維が同心円状に走行していた．【考察】齧歯類の成獣カピバラにおいて，新生児にはみられないハバース構造をみとめたことから，体重増加に伴う力学環境の変化に対応して二次骨が形成された可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Structural characteristics of bone in neonatal and adult capybaras
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The aim of this study was to clarify the micro/nano structure relevance to mechanical properties by investigating bone morphology and alignment of biological apatite(BAp) crystallites in neonatal and adult capybaras. The femurs were used for morphological observations of the cortical bone and bone quality analysis. The distribution and orientation of micro-cracks and Haversian system were analyzed microscopically, and the crystalline orientation was quantitatively assessed by a microbeam X-ray diffractor with a reflection-based optical system using Cu-Ka beams and a transmission-based optical system using Mo-Ka beams. There were few micro-cracks at bone area in both adult and newborn. Osteon as secondary bone were distributed between inner and outer circumferential lamella in adult, but only osteoid was observed in newborn. There was a high degree of preferential alignment in the long axis of femur in adult and collagen fibers spread concentrically surrounding Haversian canal. It was suggested that secondary osteon was performed in response to change of mechanical environment with weight gain.
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高分解能X線CT装置とSEMを用いたEusthenopteronの歯および顎骨の解析
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Eusthenopteronは肉鰭類の扇鰭類に属する陸水性の魚類である．脊椎動物の進化系統で重要なグループである．扇鰭類は，陸生脊椎動物に至る進化の中で，板皮類から両生類にいたる四肢動物の直系に近いグループである．扇鰭類の歯は，皺壁象牙質（plicidentin）の複雑に折り畳みされた象牙質の存在によって特徴付けられる．しかしながら，扇鰭類の歯の構造および特徴に関しての研究は少ない．本研究の目的は，Eusthenopteronの歯と骨の構造を調べることである． Eusthenopteron foodi（カナダ産の3億8,500万年前に生息したデボン紀の魚類）の歯をTEM，SEM，EPMA，および高分解能X線CT装置を用いて解析した．皺壁象牙質plicidentinは歯の基部で確認された．顎骨内の皺壁象牙質近くは2層に分かれ，外層は歯槽骨であり，内層は皺壁象牙質に区分されていた．口腔に露出している歯の歯冠部は2層であり，外層の薄いエナメロイドと内層の象牙細管を伴う真正象牙質から構成されていた．歯の支持組織において，顎骨に浅い歯槽が観察され，槽性結合に近い結合（Sub-thecodont: Caldwell et al., 2003）と判断された．歯槽部で象牙質と歯槽部の海綿骨が結合し，歯根膜の存在は認められなかった．高分解能X線CT装置は，歯や顎骨の内部構造を非破壊的に観察するのに有効な研究方法と思われる．本研究は高知大学海洋コア総合研究センター共同利用研究（採択番号18A009，18B008）のもとで（海洋研究開発機構の協力により）実施された．）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tooth and jawbone of Eusthenopteron observed from microfocus X-ray CT and SEM
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Eusthenopteron come under the rhipidistians. Rhipidistia are a significant group of the main line of vertebrates because they are a transition between placoderms and amphibians. The tooth of rhipidistians is characterized by the presence of the complex folding of the dentin (plicidentine). However, little information is available regarding the structure and properties of tooth. The purpose of the present study is to examine the tooth and bone structure of Eusthenopteron. The teeth of Eusthenopteron (a Devonian lobe-finned fish lived 385 million years ago from Canada) were examined using a TEM, an SEM, an EPMA, and a microfocus X-ray CT. The plicidentin was recognized at the base of the tooth. The two layers were observed at the plicidentine region in the cross ground section. The outer layer was alveolar bone, and the inner layer was dentin. At the crown region, the tooth consisted of enameloid and orthodentin with branching dentinal tubules. The socketed tooth appeared in the jawbone. The tooth was tightly attached to the spongy bone. The microfocus X-ray CT is an effective method that the internal structure of teeth and jawbone can be observed nondestructively.
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ニホンカモシカ（Capricornis crispus）の胎仔発生における歯の石灰化プロセス




○子安　和弘，池田やよい

愛院大　歯　解剖





歯の発生に関する研究は主にマウスをはじめとする齧歯類を材料としてなされてきているが，この動物では歯が交換しないため，歯の発生に関する乳歯と永久歯の比較や歯の交換に関する研究をおこなうことの困難さが存在している．今回，我々は二生歯性のニホンカモシカを材料にしてその胎仔における歯の石灰化プロセスを観察したので結果を報告する．材料のニホンカモシカ胎仔は愛知県産の妊娠した雌のニホンカモシカから得られたもので，その頭殿長を胎仔の妊娠進行過程の指標とした．歯の石灰化プロセスはμCTを用いた観察によっておこない，胎仔における顎骨と歯の石灰化の過程を観察した．ニホンカモシカ胎仔の歯の石灰化は胎齢がすすむにつれて進行してゆくことが明らかになり，今後この動物を使用した発生学的な研究の基礎的資料として重要であることが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Occification process of the teeth in the process of fetus deveropment of the Japanese serow (Capricornis crispus)




○Koyasu K，Ikeda Y

Dept Anat, Aichi Gakuin Univ Sch Dent





Studies on the development of teeth have been made mainly using mice and other rodents, but since their teeth does not exchange, studies on the comparison of milk and permanent teeth with respect to the development of teeth and the exchange of teeth are difficult. This time, we report the results of observing the process of calcification of the teeth in the fetus Japanese serow as materials. The Japanese serow fetuses  were obtained from the pregnant female Japanese serow captured in Aichi prefecture, and the crown-rump length was used as the indicator of fetal progress of pregnancy. Tooth calcification process was carried out by observation with μCT and observation process of jaw bone and tooth calcification in fetus. It was revealed that calcification of teeth of Japanese serow fonds progresses as fetal age advances and it became clear that it is important as basic data of embryological research using this animal in the future.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-22

糖化ストレスによって象牙質内に蓄積する糖化最終産物（AGEs）の分布
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還元糖は生理的条件下でタンパク質と結合し不可逆的に糖化最終産物（Advanced Glycation End products, 以下AGEs）を生成する．加齢や糖尿病による高血糖ストレスによりAGEsは各臓器に蓄積することで，動脈硬化や骨粗鬆症などの疾病の一因になることが知られている．これまで象牙質は萌出完了後から代謝がほとんどないことから，AGEsの経年的増加はほとんどないと考えられてきたが，我々は象牙質中のAGEsの量を蛍光寿命観察や免疫組織染色等種々の分析法によって解析した結果，AGEsの量が被験者の年齢や，う蝕時のエナメル質の喪失による歯冠側からの糖化ストレスへの暴露によって後天的に増加していることを見出した．象牙質中の糖化の経路は歯髄中の血液，歯肉溝滲出液，唾液などが挙げられる．糖化経路の詳細な解析には，糖化ストレスと象牙質中のAGEs分布の量的，時間的な相関を解析しなければならないが，ヒトの抜去歯用いた研究手法では，継時変化の測定や糖化ストレスを高く維持するといったことは倫理的に不可能である．そこで本研究では，2型糖尿病モデルラットを用いて糖化ストレスと糖化の分布状態の時間的な相関を蛍光性AGEsであるペントシジンをターゲット分子として免疫化学的手法，高速液体クロマトグラフィー（以下HPLC）による分析化学的手法を用いて解析した．2型糖尿病モデルラットの臼歯では健全なラットと比較して象牙前質から象牙質にかけてペントシジンの分布が拡散していく様子を示しており，歯周組織においてもペントシジンの沈着がみられた．HPLC解析においては分取ピークをESI-MSによって解析し，ペントシジンであることを同定している．またラットの尾腱，血液といった他の組織におけるAGEsの蓄積とも相関がみられた．これらの結果はヒト抜去歯で起きている現象を再現しており，通常の象牙質の糖化は歯髄中の血液より供給される糖のよることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Distribution of advanced glycation end product  (AGE) accumulation in dentin by glycation stress
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Reducing sugar binds to proteins under biological conditions and reacts irreversibly to form advanced glycation end products (AGEs). It is considered that AGE accumulation in various organs by aging and glycation stress causes diseases such as arteriosclerosis and osteoporosis.As dentin collagen does not undergo extensive metabolization after eruption, it has been reported that the amount of AGEs in human dentin remains stable irrespective of age. However, we have observed that the amount of AGEs differs significantly between dentin from patients of different ages or from dentin in dental caries.Analysis of the glycation process in dentin requires evaluation of the association between glycation stress and dentin collagen.  However, it is not possible from an ethical perspective to acquire cumulative data on the distribution of AGEs in sound teeth or to maintain high blood glucose levels in diabetic patients.Therefore, we used rat model of type 2 diabetes to analyze the temporal correlation of AGEs through the quantitation of pentosidine. The results indicated that, in contrast to normal rats, the distribution of pentosidine spread from the predentine to the enamel side in the molars of diabetic rats. In addition, pentosidine also deposited in the periodontal tissues and tail tendon.
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象牙芽細胞においてGsタンパク質共役型受容体活性化は細胞内cAMPレベルを増加する
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象牙芽細胞は感覚受容細胞であり，象牙質表面に加わる様々な刺激により象牙質を形成する．以前，我々は象牙芽細胞においてcannabinoid 1（CB1）受容体とtransient receptor potential vanilloid subfamily member 1（TRPV1）チャネルが発現しており，機能的にクロストークしていることを報告した．加えて，そのクロストークはcyclic AMP（cAMP）によって調節されることを明らかにした．これらの結果はcAMPが象牙質への刺激に伴う象牙質形成や感覚伝達に重要な役割を果たす可能性を示唆している．しかしながら，象牙芽細胞における詳細な細胞内cAMPシグナル経路と細胞機能に対するcAMPの役割は不明である．本研究ではヒト象牙芽細胞（HOB細胞）におけるGsタンパク質共役型受容体の活性化で生じるcAMPシグナリングを検討した．HOB細胞における細胞内cAMPレベルはmNeonGreenを用いたcAMPセンサーを用いて測定した．細胞外Ca2+存在下において，アデニル酸シクラーゼを活性化するforskolinを投与すると細胞内cAMPレベルは増加した．細胞外Ca2+存在下において，Gsタンパク質共役型受容体アゴニストであるisoproterenolを投与すると細胞内cAMPレベルは増加した．この増加はアデニル酸シクラーゼ抑制薬であるSQ22536（1 μM）の投与で有意に減少した．象牙芽細胞においてGsタンパク質共役型受容体の活性化はアデニル酸シクラーゼを活性化することで細胞内cAMPレベルを増加することが示された．加えて，用いたcAMPセンサーは象牙芽細胞における細胞内cAMPレベルの測定に有用であることが示された．
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Intracellular cAMP signaling activated by Gs-protein-coupled receptors in odontoblasts
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In the previous study, we revealed intracellular cAMP mediated Ca2+ signaling in odontoblasts. The results suggest that cAMP might play important roles in dentin formation and/or sensory transduction mechanisms following dentin stimulation. However, both the detailed intracellular cAMP signaling pathway and the role of cAMP on the cellular function in odontoblasts remain unclear. The present study examined intracellular cAMP signaling in human odontoblast (HOB) cells, following activation of the Gs protein-coupled receptors. Intracellular cAMP levels in HOB cells were measured by an mNeonGreen-based cAMP sensor. In the presence of extracellular Ca2+, the application of forskolin, an adenylyl cyclase activator, increased intracellular cAMP level. Application of isoproterenol, an agonist of the Gs protein-coupled beta-2 adrenergic receptors, increased intracellular cAMP level in a dose dependent manner (1 nM-10 μM in range). The increases were inhibited by application of SQ22536 (1 μM), an adenylyl cyclase inhibitor. These results suggested that, in odontoblasts, activation of the Gs protein-coupled receptor increases intracellular cAMP level by stimulating adenylyl cyclase. The results also showed that the mNeonGreen-based cAMP sensor is useful for measurement of the intracellular cAMP level in odontoblasts.
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Lophius litulonにおける下顎歯の発生について
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Lophiusの顎歯にみられる蝶番結合歯の発生について形態的・組織学的に検討した．Lophius litulon の下顎を10%ホルマリンで固定後，実験動物用3DマイクロX線CTを用いた3次元的解析および脱灰組織切片標本による組織学的解析を行った．L. litulon の下顎には牙状の歯が2-3列植立しており，舌側には触れると容易に動く歯が観察された．これらの歯は，3D再構成像ではいずれも顎骨にアンキローシスしておらず，大きさおよび顎骨との距離は様々で，組織像からは種々の発生段階にある歯であると判明した．矢状断連続切片では，口腔粘膜に連続する歯堤が，粘膜上皮直下の初期歯胚の唇側に及んでいた．内外エナメル上皮からなる上皮鞘は，下方へ伸長し，歯髄側には象牙質形成がみられた．唇側では，下方へ伸長した上皮鞘は顎骨近傍に達すると向きを変え，その先端を歯髄側へ向けていた．一方，舌側上皮鞘は方向を変えず伸長し，象牙質および象牙質に連なる靭帯様組織の外表層を覆っていた．靭帯様組織の歯髄側表層には象牙芽細胞と連続する細胞層が観察され，靭帯様組織は，上皮鞘が誘導した歯髄側の細胞によって形成されると考えられた．象牙芽細胞と靭帯を形成する細胞の組織学的な差異は認められなかった．以上のことからL. litulon下顎歯は，顎骨との間の支持構造が形成される以前に口腔内に萌出することが判明した．また，蝶番結合歯の唇舌的な形態の差異は，発生過程における唇側上皮鞘の伸長方向の変化が関与すると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The development of lower jaw teeth in Lophius litulon
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The development of hinged teeth in the jaws of Lophius litulon was examined morphologically and histologically. The lower jaw of L. litulon was fixed and the three-dimensional (3D) structure and histogenesis were analyzed using 3D microfocus X-ray computed tomography and light microscopy. The lower jaw of L. litulon had two to three rows of fang-shaped teeth, and a few of the most lingual side teeth moved easily when touched. Based on the reconstructed 3D images and light microscopic images, these teeth were proved to be successional tooth germs at various developmental stages. Light microscopy showed that the tooth buds developed from the dental lamina. When the epithelial sheath of the labial side approached the region near the jawbone, the tip extended toward the pulp. The epithelial sheath of the lingual side extended without changing direction, covered the outer surface of the ligament which was continuing from dentin and dentin. The cell layer of the inner surface of the ligament was continuous with the odontoblastic layer. These observations suggest that the ligament was formed from the dental pulp cells, induced by the epithelial sheath. However, there was no histological difference between the odontoblasts and the cells forming the ligament.
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炭酸飲料を用いた酸蝕形成におけるエナメル質の微小部FTIR分析
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【目的】近年，炭酸飲料による酸蝕歯が問題となってきており，市販の炭酸飲料による実験では著しい脱灰作用が多数報告されている．通常よく用いられるフーリエ変換赤外分光分析法(FTIR)ではエナメル質の標本を粉砕し粉状にしたものを測定するために分析結果は平均化される．エナメル質は個体差，部位差によって組成変動が大きく，微小領域ごとの分析が必要である．これらの事を考慮し，本研究ではエナメル質結晶解析のための顕微フーリエ変換赤外分光法（Micro-FTIR）を用いた．【方法】10本の第3大臼歯エナメル質断面を健全エナメル質と炭酸飲料水に一週間浸漬し作製した脱灰エナメル質を用いて，それらの結晶組成とその変化を検討した．【結果と考察】結果，エナメル質の約3/4以上残存しているものを弱脱灰歯，約3/4以上消失したものを強脱灰歯として2つのグループに分類をした．10本の歯のうち弱脱灰歯はグループ4本，強脱灰歯グループは6本をみとめた．弱脱灰歯，強脱灰歯の両グループともにエナメル質の白濁が顕著になり，シュレーゲル条が鮮鋭に認められ，さらに炭酸飲料浸漬後は両グループとも切片が軟らかくなっていた．強脱灰歯グループにおいては主に象牙質が透明化しているのが確認できた．顕微フーリエ変換赤外分光法（Micro-FTIR）による分析結果から計測する歯の元来の組成様式のうち特に，リン酸イオンと炭酸イオンの吸収バンドのピークの形態や強度が脱灰作用の強弱に影響を与えている結果が示唆された．このことより脱灰させる前の時点で脱灰の強弱はすでに決定づけられているものと考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Micro FTIR analysis of tooth enamel revealed by an acid erosion forming experiment using carbonated drink
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We used microscopic Fourier transfer infrared spectroscopy (Micro-FTIR) for enamel crystallographic analysis in this study. Ten slice of third molar enamel sections were soaked in carbonated drink for created the decalcification enamel and we compared the sane enamel crystal composition. As a result, we classified in two groups. The teeth which remain in more than enamel approximately 3/4 a weak decalcification teeth group, and the teeth which disappeared more than approximately 3/4 were a strong decalcification teeth group. In both groups of weak decalcification teeth and strong decalcification teeth, enamel cloudiness became remarkable and there were observed sharp striae of Schreger. Also, graft softened after a soda soak with both groups. We were able to confirm that dentin transparentized it principally in the strong decalcification teeth group. The results shows that both phosphate ion and carbonate ions morphology and intensity of the absorption band affect the strength of decalcification effects. Furthermore, it was thought that the strength of the decalcification was determined as of before to make it decalcified.
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加齢による歯肉微小循環の機能的・形態的変化に対する物理的刺激（歯肉マッサージ）の効果
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【目的】身体各部への物理的刺激は，加齢に伴い顕在化する頸部や肩部の疼痛，変形性膝関節症に対する治療効果の他に，迷走神経の活性化等，全身への効果に関する報告が多い．一方，歯肉マッサージを含めた物理的刺激による歯肉微小循環の変化についての報告は少なく，とくに加齢に伴う口腔内の循環動態の変化についてはほとんど研究されていない．今回，歯肉マッサージが加齢による歯肉微小循環の機能変化にどのような影響を与えるかを検討した．【材料と方法】7週齢，6ヶ月齢，1年齢のWistar rat（雄）を歯肉マッサージ群とコントロール群の2群に分けた．歯肉マッサージを週初めに2回，片側5秒ずつ行い，同週末にレーザードップラー血流法を用いて，歯肉の血流測定を行った．血流測定では，反応性充血を指標に4週間測定した．また，HE標本，墨汁注入標本，レジン鋳型標本を作製し観察した．【結果および考察】加齢による歯肉微小血管の反応性は，1年齢群で基底血流量（Base flow），最大血流量（Peak）は低下し，最大血流量の1/2低下時間（T1/2）は短縮した．歯肉マッサージ群では，4週間の反復マッサージにより，T1/2が7週齢と1年齢で延長し，増加総血流量（Mass）が6ヶ月齢と1年齢で増加した．HE，墨汁標本では，6ヶ月齢，1年齢のコントロール群において歯肉マッサージ群に明確な血管網が多数認められた．レジン鋳型標本でも同様に粗造な血管構築のコントロールに比較して歯肉マッサージ群においてループ状の再生血管が認められた．以上の結果より，歯肉に対する物理的刺激は，機能・形態の両面から歯肉微小循環を賦活化し，口腔の健康保持に有効であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of mechanical stimulation evaluating functional and morphological alteration of gingival microcirculation with aging in rats
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Purpose: The aim of this study is to examine how mechanical stimulation affects functional and morphological alteration on gingival microcirculation with aging. Materials & Methods: In this study, male Wistar rats (7-week, 6-month and 1-year old) were prepared for mechanical stimulated and control groups. The mechanical stimulation was applied twice a week and performed on left and right side of maxillary molar gingiva for each 5 seconds. After that, gingival reactive hyperemia (GRH) was measured using a laser Doppler flowmetry. Morphological analyses were performed by hematoxylin and eosin staining, Indian ink staining and a vascular resin cast model. Results & Conclusion: Base flow, maximum response (Peak) and time taken for the maximum response to fall by half (T1/2) were reduced in 1-year rats comparing with others. In mechanical stimulated group, T1/2 was increased in 7-week and 1-year rats, and total increase blood flow (Mass) was increased in 6-month and 1-year. In addition, clear blood vessel networks and loop-like revascularization were only observed in mechanical stimulated group. These results suggest that mechanical stimulation would improve gingival microcirculation system functionally and morphologically. Therefore, mechanical stimulation would be one of the effective ways to promote oral healthcare.
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歯根膜線維芽細胞におけるオステオポンチンの遺伝子バリアントの解析
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Analysis of genetic variations of osteopontin in human periodontal ligament fibroblast
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Purpose: Osteopontin (OPN) is an extracellular matrix protein that plays an important role in biomineralization, bone remodeling, and immune functions. OPN primarily expresses in human periodontal ligament fibroblast (PDLF) and connect between cells and mineral tissue. OPN gene has five splicing isoforms, OPN-1 to -5, and these isoforms are differentially expressed in some pathologic condition such as chronic inflammation. However, a little is known about OPN splicing variations and its function in PDLF. In this study, we investigated the variant and the function of OPN in human PDLF. Methods: We collected the PDL fibroblast (PDLF) of premolar teeth after extraction from healthy periodontal status patients before getting an orthodontic treatment. After RNA isolation, mRNA gene expression were compared between PDL tissue and PDLF using second generation sequencing, CAGE (Cap Analysis of Gene Expression). Transcription start sites were also identified by CAGE analysis. The nucleotide sequence was checked to define the osteopontin variation of PDL tissue and PDLF with and without mechanical stress condition.Results: OPN expression were remarkably decreased in PDLF compared to PDL tissue. The mixture of OPN variant 1 and 2 were found in each patient's PDLF with a different ratio. We found the cluster of transcription start sites in exon1 region of osteopontin. Mechanical Stress may effect the alteration of variation expressing level of Osteopontin in PDLF. Taken together, these results suggest that OPN might have an important role in PDLF.Conclusion: OPN had 2 splicing variations in human PDLF and these variations might be one of factors to maintain periodontal status in the population.
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Oleanolic acid acetate ameliorates inflammation and enhances bone formation in a mouse periodontitis model
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Mouse periodontitis model is an important tool widely used to examine the mechanisms of periodontal diseases and to evaluate the efficacy of novel therapeutic compounds. Periodontitis results in sequential degradation of alveolar bone and associated structures which results in tooth loss. After loss of tooth only the alternative is to have tooth implant which can be kept in the intact bone. Therefore, this study was carried out to test the roles of oleanolic acid acetate (OAA), a triterpenoid, in alveolar bone healing process. Although OAA, is commonly used in treatment of liver disorders, inflammatory diseases, and metastasis, its role in alveolar bone healing is yet to be reported. In this study, we induced the periodontitis by ligature in 8 weeks mice for 5 days in maxillary second molar. After induction, second molar was extracted and the socket was treated with 0.1 M of OAA by local drug delivery method for 1 and 3 weeks. The detailed histomorphological changes were examined via MTC staining. In addition, we evaluated the precise localization patterns of various signaling molecules including blood vessel formation factor CD31, inflammatory markers TNFalpha, IL1beta, MPO, and F4/80, osteoblast related markers RUNX2, and Osteocalcin. When compared with the control, OAA treated specimens showed the subsiding inflammation and increased mass of bony tissues in the region of bone loss due to periodontitis. Based on our results, we conclude that OAA expedites inflammation healing and induces bone formation via activation of osteoblast.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-29

E4領域を欠失した腫瘍溶解アデノウイルスとシスプラチンとの併用による腫瘍細胞溶解効果
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Enhancement of tumor cell death by combining cisplatin with E4orf6 gene deleted oncolytic adenovirus




○Habiba U1，Matsuda A1，Kitamura T1，Hossain E2，Higashino F1,2

1Dept Oral Pathol Biol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med

2Dept Mol Onc,  Hokkaido Univ Fac Dent Med and Grad Sch Biomed Sci Eng





The combination of oncolytic adenoviruses and specific chemotherapy agents is a novel approach for human cancer therapeutics. A detailed analysis of the network between adenovirus and chemotherapeutic agents can help design an effective strategy to combat cancer. AU-rich elements (ARE) are RNA elements that enhance the rapid decay of mRNA. The fate of ARE-mRNA is controlled by ARE-binding proteins. HuR is a mRNA binding protein which is involved in the export and stabilization of ARE-mRNA. HuR constitutively relocates to the cytoplasm in cancer cells, resulting in the stabilization of ARE-mRNA. Previously, it was reported that the adenovirus gene product, E4orf6 is necessary for virus replication, participates in ARE-mRNA export and stabilization. Recent report unveiled that E4orf6 is not required for virus replication in cancer cells, where ARE-mRNA is always stabilized. In this study we sought to investigate whether a combined treatment of E4orf6 gene deleted oncolytic adenovirus; dl 355 and cisplatin can have an enhanced cell-killing effect on cancer cells. In-vitro experiments showed that dl355 enhance cisplatin induced apoptosis and causes remarkable cancer cell death in several cancer cell lines. Apoptosis induction by treatment with dl355 and/or cisplatin was detected in cancer cells by apoptotic cell staining, flow cytometry, and western blot analysis. In addition, enhancement of cancer cell death in combination therapy was assessed by the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide assay and cytopathic effect (CPE) assay. In summary, we have demonstrated that dl 355 can sensitize human cancer cells to cisplatin-induced cell death and apoptosis indicating that the combined treatment with dl 355 and cisplatin could represent a rational approach for cancer therapy.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-30

過酸化水素処理によるρ0細胞の膜状態変化とその感受性




○高　　裕子1,2，富田　和男1，五十嵐健人1，西谷　佳浩2，佐藤　友昭1

1鹿大　院医歯　応用薬理

2鹿大　院医歯　歯科保存





ミトコンドリアはエネルギー産生を行うだけではなく，近年アポトーシスに関与することや活性酸素種(ROS)の主要な発生源であることが報告されている．ρ0細胞はミトコンドリアDNA(mtDNA)が欠失しておりミトコンドリアの機能が損傷されROSに感受性であることがこれまでの研究で明らかとなっている．また，カタラーゼ酵素活性の上昇，ATP量の減少，膜電位の低下が認められている．これらのことより，我々は酸化ストレスへの感受性の要因は膜状態の変化が関与しているのではないかと考え，過酸化水素の細胞内への取り込みと細胞膜における脂質の過酸化について検討した．本研究ではヒト子宮頚部がん(HeLa)及びヒト舌がん(SAS)細胞由来のρ0細胞を用い実験を行った．その結果，過酸化水素処理後の内在性の過酸化水素量上昇のタイミングが早まっており，さらに安定同位元素を用いた過酸化水素の細胞内取り込み実験を行ったところ，ρ0細胞においては処理後1時間で親株に比べ細胞内への取り込み量の増加が認められた．脂質の過酸化のマーカーであるHNE量は親株と比較してρ0細胞で増加していた．一方，リポソーム膜を用いた実験で脂質の酸化度合いを変化させて過酸化水素取り込み量の検討を行ったところ，脂質の酸化度合いが多いほど過酸化水素取り込み量の増加が認められた．さらに，膜に存在し過酸化水素の出入りに関与するとの報告があるアクアポリン3，8，9について遺伝子発現量を検討したところ，親株に比べてρ0細胞ではその発現量は増加傾向にあった．これらの結果より，親株に比べρ0細胞では膜状態の変化としてアクアポリンの発現量増加と脂質の過酸化が多く生じたため，過酸化水素の膜透過性が高まり細胞内過酸化水素の濃度上昇の時期が早まると考えられた．以上の理由により，ρ0細胞は過酸化水素に対する感受性が親株に比べ高いことが示唆された．
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Mitochondria have been shown not only to produce energy but also to be involved in apoptosis as the primary part of reactive oxygen species (ROS) generation. It has been shown that ρ0 cells are deleted mitochondrial DNA, are damaged the mitochondrial function, and are more sensitive to ROS than their parental cells. In addition, we reported that the catalase enzyme activity was increased, but the amount of ATP and the membrane potential were decreased. We used HeLa and SAS ρ0 cells to investigate the uptake of hydrogen peroxide (H2O2) and cell membranes lipid peroxidation. As a result, the intracellular H2O2 amount was significantly increased in ρ0 cells after H2O2 treatment for 1 h. HNE, a maker of lipid peroxidation, were increased in ρ0cells.  Membrane permeability of ρ0 cells by H2O2 was accompanied with the increase lipid oxidation. Gene expression of aquaporin 3, 8 and 9 was tended to increase in ρ0 cells compared to parental cells.These results suggest that H2O2 permeability is increased in ρ0 cells compared to their parental cells. The timing of intracellular H2O2 increase was earlier than their parent. Therefore, it was suggested that ρ0 cells are more susceptible to H2O2 than their parental cells.
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口腔扁平上皮癌のリンパ節転移における微小環境の形成　―基質改変因子の免疫組織学的解析―
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【目的】口腔扁平上皮癌はしばしば頸部リンパ節に転移する．我々は，転移に先だってリンパ節の周辺洞に癌細胞が定着しやすい環境が形成されているのか検討し，腫瘍関連マクロファージや腫瘍関連好中球がCCL2-CCR2 axisに基づいて，marginal sinus histiocytosisを構成することを示した．今回は，微小環境の構成要素の一つである細胞外基質の改変に着目して免疫組織学的に解析を行った．【方法】対象として，頸部郭清術を行った扁平上皮癌の多数症例を郭清時に転移のなかった群，転移の認められた群に分け，原発巣とリンパ節に対して，LOX (lysyl oxidase), 膜型マトリックスメタロプロテアーゼであるMT1-MMP及びS100A8 (S100 calcium-binding protein A8)の局在を観察した．観察にあたって，リンパ節は非転移例では原発に近接する区域，転移によって構造が破壊されているリンパ節では転移リンパ節と同じ区域の転移を含まないリンパ節で検討した．【結果と考察】LOX, MMP14, S100A8はいずれも原発や転移巣では腫瘍実質，特に浸潤先端部に発現し，周囲の炎症性細胞，線維芽細胞様細胞，樹状細胞などにも発現していた．リンパ節では非転移例と比較して，転移症例での転移リンパ節やそれに近接する転移巣を含まないリンパ節でも周辺洞で陽性細胞が増加していた．LOXはコラーゲンおよびエラスチンのリシン残基の酸化によって架橋構造を誘導し，線維を安定化および強化させる．S100A8はS100A9とともに複合体calprotectinを形成し，calprotectinはMMPの発現を抑制する機能があることから，これらの因子はリンパ節転移成立以前から，周辺洞での微小環境の細胞外基質の構築に関与していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Construction of microenvironment for lymphatic metastasis of oral squamous cell carcinoma




○Fujita S，Katase N

Dept Oral Pathol, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci





Oral squamous cell carcinoma (OSCC) often metastasizes to cervical lymph nodes. To establish metastasis, construction of microenvironment is necessary in the lymph nodes. We studied pre-metastatic niche in the marginal sinus of the cervical lymph nodes in OSCC patients using immunohistochemistry for LOX, MT1-MMP and S100A8 as remodeling factors of extracellular matrix (ECM). LOX is thought to involve in fibrosis and formation of cancer stroma because it induces cross-linking in collagen and elastin for integrity of collagen fibrils and mature elastin. MT1-MMP is a transmembrane protein to degrade ECM to control cell movement. S100A8 forms a complex 'calprotectin' in company with S100A9. Calprotectin inhibits activities of some MMPs. In this study, we divided the patients undergone radical neck dissection into lymphatic metastasis-positive and metastasis-free groups. Our examination demonstrated localization of the proteins in OSCC cells, especially at the infiltrating front, and in stroma cells, such as fibroblastic cells, dendritic cells and inflammatory cells including macrophages and neutrophils. In comparison to metastasis-free cases, metastasis-laden lymph nodes and/or their neighboring metastasis-free lymph nodes contained positive macrophages and neutrophils especially in the marginal sinuses. These findings suggests that these EMC-remodeling factors play rules in construction microenvironment suitable for lymphatic metastasis of OSCC.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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エナメル上皮腫のbuddingにおける分子メカニズムの解析
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RNA結合タンパクであるHuRは，正常細胞では核に局在するが，がん細胞では核のみでなく細胞質にも発現し，この局在変化が腫瘍の悪性化などに関与することが明らかになっている．エナメル上皮腫は歯原性良性腫瘍であるにもかかわらず，周囲組織へ侵襲性に増殖することや再発をきたすという悪性腫瘍に類似した特徴があり，臨床的に問題となる．本研究では，エナメル上皮腫の侵襲性増殖や再発のメカニズムを解明するために，エナメル上皮腫におけるHuRの役割に着目し検討を行った．エナメル上皮腫には周囲組織への侵襲に関わっていると考えられるbuddingという領域がある．エナメル上皮腫の摘出標本を用いてHuRの免疫組織染色を行ったところ，HuRはbudding領域で強く発現し，細胞質への発現を認めた．また，細胞増殖や細胞遊走に関与するとされるp63の免疫染色も行ったところ，HuRの染色域とほぼ一致することがわかった．さらにエナメル上皮腫由来株であるAM-1細胞を用いた三次元培養を行い，その断面の免疫組織染色を行った．細胞塊の中心部の細胞ではHuRは核に限局していたが，周囲に浸潤する細胞ではHuRが核と細胞質に発現している傾向があった．以上からエナメル上皮腫における侵襲性の増殖にはHuRの細胞質への局在が関与している可能性が示唆された．また，HuRとp63には何らかの関係性があると考えられ，これらの関係性を明らかにすることでエナメル上皮腫の侵襲性増殖や再発率の高さのメカニズムを解明することができるかもしれない．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of the molecular mechanisms in budding of ameloblastoma
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Ameloblastoma is odontogenic benign tumor, but it grows progressively with a high risk of recurrence. One of histological reason of high recurrence is that small epithelial cell nests invade the underlying connective tissue ＜referred to as budding＞. Molecular mechanism of tumor budding in ameloblastoma is still unclear.A predominantly nuclear RNA-binding protein, HuR translocates to the cytoplasm in response to stress and proliferative signals, where it stabilizes the translation of target mRNAs. In contrast constant cytoplasmic expression of HuR promotes biological activity in cancer cells. In this study, to reveal the mechanism of ameloblastoma's progressive growth and recurrence, we researched HuR localization in ameloblastoma. HuR was strongly expressed at budding area of ameloblastoma, and localized at nuclear and cytoplasm. Furthermore, we found that HuR positive cells also expressed p63 protein. These results suggested that there are some relationship between HuR and p63. Then, we may be able to reveal the mechanisms of ameloblastoma's progressive proliferation and recurrence by elucidating this relationship.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ケラチノサイト液性因子による癌細胞排除の研究




○北河　憲雄，大谷　崇仁，緒方佳代子，稲井哲一朗

福歯大　生体構造





【目的】細胞競合は性質の異なる同種の細胞間での生存競争である．当現象により，上皮組織では勝者の正常細胞が敗者の癌細胞を免疫系の細胞を介さずに排除する（epithelial defense against cancer：EDAC）．近年，EDACのうち物理的な癌排除に関する研究の進歩が著しい．その一方，液性の抗癌因子については，物理的排除とともにEDACに貢献していると考えられるが，まだ未解明な点も多い．本研究では液性の抗癌因子の作用条件について解析を行った．【方法】ヒト癌細胞HSC-3とヒト正常ケラチノサイト由来のHaCaTを用いて液性因子による作用を調べた．解析はHSC-3とHaCaTを最初から混在した状態で播種した（混合型播種）共培養と，別に播種（分離型播種）後の共培養で行った．分離型播種の場合は，同一面培養と別面培養の2つの方法で培養した．同一面培養は培地を通すが，細胞が通過することのできない障壁で区切られた硝子スライド上で一晩培養後，障壁を除去して，さらに1-2日間培養することにより行った．別面培養はtranswellを用いて行った．【結果と考察】混合播種した場合は，数個のHSC-3を多くのHaCaT細胞群が取り囲んでいた．その一方，同一面に分離型播種した場合は，共培養後，HSC-3群とHaCaT細胞群の境界面にHSC-3の細胞死が多く観察された．transwellを用いた共培養では，HSC-3とHaCaTが非接触な状態でも液性因子による細胞死の増加，細胞活性の減少傾向が確認された．細胞死の増加はtranswellよりも同一面培養で顕著に確認された．HaCaT培養上清，共培養上清のみではHSC-3の細胞死の増加は観察されなかった．【結論】同一面での分離型播種を経た共培養により，他の共培養法では検出できなかった液性因子の作用を解析できる可能性が示唆された．液性の抗癌因子の主体は恒常的にHaCaTが分泌をしている抗癌因子の作用ではなく，HaCaTとHSC-3の相互作用により分泌される抗癌因子の作用であることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of liquid factor of keratinocyte against cancer




○Kitagawa N，Otani T，Ogata T，Inai T
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Cell competition is a survival competition by same tissue cells. In this competition, the winning normal epithelial cells eliminate loser cancer cells without using immune cells. This system in epithelial tissue specially called epithelial defense against cancer (EDAC). The progress of research about EDAC on physical cancer elimination is remarkable in recent years. However, the role of liquid factors in EDAC is not understood well. In this study, we analyze the effects of liquid factors in EDAC. To address this, human cancer cell (HSC-3) and human normal keratinocyte-derived cell (HaCaT) were used. Analysis was carried out by use of 3 culture systems, namely, co-culture after mixed seeding, co-culture in the same surface after seeding separately, co-culture using transwell after seeding separately.Co-culture using transwell showed an increase in HSC-3 death and a decrease in HSC-3 cellular activity. Increased HSC-3 death was more markedly observed in same surface culture than transwell. Increase in cell death of HSC-3 was not occurred by supernatant of HaCaT cells and co-culture supernatant. It was suggested that the effect of liquid factors which could not be detected by transwell could be analyzed by co-culture on the same surface.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ショ糖に塩酸キニーネ，または塩酸を混合した混合味溶液刺激時のラット鼓索神経応答
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【目的】我々は，これまでラットが混合味溶液の内容物を識別する時その混合の相手方の濃度依存的にその判別性が低下することを報告してきた．本研究では，この判別性の低下が末梢神経レベルでも認められるか否かを電気生理学的に検討した．【方法】成体雄性Wistar/STラット（n＝8）を通法に従い塩酸メデトミジン+酒石酸ブトルファノール+ミダゾラム+生理食塩水混合麻酔薬で深麻酔し，白金電極を用いて各種味溶液舌刺激時の左側鼓索神経束応答を記録した．応答は，時定数0.3秒で積分化したものを利用した．試験味溶液には，0.1M塩化アンモニウム（NH4），3-300μM塩酸キニーネ（Q），30mM ショ糖（S），3-300μM Q+30mM S（Q+S），3-100mM 塩酸（H），3-100mM H+30mM S（H+S）を用いた．各溶液刺激10秒後の積分応答値を0.1M　NH4を1.0とした相対応答値として記録し，記録された応答から，混合味溶液に対する実測応答値（実測値）と各含有成分単体刺激時の応答値の和（理論値）を比較検討した．比較には「実測値か理論値か」と「濃度」とで二元配置の分散分析を行った．【結果と考察】分散分析の結果，S+Q，S+Hともに実測値と理論値の間に有意な主効果が認められ，いずれも実測値が理論値より有意に低かった．この事実は，混合味溶液による混合の相手方による味質の抑制が，末梢神経レベルですでに起きている可能性を示唆している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Chorda tympani nerve responses to the 2 kinds of the binary mixtures in rats
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When the concentration of the partner stimulus in the 2 kinds of the binary taste mixtures was changed, the magnitude of whole chorda tympani nerve responses to these binary mixtures and those of sum of responses to their component were compered by recording of the chorda tympani nerve responses in Wistar/ST male rats. As test stimuli, 30mM sucrose (S), 3-300μM quinine hydrochloride (Q), 3-100mM HCl (H) and their 2 types of mixtures, such as S+Q and S+H, were tested. The magnitude of responses were calculated as relative responses (0.1M NH4Cl＝1.0). As results, the magnitude of the responses to mixture solution were smaller than sum of those to their component in both of our tested stimuli. It is possible that component of binary mixture suppress the response to their partner component in taste receptor level.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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エメチン誘発の悪心に対する迷走神経切除と最後野損傷の影響
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【目的】吐根の抽出液に含まれるエメチンには強い催吐作用があることが知られており，その作用機序は胃粘膜に対する刺激作用によるものとされ，迷走神経および最後野（化学受容性嘔吐誘発域）との関連については全く不明であった．【方法】SD系雄性ラット（250-300g）を用いて，コントロール群，横隔膜下両側迷走神経切除群（VX），最後野損傷群（APX）を作成した．条件刺激としてサッカリン溶液，無条件刺激としてエメチン腹腔内投与（1.0 mM, 10 ml/body weight）を用いて，エメチンによる悪心誘発に伴うサッカリン溶液に対する味覚嫌悪学習（CTA）の獲得を調べ，エメチンによる悪心誘発について評価した．ラットは毎日20時間40分の絶水スケジュールの中で決まった時間に1ボトル法を用いて摂水するトレーニング7日間行った．8日目にエメチン腹腔内注射による条件付けを行い，9日目は回復日とし，10-14日目は1日20分間に摂取するサッカリン溶液量を1ボトル法で測定した．実験終了後にパラホルムアルデヒドによる潅流固定を行い，延髄の前額断標本を作製し，ニッスル染色を施して最後野の損傷領域を確認した．【結果と考察】1.0 mMエメチン投与はコントロール群においてCTAの獲得が著明であったが，APX群ではCTAは獲得されず，VX群においてはCTAの獲得が減弱した．この結果から，エメチンによる悪心・嘔吐の誘発には，迷走神経よりも最後野を介する経路がより強く関わっていることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of vagotomy and area postrema lesion on emetine-induced nausea
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The emetic action of emetine is considered to be induced by gastric mucosal irritation, however, there is no study elucidate details of its mechanism. The present study focused on the role of vagal nerve activity and neuronal excitability in the area postrema during the emetine-induced nausea. We performed measurement of conditioned taste aversion (CTA) in rat groups, such as the control, the subdiaphragmatic vagotomized (VX), and the area postrema leasioned (APX). Male Sprague Dawley rats (250-350 g BW) were used as experimental animals. Saccharin was used for the conditioned stimulus, nausea induced by emetine injection (1.0 mM, 10 ml/body weight, i.p.) was used for unconditioned stimulus. CAT was measured by 1 bottle test after training periods of scheduled drinking, i.e. test drinking for 20 min, free drinking for 3 h, and 20h 40 min water deprivation every day. The acquisition of CAT was markedly observed in the control group, but CTA was absent in the APX group. In the VX group, CTA was reduced as compared with the control group, but not fully be offset. These results suggest that emetine-induced nausea and/or emesis may dominantly depend on the neuronal excitability in the area postrema.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アルツハイマー病モデルマウスにおける三叉神経系の神経変性が咀嚼機能に与える影響
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目的：アルツハイマー病（AD）等の認知症患者では，認知機能の低下による摂食嚥下機能の不全が問題となるが，ADで生じる神経変性が，直接的に咀嚼運動の異常に関わっているかは不明である．本研究は，ADモデル動物を用いて，三叉神経系の組織学的な変化および咀嚼筋筋活動の変化を調べることによって，ADによる神経変性が咀嚼運動に及ぼす直接的な影響を明らかにすることを目的とした．方法：ADモデル動物として，ヒトの家族性ADで見つかった3つの変異遺伝子（APPswe，PS1M146V，TauP301L）を導入して作製された3xTg-ADマウス（雌性，6か月齢）を用い，対照動物として，遺伝的背景が同じであるC57BL/6野生型(WT)マウスを用いた．三叉神経系のニューロンを含む脳薄切標本を作製し，AD関連タンパクの免疫組織化学染色を行った．また，自発的摂食中の咬筋筋電図活動を記録した．結果：3xTg-ADマウスの三叉神経中脳路核の細胞体と，三叉神経運動核に投射する軸索末梢枝においてアミロイドベータ（Aβ）の沈着とリン酸化タウ（Tau）の強陽性反応が認められた．一方，三叉神経主感覚核や三叉神経節におけるAβやTauの蓄積は軽度であった．また，咀嚼の閉口相にみられる咬筋バースト活動の持続時間と間隔が，3xTg-ADマウスではWTマウスに比較して有意に長かった．考察：本モデルマウスでは三叉神経中脳路核ニューロンにアルツハイマー関連病変が認められた．同ニューロンは歯根膜機械受容器及び閉口筋筋紡錘の感覚情報を咀嚼運動中枢パタン生成器や運動ニューロンへ伝える役割を担っていることから，変性による三叉神経中脳路核ニューロンの機能低下のために咀嚼運動のフィードバック情報が三叉神経運動核や三叉神経上核へ正しく伝達されず，咀嚼リズムが遅延することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Neurodegeneration of trigeminal nerves system affects the mastication in triple transgenic Alzheimer's disease model mice
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Alzheimer's disease (AD) is characterized by deposition of amyloid beta and phosphorylated tau. Recent evidence indicated that the AD-related neuropathology has been found not only in the cortical and hippocampal regions but also in the brain stem at the early stage of the AD.In this study, we investigated whether AD-related neurodegeneration affects the masticatory function using elder AD model mice (3xTg-AD), harboring three mutant genes, APPswe, PS1M146V, and TauP301L, and C57Bl/6 wild-type mice as a control. Characteristically in 3xTg-AD mice, the immunoreactivities for amyloid beta, transgene related tau, and phosphorylated tau were intensively distributed in somata and axon fibers of the neurons of the mesencephalic trigeminal nucleus (MesV), and weakly in neuronal cell bodies of the trigeminal motor nucleus (MotV). Burst duration and interval of masseter electromyographic activity during spontaneous mastication were significantly longer in 3xTg-AD mice than in wild-type mice. The MesV neuron is known to transmit the sensory information from the muscle spindles of the jaw-closing muscles and the periodontal mechanoreceptors to the MotV. Thus, the present results suggest that the AD-related degeneration of the MesV neuron causes failure in feedback control of motoneurons and leads to a delayed rhythm of spontaneous mastication. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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脊髄後角におけるc-Fosおよびp-ERK誘発の末梢神経損傷後の変化について
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c-Fosおよびリン酸化型ERK（p-ERK）の誘発は脊髄後角2次ニューロンでの侵害受容伝達の指標として用いられているが，これらの誘発を末梢神経損傷後に比較した報告はなされていない．本研究は末梢神経損傷後のc-Fosとp-ERKの誘発変化を明らかにすることを目的とした．ラットの脛骨神経損傷後3，7，14日で，後肢への侵害熱刺激による脊髄後角でのc-Fosとp-ERKの誘発を検討した．また神経損傷後14日で，c-Fosとp-ERKの誘発のために2回の熱刺激を与え，これらを蛍光2重免疫染色により検出した．さらにc-Fosとp-ERKの誘発に対するERK抑制剤の効果を検討した．脛骨神経損傷を行わない対照群では侵害熱刺激により多くのc-Fos，p-ERK誘発細胞が認められた．神経損傷群では神経損傷後3および7日で，脛骨神経投射領域におけるc-Fosおよびp-ERK誘発細胞が対照群と比較して減少した．神経損傷後14日ではc-Fos誘発の有意な回復が認められたが，p-ERKでは認められなかった．蛍光2重免疫染色による検討においても，脛骨神経損傷後14日で脛骨神経投射領域に多くのc-Fos誘発細胞が認められたがp-ERK誘発細胞は少なかった．ERK抑制剤投与により各領域でのp-ERKおよび総腓骨神経投射領域におけるc-Fos誘発の有意な抑制を認めたが，脛骨神経投射領域におけるc-Fos誘発には抑制効果が認められなかった．以上の結果より，通常の侵害受容伝達においてc-Fosおよびp-ERKは同様に誘発されるが，神経損傷後の侵害受容伝達では両者の誘発に相違が認められることが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Differential induction of c-Fos and phosphorylated ERK after peripheral nerve injury




○Terayama R1,2，Maruhama K2
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Induction of c-Fos and phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (p-ERK) has been demonstrated in spinal dorsal horn neurons by noxious stimuli.  In this study, we examined the spinal dorsal horn for noxious heat-induced c-Fos and p-ERK protein-like immunoreactive (c-Fos- and p-ERK-IR) neuron profiles after tibial nerve injury.  A large number of c-Fos- and p-ERK-IR neuron profiles were induced by noxious heat stimulation to the hindpaw in sham-operated animals.  A marked reduction in the number of c-Fos- and p-ERK-IR neuron profiles was observed in the medial 1/3 (tibial territory) of the superficial dorsal horn at 3 and 7 days after nerve injury.  Although c-Fos-IR neuron profiles had reappeared in large numbers by 14 days after injury, the number of p-ERK-IR neuron profiles remained decreased in the tibial territory of the superficial dorsal horn.  Although administration of a MEK 1/2 inhibitor (PD98059) to the spinal cord suppressed noxious heat-induced c-Fos expression in the peroneal territory, this treatment did not alter c-Fos induction in the tibial territory after nerve injury.  We conclude that ERK phosphorylation may be involved in c-Fos induction in normal nociceptive responses, but not in exaggerated c-Fos induction after nerve injury.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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高齢者の歯のタッピング運動時のfMRI機能結合解析




○佐原　資謹1，深見　秀之1,2
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近年，PET, MRI, MEGなどの非侵襲的な手法において急速な技術進歩，撮像法の改良ならびに解析手法の多様化が進み，摂食・嚥下運動の研究においても，その運動により活性化される脳部位が同定されている．本研究では，高齢有歯顎者と無歯顎者で，単純な歯のタッピングのタスクを行った際のfMRI撮像を行い，機能結合解析により，歯のタッピング運動に関与する脳神経回路網を明らかにすることを試みた．被験者は，80歳以上で歯が20本以上残っているグループ（ED群）13人，無歯顎のグループEE群14人，無歯顎義歯装着グループEEd群14人を用い，“歯のタッピング”運動を行った際にMRI画像取得し解析を行った．タッピングによって大脳皮質感覚野(SI)，運動野(MI)，補足運動野(SMA)，運動前野(PMA)，島皮質，さらに視床，大脳基底核，小脳など多くの部位で賦活化がみられた．これらの部位の機能的な役割を明らかにするために，機能結合解析（PPI分析）により，3グループ共通賦活部位（SI，MI，BA6，視床(VL，VPM核)，大脳基底核，小脳をSeed領域に設定し，EE群とEEd群でタッピング時の義歯装着により影響を受ける領域間結合を調べたところ，1）タッピングの歯根膜入力など感覚入力は視床 VPM核から SI，島皮質を介する経路から，運動野や前頭連合野DLPFC など運動出力部に伝えられ，随意運動開始のトリガーとなると考えられること．2）大脳基底核はSMA-MIの経路（basal ganglia loop）を介して随意運動の開始・停止などの制御に，小脳は視床(VL核)-MIの経路（cerebellar loop）を介して末梢感覚入力のフィードバックにより円滑な運動遂行に関わっていると推測されることが明らかになった．以上から，ヒトにおいて歯のタッピング運動を行う際，歯根膜などの末梢の感覚入力は，脳幹の反射調節だけではなく，大脳皮質からの出力系を介して随意運動の制御や遂行に重要な役割を果たしていることが示唆される．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A functional connectivity analysis during teeth tapping in the aged people
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The cortical activities during jaw movements have been investigated with various noninvasive brain imaging methods (e.g., PET, MRI, MEG), yet how orofacial sensory inputs contribute to voluntarily jaw movement remains unclear. Here, we examined brain activities during a simple teeth tapping by functional magnetic resonance imaging (fMRI) in an elderly dentulous (ED) group and an elderly edentulous group with (EEd) or without denture wearing (EE), and analyzed the functional network connections. A general linear model analysis revealed that teeth tapping induced activation at various foci (p＜0.05, FWE corrected), including the primary sensory cortex (SI), primary motor cortex (MI), supplementary motor cortex (SMC)/premotor cortex (PMA)(＝BA6), insula cortex, cerebellum, thalamus, and basal ganglia in each group. To search for how sensory inputs (i.e., denture ware) affects to motor connectivity (i.e., voluntary movement) using a functional connectivity analysis, PPI analysis, was made. The PPI analysis confirmed that sensory inputs modulate connectivity between cortical and subcortical regions implicated in voluntary movements. These results suggest that sensory inputs from the oral region are significantly involved in the control, coordination and modulation of teeth tapping that in the past have been attributed largely to brain stem regulatory mechanisms.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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咽頭・喉頭領域を支配する上喉頭神経におけるTRPV1，TRPM8およびTRPA1チャネルの発現
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目的：飲食物を飲み込む時に咽頭・喉頭領域で発生する感覚は，「のどごし」や「嚥下の誘発」に重要であるが，どの感覚モダリティ（種類）が重要であるのかは明らかになっていない．これらの感覚には，温度や食物の成分等に応答するTransient receptor potential (TRP)チャネルが関与していることが考えられる．咽頭・喉頭領域の感覚は，迷走神経の分枝である上喉頭神経に受容される．本研究では，上喉頭神経の細胞体が存在する神経節において，43℃以上の温度および唐辛子の成分（カプサイシン）や酸によって活性化するTRPV1チャネル，冷刺激やメントール刺激に応答するTRPM8 チャネル，冷刺激やワサビ刺激に応答するTRPA1チャネルの発現分布を免疫組織学的方法により調べた．方法：SDラットを用い，咽頭・喉頭領域を支配する上喉頭神経末梢部位に逆光性トレーサーフルオロゴールド（FG）を注入した．2～3日後ホルマリン還流固定し，神経節を摘出して凍結切片を作成した．1次抗体として，ウサギポリクローナルおよびマウスモノクローナル抗TRPV1抗体，ウサギポリ抗TRPM8抗体，ウサギポリ抗TRPA1を用いた．有髄神経のマーカーとしてマウスモノニューロフィラメント200（NF200）抗体を用いた．蛍光二重染色法によりTRPチャネル等の免疫局在を観察した．結果・考察：FGが注入された感覚神経の細胞体は神経節内において顕著な局在性が見られず，神経節全体に広く観察された．同神経節において，多数のTRPV1，TRPM8およびTRPA1の免疫陽性細胞体が観察された．FGで染色されたTRPV1およびTRPM8免疫陽性細胞体のうちNF200との共存が見られたのはわずかであった．一方FGで染色されたTRPA1免疫陽性細胞の約半数はNF200との共存が見られた．以上より咽頭・喉頭領域を支配する上喉頭神経の感覚神経においてTRPV1およびTRPM8は多くが無髄神経線維に発現し，TRPA1は無髄と有髄神経に同程度発現することが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of TRPV1, TRPM8 and TRPA1 channels in the superior laryngeal nerve innervating the laryngeal and associated laryngopharyngeal regions
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The afferent nerves innervating the laryngeal and associated laryngopharyngeal regions show strange responses to chemical stimulations, differ from the responses of the taste nerves innervating the tongue. The transient receptor potential (TRP) channels may be involved in these characteristic responses to chemical stimulations. In the present study, we immunohistochemically investigated the expression of TRPV1, TRPM8 and TRPA1 in the ganglion containing the cell bodies of the afferents of the superior laryngeal nerve (SLN) innervating the regions. A retrograde tracer fluoro-gold (FG) was injected into the SLN and in the regions to detect the cell bodies of the afferents in the ganglion. NF-200 was used to differentiate myelinated and unmyelinated neurons. The cell bodies stained by FG were observed scattered all over in the ganglion. TRPV1-immunoreactive (IR), TRPM8-IR and TRPA1-IR cell bodies which were also stained with FG were abundantly observed in the ganglion. The TRPV1 and TRPM8 were mostly expressed in unmyelinated neurons. On the other hand, about half of the TRPA1-expressing neurons were unmyelinated neurons and the others were myelinated neurons. The findings suggest that TRP channels are abundantly present in the unmyelinated neurons innervating the regions and they can be involved in various functions of these regions. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アドレノメデュリンによるマウス鼓索神経応答への影響
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近年，我々や他のグループにより，甘味にはノンカロリー人工甘味料も受容するT1R2/T1R3受容体経路以外に，糖輸送体を介する糖特異的カロリー受容経路も寄与している可能性が示唆されている(Sukumaran et al., 2016)．マウスの味依存的頭相インスリン分泌がノンカロリー甘味物では起こらず糖摂取でのみ起こること，T1R3欠損では変化せず，糖受容経路にあるKATPの変異により消失することから，糖受容経路がT1R3経路と異なる機能を担っている可能性も示唆されている(Glendining et al., 2017)．しかし，詳細は不明である．過去に，血管拡張作用を持つペプチド・アドレノメデュリン(ADM)が消化管の糖輸送体の発現を増加させることが報告されている(Fernandez de Arcaya I et al., 2005)．そこで，本研究では，ADM投与による，味細胞における糖輸送体の発現変化，味応答特性の変化を調べ，甘味受容のT1Rs非依存的な経路の存在とその機能特性について検索した．実験にはC57BL/6マウスを用い，麻酔下で通法により鼓索神経を剖出し，各種味溶液(甘味，塩味，苦味，酸味，うま味)に対する全線維束積分応答を記録し，ADM投与による変化を調べた．その結果，ADM投与により，ショ糖，ブドウ糖に対する味応答が増強し，一方で人工甘味料やその他の味溶液では変化は生じないことがわかった．このADMによる特定の甘味物質に対する増強効果は，ADM受容体阻害薬AM22-52前投与により消失した．これらの結果から，糖輸送体はT1Rs非依存性の甘味受容経路として機能し，ADMはこの糖輸送体を介して特定の甘味物質に対する応答の増強を生じた可能性が示唆された．今後，各種味細胞におけるADM受容体発現様式を免疫組織化学染色で，さらにADMによる糖輸送体発現量や，糖取り込み量の変化については定量RT-PCRや蛍光標識グルコース等を用い解析を進める予定である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Adrenomedullin enhances chorda tympani nerve responses to sugars in mice
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Recent studies by ours and others have showed there may be a T1Rs-independent(Glucose Transporters, KATP Channel) pathway for detecting only sugars in addition to a T1Rs-dependent(T1R2/T1R3) pathway which detects not only sugars but artificial sweeteners(AS) as well(Sukumaran et al, 2016). A cephalic phase insulin release(CPIR) can be induced by oral administration of sugars, but not AS in Wild type and T1R3-KO mice. And incapacitation of the KATP pathway abolishes CPIR, suggesting a possibility that T1Rs-independent and -dependent pathways may function independently of one another(Glendining et al. 2017). However, details still remain unknown. In the gut enterocytes, expression of glucose transporters was shown to increase after administration with Adrenomedullin (ADM), a biologically active peptide(Fernandez et al., 2005). So, we examined potential effects of ADM on the glucose transporter system in taste cells by measuring mouse chorda tympani(CT) nerve responses to various tastants. The results showed that ADM enhanced CT responses to sugars but not to AS and other tastants. AM22-52, ADM receptor antagonist, inhibited the sweet enhancing effect of ADM. Taken together, our data suggest potential involvement of glucose transporters in T1Rs-independent sweet pathway in taste cells whose expression could be enhanced by ADM.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウスの睡眠覚醒ステージにおける咬筋活動に対するSSRIの影響
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[目的]抗うつ薬の1種である選択的セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）の服用がブラキシズムの増悪危険因子になり得ると報告されているが，その詳細は不明である．我々は以前，シタロプラム投与がマウスのノンレム睡眠時中の咬筋活動を変調させたことを報告した．今回，フルオキセチン（FLX）とパロキセチン（PRX）をマウスに投与し，咬筋の活動性に対する影響を検討した．[方法]マウスに生体電気信号（脳波，眼電図，頸筋・咬筋筋電図）の記録用電極を留置し，回復期・馴化期を経て生体電気信号を24時間記録した（0日目）．その後，浸透圧ポンプを用いてFLX（10 mg/kg/day），PRX（10 mg/kg/day），H2OまたはDMSO（対照群）を持続投与し，投与14日目の24時間，生体電気信号を記録した．咬筋活動量は10秒エポック毎の積分値を求め，0日目の覚醒時の平均筋活動量を100%として正規化した．投与14日目の24時間は6時間毎に分け，睡眠ステージ（覚醒，ノンレム睡眠，レム睡眠）ごとに評価を行った．咬筋活動量については，15％を越えるものを活動ありとし，解析する睡眠ステージでの咬筋活動量の合計をその睡眠ステージの持続時間で割って平均活動量とした．また咬筋活動ありのエポック数の合計を咬筋活動時間とした．[結果と考察]シタロプラム投与とFLX投与で，咬筋活動量に有意の変化は見られなかった．一方，咬筋活動時間は，暗期後半および明期前半でのノンレム睡眠中にFLX投与で有意に増加したが，PRX投与では有意差が認められなかった．暗期後半および明期前半でのノンレム睡眠については，以前報告した高濃度のシタロプラムの短期間投与によっても咬筋活動時間が増加したことを合わせて考えると，投与するSSRIの種類によっては，これらの時間帯のノンレム睡眠中に咬筋の活動性が増大する可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of SSRI on masseter muscle activity during sleep and wakefulness in mice




○Ikeda M1,2，Mochizuki A2，Nakamura S2，Nakayama K2，Baba K1，Inoue T2

1Dept Prosthdont, Showa Univ Sch Dent

2Dept Oral Physiol, Showa Univ Sch Dent





The selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) antidepressants have been reported to be one of the exacerbating factors of bruxism. However, it is still unknown whether SSRIs affect masseter muscle activity. In this study, we investigated the effects of chronic administration of two SSRIs: fluoxetine (FLX) and paroxetine (PRX), on the masseter muscle activity during wakefulness, non-rapid eye movement (NREM) sleep and REM sleep. Electroencephalography (EEG), electrooculography (EOG), and electromyography (EMG: the masseter and neck muscles) in mice were recorded for 24 h. Subcutaneously, mice were implanted with osmotic-minipumps that infused FLX and PRX (10 mg/kg/day), and administrated for 14 days, and the recordings were acquired on day 14 for 24 h. Both FLX and PRX did not affect the masseter EMG activity. However, FLX, but not PRX, significantly increased the time engaged in masseter EMG activation in NREM sleep during the second and first halves of the dark and light periods, respectively. Since our previous study demonstrated that high dose of citalopram has facilitatory effects on the time engaged in masseter EMG activation similar to FLX, some SSRIs may have a limited facilitatory influence on the masseter muscle activity in NREM sleep during these periods.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯の喪失はアルツハイマー病モデルマウスの脳幹におけるM1型ミクログリア分化を促進する
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【目的】アルツハイマー病（AD）モデルマウスにおいては，早期に脳幹の三叉神経中脳路核(Vmes)にアミロイドβ（Aβ）の沈着が認められるが，これがどのようにADの進行に関与するかは明らかでない．一方，歯を喪失するとVmesの神経細胞が減少することがわかっており，また，Vmesに接してアルツハイマー病の初期病変が見られる青斑核が存在することが明らかとなっている．本研究では，抜歯による歯の喪失がどのように青斑核に影響するかを明らかにすることを目的とした．【方法】ADモデルマウスはプレセニリン・タウ・アミロイド前駆体タンパク質の3遺伝子変異を導入した3xTgマウスを使用した．実験にはVmesにAβの沈着が見られる生後4ヶ月齢マウスの両側上顎臼歯を麻酔下で抜去し，1～4週間粉末食で飼育した．マウスは抜歯後，各週で固定し脳幹の凍結切片を作成した．抜歯後のVmesおよび青斑核のニューロン数の変化ならびにミクログリアの動態を，傷害性M1型と保護性M2型にわけて免疫組織学的に検索した．【結果と考察】3xTgマウスでは生後2ヶ月齢でVmesにAβの沈着が観察され，抜歯後1ヶ月ではVmesの数の減少が認められた．抜歯後1週ではVmes周辺には細胞体の大きい活性化したミクログリアが観察され，保護性M2型ミクログリアとともに傷害性M1型ミクログリアが観察された．抜歯後M1型ミクログリアは青斑核内でも見られ，局所的に青斑核の神経細胞の減少が認められた．逆行性標識によりVmesに接している青斑核ニューロンの一部は直接海馬に入力していることが確認された．したがって，抜歯によるVmesの細胞死はAβの細胞外放出を生じ，傷害性M1型ミクログリアへの分化を促進し，青斑核を介してADの進行に関わることが示唆された．会員外協力者：松本信英，原　博満（鹿大）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tooth loss induces M1 microglia polarization at brainstem in Alzheimer's disease model mice
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Dept Oral Anat & Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent





In Alzheimer's disease (AD) model mice, deposition of amyloid β (Aβ) is observed in the trigeminal mesencephalic nucleus (Vmes) in the brainstem. The loss of teeth was found to decreases the number of Vmes neurons. Locus coeruleus (LC) in brainstem is associated with the initial progress of AD. In this study, we aimed to clarify how loss of teeth affects the loss of LC neurons. Bilateral maxillary molars of 4-month-old 3xTg AD model mice were removed under anesthesia and raised for up to one month. Mice were fixed and frozen sections of brain stem were prepared. The decreased number of Vmes neurons was found in one month after tooth extraction. After tooth extraction, inflammatory M1 microglia was observed together with immunosupressive M2 microglia around Vmes. After tooth extraction, M1 microglia was also found in LC, and local reduction of LC neurons was observed. Retrograde labeling indicates that LC neurons input to the hippocampus are in contact with Vmes neurons. Therefore, it was suggested that cell death of Vmes due to tooth extraction causes extracellular release of Aβ, causing M1 microglia polarization and promoting the progression of AD via LC.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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老化に伴う顎顔面領域の血流動態の変調とそのメカニズム




○三戸　浩平，佐藤　寿哉，石井　久淑

北医療大　歯　生理





老年期において死因の大部分を占める高血圧，脳卒中，心臓病などの循環器系の疾患は，血管の老化とともに発症のリスクが高まると考えられている．顎顔面領域において老化と血流変化の関係は明確ではないが，副交感神経性血管拡張反応は咬筋や下唇などで急峻且つ広範囲な血流増加を誘発することから，同領域の血流調節とそれらの加齢変化において重要な意味を持つと考えられる．しかしながら，老化と副交感神経性血管拡張反応の関係は明らかにされていない．そこで本研究では，これらの関係を明らかにすることを目的とし，三叉神経刺激時の咬筋および下唇の血流動態を若齢および老齢のラットについて比較・検討した．

　ラットは全身麻酔下で人工呼吸して管理した．舌神経は求心性に電気刺激し，咬筋および下唇の血流と体幹血圧の変化を記録した．なお舌神経刺激は両側の迷走神経および交感神経を頸部で切断した状態で行なった．

　若齢ラットにおいて，舌神経刺激は咬筋および下唇において有意な血流増加と体幹血圧の上昇を誘発したが，咬筋では血管拡張と血管収縮から成る二相性の反応が認められた．この血管収縮は，グアネチジン（血圧降下薬）の前処理で有意に減少した．老齢ラットにおける舌神経刺激による咬筋と下唇の血管拡張は若齢ラットに対して有意に減少し，咬筋の血管収縮は有意な増大を示した．

　以上の結果から，顎顔面領域の副交感神経性血管拡張反応は加齢に伴い抑制されることが明らかになった．また，この抑制作用には血管拡張の抑制と血圧上昇に起因する血管収縮の亢進が密接に関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Age-related changes in hemodynamics in orofacial area and their mechanisms




○Mito K，Sato T，Ishii H

Div Physiol, Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent





Cardiovascular diseases are related with aging of blood vessels.  Although the effects of aging on hemodynamics in the orofacial area are still unclear, parasympathetic vasodilation may be important for the orofacial hemodynamics with age because of rapid and wide-spread blood flow increases.  However, there are no reports of relationship between aging and parasympathetic vasodilation in the orofacial area.  We examined this relationship investigating the blood flows of the masseter muscle (MBF) and the lower lip (LBF) evoked by trigeminal afferents in young and old anesthetized rats. In young rats, electrical stimulation of central cut end of the lingual nerve (LN) caused significant increases in the MBF and LBF accompanied by systemic arterial blood pressure increase, but in the masseter, LN stimulation induced a biphasic change consisting vasodilation and vasoconstriction. This vasoconstriction was reduced by pretreatment with guanethidine (antihypertensive drug). Vasodilations of the masseter and lower lip evoked by LN stimulation significantly decreased in old rats than in young rats. Vasoconstriction of the masseter significantly increased with age.  Our results indicate that parasympathetic vasodilations are inhibited by aging in the orofacial area, and suggest that these inhibitory effects may be mediated by suppression of vasodilation and enhancement of vasoconstriction with age.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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唾液エクソソーム含有タンパク質の網羅的解析




○今井あかね1,2，辻村麻衣子3，斎藤　英一4

1日歯大新潟短大　歯衛生，2日歯大新潟　生化

3日歯大新潟　解剖２，4新潟工大　院　工





【目的】近年，新しい細胞間情報伝達システムとしてエクソソームが注目されている．唾液中にもエクソソームが存在しており，内包されているmiRNAが癌の診断に応用されている．唾液は非侵襲的に得られる検体として注目されているが，外部環境の影響を受けやすく個人差が大きいため診断材料としてほとんど実用化されてない．また，他の体液に比べその物理化学的特性から安定的にエクソソームを抽出することが容易ではない．本研究では，唾液エクソソームに含まれるタンパク質の基礎的データを収集するために2つの年齢層の女性を比較検討した．【対象・方法】研究倫理委員会の承認(NDUC-70)のもとで唾液を採取し，市販の試薬および抽出キットを用いてエクソソーム調製の検討をした．確認のためエクソソームマーカーの抗体を用いてウエスタンブロットを行った．次いで青年期(19.9±0.20歳）ならびに中年期(56.7±1.17歳)の各9名のボランティア女性より全唾液の提供を受けてエクソソームを抽出し，NanoSightによる粒子解析およびLC-MS/MSを用いた含有タンパク質の網羅的解析を行った．【結果および考察】中年期のエクソソームの方が総タンパク質量は多く，主要な全唾液タンパク質を多量に含んでおり，粒径も大きかった．また，青年期の方がタンパク質の種類が多く，ケラチン群，ribosomal protein群，ATP合成酵素などが多く含まれていた．一方，年齢に関係なく唾液エクソソーム中にはSNARE関連タンパク質および複数のGTP結合タンパク質などの膜融合や輸送に関連するタンパク質が検出された．これらの結果より，2つの年齢層のエクソソームの性状が明らかになり，分泌・吸収メカニズム解明に繋がるものと考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Comprehensive analysis of proteins in adolescent or climacteric salivary exosomes
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Purpose: Exosomes are gaining attention as new intercellular communication systems. Exosomes are present in the saliva; miRNA in the exosomes are used in cancer diagnosis. Although saliva collection is noninvasive, its practical application as a diagnostic material is limited. Furthermore, it is more difficult to extract exosomes with stable physicochemical properties from saliva than from other body fluids. To study the salivary exosomes, we extracted and evaluated salivary exosome proteins from subjects of two age groups. Materials & Methods: Exosomes were extracted using commercial reagents, and confirmed by western blotting using anti-exosome marker antibodies. Next, salivary exosomes were extracted from 9 female subjects [19.9±0.20 (adolescent) or 56.7±1.17 (climacteric) years old]. Exosome particle size and proteins were analyzed using NanoSight and LC-MS/MS, respectively. Results & Conclusion: The climacteric exosomes had more total proteins and larger particle size than the adolescent exosomes. However, adolescent exosomes contained more protein types the than the climacteric exosomes. The climacteric exosomes contained major salivary proteins, including immunoglobulins or amylase, whereas the adolescent exosomes contained keratins, ribosomal proteins, ATP synthase, etc. These results suggest that several proteins could be identified in the fundamental salivary exosome. 

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interests.
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耳下腺腺房細胞初代培養におけるmicro RNAの発現変化の役割




○小川　博亮，櫻井　　甫，横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子

日大松戸歯　生理





【目的】micro RNA（miRNA）は他の遺伝子の発現を調節することにより様々な生理機能を発揮する．唾液腺の発生過程において上皮間葉相互作用にmiRNAが関わっていることや，唾液腺腫瘍患者の唾液に健常者と異なるmiRNAが検出されることが報告されており，miRNAが唾液腺機能に重要な役割を果たしていると予想される．我々は，耳下腺腺房細胞の初代培養系を用いて唾液腺の機能維持機構の解析を行っている．耳下腺組織から酵素処理により腺房細胞を単離し培養を行うと，Src-p38 MAPキナーゼ経路が活性化し，腺房細胞マーカーの発現が低下する．代わってcytokeratin-5やnestinのような幹細胞マーカーが発現することから，酵素処理が引き起こした組織障害が耳下腺細胞の脱分化を誘導していると考えた．そこで，これらの遺伝子発現変化に関わると予測されるmiRNAの同定を試みた．【方法】ラット耳下腺から腺房細胞を単離し，培養を行った．単離直後および24時間培養後の細胞から全RNAを精製し，mRNAおよびmiRNAの発現量の変化をマイクロアレイおよびリアルタイムRT-PCRによって解析した．【結果と考察】耳下腺腺房細胞の単離直後と培養1日目の遺伝子発現を比較すると，nestinおよびnestinの発現調節に関わることが報告されているSox10の発現増加がみられた．nestinおよびSox10 mRNAに対して結合する可能性のあるmiRNA 群を検索したところ，Sox10を標的とするrno-miR-3473が単離直後の腺房細胞では発現がみられたが，培養24時間後に発現が低下していた．したがって，rno-miR-3473の発現低下がSox10の発現増加に寄与することによって，nestinの発現が促進されている可能性がある．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Change in expression pattern of micro RNA in the primary culture of parotid acinar cells




○Ogawa H，Sakurai H，Yokoyama M，Kato O，Yoshigaki J
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Some miRNAs have been reported to be involved in the development and tumorigenesis of salivary glands. To study the mechanism of maintenance of salivary gland functions, we have established a system for primary culture of parotid acinar cells. We previously reported that isolation of parotid acinar cells induced activation of Src-p38 MAP kinase pathway and consequent decrease in expression of acinar cell markers. On the other hand, stem cell markers such as nestin began to be expressed. In this study, we searched miRNA candidates that are involved in these changes of gene expression patterns. After 1-day culture, the expression levels of Sox10, a transcription factor that is essential to regulate expression of nestin, were increased. In the candidates of miRNA that may interact with Sox10 mRNA, we found that the expression level of rno-miR-3473 was abundant just after cell isolation and decreased after 1 day. There is a possibility that the decrease of rno-miR-3473 promotes expression of nestin via increase of Sox10 expression.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ラット耳下腺に分布するCXCL14免疫陽性神経線維の起始神経節の同定




○水野　潤造1，立花　　要2，山本　利春1

1神歯大　院歯　口腔科学

2日体大医療専門学校





ケモカインは白血球系細胞の走化性を担う生理活性物質である．ケモカインの1つであるCXCL14は別名BRAKともよばれ，我々は，ラットの大唾液腺の中では，特に，耳下腺の腺房細胞に終末を形成するneuropeptide Y (NPY) 免疫陽性神経線維に共存することを既に明らかにした．本研究はラット耳下腺の腺房細胞周囲に分布するCXCL14/NPY免疫陽性神経線維の起始神経節を明らかにすることを目的とした．片側耳下腺に逆行性の神経トレーサーであるhorseradish peroxidase標識wheat germ agglutinin (WGA-HRP)を投与し，耳下腺の自律神経系支配を担うとされる上頚神経節，耳神経節を解析した．WGA-HRPの検出は抗WGA抗体を用い，NPYとの二重免疫染色をした．また，交感神経系のマーカーとされるthyrosine hydroxylase (TH)との二重免疫染色，副交感神経系のマーカーとされるcholine acetyltransferase (ChAT)との二重免疫染色をもおこなった．その結果，逆行性標識細胞は同側上頚神経節，耳神経節に認められたが，対側の上頚神経節，耳神経節には認められなかった．同側上頚神経節の逆行性標識細胞の大部分はNPY免疫陽性であり，なおかつTH免疫陽性であった．同側上頚神経節の逆行性標識細胞の一部はCXCL14免疫陽性であり，なおかつNPY/TH免疫陽性であった．一方，耳神経節の逆行性標識細胞はChAT免疫陽性ではあったが，CXCL14免疫陰性であった．これらの結果は耳下腺腺房細胞周囲に存在するCXCL14免疫陽性神経線維は上頚神経節に由来することを示す．このことはCXCL14が交感神経系に含まれる神経ペプチドとして，NPY/THとともに腺房細胞の機能を調節していることを示唆する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Clarification of the source of CXCL14 immunoreactive fibers in the parotid gland
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We have demonstrated that the CXCL14, a chemokine, coexists with neuropeptide Y (NPY) in the nerve fibers distributed around parotid acinar cells. This study aimed to clarify the source of CXCL14/NPY immunoreactive nerve fibers in the rat parotid gland. Horseradish peroxidase-labeled wheat germ agglutinin (WGA-HRP), a retrograde neural tracer, was administered to the unilateral parotid gland. The superior cervical and otic ganglia, which are supposed to be responsible for the autonomic nervous system regulating the parotid gland, were analyzed. Retrogradely labeled cells were doubly stained with CXCL14 and NPY. As a result, retrogradely labeled cells were observed in the ipsilateral superior cervical and otic ganglia, but not in the contralateral ganglia. Most of the retrogradely labeled cells of the ipsilateral superior cervical ganglion were immuno-positive for NPY. Part of these retrogradely labeled cells were immuno-positive for CXCL14 and NPY. On the other hand, retrogradely labeled cells of the otic ganglion were immuno-positive for CAT, but not for CXCL14. These results indicate that CXCL14 immunoreactive nerve fibers in the parotid gland are derived from the superior cervical ganglion. This suggests that CXCL14 regulates the function of parotid gland together with NPY as a neuropeptide of the sympathetic nervous system.
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NODマウス耳下腺におけるS100タンパク質ファミリーの発現




○佐藤　律子1,2，森田　貴雄2，水橋　　史3，梨田　智子2

1日歯大　新潟短大　歯科衛生

2日歯大新潟　生化

3日歯大新潟　補綴１





【目的】　S100タンパク質（S100）はこれまでに20種類以上知られており，それぞれに組織・細胞に特異的な発現が報告されている．その機能の全ては解明されていないが，種々の疾患マーカーとしての応用が検討されている．ヒト唾液にもS100が含まれ，それらの起源が唾液腺である可能性が高いことから，唾液腺におけるS100の発現状態および疾病による発現変化を明らかにしたいと考えた．そこで，シェーグレン症候群のモデルマウスであるnon-obese diabetes (NOD)マウスの耳下腺における種々のS100の発現を調べ，病態特異的な発現の有無を明らかにすることを目的としてこの研究を行った．【方法】　1) ヒト唾液のプロテオーム解析（iTRAQ）のデータから，S100の発現に関わるデータを抽出した．2) マウスの耳下腺および耳下腺腺房細胞，並びにラット三大唾液腺のcDNAマイクロアレイ解析の結果から，S100のmRNAの発現を比較した．3) マウス耳下腺から抽出したRNAについてRT-PCRを行いmRNAの発現を検討した．NODマウスにおけるS100のmRNA発現量をqPCRで比較した．【結果】　1) ヒト唾液について，健常者唾液から12種類のS100AとS100Pが検出された．2) コントロールマウス耳下腺およびラット三大唾液腺に共通して6種類のS100aの発現が認められ，いずれにおいてもS100a6のRNAの発現が高かった．3) qPCRの結果，S100a16の発現がNODマウス耳下腺でコントロールよりも有意に高かった．【考察】　マウス耳下腺腺房細胞におけるS100のmRNAの発現は著しく低く，腺房細胞以外で生合成されていると考えられる．NODマウス耳下腺において発現しているS100の種類および病態との関係については，今後詳細な検討が必要であると考える．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of S100 protein family in parotid glands of NOD mice
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The S100 protein family (S100) consists of over 20 members which include members with tissue- or cell- specific expression. All the functions of the proteins have not been elucidated but some are used for disease markers. As the S100 proteins are present in human saliva, we considered that the origin of some S100 proteins may be salivary glands, and the disease conditions in salivary glands reflects the saliva contents. Therefore, mRNA expression of S100 in parotid glands was studied to characterize the disease conditions of NOD mice, Sjögren's disease model mice. The expression of S100 in human saliva was analyzed by proteomics using iTRAQ. S100P and twelve types of S100A were detected in the objectives. Analysis of mRNA expression of S100 was performed on cDNA microarray data of rat and mouse salivary glands. Six types of S100a were common among these salivary glands, and S100a6 showed the highest expression among S100a. RT-PCR was performed for parotid glands and acinar cells from NOD mice. The higher expression levels of S100a16 was observed in NOD mice than the control. Parotid acinar cells showed low level of S100 expression.
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マウス胎仔顎下腺の分枝形態形成におけるオートファジーの役割
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【目的】　マウス胎仔顎下腺原基の分枝形態形成は，上皮-間葉相互作用に依存している．胎生13から16日齢の上皮組織の分化は極めて急速であり，この過程は細胞外マトリックス・インテグリン・細胞増殖因子・それらの受容体などの多くのタンパク質合成が必要である．間葉組織は果たしてこのタンパク質合成ための充分なアミノ酸を供給できるのだろうか．そこで，この分枝形態形成にオートファジーが積極的に関与しているのかどうかを調べた．【方法】　胎生13日齢のマウス顎下顎をメンブレンフィルター上にて培養し，24,48,72時間後の時点で位相差顕微鏡にて画像を撮影して組織を採取した．オートファジー関連分子であるAtg5, LC3-II, p62をウエスタンブロット解析した．またオートファジー検出蛍光試薬DALGreenを用いてイメージイング解析を行った．【結果】　培養直後の胎生13日齢の顎下腺には，隔離膜とオートファゴソームのマーカー分子であるAtg5やLC3-IIが既に発現していた．またLC3-IIに結合してオートファゴソームに取り込まれるp62の発現も認められた．リソソームに作用点を有するオートファジー阻害薬bafilomycinA1処理により，培養後24から48時間の時点でLC3-IIとp62の蓄積が観察された．一方，正常な顎下腺ではDALGreenの蛍光が次第に減少するのに対して，bafilomycinA1を処理すると上皮組織の周囲は蛍光が残存していた．そしてbafilomycinA1は培養後48時間の腺房部に顕著な壊死を引き起こした．【考察】　マウス胎仔顎下腺の上皮-間葉組織の境界部分では絶えずオートファジーが生じていて，その分枝形態形成に必要不可欠な役割を果たしている可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Role of autophagy on the branching morphogenesis of fetal submandibular gland in mice




○Tajima M1，Adachi K2，Hasegawa A3，Sakagami H4，Kashimata M2

1Div Pharmacol, Dept Diagn Ther Sci, Meikai Univ Sch Dent

2Dept Dent Pharmacol, Div Oral Infect Health Sci, Asahi Univ Sch Dent

3Div Int Med, Dept Compr Med Sci, Meikai Univ Sch Dent

4M-RIO, Meikai Univ Sch Dent





Branching morphogenesis of mouse submandibular gland (SMG) rudiment depends on the epithelial-mesenchymal interaction. The differentiation of epithelial tissue for embryonic 13 to16 days is extremely rapid, and the process needs synthesis of many proteins such as cellular matrix proteins, integrins, cell growth factors and their receptors. Can mesenchymal tissues ever supply sufficient amino acids for their protein synthesis? We investigated whether autophagy actively participates in the branching morphogenesis. The SMGs at embryonic 13 days were cultured on membrane filter. Autophagy related proteins such as Atg5, LC3-II, p62 were analyzed by western blotting. DALGreen, an autophagy detection probe was used. Atg5, LC3-II and p62 were already expressed in SMG at embryonic 13 days. LC3-II and p62 of SMG treated with bafilomycin A1, an autophagy inhibitor were accumulated at 24 and 48 hours after culture. DALGreen was gradually disappeared in normal SMG, but that in SMG treated with bafilomycin A1 was remained at surrounding area of epithelial tissues. Bafilomycin A1 markedly induced necrosis in acinar tissues of SMG at 48 hours after culture. These results suggest that autophagy continually occurs in the boundary between epithelial and mesenchymal tissue of fetal submandibular gland, and may play an essential role in the branching morphogenesis. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ラット耳下腺未成熟顆粒におけるプロカテプシンBの輸送と分泌




○加藤　　治，横山　　愛，吉垣　純子

日大松戸歯　生理





【目的】ラット分泌顆粒の分泌顆粒はゴルジ体から形成後，比重や直径，さらには膜タンパク質の変化を伴い成熟していく．しかし成熟過程がどのような機能的変化を生じるかについては解明されていない．プロカテプシンBはリソソーム酵素であるカテプシンBの前駆体で，ラット耳下腺では未成熟顆粒を経由してリソソームへ輸送されると考えられている．今回，顆粒成熟に伴いプロカテプシンBが顆粒から輸出されるかどうかを検討するため，未成熟顆粒あるいは成熟顆粒を誘導した耳下腺腺房細胞における刺激依存的なプロカテプシンBの分泌について検討した．【方法】未成熟顆粒はβ受容体刺激薬であるイソプロテレノール（IPR）の腹腔内投与により誘導した．IPR腹腔内投与5時間後に摘出した耳下腺からコラゲナーゼ処理により単離細胞を調整し，1μM IPR刺激後の緩衝液中へのアミラーゼおよびプロカテプシンBの分泌をイムノブロット法にて検出した．形態的観察には未成熟顆粒を誘導したラットの心臓から1μM IPRを灌流し，固定後，電子顕微鏡により観察した．【結果・結論】IPR腹腔内投与5時間により未成熟顆粒を誘導した耳下腺腺房細胞を1μM IPR で刺激すると，アミラーゼとプロカテプシンBの分泌が検出された．このとき活性型のカテプシンBの分泌は検出されなかった．電顕にて観察される小さな未成熟顆粒が1μM IPRの灌流刺激後に腺房細胞から消失したことから，プロカテプシンBが未成熟顆粒から分泌していることが示唆された．一方，腹腔内投与なしの成熟顆粒を有する腺房細胞においてもアミラーゼとともにプロカテプシンBの分泌が検出された．プロカテプシンBとアミラーゼの分泌率に大差が認められないことから，成熟過程においてプロカテプシンBは分泌顆粒内に維持される可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Transport and secretion of procathepsin B in immature secretory granules of rat parotid acinar cells




○Katsumata-Kato O，Yokoyama M，Fujita-Yoshigaki J

Nihon Univ Sch Dent at Matsudo, Dept Physiol





PURPOSE: Immature secretory granules (SGs) are generated from Golgi complex in parotid acinar cells. After generation, membrane proteins of immature SGs are rearranged by transport vesicles. However, it is unknown what functional role of granule maturation is. Procathepsin B is a precursor of lysosome enzyme. It is considered that procathepsin B is transported from Golgi to lysosome through immature SGs. Here, we compared secretion of procathepsin B from immature SGs and mature SGs to examine transportation of procathepsin B from immature SGs during maturation. MATERIAL&METHODS: Generation of immature SGs was induced by intraperitoneal injection of isoproterenol (IPR) into rats. At 5 hours after the injection, acinar cells were prepared by treatment with collagenase. After stimulation with 1μM IPR, secretions of amylase and procathepsin B into incubation buffer were measured by immunoblotting analysis. For electron microscopy, exocytosis of immature SGs was stimulated by circulation of 1μM IPR from the heart. RESULTS&CONCLUSION: We detected secretion of amylase and procathepsin B from acinar cells isolated at 5 hours after injection. Immature SGs disappeared from acinar cells after IPR stimulation. Procathepsin B was also secreted from mature SGs. Our results suggested that procathepsin B is maintained in SGs during maturation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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顎下腺・舌下腺支配の上唾液核ニューロンに対する摂食促進性ペプチドの影響




○美藤　純弘1，佐藤　　匡2，藤田　雅子1，市川　博之2，小橋　　基1

1岡大　院医歯薬　口腔生理，2東北大　院歯　口腔器官構造





【目的】顎下腺・舌下腺分泌を制御する副交感神経の一次中枢である上唾液核（SSN）は，視床下部外側野（LH, 摂食中枢）と神経解剖学的に連絡があることが示されている．最近，松尾らは（2015）LHが顎下腺・舌下腺分泌に関与する事を行動学的に示した．摂食中枢を含む視床下部には摂食促進ペプチドの産生ニューロンが存在することから，SSNニューロンは摂食促進ペプチドにより興奮性調節を受けている可能性が考えられる．本研究はSSNニューロンに対する摂食促進ペプチドの影響を主に電気生理学的に検討した．【方法】Wistar系幼若ラットでSSNニューロンを逆行性に蛍光色素で標識し，標識ニューロンからホールセルパッチクランプ法により記録を行った．摂食促進ペプチド（オレキシン，メラニン凝集ホルモン，グレリン，ニューロペプチドY，アグーチ関連タンパク，ピログルタミン化RFアミドペプチドガラニン，ダイノルフィン，β-エンドルフィン）を投与したときの膜電流や膜電位に対する影響を調べた．またオレキシンについては，Wistar系成熟ラットのSSNニューロンに発現するオレキシン受容体を免疫染色した．【結果と考察】検討した摂食促進ペプチドの内，オレキシンだけが多くのSSNニューロンに対して興奮性応答を示した．組織学的にも多くのニューロンはオレキシン受容体陽性であった．テトロドトキシン存在下においてオレキシン投与したとき，-70 mVで（電圧固定法）SSNニューロンは内向き電流を誘発し（18/24），また静止膜電位では（電流固定法）脱分極を示した（15/26）．微小興奮性シナプス後電流の発生頻度はほとんどニューロンで増加しなかった（4/6）．従って，オレキシンはシナプス後膜のオレキシン受容体を直接的に刺激してSSNニューロンの興奮性を高めていると考えられた．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of peptides promoting food intake on the superior salivatory nucleus neurons innervating the submandibular and sublingual salivary glands




○Mitoh Y1，Sato T2，Fujita M1，Ichikawa H2，Kobashi M1

1Dept Oral Physiol, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci

2Tohoku Univ Grad Sch  Dent Div Oral Craniofac Anat





Neuroanatomical studies reveal direct projections form the lateral hypothalamus (LH, feeding center) to the superior salivatory nucleus (SSN) which is the primary parasympathetic center for the submandibular and sublingual salivary glands. Matsuo et al (2015) have shown behaviorally that the LH is involved in the salivation. The hypothalamus including the LH contains neurons which produce many feeding-promoting peptides. Therefore, SSN neurons are possibly excited by feeding-promoting peptides. In this study, we mainly electrophysiologically investigated effects of some feeding-promoting peptides on SSN neurons. Whole-cell patch-clamp recordings were performed from neonatal rat SSN neurons retrogradely labeled with a fluorescent tracer. The membrane currents and potentials are analyzed in bath-application of the peptides. For orexins, their receptors are immunohistochemically studied in SSN neurons of adult rats. In peptides tested, only orexin showed excitatory response to many SSN neurons. Histologically, the neurons were positive for orexin receptor. When orexins were administered in the presence of tetrodotoxin, SSN neuron induced an inward current at -70 mV (voltage clamp, 18/24), and depolarization was exhibited at the resting membrane potential (current clamp, 15/26). The frequency of miniature excitatory postsynaptic currents scarcely increased (4/6). Therefore, orexins likely enhance the excitability of SSN neurons by stimulating postsynaptic orexin receptors. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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転写因子Tbx1はヒト口蓋裂の疾患遺伝子の発現調節により口蓋の発生に関与する




○船戸　紀子1,2

1医科歯科大　院医歯　シグナル遺伝子制御

2医科歯科大　リサーチコア





【目的】T-box型転写因子をコードするTBX1は，22q11.2欠失症候群の疾患遺伝子である．同症候群では顔貌所見として，両眼隔離，小顎症，低耳介，耳介変形，口蓋裂を認める．Tbx1遺伝子欠損マウスは，口蓋裂の他，粘膜下口蓋裂，不完全口蓋裂を示し，口蓋粘膜上皮と下顎との病的癒着を認める（Funato et al., Hum Mol Genet, 2012）．同症候群の口蓋裂の病因を解明するため，Tbx1遺伝子改変マウスを用いて，Tbx1の下流で口蓋発生に関わる転写制御ネットワークを解析した．【方法】野生型，Tbx1遺伝子改変マウス胎児の口蓋板を採取し，トータルRNAを抽出した後，マイクロアレイにてTbx1が発現調節する遺伝子群についてオントロジー解析を行った．また，変化が認められた遺伝子群について，野生型および遺伝子改変マウス胎児口蓋のリアルタイムPCRを行い，発現解析を行った．【結果】野生型と比較して，Tbx1遺伝子欠損マウスでは筋肉および神経の発生に関与する遺伝子群の発現変化が顕著であった．また，Tbx1遺伝子改変マウスの口蓋板において，ヒト口蓋裂の疾患遺伝子，myosin heavy chain 3 (Myh3), nebulin (Neb), gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor subunit beta 3 (Gabrb3)，コラーゲン修飾分子の発現変化が確認された．【結論】Tbx1は口蓋発生の過程でヒト口蓋裂疾患遺伝子群の発現に関与し，口蓋の筋肉の発生，コラーゲン合成，GABAergicシステムなど複数の機構を制御していることが示唆された．（非会員共同研究者：Deepak Srivastava, Hiromi Yanagisawa）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Tbx1 knockout mice exhibit dysregulated expression of genes associated with cleft palate in humans




○Funato N1,2

1Dept Signal Gene Reg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci

2Res Core, Tokyo Med Dent Univ





The T-box transcription factor gene, TBX1, is considered the causative gene for chromosome 22q11.2 deletion syndrome (DiGeorge/conotruncal anomaly face/velocardiofacial syndrome). This syndrome is characterized by craniofacial defects including various subtypes of cleft palate, namely, complete cleft palate, incomplete cleft palate, soft palate cleft, and submucosal cleft palate. Deletion of Tbx1 in mice results in different subtypes of cleft palate similar to those observed in humans (Funato et al., Hum Mol Genet, 2012). To examine the function of TBX1 in palatal development of palatal shelves and to identify downstream pathways of TBX1 in their development, we performed gene profiling of developing palatal shelves from wild-type and Tbx1 knockout embryos. Gene ontology analysis indicated that genes associated with development of the nervous system and muscle were dysregulated in Tbx1 knockout palatal shelves. Furthermore, in Tbx1 knockout palatal shelves, genes associated with human cleft palate were downregulated. These findings demonstrate that TBX1 maintains normal palatogenesis, mediated at least partly through the regulation of genes involved in muscle development, the GABAergic system, and collagen synthesis. We conclude that multiple factors in Tbx1 knockout mice likely lead to different subtypes of cleft palate. (Non-Member Collaborators: Deepak Srivastava and Hiromi Yanagisawa)

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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バルプロ酸 (VPA)はラット胚における頭部神経堤細胞の形成と移動を阻害し，頭顔面の奇形を誘発する




○鈴木　礼子1，今井　　元2

1奥羽大　歯　歯科薬理

2奥羽大　歯　生物





【緒言】抗てんかん薬，気分安定薬のバルプロ酸(VPA)は，頭顔面の催奇形性のリスク，及び，ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC1)が関与する遺伝子の転写抑制に対する非特異的な阻害作用が報告されている．頭顔面の発生には，頭部神経堤細胞(NCC)の形成・移動・分化が重要な役割を演じているため，「VPAによる頭顔面の催奇形性は，頭部NCCの形成や移動を制御する遺伝子発現の攪乱による」可能性が高い．そこで，本研究では，ラット母獣にVPAを投与し，胚子期における頭部NCCの動態を解析することを目的とした．【材料と方法】SDラットの膣栓確認日の正午を胎齢0.5日（E0.5）とした．E9の朝10時に，実験群は10%VPA・生理食塩水溶液を背部皮下投与(500 mg/kg)し，対照群は生理食塩水を背部皮下投与(5 ml/kg)した．その後，セボフルラン麻酔下で母獣から胎仔を摘出し(E9.75)，頭部神経堤細胞のDiI標識後，40時間の全胚培養を行った．次に，セボフルラン麻酔下で母獣から胎仔を摘出し(E9.75-E12.75)，4%PFA固定後，発生関連因子のwhole mount in situ ハイブリダイゼーション，及び，whole mount 免疫染色を行った．【結果】VPA投与群では，以下の現象が観察された．(1)E9-E11における頭部神経堤細胞(NCC)の移動経路の攪乱，(2)E9の胚における中脳の神経堤の脱上皮化 (EMT) の抑制，(3)E10-E12における，中脳～ロンボメア2から第一鰓弓領域へ移動するNCCの減少，及び，本来は第二鰓弓へ移動すべきロンボメア4のHoxa2 発現NCCの第一鰓弓への移動，(4) E10-E12における移動反発因子Sema3Aの発現領域の攪乱．【結論】VPAにより，頭部NCCの形成と移動が攪乱され，頭顔面の奇形が誘発されることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The cranial malformation by valproic acid (VPA) depends on the disruption of the formation/migration of cranial neural crest cells in rat embryos




○Suzuki R1，Imai H2

1Div Dent Pharmacol, Ohu Univ Sch Dent
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It has been reported that valproic acid (VPA) as an antiepileptic drug/mood stabilizer has the risk of craniofacial teratogenicity.  VPA is also known as the nonspecific inhibitor of histone deacetylase (HDAC1) that represses genetic transcription.  Since the formation, migration and differentiation of cranial neural crest cells (NCCs) play an important role in craniofacial development, it is highly probable that craniofacial teratogenicity by VPA is related to the disruption of regulating gene expression related to the formation and migration of cranial NCCs.  Therefore, VPA was administered to the maternal rats, and the kinetics of the cranial NCCs at the embryonic stage was analyzed, resulting in as follows; (1) disruption of the migration pathway of the cranial NCCs, (2) suppression of epithelial-mesenchymal transition (EMT) of the midbrain neural crest, (3) reduction in the numbers of NCCs moving from the midbrain and rhombomere 1/2 to the first branchial arch, (4) movement of the Hoxa2-expressing NCCs from rhombomere 4 to the first branchial arch, (5) disruption of the expression region of Sema 3A.  In conclusion, these results suggest that the cranial malformation by VPA depends on the disruption of the formation/migration of cranial NCCs.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas gingivalis gingipainsによるMEK/ERK/AP-1およびIKK/NF-kBp65の活性化を介したCOX-2発現およびPGE2産生の誘導機構




○中山　真彰1,2，内藤真理子3，橘　　理人1，中山　浩次3，大原　直也1,2

1岡大　院医歯薬　口腔微生物

2岡大　歯先端研セ
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Porphyromonas gingivalis (Pg) は慢性歯周炎に密接に関連する口腔細菌である．我々はこれまでに，本菌の産生する主要なプロテアーゼであるジンジパインが宿主細胞内シグナル伝達経路MEK/ERKとIKK/NF-kBの活性化を介してCOX-2発現とPGE2産生に関与することを示してきた．本会では，ジンジパインによるCOX-2発現に必要な転写因子の解析を行なったので報告する．ヒト単球由来細胞株THP-1を用いてPg 野生株（WT株）とジンジパイン欠損株（KDP136株）およびジンジパイン阻害剤（KYT-1, 36）を用いて感染実験を行ない，COX-2発現に関与する転写因子NF-kB とAP-1について，Western blotting法や遺伝子の発現抑制系および過剰発現系にて分子解析を行なった．はじめに，NF-kB familyで転写活性能を持つp65，RelB，およびc-Relを調べたところ，ジンジパインによるCOX-2の発現はp65の発現を抑制することで抑制され，またp65を過剰発現することで上昇が認められ，p65が重要な役割をもつことが示された．次に，AP-1の構成因子であるc-Fosおよびc-Junの発現とリン酸化レベルを調べた．WT株の感染によりc-Fosとc-Junの発現とリン酸化レベルは亢進し，それらはMEK/ERKの下流に位置することも明らかとなった．従って，ジンジパインはMEK/ERK/AP-1およびIKK/NF-kBp65を活性化し，COX-2発現とPGE2産生を引き起こすことで歯周炎に関与することが考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Porphyromonas gingivalis gingipains induce COX-2 expression and PGE2 production via activation of MEK/ERK/AP-1 and IKK/NF-kBp65




○Nakayama M1,2，Naito M3，Tachibana M1，Nakayama K3，Ohara N1,2

1Dept Microbiol, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci

2ARCOCS, Okayama Univ Dent Sch

3Dept Microbiol Oral Infect, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci





Porphyromonas gingivalis (Pg) is commonly known as one of major pathogens, and its persistent infection might also increase the risk of the diseases, eventually resulting in tooth loss. Periodontal diseases have proinflammatory mediators including interleukin-6, TNFα, and prostaglandin E2 (PGE2). We focused on cysteine proteases, "gingipains", which are the virulence factor from Pg, and have studied that gingipains induced COX-2 expression and PGE2 production via activation of MEK/ERK and IKK/NF-kB. In this report, we demonstrated about the transcription factors, NF-kBp65 and AP-1, on gingipains-induced COX-2 expression in human monocytic cell line THP-1. The gene expression control of p65, RelB, and c-Rel by RNAi and gene transfection revealed that NF-kBp65 was required for gingipains-induced COX-2 expression in THP-1 cells infected with Pg. Furthermore, the use of wild type (WT), gingipains-deficient mutant (KDP136) of Pg revealed that infection of WT, but not KDP136, caused the expression of c-Fos and c-Jun that form AP-1. The gene expression of ERK1/2 also indicated that the expression of c-Fos and c-Jun were induced via MEK/ERK activation by gingipains. Therefore, gingipains with the protease activity induce COX-2 expression and PGE2 production via activation of MEK/ERK/AP-1 and IKK/NF-kBp65, likely contributing to the inflammation of periodontal tissues.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Streptococcus sanguinis，Streptococcus anginosus感染が動脈硬化発症に与える影響




○瀧澤　智美1，小林　良喜1，桑原　紀子1，齋藤　真規1，續橋　　治2，落合　智子1

1日大松戸歯　感染免疫，2日大松戸歯　臨床検査





【目的】口腔細菌が全身疾患である心内膜炎や膿瘍と関連性があると知られている．本研究では口腔細菌の一種であり亜急性細菌性心内膜炎の原因菌であるStreptococcus sanguinis（S. sangunis）と化膿性膿瘍の起因菌とされるS. anginosusの口腔内感染が全身疾患である動脈硬化発症に与える影響について検討を行った．【方法】脂質代謝に関与しているアポリポプロテインEを欠損した動脈硬化モデルマウスに週5回，3週間に渡ってS. sanguinisとS. anginosusを口腔感染させ，最終感染から4週間後に心臓，大動脈，歯肉，血液を採取した．心臓の大動脈起始部に形成された動脈硬化プラークをOil red O染色により測定し，大動脈，歯肉中の動脈硬化関連microRNA，mRNAレベルの測定と血清中の炎症関連サイトカインの測定を行った．【結果と考察】S. sanguinis感染群はコントロール群に比較して動脈硬化プラーク形成が有意に増加した．S. anginosus感染群はコントロール群に比較して有意差は認められなかったが，動脈硬化プラークの面積が増加した．また，S. sanguinis，S. anginosus感染群共にコントロール群に比較して血清中IL-1α，大動脈中のTNFα mRNAレベルが増加した．S. sanguinis感染群で大動脈中のIL-1β，TRAF6 mRNAの発現が上昇した．一方，TRAF6の発現を制御するmicroRNA-146aの発現はS. anginosus感染群で最も高くなった．一方，両感染群とも歯肉では炎症関連因子の増加は認められなかった．これらの結果から，両細菌共に口腔内では炎症を誘導しないが，全身系では炎症誘発に関与しており，またS. anginosusに比較し，S. sanguinis感染は動脈硬化促進に関与している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effect of Streptococcus sanguinis and Streptococcus anginosus infection on development of atherosclerosis
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(Purpose) Oral streptococci, Streptococcus sanguinis and Streptococcus anginosus, are thought to relate to systemic disorder, infective endocarditis and abscess, respectively. In this study, we assessed whether these two bacteria correlate with development of atherosclerosis.(Methods) Groups of mice were orally challenged with S. sanguinis or S. anginosus five times per week for 3 weeks. At 4weeks after the final infection, tissues and blood samples were collected for quantifications of atherosclerotic lesion area and assessment of inflammation-related cytokines and gene expressions.(Results & Conclusion) Atherosclerotic plaque was significantly increased in S. sanguinis-challenged group compared with control group. S. anginosus-challenged group enhanced atherosclerotic plaque, although not significantly. Further, serum IL-1α and TNFα mRNA expression in aortas were increased in both bacteria challenged-groups compared with control group. Further, S. sanguinis-challenged group showed up-regulation of IL-1β and TRAF6 mRNA levels in aortas. While, the expression levels of microRNA-146a, which regulates expression of TRAF6 gene, of S. anginosus-challenged group was highest. In contrast, inflammation-related genes were unchanged in gums of either bacteria-infected groups. These results suggest that S. sanguinis and S. anginosus infections do not affect inflammation in oral cavity, but influence systemic inflammation, and S. sanguinis-infection correlates with progression of atherosclerosis.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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S-PRGフィラーが口腔微生物に及ぼす抗菌効果について




○田村　宗明1,2，神尾　宜昌1,2，今井　健一1,2
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【目的】近年，口腔疾患と全身疾患の関連性が報告されていることから，口腔微生物数および叢のコントロールは口腔内外の疾患予防，および国民の健康維持や健康寿命の延長に深く関与している．S-PRGフィラーはフッ素など6種のイオンを放出するリチャージ可能な新規バイオマテリアルで口腔微生物に及ぼす抗菌効果が期待されているが，未だその報告は少ない．今回演者らは，S-PRGフィラーから放出されるイオン水と，S-PRGフィラー含有のジェルが口腔微生物に及ぼす発育抑制効果について実験を行い，臨床応用への可能性について検討した．【方法】実験には口腔常在のグラム陽性菌，歯周病原菌，Candida albicansおよびStaphylococcus aureusを供試した．試料はS-PRGフィラーを精製水に24時間浸漬した上清をイオン水，S-PRGフィラーとキサンタンガムの混和物をS-PRGフィラージェルとした．イオン水の発育抑制効果は，各濃度で添加した培地に被験菌を接種して培養後の濁度で価した．S-PRGフィラージェルの発育抑制効果については改良型寒天拡散法で観察した．さらにC. albicansを供試し，イオン水による酸化ストレスの誘導についても検討した．【結果および考察】イオン水は濃度依存的に供試した全被験菌の発育を抑制した．S-PRGフィラージェルも含有濃度に依存して発育抑制が見られ，特に歯周病原菌で顕著な発育阻止帯が認められた．一方，イオン水はC. albicansのカタラーゼ活性を抑制し，酸化ストレスを誘導した．これらの結果からS-PRGフィラーの臨床応用への可能性が考えられ，QOLの向上に繋がることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Antimicrobial effect of S-PRG filler on oral microorganisms
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A control of the oral microorganism is deeply involved in prevention of oral diseases and general disorders, maintenance of health of the people and QOL. S-PRG filler, rechargeable new biomaterial which releases 6 types of ions, is expected to have antibiotic effect on oral microorganisms. The present study conducted experiments on the growth inhibition of ionic water released from S-PRG filler and S-PRG filler gel on oral microorganisms and examined the possibility of clinical application.We employed oral gram positive bacteria, periodontal pathogen, Candida albicans and Staphylococcus aureus on this study. Supernatant of immersion of S-PRG filler in water for 24 h (ionic water) and mixture of S-PRG filler and xanthan gum (S-PRG filler gel) were used as samples. The effect of inhibition of the growth was evaluated by turbidity test and the improved agar diffusion method. Moreover, induction of oxidative stress by ionic water was also investigated.Ionic water and S-PRG filler gel suppressed the growth of all tested bacteria in a concentration-dependent manner. On the other hand, ionic water suppressed the catalase activity of C. albicans. From these results, it is suggested that the possibility of S-PRG filler clinical application.
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Porphyromonas gingivalis のATP合成に関与するphosphotransacetylase (Pta)およびacetate kinase (Ack)の遺伝学的および酵素学的解析
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【目的】歯周病原細菌であるPorphyromonas gingivalisは糖非発酵性であり，主にアミノ酸を炭素源として，エネルギーを獲得する．この菌においては，acetyl-CoAと無機リン酸からphosphotranacetylase (Pta)の触媒によってacetyl phosphateを産生し，その後，ADPの存在下でacetate kinase (Ack)によって，ATPを合成することが知られている．本研究では，この反応に関与するPtaおよびAckの遺伝学的および酵素学的解析を行った．【方法】P. gingivalis ATCC 33277株のPtaおよびAckの組換えタンパク質を精製した．Ptaの反応速度はacetyl-CoAの濃度を分光吸光度計にて測定した．一方，Ackの反応速度は産生されるNADPHを分光吸光度計にて定量することによって測定した．これらの遺伝子の転写単位は，Reversed transcriptase-mediated PCR (RT-PCR)にて決定した．【結果】PtaのKm値は72.0±8.1 μMであり，kcat値は1544±109 s-1であった．また，その反応の最適pHは9.0であった．一方，Ackの酵素反応はacetyl phosphateとADPを基質としたping-pong bi-bi反応であり，acetyl phosphateに対するKm値は177±51.2 μMであり，kcat値は435.5±32.2 s-1であった．もう一方の基質であるADPに対するKm値は585±19.2 μM，kcat値は421±159.6 s-1であった．その反応の最適pHは8.0であり，MnイオンまたはMgイオンが反応に必要であった．RT-PCRによって，ptaとackは独立して転写されることが明らかとなった．また，ptaとackに隣接する上流および下流の遺伝子の不活化株は得られるが，ptaとackの不活化株は得られなかった．【考察】PtaおよびAckはP. gingivalisのATP獲得に重要な働きがあることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Genetic and enzymatic characterization of phosphotransacetylase (Pta) and acetate kinase (Ack) for ATP biosynthesis in Porphyromonas gingivalis
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Porphyromonas gingivalis mainly gains energy from amino acids as a carbon source. In this bacteria, acetyl phosphate is produced from acetyl-CoA and inorganic phosphate by phosphotransacetylase (Pta), and the product was further converted in the presence of ADP to ATP and acetate by acetate kinase (Ack). In the current study, the genetic basis of pta and ack were determined, and those recombinant enzymes purified from P. gingivalis ATCC 33277 were enzymatically characterized. The Km and kcat values of Pta was 72.0±8.1 uM and 1544±109 s-1, respectively. The Km and kcat values of Ack for acetyl phosphate were 177±51.2 uM and 435.5±32.2 s-1, whereas the values of Ack for ADP were 585±19.2 uM and 421±160 s-1, respectively. Reversed transcriptase-mediated PCR analysis showed that the tandem genes were not cotranscribed. It was impossible to construct mutant strains with inactivated pta and ack, even though inactivation of the flanking genes of pta and ack was possible in P. gingivalis ATCC 33277. The findings suggested that Pta and Ack play important roles for acquisition of ATP in P. gingivalis.
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Porphyromonas gingivalisのATP産生に関与するphosphotransacetylaseおよびacetate kinaseの立体構造解析と生化学的解析
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【目的】歯周病原細菌であるPorphyromonas gingivalisは糖非発酵性であり，主にアミノ酸を炭素源としてATPを産生する．ATPはacetyl-CoAから酢酸を生成する二段階の反応によって産生され，それらの反応をphosphotransacetylase (Pta) およびacetate kinase (Ack) が触媒することが推察される．これら酵素には，それぞれPGN_1179とPGN_1178が対応すると考えられ，いずれもP. gingivalisにおけるATP産生に極めて重要であることが発表者らによって示された（本大会で別の演題として発表）．本研究では，ATPを産生する反応を詳細に理解するための第一歩として，上記2種類の酵素の立体構造解析および生化学的解析を行った．【方法】PtaおよびAckを大腸菌で組換えタンパク質として発現させた後，高純度に精製した．ハンギングドロップ蒸気拡散平衡法を用いてPtaを結晶化した．高エネルギー加速器研究機構においてX線回折データを収集し，結晶構造を決定した．また，Ackは構造既知の類縁酵素を鋳型としてホモロジーモデルを作製した．得られた構造情報をもとに，触媒に関与するアミノ酸残基を推定し，部位特異的変異酵素を調製して酵素活性を測定した．【結果と考察】Ptaは二量体を形成していた．他菌由来のPtaはサブユニットに2つの基質結合部位を有していることが報告されており，今回解析したPta/acetyl-CoA複合体においては，その一方にのみacetyl-CoAが結合していた．変異実験より，2つの結合部位周辺に位置するアミノ酸の酵素活性への寄与には明確な差があり，複合体でacetyl-CoAが結合した部位は，活性への寄与がより低い方であることが分かった．Ackにおいて実施した酸性および塩基性アミノ酸への変異導入はいずれも活性を著しく低下させた．（会員外共同研究者: 岩手医科大学薬学部 野中孝昌）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Structural and biochemical analyses of phosphotransacetylase and acetate kinase associated with biosynthesis of ATP in Porphyromonas gingivalis
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Porphyromonas gingivalis is an asaccharolytic bacterium that gains its metabolic energy by fermenting amino acids. In the metabolic pathway, ATP is synthesized by two reactions from acetyl-CoA to produce acetate catalyzed by phosphotransacetylase and acetate kinase. Recently, our research (presented in the poster session of this conference) showed that these enzymes are extremely important for the growth of this bacterium. To understand the enzymatic reactions in detail, the structural and biochemical analyses were performed. Recombinant PGN_1179 (phosphotransacetylase; Pta) and PGN_1178 (acetate kinase; Ack) were prepared. We crystallized Pta using the hanging-drop vapor diffusion method. X-ray diffraction data were collected at Photon Factory (Ibaraki, Japan), and then the crystal structures were determined. A homology model of Ack was built. On the basis of the structural information, we prepared some site-directed mutant enzymes, and measured the enzymatic activities. Pta is present as a dimer and is suggested to have two independent substrate-binding site in one subunit. In the structure of Pta complexed with acetyl-CoA, the substrate was bound at only one site. The mutation study revealed that the two sites differed in contribution to the catalytic activity. In Ack, some residue remarkably important for the activity were found.
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口腔および上気道の病原細菌に対するヒノキチオールの抗菌作用解析
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【目的】ヒノキチオールはヒバなどの樹木から採取される化合物である．皮膚浸透作用に加え，抗菌作用および抗炎症作用が報告されている．本研究では，口腔領域における三大感染症の起因細菌に対するヒノキチオールの抗菌作用および歯肉上皮細胞株に対する細胞毒性について解析した．【方法】う蝕起因細菌としてStreptococcus mutans MT8148株およびStreptococcus sobrinus MT10186株を，歯周病原性細菌としてPorphyromonas gingivalis ATCC 33277株，Prevotella intermedia ATCC 25611株，Aggregatibacter actinomycetemcomitans HK1651株およびFusobacterium nucleatum ATCC 25586株を使用した．また，誤嚥性肺炎患者より高頻度に分離されるMRSA NILS1株，MSSA NILS6株，Streptococcus pneumoniae D39株および多剤耐性S. pneumoniae KM256株を使用した．各種濃度（0.05～100 μg/mL）のヒノキチオールを添加した液体培地に各菌株を播種した後，96ウェルプレートにて培養した．24時間後の培地濁度の変化により抗菌作用を評価した．また，歯肉上皮細胞株Ca9-22にヒノキチオールを添加し，3時間後の細胞生存率をMTT試験にて解析した．【結果と考察】ヒノキチオールは，供試した全ての菌株に対して抗菌作用を示した．S. mutans，S. sobrinus，P. gingivalis，P. intermedia，A. actinomycetemcomitans，F. nucleatum，MRSA，MSSA，S. pneumoniae D39株およびS. pneumoniae KM256株に対する最小発育阻止濃度は，それぞれ0.3，1.0，1.0，30，0.5，50，50，30，0.5および1.0 μg/mLであった．一方，ヒノキチオールは100 μg/mL以下の濃度では歯肉上皮細胞株の生存率を低下させなかった．以上の結果から，ヒノキチオールは様々な病原細菌に対して抗菌作用を発揮すること，そして歯肉上皮細胞株に対して低毒性であることが明らかとなった．【利益相反】利益相反状態にあります．





Antimicrobial activity of hinokitiol against pathogenic bacteria in the oral cavity and upper airways
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Objectives: Hinokitiol is a component of the essential oils isolated from Cupressaceae. It shows antibacterial activity and has been used in oral care products. In this study, we examined the antibacterial activities of hinokitiol toward various oral, nasal, and nasopharyngeal pathogenic bacteria.Methods: Antimicrobial and bactericidal activity of hinokitiol against Streptococcus mutans MT8148, Streptococcus sobrinus MT10186, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Aggregatibacter actinomycetemcomitans HK1651, Prevotella intermedia ATCC 25611, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, methicillin-resistant Staphylococcus aureus NILS1, methicillin-susceptible S. aureus NILS6, Streptococcus pneumoniae D39, and multidrug-resistant S. pneumoniae KM256 were examined. Results and Discussion: Hinokitiol significantly inhibited the growth of all bacterial strains. The minimal inhibitory concentrations of hinokitiol against S. mutans, S. sobrinus, P. gingivalis, P. intermedia, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, MRSA, MSSA, S. pneumoniae, and multidrug-resistant S. pneumoniae were 0.3, 1.0, 1.0, 30, 0.5, 50, 50, 30, 0.5, and 1.0 μg/mL, respectively. Additionally, hinokitiol exerted bactericidal effects against all bacterial strains at 1 h after exposure, with the exception of P. gingivalis. Hinokitiol did not show cytotoxicity towards gingival epithelial cell line Ca9-22 up to 100 μg/mL. These results suggest that hinokitiol exhibits antimicrobial activity against a broad spectrum of pathogenic bacteria with low cytotoxicity against human gingival epithelial cells.
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Streptococcus mutansが産生するショ糖依存性バイオフィルムのガラス表面への強固な付着に必須の役割を持つGTF-SI




○村田　貴俊，花田　信弘

鶴大　歯　探索歯





【背景】歯表面のバイオフィルム付着はう蝕の発病に関与していると考えられている．Streptococcus mutansが有するグルコシルトランスフェラーゼは，ショ糖代謝によりバイオフィルムを構成するグルカンを歯表面に形成する．S. mutansは 各gtfB，gtfC，gtfD遺伝子にコードされる3種類のグルコシルトランスフェラーゼ GTF-I，GTF-SI，GTF-S を産生する．【目的】本研究の目的は，ガラス表面に強固に付着するショ糖依存性バイオフィルム形成に寄与するグルコシルトランスフェラーゼを明らかにすることである．【方法】各 gtfB，gtfC，gtfD 遺伝子を破壊したS.mutans ΔgtfB，S.mutans ΔgtfC，S.mutans ΔgtfD株をS.mutans UA159 (S.mutans WT)株から作製した．加えて二重破壊株(S.mutans ΔgtfBC，S.mutans ΔgtfCD，S.mutans ΔgtfBD)，三重破壊株(S.mutans ΔgtfBCD)も作製した．各株をガラス試験管中で1％ショ糖含有 Brain Heart Infusion培地で嫌気条件下，37℃，一晩培養し，ガラス管壁に強固に付着したショ糖依存性バイオフィルムの形成能を評価した．【結果】S.mutans WT，S.mutans ΔgtfB，S.mutans ΔgtfD，S.mutans ΔgtfBDはガラス管壁に強化に付着するバイオフィルムを形成したが．S.mutans ΔgtfC，S.mutans ΔgtfBC，S.mutans ΔgtfCD，S.mutans ΔgtfBCDは形成しなかった．【結論】gtfC遺伝子産物であるGTF-SIはガラス面に強固に付着するショ糖依存性バイオフィルム形成に必須である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Essential role of GTF-SI in robust adherence of sucrose-depending biofilm to glass surface in Streptococcus mutans
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Background: Adherence of a biofilm to smooth surface of tooth seems to be crucial on pathogenesis of dental caries. S. mutans develop sucrose-depending biofilm that is formed with glycosyltransferase on the tooth surface. S. mutans produces three types of glycosyltransferase; GTF-I, GTF-SI and GTF-S encoded by gtfB, gtfC and gtfD, respectively. Objective: Objective of the study is to clarify the contribution of each glycosyltransferase on robust adherence of sucrose-depending biofilm to glass surface in S. mutans. Methods: We generated gtfB, gtfC or gtfD disrupted strain (designated S.mutans ΔgtfB, S.mutans ΔgtfC or S.mutans ΔgtfD, respectivery) from S.mutans UA159 (S.mutans WT). We also generated double- and triple-disrupted strains (designated S.mutans ΔgtfBC, S.mutans ΔgtfCD, S.mutans ΔgtfBD, S.mutans ΔgtfBCD). Each strain was cultured into BHI broth containing 1% sucrose in a glass test tube overnight. The sucrose-dependent biofilm formations on the tube wall were evaluated. Results: S.mutans WT, S.mutans ΔgtfB, S.mutans ΔgtfD, and S.mutans ΔgtfBD formed sucrose-dependent biofilms that were robustly attached to the tube wall. However, neither S.mutans ΔgtfC, S.mutans ΔgtfBC, S.mutans ΔgtfCD nor S.mutans ΔgtfBCD could form sucrose-dependent biofilms on the tube wall. Conclusion: The product of gtfC is essential for robust adherence of sucrose-depending biofilm to glass surface in S. mutans.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-60

フランス海岸松抽出物による揮発性硫化物産生抑制性の検討
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【目的】　口臭の主要な成分は，口腔に生息する細菌によって産生される揮発性硫化物（VSCs）である．Pycnogenol (PYC) は，フランス海岸松の樹皮から抽出され，抗酸化作用および抗炎症作用を有する植物由来生理活性物質である．本研究では，口腔細菌由来のVSCs産生に対するPYCの効果について，PYCによる増殖抑制作用，VSCs産生抑制性，ならびにVSC産生関連遺伝子発現抑制について検討した．　【方法】 供試菌株として，VSCs産生性を有するP. gingivalis，P. intermedia，P. negrescens，F. nucleatum，A. actinomycetemcomitansの5菌種を用いた．増殖抑制作用は，PYCを添加した培地で被験菌を一夜培養し，最小発育阻止濃度（MIC）および最小殺菌濃度（MBC）を求めて評価した．各菌種によるVSCs産生は，ガスクロマトグラフィーを用いて測定し，種々の濃度のPYC添加による産生抑制性について検討した．また，メチルメルカプタン産生に関与する遺伝子（mgl）発現抑制性に関しては，RT-PCR法を用いて検討した．　【結果および考察】 供試した5菌種のMICおよびMBCは，0.5～5.0 mg/mlと菌種により差異が認められた．P. g およびF. n には，顕著な硫化水素およびメチルメルカプタンの産生が認められ，両菌種によるVSCsの産生は，PYC添加により濃度依存的に抑制された．A. a は 他菌種と比較してPYCに対して抵抗性を示したが，硫化水素産生性は濃度依存的に減少した．さらに，P. g におけるmgl 遺伝子発現は，生菌数に影響を与えない濃度のPYC添加により有意に減少した．以上の結果から，フランス海岸松抽出物はVSCs産生細菌に対して抗菌作用を示すとともにVSCs産生を抑制することが示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Reduction of bacterial VSCs production by pine bark extract
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Oral malodor can be caused by microorganisms producing volatile sulfur compounds (VSCs) in the oral cavity. The objective of this study was to evaluate the effects of the French maritime pine tree extract on bacterial growth, VSC production and gene expression associated with oral malodor. Antibacterial activity against P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, F. nucleatum and A. actinomycetemcomitans was determined by relative viability after the treatment with the extract. Gas chromatography analysis was performed to measure the concentration of VSCs from bacterial cultures, L-Cysteine and L-Methionine solution. The effect of the extract on the expression of mgl (the gene encoding L-methionine-α-deamino-γ-mercaptomethanelyase), which is responsible for CH3SH production, in P. gingivalis was analyzed. Treatment with the extract reduced the viable bacterial number. Hydrogen sulfide was produced by all bacteria, however, the extract inhibited the production in a dose-dependent manner. Methyl mercaptan was markedly produced by P. gingivalis and F. nucleatum culture. Treatment with the extract at 100 μg/ml significantly reduced CH3SH level in P. gingivalis culture. The expression of mgl gene in P. gingivalis was dose-dependently down-regulated by the treatment. The results suggest that the extract is effective to control oral malodor by decreasing bacterial VSCs production.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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腸内細菌叢に及ぼすCandida albicans経口摂取の影響
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最近，腸内細菌と全身の健康状態の間に関連があることが明らかにされ，健康に及ぼす腸内細菌叢の影響について注目されている．C. albicansはヒトの口腔などに常在する真菌であり，口腔カンジダ症の原因ともなる．口腔カンジダ症患者はC. albicansを嚥下していることから，本菌が腸内細菌叢を変動させ，結果として全身状態に影響を与えているのではないかと考えた．そこで，本研究ではC. albicansを持続的に口腔から摂取することにより腸内細菌叢ならびに全身の健康状態がどのように変動するかを検証することを目的とした．

C57BL/6，4週齢の雌マウスの糞便中にC. albicansが存在しないことを確認してからAIN-93Gを飼料として2週間与えた．その後16時間絶食させてからC. albicans (5×107cfu/匹)を経口摂取した．摂取2週間後におけるC. albicansの定着を確認するため，糞便をカンジダGS培地に摂取した．C. albicansの有無による腸内細菌叢の変化はT-RFLP法で調べ，糞便中のIgAはELISA法で調べた．また，腸内細菌叢の変動がデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）により誘導された腸炎に及ぼす影響を調べるため，DSS水あるいは通常の水を与え1週間の体重変化を調べた．

C. albicansは，経口摂取により2週間後も糞便中から検出された．糞便中の細菌叢については，C. albicansを経口摂取した場合は非摂取の場合と比べ，通性嫌気性のLactobacillales目の割合が増加し，偏性嫌気性菌の割合が減少した．糞便中のIgAの量はC. albicansを経口摂取の有無による有意差はなかった．また3.5%DSS水の飲水投与により誘導された腸炎による体重減少においてもC. albicansを経口摂取の有無による有意差はなかった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of Candida albicans oral intake on intestinal flora
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Since C. albicans (Ca) is a member of oral microbial flora, Ca cells are swallowed by the patients with oral candidiasis, which is considered to affect the normal intestinal bacterial flora. In this study, attempts were made to elucidate the effect of continuous ingestion of Ca on intestinal flora.

After confirming that no Ca exists in the feces of 4-week old female C57BL/6 mice, they were fed with AIN-93G for 2 weeks. After 16 hours of fasting, Ca (5×107cfu/mouse) was orally inoculated. Ca in the feces were detected using Candida GS medium. Changes in intestinal bacterial flora were examined by T-RFLP, and the amount of IgA in feces was determined by ELISA. Effects of change of the intestinal flora on dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis were examined by weighing mice for a week.

Ca was detected in feces even after 2 weeks by oral inoculation. Regarding the bacterial flora in feces, the proportion of facultative anaerobic Lactobacillales increased and the proportion of obligate anaerobic bacteria decreased by continuous ingestion of Ca. Continuous ingestion of Ca had no effect on both the amount of IgA in feces and weight loss of mice with 3.5% DSS-induced colitis.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas gingivalisの最少培地GAの再検証
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【目的】歯周病の原因菌Porphyromonas gingivalisはグラム陰性の偏性嫌気性菌である．P. gingivalisは糖非発酵性でありペプチドを唯一のエネルギー源として増殖する．最少培地GA は7.5 mg/mlのウシ血清アルブミン（BSA）と22.5 mg/mlのウシ免疫グロブリンG（IgG）の混合物を唯一の炭素源・窒素源とするP. gingivalis用の培地で当研究室が開発した．最少培地GAにおけるP. gingivalisの増殖性は菌自身が分泌するgingipain等のプロテアーゼに完全に依存する．しかし最少培地GAにおけるBSAの含有比率の上昇や低下はどちらもP. gingivalisの増殖性を低下させ，またタンパク質源としてBSA（30 mg/ml）のみを添加した最少培地ではP. gingivalisが増殖しなくなる．これは用いたBSA製品がP. gingivalisの増殖を促進する物質（BSAタンパクではない）を含むことを示唆する．この様な活性を示す物質の探索を行った．【方法】BSA（熱ショック画分製品）の限外濾過画分や種々の金属イオンをBSAの代わりに最少培地GAに添加してP. gingivalis W83株の増殖における効果を検証した．【結果】BSA（分子量66 kDa）の3 kDa以下の限外濾過画分をBSAの代わりに添加した最少培地はP. gingivalisの増殖を相補した．低分子量化合物として金属イオンを探索した結果，カルシウムイオンがP. gingivalisの増殖を促進する活性を示した．BSAを含まない最少培地GAの培地成分にCaCl2を添加した培地は最少培地GAと同等のP. gingivalisの増殖支持性を示した．【結論】最少培地GAのBSAはP. gingivalisのエネルギー源としては必要ないことを明らかにした．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Minimum medium GA for Porphyromonas gingivalis revisited
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Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative anaerobe, and is considered one of the important etiologic agents of periodontitis. Growth of P. gingivalis strictly depends on peptides as the energy source, and its secreted proteases are essential factors for growth. We developed minimum medium GA, containing a mixture of bovine IgG (22.5 mg/ml) and bovine serum albumin (BSA: 7.5 mg/ml) as a sole energy source. Interestingly, P. gingivalis showed maximum growth on the mixture of IgG and BSA as 3:1, but showed little growth on BSA (30 mg/ml) when supplied as a sole energy source. This shows that this BSA product would contain a growth supporting material that is anything but BSA itself. [Materials and methods] A BSA solution was fractionated by successive ultrafiltration procedures. Each of these fractions or metal ions was mixed with minimum medium GA that contains no BSA. Then, the effect on growth of P. gingivalis W83 was investigated. [Results and conclusion] An ultrafiltration fraction (less than 3-kDa) from a BSA solution contains growth-supporting factors for P. gingivalis. Ca2+ showed growth-supporting activity for P. gingivalis. Minimum medium GA that replaced BSA by CaCl2 supported growth of P. gingivalis equivalent that of minimum medium GA.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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糖鎖修飾関連酵素阻害剤が歯周病関連細菌の糖タンパク質合成ならびに増殖に及ぼす影響について
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【目的】我々は以前，二種の歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalis（Pg）およびTannerella forsythia（Tf）の有する外膜タンパク質にO結合型のN-アセチルグルコサミン（GlcNAc）やシアル酸が付加されていることを明らかにしてきた．その一方で，これら歯周病関連細菌の性質における糖タンパク質の役割については未だ不明な点が多い．本研究では，糖タンパク質にGlcNAcを付加するGlcNAc転移酵素の阻害剤，ならびにシアル酸を付加するシアル酸転移酵素の阻害剤を用い，これらが歯周病関連細菌の糖タンパク質合成，増殖ならびに血清抵抗性に対してどのような影響を及ぼすのか調べたので報告する．【材料と方法】菌株はPg ATCC 33277およびTf ATCC 43037を用いた．GlcNAc転移酵素阻害剤としてBADGPおよびOSMI-1，シアル酸転移酵素阻害剤としてLithocholyglycine，Soyasaponin Iおよび3-Fax-Peracetyl Neu5Acを用いた．各阻害剤のPgまたはTfの増殖への影響は，阻害剤を添加したTSB培地で菌株を培養後にOD600の濁度を測定して調べた．またTSB培地に40%ヒト血清を加えた場合のPgまたはTfの増殖への各阻害剤の影響も同様の方法で調べた．各阻害剤の存在下で増殖させたPgおよびTfの菌体は破砕した後，SDS-PAGEで展開し，総タンパク質はCBB染色，また糖タンパク質はPro-Q Emerald 300染色により検出し，各阻害剤の影響を解析した．【結果および考察】PgとTfをTBSで培養した場合，全ての阻害剤は増殖に影響を及ぼさなかった．一方，血清を添加した培地で培養した場合，PgとTfともに，全ての阻害剤によって顕著に増殖が抑制された．またPgとTfともに，阻害剤により特定の糖タンパク質の発現パターンに変化が認められた．以上の結果から，糖鎖修飾関連酵素阻害剤はPgとTfの糖タンパク質合成に影響し，血清への抵抗性を減弱させることが考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of glycosyltransferase inhibitors on glycoprotein synthesis and growth of periodontogenic bacteria
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We previously reported that Porphyromonas gingivalis (Pg) and Tannerella forsythia (Tf) possess outer membrane proteins that are linked to O-GlcNAc and sialic acid. However, specific roles of glycoproteins in their pathogenic properties are largely unclear. Here, we examined the effect of glycosyltransferase inhibitors on glycoprotein synthesis, bacterial growth and serum resistance of Pg and Tf. The strains of Pg ATCC 33277 and Tf ATCC 43037 were used. BADGP and OSMI-1 were used as GlcNAc transferase inhibitors, whereas Lithocholyglycine, Soyasaponin I and 3-Fax-Peracetyl Neu5Ac were as sialic acid transferase inhibitors. Bacteria were cultured in TSB or human serum-containing TSB supplemented with one of inhibitors. Their growth was monitored by measuring OD600. Whole-bacterial lysates were separated by SDS-PAGE, followed by staining of glycoproteins using Pro-Q emerald 300. All of the inhibitors did not show any effect on the growth of Pg and Tf. However, all of the inhibitors clearly showed a suppressive effect when Pg and Tf were grown in serum-containing broth. Additionally, we could find that expression of specific glycoprotiens of Pg and Tf were altered in the presence of the inhibitors. These findings suggest that glycosyltransferase inhibitors affect glycoprotein synthesis in Pg and Tf, thereby diminishing their serum resistance.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans 由来LtxAのヒト破骨細胞への作用
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侵襲性歯周炎 (AgP) は，若年者に発症する，急激な歯槽骨吸収を特徴とする炎症性疾患である．本疾患の患者から Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) が高頻度で分離されることから，AgP発症への関与が注目されている．これまでAaのビルレンス因子であるロイコトキシン (LtxA) の単球への細胞傷害作用は報告されているが，骨吸収を担う破骨細胞への影響は報告されていない．本研究は，ヒト破骨細胞に対するLtxAの作用について解析した．破骨細胞の分化過程におけるLtxAの影響を解析するため，破骨細胞前駆細胞としてヒト末梢血単核細胞から単離したCD14陽性細胞 (6 x 104 cells/well) をM-CSFとRANKL存在下，LtxA (最終濃度 : 0.1-5 ng/mL) を添加して培養し，TRAP染色法により破骨細胞数を計測した．また，破骨細胞の生存へのLtxAの影響を調べるため，成熟破骨細胞にLtxAを添加し，その細胞数への影響を解析した．その結果，LtxAはCD14陽性細胞から破骨細胞への分化を濃度依存的に抑制した．成熟破骨細胞についてもLtxA濃度依存的な破骨細胞数の減少を認めた．さらに，LtxA受容体であるLFA-1 (CD11a/CD18) のそれぞれのmRNA発現を，破骨細胞の分化過程において経時的に解析した．CD14陽性細胞から成熟破骨細胞分化に伴いCD11a発現は減少，CD18発現は増加を認めた．以上の結果から，Aaが産生するLtxAはCD14陽性細胞から破骨細胞への分化および生存において抑制的に作用することが明らかとなった．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of the Aggregatibacter actinomycetemcomitans LtxA on human osteoclast formation and survival
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Aggressive periodontitis (AgP) is an inflammatory disease with characteristic rapid alveolar bone resorption in adolescence. Aggregatibacter actinomycetemcomitans is frequently isolated from the AgP patient's mouth and considered as a causative candidate. Of the virulence factors of this organism, the cytopathic effects of leukotoxin (LtxA) have been reported. However, no investigation of LtxA on osteoclasts has been reported. In this study, the effects of LtxA on human osteoclast formation and survival were examined.To analyze the effect of LtxA on osteoclast differentiation, CD14-positive cells isolated from human PBMC were cultured with/without LtxA in the presence of M-CSF and RANKL. After six-day culturing to form osteoclasts, TRAP-positive multinucleated osteoclasts were counted. To analyze the effect of LtxA on osteoclast viability, fully differentiated osteoclast cultures were further incubated with/without LtxA. LtxA inhibited osteoclast differentiation in a dose-dependent manner. The inhibitory effect of LtxA on the viability of osteoclasts was similarly observed. The expression levels of CD11a and CD18, which are components of LFA-1, a receptor for LtxA, were determined by quantitative RT-PCR. During osteoclast differentiation, the expression level of CD11a was gradually decreased, while that of CD18 was increased. These results suggest that LtxA inhibits the formation and survival of human osteoclasts.
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樹木精油に含まれる揮発性抗菌成分の口腔ケア応用を目的とした基礎的研究
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口腔内細菌のコントロールは口腔疾患ならびに全身疾患を予防するために重要である．特に要介護高齢者の口腔ケアは「誤嚥性肺炎」「口腔機能の低下」を予防するためにも必要不可欠であることが知られているが，物理的清掃が困難である場合もあるため，簡易的かつ有効な口腔ケアの開発が望まれる．現在，植物由来精油中にはテルペンなどの揮発性低分子が含有されており，それらの抗菌性や生理活性が報告されている．本研究では，樹木から抽出された天然精油を用い，それらに含まれる揮発性低分子のう蝕原性細菌Streptococcus mutans　に対する抗菌作用について検討を行い，将来的な簡易的口腔ケア応用を目標とした基礎的研究をおこなった．【材料・方法】樹木由来精油を用い，Streptococcus mutans JCM 5705に対する揮発性抗菌成分の有無を確認した．96-well plateの中央に精油を200 μl添加し，その周囲に菌液（107cfu/ ml）を播種し，抗菌効果を確認した．その後，抗菌効果が得られた精油については各種濃度における経時的濁度の変化，生菌数の確認，ならびにバイオフィルムの形成量についてさらにその抗菌性を評価した．また，揮発性抗菌成分の細胞傷害性についても口腔由来細胞を用いて細胞増殖活性（WST-1 assay）を測定した．さらに，その揮発性抗菌成分を同定するためにGC-MSを用いて解析した．【結果と考察】今回用いた樹木由来精油の揮発性成分で，Streptococcus mutansにおける抗菌作用を有するのはヒバ油由来の成分のみであることが確認された．ヒバ精油の濃度依存的に抗菌作用が認められ，0.1，0.01％濃度においても生菌数の減少が認められた．また，今回の実験条件においては0.1％濃度以上で細胞傷害性を有する可能性が示唆された．GC-MSによる解析ではいくつかの有効成分のピークが認められ，今後実用化を目標として研究を進める．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Fundamental research in oral care application of volatile antimicrobial components contained in essential oil from wood
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Control of oral bacteria is important for preventing oral diseases as well as systemic diseases. Currently, antibacterial and physiological activities of volatile low molecules from natural plants have been reported. In this study, to develop simple and effective oral care applications, antibacterial effect of volatile low molecular weight content in essential oils derived from wood against the cariogenic bacteria Streptococcus mutans JCM 5705 was studied. 200 μl of essential oil was added into 96-well plate, and bacteria were cultured adjacent to the well to determine the antimicrobial effect. Thereafter, the growth of bacteria at various concentrations of essential oil, the number of living bacteria, the effect on biofilm formation, and the cytotoxicity were also examined. Furthermore, GC-MS was used to identify these volatile antimicrobial components. The volatile components of essential oils from Hiba showed significant antibacterial effect on Streptococcus mutans. Concentration-dependent antimicrobial effect of the volatile components was observed. The cytotoxicity test in this experiment suggested that the volatile from essential oil might have toxic to human gingival fibroblasts (HGFs) at concentration above 0.1%. In addition, several peaks of the active components were observed by GC-MS analysis.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Streptococcus anginosus 菌体外タンパク質抗原の炎症応答誘導




○下山　　佑1，石河　太知1，古玉　芳豊1，木村　重信2，佐々木　実1

1岩医大　歯　分子微生物

2関西女子短大　歯科衛生





Streptococcus anginosus は口腔に常在するレンサ球菌の1菌種であるが，感染性心内膜炎，膿瘍および口腔扁平上皮癌から高頻度で分離され，それら疾患との関連が示唆されている．我々はこれまでにS. anginosus が菌体外に産生し，マウスマクロファージに一酸化窒素産生を誘導する生理活性物質SAA を見出し，本菌の病原因子としての可能性を示唆してきた．本研究では，SAAのタンパク質分子をプロテオーム解析から同定，SAAの組換えタンパク質を作製し，マウスマクロファージ細胞株J774.1における誘導型一酸化窒素合成酵素，炎症性サイトカインおよびケモカインの発現誘導を遺伝子レベルで検討した．また，S. anginosusと他の口腔レンサ球菌9菌種についてSAAおよびその相同体の培養後の局在について，抗SAA抗体を用いたWestern Blot法により検討した．S. anginosus SAAはLC MS/MSによる質量分析の結果，菌体のタンパク質合成に関わる酵素の一つと同定された．SAA組換え体でマウスマクロファージを刺激すると誘導型一酸化窒素合成酵素，TNFαおよびケモカイン（CCL2 およびCCL4）のmRNA発現誘導が認められた．さらにこの活性は，組換え変異体および加熱処理により消失した．また，口腔レンサ球菌の菌体画分を調整し，各菌体におけるSAAの局在を検討したところ，S. anginosus では菌体外画分で主に認められたのに対し，他の口腔レンサ球菌では菌体外画分で認められなかった．　以上の成績から，SAAはS. anginosus の菌体外に分泌され，炎症応答を誘導する新規病原因子となる可能性が示唆された.

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Induction of inflammatory responses by an extracellular antigen of Streptococcus anginosus




○Shimoyama Y1，Ishikawa T1，Kodama Y1，Kimura S2，Sasaki M1

1Div Mol Microbiol, Iwate Med Univ Sch Dent
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Streptococcus anginosus, a member of oral streptococci, was frequently detected in infective endocarditis, abscess or oral cancer tissues. Although S. anginosus was considered as the causative bacterium of those diseases, the pathogenic mechanisms were still unclear. Previously, we have suggested that an extracellular antigen from S. anginosus (SAA) may play a critical role as the pathogenic factor via inducing nitric oxide (NO) production in murine macrophages. In this study, we identified SAA by LC-MS/MS, and assessed the biological activities of His-tagged recombinant SAA to murine macrophage. SAA was identified as a protein synthesis related protein and localized in extracellular fraction of S. anginosus but not in that of other oral streptococci. In addition, inducible nitric oxide synthase (iNOS), TNFα, CCL2 and CCL4 mRNA expressions were induced in recombinant SAA stimulated murine macrophages. However, those mRNA expressions in disrupted mutant or heat-inactivated recombinant SAA stimulated murine macrophages were not induced. Consequently, these results indicate that SAA could be a noble and specific virulence factor of S. anginosus.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔菌叢培養モデルによるスクロース依存的に変動する細菌群の同定




○真下　千穂，南部　隆之，円山　由郷，沖永　敏則

大歯大　細菌





【背景】　近年の次世代シークエンス技術の普及により，齲蝕罹患患者における口腔細菌叢の多様性が明らかになってきた．しかし，口腔健常者が長期間の糖摂取を経て齲蝕の状態に至るまでの口腔細菌叢の動的変化に関しては，多くの知見が得られていないのが現状である．本研究は，健常者の口腔細菌叢が糖暴露に対してどの様に応答するのかを明らかにするため，我々が構築した口腔細菌叢培養系を用い，被検者より採取した唾液を使用して，糖添加による菌叢とpHの変化を評価した．【方法】　被検者より採取した唾液を0～0.5 %スクロースを含むSHI培地に接種し，20時間嫌気培養した．培養前後のサンプルからDNAを抽出し，16S rRNA遺伝子V3-V4領域をPCR増幅した．増幅産物を次世代シークエンサーMiSeqにより配列解読し，得られたデータからCLC Genomics Workbenchを用いてOTUテーブルを作成した．統計処理は，Rスクリプトを用いて行った．加えて，培養前後のサンプルについて，pH，濁度，コロニー形成単位（CFU）の測定も行った．【結果と考察】　添加したスクロース濃度に依存してStreptococcus属細菌の増加がみられた．pH低下に関しては，スクロース添加濃度が同じであっても被検者毎に大きく異なり，pH5.5程度まで大きく低下したサンプルではStreptococcus sp. oral taxon 058の比率が増加していた．一方，pH低下が少ないサンプルではこの種の比率増加は認められなかった．また，Fusobacterium属やPorphyromonas属細菌の存在比はスクロース濃度に負の相関を示した．pH低下とStreptococcus sp. oral taxon 058の増加がみられた被検者は，齲蝕好発の傾向が認められることから，さらなるスクロースによる細菌叢可塑性について解析を進めている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Identification of sucrose-dependent fluctuating bacteria group by oral microbial cultivation model




○Mashimo C，Nambu T，Maruyama H，Okinaga T

Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ





Due to the prevalence of the next generation sequencing technology in recent years, the diversity of oral bacterial flora in caries-affected patients has been clarified. However, it is still unknown how oral microbial properties change dynamically in the caries process. In this study, to clarify how oral flora of healthy subjects respond to sugar exposure, saliva samples inoculated into SHI medium containing 0 to 0.5 % sucrose and cultured anaerobically for 20 hours. The identification and comparison of microbial communities was evaluated by the Illumina MiSeq platform of the V3/V4 region of the 16S rRNA gene. Raw read files were processed using the CLC Genomics Workbench and analyzed in the R programming environment. In addition, pH, turbidity and colony forming unit (CFU) were also measured for samples before and after culture. An increase of the genus Streptococcus was observed depending on the sucrose concentration. The pH changes of the culture samples greatly varied from subject to subject, even though the added sucrose concentration was equal with each other. The ratio of Streptococcus sp. oral taxon 058 was increasing in the sample with great pH decreasing. In addition, abundance ratio of genus Fusobacterium and Porphyromonas showed negative correlations with sucrose concentration.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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White to Opaque変換はCandida dubliniensis のphospholipase B 産生に関与する




○仲村健二郎，福井佳代子，桑島　治博

日歯大新潟　薬理





[はじめに] White to Opaque変換は，C. albicans やC. dubliniensisの寄生形態や病原性に重要な役割を担っている．我々は C.dub がPrice培地上にて高頻度でW to O変換することを見出した．これが，同培地でC.dub が低いphospholipase B 産生を示す原因と考えられた．[方法]　W to O変換は，Price 培地でのC. dub の細胞形態および同培地にO細胞の特異的染色剤Phloxine B を加え，コロニーの色調で調べた．一方，Price培地に比べてC. dubが多量のPlase B を産生する改良Price培地でも同様に調べた．[結果] C. dubは，Price 培地でO細胞様の形態を示す細胞が観察された．さらにPhloxine B 添加Price培地で赤色のコロニーを形成した．しかし，Plase B を良く産生する改良培地では，W細胞が主に観察された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





White-to-opaque switching is involved in the phospholipase B production of Candida dubliniensis on Price's egg yolk agar




○Nakamura K，Fukui K，Kuwashima H

Dept Pharmacol, The Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Niigata





Introduction: White to Opaque transition plays an important role for the parasitic form and pathogenicity. We found that Candida dubliniensis showed White to Opaque transition with high frequency on Price's egg yolk agar. We studied the relation between this transition and phospholipase B production in C. dubliniensis.  Method: White to Opaque transition was investigated by the cell morphology on Price's agar, and colony color changing (white to red) on the Price's agar added opaque cell specific vital stain phloxine B. This transition was also checked using modified Price's agar on which C. dubliniensis produces phospholipase B well. Results and discussion: The cells grown on the Price's agar exhibited opaque cell like morphology. On the other hand, the morphology of cells grown on the modified Price's agar was consisted with white cells. Moreover, the colony grown on the Price's agar supplemented phloxine B was stained red. However, this colony color changing was not observed in the colony grown on the modified Price's agar. This White to Opaque transition was suggested to be the reason why C.dubliniensis produced very low phospholipase B on Price's agar.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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MyD88依存的シグナルは高内皮細静脈の形成を介して自己免疫性唾液腺炎を誘導する




○引頭　　毅，猪俣　　恵，堀江　　俊，安部　雅世

朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物





自己免疫性唾液腺炎（AS）はシェーグレン症候群やIgG4関連疾患等の自己免疫疾患で認められ，唾液腺の腫脹や巣状リンパ球浸潤を伴う慢性炎症である．近年ASを含む自己免疫疾患の病態形成における自然免疫系の病理学的役割に注目が集められている．我々は自然免疫応答の誘導に関与するシグナル伝達分子MyD88に着目してきた．本研究ではASモデルマウスにおいてMyD88遺伝子を欠失させるとASが抑制されることを見出したので詳細を報告する．B6/lprマウスはリンパ球の異常増殖を伴い，全身性エリテマトーデス様症候を自然発症する系統であり，唾液腺の腫脹とびまん性のリンパ球浸潤を伴ってASを発症する．本マウスでMyD88を欠失させると，リンパ球の異常増殖は改善され，ASは認められなくなった．一方，NODマウスはI型糖尿病様症候とともに巣状リンパ球浸潤を伴ってASを発症するモデルマウスであるが，顕著なリンパ球異常増殖や唾液腺腫脹は認めない．本マウスでMyD88を欠失させても，ASの症候は顕著に改善された．これらの結果は少なくとも，リンパ球異常増殖に関連したASの誘導機序とともに，これとは関連しない機序にもMyD88が関与することを示唆する．そこで正常なC57BL/6マウスの唾液腺組織を用い，MyD88欠失によるリンパ球異常増殖とは関連しない遺伝子発現の変化をマイクロアレイによる網羅的解析により調べたところ，高内皮細静脈（HEV）に特異的な遺伝子Glycam1や他のHEVに関連した遺伝子の発現がMyD88欠失により減少することが分かった．実際，NODマウスの唾液腺では異所性のHEV形成が進行しており，これに伴ってGlyCAM-1の他，HEVが発現するCCL19やCXCL13などのリンパ球走化性ケモカインの発現が増加していたが，MyD88を欠失させるとこれらの発現は認められなくなった．以上よりASの病態形成では，MyD88依存的シグナルがHEVの形成を誘導し，それに続いて異所性にリンパ組織の形成が誘導される可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





MyD88 signaling causes autoimmune sialadenitis through formation of high endothelial venules




○Into T，Inomata M，Horie T，Abe M

Dept Oral Microbiol, Div Oral Infect Health Sci, Asahi Univ Sch Dent





Autoimmune sialadenitis (AS), chronic inflammation of the salivary glands with focal lymphocyte infiltration, appears in autoimmune diseases such as Sjögren's syndrome. Recently, pathological roles of innate immunity in development of AS has been increasingly revealed. We have focused on the role of innate immune signaling molecule MyD88 in AS development. We here report that MyD88 is associated with AS development in AS mouse models. In lupus-prone B6/lpr mice that have lymphoproliferation abnormalities, deficiency of MyD88 suppresses lymphoproliferation and lupus-like symptoms, including AS. In NOD mice, which have no lymphoproliferation abnormalities, AS is also suppressed by Myd88 deficiency. These results at least indicate that MyD88 signaling triggers AS through both lymphoproliferation-dependent and -independent mechanisms. To study the MyD88-dependent lymphoproliferation-independent AS manifestation, salivary glands from normal B6 mice were analyzed. Remarkable downregulation of the high endothelial venule (HEV)-specific gene Glycam1 and other HEV-associated genes was found in Myd88-deficient mice, compared with wild-type mice. In the salivary gland of NOD mice, ectopic HEV formation and expression of GlyCAM-1 and lymphochemotactic chemokines were promoted in a MyD88-dependent fashion. Our findings highlight a novel role for MyD88 in AS development, which implies the existence of MyD88-mediated signaling-dependent HEV formation in ectopic lymphoid neogenesis. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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抗菌ペプチドLL-37がヒト歯肉線維芽細胞のToll様受容体ならびにその関連分子の発現に及ぼす影響について




○猪俣　　恵，堀江　　俊，安部　雅世，引頭　　毅

朝日大　歯　口腔感染医療　口腔微生物





LL-37はカテリシジンファミリーに属する抗菌ペプチドであり，慢性歯周炎罹患部位の歯肉溝滲出液で増加していることや，LL-37の先天欠損では重度に歯周炎が進行することが知られている．我々は以前，LL-37は歯肉線維芽細胞（HGF）がPorphyromonas  gingivalis（Pg）菌体やPg LPSに対して産生する炎症性サイトカインを強力に抑制することを見出し，LL-37が抗炎症作用をもつことを報告した．本研究ではその抗炎症作用のメカニズム解明の一環として，HGFにおけるToll様受容体（TLR）の発現，さらにはTLRのアクセサリー分子，TLR下流の細胞内シグナル伝達分子ならびに，TLRシグナル伝達制御分子などのTLR関連分子の発現においてLL-37がどのような影響を及ぼすのかをリアルタイムRT-PCRによる解析により検討した．LL-37をHGFに作用させた場合，TLR9等の特定のTLRの発現が抑制されていた．またLL-37の存在下でHGFにPg LPSを作用させた場合には，特定のTLRの発現が抑制される一方で，TLRシグナルを負に制御する分子の発現が増加し，結果的にPg LPSの誘導する炎症性サイトカインの発現が抑制されることが分かった．これらの結果により，LL-37は単独で作用した場合でも，Pg LPSとの共存下においても，HGFにおける特定のTLRの発現を抑制し，またシグナル制御分子の発現を増強することで抗炎症作用に寄与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of the antimicrobial peptide LL-37 on expression of Toll-like receptors and their associated molecules in human gingival fibroblasts




○Inomata M，Horie T，Abe M，Into T
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LL-37, a family member of the antimicrobial peptide cathelicidins, is known to increase in the gingival crevicular fluid of the patients with chronic periodontitis. LL-37 deficiency in humans is correlated with increased susceptibility to development of severe periodontitis. We previously reported that LL-37 has an anti-inflammatory effect on Porphyromonas gingivalis (Pg) whole cells- or Pg LPS-induced cytokine production in human gingival fibroblasts (HGFs). In order to elucidate the anti-inflammatory effect, we investigated how LL-37 affects the expression levels of Toll-like receptors (TLRs), their accessory molecules, downstream signaling molecules, and regulatory molecules for signal transduction using a real-time RT-PCR method. LL-37 was found to suppress the expression levels of several TLRs. No significant change was observed in the expression levels of TLRs after stimulation of Pg LPS, but in the presence of LL-37, the expression levels of several TLRs were suppressed and the levels of negative regulatory molecules of TLR signaling were contrarily induced, ultimately leading to suppression of Pg LPS-induced proinflammatory responses. These results suggest that LL-37 changes the expression levels of TLRs and negative regulatory molecules of TLR signaling, thereby providing anti-inflammatory effects on Pg-induced inflammatory responses in HGFs.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Zoledronate(bisphosphonate)静脈投与マウスでのLPSによるIL-1産生増強とclodronate(bisphosphonate)による抑制




○鈴木飛佳理1,2，坂東　加南2，多田　浩之2，木山　朋美3，大泉　丈史1，船山ひろみ4，菅原　俊二2，高橋　　哲1，遠藤　康夫1

1東北大　院歯　顎顔面口外，2東北大　院歯　口腔分子制御，3東北大　院歯　口腔システム補綴，4鶴大　歯　小児歯





Bisphosphonate(BPs)は骨に強く結合し，長時間作用する骨吸収抑制薬である．BPsの中で，窒素を含むBPs (N-BPsと略)の骨吸収抑制作用は窒素を含まないnon-N-BPsよりもはるかに強い．しかしN-BPsには副作用として，初回投与後に急性炎症(発熱，関節痛，筋肉痛など) が頻発するが，その機序は確定していない．Zoledronate(骨吸収抑制作用最強のN-BP，以下Zol) は患者に静脈投与され，その副作用発症頻度はN-BPs中最も多いことが報告されている．私達はマウスでの実験で，以下を明らかにしている．(a)腹腔注射したN-BPsは，IL-1産生を含む様々な炎症反応を誘導する．(b)皮下注射したN-BPsは，投与部位に炎症・壊死を誘導する．(c)LPS とN-BPsは相互に炎症・壊死作用を増強し合う．（d）Non-N-BPのclodronate(以下Clo)はN-BPsの炎症・壊死作用を減少させる．しかし，静脈注射によるN-BPsの副作用に関する動物実験は殆ど報告されていない．本研究の目的は，静脈投与したN-BPsがどの様にマウスに炎症反応を起こすのかを明らかにすることである．本実験ではZolとLPSをマウス静脈または腹腔に注射し，全身性炎症反応と各組織(骨を含む)でのIL-1αとIL-1βを測定し，以下の結果を得た．(i)Zolの静脈投与による炎症反応は，腹腔投与の場合よりも弱い．(ii)Zolを予め静脈投与されたマウスでは，投与無しのマウスに比べ，LPSによる種々の組織 (骨を含む) でのIL-1αとIL-1βの産生が増強される．(iii)CloとZolを同時投与すると，前記のIL-1αとIL-1βの産生増強は，抑制される．(iv)Zolの静脈注射による骨吸収抑制作用は，炎症の場合とは異なりCloにより抑制されず，僅かであるがむしろ増加した．以上の結果は，感染は骨を含めて種々の組織でのIL-1産生を介して，N-BPsによる炎症性副作用を促進する要因であり，CloはN-BPsとの併用により，N-BPsの強い骨吸収抑制作用を維持し，かつN-BPsの副作用の予防に有効である可能性を示唆する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Augmentation of LPS-induced IL-1 production in mice given intravenous zoledronate (bisphosphonate) and its prevention by clodronate (bisphosphonate)




○Suzuki H1,2，Bando K2，Tada H2，Kiyama T3，Oizumi T1，Funayama H4，Sugawara S2，Takahashi T1，Endo Y1
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Among bisphosphonates (BPs), nitrogen-containing BPs (N-BPs) have far stronger anti-bone-resorptive effects than non-N-BPs. However, N-BPs induce acute inflammatory side-effects (fever, arthralgia and myalgia, etc.) after their first injection. Zoledronate is given intravenously to patients, and the side-effect incidence is the highest among N-BPs, and the mechanisms underlying these side effects remain unclear. The aim of our study is to clarify how intravenous N-BPs induce inflammatory side-effects. Here, zoledronate and/or LPS were injected into mice, and their effects on the systemic inflammatory reactions and on the production of IL-1&alpha and IL-1&beta in various tissues were examined. We found the following. Intravenous zoledronate exhibited weaker inflammatory effects than intraperitoneal zoledronate. In mice given intravenous zoledronate, LPS-induced production of IL-1&alpha and IL-1&beta was augmented in various tissues, including bone, resulting in them increasing in serum. Clodronate (given together with zoledronate) prevented such augmented production of IL-1&alpha and IL-1&beta. Anti-bone-resorptive effects of intravenously injected zoledronate was slightly but significantly enhanced by co-injected clodronate. These results suggest that infection may be an important factor promoting the acute inflammatory side-effects of N-BPs via augmented production of IL-1 in various tissues (including bone), and that clodronate may be useful to reduce or prevent such side effects.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ブラジル産グリーンプロポリスは，チベット高原に住む高齢者の全身炎症を軽減して認知機能の低下を防ぐ
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Brazilian green propolis prevents cognitive decline with reducing systemic inflammation in elderly people living at Qinghai Tibet High Land




○Aiqin Z1，Ni J2，Meng J2，Nakanishi H4，Wu Z2,3
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BACKGROUND: Systemic inflammation is known as a risk factor of cognitive decline. The present study aims to investigate the effects of propolis on cognitive decline and systemic inflammation in elderly people living at high altitude. METHODS & RESULTS:Sixty participants (average 72.8 years) living at altitude (2,260 meters) were randomized to receive propolis (n＝30) or placebo (n＝30) for 24 months. Cognitive outcomes were assessed using MMSE and serum cytokine levels were measured for 24 months in a double-blind study. MMSE scores were 26.17 at baseline and 23.87 at 24 months in placebo group. Compared to placebo group, improvements of MMSE scores were significant in propolis-treated subjects (p＝0.007) with a response emerging over time (time points×group interaction, p＝0.016). In addition, the serum IL-1 β and IL-6 levels were significantly different across treatments (p＜0.0001) showing upward and downward trends in placebo- and propolis-treated subjects, respectively (p＜0.0001). Serum levels of TNF-α were not significantly different across treatment (p＝0.0528) but with a response emerging over time (time points×group interaction, p＝0.016). In contrast, serum levels of TGFβ1 were significantly different across treatments (p＜0.0001) showing downward and upward trends in placebo- and propolis-treated subjects, respectively. Serum levels of IL-10 were significant for the effect of groups (p＝0.0411). Furthermore, MMSE scores correlated with the decrease in IL-1β and the increase in TGFβ1 in serum.  CONCLUSION:Elderly people living at high altitude developed to MCI in 24 months with exacerbation of systemic inflammation. Ingestion of propolis＞12 months) protected against cognitive decline after systemic inflammation was reduced. ACKNOWLEDGMENTS: This study was supported by Grants-in-Aid for Scientific Research (16H05848, 17K17093), Yamada Research Grant (N0.0183) and Study abroad personal science and technology activity project of Ministry of Human Resources and Social Security of the People Republic of China (NO:2012-258).REFERENCES: Zhu et.al., J Alzheimers Dis. 2018;63(2):551-560. doi: 10.3233/JAD-170630. Zhong X1, Li Y1, Du C1, Zhao X1 and Wu S1 are collaborator in this study.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P2-75

マラリア耐性解除薬7-benzylidenenaltrexone (BNTX) がCandida albicansのアゾール薬剤耐性に及ぼす影響
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[目的] 国際交流が盛んな現代社会において，蚊を媒介として感染する薬剤耐性マラリアのアウトブレークに注意が必要である．近年，薬剤耐性マラリアにδ1オピオイド受容体拮抗薬，7-benzylidenenaltrexone（BNTX）がクロロキン耐性解除作用を示すことが報告されている．しかし，BNTXの詳しい作用機序は未だ解明されていない．このBNTXの耐性解除作用が，他の薬剤耐性解除に示す効果を検討する必要がある．今回，BNTXがC. albicansの薬剤排出ポンプ（Cdr1p）に及ぼす効果を調べることを目的とした．[材料と方法] 薬剤排出に関連する主要な7個のトランスポーター遺伝子を欠損したパン酵母AD1-8u-（親株）と，親株にC. albicansのCDR1を組み込み高発現させたパン酵母AD1-8u-Cdr1（耐性株）を用い，PYG培地においてディスク拡散法で薬剤感受性を確認した．また，フルコナゾール（FLCZ）薬剤耐性株に対するBNTXの耐性解除作用をCSM液体培地の微量液体希釈法で調べた．[結果と考察] ディスク拡散法において形成した耐性株のFLCZ阻止円が，親株の阻止円に比較して小さいことから，Cdr1pの高発現により薬剤耐性が引き起こされると言える．BNTX 3 μMを添加しても，FLCZ単独時の阻止円の大きさと変わらず，BNTX 3 μMでは増殖抑制を示さなかったので，微量液体希釈法でBNTX 10～100 μMの増殖抑制を確認した．微量液体希釈法において，FLCZ薬剤耐性株にBNTXは 30 μMで耐性解除作用を示した．10 μMでは効果が無く，60 μMでは細胞毒性が出現した．BNTXはC. albicansの薬剤排出ポンプCdr1pを阻害して，FLCZの耐性を解除することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of malaria drug resistance reverser 7-benzylidenenaltrexone (BNTX) on azole resistance of Candida albicans
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＜Introduction＞ In modern society, we must pay attention to the outbreak of malaria caused by international exchanges. Opioidδ1 receptor antagonist 7-benzylidenenaltrexone (BNTX) was reported to an effective resistance reverser for chloroquine-resistance of malaria. We investigated the effects of BNTX on the Candida albicans drug efflux pump Cdr1p. ＜Materials & Methods＞ We used Saccharomyces cerevisiae AD1-8u-strain of which major 7 transporters related to the drug resistance were disrupted, and AD1-8u-Cdr1 strain that was inserted C. albicans drug resistance gene CDR1 by homologous recombination. The acceptability against fluconazole was tested by disk method using PYG agar. The antagonism of BNTX against fluconazole resistance was investigated by microdilution method using CSM. ＜Results & Discussion＞ The inhibition zone of AD1-8u- strain against fluconazole was larger than that of AD1-8u-Cdr1 strain. This result means the drug resistance was caused by the high expression of C. albicans drug resistance gene CDR1. The inhibition zone was not changed by the addition of 3 μM BNTX. Thirty μM BNTX showed reversed activity on the fluconazole resistance. However, 10 μM BNTX had no effect. Sixty μM BNTX showed cytotoxicity. From these results, BNTX was suggested to have the antagonistic effects against Cdr1p.
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Phos-tag SDS電気泳動法によるリン酸化VE-カドヘリンの検出
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【目的】我々は，これまでにhistamineによるヒト臍帯血管内皮細胞（HUVEC）の透過性の増加が，dexmedetomidineによって抑制されることを報告してきた．一般にHUVECの接着状態は，VE-カドヘリンのリン酸化によって調節されると考えられている．一方，近年，タンパク質のリン酸化解析にはリン基を特異的に捕捉するPhos-tagを用いたSDS電気泳動法が広く応用されるようになった．そこで，今回，このVE-カドヘリンのリン酸化状態についてPhos-tag SDS電気泳動法で検索した．【方法】Phos-tagを用いたSDS電気泳動の泳動緩衝液にはTris/Glycine系もしくはTris/MOPS系を用いた．アクリルアミド分離ゲルには，Tris/HCl系もしくはBis-Tris/HCl系を用い，Phos-tagに対する2価金属として，MnCl2またはZnCl2を添加した．ポジティブコントロールとして，α-caseinを用いて最適な電気泳動条件を検索した．一方，histamine処理後のHUVECのVE-カドヘリンのリン酸化状態をPhos-tag SDS電気泳動後のウェスタンブロッティングで調べた．【結果と考察】Phos-tag SDS電気泳動法は，一般的にMnCl2を添加したTris-HCl系ゲルとTris/Glycine泳動緩衝液の組み合わせか，ZnCl2を添加したBis-Tris/HCl系ゲルとTris/MOPSの組み合わせで行う．しかしながら，これらの組み合わせで泳動を行うとタンパクバンドのゆがみが著しかった．一方，MnCl2を添加したBis-Tris/HCl系ゲルとTris/MOPSの組み合わせで泳動を行うと，バンドはシャープとなり分離能が向上した．この泳動条件によりhistamine処理後のHUVECのVE-カドヘリンのリン酸化タンパク質を解析することができた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Detection of phosphorylated VE-cadherin by Phos-tag SDS-electrophoresis
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[Purpose] We have reported that the increase in permeability of the human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) by histamine is suppressed by dexmedetomidine. In general, the adhesion state of HUVEC is thought to be regulated by phosphorylation of VE-cadherin. In this study, the phosphorylation of this VE-cadherin was investigated by Phos-tag SDS-electrophoresis. [Methods] For electrophoresis buffer of SDS-electrophoresis using Phos-tag, Tris/Glycine system or Tris/MOPS system was performed. For separation gel, Tris/HCl system or Bis-Tris/HCl system was used, and MnCl2 or ZnCl2 was added as divalent metal to Phos-tag. To determine the optimal electrophoresis conditions, α-casein was used as a positive control. The phosphorylation state of VE-cadherin on HUVEC after histamine treatment was examined by western blotting after Phos-tag SDS-electrophoresis. [Results and conclusion] Phos-tag SDS-electrophoresis is generally the combination of Tris-HCl gel with MnCl2 and Tris/Glycine running buffer, or the combination of Bis-Tris/HCl gel with ZnCl2 and Tris/MOPS. However, performing with these combinations, the protein band was distorted markedly. When the electrophoresis was carried out with a combination of Bis-Tris/HCl gel with MnCl2 and Tris/MOPS, the band became sharp and the separation was improved. By this condition, phosphorylated protein of VE-cadherin of HUVEC after histamine treatment could be analyzed.
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新規ビスホスホネートMPMBPによる炎症性骨破壊抑制作用と骨組織修復促進作用
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【目的】 新規ビスホスホネート [4-(methylthio) phenylthio] methanebisphosphonate (MPMBP)は抗酸化性側鎖をもつ窒素非含有化合物であり，これまでの研究から，培養頭蓋冠で著明なType-1 collagen合成促進作用を示すこと，正常ラットやウサギに局所投与すると投与部位に骨形成を惹起することが示されている．今回はマウス頭蓋冠での炎症性骨破壊モデルを用いて，骨代謝に対するMPMBPの作用について検討した．　【方法】 8週齢雄性BALB/cマウスの頭部皮下にPam3CSK4（Pam3Cys-SKKKK; 10 mg/kg, 20μL）を1回投与して炎症性骨破壊モデルを作製した．一部のマウスではMPMBP（30 mg/kg）を背部皮下投与した．投与後，麻酔下で経時的に In vivo X-ray CTでスキャン画像を取得した．さらに投与後19日目にラットを屠殺後，骨組織を採取して免疫組織学的検討を行った．　【結果と考察】 In vivo X-ray CT画像の立体構築により，Pam3CSK4投与後，5日目から骨吸収像が観察され，12日目にピークに到達し，その後，修復過程に移行することが確認された．このような炎症性骨破壊モデルマウスにおいて，Pam3CSK4投与3日後にMPMBP投与を開始すると骨破壊は完全に抑制された．さらに，骨破壊がピークに達し，修復過程へと移行する12日目からMPMBP投与を開始した場合には，生理食塩液投与の対照群に比べて，19日目までに修復された骨組織の容積と厚み，BMCが有意に増加し，屠殺後の病理組織標本では著明なコラーゲン合成促進作用が観察された．すなわち，MPMBPはPam3CSK4による炎症性骨破壊を抑制するだけでなく，骨組織修復過程においては，骨代謝回転のアンカップリングを起こして，骨形成反応を促進する可能性が示された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





MPMBP, a novel bisphosphonate, exhibits bone anabolic effects on Pam3CSK4-induced inflammatory osteolysis in mice calvaria
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[4-(Methylthio)phenylthio] methanebisphosphonate (MPMBP) is a novel bisphosphonate with an anti-oxidant side chain on the carbon atom of P-C-P bond. Our previous study has shown that MPMBP increased the synthesis of collagen (type-I) in organ culture of calvaria, and induced prominent increase in bone mass at the site of injection in both rats and rabbits. The aim of this study was to investigate the anabolic effects of MPMBP on Pam3CSK4-induced inflammatory osteolysis in mice. 8-week-old male mice were injected subcutaneously with Pam3CSK4 (10 mg/kg, 20μL) on the head. Some mice were systemically injected with MPMBP (30 mg/kg) to evaluate the effects of MPMBP on the bone metabolism. In vivo X-ray CT analyses showed that Pam3CSK4 caused inflammatory osteolysis at the site of injection within 5 days, which peaked at 12 days, then proceeded to the tissue repair. MPMBP inhibited bone destruction completely when injected 3 days after of Pam3CSK4 injection, and stimulated bone tissue repair when injected immediately after reaching the peak of osteolysis. Together, our findings showed that MPMBP promoted bone formation in vivo, and suggest that this compound could be used for the treatment of various bone diseases associated with excessive bone loss, including periodontitis and osteoporosis.
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癌抑制性ケモカインCXCL14の発現はヒト口腔扁平上皮癌細胞において幹細胞因子の発現を制御する




○居作　和人1,2，前畑洋次郎1,2，畑　隆一郎2,3

1神歯大　院歯　口腔科学，2神歯大　口腔難治疾患研究セ，3神歯大　院歯　顎顔面機能再建





【目的】我々は野生型マウスと比較してケモカインCXCL14を10倍発現するトランスジェニックマウスを用いて，発癌，癌の増殖，癌の転移のすべての段階においてCXCL14が抑制的に働く，多段階癌抑制分子であることを明らかにした（Hata, Izukuri et al. Scientific Reports 2015,  Yang, et al.J Oral Biosci 2016）．さらにヒト口腔扁平上皮癌細胞を用いた移植実験により，セツキシマブ（EGF受容体に対するモノクローナル抗体）の腫瘍抑制作用は，癌細胞によるCXCL14の発現によることを明らかにした（Kondo, et al. Oncogenesis, 2016）．本研究ではCXCL14の腫瘍抑制の分子機構を明らかにするために，ヒト口腔扁平上皮癌細胞（HSC-3）を用いて，CXCL14遺伝子の導入，或いは欠損が癌幹細胞因子(CD44vなど)と幹細胞因子の発現に及ぼす影響を検討した．【方法】HSC-3細胞，および遺伝子操作を行い，CXCL14を強制発現させたHSC-3細胞，CXCL14をノックアウトしたHSC-3細胞を用いて密度を変えて播種し，RNAを採取，精製後RT-PCR法を用いて種々の遺伝子の発現量を比較した．【結果】ヒアルロン酸などと結合するCD44standardの発現量は，舌癌由来のHSC-3細胞とCXCL14を過剰発現し，腫瘍抑制作用を示すHSC-3-CXCL14細胞とで差は無かったが，癌化に関係する癌幹細胞因子である CD44V3，6，9の発現は，HSC-3-CXCL14細胞の密度に関係なく常に低い値を示した．また，細胞分化に関与する幹細胞因子であるNanog，Klf4，Oct4の発現も播種した細胞密度に関係なく，HSC-3-CXCL14細胞で低い値を示した．一方，SOX2の発現は低い細胞密度では HSC-3細胞よりHSC-3-CXCL14細胞で高い値を示し，高密度培養では逆にHSC-3細胞よりHSC-3-CXCL14細胞で低い値を示した．【考察】HSC-3細胞においてCXCL14の発現は癌幹細胞因子の発現，或いは癌細胞数を制御している可能性が示された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





CXCL14, a multistep tumor suppressing chemokine, regulates expression of stem cell factors
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[Objective] We previously reported that the chemokine CXCL14 is a multistep tumor suppressor that suppresses carcinogenesis, tumor growth and metastasis (Hata, Izukuri, et al. Scientific Reports 2015). We also found that expression of the chemokine CXCL14 was a marker for cetuximab-dependent tumor suppression in head and neck squamous cell carcinoma (Yang, et al. Oncogenesis, 2016). In order to investigate molecular mechanisms of tumor suppression by CXCL14, we tested effects of CXCL14 expression on cancer stem cell factors and stem cell factors. [Methods] Tongue carcinoma derived HSC-3 cells, CXCL14 gene overexpressed cells, CXCL14 gene knock out cells were cultured and gene expression levels of stem cell factors were determined by RT-PCR after purification of RNAs. [Results] The CD44 antigen is a cell-surface glycoprotein involved in cell-cell interactions, cell adhesion and migration. Variants of CD44 (CD44v) are expressed in various cancer stem cells. CXCL14 expression in HSC-3 cells suppressed expression of CD44v3, CD44v6, CD44v9, and knock out of CXCL14 gene in HSC-3 cells stimulated expression of these cancer stem cell factors and stem cell factors, especially Nanog. [Conclusion] These lines of evidence indicated the possibility that CXCL14 regulates gene expression of cancer stem cell factors and/or cancer stem cell numbers.
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TRPM8チャネルを発現した細胞におけるメントール誘導体の時間依存的作用
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オーラルケア製品において，メントールおよびメントール誘導体の口腔内適用後の清涼感持続は重要な機能因子の一つである．メントールと比較すると，メントール誘導体は口腔内適用後の清涼感がより持続する．しかし各種メントール誘導体による清涼感の持続性および感覚強度の違いは，官能試験でしか評価できなかった．そこで本研究では，メントールと各種メントール誘導体（menthyl succinate，menthyl lactate，isopulegol，WS-3，WS-5）の時間依存的作用を定量的に評価するため，冷感受性チャネルであるtransient receptor potential melastatin subfamily member 8（TRPM8）チャネルを発現している象牙芽細胞の細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）増加に対する時間依存的変化を記録した．細胞外Ca2+存在下でメントールを投与すると，速い減衰を示す一過性[Ca2+]i増加が生じた．Menthyl succinateを投与すると，[Ca2+]i増加後の減衰はメントールと比べて緩やかであった．Menthyl lactateとisopulegolは投与すると，両者ともに速い減衰を示す一過性[Ca2+]i増加が生じたのち，自発的で緩徐な[Ca2+]i増加が生じた．WS-3とWS-5は投与すると，両者ともに[Ca2+]iが緩やかに増加し，投与中止後も不活性化を示さなかった．これらメントールと各種メントール誘導体の時間依存的[Ca2+]i変化は，官能試験評価における清涼感持続性とよく一致した．したがって時間依存的[Ca2+]i変化は，これらの清涼感持続性を定量的に評価できる手法として利用できる可能性が示唆された．【会員外共同研究者：池西　岳樹（ライオン株式会社 ビューティケア研），永原　恭生（ライオン株式会社 香料科学研）】
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Time-dependent effects of menthol and menthol derivative on TRPM8-expressing cells
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Intraoral long-lasting cool sensation following oral administration of menthol and/or menthol derivatives is important factor as commercial oral care products. Comparing to the menthol, menthol derivatives are capable to induce long-lasting cool sensation. However, sustainability and strength of intraoral cool sensation has been only evaluated by sensory analysis. Thus, to quantitatively evaluate the time-dependent effects of menthol and various menthol derivatives, we examined kinetics of intracellular free Ca2+ concentration ([Ca2+]i) increase activated by these chemical compounds on the cells (odontoblast) expressing TRPM8 channels. In the presence of extracellular Ca2+, application of menthol evoked transient [Ca2+]i increases showing fast decay. When we applied menthyl succinate to the cells, increasing of [Ca2+]i showed slow decay compared to that induced by menthol. Administration of menthyl lactate or isopulegol showed biphasic [Ca2+]i increases; rapidly decaying transient [Ca2+]i increases followed by gradual increase of [Ca2+]i. Administration of WS-3 or WS-5 increased [Ca2+]i showing slow activation and inactivation kinetics. These results are coincided with the results from sensory analysis showing time dependent effects of menthol and/or menthol derivatives on the intraoral cool sensation. The results also suggest that [Ca2+]i measurement is useful to quantitatively evaluate sustainability and strength of the cool sensation by these chemical compounds.
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ヒト骨肉腫由来細胞U2OSにおけるp38MAPK, MK2, HSP27リン酸化を介した細胞運動とアポトーシスは，Sec6によって調節される
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MAPキナーゼの中でもp38-MK2シグナル伝達は，HSP27のリン酸化において重要な役割を担っている．p38-MK2の活性化は，HSP27のリン酸化を引き起こし，それによって細胞運動やアポトーシスにおける細胞内情報伝達を促す．一方，Sec6は酵母から高等動物において高度に保存されている分子の一つであり，エクソサイトーシスの際に細胞内小胞を形質膜へリクルートする機能を有する開口分泌複合体の一つである．近年，Sec6は開口分泌に関わる機能のみならず，さまざまな細胞内シグナル伝達に関与し，細胞内の生理機能に重要な役割を担っていることが明らかになりつつある．しかし，Sec6とHSP27やp38-MK2における相互関係は不明であった．本研究では，Sec6のノックダウンにてp38-MK2のリン酸化を抑制することによって，HSP27のSer78, 82のリン酸化を減少させた．その結果，ヒト骨肉腫由来のU2OS細胞における細胞運動機能の低下をもたらし，アポトーシスの誘導を促進した．以上のことからSec6は，p38-MK2シグナル伝達に関与することで，HSP27のリン酸化を介した細胞運動やアポトーシスを調節していることが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Sec6 enhances cell migration and suppresses apoptosis by elevating the phosphorylation of p38 MAPK, MK2, and HSP27 in U2OS cell




○Tanaka T

Dept Anat Cell Biol, Yamagata Univ Sch Med





The signaling axis of p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK) and MAPK-activated protein kinase 2 (MK2) is the dominant pathway that leads to heat shock protein 27 (HSP27) phosphorylation. After activation of MK2 by p38 MAPK, HSP27 is phosphorylated and depolymerized by MK2, thereby increasing the cell migration and directly interfering with the apoptotic signaling cascades. Sec6 is one of the components of the exocyst complex that is an evolutionarily conserved 8-protein complex. Even though several studies have demonstrated that Sec6 is involved in various cellular physiological functions, the relationship between Sec6 and HSP27 or p38 MAPK during cell migration and apoptosis remains unclear. In the present study, we observed that Sec6 increased the phosphorylation of p38 MAPK through the activation of MAPK kinase 3/6 (MKK3/6). Moreover, Sec6 knockdown suppressed the phosphorylation of HSP27 at Ser78 and Ser82 sites via suppression of activated MK2. Furthermore, the reduction of phosphorylated HSP27 or p38 MAPK by Sec6 knockdown suppressed cell migration and promoted apoptosis after treatment with tumor necrosis factor-alpha and cycloheximide. The present study suggested that Sec6 is involved in the enhancement of cell migration and suppression of apoptosis through the activation of HSP27 or p38 MAPK phosphorylation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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吸収性縫合糸 Vicrylに対するGFP骨髄移植ラットにおける皮下組織の反応




○中野　敬介1，中安　喜一2，正村　正仁3，大須賀直人3，辻極　秀次4，長塚　　仁1，川上　敏行2

1岡大　院医歯薬　口腔病理，2松歯大　院　硬組織疾患制御再建，3松歯大　院　健康増進口腔科学，4岡山理大　理　臨床生命科学





【目的】吸収性縫合糸Vicryl® (V)の生体内組織反応についての組織反応を，GFP骨髄移植ラットのモデルを用いて，その皮下組織内に埋入した後の組織反応ならびに，GFPの骨髄移植ラットを用いて免疫組織化学的手法によって増殖する細胞について検討した．【方法】実験にはGFP骨髄移植ラットの背部皮下組織内に束状の縫合糸Vを埋入した．その後，2週，1か月，3か月，そして最長 6か月まで埋入部に増殖した組織を一塊として摘出し，同部に増殖した組織について病理組織学的に検討すると共に，GFPの免疫組織化学的染色によって増殖する細胞が移植骨髄組織から供給されるとの仮説について検討した．【結果】病理組織学的に，埋入2週例でVはその方向によって各種の大きさの空隙として観察され，周囲にマクロファージ（Mφ）と多核の異物巨細胞（FBGC）が増殖していた．1か月例において，Vの空隙は小さく代わってその部をMφが埋めていた．3か月では，Mφがほとんど消失し，若干のMφが集塊を形成しており，6か月でも多少が残存していた．GFPの免疫組織化学的検討においては，埋入2週の増殖したMφとFBGCはすべてGFP陽性であった．増殖した肉芽組織の最外層の線維性組織はGFP陰性であった．埋入1か月後には増殖したMφと線維芽細胞を含む線維性組織の一部がGFP陽性を示した．Mφは細胞膜と細胞質は2週例とよりも濃染していた．FBGCは同様に陽性を呈した．3か月後，Mφは集塊はGFPに濃染していたが，その細胞質は淡染であった．Mφ集塊内の線維芽細胞の一部がGFP陽性を示した．6か月例でも，ほぼ同様であった．【結論】吸収性縫合糸Vによって多くのMφとFBGFからなる肉芽組織が形成された．そのMφとFBGC，さらには一部の線維芽細胞がGFP陽性を示し移植骨髄組織から供給され，それにより貪食・消失していることが明らかであった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Subcutaneous tissue reactions to absorbable suture thread Vicryl using  GFP bone marrow transplanted model rats




○Nakano K1，Nakayasu Y2，Shoumura M3，Osuga N3，Tsujigiwa H4，Nagatsuka H1，Kawakami T2

1Dept Oral Pathol Med, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci, 2Dept Hard Tissue Res, Matsumoto Dent Univ Grad Oral Med, 3Dept Oral Health Promot, Matsumoto Dent Univ Grad Sch Oral Med, 4Dept Life Sci, Fac Sci, Okayama Univ Sci





Absorbable sutures are commonly used in the oral cavity during surgical procedures. Many are made of chemical compounds and one example includes suture made of glycolic acid/lactic acid polyester (ex: Vicryl). Using the experimental system of GFP bone marrow transplanted rats, we implanted the Vicryl absorbable suture thread in subcutaneous tissue and examined the formation of foreign body granuloma histopathologically. We also compared the main cellular components, namely, the macrophage and foreign body giant cell immunohistochemically using GFP to confirm their origin. Histologically, the disintegrated suture thread was observed as a circular in void surrounded by the proliferation of macrophages and foreign body giant cells. Fibrous connective tissue including the fibroblasts was interposed among large masses. Even after 6 months, some clusters considered to be residues of macrophages that grew on the suture were still remained. Immunohistochemical examination showed that all proliferated macrophages and foreign body giant cells were GFP-positive. However, the relatively thin fibrous tissues formed on the outermost layer of the granulation tissue growth were mostly GFP-negative. Based on the results of the experiment, the macrophages and foreign body giant cells that are GFP-positive were derived from the mesenchymal tissue of transplanted bone marrow tissues. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ケタミン麻酔動物におけるリズム性顎運動発現の生理学的機序




○松裏　　豊1，矢野　浩司3，豊田　博紀1，片桐　綾乃1，東山　　亮1，鵜澤　成一3，吉田　　篤2，加藤　隆文1

1阪大　院歯　口腔生理，2阪大　院歯　口腔解剖1，3阪大　院歯　口外2





[目的] 睡眠など無意識な状態で発生するリズム性顎運動は，睡眠深度や覚醒への移行と関連するが，その発現機構は未だよくわかっていない．NMDA受容体拮抗薬であるケタミン麻酔下の実験動物では，ケタミン投与後一定時間を経るとリズム性顎運動が生じることが報告されている．そこで，本研究では，ケタミン投与後にリズム性咀嚼筋活動が発生する過程で生じる脳波，心，呼吸活動の経時的変化を明らかにすることを目的とした．[方法] Hartley系雄性モルモットに，ケタミン(100 mg/kg, i.m.)と塩酸キシラジン(50.0 mg/kg, i.m.)による麻酔を施し，脳波，心電図，咀嚼筋筋電図，顎運動記録用の電極・センサーを設置し，さらにケタミン追加投与用のカニューレを外頸静脈に挿管する外科手術を行った．動物を脳定位固定装置に固定後，呼吸測定用のセンサーを鼻孔部に設置した．リズム性顎運動の発生を確認し，その10分後にケタミン（12.5 mg/kg, 25 mg/kg）を投与した．以後，リズム性顎運動発生10分後にケタミンを投与することを繰返した．ケタミン投与完了からリズム性顎運動開始までの，脳波活動，心拍数，呼吸数の変化を経時的に定量化した．[結果] ケタミン追加投与直後，脳波においては徐波成分が増加したが，心拍数や呼吸数は低下した．これらの変化は，高濃度のケタミン追加投与で有意に大きかった．その後，いずれの濃度においても，脳波徐波成分が漸減，心拍数や呼吸数が漸増して，ケタミン投与前と同等のレベルに達するとリズム性顎運動が発生した．[考察] ケタミン投与後にリズム性顎運動が発生する過程で，脳波・心・呼吸活動に一定のパターンを示す覚醒レベルの変化が生じることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Cortical, cadiac and respiratory processes preceding rhythmic jaw movements in ketamine anesthetized guinea pigs




○Matsuura Y1，Yano H3，Toyoda H1，Katagiri A1，Higashiyama M1，Uzawa N3，Yoshida A2，Kato T1

1Dept Neurosci Oral Physiol, Osaka Univ Grad Sch Dent, 2Dept Oral Anat Neurobiol, Osaka Univ Grad Sch Dent, 3Dept Oral Surg 2, Osaka Univ Grad Sch Dent





[Aim] Rhythmic jaw movements (RJMs) under unconscious sleep states were found to occur in association with the transition or the shift within sleep states or to the arousal states. Spontaneous RJMs under ketamine anesthesia can be interesting venue to understand the involuntary rhythmic movements during unconscious states. This study aimed to investigate physiological processes in cortical, cardiac and respiratory activities in the occurrence of RJMs in anesthetized guinea pigs. [Methods] Male Hartley guinea pigs (600-800g) were prepared for the recordings of electroencephalogram (EEG), electrocardiogram, electromyograms of the jaw muscles, jaw movements, and nasal expiratory airflow under ketamine-xylazine anesthesia. After RJMs initially occurred on the stereotaxic frame, small boluses of supplemental ketamine were repeatedly injected through external jugular vein every time after RJMs occurred.  Cortical EEG power, heart rate and respiratory rate were calculated. [Results] After supplemental ketamine injections, cortical delta power significantly increased while heart rate and respiratory rate decreased. After that, cortical delta power gradually decreased and heart and respiratory rates gradually increased until RJMs occurred. [Conclusion] Spontaneous RJMs under ketamine anesthesia were preceded by a stereotypical change in cortical, cardiac and respiratory activities.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Tumor necrosis factor alphaとLipopolysaccharideが口腔上皮細胞のmicroRNA発現に与える影響について




○鍵谷　忠慶

岩医大　歯　機能形態





【目的】microRNAは，約22塩基長のnon-coding RNAであり，主にmRNAの 3'UTR領域に結合し，タンパク質への翻訳を抑制することで，各種生命現象を調節している．歯周病においても，その病因や病態に何らかの寄与が示唆されている．現在のところ，歯周病患者の歯肉におけるmicroRNAの発現は，健常者のそれと異なるという報告がいくつか存在するが，歯周病に関与するサイトカインが，どのようにmicroRNAの発現に影響しているかは不明である．本研究では，in vitro の実験系を用いて，これを明らかにすることを目的とする．

【方法】初代ヒト口腔上皮細胞をTNF-α存在下，または P. gingivalis由来のLPS存在下で72時間培養し，細胞内のTotal RNA を回収して，Agilent SurePrint Human miRNA microarrayを用いてマイクロアレイ解析を行った．

【結果】解析した2,588種類のmicroRNAのうち，TNF-αによって2倍以上発現が上昇したのは15種類，0.5倍以下に発現が減少したのは40種類であった．なかでも，miR-4730, miR-6716-3p, miR-451bは30倍以上発現が上昇し，miR-6819-5p, miR-6760-3p, miR-4252は0.05倍以下に発現が減少した．一方，LPSによって2倍以上発現が上昇したのは36種類，0.5倍以下に発現が減少したのは16種類であった．なかでも，miR-146a-5p, miR-8060, miR-582-5pは18倍以上発現が上昇し，miR-1238-5p, miR-335-3p, miR-3149は0.1倍以下に発現が減少した．

【考察】TNF-αとLPSは，口腔上皮細胞に対してそれぞれ異なるメカニズムでmicroRNAの発現を誘導する可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of tumor necrosis factor alpha and lipopolysaccharide on microRNA expression in oral keratinocytes




○Kagiya T

Div Func Mor, Iwate Med Univ Sch Dent





MicroRNAs are small noncoding RNAs of approximately 22 nucleotides in length. MicroRNAs are involved in various biological functions through their role in the post-transcriptional regulation of mRNA. Although microRNAs may play important roles in periodontal disease, their roles are largely unknown. Here, we investigated microRNA expression in cultured human oral keratinocytes. Primary human oral keratinocytes were cultured for 72 h in the presence of TNF-α or LPS from P. gingivalis. Total RNA was then harvested from the cells, and the samples were labeled and hybridized to an Agilent SurePrint Human miRNA microarray. Of the 2,588 microRNAs investigated by microarray analysis, the levels of 15 differed by more than 2-fold, and 40 differed by less than 0.5-fold between untreated and TNF-α-treated cells. Notably, miR-4730, miR-6716-3p, and miR-451b were upregulated more than 30-fold, and miR-6819-5p, miR-6760-3p, and miR-4252 were downregulated less than 0.05-fold. Meanwhile, the levels of 36 microRNAs differed by more than 2-fold and 16 differed by less than 0.5-fold between untreated and LPS-treated cells. Notably, miR-146a-5p, miR-8060, and miR-582-5p were upregulated more than 18-fold, and miR-1238-5p, miR-335-3p, and miR-3149 were downregulated less than 0.1-fold. These results suggest that TNF-α and LPS regulate microRNA expression in oral keratinocytes through different mechanisms.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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唾液を用いた酸化ストレス検索の日内変動および男女差についての検討




○葛城　啓彰，鈴木　安里，大埜間　勉
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【目的】今回我々は，自然流延唾液を用いて酸化ストレス値に及ぼす日内変動および男女差について検討した．【材料および方法】新潟生命歯学部学生ボランティア16名(男性8名，女性8名，年齢18～25歳)を用いた．研究目的を説明後インフォームドコンセントを得たのちSaliva Collection Aid (Saliva BIO LLC)を用いて唾液を採取し，9000回転5分遠心後，上清を酸化ストレス測定に用いた．唾液の採取は，起床時，昼食前，夕食前，就寝前の1日4回測定とした．酸化ストレス測定はFREE CARIO DUO (DIACRON INTERNATIONAL, Grosseto, Italy)を用い活性酸素代謝物（d―ROMs），抗酸化力（BAP）および総抗酸化バリア（OXY）について測定した．酸化ストレス測定後の唾液ATP測定も併せて行い口腔汚染度を評価した．本研究は，日本歯科大学新潟生命歯学部倫理員会の承認(ECNG-R332)のもとに行った．唾液の採集中にパルスオキシメ―ターを用い脈拍数と酸素飽和度および全身ストレス度を測定した．【結果および考察】唾液採取と同時に測定した結果，バイタルサインは正常範囲内で，ストレス指数は37～100であった．酸化ストレスマーカーは，d-ROMs：11～54 Uと血清に比べ低値を示した．BAP：-1027～2995 μMと血清同様に測定幅が存在した．OXY：400～700 μM/mlを示した．ATP測定による口腔汚染度は16000～21697 RLUを示した．酸化ストレスマーカーにおいて日内変動・男女差は認められなかった．【結論】唾液内BAPとOXYに関してはほぼ血清レベルと同程度の測定が可能で，男女差および日内変動をあまり認めないことから，ATPによる汚染度測定と合わせて口腔内の環境を反映している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The study of variation withn the day and gender of oxdative stress marker in excessive saliva




○Katsuragi H，Suzuki A，Onoma T

Dept Microbiol, Sch Life Dent at Niigata, Nippon Dent Univ





Aim: The purpose of this study were the analysis of oxidative stress in saliva about the variation within the day and gender. Material and Methods: 16 volunteers (male:8, female 8, age18-25) were joined the research after explanation of this research and took an informed consent. The saliva were taken by Saliva Collection Aid (Saliva BIO LLC) at 4 times a day. The saliva was centrifuged at 9000rpm, 5 min and the supernatant were used for the measurement of oxidative stress.The d-ROMs, BAP, and OXY were measured using with a FREE CARIO DUO (DIACRON INTERNATIONAL, Grosseto, Italy). We measured the ATP in saliva with Lumitester PD-30. These research was supported by the Ethics Committee of the Nippon Dental University at Niigata (ECNG-R332). Results and Discussion: Vital signs were within the reference value and systemic stress were showed 37～100.The d-ROMs showed 11 to 54U, BAP showed -1027 to 2995 μM and OXY showed 400 to 700μM. The ATP in saliva showed 16000 to 21697 RLU. The stress markers showed no difference within the day and gender.. Conclusion: These result suggested that saliva stress marker were almost same level with serum and reflected the oral environment.
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マウスT1R1遺伝子の転写調節におけるKLF5の機能解析




○豊野　　孝，片岡　真司，中富　満城，瀬田　祐司

九歯大　解剖





生体内においてアミノ酸(うま味)受容体T1R1は，消化器系，筋組織および各種の臓器においてその発現が認められている．しかしながら，その転写調節機構の詳細は明らかになっていない．そこで，本研究では筋芽細胞株C2C12を用いて，マウスT1R1遺伝子プロモーター領域中に存在する転写活性化配列に結合する転写因子の機能解析を行った．

　マウスT1R1遺伝子プロモーター領域中の転写活性化配列中(開始コドン上流-148bp～-91bp)には，SP/KLFファミリーが結合するGT-boxが存在していた．さらに，ヒト，イヌおよびブタのT1R1遺伝子の同じ領域においてもGT-boxが認められた．そこで，SP/KLFファミリー(Sp1, Sp3, Sp4, KLF2, KLF4)の過剰発現を行い，リアルタイムPCR法を用いてT1R1遺伝子の発現量を定量したところ，KLF2, KLF5, Sp3において発現量の増加が認められた．次にRNAi法を用いてKLF2, KLF5, Sp3の発現阻害を行ったところ，KLF5においてT1R1遺伝子の発現量の低下が認められた．さらにクロマチン免疫沈降法により，KLF5のGT-boxへの結合が認められた．以上の結果より，マウスT1R1遺伝子のプロモーター領域中のGT-boxにKLF5が結合し，転写の活性化に関与していることが推察された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Krüppel-like Factor 5 (KLF5) promotes expression of the mouse T1R1 amino acid (umami) receptor gene (Tas1r1) in myoblast C2C12




○Toyono T，Kataoka S，Nakatomi M，Seta Y

Kyushu Dent Univ Div Anat





T1R1 and T1R3 are receptors in taste buds that detect L-amino acids. Umami taste is elicited by L-glutamate and L-aspartate particularly in L-amino acids. These receptors are also expressed throughout diverse organ systems, such as the digestive system and muscle tissue, and are thought to function as amino acid sensors. The mechanism of transcriptional regulation of the mouse Tas1r1 gene has not been determined; therefore, in this study, we examined the function of the Sp/KLF family in Tas1r1 promoter activity in the mouse myoblast cell line, C2C12. The GT-box in the Tas1r1 promoter was conserved in dog, human, mouse and pig. Site-directed mutagenesis of the GT-box in the Tas1r1 promoter significantly reduced promoter activation. The GT-box in promoters is a recurring motif for Sp/KLF family members. Overexpression of KLF2, KLF5 and Sp3 significantly increased the level of Tas1r1 expression. RNAi-mediated depletion of KLF5, but not KLF2 and Sp3 led to a dramatic decrease in the level of Tas1r1 expression. Furthermore, chromatin immunoprecipitation assay (ChIP) confirmed that KLF5 binds to the GT-box. Taken together, these results show that KLF5 binds to the GT-box in the mouse Tas1r1 promoter and enhances Tas1r1 expression in the C2C12 cells.
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咬筋における小眼球症関連転写調節因子MITFの生理機能
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1鶴大　歯　小児歯，2鶴大　歯　生理，3鶴大　歯　矯正，

4鶴大　歯　歯周病，5鶴大　歯　解剖 I





【目的】小眼球症関連転写調節因子MITF（Microphthalmia-associated transcription factor）は慢性カテコラミン刺激による心肥大の発症過程に重要であることが報告されているが，骨格筋肥大形成過程における役割については不明である．MITFの骨格筋肥大形成過程における生理学的役割を明らかにするために，mitf遺伝子変異型マウス（mi/mi）を用いて，筋肥大効果のあるクレンブテロール[CB, β2-AR （アドレナリン受容体）作動薬]を慢性投与し，骨格筋肥大に対するMITF変異の影響を解析した．【方法】12週齢雄のmi/miおよび野生型（WT）マウスをそれぞれControl群とCB群にわけて，3週間腹腔内投与後，咬筋（速筋），前脛骨筋（速筋），ヒラメ筋（遅筋），心筋を採取した．各群のマウスの体重，筋重量，脛骨長に対する筋重量の比（筋重量/TL），各筋の筋線維横断面積 (CSA;μm2)，線維化について解析した．【結果】WTマウスでは，CB投与により，咬筋，前脛骨筋，心筋の筋重量/TLが有意に増加（p＜0.05）したのに対し，mi/miマウスでは，これらの筋で有意な増加はみとめられなかった．筋線維横断面積 (CSA;μm2) の測定結果からも，WTではCB投与により咬筋（p＜0.01），前脛骨筋（p＜0.05）では肥大効果が確認されたが，mi/miでは筋肥大は確認されなかった．一方，ヒラメ筋に対するCBの筋肥大効果はWT，mi/miともにみとめられなかった．また，mi/miの咬筋および心筋ではCB投与に関係なく線維化がみとめられた（p＜0.01）．【結論】MITFは心筋だけでなく，咬筋や前頚骨筋などの速筋型骨格筋においても，β2-AR依存性の筋肥大とβ2-AR非依存性の線維化に重要な役割を果たすことが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Role of microphthamia-associated transcription factor in masseter muscle hypertrophy induced by β2-adrenoceptor stimulation




○Nariyama M1，Ohnuki Y2，Umeki D3，Suita K2，Ito A3，Kawamura N4，Yagisawa Y3，Ishikawa M5，Asada Y1，Okumura S2

1Dept Pediatr Dent Tsurumi Univ Sch Dent Med, 2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 3Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 4Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 5Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med





Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) is known to play an important role for the development of cardiac hypertrophy in response to chronic catecholamine stress. However, the role of MITF on skeletal muscle hypertrophy remains poorly understood. In order to clarify the role of MITF on skeletal muscle hypertrophy in response to β2-AR (adorenoceptor) stimulation, we performed chronic β2-AR stimulation with clenbuterol (CB, β2-AR agonist) in microphathalmic mice (mi/mi) with the mitf gene mutation and wild-type controls (WT). In masseter (MA; a typical fast-twitch muscle), and heart, the muscle mass/tibial length (TL) ratio was significantly (P＜0.05) increased after CB treatment in WT, but not in mi/mi. In addition, the CB treatment significantly (P＜0.01) increased cross-sectional area (CSA) of MA myofiber in WT, but not in mi/mi. On the other hand, soleus muscle (a typical slow-twitch) was not affected by the CB treatment in either WT or mi/mi. The fibrosis of MA and heart was significantly (P＜0.01) greater in mi/mi than in WT, independently of the CB treatment. These results suggest that MIFT plays important roles for the β2-AR-mediated muscle hypertrophy and the β2-AR-independent fibrosis in MA, and heart. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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筋線維壊死後に再生する筋線維とhigh mobility group box 1の関係




○崎山　浩司，小笠原悠大，三宅　言輝，坂東　康彦，天野　　修

明海大　歯　解剖





［目的］High mobility group box 1（HMGB1）は，細胞の核内に存在するタンパク質であり，転写を調節することで生体の恒常性の維持に関与していることが知られている．我々はこれまで，マウスの舌に癌細胞を移植すると，舌癌の部位，癌周囲だけでなく遠位の筋線維においてもHMGB1が発現することを確認した．このことから，癌細胞から放出されたHMGB1は周囲筋線維を壊死させることで筋線維に間隙が生じ，遠位への癌の浸潤を容易にさせているのではないかと報告した．さらに我々は，癌細胞によって一度破壊された部位で，再生した筋線維においてもHMGB1の発現を認めた．そこで今回，筋ジストロフィーにより壊死した筋線維が再生する過程でHMGB1がどのような影響を与えているかを検索することを目的とした．［方法］生後4週と5週および8週の筋ジストロフィーモデルマウスであるmdxマウスの咬筋と舌筋を試料として用いた．HMGB1およびHMGB1のレセプターであるRAGE，筋衛星細胞のマーカーであるPax7およびMyoDについて免疫組織化学的染色を行い各週齢のそれぞれの筋について観察した．［結果および考察］生後4週から5週にかけて，咬筋では壊死した筋線維の部位と中心核を持った再生した筋線維が混在しているのが確認された．また，生後8週ではほぼ正常な筋組織の構造をしていた．舌筋においても同様の結果が得られた．また，壊死した部位でHMGB1およびRAGEが強く発現した．しかしながら，中心核をもった再生筋線維では，HMGB1の発現が認められたがRAGEは発現しなかった．このことから，壊死した筋線維の再生においてもHMGB1は関与しているのではないかと示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The relation of the regenerating muscle fiber and high mobility group box 1




○Sakiyama K，Ogasawara Y，Miyake G，Bando Y，Amano O

Div Anat, Meikai Univ Sch Dent





High mobility group box 1 (HMGB1) exists in the nuclear of all normal cells being involved in homeostasis. We investigated the localization of HMGB1 in the carcinoma and myofibers adjacent and distal to the carcinoma. We suggested that HMGB1 promotes cancer invasion via gaps formed between tightly-arranged myofibers.Furthermore, HMGB1 was expressed in regenerating myofibers where myofibers were destroyed by the carcinoma. The objective of this study is to clarify roles of HMGB1 in the process of myofiber regeneration after the muscular dystrophy.C57BL/10-mdx mice were used as the muscle dystrophy model mouse. Mice were observed at the age of 4, 5 and 8 weeks. The masseter and tongue muscles in all mdx mice were investigated. Anti-HMGB1 and anti-RAGE antibodies were applied for immunohistochemistory. Anti-Pax7 and Anti-MyoD antibodies were used for the marker of muscle satellite cells.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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モノカルボン酸トランスポーター阻害剤α-cyano-4-hydroxycinnamic acid は破骨細胞の骨吸収を抑制する




○今井　裕子1,2，吉村健太郎1，宮本　洋一1，茶谷　昌宏3，高見　正道3，山本　松男2，上條竜太郎1

1昭大　歯　口腔生化，2昭大　歯　歯周病，3昭大　歯　歯科薬理





【目的】モノカルボン酸トランスポーター (MCT)は細胞膜に存在するモノカルボン酸の輸送担体である．14種類のサブタイプの中でMCT-1, -2, -3, -4の4種類が乳酸やピルビン酸の輸送に関与する．MCTを介した乳酸などの輸送は筋細胞や神経細胞のエネルギー代謝に重要な役割を担っている．一方，破骨細胞の分化および機能発現におけるMCTの役割は不明である．本研究では，破骨細胞の分化および機能発現におけるMCTの役割について解析した．【材料および方法】5-8週齢雄ddYマウスの大腿骨および脛骨から回収した骨髄細胞(BMC)をM-CSFの存在下に72時間培養し，骨髄マクロファージ (BMM)を誘導した．BMMをさらにM-CSFおよびRANKL存在下で72時間培養し破骨細胞分化を誘導した．MCT-1, -2, -3, -4の阻害剤であるα-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC)はRANKLと同時に培養系に添加した．破骨細胞分化はTRAP活性染色およびTRAP活性測定で評価した．また，BMCとUAMS32細胞を共存培養して誘導した破骨細胞を象牙切片上に播種し，CHC存在下に吸収窩を形成させ，破骨細胞の骨吸収能を評価した．【結果】BMMおよび破骨細胞はMCT-1, -2. -4のmRNAを発現しており，両者ともMct1の発現レベルが最も高かった．BMMにおけるMct2の発現レベルは低かったが，破骨細胞への分化に伴い発現が増加した．CHCは破骨細胞のTRAP活性を上昇させた．一方，CHC添加群では象牙切片上に形成された破骨細胞の吸収窩が減少した．【結論】CHCは，破骨細胞分化に伴うTRAP活性を上昇させる一方，成熟破骨細胞の骨吸収能を低下させた．このことから，MCTを介したモノカルボン酸の輸送は破骨細胞の分化および機能発現に重要な役割を担っている可能性が示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, an inhibitor for monocarboxylate transporters, suppresses bone resorption by osteoclasts




○Imai H1,2，Yoshimura K1，Miyamoto Y1，Chatani M3，Takami M3，Yamamoto M2，Kamijo R1

1Dept Biochem, Showa Univ Sch Dent, 2Dept Periodontol, Showa Univ Sch Dent, 3Dept Pharmacol, Showa Univ Sch Dent





＜Background and Purpose＞Monocarboxylate transporters (MCTs) are proton-linked membrane transporter proteins. MCT-1, -2, -3 and -4 transport lactate and pyruvate across the plasma membrane. In this study, we analyzed the roles of MCTs in differentiation and function of osteoclasts. ＜Materials and Methods＞Bone marrow cells (BMC) isolated from the femurs and tibias of male ddY mice were cultured for 3 days in the presence of M-CSF to induce differentiation into macrophages (BMM). BMM were cultured for 3 days in the presence of M-CSF and RANKL to induce differentiation into osteoclasts with or without α- cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHC), an inhibitor of MCT-1, -2, -3 and -4. Osteoclast differentiation was evaluated by tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining and determination of TRAP activity in the cultures. Mature osteoclasts were cultured on dentine disks in the presence or absence of CHC to examine the effect of CHC on their bone resorbing activity. ＜Results and Conclusion＞BMM and osteoclasts expressed the mRNAs for Mct1, Mct2, and Mct4. CHC enhanced osteoclast differentiation from BMM. On the other hand, CHC suppressed the bone resorbing activity of mature osteoclasts. These results indicate that transport of monocarboxylates via MCTs plays important roles in differentiation and function of osteoclasts. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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骨系細胞におけるJansen型PTH/PTHrP受容体の機能異常の解析




○下村-黒木　淳子1，梨田　智子2，森田　貴雄2，網塚　憲生3

1日歯大新潟　小児歯，2日歯大新潟　生化，3北大　院歯　硬組織発生





【目的】骨・軟骨の分化形成において，副甲状腺ホルモン，副甲状腺ホルモン関連ペプチド，及びその受容体(PTH1R)は重要な役割を果たす．今回，PTH1Rの点突然変異によって生じるJansen型骨幹端軟骨異形成症の骨格異常の分子機構を解明するため，骨系細胞のprimary cultureにおいて野生型および変異型PTH1Rの発現解析を行った．

【方法】野生型およびJansen型変異PTH1R（変異型PTH1R）遺伝子発現ベクターを，HEK293T細胞に導入し，各PTH1Rを強発現させた．その後，免疫染色，Western blotを行った．また，野生型および変異型PTH1R遺伝子を，DMP1 promoter/enhancer配列の下流に組み込み，骨細胞特異的に遺伝子を発現するベクターの構築を行った．その後，マウス頭頂骨から骨系細胞を分離し，構築したベクターを強発現させ，免疫染色によりその発現を確認した．

【結果と考察】各PTH1Rを発現させた細胞から抽出した蛋白質のWestern blotを行ったところ，PNGaseF処理前後で異なるバンドパターンが示された．この結果から，野生型PTH1Rと変異型PTH1Rでは糖鎖修飾に何らかの違いがあることが示唆された．また，免疫染色より，野生型PTH1Rを導入したHEK293T細胞では細胞膜上に受容体の発現を認めたが，変異型PTH1Rを導入したHEK293T細胞では細胞膜上への発現が認められなかった．さらに，骨系細胞のprimary cultureでの骨細胞特異的に発現するベクターの発現を免疫染色で確認したところ，HEK293T細胞での発現と同様の所見が認められた．以上より，変異型PTH1Rの機能異常は，野生型PTH1Rと構造上の違い，およびその細胞内局在が異なることに起因すると考えられた．

【会員外共同研究者】山口大学大学院医学系研究科　皮膚科学分野　下村裕教授

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of functional abnormality in Jansen type PTH/PTHrP receptor in osteocytic cell




○Shimomura-Kuroki J1，Nashida T2，Morita T2，Amizuka N3

1Dept Pediatr Dent, Nippon Dent Univ at Niigata, 2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata

3Dept Deve Biol Hard Tissue, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med





Parathyroid hormone (PTH) and parathyroid hormone-related peptide (PTHrP), and its receptor (PTH1R) play an important role in differentiation of bone and cartilage in the developing stages. In this study, we have attempted to examine skeletal abnormalities in Jansen type metaphyseal cartilage dysplasia. The wild-type PTH1R (Wt-PTH1R) or Jansen type PTH1R (Mut-PTH1R) gene expression vector was transfected into HEK293T cells. Western blot, after the protein extraction from the cells, indicated some differences in the glycosylation between Wt-PTH1R and Mut-PTH1R. In order to investigate the subcellular localization of PTH1R proteins, we performed IIF studies in HEK293T cells transfected with these vectors. The Wt-PTH1R was preferentially localized on the cell surface, while the Mut-PTH1R protein was found throughout the cytoplasm. Furthermore, when transfected the osteocyte-specific expression vector into the primary culture of osteocytic cells, IIF analyses verified the similar localization of PTH1R proteins as seen in the transfected HEK 293 T cells. From these results, functional abnormality of Mut-PTH1R appears to be due to their abnormal intracellular localization, presumably caused by the altered molecular structures different from Wt-PTH1R. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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下顎骨の二次軟骨から形成される下顎頭，筋突起，角突起に対するエストロゲン欠乏の影響




○井上貴一朗

北大　院歯　口腔機能解剖





【目的】膜性骨は軟骨性骨よりエストロゲン欠乏の影響を受けにくいとされ，主として膜性骨で構成されている顎顔面領域では，その影響が軽微であると言われている．しかし下顎骨では膜性骨化によって形成された下顎体に，一次軟骨より遅れて発生する二次軟骨と呼ばれる軟骨原基から下顎頭軟骨，筋突起軟骨，顎角軟骨が発生し，軟骨内骨化によって，それぞれ下顎頭および下顎枝，筋突起，角突起（ヒトの下顎角に相当）が形成される．本研究では，これら下顎骨の軟骨内骨化によって形成された部位に対するエストロゲン欠乏の影響について卵巣摘出手術（OVX）マウスを用い比較検討した．【方法】　OVX群は，生後8週雌マウス8匹にOVXを行い，その後4週間飼育，コントロール群（8匹）はOVXせずに4週間飼育し共に12週で4%PFAにて固定した．HE（組織形態），およびTRAP（破骨細胞），MMP-9（骨吸収），ALP(骨形成)，osteocalcin，osteopontin（セメントライン）について，エストロゲン欠乏の軟骨性骨部への影響を形態学的，免疫組織化学的に検討した．【結果と考察】　従来の報告と同様に，顎顔面全体に明瞭な骨形態変化はなかった．軟骨原基から形成される3つの構造のうち，下顎頭および下顎枝と筋突起では，軽微な相違（osteopontinの沈着量の相違等）は見られるが，明確な組織学的な形態的相違は認められなかった．これには咀嚼機能の関与が考えられ，とくに正常に機能していることが重要であると指摘されている．一方，角突起では形態変化が認められ，OVX群で皮質骨表面および骨髄側でTRAP陽性破骨細胞の増加とMMP-9の発現が顕著で骨吸収が進行しており，その骨吸収部位におけるALPの発現や骨髄側以外での osteocalcin，osteopontinの局在が広範囲に認められ，骨量の減少や強度の劣化等が考えられた．また，角突起を持たない哺乳類も多く，角突起の退化傾向との関係が推測された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Influence of estrogen deficiency on the condylar, coronoid and angular processes formed from secondary cartilage of mandible




○Inoue K

Dept Oral Funct Anat Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med





Membraneous bone tends to be less susceptible to estrogen deficiency than cartilaginous bone. In the maxillofacial area, most of which is of membranous bone, condylar, coronoid and angular processes of the mandible are formed by endochondral ossification from the cartilage primordia of the so-called secondary cartilage. In this study, the influence of estrogen deficiency on the parts formed by these endochondral ossification was examined using ovariectomy (OVX) mice. Eight 8-week-old female mice OVX were performed, and the mice were perfusion-fixed with 4% PFA together with the control group at 12 weeks.TRAP, MMP-9, ALP, osteocalcin, osteopontin was examined immunohistochemically. No distinct histologic effects of estrogen deficiency were found in condylar and coronoid  process.As a reason, mastication function was considered involved.Morphological change was observed at angular protrusions. OVX group shows an increase of TRAP-positive osteoclasts and MMP-9 expression on the cortical bone surface and bone marrow side. This suggests that bone resorption is progressing there. In addition, from the expression of ALP at the bone resorption site and widely distributed osteocalcin and osteopontin, its resorption is considered to be rapid bone repair in the resorption site. This could result in reduction in bone mass and deterioration in strength.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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CCN2とRab14の相互作用が骨・軟骨細胞の小胞輸送に及ぼす役割 ～軟骨分化促進因子CCN2の新たな細胞内機能～




○星島　光博1,2，服部　高子3，青山絵理子2，西田　　崇3，久保田　聡3，上岡　　寛1，滝川　正春2

1岡大　院医歯薬　歯科矯正，2岡大　歯先端研セ

3岡大　院医歯薬　口腔生化





CCN2は軟骨に強い発現を示し，細胞外基質の合成促進能を有する分泌性の液性因子とされてきた．これまでに我々は，CCN2と小胞の細胞内輸送に関与するRab14が相互作用することを示し，両者が細胞内で共局在することで小胞輸送に関与していることを報告してきた．また，骨細胞は骨組織中に最も多く存在する細胞であり，骨のリモデリングに深く関与している．今回，Rab14とCCN2の相互作用が骨・軟骨細胞に与える生理的作用を検証した．軟骨細胞様細胞株HCS-2/8でCCN2およびRab14の発現をsiRNAによりノックダウンし，小胞体ストレスに関与する因子のmRNA発現レベルを定量RT-PCR法により解析したところ，小胞体ストレス下で誘導されるBiPおよびCHOPのmRNAの発現レベルが有意に上昇した．また，Rab14およびその変異体をHCS-2/8細胞に過剰発現させ，プロテオグリカンの蓄積をトルイジンブルーおよびアルシアンブルー染色により調べたところ，不活性型Rab14の過剰発現した場合に，野生型と比較して75%以下に低下した．さらに，骨細胞様細胞株MLO-Y4を3次元で培養し，その成熟過程におけるCCN2と Rab14の遺伝子発現レベルの変化を定量RT-PCR法により評価した．その結果，MLO-Y4細胞が成熟していく過程で，CCN2と Rab14のmRNAの発現は優位に上昇した．また，これに伴ってI型コラーゲンやオステオカルシンのmRNAの発現も上昇した．これらの結果は，CCN2が，基質タンパク質を含む小胞上でRab14と相互作用することで，骨・軟骨組織の基質産生に関与している可能性を示唆している．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Roles of interaction between CCN2 and Rab14 in vesicle trafficking in osteocytes and chondrocytes - Novel intracellular function of CCN2 -




○Hoshijima M1,2，Hattori T3，Aoyama E2，Nishida T3，Kubota S3，Kamioka H1，Takigawa M2

1Dept Orthod, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci

2ARCOCS, Okayama Univ
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CCN2 highly expresses in cartilage and modulates chondrocyte differentiation and proliferation by binding to various molecules. We identified Rab14 as a CCN2-interactive peptide, which is known to be involved in vesicle trafficking. The objective of this study is to investigate the physiological significance of their interaction in chondrocytes and osteocytes. Here we show relatively high expression of rab14 mRNA in cartilage and bone among several tissues. Knocked down of Rab14 or CCN2 mRNA by siRNA increased expression of ER stress markers, CHOP and BiP mRNA. Overexpression of dominant negative Rab14 in HCS-2/8 cells decreased proteoglycan accumulation to 75% as compared to the wild type of Rab14.Osteocytes play important roles in bone growth and remodeling. To investigate the roles of Rab14 and CCN2 in osteocytes, we compared the gene expression between young osteocytes and mature one using 3D-cultured MLO-Y4 cells. In the mature MLO-Y4 cells, Rab14, CCN2, Col1a1 and OCN mRNA expression were significantly increased.Our results suggest that intracellular CCN2 is associated with Rab14 on matrix-containing vesicles during the transport of extracellular matrix (ECM) components in chondrocytes and osteocytes and the interaction between Rab14 and CCN2 plays an important role in ECM production in cartilage and bone. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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BMP9の骨芽細胞分化誘導作用におけるPI3K-Akt-GSK3β/β-cateninシグナル経路の重要性




○松口　徹也，千葉　紀香，楠山　譲二，大西　智和

鹿大　院医歯　口腔生化





【目的】Bone Morphogenetic Protein (BMP)ファミリーの中でも，BMP9はBMP2と同様に強い骨誘導作用を示すが，その細胞内シグナル伝達機構の詳細は不明である．今回，骨芽細胞におけるBMP9のシグナル伝達機構を解析し，BMP2との相違点を検討した．【方法】マウス新生仔頭蓋骨由来骨芽細胞およびマウス骨芽細胞株（MC3T3-E1，10T1/2）を，リコンビナントBMP9，BMP2で刺激し，ウェスタンブロッティング法によって細胞内シグナル伝達分子の活性化を，定量RT-PCR法にてBMP反応性の遺伝子発現誘導を解析した．また，特異的シグナル阻害剤，siRNAによる各種シグナル伝達分子の遺伝子ノックダウンの効果を検討した．【結果と考察】マウス頭蓋骨由来骨芽細胞および2つの骨芽細胞株において，BMP9刺激はBMP2と同様にSmad1/5の急速なリン酸化を誘導したが，BMP2に比べて顕著なAkt およびGSK3βキナーゼのリン酸化と，細胞内β-catenin蛋白量の増加を迅速に誘導した．LiClによるGSK3β活性阻害はBMP9よりもBMP2による骨芽細胞分化を強く促進した．BMP9によるGSK3βのリン酸化誘導は，シクロヘキシミドやBrefeldin Aによって抑制されず，Wnt分泌誘導を介しない直接的な機構によるものと考えられた．また，BMP9によるGSK3βのリン酸化はERK，p38，JNKの阻害薬では抑制されなかったが，特異的Aktキナーゼ阻害薬MK2206，クラス1PI3キナーゼ阻害剤であるA66によって著明に抑制された．また，BMP9によるAktおよびGSK3βのリン酸化は，siRNAによるEndoglin，GIPC-1遺伝子のノックダウンにより著明に減弱した．これらの結果から，BMP9の骨誘導におけるPI3キナーゼ-Akt-GSK3βシグナル経路の重要性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





PI3K-Akt-GSK3β/β-catenin signaling axis plays an important role in BMP9-mediated osteoblast differentiation




○Matsuguchi T，Chiba N，Kusuyama J，Ohnishi T
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[INTRODUCTION] Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) play important roles in skeletal development. BMP9, like BMP2, is a potent inducers of bone tissues. However, the detailed intracellular signal transduction mechanisms of BMP9 remain ambiguous. Here, we have analyzed differences of signal transduction mechanisms between BMP9 and BMP2 in osteoblasts. [METHODS] We stimulated newborn mouse calvaria-derived osteoblasts and mouse osteoblast cell lines (MC3T3-E1 and 10T1/2) with recombinant BMPs and analyzed activation of intracellular signal transducers and BMP-responsive gene expressions by Western blotting and realtime RT-PCR, respectively. We also used chemical inhibitors and siRNAs to analyze specific signal pathways. [RESUTS & DISCUSSION] Being similar to BMP2, BMP9 induces rapid phosphorylation of Smad1/5. BMP9 induced phosphorylation of GSK3β kinases more significantly than BMP2, and increased intracellular β-catenin protein. BMP9-induced GSK3β phosphorylation was not inhibited by cycloheximide or Brefeldin A, indicating it is direct and independent of Wnt protein secretion.  Additionally, BMP9-induced GSK3β phosphorylation was not affected by MAP kinase inhibitors, but significantly inhibited by specific inhibitors of Akt and PI3 kinase. Moreover, BMP9-induced phosphorylation of Akt and GSK3β was significantly decreased by siRNA-mediated gene knock-down of Endoglin or GIPC-1. Taken together, our findings have revealed differences of signal transduction mechanisms between BMP9 and BMP2 in osteoblasts.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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亜鉛によるMC3T3-E1細胞分化亢進作用におけるカルシウム依存性カリウムチャネルの役割




○吉田　卓史，高橋かおり，中村　卓史，若森　　実

東北大　院歯　歯科薬理





生体内では亜鉛イオンは2番目に多い2価カチオンであり，細胞増殖や細胞分化において重要な働きをしていることが知られている．一方，カルシウム依存性カリウムチャネル(KCa)は非興奮性細胞での膜電位を制御している．このKCaチャネルはマウス頭外冠由来骨芽細胞株MC3T3-E1細胞でも発現していることが知られているがその生理機能はほとんど調べられていない．本研究では亜鉛イオンによる細胞増殖，細胞分化の亢進作用におけるKCaチャネルの果たす役割について調べた．

骨芽細胞における，亜鉛イオンが持つ生理機能を調べるために我々はMC3T3-E1細胞に対し，電気生理学的手法(whole-cell patch clamp法)，カルシウム，亜鉛イメージング法を用いた．その結果，亜鉛イオンは電流固定下で細胞膜電位を過分極させ，電位固定下で外向きK電流を惹起し，非選択的陽イオン電流を阻害した．このK電流はIK（中間コンダクタンスカルシウム活性化カリウム）チャネルとBK（大コンダクタンスカルシウム活性化カリウム）チャネルの阻害剤により抑制された．亜鉛イオン刺激においてPLC活性を阻害すると細胞内カルシウム濃度の上昇が阻害された．亜鉛イオンのキレーターであるTPENをパッチ電極内に入れてK電流を測定するとBKチャネル電流は抑制されたがIKチャネル電流は抑制されなかった．また，亜鉛イオンはMC3T3-E1細胞の増殖と，RANKL遺伝子発現を亢進した．以上の結果より亜鉛イオンはMC3T3-E1細胞においてIKとBKチャネルを活性化させることにより細胞膜電位を過分極させ，その結果細胞増殖と細胞分化を促進させることが明らかとなった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The roles of calcium-activated K channels in zinc stimulated MC3T3-E1 cells
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Zinc ion plays pivotal roles in the proliferation and differentiation of osteoblasts. On the other hand, it is well known that the Ca2+-activated K+ (KCa) channels regulate membrane potential in the non-excitable cells. Although KCa channels expressed in MC3T3-E1 cells, their functions in osteoblasts have been little investigated. In this research, the roles of KCa channels in Zn2+ induced proliferation and differentiation of MC3T3-E1 cells are investigated. To clarify the physiological roles of Zn2+ in osteoblasts, we applied the whole-cell mode of the patch-clamp technique as well as calcium and zinc imaging using MC3T3-E1 cells. Zn2+ hyperpolarized membrane potential under current-clamp mode and induced outward K+ currents and blockade of non-selective cation channel currents under voltage-clamp mode. The intermediate-conductance Ca2+-activated K+ (IK) channel blocker and a large-conductance Ca2+-activated K+ (BK) channel blocker inhibited K+ currents. The phospholipase C (PLC) inhibitor reduced the increase of intracellular Ca2+ concentration. TPEN (10 μM), a Zn2+-chelator, in the pipette solution abolished BK currents, but not IK currents. Zn2+ promoted cell proliferation and enhanced RANKL mRNA expression. These results suggest that Zn2+ activates IK and BK channels and hyperpolarizes MC3T3-E1 cells. Finally, Zn2+ promotes their proliferation and differentiation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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硬骨魚類のエナメロイド形成における初期石灰化




○笹川　一郎1，岡　　俊哉2，三上　正人3，横須賀宏之4，石山巳喜夫4

1日歯大新潟　先端研セ，2日歯大新潟　生物
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エナメロイド（cap enameloid）は硬骨魚類の歯の表層を覆う，エナメル質に類似する高石灰化組織である．エナメロイドは発生過程から見てエナメル質と象牙質の特徴を合わせ持つので，脊椎動物歯牙硬組織のバイオミネラリゼーションの進化を解明するうえで，また生物模倣による新機能材料創製の重要な研究対象と言える．硬骨魚類の真骨類では最初の結晶形成はエナメロイド基質に多数出現する基質小胞で起こり，次のエナメロイド石灰化期ではコラーゲン線維に沿う結晶集積に進む[1，2]．他方，硬骨魚類でも基幹的条鰭類に属するガーでは，基質小胞に結晶は無く，基質小胞に由来すると考えられる高電子密度線維状物質（EDFSs）が初期石灰化の場とされていた[3]．しかし，顎歯エナメロイドにおける初期石灰化様式には，不明な点が多く残されている．今回，ガー（成魚）のエナメロイド形成期歯胚を材料に，哺乳類アメロゲニンに対する抗体を用い，protein-A gold 法で電顕免疫組織化学を行い光顕と透過電顕で観察した．その結果，石灰化期エナメロイド基質のコラーゲン線維に沿う陽性反応，すなわち金粒子の存在が認められた．この後にコラーゲン線維に沿う微小結晶の集積が始まる．したがって，エナメルタンパク様タンパクが石灰化期のエナメロイド基質でのコラーゲン線維に沿う結晶の形成に主に関与することが示唆された．一方，高電子密度線維状物質では陽性反応は認められなかった．また，先行する結晶形成が線維状物質で特異的に見られるわけではない．したがって，この線維状物質は初期石灰化の場ではないと考えられる．[1] Sasagawa, I. (1988) Archs oral Biol, 33, 75. [2] Sasagawa, I. (1997) J Anat, 190, 589. [3] Sasagawa, I. & Ishiyama, M. (2004) In:Kobayashi, I & Ozawa, H. (eds) Biominaralization (BIOM2001), Tokai Univ. Press, p.381. 【利益相反】利益相反状態にはありません．





Initial mineralization during enameloid formation in bony fish
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Enameloid, a well-mineralized tissue covering the tooth surface in bony fish, is an important tissue for investigating the evolution of biomineralization in dental hard tissues in vertebrates, and the biomimetic materials. In teleosts, the initial mineralization occurs at the matrix vesicles (MVs) during the enameloid matrix formation stage. Then, many slender crystallites accumulate along the collagen fibrils during the enameloid mineralization stage [1, 2]. In gar, electron-dense fibrous substances (EDFSs), which originated from MVs, are likely the site of initial mineralization [3]. However, the initial mineralization pattern in the enameloid has many unsolved questions. In this study, transmission electron microscopy-based immunohistochemistry, protein A-gold (PAG) method, using anti-mammalian amelogenin antibodies was performed in order to examine the localization of enamel matrix protein (EMP)-like proteins in the enameloid. The PAG particles were detected on the collagen fibrils. Contrarily, there were few PAG particles on the EDFSs. The fine crystallites were present evenly in the matrix, not only on the EDFSs but also on collagen fibrils. It is unlikely that the EDFSs are involved in crystal formation along collagen fibrils. In gar, instead of EDFSs, it is conceivable that EMP-like proteins mainly play an important role in crystal formation. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.












P3-19

歯胚上皮の陥入および形態形成過程における非筋ミオシンIIの役割
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【目的】ミオシンIIは，軽鎖がリン酸化されると重合し双極性のフィラメントを形成して，アクチン細胞骨格を収縮させる．非筋細胞においてもミオシンIIは，局所的に重合し，細胞内部からの収縮力を発揮する．歯胚上皮の形態がダイナミックに変化する歯の初期発生過程では，歯胚上皮内の張力が正常な形態形成にとって重要な働きをもっていると考えられる．本研究の目的は，歯胚上皮の形態形成初期における非筋ミオシンIIの役割を明らかにすることである．【方法】まず，マウス下顎切歯の形態形成初期（胎生11.5～14.5日齢（E12.5～E14.5））におけるミオシンIIの局在を蛍光免疫染色により検出した．次に，E11.5～E12.5のマウスの下顎を切り出し，マトリゲル上で1～3日間の器官培養を行った．培地にミオシンIIの阻害剤Blebbistatinを添加し，歯胚の形態形成の変化を観察した．【結果と考察】ミオシンIIは，歯胚上皮の基底上層の細胞で強い局在が見られた．特に，強い細胞内張力の存在を意味するミオシンのリン酸化軽鎖は，シグナリングセンター周囲の基底上層の細胞において強い局在が見られた．ミオシンII の機能を抑制した培養歯胚では，肥厚開始期においても蕾状期においても，歯胚上皮の間葉への陥入が阻害された．これらの歯胚上皮では，基底層と基底上層の組織化が乱され，基底層の高い細胞増殖活性が消失したが，歯胚上皮全体では増殖活性が維持されていた．以上のことから，ミオシンIIは，そのリン酸化による細胞内張力で，基底層と基底上層の組織分化を引き起こし，シグナリングセンターに向かって基底上層を強く牽引する．一方で，シグナリングセンター周囲の基底層は高い増殖活性を示すために長さが増し，その結果歯胚上皮が間葉側に陥入を開始すると考えられる．このことは，シグナリングセンターからのシグナルが，細胞増殖だけでなく，ミオシン軽鎖のリン酸化をも制御していることを示唆する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The role of non-muscle myosin II during dental epithelial invagination and morphogenesis
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Myosin II is an actin-binding motor protein, which is present in all non-muscle cells and contracts along actin cytoskeletons to generate cellular tension. During tooth development, dental epithelium changes its shape dynamically, suggesting that cellular forces could play important roles for the normal morphogenesis. The goal of this study is to elucidate the function of non-muscle myosin II during early tooth morphogenesis. First, we examined the localization of myosin II in the mouse lower incisor germ. Next, we conducted explant culture experiments, in which mouse mandibles were treated with myosin II inhibitor Blebbistatin. We found that myosin II was highly localized in the suprabasal layer, especially in the surrounding suprabasal cells around the epithelial signaling center. In the explants cultured with Blebbistatin, dental epithelium at the initiation and bud stages failed to invaginate sufficiently. Additionally, loss of myosin II activity disrupted organization of epithelial cells, and decreased cell proliferation in the basal layer, although total proliferation activity was unchanged in the dental epithelium. These results indicate that cellular tension generated by myosin II controls dental epithelial invagination and early morphogenesis, and that the activity of myosin II is regulated by some signals from the signaling center.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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成熟期エナメル芽細胞におけるLPAシグナルの役割
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リゾホスファチジン酸（LPA）は，リン脂質から合成されるリゾリン脂質メディエーターの1つで，組織・細胞特異的に発現する6種類のGタンパク質共役受容体（LPA1-6）を介して様々な生理的，病理的機能を有することが明らかになっている．しかし，歯の発生におけるLPAシグナルの役割は未だ不明な点が多い．そこで本研究では，歯の発生におけるLPA受容体の発現パターンとLPAシグナルの機能および，細胞内シグナル伝達経路について解析を行った．　はじめにマウス切歯におけるLPA受容体の発現パターンを免疫組織学的に解析したところ，LPA受容体のうちのLPA6がエナメル芽細胞や象牙芽細胞で強く発現していた．特に成熟期エナメル芽細胞の近心端，遠心端に強い局在が認められたことから，LPA6を介するシグナルによる成熟期エナメル芽細胞の維持・機能の制御が示唆された．　さらに，LPA6の機能や細胞内シグナル経路を明らかにするために，LPA6欠損（LPA6 - / -）マウスを作製し解析を行ったところ，LPA6 - / -マウスの切歯において成熟期エナメル芽細胞が細胞極性を失い，その細胞層内部で嚢胞様構造が観察された．そしてこれらの細胞では，細胞極性の形成，細胞接着に関わる活性化型RhoA, E-cadherinおよびZO-1の発現が著しく低下していた．逆に，培養エナメル上皮細胞株へのLPAの添加は，活性化型RhoA, E-cadherinおよびZO-1の発現上昇，細胞膜への局在を誘導した．　以上の結果から，LPA6-RhoAシグナルは細胞極性や細胞接着の形成を介して成熟期エナメル芽細胞の維持に関わっていると考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





A role of LPA signal on maturation stage ameloblasts
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Lysophosphatidic acid (LPA) is a bioactive phospholipid with numerous biological functions on many cell types. LPA exerts most of its function through six specific G protein-coupled receptors, which play important role in various physiological and pathophysiological conditions. However, involvement of LPA signal in tooth development was still unclear. In this study, we examined the expression pattern of LPA receptor, the role of LPA signaling on tooth development. First, we found that LPA6 was specifically expressed in ameloblasts in mouse incisor. In particular, the LPA6 expression was distinct at both proximal and distal end of maturation stage ameloblasts. To determine the function of LPA6 in tooth, we generated and analyzed LPA6-deficient (LPA6 - / -) mice. In the KO mice incisor, maturation stage ameloblasts lost the cellular polarity and cystic structures were observed in the cell layer. In the ameloblasts, the expression of active form of RhoA, E-cadherin and ZO-1 was dramatically reduced. In contrast, administration of LPA to cultured ameloblasts induced strong expression of active form of RhoA, E-cadherin and ZO-1 at the cell periphery. Together, these results suggest that LPA6-RhoA signal play an important role on maintenance of maturation stage ameloblasts by regulating cell polarity.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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質量分析イメージングにおける硬組織試料作製法の検討と歯胚に局在する脂質分子の探索
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質量分析イメージング法（IMS）は組織切片上で，生体組織を構成する多様な分子を同時に可視化する解析技術である．従来，IMS解析用の試料作製には未固定凍結法が用いられてきたが，石灰化組織についてはその方法論が確立しておらず，IMS解析の報告も限られる．本研究では，石灰化組織に至適な試料作製法について検討し，ラット歯胚に特徴的に局在する脂質分子を質量顕微鏡で探索することを目的とした．安楽死させた生後3日齢のラット頭部を摘出し未固定で，または，4% パラホルムアルデヒド（PFA）で固定して，凍結包埋した．一部のPFA固定試料は，10% EDTAによる脱灰を施した後，凍結包埋した．凍結切片を酸化インジウムスズがコーティングしてあるスライドガラスに載せ，質量顕微鏡（UltraflexおよびSolarix XR, Bruker）を用いてIMSで解析した．質量範囲はm/z 0から1000の陽イオンとし，測定ピッチは75 μmと10 μmとした．組織形態の保持とシグナルの検出状態はPFA固定EDTA脱灰試料およびPFA固定非脱灰試料が未固定非脱灰試料より良好だった．臼歯歯胚を中心とした関心領域のマススペクトルでは，質量電荷比m/z 706, 732および734にピークを示す分子が認められた．この内，m/z 706および732のシグナルは歯胚における歯乳頭，エナメル上皮等に局在し，これらの分子はデータベース検索から特定のphosphatidylcholinesと推定された．本研究では，歯胚における特定のphosphatidylcholineの局在を示し，また，石灰化組織のIMS用試料作製法として従来の未固定非脱灰に比較して，PFA固定非脱灰およびPFA固定EDTA脱灰が良好であることを示した．

　非学会員・共同研究者：矢尾育子，紺野在（浜松医科大学）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Demonstration of lipids localized characteristically in developing rat teeth by IMS with searching appropriate preparation for calcified tissue




○Sasano Y，Henmi A，Mayanagi M

Div Craniofac Develop Regener, Tohoku Univ Grad Sch Dent





The present study was designed to demonstrate distribution of lipids characteristic for developing rat teeth by matrix-assisted laser desorption/ionization imaging mass spectrometry (IMS) with searching appropriate preparation for calcified tissue. Heads of euthanized rats at 3 days were resected, fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) and frozen with or without decalcification in 10% EDTA. Some of the samples were frozen without fixation or decalcification. The sections were mounted on the slide glass coted with indium tin oxide and analyzed with IMS. The data was acquired in the positive ion mode with 75 μm and 10 μm pitches and a mass range setting of 0 to 1000. Mass spectra showed the highest peaks at m/z 706, 732 and 734. Characteristic localization of signals in tooth buds was found at m/z 706 and 732. Specimens fixed in PFA with and without decalcification preserved IMS signals while the signals were fewer in specimens without fixation. The signals were localized in the area of dental papillae and enamel epithelia in tooth buds. The data base search indicated that the molecules corresponding to the mass-to-charge ratio 706 and 732 are phosphatidylcholines.

Coauthors : Ikuko Yao and Alu Konno (Hamamatsu University School of Medicine)
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ラット歯髄細胞のprostaglandin E2 合成系酵素に対するユージノールの作用




○深田　哲也1，戸円　智幸1，橋本　修一2

1日歯大　生命歯　共同利用研究セ　アイソトープ研究，2日歯大　生命歯





炎症時に過剰産生される prostaglandin (PG) E2 はその受容体である EP を介して作用を発揮する．我々は，炎症惹起したラット歯髄中の PGE2 ならびに EP2 発現を酸化亜鉛ユージノール練和物 (ZOE) 填塞により減少させること，さらに ZOE 中のユージノールによる cyclooxygenase (COX) -2 のタンパク質発現とその活性の抑制が PGE2 減少に関わっていることを報告した．しかしながら，歯髄におけるユージノールの COX-2 発現抑制メカニズムは明らかになっていない．そこで，COX-2 発現抑制メカニズムを検討するため，ラット培養歯髄細胞を調製し，その COX-2 発現能およびユージノール応答性を確認した．ペントバルビタールで安楽死させた 8 週齢 Wistar 系雄性ラットの下顎より，切歯歯髄を無菌的に摘出した．歯髄を細切，酵素処理により歯髄細胞を単離し DMEM/F-12 培地を用いて培養した．ユージノール含有培地にて前処理した歯髄細胞を LPS で刺激し，一定時間ののちに歯髄細胞を回収，タンパク質を抽出した．歯髄細胞に発現する PGE2 合成系酵素を western blotting 法により確認した．LPS によって刺激した培養歯髄細胞には，COX-2 および，COX-2 とともに炎症時の PGE2 産生に関与する membrane-associated PGE synthase (mPGES) -1 両酵素の発現誘導が認められた．LPS 刺激前に，100 μM ユージノールを培地中に添加しておくと，COX-2 発現は増強される一方で mPGES-1 発現は著明に抑制された．また10 μM ユージノール前処理は LPS 刺激により誘導された両酵素の発現に影響を与えなかった．以上のことから，本検討で用いた培養歯髄細胞は PGE2 合成系酵素である COX-2, mPGES-1 発現能を有すること，また，歯髄組織と異なりユージノールによる PGE2 産生抑制作用には COX-2 ではなく mPGES-1 発現抑制が関与している可能性が示唆された．本研究は JSPS 科研費 16K20468 の助成により行われた．【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of eugenol on enzymes involved in prostaglandin E2 syntheses in dental pulp cells of rats




○Fukada T1，Toen T1，Hashimoto S2

1Sect. of Radioisotopes Res, Res Cent Odontol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo

2Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





We reported that treating pulps with zinc oxide-eugenol-mixture (ZOE) reduced prostaglandin (PG) E2 and E-type prostanoid receptor subtype-2 (EP2) in inflamed pulps of rats and the eugenol in ZOE inhibited PGE2 production via both an induction of cyclooxygenase (COX) -2 protein and the enzyme activity. In this study, we investigated abilities of COX-2 expression and responses to eugenol of the cells. 8 weeks male Wistar rats were euthanatized by pentobarbital and pulps of mandibular incisors were removed. For culturing pulp cells, the pulps were enzymatically digested. The cultured cells were maintained with DMEM/F-12 medium and stimulated with LPS and/or eugenol. Expressions of COXs and PGE2 synthases in pulp cells were examined by western blotting methods. Induction of COX-2 protein and membrane-associated PGE2 synthase (mPGES) -1 protein, which converts PGH2 metabolized by COX-2 to PGE2, were observed in pulp cells treated with 100 ng/mL of LPS. Pretreatment of the cells with 100 μM of eugenol were augmented an expression of COX-2 and attenuated that of mPGES-1 induced by LPS. The pulp cells we prepared anew possess abilities of induction of COX-2 and mPGES-1. This work was supported by JSPS KAKENHI Grant Number 16K20468.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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イモリ顎骨再生におけるNotch シグナルの役割




○三輪　容子，佐藤　　巌

日歯大　生命歯　解剖1





有尾両生類アカハライモリ（Cynops pyrrhogaster）は尾や手足，顎等の切断後に再生することが知られている．Notchシグナルは神経線維，造血，血管形成，体節などの様々な分化過程に関係する，ヒトを含め脊椎動物から節足動物まで多くの後生動物でよく保存されたシグナル伝達経路である 我々は，Notchシグナルが，Cynops pyrrhogasterの顎の切断から再生までの機構において重要な役割を有すると考えた．我々は，顎骨の切断実験を行い顎骨再生の各段階におけるNotch遺伝子の発現を，リアルタイムPCRによって検証した．Notch mRNAは創傷上皮において主に発現していたした．Cynops pyrrhogaster多生歯性であり顎骨の中には継続歯胚が連続的に発生する．我々は歯胚を含む顎骨全体の再生にNotchシグナルが影響を与えていると推論した．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The expression of Notch signalling in Cynops pyrrhogaster jaw regeneration




○Miwa Y，Sato I

Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





Japanese newts Cynops pyrrhogaster has regenerative ability following amputation of the jaw. We hypothesize that the Notch signaling network has important component of regeneration system in following amputation of jaws. Notch signals are involved in various differentiation processes such as nerve fibers, hematopoiesis, angiogenesis, somites. It is a well preserved signaling pathway in many metazoans from vertebrates to arthropods, including humans. We examined Notch gene expression in the stages of newt jaw bone regeneration by real time PCR in regenerative stage. We demonstrated Notch mRNA to be expressed predominantly in wound epitheliums. We further assume that developing sequential teeth germ in their jaws may affected by Notch signals.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯根膜細胞の細胞特性に対する咬合力の影響




○高橋　智美，牛島　夏未，飯塚　　正

北大　院歯　学術支援





［目的］歯根膜は間葉系幹細胞を含む様々な細胞から構成される組織であり，その機能は多岐にわたると考えられる．今回，我々は咬合力を喪失した場合の歯根膜細胞において，骨組織および脂肪組織への分化能，さらに破骨細胞誘導能について検討した．［材料と方法］生後4週齢のWistar Ratの左側上顎臼歯を抜去し，3週後に両側下顎臼歯の歯根膜組織から細胞を分離培養し，得られた細胞をそれぞれ咬合側歯根膜細胞（Oc）および非咬合側歯根膜細胞（N-Oc）として実験に使用した．間葉系幹細胞のマーカーであるSTRO-1，CD90の発現を免疫染色によって確認し，骨芽細胞分化誘導培地および脂肪細胞分化誘導培地による培養を行い分化特性を検討した．さらに，歯根膜細胞とRAW264.7細胞との共存培養を行い，TRAP染色にて破骨細胞の誘導能を比較検討した．［結果と考察］分離培養した細胞はOcとN-Ocとも大きさや形状に違いは無く，免疫染色においてSTRO-1およびCD90に陽性を示した．骨芽細胞分化誘導培地による培養では，アルカリホスファターゼ染色およびアリザリンレッド染色で陽性を示し，骨芽細胞への分化の傾向が認められたが，Ocに比べてN-Ocで染色性が強い傾向がみられた．脂肪細胞分化誘導培地による培養でも，N-Ocにおいてより多くの脂肪滴を持つ細胞が誘導された．RAW264.7細胞との共存培養では，それぞれにおいてTRAP陽性細胞がみられたが，N-Ocを用いた共存培養では，Ocに比べて大型の破骨細胞が誘導される傾向が認められた．以上のことより，歯根膜細胞は，多分化能および破骨細胞の誘導能を示し，その細胞特性には咬合力が影響している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of the occlusal stimuli on cellular potentiality in periodontal ligament cells




○Takahashi T，Ushijima N，Iizuka T

Support Sec Educ Res, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med





Purpose: The objectives of this study was to examine multilineage differentiation capacity and ability of osteoclast induction in periodontal ligament (PDL) cells with reduced occlusal stimulus. Material & Methods: PDL cells were isolated from lower molar teeth of Wistar rats which were treated with extraction of upper molar teeth in one side 3 weeks previously. Both occlusal (Oc) and non-occlusal (N-Oc) side, PDL cells were immunostained with STRO-1 and CD90. These cells were incubated with osteogenic and adipogenic differentiation medium. PDL cells and RAW 264.7 were co-cultured, and the formation of TRAP positive multinucleated cells were evaluated. Result & Conclusion: Both Oc and N-Oc PDL cells were positive for stem cell markers STRO-1 and CD90 immunocytochemistry. In osteogenic differentiation, N-Oc represented higher expression of ALP activity and alizarin red staining than Oc. In adipogenic differentiation, more adipocytes were induced in N-Oc compared with Oc. In co-cultures, the number of osteoclasts and the size of cells were slightly increased in N-Oc. These results suggest that PDL cells have potential for multilineage differentiation and osteoclast induction, and these abilities are influenced from occlusal stimuli.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ヒト歯肉線維芽細胞のMMP-1とMMP-3分泌に対するS-PRGフィラー溶出液の影響




○井上　　博1，合田　征司2

1大歯大　歯　生理，2神歯大　院歯　口腔科学





【目的】S-PRG（surface reaction-type pre-reacted glass-ionomer）フィラーは，6種類のイオン( Na+, F-, Al3+, BO33-, Sr2+, SiO32- )徐放能を有する齲蝕抑制効果の高い材料として知られている．今回我々は，S-PRGフィラー溶出液がヒト歯肉線維芽細胞(HGF)のMatrix metalloproteinase (MMP)-1とMMP-3 産生に及ぼす影響について検討した．【方法・結果】S-PRGフィラーをMEM-αに懸濁して各種イオンを溶出させた．上清をろ過して作製した培養液をS-PRGフィラー溶出液（S-PRG)とした．1) HGFに希釈したS-PRG（1/100, 1/500, 1/1000, 1/5000, 1/10000)を加え，ウエスタンブロッティングにより培養上清中に分泌されたMMP-1とMMP-3を検出した．その結果，S-PRGによるMMP-1とMMP-3の分泌が確認された．2) HGFに希釈したS-PRG（1/1000,1/10000)を加え，ウエスタンブロッティングにより  p38, ERK1/2, JNKについてリン酸化のタイムコースを検討した．その結果，JNKのリン酸化は刺激による増強が認められなかった．しかし，p38とERK1/2では刺激によるリン酸化の増強が1分後から30分後まで認められた．3) HGFに希釈したS-PRGフィラー溶出液（1/1000,1/10000)と各種MAPキナーゼの阻害剤を加え24時間培養を行った．ウエスタンブロッティングにより培養上清中に分泌されたMMP-1とMMP-3を検出することで各種MAPキナーゼの阻害剤の影響を検討した．S-PRGフィラー溶出液により増加したMMP-1とMMP-3の分泌はp38阻害剤のSB203580により僅かに減少した．また，JNK阻害剤のSP600125，ERK阻害剤のPD98059とU0126ではMMP-1とMMP-3分泌の著明な減少を認めた．【考察】以上の結果から，S-PRG刺激によりMMMP-1とMMP-3が培養上清中に分泌されることを確認した．また，S-PRG刺激によるMMP-1とMMP-3の分泌にはp38, ERK1/2とJNKのリン酸化が関与している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of S-PRG filler eluate on MMP-1 and MMP-3 secretion in human gingival fibroblasts




○Inoue H1，Goda S2

1Dept Physiol, Osaka Dent Univ

2Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch  Dent





The S-PRG filler is known to have a high cariostatic effect material and to release 6 ions (Na+, F-, Al3+, BO33-, Sr2+, SiO32-). In this study, we examined the effect of S-PRG filler eluate on MMP-1 and MMP-3 secretion of human gingival fibroblasts (HGF).  S-PRG filler eluate (1/100, 1/500, 1/1000, 1/5000, 1/10000) was added to HGF and we detected MMP-1 and MMP-3 secreted into the culture supernatant by western blotting. As a result, secretion of MMP-1 and MMP-3 were enhanced by S-PRG filler eluate. We assessed the effects of S-PRG filler eluate (1/1000, 1/10000) induced phosphorylation of p38, ERK 1/2 and JNK in HGF by immunoblotting. Results of a time course study revealed that phosphorylation of p38 and ERK 1/2 occurred within 1 minute. However, phosphorylation of JNK was not enhanced by S-PRG filler eluate. HGF were incubated with S-PRG filler eluate and various inhibitors for 24 hours. Secretion of MMP-1 and MMP-3 increased by S-PRG filler eluate was slightly decreased by p38 inhibitor, but was markedly decreased by JNK inhibitor and ERK inhibitor. These results suggested that phosphorylation of p38, ERK 1/2 and JNK may be involved in the secretion of MMP-1 and MMP-3 by S-PRG filler eluate.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ラット口腔組織に対する青色 LED 光照射の酸化ストレス惹起とその防御




○吉田　彩佳，遠山　歳三，吉野　文彦

神歯大　院歯　口腔科学





【目的】我々は歯科治療に用いられる青色発光ダイオード (LED) 光照射がラット口蓋歯肉に及ぼす酸化ストレスの影響の解明とその防御法を目的として検討を行った．【方法】青色 LED 光照射がフラビンアデニンジヌクレオチド (FAD) を励起することで生じる活性酸素種 (ROS) を測定した (n＝3)．N-acetyl-L-cysteine (NAC) もしくは蒸留水を照射前日より最終日まで投与し，次に麻酔下にてWistar ラット口蓋歯肉 (male, n＝5) に 4 日間青色 LED 光照射もしくは非照射を行った．最終日に口蓋歯肉を回収した後，過酸化脂質とグルタチオン (GSH) 量の生化学的解析を行った．本研究は，世界医師会ヘルシンキ宣言に見られる実験手順のための指針に準拠し，神奈川歯科大学遺伝子組換実験安全・実験動物倫理委員会の承認を得ている．【結果】青色 LED 光照射はFADを光励起させ一重項酸素 (1O2) を生成した．光励起反応により生じた 1O2 はNAC により有意に消去された．ラット口蓋歯肉への青色 LED 光照射は組織内脂質過酸化レベルを亢進させ，この反応はNAC の前投与により有意に抑制された．生体内抗酸化物質である GSH 量は青色光照射により酸化型 GSH が亢進し，NAC により有意に抑制された．Dunnett 多重比較検定を用い，有意水準 0.05 未満を統計的に有意とみなした．【考察】青色 LED 光照射は，ラット口蓋歯肉に対しミトコンドリアに存在する FAD を励起し産生された ROS に誘導された酸化ストレスを引き起こすことを示唆した．さらにこれらの影響は，NAC の前投与により有意に抑制されたことから，抗酸化物質の前投与は，歯科診療における青色 LED 照射による口腔組織に対する酸化ストレス防御に寄与するかもしれない．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Oxidative stress induced by blue LED light irradiation on rat palatal gingiva and prevention




○Yoshida A，Toyama T，Yoshino F

Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent





Objective: We investigated the oxidative stress induced by blue-light emitting diode (LED)-light-irradiation (BLI) on rat palatal gingiva. Methods: Reactive oxygen species (ROS) was measured by BLI on flavin-adenine dinucleotide (FAD). 15 min a day BL was irradiated or non-irradiated on palatal gingiva anesthetized Wister rats (male, n=5) for consecutive 4 days. N-acetyl-L-cysteine (NAC, 100 mg/kg) or distilled water was administered through the study from the previous day. The lipid peroxidation and glutathione quantitation were analyzed. This study was compliant with the guidelines for experimental procedures found in the Declaration of Helsinki of the World Medical Association and was approved by Institutional Animal Care Committees. Results: Singlet oxygen (1O2) generation was detected and scavenged by NAC administration. BLI was enhanced lipid peroxidation level and the glutathione disulfide (GSSG) concentration. GSSG concentration was controlled by NAC administration. Dunnett's multiple comparison tests were used and a P-value of less than 0.05 was considered statistically significant. Conclusions: It is suggested that BLI to rat gingiva may produce ROS from FAD and induce oxidative stress. In conclusions, since these effects were significantly inhibited by the pre-administration of NAC, antioxidants pre-administration would be able to contribute the oral tissue protection from BLI in dental treatment.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ttw/ttwマウスにおける歯槽骨の発生




○河野　芳朗，杉山　明子，滝川　俊也

朝日大　歯　口腔解剖





我々は歯槽骨の発生時に歯根膜線維と歯槽骨境界面にエクトヌクレオチドピロフォスファターゼ1（ENPP1）陽性細胞が出現することを報告した．これは，固有歯槽骨（束状骨）の発生，歯根膜線維の歯槽骨表面への埋入にリン酸の代謝が関与している可能性が示唆された．ttwマウスはICR近交系から分離されたEnpp1ナンセンス変異マウスで骨膜や靱帯での常染色体劣性遺伝性異常骨形成を示す．本研究の目的は，ENPP1 欠損マウスを用いて，歯槽骨-歯根膜境界部におけるENPP1の役割を解明しようとするものである．【材料と方法】ttw/ttwマウスと同週齢野生型マウスを用い，生後12，15，18，21，24，30，35，42（6週齢），56（8週齢），70（10週齢），84（12週齢），98（14週齢）で屠殺した．上顎骨をマイクロCT撮影し第一大臼歯の矢状断像を立体構築した．また，組織解析用にHE及およびAZAN染色をほどこした．【結果と考察】マイクロCTでは歯根膜腔幅の減少と，6週齢からttw/ttw マウスに粗造な歯槽骨表面が観察された．しかしながら，観察期間中に歯根膜腔骨性癒着の兆候は認められなかった．組織学的解析では，18日齢から歯根膜線維が不均一に歯槽骨表面に埋入されるようになり，歯槽骨の発生に伴い，太い歯根膜線維芽骨基質深部まで連続する像が観察されるようになった．また，24日齢では，ヘマトキシリンに好性の層が歯根膜-歯槽骨境界面に観察されるようになり，これ以降継続した．これらの結果により，歯根膜-歯槽骨界面の局所におけるリン酸の代謝，ピロリン酸の産生が歯根膜線維と歯槽骨界面の連結部の形成に重要な役割をしている可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Development of alveolar bone in ttw/ttw mutant mice




○Kawano Y，Sugiyama A，Takigawa T

Dept Oral Anat, Asahi Univ Sch Dent





The emergence of ENPP1 positive cells on the interface between the alveolar bone and the periodontal ligament has led us to focus on understanding phosphate metabolism as a means of controlling the development of the interface. Ttw/ttw mutant mice and age-matched wild-type mice were employed. Mice were sacrificed on post-natal day (P) 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 35, 42 (6W), 56 (8W), 70 (10W), 84 (12W) and 98 (14W). Each maxilla was subjected to micro-CT, and three-dimensional sagittal views of the first molars were reconstructed. For general histology of the interface, HE-and Aazan-stained sections were examined Micro-CT images demonstrated narrowed periodontal ligament (PDL) spaces and rudely constructed interfaces from P6W. However, no symptoms of ankylosing teeth were observed during the observation period. Histological analysis revealed that PDL fibers were embedded unevenly in the alveolar bone aspect from P18 and that thick fiber bands were seen to continue deep into the bone matrix.With progression of alveolar bone development, the basophilic layer between the alveolar bone and PBL fibers became recognizable from P24. This layer persisted hereafter. These results suggest that pyrophosphate plays an important role during the development of the interface between alveolar bone and periodontal ligament.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Functional evaluation of Meox2 in bone healing capacity after induction of periodontitis
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Periodontium, the well-patterned unique architecture, supports the tooth and consists of cementum, periodontal ligament (PDL) and alveolar bone. Periodontitis is one of the most prevalent inflammatory diseases disrupting periodontium tissue, characterized by gingival inflammation and alveolar bone loss. In this study, we examined the bone healing capacity of Meox2, functionally related homeobox gene playing important roles in oral mucosa differentiation with Runx2 expression. To understand the detailed function of Meox2 in bone formation, siRNA knocking down was conducted after the induction of periodontitis by the ligature method. After periodontitis induction, second molar was extracted and the socket was treated with 100 nM of siRNA-Meox2 for 1, 2 and 3 weeks. Knocking down of Meox2 induced bone formation through the activation of osteoblasts and suppression of inflammation at the early stage, and modulated the process of proper bone remodeling during the later stage. The detailed histomorphological changes were examined using MTC staining and micro-CT evaluation. In addition, to define the precise bone healing processes, we observed the localization patterns of various signaling molecules including MPO, F4/80, Osteocalcin, Runx2, and CD31. When compared with the control, siRNA-Meox2 treated specimens showed distinctive early responses of the subsiding inflammation and increased mass of bony tissues in the region of bone loss due to periodontitis. Based on our results, we conclude that Meox2 induces bone formation via activation of osteoblast and suppression of inflammation. In addition, our experiments would provide new conceptual approach of gene therapy to overcome periodontitis and associated severe consequences.
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口腔癌発症におけるアセトアルデヒドの関与
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アルコール代謝産物であるアセトアルデヒドが発癌を誘発することは知られているが，そのメカニズムについては未知な点が多い．これを明らかにする目的で，口腔正常上皮細胞を様々な濃度のアセトアルデヒド存在下で培養し，悪性転換への影響を軟寒天コロニー法によって調べたところ，ほぼ濃度依存的に悪性転換しやすくなる傾向がみられた．次いで，口腔正常上皮細胞を任意の濃度のアセトアルデヒド存在下で培養し，口腔癌発症に関連するといわれている癌遺伝子（erbB，Myc）並びに癌抑制遺伝子（p53，APC）の発現をreal-time RT-PCRで調べた結果，ある濃度において調べた4つの遺伝子の発現量が大幅に上昇するが，それより高濃度では癌遺伝子の発現量がコントロールの約2倍になるのに対し，癌抑制遺伝子は発現量の変化がコントロールとあまり変わらいことが示唆された．また，DNA全体のメチル化状況をELISAにより調べ，アセトアルデヒドの存在によりメチル化DNAの量が減少すること，および，bisulfite-PCR法により，低濃度であってもアセトアルデヒドが存在することでerbBのメチル化が解除される傾向にあることが示唆された．以上より，アセトアルデヒドは口腔正常細胞に対し，癌遺伝子erbBのメチル化を解除することで細胞増殖能を亢進させ，発癌へと導く可能性があることが考えられた．メチル化や変異を含めたその他の遺伝子への影響，メチル化解除が生じる時期，アセトアルデヒド非存在の培養液に交換した場合の影響等に関して現在追跡研究を行っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Involvement of acetaldehyde on carcinogenesis of oral cavity
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It is known that acetaldehyde, an alcohol metabolite, induces carcinogenesis, but its mechanism is still unknown. To study that mechanism, the influence on malignant transformation was examined by soft agar colony method after incubating the normal oral epithelial cells with various concentrations of acetaldehyde, and as a result, malignant transformation was seen in a dose dependent manner. Then, real-time RT-PCR was performed to study the expression of erbB, Myc, p53 and APC. This study revealed that the expression level of the four genes examined was greatly increased at a certain concentration, and that the expression level of the oncogene is about twice by comparison with the control at a higher concentration. Also, ELISA analysis for DNA methylation showed that the amount of methylated DNA was decreased, and bisulfite-PCR method showed that methylation of erbB deviated by acetaldehyde. These results suggest that acetaldehyde may enhance the cell proliferation by releasing the methylation of erbB in normal oral cells, and lead to carcinogenesis.
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発達期における閉口筋および開口筋運動ニューロンのグルタミン酸入力比較




○中村　史朗，中山希世美，望月　文子，壇辻　昌典，井上　富雄

昭大　歯　口腔生理





【目的】吸啜から咀嚼へと摂食行動が変化する時期には，顎運動に関わる中枢神経機構も顎運動パターンの変化に伴い大きく変わると考えられるが，その発育様式は不明である．本研究では，幼若期ラットの咬筋および顎二腹筋運動ニューロンに誘発されるnon-NMDA型およびNMDA型グルタミン酸受容体を介した興奮性シナプス後電流（EPSC）の生後変化を両運動ニューロン間で比較・解析した．【方法】生後2～5，9～12，14～17日齢のWistar系ラットを実験に用いた．麻酔下にて脳幹スライス標本を作成した後，bicuculline（10 μM）およびstrychnine（10 μM）存在下で咬筋および顎二腹筋運動ニューロンからホールセル記録を行った．【結果】咬筋運動ニューロンに誘発されたnon-NMDA型微小EPSC（mEPSC）の振幅と発生頻度は，各日齢群間で有意差はみられなかったのに対し，NMDA型mEPSCの振幅と発生頻度は，2～5日齢のほうが14～17日齢よりも有意に高い値を示した（P＜0.01）．一方，顎二腹筋運動ニューロンのmEPSCは，non-NMDA型mEPSCの振幅を除いて，non-NMDA型・NMDA型成分ともに発育時期を通じて変化が認められなかった．【考察】以上の結果から，ラット咬筋運動ニューロンへのNMDA型グルタミン酸性シナプス伝達が生後初期に重要であること，またグルタミン酸性シナプス伝達の発育様式が運動ニューロングループ間で異なることが示唆された．この相異は，それぞれの運動ニューロンが支配する顎筋の発達期における機能の違いに関与する可能性が考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Comparison of glutamatergic inputs to the rat developing jaw-closing and jaw-opening motoneurons
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The central neural circuits responsible for jaw movement could change in the postnatal transition period from suckling to chewing. However, the details of developmental changes of these neural circuits remain unknown. In this study, we compared the developmental changes of non-NMDA and NMDA receptor-mediated excitatory postsynaptic currents (EPSC) in the rat jaw-closing and jaw-opening motoneurons during the early postnatal period. The experiments were performed with brainstem slices from P2-5, 9-12 and 14-17 Wistar rats. Whole-cell recordings were made from masseter and digastric motoneurons. After addition of strychnine and bicuculline into the bath, non-NMDA or NMDA receptor-mediated EPSCs were recorded at a holding potential of -60 or +40 mV mV, respectively. We found that there were little differences in the properties of non-NMDA receptor-mediated EPSCs of masseter and digastric motoneurons between three age groups. In contrast, the characteristics of the NMDA receptor-mediated EPSCs evoked at masseter motoneurons changed from P2-5 to P14-17, whereas those of NMDA receptor-mediated EPSCs at digastric motoneurons remained constant throughout postnatal ages. Our results suggest that non-NMDA and NMDA receptor-mediated inputs may have distinct roles for jaw-closing and jaw-opening motoneurons in postnatal development of neural circuits involved in feeding behavior.
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象牙質痛は象牙芽細胞と歯髄ニューロンの神経性伝達で生じる
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近年象牙芽細胞が様々な機械感受性イオンチャネルを有し，その活性化が象牙芽細胞から歯髄神経への神経伝達物質放出を誘発し，両者が神経性連絡を確立する事で象牙質痛が発生する事（Odontoblast-hydrodynamic receptor theory）が示された．しかし，このような象牙質痛覚発生メカニズムの生体における検討は未だない．そこで象牙質痛発生ラットを作製し，象牙質痛発生における象牙芽細胞と神経の連絡機構について検討した．イソフルレン吸入麻酔下で，ラット両側下顎切歯歯肉縁から切端側へ1 mm吻側に，長径1 mmの象牙質露出部を形成した．露出象牙質にエッチング処理を行い，象牙質痛を発生するモデルラット（切削処理群）を作成した．エナメル質表面にエッチング処理を行ったモデルラットを対照群（無切削群）とした．切削処理群はさらに，外来刺激を遮断する象牙質表面ボンディング剤処理を行った群，P2X3受容体選択的拮抗薬（A-317491）を尾静脈投与した群，ATP放出チャネルのパネキシン遮断薬であるメフロキンを経口投与した群にわけ，歯への冷水刺激を行った際の象牙質痛発生を侵害受容性スコアとして評価した．対照群と比較し，切削処理群では侵害受容性スコアが有意に上昇したが，ボンディング剤処理群，A-317491投与群，メフロキン経口投与群では，そのスコアは減少した．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Dentinal pain generated by neurotransmission between odontoblasts and pulpal neurons
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Recent studies have shown that odontoblasts express mechanosensitive ion channels. Activation of mechanosensitive ion channels induces neurotransmitter release between odontoblasts and pulpal neurons, which establishes communication between odontoblasts and neurons to generate dentinal pain. In this study, we analyzed pain behavior in rats to examine whether neural communication between odontoblasts and neurons was necessary for the generation of dentinal pain. The exposed dentin was etched to induce dentinal pain in the rats following dentin stimuli. Rats subjected to only enamel surface etching were used as the control group. The pain group was further divided into the following three groups: a group in which the dentin surface was treated with a bonding agent to block external dentin stimulation; a group intravenously administered A-317491; and a group orally administered mefloquine. The lower incisors were stimulated in each group with cold water to generate dentinal pain, and we used nociceptive scores to evaluate the evoked tooth (dentinal) pain in each group. Compared to the control group, the nociceptive score was significantly increased in the pain group, while the scores were significantly decreased in the groups treated with the bonding agent, A-317491, and mefloquine.
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扁桃体中心核刺激により誘発されたリズミックな顎運動中の嚥下反射の変調
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【目的】皮質咀嚼野A-area刺激によるリズミックな顎運動中，嚥下反射は抑制されることが知られている．我々はラットにおいて，扁桃体中心核medial divisionの連続電気刺激により，リズミックな顎運動が誘発されることを報告した．そこで本研究では，扁桃体中心核の連続電気刺激により誘発されたリズミックな顎運動中，嚥下反射が変調されるか検索した．【方法】実験にはウレタン麻酔下のラットを使用した．顎舌骨筋から筋電図を記録し，上喉頭神経連続電気刺激（0.2 ms duration，30 Hz，10 s）により嚥下を誘発した．また扁桃体中心核刺激連続電気刺激（0.2 ms duration，30 Hz，10 s）を行い，下顎の垂直運動と水平運動を記録した．そして上喉頭神経と扁桃体中心核の同時刺激もしくは上喉頭神経単独刺激を同時刺激前後に行い（pre-controlとpost-control），この時の嚥下回数および嚥下開始時間を比較した．【結果と考察】扁桃体中心核の刺激により誘発されたリズミックな顎運動中，pre-controlまたはpost-controlと比較し，嚥下回数は有意に減少し，嚥下開始時間は有意に増加した．またpre-controlとpost-control間では，嚥下回数と嚥下開始時間に有意差はなかった．これらの結果から，嚥下反射と顎運動の協調作業は扁桃体中心核によって制御されることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Modulation of swallowing reflex during rhythmic jaw movements evoked by stimulation of the central amygdaloid nucleus
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The aim of this study was to determine if rhythmic jaw movements driven by the central amygdaloid nucleus (Ce) outflows had modulatory roles on swallowing reflex. These experiments were performed on rats anesthetized by urethane (1.3 g/kg, i.p.). Electromyograms were recorded from the mylohyoid muscle to identify swallowing event. The swallowing reflex was evoked by electrical stimulation (0.2 ms duration, 30 Hz) of the left superior laryngeal nerve (SLN). Rhythmic jaw movements were evoked by electrical stimulation of the left Ce (0.2 ms duration, 30 Hz, 0.2-0.3 mA). During recording sessions, the SLN and the Ce were simultaneously stimulated for 10 s. As a control, the SLN was solely stimulated for 10 s twice before and after the simultaneous stimulation. The Ce stimulation had inhibitory effects on the number of swallowing reflex. The onset latency of the first swallow was significantly longer than in the pre-control or the post-control. These results supported the idea that coordination of swallowing reflex with rhythmic jaw movements could be regulated by the Ce. Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interests.
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反復的な強制水泳がもたらす心理的ストレスは，吻側延髄腹内側部（RVM）における顎顔面領域での侵害情報伝達を変調する
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目的 心理的ストレスは，顎顔面領域の疼痛応答を増強させることが知られている．現在までに，心理的ストレスが顎顔面領域の侵害情報伝達を司る三叉神経脊髄路核（Vc）の活動性を増強させることが明らかとなり，その神経学的背景として，脊髄後角やVcへ下行性線維を送り，直接的または間接的に侵害情報伝達を調節する吻側延髄腹内側部 (rostral ventromedial medulla：RVM) の関与が示唆されてきた．しかしながら，心理的ストレスがもたらすRVMの変調に関しては十分に明らかになっていない．方法 1日10分間の強制水泳を実験動物に3日連続して行い（ストレス群），4日目に，イソフルラン浅麻酔下で細胞外記録の手法にてRVM内神経細胞（ON-Cell, OFF-Cell, Neutral-Cell）のうちON-cellを同定した．顔面部への侵害性熱刺激を行い，刺激に対する応答性を神経細胞応答と舌骨上筋筋電図から記録した．強制水泳を行わない同週齢の動物をコントロール群とし，刺激に対する応答性を比較した．結果 強制水泳は受動的ストレス対処行動の指標である無動時間を有意に増加させた．コントロール群・ストレス群両群ともに，顔面部への侵害性熱刺激は，一過性の活動性の増加を誘発したが，活動量の増加はストレス群で顕著であった．それに加えて，増加した神経活動は侵害性熱刺激終了後も持続した．また，ストレス群では刺激により誘発された顎筋活動が有意に延長並びに増加した．考察 情動ストレスは，顎顔面領域の侵害刺激に対する反応を増強させ，その増強には下行性疼痛調節系，特にRVMのON-cellの可塑性の変化が関連していることが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Psychophysical stress induced by repeated forced swim stress modulate the orofacial nociception at the rostral ventromedial medulla in the rats
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Introduction It is known that psychophysical stress enhanced orofacial nociception modulated by increases in neural activity in the medullary dorsal horn (Vc). The neural basis for increased Vc response could be due to functional changes of descending pain pathways from the rostral ventromedial medulla (RVM): however, it remains unclear if psychophysical stress had modulatory effect on neural excitabilities in the RVM. Method After 3 day repeated forced swim stress (FST), we recorded RVM neural activities and suprahyoid muscle activities in the presence or absence of noxious heat stimulation to the facial skin. Results of FST rats were compared with those of sham rats. Results Noxious heat stimulation increased On-cell activities in FST and sham rats: however, quantitative analysis revealed that response magnitude of neural and jaw-muscle activities evoked by heat stimulation in FST rats appeared to be greater than that of sham rats. Further, FST rats displayed significant prolonged after-discharges compared with sham rats.  Discussion These findings indicated facilitatory roles of FST on neural activity in the RVM. The functional changes of descending pain controls indicated by increases in On-cell activities in RVM can explain possible mechanisms for pain exacerbation at the orofacial region under psychophysical stress conditions.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ラットヒゲ運動に関連する皮質運動野ニューロンの軸索投射様式
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げっ歯類は「ヒゲ」を能動的に動かし，それで対象物に触れることによって周辺環境の空間的情報を得る．大脳皮質の運動制御コマンドはヒゲ運動制御に必要不可欠である．我々は，頭部が固定された覚醒ラットを用いて，ヒゲ運動に関連する運動皮質第5層ニューロンについて発火特性と軸索投射パターンとの関係性を，単一ニューロンレベルで調べた．その結果，脳幹に投射する皮質ニューロンはヒゲが大きく動いている時に発火頻度を上昇させ，一方，脳梁を超えて反対側に投射するニューロンはヒゲ運動が小さい時や静止時に頻繁に発火することを明らかにした．これら活動特性が異なる2種の皮質出力回路は運動制御メカニズムに関連することが考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Projection patterns of corticofugal neurons associated with vibrissa movement
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Rodents actively whisk their vibrissae, which, when they come in contact with surrounding objects, enables rodents to gather spatial information about the environment. Cortical motor command of whisking is crucial for the control of vibrissa movement. Using awake and head-fixed rats, we investigated the correlations between axonal projection patterns and firing properties in identified layer 5 neurons in the motor cortex, which are associated with vibrissa movement. We found that cortical neurons that sent axons to the brainstem fired preferentially during large-amplitude vibrissae movements and that corticocallosal neurons exhibited a high firing rate during small vibrissa movements or during a quiet state. The differences between these two corticofugal circuits may be related to the mechanisms of motor-associated information processing.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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マウスの脂質代謝におけるオレキシンの影響




○望月　文子，中山希世美，中村　史朗，壇辻　昌典，井上　富雄

昭大　歯　口腔生理





【目的】神経ペプチドであるオレキシンは視床下部外側野とその周囲に散在するニューロンに特異的に発現しており，摂食行動の調節に重要な因子である．オレキシン遺伝子欠損マウス（OX-KOマウス）は野生型マウス（WTマウス）と比較して摂食量が減少するものの，体重は増加する．また，肝臓は脂肪肝様の外観を呈した．このことからOX-KOマウスは代謝が変化していると考えられるが，詳細は不明である．そこで我々はOX-KOマウスの脂質代謝に着目して検討を行った．【方法】WTマウスとOX-KOマウスを用いて，(1)体重，肝臓重量，体重当たりの肝臓重量，(2)肝臓のOil-red O染色，(3)肝臓内のトリグリセリド量，(4)末梢血の生化学的血液検査，(5)肝臓における各種脂質代謝関連遺伝子の発現変化を解析した．【結果と考察】WTマウスと比較してOX-KOマウスは，体重あたりの肝臓重量が増加傾向を示した．肝臓の組織学的変化を検討するため，肝臓の組織切片を作成してOil-red O染色を行ったところ，OX-KOマウスで多数の脂肪滴が観察された．生化学的血液検査では，遊離脂肪酸量，トリグリセライド量には変化が認められなかったが，総コレステロール量はWTマウスと比較してOX-KOマウスで有意に上昇していた．また，肝臓内のトリグリセリド量はOX-KOマウスで上昇していた．さらに，肝臓での各種遺伝子群の発現変化を解析したところ，WTマウスと比較してOX-KOマウスの肝臓ではSREBP1，CD36，TNFαなどの遺伝子の発現上昇，PPARα，FATP2/5，SOCS3などの遺伝子の発現低下が認められた．以上の結果から，OX-KOマウスの肝臓では脂質代謝にさまざまな変化が生じており，オレキシンが何らかの神経系制御を介して肝臓の脂質代謝を制御している可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effects of orexin on lipid metabolism in mice




○Mochizuki A，Nakayama K，Nakamura S，Dantsuji M，Inoue T

Dept Oral Physiol Showa Univ Sch Dent





Orexin, a hypothalamic neuropeptide, is one of the most important regulators of feeding behaviors. Orexin-knockout (OX-KO) mice were heavier in weight and have larger and yellowish liver compared with wild-type (WT) mice, despite similar food intake, which suggests that OX-KO mice may have altered lipid metabolism, resulting in weight gain. Thus, we examined whether the lipid metabolism in the liver is different between OX-KO and WT mice. Liver/body weight ratio was significantly larger in OX-KO mice than that in WT mice. Oil red O staining revealed that the livers of OX-KO mice accumulated the lipid droplets than those of WT mice. The total cholesterol level in the peripheral blood was higher in OX-KO mice than in WT mice and hepatic triglyceride content was also higher in OX-KO mice than in WT mice. The expression levels of hepatic genes encoding SREBP1, Cd36 and TNFα were higher and those of genes encoding PPARα, FATP2/5, SOCS3 were lower in OX-KO mice than in WT mice. These results suggest that orexin may contribute to the regulation of lipid metabolism in the liver.
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ストレス下のチューイングは帯状回においてpERK免疫陽性細胞を増加させる




○畠中　玲奈1，大貫　真美2，篠栗　健一3，山本　利春4

1神歯大　院歯　口腔統合，2神歯大　口腔統合

3自治医大病院　口腔外科，4神歯大　口腔科学





大脳辺縁系に属する帯状回は情動に関わる身体運動，空間認知，記憶などを担うことが解明されている．また，帯状回は刺激に対する情動反応を制御しており，ストレスに対する反応性の高い部位であるといわれている．ヒトにおいて，歯ぎしりにより脳の様々な領域が活性化すると考えられており，特に帯状回は不正咬合での歯ぎしりで，より活性化することが報告されている．本研究ではラットを用いて，ストレス下でのチューイングが帯状回に及ぼす影響を調べた．本研究ではSprague-Dawley雄ラット10週齢を用いた．コントロール群，拘束ストレスのみのストレス群，拘束ストレスをかけている間にチューイングをさせるストレスチューイング群の3群に分け，ペントバルビタールナトリウムで深い麻酔をかけ，灌流固定後脳を切片化し，帯状回における応答性神経細胞の変動を調べた．応答性神経細胞の検出は，MAP キナーゼ (Mitogen-activated Protein　Kinase) の一つであるERK (Extracellular Signal-regulated Kinase) のリン酸化型ERK (pERK) に特異的な抗体用い，免疫組織化学的に可視化し，免疫陽性細胞体の数をカウントした．コントロール群と比較してストレスチューイング群は有意にpERK免疫陽性細胞数が増加していた．また，コントロール群とストレス群を比較すると，統計学的に有意差はなかったが，ストレス群において免疫陽性細胞数が増加する傾向があった．これらの結果はストレス下のチューイングによって帯状回の神経細胞が著明に応答することを示唆する．帯状回は前頭前皮質や補足運動野との神経連絡があり，これらの神経経路を経て，帯状回の神経細胞が応答したものと考えられる．帯状回は情動に関わる運動，空間認知，記憶などを担うとされ，チューイングがこれら帯状回機能に影響を及ぼす可能性があることを示唆する． 【利益相反】利益相反状態にはありません．





Chewing under stress increases pERK-immunoreactive cells in the rat cingulate cortex




○Hatanaka R1，Onuki M2，Sasaguri K3，Yamamoto T4

1Dept Oral Int Med, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent

2Dept Oral Int Med, Kanagawa Dent Univ

3Dept Oral Surg, Jichi Med Univ Hosp

4Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ





The cingulate cortex belongs to the limbic system, regulates the emotional response to the stimulus and contributes for response to stress.In humans, bruxism courses activation of various brain areas, including the cingulate cortex. In this study, rats were used to investigate the effect of chewing under stress on the cingulate cortex. Rats were divided into three groups: control, restraint stress only, and stress with chewing groups. After anesthesia, rats were perfused with a fixative and brains were dissected out. For the detection of responsive cells, phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (pERK) was immunohistochemically visualized. In the stress with chewing group, the number of pERK immunoreactive cells was significantly increased compared to the control group. These results suggested that neurons in the cingulate cortex remarkably responded by chewing under stress. The cingulate cortex has nerve connections with the prefrontal and supplementary motor cortices, for examples. Responded neurons in the cingulate cortex may be affected through these nerve pathways. The cingulate cortex has roles in emotion-related behavior, space cognition, memory and so on. Therefore, chewing may affect these functions of the cingulate cortex.
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傍梨状核における回路挙動




○吉村　　弘

徳大　院医歯薬　口腔分子生理





傍梨状核は扁桃体から入力を受け，大脳新皮質，海馬，皮質下領域へと情報を受け渡すという重要な位置づけであるが，単なる中継点とは考えにくい．我々は，ラットに慢性的口腔ストレスを与えたところ傍梨状核の興奮性が上がることを報告した．一般的に慢性的ストレスに暴露されるとGABAニューロンの働きが低下し，その結果脱抑制が引き起こされると考えられているが，そのような状況下で傍梨状核がどのように振舞うのかよくわかっていない．そこで，ラットの傍梨状核および体性感覚野を含む脳スライスを作製し，gabazine投与による脱抑制下で膜電位感受性色素を用いた光学計測をおこない，傍梨状核における神経信号の時間空間的な伝播様式を調べた．体性感覚野への電気刺激による信号伝播の範囲は脱抑制により著明に増大した．初期信号は皮質の2/3層に沿って伝播し，傍梨状核に到達した．初期波到達後，傍梨状核では減衰時間の長い膜電位の上昇および振動を認めたが，あるタイミングで信号は体性感覚野に向けて反転伝播した．興味深いことに，信号が到達してから反転するまで250 msもの時間を要した．そこで，傍梨状核内における膜電位の時間波形を詳しく調べたところ，到達波の時間的遅れに対して後続の振動波のピーク時間はほぼ同じであった．このことから，次に挙げる可能性が考えられる．（1）ニューロン群が相互の線維連絡を有していて，個々のニューロンの活動波の位相がロックされた．（2）反射波の源となるペースメーカーのようなニューロンが存在してギャップジャンクションにより全体が同期した．（3）ニューロン群がアトラクターネットワークを形成しておりそれにより振動波が同期した．これらの可能性の中で，初期信号到達後250 ms経過してから反転波が生じたことを考慮すると，傍梨状核の回路挙動はアトラクターダイナミクスに基づいていることが考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Behavior of neural networks in the endopiriform nucleus (EPN)




○Yoshimura H

Dept Mol Oral Physiol, Tokushima Univ Grad Sch Biomed Sci





Endopiriform nucleus (EPN) receives neural signals from amygdala, and sends signals to neocortex, hippocampus and subcortical areas. However, it is difficult to think that the main role of EPN is simply relaying signals. We investigated network dynamics of the EPN under condition of disinhibition, by using optical recording methods from rat brain slices. Initial signal elicited by electrical stimulation to somatosensory cortex propagated to the EPN. Then, membrane potential of the EPN increased and began to oscillate. Interestingly, signals began to return from the EPN toward somatosensory cortex at 250 ms later. Precise investigation of time-course responses revealed that oscillatory waves were synchronized in a wide areas of the EPN. These results lead to the following hypothesis, (1) Neurons have reciprocal connections, and oscillatory phases were locked. (2) Neurons have gap junctions, and synchronized waves were caused by a pacemaker neuron. (3) Neurons in the EPN form attractor networks, and the networks produced synchronized waves. Considering the fact that 250 ms was required to discharge return signal, it is plausible to thank that behavior of EPN networks is based on the attractor dynamics.
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離乳期マウスの三叉神経節と咬筋における神経伝達物質の発現について




○鎌田　弘明1，佐藤　　巌2，苅部　洋行1

1日歯大　生命歯　小児歯

2日歯大　生命歯　解剖一





【目的】離乳期において吸啜から咀嚼へと変化する際には，筋を構成する要素も変化する．筋の刺激により，三叉神経節 (TG)で発現したCalcitonin gene-related peptide (CGRP)が筋の血管に分布し，痛み関連マーカーであるTransient receptor potential cation channel subfamily V member 1 (TRPV1)も発現する事が知られている．しかし，離乳期のTGで発現するCGRPとTRPV1の動態については十分解明されていない．本研究の目的は，離乳期のTGと咬筋 におけるCGRP と TRPV1の発現を調べ，咀嚼機能解明の一助とすることである．【対象と方法】離乳期を想定した生後 10 (P10)，15, 20 日齢の 3 ステージにおける ICR 系 SPF 雄性マウス (n=3/group) を用いた．これらのマウスから，TGと咬筋を摘出し，定量 RT-PCR 法を用いて，CGRP と TRPV1 の mRNA 発現レベルを解析した．またin situ hybridization法を用いて，TGにおけるCGRPとTRPV1陽性細胞数の測定を行った．統計学的解析には One-way ANOVA とBonferroni post hoc testを用いた．【結果】TGにおけるCGRPとTRPV1のmRNA発現レベルはP10からP20にかけて増加した．咬筋におけるCGRPのmRNA発現レベルはP10からP20にかけて減少し，TRPV1のmRNA発現レベルはP10からP15にかけて減少し，P20で急激に増加した．またP10からP20のTGにおいて，in situ hybridization法を用いてCGRPとTRPV1陽性細胞の局在性を認めた．上顎神経領域では，単位あたりのCGRP陽性細胞の数がP10からP15にかけて徐々に増加し，P20で低下した．下顎神経領域では，単位あたりのCGRP陽性細胞の数がP10からP15にかけて増加した．【考察】離乳期において，TGにおけるCGRPのmRNAの発現レベルは増加し，咬筋におけるCGRPのmRNAの発現レベルが減少したことで，血管系に影響を与えることが示唆された．さらに，吸綴から咀嚼への移行に伴う咬筋の機能変化がCGRPやTRPV1の発現に影響を及ぼすことが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The expression of the neurotransmitter in the masseter muscle and the trigeminal ganglion of weaning period mouse




○Kamata H1，Sato I2，Karibe H1

1Div Pediatr Dent, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo

2Div Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo





Calcitonin gene elated peptide (CGRP) is released by motor neurons, expresses in skeletal muscle fiber and widely used as a marker of peripheral neurons. Transient receptor potential cation channel subfamily V member 1 (TRPV1) is an important marker related pain modulation. However, the expression of CGRP and TRPV1 in the masseter muscle (MM) and the trigeminal ganglion (TG) hasn't been described during the weaning period. Therefore, we sought to examine the mRNA levels and cell numbers of CGRP and TRPV1 in the MM and TG during development by real-time reverse transcription polymerase chain reaction and in situ hybridization. The mRNA levels of CGRP increased in the TG from postnatal day 10 (P10) to P20 in contrast to decrease in the MM. Those of TRPV1 in the TG and MM was increased from P10 to P20. In the number of CGRP positive cells in the maxillary and mandibular divisions of the TG gradually changed from P10 to P20. The expression of CGRP and TRPV1 between the TG and MM were affected by changes in the weaning period.
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味覚障害誘発薬剤がマウス味蕾オルガノイドへ与える影響




○川端　由子，高井　信吾，吉田　竜介，實松　敬介，重村　憲徳

九大　院歯　口腔機能解析





［目的］味覚障害は，咀嚼・嚥下運動の障害，および生活の質 (QOL)や日常生活動作 (ADL) の低下を招くことから，超高齢化に伴いさらなる深刻化が予想される．しかし，原因分子や発症機構は未解明な部分が多く，有効な治療法も確立されていない．そこで，本研究では味覚障害の分子機構の解明と，その理解に基づく新たな予防・治療手段の開発を目指した．味覚障害の中でも薬剤性味覚障害に着目し，まずは近年開発された味細胞幹細胞モデルである味蕾オルガノイドを用いた解析により，味覚障害誘発薬剤の標的味細胞を探索した．［方法］C57BL/6マウスを用いて，舌後方の有郭乳頭を単離・破砕し，三次元器官培養を行った．培地には味覚障害を誘発する既知の薬剤の中から電解質代謝に関与する各種抗不整脈薬および抗てんかん薬をそれぞれ添加した．20日間の培養後，各種味細胞マーカーの遺伝子発現をreal-time PCRで解析した．［結果と考察］薬剤添加により，培養期間中の味蕾オルガノイドのサイズおよび数の減少が認められた．また抗不整脈薬であるflecainide，および抗てんかん薬であるcarbamazepineを添加した味蕾オルガノイドにおいては，酸味・塩味の受容が示唆されているIII型味細胞マーカー遺伝子の発現が有意に減少した．これらの結果から，本薬剤が味蕾の形態・数に影響を与えること，ならびに酸味・塩味における味覚感受性を低下させる可能性が考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The effect of taste disorder-inducing drugs on taste bud organoid




○Kawabata Y，Takai S，Yoshida R，Sanematsu K，Shigemura N

Sect Oral Neurosci, Kyushu Univ Grad Sch Dent





The effective treatment for taste disorder has not been established, thus it is an urgent need to understand the cause of such dysfunction. In this study, we focused on drugs known to induce taste disorder, treating electrolyte dysbolism, and aimed to elucidate its molecular mechanisms. First, we searched taste disorder-inducing drugs and their targets by utilizing taste bud organoid which was recently developed taste stem cell culture model. The isolated circumvallate tissue of C57BL/6 mice was dissociated enzymatically, then cultured in 3-D matrix. Several antiarrhythmic or antiepileptic drugs was added to each culture medium during culturing period. In organoids treated with flecainide or carbamazepine, the size and number of organoid colonies were reduced, and the mRNA expression level of type III taste cell marker, which is reported to relate to sour and salty taste sensations, was significantly decreased. These results suggest that the number of taste cells and taste bud morphology might be influenced by antiarrhythmic or antiepileptic drugs. This may underlie drug-induced taste disorder that accompany electrolyte dysbolism.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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咬筋慢性痛に随伴する歯髄痛覚過敏に対するAstrocyteの関与




○渡瀬　哲郎1，篠田　雅路2，岩田　幸一2

1日大　歯　解剖，2日大　歯　生理





【目的】咀嚼筋に疼痛が引き起こされると，咬筋痛だけでなく，歯髄や歯周組織に異所性の異常疼痛を発症することがある．これは非歯原性歯痛や歯痛錯誤と呼ばれ，病因でない歯の誤診や誤治療の原因となる．この問題を解決するためには，咬筋慢性痛に随伴する異所性痛覚過敏の発症機構を解明する必要がある．本研究では，Astrocyteに注目し，咬筋慢性痛に随伴する歯髄痛覚過敏発症の中枢神経機構を解明することを目的とした．【方法】SD系雄性ラット(7w)の咬筋に電気刺激(2V, 10hz)を1日30分間与え，咬筋慢性痛モデルを作製した．咬筋に圧刺激を与え，経日的に逃避反射閾値を記録した．刺激開始後14日目に，吸入麻酔下でラットの同側上顎第一臼歯歯髄へカプサイシンを投与し，オトガイ舌筋活動を記録した．さらに三叉神経脊髄路核内でのAstrocyteの活性状態を免疫組織化学的に解析した．また，活性型Astrocyte内のグルタミン合成酵素を特異的に阻害するmethionine sulfoximine (MSO)を大槽内に14日間持続投与し，逃避反射閾値変化，反射性筋活動変化およびAstrocyteの活性状態の検索を行った．【結果】咬筋の圧機械刺激に対する逃避反射閾値はSham群に比較して咬筋慢性痛モデルにおいて，3日目から有意な低下を示した．また，咬筋刺激後14日目において，反射性顎舌骨筋活動は，sham群に比較して咬筋痛モデルにおいて投与後2 分で有意な増加を示した．さらに，同時期において，sham群に比較して咬筋痛モデルでは三叉神経脊髄路核尾側亜核（Vc）において有意な活性型Astrocyteの発現増加が認められた．また，Astrocyteの活性はMSOの投与により変化しなかった．【考察】咬筋の持続的な過収縮により，咬筋における機械痛覚過敏，および歯髄の痛覚過敏が発症した．この発症機構には，VcにおけるAstrocyte活性に伴うグルタミン放出の亢進，およびグルタミンを介した歯髄支配ニューロンの興奮性の増加が関与していると考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Involvement of astroglial activation in ectopic tooth-pulp pain accompanied by chronic masseter-muscle pain




○Watase T1，Shinoda M2，Iwata K2

1Dept Anat, Nihon Univ Sch Dent, 2Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent





Purpose: Tooth-pulp pain accompanied by the chronic masseter-muscle (MM) pain is frequently observed in clinic. To develop appropriate diagnosis and treatment for these patients, the mechanisms underlying the ectopic tooth-pulp pain are necessary to be evaluated. We studied if astrocytic activation is involved in ectopic tooth-pulp pain accompanied by MM pain. Methods: The electrical stimulus was applied to the MM to produce MM contraction (MMC) causing chronic muscle pain. On day 14 after MMC, capsaicin was applied into the upper first molar tooth-pulp under isoflurane anesthesia, and Genioglossus EMG (G-EMG) activity was measured. GFAP immunohistochemistry was conducted to detect astrocytic activation. Methionine sulfoximine (MSO), a glutamine synthetase inhibitor, was continuously administrated intracisternally for 14days to evaluate astrocytic and G-EMG activation. Result: G-EMG activity was significantly larger in MMC rats compared with sham. The expression of GFAP-IR cells in medulla after MMC was significantly greater in MMC rats compared with sham. MSO administration caused significant reduction of chronic muscle pain and capsaicin-induced EMG activity, but not in astrocyte activation. Conclusions: These findings suggest that astrocytic activation in medulla after MMC has pivotal roles in tooth-pulp pain accompanied by the chronic MM pain. 

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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液状飼料により萎縮したラット耳下腺の飼料変更による回復について




○高橋　　茂，竹渕　　塁，谷脇　裕人，土門　卓文

北大　院歯　口腔機能解剖





【目的】液状飼料飼育により萎縮した耳下腺が固形飼料飼育へ変更後，どのように回復するのかを組織学的に明らかにすることを目的とした．【方法】7週齢Wistar系雄性ラットを対照群と実験群に分けた．対照群の動物には固形飼料を，実験群の動物には粉末飼料に水を加えて作製した液状飼料を14日間与えた．それぞれの飼料による飼育終了時（0日目）より両群とも固形飼料とし，以後0～14日間飼育した．実験期間が終了した動物から耳下腺を摘出，湿重量を測定後試料とした．試料には組織学的検索，抗BrdU抗体，抗activated caspase-3抗体を用いた免疫組織化学的検索，電顕的検索を行った．【結果】14日間の液状飼料飼育により実験群の耳下腺は萎縮し，その湿重量は対照群よりも少なかった．実験群の湿重量は固形飼料に変更後経時的に増加し，7日目には対照群との間に有意差は認められなくなった．組織学的には0日目の実験群の腺房細胞は対照群に比べて小さかったが，経時的に大きさを増し，7日目以降ではほぼ同じ大きさを呈していた．免疫組織化学的には，1～3日目を中心に実験群の耳下腺にBrdU陽性腺房細胞が多く観察された．抗activated caspase-3抗体陽性を示す腺房細胞は0日目の実験群にやや多く認められたが，飼料変更後は両群に差異は認められなかった．電顕的には，実験群0日目の腺房細胞は小型で細胞質内の分泌顆粒が少なかったが，経時的に分泌顆粒を多く含む腺房細胞が増加した．一方，腺房細胞内の細胞小器官に関しては各期間において両群に大きな違いは認められなかった．【結論】液状飼料から固形飼料へ変更後，萎縮した耳下腺は腺房細胞の大きさの回復と腺房細胞数の増加により回復することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Recovery of rat parotid glands atrophied by liquid diet following change of diet




○Takahashi S，Takebuchi R，Taniwaki H，Domon T

Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med





This study aimed to clarify how atrophic parotid glands induced by liquid diet recover after change of diet. The control and experimental rats were fed a pellet diet and a liquid diet for 14 days, respectively. Thereafter, rats in both groups were fed a pellet diet from 0 (day 0) to 14 days. Then, the parotid glands were taken, weighed, and examined histologically, immunohistochemically using antibodies to BrdU and activated caspase-3, and ultrastructurally. The experimental parotid glands became atrophic by liquid diet feeding for 14 days. After change of the diet, the experimental parotid gland weight increased. Although acinar cells in the experimental glands were small in size on day 0, they became gradually larger with many secretory granules over time. Many BrdU-positive acinar cells were identified in the experimental glands on day 1 and 3. More activated caspase-3-positive acinar cells in the experimental glands were identified than in the controls on day 0, however there was no significant difference between two groups after change of diet. These data showed that atrophic parotid glands recover by increase of both size and number of acinar cells after change form liquid diet to pellet diet.
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悪性黒色腫細胞におけるヒスタチン遺伝子の発現




○今村　泰弘1，王　　宝禮2，十川　紀夫1

1松歯大　歯科薬理

2大歯大　教育





【目的】唾液蛋白質ヒスタチンはカンジダ菌などに対して抗菌作用を持つ自然免疫液性因子である．以前に我々は，ヒスタチン遺伝子（HIS）の発現が唾液腺由来細胞で認められ，他の組織由来細胞では殆ど認められないことを明らかにした．一方，ヒスタチンは悪性黒色腫細胞で発現していることが示唆されているが，その発現制御は明らかにされていない．本研究では，悪性黒色腫G-361，A375細胞におけるHISの発現制御について検討した．【方法】G-361，A375細胞からRNAを精製し，RT-PCRによりヒスタチンの発現を解析した．また，HISプロモーター（-2254～+28領域：WT）にルシフェラーゼ遺伝子を連結したプラスミドを上記細胞にそれぞれ導入し，ルシフェラーゼアッセイを行った．また，このプロモーターの各種デレーションミュータントを作製し，同様に解析した．【結果】ヒスタチンmRNAの発現レベルはA375細胞よりもG-361細胞で極めて高かった．G-361細胞におけるWTの転写活性はA375細胞よりも高く，コントロール（SV40エンハンサー／プロモーター）の約5倍であった．また，-2254から-1748，-1362，-681まで欠失させたミュータント（各々del1，del2，del3）の転写活性は，G-361細胞でdel3がWTに対し，約60%に低下した．更に，-1361から-1192，-1022，-852まで欠失させたミュータントの転写活性はdel2と比較し，約50%に低下した．【考察】今回の結果は，同じ悪性黒色腫細胞でもヒスタチンの発現レベルは異なり，転写レベルで制御されていることが示唆される．特に，HISプロモーターの-1361～-1192領域は転写を正に制御し，悪性黒色腫細胞での発現に関与することが考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Expression of the histatin gene in malignant melanoma cells




○Imamura Y1，Wang PL2，Sogawa N1

1Dept Dent Pharmacol, Matsumoto Dent Univ

2Dept Innov Dent Educ, Osaka Dent Univ





Salivary histatins having antimicrobial activities against Candida albicans are innate immune humoral factors. Our previous study showed that expression of the histatin gene (HIS) was observed in the salivary gland cells, but not in the cells from other tissues. Although histatin expression is suggested in malignant melanoma cells (MMCs), the regulation of HIS expression is still being defined. Here, we examined this in MMCs G-361 and A375. 

Histatin expression was analyzed by RT-PCR. Luciferase assays were performed with HIS promoter (-2254 to +28 region: WT) and its deletion mutants. 

Expression level of histatin mRNA was higher in G-361 than in A375, which was similar to the results of transcriptional activities (TAs) of WT. The activity was approximately 5-fold higher than that of control. TAs of mutants deleting from -2254 to -1748, -1362, and -681 (del1, del2, and del3, respectively) were measured in G-361. The del3 TAs decreased to approximately 60% of WT TAs. TAs of mutants deleting from -1361 to -1192, -1022, and -852 decreased to approximately 50% of del2 TAs. 

Expression levels of histatin were different between MMCs, suggesting that the regulation occurs at the transcriptional level. The region -1361 to -1192 is positive effects of transcription in MMCs.
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唾液腺培養細胞におけるムスカリン受容体刺激による遺伝子発現変化




○森田　貴雄1，根津　顕弘2，梨田　智子1，谷村　明彦2

1日歯大新潟　生化

2北医療大　歯　薬理





【目的】ピロカルピンとセビメリンは共にムスカリン受容体アゴニストであり，シェーグレン症候群における唾液分泌促進薬として使われているが，その副作用は若干異なっており，細胞内の分子メカニズムが異なっていることが考えられる．我々は昨年本会において，ピロカルピン投与により顎下腺と脳における遺伝子発現が変化することを報告した．本研究では，この遺伝子発現の細胞内メカニズムを明らかにすることを目的とし，唾液腺由来培養細胞を用いてピロカルピンおよびセビメリン刺激による遺伝子発現変化を解析した．【方法】ピロカルピンとして塩酸ピロカルピン（和光純薬）を，セビメリンとしてサリグレンカプセル（日本化薬）を用いた．ヒト唾液腺由来培養細胞（HSY細胞）をピロカルピンあるいはセビメリンで刺激し，1～3日後にTRIzolを用いてtotal RNAを抽出した．遺伝子発現量の変化をRT-PCRおよび定量PCRで解析した．PCRプライマーの設計はPrimer 3ソフトウェアを用いて行った．GAPDHの発現量を元に各遺伝子の発現量を比較した．【結果と考察】ラットにおける遺伝子発現の網羅的解析により，ピロカルピン投与により発現量が変化した遺伝子を同定した．これらのヒトのmRNA配列に基づき，PCRプライマーを作製し，HSY細胞でこれらの遺伝子発現をRT-PCRにより確認した．その遺伝子発現変化を定量PCRにより解析したところ，ピロカルピン5 mg/mlおよびセビメリン3 mg/ml刺激1日および3日後で，GAPDHに比べてH**遺伝子の発現が上昇していた．また，この遺伝子の発現変化量はピロカルピンとセビメリン刺激で異なっていた．今後は濃度依存性や発現のタイムコースを解析すると共に，阻害剤を用いて遺伝子発現の細胞内シグナルメカニズムを明らかにしていく予定である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Gene expressions induced by stimulation with muscarinic agonists in salivary cultured cells




○Morita T1，Nezu A2，Nashida T1，Tanimura A2

1Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata

2Div Pharmacol, Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent





Pilocarpine (Pilo) and cevimeline (Cev), which are known to be secretagogues for xerostomia in patients with Sjögren's syndrome, cause the increases in saliva secretion through the activation of muscarinic receptor.  However, the side effects of these drugs are different, implying that the intracellular mechanisms of these drugs are different.  We found Pilo-induced changes of gene expression in rat submandibular gland and brain.  As the results of comparative RNA-seq analyses of gene expression in unstimulated and stimulated rat SMG and brain, the expressions of some genes were up- or down-regulated remarkably compared to unstimulated control.  To elucidate the intracellular signal mechanisms of the expression of these genes, we analyzed the gene expression using human salivary cultured cells (HSY cells).  As the results, the expressions of some genes were up-regulated by the stimulation of Pilo or Cev compared to that of control GAPDH.  We are trying to elucidate intracellular signal mechanisms of the expression of these genes using several inhibitors.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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2系統マウスにおける唾液分泌量とカルシウム動態の関連の検討




○櫻井　　甫，小川　博亮，横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子

日大松戸歯　生理





【目的】唾液は水成分とタンパク質成分が異なる分泌制御を受けているが，水成分は腺房細胞の細胞内カルシウムイオン濃度が上昇することにより分泌促進される．唾液の水分泌量が低下すると，重度のう蝕が引き起こされることになる．系統の異なるマウス，C57BL /6（B6）およびC3Hでは齲蝕感受性が異なることが報告されているが，齲蝕低感受性であるC3Hは高感受性であるB6に比べ，唾液分泌量が多いという結果が得られている．そこで本研究では，2つの系統マウスの顎下腺細胞における細胞内カルシウム動態について比較を行った．【材料と方法】B6およびC3Hマウスから，深麻酔下にて顎下腺を摘出し，酵素処理30分によって細胞を単離した．カルシウム蛍光指示薬fura-2/AMを取り込ませた細胞を1 μMおよび10 μMカルバコールで刺激した時の蛍光変化を，細胞内カルシウム測定装置CAF-110を用いて測定した．また，顎下腺細胞からRNAを抽出し，ストア作動性カルシウム流入に関わるSTIM1およびSTIM2の発現量をリアルタイムPCRにより測定した．【結果と考察】B6およびC3Hマウスから単離した顎下腺細胞は，カルバコール添加に反応して一過性に細胞内カルシウム濃度が上昇した．最大ピーク時の高さには大きな差がなかったが，B6マウスの方がピーク後に続くカルシウム濃度の低下が早く，C3Hの方が高いまま維持されていた．しかし，STIM1およびSTIM2の発現量には差がみられなかった．したがって，2系統のカルシウム動態の差は，ストア作動性カルシウム流入以外の要因があると考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Difference of calcium mobilization in two mouse strains that have different abilities to secrete saliva




○Sakurai H，Ogawa H，Yokoyama M，Katsumata-Katou O，Fujita-Yoshigaki J

Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo





Objective: In salivary glands, fluid and ion secretion is regulated by intracellular calcium. Two mouse strains, C57BL/6 (B6) and C3H, have been reported to have different sensitivities to caries. C3H, which has a lower sensitivity to caries, have a higher ability to secrete saliva compared with B6. In this study, we compared the calcium mobilization in submandibular cells of the two strains. Materials & Methods: Submandibular gland cells were prepared from B6 and C3H mice. Changes of intracellular calcium ions were measured by Fura-2 and CAF-110. Total RNA was purified from isolated cells and expression levels of genes that are involved in store-operated calcium entry (SOCE) such as STIM1 and STIM2 were quantified. Results & Discussion: When cells were stimulated by 1 μM carbachol, there is no significant difference between the peaks of calcium elevation in the two strains. However, the sustained phase of calcium elevation in C3H was higher than B6. On the other hand, the expression levels of STIMs were not different between the two strains. Therefore, some factors other than SOCE is the cause of the difference of calcium mobilization.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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網羅的遺伝子発現解析による唾液分泌機能亢進因子の検索




○横山　　愛，加藤　　治，吉垣　純子

日大松戸歯　生理





【目的】頭頚部癌の治療のための唾液腺への放射線照射や切除により，唾液腺が傷害を受けると唾液分泌量は減少する．傷害が片側の場合は，非傷害側の唾液腺が低下した唾液分泌量を補うといわれている．このことから，大唾液腺は左右で対に存在し各々が独立した器官であるが，両唾液腺間にはなんらかの情報伝達メカニズムが存在することが考えられる．本研究では，非傷害側で唾液分泌機能を亢進する因子を検索することを目的として傷害側と非傷害側の唾液腺でマイクロアレイ解析を試みた．【方法】深麻酔科下にて，野生型マウス片側耳下腺排泄導管をマイクロクリップにて結紮し，これを傷害とした．結紮7日目に両側の耳下腺を摘出し，RNAの抽出を行った．マウス遺伝子発現解析用マイクロアレイ（Agilent）を用いて傷害側と非傷害側の唾液腺の遺伝子発現変化について網羅的な解析を行った．片側偽手術の非傷害側の唾液腺をコントロールとして使用した．【結果と考察】コントロールと比較して傷害側で2倍以上発現が増加している遺伝子は4,821遺伝子，コントロールと比較して非傷害側で2倍以上発現が増加している遺伝子は1,040遺伝子，傷害側と非傷害側の両方で発現が増加している共通遺伝子は473遺伝子あった．我々は傷害側から非傷害側へなんらかの情報伝達シグナルが存在することを予測しているため，発現が増加した遺伝子のうち傷害側でリガンド，非傷害側でレセプターの関係にある遺伝子を検索したところ，Bmp2やEgf2がその候補となった．したがって，これらの遺伝子が唾液分泌機能を亢進させる因子の1つではないかと推察された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Retrieval of enhancing factor for salivation by exhaustive gene expression analysis




○Yokoyama M，Katsumata-Kato O，Fujita-Yoshigaki J

Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo





Salivary secretion decreases when salivary glands are injured by irradiation or resection of salivary glands for treatment of head and neck cancer. There are some reports that when one side of salivary gland receives injury, the other side of gland compensates for its function. Hence, although major salivary glands exist in pairs on the right and left and each is an independent organ, it is conceivable that some kinds of signal pathways exist between both salivary glands. We performed microarray analysis in injured side and non-injured side of salivary glands for the purpose of searching for factors that enhance salivary secretion function in the non-injured side. Compared with the control the expression levels of 4,821 genes and 1,040 genes increased more than 2-fold in injured and non-injured side, respectively. We searched for candidate gene that functions as a ligand in injured side and its receptor in non-injured side. Egf2 and Bmp2 were considered factors that enhance salivary secretory function.
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In vivo Ca2+イメージングと遺伝子の網羅的解析による唾液腺代償性機能亢進の分子メカニズムの解析
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唾液腺は片側が機能障害に陥ると反対側の唾液腺が代償性に肥大し，唾液分泌機能が補われる．これまでに我々は，片側機能障害を起こした反対側の唾液腺において，腺重量増加に加え，受容体刺激を介した細胞内Ca2+応答が増強されることを見出した．本研究では，in vivo Ca2+イメージングシステムと微小圧力センサーを用いた生体機能解析と次世代シークエンシングによるmRNA発現の網羅的解析を使って，唾液腺の片側機能障害によって誘導される反対側の代償性機能亢進の分子メカニズムを解析した．ラットの片側顎下腺導管を結紮し，1週間（1w）および3週間後（3w）の顎下腺におけるCa2+応答と唾液分泌を比較すると，結紮後1wおよび3wの反対側顎下腺では，腺重量が対照群と比べ10～15％増加し，アセチルコリン（ACh）によるCa2+応答と唾液分泌の亢進が認められた．特に低濃度のAChに対する腺房細胞のCa2+応答性が増大し，それに伴って唾液分泌速度が増大した．この結果から，唾液腺の代償性機能亢進にはACh感受性の増大が関与することが明らかになった.この機能亢進に関与する分子を明らかにするために，対照群，1wと3wの顎下腺からtotal RNAを抽出し，機能亢進腺における遺伝子発現の網羅的解析を行ったところ，対照群と比較して2倍以上変化した遺伝子が9852遺伝子中57遺伝子検出された．定量PCR法による解析で，1wと3w後の機能亢進腺で有意に発現が変化する6つの遺伝子を同定した．現在，これらの遺伝子発現と腺機能の亢進との関係を調べるとともに，これらの遺伝子をマーカーとして機能亢進を誘導する分子メカニズムの解析を行っている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of the mechanism of compensatory hypertrophy-associated enhancement of salivary secretion using in vivo Ca2+ imaging and comprehensive gene analysis
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Dysfunction of unilateral salivary glands causes compensatory hypertrophy of the contralateral gland. We developed a method for real-time imaging of Ca2+ responses with simultaneous monitoring of salivary secretion in vivo, and found that ligation of main excretory duct (MED) of unilateral submandibular gland (SMG) induced compensatory hypertrophy in association with enhancement of Ca2+ responses and salivary secretion. To clarify the molecular mechanism of "the compensatory hyper function of SMG", we examined changes in Ca2+ response, salivary secretion, and gene expression in SMGs which are induced by MED ligation of unilateral SMG. The weights of contralateral SMGs increased 10～15% after ligation for 1 or 3 weeks. In addition, Ca2+ response and salivary secretion in contralateral SMGs were enhanced by lower doses of ACh than those in control SMGs. These results imply that the increase in sensitivity of ACh causes the enhancement of salivary secretion. We then performed comprehensive analyses of mRNA expression of control and hyperfunctional SMGs using next-generation sequencing, and found that 57 out of 9852 genes in hyperfunctional SMGs were up- or down-regulated remarkably (＞2 fold). Currently, we are investigating the relationship between expression of these genes and hyperfunction of contralateral SMGs.
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DNAメチル化酵素阻害剤投与によるTGF-β3ノックアウトマウスの口蓋裂表現型の改善とエピジェネティック修飾因子の探索




○杉山　明子，滝川　俊也，河野　芳朗

朝日大　歯　口腔解剖





【目的】TGF-β3ノックアウト（KO）マウスの口蓋裂表現型にはマウス系統差が存在する．この口蓋裂表現型の系統差は，遺伝学的背景に隠れているエピジェネティック修飾因子が口蓋裂表現型を修飾している可能性が示唆される．そこで，我々はICRおよびC57BL/6の2系統の妊娠マウスにDNAメチル化酵素阻害剤を投与し，TGF-β3 KO胎児の口蓋裂表現型の変化とエピジェネティック遺伝子産物であるIGF2Rの発現量，およびシグナル伝達分子のphospho-p38との相関の有無を調査した．【方法】DNAメチル化酵素阻害剤を妊娠母獣に投与して胎児を取り出し，遺伝子型と口蓋裂の表現型を調べた．次に胎児の口蓋組織からタンパク質を抽出してTGF-βsの活性化に係わるIGF2Rの発現量とシグナル伝達分子であるphospho-p38をウエスタンブロットで解析した．【結果と考察】DNAメチル化酵素阻害剤を妊娠マウスに投与することにより，C57BL/6系統のTGF-β3KO胎児の完全口蓋裂が不完全口蓋裂に軽症化する例が見いだされた．ICR系統とC57BL/6系統ではIGF2Rとphospho-p38の発現量に有意な差が認められた．C57BL/6系統マウスにDNAメチル化酵素阻害剤を投与した場合，TGF-β3KO胎児において投与群は非投与群に比べてIGF2R発現量が有意に増加した．さらに，C57BL/6系統のWT胎児においてDNAメチル化酵素阻害剤投与群では非投与群と比較してphospho-p38の発現量が有意に増加した．また，C57BL/6系統TGF-β3KO胎児のphospho-p38は，投与群は非投与群と比較して有意に増加した．これらの結果からTGF-β3 KO胎児では，IGF2Rとphospho-p38の発現量が口蓋裂表現型のエピジェネティック修飾因子として関与していることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effect of DNA methylation inhibitor on the cleft palate phenotype and examination of its epigenetic modifiers in TGF-β3 knockout mice




○Sugiyama A，Takigawa T，Kawano Y

Asahi Univ Sch Dent Div Oral Struct, Function Dev Dept Oral Anat





[AIMS] The severity of cleft palate in TGF-β3 knockout (KO) mice appears to be strain-dependent. Our previous work analyzing fetal mice in a closed colony of ICR mice revealed that TGF-β3 KO exclusively caused an incomplete cleft palate; however, KO mice of the C57BL/6 inbred strain show complete palatal cleft only. We therefore attempted to epigenetic modification is responsible for the strain-dependent differences in the cleft palate phenotype. [MATERIAL & METHODS] A DNA methylation inhibitor was administered in pregnant C57BL/6 and ICR mice carrying a Tgf-beta3 null-mutation. Timed fetuses were removed and the genotype and phenotype were studied. Proteins were extracted from the palates; the quantity of IGF2R and phosphor-p38 were analyzed using western blotting. [RESULTS & DISCUSSION] Administration of a DNA methylation inhibitor reduces the severity of cleft palate in C57BL/6 Tgf-beta3-null fetuses, which is accompanied by significant increase in the quantity of IGF2R and phosphor-p38. These results demonstrate that the genetic severity of cleft palate can be pharmacologically improved and suggest that the quantity of IGF2R and phosphor-p38 affect the phenotypic variation of cleft palate in TGF-β3 KO mice.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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多分化能を持つ脱分化脂肪細胞を用いた新しい顎骨再生療法




○藤崎　誠一1,2，鍛治屋　浩1,3，今村　彩香1，柳　　　束2，城戸　寛史2，大野　　純1

1福歯大　再生医セ

2福歯大　咬合修復

3福歯大　細胞分子生物





【目的】現在，頻用されている自家骨移植を用いた骨再生療法は，侵襲が大きいために再生材料と間葉系幹細胞を組み合わせた再生療法が有望視されている．脱分化脂肪細胞(DFAT)は成熟脂肪細胞を天井培養することで得られ，高い増殖能と多分化能を有し新たな間葉系細胞源として注目されているが，骨再生への適応に関し詳細は明らかではない．本研究は，DFATが有望な骨再生材料となるか，DFATの骨分化誘導能と下顎骨欠損部のへの新生骨形成能について明らかにすることを目的とした．【材料および方法】ラット腹部脂肪組織の酵素分散処理した後，遠心分離により脂肪細胞由来幹細胞(ASC)と成熟脂肪細胞を分離し，天井培養法によりDFATの継代培養を行った．ラット下顎骨体部に5 mmの骨欠損を作製し，非埋入のコントロール群，コラーゲンプラグ（コラプラグ）埋入群，DFATあるいはASC・コラプラグ複合体を埋入し，3ヶ月までマイクロCT撮影し，硬組織再生能を経時的に評価した．【結果と考察】DFATに骨分化誘導刺激を与えると骨分化関連分子(ALP, Runx2, OSX)の発現が，ASCと同じ程度増加した．又，DFAT・コラプラグ複合体の下顎骨欠損部への埋入はコラプラグ単独に比較して有意に新生骨形成の割合が増加した．以上の結果から，DFATが顎骨欠損内部に遊走し，硬組織再生を促進した可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mandibular bone regeneration using dedifferentiated adipocytes multipotential stromal cells




○Fujisaki S1,2，Kajiya H1,3，Imamura A1，Yanagi T2，Kido H2，Ohno J1

1Fukuoka Dent Coll Res Cent Regen Med

2Dept Oral Rehabil, Fukuoka Dent Coll

3Dept Physiol Sci and Mol Biol, Fukuoka Dent Coll





Although conventional bone regeneration using autogenously bone grafting is highly invasive and risky innovative regenerative medicine based on a combination of biomaterial scaffold and mesenchymal stem cells is required to a new promising method. Dedifferentiated adipocytes (DFAT) have high proliferative ability and multipotential function, are obtained by ceiling culture of mature adipocytes. However, it is unclear whether it is an optimal and useful for bone regeneration in detail. Thus, to clarify whether DFAT is useful in regenerative materials we examined the expression of bone differentiated molecules and new bone deposition using mandibular bone defect. The expression of bone differentiated molecules (ALP, Runx2, OSX) in DFAT and ASCs similarly upregulated during osteogenesis. The implantation of DFAT and was with  collagen cotton into mandibular bone defect significantly promoted new bone deposition compared to only that of only. The results suggested that DFAT invaded in the bone defect and differentiated osteoblasts, resulting in promotion of mandibular new bone formation.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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胎生期の低酸素負荷による口唇口蓋裂発症機構の解析




○中富　満城，片岡　真司，豊野　　孝，瀬田　祐司

九歯大　解剖





【背景】口唇口蓋裂は頭蓋顎顔面領域に頻発する先天異常であるが，その詳細な発症メカニズムについては未解明な点が多い．先天異常の成因として遺伝―環境多因子閾値モデルが提唱されているものの，遺伝要因と環境要因を複合した研究モデルは充分得られていない．そこで本研究においては遺伝要因としてヒトの口唇口蓋裂の原因遺伝子として知られているMsx1変異マウスを用い，環境要因として胎生期の低酸素負荷を組み合わせる事により，遺伝―環境相互作用研究モデルを構築して解析を行った．【方法】妊娠母獣への低酸素負荷として，不整脈を誘発し母体と胎仔に低酸素状態を惹起する事が知られているフェニトイン（PHT）の腹腔内投与と，酸素濃度調節機能付き飼育ケージによる低酸素下飼育の2種類を用いた．口唇裂解析にはMsx1 +/-マウスの雌雄を交配し，胎齢10日目（E10）およびE11に低酸素負荷を与えた．口蓋裂解析にはMsx1 +/-の雄と野生型の雌を交配し，PHT投与はE11-12またはE12-13の2群を用い，低酸素下飼育はE11-15を用いた．胎齢後期に胎仔を摘出して組織学的に解析した．【結果】口唇裂解析においてPHT投与と低酸素下飼育の双方においてMsx1-/-胎仔が野生型より有意に高確率に口唇裂を発症した．口蓋裂解析においてE11-12のPHT投与群のみMsx1 +/-胎仔が野生型より有意に高確率に口蓋裂を発症したが，E12-13のPHT投与群および低酸素下飼育群では口蓋裂は認められなかった．【考察】Msx1変異という遺伝要因に低酸素負荷という環境要因を加える事で口唇口蓋裂が誘導された事から，ヒトにおいても多因子の相加効果により顎顔面領域の先天異常を発症する可能性が示唆された．

非会員共同研究者：朴真実（九歯大・顎顔面外科）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Gene-environmental interaction in cleft lip and palate model mice




○Nakatomi M，Kataoka S，Toyono T，Seta Y

Div Anat, Kyushu Dent Univ





Cleft lip and/or palate (CLP) is among most common congenital anomalies during craniofacial development in humans. Although gene-environmental multifactorial threshold theory has been proposed to explain the etiology of birth defects, its experimental models have not been sufficiently established. Thus we combined Msx1 mutant mice as a genetic factor with hypoxic stress as an environmental factor to elucidate gene-environmental interaction during facial development. Two different methods were applied to cause hypoxia during pregnancy: intraperitoneal injection of phenytoin, an anti-epileptic drug and a known arrhythmia inducer, and breeding in a hypoxic chamber in which oxygen concentration can be controlled. After giving hypoxic stress to pregnant mice at suitable embryonic stages of lip and palate development, embryos were sampled and histologically analyzed. The incidence of cleft lip was significantly higher in Msx1-/- than wild-type in both methods. The incidence of cleft palate was significantly higher in Msx1 +/- than wild-type in phenytoin-treated group only. Our results indicate that Msx1 mutation makes lip and palate primordia susceptible to hypoxic stress and that gene-environmental interaction may cause CLP in mammals.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ミティス群レンサ球菌が産生する過酸化水素はマスト細胞の細胞死を誘導し，脱顆粒を抑制する




○岡橋　暢夫1，中田　匡宣2，広瀬雄二郎2，桑田　啓貴3，川端　重忠2

1阪大　院歯　フロンティア，2阪大　院歯　口腔細菌，3昭大　歯　口腔微生物





【目的】　我々は，ミティス群口腔レンサ球菌が産生する過酸化水素が，マクロファージや好中球などの自然免疫細胞に対して細胞傷害性を示し，一種の病原因子として作用することを明らかにしてきた．マスト細胞も自然免疫に重要な役割を果たしており，IgE  抗体複合体刺激によりアレルギー反応を引き起こす．ここでは，マスト細胞に，ミティス群口腔レンサ球菌を感染させたときの細胞傷害性を報告する．【方法】　ラットマスト細胞株 RBL-2H3 株とミティス群口腔レンサ球菌 Streptococcus oralis ATCC35037 株を主に供試した．マスト細胞の脱顆粒反応にはジニトルフェノール (DNP) 結合ヒトアルブミンと抗 DNP IgE 抗体による刺激を用い，β-ヘキソサミニダーゼ活性を脱顆粒の指標とした．【結果と考察】　まず，マスト細胞の脱顆粒反応にミティス群口腔レンサ球菌が与える影響を検討した．DNP-IgE 抗体複合体刺激によってマスト細胞の脱顆粒は誘導されるが，S. oralis 感染細胞ではこの反応が認められなかった．S. oralis の過酸化水素産生能を欠失させた変異株の感染では脱顆粒が正常に起こることから，菌が産生する過酸化水素が脱顆粒の抑制に関与していると考えられた．S. oralis 感染マスト細胞に顆粒特異的な染色とトリパンブルー染色を行ったところ，顆粒の分泌を伴わない細胞死を示唆する染色像が得られ，さらに，過酸化水素単独の添加でも同様の細胞死が認められた．S. oralis 感染の際にカタラーゼを添加すると細胞死は抑制された．また，過酸化水素を産生しない S. mutans では細胞死は起こらなかった．これらの結果から，S. oralis 由来の過酸化水素がマスト細胞の細胞死を誘導することが明らかになった．本研究の知見は，ミティス群口腔レンサ球菌が，過酸化水素によるマスト細胞の傷害を介して，脱顆粒反応，ひいてはアレルギー応答を抑制する可能性を示唆するものである．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Streptococcal H2O2 inhibits IgE-triggered mast cell degranulation by inducing cell death




○Okahashi N1，Nakata M2，Hirose Y2，Kuwata H3，Kawabata S2

1Cent Frontier Oral Sci, Osaka Univ Grad Sch Dent

2Dept Oral Microbiol, Osaka Univ Grad Sch Dent

3Dept Microbiol Immunol, Showa Univ Sch Dent





Mast cells are known to play a central role in allergic reaction triggered by immunoglobulin E (IgE). Members of the commensal mitis group streptococci such as Streptococcus oralis are primary colonizers of the human oral cavity. They produce hydrogen peroxide (H2O2) as a by-product of sugar metabolism. Our previous studies showed that H2O2 produced by oral mitis group streptococci is cytotoxic to immune cells of innate defense system such as macrophages. In this study, we investigated the effect of streptococcal H2O2 on degranulation of mast cells triggered by IgE-antigen complex. Stimulation of RBL-2H3 mast cell line with anti-dinitrophenol (DNP) IgE and DNP-conjugated human serum albumin triggers mast cell degranulation with release of β-hexosaminidase, and we found that H2O2 inhibited the IgE-triggered degranulation. S. oralis mutant strain deficient in H2O2 production did not inhibit the degranulation. Moreover, H2O2 alone was sufficient to inhibit the degranulation. Subsequent study suggested that the inhibition of degranulation was related to the cytotoxicity of streptococcal H2O2. 

These findings suggest that H2O2 produced by oral mitis group streptococci inhibits IgE-stimulated degranulation by inducing cell death. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔内疼痛とCandia albicansとの関連性についての臨床的検討




○森　　一将

明海大　歯　口腔顎顔面外科1





【目的】口腔内疼痛の原因の一つとして口腔カンジダ症の関与がある．器質的変化の乏しい不定愁訴症例にどの程度Candida albicans (C. albicans)が検出されるか，またC. albicansが検出された症例がどのような臨床的特徴を呈するかについて検討した．【対象と方法】2011年-2015年までの過去5年間に当科を受診した口腔内疼痛，特に舌症状を訴えた症例で，C. albicansの真菌検査を施行した173症例（男性34，女性139例）とした．真菌検査は，舌背部より綿棒で採取し，検査業者 BMLに委託，サブロー培地に48時間培養，コロニー形成が認められた検体を自動細菌同定検査装置VITEKにて菌種を同定した．【結果】対象症例の39.9%がC. albicans陽性であった．陽性症例の主訴は「痛い」が30.4%であったが，C. albicans陰性症例も27.9%で差は認められなかった．味覚異常が認められた症例はC. albicans陽性症例20.3%で陰性症例より多かった．C. albicans陽性症例の62.9%が溝状舌を呈し，またC. albicans陽性症例のうち45.7％に舌乳頭萎縮があり両者に有意差が認められた．舌の色調は赤色斑状でまだら模様所見が51.4%にみられ，C. albicans陰性症例との間に有意差が認められた．C. albicans陽性症例にミコナゾールを使用し56.9%に有効性が得られた．【考察】口腔内疼痛や不定愁訴症例の約40%にC. albicansとの関連性があることが明らかとなった．その臨床症状の中で，味覚異常にもC. albicansとの関連性が認められた．臨床所見では溝状舌や舌乳頭萎縮を呈する症例に有意にC. albicansが検出され，溝状舌にC. albicansが感染すると疼痛やヒリヒリ感が発生しやすくなる可能性が考えられた．一方，乳頭萎縮は疼痛の消失とともに萎縮改善傾向が得られ，C. albicansが感染することにより乳頭萎縮が起こる可能性が考えられた．また色調変化においては，赤白まだら状所見はC. albicans陽性症例に有意に多く，本症の特徴的所見と考えられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Clinical analysis of the involvement of candida in oral pain




○Mori K

Div  First Oral Maxillofac Surg, Dept Diagn Ther Sci, Meikai Univ Sch Dent





Candidiasis is one known contributor to oral pain. We herein report on to what degree Candida albicans (C. albicans) is detected in patients suffering from oral pain and what clinical characteristic are observed in those patients. The subjects included 173 cases who underwent microbiological examinations for C. albicans, among those with tongue pain. The specimens were collected from the tongue, and fungal strains were identified by using automatic microbial identification device VITEK. A total of 39.9% were positive for C. albicans among the examined patients who complained of oral pain, especially tongue symptoms.  The chief complaint of patients positive for C. albicans was "painful" in 30.4%, while the patients negative for C. albicans having the same chief complaint was 27.9%, with no significant difference found. Taste abnormalities were also observed in patients positive for C. albicans. Furrowed tongue and atrophy of the tongue papillae were found in patients with positive for C. albicans, with a significant difference from those negative for C. albicans. Red macular and patchy pattern of the tongue are found in positive for C. albicans, with a significant difference from those negative for C. albicans. Miconazole was effective for oral pain in positive for C. albicans 56.9%.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas gingivalis に感染した歯肉上皮細胞におけるJAM1 タンパクの分解




○竹内　洋輝，天野　敦雄

阪大　院歯　予防歯科





【目的】歯周病菌がヒト歯肉組織内に侵入することは報告されているが，その詳細な分子基盤については不明な点が多い．本研究では，Porphyromonas gingivalis の歯肉上皮細胞への感染において分解をうける細胞結合関連タンパクについて検討を加えた．

【方法】細胞結合に関連するタンパクとして，CLDN1，OCLN，JAM1，ZO1，およびCDH1 を対象とした．不死化ヒト歯肉上皮細胞にP. gingivalis ATCC 33277 株を感染させ，各タンパクの分解をウェスタンブロット法により定性的に解析した．本菌によるタンパクの分解部位の同定のため，タンパクの変異体を発現するベクターをヒト歯肉上皮細胞へトランスフェクションした．タンパクの細胞内局在は共焦点顕微鏡で観察した．

【結果】歯肉上皮細胞にP. gingivalis を1時間感染させたところ，JAM1 タンパク量の著しい減少を認め，この減少は感染後4 時間まで継続した．また，本菌の主たる病原因子であるジンジパインの欠失株による感染では，JAM1 タンパク量の顕著な減少は認めなかった．さらに，JAM1 タンパクの134 番目のリシンおよび234 番目のアルギニンの変異体では，本菌の感染によるタンパク量の減少は認めなかった．

【結論】ヒト歯肉上皮細胞のJAM1 タンパクのP. gingivalis による分解が，本菌の歯肉組織への侵入に関与することが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Degradation of JAM1 protein in gingival epithelial cells infected with Porphyromonas gingivalis




○Takeuchi H，Amano A

Dept Prev Dent, Osaka Univ Grad Sch Dent





Human gingival epithelium prevents intrusions by periodontal bacteria.  Nevertheless, some periodontal pathogens can enter gingival epithelial cells and pass through the epithelial barrier into deeper tissues.  However, little is known about molecular basis by which the pathogen penetrates gingival tissues.  In this study we show that Porphyromonas gingivalis, one of the periodontal pathogen, degrades JAM1 protein, an important regulator of cell-cell adhesion in epithelial cells.  We confirmed that at 1 hour of infection the amount of JAM1 protein decreased with immunoblot. This decreased level was also confirmed even at 4 hour after infection.  Adding that, P. gingivalis lacking Lys- and Arg-gingipain failed to degrade JAM1 protein.  Moreover, we confirmed that the amino acid substitutions at lysine 134 and arginine 234 of JAM1 were resistant about the degradation of this protein by P. gingivalis infection.  These results suggest that JAM1 degradation by P. gingivalis leads to the bacterial further penetration of gingival tissues.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔病原微生物に対するフコイダンの抗菌性および付着阻害効果




○岡　　俊哉1，三上　正人2，今井あかね3,4

1日歯大新潟　生物，2日歯大新潟　微生物

3日歯大新潟　短大　歯科衛生，4日歯大新潟　生化





【目的】フコイダンは海藻類の粘質多糖類に多く含まれる硫酸化多糖類の総称であり，海藻の薬理効果の主成分でもある．これらは抗腫瘍効果をはじめとして多様な薬理効果を示すことが知られている．口腔医療関連では，フコイダン含有クリームが再発性アフタを顕著に改善した症例報告がある．フコイダンの有用性を口腔医療分野に活用することを目指し，まずはフコイダンの抗菌性と抗付着性に関する検証をおこなった．【材料と方法】(1)抗菌性試験：ディスク拡散法を用い，由来の異なるフコイダン試薬（ヒバマタ，コンブ，ジャイアントケルプ等）（SIGMA），および低分子化フコイダン，パワーフコイダンクリーム（第一産業株式会社）を用い，主要な口腔病原微生物（C. albicans, P. gingivalis, S. mutans, S. sanguinis等）への感受性試験を行った．さらに液体培地にフコイダンを添加して口腔病原微生物への増殖抑制効果を検証した．(2)付着阻害実験： MTTアッセイを応用した手法により，牛歯および陶材に対するS. mutansの付着阻害能力を検証した．【結果】(1)口腔病原微生物感受性試験では，ヒバマタ由来のフコイダン（Sigma社 crude）がC. albicans S. mutans, P. gingivalis,に対し顕著な抗菌性を示した．液体培地への添加でもC. albicansへの増殖抑制効果が確認された．(2)またこのフコイダンは牛歯および陶材へのS. mutansの付着を有意に阻害した．【結論】サプリメントとして市場に普及しているフコイダンをう蝕や歯周病，口腔カンジダ症の予防や改善などを目的として口腔医療分野へ応用できる可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Antimicrobial and anti-adhesive properties of fucoidan against oral pathogens
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[Objective] Fucoidans are sulfated polysaccharides found in marine algae. In the field of oral medicine, a case report showed that fucoidan-containing cream markedly improved recurrent aphthous stomatitis. The aim of the study was to examine the antibacterial and antiadhesion properties of fucoidans that may allow their use in oral medicine. [Materials and Methods](1)The disk diffusion method was used to examine the antibacterial effects of fucoidans on oral pathogens. Fucoidans derived from different materials were used for comparison. To verify the growth inhibitory effect, the fucoidan was added to the liquid medium. (2)The ability of each fucoidan to inhibit adhesion of S. mutans to bovine teeth and porcelain was examined using a MTT assay. [Results](1)A fucoidan derived from a bladderwrack (Sigma crude) showed high antibacterial activity against C. albicans , S. mutans and P. gingivalis. When added to the liquid culture medium, a growth inhibitory effect on C. albicans was confirmed. (2)This fucoidan also significantly inhibited adhesion of S. mutans to bovine teeth and porcelain. [Conclusion] These results suggest that fucoidans could be useful in oral medicine.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Candida albicans菌糸形細胞由来画分からのT細胞エピトープ候補探索
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Candida albicansはヒトの皮膚や粘膜に常在する真菌であるが，超高齢化，AIDS，ガン，移植など宿主の生体防御能の著しい低下が認められる状況下では，難治性の表在性あるいは深在性カンジダ症を起こす．表在性カンジダ症における宿主応答として，以前から知られている自然免疫レセプターDectinなどを介した系に加え，インターロイキン(IL)-17産生を特徴とするヘルパーT細胞 (Th17)の役割が注目されている．我々は，本菌の粘膜常在とカンジダ症発症のメカニズムを解明するためにT細胞のIL-17産生応答にフォーカスして解析を試みている．　最近我々は，菌糸形増殖をしたC. albicansの細胞膜画分から抽出した可溶性タンパク質に，Th17細胞への責任抗原が含まれていることを明らかにした（FEMS Yeast Research 2018）．そこで菌糸形細胞由来画分から有効なエピトープを探索するためのいくつかの実験を検討したので報告する．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Analysis of T cell antigen-candidates from the membrane protein fraction of mycelial cells in C. albicans
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Candida albicans is a commensal of the oral cavity and the gastrointestinal and genitourinary tracts of humans.  The organism is also a common mucosal and systemic pathogen in patients with AIDS, patients who have undergone organ transplantation, and immunodeficient patients. C. albicans is recognized by various innate receptors, such as the C-type lectin receptors.  Recently, Th17 cells are focused as a major mechanism of mucosal antifungal host defense.Our aim is to find effective T cell antigens of C. albicans that are responsible for immunotherapyagainst candidiasis.  Here, we performed HPLC, two-dimensional gel electrophoresis, and MS analysis on the membrane protein fraction of mycelial cells in C. albicans, and then report some candidate protein results.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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赤外自由電子レーザーの齲蝕原性細菌に対する殺菌効果の検討
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【目的】齲蝕および歯周病は細菌感染症である．赤外自由電子レーザー光は，赤外吸収を有する気相，液相，固相，ほぼすべての分子が照射対象となるため，基礎研究にとどまらず環境，材料そして，医学領域での利用が期待されている．今回我々は，歯科領域での応用の可能性を検討する目的で，中赤外領域5～9μmにおいて波長可変の高出力パルスレーザーを用いて齲蝕原細菌に対する殺菌効果について検討した．【方法】実験にはStreptococcus mutans Ingbritt株を供試し，Brain Heart Infusion (BHI) 液体培地で37℃一昼夜培養した細菌をOD 1.0に調整し，5～9 μm領域での吸収スペクトルを測定した．殺菌効果の判定は，菌液への吸収が認められた波長6.62μmと7.14μmの赤外自由電子レーザー光を30分間と60分間照射後，BHI平板培地に塗抹して5日間培養し，赤外自由電子レーザー照射後と非照射の生菌数から殺菌効果を判定した．また，レーザー照射による菌体の形態変化を電子顕微鏡により確認するとともに，赤外自由電子レーザー照射における菌液の温度変化をサーモカメラにて経時的に計測した．【結果】本研究で使用した赤外自由電子レーザー波長6.62 μmは，7.14μmに比較して有意に殺菌効果が認められ，菌体の破壊像が電子顕微鏡下で確認された．赤外自由電子レーザー照射による菌液の温度変化は，室温±2℃で推移し，レーザー照射による温度上昇は認められなかった．【考察】以上の結果から，波長6.62μmの赤外自由電子レーザー照射により，S. mutansに対する殺菌効果が認められた．赤外自由電子レーザー照射による溶液の温度上昇が確認されなかったことから，波長6.62μmの赤外自由電子レーザー光が細菌に直接作用して殺菌効果を示すことが確認された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Effects of infrared free electron laser on Streptococcus mutans




○Toyama T，Watanabe K，Yoshino F，Yoshida A，Sasaki H，Hamada N
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Mid-IR Free Electron laser (MIR-FEL), operating as a pulsed and linearly polarized laser with tunable wavelength in the fingerprint region, can excite specific vibrational levels of the molecules in mid-infrared region. In this study, we investigated the bactericidal effects of MIR-FEL irradiated in the wavelength range of 5 to 9 μm on Streptococcus mutans. We selected two wavelengths, 6.62 and 7.14 μm, for irradiation based on the infrared spectra. Viable CFU/ml of the sample per control without irradiation was defined as an antimicrobial activity of the laser irradiation. Temperature change of the sample was continuously monitored using a thermal imaging camera for 60 minutes during the irradiation. A significant bactericidal effect was observed at 6.62 μm on S. mutans. Scanning electron microscopic study revealed the destruction of bacterial cells under the MIR-FEL exposure. During the FEL irradiation, the temperature of the samples remained at room temperature±2 oC. This observation strongly suggests that the bactericidal effect was derived not by the temperature rise but by the infrared photon. The results suggest that irradiation of infrared free-electron laser may provide us an effective treatment for dental caries.

Conflict of Interest: The authors declare no conflict of interests.
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歯周基本治療における乳酸菌配合タブレットの継続摂取の影響についての細菌学的検討
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【目的】乳酸菌Lactobacillus salivarius WB21株を配合したタブレットやオイルの継続摂取は，口臭や歯周炎を改善することが報告されている．これまでの研究では，医療行為を伴わずに乳酸菌摂取のみの効果が評価されてきた．本研究では，歯周基本治療に乳酸菌配合タブレットの継続摂取を加えた場合の影響を，臨床所見と細菌構成の変化を検討することで評価した．【方法】福岡市の歯科医院を受診した慢性歯周炎患者のうち，研究に賛同し参加への意思表示を示した者を研究対象者とした (福岡学園倫理審査委員会承認番号第336号)．患者5名に対し，初診時に歯周組織検査を行った後，乳酸菌配合タブレットあるいはプラセボタブレットを渡し，一日3回，食後に1粒を継続して舐めるよう指示した．続いて，スケーリング・ルートプレーニング (SRP) を実施し，SRP終了から一ヶ月後の再評価時に唾液を採取し，次世代シーケンス解析 (MiSeq) により細菌構成を分析した．本研究は二重盲検法で行った．【結果】全患者において臨床所見は初診時に比べて再評価時に改善した．乳酸菌配合タブレットを摂取した3症例において，OTU数は2症例で減少し1症例で変化しなかった．初診時に比較して再評価時に，Streptococcus，Haemophilus，Neisseriaの割合が増加し，Fusobacterium，Treponema，Tannerellaの割合が減少した．プラセボタブレットを摂取した2症例では，OTU数は1症例で増加し1症例で減少した．初診時に比較して再評価時に，Fusobacteriumの割合が増加し，Treponema，Tannerellaの割合が減少した．【結論】乳酸菌配合タブレット摂取群では健康な口腔内で優勢な常在菌の増加傾向がみられた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Bacteriological assessment for the effect of continuous intake of tablets containing lactic acid bacteria in periodontal treatment
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Aim: This study aimed to evaluate the effects of continuous ingestion of Lactobacillus salivarius WB21 tablets on periodontal treatment by examining changes in clinical findings and microbial composition. Methods: Study subjects were patients with chronic periodontitis who had visited a dental office in Fukuoka. We gave patients a WB21 tablet or a placebo tablet at the first visit and instructed to continue licking one tablet at three times a day. Saliva was collected at the first visit and at the reevaluation, and bacterial composition was analyzed by next generation sequence analysis (MiSeq). Results: The clinical findings in all patients improved at the reevaluation. In 3 patients who ingested WB21 tablets, the number of OTUs decreased in 2 cases and did not change in 1 case. While the proportion of Streptococcus, Haemophilus and Neisseria increased, that of Fusobacterium, Treponema and Tannerella decreased. In 2 patients taking placebo tablets, the number of OTUs increased in one case and decreased in one case. The proportion of Fusobacterium increased and that of Treponema and Tannerella decreased. Conclusion: In the WB21 tablet intake group, the increasing tendency of the indigenous bacteria dominated in healthy oral cavity was observed. Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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グリチルレチン酸誘導体のStreptococcus mutansに対する抗菌効果
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【目的】Streptococc us mutansは口腔常在細菌であり，う蝕細菌としても知られている．近年，抗菌剤開発においては，天然由来成分が着目されるようになっており，本研究では，抗炎症作用を持つことが知られている甘草由来成分であるグリチルレチン酸 (GRA) とその誘導体に着目し，う蝕細菌に対する抗菌効果を検証した．【方法】S. mutans 臨床分離株100株に対するGRAとその誘導体の抗菌効果は，最小発育阻止濃度 (MIC)測定法とS. mutansを培養したTSB培地にグリチルレチン酸 (GRA) とその誘導体を各々添加し細菌濁度及び生菌数をモニタリングする方法にて検証した．遺伝子発現はacid phenol法によりRNA抽出後作製したcDNAを用いて，定量性PCR法により検証した．抗菌作用検証は，105cellをグリチルレチン酸もしくはその誘導体を添加したPBS中で一定時間作用させ生存率を算出することで検証した．バイオフィルム形成阻害実験は，1％スクロースを添加したTSB培地にGRAとその誘導体を各々添加し，定量は1%サフラニンにて染色したバイオフィルムのODを測定することで行った．【結果と考察】S. mutans 臨床分離株100株に対するGRAとその誘導体の抗菌効果を検証した結果，GRAと3-サクシニルオキシグリチルレチン酸ナトリウム (S-GR)の抗菌作用を認めた．さらにこの2つの物質はバイオフィルム形成阻害も認めたため，バイオフィルム関連遺伝子 (gtfBCD, spaP, dexA) 発現を検証したが，変化を認めなかった．抗菌作用検証から，GRAとS-GRは静菌作用であることが示唆された．本研究から，GRAとS-GRは抗炎症作用に加え，う蝕細菌に対し抗菌作用を持つことが明らかになった．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Antibacterial activity of glycyrrhetinic acid derivative against Streptococcus mutans
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Streptococcus mutans is one of the oral commensal bacteria in human and also known as cariogenic bacteria. Recently, natural-derived components are noted to be possible use for antibacterial agents. In this study, we focused on Glycyrrhetinic acid (GRA) and its derivative, disodium succinoyl glycyrrhetinate (S-GR) known as anti-inflammatory effect, on S. mutans strains. GRA and S-GR were used for the evaluation of antibacterial activity against 100 S. mutans strains. Two methods were performed for the evaluation, micro-dilution method for MIC determination and the method for monitoring growth (optical density and cell viability). Also, the effect of S-GR on the expression of virulence factors (GTFs and cell surface proteins) was investigated. We found antibacterial activity of GRA and S-GR against all the S. mutans strains. Especially, the MIC of S-GR against 100 strains was ranging from 32μg/ml to 256 μg/ml. By addition of S-GR, the growth of S. mutans UA159 strain was suppressed, but the cell viability was not reduced. Sub-MIC of S-GR had no significant effect of the expression of virulence factors. In conclusion, S-GR had strong antibacterial activity againist S. mutans by suppressing the bacterial growth.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Treponema denticola のprtPは上皮細胞の免疫応答を変調させる
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Treponema denticolaは運動能を有する偏性嫌気性菌であり，慢性歯周炎の病巣から高頻度に分離されるため，歯周病の発症と進行に重要な役割を果たすと考えられている．本菌の病原性因子が細胞にどのような影響を与えるのかを明らかにするため，病原性遺伝子欠損株を用いて細胞に感染させ，細胞の動態変化を解析した．　口腔扁平上皮癌由来細胞を培養後，T. denticola ATCC 35405 (野性株)，表層プロテアーゼ (PrtP)またはMajor outer sheath protein (Msp)欠損株を感染させてスクラッチアッセイによる評価，サイトカイン等のmRNAおよびタンパク質の発現を検索した．また，各T. denticola菌株の運動能を顕微鏡下にてタイムラプスにより検索した．感染24時間後のmRNA発現はIL-1が野性株で有意に低下し，β-defensinの発現は野性株で有意に高く，IL-6 およびHSPはどの菌株の感染でも増加を認めた．PaxillinとHSPタンパク発現量は野性株およびmsp欠損株で発現の低下を認めた．スクラッチアッセイでは野性株，msp欠損株の感染で遊走能を低下させたがprtP欠損株の感染では変化を認めなかった．野性株に比べてdentilisin欠損株でTLR2のシグナルが高いことから，TLR2認識パターンを変調させ細胞の防御反応を回避する可能性が認められた．　これらの結果から，表層プロテアーゼは，細胞侵入によりPaxillinを分解して細胞の運動能を低下させ，さらにHSPを分解することで細胞のストレス応答の遅延を引き起こし，細胞の応答を変化させて病原性を示すことが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





prtP modulates immune response of epithelial cells against Treponema denticola
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Treponema denticola is isolated from lesions of chronic periodontitis and is considered to play an important role for development of the disease. To clarify the pathogenicity of T. denticola, epithelial carcinoma cells were infected with the wild-type strain or a mutant strain deficient in dentilisin or a major outer sheath protein (ΔprtP or Δmsp respectively), and the mRNA expression profiles and migration of the infected cells were investigated.In the cells infected by the wild-type strain, IL-1 mRNA expression was significantly decreased, while that of β-defensin was increased. The expression of IL-6 and HSP70 mRNAs was increased in all infected cells, regardless of the strain. The level of paxillin and HSP was decreased in wild-type and Δmsp. The migration activity of cells infected by ΔprtP compared with those infected by wild-type strain and Δmsp. TLR-2 signal intensity was greater in the cells infected by ΔprtP than in cells infected by the wild-type strain. These results indicate that prtP modulates pathogen recognition via TLR2 and that dentilisin has the potential to degrade paxillin and HSP70, which decreases cell migration and delays stress response. Collectively, the findings show that prtP modulates the immune response of host cells to T. denticola infection.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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Porphyromonas gulae線毛の遺伝子多型と歯肉上皮細胞への侵入能
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【目的】Porphyromonas gulaeは，ヒト以外の動物からPorphyromonas属の新種として発見された．伴侶動物を飼育する歯周病患者の病変部プラークからP. gulaeが高頻度で検出され，歯肉の炎症や骨吸収が見られる．我々はこれまで，線毛の主要構成タンパクの一つであるフィンブリリン構成遺伝子 fimA の塩基配列の違いによりA，B，C型の3種類のグループに分類し，C型線毛保有株と歯周炎発症との臨床的相関や宿主傷害性について報告した．しかしながら，線毛遺伝子多型と歯肉上皮細胞への侵入との関連については十分な検討が加えられていない．本研究では，P. gulae線毛遺伝子多型と歯肉上皮細胞株への侵入に対する影響ならびにその経路について解析を行った．【方法】線毛遺伝子型の異なるP. gulae 6株とP. gingivalis 2株を歯肉上皮細胞由来Ca9-22株に感染させ，アンピシリン／ゲンタマイシンプロテクションアッセイにより細胞内に侵入した細菌を評価した．さらに，抗α 5β1インテグリン抗体を用いて侵入能への影響を評価した．【結果】P. gulaeが保有する付着能は，B型線毛保有株D040株のみ，C型線毛保有D049ならびにST-1株の2株全てに高い侵入効率を示した．またD049株は，歯周病の進行と強い相関を持つII型線毛保有株P. gingivalisと同程度の侵入効率が認められた．さらに抗α5β1インテグリン抗体によりCa9-22への侵入が阻害された．【考察】P. gulaeの線毛遺伝子多型と歯肉上皮細胞への侵入との関連性が示された．また本菌はα5β1インテグリン分子が線毛を介したP. gulaeの宿主細胞への侵入に関わっていることが示唆された．会員外共同研究者：大阪大学大学院歯学研究科小児歯科学分野 野村良太，仲野和彦
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Invasion of gingival epithelial cells by the different fimA genotypes of P. gulae
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Objective: Porphyromonas gulae possess fimbriae classified into three genotypes (type A, B and C) based on the diversity of fimA genes encoding FimA. Previously, we reported P. gulae with type C fimbriae is more virulent as compared to those with other types. However, the ability of P. gulae to invade gingivalis epithelial cells has yet to be examined. In this study, we investigated whether the invasion efficiency is dependent on the different types of P. gulae fimbriae. Methods: Gingivalis epithelial cells (Ca9-22 cells) were incubated with bacterial strains with/without anti-α5β1 integrin antibody. Internalized bacteria was determined using the ampicillin/gentamicin protection assay. Results: At an MOI of 100, optimal invasion of Ca9-22 cells by P. gulae was observed at 90 min. P. gulae with type C fimbriae  invaded Ca9-22 cells at significantly greater levels than the other strains, as well as P. gingivalis with type II fimbriae. The invasion of Ca9-22 cells by P. gulae was inhibited by anti-integrin alpha;5β1 antibody. Conclusion: These findings indicate that the diversity of fimbriae exert an influence on invasion, suggesting that type C fimbriae binds to α5β1 integrin and has the capability of inducing epithelial cell cytoskeletal rearrangements, resulting in internalization of the bacteria.
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歯周病原性黒色集落嫌気性桿菌群の増殖培地の検討




○齋藤　真規，桑原　紀子，瀧澤　智美，落合　智子

日大松戸歯　感染免疫





Porphyromonas gingivalisおよびPrevotella intermediaは歯周病原性を示し，血液寒天培地上で黒色集落を形成する偏性嫌気性グラム陰性桿菌である．これらの菌の増殖に適した培地を検索するため，種々のヒツジ血液寒天培地（Tryptic soy，Brain Heart Infusion，GAMおよびBrucella培地を基礎培地としたもの）について検討した．嫌気培養装置内（窒素：80%，二酸化炭素：10%，水素：10%）でP. gingivalisおよびP. intermediaは，市販のCDC嫌気性菌用ヒツジ血液寒天培地（コントロール培地）に良好な増殖を示したが，集落は白色を呈した．Tryptic soyヒツジ血液寒天培地はコントロール培地と同組成でありコントロールと同等の回収率を示したが，集落の色調は黒色を呈した．Brain Heart Infusion培地およびGAM培地を基礎培地とした血液培地では回収率は良好だったものの集落の大きさは著しく小さく，色調は薄茶色から茶色を呈した．またBrucella培地を基礎培地とした血液培地は，両菌ともに低回収率であり，集落の大きさは著しく小さく，色調は透明だった．　コントロール培地の添加物質であるL-シスチンをL-シスチンの還元物質であるL-システインに変更しても回収率に差は認められなかった．その他の添加物について両菌の至適濃度を検索した結果，コントロール培地に含有されている濃度と一致した．次に，嫌気培養条件についてコントロール培地およびTryptic soyヒツジ血液寒天培地で検討した．嫌気培養キットであるアネロパック（二酸化炭素：20%，その他大部分が窒素）と嫌気培養装置を比較したところ，アネロパックで培養した両菌の集落は，嫌気培養装置の集落と比較して大きく，黒色集落を形成した．　以上の結果から，Tryptic soyヒツジ血液寒天培地を用い，アネロパックで培養することが歯周病原性黒色集落嫌気性桿菌群の増殖に適していると推察された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Medium for cultivation of periodontopathogenic black-pigmented Gram-negative anaerobes
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Black-pigmented Gram-negative anaerobes such as Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia are implicated in the etiology of periodontitis. We examined suitable medium for cultivation of periodontopathogenic black-pigmented Gram-negative anaerobes. P. gingivalis and P. intermedia showed a satisfactory increase on CDC anaerobe 5% sheep blood agar (control medium) in the anaerobic glove box, but the colonies exhibited white phenotype. Tryptic soy 5% sheep blood agar supplemented with vitamin K1 (same formula of control medium) showed an equivalent growth compared to the control, and the colonies exhibited black. The difference of the recovery rate between L-cystine (component of control medium) and L-cysteine was not recognized. The colonies on control medium were bigger when the bacteria were incubated in Anaero Pack® than anaerobic glove box. The colonies of Anaero Pack® exhibited black phenotype.These result suggested that it is desirable to cultivate on Tryptic soy 5% sheep blood agar supplemented with vitamin K1 using Anaero Pack® in growth of periodontopathogenic black-pigmented Gram-negative anaerobes.
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ヒト唾液から分離された新規Leptotrichia属菌の提唱
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Leptotrichia属菌はヒトに常在する微生物であり，日和見感染の起因微生物の一種と考えられている．現在標準株として登録されているのは7菌種のみであるが，臨床分離株も多く報告されている．今回歯周健常者の唾液からグラム陰性の線状菌を分離し，その性状解析を行った．

　採取した唾液はカナマイシン含有GAM寒天培地へ塗抹し，37℃，48時間の嫌気培養を行った．寒天培地で透明性のあるラフ状集落を示す菌株を分離した．分離した株はグラム染色により染色性と形態を確認後，純培養した．16S rRNA遺伝子，groELおよびrpoB遺伝子の塩基配列を決定するとともに系統解析を行った．

　今回分離したSK-5T株はグラム陰性の長い線状を示していた．16S rRNA遺伝子塩基配列を決定後，系統解析を行った結果，SK-5TはLeptotrichia属に分類された．Leptotrichia hofstadiiと98.16%の相同性を示し，最も近縁種であると判定されたが，同菌種の指標である98.6%より低い数値であった．さらにgroELおよびrpoB遺伝子配列ではLeptotrichia buccalisと最も近縁種と示されたが，相同性はgroEL遺伝子 95.77%，rpoB遺伝子 90.68%であった．以上のことから今回分離したSK-5T株は新規Leptotrichia属菌であると推察された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Identification of novel species of genus Leptotrichia isolated from human saliva
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In this study, a gram-stain-negative, non-motile, non-sporulating, and large fusiform bacilli, designatedSK-5T, was isolated from saliva of healthy human and characterized. 

The strain, SK-5T was isolated from human saliva on GAM agar plates containing kanamycin. A comparative 16S rRNA gene sequence analysis suggested classification of the organism into the genus Leptotrichia.  

Strain SK-5T was the most closely related to Leptotrichia hofstadii with 98.16% sequence similarity, and this value was less than 98.60%, the threshold value for defining different species. Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequence using the neighbor-joining method demonstrated that strain SK-5T clustered with type strain of L. hofstadii with a high bootstrap value. Comparative sequence analysis based on two housekeeping genes, groEL, which encodes the 60 kDa heat-shock protein, and rpoB, which encodes the β subunit of RNA polymerase, of SK-5T indicated that it was most closely related to those of Leptotrichia buccalis with 95.77% and 90.68% sequence similarities, respectively. On the basis of phylogenetic characterization as well as the 16S rRNA gene and housekeeping gene sequences data, it would be concluded thatSK-5T represents a novel species of the genus Leptotrichia.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔菌叢培養モデルを用いた一酸化窒素感受性細菌の同定




○南部　隆之，真下　千穂，円山　由郷，沖永　敏則

大歯大　歯　細菌





【背景】　口腔の細菌叢は，ヒトの遺伝的背景や免疫系の状態，食餌などを背景とした様々な分子相互作用によって規定され，さらに変動することが明らかとなってきている．本研究において，我々は細菌叢の変動に影響を与える分子として活性マクロファージや口腔の硝酸還元菌が産生する一酸化窒素（NO）に注目し，NOによる口腔細菌叢への影響を明らかにすることを目的に，次世代シークエンサーを用いてNO感受性細菌の同定を試みた．【方法】　被検者より採取した歯肉縁上プラークを滅菌水に懸濁し，NOドナーであるニトロプルシドナトリウム（SNP）を終濃度0～200 mMとなるよう添加した．添加後，SHI培地にて20時間嫌気培養した．DNA抽出と16S rRNA遺伝子V3-V4領域のPCR増幅の後，次世代シークエンサーMiSeqにて配列解読を行った．得られた配列からCLC Genomics Workbenchを用いてOTUテーブルを作成し，Rスクリプトにて統計解析を行った．【結果と考察】　SNP添加濃度と相関してFusobacterium属細菌の比率が著しく減少したことから，NO感受性を有することが予想された．また，低濃度SNPにおいてはF. nucleatumは死滅したが，F. periodonticumでは比率の減少は認められなかった．このことから，種のレベルでNO感受性が大きく異なることが明らかとなった．一方，SNP濃度の上昇とともにStreptococcus属細菌の比率増加がみられ，NOにゆるやかな耐性をもつことが明らかとなった．現在，菌種ごとのNO感受性を調べ，解析を行っているところである．本結果により，免疫系の活性化や硝酸含有食品の摂取が口腔菌叢の変化に影響する可能性が示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Identification of nitric oxide-sensitive oral bacteria by culturing plaque-derived microbiota
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The overall structure and composition of oral microbiota are largely shaped by environmental factors, such as host genotype, immune status, and diet. In this study, we focused on nitric oxide (NO) which is produced by active macrophage and nitrate-reducing oral bacteria, for investigating a molecule possessing potent bactericidal activity toward oral bacteria. Sodium nitroprusside (SNP, an NO donor)-exposed supragingival plaque samples were cultured anaerobically on SHI medum for 20 hr. The identification and comparison of microbial communities were evaluated by the Illumina MiSeq platform of the V3/V4 region of the 16S rRNA gene. Raw read files were processed using the CLC Genomics Workbench and analyzed in the R programming environment. The composition of microbiota fluctuated according to the genus and the species. The percentage of genus Fusobacterium especially decreased with increasing NO donor concentrations, indicating that Fusobacterum is particularly sensitive to NO. Additionally, the bactericidal effect of SNP differed among Fusobacterium species in case of low concentration of NO donor. These results indicate the possibility that NO production in the oral cavity affect oral microbiota, through activation activation of immune response and consumption of nitrate-rich foods.
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アーキアにおける染色体構築機構の種間比較
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【目的】アーキア（古細菌）は，真核生物や細菌と並ぶ生命の第3のドメインをなす原核生物である．元来，超高温や強酸性，飽和塩濃度などに生息することから極限環境微生物と呼ばれてきたが，近年，歯周病や炎症性腸疾患患者から検出されるなど，人体とアーキアの相互作用を理解する必要が高まっている．本研究では，アーキアの環境応答において重要な役割を果たすと考えられている染色体高次構造制御を理解するために，アーキアの多様な染色体タンパク質によってどのように染色体が構築されているかを複数の種で比較した．【材料】細菌の核様体タンパク質HUと相同なタンパク質を有する好酸性アーキアThermoplasma acidophylum, 真核生物のヒストンに相同なタンパク質を有する超好熱性アーキアThermococcus kodakarensis，アーキア特有の染色体タンパク質Albaを有する超好熱性アーキアPyrobaculum calidifontisを用いた．【結果と考察】ガラス上で溶菌した各アーキア菌体から露出した染色体の原子間力顕微鏡解析により，直径10nmのファイバー構造や直径30-40nmのビーズ状構造が存在することが分かった．精製した染色体をMicrococcal nucleaseで処理することにより，染色体の最小単位としてT. acidophylumでは40bp，T. kodakarensisでは60bpのDNAを含む構造を有している事がわかった．一方で，P. calidifontisの染色体は特定の最小構造をもたないことが明らかとなった．以上の結果から，細菌とは異なり，アーキア染色体は種ごとに構成タンパク質が異なる多様な最小構造を有しているが，染色体高次構造には共通性が存在することが示唆された．今後，人体という環境におけるアーキアの応答を理解するために，これらの染色体高次構造を制御する機構を解明する予定である．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Comparison of chromosome architecture among archaeal species
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[Background] Archaea are prokaryotes that are distinct from Eukaryotes or Bacteria. They used to be considered as extremophiles that live in harsh environments such as high temperature, strong acidity, saturating salt concentration etc. Since archaea have been detected from patients with periodontal disease or inflammatory bowel disease recently, it has become important to understand the relationship between archaea and human body. In this study, we compared chromosome protein and architecture between several archaeal species. [Materials] Thermoplasma acidophylum, an achidophilic euryarcha that posses bacterial HU homolog. Thermococcus kodakarensis, a hyperthermophile that posses homolog of eukaryotic histone. Pyrobaculum calidifontis, a hyperthermophilic crenarchaea that encode Alba protein. [Results and Conclusion] Atomic force microscopy revealed that 10 nm fiber and 30-40 nm beaded structure exist in the archaeal chromosome. Micrococcal nuclease treatment showed that minimal structural unit with 40 bp DNA exist in T. acidophilum and with 60 bp DNA in T. kodakarensis. In contrast, no minimal structural unit was detected in P. calidifontis chromosome. Above results suggests that although consisted of diverse proteins, archaeal chromosome may have common higher-order structure.
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ジンジパインは呼吸器上皮細胞において肺炎球菌受容体PAFRの発現を誘導する
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【目的】疫学研究により，歯周炎罹患者は肺炎発症のリスクが高いことや，口腔ケアが肺炎予防に有効であることが報告されている．我々は，歯周病が肺炎の発症に与える影響を分子レベルで解明するため研究を進めている．これまでに，Porphyromonas gingivalis（P. g.）の培養上清が，肺炎関連細菌のレセプターであるPlatelet-activating factor receptor（PAFR）の発現を誘導することにより，肺炎球菌のヒト肺胞上皮細胞（A549細胞）への付着を増加させることを見出している．今回，P. g.による詳細なPAFR発現誘導機構を検討したので報告する．【方法と結果】PAFRプロモーターを用いたLuc. assayの結果から，P. g.は転写レベルでPAFR発現を誘導した．また，P. g.刺激により増加した肺炎球菌の細胞への付着は，PAFR特異的阻害剤で抑制された．次に上清中の成分に関する検討を進めた．P. g.は，RgpとKgpの2種類のジンジパインを産生することから，ジンジパイン欠損株培養上清を用いて実験を行った．その結果，Kgp欠損株（KDP129）およびRgp欠損株（KDP133）刺激においては，PAFRの発現と肺炎球菌の付着菌数共に減少した．さらにKgp/Rgp 欠損株（KDP136）ではPAFR発現が認められず，肺炎球菌の付着菌数増加が起こらなかった．【考察】P. g. はジンジパインを介して気道上皮のPAFRの発現を誘導し，肺炎球菌の付着を促進することで肺炎の発症に関与していることが示唆された．実際にPAFRノックアウトマウスでは肺炎による死亡率が低下することが報告されている．今回の結果は，歯周病が肺炎のリスクファクターであること，および肺炎予防として口腔ケアが有効であることの一端を分子レベルで解明できたと考える．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Gingipains enhanced Platelet-activating factor receptor expression in human respiratory epithelial cells
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Oral care reduces the incidence and mortality of pneumonia in hospital and other healthcare facilities, such as nursing homes. There is growing evidence suggesting a relationship between poor oral hygiene and pneumonia. The platelet-activating factor receptor (PAFR) is a major epithelial receptor used by both Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenza to invade airway epithelial cells. In our previous study, PAFR mRNA and protein expression were upregulated by Porphyromonas gingivalis culture supernatant (P. g. sup) in the alveolar epithelial cell line A549. Moreover, P. g. sup increased pneumococcal adhesion to A549 cells. In this study, we examined the effect of P. g. gingipain-null mutant sup on PAFR expression and pneumococcal adhesion. Rgp/Kgp-null mutant (KDP136) was not able to upregulate the expression of PAFR mRNA and protein. In addition, KDP136 could not increase pneumococcal adhesion to A549 cells. These results suggest that gingipains have the potential to enhance PAFR expression and pneumococcal adhesion. In this regard, we propose that periodontal disease could elevate the risk of pneumonia.
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Toll-like receptor (TLR) リガンドによる U937 細胞の galectin-3 放出と細胞傷害
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【目的】Galectin-3はC型レクチンレセプターの一種で，細菌または真菌の細胞壁糖鎖に結合する．本研究では，TLR2または TLR4リガンドによるヒト単球系細胞株 U937 の galectin-3 放出と細胞傷害を検討した．

【方法】U937細胞を Pam3CSK4 または lipid A (1, 10, 100 ng/ml)　含有または不含無血清RPMI1640培地で2時間から24時間培養後，上清を回収，galectin-3放出および炎症性サイトカイン産生をELISA法で定量した．細胞傷害はLDH放出定量で，生細胞数はMTS法で検討した．

【結果と考察】1) TLRリガンド含有または不含培地で，U937細胞の galectin-3 放出は経時的に起きた．2) TLR2または TLR4リガンドを加えた方が，短時間で galectin-3 が放出された．3) LDH放出の増加とともに，galectin-3 の放出は増加した．4) U937細胞の，TLR2またはTLR4リガンドによるgalectin-3 放出と炎症性サイトカイン産生の関連はみられなかった．以上の結果から，細胞膜傷害によって，細胞膜上または細胞質内に存在していた galectin-3 を放出することが考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





The release of galectin-3 and lactate dehydrogenase (LDH) by U937 cells incubated with TLR ligands
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＜Objective＞ Galectin-3, a C-type lectin receptor, has an affinity for β-galactosides on cell walls of bacteria and fungi. In this study, we investigated galectin-3 release and cytotoxicity of human monocytic cell line U937 with a TLR2 or TLR4 ligand. 

＜Methods＞ U937 cells were cultured for 2 to 24 hours in serum-free RPMI 1640 medium with or without Pam3CSK4 or lipid A (1, 10, 100 ng/ml), the supernatant was collected, galectin-3 release and proinflammatory cytokine production was measured by ELISA. Cytotoxicity was determined by LDH release, and the number of viable cells was examined by MTS method. 

＜Results and Discussion＞ 1) Galectin-3 release of U937 cells occurred over time with or without TLR ligand. 2) The ligands of TLR2 and TLR4 induced galectin-3 release by U937 cells. 3) The release of galectin-3 increased with increasing LDH release. 4) However, there was no association between galectin-3 release of U937 cells and proinflammatory cytokine production. Thus, we suppose that galectin-3 on the cell membrane or in the cytoplasm is released by cell membrane injury.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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歯周病細菌誘導のインフラマソーム活性におけるオメガ3脂肪酸の役割




○沖永　敏則1，有吉　　渉2，Chuencheewit Thongsiri3，西原　達次2

1大歯大　細菌，2九歯大　感染分子生物，3九歯大　歯周





【目的】我々は，歯周病細菌侵入マクロファージにおいて，インフラマソームが活性化され，ピロトーシスが誘導されることを報告してきた．近年，不飽和脂肪酸（ω-3系脂肪酸）であるドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタエン酸(EPA)が，炎症応答を制御することが報告されている．そこで，今回，歯周病細菌侵入マクロファージにおいて誘導されるインフラマソーム活性やピロトーシスへ及ぼすω-3系脂肪酸の影響について検証した．【方法】歯周病細菌Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4株を用い，ヒトマクロファージTHP-1細胞に侵入実験を行った．ω-3脂肪酸としてDHAおよびEPAを用いた．遺伝子発現はReal-Time RT-PCR解析，タンパク発現はウェスタンブロッティング解析およびELISAを行った．ノックダウン細胞はsiRNA導入により構築した．【結果】THP-1細胞において，A. actinomycetemcomitans侵入は，インフラマソーム活性およびピロトーシスと共に，炎症性サイトカインの細胞外分泌に関与するgasdermin Dの発現を誘導した．THP-1細胞をDHAで前刺激したところ，A. actinomycetemcomitans侵入が誘導するサイトカインの細胞外分泌に関連するgasdermin Dの発現が抑制され，それに伴い，炎症性サイトカインIL-1βの細胞外産生が抑制された．また，インフラマソーム関連因子であるASC，細胞内受容体NLRP3やcaspase-1 p10の活性も抑制された．siRNAによるASCおよびgasdermin Dのノックダウン細胞では，A. actinomycetemcomitans侵入におけるIL-1βの細胞外分泌は抑制された．【考察】以上の結果から，ω-3脂肪酸は，インフラマソーム関連因子およびgasdermin Dの発現を抑制することで，歯周病細菌侵入マクロファージにおいて誘導されるインフラマソーム活性を抑制することが示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Role of omega-3 fatty acid on inflammasome activity in A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages




○Okinaga T1，Ariyoshi W2，Chuencheewit T3，Nishihara T2

1Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ, 2Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ, 3Div Periodontal, Kyushu Dent Univ





Omega-3 fatty acids, such as docosahexaenoic acid (DHA) and Eicosapentaenoic acid (EPA), suppress inflammatory response and play a crucial role in inflammatory diseases. We reported that gram-negative bacteria, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, invasion induced pyroptosis in macrophages. In the present study, we clarified the effect of omega-3 fatty acids on inflammasome activity, especially gasdermin D, induced by A. actinomycetemcomitans-invasion in macrophages. A. actinomycetemcomitans invasion induced NLRP3 inflammasome activity and gasdermin D in THP-1 cells, concurrently with cell death. NLRP3 Inflammasome activity induced by A. actinomycetemcomitans invasion was regulated by caspase-4 and caspase-1 activity. DHA and EPA downregulated inflammasome activity and pyroptosis in A. actinomycetemcomitans-invaded THP-1 cells. Especially, DHA downregulated the expression of inflammasome-related protein, ASC and gasdermin D, induced by A. actinomycetemcomitans invasion in THP-1 cells. Depletion of ASC, caspase-4 and Gasdermin D downregulated the secretion of IL-1 in A. actinomycetemcomitans-invaded THP-1 cells.These results indicate that omega-3 fatty acid, particularly DHA, downregulated the inflammasome activity in THP-1 cells induced by A. actinomycetemcomitans through the downregulation of noncanonical NLRP3 inflammasome activation.
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口腔粘膜における樹状細胞とそのクラスターの分布




○楠本　　豊1，片岡　宏介2

1大阪大谷大　薬　免疫

2大歯大　口腔衛生





口腔は外来異物に最初に触れる場所の一つである．免疫学的には感染防御のfirst lineとして機能している反面，食事などに含まれる異物に対しては，免疫寛容状態を形成している．また，近年，ワクチンの投与部位として検討されているほか，既に，舌下免疫療法が臨床応用されている．しかし，口腔内の免疫誘導，抑制機序は，十分に解明されていない．免疫応答において樹状細胞(DC)は重要な細胞であり，DCの口腔内の分布の解明は，免疫応答のメカニズム解明につながると考えられる．そこで，DC特異的に黄色蛍光タンパク質（yellow fluorescent protein; YFP）を発現するCD11c-YFP マウス，ならびに同マウスと血球系細胞の核が赤色蛍光タンパク質を発現するFucciG1-#639マウスを掛け合わせたCD11c-YFP/Fucci639マウス用いて，さらには，組織透明化を行い，口腔内全域の粘膜でのDCの分布や特徴を観察した．CD11c-YFP マウスの観察の結果，口腔内の粘膜表層のDCの分布に偏りがあることが解った．また，口蓋部や舌下面など各組織，部位内でも樹状細胞の分布には偏りがあった．さらに，樹状細胞の分布は組織の上皮構造に依存し，部位特異的であった．舌下面後方では，粘膜固有層でDCが集積したクラスターの形成が観察された．このクラスターは，CD103+DCを含み，また，CD11c-YFP/Fucci639マウスの観察から，他の血球系細胞がDCと接触して存在していることが解った．DCクラスターは免疫応答誘導や維持に関与していることが推察される．DCの局在およびクラスターの存在は，口腔内の粘膜免疫機構を理解するため，また，ワクチンやSLITのさらなる開発のために重要な情報になる．共同研究者：植田都月，守屋大樹，安田一平，戸村道夫（大阪大谷大学）

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Distribution of dendritic cells and its clusters in oral mucosa




○Kusumoto Y1，Kataoka K2
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Oral cavity is important for first line of defense against foreign antigens. Recently oral mucosa is one of the targets as artificial immune regulation site such as needle-free vaccination and sublingual immunotherapy (SLIT). Dendritic cells (DCs) is working as sentinel for exogenous stimuli, and thus, elucidation of DC distribution leads to understanding not only immune system in oral cavity, but also systemic immune system. In this study, we observed DC distribution in oral cavity of CD11c-YFP (yellow fluorescence protein) mice, in which DCs specifically express YFP after tissue-clearing. We found tissue part dependent distinct DC distribution, tissue structure dependent DC distribution, and DC-clusters in lamina propria in sublingual region. Furthermore, observation of other genetically modified mouse lines suggested that DC-clusters included CD103+DCs and other hematopoietic cells. These results are useful to understand immune regulations in oral cavity and further development of needle-free vaccine and SLIT.

Collaborators: Mizuki Ueda, Taiki Moriya, Ippei Yasuda, Michio Tomura (Osaka Ohtani Univ.)
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歯周病発症に関わるT細胞免疫応答の制御機構の解明




○永尾　潤一，成田　由香，豊田　磬大，有田（森岡）健一，安松香奈江，池崎晶二郎，田崎　園子，長　　　環，田中　芳彦

福歯大　機能生物　感染生物





歯周病は口腔内の歯周病原細菌が原因となり発症する疾患で，歯の喪失を招く．歯周病の病態形成にはヘルパーT細胞による免疫応答が関与することが知られており，その中でもIL-17を産生するT細胞サブセットであるTh17細胞が関連することが明らかになっている．しかしながら，歯周病においてTh17細胞の分化を誘導する免疫制御機構は不明である．本研究では，歯周病原性細菌の抗原性に着目し，歯周病の病態形成におけるTh17細胞による免疫制御機構の解明を目的とする．我々は歯周病原細菌としてPorphyromonas gingivalis W83株を用い，Th17細胞誘導を誘導するP. gingivalisのT細胞抗原の同定を進めている．これまでにTh17細胞に誘導する細胞成分を特定しており，本研究では，更なる抗原の絞り込みを行った．また，抗原特異的なTh17細胞の生体内での動態を解析することで歯周病発症の制御機構の解明を進めている．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Investigation of regulatory mechanism of T-cell immune response against periodontal pathogenic bacteria




○Nagao J，Narita Y，Toyoda K，Arita-Morioka K，Yasumatsu K，Ikezaki S，Tasaki S，Cho T，Tanaka Y

Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll





Periodontal disease is a leading cause of tooth loss that is associated with oral pathogenic bacteria. Th17 cells are key mediator to induce gingival inflammation and to promote alveolar bone loss in oral cavity. However, there is little knowledge regarding the regulatory mechanism to induce Th17 immune response by periodontal pathogens. For example, an antigen of periodontal pathogen to induce Th17 response and regulatory mechanism of antigen-specific Th17 cells are not yet understood. In this study, we investigated immune regulatory mechanism of periodontal pathogen specific Th17 cells to induce periodontal disease.
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Lactobacillus gasseri O3-2による腸管を介した歯槽骨吸収抑制効果の検討




○小林　良喜，瀧澤　智美，落合　智子

日大松戸歯　感染免疫





歯周炎は慢性化・重篤化することで動脈硬化などの循環器系疾患，早期低体重児出産，誤嚥性肺炎や糖尿病などの全身疾患を増悪させるリスクファクターとされ，予防・軽減は口腔のみならず全身の健康維持に必要であると考えられる．乳酸菌による免疫機構活性化作用，抗感染作用，抗炎症作用，抗アレルギー作用は，全身の健康に有益であることが報告されている．そこで本研究では乳酸菌による免疫機構活性化作用に着目し，腸管を起点とした口腔領域への免疫賦活効果による歯周炎の予防効果を検討するために我々が確立した歯周病モデルマウスを用いて，以下の実験を行なった．動脈硬化自然発症(C. KOR-Apo-eshl)マウスに25% Trehalose溶液に懸濁したLactobacillus gasseri O3-2 (O3-2) (109 cfu/mouse)を5週間連続，経口投与し，開始3週間後から2週間，歯周病原性細菌Porphylomonas gingivalis 381(Pg)菌を口腔内接種させ歯周炎に対する効果を検討した．O3-2投与群では歯槽骨吸収が抑制され，歯肉組織由来の炎症性サイトカイン(pro-IL-1β, pro-IL-18)の発現も抑制されていた．他方，O3-2投与群ではIL-10産生CD4+T細胞や，CD4+/CD25+/Foxp3+ 制御性T(Treg)細胞の増加が小腸粘膜下固有層(SiLP)に顕著に認められた．これらから，O3-2による歯槽骨吸および歯肉炎症の抑制効果はLABによる腸管免疫機能の活性化させ，IL-10産生CD4+T細胞やTreg細胞の増加による抗炎症作用を惹起し，口腔組織への波及したことが考えられる．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Preventive effect on periodontitis via intestinal tract by Lactobacillus gasseri O3-2
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Probiotics strains of bacteria have extensively been studied for their potential therapeutic effects. Such as anti-inflammation, anti-allergic and anti-infective effects. Periodontal disease has been suggested as a potential risk factor for systemic diseases including cardiovascular disease, diabetes, and preterm birth or low weight infant. In this study, we assessed the role of probiotics, Lactobacillus gasseri O3-2 (O3-2) for the prevention of periodontal disease caused by Porphylomonas gingivalis (Pg). Apolipoprotein E-deficient spontaneously hyperlipidemic (Apoeshl) mice were orally intubated with O3-2 for 5 weeks. Three weeks after oral intubation, mice have orally infected with Pg. O3-2-administered mice showed significant reduction of alveolar bone loss as wells as low levels of pro-inflammatory cytokines (pro-IL-1%beta;, pro-IL-18) when compared with controls. Further, significant inductions of IL-10 producing CD4+ T cell and CD25+/Foxp3+ T (Treg) cells were detected in the lamina propria of the small intestine. These results suggest that the suppressive effects of alveolar bone resorption and gingival inflammation by O3-2 are induced by IL-10-producing CD4+ T cells and CD25+/Foxp3+ Treg cells, which spread to the oral and cause the anti-inflammatory effect.
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クラミジア肺炎時の肺への免疫細胞の浸潤におけるマスト細胞の重要な役割




○千葉　紀香，楠山　譲二，大西　智和，松口　徹也

鹿大　院医歯　口腔生化





マスト細胞はアレルギー喘息や寄生虫感染において中心的な役割を果たすだけでなく，さらに細菌感染に対する生体防御機構においても重要であることが分かってきた．我々はクラミジア肺炎におけるマスト細胞の役割を解明するために，野生型マウス(WT)とマスト細胞欠損マウス(Wsh)それぞれの肺に肺炎クラミジアを感染させその解析を行った．興味深いことに，WshではWTに比べ細菌感染後の生存率が有意に高く，また肺胞洗浄液(BALF)中の免疫細胞の数は減少していたが，細菌のクリアランスはより速やかであった．これがマスト細胞の機能，特に脱顆粒に関係するか調べるため，マスト細胞の脱顆粒阻害剤であるcromolynをWTに投与し続いて細菌を気道感染させたところ，Wsh同様の傾向を示した．また，マスト細胞活性化剤のCompound 48/80投与ではBALF内細胞数と肺のバクテリア数が増加した．感染後の肺の病理解析では，WTでは免疫細胞が肺の広範囲に浸潤しているのに対し，Wshの肺では血管周囲への凝集がみられた．さらに，細菌感染後のWTとWshのBALF中に放出されたMMP-9の量を比較したところ，Wshで減少していることが確認された．つまり，Wshの肺ではバリア機能に重要な細胞外マトリックスがWTに比較して保持されている可能性を示唆している．我々はさらに，WTから得た骨髄由来マスト細胞(BMMCs)をWshに移入した後，肺炎クラミジアを感染させWT，Wshと比較した．すると，WTのBMMCsを移入したWshはWTとほぼ同レベルのバクテリア生存数を示し，また，肺組織ではWTと同様に免疫細胞の肺全体への拡散浸潤が見られた．このことにより，WTとWshの肺炎クラミジア感染後の病態の違いはマスト細胞に起因することが明らかとなった．　以上の結果により，肺炎クラミジア感染後の肺への免疫細胞の浸潤にマスト細胞が重要な役割を果たしており，さらにそのことが結果として気道内でのバクテリアの生存に関係している可能性が強く示唆された．【利益相反】利益相反状態にはありません．





Mast cells play an important role in Chlamydia pneumoniae lung infection by facilitating immune cell recruitment into the airway




○Chiba N，Kusuyama J，Ohnishi T，Matsuguchi T

Dept Oral Biochem, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci





Mast cells are known as central players in host defense.  Chlamydia pneumoniae (Cpn) is an important human pathogen, but it is unclear what role mast cells play during Cpn infection.  We infected C57BL/6 (WT) and mast cell-deficient mice (Wsh) with Cpn.  Wsh showed improved survival compared with WT, with fewer cells in Wsh BALF, despite similar levels of cytokines and chemokines. We also found a more rapid bacteria clearance from the lungs of Wsh. Cromolyn reduced BALF cells and bacterial burden similar to the levels seen in Wsh; conversely, Compound 48/80 increased the number of BALF cells and bacterial burden. Histology showed that WT lungs had diffuse inflammation, whereas Wsh had patchy accumulations of immune cells. Infected Wsh had reduced amounts of matrix metalloprotease-9 in BALF and were resistant to epithelial integral membrane protein degradation, suggesting that barrier integrity remains intact in Wsh. Mast cell reconstitution in Wsh led to enhanced bacterial growth and normal epithelial integral membrane protein degradation, highlighting the specific role of mast cells in this model. These data suggest that mast cells play a detrimental role during Cpn infection by facilitating immune cell infiltration into the airspace and providing a more favorable replicative environment for Cpn.
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シグマ受容体(SR)リガンドは，MG132，ドネペジル処置したH9c2細胞の細胞死を抑制し，SR1とSR1スプライシングバリアントmRNAを増加させる




○池田　哲朗

高知大　医　生理





ドネペジルはアルツハイマー病治療薬として使用されており，アセチルコリンエステラーゼ阻害によりその効果を発揮する．高用量のドネペジルは心不全を増悪することが知られているが，最近，低用量のドネペジルは心筋細胞保護(アポトーシス抑制)効果があることが報告された．しかし，このドネペジルの効果のメカニズムはほとんど知られていない．我々は，シグマ受容体(SR)リガンドがH9c2細胞（心筋様細胞）においてドネペジルの効果を増強させることを見出した．H9c2細胞をドネペジルとMG132(プロテアソーム阻害剤)処置した．処置した細胞に，SRリガンド（BD1084，PRE084，SM21）を添加後，細胞生存率をWST-1法にて計測した．その結果，SRリガンドは用量依存性にMG132とドネペジル処置したH9c2細胞の細胞生存率を増加させた．MG132処置したH9c2細胞に比べ，MG132とドネペジル処置したH9c2細胞はSR1 とSR1スプライシングバリアントmRNAレベル（Digital PCR法で測定）が増加した．さらにMG132とドネペジル処置したH9c2細胞に比べ，MG132とドネペジルとSRリガンド処置したH9c2細胞は，SR1 とSR1スプライシングバリアントmRNAレベルが増加した．これらの結果から，ドネペジル，SRリガンドは，SR1とSR1スプライシングバリアントを増加させて，アポトーシス抑制効果を示すことが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Sigma Receptor (SR) ligand up-regulates the cell viability, the mRNA levels of SR1 and SR1 splicing variant (sv) on MG132 and Donepezil treated H9c2 cells
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Donepezil is now used for the treatment of Alzheimer's disease and is an inhibitor of Acetylcholinesterase (AchE). Although high doses of Donepezil increases the heart failure, recently low doses of donepezil is reported to have an anti-apoptotic effect on heart failure. But the underlying mechanisms of Donepezil are largely unknown. Here we show that SR ligands increase the donepezil effects on the H9c2 cells. H9c2 cells were treated by 10mM MG132 (ubiquitin-proteasome inhibitor) and Donepezil. After that, MG132 and Donepezil treated H9c2 cells were stimulated with SR ligands (BD1084, PRE084, SM-21 respectively). WST-1 assay was performed to measure the cell viability. The cell viability of MG132 and Donepezil treated H9c2 cells were enhanced by treatment SR ligands in a dose-dependent manner. Furthermore, we measured the mRNA levels of SR by Digital PCR (BioRad). The mRNA levels of SR1 and SR1 sv were up-regulated by the treatment with SR ligands and donepezil. These results indicated that SR ligands and donepezil increase the anti-apoptotic effects using SR1 and SR1 sv.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ヒト口腔扁平上皮癌に対する高い選択性と，低いケラチノサイト毒性を有する新規クロモン誘導体の創製




○坂上　　宏1，史　　海霞1，坂東健二郎2，友村美根子2，友村　明人2
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【目的】広く天然界に存在するクロモン環を基本骨格として用いて，口腔扁平上皮癌細胞を選択的に傷害する物質の探索を行っている．これまで，3-benzylidenechromon, 2-azoylchromon類 の腫瘍選択性を報告してきた．今回，(1)12種のFuro[2,3-b]chromone類，(2)15種の2-(N-cyclicamino)chromones類（15種），(3)15種の3-(N-cyclicamino)chromon類，(4)20種のpyrano[4,3-b]chromone類の構造活性相関について検討した．【方法】本研究で使用した化合物は城西大薬の杉田義昭・高尾浩一により供与された．抗腫瘍活性は，ヒト口腔扁平上皮癌細胞(OSCC)と口腔間葉系正常細胞および上皮系正常細胞に対する腫瘍選択性(TS値）により定量化した．アポトーシス誘導活性は，western blot法（カスパーゼ-3の活性化），cell sorter (sub G1集団の割合)により測定した．約3000種類の化学的記述子を用いたQSAR解析は，明治薬大の植沢芳広・永井純子博士によりなされた．【結果】各群の最大TS値は，(1) 7.0，(2) 63.4，(3) 12.3，(4) 47.8であった．最大の腫瘍選択性を示した物質は，いずれもアポトーシスを誘導しなかった．ヒト口腔ケラチノサイトに対する選択毒性は，ドキソルビシンより一桁低かった．TS値と関連のある化学的記述子は，(1) 不飽和結合数・しなやかさ・分子密度・脂溶性・分子サイズ・分子形状，(2) 3次元形状，(3) 3次元形状・脂溶性，(4) 3次元形状・分極率・イオン化ポテンシャル・電気的な状態であった．【考察】腫瘍選択性の高い化合物は，アポトーシス誘導活性を有しないこと，腫瘍選択性と3次元形状との間に高い相関がみられることが示唆された．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Chromone derivatives that show higher tumor-specificity against human squamous cell carcinoma cell lines, but with lower keratinocyte toxicity




○Sakagami H1，Shi H1，Bandow K2，Tomomura M2，Tomomura A2

1Meikai Univ Res Inst Odontol

2Div Oral Biochem, Meikai Univ Sch Dent





(Purpose) We are manufacturing new chromone derivatives that selectively attack human oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines.  Here, we report the structure-activity relationship of (1) 12 furo[2,3-b]chromones, (2) 15 2-(N-cyclicamino)chromones, (3) 15 3-(N-cyclicamino)chromones and (4) 20 pyrano[4,3-b]chromones. (Methods) All compounds were synthesized by Dr. Sugita Y and Takao K of Josa Univ. Antitumor activity was quantified by tumor-selectivity (TS), calculated by toxicity against human OSCC, normal oral mesenchymal and epithelial cells.  Apoptosis was detected by western blot and cell sorter analysis.  QSAR analysis was done by Drs. Uesawa and Nagai, Meiji Pham. Univ. (Results) The maximus TS value in each group was (1)7.0, (2) 63.4, (3) 12.3, (4) 47.8.  The most active compounds did not induced apoptosis in OSCC cell lines. Cytotoxicity against oral keratinocytes was one order lower than that of doxorubicin. Chemical descriptors that correlate with TS value are: (1) the number of intramolecular unsaturated bonds, molecular flexibility, molecular density, lipophilicity, molecular size, and molecular shape, (2) molecular shape, especially 3D-structure, (3) 3D-structure and lipophilicity, (4) 3D-structure, polarity, ionic potential and electric state. (Conclusion) The present study suggest that tumor-specificity does not always correlate with apoptosis-inducing activity, but with the intramolecular 3D-shape.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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アセトアミノフェンはTRPV4カルシウムチャネルを抑制する




○中川　文雄1,2，東　　　泉2，大住　伴子2，渡邉　誠之1，竹内　　弘2

1九歯大　歯科侵襲制御

2九歯大　口腔応用薬理





【目的】アセトアミノフェン（APAP）は，非ステロイド性抗炎症薬と比較してシクロオキシゲナーゼ阻害作用が弱く，解熱鎮痛薬として広く用いられている．APAPはその代謝産物であるN-arachidonoyl-phenolamine（AM404）がtransient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）やTRP ankyrin 1（TRPA1），カンナビノイド受容体1などの活性化を介して作用を発揮すると報告されている．最近我々はAPAPがTRPV4を介して細胞遊走能を修飾することを見出したので，本研究ではAPAPがTRPV4のカルシウム（Ca2+）チャネル機能に及ぼす作用を検討した．【方法】細胞内Ca2+濃度変化は，Fura 2-AMで標識した細胞の蛍光画像を2波長励起蛍光顕微鏡で取得し，F340/F380比として測定した．【結果と考察】RT-PCR法にてTRPV4の強い発現とTRPV1の弱い発現を認めたラット副腎褐色細胞腫由来細胞株PC12において，APAP及びAM404はいずれも単独で細胞内Ca2+ 濃度変化を起こさなかったが，TRPV4選択的作動薬GSK1016790Aによる細胞内Ca2+ 濃度の上昇を抑制した．また，TRPV4を発現しないヒト口腔癌由来細胞株KBにマウスTRPV4を遺伝子導入し，同様に細胞内Ca2+濃度を測定したところ，遺伝子導入した細胞でのみ，GSK1016790Aによる細胞内Ca2+ 濃度の上昇とAPAPによるその抑制効果を認めた．以上の結果は，APAPとAM404がTRPV4に対して抑制的に作用することを示唆しており，TRPV4がAPAPの新たな分子標的であることを示唆するものである．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Inhibition of TRPV4 calcium channel by acetaminophen




○Nakagawa F1,2，Higashi S2，Ohsumi T2，Watanabe S1，Takeuchi H2

1Div Dent Anesthesiol, Kyushu Dent Univ

2Div Appl Pharmacol, Kyushu Dent Univ





Objectives: N-acetyl-p-aminophenol (APAP/acetaminophen) is a widely used analgesic/antipyretic with weak inhibitory effects on cyclooxygenase compared to non-steroidal anti-inflammatory drugs. The effect of APAP is mediated by its metabolite, N-arachidonoyl-phenolamine (AM404), that activates transient receptor potential channels, including transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) and TRP ankyrin 1 (TRPA1) or the cannabinoid receptor type 1. As we have recently found that APAP promotes cell migration through TRPV4, the effect of APAP on Ca2+-channel activity of TRPV4 was examined in this study. Methods: The Ca2+-imaging were conducted using fura-2-AM and the data were expressed as F340/380-ratios. Results: In a rat pheochromocytoma cell line, PC12, both APAP and AM404 alone did not affected intracellular Ca2+ concentration, but they completely inhibited the increase of intracellular Ca2+ induced by TRPV4-specific agonist GSK1016790A. In a human oral cancer-derived cell-line KB, which does not express endogenous TRPV4, intracellular Ca2+ was increased by GSK1016790A and inhibited by APAP only when mouse TRPV4 was exogenously transfected to the cells. Conclusion: The results suggest that TRPV4 is another target molecule for both APAP and AM404, in addition to previously known targets, TRPV1 and TRPA1. These findings provide new insight for better understanding of the molecular mechanism of action of APAP.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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ヒト口腔癌におけるTRPV4の発現と機能解析




○田尻　祐大1,2，藤井　慎介2，大関　　悟1，清島　　保2

1九州医療センター　歯科口腔外科

2九大　院歯　口腔病理





Transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4)はtransient receptor potential (TRP) チャネルスーパーファミリーに属するCa2＋透過性の高い非選択的陽イオンチャネルであると共に，さまざまな細胞外刺激，すなわち物理刺激（温度・機械刺激・電位変化）や化学物質刺激等を感知する受容器である．最近，乳癌において，高発現するTRPV4を標的とした抗腫瘍効果を目的とする試みについて報告がなされた．一方，口腔癌における発現や機能は不明である．本研究ではヒト口腔癌におけるTRPV4の発現とその機能について検討することを目的とした．7種のヒト口腔扁平上皮癌細胞株におけるTRPV4 mRNA発現について検討したところ，HSC4が高発現していた．そこで，HSC4においてsiRNAを用いてTRPV4をノックダウンすると，mRNAおよびタンパクレベルで効果的に発現抑制された．また，AKTの活性化，Ki-67陽性細胞数，経日的な細胞増殖および遊走能が抑制されることを見出した．加えて，TRPV4特異的アンタゴニストにより細胞増殖が抑制された．さらに，TRPV4を過剰発現させることによってsiRNAによる機能抑制（AKTの活性化，Ki-67陽性細胞数，細胞増殖および遊走能）が回復された．これらの結果から，TRPV4はヒト口腔扁平上皮癌細胞株に発現しており，その発現は細胞増殖および遊走に必要であることが明らかとなった．現在，口腔扁平上皮癌細胞株においてTRPV4が活性化される分子基盤，および口腔扁平上皮癌病理組織におけるTRPV4の発現と臨床病理学的な相関について解析している．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





TRPV4 expression and its involvement of oral squamous cell carcinoma




○Tajiri Y1,2，Fujii S2，Ozeki S1，Kiyoshima T2

1Kyushu Medical Center, Dept Oral Maxillofac Surg

2Lab Oral Pathol, Fac Dent Sci, Kyushu Univ





Transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4) is Ca2+- permeable nonselective cation channel, which is a member of transient receptor potential (TRP) channel superfamily, and responds to various extra-cellular stimulations, such as physical (temperature, mechanical and potential change) and chemical stimulations. Recent study reported the attempt of antitumor effect targeting TRPV4 on breast cancer. However, roles of TRPV4 in oral cancer are not fully understood. In this study, we investigated roles of TRPV4 in the oral cancer. TRPV4 mRNA was highly expressed in HSC4 among seven oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines. Knockdown of TRPV4 using siRNA reduced not only TRPV4 mRNA and protein level but also activation of AKT, number of Ki-67 positive cells, cell proliferation and migration in HSC4. Specific antagonist of TRPV4 also reduced cell proliferation. On the other hand, overexpression of TRPV4 rescued TRPV4-knockdown phenotypes of HSC4. These results suggest that TRPV4 is involved in cell proliferation and migration in human OSCC. Currently, we attempt to analyze the mechanism by which TRPV4 signaling is activated in OSCC cells and clinicopathological correlation of TRPV4 expression using OSCC specimens.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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口腔マイクロバイオームのアセトアルデヒド産生能




○横山　重幸，竹下　　徹，柴田　幸江，影山　伸哉，松見　理恵，山下　喜久

九大　院歯　口腔予防





【目的】Neisseria属の口腔内常在細菌種は，in vitroでエタノールから大量のアセトアルデヒド（ALD）を産生すると報告されているが，口腔細菌叢構成とALD産生能の関連性についての報告はない．本研究は，唾液のALD産生能と唾液中の細菌叢構成の関連性を調べることを目的とした．【方法】次世代シーケンサーを用いた16S rRNA 遺伝子の増幅断片の塩基配列決定により，100名の健康成人男性から採取した唾液中の細菌叢を2つのコミュニティ（タイプIおよびタイプII）に分類した．エタノールを基質とした唾液のALD産生能は簡易ガスクロマトグラフィー(SGEA-P2，エフアイエス株式会社)を用いて測定した．【結果】測定集団における唾液ALD産生能の測定範囲は30倍の差が認められた．Neisseria属の相対的構成比率が有意に低いタイプI型でALD産生能は有意に高く，他の交絡因子を調整した多変量ロジスティック回帰分析でもタイプIの被験者群がタイプIIの群より有意に高いALD生産能を示した（P＝0.014）．また，唾液中のNeisseria属の相対構成比率は，ALD産生能力と逆相関した（P＝0.002）．【考察】Neisseria属の細菌種はin vitroではALD産生能が高いにも拘わらず，Neisseria属の相対構成比率がより低い唾液細菌叢構成の方がむしろ高いALD生産能と関連していた．

【利益相反】利益相反状態にはありません．





Oral microbiota related with acetaldehyde production




○Yokoyama S，Takeshita T，Shibata Y，Kageyama S，Matsumi R，Yamashita Y

Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent





Aim: Neisseria, a commensal species of oral bacteria, has been reported to produce high amounts of acetaldehyde (ALD), a carcinogen, from ethanol in vitro, but no information exists regarding whether ALD production depends on oral microbiota profiles. This study aimed to explore the salivary microbiota profiles of healthy adults with respect to ALD production ability in the oral cavity. Methods: Using 16S rRNA gene amplicon sequencing, we classified the 100 saliva samples into two types of communities (I and II). Salivary ALD production ability from ethanol was measured using gas chromatography. Results: Salivary ALD production was found to vary over a 30-fold range and was significantly higher in the type I community, wherein the relative abundance of Neisseria species was significantly lower. Multivariate logistic regression analysis showed that the subjects with the type I community exhibited significantly higher probability of high ALD production ability than those with the type II community (P＝0.014). Moreover, the relative abundance of Neisseriaspecies was inversely correlated with ALD production ability (P＝0.002). Discussion: The salivary microbiota profile with a lower relative abundance of Neisseria species was independently associated with high ACH production ability, despite Neisseria species are dominant producers of ACH in vitro.

Conflict of Interest: The author declares no conflict of interests.
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1Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 2Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 3Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 4Dept Anesthesiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 5Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med, 6Dept Pediatr Dent, Tsurumi Univ Sch Dent Med




UDS04-5
Serotonergic modulation of glutamate-evoked responses in the dendrites of rat jaw-closing motoneurons

Dantsuji M1, Nakamura S1, Nakayama K1, Mochizuki A1, Ozeki M2, Inoue T1

1Oral Physiol, 2Dept Implant Dent, Showa Univ Sch Dent




UDS04-6
The functional roles of ascending nociceptive pathways in trigeminal neuropathic pain

Katagiri A

Osaka Univ Grad Sch Dent Dept Oral Physiol







Update symposium 5（September 5, 16：10-17：50)

UDS05-1
The community lifestyle of Porphyromonas gingivalis

Lamont Richard J.

Oral Immunol Infect Dis, Univ Louisville




UDS05-2
Distribution of two major fimbrial subtypes in Porphyromonas gingivalis

Nagano K

Dept Microbiol, Sch Dent, Aichi Gakuin Univ




UDS05-3
Effects of Azithromycin on Porphyromonas gingivalis fimbrial expression

Kan P1, Sasaki H2, Inaba K2, Watanabe K2, Hamada N2, Minabe M1

1Div Periodontol, Dept Oral Interdisciplinary Med, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent, 2Div Microbiol, Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent




UDS05-4
New functions of oral Veillonella analyzed by the next-gen sequences

Mashima I1, Liao YC2, Nakazawa F3, Haase EM1, Scannapieco FA1

1Dept Oral Biol, Sch Dent Med, SUNY at Buffalo

2Div Biostatistics and Bioinformatics, Inst Population Health Sci, Natl Health Res Inst

3Health Sci Univ Hokkaido Grad Sch Dent







Update symposium 6（September 5, 16：10-17：50)

UDS06-1
Epigenetic regulation of chromatin dynamics and gene expression during chondrocyte differentiation

Hata K

Dept Biochem, Osaka Univ Grad Sch Dent




UDS06-2
Information sharing enables rare disease genome analysis

Mishima H

Dept Human Gen, Atomic Bomb Dis Inst, Nagasaki Univ




UDS06-3
Analyses of skeletal gene regulatory landscape using next-generation sequencers

Ohba S

Dept Clin Biotech, CDBIM, Univ Tokyo Grad Sch Med




UDS06-4
Multi-layered mutation in hedgehog-related gene in Gorlin syndrome

Onodera S1, Saito A1, Nakamura T1, Kosaki K2, Azuma T1

1Dept Biochem, Tokyo Dent Coll, 2Cent for Med Genet, Sch Med Keio Univ




UDS06-5
Microbiome analysis of periodontitis

Ishihara K

Dept Microbiol, Tokyo Dent Coll







Update symposium 7（September 5, 18：00-19：40)

UDS07-1
Surface modification of dental implant for soft tissue sealing

Ayukawa Y

Sect Implant and Rehabil Dent, Div Oral Rehabil, Fac Dent Sci, Kyushu Univ




UDS07-2
The effect of systemically-administered mesenchymal stem cells for peri-implant mucosa

Atsuta I

Sect Implant and Rehabil Dent, Div Oral Rehabil, Fac Dent Sci Kyushu Univ




UDS07-3
Learn from natural bone: Fabrication of carbonate apatite bone substitute and its clinical application

Tsuru K1, Ishikawa K2

1Fukuoka Dent Coll, 2Kyushu Univ




UDS07-4
Development of a novel bio-hybrid dental implant with fully functional periodontal tissue formation

Oshima M

Dept Stomatognathic Funct and Occlusal Reconstruct, Inst Biomed Sci, Tokushima Univ Grad Sch




UDS07-5
Effectiveness of plasma treatment on dental implant materials

Miura T

Oral Health Sci Cent, Tokyo Dent Coll







Update symposium 8（September 5, 18：00-19：40)

UDS08-1
Understanding transcriptional regulation in osteoblasts by taking advantage of ChIP-seq in osteoblast differentiation system of pluripotent stem cells

Ohba S

Dept Clin Biotech, CDBIM, Univ Tokyo Grad Sch Med




UDS08-2
Wnt/β-catenin signaling, which is activated in odontomas, supresses Sema3A expression to regulate odontogenic epithelial cell proliferation and tooth germ development

Fujii S

Oral Pathol, Grad Sch Dent, Sect Kyushu Univ




UDS08-3
Identification and functional analysis of Wnt-dependent novel progenitor cells in salivary gland

Matsumoto S1, Hirota S1,2, Kikuchi A1

1Dept Mol Biol Biochem, The Univ of Osaka, 2Dept Mol Oral Med Maxillofac Surg, Inst Biomed & Health Sci, The Univ of Hiroshima




UDS08-4
Molecular mechanism underlying maintenance of the dormant state in muscle stem cell

Fukada S

Project Muscle Stem Cell Biol, Grad Sch Pharma Sci, Osaka Univ




UDS08-5
Structural biology of maintenance methylation by DNA methyltransferase 1

Takeshita K

RIKEN-RSC, IPR Osaka Univ







Update symposium 9（September 7, 13：00-14：40)

UDS09-1
Histological assessment of bone remodeling

Hasegawa T1, Miyamoto Y2, Amizuka N1

1Deve Biol Hard Tissue, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 2Atami Hosp, Int Univ Health  Welfare




UDS09-2
Dental pulp stem cell-based bone regeneration

Yamaza T, Sonoda S, Kukita T

Dept Mol Cell Biol and Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent Sci




UDS09-3
Osteoclast-producing coupling factors

Takeshita S

Sect Bone and Mineral Metabolism, Dept Bone and Joint Dis, Natl Cent for Geriatr and Gerontol




UDS09-4
Importance of osteoclasts in osteogenic signals

Udagawa N

Dept Biochem, Matsumoto Dent Univ







Update symposium 10（September 7, 13：00-14：40)

UDS10-1
The role of the dorsomedial hypothalamus in aging and longevity

Satoh A

Sleep and Aging Regulation Research Project, Natl Cent for Geriatr Gerontol




UDS10-2
Roles of cellular senescence in pulmonary aging and diseases

Sugimoto M

Sect Immunol, Natl Inst Geriatr Gerontol, Dept Mol Aging Res, Nagoya Univ Grad Sch Med




UDS10-3
Possible involvement of aging and lipid metabolism disorders in the pathogenesis of dry mouth

Shikama Y

Natl Inst Geriatr Gerontol




UDS10-4
Histone methylation involved in temporomandibular joint osteoarthritis

Ukita M1, Matsushita K3, Tamura M2, Yamaguchi T1

1Dept Crown and Bridge Prosthodont, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 2Dept Oral Biochem Mol Biol, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ, 3Dept Oral Dis Res, Natl Cent Geriatr Gerontol







Update symposium 11（September 7, 13：00-14：40)

UDS11-1
Association between polymorphisms of glucagon-like peptide-1 receptor and sweet taste recognition thresholds

Sanematsu K1,2, Inoue M2, Takai S1, Ninomiya Y1,2,3

1Sect Oral Neurosci, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ, 2Div Sensory Physiol, Res Deve Cent for Taste and Odor Sensing, Kyushu Univ, 3Monell Chem Senses Cent




UDS11-2
Renin-angiotensin system in the rat geniculate ganglion

Suwabe T, Yasuo T, Sako N

Dept Oral Physiol, Asahi Univ Sch Dent




UDS11-3
Oxytocin receptor signaling contributes to olfactory avoidance behavior induced by an unpleasant odorant

Osada K

Div Physiol, Dept of Oral Biol, Sch Dent, Health Sci Univ Hokkaido




UDS11-4
Intranasal administration of neostigmine regulates neural responses and fear-related responses induced wolf odors

Kashiwayanagi M

Dept Sensory Physiol, Asahikawa Med Univ











■ Oral Presentation


(September 6, 9：00-9：30)


O2-01



A novel SNP I551F mutant of Na+/HCO3- cotransporter NBCe1 has cytosolic retention and diminishes transport activity
○Yamazaki O（Div Internal Med, Teikyo Univ）





O2-02



Involvement of MARCKS in cAMP-dependent amylase release in parotid and pancreatic exocrine glands
○Satoh K，Ohno Y，Kashimata M（Dept Pharmacol, Asahi Univ  Sch Dent）





O2-03



Stimulatory effects of osteoblast differentiation by inducing clustering of RANKL molecules on osteoblast cell surface
○Sone E1，Tamura Y2，Sugamori Y3，Yoda T1，Aoki K3（1Dept Maxillofac Surg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Pharmacol,  Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Dept Basic Oral Health Eng, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci）




(September 6, 9：00-9：30)


O2-04



Cyclophosphamide induces various dental anomalies
○Nakatsugawa K，Kurosaka H，Yamashiro T（Dept Orthodont Osaka Univ Grad Sch Dent）





O2-05



The developmental studies on odontoblasts as sensory receptor～analysis by immunohistochemistry and RT-qPCR～
○Tanaka A1，Shintani S1，Yamamoto H2，Ishikawa N2，Kitamura K2，Shibukawa Y3，Abe S4，Yamamoto M4（1Dept Pediatr Dent, Tokyo Dent Coll，2Tokyo Dent Coll, Dept Histol Dev Biol，3Tokyo Dent Coll, Dept Physiol，4Tokyo Dent Coll, Dept Anat）





O2-06



Relationship between matrix metalloprotease expression and biodegradation of vacuum heated epigallocatechin gallate modified gelatin sponge
○Huang A1，Honda Y2，Baba S1（1Dept Oral Implantol, Osaka Dent Univ Grad Sch Med Dent，2Central Dent Inst, Osaka Dent Univ）




(September 6, 9：00-9：30)


O2-07



DKK3 knockdown confers negative effects on malignant potency of head and neck squamous cell carcinoma cells via PI3K/Akt signal and MAPK pathways
○Katase T，Fujita S（Dept Oral Pathol. Bone Metab, Nagasaki Univ  Grad Sch Biomed Sci）





O2-08



Analysis of the function of molecular chaperone R2TP complex in progression of oral squamous cell carcinoma (OSCC)
○Kiguchi T1,2，Kakihara Y1，Takagi R2，Saeki M1（1Div Dent Pharmacol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Div Oral Maxillofac Surg, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci）





O2-09



Roles for HSP90 and MMP3 in tumor resistance and metastasis
○Eguchi T1,6，Ono K1,3，Okusha Y1，Sogawa C1，Uchibe K5，Nakano K4,6，Okui T3，Takigawa M6，Okamoto K1，Calderwood SK2（1Dept Dent Pharmacol, Okayama Univ Grad Sch Med, Dent Pharma Sci，2Harvard Med Sch，3Dept Oral Pathol & Med, Okayama Univ Grad Sch Med, Dent Pharma Sci，4Dept Oral Maxillofac Surg, Okayama Univ Grad Sch Med, Dent Pharma Sci，5Dept Oral Morphol, Okayama Univ Grad Sch Med, Dent Pharma Sci，6ARCOCS）




(September 6, 9：30-10：00)


O2-10



Morphological changes in the rat palatine glands with aging
○Taniwaki H1,2，Takahashi S2，Domon T2，Yamazaki Y1（1Dept Gerodontol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Oral Function Anat, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





O2-11



The analysis of expression and regulatory mechanism of transcription factor p63 for regenerative therapy of salivary gland
○Ikai K，Minagi H，Sakai T（Dept Oral-Facial Disorder, Osaka Univ Grad Sch Dent）





O2-12



The physiological role of p130Cas in salivary gland development and function
○Muroya R1,2，Gao J1，Nakatomi C3，Fujii S4，Kiyoshima T4，Jimi E1,3,5（1Sect Mol Cell Biochem, Kyushu Univ Grad Sch Dent，2Sect Oral Maxillofac Surg Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Div Mol Signal Biochem Kyushu Dent Univ，4Sect Oral Pathol Kyushu Univ Grad Sch Dent，5OBT Res Cent Fac Dent  Sci, Kyushu Univ）




(September 6, 9：30-10：00)


O2-13



The distribution of the stem cells and transit amplifying cells in the apical bud of guinea pig cheek teeth
○Seino Y1，Nakatomi M2，Ida-Yonemochi H1，Ohshima H1（1Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Div Anat, Kyushu Dent Univ）





O2-14



Attempt to identification of ameloblast- and odontoblast-progenitors using mice that label ameloblasts and odontoblasts with fluorescence
○Isono K，Yamasaki H（Dept Stem Cells and Developmental Biol, Mie Univ  Grad Sch Med）





O2-15



Morphogenetic process of the muscle-tendon-bone complex in the mouse temporomandibular joint
○Ishizuka S1,3，Yotsuya M2,3，Naitou T1,3，Nagakura R1，Yamamoto M1,3，Abe S1,3（1Dept Anat, Tokyo Dent  Coll，2Dept Fixed Prosthodont, Tokyo Dent  Coll，3Tokyo Dent Coll, Res Branding Project）




(September 6, 9：30-10：00)


O2-16



The mechanism by which dysfunction of ubiquitin-proteasome pathway stabilizes MCL1 in cancers and its therapeutic intervention
○Shimizu K1，Chiba M1,2，Inuzuka H1，Fukumoto S1,2（1Center for Adv Stem Cell and Regenerative Res, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





O2-17



Roles and Inhibition of Intranuclear and Exosomal MMPs / PEX in cancer progression
○Okusha Y1，Eguchi T1,2，Sogawa C1，Ono K1,3，Okui T3，Nakano K4，Okamoto K1（1Dept Dent  Pharm, Okayama Univ  Grad Sch, Med Dent  Pharma Sci，2Dept Oral Pathl and Med, Okayama Univ  Grad Sch，3Dept Oral Maxillofac Surg Biopathol, Okayama Univ  Grad Sch, Med Dent  Pharma Sci，4Dept Oral Pathl and Med, Okayama Univ  Grad Sch Med Dent Pharma Sci）





O2-18



p130Cas is involved in morphological change, mobility, and invasion ability and bone invasion in OSCC
○Yaginuma T1,2，Matsubara T1，Kokabu S1，Nakatomi T2，Jimi E1,3（1Div Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ，2Div Oral Med, Kyushu Dent Univ，3OBT Res Cent, Kyushu Univ Grad Sch Dent）




(September 6, 10：00-10：30)


O2-19



P2 purinergic receptor agonists and IL-1 synergistically induce IL-6 production in human oral epithelial cells
○Shishido K1,2，Kuroishi T1，Sugawara S1（1Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Orthod Dentofac Orthop, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





O2-20



The effects of extracellular vesicle induced by Porphyromonas gingivalis-infected macrophages on hepatic glucose metabolisms
○Yoshida K1，Fujiwara N2，Ozaki K2，Uchibe K3，Ikegame M3，Okamura H3（1Dept Oral Health Care Educ, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，2Dept Oral Health Care Promo, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，3Dept Oral Morphol, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci）





O2-21



Effects of Photodynamic therapy using 5-aminolevulinic acid on Porphyromonas gingivalis
○Sekine S，Izui S，Amano A（Dept Prevent Dent, Osaka Univ Grad Sch Dent）




(September 6, 10：00-10：30)


O2-22



Migration of lymphatic endothelial cells and lymphatic vascular development in the craniofacial region of embryonic mice
○Taya Y，Sato K，Shirako Y，Soeno Y（Dept Pathol, Nippon Dent  Univ  Sch Life Dent  at Tokyo）





O2-23



Nerve regeneration using a type I collagen tube with 3D orientation in the rat sciatic nerve resection model
○Otake K1，Toriumi T2，Honda M2（1Dept Oral Surg,Aichi-Gakuin Univ, Sch Dent，2Dept Oral Anat, Aichi-Gakuin Univ, Sch Dent）





O2-24



Wnt5a, produced by mechanically stimulated rat periodontal ligament cells, elongates peripheral nerves via MEK1/2 and PI3K pathways
○Takahashi K，Yoshida T，Wakamori M（Div  Mol Pharmacol Cell Biophys, Tohoku Univ  Grad Sch Dent）




(September 6, 10：00-10：30)


O2-25



CRR cells show resistance to H2O2 as a delay in timing of the endogenous H2O2 increase and of lipid peroxidation increase
○Tomita K1，Takashi Y2，Igarashi K1，Nishitani Y2，Sato T1（1Dept  Appl Pharmacol, Kagoshima Univ  Grad Sch  Med Dent  Sci，2Dept  Restorat Dent  Endodont Kagoshima Univ  Grad Sch Med Dent Sci）





O2-26



Disruption of a progressive vicious cycle between myeloma tumor growth and bone destruction by TAK1 inhibition
○Teramachi J（Dept Tissue Regeneration, Tokushima Univ）





O2-27



The role of dual mTORC1 and mTORC2 inhibitor in vascular endothelial cells
○Tamura-Tsuji K，Tamura M（Dept Oral Biochem Mol Biol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）




(September 6, 10：30-11：00)


O2-28



Molecular evolutional analysis of selective pressure on pneumococcal choline-binding proteins
○Yamaguchi M，Goto K，Hirose Y，Takemura M，Sumitomo T，Nakata M，Kawabata S（Dept  Oral Microbiol, Osaka Univ  Grad Sch  Dent）





O2-29



Evaluation of resistant mechanism against nisin in isolated-nisin A-high resistant MRSA
○Kawada-Matsuo M1，Arii K1,2，Komatsuzawa H1（1Dept Oral Microbiol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Periodontol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





O2-30



Inhibition mechanism of inflammation by Porphyromonas gingivalis gingipains
○Okano T1，Shoji M2，Nakayama K2，Suzuki T1（1Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci Dept Bacter Pathogenesis，2Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci Dept Microbiol Oral Infect）




(September 6, 10：30-11：00)


O2-31



Angiotensin II regulates the production of CCN2 and MMP9 in cultured chondrocytes
○Nishida T1，Hori A1，Takigawa M2，Kubota S1,2（1Dept Biochem Mol Dent, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，2ARCOCS, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci）





O2-32



Osteoclasts promote bone formation in trabecular bone through suppression of sclerostin expression
○Koide M1，Kobayashi Y1，Yamashita T1，Uehara S2，Murakami K2，Takahashi N1，Udagawa N1,2（1Inst Oral Sci, Matsumoto Dent Univ，2Dept Biochem, Matsumoto Dent Univ）





O2-33



○Maeda K1，Ninomiya T2，Hosoya A4，Nakamura H3（1Dept Education, Shizuoka Univ，2Dept Anat Nihon Univ Sch Dent，3Div  Hard Tissue Res, Inst Oral Sci, Matsumoto Dent Univ，4Div  Histol, Health Sci Univ  Hokkaido Sch Dent）




(September 6, 10：30-11：00)


O2-34



Effect of Hmga2 on tooth germ formation and jawbone
○Kodama Y1，Mihara-Tomiyama N2，Tominaga N3，Ide Y3，Nakahara T3，Maeda M1，Igarashi M1，Imai K2（1Dept Endodont Oper Dent, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，3Dept Dev Regent Dent, Nippon Dent Univ Sch Life at Tokyo）





O2-35



Crown size of maxillary first molars in Yami tribe, native Taiwanese
○Kondo S1，Manabe Y2，Oyamada J2（1Dept Anat, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo，2Dept Oral Anat Dent Anthrop, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci）





O2-36



Roles of fluoride in fabrication of tooth enamel-like structure on an amorphous calcium phosphate substrate
○Iijima M，Onuma K（AIST Biomat Health Res）




(September 6, 11：00-11：30)


O2-37



Higher acetaldehyde production by oral bacteria under weak alkaline and aerobic conditions
○Tagaino R1，Washio J2，Tanda N3，Sasaki K1，Takahashi N2（1Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Adv Prosthet Dent，2Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Oral Ecol Biochem，3Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Prev Dent）





O2-38



Regulation of extracellular amyloid fibril dependent biofilm formation using Myricetin delivertives
○Arita-Morioka K1，Nagao J2，Narita Y2，Ikezaki S2，Yasumatsu K2，Toyoda K2，Tasaki S2，Cho T2，Tanaka Y2（1Adv Sci Res Cent, Fukuoka Dent Coll，2Div  Infect Biol, Fukuoka Dent Coll）





O2-39



Streptococcus pyogenes ArcA contributes to the expression of virulence factors under low glucose condition
○Hirose Y，Yamaguchi M，Goto K，Sumitomo T，Nakata M，Kawabata S（Dept Oral Mol Microbiol, Osaka Univ  Grad Sch  Dent）




(September 6, 11：00-11：30)


O2-40



IgG complex with protein a of  Staphylococcus aureus enhance the differentiation and bone resorption of osteoclasts
○Kamohara A1，Kukita T2，Kukita A1（1Dept Microbiol, Fac Med Saga Univ，2Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





O2-41



The inhibitory effect of a new NIK inhibitor on RANKL-Induced osteoclast differentiation
○Takakura N1，Matsuda M3，Hiura F3，Kitamura C1，Jimi E2,3（1Div Endodont Restorative Dent, Kyushu Dent Univ，2Oral health Brain health Total health Research Center, Kyushu Univ，3Sect Mol Cell Biochem, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





O2-42



Osteoblast lineage-specific cell-surface antigen regulating osteoclastogenesis and calcification: A possible new player in bone remodeling
○Badawy T1，Kyumoto-Nakamura Y1，Uehara N1，Zhang J1，Yamaza T1，Kukita A2，Kukita T1（1Dept Mol Cell Biol and Oral Anat, Kyushu Univ  Grad Sch Dent Sci，2Microbiol, Saga Univ  Fac Med）




(September 6, 11：00-11：30)


O2-43



Role of Shh signaling in maintaining quiescent adult stem cells in the murine incisors and molars
○Ishikawa Y1，Ida-Yonemochi H2，Saito K2，Nakatomi M3，Ohshima H2（1Div Oral Health Sci Nursing and Social Welfare, Kyushu Univ Nursing and Social Welfare，2Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Div Anat, Kyushu Dent Univ）





O2-44



Involvement of Sp6 in the stage-specific gene regulation of amelogenesis
○Arinawati DY1，Miyoshi K2，Horiguchi T2，Noma T2（1Grad Sch  Oral Sci, Tokushima Univ，2Dept Mol Biol, Tokushima Univ  Grad Sch, Inst Biomed Sci）





O2-45



A new strategy for labeling and isolating mouse ameloblasts
○Shin M1，Okamoto F1，Kajiya H1，Harada H2，Okabe K1（1Div Cell Physiol, Fukuoka Dent Coll，2Div Dev Bio Reg Med, Iwate Med Univ Sch Dent）




(September 6, 11：30-12：00)


O2-46



Pathogenicity and mucosal immune responses by complex of membrane vesicle and extracellular DNA
○Senpuku H，Nakao R（Dept Bacteriol, Natl Inst Infect Dis）





O2-47



Phylogenetic analysis of oral flora among human and eight primate species using next generation sequencer
○Yano W1，Nakamura C2，Kamimura T1，Satoh K1，Sonomura T1，Ejiri S1（1Dept Oral Anat, Asahi Univ  Sch Dent，2Dept Pathol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





O2-48



P. gingivalis induces production of inflammatory cytokines in various respiratory epithelial cells
○Watanabe N1,2，Tamura M2，Kamio N2，Hayata M2,3，Sato S1，Imai K2（1Dept  Periodontol, Nihon Univ Sch Dent，2Dept  Microbiol, Nihon Univ Sch Dent，3Dept  Dysphagia Rehabil, Nihon Univ Sch Dent）




(September 6, 11：30-12：10)


O2-49



Evaluation of the transition from osteoblast to osteocyte in 3D cell culture
○Sharyo M，Sato S，Usami Y，Hirose K，Shirogane Y，Toyosawa S（Dept Oral Pathol, Osaka Univ Grad Dent）





O2-50



The role of Fam20C on the mineralized tissues
○Hirose K1，Usami Y1，Sato S1，Sharyo M1，Oya K1，Komori T2，Toyosawa S1（1Dept  Oral Pathol, Osaka Univ Grad Sch Dent，2Dept  Cell Bio, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci）





O2-51



An involvement of a histone methyltransferase G9a in osteoclast differentiation
○Komatsu K1，Ideno H1，Nakashima K1，Yamashita T2，Udagawa N3，Nifuji A1（1Dept Pharmacol, Tsurumi Univ  Sch  Dent Med，2Matsumoto Dent Univ  Mol Hard Tissue，3Matsumoto Dent Univ  Dept Oral Biochem）





O2-52



The important role of cytolinker protein Plectin1 in actin ring formation of osteoclasts
○Matsubara T，Toyama K，Kobayakawa M，Yaginuma T，Nakatomi C，Kokabu S（Div  Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ）




(September 6, 11：30-12：10)


O2-53



The role of p130Cas in enamel maturation of mice
○Nakatomi C1，Nakatomi M2，Kokabu S1，Matsubara T1，Ohshima H3，Jimi E1,4（1Div  Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ，2Div  Anat, Kyushu Dent Univ，3Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，4OBT Lab, Kyushu Univ  Grad Sch  Dent）





O2-54



Effects of fetal bovine serum concentration on the isolation of stem cells from exfoliated deciduous teeth
○Sonoda S1，Otani K2，Yamaza T1（1Kyushu Univ  Grad Sch Dent Sect Mol Cell Biol Oral Anat，2Adv. Cell Technology and Engineering Ltd.）





O2-55



Immunohistochemical analysis of tooth and scale development in basal Actinopterygians using an antibody to a ganoin specific protein
○Ishiyama M1，Mikami M2，Yokosuka H1，Nakatomi M3，Sasagawa I4（1Dept  Histol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent, Niigata，2Dept  Microbiol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent, Niigata，3Div Anat, Kyushu Dent Univ，4Advanced Res Center, Nippon Dent Univ）





O2-56



Analysis of the inhibitory mechanism of odontoclast/osteoclast formation in dental pulp
○Nishida D1，Arai A2，Udagawa N3，Nakamura M3，Horibe K4，Kobayashi Y1，Takahashi N1，Mizoguchi T5（1Inst Oral Sci, Matsumoto Dent Univ，2Dept Orthodontics, Matsumoto Dent Univ，3Dept Oral Biochem, Matsumoto Dent Univ，4Dept Oral Histol, Matsumoto Dent Univ，5Oral Health Sci Cent, Tokyo Dent Coll）




(September 7, 9：00-9：30)


O3-01



Signaling of VEGF-VEGFR2-dependent VE-cadherin expression in RA synovial fibroblast-like cells and its involvement in vasculogenic mimicry formation
○Yamaguchi K，Toyama N，Chiba T，Imai K（Dept  Biochem, Nippon Dent Univ）





O3-02



Effect of enforced bite-opening on heart function and signal transduction of cardiomyocyte in mice
○Suita K1，Yagisawa Y2，Ohnuki Y1，Umeki D2，Ishikawa M3，Ito A2，Kawamura N3，Nakamura Y2，Okumura S1（1Dept Physiol, Tsurumi Univ  Sch Dent Med，2Dept Orthodont, Tsurumi Univ  Sch Dent Med，3Dept Oral Anat, Tsurumi Univ  Sch Dent Med，4Dept Periodont, Tsurumi Univ  Sch Dent Med）





O3-03



PRIP is involved in the regulation of insulin signaling mediated by internalization of insulin receptor in adipocyte
○Gao J1，Mizokami A2，Takeuchi H3，Jimi E1,2，Hirata M4（1Lab Mol Cell Biochem, Fac Dent Sci, Kyushu Univ，2OBT Res Ctr. Fac Dent Sci, Kyushu Univ，3Div Appl Pharm, Kyushu Dent Univ，4Fukuoka Dent Coll）




(September 7, 9：00-9：30)


O3-04



Menthol enhanced cortical responses to air puff stimulation of the nasal mucosa
○Fujita S1，Zama M1,2，Kobayashi M1（1Nihon Univ  Sch Dent Dept Pharmacol，2Nihon Univ  Sch Dent Dept Oral Maxillofac Surg, Div  Maxillofac Surg）





O3-05



Analysis of single fiber responses to fatty acids in mouse glossopharyngeal nerve
○Yasumatsu K1，Iwata S1，Ninomiya Y1,2（1Div  Sensory Physiol, R&D Ctr. for Taste & Odor Sensing, Kyushu Univ，2Monell Chemical Senses Ctr.）





O3-06



Relationship between psychological factors and human eating behaviors
○Shiozawa K，Okumura S（Dept Physiol, Tsurumi Univ  Sch Dent Med）




(September 7, 9：30-10：00)


O3-07



Subtype-specific role of ß-adrenergic receptor subtype for the development of skeletal muscle remodeling
○Ito A1，Ohnuki Y2，Umeki D1，Ishikawa M3，Kawamura N4，Yagisawa Y1，Nakamura Y1，Okumura S2（1Tsurumi Univ Sch Dent Med Dept Orthodont，2Tsurumi Univ Sch Dent Med Dept Physiol，3Tsurumi Univ Sch Dent Med Dept Oral Anat，4Tsurumi Univ Sch Dent Med Dept Periodont）





O3-08



Effects of LPS generated from Porphyromonas gingivalis on cardiac
○Kawamura N1，Ohnuki Y2，Suita K2，Umeki D3，Ujiie Y1，Ito A3，Gomi K1，Okumura S2（1Dept  Div Periodont, Tsurumi Univ Grad Sch Med Dent，2Dept Div Physiol, Tsurumi Univ Grad Sch Med Dent，3Dept  Div Orthod, Tsurumi Univ Grad Sch Med Dent）





O3-09



Cardiac remodeling caused by enforced bite-opening and its inhibition by co-administration with beta blocker
○Yagisawa Y1，Ohnuki Y2，Umeki D1，Suita K2，Ito A1，Kawamura N3，Ishikawa M4，Nakamura Y1，Okumura S2（1Dept Orthodont,Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，4Dept Oral Anat,Tsurumi Univ Sch Dent Med）




(September 7, 9：30-10：00)


O3-10



Descending projections from the dorsal granular insular cortex receiving proprioceptive signals from masseter muscle spindles in rats
○Ikenoue E1，Sato F1，Furuta T1，Fujita M2，Yoshida A1（1Dept Oral Anat Neurobiol, Osaka Univ  Grad Sch  Dent，2Div  Dent-oral. Anesthesiol, Tohoku Univ  Grad Sch  Dent）





O3-11



Peripheral nerve injury induces the proliferation and activation of M2 resident macrophage-like cells in the mouse trigeminal ganglion
○Iwai H，Kuramoto E，Dhar A，Yamanaka A，Goto T（Dept Oral Anat Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent）





O3-12



Excitation of  sensory nerves stimulates breast cancer progression in bone
○Okui T1,2，Ono K1，Sasaki A1（1Dept Oral Maxillofac Surg Biopathol Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，2Dept Med, Indiana Univ Sch Med, USA）




(September 7, 10：00-10：30)


O3-13



IL-31 produced by mast cells in response to P. gingivalis downregulates claudin-1 expression, resulting in gingival epithelial barrier dysfunction
○Tada H1，Numazaki K1,2，Nishioka T3，Matsushita K4，Sugawara S1（1Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Orthod Dentofac Orthop, Tohoku Univ Grad Sch Dent，3Div Oral Diag, Tohoku Univ Grad Sch Dent，4Dept Oral Dis Res, NCGG）





O3-14



Migratory cDCs in skin-draining lymph nodes have Ni-binding capability and elicit Ni allergy
○Kuroishi T，Sugawara S（Div  Oral Immunol, Tohoku Univ  Grad Sch  Dent）





O3-15



Tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland
○Lu L1,2，Kuroishi T2，Sugawara S2（1Div Oral Diag, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent）




(September 7, 10：00-10：30)


O3-16



Helioxanthin derivatives inhibits osteoclast differentiation by NO production and PDE inhibition
○Amano H1，Iwaki F1，Ohba S2（1Dept Pharmacol, Osaka Dent Univ，2Cent Dis Biol and Integr Med, Univ of Tokyo）





O3-17



Combined effect of parathyroid hormone and melatonin in osteoporosis model rats
○Ikegame M1，Tanaka M2，Ejiri S3，Hattori A4，Takao-Kawabata R5，Uchibe K1，Okamura H1（1Dept Oral Morphol, Okayama Univ  Grad Sch  Med Dent Pharm Sci，2Dept Dent Technician, Meirin Coll，3Dept Oral Anat, Asahi Univ  Sch Dent，4Dept Biol, Col Lib Arts Sci, Tokyo Med Dent Univ，5Pharm Res Ctr, Asahi Kasei Pharma, Co. Ltd.）





O3-18



Expression of A-FABP in E-FABP-positive septoclasts and influence of E-FABP-deficiency
○Bando Y，Sakiyama K，Amano O（Div  Anat, Meikai Univ  Sch Dent）




(September 7, 10：30-11：00)


O3-19



The effect of Candida albicans components-specific T cells on the prevention of oral candidiasis
○Tasaki S1,2，Cho T1，Nagao J1，Ikezaki S1，Narita Y1，Arita-Morioka K1，Yasumatu K1，Toyoda K1，Kojima H2，Tanaka Y1（1Sect Infect Biol,Dept  Funct Biosci, Fukuoka Dent Coll，2Sect Dent Disability, Dept  Oral Growth Deve, Fukuoka Dent Coll）





O3-20



Immunosuppressive status of CD206hi cells appeared in sublingual mucosa
○Yang Y，Nagai S，Azuma M（Dept Mol Immunol, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci）





O3-21



Pathogenetic mechanisms in the initiation of Sjögren's syndrome in SATB1 conditional knockout mice
○Tanaka Y1，Bhawal U2，Zhang F3，Kondo M1（1Dept Mol Immunol, Toho Univ  Sch Med，2Dept Biochem Mol Biol, Nihon Univ  Sch Dent at Matsudo，3Dept Anesthesiol, Nihon Univ  Sch Dent at Matsudo）




(September 7, 10：30-11：00)


O3-22



Screening for small molecule activators of bone remodeling aiming for the efficient orthodontic tooth treatment
○Kakihara Y1，Nakata J2，Lay T1,2，Saito I2，Saeki M1（1Div Dent Pharmacol, Niigata Univ  Grad Sch Med Dent，2Div Orthodont, Niigata Univ  Grad Sch Med Dent）





O3-23



The Dgcr2 shows inducible expression and regulates TGF-beta signal activities during hypertrophy of chondrocytes in mouse cranial base synchondrosis
○Kajiwara K（Dept Mol Life Sci, Tokai Univ, Sch Med）





O3-24



p130Cas interaction protein Bif-1 plays important role in osteoclastic bone resorption
○Toyama K1，Matsubara T2，Kokabu S2，Nakatomi T2，Maki K2，Jimi E1,3（1Div Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ，2Div Pediatr Dent，Kyushu Dent Univ，3Kyushu Univ Grad Sch Dent, OBT Center）




(September 7, 11：00-11：40)


O3-25



Deletion of TRPV4 affects oral wound healing processes
○Yoshimoto RU1,2,3，Aijima R4，Ohsaki Y1，Fujii S2，Zhang JQ5，Cao AL1,2，Gao WQ1，Kiyoshima T2，Kido MA1（1Dept Anat Physiol, Saga Univ  Fac Med，2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ  Grad Sch  Dent，3Sect Periodontol, Kyushu Univ  Grad Sch  Dent，4Dept Oral & Maxillofac Surg, Saga Univ  Fac Med，5Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ  Grad Sch  Dent）





O3-26



Periodontal tissue of Pacific White-sided Dolphin as revealed by morphological analysis
○Kodera R1，Inoue K2，Chiba T3，Sato T1（1Dept Anat Histocytol, Tsurumi Univ  Sch Dent Med，2Res Cent Elect Micro, Tsurumi Univ  Sch Dent Med，3Dept Oral Anat, Tsurumi Univ  Sch Dent Med）





O3-27



Tenomodulin expression in Scleraxis-knockout immortalized human periodontal ligament cells
○Torii D1，Kobayashi T1,2，Horie T3，Tsutsui TW1（1Dept Pharmacol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，2Dept Periodontol, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Res Cent Odont, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





O3-28



Hydroxyapatite on the implant surface affects osteopontin deposition to increase direct osteogenesis
○Makishi S，Watanabe T，Saito K，Ohshima H（Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci）




(September 7, 11：00-11：30)


O3-29



Inhibition of osteoclastogenesis by low intensity pulsed ultra sound (LIPUS): Mechanism underlying this inhibition
○Aoyama E1，Kubota S1,2，Takigawa M1（1ARCOCS, Okayama Univ, Dent Sch/Grad Sch  Med Dent Pharm Sci，2Dept Biochem Mol Dent, Okayama Univ  Grad Sch  Med Dent Pharm Sci）





O3-30



Rab11a negatively regulates osteoclast differentiation
○Okusha Y1，Itagaki M2，Sogawa C1，Eguchi T1,3，Sakai E4，Tsukuba T4，Okamoto K1（1Dept Dent Pharmacol, Grad Sch Med, Dent and Pharma Sci, Okayama Univ，2Dept Dent Pharmacol, Okayama Univ，3Adv Res Cent Oral and Craniofac Sci, Okayama Univ Dent Sch，4Dept  Dent Pharmacol, Grad Sch Biomed Sci, Nagasaki Univ）





O3-31



The role of motor protein Kif1c in osteoclast actin ring formation
○Kobayakawa M1，Matsubara T2，Kokabu S2，Hosokawa R1，Jimi E2,3（1Div Oral Reconstr Rehabil, Kyushu Dent Univ，2Div Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ，3Res Cent OBT,  Kyushu Univ Grad Sch Dent）









■ Poster Presentation


(September 5, 18：00-18：40)


P1-01



Combination of dental pulp derived stem cells and platelet-rich fibrin releasate (PRFr) to repair and regenerate sciatic nerves injury
○Liu YH1,2，Matsuo M1，Kuo TF2,3（1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，2Sch Veter Med, Natl Taiwan Univ，3Dept Post-Baccalaureate Veterinary Medicine, Asia Univ）





P1-02



Acquisition of the attachment pattern of the insertion of the mouse lateral pterygoid muscle and its change after damage
○Naitou T1,4，Yotsuya M2,4，Ishizuka S1,4，Nagakura R1，Sato M3,4，Abe S1,4（1Dept Anat, Tokyo Dent Coll，2Dept Fixed Prosthodont, Tokyo Dent Coll，3Lab Biol, Tokyo Dent Coll，4Tokyo Dent Coll , Research Branding Project）





P1-03



Histological changes of periodontal tissue by tooth movement after eggshell membrane and vitamin C application
○Motoji H，To M，Matsuo M（Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P1-04



Expression of CGRP and other markers mRNA is age-dependent in superior cervical ganglia of senescence-accelerated prone mice
○Mitsuoka K1，Ueda Y2，Uzuka S1，Sato I2（1Div Orthodont, Nippon Dent Univ  Hosp at Tokyo，2Dept Anat, Nippon Dent Univ  Sch Life Dent at Tokyo）





P1-05



Involvement of high mobility group box 1(HMGB1) on muscle regeneration around the tongue cancer
○Ogasawara Y1,2，Sakiyama K1，Bando Y1，Miyake G1,2，Amano O1（1Div Anat, Meikai Univ  Sch Dent，2Div Oral Surg 2, Meikai Univ Sch Dent）





P1-06



Mechanosensitive ion channels in allergy model mouse bone
○Gao WQ1，Cao AL1,2，Yoshimoto R1,2，Aijima R3，Ohsaki Y1，Zhang JQ4，Kido M1,2（1Dept Anat Physiol, Saga Med Sch，2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Dept Oral Maxillofac Surg, Saga Med Sch，4Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-07



Cellular replacement in junctional epithelium using a tooth germ transplantation method
○Kato M1,2，Aizawa R1，Seki T1，Tanaka K1,2，Mishima K2，Yamamoto M1（1Dept Periodontol, Showa Univ Sch Dent，2Div Pathol, Dept Oral Diagnostic Sci, Showa Univ Sch Dent）





P1-08



Effect of social isolation stress on the blood and saliva of a rat model
○To M1，Saruta J1，Yamamoto Y2，Matsuo M1，Tsukinoki K1（1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ  Grad Sch Dent，2Dept Junior Coll, Kanagawa Dent Univ Sch Dent Hygiene）





P1-09



Mechanism for the beneficial effects of maternal exercise on offspring glucose metabolism
○Kusuyama J1（1Joslin Diabetes Ctr, Harvard Univ Med，2Dept Oral Biochem, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P1-10



TGF-β signaling during amelogenesis
○Okubo M1，Chiba R2，Karakida T2，Yamamoto R2，Kobayashi S3，Nagano T1，Gomi K1，Yamakoshi Y2（1Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Biochem Mol Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Pediatr Dent, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P1-11



The effect of non-receptor tyrosine kinase inhibitor for inflammatory bone destruction
○Kim Y1,2，Ono T2，Nakashima T2,3（1Dept Maxillofac Surg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Cell Signal, Tokyo Med Dent Univ, Grad Sch Med Dent，3AMED-CREST）





P1-12



The inhibitory effect of ameloblastin on osteoclast differentiation and function
○Chaweewannakorn W1,2，Ariyoshi W1，Okinaga T3，Maki K2，Nishihara T1（1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ，2Div Pediatr Dent, Kyushu Dent Univ，3Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ）





P1-13



Slitrk1, an integral membrane protein, regulates osteoblast differentiation
○Shirakawa T1,2，Matsubara T1，Nakatomi C1，Kuroishi K2，Gunjigake K2，Kawamoto T2，Satou T3，Kokabu S1（1Div Mol Signal Biochem, Kyushu Dent Univ，2Div Orofac Funct Orthodont , Kyushu Dent Univ，3Dent & Oral Surg, Saitama Med Univ）





P1-14



Effects of proteasome inhibitors in osteoblast differentiation
○Hoshikawa S1,2，Chiba M1,2，Watahiki A2，Shimizu K2，Inuzuka H2，Fukumoto S1,2（1Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Cent Adv Stem Cell and Regen Res, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-15



Effects of Er:YAG and diode laser irradiation on dental pulp cells and tissues
○Saito MM1，Chiba R1，Yamamoto R1，Karakida T1，Kobayashi K2，Yamakoshi Y1（1Dept Biochem Mol Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Dent Hygiene, Tsurumi Junior Coll）





P1-16



Characterization of fluorescent porcine dental pulp cell line on MTA
○Hattori T1，Karakida T2，Yamamoto R2，Hosoya N1，Yamakoshi Y2（1Dept Endodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Biochem Mo Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P1-17



KRT75 in the porcine immature enamel
○Chiba R1，Yamamoto R1，Okubo M2，Yamakoshi Y1（1Dept Biochem Mol Biol, Sch Dent Med, Tsurumi Univ，2Dept Periodontol, Sch Dent Med, Tsurumi Univ）





P1-18



The food peptides restrain periodontal inflammation and bone loss
○Tamura H1,2,3，Maekawa T1,2，Domon H1,2，Nagai K1，Hiyoshi T1,3，Maeda T2，Terao Y1,2（1Div Microbiol Infect Dis, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Res Cent for Adv Oral Sci, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Div Periodontol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P1-19



Er: YAG laser irradiation induces apoptosis of periodontal ligament cells
○Niwa T1，Kobayashi K2，Yamakawa S3，Chiba R4，Yamamoto R4，Nagano T1，Yamakoshi Y4，Gomi K1（1Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Dent Hygiene, Tsurumi Junior Coll，3Dept Endodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，4Dept Biochem Mo Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P1-20



Immunosuppressive effect of mesenchymal cells was specifically enhanced by IL-1α, which is secreted from mouse oral squamous cell carcinoma cells
○Ito H1，Kamiya M2,3，Kawaki H2，Takayama E2，Umemura N2，Inagaki Y2,4，Matsunami A1，Muramatsu Y1，Sumitomo S1，Kondoh N2（1Dept Oral Maxillofac Surg, Asahi Univ Sch Dent，2Dept  Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent，3Dept Chem, Asahi Univ Sch Business，4Dept Anesthesiol, Asahi Univ Sch  Dent）





P1-21



Analyses of immuno-checkpoint genes induced in mesenchymal cells (10T1/2) by IL-1α from mouse oral squamous cell carcinoma cells
○Matsunami A1，Morimoto H1，Inagaki Y2,4，Kamiya M2,3，Takayama E2，Kawaki H2，Umemura N2，Sumitomo S1，Muramatsu Y1，Kondoh N2（1Dept Oral Maxillofac Surg, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent，3Dept Chem, Asahi Univ Sch Business，4Dept Anesthesiol, Asahi Univ Sch  Dent）





P1-22



The effects of anesthetics on the immune suppression in the microenvironment of oral squamous cell carcinoma tissue
○Inagaki Y1,2，Kamiya M2,3，Umemura N2，Kawaki H2，Takayama E2，Ito H2,4，Sumitomo S4，Sakurai S1，Chihara E1，Kondoh N2（1Dept Anesthesiol, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent，3Chem Lab, Asahi Univ Sch Business Admin，4Dept Oral  Maxillofac Surg, Asahi Univ Sch Dent）





P1-23



The luminance ration of autofluorescence in a  xenograft mouse model is stable through tumour growth stages
○Sumi S1，Umemura N2，Adachi M1，Ohta T1，Naganawa K1，Kawaki H2，Takayama E2，Kondoh N2，Sumitomo S1（1Dept Oral Maxillofac Surg, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent）





P1-24



Intrinsic molecular characteristics of bone marrow-disseminated tumor cells contributing to dormancy
○Maeshiro M1,2，Shinriki S2，Nakamura T1，Jono H3，Nakayama H1，Ando Y4，Matsui H2（1Dept Oral Maxillofac Surg, Kumamoto Univ，2Dept Mol Lab Med, Kumamoto Univ，3Dept Pharmacy, Kumamoto Univ，4Dept Neurol, Kumamoto Univ）





P1-25



Absorbent effects of Zn containing hydrotalcite (ZnHDT) on the volatile sulfur compounds from saliva
○Ishigure H1,2，Morita Y1，Kawaki H2，Shintani K3，Tsuruta H1，Idono T1,2，Ochi Y1,2，Yokogawa Y4，Hotta M1，Kondoh N2（1Dept Oper Dent, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent，3Dept Dent Mater Sci, Div Oral Funct Sci and Rehabil, Asahi Univ Sch Dent，4Dept Mechanical & Physical Engineering, Grad Sch of Engineering, Osaka City Univ）





P1-26



Evaluation of proteins in human saliva adsorbed on the surface pre-reacted glass ionomer (S-PRG) fillers
○Tatsumi Y1,2，Kawaki H2，Ishigure H1,2，Shimizu S1,2，Tsuruta H1,2，Umemura N2，Kamiya M3，Takayama E2，Hotta M1，Kondoh N2（1Dept Oper Dent, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Oral Biochem, Asahi Univ Sch Dent，3Chem Lab, Asahi Univ Sch Business Admin）





P1-27



Differentiation from mouse induced pluripotent stem cells to migration neural crest cells and analysis of the expression transcription factors
○Odashima A1，Onodera S2，Saito A2，Nakamura T2，Takada K3，Hoshino T4，Ichinohe T4，Azuma T2（1Dept Oral Health Sci Cent, Tokyo Dent Coll，2Dept Biochem, Tokyo Dent Coll，3Dept Endodontol, Tokyo Dent Coll，4Dept Dent Anesthesiol, Tokyo Dent Coll）





P1-28



Effects of mesenchymal stem cell-derived exosomes for BRONJ
○Watanabe J，Sakai K，Hibi H（Dept Oral Maxillofac Surg, Nagoya Univ Grad Sch Med）





P1-29



Identification and characterization of an arginine aminopeptidase from Prevotella intermedia
○Sarwar MT1，Ohara-Nemoto Y1，Kobayakawa T1，Naito M2，Nemoto TK1（1Dept Oral Mol Biol, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci，2Dept Microbiol Oral Infect, Grad Sch Biomed Sci, Nagasaki Univ）





P1-30



Pulmonary edema induced by cognate anti-MHC antibody accompanies glycocalyx degradation
○Fukui R1,2，Suzuki D1，Kamijo R1，Iijima T2（1Dept Oral Biochem, Showa Univ，2Dept Dent Anesthesiol, Showa Univ）





P1-31



Voltage-dependent ionic channels in human cementoblast
○Kamata S1,2，Higashikawa A2，Kimura M2，Inoue H2,3，Oyama S2，Ofusa W2，Shibukawa Y2，Yamashita S1（1Dept Removable Partial Prosthodont, Tokyo Dent Coll，2Dept Physiol, Tokyo Dent Coll，3Dept Dent Anesthesiol, Tokyo Dent Coll）





P1-32



Representation of taste at gustatory test in schoolchildren
○Hashizume N1，Saiki C1，Ide R1，Imai T1，Kawauchi K2，Ishii H2（1Dept Physiol, Nippon Dent Univ, Life Dent at Tokyo，2Ichikawa Dent Assoc）





P1-33



Transient receptor potential vanilloid 2 contributes to mechanical and heat hypersensitivity associated with buccal mucosal incision
○Urata K1，Shinoda M2，Iwata K2（1Dept Prosthodont, Nihon Univ Sch Dent，2Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent）





P1-34



Effects of β-blocker on cardiac dysfunction induced by LPS derived from Porphylomonas gingivalis
○Matsuo I1，Suita K2，Kawamura N2，Hayakawa Y4，Yagisawa Y3，Ito A3，Oonuki Y2，Gomi K1，Okumura S2（1Dept Periodontol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Div Physiol, Tsurumi Univ Grad Sch Med Dent，3Dept Div Orthodl, Tsurumi  Univ Grad Sch Med Dent，4Dept Div Dent Anesthesiol, Tsurumi Univ Grad Sch Med Dent）





P1-35



Mechano-sensitive TRP channels mediate tooth movement-induced pain
○Morii A1,2，Hitomi S1，Ujihara I1，Sago-Ito M2，Kawamoto T2，Ono K1（1Div Physiol, Kyushu Dent Univ，2Div Orofac Funct Orthodont, Kyushu Dent Univ）





P1-36



TRPV1 contribute to Facial mechanical hyperalgegia in mouse asthma model
○Cao AL1,2，Gao WQ1，Yoshimoto R1,2，Aijima R3，Ohsaki Y1，Zhang JQ4，Kido M1,2（1Dept Anat Physiol, Saga Med Sch，2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Dept Oral Maxillofac Surg, Saga Med Sch，4Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-37



Bidirectional modulation of masseter muscle nociception in the nucleus raphe magnus and locus coeruleus under psychophysical stress conditions in rats
○Shimizu S1，Nakatani Y1，Kurose M1，Hasegawa M1，Takagi R2，Yamamura K1，Okamoto K1（1Div Oral Physiol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent，2Div Oral Physiol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent，3Div Oral Maxillofac Surg, Niigata Univ Grad Sch Med Dent）





P1-38



The expression of protocadherin 20 (Pcdh 20) in mouse taste buds
○Hirose F1，Takai S1，Takahashi I2，Shigemura N1,3（1Sect Oral Neurosci, Kyushu Univ Grad Sch Dent，2Sect Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Div Sensory Physiol, R&D Cent for Taste & Odor Sensing, Kyushu Univ）





P1-39



P2X7 receptor-pannexin-1 channel coupling in trigeminal ganglion neurons
○Inoue H1，Kuroda H2，Ohyama S3，Ofusa W3，Nagai S4，Kamata S5，Higashikawa A3，Kimura M3，Shibukawa Y3，Ichinohe T1（1Dept Dent Anesthesiol, Tokyo Dent Coll，2Dept Crit Care Med Dent, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，3Dept Physiol, Tokyo Dent Coll，4Dept Oral Pathobiological Sci Surg, Tokyo Dent Coll，5Dept Removable Partial Prosthodont, Tokyo Dent Coll）





P1-40



Inhibitory role of Sake on increased masseter muscle nociception under psychophysical stress conditions is not due to the direct action of ethanol
○Nakatani Y1,2，Kakihara Y3，Shimizu S1,2，Kurose M2，Saeki M3，Takagi R2，Yamamura K1，Okamoto K1（1Div Oral Physiol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent，2Div Oral Maxillofac Surg, Niigata Univ Grad Sch Med Dent，3Div Dent Pharmacol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent）





P1-41



Nav1.8 neonatal associated with trigeminal nerve injury is involved in the enhancement of injury-induced hypersensitivity in adulthood
○Soma K1，Shinoda M2，Iwata K2（1Dept Pediatr Dent, Nihon Univ Sch Dent，2Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent）





P1-42



Direct glutamatergic projection from the insular cortex to excitatory and inhibitory neurons in the trigeminal spinal subnucleus caudalis in the rat
○Nakaya Y，Kobayashi M（Dept Pharmacol, Nihon Univ Sch Dent）





P1-43



Mechanosensitive ionic channels in neonatal rat trigeminal ganglion neurons
○Higashikawa A，Kimura M，Shimada M，Ofusa W，Ohyama S，Ando M，Kono K，Mochizuki H，Shibukawa Y（Dept Physiol, Tokyo Dent Coll）





P1-44



Impaired store-operated Ca2+ entry in mouse salivary glands decreases the volume of saliva secretion
○Nakanishi M1，Haruyama N2，Kuremoto K3，Takahashi I2（1Sect Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Hosp，2Sect Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Hiroshima Univ Hosp）





P1-45



Apoptosis-inducible factors in the salivary gland following chronic periodontitis
○Shikayama T1,2，Sago-Ito M3，Hitomi S2，Ujihara I2，Naniwa M2，Usui M1，Ono K2（1Div Periodontal, Kyushu Dent Univ，2Div Physiol, Kyushu Dent Univ，3Div Orofac Funct Orthodont, Kyushu Dent Univ）





P1-46



Associations between parasympathetic nerve-mediated blood flow increase and salivary secretion in rat salivary glands
○Sato T，Mito K，Ishii H（Div Physiol, Dept Oral Biol, Sch Dent, Health Sci Univ Hokkaido）





P1-47



The effect of aging on salivary gland function
○Miyagi Y，Kondo Y，Hori Y，Munemasa T，Mukaibo T，Masaki C，Hosokawa R（Div Oral Reconstr Rehabil, Kyushu Dent Univ）





P1-48



Isoliquiritigenin, an ingredient in hangeshashinto, inhibits oral ulcer-induced pain through blockage of voltage-dependent ion channels
○Miyamura Y1,2，Hitomi S1，Ujihara I1，Ono K1（1Div Physiol, Kyushu Dent Univ，2Div Dent Radiol, Kyushu Dent Univ）





P1-49



MiR-125b derived from osteoblasts confers on bone formation an advantage over bone resorption to maintain healthy bones
○Ito S1，Minamizaki T2，Yoshiko Y2（1Dept Orthod, Hiroshima Univ Inst Biomed Health Sci，2Dept Calcif Tissue Biol, Hiroshima Univ Inst Biomed Health Sci）





P1-50



Cellular regulation of bone/vascular mineralization mediated by FGF23/klotho signaling
○Hasegawa T1，Miyamoto Y2，Hongo H1，Yamamoto T3，Amizuka N1（1Dept Deve Biol Hard Tissue, Grad Sch Dent Med, Hokkaido Univ，2IUHW Atami Hosp，3JSDF Hanshin Hosp）





P1-51



Histological analysis on bone tissue of obese type 2 diabetic SDT-fa/fa rats
○Hongo H1，Tsuboi K2，Hasegawa T1，Amizuka N1（1Dept Deve Biol Hard Tissue, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Oral Maxillofac Surg, Haibara Geral Hosp）





P1-52



The role of canonical Wnt signal in the formation process of dentin bridge
○Hara M1，Horibe K2，Hiraga T2，Nakamura H2（1Dept Hard Tissue Res, Matsumoto Dent Univ Grad Sch Dent，2Dept Oral Histol, Matsumoto Dent Univ）





P1-53



Multi-analysis of pulp stone in type2 diabetes model rat
○Takashima A，Miura J，Sugiyama K，Simizu M（Osaka Univ Grad Sch Dent Div Interdisci Dent）





P1-54



Three-dimensional reconstruction of pulp horns in molars with protostylids
○Sakakibara K1，Kawano Y2，Sugiyama A2，Miyao M1，Takigawa T2（1Dept Prosthodont Div Oral Funct Sci and Rehabil, Asahi Univ Sch Dent，2Oral Struct Funct Deve Oral Anat, Asahi Univ Sch Dent）





P1-55



Architectural analysis of the periodontal ligament on a mesoscale, utilizing three-dimensional volume imaging
○Hirashima S1,2（1Div Microscopic & Deve Anat, Dept Anat, Kurume Univ Sch Med，2Dent & Oral Med Cent, Kurume Univ Sch Med）





P1-56



Distribution of neuropeptide calcitonin gene-related peptide-α during formation of mouse tooth germ
○Maeda Y，Miwa Y，Sato I（Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P1-57



Spheroids co-cultured of human periodontal ligament cells and vascular endothelial cells enhance periodontal tissue regeneration
○Sano K1，Usui M1，Kondo H2，Nakatomi M3，Sato T4，Ariyoshi W5，Togari A2，Nishihara T5（1Div Periodontal, Kyushu Dent Univ，2Div Pharmacol, Aichi-Gakuin Univ Sch Dent，3Div Anat, Kyushu Dent Univ，4Div Oral Maxillofac Surg, Saitama Med Univ Sch Med，5Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ）





P1-58



The origin and turnover of the junctional epithelium in mice
○Saito K1，Ida-Yonemochi H1，Nakakura-Ohshima K2，Ohshima H1（1Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Div Pediatr Dent, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P1-59



Osteogenic potential of Gli1-positive cells in periodontal ligament
○Shalehin N，Hosoya A，Takebe H，Hasan M，Irie K（Div Histol Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent）





P1-60



Alveolar bone regeneration experiment model after inflammatory bone resorption in mice
○Horibe K，Nakamura H（Dept Oral Histol, Matsumoto Dent Univ）





P1-61



Deletion of TRPV4 affects oral wound healing processes
○Yoshimoto RU1,2,3，Aijima R4，Ohsaki Y1，Fujii S2，Zhang JQ5，Cao AL1,2，Gao WQ1，Kiyoshima T2，Kido MA1（1Dept Anat Physiol, Saga Univ Fac Med，2Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Sch Dent，3Sect Periodontol, Kyushu Univ Grad Sch Dent，4Dept Oral & Maxillofac Surg, Saga Univ Fac Med，5Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-62



Hydroxyapatite on the implant affect osteopontin deposition to increase direct osteogenesis
○Makishi S，Watanabe T，Saito K，Ohshima H（Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P1-63



Wnt5a, produced by mechanically stimulated rat periodontal ligament cells, elongates peripheral nerves via MEK1/2 and PI3K pathways
○Takahashi K，Yoshida T，Wakamori M（Div Mol Pharmacol Cell Biophys, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-64



Adiponectin and its receptors in Type I and II DM rats.
○Miyake G1,2，Taira F1,2，Ogasawara Y1,2，Bando Y1，Sakiyama K1，Amano O1（1Div Anat, Meikai Univ Sch Dent，2Div Oral Surg II, Meikai Univ Sch Dent）





P1-65



The novel basic-helix-loop-helix transcription factor AmeloD regulates dental epithelial cell motility essential for tooth development
○Chiba Y1,2，Yoshizaki K2,3，Saito K1，Nakamura T2,4，Iwamoto T2,5，Fukumoto S1,2（1Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Mol Biol Sect, NIDCR, NIH，3Sect Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，4Div Mol Pharmacol Cell Biophys, Tohoku Univ Grad Sch Dent，5Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci, Dept Pediatr Dent）





P1-66



Cyclophosphamide induces various dental anomalies
○Nakatsugawa K，Kurosaka H，Yamashiro T（Dept Orthodont Osaka Univ Grad Sch Dent）





P1-67



PKP1 regulates distribution of a tight junction molecule ZO-1 in dental epithelial cells
○Miyazaki K1，Yoshizaki K1，Yuta T1，Han X1，Arai C1，Funada K1，Tian T1，Fukumoto S2，Takahashi I1（1Sect Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，2Div Ped Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-68



Studies on deep-freezing preservation of fetal mouse submandibular glands
○Adachi K1，Ohno Y2，Sato K2，Muramatsu Y1，Kashimata M2（1Dept Oral  Maxillofac Surg, Asahi Univ Sch Dent，2Dept Dent Pharmacol, Asahi Univ Sch Dent）





P1-69



Indentification and fuctional analysis of microRNA-875 as a specific marker for tooth development
○Funada K1，Yoshizaki K1，Han X1，Miyazaki K1，Arai C1，Yuta T1，Tian T1，Fukumoto S2，Takahashi I1（1Dev Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，2Div Pediatr Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-70



The role of Nkx2-3 homeobox transcription factor in cusp formation during tooth development
○Han X1，Yoshizaki K1，Miyazaki K1，Arai C1，Funada K1，Yuta T1，Tian T1，Fukumoto S2，Takahashi I1（1Div Orthod Dentofac Orthop, Kyushu Univ Grad Sch Dent，2Div Pediatr Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-71



The distribution of the stem cells and transit amplifying cells in the apical bud of guinea pig cheek teeth
○Seino Y1，Nakatomi M2，Ida-Yonemochi H1，Ohshima H2（1Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Div Anat, Kyushu Dent Univ）





P1-72



Quail-chick chimera model with EGFP-Tol2 labeling system elucidates the origin of coronary endothelial cells in avian heart
○Kamimura T，Yano W，Sato K，Sonomura T，Ejiri S（Dept Oral Anat, Div Anat, Asahi Univ Sch Dent）





P1-73



TGF-β and Shh in the palatal epithelium induce Tenascin C expression in the palatal mesenchyme
○Ohki S1，Oka K1，Ogata K2，Nakamura M1，Okuhara S3，Ozaki M1，Iseki S3，Sakai T4（1Fukuoka Dent Coll, Div Pediatr Dent，2Fukuoka Dent Coll，3Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci, Dept Mol Craniofac Embryol，4Osaka Univ Grad Sch Dent, Dept Oral-Facial Disorders）





P1-74



P2 purinergic receptor agonists and IL-1 synergistically induce IL-6 production in human oral epithelial cells
○Shishido K1,2，Kuroishi T1，Sugawara S1（1Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Orthod Dentofac Orthop, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-75



The biological property of IL-17A in vascular endothelial cells
○Shiotsugu S1,2，Ariyoshi W1，Okinaga T1，Yoshioka I2，Nishihara T1（1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ，2Div Oral Med, Kyushu Dent Univ）





P1-76



Analysis of intestinal dysbiosis in murine model of food allergy
○Matsui S1,2，Kataoka H2，Maruoka Y1，Kuwata H2（1Dept Spec Needs Dent, Div Community Based Comprehensive Dent, Showa Univ Sch Dent，2Dept Microbiol Immunol, Showa Univ Sch Dent）





P1-77



IgG complex with protein a of  Staphylococcus aureus enhance the differentiation and bone resorption of osteoclasts
○Kamohara A1，Kukita T2，Kukita A1（1Dept Microbiol, Fac Med Saga Univ，2Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-78



Effect of endogeneous hyaluronan on osteoclast formation
○Nakao Y1,2，Ariyoshi W1，Hikiji H3，Okinawa T1，Nishihara T1（1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ，2Div Oral Med, Kyushu Dent Univ，3Dept Oral Funct Manage, Kyushu Dent Univ）





P1-79



Streptococcus pyogenes ArcA contributes to the expression of virulence factors under low glucose condition
○Hirose Y，Yamaguchi M，Goto K，Sumitomo T，Nakata M，Kawabata S（Dept Oral Mol Microbiol, Osaka Univ Grad Sch Dent）





P1-80



Environmental nitrate increased the nitrite production of oral Veillonella
○Dimas Prasetianto W，Washio J，Takahashi N（Div Oral Ecol Biochem, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-81



Comparative genomic analysis of all oral Veillonella species
○Mashima I1，Nakazawa F2（1Dept Oral Biol, Sch Dent Med SUNY at Buffalo，2Health Sci Univ Hokkaido, Grad Sch Dent）





P1-82



The role of docosahexaenoic acid on macrophage polarization
○Kawano A1，Okinaga T1,2，Ariyoshi W1，Hikiji H3，Nishihara T1（1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ, Grad Sch Dent，2Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ，3Dept Oral Funct Manage, Kyushu Dent Univ）





P1-83



Mild heat stress response mechanism in Candida albicans biofilm formation
○Ikezaki S1,2，Cho T1，Nagao J1，Tasaki S1，Yasumatsu K1，Toyoda K1，Narita Y1，Arita-Morioka K1，Ikebe T1，Tanaka Y1（1Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll，2Div Oral Surg, Fukuoka Dent Coll）





P1-84



Regulation of extracellular amyloid fibril dependent biofilm formation using Myricetin delivertives
○Arita-Morioka K1，Nagao J2，Narita Y2，Ikezaki S2，Yasumatsu K2，Toyoda K2，Tasaki S2，Cho T2，Tanaka Y1,2（1Adv Sci Res Cent, Fukuoka Dent Coll，2Div Infect. Biol, Fukuoka Dent Coll）





P1-85



Analysis of bacteriocins in Streptococcus mutans
○Watanabe A1，Matsuo M2，Komatsuzawa H2（1Field of Dev Med, Health Res Course, Dept Orthodont and Dentofac Orthopedics, Grad Sch Med Dent Sci, Kagoshima Univ，2Field of Dev Med, Health Res Course, Dept Oral Microbiol,  Grad Sch Med Dent Sci, Kagoshima Univ）





P1-86



Efficacy of an isodecyl-galactoside containing mouthrinse on oral malodor and tongue microbiome: A 3-month randomized clinical trial
○Tajikara T1，Yano Y1，Takeshita T2，Yamashita Y2（1Personal Health Care Products Research, Kao corporation，2Kyushu Univ Grad Sch Dent, Sect Prevent Dent Public Health）





P1-87



Higher acetaldehyde production by oral bacteria under weak alkaline and aerobic conditions
○Tagaino R1,2，Washio J2，Tanda N3，Sasaki K1，Takahashi N2（1Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Adv Prosthet Dent，2Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Oral Ecol Biochem，3Tohoku Univ Grad Sch Dent Div Prev Dent）





P1-88



Suppressive (Fungophobic) effect of MPC-polymer coating on Candida adherence to denture base resin
○Fujiwara N1，Murakami K2，Yoshida K3，Kudo Y4，Hirota K5，Ozaki K1，Fujii H2，Yumoto H6（1Dept Oral Health Care Promo, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，2Dept Oral Microbiol, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，3Dept Oral Health Care Educ, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，4Dept Oral Mol Pathol, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，5Dept Med Hyg, Kochi Gakuen Coll，6Dept Periodontol Endodontol, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci）





P1-89



Identification of antigenic proteins involved in T cell responses to periodontal pathogenic bacteria
○Toyoda K1，Narita Y1，Nagao J1，Arita-Morioka K1，Yasumatsu K1,2，Ikezaki S1，Tasaki S1，Cho T1，Kido H2，Tanaka Y1（1Div Infect Biol, Dept Funct Biosci, Fukuoka Dent Coll，2Div Infect, Oral Implant, Fukuoka Dent Coll）





P1-90



The effects of green tea and coffee to oral microbiota composition
○Ogata K，Takeshita T，Shibata Y，Yamashita Y（Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-91



Influence of alkaline endodontic irrigates on E. faecalis Biofilm
○Sato T1，Suzuki J2，Fujimaki R2，Tani-Ishii N2，Goda S1，Hamada N1（1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，2Dept Oral Interdiscipl Med, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P1-92



Biological activity of Porphyromonas salivosa ATCC 49407 fimbriae
○Inaba K，Sasaki H，Toyama T，Sato T，Watanabe K，Goda S，Hamada N（Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P1-93



The role of PGN_0301 gene on Porphyromonas gingivalis
○Wang H1，Nakayama M1,2，Ono S1,3，Abu Saleh Muhammad S1，Tachibana M1，Ohara N1,2（1Dept Oral Microbiol, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，2ARCOCS, Okayama Univ Dent Sch，3Dept Periodont Sci, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci）





P1-94



Bactericidal effect of onion extract against oral pathogens
○Mukai Y，Ohshima T，Kawai T，Maeda N（Dept Oral Microbiol, Tsurumi Univ Grad Sch Dent）





P1-95



Longitudinal changes in bacterial diversity and composition of oral microbiota in infant
○Kageyama S，Takeshita T，Asakawa M，Shibata Y，Yamashita Y（Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-96



Identification of dysbiotic tongue microbiota using one-class support vector machine detecting outlier
○Asakawa M，Takeshita T，Kageyama S，Shibata Y，Yamashita Y（Dept Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P1-97



Component analysis of cell-wall anchored pili of Streptococcus sanguinis
○Li Y1，Nakata M1，Okahashi N2，Yamaguchi M1，Sumitomo T1，Kawabata S1（1Dept Oral Microbiol, Osaka Univ Grad Sch Dent，2Cent Frontier Oral Sci, Osaka Univ Grad Sch Dent）





P1-98



Inhibitory effect of β-glucan on A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages
○Inoue M1,2，Okinaga T1，Ariyoshi W1，Morishita M2，Usui M2，Nishihara T1（1Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ，2Div Periodontal, Kyushu Dent Univ）





P1-99



P. gingivalis induces production of inflammatory cytokines in various respiratory epithelial cells
○Watanabe N1,2，Tamura M2，Kamio N2，Hayata M2,3，Sato S1，Imai K2（1Dept Periodontol, Nihon Univ Sch Dent，2Dept Microbiol, Nihon Univ Sch Dent，3Dept Dysphagia Rehabil, Nihon Univ Sch Dent）





P1-100



Influence of maternal immune activation by bacterial infection on the fetal brain development
○Yasumatsu K1,2，Nagao J1，Toyoda K1,2，Narita Y1，Arita K1，Ikezaki S1，Tasaki S1，Cho T1，Kido H2，Tanaka Y1（1Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll，2Div Oral Implantol, Fukuoka Dent Coll）





P1-101



Tissue-resident macrophages in the murine submandibular gland
○Lu L1,2，Kuroishi T2，Sugawara S2（1Div Oral Diag, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Oral Immunol, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P1-102



High metastatic tumor exosome miRNA promotes metastasis via alteration of endothelial cells
○Morimoto M1,2，Maishi N1，Hida K1（1Dept Vascular Biol Mol Pathol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Oral Diagn Med, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P1-103



The expression of mechanosensitive ion channel Piezo1 regulates cell proliferation in oral squamous cell carcinomas
○Hasegawa K，Fujii S，Kiyoshima T（Lab Oral Pathol, Kyushu Univ Fac  Dent）





P1-104



Epigenetic alternation promotes transition from squamous components to adenocarcinoma components in adenosquamous carcinoma
○Mikami Y1，Fujii S2，Nakamura S1，Kiyoshima T2（1Sect Oral Maxillofac Oncol, Kyushu Univ Fac  Dent，2Lab Oral Pathol, Kyushu Univ Fac  Dent）





P1-105



（withdrawn）




P1-106



A crucial role of follicular helper T cells in autoimmunity of a mouse model for Sjogren's syndrome
○Otsuka K1，Yamada A1，Saito M2，Ushio A1，Kisoda S1，Tsunematsu T3，Kudo Y1，Arakaki R1，Ishimaru N1（1Dept Oral Mol Pathol, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，2Dept Human Genetics Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci，3Dept Pathol Lab Med, Tokushima Univ Grad Sch Inst Biomed Sci）





P1-107



Expression of PRIP in breast cancer cells downregulates tumor growth
○Maetani Y1，Asano S1，Kanematsu T1（1Dept Cell Mol Pharmacol, Hiroshima Univ Inst Biomed Health Sci，2Dept Dent Anesthesiol, Hiroshima Univ Inst Biomed Health Sci）





P1-108



Development of improved IP3 biosensors using circularly permuted fluorescent proteins
○Jahan A1，Murata K1，Morita T2，Nezu A1，Tanimura A1（1Div Pharmacol,  Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent，2Dept Biochem,  Nippon Dent Univ at Niigata）





P1-109



The extracellular glucose-concentration affects the polarization of macrophages through AMPK
○Kudo T1,2，Usui M1，Higashi S2，Ohsumi T2，Takeuchi H2（1Div Periodontal,  Kyushu Dent Univ，2Div Appl Pharmacol,  Kyushu Dent Univ）





P1-110



Chronic systemic exposure of lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis induces bone loss and memory decline in middle-aged mice
○Gu Y1，Ni J2，Wu Z2，Takahashi I1（1Sect Orthodont Dentofac Orthoped, Div Oral Health, Growth and Dev, Fac Dent Sci, Kyushu Univ，2Dept Aging Sci and Pharmacol, Fac Dent Sci, Kyushu Univ）





P1-111



Therapeutic effects of scAAV8-mediated high dose expression of bone targeted alkaline phosphatase on the lethal hypophosphatasia mice
○Takahashi A1，Ikeue R2，Tanase T3，Kasahara M1（1Dept Pharmacol,  Tokyo Dent Coll，2Dept Crown Bridge Prosthodont, Tokyo Dent Coll，3Dept Pediatr Dent,  Tokyo Dent Coll）





P1-112



Dyslipidemia model mice develop bone loss and stenosed dental pulp
○Kurotaki Y1,2，Sakai N2，Karakawa A2，Chatani M2，Negishi-Koga T2，Takami M2（1Dept SND, Div Community-Based Comprehensive Sch Dent, Showa Univ，2Dept Pharmacol Sch Dent Showa Univ）





P1-113



Diagnostic and therapeutic potentials of HSP90-exosomes in oral squamous cell carcinoma
○Ono K1，Eguchi T1,3，Sogawa C1，Okusha Y1，Kawai H4，Nakano K4，Sasaki A2，Okamoto K1，Kozaki K1（1Dept Dent Pharmacol, Okayama Univ Grad Sch Med Dent，2Dept Oral Maxillofac Surg Biopathol, Okayama Univ Grad Sch Med Dent，3Adv Res Ctr Oral Craniofac Sci, Okayama Univ，4Dept Oral Pathl and Med, Okayama Univ Grad Sch Med Dent）





P1-114



A decrease in MARCKS and AQP5 expression in lacrimal gland in male NOD mice
○Ohno Y，Satoh K，Kashimata M（Dept Pharmacol, Asahi Univ Sch Dent）





P1-115



Role of calcium responses on differentiation of dental epithelial cells and cell migration
○Murata K1，Morita T2，Nezu A1，Saitoh M3，Tanimura A1（1Div Pharmacol, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata，3Div Pediatr Dent, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent）





P1-116



Increased and altered subcellular distribution of cathepsin B in microglia induces cognitive impairment in mice
○Ni J1，Wu Z1,2，Hayashi Y1，Nakanishi H6（1Dept Aging Sci and Pharmacol, Kyushu Univ，2OBT Res Cent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ，3Dept Biochem Mol Struct Biol, J. Stefan Inst，4Inst fur Molekulare Medizin und Zellforshung, Albert-Ludwigs-Universiat Freiburg，5Beijing Key Lab Separation and Analysis in Biomedical and Pharmaceuticals, Dept Biomed Engin, Sch Life Sci, Beijing Inst Technol，6Dept Pharmacol, Fac Pharmaceut Sci, Yasuda Women's Univ）





P1-117



Ratanasampil suppresses the hypoxia-related inflammatory responses by inhibiting oxidative stress and NF-κB activation in microglia
○Meng J1，Ni J1，Hayashi Y1，Nakanishi H4，Zhu A3，Wu Z1,2（1Dept Aging Sci and Pharmacol, Kyushu Univ，2OBT Res Cent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ，3Institution of Geriatric Qinghai Provincial Hospital, Xining, China，4Dept Pharmacol, Fac Pharmaceut Sci,Yasuda Women's Univ）





P1-118



Inhibiting effect of TRPV2 obstruction medicine to a scar shrinkage of a rat
○Ishii T1，Miyake Y1，Hatta M2，Uchida K2，Yamazaki J3（1Sect Orthodont, Dept Oral Growth and Deve，Fukuoka Dent Coll，2Dept Physiological Sci & Mol Biol，Fukuoka Dent Coll，3Lab Veter Pharmacol, Dept Veter Med, Nihon Univ Coll Bioresource Sci）





P1-119



Control of bone metabolism with a therapeutic agent for Perkinnson's disease
○Kiyohara S1，Handa K1，Yamakawa T1，Sakai N1，Karakawa A1，Ozeki M2，Negishi T1，Takami M1（1Dept Pharmacol, Showa Univ Sch Dent，2Dept Implant Dent, Showa Univ Sch Dent）





P1-120



Stimulatory effects of osteoblast differentiation by inducing clustering of RANKL molecules on osteoblast cell surface
○Sone E1，Tamura Y2，Sugamori Y3，Yoda T1,3，Aoki K3（1Dept Maxillofac Surg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Pharmacol,  Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Dept Basic Oral Health Eng, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P1-121



Formation of calcified precipitates in C2C12 cells with combination of BMP-2 and midazolam
○Hidaka Y1，Fujii-Abe K1，Karakida T2，Saito MM2，Yamamoto R2，Yamakoshi Y2，Kawahara H1（1Dept Dent Anesthesiol Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Biochem Mol Biol Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P1-122



Effects of phenytoin on the calcium responses in human gingival fibroblast
○Minowa E1，Murata K2，Kurashige Y1，Saitoh M1，Tanimura A2（1Div Pediatr Dent, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent，2Div Pharmacol, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent）





P1-123



Effects of newly developed compounds targeting tetraplex DNA structure on cancer cell proliferation
○Fukuda H1，Higashi S2，Ohsumi T2，Takeuchi H2（1Kyushu Dent Univ Div Oral Maxilofac  Surg，2Kyushu Dent Univ Div Appl Pharmacol）




(September 5, 18：00-18：40)


PS1-01



Analysis of inhibitory mechanism of adipogenesis by low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS)
○Nagao Y1，Nishida T2，Takigawa M3，Kubota S2,3（1Okayama Univ Dent Sch，2Dept Biochem Mol Dent, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，3ARCOCS, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci）





PS1-02



Chronic systemic Porphyromonas gingivalis infection induces memory deficits in aged female mice with declining anti-inflammatory abilities of microglia
○Nakanishi Y（Dept Aging Sci Pharmacol, Kyushu Univ）





PS1-03



Distribution of alpha-synuclein in the cranial sensory ganglia
○Saijo S1，Sato T1，Yajima T1，Shimazaki K1，Nishitani T1,2，Hoshika T2，Nishitani Y2，Ichikawa H1（1Div Oral Craniofac Anat, Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Dept Restorat Dent Endodont, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





PS1-04



A role of RANKL-contained exosomes secreted by metastatic colon cancer cells
○Itagaki M1，Sogawa T1，Okusya Y1，Eguchi T1,3，Ono K1，Okamoto K1（1Dept. Div Pharmacol, Okayama Univ Sch Dent，2Student/Dent Sch, Okayama Univ，3Adv Res Cent Oral and Craniofac Sci, Okayama Univ Dent Sch）





PS1-05



Screening of molecules interacting with a bone-derived hormone, osteocalcin
○Sameshima J1，Nakatsuji K1，Kaku K1，Noda J1，Gao J1，Mizokami A2，Matsuda M1，Jimi E1,2（1Dept Sect Mol Biochem, Kyushu Univ  Sch Dent，2OBT Res Ctr, Fac of Dent Sci, Kyushu Univ）





PS1-06



Effects of midazolam for odontoblastic differentiation of dental pulp cells
○Asada S1，Kudo C2，Karakida T3，Yamamoto R3，Saito M M3，Chiba R3，Yamakoshi Y3（1Third-year Dent. Stu, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Second-year Dent. Stu, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Biochem Mol Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





PS1-07



Immunohistochemical study of β-catenin expression in the salivary gland tumors
○Okazaki Y1,2，Inaba K1,2，Nagata K2，Fujii S2，Kiyoshima T2（1Kyushu Univ Sch Dent，2Sect Oral Pathol, Grad Sch Dent, Kyushu Univ）





PS1-08



Phylogenetic and protein structure analysis of hyaluronidase in Streptococcus pyogenes
○Higashi K1，Takebe K1，Yamaguchi M1，Sumitomo T1，Nakata M1，Suzuki M2，Kawabata S1（1Dept Oral Microbiol, Osaka Univ Grad Sch Dent，2Inst Protein Res, Osaka Univ）





PS1-09



Effect of plant-derived extract against cariogenic bacteria
○Migita H1，Kawada-Matsuo M2，Komatsuzawa H2（15th grade, Kagoshima Univ Dept Dent，2Dept Oral Microbiol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent）





PS1-10



Inflow of oral bacteria into drinks for babies through artificial nipples
○Aihara H1，Wakui A1，Sano H1，Kawachi M1，Washio J2，Abiko Y2，Mayanagi G2，Yamaki K2，Takahashi N2，Sato T1（1Div Clin Chem, Dept Med Technol, Niigata Univ Sch of Health Sci，2Div Oral Ecol Biochem, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





PS1-11



Relationship between immunoglobulin in saliva and periodontal status
○Nanbu K1，Kageyama S2，Takeshita T2，Shibata Y2，Asakawa M2，Yamashita Y2（1Kyushu Univ Sch Dent，2Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





PS1-12



Screening of candidate antimicrobials derived from oral bacteria to prevent dental caries and periodontal disease
○Ikemoto R1,2，Tatamiya Y1,2，Nagao J2，Tanaka Y2（1Undergraduate research student program, Fukuoka Dent Coll，2Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll）





PS1-13



Molecular mechanisms underlying development of palladium allergy in an animal model
○Seki T，Sato N，Higuchi S，Ogasawara K（Dept Immunobiol, Tohoku Univ Grad Sch Dent）




(September 6, 17：00-17：40)


P2-01



Effects of vitamin C deficiency on the expressions of taste signaling elements in fungiform papillae taste bud cells
○Yasuo T，Yamamura T，Suwabe T，Sako N（Dept Oral Physiol, Asahi Univ Sch Dent）





P2-02



Pak 6/7 regulates acidic extracellular pH-induced MMP-9 expression level in mouse B 16 melanoma cells
○Kawashima M1，Maeda T2，Suzuki A2，Kato Y2（1Div Oral Maxillofac. Surg, Ohu Univ Sch Dent，2Div Oral Biochem, Ohu Univ Sch Dent）





P2-03



Involvement of signaling molecules during vascular development of mouse embryo
○Sunohara M，Sato I（Dept Anat, Sch Life Dent at Tokyo, The Nippon Dent Univ）





P2-04



Effect of FGF2 on differentiation and proliferation in MC3T3-E1 cells
○Suzuki A，Sugiyama G（Kyushu Univ Grad Sch Dent, Oral Maxillofac Surg）





P2-05



Gingival enlargement induced by phenytoin via death receptor signaling pathways
○Takeuchi R1，Matsumoto H2，Hiratsuka K1（1Dept Biochem Mol Biol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo，2Dept Pharmacol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P2-06



A study on association between grit and results of examinations in dental education
○Yoshida W1,2，Kawai R1,2，Sugita Y1,2，Kubo K1,2，Kato S1,2，Isomura M1,2，Maeda H1,2（1Dept Oral Pathol, Aichi Gakuin Univ Sch Dent，2Center for Advanced Oral Sci, Aichi Gakuin Univ Grad Sch Dent）





P2-07



Involvement of macrophages in peripheral AβMetabolism during chronic systemic Porphyromonas gingivalis infection
○Nie R1，Ni J2，Hayashi Y2，Wu Z2,3，Zhou Y1（1Dept Dent Implantol, Sch and Hospital of Stomatol, Jilin Univ, Changchun, China，2Dept Aging Sci and Pharmacol, Kyushu Univ，3OBT Res Cent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ）





P2-08



Computer graphic aided histological image production root resorption of deciduous tooth in tooth succession
○Chiba T1，Chiba R2，Yamakoshi Y2，Shimoda S1（1Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Biochem Mo Biol, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P2-09



Implications of dental enamel protein expression and mineral distribution in thermosensitive TRPV channel gene deficient mice
○Zhang JQ1，Yoshimoto R2,3,4，Aijima R5，Ohsaki Y2，Ida H6，Kukita T1，Kido MA2（1Sect Mol Cell Biol Oral Anat, Kyushu Univ Grad Sch  Dent，2Dept Anat Physiol, Saga Univ Fac Med，3Sect Oral Pathol, Kyushu Univ Grad Dent，4Sect Periodontal, Kyushu Univ Grad Dent，5Dept Oral Maxillofac Surg, Saga Univ Fac Med，6Div Anat Cell Biol Hard Tissue, Niigata Univ Grad Sch  Med Dent Sci）





P2-10



Roles of IL-1 produced from neutrophils during exercise
○Tsuchiya M1，Chaweewannakorn C2，Sasaki K2，Sugawara S3，Watanabe M4，Endo Y5（1Dept Nurs, Tohoku Fukushi Univ，2Div Adv Prosthet Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent，3Div Oral Immun, Tohoku Univ Grad Sch Dent，4Dept Gener Welf, Tohoku Fukushi Univ，5Div Oral Maxill Surg, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P2-11



Inhibitory effects of dexamethasone on forced mouth opening hypertrophy in mouse masseter
○Umeki D1，Ohnuki Y2，Ito A1，Yagisawa Y1，Kawamura N4，Suita K2，Ishikawa M3，Nakamura Y1，Okumura S2（1Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med，4Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P2-12



Expression of tenomodulin in early postnatal mouse of trapezius muscle
○Sato I，Miwa Y，Sunohara M（Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P2-13



Three-dimensional morphology of Golgi apparatus in osteoclasts by light microscopic cytochemistry and scanning electron microscopy using OsO4maceration
○Yamamoto T，Hasegawa T，Hongo H，Amizuka N（Dept Deve Biol Hard Tissue, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P2-14



Mechanisms involved in inhibition of osteoclast formation by curdlan via dectin-1 internalization and syk protein degradation
○Ariyoshi W，Okinaga T，Nishihara T（Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ）





P2-15



Expression of mechanosensitive ion channel in osteoblasts
○Nagai N1，Higashikawa A2，Ooyama S2，Oofusa W2，Mochiduki H2，Ando M2，Kawano K2，Kimura M2，Shibukawa Y2，Katakura A1（1Dept Oral Pathobiological Sci Surg, Tokyo Dent Coll，2Dept Physiol, Tokyo Dent Coll）





P2-16



Uncarboxylated osteocalcin has a protective effect against UVB-induced reactive oxygen species in human keratinocytes
○Mukai S1，Mizokami A1，Gao J2，Jimi E1,2，Hirata M3（1OBT Cent, Kyushu Univ Dept Dent，2Dept Dent, Kyushu Univ，3Fukuoka Dent Coll）





P2-17



A localization of HuR in rat osteoclasts
○Itou K1，Kitamura T1，Matsuda A1，Takahashi T3，Iiduka T3，Higashino F1（1Dept Oral Pathol Biol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Oral Maxilofac Dent, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，3Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P2-18



The nuclear receptor AhR controls bone homeostasis by regulating osteoclast differentiation via the RANK/c-Fos signaling axis
○Izawa T（Dept Orthod Dentofac Orthop, Tokushima Univ Grad Sch  Inst Biomed Sci）





P2-19



Structural characteristics of bone in neonatal and adult capybaras
○Matsunaga S1,4，Kasahara N2,4，Kitamura K3,4，Abe S1,4（1Dept Anat, Tokyo Dent Coll，2Dept Forensic Odontol Anthropol, Tokyo Dent Coll，3Dept Histol Dev Biol, Tokyo Dent Coll，4Tokyo Dent Coll  Research Branding Project）





P2-20



Tooth and jawbone of Eusthenopteron observed from microfocus X-ray CT and SEM
○Mishima H1，Chiba T2，Miake Y3（1Dept Dent Eng, Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Histol Dev Biol, Tokyo Dent Coll）





P2-21



Occification process of the teeth in the process of fetus deveropment of the Japanese serow (Capricornis crispus)
○Koyasu K，Ikeda Y（Dept Anat, Aichi Gakuin Univ Sch Dent）





P2-22



Distribution of advanced glycation end product  (AGE) accumulation in dentin by glycation stress
○Shimizu M，Miura J，Sugiyama K，Takashima A（Div Interdisci Dent,  Osaka Univ Grad Sch Dent）





P2-23



Intracellular cAMP signaling activated by Gs-protein-coupled receptors in odontoblasts
○Kimura M1，Higashikawa A1，Oyama S1，Ofusa W1，Shimada M1，Kuroda H2，Kouno K1，Mochizuki H1，Ando M1，Shibukawa Y1（1Dept Physiol, Tokyo Dent Coll，2Dept Crit Care Med Dent, Kanagawa Dent Univ Grad Sch  Dent）





P2-24



The development of lower jaw teeth in Lophius litulon
○Yuguchi M1,2，Yamazaki Y1,2，Watase T1,2，Isokawa K1,2（1Dept Anat, Nihon Univ Sch Dent，2Div Funct Morphol, Dent Res Cent, Nihon Univ Sch Dent）





P2-25



Micro FTIR analysis of tooth enamel revealed by an acid erosion forming experiment using carbonated drink
○Kono T1，Noda H2，Tamamura R1，Sakae T1，Okada H1（1Dept Histol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo，2Dept Oral Surg, Nihon Univ Grad Sch Dent at Matsudo）





P2-26



Effect of mechanical stimulation evaluating functional and morphological alteration of gingival microcirculation with aging in rats
○Hidaka K，Wada-Takahashi S，Yoshida A，Yoshino F，To M，Hidaka K，Matsuo M，Takahashi SS（Dept Oral Sci, Grad Sch  Dent, Kanagawa Dent Univ）





P2-27



Analysis of genetic variations of osteopontin in human periodontal ligament fibroblast
○Hoshiriluck N1，Tang J1，Mizoguchi I2，Arakawa T1（1Div Biochem, Sch Dent, Health Sci Univ Hokkaido，2Div Orthod, Sch Dent, Health Sci Univ Hokkaido）





P2-28



Oleanolic acid acetate ameliorates inflammation and enhances bone formation in a mouse periodontitis model
○Adhikari N1，Neupane S1，Aryal Y1，Lee Y1，Kim TY1，Ha JH1，Cho JH1，An CH1，Suh JY1，Lee TH2（1Dept Biochem, Kyungpook Nat'l Univ，2Sch Dent, Chonnam National Univ，3Sch Med, Kyungpook National Univ，4Daegu Haany Univ，5Tokyo Dent Coll）





P2-29



Enhancement of tumor cell death by combining cisplatin with E4orf6 gene deleted oncolytic adenovirus
○Habiba U1，Matsuda A1，Kitamura T1，Hossain E2，Higashino F1,2（1Dept Oral Pathol Biol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Mol. Onc,  Hokkaido Univ Fac Dent Med and Grad Sch Biomed Sci Eng）





P2-30



Sensitivity for hydrogen peroxide in ρ0 cells and involvement of membrane status
○Takashi Y1,2，Tomita K1，Igarashi K1，Nishitani Y2，Sato T1（1Dept Appl Pharmacol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Restorat Dent Endodont, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P2-31



Construction of microenvironment for lymphatic metastasis of oral squamous cell carcinoma
○Fujita S，Katase N（Dept Oral Pathol, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci）





P2-32



Analysis of the molecular mechanisms in budding of ameloblastoma
○Shinohara S1，Kitamura T1，Matsuda A1，Takahashi T2，Iiduzuka T2，Higashino F1，Hida K1（1Dept Vascular Biol Mol Pathol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med，2Dept Surpport Sect Educ Res, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P2-33



The effects of liquid factor of keratinocyte against cancer
○Kitagawa N，Otani T，OGATA T，Inai T（Dept Morpho Bio, Fukuoka Dent Coll）





P2-34



Chorda tympani nerve responses to the 2 kinds of the binary mixtures in rats
○Yamamura T，Yasuo T，Suwabe T，Sako N（Dept Oral Physiol, Asahi Univ Sch Dent）





P2-35



Effects of vagotomy and area postrema lesion on emetine-induced nausea
○Funahashi M，Hirai Y，Fujita M，Hisadome K，Maezawa H（Dept Oral Physiol, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P2-36



Neurodegeneration of trigeminal nerves system affects the mastication in triple transgenic Alzheimer's disease model mice
○Yagi T1，Kuramoto E2，Seki H3，Saito M4，Iwai H2，Yamanaka A2，Goto T2（1Dept Orthodont, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Dept Oral Anat & Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci，3Kagoshima Univ Fac Dent，4Dept Oral Physiol Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P2-37



Differential induction of c-Fos and phosphorylated ERK after peripheral nerve injury
○Terayama R1,2，Maruhama K2（1Dept Maxillofac Anat Neurosci, Hiroshima Univ Inst Biomed Health Sci，2Dept Oral Funct Anat, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci）





P2-38



A functional connectivity analysis during teeth tapping in the aged people
○Sahara Y1，Fukami H1,2（1Dept Physiol, Iwate Med Univ Sch Dent，2Dept Oral Health Sci, Baika Womens Univ）





P2-39



Expression of TRPV1, TRPM8 and TRPA1 channels in the superior laryngeal nerve innervating the laryngeal and associated laryngopharyngeal regions
○Ando H1，Hossain MZ2，Unno S2，Masuda Y3，Kitagawa J2（1Dept Biol. Sch Dent Matsumoto Dent Univ，2Dept Oral Physiol Sch Dent Matsumoto Dent Univ，3Dept Oral and Maxillofac Biol Grad Sch Oral Med Matsumoto Dent Univ）





P2-40



Adrenomedullin enhances chorda tympani nerve responses to sugars in mice
○Iwata S1，Yasumatsu K1，Yoshida R2,3，Ninomiya Y1,4（1Div Sensory Physiol, R&D Cent for Taste and Odor Sensing, Kyushu Univ，2Sect Oral Neurosci, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ，3OBT Res Cent, Grad Sch Dent Sci, Kyushu Univ，4Monell Chemical Senses Center）





P2-41



The effects of SSRI on masseter muscle activity during sleep and wakefulness in mice
○Ikeda M1,2，Mochizuki A2，Nakamura S2，Nakayama K2，Baba K1，Inoue T2（1Dept Prosthont, Showa Univ Sch Dent，2Dept Oral Physiol, Showa Univ Sch Dent）





P2-42



Tooth loss induces M1 microglia polarization at brainstem in Alzheimer's disease model mice
○Goto T，Dhar A，Kuramoto E，Iwai H，Yamanaka A（Dept Oral Anat & Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent）





P2-43



Age-related changes in hemodynamics in orofacial area and their mechanisms
○Mito K，Sato T，Ishii H（Div Physiol, Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent）





P2-44



Comprehensive analysis of proteins in adolescent or climacteric salivary exosomes
○Imai A1,2，Tsujimura M3，Saitoh E4（1Dept Dent Hygi, Nippon Dent Univ Coll at Niigata，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata，3Dept Histol, Nippon Dent Univ at Niigata，4Grad Sch Technol, Niigata Inst of Technol）





P2-45



Change in expression pattern of micro RNA in the primary culture of parotid acinar cells
○Ogawa H，Sakurai H，Yokoyama M，Kato O，Yoshigaki J（Dept Physiol, Nihon Univ Dent Sch at Matsudo）





P2-46



Clarification of the source of CXCL14 immunoreactive fibers in the parotid gland
○Mizuno J1，Tachibana K2，Yamamoto T1（1Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent Dept Oral Sci，2Nippon Sport Sci Univ Med Care Vocational Sch）





P2-47



Expression of S100 protein family in parotid glands of NOD mice
○Sato R1,2，Morita T2，Mizuhashi F3，Nashida T2（1Dept Dent Hygiene, Nippon Dent Univ Coll at Niigata，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata，3Dept Remov Prosthodont, Nippon Dent Univ at Niigata）





P2-48



Role of autophagy on the branching morphogenesis of fetal submandibular gland in mice
○Tajima M1，Adachi K2，Hasegawa A3，Sakagami H4，Kashimata M2（1Div Pharmacol, Dept Diagn Ther Sci, Meikai Univ Sch Dent，2Dept Dent Pharmacol, Div Oral Infect Health Sci, Asahi Univ Sch Dent，3Div Int Med, Dept Compr Med Sci, Meikai Univ Sch Dent，4M-RIO, Meikai Univ Sch Dent）





P2-49



Transport and secretion of procathepsin B in immature secretory granules of rat parotid acinar cells
○Katsumata-Kato O，Yokoyama M，Fujita-Yoshigaki J（Nihon Univ Sch Dent at Matsudo, Dept Physiol.）





P2-50



Effects of peptides promoting food intake on the superior salivatory nucleus neurons innervating the submandibular and sublingual salivary glands
○Mitoh Y1，Sato T2，Fujita M1，Ichikawa H2，Kobashi M1（1Dept Oral Physiol, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci，2Tohoku Univ Grad Sch  Dent Div Oral Craniofac Anat）





P2-51



Tbx1 knockout mice exhibit dysregulated expression of genes associated with cleft palate in humans
○Funato N1,2（1Dept Signal Gene Reg, Tokyo Med Dent Univ Grad Sch Med Dent Sci，2Res Core, Tokyo Med Dent Univ）





P2-52



The cranial malformation by valproic acid (VPA) depends on the disruption of the formation/migration of cranial neural crest cells in rat embryos
○Suzuki R1，Imai H2（1Div Dent Pharmacol, Ohu Univ Sch Dent，2Div Biol, Ohu Univ Sch Dent）





P2-53



Porphyromonas gingivalis gingipains induce COX-2 expression and PGE2 production via activation of MEK/ERK/AP-1 and IKK/NF-kBp65
○Nakayama M1,2，Naito M3，Tachibana M1，Nakayama K3，Ohara N1,2（1Dept Microbiol, Okayama Univ Grad Sch  Med Dent Pharm Sci，2ARCOCS, Okayama Univ Dent Sch，3Dept Microbiol Oral Infect, Nagasaki Univ Grad Sch Biomed Sci）





P2-54



The effect of Streptococcus sanguinis and Streptococcus anginosus infection on development of atherosclerosis
○Hashizume-Takizawa T1，Kobayashi R1，Shinozaki-Kuwahara N1，Saito M1，Tsuzukibashi O2，Kurita-Ochiai T1（1Dept Microbiol Immunol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo，2Dept Lab Med, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P2-55



Antimicrobial effect of S-PRG filler on oral microorganisms
○Tamura M1,2，Kamio N1,2，Imai K1,2（1Dept Microbiol, Nihon Univ Sch Dent，2Div Immunol Pathobiol, Dent Res Cent, Nihon Univ Sch Dent）





P2-56



Genetic and enzymatic characterization of phosphotransacetylase (Pta) and acetate kinase (Ack) for ATP biosynthesis in Porphyromonas gingivalis
○Yoshida Y1，Kezuka Y2，Hasegawa Y1（1Dept Microbiol, Aichi Gakuin Univ Sch Dent，2Dept Structure, Iwate Med Univ Sch Pharm）





P2-57



Structural and biochemical analyses of phosphotransacetylase and acetate kinase associated with biosynthesis of ATP in Porphyromonas gingivalis
○Kezuka Y1，Yoshida Y2（1Dept Struct Biol, Sch Pharm, Iwate Med Univ，2Div Microbiol, Aichi Gakuin Univ）





P2-58



Antimicrobial activity of hinokitiol against pathogenic bacteria in the oral cavity and upper airways
○Domon H1,2，Kunitomo E3，Terao Y1,2（1Div Microbiol Infect Dis, Niigata Univ, Grad Sch Med Dent Sci，2Res Cent Adv Oral Sci, Niigata Univ, Grad Sch Med Dent Sci，3Central R&D Lab, Kobayashi Pharma）





P2-59



Essential role of GTF-SI in robust adherence of sucrose-depending biofilm to glass surface in Streptococcus mutans
○Murata T，Hanada N（Dept Translational Res, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P2-60



Reduction of bacterial VSCs production by pine bark extract
○Watanabe K1，Kumada H2，Hiramine H3，Sato T1，Hamada N1（1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，2Dept Dent Educ, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，3Dept Highly Adv Stomatol, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P2-61



Effects of Candida albicans oral intake on intestinal flora
○Hasebe A，Saeki A，Shibata K（Dept Oral Mol Microbiol, Fac  Dent Med Grad Sch  Dent Med, Hokkaido Univ）





P2-62



Minimum medium GA for Porphyromonas gingivalis revisited
○Saiki K，Tashiro Y，Takahashi Y（Dept Microbiol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P2-63



Effect of glycosyltransferase inhibitors on glycoprotein synthesis and growth of periodontogenic bacteria
○Horie T，Inomata M，Abe M，Into T（Dept Oral Microbiol, Asahi Univ Sch Dent）





P2-64



（withdrawn）




P2-65



Effects of the Aggregatibacter actinomycetemcomitans LtxA on human osteoclast formation and survival
○Takahashi S1，Miyoshi T2，Yamashita T3，Murakami K4，Kobayashi Y3，Udagawa N4，Yoshinari N1，Yoshida A2（1Dept Oper Dent, Endodont, Periodontol, Matsumoto Dent Univ，2Dept Oral Microbiol, Matsumoto Dent Univ，3Inst Oral Sci, Matsumoto Dent Univ，4Dept Oral Biochem, Matsumoto Dent Univ）





P2-66



Fundamental research in oral care application of volatile antimicrobial components contained in essential oil from wood
○Fujita M1，Miyakawa H1，Nakazawa F3，Osada K2（1Div Microbiol, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent，2Div Physiol, Health Sci Univ Hokkaido Sch Dent，3Health Sci Univ Hokkaido Grad Sch Dent）





P2-67



Induction of inflammatory responses by an extracellular antigen of Streptococcus anginosus
○Shimoyama Y1，Ishikawa T1，Kodama Y1，Kimura S2，Sasaki M1（1Div Mol Microbiol, Iwate Med Univ Sch Dent，2Dept Dent Hygene, Kansai Women's Coll）





P2-68



Identification of sucrose-dependent fluctuating bacteria group by oral microbial cultivation model
○Mashimo C，Nambu T，Maruyama H，Okinaga T（Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ）





P2-69



White-to-opaque switching is involved in the phospholipase B production of Candida dubliniensis on Price's egg yolk agar
○Nakamura K，Fukui K，Kuwashima H（Dept Pharmacol, The Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Niigata）





P2-70



MyD88 signaling causes autoimmune sialadenitis through formation of high endothelial venules
○Into T，Inomata M，Horie T，Abe M（Dept Oral Microbiol, Div Oral Infect Health Sci, Asahi Univ Sch Dent）





P2-71



Effect of the antimicrobial peptide LL-37 on expression of Toll-like receptors and their associated molecules in human gingival fibroblasts
○Inomata M，Horie T，Abe M，Into T（Dept Oral Microbiol, Div Oral Infect health Sci, Asahi Univ Sch Dent）





P2-72



（withdrawn）




P2-73



Augmentation of LPS-induced IL-1 production in mice given intravenous zoledronate (bisphosphonate) and its prevention by clodronate (bisphosphonate)
○Suzuki H1,2，Bando K2，Tada H2，Kiyama T3，Oizumi T1，Funayama H4，Sugawara S2，Takahashi T1，Endo Y1（1Div Oral Maxillofac Surg,Tohoku Univ Grad Sch Dent，2Div Oral Immunol,Tohoku Univ Grad Sch Dent，3Div Adv Prosthet Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent，4Dept Pediatr Dent, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P2-74



Brazilian green propolis prevents cognitive decline with reducing systemic inflammation in elderly people living at Qinghai Tibet High Land
○Aiqin Z1，Ni J2，Meng J2，Nakanishi H4，Wu Z2,3（1Institution of Geriatric Qinghai Provincial Hospital, Xining, China，2Dept Aging Sci and Pharmacol, Kyushu Univ，3OBT Res Cent, Fac Dent Sci, Kyushu Univ，4Dept Pharmacol, Fac Pharma Sci, Yasuda Women's Univ）





P2-75



The effects of malaria drug resistance reverser 7-benzylidenenaltrexone (BNTX) on azole resistance of Candida albicans
○Fukui K，Nakamura K，Kuwashima H（Dept Pharmacol, Nippon Dent Univ at Niigata）





P2-76



Detection of phosphorylated VE-cadherin by Phos-tag SDS-electrophoresis
○Toen T1，Fukada T1，Sunada K2（1Sect. of Radioisotopes Research, Res Center for Odontol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，2Dept Dent Anesthesiol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P2-77



MPMBP, a novel bisphosphonate, exhibits bone anabolic effects on Pam3CSK4-induced inflammatory osteolysis in mice calvaria
○Suzuki K1，Nagaoka M1，Shinoda H2（1Div Dent Pharmacol, Ohu Univ Sch Dent，2Cent Environ Dent, Tohoku Univ Grad Sch Dent）




(September 7, 14：40-15：20)


P3-01



CXCL14, a multistep tumor suppressing chemokine, regulates expression of stem cell factors
○Izukuri K1,2，Maehata y1,2，Hata R2,3（1Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，2Oral Health Sci Res Cent, Kanagawa Dent Univ，3Dept Dentmaxillofac Diag Treat, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P3-02



Time-dependent effects of menthol and menthol derivative on TRPM8-expressing cells
○Amakawa J1，Kimura M2，Shibukawa Y2（1Flavor&Fragrance Sci Res Lab, LION Corp.，2Dept Physiol, Tokyo Dent Coll）





P3-03



Sec6 enhances cell migration and suppresses apoptosis by elevating the phosphorylation of p38 MAPK, MK2, and HSP27 in U2OS cell
○Tanaka T（Dept Anat Cell Biol, Yamagata Univ Sch Med）





P3-04



Subcutaneous tissue reactions to absorbable suture thread Vicryl using  GFP bone marrow transplanted model rats
○Nakano K1，Nakayasu Y2，Shoumura M3，Osuga N3，Tsujigiwa H4，Nagatsuka H1，Kawakami T2（1Dept Oral Pathol Med, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，2Dept Hard Tissue Res, Matsumoto Dent Univ Grad Oral Med，3Dept Oral Health Promot, Matsumoto Dent Univ Grad Sch Oral Med，4Dept Life Sci, Fac Sci, Okayama Univ Sci）





P3-05



Cortical, cadiac and respiratory processes preceding rhythmic jaw movements in ketamine anesthetized guinea pigs
○Matsuura Y1，Yano H3，Toyoda H1，Katagiri A1，Higashiyama M1，Uzawa N3，Yoshida A2，Kato T1（1Dept Neurosci Oral Physiol, Osaka Univ Grad Sch Dent，2Dept Oral Anat Neurobiol, Osaka Univ Grad Sch Dent，3Dept Oral Surg 2, Osaka Univ Grad Sch Dent）





P3-06



The effects of tumor necrosis factor alpha and lipopolysaccharide on microRNA expression in oral keratinocytes
○Kagiya T（Div Func Mor, Iwate Med Univ Sch Dent）





P3-07



The study of variation withn the day and gender of oxdative stress marker in excessive saliva
○Katsuragi H，Suzuki A，Onoma T（Dept Microbiol, Sch Life Dent at Niigata, Nippon Dent Univ）





P3-08



（withdrawn）




P3-09



Krüppel-like Factor 5 (KLF5) promotes expression of the mouse T1R1 amino acid (umami) receptor gene (Tas1r1) in myoblast C2C12
○Toyono T，Kataoka S，Nakatomi M，Seta Y（Kyushu Dent Univ Div Anat）





P3-10



Role of microphthamia-associated transcription factor in masseter muscle hypertrophy induced by β2-adrenoceptor stimulation
○Nariyama M1，Ohnuki Y2，Umeki D3，Suita K2，Ito A3，Kawamura N4，Yagisawa Y3，Ishikawa M5，Asada Y1，Okumura S2（1Dept Pediatr Dent Tsurumi Univ Sch Dent Med，2Dept Physiol, Tsurumi Univ Sch Dent Med，3Dept Orthodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，4Dept Periodont, Tsurumi Univ Sch Dent Med，5Dept Oral Anat, Tsurumi Univ Sch Dent Med）





P3-11



The relation of the regenerating muscle fiber and high mobility group box 1
○Sakiyama K，Ogasawara Y，Miyake G，Bando Y，Amano O（Div Anat, Meikai Univ Sch Dent）





P3-12



α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, an inhibitor for monocarboxylate transporters, suppresses bone resorption by osteoclasts
○Imai H1,2，Yoshimura K1，Miyamoto Y1，Chatani M3，Takami M3，Yamamoto M2，Kamijo R1（1Dept Biochem, Showa Univ Sch Dent，2Dept Periodontol, Showa Univ Sch Dent，3Dept Pharmacol, Showa Univ Sch Dent）





P3-13



Analysis of functional abnormality in Jansen type PTH/PTHrP receptor in osteocytic cell
○Shimomura-Kuroki J1，Nashida T2，Morita T2，Amizuka N3（1Dept Pediatr Dent, Nippon Dent Univ at Niigata，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata，3Dept Deve Biol Hard Tissue, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P3-14



Influence of estrogen deficiency on the condylar, coronoid and angular processes formed from secondary cartilage of mandible
○Inoue K（Dept Oral Functional Anat Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P3-15



Roles of interaction between CCN2 and Rab14 in vesicle trafficking in osteocytes and chondrocytes - Novel intracellular function of CCN2 -
○Hoshijima M1,2，Hattori T3，Aoyama E2，Nishida T3，Kubota S3，Kamioka H1，Takigawa M2（1Dept Orthod, Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci，2ARCOCS Okayama Univ，3Dept Biochem Mol Dent Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pham Sci）





P3-16



PI3K-Akt-GSK3β/β-catenin signaling axis plays an important role in BMP9-mediated osteoblast differentiation
○Matsuguchi T，Chiba N，Kusuyama J，Ohnishi T（Dept Oral Biochem, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P3-17



The roles of calcium-activated K channels in zinc stimulated MC3T3-E1 cells
○Yoshida T，Takahashi K，Nakamura T，Wakamori M（Div Mol Pharmacol Cell Biophys, Tohoku Univ Grad Sch  Dent）





P3-18



Initial mineralization during enameloid formation in bony fish
○Sasagawa I1，Oka S2，Mikami M3，Yokosuka H4，Ishiyama M4（1Adv Res Cent, Nippon Dent Univ at  Niigata，2Dept Biol, Nippon Dent Univ at Niigata，3Dept Microbiol, Nippon Dent Univ at Niigata，4Dept Histol, Nippon Dent Univ at Niigata）





P3-19



The role of non-muscle myosin II during dental epithelial invagination and morphogenesis
○Yamanaka A，Iwai H，Kuramoto E，Dhar A，Goto T（Dept Oral Anat & Cell Biol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P3-20



A role of LPA signal on maturation stage ameloblasts
○Otsu K1，Inaba A1,2，Harada H1（1Div Dev Bio Reg Med, Iwate Med Univ  Sch Dent，2Div Pediatr Dent Spec Care Dent, Iwate Med Univ  Sch Dent）





P3-21



Demonstration of lipids localized characteristically in developing rat teeth by IMS with searching appropriate preparation for calcified tissue
○Sasano Y，Henmi A，Mayanagi M（Div Craniofac Develop Regener, Tohoku Univ Grad Sch Dent）





P3-22



The effects of eugenol on enzymes involved in prostaglandin E2 syntheses in dental pulp cells of rats
○Fukada T1，Toen T1，Hashimoto S2（1Sect Radioisotopes Res, Res Cent for Odontol, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，2Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P3-23



The expression of Notch signalling in Cynops pyrrhogaster jaw regeneration
○Miwa Y，Sato I（Dept Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P3-24



Effect of the occlusal stimuli on cellular potentiality in periodontal ligament cells
○Takahashi T，Ushijima N，Iizuka T（Support Sec Educ Res, Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P3-25



Effect of S-PRG filler eluate on MMP-1 and MMP-3 secretion in human gingival fibroblasts
○Inoue H1，Goda S2（1Dept Physiol, Osaka Dent Univ，2Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch  Dent）





P3-26



Oxidative stress induced by blue LED light irradiation on rat palatal gingiva and prevention
○Yoshida A，Toyama T，Yoshino F（Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P3-27



Development of alveolar bone in ttw/ttw mutant mice
○Kawano Y，Sugiyama A，Takigawa T（Dept Oral Anat. Asahi Univ Sch Dent）





P3-28



Functional evaluation of Meox2 in bone healing capacity after induction of periodontitis
○Kim TY1，Adhikari N1，Kim HR1，Lee Y1，Jung JK1，An CH1，Sohn WJ2，Yamamoto H3，An SY1，Kim JY1（1Sch Dent, Kyungpook National Univ，2Daegu Haany Univ，3Tokyo Dent Coll）





P3-29



（withdrawn）




P3-30



Involvement of acetaldehyde on carcinogenesis of oral cavity
○Miyazaki Y1，Hoshino M2，Kaneda T3，Inoue H2，Kikuchi K2，Kusama K2（1Div Biol, Dept Oral Biol Tissue Eng, Meikai Univ Sch Dent，2Div Pathol, Dept Diagn Ther Sci, Meikai Univ Sch Dent，3Div Oral Pathol, Meikai Univ Grad Sch Dent）





P3-31



Comparison of glutamatergic inputs to the rat developing jaw-closing and jaw-opening motoneurons
○Nakamura S，Nakayama K，Mochizuki A，Dantsuji M，Inoue T（Dept Oral Physiol, Showa Univ Sch Dent）





P3-32



Dentinal pain generated by neurotransmission between odontoblasts and pulpal neurons
○Ohyama S1，Hitomi S3，Higashikawa A1，Ofusa W1，Mochiduki H1，Kuroda H4，Kimura M1，Ono K3，Sibukawa Y1（1Dept Physiol, Tokyo Dent Coll，2Oral Surg Tokyo Metropolitan  Komagome Hosp，3Div  Physiol, Dept Health Promotion, Kyushu Dent Univ，4Dept Critical Care Med Dent, Div  Anesthesiol, Kanagawa Dent Univ）





P3-33



Modulation of swallowing reflex during rhythmic jaw movements evoked by stimulation of the central amygdaloid nucleus
○Satoh Y，Takahashi M，Tsuji K（Dept Physiol, Nippon Dent Univ at Niigata）





P3-34



Psychophysical stress induced by repeated forced swim stress modulate the orofacial nociception at the rostral ventromedial medulla in the rats
○Kurose M1，Hasegawa M1,2，Shimizu S1,3，Nakatani Y1,3，Fujii N2，Satoh Y4，Yamamura K1，Okamoto K1（1Div Oral Physiol, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，2General Dent Clinic Edu Unit, Niigata Univ Med Dent Hosp，3Div Oral Maxillofac Surg, Niigata Univ Grad Sch Med Dent Sci，4Dept Physiol, Nippon Dent Univ at Niigata）





P3-35



Projection patterns of corticofugal neurons associated with vibrissa movement
○Furuta T，Shibata K，Yoshida A（Dept Oral Anat Neurobiol, Grad Sch Dent, Osaka Univ）





P3-36



The effects of orexin on lipid metabolism in mice
○Mochizuki A，Nakayama K，Nakamura S，Dantsuji M，Inoue T（Dept Oral Physiol Showa Univ Sch Dent）





P3-37



Chewing under stress increases pERK-immunoreactive cells in the rat cingulate cortex
○Hatanaka R1，Onuki M2，Sasaguri K3，Yamamoto T4（1Dept Oral Int Med, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent，2Dept Oral Int Med, Kanagawa Dent Univ，3Dept Oral Surg, Jichi Med Univ Hosp，4Dept Ora Sci, Kanagawa Dent Univ）





P3-38



Behavior of neural networks in the endopiriform nucleus (EPN)
○Yoshimura H（Dept Mol Oral Physiol, Tokushima Univ Grad Sch Biomed Sci）





P3-39



The expression of the neurotransmitter in the masseter muscle and the trigeminal ganglion of weaning period mouse
○Kamata H1，Sato I2，Karibe H1（1Div Pediatr Dent, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo，2Div Anat, Nippon Dent Univ Sch Life Dent at Tokyo）





P3-40



The effect of taste disorder-inducing drugs on taste bud organoid
○Kawabata Y，Takai S，Yoshida R，Sanematsu K，Shigemura N（Sect Oral Neurosci, Kyushu Univ Grad Sch Dent）





P3-41



Involvement of astroglial activation in ectopic tooth-pulp pain accompanied by chronic masseter-muscle pain
○Watase T1，Shinoda M2，Iwata K2（1Dept Anat, Nihon Univ Sch Dent，2Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent）





P3-42



Recovery of rat parotid glands atrophied by liquid diet following change of diet
○Takahashi S，Takebuchi R，Taniwaki H，Domon T（Hokkaido Univ Grad Sch Dent Med）





P3-43



Expression of the histatin gene in malignant melanoma cells
○Imamura Y1，Wang PL2，Sogawa N1（1Dept Dent Pharmacol, Matsumoto Dent Univ，2Dept Innov Dent Educ, Osaka Dent Univ）





P3-44



Gene expressions induced by stimulation with muscarinic agonists in salivary cultured cells
○Morita T1，Nezu A2，Nashida T1，Tanimura A2（1Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata，2Div Pharmacol, Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent）





P3-45



Difference of calcium mobilization in two mouse strains that have different abilities to secrete saliva
○Sakurai H，Ogawa H，Yokoyama M，Katsumata-Katou O，Fujita-Yoshigaki J（Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P3-46



Retrieval of enhancing factor for salivation by exhaustive gene expression analysis
○Yokoyama M，Katsumata-Kato O，Fujita-Yoshigaki J（Dept Physiol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P3-47



Analysis of the mechanism of compensatory hypertrophy-associated enhancement of salivary secretion using in vivo Ca2+ imaging and comprehensive gene analysis
○Nezu A1，Morita T2，Tanimura A1（1Div Pharmacol, Health Sci Univ Hokkaido, Sch Dent，2Dept Biochem, Nippon Dent Univ at Niigata）





P3-48



Effect of DNA methylation inhibitor on the cleft palate phenotype and examination of its epigenetic modifiers in TGF-β3 knockout mice
○Sugiyama A，Takigawa T，Kawano Y（Asahi Univ Sch Dent Div Oral Struct, Function Dev Dept Oral Anat）





P3-49



Mandibular bone regeneration using dedifferentiated adipocytes multipotential stromal cells
○Fujisaki S1,2，Kajiya H1,3，Imamura A1，Yanagi T2，Kido H2，Ohno J1（1Fukuoka Dent Coll Res Cent Regen Med，2Dept Oral Rehabil, Fukuoka Dent Coll，3Dept Physiol Sci and Mol Biol, Fukuoka Dent Coll）





P3-50



Gene-environmental interaction in cleft lip and palate model mice
○Nakatomi M，Kataoka S，Toyono T，Seta Y（Div Anat, Kyushu Dent Univ）





P3-51



Streptococcal H2O2 inhibits IgE-triggered mast cell degranulation by inducing cell death
○Okahashi N1，Nakata M2，Hirose Y2，Kuwata H3，Kawabata S2（1Cent Frontier Oral Sci, Osaka Univ Grad Sch  Dent，2Dept Oral Microbiol,  Osaka Univ Grad Sch  Dent，3Dept Microbiol Immunol, Showa Univ Sch Dent）





P3-52



Clinical analysis of the involvement of candida in oral pain
○Mori K（Div  First Oral Maxillofac Surg, Dept Diagn Ther Sci, Meikai Univ Sch Dent）





P3-53



Degradation of JAM1 protein in gingival epithelial cells infected with Porphyromonas gingivalis
○Takeuchi H，Amano A（Dept Prev Dent, Osaka Univ Grad Sch Dent）





P3-54



Antimicrobial and anti-adhesive properties of fucoidan against oral pathogens
○Oka S1，Mikami M2，Imai A3,4（1Dept Biol Nippon Dent Univ at Niigata，2Dept Microbiol Nippon Dent Univ at Niigata，3Dept Dent Hygiene Niippon Dent Univ Coll at Niigata，4Dept Biochem Nippon Dent Univ at Niigata）





P3-55



Analysis of T cell antigen-candidates from the membrane protein fraction of mycelial cells in C. albicans
○Cho T1，Tasaki S2，Ikezaki S1，Nagao J1，Narita Y1，Arita-Morioka K1，Yasumatsu K1，Toyoda K1，Tanaka Y1（1Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll，2Div Dent Disabled, Fukuoka Dent Coll）





P3-56



Effects of infrared free electron laser on Streptococcus mutans
○Toyama T，Watanabe K，Yoshino F，Yoshida A，Sasaki H，Hamada N（Dept Oral Sci, Kanagawa Dent Univ Grad Sch Dent）





P3-57



Bacteriological assessment for the effect of continuous intake of tablets containing lactic acid bacteria in periodontal treatment
○Taniguchi N1，Ota Y2，Nakano Y3，Hanioka T1（1Dept Prev Pub Health Dent, Fukuoka Dent Coll，2Ota Dent Clin，3Dept Chem, Nihon Univ Sch Dent）





P3-58



Antibacterial activity of glycyrrhetinic acid derivative against Streptococcus mutans
○Yamashita T，Kawada-Matsuo M，Komatsuzawa H（Dept Oral Microbiol, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P3-59



prtP modulates immune response of epithelial cells against Treponema denticola
○Kokubu E，Kikuchi Y，Shibayama K，Ishihara K（Dept Microbiol, Tokyo Dent Coll）





P3-60



Invasion of gingival epithelial cells by the different fimA genotypes of P. gulae
○Inaba H1，Yoshida S2，Matsumoto-Nakano M1（1Okayama Univ Grad Sch Med Dent Pharm Sci,  Dept Pediatr，2Okayama Univ Hosp, Dept Pediatr）





P3-61



Medium for cultivation of periodontopathogenic black-pigmented Gram-negative anaerobes
○Saito M，Kuwahara N，Takizawa T，Ochiai T（Dept Microbiol, Immunol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P3-62



Identification of novel species of genus Leptotrichia isolated from human saliva
○Kuwahara N，Saito M，Takizawa T，Koyashi R，Ochiai T（Dept Microbiol Immunol, Nihon Univ Sch Dent at Matsudo）





P3-63



Identification of nitric oxide-sensitive oral bacteria by culturing plaque-derived microbiota
○Nambu T，Mashimo C，Maruyama H，Okinaga T（Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ）





P3-64



Comparison of chromosome architecture among archaeal species
○Maruyama H，Nambu T，Mashimo C，Okinaga T（Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ）





P3-65



Gingipains enhanced Platelet-activating factor receptor expression in human respiratory epithelial cells
○Kamio N1，Hayata M1,2，Tamura M1，Imai K1（1Dept Microbiol, Nihon Univ Sch Dent，2Dept Dysphagia Rehabil, Nihon Univ Sch Dent）





P3-66



The release of galectin-3 and lactate dehydrogenase (LDH) by U937 cells incubated with TLR ligands
○Tamai R，Kobayashi-Sakamoto M，Kiyoura Y（Dept Oral Sci, Ohu Univ Sch Dent）





P3-67



Role of omega-3 fatty acid on inflammasome activity in A. actinomycetemcomitans-invaded macrophages
○Okinaga T1，Ariyoshi W2，Chuencheewit T3，Nishihara T2（1Dept Bacteriol, Osaka Dent Univ，2Div Infect Mol Biol, Kyushu Dent Univ，3Div Periodontal, Kyushu Dent Univ）





P3-68



Distribution of dendritic cells and its clusters in oral mucosa
○Kusumoto Y1，Kataoka K2（1Labo. Immunol, Osaka Ohtani Univ Fac Pharm.，2Dept Prevent Community Dent）





P3-69



Investigation of regulatory mechanism of T-cell immune response against periodontal pathogenic bacteria
○Nagao J，Narita Y，Toyoda K，Arita-Morioka K，Yasumatsu K，Ikezaki S，Tasaki S，Cho T，Tanaka Y（Div Infect Biol, Fukuoka Dent Coll）





P3-70



Preventive effect on periodontitis via intestinal tract by Lactobacillus gasseri O3-2
○Kobayashi R，Hashizume-Takizawa T，Kurita-Ochiai T（Dept Infec and Immunol, Nihon Univ Sch  Dent at Matsudo）





P3-71



Mast cells play an important role in Chlamydia pneumoniae lung infection by facilitating immune cell recruitment into the airway
○Chiba N，Kusuyama J，Ohnishi T，Matsuguchi T（Dept Oral Biochem, Kagoshima Univ Grad Sch Med Dent Sci）





P3-72



Sigma Receptor (SR) ligand up-regulates the cell viability, the mRNA levels of SR1 and SR1 splicing variant (sv) on MG132 and Donepezil treated H9c2 cells
○Ikeda T（Dept Physiol, Kochi Univ Med Sch）





P3-73



Chromone derivatives that show higher tumor-specificity against human squamous cell carcinoma cell lines, but with lower keratinocyte toxicity
○Sakagami H1，Shi H1，Bandow K2，Tomomura M2，Tomomura A2（1Meikai Univ Res Inst Odontol，2Div Oral Biochem, Meikai Univ Sch Dent）





P3-74



Inhibition of TRPV4 calcium channel by acetaminophen
○Nakagawa F1,2，Higashi S2，Ohsumi T2，Watanabe S1，Takeuchi H2（1Div Dent Anesthesiol, Kyushu Dent Univ，2Div Appl Pharmacol, Kyushu Dent Univ）





P3-75



TRPV4 expression and its involvement of oral squamous cell carcinoma
○Tajiri Y1,2，Fujii S2，Ozeki S1，Kiyoshima T2（1Kyushu Med Cent, Dept Oral Maxillofac Surg，2Lab Oral Pathol, Fac Dent Sci, Kyushu Univ）





P3-76



Oral microbiota related with acetaldehyde production
○Yokoyama S，Takeshita T，Shibata Y，Kageyama S，Matsumi R，Yamashita Y（Sect Prevent Dent Public Health, Kyushu Univ Grad Sch Dent）
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