
緒 言

フェニトイン（PHT）は抗てんかん薬として，神経細
胞のナトリウムイオン（Na＋）チャンネルを阻害し，神
経細胞体へのNa＋流入を抑え，細胞の脱分極を抑制する
ことが知られている．しかし，PHTは歯肉増殖症の副作
用を持ち，使用者の約50％に歯肉増殖をもたらすことが
知られている．これまでの研究では，PHTによる歯肉増
殖症は歯肉線維芽細胞（HGF）のコラーゲン産生，及び
分解に影響をおよぼすが，その詳細なメカニズムは不明
な点が多く，個体差も大きい．in vivoにおいてPHTは，
HGFの増殖を上昇させるが，これは炎症性サイトカイン
などの相互作用により生じるとの報告がある．
体内の生理活性物質や薬物刺激が，細胞内Ca2＋濃度の

変化を介して様々な細胞機能を調整する．このような
Ca2＋をメッセンジャーとする情報伝達系をカルシウムシ
グナリングという．これまでに，カルシウムシグナリン
グが筋肉の収縮，エキソサイトーシス，免疫機能，視覚
機能，受精，発生，増殖，遺伝子発現制御，細胞骨格制
御などの多彩な働きに関与することが知られている．
本研究はPHTによりHGFのカルシウム動態がどのよう

な影響を与えるのかを明らかにし，さらにPHTの作用に
よるカルシウム動態の変化が細胞増殖や遺伝子発現等の
機能調節に関与するかについて検討した．

方法と材料

1．細胞
正常ヒト歯肉線維芽細胞（HGF，プライマリーセル）

を使用した．
2．試薬

PHT（和光純薬）はDimethyl Sulfoxide（DMSO，和光
純薬）にて調整した．controlはDMSOのみとした．細胞
内のCa2＋動態を観察するためカルシウム蛍光指示薬とし
て，Fura2アセトキシメチルエステル（Fura2／AM，同仁
化学研究所）を用いた．また，小胞体内のCa2＋を枯渇状
態にするためタプシガルギン（ThG, SIGMA），小胞体
からCa2＋を放出させるためm3-M3FBS（M3，SIGMA）お
よび細胞成長因子でありGタンパク共益型受容体を介し
たCa2＋の放出を確認するためEpidermal Growth Factor

（EGF, Roche applied science）を使用した．
3．緩衝液

HBSS-H balanced salt solution（HBSS-H，同仁化学研
究所），Ca2＋ free HBSS-H balanced salt solution（Ca2＋ free

HBSS-H，同仁化学研究所）
4．Fura2／AMの導入

Fura2／AMは細胞膜を通過してFura2に変化するとCa2＋

濃度により，340nm励起の蛍光強度が上昇し，380nm励
起の蛍光強度が低下する性質をもつ蛍光性Ca2＋指示薬で
ある．ファイブロネクチンでコートした室温測定用チャ
ンバーに細胞を播種し，培養したHGFを，HBSS-Hにて
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リンスし，Fura2／AMを含有したHBSS-Hにて室温で20分
間培養して細胞内へ導入した．
5．蛍光顕微鏡を用いた細胞内遊離カルシウム濃度測定
および微分干渉像の取得

Fura2を取り込ませた細胞は，倒立型顕微鏡を含むイ
メージングシステムで測定を行った．340および380nm

の励起を照射し蛍光をEM-CCDカメラにて捉え，蛍光強
度比からCa2＋濃度を計算し画像解析をした．
6．細胞増殖能

PHT添加による細胞増殖能の変化を確認するため
24，48および72時間において，CyQUANT� Cell Prolifera-

tion Assay Kit（CyQUANT）を使用し，DNA量を蛍光プ
レートリーダーにて計測し比較した．

結 果

1．PHT添加による細胞内Ca2＋濃度の変化
HGFにPHTを作用させると細胞内Ca2＋濃度の上昇が起

こった．このHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を認めた細胞
の数は，PHTの濃度依存性に増加し，100あるいは200
μMのPHTでcontrolに対し統計的な有意差が認められ
た．またPHTを10，30および100μM添加した細胞は
HBSS-Hによる洗浄によって無刺激状態に回復した．
2．細胞外液Ca2＋非存在下でのPHT添加による細胞内
Ca2＋動態

PHTが細胞外から細胞内へのCa2＋を流入させる可能性
を調べるために，緩衝液をCa2＋ free HBSS-Hに交換して
Ca2＋流入が起こらない条件で100μMのPHTを添加した．
その結果，HGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められた．
また，細胞外にCa2＋が存在し，細胞内Ca2＋流入が起こる
条件で100μMのPHTを添加した結果と反応した細胞数を
比較したが，細胞数に有意差は認められなかった．
3．小胞体内Ca2＋ポンプ阻害剤ThGによるHGFの細胞内
Ca2＋濃度上昇とPHTの増強作用

HGFに小胞体Ca2＋ポンプ阻害剤のThGを添加し，ポン
プを阻害してストアを枯渇させた状態でのPHTの作用を
調べた．2μMのThGを添加したところ，HGF細胞で細
胞内Ca2＋濃度が上昇した．その後，Ca2＋濃度変化の平衡
状態を確認し，続けて100μMのPHTを共添加した結果，
ThG単独よりもさらに細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められ
た．反応した細胞数を定量的に調べると，ThGは単独で
全てのHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を起こした．さらに
PHTはそのうち93．8％のHGFの細胞内Ca2＋濃度の上昇を
増強した．
4．PLC活性化薬M3によるHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇
とPHTの増強作用

HGFに10μMのM3を作用させたところ，IP3受容体を
介する細胞内ストアからのCa2＋放出によって細胞内Ca2＋

濃度の上昇が認められた．また，その2分後に100μMの
PHTを共添加すると，細胞内Ca2＋濃度がさらに上昇し
た．反応した細胞数を定量的に調べると，M3を作用さ
せたHGFの72％で細胞内Ca2＋濃度が上昇した．さらにそ
の後のPHTの添加によって，M3に反応した全てのHGF

の細胞内Ca2＋濃度がさらに上昇した．
5．EGFによるHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇とPHTの増強
作用
サイトカインによる刺激時の細胞内Ca2＋動態を観察す

るため，200ng/mlのEGFを添加したところ，EGFによっ
てHGFの細胞内Ca2＋濃度上昇が認められた．また，その
2分後に100μMのPHTを共添加すると，細胞内Ca2＋濃度
が大きく上昇した．反応した細胞数を定量的に調べる
と，200ng/mlのEGFを作用させたHGFの34％で細胞内
Ca2＋濃度が上昇した．さらにその後のPHTの添加によっ
て，EGFに反応した全てのHGFの細胞内Ca2＋濃度がさら
に上昇した．反応細胞数においては，EGF単独添加に比
較し，PHTおよびEGFの共添加に有意な増加が認められ
た．しかし，PHT単独添加に比較し，PHTおよびEGFの
共添加では有意な差は認めなかった．一方，EGFによる
細胞内Ca2＋濃度上昇が認められなかった細胞でも，その
71％がPHTによって細胞内Ca2＋濃度が増加した．
6．細胞増殖能の測定
細胞増殖の測定では，controlであるDMSO，200ng/ml

EGF，100μM PHTおよび200ng/ml EGFと100μM PHTの
共添加における細胞増殖能を24，48および72時間で比較
した．72時間において，controlに比較しEGF単独添加に
有意な増殖が認められた．しかし，他の条件下では有意
な差は認められなかった

考 察

PHTは細胞内Ca2＋動態における細胞膜からのCa2＋排出
を阻害することにより，細胞内Ca2＋濃度を上昇させるこ
とが示唆された．PHTに対する反応性の違いは個人の遺
伝性素因に起因するとの報告があるが，歯肉増殖症がプ
ラークコントロールで症状を改善することから，その発
症にはプラークを始めとした外部環境が大きく影響を与
えているものと考えられる．本実験では，PHT単体で
HGFの65．5％がCa2＋濃度上昇を示し，外部から刺激を受
けた条件下ではすべての細胞のCa2＋濃度が上昇してい
た．このことは，PHT誘発性歯肉増殖症の発症にはPHT

単独ではなく外部環境が影響しているとの考えを支持す
るものと思われた．本研究ではPHT単独でのin vitroでの
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HGFの細胞増殖能の亢進は認められなかったが，in vivo

ではPHTが歯肉線維芽細胞に直接働きかけ増殖を促す報
告があることから，今後さらにサイトカイン等による
Ca2＋応答と増殖能へのPHTの作用を検討することでPHT

によるHGFの増殖能への影響を解明できる可能性が示唆
された．細胞内カルシウムの濃度変化は様々な細胞の変
化，遺伝子発現制御に関与している事が報告されてい
る．
また，PHTによるHGFにおけるCa2＋濃度の上昇のメカ

ニズムとして，細胞膜カルシウムポンプ，ナトリウムカ
リウムポンプ，ナトリウムカルシウムエクスチェンジ
ャー等の抑制が考えられた．

結 論

本研究により，PHTによりHGFの細胞内Ca2＋濃度が上
昇することを明らかにし，さらにその作用機序は，PHT

がHGFの細胞膜においてCa2＋の排出阻害に関与している
ことを明らかにした．
以上より，PHTは歯肉線維芽細胞のCa2＋動態に重要な

役割を担っており，歯肉増殖症の発症メカニズム解明の
一助になることが示唆された．

林 良宣

平成19年3月 北海道医療大学歯学部 卒業
平成25年3月 北海道医療大学歯学部歯学研究科博士課程 修了
平成25年4月 北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系小児歯科学分野

The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 32� 201346

（150）

第３２巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０４４～０４６　学位論文　林　　　　４Ｃ  2014.01.09 13.59.43  Page 46 


