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γ-オリザノールが肥満に伴って生じるレプチン抵抗性に
与える影響 
02114016 織田 祐太朗 
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：レプチン、γ-オリザノール、肥満 
 

諸言 
γ-オリザノールは米糠に含まれる成分であり、摂取する
ことにより代謝性疾患予防に有効であることが報告され

ているが１）、高脂肪食飼育下のラットにおけるγ-オリザ
ノールのレプチン抵抗性に与える影響については報告が

なく、これを明らかにすることを目的とした。 
 

方法 
実験には 7~9週齢Wistar系雄性ラット( 200~250 g )20
匹を使用した。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。普通食と高脂肪食の
粉末試料を以下の組成（表１）に従い作製し自由摂取、自

由飲水下で飼育した。 
 普通食 高脂肪食 

ミルクカゼイン 32.5% 21.8% 

コーンスターチ 41.5% 41.5% 

グラニュー糖 9% 9% 

コーンオイル 5.3% 16% 

KCフロック 4.5% 4.5% 

ビタミン 0.9% 0.9% 

ミネラル 6.2% 6.2% 

表１．各飼料の成分組成 

コントロール群として高脂肪食のみにて飼育した群、高脂

肪食に玄米粉末を添加して飼育した群、及び高脂肪食にγ

-オリザノール(東京化成工業株式会社)を添加して飼育し
た３群を用い、２週間の予備飼育期間後、レプチン(Cell 
Guidance Ltd)の皮下注射( 0.1mg/ml )に伴う摂餌量/日の
変化を 7~10日間計測した。 
 

結果 

コントロール群である HF群はレプチン投与後も、レプチ
ン投与前と比較し摂餌量の有意な変化が見られないのに

対し（図１）、玄米及びγ-オリザノールを添加した高脂肪
食にて飼育した 2群においては、レプチン投与により一時
的な摂餌量の減少が観察された。( 図 2 ) 

 

図１．HF群と普通食群の摂餌量比較 

レプチン投与後 1日目～4日目にHF群と普通食群に有意
差が見られた。 
 

 

図２．３群の摂餌量比較 
HF＋オリザノール群はレプチン投与後 2 日目～4 日目に
HF群との間で有意差が見られた。 
 

考察 
玄米及びγ-オリザノールは、高脂肪食摂取に起因するレ
プチン抵抗性を阻害する作用を有していることが示唆さ

れた。玄米添加群に有意な差が見られなかったのは、玄米

粉末の粒子が大きく、高脂肪食粉末と均等に混ざらないこ

とでラットが玄米粉末を避けて高脂肪食を摂食したこと

が原因ではないかと考えた。 
 

参考文献 

1) Wilson T. A., et al., Rice bran oil and oryzanol 

reduce plasma lipid and lipoprotein cholesterol 

concentrations and aortic cholesterol ester 

accumulation to a greater extent than ferulic acid 

in hypercholesterolemic hamsters. J. Nutr. 

Biochem. 18, 105-12 (2007). 

2) Lin X., et al.,The effects of a high fat diet on 

leptin mRNA, serum leptin and the response to 

leptin are not altered in a rat strain susceptible 

to high fat diet-induced obesity. J Nutr. 1998 
Oct;128(10):1606-13. 
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催吐薬エメチンの作用機序に関する研究 

 −用量依存性と最後野ニューロン活動に対する影響— 

02110519 佐藤孝紀 

指導教員：久留和成、平井喜幸、前澤仁志、 

舩橋誠(口腔生理学教室)  

キーワード：嘔吐、延髄最後野、エメチン 

 

1. 緒言 

エメチンは、催吐薬である吐根の成分であり非常に強い

嘔気と嘔吐を誘発することが知られている。エメチンの

催吐作用に関する先行研究には、犬を用いた実験

（Bhargava et al. 1961）1）とフェレットを用いた実験

（Endo et al., 2000）2)があり、エメチンは犬の延髄最

後野（嘔吐の化学受容器引き金帯：Chemoreceptor 

Trigger Zone, CTZ）に作用することと、フェレットの末

梢における 5-HT4受容体を介した作用であることが示唆

されている。しかし、エメチンの催吐作用に関する機序

の詳細については未だ解明されておらず、不明な点が多

い。そこで、エメチンの用量と作用との関係を明らかに

するとともに、CTZである延髄最後野のニューロン活動

を定量することにより、エメチンの中枢性作用機序の詳

細を明らかにできるのではないかと考え、本研究の着想

に至った。 

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.実験動物として、Wistar系雄性

ラット (250～350ｇ)を 45匹使用した。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。

ラットの餌は固形飼料を用い、24時間自由摂取させ、水

分摂取については毎日 23.5 時間の絶水後に蒸留水または

サッカリン溶液を 30分間飲水させる飲水制限を行った。 

エメチン投与による催吐作用発現の有無を検出する方

法として、味覚嫌悪学習（2ボトル法）を用いた。サッ

カリンの味覚刺激を条件刺激、エメチンの腹腔内投与に

よって誘発される嘔気を無条件刺激として条件付けに用

いた。エメチン（0.03，0.1，0.3，0.5，1.0，3.0 mM）

を投与して 2 日から、サッカリン溶液ボトルと蒸留水ボ

トルの 2本を同時に呈示して、どちらのボトルからの摂

水も自由に選択可能な条件下で摂水させ、蒸留水摂取量

とサッカリン溶液摂取量を合わせた全摂水量に対するサ

ッカリン溶液の摂取量の割合（サッカリン嗜好性）を計

測した。 

 行動実験後、パラホルムアルデヒドを用いてラットを

潅流固定し,最後野を含む延髄の簿切切片（厚さ 50 µm）

を作成した後、c-Fos抗体を用いて免疫染色を行い、最

後野における c-Fosタンパクの発現を計測した。統計学

的解析には Tukey-Kramer 法を用いて、各グループ間の

比較を行った。また有意水準はｐ＜0.01 とした。 

3. 結果 

コントロール群（n=7）では、サッカリン溶液の飲水割合

がテスト 1日目からテスト終了まで高値を示し、エメチ

ン投与群(各濃度 n=7)のサッカリン溶液の飲水割合はコ

ントロール群と比較して用量依存的に低値を示した。高

濃度エメチン投与群（0.5，1.0 mM）では、サッカリン溶

液の飲水割合が非常に低く、コントロールと比較して有

意に低い値であった。(図 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、エメチンの用量反応曲線から、ED50を求めると約

0.35 mMと推定された。実際にエメチン 3.0 mM 投与を行

うと、致死量に到ることが確認された(n=3, 未公表デー

タ)。エメチン 1.0 mM投与群において、c-Fos抗体を用

いて免疫染色を行ったところ、c-Fosタンパク陽性細胞

数の有意な増加を認めた。 

4.考察 

エメチンは用量依存的に催吐作用を示し、その ED50は

0.35 mMと求められた。また、エメチン投与によって著

明な催吐作用を示すラットの最後野に多数の c-Fos陽性

細胞が検出されたことから、仮説のとおり最後野ニュー

ロン活動の変化が裏付けられ、エメチンの作用機序の一

つとして、最後野ニューロンの活動上昇に伴う神経活動

の変化が関与していること強く示唆された。 

5.参考文献 

1）Bhargava, et al.(1961). Effect of ablation of 

the chemoreceptor trigger zone (CT-zone) on the 

emetic response to intraventricular injection of 

apomorphine and emetine in the dog. J. Pharmac. 

exp. Ther., 134, 329–331. 

2）Endo T, et al. Neurochemistry and 

neuropharmacology of emesis -- the role of 

serotonin. Toxicology2000;153:189-201 

図 1 エメチン投与 2 日目のサッカリン嗜好

性 
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水分摂取が安静時唾液分泌量に及ぼす影響 

02114010 浜本 朝子 

指導教員：舩橋 誠、久留 和成（口腔生理学教室） 

キーワード：口腔乾燥症、水分摂取、安静時唾液 

 

1. 緒言 

 近年、口腔乾燥を訴える高齢患者が急速に増加している。安

静時唾液は、加齢に伴い減少することが知られており、高齢者

の約 25％は、口腔乾燥症やこれに関連した症状があると言われ

ている。１）そこで本研究では、安静時唾液分泌量に影響を及ぼ

す因子である体内水分量に着目し、水分摂取により安静時唾液

量がどのように変化するかを明らかにすることを目的とし、実

験を行った。 

2. 方法 

健常成人8名（男性4名、女性4名、平均年齢23.5才）を被

験者とした。水分摂取前の安静時唾液分泌量を 3 回測定し、そ

の後水分（水:200,500ml;スポーツドリンク:200,500ml）を摂取

させ、摂取直後から 90分間 15分毎に測定を行った。水分量を

一定にするため、測定当日は朝から測定終了まで絶食させ、水

分摂取は9時までとした。測定は、12時から14時半の間で行い、

ワッテ法を用いて唾液量を測定した。 

3. 結果 

 図1は、水200mlと水500mlを摂取した際、何分後に安静時

唾液量が最大値をとったかを示している。水分摂取30分後から

最大値をとる人数が増加している。このことから、水分摂取が

安静時唾液量に影響を与えるまで、30分程時間がかかることが

わかる。 

 
図1 安静時唾液量が最大値を示した時間と人数 

 

 水分摂取前 3 回の安静時唾液量の平均値である基準値を

100％とし増減を比較すると、水分摂取直後から7回の安静時唾

液量が基準値より常に高値を示した者は、水200mlで1名、水

500mlで2名、スポーツドリンク200mlで0名、スポーツドリ

ンク500mlで2名であり、その他の被験者においては、水分摂

取後の安静時唾液量の定常的な増加は見られなかった。 

この8名の変化率の平均をとると、水200mlと水500mlでは、

水分摂取75分後に最大値をとったが、基準値と比較して有意差

は見られなかった（図2）。スポーツドリンクでは、200mlは30

分後に最大値のピークがあり、500mlは45分後に最大値のピー

クがあるという異なる増加・減少傾向が見られた。しかし、こ

ちらも基準値と比較して有意差は見られなかった（図3）。 

 

図2 水200,500mlの変化率 

 

図3 スポーツドリンク200,500mlの変化率 

 

4. 考察 

本研究結果から、水分摂取により生じる急性的な安静時唾液

分泌量の増加には個人差が認められ、被験者全体を通し、平均

として有意差は認められなかった。しかし、少なくとも水分摂

取により、急性的な安静時唾液分泌量の減少は起こらないこと

がわかった。今後、口腔乾燥症の高齢者において同様の実験を

行うことが課題となった。 

5. 参考文献 

1）基礎歯科生理学 第5版、森本俊文 山田好秋、420頁、2012

年、医歯薬出版 
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精神性発汗に対する味覚刺激の影響 

02110266 丸岡 春日 

指導教員：舩橋 誠、久留 和成(口腔生理学教室) 

キーワード：精神性発汗、味覚刺激 

 

1．緒言 

味覚性発汗と精神性発汗との相互連関の有無について

興味を持ち、精神性発汗に対する味覚刺激の影響を明らか

にするため、実験を行った。 
 

2．方法 

 健常成人 14名(男性 5名、女性 9名、20~25歳)を被験
者とした。精神性発汗は、直径 60㎜重さ約 100ｇのボー
ルを 60㎝の高さから落下させ、右手で掴む動作（ボール
キャッチ：BC）にて生じさせた。精神性発汗の測定は、
皮膚電気抵抗測定装置 (UFI) を用いて行い、安静座位に
て各試行から 10秒間の発汗量を、左手の第 3・4指に接
続した電極から計測した。味覚刺激は、各味溶液をシリン

ジで 0.2 mL舌背に滴下した。BC時には「ボールキャッ
チします。」と言ってから、味刺激時には「○○味入れま

す。」と告知してから行った。 
［味溶液］スクロース水溶液 (250 mM)、塩化ナトリウム
水溶液 (250 mM)、クエン酸水溶液 (150 mM)、キニーネ
水溶液 (15 mM) 
［実験 1］蒸留水での刺激を 3回行った後、四基本味をラ
ンダムに、各味 4回ずつ計 16回の刺激を行い、その時の
精神性発汗を計測した。 
［実験 2］BCのみ、蒸留水・甘味・塩味・酸味・苦味刺
激下での BCの順で、これを１セットとし、その時の精神
性発汗量を計測した。これを計 5セット繰り返した 
 

3．結果 

[実験１] 各味刺激では、精神性発汗は見られなかった。 
[実験２] BCのみの場合、回を重ねると発汗量が初回に比
べ有意に減少し（＊p＜0.05）、近似直線の傾きは約 0.07
だった。（図 1）蒸留水・甘味・酸味・苦味は発汗量に減
少傾向が見られるものの、初回の発刊量との有意差は得ら

れなかった。塩味では近似直線の傾きが、本実験で用いた

全味覚刺激中最小 (0.01) で、BCの回数を重ねても発汗
量の減少は見られなかった。 
また、各味覚刺激下での BCによる発汗量を BCのみの

場合と比較すると、初回では全刺激で発汗量が有意に抑制

されているが、4回目以降には有意差が認められなくなり、
塩味では 5回目で BCのみの発汗量を上回っていた。 

 

図 1 各刺激下での精神性発汗量の変化 
グラフ内の実線は各回における発汗量の近似直線である。

各味刺激のグラフに BCのみの場合の近似直線を点線で
示す。 
 

4．考察 

味覚刺激による手指の発汗は生じないことが確認でき

た。精神性発汗が BCの回を重ねると減少するのは、慣れ
によるものだと考えられる。塩味以外の刺激は、精神性発

汗の抑制も続きやすく、慣れを遅らせるのに対して、塩味

は精神性発汗の抑制がすぐに効かなくなるため、慣れを生

じさせないことがわかった。各刺激において精神性発汗が

減少したのは、味溶液が何らかの機序により交感神経活動

を抑制したのではないかと推察された。 
 

5．参考文献 

1）津田孝雄 ヒトの発汗活動と神経伝達（2002） 
2）中村嘉男、森本俊文 基礎歯科生理学 医歯薬出版 
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マウス骨組織における sclerostin 陽性骨細胞の経時的

局在変化について 

02110516 工藤 愛 

指導教員：長谷川智香、網塚憲生（硬組織発生生物学教

室） 

キーワード：骨細胞、sclerostin 

 

1. 緒言 

骨細胞に特異的に発現する sclerostinは、Wntシグナルを介

して骨芽細胞分化を抑制する因子である。骨細胞における

sclerostin の発現は、個体成長に応じて変化する可能性

があるため、マウスの成長過程における sclerostin陽性骨細

胞の局在を組織化学的に解析した。 

2. 方法 

胎生 18 日齢および生後 1 日齢、1, 2, 4, 8, 20 週齢の

C57BL/6J マウスをアルデヒド固定し、右側大腿骨・脛骨

を摘出した。これらのサンプルは、EDTA 脱灰後、パラフ

ィンに包埋し、厚さ 5m の切片を作製した。組織切片上

にて H-E染色、組織非特異型 alkaline phosphatase (ALP: 

骨芽細胞のマーカー)、sclerostin免疫染色を行った。ま

た、 sclerostin 陽性・陰性骨細胞の数を計測し、

Tukey-Kramer法を用いた多重比較検定を行った。 

3. 結果 

胎生 18日齢から生後 8週齢と週齢が進むにつれ、大腿骨

の長径・幅径が増加しており、骨端軟骨直下には多数の

骨梁が観察された。しかし、生後 20週齢では、成長板の

幅が狭くなり、また、骨梁数も減少していたことから、

成長は終了していることが推測された。骨梁が活発に形

成されて間もない一次骨梁（骨幹端成長板直下）の領域

と、骨改造を受けた二次骨梁（骨幹端骨梁の骨幹側）の

領域に分けて、解析した結果を示す。 

I. 一次骨梁 

(1) H-E染色, ALP免疫染色 

一次骨梁を観察すると、胎生 18日齢から生後 2週齢のマ

ウスでは、わずかな骨基質を有する骨梁上に、細胞体が

ふくよかな多数の ALP 強陽性骨芽細胞が局在したが、骨

細胞はほとんど観察されなかった。一方、生後 4週齢と 8

週齢のマウスでは、骨基質の量が増加し、内部に円形も

しくは類円形を呈する骨細胞が認められた。生後 20週齢

では、より多くの骨細胞が観察されたが、骨芽細胞は楕

円形となり、ALP陽性反応が減弱するとともに、その細胞

数は減少する傾向が認められた。 

(2) sclerostin免疫染色 

一次骨梁の領域において、生後 2 週までは、骨細胞は明

らかなスクレロスチン陽性反応を有さず（図 1 A-D）、生

後 4週齢（図 1 E）になると、僅かな骨細胞がスクレロス

チン陽性反応（黒矢印）を示しはじめた。さらに、生後 8、

20週齢（図 1 F, G）と成長するに従って、スクレロスチ

ン陽性を示す骨細胞が有意に増加していた。 

II. 二次骨梁 

(1) H-E染色, ALP免疫染色 

二次骨梁を観察すると、胎生 18日齢の骨基質には骨細胞

が観察され、その後、成長と共に、骨細胞の形は類円形

からやや扁平なものへと変化していた。ALP免疫染色につ

いては、生後 1 週齢までは、骨梁のほぼ全面が ALP 陽性

骨芽細胞で覆われていたが、生後 2 週齢以降では、ALP

陽性骨芽細胞で覆われる部位とそうでない部位が存在し、

ALP陽性細胞層の厚みも薄くなる傾向が認められた。 

(2) sclerostin免疫染色 

二次骨梁の領域では、生後 1日齢（図 2 B）から、骨基質

の内部にごく弱いスクレロスチン陽性骨細胞（黒矢印）

が出現し、一次骨梁と同様に、成長と共にその数が有意

に増加していた（図 2 D-G）。 

 

4. 考察 

ALP陽性骨芽細胞が豊富に存在する一次骨梁では、スクレ

ロスチン陽性骨細胞は少なく、また、その出現も４週齢

以降から認められた。一方、弱い ALP 陽性反応を示す二

次骨梁では、生後１日から、多数のスクレロスチン陽性

骨細胞を認めた。従って、マウスの成長過程において、

一次骨梁よりも二次骨梁にて骨細胞は早期からスクレロ

スチンを産生する可能性が推測された。 

図 1マウス大腿骨一次骨梁における sclerostin免疫染色像 

図 2マウス大腿骨二次骨梁における sclerostin免疫染色像 
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卵巣摘出（骨粗鬆症モデル）マウスにおける骨組織の継

時的変化について 

02114001 坂田 園実 

指導教員：長谷川 智香、網塚 憲生（硬組織発生生物

学教室） 

キーワード：骨粗鬆症，OVX マウス，骨代謝，破骨細胞，

骨芽細胞 

 

1. 緒言 

1941年に Albright らが骨粗鬆症患者の臨床像を検討し

たところ，その大半が自然閉経後の発生であることをつ

きとめた．女性の血中エストロゲンは 40歳以降で徐々に

低下しはじめ，平均閉経年齢の 50歳以降になると急激に

低下する．骨保護作用に重要な血中のエスロゲンの急激

な低下は，骨代謝に大きなダメージを与え，急激な骨量

減少を引き起こす．これを閉経後骨粗鬆症という．卵巣

摘出モデルマウス（OVXマウス）は、卵巣を摘出すること

によりエストロゲンが欠乏し，閉経後骨粗鬆症と同様の

症状を呈することが知られている．そのため OVXマウス

は，代表的な骨粗鬆症病態モデル動物として骨粗鬆症治

療薬の薬効評価に標準的に用いられる．また、OVXラット

における骨の経時的変化についての報告は散見されるが，

OVXマウスの骨の経時的な変化に関しては，ほとんど認め

られない．そこで本研究実習では，OVXマウスの骨組織が，

経時的にどのような変化を示すのか組織化学的に解析を

行った． 

 

2. 方法 

生後 8 週雌性マウスに OVX を行い，2 週，4 週，6 週，8

週でアルデヒド溶液による灌流固定を行った．摘出した

大腿骨・脛骨を 10％EDTAで脱灰後，通法にてパラフィン

包埋を行い，H-E 染色，TRAP（破骨細胞のマーカー酵素）

染色，ALP（alkaline phosphatase, 骨芽細胞のマーカー

酵素）および Cathepsin K（破骨細胞が産生する基質分解

酵素）の免疫組織化学を行った．また骨形態計測は大腿

骨遠位端成長板直下 600×600 ㎛の領域で計測し，統計は

Tukey–Kramer 法を用いて解析した．なお、マウスの固定

ならびに組織切片の薄切は、動物実験実施者訓練を受け

た指導教員の手技を見学させていただいた。 

 

3. 結果 

H-E染色像を観察すると、大腿骨遠位端において骨量が経

時的に減少していた（図 1）．骨形態計測を行ったところ

BV/TV（骨量）や Tb.N（骨梁数）は、OVX後経時的に減少

していたが（BV/TV: 18.7, 14.6, 9.8, 7.9, 6.4%, Tb.N: 

0.72, 0.62,0.40, 0.32, 0.25/mm），Tb.Sp（骨梁間隙）

は経時的に増加していた(Tb.Sp: 1.1, 1.4, 2.3, 3.7, 4.7

μm)．一方，Tb.Th（骨梁幅）の値は，統計学的な有意差

が認められなかった． 

ALP陽性骨芽細胞系細胞の領域は、OVX前と比較して、経

時的に減少しており(5.2, 3.9, 2.6, 2.1, 1.5%)、また、

TRAP陽性破骨細胞数も、OVX 前と比較して、6週，8週で

有意に減少していた (105, 93, 82, 50, 37 個 )．

TRAP(+)Oc.N/BS（骨面に対する TRAP陽性破骨細胞数）は，

OVX前と比較し，4週で有意に増加し，その後緩やかに OVX

前の状態に戻っていた(0.012, 0.013, 0.018, 0.017, 

0.014個/μm)．さらに、Cathepsin K 陽性破骨細胞数も，

OVX前と比較して，6週，8週で有意に減少していた(89, 80, 

85, 38, 30個)．骨面に対する Cathepsin K 陽性破骨細胞

の割合（Cathepsin K(+)Oc.N/BS）は，OVX 前と比較して

4週で有意に増加し，その後は OVX前の状態に戻っていた

(0.011, 0.011, 0.018, 0.012, 0.012 個/μm)． 

 

 

 

4. 考察 

今回の解析結果は，過去の報告と同様に，OVX後に骨量の

減少を示すものであった 1,2）．OVX後，経時的に TRAP陽性

破骨細胞数が減少したものの，TRAP(+)Oc.N/BSの値は 4

週で有意に増加していることから，骨表面に対する破骨

細胞数は増加していることが推測された。また、基質分

解酵素である Cathepsin K 陽性破骨細胞数と Cathepsin 

K(+)Oc.N/BSの値も、TRAPと同様の傾向を示したことか

ら，OVX後，骨組織に局在する破骨細胞は，活発に骨吸収

を行っている可能性が推察される．しかしながら，術後 6，

8週齢では，これらの値に有意差が認められなかったこと

から，生後 8週齢 OVX マウスでは，術後４週程までは骨

芽細胞と破骨細胞の活性化は持続またはやや増加するが，

それ以降では，共に低下してゆくことが示唆された。 

 

5. 謝辞 

今回の研究実習において，ご指導いただいた網塚憲生教

授，長谷川智香助教をはじめ硬組織発生生物学教室の皆

様に感謝いたします． 

 

６. 参考文献 

１）T. J. Wronski, L. M. Dann and S. L. Horner：Time Course 
of Vertebral Osteopenia in Ovariectomized Rats. 

Bone 10:295-301, 1989. 
２）T. Tanizawa, A. Yamaguchi, Y. Uchiyama, C. Miyaura, T. 

Ikeda, S. Ejiri, Y. Nagai, H. Yamato, H. Murayama, M. Sato, 
T. Nakamura：Reduction in Bone Formation and Elevated 
Bone Resorption in Ovariectomized Rats With Special 
Reference to Acute Inflammation. Bone 26:43–53, 2000 

図 1 卵巣摘出前、摘出後 2, 4, 6, 8 週のマウス大腿骨に
おける H-E 染色像 



― 12 ―

マウス骨組織における alkaline phosphatase および

ENPP1の局在について 

02114025 鈴木 魁 

指導教員：長谷川智香、網塚憲生（硬組織発生生物学教

室） 

キーワード：alkaline phosphatase, ENPP1, 骨芽細胞，

骨細胞 

 

1. 緒言 

組織非特異型アルカリフォスファターゼ（ALP）はリン酸

エステルを加水分解する酵素であり、hydroxyapatite の

結晶成長を阻害するピロリン酸を分解することが主要な

役割として知られている。一方、ecto-nucleotide pyro- 

phosphatase/phosphodiesterase 1（ENPP1） はヌクレオ

シド三リン酸などからピロリン酸を合成する酵素として

知られている。これらの酵素は、骨組織において局所の

リン調節因子として作用し、骨基質石灰化において重要

な役割を担う可能性が示唆されている。しかし、骨組織

におけるこれら酵素の詳細な局在は未解明であるため、

本研究実習では ALP および ENPP1 の骨組織における局在

を組織化学的に解析した。 

 

2. 方法 

生後 8週齢の C57BL/6Jマウスをパラホルムアルデヒド溶

液にて灌流固定し、右側大腿骨・脛骨を摘出した。これ

らのサンプルは、EDTA 脱灰後、パラフィンに包埋し、厚

さ 5m の切片を作製した（ここまでの過程は、動物実験

実施者等教育訓練を受けた指導教員の手技を見学するの

みとした）。組織切片上にて H-E 染色、組織非特異型

alkaline phosphatase (ALP) 、 ecto-nucleotide 

pyrophosphatase/ phosphodiesterase 1（ENPP1）免疫染

色を行った。 

 

3. 結果 

(1) H-E染色 

大腿骨骨幹端成長板直下の一次骨梁領域(図 1A）を観察す

ると、内部に軟骨コアを含む骨梁が認められた。このよ

うな骨梁表面には細胞体のふくよかな活性型骨芽細胞が

局在していた。また、骨梁を構成する骨基質内部には楕

円形の骨細胞が埋め込まれていた。一方、皮質骨領域(図

1B）では、骨基質表面に骨芽細胞が一列に配列しており、

その骨髄側には扁平な前骨芽細胞が局在していた。また、

皮質骨内部に骨細胞が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) ALP, ENPP1免疫染色 

一次骨梁では、骨梁表面の骨芽細胞系細胞（骨芽細胞お

よび前骨芽細胞）に茶色で示される ALP 強陽性反応なら

びに ENPP1陽性反応が観察された（図 2 A, B）。なお、骨

基質内部の骨細胞（図 2A, B）は、ENPP1陽性反応を示す

ものの、ALP陽性反応は示さなかった。 

皮質骨を観察すると、一次骨梁と同様に、ALPは骨芽細

胞および前骨芽細胞に局在したが（図 2C）、ENPP1は主に

骨芽細胞に認められた（図 2D）。また、前骨芽細胞には強

い ENPP1 陽性反応は認められなかった。さらに、一部の

骨細胞（図 2D）に ENPP1陽性反応が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 考察 

野生型マウスの骨組織において、ENPP1は骨細胞や骨芽細

胞といった石灰化基質に直接接する細胞に優位に発現す

ることが推測された。一方、ALPは骨芽細胞および前骨芽

細胞に発現していた。またその発現は、骨芽細胞よりも

石灰化基質から離れた前骨芽細胞で、より強いことが推

察された。以上より、ALPによるモノリン酸産生は広範囲

にわたった供給を、一方、ENPP1で産生されたピロリン酸

は局所的な石灰化抑制を示すと考えられた。 

 

 

５. 謝辞 

今回の研究実習において，丁寧にご指導いただいた網塚

憲生教授ならびに長谷川智香助教をはじめ硬組織発生生

物学教室の皆様に心より感謝いたします。 

図 2 マウス大腿骨骨幹端部一次骨梁および皮質骨における
ALP, ENPP1免疫染色像 
ob: 骨芽細胞  黒矢頭：骨細胞 黄矢印：前骨芽細胞 

図 1 マウス大腿骨骨幹端部一次骨梁および皮質骨における
H-E染色像 ocy骨細胞 ob骨芽細胞 
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上顎第一大臼歯の近心および 
遠心頬側根の根管形態について 

02114036 松本 恭 
指導教官 : 山本 恒之（硬組織発生生物学教室） 
キーワード : 上顎第一大臼歯、根管形態、透明標本 

 
 

【緒言】 
根管治療を行なう上で、根管形態を充分に理解することは

極めて重要である。上顎第一大臼歯の近心頬側根は、頬舌

的に圧平され約半数が 2 根管性であることがよく知られ
ている。研究実習を機会に、咬合の要である上顎第一大臼

歯の近・遠心頬側根の根管形態を、実際に自分で調べたい

と思い本研究を立案した。方法としてレジン包埋した透明

標本 1-3)を用いた。 
 

【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
マリン溶液に保存されていた根面に齲蝕のない上顎第一

大臼歯、右 44本、左 30本、計 74本を材料とした。60℃、
30%水酸化カリウム溶液を用いて歯牙表面の軟組織を化
学的に除去し、5%蟻酸水溶液で 4 週間脱灰した。墨汁と
標本をビーカーに入れ真空容器内に置き、真空ポンプを用

いて陰圧により根管内に墨汁を流入させた。80%、90%、
100%、無水アルコールで 1日ずつ脱水した後、サリチル
酸メチルで標本を透明にした。ついでスチレンモノマー、

スチレンモノマー：ポリエステルレジン（リゴラック）の

1：1、1：3 混合液、および純レジン（硬化剤入り）の順
に標本を浸漬しレジンを浸透させた。重合前に標本表面の

余剰レジンを筆でふき取り紫外線重合器で 1 日間重合し
た。 

 
【結果】 

根管形態を以下の 3種類に分類した。 
①1根管が 1つの根尖孔に開孔する【単純根管】、 
②2根管が2つ以上の根尖孔に開孔する【完全分岐根管】、 
③2根管が合流し 1つの根尖孔に開孔する【不完全分岐根 
管】。 

 
3種類の根管形態の出現歯数と頻度を表 1に示した。 
 

表 1：各根管形態の出現指数と頻度 

 
 
近心頬側根の約半数が単純根管で、残りが 2根管性（分
岐根管）であった。遠心頬側根では、約 9割が単純根管
であり近心頬側根と顕著な差がみられた。 
 

【考察】 
本研究結果と過去の研究実習の結果 1-3)とを比較しやすい

ようにグラフにまとめた（図 1）。 
 

 
図 1：上顎第一大臼歯の根管形態を 

研究者別に示したグラフ 
 
一般に、第二象牙質、修復象牙質、象牙質粒等の沈着によ

り経年的に根管は狭くなり、単純根管は不完全分岐根管へ

移行する 4)。本研究を含めた全ての報告で、標本提供者の

年齢は不明なので、各報告で様々な年代の歯が混在してい

ると思われる。従って、単純根管と不完全分岐根管の頻度

を個別に算出し考察してもあまり意味はない。そこで、「単

純根管と不完全分岐根管」を同種のものとして頻度を合算

すると、本研究では 63.0%、目代 66.1%、池田 61.2%、阿
部 58.2%、とかなり近似した数値となった。一方、完全分
岐根管は各報告でほぼ 40%であり、この形態は加齢によ
る形態移行を起こしにくいことが示唆された。 
以上から、「上顎第一大臼歯近心頬側根においては、

歯根完成直後であれ 40%以上は分岐根管で、経年的にそ
の頻度は増す。遠心頬側根では、全年代で 90%以上が単
純根管である」ということを本研究の結論としたい。単

純化してあるが今後の臨床に応用できると考える。 
本研究では根管形態を 3種類のみに分類したが、根

管の太さ、分岐の高さ、側枝の有無や形態などにも各歯

に独自のバリエーションがみられ、実際はより複雑であ

った。根管形態は個人によって異なり、同一個人でも経

年的に変化し続けることを再認識した。 
作製した透明標本は、藤田 4)が述べているように

“まことに見事であり永久に保存することができる”。根

管治療の際に、患者さんに歯根・歯髄形態を実際に見て

いただき、病状の正しい理解とセルフケアに対するモチ

ベーションの向上につなげていきたいと考えている。 
 

【参考文献】 
1）池田欣希：上顎第一大臼歯近心頬側根の根管形態につ
いて 研究実習論文報告集［第 5号］：41-42、2004  

2）目代匡：上顎第一大臼歯の近心および遠心頬側根の根
管形態について 研究実習論文報告集［第 10号］：
51-52、2009 

3）阿部真也：上顎第一大臼歯近心頬側根の根管形態につ
いて 研究実習論文報告集［第 12号］：41-42、
2011  

4）藤田恒太郎：歯髄腔の形態、藤田恒太郎著：歯の解剖
学 第 22版、21-25、1995、金原出版、東京 
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下顎第一大臼歯近心根の根管形態について 

02114004 吉野 友都 

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 

根管治療の成績向上には根管形態の充分な理解が不可欠

である。下顎第一大臼歯は上顎同名歯とともに咀嚼と咬

合において特に重要な歯であり、複雑な根管形態を有す

ることが知られている。そこで、下顎第一大臼歯の透明

標本を作製し、近心根の根管形態を自分自身で観察し理

解することを目的として本研究を行った。 

 

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 28 本、左 29 本）を材料とした。60℃

の 30%水酸化カリウム水溶液で 30分（15分×2回）処理

し、流水下で歯ブラシで刷掃し軟組織を除去した。5%蟻

酸で１週間脱灰した後、表面を刷掃し再び 3 週間脱灰し

た。ビーカーに墨汁を入れ標本を浸漬し、真空チャンバ

ー内で真空ポンプにより 20分（10分×2回）減圧して根

管内に墨汁を流入させた。歯ブラシで刷掃後、80%、

90%、100%、および無水アルコールでそれぞれ 1日ずつ脱

水した。サリチル酸メチルで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、1：3混合液、0.3%ベンゾイン入

り 100%リゴラックにそれぞれ 1 日ずつ浸漬しレジンを浸

透させた。筆で標本表面のレジンを軽く拭い、歯冠を下

にして台に立てかけ紫外線重合器で 1日間重合した。 

 

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：1本の根管が 1つの根尖孔に開孔するも 

       の 

② 完全分岐根管：2本の根管が 2つ以上の根尖孔に開 

         孔するもの 

③ 不完全分岐根管：2本の根管が合流し 1つの根尖孔 

に開孔するもの 

 

各根管形態の出現歯数と頻度を表 1に示した。 

 

 

 

考察 

加齢による二次象牙質の形成や局所的な修復象牙質の添

加により、単純根管は経年的に狭窄し不完全分岐根管へ

と移行する。一方、完全分岐根管には加齢による形態移

行は起きにくいと考えられる。本研究でも後述する過去

の研究においても、標本提供者の年齢が不明のため異な

る年代の歯がランダムに混在していると思われる。この

ような状況で、単純根管と不完全分岐根管の頻度を各々

算出して比較・考察してもあまり意味はない。そこで、

年齢の因子を除外し「単純根管＋不完全分岐根管」と

「完全分岐根管」の 2つに分類して考察する。 

本研究では、下顎第一大臼歯近心根における「単純

根管＋不完全分岐根管」の出現頻度は 54.4%、「完全分

岐根管」は 45.6%であった。薮内らは「単純根管＋不完

全分岐根管」57.7%、「完全分岐根管」40.4%（観察法・

標本数ともに不明：赤井 1）より引用）、三橋 2）は透明標

本（標本数 53）により「単純根管＋不完全分岐根管」

60.3%、「完全分岐根管」39.6%、といずれも本研究とほ

ぼ近似した数値を報告している。奥川 3）は「単純根管＋

不完全分岐根管」66.7%、「完全分岐根管」33.3%と報告

しており、本研究とは 10%以上の差がある。奥川も透明

標本を用いているが、標本数が 36本と少なくこの影響が

出たのかもしれない。以上から、「下顎第一大臼歯近心

根においては、歯根完成直後であってもおおよそ 40%以

上が分岐根管であり、経年的にその頻度は増してゆく」

ことを本研究の結論としたい。 

日本人を対象にした研究では、「単純根管＋不完全

分岐根管」は「完全分岐根管」よりも高頻度で出現す

る。Vertucciと Fla4）は、透明標本（標本数 100）により

「根尖孔が１つのもの（本研究の単純根管＋不完全分岐

根管に相当）」40.0%、「根尖孔が２つのもの（完全分

岐根管に相当）」60.0%と報告しており、日本人を対象

とした研究結果とは異なる。日本人以外を対象とし、か

つ透明標本を使った研究は、Vertucci と Fla4）の研究し

かないため、「下顎第一大臼歯近心根の根管形態は人種

によって差がある」と結論付けるのは早計であるが、同

時に否定もできない。さらなる検討が必要である。 

本研究では根管形態を 3種類のみに分類したが、分

岐の位置、根管の太さ、側枝の有無および位置なども各

歯によって非常に多様で、より細分化した分類も必要で

はないかと考える。より密接に治療に活かすのであれ

ば、抜去歯を年齢ごとに分けることも大切ではないかと

思う。 

今回の研究実習から、根管形態の複雑さを授業や教

科書から学ぶ以上に実感することができた。このことを

理解したうえで根管治療に臨むのと理解せずに臨むとで

は治療の成否に大きな差が出てくると思っている。本研

究で得たデータを常に念頭に置きながらこれからの臨床

に役立てていきたい。 

 

参考文献 

1)赤井三千男：日本人永久歯の根管形態と分岐状態 歯

の解剖学入門 第１版：163、1993、 医歯薬出版、

東京 

2)三橋憲司:下顎第一大臼歯近心根の根管形態について

－レジン包埋した透明標本を用いて－、研究実習論文

報告集「第４号」:49～50、2003 

3)奥川葵:下顎第一大臼歯近心根の根管形態について、

研究実習論文報告集「第 16号」：16、2015 

4)Vertucci FJ、Fla G：Root canal anatomy of human 

permanent teeth. Oral Surg. 58:589-599、 1984 

 

 右 
数（%） 

左 
数（%） 

計 
数（%） 

単純根管 7(25.0) 8(27.6) 15(26.3) 

完全分岐根管 13(46.4) 13(44.8) 26(45.6) 

不完全分岐根管 8(28.6) 8(27.6) 16(28.1) 

計 28 29 57 

 

表 1：下顎第一大臼歯近心根の 
各根管形態の出現歯数と頻度 
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SIDT2遺伝子の培養細胞における発現 
02114012 安藤 龍汰 
指導教員：高橋昌幸，田村正人（口腔分子生化学教室） 
キーワード：ヒト細胞, マウス細胞，SIDT2 
       

緒 言 
 SID (systemic RNA interference–deficient) は，
Caenorhabditis elegansにおいて二本鎖RNAの細胞内へ
の取り込みに関与するタンパク質として同定された．

SIDT (SID1 transmembrane family member)1, 2は，哺
乳類における SID1 のオルソログである．SIDT1 は，組
織特異的に発現し，細胞膜に局在している．他方，SIDT2
は，リソソーム膜に局在すること，様々な細胞にユビキタ

スに発現すること，二本鎖 RNAの取り込みに関与すると
の報告もある (1) が，その機能はよくわかっていない．
そこで，本研究ではヒトおよびマウス由来培養細胞におけ

る SIDT2 の mRNA 発現を調べ，その役割を明らかにす
ることを目的とした．  

 
方 法 

 ヒト子宮頚癌細胞由来 HeLa細胞，ヒト神経芽腫細胞由
来 SHSY5Y細胞およびマウス神経芽細胞腫由来Nuero2a
細胞を 37 ºC、5%CO2下で培養を行った．これらの細胞
より ISOGEN (ニッポンジーン)を用いて全 RNA を抽出
した．全 RNA から ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover (TOYOBO)を用い逆転写反応により cDNA

を合成した．この cDNAを Taq DNA polymerase (QIAGEN)

および表 1 に示す塩基配列のオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて PCRを行った．得られた PCR産物を 2%ア

ガロースゲルにて電気泳動を行い，紫外線照射下で写真を

撮影した．なお PCRのサイクル数は同一とした． 

 

表 1 用いたプライマーの塩基配列 

 

 
結 果 

 HeLa細胞，Neuro2a細胞および SHSY5Y細胞といっ
た３種類の腫瘍由来細胞株いずれにおいても，SIDT2 
mRNA の発現が RT-PCR によって検出された（図１）．
これらの発現は SHSY5Y細胞で見られた SIDT1 mRNA
の発現量に比べて多かった（図１）．インターナルコント

ロールの β-actin mRNAは，HeLa細胞，SHSY5Y細胞

および Nuero2a細胞いずれの細胞でも同様に発現してい
た（図２）．  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ HeLa細胞，Nuero2a細胞および SHSY5Y 
細胞における SIDT1および 2 mRNAの発現 

 
 
 
 
 
 
 

 
図２ HeLa細胞，Nuero2a細胞および SHSY5Y 
細胞における β-actin mRNAの発現 
                  

考 察 

 ３種類の異なるヒトおよびマウス腫瘍組織由来の培養

細胞において SIDT2遺伝子は比較的強い発現が認められ
た．これまで，SIDT2 の発現はユビキタスに広範な組織
で報告されている．正常組織においてのみならず腫瘍組織

においても SIDT2が発現していることが考えられた．正
常細胞と腫瘍由来細胞の発現量の比較は行っていないが，

SIDT2 の発現が細胞のがん化によって制御は受ける可能
性も考えられた．SIDT2 タンパク質はリソソーム膜に局
在することが報告されていることから，リソソームの機能

に関連した何らかの普遍的な役割を果たしていると考え

られた． 
 
               
参考文献： 
1) McEwan DL, Weisman AS, Hunter CP. Uptake of 
extracellular double-stranded RNA by SID-2. Mol Cell. 
47:746-754, 2012. 
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1) Pittenger, M.F. et al.: Multilineage 

potential of adult human mesenchymal stem cells. 
Science, 284: 143, 1999.  2) G. Mundy et al.: Stimu- 
lation of bone formation in vitro and in rodents by 
statins. Science 286: 1946-1949. 1999. 
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腫瘍由来培養細胞における SIDT1 mRNAの発現 
02114009 巾 裕美子 
指導教員：高橋昌幸，田村正人（口腔分子生化学教室） 
キーワード：ヒト細胞, マウス細胞，SIDT1 
       

緒 言 
 SID 1 (systemic RNA interference–deficient 1) は，
Caenorhabditis elegansにおいて二本鎖RNAの細胞内へ
の取り込みに関与するタンパク質として同定された (1)．
SIDT (SID1 transmembrane family member)1, 2は，哺
乳類における SID1 のオルソログである．SIDT1 は，細
胞膜に局在すること，樹状細胞などの免疫系細胞に発現す

る．他方，SIDT2は，リソソーム膜に局在すること，様々
な細胞にユビキタスに発現することが報告されている．し

かし SIDT1および 2の生理的機能はよくわかっていない．
そこで，本研究ではヒトおよびマウス腫瘍由来培養細胞に

おける SIDT1 の mRNA 発現を調べ，その役割を明らか
にすることを目的とした．  

 
方 法 

 ヒト子宮頚癌細胞由来 HeLa細胞，ヒト神経芽腫細胞由
来 SHSY5Y細胞およびマウス神経芽細胞腫由来Nuero2a
細胞を 37 ºC、5%CO2下で培養を行った．これらの細胞
より ISOGEN (ニッポンジーン)を用いて全 RNA を抽出
した．全 RNA から ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover (TOYOBO)を用い逆転写反応により cDNA

を合成した．この cDNAを Taq DNA polymerase (QIAGEN)

および表 1に示す配列のプライマーを用いて PCRを行っ

た．PCR 産物を 2%アガロースゲルにて電気泳動を行い，

紫外線照射下で写真を撮影した．PCR のサイクル数は同

一とした． 

 

表 1 用いたプライマーの塩基配列 

 

 
結 果 

 HeLa細胞およびは Neuro2a細胞では，SIDT1 mRNA
の発現が RT-PCRによって検出されなかった（図１）．一
方，SHSY5Y細胞においては SIDT1 mRNAの発現が見
られた（図１）．インターナルコントロールとして β-actin 
mRNA は，HeLa 細胞，SHSY5Y 細胞および Nuero2a
細胞いずれの細胞でも同様に発現していた（図２）．  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ HeLa細胞，Nuero2a細胞および SHSY5Y 
細胞における SIDT1および 2 mRNAの発現 

 
 
 
 
 
 
 

 
図２ HeLa細胞，Nuero2a細胞および SHSY5Y 
細胞における β-actin mRNAの発現 
                  

考 察 

 ３種類の異なる腫瘍由来の培養細胞で SIDT1遺伝子の
発現量が異なっていることが認められた．ヒト神経芽腫細

胞由来 SHSY5Y細胞では SIDT1 mRNAの発現が認めら
れたが，マウス神経芽細胞腫由来 Nuero2aでは発現が見
られなかったことから，SIDT1 が神経芽細胞腫において
腫瘍特異的な発現調節が行われる可能性が考えられた．他

方，正常組織由来の神経芽細胞でも同様に SIDT1が発現
しているのか不明であるため，神経芽細胞において何らか

の生理的機能を有しているのか，わからなかった．SIDT1
は免疫系細胞だけでなく，神経芽細胞腫においても発現が

認められたことから，何らかの腫瘍組織特異的な機能と関

連している可能性が考えられた．  
 
               
参考文献： 
1) Winston WM, Molodowitch C, Hunter CP: Systemic 
RNAi in C. elegans requires the putative 
transmembrane protein SID-1. Science. 295:2456-2459, 
2002. 
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1) F. Sugiura, H. Kitoh, N. Ishiguro: Osteogenic potential of 
rat mesenchymal stem cells after several passages. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 316: 233-

1) F. Sugiura, H. Kitoh, N. Ishiguro: Osteogenic potential of 
mal stem cells after several passages. Biochem. 

-239, 2004. 
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う蝕リスク低減を目指したお菓子作り 
02114033 西尾 優紀 

指導教員：阿部 薫明（生体材料工学教室） 

キーワード：う蝕、代替甘味料 

 

1. 緒言 

市販されているお菓子には齲蝕の要因となるショ糖が豊

富に含まれているため、過剰な摂取は齲蝕リスクの増加

が想起される。一方、代替甘味料は齲蝕リスクを低減で

きるということは周知の事実である。代替甘味料一種で

あるキシリトールを原材料として使用したガムや飴はス

ーパーマーケットなどで容易に購入することができる。

しかし、代替甘味料を使ったお菓子などは、ガムや飴な

どに比べると稀である。そこで、ショ糖を代替甘味料へ

と置換しながらも、従来法と同等の美味しさを実現でき

れば、齲蝕を心配することなくお菓子を楽しむことがで

きると考え、その効果的な使用法を検討した。 
2. 方法 

齲蝕リスク低減を試み、マドレーヌ作成時に原料中のシ

ョ糖(suc)を各種代替甘味料へと置換した。代替甘味料と
して、キシリトール(xyl)、エリスリトール(eryth)、フラ
クトオリゴ糖(fruc)、およびパルスイートを用いた。 
(1)ミュータンス培養試験 
①TY培地にショ糖、エリスリトール、キシリトールを加
えた 2％溶液をそれぞれ用意した。その溶液にミュータン
ス連鎖球菌を加え、37℃で培養し、24時間後の溶液の濁
度を吸光光度計で測定した。 
②また、ショ糖のみ、エリスリトールのみの溶液、ショ

糖とエリスリトールの混合比が 2:1、1:1の溶液（糖類の
最終濃度 2%）を用いて培養を行い、24 時間、48 時間、
72時間と濁度の経時変化を測定した。 
(2)試作品の評価 
作成したマドレーヌを被験者に試食してもらい、見た

目・甘み・香りの 3項目について 5段階評価のアンケー
トを実施した。通常法に基づき作成した試料をコントロ

ールに用いて、相対評価を行った。試食時にはコントロ

ールを含め、甘味料の種類・混合比などの情報は与えず

に、試食・アンケートを実施した。試食は、7.5cm のマ

ドレーヌカップに作成した試料の 1/4 を 1 人分として、
甘味料の配合の異なる4条件で作成した試料を試食した。
初めに 4試料各々について、1/2(全体の 1/8) ずつ試食を
行い、4種類の違いを確認した後に、残りの 1/2ずつを食
べて、各々の試料についての評価を行った。見た目につ

いては、切り分けていない試料を見て評価を行った。 
3. 結果 
ミュータンスの培養試験から、ショ糖溶液と比較してエ

リスリトール溶液とキシリトール溶液ではミュータンス

菌の増殖抑制が示された。[Fig.1] 
また、ショ糖と代替甘味料との混合溶液においても、ミ

ュータンス菌の増殖を抑制する効果が示された。[Fig.2]  
次に、試食後のアンケート結果を[Fig.3]に示す。代替甘
味料 100%で作成した試料では、殆どの評価項目でコント
ロールより低い値が得られた。 

そこで「甘み」、「香り」への影響の改善を目指し、代替

甘味料の様々な配合を試した。また、「見た目」の改善の

ため、ベーキングパウダーの配合量をコントロール作成

時の倍の量に増加させた。その結果、各項目の評価に上

昇がみられた。特に、キシリトール・エリスリトールで

は、ショ糖 50%・代替甘味料 50%の配合比で製作するこ
とにより、コントロールと同等の評価が得られた。[Fig.4] 

4. 考察 

本実験では、代替甘味料のみを用いて、被験者の満足す

るお菓子を作製するのは困難であった。代替甘味料の中

でも、加熱調理に適しているもの、適していないものな

どがあり、単純にショ糖相当とされる甘味度だけで配合

量を決めても十分な満足度が得られなかった。そのため、

それぞれの甘味料の特徴の把握や、焼く温度、ベーキン

グパウダーなどの配合量を最適化していく必要がある。

また、今回の実験では、糖分だけを代替甘味料に置き換

えたが、小麦にも齲蝕誘発性が存在するので、今後は、

小麦についても齲蝕誘発性が低いものへの代替により、

齲蝕リスクの軽減効果の検討を試みる。 
5. 謝辞 
本研究は一部、エリザベス・アーノルド富士財団の助成

により実施された。 
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代替甘味料の効果的な使用による齲蝕リスク軽減を 
目指した菓子作製 
02114013 森本 友梨恵 
指導教員：阿部 薫明 (生体理工学教室) 
キーワード：代替甘味料，齲蝕リスク，ミュータンス 

連鎖球菌 
 

1. 緒言 

市販されているケーキや焼き菓子などのお菓子には、齲

蝕の要因となるショ糖が豊富に含まれており、過剰な摂

取により齲蝕リスクの増加が懸念される。そこで、ショ

糖を代替甘味料へと置換しながらも、従来法と同等の美

味しさを実現できれば、齲蝕を心配することなくお菓子

を楽しむことができると考え、その効果的な使用法を検

討した。 

2. 方法 

試料にはマドレーヌを選択した。一般的な作成方法に従

い、原料中のショ糖を代替甘味料（キシリトール、エリ

スリトール、フラクトオリゴ糖、パルスイート）に全量・

または一部置換することで、齲蝕リスクの低減を試みた。 
作成した試料を被験者に試食してもらい、美味しさ・

香り・雑味、の 3 項目について、通常法に基づき作成し
た試料（コントロール）を含めた 4 種類の試料を相対的
に 5 段階で評価してもらうアンケートを実施した。その
際、どの試料がコントロールかは明らかにせず行った。2
切れずつ計 8 切れを一人分とし、初めに 4 試料各々1 切
れずつ試食を行い、4種類の違いを確認した後に、残りの
1切れを試食し、評価してもらった。見た目については、
切り分けていない試料を見て評価をしてもらった。 
さらに齲蝕リスクを検討するために、ミュータンス連鎖

球菌培養試験を実施した。TY培地に、ショ糖、エリスリ
トール、ショ糖：エリスリトール＝１：１の２％の溶液

をそれぞれ用意し、その溶液にミュータンス連鎖球菌を

加え 37℃で培養し、各溶液の経時的な濁度の変化を測定
した。 
3. 結果 

試食後のアンケート結果を図 1に示す。 
代替甘味料 100%で作成した試料では、殆どの評価項目で
コントロールより低い評価が得られた（雑味に関しては、

値が大きくなるほど雑味が強いことを示す）。 
次に、ショ糖と代替甘味料を組み合わせて試料を作成す

ることにし、様々な配合比での作成を行った。膨らみに

関してはベーキングパウダーの配合量をコントロールの

倍量に増加させた。その結果、アンケートの評価が向上

した。 その一例を以下に示す（図２）。 

代替甘味料自体の齲蝕リスク軽減性は知られているが、

ショ糖と代替甘味料を混合使用した際の齲蝕リスクは検

討する必要があると考え、ミュータンス連鎖球菌培養試

験を行った。結果（図３）より、エリスリトールのみの

溶液とショ糖：エリスリトール＝１：１の溶液は、ショ

糖の溶液と比較して濁度が低いことがわかる。 

4. 考察 

アンケート結果から、ショ糖を全て代替甘味料に置換す

ることにより、膨らみや表面性状がコントロールと異な

ること、雑味が強くなることが示された。代替甘味料に

よって甘味を表現することができたとしても、その他の

項目でコントロールと同等の評価を獲得することは難し

く、ショ糖と組み合わせて使用する必要があると考えら

れる。そこで、ショ糖と組み合わせた場合の齲蝕リスク

について検討した。培養試験においてミュータンス連鎖

球菌の菌数・不溶性グルカンの産生により濁度が上昇す

ると考えると、ショ糖と代替甘味料を 1：1で使用した場
合も齲蝕リスクは優位に低下すると考えられる。 
また、代替甘味料の中には加熱によって甘味を発揮しに

くくなるものなどもあるため、焼き菓子ではなく、加熱

調理の少ない菓子（ゼリーなど）のほうが、代替甘味料

を用いるには適している可能性がある。 
 
5. 謝辞 
本研究は一部、エリザベス・アーノルド富士財団の助成

により実施された。 
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et al.
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Candida albicans 経口投与が抗体産生に及ぼす影響～経

口免疫寛容を探る～ 

02114002 山本 大介 

指導教員：長谷部 晃 (口腔分子微生物学教室) 

キーワード：経口免疫寛容，C.albicans，口腔カンジダ

症,IgA,IgG,ELISA 

 
【緒言】 

経口免疫寛容は、経口摂取したタンパク質が腸管に達し

て過敏な免疫反応が起こるのを避けるための生体の機能

である。本研究では Candida. albicansの経口投与により

C. albicansに対して免疫寛容が誘導されるか、また加齢

による違いがあるか調べることを目的とした。 

 

【材料と方法】 

マウスは C57BL/6の 7週齢と 42週齢を用いた。マウ

スは 3 つのグループに分けて、i）PBS を経口投与後に

C. albicansを皮下免疫したグループ、 ii）C. albicansを

経口投与後に C. albicansを皮下免疫したグループ と、iii）

何も投与せず無免疫のコントロールグループとした。PBS

あるいは C. albicans の経口投与は、2 週間で計 10 回、

C. albicansが確実に腸管に達するようにゾンデを用いて

行った。皮下免疫は、経口投与終了後に 3 週間、計 3 回

行った。糞便あるいは血液中の C. albicans特異的抗体の

有無は ELISA法で調べた。 

皮下免疫は経口投与終了の翌日から背部皮下に投与を

3週間にわたり週 1回のペースで免疫を行い、その後マウ

スから血清と糞便を採取した。 

ELISA 法では、まず 96 穴プレートの各ウェル底面に

C.albicans付着させた。ブロッキング後に、各ウェルにマ

ウスから得られた血清や糞便成分を加えた。C.albicans

に特異的な抗体は底面の C.albicans に結合するので、そ

れらを検出するために Biotin 化した、マウス抗体に対す

る抗体と結合させた。Biotin化した抗体は Avidinと強く

結合するので、Avidin化 HRPと基質で、発色させること

により、血清中ならびに糞便中の C. albicansに対する抗

体を検出・定量した。 

 

【結果】 

7週齢のマウスでは経口投与によってC. albicans特異的

IgGの値に有意な差は認められなかったが、42週齢のマウ

スでは経口投与により有意に IgGが誘導された（図 1）。 

一方、IgAでは、7週齢のマウスでは生理食塩水を経口

投与させたマウスでは C. albicans特異的 IgAが誘導され

たのに対し、C. albicans経口投与では抑制され、42週齢の

マウスにおいてもコントロールに比べて誘導が抑制され

る傾向があった（図 2）。 

 

図 1．C. albicans 特異的血清中 IgG抗体価 

図 2．C. albicans 特異的糞便中 IgA抗体価 

 

【考察】 

 経口投与により抗体の誘導が抑制され、高齢のマウスで

はさらに強く抑制されると予測していたが、得られたデー

タは予測とは反していた。今後、この実験の再現性を確認

し、経口投与の日数、免疫回数や部位などに関して再検討

を行うことが必要であると考えられる。 
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Risedronate および Clodronate のアルカリ性ホスファタ

ーゼ活性阻害作用の Caとの拮抗性 

02114018 河合大史 

指導教員：鈴木邦明(細胞分子薬理学教室) 

キーワード：Risedronate、Clodronate、アルカリ性ホス

ファターゼ(ALP)、Ca 

 

１． 緒言 

窒素含有の Risedronate、窒素非含有の Clodronate の 2

種類のビスホスホネートにおいて、その骨芽細胞に対する

ALP 活性阻害作用が ALP 活性を促進させる２価金属と

拮抗する関係にあるかを調べた。ALP 活性を引き起こす

ために必要な２価金属としては Mg、Zn、Ca などが知ら

れるが、今回は Caを使用することとした。 

２．方法 

MC3T3-E1 細胞のミクロソームを使用し、ピロリン酸を

基質とした Ca-ALP 活性阻害のビスホスホネート濃度依

存性に対する、添加する Ca濃度の影響を検討した。 

事前の実験により、この２種類のビスホスホネートが

MC3T3-E1細胞の ALP活性に対して、阻害作用を示すこ

とは確認した。 

３．結果 

(１)Risedronateについて 

 
図 1 Risedronateによる ALP活性阻害の Ca濃度依存性 

 

表 1 Risedronateによる 50％活性阻害濃度 

 
Risedronateにおける 50％阻害濃度は Ca濃度を 100 nM

から 3 mMまで変えても、明確な変化は示さなかった。 

(図 1、表 1 参照) 

(２)Clodronateについて 

 

図 2 Clodronateによる ALP活性阻害の Ca濃度依存性 

 

表 2 Clodronateによる 50％阻害濃度 

 
Clodronateによる阻害においては、Ca濃度を 100 nMか

ら 3 mMまで変えると 50％阻害濃度は 1.57 mMから 2.76 

mMまで増加した。 

(図 2、表 2 参照) 

４．考察 

上記の結果から Risedronateにおいてはその ALP活性阻

害は Ca との拮抗性を見せないが、Clodronate において

はその ALP 活性阻害は Ca と拮抗の関係にあることが分

かった。 

この２種類の検討だけでは不十分ではあるが、今回の結果

にこのような差が表れた要因として、一方が窒素を含むも

のであり、もう一方が窒素を含まないものであることが考

えられる。 

ビスホスホネートによる骨の石灰化を促す骨芽細胞の

ALP 活性の阻害作用が、生体に対してどのような影響を

もたらしているのかはまだあまりわかっていないが、今回

の研究実習において、窒素を含まない Clodronateを使用

した場合においてその作用部位のCa濃度を上げておくこ

とが可能であれば ALP活性阻害作用を極力抑えることが

できるのではないかと考えた。 

Ca濃度 Risedronateによる50%活性阻害濃度
100 nM 1.02 mM
1 mM 1.52 mM
2 mM 1.39 mM
3 mM 1.16 mM

Risedronate および Clodronate のアルカリ性ホスファタ

ーゼ活性阻害作用の Caとの拮抗性 

02114018 河合大史 

指導教員：鈴木邦明(細胞分子薬理学教室) 

キーワード：Risedronate、Clodronate、アルカリ性ホス

ファターゼ(ALP)、Ca 

 

１． 緒言 

窒素含有の Risedronate、窒素非含有の Clodronate の 2

種類のビスホスホネートにおいて、その骨芽細胞に対する

ALP 活性阻害作用が ALP 活性を促進させる２価金属と

拮抗する関係にあるかを調べた。ALP 活性を引き起こす

ために必要な２価金属としては Mg、Zn、Ca などが知ら

れるが、今回は Caを使用することとした。 

２．方法 

MC3T3-E1 細胞のミクロソームを使用し、ピロリン酸を

基質とした Ca-ALP 活性阻害のビスホスホネート濃度依

存性に対する、添加する Ca濃度の影響を検討した。 

事前の実験により、この２種類のビスホスホネートが

MC3T3-E1細胞の ALP活性に対して、阻害作用を示すこ

とは確認した。 

３．結果 

(１)Risedronateについて 

 
図 1 Risedronateによる ALP活性阻害の Ca濃度依存性 

 

表 1 Risedronateによる 50％活性阻害濃度 

 
Risedronateにおける 50％阻害濃度は Ca濃度を 100 nM

から 3 mMまで変えても、明確な変化は示さなかった。 

(図 1、表 1 参照) 

(２)Clodronateについて 

 

図 2 Clodronateによる ALP活性阻害の Ca濃度依存性 

 

表 2 Clodronateによる 50％阻害濃度 

 
Clodronateによる阻害においては、Ca濃度を 100 nMか

ら 3 mMまで変えると 50％阻害濃度は 1.57 mMから 2.76 

mMまで増加した。 

(図 2、表 2 参照) 

４．考察 

上記の結果から Risedronateにおいてはその ALP活性阻

害は Ca との拮抗性を見せないが、Clodronate において

はその ALP 活性阻害は Ca と拮抗の関係にあることが分

かった。 

この２種類の検討だけでは不十分ではあるが、今回の結果

にこのような差が表れた要因として、一方が窒素を含むも

のであり、もう一方が窒素を含まないものであることが考

えられる。 

ビスホスホネートによる骨の石灰化を促す骨芽細胞の

ALP 活性の阻害作用が、生体に対してどのような影響を

もたらしているのかはまだあまりわかっていないが、今回

の研究実習において、窒素を含まない Clodronateを使用

した場合においてその作用部位のCa濃度を上げておくこ

とが可能であれば ALP活性阻害作用を極力抑えることが

できるのではないかと考えた。 

Ca濃度 Risedronateによる50%活性阻害濃度
100 nM 1.02 mM
1 mM 1.52 mM
2 mM 1.39 mM
3 mM 1.16 mM
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Alendronateと Etidronateによるアルカリ性ホスファタ
ーゼ活性の阻害様式 
02114007 中村那月 
指導教員 鈴木邦明（細胞分子薬理学教室） 
キーワード：Alendoronate、Etidronate、アルカリ性ホス
ファターゼ（ALP）、ナトリウムピロリン酸（NaPPi） 
 

１． 諸言 
骨粗鬆症などの治療薬として用いられるビスホスホネー

トは、その副作用として顎骨壊死や大腿骨の非定型骨折な

どが知られている。今回は破骨細胞と相互関係をもつ骨芽

細胞に着目し、窒素含有の Alendronate 及び非含有の
Etidronate における種々濃度 Ca 存在下でのアルカリ性
ホスファターゼ（Ca-ALP）活性の阻害様式の違いを調べ
た。 

２． 方法 
Alendronateと Etidronateについて、マウスの培養骨芽
細胞様細胞のミクロソームを使用し、NaPPi を基質とし
て、種々濃度カルシウム存在下での Ca-ALP 活性につい
て調べた。実感は弱アルカリ性環境下（pH 9.43）で行い、
Chifflet法を用いてリンの定量を行った。またビスホスホ
ネートによる Ca-ALP 活性の 50％阻害濃度を Hill plot
法により算出した。 

３． 結果 
①Ca-ALP活性は Alendronateの濃度に依存して低下し
た。活性の 50%阻害濃度（IC50）と free Ca濃度には関
係性は見られなかった。（図１、表１参照）。

 
図１ free Ca濃度による比較 Alendronate 
 
 
 
 

表１ 50%阻害濃度の比較 Alendronate

 
②Ca-ALP活性は Etidronateの濃度に依存して低下し
た。また flee Ca濃度が 100 nMから 4 mMまで増加す
ると、Etidoronateによる阻害の IC50値は 0.7 mMから
2.3 mM まで増加した。（図２、表２参照）。

 
図２ free Ca濃度による比較 Etidronate 
 
表２ 50%活性阻害濃度の比較 Etidronate

   
４．考察 

本実験では、窒素非含有であるEtidronateによるCa-ALP
活性の阻害様式は Caと拮抗していたが、窒素含有である
Alendronateでは関係性はみられなかった。以上の結果に
より、Alendronateと Etidronateによる Ca-ALP活性阻
害様式はCaとの拮抗性において異なることが示唆された。 
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