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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜の貫通からなるインプラント周囲組織（PSIT）は、慢性的に炎症を伴っていること
から、口腔粘膜疾患を発症する危険性が高いと考えられる。本研究は、口腔粘膜組織（OMT）と比較したPISTの特異的
遺伝子を特定し、腫瘍発現の関連性を明らかとすることを目的とした。ラットのPISTとOMTを試料として用い、マイク
ロアレイ法により3個の特異的遺伝子：Ceacam1、Ifitm1、Muc4を抽出した。Ceacam1は、免疫防御機構に関与、Ifitm1
やMuc4は腫瘍発現に関与することが報告されている。よって、本研究で同定された遺伝子の発現がインプラント周囲上
皮の口腔粘膜疾患発症に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Peri-implant soft tissue (PIST) was created by implant placement with epithelial 
penetration and known to have chronic inflammation. Therefore, we hypothesized PIST had risk factors for 
mucosal disease including oral carcinoma. The aim of this study was to determine specific genes in PIST 
to compare comprehensive gene expression between PIST and oral mucosal tissue (OMT) using microarray 
analysis and to clarify the relationship with oncognesis. The rattus PIST and OMT were used for samples 
and three specific gene; Ceacam1、Ifitm1、Muc4 were determined by microarray analysis Gene Ontology term. 
Cecam1 was reported to have defensive role by polymorohonuclear leukocytes activation. Moreover, high 
expression of Iftim1 and Muc4 was known to relate the oncogenensis. From these results, three specific 
gene expression in PIST have a possibility to influence the oral mucosal diseases.

研究分野：再生医学
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１． 研究開始当初の背景 
 近年、インプラント治療は高い成功率を示
し、欠損補綴法の一つとして広く用いられて
いる。一方で、超高齢社会を迎えたわが国で
は、インプラント治療を希望する患者の年齢
層においても高齢化していくことが予想さ
れる。このことから、加齢に伴う全身的な機
能低下や内分泌障害などによる骨粗鬆症、糖
尿病、高血圧症などの様々な合併症が増加し
ていくなかで、口腔領域においては悪性腫瘍
である口腔癌の発症が問題となってくる。口
腔癌は他の臓器と比較して、刺激や発癌物質
に暴露さやすい組織であり、臓器全体が遺伝
子的に不安定となり異常増殖をきたしやす
い状態となっている「Field Cancerization」
という概念が提唱されている。さらに他臓器
の癌と比較すると高年齢で発症することが
よく知られている。申請者らのインプラント
治療患者の年齢別割合の統計においても、男
性が 60歳代、女性が 50歳代にピークが認め
られた。（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことから、高齢患者が多いインプラント
治療においては口腔粘膜疾患、口腔癌の発症
を考慮していく必要があると考えられる。 
また、インプラント治療ではインプラント

体の埋入により形成される粘膜貫通部は、上
皮のバリアが破壊され、天然歯と比較して脆
細胞接着機構が脆弱であり、細菌や外来刺激
に対する防御機構が劣っていることから、慢
性的な炎症を伴いやすい組織であることが
知られている。このことから、インプラント
周囲組織内の慢性炎症などによる影響が遺
伝子を不安定にし、より発癌のリスクを増加
させることが考えられる。また実際に、イン
プラント治療と口腔癌に関連する臨床症例
報告がなされている①－⑥。 
今後、インプラント治療の高齢化さらには

使用期間の長期化よって、インプラント周囲
組織に対する影響は、インプラント周囲炎等
だけでなく、口腔癌を含む粘膜疾患の発症も
増加していくことが予想される。しかしなが
ら従来の研究では、インプラント周囲組織の
病理組織学的な検討やインプラント周囲炎
のリスクに関する報告は、数多く報告されて
いるものの口腔粘膜への影響や粘膜疾患の
発症に観点をおいた研究はなされていない。 

そこで申請者らは、口腔粘膜組織はインプ
ラント治療によって口腔癌を含む口腔粘膜
疾患発症のリスクが高くなると仮説をたて、

口腔粘膜組織からインプラント周囲組織と
の遺伝子発現を比較検討し、特異マーカーを
同定することでインプラント周囲組織由来
の口腔粘膜疾患を早期に診断・評価できると
考えた。 
 

２． 研究の目的 
本研究では、インプラント治療に伴う口腔

粘膜疾患へのリスク評価法を確立すること
を目的として、①口腔粘膜上皮とインプラン
ト周囲上皮間における網羅的な遺伝子発現
を比較検討し、遺伝子発現プロファイルを作
成し、特異マーカーとなる遺伝子を同定②
4-nitroquinoline 1-oxide（4-NQO）投与に
およる口腔癌の自然発癌モデルを用いて、同
定された遺伝子の発現を比較・検討を行う。 
本研究の成果を起点としてインプラント

治療に伴う口腔粘膜疾患へのリスク評価法
が確立されれば、将来的に増加していくと考
えられるインプラント周囲上皮由来の口腔
粘膜疾患の発症を予測し、回避もしくは早期
発見・治療へとつながり、より安全で長期に
使用が可能となるインプラント治療が提供
できるものと考える。 
 
３．研究の方法 
（１）動物実験 
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（図２）。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行
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）サンプルの採取 

インプラント埋入４週間後に①実験群：左
側インプラント周囲組織（PIST）と②対照
群：右側第一臼歯部口腔粘膜組織（OMT）を
実体顕微鏡下(SZ61:OLYMPUS)に採取後、迅速
に組織用 RNA 固定液（RNAlater solution: 
Applied biosystems）に浸漬し、タングステ
ンカーバイド製ビーズを用いてホモジナイ
ズを行った。RNAeasy mini kit (QIAGEN)に
よる RNA 抽出後に量（ND-100: NanoDrop）と
質（Agilent 2100 Bioanalyzer: Agilent）
の確認を行い、基準を満たしたサンプルのみ
を使用した。 
 

図１．インプラント患者の年齢別割合 

図２．インプラント埋入 4 週間後の口腔内写真 



（３）マイクロアレイ解析 
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、PISTと OMTにお
ける網羅的な遺伝子発現を比較検討した（図
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）インプラント周囲組織における特異的 

遺伝子発現の抽出と発現差の定量 
OMTと比較して PISTで発現上昇していた遺

伝子群から既知遺伝子に設定された語彙
Gene Ontology (GO)を用いて区分け行い、興
味深い遺伝子を抽出し、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５遺伝子の Primer
＋Taqman probeと total RNAを ABI 7500 Fast 
Prism Sequence Detection System (Applied 
biosystems)を用いて反応させ、OMT を基準と
した⊿⊿CT 法による遺伝子発現の定量を行
った。 
 
(５)免疫組織化学染色 
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３遺伝子： Ceacam1、 
Ifitm1、 Muc4 を抽出し、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
蛍光染色を行った。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。切片をクエン酸ナトリウムにて賦活
化、3％BSAにてブロッキングを行った後に一
次抗体を 4℃で一晩インキュベートした。各
一次抗体に対応した二次抗体として Alexa 
Fluor 488 (Molecular Probes)、核染色とし
て DAPI(Invitrogen)を用いた二重染色を行
い万能顕微鏡(Axiophoto2, CarlZeiss)を用
いて観察を行った。 
 
（６）自然発癌モデルラットの作成 
タンパクレベルでインプラント周囲上皮

に特異的に発現、局在が確認された３種
（Ceacam1、 Ifitm1、 Muc4）が口腔癌発症
過程において、どのように発現変化をしてい
くのかを明らかにするために、発癌剤
（4-NQO）投与による自然発癌モデルラット

の作成を行った。４週齢の雄性 SD 系ラット
に対し第一臼歯抜歯後にインプラントを即
時埋入し、その直後から片倉ら（日本口腔外
科学会誌 32 1986）の方法に準じて 4-NQO 1.0g
をエチルアルコール 50mlと蒸留水 4950mlに
て完全融解させた溶液を、水道水で 50ppm 
(0.005%)となるよう希釈し、飲料水として投
与した。投与 12週後、24週後、48週間後に
定量的 RT-PCR 法用に total RNA 抽出、免疫
組織化学染色用にパラフィン切片作成の為
のサンプル採取を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロアレイ解析による発現差が認 

められた遺伝子群の抽出 
インプラント周囲組織（PIST）と口腔粘膜

組織（OMT）のマイクロアレイ法による網羅
的遺伝子発現の比較検討を行った（図４）。
発現差 Fold 値 2.0 以上の発現差が認められ
た遺伝子群のうち、OMT と比較して PIST で
Up-regulate し た 遺 伝 子 は 750 個 、
Down-regulate した遺伝子は 352 個、合計で
1102個の遺伝子の発現変化が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）Gene Ontology (GO)解析 

PISTで Up-regulateした 750個の遺伝子群
を対象に、既知遺伝子に設定された語彙 GO
を用いて解析を行った。３大ＧＯにおける割
合は、“Molecular Function”、”Cellular 
Component” と 比 較 し て 、 ”Biological 
Process”が 49.1％と最も多い割合を示した。
（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに”Biological Process”における下流
GO の割合は“Response to Stimulus”、 
”Biological Regulation”、 ”Biological 

図３．各群間における遺伝子発現の網羅的解析 

図４．Fold 値 2.0 以上の発現差がみられた遺伝子群

 

図５．PIST で Up-regulate した遺伝子群における 
３大 GO の割合 



Regulation”の順で多いことが明らかとな
った（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果より、“Response to Stimulus”
に関連する遺伝子に注目し、発現差 Fold 値
8.0以上の 15遺伝子群（表２）から５遺伝子：
Ceacam1、Ilb1、Ifitm1、Muc4、Cd74 を抽出
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）定量的 RT-PCR法による遺伝子発現差 

の確認と定量 
抽出した５遺伝子：Ceacam1、Ilb1、Ifitm1、

Muc4、Cd74 の PIST と OMT の遺伝子発現差を
定量的 RT-PCR法にて確認を行った。5遺伝子
いずれもマイクロアレイ法の結果と同様の
発現傾向を示し、OMTと比較して PIST で有為
に（P<0.01）発現上昇していることが確認さ
れた（図６）。これらの結果から、既知遺伝
子として他臓器での発現、腫瘍発生等に関連
が知られている Ceacam1、Ifitm1、Muc4 を抽
出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４）免疫組織化学染色 
抽出した３遺伝子：Ceacam1、Ifitm1、Muc4

のタンパクレベルでの発現・局在を検討する
ために、免疫組織化学染色を行った（図７；
上段が PIST 群・下段が OMT 群）。 
 CEACAM1 では、インプラント周囲上皮の非
角化部位に強い陽性反応（矢印）と上皮下結
合組織にも中等度の陽性反応がみられた。 
IFITM1では、インプラント周囲上皮の非角

化上皮部位の顆粒細胞から棘細胞層に中等
度の陽性反応（矢印）がみられた。 

MUC4では、インプラント周囲上皮の非角化
細胞部位の表層に強い陽性反応（矢印）がみ
られた。 
一方、対照群である OMT では、CEACAM1、

IFITM１、MUC4 いずれも反応は認められなか
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
（５）インプラント周囲粘膜発癌モデルにお 

ける 3遺伝子の発現評価 
 インプラント埋入を行ったラットに 4-NQO
投与しインプラント周囲粘膜発癌モデルの
作成を行った。投与後 12 週例以降では肉眼
的に口蓋中央部にはびらん型の病変を認め
たが、病理組織標本では軽度の細胞異型が認
められるものの明らかな扁平上皮癌を呈す
る病理像は認められなかった。また、さらに
長期経過例（24～48週例）では、4-NQOによ
る個体の死亡ならびにインプラントの脱落
が生じたため、評価するのに十分なサンプル
数の確保が行えなかった。現在、より生存率
の高いインプラントの埋入部位や 4-NQOの投
与方法を検討ならびに病巣部のみを採取す
る Laser Microdissection法の確立を継続的
に行っており、評価に十分なサンプル数の確
保と特定した 3遺伝子の経時的な発現変化に
ついての検討を継続して行っている。 
 
５．まとめ 
 本研究では、ゲノムレベルでの遺伝子発現
差を比較・検討を可能とするマイクロアレイ
法を用いて、インプラント周囲組織と口腔粘
膜組織における網羅的な遺伝子発現解析を
行い、1000個以上の遺伝子が発現変化をして
いることを明らかにした。また、これらの遺
伝子群は、Down-regulate した遺伝子が 352

表１．GO: Biological Process の上位５ GO term 

表２．Fold 値 8.0 以上で GO: Response to Stimulus に 
   関連する遺伝子群 

図６．抽出した 5 遺伝子の定量的 RT-PCR 法による発
現確認と定量（＊：P<0.01） 

図７．抽出した３遺伝子の免疫組織化学染色 
（緑色；標的タンパク・青色；核） 



個であったのに対して、Up-regulate した遺
伝子が 750 個と多い傾向を示したことから、
粘膜貫通部の形成により慢性的な刺激や炎
症を伴うインプラント周囲組織の形勢によ
って様々な遺伝子が恒常性の維持や病態発
現に起因している可能性が示唆された。 
 また、GO解析によって抽出された既知遺伝
子群から Ceacam1、Ifitm1、Muc4の 3遺伝子
をインプラント周囲組織に発現する特異的
遺伝子として抽出し、定量的 RT-PCR 法によ
る有為な遺伝子発現の上昇と免疫組織化学
染色によるタンパクレベルでのインプラン
ト周囲上皮における局在発現を明らかにし
た。 
Ceacam1 は免疫グロブリンスーパーファミ

リー、癌胎児性抗原ファミリーに属する糖タ
ンパク質であり、天然歯の付着上皮と歯肉溝
上皮にも特異的に発現していることが知ら
れている。機能としては、好中球を活性化さ
せることによる免疫防御機構に関連するこ
とが報告されている。また、天然歯の歯周組
織とインプラント周囲組織における好中球
の細胞分布密度は同様であることが知られ
ている。本研究では、CECAM1 がインプラント
周囲上皮と結合組織内に発現していたこと
こら、インプラント周囲組織における免疫防
御機構に関与していることが考えられる。 
 Ifitm1 は、インターフェロン誘導性膜貫通
タンパク質ファミリーに属する白血球抗原
で、リンパ球の増殖抑制や同型接着シグナル
伝達に関与することが知られている。また、
過去の報告から、早期浸潤口腔扁平上皮癌に
おいて発現上昇し、さらには Ifitm1 の発現
を抑制した頭頸部腫瘍細胞株においては細
胞浸潤が減少することから、腫瘍細胞の浸潤
に関与することが示唆されている。今回、イ
ンプラント周囲上皮に IFITM1 の局在発現が
みられたことから、長期的に発現・上昇にす
ることで将来的な口腔癌に発症に関連する
ことが示唆される。 
 Muc4は膜結合型ムチンで、目、 膣、気管、
唾液腺の表面上皮などの様々な器官での発
現が確認されている。口腔領域においては、
正常な口腔粘膜では発現しないのに対して、
異型上皮や口腔扁平上皮癌に発現すること
が報告されている。また、膵臓癌細胞におけ
る Muc4 の過剰発現がアポトーシス抑制や腫
瘍細胞増殖の亢進に関与することが知られ
ている。また一方で、耳下腺分泌液中にも検
出され、上皮の保護に関与することが示唆さ
れている。本研究では、MUC4 はインプラント
周囲上皮表層に局在発現がみられたが、継続
的かつ過剰な発現が、将来的な腫瘍発生に関
与しているのか、上皮表層の保護として機能
しているのかについては、病態モデルを用い
た検討を行っていく必要があると考える。 
 本研究で同定された 3 遺伝子 Ceacam1、
Ifitm1、Muc4 はインプラント埋入によって形
成されるインプラント周囲上皮に特異的に
発現することが明らかとなったが、腫瘍の発

現過程において、発現の量や局在の変化につ
いては明らかとなっていない。今後、4-NQO
投与における自然発癌モデルを用いて、これ
ら 3遺伝子の関連性を検討することで、イン
プラント周囲上皮における防御機構の役割
や腫瘍発症の早期発見などの診断用マーカ
ーとしての有用性を明らかにすることが出
来ると考える。また、本研究で作成されたデ
ータベースには多くの未知遺伝子も含まれ
ており、将来的にこれらの未知遺伝子の機能
が明らかになれば、より多くのインプラント
周囲上皮の腫瘍発現マーカーが明らかにな
っていくものと思われる。よって、今後も本
研究の結果を基盤として、インプラント治療
に伴う口腔粘膜疾患へのリスク評価法を確
立していく予定である。 
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