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緒 言

歯科矯正治療では，整形装置や機能的矯正装置などを
用いて，下顎骨の成長を制御する．下顎骨の成長は，主
に下顎頭で行われている．したがって，歯科矯正治療に
おいて下顎頭に与える影響を明らかにすることは臨床上
極めて重要である．
下顎頭は線維層とよばれる線維性結合組織で覆われ，

その下層は軟骨組織である増殖細胞層と肥大軟骨細胞
層，さらに骨組織へ移行する（Heeley, 1985 ; Copray et

al., 1988）．最表層の線維層では，線維芽細胞が密に走
行するⅠ型コラーゲン線維束やⅢ型コラーゲン線維束の
間に散在性に存在している．増殖細胞層にはⅡ型コラー
ゲンなどの軟骨基質を分泌する軟骨細胞と，その前駆細
胞が多数みられ，下顎頭の軟骨細胞を供給している
（Imamura, 1973）．また増殖細胞層に存在する増殖軟骨

〔原著〕

顎関節への荷重負荷がラット下顎頭軟骨の基質タンパク発現に与える影響

尾立 卓弥1），中尾 友也1），細矢 明宏2），飯嶋 雅弘1）

1）北海道医療大学歯学部 口腔構造・機能発育学系 歯科矯正学分野
2）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

Effects of joint loading on matrix protein expression in
mandibular condylar cartilage of growing rat

Takuya ODACHI1），Yuya NAKAO1），Akihiro HOSOYA2），Masahiro IIJIMA1）

1）Division of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics, Department of Oral Growth and Development,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido, Japan

2）Division of Histology, Department of Oral Growth and Development,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido, Japan

Key words：Temporomandibular joint, Mandibular condyle, Osteopontin, Osteocalcin

Abstract

The present study examined the effect of load on the

temporomandibular joint on the matrix synthesis of the

mandibular condyle. Biochemical and histological examina-

tions of the mandibular condyle were conducted after bite

raising. A bite plane was attached to the upper incisor of a

7−week−old Wistar rat. RNA was extracted from the con-

dylar cartilage 0–4 weeks later, and real−time polymerase

chain reaction was used for analyzing the expression levels

of type X collagen, osteopontin, and osteocalcin. In addi-

tion, sagittal sections of the mandibular condyle were pre-

pared, and the localization of these matrix proteins was ex-

amined. A positive reaction for type X collagen was ob-

served, but reactions for osteopontin and osteocalcin were

negative in the hypertrophic chondrocyte layer before oc-

clusal elevation. In contrast, the bone tissue was negative

for type X collagen and positive for osteopontin and os-

teocalcin. Four weeks after bite raising, the expression level

of type X collagen was almost unchanged, whereas those of

osteopontin and osteocalcin were significantly increased in

the hypertrophic chondrocyte layer. In the mandibular con-

dyle, positive reactions for osteopontin and osteocalcin were

observed, not only in the bone tissue but also in the hy-

pertrophic chondrocyte layer, 4 weeks after the bite raising.

These findings indicated that the expression levels of osteo-

pontin and osteocalcin increased in the hypertrophic chon-

drocyte layer of the mandibular condyle on applying a load

to the temporomandibular joint. Thus, the mechanical

stimulus due to bite raising has been suggested to affect the

matrix synthesis ability of the chondrocytes and alter the

physical properties of the condylar cartilage.
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細胞は，下顎頭の成長とリモデリングを担っている
（Lubsen et al., 1985）．肥大軟骨細胞層の細胞外基質はⅡ
型コラーゲンを主体とするが，軟骨細胞は肥大化に伴い
アルカリ性ホスファターゼ活性を示すようになり，Ⅹ型
コラーゲンを合成する（Schmid & Linsenmayer, 1985）．
また，骨基質においては骨芽細胞が産生するⅠ型コラー
ゲンおよび非コラーゲン性タンパク質であるオステオポ
ンチンやオステオカルシンなどが認められ，骨の石灰化
に関与している（Gorski, 1992 ; Young et al., 1992 ; Bel-

lows et al., 1999）．
下顎頭へ圧縮力を加えると，軟骨細胞のタンパク質合

成が変化することが報告されている（Copray & Liem,

1989）．また，片側咬合挙上で顎関節におけるプロテオ
グリカンの発現が上昇すること（Mao et al., 1998）や，
抜歯による咬合変化が下顎頭におけるコラーゲンおよび
コンドロイチン硫酸の遺伝子発現を上昇させること
（Sasaki, 1998）も示されている．さらに，下顎頭の軟骨
細胞に対する伸展負荷がⅡ型コラーゲンとアグリカンの
発現を上昇させることも知られている（Huang et al.,

2007）．このように，外力や咬合力などの外的刺激は，
下顎頭の基質性状に影響を及ぼすと考えられるが，影響
を受ける細胞ならびに細胞外基質タンパク質の局在につ
いてはほとんど検討されていない．
下顎頭に外的刺激を加える方法として，切歯部に咬合

斜面板を装着し，下顎を前方誘導する方法が知られてい
る（Rabie et al., 2001 ; Chayanupatkul et al., 2003 ; Xiong

et al., 2004）．しかしこの方法は，下顎の前方誘導によ
り，下顎骨の過成長を促進させてしまう．そこで我々
は，下顎の前方誘導を抑制するため，ラット切歯部にレ
ジン製の咬合挙上板を装着する切歯部咬合挙上モデルを
確立した（Nakao et al., 2015）．この実験モデルでは，
咬合挙上板を咬合平面と平行になるように改良したた
め，下顎を前方誘導することなく咬合挙上が行われる．
本研究では，咬合挙上による荷重負荷が下顎頭軟骨の

細胞ならびに細胞外基質タンパク質の局在に与える影響
を検討した．咬合挙上はNakaoら（2015）の切歯部咬合
挙上モデルを用い，荷重負荷後の下顎頭におけるアルカ
リ性ホスファターゼ活性の変化を観察した．またⅩ型コ
ラーゲン，骨基質タンパク質であるオステオポンチンな
らびにオステオカルシンの発現と局在を，生化学的およ

Molecule Primer and probe sequence Amplicon length Accession no.

Collagen type X Sense (5’−3’) CGCTGGTTCATGGAACGTTT 68 XM_001053056

Antisense (5’−3’) GGCAAGTGCGCTCTTCACA

Probe (5’−3’) TGCTGAGCGGTACCAAACTCCCACAG

Osteopontin Sense (5’−3’) CCTGCAAGAAGGGAACAGTTG 61 M99252

Antisense (5’−3’) GAAAATGCCAAGACCTTTGGAA

Probe (5’−3’) TGCGGCCAACCCCCTGTTGT

Osteocalcin Sense (5’−3’) ACGAGCTAGCGGACCACATT 67 NM_013414

Antisense (5’−3’) CCCTAAACGGTGGTGCCATA

Probe (5’−3’) CTTCCAGGACGCCTACAAGCGCA

GAPDH Sense (5’−3’) TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG 71 AB017801

Antisense (5’−3’) ACTAAAGGGCATCCTGGGCT

Probe (5’−3’) TGGTGAAGCAGGCGGCCGA

Molecule Primer sequence Amplicon length Accession no.

Osteopontin Sense (5’−3’) AGAGGAGAAGGCGCATTACA 498 M99252

Antisense (5’−3’) GCAACTGGGATGACCTTGAT

Osteocalcin Sense (5’−3’) CATGAGGACCCTCTCTCTGC 408 NM_013414

Antisense (5’−3’) AGCTGTGCCGTCCATACTTT

図1 切歯部咬合挙上装置の模式図
幅径（W）7．0mm，前後径（D）5．0mm，高径（H）3．0mm

表1 real−time PCR用のprimerおよびprobe

表2 end−point PCR用のprimer

2 尾立 卓弥 等／顎関節への荷重負荷がラット下顎頭軟骨の基質タンパク発現に与える影響

（2）
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び免疫組織化学的手法により解析した．

方 法

1．咬合挙上
本研究における全ての動物実験は，北海道医療大学動

物実験委員会の実験規定に基づき承認を得て実施され
た．実験動物には，生後7週齢のWistar系雄性ラット90
匹を用い，未処置群0，1，2，3，4週と咬合挙上群
1，2，3，4週に分け，各10匹ずつ使用した．咬合挙
上装置は，7週齢ラットの上顎歯列を印象採得し，歯科
用超硬石こうで上顎歯列模型を作製後，歯科充填用コン
ポジットレジン（BEAUTIFIL II，松風，京都，日本）
を用いて作製した．咬合挙上装置は，前後径5．0mm，
幅径7．0mm，高径3．0mmとした（図1）．咬合挙上装置
の装着には，歯科充填用コンポジットレジン（BEAUTI-

FIL Flow，松風）を用い，臼歯部の離開度は上下顎第一
臼歯間で3．0mmとなるように調整し，上顎切歯に装着
した．なお，実験期間中に臼歯部離開度の減少が認めら
れた場合は，ラットの上顎前歯部に直接法によりコンポ
ジットレジンを築盛し，実験期間を通して臼歯部離開度
がほぼ一定となるように調整した．

2．定量的real time PCR解析
各実験期間終了後，ラットをイソフルラン（Mylan,

Pennsylvania, USA）吸入深麻酔下にて安楽死させ，実体
顕微鏡下で下顎頭軟骨を採取した．試料からtotal RNA

をRNeasy mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて
抽出したのち，Omniscript RT kit（Qiagen）を用いて
cDNAの調整を行った．X型コラーゲン，オステオカル
シン，オステオポンチンおよびGAPDH（内的標準）の
cDNAに対して連続希釈系の試料を調整し，それぞれの
cDNA定量のための外的標準とした．また，これらの分
子のcDNAに対する exonuclease probe（TaqMan probe,

Qiagen）を作製し，プライマー（表1，2）を用いて
Step One Plus（Qiagen）で，mRNAを定量化した．

3．免疫組織化学的解析
一部のラットよりイソフルラン（Mylan）吸入深麻酔

下にて下顎頭を摘出した．試料は4％パラホルムアルデ
ヒド／0．1Mリン酸緩衝液（pH7．4）で24時間浸漬固定
した．その後，4℃で10％EDTA（pH7．4）にて4週間
脱灰し，通法に従いパラフィン包埋した．包埋した試料
から矢状断（厚さ7µm）の連続切片を作製した．切片
を脱パラフィン後，37℃で1時間，0．5％ヒアルロニ
ダーゼ（Sigma−Aldrich, St. Louis, USA）に浸漬し，抗原

の賦活化を行った．内因性ペルオキシダーゼを不活性化
する目的で，0．3％過酸化水素にて30分間処理した．そ
の後，3％Bovine serum albumin（BSA, Sigma−Aldrich）
で30分間ブロッキングした．1％BSAを含むPhosphate

buffered Saline（PBS, pH7．4）で1000倍に希釈したウサ
ギポリクローナル抗ラットⅩ型コラーゲン抗体（LB−

0092, LSL, Tokyo, Japan），マウスモノクローナル抗ウシ
オステオカルシン抗体（clone OCG3, abcam, Cambridge,

UK）およびウサギポリクローナル抗ラットオステオポ
ンチン抗体（Nakamura et al., 1997）を室温で2時間反
応させた．その後PBSで洗浄し，二次抗体（ヒストファ
イン シンプルステインラットMAX−PO，ニチレイバ
イオサイエンス，東京，日本）を室温で1時間反応さ
せ，Diaminobenzidine（DAB, Envision kit, DAKO, Santa

Clara, USA）で免疫複合体を発色した．免疫組織化学染
色した切片をメチルグリーンで核染色した．

4．アルカリ性ホスファターゼ染色
薄切切片を脱パラフィン後，Alkaline phosphatase

staining kit（Merck, Kenilworth, USA）を用いて室温で2
時間反応させ，アルカリ性ホスファターゼの活性を検出
した．PBSによる洗浄後，メチルグリーンで核染色し
た．

5．統計学的処理
すべての実験は5回以上行った．実験により得られた

値は，単変量F検定とStudent’s t−testで解析した．各群に
おける有意差は，危険率5％未満（P＜0．05）をもって
統計的有意差とした．統計解析には統計解析ソフト
（IBM SPSS Statistics ver23, IBM, New York, USA）を使
用した．

結 果

1．体重変化
咬合挙上3週後は未処置群に比べ，体重が減少傾向を

示した．しかし実験期間を通して，未処置群と咬合挙上
群の体重に有意な変化はみられなかった（図2）．

2．Ⅹ型コラーゲンのmRNA発現
未処置群では，実験期間を通してX型コラーゲンの

mRNA発現に有意な変化はみられなかった．咬合挙上群
においても未処置群と同様に術後4週まで発現量に有意
な差は見られなかった（図3a）．また，咬合挙上群と未
処置群の発現量についても有意な差は認めなかった．
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3．Ⅹ型コラーゲンの免疫局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭に

おけるX型コラーゲンの免疫組織化学染色像を図3b～
図3dに示す．未処置群0週，4週および咬合挙上群4

週の下顎頭はともに，肥大軟骨細胞層でX型コラーゲン
の陽性反応を示した（図3b, c, d）．また，この反応は
増殖細胞層側の肥大軟骨細胞層の軟骨細胞および軟骨小
腔周囲の基質で強くみられた．一方，線維層，増殖細胞
層および骨組織では，X型コラーゲンの局在はみられな
かった．

4．アルカリ性ホスファターゼ活性の局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭を

図4a～図4cに示す．未処置群0週，4週および咬合挙
上群4週の下顎骨はともに，アルカリ性ホスファターゼ
活性を肥大軟骨細胞層と骨組織で認めた（図4a, b,

c）．肥大軟骨細胞層における陽性反応は，増殖細胞層側
ではほとんどみられなかったが，骨組織に近づくと軟骨
細胞で強く認められた．骨組織では，骨表面に配列する
骨芽細胞が陽性反応を示したが，ほとんどの骨基質なら

図2 実験期間における体重変化（ n＝10，mean±S.D., *P <
0.05）
未処置群と咬合挙上群の体重変化に有意な変化はみられな
い．

図3 X型コラーゲンのmRNA発現と免疫組織化学染色像
（a）X型コラーゲンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のX型コラーゲン局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のX型コラーゲン局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のX型コラーゲン局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層， HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
b, c, d：bar100μm. 拡大像：bar50μm

4 Takuya ODACHI et al.／Effects of joint loading on matrix protein expression in mandibular condylar cartilage of growing rat
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びに骨髄の細胞では陰性だった．また石灰化軟骨基質と
骨基質の境界部に，線状にアルカリ性ホスファターゼ活
性の反応を認めた．一方，線維層と増殖細胞層では，活
性はみられなかった．

5．オステオポンチンおよびオステオカルシンのmRNA

発現
オステオポンチンならびにオステオカルシンのmRNA

発現は，咬合挙上群1，2および3週後では未処置群と
比較して有意な変化はみられなかった（図5a，6a）．
一方，咬合挙上群4週後では未処置群と比較して発現量
が有意に上昇した．

6．オステオポンチンの免疫組織化学的局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭軟

骨におけるオステオポンチンの免疫組織化学染色像を図
5b～図5dに示す．未処置群0週，4週では，下顎頭の

軟骨細胞ならびに軟骨基質ではオステポンチンの陽性反
応はみられなかった（図5b, c）．また，下顎頭の骨組
織に特異的にオステオポンチンの陽性反応が認められ，
石灰化軟骨基質に接する骨組織で線状に強い陽性反応が
みられた（図5b, c）．この強い陽性反応は，軟骨小腔
周囲の骨基質や骨芽細胞にもみられた．咬合挙上群4週
では骨組織に加えて，肥大軟骨細胞層の軟骨細胞でオス
テオポンチンの陽性反応がみられた（図5d）．しかし，
この反応は線維層や増殖細胞層にはみられなかった．骨
基質での陽性反応は骨芽細胞および一部の骨基質で線状
に認められた（図5d）．

7．オステオカルシンの免疫組織化学的局在
未処置群0週，4週および咬合挙上群4週の下顎頭軟

骨におけるオステオカルシンの免疫組織化学染色像を図
6b～図6dに示す．未処置群0週，4週では，下顎頭の
軟骨細胞ならびに軟骨基質において，オステオカルシン

図4 アルカリ性ホスファターゼ染色
（a）未処置群0週目（U 0w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
（b）未処置群4週後（U 4w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
（c）咬合挙上4週後（T 4w）のアルカリ性ホスファターゼ活性の局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
a, b, c：bar100μm. 強拡大像：bar50μm
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の陽性反応は認められなかった（図6b, c）．下顎頭の
骨基質には強い陽性反応が認められたが，骨髄や軟骨組
織では陽性反応はほとんどみられなかった（図6b,

c）．一次海綿骨の内部に残存する石灰化軟骨組織でもオ
ステオカルシンの反応は認められなかったが，その軟骨
を取り囲む骨基質は陽性反応を示した．また骨表面に配
列する骨芽細胞も陽性であった．咬合挙上群4週のオス
テオカルシンの免疫局在は，骨基質や骨芽細胞で強い陽
性反応を認めた（図6d）．また，肥大軟骨細胞において
も陽性反応がみられた（図6d）．軟骨組織における染色
性は，骨組織に比べて弱く認められた．一方，この反応
は線維層や増殖細胞層ではみられなかった．

考 察

顎関節を取り巻く生体力学環境は複雑であり，圧縮力
と牽引力とが複雑に作用し，領域によって異なる力学環

境を示すため，これを完全に理解することは，技術的に
困難である（Hylander, 1985 ; Boyd et al.,1990 ; Kimura,

1990）．本研究では，切歯部咬合挙上モデルを用い，顎
関節への荷重負荷を行い，下顎頭の性状を観察した．こ
の実験モデルでは，関節荷重の増大により，関節円板後
方肥厚部の厚径が増加し，関節円板における細胞外基質
合成の量的変化が生じる（Nakao et al., 2015）．また下
顎頭の肥大軟骨細胞層に関節荷重が強く作用する（山口
ら，2019）．さらに本研究においても，下顎頭に骨破壊
が生じることなく，基質タンパク質の発現に変化が認め
られた．従って，この実験モデルは，顎関節に荷重負荷
を与えた後の生体反応を観察する手法として有用である
と考えられる．

X型コラーゲンは肥大軟骨細胞によって合成され，軟
骨内骨化において重要な役割を有することが報告されて
いる（Kwan et al., 1989 ; Poole & Pidoux, 1989 ; Schmid

図5 オステオポンチンのmRNA発現と免疫組織化学染色像
（a）オステオポンチンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のオステオポンチン局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のオステオポンチン局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のオステオポンチン局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
矢頭：肥大軟骨細胞
b, c, d：bar100μm. 強拡大像：bar50μm

6 尾立 卓弥 等／顎関節への荷重負荷がラット下顎頭軟骨の基質タンパク発現に与える影響
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& Linsenmayer, 1985 ; Schmid et al., 1990）．またアルカ
リ性ホスファターゼは骨および肥大軟骨細胞層に発現
し，石灰化基質形成に関与する（Gaur et al. , 2005,

2006 ; Golub & Boesze−Battaglia, 2007）．本研究では，咬
合挙上を4週間行っても，下顎頭の肥大軟骨細胞層でⅩ
型コラーゲンの発現や局在に変化はみられなかった（図
3）．また，アルカリ性ホスファターゼの局在に変化は
みられなかった（図4）．一方，ラットに抜歯を行い咬
合変化させ，下顎頭に荷重を負荷させた研究（Sasaki,

1998）では，抜歯後24週で肥大軟骨細胞層においてⅩ型
コラーゲンの染色性が増加すると報告されている．また
ラットにハード食を与えることにより関節負荷を増大さ
せた実験では，8週後にアルカリ性ホスファターゼ活性
の上昇が認められた（Bouvier, 1987）．従って本研究に
おいては，実験期間が4週間と短期であったため，下顎
頭軟骨におけるⅩ型コラーゲン発現およびアルカリ性ホ

スファターゼ活性に変化は認められなかったと考えられ
る．切歯部咬合挙上モデルを用いて下顎頭軟骨への荷重
負荷を増大させても，咬合挙上前から認められるX型コ
ラーゲンとアルカリ性ホスファターゼの局在に対して
は，早期では影響が少ないと推察される．
オステオポンチンは，骨，象牙質，セメント質および

これら硬組織の形成細胞に局在する（Butler, 1985 ; Den-

hardt & Noda, 1998）．一方，オステオカルシンは石灰化
硬組織とその形成細胞に特異的に局在する（Boivin et

al., 1987）．さらに石灰化軟骨組織では，肥大軟骨細胞
が石灰化する部位に局在することが報告されている
（Bronckers et al., 1985 ; Groot et al., 1986）．このよう
に，オステオポンチンやオステオカルシンは主として硬
組織に存在し，カルシウムの沈着を制御していると考え
られている（Denhardt & Guo, 2000 ; Hauschka et al. ,

1989）．本研究では，咬合挙上4週後の下顎頭軟骨にお

図6 オステオカルシンのmRNA発現と免疫組化学染色織像
（a）オステオカルシンのmRNA発現量の定量解析（n＝5，mean±S.D., *P <0．05）
（b）未処置群0週目（U 0w）のオステオカルシンの局在
（c）未処置群4週後（U 4w）のオステオカルシンの局在
（d）咬合挙上4週後（T 4w）のオステオカルシンの局在
FZ：線維層，PZ：増殖細胞層，HZ：肥大軟骨細胞層，B：骨，Ob（矢印）：骨芽細胞
矢頭：肥大軟骨細胞
b, c, d：bar100μm. 強拡大像：bar50μm
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いて，オステオポンチンおよびオステオカルシンの発現
が未処置群と比較して有意に上昇した．また免疫組織化
学的な観察により，咬合挙上4週後の肥大軟骨細胞や軟
骨小腔周囲の基質でこれらタンパク質の局在が認められ
た．過去の研究において，肥大軟骨細胞をin vitroで石
灰化誘導すると，オステオポンチンとオステオカルシン
の発現が上昇することが報告されている（Lian et al.,

1993）．子宮内のマウス胎児では，下顎頭の未分化間葉
系細胞を培養することにより，骨の表現型を発現すると
報告されている（Silbermann et al., 1983 ; Strauss et al.,

1990）．下顎骨は中胚葉起源であり（Hall, 1987），軟骨
細胞が骨関連タンパク質を発現する可能性を示唆されて
いる．下顎頭軟骨は線維層、増殖細胞層、肥大軟骨細胞
層で構成されているが（McNamara & Carlson, 1979），
増殖細胞層には未分化間葉系細胞が存在し，骨芽細胞と
軟骨細胞への分化能を有している（ Strauss et al. ,

1990）．また下顎頭軟骨は生体力学的環境の変化に対し
て高い適応能を有するとされているが（ Imamura,

1973），それに最も寄与しているのは未分化間葉系細胞
である（Strauss et al., 1990）．従って，下顎頭に関節荷
重を負荷すると，機械的刺激により下顎頭軟骨における
未分化間葉系細胞が骨様特性を有する肥大軟骨細胞に分
化したと考えられる．しかし，これらを確認するには軟
骨から骨領域まで対象を拡大し，骨構造の変化も検討し
ていく必要がある．

結 論

ラット顎関節に咬合挙上による力学的負荷を加える
と，下顎頭においてオステオポンチンとオステオカルシ
ンの発現が上昇することが示された．また，これらの非
コラーゲン性タンパク質は肥大軟骨細胞層の軟骨小腔周
囲の基質に局在することが明らかになった．従って，咬
合挙上の機械的刺激により下顎頭軟骨における未分化間
葉系細胞が骨様特性を有する肥大軟骨細胞に分化するこ
とが示唆された．
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緒 言

歯内歯は，歯冠の一部が歯髄腔に向かって陥入した歯

の形態異常で，1855年に初めて報告された（Poyton &

Morgan, 1966）．歯内歯の縦断標本を観察すると1つの
歯の中に小さな歯が埋め込まれたように観察されるた

〔原著〕

マイクロCTを用いた歯内歯の三次元形態解析

建部 廣明1），秋月 一城2），藤田 景子2），Nazmus Shalehin1），
川村 尚彦3），細矢 明宏1），中山 英二4），入江 一元5）

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1）

松田整形外科記念病院 歯科口腔外科2）

北海道医療大学 歯学部 口腔構造・機能発育学系 歯科矯正学分野3）

北海道医療大学 生体機能・病態学系 歯科放射線学分野4）
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Three-dimensional morphological analysis of Dens invaginatus
using micro CT

Hiroaki TAKEBE1），Kazuki AKIZUKI2），Keiko FUJITA2），Nazmus SHALEHIN1），Naohiko KAWAMURA3），
Akihiro HOSOYA1），Eiji NAKAYAMA4），Kazuharu IRIE5）

Division of Histology, Department of Oral Growth and Development, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido1）

Division of Dentistry and Oral Surgery, Matsuda Orthopedic Memorial Hospital2）

Division of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics, Department of Oral Growth and Development,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido3）

Division of Oral and Maxillofacial Radiology, Department of Human Biology and Pathophysiology,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido4）

Division of Anatomy, Department of Oral Growth and Development, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido5）

Key words：歯内歯，医科用CT，マイクロCT

Abstract

Dens invaginatus is a type of teeth abnormality in which

the enamel of the crown invades the area of pulp. Dens in-

vaginatus is asymptomatic and often discovered by accident

on intraoral radiograph. However, the intraoral radiograph

of the Dens invaginatus is often overlooked because it is

unclear due to the overlap of the invaded part and the lin-

gual nodule. In recent years, nondestructive three−dimen-

sional (3D) observation of samples has been made possible

by computed tomography (CT) technology. CT has been

applied in the morphological analysis of complex root canal

morphology and abnormal morphology of teeth. However,

there has been few report that had analyzed the morphology

of Dens invaginatus by using micro CT. Therefore, in this

study, we performed 3D morphological analysis of Dens in-

vaginatus by using a micro CT device (CT imaging). Im-

ages obtained by CT imaging were constructed in3D form

by using image processing software. Thereafter, we per-

formed a morphological analysis of these images. The con-

tinuous ingrowth of enamel in the crown beyond the ce-

ment–enamel junction was confirmed by the reconstructed

3D image, and the tooth that we used for analysis con-

firmed the presence of Dens invaginatus. Moreover, the in-

vaginated part was narrow and branched into two parts. It is

presumed that the micro CT setting used in this study was

effective in diagnosing Dens invaginatus and understanding

the structure of the Dens invaginatus because of the small

voxel size and the high resolution of the 3D image.
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め，「歯内歯」とよばれている（赤井ら，2017）．しかし
実際の形態は，舌側の歯冠部から連続したエナメル質が
歯髄腔内に大きく陥入しており，陥入歯とよばれること
もある（平林ら，1996）．陥入の深さが，軽度な症例で
は盲孔とよばれる裂溝状の形態から強度なものでは陥入
部が歯根を貫通し，歯周組織へと開口するものまで様々
である（平林ら，1996）．また，陥入部によって2つに
分断された歯髄は陥入部の両側に圧平され狭小である．
また，根尖部では広い歯髄腔がみられ，歯髄腔全体では
V字形を呈する．歯内歯の出現率は約0．04～10％と報告
されているが，各研究者による定義や計測法の違いから
出現率にばらつきがみられる（平林ら，1996；小平
ら，2008）．しかし，総じて歯内歯の好発部位は，上顎
側切歯が最も多く，小臼歯，大臼歯，下顎歯は稀である
（小野寺，1971；平林ら，1996；小平ら，2008；吉岡，
堀江，2017）．歯内歯の成因は，炎症，外傷およびエナ
メル質形成前に内エナメル上皮の一部が歯乳頭内に侵
入，増殖したためであることが報告されているが，詳細
は解明されていない（Hülsmann, 1997 ; Gallacher et al.,

2016）．歯内歯は，う蝕，歯髄炎および，歯周炎を引き
起こすリスクが高く，一旦炎症を起こすと，その複雑な
形態故に治療が困難であることが報告されている（平林
ら，1996；Hülsmann, 1997；Alani & Bishop, 2008）．歯
内歯そのものは，無症状であること，また口内法エック
ス線像で陥入部が舌側結節と重複し不鮮明であることか
ら，見落とされがちで，発見されるのは偶然によること
が多い（平林ら，1996；Hülsmann, 1997）．
近年，コンピュータ断層撮影法（CT）や歯科用cone

beam CT（CBCT）によって三次元的観察が可能になっ
たことから，口腔インプラント，口腔外科，歯科矯正等
多くの分野で応用されている（Suwa & Kono, 2005 ;

Robinson et al., 2012 ; Karatas & Toy, 2014）．また最近で
は，試料を損傷することなく内部の複雑な根管形態や形
態異常歯を分析できることからマイクロCTが応用され
ている（田中ら，2007；Karatas & Toy, 2014；天野，勝
海，2014）．これまでマイクロCTを用いた歯内歯の形態
分析の報告はほとんどない．そこで本研究では，歯科臨
床現場で遭遇した形態異常歯の鑑別とその形態を明らか
にする目的で，治療途中で抜去した歯内歯の形態を三次
元的に解析した．

材料および方法

患歯は，36歳男性の上顎左側側切歯とした．2013年に
他院にて上顎左側側切歯が慢性根尖性歯周炎と診断さ
れ，無処置にて経過観察を行った．その後，2019年に当

院を受診した．口腔内診査により上顎左側前歯部唇側歯
肉の腫脹ならびに瘻孔を認めた．患歯は打診痛（±），
動揺度3度，電気歯髄診（－）を示した．パノラマエッ
クス線，口内法エックス線画像所見より，患歯の歯根肥
大および，根尖部に透過像を認め，患歯中央部に歯牙様
構造物を認めた（図1a, b）．患歯を含む頭部を医科用
CT装置（Aquilion Lightning，キャノンメディカルシス
テムズ）を用いて撮像した（管電圧；120kVp，管電
流；200μA，ボクセルサイズ；500μm）．水平断，唇舌
断の医科用CT画像所見では，患歯根尖部周囲に透過像
および，頬側皮質骨の実質欠損を認めた（図1c, d）．
患歯の歯髄腔を唇舌側方向の断面で観察すると，歯冠付
近では，圧平され，唇舌方向に2箇所に分岐した歯髄腔
を示し，根尖部では大きな歯髄腔を認めた（図1d）．患
歯の水平断面および，近遠心方向の断面の医科用CT画
像所見では中央部にエナメル質に囲まれた腔が2箇所み
られ，歯内歯を疑う所見を示した（図1e, f）．しかし，
歯冠部表面のエナメル質と患歯中央部のエナメル質との
連続性が不明瞭であったため歯内歯の鑑別には至らな
かった．患歯の抜去後，歯冠および歯根の外形を肉眼的
に観察した．その後，患歯を水洗後，試料台に固定し，
マイクロCT装置（inspeXio SMX－225CT，島津）を用
いて，連続的な断層撮影を行った（管電圧；180kVp，
管電流；70μA，ボクセルサイズ；17μm）．CT撮像に
よって得られた画像は，画像処理ソフト（Osirix,

Pixmeo）により三次元構築し，形態解析を行った．

結 果

抜去した患歯は栓状歯の形態を示し，冠状断によるマ
イクロCT画像所見では切縁部でレジン充填を認めた
（図2a, e；矢頭）．レジン充填部と陥入部との交通を認
めたことから，レジン充填相当部のエナメル質に陥入開
始部が存在したことが推察される（図2e；矢頭，矢
印）．また，患歯歯根の遠心中央部では陥入部と交通し
た実質欠損が認められた（図2b, c；矢印）．矢状断で
は歯冠上部で唇舌方向に歯髄が分岐し，下部では大きな
歯髄腔がみられた（図2d；矢印）．冠状断では歯冠部の
エナメル質が連続した陥入が，エナメルセメント境を超
えて認められたことから，患歯が歯内歯であることが鑑
別された（図2e；矢印）．冠状断および，水平断のマイ
クロCT画像所見から，陥入部は歯冠中央部付近で近
心，遠心方向の2つに分岐し，いずれも囊状を示した
（図2e, f；＊）．
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考 察

歯内歯は陥入の程度によって3つの型に分類されてい
る（Oehlers, 1957）．第1型は陥入が歯冠部に限局して
いる場合，第2型は、陥入がその歯牙の外側のセメント
－エナメル境を越えて歯根の中にまで延長し，最深部が
盲端で終わっている場合，第3型は陥入が歯根を貫通
し，根側または根端部の歯根膜と交通している場合であ
る．本研究で用いた歯内歯は陥入部がセメント－エナメ
ル境を越えていたことから，歯内歯分類の第2型に分類

される（図2e）．第3型では、陥入部が歯根膜と交通し
ていることから、歯周組織および歯髄が病的な状態に陥
る原因となる（Alani & Bishop, 2008 ; Gallacher et al. ,

2016）．1957年にOelersによって報告された歯内歯の分
類は，口内法エックス線写真と歯内歯の脱灰標本を基に
作成されている（Oehlers, 1957）．本研究では，陥入部
が細く，さらに2つに分岐していたため，口内法エック
ス線画像所見では，歯内歯の鑑別は困難であったことが
考えられる．近年では，CTや歯科用CBCTを用いた歯内
歯の3次元的な形態解析が多く報告されている（Alani

図1 患者のエックス線画像（a, b）および，医科用CT画像（c, e；水平断，d；唇舌側方向の断面，f；近遠心方向の断面）
（a）歯根肥大および患歯周囲に透過像を認める（矢印）．（b）患歯中央部にはエナメル質様構造物を認める（矢印）．（c）患歯
歯根周囲の歯槽骨欠損像を認める（矢印）．（d）唇側舌側の2方向に分岐する歯髄腔を認める（矢印）．（e,f）歯内部にエナメ
ル質に囲まれた腔を2箇所認める（矢印）．
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& Bishop, 2008；小平ら，2008；天野，勝海，2014；Ra-

jasekharan et al. , 2014；吉岡，堀江，2017；Zhang &

Wei, 2017）．しかし，本研究で用いた歯内歯は，医科用
CTで陥入部の詳細な構造を示すことは困難であった．
理由として，陥入部が細く，分岐した陥入部同士が近接
していたことが考えられる．これまでの医科用CTを用
いた報告では，歯内歯の陥入部が大きく，形態解析が容
易であったと推察される（小野寺，1971；Alani &

Bishop, 2008；Reddy et al., 2008；MiShra et al., 2012）．
一方，マイクロCT画像では，歯冠部のエナメル質が陥
入部と連続している様子や陥入が2つに分岐する所見が
得られた．これは，本研究で用いたマイクロCTのボク
セルサイズの設定が医科用CTと比べて小さく，撮像範
囲の解像度が高いためと推察される．歯科用CBCTを用
いた歯内歯の形態解析の報告では，ボクセルサイズの設

定が100～200μmである（MiShra et al., 2012 ; Rajasekha-

ran et al., 2014）．本研究で用いた医科用CTのボクセルサ
イズは100μmまで設定変更が可能であった．従って，歯
科臨床現場で歯内歯の鑑別と形態解析を行うためには，
ボクセルサイズを100μm程度に設定した医科用CTまた
は，歯科用CBCTの応用が望ましいことが考察される．
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図2 患歯の肉眼写真（a；唇側面観，b；遠心面観）および，マイクロCT画像（c, f；水平断，d；矢状断，e；冠状断）
（a, b）栓状歯の形態を示す．歯根中央部に実質欠損を認める（矢印）．（c）実質欠損は陥入部と交通する（矢印）．（d）唇側と
舌側に圧平された歯髄腔を認める（矢印）．（e）陥入部上部にレジン充填が認められ（矢頭），歯冠部のエナメル質と連続する
陥入部は近遠心的に分岐し，囊状を示す（矢印，＊）．（f）エナメル質で囲まれる近遠心方向に存在する陥入部を示す（＊）．
C；歯冠，R；歯根，E；エナメル質，D；象牙質，P；歯髄腔，CEJ；セメント－エナメル境，m；近心側，d；遠心側，l；唇
側，p；口蓋側．

14 Hiroaki TAKEBE et al.／Three−dimensional morphological analysis of Dens invaginatus using micro CT
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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

平成19年3月 北海道医療大学歯学部卒業
平成20年3月 北海道医療大学歯科内科クリニック歯科医師臨床研修科修了
平成24年3月 北海道医療大学大学院歯学研究科博士過程修了
平成24年4月 北海道医療大学歯学部任期制助手（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）
平成26年4月 同助教（口腔構造・機能発育学系組織学分野）
現在に至る．
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〔原著〕

公益社団法人日本口腔インプラント学会口腔インプラント専門医の
ウェブサイト広告表記率における九州地区と東北・北海道地区との比較
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舞田 健夫5），井田 有亮6），仲西 康裕1），3），廣瀬 由紀人1），3），越智 守生1），3）

1）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
2）北海道医療大学歯科クリニック歯科医師臨床研修科
3）北海道医療大学歯科クリニック口腔インプラント科

4）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
5）北海道医療大学歯学部口腔機能修復・再建学系高度先進補綴学分野
6）東京大学大学院医学系研究科高度医療経営人材育成プログラム

Comparison between the publishing rate of “dental implant-specialists”
certificated by the Japanese Society of Oral Implantology in Kyushu and

Tohoku-Hokkaido branch.
Masahiro YAMANAKA1），2），Masahiro ISHIKAWA3），4），Susumu MIKAMI1），3），Tetsuro YAMADA1），3），

Keisuke KUHARA3），4），Kanetaka YAMAGUCHI1），3），Kazuyo NAKANISHI1），3），Takeo MAIDA5），Yusuke IDA6），
Yasuhiro NAKANISHI1），3），Yukito HIROSE1），3），Morio OCHI1），3）

1）Division of Fixed Prosthodontics and Oral Implantology, Department of Oral Rehabilitation,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

2）Clinical Department of Dentist Clinical Training, Health Sciences University of Hokkaido
3）Clinical Department of Implant Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

4）Division of Oral and Maxillofacial Surgery, Department of Human Biology and Pathophysiology,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

5）Division of Advanced Prosthodontics, Department of Oral Rehabilitation,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

6）Healthcare Management Program, Graduate School of Medicine, The University of Tokyo

Key words：インプラント，口腔インプラント専門医，広告表記，ウェブサイト

Abstract

Publication of medical advertisements stating the term

“dental implant−specialists” in writing is prohibited on web-

sites in Japan except in the cases that are recognized in

medical advertising guidelines. However, some dentists

have brushed away the guidelines and publish medical ad-

vertisements stating “dental implant−specialists” on their

own homepages.

The purpose of this study was to evaluate the correlation

between published medical advertisements writing “dental

implant−specialists” and dental care organizations in order

to compare the Kyushu branch and Tohoku − Hokkaido

branch, where there are similar estimated numbers of pa-

tients.

We searched for the number of websites with published

medical advertisements writing “dental implant−specialists”

by using Google and calculated the published ratio. Then,

we also searched dental care organizations to know the

number of dental implant−specialists, the population by pre-

fecture, the number of dental clinics per 100,000 popula-

tion, public medical expenses, and the dental clinic consul-

tation rate per 100,000 population in official statistics in Ja-

pan. We estimated the correlation between the published ra-

tio of “dental implant−specialists” and variables about den-

tal care organizations by the Spearman ρ coefficient.

北海道医療大学歯学雑誌 39�（17－22）令和2年 17
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緒 言

近年，患者自身がウェブサイトで医療機関の情報を検
索し，その情報をもとに受診するか否かを判断すること
が一般的になりつつある（独立行政法人 国民生活セン
ター，2011）．美容医療において，ウェブサイト上の内
容と実際の診療内容との差異が原因で，患者と医療機関
の間でトラブルが発生し，社会問題化している（独立行
政法人 国民生活センター，2020）．口腔インプラント
に関する相談も例外ではなく，同様にトラブルに発展し
た事例が2006年度以降の5年間で343件報告されている
（独立行政法人 国民生活センター，2011）．
こうした事例に対応すべく，厚生労働省は平成14年4

月1日より医師や歯科医師の専門性に関する資格を広告
できるようにした．現在，歯科医師が広告できる専門医
として認められているのは，「口腔外科専門医」「歯周病
専門医」「歯科麻酔専門医」「歯科放射線専門医」「小児歯科
専門医」の5つであり，公益社団法人口腔インプラント
学会口腔インプラント専門医（以下，口腔インプラント
専門医）は広告表記が認可されていない．
一方で，歯科医療は従前より専門性が増している．歯

科の専門医制度の更なる発展のために，各学会・団体等
によって専門医や認定医，指導医等の広告表記について
議論されている（日本歯科専門医機構 2019）．平成30
年8月版ガイドラインQ&A，A3－5によると，「認定
医や指導医などについて，患者等が自ら求めて入手する
情報を表示するウェブサイトなどについては，広告可能
事項の限定解除要件を満たした場合には，広告可能事項
の限定を解除可能です．」とされている．
そのため，現段階で認められていない広告表記や広告

可能事項の限定解除要件を満たしていない広告表記は，
患者がウェブサイト上の情報を誤認する一因になり，既
存の各学会が認定する専門医，認定医，指導医等の信頼
性を損なう恐れがある．ガイドラインに則った適正な広

告表記を行うべきであるが，広告表記は各歯科医師の裁
量によって行われており，広告表記の実態は知られてい
ない． 口腔インプラント専門医の広告表記の実態を調
査したものは，東北・北海道地区での調査のみ（石川
ら，2019）である．また，広告表記に歯科医療体制等の
地域特性が影響しているかを調べた研究は，渉猟し得た
範囲では見当たらず，知見の集積が必要な研究領域であ
る．
そこで本研究では，口腔インプラント専門医のウェブ

サイト広告表記と歯科医療体制との相関関係を調査する
ことで，ウェブサイト広告表記に係る歯科医療体制の地
域特性を比較検討することを目的とした．

材料と方法

本研究は公的統計を用いた横断研究である．平成29年
度県外医療機関からの推計患者数において，九州地区で
は0．23人，東北・北海道地区では0．24人であった（厚生
労働省：平成29年度患者調査下巻第4表推計患者数）．
このことから，両地域における歯科医療広告対象患者数
が同等規模と判断し，九州地区および東北・北海道地区
を調査対象として選定した．
九州地区および東北・北海道地区の口腔インプラント

専門医が管理または勤務する医療機関のウェブサイトに
おいて「口腔インプラント学会専門医」広告表記の有無
をインターネット検索で調査した．検索エンジンは
Googleを使用し，先行研究（石川ら，2019）と同じ検索
式を用いた．検索式は公益社団法人日本口腔インプラン
ト学会（以下，日本口腔インプラント学会）に記載のあ
る医療機関名とその所在する道県名を組み合わせたもの
である．検索は1名の調査者（歯科医師，臨床経験年数
1年，代表研究者）が行い，調査期間は2019年12月1日
から2020年4月15日までとした．
包含基準は，口腔インプラント学会専門医が所属する

歯科医療機関のうち，日本口腔インプラント学会ホーム

In the Kyushu branch, the publishied ratio of “dental im-

plant−specialists” showed a correlation with the number of

dental implant−specialists (university dentists) (ρ : −0.862, p

=0.006), the number of dental clinics per 100,000 popula-

tion (ρ : −0.857, p =0.007), public medical expenses (Mu-

nicipal National Health Insurance per person) (ρ : −0.833, p

=0.010), age−adjusted public medical expenses (Municipal

National Health Insurance) (ρ : −0.810, p=0.015), and pub-

lic medical expenses (sum of Municipal National Health In-

surance and Medical insurance for the elderly) (ρ : −0.738,

p =0.037). In the Tohoku and Hokkaido branch, the pub-

lished ratio of “dental implant−specialists” showed a corre-

lation with public medical expenses ( Municipal National

Health Insurance per person) (ρ : 0.764, p=0.046).

Although there are some limits in our research, we sug-

gest that regional characteristics such as distribution of so-

cial economic structures may affect the published ratio of

“dental implant−specialists” on websites in Kyushu and To-

hoku−Hokkaido.

18 山中 大寛 等／口腔インプラント専門医広告表記率の九州および東北・北海道地区の比較
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ページに記載のある医療機関のウェブサイトのみとし
た．除外基準は日本口腔インプラント学会ホームページ
に記載のある医療機関のうち，キュレーションサイト
（まとめサイト）やウェブログ（ブログ），医療機関自身
が管理運営にかかわっていないと推察されるウェブサイ
ト，既に閉業している医療機関，移転元の医療機関，大
学の研究室とした．
上記の包含基準を満たしたウェブサイト内において，

当該歯科医師の紹介，プロフィール，経歴の中に「口腔
インプラント専門医」，またそれに類する語として「日
本口腔インプラント学会専門医」「日本口腔インプラント
学会認定医」等の表記が含まれるかを調査した．この広
告表記があるウェブサイト数から広告表記率（専門医を
広告表記しているウェブサイト数を各県の口腔インプラ
ント専門医歯科医師数で除したもの）を算出した．
この広告表記率と歯科医療供給体制に関連する項目の

相関関係を調べることで，広告表記率に係る九州地区と
東北・北海道地区の地域特性を比較した．歯科医療供給
体制に関連する項目は口腔インプラント専門医数，道県
別人口数，人口10万対歯科診療所数，医療費，人口10万
対歯科医療受療率とした．統計解析はSpearmanのρ係数
を用いて比較した．有意水準は5％以下とした．なお，
統計処理は，統計ソフトIBM SPSS Statistics®（version

26.0, IBM Corporation, Somers, NY）を使用した．

結 果

九州地区の歯科医師数は12，402名で，日本口腔インプ
ラント学会の会員数は1，913名（2019年11月末日現在）
であった．そのうち口腔インプラント専門医取得歯科医
師数は147名（7．7％）（2019年12月1日現在，日本口腔イ
ンプラント学会事務局調べ）であった．九州地区の検索
の結果，95件のウェブサイトが抽出され，このうち72件
で「口腔インプラント専門医」またはそれに類する語を

認めた．なお，専門医を取得しており，日本口腔インプ
ラント学会ホームページ上に記載のある有資格者77名で
広告表記を認めた．つまり，九州地区の口腔インプラン
ト学会専門医のうち，52．3％の口腔インプラント専門医
が広告表記を行っていた．日本口腔インプラント学会に
よると，専門医取得歯科医師数が最も多いのは福岡県で
54名であった．広告表記率が最も高かったのは大分県
（90．0％）で，広告表記率が最も低かったのは長崎県
（30．8％）であった．なお，除外基準に該当したウェブ
サイト数は全体で14件であった（Table1）．
一方，東北・北海道地区の歯科医師数は10，767名で，

日本口腔インプラント学会の会員数は1，453名（2019年
11月末日現在）であった．そのうち口腔インプラント専
門医取得歯科医師数は140名（2019年12月1日現在）で
あった．東北・北海道地区の口腔インプラント学会専門
医のうち45．7％の口腔インプラント専門医が広告表記を
行っていた．
東北・北海道地区では94件のウェブサイトが抽出され

た．専門医取得歯科医師数が一番多いのは北海道（78
名）であった．広告表記率が最も高かったのは秋田県
（90．0％）で，広告表記率が最も低かったのは青森県お
よび福島県（33．3％）であった（Table2）．
九州地区では勤務形態による広告表記率の県差が認め

られたが，東北・北海道地区では広告表記率の道県差は
認められなかった．
九州地区において広告表記率と相関関係を示した歯科

医療供給体制項目は口腔インプラント専門医数（大学関
係者）（相関係数：－0．862，p＝0．006），人口10万対歯科
診療所数（相関係数：－0．857，p＝0．007），市町村国民
健康保険1人当たり実績医療費（相関係数：－0．833，p

＝0．010），年齢調整後市町村国民健康保険実績医療費
（相関係数：－0．810，p＝0．015），年齢調整後市町村国
民健康保険＋後期高齢者医療制度実績医療費（相関係

口腔インプラント専門医数 ウェブサイト数 除外数 広告表記率
全数 大学関係者 開業医 ％

福岡県 54（24） 18（6） 36（18） 26 4 44．4
佐賀県 18（7） 4（0） 14（7） 12 1 38．9
長崎県 13（4） 5（1） 8（3） 9 0 30．8
熊本県 25（16） 0（0） 25（16） 18 4 62．5
大分県 10（9） 0（0） 10（9） 9 0 90．0
宮崎県 10（7） 0（0） 10（7） 8 1 70．0
鹿児島県 11（5） 2（0） 9（5） 8 3 45．5
沖縄県 6（5） 0（0） 6（5） 5 1 83．3
合計 147（77） 29（7） 118（70） 95 14 52．3

Table1 九州地区における口腔インプラント専門医数と広告表記率

（ ）：広告表記のあった口腔インプラント専門医数

19The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 39� 2020
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数：－0．738，p＝0．037）であった（Table3）．
一方，東北・北海道地区において広告表記率と相関関

係を示した歯科医療供給体制項目は市町村国民健康保険
1人当たり実績医療費（相関係数：0．764，p＝0．046）
のみであった（Table4）．

考 察

九州地区は，広告表記率が高い県ほど口腔インプラン
ト専門医数（大学関係者），人口10万単位歯科医院数，
市町村国民医療保険1人当たり実績医療費，年齢調整後
市町村国民健康保険実績医療費，年齢調整後市町村国保
＋後期高齢者実績医療費が少ない傾向にあった．一方，
東北・北海道地区は広告表記率が高い道県ほど市町村国
民健康保険1人当たり実績医療費が高い傾向にあった．
九州地区ではすべての県において歯学部を有する大学

または医学部附属歯科口腔外科の医療機関が存在してい
る．口腔インプラント専門医の九州地区全数でみると
52．3％が広告表記していた．口腔インプラント専門医の

所属機関で層別化すると，大学附属医療機関で勤務する
口腔インプラント専門医の24．1％が広告表記を行ってい
たが，開業の口腔インプラント専門医の59．3％が広告表
記を行っていた（Table1）．大学附属医療機関に勤務す
る口腔インプラント専門医の広告表記率と強い負の相関
があることから，口腔インプラント専門医の所属機関の
分布の違い，特に大学附属医療機関に属している口腔イ
ンプラント専門医の割合が広告表記の県差を生じる一因
になったと推察される．広告表記率と人口10万人単位歯
科医療機関数が強い負の相関を示した理由として，広告
表記率が高いほど歯科医療機関数が少ないため，大学附
属医療機関数も少ないことが推察される．そのため，人
口10万人単位歯科医療機関数が多い県において，広告表
記率の高い傾向にあった開業医に勤務する口腔インプラ
ント専門医の割合が相対的に高くなったと考えられる．
また，市町村国民健康保険1人当たり実績医療費，年齢
調整後市町村国民健康保険実績医療費，年齢調整後市町
村国民健康保険＋後期高齢者実績医療費と広告表記率が

口腔インプラント専門医数 ウェブサイト数 除外数 広告表記率
全数 大学関係者 開業医 ％

北海道 78（34） 9（0） 69（34） 49 13 43．6
青森県 9（3） 1（0） 8（3） 6 1 33．3
秋田県 10（9） 2（2） 8（7） 9 0 90．0
岩手県 10（5） 4（2） 6（3） 5 1 50．0
宮城県 13（5） 3（0） 10（5） 9 1 38．5
山形県 8（4） 1（0） 9（4） 7 1 50．0
福島県 12（4） 2（0） 10（4） 9 1 33．3
合計 140（64） 22（4） 118（60） 94 18 45．7

広告表記率

相関係数 有意確率
（両側）

口腔インプラント 全数 －0．671 0．069
専門医数 大学関係者 －0．862 0．006

開業医 －0．168 0．691
人口10万人対歯科診療所数 －0．857 0．007
受療率総数（人口10万単位） －0．571 0．139
市町村国民健康保険1人当たり
実績医療費

－0．833 0．010

年齢調整後市町村国民健康保険
実績医療費

－0．810 0．015

後期高齢者医療制度1人当たり
実績医療費

－0．667 0．071

年齢調整後後期高齢者医療制度
実績医療費

－0．667 0．071

年齢調整後市町村国民健康保険
＋後期高齢者実績医療費

－0．738 0．037

広告表記率

相関係数 有意確率
（両側）

口腔インプラント 全数 －0．229 0．621
専門医数 大学関係者 0．157 0．736

開業医 －0．389 0．389
人口10万人対歯科診療所数 0．073 0．877
受療率総数（人口10万単位） －0．007 0．877
市町村国民健康保険1人当たり
実績医療費

0．764 0．046

年齢調整後市町村国民健康保険
実績医療費

0．709 0．074

後期高齢者医療制度1人当たり
実績医療費

0．127 0．786

年齢調整後後期高齢者医療制度
実績医療費

0．127 0．786

年齢調整後市町村国民健康保険
＋後期高齢者実績医療費

0．327 0．474

Table2 東北・北海道地区における口腔インプラント専門医数と広告表記率

（ ）：広告表記のあった口腔インプラント専門医数

Table3 九州地区における統計解析結果 Table4 東北・北海道地区における統計解析結果

20 Masahiro YAMANAKA et al.／Comparison between the publishing rate of “dental implant−specialists” certificated by the Japanese Society of Oral Implantology in Kyushu and Tohoku−Hokkaido branch.
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強い負の相関を示した理由として，インプラント治療が
自費治療であるため，公的医療保険に係る医療費の割合
が少なくなった可能性がある．一方，東北・北海道地区
においても，すべての道県において歯学部を有する大学
または医学部附属歯科口腔外科の医療機関が存在してい
る．口腔インプラント専門医の東北・北海道地区全数で
みると45．7％が広告表記していた．口腔インプラント専
門医の所属機関で層別化すると，大学附属医療機関で勤
務する口腔インプラント専門医の18．2％が広告表記を
行っていたが，開業の口腔インプラント専門医の50．8％
が広告表記を行っていた（Table2）．また口腔インプラ
ント専門医の勤務形態で層別化しても，勤務形態による
道県差は認められなかった．すべての県において大学附
属医療機関で勤務する口腔インプラント専門医がいたた
めに，広告表記率と相関関係を示さなかったと推察され
る．さらに，東北・北海道地区は広告表記率が高い道県
ほど市町村国民健康保険1人当たり実績医療費が高い傾
向にあったが，受療率との間に相関関係がなかった．そ
のため，市町村国民健康保険1人当たり実績医療費が高
いのは治療回数の多さではなく一回当たりの治療費が高
くなっている可能性が考えられる．ゆえに公的医療保険
医療費が高額な補綴治療の割合が多く，補綴治療が専門
の口腔インプラント専門医の広告表記が多くなっている
のではないかと類推される．
また，今回の調査では北海道や宮城県，福岡県や熊本

県に多くの口腔インプラント専門医が集中していること
が分かった．福岡県や北海道のような地方中核都市にお
いて社会経済水準（SES）が高いことが知られている
（福田，今井，2007）．さらに医療提供体制（病院数や専
門医数）はSESの高い大都市に集中するため，偏在する
ことが予想される．
九州地区と東北・北海道地区の両地域における歯科医

療広告対象患者数が同等規模にもかかわらず，広告表記
の地域差を認めたことから，インプラント治療体制も
SESの偏在の影響を受けていることが推察される．この
ため，「口腔インプラント専門医」の広告表記に関する
対策はガイドラインに示されている項目の一律順守に加
えて，地域の実情やSESの多寡に応じた対策を別途講じ
る必要があると考える．
本研究の強みは下記の2点である．1点目は先行研究

が少なく，新規性があること挙げられる．緒言でも述べ
た通り，社会的関心が高い分野であるが，まだその全容
が具体的に把握されていない分野である．そのため，本
研究は「口腔インプラント専門医」広告表記に関する現
状把握の一助となるだけでなく，適正な広告表記への注

意喚起となりうる示唆に富んだ研究である．2点目は広
告表記の地域差を示唆することができた点である．適正
な広告表記を行うためには全国一律の対策に加えて，地
域のSES等の実情を勘案すべきであることを示唆でき
た．
一方で，本研究の限界は下記の3点である．1点目は

広告表記の判断の妥当性が担保されていない点である．
本調査では，ウェブサイト上に対象の語句を認めた時点
で「表記あり」とした．しかし，実際には患者向けでは
なく，口腔インプラント専門医取得を目指す歯科医師に
向けて研修施設であるケース，その施設の管理者として
の口腔インプラント専門医が在籍しているケース，ウェ
ブサイト上に「口腔インプラント専門医」を表記するこ
とは認められている「限定解除」のケース等があり，一
見しただけではガイドラインに抵触しているのかどうか
を峻別するのは困難である．2点目は単純な2相関での
検討しか行われていない点である．すべての潜在的交絡
因子の影響を調整できていないため，見かけ上の結果で
ある可能性が否定できない．3点目にサンプル数が過小
な点である．東北・北海道地区で7道県，九州地区で8
県でありすべての交絡因子を調整した相関関係を調べる
ことが困難であることが挙げられる．
今後，調査範囲を全国に拡大し十分なサンプルサイズ

を確保するとともに都道府県のSES等の情報を集積し
て，比較検討することで，より詳細な実態の把握につな
げていく予定である．

結 論

九州地区で広告表記率と負の相関関係を認めたのは，
口腔インプラント専門医数（大学関係者），人口10万対
歯科診療所数，市町村国民健康保険1人当たり実績医療
費，年齢調整後市町村国民健康保険実績医療費，年齢調
整後市町村国民健康保険＋後期高齢者医療制度実績医療
費であった．東北・北海道地区においては，市町村国民
健康保険1人当たり実績医療費のみ正の相関関係を認め
た．
研究上の限界はあるが，歯科医療広告対象患者数が同

等規模の九州地区と東北・北海道地区における口腔イン
プラント専門医の広告表記の地域差を認めたことから，
広告表記にSESの偏在といった地域特性の影響を受けて
いることが示唆された．

利益相反状態（COI）について

申告すべきCOI状態はない．

21北海道医療大学歯学雑誌 39� 令和2年
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緒 言

エピジェネティクスは，細胞の脱分化や幹細胞の維持
など様々な細胞分化を制御しており，主にDNAメチル
トランスフェラーゼ阻害剤（DNA methyltransferase in-

hibitors, DNMTi）やヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

（histone deacetylase inhibitors, HDACi）の2つの作用に
より線維芽細胞が幹細胞化することが報告されている
（Huangfu et al., 2008 : Mikkelsen et al., 2008）．近年では
歯髄幹細胞の再生医療への応用に注目が集まっており
（Grando et al., 2007 ; Nuti et al., 2016 ; Luo et al., 2018），
抜去歯の歯髄由来幹細胞を応用する研究等が進められて

〔原著〕

DNA脱メチル化作用による歯髄細胞の石灰化誘導
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Abstract

This study investigated the calcification−inducing ability

of porcine dental pulp cells using the DNA methyltrans-

ferase inhibitor 5−Aza−2’−deoxycytidine (5Aza).

A cytotoxicity test on the porcine dental pulp cells

showed that the optimal concentration of 5Aza was 1.0 μM.

For calcification−induction, porcine dental pulp cells were

cultured for 1 week under different culture conditions in :

① an 1.0 μM 5Aza−free group in α−MEM [Con(Mem)],

② an 1.0 μM 5Aza−added group in α−MEM medium [5

Aza(Mem)], ③ an 1.0 μM 5Aza−free group in calcification

induction medium containing Osteoblast − inducer reagent

[Con(Oi)], and ④ an 1.0 μM 5Aza−added group in a calci-

fication induction medium containing Osteoblast − inducer

reagent [5Aza(Oi)]. As a result of qRT−PCR, the expres-

sion levels of Alp , Oc, and Msx1 mRNA were significantly

increased in the 5Aza(Oi) compared to Con(Mem). With

Alizarin red staining, a significantly increased level of calci-

fication was observed in 5Aza(Oi) over that in Con(Mem).

As a result of flow cytometry, the ALP / OC positive cell

rate was significantly higher in 5 Aza ( Oi ) than in Con

(Mem). As a result of the MSP, the methylation rate of

Msx1 was significantly decreased in 5Aza(Oi) compared to

Con(Mem). Porcine dental pulp cells may induce calcifica-

tion more effectively with 5Aza under calcification−induc-

ing culture conditions.
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いる（Potdar and Jethmalani, 2015）．また，歯髄細胞に
遺伝子導入をすることで歯髄由来幹細胞を作製した報告
もあるが（Tamaoki et al., 2010），遺伝子導入には癌化リ
スクのある点が課題である．さらに，歯髄幹細胞の再生
医療応用への課題としては，歯髄における歯髄幹細胞の
割合の低いことが挙げられる．明確な歯髄幹細胞の割合
は明らかとなっていないが，一般に，Subpopulation細胞
のひとつで，幹細胞特性を有したSide Population（SP）
細胞は全細胞集団のうちおよそ1％未満しか存在しない
ことから，歯髄幹細胞の割合も低いことが想定される
（Iohara et al., 2006 ; Kato, 2012）．この課題への解決策と
して，歯髄幹細胞のみを再生医療へ応用するだけでな
く，癌化リスクの少ないエピジェネティクス修飾技術を
応用することで，歯髄幹細胞以外の歯髄細胞も目的の細
胞へより効率的に分化誘導させることが期待されてい
る．その一例として，歯周組織再生への応用に向け，歯
髄細胞にDNMTiやHDACiといった小分子化合物のエピ
ジェネティクス試薬を用いることで石灰化を促進させる
研究等が報告されている．しかしながら，その多くは
HDACiであるtrichostatin Aやvalproic acidなどの小分子化
合物を用いた報告であり，DNMTiによるものはZhangら
の報告しかなされていない（Zhang et al., 2015 ; Kearney

et al., 2018）．また，Zhangらの報告では，DNMTiの1．0
μM 5−Aza−2’−deoxycytidine（5Aza）でヒト歯髄細胞を
刺激した結果，48時間以上の作用時間では細胞毒性を示
したことから，5Azaを24時間の作用時間に留めてい
る．しかしながら我々の先行研究では，ブタマラッセ上
皮細胞に1．0μM 5Azaで1週間刺激したところ，細胞毒
性を示さなかった．ヒト歯髄細胞とブタ歯髄細胞では動
物種の違いによる作用薬の影響に違いがみられることか
ら（Tonomura et al., 2007），動物種の違いによる作用薬
の影響ついて検証が必要であると考えられた．
そこで本研究では，5Azaのブタ歯髄細胞への細胞毒

性を検討するとともに，未だ報告の少ないDNMTiを応
用したブタ歯髄細胞の石灰化誘導能について検討した．

材料および方法

1．ブタ歯髄細胞の分離培養
ブタ歯髄細胞は，ホクレン苫小牧支所畜産販売課で購

入した6ヶ月齢のブタ下顎骨（HOKUREN Federation of

Agricultural Cooperatives, Hokkaido, Japan）から臼歯を抜
去し，タービンバーで歯髄腔穿孔後に摘出した歯髄を60
mm cell culture dish（ Thermo Fisher Scientific, MA,

USA）に静置した．培地として，10％ウシ胎児血清
（Fetal bovine serum ; FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific,

MA, USA）と，抗菌薬として100mg/mlペニシリンGカ
リウム（Meiji seika, Tokyo, Japan）および30 mg / ml

Fungizone（Bristol−Myers Squibb, Tokyo, Japan）含有の
Minimum Essential Medium Eagle, Alpha Modification（α−

MEM）培地（Gibco）を使用した．2日後より，培地を
10％ FBSおよび2％ penicillin–streptomycin（ Sigma −

Aldrich, MO, USA）含有α−MEMに変更し，37℃，5％
CO2下でコンフルエンスになるまでおよそ2ヶ月間培養
した．

2．5Azaの細胞毒性試験
DNAメチルトランスフェラーゼ阻害剤（DNA methyl-

transferase inhibitors, DNMTi）である5−Aza−2’−deoxy-

cytidine（5Aza）のブタ歯髄細胞への細胞毒性を調べる
ために，60mm cell culture dish（Gibco）にブタ歯髄細
胞を0．8×106 cells/mL濃度で播種し，α−MEMに5Aza

（ Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan ） を
0．10，1．0，10．0μM濃度で添加した．Control（Con）を
5Aza添加無しとした．2日毎に培地交換および5Aza添
加を行いながら，7日間培養を行った．培養7日目に
0．25％Trypsin−EDTA（Gibco）でcell culture dishより剥
離し遠心後，Phosphate Buffered Saline（PBS）で調整し
た0．5％Trypan Blue溶液にて死細胞を染色後，位相差顕
微鏡（OLYMPUS, Tokyo, Japan）および血球計算盤を用
いて生細胞数を測定した．

3．5Azaによるブタ歯髄細胞の石灰化誘導
細胞毒性試験の結果より，ブタ歯髄細胞における5

Azaの至適濃度を1．0μMと決定した．次いで、5Azaによ
るブタ歯髄細胞の石灰化誘導を試みた．3－4継代目の
ブタ歯髄細胞を0．8×106 cells/mLで60 mm cell culture

dishに播種し，①α−MEM培地群［Con（Mem）］，②α−

MEM培地に1．0 μM 5 Azaを添加した群［ 5 Aza

（Mem）］，③石灰化誘導培地のOsteoblast−Inducer Reagent

（ Takara bio, Shiga, Japan）含有 RPMI1640Medium

（Gibco）群［Con（Oi）］，④Osteoblast−Inducer Reagent

含有RPMI1640Mediumに1．0 μM 5Azaを添加した群［5

Aza（Oi）］の各培養条件に分け，37℃，5％CO2下で
1週間培養した．培養7日目に，位相差顕微鏡
（OLYMPUS, Tokyo, Japan）を用いて細胞形態を観察，
撮影した．

4．石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的
評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態の確認は，定量的real−time
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reverse transcription polymerase chain reaction（quantitative

real−time RT−PCR, qRT−PCR）法による石灰化マーカー
のmRNA発現レベルを検討した．上記①～④の各培養条
件で1週間培養後に，RNA抽出液Trizol reagent（Invitro-

gen, CA, USA）にてtotal RNAを抽出した．1μgのtotal

RNAを，Oligo（dT）12－18Primer及びSuperscript reverse

transcriptase（Invitrogen）により逆転写を行った．得ら
れたcDNAを，石灰化マーカーであるcollagen type I al-

pha 2（Col1a2），alkaline phosphatase（Alp），osteocal-

cin（Oc）およびmsh homeobox 1（Msx1）のプライマー
（表1，Komori, 2010 ; Goto et al., 2016）とKAPA SYBR

Fast qPCR Kit（NIPPON Genetics, Tokyo, Japan）を用い
て，Light Cycler Nano（Roche Diagnostics, Tokyo, Ja-

pan）により，各mRNA発現量を定量的に検討した．な
お，内在性ControlにはブタGlyceraldehyde−3−phosphate

dehydrogenase（Gapdh，表1）を用い，55℃のアニー
リング温度で目的遺伝子の増幅を行った．解析には
ΔΔCt（Cq）法（Livak and Schmittgen, 2001 ; Bustin et al.,

2009）を用いた．

5．Alizarin red染色による石灰化評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態の蛋白発現レベルの確認

は，Alizarin red染色による石灰化評価を行った．
ブタ歯髄細胞を24well plate（IWAKI, Tokyo, Japan）

に0．05×106 cells/mL濃度で播種し，各培養条件①～④
のもと1週間培養後PBSで洗浄し，10％中性緩衝ホルマ
リン溶液で15分間固定した，固定後PBSで洗浄し，石灰
化評価セット（PGリサーチ，Tokyo，Japan）のAlizarin

red溶液を0．5mL/wellで添加し，室温で30分間染色し
た．染色後PBSで洗浄後，石灰化結節溶解液（5％ギ
酸）を0．5mL/wellで添加し，プレートを10分間攪拌し

て色素を溶出した．溶出液100μLを測定用96well assay

plate（IWAKI）に移し，450nmの吸光度を測定した．

6．Flow cytometry解析による石灰化評価
ブタ歯髄細胞の石灰化状態は，Flow cytometryによる

蛋白発現レベルでの陽性細胞率を検討した．上記培養条
件のうち①Con（Mem）と④5Aza（Oi）を1週間培養
後，0．25％Tripsin−EDTA（Gibco）で60mm cell culture

dishより剥離しFALCON Cell Strainer（100μm；Corning,

NY, USA）を通し遠心後，Alexa Fluor 488 mouse anti−

Human alkaline phosphatase（ALP, BD Biosciences, NJ,

USA）およびPE mouse anti−human osteocalcin（OC, BD

Biosciences）で染色し（暗室，4 ℃，30分），死細胞除
去のために7－Amino−Actinomycin D（7－AAD, BD Bi-

osciences）で染色した（暗室，4 ℃，10分）．染色後，
Flow cytometer（BD FACSAriaⅢu, BD Biosciences）で各
細胞群を10，000個ずつ記録しALP・OC共陽性細胞率を
測定した．

7．ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析
ブタ歯髄細胞への5AzaによるDNAメチル化の影響を

確認するために，上記①～④の各細胞培養群のうち
mRNA発現および蛋白発現レベルにおいて有意差のみら
れた①Con（Mem）と④5Aza（Oi）について，定量的メ
チル化特異的PCR（quantitative methylation−specific PCR,

qMSP）法によるメチル化レベルの解析を行った．①
Con（Mem）と④5Aza（Oi）を1週間培養後，Qiagen

DNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen, Hilden, Germany）
を用いてDNAを抽出した．NanoDrop 1000（Thermo

Fisher Scientific）によるDNA濃度測定後，500 ng／μl濃
度になるよう調整し， EpiTect Fast Bisulfite Kits

Gene Sequence Product size (bp) NCBI Reference Sequence

Gapdh Forward 5’−GTCGGTTGTGGATCTGACCT−3’ 207 NM_001206359.1

Reverse 5’−TTGACGAAGTGGTCGTTGAG−3’ 207

Alp Forward 5’−TGCAGGAAGACTCAACTCGG−3’ 111 XM_021097681.1

Reverse 5’−ACCTGCTTTCTCTCTGGAGC−3’ 111

Col1a2 Forward 5’−TGCTCAGCTTTGTGGATACG−3’ 178 NM_001243655.1

Reverse 5’−CCTGGGATACCATCATCACC−3’ 178

Oc Forward 5’−TCACACTGCTTGCCCTACTG−3’ 160 NM_001164004.1

Reverse 5’−AGCCCATGATCCAGGTAGC−3’ 160

Msx1 Forward 5’−GAGACGCAGGTGAAGATCTGG−3’ 99 NM_001162887.1

Reverse 5’−CATGGGTTTAGCGGCCATC−3’ 99

Msx1−M Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTC−3’ 116

Reverse 5’−AAACGCAACGATTTTCTACG−3’ 116

Msx1−U Forward 5’−TATTAATGGTTGGTTTTTGTGAGTT−3’ 120

Reverse 5’−ATCCAAACACAACAATTTTCTACAC−3’ 120

表1 qRT−PCR法およびqMSP法で用いたプライマー配列
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（Qiagen）によりBisulfite処理を行った．qMSP法を行う
ために，Col1a2，Alp，OcおよびMsx1のうち，UCSC

Genome Browser（http : //genome.ucsc.edu/index.html）に
てCpG islandsの存在が確認されたMsx1について，Meth-

Primer（http : //www.urogene.org/methprimer/, Li LC & Da-

hiya R, 2002）によるMSPプライマーを設計後（表1），
Bisulfite処理されたDNA，MSPプライマー，KAPA

SYBR Fast qPCR Kitを用いて，Light Cycler Nanoにて
qMSP法によるメチル化レベル解析を行った．qMSP法の
条件は，95℃で10分間の初期変性後，95℃で10秒間の
熱変性，55℃で10秒間のアニーリング，72℃で15秒間
の伸長反応を60サイクルとした．メチル化レベルの算出
には，以下の計算式を用いた（Lu et al., 2007）．

Methylated DNA (%)＝ M
M＋U×100(%)＝ 1

1＋U
M

×100(%)

＝ 1
1＋2(−∆Cq)×100(%)

M；メチル化DNAレベル（the level of methylated DNA,

M），U；非メチル化DNAレベル（the level of unmethyl-

ated DNA, U），ΔCq = CqU – CqM.

8．統計分析
得られた結果は，IBM SPSS Statistics 23（IBM, NY,

USA）を用いたKruskal−Wallis検定およびχ2検定にて比
較・検討した．χ2検定では調整済み残差の値が±1．96を
両側5％水準とし，p値0．05未満を有意差有りと判定し
た．

結 果

1．5Azaの細胞毒性試験
ブタ歯髄細胞への5Azaの細胞毒性試験の結果，Conに

比べ5Aza添加濃度が10μMで生細胞数の有意な減少を認
めた（図1，*p＜0．05；Kruskal−Wallis検定）．

2．各培養条件によるブタ歯髄細胞の位相差顕微鏡像
培養7日目に，位相差顕微鏡を用いて細胞形態を観

察，撮影した結果，Con（Mem）， α − MEM 5 Aza

（Mem），Con（Oi），5Aza（Oi）の各培養条件において
細胞の形態に明らかな違いは認められなかった（図2，
原倍率×100，Scale bar＝100μm）．

3．石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的
評価
歯髄細胞を1週間培養後，石灰化マーカーについて

qRT−PCR法を行った結果，Alp，OcおよびMsx1 mRNA

発現レベルはCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有
意な発現上昇を認めた（図3，＊p＜0．05；Kruskal−Wal-

lis検定）．Col1a2では有意差はなかったものの，5Aza

（Oi）においてmRNA発現レベルの上昇傾向を認めた
（図3）．

4．Alizarin red染色による石灰化評価
Alizarin red染色による石灰化程度を評価した結果，

wellの全体像では5Aza（Oi）において石灰化結節の出現
（赤褐色）を認めた．また，石灰化結節溶解液による色
素溶出後に450 nmの吸光度を測定した結果，Con

（Mem）に比べ5Aza （Oi）において石灰化程度の有意な
上昇を認めた（図4，*p＜0．05；Kruskal−Wallis検定）．

5．Flow cytometry解析による石灰化評価
Flow cytometryによるタンパクレベルでのALP・OC共

陽性細胞率を検討した結果，細胞10，000個のうち，
ALP・OC共陽性細胞数（率）はCon（Mem）で437個
（4．4％），5Aza（Oi）では2，547個（25．5％）となっ
た．この結果から，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）にお
いてALP・OC共陽性細胞率の有意な上昇を認めた（図
5および表2，*p＜0．05；χ2検定）．

6．ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析
qMSP法の結果，Msx1のメチル化率はCon（Mem）で

95．1％，5Aza（Oi）では66．6％となり，Con（Mem）に
比べ5Aza（Oi）においてメチル化率の有意な低下を認
めた（表3，*p＜0．05；χ2検定）．

考 察

本研究では，DNMTiである5Azaがブタ歯髄細胞を効

図1 5Azaの細胞毒性試験
ブタ歯髄細胞への5Azaの細胞毒性試験の結果，Conに比べ5
Aza添加濃度が10．0 μMで生細胞数の有意な減少を認めた
（＊p＜0．05；Kruskal−Wallis検定，n＝3）．
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図2 各培養条件によるブタ歯髄細胞の位相差顕微鏡像
培養7日目に，位相差顕微鏡を用いて細胞形態を観察，撮影した結果，Con（Mem），α−MEM 5Aza（Mem），
Con（Oi），5Aza（Oi）の各培養条件において細胞の形態に明らかな違いは認められなかった．原倍率×100，
Scale bar＝100μm.

図3 石灰化マーカーにおけるmRNA発現レベルの定量的評価
ブタ歯髄細胞を1週間培養後，石灰化マーカーについてqRT−PCR法を行った結果，Alp，OcおよびMsx1 mRNA
発現レベルはCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有意な発現上昇を認めた．Col1a2では有意差はなかったも
のの，5Aza（Oi）においてmRNA発現レベルの上昇傾向を認めた（＊p＜0．05；Kruskal−Wallis検定，n＝3）．
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率的に石灰化誘導できるかについて，間葉系幹細胞を骨
分化誘導培地で石灰化誘導する方法を応用し検討した
（Yamaguchi et al., 2014）．細胞毒性試験の結果，5Aza

は1．0μMでブタ歯髄細胞を1週間刺激しても有意な細
胞毒性を示さなかったことから至適な濃度・期間と判断
し，石灰化誘導を試みた．その結果，培地に5Azaを添
加することで効率的に石灰化誘導することが可能となっ

た．また，1．0μM濃度の5Azaによってヒトおよびブタ
の皮膚線維芽細胞をダイレクトリプログラミング法に
よってインスリン分泌細胞へ分化誘導させた報告のある
ことからも（Pennarossa et al. , 2013 ; Pennarossa et al. ,

2014），1．0μM濃度の5Azaはブタの細胞において各目的
に応じた使用に効果的であると考えられた．一方で，
Zhangらの報告においてはヒト歯髄細胞を石灰化誘導す
るのに1．0 μM濃度の5Azaが効果的であったものの

陽性（％） 陰性（％） 合計
Con（Mem） 度数 437（4．4） 9563（95．6） 10000

調整済み残差 －41．9 41．9
5Aza（Oi） 度数 2547（25．5）＊ 7453（74．5） 10000

調整済み残差 41．9 －41．9
合計 2984 17016 20000

メチル化（％）非メチル化（％） 合計
Con（Mem） 度数 95 5 100

調整済み残差 5 －5
5Aza（Oi） 度数 67＊ 33 100

調整済み残差 －5 5
合計 162 38 200

表2 Flow cytometry解析の統計分析

図5のFlow cytometry解析を統計分析した結果，Con（Mem）に比べ5Aza
（Oi）においてALP・OC共陽性細胞率の有意な上昇を認めた（＊p＜
0．05；χ2検定）．

表3 ブタ歯髄細胞におけるDNAメチル化解析

図4 Alizarin red染色による石灰化評価
Alizarin red染色による石灰化程度を評価した結果，wellの全
体像では5Aza（Oi）において石灰化結節の出現（赤褐色）を
認めた．また，石灰化結節溶解液による色素溶出後に450nm
の吸光度を測定した結果，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）に
おいて石灰化程度の有意な上昇を認めた（＊p＜0．05；
Kruskal−Wallis検定，n＝3）．

MSP法の結果，Msx1のメチル化率はCon（Mem）で95．1％，5Aza（Oi）
では66．6％となり，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）においてメチル化率
の有意な低下を認めた（＊p＜0．05；χ2検定，n＝3）．

図5 Flow cytometry解析
Flow cytometryによるタンパクレベルでの陽性細胞率を検討した結果，細胞10，000個のうち，ALP・OC共陽
性細胞数（率）はCon（Mem）で437個（4．4％），5Aza（Oi）では2，547個（25．5％）となった．Q1－Q4
はGating区分を示す．Q2をALP・OC共陽性細胞としてGatingを行った．統計分析結果は表2に示す．
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（Zhang et al., 2015），48時間以上の刺激時間では細胞毒
性を示したことが本研究結果との違いである．これはヒ
トとブタとの動物種の違いによる影響が考えられる．ヒ
ト歯髄細胞では1,25−dihydroxyvitaminD（3）（VitD3）の刺
激によって象牙芽細胞への石灰化誘導を促進したのに対
し，ブタ歯髄細胞ではVitD3の刺激によって象牙芽細胞
への石灰化誘導を抑制したことからも（Tonomura et al.,

2007），動物種の違いによる作用薬の影響ついて更なる
検証が必要であると考えられた．mRNA発現レベルにお
いて，歯髄の通常の培養条件であるCon（Mem）に比
べ，α − MEM培地に1．0 μM 5 Azaを添加した 5 Aza

（Mem）や，石灰化誘導培地のCon（Oi），石灰化誘導培
地に1．0μM 5Azaを添加した5Aza（Oi）の中で，5Aza

（Oi）において有意な発現上昇を認めた．さらに蛋白発
現レベルにおいても，Con（Mem）に比べ5Aza（Oi）で
のAlizarin red染色による石灰化程度の有意な上昇や，
Flow cytometry解析によるALP・OC共陽性細胞率の有意
な上昇を認めた．そこで5AzaによるDNAメチル化の影
響を確認するためにMSP法を行った結果，Msx1のメチ
ル化率はCon（Mem）に比べ5Aza（Oi）において有意な
低下を認めた．このことから，5Azaは石灰化関連遺伝
子であるMsx−1の脱メチル化を促進し，Msx−1遺伝子発
現の上昇を効率的に誘導したことが確認された．5Aza

には，脱メチル化作用があり，5Aza単独では特定の遺
伝子発現を制御することは難しいものの，目的に沿った
特定の条件下で用いることで，目的の遺伝子に特化した
発現制御を行うことが可能となるため，遺伝子導入に比
べ癌化などの副作用のリスクを抑えることができる
（Lim et al., 2011）．本研究で用いた石灰化誘導培地の
Osteoblast−Inducer Reagentに含まれているアスコルビン
酸やβ－グリセロフォスフェート，ハイドロコルチゾン
は，ラット由来骨前駆細胞やマウス骨芽細胞様細胞，ヒ
ト臍帯間葉系幹細胞の骨分化誘導を促進することから
（Bellows et al., 1998 ; Ramis et al., 2012 ; Miyamoto et al.,

2015），石灰化誘導培地に5Azaを用いることで，Msx1を
はじめとした石灰化関連遺伝子の脱メチル化を促進し，
石灰化関連遺伝子の発現上昇に特化した誘導が可能に
なったものと考えられた．
歯科医療分野においては依然として5Azaをはじめと

するエピジェネティクス試薬に関する研究データの蓄積
が不足しており，今後の歯科再生医療分野での応用可能
性について更なる検討が必要であると考えられた．

結 語

ブタ歯髄細胞は，石灰化誘導培養条件下において，

DNMTiの5Azaを用いることでより効率的な石灰化誘導
が可能であることが示唆された．
本研究は，平成27年度北海道医療大学歯学会研究奨励

金および2017－2018年度北海道医療大学個体差健康科学
研究所研究助成金により遂行した．本研究において開示
すべき利益相反はない．
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Introduction

Epigenetics is defined as heritable changes in gene ex-

pression that are not linked to changes in the DNA se-

quence. Epigenetic events are one of the important mecha-

nisms that regulate the differentiation of different types of

cells during both prenatal and postnatal development. The

major epigenetic mechanisms that affect gene expression are

histone modification, genomic DNA methylation, and activi-

ties of noncoding RNAs (Gibney & Nolan, 2010). Histone

modifications via two distinctive enzymes histone acetyl-

transferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs) in-

volve different mechanisms of histone substrate binding and

catalysis (Buchwald, et al., 2009 ; de Ruijter, et al., 2003).

Histone acetylation is generally associated with transcrip-

tional activation, whereas deacetylation of histones represses

gene expression. DNA methylation plays an important role

via the addition of a methyl group to the 5th carbon of cyto-

sine in the CpG dinucleotide sequence during DNA repair,

recombination, and replication (Chin, et al., 2011). A non-

coding RNA (ncRNA) is a functional RNA molecule that is

transcribed from DNA, but not translated into a protein. The

epigenetic related ncRNAs include miRNA, siRNA, piRNA

and lncRNA (Peschansky & Wahlestedt, 2014).

A greater understanding of the epigenetic events in bone

cells could help improve tissue engineering strategies in the

bone and identify novel anabolic targets. Recently, several

types of histone deacetylase inhibitors (HDACis) have been

used to induce calcification and promote osteogenesis. How-

ever, variations in the results of these studies exist, and a

consensus on the usefulness of HDACis has not been

reached thus far (Haberland, et al., 2009). In this review, we

summarized on the effectiveness of several types of HDACis

on osteogenesis and discussed the possibility of using them

in the clinical setting.

Histone deacetylases ( HDACs ) and histone
deacetylase inhibitors (HDACis)

The acetylation of histone proteins is a balance between

the activities of both HATs and HDACs. HDACs with his-
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Abstract

The major epigenetic mechanisms affecting gene ex-

pression are histone modifications, DNA methylation,

and activities of noncoding RNAs. Histone modifica-

tions by two distinctive enzymes histone acetyltrans-

ferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs) dis-

play different mechanisms of histone substrate binding

and catalysis, and affect gene transcriptions. Recently,

HDAC inhibitors (HDACis) that increase acetylation of

histones have been clinically applied for certain types

of diseases including cancer, epilepsy, bipolar disorder,

and blood diseases. Although HDAC is controlled os-

teogenesis both in vitro and in vivo, no clinical applica-

tion of HDACi for bone regeneration has been per-

formed. This review introduces how HDACis affect

bone regeneration in vitro and in vivo. Certain types of

HDACis may be clinically useful for bone regeneration.
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tone acetylation are generally associated with an increase in

gene transcription, whereas deacetylation results in decreased

gene transcription. Eighteen HDACs have been identified in

humans, and are divided into four subclasses based on the

homology to the yeast genes as follows : class I (HDAC1,

HDAC2, HDAC3, and HDAC8), class IIa (HDAC4, HDAC

5, HDAC7, and HDAC9), class IIb (HDAC6 and HDAC10),

class III (sirtuin [SIRT1] to −7), and class IV (HDAC11)

(Haberland, et al., 2009). HDACs often induced pathogenic

transcriptions ; therefore their inhibition might prove useful

for the treatment of various diseases (Chuang, et al., 2009).

HDACis have been chemically synthesized and applied for

the treatment of psychiatric and neurological diseases (van

Bokhoven H. , 2011 ) . In addition, several classes of

HDACis, including hydroxamic acids, cyclic peptides, bu-

tyrates, and benzamides have been discovered (Yoshida, et

al., 1990 ; Komatsu, et al., 2001 ; Candido, et al., 1978). The

hydroxamates include vorinostat, givinostat, abexinostat,

panobinostat, belinostat, and the prototypical HDACi,

trichostatin A ( TSA ) . The cyclic peptides include com-

pounds such as depsipeptide and troponin, whereas the ben-

zamides include entinostat ( MS − 275 ) , and mocetinostat.

Some of these HDACis have been approved for use as phar-

maceutical drugs (Jones, et al., 2016).

Involvement of HDACs in bone development

Bone development is a dynamic and complex process that

requires precise control of the transcriptional events in multi-

ple cell types, and is sensitive to changes in HDACs levels

(Dudakovic, et al., 2013). HDACs play important roles in

maintaining the balance between osteoblastic bone formation

and osteoclastic bone resorption, processes that are crucial

for bone tissue homeostasis (Destaing, et al., 2005). The cru-

cial roles of several HDACs in both intramembranous and

endochondral bone development are shown in Table 1.

a. Class I HDACs ( HDAC 1, HDAC 2, HDAC 3, and

HDAC8)

The roles of HDACs in bone development have been

evaluated mainly by the genetic deletion of each HDAC

(Schroeder & Westendorf, 2005). Class I HDACs are essen-

tial regulators for both intramembrane and endochondral

bone development. Targeted deletion of HDAC1 is lethal re-

sulting in severe proliferation defects and retardation in de-

velopment (Lagger, et al. , 2002 ; Trivedi, et al. , 2007 ) .

Germline deletion of HDAC2 has partialy embryonic lethal-

ity, and causes significant decreases in body size and long

bone length as a result of abnormal endochondral ossifica-

tion (Trivedi, et al., 2007). HDAC1 and HDAC2 inhibit os-

Class HDACs Targeted protein Protein expression Mode of action Terminal bone phenotype References

I

HDAC1 RUNX2 ↓ Inhibition of osteoblast differentia-
tion

Severe proliferation defects and retar-
dation in bone development

Lagger, et al., 2002

HDAC2
RUNX2 ↓ Inhibition of osteoblast differentia-

tion Reduced body size and long bone
length

Lee, et al., 2006
Dou, et al., 2016

FoxO1 ↓ Increased osteoclastogenesis

HDAC3 RUNX2 ↓
Suppression of osteoblast differen-
tiation
Decreased matrix mineralization

Embryonic lethal
Severe endochondral bone defects
Severe craniofacial malformations in
skull

Singh, et al., 2013
Schroeder et al., 2004

HDAC8 Otx2 and Lhx1 ↑ Decreased intramembranous ossifi-
cation

Ossification defects in frontal bone Haberland, et al., 2009

II

HDAC4 RUNX2 ↓ Premature endochondral ossification
by repressing transcriptional activity

Skeletal defects and premature skull
ossification

Vega, et al., 2004

HDAC5 RUNX2 ↓ Suppression of osteoblast differen-
tiation

Reduced trabecular bone density
Juvenile osteoporosis

Obri, et al., 2014
Kang, et al., 2005

HDAC6 RUNX2 ↓ Cytoskeletal changes in osteoclasts
and bone resorption

Increased cancellous bone density
Westendorf, et al.., 2002

Zhang, et al., 2008

HDAC7 RUNX2 ↓
Regulation of endochondral ossifica-
tion by deacetylation− independent
manner

Reduced femur lengths, and decreased
trabecular bone density

Jensen, et al., 2008
Bradley, et al., 2015

III

Sirt1 NA NA
Osteoblast differentiation of mesen-
chymal stem cells

Developmental defects, including
shorter stature, craniofacial abnormali-
ties, increased cartilage apoptosis
Reduced endochondral ossification

Bradley, et al., 2015
Cheng, et al., 2003

Backesjo, et al., 2006

Sirt6 NA NA
Facilitates endochondral ossification
by controlling chondrocyte prolif-
eration and differentiation

Bone growth retardation Mostoslavsky, et al., 2006

Table 1 : Role of histone deacetylases (HDACs) in bone development

HDAC : Histone deacetylase ; RUNX2 : Runt−related transcription factor 2 ;↑ : Up regulation ;↓ : Down regulation ; Otx2 : Orthodenticle homeobox 2 ; Lhx1 :
LIM homeobox 1 ; Sirt : Sirtuin ; NA : Not applicable.
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teoblast differentiation via down−regulation of the Runt−re-

lated transcription factor2 (Runx2) , a key factor for os-

teoblast differentiation (Lagger, et al. , 2002 ; Lee, et al. ,

2006 ) . HDAC 2 also inhibits Forkhead box protein O 1

(FoxO1), a negative regulator of osteoclast differentiation to

promote osteoclastogenesis (Dou, et al., 2016). Furthermore,

germline deletion of HDAC3 has been shown to cause early

embryonic lethality (Montgomery, et al. , 2008) , whereas,

HDAC3 suppression caused severe endochondral bone de-

fects due to decreased amount of cartilage matrix formation,

fewer osteoblasts, and poor cortical as well as trabecular

bone architecture in animals (Bradley, et al., 2013 ; Razidlo,

et al. , 2010). HDAC3 is also involved in intramembrane

bone development. Loss of HDAC3 in the neural crest cells

resulted in severe craniofacial malformations, including mi-

crocephaly, cleft palate, impaired bone formation in the

skull, and hypoplasia of the teeth (Singh, et al., 2013). Simi-

larly, HDAC3 conditional knockout mice in osterix−express-

ing progenitor cells resulted decreases in calvarial bone

thickness and density (Razidlo, et al., 2010). The global de-

letion of the HDAC8 gene in mice leads to perinatal lethal-

ity due to altered cranial and facial features, and this is phe-

nocopied by the conditional deletion of HDAC8 in cranial

neural crest cells (Haberland, et al., 2009). Both, HDAC3

and 8 are transcriptional co−repressors of several transcrip-

tion factors ; therefore, the suppression of HDAC 3 in

preosteoblasts reduces matrix mineralization and the expres-

sion levels of several genes that target Runx2 (Schroeder et

al., 2004). HDAC8 represses the aberrant expression of ho-

meobox transcription factors, specifically, orthodenticle ho-

meobox 2 (Otx2) and LIM homeobox 1(Lhx1), essential for

proper head development (Haberland, et al., 2009). Taken

together, HDAC1, 2, and 3 play important roles in bone de-

velopment via Runx2 activation. HDAC8 contributes to nor-

mal bone formation via its inhibitory effect on the aberrant

expression of homeobox proteins.

b. Class II HDACs ( HDAC 4, HDAC 5, HDAC 6, and

HDAC7)

Class II HDACs mainly contribute to endochondral bone

development. Unlike the class I HDACs, germline deletion

of most class II HDACs does not cause embryonic lethality

but results in some level of functional redundancy. HDAC4

deficiency leads to premature endochondral ossification re-

sulting in skeletal defects such as vertebrae body fusion, de-

crease in the length of the long bone, and premature skull

ossification (Vega, et al., 2004). Although HDAC5 knockout

mice showed no abnormal structures or growth defects, they

presented with reduced trabecular bone density at 2 − 3

months of age, despite modest increases in the rates of bone

formation ( Obri, et al. , 2014 ) . The genetic deletion of

murine HDAC6 modestly increased the density of the can-

cellous bone (Zhang, et al., 2008 ; Westendorf, et al., 2002).

Postnatal deletion of HDAC 7 in the same population of

chondrocytes led to an expansion of the proliferative zone,

narrowing of the hypertrophic zone, reduction in femur

lengths, and decrease in trabecular bone density (Bradley, et

al., 2015a). Class II HDACs have low intrinsic deacetylase

activity and work through functional complexes involving a

class I HDAC. All class II HDACs have been shown to

deacetylase Runx2 thereby, repressing its transcriptional ac-

tivity, decreasing osteoblast differentiation, and promoting

osteoclastogenesis (Table 1) (Kang, et al. , 2005 ; Westen-

dorf, et al., 2002 ; Jensen, et al., 2008).

c. Class III HDACs (Sirt1 and Sirt6)

Class III HDACs, Sirt1 and Sirt6, play important roles in

endochondral ossification. The activation of Sirt1 in mesen-

chymal stem cells promotes osteogenic differentiation, essen-

tial for endochondral ossification ( Barter, et al. , 2012 ) .

Germline Sirt1 deficiency increased p53−mediated apoptosis

and produced severe developmental defects, including

shorter stature, craniofacial abnormalities, increased cartilage

apoptosis, and reduced endochondral ossification and corti-

cal thickness in mice (Cheng, et al., 2003). Sirt6 facilitates

endochondral ossification by controlling chondrocyte prolif-

eration and differentiation. Sirt6 knock out mice displayed

growth retardation shortly after birth, failed to thrive, and

died at around 3.5 weeks of age due to genomic instability

and degeneration of multiple organs (Mostoslavsky, et al.,

2006). Although Sirt1 and Sirt6 have been shown to play

important roles in bone development, the involvement of the

other types of Sirts remains to be elucidated.

Involvement of histone deacetylase inhibitors
(HDACis) in osteogenesis

HDACis affect many cellular properties, such as the cell

cycle, Progression proliferation rates, gene expression, dif-

ferentiation potential, accumulation of reactive oxygen spe-

cies, and changes in cell death pathways ( Khan & La
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Thangue, 2012 ; Conte & Altucci, 2012 ; Dawson & Kou-

zarides, 2012). Attempts to apply HDACis for the regenera-

tion of different tissues, such as cardiac, neural / nervous,

dental, liver, and cartilaginous tissues, have been made (Oh-

tani & Dimmeler, 2011 ; Hsieh, et al., 2004 ; Duncan, 2011,

2012 ; Kurinna, et al., 2011 ; Hong, et al., 2009). Among

them, the involvement of HDACis in bone regeneration is

well documented (Boer, et al. , 2006 ; Cho et al. , 2005 ;

Huynh et al., 2016, 2017). The osteogenic differentiation of

different cell types is accelerated by several types of

HDACis including sodium butyrate ( NaB ) , valproic acid

(VPA), trichostatin A (TSA), suberoylanilide hydroxamic

acid (SAHA), and Benzamide (MS−275) (Fig. 1 ; Table 2).

NaB promoted osteoblast bone formation by enhancing the

activities of Runx2 and ALP in vitro (Iwami & Moriyama,

1993) ; the effects of NaB on the osteoblastic cell line and

periodontal ligament fibroblast were reported for the first

time in this study. Similarly, VPA and TSA enhanced osteo-

genic differentiation with the upregulation of several os-

teoblast marker genes (Lee, et al., 2006, 2009 ; Cho, et al.,

2005 ; Xu, et al., 2009, 2013 ; Jeon, et al., 2006). SAHA,

another pan HDACi, promoted mineralization and migration

in primary osteoblasts by inducing the expression and activ-

ity of metalloproteinase (MMP)−13 (Duncan, et al., 2016).

In addition, MS−275 has been found to stimulate bone for-

mation by inducing the transcription of tissue−nonspecific

alkaline phosphatase (TNAP) (Kim, et al., 2011). Together,

these data indicate that the suppression of HDAC activity

with these HDACis sufficiently promote the osteogenic dif-

ferentiation of several cells via the upregulation of various

transcription−related proteins, which may distinct roles dur-

ing this process.

Fig 1 : Schematic representation showing role of HDACis on several cells for osteogenesis
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Possible clinical applications of histone deace-
tylase inhibitors (HDACis) for bone regenera-
tion

To date, four HDACis have been approved by the United

States Food and Drug Administration (US FDA) for the fol-

lowing anti − cancer drugs : Vorinostat, Romidepsin, Beli-

nostat, and Panobinostat. Vorinostat (SAHA ; trade name,

ZolinzaⓇ) is a linear hydroxamate compound that was ap-

proved for the treatment of cutaneous T − cell lymphoma

(CTCL) (Mann, et al., 2007). Romidepsin (FK228 or dep-

sipeptide ; trade name, IstodaxⓇ) is a cyclicpeptide HDACi

that was originally approved for the treatment of CTCL by

the US FDA ; subsequently, its use was extended for the

treatment of peripheral T−cell lymphoma (PTCL) (Whit-

taker, et al., 2010). A third FDA approval was given for the

HDACi Belinostat ( PXD 101 ; trade name, BeleodaqⓇ ) ,

which is a hydroxamic acid compound licensed for the treat-

ment of relapsed or refractory PTCL. Like the other two

FDA−approved HDACis, Belinostat is in the clinical trial

phase for solid tumors (Poole, 2014). Panobinostat (LBH−

589 ; trade name, FarydakⓇ) is the most recently approved

HDACi (Oki, et al., 2013) and was licensed for the treat-

ment of multiple myeloma. Additionally, more than five

HDACis are in phase III clinical trials, including reposition-

ing of already approved HDACis (Jeon, et al., 2006). In ad-

dition to cancer treatment, the use of HDACis has been

evaluated in various non−cancer diseases including neurode-

generative disease, inflammatory disease, osteoporosis, car-

diovascular disease, HIV, and neurological diseases (Choi &

Mostoslavsky, 2014 ; Dinarello, et al., 2011 ; Falkenberg &

Johnstone, 2014 ; Lakshmaiah, et al., 2014). Some HDACis

have been used for the treatment of experimentally−induced

osteoporosis and fractures, and have successfully promoted

bone regeneration in animal models (Boer et al. , 2006 ;

McGee−Lawrence & Westendorf, 2011). Thus, they may be

applied for bone regeneration as a clinically secure drug.

Conclusion

Recently, it has been demonstrated that HDACis can im-

prove tissue engineering strategies. Bone tissue engineering

has found early success in studies combining mesenchymal

stem cells (MSCs) with HDACis ; therefore, there is a poten-

tial to translate this research into the clinical settings. Pres-

ently, researchers aim to combine scaffolds with growth fac-

tors, suitable cells, and environmental stimuli to generate

functional tissue, such as bone and dentin in hard tissue re-

generation region. This review shows that HDACis could be

utilized as chemical cues to improve the efficacy of current

tissue engineering techniques.

Inhibitor Targeted cell Mechanism of action Effect References

NaB

Cloned osteoblastic cell lines
Periodontal ligament fibroblasts

Increased ALP activity Enhancement of bone formation Iwami & Moriyama, 1993

Primary bone marrow cells
Rat osteosarcoma cells
Calvaria cells

Increased the expression of Runx2, OC
and ALP

Osteogenesis Lee, et al, 2006, 2009

Adipose−derived stromal cells Decreased oxygen tension Osteogenesis Xu, et al., 2009

VPA

Adipose cells
Bone marrow stromal cells

Increased the expression of Runx 2,
OSX, OPN, BMP2 and ALP

Osteogenic differentiation
Cho, et al., 2005
Jeon, et al., 2006

Adipose−derived stromal cells Decreased oxygen tension Osteogenesis Xu, et al., 2009

Dental pulp stem cells Increase OC, BSP, OPN Osteogenesis Shen, et al., 2002

TSA

Primary bone marrow cells
Rat osteosarcoma cells
Calvaria cells

Increased the expression of Runx2, OC
and ALP

Osteogenesis Lee, et al, 2006, 2009

Bone marrow stromal cells
Increased the expression of Runx2 and

ALP
Osteogenic differentiation Cho, et al., 2005

Human periodontal ligament cells Increased the expression of Runx2
Osteogenesis and enhanced mineral

deposition
Huynh, et al., 2016

SAHA Primary osteoblasts Increased MMP−13 Osteogenesis Duncan, et al., 2016

MS−275 Primary osteoblast precursors Increased TNAP Osteoblast bone formation Kim, et al., 2011

Table 2 : The role of HDAC inhibitors (HDACis) on osteogenesis

NaB : sodium butyrate ; VPA : valproic acid ; TSA : Trichostatin A ; SAHA : suberoylanilide hydroxamic acid ; MS−275 : benzamide ; ALP : alkaline phosphatase ;
Runx2 : runt−related transcription factor 2 ; OC : osteocalcin ; OSX : osterix ; OPN : osteopontin ; BMP2 : bone morphogenetic protein 2 ; BSP : bone sialoprotein ;
MMP−13 : matrix metallopeptidase ; TNAP : tissue−nonspecific alkaline phosphatase.
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［最近のトピックス］

神経栄養因子ニューロトロフィンによるエナメル芽細胞誘導

石田 成美，谷村 明彦

北海道医療大学歯学部口腔生物学系薬理学分野

Narumi ISHIDA, Akihiko TANIMURA

Division of Pharmacology, Department of Oral Biology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

歯の原基である歯胚は，口腔上皮由来の歯原性上皮細
胞と神経堤由来の歯原性間葉細胞から形成される．歯原
性上皮細胞はエナメル芽細胞へと分化して，アメロゲニ
ン，アメロブラスチンといったエナメルタンパク質を分
泌する．一方，間葉細胞は象牙芽細胞や歯髄幹細胞など
に分化して，象牙質や歯髄などを形成する．このような
細胞分化では上皮―間葉相互作用が重要であり，様々な
成長因子やその受容体がこの相互作用に関与する．近
年，神経栄養因子の1つであるニューロトロフィン−4
（NT−4）とその受容体の1つである脳由来神経栄養因子
受容体（Trk）が，歯の発生おいて重要な役割を果たす
ことがわかってきた．さらにNT−4を使ってマウス人工
多能性幹細胞（miPSC）をエナメル芽細胞に分化させる
ことができることが明らかになった．

Nakamuraらは胚形成中に発現するスフィンゴ糖脂質
であるグロボシド（Gb4）が歯の発生段階や器官形成に
おける歯原性上皮細胞に高発現することを明らかにした
（Nakamura et al., 2016）．グロボシドとはスフィンゴ糖
脂質の一種で，スフィンゴ脂質の一種であるセラミド
に，側鎖として2つ以上の糖が結合した構造を持つ化合
物である．また細胞膜表面に局在して，インテグリン，
成長因子受容体，テトラスパニンなどとの相互作用によ
って，細胞接着，細胞運動，細胞分化などの機能に関与
する事が知られている．その中でもGb4は，歯原性上皮
細胞に強く発現することが報告されてきた（Kamasaki
et al., 2012）．マウスを使った免疫組織化学的解析で
は，生後1から3日目の切歯や生後3日目の臼歯のエナ
メル芽細胞や象牙芽細胞でGb4の発現が認められた．
またラット由来の歯原性上皮細胞株（HAT−7細胞）を
Gb4存在下で72時間培養すると，エナメル芽細胞の
マーカー遺伝子であるアメロゲニン，エナメリンなどの
エナメルタンパク質の遺伝子発現が大きく上昇すること
が示された．さらにこのエナメル芽細胞の誘導において
NT−4の受容体の1つであるTrkBの発現が誘導され，
ERK1/2やp38のリン酸化が起こることや，ERK阻害剤
（PD98059）やp38MAPキナーゼ阻害剤（SB203580）の
作用から，NT−4がTrkを刺激することによって活性化す
るMAPキナーゼ系を介して歯の発生過程の後期に起こ
るエナメル芽細胞の分化に関与することが示された．

さらに近年，miPSCから形成させた胚葉体をNT−4で
処理すると，石畳状の上皮様の形態に変化を示すこと
や，上皮特異的マーカー遺伝子（CK14）やエナメル芽
細胞マーカー遺伝子（DMP−1やAMG）の発現が顕著に
増加することが明らかになった．この分化誘導作用は血
清非存在下において特に顕著であり，NT－4単独で歯
原性上皮細胞やエナメル芽細胞への分化誘導が促進され
ることを示している．miPSCからエナメル芽細胞の誘導
に成功したこの研究によって，エナメル芽細胞の分化機
構の解明のみならず，エナメル質形成不全の治療法や，
歯の再生技術への応用の可能性が期待される（Abdullah
et al., 2019）．
ラット歯原性上皮細胞株（SF2細胞）は前エナメル芽

細胞株として歯の発生メカニズムの研究に用いられてい
る．このSF2細胞はmiPSCをエナメル芽細胞へ分化誘導
することや，歯髄幹細胞を象牙質シアロタンパク質発現
細胞へ分化誘導することが報告されている（Arakaki et
al., 2012）．これらの分化誘導においてもNT−4などの神
経栄養因子が関与している可能性が考えられる．

参考文献
Abdullah A. N., Miyauchi S., Onishi A., Tanimoto K., Kato
K.. Differentiation of mouse−induced pluripotent stem cells
into dental epithelial−like cells in the absence of added se-
rum. In Vitro Cell Dev Biol−Anim, 55(2), 130−137, 2019.

Arakaki M. , Ishikawa M. , Nakamura T. , Iwamoto T. ,
Yamada A., Fukumoto E., Saito M., Otsu K., Harada H.,
Yamada Y., Fukumoto S.. Role of epithelial−stem cell in-
teractions during dental cell differentiation. J Biol Chem,
287(13), 10590−10601, 2012.

Kamasaki Y. , Nakamura T. , Yoshizaki K. , Iwamoto T. ,
Yamada A., Fukumoto E., Maruya Y., Iwabuchi K., Fu-
rukawa K., Fujiwara T., Fukumoto S.. Glycosphingolipids
regulate ameloblastin expression in dental epithelial cells. J
Dent Res, 91(1), 78−83, 2012.

Nakamura T., Chiba Y., Naruse M., Saito K., Harada H.,
Fukumoto S.. Globoside accelerates the differentiation of
dental epithelial cells into ameloblasts. Int J Oral Sci, 8(4),
205−212, 2016.
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図1 音声データベースを構築する際に最も労力を要する作業はラベリ
ングである．発話内容に適した音素ラベルの付与とその境界位置を決定
する．

図2 タブレット端末でも使用は可能．スマートフォンでのシステムは
試作段階である．実用化により出先での会話もよりスムーズに行えるこ
とが期待されている．

［最近のトピックス］

音声合成ソフトによる「自分の声」での会話システム

廣瀬 知二

伊東歯科口腔病院

頭頸部がん治療のための喉頭摘出術や，ALS（筋萎縮
性側索硬化症）の進行などで声を失う人は年間1万人程
度いるといわれている．声を失うことは，身体的，精神
的負担が大きく，QOL低下の大きな要因となる．した
がって声をとり戻すことは治療意欲を継続していくうえ
でも重要である．
現在，喉頭摘出術後には代用音声として，食道発声，

電気喉頭，シャント発声の3つの方法がある（福
島，2017）．食道発声法は空気を食道内に摂取し，その
空気を逆流させて食道上部を振動する行う方法で，習得
するまでには数カ月～2年程度の練習が必要である．電
気喉頭は振動する機械を首に当て，咽頭粘膜を震わせて
音を出す方法であるが音声の抑揚性が乏しい．シャント
発声は，気管と食道を手術でつなぎ，肺からの空気を食
道に流入させ食道粘膜を振動する方法で，他の代用音声
に比べて，本来の喉頭発声に一番近い方法である．しか
し手術が必要なこと，誤嚥性肺炎のリスクを伴うなどの
短所がある．いずれの発声法も患者が以前有していた音
声の再現とはいえず，またALSのような進行性疾患では
適応することが困難である．
一方，代用音声以外のコミュニケーション方法とし

て，音声を自動的に生成する音声合成技術が応用されて
いる．音声合成ソフトは種類が多く，フリーソフトで入
手することも可能である．しかしながら，50音の単音を
収録し，その50音を1文字ずつつなぎ合わせて合成音を
つくる方法では，機械的な音となってしまい，違和感が
なく会話ができるとは言い難い．ボイスター�（ヒュー
マンテクノシステム）は声を失う前に利用者本人の声を
録音し，データベース化することにより「自分の声」に
近い音での会話を可能とするシステムである．
まず，利用者の日常会話や仕事の内容などを聞き取り

し，どういう内容の言葉を発声する機会が多いかを調べ
る．その上で，定型文に加え特徴的な言い回しなどを加
えた文章を朗読して録音する．その後，得られた長い音
声ファイルを短い複数のクリップに分割する．次に実際
の音声データに対して，その聴取結果や波形／スペクト
ルの視察結果に基づいて，発話内容に則した音素ラベル
付与と各音素間の境界位置を特定するラベリングと呼ば
れる作業を行う（図1）（鷹見ら，2001）．そして，この
ラベリングしたデータをもとにデータベースを構築して
音声を合成する．これでパソコンのキーボードに文章を
入力すると自由に話すことができる．
現在，外出時の利便性を改善するため，スマートフォ

ン向けのシステムが開発されつつあり，実用化が待たれ
る（図2）．
文献
福島啓文．喉頭摘出後の代用音声．日本臨牀 75（増刊
号2）：533－538，2017．

鷹見淳一，加藤喜永，呂 彬，佐藤奈穂子．半自動音声
ラベリングシステムの開発．Ricoh Technical Report 27 :
43−51, 2001.
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［最近のトピックス］

どのくらいの細胞内Ca2＋濃度上昇で唾液分泌は起こるのか？

根津 顕弘，谷村 明彦

北海道医療大学歯学部口腔生物学系薬理学分野

Akihiro NEZU, Akihiko TANIMURA

Division of Pharmacology, Department of Oral Biology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

「どのくらいの細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）で唾液分泌は
起こるのか？」
これは唾液腺を研究するものにとって大きな疑問であ

る．
唾液腺からの水分泌は，主に副交感神経終末より放出

されたアセチルコリン（ACh）が腺房細胞のムスカリン
受容体を活性化することによって起こる．受容体活性化
は［Ca2＋］i 上昇させ，この変化が腺腔側や基底膜側のイ
オンチャネルの開口に伴うイオン移動を引き起こす．こ
の移動により生じる浸透圧差が水分泌の駆動力であると
考えられている．これらの知見は，その多くが単離唾液
腺細胞を用いた間接的な証拠であり，唾液分泌を起こす
［Ca2＋］i を調べるには唾液腺の［Ca2＋］i 変化と唾液分泌
を生きた動物で同時に測定する必要があった．
我々は高感度Ca2＋バイオセンサー（YC−Nano50；Ca2＋

に対する親和性50 nM）の導入により，生きたラット
の唾液腺腺房細胞における［Ca2＋］i の定量化が可能なin-
travital Ca2＋imaging法を確立した．また，微小圧力セン
サーを応用した唾液分泌速度（感度：50nl/sec）のリア
ルタイム測定システムを構築した（Nezu et al ., 2015）．
これら高感度測定システムを併用することで，顎下腺の
唾液分泌と［Ca2＋］i 変化の同時測定が可能となった．こ
のシステムを用いAChの静脈内持続投与による唾液分泌
と［Ca2＋］i 変化を測定したところ，低濃度ACh刺激（30
－90 nmol/min）によって，唾液分泌と［Ca2＋］i 変化に

20－100秒程度の時間差が観察され，［Ca2＋］i が一定値を
超えると唾液分泌が惹起されることが明らかとなった
（図1）．このとき腺全体の［Ca2＋］i を定量化すると，45
－57nM（変化量：10－20nM，Nezu et al ., 2019）とな
り，この［Ca2＋］i は，ピロカルピン刺激で唾液分泌を起
こした［Ca2＋］i とよく一致した（Nezu et al ., 2015）．こ
の［Ca2＋］i は唾液分泌の閾値であると考えられ，唾液分
泌を起こすには僅かな［Ca2＋］i 変化で十分であることが
明らかになった．

Intravital Ca2＋ imaging法の確立は，細胞レベルから生
きた動物の組織レベルでの観察を可能とした．これによ
り，これまで直接的な解析できなかった「どのくらいの
［Ca2＋］i で唾液分泌は起こるのか？」についての定量解
析が実現した．生体内での唾液分泌機構は，唾液腺細胞
の［Ca2＋］i 変化だけではなく，腺血流や自律神経系のフ
ィードバックによる神経伝達物質等の影響も考えられ
る．細胞レベルの研究では識ることの出来なかった新し
い分泌制御機構が発見される可能性が有り，現在も楽し
みながら研究を続けている．

参考文献
1）Nezu A, Morita T, Tojyo Y, Nagai T, Tanimura A. Exp
Physiol. 100(6) : 640−651, 2015.
2）Nezu A, Morita T, Nagai T, Tanimura A. Exp Physiol.
104(1) : 61−69, 2019.

図1 アセチルコリン持続投与によるラット顎下腺の細胞内Ca2＋濃度変化と唾液分泌の同時測定
アセチルコリンの静脈内持続投与（ACh：10－360nmol/min）による［Ca2＋］i 変化（黒線）と唾液分泌速度（青線）．（文献2より改変）
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この度，坂倉康則会長をはじめ，多くの理事，評議員の先生方にご高配を賜り，第38回学術大会・総会を2020年3
月14日㈯で開催担当させていただく運びになりました．
大会会場は本学札幌サテライトキャンパス，懇親会会場は京王プラザホテル札幌にて開催する予定としておりまし

たが，2月末に新型コロナウイルス感染症の蔓延と拡大防止に伴う北海道独自の緊急事態宣言発出という事態を受
け，先ずは懇親会の中止を決定しました．次にサテライトキャンパスを使用しての通常の集合型大会形式での開催を
断念し，『誌上開催』に変更させていただきました点に御理解賜り，有難うございました．
本大会は，特別講演会として『口腔ケアを考える』をテーマに旭川医科大学歯科口腔外科学講座の竹川政範教授と

札幌市立大学看護学部の村松真澄准教授にお願いしておりました．また，一般口演は22演題の発表を予定しておりま
した．残念ですが，先生方のマイクを通した声と美しいプロジェクター画像および活発なディスカッションを拝聴す
ることができませんでした．そこで是非とも先生方の研究成果を北海道医療大学歯学会雑誌に投稿していただき歯科
医学の発展に貢献していただきたいと思います．
現在，我が国におきましては少しずつ新規感染者が減少しているとはいえ新型コロナウイルスの世界的な感染拡大

という未曾有の事態であります．より早い新型コロナウイルス感染症の終息とワクチン開発および有効な治療方法の
確立を心より祈願申し上げます．

北海道医療大学歯学会第38回学術大会
大会長挨拶

大会長 越智 守生
クラウンブリッジ・インプラント補綴学分野
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2020年北海道医療大学歯学会臨時総会記録

会 務 報 告
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本年度の帳簿等関連諸表調査の結果，決算報告に誤りのないこと
を認めます．

年 月 日
会計監事
会計監事

収 入 の 部
科 目 本 年 予 算 額 本 年 決 算 額 執行率

①会費等収入 3，415，000 3，608，000 106％
正会員
本年納入分 2，650，000 2，675，000 101％

（530名×5，000円）（535名×5，000円）
滞納分 250，000 378，000 151％
（入会金滞含） （50件×5，000円）（1件×3，000円・75件×5，000円）
準会員
本年納入分 15，000 12，000 80％
（滞納分含む） （5名×3，000円）（本年3名・滞1名×3，000円）
新規入会 3，000

（1名×3，000円）
賛助会員
本年納入分 360，000 360，000 100％

（12名×30，000円）（12名×30，000円）
新規会員
新卒 25，000 30，000 120％

（5名×5，000円）（6名×5，000円）
新規会員
その他 75，000 100，000 133％

（15名×5，000円）（20名×5，000円）
新規会員
臨時（正） 25，000 20，000 80％

（5名×5，000円）（4名×5，000円）
臨時（準） 6，000

（2名×3，000円）
入会金 15，000 24，000 160％

（5名×3，000円）（8名×3，000円）
②事業収入 220，000 232，500 106％

広告 220，000 232，500 106％
別刷り料
掲載料

③雑収入 11，000 25，077 228％
利息 1，000 757 76％
その他 10，000 24，320 243％

当期収入A 3，646，000 3，865，577 106％
前期繰越金B 11，685，003 11，685，003
収入合計 15，331，003 15，550，580
（Ｃ）＝（Ａ＋Ｂ）

支 出 の 部
科 目 本 年 予 算 額 本 年 決 算 額 執行率
①学術大会及び定例講演会 600，000 526，872 88％

開催費等 300，000 286，876 96％
印刷費 100，000 93，096 93％
宿泊費 20，000 0％
旅費 80，000 46，900 59％
謝礼 100，000 100，000 100％

②特別講演会補助 300，000 120，000 40％
③雑誌発行費 2，850，000 2，253，944 79％

印刷費 2，300，000 1，864，107 81％
発送費 200，000 112，837 56％
査読費 100，000 60，000 60％
英文添削費 30，000 17，000 57％
総説依頼費 20，000 0 0％
論文賞費（最優秀・優秀） 200，000 200，000 100％

④事務費 1，660，000 1，487，931 90％
事務委託費（交通費含む） 1，300，000 1，214，540 93％
事務印刷費 10，000 296 3％
事務通信費 200，000 157，643 79％
事務用品費 150，000 115，452 77％

⑤備品費 50，000 0 0％
⑥研究奨励金 500，000 500，000 100％
⑦会議費 15，000 12，000 80％
⑧予備費 100，000 0 0％
⑨諸雑費 50，000 1，080 2％
⑩日本歯学系学会年会費 50，000 50，000 100％
当期支出合計� 6，175，000 4，951，827 80％
当期支出差額�

（Ａ－Ｄ） －2，529，000 －1，086，250
次期繰越金�

（Ｂ＋Ｅ） 9，156，003 10，598，753
総支出 （Ｈ＋Ｄ） 15，331，003 15，550，580

収 入 の 部
科 目 本 年 予 算 額 本 年 決 算 額

①新規預かり金 150，000 250，000
新入会員
2020年会費 75，000 150，000

（15名×5，000円）（30名×5，000円）
2021年会費 75，000 100，000

（15名×5，000円）（20名×5，000円）
②前年度までの預かり金 230，000 230，000
2019年会費分 55，000 55，000

11名×5，000円 11名×5，000円
（2017年預） （2017年預）

95，000 95，000
19名×5，000円 19名×5，000円
（2018年預） （2018年預）

2020年会費分 60，000 60，000
12名×5，000円 12名×5，000円
（2018年預） （2018年預）

その他預かり金 10，000 10，000
2019年～2020年会費2年×1名×5，000円2年×1名×5，000円

（2011年預） （2011年預）
2020年会費 10，000 10，000

2名×5，000円 2名×5，000円
（2017年預） （2017年預）

③収入合計＝①＋② 380，000 480，000

支 出 の 部
科 目 本 年 予 算 額 本 年 決 算 額

2019年会費 155，000
55，000

11名×5，000円
（2017年預）

95，000
19名×5，000円
（2018年預）

5，000
1名×5，000円
（2011年預）

④支出小計 200，000 155，000
次期預かり金

⑤＝③－④ 180，000 325，000
支出合計 ④＋⑤ 380，000 480，000

会計報告
北海道医療大学歯学会 2019年決算（2019年1月1日～2019年12月31日）

北海道医療大学歯学会 2019年預かり金会計 決算（2019年1月1日～2019年12月31日）

次期繰越金
一般会計繰越金（H）＋預かり金⑤
10，598，753円＋325，000円＝10，923，753円

資産目録
現金 79，880円
北海道銀行（普通＝預かり金） 325，000円
北海道銀行（普通） 4，911，967円
北海道銀行（定期） 5，500，000円
ゆうちょ銀行（振替口座） 106，906円
合計 10，923，753円
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収 入 の 部
科 目 前 年 予 算 額 本 年 予 算 額

①会費等収入 3，415，000 3，415，000
正会員 2，650，000 2，650，000
本年納入分 （530名×5，000円）（530名×5，000円）

滞納分 250，000 250，000
（50件×5，000円）（50件×5，000円）

準会員
本年納入分 15，000 15，000

（5名×3，000円） （5名×3，000円）
新規入会

賛助会員
本年納入分 360，000 360，000

（12名×30，000円）（12名×30，000円）
滞納分

新規会員
新卒 25，000 25，000

（5名×5，000円） （5名×5，000円）
新規会員
その他 75，000 75，000

（15名×5，000円）（15名×5，000円）
新規会員
臨時 25，000 25，000

（5名×5，000円） （5名×5，000円）
入会金 15，000 15，000

（5名×3，000円） （5名×3，000円）
②事業収入 220，000 220，000

広告 220，000 220，000
別刷り料
掲載料

③雑収入 11，000 11，000
利息 1，000 1，000
その他 10，000 10，000

当期収入A 3，646，000 3，646，000
前期繰越金B 11，685，003 10，598，753
収入合計 15，331，003 14，244，753
（Ｃ）＝（Ａ＋Ｂ）

支 出 の 部
科 目 前 年 予 算 額 本 年 予 算 額
①学術大会及び定例講演会 600，000 600，000
開催費等 300，000 300，000
印刷費 100，000 100，000
宿泊費 20，000 20，000
旅費 80，000 80，000
謝礼 100，000 100，000
②特別講演会補助 300，000 300，000
③雑誌発行費 2，850，000 2，850，000
印刷費 2，300，000 2，300，000
発送費 200，000 200，000
査読費 100，000 100，000
英文添削費 30，000 30，000
総説依頼費 20，000 20，000
論文賞費（最優秀・優秀） 200，000 200，000

④事務費 1，660，000 1，660，000
事務委託費（交通費含む） 1，300，000 1，300，000
事務印刷費 10，000 10，000
事務通信費 200，000 200，000
事務用品費 150，000 150，000
⑤備品費 50，000 50，000
⑥研究奨励金 500，000 500，000
⑦会議費 15，000 15，000
⑧予備費 100，000 100，000
⑨諸雑費 50，000 50，000
⑩日本歯学系学会年会費 50，000 50，000
当期支出合計� 6，175，000 6，175，000
当期支出差額�

（Ａ－Ｄ） －2，529，000 －2，529，000
次期繰越金�

（Ｂ＋Ｅ） 9，156，003 8，069，753
総支出 （Ｈ＋Ｄ） 15，331，003 14，244，753

収 入 の 部
科 目 前 年 予 算 額 本 年 予 算 額

①新規預かり金 150，000 150，000
新入会員
2021年会費 75，000 75，000

（15名×5，000円）（15名×5，000円）
2022年会費 75，000 75，000

（15名×5，000円）（15名×5，000円）
②前年度までの預かり金 230，000 325，000
2020年会費分 55，000 5，000

11名×5，000円 1名×5，000円
（2017年預） （2011年預）

95，000 10，000
19名×5，000円 2名×5，000円
（2018年預） （2017年預）

60，000 60，000
12名×5，000円 12名×5，000円
（2018年預） （2018年預）

10，000 150，000
2年×1名×5，000円 30名×5，000円

（2011年預） （2019年預）
2021年会費分 10，000 100，000

2名×5，000円 20名×5，000円
（2017年預） （2019年預）

③収入合計＝①＋② 380，000 475，000

支 出 の 部
科 目 前 年 予 算 額 本 年 予 算 額

2020年会費 225，000
5，000

1名×5，000円
（2011年預）

10，000
2名×5，000円
（2017年預）

60，000
12名×5，000円
（2018年預）
150，000

30名×5，000円
（2019年預）

④支出小計 200，000 225，000
次期預かり金

⑤＝③－④ 180，000 250，000
支出合計 ④＋⑤ 380，000 475，000

北海道医療大学歯学会 2020年予算（案）（2020年1月1日～2020年12月31日）

北海道医療大学歯学会 2020年預かり金会計 予算（案）（2020年1月1日～2020年12月31日）
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北海道医療大学歯学会会則（2017年3月4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・大学院性・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
名誉会員証を送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．但し，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
持する個人・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
の会費の返還は行わない．

（会員資格喪失）
第6条 会員は以下の事由により資格を喪失する．

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ものが再入

会を希望する場合，2年分の未納会費を納入後
入会手続きを取るものとする．

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 若干名及び常
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，会務を総括する．

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．常任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，准教授，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

総会は会長の招集により年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も行
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．研究活動の奨励
詳細は内規に定める．

6．委員会
本会に委員会を置くことが出来る．委員会
は委員を持って組織する．構成，任務等必
要事項は別に定める．

7．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，その他の収入を持ってこれにあてる．
1 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

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．

2 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，本会則の実地に

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．
5．本会則は平成27年4月1日より施行する．
6．本会則は平成29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（2019年12月1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．
（臨時会員は除く）

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

で北海道医療大学の各学部・大学院研究科倫理委
員会の承諾を得たものとする．

2）人の遺伝子解析を含む場合は，本学の「ヒトゲム
・遺伝子解析研究の計画および実地に関する倫理
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」の審査を経て学長の許
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，「北海道医療大学動物実験委
員会（Animal Ethics and Research Committee）の
審査を経て，北海道医療大学長の承認を得たもの
とする．

なお，本学以外の研究機関で行われた研究について
は，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．利益相反（COI）について
投稿する論文については，本学会の定める「研究等
の利益相反に関する指針」に基づき，投稿時に指定
の申告書を提出するとともに，利益相反の有無を本
文の最後もしくは謝辞の前に明記すること．企業な
どの経済的，人的，専門的な利益相反がある場合は
企業名を記載する．ない場合は，「申告すべきCOI
状態はない」と文言を記す．
（詳しくは利益相反（COI）に関する指針参照）

4．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．

5．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．
6．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，論文指導責任者（correspond-

ing author），およびその連絡先（住所，電話番
号，E−mailアドレス），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．また，投稿原稿と著者プロフィールを電子フ
ァイルにて編集長宛にe−mailで提出する．

4）和文論文の本文については，原則として，緒論
（緒語），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，Result，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．

7．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での添付文書として編
集委員会まで送付すること．

メールアドレス：委員長宛
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

頁での掲載とする．
4）最近のトピックスは，全角文字1800字程度にまと

めること．（参照文献リストを含む）．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
に削減すること．

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

8．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）校正論文は，特別な事情がない限り一週間以内，

校正時間は48時間以内に返却するものとする．（返
却，連絡がない場合は，投稿を取り下げたものと
判断する）．

9．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
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受理証明を発行する．
10．別刷料
1）掲載頁は，刷り上り一人10頁程度とする．
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．
11．優秀論文賞

その年の本誌に掲載された原著論文の中から「最優
秀論文賞」（1編），「優秀論文賞」（2編）を選び表彰
する．
選考は編集委員会が行う．

12．著作権の帰属
本誌に掲載された著作物の著作権は北海道医療大学

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，著者がすべての責任を負う．

13．著者のプロフィール（6．投稿論文作成 3）参照）
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．

14．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金沢1757番地
北海道医療大学歯学部・口腔生物学系・生理学分野
北海道医療大学歯学雑誌編集委員会（委員長 石井久淑）

Tel：0133－23－1239
e−mail：hisayosh@hoku−iryo−u.ac.jp

患者のプライバシー保護ならびに研究倫理に関する指針（2014年2月26日）

北海道医療大学歯学雑誌に掲載される症例報告等を含
む臨床研究論文では，患者のプライバシーを保護するた
め，以下の指針を遵守しなければならない．また，臨床
研究等においては，患者ならびに被験者の尊厳と人権に
配慮し，世界医師会によるヘルシンキ宣言と我が国が定
めた下記の指針ならびに法的規範を遵守しなければなら
ない．

1．患者のプライバシー保護に関する指針
1）氏名，カルテ番号，入院番号，イニシャル等，患
者個人の特定が可能となる情報は記載しない．

2）患者の住所は記載しない．ただし，疾患の発生場
所が病態等に影響する場合は，区域（県，市など）
までに限定して記載する．

3）診療日等の記載は，年月までとする．
4）診療科名と他の情報を照合することで患者が特定
され得る場合，診療科名は記載しない．

5）他施設でも診断・治療を受けている場合，その施
設名と所在地は記載しない．ただし，救急医療など
で搬送元の記載が不可欠の場合は，この限りではな
い．

6）顔写真には目隠しをする．
7）生検，剖検，画像情報などに含まれる番号等，症
例を特定できる情報は削除する．

8）以上の配慮をしても個人が特定される可能性のあ
る場合は，発表に関する同意を患者本人（または遺
族もしくは代理人，未成年者では保護者）から得
る．

9）前項の手続きが困難な場合は，筆頭著者または責
任著者（corresponding author）の所属する施設の倫
理委員会の承認を受ける．

2．遵守すべき倫理指針等＊

1）「臨床研究に関する倫理指針」（厚生労働省）（平成
20年7月31日改正）
2）「疫学研究に関する倫理指針」（文部科学省・厚生
労働省）（平成25年4月1日改正）

3）「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」
（文部科学省・厚生労働省・経済産業省）（平成25年
2月8日改正）

4）「遺伝子治療臨床研究に関する指針」（文部科学省
・厚生労働省）（平成20年12月1日改正）

5）「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針」（厚
生労働省）（平成25年10月1日改正）

6）「厚生労働科学研究における利益相反（Conflict of
Interest：COI）の管理に関する指針」（平成20年3月
31日厚生科学課長決定）

＊なお，上記の指針等は，管轄官庁のHPに掲示されてい
る最新版を参照すること．
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿の手引き（2019年12月1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）論文指導責任者（corresponding author），

およびその連絡先（住所，電話番号，E
−mailアドレス）

5）キーワード（5語以内）
6）別刷数（50部単位）
7）連絡先（郵便番号，住所，電話番号，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．
論文指導責任者（corresponding author）及びそ
の連絡先（住所，電話番号，E−mailアドレス）
を明記する．

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ーな

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
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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,
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．
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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

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）

（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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編 集 後 記

次号（第39巻，第2号）の発行は令和2年12月31日です．
投稿原稿募集の締め切りは令和2年9月30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，2020年第39巻，第1号の巻末をご参照ください．

コロナ禍による影響が未だ衰えない状況が続いておりますが，令和2年も序盤戦を終え，折り返し地点に差し掛か
っております．このような難局におきましても，皆様からの精力的な論文等の投稿並びにお忙しい中，論文の査読を
快く引き受けていただいた先生方の御陰で，この度も本学歯学雑誌を無事発刊することができました．皆様のご尽力
に心から感謝申し上げます．
さて，本号では総説1編，原著論文4編並びに最近のトピックス3編の投稿をいただきました．巻頭のう蝕制御治

療学分野のShamima先生の総説では，骨再生のエピジェネティック調節とそれらの臨床応用の可能性について述べら
れています．本号では硬組織関連の原著論文の投稿が多く，組織学分野の建部廣明先生（歯内歯の三次元形態解
析），歯科矯正学分野の尾立卓弥先生（ラット下顎頭軟骨の基質タンパク発現に対する顎関節への荷重負荷の影響）
並びに臨床口腔病理学分野の吉田光希先生（DNA脱メチル化作用による効率的な歯髄細胞の石灰化誘導）から興味
深い研究成果が報告されています．また，クラウンブリッジ・インプラント補綴学分野の山中大寛先生からは，口腔
インプラント専門医のウェブサイト広告表記に係る歯科医療体制の地域特性が報告されています．最近のトピックス
では薬理学分野の根津顕弘先生から唾液分泌機構に関して，同分野の石田成美先生からはエナメル芽細胞の分化機構
に関する最新の知見が紹介されています．さらに，伊東歯科口腔病院の廣瀬知二先生からは，がん治療後の言語機能
のサポートシステムに関する最新情報が提供されています．いずれも大変興味深い内容ですので，是非ご一読くださ
い．
依然として，コロナ終息の見通しは立っておりません．しかしながら，「禍福はあざなえる縄のごとし」と言われ

ますので，いずれ訪れるであろう福を迎えるためにも，明るく，少しずつでも歩を進めていくことが大切なのかも知
れません．これからも，歯学雑誌のさらなる充実に努めて参りますので，今後ともご支援ご協力を賜りますようどう
かよろしくお願いいたします．（石井 記）
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