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co-cultureに よ る検 討-」
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論文の内容および審査の要旨

近年歯科 臨床 におけ るレーザ ー治 療の普及 には

目覚 ま しい ものが ある。なかで も低 出力 レーザ ー

は創傷 治癒促 進,骨 形成促 進,お よび血流 の改善

な どを目的 として広 く用い られ てい るが,そ の作

用機序 につ いて は不 明な点が 多い。本研究 は,創

傷 治癒促進 に重 要 な役 割 を持つ血管 新生へ の低 出

力 レーザ ー照射の影響 を明 らかにす る目的で,3D

co-culturemodelを 構 築 し線維芽細胞 の存在 下で

の内皮細胞 の動態 を検 索 した。

細胞 は ヒ ト微小血管 内皮細胞(HMVEC(NB))

お よ び ヒ ト皮 膚 線維 芽 細 胞(NHDF(NB))を

用 い た。 レー ザ ー装 置 はGa-Al-As半 導 体 レ ー

ザ ーTrinple830pu(吉 田 製作所)を 用い,パ ワー

密度6.7mW/cm2,60秒 の 照射条件 で照射 した。

検索 は,

1.内 皮 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 線 維 芽 細 胞 由 来

solublefactorと レ ーザー照射 の影 響,

2.3Dco-culturemodelで の 内 皮 細 胞tube

formationへ の レーザー照射 の影 響,

3.3Dco-culturemodelで の 血 管 新 生 因 子

VEGFお よびTGF-β の 産生 につ いて行 われ た。

内皮 細 胞 はsolublefactorの 存 在 下 で増 殖 が促

進 されたが,レ ーザー照射 に よって さらに増殖 が

促 進 され た。3Dco-culturemodelで の 形 態観 察

において,レ ーザー照射 は単独 培養,線 維芽細胞

存在 下の両者 で内皮細胞 の分 化 を促進 したが,そ

の効 果 は線維芽細 胞存在下 において よ り顕著で,

早 期(24時 間 後)にtubeformationを 示 した。 内

皮細 胞単独 培養の培 地上清 中のVEGFは 照 射 によ

り発現を増加 したが,線 維芽細胞単独培養上清で

は有意 な増加 はみられなかった。co-cultureで は,

照射後48時 間で有意 に増加 した。TGF-β1は 測

定限以下で レーザー照射 による変化 はみ られな

かった。

以上の結果から内皮細胞は線維芽細胞 との相互

作用によって分化するが,低 出力 レーザー照射は

内皮細胞の生物学的活性 を増強 してこの作用 を促

進 させ,こ の過程にVEGFが 関与することが明ら

かになった。

この論文につ いての一次審査 は10月5日 に行

われた。席上,指 導教授 より研究の背景,意 義等

についての説明が行われたのち,審 査委員より論

文全体の講評がなされ,続 いて論文内容について

委員と申請者の間で質疑応答が行われた。質問の

主な内容は,レ ーザー照射条件の設定理由,線 維

芽細胞 の播種数,VEGFとTGF-β を検索対象 と

した理由,細 胞増殖の要因は液性因子 もしくは細

胞間接触のいずれであるか,細 胞接触阻止に対す

るレーザーの影響などであった。いずれについて

も申請者からほぼ適切な回答が得 られた。なお審

査後,審 査 を通 じて指摘された論文内容の一部,

とくにデータの表示方法および表題について加筆

訂正が行われた。本論文は目的,方 法,デ ータい

ずれ も明確で,臨 床先行で不 明な点が多い レー

ザー治療に科学的根拠 を与える点で高 く評価 され

た。審査 を通 じ申請者が充分な学識を有 している

ことが認め られ,同 時に行われた語学試験(英

語)で 充分な読解能力を有 していると判定された。

よって当審査委員会は申請者が学位授与に値する

と判定 した。
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