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論文内容の要旨

【研究目的】

薬物誘発性歯肉肥大は抗てんかん薬であるフェニトインにより生じることが1939年に報告されたが、その後、免疫

抑制剤のシクロスポリン、カルシウム括抗薬のニフェジピンによっても同様の症状が誘発されるという報告がなされ

た。現在の高齢化社会においてカルシウム括抗薬の服用者は抗てんかん薬や免疫抑制剤の服用者と比べてはるかに多

く、その副作用である歯肉肥大は重要な問題となっているo カルシウム桔抗薬の中でニフェジピンは高血圧や狭心症

に対する治療薬として広く使用されており、ニフェジピン誘発性歯肉肥大の有効な予防法と治療手段が望まれている

が、その発症機序については未だ明らかにされていない。また、薬物誘発性歯肉肥大の重症度は歯周組織の炎症と密

接な関係があることも報告されている。

本研究ではヒト歯肉線維芽細胞を用いて、その増殖能と細胞死に対するニフェジピンの作用について調べ、薬物誘

発性歯肉肥大との関連について検討した。また、炎症性細胞であるマクロファージを用いて、 lipopolysaccharide

(LPS) 刺激時における細胞障害に対するニフェジピンの影響についても検討した。

【研究方法】

1.細胞培養および薬物処置:口腔外科的処置時に得られた正常ヒト歯肉試料よりアウトグロースさせたヒト歯肉線

維芽細胞を10%牛胎児血清 (FCS) 含有 DMEM を用いて培養した。細胞がいわゆるコンフルエント状態に達した後、

培養液中に薬物を添加し 1 週間培養をおこなった。マウス由来マクロファージ様細胞 RAW264 (RIKEN Cell Bank : 

茨城)は、 10% FCS 含有 DMEM を用いて培養したo LPS、 NO 発生剤の N-ethyl一 2 ー (1 -ethyl-2 -hydroxy-

2 -nitrosohydrazino) -ethanamine (NOC12) :およびベルオキシナイトライト発生剤の 3 -morpholino -

sydnonimine (SIN -1 )は培養液中に添加し、 24時間培養をおこなった。また、ヒト歯肉線維芽細胞と RAW264細

胞とを 1 : 1 の比で播種したものを、 10% FCS 含有 DMEM を用いて共培養をおこなった。

2. 細胞死の判定:細胞死の判定は培養細胞を0.0閃5% トリフプ。シン一EDTA 溶液を用いて採取し、 0.5% トリパンフ

を用いた色素排除法によりおこなつ fたこ o アポトーシスは、断片化した DNA を酵素免疫法により検出する ELISA キッ

トを用いて判定した。

3. [:lHJ ーチミジンの取り込み:培養細胞に、 [3HJ ーチミジン(終濃度 1μCi/ml) を加えて 4 時間インキュベー

トしたのち、 PBS で洗浄し、 1% トリクロロ酢酸溶液で処置した細胞を0.25N 水酸化ナトリウム溶液により溶解し、
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その放射活性を測定した。

4. NO の測定: RAW264細胞に各薬物を作用させ、 24時間培養後、培養上清中の亜硝酸イオンを Griess 法により

測定した。

5. ウエスタンプロッティング: RAW264細胞より調製した細胞溶解液を、 7.5% SDSーポリアクリルアミドゲルに

より電気泳動後、膜にプロッティングし、誘導型 NO 合成酵素(iNOS) 抗体を用いて検出した。

【結果および考察】

【 1 】ヒト歯肉線維芽細胞をコンフルエント後さらに 1 週間培養をおこなうと、約30%の細胞に DNA の断片化を伴

う細胞死が認められた。この細胞死は、ニフェジピン存在下で培養することにより抑制された。また、他のカルシウ

ム桔抗薬(ニカルジピン、ジルチアゼム、ベラパミル)によっても同様に抑制された。 [3H] ーチミジンの取り込み

は、無処置細胞に比べて、ニフェジピン処置した細胞では濃度依存的に低下していた。低カルシウム培養液で培養を

おこなった細胞においては [3H] ーチミジンの取り込みは低下しており、高カルシウム培養液ではその取り込みは

増加していた。

以上の結果からヒト歯肉線維芽細胞の増殖過程における細胞死に対してニフェジピンが保護的に作用していること

が示された。また、その作用は増殖能の抑制と密接に関係しており、その機序には細胞内のカルシウム動態が関与し

ている可能性が示唆された。

【 2 】 RAW264細胞において、 LPS 刺激により濃度依存的に NO が産生され、細胞死が誘導された。この NO 産生

および細胞死はニフェジピンにより抑制された。 NOC12および SIN- 1 により濃度依存的に細胞死が誘導されたが、

これらの細胞死に対してニフェジピンはまったく影響を与えなかった。他のカルシウム桔抗薬についても同様の実験

をおこなったが、吟ヒドロピリジン系カルシウム括抗薬であるニフェジピン、ニカルジピンの作用が最も大きかった。

ウエスタンプロッティングによる解析から、 RAW264細胞において LPS 刺激による iNOS の誘導をニフェジピンは

著明に抑制することが示された。

ヒト歯肉線維芽細胞に LPS 刺激を行っても細胞死はみられなかったが、 RAW264細胞との共培養系において、

LPS 刺激によりヒト歯肉線維芽細胞に細胞死が誘導された。この細胞死はニフェジピンにより抑制された。

以上の結果より、ニフェジピンは LPS 刺激により誘導される細胞死を iNOS の誘導を阻害することにより抑制す

ることが明らかになった。

【結論】

本研究の結果より、ヒト歯肉線維芽細胞の増殖過程における細胞死に対してニフェジピンが保護作用を有すること

が示され、また、その機序に細胞内カルシウム動態が関与していることが示唆された。歯肉の正常な形態の維持にア

ポトーシスが関与していることが考えられ、カルシウム括抗薬によるアポトーシス抑制作用が歯肉肥大の形成機序に

関与している可能性が示唆された。また、 LPS 刺激によりマクロファージから産生される NO により誘発される歯

肉線維芽細胞の細胞死をニフェジピンが抑制したことから、歯肉組織の炎症時における細胞障害に対してもニフェジ

ピンが保護作用を有することが示唆された。炎症状態においては、正常な状態に比べてより多くの細胞死が誘発され

ると同時に増殖能も高まっていることが考えられ、 LPS 刺激による細胞死に対するニフェジピンの抑制作用が炎症

による歯肉肥大の増悪に関与している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究はヒト歯肉線維芽細胞の増殖能および細胞死に対するニフェジピンの作用を明らかにする目的で、培養ヒト

歯肉線維芽細胞を用いて薬理学的、生化学的検討を行ったものである o

その結果、ヒト歯肉線維芽細胞の増殖過程における細胞死をニフェジピンは抑制した。この作用は増殖能の抑制と

関係しており、その機序に細胞内カルシウム動態が関与していることが明らかとなった。またマクロファージ様

RAW264細胞において、 LPS 刺激による細胞死に対してニフェジピンは抑制作用を有しており、その機序は誘導型

NO 合成酵素の誘導を阻害することによるものであることが示された。さらに、ヒト歯肉線維芽細胞と RAW264細
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胞との共培養系においても、 LPS 刺激によるヒト歯肉線維芽細胞の細胞死に対してニフェジピンは抑制作用を示す

ことが明らかになった。

本論文はニフェジピン誘発性歯肉肥大の発症機序および薬物誘発性歯肉肥大と炎症との関連を解明する上で、重要

かっ新たな知見を示したものであり、博士(歯学)の学位に値するものと認める。
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