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研究成果の概要（和文）：睡眠時ブラキシズム（SB）により生じる力は顎口腔系に破壊的作用をもたらし患者
QOLを著しく低下させるが，その発生メカニズムは明らかでない．本研究の目的は，SB特異的iPS細胞を樹立して
セロトニン(5-HT)2A受容体発現神経細胞へと誘導し，電気生理学的解析により疾患由来神経系細胞機能的差異を
検討することである．SB群とControl群よりiPSCを樹立し5-HT2A受容体発現神経細胞を誘導した．電気生理学的
解析にはパッチクランプ法を用い，5-HT2A受容体発現が確認されたニューロンに対し，過分極性の電気刺激を与
えたところ過分極を生じ，さらに脱分極性の電気刺激を与えると連続発火が確認された．

研究成果の概要（英文）：Mechanical stress of sleep bruxism (SB) is known to be responsible for poor 
prognosis of dental treatment and seriously compromises patients’ quality of life, although the 
etiology of SB remains incompletely understood. The aim of this study is to elucidate the functional
 difference of 5-HT 2A receptor positive neurons between C and T allele carriers using 
electrophysiological recording of iPSC-derived neurons. Human iPSCs from SB and healthy controls 
were differentiated into neurons with the characteristics of the ventral hindbrain, where 5-HT2A 
positive neurons are enriched. By using qRT-PCR and immunostaining, we confirmed that iPSCs were 
successfully differentiated into 5-HT 2A receptor positive neurons. In the whole-cell patch-clamp 
recordings, the differentiated neurons generated repetitive action potentials in response to inward 
currents. These functional observations suggested that neurons differentiated from patient-specific 
iPSCs contained 5-HT 2A receptor positive neurons.

研究分野： 補綴歯科学

キーワード： 睡眠時ブラキシズム　iPSC　セロトニン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠中の歯ぎしりが生じると，歯や顎に様々なトラブルが生じますが，現在のところ，歯ぎしりの発生するメカ
ニズムはわかっていません．メカニズムが解明できれば，現在あるものよりも有効な治療法を考えることがで
き，歯科治療の選択肢が広がります．この研究は，iPS細胞技術を用いて歯ぎしりに関連する遺伝的な要因をも
った神経細胞を作って調べたもので，その神経細胞が一定の活動電位を発生することが確認されました．この研
究が将来さらに進めば，新たな治療法開発に繋がると考えています．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
睡眠時ブラキシズム（SB）は咀嚼筋活動を主体とした非機能的運動で，睡眠中に行われる歯

ぎしりとくいしばりの総称である．近年では，SB に起因するメカニカルストレスは補綴歯科治
療の予後を左右する重要なリスクファクターとして位置づけられているが，その発症メカニズ
ムは明らかではなく，効率的で高精度な臨床診断法や有効な原因療法は確立されていない． 
先行研究により我々は環境要因

と遺伝的要因を包括した睡眠時
ブラキシズムリスク因子の探索
的研究により，セロトニン（5-HT）
2A 受容体遺伝子（HTR2A）の一
塩基多型（SNP: Single Nucleotide 
Polymorphism）である rs6313 が睡
眠時ブラキシズムと有意に関連
しており，rs6313 の C アレル保因
者の SB 発症リスクが約 4 倍であ
ったことを報告した（Abe et al. J 
Sleep Res. 2012，図１）．この SNP
そのものはコードするアミノ酸
変異を伴わないが，遺伝子発現に影響を与えるプロモーター領域に存在する SNP rs6311 と連鎖
不平衡にあって，すなわち，睡眠時ブラキシズム患者ではセロトニン 2A 受容体遺伝子の発現
が局所的に影響を受けている可能性が考えられた．ここで，SB は末梢性ではなく中枢性に生じ
ることが示されており（Lobbezoo and Naeije. J Oral Rehabil. 2001），睡眠時ブラキシズムと rs6313
の関連性を生理学的に追究するためには生体脳での検証が求められるが，技術的，倫理的問題
により困難であった．そこで，人工多能性幹細胞（iPS 細胞）技術に着目した．近年，急速に
進展した人工多能性幹細胞（iPS 細胞）技術は，再生医学領域のみならず精神神経医学的な疾
患の発症メカニズムを明らかにする上で大きな役割を担いつつあり，疾患特異的 iPS 細胞を用
いれば，セロトニン 2A 受容体の機能を検証可能である． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，睡眠時ブラキシズムに関連するセロトニン 2A 受容体遺伝子の一塩基多型

（SNP）の表現型を有する疾患特異的 iPS 細胞を樹立し，誘導したセロトニン 2A 受容体発現神
経系細胞の in vitro での神経生理学的検討を行うことである．これにより，Ca2+情報伝達の関
連する睡眠時ブラキシズム発症メカニズムの解明を目指すことである． 
 
３．研究の方法 
(1) 被験者の選定   
 対象者に対して，本研究参加についての同意を得たのち，臨床兆候（歯ぎしり音の指摘，歯
の咬耗の程度と範囲，起床時の筋痛）に基づいた睡眠時ブラキシズムについてのスクリーニン
グを行った上で，睡眠ポリグラフ（PSG）検査による確定診断を実施した．確定診断のついた
SB 群と Control 群を対象に，末梢静脈血を採取して HTR2A gene SNP rs6313 (T102C) の遺伝子
型 [T/T, T/C, C/C] を同定した．SB 群から rs6313 の C アレル保因者 (SB: C/C homozygous)，
Control 群から rs6313 の C アレル非保因者 (Control: T/T homozygous)を選定し，被験者とした． 
本研究実施にあたり昭和大学ヒトゲノム・遺伝子解析倫理審査委員会（179 号）の承認を得た． 

(2) iPS 細胞の作製 
 被験者の末梢静脈血から単離した末梢血単核球に，転写因子である OCT3/4, SOX2, KLF4, 
LIN28, L-MYC と Dominant-negative p53 をコード化した Episomal Reprogramming Vectors を遺伝
子導入して iPS 細胞を樹立した．樹立した iPS 細胞からそれぞれ 3 つの Cell Lines を選択し，ク
オリティチェック（未分化マーカー発現，核型解析，三胚葉分化の確認）を行った．さらに，
樹立した iPS 細胞から DNA を抽出し，rs6313 の遺伝子型の解析を行なって，遺伝子型が保存
されていることを確認した． 
(3) HTR2A 発現神経細胞の作製と解析 
 iPS 細胞から神経細胞への誘導は，Wnt, RA, 
Shh シグナルを調節する薬剤濃度を変化させ
ることで，中枢神経の前後軸，背腹軸に沿っ
た領域特異的な神経細胞を誘導する今泉ら
の領域特異的分化誘導法 (Imaizumi K, et al. 
Stem Cell Reports. 2015) を用いた．Shh にて背
腹軸を, CHIR99021 にて前後軸を調整し, セ
ロトニン作動性神経細胞や 5-HT2A 受容体発
現神経細胞が多く発現するとされる後脳腹
側へと誘導領域を調整した（図２）． 



誘導したニューロンに対して，接着培養後 12 日目のニューロンを 4%PFA で固定し, 5%FBS / 
0.3% Triton (0.01% N2N) にてブロッキング・透過処理したのち， 1 次抗体として抗 5-HT2A 受
容体抗体マーカー  (1:200, millipore) 
を用い, 免疫染色を行ってターゲット
ニューロンの誘導効率を確認し，さら
に，セロトニン作動性神経細胞が含ま
れることを確認するため，リアルタイ
ム PCRを用いてHTR2Aの発現につい
て解析した．ポジティブコントロール
にはヒトの大脳皮質の cDNA を使用
し，qRT-PCR 反応は triplicate で行い，
比較 Ct 法を用いて解析した．HTR2A
の発現レベルを，被験者の末梢静脈血
より単離した末梢血単核球を IL-2 や
抗 CD3 抗体によって増やした T 細胞，
樹立した iPS 細胞，誘導した神経細胞
で調べた． 
(4) 神経細胞の電気生理学的記録 
 Whole-cell patch clamp 法を用いて, 
接着培養後 38 日目のニューロンに対
して，電気刺激への応答をそれぞれ観
察した（図３）． 
 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞の作製 
 樹立した iPS 細胞クローンは，定型的なヒト ES 細胞と同様な
形態をしており，未分化マーカー（OCT3/4, TRA1-81, SSEA-4）
の発現が確認された．SB 群と Control 群の iPS 細胞における核
型解析で，異常は認められなかった．AFP（内胚葉），αSMA（中
胚葉），βⅢ-tubulin（成熟神経細胞）マーカーを用いて三胚葉分
化が in vitro で確認された．これらより SB 群と Control 群の末梢
血単核球から樹立した iPS 細胞は，未分化状態，多分化能を持
つ iPS 細胞としての性質が確認された．SNP 解析では，初期化
した iPS 細胞においても，SB 群，Control 群ともに SNP rs6313 遺伝子型が保存されていること
が確認された（図４）． 
 
(2) 分化誘導されたセロトニン作動性神経
細胞の確認と HTR2A の発現の確認 
 SB 特異的 iPS 細胞から縫線核領域に特
有の神経細胞を誘導したところ，誘導され
たニューロンにセロトニン作動性神経細
胞が含まれることが免疫染色より確認で
きた（図５）．さらに，これらのニューロ
ンにおける HTR2A の発現レベルは，T 細
胞，樹立した iPS 細胞と比較し，はるかに
高い数値を示していた.  また，リアルタイム PCR により，経時的には，ニューロンは接着培
養後 30 日目に, 5-HT2A 遺伝子の有意な増加を認めた（図６）． 
 
(3) Whole-cell patch による電気刺激に対するニューロンの
電気生理学的応答の確認 

Whole-cell patch により，Control 群のニューロンに過分極
性の電気刺激(-60pA)を与えたところ, 過分極を生じ，さら
に，脱分極性の電気刺激(150pA)を与えると，連続発火が確
認された（図７）． 
 
(4) 今後の展望 
本研究において iPS細胞から 5-HT2A受容体発現ニューロンを含むニューロン集団への分化誘

導に成功し,電気生理学的活動を記録することができた. SNP による機能差異を検証するモデル
として, 今回用いた実験系が有用であることが示唆された. しかし誘導されたニューロンには
5-HT2A 受容体を発現しないものや, ターゲット以外のニューロンも多く含まれるため,レポー
ターレンチウイルスを用い, 標的ニューロンを同定して SB 株とコントロール株で比較検討す
ることで，異常パラメーターの検出を試み，発症メカニズムにアプローチしたいと考えている． 
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