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JESEiL

歯周炎によって破壊された歯周組織の再生を導こうとする場合,間葉系組織である歯根

膜,歯槽骨,およびセメン ト質の増殖と,外胚葉系組織である歯肉上皮の接合深部-の増

殖抑制といった発生学的に異なった組織の制御が必要である｡すなわち,上皮細胞の増殖

スピー ドは間葉系細胞のそれと比較して速いため,歯周外科による創傷治癒後の上皮の深

部増殖を抑制することによって,間葉系細胞が再生するための時間的および空間的な場を

捷供することが必須と考えられている｡

トランスフォーミング増殖因子 (transfわrminggrow仇 factor-βI.TGF-β)は,上皮細胞の

増殖を強力に抑制する増殖抑制因子として知られているoTGF-βは,細胞表面に存在する

Ⅰ型のセリン ･スレオニンキナーゼ型受容体 (TGF-βⅠ型受容体)を介 し,細胞内の Smad

を活性化してそのシグナルを伝達する｡Smad2は,cyclin-dependentkinaseの阻害物質であ

るp15およびp21の遺伝子発現を克進させることで,細胞周期のG1期を停止させ細胞の

増殖を抑制することが知られている｡さらにTGF-βは,アポ トーシスの誘導,細胞外マ ト

リックスの産生など多彩な生理作用を有することが知られてお り,近年,TGF-β-Smadシ

グナルは上皮の創傷治癒過程において重要な役割を果たすことが報告されている｡

本研究では歯周組織において Smad2の発現を制御することは歯肉上皮の深行増殖の抑

制に繋がるとの仮説を立て,Smad2による歯肉上皮細胞の表現型の変化,およびそれを制

御するメカニズムを解明することを目的とし,Smad2遺伝子を上皮特異的に過剰発現させ

たマウス口蓋歯肉の上皮細胞における表現型および smad2のリン酸化のシグナル伝達経

路を検討した｡

【材料 .方法】

1.マウス:keratin14プロモーター制御下でsmad2を過剰発現するトランスジェニックマ

ウス (K14-Smad2'':Itoetal,2001)の3-4週齢を実験に用いた0

2.歯肉上皮細胞の分離 ･培養 :K14-Smad2''および野生型マウスの口蓋歯肉から分離した

上皮様細胞 TGおよび WTをそれぞれ培養 し,実験には 1-2継代の細胞を用いた｡ま

た,TGF-β受容体阻害実験には,TGF-βⅠ型受容体阻害物質であるSB431542を 10PM
の分量で用いた｡



3･免疫蛍光染色法:上皮系細胞マーカーのpan-cytokeratin,間葉系細胞マーカーのvimentin,
Smad2,およびリン酸化 Smad2(p-Smad2)の局在を免疫染色して蛍光顕微鏡で検出し
た｡

4.ウェスタンブロット法 :細胞総蛋白を SDS-PAGEにて分画し,Smad2および p-smad2

の蛋白産生量を定量した0

5,細胞増殖能の測定法 :生細胞 の代謝 を測定す る MTS 法 と DNA 複製期 の

Bromodeoxyuridine(BrdU)量を測定するBrdU法を併用して,細胞増殖能を測定した｡

6.スクラッチ後の細胞遊走能:培養皿上に付着した上皮細胞をマイクロピペットの先端に

て剥がし,そのスペースに遊走する細胞の面積を測ることで,細胞遊走能を測定した0

7.アポ トーシス細胞のTUNEL染色 :細胞内の断片化DNAに標識したdUTPを検出し,ア
ポ トーシスを判定した｡

【鯖果】

1.分離 ･培養した上皮様細胞は,cytokeratin陽性でvimentin陰性であったOまた,細胞内に

局在するTGのSmad2とp-Smad2はWTのものより多かった0

2.TGのSmad2とp-smad2量は,WTのものより有意に増加した｡

3.TGの増殖能はWTのものより有意に低下し,遊走能は低下する傾向であったO-方でア

ポ トーシスした細胞数は有意に増加した｡

4.TGのTGF-βⅠ型受容体を阻害すると,p-smad2量は有意に低下した｡

【考察】

TGF-βによる細胞生物学的な作用は,組織特異性があるとされ,間葉系細胞に対しては

細胞増殖を冗進する場合があるが,上皮細胞に対しては多くの場合その細胞増殖を抑制す

ることが知られている｡増殖能に関しては,TGのp-Smad2の産生増加が,p15,p21遺伝

子などの発現を誘導することで細胞周期の G1期を停止させ細胞増殖を抑制した結果,堰

殖細胞数が減少したことが考えられた｡遊走能に関しては,TGの遊走面積が wTと比較

して減少傾向にあったことから,Smad2は歯肉上皮細胞においては細胞遊走を負に調節し

ていることが示唆された｡このことは,K14-Smad2'+マウスの皮膚の創傷治癒遅延に遊走能

の低下が関与することの報告 (Hosokawaetal,2005)と一致していた｡アポトーシスは,

TGではWTと比較して増加していることが示され,上述した増殖細胞数が低下する結果

と合わせて考えると,実際は増殖能の低下とアポトーシスの増加により増殖細胞数が低下

した可能性が考えられた｡また,Smad2の活性化は,TGF-βI型受容体を介したリン酸化

と,他のシグナル伝達系による間接的なリン酸化の経路によって誘導されると考えられる

が,受容体阻害実験結果から,smad2の活性化はTGf■-βⅠ型受容体を介する経路に依存し

ていることが明らかとなったCこのことは,TGF-βの歯肉上皮に対する生物活性を受容体

レベルおよび転写因子レベルで制御できる可能性を示唆する｡

【結論】

マウス口蓋歯肉上皮から分離･培養された歯肉上皮細胞において,Smad2はTGF-βⅠ型受容

体を介して活性化され,増殖および遊走を抑制し,アポトーシスを促進する｡



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

歯周炎によって破壊された歯周組織の再生を導こうとする場合,歯肉上皮の接合深部

-の増殖制御が必要である｡すなわち,上皮細胞の増殖速度は間葉系細胞のものと比較

して速いため,歯周外科による創傷治癒後の上皮の深部増殖を抑制することによって,

間葉系細胞が再生するための時間的および空間的な場を提供することが必須 と考えら
れている｡

トランスフォーミング増殖因子β(transforminggrowthfactor-β :TGF-β)は,上皮細

胞の増殖を強力に抑制する因子 として知 られているoTGF-βは,細胞表面に存在するI

型のセ リン ･スレオニンキナーゼ型受容体であるTGトβ-Ⅰ型受容体を介 し,細胞内のシ
グナル伝達分子であるSmadを活性化 してそのシグナル を伝達す る｡また,近年,

TGF-β-Smadシグナルは上皮の創傷治癒過程において重要な役割を果たすことが 報告 さ
れている｡

本研究では歯周組織においてSmad2の発現を制御することは歯肉上皮の深部増殖の

抑制に繋がるとの仮説を立て,Smad2による歯肉上皮細胞の表現型の変化,およびそれ

を制御するメカニズムを解明することを目的とし,Smad2遺伝子を上皮特異的に過剰発

現 させたマウス口腔粘膜の上皮細胞における表現型およびSmad2の リン酸化のシグナ

ル伝達経路を検討 した｡

申請論文は以下の内容を示すものであった｡

1)Smad2を過剰発現させた歯肉上皮細胞は,野生型のものと比較 して,増殖能は

低下し (p<0.05),遊走能は低下傾向であった｡一方で,アポ トーシス率は増

加 した (p<0.01)0

2)Smad2のリン酸化は,TGF-β-Ⅰ型受容体を介するシグナル伝達経路に依存したO

以上のことから,smad2はTGF-p-Ⅰ型受容体によって活性化 され,歯肉上皮細胞の増
殖および遊走を抑制することが明らかとなった｡このことは,結果的に歯周組織におい

てTGF-βの歯肉上皮に対する生物活性を受容体 レベルおよび転写因子 レベルで制御で
きる可能性を示唆 しているOこうした事実は,Smad2の発現を制御することが歯周組織

再生療法の際に歯肉上皮の深部増殖の抑制に繋がることをも示唆する0

以上に基づき,本申請論文は博士 (歯学)の学位論文として価値があるものと認めた｡




