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和文要旨： 

口腔粘膜は皮膚より創傷治癒が早いが，糖尿病，免疫機能低下や低栄養状態では治癒不

全が起きやすく，QOLの維持に関与する。γ-glutamyl transpeptidase （GGT) 阻害剤である

GGsTop®が，皮膚線維芽細胞において，コラーゲンやエラスチン産生を上昇させ，口内炎

誘発モデルマウスにおいて治癒促進に効果があったとの報告があることから，口腔の創傷

治癒促進に対する有用性を検討した。ヒト歯肉線維芽細胞 HGF-1への transforming growth 

factor-1（TGF-1）存在下ないし非存在下での GGsTop®添加による影響を，スクラッチア

ッセイならびに遺伝子発現解析によって検証した。加えてマウスを用いて口蓋粘膜創傷治

癒への GGsTop®塗布の影響を確認した。GGsTop®が添加された HGF-1は TGF-1産生量

を増大し，スクラッチアッセイにおいて細胞増殖能を亢進させることが明らかにされた。

さらに GGsTop®は，TGF-1存在下で matrix metalloproteinase 13遺伝子発現の上昇を引き

起こす可能性も示唆された。一方，TGF-1存在下で GGsTop®が添加された HGF-1におけ

る α平滑筋アクチン遺伝子発現の上昇は認められなかった。またマウスを用いた動物実験

において，GGsTop®塗布により口蓋粘膜の創傷の治癒促進が認められた。以上の結果よ

り，GGsTop®の口腔内の創傷治癒促進に対する有用性は高いと思われる。 

 

緒 言 

口腔は生命維持に必要な呼吸やエネルギー摂取の経路であるとともに，細菌やウィルス

など外的因子が最初に侵入する器官であるため，口腔粘膜の創傷は人の生命の営みに大き

な影響を及ぼすことになる。そのため，口腔内には様々な防御機能が存在し，創傷治癒は皮

膚よりも早いことが知られている 1-3)。しかしながら，免疫機能の低下，糖尿病や低栄養状

態などによって，創傷治癒が遅延することが多い 4-6)。従って，創傷治癒を促す薬剤の開発

は人の生命維持や生活の質（QOL）の維持・向上において意義のあるものと考えられる。し

かし現在のところ，創傷治癒を促進させる画期的な治療薬は開発されていない。Shimamura

ら 7)が，γ-glutamyl transpeptidase （GGT）阻害剤として市販されている GGsTop®に，抗がん

剤の使用によって誘発される口腔粘膜炎に対する治療薬としての有用性を報告しているこ

とから，口腔粘膜創傷治癒にも効果があることが考えられた。また GGTの阻害によって皮

膚線維芽細胞における活性酸素種の産生が抑制され，コラーゲンやエラスチンの産生が誘

導されることも報告されている 8)。GGT は疎水性領域を細胞膜の外側にアンカーする形で

発現する膜結合型酵素であり，細胞外のグルタチオン（γ-Glu-Cys-Gly; GSH）を γ-Gluと Cys-

Glyの間で分解し，細胞内へのGSH再取り込みを担う唯一の酵素であると言われている 9,10)。

細胞内 GSHは，活性酸素種の除去による抗酸化，外因性求電子化合物や重金属の解毒，そ

して細胞の恒常性を担う働きを担っているため，その GSH の生合成に関与する GGT は細

胞にとって不可欠である。しかしながら，GGTによってグルタミン酸（Glu）と分離した Cys-

Gly結合は，容易に金属イオンを介して活性酸素種を発生させることが明らかにされている
10,11)。つまり，GGTは GSHの生合成誘導による抗酸化作用に関与する一方で，GGT活性の



増大は Cys-Gly結合が過剰産生され，結果的に活性酸素種の発生にも繋がる 12）。そのため， 

細胞の恒常性維持や活性酸素種の発生抑制には GGT 活性の調節が鍵となると考えられる。 

 一般的に創傷治癒は，①出血凝固期，②炎症期，③増殖期，④成熟期の過程を経るが，そ

れぞれの時期に様々な因子の反応系が正常に活性されて収束する 13)。特に炎症期における

異常は治癒不全や炎症の慢性化をきたし，増殖期の異常は線維化・瘢痕化などを誘発する 14)。

炎症期から増殖期にかけて増殖が促される歯肉線維芽細胞（GF）は，細胞外マトリックス

（ECM）のコラーゲンを主とした構成タンパクの産生・分泌ならびに自身の筋線維芽細胞

への分化によって，再上皮化を促すことが知られている 15, 16)。Liuら 17)はマウスの皮膚線維

芽細胞において，GSHが transforming growth factor-1（TGF-1）によるコラーゲン産生を調

整していると報告している。 

 以上のことから，口腔粘膜の創傷治癒への GGsTop®の有用性を確かめるために，上皮細

胞の分化誘導を担う線維芽細胞に着目し，ヒト歯肉線維芽細胞 HGF-1を用いて TGF-1と

GGsTop®の関係性を含めて検証した。加えて臨床応用に向け，広範囲におよぶ抜歯症例

や，転倒や自傷行為などによる広範囲かつ深い粘膜創傷を想定し，マウス口蓋粘膜創傷治

癒への影響を実証することでその有用性を確認した。 

 

材料および方法 

1. ヒト歯肉線維芽細胞における GGsTop®による創傷治癒への影響 

1）細胞培養 

ヒト歯肉線維芽細胞株の HGF-1（HGF-1：ATCC® CRL-2014TM）を 10 %ウシ胎児血清 （fetal 

bovine serum；FBS） および抗菌薬（50 units/ml penicillin，50 µg/ml streptomycin；GIBCO，

U.S.A）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium（D-MEM；Sigma，U.S.A.）にて 37℃，air 

95％，CO2 5％の条件下で継代培養し，実験に供した。 

 

2）添加物質 

GGsTop®は富士フィルム和光純薬株式会社（Japan）より購入した。Recombinant human 

TGF-1（TGF-1）および basic fibroblasts growth factor（bFGF)は R&D Systems（U.S.A.）よ

り購入し，以下に示す各々の実験に使用した。 

 

3）細胞生存率 

 HGF-1 を 6 well 培養プレートに 2×105 細胞/well になるように播種し，18 時間培養後，

FBSおよび抗菌薬を含まない D-MEMに交換し，0.1～500 µg/ml の GGsTop®を添加した。

24時間培養後に細胞を回収し，Invitrogen™ Countess™ （Invitrogen, U.S.A.）にて生細胞数

を測定した（n=4）。 

 

4）TGF-1産生量の測定 



HGF-1を 24 well培養プレートに 5×104 細胞/wellになるように播種し，18時間培養後，

新鮮な D-MEMに培地交換し，10 µg/ml の GGsTop®を添加した。8時間および 24時間後の

培養上清を試料とし，ELISA Kit（Quantikine® ELISA Human LAP (TGF-β1)；R&D Systems，

U.S.A.）を用い，吸光度 450 nmにて TGF-1産生量を測定した。 

 

5）創傷治癒能の測定（スクラッチアッセイ） 

 HGF-1を 60 mm培養ディッシュに 4×105細胞/ディッシュ細胞になるよう播種し，18時間

培養後に専用のスクラッチスティック（IWAKI, Japan）を用いて単層培養部に直線を引き，

傷を模した細胞の掻き取り面（2 mm幅）を作成した。その後，新鮮な D-MEMに培地を交

換すると同時に，全ての添加物を添加後，細胞間距離を経時的に 60時間まで観察した。実

験群はコントロール群，GGsTop®単独群，TGF-1単独群，TGF-1存在下 GGsTop®群に加

えて，ポジティブコントロールとして，線維芽細胞成長因子である bFGF単独群の 5群を設

けた（n=4）。GGsTop®添加濃度は，基礎実験によって炎症関連物質産生量を抑制し，さらに

本実験で細胞生存率にも影響がない 10 µg/mlとした。TGF-1添加濃度および bFGF添加濃

度については，過去の論文を参考にし，それぞれ 5 ng/ml18)，10ng/ml19）とした。 

培養ディッシュ底にスケールシールを貼り，培養顕微鏡 Eclipse TS100（Nikon, Japan；倍

率 4 倍）およびデジタルカメラ（Cannon，Japan）を用いて撮影した。計測のため撮影はス

ケールシールないし細胞に焦点を合わせた 2種類を各群で行った（図 1 A，B）。画像は画像

編集ソフトウェア Adobe photoshop（Adobe Systems Incorporated, U.S.A. ）にてコントラスト

を調整したのち，画像解析ソフト Image J ver.1.52（NIH，U.S.A.）を用いてスケールシール

での既知距離を基準線として（図１A）細胞間の最も短い距離を創傷閉鎖距離（図 1 B）と

した。さらに，24，48時間後と 0時間の変化を確認するため，0時間との差および短縮率を

計算した。計算式は次のとおりである。 

0時間との差＝0時間細胞間距離－24時間（48時間）細胞間距離 

短縮率＝0時間細胞間距離－24時間（48時間）細胞間距離／0時間細胞間距離 × 100 

 

6）Type I collagen，matrix metalloproteinase13（MMP13）および筋線維芽細胞 α平滑筋アクチ

ン（αSMA）遺伝子発現解析 

HGF-1を 60 mm培養ディッシュに 2×105細胞/ディッシュになるように播種し，18時間培

養後，FBSおよび抗菌薬を含まない新鮮な D-MEMに培地交換し，さらに 24時間培養した。

最初に 10 µg/ml の GGsTop®のみを添加し，5時間後に 2 ng/mlの TGF-1を作用させ，さら

に 5時間培養した。Recombinant TGF-1作用濃度は，過去の論文を参考に決定した 20,21)。な

お，GGsTop®ならびに TGF-1ともに添加しない群をコントロール群とした。さらに，創傷

治癒過程で産生される TGF-1存在下での GGsTop®の働きを明確にするため，TGF-1単独

添加群も設け，実験群は 4群とした（n=4）。 

Total RNAを RNeasy Mini kit（Qiagen, Germany）にて抽出し，PrimeScriptTM RT reagent kit



（TaKaRa，Japan）を用いて cDNAを合成した。この cDNAを鋳型とし，TaqMan® Fast Advanced 

Master Mix（Applied Biosystems，U.S.A.）と TaqMan® Gene Expression Assay（type I collagen：

Hs00164004_m1，MMP13：Hs00942584_m1，αSMA：Hs00426835_m1，18S rRNA：4318839）

をプローブとして用いて，TaqMan probe 法による real-time PCR（StepOnePlusTM；Applied 

Biosystems，U.S.A.）にて遺伝子発現解析を行った。 

 

7）統計分析 

実験結果は，平均値±標準偏差（mean ± SD）で示した。 2群間の比較には Student’s t-test

を用い，その他の比較は二元配置分散分析の結果から Tukey-Kramer test を用いた。SPSS 

Version 26.0（IBM，U.S.A.）にて処理した。 

 

2. GGsTop®によるマウス口蓋粘膜創傷治癒への影響 

1）実験動物 

7週齢の C57BL/6J雌マウス（三協ラボサービス株式会社）を specific pathogen free（SPF）

の条件下（室温 23±1℃，湿度 60±10％）で 1週間の予備飼育の後，体重が一定になったこ

とを確認し，実験に使用した。飼育中は固形飼料を飲料水と共に自由摂取とした。全ての動

物実験は，日本大学動物実験運営内規に則り，松戸歯学部動物実験委員会の承認の下で行っ

た（承認番号：AP19MAS004-1）。 

 

2）添加物質 

GGT阻害剤 GGsTop®（富士フィルム和光純薬株式会社，Japan）を実験に使用した。 

 

3）口蓋粘膜創傷モデルマウスの作製ならびに治癒過程の観察 

口蓋粘膜創傷モデルマウスの作製には 8 週齢のマウス 8 頭を用い，コントロール群なら

びに GGsTop®塗布群の 2群を設定し，各群 n=4とした。口腔内への創傷付与は，塩酸メデ

トミジン（ドミトール：日本全薬株式会社，Japan） 0.3 mg/kg，ミダゾラム（サンド株式会

社，Japan） 4 mg/kg，酒石酸ブトルファノール（ベトルファール：Meiji Seika ファルマ株式

会社，Japan） 5 mg/kgの三種混合麻酔薬をマウス体重 10 g当たり 0.1 mlを腹腔内投与し，

全身麻酔下で行った。実験にあたり，図 2Aに示したように舌圧排用開口保持器，体幹およ

び頭部固定装置を作成して用いた。実体顕微鏡下にて（OLYMPUS SZ-PT，Olympus 

Corporation，Japan）外科用メスを用い，両側M1近心からM2遠心までの範囲で硬口蓋粘膜

を切除し，創傷部には術後すぐに GGsTop® 5 mg/kgに調整した 4 µlないし精製水 4 µlを含

浸させた綿球を留置した。創傷部への綿球留置は，三種混合麻酔薬をマウス体重 10 g当た

り 0.1 mlを腹腔内投与し全身麻酔下にて 1日 1回（朝）の頻度で 40日間継続して行った。

創傷付与直後から 40 日目まで実体顕微鏡および USB カメラシステム（HOZAN，HOZAN 

TOOL INDUSTRIAL CO.,LTD. Japan）を用いて最終倍率×5にて創傷部の写真撮影を行った。



撮影にあたり，再現性を高めるため，口蓋粘膜創傷付与時に用いた実験装置（図 2A）を利

用した。経時的な創面面積の変化を画像解析ソフト Image J ver.1.52（NIH，U.S.A.）を用い

て図 2B に示したように M1 ないし M2 の近遠心径をスケールとして創面面積を測定した

（図 2C）。 

 

 

結 果 

1. HGF-1における GGsTop®による創傷治癒への影響 

1）HGF-1における細胞生存率への GGsTop®の影響 

 HGF-1に 0.1～500 µg/mlの濃度で GGsTop®を添加した。全ての濃度においてコントロー

ル群と比べて細胞生存率に有意差を認めなかった（図 3）。 

 

2）HGF-1における TGF-1産生量への GGsTop®の影響 

培養上清中における TGF-1 産生量は，コントロール群と比較して GGsTop®添加群で 8

時間，24時間ともに有意に高かった（図 4，p＜0.01）。 

 

3）HGF-1における創傷治癒能への GGsTop®の影響（スクラッチアッセイ） 

 各群から典型的なものを図 5に示した。細胞間距離の計測は n=4について行い，24時間

ないし 48時間と 0 時間での細胞間距離差ならびに短縮率について表 1および 2 に示した。

細胞間距離の差は，最も距離が長い 0時間から 24時間ないし 48時間を減算しているため，

値が大きいほど細胞間距離が短縮していることを意味している。つまり，細胞増殖能が高い

ほど短縮率も高くなる。さらに，細胞増殖能を有するポジティブコントロールである bFGF

単独添加群との間に有意差がないことは細胞増殖能が高いことを意味する。 

コントロール群，GGsTop®単独群，TGF-1単独群，TGF-1存在下 GGsTop®群，bFGF単

独群の全てにおいて写真画像から経時的に創傷閉鎖距離の短縮が認められた（図 5）。Image 

J Ver.1.52による計測で 24，48時間後ともに，コントロール群に比べて他の全ての群におけ

る短縮率は有意に高かった（表 1，2）。24時間ではコントロール群以外の群間で有意差を認

なかった。48 時間では群間に差が認められ，ポジティブコントロールである bFGF 単独群

と GGsTop®単独群ならびに TGF-1存在下 GGsTop®群で有意差を認めず，写真画像におい

ても細胞間距離は 3群間とも短縮していた。TGF-1単独群は bFGF単独群より有意な短縮

率の低下を認め，写真画像でも距離の短縮は少なかった。また TGF-1単独群は他の全ての

群との間に有意差を認めた。また， 60時間ではコントロール群と TGF-1単独群以外の細

胞間距離はほぼ閉鎖しており細胞間距離の計測は不可能であった（図 5） 

 

4）HGF-1における type I collagen，MMP13ならびに αSMA遺伝子発現への GGsTop®による

影響 



 Type I collagenおよび MMP13遺伝子発現は，コントロール群と比較し TGF-1単独群お

よび TGF-1 存在下 GGsTop®群において有意に上昇したが，GGsTop®単独群では有意差を

認めなかった（図 6A，B，p<0.05）。さらに，TGF-1単独群と TGF-1存在下 GGsTop®群の

間に有意差を認めなかった。MMP13遺伝子発現は，GGsTop®単独群は type I collagen同様

コントロール群との間に有意差を認めず，TGF-1単独群と TGF-1存在下 GGsTop®群では

有意に上昇した。TGF-1単独群と比べて TGF-1存在下 GGsTop®群の方が有意に高い発現

を認めた（図 6B，p<0.05）。 

 αSMA遺伝子発現は，いずれの群間にも有意差を認めなかった（図 6C，p<0.05）。 

 

2. GGsTop®によるマウス口蓋粘膜創傷治癒への影響 

 口蓋粘膜創傷モデルマウスは毎日体重測定を行った。Day1で 2-3g体重減少を認めた後は

体重減少を認めず，Day5 には全てのマウスの体重が戻ったことが確認されたため実験を継

続した。 

 各実験群 n=4 で行ったが各群内のマウスは全て同様の治癒過程が認められたため，典型

的な 1匹について図 7に写真画像を示した。なお創面観察は毎日 40日間行ったが，写真画

像でも特徴が明らかに認識できる Dayのみを示した。創面面積は Image Jにて計測した（表

3）。付与された口蓋粘膜創傷部は，GGsTop®塗布群において，全てのマウスに Day1で既に

左側口蓋を主に全体的に黄色の痂疲の形成が認められたが（図７黒色矢印），創面面積に明

らかな変化は認めなかった。Day20，25 では，両実験群ともに口蓋粘膜創面部後縁（下端）

から突起状に組織の修復が認められていき（黒色点線矢印），まだ創面部には黄色の痂疲が

認められるうえ，上皮形成は不完全であった（黒色点線内）。さらに，創面面積に両群間に

差が認められはじめた。Day 30で GGsTop®塗布群のみ創面は閉鎖し，Day 40では，両群と

も創面は周囲粘膜面までの組織再生の盛り上がりは見られないものの創面は周囲粘膜と同

色になり，上皮形成による創面閉鎖が認められた（緑点線内）。Image J Ver.1.52による創面

面積計測値では Day 20から有意差が認められていた（表 3，n=4，P<0.05） 

 

考 察 

 GGT阻害剤である GGsTop®を 0.1～500 µg/mlの濃度で HGF-1に添加した 24時間後の細

胞生存率は，コントロール群と比較して有意な差を認めなかったことから，GGsTop®は

HGF-1に対し細胞死を招くような細胞為害性はないことが示唆された。 

湯浅ら 8)は GGsTop®が添加された皮膚線維芽細胞においてコラーゲンとエラスチン合成の

産生誘発，αSMA の発現上昇，そして TGF-1 の分泌蓄積がなされたことを報告している。

本実験においても，GGsTop®の添加によって HGF-1 における TGF-1 産生量が時間依存的

に増大した。TGF-1は，様々な細胞の増殖抑制因子であることが明らかにされていると同

時に，細胞分化，アポトーシス，細胞遊走能， ECMタンパク質産生，血管新生，免疫制御，

癌化促進など多様な生理活性を有している 22-25)。線維芽細胞に対しては，細胞の生理活性の



調整や創傷治癒初期における細胞分化の促進，上皮細胞の成熟化の促進に関与することが

報告されている 26)。以上のことから，GGsTop®は TGF-1による HGF-1の細胞分化能を促

進させる可能性があると考えられた。そこで，我々は次にスクラッチアッセイを用いて創傷

治癒には欠かせない細胞増殖能への GGsTop®の影響を調べた。48時間の細胞間距離短縮率

において，ポジティブコントロールである bFGF単独群に比べて TGF-1単独群は有意に低

く，GGsTop®単独群と TGF-1 存在下 GGsTop®群は有意差を認めなかった。これは，スク

ラッチという創傷を受けたHGF-1においてGGsTop®は細胞増殖能を高める作用があること

を意味していると思われた。前述のように TGF-1自体に線維芽細胞に対して増殖能を高め

る作用があり，我々の実験ではGGsTop®によってもTGF-1の産生量が増大したことから，

TGF-1の存在下でより細胞増殖能が上がると想定した。しかしながら，GGsTop®単独群と

TGF-1存在下 GGsTop®群との間に有意差は認めなかった。従って，創傷治癒過程における

TGF-1 と GGsTop®の関係性を明らかにする必要があると思われた。創傷治癒過程におい

て，誘導された TGF-1等の炎症性サイトカインが線維芽細胞を筋線維芽細胞へと分化させ

ECMが形成される 27, 28)。形成された ECMは一過性の炎症の場合は，matrix metalloproteinases

（MMPs）によって分解される 29)。慢性炎症や線維性疾患ではMMPsによる分解よりも ECM

産生能が上回り，線維化，瘢痕化へとつながる 30)。そこで，我々は ECMの一つである type 

I collagen，コラゲナーゼである MMP13 ならびに筋線維芽細胞の主要な構成成分である

αSMA の遺伝子発現に対する TGF-1 ならびに GGsTop®の影響を検証した。TGF-1 と

GGsTop®の関係性をより明らかにする目的で，HGF-1を GGsTop®で 5時間単独培養した後，

Recombinant TGF-1 を追加添加する群を設けた。GGsTop®のみの添加では全ての遺伝子発

現についてコントロール群との間に有意差を認めなかった。ECMは，前述のように TGF-1

によって線維芽細胞が筋線維芽細胞に分化され産生される。本実験では筋線維芽細胞の指

標である αSMAの遺伝子発現が GGsTop®によって誘導されていないことから，GGsTop®単

独では細胞増殖能が高められても，筋線維芽細胞への分化まで影響を及ぼすことが出来ず，

そのために GGsTop®単独群の type I collagenおよびMMP13の遺伝子発現が誘導されなかっ

た可能性があると考えられる。また本実験において TGF-1産生量は TGF-1の N末端部分

である LAP（latency-associated peptide）を測定している。LAPは TGF-1を潜在型として存

在させる役割をもっており 31)，GGsTop®によって産生量が促されても，活性型に変える何

らかの刺激が必要であるのかもしれない。MMP13遺伝子発現は TGF-1存在下 GGsTop®群

において TGF-1単独群よりも有意に上昇していることから，Recombinant TGF-1が追加さ

れたことで，GGsTop®が何らかの働きを促している可能性があると考えられる。これは，

GGsTop®の本来持つ特徴に起因するものであると思われる。GGT 阻害剤として，天然物

acivicin が臨床応用されているが，毒性が極めて強く 10)，さらに GGT を不可逆的に阻害す

るため，GSH 生合成をも完全に阻害する。一方，GGsTop®は，毒性がなく反応機構依存的

に GGT を阻害するよう開発され，さらにヒト GGT に対する阻害活性が強いため極めて選

択性が高いことが証明されている 10,32,33)。つまり，GGsTop®は細胞の状態によって，必要な



時に GGTを阻害し，必要のない時には阻害をしないという特徴が，Recombinant TGF-1の

追加作用によって現れた可能性があると思われる。一方，type I collagenは TGF-1が追加作

用されても有意に上昇しなかった。これは，コラゲナーゼであるMMP13が TGF-1存在下

GGsTop®群で上昇していることから，MMP13 によって抑制された可能性も考えられる。

MMP13ノックアウトマウスにおいて，創傷治癒不全，上皮細胞の遊走抑制，血管新生の抑

制がみられるとの報告 34)があることから，TGF-1 存在下における GGsTop®添加によって

MMP13 遺伝子発現が増大したことは GGsTop®の創傷治癒促進剤としての有用性が高いこ

とを示していると考えられる。αSMAは，皮膚や腎臓などの線維芽細胞で TGF-1によって

上昇するとの報告があるものの 35,36)，本研究においては HGF-1 における αSMA は TGF-1

単独群においても遺伝子発現の上昇を認めなかった。Guoら 37)は，GFでは皮膚線維芽細胞

と比較して TGF-に対する反応性が低く αSMA の上昇が認められず，線維化や炎症などに

関与し強力な血管収縮作用を有するペプチドである endothelin-1や， ECMとの細胞接着を

媒介するインテグリンや成長因子を調節することで細胞増殖や分化に関与する cezanne 

/Focal Adhesion Kinase（FAK）シグナル伝達にその原因があると報告している。さらに彼ら

は，cezanne / FAKシグナル伝達を介して αSMAの発現を促す TGF-1を調整している miR-

218 の発現が GF では減弱しており，TGF-1 に対する応答性の低さにつながっているので

はないかとしている。今後このような細胞シグナル伝達系を追求する必要があると考えて

いる。 

本動物実験において，口蓋粘膜に付与された創傷は，GGsTop®塗布によって，早期に治癒

過程が開始された。Liuら 17)はマウス胎児線維芽細胞（NIH 3T3）において，TGF-1が GSH

を減少させ，それによってさらに TGF-1 によるコラーゲン産生が促されると報告してい

る。本実験では GSHに関する実験を行っていないが，GGsTop®は GGT阻害剤であり，GSH

との関係性を明らかにすることは今後必須の課題であると考えている。 

培養細胞実験ならびに動物実験の結果から，口腔粘膜の創傷治癒促進に GGsTop®は有用性

が高いと思われる。免疫機能低下，低栄養状態，さらには糖尿病や臓器移植患者などにお

ける抜歯後治癒不全や義歯性潰瘍などに対して有用性が高いのではないかと考えられる。

今後臨床応用にむけて，TGF-1との関係性を明らかにするため，GGsTop®の細胞内シグ

ナル伝達系への影響や細胞内外 GSHや活性酸素種との関係性を含めて，創傷治癒過程に

おける増殖期はもとより炎症期，成熟期における GGsTop®の影響について詳細に検証を進

める価値はあると思われる。 

 

結 論 

GGT阻害剤である GGsTop®は HGF-1に対して，細胞生存には影響を与えず，TGF-1

産生量を増大させる。TGF-1存在下において，MMP13の遺伝子発現を誘導することで，

細胞の創傷治癒能を促進させる可能性があると思われた。動物実験においても口蓋粘膜の

創傷治癒を促進させたことから，歯肉をはじめとした口腔粘膜における創傷治癒促進剤と



して GGsTop®は有用な働きをすると考えられた。 
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表タイトル 

表１ 0時間との閉鎖距離差および短縮率 

 

表 2 閉鎖距離および短縮率における統計処理結果 

＊：p<0.05 

 

表 3 マウス口蓋粘創面面積 

 各群 n=4で行い，それぞれの創面面積を Image J Ver.1.52で測定した平均値と標準誤差を

示す。＊：p<0.05，＊＊：p<0.01 

 

図説明 

図 1  スクラッチアッセイにおける細胞間距離測定方法 

スクラッチアッセイの細胞間距離は，培養ディッシュ底にスケールシールを貼り，スケー

ルシールないし細胞に焦点を合わせて各群，各時間 2枚ずつ撮影した。スケールシールの既

知距離（1辺=1 mm）を基準線とした（A）。Image J Ver.1.52を用いて細胞間距離を計測した

（B）。 



 

図 2 マウス口蓋粘膜創傷方法ならびに創面面積計測方法 

 コントロール群および GGsTop®塗布群ともに，n=4ずつとし，口蓋粘膜への創傷付与は，

創面部の大きさをそろえるため，マウス体幹および頭部固定，術野の確保用開口保持器/舌

圧排装置を作成し使用した（A）。創面面積の撮影においても撮影環境を整え再現性を確保

するために同装置を用いた（A）。創面面積の計測のために金属メッシュの長さを計測した

後，マウス口腔内に挿入し，全てのマウスのM1およびM2の近遠心径を Image J Ver.1.52を

用いて行った（B）。撮影時に明瞭な M1 ないし M2 を選択し，近遠心径を既知基準として

Image J Ver.1.52にて創面面積を計測した（C）。 

 

図 3 GGsTop®による Cell viabilityへの影響 

 HGF-1を 6 well培養プレートに播種し，GGsTop®を 0.1～500 µg/mlの濃度で添加 24時間

後に，Invitrogen™ Countess™ (Invitrogen, U.S.A.)にて生細胞数を測定した。全ての濃度にお

いて細胞生存率に有意差を認めなかった（n=4）。 

 

図 4 HGF-1における TGF-1 産生量への GGsTop®の影響 

 HGF-1に GGsTop®を添加した後，8時間および 24時間培養後に回収した培養上清中にお

ける TGF-1産生量を ELISA法にて測定した。両群とも時間依存的に TGF-1の産生量は増

大した。GGsTop®添加によって TGF-1 産生量はコントロール群と比較して有意に上昇し

た。(n=4) **p＜0.01 

 

図 5 HGF-1における創傷治癒能への GGsTop®の影響（スクラッチアッセイ） 

 実験群は，コントロール群，GGsTop®単独群，TGF-1単独群，TGF-1存在下 GGsTop®

群，bFGF単独群とし各群，GGsTop®10 µg/ml，TGF-1 5 ng/ml，bFGF 10 ng/mlを添加した。

全ての群にて，創面閉鎖距離は経時的に短縮した。bFGF 単独群は最も早期に短縮し，

GGsTop®単独群および， TGF-1存在下GGsTop®群の短縮はコントロール群よりも亢進し，

TGF-1 存在下 GGsTop®群の方が高い亢進が認められた。60 時間では，コントロール群お

よび TGF-単独添加群以外では細胞間距離が計測できなかった。0時間と 24時間，48時間

における短縮率を算出し（表 1），二元配置分散分析を行った後に多重比較 Tukey-Kramerを

SPSSにて行った（表 2）。（n=4） ＊p<0.05 

 

図 6 HGF-1における type I collagen，MMP13，αSMA遺伝子発現への GGsTop®の影響 

 Type I collagenは TGF-1単独群， TGF-1存在下 GGsTop®群でコントロール群よりも有

意に高く，両群間では有意差を認めなかった（A）。MMP13は， TGF-1単独群および TGF-

1 存在下 GGsTop®群でコントロール群よりも有意に高く，両群間では TGF-1 存在下

GGsTop®群の方が有意に高かった（B）。αSMA は全ての群間において有意差を認めなかっ



た（C）。＊p＜0.05 

 

図 7 GGsTop®によるマウス口蓋粘膜創傷治癒への影響 

 コントロール群，GGsTop®塗布群の 2群を各群 n=4で設定し，口蓋粘膜創傷付与後，毎

日塗布を行うと共に創面の写真撮影（最終倍率 5倍）を行った。明瞭に確認できるM1な

いしM2の近遠心径を基準線とし，Image Jver.1.52にて創面面積の計測を全てのマウスで

行った（表 3）。写真は典型例を示した。GGsTop®塗布群において，群内の全てのマウスに

おいて創部に黄色の痂疲形成が Day1に認められ（黒矢印），コントロール群では認められ

なかった。Day 20，25では創面面積に違いが認められた。 

 

英文抄録： 

Wound healing in the oral mucosa is clinically distinguished from skin healing in terms of both its 

rapidity and relatively minimal to no scar formation. However, wound healing failure induces oral 

function decline. The condition of chronic non-healing wounds induces eating disorder, 

communication obstacles, and breathing difficulty. These symptoms cause severe life-threatening as 

well as reducing patients’ quality of life. It is easy to have these phenomena in the individuals with 

disability and the elderly because of their malformation, dysfunction and immunodeficiency. 

According to previous study, GGsTop®, γ-glutamyl transpeptidase (GGT) inhibitor, suppressed 

reactive oxygen species and induced the production of collagen and elastin in dermal fibroblasts. In 

addition, Shimamura et al reported that GGsTop® was highly valuable for use as a treatment of oral 

mucositis. It was considered that GGsTop® would be useful for oral wound healing. Therefore, we 

studied the effect of GGsTop® with/without TGF-1 in gingival fibroblasts HGF-1. In addition, we 

demonstrated the efficacy of GGsTop® on wound healing of palatal mucosa in mice. The cell 

migration of HGF-1 was enhanced with GGsTop® by scratch assay. GGsTop® with TGF-1 strongly 

promoted wound healing. The production of TGF-1 in HGF-1 was enhanced by GGsTop®, which 

induced the gene expressions of type I collagen and matrix metalloproteinase 13. However, αSMA 

gene expression was not enhanced. In the wild type mice, the wound healing process of palatal mucosa 

was faster than in the control. Scarring was not seen. It was considered that GGsTop® was useful for 

treatment of oral wound healing. 

 

対訳和文： 

 口腔粘膜における創傷治癒は，比較的治癒が早く，瘢痕化も見られないなど皮膚よりも良

好である。しかしながら創傷治癒の遅延が起きた場合，口腔機能不全を誘発する。慢性的な

創傷治癒不全は，栄養摂取障害，コミュニケーション障害，呼吸障害を引き起こすことにな

る。このような状況は，QOLの低下だけでなく生命を脅かす原因となる。障害児者の場合，

奇形や，機能異常，免疫応答異常などから，このような状況になりやすい。過去の報告によ



ると，γグルタミルトランスペプチダーゼであるGGsTop®は皮膚由来線維芽細胞において，

活性酸素種の産生を抑制し，コラーゲンやエラスチンの産生を促すとされている。さらに，

Shimamura は GGsTop®が口内炎の治療薬として有用性が高いことを報告している。これら

のことから，GGsTop®は口腔粘膜創傷治癒にも効果があると思われた。それゆえ，我々は歯

肉線維芽細胞である HGF-1を用いて TGF-1との関係性を含めて GGsTop®の影響について

検証した。さらに，マウス口蓋粘膜創傷に対する GGsTop®塗布による効果について実証し

た。スクラッチアッセイによって，HGF-1の創傷閉鎖能が GGsTop®によって高められ，さ

らに TGF-1 存在下でその機能が高められる可能性があることが示された。HGF-1 は

GGsTop®によって誘発された TGF-1を介して type I collagenやMMP13の遺伝子発現が増

大すると思われた。しかしながら αSMA の遺伝子発現は増大されなかった。マウスの実証

実験では，付与された口蓋粘膜創傷は GGsTop®塗布群の方がコントロール群に比べて治癒

が早かった。瘢痕も認められなかった。口腔粘膜創傷治癒に GGsTop®は有用であると思わ

れる。 
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