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歯肉の創傷治癒に対する加齢の影響

一歯肉溝上皮および付着上皮の再生に関する実験的研究一

　　　　　　　　　山　森　徹　雄

岩手医科大学歯学部歯科補綴学第二講座（主任：石橋寛二教授）

　　　　　　　　〔受付：1986年10月1日〕

　抄録：歯肉溝上皮，付着上皮の創傷治癒に及ぼす加齢の影響を検索するために，5～51週齢のWistar

系雄性ラットの臼歯部歯肉に対して歯肉切除術を施した場合（メス切除群）ならびに歯肉溝上皮と付着

上皮をダイアモンド・ポイントで削除した場合（ポイント削除群）の歯肉の創傷治癒経過を光顕的，電

顕的に観察した。

　対照群とした無処置のものでは光顕的に加齢にともなう付着上皮の深部への増殖がみられ，また，電

顕的には歯肉溝上皮基底細胞と付着上皮細胞の小器官の発達程度に差異がみられた。実験群において，

光顕的にメス切除群，ポイント削除群とも上皮の再生，炎症性変化の消退，結合組織線維の再構築が高

齢のものほど遅延していた。また，電顕的には再生上皮が本来の付着上皮の構築に復する時期，上皮付

着や基底膜の形成歯肉溝上皮における角化層の形成などが高齢のものほど遅く，再生上皮の機能の回

復も遅延することが示唆された。また，メス切除群とポイント削除群との間での治癒過程にも差が認あ

られた。

　Key　words：wound　healing　of　gingiva，　aging，　junctional　epithelium，　sulcular

epithelium．

緒 言

　近年，社会の高齢化が進むのにともない老年

医学の分野が重要視されるようになり，口腔領

域においても，歯，歯周組織口腔粘膜，顎骨

等の加齢変化に関する検討が行われている。歯

科臨床からみると高齢者に対して処置を施すこ

とが今にもまして多くなると予想されるため，

加齢にともなう組織変化を十分に把握する必要

がある。一方，歯冠修復に際しては，支台歯形

成をはじめ，印象採得，合着などの操作が不可

欠で，歯周組織には種々の物理的，化学的障害

が加わりやすい。従来より歯周組織に損傷が生

じた場合の治癒経過に関する検討はみられるも

のの1～6），損傷に対する歯周組織の反応が加齢

によりどのように変化するかを検索した報告は

わずかにみられるにすぎない7～1％

　本研究ではラットを用い歯肉，とくに歯肉溝

上皮と付着上皮の創傷治癒に対する加齢の影響

を実験的に検索した。

材料と方法

　実験には5～51週齢のWistar系雄性ラット

84匹を用いた。これらを1群（生後5～6週齢），

H群（生後14～15週齢），皿群（生後50～51週

齢）の3群に分け，さらに各群を実験群と対照

群に分けた。1～皿群の週齢を選択するにあたっ

ては，臼歯部の萌出完了後の5～6週齢のも
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のを1群とし，長幹骨の成長が完了し成熟した

と考えられる14～15週齢のものをn群17），さ

らに成熟後できるだけ長時間経過し，加齢以

外の種々の要因の影響を受けにくいと考えられ

る1防12）50～51週齢のものを皿群とした。

　実験群ではペントバルビタールナトリウム

（ネンブタール吟腹腔内麻酔下で上顎両側第一

臼歯頬側の歯肉頂部から歯面に沿って0．7～

0．8mmの部分を毎分8，000～10，000回転の条件

で＃104Rダイアモンド・ポイント（松風社製）

により擦過し，歯肉溝上皮と付着上皮および結

合組織を削除した。また，＃11外科用替刃メス

（フェザー工業製）により口蓋側の辺縁歯肉を

切除した。標本採取は処置直後，1，3，5，

7，14日後とし，標本採取にあたってはペント

バルビタールナトリウム（ネンブタール⑧）腹

腔内麻酔下でカコジル酸ナトリウム緩衝2％パ

ラフォルムアルデヒドー2．5％グルタールアルデ

ヒド固定液（pH7．4，4℃）による灌流固定を

行った。灌流固定に際しては両側外頸静脈から

潟血すると同時に下行大動脈を横隔膜相当部で

結紮し，マイクロチューブポンプ（MP－3B，

東京理科器材社製）を用いて上行大動脈から固

定液を注入した。灌流固定後，上顎臼歯部を顎

骨とともに切断して採取した。

　処置を施した両側のうち一方を同固定液中で

一昼夜固定した後，カコジル酸ナトリウム緩衝

液（pH7．4，4℃）で洗浄，10％EDTA－4Na水

溶液（pH7．4，4℃）で3～4週間脱灰した。

次いで歯の頬舌的中央部で2分割した後，カコ

ジル酸ナトリウム緩衝液で一昼夜洗浄，カコジ

ル酸ナトリウム緩衝2％オスミウム酸固定液

（pH7．4，4℃）で2時間後固定を行った。

その後アルコール系列で脱水，QY－1置換後

Epon812に包埋した。　LKB2088型超ミクロトー

ムを用い，ガラスナイフ，ダイアモンドナイフ

により超薄切片を作製し，酢酸ウラニルとクエ

ン酸鉛重染色を施した後，透過型電子顕微鏡H－

600A（日立製作所製，加速電圧100Kv）で観察

した。また，反対側を光顕用とし，中性緩衝10

％ホルマリンで7日間固定，Plank－Rychlo迅
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速脱灰液にて脱灰して通法のごとくパラフィン

切片を作製した後，ヘマトキシリンーエオジン

染色を施し観察した。

結 果

1．光学顕微鏡所見

A．対照群

　歯肉溝上皮は十数層ないし二十数層の細胞よ

りなる角化重層扁平上皮からなり，付着上皮は

非角化重層扁平上皮からなっていた。付着上皮

歯根側部は1群，H群ではセメント・エナメル

境付近に位置していたが（Figs．1a，1b），皿

群では，セメント・エナメル境を越えてさらに

根側へ伸長していた（Fig．1c）。上皮下結合

組織には線維芽細胞が散在し，炎症性細胞がご

くわずかにみられた。

B．実験群

1）メス切除群

　i）1群（5～6週齢群）

　処置直後では歯肉頂部，歯肉溝上皮および付

着上皮を切除した創面に多量の出血がみられた

（Fig．2a）。1日目では創面はフィブリンを主

とした滲出物で覆われ，滲出物直下には創縁

から数層の紡錘形の上皮細胞が伸長していた

（Fig．2b）。

　3日目になると数層ないし十数層の細胞より

なる再生上皮が創面を覆い歯面に達していた。

再生上皮細胞の配列は不規則であり，歯肉頂部

の形成がはじまっていたが，いまだ不完全であっ

た。歯肉頂部付近では角化層の形成が認められ

た（Fig．2c）。

　5日目では再生上皮は配列が規則的になり，

明瞭な歯肉頂部の形成がみられ，1～2層の歯

冠側部付着上皮が認められた。

　7日目になると再生上皮における歯肉溝上皮

と付着上皮との区別が明瞭となり，対照群に類

似する構造を示した（Fig．2d）。14日目にな

ると再生上皮は対照群と同様の所見を呈した。

　上皮下結合組織における炎症性細胞の浸潤は，

3日目には著明にみられたが，5日目から減少
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Fig．1　Light　photomicrographs　of　marginal
　　　　　　gingiva　of　a　5－week－old（a），14－week－

　　　　　　old（b）and　50－week－old（c）non－treated

　　　　　　rat　showing　regular　histologlcal

　　　　　　architecture．　Note　downgrowth　of
　　　　　　the　junctional　epithelium　in（c），（H－E

　　　　　　stain，　×160）

Fig．2　5－6　weeks　oユd　rats．

　　　　a．Immediately　after　gingivectomy，
　　　　　　Hemorrhage　on　the　wound　surface，

　　　　　　but　　non－remarkable　　changes　　in

　　　　　　other　regions，

　　　　b．One　day　after　gingivectomy．　Fibrin

　　　　　　exudate　on　the　wound　surface　and

　　　　　　slight　epithelial　regeneration　at　the

　　　　　　epithelial　wound　margln．

　　　　c．Three　　days　　after　　gingivectomy．

　　　　　　Complete　epithelization　and　mono－

　　　　　　nuclear　　cell　　infiltration　　　in　　the

　　　　　　COnneCt1Ve　t1SSUe．

　　　　d．Seven　days　after　gingivectomy．
　　　　　　Complete　regeneration　of　gingival

　　　　　　epithelium，　but　irregular　arrange－

　　　　　　ment　of　connective　tissue　fibers，
　　　　　　（H－Estain，×160）
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しはじめ，7日目ではごく軽度となっていた。

また，線維芽細胞の増生は3日目よりみられ，

5日目で最も著明になるが，7日目に｛よ減少し，

14日目になると線維芽細胞の数，結合組織線維

の走行とも対照群と同様になっていた。

　五）H群（14～15週齢群）

　処置直後と1日目の所見は1群と同様であっ

た。しかし，1群に比較すると再生上皮による

歯肉頂部の形成は5日目になっても不明瞭であっ

た（Fig．3a）。14日目になると歯肉頂部の形

成が明瞭になり対照群に類似する構造を呈する

ようになった（Fig．3b）。

　一方，上皮下結合組織における炎症性細胞の

浸潤は7日目から減少するものの，14日目になっ

ても線維芽細胞の増生が軽度にみられ，結合組

織線維は対照群に比較してその走行はいまだ不

規則であった。

　通）皿群（50～51週齢群）

　処置直後と1日目の所見は1群，n群と同様

であったが，3日目になっても創面への再生上

皮の伸展は不完全であった（Fig．4a）。5日

目には再生上皮は創面を覆うようになるが，14

日目になっても歯肉頂部の形成は不十分で再生

上皮は肥厚し，明瞭な歯肉溝上皮，付着上皮の

構造は認められなかった（Fig．4b）。

　上皮下結合組織の炎症性細胞の浸潤は3日目

からみられ，14日目においても残存していた。

線維芽細胞の増生も3日目からみられ，5～7
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日目で最も著明となり，14日目においても認め

られた。また，この時期になっても対照群と比

較して結合組織線維の走行は不規則であった。

2）ポイント削除群

　i）1群（5～6週齢群）

　処置直後では，歯肉溝上皮および付着上皮を

削除した創面に波状を呈した上皮下結合組織層

が露出しており，削除された歯肉組織片を混入

した出血巣がみられた（Fig．5a）。

　1日目では創面は好中球，リンパ球などの炎

症性細胞を含む滲出物で覆われ，歯肉頂部付近

では創縁から再生上皮細胞が伸長し（Fig．5b），

3日目には伸長した再生上皮が創面を覆い歯面

に達していた（Fig．5c）。その後再生上皮細

胞の配列はしだいに規則的になり，7日目にな

ると歯肉溝上皮と付着上皮の区別が明瞭となり，

対照群に近い構築を示した（Fig．5d）。さら

に14日目では再生上皮は対照群と同様の所見を

呈した。

　上皮下結合組織における炎症性細胞の浸潤は

1日目から3日目までは著明であったが，次第

に減少し，7日目にはごく軽度にみられるにす

ぎなかった。また，線維芽細胞の増生は3日目

よりみられ，5日目で最も著明になるが，7日

目には減少し，14日目になると線維芽細胞の数，

結合組織線維の走行とも対照群と同様になって

いた。

且）n群（14～15週齢群）

処置直後と1日目では1群と同様の所見を呈

Fig．3　14－15　weeks　old　rats．

　　a．Five　days　after　gingivectomy．　Incomplete　regeneration　of
　　　gingival　margin，　diffuse　inflammatory　cell　infiltration　and
　　　increase　in　the　number　of　fibroblasts　in　the　connective　tissue．

　　b．Fourteen　days　after　gingivectomy．　Complete　formation　of　the
　　　gingival　rrlargin，　but　irregular　architecture　of　the　lunctional
　　　epithelium　and　connective　tissue　fibers．（H－E　stain，　x　160）

Fig．4　50－51　weeks　old　rats．

　　a．Three　days　after　gingivectomy．　Incomplete　epithelization　with

　　　inflammation．
　　b．Fourteen　days　after　gingivectomy．　Incomplete　formation　of　the

　　　gingival　margin　and　many　fibroblasts　in　the　connective
　　　tissue，（H－］巳　stain，　×160）
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Fig．5　5－6　weeks　old　rats．

　　　　a．Immediately　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point，

　　　　　　Hemorrhage　and　accumulation　of　necrotic　cel］　debris　on
　　　　　the　wound　surface．

　　　b．One　day　after　gingival　cutting　by　a　diarnond　poir〕t．　Initial

　　　　　epithe］ial　regeneration　at　the　epithellal　wound　margin．

　　　　cThree　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point．　Complete

　　　　　epithelization　and　a　little　granular　tlssue　in　the　connective　tissue，

　　　dSeven　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point．　Complete

　　　　　　regeneration　of　gingiva］epithelium　resemblmg　that　of　a　non－
　　　　　treated　rat．（H－E　stain，×160）

Fig．6　14－15　weeks　old　rats．

　　　　aThree　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point，　Complete

　　　　　　eplthelizatlorl　without　regular　histological　architecture，

　　　　b．Seven　days　after　ginglval　cutting　by　a　diamond　point．

　　　　　　Formation　of　glngival　margin，　but　no　differentiation　into

　　　　　　sulcu］ar　epitheliunユ，　and　　ir〕crease　in　　number　of　fibroblasts

　　　　　　in　the　connective　tlssue．（H－E　stain，×160）

した。3日目では創面は数層の細胞からなる再

生上皮によって覆われるが，1群に比較して再

生上皮細胞の配列は不規則であった（Fig．6a）。

7日目になると歯肉頂部の形成は明瞭になるが，

1群に比較して上皮細胞の配列は不規則であり，

いまだ歯肉溝上皮と付着上皮の区別も不明瞭で
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1　　　　∂　●

Fig．7　50－51　weeks　old　rats，

　　a．Seven　days　after　glngival　cutting　by　a　diamond　point．

　　　Downgrowth　of　the　gingival　epithelium　along　cementum，
　　　without　formation　of　gingival　margin，

　　b．Fourteen　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point．

　　　Marked　downgrowth　of　the　lunctional　epitheliuln　along
　　　cementum，　and　many　fibroblasts　in　the　connective　tissue．
　　　（H－Estaln，×160）

あった（Fig．6b）。14日目になると角化傾向

を示す歯肉溝上皮と付着上皮が明瞭に区別され

たが，歯冠側付着上皮は1群に比較して薄かっ

た。

　上皮下結合組織では3日目から炎症性細胞の

浸潤がみられ，7日目には減少しっっあった。

一方，線維芽細胞の増生も3日目からみられた

が14日目でも軽度にみられ，また，この時期に

なっても結合組織線維の走行は不規則であった。

　血）In群（50～51週齢群）

　処置直後と1日目では1群，H群と同様の所

見を呈した。再生上皮細胞の配列は5日目になっ

ても不規則であった。7日目では再生上皮はセ

メント・エナメル境を越えて根側へ伸長するが，

細胞配列は不規則で，歯肉頂部の形成も不完全

であった（Fig．7a）。14日目になると根側へ

の再生上皮の伸長は著しくなるが，細胞配列は

1群H群に比較して極めて不規則であった。

また，歯肉溝上皮，付着上皮の区別は明瞭となっ

ていた（Fig．7b）。

　上皮下結合組織では3日目からみられた炎症

性細胞が7日目から減少しはじめていたが，線

維芽細胞の増生や結合組織線維の走行の不整は

14日目でも認められた。
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Fig．8　a．Electron　photomicrograph　of　the　basal　and　spinosal　layers　of

　　　the　sulcular　epithellum　with　regular　arrangement　in　a　5－week－

　　　old　non－treated　rat．（×4，000）

　　b，The　granular　layer（right％）and　cornified　layer　of　the　sulcular

　　　epithelium　（center　％），　and　the　coronal　side　area　of　the

　　　junctional　epithelium（1eft％）with　regular　arrangement　in　a
　　　5－week－old　non－treated　rat，（×4，000）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　たが，創面下の結合組織や上皮層深部には変性

2．電子顕微鏡所見

A．対照群

　歯肉溝上皮と付着上皮は1群（Figs．8a，

8b，9a），　H群，　In群とも基本的には，山森ら

の報告8）と同様の所見を呈した。しかしながら

各群間の差にっいてみると，歯肉溝上皮基底層

および付着上皮でのミトコンドリアの数は1群

で最も多く，H群，皿群の順に少なくなってい

た。一方，トノフィラメントは1群，皿群に比

べ1群で最も発達していた（Figs．9a～9c）。

B．実験群

1）メス切除群

　i）1群（5～6週齢群）

　処置直後の創縁では上皮細胞の変性がみられ

像はみられなかった。

　1日目では再生上皮は薄く，再生上皮先端部

は一ないし数層の細胞からなっていた。再生上

皮先端部の細胞は低電子密度で不定形であり，

核は大きく楕円形で核小体は不明瞭であった。

小器官は乏しく，また，細胞質中に脂肪滴やラ

イソゾームを有するものがみられた。接着装置

は未発達で，隣接細胞との細胞間隙は狭小であっ

た。上皮細胞間には好中球の浸潤がみられた。

この部分の再生上皮基底側に基底膜はみられな

かった（Fig．10a）。再生上皮先端から既存上

皮側よりの部分では基底層から表層に向かうに

したがい細胞が扁平となり，最表層部では変性

剥離する細胞もみられた。この部分の基底側は

著しく凹凸不正を呈し，基底膜は断続的であっ
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た（Fig．10b）。より既存上皮側め部分では基

底膜は連続的になっており，この部分の基底細

胞には核分裂像をみるものもあった。

　3日目では再生上皮は数層ないし十数層の細

胞よりなり，細胞外形は不定形であったが，表

層に向かうにしたがって扁平化していた。また，

再生上皮基底層では核分裂像をみるものもあっ

たが（Fig．11a），一方，表層では変性傾向を示

す細胞もみられた。再生上皮細胞は核小体の明

瞭な楕円形の核を有し，細胞質中には小器官が

種々の程度に認められ，限界膜を有する高電子

密度の小穎粒もわずかにみられた（Fig．11b，

挿入図）。歯肉頂部付近では最表層に角化傾向

をみたが，穎粒層の細胞は不定形であり，ケラ

トピアリン穎粒の数も少なかった。上皮基底側

の基底膜は連続的になっていたが，再生上皮の

根側の先端近くではハーフデスモゾームが未発

達であり，基底膜も断続的であった。さらに先

端よりの部位では基底膜は認められなかった。

また，再生上皮が歯面に接する部分の一部では

再生上皮は中等度電子密度の薄層を介してエナ

メル質に接し，細胞膜にはハーフデスモゾーム

が形成されていた（Fig．11b）。さらに，再生上

皮の細胞間隙には好中球などの遊走細胞の浸潤

が認められた。

　5日目では再生上皮は角化傾向を示す歯肉溝

上皮と，角化傾向を示さない付着上皮に不明瞭

ながら区別された。歯肉溝上皮は十数層の細胞

よりなり，その角化層は2～3層ではあるも

のの歯肉頂部から歯面に沿って根側へ伸長し

（Fig．12a），歯肉頂部から付着上皮の根側先端

までの約％を覆っていた。頼粒層の細胞には依

然としてケラトピアリン穎粒は少なかった。付

着上皮は数層ないし十数層の不定形の細胞より

なるが，歯面側ではその外形は扁平であり，好

213

中球を主とする遊走細胞の浸潤が認められた。

付着上皮細胞の核は大きく楕円形で核小体が明

瞭であった。細胞質中には発達したゴルジ装置

がみられ，各小器官の数は3日目より増加して

いた。根側先端近くを除き，連続的な基底膜が

形成されており（Fig．12b），これらは歯肉溝

上皮部でよく発達していた。また，付着上皮最

表層と歯面との間には中等度電子密度の薄層が

介在していた。

　7日目になると再生上皮は付着上皮と歯肉溝

上皮に明瞭に区別できるようになっていた。歯

肉溝上皮では有棘層の細胞間隙が軽度に開大し

ていたが，それ以外は対照群と同様の所見を呈

していた（Fig．13a）。付着上皮も対照群の構

築に類似していた（Fig．13b）。

　14日目には再生上皮は対照群と同様の所見を

呈していた。

　i）n群（14～15週齢群）

　処置直後と1日目では1群と同様の所見を呈

した。しかし，3日目になっても再生上皮細胞

質中の膜性小器官は未発達で（Fig．14a），脂

肪滴を有する細胞や変性傾向を示す細胞もみら

れた。5日目では再生上皮細胞質中の小器官の

数は増加し，限界膜を有する高電子密度小穎粒

もわずかに認められた。変性傾向を示す細胞も

歯面近くにのみみられるようになっていた。7

日目には角化傾向を示す歯肉溝上皮と角化傾向

を示さない付着上皮に区別できたが，歯肉溝上

皮角化層は薄く歯肉頂部付近にみられるにすぎ

なかった。さらに14日目には対照群に類似する

所見を呈したが，上皮細胞間にはいまだに多く

の遊走細胞がみられた。

　再生上皮の基底膜は5日目までは断続的であっ

Fig．9　The　intermediate　area　of　the　junctional　epithelium　in　a　5－week－

　　　01d（a），14－week－01d（b）and　50－week－old（c）non－treated　rat．（×4，000）

Fig．100ne　day　after　gingivectomy　in　a　5－week－01d　rat．

　　a．Afew　organelles　in　epithelial　cells　in　the　migrating　end　and

　　　absence　of　basement　membrane　in　this　area（x4，000）

　　b．Basement　membrane　with　irregular　continuity　along　regenerated
　　　epithelium　neighboring　the　epithelial　wound　margin．（×10，000）
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Fig．11　Three　days　after　gingivectomy　in　a　5－week－old　rat．

　　　　a．Mitotic　figure　in　the　basal　layer　of　the　regenerated　epithelial

　　　　　cells，　（×4，000）

Fig．12

　　　a

b．Poorly－developed　epithelial　attachment　between
　　regenerated　epithelium（×4，000）．　Inset：membrane

　　granule　in　　the　regenerated　epithellal　cells，　in

　　at　three　days　after　gingivectomy（×30，000）．

　　Five　days　after　glngivectomy　in　a　5－week－old　rat．

enamel　and
coated　dense

part，　found

　　　　　．Thir〕cornified　layer　of　the　sulcular　epithelium　near　the　gingival

　　　　　margin，　and　a　few　keratohyaline　granules　in　the　granular　layer

　　　　　of　the　sulcular　epithelium．（×4，000）

　　　bAbsence　of　basement　membrane　along　two　to　three　epithelial
　　　　　cells　in　the　apical　end　of　the　regenerated　epithelium（arrows）．

　　　　　（×4，000）

Fig．13　Seven　days　after　ginglvectorny　in　a　5－week－old　rat．

　　　　a　Regenerated　sulcular　epithelium　resemb］ing　that　of　a　non－
　　　　　treated　rat．（×4，000）

　　　　bRegenerated　lunctional　epithelium　resembling　that　of　a　non－
　　　　　treated　rat．（×4、000）
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たが，7日目では根側の先端近くを除いて連続

的になり，14日目になると根側の先端以外では

連続した基底膜がみられた。また，再生上皮と

歯面との関係は，3日目では再生上皮はセメン

ト質と中等度電子密度の薄層を介して接し，再

生上皮表層の細胞膜にはハーフデスモゾームが

散見された。7日目まではエナメル質との間に

は同様の所見は認められず（Fig．14b），7日

目に至ってみられるようになったが，その発達

は顕著ではなかった。

　苗）皿群（50～51週齢群）

　各観察期間でn群に類似した所見を呈したが，

3旦目に再生上皮が中等度電子密度の薄層を介

してセメント質と接する部分は，セメント質に

面する再生上皮の一部にすぎなかった（Fig．

15）。14日目の上皮細胞の配列は1群，n群に

比較して不規則で細胞間隙には多数の遊走細胞

が認められた（Fig．16）。基底膜は根側の先端

近くでは断続的であった。

2）ポイント削除群

　i）1群（5～6週齢群）

　処置直後では凹凸を呈する創面には赤血球や

変性した上皮細胞，膠原線維の断片が付着して

いた。また，創面付近の上皮細胞，膠原線維に

は変性傾向を示すものもみられた。

　創面付近における1日目の既存上皮細胞は著

しく変性し，多くの好中球の浸潤を認め，再生

上皮先端部でも変性しっっある細胞がみられた。

再生上皮細胞は不定形で細胞外形に類似する大

きな核を有し，小器官は乏しかった（Fig．17a）。
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再生上皮先端部よりやや既存上皮側では基底側

の細胞は不定形であったが，表層に向かうにっ

れ扁平となっており，小器官を種々の程度に有

していた（Fig．17b）。既存上皮側の再生上皮

基底面は凹凸不整を呈し，ハーフデスモゾーム

が散見され，それと平行に断続的な基底膜が

認められたが，再生上皮先端側では基底膜は認

められなかった。

　3日目になると約20層の細胞よりなる再生上

皮が創面を完全に覆い，根側先端部は数層となっ

てエナメル質，象牙質に接していた。上皮内に

は細胞間浮腫や好中球を主とする遊走細胞の浸

潤が認められた。根側先端部の細胞は不定形で，

その外形に類似する大きな核を有しており，細

胞質中には各小器官が種々の程度に認められた。

また，細胞質中に脂肪滴を有する細胞や変性し

っっある細胞もみられた（Fig．18a）。この部

分の上皮基底側にはハーフデスモゾームや基底

膜の形成はみられないか，もしくはごくわずか

のハーフデスモゾームと基底膜が断続的に認め

られるにすぎなかった。再生上皮表層と歯面と

の間には中等度電子密度の薄層が介在していた。

再生上皮の既存上皮側の部分では，歯面側の数

層は扁平で細胞間隙が広く，細胞質中には比較

的発達した小器官を有していたが対照群に比べ

その数は少なかった。さらにこの部分の一部の

細胞には，種々の大きさの小空胞や限界膜を有

する高電子密度の小穎粒が認められた。また，

上皮表層は中等度電子密度の薄層を介して歯面

に接していたが，対照群に比べハーフデスモゾー

ムの発達は著しく劣っていた（Fig．18b）。基

底側の数層の細胞は不定形で，細胞外形に類似

Fig．14　Five　days　after　gingivectomy　in　a　14－weekっld　rat．

　　a．Absence　of　basement　membrane　in　the　apical　end　of　the
　　　regenerated　epithelium　　（arrows）　and　sparsely　distributed
　　　organelles　in　the　basal　cells．（×4，000）

　　b．No　obvious　formation　of　epithelial　attachment　between　enamel
　　　and　regenerated　epithelium．（×4，000）

Fig．15　Three　days　after　gingivectomy　in　a　50－week－01d　rat．　Poorly－

　　　developed　epithelial　attachment　between　cementum　　and
　　　regenerated　epithelium．（×4，000）

Fig．16　Fourteen　days　after　gingivectomy　in　a　51－week－old　rat．
　　　Regenerated　epithelium　with　irregular　arrangelnent．（×4，000）
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Fig．17　0ne　day　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point　in　a　5－week－

　　　　　　01d　rat．

　　　　a．Necrotic　or　necrobiotic　epithelial　cells　in　the　migrating　end．
　　　　　　（×4，000）

　　　　b．Basement　membrane　w1ちhout　regular　continuity（arrows）along

　　　　　　the　regenerated　epithelium　neighboring　the　epithelial　wound
　　　　　　rnargin．（×4，000）

Fig」8　Three　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point　in　a　5－

　　　　　　week－o］d　rat．

　　　　a．Formation　of　epithelia！attachment　between　apical　end　of　the

　　　　　　regenerated　eppthelium　and　cementum（arrows）．（×4，000）

　　　　b．Flattened　epithelial　cells　in　the　superficial　region　of　the

　　　　　　regenerated　epithelium　and　a　few　vacuoles　in　the　cytoplasm
　　　　　　（×4，000）．Inset：poorly－developed　epithelial　attachment（×10，000），

Fig．19　Five　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point　in　a　5－week－

　　　　　　old　rat，

　　　　a．Thin　cornified　layer　near　the　gingival　margin，（×4，000）

　　　　b．Regenerated　junctional　epithelium　with　flat　in　shape，　and
　　　　　　many　vacuoles　in　their　cytop！asm　（×4，000）．　Inset：epithelial

　　　　　　attachment（×10，000）．
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Fig．20　Seven　days　after　ginglval　cutting　by　a　dlamond　point　in　a　5－

　　　week．old　rat．

　　a．The　cornified　layer　of　the　regenerated　sulcular　epithellum　and

　　　scant　keratohyaline　granules　in　granular　layer．（×4，000）

　　b．The　regenerated　junctional　epithelium　resembling　that　of　a
　　　non－treated　rat．（×4，000）

した形の核を有し，小器官も種々の程度に認め

られた。また，その基底側に断続的な基底膜が

みられた。

　5日目では再生上皮は歯肉溝上皮と，付着上

皮に不明瞭ながら区別ができた。歯肉溝上皮の

細胞構築は対照群のそれに類似するが，角化層

は歯肉頂部とそのわずかに根側よりの部分にの

みみられ，また，穎粒層の細胞は不定形で，ケ

ラトピアリン頼粒の数も少なかった（Fig．19a）。

付着上皮も対照群に類似するが（Fig．19b），

細胞配列は不整であった。この部分での細胞質

中の小器官の数は処置後3日目より増加してい

たが，基底膜は断続的であった。

　7日目では再生上皮は歯肉溝上皮と，付着上

皮に明瞭に区別でき，歯肉溝上皮の細胞構築は

対照群のそれに類似していた。薄い角化層が再

生上皮の歯肉頂側約％にみられ，頼粒層の細胞

は扁平化が進んでいたが，ケラトピアリン穎粒

の数は少なかった（Fig．20a）。付着上皮も対

照群と類似する所見を呈し（Fig．20b），根側

の先端を除き連続した基底膜がみられた。

　14日目には再生上皮は対照群と同様の所見を

呈していた。

　i）n群（14～15週齢群）

　処置直後と1日目は1群と同様の所見を呈し

た。3日目では根側約乃の再生上皮細胞は不定

形で，既存上皮側半部の歯面側では変性した細

胞が混在しており，再生上皮とエナメル質との

間には多くの好中球が層状にみられた（Fig．

21）。また，細胞質中の小空胞は一部の細胞で

わずかにみられる程度であった。5日目になる

と再生上皮細胞の小器官や小空胞の数はやや増
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Fig．21　Three　days　after　gingival　cutting　by　a　diamond　point　in　a　14－

　　　week－old　rat．　A　layer　of　neutrophils　between　enamel　and　the
　　　regenerated　epithelium．（×4，000）

加し，限界膜を有する高電子密度の小頼粒もみ

られた。さらに7日目では再生上皮は角化傾向

を示す歯肉溝上皮と角化傾向を示さない付着上

皮に区別されたが，いまだ歯肉溝上皮角化層は

歯肉頂部付近にみられるにすぎなかった。14日

目になると再生上皮は対照群に近い所見を呈し

たが，付着上皮細胞の配列は不整で，遊走細胞

の浸潤も著明であった。

　基底膜は3日目の再生上皮先端部にはみられ

ず，5日目では断続的であったが，7日目には

根側先端付近を除き連続してみられ，さらに14

日目になると対照群の状態に復していた。再生

上皮と歯面との関係は，3日目ではセメント質

に接する再生上皮の一部にハーフデスモゾーム

がみられ，中等度電子密度の薄層を介してセメ

ント質と接していた。5日目になるとハーフデ

スモゾームの発達は劣るもののエナメル質との

間にも同様の所見が認められ，7日目には対照

群と同様になった。

　iii）皿群（50～51週齢群）

　処置直後と1日目では1群，n群と同様の所

見を呈した。3日目では再生上皮は数層の不定

形の細胞からなり，細胞質中の小器官は少なく，

歯面との間にはフィブリン等からなる層が介在

していた（Fig．22）。その後，再生上皮が根側

へ伸長するとともに，その表層では細胞の扁平

化が進み，細胞質中の小器官や小空胞も増加し

て，14日目には歯肉溝上皮と付着上皮に区別で

きるようになった。しかし，歯肉溝上皮角化層

は薄く歯肉頂部付近にみられるにすぎず，付着

上皮は結合組織に向かって不規則に伸長し，そ

の細胞配列も不整であった。

　基底膜は3日目では再生上皮先端部にはみら

れず，5日目に至って断続的な基底膜が認めら

れた。7日目，14日目では基底膜は再生上皮の
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Three　days　after　glnglval　cuttlng　by　a　dlamond　polnt　m　a　50－

week－01d　rat　The　layer　of　flbrln　exudate　and　necrotlc　cell

debrls　between　tooth　surface　and　regenerated　eplthellum（×4，000）

Fourteen　days　after　glnglval　cuttlng　by　a　dlamond　polnt　ln　a

51－week－old　rat　Intermlttent　basement　membrane　near　the

aplcal　end　of　the　regenerated〕unctlonal　eplthellum　（×4，000

1nset×10，000）

大部分で連続していたが，根側の先端付近では

いまだに断続的であった（Flg　23）。また，5

日目にはセメント質，エナメル質とこれに接す

る再生上皮細胞との間には中等度電子密度の薄

層が介在していたが，再生上皮細胞のハーフデ

スモゾームの発達は著しく劣っており，14日目

になっても対照群の状態には復さなかった。

考 察

　本実験では実験動物としてWlstar系のラッ

トを用いた。実験用小動物は比較的11fe　cycle

が短く，加齢的な変化を検索するのに適してお

り，ことにラットは過去の組織学的研究から歯

肉溝上皮や付着上皮の創傷治癒の判定が容易で

あり，本実験に適すると考えられた。

　歯肉の創傷治癒に関して歯牙切削との関連か

ら追求した報告は少ない1←22）。本実験では，支

台歯形成時の損傷をモデル化することを目的と

して，上顎両側第一臼歯頬側の歯肉頂部から歯

面に沿って07～0．8mmの部分をタイアモント・

ポイントにより擦過し，歯肉溝上皮と付着上皮

および上皮下結合組織を削除する方法を採用し

た。また，これまでに報告がみられる歯肉切除

後の治癒経過との比較を行うために，外科用替

刃メスにより口蓋側の辺縁歯肉を切除した場合

にっいてもあわせて検索した。

1．創傷の付与方法による治癒経過の違いにっ

いて
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　歯肉切除後の治癒経過に関する報告はいくっ

かみられ1～6），メス切除群ではこれらの報告に

ほぼ準ずる結果となった。すなわち，上皮断端

から創面に沿って一ないし数層の細胞からなる

再生上皮が伸長し，歯面に達したのち上皮細胞

が増生するとともに，上皮下結合組織では線維

化が進行し対照群と同様の形態に近づいていた。

電顕的には上皮断端から伸長してきた不整形で

小器官に乏しい再生上皮細胞は，歯面に達した

のちその増生に伴って付着上皮細胞の特徴を備

えるようになった。

　これに対しポイント削除群では，歯肉頂部付

近の上皮断端から伸長した再生上皮は，エナメ

ル質に沿って根側に伸びセメント質にまで達し

ていた。次いで，再生上皮がその細胞層数を増

すと同時に結合組織では線維化が進行して対照

群と同様の所見を呈するようになっていた。電

顕所見によると伸長した再生上皮がセメント質

に達した時点で，既存上皮側の再生上皮細胞は

扁平となり，細胞質中の小器官が増加し，小空

胞もみられるようになるほか，エナメル質との

間に上皮性の付着も形成されはじめた。

　歯肉溝上皮，付着上皮の組織発生については

数多くの報告がみられるがいまだ完全に解明さ

れておらず，歯原性上皮由来の退化エナメル上

皮の関連を示唆する種々の説がある牛28）。一方，

歯肉切除後においては残存した歯肉上皮由来の

細胞により本来の付着上皮と同様の組織構築を

有する上皮が再生されると考えられている。こ

のような付着上皮の再生は上皮間葉系相互作

用が関与していると考えられている四）。移植後

の上皮の性状は下部の結合組織によって左右さ

れることから3°），本実験で歯肉切除術を施した

ものに比較してダイアモンド・ポイントにより

擦過した場合の再生上皮が早期に付着上皮の特

徴を獲得したのは，ダイアモンド・ポイントに

より擦過した場合は付着上皮直下の結合組織の

欠損が小さく，その結果，再生上皮は残存して

いた本来の付着上皮直下の結合組織の影響を受

けていたことによるのではないかと考えられる。

2．加齢にともなう歯肉の変化にっいて
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　対照群を光学顕微鏡的に検索した結果，付着

上皮の根側の先端は1群ではセメント・エナメ

ル境に位置していたがn群ではやや根側になり，

さらに皿群ではセメント・エナメル境を越え，

より根側に位置していた。このような加齢にと

もなう付着上皮の深部増殖については，生理的

変化であるとする報告31）と，慢性炎症による結

果であるとする報告32）がみられる。付着上皮の

根側先端が皿群で著しく根側へ移動していたが，

今回の検索に用いたラットでは各群とも炎症所

見はほとんどみられなかったことから，これは

単なる慢性炎症による変化とは考え難い。

　一方，Beltingら31）はラット臼歯の萌出の割

合が歯槽頂での骨添加より速いため，セメント・

エナメル境と歯槽頂の距離は加齢により増加す

ると述べている。また，李鋤は剖検例の検索よ

り，ヒト歯肉の上皮付着下端は加齢にともない

セメント・エナメル境の根側へ位置しているこ

とを示している。すなわち歯と歯肉との相対的

な位置関係は加齢により変化することが示され

ており，今回の検索で認められた加齢にともな

う付着上皮の根側移動は，上皮の深部増殖とと

もに歯と歯肉との相対的な位置関係の変化によ

るものと考えられる。

　歯肉上皮の加齢変化に関する電子顕微鏡的研

究はいくっかみられるものの，歯肉溝上皮，付

着上皮の細胞構築を対象としたものは少なく，

いまだ詳細な知見は得られていない。本研究で

は歯肉溝上皮基底層や付着上皮の細胞中にみら

れる小器官のなかでもミトコンドリアの数は1

群で最も多くn群，皿群の順に減少していた。

また，トノフィラメントはH群で最も発達し，

1群，1皿群では束は細く量も少なかった。

　河野鈎）はヒトの歯肉を観察し，上皮細胞中の

トノフィラメントの量が青年で最も多く，老人，

乳幼児の順に減少していることを報告しており，

今回のラットでの結果もこれと同様の傾向を示

した。

　また，竹花35〕はラット下顎切歯舌側の歯肉上

皮の基底細胞を検索し，細胞小器官ではデスモ

ゾーム，トノフィラメント，ミトコンドリア，
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ゴルジ装置に加齢による変化がみられたと報告

している。本研究では各群間にこれほど著明な

差を見いだすことができなかった。付着上皮細

胞は上皮付着の形成や防御機構のための蛋白合

成を行うと考えられており，そのため成熟後に

おいても他の歯肉上皮に比べ小器官を豊富に有

するものと考えられる。

3．創傷治癒に対する加齢の影響について

　加齢の機序については諸説がみられるが，現

在のところ明確な解答は得られていない3‘）。創

傷治癒と加齢との関連にっいては古くから皮膚

科領域での報告がみられるが㌍），歯肉の創傷

治癒に対する加齢の影響についての報告は少な

く，ButcherとKingsbergの病理組織学的研

究7），Stahlら，　Tonnaらによる一連の研究8～15〕，

Holm－PedersenとL6eの報告16）などがわずかに

みられるのみで，解明されるべき多くの点が残

されている。また，電子顕微鏡レベルでの検索

は全くなされていない。

　本研究ではラットの歯肉溝上皮と付着上皮の

創傷治癒過程を病理組織学的に検索し，光学顕

微鏡的には①再生上皮による創面の被覆，②炎

症性細胞の消退，③線維芽細胞の増生と消退，

④結合組織線維の配列の再構成⑤メス切除群

での歯肉頂部の再形成の時期などにおいて1群，

H群，皿群の間に相違がみられ，高齢のものほ

どこれらは遅延していた。また，電子顕微鏡的

にも①エナメル質と再生上皮との間の上皮付着

の形成②再生上皮細胞における小器官の増加

および高電子密度小穎粒の発現，③再生上皮細

胞中の小空胞の発現④基底膜の形成⑤歯肉

溝上皮における角化層の形成時期は1群で最も

早く，1群，皿群の順に遅くなっていた。

　光学顕微鏡所見では，創面の上皮化，結合組

織での炎症の消退，線維の再配列の進行が高齢

のものほど遅延することが認められ，ラットの

口蓋粘膜および口蓋から歯肉にいたる創傷の治

癒を観察したButcherとKingsbergの報告7）と

同様の結果であった。また，Holm－Pedersenと

Lδe16）はヒトの歯肉切除後の治癒を形態計測し，
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歯肉縁の位置が切除前と同等になるまでの期間

は老齢者ほど長くなることを報告している。本

実験でも歯肉切除を施した口蓋側においてラッ

トの週齢が増すほど歯肉頂部の再形成の時期が

遅くなり，皿群では14日目になってもコントロー

ル群の状態まで回復していなかった。

　Stah1ら，　Tonnaら8～15）はラットおよびマウ

スの歯肉切除後の治癒過程において高齢のもの

ほど歯周組織の細胞増殖活性が低下することを

報告している。一方，山口39）は器官培養したマ

ウス耳殻表皮の増殖活性を検索し，創傷治癒の

初期における上皮の増殖活性が高齢のものほど

低下していることを示している。今回得られた

結果には，上記のような細胞増殖活性の加齢に

よる低下が影響を及ぼしていると考えられるが，

増殖活性に差異が生じる原因について本研究の

結果のみからは言及できない。今後その解明が

望まれる。

　次に電子顕微鏡的に認められた差異にっいて

述べる。SchroederとM迦zel－Pedrazzoliの形

態計測的研究゜），LangeとSchroederの組織化

学的研究41）によりヒトの付着上皮が他の口腔上

皮よりもゴルジ装置，粗面小胞体，ライソゾー

ムなどの小器官を多く有することが示され，上

皮付着の形成や防御機構のための蛋白合成が行

われていることを推察している。

　したがって，今回の検索で上皮付着の形成が

1群，n群，皿群と週齢の増加にともなって遅

れたことは，付着上皮細胞の小器官の増加する

時期が高齢のものほど遅延していたことと相互

に関連している可能性を示唆するものである。

また，上皮付着は歯と上皮の位置関係を維持し

機械的な侵襲から上皮下組織を保護する働きを

しているため，加齢により上皮付着の形成が遅

延することは高齢になるほど創傷治癒進行の条

件が悪くなることを示しているとも考えられる。

　トレーサーを応用した研究により，ラット歯

肉溝上皮の角化層と頼粒層上部では物質透過を

著しく抑制し，外部からの刺激に対して強い抵

抗性を有することが示されている6）。創傷の治

癒過程においては，炎症の軽減にともなって再
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生上皮の多層化や角化層が形成されることによ

り種々の刺激に対する抵抗性が高まっていくも

のと考えられる。今回の検索では歯肉溝上皮の

角化層の形成が1群で最も早く，H群，皿群の

順に遅延しており，再生上皮機能の回復も遅延

していることになる。

　一方，基底膜は物質透過性に関与すると考え

られているが，その程度は基底膜の存在する部

位により異なるとされている％Tanaka租）はラッ

トの付着上皮の基底膜が物質透過に対するある

種の関門機能をもつことを報告している。また，

基底膜は表皮と真皮の接合，表皮の機械的支持

などの機能を有するとされており44），これらの

機能は上皮の再生過程での外的刺激に対する抵

抗性に関与すると考えられる。本研究において

再生上皮の基底膜の形成時期が1群で最も早く，

n群，皿群の順に遅延していたことは以上のよ

うな基底膜の機能の回復時期も遅延することを

示唆するものと考えられる。

　今回の検索では，創傷の治癒が進むにしたが

い再生上皮細胞質中に小空胞や高電子密度の小

穎粒が認められるようになり，これらの発現時

期は1群，H群，皿群と週齢が増すほど遅延し

ていた。付着上皮細胞質中に小空胞がみられる

ことにっいてはこれまでにいくっかの報告があ

る。しかし，その発現機序や機能にっいてはい

まだ定説はなく，空胞変性により生じたとする

説肪〕，付着上皮細胞が生体防御反応として行う

倉食により生じた貧食空胞であるという説46），

および細胞膜の細胞質内への陥入によるとする

説47）がみられる。一方，橋本6），Saito48）は付着

上皮より細胞間隙に放出される穎粒がこの部分

における防御作用に関与するものとしている。

小空胞が貧食作用により形成されたものか否か，

付着上皮細胞質中の穎粒が細胞間隙に放出され

るか否か，という点に関して今回の検索では結

論づけるべき所見は得られなかった。しかしな

がら上記の仮説に基づいて考えるならば，上皮

の再生に際しては形態的な面のみならず生体防

御機能の回復に関しても高齢のものほど遅延す

ることが推測される。
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4．補綴処置との関連にっいて

　以上，本実験の結果にっいて考察を加えたが，

歯冠補綴処置に際しては支台歯形成，印象採得，

暫間冠や最終補綴物のセメント合着などの操作

が不可欠であり，さらに，日常臨床においては

補綴前処置として歯肉整形，歯槽堤粘膜整形を

行う必要のある症例に遭遇することも多い。今

回の実験結果より，これらの侵襲によって歯肉

溝上皮や付着上皮に何らかの損傷が生じた場合

に形態的，機能的回復が高齢のものほど遅延す

ることが示唆された。これを直ちにヒトに当て

はめることはできないが，歯冠補綴処置を施す

にあたっては，高齢者ほど歯周組織の損傷をよ

り少なくすると同時に，損傷が生じたならばそ

の回復までの十分な期間を置いて次の処置へ移

るべきであろう。

結 論

　Wistar系雄性ラットを1群（5～6週齢），

n群（14～15週齢），皿群（50～51週齢）に分

け，歯肉切除術を施した場合（メス切除群），

および歯肉溝上皮と付着上皮をダイアモンド・

ポイントで削除した場合（ポイント削除群）の

歯肉の創傷治癒を形態学的に検索し，以下の結

論を得た。

1．光学顕微鏡所見により無処置の対照群では

　1群，H群に比べ皿群においては付着上皮の

深部増殖が認められた。

2．再生上皮はメス切除群では創面に沿って伸

　長し歯面に達した後に増生したが，ポイント

　削除群では再生上皮はエナメル質に沿って根

　側へ伸び，セメント質に達した後に細胞層数

　を増した。

3．再生上皮による創面の被覆が完了する時期

　および歯肉溝上皮角化層が形成される時期は

　1群で最も早く，1群，皿群の順に遅かった。

4．再生上皮下の結合組織において，炎症性細

　胞の消退，線維芽細胞の増生とその消退，結

　合組織線維の配列の再構成がみられる時期や，

　メス切除群での歯肉頂部の形成の時期に関し

　ては1群で最も早く，1群，皿群の順に遅かっ
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た。

5．電子顕微鏡所見により無処置の対照群では，

高齢のものほど歯肉溝上皮基底細胞および付

着上皮細胞中のミトコンドリアの数が減少し，

また，トノフィラメントはn群で最も発達し

ていた。

6．メス切除群に比較し，ポイント削除群の再

生上皮細胞は早期に付着上皮細胞と類似する

所見を呈した。

7．再生上皮細胞中の小器官の増加，小空胞や

高電子密度小穎粒の発現，基底膜や上皮付着

の形成が認められる時期は1群で最も早く，

　H群，皿群の順に遅延した。

8．以上のことより，創傷の治癒においては高

齢のものほど形態的な回復が遅れることが示

され，また，再生上皮の機能の回復も遅延す
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ることが示唆された。
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　Abstract：The　effects　of　aging　on　regenerative　processes　of　the　junctional　and

sulcular　epithelia　after　surgical　excision　of　the　gingiva　were　examined　experimentally．

The　animals　used　were　5　to　51－week－01d　male　rats（Wistar－strain）and　divided　into　3

groups　according　to　their　age：Group　I　（5－6　weeks　old），　Group　n　（14－15　weeks　old）

and　Group皿（50－51　weeks　old）．　The　anilnals　were　sacrificed　immediately　after　surgical

excision　of　the　gingiva　by　a　sharp　knife　or　a　diamond　point，　and　1，3，5，7，14

days　after　the　operation，　and　the　gingiva　and　its　neighboring　tissues　were

rnorphologically　studied　under　light　and　electron　microscope，　The　results　were　as

follows：

1．In　non－treated　animals，　downgrowth　of　the　junctional　epithelium　was　seen　in

　Group皿．　The　number　of　cell　organenes　such　as　mitochondria　and　tonofilaments　in

　the　junctional　epithelium　decreased　in　Group皿compared　with　that　of　Group　I　or　n．

2．Under　light　microscopy，　the　regeneration　of　the　gingiva　was　faster　in　Group　I，

　slower　in　GroupH　and　slower　yet　in　Group皿．

3．Under　electron　microscopy，　the　regenerative　changes　of　the　gingiva　such　as

　reconstruction　of　the　junctional　and　sulcular　epithelia，　formation　of　the　basement

　membrane　and　functional　arrangement　of　connective　tissues　fibers　were　faster　in

　Group　I，slower　in　Group皿and　slower　yet　in　Group皿．
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