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研究成果の概要（和文）： 

より早期にオッセオインテグレーションを獲得する方法として，チタンの表面改質は世界中のト

ピックスであり，研究者がしのぎを削っている．インプラント表面への骨結合のみでなく，粘膜

貫通部への軟組織の結合であるティッシュインテグレーションの概念が生まれ，粘膜貫通部にも

粗な表面性状をもつインプラント体が使われ始めているものの，改質されたチタン表面が歯肉上

皮細胞の運動性に対し，どのような影響を及ぼすかについてはほとんど報告されていない．そこ

で本研究では，さまざまなチタン表面における細胞動態を評価することで，オッセオインテグレ

ーションだけでなく，ティッシュインテグレーションを可能とするチタンインプラントを開発す

ることを目的とした． 

まず，マウス正常歯肉上皮細胞（GE1細胞）を使用し，3次元培養システムを用いて培養し，メカ

ニカルストレスを加えることにより炎症を誘導させた．チタン表面に接したGE1細胞にメカニカ

ルストレスを加えると，炎症誘導物質として知られるシクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）のmRNA

やタンパクの発現が亢進し，プロスタグランジンE2の産生も増加した．また，その過程でMAPK

シグナル経路やNFkBシグナル経路が活性化することが明らかとなった．さらに，2000kDaのヒア

ルロン酸を作用させることで，MAPKシグナル経路やNF-kBシグナル経路が抑制され，またCOX-2

やプロスタグランジンE2の産生も低下することから，メカニカルストレスにより誘導される炎症

反応が抑制されることが明らかとなった． 

 
研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this study is to examine the inflammatory mediators induced by mechanical 

stress in mouse gingival epithelial cells. In order to determine the effect of static 

compressive force, GE1 cells were cultured in a three dimensional collagen gel system 

(3D-gel). Compressive force was applied using titanium plate placed over the gels, which 

was adjusted by adding weight. GE1 cells were subjected to 2.5~10.0 g / cm2 of compressive 

force for 3 h, or 7.5 g /cm2 for 1~48 h. After the application of compressive force, total 

RNA was extracted and the expression levels of COX-1 and COX-2 were analyzed by RT-PCR. 

The amount of PGE2 released into culture medium was measured by ELISA. Under the 

compressive force, the expression of COX-2 mRNA in GE1 cells increased in a force dependent 

manner up to 7.5 g/cm2. The time-course experiment showed that COX-2 mRNA increased when 

the cells were cultured for 6 h, but the expression slightly reduced after 12 h. On the 

other hand, COX-1 mRNA expression was not changed. The compressive force enhances the 

release of PGE2 in the conditioned medium compared with the control group. These results 

demonstrated that mechanical stress enhanced PGE2 production from GE1 cells.  
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１．研究開始当初の背景 

より早期にオッセオインテグレーションを
獲得する方法として，チタンの表面改質は世
界中のトピックスであり，研究者がしのぎを
削っている．申請者らも現在まで，改質され
たチタン表面に対する骨芽細胞の接着様式
や骨分化マーカーの発現等，多くの検討を行
い，改質されたチタン表面が骨芽細胞の運動
性にどのような影響を及ぼしているかにつ
いて明らかにしてきた．一方，インプラント
表面への骨結合のみでなく，粘膜貫通部への
軟組織の結合であるティッシュインテグレ
ーションの概念が生まれ，粘膜貫通部にも粗
な表面性状をもつインプラント体が使われ
始めているものの，改質されたチタン表面が
歯肉上皮細胞の運動性に対し，どのような影
響を及ぼすかについてはほとんど報告され
ていない．申請者らはこの問題に取り組み，
予備実験において，培養液中の pH を調整す
ることで長時間にわたる細胞動態をリアル
タイムで観察することに成功した．歯肉上皮
細胞に最適なチタン表面形状を見つけるこ
とが可能となり，将来的に骨形成促進を可能
とするだけでなく，チタン表面と歯肉上皮細
胞とのティッシュインテグレーションが可
能となり，インプラント周囲の感染を予防す
る上で有益な知見が得られると考える． 

２．研究の目的 

これまで早期にオッセオインテグレーショ
ンを獲得することを目的としてチタン表面
と骨芽細胞との関係についてのみの研究が
多く行われており，チタン表面と粘膜貫通部
のティッシュインテグレーションに関して
の研究はほとんど行われていない．また，こ
れまでの研究ではさまざまなインプラント
表面の比較は全て細胞を固定した状態で検
討されている．この手法は煩雑な上，洗浄処

理による細胞の喪失や固定液による細胞
変性などが問題点として挙げられる．細胞
の形態変化および移動様式をリアルタイ
ムで詳細に観察することができればこれ
らの問題が解決するだけでなく，細胞にと
って最適な表面形状が一目瞭然で明らか
となることから，この手法を用いた研究が
強く望まれている．そこで，細胞動態リア
ルタイム解析テクノロジーを用いること
により，歯肉上皮細胞の形態変化や細胞移
動とチタン表面の関係を明らかにするこ
とができると考えた．また，骨芽細胞が好
む表面性状との違いを明らかにすること
により，インプラント周囲の組織再生誘導
を選択的に行うことができるインプラン
ト体の開発につながる．そこで，チタン表
面性状が歯肉上皮細胞に及ぼす影響を検
討し，オッセオインテグレーションだけで
なく，ティッシュインテグレーションが可
能とするメカニズムを解明することを目
的とした． 

３．研究の方法 

(1) さまざまな表面性状をもつチタンデ
ィスク上にマウス正常歯肉上皮細胞
（GE1 細胞）を 1%FBS 含有 SFM-101 培
地中で培養し，リアルタイムで細胞の
運動性地中で培養し，リアルタイムで
細胞の運動性（長さ，大きさ，移動速
度，距離、方向，偽足の数等）を評価
した． 

(2) マウス正常歯肉上皮細胞（GE1 細胞）
を 1%FBS含有 SFM-101培地中で 3次元
培養システムを用いて培養し，チタン
ディスクを用いてメカニカルストレ
スを加えることにより炎症を誘導さ
せた．炎症を誘導させたあと，ヒアル
ロン酸を添加することにより，炎症抑



制効果の検討を行った．ストレス負荷後
に total RNA を抽出するだけでなく，タ
ンパクを抽出し，それぞれ RT-PCR 解析
およびウエスタンブロッティング解析
を行った． さらにメディウム中に放出
された PGE2 を ELISA により解析した． 

(3) マウス由来正常歯肉上皮細胞（GE1 
cell）を 2.0x105cell/ml で播種し，超音
波ゲルを介して6穴の培養用プラスティ
ック下面よりSFM-101培地中で培養した．
GE1細胞を 24時間培養後，周波数3MHz，
出力 240mW の低出力パルス超音波
（LIPUS）を 15 分間照射した．LIPUS 照
射 12 時間後に細胞を回収し，LIPUS を照
射しない群をコントロール群とした．回
収した細胞から total RNA を抽出し，マ
イクロアレイ（NimbleGen System）を用
いて42586種類の遺伝子発現の網羅的解
析を行った後，発現量の増加が認められ
たいくつかの遺伝子に関してリアルタ
イム PCR により検討を行った．また，
LIPUS 照射 30 分後，1時間後，3 時間後，
6 時間後，9 時間後に細胞を回収し，ウ
エスタンブロッティング法を用いてタ
ンパク量の検討を行った． 

４．研究成果 

(1) 細胞の運動性を評価する 2次元パラメー
タ（長さ，大きさ，移動速度，距離，方
向，偽足の数など）を分析したが，大き
な差は認められなかった． 

(2) チタン表面に接した GE1 細胞にメカニカ
ルストレスを加えると，炎症誘導物質と
して知られるシクロオキシゲナーゼ-2
（COX-2）の mRNA やタンパクの発現が亢
進し，プロスタグランジン E2 の産生も
増加した．また，その過程で MAPK シグ
ナル経路や NFkB シグナル経路が活性化
することが明らかとなった．さらに，
2000kDa のヒアルロン酸を作用させるこ
とで，MAPK シグナル経路や NF-kB シグナ
ル経路が抑制され，また COX-2 やプロス
タグランジン E2 の産生も低下すること
から，メカニカルストレスにより誘導さ
れる炎症反応が抑制されることが明ら
かとなった．GE1 細胞にメカニカルスト
レスを負荷すると，COX-2 の発現が亢進
し，PGE2 の産生も増加した．この炎症メ
カニズムは細胞内シグナル伝達の MAPK
やNF-kB経路の活性化により引き起こさ
れることが示唆された．また，細胞にヒ
アルロン酸を作用させると，COX-2 の発
現が減少し，PGE2 の産生も抑制された．
さらに細胞内シグナル伝達である MAPK
やNF-kBの活性化も抑制されることが示
唆された． 

 

(3) マイクロアレイ法を用いた遺伝子解
析により2.5倍以上up-regurateされ
た遺伝子数は 18 で 2 倍以上認められ
た遺伝子数は 213 であった．一方，2.5
倍以上 down regurate された遺伝子数
は 1127 で 2 倍以上は 1945 であった．
FGF12，FDF14 に関しては 2 倍以上の
up regurate が認められ，また FGF 
receptors に関しては FGFR3 において
3 倍以上の down regurate が認められ
た ． 細 胞 接 着 タ ン パ ク で あ る
Cadherin7，8，12 において 2 倍以上の
up regurate が認められた．その他の
Cadherin に関しては大きな変化は見
られなかったものの，2 倍以上 down 
regurate される Cadherin は認められ
なかった．また，Contactin や Claudin
などの細胞接着関連遺伝子の発現上
昇が認められた．発現上昇の認められ
た4つの遺伝子に関してリアルタイム
PCR 法を用いて検討したところ，
Cldn-16 以外の FGF-12 や細胞接着に
関連する Cadherin-8,-10 において発
現量の増加が認められたものの，発現
量は非常に少なく，大きな差は認めら
れなかった． 
一方，組織修復や細胞増殖，血管新生
に関わる重要なサイトカインとして
注目されているCCN2/CTGFをウエスタ
ンブロッティング法を用いて検討し
たところ，照射 1時間後にタンパク発
現量の増加が認められた．以上より，
LIPUS 照射によりいくつかの遺伝子発
現が up regurate されることが明らか
となり，粘膜治癒促進に関与している
可能性が示唆された． 
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