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1．はじめに
カルシウムイオン（Ca2＋）は唾液分泌を調節する最も

重要な細胞内メッセンジャーである．ムスカリン受容体
やα1アドレナリン受容体が活性化すると，細胞の内外か
らCa2＋が動員され，細胞内（細胞質）のCa2＋濃度
（［Ca2＋］i）が速やかに上昇する．［Ca2＋］iの上昇は2つの機
序による．1つは，細胞内Ca2＋ストア（store）と呼ばれ
るCa2＋貯蔵部位（主に小胞体）からのCa2＋の放出であ
る．このCa2＋放出にはイノシトールリン脂質代謝によっ
て生成したイノシトール1，4，5三リン酸（IP3）がメッセ
ンジャーとして働く．もう1つの機序は細胞外から細胞
内へのCa2＋の流入である．この2つの動員機序によって
細胞内の［Ca2＋］iは一挙に数倍に上昇する．唾液腺細胞
では，この反応が引き金になって様々なイオンチャネル
やイオン輸送系が活性化し，腺房の基底側から腺腔側へ
の水の移動（水分泌）が起きる（図1）（谷村，東城，

2006）．
唾液腺にはCa2＋シグナル系以外に，βアドレナリン受

容体を介して活性化するcyclic AMP（cAMP）産生系が
存在する．こちらは主にアミラーゼやムチンなどのタン
パク質の開口分泌を調節している．唾液腺ではCa2＋系と
cAMP系の2つの細胞内シグナル系が協同的に働くこと
から，唾液腺の生理機能や病態に興味を持つ研究者ばか
りでなく，開口分泌の分子機構を追求する研究者，さら
にはCa2＋シグナルの生成機構に興味を持つ研究者にも，
唾液腺は研究材料として広く応用されてきた．
今から30年ほど前，アメリカのNIEHS（国立環境衛生

研究所）のJames W. Putneyは，非興奮性細胞における
Ca2＋流入機構のモデルとして極めてユニークな仮説を提
唱した（Putney, 1986）．Putneyはその仮説をcapacitative

Ca2＋ entry（容量性Ca2＋流入）と名付けたが，現在では
store-operated Ca2＋ entry（SOCE）（ストア作動性Ca2＋流

〔総説〕

唾液腺におけるストア作動性Ca2＋流入の活性化機構

東城 庸介
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Mechanism of activation of store-operated Ca2＋ entry in salivary gland
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Abstract

The cellular Ca2+ signaling system plays a central

role in secretion of water and electrolytes in salivary

glands. Activation of membrane receptors linked to

phospholipase C results in a release of Ca2+ from intra-

cellular stores and a sustained entry of Ca2+ across the

plasma membrane. The Ca2+ release is mediated by

inositol 1, 4, 5-trisphosphate (IP3), while the Ca2+ entry

is regulated by the level of Ca2+ stored in the endoplas-

mic reticulum (ER). This Ca2+ entry pathway is referred

to as “capacitative Ca2+ entry” or “store-operated Ca2+

entry (SOCE)”. In the past eight years, two key pro-

teins, STIM1 and Orai1, in the molecular regulation of

SOCE have been discovered. The STIM1 and Orai1

play critical roles in SOCE, as a Ca2+ sensor within the

ER and as a store-operated Ca2+ channel in the plasma

membrane, respectively. In this review, I summarize the

historical development of the concept of SOCE.
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入）という呼び名の方が一般的である．非興奮性細胞と
は，細胞膜が電気的興奮を起こさない細胞のことで，神
経や筋肉の様な活動電位を発する興奮性細胞と区別して
付けられた名称である．唾液腺細胞は典型的な非興奮性
細胞と考えられており，PutneyがSOCE仮説を提唱する
に至る多くの研究が唾液腺を使った研究であった．私
は，1988年にPutneyの研究室を訪問した際（図2），こ
の仮説モデルを初めて知り，唾液腺を使った研究から普
遍的なCa2＋流入モデルを組み立てた彼の洞察力と研究手
法に感銘を受けると共に，そのユニークな仮説モデルに
強い興味を持った．ここでは「ストア作動性Ca2＋流入

（SOCE）」モデルと，それと関連する研究を概説し，さ
らに近年発見されたSOCEの制御分子を紹介する．

2．細胞膜のイノシトールリン脂質代謝とCa2＋動員
神経や筋肉など興奮性細胞には電気的興奮によって開

口する電位依存性Ca2＋チャネルが存在し，膜が脱分極す
るとCa2＋チャネルが開口して細胞外からCa2＋が流入す
る．また，筋肉の場合は，細胞膜で発生した電気的興奮
が筋小胞体にも伝わり，筋小胞体上のCa2＋チャネル（リ
アノジン受容体）からCa2＋が放出され，［Ca2＋］iは一挙に
上昇する．電位依存性Ca2＋チャネルは，神経や筋肉に存
在する最も主要なCa2＋流入経路であり，神経伝達物質の
放出や筋収縮の制御に必須のシグナルとして働いてい
る．
一方，唾液腺細胞のような非興奮性細胞には膜電位の

変化によって開閉する電位依存性Ca2＋チャネルは存在し
ないと考えられている．たとえ存在したとしても，その
役割はおそらくマイナーであろう．現在，非興奮性細胞
のCa2＋シグナルがイノシトールリン脂質代謝を介して起
きることは広く認められているが，1970年代はほとんど
謎であった．大変古い話だが，1953年にCa2＋シグナル研
究の先駆けになった論文がHokin夫妻によって発表され
た（Hokin & Hokin, 1953）．夫妻は，ハトの膵臓スライ
スをアセチルコリンで刺激すると，イノシトールリン脂
質への32Pの取り込みが増加することを発見した．今か
ら捉え返すと，この増加は分解したイノシトールリン脂
質の再合成過程を反映したものであると考えられる．こ
の研究は極めて重要な発見であるにもかかわらず，32P

取り込みの生理的な意味が不明であったため，当時はほ
とんど注目されなかったという．しかし，私がCa2＋シグ
ナルの研究に手を染め始めた1980年代になると，M. R.

HokinとL. E. Hokinの名は，Ca2＋シグナル研究の先駆者
として多くの研究者が知るところであった．

Hokin夫妻の研究から22年後の1975年，英国のR. H.

Michellは，細胞膜で起きるイノシトールリン脂質の代
謝亢進こそがCa2＋動員を起こすメカニズムであるとする
仮説を提唱した（Michell, 1975）．Michellは，Ca2＋動員
として細胞外からのCa2＋流入を想定していたので，今日
の確立されたメカニズムとはやや違うが，細胞膜のリン
脂質代謝とCa2＋シグナルとをドッキングさせた最初の研
究者として広く知られている．しかし，当時，この仮説
に対しては反対もあり，Ca2＋動員が先なのか，それとも
イノシトールリン脂質代謝が先なのかといった，卵が先
かニワトリが先かに似た論争がしばらく続いた．この論
争に終止符を打ったのが1983年のM. J. Berridgeらの研究

東城 庸介／唾液腺におけるストア作動性Ca2＋流入の活性化機構

図1．唾液腺における水分泌の情報伝達機構．ACh，アセチ
ルコリン；M3受容体，M3アセチルコリン受容体；IP3，イノ
シトール1，4，5-三リン酸；NKCC1，Na+-K＋-2Cl−共輸送体．

図2．1988年にDr. Putneyの研究室を訪問した時のスナッ
プ．右端からDr. Putney，北里大学解剖の瀬川彰久先生，筆
者，生化学の田隈泰信教授．
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である（Streb et al., 1983）．彼らは，イノシトールリン
脂質の代謝産物の1つであるイノシトール1，4，5三リン
酸（IP3）をラットの膵臓腺房細胞に入れると，小胞体
からCa2＋が遊離することをCa2＋電極を使って証明した．
IP3以外のイノシトール代謝産物はCa2＋遊離をほとんど起
こさない．これが，IP3がCa2＋放出を起こすメッセンジ
ャーであることを明らかにした最初の研究である．
現在，イノシトール代謝からCa2＋遊離までの流れはほ

ぼ完全に解明されている（図3）．細胞膜受容体が刺激
を受けるとGTP－結合タンパク質（Gq）を介してホス
ホリパーゼCという酵素が活性化し，細胞膜の構成成分
の1つであるホスファチジルイノシトール4，5二リン
酸（PIP2）が加水分解され，代謝産物であるIP3とジアシ
ルグリセロール（DAG）が生成される．IP3は，細胞内
Ca2＋ストアの膜（小胞体膜）に分布するIP3受容体（Ca2＋

チャネル型受容体）に作用してCa2＋を放出させる．IP3受
容体には3種類のサブタイプが存在し，それぞれの特性
や分子構造については現在までにおおよそ明らかにされ
ている．ちなみに，IP3受容体を発見したのは東京大学
の御子柴克彦教授（現理化学研究所）であり，現在も
IP3受容体研究の世界的リーダーとして活躍している．
また，もう一方の代謝産物であるDAGはプロテインキ
ナーゼC（PKC）を活性化する．PKCは，1977年に神戸
大学の西塚泰美教授（当時）らによって発見されたタン
パク質リン酸化酵素である．唾液腺でのこの酵素の機能
は十分には解明されていないが，ムスカリン受容体を介
するアミラーゼ分泌では，PKCが重要な役割をすること

が示唆されている（Putney et al., 1984 ; Takuma & Ichida,

1986 ; Tojyo et al., 1992）．
唾液腺にはIP3産生を起こす受容体が複数存在する．

ムスカリンM3受容体，アドレナリンα1受容体，そしてサ
ブスタンスP（SP）受容体である．横道にそれるが，SP

受容体については種差が大きいようで，SPによく反応
するのはラットの唾液腺である．20年前，私たちは，マ
ウスの唾液腺細胞をSPで刺激しても［Ca2＋］i上昇やIP3産
生が全く起きないことを見つけ，AOBに短報で報告し
た（Tojyo et al., 1993）．我々より先に，日本歯科大学新
潟の岩渕良志喜博士は，マウスにSPを投与しても唾液
分泌が起きないことを報告している（Iwabuchi et al.,

1989）．どうやらマウスの唾液腺にはSP受容体が存在し
ないらしい．近縁の齧歯類なのにラットとマウスでなぜ
この様な違いがあるのか，不思議な話だ．SPに反応す
るラットの唾液腺の方が特殊なのかも知れない．しか
し，この様な種差の研究はあまり注目されないし，周囲
の評価も低くいので，誰も熱を入れてやらない．

3．Ca2＋シグナルの二相性反応
細胞内（細胞質）のCa2＋濃度は細胞外の1万分の1以

下，約100nMである．この極微量なCa2＋の測定にはCa2＋

感受性蛍光試薬を使うのが現在一般的である．特にfura-

2という蛍光試薬（図4A）が最も広く用いられてい
る．この測定法の原理については，本学会誌の総説に以
前書いたので参照してほしい（東城，2005）．ちなみに
fura-2は，1985年にRoger Y. Tsienという，当時32歳のア

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

図3．イノシトールリン脂質代謝を介するCa2＋動員．R，受容体；Gq，Gq／11型のGタンパク質；PLCβ，ホスホリ
パーゼCβ；PIP2，ホスファチジルイノシトール4，5-二リン酸；IP3，イノシトール1，4，5-三リン酸；DAG，ジア
シルグリセロール；PKC，プロティンキナーゼC；IP3R，IP3受容体；ER，小胞体．
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メリカの若手研究者によって開発された（Grynkiewicz

et al., 1985）．この測定法の普及はCa2＋シグナル研究の勃
興期と軌を一にするものであり，この蛍光試薬がサイエ
ンス全体に与えた影響は計り知れない．ある総説による
と，JBCに発表されたTsienのこの論文は15，000回以上引
用されたという（Petersen et al., 2005）．私は2005年の本
学会誌に，「生命現象をリアルタイムで可視化すること
を可能にしたTsienの功績は極めて大きく，ひょっとす
るとノーベル賞も近いかも知れない」と書いた（東
城，2005）．彼は，fura-2の開発後もクラゲの蛍光タンパ
ク質GFP（green fluorescent protein）の変異体を使った
様々な蛍光プローブを開発し，私の予想通り，3年後の
2008年に日本の下村脩博士と共にノーベル化学賞を受賞
した．私の予想がばっちり的中した時は実に爽快であっ
た．
唾液腺細胞にfura-2を取り込ませ，ムスカリン受容体

刺激による［Ca2＋］iの変化を測定すると，刺激直後の大
きなピーク相とその後の持続相が出現する（図4B）．
しかし，二相性反応が現れるのは細胞外液にCa2＋が存在

する時で，細胞外液のCa2＋を除くと持続相は消失し，
ピーク相のみが残る．すなわち，ピーク相はIP3をメッ
センジャーとするCa2＋ストアからのCa2＋放出であるのに
対し，持続相は細胞外からのCa2＋の流入である．Putney

は，fura-2による測定法が一般化する以前から，唾液腺
細胞の［Ca2＋］iの変化は二相性になると考えていた
（Putney, 1976 ; 1977）．彼の考えは，86Rb（K＋と同じ挙
動を示すアイソトープ）を使ったK＋流出実験のデー
ターから得られた結論である．唾液腺細胞からのK＋流
出はCa2＋依存的に活性化されることが明らかになってい
たので，PutneyはK＋の流出パターンがCa2＋の細胞内動態
を反映していると考えたようだ．確かに，彼の当時の論
文を見ると，86Rbの流出パターンはfura-2によって測定
した［Ca2＋］iの変化とよく一致しており，改めて彼の洞
察力の鋭さに感心する．

4．「ストア作動性Ca2＋流入」とは？
細胞内Ca2＋ストアからのCa2＋放出（ピーク相）におい

ては，IP3がメッセンジャーとして主役を担っているこ
とは疑いの余地がない．一方，細胞外からのCa2＋流入
（持続相）はどのように調節されているのか？ 1980年
代後半，それを説明するための様々な仮説が提唱され
た．IP3が，Ca2＋放出だけでなく，Ca2＋流入のメッセンジ
ャーとしても働くとする IP3説（Kuno & Gardner,

1987），IP3のリン酸化産物であるIP4がIP3と共同で働くと
するIP4説（Morris et al., 1987）などが代表的なものであ
るが，いずれも広い支持を集めることはできず，今では
これらの説は消えてしまった．その頃現れた仮説が，
Putneyが提唱したcapacitative Ca2＋ entry（容量性Ca2＋流
入），別名SOCE（ストア作動性Ca2＋流入）である．この
説は，Ca2＋流入に“メッセンジャー”は必要ないという
考えなので，“メッセンジャー”に固執していた当時の
研究者は皆驚いた．
このモデルによると，Ca2＋流入はCa2＋放出と一体の現

象であり，ストアからのCa2＋放出が起きなければCa2＋の
流入も起きない．Ca2＋放出によってストア内のCa2＋が枯
渇する（Ca2＋レベルが低下する）と，それが引き金にな
って細胞外からCa2＋が流入し，枯渇したCa2＋ストアは流
入したCa2＋によって再充填される．また，ストアからの
Ca2＋放出が続く限り，Ca2＋流入も続く．IP3やIP4などの膜
リン脂質の代謝産物は，このCa2＋流入に直接的には関与
していないという．Putneyが命名したcapacitative Ca2＋

entry（容量性Ca2＋流入）という名称は，Ca2＋ストアと細
胞膜との関係が電気回路におけるコンデンサー（capaci-

tator）と抵抗器（resistor）との関係に似ていることから

Yosuke TOJYO／Mechanism of activation of store-operated Ca2＋ entry in salivary gland

図4．Ca2＋感受性蛍光試薬fura-2の構造（A）とラット耳下腺
細胞における［Ca2＋］i上昇反応（B）．単離した耳下腺細胞に
fura-2を取り込ませ，カルバコール（CCh）でムスカリン受
容体を刺激すると，［Ca2＋］i上昇はピーク相と持続相から成る
二相性反応を示す．外液Ca2＋の非存在下で刺激した時は持続
相が消失し，ピーク相のみが残る（破線）．
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名付けられた．
1986年に発表されたSOCEモデルのオリジナル版（図
5A）（Putney, 1986）では，細胞内Ca2＋ストアは細胞外と
直接繋がっており，ストアが枯渇すると，ストアと細胞
外とを繋ぐ流入路が開き，細胞外からストア内に直接
Ca2＋が流入する．この仮説は，唾液腺を使ったK＋（86R）
放出実験の解析に基づいて組み立てられたモデルで，細
胞内のCa2＋の変化を直接モニターしたわけではない．そ
の後，Ca2＋蛍光試薬fura-2による［Ca2＋］i測定が行われる
ようになり，新たな知見が蓄積された．特に，Take-

mura and Putney（1989）は，枯渇したCa2＋ストアが再充
填する時，細胞質の［Ca2＋］iが通常より高くなる現象
（オーバーシュート）が見られることを，ラットの耳下
腺細胞を使って発見した（Takemura & Putney, 1989）．
もしCa2＋ストアと細胞外が直接繋がっているのなら，こ
の様なオーバーシュートは見られないはずである．そこ
で，Putneyは，オリジナル版を一部修正し，SOCEの新
モデルを1990年に発表した（図5B）（Putney, 1990）．修
正版によると，Ca2＋は一旦細胞質に流入し，その後スト
アの膜上のCa2＋ポンプ（Ca2＋-ATPase）によってストア
内に取り込まれるという．
このSOCEモデルは，それまでに得られた非興奮性細

胞のCa2＋流入実験の結果をほぼ矛盾無く説明することが
できた．しかし，未だ状況証拠のみであり，誰をも納得
させるだけの確定的な証拠がそろったとは言えなかっ

た．事実，当時一部の研究者からは「これまでに提唱さ
れた中で最もstupid（ばかげた）モデルだ」と批判され
たという．空想の域を出ない怪しい仮説と見ていた研究
者も多かったのではないだろうか．しかし，このモデル
がその後，非興奮性細胞におけるCa2＋流入機構として広
く受け入れられることになる．

5．タプシガルジンの作用
SOCE研究の歴史を振り返ると，タプシガルジンthap-

sigargin（TG）という植物由来の化学物質（図6A）が
極めて重要な役割を果たしたことがわかる．TGはThap-

sia garganicaというセリ科の植物から単離した発がんプ
ロモーターである．発がんプロモーターとしては，PKC

を活性化するホルボールエステルがよく知られている
が，TGにはPKCを活性化する作用はない．デンマーク
のOle Thastrupのグループは，［Ca2＋］iに対するTGの興味
深い作用を1987年と1988年の論文に発表した（Thastrup

et al., 1987 ; Jackson et al., 1988）．それによると，TGは
細胞内ストアからのCa2＋遊離を引き起こし，［Ca2＋］iを上

北海道医療大学歯学雑誌 32� 平成25年

図5．Putneyが提唱した非興奮性細胞におけるCa2＋流入モデ
ル．（A）1986年のオリジナル版．（B）1990年の修正版．

図6．小胞体Ca2＋ポンプ阻害薬タプシガルジン（thapsigar-
gin）の構造（A）とCa2＋流入に対するタプシガルジン
（TG）の効果（B）．単離したラット耳下腺細胞にfura-2を取
り込ませ，外液Ca2＋の非存在下でTGを作用させた．一過性
の［Ca2＋］i上昇の後，外液にCa2＋を加えると大きなCa2＋流入
反応が起きた．TGを作用させずにCa2＋を加えた時はCa2＋流入
はほとんど起きない（破線）．
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昇させるという．この化合物は，イオノマイシンやA

23187の様なCa2＋イオノフォアとしての作用はないし，
イノシトールリン脂質代謝を刺激する作用もないので，
この［Ca2＋］i上昇は全く別のメカニズムによる．Thas-

trupらはその後の研究で，TGが小胞体のATP-依存性Ca2＋

ポンプ（Ca2＋-ATPase）を特異的に阻害することを明ら
かにした（Thastrup et al., 1990）．分子構造が異なる細胞
膜のCa2＋ポンプは阻害を受けないことも確認された．
小胞体のCa2＋ポンプを阻害すると，なぜCa2＋が遊離す

るのか？ 小胞体が細胞内のCa2＋貯蔵庫（Ca2＋ストア）
として機能していることは既に述べた．小胞体内のCa2＋

濃度は数百μMと見積もられており，この濃度は細胞外
のCa2＋濃度（＞1mM）よりはやや低いが，細胞質の
Ca2＋濃度と比べると数千倍高い．これは，Ca2＋がCa2＋ポ
ンプによって能動的に小胞体内に取り込まれているから
である．小胞体の内と外との大きな濃度差は，小胞体内
から細胞質へのCa2＋の漏れ出し（リーク）を生じさせ
る．リークしたCa2＋は直ちにCa2＋ポンプによって小胞体
内に取り込まれるので，細胞質のCa2＋は常に低い濃度に
保たれている．しかし，TGがCa2＋ポンプを阻害すると
Ca2＋の再取り込み機構が失われ，小胞体からのCa2＋の
リークが続く．その結果，徐々に細胞質のCa2＋濃度が上
昇すると共に，Ca2＋ストア内のCa2＋が枯渇する．

TGのこの作用に注目したのがPutneyである．彼は早
速ThastrupからTGの供与を受け，ラットの耳下腺細胞を
使ってTGの効果を調べた．その結果，1）TGが作用す
るCa2＋ストアと，IP3が作用するCa2＋ストアとは共通であ
ること，2）TGはCa2＋放出を起こすだけでなく持続的
なCa2＋流入をも起こすこと，3）TGによって起きる
Ca2＋流入は，ムスカリン受容体刺激によって起きるCa2＋

流入と同じ経路（同じCa2＋チャネル）を介すことなどが
明らかになった（Takemura et al., 1989）．すなわちTG

は，IP3生成を刺激せずにSOCEを活性化する特異な試薬
であることがわかった．ところで，この実験に最も深く
関わったのは，当時Putneyのラボに留学していた札幌医
科大学薬理の竹村晴夫博士である．耳下腺細胞を使った
SOCEの証明には竹村博士の貢献が極めて大きいといえ
る．私が丁度この時期にPutneyのラボを訪問し，竹村博
士らの研究の様子を垣間見ることができたのは大変幸運
であった．その後，TGによるSOCEの活性化は耳下腺以
外の細胞でも次々に報告され，TGはSOCEの研究にとっ
て無くてはならない薬理学的toolとして今日でも広く用
いられている．
ここでTGがSOCEを活性化することを示した実験の1

例を紹介する．図6Bは，ラット耳下腺細胞にfura-2を

取り込ませ，TG添加後の［Ca2＋］iの変化をモニターした
結果である．Ca2＋を含まない溶液中では，［Ca2＋］iはゆっ
くりと上昇し，数分後にはbasal ［Ca2＋］iレベルに戻る．
この一過性の反応は細胞内ストアからのCa2＋遊離（Ca2＋

リーク）を示している．細胞外にはCa2＋が存在しないの
でCa2＋が補充されず，ストアはやがて枯渇する．この一
過性の［Ca2＋］i上昇反応の後，外液にCa2＋を添加すると
［Ca2＋］iが大きく上昇する．この上昇は細胞外からのCa2＋

流入を示している．TGを作用させずにCa2＋を添加した
場合は，この様な大きなCa2＋流入は出現しない（図6B，
破線）．TGを作用させ，Ca2＋流入の大きさをモニターす
る手法は，今ではSOCEのルーチンな解析法として確立
している．

6．Ca2＋流入因子（CIF）
1990年代に入るとSOCEは非興奮性細胞における主要
なCa2＋流入機構として広く認められるようになった．し
かし，ストアが枯渇するとなぜ細胞膜のCa2＋チャネルが
開口するのかは謎であり，当時，ストアの枯渇の情報を
細胞膜（Ca2＋チャネル）に伝える機序についていくつか
の仮説が提唱された．代表的なのが拡散性メッセンジ
ャー（diffusible messenger）説である（図7A）．ストア
が枯渇するとある種の物質が拡散し，その物質の作用で
細胞膜のSOCチャネル（store-operated Ca2＋ channel）が
開口するという仮説である．そのメッセンジャーの候補
としては，cyclic GMP（Pandol and Schoeffield-Payne,

1990 ; Xu et al., 1994），アラキドン酸やその代謝産物
（Rzigalinski et al., 1996 ; Wolf et al., 1997），チトクロムP

450（Alvarez et al., 1991 ; Montero et al., 1991），small G

タンパク質（Fasolato et al., 1993）などが提唱され，百
家争鳴の感を呈していた．これらの物質の中には，SOC

チャネルとは異なるCa2＋チャネルの開口に関与するもの
があるが，ストアの枯渇の情報を伝えるメッセンジャー
としては今日否定されている．
1993年，Ca2＋ストアを枯渇させたJurkat細胞の抽出物
中に，Ca2＋流入を刺激する未知の物質が出現するという
論文が発表された（Randriamampita and Tsien, 1993）．
この未知物質はcalcium influx factor（CIF）と名付けら
れ，これこそがストアの枯渇によって遊離するメッセン
ジャー物質ではないかと考えられた．掲載された雑誌は
天下のNature，著者はfura-2の開発者であるR. Y. Tsienで
ある．影響が小さいわけがない．世界中でこの未知物質
の探索が始まった．いよいよSOCEの分子メカニズムの
解明も近いかと思われたが，結果的には誰もCIFの正体
を突き止めることはできず，CIFは幻に終わった．

東城 庸介／唾液腺におけるストア作動性Ca2＋流入の活性化機構6
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Putneyは当初からこのCIF説には懐疑的で，この説を
否定する論文を発表している（Gilon et al., 1995）．彼
は，Jurkat細胞の抽出物中に［Ca2＋］i上昇を起こすアセチ
ルコリン様の活性因子が含まれている可能性を指摘して
いる．PutneyのグループとTsienのグループがこのCIFの
“真贋”を巡ってNature誌上で論争を行っており（Bird

et al., 1995），CIFがこの時代のトピックの1つであった
ことをうかがわせる．

7．構造的連結モデル
拡散性メッセンジャー説が注目を集めていた頃，それ

とは別に構造的連結モデル（ conformational coupling

model）という仮説を提唱する研究者もいた（ Irvine,

1990 ; Berridge, 1995の総説）．この仮説（図7B）では，
小胞体（ストア）膜にあるIP3受容体と細胞膜上のCa2＋チ
ャネルとが構造的に極めて近接した位置にあり，ストア
が枯渇するとIP3受容体の構造が変化して細胞膜のCa2＋チ
ャネルと直接相互作用する．その結果，ストアの枯渇の
情報が細胞膜に伝えられ，Ca2＋チャネルが開口する．こ
のモデルは，骨格筋T管膜のジヒドロピリジン受容体と
筋小胞体膜のリアノジン受容体との関係を類似化したも
ので，大変魅力的な仮説であったが，実験的な証拠が少
なく，拡散性メッセンジャー説ほどは注目されなかった
と思う．しかし，歴史というのは皮肉なもので，今日確
立されつつあるSOCEの分子メカニズムは，どちらかと
言うとこの構造的連結モデルに近い．

8．TRPチャネル
SOCEの分子機構の研究で，もう1つの解明すべき重

要課題は細胞膜Ca2＋チャネル（SOCチャネル）の同定で
あった．神経や筋肉などの興奮性細胞に存在する電位依
存性Ca2＋チャネルは，高血圧や不整脈の治療に用いられ
るCa2＋拮抗薬（Ca2＋アンタゴニスト）の標的分子である
ことから，その生理や薬理が比較的早い時期から詳細に
解析されてきた．それに対してSOCチャネルの正体は近
年までほとんど不明であったと言っていい．
1992年，ショウジョウバエの光受容器に持続的なCa2＋

流入を起こすイオンチャネルが存在することが報告され
（Hardie & Minke, 1992）， transient receptor potential

（TRP）チャネルと名付けられた．TRPチャネルは哺乳
類にも広く存在し，現在，少なくとも29種類のTRPチャ
ネル遺伝子が同定されている．この中のTRPCサブファ
ミリーがSOCチャネルの本体であるという考えが提唱さ
れ，その証明のためにこれまで多くの研究が費やされて
きた．TRPCチャネルは唾液腺細胞にも存在し，アメリ
カNIDCRのI. S. AmbudkarのグループがTRPC説に基づい
て精力的な研究を繰り広げている（Singh et al., 2001 ;

Liu et al., 2007）．
しかし，TRPC説にはいくつかの弱点がある．1つ

は，このチャネルはCa2＋に対する選択性が必ずしも大き
くないという点である．Ca2＋以外の陽イオンも少なから
ずこのチャネルを通るので，Ca2＋チャネルと言うより陽
イオンチャネルと呼ぶ方が適当かも知れない．また，パ
ッチクランプ法という実験手技でイオン電流（current）
を測定すると，TRPCチャネルの活性化によって生じる
電流は，SOCEによる電流（Icracと呼ばれている）とは異
なる特徴を持つことが示されている．以上のことから，
TRPCチャネルがSOCチャネルの本体であるという考え

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

図7．Ca2＋ストアの枯渇の情報を細胞膜に伝える機序．拡散性メッセンジャー説（A）と構造的連結モデル
（B）．SOCC，ストア作動性Ca2＋チャネル．
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には疑問を持つ研究者もいた（Putney, 2007）．
TRPC説が出てからの10年間はSOCE研究の焦点は主

にTRPの機能解析に当てられていたように思う．しか
し，多くのエネルギーと時間（そして研究費）を費やし
た割にはSOCEとTRPとの関係はクリアにはならなかっ
た．痒い足の裏を靴の底から必至になって掻いている様
なもので，なかなか心地よくならない．このフラスト
レーションの解消には2005年と2006年に続けて発見され
た2種類のタンパク質の出現を待たなければならなかっ
た．

9．STIM1とOrai1の発見
サイエンスの発展過程には2つの段階があると，ある

高名な研究者の講演で聞いたことがある．1つは，同質
の研究が平面的（面積的）に広がる段階（時期）で，こ
の段階は研究内容が深まり，細部が明瞭になるが，質的
な変化が際だって大きいわけではない．もう1つは，研

究の質が飛躍的に変化する段階で，これによって研究は
別の地平に達する．言い換えれば，研究過程にはプラ
トー相と跳躍相があるというのだ．STIM1（stromal in-

teraction molecule1）とOrai1の発見は，SOCE研究の質
を飛躍させた，正に跳躍相（breakthrough）であったと
言える．

STIM1は元々ストローマ細胞の膜分子として同定され
たタンパク質で，ショウジョウバエから哺乳類まで広く
分布する．2005年，STIM1がSOCEを制御する必須のタ
ンパク質であることをアメリカの2つのグループがほぼ
同時に報告した（Roos et al, 2005 ; Liou et al., 2005）．い
ずれにおいても，RNAi（RNA interferance）スクリーニ
ングという方法を使ってSTIM1をノックダウンしたとこ
ろ，SOCEが著しく抑制されることが示された．STIM1
は主に小胞体膜に存在する一回膜貫通型のタンパク質で
あり，小胞体内のCa2＋濃度を感知するCa2＋センサーとし
て働いている（図8A）．小胞体内腔に位置するSTIM1

Yosuke TOJYO／Mechanism of activation of store-operated Ca2＋ entry in salivary gland

図8．（A）STIM1の構造．N末端側には小胞体内のCa2＋濃度を感知するEF hand domainやsterile α-motif（SAM）が含まれる．
細胞質側にはSTIM1の凝集やOrai1の活性化に関与するcoiled-coil domains（CC）が含まれる．（B）STIM1の分布変化．小胞体の
Ca2＋が枯渇するとSTIM1が細胞膜の近傍に凝集し，細胞膜のOrai1と相互作用する．その結果Orai1が活性化し，Ca2＋が細胞内に
流入する．

図9．YFP-STIM1の細胞内分布の変化．COS-7細胞にYFP-STIM1を発現させ，共焦点レーザー顕微鏡で観察した．（a）刺激前の
YFP-STIM1の分布．（b）ATP刺激によってCa2＋ストアを枯渇させた時のYFP-STIM1の分布．多数の凝集像が出現した．（c）スト
アをCa2＋で再充填するとYFP-STIM1は刺激前の分布に戻る．
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のN末端側にはEF-hand domainと呼ばれるCa2＋結合部位
があり，小胞体内腔のCa2＋濃度の変化によってCa2＋が結
合したり遊離したりする．Ca2＋ストアのCa2＋濃度が低下
するとEF-hand domainからCa2＋が離れ，STIM1は小胞体
膜上を移動して細胞膜近傍に集まる．さらにSTIM1分子
同士が凝集して，punctaあるいはclusterと呼ばれる粒状
構造を形成する（図8B）．この反応は可逆的で，Ca2＋

ストアがCa2＋で再充填されるとpunctaは消失し，STIM1
は元の分布に戻る（Liou et al. , 2007 ; Smyth et al. ,

2008）．
このSTIM1のダイナミックな分布変化は，蛍光タンパ

ク質でラベルしたSTIM1を培養細胞に発現させ，その分
布変化を顕微鏡観察することによって容易に捉えること
ができる．図9に我々が観察した1例を紹介する．これ
はYFP（GFPの変異体）で標識したSTIM1（YFP-STIM

1）を培養細胞（COS-7細胞）に発現させ，その分布を
共焦点レーザー顕微鏡で観察した画像である．刺激前の
YFP-STIM1は小胞体の網状構造に均一に分布している
が，アゴニスト（ATP）で刺激してCa2＋ストアを枯渇さ
せると，多数の凝集像（puncta）が出現する．ATPを洗
い流した後，Ca2＋を添加してストアを再充填すると，
YFP-STIM1の分布は刺激前の状態に戻る．STIM1が小胞
体のCa2＋センサーであることは，これまで多くの実験的
証拠が蓄積されていて（Zhang et al., 2005），疑う余地は
ない．
さて，もう1つのkeyタンパク質であるOrai1とは何

か？ このタンパク質こそが，これまで探しあぐねてい
たSOCチャネルの本体であるという考えが現在有力であ
る．未だTRPCに固執している研究者もいないわけでは
ないが，私が見る限りでは大勢は決しているように思わ
れる．Orai1は2006年にアメリカの3つの研究グループ
によって別々に発見され（Feske et al., 2006 ; Zhang et

al., 2006 ; Vig et al., 2006），一時はOraiとCRACMという
名称が並行して用いられたが，Stefan Feskeのグループ
の発表がわずかに早かったことから，現在ではOrai1が
定着している．Oraiという名称は，ギリシャ神話に出て
くる天国の門を守る女神（ the keepers of the gates of

heaven）の名前から名付けられたとのことである．
Orai1はCa2＋チャネルの守り神である．

Feskeのグループは，重症複合型免疫不全症（severe

combined immunodeficiency ; SCID）という先天的な免疫
欠損症の研究からOrai1を発見した．彼らは，Orai1を発
見する前から，SCID患者のT細胞ではSOCEがほぼ完全
に欠損していることを報告していた（Feske et al. ,

2005）．そこでSCIDの原因遺伝子を特定するため，全ゲ

ノム情報の網羅的解析とRNAiスクリーニングを行い，
SCID患者で発現するSOCEの欠損がOrai1の一塩基変異
（271番目のシトシンがチミンに置換）によることを明ら
かにした．この変異は91番目のアミノ酸をアルギニンか
らトリプトファンに変えてしまう．SCID患者のT細胞に
正常なOrai1を強制発現すると，SOCEが回復することも
確認された．Natureに発表されたこの論文（Feske et al.,

2006）は，SOCEがヒトの生理や病態と深く結びついて
いること示したインパクトの大きい研究であり，セミ
ナーで薬理の森田講師がこの論文を紹介した時は，
SOCEの研究もここまで進展したのかと，強い感動を覚
えた．

Orai1は4つの膜貫通領域を有する細胞膜タンパク質
で，4量体でチャネル・ポア（pore）を形成する．細胞
膜近傍でSTIM1が凝集（puncta形成）すると，STIM1と
Orai1との相互作用によってOrai1は活性化される（チャ
ネルの開口）．STIM1遺伝子に変異を加えてOrai1との相
互作用ができないようにすると，Orai1は活性化しない
（Baba et al., 2006）．STIM1とOrai1との相互作用をモジ
ュレートする調節因子の存在も示唆されているが（Var-

nai et al., 2007），SOCEの活性化にはSTIM1とOrai1の2
つのkeyタンパク質があれば基本的に十分な様である．
最近のSOCE研究はSTIM1とOrai1との相互作用の分子メ
カニズムが焦点になっており（Shaw et al., 2013），近い
将来この点についても全貌が明らかになると思う．ま
た，STIM1の他にSTIM2，Orai1の他にOrai2とOrai3とい
う兄弟分子が存在することも分かってきた．これらの分
子の役割についても解明が待たれる．

10．SOCEの欠損と病態
Orai1の遺伝子変異の発見からやや遅れて，STIM1の

遺伝子変異を持つ家族性疾患が見つかった（Picard et

al., 2009）．この患者はSCID患者と同様の免疫不全を示
すが，Orai1の遺伝子は正常であった．STIM1遺伝子の
塩基配列を調べると，380番目と381番目の塩基の間に余
分なアデニンが挿入されており，その結果，フレームシ
フトによってSTIM1タンパク質は136番目以降のアミノ
酸（C末端側）が欠失していることが分かった．この患
者から採取した細胞を刺激してもSOCEは活性化されな
い．しかし，そのSOCE欠損細胞（患者の繊維芽細胞）
に正常なSTIM1遺伝子を導入すると，SOCEが回復す
る．こうしてSTIM1とOrai1の遺伝子変異の発見によっ
て，これらのタンパク質がヒトの病態や疾患の原因にな
ることが実証されたわけである．

STIM1の遺伝子変異を持つ患者は，免疫不全の他に，
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骨格筋の萎縮（myopathy）やエナメル質の形成不全
（amelogenesis imperfecta）などの特徴的な表現型を示
す．これは，先のOrai1の遺伝子変異（SCID）で見られ
る病態とほぼ同じであることから，両遺伝子変異で現れ
る表現型は，いずれもSOCEの欠損が原因であると考え
られている．特に，歯学部に籍を置く者にとっては
SOCEの欠損がエナメル質の形成不全を起こすことは大
変興味深い．この患者では，乳歯と永久歯のいずれにも
エナメル質の石灰化不全が見られ，軟弱なエナメル質は
徐々に消失して，ついには象牙質が露出するという．
SOCEの欠損がエナメル芽細胞の機能に障害を与えたの
ではないかと考えられているが，まだ確定的なことは分
かっていない．マウスを使った動物実験であるが，
Orai1遺伝子をノックアウトすると，骨形成やエナメル
質形成が抑制されることが最近報告された（Robinson et

al., 2012）．
ヒトのSOCE欠損と病態との関係については詳しい総

説があるので参照してほしい（Feske, 2010）．

11．リン酸化－脱リン酸化によるSOCEの調節
最後にSOCEに関係した私たちの研究を紹介したい．

もう18年前になるが，私たちは，タンパク質リン酸化酵

素（キナーゼ）や脱リン酸化酵素（ホスファターゼ）の
阻害薬によって，ラット耳下腺細胞のSOCEが増強した
り低下したりすることを見つけ，2報の論文に発表した
（Tojyo et al., 1995a, 1995b）．図10はそのデーターの一部
である．細胞内ストアからのCa2＋放出はこれらの酵素阻
害薬によって全く影響を受けなかったが，Ca2＋流入はキ
ナーゼ阻害薬であるスタウロスポリンによって有意に増
強され，セリン／スレオニン・ホスファターゼ阻害薬で
あるオカダ酸によって逆に抑制されることが分かった．
当時，同様の現象をアメリカNIHのグループも報告して
おり（Sakai & Ambudkar, 1996），SOCEがこれらの酵素
阻害薬によって影響を受けることは間違いないと思われ
る．この結果は，SOCEがタンパク質のリン酸化－脱リ
ン酸化による調節を受けていることを示唆するが，残念
ながらそれ以上に研究を進展させることはできなかっ
た．

COS-7細胞はP2y受容体アゴニストであるATPによく反
応し，ピーク相と持続相から成る2相性の［Ca2＋］i上昇
を示す．数年前，試しにCOS-7細胞を使ってスタウロス
ポリンの効果を調べてみたところ，面白い現象を見つけ
た．図11にその結果の一部を示す．持続相でATPを除く
と，コントロール細胞の［Ca2＋］iは速やかに刺激前のレ

東城 庸介／唾液腺におけるストア作動性Ca2＋流入の活性化機構

図10．ラット耳下腺細胞におけるストア作動性Ca2＋流入に対するスタウロスポリン
（Stauro）（A）とオカダ酸（Okada）（B）の効果．StauroあるいはOkadaで前処理した細胞をカ
ルバコール（CCh）あるいはタプシガルジン（TG）で刺激した．一過性の［Ca2＋］i上昇の
後，外液にCa2＋を加えたところ，Stauro処理ではCa2＋流入が増強したが，Okada処理では流入
が抑制された（Tojyo et al., 1995a ; 1995b）．
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ベルに低下し，その後Ca2＋を外液に添加しても［Ca2＋］i

はほとんど上昇しなかった（図11A）．ところが，スタ
ウロスポリン（ST）の存在下で刺激した細胞ではATP

を除いても［Ca2＋］iの高レベルが持続し，外液Ca2＋を除
かない限り低下しなかった．しかも，その後にCa2＋を添
加すると，再び［Ca2＋］iが上昇した（図11B）．この結果
は，STで処理した細胞ではアゴニスト無しでSOCEが続
いたことを示していて，Ca2＋シグナルを研究する者には

理解不能な，不思議な現象であった．
この結果の説明として，私は，STがリン酸化阻害を

介してOrai1の活性化（開口）状態を持続させたのでは
ないか考えた．そこで，蛍光タンパク質でラベルした
Orai1（Venus-Orai1）をCOS-7細胞に強制発現させ，共
焦点レーザー顕微鏡で細胞内の分布を観察した（図11
C）．小胞体Ca2＋ポンプの可逆的阻害薬であるCPA（cy-

clopiazonic acid）を使ってストアを枯渇させたところ，

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

図11．COS-7細胞におけるストア作動性Ca2＋流入に対するスタウロスポリン（ST）の効果．Control（A）あるい
はST処理細胞（B）をATPで刺激した．ST処理した細胞ではATPを除いてもCa2＋流入が続いた．（C）Venus-Orai1
の細胞内分布の共焦点レーザー顕微鏡像．小胞体Ca2＋ポンプの可逆的阻害薬であるCPAで刺激するとVenus-
Orai1の粒状構造が多数形成された．ST処理した細胞では，CPA除去後Ca2＋を添加しても粒状構造は消失しなか
った（Tojyo et al., 2013）．
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Venus-Orai1の粒状構造（puncta）が多数出現した．これ
はSTIM1との相互作用によってOrai1が活性化したこと
をうかがわせる．CPAを除いてCa2＋を付加すると，スト
アがCa2＋で再充填されるので，コントロール細胞の
punctaはほぼ消失した．ところが，STで処理した細胞で
はCa2＋を付加してもpunctaは消失せず，Orai1の活性化が
続いていることを示していた．STの直接の標的分子が
Orai1なのか，それとも他の付属関連分子なのかは不明
であるが，私は，Orai1とSTIM1との相互作用が一部リ
ン酸化－脱リン酸化によって調節されているのではない
かと考えている．神戸大学のグループは，Orai1の機能
がPKCによる調節を受けていることを報告しており
（Kawasaki et al., 2010），今後，SOCEの活性化とリン酸
化との関係が研究の焦点になるかも知れない．
我々のCOS-7細胞を使った研究は，最近，Cell Cal-

ciumに掲載することができた（Tojyo et al., 2013）．これ
が私の最後の原著論文かと思うとそれなりに感慨深い．
別の研究だが，薬理の森田講師らは，ラットの顎下腺

開口部からSTIM1の遺伝子を導入し，顎下腺細胞に
STIM1を強制発現させることに成功した（Morita et al.,

2011）．さらに，STIM1を発現した顎下腺細胞では，
SOCEが増大することも確認された（Morita et al. ,

2013）．この研究は将来，口腔乾燥症の治療に繋がる可
能性もあり，これからの発展を期待したい．

12．おわりに
Ca2＋流入のcapacitative modelが発表されたのは1986年

である．掲載された雑誌はCell Calciumという，タイプ
された原稿がそのまま印刷される，高級感に乏しいB級
雑誌であった（現在はインパクトファクターが4．3の中
堅雑誌である）．この仮説モデルがその後，最も普遍的
なCa2＋流入機構として確立されるとは，当時何人の研究
者がそれを予想したであろうか．このモデルの誕生直後
からその研究の流れを知る者にとっては，今日のSOCE

研究の爆発的な進展は驚きである．今ではその分子機構
がほぼ解明され，ヒトの生理機能や病態ともドッキング
されてきた．おそらく近い将来，SOCEは，治療や医薬
品のターゲットとしても注目されるようになるだろう．

SOCE研究の歴史は，若い研究者の柔軟な発想がいか
に大きな可能性を生み出すかをよく示している．25年前
にこのモデルを知った時，唾液腺の研究がそのベースに
なっていたこともあり，私は直感的に“これはおもしろ
い”と感じた．どうやらその時の“直感”は間違っては
いなかったようである．今ではSOCEが骨形成やエナメ
ル質形成にも関わっていることが明らかになり，歯科臨

床とも無縁ではない．
SOCEは，私が最も関心を向け，且つ影響を受けた研

究主題であり，研究生活も終わりに近づいたのを機に，
SOCE研究の歴史を振り返ってみた．私がここで紹介し
たのは過去のSOCE研究のほんの一部に過ぎないが，
SOCEを巡るダイナミックな研究の流れを感じ取ってい
ただければ幸いである．SOCEを含むCa2＋シグナルの研
究には非常に高いレベルが求められ，競争も激しく，そ
の中で独創性を出すのは至難の業である．後追いのよう
な研究が多かったが，エベレストのような高みを眺めな
がらの研究生活は実に刺激的であったし，研究する喜び
を味わうことができた．

謝 辞

本学会誌に総説を書く機会を与えてくれた編集委員長
の田隈泰信教授に心から感謝申し上げます．また，これ
まで私と一緒に研究を担ってくれた薬理の谷村明彦教
授，森田貴雄講師，根津顕弘講師にお礼申し上げます．
このゲラ刷りの校正中に，capacitative modelの確立に

多大な貢献をされた札幌医大薬理の竹村晴夫先生の訃報
が届いた．今日のSOCE研究の進展は先生の研究無しに
は語れない．これまでのご恩に心から感謝すると共に，
ご冥福をお祈りしたい．

文 献

Alvarez J, Montero M & Garcia-Sancho J. Cytochrome P-

450 may link intracellular Ca2+ stores with plasma mem-

brane Ca2+ influx. Biochem. J. 274 : 193-197, 1991.

Baba Y, Hayashi K, Fujii Y, Mizushima A, Watarai H,

Wakamori M, Numaga T, Mori Y, Iino M, Hikida M &

Kurosaki T. Coupling of STIM1 to store-operated Ca2+ en-

try through its constitutive and inducible movement in the

endoplasmic reticulum. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 :

16704-16709, 2006.

Berridge MJ. Capacitative calcium entry. Biochem. J. 312 :

1-11, 1995.

Bird G St J, Bian X, Puntney JW, Jr., Randriamampita C

& Tsien RY. Calcium entry signal? Nature 373 : 481-482,

1995.

Fasolato C, Hoth M & Penner R. A GTP-dependent step in

the activation mechanism of capacitative calcium influx. J.

Biol. Chem. 268 : 20737-20740, 1993.

Feske S, Gwack Y, Prakriya M, Srikanth S, Puppel S-H,

Tanasa B, Hogan PG, Lewis RS, Daly M & Rao A. A

mutation in Orai1 causes immune deficiency by abrogat-

Yosuke TOJYO／Mechanism of activation of store-operated Ca2＋ entry in salivary gland12

（116）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００１～０１５　総説　東城　　　　　４Ｃ  2014.01.14 20.40.26  Page 12 



ing CRAC channel function. Nature 441 : 179-185, 2006.

Feske S, Prakriya M, Rao A & Lewis RS. A severe defect

in CRAC Ca2+ channel activation and altered K＋ channel

gating in T cells from immunodeficient patients. J. Exp.

Med. 202 : 651-662, 2005.

Feske S. CRAC channelopathies. Pflügers Arch. 460 : 417-

435, 2010.

Gilon P, Bird G St J, Bian X, Yakel JL & Putney JW, Jr.

The Ca2+-mobilizing actions of a Jurkat cell extract on

mammalian cells and Xenopus laevis oocytes. J. Biol.

Chem. 270 : 8050-8055, 1995.

Grynkiewicz G, Poenie M & Tsien RY. A new generation

of Ca2+ indicators with greatly improved fluorescence

properties. J. Biol. Chem. 260 : 3440-3450, 1985.

Hardie RC & Minke B. The trp gene is essential for a light

-activated Ca2+ channel in Dorosophila photoreceptors.

Neuron 8 : 643-651, 1992.

Hokin MR & Hokin LE. Enzyme secretion and the incor-

poration of P32 into phospholipides of pancreas slices. J.

Biol. Chem. 203 : 967-977, 1953.

Irvine RF. “Quantal” Ca2+ release and the control of Ca2+

entry by inositol phosphates : a possible mechanism.

FEBS Lett. 263 : 5-9, 1990.

Iwabuchi Y, Aoki C & Masuhara T. Effects of tachykinins

on the secretion of fluid and glycoproteins from the sub-

mandibular glands of rat, mouse, hamster and guinea pig.

Jap. J. Pharmacol. 51 : 428-431, 1989.

Jackson TR, Patterson SI, Thastrup O & Hanley MR. A

novel tumour promoter, thapsigargin, transiently increases

cytoplasmic free Ca2+ without generation of inositol phos-

phates in NG115-401L neuronal cells. Biochem. J. 253 :

81-86, 1988.

Kawasaki T, Ueyama T, Lange S, Feske N & Saito N. Pro-

tein kinase C-induced phosphorylation of Orai1 regulates

the intracellular Ca2+ level via the store-operated Ca2+. J.

Biol. Chem. 285 : 25720-25730, 2010.

Kuno M & Gardner P. Ion channels activated by inositol 1,

4, 5-trisphosphate in plasma membrane of human T-

lymphocytes. Nature 326, 301-304, 1987.

Liou J, Kim ML, Heo WD, Jones JT, Myers JW, Ferrell

JE, Jr, Meyer T. STIM is a Ca2+ sensor essential for Ca2+-

store-depletion-triggered Ca2+ influx. Curr. Biol. 15 : 1235-

1241, 2005.

Liou J, Fivaz M, Inoue T & Meyer T. Live-cell imaging

reveals sequential oligomeization and local plasma mem-

brane targeting of stromal interaction molecule 1 after

Ca2+ store depletion. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104 :

9301-9306, 2007.

Liu X, Cheng KT, Bandyopadhyay BC, Pani B, Dietrich

A, Paria BC, Swaim WD, Beech D, Yildrim E, Singh BB,

Birnbaumer L & Ambudkar IS. Attenuation of store-

operated Ca2+ current impairs salivary gland fluid secretion

in TRPC1 (-/-) mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104 :

17542-17547, 2007.

Michell RH. Inositol phospholipids and cell surface recep-

tor function. Biochim. Biophys. Acta 415 : 81-147, 1975.

Montero M, Alvarez J & Garcia-Sancho J. Agonist-induced

Ca2+ influx in human neutrophils is secondary to the emp-

tying of intracellular calcium stores. Biochem. J. 277 : 73-

79, 1991.

Morita T, Tanimura A, Shitara A, Suzuki Y, Nezu A,

Takuma T & Tojyo Y. Expression of functional Stim1-

mKO1 in rat submandibular acinar cells by retrograde

ductal injection of an adenoviral vector. Arch. Oral Biol.

56 : 1356-1365, 2011.

Morita T, Nezu A, Tojyo Y & Tanimura A. Enhancement

of muscarinic stimulation-induced Ca2+ release and entry

by adenoviral-mediated gene transfer of Stim-mKO1 to rat

submandibular acinar cells in vivo. Biochem. Biophys.

Res. Commun., 439 : 433-437, 2013.

Morris AP, Gallacher DV, Irvine RF & Petersen OH. Syn-

ergism of inositol trisphosphate and tetrakisphosphate in

activating Ca2+ dependent K＋ channels. Nature 330 : 653-

655, 1987.

Pandol SJ & Schoeffield-Payne MS. Cyclic GMP mediates

the agonist-stimulated increase in plasma membrane cal-

cium entry in the pancreatic acinar cells. J. Biol. Chem.

265 : 12846-12853, 1990.

Petersen OH, Michalak M & Verkhratsky A. Calcium sig-

nalling : Past, present and future. Cell Calcium 38 : 161-

169, 2005.

Picard C, McCarl C-A, Papolos A, Khalil S, Luthy K, Hiv-

roz C, LeDeist F, Rieux-Laucat F, Rechavi G, Rao A,

Fischer A & Feske S. STIM1 mutation associated with a

syndrome of immunodeficiency and autoimmunity. N.

Engl. J. Med. 360 : 1971-1980, 2009.

Putney JW, Jr. A model for receptor-regulated calcium en-

try. Cell Calcium 7 : 1-12, 1986.

Putney JW, Jr, McKinney JS, Aub DL & Leslie BA. Phor-

bol ester-induced protein secretion in rat parotid gland.

北海道医療大学歯学雑誌 32� 平成25年 13

（117）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００１～０１５　総説　東城　　　　　４Ｃ  2014.01.14 20.40.26  Page 13 



Relationship to the role of inositol lipid breakdown and

protein kinase C activation in stimulus-secretion coupling.

Mol. Pharmacol. 26 : 261-266, 1984.

Putney JW, Jr. Biphasic modulation of potassium release in

rat patotid gland by carbachol and phenylephrine. J. Phar-

macol. Exp. Ther. 198 : 375-384, 1976.

Putney JW, Jr. Muscarinic, alpha-adrenergic and peptide re-

ceptors regulate the same calcium influx sites in the pa-

rotid gland. J. Physiol. 268 : 139-149, 1977.

Putney JW, Jr. Capacitative calcium entry revisited. Cell

Calcium 11 : 611-624, 1990.

Putney JW, Jr. Recent breakthroughs in the molecular

mechanism of capacitative calcium entry (with thoughts

on how we got here). Cell Calcium 42 : 103-110, 2007.

Randriamampita C & Tsien RY. Emptying of intracellular

Ca2+ stores releases a novel small messenger that stimu-

lates Ca2+ influx. Nature 364 : 809-814, 1993.

Robinson LJ, Mancarella S, Songsawad D, Tourkova IL,

Barnett JB, Gill DL, Soboloff J & Blair HC. Gene disrup-

tion of the calcium channel Orai1 results in inhibition of

osteoclast and osteoblast differentiation and impairs skele-

tal development. Lab. Invest. 92 : 1071-1083, 2012.

Roos J, DiGregorio PJ, Yeromin AV, Ohlsen K, Lioudyno

M, Zhang S, Safrina O, Kozak JA, Wagner SL, Cahalan

MD, Velicelebi G & Stauderman KA. STIM1, an essen-

tial and conserved component of store-operated Ca2+ chan-

nel function. J. Cell Biol. 169 : 435-445, 2005.

Rzigalinski BA, Blackmore PF & Rosenthal MD. Arachi-

donate mobilization is coupled to depletion of intracellular

calcium stores and influx of extracellular calcium in dif-

ferentiated U937 cells. Biochim. Biophys. Acta 1299 : 342

-352, 1996.

Sakai T & Ambudkar IS. Role for protein phosphatase in

the regulation of Ca2+ influx in parotid gland acinar cells.

Am. J. Physiol. 271 : C284-C294, 1996.

Shaw PJ, Qu B, Hoth M & Feske S. Molecular regulation

of CRAC channels and their role in lymphocyte function.

Cell. Mol. Life Sci. 70 : 2637-2656,2013.

Singh BB, Zheng C, Liu X, Lockwich T, Liao D, Zhu MX,

Birnbaumer L & Ambudkar IS. Trp1-dependent enhance-

ment of salivary gland fluid secretion : role of store-

operated calcium entry. FASEB J. 15 : 42401-42408,

2001.

Smyth JT, DeHaven WI, Bird GS & Putney JW, Jr. Ca2+-

store-dependent and -independent reversal of Stim1 local-

ization and function. J. Cell Sci. 121 : 762-772, 2008.

Streb H, Irvine RF, Berridge MJ & Schulz I. Release of

Ca2+ from a nonmitochondrial intracellular store in pancre-

atic acinar cells by insotol-1,4,5-trisphosphate. Nature

306 : 67-69, 1983.

Takemura H & Putney, JW, Jr. Capacitative calcium entry

in parotid acinar cells. Biochem. J. 258 : 409-412, 1989.

Takemura H, Hughes AR, Thastrup O & Putney, JW, Jr.

Activation of calcium entry by the tumor promoter thapsi-

gargin in parotid acinar cells. Evidence that an intracellu-

lar calcium pool, and not an inositol phosphate, regulates

calcium fluxes at the plasma membrane. J. Biol. Chem.

264 : 12266-12271, 1989.

Takuma T & Ichida T. Phorbol ester stimulates amylase se-

cretion from rat parotid cells. FEBS Lett. 199 : 53-56,

1986.

谷村明彦，東城庸介．唾液分泌とシグナルトランスダ
クション．日薬理誌 127：249-255，2006．

Thastrup O, Foder B & Scharff O. The calcium mobilizing

tumor promoting agent, thapsigargin elevates the platelet

cytoplasmic free calcium concentration to a higher steady

state level. A possible mechanism of action for the tumor

promotion. Biochem. Biophys. Res. Commun. 142 : 654-

660, 1987.

Thastrup O, Cullen PJ, Droran BK, Hanley MR & Dawson

AP. Thapsigargin, a tumor promoter, discharges intracel-

lular Ca2+ stores by specific inhibition of the endoplasmic

reticulum Ca2+-ATPase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 :

2466-2470, 1990.

東城庸介．カルシウムシグナルと唾液分泌機能．北医
療大歯誌 24：1-11，2005．

Tojyo Y, Matsui S, Tanimura A & Matsumoto Y. Relation-

ship between cytosolic Ca2+ concentration and amylase re-

lease in rat parotid acinar cells following muscarinic

stimulation. Biochim. Biophys. Acta 1134 : 278-284,

1992.

Tojyo Y, Tanimura A & Matsumoto Y. Evidence that

substance-P receptors do not exist in mouse parotid and

submandibular acinar cells. Archs Oral Biol. 38 : 269-271,

1993.

Tojyo Y, Tanimura A, Matsumoto Y & Sugiya H.

Staurosporine enhances Ca2+ entry induced by depletion of

intracellular Ca2+ stores in rat parotid acinar cells. Cell

Calcium 17 : 32-40,1995a.

Tojyo Y, Tanimura A & Matsumoto Y. Suppression of ca-

東城 庸介／唾液腺におけるストア作動性Ca2＋流入の活性化機構14

（118）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００１～０１５　総説　東城　　　　　４Ｃ  2014.01.14 20.40.26  Page 14 



������������������������������������������������������
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
� �����������������������������������������������������

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

pacitative Ca2+ entry by serine/threonine phosphatase in-

hibitors in rat parotid acinar cells. Jpn J. Pharmacol. 69 :

381-389, 1995b.

Tojyo Y, Morita T, Nezu A & Tanimura A. Staurosuporine

maintasins the activation of store-operated Ca2+ entry even

after the refilling of Ca2+ stores. Cell Calcium 53 : 349-

356, 2013.

Varnai P., Toth B, Toth DJ, Hunyady L & Balla T. Visu-

alization and manipulation of plasma membrane-

endoplasmic reticulum contact sites indicates the presence

of additional molecular components within the STIM1-

Orai1 complex. J. Biol. Chem. 282 : 29678-29690, 2007.

Vig M, Peinelt C, Beck A, Koomoa DL, Rabah D, Koblan-

Huberson M, Kraft S, Turner H, Fleig A, Penner R & Ki-

net J-P. CRACM1 is a plasma membrane protein essential

for store-operated Ca2+ entry. Science 312 : 1220-1223,

2006.

Wolf MJ, Wang J, Turk J & Gross RW. Depletion of intra-

cellular calcium stores activates smooth muscle cell

calcium-independent phospholipase A2. A novel mecha-

nism underlying arachidonic mobilization. J. Biol. Chem.

272 : 1522-1526, 1997.

Xu X, Star RA, Tortorici G & Muallem S. Depletion of in-

tracellular Ca2+ stores activates nitric-oxide synthase to

generate cGMP and regulate Ca2+ influx. J. Biol. Chem.

269 : 12645-12653, 1994.

Zhang SL, Yu Y, Roos J, Kozak JA, Deerinck TJ, Ellis-

man MH, Stauderman KA & Cahalan MD. STIM1 is a

Ca2+ sensor that activates CRAC channels and migrates

from the Ca2+ store to the plasma membrane. Nature 437 :

902-905, 2005.

Zhang SL, Yeromin AV, Zhang X H-F, Yu Y, Safrina O,

Penna A, Roos J, Stauderman KA & Cahalan MD.

Genome-wide RNAi screen of Ca2+ influx identifies genes

that regulate Ca2+ release-activated Ca2+ channel activity.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 : 9357-9362, 2006.

東城 庸介

昭和50年3月 新潟大学理学部生物学科卒
昭和52年3月 新潟大学大学院理学研究科修士課程修了
昭和52年4月 新潟大学歯学部薬理学講座 助手
昭和59年12月 東日本学園大学（現北海道医療大学）歯学部薬理学講座 助教授
平成11年6月 北海道医療大学歯学部（薬理学分野） 教授
平成11年7月～現在 北海道医療大学大学院歯学研究科 教授併任
平成23年4月～現在 北海道医療大学歯学部（人間基礎科学） 教授

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013 15

（119）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００１～０１５　総説　東城　　　　　４Ｃ  2014.01.14 20.40.26  Page 15 



〔原著〕

マラッセ上皮遺残細胞における細胞増殖の特異性
倉重 圭史1），村井 雄司1），首藤 かい1），村田 佳織1），山﨑さや夏1），

林 良宣1），永易 裕樹2），安彦 善裕3），齊藤 正人1）

1）北海道医療大学口腔構造・機能発育学系小児歯科学分野
2）北海道医療大学生体機能・病態学系顎顔面口腔外科学分野
3）北海道医療大学生体機能・病態学系臨床口腔病理学分野

Specific properties of the cell proliferation in epithelial rests of Malassez.

Yoshihito KURASHIGE1），Yuji MURAI1），Kai SHUDOU1），Kaori MURATA1），Sayaka YAMAZAKI1），
Yoshinobu HAYASHI1），Hiroki NAGAYASU2），Yoshihiro ABIKO3），Masato SAITOH1）

1）Division of Pediatric Dentistry, Department of Oral Growth and Development, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido.

2）Division of Oral and Maxillofacial Surgery, Department of Human Biology and Pathophysiology,
Health Sciences University of Hokkaido．

3）Division of Oral Medicine and Pathology, Department of Human Biology and Pathophysiology,
Health Sciences University of Hokkaido.

Abstract

Fragments of Hertwig’s epithelial root sheath persist

in small clusters known as epithelial rests of Malassez

(ERM) in periodontal ligaments. These ERM cells are

unique epithelial cells that are present in periodontal

tissue throughout the life of organisms, and play a role

in the homeostasis of the periodontium through recipro-

cal interactions with other periodontal cells. However,

the function and cell proliferation properties of ERM

cells are not fully understood. This study investigated

whether ERM cells have cell growth capabilities and

primitive stem cell characteristics.

Undifferentiated epithelial markers and the G0 cell

cycle marker of ERM in vivo were identified by immu-

nohistochemical staining using anti-CK-19 and anti-

p27kip1 antibodies. The ERM cells were isolated from

porcine periodontal ligament and cultured in Dulbecco’s

Modified Eagles Medium with serum. Porcine gingival

epithelium (GE) cells were also cultured in the same

way as the ERM cells. The ability of the ERM cells to

proliferate was examined by a cell proliferation assay

using CyQUANT GR dye, which produces fluorescence

enhancement upon binding to cellular nucleic acids. Ex-

pressions of Nanog and Stat3 as pluripotent genes and

TERT as the catalytic components of telomerase were

observed in the ERM cells by RT-PCR.

As a result, localization of immunohistochemical

staining for p27kip1 and CK-19 were detected in the cy-

toplasm, but for GE both were negative. The cell

growth rates of the ERM cells were significantly higher

than the GE cells in vitro (p<0.05). The signal of the

catalytic components of the telomerase, TERT, in the

ERM cells was stronger than in the GE cells by RT-

PCR. The ERM cells were expressed as pluripotent

genes of Nanog and Stat3 by RT-PCR.

The results suggest that The ERM cells are unusual

cells that exhibit the immatureity and cell growth arrest

of ectoderm-derived epithelial cells. The ERM cells

may also have the properties of a unique stem cell

population.

Key words：epithelial cell rests of Malassez, stem cell, cell proliferation
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緒 言

歯胚の内エナメル上皮と外エナメル上皮の癒合部であ
るcervical loopから伸びるヘルトヴィッヒの上皮鞘は，
歯胚間葉の増殖と分化を誘導し歯根象牙質やセメント質
形成を促す．歯根形成後は細かく断裂し，マラッセ上皮
遺残として歯根膜セメント質側に残存することで歯根膜
周囲組織の恒常性維持を担っている（Luan et al. ,

2006）．マラッセ上皮遺残は若年者の歯根根尖部付近に
多く存在し，増齢に伴い減少傾向を示すため通常は細胞
増殖を停止していると考えられるが，完全に消失するこ
とはない（Luan et al., 2006）．さらに，マラッセ上皮遺
残細胞は何らかの刺激により増殖を開始し，歯根嚢胞の
嚢胞裏層上皮や歯原性腫瘍などの由来となり，上皮幹細
胞の特性を持つとの報告もある（Lin et al. , 2006 ;

Agostini et al., 2011 ; Oka et al., 2012）．
細胞増殖を調節する細胞周期は，DNA合成期（S

期），核分裂期（M期），およびその間を埋めるGap期
（G期）があり，さらにM期からS期にかけてはG1期，S

期からM期にかけてはG2期，そしてG1期間に細胞周期
を脱し休止期に入った細胞をG0期に区分されている．
細胞増殖は，G1期，S期，G2期およびM期の4つのス
テージを1方向のサイクルで進んでいる（Cobrinik,

2005）．細胞周期を制御するサイクリン依存性キナーゼ
インヒビターの一つであるp27kip1は，G1期で細胞周期を
停止させる蛋白質として1994年にクローニングされた
（Polyak et al., 1994 ; Suryadinata et al., 2010 ; Starostina &

Kipreos, 2012）．p27kip1はG0期において核内に蓄積し，細
胞周期を促進するサイクリン依存性キナーゼを抑制して
おり，これまでにp27kip1の強制発現により正常細胞の細
胞増殖は停止することが報告されている（Sgambato et

al., 1998 ; Yamamoto et al., 1999）．
テロメアは，染色体の両末端に存在する部分で6塩基

（－TAAGGG－）の反復配列からなる12kbpの塩基配列
である（Blackburn, 2001 ; Blasco, 2005）．DNA複製の際
に約50～150bpずつ短縮し（Harley et al., 1990 ; Iwama et

al., 1998 ; Guan et al., 2007），テロメアサイズが5000bpに
近づくとサイクリン依存性キナーゼインヒビターなどの
遺伝子群が発現上昇することにより，細胞増殖を停止さ
せる（von Zglinicki et al., 1995）．Greider & Blackburn

（1989）は，テロメア長と細胞の持つ分裂可能回数との
間に密接な相関関係があることを明らかにした．生殖細
胞，幹細胞およびガン細胞ではテロメラーゼの活性が高
く、テロメアが短縮することなく細胞分裂を継続できる
のに対し，体細胞ではテロメアは徐々に短縮し，その分

裂回数は規定されている（Bodnar et al., 1998）．
本研究では，歯根膜に存在するマラッセ上皮遺残細胞

に細胞増殖傾向があるのか否かを確認し，マラッセ上皮
遺残細胞と口腔粘膜上皮細胞を単離・培養して，細胞増
殖能，テロメアーゼ活性，さらに幹細胞マーカーの発現
を精査することにより，マラッセ上皮遺残細胞における
細胞増殖の特異性について検証することを目的とした．

方 法

1．組織標本の作製
マラッセ上皮遺残の組織標本は，生後6か月齢のブタ

小臼歯部を用いた．下顎骨を摘出後，薄切機（BS3000�

Exact, Germany）にて厚さ5mmに薄切後，4％パラホ
ルムアルデヒドにて1週間浸漬固定を行った．組織をリ
ン酸緩衝生理食塩水（PBS）にて洗浄し，10％エチレン
ジアミン四酢酸（EDTA）にて1か月間脱灰を行った
後，通法に従いパラフィン包埋し，切片を作製した．切
片の一部はマイヤー・ヘマトキシリン（武藤化学，東
京）にて核染を行い，エオジンY（和光純薬，大阪）に
て染色を施し，他は免疫組織染色に用いた．

2．免疫組織蛍光染色
パラフィン切片は通法に従い脱パラフィンを行い，10

nmol/l，pH6．0のクエン酸ナトリウム緩衝液に浸水し，
加圧および加熱して賦活化を行った．0．1Mウシ血清ア
ルブミン（BSA, Invitrogen, OR, USA）含有PBSにより洗
浄し，3％ヤギ血清（Dako, Denmark）により30分間ブ
ロッキングを行った．一次抗体として1／150に希釈した
抗ヒトcytokeratin（CK）-14 mouse monoclonal抗体（Ab-

cam, Cambridge, UK）および抗ヒトCK-19mouse mono-

clonal抗体（Leica Biosystems, Wetzlar, Germany）と，1
／250に希釈した抗ヒトp27kip1 rabbit polyclonal抗体（Ab-

cam）を4℃にてオーバーナイトで反応させた．標本は
0．1M BSA含有PBSにて洗浄後，二次抗体としてAlexa

Flour�488 goat anti-mouse IgGおよび546 goat anti-rabbit

IgG（Invitrogen）を加え，Dapi Fluoromount-G（South-

ernBiotechm, AL, USA）にて封入し，共焦点レーザー顕
微鏡DIGITAL ECLIPSE C1（Nikon，東京）を用いて観
察，撮影した．

3．細胞の単離および培養
マラッセ上皮遺残細胞は，生後6か月齢のブタ小臼歯

歯根膜からBrunetteら（1979）の方法に従った．詳細と
して，細菌感染を回避するためブタ小臼歯および歯肉を
5％次亜塩素酸ナトリウム溶液（関東化学，東京）によ
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り消毒し，歯肉剥離を行った．抜歯後，歯肉粘膜上皮の
混入を防止するため，歯根膜の根尖側1／2を剥離し，
outgrowth法にて培養を行った．歯肉も同様にoutgrowth

法を行い，歯肉粘膜上皮の培養を行った．outgrowth法
にて歯根膜に含まれていたマラッセ上皮遺残の上皮細胞
と，同じく歯肉粘膜からの上皮細胞は，2％ペニシリン
－ストレプトマイシン（Sigma, MO, USA），5μg/mlア
ムホテリシンB（Sigma），10％非働化ウシ胎児血清
（Gibco, NY, USA）含有Dulbecco modified Eagle medium

（Gibco）で培養し，ディスパーゼ�（合同酒精，東京）
により数回酵素処理して線維芽細胞の完全な除去を行っ
た．得られた上皮細胞はそれぞれマラッセ上皮様細胞，
歯肉粘膜上皮様細胞として5回継代を行い，実験に使用
した．

4．細胞増殖能
マラッセ上皮様細胞および歯肉上皮様細胞の細胞増殖

能を測定するために，96穴プレート（AGCテクノグラ
ス，静岡）に1×104個の細胞をそれぞれ播種し，24，
48，72および96時間培養した．その後，CyQuant� Cell

Proliferation Assay Kit（Life technology, Carlsbad, CA,

USA）を使用して，得られたDNA量を Infinite� F200
（Tecan, Seestrasse, Switzerland）で計測した．

5．統計学的検討
得られた測定値は IBM統計解析ソフトウェア IBM

SPSS Statistics（IBM，東京）にて統計学的検討を行っ
た．統計処理はスチューデントのt検定を用い，危険率
が5％未満の場合に有意差ありとした．

6．RT-PCR

幹細胞マーカーであるNanogおよびStat3と，テロメ
ラーゼのサブユニットである逆転写酵素，Telomere re-

verse transcriptase（TERT）の発現を確認するためRT-

PCRを行った．マラッセ上皮様細胞および歯肉上皮様細
胞からTRIZOL� Reagent（Invitrogen）にてtotal RNAを抽
出した．その後，Oligo（dT）12－18プライマー（Gibco）お
よびSuperScript�ⅡReverse Transcriptase（Gibco）による
逆転写反応を行い，cDNAを作製した．作製したcDNA

はAmpliTaq Gold� DNA Polymerase（Applied Biosystems,

CA, USA）を用い，プロトコールに従って標的遺伝子の
増幅を行った．Nanog，Stat3およびTERTのプライマー
は表1に示す．TaKaRa PCR Thermal Cycler（タカラバ
イオ，滋賀）を用い，至適条件の下で反応・増幅させ
た．得られた産物はMidori Green DNA Stain（Genetics，

東京）含有1．5％アガロースゲル（Genetics）にて電気泳
動を行い，ライトキャプチャー（AE-6961，アトー，東
京）にて当該バンドを検出した．マーカーはHaeⅢ（タ
カラバイオ）を使用し，コントロールとしてハウスキー
ピング遺伝子であるGAPDHの増幅も行った．

結 果

1．マラッセ上皮遺残細胞および歯肉粘膜上皮細胞にお
けるcytokeratinおよびp27kip1の発現および局在
マラッセ上皮遺残細胞および歯肉粘膜上皮細胞におけ

るCK-14，-19およびp27kip1の発現および局在の観察をす
るために，免疫組織蛍光染色を行った．CK-14は，歯肉
粘膜上皮において錯角化層に特異的に局在を認めるもの
の，マラッセ上皮遺残では発現が認められなかった（図
1c，d）．一方，CK-19では，マラッセ上皮遺残細胞に
局在を認めたが，歯肉粘膜上皮細胞の発現はみられなか
った（図1e，f，g）．p27kip1は，CK-19発現を認めたマラ
ッセ上皮遺残細胞に局在を認めたが，歯肉粘膜上皮細胞
では発現しなかった（図1h，i）．それぞれの組織はヘ
マトキシリン・エオジン染色にて確認した（図1a，
b）．

2．マラッセ上皮様細胞および歯肉上皮様細胞の細胞増
殖能の比較
ブタ歯根膜組織より単離・培養したマラッセ上皮様細

胞，およびブタ歯肉より単離・培養した歯肉上皮様細胞
において，DNA量で測定するProliferation Assay Kitを使
用して細胞増殖能の比較検討を行った．24，48，72およ
び96時間で測定した結果，マラッセ上皮様細胞は歯肉上
皮様細胞と比較して，24，48，72および96時間で有意な
細胞増殖を認めた（図2）．

3．マラッセ上皮様細胞および歯肉上皮様細胞における
TERT発現の比較

RT-PCRにてGAPDHのマラッセ上皮様細胞および歯肉
上皮様細胞のバンドを確認後（図3），テロメラーゼの
サブユニットであるTERTの発現をマラッセ上皮様細胞
と歯肉上皮様細胞で比較した．TERTの発現は，歯肉上

Nanog sense : 5’-CCGAAGCATCCATTTCCAGCG-3’

anti-sense : 5’-GGTATTCTGTACTGGCTGAGCC-3’

Stat3 sense : 5’-GAAGGGTACATAATGGGCTTTATCAGT-3’

anti-sense : 5’-GGGTCTTACCGCTGATGTCCTT-3’

TERT sense : 5’-GAGGTGCACTGCGACTATGC-3’

anti-sense : 5’-AGACTGTTCACCTGCAGGTCC-3’

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

表1 Stem cell makerの特異的primer配列
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皮様細胞と比較してマラッセ上皮様細胞で強いシグナル
を認めた（図4）．

4．マラッセ上皮様細胞における幹細胞マーカーの発現
マラッセ上皮様細胞において，幹細胞マーカーである

NanogおよびStat3の発現についてRT-PCRで確認した．
マラッセ上皮様細胞ではNanogおよびStat3の発現を認
めた（図5）．

Yoshihito KURASHIGE et al.／Specific properties of the cell proliferation in epithelial rests of Malassez.

図2 細胞増殖能の測定．歯肉上皮様細胞（OE）と比較
し，マラッセ上皮様細胞（ERM）では全ての時間において
有意な細胞増殖を認めた.
＊ : p＜0.05

図3 GAPDHの遺伝子発現．OEおよびERMに同程度の発現
を認めた．

図4 TERTの遺伝子発現．ERMにおいてTERT mRNAの強
発現を認めた．

図1 歯肉粘膜上皮細胞およびマラッセ上皮遺残細胞におけ
るCK-14，-19およびp27kip1の局在．CK-14は歯肉粘膜上皮細
胞において錯角化層で発現を認めるものの，マラッセ上皮遺
残細胞では発現を認めなかった（c, d）．CK-19は歯肉粘膜上
皮細胞において発現を認めなかったが，マラッセ上皮遺残細
胞では強発現を認めた（e, f）．P27kip1はCK-19発現を認めたマ
ラッセ上皮遺残細胞に局在を認めた（g~i）．（a：歯肉粘膜上
皮細胞におけるH.E.染色像（×200），b：マラッセ上皮遺残
細胞におけるH.E.染色像（×200），c：歯肉粘膜上皮細胞に
おけるCK-14局在，d：マラッセ上皮遺残細胞におけるCK-14
の局在，e：歯肉粘膜上皮細胞におけるCK-19の局在，f，g：
マラッセ上皮遺残細胞におけるCK-19の局在，h：マラッセ
上皮遺残細胞におけるP27kip1の局在，i：マラッセ上皮遺残細
胞におけるCK-19（緑）およびP27kip1（赤）の合成像．e~i：
1200倍拡大像）（b，d，f； C： セメント質，PDM：歯根膜，
円部： マラッセ上皮遺残細胞，点線：歯根膜セメント質境
界部）

図5 幹細胞マーカーの遺伝子発現の分析．マラッセ上皮様
細胞において幹細胞マーカーであるNanogおよびStat3の発現
を認めた．
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考 察

細胞増殖がみられないマラッセ上皮遺残細胞は，CK-

19とp27kip1を発現していた．単離・培養したマラッセ上
皮様細胞では歯肉上皮様細胞よりも細胞増殖能が高く，
テロメアーゼのサブユニットであるTERTの発現も強か
った．また，マラッセ上皮様細胞は幹細胞のマーカーで
あるNanogおよびStat3の発現を認めた．

1．マラッセ上皮遺残細胞におけるCK-19とp27kip1の発
現

CK-19は分子量40kDの低分子で，ほとんどの単層上皮
と非角化扁平上皮に発現することが知られている（Jain

et al., 2010）．本結果においてもマラッセ上皮遺残細胞
にCK-19の局在が認められた．これまでに，マラッセ上
皮遺残細胞がCK-5，7，8，14，15，17，18，19に陽性
であるとの報告がある（Rincon et al., 2006）．そのた
め，マラッセ上皮遺残細胞は，様々なCKに陽性の特殊
な細胞であることが示唆されている．歯と類似した発生
過程を示す毛包細胞で，毛隆起部の基底細胞がCK-19陽
性を示し（Demirkesen et al., 1995），リボソームに富み
未分化であることから毛隆起部細胞が幹細胞である可能
性を示唆している（Akiyama et al., 1995）．Cotsarelisら
（1990）は，マウスの皮膚組織に3H-thymidineを取り込ま
せ，成長期毛包において立毛筋付着付近の毛隆起部であ
る毛包上皮突出部に3H-thymidine標識が長時間残留する
細胞群を slow-cycling cellとみなした．また，Okaら
（2012）は，マウスの歯胚形成過程にBromodeoxyuridine

を投与し，マラッセ上皮遺残細胞において長期間残留し
ていたことから，マラッセ上皮遺残細胞をslow-cycling

cellとし休止期上皮幹細胞と位置づけている． slow-

cycling cellは増殖が抑制された細胞群であり，何らかの
影響を受けて活性化され増殖する幹細胞であると想定し
ている．Yangら（1993）は，ヒト毛包細胞を組織培養
し，毛隆起部からの上皮細胞の増殖が他の部位と比較し
て著しいことを示している．本結果において，毛包組織
の毛隆起部上皮細胞と同様に，マラッセ上皮遺残細胞は
CK-19を発現し，さらに細胞周期を制御するサイクリン
依存性キナーゼインヒビターであるp27kip1の発現も認め
た．細胞質p27kip1はRhoAの活性化阻害薬との報告がある
（Assoian, 2004）．Rhoファミリーは，細胞形態の主な制
御因子であり（Etienne-Manneville & Hall, 2002），Rhoサ
ブクラスの活性化の阻害は細胞分裂を抑制することがい
われている（Morii et al., 1992）．そのため，歯根膜で周
囲と孤立し一塊で存在するマラッセ上皮遺残は，増殖傾

向を示さないことから，休止期であるG0期に停滞し，
さらに幹細胞のようにslow-cycling cellであると考えられ
る．

2．マラッセ上皮様細胞の細胞増殖能とTERTの発現
本結果において，マラッセ上皮遺残より単離・培養し

たマラッセ上皮様細胞は，歯肉粘膜上皮から得た歯肉上
皮様細胞と比較して高い増殖能を示した．歯肉などの口
腔粘膜上皮は，基底細胞から表層まで分化し剥離脱落す
るターンオーバー期間が，通常9～12日である（下
野，2011）．歯の発生は，胎生期において口腔上皮の陥
入から開始されるため，マラッセ上皮遺残細胞も本来は
口腔上皮細胞由来であるが，これまでの歯肉粘膜上皮細
胞とマラッセ上皮遺残細胞の比較において，それぞれ似
て非なる細胞であると考えられている（Rincon et al.,

2006 ; Kurashige et al., 2008）．生殖細胞や幹細胞はテロ
メアーゼ活性が高いため，細胞分裂を重ねてもテロメア
長を維持することができる（Günes & Rudolph, 2013）．
テロメアーゼは逆転写酵素であるTERT，内在性RNA鋳
型およびDyskerinなどの関連タンパク質によりサブユニ
ットを構成し，テロメアの安定化に寄与している
（Smogorzewska & de Lange, 2004 ; Gu et al. , 2009）．
TERTの発現量はテロメアーゼ活性を反映し，多くの実
験に用いられている．本結果では，マラッセ上皮様細胞
は歯肉上皮様細胞と比較してTERTの発現量が高いた
め，幹細胞の特性を有している可能性が示唆された．

3．マラッセ上皮様細胞における幹細胞マーカーの発現
マラッセ上皮様細胞において，RT-PCRによりNanog

の発現が認められた．Nanogはホメオドメインタンパク
質であり（Mitsui et al., 2003），胚性幹細胞（ES細胞）
のマーカーの一つとして用いられている．Namら
（2011）は，マラッセ上皮様細胞において上皮幹細胞
マーカーおよびNanogを含むES細胞マーカーの発現を報
告しており，マラッセ上皮遺残細胞は初期幹細胞を含ん
でいることを示唆した．マウスES細胞において多能性
を維持するためには，Leukemia inhibitory factor（LIF）
が必要であり，LIFを培地から取り除くとES細胞はたち
まち分化を始めてしまう（Park et al., 2011）．LIFは幾つ
かのシグナル経路を介して，多能性を維持する転写因子
であるSox2，NanogおよびOct3／4を制御していると考え
られているが詳細は不明である（Griffiths et al., 2011）．
近年，LIFの非存在下でも，NanogあるいはStat3を過剰
発現することで，マウスES細胞の多能性を維持できる
ことが明らかになった（Guo et al., 2009 ; Guo & Smith,
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2010）．本結果において，マラッセ上皮様細胞はNanog

およびStat3を発現しており，マラッセ上皮様細胞の特
異性が明らかとなった．

結 論

マラッセ遺残上皮細胞は，口腔上皮が原基となり歯胚
形成期間から長期間消失せずに存在している．in vivoに
おいて，マラッセ遺残上皮細胞はCK-19およびp27kip1を
特異的に発現しているため，歯肉粘膜上皮とは異なった
細胞分化および増殖過程にある．マラッセ遺残上皮細胞
は，通常増殖することなく歯根膜で周囲と孤立し一塊で
存在しており，p27kip1を発現しているため，生体内にお
いてG0期の細胞休止期にあることが示された．マラッ
セ遺残上皮細胞より単離・培養したマラッセ上皮様細胞
は増殖傾向が強く，TERTの発現増強を認め，さらに
NanogおよびStat3などの多能性維持遺伝子の発現を認め
ることから，マラッセ遺残上皮細胞は幹細胞の特性を有
することが示唆された．
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倉重 圭史

平成15年3月 北海道医療大学歯学部 卒業
平成19年3月 北海道医療大学大学院歯学研究科博士課程 修了
平成19年4月 北海道医療大学口腔構造・機能発育学系小児歯科学分野 助教
平成22年4月 同上 講師

Yoshihito KURASHIGE et al.／Specific properties of the cell proliferation in epithelial rests of Malassez.24
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緒 言

巨細胞腫は，一般的に長管骨の骨端部，特に大腿骨遠
位端や脛骨近位端に好発する良性の腫瘍である（An-

drew, 1979）．顎骨内での発生は極めて稀であり，多く
は真の腫瘍というよりは巨細胞性修復肉芽腫の範疇に入
ると考えられている（de Lange et al., 2000）．今回われ
われは，15歳女性の上顎骨に発生した腫瘍性病変を思わ
せた巨細胞腫の1例を経験したので，その概要を報告す
る．

症 例

患者：15歳，女子．
初診：2012年4月中旬．
主訴： 45部の歯肉腫脹．

既往歴：半月板損傷により，近医整形外科記念病院で全
麻下にて手術を施行した．
家族歴：特記事項なし．
現病歴：2012年1月頃より， 45部の歯肉腫脹を自覚
していたが疼痛がなかったため放置していた．その後，
徐々に同部の腫脹と軽度の疼痛を認めるようになり，近
医歯科を受診したところ，X線写真において 45部か
ら上顎洞に達するX線不透過像を指摘され，精査加療を
目的に当科初診となった．
現症：口腔外所見は，顔貌は左側上唇から鼻翼基部，頬
部にかけて軽度の腫脹があり，鼻閉感はなく，左側眼窩
下神経支配領域に知覚異常は認められなかった（図
1）．また，頚部リンパ節の腫大や圧痛も認められなか
った．口腔内所見は， 45相当部の歯槽部に圧痛を伴
う膨隆を認めたが， 3，4，5，6（7は未萌出）の打診痛

〔症例報告〕

腫瘍性病変を思わせた上顎骨巨細胞腫の1例

佐藤 惇1），淀川慎太郎3），佐藤 健彦3），北所 弘行2），永易 裕樹2），
柴田 考典3），有末 眞2），吉田 光希1），西村 学子1），安彦 善裕1）

1）北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系臨床口腔病理学分野
2）北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系顎顔面口腔外科学分野
3）北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系組織再建口腔外科学分野

A case of Giant Cell Tumor of Maxilla considered to be neoplastic lesions

Jun SATO1）， Shintarou YODOGAWA3）， Takehiko SATO3）， Hiroyuki KITAJYO2）， Hiroki NAGAYASU2），
Takanori SHIBATA3）， Makoto ARISUE2）， Koki YOSHIDA1）， Michiko NISHIMURA1）and Yoshihiro ABIKO1）

1）Division of Oral Medicine and Pathology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido
2）Division of Oral and Maxillofacial Surgery, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

3）Division of Reconstructive Surgery for Oral and Maxillofacial Region, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

A case of giant cell tumor of Maxilla in a 15 year-

old is reported.

The patient was brought to our Hospital with chief

complaint of swelling of maxillary gingiva. After vari-

ous examinations, removal of tumor was carried out by

resection of maxilla under general anesthesia. Histopa-

thologically, giant cell tumor was confirmed. No tumor

recurrence has occurred during 1year 6months of follow

-up.

In general, more than 75% of giant cell tumors of the

bone are situated at or near the end of a long tubular

bone so at the orofacial region it is a rare disease.

Key words：Giant Cell Tumor, Maxilla
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や歯牙の動揺はなく，歯髄電気診ではいずれも生活反応
を示していた（図2）．全身所見は，栄養状態は良好で
あり，血液検査では異常は認められなかった．
画像所見：パノラマX線像では， 45相当部の歯槽骨
より上顎洞にかけて類円形の不透過性病変を認め，病変
による 45歯根離開を伴っていたが，歯根吸収はみら
れなかった（図3）．CT像では，上顎洞内の単房性病変
は，内部は均一な軟組織様不透過像（CT値：35HU）を
示しており，上顎洞底を挙上し，歯槽部では頬側，口蓋

側ともに骨は菲薄化し膨隆しているとともに一部骨欠損
を認めた．病変は周囲との境界は比較的明瞭であるが，
一部，歯槽部口蓋側では病変に接する骨面は粗造であっ
た．また，左側上顎洞前壁は病変により膨隆，菲薄化し
ており，一部に骨欠損が認められた．また病変内部は，
不均一な造影効果を認めた（図4）．
胸部CT像では異常陰影は認めず，またFDG-PET検査

においては左側上顎に異常集積を認めたが他臓器には異
常集積像は確認されなかった．
臨床診断：左側上顎骨腫瘍

佐藤 惇 等／腫瘍性病変を思わせた上顎骨巨細胞腫の1例

図3 パノラマX線写真
45相当部の歯槽骨より上顎洞にかけて類円形の不透過

性病変を認め， 45の歯根離開を伴っていたが，歯根吸収
はみられなかった（矢印）．

図1 初診時顔貌写真
左側上唇から鼻翼基部，頬部にかけて軽度の腫脹があり，
鼻閉感はなく，左側眼窩下神経支配領域に知覚異常は認めら
れなかった．

図4 CT画像
左側上顎洞内に，単房性で内部が均一な軟組織様不透過像
（CT値：35HU）がみられた．病変は周囲との境界は比較的
明瞭であるが，一部，歯槽部口蓋側では病変に接する骨面は
粗造であった．左側上顎洞前壁は病変により膨隆，菲薄化し
ており，一部に骨欠損が認められた（矢印）．また病変内部
は，不均一な造影効果を認めた．

図2 初診時口腔内写真（ミラー像）
45 相当部の歯槽部に圧痛を伴う膨隆を認めたが（矢

印）， 3，4，5，6（7は未萌出）の打診痛や歯牙の動揺はな
く，歯髄電気診ではいずれも生活反応を示した．
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生検時病理組織学的所見：左側上顎骨腫瘍の臨床診断に
て生検を行ったところ，多核巨細胞と単核の紡錘形細胞
が密に増殖している像が認められた（図5）．また免疫
組織化学染色において，CD68に陽性の多数の巨細胞が
均一にみられ（図6），Ki-67では一部の巨細胞の核，お
よび多数の単核の短紡錘形細胞に一致して陽性所見が認
められたことから（図7），巨細胞腫の病理組織学的診
断を得た．
処置および経過：入院により，術前検査をした後，全身
麻酔下に上顎骨部分切除術を施行した． 1 から 6
にかけて，横切開を，また 3 と 6 に縦切開を加
え，粘膜骨膜弁を剥離翻転すると， 4，5相当の歯槽部
から上顎骨前壁にかけて一部骨欠損がみられ，同部より
腫瘤が露出している状態であった．上顎洞方向では，腫
瘤を周囲組織から剥離をすすめ，歯槽部では，病変周囲

の安全域を5mmと設定し，超音波切削器具にて骨切離
を行った．その後，腫瘤は 45を含めた歯槽骨と，上
顎洞粘膜を含めて一塊として摘出された．摘出骨腔は，
ラウンドバーにて一層の骨削を行い，粘膜骨膜弁を復位
させて閉鎖創とし，手術終了とした．なお，対孔形成は
行わず，口腔側にペンローズドレーンを留置した．摘出
物は65×35mm大で，大部分が被膜で覆われた充実性腫
瘤で，弾性軟，褐色を呈していた（図8）．術後1年6
ヶ月が経過したが再発はみられない．

病理組織学的所見：腫瘍組織は，比較的均一に多数の多
核巨細胞がみられ細胞間を埋めるように異型に乏しい単
核の短紡錘形細胞の密な増殖が認められた．また巨細胞
内の核数は極めて多く一つあたり30～40個を超えるもの
も多数みられ，明らかな炎症性変化はみられなかったこ

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 2013

図5 生検時病理組織像（H. E染色）
腫瘍内には多数の多核巨細胞の集積が認められる．間質に
は異型に乏しい単核の紡錘形細胞が密に増殖している．

図7 生検時Ki67免疫組織化学染色像
巨細胞の周囲を占める単核で紡錘形の間葉性細胞の細胞核
に，Ki67陽性のものが認められる．また一部の巨細胞の核に
おいてもKi67に陽性反応を示しているものがみられる．

図8 摘出標本写真
大部分が被膜に覆われた65×35mm大の充実性腫瘤で，弾

性軟，褐色を呈していた．

図6 生検時CD68免疫組織化学染色像
組織球のマーカーであるCD68に陽性の巨細胞が多数，か

つ比較的均一に増殖している像が認められる．
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とから，腫瘍性病変の範疇と考えられた（図9）．
病理組織学的診断：巨細胞腫

考 察

顎骨に発生する巨細胞性病変は極めて稀であり，発生
頻度は0．00011％と報告されている（de Lange et al. ,

2000）．巨細胞性病変には，巨細胞性肉芽腫，巨細胞
腫，褐色腫およびケルビズムが挙げられる（de Lange et

al., 2000）．褐色腫は副甲状腺機能亢進を伴い，血清カ
ルシウムおよびアルカリフォスファターゼの増加，血清
リンの減少を認める（Wilson et al., 2013）．本症例で
は，血液，生化学検査に異常は認められなかったことよ
り，褐色腫は否定された．また，ケルビズムは小児期に
みられ，家族性に発症しいわゆる“ケルビズム様顔貌”
を特徴とするが（伊藤ら，1980），本症例はこれに当て
はまらないことから，ケルビズムも除外された．腫瘍性
病変である巨細胞腫と，巨細胞肉芽腫との鑑別はしばし
ば困難なことがある．巨細胞腫は腫瘍性病変で，顎骨よ
りも大腿骨や脛骨などに多く，好発年齢は20～40歳で，
やや女性に多い傾向にあると言われている（Turcotte,

2006）．一方，巨細胞肉芽腫は，外傷や出血の修復過程
に生じる反応性病変と考えられているが，成因は明らか
にされていない．好発部位は下顎骨で，10～20歳代に多
いと言われている（Motamedi et al., 2007）．巨細胞腫で
は，巨細胞肉芽腫よりも好発年齢がやや高い．組織学的
には，いずれも線維芽細胞様の紡錘形細胞の増殖を背景
に，多核巨細胞の出現を特徴とするが，巨細胞腫では，
巨細胞肉芽腫に比べ巨細胞の外形が大きく，細胞数や核
数も多く，分布が均一であると言われている．また，後

者では炎症性細胞浸潤や出血層，新生骨量の形成がある
ことなどが鑑別となると言われている（Reid et al. ,

2002）．本症例では，生検においてマクロファージおよ
び破骨細胞に陽性反応を示すCD68免疫組織化学染色に
て多数の巨細胞が比較的均一にみられたこと，細胞内の
核数が30～40個を超えるものも散見されたこと，炎症性
変化や出血層のみられなかったこと，また細胞増殖能の
マーカーであるKi67免疫組織化学染色にて陽性細胞が多
かったことから，肉芽腫性病変よりも腫瘍性病変とみな
し，巨細胞腫の診断のもと検査，手術を行った．
骨巨細胞腫は，クーパーによって1818年に始めてその

疾患概念が報告されたものであり，骨腫瘍の3～9％を
占める良性腫瘍である．顎骨では下顎骨での報告が多く
（Park et al., 2012），上顎骨での報告は極めて少ない
（Baker et al., 2008）．本腫瘍は良性であっても局所侵襲
性であり，再発率が高く，まれに遠隔転移をきたすと言
われている．局所再発率は10～40％で，遠隔転移率は数
％程度と報告されている（Andrew, 1979 ; Reid et al. ,

2002）．治療法は原則，外科的切除を行う．部位的に切
除困難な症例では，掻爬術などに放射線照射を併用する
場合もある（Schwartz et al., 1989）．本症例では，腫瘍
であるとの診断から全身精査を行ったが，転移はみられ
なかった．可能な限り広範囲な切除を行いながらも，年
齢や性別を考慮し，口蓋骨を一層残した状態までの手術
とした．
巨細胞腫は巨細胞肉芽腫との鑑別が容易ではない疾患

であるが，巨細胞腫はしばしば侵襲性であることから，
十分な全身精査と，可能な限り広範囲な切除とその後の
注意深い経過観察が必要であると思われた．

結 語

15歳女性の上顎に発生した極めてまれな巨細胞腫の一
例を報告した．
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緒 言

舌痛症は，一般的に他覚的所見を否定されているにも

関わらず舌の痛みの持続する疾患とされる．国際的には
口腔灼熱感症候群（Burning mouth syndrome）とよば
れ，舌痛症を引き起こす局所および全身性の疾患が否定

〔症例報告〕

舌痛症患者に対して，若手歯科医医師が臨床心理士にスーパーバイズを
受けながら認知行動療法を行い症状が軽快した1例
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Abstract

The present case study reports a case of a patient

with burning mouth syndrome that was treated with

cognitive behavioral therapy conducted by a dentist.

The patient was a female aged in the 30s. The treat-

ment was conducted by a dentist with two years clinical

experience who was a non−specialist in cognitive be-

havioral therapy. The burning symptoms of the patient

improved through treatment based on a program where

the effect on glossodynia was demonstrated in previous

research conducted under the supervision of a clinical

psychologist with specialized cognitive behavioral ther-

apy. These results indicate that environmental coordina-

tion including a program to fully explicate and detail

the therapeutic regimen and supervision allowed the

dentist to conduct the cognitive behavioral therapy of

glossodynia.

Key words：Glossodynia, Cognitive behavioral therapy, Dentist, Clinical psychologist
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される状態であると定義づけられている（Headache

Classification Committee of the International Headache Soci-

ety, 1999）．発症頻度は全人口の1～5％にまで及ぶと
いわれ（Lopez-Jornet et al., 2010 ; Matsman-Tsikhin et al.,

2007），口腔内に症状を訴える疾患の中では発生頻度の
高い疾患である．舌痛症の特徴として，持続性の痛み以
外に，痛む場所が時間により移動する傾向や，摂食や会
話中に痛みが消失する傾向，痛み以外のことに集中して
いる場合に痛みが和らぐ傾向などがあげられる（豊
福，2006）．治療法としては抗うつ薬，抗てんかん薬，
カプサイシン，αリポ酸，認知行動療法（Cognitive Be-

havioral Therapy，以下CBT）などが行われてきた（de

Moraes et al., 2012 ; Zakrzewska et al., 2005）．当院では現
在，舌痛症患者への治療法の1つとしてCBTを取り入れ
ている（安彦ら，2009；Matsuoka et al. , 2010；松岡
ら，2012）．CBTは，その実施に際して訓練を要するた
め，主に精神科医や臨床心理士によって行われている
が，舌痛症患者の多くが歯科を受診することを考える
と，舌痛症患者においては歯科医師によりCBTが実施さ
れることが望ましい．今回われわれは，CBTを専門とし
ていない，歯学部卒業後，続けて1年間の卒後研修を終
了し，2年の臨床経験のある歯科医師が，CBTを専門と
する臨床心理士による定期的な指導・助言（スーパーバ
イズ）を受けながら，舌痛症患者に歯科医師自らCBTを
行い，疼痛の軽減がみられた症例を経験したので報告す
る．

症 例

患者：30代女性，主婦
初診日：H24年6月
主訴：舌が痛い
患者背景・家族構成：H19年夫と離婚．現在高1の娘と
中3の息子と3人暮らし
既往歴：たび重なる夫のDVが原因で離婚調停中の6年
前，精神的に疲弊したため精神科に通院したところ，う
つ病と診断された．この時大量の向精神薬が精神科より
処方されたが，量を見て服用が怖くなり全く服用しなか
った．精神症状は5年前の離婚成立で緩解したが，子育
ての責任感から苦悩が増し，めまいと胃痛が出現した．
耳鼻科および内科を受診しメニエール病，逆流性食道炎
の診断を受けたが，薬物治療は行われなかった．
現病歴：初診1ヶ月前から舌の両側の縁にピリピリとし
た痛みが出現した．激痛ではなく，神経に触る感じで，
ピリピリした不快な痛みであった．他院耳鼻科を受診し
たがカンジダ検査は陰性であり器質的な問題はみられな

いと言われ未処置のまま放置していた．その後，当院
ホームページをみて，舌の痛みは舌痛症ではないかと心
配になり当科を来院した．
現症：口腔外所見としては顔面は左右対称で，発赤・腫
脹はみられなかった．口腔内所見において口腔内は湿潤
しており，口腔衛生状態は良好であり，舌背部糸状乳頭
もみられ，わずかに舌苔の付着を認めるのみで，器質的
変化はみられなかった（図1）． State-Trait Anxiety

Inventory-JYZ（STAI：肥田野ら，2000）は状態不安67
点，特性不安67点，と非常に高い不安傾向がみられた
が，問診よりうつ病，不安障害を疑わせる言動は認めら
れなかった．
臨床診断：心因性舌痛症
治療及び経過（図2）：初診時には，継続的な舌の痛み
が認められ，昼から夜にかけて灼熱感を伴った痛みがあ
る，舌の痛む部位は左の縁や右側の縁など変化し強さも
日によって変化する，舌の痛みは食事中や家事など何か
に集中している時は感じないなど舌痛症の特徴を多く満

佐藤 英樹 等／舌痛症患者に対して，若手歯科医医師が臨床心理士にスーパーバイズを受けながら認知行動療法を行い症状が軽快した1例

図1 初診時の舌の写真

図2 症例の治療経過
注 「↓」は臨床心理士とスーパーバイズが行われた時期を
示している．
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たしていた．
精神面においては，人前に出ると緊張して手や声が震

える，ネガティブで自分に自信がなく，他人に気を使い
すぎて気疲れしてしまう，心配性で落ち込むと立ち直る
のに時間がかかるなど不安傾向が強い性格であった．う
つ傾向はほとんどみられなかった．

H24年3月より就職活動を開始したが，5月になって
も就職先が決まらない苛立ちや焦りで不安が増大してい
た．また就職活動中の4月より長女が遠方の高校に入学
し，今までより1時間早く起床しなければならないスト
レスも加わっており，舌の痛みが出現したと考えられ
た．
問診，舌の器質的疾患は否定的であったこと，口腔内

所見等を総合的に考え舌痛症と診断した．そこで器質的
疾患は否定的であることを説明し，舌痛症の治療法とし
て薬物療法とCBTがあることも説明に加えた．患者自身
も自分の症状が舌痛症ではないかと思っていたため説明
に納得している様子であった．
初診時は症状の緩和を期待し，ロフラゼプ酸エチル

（1mg／日，1×夕食後）を処方し，眠気などの副作用
が強い場合には半錠で服用するように指導した．
1週間後（H24年6月），ロフラゼプ酸エチルを半錠

服用し続けたことで，普段の舌の痛みはNumerical Rat-

ing Scale（NRS, Uki et al., 1998，0：痛みなし－10：こ
れ以上の痛みは考えられない）による評価で初診時の10
点から3点に7ポイント減少していた．しかしながら舌
の痛みの強さには波があり，痛みが悪化した時はNRSで
7点程度の痛みであった．痛みの悪化は2日に1度みら
れた．そこでロフラゼプ酸エチル半錠に加え，痛みが悪
化しやすい夜間にクロチアゼパム（5mg／日，1×寝る
前に）を追加で服用してもらい経過観察とした．
3週間後（H24年7月），舌の痛みの強さはクロチア

ゼパムを疼痛悪化時に服用するとNRSで3点まで和らぐ
が，2～3日に一度はNRSで7点程度の疼痛を変わらず
経験していた．患者自身が抗不安薬を長期服用すること
に抵抗感を持っていたため，治療の主体を薬物療法から
CBTへと変更することとした．そこでロフラゼプ酸エチ
ルを中止し，頓服でクロチアゼパムとオキサゾラムの処
方へと変更し，2週間後の次回受診時からCBTを開始す
ることとした．CBTは，過去の研究で一定の効果が示さ
れているプログラム（松岡ら，2012，表1）の内容に基
づき実施し，実施中は，来院のたびに認知行動療法を専
門とする臨床心理士によるスーパーバイズを行った．
スーパーバイズの際には，直近の診察内容を振り返り，
歯科医師によって提案された治療内容を臨床心理士が確

認し，修正が必要とされる場合は適宜治療法の提案を行
った．

CBTは，患者の行動や認知に焦点を当て問題の改善を
図る方法であり，本症例の治療の初期では，症状のセル
フモニタリング，リラクセーション（筋弛緩法），ディ
ストラクション，認知的再体制化（自動思考の評価，適
応的思考の生成）の技法を用いながら，痛みが悪化する
時の考え方と行動を修正することに焦点をあてて治療方
針とした．
2週間後（H24年8月），NRSは2週間前と変わらな

い状態であったため，処方は継続とし，CBTを開始し
た．まずは短期的に痛みを改善させる技法としてリラク
セーション（筋弛緩法）を導入した．外来での練習の後
1週間，家での実践をホームワークとした．また，症状
のセルフモニタリングとして，1週間の生活と舌の痛み
の変化の記録をホームワークとした．
1週間後（H24年8月），家でのリラクセーションの

実施により，普段リラックスできていないことに気づ
き，リラクセーションを行う事で痛みが悪化した際の強
さがNRSで7点から4点に3ポイント減少した．抗不安
薬の服用は1度もみられなかった．セルフモニタリング
の結果，「朝から昼にかけては痛みが出ない，疲労が増
してくると痛みが出てくる，何かに集中している時には
痛みを感じていない，自分で思っていたよりも痛みが気
にならない時間が長い，痛みが悪化する時間は家事が全
て終わった後の一人でいる時間に多いことに気づい
た．」と患者は述べていた．そこで痛みが悪化した時の
対処法としてディストラクションを実践し，家で痛みの
悪化した時に痛みから他のものに気をそらしていく形で
さらなる痛みの改善を目指した．
前回来院から2ヶ月後のH24年10月に当科を再来院し

た．来院までの2ヶ月間は，家庭内の揉め事が原因で舌
の痛みが悪化する時間が増え，睡眠も浅くなったが，デ
ィストラクションとクロチアゼパムで疼痛を緩和でき，
オキサゾラムで睡眠も深くなったためなんとか生活でき
ている状態であった．家庭内の揉め事により，舌痛症を
悪化させる要因であった就職活動は中断せざるを得ず，

治 療 内 容

● 舌痛症に対する心理教育
● 筋弛緩法
● 症状のセルフモニタリング
● ディストラクション
● 自動思考の評価
● 適応的思考の生成
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家庭内の揉め事は解決したものの就職活動を再開する気
持ちは持てないようであった．CBTではこうした出来事
で症状が悪化した時の考え方や行動を修正していく事に
主眼を置き，認知的再体制化を行う事とした．
患者本人が疼痛の緩和に効果的だと考えていたことは

20年来の唯一の親友への電話での悩み相談であった．し
かし，この頃は親友に電話をしたいと思う出来事があっ
ても，親友への連絡を躊躇してしまい連絡できない事が
多々あった．その原因は本人の考え方にあり，「自分が
伝えたい内容を完璧に伝えられるようにまとめてからで
なければ連絡できない」，「親友も忙しいから連絡をした
ら迷惑ではないか？」と考えてしまうためであった．こ
の電話ができないという悩みが孤独感と悩みをさらに助
長し，舌の痛みをより悪化させていたと考え，行動実験
として次の課題を実践してもらうこととした．課題は，
帰宅後すぐに「相談したいことがあるので，電話をして
も良い時間をメールで教えてください」と親友にメール
をし，親友から返事が来たら指定された時間に電話する
ことであった．また，電話で話す内容については，完璧
にする必要はなく，時間が来たらその時点でまとまって
いる範囲で話すこととした．
2週間後（H24年10月），患者は前回提案した行動実

験の課題をきちんと実行しており，親友に電話を何度か
かけることができていた．その際親友から「以前は相談
される内容が一週間前のことなど昔のことが多かった
が，最近は今日起こったことを相談されることが多くて
嬉しい」と言われた事で，電話を躊躇していたことが不
必要だったと気づくことができた．また，親友と定期的
に電話をできるようになったことで，舌の痛みも緩和傾
向にあった．この認知及び行動の変容により「親友から
遊びに誘われる頻度が多くなり生活が充実した」と患者
自身も生活面での変化を実感できているようであった．
前回来院時から今回の来院までの間，痛みはNRS2で

安定していたが，一度だけ痛みが悪化したことがあっ
た．痛みの悪化がみられたのは，H24年4月から欠かさ
ず毎朝5：30に起きて作ってきた長女のお弁当を寝坊の
ため作れなかった日であった．子供は「今お母さんが大
変なのもわかるし，コンビニで買えばいいから大丈夫だ
よ」と言ってくれていたが，本人は申し訳なさと寝坊し
たショックで自分を責めており，症状の悪化につながっ
たと考えられた．この状況での認知の改善を目的とし
て，次のような質問を交えながら認知の修正を行った．
「もし毎朝5時半に起きて親友が子どもにお弁当を作っ
ていたとして，親友が一日だけ朝寝坊して弁当を作れな
かったことで自分はダメだと落ち込んで相談してきたら

何と声をかけてあげますか？」と聞いた所，「1日位気
にする事ないよ．そんなに心配しなくても大丈夫だ
よ．」と声をかけると述べた．その親友へのアドバイス
を，自分へのアドバイスとして考えることを促した所，
「そう考えたことはなかった．確かにそうかもしれな
い．自分の事をそのように客観的に判断したことがなか
った．これからはそう考えてみたい．」と思考内容に変
化が生じていた．
1週間後（H24年10月），患者から「オキサゾラムも

クロチアゼパムも服用していない．NRSは0の時間が多
く，痛みは夜に出ても2か3で悪化することはなく，気
にならないで生活できている」と報告があり，以前と違
って悩んだり落ち込む出来事があっても親友への電話と
自分へのアドバイスで解消できるようになっていた．
その後8ヶ月間，1～2ヶ月に1度のペースでCBTを

継続している．精神的にストレスを感じる出来事がたび
たびあるが，舌の痛みは悪化することなくNRS0～2で
安定している．H25年2月に1度，精神的・肉体的に抱
えきれない程の辛い出来事があり一時的に舌の痛みの強
さが悪化したが，この時も親友への電話やオキサゾラム
の頓用で対応でき，悪化した舌の痛みの強さもすぐに消
失した．またH25年6月より仕事も始め，現在まで家事
と仕事の両立を続けているが，痛みは再発していない．

考 察

近年，本邦では舌痛症は歯科外来を訪れる患者の約
3％との報告がある．この頻度は口腔粘膜疾患で最も多
いといわれている扁平苔癬の約1～2％（Carrozzo et

al., 2008）と比較しても高い比率となっている．CBTは
舌痛症の治療法の中の1つにあげられている．CBTは通
常の歯科での治療を行った統制群よりも有意に症状の緩
和が確認されたことから，その有効性が示唆されており
（Bargdahl et al., 1995），特に薬物の副作用のようなリス
クも少ないことから，治療の選択肢の1つとして提案さ
れている（Zakrzewska et al., 2005）．しかしながらCBT

の実施にあたって問題になるのがCBTを実施できる施設
や専門家の決定的な不足である（大野，2012）．このこ
とからCBTを行える専門家以外の人材の育成が急務と考
えられる．他分野では，自殺対策に取り組んでいる地域
の保健師や看護師を対象にしたCBTの講習会やフォロー
アップ研修会などが実施されているが，歯科医師におい
ては現在までそのような試みはみられない．

CBTはうつ病や不安障害の治療の際に薬物療法の相互
補完的な治療方法として用いられることが多い（大
野，2012）．舌痛症の治療として薬物療法を行っている

Hideki SATOH et al.／Cognitive behavioral therapy for glossodynia conducted by dentist：a case report34
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歯科医師がCBTを自ら行うことができれば，痛みに対す
る薬物療法の効果とCBTの効果を総合的に鑑みて，その
都度治療方針を構築できる．このことから歯科医師が舌
痛症の治療の一環としてCBTを行えることが望ましい．
本症例の若手歯科主治医はCBTプログラムに準拠し，

患者の悩み・症状の増悪要因・緩和要因を聞き出し，認
知や行動の変容に取り組むことで，舌の痛みの軽減に成
功した．CBTでは，本来，患者の問題を詳細にアセスメ
ントしながら患者にあった技法を選択していく必要があ
るが，多くの技法や理論が存在するため，CBTを専門と
しない治療者にとっては実施を難しくさせている原因の
1つとなっている．本症例では，治療内容が明示された
一定のプログラム内容にそって治療を進めることによっ
て，こうした問題が生じることなく，CBTを専門としな
い歯科医師が効果的に治療を実践できることが明らかに
されたと考えられる．
他分野においても，CBTを専門としていない経験年数

の浅い医師によるCBTについての報告や，看護師による
CBTについての報告もみられる（岡田，2013）が，本症
例においてこのような経験の浅い歯科医師がCBTを行い
舌痛症状の緩和をみることができた背景には，CBTを専
門とする臨床心理士によって定期的にスーパーバイズが
行われたことがあげられる．本症例では歯科医師によっ
て提案された治療内容を臨床心理士が確認し，修正が必
要な場合は適宜治療法の提案を行った．特に，舌痛症患
者の認知の修正を行う際は，どのような内容を修正の対
象とするか，またどのように修正を行うかについて重点
的に話し合いがもたれた．医師においても，厚生労働省
の研修事業をもとに，3年間以上の臨床経験のある精神
科医を対象に研究を兼ねたCBTの研修を始めており，そ
の研修においても指導者からのスーパーバイズを実施し
ている（大野，2012）．今後歯科医師が直接CBTなどの
心理療法を行う必要性が増加していくと考えられる現状
において，歯科医師がCBTを治療の一環として実践する
ためには，CBTの専門家によるスーパーバイズを定期的
に受けることができる環境整備が重要であると考えられ
る．そのためには，臨床心理士をはじめとするCBTの専
門家と歯科医師とが日頃から連携できる状態が必要であ
る．

結 語

舌痛症患者に若手歯科医師が治療の一環としてCBTを
行い，症状の緩解がみられた1例を報告した．また，歯
科医師がCBTを治療の一環として実践するにあたり，治
療のプログラム化などによって実施する治療内容を明確

化していくことやCBTの専門家である臨床心理士などに
よってスーパーバイズを定期的に受けることができる環
境整備が重要であることが示唆された．
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緒 言

エピジェネティクスは，DNAの塩基配列の変化を伴
わず遺伝子発現が変化する現象であり，その代表的なも
のにDNAメチル化やヒストン修飾（アセチル化，脱ア
セチル化）がある．これらのエピジェネティックな遺伝
子の修飾は，これまで悪性腫瘍発生に関わる研究につい
て行われてきたが，最近になり，糖尿病，アレルギー，
自己免疫疾患などでの関与も指摘されてきている．歯周
組織をとりまく因子として，炎症性サイトカインやコ
ラーゲンなどのエピジェネティックな修飾が報告されは
じめているが，未だ歯周炎発症におけるエピジェネティ
ックな修飾の関与は明らかにされていない．
一方，P. gingivalisなどの歯周病原性細菌に含まれる

Lipopolysaccharide（LPS）は歯周組織の細胞にさまざま
な作用を引きおこす．その一つに歯根膜細胞の骨芽細胞
への分化能抑制作用があるが，このメカニズムの詳細に
ついては未だ不明である．
本研究では，ヒト歯根膜細胞（HPDL）を用い，LPS

によるHPDLの骨分化に関係する遺伝子へのエピジェネ
ティクスな修飾の関与について検討した．

材料および方法

1．LPS，DNAメチル化阻害剤および脱アセチル化阻害
剤の影響
細胞は，HPDLを用い10％FBSおよび1％Penicillin-

Streptomycin含有DMEMを用いて37℃，5％CO2の条件

下で培養した．HPDLの増殖活性は，細胞増殖試薬WST

-1を用い測定した．HPDLを96ウェルプレートに播
種，0．1，1，10μg/mlのLPSおよび1，10，100μMの濃
度で24時間培養した．その後，DMEMにLPSおよび5
Azaを共添加し12，24時間培養した．培養後，細胞増殖
をWST-1試薬で測定した．
2．LPSおよびDNAメチル化阻害剤による骨分化マー

カーmRNAの発現
実験1で得られた至適濃度の条件下で各LPS，5Aza，

LPS＋5Azaを24時間培養後，Total RNAを抽出した．定
量PCRは，骨分化マーカーであるRunt-related transcrip-

tion factor（RUNX2），エピジェネティクスな修飾に関
与しているDNA methyltransferase 1（DNMT1），ターゲ
ット遺伝子の発現レベルは，Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase（GAPDH）をコントロール遺伝子とし
て，ΔΔCt法を用いて比較した．
3．DNAメチル化の解析

DNAの精製は，LPS，5Azaを24時間作用させたHPDL

からゲノムDNAを抽出した．精製したゲノムDNAを調
整し，bisulfite処理した．プライマーの設計は，RUNX

2遺伝子の塩基配列から潜在的なCpGアイランドの領域
を決定した後，bisulfiteによるDNAの変換パターンのシ
ミュレーションを行い，DNAメチレーション検出プラ
イマーの設計を行った．Real-time Methylation Specific

PCR（MSP）は，SYBR GreenによるReal-time PCR法を
用いた．Real-time PCRにより得られたデータからメチ
ル化レベルと非メチル化レベルの割合（％）を求めた．

〔学位論文〕

Porphyromonas gingivalisのLPSによるヒト歯根膜細胞への
エピジェネティックな修飾について
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Lipopolysaccharide extracted from Porphyromonas gingivalis induces
epigenetic modifications in human periodontal fibroblasts
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4．ヒストン修飾解析
LPSを4時間作用させたHPDLは，1％Formaldehyde

によりDNAとヒストンをクロスリンク後，ゲノムDNA

の 断 片 化 を 行 い ， Chromatin Immunoprecipitation

（ChIP）Assay Kitを用いてクロマチン免疫沈降（Anti H

3-Acetyl）を行った．Anti H3-Acetyl抗体により免疫沈降
を行った試料（ChIP）は，5M NaClによる脱クロスリン
ク処理後，DNAを抽出した．得られたDNAは，ChIP-

DNAとしPCRに用いた．また，抗体による免疫沈降を
行っていない試料についても同様に脱クロスリンク，
DNA精製を行いコントロールDNAとしてPCRに用いた
（input-DNA）．RUNX2遺伝子の塩基配列（P2 promoter

領域）から，プライマーの設計を行った．DNAメチル
化解析と同様にSYBR GreenによるReal-time PCR法を用
いた．結果からCt値を算出し，Input画分をコントロー
ルとし解析した．

結果および考察

P. gingivalisのLPS刺激により，HPDLのDNAメチル化
転移酵素のmRNAの発現が上昇すること，およびヒスト
ンアセチル化抑制酵素（HAT）のmRNAの発現が減少す
ることから，LPSによるエピジェネティックな修飾で，
HPDLの遺伝子発現に関与していることが示唆された．
P300などのHAT活性の低下により，ヒストンのアセチ
ル化が抑制され，その後にDNMTによるDNAのメチル
化により，RUNX2遺伝子発現の減少につながると考え
られる．また，骨芽細胞転写因子であるRUNX2遺伝子
のmRNAの発現低下に伴いメチル化が増加すること，ヒ
ストンH3のアセチル化修飾をうけたDNAでは，LPS刺
激によりRUNX2遺伝子の発現が低下したことから，P.

gingivalisのLPSがHPDLの骨分化関連遺伝子にエピジェ
ネティックな修飾を引き起こしていることも推察され
た．
近年，歯周炎の糖尿病や心臓血管疾患などの全身疾患

への影響についてエビデンスが報告され始めている．歯
周病原菌は環境因子であり，歯周炎の発症をはじめとす
る全身疾患への影響にエピジェネティクスが関わってい
るものと考えられる．

結 論

P. gingivalisのLPSがHPDLのRUNX2遺伝子にDNAメチ
ル化やヒストン修飾などのエピジェネティックな修飾を
引き起こしていることが明らかとなった．

植原 治

平成12年3月 茨城県立土浦第一高等学校 卒業
平成14年4月 北海道医療大学歯学部 入学
平成20年3月 北海道医療大学歯学部 卒業
平成20年4月 北海道医療大学病院 臨床研修医
平成25年3月 北海道医療大学大学院歯学研究課博士課程 修了
平成25年4月 北海道医療大学歯学部口腔機能・発育学系保健衛生学分野 助教

植原 治／Porphyromonas gingivalisのLPSによるヒト歯根膜細胞へのエピジェネティックな修飾について38

（142）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０３７～０３８　学位論文　植原　　　４Ｃ  2014.01.09 13.59.20  Page 38 



緒 言

ナタマメ【学名Canavalia gladiata（Sword Beans）】は
アジア，アフリカの熱帯地方が原産のマメ科の植物で，
排膿，消炎作用があるとされている．古くから中国では
漢方生薬として，日本では民間療法でお茶として日常的
に用いられてきた．しかし，ナタマメの排膿，消炎効果
の詳細な作用機序はこれまでほとんど報告されていな
い．ナタマメの成分であるcanavanineはアルギニンの構
造類似体であり，アルギニンと競合することによって，
Pseudomonas aeruginosa，Escherichia coli，Burkholderia

malleiのアルギニン分解酵素を阻害することが報告され
ている．このことからナタマメは，ジンジパインに対す
る阻害作用を有することが予測される．本研究では，歯
周炎に対する治療薬としてナタマメエキス（Sword Bean

Extract：SBE）の応用を検討する目的で，ナタマメの口
腔細菌に対する作用，口腔上皮細胞株に与える細胞傷害
性，ジンジパインの活性に与える影響，およびPorphy-

romonas gingivalisによるラット実験的歯周炎における歯
槽骨吸収抑制効果について検討した．

方 法

本研究では，in vitroで，高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）を用いたcanavanineの定量，最小発育阻
止濃度測定法（MIC法），最小殺菌濃度測定法（MBC法）
を用いたSBEとcanavanineの抗菌効果の測定，LDH活性

測定法，Trypan Blue染色法を用いたSBEとcanavanineの
細胞傷害性の測定，合成基質を用いたSBEとcanavanine

のジンジパイン活性（Rgp活性，Kgp活性）を測定し
た．また，in vivoでは，ラットにP. gingivalisを経口感
染させ，ラット実験歯周炎モデルを作製した．ラットに
SBEを経口投与し，SBEがラット実験的歯周炎に及ぼす
効果を歯槽骨吸収量を測定することにより評価した．

結 果

HPLC解析により，SBEはcanavanineを6．4％含有して
いることが明らかとなった．抗菌効果測定の結果，SBE

はP. gingivalisとFusobacterium nucleatumに対して，それ
ぞれ59μg/mL，1，875μg/mL，canavanineは，それぞれ
1，094μg/mL，1，875μg/mLのMIC値を示した．他の6菌
種に対しては，抑制効果を認めなかった．CHXと比較
して，SBEとcanavanineはMIC値が高い傾向を示した．
MBC値もMIC値と同様の傾向を示し，SBEはP. gin-

givalisとF. nucleatumに対してそれぞれ59μg/mL，1，875
μg/mL，canavanineは，それぞれ1，094μg/mL，2，084μg/

mLのMBC値を示した．他の6菌種に対しては，抑制効
果を認めなかった．MIC値と同様にCHXと比較して，
SBEとcanavanineのMBC値は高い傾向を示した．細胞傷
害性測定の結果，LDH活性測定法，トリパンブルー染
色法のどちらとも，SBEとcanavanineはクロルヘキシジ
ンと比較して細胞傷害性が有意に低い値を示した．ジン
ジパイン活性測定の結果，SBEは2mg/mL以上，ca-

〔学位論文〕

ナタマメエキスが口腔細菌とラット実験的歯周炎に及ぼす効果

中塚 侑子

北海道医療大学歯学部口腔機能修復・再建学系 歯周歯内治療学分野

Inhibitory effects of Canavalia gladiata on experimental periodontitis
induced in rats by Porphyromonas gingivalis infection

Yuko NAKATSUKA

Division of Periodontology and Endodontology, Department of Rehabilitation, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Key words：Canavalia gladiata , Porphyromonas gingivalis, alveolar bone loss
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navanineは4mg/mL以上の濃度でRgpとKgp活性を有意に
抑制した．SBEは，P. gingivalisによるラット実験的歯
周炎に対して有意に抑制効果を示した．

考 察

SBEとcanavanineは，P. gingivalisとF. nucleatumに対し
てのみ抗菌効果を示し，そのMIC値はCHXと比較して高
い値であった．その一方，SBEとcanavanineの細胞傷害
性は，CHXより有意に低い値を示した．このことは，
CHXを洗口液として使用するのと同様に，SBEを抗菌効
果のある濃度で日常的に使用することが安全なことを示
している．SBEによるP. gingivalisに対する抗菌効果の
一部は，P. gingivalisの病原因子の一つであるジンジパ
インの分解に関係している可能性が示された．本研究で
は，SBEの抗ジンジパイン活性は，MIC値に相当する濃
度で観察された．canavanineはアルギニンの構造類似体
であるため，Rgpによるアルギニンの切断を阻害するこ
とが報告されている．今回の研究では，SBEのアルギニ
ン分解阻害剤としてのin vivoにおける効果をラット歯周
病モデルによって評価した．SBEの濃度は，P.gingivalis

に対する抗菌効果，KB細胞に対する細胞傷害性，そし
てRgp・Kgp活性抑制効果に関するin vitroの実験結果を
参考に，2mg/mLとした．今回の結果において，SBE投
与がP. gingivalisによる歯槽骨破壊を抑制したことか
ら，SBEは，アルギニンの分解抑制をそのメカニズムの
一部として，歯周病の発現・進行に抑制的に作用するこ
とが示唆された．しかしながら，今回の研究では，健康
な歯周組織における歯周病の発現・進行への効果を評価
したことから，既存の歯周病に対するSBEの効果は不明
である．その検索のためには，今回の結果を参考に，
SBEの投与時期を変更したプロトコールによる動物実験
が必要とされる．
本研究では，SBEはジンジパインの酵素活性を抑制

し，P. gingivalisが関与する歯周炎に対して抑制的に働

くことが示された．ロイペプチン，エチレンジアミン四
酢酸，トシルフェニルアラニルクロロメチルケトンなど
既知のプロテアーゼ阻害剤は，RgpとKgpを阻害する
が，ジンジパイン阻害に有効な濃度では毒性も高いた
め，歯周病の予防や治療に使用するのは難しいとされて
いる．今回の結果からSBEとcanavanineは，RgpとKgp活
性を抑制する濃度で，KB細胞に対する細胞傷害性がほ
とんど認められず安全であることが示された．さらに
SBEは，P. gingivalisによるラット実験的歯周炎に対す
る抑制効果が認められ，副作用も認められなかったこと
から，SBEはin vivoでP. gingivalisによる歯周炎の発生，
あるいは進行に対する予防薬として安全に応用できる可
能性が示された．

CanavanineのRgpとKgpに対する抑制効果の詳細なメ
カニズムは，十分明らかになっていない．Canavanineは，
ナタマメの主要な構成成分であると報告されている．今
回の研究において，canavanineは，歯周病原菌とジンジ
パインに対してSBEと同様の挙動を示す一方で，本動物
実験で有効とされたSBEに含まれるcanavanineの濃度で
は，in vitroにおいてRgpとKgpの酵素活性抑制効果を示
さないことが明らかとなった．これらのことからSBEに
は，抗菌効果とジンジパイン活性抑制効果をもつca-

navanine以外の成分が含まれていることも示唆された．

結 論

本研究結果から，SBEは，in vitroで口腔上皮細胞株に
傷害性が少なく，P. gingivalisに対する抗菌効果，及び
RgpとKgp活性に対する抑制効果を有し， in vivoでP.

gingivalisによるラット歯周炎を抑制したことが明らかと
なった．このことから，歯周炎に対する予防薬や治療薬
としてSBEの応用が有効である可能性が示唆された．ま
た，SBEにはcanavanine以外のさらなる他の有効成分が
含まれ，相乗効果をもたらしている可能性が示唆され
た．

中塚 侑子

平成20年3月 北海道医療大学歯学部歯学科 卒業
平成25年3月 北海道医療大学歯学部歯学研究科博士課程 修了
平成25年4月 北海道医療大学歯学部口腔機能修復・再建学系

歯周歯内治療学分野 任期制助手
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緒 言

エピジェネティクスは塩基配列の変化を伴わず遺伝子
発現を制御する現象の総称であり，発生・分化の制御に
関わる重要なメカニズムで，DNAメチル化やヒストン
修飾がその代表である．ヒストン修飾では，アセチル
化・メチル化・リン酸化などが知られ，なかでもヒスト
ンのアセチル化・メチル化はエピジェネティクス制御の
中心的な役割を果たすとされているが，その他にも脱ア
セチル化や脱メチル化など，多くの修飾が報告されてい
る．
ヒストン脱アセチル化酵素（Histone deacetylases：

HDACs）はヒトで18種類同定され，4クラスに分類さ
れている．中でも，クラスⅠとⅡは活性中心に亜鉛をも
ち，水分子を活性化してアミド結合を切断する加水分解
酵素である．クラスⅠにはHDAC1/2/3/8が属し，ユビキ
タスに発現分布し組織特異性に劣る．クラスⅡaに属す
るHDAC4/5/7/9は脳，心臓，骨格筋という高い糖代謝を
示す臓器に発現する．これらクラスⅡaのHDAC4/5/7に
よるグルコース代謝の調節が知られており，グルカゴン
の作用により脱リン酸化して核内に移行し，クラスⅠの
HDAC3およびForkhead box type O（FOXO）転写因子の
脱アセチル化を介して糖新生に関連する遺伝子の転写を
誘導する．インスリン作用時には，リン酸化HDAC4/5/7

は核内への移行ができず，アセチル化FOXOはプロモー
ターへの結合親和性を減じて，糖新生関連遺伝子を転写
することができなくなる．このように，HDACsを介し
てエピジェネティクスは糖代謝に関連する．しかしなが
ら，歯胚の発育過程におけるエピジェネティクス関連因
子の報告はない．
そこで本研究では，マウスの帽状期から歯根形成期ま

での歯胚発育過程6段階において，HDACsとそれに関
連する転写因子であるFOXO，そして糖の細胞内への取
り込みに関わるglucose transporters（GLUTs）の局在に
ついて免疫組織化学的に検証し，併せてグリコーゲンの
蓄積をPeriodic acid-Schiff（PAS）反応で検出した．

対象および方法

対象には，Jcl：ICRマウスを用いた．自家交配を行い
プラグチェックし，胎生14日（帽状期），胎生17日（鐘
状期初期），生後1日（鐘状期中期），生後5日（鐘状期
後期），生後10日（歯冠形成期），生後17日（歯根形成
期）の胎仔マウスを摘出しパラホルムアルデヒドにて固
定を行った．固定終了後，4％エチレンジアミン四酢酸
にて30日間脱灰を行った．通法に従いパラフィン切片を
作製し，抗HDAC3抗体，抗HDAC5抗体，抗HDAC7抗
体，抗FOXO 1，3，4抗体，抗GLUT 1抗体および抗
GLUT3抗体による免疫組織染色およびPAS染色を行っ

〔学位論文〕

歯胚の発育過程におけるエピジェネティクス関連酵素HDACsと
糖代謝関連因子の関与

佐々木 由希子

北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系 小児歯科学分野

Regulation of Histone deacetylases and glucose transporters
in mouse tooth development

Yukiko SASAKI

Division of Pediatric Dentistry, Department of Oral Growth and Development, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Key words：歯胚発生，エピジェネティクス，FOXO，GLUTs
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た．

結果および考察

マウス胎生14日の下顎第一臼歯帽状期歯胚では，歯堤
においてHDAC5，HDAC7，GLUT3およびFOXOの発現
とPAS陽性反応が一致して認められ，歯胚周囲間葉組織
ではHDAC3，GLUT3，FOXOの発現とPAS陽性反応が
一致して認められた．HDACsとグリコーゲンの局在が
一致することが示され，歯堤と歯胚周囲間葉組織におい
てグルコース代謝とHDACsとの関与が推測される．
胎生17日の鐘状期初期歯胚では歯堤において，HDAC

3，HDAC5，HDAC7，GLUT1，GLUT3およびFOXOの
発現を認め，PAS反応も陽性であった．これらのことか
ら，歯堤分化の時期にグルコース代謝やグリコーゲンの
蓄積が確認でき，HDACsが同時期に働いていることが
示唆された．星状網においても，HDAC3，HDAC5，
GLUT1およびFOXOの発現が認められPAS反応も陽性で
あったことから，星状網でもグルコース代謝，グリコー
ゲンの蓄積にHDACsが何らかの働きをしていることが
考えられた．歯堤と星状網においてGLUT1と同部位に
局在を認めたHDACsとFOXOも歯胚の形態形成に関与が
示唆された．また，歯乳頭におけるHDACsとFOXOの発
現および歯乳頭の赤血球におけるGLUT1の発現から，
エナメル器への栄養供給のためのグルコース代謝にも
HDACsが働いていることが示唆された．
内エナメル上皮がエナメル芽細胞と中間層細胞に分化

し，咬頭形成が始まる生後1日の鐘状期中期歯胚では，
HDAC3やFOXOの反応は星状網歯堤側に限局的であ
り，これらの発現がみられなかった星状網歯乳頭側の中
間層にGLUT1とGLUT3の発現およびPAS陽性反応を認
め，グルコースやグリコーゲンの存在を示す部位と
HDACsは共局在を示さなかった．このことから，生後
1日の星状網歯乳頭側におけるグルコース代謝には既に
HDACsは関与していないと考えられた．Pelletierらの報
告（2012）によると，グリコーゲンの合成は低酸素状態
で誘導されるが，GLUT1の発現により赤血球が豊富に
あることが確認できた星状網歯堤側では血管から酸素や
栄養が供給されるため，グリコーゲンの蓄積がみられな
かったものと推測される．
生後5日では，生後1日までに比較してすべての発現

および反応が弱く，生後1日で特徴的であった中間層で
の発現も減弱を認めた．生後10日と15日では，歯髄に
HDAC3，FOXO，GLUT3の発現およびPAS陽性反応を
認めた．歯髄に神経線維がみられるようになるのが生後
10日であるとのChiego Jrらの報告（1995）や，歯髄にグ

リコーゲン含有細胞が出現する時期と神経が歯髄内に侵
入する時期が一致するとのOhshimaらの報告（1999）と
今回の結果が合致するものであった．またFOXOがグル
コース代謝に関与するというKodamaらの報告（2004）
もあることから，歯髄の成熟にFOXOも関与しているこ
とが示唆された．FOXOはエナメル質の成熟に必須であ
るとの報告もあり，生後10日のエナメル芽細胞において
FOXOとHDAC3も発現が認められ，エナメル芽細胞の
成熟にHDAC3も何らかの役割を担っていることが推測
される．
以上のように，エピジェネティクス関連酵素HDACs

が歯胚発育初期の形態形成に，発育後期の歯髄の成熟に
おいて，時期・組織特異的な遺伝子発現の調整に何らか
の関与があることが示唆された．

結 論

本研究より，マウス歯胚において帽状期に歯堤と歯胚
周囲間葉組織にHDACsとグルコース代謝関連因子の局
在が一致して認められ，鐘状期初期になると星状網と歯
乳頭でもHDACsとグルコース代謝関連因子の局在が一
致していることが確認された．生後の歯冠形成期および
歯根形成期には，歯髄組織とエナメル芽細胞において
HDAC3とグルコース代謝関連因子の局在の一致が認め
られた．また，細胞分化に必要とされるグルコース代謝
にHDACsが関与していることが示唆されたが，時期に
よってその部位も異なることが明らかとなった．また，
歯胚発生過程においてGLUT1の反応を示す赤血球が星
状網歯乳頭側に認められず，GLUT3およびPAS陽性反応
が星状網中間層細胞にみられることから，血管の侵入が
乏しい星状網歯乳頭側では，酸素の乏しい環境であり，
低単糖環境下でグルコースを選択的に細胞内に輸送する
GLUT3が強発現し，グリコーゲンの蓄積を認めた星状
網中間層細胞はHDACsに依存しないエネルギー代謝で
生存していることが示唆された．
以上のように，エピジェネティクス関連酵素HDACs

が歯胚発育初期の形態形成に，発育後期の歯髄の成熟に
おいて，時期・組織特異的な遺伝子発現の調整に関与し
ていることが示唆された．

佐々木 由希子／歯胚の発育過程におけるエピジェネティクス関連酵素HDACsと糖代謝関連因子の関与42
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緒 言

フェニトイン（PHT）は抗てんかん薬として，神経細
胞のナトリウムイオン（Na＋）チャンネルを阻害し，神
経細胞体へのNa＋流入を抑え，細胞の脱分極を抑制する
ことが知られている．しかし，PHTは歯肉増殖症の副作
用を持ち，使用者の約50％に歯肉増殖をもたらすことが
知られている．これまでの研究では，PHTによる歯肉増
殖症は歯肉線維芽細胞（HGF）のコラーゲン産生，及び
分解に影響をおよぼすが，その詳細なメカニズムは不明
な点が多く，個体差も大きい．in vivoにおいてPHTは，
HGFの増殖を上昇させるが，これは炎症性サイトカイン
などの相互作用により生じるとの報告がある．
体内の生理活性物質や薬物刺激が，細胞内Ca2＋濃度の

変化を介して様々な細胞機能を調整する．このような
Ca2＋をメッセンジャーとする情報伝達系をカルシウムシ
グナリングという．これまでに，カルシウムシグナリン
グが筋肉の収縮，エキソサイトーシス，免疫機能，視覚
機能，受精，発生，増殖，遺伝子発現制御，細胞骨格制
御などの多彩な働きに関与することが知られている．
本研究はPHTによりHGFのカルシウム動態がどのよう

な影響を与えるのかを明らかにし，さらにPHTの作用に
よるカルシウム動態の変化が細胞増殖や遺伝子発現等の
機能調節に関与するかについて検討した．

方法と材料

1．細胞
正常ヒト歯肉線維芽細胞（HGF，プライマリーセル）

を使用した．
2．試薬

PHT（和光純薬）はDimethyl Sulfoxide（DMSO，和光
純薬）にて調整した．controlはDMSOのみとした．細胞
内のCa2＋動態を観察するためカルシウム蛍光指示薬とし
て，Fura2アセトキシメチルエステル（Fura2／AM，同仁
化学研究所）を用いた．また，小胞体内のCa2＋を枯渇状
態にするためタプシガルギン（ThG, SIGMA），小胞体
からCa2＋を放出させるためm3-M3FBS（M3，SIGMA）お
よび細胞成長因子でありGタンパク共益型受容体を介し
たCa2＋の放出を確認するためEpidermal Growth Factor

（EGF, Roche applied science）を使用した．
3．緩衝液

HBSS-H balanced salt solution（HBSS-H，同仁化学研
究所），Ca2＋ free HBSS-H balanced salt solution（Ca2＋ free

HBSS-H，同仁化学研究所）
4．Fura2／AMの導入

Fura2／AMは細胞膜を通過してFura2に変化するとCa2＋

濃度により，340nm励起の蛍光強度が上昇し，380nm励
起の蛍光強度が低下する性質をもつ蛍光性Ca2＋指示薬で
ある．ファイブロネクチンでコートした室温測定用チャ
ンバーに細胞を播種し，培養したHGFを，HBSS-Hにて

〔学位論文〕

フェニトインによる歯肉線維芽細胞のCa2＋動態と機能の解明

林 良宣

北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系 小児歯科学分野

Alteration of intracellular calcium signaling
in human gingival fibroblasts with phenytoin application

Yoshinobu HAYASHI

Division of Pediatric Dentistry, Department of Oral Growth and Development, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Key words：フェニトイン，線維芽細胞，カルシウムシグナリング
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リンスし，Fura2／AMを含有したHBSS-Hにて室温で20分
間培養して細胞内へ導入した．
5．蛍光顕微鏡を用いた細胞内遊離カルシウム濃度測定
および微分干渉像の取得

Fura2を取り込ませた細胞は，倒立型顕微鏡を含むイ
メージングシステムで測定を行った．340および380nm

の励起を照射し蛍光をEM-CCDカメラにて捉え，蛍光強
度比からCa2＋濃度を計算し画像解析をした．
6．細胞増殖能

PHT添加による細胞増殖能の変化を確認するため
24，48および72時間において，CyQUANT� Cell Prolifera-

tion Assay Kit（CyQUANT）を使用し，DNA量を蛍光プ
レートリーダーにて計測し比較した．

結 果

1．PHT添加による細胞内Ca2＋濃度の変化
HGFにPHTを作用させると細胞内Ca2＋濃度の上昇が起

こった．このHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を認めた細胞
の数は，PHTの濃度依存性に増加し，100あるいは200
μMのPHTでcontrolに対し統計的な有意差が認められ
た．またPHTを10，30および100μM添加した細胞は
HBSS-Hによる洗浄によって無刺激状態に回復した．
2．細胞外液Ca2＋非存在下でのPHT添加による細胞内
Ca2＋動態

PHTが細胞外から細胞内へのCa2＋を流入させる可能性
を調べるために，緩衝液をCa2＋ free HBSS-Hに交換して
Ca2＋流入が起こらない条件で100μMのPHTを添加した．
その結果，HGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められた．
また，細胞外にCa2＋が存在し，細胞内Ca2＋流入が起こる
条件で100μMのPHTを添加した結果と反応した細胞数を
比較したが，細胞数に有意差は認められなかった．
3．小胞体内Ca2＋ポンプ阻害剤ThGによるHGFの細胞内
Ca2＋濃度上昇とPHTの増強作用

HGFに小胞体Ca2＋ポンプ阻害剤のThGを添加し，ポン
プを阻害してストアを枯渇させた状態でのPHTの作用を
調べた．2μMのThGを添加したところ，HGF細胞で細
胞内Ca2＋濃度が上昇した．その後，Ca2＋濃度変化の平衡
状態を確認し，続けて100μMのPHTを共添加した結果，
ThG単独よりもさらに細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められ
た．反応した細胞数を定量的に調べると，ThGは単独で
全てのHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を起こした．さらに
PHTはそのうち93．8％のHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を
増強した．
4．PLC活性化薬M3によるHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇
とPHTの増強作用

HGFに10μMのM3を作用させたところ，IP3受容体を
介する細胞内ストアからのCa2＋放出によって細胞内Ca2＋

濃度の上昇が認められた．また，その2分後に100μMの
PHTを共添加すると，細胞内Ca2＋濃度がさらに上昇し
た．反応した細胞数を定量的に調べると，M3を作用さ
せたHGFの72％で細胞内Ca2＋濃度が上昇した．さらにそ
の後のPHTの添加によって，M3に反応した全てのHGF

の細胞内Ca2＋濃度がさらに上昇した．
5．EGFによるHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇とPHTの増強
作用
サイトカインによる刺激時の細胞内Ca2＋動態を観察す

るため，200ng/mlのEGFを添加したところ，EGFによっ
てHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇が認められた．また，その
2分後に100μMのPHTを共添加すると，細胞内Ca2＋濃度
が大きく上昇した．反応した細胞数を定量的に調べる
と，200ng/mlのEGFを作用させたHGFの34％で細胞内
Ca2＋濃度が上昇した．さらにその後のPHTの添加によっ
て，EGFに反応した全てのHGFの細胞内Ca2＋濃度がさら
に上昇した．反応細胞数においては，EGF単独添加に比
較し，PHTおよびEGFの共添加に有意な増加が認められ
た．しかし，PHT単独添加に比較し，PHTおよびEGFの
共添加では有意な差は認めなかった．一方，EGFによる
細胞内Ca2＋濃度上昇が認められなかった細胞でも，その
71％がPHTによって細胞内Ca2＋濃度が増加した．
6．細胞増殖能の測定
細胞増殖の測定では，controlであるDMSO，200ng/ml

EGF，100μM PHTおよび200ng/ml EGFと100μM PHTの
共添加における細胞増殖能を24，48および72時間で比較
した．72時間において，controlに比較しEGF単独添加に
有意な増殖が認められた．しかし，他の条件下では有意
な差は認められなかった

考 察

PHTは細胞内Ca2＋動態における細胞膜からのCa2＋排出
を阻害することにより，細胞内Ca2＋濃度を上昇させるこ
とが示唆された．PHTに対する反応性の違いは個人の遺
伝性素因に起因するとの報告があるが，歯肉増殖症がプ
ラークコントロールで症状を改善することから，その発
症にはプラークを始めとした外部環境が大きく影響を与
えているものと考えられる．本実験では，PHT単体で
HGFの65．5％がCa2＋濃度上昇を示し，外部から刺激を受
けた条件下ではすべての細胞のCa2＋濃度が上昇してい
た．このことは，PHT誘発性歯肉増殖症の発症にはPHT

単独ではなく外部環境が影響しているとの考えを支持す
るものと思われた．本研究ではPHT単独でのin vitroでの

林 良宣／フェニトインによる歯肉線維芽細胞のCa2＋動態と機能の解明 45
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HGFの細胞増殖能の亢進は認められなかったが，in vivo

ではPHTが歯肉線維芽細胞に直接働きかけ増殖を促す報
告があることから，今後さらにサイトカイン等による
Ca2＋応答と増殖能へのPHTの作用を検討することでPHT

によるHGFの増殖能への影響を解明できる可能性が示唆
された．細胞内カルシウムの濃度変化は様々な細胞の変
化，遺伝子発現制御に関与している事が報告されてい
る．
また，PHTによるHGFにおけるCa2＋濃度の上昇のメカ

ニズムとして，細胞膜カルシウムポンプ，ナトリウムカ
リウムポンプ，ナトリウムカルシウムエクスチェンジ
ャー等の抑制が考えられた．

結 論

本研究により，PHTによりHGFの細胞内Ca2＋濃度が上
昇することを明らかにし，さらにその作用機序は，PHT

がHGFの細胞膜においてCa2＋の排出阻害に関与している
ことを明らかにした．
以上より，PHTは歯肉線維芽細胞のCa2＋動態に重要な

役割を担っており，歯肉増殖症の発症メカニズム解明の
一助になることが示唆された．

林 良宣

平成19年3月 北海道医療大学歯学部 卒業
平成25年3月 北海道医療大学歯学部歯学研究科博士課程 修了
平成25年4月 北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系小児歯科学分野
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緒 言

人工多能性幹細胞（iPS細胞）は多分化能を有しES細
胞に代わるものとして，再生医療への応用が期待されて
いる．これまで神経や心筋などへの分化誘導についての
報告は多いものの，上皮系細胞への分化誘導に関する報
告は僅かである．最近になり，ES細胞と同様に，フ
ィーダー細胞を用いたiPS細胞をレチノイン酸および
BMP-4を添加することにより表皮角化細胞へと分化す
ることが報告された．さらに，マウスiPS細胞をラット
由来歯原性上皮細胞と共培養するとエナメル上皮細胞へ
と分化することが報告され，歯の再生医療への応用の可
能性が示されている．しかしながら，いずれの研究もフ
ィーダー細胞を用いる為，異種細胞の混入が避けられず
臨床応用には難がある．フィーダー細胞の代用としてゼ
ラチンコートディッシュを用いた研究も行われている
が，iPS細胞の上皮系およびエナメル上皮細胞への分化
にフィーダーレス培養を試みた報告はみられない．そこ
で本研究では，ゼラチンコートディッシュを用いてマウ
スiPS細胞の表皮角化細胞とエナメル上皮細胞への分化
誘導を試みた．

材料及び方法

1．細胞：マウスiPS細胞（iPS-MEF-Ng-178B-5株）お
よび，ブタマラッセ上皮様細胞（epitherial cell rests

of Malassez；ERM）を用いた．
2．マウスiPS細胞の多能性（未分化状態）の確認：マ

ウスiPS細胞の多能性は，Alkaline Phosphatase染色
および未分化マーカーのNanog, Oct3／4，Sox2，Klf

4 mRNA発現を半定量的RT-PCR法により確認し
た．

3．胚様体の作製：胚様体の作製は，96ウェルプレート
法により行った．

4．表皮角化細胞への分化誘導：分化誘導効率を上げる
為の前処置として胚様体作製時に，①Control（Di-

methyl sulfoxide；DMSO，添加）群，②25 ng /ml

BMP-4単独添加群，③0．1μM all-transレチノイン酸
および25ng/ml BMP-4の共添加群，を各条件下で添
加し胚様体の作製を行った．ゼラチンコート処理し
たディッシュに胚様体を移し，2％ ペニシリン－ス
トレプトマイシン，10％ FBS含有DMEM培地を使
用し，再度上記①～③の条件下で分化誘導試薬を添
加し，37℃，5％ CO2下で最長で14日間接着培養を
行った．表皮角化細胞への分化状態の確認は，定量
的RT-PCR法により各細胞におけるKeratin14および
ΔNp63mRNA発現量を定量的に比較した．分化誘
導された表皮角化細胞の免疫組織化学的観察は，接
着培養14日目の細胞を用いた．

5．エナメル上皮細胞への分化誘導：ERMがBMP-2，-4
を発現しているか確認するために，培養ERMから

〔学位論文〕

マウスiPS細胞のゼラチンコート上での培養による
表皮角化細胞およびエナメル上皮細胞への分化

吉田 光希

北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系 臨床口腔病理学分野

Differentiation of keratinocyte and ameloblast
on gelatin-coated culture in mouse iPS cells

Koki YOSHIDA

Division of Oral Medicine and Pathology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Key words：mouse iPS cells, keratinocyte, ameloblast
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total RNAを抽出しブタBMP-2，-4のプライマーお
よび内在性ControlとしてブタGAPDHを用いた半定
量的RT-PCR法にてmRNA発現を確認した．ゼラチ
ンコート処理したディッシュに胚様体を移し，2％
ペニシリン－ストレプトマイシン，10％ FBS含有
DMEMにて37℃，5％ CO2下で最長で14日間接着培
養を行った．培養条件は，①Control（DMSO添加）
群，②胚様体とERMとの共培養群，③ERM上清で
培養した群とし，さらにBMP-2，-4による影響を
調べる為にBMP InhibitorであるNogginを添加した培
養条件として，④胚様体とERMとの共培養に25ng/

ml Nogginを添加した群，⑤ERM上清培養に25 ng/

ml Nogginを添加した群も加えた．エナメル上皮細
胞への分化状態の確認は，定量的RT-PCR法により
各細胞における Keratin14， Amelogeninおよび
Ameloblastin mRNAの発現量を定量的に比較した．
分化誘導されたエナメル上皮細胞の免疫組織化学的
観察は，接着培養14日目の細胞を用いた．

結 果

1．マウスiPS細胞はAlkaline Phosphatase陽性であり，
未分化マーカーであるNanog, Oct3／4，Sox2，Klf4
mRNA発現が認められ，多能性が確認された．

2．ゼラチンコートディッシュでBMP-4単独添加もしく
はレチノイン酸とBMP-4の同時添加によって，ΔNp

63およびKeratin14mRNA発現が上昇し，ゼラチン
コートディッシュを用いたフィーダーレス条件下で
のマウスiPS細胞の表皮角化細胞への分化誘導が確
認された．

3．抗Keratin抗体を用いた免疫組織化学染色により，
BMP-4単独添加もしくはレチノイン酸とBMP-4共添
加による培養14日目の細胞にKeratin蛋白陽性細胞が
多数みられ，表皮角化細胞への分化が蛋白レベルで
も確認された．

4．ERMとの共培養，もしくはERM上清培養により，
AmelogeninおよびAmeloblastin mRNAの経時的な発
現上昇が認められ，マウスiPS細胞のエナメル上皮
細胞への分化誘導が確認された．特にERM上清に
より培養するフィーダーレス培養条件下の方が，よ
りエナメル上皮細胞へ分化し易いことが確認され
た．

5．抗Amelogenin抗体を用いた免疫組織化学染色によ
り，ERM共培養あるいはERM上清により培養した
14日目の細胞に，Amelogenin蛋白陽性細胞が多数み
られ，エナメル上皮細胞への分化が蛋白レベルでも
確認された．

6．BMP InhibitorのNogginの添加により，培養14日目の
細胞にエナメル分化マーカー Amelogenin，
Ameloblastin mRNAの有意な発現低下が認められ，
エナメル上皮細胞への分化にBMPの関与している
ことが確認された．

結 論

以上のことから，マウスiPS細胞はフィーダーレス培
養条件下において表皮角化細胞への分化が可能であるこ
とが示唆された．また，フィーダーレス条件下でのエナ
メル上皮細胞への分化にはERM培養上清を用いた培養
が有効であることが示唆された．また，iPS細胞のエナ
メル上皮細胞への分化にはERMによって産生された
BMP-2，-4が少なくとも一部に関与していることが示唆
された．

吉田 光希
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［最近のトピックス］

Plant products : Strategy for the prevention of dental caries

Herastuti SULISTYANI and Futoshi NAKAZAWA

Department of Oral Microbiology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

The use of plant extracts, as well as other alternative

forms of medical treatments, gained great popularity in the

late 1990s. Actually, plant extracts have been used to pre-

vent or treat diseases since several thousand years both in

Western and Eastern societies. The term “plant products” is

usually refers to secondary metabolites produced by plants.

In many cases, these subtances serve as the plant’s defence

mechanisms against predation by microorganisms, insects,

and herbivores. Secondary metabolites can be simply classi-

fied in three main groups : (i) phenolic compounds, which

are made from simple sugars, containing benzene rings, hy-

drogen and oxygen ; (ii) terpenoids, which are made from

mevalonic acid, composed almost entirely of carbon and hy-

drogen ; and (iii ) alkaloids, which are nitrogen-containing

compounds.

Dental caries, resulting from interactions of oral bacteria

and their metabolic/virulence products with salivary constitu-

ents and dietary carbohydrates that are present on the sur-

face of susceptible teeth. Biofilms formed in vivo comprised

mixed microbial flora, although mutans streptococci are rec-

ognized as the primary producers of the extracellular poly-

meric substance (EPS) -rich matrix. Streptococcus mutans

plays a key role in the development of virulent biofilms.

Therefore, inhibition of the viability and biofilm formation

of these bacteria is one of the strategies for the prevention

of dental caries.

Chlorhexidine is generally accepted as the gold standard

antibiofilm agents in the field of dentistry owing to its clini-

cal efficacy on a wide range of microorganisms occuring in

the oral cavity. However, the use of chlorhexidine as an an-

ticaries agent not only remains controversial but also has ad-

verse effects, including the staining of the tooth and tongue.

As a result, there is a considerable interest in the develop-

ment of new agents for the control of dental caries. Re-

cently, several plants have been studied for their potential in

the prevention of dental caries (Table 1).

Although plant products as traditional medicine are gener-

ally not expected to have acute toxicological effects, com-

prehensive safety studies of these agents need to be evalu-

ated. Clearly, there is a great potential for the development

of novel antibiofilm/anticaries using plant products.

References

1．Cowan, M. M. , 1999. Plant products as antimicrobial

agents. Clinical Microbiology Reviews 12, 564-582.

2．Jeon, J.G., 2011. Natural Products in Caries Research :

Current (Limited) Knowledge, Challenges and Future Per-

spective. Caries Res 45, 243-263.

3．Song, J.H., 2007. In vitro effects of a fraction separated

from Polygonum cuspidatum root on the viability, in sus-

pension and biofilms, and biofilm formation of mutans

streptococci. Journal of Ethnopharmacology 112, 419-425.

Component Plants Activity

Catechin-based polyphenols Green tea (Camellia sinensis) 1, 3, 4, 5, 6

Oleic acid, linoleic acid, epicatechin polymer Cacao bean husk 1, 4, 5, 6, 8, 9

Proanthocyanidins, phenolic acids, flavonols Cranberry (Vaccinium macrocarpon) 2, 3, 4, 5, 6, 8

Cineole, terpinen-4-ol Essential oil from Melaleuca alternifolia 1, 9

Terpinene, piperitenone oxide, piperitone, pinene Essential oils from Mentha piperita and Rosmarinus officinalis 1, 7

Allicin Garlic (Allium sativum) 1, 9

Funoran Seaweed (Gloiopeltis furcata) 4, 6, 7

Gallotannins Neem (Azadirachta indica, Melaphis chinensis) 7, 10, 11

Lenthionine, disulfide derivative, oligosaccharides Shiitake (Lentinus edodes) 1, 6, 8, 10

Unknown Miswak (Salvadora persica) 1, 9

北海道医療大学歯学雑誌 32� 平成25年

Table 1. Plant products with potential use as prevention of dental caries

1 : Antimicrobial activity against planctonic cells of S. mutans ; 2 : Antimicrobial activity against biofilm cells of mutans streptococci ; 3 : Inhibitory effect on glu-
cosyltransferase (Gtf) activity ; 4 : Inhibitory effect on S. mutans adherence ; 5 : Inhibitory effect on acid production ; 6 : Reduction in caries development in rats
infected with mutans streptococci ; 7 : Inhibitory effect on human biofilm accumulation ; 8 : Reduction of formation of S. mutans biofilms 9 : Reduction in human
salivary mutans streptococci counts ; 10 : Inhibitory effect on water-insoluble glucan synthesis by mutans streptococci ; 11 : Induction of bacterial aggregation of
various oral streptococci.
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図1 エルゴチオネインの添加による各遺伝子発現の上昇
ヒト歯肉上皮前駆細胞の培養液へのエルゴチオネイン

（EGT：1mM）の添加により，フィブリノゲン遺伝子 （FGA，
FGG）およびフィブリン安定化遺伝子（F13B）の有意な発現上
昇が確認された．

［最近のトピックス］

消化器系上皮細胞におけるニュートリゲノミクス

佐藤 惇

北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系臨床口腔病理学分野

ニュートリゲノミクスは，食品成分のnutrition（栄
養）を摂取したときに起こる生体内の代謝活動を，遺伝
子（mRNA）発現レベル等のgenomics（遺伝情報）で解
析する研究である1）．食品成分が生体にどのように作用
したかを，遺伝子発現やタンパク質，代謝産物などを
DNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析し，その機
能を解明することを目的としている．これまでにカテキ
ンをはじめとするポリフェノール類や，ゴマのリグナン
などのさまざまな食品由来の成分の研究が進められ，利
用されてきている．
消化管におけるニュートリゲノミクスの例では，プロ

バイオティクス発酵乳としてのヨーグルトの摂取によ
り，腸管上皮細胞において，腸管の蠕動運動に関与する
L-glutamate transporterやL-glutamate decarboxylase遺伝子
の発現亢進が認められることが報告されているよう
に2），摂取した成分が消化管の機能に直接かかわること
が知られている．消化管のがんに対する作用において
も，ビタミンAの前駆体であるβ-カロテンは，大腸がん
の発がんに関与するCOX-2の発現抑制とPGE2の生成を
阻害することにより，大腸がん細胞の増殖抑制とアポ
トーシスの誘導にはたらくことが報告されている3）．ま
た皮膚への発がん物質の曝露において，柑橘類に含まれ
るフラボノイドがCOX-2・iNOS誘導を抑制することに
よりその発がんを61％抑制することや，胃がんの転移・
浸潤の抑制作用においても，フラボノイドが胃がん細胞
におけるMMP-1，9の発現を抑制することによるもので
あることが示唆されている4）．
これらのように消化管の上皮細胞におけるニュートリ

ゲノミクスは，その機能調節・がんに対する作用など
様々な報告があるが，同じく消化器系の一部である口腔
粘膜上皮についての研究はまだ多くはなされていない．
我々の研究室では，口腔におけるニュートリゲノミク

スとして，ビールの原材料であるホップや，キノコに含
まれるアミノ酸の一種であるエルゴチオネインの，口腔
粘膜上皮に対する作用に関しての研究を行っている．こ
れまで，培養細胞へのエルゴチオネインの添加により，

創傷治癒や結合組織の安定化に関わる，フィブリン安定
化因子やフィブリノゲン遺伝子の発現が上昇することが
見いだされ（図1），エルゴチオネインの摂食が直接，
口腔上皮と歯周組織の安定化に関与していることが考え
られた．今後も食物摂取時に口腔内で起きている種々の
現象を解明するため，さらなる検討を進めている．

【文献】
1．Müller M, Kersten S. Nutrigenomics : goals and strate-

gies. Nat Rev Genet 4 : 315-322, 2003.

2．Hooper LV, et al. Molecular analysis of commensal

host-microbial relationships in the intestine. Science5055 :

881-884, 2001.

3．Palozza P, et al. beta-Carotene downregulates the

steady-state and heregulin-alpha-induced COX-2 pathways in

colon cancer cells. J Nutr 135 : 129-136, 2005.

4．Murakami A, et al. Inhibitory effect of citrus nobiletin

on phorbol ester-induced skin inflammation, oxidative stress,

and tumor promotion in mice. Cancer Res 60 : 5059-5066,

2000.
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［最近のトピックス］

リアルタイムイメージングと可視化実験法による幹細胞研究

田巻 玉器

北海道医療大学歯学部口腔構造機能発育学系組織学分野

Tamaki YOKOHAMA-TAMAKI

Division of Histology, Department of Oral Growth and Development, Health Science University of Hokkaido

生物の体を形成する細胞はたえず新しい細胞と入れ替
わっている．体性幹細胞は生涯に渡って老化や損傷によ
り機能しなくなった細胞の代替細胞を供給している．体
性幹細胞は胚性幹細胞とは異なり，細胞系譜に有る一定
の臓器特異的な制限がある．これまでに骨髄，脳，肝
臓，膵臓，皮膚，歯，筋，生殖器など体の様々な臓器で
体性幹細胞の存在が示されている．幹細胞の発生や維持
は細胞や細胞外マトリックスが形成する特殊な微小環境
によって調節されていると考えられているが，その詳細
は明らかでは無い．近年，リアルタイムイメージング技
術を使って幹細胞の複雑な挙動を生組織内で観察する試
みが行われている．特に造血系幹細胞や神経幹細胞を
ターゲットにした幹細胞生物学研究では遺伝子改変マウ
スを使った解析が進み，幹細胞の存在部位や分化調節機
構が明らかになりつつある．これらの先行研究の多くは
組織内の目的の細胞を可視化するために，臓器特異的な
幹細胞マーカーや目的タンパク質のプロモータ領域に蛍
光もしくは発光タンパク質を挿入した遺伝子改変マウス
を使用している．しかし立体的な構造内部で特定の細胞
を観察する場合は顕微鏡の焦点深度の限界が問題とな
る．この問題に対する1つの手段として薄切化した胚や
組織を共焦点レーザー顕微鏡上で培養しつつタイムラッ
プス撮影を行う手法がとられている．Boisset JCらはLy

6a（Sca-1）promoterの下流にGFPを結合させた遺伝子
改変マウス（Ly-6A-GFP mice：すべての造血系幹細胞
でGFPが発現するマウス）の胎仔を使用して胎生期の造
血幹細胞の発生を観察し，大動脈腹側内腔の内皮細胞か
ら実際に造血幹細胞が出芽する様子を捉えている
（1）．またMiyataらはコラーゲンゲルに埋没したマウス
の大脳スライス培養を行い，神経幹細胞が非対称分裂を
行う瞬間を捉えている．さらに連続撮影を行った結果，
分裂後の娘細胞のうち神経繊維が維持されたものは，そ

うではない細胞にくらべて脳壁内部を素早く遊走してニ
ューロンに分化することが明らかになった（2）．組織
内ライブイメージング法では従来の固定サンプルや細胞
培養による実験では捉えきれなかった三次元的な空間と
時間軸を加えた解析が出来るため，従来考えられてきた
幹細胞のモデルとは異なる幹細胞の振る舞いが報告され
ている．我々はマウスの切歯に存在する歯の上皮系幹細
胞を調節する仕組みを解析している．今後非侵襲的なラ
イブイメージング技術を使ってより詳細な歯の幹細胞の
維持や分化調節機構の解明に取り組みたい．

参考文献
1．Boisset JC, van Cappellen W, Andrieu-Soler C, Galjart

N, Dzierzak E, Robin C. Nature. 2010, 4 ; 464 (7285) : 116-

120. In vivo imaging of haematopoietic cells emerging from

the mouse aortic endothelium.

2．Miyata T, Ogawa M. Curr Biol. 2007, 23 ; 17 (2) : 146-

151. Twisting of neocortical progenitor cells underlies a

spring-like mechanism for daughter-cell migration.
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［最近のトピックス］

インプラント周囲炎への外科的対応

白井 要，古市 保志

口腔機能修復・再建学系 歯周歯内治療学分野

インプラント治療は，歯の喪失による失われた咬合機
能の回復に有効な治療法として日常的なものとなりつつ
ある．しかしながら，インプラント治療により咬合機能
が回復する一方で，インプラント周囲疾患が多く認めら
れるようになってきている．インプラント周囲疾患に
は，インプラント周囲炎とインプラント周囲粘膜炎があ
る．インプラント周囲炎は骨破壊を伴う炎症性疾患で，
インプラント周囲粘膜炎は周囲粘膜組織に限局した骨吸
収を伴わない可逆性炎症と定義されている1）．適切な診
断のもとで埋入されオッセオインテグレーションの獲得
によって咬合機能が可能となったインプラントでもメイ
ンテナンスが十分に行なわれなければ，インプラント周
囲疾患を引き起こす．インプラント周囲疾患は，インプ
ラント周囲の細菌感染によりインプラント周囲軟組織の
炎症（インプラント周囲粘膜炎）が惹起され，それに引
き続きインプラント周囲の骨破壊（インプラント周囲
炎）が認められる疾患の総称である．インプラント周囲
疾患の罹患率には様々な報告がある．インプラント周囲
疾患に罹患したインプラントを1本以上有している患者
はインプラント埋入患者の約80％いると言われてい
る2）．また，インプラント周囲炎はインプラントを埋入
した患者の約30％が罹患しているという報告もある3）．
このように，インプラント周囲疾患は罹患率の高い疾患
で今後も増加する傾向にある．しかしながら，インプラ
ント周囲炎に対する治療法については未だ確立されてい
ないのが現状である．
インプラント周囲炎はインプラント周囲粘膜炎と異な

り，周囲組織破壊が周囲骨まで波及していることから治
療には外科的処置を行うことが多い．動物研究や臨床研
究結果として，インプラント周囲炎に罹患した周囲組織
には，非外科的処置より外科的処置を行ったほうが臨床

成績が良いことが報告されている4），5）．さらに，累積的
防御療法（CIST）1）から，インプラント周囲骨がエック
ス線写真で3mm以上吸収していれば外科処置の適応と
なることから，インプラント周囲炎には外科処置が必要
なケースが多い．
インプラント周囲炎に対する外科処置として，粘膜弁

根尖側移動術を用いた切除的外科療法と自家骨／骨補填
材料を用いた骨再生療法が行なわれている．良好な予後
を得るために重要なことは，両手法においてインプラン
ト体表面の汚染物除去を徹底的に行うことである．下記
に，粘膜弁を剥離翻転することによって汚染したインプ
ラント体を露出させ，インプラント体表面にエアーアブ
レージョン（図‐C）を行った症例を紹介する（図A‐
G）．この方法によってインプラント体表面の汚染物は
肉眼的には効果的に除去されていた（図‐D）．また，粘
膜弁を根尖側に移動することによってポケットの除去が
確実に行なわれ，患者による清掃が容易になった（図‐
F）．周囲軟組織治癒後はポケット深さとBOPの減少を認
めたことから，周囲軟組織の再付着が促され健康な周囲
軟組織の回復に至ったと考えられる．今後は，確実な除
染と周囲粘膜への適切なマネージメントを行うことによ
ってインプラント周囲炎における炎症の消退と，健康な
インプラント周囲組織の回復・維持が可能か症例を重ね
ながら検討してゆく予定である．

＜参考文献＞
1）Mombelli A & Lang P. 1998 Periodontology 2000 17 : 63-76
2）Roos-Jansåker, et al. 2006 J Clin Periodontol 33 : 929-935.
3）Fransson C, et al. 2005 Clin Oral Implant Res 16 : 440-446.
4）Schwarz F, et al. 2006 J Clin Periodontol 33 : 584-595.
5）Renvert S, et al. 2009 J Clin Periodontol 36 : 604-609.
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図：インプラント周囲炎に対する外科処置
A：術前の口腔内写真（上部構造装着後 14年，
プロービングデプス9mm）
B：術前のエックス線写真
C：術中のエアーアブレーション
D：インプラント体表面の汚染物除去後
E：術後1年後のエックス線写真
F：術後1年後の口腔内写真
G：オーラルスクリーン装着後
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［最近のトピックス］

誤った折りたたみ

尾西みほ子

北海道医療大学歯学部生化学分野

アミロイド病は，タンパク質が誤った構造に折りたた
まれ，繊維状の不溶性凝集物，アミロイドへ転換するこ
とに起因する病気の総称であり，現在，ヒトのアミロイ
ド病に関連するタンパク質が20種類以上認められている
（表1）．それらの中には，アミロイドが脳に沈着する
Alzheimer病のβ-アミロイド，Parkinson病のα-シヌクレイ
ン，海綿状脳症の異常プリオンがあり，重篤な神経障害
を引き起す．誤った構造に折りたたまれたタンパク質は
通常分解される．しかしこれらの病気では，誤った構造
に折りたたまれたタンパク質やその部分的分解物が細胞
質に蓄積する．
タンパク質はアミノ酸配列の情報のみにしたがって自

然に本来の二次構造，三次構造をとる．三次構造が完成
した後，各サブユニットは自発的に集合して四次構造を
形成する．ポリペプチド鎖の折りたたみは，短いポリペ
プチド鎖領域でα-ヘリックス，β-シート，ループ，ベン
ト，β-ターンなどの二次構造が形成されることにより始
まる．側鎖同士の非共有結合（疎水性相互作用，水素結
合，静電的相互作用，van der Waals力）による相互作用
により，部分的に折りたたまれたポリペプチド鎖が三次
構造を形成していく過程で，中間体としてモルテングロ
ビュール（molten-globule）状態になる．この状態は二
次構造領域が非常に動きやすく，二次構造のない状態と
平衡状態にある．モルテングロビュール状態で側鎖同士
の相互作用により構造の再構成が起き，次いでジスルフ
ィド結合の形成が起き，最終的にGibbsの自由エネル
ギーが最も低い安定な折りたたみ構造をとる．
細胞には，折りたたみの過程を促進するシス‐トラン

ス‐プロリルイソメラーゼ，タンパク質ジスルフィドイ
ソメラーゼ，シャペロンタンパク質がある．タンパク質
は折りたたまれない状態でミトコンドリアや小胞体の脂
質二重層を通過し，その後再び折りたたまれる際にそこ
に局在しているシャペロンタンパク質が必要とされる．
細胞内のタンパク質濃度は，合成速度と変性速度とに

よって制御されている．タンパク質を分解する酵素や細
胞小器官は，変性したタンパク質を認識し，速やかにそ
れを除去する．真核細胞ではユビキチン‐プロテアソー
ム経路とリソソームによるタンパク質分解の二つの経路
が，誤って合成されたタンパク質の分解を担っている．
ユビキチン‐プロテアソーム経路は選択的なタンパク質
分解の主要経路であり，ユビキチンで標的タンパク質に
目印を付し，プロテアソームにより素早くタンパク質を
分解する．リソソームによるタンパク質の分解経路に
は，自己の細胞質成分を分解するオートファジーがあ
る．小胞体から生じた膜に細胞質の小領域やミトコンド
リアのような細胞小器官が囲まれてオートファゴソーム
が生じ，これがリソソームと融合し，ファゴリソソーム
ができ，リソソームの分解酵素により内容物が分解され
る．

Alzheimer病についてミトコンドリアの機能不全，β-
アミロイド，ガングリオシド，タウ，ユビキチン化され
ているがプロテアソーム分解に抵抗性を示す成分の存
在，カルシウムイオンによる制御，α-シヌクレインの影
響など多方面からのアプローチがなされている．「アミロ
イドがなぜ生じ，なぜ分解されないのか」，現在，最も
完全な解明が待たれているテーマの一つである．

Diseases Main aggregate component
Alzheimer’s disease Amyloid β peptides, tau protein
Spongiform encephalopathies Prion
Parkinson’s disease α-Synuclein
Primary systemic amyloidosis Ig light chain
Secondary systemic amyloidosis Serum amyloid A
Front-temporal dementias Tau
Senile systemic amyloidosis Transthyretin
Familial amyloid polyneuropathy I Transthyretin
Hereditary cerebral amyloid angiopathy Cystatin C
Haemodialysis-related amyloidosis β2-Microglobulin
Familial amyloid polyneuropathy III Apolipoprotein AI
Finnish hereditary systemic amyloidosis Gelsolin
Type II diabetes Amylin
Medullary carcinoma of the thyroid Calcitonin
Atrial amyloidosis Atrial natriuretic factor
Hereditary non-neuropathic systemic amyloidosis Lysozyme
Injection-localised amyloidosis Insulin

Hereditary renal amyloidosis
Fibrinogen α-A-chain, transthyretin, apolipoprotein AI, apolipoprotein AII,
lysozyme, gelsolin, cystatin C

Amyotrophic lateral sclerosis Superoxide dismutase I
Huntington’s disease Huntingtin
Spinal and bulbar muscular atrophy Androgen receptor
Spinocerebellar ataxias Ataxins
Spinocerebellar ataxia 17 TATA box-binding protein

北海道医療大学歯学雑誌 32� 平成25年

表1 主なアミロイドーシスと関連タンパク質，ペプチド
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図1 カタナジルコニアML

図2 初診時

図3 カタナジルコニアML ⑦6⑤ Br装着後

［最近のトピックス］

メタルに代わる審美的な補綴装置を目指して
－カタナジルコニアMLを用いた臨床例－

赤沼 正康，石川 昌洋，越智 守生

北海道医療大学歯学部口腔機能修復・再建学系クラウンブリッジ・インプラント補綴学分野

ジルコニアは高強度，高靭性のセラミックス材料であ
り，審美的な観点からも金属に代わり広く臨床応用され
てきている．多くの製品では，ジルコニアでフレーム
ワークを製作し，そこにポーセレンを築盛し審美的な補
綴装置を製作している．しかし，ジルコニアへ築盛した
ポーセレンはチッピングや剥離を起こす場合があると報
告されている（Fischer J et al., 2009）．そこで本講座で
は，チッピングや剥離を防ぐ目的で開発されたカタナジ
ルコニアMLを用いたフルジルコニアブリッジ症例を経
験したので報告する．
カタナジルコニアMLの特徴は，優れた耐水熱劣化を

有し，高透光性で歯冠色をしたジルコニアである．さら
に，ボディ（デンチン）からエナメルを表現する4層構
造になっていることである．色調はA Light（A1．5～
2），A Dark（A2．5～3．5），B Light（B1．5～2．5）の3
シェードのディスクから選択する．本症例ではA Dark

を用いた（図1）．また，ポーセレン築盛の必要がない
ため，支台歯の形成量も0．5～1．2mm程度とメタルによ
る補綴装置の条件に近く，生活歯への適応も広まると考
えられる（図2，3）．
本症例では，審美的に修復されたことで患者の満足が

得られた．しかし，ジルコニアによる補綴装置は硬質で
あるため，金属修復物と比較して対合歯の摩耗に注意し
なければならない．そのため専用のポイントや研磨剤を
用いて滑沢な研磨面に仕上げ装着した．今後，長期的な
経過観察を行っていく必要がある．

文献
Fischer J, et al. Impact of thermal misfit on shear strength of

veneering ceramic / zirconia composites.Dent Mater. Apr ;

25(4) : 419−23, 2009
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北海道医療大学歯学会会則（2006年12月15日現在）

第1章 総 則

（名 称）
第1条 本会は北海道医療大学歯学会（The Dental Soci-

ety of Health Sciences University of Hokkaido）
と称する．

（目 的）
第2条 本会は北海道医療大学歯学部（以下本学部と略

す）を中心に，会員相互の緊密な協力により，
学術研究の推進・専門技術の錬磨を計り，歯学
の進歩・発展に寄与するとともに，会員の親睦
を図ることを目的とする．

第2章 会 員

（会 員）
第3条 本会は以下の会員よりなる．

1．正会員
歯学の研究に従事し，本会の目的に賛同す
る者，本学部教職員・大学院生・研究生・
臨床研究生・歯科臨床研修医・卒業生およ
び本学部元教育関係者で理事会の承認を得
た者．

2．名誉会員
本会の設立または発展に，特に功労のあっ
た者で，常任理事会が推挙し，理事会，評
議員会の議を経た者．なお，名誉会員には
名誉会員証を贈るほか会員の権利を保有
し，年会費一切の費用を徴収しない．

3．準会員
歯学教育・診療関係者で理事会の承認を得
た者．

4．学生会員
本学部専門課程の学生で理事会の承認を得
た者．ただし，学生会員は卒業後正会員に
移行するものとする．

5．賛助会員
本会の目的および事業に賛同し，協力・支
援する個人・団体等で，理事会の承認を得
た者．

（入 会）
第4条 本会に入会を希望する者は，所定の申し込み書

に必要事項を記入の上本会事務局に申し込むも
のとする．

（退 会）
第5条 会員で退会を希望する者は，速やかにその旨を

本会事務局に通知すること．ただし，納入済み
会費の返還はこれを行わない．

（会員資格喪失）
第6条 会員は以下の事由によりその資格を喪失する．

1．2年以上会費の未納，所在不明または連絡
のつかいない者．

2．本会の名誉に反する言動のあった者につい
ては，会長は理事会，評議員会の議を経て
退会を勧告または除名することがある．

（再入会）
第7条 会費未納により会員資格を喪失した者が再入会

を希望する場合は，2年分の未納会費を納入後
入会手続きをとるものとする．

第3章 役員および運営

（役 員）
第8条 本会に以下の役員をおく．

会長1名，専務理事1名，常任理事 若干名，
理事 若干名， 監事2名，評議員 若干名，およ
び常任委員若干名
1．会長は本学部教授の中より，理事会が推薦

し，評議員会の議を経てこれを決める．会
長は本会を代表し，会務を統括する．

2．専務理事は理事会の議を経て会長が委嘱す
る．専務理事は会務の運営処理を推進す
る．

3．常務理事は理事の中より選出し，会長が委
嘱する．常任理事は常任理事会を組織し，
会務を分担し，執行する．分担する会務
は，庶務，会計，編集，企画，その他とす
る．

4．理事は本学部教授，ならびに3名以上の理
事の推薦を受け理事会の承認を得た者とす
る．理事は，理事会を組織し，役員の推薦
など会務に関する重要事項を審議する．

5．監事は理事会の議を経て会長がこれを委嘱
する．監事は会計およびその他の会務を監
査する．また必要に応じ，理事会に出席す
る．

6．評議員は本学部教授，助教授，専任講師で
構成するほか，会長の推薦により理事会の
承認を得た者とする．評議員は評議員会を
組織し，会長の諮問に応じて必要事項を審
議する．

7．常任委員は理事会の議を経て，会長がこれ
を委嘱する．常任委員は常任理事を補佐
し，会務の分掌処理にあたる．

（会議の成立条件）
第9条 理事会，評議員会は構成員の2分の1以上の出

席（委任状を含む）をもって成立し，議事は出
席者の過半数によりこれを決する．

（任 期）
第10条 各役員の任期は2年を原則とする．ただし，再

任を妨げない．

第4章 事 業

第11条 本会は第2条の目的を達成するために以下の事
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業を行う．
1．総 会

総会は会長の召集により年1回学術大会を
開催し，会務等について報告する．また，
必要に応じ会長は臨時総会を開催すること
がある．

2．学術大会
学術大会は年1回以上開催し，会員の研究
発表，その他学術発展に関する行事を行
う．

3．学術講演会，研修会
4．会 誌

本会は機関誌“北海道医療大学歯学雑誌
（The Dental Journal of Health Sciences Uni-
versity of Hokkaido）”を年2回発行し，会
員に配布する．会誌は逐次増刊することが
出来る．北海道医療大学歯学雑誌の投稿規
定ならびに論文査読規定については別に定
める．

5．その他
本会の目的達成に必要と認めた事業．

第5章 会 計

（運営経費，会計）
第12条 本会の運営経費は会員の納入する会費，寄付

金，その他の収入をもってこれにあてる．
2 各会員の会費は以下の通りとする．
イ 正会員

入会金 3，000円 年会費 5，000円
ロ 準会員，学生会員

年会費 3，000円
ハ 賛助会員

入会金10，000円 年会費30，000円
ただし新入会員（正会員，賛助会員）
で，会費3年以上を前納した者に対して
は入会金を免除する．なお事業の目的に
応じ，臨時会費を徴収することがある．

3 本会の会計年度は1月1日より12月31日と
する．

（会計報告）
第13条 本会の収支決算については，理事会，評議員会

の承認を得て，総会において会員に報告しなけ
ればならない．

第6章 雑 則

（事務局）
第14条 本会の事務局は本学部内におく．
（会則の改廃）

第15条 この会則に定めるもののほか，本会則の実施に
必要な内規は理事会の議を経て別に定めるもの
とする．

第16条 本会則の改廃は理事会，評議員会の承認を得
て，会長は会員に報告しなければならない．

附 則

1．本会則は昭和61年8月1日より施行する．
2．本会則は平成7年3月1日より施行する．
3．本会則は平成8年4月1日より施行する．
4．本会則は平成17年4月1日より施行する．
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿規程（2012年6月30日現在）

1．投稿資格
著者は，原則として共著者を含め，本会会員に限
る．ただし，非会員が共著者となる場合には，1年
分の会費を徴収する．

2．生命倫理への配慮
1）臨床研究は，ヘルシンキ宣言の主旨にそったもの

で，「北海道医療大学倫理委員会」の承認を得たも
のとする．

2）人の遺伝子解析を含む場合は，本学の「ヒトゲノ
ム・遺伝子解析研究の計画および実施に関する倫
理規程」に基づき，「ヒトゲノム・遺伝子解析研究
に関する倫理審査委員会」の審査をへて学長の許
可を得たものとする．

3）動物実験は，「北海道医療大学動物実験規程
（Regulations for the Care and Use of Laboratory
Animals in Health Sciences University of Hok-
kaido）」に基づき，「動物実験センター管理運営
委員会」の審査を経たものとする．

なお，本学以外の研究機関等で行われた研究につい
ては，当該研究機関等の倫理委員会等で承認を得た
ものとする．

3．論文の種類及び内容
1）論文の種類は，原著論文（Original），症例報告

（Clinical report），総説（Review），解説（Com-
ment），システマティックレビュー（Systematic
review），臨床統計（Clinical statistical survey）と
する．

2）論文の内容は，他の刊行物に未発表のものに限
る．

3）本誌はその他に，ミニレビュー，最近のトピック
ス，歯学情報，本学会講演抄録，学会関係記事，
学位論文などを掲載する．

4．査読および採否
1）投稿論文は，編集委員会および編集委員会の依頼

する専門家により査読される．
2）採否については，査読の結果に基づき編集委員会

が決定する．
5．投稿論文の作成
1）投稿論文は，投稿規程ならびに別に定める「投稿

の手引き」に準拠して作成すること．
2）投稿論文は，表紙，チェックリストシート，英文

抄録（300語以内），本文，表，図および図表説明
文の順番にまとめる．

3）投稿原稿は，2部（正1部，コピー1部）とす
る．最終的に論文掲載を認められた際には投稿原
稿とともにUSBメモリー（USBメモリーは印刷終
了後にお返しします）を提出すること．

4）和文論文の本文については，原則として，緒論
（緒言），方法（材料および方法），結果，考察，
結論（結語），謝辞（必要な場合のみ），文献の順
に記載するものとする．

5）英文論文の本文については，原則として，Ab-
stract（300語以内）， Introduction，Materials and
Methods，Results， Discussion，Conclusion，Ac-

knowledgment（必要な場合のみ），Referencesの順
に記載するものとする．

6）投稿論文のヘッダーに右詰めで，名前，所属さら
に初稿なのか修正論文なのかがわかるように記載
する．

7）投稿時，著者全員が編集委員会に当該論文の共著
者である旨の承諾許可をメールで送信するものと
する．

6．最近のトピックスの作成
1）最近のトピックスは，投稿規程ならびに別に定め

る「投稿の手引き」に準拠して作成すること．
2）最近のトピックスは，作成した文書ファイル
（Microsoft Word）をe−mailの添付文書として編集
委員会まで送信すること．e−mailでの送信が不可
能な場合は，作成した文書ファイルをUSBメモリ
ーに保存して提出すること．

メールアドレス；takuma@hoku−iryo−u.ac.
jp

件名；歯学雑誌，最近のトピックス
ファイル名；最近のトピックス，講座名，

著者名
3）最近のトピックスは，原則1トピックスにつき1

ページでの掲載とする．
4）最近のトピックスは，全角文字で1800字程度にま

とめること（参考文献リストを含む）．原稿に図
・表を添える際は，以下の例に従って，片段サイ
ズの図・表1つにつき本文の文字数を500文字程
度削減すること．

例：本文のみ1800字程度
（第28巻／第1号 35頁 参照）

本文1300字程度＋片段サイズの図・表
1つ＋図・表の説明文

（第27巻／第1号 37頁 参照）
本文800字程度＋片段サイズの図・表
2つ＋それぞれの図・表の説明文
（第27巻／第2号 109頁 参照）

本文800字程度＋両段サイズの図・表
1つ＋図・表の説明文

7．投稿論文の校正
1）投稿論文に対する著者校正は原則として1回とす

る．
2）修正論文は，特別な事情がない限り一週間以内，

校正は48時間以内に返却するものとする（返却，
連絡が無い場合は，投稿を取り下げたものと判断
する）．

8．証明書等の発行
1）投稿原稿の受付日は，編集委員会に到着した日付

とする．
2）受理証明が必要な場合には，掲載が決定した後に

受理証明書を発行する．
9．掲載料および別刷料
1）掲載料は，刷り上がり10頁まで無料とする．これ

を超過した場合には，編集委員会が依頼したもの
を除き，1頁1万円の著者負担とする．
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2）カラー頁は，無料とする．
3）別刷料については，50部まで無料とし，これを超

過する場合（50部単位）には著者の実費負担とす
る．

10．著作権の帰属
本誌に掲載された著作物の著作権は東日本歯学会に
帰属する．本会はこれら著作物の全部または一部
を，ネットワーク媒体を含む媒体に掲載・出版する
ことが出来る．ただし，論文の内容については，著
者が全ての責任を負う．

11．著者のプロフィール
巻末に著者のプロフィールを記すので，著者のスナ
ップ写真と経歴を提出すること．

12．原稿の送付および本誌に関する問い合わせ
住所：〒061－0293北海道石狩郡当別町宇金沢1757番地
北海道医療大学歯学部・口腔生物学系・生化学分野
北海道医療大学歯学雑誌編集委員会（田隈 泰信）

Tel；0133－23－2394
e−mail；takuma@hoku−iryo−u.ac.jp
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿の手引き（2012年6月30日現在）

本誌の体裁を統一するために，「投稿の手引き」に準
拠して，ご執筆下さいますようお願い致します．
原稿はすべてＡ4版とし，下記の項目1）～7）のす

べてを，2部提出して下さい．査読後，論文掲載が認め
られた際には，論文原稿を収めたUSBメモリー（USBメ
モリーは，印刷終了後にお返しします）をプリントした
最終原稿1部とともに提出して下さい．

1）投稿原稿表紙
2）チェックリストシート
3）英文抄録
4）本文
5）文献
6）図，表
7）図表説明文

1．投稿原稿表紙
表紙には以下の事項を和文および英文で記入する．

1）原稿の種類
2）表題
3）著者名および所属
4）キーワード（5語以内）
5）別刷数（50部単位）
6）連絡先（郵便番号，住所，電話， e −

mail）
1）表題
⑴ 一般固有名詞として通用していない商品名は用

いない．
⑵ 和文表題には，原則として略号以外の英文字を

用いない．別にスペースも含めて35字以内のラ
ンニングタイトルを付ける．

⑶ 英文表題は和文表題の内容と一致させる．文頭
のみ大文字とし，他は小文字とする．また，別
にスペースも含めて45字以内の英文ランニング
タイトルを付ける．

⑷ 副題はできる限り用いない．ただし，必要な場
合は次の例に準拠する．続報，第2報などの表
記は認めない．

和文・英文：－□□□□□□□□□－
2）著者名および所属
⑴ 氏名の英文表記では，姓は大文字，名は先頭の

みを大文字とする（例：Akira YAMADA（山
田 昭））．

⑵ 著者の所属が2ヶ所以上の場合には，所属の著
者に 1），2），3） を付ける．

3）キーワード
5語以内のキーワードを付ける．英文の場合は，キ
ーワードの先頭のみを大文字とし，他は小文字とす
る（例： Impression materials, Bone morphogenetic
proteins）．

2．チェックリストシート
チェックリストの指示に従い，投稿原稿を確認する．
著者全員のサインを取り，連絡先を記載する．

3．英文抄録
300語以内の英文抄録を付ける．

4．本文
1）原稿はA4判用紙（縦）にワードプロセッサなど

による横書きとする．書式は以下に従うこと．
・Windows Microsoft Word

余白は上下3cm，左右2．5cm
文字は12ポイント
1頁35文字×26行
行間を1．5行
句読点は「．」と「，」（全角）を用いる．英文
の場合は，半角文字を使用する．

・Macintosh Microsoft Word
余白は上下3cm，左右2．5cm
文字は12ポイント
1頁30－35文字×22－25行
行間を1．5行
句読点は「．」と「，」（全角）を用いる．英文の
場合は，半角文字を使用する．

2）原稿の下段中央にページ番号を記す．
3）論文の原則的な構成は，緒論（緒言），方法（材

料および方法），結果，考察（結果および考察），
結論（結語），謝辞，文献，図の説明，図表とす
る．

4）見出しを用いるときは次の順に項目をたてる．
3 → 3）→ ⑶ → a → a）→ ⒜

5）文章は，専門用語を除いて，常用漢字，新かなづ
かい，ひらがなは口語体とする．

6）数字はアラビア数字とし，単位の記号はJIS・Z
8202およびZ8203に準じ，国際単位系（Sl）を使用す
るよう努める．また単位にピリオドをつけない．
（例：GHz，MPa，kW，cm，mV，μm，nA，pF，
mL，mmol，N（kgf），K，℃，min）

7）学術用語は，原則として「文部省学術用語集」に
準拠する．

8）商品名，器械名などは，可能な限り一般化されて
いる「カタカナ書き」とする．英文字で表す場合
は，かしら文字のみ大文字にする．

9）外国の人名などの固有名詞は原則として原綴とす
る．

10）連続した数値は「，」でつなぎ，最後に単位をつ
ける．（例：10，20，30℃）

11）製造社の表記法は（ ）内に会社名のみを記し，
社製および製作所，工業社製，株式会社などを入
れない．
例：（型式名，製造会社名），（略号，製造会社名）

（X−3010，日立） （EPMA，日本電子）
12）図表の挿入場所を本文右欄外に朱書きする．
5．文献
1）文献リストは，アルファベット順（A, B…Z順）

で作成する．また本文中の引用箇所に以下の体裁
に従い，文献内容を記載する．
例：単著者（Izumi, 1999）（和泉，1999），2名
（Izumi & Ito, 1998）（和泉，伊藤，1998），
3名以上（Izumi et al. , 1970）（和泉ら，
1970），2編以上（Sato et al., 1988; Izumi,
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1999）（佐藤ら，1988；和泉，1999）（Izumi,
1999a, b）

※「，」や「；」の様な記号は，日本文の場合は
全角，英文の場合は半角を使用する．

2）文献として不適当なもの，例えば未公表のデータ
や私信などは文献として引用しない．

3）文献の著者または編集者が複数の場合にはet al.,
他などとせず，その全部を記載する．

4）著者名が欧字綴の場合は姓の後に名前の頭文字を
つけ，また著者が複数の場合は最後の著者の前に
&を入れる．
※ 著者間の「and」は記号「&」を使用すること．

5）文献の記載方法の基本は次のとおりとする．
⑴ 雑誌の場合

著者名（複数の場合，氏名を「，」で区切
る．）．表題－サブタイトル－．雑誌名 巻：引
用ページの始めと終わり，発行年．
例：Izumi H, Ito Y, Sato M, Karita K & Iwat-

suki N. The effects of inhalation anes-
thetics on the parasympathetic reflex
vasodilatation in the lower lip and pal-
ate of the cat. Am J Physiol Regula-
tory Integrative Comp Physiol 273: R
168−R174, 1997.

⑵ 単行本の場合
ⅰ）章を参考にしたとき

例：Weinstein L, Swartz MN. Pathologic
properties of invading microor-
ganisms.

In：Sodeman WA Jr, Sodeman WA, edi-
tors. Pathologic physiology: mecha-
nisms of disease. Philadelphia: Saun-
ders, 1974, p457−472.

ⅱ）個人または複数の著者の場合
例：Colson JH, Armour WJ. Sports inju-

ries and their treatment. 2nd ed.
London: S. Paul; 1986.

ⅲ）編集者，監修者が著者の場合
例：Diener HC, Wilkinson M, editors.

Drug − induced headache. New
York: Springer−Verlag; 1988.

ⅳ）団体，組織が著者で，かつ出版社の場合
例：Virginia Law Foundation. The medical

and leagal implications of AIDS.
Charlottesville: The Foundation;
1987.

ⅴ）会議録全体を参考にした場合
例：Vivian VL, editor. Child abuse and

neglect: a medical community re-
sponse. Proceedings of the First
AMA National Conference on
Child Abuse and Neglect; 1984
Mar 30 − 31; Chicago. Chicago:
American Medical Association;
1985.

⑶ 分担執筆の場合
分担執筆者名：分担執筆の表題．書名 巻な
ど，発行所名：発行年，引用ページの始めと終
わり．
例：山田早苗：橋義歯の力学－傾斜歯ブリッ

ジの形成と設計について－．新臨床歯科
学講座3，医歯薬出版：1978，157－
165．

⑷ 翻訳書の場合
著者（翻訳者）：書名（原著書名）．発行所名：
発行年，引用ページの始めと終わり．
例：Davidge RW（鈴木弘茂，井関孝善）：セ

ラミックスの強度と破壊（Mechanical
behavior of ceramics）．共立出版：1982，
34−55．

6．図
1）用紙はＡ4版（縦）とし，1枚ずつ別葉にする．
2）各葉杖に，図の番号，著者名，片段あるいは両段

の指定，カラー印刷の有無を明記する．
3）図の大きさは，片段か両段一杯になることがのぞ

ましい．刷り上がりを想定して，図の大きさが片
段で横幅45－68mm，両段で100－150mmになる
ように縮小コピーし，文字，記号の大きさ，線の
太さなどをチェックする，棒グラフなどのハッチ
ングは識別可能なものにする．

4）図中の文字は，刷り上がりで本文とほぼ同じ10－
13級（7－9ポイント），線の太さは0．15－0．3
mmになるよう原図を作成する．

5）図や表はA4縦で作成する．一ページに一つの図
あるいは表とする．図のタイトルや表の説明
（Figure legends）は図の印刷を希望する位置に記
載する．図と表の挿入箇所は投稿論文中の右余白
に示すこと．

6）組図の原稿は，貼込み間隔や角度を正確にする．
7）写真は，Ａ4判の用紙に貼り，必要な文字，記号

などを記入する．写真の拡大率は，単位長さのバ
ーで表す．

8）患者の顔や特徴ある身体の一部の写真を使用する
場合は，目隠し等により個人が特定できないよう
に配慮するとともに，患者本人あるいは後見人か
ら文書により許可を得ること．

9）記号は中心の明確な○●□■◇◆などを使用す
る．

10）記号を使用する場合の凡例は，脚注に置かずに図
中に入れる．

7．表
1）罫線はできる限り入れない．
2）標準偏差は，（ ）もしくは±とし，信頼区間と

の混同を避けるために説明を入れる．
3）表題が英文字の場合は書き出しのみを大文字に

し，それ以後は小文字とする．しかし略号はこの
限りではない．

4）単位などの表記は同一言語に統一する．単位
（unit），平均（mean），標準偏差（SD）
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Table1 Mechanical properties of specimen

Specimen
Tensile

strength Mpa
Elongation
％

A 500（20） 10．2（3．3）

B 300（15） 5．4（2．3）

（ ）：SD

表1 試料の力学的性質

試料 引張強さ
Mpa

伸び
％

A 500±20 10．2±3．3

B 300±15 5．4±2．3

平均±標準偏差

（例：）

8．その他
本規定ならびに「投稿の手引き」に規定されていな
い事項については，編集委員会にお尋ね下さい．
投稿の手引き，投稿規定，チェックリストのファイ
ルは，ホームページ（http : //www.hoku-iryo-u.ac.jp/
~dental-society/）からダウンロード出来ます．
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北海道医療大学歯学会会員 各位

北海道医療大学歯学会第32回学術大会一般演題募集のご案内

第32回学術大会・平成26年度歯学会総会ならびに講演会を開催致します．

記
日時： 平成26年3月1日㈯ 午前10時 － 午後5時（予定）
会場： アスティ45 12階 北海道医療大学札幌サテライトキャンパス

札幌市中央区北4条西5丁目 （電話：011－223－0205）

講演会：「Translation on Biomedical Devices」
講師： 歐 耿良（Keng−Liang Ou）先生 （台北医科大学 教授）

演題・抄録申込み要領

申込み期限：平成26年1月17日㈮ 必着
抄録作成方法と提出先

MS−Word形式（A4サイズ，明朝体，12p，余白：上下左右30mm）で記載
＊裏面の原稿作成要領を参照
抄録はkaoruk@hoku−iryo−u.ac.jp宛に送信して下さい．原則として，同一講座・機関から2演題までとします．発

表者（共同研究者含む）はすべて北海道医療大学歯学会会員および準会員に限ります．また，今年度のみの会員制度
（5000円）もあります．

発表スライド提出期限と発表形式

［提出期限］ 平成26年2月27日㈭
発表スライドをCD−Rに入れて歯科麻酔科学分野（金澤）までご持参下さい．事前提出できない方は，発表1時間

前までに提出し，プロジェクターで試写して下さい．
発表補助（スライド進行係）を必要とされる方はご自身で手配をお願いします．
［発表形式］ 口演のみ：発表7分，質疑応答3分（予定）
発表はプロジェクター1台と会場で用意するPCを使用
OS：Windows 7 Power Point2010使用
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北海道医療大学歯学会 抄録原稿作成要領

MS-Word形式（A4サイズ，明朝体，12p，余白上下左右30mm）で記載
1．演題名
2．発表者氏名：演者の前に○印をつける．
3．所属：発表者の所属が2つ以上の場合は，アスタリスク（＊）で所属を区別する．
4．本文：一般発表の場合 【目的】，【方法】，【結果および考察】，【結論】
5．本文：症例発表の場合 【目的】，【症例】，【結果および考察】あるいは【経過および考察】

LL－37は・・・・・・抗菌ペプチドである
○奥村一彦＊，平 博彦＊＊

＊北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系組織再建口腔外科学分野，
＊＊顎顔面口腔外科学分野

【目的】・・・
【方法】・・・
【結果】・・・
【結論】・・・

＊歯科医師生涯研修カードをお持ちの方はご持参下さい．

発表・抄録に関するお問い合わせ・申込み先
北海道医療大学歯学部生体機能・病態学系学系

歯科麻酔科学分野
第32回学術大会事務局：金澤 まで

〒061－0293石狩郡当別町金沢1757番地
TEL：0133‐23‐1445

E−mail：kaoruk@hoku−iryo−u.ac.jp
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編 集 後 記

次号（第33巻，第1号）の発行は平成26年6月30日です．
投稿原稿募集の締め切りは平成26年3月31日必着と致します．期日厳守の上，ご投稿をお願いします．本誌投
稿規定は，2013年第32巻，第2号の巻末をご参照ください．

平成25（2013）年は，歯学会員の皆様にとりまして，どんな年だったでしょうか．異次元の金融緩和に始まったア
ベノミクスにより，日本経済は久しぶりに明るさを取り戻しつつあるようです．「じぇじぇじぇ」「今でしょ！」「お・も
・て・な・し」など，流行語も笑顔と躍動感を含み，ロゲIOC会長の「TOKYO2020」で大いに盛り上がりました．
残念ながら村上春樹氏は今年もノーベル文学賞をのがしましたが，医学・生理学賞に膜融合タンパク質「SNARE」
の研究者が選ばれ，同学の徒としては記憶に残る年となりました．ただし，浮かれ気分もここまで．キャロライン・
ケネディ大使の着任を待っていたかのように，突如「防空識別圏」を重ねてきた巨大な隣国と一触即発の危機です．
来年の日本がどうなっているか，とても心配です．

さて32巻2号の巻頭総説として，東城教授に大河の流を彷彿とさせるライフワーク「唾液腺におけるストア作動性
Ca2＋流入の活性化機構」を執筆して頂きました．岩清水のように滴り流れ出た研究の源流は，大小の滝や急流を下
り，左右に大きく蛇行しながら，赤い夕日に染まる河口で静かに海と融合し，みごとに完結しました．奇妙な説だな
と思いながら，堤防の土手からこの大河を親しく眺めていた者の一人として，きわめて感慨深いものがあります．今
後も，諸先生の貴重なライフワークを巻頭総説として掲載させて頂きたく，ご投稿をお待ちしております（田隈
記）．
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