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概要 

歯周病は国民病と言われるほど罹患率が高く，2016 年の歯科疾患実態調査では，40 歳

以上の約 7 割が歯周病であると報告されている。とくに，歯周炎はプラークコントロール

を行っても，歯と歯肉との付着の喪失，すなわちアタッチメント・ロスが生じるため，最

終的に歯が脱落するリスクがある。また，近年においても歯周炎の有病状況は改善してお

らず，有効な治療法が確立されているとはいえない。さらに，適切な実験動物モデルも存

在しないため，歯周炎の病態については不明な点が多く残されている。 

著者は歯周炎の病態を解明するために，歯周炎患者の歯肉組織由来の歯肉線維芽細胞を

外生させて凍結保存し，これらの初代培養細胞を用いて研究を進めてきた。一般的に，細

胞は二次元で培養・継代されるが，二次元培養は生体環境と大きく異なるという問題があ

る。そこで，コラーゲンゾルの中に歯肉線維芽細胞を包埋してゲル化させ，その上に歯肉

上皮細胞を播種する細胞包埋法による三次元共培養を行った。 

歯周炎患者の歯肉線維芽細胞と歯肉上皮細胞を用いて三次元共培養を行ったところ，コ

ラーゲンを高度に分解する細胞群が存在することがわかった。ほとんどの歯周炎患者の歯

肉線維芽細胞から，このような形質を示す細胞群を分離することができたため，これらを

歯周炎関連線維芽細胞群（Periodontitis-associated fibroblasts：PAFs）とした。健常者の

歯肉組織からは，PAFs のようにコラーゲンを高度に分解する細胞群はこれまで分離され

ていないことから，PAFs は歯周炎の歯肉組織に特異的な病的変化を起こす細胞群である

と考えられた。また，コラーゲンが高度に分解される現象は，歯肉上皮細胞と歯周炎患者

の歯肉線維芽細胞の三次元共培養を行ったときにしか認められなかった。したがって，歯

肉上皮細胞と歯周炎患者に由来する歯肉線維芽細胞を三次元共培養すると顕著なコラーゲ

ン分解が生じる現象は，歯周炎由来の歯肉線維芽細胞に特異的であることから，歯周炎の

分子病態の一部を再現する「生体外歯周炎モデル」として応用可能であると考えられた。 
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さらに，三次元共培養に用いたコラーゲンゲル中の細胞から RNA を抽出し，マイクロ

アレイによる網羅的遺伝子発現解析を行ったところ，PAFs を含むゲルにおいて肝細胞増

殖因子（Hepatocyte growth factor：HGF）mRNA の発現が上昇することがわかった。し

たがって，HGF が歯周炎の病態形成に関与している可能性があるが，詳細は不明である。 

そこで，本研究では HGF が歯周炎の病態形成に関与し，歯周炎の治療標的となりうる

かを検証するため，抗ヒト HGF ポリクローナル中和抗体（抗 HGF 中和抗体）をサルの歯

周炎組織に投与し，その治療効果を検証した。また，ヒト生体外歯周炎モデルにおいても

抗 HGF 中和抗体を作用させ，コラーゲン分解能や遺伝子発現への影響を検討した。 

第 1 章では，歯周炎を自然発症したサルの歯肉組織に抗 HGF 中和抗体を投与し，その

効果を検討し，さらに，サル生体外歯周炎モデルを用いて抗 HGF 中和抗体歯肉組織投与

の影響を検証した。まず，歯周炎を自然発症したサルの歯肉にコラーゲンを顕著に分解す

る細胞群，PAFs が存在することを確認した。また，サルの歯肉線維芽細胞で構築した生

体外歯周炎モデルへ抗 HGF 中和抗体を作用させたところコラーゲン分解を阻害した。そ

して，サルの歯周炎組織での抗体による HGF の中和は歯周炎を改善するのか検討した。

サルの歯肉組織に抗 HGF 中和抗体を局所投与し，3 か月間経過観察したところ臨床的に

歯周炎の改善がみられた。肉眼的観察終了後，歯肉組織を病理組織学的に解析した。その

結果，抗 HGF 中和抗体を局所投与された歯肉では炎症性細胞浸潤の減弱がみられた。さ

らに，その歯肉組織から外生させた歯肉線維芽細胞を用いて三次元培養を行ったところ，

抗 HGF 中和抗体を投与された歯肉線維芽細胞を包埋したコラーゲンゲルでは，コラーゲ

ン分解が抑制されていた。以上のことから，抗 HGF 中和抗体は歯周治療薬として有効で

ある可能性が示唆された。 

第 2 章では，歯周炎患者由来の歯肉線維芽細胞を用いた三次元共培養，すなわちヒト生

体外歯周炎モデルを用いて，コラーゲンゲル分解に対する抗 HGF 中和抗体の影響を解析

した。さらにそのコラーゲンゲル中の細胞から RNA を抽出してマイクロアレイ解析を行
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い，HGF を介した作用を阻害することを示す遺伝子発現プロファイルの変化を調べた。そ

の結果，抗 HGF 中和抗体は，コラーゲン分解を抑制するとともに，細胞外マトリックス

（Extracellular matrix：ECM）や細胞接着に関連する遺伝子群の発現変化を誘導した。こ

のことから，歯周炎組織における HGF を介した作用の阻害は，コラーゲン分解の抑制だ

けでなく ECM 合成や細胞接着になんらかの影響を及ぼすことが明らかになった。 

以上のことから，HGF は歯周炎の病態形成に重要な役割を担っていることが示唆された。

さらに，抗 HGF 中和抗体を用いて HGF を介した作用を阻害することは，歯周治療の新た

なアプローチとなる可能性が考えられた。 
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緒言 

歯周炎は世界人口の 50％が罹患していると推定されており，世界的な健康上の課題とな

っている［Kassebaum NJ et al., 2014; Petersen PE et al., 2012］。歯周炎はこれまで，単純

な感染症と考えられてきたが，近年における広範な研究により，この認識は大きく変わっ

てきている［Eke PI et al., 2012; Hajishengallis G et al., 2017; Loe H, 1993; Loe H et al., 

1986; Williams RC, 2008; Hajishengallis G, 2014］。歯周炎の病態には，細菌感染が関与す

るだけでなく，宿主の病的な反応によって段階的に進行することが示唆されている

［Williams RC, 2008］。歯周炎は組織レベルで異なる段階に分類され，進行期においては，

慢性炎症が歯肉組織の破壊を引き起こしている［Hajishengallis G et al., 2014; Kornman 

KS et al., 1997］。進行期では，上皮細胞と線維芽細胞の相互作用のバランスが崩れ，正常

な創傷治癒過程が損なわれた状態で歯肉組織のリモデリングが進み，歯肉溝に沿って上皮

細胞の遊走が生じる。病的に活性化した線維芽細胞は，癌や線維性疾患における病態と同

様に，歯周炎の病態においても重要な役割を担うと考えられている［Micke P et al., 2004］。

このような線維芽細胞は，正常な線維芽細胞と比較して，細胞外マトリックス成分やタン

パク質分解酵素の産生，成長因子やサイトカインの分泌を介して，歯周炎の病態に積極的

に関与していると考えられる［Franco C et al., 2017; Ohshima M et al., 2010; Ohshima M 

et al., 2016］。 

著者はこれまで，歯周炎の in vitro 実験モデルとして，歯肉線維芽細胞と歯肉上皮細胞

をコラーゲンゲルで培養する三次元共培養システムを構築した［Ohshima M et al., 2010; 

Ohshima M et al., 2016; Horie M et al., 2016］。この実験モデルを用いて，歯周炎患者由来

の歯肉線維芽細胞を分析したところ，コラーゲンゲルの分解を強く誘導する細胞集団があ

ることを発見し，これを歯周炎関連線維芽細胞群（Periodontitis-associated fibroblasts：

PAFs）と定義した［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 2016; Horie M et al., 2016］。

PAFs は正常な歯肉線維芽細胞と比較して，コラーゲンの分解能力が著しく高いことがわ
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かった［Ohshima M et al., 2016; Horie M et al., 2016］。さらにこの培養システムにおいて

トランスクリプトーム解析を行ったところ，歯周炎患者由来の歯肉線維芽細胞を含むコラ

ーゲンゲルでは，独特な遺伝子発現プロファイルが認められ，成長因子などのリガンドや

受容体の発現上昇などの特徴が認められた。その中でも，肝細胞増殖因子（Hepatocyte 

growth factor：HGF）の発現量は多かった［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 

2016］。 

HGF は細胞の増殖・運動・形態変化に関与する多機能性の成長因子［Fajardo-Puerta 

AB et al., 2016］であり，創傷治癒や組織の再生において重要な役割を果たしていることが

知られている［Chmielowiec J et al., 2007; Fukushima T et al., 2018］。HGF の受容体であ

る c-MET は，上皮細胞に発現しているが，線維芽細胞を含む間葉系細胞にはほとんど発

現していない。歯周炎患者の歯肉溝滲出液（Gingival crevicular fluid：GCF）や唾液中の

HGF は，健常者と比較して有意に高く［Anil S et al., 2014; Kakimoto K et al., 2002; 

Ohnishi T et al., 2003; Ohshima M et al., 2002］，歯周治療により GCF 中の HGF 濃度が低

下することも報告されている［Nagaraja C et al., 2007］。さらに GCF 中の HGF レベルは，

プロービングデプス（Probing depth：PD），歯肉炎指数（Gingival index：GI），プロービ

ング時出血（Bleeding on probing：BOP），骨吸収など，歯周炎の重症度を示す確立され

たマーカーと相関する［Ohnishi T et al., 2003; Ohshima M et al., 2002; Suzuki S et al., 

2020］。このように，HGF は歯周炎の進行に重要な役割を果たしていることが，実験的に

も臨床的にも示唆されている。 

そこで，本研究では歯周炎を自然発症したカニクイザルの歯肉に抗 HGF 中和抗体を投

与し，その効果を検討した。さらに，サル生体外歯周炎モデルを用いて抗 HGF 中和抗体

の影響を検討した。 
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材料および方法 

１．歯周炎サル歯肉からの PAFs の分離 

サルの歯肉組織は，筑波霊長類医科学研究センターで飼育されていた，歯周炎に罹患し

たサル 4 頭（16 歳，22 歳，27 歳，37 歳）と歯周炎に罹患していないサル 2 頭（1 歳，2

歳）を用いた（表 1）。 

サルの歯肉を摘出し，歯肉上皮細胞および歯肉線維芽細胞を分離・培養した［Ohshima 

M et al., 1994; Ohshima M et al., 2008］。この細胞を用いて，既報のプロトコールにしたが

い三次元共培養を行った［Ikebe D et al., 2007; Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 

2016］（図 1）。ウシ胎仔血清（FBS; Hyclone, Logan, USA）0.5 ｍL に歯肉線維芽細胞を懸

濁し（2.5×105 個），2.3 ｍL の I 型コラーゲンゾル Cellmatrix type I-A; Nitta Gelatin, 

Osaka, Japan），670 µL の５×Dulbecco's Modified Eagle's Medium（DMEM; Nitta 

Gelatin），330 µL の再構成試薬（Nitta Gelatin）の混合溶液（3 mL）を 6 ウェルプレート

の各ウェルに入れ，37℃のインキュベーター内でゲル化させた（図 1A）。さらにサプリメ

ント S7 添加 EpiLife®（Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA）培地 2 mL に懸濁した

2.5×105 個の歯肉上皮細胞を各ゲルの表面に播種した（図 1B）。翌日，各ウェルからゲル

を剥がして培地中に浮遊させて 5 日間培養した（図 1C）。細胞群はコラーゲンゲルサイズ

の縮小程度によって PAFs，non-PAFs，中間の intermediate とした（図 1D）。さらに，上

皮細胞を重層化させるためにゲルの上面を空気に曝露させ，さらに 5 日間培養したのち

（図 1E），中性緩衝ホルマリン液で固定し（図 １F），パラフィンに包埋した。ゲルの縦断

面をヘマトキシリン・エオジン（HE）で染色し組織学的に観察した。 

2． サル生体外歯周炎モデルに対する HGF リコンビナント蛋白および抗 HGF 中和抗体の

効果  

PAFs の同定で得られた細胞を用いてサル生体外歯周炎モデルを構築した。このモデル
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に正常ヤギコントロール IgG（20 µg/mL, AB-108-C, R&D Systems, Waltham, USA），ヒ

ト HGF リコンビナント蛋白（50 ng/mL, Peprotech, Cranbury, USA ），または抗 HGF 中

和抗体（20 µg/mL, AF-294NA, R&D Systems）で処理した。培養したコラーゲンゲルの最

終的なサイズによってコラーゲン分解の度合いを評価した。 

3．サル歯周炎に対する抗 HGF 中和抗体の局所投与  

歯周炎を自然発症したサル 4 頭を筑波霊長類医科学研究センターの繁殖コロニーから選

択した。2 頭のサルをパイロット試験の対象とし，抗体の投与量と観察期間を決定した。

さらに，2 頭は治療効果の評価試験に用いた（表 2）。飼育室は，1 日 12 時間点灯し，温度

は約 25±2℃，湿度は約 60 ％に設定されている。また，食餌は果物（200 g）と CMK-2

モンキー・チョー（70 g，CLEA Japan, Tokyo, Japan）が与えられ，水は自由摂取とした。 

サルに 5-10 mg/kg の ketamine（Daiichi Sankyo, Tokyo, Japan ），0.1  mg/kg の xylazine

（Rompun, Bayel Japan, Osaka, Japan），0.01  mg/kg の atropine（Mitsubishi Tanabe 

Pharma, Osaka, Japan）を筋肉注射し麻酔した。そして，PD（頬側部 3 点）と BOP を記

録した。PD 4 mm 以上の部位が少なくとも 1 か所存在する歯肉にリン酸緩衝液で希釈し

た 100 µL（200 µg/mL）の抗 HGF 中和抗体を，選択歯の歯間部の歯肉頬移行部に注射し

た。抗体の投与は上下顎 1 か所のみに行い，反対側は未処置とした。抗体投与は 1 回のみ，

抗体投与後，同一検査者による歯周検査を行い，1，2，4，8 および 13 週目に投与部位の

写真撮影をした。実験期間中，口腔衛生状態の変化による治療効果への影響を避けるため，

歯垢や歯石除去は行わなかった。観察期間終了後，抗体投与部位と未投与部位の歯肉を切

除し，HE 染色を行い組織学的に観察した。さらに，２．と同様の方法を用いて，生体外

歯周炎モデルを作製し，抗体処理した歯肉と未処理の歯肉の線維芽細胞を含むゲルを HE

染色して観察した。 

4． 倫理承認 

本研究は筑波霊長類医科学研究センターの動物管理ガイドライン，日本霊長類学会が策
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定した「ヒト以外の霊長類を用いた動物実験に関する指針」［Honjo S, 1985］，および「実

験動物の飼育と使用の手引き」［Ilar C, 2011］に従って実施した。また，本研究は独立行

政法人医薬基盤研究所の動物福祉・動物飼育委員会の承認も得ている（承認番号 DS30-1）。 
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  結果 

1．歯周炎サル歯肉組織からの PAFs の同定 

サル歯周炎組織からコラーゲン分解能が高い歯肉線維芽細胞集団 PAFs が分離できた

（図 2A，左）。また，コラーゲン分解能が健常由来の歯肉線維芽細胞と同程度の細胞集団

non-PAFs も分離された（図 2A，右）。PAFs を含むコラーゲンゲルでは，歯肉線維芽細胞

周囲に空胞が多数観察された（図 2B）。一方，non-PAFs を含むコラーゲンゲルでは空胞

の形成はみられなかった（図 2C）。PAFs は歯周炎が発症した歯肉組織からは分離・培養

できたが，歯周炎が発症していない歯肉組織からは確認できなかった。PAFs を含む三次

元培養法をサル生体外歯周炎モデルとした。  

2．サル生体外歯周炎モデルに対するヒト HGF リコンビナント蛋白と抗 HGF 中和抗体の

影響 

サル生体外歯周炎モデルにヒト HGF リコンビナント蛋白を添加すると，コントロール

IgG を添加したコラーゲンゲル（図 2D，左）と同程度のコラーゲン分解がみられた（図 

2D，中）。さらに，抗 HGF 中和抗体を添加すると，PAFs によるコラーゲン分解が明らか

に抑制された（図 3D，右）。また，コントロール IgG や HGF で処理したゲル（図 2E，

左および中）では空胞の形成がみられたが，抗 HGF 中和抗体で処理したゲルでは空胞が

みられなかった（図 2E，右）。 

3．サル歯周炎への抗 HGF 中和抗体の局所投与による効果 

はじめにサル 2 頭を用い，抗 HGF 中和抗体投与部位，投与量などを検討した。その結

果，投与 1 週間後の診査では，潰瘍・腫脹その他の局所反応は観察されなかった。また，

全身への副作用も認められなかった。そこで，さらにサル 2 頭を追加して抗 HGF 中和抗

体の歯周組織投与を実施した。実験期間中 4 頭のサルの体重・食欲に変化はみられなかっ

た。抗体投与後 13 週の投与側では，抗体投与時点で BOP が陽性であった 9 か所のうち 8 

か所で陰性となったのに対し，未投与部位では BOP に変化がみられなかった。PD は投与
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側では 12 か所中 5 か所で減少したが，未投与側では，ほとんど減少しなかった（図 3）。 

４．組織学的観察および三次元培養による観察 

抗体投与部位と未投与部位の歯肉組織像を図 4A に示す。未投与部位ではリンパ球浸潤

が顕著であった。対照的に，炎症細胞浸潤は抗体投与部では減弱し，歯肉上皮下領域に局

所的に存在するのみであった。さらに，ex vivo での機能解析として，初代培養の歯肉線維

芽細胞を用いた三次元共培養実験を行った。抗体投与部位由来の歯肉線維芽細胞を用いた

場合では，未投与部位由来の歯肉線維芽細胞と比較して，ゲルのサイズが大きく，コラー

ゲン分解能が低下していた。一方，未投与部位由来の歯肉線維芽細胞を用いたコラーゲン

ゲルでは空胞形成がみられたことから，コラーゲン分解能は変化していないことが確認さ

れた（図 4B）。 
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考察 

本研究は，歯周炎に対する抗体治療の効果を検討した初めての前臨床研究である。著者

は in vitro での歯周炎の実験モデルを用いて，HGF を介した作用が治療標的となることを

示し，さらに中和抗体によって HGF を介した作用を阻害する治療法が歯周炎を自然発症

したサルの歯周炎の改善につながる可能性を示した。サルの口腔内や歯の構造はヒトに類

似している。ヒトと同様にプラークを形成し，口腔内細菌叢も類似し，歯周炎を自然発症

することから，ヒトの歯周治療の研究において，有用な動物モデルと考えられる［Schou 

S et al., 1993］。したがって本研究で得られた知見は，臨床的に意義が高いと思われる。 

本研究で用いた，歯周炎患者由来の歯肉線維芽細胞と歯肉上皮細胞をコラーゲンゲルで

三次元共培養する in vitro の歯周炎モデルでは，HGF mRNA レベルの上昇が，コラーゲン

ゲルの分解と関連していた［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 2016］。血清中の

HGF 濃度と歯周炎の関連性を示す報告［Lonn J et al., 2011］や HGF が破骨細胞の分化と

活性化を刺激するとの報告もある［Knowles HJ et al., 2009］。つまり，HGF は歯周炎の病

態を反映する疾患マーカーとしてだけでなく，歯周炎の病態形成に関与する可能性が示さ

れている。本研究の結果は，これらの報告を支持すると考えられる。 

HGF を標的とする治療戦略は，Golub らによって確立された「ホストモデュレーション

療法」の概念に合致する［Golub LM et al., 1994; Golub LM et al., 1998; Golub LM et al., 

2020］。すなわち，細菌感染の除去などの外来物質を標的とするのではなく，宿主反応に

介入することによって治療効果を得るという考え方である。このような治療法には，非ス

テロイド性炎症薬，低用量テトラサイクリンによるコラーゲン分解の調節，緑茶やビタミ

ン剤の補充などがある［Williams RC, 2008; Kaboosaya B et al., 2020; Shadisvaaran S et al., 

2021; Kwon T et al., 2021］。本研究で用いた抗 HGF 中和抗体による治療は，病的変化を

起こした歯周炎組織の微小環境を改善することから，ホストモデュレーション療法に基づ

く治療手段の候補となるのではないかと考えられる。 
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HGF の受容体である c-MET は上皮細胞に発現するが歯肉線維芽細胞ではほとんど発現

していない。したがって，歯周炎組織における HGF 作用の阻害は，上皮細胞を介して歯

肉線維芽細胞のコラーゲン分解を抑制している可能性がある。 

抗 HGF 中和抗体投与によりサル歯周炎の改善がみられたことは今後の歯周治療法の開

発に有益であると思われる。すでにさまざまな癌種に対して，ヒト HGF に対する完全ヒ

ト型 IgG 2 モノクローナル抗体の Rilotumumab を用いた第 II 相臨床試験が行われている

［Catenacci DVT et al., 2017; Glisson B et al., 2017］。したがって，抗 HGF 中和抗体を用

いた歯周治療が臨床応用できる可能性があり，さらなる研究の蓄積が望ましいと思われる。 
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表 1：歯周炎サル歯肉からの PAFs 同定に用いたサル群 

 

ID 性別 年齢 

歯肉組織から分離した細

胞集団のうち PAFs とさ

れた割合 

1421607074 雄 1 0 of 1  

1521510025 雄 2 0 of 4   

1310006043 雌 16 1 of 10  

1219502018 雌 22 2 of 4  

1228905051 雄 27 2 of 3  

1117912152 雌 37 1 of 3  

 

 

表 2：抗 HGF 中和抗体の局所投与のパイロット試験および評価試験に用いたサル群 

 

 ID 性別 年齢 

体重（kg） 

歯周炎の重症度 

投与日（日付） 投与後（日付） 

パイロット試験 

1219002026 雌 28 
2.99  

(2018.05.29) 

3.43  

(2019.08.23) 
Moderate 

1228907071 雄 27 
5.60  

(2018.05.29) 

5.99  

(2018.09.03) 
Moderate 

評価試験 

1118803018 雌 30 
3.12  

(2018.10.25) 

3.00  

(2019.02.04) 
Severe 

1219110208 雌 26 
4.60  

(2018.10.25) 

4.40  

(2019.02.04) 
Severe 
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図１：三次元培養および PAFs の分離法 

（A）歯肉線維芽細胞と I 型コラーゲンゲルの混合（B）歯肉上皮細胞の播種（C）浮遊培

養（D）PAFs の分離（E）ゲル上面の空気曝露（F）中性緩衝ホルマリン固定 
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図 2： サル歯肉組織から得られた初代培養細胞を用いた三次元培養法 

（A）PAFs 同定，コラーゲン分解能が高い歯肉線維芽細胞 PAFs（左）；コラーゲン分解が

正常細胞と同程度な線維芽細胞 non-PAFs（右） 

（B）PAFs の HE 染色標本，矢頭：コラーゲン分解による空胞 

（C）non-PAFs の HE 染色標本 

（D）コントロール IgG，ヒト HGF リコンビナント蛋白，抗ヒト HGF 中和抗体添加ゲル 

（E）コントロール IgG，ヒト HGF リコンビナント蛋白，抗 HGF 中和抗体添加ゲルの

HE 標本。 

B,C 上段のスケールバー：200 µm，B,C 下段および E のスケールバー：25 µm。 

 

 

 

 



18 

 

 

 

図 3：サル歯周炎に対する抗 HGF 中和抗体の投与 

歯周炎を自然発症した雌サル（A）と雌サル（B）の抗 HGF 中和抗体投与後 0，4，13 週

目の投与側および未投与側の口腔内写真。矢印：注入部位，血滴マーク：BOP 陽性部位。 
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図 4：抗 HGF 中和抗体投与後の歯肉組織 

（A） 歯肉組織のＨＥ染色像。未投与側（左），抗体投与側（右） 

（B） 三次元培養ゲルのＨＥ染色像。未投与側  (左), 抗体投与側 (右)  
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第 2 章 

 

ヒト歯周炎生体外モデルへの抗 HGF 中和抗体の効果 
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緒言 

歯周炎は，歯を支える組織の喪失を伴う慢性炎症である［Holtfreter B et al., 2015; 

Nascimento GG et al., 2020］。歯周炎は，口腔内細菌叢の変化［Deng ZL et al., 2017; 

Ikeda E et al., 2020; Buonavoglia A et al., 2013; Rams TE et al., 2015］や，様々な要因の影

響を受ける宿主反応が関与している［Song IS et al., 2016; Ohshima M et al., 2010; 

Ohshima M et al., 2016; Hajishengallis G et al., 2017; Shi T et al., 2020］。さらに，全身疾

患［Smirani R et al., 2018; Kim J Amar S, 2006］や遺伝子多型［Slebioda Z et al., 2021; 

Suzuki A et al., 2004; Ikuta T et al., 2015］は，歯周炎のリスクと相関していることが報告

されている。歯と歯肉の間に位置する歯肉結合組織の ECM の分解は，歯周炎の病理学的

プロセスを進行させる要因となる［Ohshima M et al., 2016; Franco C et al., 2017; Horie M 

et al., 2016; Li W et al., 2016; Romero-Castro NS et al., 2020］。 

著者は歯周炎の生体外歯周炎モデルを作製するために，歯肉線維芽細胞をコラーゲンゲ

ル中に包埋し，その上面に歯肉上皮細胞を播種し，三次元共培養系を構築した。この培養

システムでは，歯肉結合組織における歯肉線維芽細胞と歯肉上皮細胞の相互作用を再現す

ることができる。さらに，培養の過程でみられるコラーゲンゲルの分解は，歯周炎患者に

おける歯と歯肉との付着喪失，すなわちアタッチメント・ロスを模倣する実験モデルにな

ると考えた。 

HGF は歯周炎患者の唾液や GCF 中に豊富に含まれており，歯周炎の病態形成への関与

が示唆されている［Anil S et al., 2014; Nagaraja C et al., 2007］。GCF 中の HGF 濃度は，

歯周炎の指標となる PD，GI，BOP，骨吸収など，歯周炎の重症度を示す確立されたマー

カーと相関している［Nagaraja C et al., 2007; Ohnishi T et al., 2003; Ohshima M et al., 

2001; Ohshima M et al., 2002］。さらに，歯周治療後に，GCF 中の HGF 濃度が低下する

報告もある［Nagaraja C et al, 2007］。つまり，HGF は診断マーカーとしてだけでなく，

疾患の進行や治療効果を示すサロゲートマーカーとしても有用である可能性もある。 
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これまで PAFs は正常な歯肉線維芽細胞と比較して，コラーゲンの分解能力が著しく高

いことが明らかにされている［Ohshima M et al., 2016; Horie M et al., 2016］。さらに，網

羅的な遺伝子発現プロファイリングにより，PAFs を含むコラーゲンゲルで発現上昇を示

す 22 個の遺伝子を同定した先行研究において，HGF は明らかに高い発現を示しており，

歯周炎の実験モデルにおいても HGF が結合組織のコラーゲン分解を促進する役割を有し

ている可能性が示唆される［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 2016; Horie M et 

al., 2016］。 

そこで，本研究では，歯周炎患者由来の歯肉線維芽細胞を用いた三次元共培養，すなわ

ちヒト生体外歯周炎モデルを用いた抗 HGF 中和抗体がコラーゲン分解に及ぼす影響を検

討した。 
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材料および方法 

1. 細胞培養 

歯周炎患者の歯肉組織から，歯肉上皮細胞および歯肉線維芽細胞を分離した［Ohshima 

M et al., 2010］。摘出した歯肉組織を小片に切り，6 ウェルプレートに入れ，組織片から外

生してくる細胞を，歯肉線維芽細胞として回収した。各ウェルから得られた歯肉線維芽細

胞は，各々１つの細胞集団として保存した。 細胞は 10% FBS と 1% ペニシリン/ストレプ

トマイシン/ネオマイシン（Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA）を添加した α-

Minimum Essential Medium 培地（Wako, Osaka, Japan）で培養した。歯肉上皮細胞は，

増殖添加剤 S7 を添加したカルシウム入り EpiLife® 培地を用い，I 型コラーゲンをコート

したフラスコ（Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan）で培養した。7〜15 回，継代をくり返

した細胞を実験に使用した。 

ドナーである歯周炎患者の情報は表 3 に示した。初代培養細胞に用いた歯肉組織は，日

本大学歯学部付属歯科病院および東京医科歯科大学病院歯科（歯系診療部門）歯周病科に

おいて，歯周外科手術時に採取したものである。歯周病患者からのサンプル採取のプロト

コールは，奥羽大学 (第 59 号)，日本大学歯学部 (倫許 2013-1， EP18D018），東京医科歯

科大学歯学部 (D2013-057-01) の倫理委員会で承認されており，全てのドナーから，書面

によるインフォームド・コンセントを得た。本研究は，世界医師会の倫理規定（ヘルシン

キ宣言）に基づいて実施された。 

2. コラーゲンゲル共培養アッセイ 

生体外歯周炎モデルとして，既報のプロトコールにしたがって，歯肉上皮細胞と PAFs

の三次元共培養を行った［Ikebe D et al., 2007; Ohshima M et al., 2010; Ohshima M., 

2016］。0.5 ｍL の FBS に歯肉線維芽細胞を懸濁し（2.5×105 個），2.3 ｍL の I 型コラーゲ

ンゾル（Cellmatrix type I-A; Nitta Gelatin, Osaka, Japan），670 µL の５×DMEM，330 µL

の再構成試薬（Nitta Gelatin）の混合溶液（3 mL）を 6 ウェルプレートの各ウェルに入れ，
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37℃のインキュベーター内でゲル化させた。さらに S7 添加 EpiLife®培地 2 mL に懸濁し

た 2.5×105 個の歯肉上皮細胞を各ゲルの表面に播種した。翌日，各ウェルからゲルを剥が

して浮遊培養とし，ゲルを培地中に 5 日間おいた。さらに 5 日間，ゲルの表面を空気に曝

露させた状態で培養した。培養終了後，ゲルを中性緩衝ホルマリン液で固定し，パラフィ

ンに包埋した。縦断面を HE で染色した。 

HGF の効果を検討するため，コラーゲンゲルに 0，25，50 ng/mL のヒト HGF リコン

ビナント蛋白（#100-39, Peprotech, Crnbury, USA）または 0，2，10，20 µg/mL のヤギ

ポリクロ―ナル抗ヒト HGF 中和抗体（AB-294-NA, R&D Systems, Minneapolis, USA）を

添加した。抗 HGF 中和抗体のコントロールとしては，同じ濃度の正常ヤギポリクローナ

ル IgG（AB-108-C, R&D Systems）を用いた。 

3. コラーゲンアッセイ 

ゲルを秤量してマイクロチューブに入れ，蒸留水を加えて総重量 1.0 g とした。その後，

チューブを 80 ℃で 1 時間加熱してコラーゲンを溶解した。この溶液を用いて Sircol™ 

Soluble Collagen Assay（Biocolor, Carrickfergus, UK）により，ゲル中に残存するコラーゲ

ンの総量を算出した［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 2016］。 

4. マイクロアレイ解析 

抗 HGF 中和抗体またはコントロール IgG で処理したのち，RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) を用いて，コラーゲンゲルからトータル RNA を抽出した。RNA サンプ

ル は Bioanalyzer 2100 （ Agilent Technologies, Wilmington, USA ） で RNA の 品 質

（A260/A280 比：1.8〜2.1, RNA Integrity Number: 7.0 以上 ）を確認した。遺伝子発現プ

ロファイルは，マイクロアレイ（Affymetrix GeneChip™, Human Genome U133 Plus 2.0 

Array, Thermo Fisher Scientific, Santa Clara, USA）を用いて解析した。独立した 3 つの細

胞培養実験において，正規化した値の倍数変化が 0.67 以下または 1.5 以上を示した遺伝子

を比較解析に用いた。 
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5. 定量的 PCR 

マイクロアレイ解析で得られた遺伝子発現変化を解析するため，定量的 PCR を実施し

た。トータル RNA は，Trizol 試薬（Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA）

を用いて抽出した。cDNA は，PrimerScript RT reagent kit（Takara, Kusatsu, Japan）を用

いて抽出した。SYBR Green（SYBR Premix Ex Taq II, Takara）と PCR サーマルサイクラ

ー（TP900, Takara）を用いて PCR を行い，mRNA レベルでの遺伝子発現を定量した。

mRNA の相対的な発現量は，ΔΔCt 法を用いて算出した。さらにグリセルアルデヒド 3

リン酸デヒドロゲナーゼ（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase：GAPDH）の発現

レベルで正規化した。使用したプライマー配列を表 4 に示す。 

6. 統計解析 

データは平均値＋標準偏差で表す。Kolmogorov-Smirnoff Test を行い正規性が確認でき

たことから，Welch’s t-test を行った。ｐ＜0.05 を統計学的有意とした。 
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結果 

1． リコンビナント HGF 蛋白または抗 HGF 中和抗体のコラーゲン分解に対する影響  

リコンビナント HGF 蛋白を異なる濃度（0，25，50 ng/ml）で作用させ，コラーゲン分

解への影響を検討した。50 ng/ml の HGF を作用させたゲルの大きさはこれを作用させな

いゲルよりも小さく，コラーゲン分解能が高くなっている可能性が考えられた（図 5A）。

次に抗 HGF 中和抗体を異なる濃度（2，10，20 µg/ml）で作用させた。抗 HGF 中和抗体

は濃度依存的にコラーゲン分解を減弱させ（図 5B），異なる 6 名の歯周炎患者に由来する

PAFs において，コントロールに比較して，抗 HGF 中和抗体の処理によって残存するコラ

ーゲン量が有意に多かった（図 5C）。 

2．コラーゲンゲル内の空胞化に対する抗 HGF 中和抗体の影響  

コントロール IgG および抗 HGF 中和抗体作用においてもゲル内の細胞周囲に空胞（図

６）はみられた。しかし、３次元培養ではゲル内の細胞は増殖しないことから、細胞周囲

に空胞を有する細胞数を計測した結果、その細胞の割合は，コントロールと比べて，抗

HGF 中和抗体で処理したゲルで約 1/3 に減少した。 

3．抗 HGF 中和抗体で処理したコラーゲンゲルにおける遺伝子発現プロファイリング  

コントロール IgG または抗 HGF 中和抗体（10 µg/mL）処理による遺伝子発現の変化を

解析した。異なる 3 名の歯周病患者に由来する PAFs を含むコラーゲンゲルから RNA を

抽出し，さらにマイクロアレイ解析を行い，抗 HGF 中和抗体の処理によって共通して発

現上昇あるいは発現低下を示す転写産物を同定した。その結果，抗 HGF 中和抗体の処理

に伴い発現量が減少した転写産物は 11 個，発現量が増加した転写産物は 23 個であった 

(図 7）。これらの転写産物からは，それぞれ 10 個と 21 個の遺伝子に対応させることがで

きた。 

4．抗 HGF 中和抗体による遺伝子発現変化（定量的リアルタイム PCR） 
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発現上昇を示す遺伝子として BOC cell adhesion associated, oncogene regulated（BOC），

発現低下を示す遺伝子として laminin subunit alpha (LAMA3)， WAP four-disulfide core 

domain 5 (WFDC5）の発現変化を，4 つの異なるサンプルを用いた定量的 PCR 法で検討

したところ，マイクロアレイ解析で確認された発現変化と同じ傾向が確認できた (図 8）。

これらの結果から，HGF を介した作用の阻害により，コラーゲン分解が抑制されるだけで

なく，複数の遺伝子群の発現変化が誘導されることがわかった。 
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考察 

歯周炎の分子病態の解明，および効果的な治療の開発は，臨床上の大きな課題である。

著者はこれまでの研究で，PAFs が歯周炎の病態に重要な役割を果たしていることを示唆

する実験結果を得てきた。すなわち，in vitro での歯周炎実験モデルにおいて，PAFs がコ

ラーゲンゲルを分解する能力が高く，正常な歯肉線維芽細胞を用いた場合にはそのような

効果がみられないという現象である［Ohshima M et al., 2010; Ohshima M et al., 2016; 

Horie M et al., 2016］。コラーゲン分解は歯肉組織の破壊に関連する現象であると考えられ，

この現象に関与している分子シグナルを標的とすることは，歯周炎に対する新たな治療戦

略となる。 

HGF とその受容体である c-MET を介したシグナルが，臓器の線維化や腫瘍の進行など，

様々な疾患において重要な役割を担うことは，これまでの研究により明らかになっている

［Blumenschein GR et al., 2012］。歯周炎患者では，唾液中の HGF 濃度と歯槽骨の減少と

の間に有意な関連性があることが報告されている［Scannapieco FA et al., 2007］。著者や

他の研究グループは，歯周炎患者の GCF においても HGF 濃度が上昇していることを報告

している［Ohshima M et al., 2001; Ohshima M et al., 2002; Kakimoto K et al., 2002; 

Nagaraja C et al.,2007］。さらに，PAFs を用いた生体外歯周炎モデルでも HGF 遺伝子の

発現上昇が明らかになっており［Ohshima M et al 2010; Ohshima M et al., 2016］， PAFs

における HGF の発現上昇が，歯周炎患者の唾液や GCF 中の HGF 濃度の上昇に寄与して

いることが示唆されている。 

本研究では，中和抗体を用いて HGF を介した作用を阻害することで，三次元共培養に

おけるコラーゲン分解が抑制されることが明らかになり，HGF を介した作用阻害が歯周炎

の治療に有効である可能性が示唆された。すなわち，歯肉上皮細胞と PAFs を用いた生体

外歯周炎モデルにおいて，HGF を分子標的とする歯周炎の治療戦略の可能性が示された。

これまでの報告における歯周炎の in vitro 実験モデル［Liu X et al., 2018; Issaranggun B  et 
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al., 2017］とは異なり，本研究では歯周炎患者に由来する歯肉線維芽細胞を用いており，

コラーゲン分解を歯周炎の程度の指標とした。この三次元共培養システムは，歯肉組織に

おける上皮細胞と線維芽細胞の細胞間相互作用を，より生体に近い状態で再現していると

考えられる。 

中和抗体を用いた HGF の作用阻害によりコラーゲン分解が抑制されたことから，HGF

が ECM のターンオーバーに関与していることが示唆された。抗 HGF 中和抗体を投与す

るとコラーゲンゲル中の歯肉線維芽細胞の周囲にみられる空胞が減少しており，この現象

はコラーゲン分解の抑制と関連していると推測された。歯肉線維芽細胞には c-MET の発

現が乏しいことから，抗 HGF 中和抗体の投与により，まず歯肉上皮細胞において HGF を

介した作用が阻害され，さらに歯肉上皮細胞を介した歯肉線維芽細胞の活性化に影響がお

よぶものと考えられる。著者は過去の報告において，Transforming Growth Factor-β 

(TGF-β)の I 型受容体キナーゼ阻害剤が，生体外歯周炎モデルにおいてコラーゲン分解を

効果的に阻害することを明らかにしている［Ohshima M et al., 2010］。したがって TGF-

β シグナルが歯肉上皮細胞と歯肉線維芽細胞の相互作用に関与している可能性がある。 

本研究では, 抗 HGF 中和抗体処理後の三次元共培養コラーゲンゲルの遺伝子発現変化を

調べた。その結果，様々な遺伝子が抗 HGF 中和抗体処理によって上昇または低下した。3

つの比較群に共通して発現が変化する遺伝子群のうち，いくつかの遺伝子は，抗 HGF 治

療の重要な効果に介在している可能性が考えられた。発現上昇した遺伝子群からは，イン

テグリンと結合し，細胞と ECM の相互作用に影響を与える Cysteine-rich angiogenic 

inducer 61  / CCN family member 1 （CYR61/CCN1）［Kim KH et al., 2018］，アポトーシ

スの制御に関与する Bcl-2-associated X protein（BAX）［Fletcher JI and Huang DC, 2008］，

免疫グロブリン/フィブロネクチン III 型リピートファミリーのメンバーであり細胞間相互

作用に影響を与える BOC［Sanchez-Arrones L et al., 2012］が同定された。発現低下した

遺伝子では，ECM の相互作用に関与する ANTXR2 と LAMA3 が同定された［Sergeeva 
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OA and  van der Goot FG, 2019; Li Y et al., 2020］。さらにロイコトリエン B4 受容体数も

減少しており，HGF が炎症応答に影響を及ぼしている可能性が示唆された［Saeki K and 

Yokomizo T, 2017; Paula-Silva FWG et al., 2020］。 

本研究で同定された遺伝子の明確な役割や，歯周炎における組織リモデリングへの影響

については，さらなる検討が必要である。歯肉上皮細胞と線維芽細胞の相互作用には，い

くつかのシグナル経路が関与していると考えられるが，HGF の具体的役割や他のシグナル

経路との関連性については詳細を明らかにできなかった。本研究で活用した生体外歯周炎

モデルで検討できるのは歯肉上皮細胞と歯肉線維芽細胞の相互作用のみで，炎症細胞によ

る影響は検討できていない。すなわち，生体内における複雑な細胞間相互作用の一部分し

か確認できていないことは注意すべきである。さらに，歯周炎には多くの臨床的表現型が

あり，著者のモデルでは歯周炎の重症度に応じた表現型の相違までは検討できていない。

このように，歯周炎の重症度や炎症応答に関連した表現型の違いは，今後の研究において

重要な課題となるだろう。さらに，HGF の作用を阻害した後の，遺伝子発現の時系列的な

変化を分析することで，HGF シグナルに関連した歯肉線維芽細胞の表現型の変化を，より

詳細に明らかにできる可能性がある。 

本研究から，歯周炎に伴う組織リモデリングには HGF が関与していることが考えられ

れ，将来的に抗 HGF 中和抗体などの HGF を標的とするアプローチが，新たな歯周治療薬

の開発につながる可能性が示唆された。 
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表３：実験に使用した初代培養細胞 

 

PAFs 重症度 性別 年齢 図１Ａ 図 1B 図 1C 図 2 図 3 図 4 

#1 重症 女性 27   使用   使用 

#2 重症 女性 65 使用  使用    

#3 重症 男性 49   使用    

#4 重症 男性 58  使用 使用    

#5 重症 男性 38   使用 使用  使用 

#6 重症 女性 59   使用  使用  

#7 重症 男性 50    使用   

#8 重症 男性 58     使用 使用 

#9 重症 男性 59     使用 使用 

 

 

表４：実験に使用したプライマー 

 

 Primer sequence 

BOC Forward TGACATCACGAGTTCACGATACC 

Reverse GTGGCTGACATGCTTGAATCC 

GAPDH Forward ATGGGGAAGGTGAAGGTCG 

Reverse GGGGTCATTGATGGCAACAATA 

LAMA3 Forward CACCGGGATATTTCGGGAATC 

Reverse AGCTGTCGCAATCATCACATT 

WFDC5 Forward GACAGCCAGTGTCCCTTGAC 

Reverse GCATCGCTTTTTGCCCGAG 

 

BOC：BOC cell adhesion associated, oncogene regulated 

LAMA3：laminin subunit alpha3 

WFDC5：WAP four-disulfide core domain 5 
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図５：リコンビナント HGF 蛋白または抗 HGF 中和抗体のコラーゲン分解に対する影響  

（A) コラーゲンゲル分解に対する HGF リコンビナント蛋白（25，50 ng/mL）の効果 

（B) コラーゲン分解に対するコントロール IgG（20 µg/mL）または抗 HGF 中和抗体（2，

10，20 µg/mL）の効果     スケールバー：1cm。 

（C) 6 人の異なる歯周炎患者由来の PAFs を含む三次元共培養コラーゲンゲルの残存コラ

ーゲン量。10 µg/mL の抗 HGF 中和抗体を使用した。p＝0.011，Welch’s t-test。 
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図６：コラーゲンゲル内の空胞化に対する抗 HGF 中和抗体（10 µg/mL）の影響 

矢印：空胞，スケールバー：50 µm。 
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図７：抗 HGF 中和抗体で処理したコラーゲンゲルにおける遺伝子発現プロファイリング 

（A） 抗 HGF 中和抗体によって発現低下した遺伝子 

（B） 抗 HGF 中和抗体によって発現上昇した遺伝子 
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図８：抗 HGF 中和抗体による遺伝子発現変化（定量的リアルタイム PCR） 
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総括 

 

本研究では，歯周炎の病態における HGF の機能的意義や，HGF をターゲットとした歯

周治療薬の可能性について検討した。 

第 1 章では，歯周炎を自然発症したサルを用いて，抗 HGF 中和抗体の影響を検討した。

歯周炎を自然発症したサルにおいて，抗ヒト HGF 中和抗体を歯肉頬移行部に局所投与し，

3 か月間経過観察を行ったところ，歯周炎の改善がみられた。さらに観察終了後に歯肉組

織片を切除し，病理学的な変化を検討した。歯肉組織の HE 染色では，抗体投与側におい

て炎症細胞浸潤の減少がみられた。さらに歯肉組織片から外生させた初代培養細胞を用い，

生体外での三次元共培養により，再構成的に歯周炎モデルを作製した。抗体投与側から得

られた歯肉線維芽細胞を包埋したコラーゲンゲルでは，コントロール側の歯肉線維芽細胞

と比べ，コラーゲン分解が抑制された。以上のことより，抗 HGF 中和抗体は歯周治療薬

として有効である可能性が示唆された。 

第 2 章では，ヒト生体外歯周炎モデルを用いて，抗 HGF 中和抗体のコラーゲンゲル分

解への影響を検討した。PAFs を含むコラーゲンゲルのサンプルを対象としマイクロアレ

イ解析を行い，HGF を介した作用を阻害することによる遺伝子発現変化を調べた。抗

HGF 中和抗体は，コラーゲン分解を抑制するとともに，ECM や細胞接着に関連する遺伝

子群の発現変化を誘導した。このことから，HGF の作用阻害によって，細胞と細胞，細胞

と ECM の相互作用に広範な影響を及ぼすことが明らかになった。したがって，HGF は歯

周炎の疾患マーカーとなるだけでなく，病態形成において機能的な役割を担っていること

が示唆された。 

以上のことから，抗 HGF 中和抗体を用いた HGF を介した歯周病に対する宿主作用の阻

害は，歯周治療薬の開発の新たなアプローチになると考えられた。 
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