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Abstract

Coagulated　 and　 necrotic　 rat　 gingiva　 caused　 by　 pulse　 CO2　 1aser　 irradiation　 is

gradually　 and　 steadily　 replaced　 by　 newly　 proliferated　 fibroblasts　 and　 blood　 vessels

without　 interfering　 with　 thehealing　 process.　 The　 present　 study　 was　 conducted　 to

clarify　 the　background　 of　this　event　 in　terms　 of　the　expression　 of　the　proteins　 essential

for　 the　 wound　 healing,i.e.,heat　 shock　 protein47(Hsp47)as　 a　marker　 for　 collagen

production　 and　 two　 extracellular　 matrices,　 tenascin　 C(TNC)and　 fibronectin(FN),

both　 of　which　 involve　 in　the　cell　proliferation,　 differentiation,　 and　 movement.

Laser　 irradiation　 was　 achieved　 with　 parameters　 of　5W,600μsec.pulse　 duration
,

and326J/cm2.The　 gingiva　 dissected　 at　differenttimes　 after　irradiation　 was　 processed

for　immunohistochemical　 detection　 of　Hsp47,TNC,andFN.

One　 day　 after　 irradiation,　 Hsp47-positive　 fibroblasts　 and　 vascular　 endothelial　 cells

increased　 in　number　 in　the　connective　 tissue　 facing　 the　 laser　 wound.　 After　 threedays,

Hsp47-positive　 cells　 spread　 over　 the　 wound　 and　 mostly　 replaced　 it　at　day7 .The

density　 of　the　 Hsp47-positive　 cells　 peaked　 at　day　 14　and　 reduced　 at　day　 28　 showing

similar　 pattern　 to　 the　 normal　 gingiva.Such　 cell　 kinetics　 depicted　 by　 Hsp47

immunohistochemistry　 proves　 the　 steadily　 progress　 of　connective　 tissue　 regeneration

in　the　laser　 wound.

At　 day　 1,de　 novo　 expression　 of　TNC　 was　 observed,and　 thereafter　 the　positive　 area

was　 extended　 coincident　 with　 the　 spread　 of　Hsp47-positive　 cells.The　 expression　 of　FN

was　 found　 not　 only　 in　newly　 formed　 connective　 tissue　 but　 also　 in　the　 laser　 wound

throughout　 the　 repair　 process,but　 absent　 around　 the　 fibroblasts　 and　 blood　 vessels

invading　 into　 the　 laser　 wound.The　 different　 expression　 patterns　 of　 the　 two

extracellular　 matrices　 may　 reflect　 different　 biological　 mechanisms　 of　the　matrices .
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和文抄録

パル ス波炭酸 ガス レーザー照射 に よ り形成 され たラ ッ ト歯 肉凝 固壊死組織 は,

治癒過程 を阻害す る ことな く,徐 々に,か つ着 実 に新 生線維 芽細胞 と毛細血管

に よ り置換 され る。本研究 では,そ の置換過程 の背 景をなす 現象 を解 明す るた

めに,以 下に述べ る,創 傷治癒 に必須で あるタンパ ク質 の発現状 況 を観 察， 検

討 した。観 察,検 討 したタ ンパ ク質 は,コ ラー ゲン産生 のマー カー としての熱

シ ョックタンパ ク47(Hsp47),な らびに細胞外 基質 タンパ クで あるテネイ シン

C(TNC)お よび フィブ ロネ クチ ン(FN)で あ り,TNCとFNは いずれ も細胞

の増殖,分 化お よび移動 に関与 している。

レー ザー照射 は ピー クパ ワー5W,パ ル ス幅600μ 秒 ,照 射エ ネル ギー密 度

326J/c㎡の条件 で行 った。照射後,経 時的 に歯 肉を摘 出 し,Hsp47,TNCお よび

FNを 検 出す る免 疫組 織化学 を行 った。

照射1日 後,レ ーザー創 に面す る結合組織 ではHsp47陽 性の線 維芽細胞 と血

管内皮 細胞の数 が増加 した。3日 後 にはHsp47陽 性細胞 が レーザー創 内に分布

し,7日 後には レーザー創 の大部分 をHsp47陽 性細胞 が置換 していた。Hsp47

陽性細胞 の分布密度 は14日 後 に ピー クに達 し,28日 後 では,分 布密度 が減少

し,Hsp47陽 性細胞 の分布様式 は正 常歯肉にお ける分布 様式 と同様 であった。

Hsp47に つい ての免疫組織化学 で示 され たその よ うな細胞動態は,レ ーザー創

におけ る結合組 織再生が着実 に進行 している ことを示 してい る。

照射1日 後,TNCの 新 たな発現 がみ られ た。そ の後,TNC陽 性の領域 はHsp47

陽性細胞 の分布範 囲に一致 して広 が った。FNの 発 現 は治癒期間全体 を通 して,

新 生 された結 合組 織 のみ な らず,レ ー ザー創 に も観 察 され たが,レ ーザー創 内

に進入す る線維芽細 胞 と血 管の周 囲 はFNの 発 現 を欠 いていた。 それ ら2種 の

細胞外基質 の発現様 式が異 なっていた こ とはそれ ら細胞外基質 の機能 の違 いを

反 映 してい るのか もしれ ない。

キー ワー ド:炭 酸 ガ ス レー ザ ー,熱 シ ョ ック タ ンパ ク47,テ ネ イ シ ンC,フ ィ

ブ ロネ クチ ン,免 疫 組 織 化 学



緒言

炭酸 ガス レーザー はそ の優れ た組織切 開,蒸 散能力 に よ り古 くか ら口腔外科

を含む外科治療 において メス の代用 として用い られ1-3),最 近 では,パ ル ス発振

方式 の導入 に よ り操 作性 が向上 し,そ の応用範 囲が拡 がってい る4-6)。現在 国内

で市販 されて い る炭酸 ガス レーザー照射装置 のす べてが組織 切開 のみ な らず,

止 血お よび凝 固,病 変 の蒸散 を適応対象 としてお り,さ らに低 エネル ギー照射

に よる疼痛緩 和7-8)や低反応 レベル レーザー治療へ の応用9-11)も試 み られ てい る。

Yamasakiら は,炭 酸ガス レーザー による病変組織 の凝 固 とその後 の再生,す

なわち リモデ リングによる 口腔粘膜疾患の保 存的,低 侵襲性治療 の可能性 を探

る 目的で,ラ ッ ト歯肉にパル ス波炭 酸ガス レーザー照射 を行い,こ れ に対す る

組織反応 とその後 の再生過程 を病理組織学 的お よび超微形 態学的 に検索 した12・

13)
。彼 らは,炭 酸 ガス レー ザー 照射 に よ り凝 固壊死 に陥った歯 肉粘 膜固有層 は,

再生期 間 を通 じて排除 され るこ とな く本来 の組織構築 を保 ち,徐 々に新 生結 合

組織 であ る肉芽組 織に よって置換 され るこ とをみい だ し,こ の とき壊死組織 は

肉芽組織 の構成細胞 であ る線維 芽細胞 お よび血管内皮細胞が移動す るための足

場 になる と推測 した。 また,加 藤 ら14)は パル ス波炭酸 ガス レーザー照射 を受

けた ラッ ト顎二腹筋 の治癒過程 を形態学的 に検討 した結果,電 気 メス焼灼後の

治癒 と比べ,治 癒期間が短か った と述べてい る。

創傷治癒 では,量 の多寡 はあるものの新 生結 合組織 である肉芽組織 が形成 さ

れ る15)。 肉芽組 織 の主要 な細胞成 分であ る線維 芽細胞 は活発 に増 殖 し,ま た,

コラーゲ ン線維 を産生 して組織 の再生 あるい は修復 に関わ ってい る。 線維 芽細

胞 の コラーゲ ン線維 産生 に深 く関わるタンパ ク質 の一つ に熱 シ ョックタンパ ク

47(以 下Hsp47)が ある。Hsp47は1986年Nagataら16)が 胎生 ニ ワ トリ線維芽細胞

において発見 した熱 シ ョックタ ンパ ク質 であ り,こ のHsp47は 分子 シャペ ロン

機能 に よ り,コ ラー ゲ ン線維産 生 を促進 してい る とされ る17)。 線維芽細胞 は,

創 傷治癒過程 で壊 死組織 が肉芽組 織 によって吸収,置 換 され る とき,す なわ ち

器 質化の際 に壊死組織 内へ と移動 してい く。 この線維 芽細胞 の移動 を調節す る

細胞外基質 タンパ ク として テネイ シンCが 挙 げ られ る18)。また,細 胞が移動す

る ときには,ま ず移 動方 向 に細 胞質 を伸張 させ,次 いで,伸 張 した細胞 質は足

場の確保 の ために周 囲の細胞外基質 と接着す る15)。この接着 を行 う細胞接着性



タ ンパ クで あるフィブ ロネ クチ ン も創傷治癒 に深 く関与 してい る19)。

本研究 では,炭 酸ガス レーザー照射後歯 肉において,コ ラー ゲ ン特異的分子

シャペ ロンであ るHsp47の 局在状況,な らび に創傷治癒 にお ける線維芽細胞 の

移 動 に関与す る細胞外基質 の構成 タンパ クであ るテネイ シンCお よび細胞接着

タンパ クであるフィブロネ クチンの発 現状 況を免疫組織化学 的手法 によ り観 察,

検討 し,炭 酸ガ ス レーザー処置 の特長 である照射後組織 の速や かな治癒 のメカ

ニ ズムを解 明す るこ とを 目的 とした。

材料 お よび方法

1.実 験 動物

実験動 物 として生後7～9週 齢(体 重250-300g)の 雄性Wistarラ ッ ト70匹

を用 いた。飼 育は奥羽 大学動物実験研究施設 にお いて,水 とラ ッ ト用 固形飼料

(MF,オ リエ ンタル酵母社,東 京)を 自由に摂取 させ て行 った。実験 に当たっ

ては奥羽大学動物実験委員会 の承認 を得た(許 可番 号2012-58)。

2.レ ーザー照射

炭酸 ガス レーザー照射 はパ ナ ラスCO5Σ(パ ナ ソニ ック四国 レク トロニクス

社,松 山)を 使用 した。照射 は レーザーの光軸が歯肉表 面 と直角 となるよ う内

径15mmの コンタク トチ ップ の方 向を調整 し,ス ーパーパル スモー ドにて ピー

クパ ワー5W,パ ル ス幅600μ 秒,休 止 時間6m秒 の条件 で行 った。ペ ン トバル

ビタール ナ トリウム(50mg/ラ ッ ト体重1kg)腹 腔 内注射 に よる麻酔 下,ハ ン

ドピース に装着 した コンタク トチ ップ を上顎第 一 臼歯 口蓋側 面 に沿 って近 ・遠

心方 向に20秒 間 ゆっ く り動 か して幅1.5mm,長 さ3.Ommの レーザー創 を 口蓋

側歯 肉上(一 部 口蓋粘膜 を含 む)に 形成 した。 この時の計算上 のエネル ギー密

度 は578J/cm2と な り,照 射 は粘膜表 面に 白濁 を もた ら したが,組 織欠損 は生 じ

なか った(図1)。

レー ザー照射領域 にほぼ匹敵す る範 囲の歯 肉を骨膜 とともに幅1 ．5mm,長 さ

3.Ommの 大 き さで11号 の外科用 メス によ り切 除 した ラ ッ トを対照群 とした。

なお,切 除時 の切 開線 は歯 肉表面 と直角 とな るよ う調整 した。



3.標 本作製

照射6時 間後 お よび1,2,3,7,14,28日 後,麻 酔 下にてラ ッ ト(レー

ザー照射群各期 間5匹,対 照群各期 間3匹)を 屠殺 し,上 顎 を摘出,リ ン酸緩衝

4%パ ラホル ムアル デ ヒ ド(4℃)に て18時 間 固定 した。10%EDTA(室 温)

による10日 間の脱灰 のの ち,試 料 をパ ラフィンに包埋 し,4μm厚 さにて切 片

を作成 した。切片 にはヘマ トキシ リン ・エオ ジン(以 下H-E)染 色 を行 って再

生過程 を病理組 織学的 に検索 した。 また,マ ッソン ・トリクローム染色 を施 し

て再生過程 におけ るコラー ゲン線維 の分布状況 を検討 した。

4.免 疫組織化学

免 疫染色 はパ ラフ ィン切片 を用 いて行 った。脱 パ ラフィン後,テ ネイ シンC

検 出のた めには切片 を0.OlNHC1に 溶解 した0.4%ペ プ シンで37℃10分 間処理

し,フ ィブ ロネ クチ ン検 出には切 片を95℃ クエ ン酸緩衝液(pH=6.5)中 に20分 間

浸漬 してそれ ぞれ の抗原 の賦活化 を図 った。リン酸緩衝生理食塩水(以 下PBS)

に浸漬 した のち,一 次抗体 と してマ ウス抗 ラ ッ トHsp47モ ノクロー ナル抗体

(1:1000,StressGen,USA),マ ウス抗 ヒ トテネイ シ ンCモ ノクローナル 抗体

(1:1000,IBL,USA),マ ウス抗 ヒ トフ ィブ ロネ クチ ンモ ノ クロー ナル抗 体

(1:2000,SantaCruz,USA),を それ ぞれ 室温で60分 間反応 させた。PBS洗 浄

後,ペ ルオ キシダーゼ あ るい はアル カ リフォ スファターゼ で標識 したア ミノ酸

ポ リマー を結合 させ たヤギ抗 マ ウス抗体(ニ チ レイ,東 京)と30分 間室温 で反

応 させ た。PBSで 洗浄 したのち,DAB基 質 キ ッ トあ るいはニ ュー フクシン基質

キ ッ ト(ニ チ レイ,東 京)に て発色 させ,核 染色 はヘ マ トキ シ リンで行 った。

一次抗体 に換 えてPBSで 反応 を行 った切片 を陰性対照 とし
,陽 性反応 が全 くみ

られ ない こ とを確認 した°

また,線 維芽 細胞 の動 態 と細胞 外基 質 の時空 的 関係 を明 らかにす るた めに

Hsp47お よびテネイ シンCの 二重免疫組織化 学的染色 を行 った。 まず,Hsp47

の発現部位 を上記プ ロ トコール に従 ってDABに よ り褐色 に発色 させた。次 に,

切片 を95℃ クエ ン酸緩衝液 中で10分 間加熱 してHsp47免 疫組 織化 学的染 色の

ための抗体 を失活 させ たの ち,テ ネイ シ ンCの 発現部位 を上記 プ ロ トコール に

従 ってニ ュー フクシンで赤色 に発色 させ た。



結果

1.病 理 組織学的所見

1)レ ーザー照射群

照射6時 間後,レ ー ザー創 の粘膜 上皮 は凝 固壊死 に陥 っていたが,固 有層 で

は,多 くの細胞 が残存 し,線 維構造 に も明 らか な変化は認 め られ なかった。照

射1日 後,レ ー ザー創 に隣接す る 口蓋粘膜 上皮 か ら上皮 再生が開始 され,固 有

層では 中等度の炎症細胞浸潤 が観察 され たが,そ れ以外 の組織 学的変化 は明 ら

かでなか った(図2A,B)。 照射後3日,レ ー ザー創 では結合組織 細胞が消失 し

線維密度 が減少 したが,歯 肉粘 膜 固有層 の外形 は保 たれ ていた(図2C,D)。 レ

ーザー創 に隣接す る歯周靱 帯
,口 蓋粘膜 固有層お よび骨膜 か ら創 内へ の,線 維

芽細胞お よび小血管 か らなる肉芽組織 の進 入が明 らか とな り,こ れ に伴 って同

部 では,微 細 な線維構造 を示す コラー ゲ ンの形成 が観察 された。照射7日 後,

再 生上皮 による創 面の被 覆が ほぼ完 了 し,創 の大部分 が肉芽組織 で置換 されて

い た(図2E,F)。 照射14日 後,肉 芽組 織 での線維形成が進行 し,28日 後,肉 芽

組織 は,正 常歯 肉に近 い機能 的線維構 築 を示す結合組織へ と転換 した(図2G,H)。

2)メ ス切 除群

切 除6時 間後,創 内 は凝血塊お よび浸 出液,組 織残渣 で満 た されてい た。上

皮 の再生 は切 除後1日 よ り開始 したが,創 表面 ではな く切 除断端 に沿って深 部

へ伸展 した。3日 後,歯 周靱 帯お よび 口蓋粘膜 固有層か ら肉芽組織 が増殖 し,

7日 目には上皮 による被覆 がほぼ完 了 したが,肉 芽 組織形 成が不充分 で,歯 肉

固有 の形態 を回復 す るに至 らず,陥 凹 を示 した(図3A,B)。28日 後,歯 肉はほ

ぼ もとの外形 を回復 したが,細 胞成 分 に富み,線 維束形成 が不充 分で,正 常歯

肉の組 織学的特徴 は認 め られ なかった(図3C,D)。

2.Hsp47免 疫 組織化学

1)無 処置正常歯 肉

歯 肉お よび歯周靱 帯の線 維芽細胞 な らび に骨 芽細胞 を含 む骨膜細胞 が強 い陽

性反応 を示 した。歯肉におけ るHsp47陽 性線維芽細胞 は上皮直 下で密 に分布 し,

深部で はその数 が少 なかった(図4A)。 また,歯 肉では線維芽細胞 に加 え,粘



膜 固有層 内の血管壁平滑筋細胞や粘膜上皮基底細胞 がHsp47の 陽性反応 を示 し

た。

2)レ ーザー照射群

照射6時 間後,レ ーザー創 か ら陽 性細胞 が消失 した。一方,レ ー ザー創 に面

す る歯周靱 帯の線維芽細胞 がHsp47の 強陽性反 応 を示 していた(図4B)。 照射

1日 後,レ ーザー創 に面す る歯周靱帯,口 蓋粘膜 固有層深部,骨 膜でHsp47の

陽性 細胞 数 が増加 した。そ こでは線維芽細胞 に加 え,毛 細血 管 を含 む小血管 で

の発 現が 目立 った(図4C)。3日 後 には,こ れ ら細胞 の数 が さ らに増加 して肉

芽組織 を構成 しつつ,創 内へ進 入す るのが明 らか になった(図4D)。Hsp47陽

性細胞 を含 む肉芽組織 に よる レーザー創 の置換 は深 部か ら進行 し,レ ーザー創

表面 を伸展す る再生上皮直 下の結合組織 はHsp47陽 性細胞 を欠 いていたが,再

生上皮 基底細胞 はつね にHsp47を 発 現 した(図4C,D)。 時間の経過 とともに

Hsp47陽 性 細胞 を有す る肉芽組織 はそ の範囲 を拡大 し,7日 目には創 のほぼ全

域 に広 がって大部分の レーザー創 を置換 した(図4E)。14日 後,再 生歯 肉内で

のHsp47陽 性線維 芽細胞の分布 が最 も密 とな り,28日 後 には深部 で分布 が疎 に

な って正常歯 肉のHsp47免 疫染 色所見 と同様 で あった(図4F)。

3)メ ス切除群

術後6時 間,断 端 に隣接す る'歯周靱帯お よび 口蓋粘膜 固有層 ではHsp47の 発

現増強 は認 め られ なかった。1日 以降,レ ーザー照射群 同様,増 生す る肉芽組

織 を構 成す る線維芽細胞 と毛細血 管がHsp47を 発現 したが,発 現部位や発現細

胞数 は レーザー照射 群 に比べ少 なかった(図4G)。28日 後,Hsp47陽 性細胞が

再生歯 肉全体 に高い密度 で観 察 され,正 常歯 肉組織構築へ の以降は認 め られ な

かった(図4H)。

3.テ ネ イ シンC免 疫組 織化学

1)無 処置正 常歯肉

歯肉お よび 口蓋 の粘膜上皮直 下結合組織,歯 周靱 帯,骨 膜 が強 いテネイ シン

Cの 陽性反応 を示 し,粘 膜 固有層 内部 の組織 は陽性反応 を示 さなかった(図5A) 。

2)レ ー ザー 照射群

照射 後1日,レ ーザー創 に隣接す る歯周靱 帯や 口蓋粘 膜 固有層深部 で無処置



群 では認 め られ なかったテネイ シンCの 陽 性反応 が認 め られ た(図5B)。3日

後,発 現領域 は レー ザー創 内に拡大 し,二 重免疫染色 で観察す るとテネ イ シン

Cの 局在 範囲 はつね にHsp47陽 性細胞 の分布範 囲 と一致 してお り(図5C),伸

展 す る肉芽組織 の先端 部に位 置す るHsp47陽 性細胞 が数 多 くみ られ,そ れ ら

Hsp47陽 性 細胞 の周 囲にテネイ シンCの 発現 が認 め られ た(図5D)。 一方,創

表面 に位置す る再 生上皮 直下の結合組織 では,Hsp47陽 性 細胞 が存在 しない に

もかかわ らずテネイ シ ンCの 発現 が観察 され た(図5C)。 照射後7日 目には再

生歯 肉固有層全域 がテネイ シンCを 発現 したが(図5E),14日 以降,陽 性反応

が歯 肉固有層深 部 において消失 し(図5F),28日 後 では正常歯 肉のテネイ シ ン

C染 色所 見 と同様 の所見がみ られた。

3)メ ス切 除群

術 後1日,切 除創 に隣接す る 口蓋粘膜 固有層 で新 たなテネイ シ ンC陽 性反応

が観 察 され,3日 目以 降,増 生す る肉芽組織 に一 致 して陽性範 囲が拡 大 した(図

5G)。14日 後,歯 肉固有層の大部分が陽性反応 を示 し,28日 後 もレー ザー照射

群 に比べ よ り広 い範 囲で発 現を示 した(図5H)。

4.フ ィブ ロネ クチン免疫組織化学

1)無 処置正常歯 肉

フィブ ロネ クチ ンは歯肉お よび 口蓋の粘膜 固有層 の組織全域で陽性反応 が認

め られ,そ の分布 は コラーゲン線維 の分布 と概 ね一致 していた(図6A)。

2)レ ーザー照射群

照射6時 間お よび1日 後,無 処置群 と比べ フィブ ロネ クチンの分布パ ター ン

に明 らかな変化 は認 め られ なかった。3日 後以降,レ ーザー創 表面 で発現 が消

失す る とともに,創 内へ進入す る肉芽組織 の線維芽細胞 や血 管の周 囲,お よび

再生 した骨膜層 は発現 を欠いていた(図6B)。7日 後,線 維化 が進行 した部分

で フィブ ロネ クチ ンの新 たな発 現が観 察 され たが,上 皮直下や血管周 囲な ど,

細胞成 分 に富み,線 維化 が不充分 な領域 では発現 がみ られ なかった(図6C)。

28日 後,フ ィブ ロネ クチ ンは正常粛肉 とほぼ 同様 の分布パ ター ンを示 していた

(図6D)。 いずれ の観 察時点で もフ ィブ ロネ クチ ンはメス切除群 と比べ強 い陽

性反応 を示 した。



3)メ ス切 除群

切除後3目 後,増 生す る肉芽組織 での フィブ ロネ クチ ン発 現は残 存す る結合

組 織 に比べ弱 かった(図6E)。28日 後,再 生歯肉固有層全体 が発 現 を示 したが,

レーザー照射群 に比べて均等 に発現 してお り,全体的 に発現強度 は低 かった(図

6F)。

考察

1986年Nagataら16)は,胎 生 ニ ワ トリ線維芽細胞 において,培 養 温度 を上昇

させ る と分子量47kDaの 糖 タンパ ク質合成 が高まる ことを発 見 し,こ れ を新 し

い タイプのheat　shock　protein47と して報告 した。Hsp47は,他 の熱 シ ョックタ

ンパ ク質 同様,非 ス トレス下で も発 現 し,細 胞 内での動態 が コラー ゲ ンの成熟

や輸送 と密接 な関連 を示 す ところか ら現在 ではコラーゲ ン特異的分子 シャペ ロ

ン として認識 され てい る17,20,21)。

Yamasakiら13)は,本 研究 と同 じ実験 系において レー ザー照射6時 間後 に レー

ザ ー創 に面す る線維 芽細胞 でHsp47と は別 のタイ プの熱 シ ョックタンパ ク質

Hsp25お よびHsp70の 新 たな発 現 と発現 の増強 を観察 し,こ れ を レー ザー照射

に よる熱 ス トレスに対す る防御反応 と考 えた。本研 究 において照射6時 間後 に

レーザー創 に面す る線維芽細胞 でHsp47の 免疫染 色性 が増 し,1日 後 に同部で

血 管 を含 むHsp47陽 性細胞 が増加す る傾 向が認 め られ た。 しか し,無 処置対 照

歯 肉固有層 の線維 芽細胞 の多 くがHsp47を 発現 してい た ことか らレー ザー照射

6時 間後 のHsp47発 現状況 の変化 は,照 射6時 間後 のHsp25やHsp70の 発現変

化ほ どには明確で なか った。 したがって,本 実験 で観 察 された照射後6時 間 の

Hsp47染 色性 の増強お よび照射後1日 にお けるHsp47陽 性細胞数 の増加 が,レ

ーザー照射 に対す る熱 ス トレスに対す る防御反応 を表 した ものであるか否 かに

ついて は さらに検討す る必 要がある。 ただ し,そ の発 見以後,Hsp47に 関す る

研究 の ほ とん どが コラー ゲン特異的分子 シャペ ロン と しての機 能 を論 じてお り,

ス トレス反応 を主題 にHsp47の 役割 を検討 した報告 はみ あた らない。

本研 究 におい て照射後1日 に レー ザー創 でのHsp47発 現細胞 の消失 とそれ に

面す る歯周靱 帯,口 蓋粘膜 固有層 お よび骨膜 でのHsp47発 現細胞 の増加 が観 察

され た。発現 消失 は コラーゲ ン産 生細胞 としての機 能停止,す なわち細胞壊 死



を表 してい る と考 え られ,結 果的 にHsp47の 発 現消失は レーザー創 の範囲 を明

示 していた こ とになる。 この範囲 はYamasakiら12)がHsp25お よびHsp70の 発

現 を通 じて明 らかに した レーザー創 の範 囲 と一致す るものであった。

一方
,レ ーザー創周 囲での発 現増強は分子 シャペ ロン機能 を通 じた コラー ゲ

ン産生亢 進,す なわ ち再生過程 の第 一歩 を表 した もの と考 え られ る。3目 目以

降,時 間の経過 とともにHsp47発 現線維芽細胞 は数 を増 して レーザー創 全域 に

拡 が り,14日 にHsp47陽 性細 胞 の分布密度 は極 大に達 して,28日 にはその分

布密度 は減少 した。 この よ うなHsp47発 現線維 芽細胞 の動態 はマ ッソン ・トリ

ク ローム染色 で示 された肉芽組織 の形成,成 熟 とよく一致 してお り,こ の こと

は,レ ー ザー照射後 に形成 され る凝 固壊 死組織 を足場 と して展開す る速やか な

再生過程 を明確 に示 した もの と考 え られ る。Hsp47発 現 とコラーゲ ン形成の密

接 な関係 は,Hsp47欠 損マ ウスが コラー ゲ ン形成不 全 による胎 生致死に至 るこ

と22)や線維形成性病 変の進行 が線維 芽細胞 によるHsp47発 現量 とよく相 関す る

ことな ど23-25)からin　vivoに おいて も確認 されて いる。

非照射部粘膜上皮基底細胞 と同様 に,レ ーザー創 表面 で伸展す る再生上皮組

織 の基底 細胞 や レーザー創 に面す る内皮細胞 お よび血 管平滑筋細胞 が コラーゲ

ン産生 を本来 の機 能 としない にもかか わ らずHsp47を 発現 した。Marutaniら26)

はHsp47ノ ックア ウ トマ ウス におい て,基 底膜 タイ プIVコ ラー ゲ ンの欠如 を認

め,奥 山 ら27)は ヒ ト扁平上皮癌細胞や ラ ッ ト表皮細胞 を用いたin　vitroの 実験

で,タ イ プIVコ ラー ゲ ンの産生 とHsp47発 現 の密接 な相 関 を確認 してい る。 し

たがって,本 研究 で観察 され た線維芽 細胞以外 の細胞 におけるHsp47発 現は細

胞移 動 に関連 した基底膜 タイプIVコ ラーゲ ン産生 を示す ものか も しれ ない。一

方,Hsp47の 発現 が細胞分化 の 開始 に よって調 節 され る との報告 があ る28)。

Yamasakiら13)は,レ ーザー創 に面す る小血管で,Hsp25の 核 か ら細胞 質へ の移

動 を観 察 し,こ の所見 を再生開始 に伴 う細胞分化 に よる ものである と述べ てい

ることか ら,本 研 究でみ られた上皮細胞や小血管 でのHsp47発 現増強が細胞分

化 に関連 してい るこ とも考 え られ る。

テネイ シンCは 細胞外基 質糖 タンパ ク質の一つで あ り,形 態発生 中の胎生結

合組織 で は高度 に発現す る。成長後 のテネ イシ ンC発 現 は創傷治癒お よび組織

再 生の 際 に発現 し,細 胞 の増殖 や移 動 を調節す る こ とが明 らか に され て い る



18,29,30)

。

テネイ シンCは,無 処置 の正常 ラ ッ トでは,歯 肉 ・口蓋粘膜 上皮 直下 と骨膜

お よび一部の歯周靱 帯 に限局 して観 察 され,固 有層 の大部分 では欠如 していた。

このテネ イシ ンC発 現欠 如部位 においてHsp47陽 性細胞 の増加 に伴 ってテネ イ

シンCの 発現が認 め られ,3日 以 降,Hsp47陽 性細胞 の レーザー創 内進入拡大

と一致 してテネイ シンC発 現範 囲が拡大 した。 この よ うな発 現パ ター ンはこれ

までの創 傷治癒での観察 結果 と一致 してい る29-31)。一般 に創傷治癒 にお けるテ

ネ イ シンCの 役割 は抗接 着効果 にあ り,な かで もフィブ ロネ クチ ン介在性細胞

接着 をブ ロックす る ことが報告 され てい る32)。細胞 は これ に よって細胞外基質

との接着 か ら解放 され て運動性 を確保す る と考 えられ てい る。 また,テ ネイ シ

ンCは そ の分子上 に,接 着 と抗接着 の両 ドメイ ンを有 し,細 胞 との結合 は種 々

の レセプ ター を介 して行われ るこ とが報告 され てい る33)。本研究 の二重染 色で,

先頭 に立 って レー ザー創 内 に進入す るHsp47陽 性線維 芽細胞や毛細血管 の周 囲

がつね にテネイ シンCの 発現 を示 したが,こ の所見 はHsp47陽 性線維 芽細胞 が

テネイ シンC介 在性 の接着 と接着解除 を繰 り返す ことに よって移動す るこ とを

示唆 してい る。 テネイ シンCの 発現 は レーザー照射 後 の壊死組織表面 に沿って

移動す る再生上皮直 下に も観 察 され た。再生上皮 直下の壊 死組織 には結合組織

細胞 が存在 しない ため,再 生上皮直 下のテネイシ ンCは 上皮細胞 自身 に よって

産生,分 泌 された もので あ り,こ の部 のテネ イシンCが 再 生上皮 の移動 に深 く

関与 してい るとみ な され る。上皮細胞 に よるテネイ シンC発 現につ いて,Aukhil

ら34)は 皮 膚創 傷治 癒 にお ける再生表皮 基底 細胞 がテネ イ シ ンC遺 伝子 を発現

す るこ とを認 め,ま た,Witbyら35)は 胎児 の創傷治癒 にお ける早期 のテネイ シ

ンC沈 着 と迅速 な上皮化 との関連 を報 告 している。

レーザー照射28日 後 には,テ ネイ シンCの 消失 お よび局在 化が観 察 され た。

この変化 はHsp47陽 性細胞 分布 の変化 と一致 していた。一方 ,同 じ28日 後 の

メス切 除群 では,テ ネイ シ ンCの 発現 とHsp47陽 性細胞 の存在が よ り広範 に認

め られ た。テネ イシ ンCお よびHsp47の 過剰発現 あるいは発 現の持続 は,と も

に病 的状 況 を反 映す る とみ な されてお り24,25,36),この点 か らも レーザー創 の速

やか な再生過程 が うかがわれ る。

フィブ ロネ クチ ンは血液 中,細 胞表面,組 織 の細胞外基 質 に存在す る細胞 接



着性 高分子糖 タンパ ク質であ り,コ ラーゲ ンや フィブ リンな どの生体高分子 に

結合 す る。 細胞接着,細 胞伸展,細 胞 走化性 お よび移 動,オ プ ソニ ン効果,細

胞分化調節 な ど多様 な生理作用 を持つ ところか らフィブ ロネ クチ ンは組織 再生

にきわめて重要 な役 割 を演 じる37)。フィブ ロネ クチンは,肝 細胞 に よって合成

され血液 中に分泌 され る二量体血 漿 フィブ ロネ クチ ン と,局 所 におい て線維芽

細胞 や血 管 内皮細胞 か ら産生 され る多量体細胞性 フィブ ロネ クチ ン との二種 に

大別 され る。

ラ ッ ト口腔組織 において フィブ ロネ クチンは歯 肉 ・口蓋粘膜 固有層 お よび歯

周 靱帯の ほぼ全域 に免疫組織化学 的発現 を示 した。 その分布パ ター ンは コラー

ゲ ン線維 の分布 に よく一致 した。 フィブ ロネ クチ ンの分布パ ター ン とコラー ゲ

ン線維 の分布 とが一致す る とい うフ ィブ ロネ クチ ンの免 疫組織 化学的染色性 は

レー ザー照射 後 も認 め られた。 同様 の所見 がNakasoneら31)に よって レーザー

照射後 の胎生 お よび新生マ ウス鼻唇領 域 で観察 され てい る。Yamasakiら12)は 電

子 顕微 鏡観察 を含 む形 態学的検 索か ら,本 研 究 と同 じレーザー照射エネル ギー

密度 は細胞生存 の閾値 を超 えるが コラーゲ ン線維 変性denaturationの 閾値以 下

で あ ると述べてい る。一方,玉 村 ら38)は,よ り高いエネル ギー密度 の レーザー

照射 に よって形態 学的 に変性 を来 した細胞外基質 は炎症反応 に よ り速や かに分

離,排 除 され る ことを観察 してい る。 レーザー創 で は組織凝 固によ り血液供給

が絶 たれ てお り,ま た線維芽細胞,血 管内皮細胞 ともに存在 しない ので,こ こ

で のフ ィブ ロネ クチ ンの発現は照射 前 のフ ィブ ロネ クチ ンの残存 と考 え られ る。

この よ うなフ ィブ ロネ クチ ンの残 存が,本 研 究 で観察 され た レーザ ー創 内での

線維芽 細胞や血管組織 の速や かな分布 拡大 に関与 してい るこ とが示唆 され る。

フ ィブ ロネ クチ ンの発現は,レ ーザ ー創 内に増殖進入す る肉芽組織 で は低 下

あ るい は消失 し,再 生過程 が進み線維 形成が進む とそ の部 で再び増強 した。 こ

の所 見か ら,レ ーザ ー創 では,ま ず再 生開始時に既 存の フィブ ロネ クチ ンに よ

り細胞 の増殖,分 化が促進 され,次 いで細胞移動 に関連 してその発 現が一旦低

下 し,そ の後線維形成 の進行 に合 わせ てフィブロネ クチンが新 たに発現 して く

る とい う過程 が推測 され る。

本研 究 は,炭 酸ガス レーザー照射 後歯 肉にお けるフ ィブ ロネ クチ ンの免疫組

織化 学的発現状況 とテネ イシ ンCの それ とが異 なってい る ことを示 した。 レー



ザー創 の内部 に進入す る肉芽組織 で はテネイ シンCの 発現 がみ られ ると同時に,

フィブ ロネ クチ ンの発現消失 が認 め られ た。 この よ うな発現状況 の違 いは,フ

ィブ ロネ クチ ンが正常結合組織 の細胞外 マ トリックスを構成 す る分子で あるの

に対 し,テ ネイ シンCは 創 傷治癒 な どの際に結合組織細胞外 マ トリックスを変

化 させ る役割 を持 つ39)と い う,両 者 の機 能 の違い を反映 してい るのか も しれ な

い 。

結論

本研究 では,パ ル ス波炭酸ガス レーザー照射 に よって凝 固壊死 に陥った ラッ

ト歯 肉の再生過程 を免疫組織化学 的 に検索 した。

照射1日 後,レ ーザー創 周囲組織 でHsp47発 現線維 芽細胞や血管 内皮細胞が

増加 した。3日 目以降,Hsp47発 現細胞 は壊死組織 内に進入 し,7日 後 に歯肉

の ほぼ全域 に存在 して,14日 後 には分布 密度最大 に達 し,28日 後 に分布密度 が

減 少 して正常組織 に近 い所 見を示 した。 これ らの所見 は,メ ス切 除後 と比べ て

結合組織 再生の速やか な進行 を うかがわせ る。

テネ イ シンCは 照射1日 後増加 したHsp47発 現細胞周 囲 で新た に発現 し,こ

れ ら細胞 の分布拡 大に一致 して,テ ネイ シンC発 現範 囲は拡大 したが,再 生完

了時 には発現範囲 が上皮 直下に限局 していた。 フィブ ロネ クチ ンは再生期 間を

通 じて壊 死組 織お よび新生結合組織 のみな らず レー ザー創 壊死組 織 において も

発現 したが,レ ー ザー創 内 に進入 す る線維芽細胞や血管周 囲では発 現 を欠 いて

いた。 レーザー照射後,フ ィブ ロネ クチ ンの発 現がテネイ シンCの 発現 よ り先

行 していた こ とは,そ れ ら細胞外基質 タ ンパ クの機 能 の違い を反映 してい るの

か も しれ ない。

本論 文の要 旨は第56回 奥羽大学歯 学会(平 成25年11月9日 郡 山)に おい

て発表 した。
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図の解説

図1レ ーザー照射直後 の ラッ ト上顎 口蓋側歯 肉

照射 部が 白濁(*)し てい るが,粘 膜表 面の欠損 は認 め られ ない°

図2レ ー ザー照射群 の病 理組織 学的所見

A,B:レ ーザー照射1日 後。歯 肉上皮 は凝 固壊死 に陥 り剥脱 しつつ あるが,

マ ッソン ・トリクロー ム染色 で青色 に染色 され た歯 肉固有層 の組織構 築 に明 ら

かな変化 は認 め られ ない。矢 印は レー ザー の照射方 向を示す。LW ,レ ーザー創。

C,D:レ ー ザー照射3日 後。 レー ザー創(LW)で 線 維 の消失 が観察 され るが

歯 肉固有層 の外形 は保 たれ てい る。

E,F:レ ーザー照射7日 後。上皮 再被覆 と結合組織 に よる固有層 再生 がほぼ

完 了 し,歯 肉は元の輪郭 を回復 してい る。

G,H:レ ーザー照射28日 後。歯 肉は成熟 した線維束 か らな る正常な組織像 を

示 してい る℃

A,C,E,G:H-E染 色

B,D,F,H:マ ッソン ・トリクローム染色

図3メ ス切 除群 の病理組 織学的所 見

A,B:メ ス切除7日 後。 上皮再被覆 は完 了 してい るが,結 合組織の再生 が不

充分 なた め(*)歯 肉本来 の形態 を回復す るに至 っていない(矢 印)。

C,D:メ ス切 除28日 後。歯 肉形態 はほぼ回復 してい るが,固 有層 は線維 束に

乏 しい未熟 な線維組 織 か らな る

A,C:H-E染 色

B,D:マ ッソン ・トリクローム染色

図4Hsp47の 免疫組織化学的所見

A:無 処置正常歯肉。上皮直下固有層および歯周靱帯の線維芽細胞,骨 細胞な

どの骨膜細胞,粘 膜上皮基底層が強い陽性反応を示す,固 有層 中心部では陽性

細胞が少ない。



B:レ ーザー照射6時 間後。 レーザー創(LW)か ら陽性 細胞が消失 してい る。

レーザー創 に面す る歯周靱帯 の線維芽細胞 が強 い陽性反応 を示 す(矢 印)。NE,

壊 死上皮 。

C:レ ーザー照射1日 後。 レーザー創(LW)に 隣接す る固有層や骨膜(*)で

発現充進 が認 め られ る。 固有層 では とくに毛細血管お よび小血管が 目立っ(矢

印)。

D:レ ー ザー照射3日 後。陽性細胞 の レー ザー創(LW)内 への進入 が進行 して

い る(*)。 再生上皮(RE)基 底層 が陽性反応 を示す。

E:レ ーザー照射7日 後。 陽 性細胞 が歯 肉固有層全域 に分布 している。

F:レ ーザー照射28日 後。固有層深部 で陽 性細胞の減少傾 向が伺 われ る(*) 。

G:メ ス切除3日 後。 メス創 に隣接す る 口蓋粘膜 固有層 お よび歯周靱 帯か ら陽

性細胞 の増生,進 入が認 め られ るが(*)そ の量 は レー ザー照射 群に比 べ少な

い 。

H:メ ス切 除28日 後。 歯肉全域 に陽性細胞 が密 に分布 してい る。

図5テ ネイ シンCの 免 疫組織化学的所見

A:無 処 置正常歯肉。発 現 は上皮直下,歯 周靱帯,骨 膜 に限局 してお り,大 部

分 の固有層 では発現 がみ られ ない。

B:レ ーザー照射1日 後。 レーザー創(LW)に 面す る口蓋粘膜 固有層 内部で発

現がみ られ る(矢 印)。

C:レ ーザー照射3日 後。Hsp47・ テネイ シ ンC二 重免疫 組織化 学的染色。褐

色 に染色 され たHsp47発 現細胞の レーザー創(LW)内 進入 に一致 して,赤 色

で示 され るテネイ シンC発 現 が認 め られ る。再 生上皮(RE)直 下 にテネイ シン

C陽 性反応 が認 め られ るが(矢 印),近 傍 の結合組織 にはHsp47陽 性細胞 は見

あた らない。

D:レ ーザー照射3日 後。 図C枠 内の拡 大。 レーザー創(LW)に 進入 す る肉

芽組織 の最先端 に位 置す るHsp47陽 性細胞(褐 色)の 周 囲にテネイ シンC陽 性

反応(赤 色)が 観察 され る。

E:レ ーザー照射7日 後。再生歯 肉固有層全体 に陽 性反応 が観 察 され る。

F:レ ー ザー照射28日 後。歯肉粘膜 固有層 か ら口蓋粘膜 固有層 にかけて陽性反



応 が消失 してい る(*)。

G:メ ス切 除3日 後。増 生す る肉芽組織(*)が 発現 を示す。

H:メ ス切 除28日 後。隣接 口蓋粘膜 を含 め再生歯 肉組織全体 に陽性反応 が認 め

られ る。

図6フ ィブ ロネ クチ ンの免 疫組織化学 的所 見

A:無 処 置正常歯 肉。歯 肉お よび 口蓋粘膜 固有層,歯 周靱帯 の全域 で陽性反応

が認 め られ,そ の分布 は コラーゲ ン線維の分布 に一致 している。

B:レ ーザー照射3日 後。表層 を除 くレーザー創(LW)の ほぼ全域 で陽性反応

が認 め られ るが,進 入す る線維芽細胞や血 管の周 囲(*)再 生骨膜(矢 印)で

は陽性反応 は認 め られ ない。

C:レ ーザー照射7日 後。 再生歯 肉固有層 が陽性反応 を示 したが,部 分 的に,

特 に上皮 直下領域 は陽性反応 を示 さなか った(*)。

D:レ ー ザー照射28日 後。正 常組織 とほぼ同様 の分布パ ター ンを示 している。

E;メ ス切除3日 後。増生す る肉芽組織 での陽性反応(*)は 周 囲組織 に比べ

弱い。

F:メ ス切 除28日 。再生歯肉 固有層 が陽性反応 を示す が,レ ーザー照射 群に比

べ陽性反応 は弱 い。
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