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研究成果の概要（和文）：マクロファージにおけるB[a]Pが結合するAhRシグナル伝達経路に着目し、喫煙などの
外的因子による口蓋粘膜創傷治癒に及ぼす影響について検討した。タバコ煙中に含まれるB[a]Pを野生型マウス
へ経口投与した結果、口蓋粘膜の創傷治癒が遅延している一方で、AhR欠損マウスへの投与では口蓋粘膜の創傷
治癒に変化を認めなかった。さらに、野生型マウスBaP経口投与群ではM1マクロファージの集積が優位となり、
組織修復M2マクロファージの集積は減少していた。
 以上のことからB[a]P/AhRシグナル伝達経路により活性化したマクロファージのプロファイルの制御が口蓋粘膜
創傷治癒における治療標的となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of aryl hydrocarbon receptor (AhR), the expression 
profile of M1/M2 macrophages in palatal wound healing of AhR deficient mice. The delayed palatal 
wound closure was observed in AhR KO mice. Decreased infiltration of M1 macrophage and M2 macrophage
 was observed. The numbers of F4/80+S1P1 + macrophages of AhR KO wounded tissues were significantly 
lower compared with WT tissues. S1P treatment of bone marrow macrophages (BMMs) significantly 
upregulated expression of S1P1 in WT mice compared with AhR KO. Phosphorylation of MAPK rapidly 
decreased in BMMs of AHR KO mice than in BMMs of WT mice by S1P stimulation. Moreover, S1P enhanced 
AhR expression via S1P1 receptors to affect macrophage migration. AhR deficiency aggravates M1 and 
M2 macrophage infiltration and controls macrophage motility via S1P/S1P1 signaling. These results 
suggest that AhR signaling may contribute to the regulation of palatal wound healing.

研究分野：歯科矯正学

キーワード： アリルハイドロカーボン受容体　口腔組織修復　マクロファージ　シグナル伝達解析　口腔オルガノイ
ド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、大気中のPM2.5やタバコの煙に含まれるダイオキシン類による健康への影響に社会的関心が高まり毒性リ
スクの評価や環境基準値の設定が求められている。歯周組織は歯を支持する役割を担い、食事に伴う咬合力の負
担に耐え、他の組織に比べて代謝や修復が盛んに行われているものの、能動喫煙や受動喫煙によりタバコの煙に
毎日暴露され、また口腔の解剖学的特徴により様々な面で口腔に悪影響を及ぼす。野生型マウスにB[a]Pを経口
投与後、口蓋粘膜創傷治癒解析を行った結果、B[a]P投与群において創傷治癒が遅延していることを明らかに
し、さらに組織の修復に重要な役割を果たすマクロファージの集積が破綻していることを解明した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

口唇裂･口蓋裂患者では、上顎骨の劣成長および上顎歯列弓の狭窄を呈することが多く、矯正
歯科治療上の大きな問題点となっている。このような口唇裂･口蓋裂患者に特徴的な顎顔面･歯列
弓形態は、個々の成長の遺伝的要因や骨実質欠損など様々な形態的要因に依存するが、特に、
口唇ならびに口蓋形成術後の瘢痕組織はその最大の要因と考えられている。 
近年、ダイオキシン類や大気中の PM2.5 など内分泌撹乱物質への環境汚染問題やタバコの成

分による健康への影響に社会的関心が高まり、毒性リスク評価や環境基準値の設定が求められて
いる。喫煙が歯周病や口唇口蓋裂のリスクファクターであることは疫学的にはよく知られた事実で
あるが、そのメカニズムは十分に明らかにされていない。口腔はタバコの煙が最初に通過する部位
であるとともに、かなりの量の煙が貯留する器官でもある。そのため、喫煙により口腔の健康は損な
われやすい。また、最近我が国でも使用の拡大が懸念されている煙の出ない電子タバコ（スモーク
レスタバコ）は、主に口腔内で使用されることから、口腔粘膜への悪影響はさらに顕著となる。タバ
コの煙には発癌性物質が 100 種類以上含まれていることが知られているが、その中で最も強力な
化学物質の一つがベンツピレン（benzo[a]pyrene (B[a]P)）である 1)。口唇裂・口蓋裂患者におけ
る裂隙閉鎖術後の瘢痕組織はその強い瘢痕鈎縮により、上顎裂成長や上顎歯列弓狭窄
をもたらし、その結果患者は重篤な不正咬合を呈する。また矯正歯科治療施術後も歯の
後戻りの原因となり、歯列・咬合の安定を非常に困難にさせることが知られている。こ
のことは、瘢痕組織形成の抑制・減少を可能にすることで先に述べた現象を最小限に抑
えることを意味し、矯正歯科臨床に大きな飛躍をもたらすことになる。これまでに、当
教室ではレーザー・ドップラー式血流画像化装置を用いて口唇裂患者の口唇形成術後
の上唇表層部の血流分布の測定を試みた結果、多くの症例において瘢痕組織に限局し
た明らかな低血流領域がみられたことからも術後の瘢痕組織は低酸素環境下にあるこ
とがわかる。炎症性細胞の中でもマクロファージは低酸素環境下に集積する性質があ
るが、マクロファージ活性化における低酸素シグナルの役割については不明な点が多
い。そこで本研究では B[a]P に対する核内レセプターの中で中心的な役割を果たす AhR
を分子標的として創傷治癒過程におけるマクロファージの動態について検討すること
を目的とした。研究代表者らは HIF-1β（ARNT）とヘテロ二量体を形成する AhR シグ
ナルとサイトカイン RANKL シグナルとのクロストークがマクロファージから破骨細
胞の分化に重要な役割を果たし骨折の創傷治癒と関係していることを報告した、
RANKL シグナルを基軸とした免疫担当細胞の分化機構を解明してきた 2-3)。 

 
２．研究の目的 

 創傷治癒過程は、創傷後に生じる血液凝固ならびに炎症性細胞浸潤を特徴とする「炎症期」、
再上皮化が生じ多数のマクロファージや線維芽細胞とともに血管や幼若基質の新生を豊富
に認める「肉芽組織期」、持続的なリモデリングにより瘢痕組織が形成されていく「リモデ
リング期」の 3期に大別される。また、創傷治癒は炎症、細胞増殖、細胞外基質沈着そし
てリモデリングといった一連の組織修復過程がさまざまな成長因子やサイトカインに
よる細胞応答、さらに細胞と細胞、細胞と細胞基質との相互作用によって複雑に制御さ
れている 4)。近年、特定の遺伝子を標的としたトランスジェニックマウスやノックアウ
トマウス、さらには組織特異的に発現を操作された遺伝子改変マウスを用いた動物実
験モデルによって、創傷治癒過程において重要な役割を持つことが示唆されている分
子が多数報告されている 5)。 
そこで本研究では、ダイオキシン受容体である AhRに着目し、口蓋粘膜の創傷治癒におけ
る瘢痕形成のメカニズムのさらなる解明と、その機能阻害を遺伝子レベルとタンパクレベ
ルで図り、その臨床的効果を判定する。本研究計画では、AhR を分子標的とした発現制御
方法として AhRの発現を制御する分子であるタバコの煙成分 B[a]Pや遺伝子改変マウスを
用いる。また、創傷治癒過程で低酸素環境に集積するマクロファージは、炎症型の M1 型
と、炎症性に働き創傷治癒や血管新生に傾く M2 型に分かれることが知られていることか
ら口蓋粘膜における AhRを介したマクロファージ極性についても解析することを目的とし
た。本研究は口腔内の瘢痕形成と瘢痕に起因する矯正歯科治療上の問題点を一度に解決す
る方法としての可能性が高く、さらには核酸創薬等の医学分野への波及効果も期待できる
ものと思われる。 

 
３．研究の方法 
（１）実験動物：野生型 C57BL/6マウスを対照群（n=10）とし、AhR ノックアウトマウスを実

験群（n=15）とした。マウスは 12 時間明暗サイクルの下、放射線滅菌飼料、滅菌水を常時
与え、specific pathogen-free (SPF)にて飼育し、実験に用いた。なお、本研究は徳島大学、岡
山大学における遺伝子組み換え実験および実験動物に関する各委員会の承認を得て行われ
た（承認番号 toku-12131、OKU-2023054）。 



 
（２）口蓋粘膜における創傷・標本作製方法および創傷閉鎖の評価：マウス口蓋粘膜の創傷治癒・

瘢痕形成の動物モデルについては当教室においてすでに確立されており、8 週齢の AhR KO
マウスと野生型マウスを試料として用い、ソムノペンチルにて麻酔後、尖刀メスを用いて、
上顎第一臼歯から第三臼歯までの口蓋粘膜正中部に幅 1.0 mm、長さ 3.0 mm の間隔で切開
し、ピンセットにて正中口蓋部粘膜を剥離して骨面を露出させた。創傷作製 4, 5, 6, 7 日後の
上顎骨を摘出し、4%パラホルムアルデヒドを含む 0.1M PBS（−）にて 4℃で一晩固定した。
その後、10%くえん酸三ナトリウム（2 水和物）、22.5%ギ酸にて 4 日間あるいは EDTAにて
21 日間脱灰した。脱灰終了後、エタノール系列による脱水を行い、パラフィン（融点 56℃）
にて包埋し、組織学的観察のために厚さ 4 μmの前頭断切片を作製した。作製した上顎骨の
前頭断組織切片にヘマトキシリン･エオジン染色（以下 HE 染色）を施し、光学顕微鏡
（KEYENCE Biorevo BZ9000）にて創部の形態組織学的観察を行った。口蓋粘膜創傷治癒の
評価部位については上顎左右第二臼歯を通る前頭断連続切片の中から、第二臼歯の形態か
ら近遠心的に中央部を使用する切片として選択した。 

 
（３）RNA の抽出、逆転写およびリアルタイム RT-PCR 法：RNA 抽出 kit を用いて添付プロト

コールに従って全 RNAを抽出した。得られた cDNAのうち 2 μlを鋳型とし、各遺伝子の特
異的プライマーからなる反応液を調節し、以下の条件下で PCR 反応を行った。95℃、10分
で熱変性後、95℃、15 秒の熱変性および 60℃、1 分のアニーリングを 1 サイクルとし、計
40 サイクル行った。各遺伝子の mRNA 量は comparative cycle threshold法（ΔΔCT法）によ
り、内在性コントロールである GAPDH遺伝子の mRNA 量に対する比で評価した。 

 
（４）ウエスタンブロット法：口蓋創傷部組織を lysis buffer（10 mM Tris-HCl（pH7.4）、150 mM 

NaCl, 5 mM EDTA、1% sodium dexycholate, 0.1% SDS, 10 mg/ml aprotin, 50 mg/ml leupeptin, 1 
mM phenylmethanesulfony fluoride）で細胞を溶解した後、微量高速遠心機にて遠心分離し、
得られた上清を試料とした。引き続き BCA Protein Assay Reagentを用いてタンパク質の濃度
を測定した後、各タンパク質 30mg 等量をドデシル酸ナトリウム-ポリクリルアミド電気泳
動（以下 SDS-PAGEと略す）にて展開し、ポリビニリデンジフルオライド膜（以下 PVDF膜
と略す）への転写後、10% Tween-20を含むトリス緩衝液中に溶解した 5%スキムミルクで 1
時間ブロッキングを行った。次に、各種 1 次抗体を用い 4℃で一晩反応させた。さらに、
PVDF 膜を洗浄後、2 次抗体として 1,000 倍希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）
標識抗マウス IgG 抗体を用いて室温で１時間反応させ、PVDF 膜を PBS-T で洗浄後、化学
発色法にてバンドの検出を行った。 

 
（５）統計学的解析：創傷閉鎖率、およびリアルタイム RT-PCR法における結果は平均±標準偏

差で表し、Student’s t-testを用いて統計学的処理を施し、p<0.05を有意差ありと判定した。 
 
４．研究成果 
（１）口蓋粘膜における創傷閉鎖 

ダイオキシン受容体 AhRが口蓋粘膜創傷治癒に及ぼす影響を確認するために、B[a]Pを経
口投与し、その創傷閉鎖について比較検討した。まず、B[a]Pを経口投与し、48 時間後に上
顎第一大臼歯から第三大臼歯までの創部周囲の口蓋粘膜部を剥離した。創傷治癒 5 日後に
おける創傷閉鎖はコントロールと比較して、B[a]P 投与群では明らかに遅延していた。以上
のことより AhR活性化のための B[a]P 投与によって創傷閉鎖が遅延することが明らかとな
った。 

 
（２）口蓋粘膜創傷治癒における創傷閉鎖およびケモカインの発現 

口蓋粘膜創傷治癒における AhRの役割についてより詳細に検討するために、AhR KOマウ
スの口蓋粘膜創傷閉鎖について野生型マウスを対照群として比較検討した。創傷治癒 5 日
後での再上皮化および結合組織の修復は、野生型マウスと比較して AhR KO マウスでは
24.5%で、野生型マウスの 63.8％と比較して有意に遅延していた（p<0.05）。MCP-1、MIP-1α
は単球やマクロファージに特異性の高い走化性を示す CC ケモカインであり、MCP-1 は単
球、線維芽細胞、血管内皮細胞、上皮細胞などから産生され、MIP-1αは単球、マクロファ
ージ、線維芽細胞などから産生されることが知られている。そこで口蓋粘膜創傷付与 5 日
後に、創部周囲の組織を採取しリアルタイム RT-PCR 法にて AhR KO マウスの口蓋粘膜に
おけるMCP-1、MIP-1αの産生が抑制されることが明らかとなった。 

 
（３）口蓋粘膜創傷部におけるマクロファージの分布状態 

口蓋粘膜創傷治癒の進展に応じた口蓋組織中のマクロファージの数や分布状態（M1/M2マ
クロファージ）、サイトカイン産生量（TNF-α）を検討した。そこで口蓋粘膜創傷付与 5 日
後に、創部周囲の組織を採取し、リアルタイム RT-PCR 法にて AhR KO マウスの口蓋粘膜
における TNF-α、iNOS mRNA発現量を解析したところ、コントロールと比較して TNF-α、
iNOSの発現量は有意に低下していた。また免疫組織化学染色、ウエスタンブロットによる



解析においても iNOSの発現量の低下がみられた。以上のことより、口蓋粘膜創傷部におけ
る AhR 遺伝子発現低下により、TNF-α、iNOS の産生が抑制されることが明らかとなった。
さらにダイオキシン受容体 AhRが口蓋粘膜創傷部におけるマクロファージの分布状態やプ
ロファイルに与える影響を検討するために、蛍光組織免疫染色による各種特異抗体を用い
た 2重染色解析を行ったところ、AhR KOマウスの口蓋粘膜における F4/80陽性かつ iNOS
陽性細胞数、F4/80陽性かつ Arginase-1陽性細胞数はコントロールと比較して有意に低下し
ていた。マクロファージは末梢血由来の単球から派生し、創傷治癒組織においては損傷部組
織を破壊および分解した産物を貪食するとともにさまざまな成長因子やサイトカインを放
出することが知られている。近年、このマクロファージの機能を知る上で興味深い知見とし
て、マクロファージを含む骨髄球系細胞の成熟に必要な造血転写因子である PU.1のノック
アウトマウスは組織においてマクロファージや好中球といった炎症性細胞浸潤は認められ
なかったが、創傷閉鎖は野生型マウスと比較して僅かに促進し、また、瘢痕が形成されなか
ったことより、マクロファージは創傷閉鎖に対して何らかの抑制的な役割を持ち、線維症や
瘢痕形成といった創傷治癒後期に重要な役割を担うことが明らかとなっている。 
 さらに、近年、肥満によって脂肪組織中のマクロファージ分化がM1マクロファージに傾
き、M1マクロファージから産生される TNFがインスリン抵抗性獲得（II型糖尿病）の主要
な原因であること、また腫瘍免疫においてはM2マクロファージによる血管新生や Treg 抑
制が腫瘍増殖に関わることが明らかになり、マクロファージへの関心度は高くなっている。
T細胞における Th1、Th2、Tregに対応するようにM1、M2、また制御性マクロファージ等
の新たなマクロファージの分類・名称が提案され、新たな注目を浴びている分野である。ま
た口蓋粘膜に、肝臓のクッパー細胞や中枢神経系のマイクログリアのような常在性マクロ
ファージが存在するかどうか、またどのような機能を有し、どのようなマーカーでもって識
別されるかということさえ確定されてはいない。本研究では、口蓋における創傷治癒過程を
マクロファージ中心に解析し、浸潤・機能促進、増殖等を明らかにすることによる瘢痕形成
の機序解明を目的とした。その結果、口蓋粘膜創傷部における AhR遺伝子発現抑制により、
M1/M2 マクロファージのプロファイルに影響を及ぼすことが明らかとなった。今後、口蓋
粘膜創傷部における M1/M2 マクロファージの分布状態に関するさらなる解析が必要とな
り、現在さらに詳細な解析を進めている。 
 

（４）研究成果のまとめ 
また、今後は並行して AhRを遺伝子標的とした siRNAによる RNA干渉を試みる。生体に

おけるデリバリー方法にはアテロコラーゲン法による導入を行う予定である。この方法は

生体に対する安全性が確立されており体温程度の温度変化によりゾル状からゲル状に変化

するため粘膜創傷部に対し、より局所での投与や軟膏状での塗布が可能となる。さらに口蓋

粘膜特異的なマクロファージの枯渇は技術的に可能であると考えられるので、マクロファ

ージを標的とした創傷治癒および瘢痕形成の制御を最終目的とする。マクロファージの極

性決定に至る分子メカニズムを明らかにすることで、口蓋組織にとどまらず多くの皮膚疾

患や移植を含め、様々な免疫疾患の発症機序の解明につながるとともに、マクロファージを

標的とした免疫疾患の新たな治療戦略を念頭に置いた極めて重要な研究内容を含んでいる

と考える。 
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