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論文の内容および審査の要旨

【研 究 目的 】 炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー は 高 出 力 レ ーザ ー

に分 類 され,現 在 歯 科 治 療 に お い て そ の 多様 性 は

注 目 を集 め て い る。 そ の 生 物 学 的 な 作 用 は,レ ー

ザ ー 照 射 時 に起 こ る 表 面 組 織 の 蒸 散 な ど のhigh

level　laser　treatment(HLLT)作 用 と,照 射 部 周

囲 に お こ る細 胞 増 殖,創 傷 治 癒 促 進 な ど のlow

level　laser　treatment(LLLT)作 用 に 分 け られ,炭

酸 ガ ス レ ー ザ ー は そ れ ら を比 較 的 容 易 に コ ン ト

ロ ール で き る。 最 近 で は レ ー ザ ー 照 射 な どの メ カ

ニ カル フ ォー ス を骨 細 胞 が 認 識 し,骨 誘 導 を促 進

す る こ と も明 らか に な っ て い る 。 そ こで 骨 誘 導 時,

骨 細 胞 や 骨 芽 細 胞 で どの よ う な初 期 変 化 が起 こ っ

て い る の か 調 べ る た め,ラ ッ ト脛 骨 を用 い て形 態

学 的 な らび に 分 子 生 物 学 的 に解 析 を行 っ た の で 報

告 す る。

【材 料 お よ び 方 法 】8週 齢 の 雌 性SDラ ッ ト各 群

10匹 を用 い た。 脛 骨 に観 血 的 な処 置 を行 い,骨 表

面 に直 接 炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー(オ ペ レ ー ザ ーLite:

YOSHIDA)を 照 射 した 。 右 側 脛 骨 に 歯 科 用 ラ ウ

ン ドバ ー に て 骨 欠 損 をつ く り,左 側 脛 骨 に は 出 力

3.OW,照 射 距 離 は 約5.OcmでSP1,照 射 時 間0,9s

(照 射 量 約118.9J/cm2)に て4shot照 射 し た。 照 射

後3,6時 間,3,5日 後 にエ ー テ ル にて 屠 殺 後,

そ れ ぞれ 左 右 脛 骨 を摘 出 し,4℃,10%中 性 緩 衝

ホ ル マ リ ン液 で24時 間 固 定 後,脱 灰 液(EDTA

method)に て 約20日 間 脱 灰 し,エ タ ノ ー ル 脱 水

処 理 後,パ ラ フ ィ ンに包 埋 した。 解 析 法 と してH
-E染 色

,免 疫 組 織 化 学 的 染 色(抗osteopontin

抗 体,抗Lef-1抗 体,抗sclerostin抗 体)を 行 い,

リア ル タ イ ムPCRに よ っ てosteopontin　 mRNA発

現 量 を調 べ た 。

【結 果 】H-E染 色 で は炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー 照 射

後,3日 目に は ラ ウ ン ドバ ー に よ る コ ン トロ ー ル

群 と レ ー ザ ー 照 射 群 とで は大 き な差 は 見 られ な い

が,5日 目 に は レ ーザ ー照 射 部 位 の骨 髄 側 に類 骨
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様の新生骨の形成 を認めた。 また新生骨形成中,

骨髄側の幼弱な骨芽細胞 にはosteopontinの 発現

が認 め られた。 さらにリアル タイムPCRに よる

解析ではosteopontin　 mRNAの 発現はレーザー照

射群の方が有意に高い結果 を示 した。骨細胞に注

目してみると,免 疫組織化学的染色ではレーザー

照射後3時 間から6時 間まで照射部位の骨細胞に

Lef-1が 発現 し,5日 目か ら新生骨形成が起 き始

めるとLef-1の 発現 は見 られ なくなった。 これ ら

に対 しWntシ グナルの抑制因子 であるsclerostin

の発現 は,Lef-1の 発現が強 く見 られた照射後6

時間の骨細胞 においてその発現が全 く認め られず,

Lef-1の 発現が消失 した照射後5日 目の骨細胞で

はsclerostinの発現が観察されるようになった。

【考察】今回の実験で,炭 酸ガスレーザー照射に
より刺激 を感知 した骨細胞が骨髄 中の骨芽細胞を

活性化 し,新 生骨が形成 され ることがわかった。

骨細胞はメカニカル フォースのシグナル を骨表面

の細胞へ伝 えるためにWnt/β 一catenin経路 を使

用することが明 らかになっている。新生骨形成ま

での間Lef-1の 発現が見 られ,形 成が完了す る時

期にはLef-1は 消失 しsclerostinが 発現す ること

か ら,Wnt/β 一catenin経路の活性化が示 唆 され

る。よって,炭 酸ガスレーザーによるメカニカル

フォースは通常の機械的負荷 と同様,骨 細胞 に働

きかけWnt/β 一catenin経路 を刺激 し,骨 形成 に

関与することが示唆された。

【結論】炭 酸 ガスレーザー によるメカニ カル

フ ォースに よって,骨 基質 中の骨細胞 が活性

化 され,骨 細胞 自体 が そ れ を認 識 し,Wnt/

β一catenin経路 を刺激す ることによって骨髄側の

骨髄細胞の活性化を促 し,骨 形成 を促進 させ るこ
とが示唆 された。

　 この論文 に対する本審査委員会 は,平 成21年
1月13日 に行われ た。 まず申請者よ り研究 内容

の説明があり,そ の後論文の検討 と質疑応答が行

われた。各審査委員からの質疑の主なものは,1)

炭酸ガスレーザーとメカニカル フォースの定義に

ついての見解,2)LLLT作 用の骨に対する影響

とメカニカル フォースとしての作用,3)切 片の

写真の拡大率,4)染 色法の選択について,5)

メカニカル フォースとosteopontinと の関連性 に

ついてであり,い ずれ も申請者から適切な回答が

得 られた。また,語 句,文 章,図 の一部について

訂正が求められた。審査の結果,本 研究で得 られ

た所見は,歯 科医学の発展 に寄与す るものとして,

学位授与に値すると判定 した。
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