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研究成果の概要（和文）：歯肉退縮は審美的問題を呈する頻度の高い症状であり，その要因の一つに歯肉の質的
性質が挙げられる．退縮しにくい厚みのある歯肉の角化度は高く，角化と上皮の厚みを決定する因子を探ること
ができるin vitroの実験系の確立が将来の歯肉の質的評価の実践のために重要である．我々はケラチノサイト単
独培養による三次元培養系を確立し，角化重層扁平上皮の形成に必須因子を明確にした．カルシウムは上皮の重
層化とケラチノサイトの分化に必須であった．Keratinocyte growth factor（KGF）はケラチノサイトの寿命を
延長させ，アスコルビン酸と協調して上皮組織の健全な構築に必須であることが判明した．

研究成果の概要（英文）：Gingival recession is a frequent symptom and disturbs the patients' 
satisfaction, a cause of which is believed quality of gingiva. As thick and highly keratinized 
gingiva withstands recessing, 3D culture system of keratinocyte could be useful to detect the 
factors determining thickness and keratinization of gingival epithelium and to develop the future 
diagnostic method of gingival quality. We have established a 3D culture model using keratinocytes 
alone creating a proper keratinized epithelial equivalent, and furthere have identified some 
essential factors to produce the equivalent. Calcium is the essential for stratification and 
differential of keratinocytes. Addition of keratinocyte growth factor (KGF), but not ascorbic acid, 
prolongs a life span. Further addition of ascorbic acid improves the tissue architecture in 
cooperation with KGF.

研究分野：歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
 前歯補綴治療の審美的成功に欠かせない
歯肉退縮の予知性の判断基準は主に歯肉の
量的評価（バイオタイプ）に依存している
が，その方法は科学的根拠に欠けていると
言わざるを得ず，予知性には限界がある．
歯肉退縮を起こしにくい flat thick typeの
歯肉は厚みが大きいだけでなく，角化度も
大きい．そのような歯肉がなぜ退縮を起こ
しにくいのか，細胞および分子レベルでの
メカニズムが分かれば，歯肉の質的評価が
可能となる．しかしながら上皮組織の形成
のメカニズムが複雑なのは，上皮組織内の
メカニズムのみならずその下部組織である
結合組織の影響を受けているからである．
従って，動物を用いた系よりも，研究条件
を制御しやすい細胞培養の系が有益である．
上皮組織の形成のメカニズムを探求するに
は，単層培養ではなく，3次元培養の系を
用いる必要がある．しかしながら，現状の 3
次元培養系はそのほとんどが上皮細胞の下
部に結合組織あるいはその代用物を使用し
ており，より単純な系である上皮細胞のみ
による培養系は，培養自体が困難であり，
その系を用いた研究成果は十分といえない．
我々は，ケラチノサイト単独の 3次元培養
系の確立を目指し，さらに上皮の重層化お
よび角化層の形成に最低限必要な因子を確
定して，将来の歯肉の質的評価法の確立に
向けた in vitroのモデルを作製することと
した． 
 
２．研究の目的 
 ケラチノサイト単独の 3次元培養モデル
を確立し，同時に上皮の重層化と角化に最
低限必要な因子を確定することである． 
 
３．研究の方法 
（１）細胞：当初ブタの歯肉および歯槽粘膜
から分離したケラチノサイトを使用し
たが，下記の実験条件下での培養が困難
であったため，ヒト由来の株化ケラチノ
サイトである HEKa 細胞を使用した， 

（２）3次元細胞培養：3次元培養の培地に
は培地中の成分とその分量が明らかに
されている無血清の EpiLife 培地
（ThermoFisher Scientific 社）を用い，
気液界面培養および液浸培養を行った．
カルシウム（CaCl，最終濃度 1.5 mM），
アスコルビン酸（L-Ascorbic acid 
phosphate magnesium salt n-hydrate，
最終濃度 0.283 mM，0.05 mg/ml ascorbic 
acid），keratinocyte growth factor (KGF，
最終濃度 10 ng/ml)をそれぞれ 1種類加
えた培地，2種類ずつ加えた培地，およ
び3種類全てを加えた培地を用いて気液
界面培養を 3週間まで行った．また，3
種類全てを加えた液浸培養を2週間まで
行った． 

（３）免疫組織学的分析：以下に示す分子に

対する抗体を用いて，分子の局在を観察
した；keratin 1 (K1), K2, K4, K5, K10, 
K13, K14, Ki67, involucrin, integrin 
β4． 
 
４．研究成果 
（１）気液界面培養下での上皮の重層構造形
成に及ぼすカルシウム，アスコルビン
酸および KGF の影響 
カルシウムを含まない培地では，たとえ
アスコルビン酸や KGF が含まれていても，
培養産物が重層化した上皮の構造を呈する
ことはなかった．しかし，カルシウムのみ
含む培地での 2週間までの培養によって，
上皮が重層化し，角化した．従って，上皮
の重層化に最低限必要な因子は 1.5 mM 以上
のカルシウムの存在であることがわかった．
しかし，カルシウムのみの添加条件では，
培養 3週間で重層に乱れが生じ，同時に
keratin や involucrin の局在も乱れ，さら
に基底細胞層の細胞から Ki67 が消失した．
このことから，カルシウムのみの培養では
ケラチノサイトの寿命が 3週間まで持たな
いことがわかった．培養 3週間でのこれら
の変化は，アスコルビン酸の添加では改善
しなかったが，KGF の添加によって改善し．
KGF がケラチノサイトの寿命の延長に寄与
することが判明した．さらに，アスコルビ
ン酸を加えることによって角化層での細胞
の核が喪失するなど，本来の角化重層扁平
上皮に近い構造となる（図１）ことから， 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アスコルビン酸は KGF と協調して上皮の重
層構造形成の完遂に寄与することがわかっ
た． 



（２）気液界面培養と液浸培養で形成される
重層扁平上皮の違い 

 気液界面培養で，角化層の核が消失して
完全な角化重層扁平上皮用構造が構築され
るカルシウム，アスコルビン酸および KGF
の 3種類の因子を含んだ培地で，液浸培養
を行い，気液界面培養によって得られた上
皮構造の違いを調べた．当初，上皮の表層
が乾燥した状態では皮膚に類似した完全な
角化層が構築され，その反対に上皮表層が
乾燥することのない液浸培養では非角化上
皮の構造が形成されると予測した．ところ
が，予想に反して液浸培養でも角化層が形
成された．しかし，その角化層には所々に
核が残存しており，錯角化という現象と類
似していた．核が残存しない皮膚と比べて，
角化している歯肉の角化層は核が残存する
錯角化を呈しており，本研究での液浸培養
によって錯角化した角化重層扁平上皮様の
構造が形成できることが示された（図２）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの現象は，口腔内の歯肉や歯槽粘膜
などの上皮の形成のメカニズムを探るうえ
で，本モデルが非常に有用となりうること
を示している． 
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