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研究成果の概要（和文）：　歯根膜細胞において,Er:YAGレーザーの低出力照射によりMMP-2はTGF-β1を制御す
ることで硬組織誘導に関与し,さらにMMP-2,-3は細胞増殖を制御することから,創傷治癒に関与することが示唆さ
れた。また,レーザー照射によるアポトーシスや細胞増殖にHSP90,COX-2,Caspase-3が密接に関わっていることが
示唆された。
　歯髄細胞(PPU-7細胞)において,Er:YAGレーザーの低出力照射は,歯根膜細胞と同様アポトーシスに影響を及ぼ
していた。また,レーザー照射による遺伝子発現では,象牙芽細胞の分化マーカーに上昇が認められたが,骨芽細
胞および軟骨細胞の分化マーカーは減少していた。

研究成果の概要（英文）： It was suggested that in periodontal ligament cells, MMP-2 is involved in 
hard tissue induction by controlling TGF-β1 with low-power irradiation of Er: YAG laser. Moreover, 
MMP-2 and -3 are involved in wound healing by controlling cell proliferation.  It was also suggested
 that HSP90, COX-2, and Caspase-3 are closely related to apoptosis and cell proliferation caused by 
laser irradiation.
 In dental pulp cells (PPU-7 cells), low-power irradiation of Er: YAG laser affected apoptosis in 
the same manner as periodontal ligament cells. In addition, gene expression by laser irradiation 
showed an increase in odontoblast differentiation markers, but a decrease in osteoblast and 
chondrocyte differentiation markers.

研究分野： 歯科医用工学・再生歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年歯科臨床において,Er:YAGレーザー治療が保険導入され,保存治療領域に多く利用されるようになってき
た。Er:YAGレーザー治療は創傷治癒を促進することが知られているが,その作用機序は不明な点が多く,基本的メ
カニズムが解明されれば治癒および再生促進に,より有効な治療手段として認識される。そこで今回,細胞増殖能
や分化を制御する重要な生理活性物質であるTGF-β1に着目し,歯根膜細胞,歯髄細胞を用いてEr:YAGレーザーの
低出力照射におけるTGF-β1の動態を経時的に比較検討することで,その作用機序解明の手掛かりを得ることは学
術的かつ社会的意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年歯科臨床において,Er:YAG レーザー治療の一部が保険導入され,保存治療領域に多く利用

されるようになってきた。Er:YAG レーザーは他のレーザーとは異なり,軟組織だけでなく硬組織
にも直接照射可能なレーザーである。Er:YAG レーザー治療は創傷治癒を促進することが知られ
ており,低出力照射による歯肉線維芽細胞や骨芽細胞の増殖効果についての報告 1,2) はそれを支
持している。しかしながら,その作用機序は不明な点が多く,基本的メカニズムが解明されれば
治癒および再生促進に,より有効な治療手段として認識されることが考えられる。 
そこで今回,細胞増殖能や分化を制御する重要な生理活性物質である TGF-β1 に着目し,歯根

膜細胞,歯髄細胞を用いて Er:YAG レーザーの低出力照射における TGF-β1 の動態を経時的に比
較検討することで,その作用機序解明の手掛かりを得る。 
 
２．研究の目的 
本研究は,細胞増殖能や分化を制御する重要な生理活性物質である TGF-β1 に着目し,歯根膜

細胞,歯髄細胞を用いて Er:YAG レーザーの低出力照射における TGF-β1 の動態を経時的に比較
検討することでその作用機序解明の手掛かりを得るため,TGF-β1 の活性に深く関わる
MMP,HSP,COX-2,PGE2等について研究を行う。 
 
３．研究の方法 
レーザー装置・基本的照射方法：Er:YAG レーザーを 50mJ・10pps・照射距離 2cm・スウィーピ

ングモーションで 10秒間照射を行った。 
 
歯根膜細胞において 
 
(1)hPDL 細胞(歯根膜細胞)に Latent TGF-β1 と MMP 混合液を添加後の ALP 活性 
MMP による TGF-β1 の活性について調べるため, Latent TGF-β1,MMP-2,-3,-8 および両者を

混合した試料を hPDL 細胞に添加し培養 3日目に ALP 活性の測定を行った。 
 
(2)Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における MMP Inhibitor 添加後の ALP 活性 
Er:YAG レーザーを照射した hPDL 細胞において MMP-2,-3 による TGF-β1 の活性について調べ

るため, MMP Inhibitor をレーザー照射した hPDL 細胞に添加し,照射後培養 3・5日目の ALP 活
性を測定した。 
 
(3) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における MMP Inhibitor 添加後の MTS assay 
Er:YAG レーザーを照射した hPDL 細胞において MMP-2,-3 による細胞増殖能について調べるた

め, MMP Inhibitor をレーザー照射した hPDL 細胞に添加し,照射後培養 0・3・5 日目の細胞に
MTS assay を行った。 
 
(4) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における COX-2 の遺伝子発現 
hPDL 細胞に Er:YAG レーザー照射を行うことで, 細胞増殖を制御する PGE2の発現を誘導する

と考えられているCOX-2 3)の遺伝子発現をリアルタイムPCRにて調査した(照射後1・3・5日目)。 
 
(5) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における HSP90 の遺伝子発現 
hPDL 細胞に Er:YAG レーザー照射を行うことで,アポトーシス抑制 4)や MMP-2 活性 5)に作用す

ると考えられている HSP90 の遺伝子発現をリアルタイム PCR にて調査した(照射後 1・3・5 日
目)。 
 
(6) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Tunel 染色,免疫染色によるアポトーシス検証 
Tunel 染色を用いて Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞に細胞死が生じているかを確認し,生

じた細胞死のうちアポトーシスによるものを Caspase-3 抗体による免疫染色にて確認した。培
養したプレートの一部を同じサイズにて撮影し,この画分内のアポトーシス活性が起きている割
合を調査した(照射後 1・3・5日目)。 
 
(7) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Caspase-3 Inhibitor 添加後の MTS assay 
Er:YAGレーザー照射によって誘導されたCaspase-3が細胞増殖に関与するか調べるため,レー

ザー照射した hPDL 細胞に Caspase-3 Inhibitor を添加し細胞増殖能を調査した(照射後 1・3・5
日目)。 
 
(8) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における PGE2の発現 
低出力照射による Er:YAG レーザーの効果としては,ヒト歯肉線維芽細胞への照射より細胞数



が増加することが報告され,この効果はCOX-2を介したPGE2産生が関与していることが示唆され
ている 3)こと,先の実験でレーザー照射により COX-2 遺伝子発現が上昇したことから ELISA によ
る PGE2の発現を調査した(照射後 1・3・5日目)。 
 
(9) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Fas,Bax 遺伝子の発現 
アポトーシス誘導に関与する Fas(外部経路:細胞膜),Bax(内部経路:ミトコンドリア)につい

て Er:YAG レーザー照射後のそれぞれの遺伝子発現をリアルタイム PCR にて調べた(照射後 0・
1・3・5・7日目)。 
 
歯髄細胞において 
 
(10)Er:YAG レーザー照射による PPU-7 細胞(歯髄細胞)における各種遺伝子発現 
Er:YAG レーザー照射による PPU-7 細胞における Mmp-2, Bglap, Runx2, Col2a1 等の遺伝子発

現をリアルタイム PCR により解析した(照射後 3日目)。  
 
(11) Er:YAG レーザー照射による PPU-7 細胞における石灰化への影響 
石灰化誘導培地にて培養した PPU-7 細胞に Er:YAG レーザー照射を行い,アリザリン染色およ

び Ca 量の測定を行って石灰化誘導能を観察した(照射後 7日目)。 
 
(12) Er:YAG レーザー照射による歯髄組織への影響(ザイモグラフィーによる観察) 
歯髄組織に対する Er:YAG レーザー照射効果を調べるため,表面の象牙芽細胞を取り除き, 

Er:YAG レーザー照射を行った後,歯髄組織をトリス―塩酸の緩衝液で Ca または EDTA と共に 20
時間 37℃でインキュベートし,タンパク抽出を行った。そして,ゲラチンゲルを用いてザイモグ
ラフィーによりタンパクバンドを観察した。 
 
(13) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における免疫染色によるアポトーシスの検証 
HE 染色を用いて Er:YAG レーザー照射した細胞の状態を確認し,生じた細胞死のうちのアポト

ーシスを Caspase-3 抗体による免疫染色にて確認した。培養したプレートの一部を同じサイズ
にて撮影し,この画分内のアポトーシス活性が起きている割合を調査した(照射後 1・3日目)。 
 
(14) Er:YAG レーザー照射によるヒト歯髄細胞に対する ALP 活性,MTS assay 
同じ歯髄細胞でも PPU-7 細胞とヒト歯髄細胞のレーザー照射による影響が異なることが考え

られるため,ヒト歯髄細胞の Er:YAG レーザー照射(照射条件:30mJ,50mJ)による影響を ALP 活性
および MTS assay について調査した(照射後 1・3・5・7日目)。 
 
(15) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における MMP-2 Inhibitor 添加後の ALP 活性 
Er:YAG レーザー照射によって遺伝子発現が増強される MMP-2 が石灰化にどのように関わって

いるかを確認するためにレーザー照射後の ALP 活性について調査した(照射後 3日目)。 
 
(16) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における MMP-2 Inhibitor 添加後の MTS assay 
Er:YAG レーザー照射によって遺伝子発現が増強される MMP-2 が細胞増殖能にどのように関わ

っているかを確認するためにレーザー照射後の MTS assay を行った(照射後 2・3日目)。 
 
(17) Er:YAGレーザー照射したPPU-7細胞におけるアポトーシス作用部位確認のためのCaspase-
8,-9 活性調査 
PPU-7 細胞に対し Er:YAG レーザー照射を行い,照射後 1 日目,３日目にアポトーシスの作用部

位確認のため Caspase-8(細胞膜に作用：Fas；外部経路),Caspase-9(ミトコンドリアに作用：Bax；
内部経路)の活性調査を行った。 
 
４．研究成果 
 
歯根膜細胞において 
 
(1)hPDL 細胞に Latent TGF-β1と MMP 混合液を添加後の ALP 活性 
MMP-2, MMP-3またはMMP-8を含まないLatentTGF-β1のインキュベーションでは,わずかなレ

ベルの ALP 誘導活性しか示さなかったが,MMP-2,MMP-3 または MMP-8 を添加した場合はそれぞ
れ,ALP 誘導活性を 9.0 倍(MMP-2),1.8 倍(MMP-3)および 1.9 倍(MMP-8)増強した。このことか
ら,MMP は TGF-β1の活性化に関与していることが示唆された。 
 
(2)Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における MMP Inhibitor 添加後の ALP 活性 
Er:YAG レーザーを照射した hPDL 細胞に MMP-2, -3 の Inhibitor を別々に添加し,照射後 3日

目のALP活性値の測定では,Inhibitor未添加群とMMP-2 Inhibitor群では有意な差はなかった。
Inhibitor 未添加群と MMP-3 Inhibitor 群では MMP-3 Inhibitor 群が有意に高かった(1.8 倍)。



照射後 5日目の ALP 活性値の測定では,Inhibitor 未添加群と比較し MMP-2 Inhibitor 群は有意
に低かった(0.6 倍)。Inhibitor 未添加群と MMP-3 Inhibitor 群では有意な差はなかった。これ
らの結果から,hPDL 細胞に Er:YAG レーザーを照射することで誘導された硬組織誘導能は,MMP-2
により活性化された TGF-β1 が関与する可能性が示唆された。 
 
(3) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における MMP Inhibitor 添加後の MTS assay 
MTS assay において Er:YAG レーザー照射直後および 3日目は,MMP-2, -3 Inhibitor 添加群と

比べて MMP Inhibitor 未添加群における細胞増殖能は低い傾向にあったが,5 日目では MMP-2, -
3 Inhibitor 添加群と比較し MMP Inhibitor 未添加群の細胞増殖能は有意に高かった。照射後 5
日目において Inhibitor 未添加群と比較し Inhibitor 添加群の細胞増殖能が有意に低下してい
たことから,hPDL 細胞に Er:YAG レーザーを照射することで MMP-2, -3 の発現が高まることによ
り時間差で細胞増殖能が上昇する可能性が示唆された。 
 
(4) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における COX-2 の遺伝子発現 
COX-2 の遺伝子発現において, Er:YAG レーザー照射後 1 日目では未照射群と比較し照射群に

有意な発現の増強が認められた。このことから,レーザー照射による細胞増殖能に COX-2 の関与
が考えられた。 
 
(5) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における HSP90 の遺伝子発現 
HSP90 の遺伝子発現において, Er:YAG レーザー照射後 3 日目に照射群が未照射群と比較し有

意な発現の増強が認められた。このことから,レーザー照射によるアポトーシス抑制や硬組織誘
導能に HSP90 の関与が考えられた。 
 
(6) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Tunel 染色,免疫染色によるアポトーシス検証 
Tunel 染色の結果：レーザー照射後 1 日目では照射群と未照射群の両群で陽性細胞が見られ,レ
ーザー照射後 3,5 日目では照射群で陽性細胞が未照射群より多く認められた。照射後 1 日目の
Tunel 染色ではレーザー未照射にも関わらず細胞死の所見が見られたが,これは Er:YAG レーザ
ー照射群と同様な条件にするため未照射群も培地から培養液を除去し,10 秒間培養液が存在し
ない環境を与えたことで hPDL 細胞に傷害が生じたと考えられる。 
Caspase-3 抗体による免疫染色：レーザー照射後 1,3,5 日目の Caspase-3 抗体を用いた免疫染色
の陽性率から未照射群と比較し照射群は,照射後1日目では約5.5倍,3日目では約7.5倍と有意
差が認められた。5日目では約 1.7 倍であったが,有意な差は認められなかった。この結果から,
歯根膜細胞にEr:YAGレーザーを低出力で照射するとCaspase-3が誘導されアポトーシスが生じ,
その効果は限定的であることが示唆された。 
 
(7) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Caspase-3 Inhibitor 添加後の MTS assay 
誘導された Caspase-3 が細胞増殖に関与するか否かを調べるため, Caspase-3 の Inhibitor を

添加し細胞増殖能を調べた。Er:YAG レーザー未照射の hPDL 細胞に Caspase-3 Inhibitor を添加
した群と未添加群の両群を比較したところ,細胞増殖能に差はみられなかった。この結果から,
添加した Inhibitor の濃度が hPDL 細胞の細胞増殖を阻害しないことを確認した。次に,レーザ
ー照射した hPDL 細胞に Inhibitor を添加した群と未添加群の細胞増殖能を比較した。その結果,
レーザー照射後 1,3 日目では添加群と未添加群の間に有意な差は認められなかったが,照射後 5
日目で添加群において細胞増殖能の有意な低下が認められた。この結果から, Er:YAG レーザー
照射した hPDL 細胞において,時間差で細胞増殖能が上昇する作用には,Caspase-3 が関与してい
ることが示唆された。 
 
(8) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における PGE2の発現 
先の実験でPGE2発現を誘導するCOX-2の遺伝子発現の増強が認められたもののEr:YAGレーザ

ー照射による PGE2の増加傾向は認められなかった。 
 
(9) Er:YAG レーザー照射した hPDL 細胞における Fas,Bax 遺伝子の発現 
Er:YAG レーザー照射後 1 日目に Fas,Bax の遺伝子発現が未照射群に対して有意に増強してい

た(Fas:2.5 倍,Bax:5.0 倍)。このことは,すでにわれわれが報告している Er:YAG レーザー照射
後 3日目にアポトーシスのピークを迎えることを支持している。 
 
歯髄細胞において 

 
(10)Er:YAG レーザー照射による PPU-7 細胞における各種遺伝子発現 
Er:YAG レーザー照射による遺伝子発現では,象牙芽細胞の分化マーカー(Mmp-2)に有意な上昇

が認められたが, 骨芽細胞分化マーカー(Bglap,Runx2)および軟骨細胞の分化マーカー(Col2a1)
は有意な減少傾向にあった。 
 
 



(11) Er:YAG レーザー照射による PPU-7 細胞における石灰化への影響 
Er:YAG レーザー照射後 3 日目で未照射群に比べ ALP 活性値が有意に上昇しレーザー照射が歯

髄細胞の分化を促進することは先の研究からわかっており,石灰化への影響をさらに調べるため
に,カルシウム量の計測およびアリザリンレッド染色を行った。カルシウム量への影響は認めら
れなかったが,アリザリンレッド染色を行った細胞で,レーザー照射群では細胞がめくれている
状態が観察された。石灰化へ直接影響はなかったものの細胞に影響を与えていることが考えら
れた。 
 
(12) Er:YAG レーザー照射による歯髄組織への影響(ザイモグラフィーによる観察) 
プロテアーゼ活性は,EDTA とインキュベートしたゲラチンザイモゲル中ではほとんど検出さ

れなかった。一方,Ca とインキュベートしたゲルでは,約 110kDa,100kDa,65kDa および 55kDa の
分子量を有する 4 つのプロテアーゼのバンドが検出された。そのタンパクバンドの濃度の分析
を Image J を用いて調べ,未照射群を１とした時の照射群との比較を行った結果,レーザー照射
群での強度は 110kDa(1.5 倍),100kDa(1.2 倍),55kDa(1.1 倍)では増加した。65kDa のプロテアー
ゼバンドについては,未照射群と照射群間にほとんど差は認められなかった。 
 
(13) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における免疫染色によるアポトーシスの検証 
Er:YAG レーザー照射後 1,3 日目の Caspase-3 抗体を用いた免疫染色の陽性率から未照射群と

比較し照射群は,1日目で 1.6 倍,3 日目では 3.5 倍と有意差が認められた。この結果から,PPU-7
細胞に Er:YAG レーザーを低出力で照射すると Caspase-3 が誘導されアポトーシスが生じること
が示唆された。 
 
(14) Er:YAG レーザー照射によるヒト歯髄細胞に対する ALP 活性,MTS assay 
ヒト歯髄細胞の Er:YAG レーザー照射による影響を調べた結果,ALP 活性においては,レーザー

照射群(30mJ,50mJ)は 7 日目に未照射群と比較して上昇傾向が認められるものの有意差はなかっ
た。MTS assay においては,レーザー照射群(30mJ)において 7日目に未照射群と比較して有意な
上昇傾向が認められた。 
 
(15) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における MMP-2 Inhibitor 添加後の ALP 活性 
PPU-7 細胞への Er:YAG レーザー照射によって MMP-2 Inhibitor 添加群が Inhibitor 未添加群

に比べてわずかな減少傾向を示したが,有意な差は認められなかった。 
 
(16) Er:YAG レーザー照射した PPU-7 細胞における MMP-2 Inhibitor 添加後の MTS assay 
PPU-7 細胞への Er:YAG レーザー照射によって MMP-2 Inhibitor 添加群が Inhibitor 未添加群

に比べてわずかな減少傾向を示したが,有意な差は認められなかった。 
 
(17) Er:YAGレーザー照射したPPU-7細胞におけるアポトーシス作用部位確認のためのCaspase-
8,-9 活性調査 
PPU-7 細胞に対し Er:YAG レーザー照射を行い,照射後 1 日目,３日目にアポトーシスの作用部

位確認のために Caspase-8(細胞膜に作用：Fas；外部経路),Caspase-9(ミトコンドリアに作用：
Bax；内部経路)の活性調査を行った結果,外部経路,内部経路ともにレーザー照射による有意な
差を検出することはできなかった。 
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