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研究成果の概要（和文）： Laminin332 はエナメル上皮腫の上皮下への浸潤に関わっていることが示唆された．
また口腔内細菌、特に歯周病原細菌が産生する酪酸がエナメル上皮腫からのEGFやTGFβ1の産生を促し，これら
サイトカインがオートクラインにエナメル上皮腫に働くことによって浸潤に関わるLaminin332の発現を増加させ
る可能性が考えられた．したがって，エナメル上皮腫の浸潤(悪性化)において，酪酸産生菌の局所におけるコン
トロールが非常に重要であると示唆された．

研究成果の概要（英文）：It was suggested that Laminin332 is involved in subepithelial infiltration 
of ameloblastoma. 
In addition, the possibility was considered that butyric acid produced by oral bacteria, especially 
periodontopathic bacteria, stimulates the production of EGF and TGFβ1 from ameloblastoma, and these
 cytokines increase the expression of Laminin332 involved in invasion by acting on autocrine 
ameloblastoma. 
Therefore, it was suggested that local control of butyric acid-producing bacteria is very important 
in the infiltration (malignant transformation) of ameloblastoma.

研究分野：口腔微生物学

キーワード： エナメル上皮腫　歯周病原細菌　酪酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エナメル上皮腫の顎骨内の侵襲的な増大や，まれに見られる悪性化・転移には，増悪因子としてLaminin等の発
現や，サイトカインの関与が示唆されてきた．しかし，腫瘍の部位により細胞に多様性のある本疾患の悪性化に
関わるメカニズムについては不明な点が多かった．さらに，その増悪には歯周病原細菌の関与が疑われるもの
の，それらの影響はこれまで全く検討されていなかった．本研究では，同一のエナメル上皮腫組織から樹立され
た新たな3種の細胞株を用い，細胞接着因子，サイトカインに加え，細菌由来因子も含めた本疾患の増悪に関す
るメカニズムを分子生物学的観点から明らかにしたことで，新規治療薬開発の一助となると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 エナメル上皮腫は良性腫瘍であるが，顎骨内で侵襲的に増大し，まれに悪性化・転移を起こ

す疾患である．また，再発が多く治療に難渋し患者への負担が非常に大きい．そのため，患者

への負担が軽減されるような新規治療法の開発が求められる．しかしながら，治療法の開発の

基礎となる，本疾患の migration(増大や転移)に関して分子生物学的なメカニズムは不明な点

が多い．現在までに，増悪因子として，1．細胞接着因子，2．液性因子(サイトカイン)が挙げ

られている．1．については Laminin111(LM111)や Laminin332(LM332)，Fibronectin を発現す

ることが腫瘍組織の免疫染色によって明らかにされている(Lapthanasupkul ら 2012)．2．につ

いては，細胞株を用いた実験系で上皮成長因子(EGF)がその migration に関わるという報告(Da 

Rosa ら 2014)や，他の腫瘍で増殖や浸潤に関わることが明らかにされつつある Wnt シグナル経

路と，その標的遺伝子である MMPs の関連(Tanahashi ら 2008)が示唆されている．しかし，エナ

メル上皮腫の増悪について，これら細胞接着因子とサイトカイン，両者の関係を分子生物学的

に検討した報告は認められていない．また，本疾患は歯根吸収を伴いながら増大することか

ら，口腔細菌への曝露が想像出来るが，それら細菌との関連は検討されていない.2010 年に 

Miyazaki らによって，歯周病原細菌 (Porphyromonas gingivalis，Fusobacteriumnucleatum)

が産生する ButyricAcid(BA)が口腔癌 の進行に関連することが報告されている.これは，癌の

進行する部位で発現が亢進する Podoplanin が，BA によって過剰発現することによる. 

Podoplanin は腫瘍の細胞骨格中の actin を変化させることにより，その運動性を亢進させる.

加えて，同年 Gonzalez-Alva らによって免疫染色により，Podoplanin がエナメル上皮腫で過

剰発現していること会社明らかとなっている. これらの報告から，歯周病原細菌由来の BA が

エナメル上皮腫の第 3 の増悪因子として働くのではないかと考えた. これら 3 種の増悪因子

(細胞接着因子，サイトカイン，細菌由来因子)に着目し，分子生物学的 に解析することは，本

疾患の増悪メカニズムの解明のみならず，エナメル上皮腫の新たな治療薬 の開発にも直結し，

意義のあることだと考えた.  

２．研究の目的 

エナメル上皮腫の増悪に関して細胞接着因子とサイトカイン，細菌由来因子の総合的な影響を

シグナル伝達系も含めて明らかにし，さらに，腫瘍の部位特異的なメカニズムも明らかにする

ことを目的とする．本研究の実施によって，エナメル上皮腫の侵襲的な増大や悪性化・転移に

関わる病態の一因を明らかとすることは，新たな治療薬の開発に直結する可能性があり，患者

の負担を大きく軽減でき，多大な社会貢献となることが予想される.  

３．研究の方法 

（１）同一のエナメル上皮腫から分離、培養された３つの細

胞株（HAM1,HAM2, HAM3）を実験に使用した.  

（２） Migration の検討(migration assay) 
Pore size 8μm のトランスウェルカルチャーインサートを

Laminin332 で下部のみコーティングする．その後，上部チャ

ンバーに HAM1，2，3 細胞をそれぞれ播種し 18 時間培養後

membrane に付着した細胞を glutaraldehyde で固定する．そ

の後，ヘマトキシリンで染色し，membrane 上部の細胞を取り

除き，400 倍の顕微鏡下で計測した． 

（３）遺伝子発現量の解析 

 24 ウェルプレートに HAM1，2，3細胞をそれぞれ播種し、

前培養する。その後、様々な濃度の酪酸（細菌由来因子）や

EGF,TGFβ1（サイトカイン）により細胞を刺激する。6時間

後に total RNA を抽出、精製し逆転写反応により c D N A を



合成する。これをテンプレートとして定量的 P C R 法

にて遺伝子発現の変化を解析した。目的の遺伝子は

podoplanin, EGF, TGFβ1,Laminin332 とした. 

 

４．研究成果 

（１）Laminin332 によるエナメル上皮腫 migration の

誘導(Fig.1). 

Migration assay において全ての細胞が Laminin332

により migration が誘導された.最も誘導されたのは

HAM2 でコントロール群と比較すると 100 倍程度であ

った. 

 

（２）酪酸（細菌由来因子）刺激後の遺伝子発現の変

化(Fig.2). 

①Podoplanin について 

0.2 mM の酪酸刺激において HAM2 で弱いながら発現量

が増加した. しかし 2 mM, 20 mM の酪酸刺激では全て

の細胞で発現量が減少した.  

②Lamininβ3について 

20 mM の酪酸刺激で HAM1, HAM2 の Lamininβ3 発現が減少し

た. 

③EGF について 

0.02 mM の酪酸刺激で HAM2 のまた 2 mM の酪酸刺激で HAM3 の

EGF 発現が上昇した. 

④TGFβ1 について 

20 mM の酪酸刺激で HAM2 の TGFβ1発現が上昇した. 

 

（３）EGF 刺激後の Lamininβ3発現の変化(Fig.3). 

10 ng/ml, 100 ng/ml の EGF 刺激で HAM1 において Lamininβ3

の発現が増加した.HAM2, HAM3 においても増加の傾向が認めら

れた. 

 

（４）TGFβ1刺激後の Lamininβ3発現の変化(Fig.4). 

10 ng/ml, 50 ng/ml の TGFβ1 刺激で全ての細胞において

Lamininβ3の発現が増加した.HAM2, HAM3においては 5 ng/ml

の TGFβ1刺激でも Lamininβ3の発現が増加した. 

 

以上のことから, Laminin332 はエナメル上皮腫の上皮下への

浸潤に関わっていることが示唆された．また口腔内細菌、特に

歯周病原細菌が産生する酪酸がエナメル上皮腫からの EGF や

TGFβ1の産生を促し，これらサイトカインがオートクラインに

エナメル上皮腫に働くことによって浸潤に関わる Laminin332

の発現を増加させる可能性が考えられた．したがって，エナメ

ル上皮腫の浸潤(悪性化)において，酪酸産生菌の局所における

コントロールが非常に重要であると示唆された． 
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