
昭和大学・歯学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

ハイスループット化疾患iPS病態解析による睡眠時ブラキシズムの発症メカニズム解明

Elucidation of mechanism of sleep bruxism: a high-throughput assay to detect 
electrophysiological dysfunction using patient-specific iPSCs

８０２５１５３６研究者番号：

馬場　一美（Baba, Kazuyoshi）

研究期間：

１７Ｈ０４３９５

年 月 日現在  ２   ６   ６

円    11,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では，先行研究で見出した睡眠時ブラキシズムに関連する一塩基多型（SNP）
による神経細胞の機能的差異の解析を目標として，iPS細胞技術をもとにハイスループットアッセイに拡張する
ことを目指すものであった．睡眠時ブラキシズム患者およびコントロールのiPS細胞を樹立し，神経細胞へ誘導
した．レポーターレンチウイルスを用いて蛍光標識されたターゲットニューロンに対して，電気刺激応答を記録
したところ，神経細胞からの連続発火を認め，ターゲットニューロンの機能を電気生理学的に解析可能なモニタ
リングシステムを確立した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the mechanism of sleep bruxism and to
 improve the analytical infrastructure based on the technology of patient-specific induced 
pluripotent stem cells (iPSCs) that a high-throughput assay can be applied to an 
electrophysiological analysis of SNP-related neural dysfunction. We established iPSCs from both 
patients with sleep bruxism and healthy controls, and then differentiated to neural cells. 
Immunostaining was performed with anti-5-HT2A receptor and anti-GABA antibodies. Then 
electrophysiological recordings were performed on these neurons to record responses following 
current injection and the bath application of TCB-2. Repetitive action potentials were generated in 
response to current injection. Inward current was generated by administration of TCB-2, that 
indicted depolarizing response via 5-HT2A receptor. We successfully established the monitoring 
system to examine the effect of SB-associated genetic variant.

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： 睡眠時ブラキシズム　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠時ブラキシズム（睡眠中の歯ぎしり）は様々な歯科的問題の原因となり得ますが，メカニズムはまだ不明な
点も多く，現在，対症療法のみで対処するのが一般的です．この研究によって確立された解析システムを発展さ
せることで，細胞レベルでの発症メカニズム解明が期待できます．また，この解明が進んで新たな治療法が開発
されれば，個々人の状態に合った治療法を選択できるようになると考えられます．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１） SB とセロトニン受容体遺伝子多型 
 睡眠運動障害である睡眠時ブラキシズム(SB)は，
顎関節障害，歯周病の増悪因子であるばかりでな
く，補綴歯科領域においては治療予後を左右する重
要なリスクファクターとして明確に位置づけられ
ており，その診断・治療法の確立は急務である．我々
はゲノム DNA の変異である遺伝子多型に着目し，セ
ロトニン 2A (5-HT2A) 受容体遺伝子の一塩基多型
(SNP: single nucleotide polymorphisms）である
rs6313 C アレルと SB との関連を報告した (文献① 
Abe et al. J Sleep Res, 2012・図 1)．SNP rs6313
はタンパク質の変化を伴わない Silent SNP である
が，プロモーター領域の SNP rs6311 と完全連鎖不
平衡にあるため，SB患者では 5-HT2A 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ある．ここで，SB は睡眠中の交感神経活動に伴う
短時間の覚醒反応(微小覚醒)に伴って生じるが，5-HT2A 受容体は脳幹背側縫線核領域の深いノ
ンレム睡眠期において活発に活動する抑制性 GABA 作動性ニューロンの細胞体に局在する．SB関
連の SNP が 5-HT2A 受容体の発現量や機能を低下させ，細胞内からのカルシウム放出を減じ，GABA
作動性ニューロンのシナプス伝達が低下することで，微小覚醒の頻度を高め，脳幹に存在する三
叉神経節を介した興奮性のシナプス伝
達が優位となり，結果として睡眠中の咀
嚼筋活動を引き起こす可能性がある(図
2)．事実，GABA と SB との関連性も報告
されているが (文献② Dharmadhikari, 
et al. Arch Oral Biol, 2015)，実証は
されていない．つまり，5-HT2A 受容体の
機能解析を行うことで，これまで不明で
あった SB 発症のメカニズムの一端を細
胞レベルで解明できる可能性がある．し
かし，中枢神経系に存在する神経伝達物
質の伝達経路を検討することは技術的
に困難であった．  
（２） SB 特異的 iPS 細胞の樹立と 5-

HT2A 発現神経細胞の誘導法の確立 
 そこで，我々は疾患特異的 iPS 細胞を用いて SB発症メカニズムを細胞レベルで解明すること
を目的とした研究に着手し，2016 年に SB リスク因子である rs6313 遺伝子型を有する SB 患者，
有さないコントロール各 3 名の末梢静脈血から iPS 細胞を樹立し，これらの iPS 細胞を領域特
異的誘導法 (文献③ Imaizumi et al. Stem Cell Reports. 2015)を応用し，セロトニン神経細
胞が高発現している縫線核領域へと誘導した．さらに誘導された神経細胞が 5-HT2A 受容体遺伝
子を発現していることを確認しており，特定の歯科疾患に関連する iPS 細胞樹立に世界で初め
て成功している (文献④ Hoashi et al. J Prosthodont Res. 2017)．また，5-HT2A 受容体遺伝
子のプロモーター領域下流に GFP を挿入したレポーターレンチウイルスを作製し，iPS 細胞に導
入することで，神経細胞分化誘導後に様々なサブタイプの神経細胞が混在している状態から，5-
HT2A 発現神経細胞を濃縮する技術を開発した． 
（３） ハイスループットな iPS 細胞樹立・解析システム 
 従来の疾患 iPS 細胞を用いた研究は，単一遺伝子病を主な研究対象としており症例数も平均
して約3例である．SBのような多因子性の疾患の解析においては，iPS細胞で再現されるGenetic，
Epigenetic な変化の寄与率を考慮すると，SNP の差異による変化を検出するためには相当数の
症例が必要である．実際の患者検体からの iPS 細胞の作製と解析にはきわめて多くの作業が必
要であり，これまで単一の研究グループの研究で 10 症例以上の解析をすることは事実上不可能
であった．赤松ら（順天堂大）は，患者検体から iPS 細胞の樹立と神経分化誘導を 96well 上で
効率よく行うことのできるハイスループットな疾患 iPS 細胞の樹立・解析システムを開発して
おり，多検体を対象とした解析が可能となった． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，SB群，コントロール群それぞれの iPS 細胞を樹立し，樹立した iPS 細胞から誘導

した 5-HT2A 受容体遺伝子発現 GABA 作動性神経細胞における 5-HT2A 受容体遺伝子の発現量を確
認すると共に，形態ならびに電気生理学的機能解析を行い，SNP の違いによる表現型の違いを検
出することで，ハイスループットな解析システムを行なうための基盤を整備することを目的と
した． 
 



 
３．研究の方法 
（１） 神経細胞の分化誘導 
被験者は先行研究で用いたコントロール株の iPS 細胞を用いた．このコントロールとなった被

験者は，SBの臨床診断を行ったのち，睡眠ポリグラフ検査(PSG)によって確定診断のついた非 SB
の健康成人(Control)で，rs6313(T102C)の遺伝子型同定により rs6313 の C アレル非保因者(T/T 
homozygous)が確認された者である．なお，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）及び慶應義塾大学医学部倫理審査委員会（2008016 号）の承認を得
た． 

 
このコントロール株の iPS 細胞を用い，ニューロスフェアからニューロンへと分化誘導を行な

った(図 3)．分化誘導に際しては領域特異的分化誘導法を用い，Sonic hedgehog(Shh)にて背腹
軸を，CHIR99021 にて前後軸を調整し，仮説のターゲットが存在するとされる後脳腹側へと誘導
領域を調整した 
ニューロンにおけるマーカー発現を確認するため，リアルタイム PCR と免疫染色を行った(図

4)．リアルタイム PCR はニューロンの接着培養後 10・20・30 日目にサンプルを回収し，解析を
行った．そして 5-HT2A 遺伝子，VGAT 遺伝子(GABA 作動性ニューロンマーカー)の分化過程におけ
る発現量を，one-way ANOVA および Dunnett 検定により統計学的に比較した(p<0.05)．免疫染色
は接着培養後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(1:200，
millipore)と抗 GABA 抗体(1:400，Sigma)，
抗 MAP2 抗体(ニューロンマーカー，1:5000，
Abcam)を用い，染色を行った．それらをソフ
トウェア Fiji にて画像処理し，各種ニュー
ロンの誘導効率を算出した． 
（２） 電気生理学的解析 
ホールセルパッチクランプ法(図 5)を用い

て，接着培養後 38 日目のニューロンに対し
①電気刺激への応答，②TCB-2(5-HT2A 受容
体選択的アゴニスト)投与時の応答をそれ
ぞれ観察した． 
 
 
４．研究成果 
（１） 誘導した神経細胞の性質と形態 
 リアルタイム PCR によりニュー
ロンの接着培養後 10・20・30 日目
の遺伝子発現を解析した結果，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 6A)．同様に，接着培養後 30 日
目において，VGAT 遺伝子の有意な
増加を認めた(図 6B)． 



 免疫染色による結果を図 7 に示す (抗 5-HT2A 抗体，抗 GABA 抗体，これらと核の重ね合わせ
像，抗 MAP2 抗体による染色画像)．これにより 5-HT2A 受容体発現 GABA 作動性ニューロンの存
在を認めた(重ね合わせ像，矢印)．またこれをもとにターゲットニューロンの誘導効率を算出し
たところ，約 13%であった． 

 
（２） 電気生理学的解析 
ホールセルパッチクランプ法により，ターゲットニューロンに過分極性の電気刺激(-60pA)を

与えたところ，過分極を生じた．さらに，脱分極性の電気刺激(150pA)を与えたところ，連続発
火を認めた（図 8A）.次に，ニューロンに対して TCB-2(40μM)を投与したその電流変化を記録し
たところ，内向き電流の発生を認め，5-HT2A 受容体を介した，脱分極性の応答が示唆された（図
8B）. 

 
本研究により iPS 細胞から 5-HT2A 受容体発現 GABA 作動性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，またこれらから電気生理学的活動の記録を行って，SNP による機能差異を
検証するためのモニタリングシステムを構築した． 
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