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研究成果の概要（和文）：角化歯肉は歯やインプラントの長期予後を確保するために重要だが，その再生治療は
確立されておらず，自己組織移植による治療に依存している。実際，角化歯肉がどのようなメカニズムで形成さ
れているか分かっていない。本研究で上皮の発生や恒常性維持に重要な基底膜に着目した解析を行った結果，角
化歯肉の基底膜には，非角化歯肉と比べて，特定の成分が高発現していることが明らかとなった。さらにin 
vitroにおいて，同定した成分の機能解析を行った結果，口腔粘膜上皮細胞の角化を亢進する作用を認め，口腔
粘膜上皮の角化を制御するメカニズムの一端を突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Keratinized gingiva around the tooth and dental implant is critical to 
maintain a healthy condition of periodontal and peri-implant tissues, however the mechanisms 
regulating keratinization of gingiva still remain unclear. In this study, we hypothesized that the 
basement membrane is a critical regulator of keratinization of the oral mucosal epithelium. From our
 results, we found out that the difference in keratinization of oral mucosa is associated with the 
composition of the basement membrane. In addition to this, the composition which highly expresses in
 keratinized gingiva induced human gingival epithelial cells to express keratinized marker in vitro.

研究分野： 歯科補綴学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において，基底膜は口腔粘膜の角化を制御する重要な因子である可能性が示唆された。つまり，角化歯肉
を誘導する基底膜を人工的に作製することで、自己組織移植を回避できる可能性，さらには角化に重要な基底膜
分子の発現を亢進させる薬剤を非外科的に応用することで，生物学的に非角化歯肉部位を角化歯肉に誘導できる
可能性を見出すことができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

歯の長期予後を左右する重要な因子の１つに，健康な歯周組織が挙げられる。中でも，歯の
周囲に存在する角化歯肉は，口腔衛生の維持や感染予防に有利な環境を提供するだけでなく，過
剰なメカニカルストレスから歯周組織を守り，長期的に安定した予後をもたらすために必要で
あると考えられている。そのため，現在の歯科臨床においては，角化歯肉が減少・不足した場合
には，口蓋粘膜などから角化組織を移植する遊離歯肉弁移植術が行われている。しかし，移植片
採取部位の術後疼痛や出血が患者の大きな苦痛となるうえ，組織の壊死・感染等の合併症発生率
も高く，また十分量の角化歯肉を獲得するためには，術者の技術に大きく依存する等の問題を抱
えている。また，歯槽骨再生に関しては有効な人工材料を用いた再生療法も開発されてきている
が，残念ながら軟組織の再生については自己組織移植に依存しない再生療法は確立されておら
ず，より低侵襲，簡便かつ確実な角化歯肉獲得法の開発が望まれる。 

口腔内において，角化歯肉と非角化歯肉は連続した組織であるにも関わらず，組織学的には
全く異なっている。しかし，臨床的には部分層弁で剥離した角化歯肉を，非角化歯肉部に移動，
縫合した際にも角化歯肉が獲得できる。我々はこの事実に着目し，非角化歯肉部位を分子生物学
的に操作することにより，角化歯肉を獲得，維持出来るのではないかと考えた。つまり，角化歯
肉組織に存在する細胞群が角化歯肉構成細胞へと分化，成熟していくメカニズムを解明し，その
機序を人工的に誘導することで，非角化歯肉組織を構成する細胞や，未分化な細胞を直接的に角
化歯肉に分化誘導し，角化歯肉を獲得することが可能となりうると着想した。そこで，我々はま
ず成熟した正常組織を用い，角化歯肉と非角化歯肉の違いを cDNA マイクロアレイにて網羅的に
解析した。その結果，種々のサイトカイン，細胞外マトリックスなどの遺伝子群の発現に大きな
差を見出した。一方，粘膜のように上皮と間葉からなる組織は，上皮−間葉相互作用によりその
恒常性が維持され，この相互作用は間葉が優位に働くことが知られている。従って，非角化歯肉
組織にはみられない角化歯肉組織の特徴的な表現型である角化上皮は，間葉による上皮組織制
御で形成されるのではないかと考えた。実際，角化歯肉と非角化歯肉の間葉細胞の培養上清存在
下でヒト口腔上皮細胞を培養したところ，角化歯肉の間葉細胞上清を加えた場合のみ，上皮細胞
の角化に関連した遺伝子マーカーが上昇した。そこで，角化歯肉と非角化歯肉の間葉細胞の遺伝
子発現の差を，PCR アレイで網羅的に解析した結果，発生や細胞骨格に関わる複数の遺伝子が候
補として抽出された。 
 

 
２．研究の目的 

基底膜は，上皮−間葉相互作用により形成され，上皮の発生および恒常性維持に非常に重要な
細胞外マトリックスの構造物であり，組織によってその構成成分が異なることが知られている。
基底膜の主要構成分子の一つであるⅣ型コラーゲンは，3つのα鎖が triple helix 構造を呈し
ており，その組み合わせは，α1/α1/α2, α3/α4/α5, α5/α5/α6 の 3 つが知られ，
α1/α1/α2はあらゆる基底膜に広く分布するのに対し，α3/α4/α5 とα5/α5/α6は組織特
異性を有している。実際，α3/α4/α5 は糸球体やボーマン嚢に分布し，その遺伝子変異により
腎機能障害や眼科的異常を呈するアルポート症候群が発症することが知られており，基底膜の
変化が臓器の機能に大きな影響を与えることが伺える。そこで本研究では，臓器の形成・維持に
重要とされる基底膜の構成成分の相違が口腔粘膜上皮の角化・非角化を制御しているという仮
説のもと，口腔粘膜の角化に関わる基底膜分子を同定し，その作用メカニズムを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 角化歯肉（口蓋粘膜）と非角化歯肉（頬粘膜）における組織学的解析 

マウス口腔内における口蓋粘膜と頬粘膜の相違を組織学的に検討するために，8 週齡マウス
の前頭断の凍結切片を作製し，HE 染色および Keratin10（KRT10）に対する免疫組織化学染色を
行った。 

 
(2) 口蓋粘膜と頬粘膜の基底膜構成成分の比較検討 

口蓋粘膜と頬粘膜の基底膜構成成分の相違を解析するため，8 週齡マウスの前頭断の凍結切
片を使用し，基底膜を構成する主成分である，Ⅳ型コラーゲン α1-α6鎖に対して，免疫組織化
学染色を行った。 
 
(3) 発生期における歯肉角化とⅣ型コラーゲンα6鎖の発現解析 

口蓋粘膜の発生期における α6 鎖の発現と歯肉角化の時系列を検討するため，マウス胎生
12.5 日から 18.5 日の凍結切片を作製し，HE染色及び免疫組織化学染色を行った。 
 
(4) Col4a6-KO マウスの解析 

in vivo におけるⅣ型コラーゲンα6鎖の機能解析のために Col4a6-KO マウスと WTマウスの
口蓋粘膜において，KRT10 に対する免疫組織化学染色を行った。 
 



(5) ヒト口腔粘膜上皮細胞（hGECS）の 3次元培養 
in vitro におけるⅣ型コラーゲンα6鎖の機能解析のために，hGECs を細胞培養インサート

にて，3次元培養し，RNA を抽出した。また，Ⅳ型コラーゲンα6鎖の遺伝子発現抑制のために
COL4A6 に対する siRNA を遺伝子導入し，同様に 3 次元培養を行い，RNA およびタンパク質を抽
出した。 
 
(6) 統計解析 

各データの統計学的有意性は，各条件に対して試料の数値を測定し，一元配置分散分析と多
重比較検定，対応のない t検定を用いて検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 口蓋粘膜と頬粘膜における組織学的解析 

HE染色より，マウス口蓋粘膜および頬粘膜と
もに上皮最外層には錯角化した細胞層が観察さ
れた（図 1A-C）。しかし，KRT10 の発現は口蓋粘
膜と遊離歯肉に観察され，頬粘膜には観察され
なかった（図 1D,E）。つまり，口蓋粘膜は KRT10
陽性の角化組織であり，頬粘膜は KRT10 陰性の
非角化組織であることが確認された。 
 
 
 
(2) 口蓋粘膜と頬粘膜の基底膜におけるⅣ型コラ

ーゲンの発現 
頬粘膜と比較し口蓋粘膜の基底膜においてⅣ

型コラーゲン α5 鎖，α6 鎖が高発現しているこ
とが確認された（図 2I,J,K,L）。つまり，Ⅳ型コラ
ーゲン α5/α5/α6 分子が角化粘膜に高発現して
いることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 発生期におけるⅣ型コラーゲン α6 鎖と

keratin 10 の発現解析 
口蓋粘膜において，KRT10は口蓋閉鎖後の胎生

18.5 日以降でその発現が確認された。一方，α6
鎖は口蓋の閉鎖より早く，胎生 14.5 日に発現を
認め，発生とともに，その発現範囲部位が口蓋に
おいて拡大していく事が確認された（図 3）。 
 
 
 
 
(4) in vivo におけるⅣ型コラーゲンα6鎖の
機能解析 

口蓋粘膜における KRT10 の発現は生後 0 日
および28週齡マウスでは，WTマウスと比較し，
KO マウスにおいて有意に低下していた（図 4）。
つまり α6 鎖を含む α5/α5/α6 分子が口腔
角化粘膜上皮の形成や角化の維持に重要な役
割を担っている可能性が示唆された。 
 
(5) in vitro におけるⅣ型コラーゲンα6鎖
の機能解析 

hGECs の 3 次元培養の結果，培養開始 3 日
目に COL4A6 の遺伝子発現が認められ， 7 日目



まで発現上昇を認めた（図 5A）。一方，KRT1 お
よび KRT10 は，培養開始 3日目まで発現変動を
認めず，培養 7日目において有意な遺伝子発現
の上昇を認めた（図 5B,C）。さらに COL4A6 の遺
伝子発現を抑制すると，KRT1 と KRT10 の発現
は有意に低下した（図 5D-F）。また，KRT10 の
タンパク質の発現も低下していることが確認
された（図 5G）。 
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