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研究成果の概要（和文）：結紮誘導歯周炎は結紮3日後から歯槽骨の破壊を呈し、急速な歯周組織破壊を認め
た。結紮したマウス歯肉組織のRNAシーケンス解析により、78個の発現変動遺伝子(DEGs)を同定した。発現上昇
していたDEGsに対するGO解析より、免疫応答、結合組織代謝に注目し、定量的PCRを行なったところ、S100a8 
mRNAの顕著な発現上昇を認めた。傷害関連分子パターン(DAMPs)であるS100A8は、接合上皮に限局して発現して
おり、結紮による歯周組織の破壊に伴い、接合上皮におけるS100A8の発現の増加、結合組織内の発現が確認され
た。急速な歯周組織破壊にDAMPsであるS100A8の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A silk ligature around second molar induced severe bone loss at 8 days after
 ligation. In vivo MicroCT analysis revealed that bone loss was initiated 3 to 5 days post ligation.
 RNA-seq analysis detected 12,852 genes (FPKM > 1.0 in at least one sample) that were categorized 
into 10 patterns by a hierarchical clustering approach. GO term enrichment analysis revealed that 
neutrophil chemotaxis and inflammatory responses expression profiles were significantly high in 
ligated gingiva. Interestingly, S100a8 mRNA expression level was significantly elevated in ligated 
gingiva. Histological analysis showed an increased number of TRAP-positive multinucleated cells at 
the ligated sites and higher S100A8 expressions in attached gingiva with ligation.
GO term enrichment analysis suggests that innate immune response related burst destruction of 
periodontal tissue in ligature-induced periodontitis mice model. Therefore, S100A8 may act as 
important role for rapid periodontal destruction.

研究分野： 歯周病
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果より、急速な歯周組織破壊において、傷害関連分子パターンであるS100A8の関与が認められた。か
ねてより歯周組織の破壊は不定期かつ不規則に進行する(Random Burst Theory)とされていたが、本研究の結果
より急速に進行する歯周炎のメカニズムの一端が解明された。今後、侵襲性歯周炎のような急速な歯周組織の破
壊を伴う若い患者に対する、新たな治療のターゲットとなる可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯周病は歯周組織の破壊を伴う炎症性疾患であり、歯の周りに付着したプラークに含まれる
歯周病原細菌によって歯周組織に炎症が惹起され、付着の喪失および歯槽骨の吸収が起こる。次
世代シーケンサー（Next Generation Sequencer : NGS）を用いた遺伝子の網羅的な解析が発
達し、炎症性腸疾患、糖尿病、関節リウマチなどの様々な疾患は、腸内細菌の構成の不調和（デ
ィスバイオーシス）と関連していることが明らかとなっている。歯周病の原因は、
Porphyromonas gingivalis を代表とする歯周病原細菌の感染によるものとされており、近年デ
ィスバイオーシスの概念に則り、結紮による歯周炎モデルがマウスで確立された。この結紮誘導
歯周炎マウスモデルでは結紮後５日で骨吸収が起こり、また結紮した糸に付着していた嫌気性
細菌の増加も起きていた。結紮誘導歯周炎は従来の口腔内に歯周病原細菌を感染させるマウス
モデルと異なり、数日で急速な歯周組織の破壊を呈しているが、結紮による歯周組織への影響に
関してまだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、結紮誘導歯周炎モデルマウスにおいて、RNA シーケンスを用いて歯周組織
破壊に関わる遺伝子の網羅的な解析を行うことである。 
 
３．研究の方法 
 9 週齢の C57BL/6J 雄野生型マウスを用いて、#6-0 の絹糸を上顎左側第二臼歯に結紮し、結
紮誘導歯周炎を惹起させた。右側は非結紮とし、対照側とした。 
 
（1）マイクロCTによる歯槽骨吸収の経時的な評価 
 イソフルランにてマウスに吸入麻酔を行い、結紮前、結紮1、3、5、8日後に in vivo micro 
CT imaging (R_mCT2, Rigaku corp.)撮影にて、経時的かつ3次元的な歯槽骨吸収の評価を行
なった。 
 
（2）組織切片における歯周組織の評価 
 8 日後における結紮側および対象側の組織切片を作製し、HE染色、TRAP/ALP染色を行なっ
た。 
 
（3）RNAシーケンス解析 
 非結紮側および結紮側の辺縁歯肉組織から抽出した total RNA をそれぞれ 3 サンプルずつ
Illumina 社のMi-seq を用いてシーケンス解析を行った。FastQC や Tophat2 cufflinks パイプ
ラインを用いて今回のシーケンスデータの質を確認し、FPKM が 1 以上の 12,853 遺伝子に関
して本研究で使用した。さらに結紮による歯肉組織の変化に着目するため、fold changeが 2倍
以上、q値が0.05未満のものを発現変動遺伝子(DEGs)と定義し、78個のDEGs を同定した。 
 
 
（4）DEGsの定量的PCR 
 RNA シーケンス解析の結果で得られた 78 個の DEGs のうち、自然免疫応答や結合組織の代
謝に関連する遺伝子に関して qPCR を行い、結紮 1、3、7 日後の経時的な遺伝子の発現パター
ンを解析した。 
 
（5）S100A8 免疫組織染色 
 3、8 日後における結紮側および対象側の組織切片を作製し、S100A8 の免疫組織染色を行な
い、発現部位の評価および発現量に関して解析した。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロCTによる歯槽骨吸収の経時的評価 
 結紮 3日後から歯槽骨吸収が認められ、8日後には大きな歯槽骨吸収が確認された。 



（2）組織切片における歯周組織の評価 
 組織切片において、破骨細胞が結紮側の歯根周囲の歯槽骨に多く認められた。 
（3）RNAシーケンス解析 
 RNAシーケンス解析により、78個のDEGsを同定した。結紮側歯肉で発現上昇していたDEGs
に対するGO解析より、免疫応答、結合組織代謝が有意に亢進していた。さらに自然免疫応答の
GO-termに注目すると、結紮側においてS100a8、S100a9の有意な発現上昇が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

（4）DEGsの定量的PCR 
 顕著な S100a8、S100a9 の発現上昇を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5）S100A8免疫組織染色 
 傷害関連分子パターン(DAMPs)である S100A8 は接合上皮に限局して発現するが、歯周組織
の破壊に伴い、発現が増加、結合組織内にまで拡大していた。 
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