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超音波照射が組織標本へ与える影響 

43100016 岡崎 加奈 

指導教員：高橋 茂（口腔機能解剖学教室） 

キーワード：ホルマリン固定、超音波照射 

 

緒言 

生体試料を固定する際、超音波照射を行うと、化学固

定液のみより短時間で、良好な組織固定が得られるとい

われている 1,2)。本研究ではホルマリン固定時に超音波照

射を行うと、組織標本にどのような影響が及ぶのかを明

らかにすることを目的として行った。 

材料と方法 

本研究では、8週齢Wistar系雄性ラット 3匹を使用し

た。ジエチルエーテル吸入により、ラットを安楽死させた

後、肝臓と顎下腺を摘出し、10%中性緩衝ホルマリン溶液

に 1 時間浸漬した。その間、Sharp 製 UT-204(200W 

39kHz)により各試料へ 0,10,20,40,60 分の超音波照射を

行った。続いてエタノールによる脱水、クロロホルムによ

る置換を行い、パラフィンへ包埋した。作成したパラフィ

ンブロックは、ミクロトームを用いて 4 ㎛の厚さに薄切

し、HE染色を行い、光学顕微鏡を用いて観察をした。 

結果 

肝の照射時間 0分の標本では、３つ組の収縮などを除

き、比較的形態良好な標本であった。一方照射した標本

においては肝細胞が収縮し類洞腔の拡大が認められた。

照射時間 20分の標本においては肝細胞索の外形が保た

れず類洞が不明瞭となっている部分も観察された。照射

時間 40分の標本では、肝細胞が索状をなしておらず、

個々の細胞が分離した状態が観察された。照射時間 60

分の標本においては大きな動静脈、胆管の収縮や崩壊が

観察された。照射時間が 20~60分の標本においては広範

にわたる完全に崩壊した肝組織が共通で観察され、照射

しなかった標本よりも形態が不良であった。 

顎下腺の照射時間 0分の標本では、細胞の収縮や組織

間の空隙が多く観察された。照射時間 10~20分の標本

は、0分に比べ形態は良好であったが、標本中央部にお

いて細胞の収縮や変形が認められ、導管周囲には空隙を

呈している部分が多く観察された。40分照射を行ったも

のでは、細胞の収縮や組織間の空隙が少なく、大変良好

な組織像を呈していたが、60分照射ではサンプルの薄切

が困難であった。 

 以上の結果をまとめたものが表１である。 

表１：各組織における照射時間と固定状態の評価 

組織 

照射時間 

肝 顎下腺 

０分 ○ △ 

１０分 △ ○ 

２０分 △ ○ 

４０分 △ ◎ 

６０分 △ ― 

◎良好 ○やや良好 △やや不良 ×不良 ―観察不可 

考察 

本研究では超音波照射が組織標本へ与える影響は対象

組織によって異なっていた。特に肝では逆の効果であっ

た。超音波照射の生物体への影響の原因は熱の発生と

cavitationである。前者については周辺への伝導が早い

ために拡散されてしまい、生物体の局所の温度上昇は極

めて少ないとされる。cavitationとよばれる空洞化現象

は、溶液や組織中に溶解しているわずかな気体が気化し

て空洞を形成することに起因する 3)。一方で血液量の多

い組織は固定液が浸透しにくいとされている 4)。従って

肝では、固定液が浸透する前に cavitaitonの影響を受

け、超音波照射を行ったほうが細胞間の裂隙などの観察

が多く見られたのかもしれない。 

 本研究の結論として、ホルマリン固定時の超音波照射

は、組織によって与える影響が異なることが明らかとな

った。 
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マイクロウェーブ照射が組織標本に与える影響 
43100038 竹川 英輝 
指導教員： 高橋 茂(口腔機能解剖学教室) 
キーワード：固定、マイクロウェーブ、組織標本 
 

緒言 
生物試料は固定が完了するまでの間にある程度の自己

融解や物質の流出の危険性をはらんでいる。従って良好な

標本を得るためには迅速な固定法を用いることが重要で

ある。マイクロウェーブ(MW)照射では固定液の浸透を速
めると言われている１）。本研究では固定液に浸漬した組織

片に MW を照射することで組織標本にどのような影響が
及ぶのかを目的として行った。 

 
方法 

8週齢Wistar系雄性ラット 3匹を用い、エーテル麻酔
下にて安楽死させ、肝と顎下腺を摘出した。摘出後 10％
中性緩衝ホルマリンに浸漬し、SHARP 製電子レンジ
(500W)にて MWを各々0，10，20，40，80秒照射した。
照射時間を含め計 1時間浸漬固定を室温にて行った。エタ
ノールによる脱水、クロロホルムによる置換を経て、パラ

フィンに包理した。包理後、各試料を４㎛厚の切片にミク

ロトームで薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、

光学顕微鏡で観察した。 
 

結果 
MWを照射しなかった肝組織(0秒)では、核と細胞質

の間に空隙がみられる細胞が多く、肝細胞は収縮し、肝

類洞が明瞭に観察された。また組織中には裂隙が生じて

いた。肝三つ組は全体的に縮小し、周囲に空隙を生じ

た。標本中心部と辺縁部では細胞の染色性に違いがみら

れた。MWを 10，20秒照射した肝組織では同様の像を
示した。40秒では部位の違いにおける染色差は小さくな
り、収縮量は低下した。肝三つ組の像は比較的良好であ

った。80秒では肝細胞は膨化し、肝類洞は不明瞭になっ
たが、肝三つ組の形態はいずれも比較的良好であった。 

MWを照射しなかった顎下腺(0秒)では、標本辺縁部
の細胞形態は良好であったが、一方で標本中央部の腺

房・導管は縮小し、一部は形態が明瞭でなく、周囲に空

隙を呈していた。腺房細胞の細胞質には空胞が観察さ

れ、腺房細胞や導管の部位の違いにおける染色性に差が

生じていた。20，40秒では染色差、収縮量が減少し、や
や良好な形態が得られた。また結合組織内の神経組織の

観察が明瞭となった。80秒では辺縁部細胞の形態は良好
であるが、中心部の細胞では内部に空胞が観察されるも

のが増加し、導管の外形は引き伸ばされたように変形し

た。 
以上の所見を表１にまとめた。 

表 1：照射時間と組織別の標本の評価 
 肝臓 顎下腺 

0秒 △ △ 
10秒 △ △ 
20秒 △ ○ 
40秒 ◎ ○ 
80秒 ○ ○ 

◎：良好 ○：やや良好 △：やや不良 ×:不良 
 

考察 
ホルマリン固定を行う際にMWを照射すると、得られ
る標本の状態を良好にする場合があることが明らかにな

った。このような効果はMWによる反応の増強と分子運
動により生じる摩擦熱が細胞内あるいは細胞間への固定

液の浸透を促したためではないかと考えられている２）。 

本研究では辺縁と中心部で部位の違いにおける固定差

が認められた。この結果は追加固定なしでは組織表面の

み固定され、中心部では固定不良になるという過去の報

告と一致する３）。以上のことはMW照射により固定液を
深部へ浸透させることには限度があることを示してい

る。従ってMW照射を行ったとしても組織片の大きさや
追加固定の時間に配慮が必要と考えられる。 
照射時間の違いに注目すると肝 40秒では良好な像が
得られたが、これに比べて 80秒では組織像が劣ってい
た。このことはMW照射が長ければ長いほど良いとは限
らないことを示している。肝 80秒の標本では固定を長
時間行った標本と同様の像を呈していたことから、MW
照射により過固定になったものと推察される。これには

MW照射による固定液温度の上昇が影響しているのかも
しれない。 
本研究の結論として、MW照射により良好な組織標本
が得られることがあることが明らかとなった。 
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呼吸のリズムと量の随意的調節による唾液分泌促進の 

可能性 

43090009 大田 圭一 

指導教員：舩橋 誠 (口腔生理学教室） 

キーワード：唾液、深呼吸、自律神経活動 

 

1. 緒言 

深呼吸は副交感神経活動を優位にすることが知られて

いるが、深呼吸により唾液分泌が促進されるどうかは明

らかではない。呼吸のリズムと量を随意的に調節するこ

とにより唾液分泌は変化するかどうかを明らかにするた

めに実験を行った。 

 

2. 方法 

喫煙者でない健常成人 21名(男性 15名、女性 6名、23

～40才)を被験者とした。実験は午前 10時から午後 6時

の間に行い、各被験者には実験中と実験開始 1 時間以内

の水以外の飲食を行わないよう指示した。座位安静にて

吐唾法により 5 分間の唾液分泌量を測定し、併せて唾液

アミラーゼ活性を計測装置（唾液アミラーゼモニタ、

NIPRO）にて測定した。自律神経活動の機能評価を行うた

めに、手指用脈波測定器（ piezo-electric Pulse 

Transducer、ADInstruments）を用いて心拍変動（心拍数、

LF、HF、LF/HF、RMSSD）を測定した。呼吸条件として、

第 1回：自然呼吸、第２回：深呼吸（6回/分、吸気時間

5秒、呼気時間 5秒）、第 3回：自然呼吸、第 4回:頻呼吸

（30回/分、吸気時間 1秒、呼気時間 1秒）、第 5回：自

然呼吸、各５分間とした。呼吸のリズムと量の調節はメ

トロノームやパソコン画面上で指示する機器（emwave2、

Heartmath Institute）を用いて行った。各測定項目の第

1回のデータと各回のデータを paired t-testにより比較

した。また、各測定項目の相関関係を Pearsonと Spearman

の積率相関係を用いて解析した。 

 

3. 結果 

 深呼吸による唾液分泌量変化率から、唾液量増加群（5

人）と唾液量減少群（8人）とに分けられた(図 1)。唾液

量増加群は基本的な唾液分泌量が少なく、唾液量減少群

は基本的な唾液分泌量が多かった。唾液量増加群は深呼

吸時、唾液分泌量と心拍数は有意に増加した。唾液量減

少群は深呼吸時、頻呼吸時ともに唾液分泌量は有意に減

少し、深呼吸後、頻呼吸後に RMSSD は有意に減少した。

各測定項目には相関関係はみられなかった。 

 

 

 

 

 

 
図 1 各被験者の深呼吸による唾液分泌量変化率 
△は唾液量増加群（5 人）、×は唾液量減少群（8 人）を

示す。唾液量減少群は、唾液分泌量が減少した群（16人）

の中で、その減少率が中央値を超えて大きい 8人とした。 

 

4. 考察 

唾液量増加群は深呼吸時に心臓交感神経活動が増加し

たために唾液分泌が促進した可能性があり、唾液量減少

群は深呼吸により心臓迷走神経活動が減少したために唾

液分泌が抑制された可能性がある。また、本研究では想

定した深呼吸の効果を明確に与えられなかった可能性が

ある。その理由として、深呼吸時の吸気時間が長すぎた

ために吸気相で呼吸が停止し、心拍数が増加したことが

考えられ、1)本実験では心臓迷走神経活動の抑制に因るも

のだと思われる。他方で、深呼吸は喚起効率を改善し、

酸素摂取量を増加させる。2) 局所の血流制御において、

酸素需要理論に従えば、組織酸素分圧が増加することで

局所の血管は収縮し、血流量を減少させる。3)唾液量減少

群において、唾液腺への血流量が減少したために唾液分

泌量が減少した可能性もある。本実験では随意的に深呼

吸を行う事により唾液分泌促進に効果がある可能性が示

されたが、基本的な唾液分泌量の個人差により大きく影

響を受ける事も明らかとなった。また、心拍変動解析に

より得られた自律神経活動の変化と唾液分泌量との相関

については現時点では確定することはできず、今後解明

していく課題となった。 

 

5. 参考文献 

1)Mori H, Yamamoto H, Kuwashima M, et al: How does deep 

breathing affect office blood pressure and pulse rate?, 

Hypertens Res 2005; 28:503  

2)Yasuma F., Hayano J. Respiratory Sinus Arrthima: Why 

does the heartbeat synchronize with respiratory 

rhythm?, Chest, 125, 683-690,2004  

3)ガイトン臨床生理学 第１版 医学書院 
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明暗環境が唾液分泌量に及ぼす影響について 

43100018 奥村 拓真 

指導教員：平井 喜幸,舩橋 誠(口腔生理学) 

キーワード：味覚,視覚,明暗環境 

 

1. 緒言 

食物などを目にすることで唾液分泌量が増加すること

は知られているが,明暗環境の違いによって唾液分泌量が

変化するのかについては不明な点が多い.本研究は明暗環

境が唾液分泌量に与える影響について明らかにすること

を目的として実験を行った. 

 

2.方法 

実験 1 : 明暗環境における唾液分泌量の比較 

被験者は健常成人 7 名(男性 6 名,女性 1 名：平均年齢

23.1 歳)とした.晴天時の屋内の窓際を明環境(自然光),

アイマスクを装着した状態を暗環境として 2 つの明暗環

境を設定し,唾液分泌量を計測した. 

実験 2 : 照度の異なる明環境における唾液分泌量の比較 

被験者は健常成人 6名(男性 6名：平均年齢 29.6歳)と

した.晴天時屋内の窓際を自然光下(照度 2000 lx程度に相

当),明るさを蛍光灯のみとした室内を蛍光灯下(照度 500 

lx程度に相当)として 2つの照度の異なる明環境を設定し,

唾液分泌量を計測した. 

尚,いずれの実験も被験者は屋内で座位とし,自由に開

閉眼を許可した. 

唾液分泌量の計測 

始めに被験者を各明暗条件下にて 15 分間安静にさせ,

続いて 3分間アメを舐めさせ,唾液とアメを一緒に吐出さ

せて採取した. その後被験者を 1分間休憩させ,同様の唾

液採取を引き続き 2回行い,合計 3回のデータから平均唾

液分泌量を求めた. 

得られたデータの統計学的解析には paired ｔ-test

を用いた. 

 

 

図 1 明環境と暗環境の唾液分泌量の比較

 

図 2 自然光下と蛍光灯下の唾液分泌量の比較 

 

3. 結果 

明環境(自然光)と暗環境(アイマスク装着)の唾液分泌

量の計測結果を図１に示す. 明環境に比べ暗環境は唾液

分泌量が有意に減少した(P<0.05). 

 自然光下と蛍光灯下の唾液分泌量の計測結果を図 2に

示す. 2つの条件の唾液分泌量に有意な差は見られなかっ

た. 

 

4. 考察 

本研究から,極度に暗い環境においては,唾液分泌量は減

少することが示唆され,また唾液分泌量は明環境における

照度の違いによって比例的に変化しないことも明らかと

なった. 

 



舌の随意運動時における運動関連脳磁場反応の解析 

43100019 小熊 英敏 

指導教員：前澤 仁志，舩橋 誠 (口腔生理学教室） 

キーワード：運動関連脳磁場反応，脳磁図，舌下神経核，

運動野 

 

1. 緒言 

脳内の神経活動に伴って発生する磁場活動を計測する

手法として脳磁図（magnetoencephalogram，MEG）がある。

示指の運動時には，対側半球優位に運動関連脳磁場反応

（movement-related cortical field，MRCF）が認められ

ることが分かっている 1）。また，舌の随意運動における

MRCF の研究 2）はあるが，口蓋に設置したボタンを押した

時点をトリガーとしているため，舌の筋電図とトリガーに

時間差が生じている可能性がある。そこで，舌筋筋電図を

トリガーにした舌の随意運動における MRCF解析を行い，

半球間における運動関連脳磁場反応の違いを明らかにし

た。 

 

2. 方法 

健常成人 6名（男性 4名，女性 2名，年令 22～38才）

を被験者とし，全頭型脳磁図計測装置（VectorView，

Neuromag， Finland）を用いて計測した。運動開始時点を

決めるため，舌筋筋電図を同時計測した。また，アーチフ

ァクトの影響を除外するため，眼電図と側頭筋の筋電図も

同時に計測した。運動のタスクは，10 秒に 1 回の舌前方

突出運動とし，10 分間の計測を計 4 回行った。計測条件

はサンプリング周波数を 600 Hz，バンドパスフィルター

を 0.03-200 Hzとした。解析方法は過去の文献に従い 1,3），

計測データを抽出し，アーチファクトが入っていないこと

を確認した上で，舌筋筋電図の活動開始時点をトリガーに

タグをつけ，加算平均した後，脳磁図波形の潜時と振幅を

評価した。統計処理には Wilcoxon rank sum test を用い

た。 

 

3. 結果 

全ての被験者において両側半球に MRCFが認められた。

運動準備磁界の開始は左半球では，865.7±689.0 ms，右

半球では，457.2±316.1 msであった。運動磁界の潜時は

左半球では，64.3±71.7 ms，右半球では，112.7±58.8 ms

であり，振幅は左半球では，72.3±32.3 fT/cm，右半球で

は，51.4±13.8 fT/cm であった。運動準備磁界の潜時，

運動磁界の潜時および振幅の全てにおいて半球間に有意

差はなかった。 

 
図１ 運動準備磁界の潜時 

 
図２ 運動磁界の潜時 

 
図３ 運動磁界の振幅 

 

4. 考察 

舌の随意運動には両側半球の大脳皮質が関与しており，

左右の半球間における神経活動に差がないことが示唆さ

れた。 

 

5. 参考文献 

1)Nagamine T, Kajola M, Salmelin R, Shibasaki H, Hari 

R. Movement-related slow cortical magnetic fields and 

changes of spontaneous MEG- and EEG-brain rhythms: 

 Electroencephalography and clinical Neurophysiology 

1996；99：274-286. 

2)Nakasato N，Itoh H，Hatanaka K，Nakahara H，Kannno 

A，Yoshimoto T．Movement-related magnetic fields to 

tongue protrusion: 

NeuroImage 2001；14：924-935． 

3)Cheyne D ， Weinberg H ． Neuromagnetic fields 

accompanying unilateral finger movements ：

pre-movement and movement-evoked fields．Exp Brain 

Res.1989；78（3）：604-12． 



咬みしめによる反応時間の遅延 

43100020 小田 哲也 

指導教員：舩橋 誠（口腔生理学教室） 

キーワード：筋電図，咬みしめ，反応時間 

 

1. 緒言 

強く咬みしめることで最大筋力が向上するということ

が報告されている。一方，咬みしめによる最大筋力の向上

と，スポーツにおける競技記録の向上は，必ずしも一致す

るという見解は得られていない。例えば，投擲競技におい

ては咬みしめることで飛距離が短縮するという報告もさ

れている。そこで本研究では，咬みしめと競技記録との関

連性を明らかにすることを目的とした。 

 

2.方法 

健常成人 15名（23～38歳）を被験者とした。音刺激に応

じて直ちにスイッチを押す動作を行わせ，これに要する時

間を反応時間とし，咬みしめ時と下顎安静位における変化

を調べた。反応時間を解析するため，音刺激とスイッチを

押したタイミングを電圧信号としてパソコンに記録し，こ

れらの間隔を計測した。また，被験者がスイッチを押した

瞬間の母指内転筋の筋電図を記録し，その積分波形の最大

値を算出した。データの統計学的比較には，Paired t  test

を用い，5％の有意差水準で検定を行った。 

 

3. 結果 

咬みしめ時の反応時間は 0.169±0.05 s（平均値±標準

偏差），咬みしめていない時の反応時間は 0.197±0.05 sで

あった。また，咬みしめ時の積分波形最大値は 0.954± 

0.892 mV・s，咬みしめていない時の積分波形最大値は

0.793±0.717 mV・s であった。反応時間において，咬み

しめ時と，咬みしめていない時の間に統計学的有意差が認

められた。また，積分波形最大値において，咬みしめ時と，

咬みしめていない時の間に統計学的有意差が認められた。 

 

4. 考察 

咬みしめ時には瞬間的な筋活動量は増加する可能性が

示唆された。また，水泳や短距離走等の，音をスタートの

合図とする競技においては，スタート音に対する反応は，

咬みしめのないほうが早くなる可能性が示唆された。 

 

 

5. 参考文献 

1）  高梨雄太．咬みしめが投擲競技者の運動能力に及ぼ

す影響．スポーツ歯学 13（2）,75‐80,2010. 

2）  松原周信．視覚および聴覚刺激による跳躍反応時間

の時系列構造．京都府立大学学術報告 55,2003. 



咽頭部への味刺激が随意性嚥下に及ぼす影響 

43100031 実藤 潤 

指導教員：舩橋 誠,平井 喜幸,久留 和成, 

前澤 仁志(口腔生理学教室) 

キーワード：味刺激，随意性嚥下，顎筋電図  

 

1. 緒言 

嚥下食や嚥下障害者に関する研究は数多く行われてい

るが, 嚥下の生理学的な機序についてはまだ不明な点が

存在する. 例えば,咽頭部へ NaCl 溶液を滴下すると連続

嚥下が抑制され 1), 臨床現場では嚥下障害者に酸味のゼ

リーを嚥下させると嚥下機能が改善される場合があるこ

とが知られている 2). しかし, その機序の詳細は未だ不

明である. 本研究では, 咽頭部への味刺激が随意性嚥下

に影響を及ぼす機序を理解するために, 要因の一つとし

て考えられる唾液分泌量の変化に注目し, その関連性を

検討することとした. 

2. 方法 

嚥下機能に臨床的異常を認めない健常者 9 名（男性 4

名, 女性 5 名, 平均年齢 25±3 歳, 23〜33 歳）を被験者

とし, 咽頭部への味刺激時の唾液分泌量および顎二腹筋

前腹相当部の筋電図を記録し嚥下間隔時間を求めた. 実

験環境および手順は先行研究を参考にして下記の通り行

った 1). 

 ［味溶液］0.25 M クエン酸溶液, 0.3 M NaCl溶液を原

液とし, それぞれ 14段階まで倍数希釈した溶液を作製し, 

各被験者の口腔での認知閾値濃度を全口腔法で予め測定

した. 咽頭部刺激に使用する味溶液は, 高濃度溶液とし

て 0.25 M クエン酸溶液および 0.3 M NaCl 溶液を, 低濃

度溶液として各被験者の認知閾値濃度に設定した NaCl溶

液およびクエン酸溶液を用意した. また, コントロール

として蒸留水（DW）を用いた. 味溶液は外径 1 mmのポリ

エチレンチューブを使用し, ペリスタポンプで 0.2 

mL/min の速度で咽頭部へ直接注入した. 

 ［記録と解析］各味溶液滴下中に舌下に 30秒間ガーゼ

挿入し, その重量変化を咽頭部への味刺激時の唾液分泌

量とした. 続いて味溶液は滴下したままで被験者に連続

嚥下（10 回）を行わせ, 顎二腹筋前腹相当部の開口筋筋

電図を PowerLab(ADInstruments, Australia)を用いて計

測した. 記録した筋電図の積分波形のうち, 4から 9回目

の嚥下の積分波形のピーク間の時間間隔を求め, その平

均値を嚥下時間間隔（SI）とした. 

統計解析は蒸留水に対して各溶液の唾液分泌量と嚥下

時間間隔を repeated measure ANOVA で検定を行い

Bonferroni法で多重比較検定を行った. 有意水準は 5%ま

たは 1%とした. 

3. 結果 

各味溶液による咽頭刺激時の唾液分泌量および嚥下時間

間隔の変化の結果を図１に示す. 0.3 M NaCl溶液投与により, 

DW と比較して唾液分泌量に有意な変化は認められなかった

が（図１a）, SIは有意に増加した（図１c）. 一方, 0.25 M クエン

酸溶液投与により, DW と比較して唾液分泌量は有意に増加

し（図１b）, SI は有意に減少した（図１d）. また, 咽頭部への

味溶液刺激時に被験者に味を認識したか質問したところ, 全

ての被験者が 0.25 M クエン酸溶液に対してのみ味を認識し

ていた.  

4. 考察 

NaCl溶液投与では SIの減少が認められ, これは先行研究

の結果と一致していた. しかし, その要因としては, 味覚や唾

液分泌量変化以外のものが存在すると考えられた. 一方, 

0.25 M クエン酸溶液投与では, 味覚刺激により唾液分泌が

促進し SI が減少した可能性が考えられる. しかし, SI 減少を

生じさせる主要因が味覚刺激なのか唾液分泌量なのかにつ

いては本研究では明らかにできなかった. 

5. 参考文献 
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図 1 NaCl溶液およびクエン酸溶液投与時の唾液分泌量
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口腔内に貯留できる唾液量と嚥下機能の関連性に関する

研究 

43100039 寺島 広朗 

指導教員：舩橋 誠、平井 喜幸（口腔生理学教室） 

キーワード：唾液、嚥下、RSST 

1. 緒言 

ヒトは普段唾液を反射的に嚥下している.唾液の嚥下に

ついては多くの先行研究が行われているが,唾液を口腔内

に溜める事に関してはほとんど研究がなされていない.パ

イロットテストにおいて口腔内に溜めることのできる唾

液の重量と時間には個人差がみられた.そこで本研究では

考えられる原因の一つとして嚥下機能に着目し,唾液を溜

める事と嚥下機能との関連性を検証する事を目的に実験

を行った. 

2. 方法 

実験１ 

被験者(男性 7名,女性 7名,平均年齢 24.4歳)に対し可

能な限り唾液を口腔内に溜めさせた.唾液を溜め始めてか

ら最初に嚥下を行うまでの時間を計測し,これを唾液貯留

時間とした.溜めた唾液をコップに吐き出させ重量を計測

し,これを唾液貯留量とした. 

実験 2 

実験を行った被験者 14人に嚥下機能を評価するためス

クリーニングテストである反復唾液嚥下テスト(RSST)を

行った. 

3. 結果 

実験 1 

唾液を 1時間以上溜められる 7名の集団(Lグループ)と

20分程度しか溜められない 7名の集団(Sグループ)に大き

く二分された(図 1).唾液の分泌速度に関して二グループ

間で有意差は認められなかった. 

実験 2 

RSSTでは嚥下回数において Sグループの方が Lグルー

プよりも有意に多かった（Pairedt-test,p<0.05,図 2,図

3).唾液を長時間溜める事ができる LグループはRSSTの回

数において低い値を示し,唾液を長時間溜める事ができな

い Sグループは RSSTの回数において高い値を示した. 

 

 
   図 1：唾液貯留時間の成績 

 被験者 14名各個人の唾液貯留時間（min）を示す. 

 
   図 2：RSSTの成績 
 被験者 14名各個人の RSST（回）を示す. 

 

   図 3：RSSTにおける 2グループ間の平均 
 横軸に RSSTの回数を縦軸に示す. 
 Sグループの方が Lグループよりも有意に多かった. 

 

4. 考察 

 唾液を口腔内に溜める時間において個人差があり,1時

間程度溜められる人がいる一方で,20分程度しか溜めら

れない人もいる事が示唆された. 

唾液を長時間溜める事が出来る人は溜める事ができな

い人に比べ,RSSTにおいての嚥下回数が少なく嚥下機能

が低い事が示唆された. 
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苦味溶液の持続投与によるダイエット効果の可能性 

43100043 橋本 里紗 

指導教員：平井 喜幸, 久留 和成, 舩橋 誠 (口腔生

理学教室) 

キーワード：苦味, 摂食, 飲水 

 

1. 緒言 

 5基本味の 1つである「苦味」は, 毒物のシグナルであ

り, 生物が忌避する味である.  

 ラットは, 苦味を認知することができ 1), 飼料に苦味

物質を混入させると, 摂食量が減少することが知られて

いる 2). しかし, 苦味物質を混入させた水を持続的に飲

水させた場合の摂食量の変化については知られていない. 

本研究では, これを明らかにすることを目的として実験

を行った.  

 

2. 方法 

本研究は, 国立大学法人北海道大学動物実験に関する

規定を遵守して行った.  

実験には, 7週齢の SD系雄性ラット 15匹（体重 150〜

300 g）を使用した. 飼育室内温度 23 ± 1 ℃, 湿度 40 

± 5 ％に調節し, 12 時間ごとの明暗サイクル（7:00〜

19:00明期）の下で個別にラットを飼育した. 苦味物質と

しては, キニーネと抗ヒスタミン薬を使用した. なお, 

抗ヒスタミン薬は, 苦味を呈し, ラットの脳室内投与に

おいて摂食促進作用があることが知られている 3). 

ラットは, 固形飼料と蒸留水を 24時間自由摂取下で 5

日間予備飼育し, 5日目の 1日総摂食量と飲水量をコント

ロールとして記録した. その後, ラットを飲水制限群

（蒸留水）,キニーネ溶液飲水群（2 mM キニーネ塩酸塩

二水和物溶液）, 抗ヒスタミン薬溶液飲水群（0.6 mM dl-

クロルフェニラミンマレイン酸塩溶液）の 3群に分け, 1

日総摂食量と飲水量を計測した. 統計検定は paired 

t-testを用いた.  

 

3. 結果 

飲水制限群,キニーネ溶液飲水群, 抗ヒスタミン薬溶

液飲水群, いずれにおいてもコントロールと比較して摂

食量と飲水量が減少した（図 1, 図 2）. しかし, 飲水量

あたりの摂食量は, 飲水制限群, 抗ヒスタミン溶液投与

群は有意に高値を示したが, キニーネ溶液投与群は有意

差がみられなかった（図 3）.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 考察 

苦味嫌悪により飲水量が減少し, 固形飼料の摂取に支

障をきたしたために, 摂食量が減少した可能性が考えら

れた.  

 また, 飲水量あたりの摂食量は, 抗ヒスタミン薬投与

時と飲水制限時とで同様な結果が得られたことから, 今

回の抗ヒスタミン薬の濃度では, 抗ヒスタミン薬の摂食

促進作用が苦味による摂食抑制により相殺された可能性

が考えられた. 

 以上のことから, 苦味溶液投与によるダイエット効果

の可能性が示唆された. 

 

5. 参考文献 
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図 3 飲水量あたりの摂食量の変化 
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図 2 体重あたりの飲水量の変化 
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図 1 体重あたりの摂食量の変化 
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上顎中切歯根管の側枝と根尖分岐について 
43100005 粟野 淳之介 
指導教官：山本恒之（硬組織発生生物学教室） 
キーワード：上顎中切歯、側枝、根管分岐、透明標本  
 

諸言 
 

齲蝕や外傷等で歯髄が不可逆的な損傷を受けた場合、歯の

形態を修復し最終的に機能を回復させる前に必ず歯内治

療を施さなければならない。私たちはこのようなケースに

将来ほぼ毎日遭遇するであろう。歯内療法を進める上で、

根管形態を熟知することは歯科医にとって必須事項であ

る。しかし、根管形態、特に側枝と根尖分岐について詳述

した専門書はなく、いままで重点が置かれていなかったよ

うに感じていた。 
今回の研究実習をよい機会ととらえ、側枝と根尖分岐の

出現頻度を自分なりに確かめてみようと思い本研究を開

始した。今回、審美性や発音機能において重要である上顎

中切歯を選んだ。側枝と根尖分岐の形態分類については、

須田１）が提唱した、側枝と根尖分岐のいずれも持たない

直根管、根尖分岐のみ持つ根管、側枝のみ持つ根管、それ

ら両方を持つ根管、の４分類法を踏襲し、それぞれの出現

頻度をレジン包埋した透明標本により調べた。 
 

材料と方法 
 

北海道大学歯学部硬組織発生生物学教室所有の 10%ホル

マリン溶液中に保存してあった上顎中切歯（右 41本、左

33 本）を材料とした。歯を 60℃の 30%水酸化カリウムで

30分処理し付着軟組織を除去した。５%蟻酸で３週間脱灰

した後、ビーカーに墨と標本を入れ、真空チャンバーで５

分間空気を抜くことを２回繰り返し歯髄腔に墨汁を流入

した。歯ブラシで歯の表面についた墨を取り除き、80%、

90%、100%、および無水アルコールで１日ずつ脱水した。

サリチル酸メチルⅠ、Ⅱに１日ずつ浸漬して歯を透明にし、

ついでスチレンモノマー液、スチレンモノマーとリゴラッ

ク（ポリエステルレジン）の１対 1混合液に１日ずつ、最

後に 0.3%ベンゾイン（触媒）を入れた 100%リゴラックに

1日間浸漬して歯にレジンを浸透させた。筆で標本表面の

レジンをぬぐい紫外線重合器で１日重合した。 

 

結果 

 

根尖分岐は根管が根尖のセメント質内で分岐し、それぞれ

が同等の大きさ（太さ）を持つもの、側枝は歯根象牙質内

で分かれ明らかに主根管よりも細いもの、と定義される。

須田１）は上顎中切歯根尖のセメント質は厚さが１mm 以下

であることを組織学実習切片で確認し、側枝は根尖端から

１mm以上歯冠側で分かれるもの、根尖分岐は１mm以内で

分かれるものとした。本研究もこの判別法を利用して４種

類の根管形態の出現頻度を算出した。結果を表１に示す。 

 

  右  左  計 

直根管 23本 

（56.1%） 

18本 

(54.5%) 

41本 

(55.4 %) 

根尖分岐

のみ 

5本 

(12.2%) 

5本 

(15.2%) 

10本 

(13.5%) 

側枝のみ 11本 

(26.8%) 

6本 

(18.2%) 

17本 

(23.0%) 

根尖分岐

＋側枝 

2本 

(4.9%) 

4本 

(12.1%) 

6本 

（8.1%） 

計 41本 

(100%) 

33本 

(100%) 

74本 

（100%） 

表１ 

 

考察 

 

本研究における結果は直根管が 55.4%、根尖分岐のみが

13.5%、側枝のみが 23.0%、根尖分岐と側枝が 8.1%であっ

た。歯の解剖学入門２）ではそれぞれ 44.4%、13.9%、38.4%、

3.3%（標本数は不明）、須田は 33.3%、15.8%、35.1%、15.8%

（標本数 57本）、千葉３）は 36.5%、14.9%、33.8%、14.9%(標

本数 74本)と報告している。過去の研究結果と比較すると、

頻度にばらつきがあるものの、高頻度のものから、直根管、

側枝のみ、根尖分岐のみ、根尖分岐と側枝を持つ、の順で

あることは一致していた。ばらつきの原因には調査歯数の

絶対的な少なさがまず挙げられる。数百本、数千本単位で

調べれば頻度は一定の数字に収束していくと考える。また、

根尖分岐は加齢により封鎖するという報告もあるので、観

察歯提供者の年齢の違いも影響しているかもしれない。よ

り正確に頻度を算出するためには、標本歯数を増やし年齢

を考慮するとともに判別法も統一していく必要があるだ

ろう。 

本研究から、上顎中切歯には直根管以外の複雑な根管形

態も存在することを確認できた。これを踏まえ、一見、他

歯よりも容易と思われがちな上顎中切歯の根管治療にも

慎重かつ丁寧な治療を心がける事が大切であると実感し

た。そのことだけでも有意義な研究実習であった。 
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下顎第一大臼歯の根管形態について 
43100017 奥川 葵 
指導教員：山本 恒之（硬組織発生生物学教室） 
キーワード：下顎第一大臼歯、根管形態、透明標本 
 

緒言 
的確な根管治療を行う上で根管形態を理解することは非

常に重要である。第一大臼歯は咀嚼と咬合に特に重要な歯

であると同時に、根管形態が多様で複雑であることが知ら

れている。そこで下顎第一大臼歯の根管形態を透明標本に

より観察することにした。 
 

材料と方法 
北海道大学歯学部硬組織発生生物学教室が所有し、10％
ホルマリン溶液中に保存されていた、根面に齲蝕がない下

顎第一大臼歯（右 19 本、左 17 本）を材料とした。60℃、

30％水酸化カリウム溶液で歯牙表面の軟組織を除去し、

５％蟻酸水溶液で３週間脱灰した。墨汁と歯牙を入れたビ

ーカーを真空チャンバー内に置き、真空ポンプで５分間２

回、空気を引いて根管内に墨汁を流入させた。80％、90％、

100％、および無水アルコールで 1 日ずつ脱水した後、サ

リチル酸メチルⅠ、Ⅱに１日ずつ浸漬して歯を透明にした。

ついで、スチレンモノマー、スチレンモノマーとポリエス

テルレジン（リゴラック）の１：１混合液にそれぞれ１日

ずつ、0.3％ベンゾイン入り 100％リゴラックに１日標本

を浸漬しレジンを歯に浸透させ、紫外線重合器で１日間重

合した。¹⁾ 
 

結果 
根管形態を分岐状態から以下の３種類に分類した。 
 
①単純根管…一つの根管が一つの根尖孔に開孔するもの 
②完全分岐根管…二つの根管が二つ以上の根尖孔に開孔

するもの 
③不完全分岐根管…二つの根管が合わさり一つの根尖孔

に開孔するもの 
下顎第一大臼歯における上記３種類の根管形態の出現頻

度を以下の表に示した。 
 
（１）下顎第一大臼歯近心根 
 
表１ 
 右:数(%) 左:数(%) 計:数(%) 
単純根管 1(5.3) 8(47.1) 9(25.0) 
完全分岐根管 7(36.8) 5(29.4) 12(33.3) 
不完全分岐根管 11(57.9) 4(23.5) 15(41.7) 
計 19 17 36 
 
（２）下顎第一大臼歯遠心根 
２根性のものが右４本、左３本の計７本存在し、14 根全

てが単純根管であった。 
 
表２ ２根性遠心根を完全分岐根管とみなした場合 
 右:数(%) 左:数(%) 計:数(%) 
単純根管 10(52.6) 11(64.7) 21(58.3) 
完全分岐根管 4(21.1) 4(23.5) 8(22.2) 
不完全分岐根管 5(26.3) 2(11.8) 7(19.5) 
計 19 17 36 
 

 
 
表３ ２根性遠心根を除いた場合 
 右:数(%) 左:数(%) 計:数(%) 
単純根管 10(66.7) 11(78.6) 21(72.4) 
完全分岐根管 0 1(7.1) 1(3.5) 
不完全分岐根管 5(33.3) 2(14.3) 7(24.1) 
計 15 14 29 
 

考察 
加齢による二次象牙質の形成や齲蝕による局所的な修復

象牙質の形成により、根管は経年的に近遠心的に圧平され

るために単純根管は不完全分岐根管へ変化するとされて

いる。標本提供者の年齢は不明であったため、「単純根管

+不完全分岐根管」と「完全分岐根管」の 2 グループに再

分類し、年齢の因子を除外して考察する。 
近心根においては、完全分岐根管が 33.3％、単純根管

＋不完全分岐根管が 66.7％となった。三橋 2)は完全分岐根

管が 39.6％、単純根管＋不完全根管が 60.3％と本研究と

近い結果を報告している。 
遠心根においては、２根性のものを完全分岐根管とした

場合、完全分岐根管が 22.2％、単純根管＋不完全分岐根

管が 77.8％となった。森下 3)も遠心２根性のものを完全分

岐根管とみなし、完全分岐根管 26.3％、単純根管＋不完

全分岐根管を 73.7％と報告しており、本研究と近い結果

である。また２根性遠心根の出現率は 19.4％であり、佐

伯と瀬尾 4)の報告する 20％とほぼ一致した。上記文献以

外では根管形態の分類が本研究と異なったため比較でき

なかった。 
今回の研究実習から、下顎第一大臼歯の３種類の根管形

態に関してのおよその出現率を求めることができた。直接

に臨床に関連するのは完全分岐根管の出現頻度であろう。

今回の結果は、歯根完成歯ならば近心根では少なくとも

30%以上、遠心根では２根性を含めると 20%以上が完全

分岐根管であることを示した。この数字は今後の臨床に充

分活用できると思う。根管形態にはより複雑な形態、たと

えば網目状のもの（網状根管）、根尖付近での分岐（根尖

分岐）、側枝が多く存在するもの、などもあった。根管形

態がいかに多様で複雑であるかを実感させられた。これら

のことをつねに思い出しながらこれからの診療に臨みた

い。 
 

参考文献 
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53-54 

３）森下剛(2005)：下顎第一大臼歯遠心根の根管形態につ

いて、34期生(平成16/17年度)研究実習論文報告書(第
6 号)：65-66 

４）佐伯政友 瀬尾次郎(1994)：歯の解剖学 医歯薬出
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上顎第二小臼歯の根管形態について 

43100029 相良 ふみ 

担当教官：山本 恒之（硬組織発生生物学教室） 

キーワード：上顎第二小臼歯、根管形態、透明標本 

 

【緒言】 

日常の歯科診療において根管治療はほぼ毎日行われてい

る。従って、根管の形態についての知識を充分に持つこ

とは歯科医にとって必須条件である。 

 上顎第一小臼歯の根管形態が複雑であることは教科書

によく記載されている。それに比べ、上顎第二小臼歯の

根管形態に関してはあまり記載されていない。そこで本

研究で、上顎第二小臼歯の根管形態について透明標本を

用いて調べることにした。 

 

【材料と方法】 

北海道大学歯学部硬組織発生生物学教室が所有し、10%ホ

ルマリン溶液中に保存されていた完成した単根の上顎第

二小臼歯（右 32本、左 35本）を材料とした。 

 60℃の 30％KOH で 30 分（15 分を２回）処理し、化学

的に歯を清掃した後、流水下で歯ブラシで機械的に歯の

清掃を行った。５％蟻酸で３週間脱灰した後、墨汁と標

本を入れたビーカーを真空チャンバー内に置き、真空ポ

ンプを用いて空気を引いて根管に墨汁を流し込んだ。

80％、90％、100％、無水アルコールで 1 日ずつ脱水した

後、サリチル酸メチルに２日間浸漬し透明にした。スチ

レンモノマーに１日、およびスチレンモノマーとポリエ

ステルレジン（リゴラック）の 1：1 混合液に 1 日、

0.3％ベンゾインを入れた 100％リゴラックに 1 日、標本

を浸漬しレジンを浸透させた。重合前に標本表面の余剰

なレジンをふき取り紫外線重合器で 1日重合した 1）。 

 

【結果】 

根管形態を分岐の状態から以下の３種類に分類した 2）。 

 

1．１本の根管が 1つの根尖孔に開孔する“単純根管” 

2．２本の根管が２つ以上の根尖孔に開孔する“完全分岐

根管” 

3．２本の根管が合わさって 1つの根尖孔に開孔する“不

完全分岐根管” 

 

上顎第二小臼歯における３種類の根管形態の出現頻度を

表１に示した。 

表 1 

 右 左 計 

単純根管 17(53.1％) 24(68.6％) 41(61.2％) 

完全分岐根管 5(15.6％) 2(5.7％) 7(10.4％) 

不完全分岐根管 10(31.3％) 9(25.7％) 19(28.4％) 

計 32(100％) 35(100％) 67(100％) 

 

 

【考察】 

一般に加齢による二次象牙質の形成やう蝕による局所的

な修復象牙質の形成のため、経年的に根管は細くなって

ゆき、近遠心的に圧平されると単純根管が不完全分岐根

管になる場合がある。そのため高齢者になると不完全分

岐根管の割合が多くなると考えられる。 

 本研究では、歯牙提供者の年齢は考慮されていないた

め不完全分岐根管を単純根管の一部とし、「単純根管と不

完全分岐根管」と「完全分岐根管」の２つのグループに

再分類し、さらに２根性の上顎第二小臼歯の出現率は約

10％であるので、本研究の単根歯の結果を上顎第二小臼

歯全体の 90％として２根性のものを含めた上顎第二小臼

歯全体での根管形態の出現頻度を計算し直した。その結

果を表２に示した。 

表２ 

 右 左 計 

単純根管 

＋不完全分岐根管 

27 

(73.0％) 

33 

(89.2％) 

60 

(81.1％) 

完全分岐根管 

(単根性＋2根性) 

10 

(27.0％) 

4 

(10.8％) 

14 

(18.9％) 

計 37 

(100％) 

37 

(100％) 

74 

(100％) 

 

日本人の透明標本を利用した過去の研究結果と本研究を

まとめたものが、以下の表３である。 

 

表３ 

 単純根管 

＋不完全分岐根管 

完全分岐根管 

(単根性＋2根性) 

浜谷 3) 81.8％ 18.2％ 

斎藤 4) 78.8％ 21.2％ 

本研究 81.8％ 18.9％ 

  

外国の研究 5）では、不完全分岐根管と単純根管を合わせ

たものの出現頻度は 81.8％、完全分岐根管は 18.2％であ

り本研究結果と近似していた。 

 以上から「単純根管と不完全分岐根管を合わせたも

の」と「完全分岐根管」はおよそ８：２の割合で出現す

ると言える。個々の根管形態の出現頻度をより厳密に算

出し考察するには、年齢、性別、人種なども考慮し分類

を行わなければならないが、この８：２という数値は大

まかではあるものの将来の私自身の臨床に役立つ指標に

なると考える。 

本研究では、根管形態を単純根管、不完全分岐根管、

完全分岐根管の３種類のみに分類し、上顎第二小臼歯で

は単純根管が８割程で一番多いことが判明した。ただし

実際の根管形態はより複雑であった。単純根管でも根管

の太さは個々の歯で異なり、不完全分岐根管では分岐し

た根管が合わさる位置や分岐の程度は様々であった。そ

の他にも根管が網目状に広がった網状根管、根管が根尖

部、特にセメント質の中で２本または数本に分かれる根

尖分岐も観察できた。 

 上顎第二小臼歯のみを観察しても一つとして同じ根管

形態が無いことを実感させられた。今後の臨床の場で、

今回学んだ根管形態の複雑性や多様性をつねに想起しな

がら治療を行いたい。 
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上顎側切歯の根管形態について 
43100046 平野知佳 
指導教官；山本 恒之(硬組織発生生物学教室) 
キーワード：上顎側切歯、側枝、根尖分岐、透明標本 
 

緒言 
根管治療は日常の歯科治療において中核をなす分野であ

る。正確な根管治療は予後の成績を高めるが、そのために

は根管形態を熟知し理解しなければならない。上下顎前歯

は単根管であるものが大部分であるが、側枝や根尖分岐も

しばしば出現するといわれる。しかし、それらの形態、出

現頻度などについて詳細に述べた文献は極めて少ない。そ

こで本研究では特に上顎側切歯を選び、透明標本を用いて

同歯の側枝と根管分岐の出現頻度を調べることにした。 
 
          材料と方法 
硬組織発生生物学教室所有の 10%ホルマリン溶液で保存
してあった上顎側切歯、右側 30本、左側 31本の計 61本
を使用した。標本歯を 60℃の 30%KOH水溶液で処理し、
流水下で歯ブラシでよく清掃した。５%蟻酸で３週間脱灰
した後、ビーカーに墨汁と標本を入れて真空チャンバー内

で空気を引き根管に墨汁を流入させた。歯ブラシで歯を清

掃した後、80%、90%、100%、無水アルコールで１日ず
つ脱水した。サリチル酸メチルⅠ、Ⅱに１日ずつ浸漬し標

本を透明にした後、スチレンモノマー、スチレンモノマー

とリゴラック（ポリエステルレジン）の１:１混合液にそ
れぞれ１日間、さらに 0.3%ベンゾインを入れた 100%リ
ゴラックに１日間浸漬し標本にレジンを浸透させた。筆で

よく標本表面のレジンをぬぐい紫外線重合器で１日重合

した。 
 
           結果 
40期生須田 1 ) と 41期生小林 2 ）は、それぞれ上顎中切歯

と上顎側切歯の根管形態の研究で側枝と根尖分岐を明確

に判別した。彼らは組織学実習標本により上顎中・側切歯

根尖のセメント質の平均厚さを 1.0mmと算出し、側枝は
根尖端から 1.0mm以上歯頚側で主根管から分岐しかつ明
らかに主根管より細いもの、根尖分岐は根尖端から 1.0 
mm以内で分岐するもの、あるいは 1.0mmより歯頚側で
分岐するが主根管と区別ができないものとした。この判別

法を使い、彼らは上顎中・側切歯の根管形態を、側枝も根

尖分岐も持たない直根管、側枝のみ持つ根管、根尖分岐の

み持つ根管、側枝と根尖分岐の両方持つ根管、の４種類に

分類し、それぞれの形態を持つ歯の数と頻度（％）を算出

した。今回の研究でもその判別法と分類法を踏襲し、上記

４種類の根管形態の頻度を算出した（表１）。なお、全て

の歯が上記４種類のいずれかに分類できた。 
 

 
 

表１ 
 

 右 左 計 
直根管 
 

18本 
(60.0%) 

18本 
(58.1%) 

36本 
(59.0%) 

側枝のみ 
 

3本 
(10.0%) 

8本 
(25.8%) 

11本 
(18.0%) 

根尖分岐の

み 
8本 
(26.7%) 

5本 
(16.1%) 

13本 
(21.3%) 

側枝＋根尖

分岐 
1本 
(3.3%) 

0本 
(0%) 

1本 
(1.6%) 

計 
 

30本 
(100%) 

31本 
(100%) 

61本 
(100%) 

  
考察 

歯の解剖学入門 3 ) では、上顎側切歯における４種類の根

管形態の出現頻度は、単純根管（直根管）が 52.8%、側枝
のみが 15.7%、根尖分岐のみが 28.3%、側枝＋根尖分岐が
3.2%であった（標本数は不明）。小林の研究 2 ) では直根

管が 55.4%、側枝のみが 18.5%、根尖分岐のみが 26.1%、
側枝＋根尖分岐が 0%であった（標本数 65本）。頻度の順
位はどちらも本研究と同じであるものの、個々の頻度につ

いて多少のばらつきがみられる。歯の解剖学入門では観察

方法と側枝と根尖分岐の判別法は不明である。これらが頻

度のばらつきに影響した可能性がある。一方、小林との違

いは、お互いに標本の絶対数が足りないことにより生じた

と考えられる。さらに厳密に出現頻度を調べるためには、

標本数を増やすとともに、観察法や側枝・根尖分岐の判別

法を統一する必要があるだろう。また、根尖分岐は経年的

に狭窄し閉鎖するという報告もあることから、歯の提供者

の年齢も考慮しなければならないと思われる。 
本研究実習を通して、一般に単純であるといわれている

上顎側切歯の約半数に側枝や根尖分岐が存在することが

わかった。予後の良い治療を行うには、根管形態をしっか

り理解し予断しないことが重要であると再認識させられ

た研究実習であった。  
 
参考文献 
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上顎犬歯の根管形態について 
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指導教官 山本恒之（硬組織発生生物学教室） 
キーワード：上顎犬歯、根管形態、透明標本、側枝、根

尖分岐 
 

緒言 
根管治療は歯科臨床において基本的で重要な分野であり、

根管治療を的確に行うためには根管形態を十分に理解す

る必要がある。側枝と根尖分岐は根管治療の成績に関わる

重要な構造物であるものの、詳細に論じている文献は極め

て少ない。本研究は歯牙の中で最も根管が長い上顎犬歯を

選び、同歯にどの程度の頻度で側枝と根尖分岐が出現する

かを明らかにすることを目的とした。観察にはレジン包埋

した透明標本を利用した。 
 

材料と方法 
硬組織発生生物学教室所有の、10％ホルマリン溶液に保
存されていた根面に齲蝕の無い上顎犬歯 59本（右 24本、
左 35本）を材料とした。標本を 60℃の 30％水酸化カリ
ウムで 30分間処理し、流水下で歯ブラシで清掃した。５％
蟻酸で３週間脱灰した後、ビーカーに墨汁と標本を入れて

真空チャンバーで空気を引き墨汁を根管内に流入させた。

歯ブラシで表面の墨汁を取り除き、80％、90％、100％、
無水アルコールで１日ずつ脱水した。サリチル酸メチルⅠ、

Ⅱに１日ずつ浸漬し標本を透明にし、ついでスチレンモノ

マー、スチレンモノマーとリゴラック（ポリエステルレジ

ン）１：１混合液にそれぞれ１日ずつ、0.3％のベンゾイ
ンをいれた 100％リゴラックに１日間浸漬しレジンを浸
透させた。筆でよく標本表面のレジンをぬぐい紫外線重合

器で１日重合した。 
 
結果 

40期生須田１）と 41期生前田 2)はそれぞれ上顎中切歯と上

顎犬歯の根管形態の研究で、側枝と根尖分岐のいずれも持

たない根管を直根管と名付けた。さらに前歯の根尖セメン

ト質の平均厚さを組織切片から 1.0mmと算出し、根尖分
岐は根尖セメント質内で、すなわち根尖端から 1.0mm以
内の高さで分かれるもの、側枝は歯根象牙質内で、すなわ

ち根尖端より 1.0mm以上歯頸側で主根管から分かれ、か
つ明らかに主根管より細いもの、と判別した。以上の方法

により彼らは根管形態を①直根管、②側枝のみ持つ根管、

③根尖分岐のみ持つ根管、④側枝＋根尖分岐ともに持つ根

管の４種類に分類した。本研究もこの分類法と判別法を踏

襲し上顎犬歯の根管形態を分類した。それぞれの根管を持

つ歯の数と頻度（％）を表１にまとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 右（24本） 左（35本） 合計（59本） 

直根管 16本(66.7％) 24本（68.6％） 40本（67.8％） 

側枝 1本（4.1％） 7本（20.0％） 8本（13.6％） 

根尖分岐 6本（25.0％） 3本（8.5％） 9本（15.3％） 

側枝＋ 

根尖分岐 

1本（4.1％） 1本（2.8％） 2本（3.3％） 

表１ 

考察 
本研究により通常は直根管とされる上顎犬歯にも、実際に

は約３割に側枝や根尖分岐を持つ根管が存在することが

明らかになった。 
歯の解剖学入門 3)による上顎犬歯の４種類の根管形態

の頻度は、単純根管（＝直根管）が 42.7％、側枝のみが
27.3％、根尖分岐のみが 25.9％、側枝＋根尖分岐が 4.1％
であった。41期前田 2)の研究結果では、直根管が 49.0％、
側枝のみが 43.1％、根尖分岐のみが 5.9％、側枝＋根尖分
岐が 2.0％であった（標本数 51本）。 
歯の解剖学入門 3)と 41 期前田 2)の研究結果では数値は

異なるが、ともに頻度の多いものから順に直根管、側枝の

み、根尖分岐のみ、側枝＋根尖分岐となる。本研究では、

直根管の頻度が最も高く、側枝＋根尖分岐が最も低いのは

変わりないが、根尖分岐のみと側枝のみの出現頻度の順位

は反対であった。標本数の絶対数の不足がこの違いを生じ

させた最も大きな原因であろうと思われる。信頼度を上げ

るためには標本数を増やすと共に、観察法、根尖分岐と側

枝の判別法を統一する必要がある。また、根尖分岐には経

年的閉鎖があるとの報告もあるので、歯の提供者の年齢も

考慮する必要があるかもしれない。 
 今回の研究実習から上顎犬歯の約３割に、以前の文献も

含めるとそれ以上に側枝や根尖分岐が存在することが明

らかとなった。上顎犬歯は単根管で根管治療も比較的容易

であると漠然と考えていたが、そうとは限らないというこ

とを実際に標本を通して学ぶことができ、大きな収穫であ

った。側枝は一般的に機械的清掃だけでは十分な清掃がで

きず、十分な垂直加圧により緊密な根管充填を行うととも

に化学的な清掃も併用する必要があるといわれている。上

顎犬歯にもそのような治療法を積極的に取り入れるべき

と考える。予後良好な根管治療を行うためには根管形態の

複雑性を常に意識しながら治療を行っていかなければな

らない。このことを実感した有意義な研究実習であった。 
 

文献 
1) 須田有紀子(2012) 上顎中切歯根管の側枝と根尖分岐
について 40期生（平成 22/23年度）研究実習論文
報告集 p45-46 

2) 前田良子(2013) 上顎犬歯の根管形態について 41
期生（平成 23/24年度）研究実習論文報告集 p51-52 

3) 赤井三千男（1990）：歯の解剖学入門、医歯薬出版 
 
 



骨芽細胞特異的副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHrP)
過剰発現マウスの胎生期下顎骨における組織学的解析 
43100057 山崎 七愛 
指導教員：網塚 憲生（硬組織発生生物学教室） 
キーワード：PTHrP，骨芽細胞，骨細胞, 下顎骨 

 
1. 緒言 
副甲状腺ホルモン関連ペプチド(PTHrP)は顎顔面領域に

おいて、エナメル器ならびに歯槽骨・顎骨の骨芽細胞か

ら産生され、歯槽骨および歯胚の発生・形成を調節する

ことが示唆されている。そこで、骨芽細胞から PTHrPが

過剰産生された場合における歯槽骨および歯胚の異常を

組織化学的に検索した。 

 
2. 方法 
マウス骨芽細胞に特異的なⅠ型コラーゲンのプロモータ

ーを用いて骨芽細胞特異的 PTHrP過剰発現(Tg)マウスを

作製した。胎生 18日齢 PTHrP Tgマウスの下顎骨を採取

し、パラホルムアルデヒド固定後、通法にてパラフィン

切片を作製した（動物実験については、動物実験実施教

育訓練未受講のため、指導教員の実験を見学した）。これ

らの切片において、各種組織解析を行った。 

・H-E染色 

・酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ（TRAP）染色 

・免疫組織化学  

alkaline phosphatase (ALP)：アルカリホスファターゼ 

ecto-nucleotide pyrophosphatase/ 

phosphodiesterase1(ENPP1) ：ピロリン酸合成酵素 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA)：細胞増殖抗原 

E11：骨細胞初期マーカー 

 
 
3. 結果 
①骨格標本（アリザリンレッド・アルーシャンブルー染

色） 
胎生 18 日齢野生型マウス

および PTHrP Tg マウスに

てアリザリンレッド・アル

ーシャンブルー染色を行う

と、PTHrP Tgマウス下顎骨

ではアリザリンレッドで赤

色に染まる骨が少なく、野

生型マウスに比較して骨形 

成が抑制されている可能性が推測された。 
 
②H-E染色 
野生型マウスならびにPTHrP Tgマウス下顎骨パラフィン

切片にて H-E染色を行った(図 2)。野生型マウス下顎骨で

は発達した骨梁を観察するが（図 2上段）、PTHrP Tgマウ

スでは、多数の細胞の中に不規則な形状を示す僅かな幼

若骨しか認められなかった（図 2下段）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2：野生型マウス（上段）および PTHrP Tgマウス下顎骨（下段）にお
ける H-E 染色像。左パネルは右パネル歯槽骨の拡大像を示す。なお、野
生型マウスと比較して、PTHrPTg マウス臼歯歯胚の大きさや形に明らか
な異常は認められない。 
 

③ALP免疫組織化学/TRAP酵素組織化学 
野生型マウスおよびPTHrP Tgマウスの下顎骨にて骨芽細

胞系細胞を染色する ALP免疫染色ならびに破骨細胞を染

色する TRAP染色を行った結果（図 3）、野生型マウスで

は骨基質表面に茶色に染まる多数の ALP陽性骨芽細胞系

細胞と赤色に染まるTRAP陽性破骨細胞が観察された（図

3上段）。一方、PTHrP Tgマウスでは、幼弱骨周囲を取り

囲むように多数の ALP陽性骨芽細胞系細胞が認められた

（図 2左下）。また、形成された幼若骨は僅かであるにも

関わらず、多数の TRAP陽性破骨細胞が局在していた（図

3右下）。 

図 3：野生型マウス（上段）および PTHrP Tgマウス下顎骨（下段）にお
ける ALP免疫染色（左）および TRAP染色像（右）。PTHrP Tgマウスで
は、僅かな幼弱骨しか形成されていないにもかかわらず、多数の TRAP
陽性破骨細胞（矢印、右下図）が局在していた。 

 
④ALP/PCNA二重免疫染色 
野生型マウスおよびPTHrP Tgマウス下顎骨における前骨

芽細胞の分布を検索するため、ALP/PCNA 二重免疫染色

を行った（図 4）。骨芽細胞は細胞増殖しないが、前骨芽

細胞は細胞増殖を行うため、核に一致した茶色の PCNA

図 1：野生型マウスおよび
PTHrP Tgマウス骨格標本 



陽性反応を示す。野生型マウスでは、骨基質表面に一層

の ALP陽性/PCNA陰性骨芽細胞（黒矢印）が局在し、そ

れらの血管側にALP陽性/PCNA陽性前骨芽細胞（白矢印）

が認められる（図 4上段）。一方、PTHrP Tgマウスでは、

幼弱骨周囲に存在する多数のALP陽性細胞が PCNA陽性

反応も示すことから（図 4下段）、前骨芽細胞が活発に細

胞増殖を行い、その数を増やしていると推測された。 
図 4：野生型マウス（上段）および PTHrP Tgマウス下顎骨（下段）にお

ける ALP/PCNA二重染色像。左パネルは右パネルの拡大像を示す。 

 
⑤ALP/ENPP1二重免疫染色、E11免疫染色 
ピロリン酸からモノリン酸イオンを合成し、石灰化促進

に作用する ALP、および、石灰化を抑制するピロリン酸

合成酵素（ENPP1）の二重免疫染色を行った（図 5 左）。

野生型マウスでは骨基質上の骨芽細胞の多くは ALP陽性

を示す一方、ENPP1 陽性を示す骨芽細胞は僅かにしか認

められない（図 5左上）。また、骨基質中の骨細胞は ALP, 

ENPP1共に陰性であった。ところが、PTHrP Tgマウスで

は、多数の骨芽細胞と骨細胞が ENPP1陽性反応を示して

いた（図 5左下）。よって、PTHrP Tgマウスでは骨基質石

灰化が抑制されていると考えられる。さらに、骨細胞の

初期分化マーカーである E11の免疫染色（図 5右）では、

野生型マウスの骨細胞が E11 陽性を示すのに対し（図 5

右上）、PTHrP Tg マウスの骨細胞はほとんど E11陽性を

示さなかった（図 5右下）。 
図 5：野生型マウスおよび PTHrP Tgマウス下顎骨における ALP/ENPP1二
重免疫染色像（左）ならびに E11免疫染色像（右）。枠内は拡大像を示す。 

 

4. 考察 

骨芽細胞特異的 PTHrP 過剰発現マウスでは、歯胚の形成

には著しい異常は認められなかった。一方、歯槽骨では、

多くの ALP 陽性/PCNA 陽性細胞が観察されたことから、

前骨芽細胞が活発に細胞増殖を行っている可能性が推測

された。また、骨芽細胞および骨細胞はピロリン酸合成

酵素（ENPP1）の強陽性反応を示し、骨基質石灰化が抑

制されている可能性が示唆された。 
以上より、歯槽骨の骨芽細胞から産生された PTHrPは、

オートクライン・パラクライン的に、周囲に局在する骨

芽細胞系細胞の細胞増殖・分化に影響を与え、骨基質石

灰化に影響を与えていると推察される。 
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ࡶ⩌ྛ࡚࠸࠾ ALP άᛶࡀㄆࠋࡓࢀࡽࡵ
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᪥㛫ᾐₕࡓࡏࡉ(TWFBS)ࠋ 

PBS)ᾐₕࡏࡉ

FBSࠋ ୰ࡢせࢱ

᪥㛫ᾐₕࡓࡏࡉ TW ẚࢆ

ࣗࢩࢵࢹࡢ 3 ✀

2 x 104ಶࡘࡎ✀ࡋ
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ቑຍࡣㄆ࡞ࢀࡽࡵ

㸦ᅗࡓࡗ 3㸧ࠋ 

 

ᅗ 1� ⏕⣽⬊ᩘ

ᅗ 2� ALP

ᅗ 3� 㔞࣒࢘ࢩࣝ࢝
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monitor re-mineralization of early caries lesions ࢆ
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ࡃࡁศࠊ࡚ࡅどぬࡢᙉࠊჾලࡢ⏝ࠊ⏬ീฎ⌮ࡢ

 ࠋࡿ࠶ࡀࡘ୕
どぬࡢᙉ᪉ἲࡿ࠶࡛ࡘ୍ࡢInternational Caries 

Detection and Assessment System (ICDAS) ࡣṑ㠃ࢆ
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30 ேࡢṑ⛉་ᖌ㸦⏨ᛶ 12 ዪᛶࠊྡ 18 ྡ㸧㸦21 ࡢ

ࠊṑ⛉་ᖌ࡛ࣚࡢᅜࡢࠎู ࡀㅖᅜฟ㌟ࣃࢵ࣮ࣟ ࠊ11ྡ

ࡀฟ㌟ࢪ 4 ࡀฟ㌟࣓࢝ࣜ༡ࠊྡ 4 ࣓ࣜࠊྡ

ࡀฟ㌟࢝ 2 ฟ㌟ࢽࢭ࢜ࠊྡ 2 ྡ㸧㸦2 ࡀྡ 5㹼9 ᖺࠊ

4 ࡀྡ 5 ᖺ௨ୗ24ࠊ ࡋᑓ㛛ࢆ⛉ṑ⪅࠸ࡀ㞀ࡀྡ 10

ᖺ௨ୖ⒪ࡿ࠸࡚ࡋ㸧ࢆࢺ࣮ࢣࣥᐇࠋࡓࡋ 

ࡎࡲ ART ㉁࠺࠸ࠊࡿ࠸࡚ࡗ▱ࡅࡔࢀ࡚࠸ࡘ

ၥᑐࡀࡢࡓ࠼⟆ࡿ࠸࡚ࡗ▱ࡃࡼࠊࡋ 23.3㸣ࠊᬑ㏻

ࡀࡢࡓ࠼⟆ 63.3㸣ࡀࡢࡓ࠼⟆ࡃ࡞ࢇ࡞ࠊ 13.3㸣
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1. Suitability of ART approach for managing caries 

lesions in people with disability-Experts’ opinion 
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1) F. Sugiura, H. Kitoh, N. Ishiguro: Osteogenic potential of 
rat mesenchmal stem cells after several passages. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 316: 233
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Sugiura, H. Kitoh, N. Ishiguro: Osteogenic potential of 
rat mesenchmal stem cells after several passages. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 316: 233-239, 2004. 
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ղ␗ࡢࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࡢ≀ືࡿ࡞ẚ㍑㸸ேࠊ⨺ࠊ࢚ࣝ࢝ࠊ

㭜ࠊ㨶ࣀ࣑ࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࡢ࡞㓟㓄ิࢆ┦ẚ㍑

ࡀ㡿ᇦ࡞ྠ┦ࠊࡿࡍ ࢳࣉ࣌ࣟࣉࡢேࠋࡓࢀࡉᡤⓎぢ�

ࡣᙜ㡿ᇦ┦ࢻ ྠ┦ࡢࡽࢀࡇࠋࡓࢀࡲྵ㡿ᇦྠ┦ࡢ┠␒�

㡿ᇦࢆ➨ �㹼➨ �┦ྠ㡿ᇦྡࠋࡓࡅ➨୍┦ྠ㡿ᇦࢩࡣ

㡿ࢻࢳࣉࣟࣉࡣ┦ྠ㡿ᇦ➨ࠊ୰ኸ㒊ࡢࢻࢳࣉ࣌ࣝࢼࢢ

ᇦࡢ୰ኸ㒊ࠊ➨୕┦ྠ㡿ᇦࡣ *OD ྠ┦ᅄ➨ࠊ㡿ᇦࡴྵࢆ

㡿ᇦࡣศᏊࡢ &ᮎ➃㒊ศ㏆ぢࠋࡓࢀࡽ�

ճ⣔⤫ᶞࡢసᡂ㸸⣔⤫ᶞࡢࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࡾࡼ㐍⣔⤫

�ࠋࡓࢀࡽᚓࡀᯝ⤖࠸࡞ࡋ┪▩ࡢࡶࡢ⯡୍ࡣ

մSURWHLQ�F  SURWKURPELQ 㓟㓄ิ㸸SURWHLQ�Fࣀ࣑ࡢ

ࡢ㓟㓄ิࣀ࣑ࡢ �� ࡽ┠␒ �� SURWKURPELQࠊ┠␒ ࡢ

㓟㓄ิࣀ࣑ ��� ࡽ┠␒ ��� ື┦┦ྠ㡿ᇦ➨ࠊ┠␒

ᛶࢆᣢࡘ㒊ࡀぢࠋࡓࡗࡘ�

յRVWHRFDOFLQࠊSURWHLQ�FࠊSURWKURPELQ ࡢ *OD 㒊ࡘᣢࢆ

ࢆ➨୕┦ྠ㡿ᇦ┦ᙜ㒊ࡣ࡛ࡇࡇࠋࡓࡅ࡙࡞ ࡸ5 ሷࡢ.

ᇶᛶࣀ࣑㓟ࡀከࠊࡸࡇ࠸Ț࣑ࣥࢱࣝࢢࢩ࢟࣎ࣝ࢝�㓟

ࡀ㓟ࣀ࣑Ỉᛶ࡞,ࡸ/ᚋ┤ࡣࡓࡲ๓┤ࡢ)ࡿ࡞

ከࡀࡇ࠸ศࠋࡓࡗ�

նேࡢ PDWUL[�*OD�SURWHLQ �ᚩ≉ࡢ

PDWUL[�*OD�SURWHLQ ࡣ *OD ࠋࡿ࠶㉁࡛ࢡࣃࣥࢱࡘᣢࢆ

㛗ࣀ࣑ࡣ㓟 ��� ṧᇶࡣࢻࢳࣉ࣌ࣝࢼࢢࢩࠊࡾ࡞ࡾࡼ �

ࡽ┠␒ �� ࡣࢻࢳࣉ࣌ࣟࣉࠊ┠␒ �� ࡽ┠␒ ��� ␒┠࡛

OD*ࠋࡓࡗ࠶ ࡣ �� ��ࠊ┠␒ ┠␒ �� ��ࠊ┠␒ ��ࠊ┠␒

�ࠋࡓࡁⓎぢ࡛┠␒

շࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࡢ≀⏕࡞ࡲࡊࡲࡉ PUQD �ẚ㍑ࡢ

PUQD �ࠋࡓ࠸࡚ࢀࡉಖᏑࡃࡼ࡛ࡲ㡿ᇦྠ┦୕➨ࡣ࡛

⪃ᐹ�

௦ㅰㄪ⠇ࠊࢀࡉศἪࡽࡳࡢ⬊㦵ⱆ⣽ࡣࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜

ࠊ࡚ࡗࡼࠋࡿ࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄ࡢࡶࡃാ㦵ᙧᡂಁ㐍ᛶࡧࡼ࠾

㐍ࡢ㐣⛬࡛ࢆࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ฟ⌧ࠊࡣ≀⏕ࡓࡋ㦵ࡢ

Ⓨ⏕ࡀᚲせࡔࡽࡓࡗࡔ᥎ᐃࠋࡿࢀࡉ➨┦ྠ㡿ᇦࣉࡣ

ࣥࢸࣟࣉࡣ㓄ิࡿࡍඹ㏻ࠊࡾ࠶ෆࢻࢳࣉ࣌ࣟ ࣟࣉ&

࡚ࡋㄆ㆑ࡀࢮ࣮ࣛࢩ࢟࣎ࣝ࢝�Țࠊࡾ࠶ࡶࣥࣅࣥࣟࢺ

Ț࣑ࣥࢱࣝࢢࢩ࢟࣎ࣝ࢝�㓟ྜࢆᡂࡿࡍ㡿ᇦീࠋࡿࢀࡉ

➨୕┦ྠ㡿ᇦࡢࡘ�ࡿࡅ࠾*ODࡣ㠀ᖖࡃࡼಖᏑ࡚ࢀࡉ

OD*ࠋࡿࢀࡽ࠼⪄ࡀࡇࡘᣢࢆ⬟ᶵ࡞㔜せࠊࡾ࠾ ࢩࣝ࢝ࡣ

ࢩ࢟ࣟࢻࣁࡀ㒊ࡢࡇࠊࡵࡓࡘᣢࢆぶᛶ࣒ࣥ࢜࢘

ࠊᡃ࡛ࡢࡿࢀࡽ࠼⪄ࡿࡍྜ⤖ࢺࢱࣃ ᯝ⤖✲◊ࡢࠎ

㠃⾲ࡢࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࠋࡓࢀࡽᚓࡀᯝ⤖࠸࡞ࡋ┪▩

*OD ࡀ � 㠃ᛶ⾲ࡢࢺࢱࣃࢩ࢟ࣟࢻࣁࠊ࡛ࡇࡪ୪ࡘ

࠸࡚ࢀࡽ࠼⪄ࡀࡇࡿ࠸࡚ࡋᙧᡂࢆⓗ⤖ྜᵓ㐀⿵┦≦

ࡢࣥࢩࣝ࢝࢜ࢸࢫ࢜ࡢࡇࠋࡿ *OD ࡸ⅊▼ࡢ㦵ࡀ᪉ࡧ୪ࡢ

⥔ᣢ㛵ࡀࡇࡿ࠸࡚ࡋ᥎ᐃࠋࡿࢀࡉ㸦ᩥ⊩ �㸧�

ཧ⪃ᩥ⊩�

� � 4X\HQ� 4�� +RDQ�� )UDQN� 6LFKHUL  � ྡ � %RQH�

UHFRJQLWLRQ�PHFKDQLVP� RI�SRUFLQH�RVWHRFDOFLQ�IURP�

FU\VWDO�VWUXFWXUH� 1$785(� ���� ���� ��� RFW� �����



⮎ᓢᕈࠍࡐࠆߔ㉄ࡁ࠽☸ሶߩ�

��������� ⪾ጊ� ᥓᒾ�

ᜰዉᢎຬ㧦㒙ㇱ� ⮍㧔↢᧚ᢱᎿቇᢎቶ㧕�

ሶ㧘⮎ᓢ㧘↢ಽ⸃᧚ᢱ㧘☸ࡁ࠽�㉄ࡐ㧦࠼ࡢࠠ

EPR ലᨐޔ⚦⢩Ქᕈ��

�
࿑ �㧦ỹㆊࠍⴕࡐߥߡߞ㉄☸ሶߩ SEM 

㧔Ꮐ㧦ᒙᄢޔฝ㧦ᒝᄢ㧕 
��� ✜⸒�

ᓥ᧪ߩᛩਈᴺߪߢ↪߿Ქᕈ߇߁ࠃ߁߹ߒߡߒ

↪ࠍDDS㧕)ࡓ࠹ࠬࠪࡃ࠺ࠣ࠶࠼ޔ߽ߢࠬࠤߥ

߇ߣߎࠆ࿑ࠍૐᷫߩ↪ޔჇᒝߩലᕈޔߢߣߎࠆ

ᨐ⚿ޔ߈ߢ QOL DDSޕࠆ߇ߥߟߣะ߳ߩ  Passiveޔߪߦ

targeting ࠎ߇᛫ߡߒ↪ࠍᕈ․ߩ♽▤⣂ߩ≌⣲ޔ߁ߣ

߇ㆬᛯ⊛ߦ⣲≌ߦ㓸Ⓧ߇ߩ߽߁ߣࠆߔߦ߁ࠃࠆߔ

ࠆ ߔ↢Ⴧ߇▤⣲≌ᣂ↢ⴊߪߢ≌࿕ᒻ⣲ޔߪߦ⊛ౕޕ(1

ޔߊߥ߇↢Ⴧߩ♽࿁ࡄࡦߩߌߛ߁วߦࠇߘޔ߇ࠆ

ޔࠅ߅ߡ߈߇ⴊ▤ㅘㆊᕈㅴߒ⪺ߪߢ⣲≌ዪᚲޔߚ߹

⚂ߦⴊ▤ౝ⊹⚦⢩㑆ߡߞࠃߦࠇߎ 200 nm ⒟ߩ㑆㓗߇↢

߁ߣࠆߡߓ Enhanced permeability and retention 

(EPR)ലᨐࠍ↪ࠆߔ DDSޔߪߢⓥ⎇ߩ࿁ޕ(2 ߢਛߩ

ߦ․߽ EPR ലᨐ߳ߩᔕ↪ࠍ⋡ᜰߚߒ☸ሶࠍᔒะޔߡߒ↢

ಽ⸃ᕈࠍᜬ߇ߣߎߟ⍮ࡐࠆߡࠇࠄ㉄ࠍේ᧚ᢱߒߣ

ᓘ☸ߚ 200 nm એਅࡁ࠽ߩ☸ሶࠍࠍߣߎ߁ߣࠆ⋡ᜰ

��ޕߚߒ

࿑ �㧦ỹㆊࠍⴕࡐߚߞ㉄☸ሶߩ SEM �

��� ᣇᴺ�
࿑ 3㧦ỹㆊࠍⴕࡐߚߞ㉄☸ሶߩ SEM 

ታ㛎᧚ᢱ㧦ࡐ㉄㧔PLAޔᐔဋಽሶ㊂㧦1,500㨪1,800㧕ޔ


࡞ࠦ࡞ࠕ࡞࠾ࡆࡐPVAޔᐔဋಽሶ㊂㧦10,000�ࠕޔ

�ࡦࠗࠝ࡞ࡈࡁࡒࠕޔ࡞ࡁ࠲ࠛޔࡦ࠻

ታ㛎ᣇᴺ㧦PLA 100 mg ࡦ࠻ࠕߖߐ⸂ṁࠍ 1 mLࠛޔ

࡞ࡈࡁࡒࠕߩ mg / mL 2ޔߒ⸂ṁߣ߳ mL 0.5 ࡞ࡁ࠲

ߚࠇࠄᓧޕߚ߃ടࠍ �ṁᶧ(0.5 mLࡦ࠻ࠕ / ࡦࠗࡠࠝ

ṁᶧߩ40͠ޔࠍ 0.5㧑 PVA ᳓ṁᶧ 25mL ਛ߳㧝ṢߟߕṢ

ਅߩ40͠ޕߚߒ⁁ᘒߢ 30 ಽᠣᜈޔߒᦝߦቶ᷷ߢ 30 ಽᠣ

ᜈߩߘޕߚߒᓟޔ㆙ᔃಽ㔌ߒᴉᲚ‛ࠍ⇐☸ሶᓘ 3Ǵm

ߚߒ♖ߡߖߐ῎ੇ⚿ಓޔߒỹㆊߢ࠲࡞ࠖࡈߩ �ޕ(3
࿑ 4㧦Hela ⚦⢩ߚ↪ࠍ⚦⢩ᵴᕈ⹜㛎ߩ⚿ᨐ 

ᓧߚࠇࠄ☸ሶߩᒻ⁁ⷰኤޔߪߦᩏဳ㔚ሶ㗼ᓸ㏜㧔SEM: 

Hitachi S-4000㧕ޕߚ↪ࠍ⚡ᄖశᾖࠅࠃߦ☸ሶߩ⊒

శ․ᕈߩ⏕ࠍⴕޕߚߞ↢߳ߩᓇ㗀ࠍ⹏ଔޔߦߚࠆߔ

ᓧߚࠇࠄ☸ሶߩ⚦⢩㔺⹜㛎ࠍⴕޕߚߞ⹜㛎ߪߦ HeLa

⚦⢩10ޔ↪ࠍ%FBS  D-MEM ၭਛ5ޔ37͠ޔ % 

CO2�㔓࿐᳇ਅߢၭ㙃ࠍⴕޕߚߞฦ⒳Ớᐲ(1, 10, 20 ppm)�

☸ࡁ࠽ߢ ሶ ߒ㔺ࠍ ޔ 24 ᤨ㑆 ᓟߩ ⚦⢩ᵴᕈࠍ

CellTiterGlo (Promega) ߡ↪ࠍ⹏ଔߚߒ ሶ☸ߚ߹ޕ(4

ᦑ㔺ਅߩߢ⚦⢩ߩേ⊛േࠍ⏕24ޔߚࠆߔ ᤨ㑆ߩⰯ

శ time-lapse ⷰኤ(Nikon��Ti-E��ኻ‛࠭ࡦ�x40��ബ

ᵄ㐳㧦477 nm)ࠍⴕޕߚߞ�

�

⊛⋠ޔ႐วߚߞⴕࠍỹㆊޔᣇ৻ޕߚߞߢਥᵹ߇ሶ☸ߩ

ᓘ☸ࠆߔߣ 100㨪200nm ⒟ߩ PLA ࠆߔ↹ಽࠍሶ☸ࡁ࠽


ߚߒᚑഞߦߣߎ࿑ �ࡦࠗࡠࠝ࡞ࡈࡁࡒࠕ
⚛⦡Ⱟశޕ�2

ߣߚߒᾖࠍᄖశ⚡ߚࠆߔ⏕ࠍዉߩPLA☸ሶ߳ߩ


ߚࠇߐ⏕߇శ⊑ߩ⦡⿒ޔࠈߎ࿑ ߚࠇࠄᓧޔߦᰴޕ�3

PLA Ớߥޘ᭽ޔߚࠆߔ⸛ᬌࠍᓇ㗀ߩ⢩߳⚦ߩሶ☸ࡁ࠽

ᐲߢ HeLa ⚦⢩߳ߣᦑ㔺ߩߘޕߚߒ⚿ᨐࠍ࿑ 4 ޕߔ␜ߦ

㉄ൻ㌃ࡁ࠽☸ሶᦑ㔺ਅߪߢૐỚᐲࠄ߆⚦⢩ᵴᕈߩૐਅ߇

⏕ޔ߇ߚࠇߐPLA ߪߦ႐วߩሶ☸ࡁ࠽ 20 ppm ߹ߢỚ

ᐲࠍޔ߽ߡߖߐ⚦⢩ᵴᕈߩૐਅߪޕߚߞ߆ߥࠇࠄ

PLA time-lapseޔߢ�ሶᦑ㔺ਅ�(10 ppm)☸ࡁ࠽ ⷰኤࠍⴕ

߇⢩⚦ޔࠈߎߣߚߞ PLA ⢩⚦ߦࠎ⋓ޔߒᝒࠍሶ☸ࡁ࠽

ಽⵚࠆߡߒ᭽ሶⷰ߇ኤߚࠇߐ
࿑ �ޕ�5

��� ⚿ᨐ�

࿑ � ߩ႐วߚߞ߆ߥࠊⴕࠍỹㆊߩߢ࠲࡞ࠖࡈߦ PLA

ߩሶ☸ࡁ࠽ SEM ߩߎޕߔ␜ࠍ႐วޔ☸ᓘᢙ㨪ᢙචPm��



࿑ 4㧦PLAࡁ࠽�☸ሶᦑ㔺ਅߩߢ Hela ⚦⢩ߩⰯశ time-lapse 

ⷰኤ㧔a㧦ᦑ㔺⋥ᓟޔb㧦23 ᤨ㑆ᓟ㧕 

�

�

�

��� ⠨ኤ�

� ࿁ߩታ㛎ޔߢᦨೋߦᓧߚࠇࠄ PLA ☸ሶ࠭ࠗࠨޔߪߦ

ߎࠆ߃ടࠍ⦟ᡷߦㆊ⒟♖ޔ߇ߚࠇࠄ߇ಽᏓߥ߈ᄢߦ

ߚߒᓮࠍ⁁ᒻ࠭ࠗࠨޔࠅࠃߦߣ PLA ߩሶ☸ࡁ࠽

ߚࠇࠄᓧޕߚߒᚑഞߦ PLA ᬌࠍᓇ㗀ߩ߳↢ߩሶ☸ࡁ࠽

HeLaޔߚࠆߔ⸛ ⚦⢩߳ߣᦑ㔺ޔࠈߎߣߚߒ⚦⢩ᵴᕈߩ

ૐਅߪޕߚߞ߆ߥࠇࠄห᧦ઙਅߢ㉄ൻ㌃ࡁ࠽☸ሶࠍ

ᦑ㔺ߚߒ႐วޔૐỚᐲ(1 ppm)߽ߡ߅ߦᵴᕈߩૐਅ߇

ޔߦჇട(10, 20 ppm)ߩᓟ߽㉄ൻ㌃☸ሶỚᐲߩߘޔࠇࠄ

⚦⢩ᵴᕈߩૐਅ߇ޕߚࠇࠄ৻ᣇޔPLA 㔺ࠍሶ☸ࡁ࠽

߇Ớᐲޔ႐วߚߒ 20 ppm ߦ㆐ޔ߽ߡߒᵴᕈߩૐਅߪ

ߩ⢩േ⚦ߩߢሶᦑ㔺ਅ☸ࡁ࠽ޔߚ߹ޕߚߞ߆ߥࠇࠄ

േ⊛ⷰኤޔࠄ߆⚦⢩߇⿷ࠍિ߫ޔߒ࿐ߩ PLA ☸ࡁ࠽

ሶ߳ߣធ⸅ᝒߩߘޔࠅ߅ߡߒ⁁ᴫਅࠎ⋓߽ߡ߅ߦ

ߪേߩࠄࠇߎޕߚࠇߐ⏕߇᭽ሶࠆߡߒ⢩ಽⵚ⚦ߦ

ⷰኤ㐿ᆎ⋥ᓟ
࿑ �C�ⷰࠄ߆ኤ⚳ੌᤨ
࿑ 4b�߹ޔߢ߶߷ห

☸㉄ൻ㌃ޔᣇ৻ޕߚߞ߆ߥࠇࠄߪᄌൻߥ⪺㗼ޔߢ৻

ሶᦑ㔺ਅߪߢ☸ሶߣធ⸅ߚߒ⚦⢩ޔߪᵴᕈߩૐਅߣ⚦⢩

ᱫ߁ߣࠆ⥋ߦႎ๔ࠆߡࠇߐߥ߇ ߚ↪ߩ࿁ޕ(4

PLA ߪേߔ␜ࠍ⢩ᵴᕈૐਅ⚦ࠄࠇߘޔߪߢሶ☸ࡁ࠽

PLAޔߚߥࠇࠄ ☸ሶߩ㜞↢ㆡวᕈ߇␜ໂࠇߐ

�ޕߚ

ᓟߩዷᦸޔߪߡߒߣPLA ☸ሶߩ↢ಽ⸃ᕈࠍ↪ߚߒ

⮎ߩᓢߩߡߟߦᬌ⸛߇ᦼᓙޕࠆࠇߐޔ߫߃⚦⢩

ޔߒᚑࠍPLA☸ሶߚߒࠍ⮎ࠆࠇࠄ߇ᓇ㗀ߩ߳

time-lapseⷰኤߚ↪ࠍߤߥPLA☸ሶߩ⮎ᜬ⢻ߣ⮎

ᓢ⢻ߩᬌ⸛߇⠨ߩߢ߹ࠇߎޔߚ߹ޕࠆࠇࠄ߃⎇ⓥ 5)

Ⱟశ⦡⚛ޔߢ PLA ࡑࠍሶ(☸ᓘ㧦1-5�Pm)☸ࡠࠢࠗࡑ

࠙ࠬየ㕒⣂ࠅࠃⴊਛᛩਈޔࠈߎߣߚߒ⢖⣛⤳߳ߩṛ⇐

ᜰ⋠ࠍ↪ᔕߩ߳╬ࠕࡖࠠࠣ࠶࠼ޕࠆߡࠇࠄ߇

ലߥ߁ࠃߩߤߣౝേᘒ߳߇㆑ߩሶᓘ☸ޔߪߦߚߔ

ᨐࠍਈࠍ߆ߩࠆ߃ࠆߔߦ߆ࠄᔅⷐ߽ޕࠆ᧪⊛ޔߪߦ

࿁ߩᚑᴺࠍᵴ↪ޔߚߒዪᚲߦ⮎ޔ⇐ࠍᜬ⛯⊛ߦ

ᦼᓙ߇ዷ㐿ߩ߳⊑㐿ࠆ߈ߢ߇ߣߎࠆᓧࠍലᨐߩ‛⮎

�ޕࠆࠇߐ

��� ⻢ㄉ�

� ᧄ⎇ⓥߩⰯశ time-lapse ⷰኤޔߪർᶏᄢቇࠗࡦࠦ࠾

ߏߩ࠲ࡦหޕߚߒ߹ߒታᣉߡߦ࠲ࡦࠣࡦࠫࡔ

දജߦᗵ⻢ޕߔ߹ߒߚ�

��� ෳ⠨ᢥ₂�
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歯根吸収抑制のための水酸化カルシウムの象牙質内拡散

評価 

43100048 藤田裕允 

指導教官：八若保孝（小児・障害者歯科学） 

     吉田靖弘（生体材料工学） 

 

  緒言 

 破歯細胞は歯根表面に緊密に接着し、接着部分で酸と酵

素を分泌して、無機質の脱灰と有機質の溶解を起こし歯根

を吸収する。水酸化カルシウム剤による根管充填は、象牙

細管を経由して塩基性拡散をさせることにより、破歯細胞

の産生する酸を中和し、病的歯根吸収を抑制すると考えら

れ、臨床応用されている 1)。根管治療の臨床現場では、リ

ーミング・ファイリングによる機械的清掃と、薬剤による

化学的清掃がなされている 2)。しかし、機械的清掃後の根

管壁には、スメア層が形成される。このスメア層は象牙細

管の開口部を閉塞し、その後の根管貼薬剤の歯根外表面へ

の浸透を阻害すると考えられる 3,4)。そこで本研究では、1)

効率的なスメア層除去の方法を検討し、2)水酸化カルシウ

ム剤による塩基性の象牙質内への拡散を評価した。 

 

材料と方法 

１)根管洗浄方法の検討 

抜去歯20歯のヒト永久歯(単根・単根管)を Kファイルで

#80 まで根管拡大・根管形成を行い、4 歯ずつ 5 グループ

に分類し、以下の 5 通りの洗浄方法で根管洗浄を行った。 

G1: 交互洗浄(シリンジ,5%NaOCl, 31%H2O2使用) 

G2: 5%NaOCl(超音波洗浄)→※ （※は交互洗浄） 

G3: 5%EDTA(超音波洗浄)→※ 

G4: 5%NaOCl(超音波洗浄)→5%EDTA(超音波洗浄)→※ 

G5: 5%EDTA(超音波洗浄)→5%NaOCl(超音波洗浄)→※ 

 超音波洗浄は、Uファイルを装着した Osada ENAC 10Wを

power1で使用した。超音波洗浄は、根管内に薬液を満たし

た状態で、各洗浄液につき 45 秒間ずつ行った。また全て

のグループにおいて、最後に交互洗浄を行った。洗浄後、

歯軸に沿って二分割し、走査型電子顕微鏡（SEM:日立 S-

4000）にて観察した。無作為に選択した根中央部の 5箇所、

根尖部の 3箇所の SEM写真を撮影し、象牙細管の開口率を

数値化した。 

２）水酸化カルシウム剤の象牙質内拡散評価  

 12歯を各 G1と G5の洗浄方法で洗浄した後、歯根表面中

央部に人工的に吸収窩を 2か所形成した。6歯ずつ 2グル

ープに分け、根管内に水酸化カルシウム剤 (カルシペック

スⅡ)を根管充填した。この試料を 1%フェノールフタレイ

ン含有寒天培地に封入し、歯根外部のpHによる色調変化を

4週間観察した。肉眼で

の観察により、吸収窩

内に赤色が見られない

ものを（－）、吸収窩表

面に赤色が見られるも

のを（＋）、吸収窩外ま

で赤色が見られるもの

を（++）として評価し

た。4週後試料を取り出

して割断し、象牙質内

の吸収窩方向への塩基

性の拡散を計測し 

比較した。計測方法には、根 

管から吸収窩までの距離(do) 

と染色された距離(d)の比(赤変長比 d/do)を用いた(図 1)。 

 

結  果 

１)根管洗浄方法の検討 

SEM観察から、G1、G2では象牙細管はあまり開口認めら

れなかったが、G3、G4、G5では多くの象牙細管の開口が認

められた(図 2)。 
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図２ 各洗浄処理後の根管壁の SEM観察 
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図 1 象牙質内塩基性拡散

の計測方法 
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全ての洗浄条件において、根尖部より根中央部で開口率

は高く、EDTA 使用の有無により根中央部で 40％以上の差

を示した(図 3)。 

２）水酸化カルシウム剤の象牙質内拡散評価 

割断前の肉眼所見では G1 ではすべての試料で塩基性の

拡散は確認できなかったが、G5では根外への赤色拡散が確

認できた。(図 4、5)。 

 割断後の評価では、G1 は平均で吸収窩の 47％の距離ま

で塩基性の拡散が見られたが、G5では吸収窩まで塩基性の

拡散が見られるものも多く、平均で 87％の拡散が見られた

(図 4、6)。 

 

考 察 

 根管洗浄において、EDTA もしくは EDTA と NaOCl を使用

した超音波洗浄が高い洗浄効果を示した。すべての洗浄方

法で、根中央部に比較して根尖部の開口率は低い値となっ

た。これは、根尖部の形態学的要因や手技的要因から、超

音波による洗浄効果が根尖まで行き届かない可能性が示

唆された。またサンプル数が少ないことから G3,G4,G5 の

開口率の差についての言及はできかった。 

 塩基性拡散の観察において、G1と比較し G5で塩基性の

拡散率が高いことが示された。これはスメア層が G5 で効

率的に除去され、象牙細管が多く開口したため、水酸化カ

ルシウムの拡散範囲が大きくなったと考えられる。 

このように EDTA と NaOCl を使用した超音波洗浄により象

牙細管の開口率は増加し、水酸化カルシウム製剤の根外 

表面への拡散が示され、歯根吸収の抑制効果が期待できる。 

 

結  論 

1．EDTA、NaOCl、超音波洗浄を併用する洗浄方法は、スメ 

ア層除去に効果があると考えられた。 

2.スメア層の除去により水酸化カルシウム剤の塩基性が

吸収窩表層まで効率的よく到達することができる。これ

により、酸性になった吸収窩において、中和作用により、

歯根吸収抑制効果が期待できると考えられた。 
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࿑㧝ޔᝌ

࿑�ޕᓧࡁ࠽ࠞࠪߚࠇࠄ☸ሶߩ⚦⢩߳ߩᓇ㗀ࠍᬌ⸛ࠆߔ

ߢỚᐲߥޘ᭽ޔߚ HeLa ⚦⢩߳ߣᦑ㔺ߩߘޕߚߒ⚿ᨐ

⚦ࠄ߆ૐỚᐲߪߢሶᦑ㔺ਅ☸ࡁ࠽㉄ൻ㌃ޕߔ␜ߦ࿑㧟ࠍ

⢩ᵴᕈߩૐਅ߇⏕ࡁ࠽ࠞࠪޔ߇ߚࠇߐ☸ሶߩ႐วߦ

ߪ 20 ppm ߹ߢỚᐲࠍޔ߽ߡߖߐ⚦⢩ᵴᕈ߳ߩᓇ㗀

10
�ሶᦑ㔺ਅ☸ࡁ࠽ࠞࠪޕߚߞ߆ߥࠇࠄߪ ppm�ޔߢ�

time-lapse ⷰኤࠍⴕޔࠈߎߣߚߞ⚦⢩ࡁ࠽ࠞࠪ߇☸ሶ

ޕߚࠇߐኤⷰ߇᭽ሶࠆߡߒ⢩ಽⵚ⚦ߦࠎ⋓ޔߒᝒࠍ

߇ሶ☸ߚߒ⿷ޔࠄ߆᥏ὐ㗼ᓸ㏜ⷰኤࠩޔߚ߹

⚦⢩ౝߦขࠅㄟ߹ߚࠇߐ␜߇ߣߎࠆߡࠇ
࿑ �ޕ�4

��� ⠨ኤ�

� ᧄታ㛎ޔߡߦ⊒శ․ᕈࠍᜬߟ☸ሶᓘ 100㨪200nm ⒟ߩ

HeLaޕߚߒᚑഞߦߣߎࠆߔᚑࠍሶ☸ࡁ࠽ࠞࠪ ⚦⢩ߩ

࿑㧟㧦ࠪࡁ࠽ࠞ☸ሶᦑ㔺ਅߩߢ⚦⢩ᵴᕈ�



࿑㧠㧦ࠪࡁ࠽ࠞ☸ሶᦑ㔺ਅߩߢ HeLa ⚦⢩ߩ

ὶὐ㗼ᓸ㏜ⷰኤ㧔㧦ᓸಽᐓᷤ㧗Ⱟశ↹ޔਅ㧦

ὶὐ㧟ᰴరⰯశ㧕�

ᵴᕈ᷹ቯࡁ࠽ࠞࠪޔߪࠄ߆☸ሶߩᦑ㔺ࠆࠃߦ⚦⢩ᵴᕈ

࡞ࡠ࠻ࡦࠦࡉࠖ࠹ࠟࡀޕߚߞ߆ߥࠇߐ⏕ߪᓇ㗀ߩ߳

1
ૐỚᐲޔ႐วߚߒᦑ㔺ࠍሶ☸ࡁ࠽㉄ൻ㌃ߡߒߣ ppm�

ᓟ߽㉄ൻ㌃☸ሶỚߩߘޔࠇࠄ߇ૐਅߩᵴᕈ߽ߡ߅ߦ

ᐲߩჇട
10, 20 ppm�ߦޔ⚦⢩ᵴᕈߩૐਅ߇ࠇࠄ

ޔᣇࠪ৻ޕߚ ߇Ớᐲޔ႐วߚߒ㔺ࠍሶ☸ࡁ࠽ࠞ 20 ppm�

࠽ޔߚ߹ޕߚߞ߆ߥࠇࠄߪૐਅߩᵴᕈޔ߽ߡߒ㆐ߦ

࿐߇⢩⚦ޔࠄ߆േ⊛ⷰኤߩ⢩േ⚦ߩߢሶᦑ㔺ਅ☸ࡁ

ߡ߅ߦᴫਅ⁁ߩߘޔࠅ߅ߡߒᝒࠍሶ☸ࡁ࠽ࠞࠪߩ

ޔ㓙ߩߘޕߚࠇߐ⏕߇᭽ሶࠆߡߒ⢩ಽⵚ⚦ߦࠎ⋓߽

৻ㇱߩ☸ሶߪ⚦⢩ౝߦขࠅㄟ߹ࠩޔ߇ߣߎࠆߡࠇ

ᨐ⚿ߩࠄࠇߎޕߚࠇߐߦ߆ࠄࠄ߆ὶὐ㗼ᓸ㏜ⷰኤ

ߡߒᦑ㔺ߢ㜞Ớᐲߪሶ☸ࡁ࠽ࠞࠪߚߒ࿁ᚑޔࠄ߆

ࠍㆡวᕈ↢㜞ޔߕࠇࠄߪᓇ㗀ߥ⪺㗼ߩ⢩߳⚦ޔ߽

ᜬߟ߇␜ໂޔߚ߹ޕߚࠇߐㅢᏱߩశቇ㗼ᓸ㏜ⷰኤ
࿑ �

�߮ࠃ߅ޔ SEM 
ේሶ㑆ജ㗼ᓸ㏜߿AFM�ⷰኤޔߪߢࠄ߆

ᝒߚࠇߐ☸ሶ߇⚦⢩ౝߦขࠅㄟ߹߽ߣࠇߘޔ߆ߩߚࠇ

⚦⢩㕙ߦઃ⌕㓸Ⓧ್ߩ߆ߩࠆߡࠇߐᢿ߆ߥ߆ߟ߇

ߦߣߎߚߒᚑࠍሶ☸ߟᜬࠍశ․ᕈ⊑ߢᧄታ㛎ޔ߇ߚߞ


ߚࠇߐ⏕߇ߺㄟࠅขߩ⢩ౝ߳⚦ޔࠅࠃ࿑ 4 ਅ�ޕ�

ᧄታ㛎ߢᚑࡁ࠽ࠞࠪߚߒ☸ሶ1ޔߪ��↢ౝ߽ߢᬌ

น⢻ߥ⊒శ․ᕈ2ޔ��㜞⚦⢩ㆡวᕈ3ޔ��⚦⢩߳ߩข

ߔ⸽ታߪߢᧄ⎇ⓥߦᦝޕߚߒ␜ࠍᕈ․ߚߞߣޔߺㄟࠅ

☸ࡁ࠽ࠞࠪߚߒᚑߢᧄᣇᴺޔ߇ߚߞ߆ߥ᧪߇ࠆ

ሶߪᄙሹ⾰᭴ㅧࠍᜬߟ߇⍮ߩߘޔࠅ߅ߡࠇࠄⓨሹࠍ

ߥࠕࡖࠠࠣ࠶࠼ߟᜬࠍᓢᯏ⢻ᜬߩ⮎ߚߒ↪

�ޕࠆࠇߐᦼᓙ߇ዷ㐿ߩಽ㊁߳ࠝࠗࡃߤ

�

��� ⻢ㄉ�

ᧄ⎇ⓥࠩߩ᥏ὐ㗼ᓸ㏜ⷰኤ߮ࠃ߅ time-lapse ⷰ

ኤޔߪർᶏᄢቇߡߦ࠲ࡦࠣࡦࠫࡔࠗࡦࠦ࠾ታᣉ

�ޕߔ߹ߒߚ⻢ᗵߦදജߏߩ࠲ࡦหޕߚߒ߹ߒ

�
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ᙳ㡪䜢䛘䜛䛣䛸䛜▱䜙䜜䛶䛔䜛䚹䛭䛣䛷䚸ᮏ◊✲䛷䛿䝬䜲䜽

䝻䝘䝜䝟䝍䞊䞁䜢ẚ㍑ⓗ⡆༢䛻స〇ྍ⬟䛺ṑ⛉ᮦᩱ䛷䛒䜛䝁

䞁䝫䝆䝑䝖䝺䝆䞁䜢⏝䛔䛶ࢆ࣮ࣥࢱࣃࣀࢼࣟࢡ࣐స〇ࠋࡓࡋ

ࠊ࡚ࣞ࠸⥆ ࠊ᥋╔ᛶࡢ⬊⣽ࠊ᥋ゐゅࡿࡅ࠾࣮ࣥࢱࣃࣥࢪ

㓄ྥᛶࢆホ౯ࠊ࡛ࡇࡿࡍ⣽⬊ࡢ᥋╔ᣲືࡀไᚚྍ⬟࡛

 ࠋࡓࡋウ᳨ࢆ≦㠃ᛶ⾲ࡢᮦᩱࡿ࠶
��� ᪉ἲ�

ࣈ࣮ࣝࢢ࣒ࣝࣇPET࡚࠸⏝ࢆἲࢺࣥࣜࣉࣥࣀࢼ⇕

ࡽࡉࠊࡋ㌿ࢆ࣮ࣥࢱࣃ PET ࢥࡽ࣮ࣥࢱࣃ࣒ࣝࣇ

ࣝࢢࡿࡼࣥࢪࣞࠊ࡛ࡇࡿࡍ㌿ࣥࢪࣞࢺࢵࢪ࣏ࣥ

ࣥࢪᖹ㠃࣮ࣞࣥࢱࣃࣈ࣮ࣝࢢࠋࡓᚓࢆ࣮ࣥࢱࣃࣈ࣮

ṑ⫗⥺⥔ⱆ⣽ࢺࣄୖ࣮ࣥࢱࣃࠊホ౯ᚋࢆ᥋ゐゅࡿࡅ࠾

1ࠊࡋ✀ࢆ⬊ 㛫ᚋ࣮ࣝࢱࣝࢢᅛᐃᚋࠊ⣽⬊ᩘࢆ ᐃࠊ

㉮ᰝᆺ㟁Ꮚ㢧ᚤ㙾 (SEM)ࡿࡼほᐹࠋࡓࡗ⾜ࢆ 
ḟࢩ࢘ୖ࣮ࣥࢱࣃࣈ࣮ࣝࢢ⫾ඣ⾑Ύ (10%FBS)ࠊ᥋

ࢢࣥ࢟ࢵࣟࣈࠊ(Fn) ࣥࢳࢡࢿࣟࣈࣇࡿ࠶࡛ࢡࣃࣥࢱ╔

ᮦ࡚ࡋ⏝࣑ࣥࣈࣝࡿ࠸࡚ࢀࡉ (BSA)ࡢ㸱✀㢮ࡢ⾲

㠃ࢺ࣮ࢥฎ⌮ࢆࡿ࠶࡛࣮ࣝࣟࢺࣥࢥࠊࡋ⾲㠃ࢺ࣮ࢥฎ

ࣄࠊ࡚࠸⥆ࠋࡓࡋ࣮ࣥࢱࣃࡢ㸲✀㢮ࡓࡏࢃྜࢆࡋ࡞⌮

┿ගᏛ㢧ᚤ㙾ࡢࢀࡒࢀࡑࠊࡋ✀ࢆ⬊ṑ⫗⥺⥔ⱆ⣽ࢺ

 ࠋࡓࡋィ ẚ㍑ࢆ⣽⬊㓄ྥᛶࡽ
��� ⤖ᯝ�

䝟䝍䞊䞁䛻䛚䛡䜛᥋ゐゅ䛚䜘䜃⣽⬊᥋╔ヨ㦂䛾⤖ᯝ㸦ᅗ 1㸧䚸

ᖹ㠃䝺䝆䞁䛿䜜䛻䛟䛔⾲㠃ᛶ≧䛷䛒䜚╔⣽⬊ᩘ䛿ᑡ䛺

䛔䛾䛻ᑐ䛧䚸ࡣ࣮ࣥࢱࣃࣈ࣮ࣝࢢࢀ᫆ࡃ╔⣽⬊ᩘࡣከ

ࢆᩘ⬊╔⣽ࡣ≦㠃ᛶ⾲࠸᫆ࢀࠊࡣࡇࡢࡇࠋࡓࡗ

ቑຍࡿࡏࡉഴྥࠋࡿ࠸࡚ࡋ♧ࢆࡇࡿ࠶ 
SEM ほᐹࡢ⤖ᯝ㸦ᅗ 2㸧ࠊᖹ㠃ࣞࡢࣥࢪሙྜࠊ⣽⬊ࡣ

ࠊሙྜࡢ࣮ࣥࢱࣃࣈ࣮ࣝࢢࠊ᪉୍ࠋࡓࢀࡉほᐹࡀ≦ᙧ࠸

 ࠋࡓࢀࡉほᐹࡀ≦ఙ㛗ᙧࡓࡗἢࣈ࣮ࣝࢢ
㓄ྥᛶヨ㦂ࡢ⤖ᯝ㸦ᅗ 3㸧ࠊ⾲㠃ࢺ࣮ࢥฎ⌮10%ࠊࡋ࡞FBSࠊ
Fn ฎ⌮ࡢሙྜࡶࢀࡎ࠸ࡢ⣽⬊ࣈ࣮ࣝࢢࡣἢࡓࡗ㓄ྥ

≉ࠋࡓࢀࡉほᐹࡀ 10%FBSࠊFn ฎ⌮࡛ࡣගᏛ㢧ᚤ㙾

ࡀᵝᏊࡿࡍఙ㛗࡚ࡗἢࣈ࣮ࣝࢢ㛗⦪ࡀ⬊⣽ࡶࡽ┿

ほᐹ୍ࠋࡓࢀࡉ᪉ࠊBSA ฎ⌮ࡢሙྜ࡛ࣈ࣮ࣝࢢࡣἢࡼ࠺

ᙧ࠸ࠊࡃ࡞ᑡࡣᩘ⬊╔⣽ࠊࡎࢀࡽࡵㄆࡣ㓄ྥᛶ࡞࠺

ែࡀほᐹࠋࡓࢀࡉ㻌
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骨肉腫細胞における腫瘍溶解アデノウイルスの効果 

43100003 浅川寛 

指導教員：東野史裕、三河洋平（口腔病理病態学教室） 

キーワード：骨肉腫、腫瘍溶解、アデノウイルス 

 

1. 緒言 
 一般に骨肉腫細胞において、腫瘍溶解アデノウイルス

は増殖しにくいといわれている。そこで我々は、口腔病

理病態学教室で開発された腫瘍溶解アデノウイルス Ad
ΔE4 を、すでに臨床応用されている dl1520と比較する
ことにより、AdΔE4が骨肉腫細胞においてどれだけ増殖
能と腫瘍溶解能を持つかを検討した。 
 
2. 方法 
【材料】 
 U2OS(骨肉腫細胞) 
 AdΔE4 
 dl1520 
【実験方法】 
 骨肉腫細胞 U2OSを 12穴プレートで培養し、AdΔE4
と dl1520のそれぞれを MOI 1で感染させてウイルス生
産効率(titer)測定を行った。 
 次に U2OS を 96 穴プレートで培養し、AdΔE4 と
dl1520をそれぞれMOI 1, 10, 100で感染させて 1, 3, 5
日目に XTT Assayを行い、細胞死を検討した。 
 
3. 結果 
 それぞれのウイルスをU2OSにMOI 1で感染させて行
った titer測定の結果(図 1)と、それぞれをMOI 1, 10, 100
で U2OSに感染させ、1, 3, 5日目に行った XTT Assay
の結果(図 2,図 3)を示す。 
 titerの値は、AdΔE4の方が 500倍程度高かった。ま
た、dl1520ではMOI 1, 10, 100とも細胞死活性は見られ
なかったが、AdΔE4ではMOI 100で 5日目において有
意な細胞死活性が現れた。 

 
図 1 titerの値 

 

 
図 2  AdΔE4の XTT Assayの結果 

 

 

図 3 dl1520の XTT Assayの結果 
 
4. 考察 
 上記結果より、骨肉腫細胞において dl1520よりも Ad
ΔE4の方が増殖能が高く、腫瘍細胞の溶解能も高いこと
が明らかとなった。よって、臨床応用した際の治療効果

も従来の腫瘍溶解ウイルスより高いことが期待できる。 
 
5. 謝辞 
 本研究を行うに当たり、多大なご支援、ご協力をいた

だきました北海道大学大学院歯学研究科口腔病理病態学

教室員各位に厚く御礼申し上げます。 



シスプラチンと腫瘍溶解ウイルスの併用効果Ⅰ 

43100004 天野利香 

指導教員 東野史裕、稗田敏雄  

（口腔病理病態学教室） 

キーワード：シスプラチン、腫瘍溶解ウイルス 

 
１．緒言 

腫瘍溶解ウイルスとは、正常な細胞に感染して

も増殖することができず、何も影響しないが、が

ん細胞では増殖でき、その後がん細胞を融解する

特徴を持つ。腫瘍細胞に感染後は細胞を破壊させ

るのみならず、放出された腫瘍溶解ウイルスが周

辺のがん細胞にも新たに感染し、腫瘍全体を縮小

することが期待できる。 

一方、シスプラチン処理などのがんの化学療法

は現在までに有効な効果をもたらしてきたが、副

作用もあり、できるだけ低濃度での使用が望まれ

る。本研究では、腫瘍溶解アデノウイルスとシス

プラチンのがん細胞に対する併用効果を検討した。 

  

２．方法 

材料：腫瘍溶解ウイルスである ARET、シスプラ

チン（CDDP）、子宮頸がん細胞 HeLa細胞。方法：

96Well dishに HeLa細胞を播種し、培養させた。

何も感染させていない系（MOCK）、ウイルスを

MOI 100で感染させた系、CDDP（濃度５㎍/ml、

１０㎍/ml）のみ作用させた系、ウイルスと CDDP

の濃度２．５㎍/mlを併用させた系で 72時間培養

した。その後MTSアッセイを行い、生細胞を検討

した。 

 

３．結果 

非感染実験系（MOCK）の MTS アッセイの値を

１００％とし、それぞれの実験系で生き残った細

胞数を図 1 に示す。腫瘍溶解ウイルスとシスプラ

チン濃度２．５μg/ml を併用させたときは腫瘍溶

解ウイルス単独の場合や濃度５μg/ml の場合より

も細胞が死ぬことが明らかになった。   

 

         図 1 

 

４．考察 

この結果は、ウイルス単独、シスプラチン単独よ

りもウイルスとシスプラチンを併用させたほうが

細胞死活性が高いことを示しており、両者の併用

効果が確認できたと言える。このことは腫瘍溶解

ウイルスを用いることにより、シスプラチンなど

の抗がん剤の量を減らすことが期待でき、その結

果、抗がん剤に対する副作用を抑えられることを

示唆している。今回の実験ではシスプラチン 2.5

㎍/ml と腫瘍溶解ウイルスの併用の実験のみ検討

したが、他の濃度でも実験を行い、最適なシスプ

ラチン濃度とウイルス量を今後も解析したい。 

 



悪性度の異なるがん細胞に対する腫瘍溶解 

ウイルスの効果Ⅰ 

４３１００００６ 伊賀友哉 

指導教員：指導教官 東野史裕 三河洋平 

     （口腔病理学教室） 

キーワード：腫瘍溶解、アデノウイルス、悪性度 

 

1. 緒言 

腫瘍溶解ウイルスをがん細胞に感染させると、その細胞を

融解し、その際放出された、ウイルスが周囲のがん細胞に

も新たに感染し、そのがん細胞も融解する。また、腫瘍溶

解ウイルスはがん細胞だけで増殖できるため、正常細胞に

はなんの影響も与えないウイルスである。 

我々は AU-rich element(ARE)を持つ mRNA の制御機構

に注目した。ARE-mRNA は正常細胞では合成されると、

すぐに分解されるが、がん細胞では ARE にＨＵＲタンパ

クが結合し、ARE-mRNA が核外輸送され安定化される。

本実験で用いた腫瘍溶解アデノウイルスであるＡＲＥT

は、アデノウイルスの増殖に必須の E 1A 遺伝子領域にＡ

ＲＥを持つ。正常細胞では ARE-mRNA は分解されてし

まうため E1A mRNA も分解され、ウイルスは増殖するこ

とができないが、がん細胞では ARE-mRNA は核外に輸

送され、安定化されるため、E1A mRNA も安定化され、

アデノウイルス増殖後細胞が融解される。 

本研究では ARE-ｍRNA が通常のがん細胞に比べて、よ

り安定化されている悪性度の高いがん細胞での ARET の

生産を検討し、がんの悪性度とウイルス生産効率との関連

を解析した。 

 

2. 方法 

１２穴マイクロプレートをもちいて悪性度の高い乳がん

細胞である MDAMB231 と悪性度の低い乳がん細胞であ

る MCF7 をそれぞれ 5×10⁴個培養し、これに MOI100

でＡＲＥＴを感染させ、７２時間後それぞれの細胞から増

殖した腫瘍溶解アデノウイルスを取り出した。取り出した

ウイルスをそれぞれＨＥＫ２９３に感染させ、７２時間後、

ウイルスタンパクの抗体で免疫染色することによりウイ

ルス増殖を測定した。 

 
 

 
3. 結果 

 

図１ ウイルス増殖の比較 

悪性度の高いＭＤＡＭＢ２３１細胞と、悪性度の低いＭＣ

Ｆ７細胞で、ともに平均して 9×105 ifu/ml 程度のウイル

ス生産効率になり（図１）、ほとんどウイルス増殖には差

が認められなかった。 

 
 
4. 考察 
今回は感染後７２時間でウイルス増殖を検討したが、今後

より長い感染時間で検討する必要がある。また、ウイルス

増殖後の細胞死に対する影響はまだ解析されていないの

で、今後細胞死を検討する必要があり、今後の検討課題に

していきたい。 
 
5  謝辞 
本稿を終えるにあたり、本研究に数々のご援助、ご協力を

頂きました北海道大学大学院歯学研究科口腔病理病態学

教室員各位に厚くお礼申し上げます。 
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悪性度の異なるがん細胞に対する腫瘍溶解ウイルスの効

果Ⅱ 

43100014 太田祐介 

指導教官:東野史裕,三河洋平(口腔病理病態学教室) 

キーワード:アデノウイルス、腫瘍溶解、悪性度 

 

1． 緒言 

今回我々が使用した腫瘍溶解アデノウイルス ARET は

アデノウイルスの増殖に必須である E1A 遺伝子領域に、

TNF 遺伝子の AU-rich element(ARE)をもつアデノウイ

ルスである。正常細胞では E1A-ARE-mRNA が転写後す

ぐに分解され、腫瘍溶解アデノウイルスは増殖できない。

一方、がん細胞においては、E1A-ARE-mRNA は核外へ

輸送され、安定化されるため、ウイルスは増殖可能である。

これまで、大多数のがん細胞では ARE-mRNA が核外輸

送・安定化去ることが知られており、悪性度の高いがん細

胞では、ARE-mRNA がより安定化されているという報告

がある。 

本研究では、腫瘍溶解アデノウイルスを用いて、悪性度

の異なるがん細胞にウイルスを感染させ、ウイルスによる

細胞死に差異がみられるかを検討した。 
 

2． 方法 

・材料：MDA-MB-231(悪性度の高い乳がん細胞) 

  MCF-7(悪性度の低い乳がん細胞) 

  ARET(腫瘍溶解アデノウイルス) 

・実験：悪性度の異なる 2 つのがん細胞(MDA-MB-231、

MCF-7)を 96 穴マイクロプレートで 3 日間培養した。そ

の後、がん細胞 5×10³個に対して ARET を感染させ

(MOCK・MOI100)、1 週間インキュベーターで培養した。

XTT 標識混合液を作成し、これを各ウェルに 50μℓずつ

加え、4 時間インキュベーターで培養した。この実験系で

は、オレンジ色で水溶性のフォルマザン色素が形成される

ので、マルチプレートリーダーで吸光度を測定し、細胞死

を比較検討した。 

 

⒊．結果 

コントロールの非感染細胞（MOCK）では、ほとんど

細胞死活性に差異はなかった。MOI の低い時には、同程

度、もしくは、MCF-7 のほうが高い細胞死活性を示した

（data not shown）。一方、MOI100 で感染させた時には、

悪性度の高い MDA-MB-231 細胞のほうが、悪性度の低い

MCF-7 と比較してより多くの細胞死が認められた(図１)。 

 

 
図 1 ARET による細胞死の比較 

 
4．考察 

本研究の結果より、高い MOI の時には、悪性度の高い

がん細胞のほうが、腫瘍溶解アデノウイルス感染による細

胞死効率が高いことが明らかとなった。また、ウイルス産

生効率は変化しないが、悪性度の高い細胞のほうが細胞死

活性は高く、ウイルス産生と細胞死は必ずしも比例するわ

けではないということが分かった。 
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シスプラチンと腫瘍溶解ウイルスの併用効果Ⅱ 

43100015 大橋 雄高 

指導教官：東野史裕 稗田敏雄（口腔病理病態学講座） 

キーワード：腫瘍溶解ウイルス、シスプラチン、SAS 細

胞、Cell Titer 

           [緒言] 

腫瘍溶解ウイルスはがん細胞特異的に増殖し、その後細胞

を破壊し、正常細胞ではほとんど増殖できず何の影響も与

えないウイルスで、近年、新たながん治療法として脚光を

浴びている。我々は、これまでにアデノウイルスの増殖に

必須の遺伝子に改変を加えた腫瘍溶解ウイルス（ARET）

を開発した。本研究では、口腔がん細胞を用いて、このウ

イルスが持つ抗がん剤との併用効果を解析した。 

          [材料と方法] 

北海道大学歯学部口腔病理病態学教室所有の口腔扁平上

皮がん細胞株 (SAS)をダルベッコ改変イーグル培地

（D-MEM）にて 24 時間培養した。この SAS 細胞に MOI 

100（一つの細胞にウイルス粒子百個が感染）となるよう

に希釈した腫瘍溶解ウイルスを感染させ、72 時間培養し

た。この腫瘍溶解ウイルス感染細胞に①薬を何も作用させ

てないコントロール群である MOCK②シスプラチン 0.6

㎍/mℓ作用させた群③シスプラチンを 1.2 ㎍/mℓ 作用させ

た群④腫瘍溶解ウイルスのみ作用させた群⑤腫瘍溶解ウ

イルスとシスプラチン 0.3㎍/mℓ作用させた群に分けて培

養を継続した。 

これらの培養細胞を、生細胞数を測定する比色定量分析用

試薬である CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay を用いて生きている細胞を測定した。

この試薬を用いると、生細胞によって培地に可溶な有色の

ホルマザン産物が産生されることを利用し、96 ウェルプ

レートリーダーを用いて 490 nm のホルマザン定量値が、

培地中の生細胞数に比例することを利用して、培養細胞の

生存率が測定できる。 

           [結果] 

MOCK、腫瘍溶解ウイルス単独、シスプラチン単独、腫

瘍溶解ウイルスとシスプラチン併用の五種類について検

討したところ、腫瘍溶解ウイルスとシスプラチンを併用し

たほうが腫瘍溶解ウイルス単独やシスプラチン単独と比

べて、SAS 細胞の生存率が低いことが分かった。 

 

 

            

             [考察] 

本研究により、シスプラチン単独処理よりも、腫瘍溶解ウ

イルスとシスプラチンとの併用処理の方が、がん細胞死活

性が高いことがわかった。また本研究で用いられている腫

瘍溶解ウイルスはアデノウイルスを用いており、他大学で

用いられているヒトヘルペスウイルスなどと比べて、副作

用が少ないと考えられる。このことから、臨床において、

腫瘍溶解ウイルスとシスプラチンとを併用することによ

って、シスプラチンの使用量を減らすことができ、シスプ

ラチンによる副作用である嘔気、嘔吐、食欲不振、全身倦

怠感、脱毛、腎臓機能障害を軽減させることができるため、

癌治療完遂率の向上が期待できると考えられる。またシス

プラチンなどの旧来の抗がん剤が効きにくい腫瘍に対し

ても、この腫瘍溶解ウイルスは効果が期待できる。 

今後頭頸部癌の治療は放射線療法と抗がん剤の超選択的

動脈注射による侵襲性の低い化学放射線療法が第一選択

になっていくのではないかと考えられる。そのときに本腫

瘍溶解ウイルスが寛解率向上の一助になると考えられる。

また癌腫だけでなく肉腫細胞にも強い細胞死活性をもっ

た腫瘍溶解ウイルスを開発することにより、悪性リンパ腫

や骨肉腫など頭頸部領域でも稀にみられる悪性腫瘍にも

同様の効果を期待できると考えられる。 



インフラマソーム関連遺伝子のクローニング

43100001 青田 宥馬

指導教員：長谷部 晃 (口腔分子微生物学教室)

キーワード：インフラマソーム，クローニング，PCR

【緒言】

免疫系細胞に炎症刺激が加わると，NF-kBなどの転写調

節因子を介し，pro-IL-1βなどが細胞内に産生される．さら

にその炎症刺激が加わった細胞への危険シグナルにより，

細胞質内のカリウムイオンの低下などが起こり，インフラ

マソームと呼ばれるタンパク複合体を活性化させる．この

インフラマソームの活性化により，酵素である caspase-1

が活性化し pro- IL-1βを成熟型に変え，細胞外に成熟型 IL-

1が産生される．この感染防御において重要な役割を果た

す IL-1βや IL-18の産生に関わるインフラマソーム活性化

のメカニズムを明らかにするために，その関連遺伝子であ

る IL-1β と caspase-1 の遺伝子をクローニングすることを

目的とした．

【材料と方法】

ヒト単球・マクロファージ系細胞の THP-1 細胞から全

RNA を抽出し，逆転写酵素を用いて cDNA を合成した．

IL-1β ならびに casepase-1 の前駆体 (pro-IL-1β， pro-

casepase-1)の mRNA 配列に基づいてプライマーを合成し，

目的の cDNA を PCR 法により増幅した．プライマーの設

計に当たっては，フォワードプライマー，リバースプライ

マーそれぞれが目的遺伝子の開始コドン，ストップコドン

を含むようにし，両プライマーの Tm 値が同程度 (55～

60℃)となるよう調整した (表 1)．また，プライマーの 3’

末端同士が相補的にならないよう注意し，プライマー自身

が二本鎖やヘアピンなどの高次構造を形成しないよう配

慮しながら設計した．

表 1．pro-casepase-1 ならびに pro-IL-1β のプライマーの塩

基配列

Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)

pro-

caspase-1

aaagccatggccgacaag gtttccttattttaatgtcctggg

pro-IL-1β agcagccatggcagaagtac ctctttaggaagacacaaattgc

PCR によって得られた産物を電気泳動で確認すると，

pro-IL-1β，pro-casepase-1ともにバンドが出現したため (図

1)，PCR 産物をゲルから切り出し，ゲル成分を除去して

PCR産物の精製を行った．

精製した pro-IL-1β の cDNA は TA クローニングにより

pTARGET (プロメガ)に，pro-caspase-1 の cDNA は制限酵

素処理を行い pcDNA3.1 (+) (ライフテクノロジー)にライ

ゲーションした．それぞれのプラスミドを大腸菌にトラン

スフォームした後，大腸菌からプラスミドを精製し DNA

配列を確認した．

図 1．PCR産物のアガロー

スゲル電気泳動の結果．

A:  DNAラダー，B,  C:  pro-

IL-1β，D,  E:  pro-caspase-1

【結果】

pro-IL-1β ならびに pro-casepase-1 の DNA がそれぞれ

のプラスミドに挿入されていた．

【考察】

pro-IL-1β ならびに pro-casepase-1 の DNA は哺乳類細

胞発現プラスミドにクローニングした．これらのインフラ

マソーム関連遺伝子を哺乳類細胞にトランスフェクショ

ンすることによりインフラマソームのモデル細胞を作成

できる．このモデル細胞を利用した研究により，インフラ

マソーム活性化メカニズムの詳細を明らかにできると思

われる．



Streptococcus sanguinis による NLRP3インフラマソー

ム活性化とその機構 

43100011 伊東 慶介 

指導教員：柴田 健一郎,佐伯 歩（口腔分子微生物学教室） 

キーワード：Streptococcus sanguinis、インフラマソーム、

IL-1E、NLRP3  

 

諸言 

口腔レンサ球菌である Streptococcus sanguinisは感染
性心内膜炎の主要な原因菌の一つとして報告されている

(1)。近年、炎症性サイトカインの一つである IL-1がその
病態の形成に関与しているという報告がなされている(2)。
昨年の研究実習では S. sanguinis はマウス樹状細胞なら
びにマクロファージにおいて NLRP3 インフラマソーム
を介して IL-1Eの産生を誘導することを報告した(3)。 そ
こで、本研究実習では S. sanguinis がどのようなメカニ
ズムでNLRP3インフラマソームを活性化し IL-1Eの産生
を誘導するのかを明らかにすることを目的とした。 

 

方法 

【細菌と標的細胞】 

Streptococcus sanguinis ATCC10556 (Ss) をブレイン
ハートインフュージョン培地で培養し、PBSで洗浄した
菌体を用いた。インフラマソームの活性化を調べる細胞

は A/J マウス由来の樹状細胞である XS-106細胞を用い
た。 

 
【IL-1Eならびに細胞外 ATPの測定】 
  6 x 105個の XS-106細胞に、Ssの生菌をペニシリ
ンとストレプトマイシン存在下で、2.4 x 106 cfuあるい
は 2.4 x 107 cfu加え、24時間刺激した後、反応上清中含
まれる IL-1Eの産生量を ELISA法ならびにWestern 
blotting法で測定した。細胞外 ATP量は ATP 
bioluminescence Assay kit CLS（Roche）を用いて測定
した。 

  
結果 

Ssの IL-1Eの産生誘導は貪食阻害剤である
Cytochalasin Dにより阻害された。また、実際に XS-
106細胞による菌体の貪食を FITC標識した S. 
sanguinisを用いてフローサイトメトリーにて調べたと
ころ、菌体が貪食され、Cytochalasin Dにより貪食が阻
害されることが確認された。本活性は P2X/P2Y レセプ
ター阻害剤である oATP（図１a）、P2X7 レセプター阻
害剤であるKN-62（図１b）ならびに ATP加水分解酵
素である apyraseにより阻害された。また、実際に、

菌体刺激により細胞外 ATPの濃度が増加していた。さら
に、本活性は ATP-感受性 K+チャネル阻害剤

glybenclamideならびに tolbutamideにより抑制され
た。 
 

 
考察 

Ss による NLRP3 インフラマソーム活性化のメカニズム
には、菌体の貪食、ATP の細胞外への放出とそのレセプ
ターとの相互作用ならびに ATP 感受性 K+チャネルによ

る K+の細胞外流出が関与している可能性が示唆された

（図 2）。  
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NLRP3インフラマソーム活性化モデルの作成

43100012  伊藤 朋世

指導教員：長谷部 晃（口腔分子微生物学教室）

キーワード：インフラマソーム，インフラマソーム関連遺

伝子（pro  IL-1β，pro  caspase-1，ASC，NLRP3），成熟型

IL-1β

【緒言】

インフラマソームは，多くの炎症性疾患の発症と進行に

おいて中心的な役割を果たしており，その活性化により炎

症誘導性のサイトカインである IL-1βの産生が誘導される

ことが知られている．本研究では，インフラマソーム関連

遺伝子 (pro  IL-1β，pro  caspase-1，ASC，NLRP3)を HEK293

細胞に導入することで，その活性化モデルを作成し，イン

フラマソーム活性化のメカニズムを明らかにすることを

目的とした．

【材料と方法】

インフラマソーム関連遺伝子のうち，pro   IL-1β，pro

caspase-1 については青田君がヒト単球・マクロファージ

系 THP-1 細胞からクローニングを行い，それぞれ

pcDNA3.1(+) (Invitrogen)ならびに pTARGET  (Promega)にラ

イ ゲ ー シ ョ ン し た ． pUNO/human   ASC な ら び に

pUNO/human  NLRP3は Invivogen社より購入した．

HEK293細胞を 10%牛胎児血清，ペニシリン／ストレプ

トマイシンを含む DME 培地で培養後，poly-L-lysine でコ

ーティングをした 24-well  plateに播種した．その後，リポ

フェクトアミン 2000 (Invitrogen)を用いて pcDNA3.1(+)/pro  

IL-1β，pTARGET/pro  casepase-1，pUNO/human  ASCならび

に pUNO/human  NLRP3を等量ずつトランスフェクション

した．

Candida albicans pACT1-GFPは SD培地で好気的に培養

後 SD寒天平板に接種し CFUを測定した．これを PBSに

懸濁し-80℃で保存し用時調製した．

インフラマソーム関連遺伝子をトランスフェクション

した HEK293 細胞を C.   albicans pACT1-GFP で 16 時間刺

激し，刺激後の培養上清中に含まれる IL-1βを測定・比較

した．測定にはヒトの IL-1β 測定用の ELISA キットを使

用した (Biolegend)．また，産生された IL-1βが成熟型であ

るかどうかの確認は，抗ヒト IL-1β抗体 (Cell  Signaling)な

らびに化学発光試薬 Luminata  Forte (Millipore)を用いてウ

エスタンブロッティング法で検出した．

【結果】

インフラマソーム関連遺伝子をトランスフェクション

し，C.  albicans pACT1-GFPで刺激をした HEK293細胞は，

無刺激のHEK293細胞よりも多くの IL-1βを産生したこと

が確認された．また，ウエスタンブロッティング法により，

産生された IL-1βはいずれも成熟型であることが確認でき

た(図 1)．

図 1．HEK293培養上清中の IL-1β産生量 (上)とウェスタ

ンブロッティング法で確認された成熟型 IL-1βのバンド

(下)

【考察】

インフラマソーム関連遺伝子を導入してない HEK293

細胞においては，C.  albicansで刺激しても IL-1β産生が誘

導されなかったため (データ未掲載)，本実験における IL-

1β 産生誘導はインフラマソーム関連遺伝子の導入による

ものであった．

今回作成したモデルにより，インフラマソームの活性化

メカニズムを明らかにすることが期待されるが，現段階で

は遺伝子導入された HEK293 細胞において無刺激の状態

でも大量の IL-1βを産生するため，トランスフェクション

するインフラマソーム関連遺伝子の量を調節するなど，今

後はさらなる条件検討が必要である．
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Mycoplasma salivarium によるインフラマソームの活

性化 

43100035 杉本明優 

指導教員：柴田 健一郎,佐伯 歩（口腔分子微生物学教

室） 

キーワード：Mycoplasma salivarium, 

インフラマソーム, IL-1E, NLRP3 
 

緒言 

 Mycoplasma salivarium は歯周疾患患者の歯周ポケ
ットから健常者に比べて高頻度で分離され、また顎関

節炎患者の顎関節滑液から高頻度で検出され、口腔疾

患における病因的役割が注目されている(1-4)。 

 昨年の研究実習において、Mycoplasma salivarium
が樹状細胞に IL-1Eの産生を誘導し、その活性は部分

的に NLRP3インフラマソーム依存的であることを報

告した(5)。本研究では、NLRP3インフラマソーム複

合体の構成成分である NLRP3、ASC ならびに

caspase-1を欠損したマウスから誘導したマクロファ

ージを用いて、本活性が NLRP3インフラマソーム依

存的であるかどうかを確認することを目的とした。 

 

材料と方法 

【供試マイコプラズマ種と標的細胞】 

マイコプラズマ種として、Mycoplasma salivarium 
ATCC23064 (MS)を用いた。インフラマソームの活性

化は C57BL/6 (B6)マウスあるいは琉球大学鈴木教授か

ら分与された NLRP3、ASC ならびに caspase-1ノッ

クアウトマウス(NLRP3 KO、ASC KOならびに

caspase-1 KO)から調整した骨髄細胞を、GM-CSF存

在下で分化誘導した骨髄由来マクロファージ(BMM)を

用いた。 

【IL-1Eの測定】 

 4x105個の BMMを大腸菌由来の精製リポ多糖(LPS)

で刺激した後に、MS生菌をタンパク質量としてそれ

ぞれ、0 µg/ml、0.365 µg/ml、3.65 µg/mlで更に 24時

間刺激した後、反応上清中に含まれる IL-1E量を

ELISA法ならびにWestern blotting法で測定した。 

 

結果ならびに考察 

 B6由来 BMM を MS単独で刺激したところ IL-1Eの
産生量が少なかったため、BMM を LPS で刺激した後
に、MS で更に 24 時間刺激したところ、本マイコプラ

ズマは B6由来の BMM に対して強い IL-1E産生誘導活
性を示した（図 1）。caspase-1ならびに ASCをノック

アウトすることにより本活性はほぼ消失した。しかしな

がら、NLRP3 のノックアウトでは有意な抑制はみられ
たが、完全な消失には至らなかった(図 2)。 

 これらの結果から、MSは BMMに対して IL-1Eの産

生を誘導する活性を有し、その活性発現には NLRP3を

含む複数のインフラマソームが関与していることが示

唆された。 
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans によるインフ
ラマソームの活性化 

43090051 松下 矩大 

指導教員：柴田 健一郎,佐伯 歩（口腔分子微生物学教室） 

キーワード：Aggregatibacter actinomycetemcmitans、イ
ンフラマソーム、IL-1E、NLRP3、ピロプトーシス 

 

緒言 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa）は侵

襲性歯周炎の主な病原菌であり、その病原因子としては

ロイコトキシンや内毒素が注目されている(1,2)。近年、

多様な生理活性をもつ IL-1Eが関与する炎症性疾患の多

くがインフラマソームと呼ばれる細胞内センサーの活性

化と関連している可能性が示唆されている(3)。本研究で

は、Aaの歯周炎における新たな病因論を明らかにするた

めに、本菌が歯周炎の病態形成において重要な役割を果

たしている IL-1Eの産生誘導活性を有するかどうか、ま

た、もし産生する場合はどのようなインフラマソームを

介するのかを明らかにすることを目的とした。 

 

材料と方法 

【細菌と標的細胞】 

Aa JP2株は，1 ％(w/v) yeast extractを含む Brain 

Heart Infusion培地で培養し、PBSで洗浄した菌体を用

いた。インフラマソームの活性化を調べる細胞は A/J マ

ウス由来の樹状細胞である XS-106細胞を用いた。 

 

【IL-1Eの測定】 

 6 x 105個の XS-106細胞に、Aaの生菌をペニシリン

とストレプトマイシン存在下で、あるいは 100 ℃で５分

間処理した死菌をそれぞれ、3.6 x 106 cfu、3.6x 107 cfu

あるいは 3.6 x 108 cfu加え、24時間刺激した後、反応上

清中に含まれる IL-1Eの産生量を ELISA法ならびに

Western blotting法で測定した。 

 

【RNA干渉】 

caspase-1特異的な siRNAをエレクトロポーレーショ

ンで XS-106細胞に導入した。caspase-1のmRNAの発

現抑制は real-time RT-PCR法で確認した。 

 

【Nod-like receptor (NLR)の同定】 

NLRP3特異的 siRNAを発現するプラスミドを XS-

106細胞に導入し、安定発現する XS-106細胞 (XS106-

NLRP3細胞) を樹立した。 

 

【Reactive oxygen species (ROS) 阻害剤の影響と ROS

の産生】 

IL-1E産生における ROSの関与を調べるために、ROS

の阻害剤である N-acetylcysteine (NAc)存在下で XS-106

細胞を Aaで刺激し IL-1Eの産生を ELISA法で測定し

た。ROSの産生は、dihydrorhodamine123を用いてフ

ローサイトメーターで解析した。 

 

結果ならびに考察 

XS106細胞を Aa生菌・死菌で刺激したところ、生

菌・死菌ともに IL-1Eの産生を誘導した（図１）。 

本活性は pan-caspase 阻害剤である Z-VAD-FMKおよ

び caspase-1阻害剤である Z-YVAD-FMKで有意に阻害

された。さらに、本活性は caspase-1のノックダウンに

より有意に抑制された（図２）。 



次に、Aaによるインフラマソームの活性化にはどのよ

うな NLRが関与しているかを明らかにするため、これ

まで多くの細菌で活性化されるという報告がある

NLRP3に着目した(4)。XS106-NLRP3細胞を Aaの生

菌あるいは死菌で刺激したところ、生菌の IL-1E産生誘

導活性は抑制されたが、死菌による活性は抑制されなか

った。ROSは NLRP3インフラマソームを活性化し、

IL-1Eの産生を誘導することが明らかにされている(5)。

そこで、ROS阻害剤である NAcによる Aa生菌の IL-1E

産生誘導活性に及ぼす影響ならびに ROSの産生を検証

した。その結果、NAcは濃度依存的に Aa生菌の IL-1E

産生誘導活性を阻害し、また、Aa生菌刺激により ROS

が産生されていることから、Aa生菌によるインフラマソ

ームの活性化に関与している NLRは NLRP3であると

考えられる。 

インフラマソームの活性化による IL-1Eの産生はピロ

プトーシスとよばれる細胞死を伴うことが知られている

(6)。そこで、XS106細胞を菌体で刺激した後、PIなら

びに Annexin Vで染色し、細胞死が誘導されるかどうか

を解析したところ、ネクローシス様の細胞死が誘導され

ていることがわかった。ピロプトーシスは炎症性サイト

カインである IL-1Eや IL-18の産生を伴うネクローシス

様の細胞死であることから、Aaは、XS106細胞にピロ

プトーシスを誘導していることがわかった。 

本研究により、本菌の侵襲性歯周炎における新たな病

因論の一つとして、NLRP3インフラマソームの活性化

により産生された IL-1Eが病態形成に関与していること

が示唆された。 
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各種ビスホスホネートによるアルカリ性ホスファターゼ

活性の阻害様式 
43100002 赤堀 永倫香 
指導教員  鈴木 邦明（細胞分子薬理学教室） 
キーワード：alendronate、tildronate、アルカリ性ホスフ
ァターゼ（ALP）、パラニトロフェニルリン酸（pNPP） 
 

1. 諸言 
 骨粗鬆症や悪性腫瘍骨転移の治療薬として用いられて

いるビスホスホートは、その重篤な副作用として顎骨壊

死が知られている。顎骨壊死を引きおこす骨吸収抑制作

用について、破骨細胞と相互作用を持つ骨芽細胞に着目

して調べた。また、窒素含有・非含有の 2種類のビスホ
スホネートを種々の濃度で実験に使用し、ALP活性の阻
害様式に違いがあるかを調べた。 

2. 方法 
 各種ビスホスホネートを様々な濃度で市販のヒト骨型

アルカリ性ホスファターゼに作用させ、基質が分解され

て生じたリンを chifflet法で定量し活性を求めた。窒素
を含有するビスホスホネートとして alendronate、窒素
を含有しないものとして tildronateを使用した。また、
本実験では基質として pNPPを用いた。 

3． 結果 
① ALP活性の pNPP濃度依存性を測定すると、図 1の 
ように pNPP濃度が 4 mMの時に最大活性を示し、それ
以降では基質阻害を示した（図１参照）。 

図１ 基質濃度依存性 
② 種々濃度の alendronateを ALPに作用させその阻 
害様式を調べたところ最大活性は存在する alendronate
の濃度に依存して低下したが、基質の 50%活性濃度はほ
ぼ一定であった（図２、表２参照）。 

図２ alendronateの ALP活性阻害様式 

表２ alendronate添加、ALP活性の基質依存性 
 

③ 種々濃度の tildronateを ALPに作用させ、その阻 
害様式を調べたところ、最大活性は、1.5 mMでは増加
したが 2.5 mM以上では存在する tildronateの濃度に依
存して低下した。基質の 50%活性濃度はほぼ一定であっ
た（図３、表３参照）。 

図３ tildronate添加、ALP活性の基質依存性 
 

表３ tildronateの ALP活性阻害様式 
 

4. 考察 
 本実験により ALP活性は pNPP濃度が 4 mMの時最
大活性を示し、それより高濃度では基質阻害を示した。

また、alendronate, tildronate共に ALP活性を非拮抗的
に阻害するという結果が得られた。すなわち、両ビスホ

スホネートとも ALPの pNPP結合部位以外の部位に結
合箇所を持つと考えられる。さらに、ALP活性を非拮抗
的に阻害するということから、両ビスホスホネートは骨

の石灰化をも阻害する可能性がある。これらより、ビス

ホスホネートは骨吸収を阻害するだけでなく、骨の石灰

化をも阻害することで骨の形成や成長を抑制している可

能性があり、それ故に顎骨壊死を誘発する原因となって

いることが考えられる。 
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ᅗ㸯� pNPP ⃰ᗘ౫Ꮡᛶ 

ղ� ClodronateᏑᅾୗALPάᛶࡢᇶ㉁⃰ᗘ౫Ꮡᛶࢆ ᐃ
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4.⤖ㄽ 
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