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ABSTRACT

Collagenolysisinperiodontitisisthoughttobemodulatedbytheexpressionofthree

genes,Oneforcollagenaseandthetwoothersfortissueinhibitorsofmetalloproteinases-1

and-2(Tn4P-1and-2).WeassessedpossibledifferenceinTIMP-1,TIMP12andcollagenase

mRNA levelsbetweengingivalsamplesfrom patientswithperiodontitisandthosefrom

healthysubjectsbyreversetranscription-polymerasechainreaction(RT-PCR).The

techniqueallowsdetectionoftranscriptsfrom averysmallsamplequantity.Theexperiments

showedlevelsofTIMP-1andcollagenasetranscriptsrelativetoβ-actintobesignificantly

higherinthediseasedgroupthaninhealthycontrols(8.11±0.83versus1.38±0.28% for

TIMP-1and0.50±0.10versus0.0075±0.0024% forcollagenase,respectively).The

differenceinTIMP-2wasnotsignifcantbetweenthetwogroups(2.91±0.46versus

1.84±0.87%).Ourresultssuggestthatthehostrespondedtotheincreaseincollagenase

levelbypreferentiallyproducingTIMP-1toovercometissuedestructionduetoperiodontitis.

Thedifferentialg?neexpressionofTMP-1andTIMP-2inourstudymaybeaccountingfor

adistinctgeneticrL､gulationofTm止P-1and-2inm'W.
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要 旨

歯周炎曜患歯肉及び健常歯肉におけるcollage-

nase,TIMP-1,-2のmRNA発現を検索するた

めに､逆転写PCR(reversetranscription-poly-

merasechainreaction:RT-PCR)法という極

めて高感度のmRNA検索法を用いて､歯周炎患

者10名及び健常者5名より得た微量歯肉サンプル

中の各 mRNA発現 レベルを同時に検索 した｡

mRNAの検出に際しては､β-actin (house.-k翌ping

遺伝子のひとつでありその発現が比較的一定であ

る)をコソトロールとして用い､各mRNAの発

現 レベルを β-actinのmRNA レベルに対する

比率%として求めた｡

その結果､歯周炎患者歯肉におけるTIMP11

とcollagenaseのmRNAレベルは､健常者歯肉

に比べ有意に高いことが明らかになった (mean

±SE;TmⅡLl:8.11±0.83vsl.38±0.28%,

collagenase:0.50±0.10描0.0075±0.0024%)0

それに対 し､TIMP-2のmRNA レベルについ

ては患者 と健常者で有意差は得 られなかった

(2.91±0.46vs1.84±0.87%)0
これらの結果か ら､炎症歯肉においては､

collagenase産生の上昇による結合組織破壊が生

じていると同時に､破壊の進行を抑えようとする

生体の防御反応としてTIMP-1産生の上昇が起

こっていること､また､TIMP-1とTIMP-2

は異なる遺伝子調節を受けており､組織破壊に対

する防御機構としてはTmⅡL2よりもTIMP11

の方が選択的に動員される可能性があることが示

唆された｡

緒 昌

歯周炎に伴う結合組織破壊には､間質collagenase

(fibroblast-type,neutrophil-type)に代表され

るmatrixmetalloproteinasesとその特異的inhi-

bitorとのバランスの崩壊が大きく関与 している

と考えられる1~3)｡このことは､歯周炎患者の歯

肉あるいはGCF中においてcollagenase活性が

健常者に比べ増加 していること4~10)､また､歯周

治療による炎症の消退とともにその活性は減少す

ること11~13)､さらに健常者GCF中のcollagenase

inhibitor濃度は歯周炎患者に比べ高いこと11)､

などの報告により支持されている｡従来より､組

織内の collagenaseinhibitorとして tissue

inhibitorofmetalloproteinases-1(TIMP-1)

がよく知られてきた14･15)が､最近､TIMP-1とは

別のinhibitor(TIMP-2)がクローニソグされ

注目されている16-18)｡AdachiとNoharaはウシ

歯肉から性質の異なる 3種額の collagenase

inhibitorを分離 した19)が､ヒト歯肉においても

TIMP-1,TIMP-2をはじめとするいくつかの

inhibitorが生理的､病理的に複雑に関わり合っ

ていることが予測できる｡ 歯肉局所における

collagenaseとそのinhibitorの発現様式を知る

ことが､歯周炎に伴う組織破壊機構の解明に重要

なヒソトをもたらしてくれるものと思われるが､

タンパクレベルでの検出は例えば好中球elastase

や活性酸素によるTm4P不活化など20･21)の問題か

ら見て難しく､そこで遺伝子レベルでの検索がよ

り有用となる｡今回著者らは､検出感度の点で非

常に優れ､微量なサソプルでも検出可能な逆転写

PCR (reversetranscription-polymerasechain

reaction:RT-PCR)法22-24)を応用 し､ある1箇

所の歯周ポケット周囲の歯肉組織におけるcolla-

genase,TIMP-1,TIMP-2の発現を同時に遺

伝子レベルで検索することに成功したのでここに

報告する｡

材料および方法

1.歯肉組織の採取

炎症歯肉組織は､新潟大学歯学部附属病院保存

料を受診した成人性歯周炎患者10名より得た｡初

期治療終了後､歯周手術を必要とした部位につい

て､臨床パラメーター :GingiⅤalindex(GI)25),

Probingdepth(PD),Lossofattachment

(LA),Bleedingonprobing(BOP),Alveolar

bonelossonroentgenogram (BL)26)を用いて

診査した後､最も深い歯周ポケットのポケット側

1/3の炎症歯肉を内斜切開により採取 した｡採取

した歯肉組織は直ちに4Mguanidium isothio-

cyanate(GSCN)溶液 (TotalRNAisolation
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kit,Invitrogen,CA)中に入れ､dryice--ethanol

中にて凍結させた後､-78℃にて保存した｡健常

歯肉は､臨床的に健康な歯周組織を有する5名の

矯正患者より便宜抜歯時に炎症歯肉と同様な方法

で採取した｡

採取部位の臨床パラメーターをTablelに示

す｡

2.歯肉RNAの抽出と精製

歯肉RNAの抽出と精製はkit付属のプロトコー

ル (TotalRNA isolationkit,Invitrogen,CA)

に従って以下のように行った｡氷温のGSCN溶

液中の歯肉組織をPolytmn(Kinematica,Lu記rn)

にてホモジネー トした後､5.7M CsCl溶液上に

積層 し超遠心分離 (175,000×g,20℃,18時間)

を行いRNAを抽出 ･精製した｡精製後､RNA

溶液の濃度は吸光度260nm測定によって定めた｡

73

3.オリゴヌクレオチ ド･プライマー

すでに報告されているヒトTⅡ止p-115),TIMP1

218),fibroblastcollagenase27),β-actin28)の
cDNA塩基配列を基に､それぞれに特異的なプ

ライマーを設計し依託合成した (種橋器械店､東

戻)｡この研究で用いたプライマーをTable2に

示す｡プライマーの設計にあたってはPCRによっ

て増幅される各DNA部分の長さが約100bpずつ

異なるように考慮 して [β-actin (300bp),

Tm4Fl(386bp),Tm任し2(496bp),fibroblast

collagenase(611bp)]､それぞれのmRNA発現

量を同時に解析できるようにした｡増幅された各

DNAはそれぞれ3種額の制限酵素 (β-actinに

ついてはmnfI,MjlI,HaPII､Tn4P-1につ
いてはHl'nfI,NcoI,HaeII､Tm任し2につい
てはHaPII,Cfr13Ⅰ､ KZmI､fibroblastcollage-

naseについてはaaI,BlmHI,ClaI､制限

酵素はすべて宝酒造より購入)により切断した結

-3-
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Table2SyntheticoligonucleotideprimersusedforRT-PCR

Primer Sequence Length(mer) Location Leng th of PCR
product(base pairs)

β-actin
Foryard 5'-GCGACiAGATGACCCAGATCATGTT-3'
Reverse 5'-GCTTCTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'

で 川p-1
Fo rvard 5'-AGTCAACCA G ACCACCTTATACCA- 3'
Re verse 5'-TTTCAGAGCCTTGGAGGAGCTGGTC-3'

TIXP-2
Foryard 5'-GGAACTGGACTCTGGAiACGACATT-3'
Reverse 5'-CTCGATGTCGAGAAACTCCTGCTTG-3'

Fibroblastcollagenase
Foryard 5'-CATCCAAGCCATATATGGACGTTCC-3'
Reverse 5'-TCTGGAGAGTCAAAATTCTCTTCGT-3'

25 388-412■
25 663-687

24 225-248b
25 586-610

25 4131437C
25 884-908

25 833-857d
25 1419-1443

300

386

496

T̀hesequenceforthehumanβ-aCtin(28).
bThesequenceforthehutnanTIHPll(15).
CThesequenceforthehutnanTIHP-2(18).
dThesequenceforthehumanfibroblastcollagenase(27).

果､予想された長さの断片が得られたことから､

目的とする遺伝子由来であることを確認 した｡

4.逆転写 PCR

逆転写反応は､細胞全RNA (0.5FLg)を用い､

先に記述 された方法29)に従 って､10U avian

myeloblastosisvirus逆転写酵素,100ngrandom

hexamer, 5U RNaseinhibitor,各 1mM

dNTPs(dATP,dCTP,dGTP,dTTP)(宝酒

造､京都),50mM Tris-HCl(pH8.3),140mM

KCl,10mM MgC12,4mM dithiothreitol(和

光純薬､大阪)を含む10fJlの反応液中にて42℃､

2時間行った｡その後､10fJlの逆転写反応液を

PCR反応液 [10mM TrisIHCl(pH8.3),1.5mM

MgCl2,0.1mg/ml滅菌gelatin,0.2mM dNTPs,

10FLCi[α-32p]dCrP(6000Ci/mmol:Am ersham
Japan),5pmol各 oligonucleotideprimer,

2.5U Taq-DNA polymerase(AmpliTaq:宝酒

造､京都)]90/用こ加え､DNA them alcycler

(Perkin-Elmer(ktus,CT)にて､denaturation;

94℃1分,annealing;60℃2分,polymerizatio

n;72℃3分の条件で PCR反応を行った｡ 目

的とする4種額の各DNA断片 (β-actin,TIM

P-1,TIMP-2,fibroblastcollagenase)は同

時に増幅された｡増幅効率を調べる目的で､8サ

イクルから30サイクルまで2サイクル毎にPCR

反応液 5plをサンプリソグし､アガロースゲル

電気泳動にかけた｡

予備実験として､同一のRNAサソプル (Table

1,患者群 :No.1)1.Opg,0.5pg,0.25fLg,

0.05pgを用いて逆転写PCR法を行ったところ､

β-actinに対するmRNA発現量 (mean ±SD%)

は､TIMP-1(ll.2±0.58%)､TIMP-2(0.82

±0.058%)､Collagenase(1.6±0.23%)となり､

この全RNA量の範囲内では非常にばらつきは少

ないことから､全RNAO.5〃gを実験系に用いる

ことは適正であると判断 した｡また､同一の

RNA サソプルを用い､ β-actin,TIMP-1,

TIMP-2,Collagenaseの全てのプライマーで4

種額のDNA断片を同時増幅した場合の各プライ

マー間の相互干渉を調べたところ､各 mRNA発

現量(%)の数値は同時増幅によって影響されない

-4-
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Table3ExaminationofpossibleinterferencesinsimultaneousRTIPCR

Pri皿erSet
β-actin TINP-1 T川P12 Fibroblast

collagenase

Transcriptlevels(%)
relativetoβ-actin

T川p-1 A * *
B * *

T川P-2 A * *
B *

Fibroblast A * *
collagenase B *

* *

* *
*

* *
*

12.0
ll.2

0.82
0.83

1.3
1.3

75

0.5LLgOftotalRNAobtainedfro皿thediseasedsatnple(Table1.No.1)fasusedforRT-PCR.
A:Allfourpritner-pairsyereused;B:TyopriEler-pairsforβ-actinandTINP-IorTIN -2or
fibroblastcollagenase)vereused.
AcomparisonofthevalueofAyithBshotstheinfluenceofsimultaneousRT-PCRonthe
transcriptlevelstobeqinimal.

ことを確認した (Table3)0

全てのRNAサソプルは､逆転写反応を行わず

にそのままPCRを行った場合にはPCR増幅産

物が出現しないことから､RNAサソプル中には

PCR増幅産物を生じさせるようなDNAの混入

が無く､逆転写 PCRにより出現するバソドは全

てmRNA由来であることを確認した｡

Cycles
810121416182022M

CoHagenase(611bp)-
TIMP-2(496bp)-

TIMP-1(386bpト

β-actin(300bp)-

pb
53

1753
94

くV

lヽ)4
3

l

一l
一

Fig.lEthidium bromidestainingpatternofsjrnulta-

rleOuS】y-amplifiedPCR productsonagarose一gel
electrophoresjs.

TotalRNA extractedfrom thediseasedsample
(Table1,No.1)disp一ayedethidium bromidepositive
bandsonanultravioletrays-transilluminator.The

bandsforfibroblastcollagenase(611bp),TIMP-2

(496bp),TIMP-1(386bp)andβ-actin(300bp)are
demonstrated.Thenumberonthetopofeach
lanerepresentscyclesinPCR.LaneM isthe

DNAmolecularweightmarkers.

5.アガロースゲル電気泳動

8サイクルから30サイクルまで2サイクル毎に

5〃1ずつサソプリソグしたPCR反応液に等量の

1×loading buffer(0.042%bromophenol

blue,0.042%ⅩylenecyanoIFF,5%glycerol)

を加え､3%NuSieve3:1アガロース (FMC

bioproducts) ミニゲルにて100Vで2時間電気泳

動した (Fig.1)｡ 電気泳動 bufferは0.5×TBE

(0.045M Tris-borate,0.001M EDTA)を用い

た ｡

電気泳動後､ゲルはvacuum oven (80℃､2

時間)にて乾燥させ､以下の分析に用いた｡

6.TIMP-1,TIMP-2,fibroblastcollagenase

のmRNAレベルの解析

TIMP-1,Tm4P-2,fibroblastcollagenase,

β-actinのmRNAに由来するそれぞれに特異的

なPCR増幅産物のバソドの放射活性 (Fig.2a)

を､Bioimageanalyzer(BAS2000:富士 フ イル

ム社)を用いて測定した｡得られた数値は片対数

グラフにプロットし､その直線部分よりそれぞれ

のPCR産物の増幅効率を求めた (Fig.2b)｡

TIMP-1,Tn4P-2,fibroblastcollagenaseの

mRNA レベルは､house-keeping遺伝子であり

-5-
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8 10 12 14 16 18 20 22 8 10 12 14 16 18 2022 24 26 28 cycles////pさ /̀i†′/

A
Fig.2a:AutoradiogramsofRT-PCRproducts.
Thegelsweredriedandexposedfor3h.Clearlydi鮎rentpatternsbetweenthediseased(Table1,
No.1:A)andthehealthy(Table1,No.1:B)samplesareshown.

転写レベルが二一定といわれるβ-actinのmRNA

の転写 レベルに対する相対値(%)と して､

Chellyら24)の式を応用した以下の公式によって算

出した｡

Ax/Aβ-

Yx(1+Rβ)nGCβ/Yβ(1+Rx)nGCx

この公式は次の等式から得られたものである｡

Yβ-Aβ(1+Rβ)nGCβ

Yx-Ax(1+Rx)nGCx

A:PCR増幅前のDNA量､すなわちmRNA

に相当する量

Y:PCR増幅後のDNA量

R:PCR増幅効率 (理論的には､0<R≦1)

GC:PCR増幅断片sensestrand中のGC数

n:PCRサイクル数

β:β-actin

x:TIMPll,Tn4P-2,fibroblastcollagenase

7.統計分析

TIMP-1,TIMP-2,fibroblastcollagenaseの

β-actinに対するmRNA発現レベル(%)につい

て統計処理を行った｡Student'st-testにて､p

<0.05で有意差有りとした｡

結 果

この研究で著者らは逆転写PCR法を応用し､

歯周ポケットあるいは歯肉韓周囲の微量な歯肉組

織中に発現しているTIMP-1,TIMP12,fibroblast

collagenaseの各mRNAを同時にしかも迅速に

検出することに成功した｡その結果､歯周炎患者

と健常者ではその発現パターソに明らかに違いが

認められた (Fig.2a,Fig.2b)｡このような増幅

曲線の直線部分 (対数増幅期)を用い､歯周炎患

者群及び健常者群より得た歯肉組織中のTIMP-1,

Tm瓜L2,fibroblastcollagenaseのmRNA発現

レベル(%)を求めた結果をFig,3,Table4に示

す｡Tp止P-1のβ一aCtinに対するmRNA発現レ

ベル (mean±SE)は､患者数で8.11±0.83%､

健常者群で1.38±0.28%であり､患者群は健常者

群の5.9倍と有意に高かった (p<0.001)｡それ

に対してTIMP12では､患者群で2.91±0.46%､

健常者群で1.84±0.87%と､患者群と健常者群で

-6-
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脚
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持
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8 10 12 1416 18 2022
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8101214161820222426

PCRcycles

B

+ β-actin
~くト~TIMP-1

一 m P-2

~⊂-CbllagcJl拡亡

Fig.2b:RelativelevelsofRT-PCRamplificationproductsaspertheresultsobtainedbylaserimage
analysis.
Radioactivityofeachband,calculatedwithlaser imageanalyzer,isplottedonasemilogarithmic
scale.Theaveragebackgroundpixelsintheareasaboveandbelow thebandofinterestwere
subtractedfrom thepixelsintheband.Theamplificationcurveconsistsofanexponentialphase
whichendsinaplateau.Thesamesamplesas(Fig.2a)wereused.
A:Periodontitis-affectedsample;B:Healthysample.
Verticalaxis:radioactivityexpressedinBAS-2000analyzerunit;Horizontalaxis:Amplification
cyclesbyRT-PCR.

有意差は得 られなかった｡ また､fibroblast

collageneseについては､患者群で0.50±0.10%､

健常者群で0.0075±0.0024%であり､患者群は健

常者群の67倍と有意に高かった(p<0.005)｡

考 察

今回著者らは RT-PCR法という､極めて

mRNA検出の感度に優れ､しかも簡便で迅速な

方法を用いた詔,23)｡ この方法によって､ある1箇

所の歯周ポケットをターゲットにして､そのポケッ

トを取 りまく非常に微量な歯肉組織中の種々

mRNA レベルを検出することが可能になった｡

RT-PCRはDNAが対数的に増幅される反応で

あるため､mRNAの定量に応用することは難し

いとされてきたが､現在までいくつかのRT-PC

R法を用いたmRNA定量法が報告されている24･30･

31)｡そのなかで著者らはChellyらの方法24)に注目

し､β-actin遺伝子をCalibratorとして用い､

さらに目的の遺伝子のPCR増幅産物の大きさに

差が生じるように各種プライマーを設計すること

によって､TIMP-1,TIMP-2,collagenase

(fibroもlast-type)のmRNA発現レベルを同時

に検索することに成功した｡β-actinのような

内部コントロールのmRNA量が多い場合､内部

コソトロール遺伝子の増幅が目的遺伝子の増幅に

影響を与えることが報告されている31)が､今回の

研究では各プライマーの濃度を通常の1/10程度､

すなわち0.05fJMという低い濃度に設定すること
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Fig.3Individualtranscriptlevels(%)ofTIMP-1,TIMP12andcollagenase

genes inpatientswithperiodontitis(P,●)andhealthycontrols(H,○).
Thehorizontalbarrepresentsthemeanvalueofeachgroup.

**'･significantatp<0.001,I*;significantatp<0.005;andNS･'notsignificant
(p>0.05)byStudent～-test.

Table4TranscriptlevelsofTIMP-1,TIMP12andfibroblastcollagenase
relativetop-actininhumangingivaltissue.

TI肝II TIXP-2 Fibroblast
collagenase

Diseasedsa叩les(n=10sites)
Kean±SE %

Healthysatnples(A:5sites)
Hean±SE %

8.11±0.83** 2.91±0.46NS 0.50±0.lo‡

1.38±0.28 1.84±0.87 0.0075±0.0024

Allvaluesareexpressedintnean±SEpercentageoftranscriptlevelsrelative
toβ-actin(～).
#:Differenceyithhealthysatnplessignificantatp(0.001.
*:Differenceyithhealthysamplessignificantatpく0.005.
NS:Notsignificant(p〉0.05).
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によって､非常に効率の良い増幅が得られた｡こ

のような報告は以前にもあるが32)､これはプライ

マー濃度を必要最小限にすれば､分析に必要な対

数増幅期 (Fig.2b)がある程度得られた時点で

プライマーは欠乏状態に達するため､その後の不

必要な増幅が起こらないようになり､その結果､

増幅途中にある他の遺伝子の増幅-の影響が最小

限に抑えられたものと考えられる (Table3)｡

RT-PCR法は特に歯肉のような微量の組織中の

種々のmRNAレベルを検索する上でこれから大
いに役立つものと思われる｡

この研究で著者らは､歯周炎曜患歯肉中では健

常者歯肉に比べ､collagenaseと同様にTIMP-1

のmRNAレベルが上昇していること､それに対

して､TIMP-2はほとんど変化していないことを

証明した｡細菌等に由来する抗原刺激を受けやす

い､歯周ポケットに近接する歯肉組織においては､

collagenase発現レベルの過度の上昇に伴い正常

なcollagen代謝機能は失われ､過度な組合組織

破壊が生じる環境にある一方で､破壊の進行を少

しでも和げようとしてcollagenase-inhibitor

(特にTⅡ止P-1)の発現レベルの上昇が起こり､

生体の防御反応が働いているものと考えられる｡

歯肉固有層中の炎症細胞浸潤部ではcollagen合

成が低下しているのに対し浸潤部周囲の線維化の

克進 している部分ではcollagen合成が促進 して

いること33)がこのことを裏付けている｡また､慢

性炎症疾患であるリウマチ性関節炎では､組織破
～-/
壊の生じている病的滑膜中では､collagenaseに

比べTIMP-1の発現レベルが低下している34)のに

対し､それを取り囲む関節液中では正常関節液よ

りもTIMP-1濃度が高いこと35)､さらに腫癌の分

野においても､癌絶滅中ではTIMP-1のmRNA

レベルが高いこと36･37)､insituhybridizatim の結

果､TIMP-1は腫癌細胞ではなく､それを取り囲

む間質細胞が発現していること37)などの報告も見

られる｡

健常者に比べ､歯周炎曜息歯肉でTIMP-1の

mRNA レベルが高いという今回の結果は､

TIMPは歯周炎患者よりも健常者および歯周治療

後の患者のGCF中に高濃度で存在するという先

隆,その他 79

の報告1･11)と相反するものであった｡これはおそ

らく､歯周炎患者GCFにおいては､好中球の浸

潤に伴うelastase活性の増加38140)､あるいは活性

酸素系の克進が生じ､これらによってTIMP-1の

ほとんどが不活性化されてしまう20,21)ためであろ

う｡

組織修復に関与するサイトカイソの1つとして

TGF-βがよく知られるが､ina.troの実験で､

1GF-βにはcollagen合成能41)に加えて､collagen-

ase産生の抑制､TIMP-1産生の促進作用36･42)､

TIMP-2産生の抑制作用36)のあることが報告され

ている｡歯周ポケットに近接する炎症組織の周囲

では組織破壊を抑制するためにTGF-βが発現し

ていると仮定すれば､Tm4P-2ではなくTIMPl

が著明に増加していることが説明できるだろう｡

このような炎症歯肉におけるTIMP-1とTIMP-2

の独立した発現様式は､大腸癌組織における報告

36)と一致し非常に興味深い｡以上のことから､炎

症､腫痔に関わらず､組織破壊が生じた時の生体

防御反応として､TIMP-2よりもTIMP-1が選択

的に動員される可能性があることが推測される｡

炎症歯肉あるいは炎症部位より得られたGCF

中にcollagenase活性があることは､これまで数

多く報告されており4~13)､また､成人性歯周炎曜

患歯肉で発現しているcollagenaseは基質特異性

などの生化学的性質から見て､主としてneutro-

phil-typeであるのに対し､若年性歯周炎患者で

は主としてfibroblast-typeであるとされている43

J45)｡しかし､今回著者らはfibroblastcollagenase27)

のDNA塩基配列に特異的なプライマーを用いた

RT-PCR法によってそのmRNA レベルを調べ

たところ､成人性歯周炎患者歯肉においてfibroblast

collagenasemRNA レベルが健常者の約67倍も

高まっていることを証明し､neutrophilcollagen-

aseに加え､fibroblastcollagenaseも歯周組織

の破壊に関与している可能性があることが示唆さ

れた｡今後､neutrophilcollagenase46)の塩基配

列に特異的なプライマーを用いて同様の実験を行

えば､歯肉局所におけるneutrophi1-typeと

fibroblast-typeのcollagenaseの発現を遺伝子レ

ベルで検索することが可能となり､成人性歯周炎

-9-
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と若年性歯周炎の結合組織破壊機構の解明に大い

に役立つものと考えられる｡

歯肉におけるcollagen代謝機構には多くの要

因が複雑に関与 しているものと考えられるが､今

回著者らの示 した知見は､それを解明する上で極

めて有用なものであろう｡ 将来､さらなるこのよ

うな研究にinsituhybridizationなどの方法を併

用すれば､歯周炎におけるTIMP-1,TIMP-2,

collagenaseの詳細な役割が解明されていくに違

いない｡

結 論

歯周炎曜患歯肉及誓夢常歯肉中のTIMPl,
TIMP-2,collagenasemRNA発現 レベルを､

逆転写 PCR法を用いて検索 し､以下のような結

論を得た｡

1)歯周炎患者歯肉におけるTnW-1とcolla辞naSe

のmRNA レベルは､健常者歯肉に比べ有意に

高かった｡それに対 して､TIMP-2のmRNA

レベルは患者と健常者で有意差は得られなかっ

た､このことから､炎症歯肉においては､co一

lagenase産生の上昇による結合組織破壊が生

じていると同時に､破壊の進行を抑えようとす

る生体の防御反応としてTIMP-1産生の上昇が

起こっていること､またTn伊.1とTIMP-2は

異なる遺伝子調節を受けており､組織破壊に対

する防御機構としてはTIMP-2よりもTn4P11

の方が選択的に動員される可能性があることが

示唆された｡

2)成人性歯周炎患者歯肉で発現されているcol-

1agenaseは主としてneutrophil-typeとされ

ているが､ この研究で､炎症歯肉において

fibroblast-typecollagenasemRNAレベルが

健常歯肉の67倍も上昇 していることが証明され

た｡このことから､成人性歯周炎に伴う歯肉組

織破壊にはneutrophil-typeに加えて､fibro-

blast-typecollagenaseも関与 している可能性

があることが示唆された｡
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