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研究成果の概要（和文）：酵素抗体法および蛍光抗体法による免疫組織化学的検索から歯根肉芽腫中の好中球、
T-リンパ球およびB-リンパ球からFoxo3aの発現を認めた。さらに歯根肉芽腫中でFoxo3aとFas-Lの共発現を認
め、Foxo3a陽性細胞数はFas-Lと比較して有意に高かった。リアルタイムRT-PCR法において、歯根肉芽腫中での
Foxo3aおよびFas-L遺伝子発現は健常歯肉中と比較して有意に高かった。培養細胞において、培養後72時間で
Foxo3a遺伝子発現がピークになり、コントロールと比較して有意に高かった。
以上により、Foxo3aは歯根肉芽腫の発症と治癒に関係する可能性があると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Two-color immunofluorescense image analysis indicate that co-expression of 
Foxo3a and Fas-L in human periapical granulomas. Neutrophils, lymphocytes, and plasma cells in 
periapical granulomas expressed Foxo3a but not those in healthy gingival tissues. uantitative 
analysis of immunofluorescence signals indicated significantly greater numbers of Foxo3a-expressing 
than FasL-expressing cells. Foxo3a and FasL messenger RNA expression levels in periapical granulomas
 were significantly higher than those in healthy gingival tissues. In addition, the Foxo3a messenger
 RNA expression in stimulated human T-cell line(Molt-4) for 72 hours was significantly higher than 
negative control. Our results indicated the possibility that Foxo3a and FasL are involved in the 
development and healing of periapical granulomas.
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１．研究開始当初の背景 
近年、歯科医療の発展により、国民の歯
の喪失は戦後と比較して、減少している。
しかし、現在でも歯を喪失する患者は多く、
その原因の 1つに根尖性歯周炎が挙げられ、
根尖性歯周炎の発生機序の解明は国民の
Q.O.Lを向上させると考えられる。根尖性
歯周炎は、感染根管に起因した炎症性疾患
であり、その病態解明を目的として様々な
研究が行われてきたが、その詳細は未だに
明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 
 本 研 究 で は Forkhead Transcription 
Factor of the class O3a(Foxo3a)に着目し、
難治性根尖性歯周炎である歯根肉芽腫中で
好中球を含む炎症性のアポトーシスを調節
することによって、炎症の治癒に関与する可
能性を着想した。Foxo3a は骨吸収を伴う慢
性炎症である関節リウマチ中で発現し、炎症
性細胞の好中球とリンパ球のアポトーシス
を引き起こす Fas-ligand(Fas-L)と Fas の伝
達機構を阻害することによって、慢性炎症の
遷延を抑制していることが報告されている。
しかし、Foxo3a の口腔内の慢性炎症である
根尖性歯周炎での関与は全く報告されてい
ない。 
 そこで申請者は、根尖性歯周炎発症過程で
Foxo3a が Fas-Fas-L伝達機構を阻害し、好
中球およびリンパ球のアポトーシスを抑制
することによって、根尖性歯周炎の治癒に関
与すると仮定し、その解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 歯根肉芽腫中での Foxo3a の発現の解析に
はマウス抗ヒト Foxo3a モノクローナル抗体
を用いて酵素抗体法による免疫組織化学的
検索を行う。加えて、歯根肉芽腫サンプルか
ら RNA を抽出し、相補的 DNA 作製後、リ
アルタイムRT-PCR法により Foxo3a遺伝子
の解析を行う。さらに、歯根肉芽腫サンプル
のネガティブコントロールとして、健常歯肉
サンプルを採取し、歯根肉芽腫と同様の検索
を行う。 
 また、歯根肉芽腫中の Foxo3a の機能を検
索する目的で Foxo3aと Fas-Lの共発現をマ
ウス抗ヒト Foxo3a モノクローナル抗体およ
びヤギ抗ヒトFas-Lポリクローナル抗体を用
いた蛍光二重免疫染色を行う。加えて、Fas-L
遺伝子発現もリアルタイム RT-PCR 法で解
析を行う。 
 供試細胞を刺激するためのサイトカイン
には TNF-および IFN-を用いる。供試細胞
にはヒト白血球の cell line である Daudi(B 
cell line) 、 Molt-4(T cell line) お よ び
HL-60(neutrophil like cell line) と し 、
RPMI1640 培地にて 10％ウシ胎児血清を添
加したものを用いて培養する。供試細胞に炎
症性サイトカインによる刺激を行い、Foxo3a
およびFas-L遺伝子とタンパクの発現の解析

を行う。その後、アポトーシス細胞の測定を
行う。 
４．研究成果 
（１）免疫組織学的検索から歯根肉芽腫中の
炎症性細胞において、Foxo3a の発現が認め
られた。 

 
（２）作製された染色標本を光学顕微鏡下に
て観察し、Foxo3a 陽性細胞を同定するとと
もに細胞数の計測後、陽性細胞率の算出を行
った。 

 
（３）蛍光二重免疫染色から歯根肉芽腫中の
炎症性細胞から Foxo3aおよび Fas-Lの共発
現を認めた。さらに Foxo3a の発現は Fas-L
の発現と比較して、有意に高かった。 



（４）リアルタイム RT-PCR解析から歯根肉
芽腫中での Foxo3aおよび Fas-L遺伝子発現
は健常歯肉中と比較して、有意に高かった。 

 
（５）培養した細胞を TNF-および IFN-
を用いて、刺激し、その RNA を抽出後リア
ルタイム RT-PCR法にて、経時的に Foxo3a
遺伝子の発現を検索した。Molt-4の培養にお
いて Foxo3a 遺伝子は経時的に上昇し、その
発現は 72 時間後がピークであり、コントロ
ールと比較して有意に高かった。 
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