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研究成果の概要（和文）：本研究では、光エネルギー照射による細菌叢の変化、それに伴う炎症および骨吸収抑
制効果、歯肉での遺伝子発現の変化を網羅的に解析する。歯周炎患者に対して光エネルギーによる
photobiomodulation効果を応用することにより免疫応答を調節し、歯周炎の進行抑制および予防が出来る可能性
を探索する。結紮誘導歯周炎モデルマウスに対してレーザーを照射し、その後マイクロX線CTによる経時的な骨
吸収量の測定、16S rRNA遺伝子に基づいた細菌叢の評価、RNA-sequencingを用いた歯肉の遺伝子発現評価を行
い、非照射側と比較検討する。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the suppressive effect of 
high-frequency pulsed diode laser irradiation on bone resorption. Ligating ligature around the teeth
 and/or laser irradiation was performed on the gingival tissue in mice as follows: Co (no ligature 
and no laser irradiation), Li (ligation without laser irradiation), La (no ligature but with laser 
irradiation), and LiLa (ligation with laser irradiation). Bone resorption was evaluated using 
micro-computed tomography. RNA-seq analysis was performed on gingival tissues at 3 days post 
ligation. The differences in microbial composition between Li and LiLa were evaluated. Bone 
resorption caused by ligation was significantly suppressed by laser irradiation. RNA-seq in Co and 
La gingival tissue revealed many differentially expressed genes. The bacterial network structure was
 altered between the Li and LiLa. Diode laser irradiation showed biological effects and suppressed 
bone resorption in ligature-induced periodontitis.

研究分野： 歯周病学

キーワード： ダイオードレーザー　photobiomodulation　結紮誘導歯周炎　RNA Sequencing　細菌叢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、歯周病モデルマウスに対して半導体レーザーを照射することにより、歯肉の遺伝子発現と細菌ネット
ワークの変化に伴い、歯槽骨吸収が抑制されることを示した。レーザー照射により細菌叢の有意な変化は認めら
れなかったが、歯周炎に関連するKrebsiella属がcore genusではなくなったことが、歯周炎の抑制に関与した可
能性がある。またRNA-seqより歯周炎のリスクに関わるとされる遺伝子が減少していた。半導体レーザー照射に
よって、宿主および細菌叢の両方を変化させ、歯周炎の進行抑制へと応用できる可能性が示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は歯の喪失を引き起こし、オーラルフレイルのきっかけとなる疾患といえる。それゆえ

高齢者において本疾患の予防や治療は非常に重要であるが、高齢化に伴う多数の基礎疾患や、患
者自身でのプラークコントロールが困難になることにより、積極的な歯周治療介入が行えない
ことも少なくない。それゆえ、簡便で低侵襲な歯周治療法の開発が望まれている。本研究では動
物実験および臨床研究において、レーザーを用いた光エネルギー照射による歯周組織での細菌
叢の変化、それに伴う炎症および骨吸収抑制効果、歯肉での遺伝子発現の変化を網羅的に解析す
る。その効果により積極的な歯周治療の介入が行えない患者に対して光エネルギーによる
photobiomodulation 効果を応用することにより免疫応答を調節し、歯周炎の進行抑制および予
防が出来る可能性を探索する。 
 
２．研究の目的 
本研究では動物実験および臨床研究において、レーザーを用いた光エネルギー照射による歯

周組織での細菌叢の変化、それに伴う炎症および骨吸収抑制効果、歯肉での遺伝子発現の変化を
網羅的に解析する。現在におけるレーザーの歯周治療への応用は、高出力レーザーのもつ蒸散・
止血などの効果を期待し、外科処置で主に用いられている。一方で本研究では、生体組織に自己
治癒を促す photobiomodulation という新たな観点から、低出力レーザーを歯周組織の健康維持
促進を目的として適用させることを考えている。 
本研究では、積極的な歯周治療の介入が行えない患者に対して光エネルギーを用いることに

より、細菌や免疫応答を制御し歯周炎の進行抑制および予防が出来る可能性を、動物実験および
ヒトを対象とした臨床研究により探索する。 
 
３．研究の方法 
C57BL/6J マウス 9週齢雄の歯肉組織に対して，以下のように歯周囲の結紮および/またはレー

ザー照射を行った．Co（結紮なし、レーザー照射なし）、Li（結紮あり、レーザー照射なし）、La
（結紮なし、レーザー照射あり）、LiLa（結紮あり、レーザー照射あり）。骨吸収はマイクロ CT
を用いて評価した。結紮後 3 日目の 4 群すべての歯肉組織について RNA-seq 解析を行った。Li
と LiLa の微生物組成の違いを 16S rRNA 遺伝子配列の数で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 結紮により誘発された第二大臼歯周囲の歯槽骨吸収 
マイクロ CT 画像では、結紮前の右第二大臼歯は全群で骨量減少が認められなかった。結紮と

レーザー照射は骨吸収に影響を与えた。また、レーザー照射と結紮の間に相互作用の傾向が見ら
れた。Co 群と La群の間では、骨吸収に有意差は認められなかった。重要なことは、結紮後 8日
目において、LiLa 群の結紮部位は Li群に比べ有意に骨量減少が少なく、レーザー照射が結紮誘
発歯周炎モデルの骨量減少を抑制することが示されたことである。 
 
(2) 健常歯肉組織に対するレーザー照射の効果 
まず、レーザー照射が無傷の歯肉組織に及ぼす直接的な影響を明らかにするために、Co 群と

La 群の遺伝子発現プロファイルを比較した。レーザー照射した歯肉組織での発現パターンは、
非照射の歯肉組織での発現パターンと明らかに異なっていた。その結果、1186 の遺伝子が｜
foldchange｜＞2、FDR＜0.1 であることがわかった。KEGG パスウェイ解析の結果、La群では Co
群に比べ、cytokine-cytokine receptor interaction および chemokine signaling パスウェイ
の発現が有意に増加していた。 
GO term 上の生物学的プロセスでは、レーザー照射により、Keratinocyte differentiation, 

immune response, keratinization,  cellular response to interferon-gamma terms に対する
細胞応答がアップレギュレートされた。また、chemokine activity, cytokine activity, and 
IgG binding の各項目は GO の分子機能の観点からレーザー照射により発現が増加した。レーザ
ー照射した歯肉組織と非照射の歯肉組織で、特定の機能における遺伝子発現レベルの違いを比
較するために、Hallmark 遺伝子群を用いて Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)を行った。特
に、mTORC1 signaling, DNA repair, E2F target の遺伝子群は、レーザー照射歯肉組織で有意
に亢進していた。さらに、レーザー照射した歯肉組織では、IL6/JAK/STAT3 signaling と
inflammatory response の遺伝子群が亢進していた。 
 
(3) 結紮糸による歯周炎におけるレーザー照射の歯肉組織への影響 
Li と LiLa の結紮部位を比較した歯肉組織の遺伝子発現パターンは明確な差はなかったが（図

3A）、90の遺伝子が｜foldchange｜＞2、FDR＜0.1 であった。  
KEGG パスウェイ解析の結果、LiLa 群では Li群と比較して、アップレギュレートおよびダウンレ
ギュレートされた DEG に関連したパスウェイは存在しなかった。また、Li群と LiLa 群の間でア



ップレギュレートおよびダウンレギュレートされた DEG から統計的な有意性を示した GOターム
はなかった。続いて、Li群と LiLa 群との間で GSEA を実施した。Co群と La群間の GSEA の結果
と同様に、レーザー照射した歯肉組織では、mTORC1 シグナルと E2F 標的遺伝子セットが有意に
亢進していた。さらに、IL6/JAK/STAT3 シグナル、炎症反応、PI3K-Akt-mTOR シグナル遺伝子群
は、レーザー照射した歯肉組織で亢進していた。 
3 日後の歯周組織破壊に関連する Li 群と LiLa 群の DEG に着目し、RNA-seq データから

Transcripts Per Million（TPM）に基づき遺伝子発現量を確認した。LiLa 群の結紮部位では、
歯周炎に関連する遺伝子である Nos1、Ablim2 の発現が Li 群に比べ有意に低下した。意外にも、
炎症の抑制に関連する Adm2 は、LiLa で有意に増加した。興味深いことに、肥満に関連する Amy1
は、Li群と比較して LiLa 群で有意に減少していた。しかし、3日目のサンプルからの DEG に関
する mRNA 発現では、8日目の Co と La 群、Liと LiLa 群の間に有意差は認められなかったが、二
元配置分散分析により、結紮自体が Albim2 と Adam2 の発現に有意な影響を与えることが示され
た。さらに、8 日目の Albim2 発現において、結紮群とレーザー照射群の間に有意な相互作用が
示された。 
 
(4) 結紮糸中の 16S rRNA 配列に基づくマイクロバイオーム組成の評価 
配列の抽出 DNA 量は、LiLa 群の方が Li群より有意に少なかった。Li と LiLa の結紮部位の間

には、Shannon 指数および ASV の数に有意差は見られなかった。主座標分析（PCoA）により、
ANOSIM で求めた Li 群と LiLa 群のマイクロバイオーム組成に有意差は認められなかった（R = -
0.0031 の相関）。Liと LiLa の結紮部位のマイクロバイオーム組成に有意差はなかったが、LiLa
群では Klebsiella 属が増加する傾向があった。さらに、共起する 2つの属をノードとエッジで
示したネットワーク構造を構築し、各属の 16S rRNA 遺伝子プロファイルの共起関係を解析した。
クラスタリング係数の値は、Liと LiLa でそれぞれ 0.812 と 0.300 であった。主要なネットワー
クに着目すると、Liと LiLa の結紮部にそれぞれ 29個と 16 個のノードが観測された。他の属と
4つ以上の共起があり、主ネットワークに 1つ以上の有意な共起がある属は、相互作用コア属に
分類された。レーザー照射後、9属から 3属に減少しており、相互作用するコア属が変化してい
た。Klebsiella はレーザー照射後のネットワークに存在しなくなった。 
 
本研究は、結紮誘導歯周炎に対して半導体レーザーを照射することにより、歯肉の遺伝子発現

と細菌ネットワークの変化に伴い、歯槽骨吸収が抑制されることを示した。レーザー照射により
細菌叢の有意な変化は認められなかったが、歯周炎に関連する Krebsiella が core genus では
なくなったことが、歯周炎の抑制に関与した可能性がある。また RNA-seq より歯周炎のリスクに
関わるとされる遺伝子が減少していた。半導体レーザー照射によって、宿主および細菌叢の両方
を変化させ、歯周炎進行抑制へと応用できる可能性が示唆された。 
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