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日本歯科保存学会　優秀発表賞

　本賞は，本学会とカボデンタルシステムズジャパン株式会社・株式会社松風・株式会社ジーシーの 3社と
の協定により設けられました．特定非営利活動法人日本歯科保存学会定款第 5条第 1項第 8号に基づき，日
本歯科保存学雑誌に掲載された優秀な論文を年間優秀論文賞，学術大会で発表された優秀な演題を優秀ポス
ター賞として，本会が表彰いたします．
　日本歯科保存学雑誌 64巻および ODEP 1巻 1号における優秀論文賞および 2021年度春季学術大会（第 154
回）・秋季学術大会（第 155回）における優秀ポスター賞の受賞論文・演題は，下記のとおりです．2021年度
の学術大会は，新型コロナウイルス感染症の感染状況を鑑みWeb開催となりましたが，優秀ポスター賞対象
演題の審査については Zoomシステムを利用して行いました．また優秀ポスター賞は，本年から分野別では
なく，研究領域別での審査を実施しました．
　今回受賞された皆様方には心からお慶び申し上げますとともに，今後ますますの研究成果を期待いたします．

 表彰委員会

優秀論文賞　受賞論文

保存修復学分野（松風優秀論文賞）
　「 Influence of Surface Moisture on the Bond Strength of a Universal Adhesive in the Etch-and-rinse Mode」
（ODEP 1巻 1号掲載）
　筆頭著者： 杉村留奈，辻本暁正，岩瀬　慶，嘉月　駿，Ahmad ALKHAZALEH，Olajide OBE，髙見澤俊樹，

宮崎真至
　筆頭著者所属：日本大学歯学部保存学教室修復学講座

歯内療法学分野（ジーシー優秀論文賞）
　「 Development of Multilayered Dental Pulp Cell Sheets and Consideration for Calcification Ability」 
（ODEP 1巻 1号掲載）

　著者：小栁圭史，前田宗宏，関谷美貴，西田太郎，五十嵐　勝
　筆頭著者所属：日本歯科大学生命歯学部歯科保存学講座

歯周病学分野（カボデンタル優秀論文賞）
　「循環器疾患患者におけるプロービング時の出血の有無と全身的因子の関連の検討」（64巻 2号掲載）
　著者：青山典生，呉　圭哲，藤井利哉，喜田さゆり，髙瀬雅大，杉原俊太郎，門田大地，三辺正人
　筆頭著者所属：神奈川歯科大学大学院歯学研究科口腔統合医療学講座歯周病学分野

優秀ポスター賞　受賞演題

154回
研究領域 A（松風優秀ポスター賞）
　「In vivoにおける多孔性ナノゲル架橋ハイブリッドゲルによる配向性を有する骨組織の再生」（P1）
　演者：足立哲也，宮本奈生，足立圭司，山本俊郎，金村成智
　筆頭演者所属：京都府立医科大学大学院医学研究科歯科口腔科学

研究領域 B（ジーシー優秀ポスター賞）
　「高脂肪食誘発型糖尿病マウスにおける歯肉創傷治癒に対するメトホルミン投与の効果」（P6）
　演者： 小湊広美，水谷幸嗣，武田浩平，城戸大輔，三上理沙子，齋藤夏実，竹村　修，中川佳太， 

岩田隆紀
　筆頭演者所属：東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科歯周病学分野



研究領域 C（カボデンタル優秀ポスター賞）
　「 トモシンセシス法を用いたパノラマ X 線画像における歯周組織所見の主観的および物理学的画質評価」
（P7）
　演者：杉原俊太郎，両⻆俊哉，三辺正人
　筆頭演者所属：神奈川歯科大学歯科保存学講座歯周病学分野

155 回
研究領域 A（カボデンタル優秀ポスター賞）
　「 歯肉幹細胞由来エクソソーム内包 miR-1260bによる小胞体ストレス応答制御を介した歯槽骨吸収抑制作
用」（P2）

　演者： 林　千華子，福田隆男，渡邊ゆかり，川上賢太郎，豊田真顕，中尾雄紀，四本かれん，大和寛明，
新城尊徳，讃井彰一，西村英紀

　筆頭演者所属：九州大学大学院歯学研究院口腔機能修復学歯周病学分野

研究領域 B（松風優秀ポスター賞）
　「IκBζによる H3K4のトリメチル化を介した反応性象牙質形成制御機構の解析」（P5）
　演者：鈴木茂樹，袁　　航，平田‒土屋志津，根本英二，齋藤正寛，柴　秀樹，山田　聡
　筆頭演者所属：東北大学大学院歯学研究科エコロジー歯学講座歯内歯周治療学分野

研究領域 C（ジーシー優秀ポスター賞）
　「 超音波スケーラーから発生するエアロゾルに対する吸引装置の飛散防止効果―流体工学的および模擬臨
床的検討―」（P7）

　演者：高橋直紀，山縣貴幸，峯尾修平，加藤光太，多部田康一
　筆頭演者所属：新潟大学大学院医歯学総合研究科歯周診断・再建学分野

※著者・演者の所属は発表当時のものである．
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はじめに

　歯および歯周病といった口腔の健康が，全身の健康状
態にも関連していることが解明されてきている．この歴
史については，1891 年に Miller1）が，口腔内の感染は口
腔内に限局せず，全身部位に広がる感染源であると提唱
した．よって当初根尖病変が，次に遠隔部の全身感染の
原因として歯周病原細菌に着目した病巣感染説（focal 
infection theory）が誕生した1）．ただ当時これに対する
主な治療は抜歯で，多数歯の抜歯後に病態が悪化する報
告2）がみられたことなどから，1940 年代以降この説1）は
放棄されていた．その後 1989年に，口腔内が不良である

と心筋梗塞3）および脳梗塞4）との関連がみられる報告が
発表されて以降，再度注目されるようになり現在にい
たっている．
　本稿では，心筋梗塞や脳梗塞の発症に関連している動
脈硬化の診断に使用される形態学的検査法5）のなかで，
一般的に頸動脈エコーといわれている頸動脈超音波検
査6）による頸動脈硬化の進展程度と，歯周病との関連研
究について関連する論文を通覧し，著者らが実施した臨
床疫学的研究と合わせて，現在までに得られている知見
について述べる．

頸動脈アテローム性硬化と歯周病との臨床疫学的関連
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動脈硬化の臨床診断法

　動脈硬化は，動脈壁にコレステロールが沈着し，組織
変性と弾力性低下によって血管が硬化した状態で，その
部位に炎症性細胞が集積することで，粥状の塊（アテ
ローム性プラーク）が生じる7,8）．
　動脈硬化性疾患の一次予防における動脈硬化の評価法
は非侵襲的なものが使用されており，大別すると形態学
的検査法と，血管機能検査法がある5,9）．形態学的検査法
には，粥状硬化をみる超音波検査，石灰化病変をみる
エックス線検査および CTなどがある5,9）．実際の臨床で
は，これらの検査に問診および身体所見も加えて診断を
行っている5）．

頸動脈超音波検査の概要

　頸動脈を含む血管超音波検査は，断層画像が表示でき
るので血管壁内，血管表面および血管内腔の状態が視認
でき，動脈硬化を視覚的にとらえ診断できる6）．また頸
動脈病変は，評価が容易なこと，動脈硬化性疾患のうち
脳血管障害と直接的に関係する，冠動脈疾患と関係が深
いなどから欧米を中心として動脈硬化性疾患の診断に汎
用されている6）．頸動脈における動脈硬化度の評価項目
としては，頸動脈の内中膜厚（intima‒media thickness：
IMT），動脈硬化性プラーク（1.1 mm以上の限局性隆起
性病変）などが日本超音波医学会と日本脳神経超音波学
会から標準的評価法として推奨されている9‒11）．この理
由として，頸動脈の超音波像は層構造を示すが，内膜と
中膜，および外膜と周囲組織との分離は超音波検査では
困難なことがある11）．ただし，内膜と中膜を合わせた厚
みは病理組織像と一致すると報告されている11,12）．その
ため頸動脈の壁厚を評価する際は，内膜と中膜の複合体
の厚みが用いられ，IMTと称している11）．一般に IMT
は加齢に伴い，健常成人では 0.009 mm/年程度増加する
が11,13），この増加分を含めても正常値は 0.5 mmから 1.0 
mm程度とされている6,10）．このため，IMTが 1.1 mm以
上を異常肥厚と診断する6,10,14）．IMTは全身の動脈硬化
の程度の反映，ないしは動脈硬化性疾患の合併および発
症リスク予想の代替評価因子としても用いられてい
る9,15‒18）．特に，頸動脈の最も肥厚している部位を測定す
る最大 IMT（maximum IMT：max‒IMT）の数値の増
加は，早期の動脈硬化，虚血性心疾患および脳卒中の予
後を反映しているとされ10），本邦における大規模前向き
追跡研究では，max‒IMTは脳卒中の発症と関連してい
ることが示されている11,19）．なお動脈硬化は一般的には
急速に進行しないので，異常がなければ 1年から 2年に

1回程度の検査が妥当な頻度とされている5）．

頸動脈硬化と歯周病に関しての論文検索

　アテローム性頸動脈硬化と歯周病に関する論文を調べ
るために，電子検索データベースとして PubMedと医中
誌を利用した．キーワードはPubMedで「carotid intima‒
media thickness」「carotid atherosclerosis」を，歯周病
に関しては「periodontal disease」「periodontitis」に設
定して検索した．医中誌では「頸動脈内中膜厚」「頸動脈
硬化」「歯周病」「歯周炎」で検索した．動物実験などの
人間以外を対象とした研究は除外した．抽出された論文
の抄録を通覧し，アウトカムについては IMTまたは頸
動脈アテローム硬化に設定した．曝露因子については歯
科診療での使用頻度が多い，プロービングポケットデプ
ス（PPD）などの歯周組織検査項目を適用している論文
とした．

 1 ．頸動脈硬化と歯周病の関連についての系統的レ
ビューとメタ解析

　IMTあるいは頸動脈アテローム硬化と歯周組織検査
の関連についての系統的レビューとメタ解析に関する文
献報告は，3編20‒22）みられる（Table　1，最終検索年月日：
2022年 4月 9日）．
　Orlandiら20）は 2014年 1月 31日までに発表された報
告から，9編の横断研究23,31,36,37,39,40,43,45,46），7編の症例対
照研究29,30,33,34,41,42,44）および 1編の介入研究35）を抽出した．
続いて横断研究と症例対照研究については，メタ解析を
実施した．その結果歯周病群は対照群と比較して，IMT
が平均 0.08 mm｛95％ confidence interval：（CI）＝0.07～
0.09，p＜0.0001｝有意に増加していた．また，横断研究
と症例対照研究別のサブグループ解析でも同様の結果で
あった．さらに，研究ごとの患者背景や検査の違いから
生じる異質性（I2）もみられなかった（p＝0.922，I2＝
0.0％）．なおイタリアの大学病院で実施された，軽度か
ら中等度歯周炎患者への介入研究35）では，4週以内の抗
菌療法を併用した歯周基本治療後6カ月および12カ月に
おいて，IMTがベースライン時と比較して有意に改善し
たと報告されている．しかしながら，この研究35）は対照
群のない35名の前後比較試験であることから，より大規
模な対照群を含めた研究が必要との結論にいたってい
る20）．
　Zengら21）は 2015年 2月 20日までに発表された報告か
ら，15編の横断および症例対照研究23‒27,30,32,38,41,45‒50）を抽
出して解析した．その結果，歯周病であると頸動脈アテ
ローム硬化の発症リスクが有意に増加していた｛オッズ
比（odds ratio：OR）＝1.27，95％CI＝1.14～1.41，p＜
0.001｝．研究間の異質性は，有意に存在していた（p＜
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0.01，I2＝78.9％）．また喫煙と糖尿病を共変量として調
整した 6編26,30,32,45,49,50）のサブグループ解析では，有意水
準境界線上であったことを報告している（OR＝1.08，
95％CI＝1.00～1.18，p＝0.051）．
　Wangら22）は，2019年 1月 30日までに末梢動脈疾患
と歯周炎との関連を調査した文献から，25編の横断およ
び症例対照研究に対してメタ解析を実施した．さらに，
末梢動脈疾患は主に下肢動脈あるいは頸動脈である末梢
動脈のアテローム性動脈硬化症と定義している報告52,53）

を基に，頸動脈を対象とした 17編23‒25,27‒30,32,38,41,45‒51）のサ
ブグループ解析を行った．その結果，歯周炎であると頸
動脈アテローム硬化の発症リスクが有意に増加していた
（OR＝1.39，95％CI＝1.24～1.56，p＜0.001）．研究間の異
質性は有意に存在していた（p＜0.001，I2＝79.4％）．

 2 ．日本国内における頸動脈硬化と歯周病の横断研究
　日本国内においても，IMTと歯周病の関連について実
施された横断研究は 5編46,54‒57）みられる（Table　2，最終
検索年月日：2022年 4月 9日）．これらの研究ではすべ
て，IMTの進展と歯周病において有意な関連がみられて
いた．
　著者ら55）は，2003年から 2014年に北海道医療大学病
院内科に通院中の脂質異常症患者のなかで，同歯科も受
診し，頸動脈超音波検査を 2回以上実施ずみの 52名を対
象に横断研究を実施した．その結果，二項ロジスティッ
ク回帰分析では，max‒IMT≥1.1 mm群で PPD≥6 mm
歯数割合が中央値の 4.16％を超えている，つまり上位
50％群が有意に関連していた（OR＝8.275，95％CI＝
1.462～46.844，p＝0.017）．また重回帰分析では，max‒
IMTの肥厚に対して現在歯数の減少が有意に関連して
いた｛偏回帰係数＝－0.014，95％CI＝－0.024～－0.003，
p＝0.014｝．

 3 ．頸動脈硬化と歯周病のコホート研究
　頸動脈硬化と歯周病のコホート研究は，8編58‒65）みら
れる（Table　3，最終検索年月日：2022年 4月 9日）．結
果は 1編58）を除いて頸動脈硬化と歯周病は有意な関連が
みられていた．日本で実施された研究は 2編61,65）であっ
た．
　Kudoら61）は歯周外科を含む歯周治療を受けた患者に
ついて，サポーティブペリオドンタルセラピー（SPT）
開始時，SPT開始 1年後および同 3年後に IMTを測定
したところ，全段階においてベースライン時より有意に
改善していたことを報告している．69歳から 71歳の日
本の地域住民を対象にした SONIC研究65）では，ベース
ライン時の PPD≥4 mm以上の存在は，3年後にアテ
ローム性動脈硬化に相当するmax‒IMT≥1.1 mm以上と
有意な関連がみられたことを報告している．
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 4 ．頸動脈硬化に対する歯周治療の介入研究
　頸動脈硬化に対する歯周治療の介入研究は，海外から
3編35,66,67）の報告がみられる（Table　4，最終検索年月日：
2022年 4月 9日）．
　無作為比較試験であるPerioCardio study66）では，歯周
炎のアボリジナルオーストラリアンズの参加者を，1回
で全顎スケーリング・ルートプレーニング（SRP）を行
う歯周治療群 138名と，口腔清掃指導のみの対照群 135

名に分けて 12カ月追跡した．その結果，歯周治療群では
ベースライン時と比較して，12カ月後の IMTが有意に
改善していた．ブラジルの大学病院で実施された非無作
為比較試験67）では，23名の歯肉健常者群に口腔清掃指導
を，21名の中等度から重度の歯周炎患者群に口腔清掃指
導とSRPを実施した結果，両群ともに術後 6カ月で IMT
が術前よりも有意に改善していたことを報告している．

Table　2　Cross-sectional studies in Japan of the relationship between carotid intima-media thickness and periodontal disease

Authors
（Study name）

Publica-
tion year Subjects Age, mean±

SD

Assesment 
method for 
periodontitis

Main results Refer-
ence

Hayashida et al.
（The Nagasaki 
Islands study）

2013

1,053 subjects with 10 
teeth or more in Goto 
City, Nagasaki Pre-
fecture（394 men and 
659 women）

Over 40, 63.5
±10.0

PPD and CAL
（both 2 sites 
per tooth）

Mean PPD was associated with 
a risk of max-IMT＞1 mm（OR
＝1.430, 95％ CI＝1.067 to 1.918, 
p＝0.017）. Mean CAL was asso-
ciated with a risk of max-IMT
＞1 mm（OR＝1.251, 95％ CI＝
1.032 to 1.516, p＝0.022）.

46

Tada et al.（The 
SONIC study） 2017

468 participants in 
Itami City and Asago 
City, Hyogo Prefec-
t u r e（m a l e：2 1 7 , 
female：251）

69 to 71 PPD（1 site per 
tooth）

Individuals with severe peri-
odontal disease were signifi-
cantly higher risk of max-IMT 
1 .1 mm or more than those 
with healthy periodontal tissues
（OR＝2 . 01 , 95％ CI＝1 . 06 to 
3.79, p＝0.032）.

54

Terada et al. 2018

52 dyslipidemia 
patients attending a 
university hospital（21 
men and 31 women）

66.9±8.9
PPD and BOP
（both 6 sites 
per tooth）

There was a significant associa-
tion between max-IMT 1.1 mm 
or more and ％ of teeth with 
PPD 6 mm or more（more than 
50 versus less than 50％）（OR
＝8 . 2 7 5 , 9 5％ C I＝1 . 4 6 2 t o 
46.844, p＝0.017）.

55

Shimizu et al. 2019

907 people in Goto 
City, Nagasaki Pre-
fecture（353 men and 
554 women）

60 to 99,（72.1
±7 .0：men , 
7 1 . 3±6 . 8：
women）

PPD（2 sites 
per tooth）

The OR and 95％ CI of PPD 6 
mm or more were OR 2.01 and 
95％ CI 1.06 to 3.81 for partici-
pants with max-IMT 1.1 mm or 
more.

56

Yamada et al.
（The Ohasama 
study）

2022

602 community 
dwellers residing in 
Ohasama Town, 
Iwate Prefecture
（male：37.7％）

Over 55, 66.0
±7.3

PPD, CAL
（both 6 sites 
per tooth）and 
radiographic 
alveolar bone 
loss

In the mult ivar iate model , 
regarding CDC/AAP classifica-
tion, compared to those with no 
or mild periodontitis, OR（95％ 
CI）for those with severe peri-
odontitis were 4.26（1.01 to 
17.5）.

57

Abbreviations：SD, standard deviation；PPD, probing pocket depth；CAL, clinical attachment level；max-IMT, maximum-in-
tima media thickness；OR, odds ratio；CI, confidence interval；SONIC, Septuagenarian, Octogenarian, Nonagenarian Inter-
vention with Centenarian；BOP, bleeding on probing；CDC/AAP, Centers for Disease Control/American Academy of Peri-
odontology.
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Table　3　Cohort studies of the relationship between carotid intima-media thickness and periodontal disease
Authors

（Study name）
Publica-
tion year

Coun-
try

Study 
design

Subjects
Age, mean±
SD or median

Assesment method 
for periodontitis

Follow-up 
period

Main results
Refer-
ence

Vernon et al. 2011 USA
Prospec-

tive

43 HIV-infected adults 
with 20 teeth or more
（male：77％）

Over 18, 38±8
PPD, REC, CAL and 
BOP（both 6 sites 
per tooth）

Median 24 
months

Both PPD, REC, CAL or 
BOP were not significantly 
associated with IMT.

58

Desvarieux et 
al.（INVEST）

2013 USA
Prospec-

tive

420 residents in Man-
hattan, New York City,
（male：37％）

Over 55, 68±8
PPD and CAL（both 
6 sites per tooth）

Median 3.1 
years

Mean IMT increased 
during follow-up by 0.139±
0.008 mm. Longitudinal IMT 
progression attenuated with 
improvement in cl inical 
periodontal status.

59

Napora et al. 2016 Poland
Prospec-

tive

119 patients diagnosed 
with type 2 diabetes（67 
men and 52 women）

Median 62
PPD , CAL ,  BOP
（both 6 s i t es per 
tooth）and PCR

1 year

A multivariate analysis 
demonstrated a significant 
correlation between mean 
CAL and IMT change after 
one yea r（β＝0 . 2 5 , p＝
0.011）.

60

Kudo et al.（Jap-
anese prospec-
tive multicentre 
observational 
study）

2018 Japan
Prospec-

tive

104 medical or periodon-
tal patients（male：54, 
female：50）

57.4±13.7
PPD, BOP（both 6 
sites per tooth）and 
mobile teeth

Start of SPT, 
at 1 year 

and 3 years 
under SPT

During all stages of SPT, 
corresponding to improve-
ments in ％ of positive BOP 
and average of PPD were 
decreased with periodontal 
t r e a t m e n t , m a x - I M T 
decreased significantly.

61

Pussinen et al.
（the Cardiovas-
c u l a r R i s k i n 
Young F i nn s 
Study）

2019 Finland
Prospec-

tive

755 participants（male：
49.1％）in 1980 at age 6, 
9, or 12 years and fol-
low-up in adulthood in 
2001 at age 27, 30, or 33 
years and/or in 2007 at 
age 33, 36, or 39 years

8.07±2.00
（at baseline in 

1980）

PPD and BOP
｛both 2 s i tes o f 6 
index teeth（16, 21, 
24, 36, 41, and 44）｝

21 and 27 
years

In boys, periodontal disease
（RR＝1.69, 95％ CI＝1.21 to 
2.36）were statistically sig-
nificantly associated with 
the IMT 27 years later.

62

Tong et al. 2019 Taiwan
Retro-

spective 
double

726,300 periodontit is 
patients（male：47.3％）
and 726,300 contorols
（male：47.0％）from the 
Ta iwanese Nat iona l 
H e a l t h I n s u r a n c e 
Research Database

44.02±14.63：
periodontitis 

patients, 44.15
±14.41：
controls

The ICD-9-CM code 
523.4 was used to 
identify the patients 
with periodontitis

8.65±3.06 
years：

periodontitis 
patients, 
8.59±3.08 
years：
controls

Multivariate Cox regression 
analysis indicated that the 
male group had s ign i f i -
cantly higher incidence risk 
of carotid atherosclerosis
（log rank p＝0.046）.

63

Wulandari et al. 2020
Indone-

sia
Prospec-

tive

32 HIV-infected adults
（m a l e：5 9％）a n d 3 2 
age-matched healthy 
contorols（male：56％）

Median 36 OHI-S and CPI 5 years

Multiple linear regression 
analysis showed that peri-
odontitis and CMV anti-
body levels optimally pre-
dicted poor right and left 
IMT（adjusted R2＝0.36, p＝
0.0013；adjusted R2＝0.40, p
＝0.001, respectively）.

64

K i t a m u r a e t 
al .（the SONIC 
study）

2021 Japan
Prospec-

tive

182 community-dwellers 
of Itami City and Asago 
City in Hyogo Prefec-
ture（male：70, female：
112）

69 to 71
PPD
（6 sites per tooth）

3 years

It was revealed that the 
proportion of teeth with 
PPD 4 mm or more was 
independently associated 
with max-IMT 1.1 mm or 
more without any relation-
ship to the other traditional 
risk factors for max-IMT 
1.1 mm or more（OR＝1.029, 
95％ CI＝1.00 to 1.06, p＝
0.022）.

65

Abbreviations：SD, standard deviation；HIV, human immunodeficiency virus；PPD, probing pocket depth；REC, gingival recession level；CAL, clinical attachment 
level；BOP, bleeding on probing；IMT, intima-media thickness；INVEST, the oral INfections and Vascular disease Epidemiology STudy；PCR, plaque control record；
β, partial regression coefficient；SPT, supportive periodontal therapy；max-IMT, maximum IMT；RR, risk ratio；CI, confidence interval; ICD‒9‒CM, International 
Classification of Disease, Ninth Revision, Clinical Modification；OHI-S, oral hygine index-simplified；CPI, community periodontal index；CMV, cytomegalovirus；R2, 
coefficient of determination；SONIC, Septuagenarian, Octogenarian, Nonagenarian Intervention with Centenarian; OR, odds ratio.
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おわりに

　頸動脈硬化に対して行う頸動脈超音波検査と歯周病と
の関連報告は，以上の結果であった．メタ解析より，頸
動脈硬化と歯周病の関連性はあるといえる．しかしなが
ら，観察研究では因果関係を調べることは困難である．
因果関係を調べるための介入研究では，歯周治療で IMT
値が改善する傾向がみられるが，報告数が少なく，対象
者の選択バイアスなども考慮して解釈する必要がある．
近年では，24歳時の歯周炎が 30歳時の IMT値へ関連し
ているかを，周辺構造モデル（marginal structural 
model）で統計解析した結果，30歳時の高感度 CRP値の
強い影響が原因で，有意な関連はみられなかった報告68）

もある．
　今後はこの分野のエビデンスを明確にするためにも，
さらにより質の高い，観察および介入研究が必要である．
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抄録
　目的：根尖性歯周炎は，感染根管に起因した二次的病変として発症するリンパ球活性の増進，炎症性細胞の
遊走や浸潤および破骨細胞の活性化を伴う根尖周囲の炎症性疾患で，疼痛や根尖部歯肉の腫脹など，さまざま
な臨床症状を引き起こす．これまでに，根尖性歯周炎の病態を解明することを目的として，サイトカインや成
長因子のようなさまざまな炎症性メディエーターの関与について研究が行われてきているが，その詳細は明ら
かにされていない．そこで本研究では歯根肉芽腫の病態を解明することを目的として，慢性炎症性疾患の病態
に関与することが報告されているカルシウム結合タンパク S100A8 と S100A9 に着目し，両タンパクの歯根肉
芽腫と健常歯肉におけるタンパクおよび遺伝子発現の検索を行った．
　材料と方法：日本大学歯学部付属歯科病院歯内療法科に来院し，根尖性歯周炎と診断され歯根尖切除法が適
応とされた患者から根尖病変組織を採取した．採取した試料はただちに二分割し，一方を 10％ホルマリンで固
定およびパラフィン切片の作製後，病理組織学的検索を行った．加えて，病理組織学的検索の結果，歯根肉芽
腫と診断した試料を用いて，免疫組織化学的検索を行った．他方は，OCT コンパウンドに包埋し，ドライアイ
ス‒アセトンで凍結した後，real‒time polymerase chain reaction（PCR）法による遺伝子発現の検索を行った．
また，健常歯肉組織は埋伏智歯抜歯時に採取し，根尖性歯周炎と同様に検索を行った．なお，被験者に対して
試料を本実験に使用することを説明し，文書にて同意を得た後に試料採取を行った（EP18D014）．
　成績：病理組織学的検索の結果，採取した 44 例の根尖病変組織のうち，32 例は歯根肉芽腫，12 例は歯根囊
胞であった．次に歯根肉芽腫組織と健常歯肉組織に対して，蛍光標識した抗体を用いて免疫組織化学的検索を
行った結果，健常歯肉中では S100A8 と S100A9 タンパクの発現を認めなかったが，歯根肉芽腫では両タンパ
クの発現を認めた．また，real‒time PCR 法を用いて検索した結果，健常歯肉と比較して歯根肉芽腫では有意
に高い S100A8 と S100A9 遺伝子の発現を認めた．
　結論：慢性炎症性疾患である歯根肉芽腫中で S100A8 および S100A9 が発現し，S100A8 および S100A9 は慢
性炎症性疾患においてその病態に関与していることから，口腔内の慢性炎症性疾患である歯根肉芽腫において
も病態の調節に関与している可能性が示唆された．
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緒　　言

　根尖性歯周炎は，感染根管に起因した病変として発症
し，炎症性細胞の遊走および破骨細胞の活性化を伴う根
尖周囲の炎症性疾患である1‒3）．これまでに，根尖性歯周
炎の病態解明を目的としてサイトカインや成長因子など
の炎症性メディエーターの関与に関するさまざまな研究
が行われてきた．著者らの所属する講座においても根尖
性歯周炎の病態解明のために同様の研究が行われてきた
が，その詳細はいまだに明らかにされていない4‒6）．
　カルシウム結合タンパク S100（S100タンパク）はさ
まざまな細胞から発現され，25種類のサブクラスが報告
されている7,8）．近年の研究で，S100ファミリーのなかで
も S100A4，S100A8および S100A9は健常者に比べ，慢
性炎症性疾患である関節リウマチ患者の血清中とリウマ
チ組織中で高く発現し，その病態調節に関与しているこ
とが報告されている8‒11）．著者ら12）は，S100ファミリー
の一種である S100A4が歯根肉芽腫中で発現し，その病
態へ関与していることを報告した．一方，S100A8と
S100A9は全身の炎症組織内において好中球・マクロ
ファージに発現し，その病態に関与していることが報告
されている13）が，歯根肉芽腫での S100A8と S100A9の
発現は明らかにされていない．
　これらのことから，S100A8と S100A9が口腔内の慢性
炎症性疾患である歯根肉芽腫においてもその病態に関与
している可能性があると思われる．しかしながら歯根肉
芽腫における S100A8および S100A9の発現は報告され
ていないことから，本研究では免疫組織化学的検索およ
び real‒time polymerase chain reaction（PCR）法を用い
て，S100A8と S100A9局在の検索を行うこととした．

材料および方法

 1 ．試料の採取
　日本大学歯学部付属歯科病院歯内療法科を受診し，診
査によって根尖性歯周炎と診断され，歯根尖切除術ある
いは抜歯が適応とされた患者から根尖病巣を採取した．
健常歯肉は，埋伏智歯の抜歯を目的に日本大学歯学部付
属歯科病院口腔外科を受診した患者から採取した．試料
採取にあたっては，採取方法，術中・術後の不快症状と
使用目的を口頭で説明し，書面による同意を得た．根尖
病巣を採取した患者は，32歳から 64歳までの 44名（男
性 26名，女性 18名）であった．健常歯肉を採取した患
者は，25歳から 37歳までの 5名（男性 3名，女性 2名）
であった．なお本研究は，日本大学歯学部倫理委員会の
承認を得ている（EP18D014）．

 2 ．組織切片の調製
　採取した組織はただちに 2分割し，一方を通法に従っ
て 10％中性緩衝ホルマリンで固定後，パラフィン包埋
し，薄切切片を作製した．他方は，real‒time PCR法に
使用するため，OCTコンパウンドに包埋後，ドライアイ
ス‒アセトンで凍結し，凍結試料を作製した．

 3 ．病理組織学的検索
　採取したすべての組織の薄切切片に対して，ヘマトキ
シリン・エオジン染色を行い，病理組織学的に歯根肉芽
腫と診断したものを本実験に供試した．健常歯肉につい
ても同様に検索を行った．

 4 ．蛍光二重免疫染色法
　歯根肉芽腫および健常歯肉の薄切切片を 10％正常ウ
サギ血清（Vectastain，Vector Laboratories，USA）で
20分間ブロッキングした後，抗ヒト S100A8マウスモノ
クローナル抗体（Aviva systems biology，USA）と抗ヒ
ト S100A9ウサギモノクローナル抗体（Abcam，UK）を
用いて 1時間インキュベートした．リン酸緩衝生理食塩
水で洗浄した後，fluorescein isothiocyanate標識ヤギ抗
マウス IgG抗体（Abcam），rhodamine isothiocynate標
識ヤギ抗ウサギ IgG抗体（Abcam）および 4’,6‒diamid-
ino‒2‒phenylindole, 2 dihydrochloride（Vector Laborato-
ries）を同時に用いてインキュベートした．洗浄後，切
片を水溶性マウント溶液（Vectashield，Vector Labora-
tories）にて封入し，蛍光顕微鏡（E‒600，ニコン）下で
観察を行った．

 5 ．RNA抽出および real⊖time PCR法
　歯根肉芽腫（n＝32）および健常歯肉（n＝5）の凍結
切片に 1 mlの Trizol（Invitrogen，USA）を加え，RNA
の採取を行った後，cDNA合成キット（Prime Script RT 
reagent kit，タカラバイオ）を用いて相補的 DNAを合
成した．次いで，PCRプライマー（Table 1）と real‒
time PCR用スタンダード試薬（TB Green Premix Ex 
Taq，タカラバイオ）を使用し，Smart Cycler（Cepheid，
USA）を用いて業者指定の増幅条件で PCR反応を行っ
た．なお，S100A8と S100A9遺伝子の発現量は glycer-
aldehyde‒3‒phosphate dehydrogenase（GAPDH）遺伝
子発現量を用いて，標準化を行った．

 6 ．統計学的分析
　Real‒time PCRを用いて得られた歯根肉芽腫と健常歯
肉における標的遺伝子発現量に対して，Mann‒Whitney 
U testを用いて有意水準 5％未満で統計学的分析を行っ
た．

結　　果

　薄切標本を病理組織学的に検討した結果，採取した 44
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例のうち 32例で著明な炎症性細胞浸潤と肉芽組織を認
め，歯根肉芽腫と診断した（Fig.　1A）．他の 12例は囊胞
腔と裏層上皮を認め，歯根囊胞と診断し（Fig.　1B），本
研究から除外した．また，採取した健常歯肉 5例につい
ては，炎症性細胞浸潤がほぼないことを確認し，対照群
とした（Fig.　1C）．
　作製した薄切切片を用いて蛍光二重免疫染色法を行っ
た結果，歯根肉芽腫中の炎症性細胞において，S100A8と
S100A9の共発現を認めた（Fig.　2）．陽性細胞率は
S100A8が 66.4％，S100A9が 48.7％，共発現率が 29.0％
と，約半数が共発現を示す結果となった．一方，健常歯
肉中では S100A8および S100A9の発現は認められな
かった（Fig.　3）．
　歯根肉芽腫と健常歯肉中での S100A8と S100A9遺伝
子の発現量を検索する目的で Real time PCR法を行っ
た．その結果，すべてのサンプル中で S100A8と S100A9
遺伝子発現を認め，その発現量は歯根肉芽腫で健常歯肉
と比較して有意に高かった（Fig.　4）．また，Pearsonの
相関係数を算出したところ S100A8および S100A9との
間に有意な正の相関を認めた（Fig.　5）．

考　　察

　根尖性歯周炎は，感染根管に起因した口腔常在菌や感
染歯髄の分解産物などによって発症し，好中球の浸潤に
より膿瘍が形成される．活動期から修復期へと移行する
と，膿瘍はマクロファージなどの炎症性細胞が浸潤した
肉芽組織に置き換わって歯根肉芽腫となる1‒3）．しかし
ながら，歯根肉芽腫の成立に関して，さまざまな炎症性
メディエーターが関与していることが報告されている
が，その詳細は明らかにされていない．そこで，S100A8
と S100A9に着目し，歯根肉芽腫での発現を検索するこ
とを目的として本研究を行った．
　蛍光二重免疫染色において，歯根肉芽腫中で S100A8
と S100A9の発現が認められたが，健常歯肉中では認め
られなかった．加えて，real‒time PCR法によって，歯
根肉芽腫における S100A8と S100A9遺伝子の発現が健
常歯肉よりも有意に高いことが明らかになった．以前の
研究において，IL‒1βと IL‒10は線維芽細胞やマクロ
ファージにおける S100A8の発現を促進することが報告

Table　1　PCR primers used in this study

Gene Primer sequence
GenBank

accession number

S100A8
Forward 5’‒GTGTCCACCTTCCACAAATACTCA‒3’
Reverse 5’‒ACTTCATTGTCCCTGTTGCTGTC‒3’

NM_002961

S100A9
Forward 5’‒TCATGGAGGACCTGGACACAAA‒3’
Reverse 5’‒GCAGCTTCTCATGACAGGCAAA‒3’

NM_002965

GAPDH
Forward：5’‒GCACCGTCAAGGCTGAGAA‒3’
Reverse：5’‒ATGGTGGTGAAGACGCCAGT‒3’

NR_152150

Fig.　1　 Histological examination of periapical lesions and healthy gingival tissues 
stained using hematoxylin and eosin

　（A）Periapical granulomas showing rich blood vessels and inflammatory cell infil-
tration, （B）radicular cysts with epithelial cell lining, and（C）healthy gingival tissues.
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Fig.　2　 Two‒color immunofluorescence image analysis of periapical granulomas
　（A）Staining with anti‒human mouse S100A8 monoclonal antibody.（B）Stain-
ing with anti‒human rabbit S100A9 monoclonal antibody.（C）Merged images.
（D）Nuclear counterstaining with 4’,6‒diamidino‒2‒phenylindole.
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Fig.　3　Two‒color immunofluorescence image analysis of healthy gingival tissues
　（A）Staining with anti‒human mouse S100A8 monoclonal antibody.（B）Staining 
with anti‒human rabbit S100A9 monoclonal antibody.（C）Nuclear counterstaining 
with 4’,6‒diamidino‒2‒phenylindole.
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されている14,15）．Kangら15）は肺の上皮細胞を S100A8で
刺激することによって，NF‒κBを活性化することを明
らかにした．さらに Gebhardtらは，TNF‒αと IL‒1に
よって，S100A8発現を強く促進することを報告した16）．
また，ヒト単球を Porphyromonas gingivalisから抽出し
たリポ多糖，TNF‒αおよび IL‒1βを用いて刺激したと
ころ，S100A8と S100A9の発現が促進するとの報告があ
る17）．また，S100A8と S100A9は慢性炎症である関節リ
ウマチ中で発現し，その病態に関与していることが報告
されている18）．S100A8とS100A9は感染性疾患や自己免
疫疾患中で Toll‒like receptor 4との相互作用を介して
初期免疫反応に関与していることも知られている19）．こ
のことから歯根肉芽腫中で炎症性メディエーターにより
刺激された炎症性細胞から S100A8と S100A9が発現さ

れ，炎症の惹起や調節に関与している可能性がある．一
方，著者12）らは歯根肉芽腫中で S100A4が発現し，IL‒
1βと TNF‒α発現に関与している可能性があることを
報告している．IL‒1βと TNF‒αが炎症を増悪させる働
きをもつことは，広く知られている．S100A4は，S100
ファミリーである S100A8と S100A9発現を上昇させる
調節因子として知られている20,21）．このことから，
S100A8と S100A9は炎症の増悪に関与していることが
考えられる．しかしながら，単球のcell lineであるTHP‒
1に S100A8と S100A9により刺激を行うと，IL‒10の発
現が上昇したとの報告がある22）．IL‒10は抗炎症作用を
もつ炎症性メディエーターであることから，S100A8と
S100A9は歯根肉芽腫中で炎症を抑制する働きも併せ
もっている可能性もある．
　以上のことから，歯根肉芽腫において発現した
S100A8および S100A9は炎症性メディエーターを介し
て，その病態に関与している可能性が示唆された．

結　　論

　S100A8および S100A9は歯根肉芽腫中で共発現して
おり，その遺伝子発現も健常歯肉中よりも有意に高かっ
た．このことから，S100A8と S100A9は歯根肉芽腫中で
発現すること，また慢性炎症性疾患における S100A8お
よび S100A9の機能の報告より，その成因に関与してい
る可能性が示唆された．

　本論文に関して，開示すべき利益相反状態はない．

Fig.　4　 Real‒time polymerase chain reaction analysis for S100A8 and S100A9 mRNA expression in periapical 
granulomas and healthy gingival tissues

　The value for（A）S100A8 and（B）S100A9 mRNA expression was divided by that for GAPDH expression. 
All mRNA expressions in PGs were significantly higher than those in HGTs. ＊＊：p＜0.01（Mann‒Whitney  
U test）.
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Fig.　5　 Real‒time PCR and Pearson’s correlation coef-
ficient analysis were performed to compare 
the mRNA expression of S100A8 with S100A9 
in human periapical granulomas

　A positive correlation between the expression of 
S100A8 and S100A9（p＝0.023, R2＝0.16）was noted.
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Expression of S100A8/A9 in Human Periapical Granulomas
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Abstract
　Purpose: Calcium-binding proteins termed S100 proteins are involved in the pathogenesis of various inflam-
matory diseases. Among the S100 proteins, S100A8 and S100A9 expression is associated with the pathology 
of chronic inflammatory diseases. In this study, the expression of two S100 proteins（S100A8 and S100A9）in 
human periapical granulomas was investigated.
　Methods: Periapical lesions were excised from 44 patients during endodontic surgery or tooth extraction. 
The samples were divided in half immediately after the periapical lesions were excised. One half of the 
divided tissues was fixed with 10％ neutral-buffered formalin and paraffin sections were prepared. The other 
half of the tissue samples was fixed with 4％ paraformaldehyde prepared in phosphate-buffered saline, 
embedded in OCT compound, and frozen in dry-ice acetone. These samples were then used for RNA prepa-
ration. Five healthy gingival tissue samples were also prepared as described above. After 32 samples were 
diagnosed as periapical granulomas based on histological evaluation, paraffin sections were examined using 
two-color immunofluorescent staining with anti-human S100A8 and anti-human S100A9 antibodies to search 
for the expression of S100A8 and S100A9 in human periapical granulomas. In addition, a quantitative analysis 
of S100A8 and S100A9 mRNA expression was performed using real-time PCR, using total RNA extracted 
from frozen samples of periapical granulomas and gingival tissues. The assays were performed using Smart 
Cycler, and gene expression levels were normalized by dividing the calculated values for the mRNA samples 
by those of GAPDH mRNA. Healthy gingival tissues were used as a negative control. Real-time PCR data 
were statistically analyzed using the Mann-Whitney U test. Significance was considered at p＜0.05.
　Results: S100A8 positive inflammatory cells in periapical granulomas were stained with S100A9 Abs. 
S100A8 and S100A9 mRNA were expressed in human periapical granulomas, and their expression levels in 
periapical granulomas were significantly higher than in the negative control.
　Conclusion: The results indicate the possibility that S100A8 and S100A9 expression could be associated 
with pathogenesis and growth of human periapical granulomas.

Key words：periapical granulomas, S100A8, S100A9
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ヒト歯髄培養細胞における lipopolysaccharide による
kallikrein‒related peptidase 8 産生と炎症反応
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抄録
　目的：Kallikrein‒kinin カスケードは炎症時における血管透過性亢進や発痛に関与するが，組織カリクレイン
とも呼ばれる kallikrein‒related peptidase（KLK）は，そのカスケードを担うだけでなく，生体内でさまざま
な機能を示す．また，グラム陰性菌の外膜成分である lipopolysaccharide（LPS）は起炎物質の一つとして知ら
れており，歯髄でもまた炎症の誘発・進展に作用する．著者らは，歯髄で LPS が KLK8 の発現を促進し，さら
に KLK8 が炎症促進的に作用するという仮定の下，ヒト歯髄培養細胞を用いて基礎的研究を行った．
　材料と方法：抜去歯よりアウトグロースした細胞をヒト歯髄培養細胞とし，10％ FCS 添加α‒MEM にて培
養した．培養上清中に LPS を添加後の KLK8 発現量の変化，もしくは KLK8 添加後の COX‒2 発現について，
RT‒PCR 法，Western blot 法にて検索した．細胞内の遊離カルシウムイオン濃度の測定は，蛍光カルシウムプ
ローブ Fura‒2 を用いた蛍光連続測定にて行い，また培養上清中に放出された PGE2量を enzyme immunoassay 
kit にて検討した．
　成績：ヒト歯髄培養細胞において，LPS は時間依存的，濃度依存的に KLK8 mRNA とタンパク質の発現を
促進した．LPS による KLK8 タンパク質発現は ERK1/2，P38 MAPK 阻害剤で抑制された．また，KLK8 は
PAR‒1 受容体非依存的に COX‒2 タンパク質発現および培養上清中 PGE2産生を促進し，その効果は tyrosine 
kinase 阻害剤で抑制された．
　結論：LPS は KLK8 の産生に関与し，kallikrein‒kinin カスケードに影響を及ぼすことで歯髄炎の進行に関わ
ることが示唆された．また KLK8 は歯髄で kininogen 活性化だけでなく PAR‒1 非依存的，tyrosine kinase 依
存的に COX‒2 の産生，PGE2の分泌を促進する可能性が示唆された．
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緒　　言

　感染症では，微生物による宿主組織への侵入が多様な
炎症反応や免疫病理学的反応を引き起こす．歯髄におい
ても，齲蝕や外傷による生物学的・物理学的な侵襲によ
り歯髄炎が惹起される．感染した根管象牙質や壊死歯髄
からはグラム陰性菌が頻繁に検出され1），歯髄炎や根尖
性歯周炎の進行に深く関与していると考えられている．
なかでもグラム陰性菌の細胞壁成分である lipopolysac-
charide（LPS）は，宿主組織の破壊につながる生物学的
活性を誘発する起炎物質の一つである．LPSの刺激は，
歯髄培養細胞において Toll‒like receptor（TLR）4を介
してmitogen‒activated protein kinase（MAPK）系を活
性化し，IL‒6，IL‒8などの炎症性サイトカインを誘導す
ること2,3）や，血管内皮増殖因子（VEGF）を誘導して血
管透過性の亢進や炎症性細胞の集積を修飾すること4），
または転写因子 nuclear factor‒κBの活性化による炎症
性シグナルの誘発を促進する5）．このような免疫応答バ
ランスの破綻は，結果的に組織破壊へつながる．
　歯髄組織は周囲を硬組織に囲まれた閉鎖的な空間に存
在するため，炎症の進行は強い臨床症状とともに組織圧
の亢進，脈管系の圧迫による循環障害を引き起こし，最
終的に壊死にいたることもある．生活歯に比べ失活歯の
生存率は確実に短いことが統計学的にも示され，また機
能歯数の減少が寿命にまで影響を与えること6）が明らか
になっており，積極的な歯髄保存が試みられている．
　Kallikrein‒related peptidase（KLK）は，アミノ酸配
列の相同性からヒトでは現在 15種のサブタイプが報告
されているトリプシン・キモトリプシン様セリンプロテ
アーゼファミリーで，kallikrein‒kininシステム以外にも
種々の組織で生理学的・病理学的機能を担うことが近年
報告されてきた7）．KLK8/neuropsinはマウス脳の海馬
で神経可塑性や記憶形成に関与するプロテアーゼとして
同定8）されたが，ヒトでは逆に脳での発現は画一的では
なく9），ケラチノサイトでの細胞外基質の分解を担い，
皮膚における炎症性疾患とその創傷治癒に関与すること
が報告されている10）．詳細な機能や疾患との関連性につ
いて，口腔領域での報告はない．歯髄炎や壊死歯髄にお
いて，エラスターゼやコラゲナーゼ活性の上昇がみら
れ11），他組織同様にプロテアーゼが炎症時の細胞外基質
代謝に重要な役割を担っていることが考えられる．著者
らはこれまでに，セリンプロテアーゼである plasmin12）

や plasma kallikrein13）がそのタンパク質分解酵素として
の機能のみならず，protease activated receptor（PAR）s
を介して細胞内シグナル伝達を誘発し，cyclooxygenase
（COX）‒2の発現や prostaglandin（PG）E2産生に寄与す

る可能性を報告した．PGE2は炎症のケミカルメディ
エーターとして発痛や血管透過性亢進に関わることは知
られているが，歯髄においては特に硬組織形成能のコン
トロールに関わる14）点で重要であり，その産生調節は歯
髄の予後に大きく影響すると考えられる．
　そこで本研究では，ヒト歯髄におけるグラム陰性菌の
LPSが KLK8発現に与える影響と，KLK8と歯髄炎の関
係について，特に PGE2の産生に与える影響に注目し，
培養細胞を用いて基礎的な検討を行った．

材料および方法

 1 ．材　料
　本実験では，牛胎児血清（fetal calf serum：FCS），
alpha minimum essential medium（α‒MEM），trypsin
は Invitrogen（USA），penicillin GはMeiji seikaファル
マ，LPS（Escherichia coli O111：B4），Cellytic M Cell 
lysis reagent，U0126，SB239063，JNK inhibitor 2，
genisteinは Sigma‒ Aldrich（USA），KLK8は富士フイ
ルム和光純薬，plasma kallikreinは R & D Systems
（USA），Fura‒2/AMは同仁化学研究所，PAR‒1 活性化
剤は Tocris Bioscience（USA），抗 COX‒2抗体は Santa 
Cruz Biotech（USA），抗 KLK8抗体は abcam（UK），
抗β‒actin抗体，HRP標識抗ウサギ IgG抗体は Cell Sig-
naling Techology（USA），RNeasy Mini Kit，One step 
RT‒PCR kitはQIAGEN（Germany），SDS sample buffer
は New England Biolabs（UK），Prostaglandin E2 
enzyme immunoassay（EIA）kitは Cayman Chemical
（USA）より購入したものを使用した．

 2 ．歯髄細胞の培養
　日本大学松戸歯学部倫理委員会の承認（承認番号：
EC20‒19‒19‒003‒2号）を受け，日本大学松戸歯学部付
属病院に来院し，矯正治療により抜去された10歳代～20
歳代の男女の患者の健康な第三大臼歯から歯髄を無菌的
に取り出した．取り出した歯髄は Somermanらの方法15）

に基づき，PBSで十分に洗浄した後，約 2 mm角に細切
し，組織片を 35 mm culture dishに静置後，10％ FCS，
100μg/ml penicillin Gを添加したα‒MEMを用いて
37℃，5％ CO2，95％気相下にて out growthさせた．細
胞がコンフルエントに達した時点で 0.05％ trypsinを用
いて回収し，5～9代継代培養したものを研究に用いた．

 3 ．半定量的 RT⊖PCR法
 1 ）RNAの抽出
　上記の培養条件にてヒト歯髄培養細胞を 10 cm cul-
ture dishで 1×106個/dishで播種し，LPS作用 24時間前
に 1％ FCS含有α‒MEMに交換した．作用後の歯髄細胞
の total RNAを RNeasy Mini Kitを用いて抽出し，得ら
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れた全RNAの純度は260 nmと280 nmの比で測定した．
 2 ）半定量的 RT‒PCR法

　得られた total RNA，DNAプライマー（KLK8および
glyceraldehydes‒3‒phosphate dehydrogenase：
GAPDH），One step RT‒PCR kitを使用して RT‒PCR
を行った．すなわち total RNA（250 ng），5 pmolプライ
マー，および 5×Reaction Mix（0.4 mM dNTP，2.5 mM 
MgCl2含有），を混和した後，総量を 25μlとし，TaKaRa 
PCR Thermal Cycler Dice（タカラバイオ）にて cDNA
合成および増幅反応を行った．用いた DNAプライマー
の塩基配列は，KLK815） forward 5’‒ACA GAC CAT 
GCC ATC TGT GA‒3’，reverse 5’‒ATG AGT GCC 
AAC CCC ATT C‒3’，GAPDH12） forward 5’‒ATC 
ACC ATC TTC CAG GAG‒3’，reverse 5’‒ATG GAC 
TGT GGT CAT GAG‒3’ とした．RT‒PCRの反応条件
は，50℃ 30分，95℃ 15分を 1 cycle行って cDNAを合
成し，次いで DNA変性を 94℃ 30秒，アニーリングを
55℃ 30秒，伸長反応を 72℃ 30秒行い，これを 1 cycle
として 28 cycle行った後，最終伸長反応を 72℃ 10分間
行った．PCR合成産物は 2％アガロースゲルで電気泳動
を行った後，エチジウムブロマイド染色を行い紫外線照
射下にて遺伝子増幅を確認した．得られたバンドパター
ンの一部は，濃度および面積を画像編集ソフト Adobe 
Photoshop Elements 10にて数値化し，GAPDHとの対
比から有意差の検定を行い，グラフに示した．

 4 ．Western blot法
　LPS，KLK8作用後の歯髄培養細胞を 100μM Phenyl-
methylsulfonyl fluoride（PMSF），0.2 mM EGTA，2 mM 
EDTAを含有する Cellytic M Cell lysis reagentにて溶
解した．Bradford法16）にて，タンパク質量の調整を施し
た後SDS sample bufferを加え5分間煮沸し，15,000 rpm
で 1分間遠心分離した後の上清をサンプルとした．7.5％
の SDS polyacrylamide gel electrophoresis（PAGE）用
ゲル（Mini‒PROTEAN TGX Gels，Bio‒Rad，USA）に
て電気泳動後，転写装置（日本エイドー）を使用してニ
トロセルロース膜（Bio‒Rad）へ転写した．その後 skim 
milk（Becton Dickinson，USA）にて室温で 30分ブロッ
キングを行い，一次抗体を室温で 2時間振盪反応させ，
二次抗体を室温で90分同様に反応させた．一次抗体とし
て抗 KLK8抗体（1/1,000），抗 COX‒2抗体（1/1,000），
抗β‒actin抗体（1/3,000）を供した．二次抗体として，
HRP標識抗マウス IgG抗体または HRP標識抗ウサギ
IgG抗体を供した．ECL prime Western Blotting detec-
tion system（Cytiva，Switzerland）を用いて化学発光を
行い，X線フィルム（Hyperfilm ECL，Cytiva）上に感
光させて発現量を確認した．得られたバンドパターンの
一部は，濃度および面積を画像編集ソフトAdobe Photo-

shop Elements 10にて数値化し，GAPDHとの対比から
有意差の検定を行い，グラフに示した．

 5 ．細胞内カルシウムイオン濃度（［Ca2＋］i）の測定
　上記の培養条件にてヒト歯髄培養細胞を 10 cm cul-
ture dishで 1×106個/dishで播種し，2μM Fura‒2/AM
にてα‒MEM中で 37℃，30分間インキュベートした後，
0.25％ trypsin，0.02％ EDTAにて細胞を dishから剝離
し，Krebs‒Ringer‒Hepes溶液（120 mM NaCl，5 mM 
KCl，1 mM MgSO4，0.96 mM NaH2PO4，0.2％ glucose，
0.1％ BSA，1 mM CaCl2，20 mM HEPES buffer：pH7.4）
に浮遊させた後，KLK8，plasma kallikrein，PAR‒1活
性化剤を作用させた．Fura‒2にてラベルした細胞内の
蛍光測定は，日本分光 CAF‒110型スペクトロフルオロ
メーターにて 340 nmと 380 nmの二波長励起，500 nm
の蛍光測定にて行った．［Ca2＋］iの測定は Grynkiewicz
らの方法17）により行った．

 6 ．PGE2量の検索
　前述の培養条件にて，24穴細胞培養プレートに 5×104

個/dishで播種した．サンプルは KLK8作用後の培養上
清とし，PGE2の分泌量を Prostaglandin E2 EIA kitを用
いて波長 450 nmにおける吸光度を測定した．

 7 ．統計処理
　得られた測定値は，平均値±標準誤差（SEM）で示し
た．有意差の検定には，Tukey testを用い，有意水準5％
で検定した．

結　　果

 1 ．ヒト歯髄培養細胞における LPSによる KLK8 
mRNA発現

　ヒト歯髄培養細胞に各種濃度のLPSを 3時間作用させ
ると，KLK8 mRNA発現量は LPSの用量依存的に増加
し，1μg/mlで最大値に達し，それ以上の濃度では減少
した（Fig.　1A）．また，1μg/ml LPSを作用させると，
KLK8 mRNA発現量は時間依存的に増加し，作用 3時間
で最大値に達し，以後減少した（Fig.　1B）．

 2 ．ヒト歯髄培養細胞における LPSによる KLK8タ
ンパク質発現

　ヒト歯髄培養細胞に各種濃度のLPSを 6時間作用させ
ると，KLK8タンパク質発現量は用量依存的に増加し，
1μg/mlで最大値に達し，それ以上では減少した（Fig.　
1C）．また，1μg/ml LPSを作用させると，KLK8タン
パク質発現量は時間依存的に増加し，作用 6時間で最大
値に達し，12時間においてもタンパク質量は維持された
（Fig.　1D）．
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 3 ．LPSによる KLK8タンパク質発現に対する
MAPK阻害剤の効果

　歯髄培養細胞におけるLPSによるKLK8の産生作用が
明らかになったことから，次に KLK8産生シグナルにお
けるMAPKの関与について阻害剤を用いて検索した．
その結果，1μg/ml LPSを 6時間作用させて認められた
KLK8タンパク質発現の増強は，Extracellular Signal‒
regulated Kinase（ERK）1/2 MAPK阻害剤である U0126
（10μM）および p38 MAPK阻害剤である SB239063（10
μM）の存在下では有意に抑制された（Fig.　2）．一方，
c‒Jun N‒terminal kinase（JNK）1/2/3 MAPK阻害剤で
ある JNK inhibitor 2（10μM）の存在下では，LPSによ

る KLK8タンパク質発現は抑制されなかった（Fig.　2）．
 4 ．ヒト歯髄培養細胞における KLK8による COX⊖2

タンパク質発現
　次に COX‒2タンパク質発現に与える KLK8の影響を
確認した．ヒト歯髄培養細胞に各種濃度のKLK8を 3時
間作用させると，COX‒2タンパク質発現量は用量依存
的に増加し，10 nMで最大値に達し，それ以上では減少
した．また，10 nM KLK8を作用させると，COX‒2タン
パク質発現量は時間依存的に増加し，作用 3時間で最大
値に達し，以後減少した（Fig.　3）．

Fig.　1　 Lipopolysaccharide-dependent expression of kallikrein-related peptidase 8 mRNA and 
kallikrein-related peptidase 8 protein

　（A）The cells were treated with LPS（0‒10μg/ml）for 3 h.（B）The cells were stimulated with 
or without 1μg/ml LPS for the indicated times.（A, B：Lower parts）Data are calculated as the 
quantity of KLK8 mRNA relative to that of GAPDH and normalized against the control（＊：p
＜0.05 versus unstimulated cells）.（C）Cells were treated with LPS（0‒10μg/ml）for  
6 h.（D）Cells were stimulated with or without 1μg/ml LPS for the indicated times. KLK8 in 
the cell lysate was detected by Western blotting using anti-KLK8 antibody.
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 5 ．［Ca2＋］iに与える KLK8，plasma kallikreinの
効果

　Kall ikreinファミリーである KLK8が，plasma 
kallikrein13）や KLK5，618）と同様に PAR‒1受容体を介し
て［Ca2＋］iの上昇を引き起こす可能性について検索し
た．Fura‒2を負荷したヒト歯髄培養細胞に 100μM 
PAR‒1活性化剤，1μg/ml plasma kallikreinを作用させ
ると，30秒後から［Ca2＋］iは上昇し，120秒後にピー
クに達し，その後緩やかに減少した．一方，10 nM KLK8
の作用では［Ca2＋］iに変化はみられなかった（Fig.　4）．

 6 ．KLK8による COX⊖2タンパク質発現および
PGE2分泌に対する tyrosine kinase阻害剤の効
果

　KLK8が tyrosine kinase型受容体を介してシグナル伝
達を担う報告がある19,20）．そこで，tyrosine kinase阻害
剤である genisteinを用いてKLK8によるCOX‒2タンパ
ク質発現に対する効果を確認した．その結果，ヒト歯髄
培養細胞における 10 nM KLK8（3時間）による COX‒2
タンパク質発現量の増加は，genisteinの用量依存的に抑
制された（Fig.　5）．また，KLK8の 6時間の添加により
培養上清中の PGE2量は有意に増加し，genistein存在下
では PGE2分泌量の増加は抑制された（Table 1）．

考　　察

　歯髄は局在的な特徴から，炎症が惹起されたときのそ
の症状は激烈なものとなるのに加え，不可逆的な病態変
化に進行しやすい組織である．したがって，痛みの除去
やさらなる炎症の波及を防止する目的で歯髄除去療法を
選択することが多い．炎症は免疫担当細胞の浸潤やサイ
トカインの発現を介して各種侵襲に対して発された生体
の防御反応であり，炎症の適切なコントロールは組織の
創傷治癒を促す．実際に，血管透過性亢進や発痛に関与
する PGE2は低濃度では歯髄の硬組織形成能を促進す

Fig.　2　 Involvement of mitogen-activated protein 
k inases in l i popo lysacchar ide - induced 
kallikrein-related peptidase 8 expression in 
human dental pulp cells

　（A）Cells were pretreated with U0126（10μM）, 
SB239063（10μM）, or JNK inhibitor 2（10μM）for 1 h, 
followed by LPS stimulation for 6 h. KLK8 in the cell 
lysate was determined by Western blot analysis using 
anti-KLK8 antibody.（B）Quantitation of the Western 
blotting data of the KLK8 was normalized against the 
absence of LPS and MAPK inhibitors.（＊：p＜0.05 ver-
sus unstimulated cells；†：p＜0.05 versus cells stimu-
lated with LPS in the absence of MAPK inhibitors）
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Fig.　3　 Kallikrein-related peptidase 8-induced cyclooxygenase-2 protein expression in human dental pulp cells
　COX-2 in the lysate was detected using Western blotting.（A）Cells were treated with KLK8（0‒100 nM）
for 3 h.（B）Cells were stimulated with or without 10 nM KLK8 for the indicated times.
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る14）ことや，メタロプロテアーゼであるMMP‒3による
細胞遊走の促進21）や血管新生，修復象牙質の形成促進作
用22）など，プロテアーゼやプロスタノイドが歯髄を治癒
に導くと考察された報告も散見される．本研究では，細
菌学的侵襲の一つである LPSにより，セリンプロテアー
ゼのKLK8がヒト歯髄培養細胞で発現を促進し，PGE2産
生調節に関与する可能性を示した．
　比較的近年報告されたヒト KLK8は，アルツハイマー
との関わりや種々の癌細胞での発現促進に関する研究が

進み，膵臓23）や卵巣，子宮24）では癌の侵襲性との相関性
から有用な癌細胞マーカーとして期待されている．炎症
との関連については皮膚での研究が進んでおり，アト
ピー性皮膚炎患者のケラチノサイトでは，アレルギーと
関連深い IL‒4や IL‒13が KLK7，8の分泌量を促進25）

し，細胞外フィブロネクチンの分解に関与することが報
告されている26）．また，KLK8が細胞増殖を促進させる
と同時に細胞間接着を減弱させることが乾癬性皮膚疾患
につながると考察された報告もある27）．LPSは歯髄培養
細胞において TLR 4を介してMAPK系を活性化2）し，
炎症性サイトカインの誘導3），血管内皮増殖因子
（VEGF）を誘導して血管透過性の亢進や炎症性細胞の集
積を修飾すること4），ラット歯髄でアラキドン酸代謝の
増加を誘引することで PGE2，PGI2の産生を増強させ

Table　1　 Kallikrein-related peptidase 8-induced 
prostaglandin E2 secretion in the absence 
or presence of tyrosine kinase antagonist

genistein
（－） （＋）

Prostaglnadin E2（pg/105 cells）
Control 193.0±35.0 290.8±85.7
KLK8 　1,264.9±326.2＊ 　 571.4±114.6†

After treatment with or without the tyrosine 
kinase antagonist genistein（50μM）for 30 min, 
the human dental pulp cells were stimulated with 
10 nM KLK8 for 6 h. PGE2 secreted into the con-
dit ioned medium was determined using an 
enzyme immunoassay kit. These results are rep-
resentative of four independent experiments.
（ ＊：p＜0.05 versus unstimulated cells；  
†：p＜0.05 versus cells stimulated with KLK8 in 
the absence of genistein）

Fig.　4　 Effect of protease-activated receptor-1 agonist, 
plasma kallikrein, or kallikrein-related pepti-
dase 8 on intracellular Ca2＋ concentration in 
human dental pulp cells

　Ca2＋ mobilization in human dental pulp cells was 
loaded with Fura-2 and stimulated with 100μM of 
PAR-1 agonist, 1μg/ml of plasma kallikrein, or 10 nM 
KLK8 at the time point marked with an arrow.
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Fig.　5　 Kallikrein-related peptidase 8-induced 
signaling in human dental pulp cells 
mediated by phosphorylation of tyro-
sine

　（A）Inhibition of genistein（5μM and 50μM）
downregulated the COX-2 expression, as ana-
lyzed by Western blotting.（B）Quantitation of 
the Western blotting data of COX-2 was nor-
malized against the absence of KLK8 and 
genistein.（†：p＜0.05 versus cells stimulated 
with KLK8 in the absence of genistein）
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る28）ことなど，起炎物質としての報告も多い．本研究で
示した，ヒト歯髄培養細胞における LPSによる濃度依存
的・時間依存的な KLK8のmRNA発現量・タンパク質
発現量の促進もまた，ERK 1/2 MAPKおよび p38 
MAPKによる調節を介することが示唆された．Jurkat T
細胞では 5μg/ml LPSの作用による KLKファミリーの
mRNA発現の増強と，dexamethasoneをはじめとした
ステロイドホルモンによる発現調節が示されている29）．
また，p38 MAPKのリン酸化がケラチノサイトにおける
KLK5，7のタンパク質発現調節に関与し，デスモソーム
代謝に影響を与えているとの報告30）はあるが，KLK8の
報告はない．歯髄培養細胞において，LPSがそのシグナ
ル伝達過程でMAPK系を介する報告のうち，標的タン
パクの違いから JNKを介する報告31）と介さない報告2）が
ある．本研究では前者同様に JNK阻害剤では LPS誘導
性 KLK8タンパク質発現は抑制されなかったが，ERK 
1/2 MAPKおよび p38 MAPKを介して炎症性のシグナ
ルを惹起する点では共通であった．今後，それぞれの
MAPKのリン酸化をWestern blot法などで検討するこ
とで，詳細解明に近づくものと考えられる．
　KLK8受容体についての報告も，組織によって見解が
分かれる．トリプシン・キモトリプシン様セリンプロテ
アーゼファミリーであるため，トリプシン受容体である
PAR‒1，2を介する報告は心筋細胞20）でみられる．一方
で，腎上皮 KNRK細胞では KLK5，14で PAR‒2が活性
化されるもののKLK8では活性化されないことが本研究
と同手技の［Ca2＋］iの研究で示されている32）．歯髄に
おける PARsの発現について，われわれは恒常的に
PAR‒1が多く発現していることを示し12），plasma 
kallikreinによるシグナル伝達を介することも過去に示
した13）．本研究においてもまた，ヒト歯髄培養細胞で
PAR‒1活性化剤と plasma kallikreinにより［Ca2＋］iの
上昇は認められたが，KLK8では認められなかったこと
から，歯髄において細胞内カルシウムイオンの関わるシ
グナル伝達を誘発しないことが推察される．他の報告で
は，扁桃体では Ephrin B2受容体19），心筋細胞では epi-
dermal growth factor受容体20）の関与が示されている．
本研究では上記の受容体が tyrosine kinase受容体ファ
ミリーであることから，tyrosine kinase阻害剤による影
響を検討し，genisteinにより KLK8による COX‒2タン
パク質発現および PGE2の産生は抑制されることを明ら
かにした．そして少なくとも歯髄ではKLK8は PARsの
活性化に関与しないこと，COX‒2・PGE2の産生に tyro-
sineのリン酸化が関与することが示唆された．それぞれ
の受容体の特異的阻害剤や RNA干渉を用いた解析によ
り，詳細が明らかになると考えられる．
　低濃度 PGE2や LPSシグナルが及ぼす象牙芽細胞への

分化促進に関する報告31）があり，炎症の進展と治癒とし
ての石灰化機構の間には複雑な制御システムが関与して
いると考えられる．本研究では，グラム陰性菌の侵害刺
激により歯髄で KLK8産生が促進され，さらに KLK8が
オートクリン/パラクリン様に細胞に作用し，COX‒2の
発現や PGE2の産生が増強される可能性を示した．LPS
はそれ単独でもMAPK33）や tyrosine kinase34）を介して
COX‒2発現に直接的に寄与することも報告されており，
本研究で示したKLK8を介した作用はさらなる炎症の促
進因子だけでなく二次的な調節機構である可能性も推察
される．複雑で多彩な調節機構の結果として PGE2量は
コントロールされ，炎症進展や石灰化へ寄与しているも
のと理解すべきであろう．このように歯髄における炎症
時のメカニズムを解明することが，歯髄炎の予防・治
療・再生医療に向けた創薬に貢献すると考えられる．

結　　論

　ヒト歯髄培養組織において，LPSは KLK8のmRNA
発現，タンパク質発現を促進すること，またその KLK8
はヒト歯髄培養細胞で tyrosineのリン酸化を介して
COX‒2，PGE2産生に関与する可能性が示唆された．

　本研究において開示すべき利益相反はない．
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Lipopolysaccharide-induced Kallikrein-related Peptidase 8 Production  
and Inflammatory Response in Human Dental Pulp Cells

KAMIO Naoto1,2, HAYAMA Tomomi1,2, WATANABE Takahiro1,2,
FUKAI Joji1,2, SUZUKI Makoto1,2, GOMYO Natsuko1,

KURAMOCHI Kosei1, OKABE Tatsu1,2 and MATSUSHIMA Kiyoshi1,2

1Departments of Endodontics, Nihon University School of Dentistry at Matsudo
2Research Institute of Oral Science, Nihon University School of Dentistry at Matsudo

Abstract
　Purpose: The kallikrein-kinin cascade is involved in vascular permeability and pain during inflammation. 
Kallikrein-related peptidase（KLK）, called tissue kallikrein, not only plays a role in the cascade, but also per-
forms various functions within the tissue. Additionally, lipopolysaccharide（LPS）, an adventitial component of 
gram-negative bacteria, is one of the pro-inflammatory substances, and it affects the induction and progres-
sion of inflammation in the dental pulp. This study was conducted using cultured human pulp cells, assuming 
that LPS enhances the expression of KLK8 and promotes pulpitis.
　Methods: Human dental pulp cells were cultured in 10％ fetal calf serum（FCS）-supplemented alpha-mini-
mal essential medium（α-MEM）. When the cells were confluent, they were incubated in α-MEM containing 
1％ FCS for 24 h, and then stimulated with LPS or KLK8. The expression of KLK8 mRNA was determined 
by reverse transcription-polymerase chain reaction. KLK8 or cyclooxygenase（COX）-2 protein expression was 
detected by Western blotting, and the prostaglandin（PG）E2 concentration in the culture medium was mea-
sured using an enzyme immunoassay kit. The intracellular Ca2＋ concentration was determined by fluores-
cence measurement using the fluorescent calcium probe Fura-2.
　Results: In the human dental pulp cells, LPS promoted KLK8 mRNA expression and protein expression in 
a time- and concentration-dependent manner. KLK8 protein expression by LPS was suppressed by extracel-
lular signal-regulated kinase 1/2 and P38 mitogen-activated protein kinase inhibitors. Furthermore, KLK8 
promoted COX-2 protein expression and PGE2 secretion in a protease-activated receptor（PAR）-1-indepen-
dent manner, but its effect was suppressed by a tyrosine kinase inhibitor.
　Conclusion: This study suggests that LPS is involved in the production of KLK8 and in the kallikrein-kinin 
cascade, thereby affecting the progression of pulpitis. Furthermore, KLK8 may promote the production of 
COX-2 and the secretion of PGE2 in the dental pulp in a PAR-1-independent and tyrosine kinase-dependent 
manner.

Key words: lipopolysaccharide（LPS）, kallikrein-related peptidase（KLK）, COX-2, dental pulp cells
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活動性根面齲蝕様病巣に対するジェルタイプ象牙質知覚過敏治療材の
進行停止効果

中　野　貴　文　　川　村　和　章1 　椎　谷　　　亨2

山　本　龍　生3 　向　井　義　晴2

神奈川歯科大学大学院　社会歯科学分野
1神奈川歯科大学健康科学講座口腔保健学分野

2神奈川歯科大学歯科保存学講座保存修復学分野
3神奈川歯科大学健康科学講座社会歯科学分野

抄録
　目的：活動性根面齲蝕に類似した象牙質病巣を作製し，ジェルタイプのフッ化物含有知覚過敏治療材の塗布
時間の違いによる病巣変化と進行停止効果について，TMR（Transverse microradiography）を用いて検討を
行った．
　材料と方法：フッ化物含有象牙質知覚過敏治療材として，MS コート Hys ブロックジェルを使用した．ウシ
歯根部象牙質に耐酸性バーニッシュを塗布し，2×3 mm の被験面を作製した．実験群は Baseline lesion 群，
Control 群，30 s‒Tr 群，5 min‒Tr 群の 4 群とした．4 群とも脱灰溶液（1.5 mM CaCl2，0.9 mM KH2PO4，50 
mM 酢酸，0.2 ppm F，pH 5.0）を注いで 24 時間 37℃で基準病巣を作製した後，Baseline lesion 群はこの直後
に TMR 分析を行った．他の 3 群は各処理を行った後に 96 時間脱灰を行い，TMR 分析を行った．被験面処理
方法は，Control 群では脱イオン水を 30 秒間，30 s‒Tr 群では Hys ブロックジェルを 30 秒間，5 min‒Tr 群で
は Hys ブロックジェルを 5 分間塗布した．すべての群の試料から薄切片を切り出した後，TMR 撮影してミネ
ラルプロファイルから脱灰深度とミネラル喪失量を測定した．統計分析は Kruskal‒Wallis 検定ならびに Steel‒
Dwass の多重比較検定により，有意水準 5％で実施した．
　結果：5 min‒Tr 群のミネラルプロファイルは Control 群に比較し顕著に高いミネラル vol％を示し，特に表
層部は約 45 vol％であった．各群の病巣深度は，Baseline lesion 群で 71.5μm，Control 群で 165.8μm，30 s‒Tr
群で 155.7μm，5 min‒Tr 群で 100.1μm であり，ミネラル喪失量は，Baseline lesion 群で 2,020.0 vol％×μm，
Control 群で 4,727.5 vol％×μm，30 s‒Tr 群で 3,592.5 vol％×μm，5 min‒Tr 群で 2,102.5 vol％×μm であった．
病巣深度およびミネラル喪失量とも，5 min‒Tr 群は Control 群および 30 s‒Tr 群に比較し有意に小さな値を示
した．
　結論：表層の再石灰化が乏しい根面脱灰病巣に対し，MS コート Hys ブロックジェルを規定の塗布時間を超
えて 5 分間処理することにより，効果的な病巣進行停止効果が認められた．

キーワード：根面齲蝕，象牙質知覚過敏，フッ化物，TMR
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緒　　言

　わが国では，急速に高齢化が進んでいることから疾病
構造が変化している．高齢者は身体機能が低下するため
に，身体的フレイルやオーラルフレイルを自覚する割合
が加齢に伴い段階的に増加し，ADL（Activities of Daily 
Living：日常生活動作）は低下する1,2）．さらに，高齢者
は唾液流出量減少などの生理的機能の低下ならびに手指
の運動機能や感覚機能の低下によりプラークコントロー
ルも困難になることから，根面齲蝕の発症や歯周疾患を
重篤化させやすい状況にある．自力で日常生活を行うこ
とが困難となり，なんらかの介護を要する状態とされる
要介護または要支援の認定を受けた人の推移は平成 19
年度末では約 437.8万人，平成 28年度末では約 618.7万
人と約 180.9万人増加している3）．また，介護施設を利用
する高齢者の9割以上が根面齲蝕を経験しており，歯磨剤
の非使用や歯周病の罹患との関連も明らかになっている4）．
　エナメル質と比較して象牙質やセメント質は，ハイド
ロキシアパタイトの割合が少なく耐酸性が低いため脱灰
が進行しやすい5）ことや，歯冠部齲蝕と比較して根面齲
蝕は視診により確認することが困難であることから発見
が遅れやすい．また，高齢者の根面齲蝕と歯冠部齲蝕の
関連についての研究6）では，歯冠部齲蝕歯数は根面齲蝕
の有無に関連があることが示されており，根面齲蝕の発
生部位や進行状態によっては歯冠全体の処置が必要とな
る可能性もある．さらには，高齢期の全身の健康状態が
歯の喪失に影響を及ぼしていることも示唆されてい
る7）．これらに対して，フッ化物含有歯磨剤を使用した
日常的なブラッシングやフッ化物洗口により，初期根面
齲蝕を非侵襲的に治療することも可能とされている8）

が，口腔清掃を十分に行えない要介護者や高齢者にはよ
り積極的かつ簡便な手法によるアプローチが求められて
いる．
　根面齲蝕は，臨床的には病変部の硬さを指標として
soft lesion（活動性），leathery lesion（活動性または非活
動性）および hard lesion（非活動性）に分類される9）．
これまでに，象牙質知覚過敏治療材を歯根象牙質面に塗
布し，その後脱灰液に浸漬することでTMR（Transverse 
microradiography）による脱灰抑制効果を検討した論
文10）は存在するが，活動性様の根面齲蝕に適用し進行停
止効果を検討した報告はない．本研究では，根面齲蝕の
分類のなかでも活動性根面齲蝕に類似した表層のミネラ
ル密度が低い病巣を作製し，塗布が容易で擦り込み操作
も不要なジェルタイプの象牙質知覚過敏治療材をメー
カー指定の塗布時間ならびにそれより長い塗布時間を設
定することで，塗布時間の違いによる病巣内の変化と脱

灰進行の停止効果について検討を行った．

材料および方法

 1 ．実験材料
　本実験では，歯科用知覚過敏抑制材料のMSコート
Hysブロックジェル（サンメディカル，以下，Hysブロッ
クジェル）を使用した（Table 1）．

 2 ．試料作製
　凍結保存したウシ下顎中切歯 24本を歯頸部直下なら
びに5 mm根尖側の位置を低速切断機（Isomet，Buehler，
USA）で切断し，ドーナツ状の試料を作製後，ダイヤモ
ンドワイヤー式精密切断機（Well 3242，Walter Ebner，
Germany）で 2分割するとともに，平坦な試験面を作製
するために歯根表面を 1層削除し，48個の試料を作製し
た．平坦な試験面を 2,000番の耐水研磨紙（Fujistar 
DCCS，三共理化学）にて研磨し，脱イオン水中で 5分
間超音波洗浄（US‒2R US Cleaner，AS ONE）を行っ
た．その後，耐酸性バーニッシュを塗布して約 2×3 mm
の被験面を作製し，6個ずつの試料を 8つの容器にス
ティッキーワックスにて固定した．

 3 ．脱灰および処理
　1容器当たり 60 mlの脱灰溶液（1.5 mM CaCl2，0.9 mM 
KH2PO4，50 mM酢酸，0.2 ppm F，pH 5.0）10,11）に試料を
浸漬させ，37℃の保温機に静置して，4群の前脱灰を
行った．24時間経過後，脱イオン水にて 5秒間の洗浄を
行い，エアーにて乾燥，基準病巣群とした（Baseline 
lesion群）．Control群は，前脱灰後，脱イオン水にて 5
秒間の洗浄を行い，エアーにて乾燥後，被験面に脱イオ
ン水を 30秒間塗布，エアー乾燥後，再び 60 mlの脱灰溶
液に浸漬し，37℃の保温機にて 96時間の脱灰を行った．
30 s‒Tr群は，前脱灰後，脱イオン水にて 5秒間の洗浄
を行い，エアーにて乾燥後，被験面に Hysブロックジェ
ルを塗布し，30秒間静置した．その後，脱イオン水で 5
秒間の洗浄を行い，エアー乾燥後，再び 60 mlの脱灰溶
液に浸漬，37℃の保温機にて 96時間の脱灰を行った．5 
min‒Tr群は，前脱灰後，脱イオン水にて 5秒間の洗浄
を行い，エアー乾燥後，被験面に Hysブロックジェルを
塗布し，5分間静置した．その後，30 s‒Tr群同様に脱イ
オン水で 5秒間の洗浄を行い，エアー乾燥後，再び 60 ml
の脱灰溶液に浸漬，37℃の保温機にて 96時間の脱灰を
行った，なお，各群の試料数は 12とした．

 4 ．TMR撮影および病巣深度とミネラル喪失量の測
定

　各群の実験期間終了後，ダイヤモンドワイヤー式精密
切断機で厚さ約 300μmの薄切片を各試料から 2枚ずつ，
歯軸に対して垂直方向に切り出した．各切片は High 
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resolution X‒ray glass plate（コニカミノルタ）を用い
て，発生源に Cuおよびフィルターに Niを使用した顕微
エックス線装置（PW3830，Spectris，UK）で，13段階
のステップウェッジとともにTMR撮影（管電圧 35 kV，
管電流 15 mA，焦点‒試験片間距離 570 mm，照射時間
15分）を行った．なお TMR撮影は，試験片の乾燥を防
止するために 13段階のアルミステップウェッジが組み
込まれたホルダーに脱イオン水とともに封入して行っ
た12）．現像，定着，水洗，乾燥後，セットアップされた
microscope‒videocamera‒microcomputerシステム，お
よびミネラル量分析ソフト（TMR2006・TMR2012，
Inspektor Research System，Netherlands）を使用して
ミネラルプロファイルを作成，ミネラル喪失量（IML：
vol％×μm）を測定した10,13,14）．

 5 ．統計分析
　統計分析は，Kruskal‒Wallis検定ならびに Steel‒
Dwassの多重比較検定により有意水準 5％として実施し
た（EZR version 1.35 software，自治医科大学附属さい
たま医療センター）15）．

結　　果

　各群の代表的 TMR像を Fig.　1に，平均ミネラルプロ
ファイルを Fig.　2に示す．前脱灰を行ったのみの Base-
line lesion群の TMR像ならびにミネラルプロファイル
は，表層が確認できず活動性の根面齲蝕である soft 
lesionに類似した状態であった．Control群のTMR像は
脱灰病巣幅の拡大が認められ，ミネラルプロファイルで
は深度約 20μmから 200μmの範囲で脱灰が進行し，ミ
ネラル密度が10 vol％程度の表層および8 vol％程度の病
巣体部が確認された．30 s‒Tr群と 5 min‒Tr群のミネラ
ルプロファイルの比較では，前者が表層約 30 vol％，病
巣体部 15 vol％程にまでミネラル密度が下がっているの
に対し，後者では，表層は約 45 vol％，病巣体部も約 40 

Table　1　Material used

Material Ingredients pH Lot number Manufacturer

MS Coat Hys Block Gel methyl methacrylate-co-p-styrene sulfonic acid（MS）polymer
1％ oxalic acid
sodium fluoride（900 ppmF）
acidity regulator（potassium phosphate salt）, thickener
water, others

2.0 FV012 Sun Medical

Fig.　1　Representative TMR images
　5 min-Tr showed most intense radiopacity as com-
pared with the Control and 30 s-Tr.

Baseline lesion Control

30 s－Tr 5 min－Tr

Fig.　2　Average mineral profiles
　5 min-Tr showed higher mineral density at both sur-
face layer and lesion body as compared with the Con-
trol and 30 s-Tr.
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vol％で維持されていた．また，Control群に比較し 30 s‒
Tr群の TMR像では不透過層が明瞭となり，5 min‒Tr
群の TMR像では不透過性がさらに増加した表層の存在
が確認された．各群の病巣深度（μm）は，Control群
（165.8）と 30 s‒Tr群（155.7）は Baseline lesion群（71.5）
に比較し有意に大きな値を示した（ともに p＝0.0002）
が，Baseline lesion群と 5 min‒Tr群（100.1）との間に
は有意差は認められなかった（p＝0.160）．また，5 min‒
Tr群は，Control群と 30 s‒Tr群に比較して有意に小さ
な値を示した（p＝0.005，0.001）（Table 2）．ミネラル喪
失量（vol％×μm）の比較では，Control群（4,727.5）と
30 s‒Tr群（3,592.5）は Baseline lesion群（2,020.0）に比
較して有意に大きな値を示した（ともに p＝0.0002）が，
5 min‒Tr群（2,102.5）との間に有意差は認められなかっ
た（p＝0.939）．また，5 min‒Tr群は Control群および
30 s‒Tr群に比較して有意に小さな値を示し（ともに p＝
0.0002），30 s‒Tr群も Control群に比較して有意に小さ
な値を示した（p＝0.009）（Table 3）．

考　　察

　根面齲蝕は高齢者において罹患率が増加することが報
告されており16,17），発症部位の解剖学的形態が治療を困
難にすることからも進行を積極的に防止することが重要
である．Nyvadら18）は頰側歯根面の活動性齲蝕を対象に
した臨床実験において，フッ化物配合歯磨剤の毎日の使
用とともにNaF溶液の塗布を併用することで2カ月から
半年後にはすべての齲蝕が非活動性に転じたと報告して
いる．また，う蝕治療ガイドライン第 3版根面う蝕の診
療ガイドライン19）には，「フッ化物配合歯磨剤（1,100～
1,400 ppm F）にフッ化物配合洗口剤（250～900 ppm F）
を毎日併用することにより，永久歯の活動性根面う蝕が
回復する（硬くなり，非活動性になる）．よって永久歯の
活動性根面う蝕の回復（reversals）に，本法を提案する」
と記載されている．この指針は臨床家にとって，きわめ
て有用な情報であると考える．その一方で，日常生活に

おいて要介護や看護状態にある高齢者などは，日常的な
セルフケアを含めた口腔ケアが困難となる．また慢性的
に進行する根面齲蝕に対しては，発見が遅れ修復処置が
困難となる可能性がある．本研究では，歯根面への塗布
が容易なジェルタイプの象牙質知覚過敏材を活動性の根
面齲蝕を模した歯根面に塗布し，メーカー指定の塗布時
間を変更することによる病巣状態の変化を TMRで評価
した．
　Nyvadらが活動性齲蝕と判断した根面齲蝕の TMR像
では，歯根表面の再石灰化が乏しく不透過性の表層がほ
ぼ認められない20,21）．今回の研究においても，基準病巣
では表層におけるミネラル密度の高まりが認められない
活動性病巣に類似した根面齲蝕病巣が再現できたものと
考えられた．その後，脱イオン水で処理して再度脱灰を
行った Control群ならびにメーカー指定の 30秒処理群
（30 s‒Tr）では，基準病巣に比較して有意に大きな病巣
深度およびミネラル喪失量を示し，病巣の進行が認めら
れたのに対し，5分処理群（5 min‒Tr）ではミネラル喪
失量および病巣深度ともに基準病巣と比較して有意な差
はなく，効果的な進行抑制効果が示された．今回使用し
たMSコート Hysブロックジェルには，MSコート Fと
同様に NaFを含有するMS（methacrylate‒co‒p‒styrene 
sulfonic acid）ポリマーならびにシュウ酸カリウムが含ま
れている．フッ化物濃度はMSコートの約 1/3であるが，
歯根面に塗布することで NaFが歯質と反応して CaF2が
形成され，その後の酸侵襲により CaF2より溶け出た
フッ化物イオン，カルシウムイオンならびに象牙質から
溶出したカルシウムイオン，リン酸イオンが相まって，
フルオロアパタイトの形成がもたらされたと考えられ
る．今回の研究では，塗布時間をメーカー指定の 30秒か
ら 10倍の 5分に延長したことで形成される CaF2の量が
増加し，その後のフルオロアパタイトの形成量も増加し
て優れた耐酸性効果が獲得されたと考えられた．本材料
はすでに効果的な細管封鎖性ならびに象牙質知覚過敏抑
制効果が確認されており22,23），本ポリマーならびに唾液
や歯質のカルシウムと反応して形成されたシュウ酸カル

Table　2　Lesion depth（LD）

Group LD（μm）

Baseline lesion  71.5（63.3‒74.4）
Control 165.8（124.5‒182.0）
30 s-Tr 155.7（138.2‒160.2）
5 min-Tr 100.1（80.8‒113.0）

The results are expressed as medians 
and interquartile ranges.
Brackets represent significant differences 
within the same column（p＜0.05）. n＝12

Table　3　Integrated mineral loss（IML）

Group IML（vol ％×μm）

Baseline lesion 2,020.0（1,841.3‒2,100.0）
Control 4,727.5（3,895.0‒5,318.8）
30 s-Tr 3,592.5（3,348.8‒3,882.5）
5 min-Tr 2,102.5（1,798.8‒2,333.8）

The results are expressed as medians and 
interquartile ranges.
Brackets represent significant differences 
within the same column（p＜0.05）. n＝12
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シウムが象牙細管を物理的に封鎖すると考えられてい
る．今回の結果から，本材を塗布した歯根面は，フッ化
ジアンミン銀のように歯質を黒変させることなく，塗布
時間を延長することで齲蝕進行抑制ならびに象牙質知覚
過敏抑制の両方の効果を兼ね備えた有効な治療法となる
可能性が示された．

結　　論

　表層の再石灰化が乏しい活動性根面齲蝕様病巣に，
フッ化物含有ジェルタイプ知覚過敏治療材であるMS
コート Hysブロックジェルをメーカー指定の塗布時間
を超えて 5分間処理することにより，効果的な病巣進行
停止効果が認められた．

　本研究の遂行において開示すべき一切の利益相反はない．
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Effect of Gel-type Desensitizer Containing Copolymer and Sodium Fluoride 
on Active Root Caries-like Lesions in Vitro
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YAMAMOTO Tatsuo3 and MUKAI Yoshiharu2

Division of Dental Sociology, Graduate School of Dentistry, Kanagawa Dental University
1Division of Oral Health, Kanagawa Dental University

2Division of Restorative Dentistry, Kanagawa Dental University
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Abstract
　Purpose: This study used transverse microradiography（TMR）to investigate changes in active root car-
ies-like lesions following the application of a gel-type desensitizer containing copolymer and sodium fluoride 
with different application times.
　Materials and Methods: Acid-resistant varnish was applied to the surface of 48 bovine root dentin samples, 
except over 2×3 mm test areas. These samples were immersed in demineralization solution（1.5 mM CaCl2, 
0.9 mM KH2PO4, 50 mM acetic acid, 0.2 ppmF, pH 5.0）at 37℃ for 24 h to make baseline lesions. The samples 
in the Control group were immersed in deionized water for 30 s, and those in the 30 s-Tr and 5 min-Tr 
groups were treated with a MS Coat Hys Block Gel containing fluoride for 30 s and 5 min, respectively. Then, 
the samples of these three groups were further immersed in the demineralization solution for 96 h at 37℃. 
Thin sections from samples in all groups were analyzed by TMR for demineralization depth and mineral loss. 
Statistical analysis was performed using the Kruskal-Wallis test and the Steel-Dwass multiple comparison 
test at a significance level of 5％.
　Results: The mineral profile of the 5 min-Tr group showed a remarkably higher mineral density compared 
to the Control and 30 s-Tr groups, and particularly the surface layer vol％ of the 5 min-Tr group was about 
45％. The lesion depth（μm）of each group was 71.5 in the Baseline lesion group, 165.8 in the Control group, 
155.7 in the 30 s-Tr group, and 100.1 in the 5 min-Tr group, and the depth of the 5 min-Tr group was signifi-
cantly shallower than that of the Control and 30 s-Tr groups. Mineral loss（vol％×μm）was 2,020.0 in the 
Baseline lesion group, 4,727.5 in the Control group, 3,592.5 in the 30 s-Tr group, and 2,102.5 in the 5 min-Tr 
group, and mineral loss of the 5 min-Tr group was significantly smaller than that of the Control and 30 s-Tr 
groups.
　Conclusion: Five-minute treatment, which is longer than the manufacturer’s recommendation of 30 s, by 
MS Coat Hys Block Gel effectively stopped the progression of active root caries-like lesions.

Key words: root caries, dentin hypersensitivity, fluoride, TMR
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渥

編　集　後　記
・例年通りに梅雨が訪れて，湿度の高い中で，鬱陶しい季節が始まりました．一方で，このような世の中で，
いつもどおりに季節を体感できることに安心を感じております．会員の皆様におかれましては，益々ご健勝で
日々ご活躍のことと存じます．
・コロナウイルスの弱毒化によって，with コロナで社会が動いており，感染者数は漸減の様相ですが，日常が
少しずつ戻りつつあるのが感じられるようになってまいりました．Web 会議や学会にも慣れて，移動がないこ
とのメリットを享受しつつも，やはり対面で行われることの重要度はとても高いものであると改めて認識され
ます．
・早いもので，2022 年も半分が過ぎようとしていますが，世界情勢がかくも短期間で大きく変化するものかと
実感させられた期間でもありました．このようなことが，21 世紀になっても繰り返されるとは思いもしません
でした．平和であることで，人類は進歩し，よりよい未来を築き続けることができるのだと改めて考えさせら
れました．
・さて，今号は論文数が少ない号となりましたが，次号以降では多数の投稿をいただきますことを，会員の皆
様に改めましてお願い申し上げます．また一方で，前編集委員長の中田和彦先生が発刊に向けてご尽力された，
本学会のもう 1 つの機関誌である Operative Dentistry, Endodontology and Periodontology は，昨年度第 1 号
が無事に誕生しました．今年の 2 号の発行に向けても順調に進んでおり，本学会にしっかりと根を張ってきて
おります．和文誌と並んでさらに発展していくことが期待されます．
・平和で健康な時間の中で，歯科保存学が益々躍進することを祈念しつつ，秋の学術大会では，久しぶりに先
生方と対面でお目にかかれますことを楽しみにしております． （前田英史　記）

令和 4 年 6 月 30 日　発　行

編集兼発行者
特定非営利活動法人 日本歯科保存学会理事長

石　　　井　　　信　　　之
制　 作　 者 一般財団法人　口腔保健協会

http：//www.kokuhoken.or.jp/
印　 刷　 所 三 報 社 印 刷 株 式 会 社
発　 行　 所 特 定 非 営 利 活 動 法 人　 日 本 歯 科 保 存 学 会

日 本 歯 科 保 存 学 雑 誌 編 集 委 員 会
〒 170‒0003 東京都豊島区駒込 1‒43‒9

（一財）口 腔 保 健 協 会 内
電　話　03（3947）8891
ＦＡＸ　03（3947）8341

 Ⓒ The Japanese Society of Conservative Dentistry
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特定非営利活動法人　日本歯科保存学会賛助会員名簿
賛　助　会　員　名 郵便番号 所　　　　　在　　　　　地 電話番号

ア グ サ ジ ャ パ ン 株 式 会 社 540‒0004 大阪市中央区玉造 1―2―34 （06）6762―8022
医 歯 薬 出 版 株 式 会 社 113‒8612 東京都文京区本駒込 1―7―10 （03）5395―7638
イボクラールビバデント株式会社 113‒0033 東京都文京区本郷 1―28―24　4F （03）6801―1303
長 田 電 機 工 業 株 式 会 社 141‒8517 東京都品川区西五反田 5―17―5 （03）3492―7651
カボデンタルシステムズ株式会社 140‒0001 東京都品川区北品川 4―7―35　御殿山トラストタワー 15F （03）6866―7480
クラレノリタケデンタル株式会社 100‒0004 東京都千代田区大手町 1―1―3　大手センタービル （03）6701―1730
クルツァー ジャパン株式会社 113‒0033 東京都文京区本郷 4―8―13　TSK ビル 2F （03）5803―2151
小 林 製 薬 株 式 会 社 567‒0057 大阪府茨木市豊川 1―30―3 （072）640―0117
コ ル テ ン ジ ャ パ ン 合 同 会 社 190‒0012 東京都立川市曙町 2―25―1　2F （042）595―6945
サ ン メ デ ィ カ ル 株 式 会 社 524‒0044 滋賀県守山市古高町 571―2 （077）582―9981
株 式 会 社 ジ ー シ ー 113‒0033 東京都文京区本郷 3―2―14 （03）3815―1511
株 式 会 社 ジ ー シ ー 昭 和 薬 品 113‒0033 東京都文京区本郷 1―28―34 （03）5689―1580
株 式 会 社 松 風 605‒0983 京都市東山区福稲上高松町 11 （075）561―1112
スリーエムジャパン株式会社 141‒8684 東京都品川区北品川 6―7―29 （03）6409―3800
タ カ ラ ベ ル モ ン ト 株 式 会 社 542‒0083 大阪市中央区東心斎橋 2―1―1 （06）6212―3619
デンツプライシロナ株式会社 106‒0041 東京都港区麻布台 1―8―10 （03）5114―1005
株 式 会 社 東 洋 化 学 研 究 所 173‒0004 東京都板橋区板橋 4―25―12 （03）3962―8811
株 式 会 社 ト ク ヤ マ デ ン タ ル 110‒0016 東京都台東区台東 1―38―9　イトーピア清洲橋通ビル 7F （03）3835―2261
株 式 会 社 ナ カ ニ シ 322‒8666 栃木県鹿沼市下日向 700 （0289）64―3380
株 式 会 社 ニ ッ シ ン 601‒8469 京都市南区唐橋平垣町 8 （075）681―5346
日 本 歯 科 薬 品 株 式 会 社 750‒0015 山口県下関市西入江町 2 番 5 号 （0832）22―2221
ネ オ 製 薬 工 業 株 式 会 社 150‒0012 東京都渋谷区広尾 3―1―3 （03）3400―3768
白 水 貿 易 株 式 会 社 532‒0033 大阪市淀川区新高 1―1―15 （06）6396―4455
ピ ヤ ス 株 式 会 社 132‒0035 東京都江戸川区平井 6―73―9 （03）3619―1441
マ ニ ー 株 式 会 社 321‒3231 宇都宮市清原工業団地 8―3 （028）667―1811
株 式 会 社 茂 久 田 商 会 650‒0047 神戸市中央区港島南町 4―7―5 （078）303―8246
株 式 会 社 モ リ タ 564‒8650 大阪府吹田市垂水町 3―33―18 （06）6388―8103
株 式 会 社 モ リ ム ラ 110‒0005 東京都台東区上野 3―17―10 （03）3836―1871
Y A M A K I N 株 式 会 社 543‒0015 大阪市天王寺区真田山町 3―7 （06）6761―4739
株 式 会 社 ヨ シ ダ 110‒0005 東京都台東区上野 7―6―9 （03）3845―2931

 （五十音順）



日 本 歯 科 保 存 学 雑 誌 論 文 投 稿 票
 （第　　　巻　　　号掲載希望）

1． 論文の分類（チェックして下さい）　　□修復　　 □歯内　　 □歯周　　 □その他

2． 論文種別（チェックして下さい）　　□原著　　　□総説　　　□ミニレビュー　　　□症例・臨床報告

3． 論文タイトル　 
　　 　　　　　　  
4． ランニングタイトル（サブタイトルでなく，論文内容を的確に示す略表題．
 40 字以内とし，英文は 2 文字が和文 1 文字に相当する）

 

5． 著者名（全員）　 
　　 　　　　　　　 

6． 筆頭著者の　 
　  所属機関名　 
7． 原稿の構成
　  ・本文（和文・英文表紙，和文・英文抄録，本文，文献，付図説明を含む）　　　枚
　  ・図　　　枚（うちカラー掲載希望の図番号　　　　　　　　　　　），表　　　枚
8． 別刷希望部数　　　　部（□カラー印刷　□モノクロ印刷）
9． 連絡先（投稿・校正責任者）
　  ・氏名　　 
　  ・住所　　〒 
　  ・電話　　　　　　　　　　　　　　　内線　　　　　　　　　Fax　　　　　　　　　　　　　
　  ・E‒mail　 

10．備考，連絡事項　 
　　　　　　　　　　 

日本歯科保存学雑誌著作権帰属承諾書
日本歯科保存学会　殿

 　　　　年　　月　　日

　下記に署名・捺印した著者は，下記の表題の投稿原稿が「日本歯科保存学雑誌」に掲載された際には，同 
誌の投稿規程により，著作権を貴学会に帰属することを承諾いたします。
・論文タイトル　 
　　　　　　　　 
・著者（全員）　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　印
　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　印
　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　印
　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　印
　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　　印　　　　　　　　　　　　印

 著者全員の署名・捺印が投稿締切までに揃わない場合は，事務局までご相談ください．

（裏面にチェックリストがあります）
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　貴稿が日本歯科保存学雑誌の投稿規程に沿ったものであるかを確認し，1～12の項目については，必
ず著者チェック欄にチェック（✓印）して下さい．さらに，その項目について，所属機関の編集連絡委
員のチェックを受けてから投稿して下さい．（編集連絡委員名簿は各巻 1・4号に掲載しています）
　なお，13～20の項目については該当する場合にチェックして下さい．

チェック チェック
著者　編集連絡委員 編集委員会
□ □  1． 保存学会 HP掲載の最新の投稿票を用いていますか． □ □
□ □  2． 原稿（図，表を含む）は A4サイズで作成していますか． □ □
□ □  3． 原稿は和文（英文）表紙，和文（英文）抄録，本文，文献，英文（和文）表紙，

英文（和文）抄録の順になっていますか．
□ □

□ □  4．和文抄録，英文抄録には，見出しが付いていますか． □ □
□ □  5．和文・英文各表紙の末尾に責任著者連絡先が記入してありますか． □ □
□ □  6． 和文・英文各キーワード（索引用語）を 3語程度，和文抄録・英文抄録の末尾

に記入してありますか．
□ □

□ □  7．表紙には，ランニングタイトルが記入してありますか． □ □
□ □  8．原稿には通しページ番号（表紙から文献まで）が記載されていますか． □ □
□ □  9．文献は所定の書き方で，引用順になっていますか． □ □
□ □ 10．図表にはそれぞれ番号が記入してありますか． □ □
□ □ 11．図表とその説明は英語で表記していますか． □ □
□ □ 12．投稿論文に関わる利益相反（COI）自己申告書を添付していますか． □ □
□ □ 13．トレースの必要な図は，余白にその旨記載してありますか． □ □
□ □ 14． カラー掲載希望の場合にはカラーデータを，モノクロ掲載希望の場合にはモノ

クロデータを添付していますか．
□ □

□ □ 15． 英文論文の場合は，ネイティブスピーカー等による英文校閲証明書を添付して
いますか．

□ □

□ □ 16． ヒトを対象とする研究について，所属機関の長もしくはその長が委託する倫理
委員会等の承認を得ていますか．

□ □

□ □ 17． 再生医療等安全性確保法に定められている再生医療等技術を含む症例発表につ
いては，その法に従い患者に提供された技術であることを明記していますか．

□ □

□ □ 18． 適応外使用の薬剤・機器あるいは国内未承認の医薬品，医療機器，再生医療等製
品を用いた治療法を含む症例発表については，所属機関の長もしくはその長が
委託する倫理審査委員会，未承認新規医薬品等審査委員会等の承認を得ていま
すか．

□ □

□ □ 19． 患者資料（臨床写真，エックス線写真など）を症例報告論文に掲載するにあた
り，患者（保護者・代諾者）から同意を得ていることを明記していますか．

□ □

□ □ 20． 論文発表に際して，研究対象者（患者）個人が特定できないよう，個人情報を保
護していますか．

□ □

編集連絡委員名　　　　　　　　　　　　　　　㊞

編集委員会からのお願い：所属機関に編集連絡委員がおられない場合には，その旨明記の上，締切日に
余裕をもって事務局までお送り下さい．









ハンドミックスタイプ

オートミックスタイプ

色調●5色=メタルコアオペーク、ホワイト（オペーク）、AO3、
　　　　　　ユニバーサル（A2）、トランスルーセント

歯科接着用レジンセメント　管理医療機器　
ジーシー　ジーセム　ONE　228AKBZX00104000

色調●4色=ユニバーサル（A2）、ホワイト（オペーク）、
                  A03、トランスルーセント

歯科接着用レジンセメント　管理医療機器　
ジーシー　ジーセム　ONE　EM　
301AKZX00021000

CAD/CAM 冠も 、 CAD/CAM インレーも
やっぱりセラスマート 令和４年４月より CAD/CAMインレー保険収載

セラスマートレイヤー に
歯冠長の短い症例に最適な

サイズ12を追加

セラスマートプライム、300 に
CAD/CAMインレーに最適な

透明性の高いHT色を追加

ジーセム ONE 　　　に
メタルコアや変色歯へのCAD/CAM冠装着に最適な

メタルコアオペーク色を追加

東京都板橋区蓮沼町76番１号


