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要 旨

低出力レーザーによる創傷治癒促進効果につい

ての報告をみるが､口腔内､歯肉における創傷治

癒についての報告はほとんどない｡そこで低出力

レーザーが歯肉創傷治癒におよぼす影響について

検討する目的で､イヌ下顎にイソプラソトを植立

し､レーザー照射後､インプラント周囲歯肉のD

NA､RNA､ヒドロキシプロリン､Ⅰ型コラノー

ゲソmRNAについて生化学的に検索を行った｡

イヌ下顎両側P｡,P｡,Ml抜歯4カ月後に､

チタソ合金 (6A1-4V)イソプラソトを植立､

植立直後より片側のインプラント周囲歯肉にレー

ザー照射を行い､反対側をコントロールとした｡

尚､レーザー装置として半導体レーザーDSL-

100(出力60mM､波長810nm､連続波､モリタ

製作所)を用いた｡術後3､4､5､7､14日に
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イソプラソト周囲歯肉を採取し､DNA､RNA

量は各々ジフェニルアミン､オルシノール反応に

より､ヒドロキシプロリン量はEdwards法によ

り測定を行った｡I型コラーゲンmRNA測定に

ついては合成プローブを用いた｡ヒドt=キシプロ

リソ量はコントロール群において術後5日で最高

値となり､術後7日で有意に減少し14日と同様の

値を示し変動の収束に早まりがみられた｡RNA

量はコントロール群､照射群でそれぞれ術後7日､

5日に最高値を示し､照射群で受傷に対する組織

反応の早まりがみられた｡DNA量はコントロー

ル群､照射群ともに術後5日に最高値を示し､レー

ザー照射による影響は認められなかった｡ I型コ

ラーゲソmRNA量はコソトロール群に比べ術後

3､4､5日で増加しⅠ型コラーゲソの合成促進

が認められた｡

以上より､低出力レーザーは､歯肉の創傷治癒
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におけるコラーゲソの代謝を促進することが示唆

された｡

Abstract

Thepurposeofthisstudywastoevaluate

theeffectofalow powerlaseronwound

healingofgingivasurroundinginserted

implants.Twotitanium alloyimplants(6A1

-4V)Were inserted into each side of

mandibularedentulousareaat1cmintervals.

Ononesideofmandible,themesial,distal,

buccalandlingualpartsofgingivasurrounding

theimplantswereirradiatedwiththelaser

for5minutesonceadayforaweek.

Three,4,5,7,14daysafterinsertionof

implant,thescarofgingivawasexcisedand

thecontentofcollagen,RNA,DNA and

proα1(Ⅰ)collagenmRNAwasdetemined.
Afterinsertionofimplant,thecollagen

contentofscarincreasedandreacheda

maximalvalueafter5daysandthenretumed

totheoriginallevelonday14.Therateof

increaseanddecreasewaspromotedbylaser-

treatment.

Theirradiationpromotedtherateofincrease

anddecreaseinRNAcontentasinthecase

ofcollagencontent,butnosignificanteffect

wasobservedontheDNA content.The

abundanceofcollagenmRNA inthelaser-

untreatedscarincreasedwithincreasing

timeafterimplantationuntilday7while

thatinthelaser-treatedgroupincreased

withacceleratedratesuntilday5andthe

maximallevelwasapproximatelythesame

asthatofday7.Theseresultssuggested

thatlowpowerlaserirraditionexertstxneficial

effectonwoundhealingofdoggingivaby

promotingthetumoverrateofcollagen.

緒 昌

一般にレーザーの作用には熱作用､光活性作用､

電磁波による作用､圧作用､イオソ化作用等があ

るといわれている1)｡医科の領域においては高エ

ネルギーレーザーの熱作用を利用して､アルゴソ

レーザーによる網膜の光凝固療法2)､血管腫の治

療3)､炭酸ガスレーザーのレーザーメスによる切

開4)､NdYAGレーザーの内視鏡的な凝固､止血5)

およびルビーレーザーの母斑の治療6)なども行わ

れている｡

一方､低出力レーザーは､1968年Mesterのル

ビーレーザーによる発毛促進の報告7)以来､捧痛

抑制8)､抗炎症9)､創傷治癒促進10)の目的で医科の

分野で広く応用されてきている｡ 近年､歯科分野

においても象牙質知覚過敏の抑制11)､根管治療後

の捧痛抑制および歯周外科､抜歯､イソプラソト

術後の創傷治癒促進の目的で臨床的に広く応用さ

れつつある｡

しかし､レーザー､特に低出力レーザーの生体

におよぼす作用の詳細なメカニズムの解明はいま

だ十分になされておらず､創傷治癒促進作用につ

いての基礎的研究も多々みられるものの､その内

容は主に肉眼的所見13､14)､皮膚接合強度15)､さら

には植皮片移植生着16)などがほとんど占めている｡

孝た創傷治癒過程において重要な役割を果たすコ

ラーゲンについては､皮膚におけるコラーゲソ

mRNAの合成に対する影響について検討された

例17)はあるが､口腔内軟組織についてコラーゲソ

代謝の検討を行ったものはない｡そこで著者らは

イヌ下顎にインプラントを植立し､植立後の歯肉

創傷治癒に与える低出力レーザーの影響を明らか

にするために､ヒドロキシプロリン､RNA､D

NAの定量を行い､さらにI型コラーゲソの遺伝

子発現について検索し､検討を行った｡

実験材料および方法

1.実験動物

雑種成犬18頭 (体重10-15kg)を用いた｡

2.レーザー装置

レーザー照射装置として半導体レーザーを用い

た (図1)｡表 1にレーザーの仕様を示す｡

本装置はGa-A1-Asを発振器としたレーザー

で連続波､間欠波の切り替えを持ち､また出力に
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図 1 レーザー装置

表 1 レーザーの仕様

SPECIFICATION

Model DSL-100(∫.MORⅠTACO.LTD)

Transmitter Ga-A1-As

Output 30/60mW

Radiation 1,5,10.20HzandContinuouswave

おいても30mW､60mWの切り替えをもつ ｡ 本体

はスリーウェイシリソジ様の照射部と電源部から

なる｡ 照射スイッチはデッドマソ型であり､0.5､

1､2､3分の時間設定が可能である｡

3.インプラント

イソプラソト材料として鏡面研摩を施したチタ

ニウム合金 (6A1-4V)円柱型¢4.1mm､長さ1

2mmを使用した｡

4.インプラントの植立

下顎両側臼歯部を被験部位とし塩酸ケタミソ

(ケタラ-ル⑪)0.5-1.5mlの筋肉内注射とペソ

トバルビタール (ネソブタール⑩)0.5ml/kgの

静脈内注射による全身麻酔下に､下顎第3､第4

前臼歯および第1後臼歯を抜去した｡抜去後約4

ケ月後に上記と同様の方法で全身麻酔を施し､チ

タニウム合金を植立した｡

イソプラントの植立には､植立におけるぶれを

最小限にするために犬歯､第2後白歯にわたるガ
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イド装置を設け､コソトラ-ッドの動きを規制し

ながらイソプラソトの植立を行った｡減速コソト

ラを用い生理食塩水注水下に規格のバーにより粘

膜骨膜組織を摘出し､一連の規格バーを用いてイ

ソプラソト窟洞を第2後白歯より1cm間隔で形

成し､片側2本両側で計4本の植立を行った｡植

立後唆合の影響を排除するため対合歯との距離が

2mmとなるように調整を行い､術後は軟性飼料

にて飼育を行った｡

5.レーザー照射

レーザー照射は､粘膜よりプローブ先端までの

距離を30mmとし､可及的に粘膜面に垂l酎こなる

ようにイソプラソト体 1本につき近遠心側､頗舌

側の4カ所に各5分間行った｡またイソプラソト

周囲歯肉全周にレーザー光がおよぶようにイソプ

ラント体の一部を照射野に含めて行った｡この照

射を片側のみに術直後より毎日1回最人7日間行

い､反対側をコソトロールとした｡

6.歯肉採取

術後3､4､5､7､14日にイソプラソト用ITFT

2mm幅で歯肉の採取を行った｡

7.ヒドロキシプロリンの定量

採取した試料は湿重量を測定した後にメスで紺

切し､真空乾燥した｡乾燥した試料は一80℃にて

保存し､Edwardsらの方法18)に準じてヒドロキシ

プロリソの定量を行った｡すなわち､試料に6N

塩酸を湿重量10mg当たり1ml添加して封管 し､

電気定温乾燥機中で110℃､24時間加水分解した

ものを開封し､60℃で塩酸を吸引した｡このよう

にして得られた試料にリソ酸緩衝液 (pH6.5)を

添加して溶解させ､適正濃度 (約2〃gHyp/ml)

に調整してヒドロキシプロリソ定量のための試料

とした｡これらの試料0.75mlにヒドロキシプロ

リン標準溶液0.75m1､0.05MクロラミソT試薬0.

75mlを加えて室弧で20分間反応させ､アルデヒ

ド過塩素酸試薬0.75mlを加えて､60℃15分間加

熱発色させた後､分光光度計を用いて550nmに

て比色定量を行った｡

8.RNA,DNAの定量

1)RNA,DNAの抽出

RNA,DNAの抽出は､Schmit&Thann-
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hauser法19)に準 じて行った｡すなわち､採取

した試料 (約20mg)をホモジナイズし､得ら

れたホモジネー ト6mlに氷冷 した60%PCA

(perchloricacid)を終濃度 5%になるよう

に添加 し､5分間氷冷の後5000r.p.m.,10分間

の遠心を行い､上清を捨て､得られた沈澱に1

N KOH0.5mi を添加し37oCで20時間インキュ

ベ- トした｡この後 5分間氷冷 し､1/5容量の

6N HClを添加 し中和を行い､さらに等量の

10%pCAを加え15分間氷冷 した｡氷冷の後

5000r.p.m.,10分間の遠心を行い､得られた上

清と､再度 5%PCA 0.6mlを加え同様の遠

心を行い得られた上清とをRNA分画とした｡

さらに､この遠心により得られた沈澱に5%

PCA 1.Omlを添加 したものを90℃で15分間

インキュベ- トし､氷冷後5000r.p.m.,10分間

の遠心を行い､得られた上清と再度5%PCA

を加え同様の遠心を行い得 られた上清とを

DNA分画とした｡

2)RNAの定量

RNAの定量にはオルシノール反応20)を用い

た｡すなわち､試料0.75mlに対 しオルシノー

ル試薬 (Orcinollg,FeC12･6H20 0.5g,
concHCllOOml)0.75mlを加え､沸騰水浴
中で20分間加熱し､冷却後､分光光度計を用い

て660nmにて吸光度を測定 した｡尚､標準液

としてYeastRNAを用いた｡

3)DNAの定量

DNAの定量にはBurtonの方法21)を用いた｡

すなわち､ジフェニルアミン試薬 (redistilled

aceticacidlOOml,con°H2SO ｡1.5ml,di-

phenylamine1.5g)20mlに16mg/mlの

acetoaldehydeを0.1ml加えた溶液 1mlに試

料0.5mlを混合し､25℃､18時間イソキュベ-

トの後､分光光度計を用いて600nmにて吸光

度を測定 した｡なお標準液には仔ウシ胸線DN

Aを用いた｡

9.ノーザンブロット分析

1)RNAの抽出

RNAの抽出にはAGPC法22)を改良して行っ

た｡すなわち､採取した試料に2mlのSolution

D (4M guanidinium thiocyanate,25mM

sodium citrate,pH7.0,0.5% sarcos,yl,

0.7% β-mercaptoethanol)を添加 し､ポリ

トロン (Brinkmann社)を用いてホモジナイ

ズした｡このホモジネ｢吊こ2mlTris飽和

phenol,0.2m12M sodium acetate,pH4.0,
0.4mlchloroform/isoamylalcohol(49:1)を

添加 し､撹拝の後15分間氷冷 し､10000Ⅹg､4

℃で20分間の遠心を行った｡得られた上清に2

倍容量の氷冷エタノールを加え､-20℃で一昼

夜静置し､10000Ⅹg､4℃で30分間の遠山を行っ

た｡得られたペレットに0.4mi SETbu飴r(10rrM

Tris･Cl,1mM EDTA,0.1%SDS)を加え､

マイクロチューブに移 し､等量の Tris飽和

phenol/chlorofom /isoamylalcohol(25:24:1)

を加えフェノール抽出を2回行い､さらに得ら

れた上清に等量のchlorofom を加え､4℃で

10000Ⅹg､1分間の遠心を行い､得らノれた上清

に1/10容量の3M sodium acetate,pH5.2､

2倍量の氷冷エタノールを加え､-80℃で30分

間静置し､4℃で10000Ⅹg､20分間の遠心を行

い､得られたRNAペレットを70%ェタノール

で洗浄し､乾燥させ適当量の再蒸留水に溶かし､

260nm/280nmにて吸光度の測定を行った｡尚､

PolyA+RNAの精製は01igo(dT)セルロース

カラムを用いて行った｡

2)電気泳動

電気泳動は､Maniatis23)の記載に従って行っ

た｡すなわち､上記で得られたRNA IOFLgに､

再蒸留水4.5FL1,5Ⅹformaldehydegel-running

buffer(0.02M MOPS,pH7.0,8mM sodium

acetate,1mM EDTA,pH8.0)2.OFLl,fom-

aldehyde3.5pl,formamide10.OFLlを加え6

5oCで15分間の反応の後､氷冷 し､2FLlゐ

loadingbuffer(50% glycerol,1mM EDTA,

pH8.0,0.25% bromophenolblue,0.25%

ⅩylenecyanoIFF)を加え､1xformaldehyde

ge1-runningbuffer,2.2M fomaldehydek

含む1% Agarosegelにて電気泳動を行った｡

3)電気泳動

ゲルからメンブレンへのRNAのトランスファー
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は､50mM NaOH/10mM NaClで gelを30分

間処理の後､TramsBlot(Bio-Rad社)を用い

て0.5ⅩTAE(40mM Tris,20mM sodium

acetate,1mM EDTA)中にてZata-Probe

blottingmembranes(Bio-Rad社)を用いて行っ

た｡

4)プローブ

オリゴヌクレオチドDNAプローブとしては､

ヒトプロα1(Ⅰ)コラーゲソに特異的なcDNA

の塩基配列中の､晴乳額間での相同性が比較的

高い部分､アミノ酸残基814-823相当部分のオ

リゴヌクレチオドを合成し (宝酒造に合成委託)､

用いた｡そのヌクレオチド配列は以下の通りで

ある24)｡

5'-GCCCATGGGACCGGGGGG

ACCACGTTCACC-3'

5)プローブのラベリソグ

Maniatisら25)の記載に従い､oligonucleotide

(3pmol/〃1)1.OfJl,10ⅩbacteriophageT4
polynucleotidekinasebuffer(0.05M Tris･C1,

pH7.6,0.01M MgC12,5mM dithiothreitol,

0.1mM spemidineHCl,0.1mM EDTA,pH

8.0)2.OfJl,[γ-32p]ATP(sp.act.5000Ci/
mmole;10mCi/ml)5.OFLl,H20 15FLl,Bac-
teriophageT4polynucleotidekinase(10unit/

〃1)2.OfJlを混合し､37℃で45分間インキュベ-

トした｡イソキュベ- トの後､スパソカラムに

よりプローブの精製を行った｡

6)ハイブリダイゼ-ショソ

-イブリダイゼ-ショソはAngeliniの方法2

6)を改良して行った｡すなわち､5ⅩSSC(150mM

sodium chloride,15mM sodium citrate),

20mM NaH 2PO｡,pH7.0,7%SDS,10ⅩDen-

hardt'S(0.02% Bovineserum albumin,

0.02% Polyvinylpyrrolidone,0.02% ncoll),
100fJg/mldenatured,fragmentedsalmon

spermDNA,100FJ/mlYeastRNAを含む溶

液中にて55oCで6時間プレ-イブリダイゼ-ショ

ソを行い､この後1Ⅹ106cpm/mlとなるようにプ

ローブを加え､55oCで20時間のハイブリダイゼー

ションを行い､3ⅩSSC,10ⅩDenhart'S,5%

123

SDS,25mM NaH 2PO ｡(ph7.5)を含む溶液中

にて55℃で30分間洗浄を2回行い､さらに1ⅩS

SC/1%SDSの溶液中にて55℃で30分間洗浄 し

た後､-70℃でオー トラジオグラフィーを行っ

た ｡

結 果

1.レーザー照射のヒドロキシプロリン量への影

響

図2､表2にインプラント植立後のヒドロキシ

プロリソ量 (〃g/mgwetweight)の変化を示

す｡ヒドロキシプロリソ量は､コソトロール群に

おいて術後3日で20.2±0.47flg､術後4日で24.

4±2.40fLg､術後5日で25.6±4.25fLgと最高値

を示し､その後7日で20.5±2.30pg､14日で16.

8±2.90FLgと暫時減少した｡

一方､レーザー照射群においては術後3日で19.

3±1.67がg､術後4日で24.7±3.32fJgと最高値

を示し､以後5日で21.1±1.88pgとなり､術後

7日では15.1±0.40fJgとコソトロール群とに有

意の差がみられ (p<0.01)術後14日での16.6±

3 4 5 7

図2 ヒドロキシプロリン量の変化

14 day

表2 ヒドロキシプロリソ量の変化

Hydroxyproline 〟g/mg wet weight

､一一一や 3-. 4 5 7 14

LaserJ 19.3 24.7 21.1 15.I+ 16.6
Irradiation 士1.67 ±3.32 ±1.88 土0.40 士1.50

Control 20.2 24.4 25.6 20.5米 16.8
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図3 RNA量の変化

表 3 RNA量の変化

〟g/mg wet weight

- 小 3 4 5 7 14

Laser 1.68 1.92 2.47 2.10 1.52
Irradiation ±0.16 ±0.16 ±0.57 ±0.47 ±0.22

Control 1.73 1.94 2.13 2.20 1.57

図4 DNA量の変化

表 4 DNA量の変化

〟g/mg wet weight

＼ - ＼ 聖 3 4 5 7 14

Laser 0.58 0.70 0.92 0.84 0.59
Irradiation 土0.15 ±0.13 ±0.08 ±0.02 ±0.ll

Control 0.61 0.69 0.95 0.85 0.59

1.5fJgの値とほとんど変わりのない値を示 した｡

コソトロール群との比較においては術後5日､7

日で低値を示した｡

2.RNA量への影響

図3,表 3に術後のRNA量 (〝g/mgwet

weight)の変化を示す｡RNA量はコソトロー

ル群において術後3日で1.73±0.29FLg､4日で

1.94±0.30〃g､5日で2.13±0.56/Jg､7日で2.

20±0.34FLgと術後7日まで上昇を示し､術後14

日では1.57±0.04pgと下降した｡

一方､照射群では術後3日で1.68±0.16pg､

4日で1.92±0.16FJg､5日で2.47±0.57pgと

術後5日で最高値を示し､以後7日で2.10±0.47

fLg､14日で1.52±0.22FLgと暫時減少した｡

3.DNA量への影響

図4,表4に術後のDNA量 (〃g/mgwet

weight)の変化を示す｡DNA量はコソトロー

ル群､照射群とに差はなく､術後5日でそれぞれ

0.95±0.12FLg,0.92±0.08fJgと最高値を示し､

その後術後7日､14日と経時的に減少した｡

4.コラーゲンmRNA量への影響

図5に合成DNAプローブを用いての犬歯肉プ

ロα1(I)コラーゲソ rriRNAの-イブリダイゼ-

ショソパターソを示す｡lanelは1FLgのpoly
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0 3 4 5 7

図6 プロα1(I)コラーゲンmRNA量の変化

A+RNA､lane2および1ane3はそれぞれ5/Jg

および10fJgのtotalRNAの-イブリダイゼ-ショ

ソパターンである｡合成プローブは特異的に約4.

8および5.8kbのmRNAと-イブリダイズしてい

る｡尚､4.8kbのmRNAが優勢であった｡

図6に術後のmRNA量の変化を示す｡mRNA

はコソトロール群において術後 7日までの実験

期間中経時的に2次曲線を描いて上昇した｡

一方､照射群では術後5日までコソトロール群

と同様にmRNA量は2次曲線的に上昇 し､いず

れの日時においてもコントロール群に比べ1.3-1.

5倍高い値を示したが､術後､5日､7日ではほぼ

同値をとり上昇の終鳶がみられた｡

考 察

1.本研究の意義について

近年､創傷に伴う炎症の軽減､治癒促進の目的

でnonsteroidalanti-inflametrydrugなどの

薬物利用がなされ､最近ではEFGをはじめとす
る各種成長因子の臨床応用が試みられている27)｡

しかしこれらの薬剤の利用にはその投与法､投与

量により副作用がみられる｡
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一方､低出力レーザーも､捧痛抑制8)､抗炎症9)､

創傷治癒促進10)の目的で臨床応用されてきている｡

その効果は組織の温度上昇をほとんど伴わない非

熱的作用によるものであり､組織への為害作用が

認められないことから､レーザー照射単独あるい

は前述の薬剤との併用により､より大きな治癒促

進効果をもたらすことが期待される｡低出力レー

ザーによる創傷治癒促進効果に関してMester28)

はその生体活性効果としてコラーゲソ新生の促進､

酸素活性の克進､血管の再生促進､血流の改善､

細胞分裂の活発化､生体活性化物質の産生をあげ

ている｡ しかし､創傷治癒促進効果について基礎

的に検討を行ったもののほとんどは皮膚における

肉眼的および組.織学的所見によるものであり､ま

たinvivoおける生化学的所見についてほとんど

なされておらず17･29)､特に口腔内創傷治癒過程に

おけるコラーゲソの代謝に注目したものはない｡

近年､低出力レーザーは歯科の分野においても

創傷治癒促進､象牙質知覚過敏などの捧痛抑制の

目的で臨床で広く用いられているものの､その基

盤となる基礎的研究はほとんど見られない30)｡イ

ソプラソト植立における軟組織の反応は基本的に

他の口腔軟組織の創傷治癒と同様であるといわれ

ている31)｡それゆえ､インプラント植立に伴う創

傷の治癒に与えるレーザーの影響を検討すること

は歯周外科､抜歯後の創傷治癒促進､あるいは口

腔内軟組織の潰癌性疾患へのレーザーの臨床応用

におけるレーザーの有効性およびその作用を解明

する研究法の一つとして有用なものと考えられる｡

そこで本研究では低出力レーザーが歯肉創傷治

癒に与える影響を調べるため､イソプラソト植立

後のインプラント周囲歯肉にレーザー照射を行い､

その影響をコラーゲソの代謝を中心に検索し､検

討を行った｡

2.レーザー照射について

本研究では､出力60mW､波長810nm､連続波

の条件で半導体 レーザーを使用した｡照射部位に

ついては本レーザーがプローブ先端から30mmの

位置での照射野の直径が5mmになるdefocus

typeであることから歯肉粘膜からの距離を30mm

に設定し､イソプラソト周囲歯肉を近心､遠心､
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頬側および舌側の4部位に分け照射を行った｡

照射時間に関しては､明確な規定はないが臨床

的には､1-3分を1単位として､1-数単位照

射により効果を得たという報告が多ぐ1,32,33)､ま

た線維芽細胞を用いたinvitroの実験において

頻回照射によりレーザーの効果が増強されたとの

報告34)がみられることから､イソプラソト周囲歯

肉各部に5分間/日の照射をインプラント植立直

後より最大7日間行った｡尚､出力に関しては著

者らの過去の実験結果を参考に決定した35)｡

3.ヒドロキシプロリン量について

コラーゲソは歯肉中のタンパク質の約60%を占

め､そのうちの約90%がI型コラーゲンである36)｡

Ⅰ型コラーゲソは他の結合組織においても多量に

みられ､結合組織の維持､機能において､また創

傷治癒過程における血管性反応及び各種炎症性細

胞による創傷組織の浄化に続く肉芽組織､結合組

織の形成ならびにその成熟において重要な役割を

はたしている｡

ヒドロキシプロリンは､コラーゲンの特異的構

成アミノ酸として含まれている｡ また､エラスチ

ソ､エクステソシソ､補体の第1成分の亜成分C

lq､アセチルコリンエステラーゼなどにも含ま

れているが､一般のタソバク質には存在しない｡

コラーゲンでは全アミノ酸の約10%がヒドロキシ
プロリソであり､コラーゲソの定量法として､加

水分解後のヒドロキシプロリソを定量することが

行われている37)｡

本研究においても､創傷治癒過程におけるコラー

ゲン代謝を研究する手段の一つとして､イソプラ

ソト植立後のイソプラント周囲歯肉に含まれるヒ

ドロキシプロリン量を経時的に測定した｡イソプ

ラント植立後､ヒドロキシプロリン量は3日､4

日と増加し､5日で最高に達し､以後7日､14日

と減少した｡Zeitsら38)はラット穿孔肉芽での3H

-prolineのコラーゲン-の取り込み実験を行い､

創傷治癒の初期での総コラーゲン量の増加は5日

目で最高に達し､その後減少したと述べ､この減

･少は治癒過程の後期 (7日昌)に認められるコラ

ゲナーゼ活性の増加にrよるものとしており､著者

らのコソトロール群の結果として一致している｡

これに対し､レーザー照射群ではイソプラソト

植立後4日で最高に達し､5日目ではすでに減少

が始まり､7日目ではさらに減少し最低値を示し､

14日目でも同様の値を示した｡この結果は､レー

ザー照射が創傷治癒過程におけるコラ∵ゲソの代

謝回転を促進することを示 している｡ 一方､

Kanaら29)はラット背部全層皮膚欠損の治癒にお

いて､He-Neレーザ-を毎日4〟cm2照射する

ことにより疲痕組織中のヒドロキシプロリソ量の

増加が促進されることを報告している｡また､

Larnら34)も線維芽細胞を用いた実験において､

He-Neレーザ-照射により3H-prolineの取り

込みが増加することを報告している｡本研究にお

いてはレーザー照射による創傷治癒過程の初期に

おけるヒドロキシプロリソ量の増加の明確な促進

が認められなかった｡その理由としては創傷治癒

過程にある組織のみを採取できなかった可能性､

レーザーの種額の相違､動物種の相違､担織の相

違等が考えられる｡一方､コラーゲソ分解活性に

ついては､線維芽細胞のコラゲナーゼ活性は､レー

ザー照射の影響を受けないというLamら34)の報

告がある｡しかし､創傷から単離した肉芽組織で

はコラーゲソ分解活性は認められないという

Grilloら39)の報告もあり､これらの相違は実験系

並びに測定方法の相違によるものと考えられる｡

4.RNA量について

RNA量はコントロール群においてイソプラソ

ト植立後3日､4日､5日と増加し､植立後7日

目で最高に達し､以後減少したのに対し､照射群

では植立後5日目で最高に達し､RNAの代謝回

転がレーザー照射により促進されていることが示

唆された｡Grecoら40)はラット肝細胞からミトコ

ンドリアを抽出し､ミトコンドリアにおけるRN

Aおよびタソバク質合成におよぼすHe-Neレ一

ザ-の影響を検討し､レーザー照射により､RN

Aおよびタソバク質の合成が著しく増加したと述

べている｡ また､Bosatraら41)がinvitroでHe

-Neレーザ-を線維芽細胞に照射し､電顕によ

る観察を行った結果､ミトコソドリアやゴルジ装

置などが増加しタソバク質合成の促進が示唆され

ると報告している｡これらのことから本研究にお
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いてもレーザー光が細胞諸器官に何らかの作用を

およぼL細胞活性が高められていることが考えら

れる｡

5.プロα1(Ⅰ)コラーゲン mRNA量について

創傷治癒過程の早期においてGayら42)はⅠⅠⅠ型

コラーゲン合成が受傷直後より始まり､やや遅れ

てⅠ型コラーゲソの合成が始まると述べている｡

コラーゲンの合成は他のタンパク質 と同様に

transcriptionallevelおよびtranslationallevel

で制御されており43)､Merlinoら44)はその合成量

とmRNA量が一致すると述べている｡

本研究においては､ヒドロキシプロリンおよび

全RNA量に対するレーザー照射の影響を検討し

たところ､これらの代謝回転は促進されるが､そ

れらの合成の促進は認められなかった｡そこでさ

らに鋭敏に､直接的にコラーゲン合成の変化を知

ることのできるmRNAの測定をNorthem blot

法により行った｡その結果コソトロール群ではイ

ソプラソト植立後 3日､4日ではmRNA量は少

なく､5日以降2次曲線的に増加した｡一方､照

射群においても同様の増加を示したが､コントロー

ル群に比べそのレベルは各時点で高く､植立後7

日ではすでに低下が認められ､治癒初期における

プロα1(Ⅰ)コラーゲソmRNAの合成の促進が

認められた｡Saperiaら17)は､豚背部の創傷治癒

過程におけるHe-Neレーザ-の影響を調べる

ため､ Ⅰ型およびⅠⅠⅠ型コラーゲソmRNAを定量

し､コソトロール群では両mRNAともに創傷治

癒後期まで合成が増加するが､レーザー照射群で

は治癒中期に両mRNAの合成が著名に増加 し､

治癒後期には減少することを報告している｡この

結果は､コラーゲンmRNAの合成がレーザー照

射により促進されると共に低下の時期が早められ

るという著者らの結果と一致する｡

近年､コラーゲソ合成あるいは創傷治癒の促進

物質として種々の成長因子が注目されている｡

TGF-β45)､PDGF46)､EGFq7)､cDGFq8)等によ
り創傷治癒促進がみられたとの報告が多数みられ､

なかでもTGF-βはコラーゲソ合成をtrans-

criptionallevelで促進すると報告49)されている｡

本研究において､低出力レーザー照射により創
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傷治癒促進が認められ､またⅠ型コラーゲソmR

NA合成もtranscriptionallevelにおいて促進さ

れることから､低出力レーザーが創傷治癒過程に

おいて､これらの成長因子サイ トカインの合成､

分泌に何らかの影響をおよぼす可能性が考えられ

る｡

6.DNA量について

DNA量に関しては照射群､コソトロール群と

もに､植立後5日で最高に達し､以後14日まで減

少し､両者に差がみられず､レーザー照射はDN

A合成に影響を与えないことが示唆された｡同様

の結果はinvitroにおける実験においてもみら

れている｡Lam ら34)の線維芽細胞を用いて実験

によれば､He-NeおよびGa-Asレーザー照射

により/Tl-thymidineの取 り込み量は増加せず､

DNA合成は促進されなかったと述べている｡ま

た､Balboniら50)も線維芽細胞を用い同様の結果

を報告している｡しかし､Boultonら51)の線維芽

細胞を用いた実験､折笠ら52)の骨芽細胞様細胞を

用いた実験では､レーザー照射により細胞増殖が

促進される結果を報告している｡これらの結果の

相違は細胞の種額､細胞の培養条件､レーザーの

照射条件等の相違によるものと考える｡

結 論

低出力レーザーが歯肉創傷治癒に与える影響を

調べるため､イヌ下顎にイソプラソトを植立し､

植立直後よりレーザー照射を行い､生化学的に検

討 した結果､以下の知見を得た｡

1.レーザー照射によりヒドロキシプロリンの代

謝回転に速まりがみられ､特に治癒後期におけ

るコラーゲンの分解が促進されることが示唆さ

れた｡

2.RNAは､レーザー照射によりその代謝回転

に速まりがみられた｡

3.プロα1(Ⅰ)コラーゲンmRNAはレーザー

照射によりその合成に促進がみられた｡

4.DNAはレーザー照射による影響を受けなかっ

た ｡

以上の結果から､低出力レナザ-照射は口腔軟

組織の創傷修復促進に有用な治療法であることが
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示唆された｡

稿を終えるにあたり､終始ご懇篤な御指導なら

びに御援助を賜わりました口腔生化学教室の先生

方に厚く謝意を表します｡

また本研究に多大なる御協力を頂いた歯科補綴

学第2教室の先生方に謹んで謝意を表します｡

reference

1)桜井靖久,菊地 真 :レーザー光による手術

-コヒ-レソトな光の利用.日本物理学会誌,

32:146-154,1977.

2)Krasnow,M.M.:Laserpunctureof

anteriorchamberangleinglaucoma.

Am.J.Ophthalmo1.,7:674-678,1973.

3)Apfelbrg,D.B.,Maser,M.R.,Lash,

Hh.:Argonlasermanagementofcutaneous

vasculardefolmities'･apreliminaryreport.

West.J.Med.,124:99-101,1976.

4)Kaplan:Thecarbondioxidelaserin

clinicalsurgery.Israel.∫.Med.S°i.,

9:79-83,1973.

5)Kiefhaber,P.,Nath,G.,Moritz,K.:

Endoscopicalcontrolofmassivegastro-

intestinalhemorrhagebyirradiation

withahighpowerNd-YAG laser.

ProgressinSurgery.,15:140-155,

1977.

6)Ohsiro,T.,Maruyama,Y.,Nakajima,

H.etal:Treatmentofpigmentationof

thelipsandoralmucosainPeutzIJeghers

syndromeusingrubyandargonlasers.

Br.J.Plast.Surg.,33:346-349,1980.

7)Mester,E.,Ludany,G.,Selyei,M.et

al:Thestimulatingeffectoflow power

laserraysonbiologicalsystems.Laser

Rev.,1:3,1968.

8)Walker,J.B.:Relieffrom chronicpain

bylowpowerlaserirradiation,Neurosci.

Lett.,43:339-344,1983.

9)Mester,E.,Nagylucskay,S.,Tisza,

S.:Laserstimurationofwoundhealing.

Actachir.Acad.S°i.hung.,17:49-55,

1976.

10)Mester,E.,Ludany,G.,Freliyo,V.

etal･.ExfX:rimentalandclinicalbtEervations

withlaser.PanminervaMed.,13:538,

1971.

ll)松本光吉,船井博雄,若林 始,他 :Ga-

A1-As半導体 レーザーによる象牙質知覚過

敏の処置に関する研究.臼歯保誌.,28:766

-771,1985.

12)清水良一,白川正順 著 :低出力レーザーの

基礎と臨床.64-76,デンタルフォーラム社,

東京,1985.

13)Stwinchak,J.S.,Alago,M.L,B∋llamy,

R.F.etal:Effectoflow-levelenergy

lasersonthehealingoffulトーhickness

skindefects.LasersSurg.Med.,2:

267-274,1983.

14)Hunter,∫.,Leonard,L.,Snider,G.et

al:Effectsoflowenergylaseronwound

healinginaporcinemodel.LasersSurrg.

Med.,3:2851290,1984.

15)Bravem an,B.,McCarthy,R.∫.,Ⅰvan

kovich,A.D.etal:Effectofhelium-

neonandinfraredlaserirradiationon

woundhealinginrabbits.LaseI･SSurg.

Med.,9:50158,1989.

16)久保田潤一郎 :Gallium alum inium arsenide

半導体 レーザーの皮弁生着に対する効果.慶

応医学,62:339-350,1985.

17)Saperia,D.,Glassberg,E.,Lyons,R.

F.etal:ⅠこねmonstrationofelevatedtypeI

andtypeIIIprocollagenmRNA levelsin

cutaneouswoundstreatedwithhelium-

neonlaser.Proposedmechanism for

enhancedwoundhealing.Biochem.

Biophys.Res.bmmun.,138:1123-1128,

1986.

18)Edwards,C.A.,0'Brein,W.D.Jr.:

Modifiedassayfordeterminationofhy-

-74-



谷 仁史,その他

droxyprolineinatissuehydrolyrate.

Clin.Chi.Acta.,104:161-167,1980.

19)Schmidt,G.,Thannhauser,S.∫.:A

methodforthedeteminationofdesoxy-

ribonucleicacid,ribonucleicacidand

phosphoproteins.∫.Biol.Chem.,161:

83-89,1945.

20)Schneider,W.C.:Determinationof

nucleicacidsintissuesbypntOSeanalysis.

MethodsinEnzymology,3:680-684,

1957.

21)Burton,K.:DeterminationofDNA

concentrationwithdiphenylamine.Methods

inEmzymology,12:163-166,1968.

22)Chomczynski,P.,Sacchi,N.:Single

stepmethodofRNA isolationbyacid

guanidiniumthiocyanate-phenol-chloro-

form extraction.Anal.Biochem.,162:

156-159,1987.

23)Maniatis,T.,Fritsch,E.F.,Sambrook,

J.:MolecularCloning,7.43-7.45,

ColdSpringHarborLaboratory,Cold

SpringHarbor,NY,1989.

24)Mom-LiChu,Myers,∫.C.,Bern,M.

P.etal:Cloningandcharacterization

offiveoverlappingcDNAsspecificfor

thehumanproα1(Ⅰ)collagenchain.

Nuc.AcidsRes.,10:5925-5934,1982.

25)Maniatis,T.,Fritsch,E.F.,Sambrook,

J.:Molecularcloning,ll.31-ll.32,

ColdSpringHarborLaboratory,Cold

SpringHarbor,NY,1989.

26)Angelini,G.,dePreval,C.,Gorski,∫.

etal:High-resolutionanalysisofthe

humanHLA-DRpolymorphism byhyb

ridizationwithsequencespecificoligo-

nucleotideprobes.Proc.Natl.Acad.

Sci.,83:4489-4493,1986.

27)高久史暦 :増殖因子の臨床応用.蛋白質核酸

酵素,36:1406-1410,1986.

28)Mester,E.,Spiry,T.,Szende,B.et

129

al:Effectoflaserraysonwoundhealing

Am.J.Surg.,122:532-535,1971.

29)Kana,∫.S.,Hutschenreiter,G.,Haina,

D.etal:Effectoflow powerdensity

laserradiationonhealingofopenskin

woundsinrat.Arch.Surg.,116:293-

296,1981.

30)佐津史朗,那須優則,松岡嘉生他 :ラット舌

の創傷治癒過程に及ぼす低出力レーザー照射

効果の細胞動態的研究.歯学,79:399-412,

1991.

31)井上 孝 :イソプラソト,移植材と歯周囲組

織.山村武夫監修,下野正基,飯島国好編集,

治癒の病理-ペリオ･エンドの臨床のために

-.105-120,医歯薬出版,東京,1988.

32)神川嘉代男,田和宗徳,香山大志 :低出力レー

ザーによる痛みの治療,日レーザー医会誌.,

5:215-220,1985.

33)白川正順 :顎口腔領域への低出力レーザーの

応用.73-80,デソテイスト社,東京,1988.

34)Lam,T.S.,Abergel,R,P.,Uitto,J.

etal:Laserstimulatiom ofcollagen

synthesisinhum anskinfibroblastcultures.

Laser.lifeS°i.,1:61-77,1986.

35)Orikasa,N.,Tan主,H.,Shimakura,M.

etal:Effectoflowpowerlaserinbone

histomorphometry.LASEROptoelectronics

inMedicine1989,414-417,1990.

36)Narayanan,A.S.,Page,R.C.:Con-

nectivetissuesoftheperiodontium;A

summaryofcurrentwork.Collagen

Rel.Res.,3:33-64,1983.

37)永井 裕,藤木大三郎 編集 :コラ｣ゲソ実

験法,51--56,1985.

38)zeitz,M.,Ruiz-Torres,A.,Merker,

H.J.:Collagenmetabolismingranulating

woundsofratskin.Arch.Dermatol.

Res.,263:207-214,1978.

39)Grillo,H.C.,Gross,J.:Collagenolytic

activityduringmamm alianwoundrepair.

Devel.Bio1.,15:300-317,1967.

-75-



130 新潟歯学会誌 21巻 2号 1991年

40)Greco,M.,Guida,G.,Perlino,E.et

al:IncreaseinRNAandproteinsynthesis

bymitochondriairradiatedwithhelium-

neonlaser.Biochem.Biophys.Res.

Commun.,163:1428-1434,1989.

41)Bosatra,M.,Jucci,A.,011iaro,P.et

al:Invitrofibroblastanddemi SfibrDblast

activationbylaserirradiationatlow

energy.Dermatologica,168:157-162,

1984.

42)Gay,S.,Viljanto,∫.,Raekallio,∫.et

al:Collagentypesinearlyphasesof

woundhealinginchildren.Acta.Chir.

Scand.,144:205-211,1978.

43)Bornstein,P.,Sage,H.:Rzegulation

ofcollagengeneexpression.Prog.Nuc.

AcidRes.Mol.Bio1.,37:67-106,

1989.

44)Merlino,G.T.,MoKeon,C.,deCrom-

brugghe,B.etal:Regulationofthe

expressionofgenesencodingtypesI,

ⅠIandIIIcollagenduringchickembryonic

development.∫.Biol.Chem.,258:1004

1-10048,1983.

45)Rotx!rts,A.B.,Spom,M.B.,Assoian,

R.K.etal:Transfominggrowthfactor

typeβ:Rapidinductionoffibrosisand

angiogenesisinvivoandstimulationof

collagenfomationinvitro.Proc.Natl.

Acad.S°i.,83:4167-4171,1986.

46)Serior,R.M.,Gri比n,G.L.,Kimura,

A.etal:ⅠnMethodsinEnzymology5

169:233-244,1989.

47)Buckley,A.,Ihvidson,J.M.,Kamerath,

C.G.etal:Sustainedreleaseofgrowth

factoraccelerateswoundrepair.Proc.

Natl.Acad.S°i.,82:7340-7344.

48)Davidson,∫.M.,Klagsbrun,M.,Holl,

K.E.etal:Acceleratedwoundrepair,

∝llproliferation,andcollagenaccumlation

areproducedbyacartilage-derived

growthfactor.J.CellBio1.,100:1219

-1227,1985.

49)Ignotz,R.A.,Endo,T.,Massague,

J.:RegulationoffibronectinandtypeI

collagenmRNA levelsbytransforming

growthfactor-β.J.Biol.Chem.,262:

6443-6446,1987.

50)Baltx)ni,G.C.,Brandi,M.L.,Zonefrati,

R.etal:EffectofHe-Ne/I.R.laser

irradiationontwolinesofnomalhuman

fibroblastsinvitro.Arch.Ital.Anat.

Embrio1.,91:179-188,1986.

51)Boulton,M.,Marshall,J.:He-Ne

laserstimulationofhumanfibroblast

proliferationandattachmentinvitro.

Lasers.lifeSci.,1:125-134,1986.

52)折笠紀晶,草刈 玄,川瀬知之ほか :低出力

レーザーの骨に対する影響.補綴誌.,35:3

39-350,1991.

-76-


