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研究成果の概要（和文）： 

歯肉上皮のダウングロース抑制を実現するために，機械的な方法でマウスの歯槽骨に欠損を

行った。当初より臨床に近い状況を考え，最終的には歯周病原細菌の感染による骨欠損を作製

するように変更して，明らかな骨欠損を CT 画像で確認できた。また，TGでは，WT と比較して

結合組織の治癒を促進することを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We made alveolar bone defect in mouse by the mechanical way to inhibit gingival 
downgrowth. But we modified the way to suit clinical situation. Finally, the mouse 
model was established by infection of periodontopathic bacteria, we could confirm a 
clear alveolar bone defect by CT scan. Additionally our findings indicated that healing 
of periodontal connective tissue was promoted in TG as compared with WT. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周組織は，歯肉上皮，歯根膜，歯槽骨，

セメント質といった外胚葉系と間葉系の組

織から構成される特異的な部位である。従来

の歯周療法を行った場合は，ターンオーバー

の早い歯肉上皮細胞が，骨芽細胞などの間葉

系細胞が増殖する前にダウングロースして

しまうことが知られている。この長い上皮性

付着は，細菌感染に対して脆弱であり，歯周

病の再発が問題となる場合が多い。 

一方，近年の歯周組織再生療法の研究は，

間葉系細胞の増殖を目的としたサイトカイ
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ン療法が主であり，歯肉上皮の増殖制御を目

的とした研究報告は殆ど無い。かつて歯肉上

皮の増殖抑制を目的に GTR法が注目を浴びた

が，技術依存度が高く日常の歯科診療で応用

するには煩雑であり，2007年の保険導入以降

も殆ど用いられていないのが実状であり，主

流であったバリア膜のメーカーの市場撤退

も起こっている。今後は，より簡便な方法に

よる歯肉上皮のダウングロース抑制とサイ

トカイン療法とを組み合わせることによっ

て，より確実に歯周組織再生を達成すること

ができると考えられる。 

 

２．研究の目的 

歯肉上皮の分子生物学的な増殖制御を行

うために，我々は Keratin 14（K14）プロモ

ーターによって Smad2遺伝子を上皮細胞特異

的 に 強 制 発 現 す る 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス

（K14-Smad2 transgenic mice：TG）に着目

した。我々のこれまでの研究成果で， TG の

口蓋歯肉における創傷治癒過程では，

Keratin 16の発現低下とともに上皮細胞の遊

走能が低下しており，さらに，TGの歯肉接合

上皮において，リン酸化 Smad2のタンパク質

が WT に比較して多く産生されているという

知見を得た。今後は，歯周組織の治癒過程に

おいて歯槽骨欠損部のリモデリングが起こ

る際に，歯肉内縁上皮のダウングロースが実

際に抑制されるのか，さらに Smad2 がどのよ

うな働きをするのかを明らかにする必要が

ある。 

そこで本申請研究の目的は，マウス歯周組

織創傷治癒モデルを作製して，その骨欠損内

にダウングロースする歯肉の治癒過程にお

いて，Smad2 が上皮細胞の増殖能や遊走能に

加えて，接着能や分化能などの包括的な細胞

動態をどのように制御するのかを，発現して

いる遺伝子の網羅的解析によって明らかに

することである。 

また，創傷治癒下において，TGF-βは Smad

シグナルを介することで外胚葉系組織には

細胞増殖を抑制して，間葉系組織には細胞増

殖を促進させる働きがあり，この上皮・間葉

相互作用の歯周組織再生療法への応用は非

常に有用である。よって， Smad2 過剰発現に

よるオートクラインの結果，細胞分子生物学

的に発現増加した TGF-βが歯肉結合組織の

創傷治癒に与える影響を調べた。 

３．研究の方法 

マウス歯周組織創傷治癒モデルの作製 

① ラウンドバーを用いた骨欠損の作製 

歯周組織再生療法を行うことが想定にあ

るため，マウスの歯周組織に外科的侵襲を加

え炎症を惹起させた状態での Smad2の働きを

調べることとした。骨欠損の作製には，野生

型マウス（WT）と TG の口蓋歯肉を歯肉溝切

開により大きく剥離し，歯の周囲に極めて小

さいサイズのラウンドバーを用いて機械的

に骨欠損を作製する。剥離した歯肉は既報に

あるよう 5 分間の機械的な圧迫により血漿

循環を促す。その後，経時的に時間帯（1, 2, 

3, 5, 7 day）を割り振って，剥離した範囲

内（炎症を惹起させた範囲内）を含めて上顎

骨を回収する。実験的に作製した骨欠損内の

根面上の上皮のダウングロースの程度は HE

染色で確認する。 

② Porphyromonas gingivalis（Pg）の感染

による骨欠損の作製 

A) 全身麻酔下で WT と TG（各 10 週齢）の

第二大臼歯に 6-0絹糸を結紮する。 

B) 37℃で嫌気培養して，OD 値を 0.6 から

0.8 に調整した Pg を結紮した絹糸に浸

透させる。 

C) １週間後に第二大臼歯に結紮した絹糸

に上記条件の Pgを 0.1 ml追加浸透させ



 

 

る。 

D) ２週間後に過剰量の吸入麻酔薬を使用

してマウスを安楽死させ，上顎骨を採取

して，通法に従って組織の処理を行うと

ともに，骨欠損の状態を CT 画像で確認

をする。 

口蓋粘膜の創傷治癒における結合組織の治

癒の比較 

A) 全身麻酔下で，第一大臼歯近傍の口蓋粘

膜に生検トレパンを用いて，直径 1 mm

の骨膜に達する開放創を作製する。 

B) 目視観察時に上皮が創傷前の形態に回

復する創傷後 7 日目まで観察して，通法

に従い 5 μmの切片を作製する。 

C) Sirius Red/Fast Green Collagen 

Staining Kit (Chondrex, Inc., Redmond, 

WA)を用いて結合組織を染色して，その

量を WTと TGで統計学的に評価する。 

４．研究成果 

（1） 研究方法で記載した①のラウンドバー

を用いた骨欠損の作製を行って骨欠損

作製部位の H-E 染色を行った。骨欠損

は作製できており，その部分に歯肉上

皮のダウングロースが起こっていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図１】 

WTにおける骨欠損作製後 2日目の H-E染色像

を示す（bは aに示した赤枠の拡大像）。 

 

しかし，ラウンドバーによって作製する骨欠

損には以下のような問題点があった。 

・ 骨欠損を機械的に作製するため，そ

の位置および大きさを同一にするの

が困難であったため，正確な実験結

果を得ることが難しい。 

・ 機械的な方法で作製された骨欠損は，

歯周病原細菌の感染による骨欠損と

比較して，その治癒過程において異

なる性質を持つ可能性が高い。 

 

よって，我々は歯周病原細菌の感染によって

生じた骨欠損を用いることを考えた。感染さ

せる細菌は，慢性歯周炎患者の口腔内から高

頻度で検出される Pg を用いた。また，プラ

ークを停滞させる増悪因子および Pg の足場

として，当該歯の周囲に絹糸を結紮させた。

また，H-E 染色を行う前に骨欠損状態の確認

は CT 画像で行った。 

 

(2-1) 実験開始後 1週間では，生理食塩水を

添加した WT と Pg を添加した WT に骨吸

収はなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図 2-1】 

WT における経過 1週間の CT 画像 

 



 

 

(2-2) 実験開始後 2週間では，生理食塩水を

添加した WT と比較して，Pg を添加した

WT において著明な骨吸収があった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

【図 2-2】 

WT における経過 2週間の CT 画像 

 

以上の結果から，我々は Pg 添加と絹糸結

紮によって実験的骨吸収モデルを確立した。

現在は，生じた骨吸収が歯周病原細菌の感染

によるものかを確認するために，血清 IgG解

析および組織学的解析を進めている。今後，

このモデルを用いることによって，骨欠損内

への歯肉上皮のダウングロース抑制のため

の分子生物学的・組織学的解析が再現性を持

って容易に行えると考える。 

（3）口蓋粘膜の創傷後 7日目では，WTと TG

の上皮組織の再上皮化は完了したが，WT と比

較して TG では角化層と基底膜の治癒が遅か

ったが，結合組織の染色された量は有意に多

かった。すなわち，TGF-β/Smad2 は，歯肉

上皮の増殖と遊走を抑制し，さらに結合組織

の治癒を促進するという，歯周組織再生にと

って理想的なサイトカインである可能性 

を示した。 

【図 3】 

口蓋粘膜の創傷後 7日目の WTと TGの結合組

織の染色像の比較 
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