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研究成果の概要（和文）： 抗てんかん薬フェニトインによる歯肉増殖症は、服用者の約50%に発症するが、その
詳細は明らかではない。
 網羅的遺伝子解析によってPHTによるHGFの遺伝子発現の変化を比較した結果、複数のコラーゲンの発現上昇と
コラーゲン分解に関与する酵素の発現低下がみられた。また、細胞増殖に関与する複数の遺伝子の発現は減少し
た。PHTによる歯肉増殖症は歯肉線維芽細胞の増殖によるものではなく、コラーゲンの生合成のバランスが崩れ
ることで発症する可能性が示唆された。さらに、炎症性サイトカインやプロスタグランジンの発現が上昇した結
果から、PHTによる歯肉増殖が口腔内の炎症と関連し、病態の増悪に繋がることが考えられた。

研究成果の概要（英文）： Drug-induced gingival enlargement caused by the anticonvulsant drug 
phenytoin occurs in about 50% of patients taking phenytoin, but the details are unclear. 
 Comprehensive genetic analysis of HGF gene expression changes induced by PHT revealed an increase 
in the expression of several collagens and a decrease in the expression of enzymes involved in 
collagen degradation. In addition, the expression of several genes involved in cell proliferation 
was decreased. These results suggest that PHT-induced gingival enlargement may not be caused by 
gingival fibroblast proliferation but by an imbalance in collagen biosynthesis.Furthermore, the 
results of elevated expression of inflammatory cytokines and prostaglandins suggest that PHT- 
induced gingival enlargement is associated with oral inflammation, leading to exacerbation of the 
condition.

研究分野：小児歯科学分野
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　過去の研究では、薬物性歯肉増殖症の臨床的所見に基づいて細胞増殖やコラーゲン代謝に関わる遺伝子が解析
の対象であった。本研究では、次世代シークエンサーによる解析によって新しい関連遺伝子が明らかになった。
これは薬物性歯肉増殖の発症や増悪のメカニズム解明のために新たな展望が期待できる。
　今までの報告はフェニトイン単独の作用と歯肉増殖の発症を調査しているのに対し、歯肉増殖発症にはフェニ
トインと炎症性生理活性物質との相互作用が関与するという新たな発想に基づいているのが本研究の特徴であ
る。口腔内の炎症と薬物性歯肉増殖のメカニズムを解明することで薬物性歯肉増殖症増悪の予防に繋がると考え
ている。

※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 
 
 抗てんかん薬フェニトイン（PHT）による薬物性歯肉増殖症（Drug-induced gingival 
enlargement：DIGE）は、服用者の約 50%に発症するが、その詳細は明らかではない。申請者はこ
れまでに、PHT がヒト歯肉線維芽細胞（HGF）において細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）上昇を引き起こ
すという点に着目し、Ca2+蛍光指示薬 Fura-2 を使ったライブセルイメージング解析によって、
PHT が HGF の主要な Ca2+排出機構である Na+/Ca2+交換体を抑制し、ATP やヒスタミンによる Ca2+シ
グナルを増強することを明らかにした。この PHT による Ca2+応答の増強作用は、低濃度の刺激に
よる Ca2+応答に対してより顕著であることから、PHT が軽度の炎症によって生じる生理活性物質
による Ca2+応答を増強することによって、HGF の増殖や DIGE 関連遺伝子の発現に影響する可能
性が示唆された。今までの報告の多くは PHT 単独の作用と DIGE の発症を調査しているのに対し
て、PHT が ATP やヒスタミンによる Ca2+シグナルを増強するという結果から、DIGE 発症には PHT
と炎症性生理活性物質との相互作用が関与するという新たな発想に基づいているのが本研究の
特徴である。 
また DIGE 関連遺伝子として MMPs や TIMPs が報告されている。これらは DIGE においてコラー
ゲンなどの結合組織が増加するとの臨床所見に基づいて得られた知見である。本研究で計画し
ている NGS による網羅的遺伝子発現解析では、これらとは全く異なる DIGE 関連遺伝子が同定さ
れ、DIGE の新しい発症・増悪の機序が明らかになる可能性が期待される。Ca2+はセカンドメッセ
ンジャーとして細胞の増殖、分化、遺伝子発現などの調節に関与することが知られており、本研
究で計画している HGF における Ca2+シグナルに対する PHT の作用と DIGE 関連遺伝子を解析によ
って、DIGE 発症機序の解明は新たな治療・予防法の開発に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
 
PHT の副作用である歯肉増殖症の発症要因は未だ不明な点が多く、新しい視点からのアプロー
チが必要である。そこで本研究では、その他の炎症性オータコイドや細胞増殖や分化に関連する
増殖因子による Ca2+応答と、それらに対する PHT の作用を明らかにすることを目的とする。ま
た、それらの Ca2+シグナルと歯肉増殖症に関わる遺伝子発現の関係を明らかにし、薬物性歯肉増
殖症の発症メカニズムを解明する。 
本研究では、PHT の Ca2+排出の抑制による Ca2+シグナルの増強作用という新しい知見に基づい
て、炎症性サイトカインや成長因子と PHT の相互作用による Ca2+応答と遺伝子発現を解析する。
Ca2+排出の抑制は、様々な刺激による Ca2+応答を増強するため、単独では Ca2+応答を起こさない
弱い刺激に対して強い増強作用を示すことになる。よって、これまで見逃されてきた低濃度のサ
イトカインや成長因子による Ca2+シグナルを増強する可能性がある。また、従来の研究は、HGF
の増殖や線維化など DIGE の臨床的所見に基づいて、細胞増殖やコラーゲン代謝に関わる遺伝子
が解析の対象になってきた。NGS を使った解析によって、新しい DIGE 関連遺伝子を同定するこ
とで、DIGE の発症や増悪のメカニズムに関する新しい知見が期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ATP やヒスタミンを使ったこれまでの研究を発展させ、次世代シークエンサー（NGS）を使っ
た網羅的遺伝子発現解析を用いて、ヒスタミンやカルシウムシグナル関連遺伝子と PHT の単独
および相互作用によって変化する遺伝子を明らかにし、新しい DIGE 関連遺伝子を同定する。ま
た、これらの遺伝子発現を指標にして、調節機構を明らかにする。これらの結果から、DIGE の
発症・増悪の仕組みや薬物作用の共通点および相違点を明らかにし、将来的な治療法および予防
法を検討する。 
具体的には、HGF を培養した後 PHT およびヒスタミン、カルシウム阻害剤等を添加、刺激後 24
時間経過した HGF およびコントロールの RNA を抽出、次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝
子発現解析を行なった。解析の結果を参考に、RT-PCR および定量 PCR で解析、遺伝子発現を比
較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
 「NGS を用いた網羅的遺伝子発現解析による PHT による HGF の遺伝子発現の変化」 
 
⑴ PHT による DIGE 発症メカニズムについて 
網羅的遺伝子解析によって、倍率変化(fold-change)が高かった遺伝子を抽出した。まず、コラ
ーゲン関連遺伝子として、細胞外マトリックスの構造維持やコラーゲンの恒常性、細胞接着に関
わる Collagen type 21α1、Matrix metallopeptidase 28 、EGF like domain multiple 6 の発
現は増加。一方、細胞外マトリックス分解に関わる MMP12 の発現は低下。細胞分裂や増殖に関
与する MCM10、MKI67、PIK3CG の発現は低下した。炎症関連遺伝子として、IL16 および
Prostaglandin D2 synthase の発現は上昇した。DIGE 関連遺伝子として今までも報告されてい
る細胞外マトリックスを構成する複数のタイプのコラーゲンが増加した(図 1)。一方、コラーゲ
ンの分解に関与する酵素や細胞分裂に関連する遺伝子の発現は低下した(図 2)。これらの結果は、
DIGEの原因としてHGFの増殖よりも、コラーゲン増生や代謝の不均衡を支持するものといえる。 
 
⑵ 炎症メディエーター関連遺伝子の発現について 
興味深いのは、炎症性サイトカインやプロスタグランジンなどの発現が増加していることが明
らかになったことである。ATP やヒスタミンの他にも、炎症やコラーゲン合成に関連する様々な
生理活性物質が知られており、そのなかには Ca2+応答に関与するものも少なくない。プロスタグ
ランジン E2（PGE2）は、炎症歯肉組織中で発現レベルが亢進するとされているが、PGE2 が結合
する PGE2（EP）受容体は ATP およびヒスタミン同様 G タンパク質共役受容体（GPCR）であり、
PGE1〜4 の 4 つのサブタイプが存在する。そのなかでも細胞内 Ca2+の上昇を惹起するのが EP1 受
容体である。PGE2 は HGF において EP1 受容体あるいは EP2/EP4 受容体を介して IL-6 産生や MMP-
1，3 産生を調整し、特に歯周炎組織由来の HGF において EP1 受容体が活性化され、亢進的に働
くことがわかっている。EP1 受容体を介した Ca2+上昇が炎症性サイトカイン産生やコラーゲンの
生合成を調整していることが示唆されており、HGF に対して PGE2 刺激を行った場合も、申請者
が明らかにしたような PHT による GPCR を介した Ca2+応答の増強作用が認められる可能性が考え
られる。よって、GPCR および他の受容体を介する他の炎症メディエーターによる HGF の Ca2+応
答とそれらに対する PHT の作用を明らかにすることが今後の課題といえる。 
 
⑶ 今後の展望について 
 本研究はコロナ禍で実施され、網羅的遺伝子解析結果の取得が、当初の計画よりもかなり遅く
なってしまった。中国国内の業者に解析を委託していたが、長期間のロックダウンにより半年程
解析開始が遅れてしまったためである。しかしながら、解析の結果、PHT による発現上昇遺伝子
は SARS-CoV-2 シグナリングに関係したパスウェイとの相関性が示唆された（図 3）。SARS-CoV-2
シグナリングには、自然免疫系によるウイルス排除には IL-6 などの炎症性サイトカインも深く
関わっている。また、SARS-CoV-2 感染ではサイトカインストームが生じることが明らかになっ
ているが、免疫応答が亢進する際も多数の炎症性サイトカインやケモカインの過剰分泌が報告
されている。今後これらのシグナル経路を参考にし、PHT による DIGE との関連が示唆された遺
伝子発現および調節機構を明らかにする必要があると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1:PHT による発現上昇遺伝子

の Gene Ontology 解析 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図 2:PHT による発現低下遺伝子

の Gene Ontology 解析 

図 3:PHT による発現上昇遺伝子

の Pathway 解析 
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