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雑誌の名称変更にあたって

東日本歯学雑誌は、昭和５７（１９８２）年１２月に第１巻第１号が創刊され、以来２３年間、
年２回（６月と１２月）定期的に発行されて来ました。この雑誌の目的は、歯学研究発展
のために東日本歯学会会員の研究成果を国内、および国外へ広く発信することにあり、
さらにこのことによって会員の研究が前進することを目指して来ました。この間、雑誌
には多数の原著、総説、臨床、教育に関する論文が掲載され、また、博士の学位論文発
表の場ともなりました。近年の世界の歯科医学、生物学の進歩は目覚しく、本大学の歯
学部の研究内容も世界の進歩に遅れることなく、日々変化してまいりました。
平成６（１９９４）年には、大学の名称が東日本学園大学から北海道医療大学に変更され

ましたが、法人名に東日本学園の名が残りましたので、東日本歯学会および東日本歯学
雑誌の名称はそのままにしました。しかし、それから１０年経過し、北海道医療大学の名
も世間に広く周知されるようになりましたので、本年２月の総会で、北海道医療大学歯
学会および北海道医療大学歯学雑誌に名称を変更することにいたしました。
会や雑誌の名称は変わっても、目指すところは変わりませんので、会員の皆様の今後

のご協力、雑誌へのご投稿をよろしくお願い申し上げます。また、本学の廣重理事長・
学長はじめ、多数の方々にご支援、ご協力いただいていることに深く感謝申し上げると
ともに今後とも変わらず、ご支援下さいますようお願い申し上げます。

平成１７（２００５）年６月
北海道医療大学歯学会会長 武田正子
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１．はじめに

体重６０kgの人が体内に保持するカルシウム量は約１kg

である．その約９９．５％がヒドロキシアパタイトとして骨

や歯に存在しており，血液や軟組織に含まれるカルシウ

ム量はわずか０．５％に過ぎない．硬組織以外のカルシウ

ムは量的には取るに足りないものであるが，その一部は

細胞内外の体液中にイオン化した形（Ca２＋）で存在し，

細胞機能を調節するセカンドメッセンジャーとして重要

な役割を果たしている．

Ca２＋と細胞機能との関わりを初めて記載したのはリン

ゲル液で有名な英国の生理学者，Sydney Ringer（１８３５

－１９１０）であろう．Ringerは，カエル摘出心臓を使って

収縮実験をしていた時Ca２＋を含まない栄養液中では心臓

収縮が止まってしまうことに気づき，心臓収縮にCa２＋が

無くてはならないイオンであることを発見した

（Ringer，１８８３）．Ringerの報告は細胞機能とCa２＋を結びつ

けた最初の発見と考えられているが，この時代はCa２＋が

なぜ筋収縮に必要なのかはわからず，その後，細胞機能

とCa２＋との関係に注目する研究者はほとんどいなかった

ようである．Ca２＋が筋収縮のセカンドメッセンジャーで

あることを確立したのは我が国の江橋節郎教授（当時東

京大学医学部薬理）である．江橋教授が提唱した「筋収

縮のCa２＋説」（１９６０年代）は，その後一大ブームとなる

Ca２＋シグナル研究の先駆けになったと言えよう．

現在，Ca２＋は，筋収縮ばかりでなく，ホルモン分泌，

神経伝達物質の放出，細胞運動，細胞分裂，代謝，遺伝

子発現，受精など多岐にわたる機能を制御する最も基本

的なメッセンジャーであると考えられている．唾液腺に

おける分泌反応もCa２＋によって制御されることはよく知

られている．特に，水・イオン分泌ではCa２＋がセカンド

メッセンジャーとして必須の役割を果たしている．本稿

では，細胞内Ca２＋シグナルの概要を説明すると共に，唾

〔総 説〕

カルシウムシグナルと唾液分泌機能

東城 庸介

北海道医療大学歯学部歯科薬理学講座

Calcium signaling and salivary secretory function

Yosuke Tojyo

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

Abstract

Calcium ion (Ca2+) plays an essential role as a second messenger in secretion of water and electrolytes in salivary glands.

Many studies using fluorescent Ca2+ indicators such as quin−2 and fura−2 have shown that stimulation of muscarinic, α−

adrenergic, or substance P receptors cause a rapid increase in [Ca2+]i in salivary gland cells resulting from the production of

inositol 1, 4, 5−trisphosphate (IP3). The [Ca2+]i response is attributed to Ca2+ release from intracellular Ca2+ store followed by

Ca2+ entry across the plasma membrane. The increase in [Ca2+]i is initiated in the apical pole of acinar cells and then rapidly

spreads as a Ca2+ wave toward the basolateral region. The apical−to−basal pattern of Ca2+ signaling is probably important to

activate the ion transport systems in salivary glands. In this review, I discuss mechanisms and physiological significance of

the polarized Ca2+ signaling in salivary gland cells.

キーワード：カルシウムシグナル，唾液腺，唾液分泌，カルシウム蛍光指示薬，イメージング

受付：平成１７年３月３１日

北海道医療大学歯学会 ２４�（１－１１）平成１７年 １

（１）
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図１ 細胞反応とCa２＋

液腺細胞を使った私たちの研究の一端を紹介する．

２．Ca２＋シグナルとは

Ca２＋濃度には細胞の内外で大きな差がある．細胞外の

体液中には１～２mMのCa２＋が存在するのに対し，細胞

内（細胞質）のCa２＋濃度は１００ nM以下で，実に細胞外

の１万分の１以下である．これは細胞膜に存在するCa２＋

ポンプによってCa２＋が常に細胞外にくみ出されているこ

と，また，細胞内にはCa２＋を取り込んで貯蔵するCa２＋貯

蔵部位が存在することによる．細胞内にあるCa２＋貯蔵庫

の実体は小胞体（筋肉組織では筋小胞体）であることが

多くの研究によって明らかにされており，おそらく小胞

体内腔には細胞外液に近い濃度のCa２＋が貯蔵されている

と思われる．細胞内Ca２＋貯蔵庫はCa２＋ストア（store）あ

るいはCa２＋プール（pool）と呼ばれ，細胞が刺激を受け

るとストアからのCa２＋放出，さらには細胞外からのCa２＋

流入が起きて，細胞質のCa２＋濃度は非刺激時の数倍から

数十倍に上昇する．この様にして動員されたCa２＋がセカ

ンドメッセンジャーとして様々な細胞機能を活性化する

ことから，この一連の反応をカルシウムシグナルという

（図１）．

Ca２＋動員のメカニズムについては１９７０年以降世界的に

研究が進められてきた．神経や筋肉などの活動電位を発

生する細胞（興奮性細胞）では膜の脱分極が引き金にな

って，小胞体あるいは筋小胞体からCa２＋が放出される．

また細胞膜に存在する電位依存性Ca２＋チャネルが開口

し，細胞外からのCa２＋流入が引き起こされる．しかし，

外分泌腺細胞や肝細胞などの非興奮性細胞におけるCa２＋

動員のメカニズムについては１９８０年代までよくわからな

かった．１９７５年，英国のR. H. Michellは，受容体を刺激

するとホスフォリパーゼCという酵素の働きによって細

胞膜の構成成分であるイノシトールリン脂質の代謝亢進

が起き，その結果Ca２＋が動員されるという仮説を提唱し

た（Michell，１９７５）．この説には反対する研究者も多

く，Ca２＋動員が先かイノシトールリン脂質代謝が先かと

いった論争が長く続いたが，１９８３年，同じ英国の生物学

者M. J. Berridgeが，イノシトールリン脂質の分解産物で

あるイノシトール１，４，５－三リン酸（IP３）が細胞

内Ca２＋ストアからのCa２＋放出を引き起こすことをラット

の膵臓腺房細胞を使った研究で見事に証明し（Streb et

al., 1983 ; Berridge and Irvine, 1984），この論争に終止符

が打たれた．現在，イノシトールリン脂質代謝を介する

Ca２＋動員のメカニズムはほぼ明らかになっている．すな

わち，アゴニストが細胞膜受容体に作用すると，GTP結

合タンパク質の一種であるGqタンパク質を介してホス

フォリパーゼCが活性化する．その結果，イノシトール

リン脂質の代謝亢進が起き，ホスファチジルイノシトー

ル４，５－二リン酸（PIP２）の加水分解によって生成さ

れたIP３が小胞体に作用してCa２＋動員を引き起こす（図

２）．唾液腺細胞でもこのシグナル伝達が分泌機能を制

御する中心的な役割を果たしていることは広く認められ

ている．

小胞体（Ca２＋ストア）の膜にはIP３が結合するイオンチ

ャネル型受容体が存在する．IP３が受容体に結合すると

チャネルが開口してCa２＋が小胞体内腔から細胞質へ遊離

される．ちなみにIP３受容体を発見し，クローニングし

たのは現在東京大学医科学研究所におられる御子柴克彦

教授である．現在IP３受容体の機能解析や構造解析が活

発に行われているが，この分野でも日本人研究者の功績

は大きい．IP３受容体の分子構造や調節機構については

御子柴教授の最近の総説を参照にしてほしい（御子

柴，２００３）．

３．細胞内Ca２＋測定の革命

細胞内（細胞質）のCa２＋濃度が極めて低い（１００ nM

以下）ことは既に述べた．読者の中にはnMオーダーの

極微量のCa２＋濃度をいったいどの様にして測定するのだ

ろうかと疑問に思う方もいるに違いない．確かに１９８０年

頃までは細胞内Ca２＋濃度（［Ca２＋］i）を正確に測定するこ

とはかなり難しい作業であった．Ca２＋イオン電極やエク

オリンという発光タンパク質を使う方法があったが，電

極の細胞内挿入や発光タンパク質の細胞内注入にはかな

り高度な技術が必要であり，誰でもすぐにできるという

ものではない．また，全ての細胞に応用できるものでも

ない．ところが１９８０年代，Roger Y. Tsienというアメリ

カの若い研究者（当時大学院生）が［Ca２＋］iの正確な測

定を可能にする画期的な試薬を開発し（Tsien, 1980 ;

東城庸介／カルシウムシグナルと唾液分泌機能２

（２）
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図３ R. Y. Tsienによって開発されたCa２＋蛍光指示薬の構造

図４ fura―２／AMは細胞内に取り込まれた後，細胞内エステラー
ゼによってfura－２になり，細胞内に貯留する．fura－２を紫外線
で励起し，発生する蛍光の強度をモニターする．

Grynkiewicz et al., 1985），Ca２＋シグナル研究の新時代が

始まった．すなわち，Ca２＋蛍光指示薬quin−2，fura−2の

出現である（図３）．quin−2は１９８０年，fura−2は１９８５年に

発表され，あっという間に世界中の細胞シグナルの研究

者に受け入れられた．この試薬を使えばだれでも

［Ca２＋］iを容易に測定することができる．研究経験の全く

ない学生でも１週間，いや２，３日練習すれば測定する

ことが可能であろう．それほど簡単である．

Ca２＋蛍光指示薬はCa２＋キレート剤に蛍光発色団を組み

込んだ水溶性化合物で，細胞膜を透過しない．Tsienは

この化合物にアセトキシメチル（AM）基を付加し，脂

溶性にした．AM基を付けた蛍光指示薬は容易に細胞膜

を通過し，細胞内のエステラーゼで加水分解を受け，

freeのquin−2やfura−2になり，細胞内に貯留する（図

４）．その細胞に励起光を照射すると細胞は蛍光を発す

る．これらのCa２＋蛍光指示薬はnMオーダーのCa２＋の変

化を感知して蛍光強度を変化させるので，その変化を蛍

光光度計で測定することにより［Ca２＋］iを算定すること

ができる．

最初に開発されたquin−2の場合，［Ca２＋］i測定のために

は高濃度（～１．０mM）を細胞内に入れる必要があり，

またCa２＋結合能が強過ぎるため細胞機能に影響する等の

欠点もあり，現在はほとんど使用されなくなった．一

方，fura−2はquin−2より３０倍以上蛍光強度が強く，低濃

度の取り込みで十分な蛍光が得られることから今でも

Ca２＋蛍光指示薬として最も頻用されている．

quin−2やfura−2の出現から２０年が過ぎ，これらの試薬

以外にも様々な特性を持ったCa２＋蛍光指示薬が開発さ

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005

図２ イノシトールリン脂質代謝を介するCa２＋動員．R，受容体；Gq, GTP結合タンパク質；
PLC，ホスフォリパーゼC；PIP２，ホスファチジルイノシトール４，５－二リン酸；IP３，イノ
シトール１，４，５－三リン酸；DAG，ジアシルグリセロール；PKC，プロティンキナーゼC

３

（３）
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れ，それぞれの実験目的や測定機器に合わせて使用され

ている．例えば，mag−fura−2はCa２＋感受性が低いので，

細胞内オルガネラ内の高濃度Ca２＋を測定するのに適して

いる．また，calcium green C１８などの膜結合性Ca２＋蛍光

指示薬は，細胞内オルガネラ近傍のCa２＋変化を測定する

ために使われている．これまでに開発されたCa２＋蛍光指

示薬は優に３０種類は下るまい．quin−2を発表した当時ま

だ２０代であったTsien（現在カリフォルニア大学サンジ

エゴ校教授）はその後も画期的な可視化蛍光プローブを

次々に開発し，常にバイオイメージング研究の先頭を走

っている．昨年も第９回慶応医学賞を受賞，２０００万円の

賞金を受けたとの新聞記事を読んだ．生命現象をリアル

タイムで可視化することを可能にしたTsienの功績は極

めて大きく，ひょっとするとノーベル賞受賞も近いかも

知れない．

４．唾液腺細胞における細胞内Ca２＋濃度（［Ca２＋］i）の

測定

ところで蛍光指示薬を用いて唾液腺細胞の［Ca２＋］iを

初めて測定したのは誰であろうか．１９８０年頃，唾液腺細

胞を非興奮性細胞のモデル細胞として用いる研究者が多

かったため，すでに複数のグループが唾液腺細胞の

［Ca２＋］i測定を試みていたようである．その中で，論文と

して初めて発表した研究者はおそらく札幌医科大学薬理

の竹村晴夫博士であろう．竹村博士は，カルバコール

（ムスカリン受容体アゴニスト）によって引き起こされ

るラット耳下腺細胞の［Ca２＋］i上昇反応をquin−2を使っ

て初めて定量的に示した（Takemura, 1985）．この論文

は，それまで４５Caの流入・流出実験から推測するに過ぎ

なかったCa２＋の動きを直接的な実験的証拠として示した

ものであり，唾液腺分泌の研究者から高い評価を受け

た．竹村論文に続き，Ca２＋蛍光指示薬を用いたCa２＋動態

の研究が次々に発表され（Merritt and Rink, 1987a ; 1987

b ; Aub and Putney, 1987 ; Gray, 1988），唾液腺細胞にお

けるCa２＋シグナルの仕組みが徐々に明らかにされてき

た．

私たちの研究室では１９８８年に日立の分光蛍光光度計

（F−2000）を購入し，唾液腺細胞の［Ca２＋］i測定を開始し

た．F−2000蛍光光度計は蛍光強度を自動的に［Ca２＋］i

（nM）に変換する機能を内蔵しているなど，［Ca２＋］i測定

を目的に開発された大変使いやすい機種である．ここで

ラット耳下腺の縣濁細胞（suspension）を用いた［Ca２＋］i

測定の手順（図５）と実験結果の一例を紹介する．

ラット耳下腺を眼科用鋏でミンスし，トリプシン，さ

らにコラゲナーゼを含むハンクス緩衝液でインキュベー

トする．トリプシン処理の後，必ずトリプシンインヒビ

ターで短時間処理してトリプシン活性を止める必要があ

る．これが不十分だと細胞のダメージが大きく，きれい

な結果が期待できない．最後に組織をナイロンメッシュ

（女性用ストッキングで充分）で濾過し，濾液中の細胞

を遠心で集め，ハンクス液で２，３回細胞を洗って，６

～１０mlの細胞縣濁液を調製する．こうして得た細胞の

Yosuke Tojyo／Calcium signaling and salivary secretory function

図５ 唾液腺の縣濁細胞の調製とfura－２による細胞内Ca２＋濃度の測定

４
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大部分は単一細胞あるいは数個の細胞から成る腺房であ

る．トリプシン処理をせずにコラゲナーゼ処理のみで調

製した細胞はぶどうの房状の細胞塊として得られ，分泌

実験には適しているが，Ca２＋測定に使うとノイズが大き

く，きれいなデーターは得られない．調製した細胞を２

µM fura−2/AMを含む緩衝液中で３０分から１時間インキ

ュベートし，fura−2を細胞内に取り込ませる．fura−2を

含まない緩衝液で細胞を洗い，細胞外のfura−2/AMを除

いた後，細胞縣濁液を石英セルに移し，スタラーで細胞

を攪拌しながら蛍光強度を計測する．fura−2を取り込ん

だ細胞に３４０nmの励起光をあてるとCa２＋濃度の上昇によ

り細胞が発する蛍光強度が上昇する．一方，３８０nmの励

起光をあてると蛍光強度はCa２＋濃度の上昇により低下す

る．この性質を利用し，３４０nmと３８０nmの励起光を０．５

秒間隔で交互に照射し，蛍光強度の比（３４０ nm／３８０

nm）から［Ca２＋］iを算出する．

図６はラット耳下腺腺房細胞のムスカリン受容体をカ

ルバコールで刺激した時の蛍光強度の変化と[Ca２＋］iの変

化である．３４０nmの励起光による蛍光強度は上昇し，３８０

nmの励起光による蛍光強度は低下する．この値を

Grynkiewicz et al．（１９８５）の式に入れて計算すると

［Ca２＋］iの経時変化に変換することができる．図７に示す

ように，カルバコールによる［Ca２＋］i上昇は刺激直後に見

られる大きなピークとその後の持続的上昇の２相性から

なる．アトロピン（ムスカリン受容体アンタゴニスト）

を前もって添加すると完全に抑制されることから，この

［Ca２＋］i上昇反応がムスカリン受容体の活性化によること

がわかる．刺激直後に見られる大きな［Ca２＋］i上昇は細

胞内ストアからのCa２＋放出反応である．これは細胞外液

のCa２＋を除いてもほぼ同様の［Ca２＋］i上昇反応が惹起さ

れることからも理解できる．細胞外からのCa２＋流入はス

トアからのCa２＋放出よりやや遅れて始まると考えられて

いる．アゴニスト刺激が続く限り，細胞外からのCa２＋流

入と細胞内ストアからのCa２＋放出が続き，［Ca２＋］iは静止

時より高いレベルが維持される．

ラット耳下腺細胞にはムスカリン受容体の他に，α１－

アドレナリン受容体やサブスタンスP受容体などのイノ

シトールリン脂質代謝を亢進させる受容体が存在する．

これらの受容体を刺激した時も大きな［Ca２＋］i上昇反応

が引き起こされることが知られている．一方，β－アド

レナリン受容体は耳下腺アミラーゼの開口分泌において

中心的な役割を果たしている受容体であるが，この受容

体の活性化がCa２＋動員を起こすか否かについては今まで

様々な議論が行われてきた．１９９０年頃まではβ－受容体

を介するアミラーゼ開口分泌の最終的な細胞内メッセン

ジャーはCa２＋であると考える研究者が多かった（Putney,

1977 ; Butcher and Putney, 1980）．しかし，アミラーゼ分

泌の最大反応を引き起こす１µMイソプロテレノール（β

－受容体アゴニスト）は耳下腺細胞の［Ca２＋］iを上昇さ

せない（Hughes et al., 1989 ; Tanimura et al., 1990 ; Tojyo

et al., 1998）．以前，アメリカNIHのグループが，ラット

耳下腺細胞を比較的高濃度（～１００µM）のイソプロテ

北海道医療大学歯学会 ２４�平成１７年

図６ fura－２を取り込ませたラット耳下腺細胞の蛍光強度の変
化と［Ca２＋］iの上昇．矢印で１０µMカルバコール（CCh）を添加し
た．

図７ ラット耳下腺細胞におけるカルバコール（CCh）刺激によ
る［Ca２＋］i上昇とアトロピン（Atro）による抑制．

５

（５）
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図８ １９８８年にPutneyの研究室を訪問した時．右端からPutney博
士，北里大学の瀬川彰久博士，筆者，口腔生化学の田隈泰信教授．

レノールで刺激するとイノシトール代謝の亢進と

［Ca２＋］iの上昇を起こすことを報告したが（Horn et al.,

1988），その後この反応はイソプロテレノールの極弱い

α－作用によることが明らかになった（Hughes et al.,

1989 ; Tanimura et al., 1990）．現在ではβ－受容体を介す

るCa２＋動員については否定的な研究者が多い．ただし，

ラット顎下腺の導管細胞は例外で，β－受容体の活性化

によって弱い［Ca２＋］i上昇反応が起きることが明らかに

なっている（Dehaye et al., 1993）．私たちもこの現象を

確認しているが（Nezu et al., 2000 ; 2005），その生理的

意義についてはまったくわかっていない．β－受容体－

cyclic AMP系を介する耳下腺アミラーゼの分泌機構につ

いては他に総説（田隈，１９９１；東城，田隈，１９９５）があ

るので参照にしてほしい．

５．唾液腺細胞におけるCa２＋流入機構（容量性Ca２＋流

入）

細胞内Ca２＋ストアからCa２＋が放出されるとやや遅れて

細胞外からのCa２＋流入が起きることは既に述べた．とこ

ろでCa２＋放出が起きるとなぜCa２＋流入が引き起こされる

のだろうか．興奮性細胞の場合は電位依存性Ca２＋チャネ

ルを通ってCa２＋が流入することはよく知られているが，

唾液腺細胞などの非興奮性細胞には電位依存性Ca２＋チャ

ネルがないので，Ca２＋がどの様なメカニズムで流入する

のかはCa２＋シグナルの研究者にとって興味深い研究対象

であった．２０年ほど前，アメリカのNIEHS（国立環境衛

生研究所）にいるJ. W. Putney, Jrは，非興奮性細胞の

Ca２＋流入機構の説明として「容量性Ca２＋流入」（Capacita-

tive Ca２＋ entry）と呼ばれ仮説モデルを提唱した（Put-

ney, 1986 ; 1990）．この仮説によると，非興奮性細胞の

Ca２＋流入は細胞内Ca２＋ストアの枯渇の程度に依存して活

性化され，イノシトールリン脂質代謝やIP３産生と直接

的には関係がないという．当初このモデルは「実験的根

拠に乏しい馬鹿げた理論だ」などとかなり辛辣な批判を

受けたようであるが，今日では非興奮性細胞における最

も有力なCa２＋流入モデルとして多くの研究者に受け入れ

られている．私は口腔生化学の田隈教授，残念にも先年

亡くなられた北里大学解剖学の故瀬川彰久博士とPutney

の研究室を訪問したことがある（図８）．当時，Putney

は「容量性Ca２＋流入」モデルを発表したばかりの少壮の

研究者であったが，その後このモデルが世界的に注目を

集め，Putney自身がCa２＋シグナル研究の分野で今日のよ

うに大きな影響力を持つようになろうとはとても予想で

きなかった．

実は「容量性Ca２＋流入」モデルの誕生には唾液腺細胞

を使ったCa２＋シグナルの研究が多大な貢献をしている．

このモデルの生みの親であるPutneyは，元々唾液腺の水

・イオン分泌機構の研究者であったが，この仮説を提唱

した頃は，耳下腺細胞における［Ca２＋］i動態やイノシト

ールリン脂質代謝を精力的に研究していた．「容量性Ca２＋

流入」モデルは耳下腺細胞を使った彼の一連の研究成果

に基づいて提唱されたものであり，唾液腺の研究が基本

的な細胞機構の解明に結びついた代表的な例と言える．

私たちも以前，ラット耳下腺細胞のCa２＋流入がリン酸化

酵素阻害薬や脱リン酸化酵素阻害薬によって増強したり

低下したりすることを報告した（Tojyo et al., 1995a ;

1995b）．私たちの実験結果は，「容量性Ca２＋流入」がタ

ンパク質のリン酸化や脱リン酸化によって調節されてい

ることを示唆しているが，残念ながらそれ以上に研究を

進展させることはできなかった．１９９０年代，transient re-

ceptor potential（TRP）と名付けられたイオンチャネル

遺伝子が同定され，これが「容量性Ca２＋流入」に関与す

るイオンチャネルの正体ではないかといわれているが

（Zhu et al., 1996），未だ十分な確証はない．「容量性Ca２＋

流入」の分子機構の全貌が解明されるにはまだ時間がか

かりそうである．

６．唾液腺細胞のCa２＋イメージング

細胞縣濁液を使ったCa２＋測定実験では細胞集団の平均

的な［Ca２＋］i変化を知ることはできるが，一個の細胞

の，ましてや細胞内の特定部域のCa２＋の動きをとらえる

ことは不可能である．近年は光学機器や画像解析技術が

著しく進歩し，一個の細胞の微弱な蛍光を画像として可

視化することが可能になった．人間の欲望とは果てしな

いもので，私たちは細胞縣濁液による実験だけでは満足

できず，ぜひ個々の唾液腺細胞のCa２＋動態を見てみたい

東城庸介／カルシウムシグナルと唾液分泌機能６

（６）
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と思うようになった．幸運にも１９９６年に浜松ホトニクス

社のCa２＋イメージングシステム（ARGUS HiSCA）を私

たちの研究室に設置することができ，イメージング実験

を本格的に開始した．

fura−2を取り込ませたラット耳下腺の細胞縣濁液を直

径１cm程の測定用チャンバーに注入し，しばらく放置

するか軽く遠心して細胞をチャンバー底部のカバーグラ

スに固着させる．チャンバーのカバーグラスを前もって

Cell−Takでコートしておくと細胞が固着しやすい．チャ

ンバーを倒立蛍光顕微鏡のステージに固定し，細胞に

３４０nmと３８０nmの励起光を照射し，細胞から発する蛍光

を高速冷却CCDカメラで取り込み，その情報をコンピ

ューター処理により画像化する（図９）．

唾液腺の腺房細胞は形態的に極性を持つ典型的な細胞

である．すなわち，腺腔側には多数の分泌顆粒が密集し

ているのに対し，核や小胞体は基底側に偏っている．そ

れゆえ［Ca２＋］i上昇，すなわちストアからのCa２＋放出反

応が細胞のどの部域で始まり，どのように広がるかは大

変興味ある問題であった．小胞体は主に基底側に分布し

ていることから当初［Ca２＋］i上昇は基底側領域で始まる

だろうと考えられていたが，実際に腺房細胞をカルバコ

ールで刺激すると，その反応は腺腔膜の近傍で始ま

り，１～２秒で細胞全体に広がることがわかった（図１０

A）（Tojyo et al., 1997）．これはCa２＋ウエーブと呼ばれる

現象で，膵臓腺房細胞や涙腺細胞でも見られる．私たち

は，Ca２＋ウエーブの発生はIP３受容体の細胞内分布に極性

があるためではないかと考え，細胞内ストアをIP３で直

接刺激してCa２＋ウエーブが惹起されるかどうか調べた．

IP３は水溶性物質なので細胞膜を通らない．そこで，サ

ポニン（植物に含まれる界面活性剤）で細胞膜に小さな

穴を開け，膜結合性Ca２＋蛍光試薬calcium green C１８で細

胞内ストアの膜をラベルした後，ケージドIP３（不活性

基と結合したIP３）の光分解によってIP３を瞬時に遊離さ

せた．その結果，IP３がカルバコール刺激の時と同様の

腺腔側から始まるCa２＋ウエーブを引き起こすことがわか

った（図１０B）（Tanimura et al., 1998）．この結果は，IP３

に対する感受性が細胞内の部位によって異なること，

IP３に特に感受性の高いCa２＋ストアが腺腔側に存在するこ

とを示している．免疫組織学的研究でもIP３受容体の分

布が腺腔側に偏っていることが示されており，Ca２＋イメ

ージングの実験結果と良く符合する（Nezu et al . ,

2002）．

腺腔側に局在する高感受性Ca２＋ストアの正体は何か．

分泌顆粒は腺腔側に密に分布し，分泌顆粒には高濃度の

Ca２＋が含まれていることから，以前，膵臓腺房細胞の分

泌顆粒がCa２＋ストアとしてCa２＋シグナルの発生に重要で

あるとする説が提唱され（Gerasimenko et al., 1996），か

なり注目された．しかし，前もって分泌顆粒を放出させ

ておいた耳下腺細胞と顆粒を含む耳下腺細胞ではCa２＋ウ

エーブのパターンに全く差がないこと，ウエスタン・ブ

ロットでは分泌顆粒膜にIP３受容体が検出されないこと

などから，私たちは分泌顆粒がCa２＋ストアであるという

仮説には懐疑的である（Nezu et al., 2002）．顎下腺導管

細胞の腺腔側には小胞体から独立した小さなvesicleが局

在し，それが高感受性Ca２＋ストアとして機能していると

する報告があるが（Yamamoto−Hino et al., 1998），十分

な確証はない．小胞体が主に基底側領域に分布している

にもかかわらず，Ca２＋動員は腺腔膜近傍で始まるという

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005

図９ カルシウムイメージングの実験システム．

７

（７）
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現象は，今でも一つの謎である．しかし，近年，外分泌

腺細胞の小胞体はトンネルのように一つに繋がってお

り，その先端が腺腔膜近傍に分布しているとする「小胞

体トンネル説」が提唱された（図１１）（Petersen et al . ,

2001）．この仮説では，IP３受容体の密な部分が小胞体の

先端（腺腔側）に存在し，基底側領域の小胞体から取り

込まれたCa２＋は小胞体の内腔を通って腺腔側に移動し，

IP３受容体チャネルから細胞質に放出される．すなわち

小胞体はCa２＋が通るトンネル・ネットワークを形成して

いるというのである．この考えはCa２＋ウエーブを説明す

るモデルとしても大変魅力的な仮説であり，現在かなり

有力である．

７．水・イオン輸送におけるCa２＋シグナルの役割

唾液腺細胞には様々なイオンチャネルやイオン輸送体

が存在し（図１２），Ca２＋シグナルによってこれらのイオ

ン輸送系が活性化し，水分泌が引き起こされる（東城，

谷村，１９９６）．特に，腺腔膜に存在するCl－チャネルと基

底側膜に存在するK＋チャネルはCa２＋依存性イオンチャ

ネルであり，［Ca２＋］iの上昇が引き金になって開口する．

Cl－チャネルとK＋チャネルが開口するとCl－は細胞内か

ら腺腔内へ，K＋は細胞内から間質液側に放出される．

［Ca２＋］i上昇が水分泌にとって必須であることはBAPTA

Yosuke Tojyo／Calcium signaling and salivary secretory function

図１０ ラット耳下腺腺房細胞におけるカルシウムウエーブ．
A：fura－２を取り込ませた細胞を１０µMカルバコール（CCh）で刺激し，イメージング装置（ARGUS−HiSCA）でCa２＋反応を
モニターした．（a），透過像；（b）－（j），Ca２＋反応の疑似カラー像．
B：サポニン処理した細胞をcalcium green C１８でラベルし，ケージドIP３の光分解によって瞬時にIP３を遊離させた．（a），透過
像；（b），蛍光像，（c）－（h），Ca２＋放出反応の疑似カラー像．

図１１ 小胞体ネットワークはCa２＋が通るトンネルである．Ca２＋は
基底側領域で小胞体に取り込まれ，小胞体内腔を通って拡散す
る．腺腔膜近傍に分布する小胞体はIP３に対して感受性が特に高
く，IP３によって引き起こされるCa２＋放出反応は腺腔側領域で始ま
る．

８

（８）
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図１２ 唾液腺腺房細胞に存在する主なイオン輸送系

（Ca２＋キレート剤）を細胞内に入れておくとK＋放出は止

まってしまう（Tojyo et al., 1993）ことからも明らかで

ある．また基底側膜に存在するNa＋−K＋−2Cl－共輸送体も

重要な役割を果たしている．共輸送体は持続的にCl－を

細胞内に取り込み，基底側から腺腔側へのCl－の流れを

作っていると考えられている．このNa＋−K＋−2Cl－共輸送

体の機能が止まってしまうと細胞内へのCl－の供給がう

まく行かず，水分泌は停止する．こうしてCl－が腺腔内

に移動すると，負の電荷に引かれてNa＋が細胞間隙を通

って腺腔内に移動することになる．腺腔内へのNaClの

移動は基底側と腺腔側との間で浸透圧勾配をつくり出す

ので水が細胞間隙あるいは細胞内を通って腺腔内へ動

く．これが現在考えられている水分泌機構の概略であ

る．

近年，唾液腺に存在するアクアポリン５という水チャ

ネルの一種が唾液分泌の調節に重要な役割を果たしてい

ることが明らかになってきた（Ma et al., 1999）．アクア

ポリン５の腺腔膜への移動がムスカリン受容体アゴニス

トによって促進されるとする報告があり（Ishikawa and

Ishida, 2000），水チャネルの機能がCa２＋シグナルによっ

て制御されているか否かは今後の重要な研究課題であ

る．

唾液腺細胞のイオン輸送系の活性化になぜCa２＋ウエー

ブが必要なのかについては充分にはわかっていない．し

かし，腺腔内へのCl－の移動が水移動を起こす第一の駆

動力であるので，Ca２＋ウエーブによってCa２＋依存性Cl－

チャネルが最初に開口することはイオン輸送系を連鎖的

に活性化させる上で理にかなった細胞反応であるのかも

知れない．非生理的機序で［Ca２＋］iを上昇させるCa２＋イ

オノフォアやタプシガージンは単独ではアゴニスト刺激

に匹敵するK＋放出反応を起こすことはできない（Tojyo

et al., 1993）．これはCa２＋シグナルの特異的な時空間パタ

ーン（Ca２＋ウエーブ）が唾液腺における水分泌に重要で

あることを示唆している．唾液分泌におけるCa２＋ウエー

ブの役割については谷村が別の総説（谷村，２００１）で考

察しているので，それを参照にしてほしい．

８．今後の展望

これまでの研究で唾液腺細胞におけるCa２＋シグナルの

おおよその仕組みが明らかになってきた．今後の目標は

Ca２＋シグナルと他のシグナル分子とを同時に可視化し，

シグナル分子間の連関性や相互作用を明らかにすること

である．イノシトールリン脂質代謝の亢進によりIP３と

ジアシルグリセロールが生成し，Ca２＋動員と共にプロテ

ィンキナーゼC（PKC）が活性化する．もし，IP３やPKC

の時空間動態を［Ca２＋］iの変化と同時に可視化すること

ができればCa２＋シグナル研究の新たな地平を切り開くこ

とが可能であろう．近年，クラゲ発光タンパク質Green

Fluorescent Protein（GFP）とシグナル分子との融合タン

パク質を生きた細胞に発現させ，シグナル分子の細胞内

での動きを可視化することが試みられている．私たちの

北海道医療大学歯学会 ２４�平成１７年

図１３ IP３の蛍光分子センサーLIBRAの構造．TS，細胞膜局在シグナル；L１ and L２，リンカー部位；rat IP３R（１－６０４），ラット
のタイプ３IP３受容体のリガンド結合部位；ECFP, enhanced cyan fluorescent protein；EYFP, enhanced yellow fluorescent protein.

９

（９）
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研究室でもPKCやIP３受容体のGFP融合タンパク質を培養

細胞に発現させ，これらの情報分子の機能解析や動態解

析を行ってきた（Tanimura et al . , 2002 ; Morita et al . ,

2002 ; Morita et al., 2004）．さらに，最近，谷村助教授が

中心になって，蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を利

用したIP３の蛍光分子センサーLIBRAを開発し，細胞内

IP３動態の解析を開始した（Tanimura et al., 2004）．LIBRA

は，IP３受容体のリガンド結合ドメインの両端に２つの

蛍光タンパク質（CFPとYFP）を融合した新しい蛍光プ

ローブである（図１３）．現在，LIBRAを生きた培養細胞

に発現させ，さらに同じ細胞にCa２＋蛍光指示薬を導入

し，IP３とCa２＋の細胞内動態の同時解析を行っている．将

来は，LIBRAを唾液腺細胞に発現させ，IP３，Ca２＋，PKC

の動きをイメージングシステムを使って総合的に解析す

ることができればと考えている．いつの日かこの総説の

続きとして，GFPを使った可視化解析の研究成果を紹介

したい．
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〔ORIGINAL〕

A questionnaire study regarding local anesthesia in dentistry and
safety measures in dental clinics among dental students

Hanako OHKE, Masaru KUDO and Noboru SHINYA

Department of Dental Anesthesiology, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

This reports the results of a questionnaire study of dental students on the awareness of�local anesthesia�and�use of pa-

tient monitoring systems�in dental clinics. Subjects participated in the present study included 96 sixth year dental students (D

6) and 93 first year dental students (D1).

The results indicate that the majority of respondents including both D6 and D1 support the notion that a�dentist�is the

most suitable person to perform local anesthesia in dental treatment. With respect to education in local anesthesia, 49.0% of

D6 respondents consider that education of local anesthesia is essential in post−graduate internships and 92.5% of the D1

group answered that it is essential in undergraduate education. About a third of respondents D6 : 30.2% and D1 : 34.4%

were aware of the danger that patients may pass away during dental treatment, prior to enrollment in dental school. Effective

measures when attempting to promote safety in dental local anesthesia reported by D6 indicated 50% or higher for painless lo-

cal anesthesia using an electric−type syringe, allergy tests, topical anesthesia prior to local anesthesia, use of a patient monitor-

ing system, nitrous oxide/oxygen inhalation sedation, intravenous sedation, and quantitative assessments of pain and anxiety.

Regarding education in the use of a patient monitoring system and data assessment, 54.2% of D6 responded that it is�essen-

tial�for post−graduate internship, and 86.0% of D1 responded that it is�essential�in undergraduate education. Overall the

study suggests that there is a need for more education in this area at an early stage to promote safety in dental clinical fields.

Key words ; Dental anesthesiology, Local anesthetic injection, Awareness questionnaire, Dental students

Introduction

The number of systemic accidents among dental patients’ ranges from 4 to 7 cases per 100,000 patients, and of these 5 or

more cases per year result in death. Eighteen cases of dental anesthesia−related accidents were reported during the period from

1981 through 2000, and of these 15 cases were deaths (Kaku et al., 2004). Most of these dental anesthesia−related accidents

occurred due to local anesthetic injections with outpatients. To promote safety measures in dental clinics and improving the

quality of dental education, a questionnaire study of dental student awareness of�local anesthesia�and the�use of a patient

monitoring system�in dental clinics was conducted.

Methods

１．Places and Dates

The questionnaire was administered at the University Dental Hospital and at lectures in the Faculty of Dentistry in May and

June of 2002.

２．Subjects and Education

受付：平成１７年３月２８日
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１）Subjects

Subjects participating in the present study included 96 sixth year dental students (66 males and 30 females, mean 25.8±2.7

years old, referred to as D6 in the following) who were enrolled in lectures and clinical training courses in dental anesthesiol-

ogy and 93 first year dental students (64 males and 29 females, mean of 20.0±2.8 years old, referred to as D1 below) who

were introduced dental anesthesiology clinics. The responses of the two groups, D6 and D1, were compared.

２）Undergraduate education

The courses offered are visiting the dental anesthesiology clinic in the first semester of the first year, dental anesthesiology

lectures (80 min × 30) and basic practice with measurement of blood pressure (120 min × 1) in the fourth year, lectures on

dentistry for the handicapped (80 min × 2) , a geriatric dentistry lecture (80 min × 1), and dental anesthesiology clinical train-

ing (5 days/ a week, twice : total 10 days) in the fifth year. The clinical training covers the following areas : infiltration/con-

duction of anesthetic injections using a dental local of anesthetic injection training model (Kudo et al., 2002), anesthetic infil-

tration injections among students, nitrous oxide/oxygen (N2O/O2) inhalation sedation (Kudo 2003), use of a patient monitoring

system and interpretation of data, cardiopulmonary resuscitation using a simulator, and performance of the procedural practices

that are needed for BLS (basic life support) and ACLS (advanced cardiac life support) in emergency cardiovascular treatment,

and student visits to a pain clinic and observation of dental care under general anesthesia. In addition, a total of 14.1 hours

of lectures concerning cardiopulmonary resuscitation and systemic accidents (fourth grade, 80 min × 2, fifth grade ; practice

lectures 90 min.) and clinical training (5 hours × 2) are offered at the Faculty of Dentistry. It is thought that the courses of-

fered are typical of dental education.

３．Questionnaire (Items questioned)

The questionnaire used a standard self−recording type questionnaire sheet. Questions included 40 items concerning dental

anesthesiology clinics and dental anesthesiology education. Five questions concerning dental clinical accidents, local anesthe-

sia, and the use of a patient monitoring system were tabulated and the percentages were calculated relative to the number of

the students that responded. The questionnaire response sheets were collected from the cooperating students who understood

the main objective of the study at the facilities where the questionnaire was administered.

１）Local anesthesia

（１）Optimal administration of local anesthesia in dental clinics

The question was�Select one person who should optimally perform the local anesthesia in dental clinics�, and the sug-

gested responses were�dentist�,�medical doctor�,�both dentist and medical doctor�,�do not know�and�other, specify the

choice�.
（２）Education in local anesthesia

The D6 group was asked whether the following education is necessary,�internship in local anesthetics after graduation ;�
and D1 were asked about�education in local anesthetics at the Faculty of Dentistry�. The answer choices offered were�es-

sential�,�only if wanted�,�not necessary�, and�other, specify the choice�.
２）Risks in dental clinics and preventive measures

（１）Knowledge about the risks of patient death during dental treatment

The question was�were you aware of the fact that patients may accidentally die during dental treatment before you enrolled

in dental school?�and the answer choices offered were�yes�or�no�.
（２）Measures to promote safety in local anesthesia

The D6 group was asked�to select measures that would be effective when promoting safety in dental local anesthesia�, and

answers could be selected from the following : topical anesthesia, painless local anesthesia using an electric−type syringe, use

of a patient monitoring system, N2O/O2 inhalation sedation, intravenous sedation, quantitative assessment of pain and anxiety,

allergy tests, and other, specify the choice.

（３）Education in the use of a patient monitoring system and data assessment

The question for the D6 group was�is a post−graduate internship in the use of a patient monitoring system and data assess-

ment necessary?�, and the question for the D1 group was�is education at the Faculty of Dentistry in the use of a patient
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Fig.1 Optimal performers for local anesthesia in dental clinics
�Dentist�was chosen by D6 : 93.8%/D1 : 63.4%,�medical doc-

tor�was D6 : 1.0/D1 : 5.4%,�both dentist and medical doctor�
was D6 : 5.2/D1 : 30.1%

Fig.3 Knowledge about the risks of patients’ death among dental patients before enrollment
�Those who were aware of the fact�were D6 : 30.2/D1 : 34.4%.

monitoring system and data assessment necessary?� The answer choices were�essential�,�only if wanted�,�not necessary�,
and�other, specify the choice�.

Results

１）Questionnaire return rates

The questionnaire return rate was 100%.

２）Local anesthetics

（１）Optimal administration of local anesthesia in dental clinics

�Dentist�was chosen by 93.8% of D6 and 63.4% of D1 (the following results for the D6 and D1 groups are shown as D6/

D1),�medical doctor�1.0/5.4%,�both dentist and medical doctor�5.2/30.1% (Fig.1).

（２）Education in local anesthesia

The answers from the D6 group about a post−graduate internship was�essential�49.0%,�only if wanted�49.0%, and�not

necessary�2.1%. The answers of the D1 group about undergraduate education was�essential�92.5%,�only if wanted�6.5%

and�not necessary�1.1% (Fig.2).

３）Risks in dental clinics and preventive measures

（１）Knowledge about the risk of patient deaths during dental treatment (prior to enrollment in dental school)

Those aware of this fact were 30.2/34.4% (Fig.3).

（２）Measures to promote safety in local anesthesia

The responses from the D6 group higher than 50% were : 75.0% for both painless local anesthesia using an electric−type

syringe and allergy tests ; 73.8% for topical anesthesia prior to local anesthesia ; 71.4% for use of a patient monitoring sys-

tem ; 64.3% for N2O/O2 inhalation sedation ; 54.8% for intravenous sedation ; and 57.1% for pain and anxiety quantitative as-

sessments (Fig.4).
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Fig.4 Effective measures for promoting safety of dental local anesthesia
The most popular response from D6 was painless local anesthesia using an electric−type syringe and allergy tests.

Fig.5 Education concerning the use of a patient monitoring system and data assessment
The most popular answer from D6 was 54.2% supporting as�essential�.
The most popular answer from D1 was 86.0% supporting as�essential�.

（３）Education in the use of a patient monitoring system and data assessment

The answers from the D6 group about post−graduate internship were : 54.2%�essential�; 42.7%�only if wanted�; and

2.1%�not necessary�. The answers from the D1 group about undergraduate education were : 86.0%�essential�; 14.0%�
only if wanted�; and 0%�not necessary�(Fig.5).

Discussion

Media coverage of clinical accidents has increased. At the time when the questionnaire was administered, a fatal dental

outpatient accident due to a local anesthetic injection was widely reported (Asahi news paper, 2002). The 70% of students

who, prior to the enrollment in dental school, were not aware that deaths of dental patients may occur would have very little

awareness of the necessity for safety measures in dental clinics. According to Sakuki et al., visits to dental anesthetic clinics

during the time immediately after enrollment in the first year of dental school results in a higher motivation to promote safety

in medical care of dental patients (Sakuki et al., 2004). In addition, Miyamoto et al. reported that very small numbers of

fourth and fifth year dental students demonstrated an interest in oral surgery and dental anesthesiology (Miyamoto et al.,

2004). Therefore, opportunities to promote awareness and technical education must be given early to promote safety in den-

tal clinics.

Over 90% of the D6 respondents suggested that the optimal person to perform dental local anesthesia is the dentist, leading

to the conclusion that interest in local anesthesiology is very high. According to Shimada, accident cases are presently re-

ported in the clinical training of dental students at many universities (Shimada et al., 2005). The School of Dentistry at

Health Sciences University of Hokkaido has offered an introduction to technical education in how to conduct anesthesia by in-

jection since 1984 using a dental local anesthetic injection training model (DLAITM) (Kudo et al., 2002) for pre−clinical

training. Last year, a DLAITM was developed which introduced the possibility of training in low pressure injection of a so-

lution for infiltration injection. With the introduction of technical education using the DLAITM at an early stage in dental

school, we can expect better clinical education in local anesthetic injection beyond the requirements for OSCE (Basic Skills :
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infiltration anesthetics).

Regarding education in the use of a patient monitoring system, 54.2% of the D6 group considered it essential in post−

graduate internship and 86% of the D1 group in undergraduate education. This education must be introduced with a strong

emphasis on case reports. In the field of clinical oral surgery, Sekine et al. have reported clinical examples of treatments with

drainage and antibiotics after abnormalities such as pneumothorax and subcutaneous emphysema extensively spreading from

the neck to the chest caused by third molar surgery were diagnosed early using a patient monitoring system (Sekine et al.,

2000). The authors have previously reported a case where the induction of angina was avoided in an elderly outpatient with

hypertension and diabetes during prosthetic treatment by using patient monitoring (Kawai et al., 1996). For the future, edu-

cation in the use of a patient monitoring system for elderly dental outpatients, will become increasingly important to promote

safety in dental clinics.

In the current report, we compared the results of the questionnaire between the two groups : D1 (pre−undergraduate edu-

cated) and D6 (post−undergraduate educated) to check the effects of our education and improve the curriculums for the under-

graduate educated and the post-graduate internship.

The present study found that it is desirable to provide education in painless local anesthetic injection, N2O/O2 inhalation se-

dation, and clinical procedures to undergraduates as well as during graduate internship for an effective use of a patient moni-

toring system in the education to promote safety in dental clinics. There is a clear need to strengthen motives to promote

safety in dental clinics at an early stage, ensure technical education in local anesthetic injection using various electric−type

syringes, conduct early pre−graduation clinical training including N2O/O2 inhalation sedation and the effective use of a patient

monitoring system, and the need to establish a flexible post−graduate internship curriculum. Yamamura has suggested differ-

ences in the directions of development of medical anesthesiology and dental anesthesiology (Yamamura, 2002). Therefore, to

promote safety, the dental clinics at the Faculty of Dentistry provide local anesthetics (Kudo et al., 2004; Ohke et al., 2002),

psychosedation (Kudo, 2003; Ohke et al., 2000), behavioral adjustment, and patient management methods in dental anesthesi-

ology clinics for patients and elderly dental patients with existing complications (Kato et al., 2000; Kudo et al., 1994) as well

as mentally handicapped patients (Kato et al., 2000), also oral implant treatments (Ohke et al., 2004), and promotion of safety

by providing feedback through reports, publications, and clinical applications without screening out medical accidents (Kudo

et al., 2002). Previously the authors have reported on local anesthesia (Kudo et al., 2001), general anesthesia (Kudo et al.,

1999; Kudo et al., 1996), psychosedation (Kudo et al., 1997; Kawai et al., 2002), and a method to improve prevention as well

as measures for preventing systemic accidents (Sano et al., 1994) to provide painless, safe, and comfortable dental treatment.

For the future, we will apply this knowledge to clinical education.

Conclusion

A questionnaire study on the awareness of�local anesthetics�and�patient monitoring systems�in dental clinics among

dental students was conducted. The results indicate that the majority of both the D6 and D1 groups (sixth and first year den-

tal students) agree that a�dentist�is the most suitable person to perform local anesthesia in dental treatment. With respect to

education in local anesthetics, 49.0% of the D6 group answered that it is essential in post−graduate internships and 92.5% of

the D1 group answered that it is essential in undergraduate education. Those who, prior to the enrollment in dental school,

were aware of the risk of patient death during dental treatment were D6 30.2% and D1 34.4%. Regarding education in the use

of a patient monitoring system and data assessment, 54.2% of the D6 group considered it�essential�in post−graduate intern-

ship, and 86.0%�essential�in undergraduate education.
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〔ORIGINAL〕

Evaluation of a practical skills education method
involving the determination of vital signs :

consciousness, pulse, respiration,
body temperature, and blood pressure

Masaru KUDO, Hanako OHKE, Takuro KAWAI and Noboru SHINYA

Department of Dental Anesthesiology, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

In 2003, practical skills education in vital signs (VS) was introduced to fourth−year dental students. The practical skills

education consisted of an assessment of consciousness, pulse, respiration, and the determination of body temperature and

blood pressure (vital signs check, VSC). The effect of the practical skills VSC education among fourth−year dental students

were evaluated and the findings are discussed in this report. The subjects were two groups of fourth−year dental students ; the

2003 practical skills education group (n=94) and the 2002 group not receiving the practical skills training (n=104).

The practical skills training with respect to VSC [involving a 60−minute lecture and a 20−minute video learning session,

description examination, written examination (50 questions to confirm accurate base knowledge of operations), a reading

(4200 characters, four figures, and five tables equivalent), demonstrations and commentary : Following the presentation of

slides describing the subject matter, a qualified instructor demonstrated VSC and provided commentary to resolve student mis-

understanding (10−minute session), mutual training in VSC performed with pairs of student, with 1 instructor for 2 pairs of

students, second written examination : the same as the first immediately after the practical skill training, general comment and

a third written examination], involved evaluation of consciousness, pulse, respiration, and the measurement of body tempera-

ture and blood pressure, offered sufficient content and appropriate educational outcomes.

Key words ; Vital signs, Dental education, Practical skill education

Introduction

In 2003, practical skills education with respect to vital signs (VS) was introduced to fourth−year dental students. The

practical skills education consisted of assessment of consciousness, pulse, respiration and the determination of body tempera-

ture and blood pressure (vital signs check, VSC). The effects of the practical skills VSC education among the fourth−year

dental students were evaluated, and the findings are discussed in this report.

Methods

1. Subjects

There were two groups of fourth−year dental students ; the 2003 group receiving practical skills education (n=94) and the

2002 group not receiving practical skills education (n=104).

2. Assessment

The following items were assessed to determine the educational effect of the practical skills education after completion of
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the practical skills regimen.

1) Comparison of written test scores prior to and immediately after the training.

2) Practical skills evaluation immediately prior to the practical skills training.

3) Comparison of the results of VSC in the Trial Objective Structured Clinical Examination (T−OSCE). The results of the

VSC in T−OSCE were compared with the 2002 group.

3. Vital Signs (VS)

1) Consciousness

The degree of the state of consciousness was evaluated objectively employing the Japan Coma Scale (JCS, 3−3−9 degree

method) and the Glasgow Coma Scale (GCS).

2) Pulse

Pulse was examined by palpation using the forefinger, middle finger, and digitus anularis with the radial artery in the bilat-

eral head of the radius of centrifugation rank extremitas. In the presence of a normal pulse, the pulse was determined for a pe-

riod exceeding 15 seconds (measurements were conducted for 15, 20, 30 and 60 seconds and repeated 4, 3, 2, and 1 time).

In the event of arrhythmia, the pulse was determined over a period of more than 30 seconds ; a precise determination for up

to one minute was also made. In adults, the pulse was defined as tachycardic, normal or bradycardic ; additionally, the pres-

ence of a regular or irregular rhythm was established. All data were recorded.

3) Respiration

Respiration observations were conducted on the basis of thoracic movement to establish respiratory rate, depth, and rhythm ;

as well as the presence of constrained respiration was examined. Bradypnea, normal, or tachypnea conditions were deter-

mined relative to the rest respiratory rate. In addition, the rate of respiration was measured in conjunction with the pulse

number.

4) Body temperature

The body temperature was measured with an electronic thermometer (axilla temperature ; length of measurement one min-

ute) or with a far infrared electronic thermometer (drum temperature ; length of measurement a few seconds).

5) Blood pressure

A Riva−Rocci−type sphygmomanometer was applied to the brachial artery to measure blood pressure. The systolic and

diastolic pressures were measured via auscultation following the preliminary systolic blood pressure determination by touch-

ing.

4. Education in VSC

The practical skills education group participated in a 60−minute lecture and a 20−minute video learning session conducted

in a lecture hall in the presence of a practical skills coach as well as a written examination was administered (50 questions

aimed to confirm the base knowledge of the maneuvers ; first test) before the practical skills training. In addition, a reading

(4200 characters, four figures, and five tables equivalent) which described the determination of consciousness, pulse, respira-

tion, body temperature and blood pressure, was assigned prior to the lecture.

Fig. 1 A point to note with BP measurement
A Riva−Rocci−type sphygmomanometer was applied to the brachial artery in order to measure
blood pressure. The reason why you put the Stethoscope under the manchette on the brachial
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The practical skills training was conducted in a practice room in the following order.

1) Practical skills evaluation immediately prior to practical skills training

Students checked the pulse, respiration, body temperature, and blood pressure over a five−minute period, which permitted

assessment of the ability to perform this prior to the instruction and utilized as a basis for the evaluation.

2) Demonstrations and commentary

Following the presentation of the slides describing the subject matter, a qualified instructor demonstrated VSC and provided

commentary to resolve student misunderstandings (10−minute session) (Fig. 1).

3) Instruction

Training was conducted by an instructor coach. Mutual training for VSC was performed with pairs of students, and with 1

instructor for 2 pairs of students. Each student checked consciousness, pulse, respiration, body temperature, and blood pressure

over a five−minute period.

4) Written examination (second)

The same written examination was administered immediately after the practical skills training.

5) General comment

A third written examination for all fourth−year dental students was administered in a lecture hall ; commentary was reserved

for a later date.

Results

1. Written examinations (three times)

The first written examination score of the practical skills education group was 32.5±14.3 (mean±SD), the second was 74.3±

15.2, and the third 62.2±15.8. The second and the third scores were statistically significantly higher than the first score (p<

0.001, One−factor ANOVA and Post−hoc test)(Fig. 2).

2. Practical skills examination immediately prior to the practical skills training

The average score of the practical skills examination immediately prior to practical skill training was 50.6±13.7% (mean±

SD) (Fig. 3).

3. Comparison of average T−OSCE score rates

The average T−OSCE score rate of the practical skills education group was 80.7±15.8% (21.4−100, n=94), while the aver-

age T−OSCE score of the group not receiving practical skills instruction was 55.8±15.1% (18.5−81.5, n=104). Statistically,

the practical skills education group had a significantly higher average score of T−OSCE than the group not receiving the prac-

tical skills training (p<0.001, Mann−Whitney’s U test) (Fig. 3). The distributions of the scores are shown in Fig. 4 (Fig. 4).
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Fig. 4 Distributions of T−OSCE score

Discussion

At the Faculty of Dentistry in Health Sciences University of Hokkaido, the Department of Dental Anesthesiology conducts

practical skills education for VSC to provide fourth−year dental students with basic clinical training. In addition, instruction

in determining pulse and blood pressure is included in oral physiology training (sphygmomanometry) by the second−year

training faculty. Further, in 2004, the department of oral surgery implemented an 80−minute practical skills training program

to measure the pulse and also in sphygmomanometry for all fourth−year dental students. The educational effects were ade-

quate as seem in the difference with the results of the practical skills examination which was performed immediately prior to

the practical skills training. From 2004, three written examinations were conducted together with the practical skills training

with feedback. As a result of this program, the average T−OSCE scores of the practical skills education group were above

80%. These data show that the instruction involving practical skills relating to VSC was of sufficient effectiveness. It was

further demonstrated that this instruction was adequate for evaluation by T−OSCE. The success of this education method

was due to the results of a measured practical skills instruction that systematized the AHA (American Heart Association) Ba-

sic Life Support for healthcare providers with a model, high quality feed−back, sufficient motivation, and promotion of reten-

tion of the learned skills. However, there is still a need for efforts to enhance student desire to learn (Suzuki et al., 2001).

The education method may be incompatible with the T−OSCE, which may result in increases in teaching load due to under-

staffing. Resolution of these problems may involve tutorials in practical skills enhancement among marginally qualified stu-

dents as well as periodic practical skills examinations. Consequently, the program implemented here assures efficiency and

retention of the knowledge of VSC.

It is not possible to verify whether students have acquired adequate VSC determination skills with respect to pulse and

sphygmomanometry. Practical skills education must be further extended to an evaluation of the state of consciousness, pulse,

respiration, body temperature, and blood pressure via VSC like performed here. Further, it is suggested,like also Furutani re-

ported (Furutani et al., 2002), that an accurate evaluation of student measurements of VS and development of capable instruc-

tors are needed to improve the education methods for VSC (Karnath et al., 2002).

Conclusion

The practical skills training with respect to VSC reported here, with the corresponding evaluation of consciousness, pulse,

respiration, and measurements of body temperature and blood pressure, involved sufficient content and appropriate outcomes

suggesting adequate educational retention.
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〔ORIGINAL〕

Development of a novel training model
for dental infiltration anesthetic injections

Masaru KUDO and Noboru SHINYA

Department of Dental Anesthesiology, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

A new dental training model (M2004IA) for infiltration local anesthetic injection was developed. In this new training

model silicon gingival mucosa was designed to expand upon insertion of a needle, this to be followed by introduction of a lo-

cal anesthetic solution into the silicon gum and silicon gingival mucosa (SGM). This study measured the injection pressure

during injection under the SGM.

The model M2004IA−HP was designed for hard palate infiltration anesthetic injection training involving the anterior and

middle superior alveolar (AMSA) branch of the maxillary nerve. The SGM surrounding the glass filter and the urethane

resin jaw (URJ) are held together with glue to maintain space that will permit expansion. The injection pressure for the M

2004IA was 241.3±32.1(mean±SD) mmHg at the end of a 0.5 ml injection.

The lower jaw of the M2004IA (M2004IA−LMBG) was designed for infiltration anesthetic injection training involving the

first molar buccal gingiva. The injection pressure for delivery of 0.5ml of solution over approximately 90 seconds was 357.2

±15.0 mmHg at the end of the injection. The pressure following the start of injection with the M2004IA−LMBG was 5.3±

2.3 mmHg one second after the start of injection, and 109.2±12.0 mmHg at 10 seconds. These values approximated the ac-

tual injection pressures from previously reported (Kudo et al., 2004). Infiltration anesthetic injections ; therefore, this novel

device, the M2004IA, is effective to generate injection pressures similar to those actually experienced by human volunteers.

The model is also suitable for low−pressure injection training. Training in pain−free local anesthetic injection, e. g., low−

pressure injection, is essential to promote safe dental treatment under local anesthesia. The newly developed M2004IA en-

ables the simulation of authentic infiltration anesthetic injection conditions. An intensive effort to provide safe training, and

also with respect to continuing pre−clinical training in infiltration anesthetic injection with the introduction of the M2004IA

can be anticipated.

Key words：Pre−clinical training model, Infiltration anesthetic injections, Local anesthetic injection, Dental students educa-

tion, Promotion of dental safety

Introduction

The infiltration anesthetic injection model was developed for dental training in local anesthetic injection of solution (M2004

IA ; Fig.1). The silicon gingival mucosa in this model was designed to expand upon insertion of the needle and the introduc-

tion of local anesthetic solution into the silicon gum and silicon gingival mucosa (SGM). In addition, the injection pressure

was measured during injection under the SGM. The primary characteristics and details of the performance of this novel

model are presented in this report.
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Fig.1 Complete view of Model−2004IA

Fig.2 Local anesthetic injection training for 5th year dental students
with electrical injection syringe and oral mucosa model (Model−

2003IA)
A : Complete view of M2003IA (left ; Top view, right ; Bottom view)
B : Bulge formation at 0.5ml injection
C : Use the M2003IA for pre−clinical local anesthetic injection

training in 5th year dental students with electric injection syr-
inge

Methods

1. Development of bulge formation model for injection

The experimental model, which was designed to permit SGM expansion upon injection of 0.5ml of solution (M2003IA ; in-

filtration anesthesia model), was developed in 2002 and the model was employed in pre−clinical training in 2004. The sili-

con mucosa in M2003IA has a urethane resin jaw (URJ) equipped with an embedded glass filter (#100−120µm ; diameter, 18

mm ; thickness, 3mm) for solution penetration. A plastic tube is connected to the glass filter to facilitate solution drainage,

and tube endings outside of the apparatus are clamped (Fig.2−A). The device was manufactured by Nissin Dental Products,

Inc.. The bulge formation at 0.5ml solution injection is presented in Figure 2−B. Injection pressures for delivery of a 0.5ml

solution over approximately 90 seconds (Hochman et al., 1997) was 157.3±4.1 mmHg at the end of the injection. In this

study, an infiltration anesthetic injection model (M2004IA) of the hard palate and the lower molar buccal gingival were devel-

oped for the bulge formation model (M2003IA) improving the silicon mucosa.

2. Measurement of injection pressure with M2004IA

The local anesthetic, 2% lidocaine hydrochloride with 0.0000125% epinephrine (supplied in a dental local anesthetic car-

tridge) was used. The syringe was an electric−type syringe, The WandTM, and the needle was a special disposable needle for

this electric device (30G x 1/2”, outer diameter 0.30 mm, and length 12 mm). The injection speed of the device can be ad-

justed to two levels : fast (30 sec/ml) or slow (160 sec/ml) (Hochman et al., 1997). The injection pressures with the slow in-

jection speed were measured in this study.

For the connections between the pressure transducer and the injection apparatus, the methods of Rood (Rood, 1978) and

Pashley (Pashley et al., 1981) were modified as follows. A pressure transducer (TP300T ; NIHON KOHDEN Co., Ltd.) was

connected between the hub of the needle and the syringe, and injection pressure was measured continuously in real time from

immediately before puncture till removal of the needle, using an invasive sphygmomanometer (AP−641G ; NIHON KOHDEN,

Co., Ltd.) and analytical software (gmview Ⅱ−CORE ; GMS Co., Ltd.). The sphygmomanometer could measure a maximum

2,000 mmHg.

Results

1. Novel infiltration anesthesia injection model of the hard palate

1) Development of the infiltration anesthesia injection model of the hard palate (M2004IA−HP)

The novel infiltration anesthesia injection model (M2004IA−HP) in 2004 was developed by the authors, and the M2004IA−

HP was designed for palatum durum infiltration anesthetic injection training involving the anterior and middle superior alveo-

lar (AMSA) branch of the maxillary nerve. The teeth from left upper premolar to the central incisors were considered to be

absent, and a glass filter (diameter 7mm) was positioned in the middle of the free gingival border and epistome midline com-
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Fig.３ Bulge formation after 0.5ml solution injection with hard palate model (Model−2004IA−HP)
A : At the start of injection
B : At the end of the 0.5ml injection

Fig.４ Bulge formation after 0.5ml solution injection with lower molar buccal gingival
model (Model−2004IA−LMBG)
A : At the start of injection
B : At the end of the 0.5ml injection

pound suture at the bisector of the premolar. The SGM thickness was 2mm, and the SGM surrounding the glass filter and

the URJ were held together with glue to maintain a space to permit expansion. The bulge formation at the time of the 0.5ml

solution injection is presented in Figure 3.

2) Injection pressures of M2004IA−HP

The injection pressures for delivery of 0.5ml of solution over approximately 90 seconds were 5.3±2.3 (mean±SD, n=3)

mmHg one second after the start of injection, 21.3±12.2 mmHg at 3 seconds, 61.3±18.5 mmHg at 10 seconds, 145.3±32.6

mmHg at 30 seconds, 252.0±4.0 mmHg at 60 seconds, and 241.3±32.1 mmHg at the end of the 0.5ml injection(Fig.5).

2. Novel infiltration anesthesia injection model for the lower molar buccal gingival

1) Development of infiltration anesthesia injection model of the lower molar buccal gingival (M2004IA−LMBG)

The lower jaw of the M2004IA−LMBG was designed for infiltration anesthetic injection training involving the first molar

buccal gingiva. The lower first molar was considered to be absent, and a glass filter (diameter 7mm) was positioned in the

gingivobuccal fold. The SGM thickness was 2mm. The SGM and URJ were not glued within a 15mm radius of the glass

filter. The bulge formation after 0.5ml solution injection is presented in Figure 4.

2) Injection pressures of the M2004IA−LMBG

Injection pressures for delivery of 0.5ml of solution over approximately 90 seconds were 5.3±2.3 mmHg (mean±SD, n=3)

one second after the start of injection, 29.3±4.6 mmHg at 3 seconds, 109.2±12.0 mmHg at 10 seconds, 223.9±18.2 mmHg at

30 seconds, 295.9±20.7 mmHg at 60 seconds, and 357.2±15.0 mmHg at the end of the 0.5ml injection (Fig. 5).
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Fig.5 Results of injection pressures with the injection speed 0.5ml/90seconds for
Model−2004IA−HP (n=3) and Model−2004IA−LMBG (n=3)

Discussion

The M2004IA, the newly developed infiltration anesthetic injection training apparatus, enabled the injection of solution into

SGM. The M2004IA allows practice in low−pressure injection (approximately 250−350 mmHg) of 0.5ml of solution over 90

seconds. Injection conditions for conventional dental local anesthetics in pharmaceutical references state only that it is neces-

sary to “inject very slowly with low pressure”, and there are no specific guidelines for the proper speed and pressure of an in-

jection. A previous investigation (Kudo et al., 2004), which employed 0.5ml of local anesthetic (0.0000125% epinephrine)

delivered via a 30G needle under the mucosa, produced pressures of 250 mmHg three seconds after the start of the injection

reaching 550 mmHg at the end of injection. At the point of the initial injection, a pressure < 300 mmHg appears to be effec-

tive in terms of the absence of pain generation ; moreover, pressures < 345 mmHg do not create anxiety in human volunteers,

and pressures < 325 mmHg do not cause discomfort (Kudo et al., 2004).

The pressures recorded following the start of injection with M2004IA−HP were 5.3 mmHg at one second, 21.3 mmHg at

three seconds, and 241.3mmHg at 0.5ml, and with M2004IA−LMBG they were 5.3 mmHg at one second, 29.3 mmHg at

three seconds, and 357.2mmHg at 0.5ml. These values approximate the actual injection pressures in previously reported

(Kudo et al., 2004) infiltration anesthetic injections suggesting that this novel device, M2004IA, is effective in generating in-

jection pressures similar to those actually experienced by patients. This model is further suitable for low−pressure injection

training although leakage was observed from a hole in the SGM due to a puncture and from the joint between the glass filter

and URJ during injection.

From 1981 to 1986, a 5−year dental school pre−clinical training program in dental anesthesiology was performed involving

localized anesthetic injections in the clinical training with respect to infiltration and periodontal anesthesia by trainees mutually

performing injections in the lower front teeth and conducting anesthesia for the foramen mandibulae as well as in the infraor-

bital foramen by mutual training. However, Shimada et al documented incidental symptoms such as neurogenic shock and

vasovagal syncope during such training (Shimada et al., 2005). Conducting anesthesic injections in the infraorbital foramen

was discontinued in 1987 because of such incidents during injection training (Kudo et al., 2002).

The previous conduction anesthesia / needle injection model〔M1993CA (Kudo et al., 2002) : developed in 1993, manufac-

tured by Nissin Dental Products, Inc.〕was introduced into clinical training in 1994, and the M1993CA was incorporated into

a Pre−clinical training system (PCTS) for clinical injection training. Upon injection, the needle tip contacts electrodes in the

device causing a lamp to light up and a buzzer to beep. The electrodes were arranged in the URJ and coated with SMG. In

the upper jaw, the electrodes were positioned in the infraorbital foramen, incisive foramen and greater palatine foramen in the

maxilla. In the lower jaw, the electrodes were positioned 5 mm above the foramen mandibulae and in the foramen mentale.

In pre−clinical training, the model was primarily utilized for needle insertion training for inferior alveolar nerve conduction
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anesthetic injection in the foramen mandibulae. The most significant issue regarding the M1993CA corresponded to rupture

of the SGM in the anterior ramus mandibulae following approximately 30 needle injections. In 1998, an improved model, M

1998CA, was developed, it was characterized by the utility of a removable silicon mucosa in the anterior ramus mandibulae.

Further, the silicon mucosa simulated the anatomical structure in conjunction with adjusted electrode placement. Electrodes

were placed in the neck of the mandible of the URJ to enable Gow−Gate method training. The M1998CA posed several chal-

lenges : rusting of electrodes due to water− mediated electric currents, SGM rupture at the site of the needle insertion and un-

desirable lifting of SGM at the anterior ramus of the mandible. Presently, we are in the process of developing a further im-

proved model. This new model, M2005CA, will offer improved durability of SGM ; and additionally, SGM lifting will be

eliminated.

Since 2001, clinical training in infiltration anesthesia and periodontal anesthesia of the lower anterior teeth and inferior al-

veolar nerve conduction anesthesia has been conducted exclusively with an injection training model. With full implementa-

tion of Objective Structured Clinical Examination (OSCE) scheduled for 2006, practical training in infiltration anesthetic injec-

tion is a necessity for 4th−year dental students. It is impossible to simulate actual patient sensation in reaction to injection

with the models. However, dentists must recognize patient emotions, these involve a fear of injection needles, fear of pain,

and fear of post−injection discomfort. Further, the medical staff involved, including dental hygienists, must exercise caution

when handling syringes and needles in the presence of needle and injection phobic patients (Kudo et al., 2001). Shiny metal

syringes, glass−type syringes, pistol−shaped syringes, and large syringes should be kept concealed from dental phobic patients

(Kudo et al., 2001), children, and mentally disabled persons (Kudo et al., 2002). We have previously documented cases

where patient anxiety intensified pain (Kudo et al., 2002 ; Ohke et al., 2002).

Most fatal medical accidents in the dental field occur during treatment following local anesthetic injection (Kaku et al.,

2001). Uncertain ties in the administration of local anesthesia increases this kind of risk during dental treatment, and the ad-

dition of a vasoconstrictor to local anesthetics is necessary. The Japanese Society of Hypertension notes that reliable local

anesthetic injections are more desirable for dental patients with hypertension than prohibiting the use of localized anesthetic

injections consisting of epinephrine. The warnings and cautions sections of pharmaceutical reference materials for local anes-

thetic agent manuals state that “in rare cases patients may develop shock syndrome or poisoning. Before applying anesthetic

agents, patient health conditions need to be fully assessed and it is necessary to always be prepared for emergency care and

treatments.” To prepare for such situations, the application of an AED in the resuscitation procedure during the first 10 min-

utes of in−office sudden cardiac arrest as well as participation in medication injection workshops is highly desirable.

Pain−free local anesthetic injections, low−pressure injections, and educational training is essential to promote safe dental

treatment under local anesthesia. The newly developed M2004IA enables the simulation of authentic infiltration anesthetic

injection. Intensive efforts in to ensure safety and with respect to the contents of continuing pre−clinical training in infiltra-

tion anesthetic injection may be anticipated with the introduction of the M2004IA. The current goal is to improve the M

2004IA further for low−pressure injections with real−time measurements of the injection pressure. Presently, an improved in-

filtration anesthetic injection model is in the process of development. The M2004IA will offer improved durability of SGM

to prevent leakage of anesthetic solution.

Conclusion

A new dental training model (M2004IA) for infiltration local anesthetic injection of solution was developed. The injection

pressure of the M2004IA−HP was 241.3±32.1 mmHg at the end of a 0.5ml injection over approximately 90 seconds. Pres-

sures involved in M2004IA−LMBG injections were 5.3±2.3 mmHg at one second from the start of injection, 29.3±4.6 mmHg

at 3 seconds, and 357.2±15.0 mmHg at the end of the 0.5ml injection. The newly developed M2004IA enables the simula-

tion of authentic infiltration anesthetic injections.
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要 旨

Versicanは，大型のコンドロイチン硫酸proteoglycan

で，様々な間質性結合組織に分布する．Versicanは，細

胞外基質の構築や様々な生物学的細胞間相互作用に関係

する．本研究では，成長期ラットの顎関節円板における

versican isoformのmRNA発現をreal-time quantitative PCR

（QPCR）を用いて検討した．実験動物として，生後２

週，４週，８週，１６週，２４週齢の雄性のWistar系ラット

を用い，顎関節円板より total RNAを抽出し， reverse

transcriptase（RT）によりcDNAを調整した．目的遺伝子

のmRNA発現のQPCRは，その遺伝子配列の特異的な
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―TaqMan probeを用いたreal-time quantitative PCRによる分析―

鳥谷 奈保子１），荒川 俊哉２），田隈 泰信２），安彦 善裕３），溝口 到１）

１）北海道医療大学歯学部矯正歯科学講座
２）北海道医療大学歯学部口腔生化学講座
３）北海道医療大学歯学部口腔病理学講座

mRNA expression for versican isoforms in temporomandibular
joint discs of growing rats

－Analysis using real-time quantitative PCR with the TaqMan probe－

Naoko TORIYA１）, Toshiya ARAKAWA２）, Taishin TAKUMA２）,
Yshihiro ABIKO３）and Itaru MIZOGUCHI１）

１）Departments of Orthodontics, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido.
２）Department of Oral Biochemistry, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido.
３）Department of Oral Pathology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido.

Abstract

Versican is a large chondroitin sulphate proteoglycan distributed in a variety of interstitial connective tissue. Versican is

thought to be involved in extracellular matrix assembly and various biological cellular interactions. This study examined

mRNA expression of versican isoforms in the temporomandibular joint (TMJ) disc of growing rats using a real-time quantita-

tive PCR (QPCR). Male Wistar rats of 2, 4, 8, 16 and 24 weeks of age were used. Total RNA was isolated from the TMJ

discs, and cDNA was generated by reverse transcriptase (RT) reaction. The quantitative analysis of mRNA expression of the

target genes, QPCR, was performed using sequence specific TaqMan probes. The copy number of versican was calculated by

an external standard (plasmid including target cDNA diluted serially in log steps from 108 to 10 copies) and was normalized

to a reference cDNA, GAPDH. The QPCR showed that expression for versican mRNA was highest at 2 weeks and decreased

thereafter. With respect to mRNA expressions for each versican isoform, the mRNA expression of V0, V1, and V3 gradually

decreased with the growth, while the expression of V2 increased up to 8 weeks and decreased after that. The mRNA expres-

sion of each versican isoform showed age-related changes in the TMJ discs of growing rats.

Key words：Versican・Real-time quantitative PCR・Temporomandibular joint disc
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図１ Versicanの４つのisoformの模式図
Versicanは N-末端側からヒアルロン酸結合部位 (HABR)，グリコサミノグリカン鎖が結合するGAG-αdomainとGAG-βdomain，そして

EGF-lIke domain，complement regulatory protein-like domein，lectin-like domeinから構成されるC-terminalから成り，グリコサミノグリカン鎖
結合領域のsplicingによる 4 つのisoformのV0，V1，V2，V3が存在する．

TaqMan probeを用いて行った．Versicanのコピー数は，

目的遺伝子の配列を含んだplasmidを１０８から１０コピーま

で連続希釈して作製した標準試料とGAPDHによって計

算した．QPCRによりversican mRNAの発現は，生後２

週齢において最も高く，その後徐々に減少した．また，

それぞれのversican isoformのmRNA発現は，V0，V1お

よび V3では成長と伴に徐々に減少し，一方，V2では生

後８週齢まで増加し，その後減少した．ラット顎関節円

板におけるversican isoformのmRNA発現は，成長に伴い

変化することが明らかとなった．

緒 言

顎関節は，側頭骨と下顎骨を連結する関節であり，生

体の関節の中でも最も複雑な形態および機能を有する．

解剖学的に顎関節は，側頭骨下顎窩・関節結節，下顎骨

下顎頭，関節円板，円板後部組織，滑膜，靱帯等から構

成される（Bell, 1990）．機能的にみると，顎関節は回転

運動と前後的な滑走運動とを営むことから，ginglymo-

arthrodial jointに分類される．

顎関節の構成要素のひとつである顎関節円板は，側頭

骨と下顎頭の間に介在する線維性の緻密結合組織であ

る．顎関節円板は，関節面を完全に被覆し，関節腔を上

下に分けている．したがって，顎関節は，側頭骨と円板

間の上関節，および円板と下顎頭間の下関節からなる複

合関節であるとみなすことができ，上関節は主に滑走運

動を，下関節は回転運動を営む（Bell, 1990）．関節円板

は，顎関節の滑走，回転運動によって生じる複雑な機能

力を吸収・分散し，関節の円滑な運動を可能としている

（Osborn, 1985; Tanaka et al., 1994）．もし，顎関節円板

に基質的な変化（脆弱化，変形および転位）が生じた場

合には，顎関節の円滑な運動が阻害され，顎関節症のひ

とつである顎関節内障（internal derangement; I.D.）を生

じる（Scapino, 1983; De Bont et al., 1986; Stegenga et al.,

1991）．

顎関節円板の主要な細胞外マトリックスはcollagenと

proteoglycanである（Kopp, 1976; Mills et al., 1988; Fujita

and Hoshino, 1989; Nakano and Scott, 1989; Scott et al . ,

1989; Gage et al, 1990; Milam et al., 1991; Nakano et al.,

1993; Scott et al., 1995; Landesberg et al., 1996; Nakano and

Scott, 1996; Mao et al., 1998; Mizoguchi et al., 1998; Sinde-

lar, 2000; Kuwabara et al., 2002）．Proteoglycanは，core

proteinとそれに付着する糖鎖（ glycosaminoglycan;

GAG）からなり，core proteinの特徴から大きく２つの

タイプ，すなわちmodular proteoglycanとsmall leucine−

rich proteoglycanとに分けられる（ Iozzo and Murdoch ,

1996）．Modular proteoglycanに属するversicanは線維芽細

胞から産生され（Zimmermann and Ruoslahti , 1989），

core proteinの分子量は３５０から５５０kDに達し，最大で２０

本前後のchondroitin sulphate側鎖を有する（Yamagata et

al., 1993; Shinomura et al., 1993; Zimmermann et al., 1994;

Ito et al., 1995）．Versicanは，脳，軟骨，大動脈，皮

膚，腱，等の様々な組織に分布し（Yamagata et al . ,

1993; Zimmermann et al., 1994），組織の形態維持，細胞

増殖（Yamagata et al., 1993; Zimmermann et al., 1994），

細胞接着（Yamagata et al., 1989; 1993; 1994; Ang, 1999），

細胞遊走（LeBaron, 1992; Landolt et al., 1995）などの機

能に関与していることが明らかとなった（Wight ,

2002）（図１）．

鳥谷 奈保子 他／成長期ラットの顎関節円板におけるversican isoform mRNAの発現３２
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表１ PrimerおよびTaqMan probeの設計

versican GenBank accesion #AF072892

rat GAPDH GenBank accesion #AB017801

表２ PrimerとTaqMan probeとの組合せ

F-0
V0

R-0TaqR-116
F-1

V1
Taq-183R-0TaqR-141

F-0
V2

R-2
Taq-183F-1

V3
R-2

VC-F Taq-VC

VC
VC-R

HABR GAG-α GAG-β C-terminal

Forward primer Reverse primer TaqMan probe

図２ PrimerとTaqMan probeの位置および組合せ
２種類のForward primer (F-0, F-1) と２種類のreverse primer (R-0, R-2) の計４種類のprimerの組合せにより，versican isoformの４種類を検出
することができる．

３３

（３３）
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表３ PCRの反応条件

Versicanは関節円板においても豊富に存在すること

（Mao et al., 1998; Mizoguchi et at al., 1998），および成

長に伴いversicanのmRNAとタンパク質発現が減少する

ことが明らかにされている（Toriya et al., 2005）．しか

し，成長に伴うversicanの各isoformの遺伝子発現の変化

に関しては不明である．

本研究では，顎関節円板の細胞外マトリックスの特性

を明らかにすることを目的として，hydrolysis probe

（TaqMan probe）を用いたreal-time quantitative polymerase

chain reaction（real-time QPCR）法により，versican iso-

form mRNAの発現の変化を検討した．

なお，本研究では，versican mRNAの定量実験に先立

ち，real-time QPCRの２つの方法の定量性，感度に関し

て比較検討も行った．

【実験動物および方法】

実験動物には，生後２週，４週，８週，１６週および２４

週齢の雄性 Wistar系ラットを用いた．なお，生直後（０

週齢）のラット顎関節円板については，mRNAの定量に

必要な試料を採取することが困難であること，およびこ

の時期では円板と下顎頭軟骨線維層が癒合しており，円

板の摘出が困難であったことから，実験対象から除い

た．

１．Total RNAの抽出とreverse transcription（RT）反応

生後２週齢から２４週齢までのラットより採取した顎関

節円板および生後８週齢のラット脳組織からRNeasy

Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用いてtotal RNA

を抽出た．

なお，genomic DNAの試量への混入を防止するため，

total RNAの抽出過程でRNase-free DNAse（Qiagen）処理

を行った．抽出されたtotal RNAに対しOmniscript reverse

transcriptase protocol（Qiagen）を用いてRT反応を行っ

た．

２．PrimerおよびTaqMan probeの設計

次に，rat versican分子のC-terminal（VC），rat versican

isoform （V0，V1， V2，V3）およびrat GAPDHを検出

できるprimerとTaqMan probeを設計した（表１）．Versi-

can isoformの識別のためには，４種類のprimerと３種類

のTaqMan probeとの組合せを適用した（図２，表２）．

Amplicon sizeは，V0で286bp，V1で240bp，V2で 161

bp，V3で133bpである．各primerを用いてPCRを行い，

調整したcDNAをそれぞれplasmid pDrive（Qiagen）に

subcloningし，mRNA定量のための標準試料を作製し

た．

なお，primerの設計には，Primer Expression software

（version 1.0, Applied Biosystems, Foster, CA, USA）を用

いた．

３．Real-time QPCR法の感度の検討

Real-time QPCR法によるmRNAの定量化の方法および

条件を確立するため，VCとrat GAPDHの標準試料か

ら，１０１から１０８コピー数の連続希釈系試料を作製した．

この連続希釈系試料を用いてLightCyclerによるTaqMan

probe法およびGeneAmp 5700 Sequence Detection System

（Applied Biosystems）によるTaqMan probe法を適用し，

最適な反応条件および２つの方法の定量性と感度を検討

した．

QPCR法の条件は表３に示す．また，DNAポリメラー

ゼとして，LightCyclerによるTaqMan probe法ではPlati-

num Taq DNA Polymelase（Invitorogen, Carlsbad, CA, U.

S.A.），GeneAmp 5700 Sequence Detection Systemによる

TaqMan probe法ではAmpliTaq Gold（Applied Biosys-

tems）を用いた．

４．顎関節円板におけるversican mRNAの定量

生後２週，４週，８週，１６週および２４週齢のラットよ

り摘出した関節円板からtotal RNAを抽出し，RT反応お

よびTaqMan probeを用いたreal-time QPCRを行った．

VC，versican isoformおよびGAPDHに対するcDNAの連

続希釈系１０１から１０８コピー数の連続希釈系試料用いて各

分子のmRNAを定量化後，GAPDHのコピー数に対する

versican cDNAのコピー数を算出した．

結 果

１．Real-time QPCR法の定量性と感度

LightCyclerにTaqMan probeを用いた方法では，１０２コ

ピー数以上で DNA濃度と cycle数に直線的な関係が認め

られた．その相関係数は０．９９７，slope値は３．６２であった

（data not shown）．電気泳動の結果では，１０１および nega-

tive controlにおいて非特異的なPCR産物が生成されてい

たが，蛍光反応は認められなかった．

GeneAmp 5700 Sequence Detection SystemにTaqMan

probeを用いた方法では，１０１コピー数以上でDNA濃度と

cycle数に直線的な関係が認められ，その相関係数は

Naoko TORIYA et al．／mRNA expression for versican isoforms in temporomandibular joint discs of growing rats.３４
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図３ Versican mRNAの総発現量の変化
ラット顎関節円板におけるversican mRNAの総発現量は，２週齢
以降徐々に減少していき，１６週齢よりほぼ一定となる傾向が認め
られた．

図４ Versican isoformのmRNAの発現量の変化
V0, V1, V3 のmRNA発現は生後２週より成長に伴い減少した．

V2 のmRNA発現は生後８週まで増加し，その後減少した．

図５ Versican isoformのmRNA発現の割合
Versicanの４つのisoformの中で，V1 のmRNA発現が生後２週か
ら３２週の期間を通してversican全体のmRNA発現に占める割合が大
きかった．

０．９９９，slope値は３．３７（data not shown）．電気泳動の結

果では，１０１コピー以上の濃度で特異的なPCR産物が生

成されていることが確認された．Negative controlでは，

非特異的なPCR産物が生成されていたが，蛍光反応は認

められなかった．

２．顎関節円板におけるversican mRNAの発現

GAPDH 104コピー当りの試料中のVC cDNA濃度を定

量した結果，ラット顎関節円板におけるversican mRNA

の総発現量は，２週齢以降徐々に減少していき，１６週齢

よりほぼ一定となる傾向が認められた（図３）．

Versican isoform（V0，V1，V2，V3）それぞれの

mRNA発現は，V0，V1，V3 において生後２週より成長

に伴い減少した（図４）．V2のmRNA発現は生後８週ま

で増加し，その後減少した．

Versicanの４つのisoformの中で，V1のmRNA発現が生

後２週から２４週の期間を通してversican全体のmRNA発

現に占める割合が大きかった（図５）．

考 察

１．Real-time QPCRを用いたmRNAの定量

従来，mRNAの定量化を目的として，Northern blot

法，RNase protection法およびcompetitive PCR法が一般的

に用いられてきた (Yin et al., 2001)．これらの方法は，

電気泳動，膜転写，probe作製などの時間のかかる煩雑

な過程があること，および比較的多量のcDNA試料を必

要とするという欠点がある．近年，一塩基多型（SNP）

の検出，未知の疾患原因遺伝子の同定等を目的として

real-time QPCRという新しい定量的PCR法が開発され

た．この方法は，（１）高い表面積をもつ硝子細管と定常

的な温度域の無いkineticな温度変化による反応時間の短

縮，（２）蛍光システムによるreal-timeでの計測，（３）反応

のend pointではなく，反応中の継続的な計測による正確

な定量化という特徴を有し，迅速で正確な定量化PCRを

可能にしている (Wittwer et al., 2001)．

Real-time QPCRには，以下に示す３つの方法がある

(Meuer et al., 2001)．（１）dsDNA，すなわちPCR産物に結

合することによって蛍光を生じるSYBR Green Iという

色素を用いる方法 (Yin et al., 2001)，（２）forwardおよび

reverse primer間に特異的な配列のprobeを設計し，その

両端に蛍光色素とそのquencher色素を付けたprobeを反応

させ，Taq polymeraseの5’-exonuclease活性によってprobe

が加水分解され，両端の色素が離れることによって蛍光

を発することを利用する方法，および（３）primer間に特

異的な配列をもつ２つのhybridization probeを反応させ

FRET反応を利用する方法である．TaqMan porbe 法で

は，dimerおよび非特異なPCR産物が反応中に形成され

ても，目的とするcDNAに特異的なporbeがそれらには結

合しないため，理論的には非特異な蛍光の発生は生じな

い (Kreuzer et al., 2000; Yin et al., 2001)．従って，低濃

度のcDNAをターゲットとする場合には，より感度の高

北海道医療大学歯学会 ２４�平成１７年 ３５
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いTaqMan probe法を適用する必要があることが指摘され

ている (Yin et al., 2001)．本研究においてもGeneAmp

5700を用いてTaqMan probe法を適用した場合には，少な

くとも１０１コピー数までのcDNAの定量が可能であること

が明らかになった．そこで本研究では，低濃度のcDNA

数でも正確な定量が可能なGeneAmp 5700を用いた

TaqMan probe法を適用した．

２．Versican isoformのmRNA発現の組織特異性

Modular proteoglycanであるversicanは，ヒアルロン酸

結合領域（Hyaluronate Binding Region ; HABR），GAG鎖

が共有結合するαドメイン（GAG-α），βドメイン（GAG-

β），および上皮成長因子様ドメイン（EGF-like domain），

レクチン様ドメイン（lectin-like domain），補体調節タン

パク質様ドメイン（Complement regulatory protein-like

domain）を含むC-terminalから構成される (Zimmermann

and Ruoslahti, 1989)．分子生物学的解析から，versicanに

は，RNA splicingによる４つのisoformが存在することが

明らかにされ，αおよびβドメインを含む versican V0，α

ドメインの欠如した V1，βドメインが欠如した V2，お

よび両ドメインが欠如した V3 が存在する (Shinomura et

al., 1993; Zimmermann et al., 1994; Ito et al., 1995; Zako et

al., 1995; Sztrolovics et al., 2002)．このversican isoformの

比率は，組織によって異なる割合で存在する．たとえ

ば，線維性結合組織では V 0 が，脳組織では V 2

(Schmalfeldt et al., 1998) が多く存在する．本研究の結果

から，顎関節円板の主要なversican isoformは，実験期間

を通じて V1 であったが，このことは，顎関節円板が主

に線維芽細胞から構成されること (Mills et al., 1988) に

よるものと考えられる．

３．Versicanの顎関節円板における遺伝子発現の変化

本研究でのQPCRの結果から，versican mRNA発現が

生後２週齢をピークとして加齢に伴い減少していた．こ

の結果は，他の結合組織である関節軟骨，膝靱帯，皮

膚，椎間板，骨におけるすべてのisoformを含めたtotal

versicanのmRNA発現に関する報告 (Melching et al., 1997;

Hart et al., 1998; Carrino et al., 2000; Melrose et al. 2001;

Grzesik et al. 2002) と一致していた．

一方，最近の研究によると，versicanの成長に伴う発

現はversicanのisoformによって異なることが報告されて

いる (Milev et al., 1998)．Versicanのαドメインとβドメイ

ンに対する２つの抗体を用いた生化学的研究 (Milev et

al., 1998) によると，versicanのβドメインを含むisoform

であるV0およびV1は，出生時をピークとし，２週齢ま

でに急速に減少，その後減少は少し緩やかとなり，約８

齢で一定となったとしている．また，αドメインを含む

V0およびV2では，出生の約５日前をピークとし２週齢

までわずかに減少，その後約１６週齢まで徐々に増加し，

その後ほぼ一定となった．

本研究での各isoformの発現の割合をみてみると，２

週齢ではV0が24.5%，V1が55.2%，V2が 7.4%，V3が

12.9%であるのに対し，２４週齢ではV0が 9.8%，V1が

50.3%，V2が3.5%，V3が9.4%であり，V2の比率が加齢

に伴い増加傾向を示し，前述したMilevらの報告と類似

した傾向を示した．

４．顎関節内障とversican

整形外科学の領域において関節内障（ Internal De-

rangement; I.D.）は，「関節表層に介在する軟組織によっ

て関節の円滑な運動が阻害された状態」と定義されてい

る．顎関節内障の原因としては，円板の転位，癒着，退

行性あるいは炎症性疾患などがあるが，最も頻度の高い

原因は円板の転位である (Scapino, 1983)．近年，顎関節

内障を含む顎関節症の患者の増加とその若年化傾向が歯

科学全体での大きな問題となってきており，その原因の

究明が求められている．矯正歯科の領域においても，顎

関節症の一つである下顎頭の退行性変化によって，重度

の骨格型の下顎後退症，あるいは非対称を引き起こすこ

とが報告されているが (Schellhas et al., 1993)，顎関節内

障の発症に関する正確なメカニズムは不明である．

近年，顎関節内障のような慢性疾患では，環境と宿主

という２つの因子間における相互バランスの破綻によっ

て発病するという考えが提唱されてきており，環境要因

として，パラファンクション，慢性的外傷，咬合異常等

が危険因子として指摘されている ( Osborn , 1985;

Stegenga et al., 1991)．一方，宿主要因として，軟食摂取

あるいは咀嚼機能の低下による顎関節組織の脆弱化，す

なわち組織のメカニカルストレスに対する抵抗性の低下

が指摘されているが (Osborn, 1985)，この点に関する基

礎的知見は極めて乏しい．

結合組織の粘弾性などの物理特性は，collagenやpro-

teoglycanといった細胞外基質の組成によって決まってお

り (Jurvelin , 1988; Danielson et al . , 1997; Tanaka et al ,

2003)，円板の基質的変化を伴う顎関節内障の病態に

は，細胞外基質の組成の変化が大きく関与していること

が考えられる．

Versicanの機能に関しては，細胞接着においてamino-

terminal（G1）ドメインとの関連による非接着性 (Ang et

al., 1999; Yang et al., 1999) およびG3ドメインによる接
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着性促進 (Wu et al. 2002)，また，細胞増殖促進 (Zhang

et al., 1998, 1999)，細胞移動 (Henderson et al . , 1997;

Camenisch et al., 2000)，G1ドメインとhyaluronanの結合

による細胞外マトリックスの構築 (Wight et al., 1991) な

どの生物学的機能が報告されている．さらに，弾性線維

構築への関連性として fibulin-1, fibulin-2と相互作用

(Aspberg et al., 1999; Olin et al., 2001)，fburilinと相互作

用 (Isogai et al., 2002)，成長現象に関連するECMのre-

modeling (Westergren-Thorsson et al., 1998)，などの機能

を有することも報告されている (Wight, 2002)．

Versican の機能のひとつとして，他の細胞外マトリッ

クスと結合することによる，細胞外基質の構築および組

織への機械的特性の付与がある．Versicanはtenascinおよ

びヒアルロン酸と結合すること (LeBaron et al., 1992) が

知られている．顎関節内障の原因の一つとして，ヒアル

ロン酸と燐脂質による関節潤滑システムの破綻が指摘さ

れている (Nitzan and Etsion, 2002)．この仮説によれば，

関節に過剰な負荷が加わる条件下ではヒアルロン酸と燐

脂質が破壊され，関節面での摩擦抵抗が増加し，円板周

囲組織の緩みや円板の位置的変位，すなわち顎関節内障

を引き起こすとしている．

ヒアルロン酸以外にも弾性線維系を構成するオキシタ

ラン線維，エロウニン線維，および弾性線維との組織学

的共存から，versicanとの生物学的関連性が注目されて

いる．弾性線維系は，elastinとmicrofibrilから構成され，

前者のelastinは血管や肺などの繰り返しの伸展を営む組

織において多く存在し，組織に弾性を付与するタンパク

質である．また，microfibrilにはmicrofibril-associated

glycoprotein（MAGP） (Kumaratilake et al., 1994)，およ

びfibrillin-1 (Sakai et al., 1986) が含まれ，これらは弾性

線維系におけるversicanのligand候補としても考えられて

いる (Zimmermann et al., 1994)．弾性線維系はヒト顎関

節円板組織にも存在することが知られているが，特に，

円板後部結合組織において最も密度が高いとされている

（木野，１９８９）．顎関節の前方，あるいは回転運動の

際，円板は顆頭に同調して前方に変位し，円板後方付着

部には繰り返しの伸展・復元運動が加わる．もし，円板

の弾性特性が低下すれば，円板は復位性，あるいは非復

位性の転位を示すことになり，顎関節内障を引き起こす

可能性が考えられる．Versicanと組織の機械的強度との

関係に関して，動脈ではV0 isoformの減少が血管壁の粘

弾性と被圧縮性を低下させ，動脈の変形を惹起する事が

報告されている (Theocharis et al., 2001)．また，V3 iso-

formを過剰発現させるとelastin-binding proteinの発現お

よび弾性線維の合成が促進されることが報告されている

(Hinek et al., 2004)．したがって，円板における弾性線

維系およびversicanの動態は，顎関節内障の発症のメカ

ニズムに関与している可能性がある．今後は，弾性線維

系分子，および他の主要なproteoglycanであるdecorin，

biglycan，fibromodulin，lumican，chondroadherin，aggre-

can，syndecan，perlecanなどを指標として，ラット顎関

節円板の成長変化，食性あるいは顎関節の力学的環境の

人為的改変などによる影響について検討していき，顎関

節内障の発症のメカニズムを解明していきたいと考えて

いる．

結 論

ラット顎関節円板におけるversican isoformのmRNA発

現は，成長に伴い変化することが明らかとなった．これ

には，ラットの成長に伴う顎機能系の発達による顎関節

の力学的環境要因の変化が関与しているものと考えられ

る．
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緒 言

Porphyromonas gingivalisは成人性歯周炎の主原因細菌

の１つであり，線毛，内毒素，アルギニン特異的システ

インプロテアーゼ（Rgp），リジン特異的システインプ

ロテアーゼ（Kgp）など多くの病原因子が報告されてい

る（Slots and Genco, 1984. Slots, 1982）．P. gingivalisは

発育の為のエネルギー源として糖を利用できず，代わり

にタンパク質を利用する（Takahashi et al . , 2000）．

Rgp，Kgpは病原因子として働くことに加え，外部のタ

ンパク質をプロセシングし，プロセシングを受けたタン

パク質はその後，種々のペプチダーゼにより分解され菌

体内にとりこまれ，エネルギー源として利用される

（Kadowaki et al., 1998. Nakayama et al., 1996. Nelson et

al., 1999）．細菌の細胞壁はペプチドグリカンを主成分

とする厚い膜であり，増殖時にはこのペプチドグリカン

の一部を切断し，そこに新しいペプチドグリカン構成成

分を連結させる．この古いペプチドグリカンを切断する

酵素がmurein（glycan）hydrolaseである．しかし，この

酵素は過剰に働くと自己融解を起こす（Shungu and

Shockman, 1979）．Kamaguchiらは先にP. gingivalisはin

vitroにおいて，増殖後，著しい自己融解を起こすこと，

また，自己融解に伴い菌体外に多く遊離されるタンパク

質の中にP. gingivalisの主要な病原因子であるRgp等が存

在することを報告した．これらの結果から，P. gin-

givalisは自己融解後もそのRgpによって成人性歯周炎の

進行に重大な影響を及ぼしていることが示唆された

（Kamaguchi et al., 2004）．P. gingivalisの自己融解の機構

を明らかにすることは本菌の生理作用の解明のみなら

ず，病原性の解明にもつながる重要な課題である．しか

し，P. gingivalisの自己融解の開始シグナルとなる因子

および，関与する酵素については明らかにされていな

い．そこで，P. gingivalisの主要な自己融解酵素を解明

する目的で，P. gingivalisと他の細菌の自己融解酵素と

のホモロジーの高い遺伝子を検索し，ついでP. gin-

givalisの自己融解酵素の変異株を作成し，その性状を検

〔原 著〕

Porphyromonas gingivalisの自己融解酵素変異株の性状

鎌口 有秀，宮川 博史，中澤 太

北海道医療大学歯学部口腔細菌学教室

Characterization of an autolysin mutant of Porphyoromonas gingivalis
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Abstract

The results of a BLAST search for autolysin indicated that one ORF was indentified as an autolysin which had 39% homol-

ogy (58/147 amino acids) with the N−acetylmuramoyl−L−alanine amidase like protein of Clostridium tetani . This autolysin

mutant of Porphyromonas gingivalis was constructed by alleic exchange. The growth curve of the autolysin mutant was the

same as that of parent strain. However, the morphology of the autolysin mutant altered into chain forms at the early log-

phase.

These results indicate that this autolysin may play an important role in cell division in P. gingivalis.
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Fig. 1 Construction of a site specific mutant by alleic exhange. The
pGEM−K5 containing autolysin gene interrupted by an ermF−
ermAM cassette. The plasmid was linearized with NotI and in-
troduced into P. gingivalis ATCC 33277 by electroporation. P.
gingivalis was incubated on GAM agar containing erythromycin
(10 µg/ ml) for 7 days at 37°C.

討した．

方 法

供試菌株と培養方法

P. gingivalis ATCC 33277株（American Type Culture

Collectionより購入），B4株（自己融解酵素変異株：今回

作製），KDP112（rgpA，rgpB変異株），KDP129株（kgp

変異株），KDP136株（rgpA，rgpB，kgp 変異株）（これ

ら３株は長崎大学，中山浩次先生より分与）をイースト

エキストラクト，ヘミン，メナジオン添加 tryptic soy

broth（TYHM培地）で嫌気的に培養した．Escherichia

coli JM109（タカラバイオ株式会社より購入），DH5α

（タカラバイオ株式会社より購入），pKD355（中山浩次

先生より分与）はLuria−Bertani（LB）液体培地または寒

天平板培地にて好気的に培養した．LB培地は必要時に

はアンピシリン（１００µg/ml）またはエリスロマイシン

（３００µg/ml）を添加した．

供試プラスミドと抽出方法

pGEM（T easy vector, Promega Corporation），pGEM−K

１（P. gingivalis 自己融解酵素遺伝子含有，今回作

製），pGEM−K2（自己融解酵素遺伝子にBam H1リンカ

ー挿入，今回作製），pGEM−K5（Bam HIリンカー含有

自己融解酵素遺伝子にermF−ermAm cassetteを挿入，今

回作製），pKD355（ermF−ermAm cassette含有）．各プラ

スミドをそれぞれの宿主菌にて培養後，Alkaline Lysis

Method（Sambrook and Russell, 2001）にて抽出した．

P. gingivalisの自己融解酵素遺伝子の検索

P. gingivalisの他の細菌の自己融解酵素遺伝子とのホ

モロジー検索にNCBIのEntrezとTIGR（The Institute for

Genomic Research）のP. gingivais W83のゲノム・データ

ーベースを使用した．

染色体 DNAの抽出

P . gingivalisからの染色体DNAは Simthらの方法

（Smith et al., 1989）に従い行った．

P. gingivalisの自己融解酵素変異株の作製方法

P. gingivalisの自己融解酵素遺伝子と示唆される部位

をpGEM T−easyベクターにライゲーションし，pGEM K

1を得た．これにBam H1リンカーを挿入しpGEM K2と

した．pGEM K2にpKD355より得たermF−ermAM cas-

setteを挿入しpGEM K5を得た．pGEM K5をP. gingivalis

ATCC 33277にエレクトロポレーションにて挿入し，エ

リスロマイシン含有GAM寒天培地に塗抹，培養後，得

られたコロニーを自己融解酵素変異株とした（Fig. 1）．

P. gingivalisの発育曲線の測定方法

試験管（１２mm X１００mm）にTYHM液体培地または

TYHM液体培地中のヘミンまたはメナジオンを減量した

各培地１０mlに一夜培養した各菌を０．５ml接種し，嫌気培

養培養後，経時的に分光光度計（U−1800 Spectropho-

tometer，日立製作所）にてOD６００nmの濁度を測定した．

結 果

自己融解酵素変異株の作製

多くの他の細菌の自己融解酵素のアミノ酸配列とP.

ginigivalis全アミノ酸配列とのホモロジー検索の結果，

Clostridium tetaniのN−acetylmuramoyl−L−alanine amidase−

likeタンパクと３９％（５８／１４７ アミノ酸）のホモロジー

があることがわかった．P. gingivalisのこの自己融解酵

素遺伝子に対するプライマーペア（Auto F : CGCTCCG

AATCTCCCTGACGG, Auto R : TTCGAGGCCGACACTC

CGCGC）を作製し，このプライマーペアとP. gingivalis

染色体DNAをテンプレートとして，１，０９４bpのPCR産物

を得た．このPCR産物を用いalleic exchangeにより得ら

れた変異株をB4株とした．B4株から抽出した染色体

DNAをテンプレートとしてAuto FとAuto Rを用いてPCR

を行ったところ３．２Kbpに１本のバンドが検出されたこ

とより，自己融解酵素遺伝子はダブルクロスオーバー変

換により組換体が生じていることを確認した（Fig. 2）．

鎌口 有秀 他／Porphyromonas gingivalisの自己融解酵素変異株の性状４２
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Fig.2 Agarose gel electrophoresis pattern of PCR product from P.
gingivalis ATCC 33277 and B4. P. gingivalis ATCC 33277 and
B4 were analyzed by PCR using the autolysin gene primer pairs
(Auto F and Auto R). Lane1, Mw marker ; lane 2, P. gingivalis
ATCC 33277 ; Lane 3, P. gingivalis B4.

P. gingivalis ATCC３３２７７株とB4株の発育曲線の比較

親株と変異株の発育曲線をTYHM培地を用いて比較し

たところ，B4株も親株と同様に自己融解し，この遺伝

子の変異では自己融解は阻止されないことがわかった

（Fig. 3）．しかし，対数増殖期の両菌をグラム染色しそ

の形態を比較すると親株はグラム陰性の短桿菌がみられ

るのに対して，B4株は連鎖した菌が多くみられた（Fig.

4）．

ヘミンとメナジオン制限下での発育曲線

P. gingivalisの発育必須因子であるヘミンとメナジオ

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005

Fig. 3 Growth curve of P. gingivalis ATCC 33277 and B4. Over-
night cultured cell suspensions of P.gingivalis (0.5ml) were in-
oculated into 10 ml of 3 % tryptic soy broth supplemented with
0.5 % yeast extract, 5 µg / ml hemin and 1 µg / ml menadione,
and incubated anaerobically at 37°C for the appropriate number
of days. The OD at 600 nm is shown along the y−axis.

Fig. 5 Effect of hemin and menadione limitation of growth of P. gin-
givalis ATCC 33277. P. gingivalis ATCC 33277 was grown an-
aerobically at 37°C 24 hr in 3 % tryptic soy broth supplemented
with 0.5 % yeast exgtract, 5 µg / ml hemin, and 1 µg / ml me-
nadione. After incubation, cells were harvested by centrifugation
at 5,000 g for 20 min and washed with the same volume of 3 %
tryptic soy broth supplemented with 0.5 % yeast extract . The
cell suspension ( 0.5 ml ) was inoculated into each media, which
consisted of 3 % tryptic soy broth, 0.5 % yeast extract , and
various amounts of hemin and menadione . Concentration of
hemin and menadione were indicated in the Figure. The OD at
600 nm is shown along the y−axis.

Fig. 4 Microscopic examination of Gram stained P. gingivalis ATCC 33277 and the
autolysin mutant (B4). P. gingivalis ATCC 33277 (A) and B4 (B) were cultured
in TYHM broth at 37°C for 10 hr. Each culture was washed with PBS twice
and subjected to Gram staining.

４３
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ンを減量することにより，低発育状態における自己融解

について観察した．ヘミンを５µg/mlから０．３２，０．１６，

０．０４，０µg/mlと減量し，メナジオンを１µg/mlから

０．１３，０．０３，０µg/mlと減量した組み合わせを作成し，

発育曲線をみたところ，対数増殖期の濁度が１．８から

１．４５，１．０５，０．９，０．８５と低下し，また，定常期に達す

る時間が２４時間遅れた．しかし，いずれの培地において

も自己融解は観察された（Fig. 5）．

考 察

細菌の自己融解はpeptidoglycan hydoraseにより起こ

る．この酵素にはmuramidase, glucosaminidase，N−ace-

tylmuramoyl−L−alanine amidase（amidase）とendopepti-

daseが含まれる（Smith et al., 2000）．Peptidoglcan hydo-

raseは細菌の溶解以外に，抗生物質誘導細菌溶解，細菌

の生育，細胞壁の転換，ペプチドグリカンの成熟，細胞

の分裂，コンピテント状態，タンパク質分泌，病原性な

どにも関与するとされている（Smith et al., 2000）．近

年，細菌の自己融解は真核細胞でのアポトーシスと同様

に細菌のプログラム細胞死である可能性が示唆されてい

る（Lewis, 2000）．自己融解による欠損細胞の除去は周

囲の細胞への栄養の供給の可能性に加え，ダメージをう

けたDNAを除去することによる集団での変異率を下げ

ることにも寄与していることが示唆されている（Lewis,

2000）．P. gingivalisはin vitroでは定常期にはいるとす

ぐ，著しい濁度の低下が観察される（Kamaguchi et al.,

2004）．この自己融解がどのような酵素によって生じる

かを明らかにする目的で，他の細菌の自己融解酵素とホ

モロジー検索を行った結果，Clostridium tetaniのN−ace-

tylmuramoyl−L−alanine amidase−likeタンパク質と３９％の

ホモロジーがあるOpen reading frame（ORF）が検出さ

れた．このORFのアミノ酸配列はその他にBacillus sub-

tilisの自己融解酵素中の１つのyubBと３２％，Entercoccus

faecalisのN−acetylmuramoyl−L−anaine amindaseと３１％，

Enterococcus faecalisの自己融解酵素とも２６％のホモロジ

ーがあった．このP . gingivalisのORFをgene − directed

mutagenesisにより作製した変異株（B4株）の発育曲線

は親株と大きな変化はなかったが，対数増殖期の初期の

菌体は親株に比較して連鎖することが観察された．P.

gingivalisにいくつか存在すると示唆される自己融解酵素

のうち，この自己融解酵素は対数増殖期における細胞の

分裂に関与することが示唆された．Lactococcus lactisの

acmB（peptidoglycan hydrolase）産生は対数増殖期で増

加後速やかに低下する．これはこの酵素の転写が細胞発

育により制御されていることによると報告されている

（Huard et al., 2003）．P. gingivalisのこの自己融解酵素も

増殖過程において，産生量に差異がある可能性も考えら

れた．L. lactisのacmBの産生を制御している具体的なも

のは明らかにされていないが，プロトン・モチーブ・フ

ォースが制御している可能性が指摘されている（Huard

et al., 2003）．

最近，P. ginigivalisにおいて自己融解酵素の遺伝子が

少なくとも３つ存在する可能性がデーターベース上で示

唆された（Nelson et al., 2003）．それらの殆どが自己融

解の遺伝子として可能性は示唆されているが，その遺伝

子産物の性状は不明確である．今回我々が検討した自己

融解酵素のDNAおよびアミノ酸シークンエスをそれら

と比較した結果，新しく自己融解酵素としての可能性は

示唆されたが，性状が未知の自己融解酵素の中の１つと

一致した（data not shown）．このことからも，今回の実

験はP. gingivalisの新しい自己融解酵素の性状の一端を

変異株を用いて明らかにできたものと思われる．２つ目

の自己融解酵素の１つはHayashiら（Hayashi et al . ,

2002）により報告されたN−acetylmuramol−L−alanine ami-

daseと一致しており，その遺伝子はamiとされている．

今回の自己融解酵素遺伝子はDNAおよびアミノ酸のシ

ークエンスにおいてamiとホモロジーはなかったことよ

り，異なる自己融解酵素であることがわかった（data

not shown）．Hayashiらもami変異株を作製し，その性状

について報告しているが，変異株の発育曲線についは述

べられていない．ami変異株はvesicleを親株より多く放

出することに加え長い連鎖と異常に長い桿菌になるとし

ている（Hayashi et al., 2002）．今回の自己融解酵素変異

株は連鎖するが，異常に長い桿菌はみられず，またves-

icle産生量にも変化はみられなかった（ data not

shown）．自己融解酵素としてデーターベース上で可能

性が示唆された３つ目の自己融解酵素については物質と

しての詳細な性状については検討されていない．Bacil-

lus subtilisは３５のpeptidoglycan hydorase遺伝子が存在

し，１１のファミリーに分けられている（Smith et al . ,

2000）．このことから，P. gingivalisも複数の自己融解酵

素の存在が考えられ，その中の１つを変異させても他の

自己融解酵素が働き自己融解は変化しなかったことが推

察された．

P. gingivalisにおいて何が自己融解酵素の発現を制御

しているか不明であるが，外部の栄養状態が自己融解酵

素の発現を制御する可能性が報告されている（Centry et

al., 1993）．E. coliにおいて，アミノ酸が枯渇すると，発

育が遅くなりGuanosin−5’ −diphospahte−3’ −dihosphte

（ppGpp）合成が活性化され，主な自己融解酵素の活性

Arihide Kamaguchi et al．／Characterization of an autolysin mutant of Porphyoromonas gingivalis４４
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が阻害される（Betgner et al., 1990）．これは，発育が遅

いと抗生物質誘導の自己融解に耐性になる機構とされて

いる（Rodionove and Ishiguro, 1995）．P. gingivalisにお

いてヘミンおよびメナジオン量を変化させた低発育状態

でも自己融解は観察された．このことより，P. gin-

givalisは発育状態に関わらず自己融解を生じることがわ

かった．この現象はE. coliにおけるアミノ酸枯渇により

自己融解が阻害される機構とは異なるものと思われた．

Staphylococcus aureusにおいて自己融解はLytS−R, IrgA−

B, LytS−LytR, ArlR−ArlSとSarタンパク質ファミリーの

２成分系により制御されている（Brunskill and Bayles,

1996. Fournier and Hooper , 2000. Fujimoto and Bayles ,

1998. Groicher et al., 2000）．さらに，LytS−R, IrgA−Bと

ArlR−Sはこれらのタンパク質をコードする遺伝子のプ

ロモーターに結合するRATによって制御される（In-

gavale et al., 2003）．P. gingivalisにおいても何らかの外

的因子を２成分系が感知し，自己融解の制御に関与して

いることも推察される．Pseudomonas aeruginosaにおい

てはクオーラムセンシングに関与するオートインジュー

サー－１が自己融解に関与することが，トランスポゾン

挿入変異により示された（D’Argenio et al., 2002）．P.

gingivalisにおいてもオートインジューサー－２（AI−

2）によりクオーラムセンシングを行うことが報告され

ていることから（Burgess et al., 2002. Chung et al., 2001.

鎌口他，２００４），AI−2産生に関与するluxS変異株と親株

との自己融解を比較検討したが，差異は認められなかっ

た（data not shown）．

KamaguchiらはP. gingivalisの産生するRgpとKgpは非

常に安定であり，P. gingivalisの自己融解後も菌体外に

活性を保ったまま遊離され，成人性歯周炎との重要な関

連性を指摘した（Kamaguchi et al., 2004）．菌体外に遊

離されたRgp，Kgpと自己融解の関係をみるためRgp，

Kgpの遺伝子であるrgpA，rgpB，kgpの変異株の発育曲

線を検討した．その結果，親株は著しい濁度の低下が見

られるの対して，rgpA，rgpB，kgpの変異株はOD６００nmで

の濁度が０．９付近で停止した（data not shown）．このこ

とより，P. gingivalisの自己融解による濁度の低下のう

ち，後半の濁度の低下はRgp，Kgpによる自己消化が関

与している可能性が示唆された．しかし，S. aureusにお

けるトリトンX−100とペニシリン誘導自己融解において

は自己融解酵素の前駆体がプロセシングをうけることが

必要であるとされている（Groicher et al., 1993）ことよ

り，P. gingivalisにおいてもRgpやKgpによりプロセシン

グを受ける必要がある酵素が存在する可能性も否定でき

ない．

P. gingivalisの自己融解がバイオフィルム中において

もin vitroで観察されるように生じるかどうかは不明で

あるが，ヘミン，メナジオン制限下で，発育が悪くても

自己融解は観察されたことより，栄養状態が悪いと想定

されるバイオフィルム中においても生じるものと考えら

れた．また，バイオフィルム中における自己融解の重要

性として，P. aeruginosaにおいてはバイオフィルム形成

に細菌由来の DNAが必要であるとされている

（Whichurch et al., 2002）．この様に，P. gingivalisの自己

融解は口腔内でのバイオフィルム形成，菌の発育および

病原性等多面的に関与している可能性が考えられる．

結 語

P. gingivalisの自己融解酵素を明らかにする為に，他

の細菌の自己融解酵素とホモロジー検索を行い，C. te-

taniのN−acetylmuramoyl−L−alanine amidase−likeタンパク

質と高いホモロジーをもつ遺伝子を見いだした．この遺

伝子の変異株を作製し，親株との発育曲線を検討した

が，両菌株間に差異はみられなかった．

これは，複数存在すると考えられる自己融解酵素のう

ち，１つの自己融解酵素の変異のみでは，自己融解現象

には明らかな差異は認められない可能性も示唆された．

しかし，両菌株間の発育時の形態を比較した結果，変異

株は対数増殖期の初期に菌体がレンサする傾向がみられ

たことより，少なくとも，この遺伝子産物は一般的な自

己融解酵素の性状の１つである，菌の分裂に関与する性

状を保持している可能性が示唆された．
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緒 言

歯科治療におけるＣＴ画像を用いた軟・硬組織形態の

把握や寸法計測が広く普及している．特に寸法計測は体

表内に存在する病巣の大きさを非観血的に把握できる事

や，インプラント埋入時に顎骨の厚みを予測できる等，

有効性は高い．現在のＣＴはＸ線管の連続回転照射と寝

台の連続スライドの組み合わせで，体軸方向に沿ってら

せん状に撮像データを連続収集するヘリカルスキャン方

式が主流であり，従来の１断層撮影ごとに寝台をずらし

て間欠的に撮像する方式に比べ広範囲を高速にデータ収

集することが可能になってきた．それにより患者の負担

を軽減できるほか，ヘリカルスキャン方式で収集したデ

ータは従来のＣＴ撮像方式と比べて体軸方向に高性能な

空間分解能を持つため，高精細な３Ｄ画像を作製するこ

とが可能となった．本学ＣＴでもヘリカルスキャン方式

によって撮像した画像を用いて歯科診療に活用してい

る．

しかしながら，精度向上への鍵となる画像構築のメカ

ニズムは各メーカーに完全に依存した状態であり，歯科

で求められる精度は保証されているとは言い難い．つま

り，現在普及しているＣＴの多くは医科用との兼用であ

り，歯科で多く必要とされる硬組織の解析に特化したも

のとはいえず，また，インプラント等で要求される数

〔原 著〕

本学ヘリカルCT（ProSpeed FⅡ）における空間分解能の評価

田中 力延，細川 洋一郎，大西 隆，佐野 友昭，金子 昌幸

北海道医療大学歯学部歯科放射線学講座

Evaluation of the spatial resolution in helical CT (ProSpeed FⅡ)

Likinobu TANAKA, Yoichiro HOSOKAWA, Takashi OHNISHI, Tomoaki SANO and Masayuki KANEKO

Department of Dental Radiorogy, School of Dentisty, Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

The image precision of a computed tomograph (CT) installed at our university was evaluated from a dental−clinical view-

point. The effective slice width and spatial resolution were measured by photographing 0.3mm diameter microspheres. The

results, with a set slice width of 0.6mm, resnlted in an effective slice width in a helical pitch of 0.75 of 1.3mm and the spatial

resolution was 0.64mm. With a slice width of 1.0mm, the effective slice width in a helical pitch of 0.75 was 0.92mm and

the spatial resolution was 1.06mm. The following conclusions were obtained :

1. Even when the set slice width is smaller than 1 mm, the effective slice width is not rednced but it is possibile that the

smaller width will resnlt in lower precision.

2. With decreasing helical pitch, the difference between the set slice width and the effective slice width decreases.

3. Smaller slice widths, result in better resolution.

4. It was inferred that there is an error of 0.6 − 1mm in the dimensional precision of the images, which are used clinically in

the z axis direction.

Key words : Computed tomography, Setting slice width, Effective slice width, Spatial resolution
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図１ 本学CTにおけるSSPSz
縦軸０．５に対する横軸の幅までのデータを画像構成に利用
する．SSPzは左右に裾野を広げるので，このグラフの２
倍の幅値が実効スライス厚となる．

表１ 本学ＣＴの半幅値
設定スライス厚０．６mmにおいて有効なスライス幅は１mm
以下にならなかった．

mm～１mm以下の寸法精度を評価している報告はみら

れない．

そこで我々は，歯科臨床的立場からＣＴに求められる

精度を検証することを目的として，本研究を行った．

材料および方法

１．実験材料と撮像条件

本学付属病院ＣＴ装置ProSpeed FⅡ（GE横河メディ

カルシステム社）にて０．３mmΦ微小球体（鉛ビーズファ

ントム）を固定し撮像した．

撮影条件は一般的に用いている１３０kV １５０mAs一定

として行った．

スライス厚とヘリカルピッチは，スライス厚０．６およ

び１mm，ヘリカルピッチ０．７５および１．５０とし，本学付

属病院においてインプラント用画像作成の際に用いられ

得る条件を採用した．

２．方 法

１）微小球体法によりSSPzの測定

直径０．３mmの微小球体を撮像し，Slice Sensitivity Pro-

file z−position（SSPz）を求めた．ビーム幅５mmを対象

とし，得られた画像上で球体を中心に直径５mmのROI

を設定し，その中の平均値を球体のＣＴ値とした．ビー

ム幅の１／２０の０．２５mmのデータ間隔で４０点のデータを

得た．横軸に寝台位置，縦軸にＣＴ値の相対値をプロッ

トしてグラフを作成し，裾野のＣＴ値を全体から減じ

て．裾野がゼロになるように正規化してSSPを得た．

２）SSPzを用いての半値幅の測定

SSPzより半値幅（ Full Width at Half maximum :

FWHM）を求め，これを実効スライス厚として評価し

た．

３）z−MTFの測定

SSPzをz軸方向のLine Spread Functionとみなしてフー

リエ変換を行い，これをz軸方向のModulation Transfer

Function（MTF）とし，体軸方向の分解能を評価した．

SSPzにて得られた４０点のデータを６４点にするため，

約１２点ずつ左右にゼロを埋めた後，フーリエ変換して，

IMABS関数で絶対値を得た．はじめの値で全体を除

し，正規化し周波数ゼロがMTF＝１とした．このとき周

波数間隔は１／（０．２５×６４）＝０．０６２５となり，はじめが周

波数０ cycles / mm，２番目は０．０６２５cycles / mm，次は

０．１２５cycles/mmとなる．よって０．０６２５×３２＝２cycles/mm

まで値が得られる．以上の方法で，MTF曲線を作成

し，評価を行った．

結 果

１．SSPz

図１に示す様にヘリカルピッチ１．５よりもピッチ０．７５

の場合におけるグラフの形状の方が裾野の広がりは大き

くなり，また，設定スライス厚０．６mmの時の方が設定

スライス厚１mmのグラフの形状よりも裾野の広がりが

大きくなった．

２．半幅値

半値幅を表１に示す．設定スライス厚が１mmの時，

ヘリカルピッチ０．７５では１．０６mm，ピッチ１．５では０．９２

mmとなり，設定スライス厚に対して実効スライス厚に

対する実効スライス厚の誤差が拡大した．また，設定ス

ライス厚が０．６mmの時，ヘリカルピッチ０．７５では１．３０

mm，ピッチ１．５では１．４４mmとなり，設定スライス厚に

対して実効スライス厚が大幅に厚くなった．これより，

ヘリカルピッチが大きくなると実効スライス厚との差が

拡大する傾向になるという結果が得られた．また，設定

スライス厚を１mm以下に小さくしても実効スライス厚

は希望される幅まで下がらなかった．

田中 力延 他／本学ヘリカルCT（ProSpeed FⅡ）における空間分解能の評価４８

（４８）
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図２ 本学ＣＴにおけるzMTF
設定スライス厚とヘリカルピッチが小さいほど空間分解能
も高くなった．

表２ 本学ＣＴの空間分解能
スライス厚が薄く，ヘリカルピッチが小さいほど優れた分
解能が得られた．

図３ スライス厚の原理
設定されたスライス厚よりも実際には広い範囲で情報が検
出される．実際のＣＴ画像では中央の最高感度領域の１／
２の感度が得られる幅における情報を画像に構築してい
る．

３．z−MTF

MTF曲線を図２に，曲線から得られたz軸分解能を表

２に示す．設定スライス厚０．６mm，ヘリカルピッチ

０．７５での撮影条件が最も分解能が高くなった．すなわ

ち，スライス厚が薄いほど分解能が優れた画像を得ら

れ，同様にヘリカルピッチも小さいほど分解能も高くな

る結果となった．

考 察

１．ヘリカルＣＴにおけるスライス厚の評価

ＣＴ撮像の際，スライス厚は薄ければ薄いほど実物に

対する再現性に優れると考えられており（佐藤ら，

２００４），本学ＣＴにおいても歯科用オーダーは「可能な

限り薄く」との依頼が多い．近年ではヘリカル方式の開

発によって，らせん状に高速撮像が可能なＣＴ装置が広

く普及し，本学でも患者の負担が少ない高性能な情報を

提供出来るようになった．それに伴い，画像情報に関す

る評価方法も多数報告されている（白石，津田，１９９０）

（Polacin et al., 1992 ; Polacin et al., 1994 ; Kalender et al.,

1994 ; 辻岡，１９９６; 馬場ら，１９９７）．本実験では花井ら

（１９９７）によって紹介された一般医療施設における汎用

性の高いビーズ法を用いて本学ＣＴのスライス厚や空間

分解能を評価した．

スライス厚の設定はエックス線管側と検出器側に二つ

のスリットを設置する事によりコリメーションを行って

いる．これにより１mm以下の極薄スライスが可能とな

ったのだが，設定されたスリットの幅（＝設定スライス

厚）に対して実際に検出される情報の幅（＝実効スライ

ス厚）は理論上若干拡大される傾向をもつ（図３）．当

然，これら２種類のスライス厚は差が少ないほど優れた

情報を提供出来ることになる．

本実験において，設定したスライス厚が１mm以下に

なると誤差が拡大する結果となった（表１）．つまり要

求したスライス内に多分なデータを含んでいる以上，信

頼性が低下することになる．本学ＣＴにおいては「可能

な限り薄く」する事は，提供される情報の精度を低下さ

せる原因になると推察された．

また，設定スライス厚１mmにおいてヘリカルピッチ

を大きくすると，実効スライス厚が薄くなる現象が発生

した．これは，①テーブルの移動速度がある程度速いほ

うが検出した情報を処理するタイミングに合い易い．②

フィルタリング再構成補間による影響などが推察される

が，百分の１mm単位の値では測定誤差と考えるほうが

自然ではないかと思われた．特に設定スライス厚よりも

薄い実効スライス厚となって情報を提供する事は理論的

に不可解であることから，今後の検討課題になる結果を

残した．

２．体軸方向への空間分解能の評価

インプラント手術等の外科的手術を前提とする診断

や，矯正治療においてＣＴ画像を再構築した三次元（３

Ｄ）イメージや多断面再構成（multi−planner reconstruc-

tion : MPR）像は解剖学的構造を自由に把握することが

可能となり，非常に有用性が高い情報を提供できる．特

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005 ４９

（４９）
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に解剖学的構造物の位置関係の把握や，距離を正確に測

定した上で治療に挑むことは治療成績にも影響を与え

る．近年では，ＣＴから提供された情報がセファログラ

ムといった従来行われてきた画像情報による計測と比較

しても優秀な評価を得られる性能を持つほどに至った

（川原ら，２０００;高根ら，２００１）．

空間分解能は０．５MTFにおける横軸の幅（＝規格化空

間周波数）を２倍した値の逆数から求められるので，図

２に示した線形が右に広がるほど高い分解能を得ること

が出来ることになる．本研究では、設定スライス厚が薄

く，ヘリカルピッチが小さいほど空間分解能が高くな

り，その精度は満足のいく結果となった．

しかしながら，設定スライス厚やヘリカルピッチを下

げることが必ずしも患者の利益に直結するとは限らな

い．

ヘリカルピッチは以下の式から求められる．

ヘリカルピッチ＝エックス線管１回転の間にテーブル

が移動する距離／設定スライス厚

従って，テーブルの移動スピードが遅いほど空間分解

能を高めることが可能になるのだが，患者の拘束時間や

被爆線量も増加することを考慮する必要がある．そこで

今回，撮像距離１．２cmで電離箱型線量計（RADCHECK

model 106−525, VICTOREEN）にて被爆線量を測定した

ところ，スライス厚０．６mm（スライス２０枚）撮像の場

合の吸収線量は０．３９mGy，スライス厚１．０mm（スライ

ス１２枚）撮像の場合で０．３８mGyとなった．その差は０．０１

mGyで，スライス幅０．６mmと１．０mmの撮像で大きな差

があるとは考えられなかった．従って，臨床上スライス

幅０．６mmの撮像に大きなリスクがあるとは言い難い．

今回の研究では１mm以下に小さくしても，実効スラ

イス厚は減少しないが，スライス厚が薄いほど空間分解

能が優れた画像を得られるという結果が得られた．体軸

方向への寸法精度は，設定スライス厚に近い分解能であ

ることから，本学ＣＴは０．６～１．０mm程度の誤差を含ん

でいる情報であるとも考えられが，空間的表示において

ソフト面で補正を加えている可能性もあり今後も解決す

べき点が多いと思われる。

結 論

本学ＣＴにおいて，歯科臨床的立場から求められる計

測値の精度を評価項目として検証した結果，次の結論を

得た．

１．設定スライス厚を１mm以下に小さくしても，実効

スライス厚は下がらない．逆に精度の低下を招く可能性

がある．

２．ヘリカルピッチは小さい方が設定スライス厚と実効

スライス厚との誤差は低くなる．

３．スライス厚が薄いほど空間分解能が優れた画像を得

られる．同様に，ヘリカルピッチが小さいほど分解能も

高くなる．
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緒 言

歯周病は，歯を支持する歯周組織の破壊により，口腔

機能に著しい障害をもたらす疾患である．この歯周病の

発症には，歯周病原性細菌と呼ばれる一部のグラム陰性

細菌が深く関与していることが報告されている（Bragd

et al., 1987）（Slots and Listgarten, 1988）．歯周病原性細菌

の感染と，感染に伴う生体側の持続的な免疫応答の結果

〔原 著〕

Actinobacillus actinomycetemcomitans 感染による
ヒト単球細胞のアポトーシス発現について

杉村 典彦，加藤 幸紀，中島 啓介，古市 保志

北海道医療大学歯学部歯科保存学第一講座

Actinobacillus actinomycetemcomitans induces
apoptosis in human monocytic cells

Norihiko SUGIMURA, Satsuki KATO, Keisuke NAKASHIMA and Yasushi FURUICHI

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

Abstract

We have reported that Actinobacillus actinomycetemcomitans infection induced apoptosis in a murine macrophage cell line,

J774.1 cells. It is known that the human and murine immune cell response is different because of cell surface structure dif-

ferences. In addition, mitogen−activated protein kinase (MAPK) activity is directly involved in apoptosis of infectd THP−1

cells. Previous studies have implicated protein kinase C (PKC) as an upstream regulator of MAPK. The aim of this study

was to clarify whether human immune cells undergo apoptosis following A. actinomycetemcomitans infection.

A. actinomycetemcomitans and human monocytic THP−1 cells (1000 : 1) were suspended in microtubes. The tubes were

centrifuged at 1000 x g for 10 min and incubated at 37℃ for 30 min. Non−adherent bacterium were washed out by a series

of centrifugations. Infected cells were transferred to a 24−well culture plate, and incubated for 24 h. Culture supernatant

and nuclei were prepared from the infected cells to measure for LDH activity, DNA fragmentation, MAPK activity, and tu-

mour necrosis factor α (TNF−α) levels.

A. actinomycetemcomitans−infected THP−1 cells were shown by an increase in the proportion of LDH release, fragmented

DNA, p38 MAPK activity and TNF−α levels. The LDH release and DNA fragmentation were inhibited by the addition of

p38 MAPK inhibitor (SB203580) or anti−TNF−α antibody or PKC inhibitor (H−7). The TNF−α levels in the infected cells

decreased on addition of SB203580 or anti−TNF−α antibody. However, exogenous TNF−α did not induce apoptosis in un-

infected THP−1 cells. Further, H−7 suppressed the p38 MAPK activity of the infected cells in a dose−dependent manner,

while PKC activator (PMA) enhanced LDH release, DNA fragmentation, and p38 MAPK activity.

These results suggested that the p38 MAPK activity was the most important signal for apoptosis. The p38 MAPK activity

was regulated by PKC and TNF−α in A. actinomycetemcomitans− infected THP−1 cells.

Key words：human monocytic cells, Actinobacillus actinomycetemcomitans, apoptosis
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として，歯周組織に炎症が生じると考えられる（Van-

desteen et al., 1984）（Sandholm, 1985）．歯周病原性細菌

のひとつに Actinobacillus actinomycetemcomitans （ A .

actinomycetemcomitans）があり，様々な型の歯周病の発

症と進行に関与する（Slots et al., 1980）（Haraszthy et al.,

2000）（Muller et al., 2001）（Haubek et al., 2002）．A. actin-

omycetemcomitansは，１）歯肉上皮への侵入，２）ロイコト

キシンなどの外毒素による細胞破壊，３）細胞増殖抑制因

子の産生，４）リポ多糖（lipopolysaccharide, LPS）による

細胞活性化，などの能力を有していることが明らかにさ

れている（Henderson et al., 2002）．これまで我々は，マ

ウスマクロファージ細胞株であるJ774.1細胞にA. actino-

mycetemcomitansを感染させるin vitroの実験系を確立し

たところ，A. actinomycetemcomitans感染マクロファージ

細胞に細胞死が惹起されることを明らかにした（Kato et

al., 1995）．この細胞死は，DNA断片化の増加，TUNEL

陽性細胞の検出およびカスパーゼ３活性の上昇からアポ

トーシスによるものであることを報告した（Nonaka et

al., 2001）．また，ヒト口腔上皮細胞株であるKB細胞に

おいてもA. actinomycetemcomitansの感染によりアポトー

シスが誘導されることを明らかにした（Kato et al . ,

2000）．これらの結果から，われわれはA. actinomycetem-

comitansが歯周組織を構成する細胞に感染すると，まず

歯周組織の防御の最前線を担う上皮細胞がアポトーシス

による細胞死に至ることにより，結合組織層にA. actin-

omycetemcomitansが侵入しやすい環境を作る．さらに結

合組織層にA. actinomycetemcomitansが侵入し，単球／マ

クロファージ細胞に感染し，その後感染細胞がアポトー

シスによる細胞死に至ることで，免疫応答に何らかの影

響を及ぼして歯周病の発症と進行に関与している可能性

を推測した．しかし，一般にマウス由来免疫細胞とヒト

由来免疫細胞とでは，細胞表面の抗原認識レセプターの

違いにより，抗原認識における免疫応答が異なることが

報告されている（Ferrero et al., 1990）．このためヒト免

疫細胞における感染後の細胞内情報伝達機構が，マウス

マクロファージ細胞とは異なる可能性が考えられる．

近年，リン酸化によって活性化されるセリン／スレオ

ニンキナーゼであるmitogen − activated protein kinase

（MAPK）がアポトーシス発現における細胞内情報伝達

機構に関与するという報告がされた（Xia et al., 1995）．

MAPKは，放射線，紫外線，浸透圧などの物理的ストレ

スと腫瘍壊死因子－α（TNF−α），インターロイキン１

（IL−1）などの炎症性サイトカインや活性酸素といった

化学的ストレスなど様々なストレス刺激により活性化さ

れ，細胞にアポトーシスを誘導すると考えられている

（Kyriakis and Avruch, 2001）．

アポトーシスをはじめとした細胞の動態変化がサイト

カインによって制御されていることが報告されている

（Nagata, 1997）．その中でもTNF−αは，骨吸収を惹起す

る過程における破骨細胞活性因子のひとつであり，歯周

組織破壊において重要な役割を果たす（Kamaguchi et

al., 1989）（MacEwan, 2002）（Stashenko et al., 1991）．さら

に，A. actinomycetemcomitans感染マウスマクロファージ

細胞において，感染前にすでに細胞内にはTNF − α

mRNAが存在し，感染による刺激によりすみやかに

mRNAから翻訳が開始されて細胞外へ産生される（伊藤

ら, 2004）．また，A. actinomycetemcomitans Y4株由来の

LPS刺激により活性化された末梢血中のヒト単球細胞か

らTNF−αが産生されることが報告されている（Linde-

mann et al., 1988）．

Nonakaらは，マウスマクロファージ細胞のアポトー

シス誘導にprotein kinaseの中でprotein kinase C（PKC）

が関与していることを明らかにした（Nonaka et al . ,

1998）．最近，白血病細胞株であるU937細胞をカルシウ

ムチャンネルブロッカーであるtetrandrineで処理すると

アポトーシスが発現し，その細胞内情報伝達系において

PKCがp38活性を制御するという報告がされた（Jang et

al., 2004）．

そこで本研究では，１）A. actinomycetemcomitansをヒト

単球系細胞であるTHP−1細胞に感染させる実験系を確立

し，感染細胞のアポトーシス発現について検討する，２）

A. actinomycetemcomitans感染ヒト単球細胞のアポトーシ

ス誘導における細胞内情報伝達系について検討を加え

る，ことを目的とした．

材料および方法

１．実験材料

１） 供試細胞株

本研究ではヒト骨髄単球性白血病細胞株であるTHP−1

細胞（JCRB 0112.1）を用いた．THP−1細胞は１０％非働

化牛胎仔血清（FBS ; Sigma）とペニシリン（10000

Units /ml , Sigma），ストレプトマイシン（10 mg/ml ,

Sigma）を含むRPMI 1640培地（Sigma）を使用して

３７℃，５％CO２存在下で培養した．

２） 供試細菌株

歯周病原性細菌としてA. actinomycetemcomitans Y4株

を使用した．A. actinomycetemcomitans Y4株はTodd −

Hewitt（Difco）に１％Yeast Extract（Difco）を加えた培

地で３７℃，５％CO２存在下で培養した．

２．実験方法

杉村典彦ら／ A. actinomycetemcomitans 感染によるヒト単球細胞のアポトーシス発現について５２

（５２）
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１） 感染実験方法

抗生剤不含RPMI1640培地で調整したA. actinomycetem-

comitans Y4株を，細菌：細胞比率が５００：１，１０００：

１，２５００：１となるようにそれぞれマイクロチューブ内の

THP−1細胞に添加し，１０００×gで１０分間遠心した．遠心

後，３７℃，５％CO２存在下で３０分間培養した．培養後，

細胞に取り込まれなかった菌を取り除くために，遠心操

作を用いてペニシリン，ストレプトマイシン，ゲンタマ

イシン（200 µg／ml, Sigma）を添加したRPMI1640培地

で３回洗浄した．洗浄終了後，細胞を同じ抗生剤を含ん

だ５％FBS−RPMI1640培地に懸濁し，６穴培養プレート

（Becton Dickinson）に播種して培養した．

２） 細胞死の検出方法

� LDH活性の測定

細胞死の指標として， Cytotoxicity Detection Kit

（Roche）を用いて培養上清中の乳酸脱水素酵素

（LDH）活性を測定した．まず感染操作後，２４時間培養

した後に培養上清を採取した．この上清をサンプルとし

て用い，キット中の反応溶液を添加し室温で１０分間反応

させた．その後1N塩酸を添加し反応を停止させたの

ち，490 nmにおける吸光度を測定しLDH活性の指標と

した．

� DNA断片化の測定

アポトーシスをおこした細胞では，細胞内にヒストン

／DNA断片化複合体が出現する．このヒストン／DNA

断片化複合体をCell Death Detection ELISAPLUS（Roche）

を用いて検出し，感染細胞内のDNA断片化の定量を行

った．

� アガロースゲル電気泳動法

感染細胞から抽出したDNAを用いて２％アガロース

ゲル電気泳動法を行い，アポトーシスの指標となる断片

化DNA（ラダーパターン）を検出した．培養終了後，

あらかじめ４℃に冷やしておいた10 mM Tris−HCl（pH

7.4），5 mM EDTA・2Na，１％ TritonX−100からなる細

胞溶解液に懸濁した．１０，０００×gで２０分間遠心操作を行

い，上清に0.5 mg/mlのRNase（Roche）を20 µl加え，

３７℃で１時間処理した．さらに10 mg/mlのProteinase K

（Invitrogen Corp）を加え，５０℃にて１時間処理した．さ

らにフェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール

（25 : 24 : 1, v/v）（Gibco）を用いてDNAを抽出し，その

後エタノール沈殿を行った．これをDNA緩衝液（10

mM Tris−Hcl pH8.0，1 mM EDTA pH8.0）で溶解し，

DNA量を２．０ µg／µlに調整した．このDNAサンプルを

２％アガロースゲル上に添加し，Mupid−2（コスモ・バ

イオ）を用いて１００Vの低電圧にて電気泳動を行った．

泳動後，エチジウムプロマイド（１µg／ml；和光純薬）

で染色を行い，DNAを検出した．DNAマーカーとして

は，100bp DNA Ladder（タカラバイオ）を用いた．

３） MAPK活性の測定

A. actinomycetemcomitans Y4株を感染させたTHP−1細

胞を０，１，２，３，４，５，６および２４時間培養し

た．培養後， 10 mM Tris − HCl（ pH 7.4）， 100 mM

NaCl，1 mM EDTA，1 mM EGTA，1 mM NaF，20 mM

Na4P2O７，2 mM Na３VO４，1% Triton X−100，10% glyc-

erol，1% SDS，0.5% deoxycholate，1 mM PMSF，pro-

tease inhibitor cocktail（Sigma）からなる細胞溶解液に懸

濁した．この溶解液中のリン酸化したextracellular signal

−regulated kinase（ERK），p38，c−jun N−terminal kinase

（JNK）の各MAPKを各ELISA kit（ERK 1／2 ELISA kit,

p38 MAPK ELISA kit, JNK 1／2 ELISA kit ; BioSource）を

用いて測定した．

４） A. actinomycetemcomitans感染細胞からのTNF−αの産

生

A. actinomycetemcomitans感染細胞から産生されるTNF

−αについて検討するために，感染１２時間後に培養上清

中に放出されたTNF－α量をHuman TNF−α ELISA Kit

（BioSource）を用いて測定した．また感染実験時に抗

TNF−α抗体（anti−human tumor necrosis factor−alpha anti-

body, 20 µg/ml ; Sigma）を添加して，LDH活性とDNA断

片化を測定した．

５） A. actinomycetemcomitans感染細胞のアポトーシス誘

導におけるPKCの影響について

PKC活性阻害剤であるH−7（生化学工業）と活性化剤

であるphorbol 12−myristate 13−acetate（PMA ; Sigma）を

用いて検討を加えた．THP−1細胞にH−7（20 µM）ある

いはPMA（10 nM）を添加して３０分間培養した．培養後

A. actinomycetemcomitans Y4株を感染させ２４時間培養

し，LDH活性およびDNA断片化を測定した．

３．統計処理

各測定値の比較は，unpaired t −検定あるいはTukey−

KramerのHSD検定により検定を行い，p＜０．０５を有意差

ありと判定した．

結 果

１．A. actinomycetemcomitans感染細胞の細胞死発現につ

いて

A. actinomycetemcomitans Y4株に感染したTHP−1細胞

のLDH活性は，非感染細胞で０．０６±０．０１であったのに

対して，細菌／細胞比率が５００：１のときに０．１８±

０．０５，１０００：１のときに０．２９±０．０５，２５００：１のときに

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005 ５３
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０．６８±０．０４となり，非感染細胞に比べて感染比率の増加

に伴って，LDH活性の上昇を認めた．また，感染細胞

のDNA断片化を調べたところ，非感染細胞で０．４３±

０．０５であったのに対して，細菌／細胞比率が５００：１の

ときに０．６６±０．１１，１０００：１のときに０．８９±０．０８，２５００：

１のときに１．３４±０．０７となり，感染比率の増加に伴い

DNA断片化の上昇を認めた（図１）．さらにアガロース

ゲル電気泳動像において，アポトーシス細胞に特徴的な

断片化DNA所見（ラダーパターン）が，感染細胞にの

み認められ，その所見は感染比率の増加により鮮明化し

た（図２）．

２．A. actinomycetemcomitans感染細胞におけるMAPKの

影響について

A. actinomycetemcomitans感染細胞におけるMAPK活性

について検討したところ，感染１時間において，非感染

細胞におけるp38活性は，110 units/mlであるのに対し

て，感染細胞では607 units/mlと有意な活性の上昇を認

め，その後ゆるやかに減少した．一方ERKおよびJNK活

性では，非感染細胞，感染細胞ともに有意な活性の上昇

は認められなかった（図３）．

３．p38活性阻害剤の感染細胞に与える影響について

これまでの結果から，感染細胞においてp38のみが活

性の上昇を示した．そこでp38に着目し，p38活性を特異

的に阻害するSB203580（Calbiochem−Novabiochem）を

用いて，A. actinomycetemcomitans感染細胞におけるp38

活性を阻害した．細胞数を２×１０６個／mlに調整した

THP−1細胞にA. actinomycetemcomitans Y4株を感染させ

る前にSB203580を添加し，３０分間培養した．培養後A.

actinomycetemcomitans Y4株を細菌：細胞比率が１０００：

１となるように感染させた．２４時間培養後に各種測定を

図１ A. a感染細胞のLDH活性およびDNA断片化
THP−1細胞にA.aY4株を感染比率（細菌：細胞）が０（ ），５００：

１（ ），１０００：１（ ），２５００：１（ ）となるように感染させて２４
時間培養した後，培養上清中のLDH活性および細胞内のDNA断片
化を測定した．※p＜０．０５で有意差ありとした．

マーカー ０ ５００：１ １０００：１ ２５００：１
感染比率（細菌：細胞）

図２ A. a感染細胞の断片化DNA所見（２％アガロースゲル電気
泳動）

THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細菌：細胞）が０，５００：
１，１０００：１，２５００：１となるように感染させて３６時間培養した．培
養後，細胞内からDNAを抽出し，２％アガロースゲル電気泳動に
より断片化DNAを検出した．

図３ A. a感染細胞のMAPKの活性
THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細菌：細胞）が１０００：１と

なるように感染し，感染直後を０時間として６時間まで１時間毎
に２４時間までサンプルを回収した．回収したサンプルの細胞内か
らDNAを抽出し，ELISA法によりMAPK活性を測定した．非感染
群を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を（ ）で示す．
※各時間に採取したサンプルにおいて，非感染群と感染群を比較
し，p＜０．０５を有意差ありとした．

Norihiko SUGIMURA et al/ A. actinomycetemcomitans induces apoptosis in human monocytic cells５４

（５４）
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行った．SB203580を添加したA. actinomycetemcomitans

感染細胞では，SB203580非添加細胞に比べ，LDH活性

の低下が認められた．また，SB203580を添加したA.

actinomycetemcomitans感染細胞では，SB203580非添加A.

actinomycetemcomitans感染細胞に比べ，DNA断片化の減

少が認められた（図４）．さらにアガロースゲル電気泳

動像から，A. actinomycetemcomitans感染細胞に認められ

たDNA断片化所見は，SB203580の添加により消失した

（図５）．

４．A. actinomycetemcomitans感染細胞からのTNF−α産生

について

A. actinomycetemcomitans感染細胞からのTNF−α産生に

ついて検討を行った．感染１２時間後におけるTNF−α産

生量を測定したところ，非感染細胞では95 pg/mlである

のに対し，A. actinomycetemcomitans感染細胞では1220

pg／mlとTNF−α産生の有意な増加を認めた．またこの感

染細胞におけるTNF−α産生は，SB203580の添加により

有意に減少した（図６）．さらに，抗TNF−α抗体を用い

てA. actinomycetemcomitans感染細胞に与える影響を検討

したところ，抗TNF−α抗体添加により，A. actinomy-

cetemcomitans感染細胞におけるTNF−α産生の減少が認

められた（図７）．加えて，抗TNF−α抗体添加により，

A . actinomycetemcomitans感染細胞のLDH活性および

DNA断片化は減少した（図８）．抗TNF−α抗体のp38活

図４ A. a感染細胞のSB２０３５８０添加によるLDH活性およびDNA断
片化への影響

THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前にSB203580（５０
µM）加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細菌：
細胞＝１０００：１）となるように感染させて２４時間培養した後，培
養上清中のLDH活性および細胞内のDNA断片化をELISA法により
測定した．非感染群を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を
（ ）で示す．※p＜０．０５で有意差ありとした．

感染 － － ＋ ＋

SB203580
（µM）

０ ５０ ０ ５０

図５ p３８活性阻害によるA. a感染細胞の断片化DNA所見
THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前にSB203580（５０

µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細
菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて２４時間培養した
後，細胞内のDNAを採取し，２％アガロースゲル電気泳動法を行
った．

図６ p３８活性阻害によるTNF− α産生に与える影響
THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前にSB203580（５０

µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細
菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて１２時間培養した
後，培養上清中のTNF−α量をELISA法により測定した．非感染群
を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．

北海道医療大学歯学会２４�平成１７年 ５５
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性に与える影響を検討したところ，A. actinomycetem-

comitans感染細胞におけるp38活性は，抗TNF−α抗体添

加により活性の有意な低下を認めた（図９）．

５．A. actinomycetemcomitans感染細胞のアポトーシス誘

導におけるPKCの影響について

まずA. actinomycetemcomitans感染細胞における細胞死

の影響を調べるために，LDH活性およびDNA断片化を

測定した．感染細胞におけるLDH活性は，H−7の添加に

よって低下し，PMAの添加によって上昇した．また感

染細胞におけるDNA断片化もLDH活性同様に，感染細

胞においてH−7の添加によって減少し，PMAの添加によ

って増加した（図１０）．次にPKCのp38活性への影響につ

いて検討したところ，H−7の添加によって感染細胞の

p38活性は非添加細胞に比べて有意に低下した．また

PMAの添加によって感染細胞のp38活性は，非添加細胞

図７ 抗TNF− α抗体のTNF− α産生に与える影響
THP－１細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前に抗TNF−α抗体

（２０µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細
菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて１２時間培養した
後，培養上清中のTNF−α量をELISA法により測定した．非感染群
を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．

図８ 抗TNF−α抗体の細胞死に与える影響
THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前に抗TNF−α抗体（２０

µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細
菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて２４時間培養した
後，培養上清中のLDH活性およびDNA断片化をELISA法により測
定した．非感染群を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を
（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．

図９ 抗TNF−α抗体のp３８に与える影響
THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前に抗TNF−α抗体（２０

µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を感染比率（細
菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて１時間培養した
後，細胞内のp３８活性をELISA法により測定した．非感染群を
（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．

図１０ PKC活性阻害および活性化によるA. a感染細胞の細胞死へ
の影響

THP−1細胞にA. a Y4株を感染させる３０分前にH−7（２０µM）あ
るいはPMA（１０µM）を加えた．その後THP−1細胞にA. a Y4株を
感染比率（細菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて２４時
間培養した後，培養上清中のLDH活性およびDNA断片化をELISA
法により測定した．非感染群を（ ），感染群（細菌：細胞＝
１０００：１）を（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．

杉村典彦ら／ A. actinomycetemcomitans 感染によるヒト単球細胞のアポトーシス発現について５６
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に比べて有意に上昇した（図１１）．

考 察

歯周病の発症メカニズムについては，これまで様々な

研究がされてきたが未だ不明な点が多い．われわれは歯

周病原性細菌のひとつであるA. actinomycetemcomitansが

感染した上皮細胞やマウスマクロファージ細胞が，アポ

トーシスによる細胞死に至ることを報告した（Muro et

al., 1997）．この結果から，歯周組織破壊にA. actinomy-

cetemcomitans感染細胞のアポトーシス発現が関与してい

ることが考えられた．単球／マクロファージ細胞は，免

疫応答に関して重要な役割を担う細胞である．Mangan

らは，ヒト単球細胞におけるアポトーシス発現が慢性炎

症において重要な役割を果たしていると報告した

（Mangan et al., 1993）．そこで本研究では，ヒト単球系

白血病細胞株であるTHP−1細胞にA. actinomycetemcomi-

tansを感染させるin vitroの実験系を確立し，感染細胞動

態をアポトーシスの観点から検討した．

まずTHP−1細胞にA. actinomycetemcomitansをマイクロ

チューブ内で感染させるin vitroの実験系を確立したと

ころ，本菌の感染により細胞死の指標であるLDH活性

が増加し，さらにELISA法によるDNA断片化が増加した

（図１）．２％アガロースゲル電気泳動法においても感染

細胞において断片化DNAが検出されたことから，アポ

トーシスによる細胞死が発現していることが明らかにな

った（図２）．これらのことからマウスマクロファージ

細胞と同様に，A. actinomycetemcomitansの感染によりヒ

ト単球細胞においてもアポトーシスにより細胞死に至る

ことが明らかになった．近年，アポトーシス発現におけ

る細胞内情報伝達機構の１つとしてMAPKファミリーが

注目されている．MAPKはそれぞれ特定の部位がリン酸

化することにより活性化し，多様な生命現象を制御する

（Yamagishi et al., 2003）．MAPKのうちERK経路は，細

胞の増殖や分化の情報を媒介する．一方で，JNKやp38

MAPK経路はストレス応答キナーゼ経路とも呼ばれる

（Salh et al., 1999）（Place et al., 2003）．細胞は物理的・

化学的ストレスに対して生存を維持しようとするが，決

定的なダメージを受けた場合にはアポトーシスを引き起

こす．そこで本研究においてもA. actinomycetemcomitans

感染細胞のアポトーシス誘導へのMAPKの関与について

検討した．各MAPKに対して特異的にリン酸化部位に結

合する抗体を用いたELISA法により各MAPK活性を調べ

たところ，A. actinomycetemcomitans感染後１時間でp38

活性の上昇を認めたが，ERKとJNK活性は著明な変化を

認めなかった（図３）．このことからA. actinomycetem-

comitans感染細胞のアポトーシス誘導にp38が関与して

いる可能性が考えられた．そこでp38に着目して検討を

進めた．p38活性阻害剤であるSB203580を添加し，LDH

活性とDNA断片化を測定したところ，感染細胞のLDH

活性とDNA断片化が減少した（図４）．さらに２％アガ

ロースゲル電気泳動においては，SB203580添加により

濃度依存的にラダーパターンが消失した（図５）．これ

らの結果からA. actinomycetemcomitans感染細胞のアポト

ーシス発現にp38が関与していることが考えられた．

TNF−αは，単球／マクロファージなどから産生され

る炎症性サイトカインであり，破骨細胞の活性化とそれ

に伴う骨吸収に大きく関与していると報告されている

（MacEwan, 2002）．また，p38はTNF−αにより活性化さ

れる（Park et al., 2002）．そこでA. actinomycetemcomitans

感染細胞のアポトーシス発現におけるTNF−αの役割に

ついて検討を加えた．まず感染後１２時間後のTNF−α量

をELISA法にて測定したところ，非感染細胞に比べ感染

細胞において約１３倍のTNF−α産生を認めた（図６）．ま

たSB203580添加して同様の感染実験を行ったところ，

非添加細胞に比べ添加細胞でTNF−α産生量の有意な減

少を認めた（図６）．感染細胞から産生されるTNF−αを

図１１ PKC活性阻害およびPKC活性化によるp３８活性の変化（感染
後１時間）

THP−1細胞にA.a Y4株を感染させる３０分前にH−7（２０µM）ある
いはPMA（１０µM）を加えた．その後THP−1細胞にA.a Y4株を感
染比率（細菌：細胞＝１０００：１）となるように感染させて１時間
培養した後，細胞内のp３８活性をELISA法により測定した．非感染
群を（ ），感染群（細菌：細胞＝１０００：１）を（ ）で示す．
※p＜０．０５で有意差ありとした．
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中和するために抗TNF−α抗体を用いて検討を加えたと

ころ，感染細胞からのTNF−α産生は減少した（図７）．

Eissnerらは，ヒトマクロファージに20 µg/mlの抗TNF−α

抗体を添加するとアポトーシスが抑制されたと報告して

いる（Eiaaner et al., 2000）．本研究においても抗TNF−α

抗体の添加によりLDH活性とDNA断片化が減少した

（図８）．このことから，培養上清中に産生されたTNF−

αがA. actinomycetemcomitans感染細胞のアポトーシスに

関与している可能性が考えられた．Rivadeneiraらは，マ

ウス腹腔マクロファージに10 ng/mlのTNF−αを添加した

ところ，細胞にアポトーシスが誘導されたと報告した

（Rivadeneira et al., 2001）．我々は，感染細胞から産生さ

れたTNF−α量と同程度の濃度のTNF−αを非感染細胞に

添加して培養しても，A. actinomycetemcomitans感染細胞

に見られたような細胞死が発現しないことを確認した

（Kato et al., 2005）．このことから，TNF−αが直接的に感

染細胞にアポトーシスを引き起こすのではなく，感染細

胞から産生されたTNF−αが何らかの細胞内情報伝達系

を活性化することで，アポトーシスを発現させる可能性

が考えられた．そこで，抗TNF−α抗体のp38活性に与え

る影響について検討したところ，抗TNF−α抗体の添加

により感染細胞のp38活性は有意に低下した（図９）．こ

れよりp38活性は感染細胞から産生されるTNF−αと関連

している可能性が示された．Parkらは，p38がTNF−αに

よって誘導されるアポトーシスにおいて重要な役割を果

たしていることを報告している（Park et al., 2002）．

Gretheらもp38がTNF−αによって活性化され，Bcl−X

（L）の活性を抑制することによりアポトーシスを発現

させると報告した（Grethe et al., 2004）．これらの報告

は，本研究結果を支持するものと考えられる．

近年，前立腺腫瘍細胞において活性化されたPKCが

p38を活性化させてアポトーシスを促進するという報告

がされている（Tanaka et al., 2003）．またわれわれは，

A. actinomycetemcomitans感染によるマウスマクロファー

ジのアポトーシス発現にPKCが関与していることを報告

した（Nonaka et al., 1998）．そこでヒト単球細胞のアポ

トーシス発現におけるPKCの影響について検討を加え

た．まずA. actinomycetemcomitans感染細胞における細胞

死の影響を調べるために，LDH活性およびDNA断片化

を測定した．感染細胞におけるLDH活性は，H−7の添加

によって低下し，PMAの添加により上昇した（図１０）．

また感染細胞のDNA断片化においてもLDH活性同様

に，H−7の添加によって減少し，PMAの添加によって増

加した（図１０）．Zhuangらもまた，PKC活性を抑制する

とカスパーゼ８活性を抑制しアポトーシスを抑制すると

報告している（Zhuang et al., 2001）．さらにPKCのp38活

性への影響について検討したところ，H−7の添加によっ

て感染細胞のp38活性は有意に低下し，PMAの添加によ

って有意に上昇した（図１１）．これらの結果から，A.

actinomycetemcomitans感染細胞のp38の活性化にPKCが

影響している可能性が考えられた．

本研究により，ヒト単球細胞であるTHP−1細胞にA.

actinomycetemcomitansを感染させると，マウスマクロフ

ァージ細胞と同様にアポトーシスによる細胞死が発現す

ることが明らかになった．またこのアポトーシス発現に

は，細胞内のp38活性が重要な役割を果たしており，こ

の活性化は感染細胞から産生されるTNF−αとPKCにより

影響されている可能性が考えられた．歯周組織内の免疫

細胞にA. actinomycetemcomitansが感染することによりア

ポトーシスを誘導し，結果として炎症を持続させると考

えられる．さらにこれによる慢性炎症の存在は歯周組織

破壊へと結びつく．A. actinomycetemcomitansが感染した

単球／マクロファージ細胞のアポトーシス誘導機序を明

らかにすることにより，歯周病の発症メカニズムの解明

ならびに歯周病治療に寄与すると考えられる．

結 語

本研究では，A. actinomycetemcomitansをヒト単球細胞

に感染させるin vitroの実験系を確立し，感染細胞のア

ポトーシス発現について検討し，以下の結果が得られ

た．

１．ヒト単球細胞にA. actinomycetemcomitansを感染させ

るとアポトーシスによる細胞死が発現することが明らか

になった．

２．A. actinomycetemcomitans感染細胞のアポトーシス発

現において，MAPKのなかでp38活性の上昇を認めた

が，ERKおよびJNK活性の上昇は認められなかった．さ

らに，感染細胞のp38活性を阻害したところ，感染細胞

のアポトーシス発現が減少した．

３．A. actinomycetemcomitans感染細胞において，TNF−α

産生量が非感染細胞に比べて有意に増加した．p38活性

を阻害したところ，感染細胞からのTNF−α産生量は有

意に減少した．また抗TNF−α抗体の添加により，感染

細胞のアポトーシス発現とp38活性は有意に低下した．

４．A. actinomycetemcomitans感染細胞において，PKC活

性抑制剤の添加によりアポトーシス発現が有意に減少し

たが，PKC活性化剤の添加によりアポトーシス発現が有

意に増加した．さらに，PKC活性抑制剤の添加により

p38活性は有意に減少したが，PKC活性化剤の添加によ

りp38活性は有意に増加した．
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以上の結果より，A. actinomycetemcomitans感染細胞の

アポトーシス発現における細胞内情報伝達系にMAPKの

なかでp38が最も重要な役割を果たしている可能性が示

唆された．このp38活性は，細胞内から産生されるTNF−

αあるいはPKCにより影響されている可能性が考えられ

た．
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緒 言

超音波ドプラ検査法は現在ではパワードプラ表示法が

開発され臨床応用されてきている（Rubin et al., 1994 ;

山田ら, 1995）．パワードプラ表示法はドプラ偏移周波

数の平均値の代わりにドプラ信号強度の積算をカラー表

示するものであるが，この方法は以前から心臓の診査で

使用され，主に狭窄や逆流の描出に適用されている（和

賀井ら, 1985）．またエリアジングを起こすことがなく

低血流状態に対してより高感度であるが，腹部などの深

部において超音波減衰による影響や動きによって画像が

劣化する欠点も指摘されている（ 山田ら, 1995）．

頭頸部領域の血流を対象に超音波ドプラ検査は行われ

ているが（三輪ら, 1996 ; 有地ら, 2001），耳下腺実質に

血液を供給する動脈に限定してパワードプラ超音波検査

法を行った場合の画像情報は見られない．そこで今回こ

れら動脈にパワードプラ超音波検査法を使用した時の血

流の描出性と血流速度を調べた．

方 法

観察は唾液腺疾患の既往のない健常耳下腺１５例（男性

１２例，女性３例，２２－２９歳，平均２４．４歳）を対象とし

た．耳下腺に分布して血液を供給するのは外頸動脈，顔

面動脈，後耳介動脈，浅側頭動脈，中側頭動脈，顔面横

動脈，そして前耳介枝である（上條ら, 1978）．それぞ

れの動脈に対して超音波検査を実施した．対象とした各

動脈および動脈が分岐する本幹との位置関係を図に示す

（図１）.

超音波装置はSSD−1700（ALOKA社製）で，７．５MHz

電子リニア走査探触子を使用して，パワードプラ検査を

実施した．血流自体の描出性に関して，動脈の横断層像

と縦断層像の両方を描出できたものを描出性（＋）と評

価した．また本幹動脈との連続性に関して，本幹動脈と

の分岐基部が連続性のある像を示すことが出来たものを

連続性（＋）と評価した（図２）．その後，検査によっ

て得られたドプラ波形から最大血流速，最小血流速，平
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Abstract

The purpose of this study is to evaluate whether Power Doppler imaging can demonstrate the characteristics of arterial

blood flows around the parotid gland and to calculate the means of blood flow velocities.

Among the external carotid arteries the characteristics of arterial blood flows in the facial artery, superficial temporal artery,

and middle temporal artery, both in the lengthwise and transverse sections could be depicted. There were differences in the

means of the velocities, the pulsatility index (P. I.), and the resistance index (R. I.) between these various arteries.

Power Doppler imaging appears to be valuable in the diagnosis of blood flows around the parotid gland.
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抽出性（＋） 連続性（＋）
外頸動脈 １５（１００％） １５（１００％）
顔面動脈 １５（１００％） １５（１００％）
後耳介動脈 ８（５３％） ８（５３％）
浅側頭動脈 １１（７３％） １５（１００％）
中側頭動脈 １１（７３％） １３（８３％）
前耳介枝 ８（５３％） ８（５３％）
顔面横動脈 ７（４７％） ４（２７％）

P.I. R.I. 平均血流速（m/s）
外頸動脈 ２．１５±０．７７ ０．９４±０．２３ ０．１３±０．０１
顔面動脈 １．１５±０．５３ ０．７４±０．２２ ０．１６±０．０３
後耳介動脈 ０．５８±０．４１ ０．５４±０．２３ ０．１１±０．０４
浅側頭動脈 ２．２０±１．０２ ０．９３±０．３９ ０．１８±０．０４
中側頭動脈 １．５３±０．７５ ０．８４±０．３３ ０．１７±０．０５
前耳介枝 ３．００±０．６９ ０．９６±０．１５ ０．０６±０．０２
顔面横動脈 １．９４±０．６７ ０．９１±０．２５ ０．０８±０．０３

表１ 耳下腺に分布する各動脈のパワードプラ検査法における抽出と連続性

表２ 耳下腺に分布する各動脈のパワードプラ検査法における血管抵抗
性（P. I. R. I.）と平均血流速

n＝１５

平均±標準偏差 n＝１５

均血流速を求め，これらの数値を使って，末梢血管系の

血管抵抗を表すことができるPulsatility Index（P. I.）と

Resistance Index（R. I.）の各動脈における計測した（図

３）．

結 果

耳下腺に分布する各動脈における血流の描出性に関し

て，横・縦断層像の両方を描出可能だったものは，外頸

動脈では１５例（１００％），顔面動脈では１５例（１００％），浅

側頭動脈では１１例（７３％），中側頭動脈では１１例

（７３％）認められ，これらの動脈で描出性が高くなって

いた．これに対して後耳介動脈では８例（５３％），前耳

介枝では８例（５３％），顔面横動脈では７例（４７％）が

横・縦断層像の両方を描出可となり約半数に留まってい

た．本幹動脈との分岐基部の連続性の描出に関しても同

様の傾向になっていて，外頸動脈，顔面動脈，浅側頭動

脈，中側頭動脈で連続性を示すことが出来たものが多

く，後耳介動脈，前耳介枝，顔面横動脈で少なかった．

特に顔面横動脈は４例（２７％）であった．（表１）．

P. I. の１５例における平均値を求めると，外頸動脈，

浅側頭動脈，前耳介枝で高く，後耳介動脈で低くなって

いた．R. I. の平均値は後耳介動脈で０．５４±０．２３とな

り，他動脈と比べて低い傾向にあった．外頸動脈，浅側

頭動脈，前耳介枝で高く，平均血流速は浅側頭動脈，中

側頭動脈で他動脈と比べて高くなっていた（表２）．

考 察

超音波検査法は無侵襲的で操作が容易なので頭頸部の

軟組織領域を中心に広く使用されており（Isaza et al.,

大西 隆 他／超音波パワードプラ表示法による耳下腺領域の血流の検討

��

�
�

� 外頸動脈（外頸動脈―内頸動脈）

� 顔面動脈（顔面動脈―外頸動脈）

� 後耳介動脈（後耳介動脈―外頸動脈）

� 浅側頭動脈（浅側頭動脈―中側頭動脈）

� 中側頭動脈（中側頭動脈―浅側頭動脈）

� 前耳介枝（前耳介枝―外頸動脈）

� 顔面横動脈（顔面横動脈―外頸動脈）

※（ ）内は本幹動脈との分岐部を表す

※図中の矢印は腺実質へ入る腺枝を表し，観

察対象には含まれない．

�
�

�

図１ 観察対象の耳下腺に分布する各動脈

a b

図２ 各動脈の描出性、連続性の評価基準
描出性：血管の横断層像（a）と縦断層像（b）の両方を描出でき
たものを描出性（＋）とした。
連続性：本幹動脈との分岐基部が連続性のある像（b）を示した
ものを連続性（＋）とした。

図３ 耳下腺に分布する各動脈の血管抵抗性の計測法
血流から得られたFFT波形より一次ピークと二次ピークを求め，次の
計算式から血管抵抗性の指数を計測した．
P.I．（Pulsatility Index）＝｜PK１―PK２／AV｜
P.I．（Resistance Index）＝｜PK１―PK２／PK１｜
AV：平均血流速
PK１：一次ピーク血流速（最大血流速）
PK２：二次ピーク血流速（最小血流速）

６２

（６２）
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1989 ; Sato et al., 1998 ; Shimizu et al., 1999 ; Shimizu et

al., 1999 ; Ishii et al., 1999 ; Jager et al., 2000），唾液腺の

診査において，唾液腺造影法，エックス線CT, MRIと共

に有効で病巣の性状や脈管系をリアルタイムで描出でき

る（Bartlett and Pon，1984 ; Seibert and Seibert , 1986 ;

Sugahara et al, 1989 ; 中村ら, 1995 ; 吉田, 1997）．そし

てこの血管系における血流の画像検査法としては，臨床

的に超音波ドプラ検査法が利用されている（Yoshida et

al, 1995 ; Ariji et al, 1998）．

超音波検査におけるパワードプラ表示法は，ドプラ信

号強度のスペクトルの積算に基づいていて，カラーの色

調と輝度はドプラ信号の強度を表し，ドプラ偏移を生じ

る赤血球の数と関係している（和賀井ら, 1985）．そし

てパワードプラ表示法において，画像検査する部位や方

向，動脈の内径の大きさや血流速度，撮像条件によって

様々に変化することが考えられ，耳下腺領域に分布する

動脈を超音波ドプラ検査する場合の画像の特徴や血流速

度を知る必要がある．そこで今回我々は，耳下腺に分布

する動脈における血流の全てを対象にして，パワードプ

ラ超音波検査法を使用した時の血流の描出性と血流速度

を調べ検討した．

耳下腺に分布する各動脈における血流の描出性に関し

て，横・縦断層像の両方を描出可能だったものは，外頸

動脈，顔面動脈，浅側頭動脈，中側頭動脈で多くなり，

これに対して，後耳介動脈，前耳介枝，顔面横動脈では

横・縦断層像の両方を描出可能だったものは全体の約半

数に留まっていた（表１）．この結果には，動脈の位

置，表層からの深さ，内径の大きさなどが関係している

と考えられるが，特に隣接する骨組織など撮像の障害と

なる部分が近くにあると，動脈に対する探触子の方向を

適切に設定できなくなる為，動脈の位置的な要因が大き

いものと思われた．

本幹動脈との分岐基部の連続性の描出に関して，外頸

動脈，顔面動脈，浅側頭動脈，中側頭動脈で連続性を示

すことが出来たものが多く，後耳介動脈，前耳介枝，顔

面横動脈で少なかったが，これは描出性の結果と同様

に，動脈の位置，表層からの深さ，内径の大きさなどが

関係していると考えられるが，ここでは特に内径の大き

さ，つまり血流状態の低さが画像に影響して，本幹動脈

との分岐基部の連続性の判定に差が生じたものと思われ

た．

血流の超音波ドプラ変位周波数をスペクトルで表した

FFT波形から，最高血流速，最低血流速，平均血流速が

分かるが，これらの数値を使って血管抵抗の度合いを定

量的に表したものがPulsatility Index（P. I.），とResis-

tance Index（R. I.）である（水口, 2004）．これらの指数

は二次ピーク血流速（最低血流速）の方向の違いによっ

て使い分けるのが一般的だが，今回は両方計測して各動

脈で比較検討した．今回の結果では（表２），P. I.の平

均値は外頸動脈，浅側頭動脈，前耳介枝で高く，後耳介

動脈で低くなり，R. I.の平均値は後耳介動脈が他動脈と

比べて低い傾向にあり，外頸動脈，浅側頭動脈，前耳介

枝で高く，平均血流速は浅側頭動脈，中側頭動脈で他動

脈と比べて高くなっていたが，これらの変化には内径の

大きさの他に組織学的変化や年齢による変化が影響して

いると推測される．そのため唾液腺の変性による血流減

少や唾液腺腫瘍の異常血管の鑑別，腫瘤内部の圧迫によ

る血管抵抗性の大小の測定などの応用に際し，これら各

動脈における相違に十分注意する必要があると考えられ

た．なお，各動脈の描出性と連続性には強い関連性があ

ったが，これらと血管抵抗性（P. I., R. I.）とには明白

な関連性は認められなかった．

耳下腺は比較的表層部に位置するが，下顎枝後縁の深

部まで存在し，各動脈も超音波ドプラ検査をする時に

は，骨による多重反射を防ぐ必要があり，呼吸・体動に

よるカラーアーティファクトによる影響も考慮しなけれ

ばならなかった．以上の点を踏まえて，各動脈の描出性

や血管抵抗性の相違を考慮しながらパワードプラ超音波

検査法を行うことによって，耳下腺領域の血管の変化を

正確に判断できるものと考えられた．

結 論

耳下腺付近に分布する動脈における血流に関して，パ

ワードプラ表示法は有効な検査法であるが，後耳介動

脈，前耳介枝，顔面横動脈では描出性が低く，平均血流

速および血管抵抗性は各動脈で相違があった．そのため

各動脈の描出性や血流速度の相違について充分に考慮す

る必要があった．
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緒 言

顎関節症は顎関節疾患のなかで日常臨床で最も多くみ

られる疾患である．顎関節内部の構造は外部から直視で

きないので，その診断では，画像情報がきわめて重要で

ある．そこで，顎関節症を疑う患者の初診時スクリーニ

ング検査として，従来より経頭蓋側斜方向エックス線撮

影法，回転パノラマエックス線撮影法が広く行われてい

る（高村，１９９８）．これら撮影法が広く利用されるの

は，歯科診療所に普及しているデンタルエックス線撮影

装置や回転パノラマを利用して，容易にそして簡便に撮

影可能であるためである（高橋ら，１９９２）．また，最近
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Abstract

Experiments were made on the reproducibility of images of the articular surface of the mandibular condyle by transcranial

and panoramic projections were attempted. A sprue fixed in a cross−shape was fixed with an adhesive on the skin above the

condyle of each of three volunteer adult men. Pictures were then taken by transcranial projection and by panoramic projec-

tion. Further, orthodontic wire was pasted in line with the anterior limit and the inferior limits of the articular area by the use

of three dry mandibles, and pictures were taken by transcranial and panoramic projections. The results showed that the de-

formation in the transcranial projection was slight in the vertical and horizontal directions, and that the articular surface was

only observed the part connecting the mandibular condyle and the incident X ray. In the panoramic projection, there was a

slight extension in the vertical direction and a slight contraction in the horizontal direction. Images of the temporomandibular

joint taken by panoramic projection were observed as images like fluoroscopy from the front of the opposite side (the part di-

agonal to the front of the opposite side), and the anterior limit of the articular area was different from the inferior limit of the

articular area. The above results allow the condition that it is appropriate to regard images of the temporomandibular joint

taken by transcranial and panoramic projections as objects for screening examinations of gross osseous changes as it now

done for observations of mild osseous changes of the articlar surface.

Key words：articular surface，temporomandibular joint，transcranial projection，panoramic projection
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図１ 矯正用結紮線の貼付と測定方法
a：関節頭前縁と後縁に矯正用結紮線を貼付したところ．
b：回転パノラマの矯正用結紮線像（関節頭前縁のみ）．

の顎関節症の症型分類に関する画像診断プロトコールで

も，最初に行われるべき検査として位置付けられている

（和光ら，１９９７）．

これらの検査法から得られる情報は骨変化であり，下

顎頭の位置および形態変化の観察が中心になる．従っ

て，顎関節のエックス線診断に際し，おのおのの撮影法

により顎関節がどのように画像化されるかを検討してお

く必要がある．本研究は経頭蓋側斜方向エックス線撮影

法ならびに回転パノラマエックス線撮影法による顎関節

描出の基礎的検討を目的に行われた．

材料および方法

今回，使用した撮影装置は北海道医療大学歯学部附属

病院放射線部に設置されている回転パノラマエックス線

撮影法装置（Super Veraview，モリタ）および顎関節規

格撮影装置（Super−Max70，モリタ）である．経頭蓋側

斜方向エックス線撮影法の入射角度は上方から３０度で固

定されており，７０kVp，８mAの条件で撮影した．回転

パノラマは７５kVp，１０mAの条件で撮影した．なお，乾

燥下顎骨を用いた 実験２ではスリット部分に銅板を付

加し，下顎骨が描出されるようにした．

実験１：ステンレス製のチューブスプルー（１．２５mm

×２０mm）（ムラカミプロダクツ）２本を直角に十字の型

にユティリティーワックスで固定した．この十字型のチ

ューブスプルーをボランテイア成人男性３名の下顎頭外

側極上の皮膚面に絆創膏で固定した．このとき２本のチ

ューブスプルーは水平ならびに垂直になるよう固定し

た．閉口状態で，経頭蓋側斜方向エックス線撮影法，標

準回転パノラマエックス線撮影法，顎関節モード回転パ

ノラマエックス線撮影法を行った．得られた写真のチュ

ーブスプルーの長さを，ノギス（ミツトヨ）で１回測定

した．

実験２：アジア人成人乾燥頭蓋骨の下顎骨３個を使用

し，下顎頭関節面の前縁および後縁に合わせて矯正用結

紮線を貼付した（図１－a）．これらの下顎骨の経頭蓋側

斜方向エックス線撮影法，標準回転パノラマエックス線

撮影法，顎関節モード回転パノラマエックス線撮影法を

行った．撮影位置は閉口位に準じた位置とし，頤部をチ

ンレストに載せ，イヤーロッドに下顎頭がくるように固

定した．得られたエックス線写真上で金属線の形態を観

察するとともに，金属線の先端の垂直方向と水平方向の

長さを，ノギスで１回測定した（図１－b）．

実験１および２ともに，測定にあたっては歯科放射線

科医３人が測定し，６顎関節の平均値を求め，比較検討し

た．平均値の比較には，ウィルコクスンの順位和検定を

用い，危険率５％で検定を行った．統計用ソフトは

SPSS ver. 6. 1（SP SS）を用い，マッキントッシュコン

ピューターにて行った．

結 果

実験１の撮影結果を図２－a，b，cに示す．経頭蓋側

斜方向エックス線撮影法ではスプルー長はわずかに伸長

する傾向を示したが，歪みはほとんどみられなかった

（図２－a）．標準回転パノラマエックス線撮影法では水

平方向のスプルー長が短縮していた（図２－b）．顎関節

モードにおいても同様の所見がみられた（図２－c）．実

験１におけるスプルーの計測結果を図３に示す．スプル

ー自体の誤差はごくわずかで，６本測定したときの標準

偏差は０．０３－０．０６mmであった．経頭蓋側斜方向エック

ス線撮影法では水平方向に比較して垂直方向で伸長する

傾向がみられたが，垂直方向と水平方向で有意な差はみ

られなかった．標準回転パノラマエックス線撮影法では

細川 洋一郎，他／経頭蓋側斜方向エックス線撮影法ならびに回転パノラマエックス線撮影法による下顎頭関節面の描出再現性に関する基礎的検討６６
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図２ スプルーと矯正用結紮線の撮影結果
a：経頭蓋側斜方向エックス線撮影法によるスプルーの撮影
b：標準回転パノラマエックス線撮影法によるスプルーの撮影
c：顎関節モード回転パノラマエックス線撮影法によるスプルーの撮影
d：経頭蓋側斜方向エックス線撮影法による矯正用結紮線の撮影
e：標準回転パノラマエックス線撮影法による矯正用結紮線の撮影
f：顎関節モード回転パノラマエックス線撮影法による矯正用結紮線の撮影

６７
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図３ スプルーの実測値と撮影上の計測値

図４ 矯正用結紮線の断端間距離

垂直方向で軽度に伸長し，水平方向で短縮していた．こ

のときの垂直方向と水平方向の長さは有意な差があっ

た．顎関節モードパノラマ撮影では水平方向の短縮はわ

ずかに改善されたが，ほぼ同じ傾向を示した．

実験２の撮影結果を図２－d，e，fに示す．経頭蓋側

斜方向エックス線撮影法では金属線は垂直方向に長く描

出されていた．また，金属線は前後方向にも傾く傾向が

みられたが，関節面の一部は観察可能であった．標準回

転パノラマエックス線撮影法では前方の金属線が前方に

みられたが，後方の金属線が交叉しており，関節面の断

面は観察が困難であった．また，金属線は両者ともに水

平方向に広がっており，金属線は端からすべて撮影され

ていた．顎関節モードパノラマ撮影ではこの水平方向の

広がりはわずかに減少していたが，撮影された形状は基

本的に同じだった．金属線先端の距離の測定結果を図４

に示す．シューラー法では上方３０度から撮影されてお

り，垂直方向に金属線は長く観察された．一方，標準回

転パノラマエックス線撮影法では，垂直方向のずれは少

なかったが，水平方向に広がっていた．経頭蓋側斜方向

エックス線撮影法と標準回転パノラマの平均値の比較で

は，垂直方向ならびに水平方向で有意な差があった．顎

関節モード回転パノラマエックス線撮影法では水平方向

のずれが減少していき，有意な差はなかった．

考 察

２００１年に改訂された日本顎関節学会の顎関節症診断基

準によると，Ⅳ型は変型性関節症と分類されており，画

像所見として骨辺縁部の局所的不透過性増生，骨皮質の

断裂を伴う吸収性変化，吸収性変化を伴う下顎骨の縮小

化が診断要件とされている（飯塚ら，２００３）．回転パノ

ラマや単純エックス線所見におけるIV型の従来の評価

は，主として関節面付近を中心に観察しており，また，

画像上その付近の骨変化を記載，報告しているものが多

い（Honda et al., 1994）．

従って，日常臨床において回転パノラマや経頭蓋側斜

方向エックス線撮影法の読影は，下顎頭長軸に対して水

平に関節面付近を観察することを期待してなされている

ように思われる（工藤ら，２０００）．しかし，回転パノラ

マや経頭蓋側斜方向エックス線撮影法における関節面部

の画像再現性を定量的に評価した報告は，今までほとん

どみられなかった（竹内ら，１９９７）．そこで今回は下顎

頭の位置的再現性を保証するため，閉口位における関節

面部の画像的再現性を検討した．

まず初めに，経頭蓋側斜方向エックス線撮影法および

回転パノラマエックス線撮影法の像の垂直方向および水

平方向の変化率をスプルーにより調べた．その結果，経

頭蓋側斜方向エックス線撮影法ではわずかに伸長する傾

向がみれられたものの，垂直方向と水平方向の伸長アン

バランスはほとんどなかった．水平方向にも僅かな伸長

を示したのは，エックス線管球からの線錐のひろがりで

あると思われる．それに対して，標準回転パノラマエッ

Yoichiro HOSOKAWA, et al．／Basic study on the reproduc from articular surfaces of mandibularcondyles on transcranial and panoramic projections６８
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図６ 回転パノラマによる，顎関節部の撮影状況

クス線撮影法では垂直方向で軽度に伸長し，水平方向で

短縮していた．垂直方向で軽度に伸長したのは，回転パ

ノラマのスリットが垂直方向に長く，線錐による伸長が

反映することと，被写体（この場合はスプルー）とフィ

ルム間に距離があるためこの傾向が助長されたと考えら

れる．一方，回転パノラマの水平方向の画像形成は，ス

リット撮影と回転断層に原理を複雑に組み合わせて構成

されており，Super Veraviewの画像構成原理が不明であ

るため，水平方向のスプルーが短縮した理由は不明だ

が，顎関節モードパノラマ撮影では水平方向の短縮はわ

ずかに改善された（田村ら，１９８６）．顎関節モードパノ

ラマ撮影では，下顎の位置を前方に移動するように指定

されており，顎関節の位置を移動することにより，この

欠点を解決しようとしていると考えられた．しかしなが

ら，基本的に伸長，短縮の傾向はあまり変わらず，回転

パノラマの像は垂直方向と水平方向の比率に違いのある

ことを理解しておく必要がある．

次に，関節面の前縁および後縁に金属線を取り付け顎

関節を撮影し，観察した．一般に下顎頭はラグビーボー

ルのような形をしていることから，我々が期待している

ように，関節面断面を側方から，すなわち下顎頭長軸方

向に平行に観察しているのであれば，これら金属線が短

く撮像される程，良好な像であることになる（中

沢，１９９３）．実験の結果，経頭蓋側斜方向エックス線撮

影法では金属線は垂直方向に長く描出されていた．これ

は経頭蓋側斜方向エックス線撮影法が上方から撮影され

ており，このため垂直方向に金属線が長く描出されたと

考えられる．従って従来より指摘されているように，経

頭蓋側斜方向エックス線撮影法で観察されているのは，

入射エックス線と関節面の接線部分のみである（図５）

（高村，１９９８）．このため経頭蓋側斜方向エックス線撮影

法単独での正診率は比較的低いとされる．（米津

ら，１９９８）

一方，標準回転パノラマエックス線撮影法では金属線

が交叉しており，金属線は両者ともに水平方向に広がっ

て下顎頭部を金属線が覆っていた．これは下顎頭長軸と

異なる水平的角度でエックス線が入射され，関節面が下

顎頭前縁と後縁の線と重複してしまうことを意味してい

る．橋本らも下顎頭に金属線を貼付し，回転パノラマを

撮影して観察している．その結果，パノラマ写真での下

顎頭像の後縁は下顎頭の内側部が，また，後縁は外側部

が描出されていたと言っており，これは表現が異なる

が，我々の結果とほぼ同じ現象を観察していると考えら

れる（橋本ら，１９９７）．今回の研究では，顎関節モード

パノラマ撮影で，この水平方向の広がりはわずかに減少

していたが，撮影された形状は基本的に同じで，計測の

結果でも有意な差はなかった．このため，今回，回転パ

ノラマが顎関節を撮影する状況を確認したところ，反対

側の前方（水平的角度２０度程度）からエックス線が入射

していた（図６）．そして，この時，撮影されるフィル

ムを反対側から観察すると，描出される金属線と同じ形

態であることが確認された．また，回転パノラマエック

ス線撮影法において金属線は端からすべて撮影されてい

たことを考えると，これは断層像ではなく透視像であ

り，下顎頭部分は断層撮影されていない領域にあると結

論できる．この点について竹内らは，骨形態異常の回転

パノラマの検出率が断層撮影の７８．１％であり，その原因

のひとつが，多くの回転パノラマ装置で顎関節部が断層

領域にないことをあげている．その欠点を克服するた

め，顎関節を回転パノラマの断層領域に設定する研究も

存在するが，一般化はされていない．（工藤ら，２０００）

回転パノラマにおける骨形態変化に関する臨床的な正

診率は，一般に断層撮影による骨変化の検出をgold

北海道医療大学歯学会２４�平成１７年

図５ 経頭蓋側斜方向エックス線撮影による撮影部分
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standardとして比較する．各報告でばらつきのあるもの

の標準回転パノラマエックス線撮影法で７１－８４％，顎関

節モード回転パノラマエックス線撮影法で７８％－８５％と

報告されている．米津らは回転パノラマの下顎頭外形異

常の正診率は８０％を超えて高く，顎関節症におけるエッ

クス線学的ルーチン検査として有用であると述べている

（米津ら，１９９８）．一方，７２剖検下顎頭における骨形態異

常の検討を行った報告では，今回の撮影方向とほぼ同じ

条件における回転パノラマエックス線撮影法の正診率は

５８％であったと述べている（菅原ら，１９９７）．

今回の基礎実験の結果から判明した回転パノラマエッ

クス線撮影法下顎頭像の形成方法から考えると，パノラ

マエックス線撮影法では我々が期待するような下顎頭長

軸に平行な関節面形状を把握できるとは言い難い．

従って，回転パノラマエックス線撮影法は関節面の微

細な骨変化の観察よりは，大きな骨異常のためのスクリ

ーニングと位置付けるほうが適切であると思われた（高

橋ら，１９９３）．

結 語

経頭蓋側斜方向エックス線撮影法および回転パノラマ

エックス線撮影法の顎関節関節面の画像再現性につい

て，基礎実験を行った．その結果，経頭蓋側斜方向エッ

クス線撮影法では垂直方向と水平方向の歪みは少なかっ

たが，下顎頭と入射エックス線の接線部分のみ，関節面

の観察が可能であった．回転パノラマエックス線撮影法

では垂直方向で軽度に伸長し，水平方向では短縮してい

た．また，顎関節の撮影は反対側前方からの透視像とし

て撮像されており，関節面の形状は下顎頭前縁と後縁の

線と重複していた．以上から，経頭蓋側斜方向エックス

線撮影法および回転パノラマエックス線撮影法の顎関節

像は，関節面の微細な骨変化の観察よりは，より大きな

骨異常のためのスクリーニングと位置付けるほうが適切

であると思われた．

謝 辞

本研究を行うにあたり，御協力いただきました北海道

医療大学歯学部附属病院放射線部の方々に深謝申し上げ

ます．

文 献

深井智美，小林 馨，若江五月，山本勝之，田中 守，山本

昭．回転パノラマＸ線撮影装置における顎関節部濃度補正シ

ステムの開発．歯放 29：435−439，1989．

橋本光二，新井嘉則，本田和也，桑島永治，江島堅一郎，岩井

一男，篠田宏司．回転パノラマＸ線写真の顎関節像に関する

基礎研究．日大歯学 71：800−806，1997．

Honda E, Yoshino N and Sasaki T. Condylar apprearance on pano-

ramic radiograms of asymptomatic subjects and patients with tem-

poromandibular disorders. Oral Radiol. 10 : 123−133, 1994.

飯塚忠彦．顎関節症診療のガイドライン，日本顎関節学会編，

顎関節症，東京：永末書店，2003，p7−18．

工藤隆治，天野 稔，細木秀彦，川口真一，竹内 徹，下村

学，前田直樹，坂野啓一，多田章久，安友基勝，岩崎裕一，

上村修三郎．パノラマＸ線撮影装置を利用した顎関節撮影法

第五報 顎関節側面パノラマ４分割撮影法における断層域

の検討．歯放40：242−250，2000．

中沢勝宏．入門顎関節症の臨床．第１版．東京：医歯薬出版：

1993．

菅原千恵子，高橋 章，竹内 徹，下村 学，細木秀彦，小中

ひとみ，上村修三郎，柴田考典．パノラマＸ線撮影装置を利

用した顎関節撮影法 第三報 撮影方向の違いによる剖検下

顎頭の骨形態異常検出率の比較．歯放 37：127−135，1997．

高橋 章，呉 好宗，村上秀明，西山秀昌，藤下昌巳，渕端

孟．顎関節画像検査に関する調査成績 １．検査法の実施状

況．歯放 32：34−47，1992．

高橋 章，呉 好宗，村上秀明，西山秀昌，藤下昌巳，渕端

孟．顎関節画像検査に関する調査成績 ２．歯科放射線科医

の立場から見た検査の意義および望ましい検査体系．歯放

33：18−30，1993．

高橋 章，呉 好宗，村上秀明，西山秀昌，藤下昌巳，渕端

孟．顎関節画像検査に関する調査成績 ３．顎関節のＸ線的

変化に関する用語．歯放 33：31−35，1993．

高村敬純．経咽頭顎関節撮影法の研究 －経頭蓋撮影法との比

較－．歯放 28：377−392，1998．

竹内 徹，高橋 章，菅原千恵子，下村 学，前田直樹，多田

章久，上村修三郎．パノラマＸ線撮影装置を利用した顎関節

撮影法 第二報 水平方向の至適Ｘ線入射角度の検討．歯放

37：41−48，1997．

田村俊晶，丹羽克味．オルソパントモグラフィにおける画像形

成の理論解析．歯放 26：188−198，1986．

田中達朗，森本泰宏，鬼頭慎司，岡部幸子，篠原裕二，大場

健．顎関節症患者における初診時としてのＸ線検査法．日口

診誌 17：11−16，2004．

和光 衛，原田卓哉，西河慶一，光菅裕治，小林紀雄．顎関節

症を見直す ５．画像検査法と診断．歯科学報 102：853−

868，2002．

米津博文，野沢健司，柴田慶郎，須賀賢一郎，小枝弘実，木住

野義信，重松知寛．顎関節Ⅳ型に対するスクリーニング法と

しての回転パノラマＸ線撮影法の診断的意義．歯科学報98：

77−81，1998．

細川 洋一郎，他／経頭蓋側斜方向エックス線撮影法ならびに回転パノラマエックス線撮影法による下顎頭関節面の描出再現性に関する基礎的検討７０

（７０）

／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／０６５‐０７０　細川  2005.08.04 09.29.48  Page 70 



〔CLINICAL report〕

A study on nasotracheal intubation to prevent injury to
the nasopharyngeal mucous membrane

－Comparison of the bougie method and the gastric tube guide method－

Masaru KUDO and Noboru SHINYA

Department of Dental Anesthesiology, School of Dentistry, Health sciences University of Hokkaido

Abstract

Nasotracheal intubation with general anesthesia is performed for dental treatment and oral surgery. However, nasotracheal

intubation causes nasal bleeding and injury to the mucous membrane of the nasopharynx. This report describes the introduc-

tion of Nasogastric tubes with the guide intubation (NTGI) method and discusses its usefulness, and further reports a compari-

son of the clinical usefulness of the NTGI method (our novel method) and the bougie inferior nasal meatus (BINI) method.

The NTGI was performed clinically and the results of 30cases were confirmed by fiberscopy, showing no cases of injury.

The proportion of cases with bleeding from the inferior nasal meatus was similar in the NTGI and bougie inferior nasal mea-

tus as nasotracheal intubation (BINI) methods. The NTGI method prevented injury to the pharyngeal mucous membrane at

the time of nasotracheal intubation. Therefore, the results indicated that the NTGI method is safe for nasotracheal intubation.

In the present study, the intubation tube was changed to prevent pharyngeal injury. The tube tip was made of a soft mate-

rial (soft PVC ; polyvinyl chloride) and with an obtuse angle, and the tube shape was changed. Although the intubation pro-

cedures were safe because the intubation tube material was soft, there is the possibility of obstruction of the nasal cavity dur-

ing general anesthesia. Further studies are required to develop tubes for safer tracheal intubation during general anesthesia

and when regaining consciousness as well as during intubation.

Key words：Nasotracheal intubation, Safe propulsion, Nasogastric tubes as guide intubation (NTGI)，Bougie inferior nasal

meatus as nasotracheal intubation (BINI)

Introduction

Nasotracheal intubation with general anesthesia was performed for dental treatment and oral surgery. However, nasotra-

cheal intubation causes nasal bleeding and injury to the mucous membrane of the nasopharynx (Domino et al., 1999), and we

have used the bougie inferior nasal meatus as the nasotracheal intubation (BINI) method to expand the inferior nasal meatus

before nasotracheal intubation. In July 2003, we experienced a case where a tracheal tube punctured the pharyngeal mucous

membrane during nasotracheal intubation, causing injury to the rhinopharyngeal and mesopharyngeal mucous membranes.

For promotion of safety during nasotracheal intubation, the nasogastric tube as guide intubation (NTGI) method has been used

since September 2003 (Nakanishi et al., 1995). This paper reports a comparison of the clinical usefulness of the NTGI

method (our novel method) and the BINI method.

Methods

１）Nasotracheal intubation

A gastric tube is passed through a tracheal intubation tube〔soft PVC ; polyvinyl chloride, Satin Soft Hi−LoTM Tracheal
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Fig. 1 Nasogastric tubes as guide intubation (NTGI) − 1

Fig. 2 Nasogastric tubes as guide intubation (NTGI) − 2

Tube, Mallinckrodt, St. Louis, MO〕, the inside of which is wetted with lidocaine or physiological saline solution.

After induction of anesthesia, a vasoconstrictor solution containing 0.01% tramazoline hydrochloride is administered to the

nasal cavity. The inferior nasal meatus is wiped with a unilateral swab with a wooden axis soaked in benzalkonium chloride,

and 1 ml of lidocaine jelly (20 mg/ml) is applied for wetting and for surface anesthesia of the inferior nasal meatus.

Laryngoscopy is performed using a laryngoscope, and 4% lidocaine is sprayed into the trachea and larynx. The tip of the

intubation tube through which the gastric tube was passed is inserted through the nasal cavity (Fig. 1).

The location of the gastric tube tip in the pharynx is confirmed from the oral side in the open view and the gastric tube tip

is pulled out of the oral cavity using Magill’s forceps. Then, the intubation tube is inserted into the inferior nasal meatus and

turned to the right near the curve of the pharyngeal mucous membrane (Fig. 2).

Fuether, the gastric tube is lifted up, as shown Fig. 3−B. Lifting the tube enables the introduction of the intubation tube tip

from the rhinopharynx to the mesopharynx without making a forced contact with the pharyngeal mucous membrane. This

prevents injury to the pharyngeal mucous membrane. Next, nasal discharge and blood attached to the intubation tube tip can

be aspirated by removal of the nasogastric tube (Fig. 3).

７２ Masaru KUDO and Noboru SHINYA／A Study on Nasotracheal Intubation to Prevent Injury tothe Nasopharyngeal Mucous Membrane
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Fig.3 Nasogastric tubes as guide intubation (NTGI) − 3

Fig.4 Nasogastric tubes as guide intubation (NTGI) − 4

The anesthesiologist conducts laryngoscopy and tracheal intubation in the open view of the vocal cord. Tracheal intuba-

tion was confirmed at five points and six auscultations were performed to check for tarnishing of the inside of the tube. Sec-

ondary confirmation is conducted using a capnometer and determination of the end tidal CO2 level.

An anesthesiologist and an anesthesiology instructor confirm the distance from the intubation tube tip to the tracheal bifur-

cation site using a fiberscope and photograph. The presence or absence of injury in the larynx and pharynx is then con-

firmed by fiberscopy and the condition is photographed. In addition, the instructor confirms the position of the intubation

tube and presence or absence of injuries by monitoring (Fig. 4).

２）NTGI comparison with BINI

A reactive comparison between the NTGI and BINI methods in terms of amount of bleeding and intubation time was con-

ducted with 30 cases by the same dental anesthesiologist. Blood loss was measured with respect to four different suctioned

levels : no, little (0.1−1.0ml), medium (1.1−5.0ml), and heavy bleeding (>5.1ml). The intubation time was set from the start

of the general anesthetic inhalation to the nasotracheal intubation (mean ± SD).

The two groups were compared, and for the statistical analysis, Fisher’s exact test was utilized for nasal blood loss volume,
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and the Mann−Whitney U−test (with Y−stat) was used to compare the intubation time.

Results

Nasal bleeding due to nasotracheal intubation demonstrated no statistically significant differences between the two groups

(Fig. 5).

One case involving a tear of the oropharynx occurred in the BINI group, no oropharynx tear was determined in the NTGI

group.

There were no meaningful differences in the intubation time from the start of the general anesthetic inhalation to nasotra-

cheal intubation between the BINI (12.7±7.6min) and NTGI (13.2±3.2min) methods (Fig. 6).

Discussion

The NTGI method using a gastric tube (Nakanishi et al., 1995 ; Sugiura et al., 1996), or aspiration tube (Sloan, and Van

Rooyen, 1994), can prevent large pharyngeal mucosa injuries. As the gastric tube is long, its contact with the pharyngeal

mucous membranes, especially the pharyngeal posterior wall, can be reduced by pulling it outside the oral cavity, thus pre-

venting pharyngeal injuries. However, as there have been reports of pharyngeal injury by gastric tubes (Domino et al.,

1999), precaution should be exercised. Other nasotracheal intubation methods using fiberscope (Kawamura et al., 2003) or

Lightwand (Manabe et al., 2004) have been reported. These will be further examined in future studies.

The results of the present study indicate that pharyngeal mucosa injuries also occur with the NTGI method. There was no

significant difference in the amount of bleeding when compared with the BINI method. However, the NTGI method tended

to cause micro−bleeding more frequently. This finding was confirmed by a fiberscopy, and nasal bleeding which could not

be confirmed macroscopically was recorded as micro−bleeding. As a result, the proportion of micro−bleeding may be higher.

However, the NTGI performed in the present study did not cause large injuries and was considered to have provided the pro-

motion of safety during nasotracheal intubation.

There were no differences in the time taken till intubation, as compared with the BINI method. The trachea, larynx, and

pharynx were confirmed by fiberscopy.

In the present study, the intubation tube was changed to prevent pharyngeal injury. The tube tip was made of soft material

and with an obtuse angle, and the tube shape was changed. Although the intubation procedures were safe because the intuba-

tion tube material was soft, there is the possibility of obstruction of the nasal cavity during general anesthesia. Nasotracheal

Fig.5 Breakdown of the nasal bleeding level(BINI vs NTGI)
Blood loss was measured with respect to four different suc-
tioned levels : no, little (0.1−1.0 ml), medium (1.1−5.0 ml),
and heavy bleeding (>5.1 ml).
BINI : bougie inferior nasal meatus as nasotracheal intubation
NTGI : nasogastric tubes as guide intubation.
No significant difference with Fisher’s test (n=30).

Fig.6 Intubation Time(BINI vs. NTGI)
Intubation time was set from the start of the general anes-
thetic inhalation to the nasotracheal intubation (mean ± SD).
No significant difference with Mann−Whitney U test (n=30).
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tubes fabricated from soft materials reduce the extent of tear in the nasal mucous and pharynx mucous membranes. In this

study, no complications from tube (PVC : polyvinyl chloride) occlusion or applanation were observed. However, we have

previously encountered several cases in which non−PVC type silicon tubes led to applanation in the inferior nasal meatus (a

transtracheal aspiration tube, 4 mm in diameter, was unable to pass through the trachea). Further study is required to develop

tubes for safer tracheal intubation during surgery and on regaining consciousness as well as during intubation.

Conclusions

The NTGI protocol was substituted for the BINI method due to the occurrence of tears in the epipharynx and the orophar-

ynx. The NTGI was performed clinically, and 30 cases were verified fiberscopically. A reactive comparison was performed

between NTGI and BINI.

No instances of oropharynx tearing were observed in the subjects undergoing NTGI. Blood loss from the inferior meatus

in NTGI patients was comparable to that in BINI patients.

The NTGI prevented pharynx mucous membrane tearing as well as blood losses exceeding 5 ml, and these findings confirm

the safety and efficacy of the NTGI approach for nasotracheal intubation.
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〔CLINICAL report〕

Application of low-frequency electricity and stellate ganglion block therapy
to inferior alveolar neuroparalysis following tooth extraction

―Evaluation of facial skin temperature elevations via thermography―
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１）Department of Dental Anesthesiology, School of Dentistry,
Health Sciences University of Hokkaido

２）Department of Dental Materials Science
３）Second Department of Oral Maxillofacial Surgery
４）Takikawa Dental Clinic

Abstract

Mentolabial paralysis occurs as a result of inferior alveolar nerve injury consequent to tooth extraction. Stellate ganglion

block (SGB) therapy, acupuncture and magnetic electrotherapy (AME) are utilized for the treatment of neuroparalysis follow-

ing tooth extraction. The SGB therapy includes 30injections (2−3times/week) as a single set, and subsequently, the therapeu-

tic effects are re−evaluated. To determine the efficacy of the treatment, patient symptoms and skin temperature increase at

the site of the hypoesthesia serves as indices.

Subtle temperature changes, which were detected via thermography, were converted into numeric values in this study.

Treatment was conducted in collaboration with the family dentist over a 20−month period from the 5th to the 25th month from

the onset of the hypoesthesia. The mean temperatures at the site of the hypoesthesia was compared, for an SGB−only (n=5)

and an SGB/AME combination (n=5) treatment.

The results found that the level of hypoesthesia, which was measured with a Semmes−Weinstein monofilament (SW) sen-

sory tester, improved from φ3.84 to φ2.44−3.22. The temperature at the site of the hypoesthesia increased by 0.8℃ follow-

ing the SGB injection ; in contrast, the temperature at the site of hypoesthesia increased by 2.5℃ following application of the

SGB/AME combination. In inferior alveolar neuroparalysis arising as a consequence of tooth extraction, the surface thermo

graphic temperature measurement at the site of the hypoesthesia was effective to observe the temperature increase due to SGB

injection and to the SGB/AME combination ; additionally, it offers a substantiation for the treatment efficacy for the patients.

Key words：Stellate ganglion block, Acupuncture and magnetic electrotherapy, Thermography, Inferior alveolar neuroparaly-

sisc, Medical lawsuit

Introduction

Stellate ganglion block (SGB) therapy, acupuncture, and magnetic electrotherapy (AME) are utilized in the treatment of

neuroparalysis following tooth extraction. The SGB therapy comprises of a set of 30 injections (2−3times/week) ; subse-

quently, the therapeutic effects are re−evaluated.

To assess the suitability of injections, subjective symptoms of each patient as well as the skin temperature elevation at the

site of the paralysis were evaluated. The skin temperature elevation was examined via thermography (THG) following imple-

mentation of AME and SGB in a case characterized by paralysis. Originally, the individual had been subjected to continuous

dental laser irradiation.
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Fig．１ Front penetration image SGB injection
An expanse of anesthetic solution Injection of Stellate gangllion
block(SGB).

Fig. 2 The method of electrical stimulation
Magnet or acupuncture was used for the treatment of electrical
stimulation.
Stimulation conduction : 2Hz, bipolar pulse wave. Intensity of
stimulation : either muscle contraction(+)and pain(−).
The effect of electrical stimulation was assessed by the increase
of surface temperature.
Surface temperatures of patient’s face were measured by ther-
mography.

Methods

1. Terapeutic Methods

1) SGB (Stellate Ganglion Block)

The SGB, which offers temporary pain relief in terms of sympathetic tone, is achieved via the injection of local anesthetic

in the cervical sympathetic ganglion area. Consequently, the blood flow (Kakuyama et al., 2000) and metabolism at the site

are stimulated as a result of vascular dilation ; thus, the body temperature is elevated on the side of the cervical sympathetic

ganglion injection (Matsumoto et al., 1992). The SGB is applied to various disorders, including allergic rhinitis, sudden

deafness, autonomic nerve imbalance, angina and lower limb pain. In the dental field, SGB is employed in instances of post−

extraction pain and paralysis, tongue pain and peripheral facial paralysis. The treatment at the hospital here uses lidocaine

hydrochloride (6ml, 2% solution) or a mixture of lidocaine hydrochloride (4ml, 2%) and bupivacaine hydrochloride (2ml,

0.25%, total 6ml, solution) as local anesthetics for the SGB injections.

Injection is conducted from the front side with the patient in the dorsal position. The cervical transverse process serves as

an indicator point (Fig. 1).

Body temperature elevation at the block side, blepharoptosis, pupil constriction and palpebral conjunctiva hyperemia are

evaluated to assess the sympathetic tone relief. Most patients experience a “warm sensation” and sleep for 30−60minutes fol-

lowing the injection. The injection diagram depicted in Figure1, which offers an explanation for the SGB procedure, is

shown to the patient.

2) AME

In AME, magnetic electrode attachment or acupuncture needle insertion is completed at various pressure points(3points on

the face, between the bases of the thumbs and index fingers, the inner side of the elbow and underneath the chin) ; subse-

quently, a 2−Hz electric current is applied (Fig. 2). The AME is reported to promote blood flow and to elevate skin tempera-

ture via a stimulation of polymodal receptors with low−frequency electricity and magnetic force (Takeshige and Sato, 1996).

The objective of this particular treatment is restoration of patient sensory function. Reduction of the nerve paralysis level and

minimization of the paralysis area were examined. In addition, appropriate sympathetic tone relief was estimated by monitor-

ing the skin surface temperature and temperature increases in the mucous membranes and the tongue of the mouse employing

the THG apparatus (TH5104R, NEC) or an infrared eardrum thermometer (GeniusTM, Tyco Healthcare).
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Fig. 3 Therapeutic flow of SGB injection in dental anesthesia
SGB injection was administered 30 minutes following the initia-
tion of AME. The patient rested for 30−60 minutes following ap-
plication of SGB. The patient was monitored continuously during
the resting phase for early detection of any incidental symptoms..
SGB : stellate ganglion block AME : Acupuncture magnetism of
electrical therapy

Table1 The guideline for trigeminal nerve injury in dental anesthe-
siology at HSUH dental hospital

If patients start to receive our treatment as soon as they can, their
prognoses will get better.
HSUH : Health sciences university of Hokkaido SGB : stellate
ganglion block AME : Acupuncture magnetism of electrical ther-
apy.

3) Therapeutic process

Monitoring was initiated with the patient lying down in a face−up position, and SGB injection was administered 30minutes

after the initiation of AME. The sites for needle insertion were compressed for 5minutes to establish the absence of dizzi-

ness, light−headedness, swelling or bleeding. The patient rested for 30−60minutes application of SGB therapy. The patient

was monitored continuously during the resting phase to ensure a speedy detection of incidental symptoms. The patient was re-

leased after confirming the absence of abnormal vital signs, hematoma, respiratory difficulties, dizziness, or light− headedness

(Fig. 3). Table1 shows a therapeutic plan of SGB and AME from the initial screening till the goal of the treatment, which

adhereds to the Japan Society of Pain Clinicians treatment guidelines (Table1). A Semmes−Weinstein monofilament (SW)

sensory tester, was utilized for the initial diagnosis and re−evaluation. The SW sensory tester quantitatively evaluated patient

sensory functions with silicon filaments of various thicknesses. The thinner filament indicated stronger paralysis.

Case Report

1. Patient condition and medical history

Following an explanation of the risks involved, the individual underwent lower left wisdom tooth extraction at the age of

38years. The patient received a local anesthetic (2% lidocaine hydrochloride with1 : 80,000epinephrine)injection with seda-

tive, and the vital signs were monitored. The patient repeatedly complained of pain despite the delivery of 12.2ml of anes-

thetic during the 145−minute procedure. Antibiotics and a sedative were prescribed after the operation. The day immedi-

ately after the tooth extraction, the individual complained of occlusion discomfort as well as numbness in the chin. Partial

neuromesis of the inferior alveolar nerve was suspected. Vitamin B12, multivitamins and ATP medication were adminis-

tered. Low−level laser irradiation (1−2 times/week) was also administered for five months ; however, this was ineffective.

2. Diagnosis and treatment in the dental anesthetic department.

At 5 months after the tooth removal, the patient was admitted to dental anesthetic department at HSUH dental hospital.

Sensory tester diagnosis indicated a paralysis of 48mm × 40mm, > φ3.84 in the right mental nerve area. The individual also

complained of other discomfort such as abnormal heat sensitivity (hot drinks felt excessively hot). A diagnosis of the paraly-

sis by drug−induced temporary conduction disturbance was administered. The individual was advised about and asked to

choose SGB and/or AME treatment (needle electricity : insertion of Japanese acupuncture needles in facial and frontal arm

pressure points for conduction of an electric current).

The patient chose AME, and evening treatments were planned (once per week). Additionally, CO2 laser irradiation was

used to improve the effectiveness of the therapy. No improvement was seen after five months of AME treatment (total 10

treatments, now 10 months after the tooth extraction). Consequently, SGB therapy was initiated. Further, after a 9−month

AME regime (20 treatments, till 14 months after the tooth extraction), a combination of the SGB injections and AME therapy

was performed .
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Fig. 4 Effect of increase BT by SGB injection and AME
The changing of patient’ facial skin temperature by thermography in a case of Disturbance of inferior al-
veolar nerves. Room temperature was26−28℃. SGB i : stellate ganglion block injection

Fig. 5 Difference of hypoesthesia area and infraorbital area BT
Increase of temperature on surface of facial skin, after 10 minutes from the end of SGB injection Dates of SGB injec-
tion are shown as the average of five times increases of temperature on surface of facial skin for one patient. Facial
temperatures were increased 0.8℃ at hypoesthesia area by SGB injection, and 2.5℃ at hypoesthesia area by AME+
SGB. The increase of AME+SGB was significantly higher than that of SGB. SGB i : stellate ganglion block injection

To evaluate the efficacy of the SGB injections as well as the combination SGB injection/AME therapy, the skin surface

temperature was non−invasively and continuously monitored via thermography. The SGB injection efficacy is illustrated in

Figures 4 and 5. Average skin temperature of the paralysis site and the lower eye socket served as indicators.

3) Therapeutic medical effects

In Fig. 4, the upper left corner indicates the conditions prior to the block, while the upper right corner indicates the condi-

tions 10 minutes after the SGB injection. The temperature increase was 0.9℃ (34.4−35.3℃) on the injection side and 0.7℃

on the normal side (Fig. 4). The combined therapy involving SGB and AME demonstrated higher temperature elevations in

the head and neck area than with the application of SGB alone. The area of hypoesthesia had a 0.8℃ increase with SGB,

and using AME the increase was 2.5℃ (Fig. 5).

The individual did not complete the treatment (Final treatment 32 courses of SGB injection, at 20 months from initiation of

therapy, 26 months from the tooth extraction). At the last treatment the area of hypoesthesia was unchanged (38mm X40

mm), the paralysis level had improved to φ2.44−3.22, occlusion discomfort had improved (from + to ±), and the abnormal

heat sensitivity had decreased. The patient was informed of the low probability of a complete cure with continued therapy

and the treatment was discontinued. The patient continued the laser irradiation treatment at a family practice clinic.

Discussion

The pain clinic at the hospital treats patients with inferior alveolar paralysis, facial paralysis, glossalgia, masticatory muscle

myofascial syndrome, and temporomandibular disorders, conditions that are not caused by brain nerve or blood vessel dys-

function. In the current case, the numbness and paralysis in the lower lip resulted from a partial rupture of the inferior alveolar

nerve due to extraction of a lower jaw wisdom tooth. Paralysis in this instance is iatrogenic in nature. Consequent to the ap-

８０ Takuro KAWAI et al.／Application of low−frequency electricity and stellate ganglion block therapy to inferior alveolar neuroparalysis following tooth extraction
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pearance of this disorder, many patients refuse SGB or needle−type treatments, and patient refusal results in a delayed start of

SGB treatment. The initiation of SGB treatment as rapidly as possible is essential in cases involving neural paralysis (Ima-

mura et al., 2000), but an early implementation of the SGB treatment, and thus prevention of further induction of incidental

symptoms, requires resolution of patient fears regarding needle−type regimes involving the neck and head regions. At the hos-

pital dental anesthetic department (pain clinic), patients are carefully monitored to facilitate delivery of immediate medical at-

tention in the event of complications arising from anterior neck region needle insertion. The patient reported here had 32

needle insertions with no serious side effects. Currently, magnetic electricity is employed for induction of SGB, and the in-

troduction of SGB under nitrogen monoxide and oxygen inhalation / sedation with careful vital sign monitoring and near−in-

frared exposure is presently under review with respect to patient anxiety (Kudo, 2003).

Many patients are referred by other in−hospital departments or by dental professionals in nearby cities, for patient conven-

ience, the pain clinic is open in the evenings twice a week. Close communication with the patients’ family dentists and doc-

tors is essential. In general, office hours of general hospitals and university medical centers are more limited, and to assess

patient needs there are plans to expand pain clinic hours to two nights per week.

Following the combination of SGB and AME therapy and SGB application alone, facial skin temperature was elevated at

the site of the paralysis. The combined therapy allowed the detection of the elevation in facial skin temperature at the site of

the paralysis with improvement in paralysis levels (temporary conduction disturbance) ; however, paralysis was not completely

cured.

The main factor influencing this outcome was the delayed SGB and AME application following the development of the pa-

ralysis ; further, patient age (38 years) and a busy work schedule contributed to the therapeutic delay. Treatment was ulti-

mately discontinued, but a medical malpractice suit was avoided due to patient understanding.

Many instances of inferior alveolar neuroparalysis can be attributed to nerve damage in the mandible as a result of tooth re-

moval. Therefore, an assessment of treatment efficacy requires careful observation of blood flow increases in the mandible

and the mandibular canal in addition to thermography. Our department is also capable of blood flow measurements in the

peripheral dental pulp, and future combinations of such methodologies with conventional therapies is desirable in order to ac-

commodate long−term inferior alveolar neuroparalysis. There are several reports of successful steroid therapy in similar cases

(Seo et al., 2004). To improve sensory function, immediate hospital admission at the time of symptom development, admini-

stration of short−term concentrated therapy, application of laser irradiation and near−infrared exposure, all in combination with

steroid therapy appear desirable. Many dentists will require instruction in there novel therapeutic strategies.

Conclusion

Measurement of the skin surface temperature via thermography were effective in the diagnosis and prognosis predictions in

cases of inferior alveolar neuroparalysis following tooth removal. Five months after the development of paralysis, SGB and/

or AME therapy was conducted for 20 months with the cooperation of the family dentist ; subsequently, paralysis symptoms

improved. An early start of SGB therapy is desirable to promote iatrogenic peripheral nerve damage treatment and to avoid

intractability.
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緒 言

顎関節における変型性関節症（Osteoarthritis , OA）

は，関節軟骨，関節円板などの退行性変性から関節軟骨

の破壊と同時に骨・軟骨のリモデリングをきたし，関節

形態が変化する疾患で，退行性関節疾患（DJD：degen-

erative joint disease）とも呼ばれる．

一般に変形性関節症は，関節表面に加わる負荷（おも

に剪断力）と負荷に耐える能力やリモデリングによる代

償との平衡関係がくずれるのが原因と考えられている．

特に，顎関節における変形性関節症では円板障害を伴わ

ないそれが比較的稀であることから，円板障害に継発す

る関節負荷の増大と滑膜炎が引き金になると考えられて

いるが，個々の症例の発症および増悪を制御している因

子については不明である．

最近，顎関節症患者の顎関節滑液を用いた生化学的分

析から，顎関節でも身体他部の滑膜関節と同様に，サイ

トカインIL−1β，TNF−αが関節破壊に重要な役割を果た

していることが示されている（Kubota et al . , 1997 ;

Yamamori et al., 2000）．

〔システマテックレビュー〕

変形性関節症に関連する遺伝子多型についてのシステマティックレビュー

金澤 香，柴田 考典

北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座

Systematic review of polymorphisms related to osteoarthritis

Kaoru KANAZAWA and Takanori SHIBATA

First Department of Oral and Maxillofacial Surgery, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Abstract

Osteoarthritis (OA) is the complex multifactorial disease of which the etiology is not yet well defined, and recently increas-

ing attention has focused on the genetic risk factors of OA. The purpose of this study was to analyze the published literature

on the association between genetic polymorphisms and OA by a systematic review method.

Papers published from 1995 to March 2005 with the keywords cytokines, polymorphisms and OA, as well as papers among

the references in these papers were obtained from Plumbed. The inclusion criteria were papers on the relationship between ge-

netic polymorphisms of the Interleukin (IL)−1, IL−1 receptor antagonist (RA), or the Tumor Necrosis Factor (TNF)−alpha and

OA, and the paper includes retrospective studies that compare the prevalence of genetic polymorphisms of OA and healthy

controls. Studies with fewer than ten subjects were excluded. Only three papers met the selection criteria, and these were re-

viewed. Evidence−based medicine data tables were drawn for each of the three papers respectively. There were significant dif-

ferences (P=0.0007) in the frequencies of the T allele of IL−1β C3954T in the genetic polymorphism between OA patients

with total hip or knee replacement and healthy controls.

The evidence from the articles reviewed indicated a statistically significant correlation between OA and some specific poly-

morphisms of IL−1, but some of the reports showed bidirectional results. Further rigorous studies based on well−defined dis-

ease and control criteria will be required to contribute to the prevention and management of OA.

Keywords：Cytokine, Polymorphism, Osteoarthritis, Interleukin−1 (IL−1) , Interleukin−1 receptor antagonist (IL−1RA)
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これらシグナル伝達タンパクにおいては遺伝子多型が

多く，それらが変形性関節症の発症あるいは増悪に関与

しているとの報告がある（Smith et al., 2004 ; Stern et al.,

2003）．

そこで本研究では，変形性顎関節症の発症あるいは増

悪に関与している遺伝子多型を探索することの一助とす

るため，まず変形性関節症の発症あるいは増悪に関与し

ている遺伝子多型を推定するため，メタアナライシスを

行った（丹後，２００２）．

方 法

１．一次検索

１９９５年から２００５年３月までのPub Medデーターベース

を用い，キーワードとしてCytokines（cytokines.mp．あ

るいは exp * CYTOKINES）， Polymorphism（ polymor-

phism. mp．またはexp *POLYMORPHISM, RESTRIC-

TION FRAGMENT LENGTHまたは exp * POLYMOR-

PHISM, SINGLE−STRANDED CONFORMATIONALまた

はexp *POLYMORPHISM, GENETICまたはexp *POLY-

MORPHISM, SINGLE NUCLEOTIDE），OA（exp *OS-

TEOARTHRITIS, HIPまたはosteoarthritis.mp．またはexp

* OSTEOARTHRITISまたは exp * OSTEOARTHRITIS ,

KNEE）を選択し，記述用語が英語，かつ研究対象がヒ

トに限定して検索を行った．

２．二次選択

検索された論文の二次選択の基準として，以下の４条

件を設定し絞り込んだ．

１）OA診断基準が明示されていること

２）IL−1，IL−1RA，あるいはTNF−αの遺伝子多型の

解析がなされていること

３）健常者対照群の設定があること

４）対象患者数が１０名以上であること

３． 抽出論文の評価と解析

選択された文献をevidence−based medicine data table

（以下EDTと略す）を用いて評価した（森實，２００４）．

EDTの主な項目は，仮説，疾患，診断法，症例群や対照

群の総数，男女比，年齢，結果，結論とした．

なお，各論文中遺伝子型の頻度についてのみ検討し，

アレル頻度についての検討を加えていない論文について

は，遺伝子型の頻度をアレル頻度に換算した上で，さら

に統計処理を実施した．

４．統計処理

統計処理にはΧ２独立性の検定法を適応し，P＜０．０５を

もって有意差ありと判定した．

結 果

１．一次検索

Pub Medによる一次検索でCytokines，Polymorphism，

OAを選択したところ，それぞれ１５０，５９６件，６３，７７３件お

よび１３，０９５件が抽出され，３キーワードの複合により１４

件が抽出された．抽出された１４論文は，すべて症例対照

研究であった．さらに，記述用語を英語，かつ研究対象

をヒトに限定しても抽出件数に変化はなかった．つい

で，これら１４論文のフルテキストを入手し以下の検討を

行った．

２．二次選択

二次選択によって，３論文（Stern et al., 2003 ; Lough-

lin et al., 2002 ; Moos et al., 2000.）が抽出された．除外

論文の内訳は，診断基準の不明示（１編），異なるサイ

トカイン遺伝子多型の検索（８編），対象患者数の不足

（２編）であった．

３．EDT

抽出された３論文について，それぞれEDTを作成した

（表１，２，３）．

４．評価・解析結果

１）IL−1α多型

C−889Tにおいてマイナーアレルを持つ健常者と膝関

節全置換OA患者との間でP＝０．０３を示していた（Lough-

lin et al., 2002）が，遺伝子多型の記載がTからCへの一

塩基置換となっており信頼性に欠けた．

２）IL−1β多型

C3954T，G5810A，C−511T，C1423T，T1903C，C

5887Tの６多型について検索され，C3954TおよびG5810

Aについてのみ何らかの有意差を認める報告が認められ

た．

C3954Tでは，膝または股関節全置換OA患者群におけ

るTホモタイプが健常者群より有意に大きな値を示して

いた（P＝０．０００６２）という報告（Moos et al., 2000）

と，膝および／または股関節全置換OA患者と健常者間

において，Tアレル数に有意差はなかった（P＝０．８３）

とする相反する報告（Loughlin et al., 2002）がある．そ

こで，膝または股関節全置換OA患者に限定し，アレル

頻度に換算し再計算を行ったところ．Moosら患者群で

はTアレルが健常者群より有意に多かったが（P＝

０．０００７），Loughlinらの患者群および両者を合算した患

者群では，ともに健常者群と差が見られなかった（P＝

０．７６，およびP＝０．４３）．

また，Moosらは膝または股関節全置換OA患者群をさ

らに軟骨細胞のTNF−α産生能の高低により２群に分
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番号 ＃１
疾患／病態 糜爛性手関節 非糜爛性手関節
疾患／病態の診断法 American college of rheumatology Clinical Criteria

民族性 白人
採用基準 OA, IL−1β polymorphism，健常者の対象有り，対象患者数１０名以上
除外基準 なし
総症例数 ６８（糜爛性２６人，非糜爛性４２人）
男性／女性 １４／５４（糜爛性５／２１，非糜爛性９／３３）
年齢：中央値、範囲 （糜爛性 男７３±６．６ 女７１±７．１ 非糜爛性 男６９±６．４ 女６５±１０．８）平均±SD

対照群症例数 ５１
男性／女性 ６／４５
年齢：中央値、範囲 男（７２±６．７）女（６９±１０．０）

マッチング（有意差のある項目） IL－１B５８１０AA統計学的に糜爛性hand OAのグループと関係があった．相対危険度３．８p＝０．００７．これはまた糜爛
性と非糜爛性OAのグループでも関連があった（相対危険度４．０１p＝０．００８）

結果 IL−1A−889，IL−1B5887，IL−1B1903，IL−1B5810，IL−1B1423，IL−1RN8006，IL−1RN VNTR，IL−1RN11100を検
索した．hand OAのグループと関係があった。相対危険度３．８P＝０．００７ これはまた糜爛性LI−1B5810遺伝子型では
ハーディーヴァインベルク平衡ではなかった．IL−1B5810AA遺伝子型は統計学的に糜爛性と非糜爛性OAのグルー
プでも関連があった（相対危険度４．０１p＝０．００８）

統計学的解析法 chi−square tests

結論 糜爛性hand OAとアメリカ白人のIL−1B5810SNPを含むゲノム領域において関連の統計学的証拠を示す．これは，
hand OAの重篤度表現型の病因におけるIL−1の潜在的役割をサポートする．糜爛性手関節OAと健常者で，IL−1β
5810とは関連がある．

番号 ＃２
疾患／病態 股関節，膝関節
疾患／病態の診断法 臨床的な評価，代謝的な原因はのぞく，患者は関節置換術経験あり
民族性 Caucasian

採用基準 OA, IL−1β polymorphism，健常者の対象有り，対象患者数１０名以上
除外基準 なし
総症例数 ５５７ OA CASE THR total hip replacement（３９０），TKR total knee replacement（１３６），THR&TKR（３１）
男性／女性 （３４２／２１５）THR（１４６／２４４），TKR（５８／７８），THR&TKR（１１／２０）
年齢：中央値、範囲 男７４（６１－８８）女７２（５６－９０）平均（range）

対照群症例数 ５５７（２１５W，３４２M）
男性／女性 （３４２／２１５）
年齢：中央値、範囲 男７４（６１－８９）女７１（５９－８８）平均（range）

マッチング（有意差のある項目） ４SNPs（IL−1RN9589，IL−1A−889，IL−1B3954，IL−1B5810）

結果 IL−1A−889，IL−1B3954，IL−1B5810，IL−1B−31，IL−1B−511，IL−1RN VNTR，IL−1RN9589，IL−1RN11100を検索
した．IL−1B−31と−511，IL−1RNA9589とVNTRは完全連鎖していた．膝関節（１３６）と，男性膝関節（５８）につい
て有意差を認めた．

統計学的解析法 chi−square tests

結論 IL−1リガンドは，男性の膝関節OAの罹病率に関係がある．

番号 ＃３
疾患／病態 膝関節，股関節
疾患／病態の診断法 臨床的な評価，代謝的な原因はのぞく．患者は関節置換術経験あり
民族性 白人
採用基準 OA, IL−1RA, IL−1β polymorphism，健常者の対象あり，対象患者数１０名以上
除外基準 なし
総症例数 関節置換術経験があるhip or kneeのend stage OA患者６１人
男性／女性 記載なし
年齢：中央値、範囲 記載なし

対照群症例数 ２５４
男性／女性 記載なし
年齢：中央値、範囲 記載なし

マッチング（有意差のある項目） IL−1β3954， IL−1RA VNTR

結果 IL−1β3954では，アレル１ホモは，コントロールで６１％，OAで４２％．アレル２ホモは，コントロール５％，OAで
２０％．P＝０．０００６２ オッズ比５．６８７ ９５％区間（２．１２－１５．２６）IL−1β3954では，軟骨細胞の低TNF−α産生能グルー
プにおいて，Cアレルを持つ者とTアレルをもつものとにP＝０．００９６で有意差あり．IL−1RA VNTRでは，軟骨細胞
の高TNF−α産生能グループにおいて，２回繰り返し配列をもつ割合が高い（p＝０．００５８）

統計学的解析法 chi−square tests

結論 IL−1β多型（３９５４）とTNF−α high（－３０８）のphenotype，IL－１RA多型（VNTR）とTNF−α lowのphenotypeの間に
はOAにおいて関連がある

Society of Health Sciences University of Hokkaido 24� 2005

表１ EDT Stern et al.,２００３．

表２ EDT Loughlin et al.,２００２．

表３ EDT Moos et al.,２０００．

１０１

（１０１）
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け，低産生能患者群では健常者群よりTTおよびTCの発

現頻度が有意に高かった（P＝０．００９６）と報告してい

る．

G5810Aでは，手関節にエロージョンを認めるOA患者

群においてハプロタイプのうちホモタイプAAのみが，

健常者群より有意に高い値を示した（P＝０．００７）（Stern

et al., 2003）という報告がある一方，膝かつ／または股

関節全置換OA患者群のAアレル頻度は健常者群と差は

なかったとする報告もあった（P＝０．８０）（Loughlin et al.,

2002）．そこで，アレル頻度の再計算を行ったところ，

Sternらの患者群においても有意差は認められなかった

（P＝０．０７８４）．

３）IL−1RA多型

T8006C，T11100Cの多型について検索されていた

が，いずれも有意差は認められなかった．

IL−1RA VNTR（variable−number of tandem repeats）に

ついては，Loughlinら，Moosら，およびSternらは，各

患者群と健常者群との間で有意差は認められなかったと

述べている．

なお，Moosらは軟骨細胞の高TNF−α産生能グループ

の膝または股関節全置換OA患者群では，２回繰り返し配

列を持つ頻度が健常者群と比べて有意に高い（P＝

０．００５８）と報告している．

４）TNF−α多型

TNF−α G−308Aは，膝または股関節全置換OA患者群

と健常者群の間に有意な関連性は認められなかった

（Moos et al., 2000）．（表４）

考 察

１．遺伝子多型について

ヒト遺伝子の塩基配列は個人ごとに多部位で差異があ

り，一般に，この違いを遺伝子多型と呼ぶ．全人口中

１％以上の頻度で存在する塩基配列の差異を，遺伝子多

型と定義している．これら遺伝子多型には以下のような

種類がある．

１）１個の塩基（C，T，A，G）が他の塩基に置き換

わっているもの（single nucleotide polymorphism, SNP）

で，一般に数百から一千塩基対に約１か所の割合で存在

し，全ゲノムでは３００万～１０００万個のSNPがあるとされ

ている．

２）１塩基から数十塩基の欠損や挿入があるもの

３）２塩基から数十塩基の配列が一つの単位を構成

し，それらが繰り返し発現する部位において，その繰り

返し回数が個々で異なるもの．１単位が数塩基から数十

塩基のものをVNTR，１単位が２から４塩基のものはマ

イクロサテライト多型と呼ばれている．

これら遺伝子多型は，疾患の発症を決定する因子では

なく，疾患の易罹患性を高めたり，病態の継続や進行に

関与する危険因子として作用するものがあることが知ら

れている．特に，糖尿病，高血圧，肥満，などの生活習

慣病の場合には複数の危険因子の重複により易罹患性が

遺伝子多型 文献 患者
多型なし／あり

対照
多型なし／あり

IL－１β C３９５４T

＃２－１ 膝または／かつ股関節症患者
８４２／２６０ ８４１／２６７ P＝０．８３

＃２－２ 膝または股関節症患者
７９５／２４５ ８４１／２６７ P＝０．７６

＃３ 膝または股関節症患者
５５／３５ ３６８／１０４ P＝０．０００７

（＃２－２）＋（＃３） ８５０／２８０ １２０９／３７１ P＝０．４３

IL－１β G５８１０A

＃１－１
エロージョンがある
手関節症患者のみ

２６／２６
６６／３６ P＝０．０７８

＃１－２ 手関節症患者
８１／５５ ６６／３６ P＝０．４２

＃２ 膝または／かつ股関節症患者
６９１／３９９ ７０８／３９８ P＝０．８０

（＃１－２）＋（＃２） ７７２／４５４ ７７４／４３４ P＝０．５７

IL－１RA VNTR
４回配列／その他

＃１ 手関節症患者
９０／４６ ６７／３３ P＝０．８６

＃２ 膝または股関節症患者
７６３／２６３ ７９５／３１５ P＝０．１５

＃３ 膝または股関節症患者
７２／２０ ３５８／８０ P＝０．４４

計 ９２５／３２９ １２２０／４２８ P＝０．８６

Kaoru KANAZAWA and Takanori SHIBATA／Systematic review of polymorphisms related to osteoarthritis

表４ 解析結果

＃１ Stern et al.,２００３． ＃２ Loughlin et al.,２００２． ＃３ Moos et al.,２０００

１０２

（１０２）
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異なる．変形性関節症は生活習慣病の一つと考えられる

ことから，遺伝子多型の影響を受け易罹患性が異なるこ

とが予測される．

２．方法について

一次検索では，データーベースとしてPub Medを用

い，１９９５年から２００５年３月までの期間，３キーワード

（Cytokines, Polymorphism, OA）の複合により１４件が抽

出された．なお，前述のキーワードにTMJを追加した場

合には，該当論文はなかった．

また，１９８５年から１９９４年までの期間で同様の検索を行

ったところ，該当論文は皆無であった．

今回の検索では，Bogardusら（1999）に基づき１０例以

上を採用したが，最近の悪性腫瘍に関する遺伝子多型の

解析では症例および対照それぞれ最低２００症例以上，計

４００症例以上が必要とされる傾向がある（湯浅

ら，２００３）．今後の遺伝子多型研究では，研究サンプル

サイズをより大きなものにすることが必要となるであろ

う．

また，すべての選択基準に該当したのは３論文と少な

く，すべての研究が白人を対象として行われていた．蒙

古人種におけるOA患者のサイトカイン遺伝子多型の研

究および顎関節OAに関する同様の研究は，われわれが

渉猟した限りでは報告されていない．

３．OA関連遺伝子多型について

IL−1β C3954T，G5810A，およびIL−1RA VNTRにつ

いてメタアナライシスを行った結果，IL−1β C3954Tの

みがOA発症と有意に関連があると考えられた．しか

し，この遺伝子多型をもつOA患者群と健常者群の間に

OA発症について有意差を認める報告がある一方で相反

する報告もあり，これらの症例を合算し解析したとこ

ろ，患者群と健常者群においてOA発症に有意な差は認

められなかった．これはIL−1β C3954TがOA発症に関与

していると仮定しても，この多型がOA発症の危険因子

としての寄与率が低いためと考えられた．

また，IL−1β G5810Aについては，OA発症に関連する

という報告とないとする相反する報告があり，この多型

単独ではOA発症の危険因子としての寄与率が低いこと

を示唆していると思われる．

IL−1RA VNTRはいずれも各患者群と健常者群との間

で，OA発症に差はみられなかった．

なお，IL−1β C3954T，IL−1RA VNTRについて，軟骨

細胞のTNF−αの産生能の高低により患者群を分けた場

合，健常者群との間にOA発症に有意差がみられたとい

う報告は，OA発症に関する危険因子として複数の遺伝

子多型が関与していることを示唆する傍証ではないかと

考えられた．

以上より，OA発症に関する危険因子としてIL−1β C

3954Tを始めとする複数の遺伝子多型が関与しているも

のと考えられた．

結 語

顎関節OAの発症あるいは増悪に関与している遺伝子

多型を探索するため，OA発症あるいは増悪に関与して

いる遺伝子多型の推定を目的としてメタアナライシスを

行った．データベースPub Medより１４論文を選択し，二

次選択基準より抽出された３論文について，評価し解析

を行った．

その結果，各文献における遺伝子多型をアレル頻度に

換算したところ，OA発症の危険因子としてIL−1β C3954

Tが何らかの関与を果たしていることが判明した．ま

た，OA発症の危険因子として複数の遺伝子多型が関連

している可能性が示唆された．

以上より，顎関節OAの発症においても，危険因子と

してIL−1β C3954Tを含む複数の遺伝子多型の関与の可

能性が考えられた．
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脳血管障害によって口腔機能に障害をきたし、構音障

害や嚥下障害を生じることがあります。構音障害や嚥下

障害のリハビリテーションにおいては歯科医師の協力が

不可欠であると考えます．言語聴覚士の立場からその必

要性について述べさせていただきます．

構音障害について

軟口蓋が麻痺すると鼻から息がもれてしまい「かきく

けこ」が「はー，いー，ふー，へ，ふぉー」といった声

になってしまいます．この対応法として，軟口蓋挙上装

置（palatal lift prosthesis）を使用します．これを装着す

ることによって軟口蓋機能を代償，賦活化し，構音障害

の改善をはかります．使用するのはできるだけ早い時期

がよいと考えています．言語聴覚士が依頼を躊躇してい

ることもあって，関心を持っていただける先生が少ない

と感じています．

嚥下障害について

口腔機能の保全が全身の健康に与える影響について解

明されつつある現在，歯科医師にも摂食・嚥下障害のリ

ハビリテーションに関心を持っていただきたいと考えま

す．なかでも在宅の嚥下障害者の診断，評価について協

力していただきたいと思います．

診断，評価の有力な方法として内視鏡検査（Videoen-

doscopy : VE）があります．現在は耳鼻咽喉科医やリハ

ビリテーション科医が主に行っていますが，口腔ケアの

指導も考慮しますと，歯科医師にも積極的に行っていた

だきたいと考えます．

内視鏡検査は，以下の利点があります．いつでも，ど

こでも，繰り返し行える．Ｘ線被曝の心配がない．必要

に応じて長時間の観察が可能である（嚥下反射が遅延し

ていて嚥下が起るかわからない症例でも，安心して観察

を続けることができる）．咽喉頭の運動・知覚がわかり

やすい．模擬食品を作る必要がない．

今後，構音障害や嚥下障害の方に対して歯科医師と言

語聴覚士が良好な協力関係を築いていければと考えてい

ます．

［学会記録Ⅰ］

第２３回東日本歯学会学術大会 定例講演会

『脳血管障害患者と口腔機能』

医療法人 禎心会病院 リハビリテーション部
副部長 小橋 透 先生

１０５

（１０５）
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レーザーマイクロダイセクション法による味蕾NeuroDの検出

○鈴木 裕子＊，武田 正子＊，溝口 到＊＊

＊北海道医療大学歯学部口腔解剖Ⅱ講座，＊＊北海道医療大学歯学部矯正歯科学講座

【目的】レーザーマイクロダイセクション装置（ライカASLMD）

を用い，味蕾よりRNAの抽出を試みた．

【方法】マウス舌有郭乳頭の凍結切片を作製し，味蕾をレーザーで

上皮より切り取った．回収した微量サンプルからAGPC法にてRNA

を抽出しRT−PCR法によりNeuroDの発現を調べた．

【結果および考察】塩基性へリックス・ループ・へリックス型転写

因子は神経細胞の分化決定と促進に働く．その一つであるNeuroD

は嗅上皮では嗅細胞の前駆細胞と未熟嗅細胞に発現し，樹状突起と

軸索の伸長を促進させる．Mash1，Neurogenin1は前駆細胞に発現し

分化決定因子として働き，これらのKOマウスではNeuroDは発現せ

ず，嗅細胞への分化がストップする．一方，味蕾では基底細胞から

Ｉ，Ⅱ，Ⅲの各細胞型がそれぞれ分化すると推測されているが，前

駆細胞に相当する基底細胞にこれらの転写因子は発現しない．神経

終末との間にシナプス構造を有するⅢ型細胞にはMash1が発現する

ことが報告されている．Ⅱ型細胞はシナプスを持たないが，味覚受

容体が発現することがわかってきた．われわれは主に免疫組織化学

によりⅡ型細胞にNeuroDが発現することを示し，上皮由来である

味蕾はパラニューロンの性質を持つため，神経組織である嗅上皮と

同様，NeuroDが分化に働くと考えたがin situ hybridization法では検

出できなかった（Suzuki et al . , Cell Tissue Res . , 307 : 423-428,

2002）．窒素UVレーザーにより，組織の損傷なく微小部分を切り抜

くことができるマイクロダイセクションで味蕾を切り抜き，味蕾約

１０個分の組織からRNAを抽出し，PCR（５０cycle）によりNeuroDの

発現を確認することができた．

口腔がんおよび前がん病変におけるp15, p16のCpG islandメチレーションについて

○竹嶋麻衣子＊，安彦 善裕＊，西村 学子＊，山崎 真美＊，倉重 圭史＊，中村寿実子＊，草野 薫＊＊＊＊＊，
永易 裕樹＊＊＊＊＊，荒川 俊哉＊＊，田隈 泰信＊＊，太田 亨＊＊＊，千葉 逸郎＊＊＊＊，賀来 亨＊

＊北海道医療大学歯学部口腔病理学講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔生化学講座，
＊＊＊北海道医療大学個体差健康科学研究所，＊＊＊＊北海道医療大学歯学部口腔衛生学講座，

＊＊＊＊＊北海道医療大学歯学部口腔外科学講座

【目的】がんにみられるエピジェネティックな変化の一つにCpG

islandのメチル化がある．癌抑制遺伝子であるp15, p16のCpG island

に高メチル化があることで，これらの機能が抑制され，発がんに関

与するとの報告がある．口腔がん，および前がん病変でのp15, p16

CpG islandのメチル化については未だ不明な点が多い．本研究で

は，Sri Lankaでのbetel−quid chewerにみられた口腔がん，および口

腔前がん病変でのp15, p16 CpG islandのメチル化の有無について検

索した．

【方法】上皮異形成でmild dyplasia（MD），severe dysplasia（SD）と

診断されたものと口腔扁平上皮癌（OSCC）の症例を用いた．通法

に従いパラフィン切片を作製し，病変部からDNAを抽出した．P15,

p16のメチル化の検索はMSP法（Herman et al. Proc. Natl. Acad. Sci.

USA，１９９６）により行った．

【結果および考察】MD，SD，およびOSCCの一部にp15, p16 CpG

island のメチル化が認められたが，正常粘膜では認められなかっ

た．また，p16のメチル化は病変間の頻度に有意差は認められなか

ったが，p15では，SDで有意に高頻度のメチル化がみられた．以上

のことから，betel−quid chewerの口腔がんの発生にp15, p16 CpG is-

landのメチル化の関与することが示唆された．

［学会記録Ⅱ］

東日本歯学会第２３回学術大会 一般講演抄録
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Porphyromonas gingivalisのバイオフィルム形成能の検討

○鎌口 有秀，宮川 博史，中澤 太
北海道医療大歯学部口腔細菌学教室

【目的】Porphyromonas gingivalisは成人性歯周炎の主病原細菌の１

つとされ，その進行に伴い歯肉縁下歯垢中で増加することが報告さ

れている．近年，本菌種のバイオフィルム形成能が重要な病原因子

の１つとして注目されているが，その詳細は不明である．今回は，

black−pigmented P. gingivalis ATCC 33277（親株）から継代培養に

より得られたnon−pigmented P. gingivalis np−4（変異株）を用い

て，そのバイオフィルム形成能について親株のそれと比較検討した

ので，その成績を報告する．

【方法】親株をGAM半流動寒天培地にて継代し，血的寒天培地に

塗抹，培養後，出現する非黒色コロニーを分離し，変異株とした．

親株および変異株はyeast extract，hemin，menadione添加tryptic soy

broth（TYHM）にて嫌気培養した．バイオフィルム形成能は96

wellプラスチックプレートに各菌液を接種し，嫌気培養後，クリス

タルバイオレット染色性で表した．

【結果および考察】親株を約２０回継代することにより，非黒色コロ

ニーが出現した．この中の１つをnp−4とした．プレートの種類に

より多少の差異は認められるが，np−4は親株に比較し，肉眼的に

も明らかに弱いバイオフィルム形成能を示した．また，np−4の菌

体表層の アルギニン特異的システイン・プロテアーゼ（Rgp）活性

は低いが，培養上中のRgp活性は親株のそれに比較して数倍高いこ

とが判明した．本菌の黒色化に関与する因子として，RgpのC末に

あるアドヘジンドメインのHgp15の関与が指摘されている．np−4は

菌体表層にRgpとアドヘジンドメインの複合体を保持する何らかの

成分の遺伝子に変異が起き，その結果バイオフィルム形成能が低下

したと推測された．また，np−4の線毛形成性は現時点では不明で

あるが，本菌のfimA変異株のバイオフィルム形成能が親株のそれ

と差異がないことより，np−4のバイオフィルム形成能の低下と

fimA線毛の関連性はないものと考えられた．

以上のことより，本菌のバイオフィルム形成にはRgpとアドヘジ

ンドメイン複合体を含む種々の物質が関与することが示唆された．

ニコチンによるβディフェンシン発現量の変化と，インヒビターによるそのpathwayの検索

○中村寿実子＊，安彦 善裕＊，倉重 圭史＊，西村 学子＊，山崎 真美＊，
竹嶋麻衣子＊，荒川 俊哉＊＊，田隈 泰信＊＊，賀来 亨＊

＊北海道医療大学歯学部口腔病理学講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔生化学講座

【目的】βディフェンシン（hBD）は，主に上皮細胞に発現してい

る抗細菌性蛋白である．hBD−1は，恒常的に発現し，hBD2と3は，

炎症性刺激により発現が誘導され，いずれも上皮細胞の細菌感染防

御機構に関与している．ニコチンはタバコを介して口腔粘膜に悪影

響をおよぼし，歯周炎や口腔がんの誘発に関与していることが知ら

れている．ニコチンのhBD発現に対する影響については明らかにさ

れていない．本研究では，ケラチノサイトであるHaCaT細胞に，ニ

コチンを添加しhBD−1，−2，−3の発現変化を観察し，その時の細

胞内のpathwayについて検索した．

【方法】HaCaT細胞を１０％FBS含有DMEMにて培養し，ニコチンを

２．５，５，１０，２５µg／ml添加した．４，８，１２，２４，４８時間後にRNA

を抽出し，hBD−1，−2，−3の発現量変化をRT−PCR法とTaqMan

probeを用いたreal−time PCR法で行った．この時の細胞内のpathway

を明らかにするために，それぞれの経路のインヒビターであるSB

203580，MG132，PDTCを添加し，同様にhBDmRNAの発現変化を

検索した．

【結果および考察】HaCaT細胞にニコチンを添加したところ，濃度

および時間依存的にhBD−1，−2の発現の上昇することが明らかにな

った．この中で，特にhBD−1の発現が著明であった．これらの発現

のpathwayにはp38およびNF−kBの関与していることが明らかとなっ

た．以上のことから，口腔粘膜上皮では，発がんイニシエーターと

なるニコチンによりhBDsが上昇することにより，プロモーターと

なりうる細菌感染を回避して，発がんに対する防御機構を担ってい

るものと考えられた．

本学歯学部附属病院地域支援医療科活動報告 第４報

○松原 国男＊，越野 寿＊，＊＊，平井 敏博＊，＊＊，吉野 夕香＊＊＊

＊歯学部附属病院地域支援医療科，＊＊歯学部歯科補綴学第１講座，＊＊＊歯学部附属病院事務部

本学歯学部附属病院は地域からの要望に応えるべく，平成１２年１１

月に「地域支援医療科」を新設し，訪問歯科診療室所属の歯科医師

と各科・部署の担当者が診療にあたる体制を整備した．

今回は，平成１６年１月から１２月末までの「地域支援医療科」とし

ての活動について報告する．

１．訪問歯科診療の実績

訪問診療を実施した患者数は１１４名（平成１５年同期間：１３５名）で

あり，延べ訪問診療回数は１１４４回（平成１５年同期間：１０８５回）であ

った．訪問先については，高齢者施設が５３０回（４６％）で最も多

く，居宅が４１４回（４６％），入院中の医科病院が２００回（１７％）であ

った．訪問先の地域別分布では，当別町が２６７回（２３％），江別市が

２４９回（２２％），厚田村が５２４回（４６％），月形町が２７回（２％），札

１０７
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幌市北区が６回（０．５％），岩見沢市が６３回（５．５％），空知郡北村が

８回（０．７％）であった．施設の訪問回数については，当別町が減

少し，厚田村が顕著に増加した．当別町の減少は去年，今年と定期

的な啓発活動を行わなかったことが挙げられる．厚田村の増加は新

たに往診を開始した障害者施設が増えたためである．またそれに伴

い，歯科医師２人の体制とした．

２．地域住民への啓発活動

地域住民に対して，疫学調査を含む研究結果をもとに口腔・顎・

顔面領域の機能を概説し，顎口腔系機能の全身の健康維持に果たす

役割の重要性を啓発するための活動として，講演会への講師派遣は

２回であった．

３．歯の健康プラザの開設

当別町によって立案された「みんなでつくろう健康とうべつ」と

いう健康推進計画の推進に対して，本学は，「当別町二万人歯の健

康プロジェクト」を立ち上げ，歯科健診の実施や保健支援活動に加

えて，種々の職能団体や高齢者サークルでの講演会などを実施し，

町民の口腔の健康の維持・増進に関する種々の啓発活動を行ってい

る．その一環として，ＪＲ当別駅前の店舗スペースを借り受け，

「歯の健康プラザ」を開設した．

今後も，「地域支援医療科」としては，「治療」の観点からの訪問

歯科診療と，「予防」の観点からの啓発活動に対して，さらなる積

極的な取り組みが必要であると考える．

患者の相談記録から見た患者ニーズとその対応

○吉野 夕香＊，越野 寿＊＊

＊北海道医療大学医療管理部センター事務課，＊＊北海道医療大学歯学部附属病院地域支援医療科，
＊＊＊北海道医療大学歯学部歯科補綴学第１講座

近年，患者中心の総合的な医療が求められており，その対象は疾

患のみならず，患者個人やその権利に焦点が当てられている．我々

は，附属病院において医療相談を受けた事例から，患者と医療者の

良好な関係を維持する方策を探っている．今回は，２つの事例を中

心に検討を行ったので報告する．

平成１４年６月以降，直接患者から，または院内スタッフからの依

頼で対応した相談３６件（電話１７，直接面談１９）の傾向について分析

した．相談の内訳は，「専門的な医療技術の要求」８件，「苦情や不

満の訴え」１１件，「受診援助」，相談者の性別は，男性８件，女性２８

件，相談者分類は，一般１９件，医療関係１０件，施設４件，福祉事業

所２件，行政１件で，相談者の居住地域は当別町９件，石狩市，岩

見沢市各３件，江別市，月形町，浦臼町各２件で，本院受診者地域

分布と近い傾向であった．他に，札幌市からも８件あった．相談を

受けた時間帯は，午後３時頃に集中し，１件あたりの所要時間は，一

件あたり１５．７分であった．

事例１：経済的理由から肺がんの検査を拒否

医師による相談担当への連絡が福祉ニーズの発見となり，行政の介

入を含む地域全体での援助が実現し，受診に至った．

事例２：施設入所で訪問歯科を利用している患者の家族からの受診

内容への不信

進行する病変による状況変化から，治療計画を見直す必要性が生

じた．意思表示困難な患者にしばしば起こる事例で，より高度な洞

察力が求められ，生活ケアスタッフとの連携が重要であることが明

らかとなった．

医療機関は，受診に係る相談，調整にもリスクを抱える．しか

し，そのリスクが放置された場合，患者に，①保健・医療・福祉サ

ービスからの逸脱②その質の低下③福利の破綻といった影響を及ぼ

す恐れがある．したがって，患者の生の声に耳を傾けることに努

め，「何をリスクと考えるか」という医療機関の姿勢や組織的な取

組みが必要となる．このことは，患者ばかりか医療機関の安全確保

にも繋がるため，医療者のリスクコスト抑制も期待される．よって

患者に適切に医療に参加してもらうためには，同一の疾病でも，患

者一人ひとりの背景を理解したアプローチ方法での多角的な働きか

けが求められる．

今回の分析結果から，生活背景等の問題解決が円滑な受診行動に

繋がることが明らかになり，今まで以上に患者の立場に立ったコミ

ュニケーションによって，患者に安心した受診の機会を提供できる

ことが示唆された．

系統的関節疾患と遺伝子多型に関するシステマティックレビュー

○金澤 香，柴田 考典
北海道医療大学歯学部口腔外科学教室

【目的】顎関節における変型性関節症（OA）は，関節円板前方転

位に継発する二次性OAがほとんどであり，それに移行する機序に

ついては不明である．最近の顎関節症における疫学調査の結果，顎

関節滑液分析の成果から「顎関節におけるOAの発生機序は，他関

節のOAのそれと同様である可能性が高いと考えられる」．そこで本

研究では，系統的関節疾患のうちOAの発生機序に関与している遺

伝子多型についてメタアナライシスを行い，顎関節のOAの機序に

関与する遺伝子多型を推定することを目的とした．

【方法】１９９５年から２００４年までのMedlineデーターベースを用い，

Cyotokines，Polymorphism，OAをキーワードとして抽出された１４論

文を対象とした．それら抽出論文について，OA診断基準の明示，

Iterleukin−1（IL−1），Interleukin−1 receptor antagonist（IL−1RA），

Tumor necrosis factor−α（TNF−α）についての遺伝子多型の検索，

健常者対照群の設定，対象患者数が１０名以上の４条件をもとに二次

選択を行い，それらについて内的，外的妥当性の評価を行った後，

解析を行った．

【結果および考察】二次選択より３論文が抽出され，これらについ

てEBMデータテーブルを用いて評価し解析を行ったところ，複合

症例では，どの遺伝子多型についても有意差を認めなかった．各文

献における遺伝子多型をアレル単位に換算したところ，IL−1 βC
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3954TとOA発症の関係がp＝０．０００７で有意を示した．また，OA発症

には複数の遺伝子多型が関連している可能性が示唆された．

今後，顎関節OA患者および健常者における，OA関連遺伝子多型

IL−1βC3954Tの発現率を比較検討するとともに，複数の遺伝子多型

の検索を行う予定である．なお，DNAは頬粘膜SWAB法を用いて

抽出する予定である．

北海道医療大学歯学部附属病院における悪性腫瘍入院患者の臨床統計的観察

○冨岡 敬子＊，柴田 考典＊，有末 眞＊＊，武藤 壽孝＊，永易 裕樹＊＊，平 博彦＊＊，村田 勝＊＊，奥村 一彦＊

＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第２講座

【目的および方法】北海道医療大学歯学部附属病院病棟が，１９８０年

６月２日に２４床で使用開始されてから２００４年１２月末までの２４年間に

入院した悪性腫瘍患者８７例を対象に性別，年齢，紹介の有無，年間

当たりの症例数，合併疾患，原発部位，組織型，TNM分類，治

療，予後について調査・報告した．

【結果】１．性別は男性５７例，女性３０例．２．年齢は２８歳から８９歳

で平均は６４．５才であった．３．紹介の有無は，紹介「あり」７８例

（８９．７％）に対し「なし」９例（１０．３％）で，「紹介」７８例の内訳

は，歯科診療所４２例，他歯科口腔外科１３例，医科診療所６例，院内

４例，不明１３例であった．４．年間当たりの症例数は１～６例で，

最頻値は３例であった．５．合併疾患は５８例（６６．７％）でみられ，

循環器疾患２４例，代謝性疾患１８例（糖尿病１２例，高脂血症６例），

肝疾患７例，呼吸器疾患６例，脳血管障害５例，消化器疾患と他臓

器癌各３例であった．６．原発部位は「舌」３２例，「歯肉」３２例，

「口底」９例で，以下，「頬部」「口蓋」各４例，「耳下腺」「その他」

各２例，「上顎洞」「口腔粘膜」各１例であった．７．組織型は８７例

中，扁平上皮癌７０例，腺癌５例，悪性リンパ腫４例，悪性黒色腫２

例，粘表皮癌２例，不明４例であった．８．治療は７４例に実施し，

外科療法６４例（うち化学療法併用が４６例），化学療法単独８例，放

射線療法単独と放射線と化学療法の併用が各１例であった．９．

TNM分類：扁平上皮癌７０例中，一次症例は６４例で，そのうちTMN

分類を判定した症例は４６例（７１．９％）であった．その内訳は「T

2」２３例，「T4」１１例，「T3」７例，「T1」５例，いずれも「N0M0」

が最も多く，それぞれ２１例，６例，４例，５例であった．なお，

TMN分類を判定しなかった１８例中１７例は，１９９２年以前の症例であ

った．１０．予後：扁平上皮癌一次症例でTNM分類されている４６例

中，治療を行った４３例では，２００４年１２月末時点で生存２３例，死亡１４

例（原病死７例，他病死４例，不明３例），不明６例で追跡率８６％

であった．なお，１９９４年から１９９９年までに外科治療を行った２０例で

は，術後５年経過時点で生存１３例，死亡７例（原病死３例，他病死

４例）で，追跡率は１００％に向上していた．

臨床実習における本学CT装置の活用状況

○佐野 友昭＊，細川洋一郎＊，大西 隆＊，田中 力延＊，飯沼 英人＊，南 誠二＊＊，篠崎 広治＊＊＊，金子 昌幸＊

＊北海道医療大学歯学部歯科放射線学講座，＊＊みなみ歯科医院，＊＊＊しのざき歯科医院

【目的】平成１５年１０月，本学にCT装置が導入されてから１年以上

が経過した．CT導入の目的としては臨床的活用が主であるが，そ

の他に研究的活用と教育的活用も忘れてはいけない．特に，教育的

活用として歯学部学生に装置の構造，検査手順，そして，画像の読

影を理解してもらうことは臨床教育上重要であると考えられる．今

回我々は，平成１６年歯学部臨床実習生に初めてCT撮影実習を導入

したのでその活用状況について紹介することを目的とした．

【方法】対象は平成１６年度臨床実習の歯学部５年生である．CT実

習は木曜日の午前中に行った．撮像は断層厚２mm，管電圧１４０

kVp，管電流１３０mA，撮像方式はガントリー０度のスパイラルを基

本としたが，撮像上アーチファクトを避ける目的で任意の角度にガ

ントリーを傾斜させるコンベンショナルな単純CTも行った．撮像

実習に際して以下の点について配慮した．１）被験者全員に承諾書

を作成した．２）撮像範囲は必要細小範限とした．３）撮像した写

真は個々の班内だけで使用した．４）臨床上必要であるなら貸し出

しを行った．

撮像終了後，必要であるなら再構成画像を作成し，写真をプリン

トアウトした．CT写真は他の画像写真と比較し読影に供した．

【結果】実習期間中に撮像された被験者は実習参加者９０名（男性６９

名／女性２１名）中，２３名（男性２１名／女性２名）であった．１班当

たりの平均は２．７名，１班で最高４名，最低１名であった．部位別

では上顎洞１２件，上顎智歯２件，下顎智歯１２件，顎関節１件であっ

た．

【考察】臨床実習におけるCT実習は，装置の構造や検査手順の理

解，そして他の画像検査（回転パノラマ，デンタル写真）と比較す

ることで病態の本質を理解するうえで必要であると思われた．

授業を通じた医療事故防止対策の取り組み

○大山 静江＊，小田島千郁子＊，沢辺千恵子＊，岡橋 智恵＊，長田 真美＊，五十嵐清治＊，＊＊

＊北海道医療大学歯学部附属歯科衛生士専門学校，＊＊北海道医療大学歯学部小児歯科学教室

【目的】平成１５年１２月に厚生労働省より「厚生労働大臣医療事故対

策緊急アピール」が発出されて医療安全は医療政策の最重要課題の

ひとつに位置づけられた．そこで本校では，学生の事故防止に対す

る意識を高めることを目的として授業の中でヒヤリ・ハット（イン

１０９
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シデント）の調査やアクシデントとヒヤリ・ハット事例検討を実施

している．

【方法】対象学生は平成１５年度第２学年４５名と平成１６年度５９名であ

る．方法は学生の事故報告レポートやヒヤリ・ハットレポートを調

査し集計した．事例検討の授業は５月と８月に実施し，５月は過去

に多くあった典型的な事例を取り上げ検討した．８月はこれまで学

生が経験したアクシデントやヒヤリ・ハットの事例を検討し，企画

・進行は学生が主体となる一部参画型の方法で実施した．平成１６年

度はこの方法に加え，１５年度のアクシデントとヒヤリ・ハットの集

計結果を学生に提示した．また臨床実習指導者に対しても臨床実習

指導者懇談会にて結果を報告し，ヒヤリ・ハットやアクシデントの

再発防止を依頼した．

【結果および考察】ヒヤリ・ハットとアクシデントは１５年度，１６年

度ともに上半期より下半期が減少した．また１５年度より１６年度の方

がヒヤリ・ハット，アクシデント共に減少した．ヒヤリ・ハット報

告が減ったことは直ちに安全につながるわけではない．しかし学生

の提出レポートによると，授業を行ったことにより医療事故防止に

関心を持つなどの反応を示し，自主的活動の動機づけになっている

ことが示唆された．

一方，アクシデント，ヒヤリ・ハットの内訳は器具洗浄が一番多

く，それ以外の内容については１５年度，１６年度ともに異なる傾向で

あった．これは前年度の結果を１６年度の学生に提示したことにより

注意を喚起したことや指導者側の支援も大きいことがあげられた．

さらに学校側で安全なシステムを構築していくことが重要と考

え，「事故処理型」から「事故防止型」の姿勢へと変換し，ヒヤリ

・ハットや事故防止対策を考察できる環境づくりが必要と思われ

る．

歯科医療問題研究会活動報告 ―第二報―

○本田 睦子＊，鈴木 真野＊＊，澤田 有希＊＊，鈴木 りな＊＊，村井 雄司＊＊，大友 栄二＊＊＊，伊藤 昭文＊＊＊＊，
水谷 博幸＊＊＊＊＊，松本 大輔＊＊＊＊＊＊，関口 五郎＊＊＊＊＊＊＊，道谷 弘之＊＊＊＊＊＊＊＊，五十嵐清治＊＊＊＊＊＊，他部員一同

＊北海道医療大学歯学部附属歯科衛生士専門学校１年，＊＊歯学部５年，＊＊＊歯科保存学第２講座，
＊＊＊＊口腔外科学第１講座，＊＊＊＊＊口腔衛生学講座，＊＊＊＊＊＊小児歯科学講座，

＊＊＊＊＊＊＊東京都立心身障害者口腔保健センター，＊＊＊＊＊＊＊＊苫小牧青葉病院歯科・口腔外科

【目的】昨年の本会では，第一報として我々歯科医療問題研究会

（医療研）の発足から現在に至るまでの活動について報告した．そ

こで今回は，知的障がい者施設における口腔内診査補助やPlaque

Control Record（PCR）を利用したブラッシング援助の経験より，

今後のこれらの結果や補助態勢の経験を基に，クラブとしての社会

福祉活動のあり方を検討した．

【活動内容】新篠津村にある知的障がい者授産施設F苑に入所およ

び通所している７４名（男性４７名，女性２７名），平均年齢：３２．６歳を

対象に口腔内診査補助とブラッシング援助を行った．

【結果および考察】当施設には年２回の歯科健診であるが，我々が

実施するブラッシング援助は，清掃不良部位を指摘し改善を図らせ

ることであった．反省点としては，知的障がい者についての知識が

少ない状態で，健診に参加したことであった．普段の調子で援助を

したのでは相手には伝わらないことがあり，言葉でいくら言っても

理解してもらえないことがあった．しかしながら，言葉が通じなけ

れば手を添えて，言葉も掛けながらコミュニケーションをとること

で，少しずつ気持ちを伝えることが出来た．「歯を磨いているところ

を，見られるのが恥ずかしい」と訴えて，しきりに隠したり，鏡を

見ながらブラッシングすることに抵抗を感じるという声もあった．

この気持ちは勉強会で実際にブラッシング援助を行ったときに，

我々が感じた気持ちそのものであり，少なからず，自分たちが感じ

たことは，他人も感じているということがわかった．コミュニケー

ションで一番大切なことは，自分が相手に興味を持って接すること

ではないかと思っている．それは，今回の健診だけでなく，いろい

ろな場面で言えることである．深入りするのではなく，初対面の人

に対してどんな人なのか興味を持つことで，その気持ちが何らかの

形で相手に伝わり，警戒心を解いてくれることがあるからである．

楽しく，規則に縛られすぎず，歯科健診を楽しんでもらうように心

がけた．

今回の健診では受診者の方々と良い信頼関係が築けた．当然それ

には，必要な知識があれば，より良い時間が過ごせたことも事実で

ある．

今後この経験を踏まえて，障がいを持つ方とそうでない方の区別

することなく歯科医療に従事したいと考えている．

歯科インプラント専門外来スタッフのBLSとACLS研修

－歯科診療室における突然の心停止に対する最初の１０分間の蘇生処置－

○工藤 勝＊，大桶 華子＊，北所 弘行＊＊，平 博彦＊＊，細川洋一郎＊＊＊，
新井田 淳＊＊＊＊，國安 宏哉＊＊＊＊，廣瀬由紀人＊＊＊＊，越智 守生＊＊＊＊

＊北海道医療大学歯学部歯科麻酔学講座，＊＊口腔外科学第２講座，＊＊＊歯科放射線学講座，＊＊＊＊歯科補綴学第２講座

【目的】北海道医療大学歯学部附属病院（本院）の歯科インプラン

ト外来（当専門外来）の患者は痛くなく安心・快適な治療を強く求

めている．本院手術室では歯科麻酔科医が生体情報モニター監視，

亜酸化窒素（笑気）吸入・静脈内鎮静法の適応と局所麻酔注射を実

施し，口腔外科医と補綴科医が手術を行い入院管理も実施してい

る．当専門外来発足２年目を機に，歯科医療の安全推進を目的とし

て，患者急変時のチーム医療としての対応法，すなわち二次救命処

置（ACLS）の研修を独自に開始したので，その概要を報告する．

【方法】当専門外来スタッフ（歯科医師）のACLS研修コースは，

AHA CPR&ECC G2000に則って本邦で開催されているACLS基礎

１１０
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（ICLS）コースを歯科医師用にアレンジした．歯科診療中の意識

消失，呼吸・循環なしでの対処法について，シミュレーターを用い

た研修計画を立案した．第一回目のコースは患者急変に対する最初

の１０分間の蘇生処置を行動目標として，２００４年３月２０日（日）に開

催し，６名が受講した．インストラクターは歯科麻酔科医（歯科麻

酔学会指導医と認定医，救急医学会ACLS基礎コース受講済）が務

め，自動体外式除細動器（AED）を用いた一次救命処置（BLS），

気道確保・気管挿管，生体情報モニターの使用，静脈確保，治療薬

静注のスキルをトレーニングした後，歯科救急シナリオでのチーム

医療を実践した．研修の最後にはシナリオによる実技試験を個別に

実施した．なお，実技テストにおいて，意識なしの発見から人（応

援者）と器材（救急カート，心電図モニタ，自動体外式除細動器：

AED）の要請に１６秒以上，心臓マッサージ開始まで９１秒以上，発

見からAED開始まで１８１秒以上の受講者は，CP（Critical Problem）

と評価して再試験を実施した．

【結果および考察】受講者全員がCPに觝触し，再試験を必要とし

た（表）．今後は定期的にコースを開催することで研修内容の充実

化と定着を図り，コメディカルとの連携による早急な普及が必須と

考える．また，将来的には外部評価者を迎えたコース開催が必要で

ある．

修 了 試 験 再 試 験

人と器材を集める
目標：１５秒以内

２７．０±１０．８秒
（１２．６～４１．９秒）

２２．６±５．９秒
（１７．１～２９．９秒）

発見から心臓マッサージ開始まで
目標：６０秒以内

１０９．６±１７．２秒
（９１．０～１３０．８秒）

１０４．４±１５．２秒
（８７．０～１２３．５秒）

発見からAED開始まで
目標：１８０秒以内

２９９．６±５．０秒
（２９５．０～３０６．４秒）

２７０．０±４２．１秒
（２３８．０～３３０．８秒）

mean±S.D. （最小～最大）

【結語】平成１６年度，受講者６名，インストラクター２名，タスク

１名で，独自にBLSとACLS研修を開始した．第１回研修の修了実

技試験では受講者全員がCP（Critical Problem）に觝触した．受講者

全員が研修の継続を希望し，当専門外来でのBLSとACLS研修が定

例化された．

マイクロアレイを用いたブタマラッセ上皮特異的遺伝子単離の試み

○倉重 圭史＊，安彦 善裕＊，齋藤 正人＊＊，西村 学子＊，山崎 真美＊，竹嶋麻衣子＊，
中村寿実子＊，荒川 俊哉＊＊＊，田隈 泰信＊＊＊，五十嵐清治＊＊，賀来 亨＊

＊北海道医療大学歯学部口腔病理学講座，＊＊北海道医療大学歯学部小児歯科学講座，＊＊＊北海道医療大学口腔生化学講座

【目的】歯根膜中に存在するマラッセ上皮遺残は，歯周組織の再生

を促進するといわれている物質を含むヘルトウィヒ上皮鞘が断裂し

たものである．マラッセ上皮遺残にも歯周組織再生に関与した成分

が含まれているものと考えられるが，この細胞が発現している遺伝

子ついては詳細な検索が行われていない．本研究では，口腔上皮と

マラッセ上皮のmRNAの発現を比較することから，マラッセ上皮が

発現している特異的な遺伝子の単離を行うことを目的とした．

【方法】マラッセ上皮（PLE）と口腔上皮（GE）を培養するため

に，生後６ヶ月齢のブタ小臼歯を用いた．Nishimuraらの方法

（Med. ElectronMicrosc. 1999）に従い単離を行い，それぞれ両者か

らoligoTM−d30（super）mRNA purification Kit RNによりmRNAを抽

出した．cDNAを作製の後，GEをCy3に標識したものとPLEをCy5

に標識したものを２つ（test1, 2），反対にPLEをCy3，GEをCy5に標

識したもの（test3）を用い，DNA microarray上でhybridizationを行

った．それぞれの蛍光強度を数値化し，Cy3とCy5の発現強度の違

いとその再現性から，それぞれに特異的に発現しているmRNAを同

定した．同定されたmRNA発現の信頼性を確認するために，再度，

両者の細胞からRNAを抽出し，定量的RT−PCR法を行った．

【結果および考察】test1，2，3の結果比較検討したところ，GEに

特異的な遺伝子が５種類，PLEでは２６種類の特異的な遺伝子がある

ことが明らかになった．PLE特異的と判断された遺伝子の中には，

既知の成長因子，転写因子などのもの以外に遺伝子情報のみで，機

能の不明なものも含まれていた．今後の詳細な機能解析により新た

な歯周組織再生誘導因子のみつかる可能性があるものと思われた．

ラット耳下腺スライス標本および分離導管細胞を用いたカルシウム応答の検証

○設楽 彰子，谷村 明彦，根津 顕弘，森田 貴雄，東城 庸介
北海道医療大学歯学部歯科薬理学講座

【目的】唾液腺の導管細胞はイオンの再吸収および分泌によって原

唾液の組成を変化させる．我々は，ラット耳下腺導管細胞のCa2+

情報伝達機構を明らかにするため，多光子レーザー顕微鏡を用いて

エピネフリン（Epi）刺激による細胞内遊離Ca2+濃度（[Ca2+]i）の

変化を検証した．

【方法】マイクロスライサーを用いてラット耳下腺から３００µmの標

本を作製した．分離耳下腺細胞は，細切した耳下腺をコラゲナーゼ

とヒアルロニダーゼで処理して調製した．これらのサンプルに

Ca2+蛍光指示薬であるfura−2/AMを取り込ませ，蛍光強度の変化を

多光子レーザー顕微鏡にて観察した．

【結果および考察】耳下腺スライス標本を１０µM Epiで刺激すると

導管細胞の[Ca2+]i上昇がみられた．[Ca2+]i上昇が始まるタイミン

グは個々の細胞でわずかにずれがあり，数個の細胞から始まった

Ca2+反応が導管全体へ広がる細胞間Ca2+ウェーブ様の反応も観察

された．同様の[Ca2+]i変化は分離耳下腺導管細胞においてもみら

れた．また，高速測定により腺腔側から基底側へ向かってCa2+シ

グナルが伝播していく細胞内Ca2+ウェーブが観察された．これら

の反応を定量的に検証したところ，１．０µM Epi刺激で全体の約８０％

の細胞が最大の[Ca2+]i上昇を示した．そのうち約１／２は０．１µM

Epiでほぼ最大反応を示すEpi高感受性細胞であることがわかった．

細胞外液のCa2+を除去しても同様の反応が観察されたことから，

これらの反応は主に細胞内ストアからのCa2+放出反応であること

１１１

（１１１）

／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１０６‐１２１　学会記録�  2005.08.04 10.16.47  Page 111 



が確認された．このようなEpiに対する反応性の違いには導管細胞

の細胞膜表面のアドレナリン受容体やCa2+ストアのイノシトール

三リン酸受容体の発現量が関与していると考えられる．今後はこれ

ら受容体の発現とCa2+反応の関係について検討していく予定であ

る．

マウス味蕾細胞における，神経栄養因子のNGF，NTN，およびそれらのレセプターTrkA，GFRα2の発現

○川越倹太郎＊，奥村 一彦＊，内田 暢彦＊，伊藤 昭文＊，柴田 考典＊，鈴木 裕子＊＊，武田 正子＊＊

＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔解剖学第２講座

【目的】NGF（nerve growth factor）とNTN（neurturin）は，ニュー

ロンの増殖，分化，生存維持に関与する神経栄養因子（neu-

rotrophic factor）である．本研究は二重免疫染色法を用いて味蕾細

胞に，NGFとNTN，およびそれらのレセプターのTrkAとGFRα2が

発現するかどうかを検索した．また，これらが発現した場合，味蕾

の中のどの型の細胞に発現するかを合わせて検索した．

【方法】正常マウスの有郭，葉状，および茸状乳頭の凍結切片を作

製し，それぞれの抗体を用いて蛍光抗体法を行った．味蕾のⅢ型細

胞は神経との求心性シナプス接合を持つが，この細胞にNCAMが発

現し，またⅢ型細胞と一部のⅡ型細胞にPGP9.5が，他のⅡ型細胞

にα−gustducinが発現することが報告されている．そこで本研究で

は，味蕾の細胞型を決めるためのマーカーとしてNCAM，PGP

9.5，およびα−gustducinの抗体を使用して二重染色を行い，共焦点

レーザー走査顕微鏡で観察した．

【結果】正常の味蕾細胞は，NGF，NTN，TrkA，およびGFRα2を

発現した．二重免疫染色後では，ほとんどすべての抗NCAM，抗

PGP9.5，および抗α−gustducin免疫陽性細胞は，NGFにも陽性を示

した．このことから，NGF免疫陽性細胞にはⅡ型とⅢ型細胞，そし

ておそらくはⅠ型細胞も含まれることがわかった．ほぼすべての抗

PGP9.5陽性細胞は，TrkA，NTN，そしてGFRα2に陽性を示した．

これはⅢ型細胞がTrkA，NTN，GFRα2を発現することを示してい

る．しかし他の型の細胞もこれらのレセプターやNTNを発現し

た．

【結論】これらのことから，味蕾細胞に発現するNGFとNTNは，

自己および近隣の細胞のレセプターのTrkAとGFRα2に結合するこ

とにより栄養効果を及ぼし，さらにⅢ型細胞から味覚神経へのシナ

プス伝達にも関与するのではないかと推測された．

癌細胞の同所移植法による頸部リンパ節転移の観察

－組織片移植と細胞注入移植の比較－

○伊藤 昭文＊，奥村 一彦＊，村岡 勝美＊＊，川越倹太郎＊，荒川 俊哉＊＊＊，
安彦 善裕＊＊＊＊，細川洋一郎＊＊＊＊＊，柴田 考典＊

＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座，＊＊口腔外科学第２講座，＊＊＊口腔生化学講座，
＊＊＊＊口腔病理学講座，＊＊＊＊＊歯科放射線学講座

【目的】すでに我々は，高浸潤性舌扁平上皮癌細胞SAS−H1に緑色

蛍光蛋白（GFP），本GFP遺伝子を導入し，GFP高発現安定化細胞で

あるSAS−H1/GFPを作製後，ヌードマウスの舌へ同所移植すると，

原発巣の局所浸潤と頸部リンパ節転移が認められることを報告し

た．そこで今回は，先に行った細胞注入移植法と比較し，組織片移

植法を用いて，原発巣の進展度と転移巣の発現頻度について検討す

ることを目的とした．

【方法】SAS−H1/GFP細胞を，ヌードマウスの背部皮下に２×１０６

個／２０µl： PBS（リン酸緩衝液）の細胞浮遊液を注入し，１週経過

後に形成された腫瘍塊を摘出後，各組織片（０．５×０．５×０．５

mm，１×１×１mm，２×２×２mm）を切り出した．得られた組

織片を舌粘膜下に埋入し，経時的に実体蛍光顕微鏡による観察を行

った．また，同時に転移巣と周辺組織を０．２％ gluteraldehyde添加

２％ formaldehydeで固定後，凍結切片を作製し蛍光顕微鏡で微小転

移の検討を行った．

【結果】細胞注入移植法と比較して組織片移植法は，原発巣の腫瘍

増殖性が高く，膨脹性に発育するため，局所浸潤の観察には適さな

いことが示された．また，組織片移植法による頸部の観察において

は，リンパ管内の癌細胞の微小集団が観察されるとともに，細胞注

入移植法と比較して，早期に頸部リンパ節転移が認められた ．

これらのことから，組織片移植法において，頸部リンパ節転移を

早期に観察できることが明らかとなった．

ラットにおける固形から粉末飼料への変更が自発運動に及ぼす影響

○岩崎 一生，横山 雄一，平井 敏博，牧浦 哲司，越野 寿，田中 慎介
北海道医療大学歯学部歯科補綴学第１講座

【目的】ストレス応答に関して，視床下部－下垂体－副腎皮質系が

重要な役割を果たしている．また，神経－内分泌－免疫系の相互作

用が指摘されている．われわれはラットにおける咬合・咀嚼障害が

対角帯核・内側中隔核のコリン作動性ニューロン数を減少させるこ

と，記憶・学習機能を低下させることなどを報告した．一方，ラッ

トの習性に反する飼料による飼育が情動ストレスとなり，日常動作
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や活動能に影響を及ぼすことが推測される．そこで，咬合・咀嚼と

脳機能との関連を検討する目的で，ラットにおける固形飼料から粉

末飼料への変更が自発運動量と脳内セロトニン（5−HT）濃度に及

ぼす影響を検討した．なお，5−HTは副腎皮質刺激ホルモン放出ホ

ルモン（CRH）を介して副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）の分泌を

惹起することが報告されている．

【方法】実験では，Wistar系雄性ラットを用い，６週齢からの実験

期間中を固形飼料にて飼育する固形飼料群と，１７週齢から固形飼料

と同一成分の粉末飼料にて飼育する粉末飼料群の２群を設定した．

自発運動量の測定には小動物運動解析装置を使用し，各群５匹ず

つの暗期１２時間と明期１１時間の運動量を測定した．また，5−HT濃

度は，飼育飼料変更１，３，５，７日後において，各群１０匹から海

馬を摘出し，高速液体クロマトグラフィーで測定した．

【結果と考察】固形飼料群における自発運動量は加齢に伴い減少し

た．粉末飼料群における自発運動量は飼料変更直後に有意に増加

し，１８週齢時に最大値を示した．それ以後，漸次減少するもの

の，３０週齢の時点においても固形飼料群のそれには至らなかった．

一方，粉末飼料群における5−HT濃度は，固形飼料群のそれに比し

て，３日後，７日後で有意な増加を示した．これらの結果から，ラ

ットへの習性に反する粉末飼料給餌が情動ストレスとなって5−HT

濃度を増加させ，粉末飼料群における自発運動量の増加を引き起こ

す可能性が示唆された．

歯科鋳造用Ag-In合金の耐食性向上に関する研究

○中嶋 智仁，遠藤 一彦，大野 弘機，川島 功，山根 由朗，柳 智哉
北海道医療大学歯学部歯科理工学講座

【目的】Ag−In合金（JIS第２種銀合金）は，金銀パラジウム合金に

続いて２番目に多く生産されている歯科鋳造用合金である．本合金

には，InやZnなどの卑金属が多量に配合されているため，その耐食

性は他の貴金属合金と比較すると著しく低い．したがって，Ag−In

合金は，唾液に直接触れる用途には使用せず，主に，歯台築造に使

用されている．そこで本研究では，Ag−In合金に微量のAuを添加す

ることによって，耐食性を向上させることを目的とした．

【方法】Ag−20InにAuを１～６％添加した合金を作製し，０．９％

NaCl溶液中で耐食性を評価した．試験片は，通法にしたがって１４x

１４x１mmの大きさに鋳造した．合金試料は，表面を０．０５µmのアルミ

ナ懸濁液を用いて鏡面に仕上げた．合金試料の腐食挙動は，超高純

度Arガスで脱気した０．９％ NaCl溶液中で，動電位分極法を用いて調

べた．自然浸漬状態における合金試料の耐食性は，合金表面の分光

測色測定と交流インピーダンス測定を行うことによって評価した．

【結果および考察】実験合金の分極曲線を測定した結果，Au含有

量の増加とともに腐食電位は貴となり，低電位領域（－１５０～ ＋

１００mV）における電流密度は低下した．この結果から，Ag−In合金

の低電位領域におけるアノード反応は，Auを１％添加することに

よって効果的に抑制されることが明らかとなった．Ag−20In合金に

おける∆Ea*b*の値は，浸漬１日後に急激に増加し，その後は時間

の経過とともにわずかに増加した．Auを１～６％含有する３種類

の合金試料は，∆Ea*b*の値がAg−20In合金と比較すると約１／２と

小さく，耐食性が向上していることが分かった．交流インピーダン

ス法で得られた分極抵抗の値から，合金の腐食速度は，Au含有量

の増加とともに低下することが確かめられた．

以上の結果から，Auを微少量添加することによって，Ag−In合金

の０．９％ NaCl溶液中における耐食性を改善できることが明らかとな

った．

Properties of an experimental prosthetic resin composite containing finely powdered enamel

○Masaki Sakamoto, Kanae Toda, Tatsuhiro Hidaka, Sayaka Fujiwara and Kunio Yamamoto

Health Sciences University of Hokkaido, School of Dentistry

【Purpose】Mechanical strengths and wear resistance of prosthetic

resin composites have recently been improved due to a significant in-

crease in the filler/matrix ratio. However, it may have adverse effects

on antagonistic dentition when composite restoratives contain large

amounts of hard filler particles. In the present study, we used finely

powdered enamel as a filler to develop a prosthetic resin composite that

has good mechanical properties and no potential to abrade opposing

tooth structure.

【Materials and Methods】Crowns of bovine teeth were ground into

powder by a crusher, and then the enamel particles were separated from

the powder by centrifugation in bromoform−ethanol solution at a rota-

tion speed of 3,000 rpm for 10 min. The particle size distribution of

the enamel powder was determined by the laser diffraction particle size

analyzer. The resin matrix consisted of UDMA (60 mole %) and Tri−

EDMA (40 mole %). Camphorquinone (0.5 mass %) was added to the

monomer as a photo−initiator. Fillers were incorporated directly into

the resin matrix in amounts of 80 or 85 mass %. The hardness (Hv) of

the specimens was measured on a Vickers Hardness Tester under a 1kg

load. The bending strength was measured using a universal testing ma-

chine operated at a cross−head speed of 1 mm/min.

【Results and Discussion】Scanning electron micrographs showed

that the enamel particles are characterized by their prismatic shape, prob-

ably due to the structure of the enamel rod. The size of the particles

ranged from 0.2 µm to 100µm. An increase in filler content resulted in

an increase in the HV and the bending strength of the resin composite.

The average hardness value and the average bending strength for speci-

mens having 85 mass % filler that had been subjected to heat treatment

after light−curing were higher than those for most commercially avail-

able resin composites. This finding suggests that the experimental resin

composite having a large amount of finely powdered enamel would be

used clinically for inlays and full−coverage crowns.
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One Step 象牙質接着システムにおける象牙質接着性と封鎖性

○伊藤 修一，斎藤 隆史
北海道医療大学歯学部歯科保存学第二講座

【目的】近年，エッチング，プライミング，ボンディング機能を合

わせ持ったOne Step接着システムが開発され，歯科臨床に用いられ

ている．しかしながら，接着強さにおいて現在一般的に用いられて

いるTwo Stepシステムと比較すると，相対的に低い値が報告されて

いる．そこで，本研究の目的は，操作時間あるいは多層コーティン

グにより，象牙質接着性と封鎖性に影響を及ぼすかを検討するもの

である．

【方法】本研究において，う蝕を有しないヒト大臼歯を用いた．通

法どおり試料を調製し，得られた健全象牙質表面に iBond

（Heraeus Kulzer社）あるいはXⅢ（Caulk Dentsply社）を指示書ど

おりに塗布し，エアブローした後，１０秒間光照射した．その後，コ

ンポジットレジンを築盛した．試料を３７℃の水中で２４時間浸漬した

後，表面積が０．９mm２になるように試料を調製した．Microtensile

bond strength testを行い，接着強さを測定した．また，同様の条件

下において象牙質に対する封鎖性を測定した．

【結果および考察】XⅢにおいては４コートまで，iBondにおいて

は５コートまで塗布を重ねることにより，接着強さが増加すること

がわかった．ANOVA検定により，２つの材料間での有意差はない

が，コート間では有意差がある事がわかった．また，象牙質に対す

る封鎖性の測定において，XⅢとiBondは，コート毎にdwelling time

とevaporationを行うことにより，封鎖性を向上させる事がわかっ

た．

【結論】One Step接着システムにおいて，多層コートを行う事によ

り，象牙質に対する接着強さとレジンの浸透度を改良することがで

きる．コート間のdwelling timeとevaporationを行うことにより，レ

ジンの浸透度を改良し，象牙質の封鎖性を向上させることができ

る．

NTロータリーファイルを用いた根管拡大

○甕 富美子，畑 良明，塚越 慎，永井 康彦，斎藤 隆史
北海道医療大学歯学部歯科保存学第二講座

【目的】Ni−Tiはステンレススチールと比較して非常にしなやかで

あり，その使用頻度は増加している．また，最近ではテーパーを大

きくし，刃部を破折しにくく，切削片を根管口へと送りやすい形態

に変えたNi-Ti製ファイル，さらにその術式が開発されてきた．

今回，マイクロCTを用いて彎曲根管の根管拡大に関してNi-Ti製

ファイルによるクラウンダウン法とステンレスファイルによるステ

ップバック法との比較検討を行なったのでここに報告する．

【実験方法】ヒト抜去上顎大臼歯１５本，下顎大臼歯１５本を用い，彎

曲を有する４０根管を選択し，２群に分けた．これらをGTロータリ

ーファイル，プロファイル（Dentsply−Sankin）によるクラウンダウ

ン法とKファイル（Mani）を用いたステップバック法による根管拡

大との比較を行った．なおイニシャル・アピカル・ファイルにて根

管長を計測した後，アピカル・マスター・ファイルをイニシャル・

アピカル・ファイルの２００％増と規定した．また，根管長から１

mm減じたものを作業長とした．そして，これらをマイクロCTを用

いて幅０．２mm間隔で断層撮影を行い，術前・術後における根管口

部，根尖孔の大きさの変化，彎曲根管における偏曲点部の角度変化

などの比較を行った．

【結果】１．彎曲部の内角は，ステップバック法で１４７．８°から

１５６．７°へ，クラウンダウン法で１４５．０°から１５２．９°と変化し，術前・

術後において差が存在し，直線化することが認められた．両術式間

ではステップバック法がその傾向は大であった．

２．彎曲部の外角は，内角と同様に術前・術後で若干直線化する

傾向が認められた．

３．根管口から彎曲部までの距離は，ステップバック法におい

て，距離が長くなることがわかった．

４．逆に彎曲部から根尖孔までの距離で，ステップバック法にお

いて逆に距離が短くなる傾向が認められ，クラウンダウン法では認

められなかった．

【結論】NTロータリーファイルを用いたクラウンダウン法は，ス

テップバック法より本来の根管形態を損なわない根管形成法である

ことがわかった．

４日目歯垢における緩衝能の口腔内部位特異性について

○福田 敦史，広瀬 弥奈，八幡 祥子，松本 大輔，五十嵐清治
北海道医療大学歯学部小児歯科学講座

【目的】齲蝕の発生には部位特異性が認められていることは疫学的 に明らかである．その原因の一端を明らかにするために，我々は歯

Microtensile bond strengths（ X±SD, n＝１６in MPa）

layer １ ２ ３ ４ ５

adhesive

XⅢ ７．２±６．３a ２２．６±９．２b ３０．０±９．９c ４３．５±７．７d,e ４１．４±８．０d

iBond １２．２±７．５a １８．５±６．２b ３０．６±７．０c ３４．２±６．０c ５１．６±１４．８e

Fisher’s PLSD test．により上付きの同様の文字は，有意差がないことを示す（p＞０．０５）．

１１４
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垢の齲蝕誘発能における口腔内部位特異性について研究を行ってい

る．今回は，上下顎前・臼歯部唇（頬）・舌側の８か所から採取し

た４日目歯垢のpHと緩衝能を測定し，部位の差を比較検討した．

【方法】実験に先立ち，本研究への理解と同意の得られた成人被験

者１５名に対し，PMTC後に４日間口腔清掃を停止させ，４日目歯垢

を採取した．採取部位は上顎前歯部唇（UAB）・舌側（UAL），下

顎前歯部唇（LAB）・舌側（LAL）および上顎臼歯部頬（UPB）・舌

側（UPL），下顎臼歯部頬（LPB）・舌側（LPL）の８か所である．

部位別に採取した歯垢の湿重量を測定後，KClを添加し，３０秒間超

音波で粉砕後，pH電極でpHを測定した（初期pH）．次いで，HClを

適量ずつピペットにて添加しながら，pH３．０に至るまで滴定した．

滴定曲線はy=ax３＋bx２＋cx＋d（y：pH，x：添加したH＋量）で

表され，各定数を求めた後，歯垢重量当りのpH６．０～３．０に至るま

でに要したH＋量（緩衝能：nmolH+/mg）を算出した．８部位の初

期pH，緩衝能の比較には，2way−ANOVAおよびSheffの多重比較検

定を用いた．

【結果および考察】歯垢の初期pHには有意差が認められ，危険率

０．０１％でLALが最も高く，UABとLPBが最も低かった．緩衝能につ

いても有意差が認められ，pH６．０～５．５，pH５．５～３．０のいずれも最

も高いLALと最も低いLPBとの間に有意差が認められた（前者は危

険率５％，後者は１％）．LALは唾液分泌量の多い顎下腺唾液開口

部に近接しているため唾液クリアランスも高く，糖発酵後に低下し

たpHが他の部位に比べて速く回復し易い環境といえる．また，pH

が高いとミネラルなど緩衝能に影響を与える成分などが歯垢中から

遊離しにくいため，緩衝能も高くなったと考えられる．以上の結果

からLALは最も齲蝕誘発能が低い歯垢であることが示された．

口腔内から摘出された硬固物のXRDおよびEPMAによる分析

○川島 功＊，飯沼 英人＊＊，大野 弘機＊，金子 昌幸＊＊，遠藤 一彦＊，山根 由朗＊

＊北海道医療大学歯学部歯科理工学講座，＊＊北海道医療大学歯学部歯科放射線学講座

【目的】エナメル質やセメント質は大半がハイドロキシアパタイト

（HAp）で構成され，後者は生体による修復の能力を有する．歯槽

骨近傍で軟組織から線維組織を有する硬組織を経て，HApまで含む

複合体の創製の可能性が見出されれば，インプラント体の耐久性の

向上が期待できる．今回，歯肉内から摘出した硬固物について，X

線回折とEPMA観察を行い，高結晶度のHApが観察され，２，３の

知見を得たので報告する．

【方法】○摘出物：５０歳男性の上顎左側第２小臼歯歯根近心部から

摘出された軟組織を含む径１mm弱の硬固物

○EPMA用の試料：生物顕微鏡用試料にAuまたはカーボン蒸着を施

した．X−650，（Hitachi製）を使用し，加速電圧２０kVで観察した．

○Ｘ線回折測定用の試料：樹脂に包埋後，鏡面研磨を施し，RINT−

2500（Rigaku製）を使用した．

【結果および考察】摘出した硬固物は，皮膜で覆われ一部に石灰化

してない線維組織が強固に付着していた．硬固物中心部のmicro−

XRDによる分析結果から，大部分を占める結晶様の領域はHApで

あり，ピーク幅の比較から，その結晶性はエナメル質よりも高いこ

とも明らかとなった．硬固物の外周部はCaもPもない石灰化してな

い線維組織とその内側に石灰化した線維組織域があった．石灰化し

た線維組織域は高度結晶部よりCaとPの特性X線の強度は低かっ

た．

石灰化した線維組織域はブロードでかつ強度が低い回折線で，セ

メント質に似た結晶性の低いHApであった．石灰化してない線維組

織と石灰化線維域の境界は天然歯におけるセメント質と歯根膜の境

界と極めて類似していた．石灰化してない線維組織 が存在する領

域 で石灰化線維領域は著しい成長をしていた．石灰化してない線

維組織 から成長のためのCaやP，有機物が送られていると考えられ

た．石灰化した線維組織が厚く成長した近傍で，HAp成長の先進界

面は細いカーブした円柱状となっていた．おそらく体液中のたんぱ

くや有機物などが成長界面でインヒビターとなり，先進界面の形態

を制御していることが示唆された．HAp結晶の奥深くでは，CaやP

イオンを含む溶液からゆっくりと霜柱状に成長していた．

本学ヘリカルCTにおける空間分解能の測定

○田中 力延＊，細川洋一郎＊，大西 隆＊，佐野 友昭＊，飯沼 英人＊，西 とも子＊＊，金子 昌幸＊

＊北海道医療大学歯学部歯科放射線学講座，＊＊にし歯科医院

【目的】現在，ヘリカルCT画像を用いた硬組織形態の把握や寸法

計測が広く普及している．その画像上での計測値の信頼性の一般的

な評価は肯定的な結果と更なる進歩を促すものが主であった．しか

しながら，精度向上への鍵となる画像構築のメカニズムは各メーカ

ーに完全に依存した状態であり，歯科で求められる精度は保証され

ていないと思われる．そこで今回我々は，歯科臨床的立場から求め

られる計測値の精度を評価項目として検証した．

【材料と方法】撮影条件は本学付属病院で一般的に用いている１３０

kV１５０mAsとして行った．スライス厚は０．６mmと１．０mm，ヘリカ

ルピッチは０．７５と１．５とし，本学CTで歯科用３D 画像作成の際に用

いられる条件を採用した．

直径０．３mmの微小球体を撮影し，SSPzを求めた．ROIの直径は５

mmとし，その中の平均値を球体のCT値とした．SSPzより半値幅を

求め，これを実効スライス厚として評価した．また，SSPzをz軸方

向のLine Spread Functionとみなしてフーリエ変換を行い，これをz

軸方向のMTFとし，体軸方向の分解能を評価した．

【結果および考察】スライス厚０．６mmヘリカルピッチ０．７５におけ

る空間分解能は０．６４mm，スライス厚１．０mmヘリカルピッチ１．５に

おける空間分解能は１．０６mmだった．

今回の結果から本学CTで臨床的に利用される撮像のz軸方向への

寸法精度は０．６～１mm程度の誤差を含むと考えられる．この誤差

が臨床上どの程度の影響を与えるのかは本研究で提示するものでは

ないが，利用の際には念頭におくべきであると思われた．

１１５
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成人男性における鼻腔通気度計測

○小林 成匡，山崎 敦永，溝口 到
北海道医療大学矯正歯科学講座

【目的】矯正歯科の領域では鼻呼吸障害と顎顔面形態との関連につ

いては従来から多くの研究がなされてきた．しかしながら鼻呼吸機

能については，鼻粘膜が外的（外気，温度，湿度など）および内的

（体位，精神的状態，運動など）要因により鼻腔通気度に影響をあ

たえているので評価が難しいとされている．また，左右の鼻粘膜が

時間の経過と共に交代性に腫脹，収縮を繰り返す生理的変動（na-

sal cycle）の存在も報告されている．そこで今回，鼻腔通気度計

RYNO２０００（Menfis biomedica s.r.i. BOLOGNA）を用いて鼻呼吸抵

抗の測定方法を紹介するとともに，成人男性における鼻呼吸抵抗の

日内変動について報告する．

【方法】１．対象と資料 対象は本学歯学部附属病院勤務の平均年

齢３２歳４カ月の成人男性１５名を対象とした．被験者は，鼻アレルギ

ーなどの鼻疾患，および呼吸器疾患，鼻中隔弯曲のある者は除外し

た．

２．計測方法 測定にはRYNO 2000を用いた．この鼻腔通気度計は

自然の鼻呼吸状態で測定する方法（active法）で，片側鼻腔で気流

速度を測り，他側外鼻孔から上咽頭圧を誘導するanterior法であ

る．測定時は室温を２５℃と一定にし，測定１０分前に被験者を椅子に

自然な姿勢で座らせてから行った．測定時間は，午前９時から測定

を開始し，１時間ごとに午後６時までの計１０回とした．測定結果の

分析はANOVA分析を用いて行った．

【結果】本研究における計測時間内で鼻腔通気度に有意差が見られ

なかったことから，鼻腔通気度計測の有用性が確認された．

本学歯学部附属病院矯正歯科外来における唾液検査およびう蝕予防プログラム

○佐々木真弓＊，柴 浩実＊，北口 佳奈＊，六車 武史＊＊， 山崎 敦永＊＊，溝口 到＊＊

＊北海道医療大学歯学部附属病院歯科衛生部，＊＊北海道医療大学歯学部矯正歯科学講座

【目的】本学歯学部附属病院矯正歯科外来では，１９９８年度から以下

の項目を目的として唾液検査を実施している．

１．個人のカリエスリスクの把握

２．矯正歯科治療中の口腔衛生指導におけるモチベーションの強化

３．個人に合ったう蝕予防プログラムの作成

今回は唾液検査の内容，カリオグラムに基づいたう蝕予防プログ

ラム例および２００３年度までの実行率について報告する．

【方法】対象は矯正歯科治療を開始した患者全員とし，以下の手順

で唾液検査を行い，う蝕予防プログラムを作成した．

１．予約時に検査前の禁止事項などについての説明をする．食生活

調査表を渡し，休日を挟んだ４日間の生活全般の内容を記入してき

てもらい，検査時に提出してもらう．

２．５分間の刺激唾液を採取し，唾液分泌量，唾液緩衝能，ミュー

タンス菌数，ラクトバチラス菌数を調べる．

３．検査結果とその他の情報を３段階評価し，レーダーチャートに

記入する．記入内容をカリオグラムソフトに入力し，カリエスリス

クを評価する．

４．リスクに応じて個人のう蝕予防プログラムを作成し，提示す

る．

【結果および考察】唾液検査を導入した１９９８年度は５３．１％，２００３年

度は８８．４％と徐々に実行率は上がっている．ただ，唾液検査を希望

しない，長期的な抗生物質の服用などの理由から全員に実行するに

は至っていない．またう蝕予防プログラムを作成し提示すること

で，口腔衛生指導におけるモチベーション強化へつなげることがで

きた．

根管治療に関するアンケート調査Ⅰ

○小林 孝雄＊，森 真理＊，塚越 慎＊＊，加藤 幸紀＊，中島 啓介＊，斎藤 隆史＊＊＊，古市 保志＊

＊北海道医療大学歯学部歯科保存学第一講座，＊＊浦臼町歯科診療所，＊＊＊北海道医療大学歯学部歯科保存学第二講座

【目的】術前に自覚症状がない歯に対して感染根管治療を行うと，

急性症状が引き起こされることがある．このようなことが起こると

患者との信頼関係を確立する上で障害となる．しかし，そのような

急性発作の原因，対処方法，および予防に関しては，個々の歯科医

師の経験によるものが大きく，コンセンサスが得られていないのが

実態である．そこで本研究では，感染根管治療開始後の急性発作の

発現に関する実態を把握するために，根管治療に関するアンケート

調査を行い検討した．

【方法】調査対象は，北海道医療大学在籍する歯科医師１７１名であ

った．質問内容は，臨床経験年数，抜髄治療の回数と治療間隔，感

染根管治療の回数と治療間隔，感染根管治療開始時の急性症状の有

無，感染根管治療開始後の急性発作の頻度，部位，対処方法および

急性発作の原因であった．集計結果をχ２検定を用いて解析した．

【結果および考察】本調査では１１０名から回答を得た．回答者の臨

床経験は１～３０年で，平均７．９３±６．６０年であった．全回答者を経験

年数で１年，２～５年，６～９年および１０年以上の４群に分類して

解析を行った．経験年数が１年の群では他の３群に比べ，「感染根

管治療開始後に急性発作を引き起こすことがよくある」との回答
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が，有意に多かった．また急性発作の頻度は１年の群では他の３群

に比べ有意に高かった．急性発作が起こった部位は上下顎左右大臼

歯と上顎切歯が多かった．急性発作後の処置に対する回答では，抗

菌薬，鎮痛薬の投与，根管開放が多かった．急性発作が起こった原

因として考えられたのは，器具の突き出しと削片の押し出しとの回

答が多かった．結果より経験年数に関わらず，感染根管治療の開始

後に急性発作を起こすことがあると答えたものは，ないと答えたも

のより多かった．急性発作の原因としては器具の突き出しや削片の

押し出しによるとの回答が多かった．急性発作を予防するために

は，基本的な根管器具の使用方法を徹底することが重要であると考

えられた．

北海道医療大学歯学部浦臼町歯科診療所でのアンケート調査

○塚越 慎＊，越野 寿＊＊

＊北海道医療大学歯学部浦臼町歯科診療所，＊＊北海道医療大学歯学部歯科補綴学第一講座

【目的】浦臼町歯科診療所は北海道医療大学歯学部の地域支援活動

の一事業として運営されている．地域支援活動として診療を行うた

めには，その地域，住民の情報，歯科治療に関する知識やニーズに

ついて知る必要があると思われる．そこで今回浦臼町において歯科

治療を行うための参考資料とすることを目的として浦臼町歯科診療

所に来所している患者に対しアンケート調査を行った．

【対象および方法】北海道医療大学歯学部浦臼町歯科診療所に来所

中の患者５０名に対し，本歯科診療所へ来所した動機，本歯科診療所

の良いところ，悪いところ，治療に対する希望，診療所に望むこ

と，歯科予防処置，自費診療の項目についてアンケート調査を行っ

た．

【結果および考察】来院理由についてでは，家から近いからが７８％

と圧倒的に多く，次に従業員が親切だからとの項目が４６％と多くな

っている．診療所のよいと思うところについてでは治療の内容を説

明してくれる，対応が親切であるが，それぞれ７２％，６８％と高い割

合を示していた．このような診療所においてはただ診療を行うだけ

でなく，患者との信頼関係をより深く築いていかなければならない

と考えられた．

診療所の悪いと思うところについてでは治療期間が長いが１８％と

一番多く，治療に対する希望では，痛くない治療，時間がかかって

もしっかりした治療がそれぞれ３４％，２６％と多くなっている．診療

所に望むことでは治療時間が長くなっても来院の回数を少なくして

ほしいが３０％と多くなっている．浦臼町の主要産業が農業であるこ

とを考慮すると患者が来院できる時期や時間が制約されることがあ

ると考えられた．

予防処置については必要がないとの回答が０％であり，積極的に

行っていくべきであると考えられる

保険外の治療についてでは保険の治療で十分であるが５０％を示し

ていますが，必要なら行ってもよいが２６％を占めており，来院して

いる患者の歯科治療に対する理解の程度が高いと考えられる．

以上のことより本診療所が町立の診療所として学理に則った診療

を行うとの診療方針が地域に受け入れられているものと考えられ

た．

本学歯学部附属病院における臨床実習到達度の調査

－歯科衛生士専門学校生の小児歯科でのアンケート調査より－

○駒木 千絵＊，小川原詩織＊，武井 貴子＊，五十嵐清治＊＊

＊北海道医療大学歯学部附属病院歯科衛生部，＊＊北海道医療大学歯学部小児歯科学講座

【目的】本学歯科衛生士専門学校の小児歯科臨床実習での到達目標

は，大きく分けると次のとおりである．

１）小児および保護者への適切な対応ができる．

２）適切な齲蝕予防処置や口腔衛生指導ができる．

３）Four handed dentistryの実際を習得できる．

これらの目標を達成させるために実習項目は細かく分かれてい

る．そこで，すべての課題を習得して目標に到達させるためには，

学生の理解度を指導者が認識しておくことが必要であることより本

調査を行った．

【方法】対象は歯科衛生士専門学校２年生，５９名である．Ｈ

１６．５．１０～Ｈ１６．１１．１４期間の臨床実習終了後にアンケート調査を無

記名で実施した．調査内容は実習開始前に配布しているプリント，

実習初日のオリエンテーション，診療の準備，口腔衛生指導および

診療補助についてである．

【結果および考察】アンケート結果からは，「コミュニケーション

が取れなかった．」「技術不足を痛感した．」「伝えたい事を上手く伝え

られなかった．」などの意見が多く見られた．学生は，頭の中であ

る程度理解して実習に挑んでいるようだが，患者さんを前にすると

緊張や経験不足から知識や能力が十分に発揮されていないことが推

測された．限られた臨床実習期間ではあるが，多くの患者さんと接

し，多くの経験を積むことによって職業意識をしっかりと持つ医療

人になると思われるため，より多くの満足感を得ることができる臨

床実習のあり方を再考する必要があると示唆された．したがって今

後の小児歯科での課題として，口腔衛生指導・口腔ケアの実技を

１００％の学生が体験できるシステムを構築すること，事前学習とし

てのプリントやシミュレーション実習のあり方を見直しすること，

また，患者さんの来院までの待ち時間を有効に利用するなど，検討

を重ねていきたいと考えている．
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施設職員を対象とした口腔ケアについての集団指導の効果

○工藤美代子＊，林 千代美＊，佐藤 万美＊，宮崎 明香＊，大谷 優子＊，
牧浦ひろみ＊，越野 寿＊＊，松原 国男＊＊，越智 守生＊

＊北海道医療大学歯学部附属病院歯科衛生部，＊＊地域支援医療科訪問診療室

【目的】近年，顎口腔系機能と心身の健康との関係が注目されてお

り，顎口腔系機能の保持・増進のためには口腔ケアの充実が不可欠

であると考えられる．しかし，障がい者（児）においては，自身に

よるブラッシングのみで十分な管理を行うことは困難であり，介助

者によるブラッシングの補助が必要になるケースが多い．

知的障がい者援護施設「厚田はまなす園」の職員を対象に，入所

者に対する介助歯磨きを含めた口腔ケアの集団指導を実施し，指導

実施前後にアンケート調査を行ったので報告する．

【方法】調査対象は，厚田郡厚田村知的障がい者援護施設「厚田は

まなす園」に従事する直接支援職員２１名であり，指導前（１回目）

に４項目について，指導後（２回目）に，前回の質問と感想を含む

６項目についてアンケート調査を行った．

【結果および考察】アンケートの回答率は，１回目１００％，２回目

７６．２％であった．１回目の調査では，口腔ケアの組織的な取り決め

が不十分であること，口腔ケアに対する知識不足などの問題点が明

らかになった．

２回の調査を通じて，就寝時仕上げ歯磨きを行う職員数の増加

（０名から３名に）平均歯磨き回数の増加（４回から５回に），平均

歯磨き時間の増加（１分から１．５分に）が認められた．また，歯科

衛生士による集団指導について，９５％の職員から年数回，継続的に

行って欲しいとの回答が寄せられた．

以上のことから，我々の集団指導が，施設職員個々の口腔ケアに

ついての問題解決に結びつき，意識の向上がなし得たと考えられ

る．しかし，口腔ケアを行える環境の整備等の組織として取り組む

べき問題は残っており，施設職員への啓発も必要であると考えられ

る．

成人知的障害者における口腔衛生管理について

－グループホーム居住者における問題点－

○関口 五郎
東京都立心身障害者口腔保健センター

【目的】近年障害のある方々を取り巻く生活環境や施設の形態も多

様化している．そしてこれまでの学校や施設での生活から，社会参

加への環境が広がっている．その中でもグループホームは，少人数

での共同生活を通じて障害のある方々の自立を目指す新たな生活形

態として，全国的にその数が増加している．今回入所施設からグル

ープホームに移り，それまでの口腔内の状況にも変化がみられたも

のの，グループホーム担当者の援助も受けることにより，改善の方

向をみている一症例について報告した．

【症例】４３歳女性．養護学校卒業後，通勤寮と入所更生施設をへ

て，４０歳時よりグループホームで４人の共同生活を続けている．当

センターには施設入所当時より１３年間継続して受診していた．しか

しグループホームに転居し，以前よりも日常の口腔清掃が不十分で

あることにホーム担当者も気がかりとなっていた．転居約一年後，

担当者に付き添われ再び当センターを受診した．

【経過および考察】本症例では施設入所時のように職員が関わるケ

ースが少なくなり，また自分の身の回りのことで各個人に任される

範囲が広がったことから，日常の口腔清掃も不十分となり，これま

で良好に保ちつつあった口腔内の状況が不良となっていた．歯科医

師，歯科衛生士にグループホーム担当者をまじえ，本人の生活状況

や日常生活習慣の自立度などを再確認し，診療方針の再検討を行っ

た．また歯科通所にはグループホーム担当者も同伴していただくな

ど連携をとりながら，現在当センターで歯科治療，予防指導を継続

している．口腔内には依然として課題は残るものの，時間をかけた

本人磨きそして担当者による仕上げ磨きの習慣が定着しつつある．

今回のケースを通じ，障害のある方々を取り巻く生活環境や施設

の形態が，口腔衛生管理にも及ぼす影響が考えられた．今後も同様

のケースがみられることも予想され，患者さんを取り巻く環境を再

確認し，対応の仕方や診療方針について，再考する機会を持つ必要

があるものと思われた．

口蓋Implantを用いて矯正治療を行ったAngle Class I上下顎前突症例

○岡山 三紀＊，村田 勝＊＊，有末 眞＊＊，柴田 考典＊＊＊，溝口 到＊

＊北海道医療大学歯学部矯正歯科学講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第２講座，
＊＊＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座

【目的】矯正治療における固定源は，治療結果を左右する重要な因

子の一つである．解剖学的に，上顎骨は下顎骨に比べて皮質骨の厚

みが薄いため，臼歯を固定源として用いた場合，近心移動すなわち

anchorage lossを生じやすい．

臼歯咬合関係が正常（Angle I級）の場合，小臼歯抜去後に上顎

臼歯部の近心移動により前歯部後退量の減少や，臼歯の正常咬合関
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係を崩す事が問題となる．そのため加強固定として顎外，顎内や顎

間装置などが用いられる．しかし成人症例においては社会的，審美

的受け入れられない事が多く，十分な患者の協力を得ることは困難

で，満足な治療結果が期待出来ない場合がある．今回，我々は，著

しい上下顎前歯部の唇側傾斜で確実な固定源が要求される成人症例

において，矯正用口蓋implantを使用して良好な治療結果が得られ

たので報告する．

【症例】初診時年齢２０歳６か月，前歯部の突出を主訴として当科を

受診．SNA８２．０°，SNB８３．０°，ANB －１．０°，FMA２４．５°，Over-

bite ＋５．０mm，Overjet ＋１．５mm，A. L. D. は上顎 －０．９mm，下顎

０．０mm，臼歯関係はClass I上下顎前突症例．

【治療経過】矯正用口蓋implantを埋入後，加強固定のためimplant

用パラタルバーを左右上顎第一臼歯に連結し，上下顎第一小臼歯を

抜去しマルチブラケット装置により，上下顎犬歯および前歯の遠心

移動を同時に行った．

【結果および考察】本症例において矯正用口蓋implantを用いて臼

歯の加強固定として使用する事により，顎外装置などによる患者の

協力なく上下顎臼歯の近心移動を最小限にする事ができ，動的治療

期間が短縮され，良好なプロファイルと咬合関係を得ることができ

た．

Proceraシステムを使用した審美修復

－北海道医療大学歯学部附属病院で行われたオールセラミック修復とインプラント補綴－

○廣瀬由紀人＊，越智 守生＊，國安 宏哉＊，松原 秀樹＊， 新井田 淳＊，仲西 康裕＊，田中 隆＊＊，柿崎 税＊＊

＊北海道医療大学歯学部歯科補綴学第２講座，＊＊北海道医療大学歯学部附属病院歯科技工部

【目的】歯科補綴学第二講座は，CAD/CAM技術を応用したNobel

Biocare社のProceraを２００４年５月に導入し，本システムによるオー

ルセラミック修復とインプラント補綴を行っている．ProceraのAll-

Ceram Crownは１９８３年に開発され，１９９４年にNobel Biocare社が本シ

ステムを導入，同年に設立したミシガン大学のCenter For Excel-

lenceの臨床研究によると世界４０ヵ国で１７０万本以上のProcera AllCe-

ramクラウン，ブリッジ，ラミネートベニアが装着されてい

る．２００３年末に新しいCAD/CAMスキャニングシステムのProcera

Piccoloが発表され，日本でもこのシステムが確立されつつある．今

回，Proceraの新システムの概略ならびに本学での臨床例について

報告した．

【方法】対象は２００４年５月から１２月までに北海道医療大学歯学部附

属病院を受診し，Proceraで製作した審美修復物とインプラント上

部構造を装着した症例とした．

【結果および考察】修復物の総数はクラウン２０，ラミネートベニア

１，インプラント支台が７であった．全ての症例で脱離，破折およ

び臨床的不快症状は認められず，良好に経過している．Proceraの

付加価値はCAD/CAMが寄与する技工操作の省力化であり，技工士

は陶材築盛の色調再現，歯冠形態とオクルージョンに対して時間を

集中して使える点にある．そしてProcera AllCeram Crownは天然歯

に類似した自然な透明感の再現性に優れ，滑沢な表面性状は舌感が

非常に良い．患者はAllCeram Crownの審美的要件，感覚的要件に対

して十分に満足していた．しかし，従来の陶材焼付鋳造冠と比較し

てProcera AllCeram Crownは適合精度が劣るため，支台やクラウン

マージンを修正した場合があった．現在，患者の歯科医療に対する

QOLの要求は向上し，歯科審美，インプラント補綴を希望する

人，さらには金属アレルギーの既往者が増加している．このような

背景から，Proceraの修復システムは今後の補綴臨床において非常

に有効であると思われた．

早期負荷を行ったボーンアンカードフルブリッジの印象用カスタムトレーについて

○近藤 里峰＊，國安 宏哉＊＊，＊＊＊，新井田 淳＊＊，柿崎 税＊，＊＊＊＊，廣瀬由紀人＊＊，＊＊＊，越智 守生＊＊，＊＊＊，
吉田 純也＊＊＊＊，田中 隆＊，＊＊＊＊，田中 春樹＊，＊＊＊＊，溝口 到＊＊＊＊＊，平 博彦＊＊＊，村田 勝＊＊＊，

北所 弘行＊＊＊，草野 薫＊＊＊，工藤 勝＊＊＊，大桶 華子＊＊＊，細川洋一郎＊＊＊，田中 力延＊＊＊

＊北海道医療大学歯学部附属病院歯科技工研修科，＊＊歯科補綴学第二講座，
＊＊＊附属病院インプラント歯科外来，＊＊＊＊歯科技工部，＊＊＊＊＊矯正歯科学講座

【目的】今回，インプラント上部構造を依頼された症例に対して，

下顎複製総義歯を利用したカスタムトレーを作製し，作業日数３日

で上部構造を作製したので報告する．

【症例】初診時７９歳，上下無歯顎の男性．担当医より下顎インプラ

ントに対する上部構造作製について相談を受けた．早期負荷を行う

ため，埋入から数日で上部構造を装着した症例である．

【経過および考察】治療計画初期から技工士も補綴物作製者として

症例検討会に参加し計画に加わった．担当医がシミュレーションし

たSIMPlant画像によって導かれた埋入予定部位に印象用コーピング

を想定し，複製総義歯内面にコーピングスペースを設定してカスタ

ムトレーとした．１６年１１月１８日に埋入手術が担当医にて行われた．

埋入後，直ちにカスタムトレーにて咬座印象採得が行われ，即日に

作業用模型作製，咬合器装着，wax up，埋没，鋳造を行った．１９日

に試適，ロウ付け後，再度外来でフレーム試摘し，２２日に上部構造

を完成した．トレーと印象用コーピングの適合状態，完成上部構造

の調整の少なさから，作製者も治療計画に加わり，治療内容を理解

することは有効と感じられた．

１１９
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早期負荷を行ったボーンアンカードフルブリッジ症例について

○國安 宏哉＊，＊＊，柿崎 税＊＊＊，新井田 淳＊＊，廣瀬由紀人＊，＊＊，越智 守生＊，＊＊，平 博彦＊，＊＊＊＊，
村田 勝＊，＊＊＊＊，北所 弘行＊，＊＊＊＊，草野 薫＊，＊＊＊＊＊，工藤 勝＊，＊＊＊＊＊＊，大桶 華子＊，＊＊＊＊＊＊，

細川洋一郎＊，＊＊＊＊＊＊＊，田中 力延＊，＊＊＊＊＊＊＊

＊歯学部附属病院インプラント歯科外来，＊＊歯科補綴学第２講座，＊＊＊歯科技工部，＊＊＊＊口腔外科学第２講座，
＊＊＊＊＊口腔外科学第１講座，＊＊＊＊＊＊歯科麻酔学講座，＊＊＊＊＊＊＊歯科放射線学講座

【目的】インプラント治療は，上部構造装着までに埋入後３～６か

月の治癒，免荷期間が必要である．この長期の治癒，免荷期間はオ

ッセオインテグレーション獲得に必要とされていたが，患者の

QOLを考えるとできるだけ短期間であることが望まれる．最近で

は，各メーカーからも即時埋入や新しい表面性状システムの開発，

早期インプラント補綴法の報告がなされており，臨床報告のデータ

においても早期負荷インプラントの結果は良好である．今回，早期

の咬合機能回復のためにインプラント治療を希望する下顎総義歯患

者に早期負荷インプラント治療を行ったので報告する．

【症例】初診時７９歳の男性．上下無歯顎症例で，早期の咬合機能回

復を希望して本学インプラント歯科外来を受診した．

【経過および考察】１６年１１月１７日に入院し，１８日に静脈内鎮静法下

で埋入手術を行った．即日に技工室にて作業用模型作製，咬合器装

着，Wax up，埋没，フレームワーク鋳造まで行った．翌日１９日に

フレームワーク試適，ロウ付後，再度外来でフレームワーク試摘・

咬合確認し，２２日に上部構造を装着した．退院後，経過は良好であ

り，患者は非常に満足されていた．患者のQOLが向上している現

在，本学インプラント歯科外来でも早期負荷症例やボーンアンカー

ドフルブリッジ症例が増加しており，チームアプローチ，インター

ディシプナリーアプローチがますます重要になると考えられた．

北海道医療大学歯学部付属病院における入院症例の臨床的観察

○川上 譲治＊，柴田 考典＊，有末 眞＊＊，武藤 寿孝＊，永易 裕樹＊＊，平 博彦＊＊，村田 勝＊＊，奥村 一彦＊

＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第１講座，＊＊北海道医療大学歯学部口腔外科学第２講座

【はじめに】北海道医療大学歯学部付属病院病棟（以下，付属病院

病棟）は１９８０年６月２日に２４床の使用が開始され，２００５年に札幌市

あいの里での北海道医療大学病院の開院に伴い，病棟は同病院への

移転が決定している．そこで，これまでの２４年間における付属病院

病棟入院患者の臨床統計的観察を行ったので報告した．

【方法】調査は各年度の病院概況報告書をもとに，付属病院病棟開

設から２００４年３月末日まで入院患者数，病床稼働率，１人平均在院日

数，総計ないし患者１人あたりの入院収入などについて臨床統計的

に調査した．

【結果】入院患者総数は２，８５０例，年間あたりの最高は１９９９年の２０３

例最低は初年度の４９例，平均入院患者数は１１８．８例であり，年を追

うごとに増加傾向を示していた．一方，病床稼働率では年間あたり

の最高は１９８６年の２３．８％，最低は１９８１年の１０．９％，平均病床稼働率

は１８．２％であり，年を追うごとに低下傾向を示していた．また，患

者１人あたりの平均在院日数では年間あたりの最高は１９８４年の２５．６

日，最低は２００３年の６．４日で，平均在院日数は１５．１日であり，年を

追うごとに短縮傾向を示し，特に２００２年以降が著しく減少してい

た．年間の入院総収入は２０００年に最高を，１９８０年に最低を示してい

たが，明らかな漸増傾向を示していた．なお，患者１日あたりの平

均収入は，１９９９年に最高を，１９８３年に最低を，その差は約３倍近い比

率を示し，明らかな増加傾向であった．

【おわりに】入院患者の病院収入に対する割合が大きくなっている

ため，入院患者を重視していく施策が望まれる．そこで，入院患者

の利便性の向上を図ることにより，入院患者や全身麻酔下の口腔外

科手術および歯科治療件数の増加を目指すとともに，病床稼働率の

向上，平均在院日数の短縮，高密度治療を心がけて行く必要があ

る．

乳歯萌出障害を生じさせた複雑性歯牙腫

○藤井 茂仁＊，＊＊＊，細川洋一郎＊＊，金子 昌幸＊＊，松嶋 宏篤＊＊＊，大内 知之＊＊＊＊，
賀来 亨＊＊＊＊，高橋 陽夫＊＊＊＊＊，矢嶋 俊彦＊＊＊

＊医療法人ルミエール歯科，＊＊北海道医療大学歯学部歯科放射線学講座，＊＊＊北海道医療大学歯学部口腔解剖学第一講座
＊＊＊＊北海道医療大学歯学部口腔病理学講座，＊＊＊＊＊大分大学医学部歯科口腔外科

【目的】歯牙腫は，その発生部位が歯の発育部位と重なるため，歯

の萌出障害を引き起こすことが多く，また，エックス線写真によっ

て偶然発見されることも多い．我々は，萌出障害の乳歯保存のため

開窓手術を行い，５年経過観察後，歯牙腫を摘出した症例を経験し

たので，その概要をエックス線所見を中心に報告する．

【症例】

患者：女児

年齢：初診時２歳０カ月

主訴：上顎左側乳中切歯萌出遅延

既往歴，家族歴：特記事項なし

１２０

（１２０）
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現病歴：平成１１年９月に上顎左側乳中切歯の未萌出のため，医療法

人ルミエール歯科を受診した．

現症：口腔内の所見は上顎左側乳中切歯部に硬い膨隆を認めるも，

歯肉は腫脹，発赤，出血等は認めなかった．デンタルエックス線写

真にて，埋伏した左乳中切歯から左乳側切歯の歯根部にかけて，Ｘ

線不透過像と透過像の混在した類円形の疾患を認め，この異常陰影

は左永久中切歯の歯胚と交叉していた．

臨床診断：歯牙腫

【経過および考察】平成１１年１１月に歯牙腫摘出手術を予定したが，

乳歯の保存が不可能であると考え，開窓手術を行った．その後，乳

歯は萌出し，経過良好だったが，乳歯を晩期残存し，永久歯の萌出

遅延がみられた．平成１６年１１月，乳歯を抜歯し，歯牙腫を摘出し

た．病理検査の結果は，集合性歯牙腫であった．今回のように，歯

の萌出を障害している歯牙腫の症例において，審美上や咬合の維持

回復という観点から，開窓手術は有用であると思われた．

高周波ラジオ波メス「エルマンデントサージ」を使用した症例報告

○木村 和代＊，國安 宏哉＊，＊＊，新井田 淳＊，廣瀬由紀人＊，＊＊，越智 守生＊，＊＊，平 博彦＊＊，＊＊＊，
村田 勝＊＊，＊＊＊，北所 弘行＊＊，＊＊＊，草野 薫＊＊，＊＊＊＊，工藤 勝＊＊，＊＊＊＊＊，

大桶 華子＊＊，＊＊＊＊＊，細川洋一郎＊＊，＊＊＊＊＊＊，田中 力延＊＊，＊＊＊＊＊＊

＊北海道医療大学歯学部歯科補綴学第二講座，＊＊附属病院インプラント歯科外来，＊＊＊口腔外科学第二講座，
＊＊＊＊口腔外科学第一講座，＊＊＊＊＊歯科麻酔学講座，＊＊＊＊＊＊歯科放射線学講座

【目的】インプラント治療における二次手術の切開は，金属製メス

が用いられることが多い．理由は，電気メスは周囲組織に対する熱

抵抗が大きく，またレーザーは軟組織への微細な操作が困難である

ことが挙げられる．しかし，金属製メスもまた「止血不可」，「組織

学的に挫滅創」，「刃がすぐに切れなくなる」等の欠点もある．そこ

で，近年注目されている高周波ラジオ波メスをインプラント症例に

応用したので報告する．

【症例】インプラント専門外来におけるインプラント埋入後の二次

手術に高周波ラジオ波メスを使用した４症例．

【経過および考察】高周波ラジオ波メス使用後は，異常出血，疼

痛，インプラント周囲の損傷も認められず経過良好であった．切開

時に金属製メスのような出血を認めないため明瞭な視界を確保で

き，臨床操作もスムーズであった．金属製メスでは，切開・縫合が

必要であったが，ラジオ波メスでは縫合が必要なく，治癒が早いた

め二次手術において非常に有効であった．日常臨床においても，こ

れからはインプラントに限らず使用範囲が広い高周波ラジオ波メス

が電気メスに代わって使用されるものと思われる．

剖検後の個人識別事例における一考察

○大熊 一豊＊，＊＊＊，花岡 洋一＊＊，古市 保志＊＊＊，斎藤 隆史＊＊＊＊，森 真理＊＊＊

＊大熊歯科医院，＊＊東京歯科大学法歯学講座，＊＊＊歯科保存学第一講座，＊＊＊＊歯科保存学第二講座

【目的】大規模災害時等における個人識別作業については，依頼か

ら実際の作業に至る基本的な一連のシステムが構築されつつある．

しかしながら，いわゆる平時における身元不明遺体の個人識別は，

各地域の事情に委ねられている部分が未だ多い．演者は北海道中川

郡池田町で開業しており，第２１回本学会で発表した如く，池田警察

署所轄内での身元不明遺体は，池田署からの直接の依頼を受け，個

人識別作業に携わっている．前回はその概要についてご紹介した

が，今回演者としては初めて，司法解剖後に個人識別を目的とした

口腔内検査を行った事例を経験したので，若干の知見と共にご報告

する．

【事例】平成１２年９月２６日，北海道十勝郡浦幌町厚内の浜辺で女性

水死体が発見された．検視・検案の結果，死因は溺死と判定された

が，身元に関する決め手がなく，同日池田署より演者に口腔内所見

の検査が依頼された．その後旭川医科大学で司法解剖の手続き中に

該当者らしき人物が浮上し，すでに口腔内所見を採取していた演者

のもとに，剖検後の遺体との異同識別が改めて依頼され，生前所見

との比較の結果，同一人であると判定した．

【結果及び考察】解剖を要する身元不明の異状死体において，特に

事件性が強い場合，より詳細かつ正確な記録が要求されることは言

うまでもない．演者にとって剖検後の口腔内所見採取は始めての経

験であったが，舌や汚物の除去を考慮する必要がなく，より詳細な

観察が可能であったことから，一層これらのことを念頭に置いて作

業にあたらなければいけないと改めて強く実感した．一方現在，剖

検頻度の極端な減少が懸念されると共に，遺体誤認の事実も少なか

らず存在していることから，今後は，解剖頻度が上昇傾向に転じる

可能性も指摘されている．こうした状況と，警察歯科医会が全国規

模で整備された現状とを照らし合わせれば，これまで主として大学

法医学・法歯学教室等に委ねられていた剖検後の口腔内検査が，今

後は開業医である警察歯科医により多く依頼されるであろうことも

十分予測し得る．従って演者自身の自戒も含め，今後警察歯科医の

より一層の質の向上が社会から望まれており，さらなる研鑽が必要

であると再認識した．

１２１
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北海道医療大学歯学会会則

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 Society of Health Sciences University of Hokkaido）と称する．
（目 的）
第２条 本会は北海道医療大学歯学部（以下本学部と略す）を中心に，会員相互の緊密な協力により，学術研究の推進

・専門技術の錬磨を計り，歯学の進歩・発展に寄与するとともに，会員の親睦を図ることを目的とする．

第２章 会 員

（会 員）
第３条 本会は以下の会員よりなる．

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

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

３．準会員
歯学教育・診療関係者で理事会の承認を得た者．

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

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

（入 会）
第４条 本会に入会を希望する者は，所定の申し込み書に必要事項を記入の上本会事務局に申し込むものとする．
（退 会）

第５条 会員で退会を希望する者は，速やかにその旨を本会事務局に通知すること．ただし，納入済み会費の返還はこ
れを行わない．

（会員資格喪失）
第６条 会員は以下の事由によりその資格を喪失する．

１．２年以上会費の未納，所在不明または連絡のつかいない者．
２．本会の名誉に反する言動のあった者については，会長は理事会，評議員会の議を経て退会を勧告または除

名することがある．
（再入会）

第７条 会費未納により会員資格を喪失した者が再入会を希望する場合は，２年分の未納会費を納入後入会手続きをとる
ものとする．

第３章 役員および運営

（役 員）
第８条 本会に以下の役員をおく．

会長１名，専務理事１名，常任理事 若干名，理事 若干名， 監事２名，評議員 若干名，および常任委員若干
名
１．会長は本学部教授の中より，理事会が推薦し，評議員会の議を経てこれを決める．会長は本会を代表し，

会務を統括する．
２．専務理事は理事会の議を経て会長が委嘱する．専務理事は会務の運営処理を推進する．
３．常務理事は理事の中より選出し，会長が委嘱する．常任理事は常任理事会を組織し，会務を分担し，執行

する．分担する会務は，庶務，会計，編集，企画，その他とする．
４．理事は本学部教授，ならびに３名以上の理事の推薦を受け理事会の承認を得た者とする．理事は，理事会

を組織し，役員の推薦など会務に関する重要事項を審議する．
５．監事は理事会の議を経て会長がこれを委嘱する．監事は会計およびその他の会務を監査する．また必要に

１２２

（１２２）
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応じ，理事会に出席する．
６．評議員は本学部教授，助教授，専任講師で構成するほか，会長の推薦により理事会の承認を得た者とす

る．評議員は評議員会を組織し，会長の諮問に応じて必要事項を審議する．
７．常任委員は理事会の議を経て，会長がこれを委嘱する．常任委員は常任理事を補佐し，会務の分掌処理

にあたる．
（会議の成立条件）

第９条 理事会，評議員会は構成員の２分の１以上の出席（委任状を含む）をもって成立し，議事は出席者の過半数
によりこれを決する．

（任 期）
第１０条 各役員の任期は２年を原則とする．ただし，再任を妨げない．

第４章 事 業

第１１条 本会は第２条の目的を達成するために以下の事業を行う．
１．総 会

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

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

３．学術講演会，研修会
４．会 誌

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

５．その他
本会の目的達成に必要と認めた事業．

第５章 会 計

（運営経費，会計）
第１２条 本会の運営経費は会員の納入する会費，寄付金，その他の収入をもってこれにあてる．

２ 各会員の会費は以下の通りとする．
イ 正会員 入会金 ３，０００円 年会費 ５，０００円
ロ 準会員，学生会員 年会費 ３，０００円
ハ 賛助会員 入会金 １０，０００円 年会費 ３０，０００円

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

３ 本会の会計年度は１月１日より１２月３１日とする．
（会計報告）

第１３条 本会の収支決算については，理事会，評議員会の承認を得て，総会において会員に報告しなければならな
い．

第６章 雑 則

（事務局）
第１４条 本会の事務局は本学部内におく．
（会則の改廃）

第１５条 この会則に定めるもののほか，本会則の実施に必要な内規は理事会の議を経て別に定めるものとする．
第１６条 本会則の改廃は理事会，評議員会の承認を得て，会長は会員に報告しなければならない．

附 則

１．本会則は昭和６１年８月１日より施行する．
２．本会則は平成７年３月１日より施行する．
３．本会則は平成８年４月１日より施行する．
４．本会則は平成１７年４月１日より施行する．

１２３

（１２３）
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「北海道医療大学歯学会雑誌」投稿規程

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

２．生命倫理への配慮
１）臨床研究は，ヘルシンキ宣言の主旨にそったもので，「北海道医療大学倫理委員会」の承認を得たものとす

る．
２）人の遺伝子解析を含む場合は，本学の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究の計画および実施に関する倫理規程」に

基づき，「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理審査委員会」の審査をへて学長の許可を得たものとす
る．

３）動物実験は，「北海道医療大学動物実験の指針」に基づき，「動物実験センター管理運営委員会」の承認を得た
ものとする．

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

３．論文の種類及び内容
１）論文の種類は，原著論文，症例報告，総説，解説，システマテックレビューとする．
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，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，チェックリストシ一ト，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．投稿原稿とともにCD−R/RWまたはフロッピ一ディスク

（CD−R/RWが望ましい）を提出すること．なおディスクには，使用したOS，ワードプロセッサーのソフト名
とファイル名を記載する．

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

５）英文論文の本文については，原則として，Abstract（３００語以内），Introduction，Materials and Methods，Re-
sults， Discussion，Conclusion，Acknowledgment（必要な場合のみ），Referencesの順に記載するものとする．

６．投稿論文の校正
１）投稿論文に対する著者校正は２回までとする．
２）１回の校正を４８時間以内に提出するものとする．

７．証明書等の発行
１）投稿原稿の受付日は，編集委員会に到着した日付とする．
２）受理証明が必要な場合には，掲載が決定した後に受理証明書を発行する．

８．掲載料および別刷料
１）掲載料は，刷り上がり１０頁まで無料とする．これを超過した場合には，編集委員会が依頼したものを除き，１

頁１万円の著者負担とする．
２）カラー頁については，著者の実費負担とする．
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．

９．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，著者が全て
の責任を負う．

１０．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．

１１．原稿の送付および本誌に関する問い合わせ
住所：〒０６１－０２９３北海道石狩郡当別町宇金沢１７５７番地

北海道医療大学歯学部・口腔生理学講座
北海道医療大学歯学雑誌編集委員会

Tel；０１３３－２３－１２３９
e−mail；izumih@hoku−iryo−u.ac.jp 和泉博之

１２４

（１２４）
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「北海道医療大学歯学会雑誌」投稿の手引き

本学会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）－８）のすべてを，２部提出して下さい．和文抄録，英文抄録，本文に

ついては，CD−R/RWまたはフロッピーディスク（CD−R/RWが望ましい）を投稿原稿とともに提出して下さい．なお

ディスクには，使用したOS，ワープロのソフト名とファイル名を記載して下さい．

１）投稿原稿表紙 ５）図表説明文

２）チェックリストシート（著者全員分のサインと連絡先を記載） ６）表

３）英文抄録（ABSTRACT，英文表題を含む） ７）図

４）本文

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 ５）著者の所属および所在地

２）表題 ６）別刷数（５０部単位）

３）著者名 ７）連絡先（郵便番号，住所，電話，Fax，e−mail）

４）キーワード（５語以内）

１）表題

� 一般固有名詞として通用していない商品名は用いない．

� 和文表題には，原則として略号以外の英文字を用いない．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．

� 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，スペースも含め

て４５字以内のランニングタイトルを付ける．

� 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）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）．

３）氏名および所属

� 英文氏名（和文）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）and Taro

Hokkai（北海太郎））．

� 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．

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．

著者全員分のサインを取り，連絡先を記載する．

３．抄録

３００語以内の英文抄録を付ける．

４．本文

１）原稿はＡ４判用紙にワードプロセッサなどによる横書きとする．原則として１２ポイント文字を使用し，１頁３５

文字×３０行とする．句読点は「．」と「，」を用いる．英文の場合は，ダブルスペースとする．

� 提出メディアに，使用機種名，OS名，ソフト名，所属，著者名を明記する．

� 著者がテキストファイルヘ変換できる場合は，変換したファイルを提出する．

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．

１２５

（１２５）
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４）見出しを用いるときは次の順に項目をたてる．

３ → ３）→ � → 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・Z8202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），２名（Izumi and Ito, 1998），３名以上（Izumi et al., 1970）

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andを入れ

る．

５）文献の記載方法の基本は次のとおりとする．

� 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. Functional roles played by the sympathetic supply to lip blood vessels in the cat. Am J Physiol

Regulatory Integrative Comp Physiol 277 : R682−R689, 1999.

Izumi H and Ito Y. Sympathetic attenuation of parasympathetic vasodilatation in oro−facial areas in the cat. J

Physiol (Lond) 510 : 915−921, 1998.

Izumi H, Ito Y, Sato M, Karita K and Iwatsuki N. The effects of inhalation anesthetics on the parasympa-

thetic reflex vasodilatation in the lower lip and palate of the cat. Am J Physiol Regulatory Integrative Comp

Physiol 273 : R168−R174, 1997.

� 単行本の場合

�）章を参考にしたとき
例：Weinstein L, Swartz MN. Pathologic properties of invading microorganisms.

In：Sodeman WA Jr, Sodeman WA, editors. Pathologic physiology : mechanisms of disease. Philadelphia :

Saunders, 1974, p457−472.

�）個人または複数の著者の場合
例：Colson JH, Armour WJ. Sports injuries and their treatment. 2nd ed. London : S. Paul ; 1986.

�）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.

�）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 Founda-

１２６

（１２６）

／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１２５‐１２７　投稿の手引き  2005.08.04 10.22.06  Page 126 



tion ; 1987.

�）会議録全体を参考にした場合
例：Vivian VL, editor. Child abuse and neglect : a medical community response. Proceedings of the First

AMA National Conference on Child Abuse and Neglect ; 1984 Mar 30−31 ; Chicago. Chicago : Ameri-

can Medical Association ; 1985.

� 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．

� 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０．１５－０．３mmになるよ

う原図を作成する．

５）図のタイトルおよび説明は，まとめて，文献の後につける．

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）

（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．

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

１２７

（１２７）
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編 集 後 記

本号から大幅に編集様式が変わりました。第一に雑誌名が東日本歯学雑誌から北海道医療大学歯学雑誌へ、第２に

今までB５版であった雑誌がA４版に、第３に本文中と引用文献の書式の様式などが変更になりました。頑なに昔の

ままでも問題はなかったのですが、雑誌名の変更を機会に多少紙面をできるだけ見やすいように、論文が書きやすい

ように、修正しやすいように、などと考えて雑誌の大幅な変更となった次第です。これが最も良いものとは思ってい

ませんので今後、会員の皆様のご助言をいただきながらより良い雑誌にしたいと思っておりますので宜しくお願いし

ます。

口腔解剖学教室の武田正子教授にお願いして歯学雑誌の創刊の目的、名称変更らの歴史を巻頭言に書いていただき

ました。武田先生は来年３月をもって定年退官予定です。昭和５４年から医療大（前身は東日本学園大学）に奉職され

丸２６年間、医療大で講義をなされて、医療大の基礎教育の礎を作られました。

本号には総説、原著論文と臨床報告、さらにシステマチックレビユウの１４編が収録されております。このように多

数の論文が投稿されていることは編集長としては大変うれしい次第です。ただ今回も私の努力不足、能力不足で予定

の発行日（６月３０日）を大きく遅れてしまったことをお詫び申し上げます。次回からは投稿者にもっと厳しく対応し

て迅速な編集をしたいと思っておりますので御協力をお願いします（和泉博之）

１２８

（１２８）

／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１２８‐１２９　編集後記  2005.08.12 10.24.26  Page 128 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１２８‐１２９　編集後記  2005.08.12 10.24.26  Page 129 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 130 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 131 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 132 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 133 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 134 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 135 



／【Ｋ：】Ｓｅｒｖｅｒ／歯学雑誌／第２４巻１号／１３０‐１３６　広告  2005.08.22 11.53.13  Page 136 



会　　　　　長

矢　嶋　俊　彦

斎　藤　隆　史・千　葉　逸　朗（庶務担当）

越　智　守　生・国　永　史　朗（会計担当）

和　泉　博　之・田　隈　泰　信（編集担当）

溝　口　　　到・越　野　　　寿（企画担当）

Editor－in－Chief：Hiroshi　IZUMI

Members：Morio　OCHI，Takashi　SAITOU，Takanori　SHIBATA，

Taishin　TAKUMA，Yosuke　TOJYO，Itaru　MIZOGUCHI

Vice　President：Toshihiko　YAJIMA

Directors：Hiroshi　IZUMI，Morio　OCHI，Shiro　KUNINAGA，

Hisashi　KOSHINO，Takashi　SAITOU，Taishin　TAKUMA，

Itsuo　CHIBA，Itaru　MIZOGUCHI

監 事

常 任 理 事

専 務 理 事

北海道医療大学内

印刷　山藤三陽印刷株式会社

編　集

札幌市西区宮の沢１条４丁目１６番１号
電話　０１１（６６１）７１６３（代）

編集委員会

委　員　長　　和　泉　博　之

越　智　守　生・斎　藤　隆　史・柴　田　考　典・田　隈　泰　信

東　城　庸　介・溝　口　　　到

（アイウエオ順）　

平成１７年６月３０日

北海道医療大学歯学会雑誌　第２４巻　第１号

北海道医療大学歯学会役員

発行者　武　　田　　正　　子

北海道医療大学歯学会

〒０６１－０２９３　北海道石狩郡当別町金沢１７５７番地

電　話 ０１３３－２３－１２１１（内線２５６３）
電話／FAX　０１３３－２３－１３４５（直通）
メールアドレス：iryo-ds＠hoku-iryo-u.ac.jp

武　田　正　子

小　野　正　利・賀　来　　　亨

Address　of　Office

Editorial　Board

The　Dental　Society　of　Health　Sciences　University　of　Hokkaido

President：Masako　TAKEDA

Auditors：Masatoshi　ONO，Tohru　KAKU

c／o　Health　Sciences　University　of　Hokkaido，Ishikari－Tobetsu，Hokkaido　０６１－０２９３，Japan

Address　of　Editorial　Board

Hiroshi　IZUMI

Department　of　Oral　Physiology，School　of　Dentistry，

Health　Sciences　University　of　Hokkaido，

Ishikari－Tobetsu，Hokkaido　０６１－０２９３，Japan

E－mail：izumih＠hoku－iryo－u．ac．jp

Phone：＋８１　１３３－２３－１２３９；Fax：＋８１　１３３－２３－１４０２



ISSN　0910 9722-

北海道医療大学歯学会

平成１７年６月第２４巻／第１号

第
二
十
四
巻
　
第
一
号
　
平
成
十
七
年
六
月
（
二
〇
〇
五
・
六
）

第２４巻／第１号

平成１７年６月
The Dental Society of Health Sciences University of Hokkaido

JUNE　　2005Vol.24　　No.1

JUNE　　２００５

北医療大歯誌

The Dental Journal of Health Sciences University of HokkaidoDent J Health Sci Univ Hokkaido
北海道医療大学歯学会雑誌

pp．１－１２８
Vol．２４，No．１，pp．１－１２８

北
海
道
医
療
大
学
歯
学
会
雑
誌

第２４巻　第１号　平成１７年６月
北 医 療 大 歯 誌

目 次
〔巻頭言〕
　　　雑誌の名称変更にあたって
　　　北海道医療大学歯学会会長　武田　正子
　
〔総　説〕
　１　カルシウムシグナルと唾液分泌機能
　　　　　東城　庸介
　
　１３　A questionnaire study regarding local anesthesia in dentistry and
　　　safety measures in dental clinics among dental students
　　　　　Hanako OHKE，Masaru KUDO and Noboru SHINYA
　
　１９　Evaluation of a practical skills education method
　　　involving the determination of vital signs：
　　　consciousness，pulse，respiration，body temperature，and blood pressure
　　　　　Masaru KUDO，Hanako OHKE，Takuro KAWAI and Noboru SHINYA
　
　２５　Development of a novel training model for dental infiltration anesthetic injections
　　　　　Masaru KUDO and Noboru SHINYA
　
　３１　成長期ラット顎関節円板におけるversican isoform mRNAの発現
　　　―TaqMan probeを用いたreal‐time quantitative PCRによる分析―
　　　　　鳥谷奈保子，荒川　俊哉，田隈　泰信，安彦　善裕，溝口　　到
　
　４１　Porphyromonas gingivalisの自己融解酵素変異株の性状
　　　　　鎌口　有秀，宮川　博史，中澤　　太
　
　４７　本学ヘリカルCT（ProSpeed FⅡ）における空間分解能の評価
　　　　　田中　力延，細川洋一郎，大西　　隆，佐野　友昭，金子　昌幸
　
　５１　Actinobacillus actinomycetemcomitans 感染による
　　　ヒト単球細胞のアポトーシス発現について
　　　　　杉村　典彦，加藤　幸紀，中島　啓介，古市　保志
　
　６１　超音波パワードプラ表示法による耳下腺領域の血流の検討
　　　　　大西　　隆，田中　力延，佐野　友昭，細川洋一郎，金子　昌幸

　６５　経頭蓋側斜方向エックス線撮影法ならびに回転パノラマエックス線撮影法による
　　　下顎頭関節面の描出再現性に関する基礎的検討
　　　　　細川洋一郎，大西　　隆，佐野　友昭，田中　力延，
　　　　　金子　昌幸，奥村　一彦，柴田　孝典
　
〔CLINICAL report〕
　７１　A study on nasotracheal intubation to prevent injury to the nasopharyngeal mucous membrane
　　　－Comparison of the bougie method and the gastric tube guide method－
　　　　　Masaru KUDO and Noboru SHINYA
　
　７７　Application of low－frequency electricity and stellate ganglion block therapy
　　　to inferior alveolar neuroparalysis following tooth extraction
　　　－Evaluation of facial skin temperature elevations via thermography－
　　　　　Takuro KAWAI，Masaru KUDO，Tomochika YANAGI and Noboru SHINYA
　
〔症例報告〕
　８３　歯科麻酔科外来における患者と患者関係者同伴協力による鎮静・麻酔導入
　　　－患者関係者の同伴協力による鎮静導入および全身麻酔導入を適応した
　　　知的障がい歯科患者への歯科麻酔科診療－
　　　　　工藤　　勝，大桶　華子，河合　拓郎，國分　正廣，新家　　昇
　
　９１　早期負荷インプラント用カスタムトレーについて
　　　　　國安　宏哉，新井田　淳，近藤　里峰，柿崎　　税，廣瀬由紀人，
　　　　　越智　守生，平　　博彦，村田　　勝，北所　弘行，草野　　薫，
　　　　　工藤　　勝，大桶　華子，細川洋一郎，田中　力延
　
〔システマテックレビュー〕
　９９　変形性関節症に関連する遺伝子多型についてのシステマティックレビュー
　　　　　金澤　　香，柴田　考典
　
［学会記録］
　１０５　第２３回東日本歯学会学術大会　定例講演会
　１０６　東日本歯学会第２３回学術大会　一般講演抄録
　１２２　北海道医療大学歯学会会則
　１２４　「北海道医療大学歯学会雑誌」投稿規程
　１２５　「北海道医療大学歯学会雑誌」投稿の手引き

（１）

（１３）

（１９）

（２５）

（３１）

（４１）

（４７）

（５１）

（６１）

（６５）

（７１）

（７７）

（８３）

（９１）

（９９）

（１０５）
（１０６）
（１２２）
（１２４）
（１２５）

………………………………………………………………………
……………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………

……………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………

…………………………………………

………………………………

……………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………………………………………

…………………………………………………………

………………………………………

…………………………………………

……………………………………………………………………………

…………………………………………………………………………

…………………………………………

…………………………………………………………

…………………………………………

Dent　J　Health　Sci

Univ　Hokkaido

T
he
D
ental

Journal
of
H
ealth

Sciences
U
niversity

of
H
okkaido　　V

ol．２４
　　N
o．１

　
pp．１

－１２８




