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研究成果の概要（和文）：本研究は、口腔内において病原性微生物や化学物質などの外来要因の侵入に対し最前線に位
置する歯肉のバリアー構造の機能的構造維持を制御するメカニズムを解明するために、口腔内を想定した湿潤条件下で
短期間に効率的に核酸医薬を導入する方法を模索し、心血管系への導入がすでに確立しているマイクロバブル溶液と超
音波刺激が歯肉上皮・結合組織に対し核酸医薬を導入する方法として有用であることが分かった。また、歯肉上皮の炎
症を制御するためにNK-kBデコイの導入をマイクロバブル溶液と超音波装置を用いて行ったところ、ICAM-1, IL-6など
の炎症性サイトカインの発現を効率よく抑制することができた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research was to elucidate the mechanisms that control and 
maintain the elaborate structure of the barrier function of the gingiva, which is located in the frontier 
for the intrusion of the exogenous agents such as pathogenic microorganisms and chemical substances in 
the oral cavity. And, assuming in the oral cavity, we are looking for the effective ways to introduce the 
nucleic acid medicine in a short period under wet conditions. As a result, the transfection method 
established already in the field of the cardiovascular system using microbubbles solution and ultrasonic 
stimulation was found to be useful for the gingival epithelial and connective tissue. Furthermore, it was 
found that the transfection of NF-kB decoy to the gingival tissue using micro bubble solution and the 
ultrasound device effectively suppress the expression of the inflammatory cytokines such as ICAM-1 and 
IL-1 in the gingival tissue.

研究分野：矯正歯科学
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１．研究開始当初の背景 
矯正治療中の口腔内はワイヤーやブラケ

ット、インプラントアンカー等の構造により

器具周囲の清掃状態は不良になり、歯肉の炎

症を生じやすい。歯肉の増殖は歯肉の炎症の

代表的な症状であり、臨床的には仮性ポケッ

トを形成し更にプラークコントロールが困

難な環境を形成することで、炎症が増幅して

いく悪循環に陥ってしまうことが少なくな

い。すると、ワイヤーなどの装置が増殖歯肉

により被覆されてしまったり、インプラント

アンカーの脱落原因となったりするため、矯

正治療のリスクファクターの一つと考えら

れる。そのため、歯肉の炎症への配慮は、矯

正治療における重要な要素の一つであると

言える。しかしながら、具体的な対応として

は矯正器具周囲のプラークコントロール指

導を行うにとどまり、積極的な対策は行われ

ていないのが現状である。一方、清掃状態が

良好であっても、歯肉の炎症性増殖を抑える

ことができず、プラークコントロールに苦慮

することもある。歯肉の炎症については、詳

細についての報告が少なく、炎症性歯肉増殖

の病態の解明およびそのコントロール方法

の開発が急がれる。 

そこで私は、炎症性歯肉増殖に対し有効な

治療法を開発することを研究の全体構想に

据え、まずは歯周病原性細菌による実験的歯

肉炎の初期病変進行に ICAM-1 が関与するこ

とを明らかにすることとし、実験を計画した。 

 
２．研究の目的 
炎症性疾患の新規治療方法として decoyをは

じめとした核酸医療が注目されている。歯周

病の分野においても様々な研究がおこなわ

れているが，歯周組織への decoyの導入に関

しては歯肉への注射等の侵襲のあるものに

とどまっているのが現状である。そこで、 

マウス歯周組織への decoy新規導入方法の開

発を目的として，Microbubble超音波導入装

置を併用し、導入の評価を行った。また、炎

症を抑える目的で核酸医薬であるNF-ｋBデ

コイを導入し、歯肉組織内の炎症性サイトカ

イン発現に与える影響について調査するこ

ととした。 
 
３．研究の方法 
(1)8週齢のC57BL/6J雄性マウスの上顎臼歯

部歯肉へ，遺伝子の 5’末端に蛍光標識である

6-FAMを付着させた Scrambled decoyゲル

(Gene design)を塗布し，Microbubble超音波

導入装置（Nepagene）を 30秒間照射し導入

を行った。超音波の出力は、文献から低出力

（0.5W/cm²）と高出力（2.0W/cm²）の二種

類を採用し、未処置の対照群、スクランブル

デコイを溶かしたマイクロバブル溶液を塗

布のみする群との比較を行った。導入 2時間

後と 7日後の歯周組織を採取し，連続凍結切

片を作成したのち、組織学的に評価を行った。

また decoyの導入効率に関しては共焦点蛍光

顕微鏡を用い定量的な評価を行った。 

(2) マウス歯周組織へのNF-kB decoy導入を

Microbubble 超音波導入装置を用いて行い、

歯肉組織の炎症性サイトカインの発現に与

える影響について評価を行った。 
 
４．研究成果 

(1)マウス歯肉組織への核酸医薬導入の効率

について導入効率の良い条件についての調

査を行った。実験結果を以下に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結果をまとめると、対照群と塗布を行っただ

けの群と比べ、マイクロバブル溶液と超音波

装置を併用した群は強い蛍光強度を示した。

また、高出力の超音波で行った群の方が、低



出力の群に比べ、蛍光強度が強かった。また、

結果に対し定量評価を行った結果について

下に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

蛍光強度を定量分析した結果より、対照群と

比べ塗布だけ行った群の蛍光強度に有意差

は、歯肉上皮、歯肉結合組織、歯槽骨どの部

位においても認められなかった。また、全て

の部位において超音波照射群はそうでない

群と比べ有意に蛍光強度が強かった。一方、

歯肉結合組織層においては、低出力群に比べ

高出力群の蛍光強度が有意に強かった。 

以上のことから、歯肉組織へのデコイ導入の

際、マイクロバブル溶液と超音波装置を併用

することが有用であることが分かった。また、

導入効率には超音波の出力が影響すること

が示唆された。 

 

(2)NF-ｋB の歯肉組織への導入とその効果に

ついて検討を行った。(1)で導入効率の良か

った高出力条件で、NF-ｋBデコイの導入を行

い、歯肉組織内の炎症性サイトカインの発現

に対し与える影響を調査した。 

Western blotting の結果を以下に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果より、NK-ｋBデコイ導入群は、対

照群、スクランブルデコイ導入群と比較し、

歯肉組織内の炎症性サイトカインである

IL-1β、IL-6、ICAM-1 量が有意に減少してい

る結果となった。スクランブルデコイ導入群

は、対照群と比較し有意な差は認められなか

った。 

つまり、核酸医薬である NF-ｋB デコイの歯

周組織への導入に、マイクロバブル溶液と超

音波装置を用いることで、短時間で効率的に

導入を行えることが分かった。また NF-ｋB

デコイの導入により、炎症性サイトカインを

減少させることが明らかとなった。以上のこ

とから、唾液に常にさらされる口腔内にとっ

て、マイクロバブル溶液と超音波装置を組み

合わせた導入法が、短時間で効率的に導入を

行える方法であることが示唆された。 
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