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研究成果の概要（和文）：FGF-2を用いて歯周組織再生療法を行った部位では、対照部位に比べて良好な歯周組
織再生が得られた。免疫組織学的解析により、試験部位と対象部位の両者で、ともに組織再生に関与する因子の
発現がみられたが、特に術後４週の試験側においてオステオポンチンの発現が上昇していることが示された。一
方、オミクス解析により、試験側と対照側では、手術後の各時点のクロマトグラムのピークパターンの遷移に相
違が認められた。これらの結果から、歯周組織再生治療にFGF-2を用いると、細胞の代謝や細胞間相互作用に変
化が生じ、組織の治癒に影響を与える微小環境が改善することにより、良好な組織再生が得られることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Tissue regeneration was well induced at the test site using FGF-2 compared 
to the control site. Immunohistochemical analysis showed that multiple factors involved in 
angiogenesis and tissue regeneration were expressed at both the test site and the control site. It 
was also suggested that the expression of osteopontin was increased on the test site at 4 weeks 
after surgery.
Omics analysis suggested that there were differences between the test site and the control site in 
the transition of the peak pattern of the TIC chromatogram at each time point after surgery.
These results suggest that FGF-2 alters metabolism and cell-cell interactions involved in tissue 
healing and regulates expression of factors necessary for tissue regeneration effectively.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周組織再生療法の効果を最大限に高めるためには、局所の微小環境を治癒・再生に適した状態へと導くことが
肝要である。そこで、現在最も有効性の高い歯周組織再生療法薬であるFGF-2を用いた再生治療により、治癒の
過程にどのような影響が生じ、治癒の場の微小環境にどのような変化が生じるのかを、オミクスの手法を用いて
解析した。その結果、FGF-2を用いることにより、組織の治癒に関与する細胞の代謝や細胞間相互作用に変化が
生じて、効果的な治癒・再生が進行し得る微小環境が構築されることにより、良好な組織再生が得られることが
示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
塩基性線維芽細胞増殖因子（FGF-2）は歯周組織の再生療法に有効な薬剤で、我々はこれまで
に、FGF-2 を用いると手術創の治癒が早いこと、また骨欠損部のリモデリングが長期にわたり
継続することを臨床的に証明するとともに、これらの現象が、強い細胞増殖促進活性を持つにも
かかわらず、細胞が増殖した後の分化を阻害しないという FGF-2 の作用特性と、FGF-2 と
VEGF-A の協調による強力な血管新生作用によって生じるものであろうと考察してきた。しか
し、組織の微小環境がいかなる時間軸で治癒・再生に適した状態となっていくのか、また、この
環境構築に関わる細胞群がどのような配置をとり、いかに組織を形成していくのかについての
十分な知見は得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、治癒・組織再生に最適な微小環境を解明することである。そのため、FGF-2
の作用によって組織が良好な治癒・再生へと向かう環境をモデルとして用い、治癒・再生の場で
生じる環境のダイナミックな変化を、免疫組織学的解析とオミクス解析によって読み解くこと
により、治癒・組織再生に適した微小環境において特徴的にみられる代謝変動のプロセスを解明
するとともに、良好な組織再生の過程でみられる細胞群の配置を解析することで、より効果的な
歯周組織再生療法を実現していくために必要とされる要因を検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究は大阪大学歯学部動物実験委員会の承認を受け、倫理規定を遵守して実施された
（承認番号：動歯 R-02-016-0）。 

(1) 人工的骨欠損モデルの作成と歯周組織再製剤の適用 
60 ヶ月齢の雌性の TOYO ビーグル犬１頭（体重 11.2Kｇ）を用いて研究を行った。導入麻
酔には酒石酸ブトルファノール、塩酸メデトミジン、ミダゾラムの 3 種混合麻酔液を用い、
鎮静後にプロポフォール（7mg/kg）を静脈内投与して、深麻酔下に誘導した。そして２〜３%
イソフルランを用いて麻酔を維持するとともに、プロポフォール（0.5 mg/kg/h）を持続的
に静脈内投与した。全身麻酔導入後、超音波スケーラーを用いてビーグル犬の全顎の歯石を
除去するとともに、歯科用キシロカインによる局所麻酔下に、両側の下顎第四前臼歯の抜歯
を行った。抜歯後はグルコン酸クロルヘキシジンを用いた口腔内清掃を継続的に行って、健
全な歯周組織を確立した。その後、抜歯後 12 週目に、上記と同様の麻酔管理下に、下顎両
側の第一後臼歯近心部ならびに第三前臼歯遠心部の歯肉を全層弁で剥離し、骨を削除して２
壁性の人工的骨欠損（深さ：4mm、近遠心径：4mm、頬舌径：骨幅径の 1/2）を作成するとと
もに、ルートプレーニングを施してセメント質を除去し、歯根象牙質を露出させた（図１）。
また、根面の最深部とセメントエナメル境にはラウンドバーでノッチを付与した。このよう
にして作成した人工的骨欠損の一側を試験側としてリグロス歯科用液（0.3％FGF-2）を適用
し、残る一側を対照側として基材（6％ヒドロキシプロピルセルロース）を適用して、歯肉
歯槽粘膜弁を復位縫合した。術後は口腔内清掃を行いながら治癒状態を観察するとともに、
経時的に歯肉溝浸出液（GCF）の採取を行った。そして１週で抜糸し、４週で全身麻酔下に
放血屠殺し、被験部組織を下顎骨とともに離断して採取した。 

(2) 免疫組織額的解析 
採取した組織はトリミング後、５％パラホルムアルデヒド溶液に 1 週間浸漬して固定し、
PBS にて洗浄した後にマイクロ CT（R_mCT2) を用いて断層写真撮影を行った。そして、カル
キトックスで１週間低温脱灰した後にパラフィン包埋を行い、近遠心方向で歯軸と平行に 4
μm の厚さに薄切した。そして脱パラフィン処理とヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を
行い、光学顕微鏡にて観察した。また、免疫組織化学染色によるタンパク質発現解析のため、
切片に 1次抗体 (rabbit anti-OPN [Abcam, UK］、Mouse anti-VEGFA [Abcam, UK］、Rabbit 
anti-BMP２[MyBioSource, USA］等) を 4℃で一晩作用させた後、horseradish-peroxidase
標識 2次抗体 (goat anti-rabbit IgG)を作用させ、3,3′-diaminobenzidine substrate を
基質として発色後、ヘマトキシリン溶液にて対比染色を行い、光学顕微鏡にて観察を行った。 



(3) オミクス解析 
術前および術後８、16、24 時間、２、４日、１、４週の各時点で、ペリオペーパーを用い
て歯肉溝浸出液（GCF）を採取し、直ちに液体窒素で凍結して-80℃で保存した。これをアセ
トニトリル（ACN）450μlと蒸留水 40μl の混合溶液に浸漬して５分間の超音波抽出を行っ
て検体とした。この検体の 245μlに内部標準として 100ppm の 2-イソプロピルリンゴ酸を 5
μl加え、16,000×ｇ 4℃ の条件下で 5分間の遠心分離を行って得られた上清を、イオン
カラムに通して親水性化合物を抽出した。さらに抽出物をカラムに通して脱水し、10％ CAN
ピリジン溶液と MSTFA 試薬を添加して誘導体化した後、ヘキサンを用いて試料溶液をカラム
から溶出させた。キャリアガスにはヘリウムを用い、誘導体化した試料を 50℃から 330℃ま
で 15℃／min で昇温して、注入温度 230℃スプリットレスで、カラム（CP-Sil 8 CB for 
Amines 長さ 30ｍ 内径 0.25 ㎜ 膜厚 0.25µｍ）に注入した後、JMS‐Q1000GC（JEOL , JAPAN）
を用いてガスクロマトグラフ/マススペクトロメトリー（GC/MS）による質量分析を行った。
そして得られたデータを用いて TIC クロマトグラムを抽出するとともに、主成分分析、相関
解析を行って、メタボロームの変動を解析した。  
 
４．研究成果 
マイクロ CT を用いた画像解析と HE染色による組織検査により、両者でともに正常な組織再生
が生じていることが確認された。試験側と対照側の組織再生量を比較したところ、試験側では再
生した骨の高さ、セメント質の高さがともに大きく、新生歯槽骨量も多かった。また新生血管が
多く形成されていることから、試験側においては、より良好な歯周組織再生が進行していること
が示された（図２、３）。 

 
次に、免疫組織学的解析を行って、硬組織形成に関与する各種因子の術後４週の時点における
発現を検討した。その結果、両側でともに血管新生や組織再生に関与する因子の発現が認められ
たが、特に試験側の新生セメント質の周囲においては、オステオポンチンの発現が上昇している
ことが示された。 
 



 

 
一方、オミクス解析により各時点のクロマトグラムのピークパターンを比較した結果、試験側
と対照側のいずれにおいても、術前と術後ではピークパターンに明らかな変化が生じることが
示された。また、試験側と対照側の術後のピークパターンの遷移には類似性があるが、特定の物
質については発現量が異なること、また発現の経時的な遷移にタイムラグがみられたことから、
FGF−２を適用することにより、組織再生の微小環境を構成する細胞の代謝に変化が生じている
ことが示唆された。 

 
これらの結果から、歯周組織の再生治療に FGF-2 を用いると、新生組織を構成する細胞の代謝
や細胞間相互作用に変化が生じ、組織の治癒に影響を与える微小環境が改善することにより、良
好な組織再生が得られることが示唆された。 
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