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　　　　　　　　　　　　 Expression　 of　Hsp47,Tenascin-C,　 and　 Fibronectin‐
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　　　　Coagulated　 and　 necrotic　 rat　 gingiva　 caused　 by　 pulse　 CO2　 laser　 irradiation　 is　gradu-

ally　 and　 steadily　 replaced　 by　 newly　 proliferated　 fibroblasts　 and　 blood　 vessels　 without

interfering　 with　 the　 healing　 process.　 The　 present　 study　 was　 conducted　 to　 clarify　 the

background　 of　this　 event　 in　terms　 of　the　 expression　 of　proteins　 essential　 for　wound　 heal-

ing,　 i.e.,　heat　 shock　 protein　 47(Hsp47)as　 a　marker　 for　 collagen　 production　 and　 two　 ex-

tracellular　 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　 5　W,600,μ 　sec.　 pulse　 duration,

and　 326　 J/cm2.　 The　 gingiva　 dissected　 at　 different　 times　 after　 irradiation　 was　 processed

for　 immunohistochemical　 detection　 of　 Hsp47,　 TNC,　 and　 FN.

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

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

Hsp47-positive　 cells　 spread　 over　 the　 wound　 and　 mostly　 replaced　 it　at　 day　 7.　The　 density

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

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

istry　 proves　 the　 steady　 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　 coincidently　 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　 in-

wading　 into　 the　 laser　 wound.　 The　 different　 expression　 patterns　 of　the　 two　 extracellular

matrices　 may　 reflect　 their　 different　 biological　 mechanisms.
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　 炭酸ガスレーザーはその優れた組織切開能力 と

蒸散作用により,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 と病変の凝固,

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 く,レ ーザー照射による壊死

組織に対 しては異物反応が生 じなかったと述べて

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。

　 1.実 験 動 物

　 動物実験 は奥羽大学動物実験委員会の承認(許

可番号2012-58)を 得 たのち,倫 理的に行 った。

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行 い,水 道水 と

ラ ッ ト用固形飼料(MF,オ リエ ンタル酵母社,

東京)を ラッ トに自由に摂取 させた。

　 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1.5mm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。メデ トミジン,ミ ダゾラム,ブ ト

ルファノール混合麻酔薬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3.0mmの レー

ザー創 を口蓋側歯肉上に形成 した(レ ーザー照射



群)。 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3.0mm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

　 レ ーザ ー照 射 また は メ ス切 除6時 間 後 お よ び1,

3,7,14,28日 後 の 各 時 点 で,レ ー ザ ー 照 射 群

は5匹,対 照 群 は3匹 の ラ ッ トを 致 死 量 の ペ ン ト

バ ル ビ タ ー ル ナ ト リウ ム に て 安 楽 死 させ て か ら,

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 さの切 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0.01N塩 酸 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,　 San　 Diego,

usA)ま た は マ ウ ス 抗 ヒ トテ ネ イ シ ンCモ ノ ク

ロー ナル 抗 体(1:1000,IBL,　 Hamburg,　 Germany)

ま た は 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,santa　 Cruz,　 Dallas,　 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 リホ 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 維芽細胞によるHsp47産 生 と細胞外

基質の発現状況 との関連 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。

　 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,凝 固壊死に陥った歯肉上皮

は剥離 しつつ あり,歯 肉頂部の粘膜 固有層では
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マッソン ・トリクローム染色で青色に染まる線維

が減少 していた(図2A,　B)。 照射後3日,レ ーザー

創では上皮組織が消失 していたが,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,

歯肉粘膜固有層の外形は保たれていた。また,レ ー

ザー創に隣接する歯周靱帯,口 蓋粘膜固有層およ

び骨膜からレーザー創内への,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(図2C,　 D)。 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 と同様の結合組

織線維配列を示す結合組織へ 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,壊

死物質で満たされていた。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 肉本来の形態を回復す 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,固 有層は線維束形

成が不充分で細胞成分に富み,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

　歯肉粘膜 固有層および歯周靱帯の線維芽細胞,

ならびに骨芽細胞 を含む骨膜細胞が陽性反応 を示

し,歯 周靱帯線維芽細胞 と骨膜部細胞の反応強度

は高かった。固有層 中心部 におけるHsp47陽 性

線維芽細胞は疎に分布 していた。 さらに,固 有層

では線維芽細胞に加え血管壁平滑筋細胞も陽性 と

なり,ま た,粘 膜上皮 においては基底層細胞が

Hsp47の 陽性反応を示 した(図4A)。



　 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 ーザー創に隣接する歯周靱帯の線

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 ーザー創に隣接する歯周靱帯,

粘膜固有層 および骨膜でHsp47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,そ れ らHsp47陽 性細胞の数が さらに増加

して,レ ーザー創 内へ と進入す 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の基底層細胞はつ

ねにHsp47を 発現 していたが,再 生上皮直下結

合組織 はHsp47陽 性細胞 を欠 いて いた(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

固有層深 部で の分布 が疎 となって正常歯 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,切 除断端に隣接する歯周靱帯およ

び粘膜固有層では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 と同様,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移行は認め 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 膜がテネイシンCの 強い陽性反応を示 し,

粘膜 固有層深部では陽性反応がみ られなかった

(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

固有層深部で,対 照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,レ ーザー創辺縁部におけるテ

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矢 印)。 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,28日 後では正常

歯肉のテネイシンC染 色所見と同様に,固 有層の

大部分でテネイシンCの 発現がみ られなかった

(図5F)。

　 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粘膜固有層の全域で陽

性反応が認められ,そ の分布 はコラーゲン線維の

分布 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 ーザー創表層で

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 維形成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

クチンは正常歯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
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した。

　 3)メ ス切除群

　切除後3日 後,増 生する肉芽組織でのフィブロ

ネクチ ン発現の強度は,残 存する結合組織 に比べ

低かった(図6E)。28日 後,歯 肉頂部にフィブロ

ネクチ ン陽性反応が限局 していた(図6F)。

　 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47

kDa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　 protein　 47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隣接する線維

芽細胞 でHsp47の 強陽性反応 がみ られ,1日 後

に同部で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,Yamasakiら13)が レーザー創の外縁 を示す も

の として 記述 した,照 射6時 間後 のHsp25や

Hsp70の 新規発現と発現増強ほどには明確ではな

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 においては,レ ー

ザー創でのHsp47発 現細胞の消失,な らびにレー

ザー創 に隣接する歯周靱帯,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日 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ノ ックアウ ト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のHsp47発 現量 とよく

相関することなど23～25),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

ラーゲンの細胞内蓄積と分泌欠如を認め,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 有層の大部分ではテネイシ

ンC発 現が欠如 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,歯 肉固有層 におけ

るテネイシンCの 消失 が観察 され,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

と発現の持続は,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 とほぼ一致 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 えるものの,

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。組

織凝固のため,レ ーザー創では血液供給が絶たれ

ており,ま た線維芽細胞,血 管内皮細胞のいずれ

もが存在 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

生過程が進行 して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。

　 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

分布密度が最大に達 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。

　稿 を終 えるにあた り,本 研究 について種 々の御助言 を頂

戴いた しました奥羽大学歯学部 口腔病理学分野前教授,山

崎(福 岡)章 先生 に深謝いた します。

　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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