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研究成果の概要（和文）：紫根の有効成分であるShikoninは，古来より抗炎症効果や抗菌作用を有し創傷治癒を
促進すると報告され，とくに皮膚や粘膜に有効とされている。Shikoninの歯周組織に対する創傷治癒を評価する
ために，ヒト歯肉上皮細胞（epi4）に対する細胞増殖，細胞遊走および抗炎症作用について評価を行った。創傷
治癒に重要なシグナル経路のERKのリン酸化についてもWesternBlotting法を用いて評価した。Shikoninはepi4の
増殖と遊走を有意に促進し，ERKのリン酸化を確認した。IL-1βによる炎症惹起下においては抗炎症作用を認め
た。ヒト歯肉上皮組織の創傷治癒に有用であると示唆される。

研究成果の概要（英文）：Shikonin, the active ingredient of purple root, has long been reported to 
have anti-inflammatory and antibacterial effects and to promote wound healing, especially on skin 
and mucosa.　To study the effect of shikonin on wound healing of periodontal tissues, we studied the
 proliferative, migratory, and anti-inflammatory effects of shikonin on human gingival epithelial 
cells (epi4).　Shikonin promotes epi4 proliferation and migration in vitro, and its phosphorylation 
of ERK was also evaluated by WesternBlotting assay. Shikonin may be useful for wound healing of 
human gingival epithelial tissues.

研究分野：歯周治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病の治療には歯周組織再生治療がある。歯周組織再生治療の成功の可否は術後の治癒過程，とくに歯肉上皮
の一次治癒が大きく影響するとされている。これまで組織再生と抗炎症作用を併せ持つ歯周組織治療薬は無い。
本研究によりShikoninはヒト歯肉上皮細胞において創傷治癒促進作用および抗炎症作用を有することが示され
た。また，古くより使用されている天然由来成分から抽出されているという点において安全性も担保されてい
る。この結果により歯周組織再生治療の際にShikoninを用いることにより一次治癒を早める，かつ抗炎症作用に
より歯周組織再生治療を成功に導く確率が増えることが示唆される。

※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 
天然由来物質に含まれる機能性成分 (Phytochemical) には抗炎症作用を有するものが多く存
在する。その一つである紫根は日本において江戸時代に『紫雲膏』と呼ばれる火傷に対する軟膏
として利用されてきた。紫根の有効成分である Shikonin は新生肉芽組織を誘導し，創傷治癒
を促進する働きがあり，さらに抗菌作用と抗炎症作用を有すると数多く報告されている。これら
の特徴は歯周治療に用いる薬剤として理想的な具備すべき条件を有している。また，抗炎症作用
を有することより歯周外科手術後の疼痛や腫脹を最小限にし再感染などのリスクを可能な限り
抑えることができ，歯周治療に最適な成果をもたらすと考えられる。 
 
２．研究の目的 
軟組織の早期における創傷治癒は歯周組織再生治療においては再生するためのスペースを確
保するためには必要不可欠なプロセスである。現在，歯周外科処置後の創傷治癒を促進する目的
で使用されている薬剤はほとんどない。したがって，歯周組織治癒促進剤を開発することにより
歯周外科手術後の治癒が促進され治癒不全のリスクを回避することが可能になると予想してい
る。 
 
３．研究の方法 
① 細胞と Shikonin の調整 
不死化歯肉上皮細胞 Epi4 （大阪大学 村上伸也教授より御供与）を使用。 HuMedia-
KB2 (表皮角化細胞基礎培地）と増殖添加剤セットを用いて 37 ℃，5 % CO2 インキュ
ベーターで培養した。 Shikonin  (Nacalai Tesque 社製)を DMSO （ジメチルスルホ
キシド Nacalai Tesque 社製）にて溶解したものを 5 種類の濃度 (0.001, 0.01, 0.1, 
1 および 10 μM)に調整した。 

② 細胞増殖試験 
Epi4 を 2×10⁴ cells/mL で播種し 24 時間後各種濃度の Shikonin を用いて刺激し, 
3, 48 および 72 時間後に Celltiter-Blue Cell Viability Assay （Promega社製）に
て蛍光強度を 560/590 nm で測定した。 

③ 細胞毒性試験 
Epi4 を 2×10４ cells/mL で播種し 24 時間後各種濃度の Shikonin を用いて刺激
し，48 および 72 時間後の乳酸デヒドロゲナーゼ （LDH）活性は，細胞毒性 LDH
アッセイキット-WST （Dojindo社製）を使用し，吸光度は 490 nmで測定した。  

④ スクラッチ試験 
Epi4 を 5×105 cell / 70 μL で創傷治癒アッセイインサート （ibidi 社製）に播種し, 
インサートを除去した後 0 および 24 時間培養した。Image J Ⓡ Ver (Fiji for Mac 
OS X)を用いて創傷閉鎖面積を算出した。 

⑤ 抗炎症作用 
Epi4 を 5×10⁴ cells/mL で播種し 48 時間培養後, 各種条件 (Control, 0.01 μM 
Shikonin, 1 ng/mL IL-1β, 1 ng/mL IL-1β + Shikonin および  1 ng/mL IL-1β + 
Pretreatment 0.01 μM Shikonin) を用いて刺激し  24, 48 および  72 時間後に 
ELISA および Realtime-PCR にて検討した。 
炎症性サイトカインである IL-6 および IL-8 のタンパク質発現は ELISA 法にて, 
遺伝子発現は Realtime-PCR にて測定した。 

⑥ ウエスタンブロッティング 
最適濃度の Shikonin を用いウェスタンブロットを行い刺激開始 0, 15 および 30 
分の ERK1/2 のリン酸化について検討した 

   
 
４． 研究成果 
① Epi4 において 0.01µMの Shikonin は細胞増殖能を有することが示された。スクラッチ
試験においても 24 時間で 0.01µM の Shikonin で優位に細胞遊走が確認された。 



② 72 時間で Shikonin 0.1µM以上で Epi4 に対し細胞毒性が認められた。この結果より、
Shikonin0.01µMは細胞毒性がなく最適な濃度であると考えられる。 

③ Epi4を IL-1βによる炎症惹起下においてShikonin 0.01µMは IL-6および IL-8の産生

を優位に抑制することが認められた。 
④ Shikonin 0.01µMにおける Epi4 の ERK 経路のリン酸化が認められた。 

⑤ まとめ 
0.01µM の Shikonin は Epi4 において細胞増殖, 遊走および ERK1/2 経路の活性化
を示し, さらに IL-1β によって惹起された炎症を抑制し抗炎症作用を有することが
示された。 Shikonin は歯肉の創傷治癒を促進し抗炎症作用も有することから, 歯周
外科後の治癒に有用であると示唆される。 
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