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第１章	 序	 章 

 

	 薬物性歯肉増殖症（増殖症）はヒダントイン系抗てんかん薬の Phenytoin、

ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の Nifedipine、免疫抑制薬の

Cyclosporine A (CsA)を服用している患者に副作用として起こる歯肉の過形成

である [1, 2]。増殖症の組織学的特徴は上皮脚の伸長およびコラーゲン線維の増

生を伴う歯肉結合組織の肥厚である[3, 4]。増殖症は幅広い年齢層で発症し、口

腔衛生管理が困難になることから齲蝕や歯周炎のリスク因子となる。また、歯

肉腫脹は若年者の永久歯の萌出障害や歯の移動の原因となり、咀嚼機能の低下

や審美障害をきたすことで患者の QOLを著しく低下させ、精神的、身体的な苦

痛となる。 

	 増殖症を引き起こす薬剤のうち、Phenytoin はヒダントイン系抗てんかん薬

で大脳皮質の運動領域に作用し、神経細胞膜上の電位依存性ナトリウムチャネ

ルを遮断して、ナトリウムイオンの細胞内の流入を抑制することで神経細胞膜

を安定化し抗痙攣作用を示す [5, 6]。Nifedipine はジヒドロピリジン系カルシ

ウム拮抗薬で膜電位依存性 L型 Ca2+チャンネルを介する細胞外 Ca2+の 血管平

滑筋及び心筋細胞内への流入を特異的に遮断し，筋原繊維 ATPase の活性化を

阻害することにより筋の機械的収縮を抑制する [7]。CsA は T 細胞に作用し、

細胞質でシクロフィリンと複合体を形成することでカルモジュリンとカルシニ

ューリンの結合を抑制する。カルシニューリンの阻害は nuclear factor of 

activated T cells (NFAT)の脱リン酸化に伴う核内への移行を阻害し、T細胞の

活性および分化にとって重要なインターロイキン 2の転写を抑制する[8]。 

	 高齢化や医療の高度化に伴い、上記薬剤を服用する患者は増加している。現

在臨床で行われる増殖症の治療方法は、医師に照会し増殖症の原因と考えられ

る服用薬剤の変更、あるいは減薬を依頼する。同時に歯周基本治療を行うが、

改善を認めない場合は歯肉切除術へ移行する。これらの治療法は対症療法であ

り、根本的な治療ではない。さらに服用薬剤の変更や減量は患者の全身状態の

維持管理を困難にすることもあり、増殖症治療のための変薬や減薬が行えない
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場合は多い。また、歯肉切除術を行っても増殖症が再発するケースは少なくな

い[9-11]。そのため、変薬や歯肉切除を必要としない、新規治療法の開発が期待

されている。 

	 増殖症のメカニズムが解明されれば、歯肉切除や服用薬剤の変更を必要とし

ない特定の分子を標的とした治療薬の開発や、増殖症が発症する可能性が高い

患者の予測、さらに全身疾患に対する服用薬剤の選択において歯科医師から医

師に提案することが可能となり、医科歯科の連携推進にもつながる。増殖症の

メカニズム解明のためには、ヒトの臨床所見に近い疾患動物モデルの確立が不

可欠である。これまでにビーグル犬、ラビット、ラットの増殖症モデルは報告

があるが	[12-14]、マウスを用いた増殖症モデルの報告は少ない。マウスは全ゲ

ノム塩基配列が明らかにされており、さらにヒトの遺伝子と相同性が高く、遺

伝子機能解析ツールをはじめ、多くの解析に応用可能である。またマウスはラ

イフサイクルが他の実験動物と比較して短く繁殖も容易であり、さまざまな実

験に幅広く応用可能であることから、増殖症動物モデルを作製するにあたり有

用である。 

	 臨床的見地から、増殖症は歯肉辺縁にのみ発症し、口蓋など歯周組織から離

れた部位では発症しない。また、プラークコントロールの改善が増殖症の改善

にとって有効であることが知られている[15]。さらに抜歯により歯肉肥厚が改善

することからも、歯周組織の細菌感染、あるいはそれに伴う炎症が増殖症の発

症に関与していることが予想される。そこで本研究で用いる増殖症マウスモデ

ル作製にあたり最初にマウスに歯周炎を惹起させる必要があると考えた。  

	 オーファン核内受容体 NR4A1は、その機能抑制が特発性肺線維症、全身性強

皮症、肝硬変、慢性腎不全など、様々な線維症マウスモデルの発症に関与して

いることが明らかとなった [16]。NR4A1は生体内リガンドが同定されていない

核内受容体で、その機能は多様で幅広い。線維芽細胞中の NR4A1は TGF-βの

刺激で転写が活性化され、Transforming growth factor-β (TGF-β) シグナル

の負のフィードバック機構を促進することによってコラーゲンの過剰産生を抑

制し、組織の恒常性維持に貢献している。線維症の環境下では線維芽細胞中の
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NR4A1 の機能不全が、TGF-βシグナルの負のフィードバック機構を破綻させ

ることでコラーゲンの過剰産生が維持される。 

	 増殖症は歯肉結合組織の肥厚、コラーゲン線維の蓄積を特徴とすることから

線維症と同様のメカニズムで発症している可能性がある。すなわち、通常の慢

性歯周炎においては炎症性サイトカインである TGF-βが産生され、歯肉結合組

織中の NR4A1 の発現が上昇し、NR4A1 によって TGF-βシグナルの負のフィ

ードバック機構を介して組織の恒常性が維持されているが、増殖症を誘導する

薬剤が NR4A1の機能を抑制することでその負のフィードバック機構が破綻し、

コラーゲンの産生が抑制できず、増殖症が発症していると仮説を立てた。 

	 本研究では増殖症マウスモデルを確立し、そのモデルを用いて NR4A1の増殖

症発症への関与を明らかにすることを目的とした。		
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第２章 薬物性歯肉増殖症モデルマウスの作製 
 
第１節	 概	 要 
	 薬物性歯肉増殖症のメカニズムを解明するために、マウスの増殖症モデルの

開発を目指した。これまでにマウスの歯周炎モデルとして絹糸結紮歯周炎モデ

ルマウスが存在する[17]。本章では絹糸結紮歯周炎モデルマウスに各種薬剤を投
与することによって、臨床所見に類似した増殖症が発症すると仮説を立てた。 
 
第２節	 材料と方法 
第１項	 絹糸結紮歯周炎マウスの作製法と薬剤の投与法 
	 実験にはマウス C57BL/6j (6〜8週齢) (日本クレア、東京) を用いた。動物実
験は広島大学自然科学研究支援開発センター生命化学研究支援分野・ライフサ

イエンス教育研究支援部動物実験施設の実験指針に基づいて行った。以下の各

処置はネンブタールの腹腔内注射による全身麻酔下で無痛的に行った。 
絹糸結紮歯周炎モデルマウスは Abe らの方法に従って作製した[17]。上顎両側
第二臼歯に 5-0絹糸 (アルフレッサ ファーマ、大阪) または 7-0絹糸 (アルフレ
ッサ ファーマ) を結紮し、口蓋側に結び目を設けた。1 週間後、CsA 50 
mg/kg/day (東京化成、東京)、Phenytoin 150 mg/kg/day (和光純薬、大阪)、
Nifedipine 250 mg/kg/day (和光純薬、大阪) をエタノールおよびポリオキシエ
チレン(10)ヒマシ油 (和光純薬) を用いて溶解し、滅菌 PBS で希釈したものを
腹腔内投与した。投与期間は増殖症発症の確認では 4 週間、タイムコースの実
験では 1、2、3、4週間投与した。薬剤投薬中止の影響の検討は 4週間投与した
後、2週間投薬を中止した群、投薬を継続し計 6週間投与した群を設けた。陰性
対照にはエタノールおよびポリオキシエチレン(10)ヒマシ油を滅菌 PBS で希釈
したものを投与した。 
 
第２項	 組織標本作製法 
	 薬剤投与終了後にネンブタール（大日本住友製薬、大阪）を腹腔内注射し、

マウスを全身麻酔下に置き、頸椎脱臼にて安楽死させた。頭部を切断後、上顎

歯肉と上顎骨および歯を一塊として摘出した。組織は 10 %パラホルムアルデヒ
ドに 24時間浸漬し、その後 10 %EDTAで 14日間脱灰した。脱灰後、通法に従
いパラフィンに包埋した。光学顕微鏡標本は頰口蓋側的に歯軸に平行に厚さ 5 
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μmのパラフィン切片を作製した。 
	  
第３項	 ヘマトキシリン・エオジン染色 
	 パラフィン切片はキシレンによる脱パラフィン後、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色（HE染色）を行い、光学顕微鏡 (ECLIPSE E600W、日本光学、東京) で
観察し、同時にデジタル画像をコンピュータ (DS-L3、NIKON、東京) に取り
込んだ。  
 
第４項	 歯肉増殖症の肉眼的評価 
	 増殖症の程度はマウスの第二臼歯周囲の頬側歯肉幅径で評価した。咬合面観

で写真撮影を行い、Imagej (NIH) を用いて頬側歯肉幅を計測し、個体間で変動
の少ない第二臼歯の近遠心的幅径に対する頬側歯肉幅の百分率  (%) を
Gingival Overgrowth Degree (GOD) とした (図 1)。 
 
第５項	 抗菌薬の調整と投与法 
	 抗菌薬は Ampicillin sodium salt 1 g/L (SIGMA ALDRICH、ミズーリ州)、
Metronidazole 1 g/L (SIGMA ALDRICH)、Neomycin trisulfate salt 1 g/L 
(SIGMA ALDRICH)、Vancomycin hydrochloride 0.5 g/L (SIGMA ALDRICH) 
を滅菌精製水に溶解し、飲用水として全実験期間中に投与した[18]。実験スケジ
ュールとして絹糸結紮から 1週間後から CsA 50 mg/kg/dayを 4週間毎日マウ
スに腹腔内投与した。 
 
第３節	 結	 果 
第１項	 薬剤投与による歯肉増殖の評価 
	 肉眼的所見において、無刺激群、絹糸結紮群および CsA単独投与群と比較し、
絹糸結紮後に CsAを投与した群において第二臼歯周囲歯肉の顕著な歯肉増殖を
認めた(図 2 a-d)。また、第二臼歯頬側および口蓋側の歯肉は歯冠の一部を被覆
し、さらに歯の移動と思われる所見も認めた (図 2 d)。GODは絹糸結紮群と比
較して絹糸結紮後 CsAを投与した群で有意な上昇した (図 3 a)。CsA投与開始
時を 0週とした 1週間ごとの GODを比較すると、絹糸結紮 3週間後から 0週
の群と比較して有意差を認めた (図 3 b)。 
	 Phenytoinおよび Nifedipineを投与した群では、絹糸結紮のみの群と比較し
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明らかな歯肉増殖、歯の移動は認めなかった (図 2 c, e, f)。 
 
第２項	 CsA投与群の歯肉の組織学的所見 
	 無刺激群と比較し、CsA のみを投与した群では歯周組織に明らかな変化を認
めなかった (図 4 a, b)。絹糸結紮群では結紮絹糸周囲の歯肉結合組織の破壊、
炎症性細胞浸潤、また軽度の歯肉腫脹が認められた (図 4 c)。絹糸結紮後 CsA
を投与した群はその他の群と比較し顕著な第二臼歯周囲の頬側歯肉の増殖と、

多量の細胞外基質を含む歯肉結合組織の増大を認めた (図 4 d)。また、上皮の著
しい肥厚は認めなかった (図 4 a-d)。強拡像では歯肉結合組織中に明らかな線維
芽細胞数の増加は観察されなかったが、密な線維束が観察された(図 4 e, f)。 
 
第３項	 絹糸の太さが歯肉増殖に及ぼす影響 
	 7-0絹糸結紮群 (図 5 a, b)、5-0絹糸結紮群 (図 5 c, d) 共に CsAを投与する
ことで絹糸結紮群と比較して第二臼歯周囲の明らかな歯肉の肥厚を認めた。し

かし 5-0絹糸結紮後CsAを投与した群では 7-0絹糸結紮後CsAを投与した群と
比較し第二臼歯周囲の頬側歯肉および口蓋側歯肉に高度の肥厚を認め、著明な

歯の移動が観察された。GODは 7-0絹糸結紮後 CsAを投与した群 (図 5 b) と
比較し 5-0絹糸結紮後 CsAを投与した群 (図 5 d) で有意に高かった (図 5 e)。 
 
第４項	 抗菌薬投与が歯肉増殖に及ぼす影響 
	 抗菌薬投与群は抗菌薬非投与群と比較して、肉眼的観察において明らかに歯

肉肥厚を抑制させ、GODを有意に低下させた (図 6 a, b, e)。組織学的観察にお
いて、抗菌薬投与群は歯肉結合組織の増大を抗菌薬非投与群と比較し顕著に抑

制させた (図 6 c, d)。 
 
第５項	 薬剤投与中止が歯肉増殖に及ぼす影響 
	 絹糸結紮後解析時まで CsAの投与を継続した群では結紮絹糸周囲歯肉に高度
な肥厚を認めたが、休薬期間を設けた群では歯肉肥厚の程度は明らかに軽減し

ていた (図 7 a-c)。GODは、CsA投与を継続した群は絹糸結紮群と比較し有意
な上昇を認めたが、休薬期間を設けた群は絹糸結紮群と同程度まで GODが低下
した (図 7 g)。組織学的観察において、解析まで CsAの投与を継続した群で歯
肉結合組織の増大が観察されたが、CsA の休薬期間を設けた群では歯肉結合組
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織の明らかな増大は認めなかった (図 7 d-f)。 
 
第４節	 考	 察 
	 本実験で絹糸結紮歯周炎マウスモデルに Phenytoin、Nifedipine、CsA を投
与し、増殖症の発症を評価したところ、Phenytoin、Nifedipineでは明らかな第
二臼歯周囲の頬側歯肉の肥厚は認められなかったが、CsA 投与群では顕著な歯
肉の肥厚を認めた。Phenytoin、Nifedipineについては、今後動物種やマウスの
系統の変更、あるいは薬剤の投与方法を変更して増殖症が発症する可能性をさ

らに検討する必要がある。 
	 CsA を服用する患者にとって服用薬剤の変更や減薬は臓器移植時の拒絶反応
等の問題から困難な場合が多く、また、歯肉切除術といった外科処置も制限さ

れる。CsA を服用する患者は近年の臓器移植手術の増加に加え、関節リウマチ
やベーチェット病、再生不良性貧血などの自己免疫疾患も CsAの適応症となっ
たことで増加している[19]。したがって今後増加が予想される CsA 誘導性増殖
症患者を、安全かつ根本的に治療、あるいは予防する方法の開発は急務である。

本実験で確立した CsA誘導性増殖症マウスモデルは新規治療法の開発に有用で
あると考える。 
	 第１項の結果において絹糸結紮群および CsA単独投与群では無刺激群と比較
し明らかな変化を認めないが、絹糸結紮後 CsAを腹腔内投与することで、有意
な歯肉肥厚を認めた。また、結紮絹糸の太さは GODに影響を与えた。抗菌薬投
与開始 1 週後のマウスの口腔内を滅菌綿棒で擦過し、好気培養検査および嫌気
培養検査 (血液寒天培地、37℃、24 時間培養) を行うとコロニーはほとんど検
出されなかった。抗菌薬非投与群と比較すると 24時間後のコロニー数は有意に
減少していた（結果非表示）。全実験期間中に抗菌薬投与をおこなうと、解析時

の GODは有意に低下した。これらのことから、増殖症の発症段階において細菌
感染あるいはそれに伴う炎症が関与している可能性が示唆された。これまでに、

CsA は Phenytoin、Nifedipine と比較して歯肉組織中の炎症が強いという報告
がある [20]。これは本実験の結果から、特に CsA誘導性増殖症モデルに絹糸結
紮による細菌感染の誘導が必須であることと一致している。さらに、増殖症発

症後、CsAの投与を中止することで肉眼的所見、GOD、組織学的所見において
歯肉肥厚の程度は明らかに抑制された。このことから、増殖症を維持させるた

めには CsAの継続投与が重要であることが示唆される。 
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	 以上のことから、本研究で作製した CsA誘導性増殖症モデルマウスは、実際
の臨床所見に近い高度な歯肉肥厚を示し、増殖症のメカニズム解明に有用な動

物モデルであると考える。 
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第３章	 カルシニューリン阻害作用と薬物性歯肉増殖症の関与の検討 
 

第１節	 概	 要	  

	 CsAと FK506は免疫抑制薬のうちカルシニューリン阻害薬に分類され、臓器

移植時の拒絶反応予防に用いられる [21, 22]. 

 これらの薬剤はカルシニューリンの活性を抑制することで nuclear factor of 

activated T cells (NFAT)の脱リン酸化および核内への移行を阻害し、T細胞の

活性および分化にとって重要なインターロイキン 2 (IL-2)の転写を抑制する 

[23]。 CsA は副作用として細胞外基質の蓄積を主体とした歯肉増殖を示す 

[24-27]。 

	 これまでに、腎臓においてカルシニューリンをノックアウトさせたマウスで

細胞外マトリックスの構成成分であるフィブロネクチンと TGF-βの発現が上

昇するという報告がある [28]。そこで、CsAのカルシニューリン阻害作用、も

しくは免疫抑制作用が増殖症発症に関与しているか検討するため、同じカルシ

ニューリン阻害作用を持つ FK506と、カルシニューリン阻害薬と異なり核酸合

成阻害作用を有し、T 細胞の増殖を抑制することで免疫抑制効果を示す免疫抑

制薬Mizoribineを用いて歯肉増殖について検討した。 

 

第２節	 材料と方法 

第１項	 薬剤の調整と投与法 
	 免疫抑制薬としてCsAとFK506 (東京化成)、およびMizoribine (和光純薬) を
使用した。 
	 実験には第２章と同様、上顎両側第二臼歯を使用した。5-0絹糸を結紮し、口
蓋側に結び目を設けた。1週間後、CsA 50 mg/kg/day (CsA投与群)、FK506 30 
mg/kg/day (FK506投与群)、Mizoribine 30 mg/kg/day (Mizoribine投与群) を
エタノールおよびポリオキシエチレン(10)ヒマシ油を用いて溶解し、滅菌 PBS
で希釈したものを注射液とし、4週間毎日腹腔内に投与した。陰性対照群にはエ
タノールおよびポリオキシエチレン(10)ヒマシ油を滅菌 PBS で希釈したものを
投与した。 
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第２項	 組織標本作製法 
	 実験開始 5週間後のマウスの上顎歯肉と上顎骨および歯をパラフィン包埋し、
切片を作製した。（第２章、第２節参照） 
	  
第３項	 ヘマトキシリン・エオジン染色 
	 パラフィン切片はキシレンによる脱パラフィン後、ヘマトキシリン・エオジ

ン染色（HE染色）を行った。（第２章、第２節参照） 
 
第４項	 歯肉増殖症の肉眼的評価 
	 組織の定量は Gingival Overgrowth Degree (GOD) で評価した。（第２章、第
２節参照） 
 
第３節	 結	 果 
第１項	 上顎第二臼歯周囲歯肉の咬合面観の肉眼所見 
	 絹糸結紮群と比較し、CsA 投与群 (50 mg/kg/day)、FK506 投与群 (30 
mg/kg/day) で上顎第二臼歯周囲頬側歯肉の顕著な肥厚を認めた (図 8 a, b)。両
者とも肥厚した歯肉は第二臼歯の歯冠の一部を被覆し、歯の移動を認めた。

Mizoribine 投与群では対照の絹糸結紮群と比較し明らかな変化を認めなかった 
(図 8 c)。 
 
第２項	 Gingival Overgrowth Degreeによる評価 
	 絹糸結紮群と比較し、CsA投与群、FK506投与群で有意な GODの上昇を認
めたが、Mizoribine投与群では有意な変化を認めなかった (図 8 d)。 
 
第３項	 組織学的所見 
	 上顎第二臼歯周囲の HE染色像において、CsA投与群 (図 9 a) および FK506
投与群 (図 9 b) で著明な歯肉組織の過形成と、多量の細胞外基質を含む歯肉結
合組織の増大を認めた。上皮には明らかな肥厚を認めなかった。絹糸周囲歯肉

の炎症性細胞浸潤は軽度であった。Mizoribine投与群 (図 9 c) においても同部
位の炎症性細胞浸潤は軽度であったが、明らかな歯肉結合組織の増大は認めな

かった。 
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第４節	 考	 察 
	 絹糸結紮後カルシニューリン阻害薬である CsA と FK506 を投与した群にお
いて歯肉が増殖し、Mizoribine 投与群では歯肉は増殖しなかった。組織学的観
察で CsA 投与群及び FK506 投与群は同様に歯肉結合組織の増大を認めたが
Mizoribine 投与群では明らかな変化は認めなかった。歯肉結合組織中の炎症性
細胞浸潤はMizoribine投与群でも CsA投与群、FK506投与群と同様に絹糸結
紮のみの群と比較し軽度であったことから、免疫抑制作用は歯周組織に影響を

与えていることが示唆される。すなわち、歯周組織に対する免疫抑制作用では

なく、カルシニューリン阻害作用が歯肉の増殖に関与していることが示唆され

た。本実験において、FK506群で CsA投与群と同様の顕著な歯肉の肥厚を認め
た。しかし過去にヒトおよび動物実験ともに、FK506投与によって増殖症が発
症したという報告は少ない[29-33]。本実験で歯肉の増殖を誘導するために使用
した FK506 30 mg/kg/dayの濃度は、マウスに免疫抑制効果を示す濃度と比較
して極めて高濃度であり、このことは臨床において FK506の副作用として増殖
症の報告が少ないことと整合している[34, 35]。カルシニューリンは細胞質でカ
ルモジュリンと結合することで nuclear factor of activated T cells (NFAT) を
はじめ種々の基質の脱リン酸化に伴う核内移行を促進するフォスファターゼで

ある。本章の実験結果は CsA、あるいは FK506は歯肉結合組織、特に歯肉線維
芽細胞のカルシニューリンを阻害し、それ以降のシグナルを制御することが増

殖症の発症に関与していることを示唆する。過去の報告では CsA あるいは
FK506の投与によって腎臓において線維化に関与するコラーゲン、フィブロネ
クチン、MMP2、MMP9、TIMP2、TIMP9 の発現が上昇することが示めされ
ている [36]。本章の実験結果から、カルシニューリン阻害作用が上記のタンパ
ク発現の制御に関与している可能性がある。 
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第４章	 疾患モデルマウスを使用した CsAによる歯肉増殖誘導メカニズムの解
明 
 
第１節	 概	 要	  

	 NR4A1 は生体内リガンドが同定されていないオーファン核内受容体であり、

TGF-βの標的遺伝子として種々の遺伝子の転写を活性させることが知られて

いる [37, 38]。一方で NR4A1は TGF-βシグナルの負のフィードバック機構を

制御することでコラーゲンの過剰産生を抑制し、組織の恒常性維持に貢献して

いる [16]。線維症では線維芽細胞中の NR4A1 の発現が減少しており、TGF-

βシグナルの負のフィードバック機構が破綻することでコラーゲンの過剰産生

が持続し、線維症が発症することが報告されている [16]。 

	 そこで、カルシニューリン阻害薬である CsAが NR4A1の転写を抑制するこ

とで、TGF-βの負のフィードバック機構を破綻させ、コラーゲンの過剰産生を

維持し歯肉を増殖させると仮説を立てて、実験を行った。 

 

第２節	 材料と方法 

第１項	 歯肉組織調整法 
	 実験には第２章と同様に上顎両側第二臼歯を使用した。5-0絹糸を結紮し、口
蓋側に結び目を設けた。1週間後、CsA 50 mg/kg/day をエタノールおよびポリ
オキシエチレン(10)ヒマシ油を用いて溶解し、滅菌 PBS で希釈したものを注射
液とし、4週間毎日腹腔内に投与した。陰性対照群としてエタノールおよびポリ
オキシエチレン(10)ヒマシ油を滅菌 PBSで希釈したものを投与した。 
実験開始から 1、2、5 週間後の組織を回収し、口蓋側の歯肉を上顎骨から剥離
した。組織は RNAlaterTM (SIGMA) 中で保存した。 
 
第２項	 RT-PCR法 
	 組織中の総 RNAは RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit (50) (QIAGEN、オラ
ンダ) を用いて抽出した。総 RNA抽出後、ReverTra Ace -α-® (東洋紡、大阪)、
T100サーマルサイクラー (BIORAD、カリフォルニア州) を用いて逆転写し、
cDNAを精製した。cDNA精製後、Quick Taq® HS DyeMix (東洋紡、大阪)、T100
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サーマルサイクラー (BIORAD) を用いて PCR を行った。精製した PCR 産物
を、エチジウムブロマイド 0.5 μg/mlを添加した 1.5 %アガロースゲルで電気
泳動した。電気泳動後、ChemiDocTM XRS+ with Image LabTM Software 
(BIORAD) でバンドを撮影、定量した。 
PCRに使用したプライマーはSigma aldrichから購入したものを用いた (表1)。 
 
第３項	 組織標本作製法 
	 実験開始 1、2および 5週間後のマウスの上顎歯肉と上顎骨および歯をパラフ
ィン包埋し、切片を作製した (第２章、第２節参照)。 
 
第４項	 免疫組織化学染色 
	 パラフィン切片を脱パラフィン後、蒸留水で洗浄した後、マイクロウェーブ

法で抗原の賦活化を行い (500 w、5分間、ER-120、TOSHIBA、東京) 、さら
に 3 %過酸化水素水処理で内因性ペルオキシダーゼを賦活化した。PBS (0.05M, 
pH7.6) に Tween20 を添加したもの (PBS-T) を洗浄液に使用した。一次抗体
として Anti-mouse Anti-TGF-β(1, 2, 3) (R & D systems、ミネソタ州) を用い
た。実験方法は VECTASTAIN ABC システム、Mouse on Mouse (M.O.M) 
Immunodetection Kit (Vector Laboratories、カリフォルニア州) の手順書に従
った。洗浄液で 10分間洗浄後、発色は 3, 3’−ジアミノベンジジン (DAB、DAKO、
東京)を用いた。発色後、ヘマトキシリンで対比染色を行い、光学顕微鏡下で観
察した。陰性対照群は一次抗体を作用せず染色を行った。 

 
第５項	 蛍光免疫染色法 
	 パラフィン切片を脱パラフィン後、蒸留水で洗浄した後、マイクロウェーブ

法で抗原の不活化を行った (500 w、5分間)。ブロッキングにはウサギ血清を使
用した。PBS-T を洗浄液に使用した。一次抗体として Anti-Smad2 (phospho 
S255) antibody [EPR2856(N)] (Rabbit monoclonal to Smad2、Abcam、東京)、
Anti-NUR77 antibody (Rabbit polyclonal to NUR77、Abcam) をそれぞれ 4℃
にて 8時間反応させた。洗浄液で 10分間洗浄した後、遮光下で二次抗体として
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488、Abcam) を 4℃で 2時間反応
させた。核の染色のために CellstainR DAPI solution (同仁化学研究所、熊本) を
20 分間反応させ、蛍光顕微鏡  (Zeiss LSM 510 laser scanning confocal 
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microscope、Zeiss Microimaging, Inc.、ドイツ) 下で観察した。蛍光染色の蛍
光強度の評価は Imagejを用いて定量した。 
 
 
第６項	 アザン染色 
	 パラフィン切片を脱パラフィン後、蒸留水で洗浄した後、室温でアゾカルミ

ン G (ナカライテスク、京都) で 30分間媒染した。アニリンエタノールと 1 %
酢酸エタノールで洗浄した後、5 %リンタングステン酸 (ナカライテスク) 水溶
液で 60分間浸漬した。さらにアニリンブルー・オレンジ G (ナカライテスク) 混
合液に切片を浸漬して染色し、光学顕微鏡下で観察した。アザン染色の青色の

染色強度の評価は Imagejを用いて定量した。 
 
第７項	 Cytosporone Bの調整と投与法 
	 Cytosporone B (10 mg/kg、SIGMA)をエタノールおよびコーンオイル (和光
純薬) を用いて溶解し、滅菌 PBSを用いて希釈したものを実験開始時から 2週
間 48時間間隔で腹腔内投与した。 

 
第８項	 歯肉増殖症の肉眼的評価 
	 歯肉肥厚の程度は GODで評価した (第２章、第２節参照)。 

 
第３節	 結	 果 
第１項	 絹糸結紮の影響 
	 1 週間の絹糸結紮は歯肉結合組織中の Tgfb、Col1、Pai1、Nr4a1 の mRNA
発現を無刺激群と比較して有意に上昇させた (図 10 a, b、図 13 a-c)。 
	 絹糸結紮群の歯肉結合組織中の TGF-βの発現は、免疫組織化学で細胞外基質
中に認められ、その発現は無刺激群と比較して明らかな増加を認めた (図 11 a, 
b)。 
	 また、絹糸結紮群において歯肉結合組織中の Smad2のリン酸化は、無刺激群
と比較して有意に促進した (図 12 a, b)。 
 
第２項	 Cyclosporine A投与による歯肉組織中の TGF-β標的分子のmRNA発

現の変化 
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1. Cyclosporine A投与開始 4週間後の所見 
	 絹糸結紮 1週間後から CsAを 4週間投与した群では絹糸結紮のみの群と比較
し Col1で有意な発現の上昇、Pai1で上昇傾向を認めた (図 14 b, c) が、Nr4a1
は明らかな変化を認めなかった (図 14 a)。またアザン染色では無刺激群、絹糸
結紮群と比較し、絹糸結紮後 CsAを投与した群で有意なコラーゲンの蓄積を認
めた (図 15 a-d)。 
2. Cyclosporine A投与開始 1週間後の所見 
	 CsA 投与による NR4A1 の発現への影響を検討するため、絹糸結紮 1 週間後
から CsAを 1週間投与した組織について mRNA発現とタンパク発現を解析し
た。Nr4a1の mRNA発現は無刺激群と比較し絹糸結紮群で有意に上昇したが、
CsA投与群では発現は上昇しなかった (図 16 a, b)。蛍光免疫染色で第二臼歯周
囲の歯肉を観察すると、歯肉結合組織中の NR4A1は絹糸結紮群では細胞質、核
内ともに強い発現を認めたが、CsA 投与群では発現の有意な減少と核内への移
行の抑制が観察された (図 17 a, b)。 
 
第３項	 Cytosporone B投与による歯肉増殖と NR4A1の関与の検討 
	 マウスに 2週間 48時間間隔で Cytosporone B (10 mg/kg) を腹腔内投与する
と、CsAによるNr4a1のmRNA発現の減少は抑制された (図 18)。Cytosporone 
B (10 mg/kg) 投与群では、CsAによる第二臼歯周囲歯肉の顕著な肥厚は認めな
かった (図 19 b)。また GODは Cytosporone B投与群で有意に抑制された (図
19 c)。 
 
第４節	 考	 察 
 
	 NR4A1 は細胞への刺激に対し速やかに応答する最初期遺伝子として知られ

ている (Cell Signaling Technology PhosphoSitePlusから引用)。最初期遺伝子

とは、シグナルが細胞内へ伝わると、既に細胞内に存在する因子のみを用いて

速やかに、かつ一過性に転写が引き起こされる遺伝子群の総称である。過去の

報告では最初期遺伝子の転写開始機構として、電位依存性カルシウムイオンチ

ャネルを介して細胞外から流入したカルシウムイオンがカルシウム・カルモジ

ュリン依存性キナーゼ経路を活性化させ、カルシウム依存性フォスファターゼ
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であるカルシニューリンの脱リン酸化活性によるものが示唆されている [39, 

40]。 
	 本実験で、マウスの歯周組織に絹糸結紮による炎症を惹起させると TGF-βの
mRNA発現の上昇と歯肉結合組織中のタンパク発現の上昇を認めた。これまで
に歯周組織に炎症が起きると炎症周囲の上皮細胞、線維芽細胞、血小板あるい

は免疫担当細胞がTGF-βを産生することが知られている [41]。このことから、
本研究で作製した CsA誘導性増殖症マウスモデルにおいて、絹糸結紮で誘導ま
たは活性化された上記の細胞が TGF-βを産生している可能性がある。また、歯
肉結合組織中の Smad2のリン酸化は上昇していた。このことは、炎症によって
発現が上昇した TGF-βが細胞内にシグナルを入力したことを意味する。さらに、
絹糸結紮 2 週間まで TGF-βの標的遺伝子である Pai1, Col1 そして Nr4a1 の
mRNA 発現が無刺激群と比較して一過性に上昇するが、5 週間では無刺激群と
同程度まで減少していた。過去の報告では一過性に発現が上昇した NR4A1 は
TGF-βの負のフィードバック機構を促進し、活性化した TGF-βシグナルを抑
制して組織の恒常性を維持する [16]。絹糸結紮歯周炎モデルマウスの歯肉組織
でも、一過性に上昇した Nr4a1 が TGF-βの負のフィードバック機構を促進す
ることで Col1や Pai1といった遺伝子発現を制御していることが示唆される。 
	 絹糸結紮 1週間後に CsAをマウスに腹腔内投与すると、投与 4週間目 (増殖
症発症後) では、TGF-β標的遺伝子である Col1、Pai1 の発現上昇を維持し、
歯肉結合組織中のコラーゲンの蓄積を促進した。一方で NR4A1の発現は無刺激
群、絹糸結紮群と比較して変化は認められなかった。また、増殖症発症前段階

である CsA投与開始 1週間後の歯肉組織中の Nr4a1のmRNA発現は、CsA投
与群では絹糸結紮群と比較して抑制されていた。タンパクレベルでも、組織学

的観察でマウスの歯肉結合組織中で NR4A1の発現量に同様の傾向を認めた。す
なわち、CsAが絹糸結紮によるNr4a1のmRNAの発現上昇を抑制することで、
TGF-βの負のフィードバック機構が破綻し、以降の TGF-βシグナルが過剰と
なり、歯肉結合組織中のコラーゲンの過剰な蓄積が生じて増殖症が発症するこ

とが示唆された。さらに、CsA 投与は歯肉結合組織中の NR4A1 の核内への移
行を抑制していた。NR4A1が機能するためには NR4A1が核内へ移行する必要
がある。過去の報告によれば、NR4A1 の機能抑制は HDAC を介したエピジェ
ネティックなサイレンシング、または Akt を介した NR4A1 のリン酸化が関与
している [16, 42, 43]。本増殖症モデルにおいても CsAが NR4A1のリン酸化を
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促進し、核内への移行を抑制することで NR4A1の機能を制御している可能性も
ある。 
	 Cytosporone BはNR4A1のアゴニストでありNR4A1のリガンド結合ドメイ
ンに結合することで自身のmRNA発現も上昇させる[44]。さらに Cytosporone 
B は過去に肺線維症モデルマウスや全身性強皮症マウスにおいて線維化を抑制
する効果が示唆されている [16]。本研究でマウスに 2 週間 48 時間間隔で
Cytosporone Bを腹腔内投与すると、予想されたように歯肉結合組織中のNr4a1
の mRNA発現は CsA投与群と比較して上昇した。さらに、CsA誘導性増殖症
モデルマウスに Cytosporone Bを投与すると GODは有意に抑制された。この
ことからも、本実験で確立した CsA誘導性増殖症モデルの発症早期に歯肉組織
中の NR4A1 発現を抑制することが増殖症の発症において重要であることが示
唆された。Cytosporone B は糖新生やがん細胞のアポトーシスに影響を与える
など、全身への影響が重篤であることから[45-47]、増殖症の治療薬として使用
することは現時点で適切ではない。本研究で明らかになったメカニズムを踏ま

え、今後既に臨床応用されている薬剤から、NR4A1の発現を上昇させる薬剤を
探索することでより理想的な増殖症治療薬の開発が可能となると考えられる。 
	 本研究から得られた結果からさらに詳細なメカニズムが解明されれば、CsA
だけでなく PhenytoinやNifedipineが誘導する増殖症のメカニズム解明につな
がると考えられる。Nifedipineが NFATの核内移行を抑制することや、Nr4a1
の転写を抑制することが知られている[48, 49]。したがって、本研究と同様のメ
カニズムで他の薬剤でも増殖症が発症している可能性がある。さらに臨床的に

は増殖症を発症しやすい患者の予測や患者の遺伝的背景に応じた投薬内容の決

定について治療前に医科歯科の連携を行うことが可能となり、安全性が高く患

者にとって負担の少ない医療の提供に貢献できると考える。 
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第 5章	 総	 括 
 
	 薬物性歯肉増殖症の分子メカニズム解明のために、1. 増殖症マウスモデルの

作製、2. カルシニューリン阻害作用が増殖症の発症に与える影響の解析、3. CsA

誘導性増殖症マウスモデルを用いた NR4A1 に着目した増殖症のメカニズム解

明の実験を行った結果を以下にまとめる。 

 

1. 増殖症マウスモデルの作製 

1) 絹糸結紮マウスモデルに CsAを 4週間毎日腹腔内投与することで、絹糸周

囲に顕著な歯肉肥厚を認めた。 

2) Phenytoinおよび Nifedipine投与では増殖症は発症しなかった。 

3) 組織学的所見において、絹糸周囲の歯肉結合組織中のコラーゲン線維の蓄

積を伴う歯肉の増殖を認めた。 

4) 絹糸の太さが増殖症の程度に影響を与えた。 

5) 抗菌薬を投与して歯周炎を抑制すると、増殖症の程度も抑制された。 

6) CsAの投与を中止すると、増殖症の程度は改善した。 

 

2. カルシニューリン阻害作用が増殖症の発症に与える影響の解析 

1) FK506投与で増殖症は発症し、Mizoribineでは増殖症は発症しなかった。 

2) 組織学的所見で、FK506投与マウスで CsA誘導性増殖症モデルマウスと同

様の所見を認めた。 

 

3. CsA誘導性増殖症マウスモデルを用いた NR4A1に着目した増殖症のメカニ

ズム解明 

1) 絹糸結紮1週間後の歯肉組織中のTGF-βは無刺激群と比較しmRNA発現、

タンパク発現ともに統計学的に有意に増加した。またその標的遺伝子の

Nr4a1, Pai1, Col1は無刺激群と比較し統計学的に有意に増加した。 

2) 絹糸結紮1週間後のSmad2のリン酸化は無刺激群と比較し統計学的に有意

に増加した。 
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3) 絹糸結紮後 4週間CsAを投与した組織では絹糸結紮のみの群と比較しPai1
および Col1のmRNA発現が統計学的に有意な上昇を維持した。 

4) 絹糸結紮後 1 週間 CsA を投与した組織では絹糸結紮のみの群と比較し

Nr4a1のmRNA発現が統計学的に有意に抑制された。また、歯肉結合組織

中の NR4A1 のタンパク発現は絹糸結紮群と比較し統計学的有意に抑制さ

れ、さらに核内への移行が抑制された。 

5) 絹糸結紮時から Cytosporone-Bを腹腔内投与すると、歯肉組織中の Nr4a1
のmRNA発現は上昇した。また、Cytosporone Bは CsA投与開始 4週後

の GODを統計学的に有意に抑制させた。 

 

	 本研究の結果から、歯周炎存在下で CsAを投与することによって増殖症が発

症する CsA誘導性増殖症モデルマウスを確立した。このマウスモデルを用いて

CsA のカルシニューリン阻害作用が歯肉増殖症の発症において重要であること

を示した。さらに、CsAが歯肉組織中の NR4A1の発現を抑制し TGF-βのネガ

ティブフィードバック機構を破綻させ、コラーゲンの過剰産生を維持させ、歯

肉増殖症を発症させていることを示唆した。 
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図 1. 歯肉組織の定量法 
増殖症の程度は頬側歯肉幅の個体間で変動の少ない上顎第二臼歯の近遠心的幅径に対す

るパーセントを、Gingival Overgrowth Degree (GOD) とした (n=8)。計測には Imagej
を用いた。 

Gingival Overgrowth Degree 
(GOD) 上顎第二臼歯の近遠心的副径 (A) 

頬側歯肉幅 (B) 
×100 = 



 
 

 
 

 
 

 

 

図 2. 薬剤投与による歯肉増殖の評価 (上顎第二臼歯の咬合面観) 
無刺激群 (a)、CsA 単独投与群 (b) 及び絹糸結紮群 (c)と比較し、絹糸結紮後に CsA を
投与した群 (d) において第二臼歯周囲歯肉の顕著な増殖を認めた。Phenytoin (e) 及び
Nifedipine (f) を投与した群では、絹糸結紮群と比較し明らかな歯肉増殖を認めなかっ
た。(n=8） 
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図 3. GODによる増殖症の評価 
a. 図 2 a-e	  GODは絹糸結紮群と比較して絹糸結紮後 CsAを投与した群で有意に上昇
した。 (Student’s t-test **:p<0.01) (n=8) 
b. CsA投与開始時を 0週とした 1週毎のタイムコースを示す。CsA投与開始時を 0週と
した 1 週間ごとの GOD を比較すると、絹糸結紮 3 週間後から 0 週の群と比較して有意
差を認めた。 (多重比較検定 **:p<0.01) (n=8) 
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Bar=250 µm 

図 4. CsA投与群の歯肉の組織学的所見 (HE染色、前頭断) 
a. 無刺激群	 b. CsA単独投与群	 c. 絹糸結紮群	 d. 絹糸結紮後 CsAを投与した群 
a-dは 100倍。eは cの強拡像 (200倍)。fは dの強拡像 (200倍)。 
絹糸結紮後 CsAを投与することによってその他の群 (a-e) と比較し顕著な第二臼歯周囲
の頬側歯肉の過形成と、多量の細胞外基質を含む歯肉結合組織の増大を認めた。(n=8) 
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e. f.



7-0 絹糸結紮群 

5-0 絹糸結紮群 

図 5. 絹糸の太さが歯肉増殖に及ぼす影響 
aと bは 7-0絹糸結紮。cと dは 5-0絹糸結紮。bと dは絹糸結紮後 CsAを投与した。 
絹糸結紮後 CsAを投与することでその他の群と比較し顕著な第二臼歯周囲の頬側の歯肉
増殖を認めた。GODは 7-0絹糸結紮後 CsAを投与した群 (b) と比較し 5-0絹糸結紮後
CsAを投与した群 (d) で有意に高かった (e)。  (Student’s t-test **:p<0.01) (n=8) 
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図 6. 抗菌薬投与が歯肉増殖に及ぼす影響 
a. 絹糸結紮後に CsAを投与	 b. 抗菌薬投与下で絹糸結紮後 CsAを投与 
cと dは aと bのそれぞれの組織像 (HE染色、100倍)。 
抗菌薬非投与群 (a) と比較して、抗菌薬投与群 (b) は肉眼的観察において明らかに歯肉
肥厚を抑制させ、GODを有意に低下させた (e)。組織学的観察において、抗菌薬投与群 (d) 
は歯肉結合組織の増大を抗菌薬非投与群 (c) と比較し顕著に抑制させた。 
(Student’s t-test **:p<0.01) (n=8) 
 

c. d.

e.

a. b.



Bar=250 µm 

   
   

0 

20 

40 

60 

80 

Control CsA CsA withdrawal 

G
O

D
	

**:p<0.01 

** ** 

図 7. 薬剤投与中止が歯肉増殖に及ぼす影響 
a. 絹糸結紮群	 b. 絹糸結紮後解析まで CsAの投与を継続した群	 c. 休薬期間を設けた
群	 d-fはそれぞれの組織像 (HE染色、100倍)。 
絹糸結紮後解析時までCsAの投与を継続した群 (b) では結紮絹糸周囲歯肉に高度な肥厚
を認めたが、休薬期間を設けた群 (c) では歯肉肥厚の程度は明らかに軽減していた。
GODは、CsA投与を継続した群は絹糸結紮群と比較し有意な上昇を認めたが、休薬期間
を設けた群は絹糸結紮群と同程度まで GODが低下した (g)。組織学的観察において、解
析まで CsAの投与を継続した群で歯肉結合組織の増大が観察されたが、CsAの休薬期間
を設けた群では歯肉結合組織の明らかな増大は認めなかった (d-f)。 
(多重比較検定 **:p<0.01) (n=8) 
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図 8. カルシニューリン阻害薬が歯肉増殖に及ぼす影響の検討 (肉眼的所見) 
a. 絹糸結紮後 CsA を投与した群	 b. 絹糸結紮後 FK506 を投与した群	 c. 絹糸結紮後
Mizoribineを投与した群 
絹糸結紮群と比較し、CsA投与群 (a)、FK506投与群 (b) で上顎第二臼歯周囲頬側の歯
肉増殖を認めた。両者とも増殖した歯肉は第二臼歯の歯冠の一部を被覆した。Mizoribine
投与群 (c) では対照群の絹糸結紮群と比較し明らかな変化を認めなかった。 
GODは CsA投与群、FK506投与群と比較しMizoribine投与群で有意に低下した (d)。 
(多重比較検定 **:p<0.01) (n=8) 
 

d.c.

a. b.



Bar=250 µm 

a. 

b. 

図 9. カルシニューリン阻害薬が増殖症に及ぼす影響の検討 (組織学的所見) 
a. 絹糸結紮後 CsA を投与した群	 b. 絹糸結紮後 FK506 を投与した群	 c. 絹糸結紮後
Mizoribineを投与した群。左は 100倍、右は強拡像 (200倍)。 
上顎第二臼歯周囲の HE染色像において、CsA投与群 (a) および FK506投与群 (b) で
著明な歯肉の過形成と、多量の細胞外基質を含む歯肉結合組織の増大を認めた。上皮は

明らかな肥厚を認めなかった。強拡像で絹糸周囲歯肉の炎症性細胞浸潤は軽度であった。

Mizoribine投与群 (c) においても同部位の炎症性細胞浸潤は軽度であったが、明らかな
歯肉結合組織の増大は認めなかった。(n=8) 
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図 10. 絹糸結紮の影響 (Tgfb のmRNA発現) 
a. TgfbのmRNA発現をバンドで示す。 
b. a.で得た結果を定量化し、グラフにした結果を示す。 
1 週間の絹糸結紮は歯肉結合組織中の Tgfb の mRNA 発現を無刺激群と比較して有意に
上昇させた (a, b)。 
(Student’s t-test **:p<0.01) (n=4) 
 

a.

b.



図 11. 絹糸結紮の影響 (TGF-βの発現) 
a. 無刺激群の TGF-βの発現	 b. 絹糸結紮群の TGF-βの発現 
cと dはそれぞれ一次抗体を作用させていない aと bの陰性対照群 (400倍)。 
絹糸結紮群 (b) の歯肉結合組織中の TGF-βの発現は免疫組織化学で細胞外基質中に認
められ、その発現は無刺激群 (a) と比較して明らかな増加を認めた。(n=8) 
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図 12. 絹糸結紮の影響 (pSmad2の発現) 
a. 無刺激群と絹糸結紮群の pSmad2の発現	 b. aで得た蛍光強度を定量化しグラフを作
成した。 
絹糸結紮群において歯肉結合組織中の Smad2のリン酸化は、無刺激群と比較して有意な
発現上昇を認めた。(Student’s t-test **:p<0.01) (n=8) 
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図 13. 絹糸結紮の影響 (Nr4a1、Col1、Pai1のmRNA発現) 
a. Nr4a1のmRNA発現	 b. Col1のmRNA発現	 c. Pai1のmRNA発現 
1 週間の絹糸結紮は歯肉結合組織中の Nr4a1、Col1、Pai1 の mRNA 発現を無刺激群と
比較して有意に上昇させた (a-c)。 
(Student’s t-test *:p<0.05) (n=4) 
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図 14. Cyclosporine A投与開始 4週間後の所見 (Nr4a1、Col1、Pai1のmRNA発現) 
a. Nr4a1のmRNA発現	 b. Col1のmRNA発現	 c. Pai1のmRNA発現 
絹糸結紮後CsAを 4週間投与した群では絹糸結紮のみの群と比較しCol1 (b) で有意な発
現の上昇、Pai1 (c) で上昇傾向を認めたが、Nr4a1 (a) は明らかな変化を認めなかった。 
(多重比較検定 *:p<0.05) (n=4) 
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図 15. アザン染色によるコラーゲン蓄積の評価 
a. 無刺激群	 b. 絹糸結紮群	 c. 絹糸結紮ご CsAを 4週間投与した群 
d. 青色の染色強度を Imagejで定量しグラフにした結果を示す。 
無刺激群 (a)、絹糸結紮群 (b) と比較し、絹糸結紮後 CsAを投与した群 (c) で有意なコ
ラーゲンの蓄積を認めた。 
(多重比較検定 *:p<0.05) (n=8) 
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図 16. Cyclosporine A投与開始 1週間後の所見 
a. Nr4a1のmRNA発現をバンドで示す。 
b. aで得た結果を定量化し、グラフにした結果を示す。 
Nr4a1のmRNA発現は無刺激群と比較し絹糸結紮群で有意に上昇したが、CsA投与群
では発現上昇を認めなかった (a, b) 
(多重比較検定 **:p<0.01) (n=4) 
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図 17. CsA投与によるNR4A1の発現への影響 
a. 絹糸結紮群と絹糸結紮後CsAを投与した群のNR4A1の発現	 b. aで得た蛍光強度を
定量化しグラフを作成した。 

蛍光免疫染色で第二臼歯周囲の歯肉を観察すると、歯肉結合組織中のNR4A1は絹糸結紮
群では細胞質、核内ともに強い発現を認めたが、CsA 投与群では発現の有意な減少と核
内への移行の抑制が観察された (a, b)。 (Student’s t-test **:p<0.01) (n=8） 
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図 18. Cytosporone B投与による歯肉増殖と NR4A1の関与の検討 
マウスに 2週間 48時間間隔で Cytosporone B (10 mg/kg) を腹腔内投与すると、歯肉組
織中の CsAによる Nr4a1のmRNA発現の減少は抑制された。(n=4) 
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図 19. Cytosporone B投与による歯肉増殖と NR4A1の関与の検討 
a. 絹糸結紮後 CsAを投与した群	 b. Cytosporone B投与下で絹糸結紮後 CsAを投与し
た群 
Cytosporone B (10 mg/kg) 投与群では、CsAによる第二臼歯周囲歯肉の顕著な肥厚は認
めなかった (b)。また GODは Cytosporone B投与群で有意に抑制された (c)。 
(Student’s t-test *:p<0.05) (n=8) 
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図 20. 
a. 絹糸結紮時の生理的な組織反応における TGF-βシグナルの概念図 
b. CsA誘導性増殖症における TGF-βシグナルの概念図 

表 1.	 Sense primers and antisense primers for RT-PCR 
 

a. b.

Gapdh Forward CCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG 
Reverse TGTTGCTGTAGCCGTATTCATTGT 

Tgfb Forward GACCGCAACAACGCCATCTAT 
Reverse CGAAAGCCCTGTATTCCGTCTC 

Col1 
 

Forward CCGAGGTATGCTTGATCTGTATCTG 
Reverse TAGGACATCTGGGAAGCAAAGTTTC 

Pai1 Forward CTGAACTCATCAGACAATGG 
Reverse CAGTCTCCAGAGAGAACTTAG 

Nr4a1 Forward TGTTGCTAGAGTCTGCCTTCCT 
Reverse GAGCCCGTGTCGATCAGTGA 

 


