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研究成果の概要（和文）：本研究の結果、インプラント周囲上皮と結合組織では以下の遺伝子が発現していた。
①プロテアーゼを阻害する働きを有するプロテアーゼインヒビター、②腫瘍の増殖性に影響を与える因子、③結
合組織では腸の上皮細胞の治癒を促進する因子。そのためインプラント周囲上皮と結合組織ではこうした遺伝子
群がインプラント周囲上皮の恒常性を維持し、生物学的幅径の維持に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our study suggested that the following factors are expressed in the 
peri-implant epithelium and connective tissue.①Protease inhibitor was expressed in the peri-implant
 epithelium.②A factor affecting tumor growth was expressed in the peri-implant epithelium.③In 
connective tissue, a factor promot healing of epithelial cells of the intestine was expressed.
Therefore, in the peri-implant epithelium and connective tissue, these genes may maintain the 
homeostasis of the peri-implant epithelium and maintain the biological width.

研究分野： 口腔インプラント学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インプラント周囲上皮の下方増殖は、結合組織の減少を引き起こし、結合組織は減少したその幅を確保しようと
するため、結果として骨の吸収を引き起こすとされる。そのため上皮・結合組織がどのような分子を発現し、組
織の恒常性を維持し、生物学的幅経を維持しているのかを理解することは重要である。本研究によってこれまで
インプラント周囲上皮・結合組織では報告されていなかった新たな分子の発現を明らかにすることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
超高齢社会が到来し、インプラント治療は歯を失った後に行う治療として広く認知され、多

くの患者の機能回復に用いられている。しかし、その普及に伴い様々な合併症が報告され、な
かでもインプラント周囲炎に関する報告が多い。そのため、インプラント周囲炎に対する対応
策の確立が求められている。 
インプラント周囲炎は，わずかに存在しているとされる上皮性付着の破綻に始まり，さらな

る炎症の進展に伴って起こる上皮の下方増殖によって引き起こされる。インプラント周囲上皮
の下方増殖による深いポケットの形成は、嫌気性細菌が主体である歯周病細菌に対して発育す
る環境を与えてしまう。またインプラント周囲上皮の下方増殖は、結合組織の減少を引き起こ
し、結合組織は減少したその幅を確保しようとするため、結果として骨の吸収を引き起こすと
される。そのため上皮・結合組織がどのような分子を発現し、組織の恒常性を維持し、生物学
的幅経を維持しているのかを理解することは重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、インプラント周囲上皮がどのような機序で恒常性を維持しているのか、インプラ
ント周囲上皮と結合組織で発現する上皮の恒常性・増殖性に影響を与える因子を同定すること
とした。 
 
３．研究の方法 
本研究ではインプラント埋入モデルを使用して以下の解析を行った。 
（１）動物実験  
インプラント埋入モデル 
実験には 4 週齢の雄性 SD 系ラットを使用した。ペン
トバルビタールナトリウム腹腔内 投与による全身麻酔
下に両側第一臼歯を抜歯し、左側にはチタン合金製イン
プラント （Ti-6Al-7Nb、直径：1.55mm、長さ：4ｍｍ）
を埋入した。本動物実験は、東京歯科大学動物実験
倫理委員会の承認を得て実施された。 
 
（２）Laser Microdissection による対象組織の採取  
インプラント埋入４週間後にインプラント周囲軟
組織を実体顕微鏡下(SZ61:OLYMPUS)にて採取
後、OCT コンパウンドで包埋し凍結切片（厚さ
10~15 μ m ） を 作成 した 。そ の後 、 Laser 
Microdissection（Carl Zeiss 社）を用いてインプ
ラント周囲上皮、インプラント周囲結合組織をダ
イセクションした。（歯周組織：付着上皮、結合組
織 抜歯後治癒した軟組織：上皮組織、結合組織
をコントロール群とした。）RNAeasy Micro kit 
(QIAGEN)に よる RNA 抽出後にキャピラリ電
気泳動システム：Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent)を用いて total RNAのクオリティーの確
認を行った。対象組織は各組織から 50～150×104 
µm2/匹の組織を採取した。 
 
（３）マイクロアレイ解析  
抽出した total RNA から GeneChip 3 IVT press kit(Affymetrix)を用いて cDNA の合成を
行った。 その後、GeneChip Fluidics station 450 (Affymetrix) を 用いて GeneChip (Rat 
genome 430 2.0 array)と Hybridization し、 GeneChip scanner 3,000 (Affymetrix)にて ス
キャニングを行った。これらのデータから 遺伝子発現解析ソフト GeneSprings GX ver.12 
(Agilent)を用いて、網羅的な遺伝子発現を比較検討した。 
 
（４）インプラント周囲上皮・結合組織におけるターゲット遺伝子の抽出と発現差の定量 
Up-regulateしていた遺伝子群とDown-regulateしていた遺伝子群からターゲット遺伝子を抽
出し、定量的 RT-PCR 法にて発現差の定量ならびに確認を行った。定量的 RT-PCR 法は、選
定したターゲットの Primer ＋Taqman probe と total RNA を ABI 7500 Fast Prism 
Sequence Detection System (Applied biosystems)を用いて反応させ、⊿⊿CT 法による遺伝子
発現の定量を行った。プライマーは；KGFR, FGFR1, HGFR, IGFR, TGFBR2, EGFR, 
PDGFR-a, Icam-1, Slpi, Il-1b, Tnf-a, lbp を使用した。 

図 1，インプラント埋入モデルラット 

図 2，LCM による試料採取領域 



（５）免疫組織化学染色（IHC） 
定量的 RT−PCR 法によって発現差が認められ
た遺伝子群より新規ターゲット遺伝子： 
FGFR1 および LBP のタンパクレベルの発現
と局在の検討をするため免疫組織化学染色を行
った。インプラント埋入４週後のサンプルから
通法でパラフィン切片を作製した。切片を
0.1％プロテアーゼ溶液にて賦活化、3％BSA に
てブロッキングを行った後に一次抗体をインキ
ュベートした。各一次抗体に対応した二次抗体
で 染 色 を 行 い 万 能 顕 微 鏡 (Axiophoto2, 
CarlZeiss)を用いて観察を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）Laser Microdissection による対象組織の採取 
インプラント周囲上皮および結合組織から、50～150×104 µm2/匹の組織採取を行った。採取
した組織の totalRNA：RIN はすべて 7 以上であった。 
 
（２）マイクロアレイ解析 
マイクロアレイ解析の結果、コントロールと比較しインプラント周囲上皮・結合組織では、そ
れぞれ 500 個以上の遺伝子に発現変動を認めた。発現変動していた遺伝子の中から上皮の増殖
性に影響を与えると考えられる KGFR, FGFR1, HGFR, IGFR, TGFBR2, EGFR, PDGFR-a, 
Icam-1, Slpi, Il-1b, Tnf-a と結合組織からは lbp を抽出した。（図 3） 
 
（３）定量的 RT-PCR 
選定したターゲット：KGFR, FGFR1, HGFR, IGFR, TGFBR2, EGFR, PDGFR-a, Icam-1, 
Slpi, Tnf-a において統計学的に有意な差を認めた。（図 4） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）免疫組織化学染色（IHC） 
TGFBR2 は、付着上皮では中等度の陽性反応を示したが、インプラント周囲上皮では、弱い陽
性反応を示した。また、LBP はインプラント周囲結合組織において強い陽性反応を示した。現
在、マイクロアレイ解析から抽出したターゲットの IHC を継続して行っているが、Rat に使用
できる一次抗体が限られているため、抽出した全てのターゲットの IHC を行うことができなか
った。そのため使用する生物種の変更と in situ ハイブリダイゼーションでの組織内での発現と
局在の検討が可能か継続して解析を行っている。 
 
まとめ 
インプラント周囲上皮で有意に高く発現していた SLPI は、プロテアーゼインヒビターであり
上皮の組織破壊を引き起こす好中球が分泌するプロテアーゼやマトリックスプロテアーゼ
（MMP）を阻害する働きを有する。インプラント周囲上皮細胞の間隙には、多数の好中球が
存在しているが、こうした好中球が分泌するプロテアーゼからインプラント周囲上皮は、自ら
の組織を保護し恒常性を維持し、細菌の進入時に生じた炎症による組織破壊や上皮の下方増殖

図 3，各組織の網羅的な遺伝子発現解析 

図 4，定量的 RT-PCR 



を抑制する働きを有していた可能性がある。また有意に低く発現していた TGFBR2 は、上皮
の正常な分化と増殖を制御する因子のレセプターである。結合組織で発現していた LBP は腸
の上皮組織の治癒を促進するとする報告がある。そのため、結合組織で発現した LBP は上皮
の恒常性の維持に影響を与えていた可能性がある。SLPI,TGFBR2,LBP はインプラント周囲の
軟組織で発現し生物学的幅径の維持に関与している可能性が示唆された。 
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