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抄 録

ウレタン麻酔した自然発症型の2型糖尿病ラットおよ
びコントロールラットの大唾液腺における安静時血流お
よび舌神経の求心性電気刺激時の血流動態をレーザース
ペックルイメージング血流計を用いて検討した．血糖値
はコントロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に
高く糖尿病の発症が確認された．体重，唾液腺重量に糖
尿病ラットとコントロールラットの間で有意な差は認め

られなかった．顎下腺および舌下腺の安静時血流はコン
トロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に低かっ
た．舌神経刺激は糖尿病ラットおよびコントロールラッ
トの唾液腺に刺激強度と頻度に依存した血流増加反応を
誘発させたが，耳下腺における反応はコントロールラッ
トと比較して糖尿病ラットで有意に低かった．耳下腺に
おける反応は自律神経節遮断薬であるヘキサメソニウム
およびアトロピンの静脈内投与により著しく抑制され，
アセチルコリンの静脈内投与は耳下腺に濃度依存的な血

〔原著〕

2型糖尿病がラット唾液腺の副交感神経性血管拡張反応に与える影響

佐藤 寿哉，石井 久淑

北海道医療大学歯学部口腔生物学系生理学分野

Influence of type 2 diabetes on parasympathetic vasodilation
in salivary glands in rats.

Toshiya SATO, Hisayoshi ISHII

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

Key words：OLETF, Trigeminal−autonomic reflex, Laser speckle imaging, Hemodynamics

Abstract

We examined the hemodynamics in the major sali-

vary glands during rest and electrical stimulation of the

central cut end of the lingual nerve (LN) in urethane−

anesthetized spontaneously−developed type 2 diabetic

rats and nondiabetic control rats using a laser speckle

imaging flow meter. The blood glucose level was sig-

nificantly higher in diabetic rats than nondiabetic rats

indicating the pathogenesis of diabetes. There was no

significant difference between diabetic and nondiabetic

rats in body and salivary gland weight. The resting

blood flow in submandibular and sublingual gland was

significantly lower in diabetic rats than that in nondia-

betic rats. Although LN stimulation induced intensity−

and frequency− dependent blood flow increases in sali-

vary glands in both diabetic and nondiabetic rats, the

magnitude of the blood flow increase in the parotid

gland of diabetic rats was significantly lower than that

of nondiabetic rats. The blood flow increase in parotid

gland was markedly inhibited by intravenous admini-

stration of the autonomic ganglion blockade hex-

amethonium or antimuscarinic agent atropine. Although

intravenous administration of acetylcholine elicited the

glandular blood flow increases in dose dependent man-

ner, the response in parotid gland of diabetic rats was

significantly lower than that in nondiabetic rats. Our re-

sults indicate that type 2 diabetes causes a reduction in

submandibular and sublingual glands blood flow at rest

and selectively impairs parasympathetic vasodilation in

the parotid gland, and suggest that a disturbance in the

cholinergic vasodilator pathway may contribute to im-

pairment of parasympathetic vasodilation in parotid

gland of diabetic rats.
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流増加反応を誘発させたが，その反応はコントロール
ラットと比較して糖尿病ラットで有意に低かった．我々
の結果から2型糖尿病ラットにおける顎下腺および舌下
腺の安静時血流の低下と耳下腺のコリン作動性副交感神
経性血管拡張反応の低下が示され，糖尿病が耳下腺にお
けるコリン作動性血管拡張反応の反応経路に与える障害
が耳下腺で誘発される副交感神経性血管拡張反応の低下
に重要であることが示唆された．

緒 論

唾液の水成分は血漿に由来し，唾液分泌量は唾液腺血
流量の影響を受けることから，唾液分泌における唾液腺
血流動態の重要性が示唆されている（Hanna et al. ,

1999 ; Harrison et al., 2002 ; Lung, 1990, 1998 ; Proctor &

Carpenter, 2007 ; Rourke & Edwards, 2000 ; Thakor et al.,

2003）．唾液腺では口腔顎顔面領域を支配する三叉神経
の感覚入力により反射性の唾液分泌と副交感神経性血管
拡張反応が誘発される（Izumi & Karita, 1994 ; Mizuta et

al., 2000 ; Sato & Ishii, 2015）．この血管拡張反応は唾液
腺に急峻な血流増加を生じさせ，唾液分泌様式が異なる
大唾液腺の間では血流増加量や反応機序が異なることか
ら唾液腺の血流調節において重要な役割をはたしている
と考えられる（Sato & Ishii, 2015）．
2型糖尿病は本邦の糖尿病患者の90％以上を占め，網

膜症や腎症，末梢神経障害など様々な合併症を伴う．こ
のうち口腔乾燥症は糖尿病患者の半数近くで認められ
（Mortazavi et al., 2014），唾液分泌量の減少は口腔内環
境を悪化させ，う蝕や歯周疾患などの口腔内疾患を招き
やすい（Leite et al., 2013）．糖尿病に伴う唾液分泌量の
減少の原因としては糖代謝異常に起因する唾液腺の萎縮
や微小循環障害などの器質的な変化，腺房細胞の各種受
容体および細胞内シグナリングの障害，多尿による脱水
などが考えられている（Saleh et al., 2015）．しかし，糖
尿病が唾液腺血流動態に重要であると考えられる副交感
神経性血管拡張反応に与える影響についてはよく知られ
ていない．
本研究ではウレタン麻酔した2型糖尿病ラットおよび

コントロールラットの唾液腺の安静時血流および三叉神
経（舌神経）を求心性に電気刺激することで誘発させた
副交感神経性血管拡張反応をレーザースペックルイメー
ジング血流計を用いて記録し，2型糖尿病が唾液腺の血
流動態に与える影響について検討した．

方 法

1．実験動物

実験には40～45週齢の自然発症型の2型糖尿病ラット
である雄性OLETF（Otsuka Long − Evans Tokushima

Fatty）ラット（795～425g）およびコントロールラット
である雄性LETO（Long−Evans Tokushima Otsuka）ラッ
ト（660～480g）を用いた．糖尿病ラットおよびコント
ロールラットはワイヤーゲージ内にて昼夜12時間サイク
ルの環境下で飼育し，水と固形試料は自由摂取とした．
血糖値はラットの尾静脈から微量の血液を採取し血糖値
測定器（Antsense Duo, HORIBA）を用いて測定した．
空腹時血糖の測定ではラットは12時間前から絶食とし
た．ラットはイソフルレンで沈静化させウレタン（1g/

kg）を頚背部に皮下注射して麻酔した．大腿動脈と大腿
静脈にカニューレを挿入しそれぞれ体幹血圧および心拍
数の測定と各種薬物の投与を行った．気管切開にて挿管
し，臭化パンクロニウム（0．6mg/kg，ミオブロック；
Organon Teknika, Netherlands）の静脈内投与により筋弛
緩させ継続的に人工呼吸下（酸素50％，空気50％）で管
理した．実験中は臭化パンクロニウムを持続投与（0．4
mg/kg/hr）した．カプノメーター（Capnomac Ultima ;

Datex, Helsinki, Finland）を用いて終末呼気二酸化炭素分
圧が35～40mmHgとなるように人工呼吸器（SN－480－
7，シマノ）の1回換気量（5．0～7．5cm3/kg）および呼
吸数（20～30回/分）を調節した．ラットをヒーティン
グパッド上で仰臥位にし直腸温が37℃を維持すように調
節した．頚部の正中を切開し，周囲の神経や血管の損傷
を避けながら耳下腺，顎下腺および舌下腺を露出させ
た．実験終了後はペントバルビタール（ソムノペンチ
ル；共立製薬）の過量投与（100 mg/kg以上）により
ラットを安楽死させた．本研究は北海道医療大学動物実
験規定に基づき，北海道医療大学動物実験センター管理
運営委員会の審査並びに学長の承認を得て行った（承認
番号：第045号）．またすべての実験はNational Research

Council guideに準拠して行った．

2．レーザースペックル血流メージング
ラットの耳下腺，顎下腺および舌下腺の血流はレー

ザースペックルイメージング血流計（OMEGAZONE；
Omegawave）を用いて記録した．本血流計は秒単位で高
解像度な二次元血流イメージングを描出する．組織に照
射された半導体レーザー（780 nm）の散乱光をCCDカ
メラで撮影し，スペックル（斑点状の格子）内の赤血球
の数や移動速度の変化に基づくレーザー光線のドップ
ラー効果を血流変化として測定する．血流変化は2次元
画像（638×480pixel）で描出され，最短で約0．4秒ごと
の連続測定が可能である．スペックル画像の解析では任
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意に設定した観察範囲（ROI；Region of Interest）に含
まれる各々のスペックルが示す輝度の値の平均から相対
的な血流値が算出される．レーザースペックルイメージ
ングに関する詳細については最近の総説を参照されたい
（Basak et al., 2012）．また下口唇の血流動態はレーザー
ドップラー血流計（FLO−C1，Omegawave）を用いて記
録した．各測定部位における血流動態は血圧の変動によ
る影響を避けるため血流量を平均血圧で除した血管コン
ダクタンスを算出し評価した．

3．舌神経の電気刺激
唾液腺および下口唇の副交感神経性血管拡張反応は三

叉神経（舌神経）の電気刺激により誘発させた．舌神経
は末梢側を切断し両極性電極を用いて求心性（中枢性）
に刺激した．刺激には電気刺激装置（SEN－7103，日本
光電）を用い，2msec間隔にて各種刺激強度（1－30
V）と刺激頻度（1－30Hz）で20秒間刺激した．刺激
毎に15分間の間合いを置いた．すべての実験において頚
部交感神経幹と迷走神経を頚部にて両側性に切断し，両
神経の影響を排除した．

4．各種薬物の投与
すべての薬剤は生理食塩水（大塚製薬）に溶解して投

与した．血糖値の変動が舌神経の電気刺激により唾液腺
および下口唇で誘発される血流増加反応に与える影響を
検討するためにウレタン麻酔時にインスリン（5単位，
和光純薬）を頚背部に皮下注射した．また舌神経の電気
刺激により誘発される血管拡張反応が自律神経系および
ムスカリン受容体を介した反応であるかを検討するため
に以下に示す薬物を静脈内投与した：ヘキサメソニウム
（自律神経節遮断薬；10mg/kg, Sigma, St. Louis, MO），
アトロピン硫酸塩（ムスカリン受容体拮抗薬；0．1mg/

kg，三菱田辺），アセチルコリン（ムスカリン受容体作
動薬；10－1000ng/kg, Sigma, St. Louis, MO）．ヘキサメ
ソニウム，アトロピン硫酸塩およびアセチルコリンはそ
れぞれ0．1ml量で投与後，速やかに生理食塩水を1ml投
与することでカニューレ内から押し流した．1mlの生
理食塩水の投与は唾液腺の血流や体幹血圧に影響を与え
なかった（data not shown）．ヘキサメソニウムの投与量
は唾液腺で生じる副交感神経性血管拡張反応をほぼ完全

に抑制することが我々の研究で確認されている（Mizuta

et al., 2000）．またアトロピン硫酸塩の投与量は舌神経
刺激で生じる最大の血管拡張反応と同程度のアセチルコ
リンの静脈内投与で誘発される血管拡張反応を抑制する
のに十分な量である（data not shown）．

5．統計解析
すべての数値は平均値±標準誤差（SE）で示した．

平均値の差の検定は2群間の比較ではt検定を行った．
また他群間の比較では分散分析を行い，その後にBon-

ferroniテストを行った．危険率p＜0．05で有意差ありと
判定した．統計解析にはSPSS Statistics23（日本IBM）を
用いた．

結 果

1．血糖値と体重，耳下腺，顎下腺および舌下腺重量
コントロールラットおよび糖尿病ラットにおける麻酔

導入前の空腹時血糖値と体重，耳下腺，顎下腺および舌
下腺重量を表1に示す．麻酔導入前の空腹時血糖値はコ
ントロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に高
かった．体重と耳下腺，顎下腺および舌下腺重量にコン
トロールラットと糖尿病ラットの間で有意な差は認めら
れなかった．

2．安静時の顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇の血
管コンダクタンス
コントロールラットおよび糖尿病ラットの安静時の顎

下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇の血管コンダクタン
スを図1A，BおよびCに示す．コントロールラットお
よび糖尿病ラットの顎下腺と舌下腺の全体および耳下腺
の一部のレーザースペックルイメージングが記録された
（図1A）．コントロールラットおよび糖尿病ラットの安
静時の血管コンダクタンスは一定で変動はなかった（図
1B）．コントロールラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺
および下口唇の血管コンダクタンスはそれぞれ，0．37±
0．03，0．49±0．05，0．30±0．03，0．09±0．01で有意な差
が認められ［F（3，73）＝47．1，n＝11，P＜0．01］，顎
下腺の血管コンダクタンスと比較して舌下腺の血管コン
ダクタンスは有意に高く，下口唇の血管コンダクタンス
は有意に低かった（図1C，P＜0．05，ANOVA，Bon-

ラット 体重（g） 血糖値（mg/dl） 耳下腺（mg） 顎下腺（mg） 舌下腺（mg）
コントロールラット 554．4±15．7 52．5±4．4 459．1±39．8 332．5±14．4 53．8±7．2
糖尿病ラット 537．5±82．9 165．7±11．1＊ 425．0±18．6 327．4±12．5 43．8±5．3

表1 体重，血糖値および唾液腺重量

平均±標準誤差，＊P＜0．01，コントロールラットvs糖尿病ラット
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ferroni post−hoc test）．糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，
耳下腺および下口唇の血管コンダクタンスはそれぞ
れ，0．27±0．04，0．36±0．05，0．27±0．02，0．06±0．00
で有意な差が認められ［F（3，73）＝28．5，n＝11，P

＜0．01］，顎下腺の血管コンダクタンスと比較して舌下
腺の血管コンダクタンスは有意に高く，下口唇の血管コ
ンダクタンスは有意に低かった（図1C，P＜0．05）．顎
下腺，舌下腺の安静時の血管コンダクタンスはそれぞれ
コントロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に低
かった（図1C，顎下腺；n＝11，P＜0．05，舌下腺；n

＝11，P＜0．05）

3．舌神経刺激が顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇
の血管コンダクタンスに与える影響
様々な刺激強度（1～30 V）と刺激頻度（1～30

Hz）の舌神経刺激で生じた顎下腺，舌下腺，耳下腺お
よび下口唇における血管コンダクタンスの変化を図2
A，BおよびCに示す．舌神経刺激はコントロールラッ
トおよび糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺および
下口唇に急峻な血流増加反応を誘発した（図2Aおよび
B）．様々な刺激強度での舌神経刺激では顎下腺，舌下
腺，耳下腺および下口唇における血管コンダクタンス
は，コントロールラットでは10V以上の刺激で有意な
変化が認められ［顎下腺；F（5，101）＝20．0，n＝10，

P＜0．01，舌下腺；F（5，101）＝20．8，n＝10，P＜
0．01，耳下腺；F（5，98）＝58．9，n＝10，P＜0．01，下
口唇；F（5，81）＝5．6，n＝7，P＜0．01］，糖尿病
ラットでは5ないし10V以上の刺激で有意な変化が認
められた［顎下腺；F（5，101）＝12．2，n＝9，P＜
0．01，舌下腺；F（5，101）＝16．0，n＝9，P＜0．01，
耳下腺；F（5，98）＝10．5，n＝9，P＜0．01，下口
唇；F（5，81）＝4．3，n＝9，P＜0．01］（図2C）．耳下
腺では20V以上の刺激においてコントロールラットと
糖尿病ラットの間で血管コンダクタンスの変化に有意な
差が認められた（図2C，P＜0．01）．様々な刺激頻度で
の舌神経刺激では顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇
における血管コンダクタンスは，コントロールラットで
は10Hz以上の刺激で有意な変化が認められ［顎下腺；
F （5，101）＝8．2， n＝10， P ＜0．01，舌下腺； F

（5，101）＝7．5，n＝10，P＜0．01，耳下腺；F（5，94）
＝35．4，n＝10，P＜0．01，下口唇；F（5，81）＝4．1，
n＝7，P＜0．01］，糖尿病ラットでは5ないし10Hz以
上の刺激で有意な変化が認められた［顎下腺；F

（5，101）＝5．2，n＝9，P＜0．01，舌下腺；F（5，101）
＝6．5，n＝9，P＜0．01，耳下腺；F（5，94）＝4．1，n

＝9，P＜0．01，下口唇；F（5，81）＝2．5，n＝9，P

＜0．01］（図2C）．耳下腺では20Hz以上の刺激において
コントロールラットと糖尿病ラットの間で血管コンダク

図1．安静時の顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇の血管コンダクタンス
（A）顎下腺，舌下腺および耳下腺の実像とレーザースペックルイメージング像および各唾液腺に設定されたROI
の位置．（B）安静時のコントロールラットおよび糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇における血
管コンダクタンスの経時的変化の典型例．（C）コントロールラットおよび糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺
および下口唇における安静時の血管コンダクタンスの平均±標準誤差（n＝11）．平均値の差の検定は分散分析を行
い，その後にBonferroniテストを行った．＊P＜0．01，vs．顎下腺（コントロールラット）．†P＜0．05，††P＜
0．01，vs．顎下腺（糖尿病ラット）．

4 Toshiya SATO et al.／Parasympathetic vasodilation in salivary glands in diabetic rats.
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タンスの変化に有意な差が認められた（図2C，P＜
0．01）．

4．血糖値の変動が舌神経で誘発される唾液腺の血流増
加反応に与える影響
ウレタン麻酔前後およびインスリンを共投与したウレ

タン麻酔時における血糖値の変化を表2に示す．ウレタ
ン麻酔はコントロールラットと糖尿病ラットの血糖値を
有意に上昇させた（表2，コントロールラット；P＜
0．01，糖尿病ラット；P＜0．01）．この血糖値の上昇は
ウレタン麻酔時にインスリンを共投与することで有意に
抑制されたが（表2，コントロールラット；P＜0．01，
糖尿病ラット；P＜0．01），糖尿病ラットではインスリ
ンによる血糖値抑制効果が低くインスリン抵抗性が認め

られた．ウレタン麻酔時およびインスリンを共投与した
ウレタン麻酔時において舌神経刺激により誘発される唾
液腺の血管コンダクタンスの変化を図3AおよびBに示
す．ウレタン麻酔したコントロールラットの顎下腺，舌
下腺，耳下腺および下口唇における血管コンダクタンス
の変化はそれぞれ0．52±0．06，0．60±0．05，0．42±
0．06，0．34±0．09で有意な差が認められ［F（3，44）＝
1．78，n＝7，P＜0．05］，下口唇の血管コンダクタンス
の変化は顎下腺および舌下腺の変化と比較して有意に低
かった（図3A，P＜0．05）．インスリンを共投与してウ
レタン麻酔したコントロールラットの顎下腺，舌下腺，
耳下腺および下口唇における血管コンダクタンスの変化
はそれぞれ0．53±0．09，0．58±0．08，0．39±0．09，0．40
±0．05で有意な差は認められなかった（図3A）．ウレ

血糖値（mg/dl）
ラット 空腹時 ウレタン麻酔 ウレタン麻酔＋インスリン

コントロールラット 52．5±4．4 265．9±29．8＊ 23．7±1．7†

糖尿病ラット 165．7±11．1 588．7±77．5＊ 191．0±39．1†

図2．舌神経刺激が顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇の血管コンダクタンスに与える影響
（A）舌神経刺激前，刺激10秒後および20秒後の顎下腺，舌下腺および耳下腺のレーザースペックルイメージ
ング像の典型例．（B）舌神経刺激によるコントロールラットおよび糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺
および下口唇における血管コンダクタンスの経時的変化の典型例．（C）各種刺激強度（1－30V）および頻
度（1－30Hz）におけるコントロールラット（○，n＝10）および糖尿病ラット（●，n＝9）の顎下腺，
舌下腺，耳下腺および下口唇の血管コンダクタンスの変化．各種刺激強度による刺激では刺激頻度は20
Hz，各種刺激頻度による刺激では刺激強度は20Vとし，平均±標準誤差で示した．平均値の差の検定は分散
分析を行い，その後にBonferroniテストを行った．＊P＜0．01，vs．1Vおよび1Hz刺激時の血管コンダクタン
スの変化．†P＜0．05，コントロールラットvs糖尿病ラット．

表2 ウレタン麻酔時およびインスリンを共投与したウレタン麻酔時における血糖値の変化

平均±標準誤差，＊P＜0．01，空腹時vsウレタン麻酔，†P＜0．01，ウレタン麻酔vsウレタン麻酔＋インスリン
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タン麻酔時とインスリンを共投与したウレタン麻酔時に
おける舌神経刺激による血管コンダクタンスの変化には
有意な差は認められなかった（図3A）．ウレタン麻酔
した糖尿病ラットの顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口
唇における血管コンダクタンスの変化はそれぞれ0．49±
0．04，0．53±0．08，0．13±0．03，0．33±0．03で有意な差
が認められ［F（3，26）＝4．12，n＝5，P＜0．05］，耳
下腺および下口唇の変化が顎下腺および舌下腺の変化と
比較して有意に低かった（図3B，P＜0．05）．インスリ
ンを共投与してウレタン麻酔した糖尿病ラットの顎下
腺，舌下腺，耳下腺および下口唇における血管コンダク
タンスの変化はそれぞれ0．48±0．08，0．59±0．10，0．19
±0．04，0．32±0．09で有意な差が認められ［F（3，26）
＝3．66，n＝4，P＜0．05］，耳下腺の変化が顎下腺およ
び舌下腺の変化と比較して有意に低かった（図3B，P

＜0．05）．ウレタン麻酔時とインスリンを共投与したウ
レタン麻酔時における舌神経刺激による血管コンダクタ
ンスの変化には有意な差は認められなかった（図3B）．

5．各種薬物が耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口唇の
血流増加反応および血流動態に与える影響
ヘキサメソニウムおよびアトロピンの静脈内投与が舌

神経刺激（20V，20Hz，20 s）により誘発される耳下
腺，顎下腺，舌下腺および下口唇の血流増加反応に与え
る影響を図4AおよびBに示す．またアセチルコリンの
静脈内投与が耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口唇の血
流動態に与える影響を図4Cに示す．ヘキサメソニウム
の静脈内投与は舌神経刺激によりコントロールラットお
よび糖尿病ラットの耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口

唇で生じた血流増加反応を有意に抑制した［図4A，耳
下腺：コントロールラット；5．9±5．1％，F（1，12）＝
51．4，n＝4，P＜0．01，糖尿病ラット；0．0±0．0％，F

（1，12）＝57．9，n＝4，P＜0．01，顎下腺：コントロー
ルラット；11．6±6．6％，F（1，16）＝83．3，n＝5，P

＜0．01，糖尿病ラット；19．7±12．4％，F（1，16）＝
68．8，n＝5，P＜0．01，舌下腺：コントロールラッ
ト；25．3±16．5％，F（1，12）＝23．1，n＝4，P＜
0．01，糖尿病ラット；36．4±12．5％，F （1，12）＝
16．8，n＝4，P＜0．01，下口唇：コントロールラッ
ト；27．7±16．2％，F（1，12）＝31．1，n＝4，P＜
0．01，糖尿病ラット；14．5±7．5％，F （1，12）＝
43．4，n＝4，P＜0．01］．コントロールラットと糖尿病
ラットの間でヘキサメソニウムの抑制効果に有意な差は
認められなかった（図4A）．アトロピンの静脈内投与
は舌神経刺激によりコントロールラットおよび糖尿病
ラットの耳下腺，顎下腺，舌下腺で生じた血流増加反応
を有意に抑制した［図4B，耳下腺：コントロールラッ
ト；21．8±12．6％，F（1，12）＝46．6，n＝4，P＜
0．01，糖尿病ラット；15．6±5．6％，F （1，12）＝
54．3，n＝4，P＜0．01，顎下腺：コントロールラッ
ト；34．2±23．0％，F（1，10）＝11．9，n＝4，P＜
0．05，糖尿病ラット；48．0±6．5％，F （1，10）＝
9．9，n＝4，P＜0．05，舌下腺：コントロールラット；
73．4±24．9％，F（1，10）＝6．1，n＝4，P＜0．05，糖
尿病ラット；85．7±6．8％，F（1，10）＝6．4，n＝4，
NS，下口唇：コントロールラット；84．5±20．7％，F

（1，10）＝8．2，n＝4，NS，糖尿病ラット；76．4±
5．8％，F（1，10）＝2．5，n＝4，P＜0．05］．コント

図3．血糖値の変動が舌神経で誘発される唾液腺の血流増加反応に与える影響
（A）コントロールラットにおけるウレタン麻酔時（n＝7）およびインスリンを共投与したウレタン麻酔時
（n＝6）の舌神経刺激（20V，20Hz，20s）で顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇で生じる血管コンダク
タンスの変化．（B）糖尿病ラットにおけるウレタン麻酔時（n＝5）およびインスリンを共投与したウレタン
麻酔時（n＝4）の舌神経刺激（20V，20Hz，20 s）で顎下腺，舌下腺，耳下腺および下口唇で生じる血管
コンダクタンスの変化の平均±標準誤差．平均値の差の検定は分散分析を行い，その後にBonferroniテストを
行った．＊P＜0．01，vs．顎下腺（ウレタン麻酔）．†P＜0．01，vs．顎下腺（インスリン共投与ウレタン麻
酔）．NS：有意差なし．

6 佐藤 寿哉 等／糖尿病ラット唾液腺の副交感神経性血管拡張反応
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ロールラットと糖尿病ラットの間でアトロピンの抑制効
果に有意な差は認められなかった（図4B）．アセチル
コリン（Ach）の静脈内投与はコントロールラットおよ
び糖尿病ラットの耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口唇
の血管コンダクタンスを濃度依存的に変化させた［図4
C，耳下腺：コントロールラット，舌神経刺激；0．42±
0．10，Ach10，100，1000 ng/kg；0．17±0．05，0．30±
0．05，0．47±0．06， F （3，44）＝5．6， n＝7， P ＜
0．01，糖尿病ラット，舌神経刺激；0．17±0．03，Ach

10，100，1000 ng/kg；0．01±0．00，0．16±0．04，0．34
±0．05，F（3，44）＝6．9，n＝7，P＜0．01，顎下腺：
コントロールラット，舌神経刺激；0．53±0．10，Ach

10，100，1000 ng/kg；0．12±0．05，0．38±0．09，0．67
±0．13，F（3，44）＝6．5，n＝7，P＜0．01，糖尿病
ラット，舌神経刺激；0．46±0．08，Ach10，100，1000
ng / kg；0．03±0．02，0．27±0．06，0．53±0．08， F

（3，44）＝6．6，n＝7，P＜0．01，舌下腺：コントロー

ルラット，舌神経刺激；0．58±0．09，Ach10，100，
1000 ng/kg；0．20±0．08，0．51±0．11，0．77±0．13，F

（3，44）＝4．5，n＝7，P＜0．01，糖尿病ラット，舌神
経刺激；0．56±0．10，Ach10，100，1000 ng/kg；0．04
±0．02，0．40±0．10，0．69±0．11，F（3，44）＝7．2，n

＝7，P＜0．01，下口唇：コントロールラット，舌神経
刺激；0．35±0．14，Ach10，100，1000 ng/kg；0．05±
0．02，0．11±0．02，0．18±0．04，F（3，44）＝2．7，n＝
7，P＜0．01，糖尿病ラット，舌神経刺激；0．36±
0．12，Ach10，100，1000 ng /kg；0．03±0．01，0．11±
0．02，0．25±0．08， F （3，44）＝4．6， n＝7， P ＜
0．01］．耳下腺における血管コンダクタンスの変化は
10，100，1000 ng/kgのアセチルコリンの投与でコント
ロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に低かった
（P＜0．05）．顎下腺および舌下腺における血管コンダク
タンスの変化は10ng/kgのアセチルコリンの投与でコン
トロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に低かっ

図4．各種薬物が耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口唇の血流増加反応および血流動態に与える影響
（A）ヘキサメソニウムの静脈内投与が舌神経刺激でコントロールラットおよび糖尿病ラットの耳下腺，顎
下腺，舌下腺および下口唇で生じた血管コンダクタンスの変化の平均±標準誤差（コントロールラット；n
＝5，糖尿病ラット；n＝5）．薬物投与前の舌神経刺激による血管コンダクタンスの変化を100％とする．
平均値の差の検定は分散分析を行い，その後にBonferroniテストを行った．＊P＜0．01，vs．コントロール
（コントロールラット），†P＜0．05，vs．コントロール（糖尿病ラット）．（B）アトロピンの静脈内投与が舌
神経刺激でコントロールラットおよび糖尿病ラットの耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口唇で生じた血管コ
ンダクタンスの変化の平均±標準誤差（コントロールラット；n＝5，糖尿病ラット；n＝5）．薬物投与前
の舌神経刺激による血管コンダクタンスの変化を100％とする．平均値の差の検定は分散分析を行い，その
後にBonferroniテストを行った．＊P＜0．01，vs．コントロール（コントロールラット），†P＜0．05，vs．コ
ントロール（糖尿病ラット）．（C）アセチルコリンの静脈内投与により耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口
唇で生じた血管コンダクタンスの変化の平均±標準誤差（コントロールラット；n＝5，糖尿病ラット；n＝
5）．平均値の差の検定は分散分析を行い，その後にBonferroniテストを行った．＊P＜0．01，vs．舌神経刺激
（コントロールラット），†P＜0．05，vs．舌神経刺激（糖尿病ラット）．
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た（P＜0．05）．

考 察

40～45週齢の糖尿病ラットの空腹時血糖値は同週齢の
コントロールラットと比較して有意に高く糖尿病の発症
が認められた（表1）．体重と唾液腺重量にはコント
ロールラットと糖尿病ラットの間に有意な差は認められ
なかった（表1）．本研究に用いた糖尿病ラットは自然
発症型の2型糖尿病モデルラットで5～12週齢を境界型
糖尿病（前糖尿病段階）のモデル動物として，30～40週
齢を糖尿病モデル動物として，40週齢以降をさまざまな
糖尿病合併症を伴う糖尿病モデル動物として用いられて
いる（Hashimoto et al., 2009 ; Hosomi et al., 2002 ; Matsu-

moto et al., 2009）．本ラットは離乳直後から過食と内臓
脂肪蓄積型肥満を認め，25週齢でほぼすべての個体で経
口ブドウ糖負荷試験によって糖尿病と診断され，40週齢
以降では体重は徐々に減少する（Kawano et al., 1992）．
この体重変動の傾向は我々の結果や50週齢以上まで飼育
した我々の予備的実験の結果（data not shown）とも一
致しており，本研究で用いた糖尿病ラットはこれまでに
報告されている同系統のラットが発症した糖尿病と同様
な病態経過をたどったと考えられる．ストレプトゾトシ
ンの投与による実験糖尿病ラットでは顎下腺，舌下腺お
よび耳下腺の萎縮（Stewart et al. , 2016 ; Takai et al. ,

1983），耳下腺におけるトリグリセライドと考えられる
脂肪滴の蓄積（Anderson & Garrett, 1986 ; Hand & Weiss,

1984）など唾液腺の器質的変化が報告されているが，本
研究に用いた糖尿病ラットの唾液腺に萎縮は認められな
かった．
糖尿病ラットの顎下腺および舌下腺の安静時血流量は

コントロールラットと比較して有意に低く，耳下腺およ
び下口唇の安静時血流にはコントロールラットと糖尿病
ラットの間で有意な差は認められなかった（図1Bおよ
びC）．組織における基礎血流量には毛細血管密度や血
管壁に対する収縮性および拡張性のトーン調節が関与す
る．唾液腺における毛細血管密度は顎下腺で最も高く，
舌下腺，耳下腺の順に低い（Sato & Miyoshi, 1990）．し
かし，コントロールラットおよび糖尿病ラット唾液腺の
安静時血流は顎下腺および耳下腺と比較して舌下腺で有
意に高く（図1BおよびC），この結果は我々がこれまで
にWistar系ラットで示した報告とも一致している（Sato

& Ishii, 2015）．したがって，舌下腺における高い基礎血
流量の機序や生理学的な意義については明らかにされて
いないが，唾液腺における安静時血流調節機序の存在が
示唆される．基礎血流調節には交感神経血管収縮線維が

関与することが知られているが，本研究では交感神経を
頚部で切断しているため交感神経による血管収縮性トー
ン調節の影響は排除される．一方，我々はこれまでに口
腔顔面領域における血管拡張性トーン調節の存在を示唆
する報告をしている（Niioka & Ishii, 2013）．この調節機
序が唾液腺間で異なることが糖尿病による安静時血流に
対する影響が唾液腺間で異なることと関係しているのか
もしれない．
舌神経の求心性刺激は唾液腺に刺激強度と頻度に依存

した血流増加反応を誘発し，耳下腺における血管コンダ
クタンスの変化は20V以上の刺激強度と20Hz以上の刺
激頻度ではコントロールラットと比較して糖尿病ラット
で有意に低かった（図2A，BおよびC）．ウレタン麻酔
はラットの血糖値を著しく上昇させたが（表2），血糖
値の変動は舌神経刺激で唾液腺に生じる血管コンダクタ
ンスの変化に影響を与えなかった（図3AおよびB）．こ
れらの結果から唾液腺の副交感神経性血流増加反応は糖
尿病により耳下腺における反応が障害されることが示さ
れ，この障害は麻酔による一過性の血糖値上昇に起因す
るものではなく慢性的な高血糖による影響であることが
示唆された．ウレタン麻酔は交感神経系を活性化させ血
糖値を上昇させることが知られている（Reinert, 1964 ;

Maggi & Meli, 1986）．我々はウレタン麻酔による血糖値
の上昇は唾液腺の副交感神経性血流増加反応に影響を与
えないことを示したが（図3AおよびB），胃運動や胃酸
分泌は麻酔による血糖値の上昇により抑制されることか
ら研究対象によっては麻酔薬の選択が重要となる
（Takeuchi et al., 1994）．イソフルランやハロタン，セボ
フルランなどの吸入麻酔薬やバルビタール系の静脈麻酔
薬を用いることで過度な血糖値の上昇を避けることがで
きるが，これらの麻酔薬は口腔顔面領域で生じる体性－
副交感神経反射血管拡張反応を著しく抑制するため本実
験系には好ましくない（和泉，1997）．本研究では唾液
腺を支配する副交感神経性血管拡張線維を活性化させる
方法として，三叉神経（舌神経）を求心性に電気刺激し
脳幹の諸核を経由して反射性に副交感神経を活性化させ
る反射法を用いた．本法は唾液腺を支配する副交感神経
線維を遠心性に刺激する方法よりも唾液腺周囲組織への
侵襲が少なく，反射を用いることでより生理的に副交感
神経線維を活性化させることが可能である．これまでに
我々はこの方法を用いて口腔顎顔面領域における副交感
神経性血管拡張反応の重要性を報告してきた（Ishii et

al., 2005 ; Izumi & Karita, 1992 ; Sato & Ishii, 2015）．舌神
経の求心性電気刺激で耳下腺に誘発される血流増加反応
は低い刺激強度や刺激頻度の条件では非常に弱い反応で

8 Toshiya SATO et al.／Parasympathetic vasodilation in salivary glands in diabetic rats.
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あったことから，耳下腺の血流増加反応を誘発する感覚
入力は顎下腺や舌下腺よりも限られることが示唆され
る．耳下腺に血流増加反応を生じさせる感覚入力につい
ては明確にされていないが，糖尿病ラットでは顕著な血
流増加反応が認められた刺激強度と頻度（20－30Vお
よび20－30Hz）における血流増加反応が抑制されたこ
とから，糖尿病が耳下腺の血流増加反応に与える影響は
非常に大きいと考えられる．
舌神経刺激による耳下腺，顎下腺，舌下腺および下口

唇の血流増加反応は自律神経節細胞のアセチルコリン受
容体（ニコチン受容体）に結合して興奮伝達を遮断する
ヘキサメソニウムの投与により著しく抑制され，ムスカ
リン受容体拮抗薬であるアトロピンの投与により耳下腺
および顎下腺の反応は抑制されたが舌下腺および下口唇
の反応はほとんど影響を受けなかった（図4Aおよび
B）．これらの結果は舌神経刺激で糖尿病ラットおよび
コントロールラットの唾液腺および下口唇に生じる血流
増加反応は，1）大部分が自律神経系を介した反応であ
るが自律神経系を介さない反応も部分的に含まれ
る，2）副交感神経性コリン作動性線維および非コリン
作動性線維が関与することを示しており，我々がWistar

系ラットを用いて示した結果と一致している（Izumi &

Karita, 1992 ; Mizuta et al., 2000 ; Sato & Ishii, 2015 ; Taka-

hashi et al., 1995）．自律神経系を介さない血管拡張反応
としては唾液腺を支配する感覚神経線維による逆伝導性
血管拡張の可能性が考えられるが，この反応に関する知
見は少なく更なる検討が必要である（Izumi, 1999）．口
腔顔面領域の副交感神経性血管拡張反応にはコリン作動
性線維と非コリン作動性線維が関与するが，その関与は
唾液腺によって異なり顎下腺の血管拡張反応には主にコ
リン作動性線維が関与する一方で舌下腺や下口唇の反応
には非コリン作動性線維の関与が大きい（Sato & Ishii，
2015）．しかし動物種による違いもあり，コリン作動性
と非コリン作動性血管拡張反応の関係性や生理学的意義
は明確にされていない．
アセチルコリンの静脈内投与は耳下腺，顎下腺，舌下

腺および下口唇に濃度依存的な血流増加反応を誘発した
が，耳下腺に誘発された血管コンダクタンスの変化はコ
ントロールラットと比較して糖尿病ラットで有意に低
く，顎下腺および舌下腺における変化は10ng/kgの投与
ではコントロールラットよりも糖尿病ラットで低かった
が，100，1000 ng/kgの投与ではコントロールラットと
糖尿病ラットの間に有意な差は認められなかった（図4
C）．したがって糖尿病が耳下腺におけるコリン作動性
血管拡張反応に与える障害が舌神経刺激により耳下腺で

誘発される副交感神経性血管拡張反応の低下に重要であ
ることが示唆された．また顎下腺および舌下腺における
コリン作動性血管拡張反応の障害も示唆されたが，耳下
腺では血管拡張反応の大部分をコリン作動性の反応に依
存しているため糖尿病による障害の影響を強く受けるこ
とが考えられる．ストレプトゾトシン糖尿病ラットを用
いた研究では唾液腺のムスカリン受容体の感受性の低下
（Watanabe et al., 2001），細胞内シグナルトランスダク
ションの変化（Yamamoto et al., 1996），アセチルコリン
エステラーゼの増加（Anderson & Garrett, 1994），NOを
介した血管拡張反応への影響（Anderson & Garrett,

2004）など受容体や細胞内シグナリングへの影響に関す
る報告があり，我々の研究結果はOLETFラットが発症
する糖尿病においてもコリン作動性血管拡張反応への障
害が重要であることを示唆している．
唾液腺の基礎血流量の減少や副交感神経性血管拡張反

応の低下は副交感神経刺激による唾液分泌を減少させる
ことから，唾液分泌と唾液腺血流動態との関係性が示唆
されている（Hanna et al., 1999 ; Harrison et al., 2002 ;

Lung, 1990, 1998 ; Rourke & Edwards, 2000 ; Thakor et al.,

2003）．糖尿病患者を対象とした唾液分泌量に関する研
究では，各々の実験方法が異なるため唾液腺ごとの分泌
量を比較することは難しいが，全唾液として安静時唾液
および刺激唾液の減少が示されていることは一致してい
る（Bernardi et al., 2007 ; Chavez et al., 2001 ; Dodds et

al., 2000 ; Izumi et al., 2015 ; Mata et al., 2004）．安静時唾
液の分泌には顎下腺の関与が大きく，刺激唾液の分泌時
には耳下腺の重要性が増すことが知られており（Fer-

gason, 1975），本研究結果で示された糖尿病ラットの顎
下腺および舌下腺の安静時血流量の低下と耳下腺の副交
感神経性血流増加反応の低下（図1，2）は，糖尿病に
おける唾液分泌減少に唾液腺血流障害が重要であること
を示唆している．糖尿病が唾液腺に与える影響について
は，これまでに腺房細胞や導管の器質的および機能的な
変化に関する多くの知見が示されているが，糖尿病が唾
液腺血流動態に与える影響に関するさらなる研究は唾液
分泌障害のより詳細な機序の解明と新たな治療方法の確
立に寄与することが期待される．

結 論

2型糖尿病ラットの唾液腺では顎下腺および舌下腺に
おける基礎血流量の減少と耳下腺における副交感神経性
血管拡張反応の低下が認められ，糖尿病に伴う口腔乾燥
症の発症要因のひとつとして糖尿病が唾液腺血流動態に
与える影響の重要性が示唆された．
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緒 論

α1アドレナリン受容体やM3ムスカリン受容体などのG

タンパク質共役型受容体の活性化は，Gq／11タンパク質を
介してホスリパーゼCを活性化し，ホスファチジルイノ
シトール4，5二リン酸の加水分解によってイノシトール
1，4，5－三リン酸（IP3）を産生する（Berridge, 1993）．
IP3は細胞内Ca2＋チャネルであるIP3受容体を活性化する
ことにより細胞内Ca2＋ストアからのCa2＋放出を調節する
重要な情報伝達分子である．Ca2＋は様々な細胞反応を制

御する細胞内メッセンジャーで，細胞増殖やエネルギー
産生，アポトーシス，分泌などの細胞機能の調節に関
わっており（Berridge et al., 2000），唾液腺腺房細胞では
IP3産生系を介するCa2＋放出が水分泌に必要なイオンチャ
ネル（Cl－やK＋チャネル）の開口を起こし，その後活性
化されるイオントランスポーター（Na+−K＋−2Cl－共輸送
体やNa+/H＋交換体等）の機能調節に重要な役割を果たす
と考えられている（Ambudkar, 2014）．
このような細胞内Ca2＋シグナルに関する研究は，fura-

2に代表されるCa2＋プローブの開発によって急速に発達

〔原著〕

細胞質型イノシトール三リン酸（IP3）バイオセンサー“cLIBRAvIIS”を用いた
唾液腺腺房細胞のIP3測定法の開発

根津 顕弘，森田 貴雄，谷村 明彦

北海道医療大学歯学部薬理学分野

Development of a method for measurement of intracellular IP3
concentrations in salivary acinar cells using the cytosolic type

IP3-biosensor “cLIBRAvIIS”.

Akihiro NEZU, Takao MORITA, Akihiko TANIMURA

Department of Pharmacology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Key words：Inositol1，4，5-trisphosphate, salivary acinar cells, IP3-biosensor, Measurement method for IP3

Abstract

We examined agonist−induced changes in cytosolic

concentrations of inositol 1,4,5−trisphosphate (IP3) in

rat salivary acinar cells using the cytosolic IP3−biosen-

sor “cLIBRAvIIS”, containing a histidine tag. We con-

structed a cLIBRAvIIS−expressing plasmid vector, and

transfected this plasmid into COS−7 cells. Fluorescent

proteins were collected by TALON® beads in cytosolic

proteins from cLIBRAvIIS−transfected cells. To evalu-

ate the binding properties with IP3 on purified

cLIBRAvIIS, IP3−induced changes in the fluorescence

ratio (Ratio) were measured using an imaging system

and a microplate reader. Various concentrations of IP3

(0.003−30 µM) induced elevations in the Ratio in a

concentration−dependent manner (Kd value : 66 nM),

indicating that purified cLIBRAvIIS has a sufficient

binding function as an IP3 − biosensor. We then at-

tempted to inject purified cLIBRAvIIS into rat parotid

acinar cells using a micro−electroporation system, and

observed fluorescence in approximately 12% of acinar

cells. When cLIBRAvIIS − injected acinar cells were

stimulated with carbachol (100 µM), a muscarinic ace-

tylcholine receptor agonist, sustained elevations in the

Ratio were observed during the stimulation. Our results

show that purified cLIBRAvIIS would be a useful tool

in the monitoring of changes in IP3 in isolated living

cells.
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した（Grynkiewicz et al., 1985）．また，高速かつ高解像
度なイメージング技術の発達によって細胞内のCa2＋応答
をリアルタイムで可視化することが可能となり，様々な
細胞で複雑なパターンをもったCa2＋シグナルが発生する
ことが明らかとなってきた．唾液腺腺房細胞では腺腔側
から始まったCa2＋上昇が基底膜まで波のように変化する
Ca2＋ウェーブや，腺腔側でCa2＋濃度が周期的に上下に振
動するCa2＋オシレーションが報告されている（Tojyo et

al. , 1997, 1998, Bruce et al. , 2002, Nezu et al. , 2002,

Harmer et al., 2005）．
一方でIP3濃度測定法は，放射性同位元素を使った

［3H］−D−ミオイノシトールの代謝で生成されたIP3を陰イ
オン交換カラムや高速液体クロマトグラフィーを使って
分離・定量する方法やIP3結合タンパク質を使ったバイ
ンディングアッセイが使われてきた．しかしCa2＋ウェー
ブやCa2＋オシレーションに代表される時間・空間的に制
御されたCa2＋応答とIP3濃度変化との関係を明らかにする
には，単一細胞レベルでの細胞内IP3濃度変化の測定が
可能な蛍光センサーが必要である．

IP3受容体はIP3に高い選択性をもつ天然のIP3センサー
であり，その構造のアミノ末端側の1から604番までの
アミノ酸からなる領域がIP3結合部位と考えられている
（Yoshikawa et al., 1996）．我々はtype3IP3受容体のリガ
ンド結合部位の両端にGFPの変異体であるCFPとYFPを
結合させた最初のIP3バイオセンサー“LIBRA”シリー
ズを開発した（Tanimura et al., 2004）．LIBRAは蛍光共
鳴エネルギー転移（FRET）技術を利用したバイオセン
サーで，IP3の結合に伴うリガンド結合部位の構造変化
により FRET効率が変化し， CFPと YFPの蛍光比
（Ratio）変化を起こすと考えられている．その後，type

I IP3受容体のリガンド結合部位の一部を使ったIP3セン
サー“Fretino”（Sato et al., 2005）や“IRIS”（Matsu−ura et

al., 2006）が発表され，FRET型蛍光プローブの有効性が
確認されている．“LIBRA”シリーズはセンサータンパ
ク質のIP3に対するキャリブレーションを可能にするた
めに細胞膜局在シグナル（GAP43）が付加されている膜
発現型IP3センサーである（Tanimura et al., 2004）．我々
はこのLIBRAの特徴を利用して細胞内IP3濃度を算定
し，Ca2＋オシレーションによって起こるIP3オシレーショ
ンの定量的解析に成功した（Tanimura et al., 2009）．
一方，“LIBRA”シリーズを含むIP3センサーは，遺伝

子を目的細胞に導入することでセンサータンパク質を細
胞に発現させて利用する．しかし唾液腺細胞は分泌機能
や細胞極性を維持したまま長期間培養することが難しい
ことからプラスミドによるIP3センサーの発現は困難で

ある．このような細胞の場合，マイクロインジェクショ
ンやエレクトロポレーション法によりセンサータンパク
質を直接注入する必要がある．
本研究では，この“LIBRA”シリーズを基に細胞質に

発現する高感度IP3センサー“cLIBRAvIIS”を作成し，
これがIP3センサーとして機能することを確かめた．さ
らに，このcLIBRAvIISを耳下腺腺房細胞に注入するこ
とで，受容体刺激を介した細胞レベルのIP3動態をリア
ルタイムで測定することに成功したので報告する．

方 法

1）緩衝液
Equivalent wash buffer（EWB，50mM Na3PO4，6M塩

酸グアネチジン，300mM NaCl，25mMイミダゾール，
pH7），Equivalent buffer（EB，50mM Na3PO4，6M塩
酸グアネチジン，300mM NaCl，pH7），Elution buffer

（ELB，50mM Na3PO4，300mM NaCl，250mMイミダ
ゾール，pH7），Intracellular−like medium（ICM，123
mM KCl，19mM NaCl，10mM HEPES−KOH，1 mM

EGTA，330µM CaCl2，pH7．3），Hanks balanced salt so-

lution（HBSS−H，137mM NaCl，5．4mM KCl，1．3mM

CaCl2，0．41 mM MgSO4，0．49 mM MgCl2，0．34 mM

Na2HPO4リン酸水素二ナトリウム，0．44 mM KH2

SO4，5．5mMグルコース，20 mM HEPES−NaOH，pH

7．4）

2）細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”発
現ベクターの作成
図1に細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”

の作成の手順を示す．小胞体（ER）局在シグナル，ヒ
スチジンタグ（His−tag），Ceruleanおよびtype3IP3受容
体の一部（1−45番目のアミノ酸）の融合したcDNA配列
を合成し（GenScript Corp., Piscataway, NJ, USA），制限
酵素NheIおよびPpuMIで処理した（図1A）．切り出され
た断片を，同じ酵素を用いて我々の開発したLIBRAvIII

発現プラスミド（図1B，Tanimura et al., 2009）からGAP

43，CFPおよびIP3受容体の一部を含む配列をプラスミド
から切断した部位に挿入し合成LIBRAvIIIを作成した
（図1C）．合成LIBRAvIII（図1C）をSacIで処理し，ER

局在シグナルを除去した（図1D）．LIBRAvIIS発現プラ
スミド（図1E，Tanimura et al., 2009）のリガンド結合部
位をBssHIIおよびNotIで処理し，切り出された配列を同
じ酵素で切り出したHis−tag付き細胞質発現型LIBRAvIII

（図1D）から切断した部位に挿入した（図1F）．

14 根津 顕弘 等／IP3バイオセンサーを用いたIP3測定法の開発
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3）細胞培養
COS−7細胞はRIKEN Cell Bank（東京）から入手し

た．グルコース（1000mg/l），10％牛胎児血清，L−グル
タミン（584mg/l），ピルビン酸ナトリウム（110mg/

l），ペニシリン（100 units/mL）およびストレプトマイ
シン（100 µg/mL）を含むDulbecco’s modified Eagles’s

medium（全てThermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA）中にて37℃，5％ CO2で維持されたインキュベー
タ内にて培養した．

4）TALON®ビーズを用いたcLIBRAvIISの分離
80％コンフルエントのCOS−7細胞に，10 cmカル
チャーディッシュ当たり1．5µg/mLのcLIBRAvIIS発現プ
ラスミドと4µL/mLのLipofectamine2000（Thermo Fisher

Scientific社）含むOpti−MEM（Thermo Fisher Scientific

Inc．）を5mL加えて，2日間遺伝子を発現させた．通常
は1回の精製に3枚の10cmカルチャーディッシュを用
いた．1mM EDTAを加えたCa2＋とMg2＋を含まないDul-

becco’s Phosphate−Buffered Saline（Thermo Fisher Scien-

tific Inc．）の20分間処理によりcLIBRAvIISを発現させた
COS−7細胞を浮遊させ，タンパク質低吸着チューブ（プ
ロテオセーブSS，住友ベークライト株式会社，東京）
中で4℃，700×g，2分間遠心分離し，Equivalent wash

buffer（EWB）で2回洗浄した．洗浄後，250µL/mL（w

/v）サポニン（ICN,Cleveland, OH, USA）を含むEWB中
で再懸濁し，4℃で20分間細胞を処理した．サポニン処
理した細胞を4℃，2500×g，30分間遠心分離後，上清
をタンパク吸着制御サンプリングチューブ（ザルスタッ
ト株式会社，東京）に採取した．採取した上清に150µL

のTALON®ビーズ（タカラバイオ株式会社，滋賀）の
スラリーを添加し，4℃で12時間インキュベートにより
cLIBRAvIISタンパク質をビーズに吸着させた．
cLIBRAvIISを吸着させたビーズは Equivalent buffer

（EB）を用いて，4℃で2500×g，5分間遠心分離によ
り2回洗浄し，実験に用いるまで4℃で保存した．

5）cLIBRAvIISタンパク質の精製
cLIBRAvIISが吸着したビーズをEWB中で4℃，5000

図1．細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の作成
制限酵素を用いたcLIBRAvIISプラスミド作成は方法に示した．A）GenScript社に依頼して作成した合成cDNAの構造．
B）膜発現型LIBRAvIII．C）A）およびB）の制限酵素処理（NheIおよびPpuMI）により作成した合成LIBRAvIII．D）
SacI処理により小胞体（ER）局在シグナルを除いたHis−tag付き細胞質型LIBRAvIII．E）膜発現型LIBRAvIIS．F）D）
およびE）の制限酵素処理（BssHIIおよびNotI）によって作成された細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”．
cLIBRAvIISは，ヒスチジンタグ（His−Tag），Cerulean，IP3受容体type IIの440番目のアルギニン（R）をグルタミン
（Q）に置換したリガンド結合部位およびVenusで構成される．IP3受容体のリガンド結合部位の変異（R440Q）によっ
て，リガンド結合部位のIP3に対する感受性を向上させた．

15The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 35� 2016
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×gで5分間の遠心分離により2回洗浄後，Elution

buffer（ELB）で4℃，1時間処理し，4℃，12000×g

で10分間の遠心分離後，上清を回収して実験に使用し
た．採取したサンプル中のタンパク質濃度をQubit®

Protein Assay kitを用いて，Qubit2．0 fluorometer（全て
Thermo Fisher Scientific Inc．）にて測定し実験に用い
た．
培養細胞，ビーズおよび精製タンパク質溶液の蛍光

は，Blue−LEDユニット（励起波長，440－500nm）を搭
載した可視光LED搭載光源装置（ビジレイズ，アトー株
式会社，東京）によって励起された蛍光をライトキャプ
チャーII（アトー株式会社）により検出した．

6）cLIBRAvIISの機能解析
（1）Talon®ビーズに吸着したcLIBRAvIISの機能解析
ビーズに吸着したcLIBRAvIISのIP3に対する機能解析

は，IP3バイオセンサーを用いた測定法に従って行った
（Nezu et al., 2006, 2010）．cLIBRAvIISの吸着したビーズ
をCell Takでコートした7×7mmのプラスチックシリン
ダーとカバーグラスで構成された測定用チャンバーに固
着した．ビーズをintracellular−like medium（ICM）で洗
浄後，様々な濃度のIP3（0．003－30 µM）を含むICMを
添加した．吸引器を測定用チャンバーに固定し，チャン
バー内の溶液量をおよそ200µLになるように調整した．
溶液交換は800µLの新しい溶液を加えることで2秒以内
に交換した．

IP3添加によるcLIBRAvIISの蛍光はS Fluor40油浸対物
レンズを装着したEclipse TE300型倒立顕微鏡（全てニコ
ン株式会社，東京）で構成されたAQUACOSMOS /

ASHURAシステム（浜松ホトニクス株式会社，浜松）
にて測定した．cLIBRAvIISを吸着させたビーズは430
nmの励起光を照射し，得られたCFPシグナル（420－
500nm）をC channel，YFPシグナル（500－565nm）を
Y channelで測定し，蛍光比画像（Ratio, C/Y channel）を
作成した．全ての実験は室温で行った．

（2）精製cLIBRAvIISの機能解析
精製cLIBRAvIISのIP3に対する反応性は，マイクロプ

レートリーダー（ Infinit F 2000, TECAN Trading AG,

Seestrasse，スイス）を用いて行った．1ウェル当たりに
45µLの精製タンパク質（500µg/mL）をガラスボトム製
384ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific Inc．）に入
れ，そこに5 µLのIP3溶液を加えピペッティングにより
穏やかに混和した．プレート下面より430 nmの励起光
を照射し，480および535nmの蛍光を同時に測定した．

得られた蛍光強度から蛍光比（Ratio；480／535 nm）を
計算し，IP3に対するcLIBRAvIISの蛍光比変化を算出し
た．全ての実験は室温で行った．

7）ラット単離耳下腺腺房細胞の調製
ラット耳下腺腺房細胞はウィスターST系雄性ラット

（300－400g，三共ラボサービス株式会社）からトリプ
シンとコラゲナーゼを用いた方法にて調製した（Nezu

et al., 2002）．単離した腺房細胞は最終的に0．1％ BSAを
含むHBSS−H（200 µM, Sigma−Aldrich Corp. LLC, St.

Louis, MO, USA）中に懸濁し，実験に用いるまで室温
で保存した．
動物実験は「北海道医療大学動物実験規定」に基づ

き，「北海道医療大学動物実験委員会」の審査を経て，
北海道医療大学長の承認を得て行った（承認番号：第
042号）．

8）cLIBRAvIISの耳下腺腺房細胞への導入
精製したcLIBRAvIISの耳下腺腺房細胞への導入はマ

クロエレクトロポレーターシステム（Microporator, MP−

100, Thermo Fisher Scientific Inc．）を用い，製品のプロ
トコールに従って行った．1匹のラットから調製した腺房
細胞の全量の1／5を採取し，700×gで2分間遠心分離
を行い上清は廃棄した．腺房細胞に144 µLのSolution R

（ Thermo Fisher Scientific Inc．）と120µLの精製
cLIBRAvIIS溶液（1mg/mL）を混和し，1500V，20msec

で2回の電圧を加え腺房細胞へcLIBRAvIISタンパク質
を導入した．

9）cLIBRAvIISを用いた細胞内IP3濃度変化のリアルタ
イム測定

cLIBRAvIISタンパク質を導入したCOS−7細胞と腺房
細胞における細胞内IP3動態のリアルタイム測定は，S

Fluor40油浸対物レンズを装着したEclipse TE300型倒立
顕微鏡（全てニコン株式会社）で構成されたAQUA-

COSMOS/ASHURAシステム（浜松ホトニクス株式会
社）にて測定した．cLIBRAvIIS導入した細胞に430 nm

の励起光を照射し，得られたCFPシグナル（420－500
nm）をC channel，YFPシグナル（500－565 nm）をY

channelで測定し，Ratio画像（C/Y channel）作成した．
全ての実験は室温で行った．
測定用チャンバー内で培養したCOS−7細胞あるいは

Cell Takで測定用チャンバーに固着した腺房細胞に様々
な試薬を溶解したHBSS−Hを添加して測定した．いくつ
かの実験では，COS−7細胞あるいは腺房細胞をICMで洗

16 Akihiro NEZU et al.／IP3 measurement method using IP3−biosensor
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浄し，その後200µM β−エスチン（Sigma−Aldrich Corp.

LLC）処理により細胞膜を穿孔した後，高濃度IP3（10－
30µM）を含むICMを添加した．

10）データ解析
全ての結果は3例以上の異なる実験から得られた平均

値および標準誤差（means ± SEM）として示した．Kd値
およびHill係数（n）は，Sigmaplot（Systat Software Inc,

San Jose, CA, USA）を用いて解析した．

結 果

細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の作成
と機能解析
図1Fに作成した細胞質発現型 IP3バイオセンサー

“cLIBRAvIIS”の構造を示す．IP3センサー“LIBRAvIII”
（Tanimura et al., 2009）は，ラットIP3受容体type IIIのIP3

結合部位（1－604番目のアミノ酸）をECFPとYFPの変
異体（Venus）で挟み込み，CFP側に細胞膜局在シグナ
ル（GAP43）を有するため細胞膜に発現する．本研究で
は精製した IP3バイオセンサーを使用するために，
LIBRAvIIIのGAP43を精製用のヒスチジンタグ（His−

tag）に置換した．またFRET効率を向上させるために
CFPをCFP変異体のCerulean（Rizzo et al., 2004）に置換
した．さらにLIBRAvIIIのリガンド結合部位をIP3に対す
る感受性を向上させたLIBRAvIIS（Tanimura et al. ,

2009）のものと置換した．
cLIBRAvIIS発現プラスミドをCOS−7細胞に導入する

と，細胞質全体に435 nmの励起波長によって生じる蛍
光シグナルが観察された（図2Aa）．cLIBRAvIIS発現細
胞をATP（100 µM）で刺激すると蛍光タンパク質の蛍
光比が上昇し，ATPを洗浄すると安静時レベルまで低下
した．さらにβ−エスチン（200µM）処理により分子サ
イズの大きな蛍光タンパク質をとどめたまま細胞膜を穿
孔し，細胞内へIP3（30µM）を導入したところ，IP3によ
りcLIBRAvIISの蛍光比の大きな上昇が観察された（図2
A）．これらの結果から発現させたcLIBRAvIISがIP3に反
応することが確認された．
細胞質に発現させたcLIBRAvIISを漏出させるため

0．01％のサポニン処理により細胞膜を穿孔すると
（Tanimura et al., 2004），cLIBRAvIISの蛍光が消失するこ
とが確認された（図2B）．His − tagでラベルされた
cLIBRAvIIS（図2C）は，サポニンによる細胞膜穿孔に
より細胞外に漏出され，Talon®ビーズと特異的に結合
する．cLIBRAvIIS発現細胞の細胞質と処理したビーズ
は435 nmの励起波長によりC channel（図3Aa）とY

channel（data not shown）でも観察された．

cLIBRAvIISタンパク質のIP3バイオセンサー機能解析
COS−7細胞に発現したcLIBRAvIISタンパク質の機能

を解析するため，細胞質に発現したcLIBRAvIISを単離

図2．細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の培養細胞への発現
A）cLIBRAvIISを用いたATP（100µM）およびβ－エスチン処理（200 µM）による膜穿孔後のIP3（30 µM）による
cLIBRAvIIS発現細胞（ROI1）の蛍光比（Ratio）変化．スケールバー：20 µm.B）COS−7細胞に発現したcLIBRAvIIS
（b）と，サポニン（Sap）穿孔処理5分の細胞内分布（c）．C）（a）cLIBRAvIISプラスミド非導入（－）および導入
（＋）したCOS−7細胞．（b）cLIBRAvIIS非発現細胞（－）および発現細胞（＋）の細胞質溶液と処理したTalon®ビー
ズ．3例の異なるサンプルを用いて実験を行った．

17北海道医療大学歯学雑誌 35� 平成28年
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しIP3に対する反応性を検討した．
図3はビーズに結合したcLIBRAvIIS蛍光比に対するIP3

の作用である．cLIBRAvIIS蛍光比はIP3濃度に依存して
上昇し，10µM IP3で最大値に達した．IP3の繰り返し添加
で同等の上昇が観察された（図3A）．図3Bは
cLIBRAvIISの蛍光比に対するIP3の作用をまとめたもの
で，1日後（1day）のビーズではIP3のKd値は9 nM，Hill

係数（n）は0．897であった．4℃で1週間保存したビー
ズでもIP3に対する反応性は大きく変化しなかった（図3
B，1week，Kd値：19 nM）が，冷凍したサンプルはIP3

に対する反応性を消失した（data not shown）．
次に，ビーズから遊離させた精製cLIBRAvIISの蛍光

比に対するIP3の反応性をマイクロプレートリーダーを
用いて測定すると，その蛍光比はIP3濃度（0．003－30
µM）に依存して上昇し，最大の蛍光比変化は30µM IP3

で観察された（図4A）．精製cLIBRAvIISにおいて，IP3濃
度に依存した蛍光比変化の範囲は0．017－0．042で（図4
C），cLIBRAvIISに対するIP3のKd値は66 nM，Hill係数
（n）は1．609であった．精製cLIBRAvIISではビーズによ
る保存と異なり，1週間の保存でIP3に対する反応性が
大きく低下した（図4B）．
さらに精製cLIBRAvIISのIP3に対する特異性を調べる

ため，他のイノシトールリン酸である4，5-IP2（IP2）お
よび1，3，4，5-IP4（IP4）に対する反応性を検討した（図
4C）．IP2およびIP4のKd値はそれぞれ1．6および3．4 µM

で，cLIBRAvIISはIP3に対する特異性が高いセンサーで
あることが示された．

精製cLIBRAvIISを用いたラット耳下腺腺房細胞のIP3動
態測定
唾液腺腺房細胞における受容体刺激を介したIP3動態

を調べるため，精製cLIBRAvIISを用いて測定を試み
た．図5Aは単離したラットの耳下腺腺房細胞の透過像
（a）と蛍光像（b）である．
マイクロエレクトロポレーション法によってラットの

耳下腺腺房細胞に精製cLIBRAvIISが導入され，蛍光が
確認された（図5A）．この方法では，腺房細胞の約12％
に蛍光が観察された．このcLIBRAvIIS導入細胞の細胞
膜をβ−エスチン（200 µM）で穿孔し，IP3（10 µM）を
添加すると蛍光比上昇が観察された．IP3の繰り返し添
加により同等の蛍光比上昇が観察されたことから（図5
B），腺房細胞に導入された蛍光タンパク質はIP3セン
サーとして機能することが確認された．さらに
cLIBRAvIISを導入した耳下腺腺房細胞をムスカリン受
容体作動薬のカルバコール（CCh，100 µM）で刺激し
たところ蛍光比上昇が観察され，この上昇はCCh添加後
およそ1分で最大値に達し，CChを除くまで持続した
（図5C）．このことからマイクロエレクトロポレーショ
ンでcLIBRAvIISを導入細胞が受容体による反応性を維
持していることが示された．

考 察

今回我々は，細胞質発現型 IP3バイオセンサー
“cLIBRAvIIS”を開発し，このIP3センサーの細胞内導入
により耳下腺腺房細胞のIP3濃度変化のリアルタイム測
定に成功した．

図3．蛍光タンパク質のIP3に対する反応性
A）イメージングシステムを用いたIP3によるcLIBRAvIIS結合ビーズの蛍光比（Ratio）変化．（a）cLIBRAvIISの吸着した
ビーズの蛍光顕微鏡像．測定用チャンバーに固着したビーズに様々な濃度のIP3（0．003－30µM）を処理し，その蛍光
比変化を測定した．B）cLIBRAvIIS吸着後1日後および7日後のビーズにおけるIP3（0．003－30 µM）に対する反応．
Mean± SE，4－7例の異なるサンプルを用いて実験を行った．

18 根津 顕弘 等／IP3バイオセンサーを用いたIP3測定法の開発
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IP3に対する特異性が高く，蛍光比測定が可能な利点
をもつIP3受容体のリガンド結合ドメインを利用した
FRET型プローブの“LIBRA”シリーズを改変した細胞
質型cLIBRAvIISは，IP3に対するKd値が66nMと，他のイ
ノシトールリン酸よりも25－50倍以上の親和性を有する
IP3センサーであった（図4）．加えて，ビーズに吸着し
た状態の保存で採取後に比較的長期の保存が可能で（図
3），一旦調製すると1週間以内であればIP3センサーを
ビーズから精製し使用することが可能であることが明ら
かになった．
これまでに“LIBRA”シリーズを用いた実験により，

培養細胞では50－100 nMの細胞内IP3濃度（［IP3］i）で
Ca2＋応答が惹起されると考えられている（Tanimura et

al., 2009, Nezu et al., 2010）．また耳下腺腺房細胞では
500nM caged IP3の光分解で生じる200 nM程度のIP3濃度
でCa2＋応答が惹起される（Tanimura et al., 1998）ことか
ら，cLIBRAvIISはこれらのIP3濃度の測定に使用可能で
ある．
このcLIBRAvIISをマイクロエレクトロポレーション

で導入することによって，ムスカリン受容体刺激による
唾液腺腺房細胞の細胞内IP3動態のリアルタイムモニ
ターに初めて成功した（図5C）．CCh刺激（100µM）は
腺房細胞の持続的なIP3上昇を起こし，その反応は薬物
洗浄で速やかに安静時レベルに低下する変化パターンを
示した．これは高濃度（100µM）のAChやATP刺激によ
る培養細胞（SH−SY5YおよびCOS−7細胞）の反応とよ
く一致した（Tanimura et al. , 2004, 2009, Nezu et al. ,

2010）．唾液腺由来の培養細胞であるHSY−EA1細胞では
3－30µM ATPで周期的なIP3濃度の上昇と下降するIP3

オシレーションが観察される（Tanimura et al., 2009）．
一方で耳下腺腺房細胞では，100µM CCh刺激でIP3オシ
レーションは惹起されなかった．
耳下腺腺房細胞において，高濃度のCCh刺激はCa2＋

ウェーブを起こし，この時CChによってCa2＋濃度は約2
秒で最大値に達する速いCa2＋応答を起こす（Tojyo et al.,

1997, Nezu et al., 2002）．一方で同程度のCCh刺激による
腺房細胞の［IP3］i上昇はプラトーに達するまでの時間は
およそ1分であった．これは耳下腺腺房細胞における最
大のCa2＋上昇は，比較的低濃度のIP3によって惹起された
ことを示唆している．
唾液腺腺房細胞は分泌機能や極性を保ったまま培養す

ることが難しく，培養細胞のように発現プラスミドを用
いたセンサータンパク質の導入法を適用できない．腺房
細胞にバイオセンサーを導入するには，エレクトロポ
レーション法や微小ガラスピペットを用いたマイクロイ
ンジェクション法（Kubota et al., 1987）がある．エレク
トロポレーション法による精製cLIBRAvIISの腺房細胞
への導入効率は約12％で顕微鏡による測定には十分で
あった（図5A）．またアフリカツメガエルの卵母細胞
などに用いられるマイクロインジェクション法（Was-

serman et al., 1980, Kubota et al., 1987）を検討したが，
腺房細胞の大きさが20µm程度と卵母細胞（1mm）と比
べ小さく，また細胞の固定が困難なため測定に必要な精
製cLIBRAvIISを注入することはできなかった（data not

図4．精製cLIBRAvIISタンパク質のIP3－バイオセンサー機能解析
A）マイクロプレートリーダーを用いた精製cLIBRAvIISタンパク質のIP3に対する反応性．（a）cLIBRAvIIS非発現細胞
（－）および発現細胞（＋）から調製したビーズをELB処理した後の上清．精製cLIBRAvIISタンパク質溶液と様々な濃
度のIP3（0．003－30µM）を混和し，その蛍光比（Ratio）を算出した．B）精製1週間後のcLIBRAvIISのIP3に対する反
応性．ビーズから精製cLIBRAvIISを4℃にて1週間保存したサンプルを高濃度IP3（30µM）と処理した時の蛍光比変
化．C）精製cLIBRAvIISに対するIP3とその他のイノシトールリン酸（4，5-IP2および1，3，4，5-IP4）によるRatio変化．IP3
30µMを最大反応とした時の蛍光比変化．Mean ± SE，3－4例の異なるサンプルを用いて測定した．
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shown）．標的タンパク質を細胞内に導入する方法とし
て，アルギニンを多く含む配列（TAT，R7およびR9）
を付加した方法が知られている（Wender et al., 2000,

Futaki et al., 2001）．この配列を挿入したPHドメインタ
イプのIP3センサーのDT40細胞への導入に使用されてお
り（Sugimoto et al., 2004），cLIBRAvIISにこれらのアミ
ノ酸配列を挿入することで，蛍光バイオセンサーの細胞
内導入法の一つの選択肢になるだろう．
本研究では，マイクロプレートリーダーを用いてIP3

による精製cLIBRAvIISの蛍光変化の検知に成功し，IP3

結合部位に特異的な結合するIP3に対して高い選択性を
持つ測定システムとして使用できることを示した．本方
法は放射性同位元素などを用いた従来法（Bredt et al.,

1989）と比べて，簡便かつ極めて高精度にIP3濃度を測
定可能である．
また我々は以前の報告で，“LIBRA”シリーズがIP3受

容体に特異的に結合する化合物のスクリーニングに利用
できる可能性を示した（Nezu et al., 2006）．IP3受容体に
結合することが知られるヘパリンは，高濃度では非特異
的な結合によりLIBRAの蛍光比変化を起こすが，このよ
うなリガンド結合部位に対する非特異的な反応は，IP3

受容体のリガンド結合部位のアミノ酸変異によりIP3に
対する結合性を無くしたcLIBRAvIIS−Nを作成すること
で解決できる（Nezu et al., 2006）．マイクロプレート
リーダーは簡便に大量のサンプルを一度に測定できると
言う点で，蛍光顕微鏡による測定システムには無い特徴
を持っている．この方法は溶液中のIP3濃度の測定や新
規IP3受容体リガンドスクリーニングをハイスループッ
トに解析する測定法に応用が可能である．
最近我々は，IP3受容体に特異的に結合する蛍光リガ

ンドを使った競合的蛍光リガンドアッセイ（CFLA）を
開発し，LIBRAシリーズの約10倍の蛍光比変化を示す

図5．精製cLIBRAvIISを用いた単離耳下腺腺房細胞におけるIP3動態のリアルタイムモニター
A）（a）および（b）ラットから単離した耳下腺腺房細胞への精製cLIBRAvIISの導入．耳下腺腺房細胞の透過像（a）と
435nm励起によるC channel（（b），420－500nm）の蛍光像．B）IP3添加による腺房細胞内の精製cLIBRAvIISの蛍光比
変化．腺房細胞をβ－エスチン（200µM）を用いて細胞膜を穿孔し，IP3（10µM）添加による蛍光比（Ratio）変化を測
定した．C）カルバコール（CCh，100µM）による細胞内IP3動態．CChによる腺房細胞のcLIBRAvIISの蛍光比変化を測
定した．スケールバー：10µm．3例の異なるサンプルを用いて実験を行った．
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IP3測定法の開発に成功した（Oura et al., 2016）．ただ
し，CFLAでは蛍光リガンドを生きた細胞に注入する必
要があるため細胞内のIP3測定に利用することができな
い．本研究で確立した方法をCFLAに応用することに
よって，より高感度なハイスループット測定系を構築で
きると考えられる．

結 論

今回我々は，IP3を選択的かつ高感度に検知可能な細
胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”を開発し
た．このセンサーを用いることで，これまで測定できな
かった唾液腺腺房細胞におけるIP3動態のリアルタイム
モニターが可能となった．また，本センサーを用いたマ
イクロプレートリーダー測定法は，セルフリー系の新規
IP3濃度測定法およびIP3受容体のIP3結合部位へ特異的に
作用する新規リガンドのスクリーニングへの応用が期待
される．
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和 文 抄 録

リゾホスファチジン酸はリン脂質から合成される脂質
メディエーターの一つで，LPA1からLPA6の6種類のサ
ブタイプを有するGタンパク質共役型受容体を介して，
細胞増殖，血管形成，体毛形成などの様々な機能を誘導
する．しかしながら，口腔組織でのLPAシグナルの働き
については十分に理解されていない．そこで我々は，ヒ
ト歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体とLPA合成酵素

の発現および細胞内シグナル伝達について，またマウス
歯胚におけるLPA受容体の発現とその分布について解析
を行なった．その結果，ヒト歯根膜線維芽細胞では
LPA1とLPA6の2つの受容体の強い発現とLPA合成酵素
lyso−PLDの発現が確認された．また，LPA刺激により
ERK1／2のリン酸化が誘導されることが明らかになっ
た．マウス歯胚においては，胎生14．5日齢でLPA5を除
く全てのLPA受容体の発現が確認され，胎生18日齢で全
てのLPA受容体の発現が確認された．更に歯胚組織での

〔原著〕

リゾホスファチジン酸は歯根膜での細胞情報伝達や歯牙発生シグナルに関与する

荒川 俊哉1），小原 伸子2），岡山 三紀3），ナタカーン ホシリラック1），3），溝口 到3），入江 一元2），田隈 泰信1）
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Abstract

Lysophosphatidic acid (LPA) is a chemical mediator

synthesized from phospholipid, that induces cell

growth, vascular development, and hair follicle devel-

opment through six subtypes of G protein–coupled re-

ceptors, LPA1−6. However, little is known about the

function of LPA signaling in oral tissue. We analyzed

the expression of LPA receptors, synthetic enzymes of

LPA and the intracellular signaling by LPA in human

periodontal ligament fibroblasts (hPDLFs). The results

showed a strong expression of LPA1, LPA6, and lyso−

PLD in hPDLFs. There was LPA induced phosphoryla-

tion of ERK1/2 in the hPDLFs. We also analyzed the

expression of LPA receptors in mouse tooth germs at

the cap and bell stages by RT−PCR, and found that all

LPA receptors were expressed during tooth develop-

ment. Further, we also analyzed LPA1 in mouse tooth

germs using in situ hybridization and determined LPA1

expression in the dental mesenchyme at the initial stage

and in both the mesenchyme and epithelium from the

bud to the bell stages. These results suggest that LPA

signaling would play an important role in tooth devel-

opment and oral functions.
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LPA1受容体の発現分布では，in situ hybridization法によ
り，胎生12日齢で歯蕾を形成しつつある上皮と接する間
葉に強い発現が認められ，この発現が胎生18日齢の鐘状
期歯胚の咬頭頂付近では，上皮のエナメル芽細胞分布部
位にも観察された．以上より，LPAシグナルは口腔組織
において，歯牙の発生から歯根膜の細胞シグナル伝達ま
で広く制御に関わっていることが示唆された．

緒 論

リゾホスファチジン酸（Lysophosphatidic acid, LPA）
は，リン脂質から合成されるシグナル分子で，主に，ホ
スファチジルコリン（PC）からホスホリパーゼA2

（PLA2）によって1つの脂肪酸が切り出された残りのリ
ゾPCから，リゾPLD（lyso−PLD, Autotaxin, ENPP2）に
よって合成される（Aikawa et al ., 2015）．LPAはこれま
でその存在は知られていたものの，アラキドン酸代謝物
のプロスタグランジン類に比較して，その役割が十分に
明らかになっていなかった．しかし，近年の研究の進展
により，細胞増殖，血管形成，抗アポトーシス，細胞遊
走，神経細胞の突起退縮など，様々な役割を担っている
ことが明らかになってきた（Kihara et al ., 2015 ; Xu et

al ., 2001 ; van Meeteren et al . , 2006 ; Fotopoulou et al . ,

2010 ; Tanaka et al ., 2006 ; Teo et al ., 2009）．
LPAはGタンパク質共役型の受容体を介して作用し，

現在までLPA1からLPA6までの6つのサブタイプが同定
されている（Kihara et al ., 2015）．LPA受容体は，その
大部分が内皮分化遺伝子（endothelial differentiation gene,

EDG）やATPをリガンドとするP2Yプリン受容体と共
通であることが明らかになり，LPAだけでなく違った種
類のリガンドにより機能選択されていることも示唆され
ている（Aikawa et al ., 2015）．これまでそれぞれの受容
体の機能には，LPA1（EDG2）が脳神経の発達や血管
形成（Harrison et al ., 2003；Roberts et al ., 2005），LPA2

（EDG4）が肺の炎症や繊維化（Huang et al ., 2013），
LPA3（EDG7）が受精卵の着床と着床間隔（Ye et al .,

2005），LPA4（P2Y9）が胎生期の血管やリンパ管の形
成や細胞の遊走（Sumida et al . , 2010；Lee et al . ,

2008），LPA5（GPR92）が疼痛反応（Callaerts−Vegh et

al ., 2012），LPA6（P2Y5）が体毛形成（Pasternack et

al ., 2008；Shimomura et al ., 2008）に関与していること
が報告され，受容体のバリエーションにより様々な機能
と関係していることが明らかになった．歯の発生は上皮
と間葉の接触が必要な点で体毛の発生と共通しているた
め，これらの受容体サブタイプの中で，LPA6（P2Y

5）の関与の可能性が示唆される．Pasternackらおよび

Shimomuraらの2つのグループは，それぞれ毛髪に変異
のある家系で，LPA6（P2Y5）の塩基配列に変異があ
ることを見出し，点変異で無毛症に，挿入・欠失でウー
ル毛になることを報告した（Pasternack et al . , 2008；
Shimomura et al ., 2008）．またLPAの合成酵素の一つで
あるホスファチジン酸特異的PLA1α（PA − PLA1α）
（LIPH）の変異でも貧毛症を引き起こし，LPAシグナル
が体毛形成で重要な働きをしていることが明らかになっ
ている（Kazantseva et al ., 2006；Inoue et al ., 2011）．し
かしながら，これらの報告では，発生で毛と類似してい
る歯に明確な変異や欠失などがあることを示しておら
ず，PLA6（P2Y5）やLPA合成の変異による口腔組織
への影響は不明なままである．
口腔領域においても，これまでLPAシグナルに関する

研究がいくつか報告されている．Georgeらは，LPAがヒ
ト歯根膜線維芽細胞でLPA1－3を介してERK1／2のリン
酸化を誘導し，同様にヒト歯肉線維芽細胞でLPA1を介
することを報告している（George et al ., 2009）．ERK1
／2はMAPキナーゼファミリーの一つで，p38MAPK，c

−Jun N−terminal kinaseと並び，細胞増殖を始め，多くの
細胞で様々な機能を制御している細胞内シグナル分子で
あり，LPAシグナルにおける中心的な役割を担っている
と思われる．またCerutisらは，ヒト歯根膜線維芽細胞の
損傷治癒実験においてLPAがplatelet derived growth factor

の作用を増強させること（Cerutis et al ., 2004, 2007），
LPA18：1がヒト歯肉線維芽細胞において炎症に関与す
る多くの新しい遺伝子や既知の遺伝子を制御しているこ
と（Cerutis et al ., 2015）を報告している．口腔上皮細
胞においては，Thorlaksonらが細胞遊走を促進すること
を報告している（Thorlakson et al ., 2016）．さらに我々
は，ヒト歯根膜線維芽細胞に重力によりメカニカルスト
レスを負荷し，ATPがメカニカルストレスのメディエー
ターとして誘導され，P2Y受容体を介してERK1／2の
リン酸化を惹起していることを報告した（Ito et al . ,

2014）．これは，LPAの受容体としても同定されてい
る，LPA4（P2Y9）およびLPA6（P2Y5）の関与を示
唆するものでもある．
しかしながら，このようにいくつかの報告があるもの

の，口腔組織でのシグナル伝達に関するLPAの役割につ
いては依然十分明らかになっていない．特に，歯牙の発
生過程では，その可能性の報告すら見られない．そこで
本研究では，口腔でのLPAの役割を明らかにするため
に，ヒト歯根膜線維芽細胞での細胞情報伝達とマウスの
歯牙発生でのLPA受容体を中心としたLPAシグナルの関
与について検討したので報告する．
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材料および方法

1）材料
ヒト歯根膜線維芽細胞は，矯正治療のための抜歯より

初代培養細胞（primary cultured cells）として採取した
（北海道医療大学歯学部・大学院歯学研究科倫理委員会
内規第8条に基づき，「ヒト歯根膜細胞を用いた歯根吸
収関連遺伝子の研究」として申請・承認され（承認番号
13），歯根膜の使用はインフォームドコンセントを元に
本人から承諾済み）．ウシ血清（CS）はギブコ社より購
入した．Alpha modification of Eagle’s medium（α－
MEM），suramin，ATP，ペニシリンG，ストレプトマイ
シンはシグマ社（St Louis, MO, USA）より購入した．1
－oleoyl－リゾホスファチジン酸（LPA）はケイマン・
ケミカル社（Ann Arbor, MI, USA）より購入した．Im-

mobilon−P転写膜（PVDF膜）およびImmobilon−HRPウエ
スタン化学発光試薬はミリポア社（Bedford, MA,

USA ） か ら 購 入 し た ． DIG Labelling mix （ NO

11277073910）はロッシュ・ダイアグノスティックス社
（Basel, Switzerland）より，ブロックエースは雪印乳業
（東京，日本）より，タンパク質定量試薬XL−Bradfold

[SDS−PAGE適応］はアプロサイエンス社（徳島，日
本）より，10％ポリアクリドアミドゲル（PAGE）は
ATTO社（東京，日本）より購入した．抗p−ERK抗体
（E－4，マウスモノクローナル抗体）および抗ERK抗体
（K－23，ラビットポリクローナル抗体）はサンタクルズ
社（Santa Cruz, CA, USA）より購入した．HRP－2次抗
体（抗マウスまたは抗ラビットIgG），ProbeQuant G50
Micro ColumsはGEヘルスケア社（Hemel Hemstead, Eng-

land）より購入した．その他の試薬は一般試薬を使用し
た．

2）細胞培養，細胞への薬剤刺激および重力負荷
歯根膜線維芽細胞の培養は，α－MEM（10％ CS，ペ

ニシリン（1mg/mL），ストレプトマイシン（1mg/

mL），グルタミン（200mM）含有）を用いて，5％ CO2

存在下，37ºCでHERACELL CO2細胞培養装置（サー
モ・サイエンティフィク社）にて行った．ERKのリン酸
化実験における細胞への薬剤刺激は，ATP（10μM）で
5分間およびLPA（10 ng/ml，22．9 nM）で5分間行っ
た．細胞への重力負荷は，以前の報告（ Ito et al . ,

2014）に従って行った．Suramin添加は100μMで刺激時
の15分前に加えた．

3）RNA抽出，ゲノムDNAの抽出，逆転写反応，Po-

lymerase chain reaction（PCR）
ヒト歯根膜線維芽細胞およびマウス歯胚からのtotal

RNAの抽出は，Tryzol試薬を用いて，メーカー指定のプ
ロトコールに従って抽出した．ゲノムDNAの抽出はキ
アゲン社のGenomic DNA purification kitを用いて，メー
カー指定のプロトコールに従って抽出した．逆転写反応
はギブコ社のSuperscript IIを用いて，1μgのtotal RNAか
らメーカー指定のプロトコールに従って合成した．PCR

反応は，それぞれの特異的プライマーとタカラバイオ社
のExTaq polymeraseを用いて，94ºC 10秒，55ºC 30
秒，72ºC30秒の熱サイクルを35サイクル（ただし，
GAPDHの場合は25サイクル）で，メーカー指定のプロ
トコールに従って行った．使用した特異的プライマーは
以下の表1から3に示す（hはヒト，mはマウス，Fは
forward primer，Rはreverse primerを表す）．PCR法にて

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
hLPA1 F : 5’ −ctgaagactgtggtcattgtgc−3’ 1117−1138

[NM_001401.3] R : 5’ −aaccacagagtggtcattgctg−3’ 1440−1419

hLPA2 F : 5’ −gtcaagactgttgtcatcatcct−3’ 857−879

[NM_004720.5] R : 5’ −ggaagcatgatgcgagtgcg−3’ 1158−1140

hLPA3 F : 5’ −gattgttttgtgtgttgggac−3 309−329

[NM_012152.2] R : 5’ −tggtcaggttgctatggacc−3’ 640−621

hLPA4 F : 5’ −caccaatctagctgtctctgatt−3’ 854−876

[NM_001278000.1] R : 5’ −gcattgttgacattagtggtgga−3’ 1171−1148

hLPA5 F : 5’ −ctctcctacgcactgcaccact−3’ 684−700

[NM_020400.5] R : 5’ −gaagctctcgaagcataggcgca−3’ 978−956

hLPA6 F : 5’ −agaattgtgagaaagcgacctc−3’ 929−950

[NM_005767.5] R : 5’ −tctgtgaccagaatgaaaccac−3’ 1286−1265

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
hPA−PLA1α F : 5’−ccatggtcttgaaggaattt−3’ 493−512

[NM_139248.2] R : 5’−acagacctctggtggtcaca−3’ 866−846

hLyso−PLD(ENPP2) F : 5’−ggacccatggaagtttgaat−3’ 1819−1838

[NM_006209.4] R : 5’−ggaatccgtaggacatctgc−3’ 2283−2264

hPS−PLA1 F : 5’−gacgctgtctggattgcttt−3’ 938−957

[NM_015900.3] R : 5’−tggtttatctggcattgtgg−3’ 1253−1234

遺伝子名／番号 プライマー配列 位置
mLPA1 : F : 5’−ctgaagactgtggtcattgtgc−3’ 955−976

[NM_010336.2] R : 5’−aaccacagagtggtcattgctg−3’ 1278−1257

mLPA2 : F : 5’−gtgaagacggttgtcatcattct−3’ 868−887

[NM_020028.3] R : 5’−gaagcttgatccgcgtgct−3’ 1165−1147

mLPA3 : F : 5’−acaaagcttgtgatcgtcctgt−3’ 290−311

[NM_022983.4] R : 5’−tcatgatggacatgtgtctttcc−3’ 605−583

mLPA4 : F : 5’−aacctggccctctctgattt−3’ 787−806

[NM_175271.4] R : 5’−gcattgttgacattagtggtgga−3’ 1100−1078

mLPA5 : F : 5’−cagactaatttctcttcccacct−3’ 310−332

[NM_001163268.1] R : 5’−ccgtacatgttcatctggaagat−3’ 671−649

mLPA6 : F : 5’−gtcatcttctgtttctgttttgtgcc−3’ 1416−1441

[NM_175116.4] R : 5’−tcacttcttctaaccgaccagtttttc−3’ 1648−1622

mGAPDH : F : 5’−ctacccccaatgtgtccgtcgtg−3’ 793−815

[NM_001289726.1] R : 5’−gatggaaattgtgagggagatgc−3’ 1192−1170

表1：ヒトLPA受容体検出用PCRプライマーデザイン

表2：ヒトLPA合成酵素検出用PCRプライマーデザイン

表3：マウスLPA受容体検出用PCRプライマーデザイン
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DNAを増幅後，1．5％のアガロースゲルにて電気泳動
後，ATTO社ライトキャプチャーIIにより，ゲルの泳動
を撮影した．

4）p-ERKとERKのウエスタン解析
細胞のタンパク質は2xサンプルバッファー（2％

SDS，100mM Tris−HCl，20％ Glycerol，1．7Mβ－mer-

captoethanol, BPB）にて抽出し，沸騰水にて熱変性後
（5分），XL−Bradfoldタンパク質定量試薬を用いてタン
パク質を定量した．10 μgのタンパク質を10％SDS−

PAGEにて電気泳動後，ブロッティング装置Trans−Blot

Turbo（BIO−RAD）にてPVDF膜に転写した．転写後の
PVDF膜をブロックエースでブロッキング後，1次抗体
（抗p−ERK抗体または，抗ERK抗体），2次抗体および
化学発光検出試薬を用いて，定法に従ってウエスタン解
析を行った．化学発光検出試薬により同定されたバンド
は，ATTO社ライトキャプチャーIIにより検出した．

5）in situ hybridization法
マウス歯胚を含む組織を4％パラフォルムアルデヒド

で4℃で一晩固定後，20％スクロースを含むPBSに6時
間浸漬し，Tissue−Tek O.C.T. Compound（サクラフィン
テック，Tokyo，Japan）に包埋し，Cryon Spray Freezer

（応研商事，Tokyo）を用いて凍結した．クリオスタッ
トを用いて作成した厚さ10ミクロンの凍結切片をシラン
コートしたスライドグラスに貼り付けin situ hybridiza-

tionに用いた．切片は無水エタノールと0．2N塩酸による
前処理後，プロテイネースK処理と4％パラフォルムア
ルデヒドによる再固定を行い，洗浄，風乾して，ジゴキ
シゲニン（DIG）でラベルしたRNAプローブ（500 ng/

ml）を含むハイブダイゼーションバッファー（50％ for-

mamide，5× SSC，10 mM EDTA，5％ dextran sul-

phate，1×Denhardt’s solution，250μg/ml yeast tRNA，
500 μg /ml fish sperm DNA（Roche diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany）and0．02％ SDS）を用いて65℃で
14時間ハイブリダイゼーションを行った．その後，0．2
X SSCによる洗浄（65℃30分）を3回行い，室温にて
PBSによる洗浄，20％Block Aceを含むPBSによるブロッ
キングを行った後，1：500で希釈したアルカリフォス
ファターゼ結合抗DIG抗体と4℃で一晩反応させ，NBT

/BCIPによる発色を行った．LPA1のcDNAはpT7／T3α

－18プラスミドに繋ぎこみ，リニアライズしたプラスミ
ドを鋳型として，ロッシュ社DIG Labelling mix（NO

11277073910）存在下でT7 RNA polymeraseまたはT3
RNA polymeraseを用いてセンスおよびアンチセンスプ

ローブの合成を行った．

結 果

歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体とLPA合成酵素の
mRNA発現の検討

LPAの受容体のmRNA発現を検討するために，LPA1－6

のそれぞれに特異的なプライマーを用いて，RT−PCR法
によりmRNAでの発現を検討した．その結果図1Aに示
すように，LPA1とLPA6の強い発現が認められ，LPA3と
LPA4に僅かな発現が認められた．LPA2とLPA5の発現は
認められなかった．またゲノムDNAを鋳型にしたPCR

で特異的発現が確認され（図1C），RT（－）ではバン
ドが認められなかった（図1B）ことから，これらの増
幅された発現は特異的であることが確認された．次に，
LPA合成に関しての検討を行った．LPAの合成経路には
lyso−PLDの他，ホスファチジン酸（PA）からPA−PLA1α

によって合成される経路もあるため，2つの合成酵素，
lyso−PLDとPA−PLA1αの発現検討をRT−PCR法にて行っ
た．その結果，図2に示すように，lyso−PLDの強い発
現が認められたが，PA−PLA1αは認められなかった．

ヒト歯根膜線維芽細胞における細胞内シグナルの検討
緒論に記載したように，歯根膜線維芽細胞への重力負

荷ではATPの誘導によって，ERK1／2がリン酸化され
る（Ito et al ., 2014）．その結果をコントロールとして，
ATP添加と重力負荷を検討した結果，図3に示すように
以前と同様にERK1／2のリン酸化が確認された．これ
らと同じタイムコースでLPAの添加によりERK1／2の
リン酸化を検討した結果，ATP添加と重力負荷とほぼ同
様なリン酸化結果が得られた．さらにGタンパク質共役
型受容体の阻害剤であるSuraminを添加し，ATP添加，
重力負荷，LPA添加を行った結果，いずれの場合も同様
にリン酸化は消失したことから，これらのリン酸化反応
は全てGタンパク質共役型受容体を介したもので，ATP

とLPAは共にシグナル分子（アゴニスト）として歯根膜
線維芽細胞で機能していることが明らかになった．

マウス胎児歯牙におけるLPA受容体の発現検討
マウスの胎生14．5日齢と胎生18日齢の歯胚からRNA

を抽出し，RT−PCRによりLPA受容体の発現の検討を
行った．その結果図4Aに示すように，胎生14．5日齢で
は，LPA5を除く全ての受容体の発現が認められ，特に
LPA4の発現が強く認められた．次に図4Bに示すよう
に，胎生18日齢では全ての受容体の発現が認められた．
胎生14．5日齢と胎生18日齢での発現を比較すると，胎生
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18日齢でLPA1，LPA2，LPA6の発現が増加し，LPA3の発
現が減少し，日齢の経過で受容体のサブタイプの発現に
変化が生じることが認められた．

マウス胎児歯牙におけるLPA1の発現部位の検討
in situ hybridization法によるLPA1の歯胚における発現

分布の検討を行った．図5Aに示すように，胎生12日齢
において，LPA1は歯蕾を形成しつつある上皮と接する
間葉に強い発現が認められた（図5A）．蕾状期以降は
歯小嚢とエナメル器に発現がみられ（図5B, C, E, F），
胎生18日の鐘状期歯胚では内エナメル上皮とエナメル芽
細胞および象牙芽細胞にのみ発現が見られるようになっ
た（図5H）．

考 察

LPAはリゾPCから合成されるケミカルメディエー
ターで，リゾPCと共に血清に存在するが，他の体液と
同様に唾液にも存在することが示されている（Bathena

et al ., 2011）．にもかかわらず，口腔組織でのLPAの働
きについての知見は僅かで，未だ不明な点が多い．歯根
膜は歯槽骨と歯根の間にあって，クッションとしての役
割を担っていると同時に，歯槽骨と歯根のメンテナンス
の役割を果たしていると考えられている．我々はこれま

図1 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA受容体発現検討
LPA受容体の6つのサブタイプ，LPA1～PLA6のPCRによる解析を行った．（A）ヒト歯根膜線維芽細胞から抽出した1μgのtotal
RNAを使用したRT（RT（＋））をPCRの鋳型とした．（B）ネガテイブコントロールとして，1μgのtotal RNAをのみを使用
し，RT酵素無しでRT反応を行い（RT（－）），PCRの鋳型とした．（C）ポジティブコントロールとして，ヒト歯根膜線維芽細胞
から抽出したゲノムDNA（Genomic）を鋳型とした．ただし，LPA1とLPA2は，プライマー間にイントロンを挟むためgenomic
でコントロールバンドを示すことができなった（イントロンは，LPA1のexon4と5の間で656，700bp，LPA2のexon2と3の間
で1，973bp）．（A）のLPA1の特異性は制限酵素により確認済み（データ示さず）．Marker：サイズマーカーは上から順に，1419
bp，517bp，396bp，214bp，75bp.

図2 ヒト歯根膜線維芽細胞におけるLPA合成酵素の発現検
討
LPA合成酵素のRT−PCRによる解析を行った．鋳型にはヒト
歯根膜線維芽細胞から抽出した1μgのtotal RNAを使用した
RT（RT（＋））を用いた．PA−PLA1α：ホスファチジン酸
特異的ホルホリパーゼA1α，Lyso−PLD：リゾホスホリパー
ゼD，PS−PLA1：ホスファチジルセリン特異的ホスホリパー
ゼA1，GAPDH：glyceraldehyde－3－phosphate dehydroge-
nase. Marker：サイズマーカーは図1と同様．
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で，歯根膜線維芽細胞にメカニカルストレスを負荷し，
細胞内シグナルの解析を行ってきた（Ito et al ., 2014）．
その結果，P2Yプリン受容体を介したATPがメカニカ
ルストレス・シグナルとして重要な働きをしていること
を示した．LPAの受容体はP2Yプリン受容体としても
LPA4（P2Y9）およびLPA6（P2Y5）が同定されてお
り，ATPとLPAが同じ受容体を共有して機能していると
考えられる．実際Georgeらは，ヒト歯根膜線維芽細胞お
いて，LPAがLPA1－3を介してERK1／2のリン酸化を誘
導することを報告している．しかしLPA1－3はP2Yプリ
ン受容体としては同定されていないことから，我々はヒ

ト歯根膜線維芽細胞において，LPA4－6を含めたLPA受容
体mRNA発現の検討を行った．その結果，図1Aに示す
ように，LPA1とLPA6の強い発現が認められた．この結
果は以前報告のあったLPA1に加えて，LPA6が歯根膜線
維芽細胞で強く発現していることを示した初めての報告
である．LPA6はもともとP2Y5プリン受容体としても
同定されており，ATPとLPAの2つのリガンドによって
同じシグナル経路を支配している（Yanagida et al . ,

2009）．LPA6（P2Y5）は体毛の形成に重要な働きをす
ることが示されており（Pasternack et al . , 2008；Shi-

momura et al ., 2008），また体毛形成は間葉と上皮の接触

図3 ATP添加，重力負荷，LPS添加によるERK1／2のリン酸化解析
ウエスタン解析によりERK1／2のリン酸化を解析した．p−ERK：リン酸化されたERK，ERK：リン酸化されていないERK，
SuraminはGタンパク質共役型受容体の阻害剤をそれぞれ表す．（A）ATPの添加（10μM）によるERK1／2のリン酸化を解析．
（B）重力負荷（25G）によるERK1／2のリン酸化を解析．（C）LPA添加（10ng/ml）によるERK1／2のリン酸化を解析．

図4 マウス歯胚における，LPA受容体のRT-PCRによる解析
（A）マウス胎生14．5日齢の歯胚組織からtotal RNAを抽出し，1μgのtotal RNAをRTに使用しPCR解析を
行った．（B）マウス胎生18日齢の歯胚組織からtotal RNAを抽出し，1μgのtotal RNAをRTに使用しPCR解
析を行った．GAPDH：glyceraldehyde－3－phosphate dehydrogenase. Marker：サイズマーカーは図1と同
様．

28 荒川 俊哉 等／口腔組織におけるLPAシグナルの役割

（124）

第３５巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０２３～０３２　原著　荒川　　　　　４Ｃ  2017.01.17 17.48.36  Page 28 



とシグナル交換という点で歯牙の形成と同じシステムを
持っている．このような視点から，LPA6が歯根膜線維
芽細胞で発現していることは，歯根膜が歯牙・歯根の再
生能力を残しているのかもしれない．また図3Cに示す
ように，歯根膜線維芽細胞でLPA刺激するとERK1／2
がリン酸化され，suraminの添加で，そのリン酸はほぼ
消失した．SuraminはGタンパク質共役受容体の阻害剤

で（Beindl et al ., 1996；Chung et al ., 2005），P2受容体
やドーパミンD2受容体など，多くの受容体シグナルを
阻害し，またLPA受容体もGタンパク質共役型受容体で
ある．この結果はATP刺激や重力負荷の場合と全く同じ
であった．図1Aに示すように歯根膜線維芽細胞では，
主にLPA1とLPA6の2つの受容体が発現していることか
ら，LPAの刺激はこの2つの受容体を介してERK1／2

図5 マウス歯胚組織でのLPA1のin situ hybridization解析
胎生12（A），13（B），14（C），15（D, F），16（F），18（G, H）日の下顎歯胚．センス（D, G）およびアンチセンスプロー
ブ（A, B, C, E, F, H）を用いたハイブリダイゼーション．（A）肥厚した上皮（ep）が歯堤を形成している．LPA1は間葉
（mes）で強く発現している．（B）蕾状期．LPA1の発現は上皮性の歯蕾（tb）の先端付近と周囲の間葉にみられる．（C）帽状
期．LPA1の発現はエナメル結節および内エナメル上皮を除くエナメル器（eo），歯乳頭（dp），歯小嚢（df）にみられる．（E）
後期帽状期．LPA1は歯乳頭で比較的強く発現し，エナメル器全般と歯小嚢にも発現している．（F）初期鐘状期．エナメル器内
のLPA1の発現は歯堤側の領域以外は弱い．歯乳頭では比較的強い発現がみられ，歯小嚢でも発現している．（H）鐘状期歯胚．
咬頭頂付近では象牙質（de）の薄層が形成され，エナメル芽細胞（am）も分化している．LPA1はエナメル芽細胞を含む内エナ
メル上皮全般と象牙芽細胞（od）で発現している．（D, G）のセンスプローブを用いたハイブリダイゼーションではシグナルは
みられない．scale bar，100µm.
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のリン酸化を伝達することが示された．しかし，このど
ちらの受容体が優位に作用するか，またどのような機能
と結びついているのかなど不明な点も多く，さらなる研
究が必要である．
次に我々は，LPAの合成系の検討を行った．図2に示

すように，RT−PCRによって歯根膜線維芽細胞ではlyso−

PLDが検出されたがPA−PLA1αは検出されなかった．し
たがって歯根膜繊維芽細胞はLPAの合成系（lyso−PLD）
と受容体系（LPA1及びLPA6）の両方持つことが明らか
になり，LPAシグナル系が歯根膜線維芽細胞内でも機能
している可能性があることが示唆された．血清中には大
量に基質となるリゾPCが存在する．歯根膜線維芽細胞
はこれを利用してLPAを合成し，オートクライン及びパ
ラクラインによってLPAを作用させる要素を備えている
ことになる．
更に我々は，歯胚でのLPAシグナルの発現について検

討した．LPA合成のKey酵素である lyso − PLD（ auto-

taxin）の欠損マウスは，胎生8．5日～10．5日で死亡する
と報告されている（van Meeteren et al ., 2006；Tanaka et

al ., 2006）．従ってLPAシグナルのマウス初期胚発生で
の必須性は明らかであり，胎生死の原因は，主に重篤な
血管形成不全に起因していることが示されている（van

Meeteren et al ., 2006；Tanaka et al ., 2006）．また同様に
神経管閉鎖不全が認められる（Tanaka et al ., 2006；Fo-

topoulou et al ., 2010）．それに対して，LPA受容体のそ
れぞれのノックアウトマウスの実験では，胎生致死はほ
ぼ見られないことから，LPAシグナルが複数のLPA受容
体で機能分担していると推定されている（青木ら，
2015）．ただし，LPA1は血管形成に関与し，そのノック
アウトマウスでは，その半数が新生仔期に死亡すること
から（Teo et al ., 2009），発生・成長期ではLPA1が最も
重要な役割を担っているのかもしれない．このように
LPAシグナルがマウス胎生期において，重要な役割を果
たしていることが明らかである．そこで我々は歯牙の発
生におけるLPAシグナルの役割を検討するために，マウ
ス歯胚でのLPAシグナルの可能性の検討を行った．
LPA1－6のマウス歯胚での発現をそれぞれの特異的プライ
マーを用いてRT−PCRにて検討した結果，図4Aに示す
ように，胎生14．5日齢の帽状期ではLPA5の発現のみが
見られなかったが，図4Bに示すように，胎生18日齢の
鐘状期では全ての受容体の発現が確認された．このこと
は歯胚発生において，LPAシグナルが重要な働きをして
いることを示しており，6つの受容体がそれぞれに機能
分担しながら複雑な歯牙の発生を制御していることを強
く示唆するものである．また，それぞれのサブタイプの

受容体が時間経過と共に発現が変化することは，歯牙形
成における時期的な機能分担を示唆するもので非常に興
味深い．次に我々はマウス歯胚組織を用いて，in situ

hybridization法によりLPA1の歯胚での発現分布を検討し
た．図4のRT−PCRの結果では，全ての受容体に強い発
現が認められ，特にLPA6は体毛と歯牙の発生の類似点
から興味あるところではあるが，致死性がより重要と考
え，本研究ではLPA1に焦点を絞った．その結果，図5A

に示すように，強いシグナルが胎生12日齢の歯堤形成の
上皮と接する間葉（mes）に見られた．このことはLPA1

からのシグナルが，歯牙の発生の中心を担っている間葉
において重要な制御シグナルとして働いていることを示
唆するものである．また図5B－図5Eに示すように，
LPA1の発現は次第に減弱した後，図5Hに示すように，
胎生18日の鐘状期歯胚では内エナメル上皮とエナメル芽
細胞にも発現が見られるようになった．このような
LPA1の発現部位の変化は，歯牙発生における間葉と上
皮のシグナル交換の一部を担っているように見える．以
上のように，歯牙の発生期におけるLPA受容体の発現と
変化が明らかとなり，歯牙形成でのLPAシグナルの重要
性が明らかとなった．歯牙の発生におけるLPAシグナル
の関与の可能性を示した報告は本研究が初めてである．
しかしながら，歯牙の発生におけるLPAシグナルの役割
の解明には未だ多くの不明な点も多く，LPA1以外の受
容体の発現分布や発現時期の変化，ノックアウトマウス
での歯胚発生の検討など，更なる研究が必要である．

結 論

本研究において，ヒト歯根膜線維芽細胞で，LPAシグ
ナルに関与するLPA合成酵素の lyso−PLDと受容体の
LPA1とLPA6の遺伝子が強く発現していることが明らか
になった．またマウス歯胚において，全てのサブタイプ
のLPA受容体遺伝子が発現していること，またin situ

hybridization法により，LPA1が胎生12日齢において間葉
（mes）で強く発現し，その発現が次第に減弱した後，
胎生18日齢では上皮（ep）の部分（特にエナメル芽細胞
（am）の分布部位）にも発現が見られるようになった．
これらの結果から，LPAシグナルの口腔領域での重要性
が明らかになった．
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Introduction :

Periodontitis is a term that describes a group of inflamma-

tory diseases affecting the periodontium. In cases of peri-

odontitis, alveolar bone loss is very common and recent pa-

pers have suggested that melatonin (chemical name : N−

acetyl−5−methoxy tryptamine) decreases aggressive inflam-

mation and alveolar bone loss in periodontitis. Melatonin is

a pineal gland indoleamine hormone with anti−inflammatory

and immunomodulatory effects (Kara et al., 2013 ; Arabaci

et al., 2015). Melatonin possesses antimicrobial properties

against a variety of bacteria and viruses ( Tekbas et al. ,

2008 ; Boga et al., 2012) and its lipophilic nature allows

the easy and rapid contact with cells and cellular compo-

nents (Menendez−Pelaez et al., 1993). Melatonin is present

in some foods including cherries, bananas, grapes, rice, ce-

real, herbs, plums, olive oil, wine, beer, orange, and pineap-

ple (Hattori et al., 1995 ; Catherine, 2011). It is medically

used in sleep disorders, jet lag, headaches, cancer, gall-

stones, protection from radiation, tinnitus, and psychiatric

disorders (Srinivasan et al., 2009). It causes very few side

effects, including dizziness and drowsiness (Buscemi et al.,

2005).

Antioxidant effects :

Melatonin is a wide−spectrum antioxidant and a powerful

scavenger of free−radical oxygen and nitrogen species (Ar-

nao and Hernandez−Ruiz , 2006 ; Tan et al., 1993). Mela-

tonin is an antioxidant that easily crosses cell membranes

and the blood–brain barrier (Poeggeler et al., 1994). Mela-

tonin was reported to be twice as active as vitamin E, which

was thought to be the most effective lipophilic antioxidant

(Lowes et al., 2013). An important characteristic of mela-

tonin that distinguishes it from other classic radical scaven-

gers is that its metabolites are also scavengers ; this is

termed “the cascade reaction” (Tan et al., 2007). Another

study indicated that melatonin also protects against mito-

chondrial oxidative stress (Carrillo−Vico et al., 205). In ad-

dition to its scavenger effects, melatonin indirectly stimu-

lates various antioxidant enzymes (Kara et al., 2013 ; Ara-

baci et al., 2015 ; ). Furthermore, melatonin is superior to

other antioxidants because it does not become pro−oxidative

when it loses an electron during interactions with free radi-

cals (Czesnikiewicz− Guzik et al., 2007).

Antidiabetic effects :

Many studies have also highlighted the potent antidiabetic

properties of melatonin (Golbidi et al., 2011 ; Zephy and

Ahmad, 2015 ; Muhlbauer et al. , 2007 ; Picinato et al. ,

2002 ) . Melatonin administration significantly reduced

plasma glucose levels in rats with diabetes mellitus (DM),

providing evidence that melatonin is a potent antidiabetic

(Limson et al., 1998 ; Dubocovich et al., 2010). It directly

affects insulin release by interacting with MT1 and MT2 re-

ceptors located on the surface of pancreatic beta cells (Muhl-

bauer et al., 2007). Melatonin inhibits adenylate cyclase−cy-
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Abstract

Alveolar bone loss is a very common phenomenon in

periodontal disease. Previous studies have suggested

that melatonin decreases aggressive inflammation and

alveolar bone loss in periodontitis. This article will re-

view the advanced effects of melatonin that might be

clinically beneficial for the treatment of diabetic or

non–diabetic periodontitis.
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clic adenosine monophosphate ( MT 1 and MT 2 ) and

guanylate cyclase−cyclic guanosine monophosphate systems

(MT2) via a Gi−protein signaling cascade to reduce the re-

lease of insulin (Limson et al., 1998 ; ). In addition, mela-

tonin synthesis was decreased when insulin release was in-

creased (Kemp et al. , 2002) and insulin release was de-

creased after melatonin administration (Picinato et al., 2002).

This close relationship between insulin and melatonin levels

indicates that melatonin supplementation might be beneficial

for controlling insulin levels and preventing diabetic compli-

cations (Kose et al., 2016).

Immunomodulatory effects :

Melatonin interacts with the immune system (Arusanian

and Beier, 2002). However, the details of these interactions

are unclear. The anti − inflammatory effects of melatonin

seem to be the most relevant and most documented in the

literature to date. However, there have been few trials de-

signed to judge the effectiveness of melatonin in disease

treatment. Most existing data are based on small, incomplete

clinical trials. Another study suggested melatonin might be

useful against infectious diseases (Limson et al., 1998) in-

cluding viral disease such as HIV, bacterial infections, and

cancer.

Effects on Periodontitis and Alveolar Bone Loss

A recent study evaluated the potential effects of melatonin

administration on myeloperoxidase (MPO) activity and al-

veolar bone destruction. MPO activities, osteoclasts, the

RANKL/osteoprotegerin (OPG) ratio and neutrophil densi-

ties were increased in periodontitis, which might be respon-

sible for alveolar bone loss (Kose et al., 2016). Melatonin

administration significantly reduced gingival tissue MPO

levels and stimulated the proliferation of osteoblasts to pro-

mote bone formation (Roth et al.,1999). Gingival tissue neu-

trophil density, RANKL−positive osteoclast density, and the

cemento−enamel junction/alveolar bone rest distance were

significantly higher in cases of periodontitis with and with-

out DM, but were significantly reduced following melatonin

administration. Although melatonin is a popular antioxidant

and antidiabetic agent, a limited number of studies have in-

vestigated the influence of melatonin on periodontitis (Kose

et al. , 2016 ) . Recent studies showed that melatonin de-

creased inflammation and alveolar bone loss in rats with pe-

riodontitis through its immunomodulatory and antioxidant

effects (Kara et al., 2013 ; Arabaci et al., 2015). Following

the treatment of mice with melatonin, the mineral apposition

rate and osteoid volume were increased, indicating that

melatonin predominantly increases bone mass, and sup-

presses osteoclast number and bone resorption ; however, it

did not increase the histomorphometric bone formation pa-

rameters (Koyama et al., 2002).

Topical use of Melatonin :

Cudanto et al. evaluated the effects of topical melatonin

(1% orabase cream formula) administered to the surface of

attached gingiva for 20 days in cases of periodontitis with

DM or healthy individuals (Cutando et al., 2014). The topi-

cal melatonin administration significantly decreased clinical

periodontal parameters (gingival index and probing depth),

alkaline and acid phosphatase enzyme levels, and RANKL

levels while increasing OPG levels (Cutando et al., 2013).

Systemic administration of Melatonin :

Kose et al. evaluated the effects of systemic melatonin

treatment on hyperglycemia−induced oxidative stress and al-

veolar bone loss (Kose et al., 2016). The study showed that

melatonin administration decreased neutrophil density and

MPO activity in cases of periodontitis with and without DM.

These effects might be associated with the ability of mela-

tonin to decrease neutrophil counts and phagocytic activity

in the periodontal field during the inflammatory activity of

periodontitis, which might prevent alveolar bone loss (Kose

et al., 2016). Furthermore, melatonin regulates the number

and activities of osteoblasts and osteoclasts ( Kose et al. ,

2016). A significant reduction in alveolar bone loss after

melatonin administration might be related to its regulation of

oxidative and inflammatory balances via its antioxidant, im-

munomodulatory, and antidiabetic effects ( Kose et al. ,

2016).

Summary :

Melatonin might be clinically beneficial for the treatment

of diabetic or non−diabetic periodontitis. However, addi-

tional studies are required to explain the effectiveness of

melatonin for the treatment of periodontitis and bone loss.
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緒 言

1990年代以降，temporary anchorage device（TAD）が
矯正治療に使用され始め，2012年にTADの薬事承認
後，固定源に用いた矯正治療が急速に普及した（本吉
ら，2014）．TADを固定源に用いることにより不動固定
源が確実かつ簡単に確保することが可能となった．これ
により患者に依存する治療方法や困難とされていた大臼
歯の圧下や遠心移動が可能となり，治療の質と幅を大き
く拡げた（Creekmore et al., 1983）．
開咬症例では，臼歯部の挺出による下顎骨の後下方回

転が多く見られ，従来の治療方法では，外科的治療併用
による下顎骨の前上方回転や，ハイプルヘッドギアを用
いた上顎大臼歯の圧下により開咬を改善していた．後者
においては，顎外可撤式装置で一定の装置使用時間が必
要のため患者への依存が大きく，十分な治療効果を得ら
れることは困難であった（ Schudy. , 1965 ; Proffit. ,

1993）．また，前歯部顎間ゴムによる代償的な前歯部挺
出により改善することが多い（Bell el al., 1980）．
2012年以降TADを応用した開咬治療が多く報告され
ている（Umemori et al. , 1999 ; Sugawara et al. , 2002 ;

Sherwood et al., 2002 ; Erverdi et al., 2004 ; Kuroda et al.,

2004 ; Park et al., 2004 ; Paek et al., 2004 ; Sherwood et al.,

2005 ; Paek et al., 2005 ; Xun et al., 2007 ; Erverdi et al.,

2007 ;谷本ら．，2013）．これはTADにより大臼歯を圧下
することにより，下顎骨のオートローテーションが生じ
る．従来の外科的治療が必要な開咬症例において，
TADを用いることにより，外科的処置を伴わない矯正
治療のみで開咬治療が可能となった（谷本ら．，2013）．
今回，我々は重度開咬を伴う叢生症例に対し，外科的

治療を併用しないでTADを用いて上下顎左右第一小臼
歯を抜去して治療を行い，良好な咬合関係を得たので報
告する．

症 例

初診時年齢：20歳4か月
性別：女性
主訴：叢生と前歯で噛めない
既往歴：幼稚園児の頃にアデノイドを切除，アレルギー
性鼻炎
機能所見：舌突出癖が認められた．
顔貌所見（図1）：正貌はoval typeを呈し，正面形態は

〔症例報告〕

Temporary anchorage deviceを用いて治療した開咬症例

岡山 三紀，岡 由紀恵，溝口 到

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

A case with open bite treated by temporary anchorage device (TAD)

Miki OKAYAMA，Yukie OKA，Itaru MIZOGUCHI

Division of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics, Department of oral Growth and Development,
School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Key words：temporary anchorage device, severe anterior open bite, molar intrusion

Abstract

At the initial examination a female 20 years 4

months old patient was diagnosed with a skeletal Class

I jaw relationship, angle Class II molar relationship, bi-

maxillary protrusion, and severe anterior open bite. She

was treated with maxillary molar intrusion by a tempo-

rary anchorage device (TAD) after extraction of 4 pre-

molars. Active treatment was completed in 1 year 11

months. The result was the achievement of a satisfac-

tory improvement of the overjet, overbite, and optimal

occlusion.
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左右対称であった．側貌はstraight typeを呈し，口唇閉
鎖時軽度のオトガイの緊張を認めた．スマイル時の上顎
切歯の露出度は平均的であった．
口腔内所見（図1）：上下顎第一臼歯咬合関係は両側
AngleⅡ，軟組織正中線に対して上顎前歯の正中線は一
致，下顎前歯の正中線は1．0mm右側偏位していた．
Over jetは3．0mm，overbiteは－3．0mmで前歯部が開咬で

あった．模型分析の結果，上顎に－9．3mm，下顎に
－3．5mmのアーチレングスディスクレパンシー（A.L.

D.）を認めた．
口腔内X線所見（図2）：上下顎左右第三大臼歯を認
め，下顎左右第三大臼歯は水平埋伏していた，その他歯
数，歯根形態，顎骨疾患等の異常は認められなかった．
側面頭部X線規格写真所見（表1）：骨格系ではSNA角

図1 初診時顔貌写真および口腔内写真
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は80．3°，SNB角は76．9°，Facial angle82．7°とA点，B

点ともに標準的であった．ANB角は3．4°と標準的な値
を示した．FMA30．4°，Y−axis angle69．5°とnormal an-

gleであった．結果より，前後的にはskeletal ClassⅠ，垂
直的にはnormal angleであった．

診断および治療方針

機能系は舌突出癖が認められ，骨格系は前後的には
skeletal ClassⅠであった．上下顎第一大臼歯の近遠心的
関係はAngleⅡ級であり，上下顎中切歯は唇側傾斜，上
下顎前歯部に叢生および前歯部のopen biteを認めた．以
上の所見より，「舌突出癖を伴い上下顎叢生および上下
顎前歯唇側傾斜を有する臼歯関係AngleⅡ級開咬症例」
と診断した．
分析の結果より，上下顎中切歯は唇側傾斜しており，

さらに負のA.L.D.があったため上下顎左右第一小臼歯を
抜去し，マルチブラケット装置を用いたoptimal occlu-

sionの確立を目標とした．また，開咬の程度が大きいた
め，上顎臼歯部を圧下し下顎骨をオートローテーション
させ前歯部の挺出量を少なくするように治療を行うこと

とした．大臼歯関係がAngleⅡ級のため，TADを利用し
て上顎臼歯部の加強固定を行う計画とした．舌突出癖に
はMFTを行うこととした．
治療方針は上下顎左右第一小臼歯を抜去したセット

アップ模型を作製し，上顎前歯：3．0mm口蓋側移動，
下顎前歯：4．5mm舌側移動，下顎臼歯：1．5mm近心移
動，上顎臼歯：1．0mm近心移動，2．0mm圧下と設定し
た．上顎臼歯部を2．0mm圧下より下顎骨のオートロー
テーションをすることにより，Meが1．5mm前上方移動
し，下顎前歯および大臼歯が1．5mm前方にシフトする
ことを考慮し臼歯の近心移動量を設定した．

治療経過および結果

上顎骨左右第一大臼歯口蓋側根尖部付近にTAD（長
さ：6．0mm，径1．6mm，デュアルトップ・オートスク
リュー，プロシード，東京）を植立後，上顎第一大臼歯
にトランスパラタルアーチ（T.P.A．）を装着した．上下
顎左右第一小臼歯を抜去後，上下顎にマルチブラケット
装置を装着（．022”slot preadjusted bracket）しT.P.A.と
TADをelastic chainを用いて連結し臼歯部に圧下力を加
え，動的治療を開始した（図3A）．
上下顎leveling後，sliding mechanicsにより上下顎抜歯

空隙閉鎖時には，TADを上顎臼歯部の加強固定として
用いた．上下顎にideal archを装着し細部調整と，側方歯
の咬合緊密にするために垂直ゴムを併用した．動的治療
期間1年11か月後に保定装置に移行した．動的治療終了
時の顔面写真．口腔内写真（図4）およびパノラマX線
写真を示す（図5）．主訴であった開咬と叢生は改善さ
れた．側貌はU1－SNが10．2°，IMPAが9．2°減少したこ
とによりE−lineに対し上唇－1．5mm，下唇－4．0mm後退
した．左右臼歯関係はAngleⅠ級，overjet＋3．0mm，
overbite＋2．0mm正常な被蓋関係となった．側方頭部X

線規格写真の重ね合わせでは（図6），上顎中切歯は3．0
mm口蓋側移動，上顎両側第一大臼歯は1．0mm近心移
動，1．5mm圧下し，下顎中切歯は4．0mm舌側移動，下
顎両側第一大臼歯は2．0mm近心移動した．この結果，
下顎骨のオートローテーションが生じ（Me：1．5mm上
方，1．0mm前方），下顎中切歯および下顎大臼歯部が
1．0mm前方へシフトした．
上顎中切歯歯軸はU1 to SNが114．1°から103．9°と，

下顎切歯歯軸はFMIAが43．6°から55．1°，IMPAが106．0°
から96．8°と唇側傾斜から標準的な値となった．初診時
に設定した治療目標の結果を得ることができた．（表1）

治療開始時 動的治療終了時 成人女性
計測項目（゜／mm） 20歳4か月 22歳5か月 標準値
SNA 80．3 80．3 82．3
SNB 76．9 77．3 78．9
ANB 3．4 3．0 3．4
Facial angle 82．7 84．0 84．8
Y-axis 69．5 68．0 65．4
FMA 30．4 28．1 28．8
SN-MP 36．5 34．7 35．0
Gonial angle 118．7 118．7 131．0
U1 to SN 114．1 103．9 107．1
IMPA (L1 to MP) 106．0 96．8 96．3
FMIA 43．6 55．1 54．9
Interincisal angle 103．4 124．6 124．1
U1 to A-Pog (mm) 12．0 9．0 4．9
L1 to A-Pog (mm) 9．0 6．0 4．7
E-line : Upper (mm) －2．5 －4．0 0．0
E-line : Lower (mm) 3．0 －1．0 －1．0
Overjet (mm) 3．0 3．0 3．66
Overbite (mm) －3．0 2．0 2．25

表1 側面頭部X線規格写真の分析値

図2 初診時パノラマＸ線写真
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考 察

開咬症例は，FMAや下顎角の開大による下顎骨の後
方回転した骨格性の原因，上下顎前歯部低位や臼歯の挺
出による歯槽性の原因がある．また顎関節変形症による
下顎頭の吸収，変形による下顎骨後方回転によって位置

的変化により開咬が生じることがある（Schellhas et al.,

1989）．
本症例は，TADを上顎骨左右第一大臼歯口蓋側根尖

部付近に植立することにより，上顎第一大臼歯を1．5
mm圧下と1．0mm近心移動量であった．過去の報告で
は，TADを用いた上顎第一大臼歯の平均圧下量は2．64

図3Ａ 口蓋側にTADを植立，トランスパラタルアーチ装着
Ｂ 動的治療期間5か月後
Ｃ 動的治療期間10か月後
Ｄ 動的治療期間14か月後
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mm，下顎大臼歯の平均圧下量は1．94mmであった
（Umemori et al., 1999 ; Sugawara et al., 2002 ; Paek et al.,

2004 ; Xun et al., 2007 ; Erverdi et al., 2007 ; Kaku et al.,

2007 ; Yanagita et al., 2007 ; Kuroda et al., 2007 ; Sakai et

al., 2008 ;谷本ら．，2013）．本症例は，上顎第一大臼歯
の圧下と近心移動防止の加強固定として必要があり，動
的治療開始時直後にTADを植立したため，十分な大臼

歯のコントロールをすることができたため，初診時治療
目標．また，TADを用いた矯正治療により歯槽性の変
化だけでなく骨格性の変化があることが報告され，垂直
的変化として∠FMAは平均2．0°減少，水平的変化とし
て，∠ANBは平均1．6°減少している（Sherwood et al.,

2002 ; Erverdi et al., 2004 ; Kuroda et al., 2004 ; Park et al.,

2004 ; Paek et al., 2004 ; Xun et al., 2007 ; Erverdi et al.,

図4 動的治療終了時顔貌写真および口腔内写真
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2007 ; Kuroda et al., 2007 ; Kaku et al., 2007 ; Yanagita et

al., 2007 ; Sakai et al., 2008 谷本ら．，2013）．本症例の初
診時と比較してより，∠ANBは0．4°の減少，∠FMAは
2．3°減少したことで，∠ANB3．0°，∠FMA28．1°と標
準値内への変化が認められ，歯槽性の変化だけでなく下
顎骨のオートローテーションを伴う骨格性の変化により

良好な側貌が得られた（表1）．
大臼歯の圧下量にともなう下顎骨のオートローテー

ションは，下顎骨の垂直および前後的位置変化の正確な
予測は必要であるが非常に困難である，そのため抜歯を
ともなう開咬症例では，大臼歯圧下による顎位の変化を
確認後，抜歯部位や抜歯時期を再検討し抜歯治療へ移行
する二段階治療や，下顎骨のオートローテーションによ
る骨格的不調が改善しない場合，外科的手術の適応も考
慮する必要がある（Umemori et al., 1999；谷本ら．，
2013）．
2012年にTADの薬事承認後，TADを用いた開咬治療
の方法や報告が多くされているが，長期保定や後戻りに
ついての報告は少ない．本症例では，大臼歯の挺出およ
び後戻りを考慮して，上下顎固定式保定装置とマウス
ピース型リテーナーを併用し使用した．今後，TADに
よる矯正治療後の保定方法や長期的咬合安定性ついて詳

図5 動的治療終了時パノラマＸ線写真

図6 側面頭部Ｘ線規格写真トレース図の重ね合わせ
Ａ：S，S-N平面重ね合わせ
Ｂ：ANS，口蓋平面重ね合わせ
Ｃ：Me，下顎下縁平面重ね合わせ

42 岡山 三紀 等／Temporary anchorage deviceを用いて治療した開咬症例

（138）

第３５巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０３７～０４４　症例報告　岡山　　　４Ｃ  2017.01.11 11.39.11  Page 42 



細な検討が必要であると考えられる．

結 語

上下顎叢生および上下顎前歯唇側傾斜を有する臼歯関
係AngleⅡ級開咬症例に対し，上顎骨左右第一大臼歯口
蓋側根尖部付近にTADを植立し，大臼歯の圧下と加強
固定を目的として治療を行った．

TADにより大臼歯の圧下を伴う下顎骨のオートロー
テーションによる前方移動がみられた．また，上顎臼歯
の近心移動量抑制により目標の前歯部後退をすることが
できた．

TADを用いることにより，前歯部の挺出防止を含め
た綿密な治療計画立案とメカニクスに配慮して治療を行
うことで良好な結果を得ることが出来た．
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抄 録

口蓋に発生した筋上皮腫のケースを報告する．筋上皮
腫は，発生頻度は全唾液腺腫瘍における1．5％と稀な疾
患である．52歳の女性は，口蓋の右側の腫脹を主訴に当
院紹介となった．検査の後，全身麻酔下で腫瘍の切除を
行った．
病理組織学的に腫瘍組織は境界明瞭な線維性被膜に包

まれており，その内部は紡錘形細胞と形質細胞様の腫瘍
性筋上皮細胞の充実性増殖を主体としていた．免疫組織
化学染色の結果から，CK Wide染色，Vimentin染色，S

－100蛋白染色で強陽性，CK7染色，SMA染色，p63染
色，GFAP染色では弱陽性であった．
以上の結果から，病理診断は，筋上皮腫であった．

緒 言

筋上皮腫は，良性上皮性腫瘍であり，発生頻度は全唾
液腺腫瘍における1．5％と稀な疾患である．好発部位と
しては耳下腺や口蓋で無痛性の腫瘤である（Cardesa &

Alos, 2005）．組織学的には，腫瘍性筋上皮細胞の増殖を
特徴とし，腫瘍細胞の形態は紡錘形，形質細胞様，硝子
細胞様，上皮様，明細胞ないしはそれらの混在する多彩
な組織像を呈する（森永ら，2015；日本唾液腺学会，
2005）．今回われわれは，52歳女性の口蓋に発生した筋
上皮腫の1例を経験したので，病理組織学的検討を加
え，その概要を報告する．

症 例

患者：52歳，女性．

〔症例報告〕

口蓋に発生した筋上皮腫の1例

森川 哲郎1），瀧本 紘佑2），Bhoj Raj Adhikari1），Puja Neopane1），原田 文也1），宇津宮 雅史1），
中條 貴俊1），吉田 光希1），佐藤 惇1），西村 学子1），永易 裕樹2），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

A case of Myoepithelioma of the palate
Tetsuro MORIKAWA1），Kosuke TAKIMOTO2），Bhoj Raj ADHIKARI1），Puja NEOPANE1），

Fumiya HARADA1），Masafumi UTSUNOMIYA1），Takatoshi CHUJO1），Koki YOSHIDA1），Jun SATO1），
Michiko NISHIMURA1），Hiroki NAGAYASU2）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

Key words：myoepithelioma, plate, salivary gland tumor

Abstract

We report a case of myoepithelioma of the palate.

The frequency of occurrence of myoepithelioma is

1.5% in all salivary gland tumors. A 52 − year − old

woman was referred to our hospital with the chief com-

plaint of swelling on the right palate. After various ex-

aminations, removal of the tumor was carried out under

general anesthesia. Microscopically, the tumor was sur-

rounded by fibrous membrane. The solid growth of

neoplastic myoepithelial cells was seen as main compo-

nent, virtually surrounding hyaline − like eosinophilic

substance. Immunohistochemical studies revealed

strongly positive reactions by the tumor cells for Cy-

tokeratin Wide, Vimentin and S − 100 protein. CK 7,

smooth muscle actin (SMA), p63 and Glial Fibrillary

Acidic Protein (GFAP) were weakly positive.

From the results described above, the pathological di-

agnosis of myoepithelioma was made.
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初診：20XX年4月．
主訴：右側口蓋部の腫脹
既往歴：子宮内膜症
家族歴：特記事項なし．
現病歴：X－1年12月頃より右側口蓋部に粘膜色の小指
頭程の腫瘤を自覚したが，疼痛はなく大きさに変化がな
いため放置していた．翌年，4月上旬より，同部に違和
感が生じるようになり，その数日後同部に圧迫感を生
じ，舌で押すと疼痛を伴うようになり，近医歯科医院を
受診したところ，精査加療を目的に当科受診となった．
現症：口腔外は，特に異常所見を認めなかった．口腔内
は口蓋正中よりやや右側に直径10mmの腫瘤を認めた．
腫瘤は境界明瞭，色調は正常粘膜色で一部は赤色を呈
し，潰瘍等は認められず，弾性やや硬であった（図
1）．また，圧痛はごく軽度に認められた．上顎残存歯
の打診痛，及び根尖相当付近の圧痛等も認めなかった．
画像所見：パノラマX線写真，CT検査（図2），MRI検
査のいずれでも軟組織及び骨組織に明らかな異常所見は
認めなかった．
臨床診断：右側口蓋腫瘍
処置および経過：全身麻酔下にて右側正中部付近の腫瘍

周囲に2mmのsurgical marginを設定し，骨膜下まで切開
を加え腫瘍の切除を施行した後，人工皮膚を用い縫合し
た．
病理組織学的所見：H.E.染色では，腫瘍組織は境界明瞭
な線維性の被膜に包まれており，その内部は唾液腺の筋
上皮に由来する腫瘍細胞の充実性増殖を主体とし，実質
周囲には好酸性の硝子様物質を散在性に認めた．腺管構
造や粘液様の像はほとんど認めなかった（図3）．特殊
染色及び免疫組織化学染色を行ったところPeriodic Acid

Schiff（PAS）染色，Mucicarmine染色では陰性であり，
腫瘍内部に粘液物質は認めなかった．Cytokeratin Wide

図1 初診時口腔内写真（ミラー像）
口蓋正中よりやや右側に直径10mmの弾性やや硬で一部は赤
色の粘膜色をした腫瘤を認める．

図3 摘出標本H.E.染色像：（a：20x b：100x）
（a）腫瘍組織は境界明瞭な薄い線維性の被膜に囲まれてい
る．
（b）唾液腺の筋上皮に由来する腫瘍細胞の充実性増殖を認め
た．その周囲には好酸性の硝子様物質を散在性に認め，腺管
構造や粘液様の像は認めなかった．

図2 CT画像：水平断（a：硬組織 b：軟組織）
明らかな異常所見は認めなかった．
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（CK Wide）染色（図4）及びVimentin染色（図5），S

－100蛋白染色（図6）で強陽性，CK7染色（図7），α

− smooth muscle actin（SMA）染色， p63染色，Glial

Fibrillary Acidic Protein（GFAP）染色（図8）で弱陽性
であった．
病理組織学的診断：筋上皮腫

考 察

筋上皮腫の発生頻度は，全唾液腺腫瘍の1．5％を占
め，好発部位としては耳下腺に多く，次に口蓋に多く発
生する無痛性の腫瘤である（Cardesa & Alos, 2005）．
WHO分類では筋上皮腫は構成成分の大部分が腫瘍性筋
上皮細胞からなると定義している（Cardesa & Alos,

2005）．一般に薄い線維性の被膜で覆われるが小唾液腺
発生症例では被膜が明瞭でないこともある．組織学的に

図4 摘出標本CK Wide免疫組織化学染色像
CK Wide染色では腫瘍性筋上皮細胞が腫瘍全体の広範囲に強
陽性を示している．

図6 摘出標本S－100免疫組織化学染色像
S－100染色では筋上皮細胞が強陽性を示している．

図5 摘出標本Vimentin免疫組織化学染色像
Vimentin染色では筋上皮細胞が腫瘍の広範囲に強陽性を示し
ている．

図7 摘出標本CK7免疫組織化学染色像
CK7では腫瘍細胞にびまん性の陽性像を呈している．

図8 摘出標本GFAP免疫組織化学染色像
GFAP染色では間質様を呈する腫瘍性筋上皮細胞に弱陽性を
示している．
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腫瘍細胞の形態のタイプは紡錘形，形質細胞様，硝子細
胞様，上皮様，明細胞ないしはそれらの混在する組織像
を示す（森永ら，2015）．
本症例では，腫瘍組織は境界明瞭な線維性被膜に包ま

れており，その内部は紡錘形細胞と形質細胞様の腫瘍性
筋上皮細胞の充実性増殖を主体とし，実質周囲には好酸
性の硝子様物質を散在性に認めた．文献的には，耳下腺
発生例では紡錘細胞型が，口蓋発生例では，形質細胞様
細胞型が多いと報告されているが，本症例においては両
タイプの混在型であった（Cardesa & Alos, 2005；長谷
川ら，2006）．筋上皮腫では多形腺腫でみられるような
軟骨・粘液腫様軟骨の間質は認められないことが多形腺
腫との鑑別の手助けになる．本症例においても腫瘍内部
には腺管形成や軟骨・粘液腫様軟骨の間質は認められな
い．mixed appearanceなどの粘液様の間質は認めず，
PAS染色，Mucicarmine染色においても陰性を示し粘液
成分は確認されなかった．このことから多形腺腫は否定
された．また，周囲や被膜内への浸潤や細胞・核異型，
核分裂像などの悪性所見も確認されなかった．免疫組織
化学染色を行うことにより，正常筋上皮細胞ではCy-

tokeratinが陽性となり，その他に非特異的筋上皮マー
カーであるVimentin，S－100蛋白，GFAP，筋上皮系に
特異的なマーカーであるSMA，筋上皮／基底細胞型
マーカーであるp63などに陽性を呈するとされる．今回
の症例で行った免疫組織化学染色の結果からは，CK

Wide染色，Vimentin染色，S－100蛋白染色で強陽性，
CK7染色，SMA染色，p63染色，GFAP染色では弱陽性
であった．腫瘍性筋上皮細胞の形態のタイプによっては
S－100蛋白，Vimentinには明瞭な染色を示すがさまざま
な程度にCKの反応を示し，actinの染色性は弱くGFAPは
染まらないという報告もある（二階ら，1989；岡田ら，
2004）．
以上の所見から，本症例は筋上皮腫と判断された．多

形腺腫との臨床態度の差異はほとんどない．筋上皮腫の
再発率は低く，予後は良好であるとされているが，長期
存在例や再発を繰り返す症例では稀に悪性化をきたすと
いう報告もある（Ellis & Auclair, 2008；神出ら，1998；
日本唾液腺学会，2005；Sciubba & Brannon, 1982）．病
理組織学的には間質様構造（粘液腫様，軟骨様など）や
腺管形成の有無が鑑別となり，しばしば境界病変が見ら
れることがある．また，発生頻度も唾液腺腫瘍の1％以
下と稀なことから，他の唾液腺腫瘍と的確に鑑別し評価
することが，治療後の経過観察においても重要である．

結 語

今回われわれは，52歳女性の口蓋に発生した筋上皮腫
の一例を経験したので文献的考察を加えて報告した．本
論文に関して開示すべき利益相反はない．
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森川 哲郎

北海道医療大学大学院歯学研究科臨床口腔病理学専攻博士課程2学年
平成18年3月 北海道札幌北陵高等学校 卒業
平成20年4月 北海道医療大学歯学部 入学
平成26年3月 北海道医療大学歯学部 卒業
平成26年4月～平成27年3月 北海道医療大学病院 臨床研修歯科医
平成27年4月 北海道医療大学大学院歯科研究科 入学
現在に至る
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［最近のトピックス］

歯科での低出力パルス超音波治療法の応用について

建部 廣明

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

LIPUS治療法は物理療法の一種で，骨折部に物理刺激
を与えることにより骨や軟骨修復を促進させる方法とし
て，1983年にDuarteによって報告された1）．LIPUSによる
新生骨形成促進の詳細なメカニズムは未だに明らかにな
っていないが，LIPUSによって物理刺激が加えられた細
胞は活性化することが知られており，培養骨芽細胞へ
LIPUS照射を行うと，骨芽細胞および，前骨芽細胞の分
化，増殖を促進させることが報告されている2）．また骨
折部に30mW/cm2の強さでLIPUS照射すると骨折治癒が
促進することが動物実験で示されている3）．LIPUSの振
動周波数は低値であるほど，到達距離が長くなり高値で
あれば到達距離が短い．臨床では，皮膚から骨折部まで
の深さに応じて1～3MHzの振動周波数が設定されて
いる．LIPUSの到達距離は，照射される組織ごとに吸収
係数や超音波の反射の程度が異なる．
本邦では，LIPUS治療の有効性が評価され2006年から

整形外科の骨折患者に対して適用可能となった．使用方
法はLIPUS照射プローブを骨折部皮膚上に置き，ゲルを
介して毎日15分間照射することにより，非侵襲的且つ，
簡便に骨折治癒を促進することができる．最近では歯科
治療にLIPUS治療法が応用されている．口腔インプラン
ト手術後に，インプラント体埋入部にLIPUS照射を行う
とインプラント体周囲の新生骨組織形成が促進すること
が報告されている4）．LIPUSはインプラント手術だけで
はなく，骨増生術にも応用されている．骨増生術の1つ
である上顎洞底挙上術は，上顎洞底粘膜を挙上後，歯槽
骨と挙上した上顎洞底粘膜との間にできたスペースに自
家骨や人工骨を填入することにより上顎臼歯部の骨幅を
確保する術式である．我々は実験動物を用いて上顎洞底
挙上術後にLIPUS照射を適用し，術部の新生骨組織形成
促進を認めることを報告した5）．上顎洞底挙上術後のLI-

PUS照射による新生骨形成促進は明らかになったが，骨
増生部位は幅があるためLIPUS到達距離の違いにより新
生骨形成促進効果にも差があることが考えられる．そこ
で，LIPUS到達距離と新生骨形成との関係を明らかにす
るためLIPUS照射距離を変化させ，新生骨形成促進作用

がどのように変化するかについて培養細胞を用いて比
較，検討した．その結果，LIPUS照射プローブから培養
細胞までの距離の違いにより新生骨形成促進作用が異な
ることが明らかとなった．今後は，症例に応じた適切な
LIPUS照射条件やLIPUSの新生骨形成促進のメカニズム
を明らかにすることが重要であると考えられる．

参考文献
1）Duarte L.R. Arch Orthop Trauma Surg. 101 : 153−159,

1983

2）Kokubu et al.. Biochem Biophys Res Commun. 256 :

284−287, 1999

3）Wang, S.J. et al.. J orthop Res. 12 : 40−47, 1994

4）Liu Q. et al.. Br J Oral Maxillofac Surg. 50 : 244−250,

2011

5）Takebe H et al.. Clin Oral Implants Res. 25 : 735−741,

2014
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［最近のトピックス］

アメロジェニンの生理活性配列を同定するための研究

高橋 亜友美1），村田 佳織1），谷村 明彦2），齊藤 正人1）

1）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
2）北海道医療大学歯学部口腔生物学系薬理学分野

エナメルマトリックスの1つであるアメロジェニン
は，疎水性のN末端と親水性のC末端が共存しており，
全体では疎水性を呈している．生体内では，全長のアメ
ロジェニンがMMP－20やKLK4により，様々なフラグ
メントに分解されるが，これらフラグメントの機能は明
らかにされていない．アメロジェニン全長の機能分析に
加え，近年ではアメロジェニンの活性領域の同定やアメ
ロジェニン・フラグメントの生理活性に関する研究が行
われている．

do Espirito Santo1）らは，C末端側ドメインがアメロジ
ェニンの自己凝集やナノスフィア構造に必要な領域であ
ると報告している．また，Kunimatsu2）らはアメロジェニ
ンの全長からN末端側を省いた領域，C末端側を省いた
領域，あるいはC末端側のみの，それぞれ3領域のリコ
ンビナントタンパク質を作製し，セメント芽細胞の分化
誘導に対する作用を報告している．この報告では，C末
端側を有するタンパク質がALP活性，OCN，BSPの上昇
や石灰化物の沈着を起こすのに対して，C末端側をもた
ないタンパク質では石灰化物の沈着を起こさなかったこ
とから，アメロジェニンC末端側がセメント芽細胞の骨
様分化を促進する領域であると考察している．アメロジ
ェニンのC末端側が生理活性に重要であるとする報告が
ある一方で，N末端領域の重要性を示す報告もある．R.

Olivares−Navarrete3）らは，N末端領域のみをもつリコン
ビナントタンパク質（NTAP）がヒト間葉系幹細胞の
ALP活性やオステオカルシン活性の上昇に加えて，
RUNX2のmRNA発現の強い上昇を起こすことを報告し
ている．この研究では，NTAPが全長リコンビナントア
メロジェニンタンパク質よりも強い分化促進作用を示す
結果が得られている．
以上の報告から，細胞の種類によって分化促進のため

に必要なアメロジェニンの領域が異なると予想される．
今後，更なる研究で様々な細胞の分化に関わるアメロジ
ェニンの領域が明らかになることや，またその領域を含
むペプチドを用いた組織再生療法への可能性も期待され
る．

参考文献
1）do Espirito Santo AR et al. The enamel organic matrix :

structure and function. Braz J Oral Sci 4 : 716−724,

2005

2）R. Kunimatsu et al. The C−terminus of amelogenin en-

gances osteogenic differentiation of human cemen-

toblasts lineage cells. J. Periodontal Res 10 : 1111,

2016

3）R. Olivares−Navarrete et al. Role of the N−terminal

peptide of amelogenin on osteoblastic differentiation of

human mesenchymal stem cells. Eur Cell Mater 28 : 1−

10, 2014
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図1 咽喉マイク（南豆無線電機社製）．

図2 頸部にマイクが密着するように装着する．

［最近のトピックス］

頸部聴診における咽喉マイクの有効性

廣瀬 知二

伊東歯科口腔病院

摂食嚥下障害の正確な評価として，嚥下造影検査
（videofluoroscopic examination of swallowing：VF）また
は嚥下内視鏡検査（videoendoscopic examination of swal-

lowing：VE）が用いられる．しかし，嚥下障害が疑わ
れるすべての症例にVEやVFを行うことは必ずしも容易
ではない．そのため，摂食嚥下障害の診断目的に各種の
スクリーニング検査が行われることも多い．
頸部聴診法は食塊を嚥下する際に咽頭部で生じる嚥下

音ならびに嚥下前後呼吸音を頸部より聴診し，嚥下音の
性状や長さおよび呼吸音の性状やタイミングを聴取して
嚥下障害を判定する方法である．非侵襲的にベッドサイ
ドでスクリーニングできることから，在宅や施設入所要
介護高齢者の嚥下状態モニタリングに適している．
咽喉マイクは，騒音の中で話し声はマイクが音割れす

る問題を解決するため開発されたものである．空気の振
動を拾わない為，周囲にノイズがあっても明瞭度が確保
されるので消防隊が火災現場において，活動中に使用す
る通信システムにも採用されている．
摂食嚥下障害の現場で多職種複数の検査者で頸部聴診

行う場合には咽喉マイクを応用すると有効である（図
1，2）（大宿，2014）．頸部聴診専用の製品も開発され
ているが，咽喉マイクと拡声器が比較的廉価で入手でき
るので組み合わせることも容易である．この方法を用い
ると聴診器の固定にともなう患者の負担は少なく，また
検査者はハンズフリーとなるので，喉頭の触診や食事介
助を同時に行うことができる．音声レコーダに接続すれ
ばデータの記録が可能であり，さらに音響学的解析への
途も開ける．

参考文献
大宿茂：頸部聴診法．老年歯科医学．28．331－336．
2014
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北海道医療大学歯学会会則（2015年3月7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．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．
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿規程（2015年3月7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，「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．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．

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での添付文書として編
集委員会まで送付すること．e−mailでの送付が不
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：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

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）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）．

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

受理証明を発行する．
9．掲載料および別刷料
1）掲載料は，刷り上り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．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．

11．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．

12．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．

13．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（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35回学術大会一般演題募集のご案内

第35回学術大会・平成29年歯学会総会ならびに講演会を開催致します．

記
日時： 平成29年3月4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）

定例講演会：『開拓使で麦酒を創った男～中川清兵衛伝』
講師： 端田 晶 氏 エビスビール記念館館長

演題・抄録申込み要領

申込み期限：平成29年1月20日㈮ 必着
抄録作成方法：裏面の原稿作成要領を参照ください。
抄録提出先：臨床口腔病理学分野 吉田（denty@hoku−iryo−u.ac.jp）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（5，000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29年3月2日㈭ 17時
発表スライドをCD−Rに保存し，事前に臨床口腔病理学分野（吉田）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，ご自身で試写確認して下さい．
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10分［発表7分，質疑応答3分］（予定）
発表には，会場PC（OS：Windows 7 Power Point2010）を使用します。
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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，数字（1，2…）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】

行政との連携で・・・・・・現状について
○福田敦史1，・・・・・，千葉逸朗2，齊藤正人1

1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，
2保健衛生学分野

【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・抄録に関する問合せ・申込先
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
第35回学術大会事務局：吉田 まで

〒061‐0293石狩郡当別町金沢1757番地
TEL：0133‐23‐1390（内線：3234）
FAX：0133‐23‐1390
E−mail：denty@hoku−iryo−u.ac.jp
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編 集 後 記

次号（第36巻，第1号）の発行は平成29年6月30日です．
投稿原稿募集の締め切りは平成29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，2016年第35巻，第2号の巻末をご参照ください．

平成28年度も終盤戦に突入し，皆様の教育・研究活動も大詰めを迎えて多忙な日々をお過ごしのこととお察しいた
します．本年度も，北海道医療大学歯学雑誌に論文等の投稿並びにお忙しい中，論文の査読をお引き受けいただきま
した先生方のご支援ご協力に深く感謝申し上げます．
2016年の本学歯学部のトピックスの一つとしては，基礎系分野が主幹として北海道（札幌コンベンションセンタ
ー）で行われた第58回歯科基礎医学会学術大会が挙げられます．本会では生化学分野の田隈泰信先生を会頭とし，サ
テライトシンポジウムを含めた3日間に及ぶ学術発表、特別講演並びに懇親会が，歯学会並びに歯学部同窓会のご支
援をいただき成功裡に催されました．また，本学術大会では本学歯学部5年生の関有里さんと石田成美さんの研究発
表がモリタ賞・優秀学生ポスター賞を見事受賞し，基礎系分野に喜ばしく，フレッシュなニュースを提供してくれま
した．さらに，本学術大会の前日には，斎藤隆史先生をはじめとする臨床系分野が主体となり，第1回北海道個体差
口腔健康科学シンポジウムが開催され，海外提携大学の学生並びに職員との熱心な議論や情報交換が行われました．
これらは，本学歯学部の今後の国内外での研究活動の発展の明るい未来を予見し，学生，教員並びに学部が一体とな
った研究・教育体制の一層の充実をもたらすことでしょう．
さて，本号では生理学分野の佐藤寿哉先生と薬理学分野の根津顕弘先生に原著論文を投稿していただきました．ま

た，歯科矯正学分野の岡山三紀先生並びに病理学分野の森川哲郎先生からの症例報告を投稿していただき，若手の先
生方の精力的な活躍を感じることが出来ました．次号以降も歯学雑誌のさらなる充実に努めていきたいと思っており
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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