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研究成果の概要（和文）：第 1 報「TIMP-3, TIMP-4 の歯肉増殖症、歯周炎罹患歯肉組織中にお

ける遺伝子発現レベルおよび免疫組織化学的局在」を当該分野で初めて Archs Oral Biology 
(2009) に報告した。本研究シリーズの成果について 2009年度日本歯科保存学会学会学術賞を

授与された(Review 2010)。第 2報「薬剤性歯肉増殖症に特異的な遺伝子発現」をマイクロアレ

イとデータマイニング遺伝子発現解析及び第 3報：「歯肉増殖症と歯周炎の特異的遺伝子発現パ

ターン」に関しそれぞれ Archs Oral Biology (2011),  J Periodont Res (2011) に報告した。 

 
研究成果の概要（英文）： We have reported the 1st report “Gene expression and 

immunohistochemical protein localization of TIMP-3 and TIMP-in gingival overgrowth and 

periodontitis-affected gingival tissues” Archs Oral Biology (2009) . Then I have 
received the Academic Senior Investigator’s Award for this series of studies in 2009 

from Japanese Society of Conservative Dentistry (Review 2010)。The 2nd and 3rd reports:” 

Microarray and data-mining analyses for specific gene expression in drug-induced gingival 

overgrowth tissues. Archs Oral Biology (2011)”, and “Altered gene expression pattern 

and specific biological pathways in periodontitis-affected gingival tissues.”J 
Periodont Res (2011) have published in international scientific peer review journals. 
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１．研究開始当初の背景 

歯肉増殖症はカルシウム拮抗薬、免疫抑

制剤、抗てんかん薬といった薬剤の副作用

で生じる歯肉の線維性増殖と炎症を伴う疾

患であり、カルシウム拮抗薬は高血圧の治

療に用いられ、歯周病を有する高齢者が服

用する割合が多い。したがって、カルシウ

ム拮抗薬剤性の歯肉増殖症の有病者が多く、
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歯周病分野において研究の必要がある。一

方、これまでカルシウム拮抗薬剤性の歯肉

増殖症領域においては、in vitro において

歯肉線維芽細胞への影響やラットへのカル

シウム拮抗薬投与実験が行われてきた。歯

肉増殖症の主要な病態である結合組織形成

は、結合組織を分解するタンパク質である

Matrix metalloproteinases (MMPs)とコラ

ゲナーゼインヒビターである Tissue 

inhibitors of MMPs (TIMPs)のバランスが

破綻することによって発症すると考えられ

ているが、その病因については不明な点が

多い。我々はこれまで歯周炎罹患歯肉にお

ける MMPsと TIMPs遺伝子発現を報告してき

たことから、歯肉増殖症の歯肉における

MMPsと TIMPs 発現に着目した。歯肉の線維

症である歯肉増殖症でも MMPsと TIMPsのバ

ランスが破綻している可能性が大きい。

TIMP-3は、マトリックス分解抑制機能に加

え、血管新生・アポトーシス・細胞移動抑

制など炎症をコントロールする機能を持つ

が、TIMP-3の病的歯肉線維化に及ぼす役割

を突き止めるためには、より多くの臨床検

体の中で遺伝子およびタンパク質発現、両

面から研究する必要がある。 

 

２．研究の目的 

カルシウム拮抗薬による重度薬剤性歯肉増

殖症線維化組織中において、Collagen代謝に

重要な遺伝子発現およびタンパク質局在を

調査することにより、歯肉線維化病変部にお

ける強調された肉芽組織反応の分子機構を

解明する。 

（１）ヒト歯肉増殖症歯肉と健常者歯肉

でのコラゲナーゼインヒビターTIMP--3, 

-4 の遺伝子発現を定量 RT-PCR 法にて解析

し、発現量を比較検討すると共にタンパク

質発現を免疫組織学的手法を用いて解析

し、発現組織局在・発現細胞を同定、健常

者と比較する。 

（２）発展として線維化歯肉及び歯周炎

歯肉における遺伝子発現の特徴をマイク

ロアレイとデータマイニングの手法を用

いて解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）TIMP--3,-4 遺伝子発現レベルのバラ

ンス解析  

①対象：新潟大学医歯学総合病院 歯周病

診療室を受診し、重度カルシウム拮抗薬剤

性歯肉増殖症と診断され、インフォームド

コンセントの得られた患者より、歯周外科

時に歯周ポケット底相当部上皮および結合

組織を採取する。直ちにPCR用試料はRNA安

定化溶液浸漬後Deepfreezer (-80℃)にて

保存する。組織解析用試料は4%パラホルム

アルデヒドに24時間浸漬固定後PBSに保存

する。 

② RT-PCR解析：歯肉検体はホモジェナイズ

後、全RNAを抽出し逆転写酵素反応により

cDNAを合成する。cDNAをテンプレートに

quantitative Real time PCR (qRT-PCR) を

行いTIMP-3および各MMPs, TIMPs遺伝子の

発現量を comparative threshold cycles 

(Ct) 法により定量する。 

③  統計解析： 群 間 比較 に つ い て は

Kruskal-Wallis testの後に多重比較を行

う。各検定の有意水準は5%に設定する。 

（２）TIMPsの組織学的、免疫組織学的解析 

① パラフィン切片作製：組織解析用試料も

歯周外科時に採取し、通法に従ってパラフ

ィンに包埋する。その後、ミクロトームに

て5μmに薄切しパラフィン切片を作製する。 

②組織学的および免疫組織学的検索：通法

どおり脱パラフィン、脱水後にヘマトキシ

リン-エオジン(H-E)染色を行う。免疫染色

にはH-E染色した切片の連続切片を用いる。

1次抗体に抗MMP-1, -3、TIMP-1, -2, -3, -4

ポリクローナル抗体を用いる。H-E所見およ

び免疫組織所見は同一部位を写真撮影し、

TIMP-1, -2, -3, -4の歯肉組織中での局在

を解析する。 

（３）歯肉線維化組織のマイクロアレイ・

データマイニング解析 

継続研究として、歯肉線維化局所での遺

伝子発現を網羅的に解析する。 

① 歯肉線維化局所に特異的に発現してい

る遺伝子を突き止めるべく、患者cDNAをテ

ンプレートにヒトDNAチップを用いたマイ

クロアレイ解析を行う。対照は、同一患者

の歯周炎罹患歯肉組織とする。同様に、歯

周炎特異的な遺伝子発現を同一患者の非歯

周炎部位を対照に検索する。 

②得られた、データを解析ソフトウエアに

てマイニングし、特異的な遺伝子発現パタ

ーンを抽出すると共に、パスウェイ解析に

より特徴のある生物学的経路についてター



 

 

ゲットを絞り込む。確認には、ストックさ

れた患者 cDNAにて各遺伝子の発現量を

qRT-PCR 定量解析する。 

 

４．研究成果 

本研究は、新潟大学歯学部倫理委員会にお

いて承認された計画に基づき行われた。イン

フォームドコンセントの得られた歯周炎併

発歯肉増殖症患者 10 人とコントロールとし

て歯周炎患者及び非歯周炎患者各 10 名の歯

肉組織を対象として、定量 RT-PCR 及び免疫

組織学的解析を行った。成果は第 1 報として

「TIMP-3, TIMP-4の歯肉増殖症、歯周炎罹患

歯肉組織中における遺伝子発現レベル（図 1）

および免疫組織化学的局在（図 2）」を当該分

野で初めて、歯科基礎分野の国際誌である

Archs Oral Biology (2009) に報告した。 

図 1：TIMP-3, -4の遺伝子発現レベルの比較 

図 2：TIMP-3 の免疫組織染色 （上皮下の内

皮細胞、線維芽細胞に陽性所見を認める）。 

 

本研究を含む一連の研究成果について

2009 年度日本歯科保存学会学会学術賞を授

与された(日本歯科保存学会雑誌 2010)。 

第 1 報から得られた結果から「真に薬剤性

歯肉増殖症に特異的な遺伝子発現」を突き止

めるべく、継続・発展させたマイクロアレイ

とデータマイニング遺伝子発現解析を行い、

歯肉増殖症と歯周炎の特異的遺伝子発現パ

ターンについて第２報を Archs Oral Biology 

(2011)  、第３報を J Periodont Res (2011) 

にそれぞれ報告した。 

図 3：線維性増殖症歯肉組織の遺伝子発

現パターン（個人差が見られる） 

図 4：歯周炎歯肉組織で発現上昇が見られ

た遺伝子群 

図 5：歯周炎歯肉組織で発現低下が見られ

た遺伝子群 

 

その結果、歯肉増殖症線維化には個人レベ

ルで特徴が異なること（図 3）が解明され、

バックグラウンドにある歯周炎には特徴的



 

 

生物学的 pathways が関与していることを明

らかにした（図 4、図 5）。現在、新規発病関

連遺伝子グループに着目し本研究課題を発

展させるべくさらなる成果を目指している。 
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