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第 77 回日本大学歯学会特別講演寄稿

難治性根尖性歯周疾患へのマクロとミクロのアプローチ
武　市　　　収

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅱ講座

　要旨：根尖性歯周炎は根尖歯周組織の破壊を伴う炎症性疾患であり，咬合痛，自発痛や歯肉腫脹などの症状を誘発
する。口腔内常在菌の根管内感染によって生じることから，一般的に根管内感染細菌や感染象牙質などを除去する目
的で感染根管治療（以下根管治療）が実施される。根管治療によって多くの根尖性歯周炎は治癒するが，根管治療は
複雑な根管系に対する治療であり，簡単な治療ではない。そのため，根管治療を繰り返してもなかなか治癒せず，難
治化する症例も少なくない。また，根管治療の偶発症として知られる根管形態の破壊，根管壁への穿孔および根管内
でのファイル破折などを生じた症例では，十分な治療ができず，最終的に抜歯が適応と判断されることもある。近年，
手術用実体顕微鏡が歯内治療に応用されるようになり，これまで手探りで行ってきた根管治療が明視下で精密に実施
できるようになってきた。これによって抜歯と判断された根尖性歯周炎患者であっても，保存可能な症例が格段に増
えている。しかし，治癒したようでも突然疼痛や歯肉腫脹を生じるフェニックス膿瘍は，身体の不調により生じると
されているが，難治性根尖性歯周炎に限らず，感染細菌だけを病因として捉えるだけでは十分な説明がつかないこと
もある。
　Epstein-Barr ウイルス（以下 EBV）はヒトヘルペスウイルスの一つであり，バーキットリンパ腫患者から検出・同
定された。興味深いことに，ヒトに感染すると潜伏性を示すが，再活性化することにより炎症を惹起する。仮に，根
尖性歯周炎が EBV に感染していると仮定すると，潜伏感染した EBV が再活性化することで根尖性歯周炎を誘発して
いる可能性が示唆される。しかし，根尖性歯周炎は細菌感染によって生じることがスタンダードな考えとなっており，
ウイルスが関与する可能性について検索された研究は少なく，未だに不明な点が多い。難治性根尖性歯周炎に対する
EBV の関与が明らかにされれば，根管治療で治癒しない，あるいはフェニックス膿瘍を生じる原因が明らかになり，
根尖性歯周炎の治癒や再発を生じないようにするための治療法が確立されるものと思われる。
　本稿では，抜歯が適応とされた難治性根尖性歯周炎患者に対する治療例および難治性根尖性歯周炎患者の根尖病変
組織を用いた EBV 研究に関する最新の知見を紹介し，難治性根尖性歯周炎に対する臨床的（マクロ）および基礎研
究的（マイクロ）アプローチについて概説する。
　キーワード：難治性根尖性歯周炎，フェニックス膿瘍，手術用顕微鏡，Epstein-Barr ウイルス，炎症性サイトカイン

Macroscopic and microscopic approaches for persistent apical periodontitis
Osamu Takeichi

Department of Endodontics, Nihon University School of Dentistry

　Abstract：Apical periodontitis (AP) is an inflammatory disease with an alveolar bone resorption. Clinically, the 
patients complain occlusal pain, throbbing pain, or swelling of mucous membranes around the apex. AP is caused by 
bacteria commonly found in the oral cavity, and root canal treatment is performed to eliminate the bacteria from 
the root canal. The root canal treatment is effective for most AP patients; however, some AP patients are not well 
healed with the treatment because of complicated root canal systems. In addition, procedural accidents such as 
apical transportation, perforation, or breakage of root canal instruments are very difficult to recover, and dentists 
sometimes decide to extract the teeth. Recently, operative microscopes were introduced to endodontic treatments, 
and we can perform precise treatments with bright and enlarged fields in root canals. We can save teeth by means 
of operative microscopes, even if patients are diagnosed with tooth extraction. On the other hand, a phoenix abscess 
is an acute exacerbation of a chronic AP, and throbbing pain or swelling of mucous membranes around the apex are 
typically caused. The reason for occurring the disease is related to the patient’s condition; however, the pathogenesis 
is not well understood. 
　Epstein-Barr virus (EBV) is one of herpesviruses and were established from Burkitt lymphoma patients. 
Interestingly, EBV stays latency after infection to human and does not cause inflammation; however, once the EBV 
is reactivated, the EBV causes inflammation. It is hypothesized that reactivated EBV infected AP patients could be 
related to apical inflammation. Pathogenesis of AP is thought to be bacterial infections, and viral infections to AP 
are not well examined yet. Thus, the study of EBV associations to AP gives us useful information for the 
pathogenesis and treatment procedures of persistent AP and a phoenix abscess. 
　This manuscript summarizes clinical approaches to persistent AP with the usage of operative microscopes. In 
addition, current findings of reactivated EBV in AP and novel clinical approaches of persistent AP are introduced.
　Keywords: persistent apical periodontitis, a phoenix abscess, operative microscopes, Epstein-Barr virus, 
inflammatory cytokines
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はじめに

歯科の一般臨床において根尖性歯周炎患者の治療を行わ
ない日はない。根尖性歯周炎患者が多い理由は様々である
が，複雑な根管系に対する治療は難しく，また手探りで行
うため，同じように治療を行っているようでも，治ったり
治らなかったりする。事実，抜髄や感染根管治療などのイ
ニシャルトリートメントにおける成功率は85％であるが，
再根管治療症例の成功率は30～50％程度であり1），治療が
終了したにも関わらず，再発してしまった症例は負のルー
プのように再発を繰り返すことになる。

近年，手術用実体顕微鏡（マイクロスコープ）が歯内療
法に応用されるようになってきた。マイクロスコープの使
用により，手探りで行ってきた根管内の探索と治療を明視
下で行うことが可能となり，抜髄あるいは抜歯が適応と診
断された症例であっても，歯髄や歯の保存を図ることが可
能な症例が増えてきた。

著者が歯内療法学講座に入局し，大学院生として研究を
行いつつ臨床も行っていた際，臨床症状を示さない無症候
性根尖性歯周炎患者が急に咬合痛，自発痛，歯肉腫脹を生
じることを目の当たりにした。教科書では，無症候性で
あっても何らかの理由で細菌性刺激が有意となり，症状を
生じるようになるとされている2）。これは，当時も今も変
わらず記載されているが，これに多くの疑問を感じてい
た。そこで当時，根尖性歯周炎の病因として，自身を攻撃
してしまう自己免疫疾患説とウイルス感染説の二つの仮説
を立てた。自己免疫疾患説を思い立った理由は，外科的に
摘出した根尖病変組織に CD 5 陽性 B 細胞の割合が多かっ
たことに起因する。

著者は，これまでマイクロスコープを用いて数多くの患
者の治療を手掛け，また難治性根尖性歯周炎の病態を解明
する一助として Epstein-Barr ウイルス（以下 EBV）に関
する研究を行ってきた。EBV は自己免疫疾患に関与する
ことが報告されており，著者が長年抱いてきた仮説に大き
く関連するものがある。そこで，臨床と研究を融合した難
治性根尖性歯周炎に対するアプローチについて紹介した
い。

1 ．Modern Endodontic Therapy
一口に根管治療といっても，その手技は検査，根管形

成，根管清掃，根管貼薬，根管充填と様々なステップで構
成されている。近年，この全てのステップで歯内治療に関
する新しい機器，材料や治療法が応用されるようになって
きた（表 1 ）。特に，マイクロスコープ，歯科用コーン
ビーム CT（CBCT）およびニッケルチタンファイルは歯
内療法の三種の神器と言われ，これに Mineral Trioxide 
Aggregate（MTA）といったバイオセラミックス系材料
を加えると，難治症例を含めた非常に幅広い症例に対する

治療を可能にする。また，これらの機器や材料は日々進歩
を遂げており，より使いやすく，安価になっている。

2 ．マイクロスコープの応用
マイクロスコープが具備すべき条件は拡大，照明，記録

である。すなわち，狭く，暗い根管内の検査，探索，治療
を行う際，手探りで行っていた歯内療法が，明るい視野下
で根管内を拡大し，手に取るように根管内の状況を把握し
つつ治療が行える。いわゆる，エンドの可視化を可能とし
た。
1 ）拡大

視野拡大装置にはマイクロスコープの他，双眼ルーペが
ある。双眼ルーペの拡大率は 2 ～ 8 倍程度，あるいは10倍
のものもある。一方，マイクロスコープの拡大率は40倍ま
でと双眼ルーペに比較して格段に高い倍率を誇る。ただ
し，マイクロスコープの使用法として checking view（観
察 時 倍 率 ） と working view（ 治 療 時 倍 率 ） が あ り，
checking view では 5 ～20倍程度で使用するが，working 
view では 5 ～10倍程度の弱拡で使用した方が画像の揺れ
が少なく，使いやすい。

対物レンズはマイクロスコープの性能を決定づける重要
なパーツである。焦点距離は200 mm あるいは250 mm で
あるが，バリオスコープを装着することで200～300 mm
の範囲で焦点を合わせることが可能となる。電動フォーカ
ス装着機種では，焦点距離が200～450 mm と長くなるた
め，さらに使いやすくなる。
2 ）照明

一般的にハロゲンライトが使用されるが，光源としては
暗く，根尖孔付近の観察時にストレスを感じてしまう。高
輝度の光源として，キセノンや LED がオプション設定さ
れている。対物レンズから光が照射されるため，同軸と思
われがちであるが，鏡筒内に二つの穴を有するビームスプ
リッタが装着されており，それぞれ観察用と照明・録画用
として使用している。そのため，照明や録画時の範囲は視
野と比較して若干のズレが生じる。

表 1 　Modern endodontic therapy

治療のステップ 使用機器・薬剤・方法　など

検査・治療
マイクロスコープ

歯科用コーンビームCT

根管形成 ニッケルチタンファイル

根管洗浄・清掃 根管清掃用機器

根管貼薬 水酸化カルシウム製剤

根管充填 CWCT法
Hydraulic condensation technique

失活根未完成歯の治療 再生歯内療法（Revascularization）

直接覆髄法
生活歯髄切断法

Vital pulp therapy
低位断髄法
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エック�ス線検査：近心根の根尖付近にファイルが残留し
ており，その部分に一致して近心側歯槽骨に J 字
のびまん性透過像を認める（図 1 b）。

2 ）治療経過
（1）初診時

�エックス線撮影後に，その読影所見と治療計画に
ついて説明を行い，コーンビーム CT を撮影した。

（2） 2 回目来院時
遠心欠損部の隔壁を行ったのち，破折ファイルと
根管歯質の間にスペースを作るよう，CPR 超音波
チップ（Obtura Spartan，Fenton, MO, USA）を
用いて根管象牙質の切削を行った。その後，超音
波チップを用いて破折器具の除去を実施した（図２a, 
b）。続いて，穿孔部に入り込んだ肉芽組織を Nd：
YAG レーザーで除去し，ProRoot MTA（デンツ
プライシロナ，Charlotte，NC）を用いて穿孔部
の封鎖を行った（図 2 c）。

（3） 3 回目来院時
根管のネゴシエーションを行い，作業長の決定を
行った（図 2 d, e）。ニッケルチタンファイル（Hy-
Flex EDM：Coltene, Altstätten, Switzerland）を用
いて根管形成を行い，19％ EDTA（ファイリーズ
J）を用いてスミヤー層の除去を行った。カルシ
ペックスを根管内に貼薬したのち，二重仮封を
行った。

（4） 4 回目来院時
症状が消失したのを確認し，Continuous wave 
condensation technique を用いて垂直加圧根管充
填を行った。紹介元で補綴処置を行ってもらうよ
う依頼した。

（5） 5 回目来院時
3 ヶ月後の来院時にエックス線検査を行ったとこ
ろ，根尖部透過像は縮小しており，経過良好で

3 ）記録
静止画とビデオ動画が記録可能である。静止画の記録に

はデジタルカメラ，動画の記録には家庭用ビデオカメラを
使用することが可能である。録画装置がマイクロスコープ
に内蔵されているものもあれば，カメラなどを後付けでき
るものもある。ハイビジョン化しており，録画装置の進歩
と共に画質は年々向上している。

コロナ禍においては，第５学年院内実習生が診療ユニッ
トから離れて実習見学を行っていた。術者の背中を見るだ
けの実習で，治療の実際を一切見ることができなかった。
一方，マイクロスコープにカメラを装着することにより，
術野をモニターに映し出すことが可能であることから，コ
ロナ禍においても院内実習生は術者が行っている治療を見
て学ぶことができ，教育効果の向上に大きく寄与した。 

3 ．�難治性根尖性歯周炎患者に対するマイクロスコープの
臨床応用

―根管内ファイル破折と根管側壁穿孔を同時に生じた症例―
1 ）患者および患歯の情報
主　訴：左下奥歯の神経を取ってもらったが，いつまで
たっても痛みが消えない
患　者：38歳，女性
現病歴： 3 年前に下顎左側第二大臼歯の齲蝕処置を受け，
その後疼痛もなく経過良好であった。 4 か月前に拍動性自
発痛を生じたため近医を受診したところ，抜髄処置を受け
た。その後，何回受診しても痛みが取れず，歯内療法専門
医による治療の必要性を説明され，紹介された。
既往歴：特記事項なし
現症の診査：

視　診�：仮封は脱落しており，歯冠部遠心歯質の欠損お
よび欠損部辺縁歯質を覆う増殖歯肉を認める（図
1 a）。

咬合痛，打診痛および根尖部歯肉の圧痛あり。

図 1 　術前口腔内写真およびエックス線写真
a　術前口腔内写真，　b　術前エックス線写真
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あった（図 2 f）。仮封の状態のまま経過していた
ため，紹介元には直ちに築造処置を行うよう依頼
した。

3）マイクロスコープを用いた歯内治療
複雑な根管系に対して行う根管治療は，高度なテクニッ

クを要する難しい治療である。そのため，根管内ファイル
破折や穿孔といった偶発事故を生じることは少なくない。
重要なポイントは，偶発事故に対して的確な治療を行える
かということにある。これまで手探りで行ってきた治療で
あっても，マイクロスコープを用いることで手に取るよう
に治療が行える，いわゆるエンドの可視化が実践できるよ
うになった。マイクロスコープを用いることで歯内療法に
おける予知性の高い治療を可能にした。 

4 ．EBV による根尖歯周組織の破壊
1 ）EBV の特徴

（1）�1963年，Epstein 博士と Barr 博士により，バー
キットリンパ腫患者から検出された。ヒトヘルペ
スウイルス（表 2 ）のうちの 4 型である3）。

（2）�日本に限らず，世界的にも人口の90％以上に感染
しており，伝染性単核球症（kissing disease）を
誘発することで知られている4）。

（3）�B 細胞や上皮細胞に特異的に感染する。感染後は
持続的に感染しており，生涯に渡って体内から排
除されることはない5）。潜伏性を示すが，再活性
化すると炎症を誘発する。

（4）�潜伏感染 EBV は，B 細胞から latent membrane 
protein-1（LMP-1）タンパクや EBV-encoded small 
RNA（EBER）遺伝子の発現を誘導する6）。

（5）�潜伏感染 EBV が再活性化すると，感染細胞から
BamHI Z fragment leftward open reading frame 
1（BZLF-1）遺伝子およびその遺伝子産物である
BamHI Z Epstein-Barr virus replication activator

（ZEBRA）タンパクの発現を誘導する7, 8）。
（6）�バーキットリンパ腫やホジキンリンパ腫などの悪

性腫瘍の病因と考えられている9）。
（7）�シェーグレン症候群や関節リウマチなどの自己免

疫疾患の誘発に関与する10）。
（8）�慢性活動性 EB ウイルス感染症では，4.3年の平均

生存期間で死亡する11）。
2）根尖性歯周炎と EBV 感染の研究

これまで，根尖性歯周炎と EBV の関連を検索した研究
はあるものの，そのほとんどは根尖病変組織を試料とし，
PCR 法で EBV の検出を行った研究ばかりである（表 2 ）。
しかし，外科的に摘出した病変組織は唾液の汚染があるこ
とから，PCR 法を用いた DNA 解析結果が根尖病変由来と
結論付けるのは難しい。そのため，著者らは潜伏感染
EBV のマーカーである EBER の in situ hybridization 法と
LMP-1免疫染色法を行い，根尖病変中に浸潤した B 細胞に
EBV が潜伏感染していることを明らかにした（図 3 ）12）。
3）難治性根尖性歯周炎における EBV の再活性化

EBV はヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の関与に
より潜伏性を示す。そのため，HDAC 阻害薬の作用によ
り，EBV は再活性化する13）。HDAC 阻害薬には n- 酪酸，
トリコスタチン A（抗真菌薬）およびバルプロ酸ナトリ
ウム（抗てんかん薬）がある。その中でも n- 酪酸は酪酸
産生菌によって産生されるため，難治性根尖性歯周炎関連
細菌の中で酪酸を産生する細菌が存在すれば，難治性根尖

図 2 　術中口腔内写真およびエックス線写真
a　超音波チップを用いたファイル除去，b　ファイル除去後の確認，c　穿孔部封鎖後の確認，d，e　近心および
遠心根へのファイル試適，f　根充後 5 か月経過
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性歯周炎の病変中で潜伏感染した EBV が再活性化される
可能性がある。

そこで，難治性根尖性歯周炎関連細菌の培養液を用いて，
高速液体クロマトグラフィーによる短鎖脂肪酸の定量を
行ったところ，Porphyromonas endodontalis，Fusobacterium 
nucleatum や Pseudoramibacter alactolyticus から高濃度の n-
酪酸が産生されることを確認した（図 4 ）14-16）。再活性化
EBV は，感染した B 細胞から BZLF-1遺伝子およびその
生成タンパクである ZEBRA の発現を誘導する。そこで，
BZLF-1ルシフェラーゼアッセイを行ったところ，F. 
nucleatum や P. alactolyticus が 産 生 し た n- 酪 酸 が ル シ
フェラーゼ活性を上昇させた（図 5 ）。すなわち，F. 

nucleatum や P. alactolyticus が EBV を再活性化すること
が明らかとなった。
4）難治性根尖性歯周炎における再活性化 EBV とサイト
カイン発現

F. nucleatum の培養液から LPS を除去したのち，その
培養液を Daudi 細胞（EBV 潜伏感染 B 細胞 cell line）に
添加したところ，Daudi 細胞は BZLF-1遺伝子と ZABRA
タンパクを発現した（図 6 ）。また，インターロイキン

（IL）1β，IL-6および RANKL の遺伝子およびタンパク発
現を誘導した（図 7 ）。すなわち，B 細胞に潜伏感染した
EBV は F. nucleatum が産生した n- 酪酸により再活性化
し，骨吸収性サイトカインを発現させることが明らかと

表 2 　ヒトヘルペスウイルスの分類

ウイルスのタイプ 亜　科 感染部位・細胞 関連する疾患

HHV-1 単純ヘルペスウイルス１型 α 神経節，皮膚，粘膜 口唇ヘルペス，ヘルペス性歯肉口内炎

HHV-2 単純ヘルペスウイルス２型 α 神経節，皮膚，粘膜 性器ヘルペス

HHV-3 水痘・帯状疱疹ウイルス α 三叉神経などの神経細胞 水痘，帯状疱疹

HHV-4 エプスタイン・バー　ウイルス γ B細胞，上皮細胞 伝染性単核球症

HHV-5 サイトメガロウイルス β 単球，マクロファージ 先天性CMV感染症，間質性肺炎

HHV-6A ヒトベータヘルペスウイルス6A β 単核球，唾液腺 成人由来

HHV-6B ヒトベータヘルペスウイルス6B β 単核球，唾液腺 乳幼児由来，突発性発疹，脳炎

HHV-7 ヒトヘルペスウイルス7 β 単核球，唾液腺 突発性発疹

HHV-8 カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス γ B細胞，血管内皮細胞 カポジ肉腫

図 3 　潜伏感染 EBV の検出
a, b　in situ hybridization 法（a　歯根肉芽腫，b　健常歯肉）
c, d　LMP-1免疫染色法（c　歯根肉芽腫，d　健常歯肉）
矢頭：陽性細胞，Scale bars ＝25 µm
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なった15）。
また，難治性根尖性歯周炎患者から摘出した根尖病変組

織を解析したところ，病変中の B 細胞が ZEBRA および
IL-1，IL-6または RANKL タンパクを共発現していた（図
8 ）。すなわち，難治性根尖性歯周炎局所においても潜伏
感染した EBV が再活性化し，B 細胞からサイトカインを
発現させることで根尖性歯周炎を惹起する可能性が示唆さ
れた。なお，完全埋伏智歯を抜去する際に摘出した健全歯
肉 組 織 中 の B 細 胞 は，BZLF-1遺 伝 子 の み な ら ず，
ZEBRA，IL-1，および IL-6タンパクを発現しなかった。

5 ）フェニックス膿瘍の病因
HDAC 阻害薬にはトリコスタチン A（抗真菌薬）およ

びバルプロ酸ナトリウム（抗てんかん薬）があることか
ら，真菌感染症患者やてんかん患者がこれらの治療薬を服
用したことによって，根尖性歯周炎を引き起こし，フェ
ニックス膿瘍を発症させる可能性が示唆された。
6 ）根尖性歯周炎再発の予防

EBV が再活性化することにより，炎症が惹起される。
そのため，EBV の再活性化を防止することで根尖性歯周
炎の再発を予防する可能性が示唆される。現在，EBV の

図 4 　難治性根尖性歯周炎関連細菌による n- 酪酸産生量
Steel test (n = 6), *: p < 0.05

図 5 　BZLF-1ルシフェラーゼアッセイ
a　F. nucleatum の培養液，b　P. alactolyticus の培養液
24時間培養，Steel test（n = 6）, *: p < 0.05
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図 6 　F. nucleatum による Daudi 細胞からの BZLF-1遺伝子発現誘導
12時間培養，Steel test（n = 6）, *: p < 0.05

図 7 　F. nucleatum による Daudi 細胞からのサイトカイン遺伝子発現誘導
a　IL-1β発現量　b　IFN- γ発現量
12時間培養，Steel test (n = 6), *: p < 0.05
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再活性化を防止するための方策を検討しており，得られる
結果は根尖性歯周炎の再発を防止するなど，患者や歯科医
師にとって朗報となるであろう。

まとめ

根管治療を繰り返しても治癒しない難治性根尖性歯周炎お
よび根管内器具破折や穿孔を生じたために抜歯が適応とされ
た根尖性歯周炎であっても，適切にマイクロスコープを使用
することで治癒させることが可能な症例も少なくない。

根尖性歯周炎は細菌感染によって生じるとされるが，難
治性根尖性歯周炎においては病変中の B 細胞に EBV が感
染している。感染後は潜伏性を示し，直ちに炎症を引き起
こすことはない。しかし，難治性根尖性歯周炎関連細菌で
ある F. nucleatum や P. alactolyticus が産生する n- 酪酸に
より潜伏感染 EBV は再活性化し，IL-1β，IL-6および
RANKL の発現を誘導する。そのため，EBV の再活性化
を防止することで根尖病変を予防することが可能となるこ
とが示唆される。

当科で行っている治療と基礎研究により，難治性根尖性歯周
炎は治癒させることが可能であることが示唆された。

本論文に関連し，開示すべき利益相反はない。
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Leptin receptor 陽性細胞の low-density lipoprotein receptor-
related protein 1 欠損が骨形成に与える影響

仮　谷　仁　志
　日本大学大学院歯学研究科歯学専攻口腔構造機能学分野

日本大学歯学部歯科矯正学講座
（指導：本𠮷　満 教授，二宮　禎 准教授）

　要旨
　【目的】レプチン受容体（leptin receptor，LepR）は，骨芽細胞分化能を有する間葉系幹細胞のマーカーの一つとし
て注目されている。いっぽう，LepR 陽性間葉系幹細胞（LepR+ 細胞）が発現する low-density lipoprotein receptor-
related protein 1（LRP1）は，その発現抑制によって破骨細胞分化が促進し，骨量減少や骨粗鬆症を誘導することが
報告されているが，LRP1の役割と骨形成との関係については不明な点が多い。本研究では，LepR+ 細胞に発現する
LRP1を特異的に欠損させたコンディショナルノックアウト（KO）マウスを作製し，頭頂骨および大腿骨における骨
形成能，骨芽細胞分化能，およびリン酸化 receptor-regulated Smad（p-R-Smad）の発現について野生型（WT）マウ
スと比較検討した。
　【方法】マウスの頭頂骨と大腿骨をマイクロ CT で撮影し，骨量と骨微細構造を骨形態計測によって評価するととも
に，カルセイン標識によって骨形成能を調べた。また，大腿骨における osterix（Osx）と p-R-Smad 発現を免疫組織
化学染色によって検討した。
　【結果】KO マウスは，WT マウスと比べて頭頂骨の菲薄化，および頭頂骨と大腿骨の骨量減少と骨石灰化速度の低
下が示された。また，KO マウスは WT マウスよりも Osx と p-R-Smad の陽性細胞が減少した。
　【結論】LepR+ 細胞に発現している LRP1を欠損させた場合，p-R-Smad の発現が阻害され，骨芽細胞分化の抑制，
頭頂骨および大腿骨の骨量と骨形成の低下が生じることが明らかになった。
　キーワード：low-density lipoprotein receptor-related protein 1，leptin receptor-positive cell，骨芽細胞分化，骨形
成，受容体調節型 Smad

Effect of leptin receptor-positive cells lacking low-density 
lipoprotein receptor-related protein 1 on the bone formation

Hitoshi Kariya
Nihon University Graduate School of Dentistry, Major in Oral structural and Functional Biology

Department of Orthodontics, Nihon University School of Dentistry
（Directors: Prof. Mitsuru Motoyoshi and Assoc. Prof. Tadashi Ninomiya）

　Abstract
　【Purpose】Leptin receptor (LepR） is a marker of mesenchymal stem cells (MSCs） that differentiate into 
osteoblasts. Recent studies have indicated that LepR-positive MSCs (LepR+ cells） expressing low-density lipoprotein-
related protein 1 (LRP1） are required for bone formation, mineral deposition and bone mass development in the 
skeleton. A dysfunction of LRP1 causes bone loss and osteoporosis with the enhancement of osteoclast activity. 
However, the role of LRP1 on osteoblast differentiation remains unclear. In this study, conditional knockout (KO） 
mice expressing LepR+ cells lacking LRP1 were established, and bone forming activity in parietal bone and femur 
was examined.
　【Methods】Bone mass and bone microstructure of parietal bone and femur were examined by bone 
morphometric analysis using micro-CT imaging. The ability of bone forming activity was also evaluated by calcein 
labeling assay. Furthermore, osterix (Osx）  and phosphorylated receptor-regulated Smad (p-R-Smad）-positive cells in 
a distal portion of femoral metaphysis were determined by immunohistochemical staining.
　【Results】In comparison with wild type (WT） mice, KO mice expressed depressive bone forming activities 
including thinned parietal bone, decreased bone mass and low mineral apposition rate in parietal bone and femur. 
Lower number of Osx- and p-R-Smad-positive cells in femur were also detected in KO mice.
　【Conclusion】LepR+ cells lacking LRP1 reduces osteogenic potential and osteoblast differentiation through 
decreasing p-R-Smad expression.
　Keywords: low-density lipoprotein receptor-related protein 1, leptin receptor-positive cell, osteoblast differentiation, 
bone formation, receptor-regulated Smad
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緒　 言

骨組織では生涯を通して骨吸収と骨形成が繰り返され，
骨量のバランスが適切に維持されている1, 2）。リモデリン
グと呼ばれているこうした骨の改造現象には，骨芽細胞や
破骨細胞から分泌される様々なサイトカインや成長因子が
関わっている1）。例えば，骨芽細胞は破骨細胞分化を活性
化 す る receptor activator of NF- κ B ligand（RANKL）
や Wnt5a を分泌するが，同時に破骨細胞前駆細胞に発現
する receptor activator of NF- κ B（RANK）に結合して
破骨細胞分化を抑制する osteoprotegerin（OPG）も放出
する2）。いっぽう破骨細胞は semaphorin 4 D を分泌する
ことで，間葉系幹細胞の骨芽細胞分化を抑制し3），間葉系
幹細胞もまた，破骨細胞分化に関わるサイトカインの
macrophage colony-stimulating factor，RANKL，さらに
OPG を産生することによって骨吸収を調節している4）。

マスト細胞から分泌されるペプチドホルモンであるレプ
チンは，視床下部の弓状核に発現するレプチン受容体

（leptin receptor，LepR）に結合し，糖脂質代謝と食欲を
抑制することが知られている5）。LepR は骨髄間葉系幹細
胞に発現することも報告されており，マウスへのレプチン
投与によって大腿骨と脛骨の骨形成が促進することが実験
的に示されている6）。また，LepR 陽性間葉系幹細胞（LepR+

細胞）は骨形成を担う骨芽細胞の主要な供給源と考えられ
ており，bone morphogenetic protein（BMP）の作用によっ
て骨芽細胞へ分化することが報告されている7, 8）。この場合，
LepR+ 細胞内で機能する receptor regulated (R）-Smad で
ある Smad1，5 ，9 のリン酸化と核内移行が促進し，様々
な標的遺伝子の転写を活性化する9, 10）。この R-Smad のリ
ン 酸 化 を 介 し た シ グ ナ ル の 下 流 に は runt-related 
transcription factor 2（Runx 2 ）や osterix（Osx）などの
骨 芽 細 胞 分 化 関 連 転 写 因 子 が 同 定 さ れ て い る た め，
R-Smad のリン酸化は LepR+ 細胞の骨芽細胞分化に深く関
わっていると考えられている1, 9-11）。

膜貫通型低密度リポタンパク質受容体ファミリーに属す
る low-density lipoprotein receptor-related protein 1

（LRP1）はエンドサイトーシス受容体の一つであり，
transforming growth factor- β，fibronectin， お よ び
lactoferrin などの複数のリガンドと結合し，細胞内シグナ
ルを活性化する12）。LRP1の役割と骨形成との関係につい
ては不明な点が多かったが，最近の研究によって，LRP 1
遺伝子の欠損が破骨細胞を活性化させ，骨量減少に密接に
関係していることが明らかにされた。例えば，骨芽細胞と
破骨細胞に発現する LRP 1 を欠損させたマウスは，脛骨，
大腿骨，および椎骨において破骨細胞数の増加と著しい骨
吸収が観察されている13, 14）。また，歯根膜幹細胞に発現す
る LRP 1 を欠損させたマウスは，歯槽骨の骨量減少と破
骨細胞数の増加に加えて骨形成の阻害が示されている15）。

しかし，これらの研究は，主に LRP 1 欠損によって誘導
される骨量減少の分子メカニズムについて探索したもので
あ り，LepR+ 細 胞 の 骨 芽 細 胞 へ の 分 化 過 程 に お い て
LRP 1 が果たす役割については詳しく調べられていない。
そこで，本研究では，LepR+ 細胞において LRP 1 を特異
的に欠損させたマウスを作製し，頭頂骨と大腿骨における
骨 形 成 能， 骨 芽 細 胞 分 化 能， お よ び リ ン 酸 化

（phospharylated）R-Smad（p-R-Smad）の発現について
野生型マウスと比較検討した。

材料および方法

1 ．実験動物
LRP1遺伝子が欠損した LepR+ 細胞をもつコンディショ

ナルノックアウトマウスは，cre recombinase（Cre）/
locus of X-over P1（loxP）システムを用いて作成した。
B6.129-Leprtm2（cre）Rck/J（LepRcre） マ ウ ス（Jackson 
Laboratory，Bar Harbor，ME，USA）16）と LRP1遺伝子
座 に flanked by loxP（flox） 配 列 を 持 っ た B6.129S7-
Lrp1tm2Her/J（Lrp1flox/+）マウス（Jackson Laboratory）17）

の雄雌を交配させ LepRcre Lrp1flox/+ マウスを作成した後，
再度，雌雄の LepRcre Lrp1flox/+ マウスと Lrp1flox/+ マウス
の交配によって，LepR+ 細胞の LRP1が欠損した雄性
LepRcre Lrp1flox/flox（コンディショナルノックアウト，KO）
マウスを得た。また，対照群として同じく交配によって得
られた雄性 Lrp1+/+（野生型，WT）マウスを使用した。
これらの遺伝子改変マウスの Cre と loxP の有無は，マウ
スの耳介から抽出した DNA を鋳型にした polymerase 
chain reaction（PCR）によって確認した。Dream Taq 
Green PCR Master Mix（ThermoFisher Scientific, 
Waltham, MA, USA）使用して， 2 つの loxP を挟む5’ 側
と3’ 側の塩基配列は，5’-CAT ACC CTC TTC AAA CCC 
CTT CCT G-3’ と5’-GCA AGC TCT CCT GCT CAG ACC 
TGG A-3’ をプライマーとして用いて，94℃で 2 分間の処
理後，94℃で20秒，60℃で15秒，さらに72℃で10秒の反応
を35回繰り返すことで増幅した。また，Cre の塩基配列は，
5’-AAC ATG CTT CAT CGT CGG-3’ と5’-TTC GGA 
TCA TCA GCT ACA CC-3’ を用いて，94℃で 3 分間の処
理後，94℃で30秒，53.5℃で30秒，さらに72℃で60秒の反
応を35回繰り返した。反応産物は，臭化エチジウム含有
2 % アガロースゲルで電気泳動後，UV トランスイルミ
ネーター（BioDoc-It, UVP, Jena, Germany）で可視化し
た。図１に示すように，Cre と loxP の塩基配列を検出し，
マウスの遺伝子型を判別した（図 1 ）。KO マウスと WT
マウスの出生率は，それぞれ約15% であった。マウスの
飼育期間は，12時間の明暗サイクルを調整できる恒温室

（23℃）で飼育し，ラット・マウス MF 固形飼料（オリエ
ンタル酵母工業，東京）と水を自由に摂取させた。本研究
は，日本大学歯学部動物実験委員会の承認（承認番号：
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AP21DEN022-5，AP21DEN023-5）を得て，米国国立予防
衛生研究所および国際疼痛学会のガイドライン18）に従っ
て，動物の処置を行った。また，全ての実験において，実
験動物の苦痛軽減と使用動物数の低減に努めた。

２.　頭頂骨由来細胞と骨髄間質細胞の採取
4 mg/kg midazolam（ サ ン ド， 東 京 ），0.3 mg/kg 

medetomidine hydrochloride（ゼノアック，福島），およ
び 5 mg/kg butorphanol tartrate（明治製菓ファルマ，東
京）からなる三種混合麻酔薬を使用した過麻酔によって安
楽死させた 6 ～ 8 週齢雄性の KO マウスと WT マウス

（それぞれ 3 頭 / グループ）から頭頂骨と大腿骨を採取し
た。頭頂骨を細切後， 2 mg/ml collagenase（富士フィル
ム 和 光 純 薬， 大 阪 ） と0.25% trypsin（Invitrogen, 
Waltham, MA, USA） を 含 ん だ α minimal essential 
medium（α MEM，富士フィルム和光純薬）で，37℃，
30分間，その後，37℃，20分間の酵素処理を 4 回繰り返し
て頭頂骨由来細胞（calvaria 細胞）を回収した19）。骨髄間
質細胞（BMSCs）は，大腿骨の両端を切断後，シリンジ
を用いて骨切断面からα MEM を注入して骨髄細胞を回
収した19）。ピペッティングによって分散した骨髄細胞を
ACK Lysing buffer（ThermoFisher Scientific） で24 ℃，
5 分間の処理を行い，溶血を確認後，遠心分離によって
BMSCs を回収した。

Calvaria 細胞と BMSCs は10% fetal bovine serum（FBS, 
PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany）と 1 % antibiotic-
antimycotic（Invitrogen）を含むα MEM を用いて培養
シャーレに播種し，37℃， 5 % 炭酸ガス存在下で培養し
た。培養液は2～3日毎に交換し， 5 日間培養した細胞を実
験に供した。

３.　Calvaria 細胞と BMSCs からの LepR+ 細胞の分離
培養した calvaria 細胞と BMSCs を0.05% trypsin 処理

によってシャーレから回収した後，0.5%FBS および 2 mM 
ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA） を 含 む
phosphate-buffered saline（PBS）に懸濁させ，ウサギ抗
ヒト LepR ポリクロナール抗体（100倍希釈 , Proteintech, 
Rosemont, IL, USA）で 4 ℃，30分間，インキュベートし
た。PBS での洗浄後，ヤギ抗ウサギ IgG microbeads（ 5
倍 希 釈 , Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）
を加えて， 4 ℃で30分間の反応後，細胞を磁気ビーズで標
識した。PBS で洗浄後，細胞浮遊液は，磁石に設置した
分離カラム（MACS MS, Miltenyi Biotec）へアプライし，
calvaria 細胞と BMSCs に含まれる LepR+ 細胞をカラムに
吸着させた。分離カラムは PBS で洗浄後，磁石から取り
外し，吸着した LepR+ 細胞をシリンジで押し出した。回
収した LepR+ 細胞から RNA とタンパクを抽出し，LRP1
の発現について調べた。

４.　Reverse transcription-PCR（RT-PCR）
RNA の抽出は，NucleoSpin RNA Plus kit（タカラバイオ，

滋賀）を使用した。 1  μ g の RNA を鋳型にして，iScript 
Advanced cDNA Synthesis Kit（Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA）を用いて，cDNA 合成を行った。RT-
PCR は Thermal Cycler Dice Touch（タカラバイオ）を利用
し，GoTaq Green Master Mix（Promega, Madison, WI, USA）
と混合した cDNA から次の条件で遺伝子を増幅した。LRP1
は，94℃で 5 分間の処理後，94℃で30秒，58℃で30秒，さら
に72 ℃ で30秒 の 反 応 を35回，glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH） は94 ℃ で 5 分 間 の 処 理 後，
94℃で30秒，58℃で45秒，さらに72℃で60秒の反応を23回
繰り返した。使用したプライマーの塩基配列は，LRP1: 
Forward 5’-CTG AAG GCT CCG AGT ACC AG-3’，
Reverse 5’-GTA GGA GAT TGT GCC CGT GT-3’，
GAPDH: Forward 5’-AAC TTT GGC ATT GTG GAA 
GG-3’，Reverse 5’-ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA-3’
であり，反応産物は，臭化エチジウム含有 2 % アガロー
スゲルで電気泳動後，UV トランスイルミネーターで可視
化した。

５.　Western blot
タンパクの抽出は，細胞を RIPA buffer（Santa Cruz 

Biotech, Dallas, TX, USA）で処理して，14,000× g で15分
間の遠心分離後に上清を回収した。得られた上清のタンパ
ク量は，protein assay rapid kit Wako II（富士フィルム
和光純薬）を利用して定量した。 1 μ g の細胞抽出物は，
10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel（Bio-Rad 
Laboratories） に ア プ ラ イ し， 電 気 泳 動 し た 後，

図１．遺伝子改変マウスの判別

マウスの耳介から抽出したDNAを鋳型にしてCreの塩基配列（Cre：425 bp）と 2つの
loxPを挟んだ 5’と 3’側を含む塩基配列（loxP：350 bp）をそれぞれのプライマーを使用し
た PCRで増幅した。Lane1；LepRcre Lrp1flox/floxマウス（KOマウス）はCreと loxPをも
つ。Lane2；Lrp1+/+マウス（WTマウス）はCreと loxPが除かれたB6.129マウス由来の塩
基配列（B6 sequence, BS：291 bp）をもつ。Lane3；ヘテロ体である LepRcre Lrp1flox/+マウス

はCreと loxPの他に loxPが除かれた塩基配列（BS：291 bp）をもつ。

図 2．頭頂骨の計測部位
冠状縫合から後方 5.0 mmに位置する前頭断面像から，頭頂骨の平坦部上面（白矢印：flat 
area，FA）と矢状縫合（黒抜き矢印：sagittal suture，SS）の両側に位置する隆起部（矢
頭：sagittal colliculus，SC）をカルセインによる二重線状標識の測定対象とした。（スケー
ルバー：1 mm）
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た。Lane1；LepRcre Lrp1flox/flox マウス（KO マウス）は Cre と loxP
をもつ。Lane2；Lrp1+/+ マウス（WT マウス）は Cre と loxP が除か
れた B6.129マウス由来の塩基配列（B6 sequence, BS：291 bp）をも
つ。Lane3；ヘテロ体である LepRcre Lrp1flox/+ マウスは Cre と loxP
の他に loxP が除かれた塩基配列（BS：291 bp）をもつ。
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を囲む皮質骨の骨内膜面（cortical bone, CB）のカルセイ
ン標識間距離をそれぞれ10か所測定し，平均値として算出
した。

８.　免疫組織化学染色
6 週齢雄性 KO マウスと WT マウス（それぞれ 5 頭 /

グループ）から大腿骨を摘出し，10% 中性緩衝ホルマリ
ン液に浸漬して 4 ℃で16時間固定した。PBS で洗浄後，
10% EDTA（pH 7.4）に 2 週間浸漬して脱灰後，パラフィ
ンで包埋し，厚さ4 μ m の切片を作製した。切片は，キ
シレンで脱パラフィンを行い，下降エタノールで親水化し
た後，BLOXALL（Vector Laboratories, Burlingame, CA, 
USA）で24℃，30分間の処理によって内因性ペルオキシ
ターゼを不活化した。PBS で洗浄後，切片に 3 % bovine 
serum albumin（富士フィルム和光純薬）を滴下して，
24℃で60分間のブロッキングを行い，ウサギ抗マウス Osx
モノクロナール抗体（200倍希釈 , Abcam），またはウサギ
抗 ヒ ト p-Smad1/5/9モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体（100倍 希 釈 , 
Abcam）と 4 ℃で16時間の反応を行った。PBS で洗浄後，
二次抗体である horseradish peroxidase（HRP）標識抗ウ
サギ IgG（ヒストファインシンプルステインマウス MAX-
PO，ニチレイバイオサイエンス，東京）を滴下して24℃
で 1 時間，反応させた。洗浄後，ヒストファイン DAB 基
質キット（ニチレイバイオサイエンス）によって，LRP1
の反応性を可視化し，ヘマトキシリン溶液（武藤化学，東
京）で対比染色を施した。スライドは水洗後，上昇エタ
ノールに浸漬させて脱水し，キシレンで透徹後，標本用封
入剤（MGK-S，松浪硝子工業，東京）で封入した。遠位
骨幹端の海綿骨領域において無作為に10視野（ 1 視野あた
り380×213 μ m）を撮影し，拡大した画像下で ImageJ
を使用して単位面積あたりの Osx 陽性（Osx+）細胞と
p-R-Smad 陽性（p-R-Smad+）細胞の割合を計測した。

９.　統計解析
得 ら れ た デ ー タ の 統 計 分 析 は，GraphPad Prism 8

nitrocellulose membrane（GE Healthcare Life Sciences, 
Little Chalfont, UK） に 転 写 し た。 そ の 後，PVDF 
blocking reagent（東洋紡，東京）に浸漬させることで非
特異的反応のブロッキングを行った。PBS で洗浄後，
membrane は Can Get Signal 溶液（東洋紡）で希釈した
ウサギ抗ヒト LRP1ポリクロナール抗体（2,000倍希釈 , 
Abcam, Cambridge, UK），またはマウス抗β -actin 抗体

（2,000倍 希 釈，Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA） と，
4 ℃で16時間反応させた。PBS で洗浄後，membrane は
Can Get Signal 溶 液 で 希 釈 し た horseradish peroxidase

（HRP）標識 2 次抗体（10,000倍希釈 , Bio-Rad Laboratories）
と24℃で 1 時間の反応後，chemiluminescence 溶 液（GE 
Healthcare Life Sciences） に 浸 し， 抗 体 と の 反 応 性 を
ImageQuant 800 system（サイティバ，東京）で可視化した。

６.　マイクロ CT 撮影
三種混合麻酔薬の腹腔内投与によって 6 週齢雄性 KO

マウスと WT マウス（それぞれ 8 頭 / グループ）を麻酔
し，頭頂骨と大腿骨をマイクロ CT（R_mCT，リガク，東
京）で撮影した。撮影条件は，管電流90μ A，管電圧110 
kV，撮影時間 2 分，撮影倍率10倍とした。撮影データは，
画像解析ソフトウェア（TRI/3D-BON，ラトックシステム
エンジニアリング，東京）で分析した。頭頂骨においては，
頭頂骨の中央部 ROI（ 5 × 5 × 2 mm）の骨量と冠状縫合
の後方 5 mm の部位における骨の厚さを測定した。いっぽ
う，大腿骨は遠位骨幹端の海綿骨領域における成長板の近
位1.0～4.0 mm の部位 ROI（ 1 × 1 × 3 mm）の骨量（BV/
TV），骨梁表面積（BS/BV），骨梁幅（Tb.Th），骨梁数

（Tb.N），および骨梁間距離（Tb.Sp）の値20）を算出した。

７.　カルセイン標識による骨形成能評価
6 週齢雄性 KO マウスと WT マウス（それぞれ 8 頭 /

グループ）に，カルセイン（10 mg/kg bw，富士フィル
ム和光純薬）を 2 回にわたって腹腔内投与した（初回の投
与42日齢， 2 回目投与49日齢）。 2 回目の投与後， 3 日後
に，三種混合麻酔薬の過麻酔によってマウスを安楽死さ
せ，頭頂骨と大腿骨を摘出し，10% 中性緩衝ホルマリン
液（富士フィルム和光純薬）で 4 ℃，16時間の固定後，凍
結包埋剤（Section-Lab，横浜）で包埋した。クライオフィ
ルム IIc（Section-Lab）を使用して，厚さ10 μ m の非脱
灰凍結切片を作製し，カルセイン標識部の分布を蛍光顕微
鏡（オリンパス，東京）で観察し，骨石灰化速度（mineral 
apposition rate：MAR）を ImageJ（National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA）を使用して算出した。ラン
ダムに選択した頭頂骨の冠状縫合から後方5.0 mm に位置
する平坦部上面（flat area, FA, 図 2 ）と矢状縫合の両側
隆起部（sagittal colliculus, SC, 図 2 ），および大腿骨の遠
位骨幹端の海綿骨（trabecular bone, TB）と骨幹部の骨髄
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（GraphPad Software, San Diego，CA，USA） を 使 用 し
た。Shapiro-Wilk test によって，実験データの正規性が検
定され，正規分布に従っていることが確認された。 2 つの
グループ間の比較には，unpaired Student t-test を使用し
た。実験は，少なくとも 3 回繰り返し，結果を平均値と標
準偏差で示し，p<0.05を有意差ありとした。

結　 果

1 ．�Calvaria 細胞と BMSCs から分離した LepR+ 細胞の
LRP1発現

KO マウスと WT マウスの calvaria 細胞と BMSCs から
分離した LepR+ 細胞において，LRP1遺伝子とタンパク発
現を確認した（図 3 A，B）。WT マウスでは calvaria 細胞
と BMSCs から分離した LepR+ 細胞のいずれにおいても，

LRP1の遺伝子とタンパク発現を示す明瞭なバンドが観察
できた。いっぽう，KO マウスの LepR+ 細胞では LRP1遺
伝子とタンパク発現は検出できなかった。

２．頭頂骨と大腿骨の形態計測的評価
LepR+ 細胞の LRP1欠損が骨形態に及ぼす影響を調べる

ために，KO マウスと WT マウスの頭頂骨と大腿骨の構
造を比較した。マイクロ CT 画像を用いた形態計測によっ
て，KO マウスは WT マウスよりも頭頂骨の菲薄化（KO：
90.0 ± 6.2 μ m，WT：115.3 ± 12.9 μ m，p < 0.005，図
4 A，B）と骨量の減少（KO：2.83 ± 0.20 mm³，WT：
3.64 ± 0.38 mm³，p < 0.005，図 4 B）が認められた。大
腿骨でも同様に，KO マウスは WT マウスと比べて遠位
骨幹端部の骨量（BV/TV）が低下していた（KO：28.7 ± 
4.54%，WT：36.2 ± 4.09%，p < 0.005，図 4 C，D）。KO
マウスと WT マウスの骨表面積（BS/BV）に有意な差は
認められなかったが，WT マウスと比べて KO マウスの
骨梁幅（Tb.Th）の縮小（KO：45.5 ± 2.34 μ m，WT：
51.3 ± 4.69 μ m，p < 0.01，図 4 D）と骨梁数（Tb.N）
の減少（KO：6.22 ± 0.50 /mm，WT：6.85 ± 0.56 /mm，
p < 0.05，図 4 D）がみられ，逆に骨梁間隙（Tb.Sp）は
KO マウスの方が WT マウスより高い値を示した（KO：
109.7 ± 15.7 μ m，WT：89.4 ± 11.7 μ m，p < 0.01，図
4 D）。

図 3 　Calvaria 細胞（calvaria）と骨髄間質細胞（BMSCs）から分
離した LepR+ 細胞の LRP1発現
KO マウスと WT マウスから分離した LepR+ 細胞における LRP1発
現，抗 LepR 抗体を用いて MACS システムによって calvaria 細胞と
BMSCs から LepR+ 細胞を分離して，mRNA 発現（A）とタンパク
発現（B）を調べた。

 
 
 

 

 
図 3．Calvaria細胞（calvaria）と骨髄間質細胞（BMSCs）から分離した LepR+細胞の LRP1
発現 

KOマウスとWTマウスから分離した LepR+細胞における LRP1発現，抗 LepR抗体を用い
てMACSシステムによって calvaria細胞と BMSCsから LepR+細胞を分離して，mRNA発
現（A）とタンパク発現（B）を調べた。 
  

図 4 　KO マウスと WT マウスの頭頂骨と大腿骨の骨形態計測
マイクロ CT で，KO マウス（KO）と WT マウス（WT）の頭頂骨と大腿骨を撮影し，骨形態を評価した。A：
頭頂骨の冠状縫合後方5.0 mm に位置するマイクロ CT の前頭断面像（スケールバー：1,000μ m），B：頭頂骨の
骨量（bone volume）と頭頂骨厚（calvaria thickness），C：大腿骨遠位骨幹端部の三次元画像（スケールバー：
1,000μ m），D：骨微細構造のパラメータ，骨量（BV/TV），骨表面積（BS/BV），骨梁幅（Tb.Th），骨梁数（Tb.
N），および骨梁間隙（Tb.Sp）。統計学解析は，unpaired Student t-test を行った。*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 
0.005（versus WT，n = 8, in each）
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梁間隙（Tb.Sp）。統計学解析は，unpaired Student t-testを行った。*p < 0.05，**p < 0.01，***p 
< 0.005（versus WT，n = 8, in each） 
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３.　頭頂骨と大腿骨における骨石灰化速度（MAR）の評価
KO マウスと WT マウスの骨形成を比較するために，腹

腔内にカルセインを 2 回投与して，二重の線状標識部間を
新生骨とし，これを 7 日で除することで MAR 値を求め
た。頭頂骨では，冠状縫合から後方5.0 mm に位置する平
坦部上面（FA）と矢状縫合の両側隆起部（SC）に，カル
セインの二重標識が観察できた（図 5 A）。図 5 B に示す
ように，MAR 値は WT マウスに比べて KO マウスの FA
で減少し（KO：1.44 ± 0.12 μ m/day，WT：1.76 ± 0.17 
μ m/day，p < 0.05， 図 5 B），SC で も 低 値 を 示 し た

（KO：1.56 ± 0.19 μ m/day，WT：1.86 ± 0.12 μ m/
day，p < 0.05，図 5 B）。また，大腿骨では，KO マウス
と WT マウスの遠位骨幹端の海綿骨（TB）と骨幹部の骨
髄を囲む皮質骨（CB）にカルセインの二重の線状標識が
検出できた（図 5 C）。MAR 値は，WT マウスと比較して
KO マウスでは TB で減少し（KO：2.42 ± 0.14 μ m/
day，WT：3.02 ± 0.16 μ m/day，p < 0.005， 図 5 D），
CB で も 低 値 を 示 し た（KO：3.65 ± 0.16 μ m/day，
WT：4.34 ± 0.33 μ m/day，p < 0.01，図 5 D）。

４.　Osx+ 細胞と p-R-Smad+ 細胞の分布
KO マウスと WT マウスの大腿骨遠位骨幹端部におけ

る骨芽細胞と p-R-Smad+ 細胞の分布を免疫組織化学染色
によって評価した。骨芽細胞である Osx+ 細胞は，肥大軟
骨細胞の遠位端に位置する成長板の近くの海綿骨領域に認
められたが，KO マウスの Osx+ 細胞の数は WT マウスに
比べて約70% にまで減少していた（KO：1.46 ± 0.20 × 
10³ cells/mm²，WT：2.08 ± 0.19 × 10³ cells/mm²，p < 
0.005，図 6 A，B）。また，p-R-Smad+ 細胞は両マウスと
もに Osx+ 細胞の分布と一致して，海綿骨領域に確認でき
たが，KO マウスの p-R-Smad+ 細胞数は，WT マウスより
も少なく78% ほどに減少した（KO：1.44 ± 0.13 × 10³ 
cells/mm²，WT：1.84 ± 0.18 × 10³ cells/mm²，p < 0.005，
図 6 C，D）。

考　 察

本研究では，LepR+ 細胞に発現する LRP1を特異的に欠
損させた KO マウスを作製し，LRP1発現の有無が骨形成
に与える影響を検討した。その結果，WT マウスと比較し
て LRP1の KO マウスでは骨量，骨石灰化速度，および
Osx+ 細胞数の減少とともに，LRP1が欠損している骨芽細
胞の R-Smad のリン酸化が抑制されていることが明らかに
なった。つまり，LepR+ 細胞の LRP1は骨芽細胞分化を促
進することによって，骨量を調節していることが考えられ
た。

LRP1の機能解明についての研究は，主に Cre/loxP シス
テムを用いて作製したコンディショナルノックアウトマウ
スを利用して進められており，特定の細胞での LRP1の欠

損が脛骨，大腿骨，および椎骨における破骨細胞分化を促
進し，骨量を減少させることが示されている13, 14）。例えば，
Runx2 陽性細胞の LRP1 を欠損させたマウスでは，血小板
由来成長因子の投与によって RANKL の発現が誘導され，
骨吸収の促進と脛骨および椎骨の骨量を減少させることが
報告されている14）。また，今回と同じ LepR+ 細胞の LRP1
を欠損させた KO マウスでは，歯槽骨の骨吸収が促進し，
歯槽骨量の減少が認められている15）。本研究で得られた
KO マウスの頭頂骨の菲薄化や大腿骨の骨量低下などの骨
形成を阻害する所見と照らし合わせると，LepR+ 細胞に
発現する LRP1 が全身の骨格形成に影響を及ぼすと考えら
れた。

KO マウスの骨形成能をカルセイン標識によって調べる
と，WT マウスと同様に，FA と SC，および TB と CB
にカルセインの二重標識が観察できたが，その間隙は WT
マウスに比べて狭く，MAR の低下が認められた。これら
の所見は，LepR+ 細胞の LRP1が LepR+ 細胞の骨芽細胞分
化と骨形成に密接に関わることを裏付けるものである。し
かし，これまでの報告によれば，骨芽細胞に発現する
LRP1を欠損させたマウスは，脛骨と椎骨に骨量低下が生
じるが，これは破骨細胞の活性化による骨吸収促進に起因
するもので，骨芽細胞の機能には影響がないことが示され
ている14）。つまり LRP1は成熟骨芽細胞の骨形成機能に影
響を及ぼさず，むしろ間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化過
程に作用するため，LRP1を欠損させることで，間接的に
骨芽細胞の骨形成を阻害している可能性が考えられた。し
たがって LRP1は間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を促進
する因子の一つであると考えるのが妥当であろう。

骨芽細胞である Osx+ 細胞の分布を免疫組織化学的に調
べた結果，WT マウスに比べて KO マウスの Osx+ 細胞数
の減少がみられた。Osx は成熟した骨芽細胞に強く発現す
る21）ことから，LepR+ 細胞の LRP1を欠損させることで，
骨芽細胞分化が抑制されることが裏付けられた。また，
KO マウスでは，大腿骨遠位成長板の肥大軟骨細胞周囲
に，Osx+ 細胞数が減少していたことから，石灰化軟骨の
吸収後に骨形成阻害が生じて，軟骨内骨化が抑制されてい
る可能性が示唆された。さらに，Osx+ 細胞数の減少とと
もに p-R-Smad+ 細胞数も減少していたことから，LepR+

細胞の LRP1は，LepR+ 細胞の BMP 分泌22, 23）を促進し，
R-Smad のリン酸化を誘導することで Runx2，続いて Osx
の発現を誘導し，骨芽細胞分化を促進することが考えられ
た。

LepR+ 細胞と免疫組織化学染色で検出された Osx+ 細胞
と p-R-Smad+ 細胞の関係については，今後，さらなる検
討が必要ではあるが，大腿骨遠位骨幹端の海綿骨領域には
LepR+ 細胞が存在し，この細胞が骨芽細胞に分化するこ
と7）が示されていることから，本実験の WT マウスで観
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図5．KOマウスとWTマウスの頭頂骨と大腿骨におけるカルセイン二重標識 

A：カルセインの二重線状標識によってKOマウス（KO）とWTマウス（WT）の骨形成能

を評価した。カルセインは1回目の腹腔内投与後，8日後に2回目を投与した。2回の投与で
それぞれ標識された骨組織を矢印で示す。頭頂骨の冠状縫合後方5.0 mmの平坦部（flat area，
FA）と矢状縫合両側の隆起部（sagittal colliculus，SC）におけるカルセインの二重線状標識
像を示す（皮質骨：cortical bone，CB），（スケールバー：100μm）。B：カルセインの二重
線状標識像において測定したFAとSCのMARを示す。C：大腿骨の遠位骨幹端部海綿骨
（trabecular bone，TB）と骨幹部骨髄（bone marrow，BM）の皮質骨面（CB）にみられるカ
ルセイン二重標識像を示す（スケールバー：左図，100μm，右図，200μm）。D：TBとCB
のMARは，カルセイン二重標識像から測定した。統計学解析は，unpaired Student t-testを行
った。*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.005（versus WT，n = 8, in each） 

図 5 　KO マウスと WT マウスの頭頂骨と大腿骨におけるカルセイン二重標識
A：カルセインの二重線状標識によって KO マウス（KO）と WT マウス（WT）の骨形成能を評価した。カル
セインは 1 回目の腹腔内投与後， 8 日後に 2 回目を投与した。 2 回の投与でそれぞれ標識された骨組織を矢印
で示す。頭頂骨の冠状縫合後方5.0 mm の平坦部（flat area，FA）と矢状縫合両側の隆起部（sagittal 
colliculus，SC）におけるカルセインの二重線状標識像を示す（皮質骨：cortical bone，CB），（スケールバー：
100μ m）。B：カルセインの二重線状標識像において測定した FA と SC の MAR を示す。C：大腿骨の遠位骨
幹端部海綿骨（trabecular bone，TB）と骨幹部骨髄（bone marrow，BM）の皮質骨面（CB）にみられるカ
ルセイン二重標識像を示す（スケールバー：左図，100μ m，右図，200μ m）。D：TB と CB の MAR は，カ
ルセイン二重標識像から測定した。統計学解析は，unpaired Student t-test を行った。*p < 0.05，**p < 0.01，
***p < 0.005（versus WT，n = 8, in each）

図 6 　大腿骨における Osx+ 細胞と p-R-Smad+ 細胞の発現 
A：KO マウス（KO）と WT マウス（WT）の Osx+ 細胞（スケールバー：50μ m），矢印は Osx+ 細胞を示す。B：
Osx+ 細胞の数は ImageJ ソフトウェアを用いて計測した。C：KO マウス（KO）と WT マウス（WT）の p-R-
Smad+ 細胞（スケールバー：50μ m），矢印は p-R-Smad+ 細胞を示す。D：p-R-Smad+ 細胞の数は ImageJ ソフトウェ
アを用いて計測した。統計学解析は，unpaired Student t-test を行った。***p < 0.005（versus WT，n = 8, in each）
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Tb.Sp は増加した。
3 ．�頭頂骨の平坦部と隆起部，大腿骨の遠位骨幹端部と骨

幹部で計測された MAR 値は減少した。
4 ．�Osx+ 細胞および p-R-Smad+ 細胞は，大腿骨遠位骨幹

端の成長板付近で観察されたが，その細胞数は WT
マウスに比較して，それぞれ70％と78％ほどにまで減
少した。

以上のことから，LepR+ 細胞に発現している LRP1を欠
損させた場合，p-R-Smad の発現が阻害され，骨芽細胞分
化の抑制，頭頂骨および大腿骨の骨量と骨形成の低下が生
じることが明らかになった。

研究の推進にあたり日本大学歯学部歯科矯正学講座　本𠮷 
満教授および同学部解剖学第Ⅰ講座　二宮　禎准教授にご指導
いただいた。ここに深甚なる感謝の意を表する。また、本研究
に対して多大なご協力を頂いた歯科矯正学講座ならびに解剖学
第Ⅰ講座の皆様に心より感謝申し上げる。

本研究に関する利益相反はない。
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察された Osx+ 細胞は，LepR+ 細胞から分化した骨芽細胞
と考えるのが妥当である。つまり KO マウスでは LRP1の
欠損によって，LepR+ 細胞は骨芽細胞分化能を失い，そ
の結果 Osx+ 細胞が減少したと推察できる。いっぽう，
p-R-Smad+ 細胞の検出は，リン酸化 Smad1， 5 ， 9 に反
応する抗体を使用した。これらの p-R-Smad は，BMP2や
BMP4が骨芽細胞の分化過程に発現している BMP 受容体
への結合によって誘導される10, 11）ため，Osx+ 細胞と p-R-
Smad+ 細胞は密接な関係性があり，KO マウスで観察され
た Osx+ 細胞数の減少は p-R-Smad の発現抑制によるもの
と考える。

今回の結果に示すように，LepR+ 細胞に発現している
LRP1を欠損させることで頭頂骨と大腿骨の骨量が減少し
た。いっぽう，LepR+ 細胞を完全に欠失させたラットで
は，頭頂骨や長管骨に骨量減少をともなう重篤な骨格異常
が報告されている24）。これらの所見から，LepR+ 細胞は骨
芽細胞の供給と骨形成に必要な細胞ソースの一つと推測で
きる。その反面，LepR+ 細胞の LRP1が骨芽細胞分化に必
須であれば，KO マウスで Osx+ 細胞と p-R-Smad+ 細胞は
消失すると考えられる。しかし，それらの細胞数は WT
マウスと比べて有意に減少したものの，多くの Osx+ 細胞
と p-R-Smad+ 細胞が認められた。間葉系幹細胞のポピュ
レ ー シ ョ ン に は，LepR+ 細 胞 以 外 に C-X-C motif 
chemokine ligand 12陽性細胞25），platelet-derived growth 
factor receptor α 陽 性 細 胞26）， お よ び paired related 
homeobox 1 陽性細胞27. 28）などが知られている。これらの
細胞も LepR+ 細胞と同様に，骨芽細胞や軟骨細胞などに
分化し，骨損傷修復に寄与するとされる25-28）。つまり，
LRP1のコンディショナルノックアウトマウスでは，
LepR+ 細胞以外の間葉系幹細胞も骨芽細胞分化能を有し
ているため，Osx+ 細胞と p-R-Smad+ 細胞として検出され
た可能性が考えられる。

LepR+ 細胞に発現している LRP1を欠損させただけで
は，LepR+ 細胞を完全に欠損させた動物で認められる長
管骨の短縮化24）を確認することができず，骨形成の抑制
は軽度であった。LRP1の他に様々な因子によって間葉系
幹細胞の骨芽細胞分化が制御されていると考えられ，今後
は YAP29）や ERK530）などの LepR+ 細胞を含む間葉系幹細
胞の骨芽細胞分化に必要な因子と LRP1との関係について
検討する必要がある。

結　 論

LepR+ 細胞に発現する LRP1を欠損させたコンディショ
ナルノックアウトマウスを作製し，骨形成と骨芽細胞分化
に与える影響について検討した。その結果，以下の結論を
得た。
1 ．�頭頂骨の骨量と厚さが減少した。
2 ．�大腿骨の BV/TV，Tb.Th，および Tb.N は減少し，
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IL-1 receptor type 1 による IL-1 αの細胞内分解調節に関する研究
保　坂　万　智
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日本大学歯学部　口腔外科学第Ⅱ講座

（指導： 米原啓之 教授，浅野正岳 教授）

　要旨
　【目的】IL-1αは傷害を受けた細胞から放出される DAMPs の代表的分子であり，標的細胞の細胞膜上の IL-1R1に
結合することでシグナルを伝達する。しかし，これまでの研究で，IL-1R1おもに細胞核内に局在していることが明ら
かとなっていることから，IL-1R1にはこれまで知られていない機能があるのではないかとの着想を得た。本研究では
IL-1R1の未知なる機能について探求した。
　【方法】ヒト子宮頸癌由来の HeLa と CRISPR/Cas9システムを用いて IL-1R1を欠失させた HeLa 細胞株（CR-R1-4）
を用いた。それぞれの細胞から，total RNA を抽出し，cDNA を作製し RT-PCR によって IL-1α遺伝子発現を観察し
た。細胞における IL-1αおよび IL-1R1の強制発現は，PEI 試薬を用いた transfection により行い，タンパク質の発現
は western blot により確認した。また，IL-1R1の STOP コドンの直上に HiBiT タグを挿入した plasmid を C'-R1とし
て transfection し，免疫蛍光染色により細胞内局在を観察した。Transfectant の細胞溶解液を回収した後，サンプル
中の IL-1α濃度を ELISA 法により測定した。
　【結果】IL-1R1の欠失自体が IL-1αの遺伝子発現に及ぼす影響について検討したところ，CR-R1-4では，HeLa に比
較して，IL-1α mRNA 発現が増強されていることが判明した。IL-1αの transfection 48時間後に actinomycin D を作
用させることによって transgene 由来の IL-1α mRNA 発現を停止させ，細胞内での IL-1αの分解について検討した
ところ，HeLa では CR-R1-4に比較して，細胞溶解液中の IL-1α量が少ないことが判明した。いっぽう，CR-R1-4に
IL-1R1を transfection により再発現させたところ，IL-1αの細胞内分解は増強されることが明らかとなった。そこで，
免疫蛍光法により両分子の細胞内局在を観察したところ，細胞質内に分散する小胞様構造体において IL-1αと IL-1R1
が共局在していることが明らかとなった。
　【結論】本研究の結果は，IL-1R1が細胞内で IL-1αと結合することで IL-1αの細胞質内分解を促進させている可能性
を示唆するものであった。
　キーワード：IL-1α，IL-1R1，細胞内タンパク質分解，actinomycin D, CRISPR/Cas9

Regulation of intercellular degradation of IL-1α by IL-1 receptor 
type 1
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　Abstract
　【Purpose】IL-1α is a representative of the danger-associated molecular patterns  released from damaged cells. It 
transduced signals by binding to IL-1R1 on the plasma membrane of target cells. However, previous studies have 
shown that IL-1R1 is mainly localized in the cell nucleus, indicating that IL-1R1 may have a previously unknown 
function. In this study, I explored the unknown function of IL-1R1.
　【Methods】HeLa and its derivative cell (CR-R1-4) in which IL-1R1 was deleted using the CRISPR/Cas9 system 
were used. Total RNA was extracted from each cell, cDNA was prepared, and IL-1α gene expression was observed 
by RT-PCR. Forced expression of IL-1α and IL-1R1 in cells was performed by transfection using PEI reagent, and 
protein expression was confirmed by western blotting. After collecting cell lysates from the transfectants, the 
concentration of IL-1α in the samples was measured by ELISA method.
　【Results】The effect of IL-1R1 deletion itself on IL-1α gene expression was examined, and it was found that IL-1
α mRNA expression was enhanced in CR-R1-4 cells compared to HeLa cells. In IL-1α transfectants, the amount of 
IL-1α in the cell lysate of HeLa cells was lower than that of CR-R1-4 cells. On the other hand, when IL-1R1 was re-
expressed in CR-R1-4 by transfection, the intracellular degradation of IL-1α was enhanced. Subcellular localization 
of IL-1α and IL-1R1 was observed by immunofluorescence, and it was found that IL-1α and IL-1R1 were co-
localized in vesicle-like structures dispersed in the cytoplasm.
　【Conclusion】The results of this study suggest that IL-1R1 may promote intracellular degradation of IL-1α in 
the cytoplasm by binding to IL-1α intracellularly.
　Keywords: IL-1α, IL-1R1, intracellular proteolysis, actinomycin D, CRISPR/Cas9
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緒　 言

細胞の壊死などに際して細胞外に放出される物質を
danger-associated molecular patterns （DAMPs） と 総 称
する1）。Interleukin-1α（IL-1α）は代表的な DAMPs で
あり，細胞内で前駆体（precursor: pIL-1α）として産生
されたのち，種々の酵素により切断され，N- 末端側の
propiece（pp）IL-1α と C- 末 端 側 の mature（m）IL-1α
に分断される。このうち，pIL-1αと mIL-1αは細胞外に
分泌され，標的細胞の細胞膜上に発現する IL-1 receptor 1

（IL-1R1）に結合することによりシグナル伝達する2, 3）。
IL-1R1は，細胞質内に toll/IL-1 receptor（TIR）domain

を有しており3, 4），IL-1R1の細胞外領域に，リガンドであ
る pIL-1αまたは mIL-1αが結合すると，IL-1R3と会合し，
IL-1R1および IL-1R3両レセプターの TIR domain が結合
することにより，シグナルが伝達される。いっぽう，IL-
1R2は細胞質内に TIR domain を有しないため4-6），リガン
ドである IL-1αに結合することはできても，シグナルを伝
達できないことから decoy receptor とされている。した
がって IL-1R1は，IL-1αのシグナル伝達に必須の分子であ
るが，細胞膜表面に表出されている IL-1R1の数は少なく，
市販の抗体などによる検出は極めて困難である6）。いっぽ
う，これまでの研究から，IL-1R1の C 末端に，HiBiT-tag
を付与することによって，検出感度が顕著に上昇すること
が明らかとなった7）。これを用いた検索により，IL-1R1が
細胞内ではおもに核に局在することが免疫蛍光染色によっ
て明らかとなった。このことは，IL-1R1に未知の機能があ
る可能性を示唆するものである。そこで，本研究では IL-
1R1がそのリガンドである pIL-1αに対して，細胞内でど
の様な機能を有しているのか検討することとした。

材料および方法

1 ．細胞
実 験 に は， ヒ ト 子 宮 頸 癌 由 来 の HeLa 細 胞（HeLa）

（JCRB 細胞バンク，大阪）および CRISPR/Cas9システム
を用いて HeLa における IL-1R1を欠失した細胞 CR-R1-48）

を 用 い た。 両 細 胞 は，10% ウ シ 胎 児 血 清（fetal calf 
serum; FCS），50 μ g/ml ストレプトマイシン（Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA），50 U/ml ペ ニ シ リ ン

（Sigma-Aldrich）を添加した Dulbecco' Modified Eagle’s 
Medium（Thermo Fisher Scientific， Waltham， MA， 
USA）で37℃，5 % CO2存在下で培養した。また，ヒト口
腔扁平上皮癌由来細胞 HSC3（JCRB 細胞バンク）の培養
は，10% FCS 添加 Rosewell Park Memorial Institute medium

（Thermo Fisher Scientific， Waltham， MA， USA）を用
いた。

2 ．Transfection
pIL-1αおよび IL-1R1の発現 plasmid および IL-1R1の C

末 端 の STOP コ ド ン 直 上 に HiBiT タ グ を 挿 入 し た 
plasmid（C’-R1）は Moriyama ら7）の作製したものを用い
た。細胞への transfection は，各 plasmid（250 ng）とポ
リ エ チ レ ン イ ミ ン 溶 液（1 mg/ml, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA）1 μ l を混和し，室温で 
30 分間反応させたのち，細胞に添加し37℃で18時間培養
し，transfection を行った。

3 ．�Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
（RT-PCR）

細 胞 か ら の RNA 抽 出 は，RNeasy mini kit（Qiagen, 
Hilden, Germany） を 用 い た。complementary DNA は，
Superscript III 逆転写酵素（Thermo Fisher）を用いて合
成 し た。PCR は，CFX 96 real-time system（Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA）で TB Green Premix Ex Taq II（タ
カラバイオ，草津）を用いて行った。本研究で使用した
pIL-1αプライマー配列は以下のとおりである（forward 
5’-CAA GCC TAG GTC AGC ACC TT -3’ reverse 5’-ATG 
TAA TGC AGC AGC CGT GA-3’）。

得られた PCR 産物を，臭化エチジウム（0.5 μ g/ml）
添加1.2% アガロースゲルを用いた電気泳動で展開し，
iBright1500（Thermo Fisher Scientific）によって撮影し
た。また内在性コントロールとしてβ -actin（forward 5’-
CAA CAT TGG CAA TGA GCG GTT C-3’ reverse 5’-
AGG TCT TTG CGG ATG TCC ACG T-3’）を用いた。

4 ．�Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）によ
る IL-1αの定量

それぞれの細胞（ 5 ×104 cell/24-well plate）を播種し，
18時間後に transfection を行った。その後24時間培養し，
細胞溶解液を回収した。遠心分離後 （16,900× g，1分間）
の 上 清 中 の IL-1α 濃 度 を ELISA kit（BioLegend San 
Diego, CA, USA）を用いて測定した。

5 ．免疫蛍光染色
CR-R1-4（5×104 cell/ well）を24 well プレートに入れ

た cover slip（直径10 mm，マツナミ，東京）上に播種し，
上記の通り transfectant を作製した。transfectant をリン
酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline; PBS）で洗
浄し，4 % パラホルムアルデヒドで固定した。1 % triton 
X-100処理を室温で10分間 permeabilization した後に，1 %
ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin; BSA）添加
PBS（ 1 % BSA-PBS）でブロッキングを行った。免疫染
色には，マウス抗 HiBiT 抗体（×100希釈，PROMEGA, 
Madison, WI, USA）およびウサギ抗ヒト IL-1α抗体（×
100希釈，Proteintech, Rosemont, IL, USA）を 1 % BSA-
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PBS で希釈し，室温で24時間反応させた。 2 次抗体とし
て FITC 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体（×100希釈，Proteintech）
または RITC 標識ヤギ抗ウサギ抗体（×100希釈，Proteintech）
を用い，遮光し室温で 1 時間反応させた。さらに PBS で洗浄
後，DAPI-Fluoromount-G（Southern Biotech, Birmingham, 
AL, USA）を用いてスライドガラスに封入した。観察および
画像の撮影には，オールインワン蛍光顕微鏡（BZ-X810，キー
エンス，大阪）を使用した。

6 ．�Western blot（WB）
Transfectant を PBS で 2 回洗浄した後，100 μ l の細胞

溶 解 液（50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% 
Triton X-100）を用いて溶解しサンプルとした。溶解サン
プ ル を12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis（SDS-PAGE） を 用 い て 電 気 泳 動 し た。
WB は Hanayama らの方法8）に従って行った。一次抗体
として，マウス抗 HiBiT 抗体（PROMEGA, Madison, WI, 
USA）を 1 % BSA-PBS で希釈（×1,000）し，室温で 1 時
間反応させた。2 次抗体として，horseradish peroxidase

（HRP）標識ヤギ抗マウス IgG（H+L）抗体（× 5,000希
釈，Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA）
を用い，室温で 1 時間反応させた。内在性コントロールに
は Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）
を用いた。1 次抗体としてウサギ抗ヒト GAPDH 抗体（×
10,000希釈，Proteintech）および 2 次抗体として HRP 標
識ヤギ抗ウサギ IgG（H+L）抗体（×6,000希釈，Jackson 
ImmunoResearch）を使用した。

7 ．統計
データの正規性を Kolmogorov-Smirnov 検定，等分散性

を F 検定で確認した。IL-1αの経時的発現変化は t 検定を
用いて，IL-1αの細胞内分解の比較と IL-1R1発現による
IL-1αの細胞内分解促進 は Wilcoxon rank sum 検定を用
いて有意差を検定した。p ＜0.05を有意差ありとした。す

べてのデータは平均値±標準偏差で示した。

結　 果

1 ．CR-R1-4における pIL-1α遺伝子発現の上昇
初めに，IL-1R1を欠失させた CR-R1-4において，pIL-1

αの遺伝子発現に変化があるか否か，PCR によって検討
した。その結果，positive control である HSC3においては
明瞭な147bp のバンドを検出できたのに対し，HeLa では
バンドは検出できなかった。いっぽう，CR-R1-4では，
HSC3と比較して発現は弱いが，バンドを検出することが
できた（図 1 ）。さらに ELISA によりタンパク質レベル
での発現についても確認したところ，CR-R1-4および
HeLa ともに pIL-1α発現を確認することができなかった。

2 ．Transgene 由来の pIL-1α発現変化
つぎに，IL-1R1の欠失が，細胞内での pIL-1α分解にど

のような影響を及ぼすか検討することを目的として，
transfection によって強制発現させた pIL-1αの経時的な
発現変化について検討した。Transfection 24時間後に細胞
溶 解 液 中 に 見 ら れ た pIL-1α 量 を100% と し た 時，
transfection 48時間後には，発現量の減少は見られたが，
統計的に有意差は無かった。また，transfection 72時間後
には発現が著しく低下する傾向にあった（図 2 ）。また，
この傾向は HeLa と CR-R1-4両者において変化が無かっ
た。 こ の こ と か ら，transfection 48時 間 以 降 の
transfectant における pIL-1αの細胞内分解に与える IL-
1R1の影響について検討することとした。

3 ．�IL-1R1による pIL-1α細胞内分解調節
HeLa お よ び CR-R1-4に pIL-1α を transfection し，48

時間培養後に actinomycin D の存在下または非存在下で 3

図 1 　CR-R1-4における IL-1αの発現増強
Positive control である HSC3，CR-R1-4および HeLa から total RNA
を抽出し，cDNA 作製後，PCR により IL-1α mRNA の発現を確認
した。PCR 産物をエチブロマイド添加1.2% アガロースゲル電気泳動
により展開し，IL-1α（147 bp）および internal control であるβ
-actin（134 bp）のバンドの検出を行った。独立した 3 回の実験を行
い，代表的な泳動結果を示した。

図 2 　Transgene 由来 IL-1αの経時的発現変化
HeLa に IL-1αを transfection し，24，48，72 および96時間後に，
transfectant の細胞溶解液を回収した。細胞溶解液中の IL-1α濃度を
ELISA により測定した。Transfection 24時間後の濃度を100% とし
て，各時間の濃度を計算した。Transfection 実験を 5 回行い，平均
値±標準偏差値を示した。＊ p ＜ 0.05
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そ こ で，CR-R1-4に IL-1R1を transfection す る こ と に
よって，pIL-1αの分解が HeLa レベルにまで回復するか
否か検討した。その結果，IL-1R1を CR-R1-4に発現させる
ことによって，pIL-1αの分解は，pcDNA transfectant の
62.0％まで低下し，HeLa における分解までには至らなかっ
たが統計学的に優位な低下を示した（図 4 ）。

4 ．�IL-1R1と pIL-1αの細胞内局在
以上の結果から，pIL-1αと IL-1R1を transfection した

CR-R1-4において pIL-1αと IL-1R1が結合していることが
示唆された。そこで，両分子の会合の可能性を免疫蛍光染
色によって検討した。図 5 に示した通り，pIL-1αと IL-
1R1は細胞質全体に拡散して存在する小胞状造物において
共局在した。以上のことから，IL-1R1は細胞質内で pIL-1
αと結合し，pIL-1αの細胞質内分解を促進している可能
性が示唆された。

考　 察

IL-1R1の C 末端に HiBiT-tag を挿入することによって，
従来の手法と比べて IL-1R1の検出感度が格段に高ま 
った7）。これを用いて行った IL-1R1の細胞内局在に関する
これまでの検討から，IL-1R1はおもに核に局在することが

時間培養し，細胞質内の pIL-1α量を ELISA により測定
した。その結果，HeLa では未処理群で467.9 ± 272.9 pg/
ml あり，actinomycin D 処理群では186.1 ± 96.1 pg/ml で
あった（図 3 ）。いっぽう，CR-R1-4では，未処理群で
413.1 ± 150.6 pg/ml，処理群で335.9 ± 93.6 pg/ml を示し
た。このことから，CR-R1-4では，細胞内 pIL-1αの分解
が , HeLa に比較して軽度であることが明らかになった

（図 3 ）。

図 3 　IL-1αの細胞内分解の比較
HeLa（左図）および CR-R1-4（右図）に IL-1αを transfection し，48時間後に actinomycin D（1μ g/ml）非存在下（−）および存在下（+）で
3 時間培養した。A) 培養後の細胞溶解液中の IL-1α濃度を ELISA により測定した。独立した実験を 6 回行い，平均値±標準偏差により結果を示
した。＊ p ＜0.05，n.s: 有意差なし
B）A）と同様に細胞を処理し，回収した細胞溶解液を12% SDS-PAGE により展開した。Western blot には，1 次抗体としてウサギ抗ヒト IL-1α
抗体（×1,000希釈）を，2 次抗体として HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（×5,000希釈）を用いた。発色は ECL substrate(BioRad) を用いた。独
立した実験を４回行い，代表的なデータを示した。

A）

B）

図 ４ 　IL-1R1発現による IL-1αの細胞内分解促進
CR-R1-4に IL-1αと共に，pcDNA（左，コントロール）または IL-
1R1（右）を transfection した。図 3 と同様に処理し，細胞溶解液中
の IL-1α濃度を ELISA により測定した。独立した 7 回の実験の平均
値±標準偏差により結果を示した。＊ p ＜0.05
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明らかとなっている7）。また，IL-1R1には，シグナル伝達
に必要な TIR ドメインが存在するのに加え，Box 1 ，2 ，
3 という機能的な領域に分かれていることが報告されてい
る9-11）。そしてこれらドメインには従来から報告されてい
る，核移行シグナル配列に類似したアミノ酸配列が複数存
在している。これらの事実は，本研究を企図する極めて重
要な根拠となった。

初めに HeLa と CR-R1-4における IL-1αの発現量の違い
について検討したところ，CR-R1-4においては mRNA レ
ベルで IL-1αの発現が増強されていることが明らかと
なった。この結果は，IL-1R1が IL-1α発現を負にコント
ロールしている可能性を示すものであったが，IL-1R1が遺
伝子発現に寄与するという報告はこれまでになく，そのメ
カニズムについては今後検討する必要がある。

いっぽう，IL-1αの細胞内分解に関する IL-1R1の効果に
ついて検討することを目的として，HeLa および CR-R1-4
における transgene 由来の IL-1α発現の経時的変化につい
て検討した。その結果，transfection 24時間後に発現レベ
ルのピークがあり，48時間後までは同等のレベルが維持さ
れることが明らかとなった。しかしその後，暫時減少する
傾向にあり，transfection 48時間後の時点で mRNA への
転写を actinomycin D によって遮断すること12）で，細胞
内 IL-1α分解速度を比較し得ると判断した。そこで，
HeLa および CR-R1-4に pIL-1αを transfection し，さらに
actinomycin D を作用させて IL-1αの細胞内分解を比較し
た。すると，HeLa では actinomycin D 作用後に，細胞質
内 IL-1αの有意な減少が確認できたのに対して，CR-R1-4
では IL-1αの減少を確認することができなかった。いっぽ
う，CR-R1-4に IL-1R1を transfection することによって，
細胞内 IL-1α濃度が減少することが明らかとなった。この
ことは IL-1R1が細胞における IL-1α分解を促進している
可能性を示唆するものであった。前述の IL-1α mRNA 発
現に関する検討で，IL-1R1 が IL-1αの遺伝子発現を抑制
している可能性があり，この結果は IL-1R1が IL-1αの分

解を促進するという結果と同じ方向性を示すものであると
考える。すなわち，IL-1R1は細胞内の IL-1α量を抑制する
働きを有すると予想される。

そこで，どの様なメカニズムによって IL-1αの発現を抑
制するかを調べるため，HeLa に pIL-1αおよび IL-1R1を
co-transfection し，それぞれの細胞内局在について検討し
たところ，両分子は細胞内に分散して局在する小胞状構造
物において共局在することが解った。一般的に，細胞内に
おけるタンパク質分解は，プロテアソーム系ないしオート
ファジー系でコントロールされている13）。このうち，プロ
テアソーム阻害剤である MG132を作用させた実験では，
IL-1R1の発現強度に何ら変化が無いことをこれまでの実験
で確認しており，メカニズムは不明である。また，IL-1β 
mRNA の安定性に寄与するものとして，tristetraprolin

（TTP） と い う 分 子 の 存 在 が 知 ら れ て お り，TTP 
knockout cell を用いた実験では，IL-1R1 と mRNA の安
定性には何ら変化は認められていない。前述のように，
pIL-1αと IL-1R1が共局在する細胞内コンパートメントの
同定は，IL-1R1の機能解明には不可欠なものと考えてい
る。

結　 論

本研究では，HeLa および CR-R1-4を用いて IL-1R1の未
知の機能について検討し，以下の結論を得た。
1 ．�CR-R1-4に お い て は，HeLa と 比 較 し て，IL-1α 

mRNA の発現が増強されていた。
2 ．�HeLa お よ び CR-R1-4に お い て は transgene 由 来 の

IL-1α発現は，transfection 24時間後にピークがあり，
48時間後までは同等のレベルが維持され，その後，暫
時減少する傾向にあった。

3 ．�HeLa では，IL-1αは actinomycin D 作用後 3 時間で
39.8％にまで分解されたが，CR-R1-4では，pIL-1αの
分解は統計学的に優位なレベルの分解は認められな
かった。

図 5 　CR-R1-4における IL-1αと IL-1R1の共局在
CR-R1-4に IL-1αと IL-1R を co-transfection し，免疫蛍光染色により両分子の細胞内局在を観察した。矢印は両分子が共局在した細胞内の小胞状
構造物を示した。独立した 3 回の実験の代表的結果を示した。
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4 ．�CR-R1-4に IL-1R1を transfection すると，pIL-1αの分
解は促進した。

5 ．�免疫蛍光法にて pIL-1αと IL-1R1は，細胞質全体に拡
散して存在する小胞状構造物において共局在してい
た。

以上より，IL-1R1 は pIL-1αの細胞内分解に関与してい
ることが明らかとなり，IL-1R1が IL-1αの分解を介して，
炎症を負にコントロールしている可能性が示唆された。

本研究の推進にあたり，日本大学歯学部口腔外科学第Ⅱ講座　
米原啓之教授，日本大学歯学部病理学講座　浅野正岳教授および
両講座の皆様にご指導いただいた。ここに深甚なる感謝の意を表
する。

本論文に関して，開示すべき利益相反はない。
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歯学部付属歯科病院における患者動向および診療体制に
COVID-19 流行が及ぼした影響

武　内　伸　賢
日本大学大学院歯学研究科歯学専攻　口腔構造機能学分野

日本大学歯学部　口腔外科学第Ⅱ講座
（指導：米原啓之 教授，白圡博司 助教）

　要旨
　【目的】2019年12月に中国で確認された新型コロナウイルス感染症（corona virus disease 2019：以下 COVID-19）
は全世界での蔓延をみせた。本邦では，2020年 3 月〜 5 月にかけての期間をはじめとして，2023年 1 月までに周期的
な 8 つの大きな流行期（第 1 波～第 8 波）が生じ，感染対策の一環として多くの医療機関で診療体制の見直しや外来
患者数の調整などが行われた。本研究では，2019年 4 月〜2024年 3 月までの 5 年間に日本大学歯学部付属歯科病院を
受診した患者の動向ならびに当院での診療体制に起こった変容を調査し，感染流行と歯科受診および入院手術実施に
COVID-19流行が及ぼした影響を究明することを目的とした。
　【方法】2019年 4 月〜2024年 3 月まで 5 年間の当院における集計結果を調査対象とした。受診患者数についてその年
度ごとおよび月別推移の 2 つの観点からデータ収集を行った。年次推移は2019年度～2023年度の期間で調査を行い，
外来患者数，外来初診患者数，口腔外科外来患者数，入院患者数，入院手術件数をその対象とした。月別推移は2019
年 4 月～2024年 3 月までの期間において，外来患者数，外来初診患者数，口腔外科外来患者数，入院患者数，入院手
術件数について調査を行い，東京都内の COVID-19罹患患者数は2020年 4 月～2023年 3 月について調査した。
　【結果】年間の累計患者数は，外来患者数，外来初診患者数，口腔外科外来患者数，入院患者数，入院手術件数の全
てで，2020年度が最も少なかった。入院患者数，入院手術件数の推移は2019年度と2023年度がほぼ同数であった。月
別の累計患者数は，外来患者数について，2020年 4 月および 5 月で，それ以外の期間と比較して大幅な減少がみられ
た。外来初診患者数，口腔外科外来患者数，入院患者数，入院手術件数にもそれと同様な傾向がみられた。これら患
者数などの減少は2020年 6 月以降に増加に転じており， 2 ヶ月でほぼ流行前と同数に回復した。
　【結論】呼吸器感染症である COVID-19においては，歯科病院における患者数などに対する影響は外出制限や入院制
限などによる限局的なものであった。医療業務維持については，勤務体制の変更，院内感染予防対策の徹底，ワクチ
ン接種などにより人的資源を確保していくことが重要であると考えられた。
　キーワード：歯科病院，COVID-19，動向調査，SARS-CoV-2

Effect of the COVID-19 on visit patient trends and treatment system at the 
dental hospital

Nobumasa Takeuchi
Nihon University Graduate School of Dentistry, Major in Oral Structural and Functional Biology

Department of Oral and Maxillofacial Surgery Ⅱ Nihon University School of Dentistry
(Directors: Prof. Yoshiyuki Yonehara and Assistant Prof, Hiroshi Shiratsuchi)

　Abstract
　【Purpose】The novel coronavirus disease 2019 (COVID-19), which was confirmed in China in December 2019, has 
spread throughout the world. In Japan, eight large periodic epidemic periods (waves 1 to 8) occurred starting from 
March 2020 to May 2020 and ending in January 2023. This study investigated the trends of patients who visited the 
Nihon University School of Dentistry Dental Hospital over the five-year period from April 2019 to March 2024, as 
well as the changes that occurred in the medical treatment system at the dental hospital. The purpose of this study 
was to investigate the impact of the COVID-19 pandemic on the performance of inpatient surgery.
　【Methods】The subjects were patients who visited Nihon University School of Dentistry Dental Hospital during 
the five-year period from April 2019 to March 2024. Data were collected on the number of patients seen from two 
perspectives: annual trends and monthly trends. Annual trends were investigated from 2019 to 2023, and included 
the total number of outpatients, first-vist outpatient patients, and oral surgery outpatients, number of inpatients, and 
number of inpatient surgeries. For the monthly trends from April 2019 to March 2024, this study investigated the 
total number of outpatients, first-vist outpatient patients, oral surgery outpatients, inpatients, and inpatient surgeries. 
The number of affected patients was surveyed from April 2020 to March 2023.
【Results】The amount of patients per year tended to be the lowest in 2020. The trends in the amount of inpatients 
and inpatient surgeries were almost the same in 2019 and 2023. For the cumulative number of patients by month, 
the total number of outpatients was significantly lower in April and May 2020 compared to other periods. Similar 
trends were observed in the amount of the first visit outpatients, outpatients for oral surgery, inpatients, and 
inpatient surgeries. The number of inpatients was significantly lower from April to June 2020 compared to other 
periods. The same trend was observed in the number of inpatient surgeries, with a significant decrease from April 
to June in 2020.
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緒　 言

2019年12月に中国において確認された新型コロナウイル
ス感染症（corona virus disease 2019：COVID-19）は , 全
世界での蔓延をみせた 1 ）。COVID-19とは，当時新型コロ
ナウイルスと称された SARS-coronavirus-2感染によるも
のであり，2020年 1 月には，世界保健機関（WHO）に
よって「国際的に懸念される公衆衛生上の緊急事態

（PHEIC）」 が 宣 言 さ れ た。2023年12月 の 時 点 で，
COVID-19の世界累積感染者数は約 7 億7,000万人となり，
700万近くの死亡が確認されている 2 ）。

本邦においては，いわゆる第 1 波といわれた2020年 3 月
から 5 月にかけての期間をはじめとして，2023年 1 月まで
に周期的な 8 つの大きな流行期（第 1 波～第 8 波）が生じ
た。本感染症の拡大は政府から発出された 4 度の緊急事態
宣言（ 1 回目：2020年 4 月 7 日～ 5 月25日， 2 回目：2021
年 1 月 8 日～2021年 3 月21日， 3 回目：2021年 4 月25日～
2021年 6 月20日， 4 回目：2021年 7 月12日～ 9 月30日）を
契機に，国民の社会生活に大きな影響を及ぼし，不要不急
の外出自粛，イベント開催の自粛，テレワークの推進など
が生じ，個人の行動や就業に大きな変化をもたらした 3 ）。
とくに COVID-19の影響下では感染対策の一環として，多
くの医療機関で診療体制の見直しや外来患者数の調整など
が行われた 4 ）。

歯学部付属歯科病院などの専門医療機関は，先端医療の
開発・研究・実践，地域医療への貢献を果たすべく機能し
ており，来院患者数の激減はそれらの役割に大きな影響を
及ぼすと考えられる。一般の総合病院では COVID-19罹患
患者の治療と並行して，一般疾患の対応が必要となり，医
療の逼迫が生じた。日本大学歯学部付属歯科病院はわが国
では数少ない歯科専門病院であり，総合病院とは異なる患
者変化が生じたと考えられ，今後類似の状況が起きた場合
の資料として当院の統計は重要であると考えられる。

本調査研究では，COVID-19パンデミック前後の2019年
4 月〜2024年 3 月までの 5 年間に当院を受診した患者の動
向ならびに診療体制に起こった変容を調査し，感染流行が
歯科受診および入院手術実施に及ぼした影響を検討した。

対象および方法

調査方法
1 ．�病院管理課において集計されているデータ（病院デー

タ）をもとに2019年度〜2023年度の下記事項の比較検

討を行った。
1 ）外来患者数の年次推移
2 ）外来患者数の月別推移
3 ）外来初診患者数の年次推移
4 ）外来初診患者数の月別推移
5 ）口腔外科外来患者数の年次推移
6 ）口腔外科外来患者数の月別推移
7 ）入院患者数の年次推移
8 ）入院患者数の月別推移
9 ）入院手術件数の年次推移
10）入院手術件数の月別推移

2 ．�東京都が示しているパブリックデータ 5 ）を基に下記
の事項に関する検討を行った。

1 ）�東京都内の COVID-19罹患者数の月次推移（2020年
4 月～2023年 3 月）

3 ．�当院における COVID-19における各種対策について検
討を行った。

1 ）日本大学歯学部における COVID-19ワクチン接種
2 ）緊急事態宣言後の当院の対応
3 ）受診患者に対する検温
4 ）受付・待合スペースでの対応
5 ）標準予防策
6 ）外来手術
7 ）入院手術症例

　【Conclusion】Due to the respiratory infection COVID-19, the impact on the number of patients at dental hospitals 
was limited due to restrictions on going out and hospital admissions. In order to maintain the continuity of medical 
operations, it was considered important to secure human resources by changing work systems, thoroughly 
implementing measures to prevent hospital-acquired infections, and administering vaccinations.
　Keywords: dental hospital, COVID-19, trend survey, SARS-CoV-2

 

 

図 1 外来患者数の年次推移 
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調査年同期間と比較して減少している傾向がみられた。と
くに2020年 4 月と 5 月の患者数は2019年の同月と比較して
大幅な減少がみられ， 4 月は5,595人と最も少なく， 5 月
には増加傾向となり， 7 月以降は他の調査年と同様の水準
にまで回復した（図 2 ）。 

3 ）外来初診患者数の年次推移
外来初診患者数は2019年度が13,237人，2020年度が10,970

人，2021年度が11,693人，2022年度が11,937人，2023年度が
12,010人であり，2020年度が最も少なかった（図 3 ）。

4 ）外来初診患者数の月別推移
月別の外来初診患者数は，2020年 4 月が最も少なく， 4

月と 5 月の患者数は2019年の同月と比較して大幅な減少が
みられた。 6 月には回復して以降は他の調査年と同様な水
準であった（図 4 ）。

5 ）口腔外科外来患者数の年次推移
口腔外科外来患者数は2019年度が44,842人，2020年度が

37,399人，2021年度41,755人，2022年度が44,115人，2023年
度が45,626人であり，2020年度が最も少なかった（図 5 ）。

6 ）口腔外科外来患者数の月別推移
月別の外来患者数は，2020年 4 月～ 8 月について，他の

調査年同期間と比較して減少している傾向がみられた。と
くに2020年 4 月と 5 月の患者数は2019年の同月と比較して
大幅な減少がみられ，とくに 5 月が最も少なかった。 6 月
には2019年の75％にまで回復して，この増加は 7 月から 8
月も継続して， 9 月には COVID-19流行前と同様な水準と
なっていた（図 6 ）。

7 ）入院患者数の年次推移
入院患者数は2019年度が3,753人，2020年度が2,332人，

2021年度が2,858人，2022年度が2,910人，2023年度が3,369
人であり，2020年度が最も少なかった（図 7 ）。

8 ）入院患者数の月別推移
月別の入院患者数は，2020年 4 月～ 7 月について，他の

8 ）�インフェクションコントロールチーム（ICT）によ
る院内ラウンド

9 ）勤務者の人数制限
10）勤務者の健康管理
本研究は，病院管理課が集計した情報および東京都が集

計した情報だけを用いた研究であるため，人を対象とする
生命科学・医学研究に関する倫理指針の対象外である。

結　 果

1 ．�病院データ
1 ）外来患者数の年次推移
外来患者数は2019年度が195,261人，2020年度が162,442

人，2021年度が178,810人，2022年度が185,934人，2023年
度が192,619人であり，2020年度が最も少なかった（図 1 ）。

2 ）外来患者数の月別推移
月別の外来患者数は，2020年 4 月～ 8 月について，他の

 

 

図 2 外来患者数の月別推移 
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図 2 　外来患者数の月別推移
外来患者数の月別推移を示す。
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図 3 　外来初診患者数の年次推移
外来初診患者数の年次推移を示す。
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調査年の同期間と比較して減少がみられた。とくに2020年
4 月～ 6 月の患者数は2019年の同月と比較して大幅な減少
がみられた。 5 月が最も少なく 6 月以降増加傾向となり，
8 月には他の調査年と同様な水準となっていた（図 8 ）。

9 ）入院手術件数の年次推移
入院手術件数は2019年度が476件，2020年度が317件，

2021年度が386件，2022年度が385件，2023年度が464件で
あり，2020年度が最も少なかった（図 9 ）。

10）入院手術件数の月別推移
月別の入院手術件数は，2020年 4 月～ 6 月について，他

の調査年同期間と比較して減少がみられた。とくに2020年
4 月～ 6 月の患者数は 5 月を最低として2019年の同月と比
較して大幅な減少がみられた。 6 月から増加傾向となり 7
月に他の調査年と同程度にまで回復していた（図10）。

2 ．パブリックデータ
1 ）東京都内での COVID-19罹患者数の月別推移
東京都内での COVID-19罹患者数は，2020年は 4 月が

2,219人， 5 月が300人， 6 月が1,065人， 7 月が5,152人， 8 月
が4,310人， 9 月が2,869人，10月が3,302人，11月が6,743人，
12月が14,228人，2021年は 1 月が24,274人， 2 月が5,971人，
3 月が6,703人， 4 月が14,003人， 5 月が13,879人， 6 月が
9,287人， 7 月が39,896人， 8 月が92,710人， 9 月が15,557人，
10月が1,036人，11月が375人，12月が1,070人，2022年は 1
月が229,663人， 2 月が325,784人， 3 月が210,380人， 4 月
が188,021人， 5 月が101,664人， 6 月が58,556人， 7 月が
567,728人， 8 月が757,621人， 9 月が244,023人，10月が
100,143人，11月が257,031人，12月が462,603人，2023年は
1 月が279,887人，2 月が47,190人，3 月が23,072人であっ
た（図11-13）。

3 ．当院における対応
1 ）日本大学歯学部における COVID-19ワクチン接種
日本大学歯学部において COVID-19に対するワクチン接

種は，まず医療従事者先行接種として2021年 4 月28日～ 5
月10日， 5 月19日～31日および 6 月14日～15日の期間で実
施された。ついで，歯学部教職員およびその同居家族，歯
学部学生・大学院生を対象として2021年 8 月30日～31日，
9 月 3 日， 9 月24日，2022年 2 月 7 日～10日， 2 月22日～
3 月 4 日， 4 月19日～20日， 4 月22日， 5 月13日， 5 月19
～20日， 5 月24日， 6 月17日， 8 月16日， 8 月23日， 8 月
29日～30日の期間で実施された。

2 ）緊急事態宣言後の当院の対応
緊急を要しない外来患者の診療は延期し，不急の観血的

処置，入院手術も延期とした。また，使用出来る診療ユ
ニット数の制限を設け，可能な限りエアロゾルの発生する
エアタービンや超音波スケーラーに使用は避けて業務を実

 

 

図 4 外来初診患者数の月別推移 

外来初診患者数の月別推移を示す。 
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図 4 　外来初診患者数の月別推移
外来初診患者数の月別推移を示す。

図 5 　口腔外科外来患者数の年次推移
口腔外科外来患者数の年次推移を示す。
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施した。診療時間については初診受付時間を短縮し，始業
時と終業時に感染予防対策の時間を設定した。

3 ）受診患者に対する検温
当院では AI 体温検知システム（DG-T104S，ダイワ通

信，金沢）を病院エントランスに設置し，受診患者全員に
対して入館前検温を実施した。このシステムはカメラに顔
をかざすと体温を自動測定ができ，体温と合わせて，マス
クの着用も自動で検知する。入館時のチェックにおいて体
温37.5℃以上の場合には，当院での治療を行う前に発熱外
来などを受診するように促した。

4 ）受付・待合スペースでの対応
受付にはビニールシートを設置し，飛沫感染の対策を行

い，このビニールシートは毎日清拭消毒して使用した。待
合スペースでは， 1 席おきに着席するまたは椅子の間隔を
空ける様にして座席数を限定して運用した。

5 ）標準予防策

手指消毒はすべての医療行為の基本となるため，全教職
員に対し徹底した標準予防策に関する指導を行った。個人
用防護（personal protective equipment : PPE）は日本大
学歯学部院内感染対策マニュアルに従い，手袋，ビニール
エプロン，マスク，ゴーグル・フェイスシールドを使用す
ることとした 6 ）。マスクは N95マスクが推奨されている
が，医療逼迫の状況下では歯科専門病院である当院での入
手が困難であったため，サージカルマスクを使用した。眼
の防護にはゴーグルあるいはフェイスシールドを使用する
ように規定した。診療器具の滅菌は，新型コロナウイルス
については特別な対策は行わず，従前通りの中央管理によ
る中央滅菌室で滅菌・消毒を行った。

6 ）外来手術
外来で観血的処置を行う場合は，飛沫感染予防の目的で

個室を使用し，口腔外バキュームを使用した。口腔外バ
キュームの使用は，観血的処置のみならずエアロゾルが発
生する処置に用いることを推奨した。PPE に加えて，処
置の内容によっては長袖のアイソレーションガウンを使用
し，術前後に十分な手指および前腕部の手洗い・消毒を
行った。

7 ）入院手術症例
2020年 4 月 7 日〜 6 月30日まで，入院手術は緊急を要す

る症例に限定して実施した。また，2020年 6 月 1 日～2023
年 3 月17日の期間で，入院手術患者に対し全例入院前検査
として PCR 検査を行った。また，同期間で入院する患者
には術前 2 週間の自宅待機要請と毎日の検温と健康状態を
チェックする健康観察日記の記載を依頼して，感染を疑う
症状がある場合や PCR 検査陽性の場合には手術を延期し
た。

8 ）ICT による院内ラウンド
従来より，院内感染予防対策委員会内にある ICT が，

院内ラウンドを毎月 1 度のペースで行っている。緊急事態

図 4 　外来初診患者数の月別推移
外来初診患者数の月別推移を示す。

図 6 　口腔外科外来患者数の月別推移
口腔外科外来患者数の月別推移を示す。
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図 7 　入院患者数の年次推移
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宣言発出から2020年 6 月中旬までは，PPE および手指消
毒に特化した毎週 1 度のペースでの院内ラウンドを実施し
た。

9 ）勤務者の人数制限
2020年 4 月 7 日に政府から発出された緊急事態宣言を受

けて，同年 5 月 6 日までは不要不急の出勤を回避する目的
で在宅勤務体制を整え，延期不能な診療以外は休診とし
た。同年 5 月 7 日～ 6 月 6 日まで，部署ごとに約半数に出
勤人数を限定し，外来ユニットの使用を可動率50％程度に
限定した業務を遂行した。ついで，同年 6 月 8 日～ 6 月20
日では，外来ユニットの使用を稼働率67％程度に限定した
業務とした。同年 6 月22日以降はユニット稼働率の制限を
解除して診療を実施した。また土曜日初診の受け入れは緊
急事態宣言発出直後から2021年10月30日まで停止とした。

10）勤務者の健康管理

当院に勤務する教職員は，2020年 4 月 7 日～2022年 3 月
31日の期間で，各人ごとにメディカルチェック記録簿の作
成を行うこととした。その内容は，毎朝，自宅で検温を行
い，記録簿に健康状態（咳，倦怠感など）と合わせて記載
することとした。37.5℃以上の発熱がある場合は，出勤せ
ず自宅待機することとし，発熱や咳などの症状があった場
合は，発熱外来などを受診するようにした。

考　 察

COVID-19の流行は本邦において，いわゆる第 1 波とい
われた2020年 3 月〜 5 月にかけての期間をはじめとして，
2023年 1 月までに周期的な 8 つの大きな流行期（第 1 波～
第 8 波）が生じた。本感染症の拡大は政府から発出された
4 度の緊急事態宣言を契機に，国民の社会生活に大きな影
響を及ぼし，不要不急の外出自粛，イベント開催の自粛，
テレワークの推進などが生じ，個人行動や医療機関の業務
に大きな変化をもたらした 3 ）。

今回の調査において年次推移について観察すると，外来
患者数，外来初診患者数，口腔外科外来患数，入院患者
数，入院手術件数の全てで，2020年度が最も少ない傾向が
みられた。その詳細を把握するために，月別推移について
観察すると，外来患者数は， 1 回目の緊急事態宣言発出時
である2020年 4 月が最も少なく，以後増加して 7 月以降は
ほぼ他の調査年と同数まで回復していた。外来初診患者数
も同様に 4 月の減少が最も大きく， 5 月は大きく変化せず
に 6 月で他の調査年と同様な状態にまで急激に回復してい
た。口腔外科外来患者数，入院患者数，入院手術件数では
3 項目とも 4 月より 5 月の減少が大きく， 6 月からは回復
傾向を示し， 8 月には2019年と同水準となっていた。歯科
病院全体で見ると， 4 月に緊急事態宣言発出による外出制
限およびユニットの使用制限などが影響して受診患者数が

 

 

図 8 入院患者数の月別推移 

入院患者数の月別推移を示す。 
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図 8 　入院患者数の月別推移
入院患者数の月別推移を示す。

図 9 　入院手術件数の年次推移
入院手術件数の年次推移を示す。
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かったものと考えられる。この 3 項目の回復については，
歯科病院と同様に緊急事態宣言終了後の 6 月から回復して
くるが，感染予防対策での手術件数制限や入院前自宅待機
の影響が残り 6 月以降も回復に時間がかかったものと考え
られる。

当院における，2020年 4 月および 5 月の外来患者数の減
少は，緊急事態宣言発出に伴う外出制限およびユニットの
使用制限に起因するものと考えられたが， 2 回目以降の緊
急事態宣言発出においてはユニットの使用制限などは行わ
なかったため， 1 回目のような明確な変化は患者数など調
査項目において認められなかった。これは緊急事態宣言に
対して各自が対応に慣れてきて，大きな変化を生活に与え
ることなく宣言下での生活の維持が出来るようなった可能
性が考えられる。また，市中感染者の増減が受診患者数な
どに与える影響は認められなかった。川田ら 4 ）は，他県
の歯学部附属病院において，2020年 4 月と 5 月の病院初診
患者数は2018年および2019年の同期間と比較して減少して

減少したと考えられるが，口腔外科外来および入院手術に
ついては，外出制限の影響に加え感染予防対策としての手
術件数制限や入院前自宅待機による影響が 5 月まで大き

図10　入院手術件数の月別推移
入院手術件数の月別推移を示す。

図11　2020年度東京都内での COVID-19罹患者数の月別推移
2020年度の月別推移を示す。5 月が最小で300人， 1 月が最大で
27,274人であった。

図13　2022年度東京都内での COVID-19罹患者数の月別推移
2022年度の月別推移を示す。3 月が最小で23,072人， 8 月が最大で
757,621人であった。

図12　2021年度東京都内での COVID-19罹患者数の月別推移
2021年度の月別推移を示す。11月が最小で375人，2月が最大で
325,784人であった。
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いたと報告しており，当院の動向と同傾向であった。さら
に今回の年次変化において，入院患者数・入院手術件数の
推移は2019年度と2023年度がほぼ同数という集計結果で
あった。これは，2023年 5 月 8 日に COVID-19の感染症法
上の位置づけが，新型インフルエンザ等感染症（ 2 類相
当）から 5 類感染症へと変更になったことを契機に，患者
数の回復が得られたものと推察される。今回の調査から歯
科専門病院においては，緊急事態宣言などにより外出制限
などが出されると，その期間患者数などの減少がみられる
が，外出制限などが解除されると 2 ヶ月程度の比較的短期
間に患者数が回復してきていた。このことから，呼吸器感
染症である COVID-19においては，歯科専門病院に対する
患者数の減少などの影響は長期に及ぶものではないと考え
られた。

緊急事態宣言発出後，当院では感染拡大を防止する目的
で，初診受付は土曜日を除いた曜日で時間を短縮して受け
入れを行った。いっぽうで予約診療については，2020年 6
月20日までは緊急を要する症例に限定して診療を実施し，
6 月21日以降は感染対策に留意しつつ通常通りの診療を継
続した。東京都の月別 COVID-19罹患者数は 2 回目の緊急
事態宣言発出前後である，2020年12月～2021年 3 月の期間
で急増したが，当院の外来受診総患者数は同期間で2019年
度の患者数と比較して減少することはなかった。受診患者
に対する入口での検温や，待合スペースでのいわゆる 3 密

（換気の悪い密閉空間，多数が集まる密集場所，間近で会
話や発声をする密接場面）を回避するための方策などが奏
功し，大規模な院内感染を惹起することなく，専門医療機
関としての責務を果たせたものと考えられる。また，初回
の緊急事態宣言発出中でも，外来診療は次の様に規模を変
更して継続した。まず，2020年 5 月 6 日までは不要不急の
出勤を回避するために在宅勤務体制を整え，延期不能な診
療以外は休診とし，その後部署ごとに出勤人数を約半数に
するなど限定し，外来ユニットの使用も 6 月21日まではユ
ニット制限して診療を実施した。このことにより外来での
院内感染を防ぐとともに，各部署の機能が維持できたと考
えられる。入院手術についても，2020年 4 月 7 日から2020
年 6 月30日まで，入院手術は緊急を要する症例に限定して
実施し， 7 月 1 日以降は緊急症例に限定せず手術を実施し
た。PCR 検査と患者自身の健康状態チェックにより，病
棟内での COVID-19の院内感染を防ぎ安全な病棟運営を行
うことができたと考えられる。

東京都内でのコロナワクチン接種は，2021年 4 月21日に
まず高齢者を対象として開始となった。以後，同年 5 月24
日に対象者が拡大された。2021年 9 月13日に，人口の50%
が 2 回目接種を完了したと報告されている。当院では，一
般接種に先駆けて，病院勤務医療従事者先行接種を日本大
学病院との連携のもと，2021年 4 月28日～ 5 月10日， 5 月
19日～31日および 6 月14日～15日の期間で実施し，この期

間で医療従事者は 2 回の接種を完了することができた。ワ
クチン接種と並行して，勤務者には各人ごとに毎朝，自宅
で検温を行うことを指導し，健康状態（咳，倦怠感など）
と合わせてそれを記載するメディカルチェック記録簿の作
成を励行した。その結果，医療従事者間でのクラスター発
生を回避することができた。兼古ら 7 ）は新興感染症と遭
遇した際，院内感染を防止する方策として重要なのは医療
従事者が全身ならびに手指の健康を保持することであると
報告しており，当院のメディカルチェック記録簿作成が有
用であったことを示唆している。また，土方ら 8 ）は，医
療従事者の90% が2021年 6 月末には 2 回接種を完了し第
5 波発生時の重症例や死亡例の抑制につながったと報告し
ており，当院の方策はこれに寄与できたものと考えられ
る。さらに，安原ら 9 ）は，COVID-19感染流行下での診療
活動の制限に影響を与えた因子として，人的資源不足によ
る医療機器の稼働状況制限を重要な要素として報告してい
る。当院では院内クラスター発生を回避することができた
ため，人的資源不足に陥ることなく感染症流行下でも病院
機能を保持することができたものと考えられた。

人的資源不足を回避するための方略として，出勤する医
療従事者を制限して各部署がそれぞれ機能不全になること
を避けるとともに，各個人による健康管理の他に，医療機
関では診療室内などでの感染対策に留意する必要がある。
当院では，診療前後での手指消毒の徹底，標準予防策に
則った PPE の着用，エアロゾル飛散に配慮した口腔外吸
引装置ならびに個室診療室の利用を中心とした方策に則
り，診療体制を構築した。兼古ら 7 ）は COVID-19流行下の
歯科口腔外科診療において，エアロゾルへの対応が必須で
あると述べている。また加藤10）は，COVID-19対策として，
浮遊するエアロゾルの密度を下げること，曝露する時間と
量を軽減することの重要性を述べている。公益社団法人日
本口腔外科学会は，処置中の口腔内吸引に加えて口腔外吸
引装置を併用することで，術野，術者，介助者の飛沫汚染
が減少されると述べている11）。これらの報告は当院で行っ
た感染対策が有効であったことを示唆している。

今回の調査から，呼吸器感染症である COVID-19の場合
には，歯科専門病院における影響は外出制限などによる期
間が限定されたものであり，減少した患者数の回復も早期
にみられた。医療業務の維持においては，日常的な感染予
防対策に加え，勤務体制変更，各自の健康管理およびワク
チン集団接種により人的資源不足を回避できたことが，
COVID-19流行下でも歯科病院の機能を保全できた最も大
きな要因であると考えられる。

結　 論

本調査研究では，COVID-19パンデミック前後の2019年
4 月〜2024年 3 月までの 5 年間に当院を受診した患者の動
向ならびに当院での診療体制に起こった変容を調査し，以
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下の結論を得た。
1 ．�外来受診患者数の減少は外出制限およびユニット使用

制限の影響による 2 ヶ月程度の短期間で限定的なもの
であった。

2 ．�入院患者数の回復は，感染予防対策の影響により，外
来患者数に比べ時間を要した。

3 ．�日常的な感染予防対策に加え，勤務体制変更，各自の
健康管理およびワクチン集団接種により人的資源不足
を回避できたと考えられる。

4 ．�感染予防対策による人的資源の確保が病院機能の保全
には重要であると考えられる。
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接着性舌側リテーナーのワイヤーと接着材に及ぼす大気圧窒素プラズマ処理の影響
高　田　麻　希1，　栗　栖　有　希2，　鶴　見　春　乃2，　稲　葉　瑞　樹1,3，

内　田　靖　紀1,3，　納　村　泰　弘1,3

1 日本大学歯学部歯科矯正学講座
2 日本大学大学院歯学研究科歯学専攻口腔構造機能学分野

3 日本大学歯学部総合歯学研究所臨床研究部門

　要旨
　【目的】大気圧プラズマは，様々な接合場面で接着力向上に貢献しているが，フレキシブルでらせんの形状を持つ接
着性リテーナーのワイヤーとコンポジットレジン接着材との接着性が向上するかは不明である。そこで本研究の目的
は，大気圧プラズマ処理の有無による接着性舌側リテーナーのワイヤーと接着材との脱離力を調べ，接着性舌側リ
テーナーの保持について大気圧プラズマ処理の影響を検討することである。
　【方法】接着性リテーナーのワイヤーとして 6 本巻きマルチストランドステンレス鋼線と単線ステンレス鋼線を 2 種
類使用した。大気圧窒素プラズマ処理したワイヤー側面方向に対して保定用コンポジットレジン接着材を接着する試
料とワイヤーを垂直にコンポジットレジン接着材に埋め込む試料を作製した。引張試験にて脱離力を測定し，大気圧
プラズマ未処理群と比較した。また，垂直にワイヤー植立した試料について，走査電子顕微鏡（SEM）にてワイヤー
横断面のコンポジットレジン接合部を観察し検討を行った。
　【結果】マルチストランドワイヤーでは，垂直方向の脱離力はプラズマ照射によって1.3倍有意に増加した。単線ワイ
ヤーは，脱離力がプラズマ照射によって2.5倍有意に増加した。ワイヤー側面方向での脱離力は，マルチストランドワ
イヤーにおいて有意な増加はみられなかったが，単線ワイヤーについてはプラズマ照射によって1.5倍有意に増加した。
　SEM 像では，マルチストランドワイヤーの表面においてコンポジットレジン接着材との接合の解離がみられたが，
プラズマ照射では密着して見られた。
　【結論】大気圧プラズマ処理によって接着性リテーナーのワイヤーとコンポジットレジン接着材の接着保持性は向上
することが示唆された。
　キーワード：大気圧プラズマ，接着性舌側リテーナー，歯科矯正，接着，引張試験

Effect of atmospheric pressure nitrogen plasma on wires and adhesive in bonded 
lingual retainers

Maki Takata1, Yuuki Kurisu2, Haruno Tsurumi2
Mizuki Inaba1,3, Yasuki Uchida1,3, Yasuhiro Namura1,3

1 Department of Orthodontics, Nihon University School of Dentistry
2 Major in Oral Structural and Functional Biology, Nihon University Graduate School of Dentistry

3 Division of Clinical Research, Dental Research Center, Nihon University School of Dentistry

　Abstract
　【Purpose】Atmospheric pressure plasma contributes to improving adhesive strengths in bonding situations, but 
it is unclear whether it improves the adhesive strength of multistrand retainer wires that are flexible and spiral-
shaped. Therefore, the purpose of this study was to investigate the removal force between the wire and adhesive of 
bonded lingual retainers with the plasma treatment, and to examine the effect of the plasma treatment on the 
retention of the bonded retainers.
　【Methods】Two types of bonded retainer wires were used: a six-stranded stainless steel wire and a solid stainless 
steel wire. Specimens in which a composite resin adhesive for retainers was bonded to the side of the wire treated 
with atmospheric pressure nitrogen plasma and a plasma-treated wire embedded vertically in the composite resin 
adhesive were prepared. Removal forces were measured by tensile test and compared with the group without the 
plasma treatment. In addition, the cross-section of the wire touching the adhesive was observed using a scanning 
electron microscope (SEM) for samples with the wire embedded vertically.
　【Results】For the multistrand wires, the removal force in the vertical direction with plasma treatment was 
significantly greater by 1.3 times than that without plasma treatment. For solid wires, the removal force was 
significantly greater than that without plasma treatment by 2.5 times with plasma treatment. No significant increase 
in removal force in the lateral direction of the wire was observed for multi-strand wires, but plasma treatment was 
significantly greater force by 1.5 times for the solid wires.
SEM images showed dissociation of the bond with the composite resin adhesive on the surface of the multi-strand 
wire, but plasma treatment observed to obtain close adhesion.
　【Conclusion】These findings suggest that atmospheric pressure plasma treatment improves the adhesive 
retention between the wire of bonded retainers and the composite resin adhesive.
　Keywords: atmospheric pressure plasma, bonded lingual retainer, orthodontics, adhesion, tensile testing
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緒　 言

矯正歯科治療終了後には，治療によって整列した歯列を
保つため保定が行われる。保定には，主に可撤式保定装置

（リテーナー）が用いられる。しかし，可撤式リテーナー
は，患者の協力が大きく影響することから，舌側歯面にワ
イヤーを接着固定するリテーナーが用いられるようになっ
てきた。いっぽうで，接着性舌側リテーナーは脱離のリス
クがあり，脱離が生じた場合には歯の後戻りが生じるた
め，再治療が必要となる。Arqub ら1）は，対象患者の
42.9% が脱離の経験があると報告している。

接着性舌側リテーナーの脱離に関して，ワイヤーの種類
や接着面積が関連する2）との報告があり，様々な脱離防止
に関する研究が，行われている報告がされている3, 4）。ま
た，保定期間の初期においては接着部での脱離が多くみら
れ，これは歯質とコンポジットレジン接着材間だけでな
く，ワイヤーと接コンポジットレジン接着材間でも起こる
ため，歯列の後戻りに耐えられる強力な接着力は，歯質表
面だけでなくワイヤー表面にも必要となる。

大気圧プラズマは，様々な接合場面において接着力の向
上に寄与している5, 6）。しかし，これまでの研究の多くは，
歯面と接着材との結合力や，接着材とジルコニア内面との
結合力に焦点があてられており7-10），フレキシブルでらせ
んの形状を持つワイヤーとの接着性が向上するかどうかに
ついては明らかになっていない。そこで本研究は，大気圧
プラズマ処理の有無によって，接着性舌側リテーナーのワ
イヤーと接着材との脱離力を調べ，大気圧プラズマ処理が
接着性舌側リテーナーの保持に及ぼす影響を検討すること
を目的とした。

材料および方法

1 ．材料
接着性リテーナーのワイヤーについて，形状が 6 本巻き

マルチストランドステンレス鋼線（レスポンドワイヤー，
Ormco，Brea，CA, USA；直径0.017インチ）（マルチスト
ランドワイヤー）と単線ステンレス鋼線（ステンレススト
レートワイヤー，トミーインターナショナル，東京；直径
0.018インチ）（単線ワイヤー）を使用した。

2 ．試料作製
接着性を評価するため，ワイヤー側面方向に対して保定

用 コ ン ポ ジ ッ ト レ ジ ン 接 着 材（Transbond LR, 3M 
Unitek，Monrovia，CA，USA）を接着する試料とワイ
ヤーを垂直にコンポジットレジン接着材に埋め込む試料を
作製した。すなわち，ワイヤー側面では，直径4 mm 高さ
3 mm のポリプロピレン製円柱モールドの下端をワイヤー
の側面にのせ，ワイヤーと反対のモールド上端からコンポ
ジットレジンを充填し，モールドが被さっているワイヤー

両端から接合面に向かって各20秒間，光照射器にて光照射
し重合硬化させ試料とした。いっぽう，垂直方向では，直
径4 mm 高さ3 mm のポリプロピレン製円柱モールド中央
にワイヤー末端から2 mm 植立し，植立部に向かって左右
方向より各20秒間，光照射し重合硬化させ試料とした。プ
ラズマ照射をする場合は，ワイヤーのコンポジットレジン
接着部分に大気圧プラズマ発生装置（Damage-Free Multi-
Gas Plasma Jet，Plasma Factory，横浜）を用いて10秒間
窒素プラズマ処理を行い，同様に試料作製した。試料は，
24時間37℃蒸留水中に試験まで保管された。

3 ．�試験
それぞれの試料ついて引張試験を行った。引張試験は，

万 能 試 験 機（Type 5567，Instron，Norwood，MA，
USA）を使用しクロスヘッドの治具からワイヤーを結び，
接着材は固定された治具スリットに挟み込むように固定し
た（図 1 ）。ワイヤー側面にコンポジットレジン接着材を
接着した試料は，円柱モールド両端のワイヤーを上方に垂
直に曲げクロスヘッドの治具と結び，同様に固定した。そ
して，被着接着材面に対して垂直方向にクロスヘッドス
ピード1.0 mm/min で牽引し，ワイヤー脱離までの最大力
を測定し脱離力とした。試料は各群10個測定された。

4 ．�走査電子顕微鏡（SEM）観察
ワイヤーとコンポジットレジン間の空間を確認するた

め，コンポジットレジンに垂直にワイヤーを2 mm 埋めて
植立した試料について，アクリル樹脂にて包埋し，植立部
を平坦に研削後，イオンコーター（Quick Coater Type 
SC 201，サンユー電子，東京）で金蒸着を実施した。
SEM（ERA-8800FE，エリオニクス，東京）を用いて，加
速電圧10 kV，拡大倍率200倍，1,000倍の条件下で，試料

図 1 　引張試験の固定部　
コンポジットレジンに植立されたワイヤーをスリット部に差し込み
上方に引張力を加えた。
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のワイヤー横断面のコンポジットレジン接合部を観察し
た。

5 ．統計分析
本研究のサンプルサイズは，統計解析ソフト（G*Power 

Version 3. 1. 9. 6，Kiel University，Kiel，Germany） を
用いて同様の実験系の脱離力を計測した研究文献11）を参
考にして検出力95% で求めた。その結果，サンプルサイ
ズはグループ毎で 6 が得られ，それ以上のサンプルサイズ
で10とした。すべての分析は統計解析ソフト（EZR on R 
Commander，自治医科大学，埼玉）を用いて行った。
Kolmogorov-Smirnov 検定で正規性が認められ，Bartlett
検定で等分散性が認められたため，Tukey’s HSD にて各
群間の多重比較を行った。検定は有意水準 5% で判定し
た。

成　　績

1 ．ワイヤーの脱離力
ワイヤーの垂直方向の引き抜き脱離力を表 1 に示す。マ

ルチストランドワイヤーは，51.4 N であった脱離力が，プ
ラズマ照射によって68.4 N と1.3倍有意に増加した。単線
ワイヤーは，23.1 N の脱離力がプラズマ照射によって58.5 
N に2.5倍有意に増加した。また，プラズマ非照射のマル
チストランドワイヤーはプラズマ非照射の単線ワイヤーと
比べて脱離力が有意に大きく，プラズマ照射すると両ワイ
ヤーの脱離力に有意な差はみられなかった。ワイヤー側面
方向での脱離力は，マルチストランドワイヤーにおいて
12.8 N の脱離力であったがプラズマ照射によって13.4 N
であり有意な増加はみられなかった。いっぽう単線ワイ
ヤーについては12.6 N の脱離力がプラズマ照射によって
19.7 N と1.5倍有意に増加した。また，プラズマ非照射の
マルチストランドワイヤーはプラズマ非照射の単線ワイ

ヤーと比べて有意な差はなかったが，プラズマ照射した単
線ワイヤーはプラズマ照射したマルチストランドワイヤー
より1.5倍有意に増加した（表 2 ）。

2 ．SEM 画像での比較
コンポジットレジン接着材に垂直に包埋された各ワイ

ヤーの横断面 SEM 画像を図 2 および 3 に示す。マルチス
トランドワイヤーの表面やツイストされたワイヤー内側に
おいて，コンポジットレジンとの接合の乖離や空洞が所々
みられた。そして，プラズマ照射群ではワイヤー周囲とコ
ンポジットレジン接着材の間に空間がないことが観察され
た。単線ワイヤーについては，プラズマ照射およびコント
ロール群においてコンポジットレジン接着材とワイヤーと
の接合が乖離している部分は観察できず，全体的にワイ
ヤー周囲とコンポジットレジン接着材の間には空間がない
ことが観察された。

考　 察

近年，ジルコニアクラウンやセラミッククラウン内面に
プラズマ照射することで接着材との接合強度が向上すると
いう報告がある8-10, 12）。これは，プラズマ照射により表面
改質が行われ，表面ぬれ性が向上するためであると考えら
れている13）。そこで本研究では，接着性舌側リテーナーで
用いられるワイヤーにおいても，プラズマ照射によるコン
ポジットレジン接着材との接合力が向上するかどうか検討
した。具体的には，臨床でワイヤーが脱離する時に想定さ
れる，ワイヤーに対して水平側方向にかかる脱離力と純粋
な引き抜く方向の垂直側方向にかかる脱離力ついて計測を
行った。その結果，プラズマ照射を行うことで，ワイヤー
と接着材との保持力，とくに垂直方向の力に対する保持力
が向上することが明らかになった。いっぽう，水平側方向
の脱離力については弾性の低い単線ワイヤーで保持力が向
上された。したがって，臨床上接着されているワイヤーは
弾性の低いワイヤーの方がプラズマ処理の効果は高いのか
もしれない。

Bearn ら11）は，垂直的なワイヤーの引き抜き試験で，
0.0175インチの 2 種類のスリーストランドタイプワイヤー
を用いて，63.4 N と72.2 N の脱離力をそれぞれ報告して
いる。いっぽう，本研究におけるプラズマ非照射のマルチ
ストランドワイヤーでは，52.44 N と Bearn ら11）の研究と
比較してやや低い値を示した。しかし，同時に Bearn 
ら11）の研究では同一のワイヤーを用いて各接着材での水
平方向の引張脱離力も測定しており，今回我々が用いた接
着材と同じ接着材を使用した場合には13.8 N と報告した。
本研究では，12.8N とほぼ同等の結果が得られており，接
着材の違いが脱離力に影響することが再確認された。

プラズマ処理により，金属表面の接触角は大幅に低下
し，表面ぬれ性が向上することが報告されている14-16）。ま

表 1 　垂直方向の引き抜き脱離力（N）

平均（標準偏差） Sig*

マルチストランドワイヤー　プラズマ照射 68.4（7.3） A

マルチストランドワイヤー　プラズマ非照射 51.4（5.3） B

単線ワイヤー　プラズマ照射 58.5（16.1） AB

単線ワイヤー　プラズマ非照射 23.1（7.8） C

＊異なる文字間では有意差（p<0.05）があることを示す

表 2 　側面方向の引張脱離力（N）

平均（標準偏差） Sig*

マルチストランドワイヤー　プラズマ照射 13.4（2.3） B

マルチストランドワイヤー　プラズマ非照射 12.8（5.7） B

単線ワイヤー　プラズマ照射 19.7（4.3） A

単線ワイヤー　プラズマ非照射 12.6（4.2） B

＊異なる文字間では有意差（p<0.05）があることを示す



日大歯学

81

第 99 巻第 2 号

討する必要があると考えられる。

結　 論

本研究では，保定装置として用いられる接着性リテー
ナーについて，大気圧プラズマ処理がワイヤーとコンポ
ジットレジン接着材との保持力の増加に効果があるかを検
討し，以下の結論を得た。
1 ．�大気圧プラズマ処理により，ワイヤーの種類にかかわ

らずワイヤーとコンポジットレジン接着材間の垂直引
き抜き方向における保持力が有意に増加した。

2 ．�ワイヤーの側面方向における引張脱離力については，
ワイヤーの種類によって大気圧プラズマ処理の効果に
差が認められた。

3 ．�マルチストランドワイヤーとコンポジットレジン接着
材の接合部を比較した結果，プラズマ処理によって密

た，プラズマガスのイオン化により，ジルコニア表面では
酸素量の増加と炭素量の減少が生じるとの報告がある17）。
本研究の SEM 画像からも，プラズマ処理したストランド
ワイヤーの方がコンポジットレジン接着材との間に空間が
なく密着した部分が多いことが確認された。これらの結果
は，プラズマ処理によってワイヤー表面の有機汚染物の除
去が行われ，接着材のぬれ性が向上した結果によるものと
考えられる。

本研究では，マルチストランドワイヤーでの水平方向の
脱離力に対して，プラズマ照射の効果は検出されなかっ
た。マルチストランドワイヤーは単線ワイヤーに比べ柔軟
性が高く変形しやすいため，引張脱離力に加えてワイヤー
両端から上方へ引っ張られ剥離するような力も加わったこ
とにより，プラズマ処理の効果が明確に検出されなかった
原因と推測される。そのため，今後は試験方法の影響も検

図 2 　�コンポジットレジン接着材に埋め込まれたマルチストランド
ワイヤーの横断像

A）プラズマ処理したワイヤーの200倍と1,000倍拡大像，B）プラズ
マ未処理のワイヤーの200倍と1,000倍拡大像。コンポジットレジンと
ワイヤーの境界で間隙が観察される。（C：コンポジットレジン，
W：ワイヤー）矢印は乖離した境界部を示す。

図 3 　�コンポジットレジン接着材に埋め込まれた単線ワイヤーの横
断像

A）プラズマ処理したワイヤーの200倍と1,000倍拡大像，B）プラズ
マ未処理のワイヤーの200倍と1,000倍拡大像。コンポジットレジンと
ワイヤーの境界で間隙は観察されなかった。（C：コンポジットレジ
ン，W：ワイヤー）
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着性の向上が認められた。
以上の結果から，大気圧プラズマ処理は，接着性リテー

ナーにおけるワイヤーとコンポジットレジン接着材の接着
保持性を向上させることが示唆された。

本研究の一部は，令和 6 年度日本大学歯学部佐藤研究費
（SATO-2024-18）の助成を受けて行われた。

本研究に関して，開示すべき利益相反はない。
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拘束性ストレスと卵巣摘出による口腔内灼熱症候群モデルマウス作製の試み
米 本 真 実 子 1 , 2 　　坪 井 美 行 1 , 2 　　海 津 彰 弘 1 　　須 永 美 希 1 , 3 　　篠 田 雅 路 1 , 2

1 日本大学歯学部生理学講座
2 日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野

3 日本歯科大学附属病院　総合診療科 2

　要旨
　【目的】口腔内灼熱症候群（BMS）は舌に器質的な異常がないにもかかわらず，舌に異常疼痛が生じる疾患である。
現在，適切な BMS モデル動物が存在せず，BMS の病態解明が進んでいないのが現状である。本研究では，BMS 発
症に関連があると考えられる女性ホルモン異常とストレス負荷による BMS モデルマウス作製の可能性を検討するこ
とを目的とした。
　【方法】実験には ICR 系マウスを使用した。雄性マウスに対して 6 時間 / 日の体動制限を行う拘束ストレス負荷

（RS 群）または 6 時間 / 日の食餌飲水制限（nFnW 群）を21日間行った。RS 負荷および食餌飲水制限のない群を
Free 群とした。雌性マウスに対して卵巣摘出（OVX）または偽手術（Sham）を施行した後，RS 負荷，nFnW 処置
または Free 処置を21日間行った。浅麻酔下で舌への機械刺激または温度刺激による頭部引っ込め反射が誘発された
最小の刺激強度を頭部逃避反射閾値（HWRT）とし，各処置開始前と開始後21日目に測定した。各処置開始前から開
始後21日目まで，体重は毎日測定した。各処置開始後21日目，血漿コルチコステロン濃度を測定した。
　【結果】雄性マウスおよび雌性マウスにおいて，21日間の RS 負荷は血漿コルチコステロン濃度を増加させ，舌への
機械刺激または熱刺激に対する HWRT および体重を低下させた。OVX を施した雌性マウスでは，Free 処置，nFnW
処置および RS 負荷群において舌の HWRT が低下した。雌性マウスにおいて，RS 負荷により生じる舌の HWRT 低
下は OVX の影響を受けなかった。
　【結論】雄性マウスおよび雌性マウスに対する RS 負荷および雌性マウスに対する OVX は舌に機械アロディニアお
よび熱痛覚過敏を惹起させたことから，BMS モデルとして有用であることが示唆された。
　キーワード：口腔内灼熱症候群，マウス，卵巣摘出，拘束ストレス

Experimental establishment of restraint stress and 
ovariectomy-induced mouse model for burning mouth syndrome

Mamiko Yonemoto 1 , 2 , Yoshiyuki Tsuboi 1 , 2 , Akihiro Kaizu 1 , 
Miki Sunaga 1 , 3 , Masamichi Shinoda 1 , 2

1 Department of Physiology, Nihon University School of Dentistry
2 Division of Oral structural and Functional Biology, Nihon University Graduate School of Dentistry

3 General Dentistry Department 2, Nippon Dental University Hospital

　Abstract
　【Purpose】Burning mouth syndrome (BMS) is a condition characterized by abnormal pain in the tongue despite 
the absence of any structural abnormalities. Currently, no appropriate animal model for BMS exists, which has 
hindered progress in understanding its pathophysiology. This study aimed to investigate the possibility of developing 
a BMS mouse model induced by hormonal imbalance and stress exposure, which are presumed to be potential 
factors associated with BMS onset.
　【Methods】Institute of cancer research mice were used in the study. Male mice were subjected to restraint 
stress (RS group, 6 hours/day) or restricted access to food and water（nFnW group, 6 hours/day）for 21 days. A 
control group（Free group) was not subjected to RS or nFnW conditions. Female mice underwent either 
ovariectomy (OVX) or sham surgery, followed by exposure to RS, nFnW, or Free conditions for 21 days. The head 
withdrawal reflex threshold（HWRT) was defined as the minimum intensity of mechanical or thermal stimulation 
applied to the tongue that elicited a head withdrawal response. HWRT measurements were conducted under light 
anesthesia prior to the initiation of treatment and again on day 21 following the commencement of treatment. Body 
weights were measured daily from before each treatment initiation until day 21. Plasma corticosterone 
concentration (PCC) was assessed on day 21 after each treatment initiation.
【Results】In both male and female mice, 21 days of RS led to an increase in PCC and a decrease in HWRT in 
response to mechanical and heat tongue stimulation, as well as a reduction in body weight. In OVX female mice, 
HWRTs were reduced in Free, nFnW, and RS groups. Furthermore, in female mice, the RS-induced reduction in 
HWRT was unaffected by OVX.
　【Conclusion】RS exposure in both male and female mice, as well as OVX in female mice, induced mechanical 
allodynia and heat hyperalgesia in the tongue, suggesting the potential utility of these models for studying BMS 
pathophysiology.
　Keywords: burning mouth syndrome, mouse, ovariectomy, restraint stress
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緒　 言

口腔内灼熱症候群（BMS）患者は舌に器質的な変化が
認められないのもかかわらず， 1 日に 2 時間以上， 3 カ月
以上続く舌痛またはピリピリした不快な舌異常感覚を訴え1 ），
食事の際に香辛料や熱いものが痛いと感じることが知られ
ている 2 ）。BMS は全人口の0.7- 3% に発症するとされてお
り，患者の男女比は 1：8 - 1：10で，特に更年期の女性に
多く発症する 3 - 7 ）。また，過去の強い心理的ストレスは
BMS の発症率を増加させる 1 ）。したがって，BMS の発症
には閉経とストレスが深く関与すると考えられるが，その
発症機構に関しては不明な点が多い。

閉経はエストロゲンの分泌を減少させ，骨密度の低下を
惹き起こすことはよく知られている 8 ）。興味深いことに，
血漿または局所エストロゲンが痛覚感受性を調節している
ことが報告されている 9 -15）。例えば，卵巣摘出によるエス
トロゲンの枯渇は体性痛および内臓痛を惹き起こすが，そ
の体性痛および内臓痛はエストラジオール（E 2 ）投与に
よって抑制される16-19）。したがって，閉経によるエストロ
ゲンの分泌低下が BMS 発症の一因であることが示唆され
る。

ストレス反応は，恐怖や安全性に対する脅威を認識する
ことによって惹き起こされる。ストレス刺激によって交感
神経－副腎髄質系と視床下部－下垂体－副腎皮質（HPA）
系が活性化する。この活性化によって，血中のエピネフリ
ンやノルエピネフリンといったカテコールアミン濃度が上
昇し20），副腎皮質より糖質コルチコイド（主にコルチゾー
ル [ ヒト ] およびコルチコステロン［げっ歯類］）が分泌
される21）。コルチゾールは糖新生，抗炎症，免疫抑制，タ
ンパク質や脂肪の代謝など，生体維持に不可欠な作用をも
つ22-24）。一方，ストレスによってコルチゾール分泌が亢進
され，交感神経系を刺激することにより，自律神経失調
症，頭痛，不眠，過敏性腸症候群などが発症すると報告さ
れている22, 25, 26）。

舌神経の圧迫による舌神経損傷後の舌への機械刺激およ
び熱刺激による頭部逃避反射閾値（HWRT）低下の性差
には，上行性痛覚伝達系の興奮性を調節する免疫細胞の相
違が関与することが示唆されている27）。しかしながら，閉
経やストレスが誘因となって発症すると考えられている
BMS における舌痛発現機構の性差については，不明な点
が多い。その一因に閉経やストレスなどに起因した BMS
モデル動物が確立されていないことが挙げられる。これま
でにも BMS モデル動物の作製を試みた報告は存在する28）。
しかし，多くの研究では雄性個体のみを用いている29-31），
あるいは末梢神経損傷モデルを採用している点で32），
BMS の疫学的特徴，特に女性の発症率が高いことや末梢
神経損傷非依存性の疼痛様症状を十分に反映しているとは
言いがたい。

そこで本研究では，雄性および雌性マウスを用いて，雄
性および雌性マウスへの拘束によるストレス負荷33）およ
び雌性マウスへの卵巣摘出が舌の侵害受容の変調にどのよ
うな影響を及ぼしているかを解明し，BMS のモデル動物
を作製することを目的とした。

材料および方法

1 ．�実験動物
ICR 系マウス（雄性マウス : n = 22, 7-12週齢 ; 雌性マウ

ス : n = 48, 7-12週齢 , 日本エスエルシー, 浜松）を実験に用
いた。明（ 7 時 - 19時）/ 暗（19時 - 7 時）サイクルの環境
下で，自由に水・餌が摂取できる状態で飼育されたマウス
を使用した。雌性マウスにおいては，全身麻酔下（導入：
4%，維持：2.5% イソフルラン吸入，ヴィアトリス製薬，
東京）でインピーダンスチェッカー（MK-11，室町機械，
東京）のプローブを膣に挿入して測定したインピーダンス
により性周期を判断し，性周期に偏りがないように実験開
始時期を設定した。本研究は，日本大学歯学部動物実験委
員会による審査および学部長の承認を得て行われた（承認
日：2022年 5 月27日， 最 終 承 認 番 号：AP22DEN017-4）。
日本大学動物実験実施規定に従って実験を行い，被験動物
の苦痛軽減および使用動物数の低減に努めた。

2 ．�舌への機械刺激または熱刺激に対する HWRT の測定
マウスに十分な全身麻酔（導入：4%，維持：2%，イソ

フルラン吸入）を行った後，0.5% イソフルラン吸入を維
持 し た。 足 底 に 対 す る200 g 以 下 の Rodent pincher - 
Analgesia meter（BIOSEB, Vitrolles, France）によるピ
ンチ刺激で足ひっこめ反射が起こり，呼吸数が毎分180 ～ 
200回となる麻酔レベルに達したことを確認した後すぐに，
舌尖より 3 mm の左側舌部を Rodent pincher - Analgesia 
meter を用いて漸増機械刺激（0 - 110 g, 5 g/sec, cut off: 
110 g）または接触型温度刺激装置（刺激領域：6 × 6 mm, 
インタークロス，東京）を用いて漸増温度刺激（30 - 52 ℃, 
1 ℃ /sec, cut off: 52 ℃）した。舌への上記の機械刺激ま
たは温度刺激により頭部引っ込め反射が誘発された最小の
刺激強度を HWRT とした。それぞれのマウスに対して
HWRT を 2 回測定し，その平均値を各マウスの HWRT
とした。各刺激間隔は 3 分以上とした。

3 ．�拘束ストレス負荷
拘束ストレスとして，十分な全身麻酔（導入：4%，維

持：1%， イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 ） を 行 っ た 後 , Mouse 
DecapiCone（MDC-200; Braintree Scientific, Braintree, 
MA, USA）にマウスを入れて拘束した。イソフルラン吸
入を停止した後，1 日 6 時間（ 9 時 - 15時）拘束を維持した

（Restraint Stress 群，以下 RS 群とする）33）。RS 群では体動
だけではなく食餌および飲水が制限される。したがって，
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分析を用いて検定した。HWRT 値は，paired t-test を用
いて検定した。PCC の相対値は，正規性を持たなかった
ので，Kruskal-Wallis test を用いて検定を行った。 統計
学的解析には，SigmaPlot version 14.0（Systat Software, 
Palo Alto, CA, USA）を使用した。有意水準は α = 0.05
とした。

結　 果

1 ．�体重および PCC の変化
雄性マウスにおいて，nFnW 群および RS 群の体重は

Free 群と比較して減少した（図 2 Aa）。RS 群では RS 開
始後 4 日から13日間，Pre と比較して体重が減少した。
nFnW 群の体重増加量は Free 群と比較して有意に減少し
た（p < 0.01）。図 2 Ab に sham 手術された雌性マウスの，
図 2 Ac に OVX 手術されたマウスの体重増減を示す。
sham 手術後， RS 群の体重は Free 群や nFnW 群と比較し
て有意に減少した（p < 0.001）。sham 手術された RS 群で
は，RS 開始 2 日目から21日目まで Pre と比較して体重が
減 少 し た。OVX 手 術 さ れ た RS 群 の 体 重 は Free 群 や
nFnW 群と比較して有意に減少した（p < 0.001）。OVX
手術された RS 群では，RS 開始後21日目まで Pre と比較
して体重が減少した。さらに，OVX 手術した RS 群と
sham 手術した RS 群の体重減少に差はなかった。

雄性マウスでは，RS 群の PCC が Free 群や nFnW 群と
比較して高かった（図 2 Ba)。sham 手術された雌性マウ
スでは，RS 群の PCC が Free 群と比較して高かった（図
2 Bb）。OVX 手 術 さ れ た 雌 性 マ ウ ス で は，Free 群，
nFnW 群および RS 群間で PCC に差は見られなかった

（図 2 Bc）。

RS 群のコントロールとして 1 日 6 時間（ 9 時 - 15時）食
餌および飲水を制限する群を no-Food no-Water（nFnW）
群とした。また，自由に食餌および飲水が可能で，RS を
受けないマウスを Free 群とした。

4 ．�卵巣摘出
全身麻酔（導入：4%，維持：2%，イソフルラン吸入）

下にて，側腹部より腎臓の位置を確認後，腹臥位にして背
面に約 1 cm の皮膚切開を加え，筋層を剥離し，卵管を脂
肪組織とともに6-0絹糸で結紮した後，卵巣を両側とも卵
管部から完全に摘出した（Ovariectomy 群，以下 OVX 群
とする）。同様に全身麻酔下にて皮膚切開を加え筋層剥離
し，卵管の明示のみ施行して皮膚を縫合した群を Sham 群
とした。

5 ．�血漿コルチコステロン濃度の測定
RS，nFnW または Free 処置開始後21日目，全身麻酔

（導入：4%，維持：2%，イソフルラン吸入）下にて，ヘ
パ リ ン 付 き ヘ マ ト ク リ ッ ト 管（HIRSCHMANN, 
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt, 
Germany）を使用し，尾の根元から 3 分の 1 の部位を剃
刀（PERSONNA, Shelton, CT, USA）にて1-2 mm 程度切
開し，創出血を0.05 ml 採取した。採血した血液を 4 ℃で
3,000 rpm，30 分で遠心分離し，上清のコルチコステロン
濃 度 を AssayMax Corticosterone ELISA kit（AssayPro, 
St. Charles, MI, USA）を用いて定量した。Free 処置され
た雄性マウスから無作為に選んだ 1 頭の値を 1 として，血
漿 コ ル チ コ ス テ ロ ン 濃 度（Plasma corticosterone 
concentration：PCC）の相対値を解析した。

6 ．�実験タイムコース
1 ）雄性マウス
RS，nFnW または Free 処置開始前（Pre）に HWRT

および体重測定を行い，その翌日（Day 1）から各処置を
開始し，各処置開始後21日目（Day 21）に HWRT を測定
した（図 1 A)。体重は Pre から Day 21まで毎日測定した。

2）雌性マウス
RS，nFnW または Free 処置開始前（Pre）に HWRT

および体重を測定した後，OVX または sham 処置を行っ
た。OVX または sham 手術後 5 日目（Day 1）より各処
置を開始し，各処置開始後21日目（Day 21）に HWRT を
測定した（図 1 B）。体重は Pre から Day 21まで毎日測定
した。

7．統計学的解析
各群の体重および HWRT 値は，正規性を持つことを

Shapiro-Wilk test を用いて確認した。測定値は平均値 ± 
標準誤差で表した。体重は，繰り返しのある二元配置分散

図 1 　実験タイムコース
A：雄マウス実験タイムコース　B：雌マウスの実験タイムコース　
OVX：卵巣摘出，Sham：卵巣摘出の sham 手術，HWRT：頭部逃
避反射閾値
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2 ．雄性マウスへのストレス負荷による HWRT の変化
Pre と比較して Day 21において，RS 群の舌への機械刺

激または熱刺激に対する HWRT は有意に低下した（機械
刺激 , Pre: 109.4 ± 0.4 g, Day 21: 68.3 ± 6.2 g; 熱刺激 , 

Pre: 50.7 ± 0.4 ℃，Day 21: 45.8 ± 0.8 ℃, n = 9 in each）
（図 3 A, B）。一方，Free 群および nFnW 群では，舌への
機械刺激または熱刺激に対する HWRT に変化は見られな
かった（図 3 A, B）。

図 2 　体重と血漿コルチコステロン量の変化
A：雄性（Aa）および雌性（Ab：Sham 群，Ac：OVX 群）マウスの体重変化。　B：雄性（Ba）および雌性（Bb：Sham 群，Bc：OVX 群）マ
ウスの血漿コルチコステロン濃度（PCC：Plasma corticosterone concentration）の変化。両矢印は Free，nFnW または RS の期間を示す。　
* * p < 0.01，　**** p < 0.001。
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3 ．雌性マウスへのストレス負荷による HWRT の変化
　Pre と比較して Day 21において，sham 手術された

RS 群の舌への機械刺激または熱刺激に対する HWRT は
有意に低下した（機械刺激 , Pre: 108.1 ± 1.0 g, Day 21: 
69.7 ± 5.0 g; 熱刺激 : Pre: 50.0 ± 0.4 ℃, Day 21: 46.3 ± 
0.7 ℃ ; n = 12 in each)（図 4 A, B）。一方，sham 手術さ
れた Free 群および nFnW 群では，舌への機械刺激または
熱刺激に対する HWRT に変化は見られなかった（図 4 A, 
B）。

Pre と 比 較 し て Day 21に お い て，OVX 手 術 さ れ た
Free 群（機械刺激 , Pre: 103.7 ± 3.5 g, Day 21: 94.9 ± 4.5 
g; 熱刺激 , Pre: 50.9 ± 0.6 ℃，Day 21: 48.4 ± 0.5 ℃, n = 
6 in each），nFnW 群 ( 機械刺激 , Pre: 107.8 ± 0.4 g, Day 
21: 94.9 ± 4.0 g; 熱刺激 , Pre: 40.4 ± 0.3 ℃，Day 21: 47.3 
± 0.9 ℃, n = 6 in each）および RS 群（機械刺激 , Pre: 
107.0 ± 1.6 g, Day 21: 64.0 ± 5.2 g; 熱刺激 , Pre: 50.4 ± 
0.5 ℃, Day 21: 45.4 ± 0.7 ℃, n = 6 in each）の舌への機械
刺激または熱刺激に対する HWRT は有意に低下した（図
5 A, B）。

Sham 手術または OVX 手術された各処置群において，

Pre と Day 21での舌への機械刺激（図 6 A）および熱刺
激（図 6 B）に対する HWRT の差を示す。Free 群では，
OVX 手術された雌性マウスにおける舌への機械刺激およ
び熱刺激に対する HWRT が sham 手術されたものと比較
して有意に低かった（機械刺激 , Sham: 3.1 ± 4.0 g, OVX: 
-8.8 ± 2.6 g ; 熱刺激，Sham: 0.3 ± 0.6 ℃, OVX: -2.4 ± 0.8 ℃, 
n = 6 in each）。nFnW 群では，OVX 手術された雌性マウ
スにおける舌への機械刺激に対する HWRT が sham 手術
されたものと比較して有意に低かったが（Sham: 2.2 ± 2.0 
g, n = 12; OVX: -12.9 ± 4.2 g, n = 6 ），舌への熱刺激に対
する HWRT に有意な差は認められなかった（Sham: -0.7 
± 0.6 g, n = 12; OVX: -1.5 ± 0.5 g, n = 6 , p = 0.321）。RS
群では，Day 21における OVX 手術された雌性マウスと
sham 手術された雌性マウスの舌への機械刺激および熱刺
激に対する HWRT は低下傾向にあったが，有意差は認め
られなかった（機械刺激 , Sham: -38.4 ± 5.3 g, n = 12; 
OVX: -43.0 ± 6.3 g, n = 6 , p = 0.978; 熱刺激 , Sham: -3.7 
± 0.7 ℃, n = 12, OVX: -5.0 ± 0.8 ℃, n = 6 , p = 0.248）。

図 3 　�雄性マウスへの RS 負荷による HWRT 変化
Pre および Day 21における舌への機械刺激（A）または熱刺激（B）に対する HWRT。n.s.：not significant。*** p < 0.005。
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考　 察

BMS モデル動物として，2,4,6-trinitrobenzene sulfonic 
acid 処置により舌に熱痛覚過敏が発症するモデル29）や麻
酔下で舌を乾燥させることで舌に機械アロディニアが発症
するモデル30, 31）が報告されている。しかし，それらの研
究では雌は使用しておらず，また実際の BMS 患者では観
察されない舌の表層の萎縮などの器質的変化が観察されて
いる。本研究では閉経には卵巣摘出，ストレスには RS を
用いて舌の HWRT の変化を解析したもので，BMS の疫
学的特徴を反映したモデルと考えられる。

本研究で用いた RS 負荷を行った他の研究においても，
体重の増加抑制が報告されている33）。さらに，チューブを
使った強い拘束ストレス負荷は著しい体重減少を惹き起こ
すことが知られている34, 35）。おそらく，拘束ストレス負荷
の強度は体動制限程度に依存的であると考えられる。本研
究では，雄性マウスは未処置，雌性マウスは sham または
OVX 処置後に RS 負荷を行ったため，RS 負荷による影響
の性差を直接的に比較することはできない。しかしなが

ら，雄性マウスと雌性マウスともに RS 負荷後に体重が減
少したことから，本研究で用いた RS 負荷により両性マウ
スにストレスが負荷されたことは間違いないと考えられ
る。

卵巣摘出は体重を増加させること36），エストロゲンまた
はエストロゲンとプロゲスチンの投与によって卵巣摘出に
よる体重増加が抑制されることが知られている37, 38）。さら
に，エストロゲン39）やプロゲステロン40）は脂肪細胞に作
用して，食欲抑制ホルモンであるレプチンの分泌を促進す
ることから39），卵巣摘出によるエストロゲンやプロゲステ
ロンの分泌停止が体重増加を惹き起こすと考えられてい
る。本研究では，雄性マウスと比較して，雌性マウスの方
が RS 負荷によって体重が減少した。これは雌性マウスの
方がストレスの影響を受けやすいことを示唆している。さ
らに，OVX 手術した RS 群と sham 手術した RS 群の体重
減少に差はなかった。したがって，RS 負荷による体重減
少にエストロゲンやプロゲステロンは関与しないことが示
唆された。

ヒトではストレスが生体に負荷されると，交感神経－副

図 4 　�Sham 手術された雌性マウスへの PS 負荷による HWRT 変化
Free 群，nFnW 群および RS 群の舌への機械刺激（A）または熱刺激（B）に対する HWRT。n.s.：not significant。*** p < 0.005。**** p < 0.001。
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唆している。PCC は拘束ストレス負荷により増加するが，
OVX 後の拘束ストレス負荷は PCC を変化させないこと
が報告されている46）。一方で，OVX 後のストレス負荷の
有無による PCC を比較したところ，ストレス負荷群にお
いて PCC が低下したとの報告もある47）。本研究では，
OVX 後の RS 負荷の有無による PCC に変化は認められな
かった。この結果は，OVX により HPA 系の活性化に何
らかの変調が生じた可能性を示唆しており，さらなる検討
が必要である。

慢性的なストレスが痛覚異常を引き起こすメカニズムに
は，複数の因子が関与している可能性がある。例えば，長
期にわたる寒冷ストレスによって誘発される痛覚過敏に
は，ペプチド含有一次求心性ニューロンが関与しているこ
とが報告されている48）。また，強制水泳ストレス後に発症
する痛覚過敏は，セロトニン作動性ニューロンの変調に
よって惹起される49）。拘束ストレス負荷は，顎関節炎に起
因した顎関節痛に対するモルヒネによる鎮痛効果を減弱
し，延髄へのセロトニン選択的再取り込み阻害薬投与によ
る鎮痛効果を増強した42, 43）。これらの報告より，RS 負荷
は下行性疼痛抑制系を司るセロトニン作動性ニューロンや

腎髄質系や HPA 系が活性化し，血中カテコールアミン
（アドレナリンとノルアドレナリン）濃度の上昇や副腎皮
質から糖質コルチコイド（主にコルチゾール）の分泌が起
こり，全身性のストレス反応を惹き起こす41）。コルチコス
テロンはげっ歯類のコルチゾールに相当する。 1 時間の強
い拘束による急性ストレスを負荷した雄性ラットでは，非
ス ト レ ス 群 と 比 較 し て 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン

（adrenocorticotropic hormone：ACTH）および PCC が増
加した42）。一方，長期の拘束ストレス負荷後の ACTH の
血清濃度に差がなく，PCC は上昇したとの報告がある43）。
さらに，強制水泳ストレス，水回避ストレスや拘束ストレ
スといった異なる種類のストレスを交互に組み合わせ，21
日間にわたりストレス負荷した場合，非ストレス群と比較
して PCC は 2 倍以上増加していることが報告されてい 
る44）。また，長期の拘束ストレス負荷は ACTH の分泌量
を減少させるとの報告もあり，この減少にはストレスに対
する慣れが関与すると考えられている45）。本研究では，
RS 負荷した雄性マウスと雌性マウスともに，Free 群と比
較して PCC が 2 倍以上に上昇した。この結果は，本研究
で用いた RS により十分なストレスが負荷されたことを示

図 5 　�OVX 手術された雌性マウスへの RS 負荷による HWRT 変化
Free 群，nFnW 群および RS 群それぞれの舌への機械刺激（A）または熱刺激（B）に対する HWRT の変化。* p < 0.05，** p < 0.01。
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内因性オピオイド系を変調させて疼痛強度を調節させるこ
とが示唆された。

一次ニューロンにおいてエストロゲン受容体は侵害受容
に重要な Transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）
や Purinergic receptor 3（P2X3）と共存することから，
エストロゲンのシグナルは侵害受容機構の調節に関与する
と考えられる50）。エストロゲンは，神経成長因子（NGF）
や そ の 受 容 体 で あ る Tropomyosin-related kinase A

（TrkA）の機能を抑制するが，OVX によりエストロゲン
の分泌が低下すると，この抑制が解除されて NGF-TrkA
シ グ ナ ル 伝 達 が 促 進 さ れ る。NGF-TrkA シ グ ナ ル は
TRPV1の Ca2＋透過性を上昇させ，一次ニューロンの興奮
性が増強すると考えられる50）。また，OVX は口腔顔面領
域に投射する一次ニューロンの P2X3機能を増強させ，顔
面痛を惹起することが報告されている51）。通常，エストロ
ゲンは P2X3機能の増強を抑制しているが，OVX はエスト
ロゲンの枯渇によって P2X3機能を増強させ，一次ニュー
ロンの興奮性を上げると考えられる52）。本研究では，
OVX により顔面部への機械刺激や熱刺激に対する HWRT
は低下した。したがって，OVX によるエストロゲンの分
泌低下に起因した一次ニューロンに発現する TRPV1や
P2X3の興奮性増強が，舌の侵害受容の異常に関与するこ
とが示唆される。

結　 論

末梢組織に器質的変化が見られないとされる BMS のモ
デルマウス作製を目指し， OVX による女性ホルモンの枯
渇および 6 時間の体動制限による RS を行い，PCC および
舌への機械刺激および熱刺激に対する HWRT 変化を解析
した。その結果，以下の結論を得た。
1 ．�雄性マウスおよび雌性マウスにおいて，21日間の RS

負荷は PCC を増加させ，舌に機械アロディニアおよ
び熱痛覚過敏を惹起した。

2 ．�OVX を施した雌性マウスでは，Free，nFnW および
RS 処置群において舌に機械アロディニアおよび熱痛
覚過敏が生じた。

3 ．�雌性マウスにおいて，RS 負荷により生じる舌の機械
アロディニアおよび熱痛覚過敏は OVX の影響を受け
なかった。

以上より，雄性マウスおよび雌性マウスに対する RS 負
荷および雌性マウスに対する OVX は舌に機械アロディニ
アおよび熱痛覚過敏を惹起させたことから，BMS モデル
として有用であると考えられた。

本論文作成にあたり，的確な助言を頂いた日本大学歯学部生理
学講座の皆様と丁寧な動物飼育管理を行っていただいた三協ラボ
サービスの方々に深く感謝いたします。

本研究は JSPS 科研費（基盤研究（C）20K07746）の助成を受
けて行われた。
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歯髄炎に起因した顔面部異所性疼痛に対する三叉神経節内 Nav1.7 阻害の有効性
北 條  　泰 1 , 2 　　坪 井 美 行 1 , 2 　　須 永 美 希 1 , 3 　　海 津 彰 弘 1 　　篠 田 雅 路 1 , 2

　 1 日本大学歯学部生理学講座
2 日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野

3 日本歯科大学附属病院　総合診療科 2

　要旨
　【目的】歯髄炎によって口腔顔面領域に異所性疼痛が発症することが知られている。このような異所性疼痛の発症メ
カニズムは不明な点が多く，有効な治療薬が存在しない。本研究では，露髄による歯髄炎によって口髭部に機械アロ
ディニアが発症する顔面部異所性疼痛モデルラットを用いて，顔面部異所性疼痛に対する三叉神経節（TG）への電位
依存性ナトリウムチャネル1.7（Nav1.7）阻害薬投与の鎮痛効果を検討することを目的とした。
　【方法】全身麻酔下にて，右上顎第一臼歯と第二臼歯を露髄させることにより歯髄炎を発症させた。エナメル質の表
面のわずかな切削を sham 処置とした。露髄または sham 処置 1 時間前，処置後 1 ， 3 ， 4 および 5 日目，右側の口
髭部皮膚への機械刺激に対する頭部引っ込め反射閾値（HWT）を測定した。露髄または sham 処置後 3 日目および 4
日目の HWT 測定後，Nav1.7選択的阻害薬である DS-1971a の低濃度（134 µM）溶液，高濃度（268 µM）溶液または
0.01M リン酸緩衝食塩水（PBS）を TG 内に2 µl 投与した。また，DS-1971a の HWT に対する急性効果を解析するた
めに，露髄処置後 3 日目の HWT 測定後，134 µM 溶液，268 µM 溶液または PBS を TG 内へ投与し，投与30分， 1
時間および 2 時間後に HWT を測定した。露髄処置後 5 日目，TG 内の Nav1.7の局在を免疫組織化学的手法により同
定した。
　【結果】露髄処置後 3 日目より，露髄処置前と比較して口髭部への機械刺激に対する HWT に有意な低下が認められ
た。DS-1971a の TG 内投与開始後 1 日目より，濃度依存的に HWT 低下が有意に抑制された。DS-1971a の TG 内投
与による HWT の低下抑制は，投与30分後から生じた。露髄処置後 5 日目， TG ニューロンに Nav1.7が発現した。
　【結論】TG に発現する Nav1.7陽性ニューロン活動の阻害が，口髭部に生じる異所性機械アロディニアを抑制した。
したがって，歯髄炎に起因した顔面部異所性疼痛に対して，TG 内 Nav1.7阻害が奏功する可能性が示唆された。
　キーワード：Nav1.7，歯髄炎，異所性疼痛，ラット

Efficacy of intra-trigeminal Nav1.7 inhibition for orofacial ectopic pain caused by pulpitis
Yasushi Hojo 1 , 2 , Yoshiyuki Tsuboi 1 , 2 , Miki Sunaga 1 , 3 , 

Akihiro Kaizu 1 , Masamichi Shinoda 1 , 2
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　Abstract
　【Purpose】Ectopic pain in the orofacial region is a known complication of pulpitis, yet its underlying mechanisms 
remain largely unclear, and effective treatments are currently lacking. This study aimed to investigate the analgesic 
effects of voltage-gated sodium channel 1.7（Nav1.7）inhibition in the trigeminal ganglion（TG）using a rat model 
of ectopic facial pain induced by pulpitis.
　【Methods】Pulpitis was induced under general anesthesia by exposing the pulp of the right maxillary first and 
second molars. Minimal enamel surface drilling was defined as sham treatment. Mechanical allodynia in the right 
whisker pad skin was assessed by head withdrawal threshold（HWT）measurements taken 1 hour before and on 
days 1, 3, 4, and 5 post-procedures. On days 3 and 4, following HWT assessment, selective Nav1.7 inhibitor DS-1971a

（low concentration: 134 µM; high concentration: 268 µM）or phosphate-buffered saline（PBS）was injected（2 µl）
into the TG. Additionally, to evaluate acute effects, DS-1971a or PBS was administered on day 3, followed by HWT 
measurements at 30 minutes, 1 hour, and 2 hours post-injection. On day 5, immunohistochemical analysis was 
performed to determine Nav1.7 localization in TG.
　【Results】The level of HWT dropped substantially after the third day following exposure to the pulp. Nav1.7 
inhibition in the TG significantly attenuated HWT reduction in a dose-dependent manner from day 1 post-injection. 
The analgesic effect of DS-1971a was observed as early as 30 minutes post-injection. On day 5, immunohistochemical 
analysis confirmed Nav1.7 expression in TG neurons.
　【Conclusion】Inhibition of Nav1.7-positive neuronal activity in the TG suppressed ectopic mechanical allodynia in 
the whisker pad skin. These findings suggest that Nav1.7 inhibition in the TG may serve as a potential therapeutic 
strategy for managing pulpitis-induced ectopic orofacial pain.
　Keywords: Nav1.7, pulpitis, ectopic pain, rat
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緒　 言

電位依存性ナトリウムチャネル（Nav）は 1 つのαサブ
ユニットと 2 つのβサブユニットで構成される1）。αサブ
ユニットをコードする遺伝子の違いによって哺乳類では 9
種類のアイソフォーム（Nav1.1～Nav1.9）までが同定され
ており，それぞれの分布および特性が異なることが報告さ
れている1-3）。特に，テトロドトキシン（TTX）非感受性
の Nav1.8と Nav1.9は比較的小型の感覚神経節ニューロン
に発現しており，痛覚情報の伝導に関与していることが知
られている4, 5）。カラゲニンを用いた炎症性疼痛モデルに
おける感覚神経節ニューロンでは，TTX 非感受性の Nav
に加え，TTX 感受性の Nav1.3や Nav1.7の発現が増加し，
これに伴い TTX 感受性 Na 電流が増大することが報告さ
れている6）。末梢神経損傷後，神経損傷を受けた側と同側
の感覚神経節ニューロンにおける Nav1.8や Nav1.9の発現
は低下し，Nav1.3の発現が増加する一方7, 8），反対側の感
覚神経節ニューロンでは Nav1.8の発現が増加する9）。歯髄
炎により，感覚神経節ニューロンの一つである三叉神経節

（TG）ニューロンにおいて Nav1.7の発現が増加し，口髭部
に機械アロディニアが生じることが報告されている10, 11）。
これらの知見は，Nav1.7が神経障害性疼痛よりも炎症性疼
痛に関与する可能性を示唆している。

近年，Nav1.7選択的阻害薬の開発が進展し，一部は臨床
試験が実施されている12）。Nav1.7選択的阻害薬である DS-
1971a は，坐骨神経傷害後の神経障害性疼痛に対して濃度
依存的に鎮痛効果を示した13）。しかし，歯髄炎による口腔
顔面領域の異所性疼痛に対する有効性については，未だ明
らかではない。本研究では，歯髄開放による歯髄炎によっ
て誘発される口髭部の機械アロディニアに対する DS-
1971a の TG 内投与による閾値低下の抑制効果を評価し，
歯髄炎に起因した顔面部異所性感覚異常に対する三叉神経
節内 Nav1.7の役割を解明することを目的とした。

材料および方法

1 ．実験動物
Sprague-Dawley 系雄性ラット（n = 54, 7 週齢，日本エ

スエルシー，浜松）を実験に用いた。明（ 7 - 19時）/ 暗
（19 - 7 時）サイクルの環境下で，自由に水・餌が摂取で
きる状態で飼育された。本研究は，日本大学歯学部動物実
験委員会の審査・学部長の承認を得て行われた（承認番
号：AP21DEN026-2）。「日本大学動物実験実施規程」に
従って実験を行い，被験動物の苦痛軽減および使用動物数
の低減に努めた。

２.　歯髄炎モデルラットの作製
Sunaga ら11）の方法を参考にし，以下のように歯髄炎を

発症させた。イソフルラン（導入 4%，維持 2%; Mylan, 

Canonsburg, PA, USA）吸入麻酔下で，ブトルファノール
（2.5 mg/kg; Meiji Seika ファルマ，東京），メデトミジン
（0.375 mg/kg; ゼノアック，郡山），ミダゾラム（2.0 mg/
kg; 丸石製薬，大阪）を0.9% 生理食塩水で溶解した三種混
合麻酔液を腹腔内に注射し，全身麻酔を施した。低速回転
させたラウンドバー（# 1 ，日本歯科商社，東京）を用い
て，生理食塩水を注水しながら右上顎第一臼歯と第二臼歯
を露髄させた（歯髄炎群）。両臼歯のエナメル質の表面を
わずかに切削した群を Sham 群とした。

３.　頭部引っ込め閾値の測定
異所性疼痛の評価として，右口髭部への機械刺激に対す

る頭部引っ込め閾値（HWT）を用いた14）。まず，一方の
端に16 mm の穴が開いている直径 5  cm の黒く塗られた
プラスチックチューブにラットが自発的に入り，穴から吻
部を出す姿勢を30分保てるように慣れさせた。Von Frey 
filaments（0.4，0.6， 1 ，1.4， 2 ， 4 ， 6 ， 8 ，10，16，
26，60 g，North Coast Medical, Morgan Hill, CA, USA; 
45 g は自作）を用いて，露髄または sham 処置を行った右
側の口髭部皮膚へ漸増的に機械刺激を行った。刺激強度が
弱い順に各 von Frey filament による機械刺激を10秒間隔
で 5 回行い， 1 回でも頭部を引っ込めた最小の刺激強度を
HWT とした。HWT の測定を 3 回行い， 3 回の HWT の
中央値を各ラットの HWT とした11）。露髄または sham 処
置 １ 時 間 前（Pre)， 処 置 後 1 ， 3 ， 4 お よ び 5 日 目 に
HWT 測定を行った。なお，露髄または sham 処置後 3 日
目および 4 日目の HWT 測定は後述の TG 内薬物投与前に
行った。

４.　三叉神経節（TG）内投与
露髄または sham 処置 1 週間前，三種混合麻酔液にて全

身麻酔を施した。ラット頭部を脳定位固定装置（中澤製作
所，東京）で固定後，キシロカイン注射液「 2%」エピレ
ナミン（ 1 ：80,000）含有（サンド，東京）を頭頂部皮下
に 2 ml 注射し，局所麻酔を行った。メス（#10，フェ
ザー，大阪）にて頭頂部皮膚を切開し，頭蓋骨を露出し
た。カニューレ（外径：0.5 mm，長さ：9 mm）の植立の
詳細は Kubo ら15）や Katagiri ら16）の方法を参考にした。
ラムダ縫合から前方3.1 mm，右側2.6 mm の位置に # 1 ラ
ウンドバーにて穴をあけ，カニューレを骨表面から深さ 9  
mm まで刺入して三叉神経節（TG）上に設置し，歯科用
レジン（ユニファストⅢ，ジーシー，東京）にてカニュー
レを頭蓋骨に固定した。

露髄または sham 処置後 3 日目と4日目の HWT 測定後，
Nav1.7選 択 的 阻 害 薬（DS-1971a, MedChemExpress, 
Monmouth Junction, NJ, USA）の134 µM 溶液（low-DS)，
268 µM 溶液（high-DS）または0.01M リン酸緩衝食塩水

（PBS）をガイドカニューレに挿入した31G 針を用いて10 µl
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ハミルトンシリンジ（HAMILTON, Giarmata, Romania）
にて TG 内に 2  µl 投与した。

DS-1971a の HWT に対する短期的効果を解析するため
に，露髄後 3 日目の HWT 測定後，low-DS，high-DS また
は PBS を TG 内投与し，投与30分， 1 時間および 2 時間
後に HWT を測定した。

５.　免疫組織化学染色
露髄後 5 日目に三種混合麻酔薬による全身麻酔下にて，

0.9% 生理食塩水で経心的に脱血安楽死させた後，0.1% リ
ン酸緩衝液で希釈された 4% パラホルムアルデヒド溶液

（PFA 溶液）で灌流固定した。潅流固定後に右側 TG を摘
出し，24時間 PFA 溶液に浸漬した後，凍結保護のため
0.01M PBS で希釈された20% スクロース溶液に12時間浸
した。その後，TG を TissueTek（サクラファインテック
ジャパン，東京）に包埋し，クライオスタット（サクラ
ファインテックジャパン）にて12 µm の厚さに薄切し，
切片を MAS コートスライドグラス（松浪硝子工業，東京）
に貼付した。TG の切片を一次抗体である anti-SCN9A/
Nav1.7 rabbit polyclonal antibody（1:50 diluted in 0.01M 
PBS containing 0.3% Triton X-100 and 4% normal goat 
serum, 20257-1-AP; Proteintech, Rosemont, IL, USA） に
4 ℃で 3 日間浸漬した。その後，二次抗体である Alexa 
Fluor 488-conjugating donkey anti-rabbit IgG（ 1 :200 in 
0.01M PBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）に室温で 2 時間反応させた。次いで，0.01M PBS
にて洗浄後に切片を封入し，BZ-9000 system（キーエン
ス，大阪）を用いて Nav1.7陽性 TG ニューロンを観察し
た。

６.　統計学的解析
測定した各群における HWT が，正規性を満たしていな

いことを Shapiro-Wilk test を用いて確認し，各群のデー
タを箱ひげ図で示した。箱ひげ図は中央値，第一四分位数

（Q 1 ），第三四分位数（Q 3 ）を示し，lower whisker は Q 1
から最小値までを示し，upper whisker は Q 3 から最大値を
示す。また，個々の測定値を箱ひげ図にプロットした。箱
ひ げ 図 は GraphPad Prism（version9.5.1, GraphPad Prism 
Software, San Diego, CA, USA）で作成した。統計学的解析
に SigmaPlot version 14.0（Systat Software, Palo Alto, CA, 
USA）を用い，有意差検定には Kruskal-Wallis 検定にて群
間比較を行い，その後 Dunn の多重比較検定を適用した。
有意水準はα = 0.05とした。

結　 果

1 ．�歯髄炎発症後の口髭部皮膚 HWT の変化と Nav1.7選
択的阻害の影響

歯髄炎発症後 3 ， 4 ， 5 日目，同側の口髭部皮膚への機

械刺激に対する HWT は歯髄炎発症前と比較して有意に
低下した（図 1 ）。露髄または sham 処置後 4 日目および
5 日目において，high-DS 投与歯髄炎群の HWT は PBS
投与歯髄炎群と比較して有意に上昇し，high-DS 投与歯髄
炎群の HWT は low-DS 投与歯髄炎群と比較して有意に高
か っ た（ 中 央 値［25% 値，75% 値 ］ で 示 す。Day 4 ，
high-DS 投 与 Sham 群 : 45 g［45 g, 45 g］, n = 8 ; low-DS
投与歯髄炎群 : 6  g［ 6  g, 10 g］, n = 10 ; high-DS 投与歯
髄炎群 : 10 g［10 g, 15 g］, n = 11; PBS 投与歯髄炎群 : 1  g

［0.4 g, 6 g］, n = 11 ; Day 5 , high-DS 投与 Sham 群 : 45 g［45 
g, 45 g］, n = 8 ; low-DS 投与歯髄炎群 : 10 g［9.5 g, 11.25 g］, 
n = 10 ; high-DS 投与歯髄炎群 : 26 g［15 g, 26 g］, n = 11; 
PBS 投与歯髄炎群 : 0.6 g［0.4 g, 4.0 g］, n = 11）。high-DS
投与 Sham 群では，HWT の変化はなかった。

２．�歯髄炎発症後の HWT 低下に対する Nav1.7選択的阻
害の短期的効果

歯髄炎発症後 3 日目，同側の口髭部皮膚への機械刺激に
対する HWT の有意な低下を認めた。そこで口髭部皮膚
HWT 低下に対する Nav1.7選択的阻害の短期的効果を解
析するために，歯髄炎発症後 3 日目，low-DS，high-DS ま
たは PBS の TG 内投与30分後， 1 時間後および 2 時間後，
HWT を測定した（図 2 ）。PBS の TG 内投与と比較して
high-DS の TG 内投与30分後， 1 時間後および 2 時間後の
HWT は有意に上昇した。さらに，high-DS の TG 内投与
30分後， 1 時間後および 2 時間後の HWT は，low-DS の
TG 内投与と比較して有意に高かった（30分後 , low-DS 投
与歯髄炎群 : 10 g ［10 g, 15 g］, n = 8 ; high-DS 投与歯髄炎
群 : 26 g ［26 g, 45 g］, n = 8 ; PBS 投与歯髄炎群 : 4.0 g ［2.5 
g, 4.0 g］, n = 8 ; 1 時間後 , low-DS 投与歯髄炎群 : 10 g ［10 
g, 15 g］, n = 8 ; high-DS 投与歯髄炎群 : 45 g ［30.75 g, 45 
g］, n = 8 ; PBS 投与歯髄炎群 : 4.0 g ［2.0 g, 4.0 g］, n = 8 ）. 2
時間後 , low-DS 投与歯髄炎群 : 15 g ［10 g, 15 g］, n = 8 ; 
high-DS 投与歯髄炎群 : 45 g ［45 g, 45 g］, n = 8 ; PBS 投与
歯髄炎群 : 4.0 g ［2.0 g, 4.0 g］, n = 8 ）。

３.　歯髄炎発症後の TG における Nav1.7陽性ニューロン
歯髄炎発症後 5 日目，歯髄炎が発症した歯の同側 TG に

Nav1.7陽性ニューロンが発現した（図 3 ）。

考　 察

本研究では，歯髄炎発症後 3 日目より口髭部皮膚への機
械刺激に対する HWT の低下が認められた。同様のモデル
動物を用いた先行研究においても，同様の結果が報告され
ている11）。露髄後，歯冠部歯髄において好中球の浸潤を伴
う歯髄炎が発症し，同側の口髭部を支配する TG ニューロ
ンの細胞体周囲に存在するマクロファージ数が増加したと
報告された11）。さらに，TG にマクロファージ枯渇剤を投
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においては，歯髄炎発症後 TG において phosphorylated 
extracellular signal-regulated kinase（pERK）や Nav1.7
発現の増加が認められたと報告している10）。Nav1.7を強制
発現させた培養細胞を用いた研究において，pERK の存在
下では Nav1.7リン酸化が促進され，Nav1.7の興奮性を増
強することを示した19）。本研究において，観察された口髭
部皮膚の異所性疼痛に対する TG におけるマクロファージ
や pERK の関与は不明であるが，歯髄炎発症後に TG へ
の活性化マクロファージ浸潤や ERK リン酸化を介した口
髭部投射 TG ニューロンにおける Nav1.7のリン酸化が亢
進したことにより，口髭部の異所性疼痛が惹き起こされた
のかもしれない。今後，Nav1.7のリン酸化がもたらす病態
生理学的意義について，さらなる検討が必要である。

近年，多くの基礎研究および臨床研究において Nav1.7
阻害薬による鎮痛効果が評価されている12）。しかし，両者
の対象には乖離が見られる。基礎研究では，若齢の雄げっ
歯類が主な対象とされており，臨床研究における患者集団

与することで，口髭部への機械刺激に対する HWT 低下が
抑制されることを示した。また，口髭部を支配する
Nav1.7陽性 TG ニューロン数の増加および TG ニューロン
の細胞体周囲におけるマクロファージ数の増加が抑制され
たことから，マクロファージの活性化が HWT 低下に関与
している可能性が示唆される11）。

Nav1.7は侵害受容ニューロンに発現し，活動電位の発生
に必須のイオンチャネルであり，Nav1.7の機能変化は侵害
受容機構の変調を惹き起こし，異常疼痛発症に関与するこ
とが知られている17, 18）。本研究において，歯髄炎発症側と
同側 TG に Nav1.7陽性ニューロンの発現が確認され，TG
への Nav1.7阻害薬投与は歯髄炎発症後の口髭部への機械
刺激に対する HWT 低下を濃度依存的に抑制した。さら
に，TG への Nav1.7阻害薬投与による口髭部皮膚の HWT
低下抑制は 2 時間以上持続した。この結果は，TG におけ
る Nav1.7阻害は歯髄炎により惹き起こされる異所性疼痛
の抑制効果が高いことを強く示唆している。口腔顔面領域

図 1 　歯髄炎発症後の口髭部 HWT の変化と TG 内 DS-1971a 投与の影響。⇩ は DS-1971a 投与のタイミングを示す。# p < 
0.05, ## p < 0.01 vs. HWT on Pre。&& p < 0.01 low-DS vs. high-DS。 * p <0.05 vs. PBS 投与歯髄炎群の HWT。
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とは整合性を欠いている。さらに，Nav1.7阻害薬の鎮痛効
果に関する研究において，基礎研究では約40% が炎症性
疼痛に対する評価，臨床研究では約90% が神経障害性疼
痛患者に対する評価であった。このような乖離は，基礎研

究で見出された侵害情報伝達機構における Nav1.7の役割
に関する新たな知見が，臨床応用に結びつかない可能性が
ある。実際，神経障害性疼痛モデル動物を用いた研究で
は，神経傷害後の Nav1.7メッセンジャーRNA レベルの低
下が報告されており，Nav1.7が神経障害性疼痛の発症に重
要ではないことが示唆されている20, 21）。また，本研究で使
用した DS-1971a の経口投与は，雄マウスの坐骨神経傷害
後の神経障害性疼痛に対して濃度依存的に鎮痛効果が認め
られている13）。本研究においても，雄性ラットのみ用いた
が，今後は性差を加味した研究が必要となると考えられ
る。さらに，臨床応用に繋げるために，薬物投与方法もよ
り簡便な方法を試す必要があると考えられる。

結　 論

露髄による歯髄炎発症後に生じる口髭部への機械アロ
ディニアに対する Nav1.7陽性 TG ニューロンの役割につ
いて，行動薬理学的および免疫組織化学的手法を用いて検
討し，以下の結論を得た。
1 ．�歯髄炎によって口髭部への機械刺激に対する HWT は

顔面部異所性疼痛に対する Nav1.7阻害剤の有効性 令和 7 年 12 月

図 2 　DS-1971a の TG 内投与による HWT の短期的変化。⇩ は TG 内 DS-1971a 投与のタイミングを示す。# p < 
0.05, ## p < 0.01 vs. HWT on Pre。** p < 0.01 vs. PBS 投与歯髄炎群 HW。&& p < 0.01 low-DS vs. high-DS。

図 3 　歯髄炎発症側と同側の TG における Nav1.7陽性ニューロンの
発現。矢頭：Nav1.7陽性ニューロン。スケールバー：50 µm
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有意に低下した。
2 ．�歯髄炎による口髭部の HWT 低下は，TG への DS-

1971a 投与により抑制された。その HWT 低下の抑制
効果は濃度依存的であった。

3 ．�TG への DS-1971a 投与30分後から口髭部の HWT 低
下が抑制された。その HWT 低下の抑制効果は濃度依
存的であった。

4 ．�歯髄炎が発症した歯の同側 TG に Nav1.7陽性ニュー
ロンが発現した。

以上より，TG に発現する Nav1.7陽性ニューロン活動の阻
害が，口髭部に生じる異所性機械アロディニアを抑制した。
したがって，歯髄炎による口髭部の機械アロディニアは，
TG 内 Nav1.7阻害により抑制できる可能性が示唆された。

本論文作成にあたり，的確な助言を頂いた日本大学歯学部生
理学講座の皆様と丁寧な動物飼育管理を行っていただいた三協
ラボサービスの方々に深く感謝いたします。

本研究は JSPS 科研費（基盤研究（C）20K07746）および令
和 4 年度日本大学歯学部総合歯学研究所研究費（B, # 3 ）の助
成を受けて行われた。

本論文に関して，開示すべき利益相反はない。
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《特別講演》

難治性根尖性歯周疾患へのマクロとミクロのアプローチ
武市　収　　日本大学歯学部歯科保存学第Ⅱ講座

　根尖性歯周疾患は口腔内常在菌によって発症すると考えられ
ている。そのため，治療法のポイントは根管内に感染した細菌
を徹底的に除去し，その状態を維持することにある。しかし，
根管治療を繰り返しても治癒せず難治化する症例や，根管治療
が終了したにも関わらず再発する症例も多く，根尖性歯周疾患
の治療は簡単ではない。
　リーマーやファイルを使用した根管治療はゴールドスタン
ダードであるが，ニッケルチタンロータリーファイルは複雑な
根管系に対する機械切削を実現し，根管形成の能率化を図るこ
とを可能にした。また，mineral trioxide aggregate （MTA）
に代表される歯内治療に関連した様々な材料や機器が開発さ
れ，歯内治療は大きな進化を遂げつつ，今なお進化を続けてい
る。中でも，マイクロスコープやコーンビーム CT を応用した
検査や治療法はとても有用で，歯内治療の成功率向上に大きく
寄与し，要抜去と判断された歯であっても保存するに至った症
例も少なくない。これらの機器を使用することで，手探りの根
管治療を回避し，「エンドの可視化」を可能とした。
　難治性根尖性歯周疾患の発症には細菌感染と複雑な根管系が
関係しているのは周知の事実であるが，それ以外の要因として
ヒトヘルペスウイルスの関与が考えられる。特に，Epstein-
Barr ウイルス（EBV）はバーキットリンパ腫などの悪性腫瘍
やシェーグレン症候群などの自己免疫疾患発症に関与し，炎症
や骨吸収を促すことなどが知られている。
　我々はこれまで，根尖病変中に EBV が潜伏感染しており，
難治性根尖性歯周疾患関連細菌が産生する酪酸の関与で EBV
が再活性化することや，再活性化した EBV が骨吸収関連サイ
トカインの発現を誘導することなどを明らかにした。すなわ
ち，細菌感染で生じると考えられていた根尖性歯周疾患には，
ウイルス感染が大きく関わっている可能性が示唆され，根尖性
歯周疾患に関するこれまでの常識を覆すこととなった。本講演
では，難治性根尖性歯周疾患に対する歯内治療の実際と EBV
に関するこれまでの研究成果について解説したい。

《一般講演》

1．�喫煙が ELOVL2 のメチル化に及ぼす影響―初代培
養口腔粘膜線維芽細胞を用いた解析
◯西澤英里佳 1,2，小方彩乃 3,4，古川明彦 2,5，岡野雅春 3,4，
　生木俊輔 2,5，近藤真啓 3,4，米原啓之 2

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部口腔外科学第Ⅱ講座 2

日本大学歯学部法医学講座 3

日本大学大学院総合歯学研究所 社会歯学研究部門 4

日本大学大学院総合歯学研究所 生体防御部門 5

　目的
　加齢や生活習慣，疾患などの要因は，種々の遺伝子の CpG
メチル化を変化させる。最近，長鎖脂肪酸伸長酵素をコードす
る ELOVL2 のメチル化が，年齢（加齢）と強い相関を示すこ
とが明らかにされ注目を集めている。一方喫煙習慣は老化を促
進させると考えられているが，喫煙がこのような年齢依存的な
メチル化変化を示す遺伝子の CpG に及ぼす影響は明らかにさ
れていない。そこで，両者の関連性を解析するための手段とし
てヒト口腔粘膜線維芽細胞（HOMF）の初代培養実験系を立
ち上げ，本研究ではニコチン刺激および酸化ストレスが
ELOVL2 のメチル化に及ぼす影響について検討した。
　材料および方法
　HOMF を 10%FBS 加 DMEM 培養液にて，5%CO2，37℃条
件下で継代培養を行った。継代 11 回（P11）および 34 回（P34）
の HOMF に 100 µg/ml ニコチンまたは 100 µM 過酸化水素を
添加し，3 日間培養を継続した。その後，NucleoSpin Tissue 
Kit を用いてゲノム DNA を抽出し，バイサルファイト処理を
実施した。そして，リアルタイムメチル化特異的 PCR を行い，
ELOVL2 のメチル化率を算出した。また，Cellular Senescence 
Detection Kit を用いて，各群の老化状態を解析した。
　成績および考察
　ELOVL2 のメチル化が，HOMF の継代回数に伴い増加する
ことを確認した。P11 HOMF へのニコチンまたは過酸化水素
の添加は，ELOVL2 のメチル化率に影響を与えなかった。一
方，過酸化水素を添加した P34 HOMF における ELOVL2 のメ
チル化率は，対照群と比べて高値を示した。また，ニコチンあ
るいは過酸化水素を添加した P34 HOMF では，senescence-
associated β -galactosidase 活性が対照群と比べて増加傾向を
示した。以上の結果から，酸化ストレスは細胞の老化を促進さ
せ，ELOVL2 のメチル化状態を変化させる可能性が示唆され
た。

第 77 回  日 本 大 学 歯 学 会 総 会 ・ 学 術 大 会

期日　令和 7 年 5 月18日（日）　 　　　　　
会場　日本大学歯学部　創設百周年記念講堂
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2．�肋軟骨由来軟骨細胞を用いた顎骨欠損の修復
◯西川昂佑 1,2，二宮　禎 3,4，髭内美穂 2,5，生木俊輔 2,5，
　髙橋富久 3,4，米原啓之 2,5

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部口腔外科学第Ⅱ講座 2

日本大学歯学部解剖学第Ⅰ講座 3

日本大学歯学部総合歯学研究所 機能形態学部門 4

日本大学歯学部総合歯学研究所 生体防御部門 5

　目的
　顎骨欠損や歯槽骨欠損の再建では，自家骨を移植することで
良好な予後が得られるが，自家骨は採取できる骨量が制限され
る。これまでに，軟骨片を骨欠損部に移植することで骨再生が
得られており，また培養軟骨細胞を用いることで必要量が確保
できるため，軟骨を用いた骨欠損治療が期待されている。本研
究では，新たな骨再生法を開発するため，ラットの肋軟骨から
採取した軟骨細胞の顎骨欠損部修復能について検討した。
　材料および方法
　深麻酔下で 5 週齢雄性 Wistar ラットから肋軟骨を摘出し，
酵素処理によって軟骨細胞を採取した。同時に，頭頂骨から骨
芽細胞を採取した。培養後，細胞から RNA を抽出して，qPCR
によって，aggrecan（AGN），typeII collagen（Col II），およ
び typeX collagen（Col X）の遺伝子発現を調べた。また，免
疫染色によって，それぞれの細胞における AGN と Col II の発
現を比較した。移植実験では，下顎骨に４ mm 径の骨欠損を
作製し，培養した軟骨細胞をスキャホールド（PCL）とともに
自家移植（CPCL 群）した。移植後，7 日ごとにマイクロ CT
で骨欠損部を撮影し，非移植群（control 群）と細胞を含まな
い PCL 移植群（PCL 群）を比較した。
　結果および考察
　採取した軟骨細胞は骨芽細胞よりも AGN, Col II, および Col 
X の発現が高いことが示された。また，免疫染色からも，軟骨
細胞に AGN と Col II の発現が認められた。CPCL 群と control
群では，移植 2 週目に骨欠損部辺縁に硬組織形成が認められ
た。移植 3 週目になると，CPCL 群に硬組織が広範囲に形成さ
れ，control 群や PCL 群よりも骨欠損修復が促進した。以上の
結果から，ラット肋軟骨細胞の移植は，顎骨欠損治療に有用で
あることが示唆された。

3．�三叉神経痛発症に対する三叉神経節における好中
球の役割
○ Zhou Yue 1,2，人見涼露 2,3，岩田幸一 2,3，篠田雅路 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部生理学講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 機能形態部門 3

　目的
　三叉神経痛は，激しい顔面痛発作を惹起する神経障害性疼痛
の一つである。周囲の血管による三叉神経根の圧迫が主な病因
であると考えられているが，その詳細なメカニズムは不明であ
る。本研究では，三叉神経根を持続的に圧迫することで作製し
た三叉神経痛モデルラットを用いて，三叉神経痛発症に対する
三叉神経節における好中球の役割を検討した。
　方法
　雄性 SD ラットの左側三叉神経根をガラス管で持続的に圧迫
する群を TNC 群，圧迫しない群を Sham 群とした。TNC または
sham 処置後，口髭部皮膚への機械刺激に対する逃避閾値

（MHWT） を 測 定 し た。Activating transcription factor 3
（ATF-3）免疫組織化学的染色により三叉神経節（TG）ニュー
ロンの損傷を評価した。また，処置後 7 日目，三叉神経根にお
ける好中球エラスターゼ（ELA2）陽性細胞数と TG における
ELA2 と ELA2 受 容 体 で あ る protease-activated receptor-2

（PAR2）の局在を免疫組織化学的に解析し，western blotting
法 に て TG の ELA2 量 を 測 定 し た。 ま た，ELA2 拮 抗 薬

（Sivelestat）および PAR2 拮抗薬（FSLLRY-NH2）を TG 内
に 処 置 後 7 日 目 ま で 持 続 投 与 し， 処 置 後 3，5，7 日 目 に
MHWT を測定した。
　結果
　処置後 3 日目より TNC 群の MHWT は低下した。処置後 3，
7 日目において，TNC 群では ATF-3 陽性 TG ニューロンが認
められた。処置後 7 日目，TNC 群において三叉神経根の
ELA2 陽性好中球数が増加し，TG の ELA2 発現量も増加した。
PAR2 は両群の TG ニューロンに発現した。また，Sivelestat
および FSLLRY-NH2 の TG 内持続投与により，TNC による
MHWT の低下が抑制された。
　考察
　TNC による TG ニューロンの損傷後，TG に集積した好中球
からの ELA2 分泌が増加し，その ELA2 が TG ニューロンの
PAR2 に作用することで口腔顔面部に機械アロディニアが発症
する可能性が示された。
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4．�未切削エナメル質への歯面処理剤の使用がユニバー
サルアドヒーシブ応用型 2ステップ接着システム
の初期接着性に及ぼす影響
○武藤　玲 1,2，庄司元音 2，須田駿一 2,3，柴崎　翔 2,3，
　石井　亮 2,3，黒川弘康 2,3，陸田明智 2,3，髙見澤俊樹 2,3，
　宮崎真至 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅰ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 生体工学研究部門 3

　目的
　近年，ユニバーサルアドヒーシブをプライマーとして用いる
2 ステップ接着システムが臨床使用されている。しかし，ユニ
バーサルアドヒーシブ応用型 2 ステップ接着システムの未切削
エナメル質への接着性について，異なるエッチング剤を使用し
た際の接着性については不明な点が多い。そこで，異なるエッ
チング剤を用いた際の接着強さ，エナメル質処理面の表面自由
エネルギー測定とともに走査型電子顕微鏡（SEM）観察する
ことで検討を加えた。
　材料および方法
　接着システムとして，ユニバーサルアドヒーシブ応用型 2 ス
テップ接着システムの G2 Bond Universal（GC）を使用した。
対照として，ユニバーサルアドヒーシブの Scotchbond Universal 
Plus Adhesive（Solventum）および 2 ステップ接着システムの
OptiBond eXtra （Kerr）を用いた。また，エッチング剤として
35% リン酸エッチング剤の UltraEtch（UE, Ultradent Products），
接 着 性 リ ン 酸 モ ノ マ ー を 含 有 し た Multi Etchant（ME，
YAMAKIN）および有機酸を含有した Enamel Conditioner

（EC，松風）を用いた。接着試験に際しては，歯冠部中央が平
坦なヒト抜去上顎前歯を用いた。唇側エナメル質を SiC ペー
パーの #320 まで研削を行ったものと，未切削なエナメル質と
を，それぞれ被着面とした。アドヒーシブの塗布条件として
は，エッチ＆リンスモードおよびセルフエッチングモードの 2
条件とした。次いで，ISO 29022 に準じて接着試験用試片を製
作し，24 時間後に剪断接着強さを測定した。さらに，通法に
従って，エナメル質処理面の SEM 観察を行った。
　結果および考察
　いずれの条件においても切削エナメル質は，未切削条件に比
較して接着強さが高くなる傾向を示した。切削・未切削エナメ
ル質にかかわらず，いずれの接着システムにおいても UE は他
のエッチング剤に比較して高い値を示した。EC の切削エナメ
ル質では，UE と同等の接着強さを 2 ステップシステムでは示
したが，未切削エナメル質では UE に比較して有意に低い値を
示した。ME は，いずれの条件にかかわらず他のエッチング剤
に比較して低い値を示した。これらの成績は，SEM 像の観察
とも一致するものであった。

5．�異なる混和条件によるバイオセラミックス系シー
ラーの骨芽細胞における石灰化および生体親和性
への影響
〇岡野真之 1,2，安川拓也 2,3，田邊奈津子 4，津田啓方 4，
　林　誠 2,3，武市　収 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅱ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

日本大学歯学部生化学講座 4

　目的
　近年，歯内療法領域においてバイオセラミックスを含む歯科
材料が臨床応用されており，そのなかでもバイオセラミックス
系シーラーの普及は著しい。MTA マルチシーラー（クラーク）
およびニシカキャナルシーラー BG multi（日本歯科薬品）は
広く臨床で使用されており，2 つのシーラーの特徴として付属
する粉末成分の量を調整することで，クリーム状やパテ状など
性状を変えることが可能であるが，その比率の変化による骨芽
細胞への影響は明らかにされていない。本研究の目的は，異な
る混和比で作成した試料が骨芽細胞にどのような影響を与える
かを明らかにすることである。
　材料および方法
　被験試料は MTA マルチシーラー（以下，MMS）とニシカ
キャナルシーラー BG multi（以下，NBG）で，対照試料とし
て ProRoot MTA（Dentsply Sirona）を用いた。また，使用細
胞はマウス頭蓋冠由来株化骨芽細胞である MC3T3-E1 細胞を
用いた。
　MMS は粉液比 1：1 および 2：1 の条件にて混和，NBG は
ペースト / パウダー重量比 10：0 および 10：6 の条件にて混和
した。ProRoot MTA は製造者の指示通りに混和した。これら
の混和物を直径 9 mm, 厚さ 3 mm の型枠に填入し，37℃，相
対湿度 100%，5%CO2 の条件下で 24 時間静置し硬化させ，α
-minimum essential medium（α-MEM）中に 3 日間浸漬した。
その後，MC3T3-E1 細胞を播種した細胞培養用プレート上の
cell culture insert に被験試料を静置し，試料を設置しないも
のを陰性コントロールとした。
　実験 1.　被験試料の骨芽細胞に対する生体親和性について , 
Cell counting kit-8（同人化学）を用いて 1，2 および 3 日目の
細胞数を測定した。
　実験 2.　本実験条件における被験材料より遊離する Ca2+ 濃
度を Calcium E-test Wako（和光純薬）を用いて 7 日目まで測
定した。
　実験 3.　本実験条件における ALP 活性を QuantiChrom 
Alkaline Phosphatase Assay Kit（Funakoshi）を用いて７日目
まで測定した。
　結果および考察
　MMS は ProRoot MTA と同程度の Ca2+ を放出し，陰性コン
トロールと同程度の細胞数および ALP 活性の増加を認めたこ
とから，MMS は混和条件に関わらず骨芽細胞の増殖に影響が
少ないシーラーである可能性が示唆された。
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6．�象牙細管封鎖を促すハイドロキシアパタイト様結
晶の生成 : 均一二相性リン酸カルシウムセメント
（Biphasic Calcium Phosphate Cement）の新規応
用
〇井上聖也 1,2，鈴木裕介 2,3，林　誠 2,3，武市　収 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅱ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

　目的
　均一二相性リン酸カルシウムセメント（BCPC）は，同一粒
子内にα-リン酸三カルシウムおよびリン酸四カルシウムを分
散させることで，効率的にハイドロキシアパタイト（HA）を
生成する特性を有する。そのため，HA は象牙質面に塗布する
と象牙細管の物理的封鎖，歯質の耐酸性向上や再石灰化促進効
果を示すことが報告されており，BCPC の適応は高齢者の根面
う蝕や象牙質知覚過敏症に対する新たな治療法となり得ると考
えた。そこで本研究では，BCPC が生成する HA によるウシ抜
去歯象牙細管の物理的封鎖性を走査型電子顕微鏡（SEM）に
より観察し，象牙質知覚過敏症抑制材としての有用性を評価す
ることを目的とした。
　材料および方法
　①供試材料
　　�Powder　BCP 粉末（Median Diam 8.2 ㎛）+1.5M クエン

酸 3 ナトリウム
　　Liquid　2.5M 酸性リン酸カルシウム溶液
　②牛歯試片の作製
　　�ウシ下顎前歯歯頸部象牙質をモデルトリマー（MT 10，モ

リタ東京製作所）および自動研削機（Buehler Minitech, 
Presi）を用いて，4 × 4 × 1 mm のブロック体に調整し
た。その後，耐水シリコーンカーバイトペーパー#800，
#1,200，#2,500 の順で研磨し，超音波洗浄したものを象牙
細管開口モデルとした。

　③ BCPC の塗布
　　�BCPC を 10 秒混和後，30，40，50 秒の 3 条件で塗布。24

時間水中保管後，SEM 観察（ERA-8800FE; Elionix）を
行った。

　④ SEM 観察
　　�塗布面および象牙細管方向に割断した縦断面を観察し，象

牙細管封鎖性を評価した。
　成績および考察
　BCPC の塗布により，象牙細管表面は HA 様結晶構造により
覆われており，塗布条件の違いによる影響は認められなかっ
た。縦断面観察では，象牙細管内に BCPC が浸透し，HA 様結
晶構造によるタグ様構造が形成されていた。すなわち，水中保
管後も BCPC がウォッシュアウトされていないことから，口
腔内環境下においても安定した HA 様結晶構造の生成が可能で
あると考えられる。

7．�FGF-2 添加コラーゲンメンブレンの歯槽堤保存術
への応用
〇鬼澤　崇 1，髙山忠裕 2,3，磯部俊介 1，新井嘉則 3,4，
　佐藤秀一 2,4

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅲ講座 2

日本大学歯学部歯科放射線学講座 3

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 4

　目的
　近年，欠損部への歯科インプラント治療を応用する機会が多
くなってきている。しかしながら，抜歯後の歯槽骨吸収によ
り，インプラント体埋入に必要な骨の幅や高さが不足している
場合が多く存在する。歯槽骨吸収を最小限に抑えるために歯槽
堤保存術（alveolar ridge preservation; RP）という術式が考案
される。RP では，骨移植材とバリアメンブレンが使用される。
代表的なバリアメンブレンとしてコラーゲンメンブレン

（collagen membranes; CM）が知られている。本研究では，
ラットの上顎第一臼歯の抜歯を行い，塩基性線維芽細胞増殖因
子（basic fibroblast growth factor; FGF-2）を CM に添加した
再生ユニット（CM/FGF-2）を応用し，抜歯窩の治癒に及ぼす
影響について検討した。
　材料と方法
　雄性近交系ラット（F344/jcl）8 週齢を用い，上顎第一臼歯
の抜歯を行った。抜歯のみの群を control 群とし，抜歯窩を
CM で被覆した群を CM 群，CM に FGF-2 を低用量 0.5 µg 添
加した群を FGF-2［L］群，高用量 2.0 µg 添加した群を FGF-2

［H］群とし 4 群に分けた。CM を設置後，ポリプロピレン糸
で縫合を行った。実験動物用 3D マイクロ CT（マイクロ CT）
を用い，エックス線学的に抜歯窩治癒過程の観察と骨形態変化
の計測を術後 4 週までの隔週において行った。
　結果
　術後 1, 2 週は control 群と比べ FGF-2［H］群で骨増加量は顕
著な増加を認めた。また，術後 4 週で頬側骨の減少量は control
群と比較して，CM 群，FGF-2［L］群，FGF-2［H］群で抑制さ
れた。
　結論
　CM/FGF-2 を抜歯窩に応用することで，術後早期における
抜歯窩の治癒機転が認められ，頬側骨の吸収を抑制できること
が示唆された。
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8．�ラット下顎角骨欠損モデルにおけるBMP-2 添加コ
ラーゲンメンブレンの骨造成に及ぼす効果
○磯部俊介 1，髙山忠裕 2,3，鬼澤　崇 1，新井嘉則 3，
　佐藤秀一 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科保存学第Ⅲ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

　目的
　インプラント体埋入の際に十分な骨幅や骨の高さが不足した
欠損部に対する歯科インプラント治療では骨再生誘導法を検討
する必要がある。術中にスペースの確保を目的としてバリアメ
ンブレンを使用する場合があり，その代表例としてコラーゲン
メンブレン（collagen membrane; CM）が知られている。我々
の研究グループでは以前より CM に生体為害性のない成長因
子を添加する新規再生ユニットを考案し研究を遂行し，歯槽骨
再生量の更なる改善や歯槽骨再生に要する治癒期間短縮の必要
性を探求してきた。そこで本研究では，新たな成長因子である
骨形成タンパク（bone morphogenetic protein; BMP-2）を CM
に添加した再生ユニット（CM/BMP-2）を考案し，骨に及ぼ
す影響についてラット下顎角骨欠損モデルを用いて検討した。
　材料と方法
　雄性近交系ラット（F344/jcl）8 週齢の下顎角に，内径 4.0 
mm のトレファインバーで下顎角骨欠損モデルを作製した。欠
損 の み（control 群 ）， 欠 損 を CM で 被 覆（CM 群 ），CM に
BMP-2 を低用量 0.5 µg 添加（BMP-2［L］群），高用量 2.0 µg
添加（BMP-2［H］群）し被覆した 4 群に分けた。実験動物用
3D マイクロ CT（マイクロ CT）によるエックス線学的観察と
HE 染色による組織学的評価を，術後 6 週において行った。
　結果と考察
　エックス線学的観察から，control 群，CM 群と比較し，
CM/BMP-2 群で骨欠損部に骨様組織の再生を認めた。また，
BMP-2［L］群と比較した際に BMP-2［H］群の方が欠損部に骨
様組織の再生を認めた。組織学的評価では生体為害性を示す組
織像は認められなかった。以上から，CM/BMP-2 群は骨造成
を顕著に促すことが示唆された。
　結論
　CM/BMP-2 群は，control 群および CM 群と比較して，骨欠
損部に骨様組織の再生を認めたことから，新規骨造成ユニット
として応用される可能性が考えられる。

9．�歯肉線維芽細胞の FGF-2 発現に及ぼす LIPUS 刺
激の影響
〇林みに彩 1,2，中井久美子 2,3，田中秀樹 2,3，川戸貴行 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔健康科学分野 1

日本大学歯学部衛生学講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 機能形態学部門 3

　目的
　Low Intensity Pulsed Ultra Sound（LIPUS）は，骨芽細胞
の機能を賦活化することから骨折治療などに臨床応用されてい
る。また，Fibroblast Growth Factor（FGF）-2 は成長因子の 1
つであり，歯肉線維芽細胞が産生する FGF-2 は歯周組織のリ
モデリングや創傷治癒に関与することが知られている。本研究
では，セルフケアに用いられる刷毛部から LIPUS を発する電
動歯ブラシ（超音波歯ブラシ）の使用を想定して，歯肉線維芽
細胞（HGnF）に LIPUS 刺激を加え，FGF-2 発現に及ぼす影
響を調べた。
　材料および方法
　HGnF を 6-well 培養プレートに播種し，2％ウシ胎児血清，
1％線維芽細胞サプリメントおよび 1％抗生物質溶液を含む培
地で培養した。細胞がコンフルエントに達した時点で，オステ
オトロン V（伊藤超短波株式会社）の発振器を培養プレート底
面にゲルを介して密着させ，3 分間，細胞に LIPUS 刺激を加
えた。LIPUS による刺激条件は，超音波歯ブラシ（伊藤超短
波株式会社）の仕様を参照して，出力 15 mW/cm2，周波数 1.5 
MHz とした。刺激から 12 時間後に回収した細胞溶解液中の
FGF-2 タンパク発現を，Western blotting 法で調べた。得られ
たタンパクバンドは，画像解析ソフトを用いて半定量化した。
　結果および考察
　Western blotting 像において，分子量マーカーの 15～31 
KDa 付近に抗ヒト FGF-2 抗体に反応を示す複数のタンパクバ
ンドが認められた。また，これらのタンパクバンドは，未刺激
の細胞に比べて LIPUS 刺激を受けた細胞において強く認めら
れた。
　FGF-2 には低分子量と高分子量のアイソフォームが存在し，
前者は 18 KDa，後者は 22～34 KDa の分子量と推定されてい
る。また，低分子量の FGF-2 は細胞外に分泌後，細胞膜上の
受容体に結合する一方で，高分子量の FGF-2 は核内に移行す
ることが知られている。これらの知見と本研究の結果から，超
音波歯ブラシの使用を想定したレベルの LIPUS の刺激は，低
分子量と高分子量の両方の FGF-2 の発現を誘導し，歯肉線維
芽細胞の機能に影響を及ぼす可能性が示唆された。
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10．�二次口蓋癒合時におけるTGF-β3およびFGF2の
Cross-talk についての解明

〇福増仁知香 1,2，青木三奈 2，中嶋　昭 2,3，納村泰弘 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部歯科矯正学講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 臨床研究部門 3

　目的
　Transforming Growth Factor–beta（TGF-β）は，二次口蓋
の正中癒合上皮（Medial Edge Epithelium: MEE）に強い遺伝
子発現を示すことが明らかとなってきている。TGF-β3-/- mouse
では，MEE が上皮癒合せず口蓋裂となることが知られている。
一方，Fibroblast growth factor（FGF）シグナル伝達経路も
また，口蓋の発生において重要な役割があることが明らかと
なってきており，FGF2 は上皮および口蓋中後部の間葉系細胞
に発現している。しかし，二次口蓋癒合時における，TGF-β3
および FGF2 のそれぞれの機能を knockdown および double 
knockdown した際の cross-talk については，十分に明らかと
なっていない。本研究目的は，二次口蓋の organ culture によ
り，TGF-β3 および FGF2 の機能を siRNA 処理で single knock 
sown および double knockdown を行い，二次口蓋癒合時にお
ける TGF-β3 および FGF2 との cross-talk signaling の詳細を明
らかにすることである。
　材料および方法
　ICR（Wild type）マウスの胎生 13 日目（E13）の二次口蓋
を摘出し，二次口蓋の器官培養を行う。Control 群については
control siRNA，knockdown 群ついては，500 nM の TGF-β3，
FGF2 の siRNA を 含 有 し た 培 養 液 に て，37 ℃，5% CO2-air 
atmosphere の環境下で培養を行った。培養時間は 24 時間

（E14 相当），48 時間（E15 相当）および 72 時間（E16 相当：
口蓋融合期）まで Culture した。免疫染色にて E14 および
E13+24h の MEE における TGF-β3 および FGF2 の二次口蓋発
現，mRNA 発現については real-time RT-PCR 法，タンパク発
現についてはWestern blot法により発現量を比較し検討を行っ
た。
　成績および考察
　Control 群では，72 時間後の二次口蓋は癒合していたが，
FGF2, TGF-β3/FGF2 の siRNA 添加群のいずれにおいても癒
合遅延もしくは癒合不全を生じていた。TGFβ3-FGF2 の Cross 
talk については TGFβ3 を knockdown した際の FGF2 の発現
は上昇し，siFGF2 を knockdown した場合では，TGF-β3 の発
現は有意に増加していた。したがって，二次口蓋癒合時におけ
る TGF-β3 および FGF2 はそれぞれ発現が減少すると互いに発
現を rescue する事が示唆された。

11．�接着性舌側リテーナー再接着時における大気圧プ
ラズマ処理がボンディング材浸入性に及ぼす影響
について

〇栗栖有希 1,2，木村浮子 1,2，小泉寛恭 4,5，米山隆之 4,5，
　納村泰弘 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部歯科矯正学講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 臨床研究部門 3

日本大学歯学部歯科理工学講座 4

日本大学歯学部総合歯学研究所 生体工学研究部門 5

　目的
　保定時に接着性舌側リテーナーが一部脱離した場合の再接着
について，大気圧プラズマ処理が脱離した接着材と歯面との間
隙に充填する接着材の浸入性に及ぼす影響を検討した。
　試料および方法
　試料は，耐水研磨紙♯800 まで削合研磨した牛歯エナメル質
平面とコンポジットレジンブロック平面間に 50 μm，100 μm，
150 μm のテープを介在させ間隙を作り，C 型クランプで固定
し作製した。プラズマ照射群には，窒素ガスプラズマ照射をそ
の間隙に 20 秒間行った。その後，直ちにワンステップユニ
バーサルボンド（スコッチボンド，3M）を間隙に塗布，浸透
させ光照射を実施した。処理後の試料を 37℃の蒸留水中に 24
時間放置後，牛歯エナメル質とコンポジットレジンを分離し
た。光学顕微鏡でボンディングの間隙への浸入距離および面積
を測定し，プラズマ照射群とコントロール群（非照射群）の比
較は Mann-Whitney U test で，間隙の厚さは Kruskal-Wallis
検定後 Steel-Dwass test にて多重比較を行った。
　結果および考察
　プラズマ照射群では，コントロール群と比較し，ボンディン
グ材の浸入距離が最大 2.8 倍，浸入面積が最大 4.1 倍有意に増
加した。また，浸入距離については，100 μm と 150 μm は，
50 μm と比較し有意（p<0.05）に大きかった。これらの結果か
ら，プラズマ処理により歯質表面およびコンポジットレジンの
表面が改質され，ボンディング材の浸透を促進した可能性が考
えられた。
　結論
　本研究により，プラズマ処理は接着性舌側リテーナーの再接
着時，歯面とレジンとの間に接着材を浸入させる有効な手段で
あることが示唆され，脱離していない装置を撤去する手間を省
き，臨床現場のチェアタイム短縮に寄与する可能性を示した。
今後は，異なる接着材や，ガス種によるプラズマ処理の効果に
ついても検討する。
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12．�関節リウマチが摂食嚥下障害および食生活に及ぼ
す影響

○小出偉貴 1,2，中山渕利 1,2,3，阿部仁子 1,2,3，米永一理 1,2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔健康科学分野 1

日本大学歯学部摂食機能療法学講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 臨床研究部門 3

　目的
　リウマチ（RA）は，関節の疼痛や可動域制限，関節の腫れ
などの症状が全身に認められ，生活の質にも影響を及ぼす。し
かしながら，RA 患者における摂食嚥下障害の実態は十分に明
らかになっていない。本研究では，RA 患者における摂食嚥下
障害の実態と，それらが食事量や生活全般に与える影響を明ら
かにすることを目的とした。
　方法
　2024 年 9 月～12 月まで，共同研究先の医療法人慈誠会にて，
RA と診断された成人患者 185 名を対象に調査を実施した。調
査項目は，年齢，性別，BMI，RA 罹患期間，現在および過去
の症状，食事の際に困っている症状（噛めない，飲込みづら
い，むせる等），食事量の変化（現在・発症前・最重症期との
比較），体重変化，運動状況，健康度，精神状態，幸福度等と
した。
　結果
　回答者の平均年齢は 69.0 歳，罹患年数は平均 16.3 年であっ
た。現在の食事の際に困っている症状としては，「あごが痛い」

（18.1%），「時間を要す」（16.7%），「むせる」（12.1%），「飲込み
づらい」（10.5％）が主に挙げられた。現在の食事量は，RA 最
重症期を 100% とすると平均で 101.1％（P＞0.05），RA 発症前
を 100% とすると平均で 88.1%（P＜0.05）であった。また，現
在の BMI は 22.0 kg/m2 であり，体重は発症前と比べると平均
で 1.9 kg 減少（P＜0.05）し，最重症期と比べると 0.5 ㎏増加

（P＞0.05）していた（いずれも対応のあるｔ検定）。またとく
に，食事の際に困っている症状を訴える群では，食事量が減少
している者が多い傾向にあった。
　結論
　本研究により，RA が摂食嚥下や食生活にも影響を及ぼし，
食事量や体重減少に関与する可能性が示された。今後，RA 患
者の摂食嚥下障害と運動状況，健康度，精神状態，幸福度等と
の関連性を解析し，歯科から RA に対する包括的な介入方法に
ついて検討する必要がある。

13．�5 mol% イットリア部分安定化ジルコニアの厚み
がレジン系装着材料との接着耐久性に及ぼす影響

○星野恵佑 1,2，窪地　慶 2,3，高田宏起 2，新井聡美 1,2，
　中世大嗣 2,3，小峰　太 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅲ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

　目的
　5 mol% イットリア部分安定化ジルコニア（5Y-PSZ，以下
PSZ）の厚みが，PSZ とレジン系装着材料との接着耐久性に及
ぼす影響を評価することを目的とした。
　材料および方法
　被着体として 2 種類の異なる厚みの PSZ 円形平板（直径
11.0 mm，厚さ 2.0 mm および 2.5 mm）と直径の異なる PSZ
円形平板（直径 8.0 mm，厚さ 2.5 mm）を用いた。すべての
PSZ 被着面に対して，#600 の耐水研磨紙で注水研削後，0.2 
MPa の噴射圧で 10 秒間，噴射口からの距離 10 mm でアルミ
ナブラスト処理を行った。それぞれの厚みの PSZ に対して，
①デュアルキュア型レジン系装着材料・光照射あり（以下 UI-
40），②直接修復用コンポジットレジン・光照射あり（以下
CM-40），③デュアルキュア型レジン系装着材料・光照射なし

（UI-0），④化学重合型レジン系装着材料・光照射なし（OP-0）
の 4 条件で接着を行った。製作した試料は，37℃精製水中に
24 時間保管し，半数の試料に対して繰り返し荷重試験 125,000
回を行った。その後，万能試験機を用いてせん断接着試験を
行った。せん断接着試験後，破断面を実体顕微鏡および走査電
子顕微鏡を用いて観察した。また，微小硬度計を用いて各レジ
ン系装着材料の重合後の硬度（ヌープ硬さ）を測定した。
　成績および考察
　繰り返し荷重試験前の UI-40 および CM-40 においては，厚
さ 2.0 mm および 2.5 mm でせん断接着強さに有意差は認めら
れなかったが，繰り返し荷重試験後では，厚さ 2.0 mm が 2.5 
mm と比較して有意に高いせん断接着強さを示した。また，
ヌープ硬さに関しては，光照射の行わなかった UI-0 および
OP-0 では，厚さ 2.0 mm および 2.5 mm で有意差は認められな
かった。しかし，光照射を行った UI-40 および CM-40 では，
厚さ 2.0 mm が 2.5 mm と比較して有意に高いヌープ硬さを示
した。以上の結果から，5 mo l% イットリア部分安定化ジルコ
ニアの厚みが 2.0 mm の場合には，接着面に対し照射光が到達
し，レジン系装着材料が十分に硬化したことで，接着耐久性の
獲得に有効であったことが示唆された。
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14．�血管形成が歯の矯正移動に及ぼす影響
〇篠原理恵 1,2，二宮　禎 3,4，髙橋富久 3,4，納村泰弘 2,5

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔構造機能学分野 1

日本大学歯学部歯科矯正学講座 2

日本大学歯学部解剖学第Ⅰ講座 3

日本大学歯学部総合歯学研究所 機能形態部門 4

日本大学歯学部総合歯学研究所 臨床研究部門 5

　目的
　歯列矯正時の圧迫側では，血流障害が起因して破骨細胞の分
化が促進し，活発な歯槽骨吸収が生じる。一方で，破骨細胞は
血液中に存在する単球に由来するため，歯を移動させるには血
管が必要である。これらのように，歯の移動には血管が深く関
わっているのだが，歯の移動を制御する血管の機能について
は，いまだ十分に解明されていない。本研究では，血管新生を
誘導したマウスの歯に矯正力を加えることで，血管形成が歯の
矯正移動に及ぼす影響について検討した。
　材料および方法
　8 週齢雄性 C57BL6 マウスの腹腔内に 5, 10 mg/kg の血管新
生促進剤（COA-Cl）を投与した後，3, 5 日目に上・下顎を摘
出して，qPCR と免疫組織染色によって VEGF の発現を調べ
た。また，COA-Cl 投与 3 日後に矯正装置（OTM）を取付け
て第 1 臼歯に矯正力を負荷した。その後，マイクロ CT を用い
て経日的に歯の移動を観察した。さらに，酵素処理によってマ
ウス臼歯から採取した歯根膜細胞（PDLs）を培養し，12-well 
plate に 1×105 cells/well の細胞数で播種した。培地に 1, 10, 
100 μM の COA-Cl を添加し，48 時間の培養後 RNA を抽出し，
qPCR によって VEGF，RANKL，OPG の発現を調べた。
　結果および考察
　10 mg/kg COA-Cl 投与群は，3 日目で歯周組織に VEGF の
発現が増加し，血管形成が促された。5 mg/kg COA-Cl 投与群
は，control（0 mg/kg）群と比べて歯の移動量に差がみられな
かったが，10 mg/kg COA-Cl 投与群では OTM 処置 1 日目か
ら有意な増加が認められた。PDLs の培地に COA-Cl を添加す
ると，PDLs による VEGF と RANKL の発現が増加する一方
で，OPG の発現は減少した。以上の結果から，血管形成が
RANKL/OPG 比の増加と歯の移動を促すことが示された。

15．�IL-1αknockout（KO）細胞における pIL-1αの細
胞内機能の追求

〇田村宏貴 1,2，角田麻里子 3,4，浅野正岳 3,4，菊入　崇 2

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 口腔健康科学分野 1

日本大学歯学部小児歯科学講座 2

日本大学歯学部病理学講座 3

日本大学歯学部総合歯学研究所 生体防御部門 4

　目的
　IL-1αは，細胞内で precursor IL-1α（pIL-1α）として産生さ
れた後に酵素で分断され，核移行配列（NLS）を有する
propieceIL-1α（ppIL-1α）と mature IL-1α（mIL-1α）にわかれ
る。大部分の pIL-1αは細胞外へ放出されるが，残留した pIL-1
αは NLS を有することから核に移行し遺伝子発現に関与するが
その詳細は不明である。本研究は，IL-1αknockout（KO）細
胞を用いて，pIL-1αの細胞内機能を追求することを目的とした。
　材料および方法
　ヒト上皮癌細胞株（HSC-3）から CRISPR/Cas 9 法で，IL-1α 
KO 細胞（α7）を樹立した。HSC-3 と HSC-α7 の IL-6，IL-8 お
よび IL-1βの発現を real-time PCR と ELISA 法で検索した。
HeLa と HSC-3 の IL-1α反応性は，recombinant pIL-1α（rpIL-1
α）を用いて行った。pIL-1αの細胞内機能に関与する分子内領
域の特定は，pIL-1α，mIL-1α，ppIL-1αおよび pIL-1αの NLS 欠
失変異体（⊿NLS）で検討した。
　結果および考察
　HSC-α7 は HSC-3 と比較して IL-6，IL-8，IL-1βの産生が低下
しており，転写レベルで抑制されていることが明らかとなっ
た。一方，HSC-α7 に pIL-1αを過剰発現させると，IL-6 産生が
HSC-3 と同レベルに回復した。また，HSC-3 は rIL-1αに反応し
なかったことから，pIL-1αは，HSC-3 の核内で IL-6 および IL-8
遺伝子発現を増強させていると考えられた。この効果は，
mIL-1α，ppIL-1αおよび⊿NLS では確認されなかった。pIL-1α
はイントラクインとして IL-6 の発現に関与し，この効果は
pIL-1αという分子形態が完全体である場合にのみ発揮されるも
のと考えられた。
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16．�CAD/CAM用歯冠補綴材料で製作した前歯部ハ
イブリッドアバットメントクラウンの破壊強度

○齊藤丈麿 1,2，本田順一 2,3，小林達朗 2,3，小峰　太 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅲ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

　目的
　本研究では，チタンベースに異なる CAD/CAM 用歯冠補綴
材料で製作された補綴装置を接着した前歯部ハイブリットア
バットメントクラウン（HAC）の破壊強度を比較，検討した。
　材料および方法
　上顎中切歯欠損症例に対するインプラント治療を想定し，イ
ンプラント体を常温重合レジンに埋入した。実験群には，
CAD/CAM 用歯冠補綴材料として，高透光性ジルコニア

（TZ），二ケイ酸リチウム含有セラミックス（LD），およびコ
ンポジットレジン（CR）の 3 種類を使用した。補綴装置は，
チタンベースにワックスパターン形成し，それを口腔内スキャ
ナーでスキャン後，CAD ソフトを用いて同一の形態になるよ
う設計し，ミリング加工によって製作した。補綴装置の接着前
処理として，TZ および CR の内面にはアルミナブラスト処理
およびプライマー処理を，LD の内面にはフッ化水素酸処理お
よびプライマー処理を行った。チタンベースの接着前処理はプ
ライマー処理のみを行った。その後，全ての補綴装置をレジン
系装着材料を用いてチタンベースに接着した。
　製作した HAC をインプラント体に締結後，アクセスホール
は直接修復用コンポジットレジンにて充填した。全ての試料は
37℃精製水中に 24 時間保管後，万能試験機を用いて，水平方
向に対して 135°の角度で固定し，破壊強度を測定した。
　成績および考察
　HAC の破壊強度は TZ が 1.5±0.2 kN，LD が 0.8±0.2 kN，
CR が 0.6±0.4 kN であり，全ての群間において統計学的な有
意差を認めた（P>0.05）。これは，TZ は LD および CR と比較
して高い曲げ強さを有しているため，破壊強度が高くなったと
考えられる。また LD は CR と比較して高い曲げ強さを有し，
さらに微細な結晶を高密度に析出しているため，アクセスホー
ル周囲の表面性状が安定しており，圧縮荷重に対して抵抗し
CR よりも高い破壊強度を示したと推察される。本研究で評価
した全ての HAC は，前歯部の生理的咬合力とされる 0.37 kN
を越えており，臨床応用の可能性が示唆された。

17．�支台歯形成デザインと使用材料の違いがオクルー
ザルベニアの適合に及ぼす影響

〇西原佑哉 1,2，岩崎太郎 2,3，伊藤恵吾 2,3，小峰　太 2,3

日本大学大学院歯学研究科歯学専攻 応用口腔科学分野 1

日本大学歯学部歯科補綴学第Ⅲ講座 2

日本大学歯学部総合歯学研究所 高度先端医療研究部門 3

　目的
　支台歯と補綴装置の適合は，補綴装置の予後に影響を与える
ことが報告されている。本研究では，支台歯形成デザインと使
用材料の違いが支台歯とオクルーザルベニアの内面適合に及ぼ
す影響を明らかにすることを目的とした。
　材料および方法
　下顎右側第一大臼歯に対するオクルーザルベニア（OV）を
用いた治療を想定し，レジン製人工歯の支台歯形成を行った。
支台歯形成デザインは，フィニッシュラインをバットジョイン
トとし，咬合面を平坦にしたもの（FP）および FP の近遠心側
にボックス形態を付与したもの（BP）の 2 つとした。咬合面の
形成量は 1.5 mm とした。支台歯をスキャニング後，セメント
スペースを 90 µm とし設計した。設計後，二ケイ酸リチウム含
有ガラスセラミックス（EM）とジルコニア（M4Y-M5Y, ZR）
をミリングし焼成，焼結を行った。内面間隙量の測定は，シリ
コーンレプリカ法を用いて行った。OV 内面に歯科適合試験用
材料（FC）を塗布し，支台歯に圧接した。硬化後，OV 内面か
ら FC を撤去し，歯科汎用アクリル系レジンを用いて包埋を行
い，シリコーンレプリカを製作した。レプリカ試料は精密低速
切断機を用いて近遠心方向に均等に 3 分割した。分割した各試
料の内面に対して近心側，中央，遠心側の 3 点の測定点を設定
し測定点近傍を 10 点，計 90 点をデジタルマイクロスコープで
測定した。
　成績および考察
　各測定点の平均値を合計し，内面間隙量を比較した結果，
EM 群，ZR 群ともに FP が有意に小さい値を示した。また，
いずれの支台歯形成デザインも EM 群は ZR 群に比較して有意
に小さい値を示した。この結果から，材料や支台歯形成デザイ
ンの違いは内面適合に影響を及ぼすことが示された。また，各
測定点の値と設定したセメントスペースとの差は，BP 群（8.4
～69.8 µm）と比較し FP 群（─3.6～26.3 µm）が小さい値を示
し，設定値に近似した値が得られた。BP におけるボックス形
態の付与がスキャニングやミリングのエラーを引き起こし内面
適合に影響を及ぼすと考えられる。
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〔議事録〕
理事会

令和 7 年 5 月 8 日（木）　17：05～17：25
日本大学歯学部　創設百周年記念講堂（本館 7 階）

開会の辞
　武市総務担当理事が開会の辞を述べ，開会。
会長挨拶
　飯沼会長から理事に対して学会活動への協力に対する謝辞が述べ
られた。また，今後の運営について審議いただきたいとの挨拶がな
された。

報告・審議
〔報告〕
　  1．令和 6 年度庶務報告

　武市総務担当理事から本学会の活動状況について，菊入編集
担当理事から機関誌発行状況について，次のとおり報告がなさ
れた。

　　　①  現況（令和 7 年 3 月 31 日現在）
　　　　  （1）会員数：1,511名
　　　　　　　　　正会員 289 名，学生会員 66 名
　　　　　　　　　研究員 1,089 名，名誉会員 67 名
　　　　  （2）役員：75 名
　　　　　　　　　理事 28 名（内監事 1 名），評議員 47 名
　　　②  学会活動状況
　　　　  （1）理事会：	 令和 6 年 5 月 9 日（木）
　　　　  （2）評議員会：	 令和 6 年 5 月 19 日（日）
　　　　  （3）第 76 回総会：	 令和 6 年 5 月 19 日（日）

特別講演 2 題（講演者：岡　俊一　教授，萩原芳幸　
教授），一般演題 20 題の抄録については，日大歯学 98
巻 2 号に掲載
第77回総会・学術大会特別講演は武市　収　教授に依
頼

　　　③  機関誌発行状況編集担当
　　　　  　編集委員会 2 回
　　　　  　日大歯学（98巻 1 号，2 号）2 回発行

〔審議〕
　  1．名誉会員の推薦に関する件

　武市総務担当理事から，標記のことについて，次のとおり
説明がなされ，諮る。
　名誉会員候補者（五十音順，敬称略）	 磯川桂太郎

			   清水　治
			   本𠮷　満
			   米原啓之

　審議の結果，原案通り承認。
　 2．令和 6 年度退会者および令和 7 年度入会者に関する件

　武市総務担当理事から，標記のことについて，次のとおり
説明がなされ，諮る。
　退会者　依願による退会　　　　　20 名
　　　　　会費未納による強制退会　17 名
　入会者　正会員　　　　　　　　　10 名

　　　　　学生会員　　　　　　　　19 名
　審議の結果，原案どおり承認。

　 3．令和 6 年度決算に関する件
　野間会計担当理事（令和 6 年度）から，資料に基づき，当
年度収入合計 2,233,599 円，当年度支出合計 2,498,901 円である
旨報告がなされた。
　引き続き，鈴木監事から，4 月18日に行われた監査において，
本学会の事業ならびに会計処理は，正確かつ適正に処理され
ていることを確認した旨，報告がなされた。
　武市総務担当理事から，資料のとおり，令和 6 年度決算を
承認する旨の提案がなされ，諮る。
　審議の結果，原案どおり承認。

　 4．令和 7 年度予算案に関する件
　林会計担当理事から，標記のことについて，資料に基づき，
収入の部，支出の部における各科目の予算額について報告が
なされた。
　武市総務担当理事から，資料のとおり，令和 7 年度予算を
承認する旨提案がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。

　 5．令和 7 年度理事および評議員の委嘱に関する件
　武市総務担当理事から，今年度新たに 3 名を理事に， 9 名
を評議員に加え，理事 26 名，評議員 49 名を委嘱する旨，提
案がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。
　なお，任期は令和 7 年 4 月 1 日から令和 8 年 3 月 31 日まで
とする旨，言及された。

　 6．令和 8 年度常任理事および監事に関する件
　武市総務担当理事から，会則第 9 条に基づき，次年度の常
任理事を次のとおり委嘱する旨，提案がなされ，諮る。
　副会長　　　　浅野正岳
　総務担当理事　野間　昇
　集会担当理事　林　　誠
　会計担当理事　米永一理
　編集担当理事　菊入　崇
　監　事　　　　鈴木直人
　審議の結果，提案どおり承認。

　 7．令和 8 年度日本大学歯学会総会・学術大会開催日程に関する件
　武市総務担当理事から，第 78 回総会・学術大会の日程と特
別講演の予定について，次のとおり提案がなされ，諮る。
　第 78 回総会・学術大会
　開催日：令和 8 年 5 月 17 日（日）
　特別講演者：中野善夫　教授
　審議の結果，提案どおり承認。

　 8．令和 6 年度日本大学歯学会奨励賞の選考に関する件
　武市総務担当理事から，第 76 回総会・学術大会で発表され
た演題に対する評価結果に基づき，次の 6 名を令和 6 年度日
本大学歯学会奨励賞受賞者とする旨，提案がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。
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奨励賞受賞者一覧
演題
番号 所属 氏　名 演　題

8 歯科保存学第Ⅰ講座 青木良太

ユニバーサルアドヒーシブへ
の化学重合触媒の添加がレジ
ンセメントおよびコア用レジ
ンのコンタクトキュアに及ぼ
す影響

9 薬理学講座 北野晃平
アロディニア誘発マウスにお
けるバレル皮質でのカルシウ
ム応答の変化

12 歯科保存学第Ⅲ講座 髙木朝子

Fusobacterium nucleatum は
呼吸器ウイルス活性化因子
TMPRSS2の発現を亢進させ
る

13 歯科保存学第Ⅲ講座 中島由梨佳

スフェロイド培養とHippo経
路阻害剤を用いた口腔扁平上
皮癌細胞株 - Porphyromonas 
gingivalis共培養系の樹立とそ
の応用

14 歯科補綴学第Ⅰ講座 井手唯李加
口腔顔面の神経障害性疼痛発
症に対する三叉神経脊髄路核
吻側亜核の役割

17 口腔内科学講座 小林桃代
神経障害性疼痛モデルラット
の三叉神経節における衛星細
胞およびIFN-γの役割

閉会の辞
　武市総務担当理事が閉会の辞を述べ，閉会。

以　　上

評議員会
令和 7 年 5 月 18 日（日）　11：40〜12：00

日本大学歯学部　121 講義室（本館 2 階）

開会の辞
　武市担当理事が開会の辞を述べ，開会。
会長挨拶
　飯沼会長から評議員に向けて，学会活動への協力に対する謝辞が
述べられた。また今後の議案の審議および学術講演へ御協力いただ
きたい旨，挨拶がなされた。

報告・審議
〔報告〕
　 1．令和 6 年度庶務報告

　武市総務担当理事から本学会の活動状況について，菊入編
集担当理事から機関誌発行状況について，報告がなされた。

　 2．令和 6 年度日本大学歯学会奨励賞受賞者について
　武市総務担当理事から，標記のことについて，理事会にお
ける審議の結果，資料のとおり 6 名が受賞した旨，報告がな
された。

〔審議〕
　 1．令和 6 年度決算に関する件

　野間会計担当理事（令和 6 年度）から，標記のことについて，
資料に基づき，収支決算の状況について報告した後， 4 月 18
日に行われた監査において，本学会の事業ならびに会計処理は，

正確かつ適正に処理されていることを確認した旨，鈴木監事
による報告がなされた。
　武市総務担当理事から，資料のとおり，令和 6 年度決算を
承認する旨の提案がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。

　 2．令和 7 年度予算案に関する件
　林会計担当理事から，標記のことについて，資料に基づき，
当該予算の説明がなされた。
　武市総務担当理事から，資料のとおり，令和 7 年度予算を
承認する旨提案がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。

　 3．令和 7 年度理事および評議員の委嘱に関する件
　武市総務担当理事から，標記のことについて，資料に基づき，
委嘱する旨の報告がなされ，諮る。
　審議の結果，提案どおり承認。
　なお，任期は令和 7 年 4 月 1 日から令和 8 年 3 月 31 日まで
とする旨，言及された。

　 4．令和 8 年度常任理事および監事に関する件
　武市総務担当理事から，会則第 9 条に基づき，次年度の常
任理事を次のとおり委嘱する旨，提案がなされ，諮る。
　副会長　　　　浅野正岳
　総務担当理事　野間　昇
　集会担当理事　林　　誠
　会計担当理事　米永一理
　編集担当理事　菊入　崇
　監　事　　　　鈴木直人
　審議の結果，提案どおり承認。

　 5．令和 8 年度日本大学歯学会総会・学術大会開催日程に関する件
　武市総務担当理事から，次のとおり提案がなされ，諮る。
　第 78 回総会・学術大会
　開催日：令和 8 年 5 月 17 日（日）
　特別講演者：中野善夫　教授

閉会の辞
　武市総務担当理事が閉会の辞を述べ，閉会。

以　　上

総会
令和 7 年 5 月 18 日（日）　12：20〜12：45

日本大学歯学部　創設百周年記念講堂（本館 7 階）

　総会に先立ち，令和 6 年度日本大学歯学会奨励賞表彰式が挙行され，
飯沼会長から受賞者へ表彰状および副賞が授与された。
開会の辞
　武市総務担当理事が開会の辞を述べ，開会。
会長挨拶
　飯沼会長から出席者に向けて学会活動への協力に対する謝辞が述
べられた。また，円滑な議事進行に御協力いただきたい旨，挨拶が
なされた。

議事
〔報告〕
　 1．令和 6 年度庶務報告

武市総務担当理事から本学会の活動状況について，菊入編集
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担当理事から機関誌発行状況について，報告がなされた。
　 2．令和 6 年度決算に関する件

　野間会計担当理事（令和 6 年度）から，標記のことについて，
資料に基づき，収支決算の状況について報告した後， 4 月 18
日に行われた監査において，本学会の事業ならびに会計処理は，
正確かつ適正に処理されていることを確認した旨，鈴木監事よ
り報告がなされた。

　 3．令和 7 年度予算案に関する件
　林会計担当理事から，標記のことについて，資料に基づき，
当該予算の説明がなされた。

　 4．令和 7 年度理事および評議員の委嘱に関する件
　武市総務担当理事から，標記のことについて，資料に基づき，
委嘱する旨の報告がなされた。
　なお，任期は令和 7 年 4 月 1 日から令和 8 年 3 月 31 日まで
とする旨が言及された。

　 5．令和 8 年度常任理事および監事に関する件
　武市総務担当理事から，会則第 9 条に基づき，次年度の常
任理事を次のとおり委嘱する旨，報告がなされた。
　副会長　　　　浅野正岳
　総務担当理事　野間　昇
　集会担当理事　林　　誠
　会計担当理事　米永一理
　編集担当理事　菊入　崇
　監　事　　　　鈴木直人

　 6．令和 8 年度日本大学歯学会総会・学術大会開催日程に関する件
　武市総務担当理事から，次のとおり報告がなされた。
　第 78 回総会・学術大会
　開催日：令和 7 年 5 月 17 日（日）
　特別講演者：中野善夫　教授

閉会の辞
　武市総務担当理事が閉会の辞を述べ，閉会。

以　　上
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日大歯学投稿規定

平成26年12月24日制定
  令和７年10月27日施行

１．本誌
　�　本誌は，研究成果の論文発表による発信を通して，歯科医学の発展に寄与することを目的として，

日本大学歯学会が発行する学術雑誌である。
２．投稿資格
　�　本誌へ投稿する著者（共著者も含む）は，原則として日本大学歯学会の会員に限る。ただし，日大

歯学編集委員会（以下，編集委員会という）が特に認めたものはこの限りではない。
３．投稿論文の種類
　�　原著論文，総説，症例・臨床報告およびその他とし，過去に他誌に掲載のもの，あるいは投稿予定

の無いものに限る。ただし，編集委員会が認めた場合はこの限りではない。編集委員会は総説論文等
（総説，報告，研究紹介，学会報告，招待論文，特許，社会活動，臨床ノート，フォーラム）の投稿を
依頼することができる。

４．倫理的配慮
　�　投稿論文は，ヒトを対象とする場合はヘルシンキ宣言（以後の改定，補足事項を含む）およびその

他の倫理規定を遵守し，動物実験は関係法令や基本指針等を踏まえ，動物実験等の具体的な実施方法
等を定めた研究機関内規定に基づいて倫理的に行われたものでなければならない。

５．利益相反
　�　論文の内容に関する利益相反をすべて申告すること。
６．投稿論文の採否
　�　投稿論文の査読後，その採否および掲載順序を編集委員会が決定する。なお，編集委員会は文意に

変化を来さない範囲において字句の改訂を行うことができる。
７．投稿論文の形式
　�　投稿論文の作成にあたっては，「投稿の手引き」に従いＡ4 判横書きで作成し，表紙から文献まで通

しページをつける。原著論文の形式は，原則として要旨，緒言，材料および方法，結果あるいは成
績，考察，結論，文献の順に記載する。原著論文以外の論文も，原則としてこれに準ずる。

８．校正
　�　著者による校正は，原則再校までとする。その際には，字句の著しい変更，追加あるいは削除など

は認めない。
９．著作権
　�　本誌に掲載された論文，抄録などの著作権は日本大学歯学会に帰属する。
10．掲載料
　�　著者は掲載料を負担する。掲載料はPDF1ページにつき10,000円とする。編集委員会から依頼する原

稿についてはこれを除く。
11．規定にない事項
　�　この規定にない事項は，別に編集委員会で決定する。
12．投稿論文の送付先
　�　所定の投稿申込用紙に必要事項を記入のうえ，下記へ送付する。

　�　〒101-8310 東京都千代田区神田駿河台1-8-13
	 日本大学歯学部研究事務課気付
	 日大歯学編集委員会
	 TEL：03-3219-8060，FAX：03-3219-8324
	 E-mail：de.shigakukai@nihon-u.ac.jp（日本大学歯学会専用のアドレス）
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Leptin receptor陽性細胞のlow-density lipoprotein receptor-related protein 1欠損が骨形成に与える影響 
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