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研究成果の概要（和文）：初代培養歯肉上皮細胞と歯肉線維芽細胞を組み合わせて、コラーゲン

ゲル三次元培養法による「生体外歯周炎モデル」を確立した。このモデルをトランスクリプト

ーム解析することにより、歯周炎原因候補遺伝子をリストアップすることができた。さらに、

歯周炎原因候補遺伝子産物のうちのひとつである FLT-1 の活性を、低分子キナーゼ阻害薬で抑

制することによりコラーゲン分解が阻害できたことから、この阻害薬が歯周炎分子標的治療薬

となり得ることが示された。 

 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： “In vitro periodontitis model” using collagen gel 

three-dimensional culture was established combining primary cultured gingival epithelial 

cells and gingival fibroblasts. Transcriptome analyses revealed several candidate genes 

for periodontitis. Furthermore, inhibition of activity of FLT-1, one of the products of 

candidate genes for periodontitis, using small molecule kinase inhibitor successfully 

controlled collagen gel degradation, suggested a possibility to use this kinase inhibitor 

as a molecular-targeted drug for periodontitis.   
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１．研究開始当初の背景 

歯周病はギネスブック収載の、世界で最も罹

患者の多い病気である。歯周病は歯を磨けば

治る歯肉炎と最終的に歯が抜け落ちる歯周

炎に分けられ、問題となるのは歯周炎（歯槽

膿漏）である。 

ところが、歯周炎の治療法は決め手を欠いて
おり、その理由は原因が未だ不明であること
にある。社会通念上、歯周炎は細菌が原因と
言われてきたが、細菌だけでは説明できない
病態であると考えた。 
私たちは、重度歯周炎罹患歯肉から、上皮細
胞と組み合わせて三次元培養すると極度に
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コラーゲンを分解するアグレッシブ線維芽
細胞を分離し、「生体外歯周炎モデル」を確
立した。歯と歯を支える歯槽骨の結合はコラ
ーゲンでできていることから、コラーゲンを
極度に分解するアグレッシブ線維芽細胞こ
そが、歯周炎の原因ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 

私たちは歯周炎と癌との類似性、すなわちど

ちらの疾患も過剰な上皮の増殖や結合組織

内への浸潤が起こることに着目し、これらの

現象を支える結合組織、なかでも線維芽細胞

の表現形質の変化を様々な手法を用いて解

析を試みてきた。その結果、三次元培養法で

コラーゲンを顕著に分解する“アグレッシブ

線維芽細胞”を分離でき、「生体外歯周炎モ

デル」確立した。またこの“アグレッシブ線

維芽細胞”は、三次元培養法で口腔癌細胞の

浸潤を顕著に促進することを明らかにした。

すなわち、歯周炎と口腔癌では、同じ表現型

をもつ線維芽細胞が関与する可能性が示唆

された。本研究では、歯周炎と口腔癌の病態

形成と進展に関与する線維芽細胞を中心と

して、上皮－間葉の相互作用に関して解析を

加えることにより原因候補遺伝子を明らか

にし、分子標的治療薬の候補をスクリーニン

グすることであった。 

 
３．研究の方法 
歯周炎罹患歯肉から線維芽細胞を分離し、ま
た歯肉上皮細胞の初代培養を行った。コラー
ゲンゲルに線維芽細胞を埋入培養し、その上
に歯肉上皮細胞を播種して、三次元培養を開
始した。この系に治療薬の候補を加え、一定
日数経過後に残存コラーゲン量を測定して
コラーゲン分解阻害程度を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、極度のコラーゲン分解が起こっている
ゲルから RNAを抽出して、cDNAマイクロアレ
イ解析し、続けて Real-time qPCRを行って
定量的に解析し、歯周炎原因候補遺伝子のリ
ストアップも試みた。 
並行して、三次元培養癌細胞浸潤モデルも行
い、口腔癌細胞の浸潤を抑制する治療薬の候

補もスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
すべての成人性歯周炎ならびに侵襲性歯周
炎罹患歯肉から、アグレッシブ線維芽細胞を
分離することができた。「生体外歯周炎モデ
ル」において極度のコラーゲン分解を示した
場合、上皮細胞ではなく、線維芽細胞依存的
であったことから、コラーゲン分解はアグレ
ッシブ線維芽細胞が初代培養した歯肉上皮
細胞との相互作用によることが判明した。 
次いで「生体外歯周炎モデル」を用いて、治
療薬候補のスクリーニングを行ったところ、
TGF-βI 型受容体キナーゼ阻害薬が最初の分
子標的治療薬候補として上がった。しかし、
TGF-βは、ほとんどすべての細胞で発現し、
ほとんどすべての細胞に受容体があるため、
強力な副作用が懸念された。このため、使用
歴が長く、安全性がある程度知られている生
薬を試すことにした。有効成分の熱水抽出お
よびメタノール抽出による、述べ 60 種類の
生薬を試したところ、オウゴン、ブクリョウ、
ケイヒなど、23種類の生薬にコラーゲン分解
阻害効果が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
歯周炎原因候補遺伝子探索のため、コラーゲ
ン分解が進行している「生体外歯周炎モデ
ル」のゲルから RNAを抽出し、cDNAマイクロ
アレイ解析を行った。その結果、歯周炎原因
候補遺伝子が 22 種類リストアップできた。
このうち、線維芽細胞で高発現している遺伝
子を Real-time qPCR を行って定量的に解析
したところ、11遺伝子がリストアップできた。
これらのうち、コラーゲン分解の進行に伴っ
て発現が上昇する遺伝子に、FLT-1があった。
低分子 FLT-1（VEGFR1）キナーゼ阻害剤によ
って、コラーゲン分解が抑制されるかどうか
を試したところ、濃度依存的に抑制されるこ
とが判明した。さらに確認のため、レンチウ
イルスベクターにより、アグレッシブ線維芽
細胞に FLT-1 miRNA を transfect して RNAi
実験を行った。この実験系においても、コラ
ーゲン分解阻害が確認できたことから、
FLT-1 が歯周炎原因候補遺伝子のひとつであ
る可能性が高くなった。また、低分子 VEGFR1



キナーゼ阻害剤によりコラーゲン分解が抑
制されたことから（血管新生はおもに VEGFR2
経由のシグナルによるため、副作用が少ない
と予想される）、この低分子阻害薬が分子標
的治療薬の候補となる可能性が見出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、ある種の生薬は、アグレッシブ線維芽
細胞を用いた三次元培養癌細胞浸潤モデル
において、癌細胞の浸潤を顕著に阻害するこ
とが判明した。この実験系においても cDNA
マイクロアレイ解析を行っているが、データ
量が膨大であるため、引き続き解析を継続し
ている。 
以上の成果を元に、歯周炎分子標的治療薬の
開発や、癌細胞浸潤阻害約の開発など、将来
の臨床応用を目指した研究を継続していき
たい。 
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