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学 位 論 文 内 容 の 要 旨

【緒言】

ラットに高コレステロール食を与えると歯槽骨表面の破骨細胞が増加し､セメント･エナ

メル境(CEJ)から歯槽骨頂までの距離が大きくなる｡このことは､高コレステロール食が歯

槽骨吸収を促すことを示唆している○しかし､高コレステロール食による歯槽骨吸収め機序
には不明な点が多い｡

高コレステロール食を与えたウサギでは､血清の過酸化脂質が増加する｡また､破骨前駆

細胞を用いたinv加 の研究では､過酸化脂質がreceptoraCtivatorofnuclearfactorkappaB
(NF-kB)ligand(RANm )の発現を高め､仰 -畑 を介した破骨細胞-の分化を促進させるこ

とが報告されているo以上のことから､高コレステロール食の摂取に伴う過酸化脂質の増加

は､歯周組織においてRANm と肺 一也 の発現を高め､結果として歯槽骨吸収を起こすこ
とが推測される｡

ビタミンCは過酸化脂質を減少させる抗酸化物質であるoLたがって､ビタミンCの摂
取臥 高コレステロール食による血清過酸化脂質の増加を防ぎ､歯槽骨表面の RANKLと
NF-kBの発現を低下させ､歯槽骨吸収を抑制するかもしれない｡そこで本研究は､高コレス

テロール食を与えたラットにおいて､ビタミン Cの摂取が血清過酸化脂質と歯槽骨表面の
RANXLとNF-kBの発現に対してどのように影響するのかを検討した｡

【材料および方法】
1.実験動物
実験動物として､8週齢のWistar系雄性ラット24匹を用いた｡
2.実験デザイン

ラットを4群に分けた○対照群には標準食と蒸留水を､他の3群[高コレステロール食群､

ビタミンC(lgA)群､ビタミンC(2gn)群]には1%コレステロール配合食とビタミンCを0､

1､もしくは2gnの濃度で添加した蒸留水をそれぞれ与えた｡実験期間は12週間とした｡
3.血清の分析

実験期間終了後､心臓から採血し､血清を遠心分離した｡ELISA法を用いて､ヘキサノイ
ルリジン濃度を測定し､過酸化脂質の指標とした｡



4.組織定量分析
実験期間終了後､全身麻酔下で屠殺した｡顎骨を掃出し､4%パラホルムアルデヒド含有
の0.1M リン酸緩衝液 (pH7.4)を用いて一晩浸津固定した｡その後､10%ェチレンジアミ

ン4酢酸塩溶液 (pH7.3)を用いて4℃で2週間脱灰した｡

脱灰標本をアルコール系列による脱水後､パラフィン包埋を行い､頬舌的に4pm厚の連
続切片を作製した｡その後､-マトキシリン･エオジン (HE)染色と以下の染色を行った｡

RANKL､NF-kB､およびosteoprotegrin(OPG)の免疫染色を､ヒストファインシンプルス

テインMAX-POO を用いて行った｡ まず抗RANKL抗体､抗NF-kB抗体､および抗opG

抗体の100倍希釈液を一次抗体として添加し､その後3,3-ジアミノベンチジン4塩素酸塩

含有0.05Mトリスー塩酸緩衝液(pH7.6)で発色させた｡また､加 trate-resistantacidphosphatase
(TRAP)の活性をアゾ･ダイ法で検出し､破骨細胞を同定した｡

HE染色標本では､CEJから歯槽骨頂までの距離を計測し､歯槽骨吸収の指標とした｡蘇

いて､免疫染色した標本を用い､歯槽骨表面のRANKL陽性細胞､NF-kB陽性細胞および

opo陽性細胞を計数し､給細胞数に対する比率をそれぞれ算出した｡さらに､TRAP陽性

破骨細胞も計数した｡
5.統計処理

群間の比較には､Kmskal-WallistestとnonparametricTbkey法による多重比較を用いた｡

【結果】

高コレステロール食群の血清過酸化脂質濃度は､対照群よりも35%有意に高かった｡また､

ビタミンC(Ign)群とビタミンC(2gn)群の血清過酸化脂質濃度は､高コレステロール食群
と比べてそれぞれ19%と26%有意に低かった｡

高コレステロール食群の歯周組織では､CEJから歯槽骨頂までの距離が対照群よりも25%

大きく有意差があった｡ビタミンCを与えた2群では､いずれも高コレステロール食群よ

りも15%有意に低い値を示した｡同様に､高コレステロール食群のTRAP陽性破骨細胞数

は対照群よりも有意に多く､ビタミンCを与えた2群の値は高コレステロール食群と比べ

て有意に少なかった｡

歯槽骨表面において､高コレステロール食群のRANKL陽性細胞率とNF-kB陽性細胞率は､

対照群よりも2倍以上高く､その違いは有意であった｡ビタミンCを与えた2群では､高

コレステロール食群と比べて､RANKL陽性細胞率では約 50%またNF-XB陽性細胞率では

約60%にまでそれぞれ有意に減少した｡また､ビタミンCを与えた2群と対照群との間に

有意な差は罷められなかった.

一方､歯槽骨表面の総細胞数とOPG陽性細胞率は､群間で有意な差はみられなかった｡

【考察】

ビタミンCの摂取は､RANKLのおとりレセプターであるOPG発現に影響はなかった｡

また､ビタミンCは抗酸化物質であり､高コレステロール食による血清過酸化脂質の上昇

を抑制した｡本研究の結果は､OPG発現による破骨細胞分化の抑制とは独立した経路､す

なわち血清過酸化脂質の上昇と歯槽骨表面におけるRANKLとNF-KBの発現を抑制するこ

とにより､破骨細胞や cEJから歯槽骨頂までの距離の増加も低下させた｡これらのことよ
り､歯槽骨表面における破骨細胞の分化も抑えられたことを示唆している｡以上のことか

ら､ビタミンCは高コレステロール食による歯槽骨吸収を予防するのに効果的であると考

えられる｡

【結論】

高コレステロール食を与えたラットモデルにおいて､ビタミン Cの摂取は血清の過酸化

脂質準度を低下させ､歯槽骨表面におけるRANELとNF･kBの発現および破骨細胞の分
化を抑制した｡



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

高コレステロール食摂取により血清過酸化脂質は増加し､過酸化脂質が receptor
activatorofnuclearfactorkappaB(NF-kB)ligand(RANKL)の発現を高め､NF-kBを介した
破骨細胞-の分化を促進させると報告されている｡したがって､抗酸化物質であるビタ

ミンCは､高コレステロール食による血清過酸化脂質の増加を防ぎ､歯槽骨吸収を抑制

する可嘩性が考えられる｡本研究は､高コレステロール食を与えたラットにおいて､ビ
タミンC摂取が血清過酸化脂質と歯槽骨表面のRANKLとNF-kBの発現に対してどのよ
うに影響するのかを検討した｡

8適齢のラットを 4群に分け､対照群には標準食と蒸留水を､他の3群【高コレステロ

ール食群､ビタミンC(1g4)群､ビタミンC(2gn)群)には1%コレステロール配合食とビタ

ミンCを0､1､もしくは2gAの濃度で添加した蒸留水をそれぞれ用い12週間飼育した｡
その結果､血清過酸化脂質濃度は､高コレステロール食群で対照群よりも高く､ビタミ

ンC群では高コレステロール食群と比べ低かった｡セメントエナメル境から歯槽骨頂ま

での距離は､高コレステロール食群で対照群よりも長く､ビタミンC群では高コレステ

ロール食群よりいずれも短かった｡歯槽骨表面において､tartrate-resistantacidphosphatase
(TRAP)陽性破骨細胞数､RANKLおよびNF-kBの陽性細胞率は､高コレステロール食群
で対照群よりも高く､ビタミンC群では､高コレステロール食群と比べ､いずれも低か

った｡なお､総細胞数とosteoprotegrin陽性細胞率は､群間で有意な差はみられなかった0

本論文は､高コレステロール食摂取によるRANKLやNF-kBを介した歯周炎の進行の機
序およびそれに対するビタミンCの有効性を解明する上での重要な知見である｡したが

って､本論文は博士(歯学)の学位を授与する価値があるものと罷めた｡
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