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研究成果の概要（和文）：　8週齢オスのC57BL/6J系統マウスに対し、歯周炎モデル、咬合性外傷モデル、歯周
炎咬合性外傷併発モデル、対照群の4群を作成し、マイクロCTにて歯槽骨吸収の程度を比較した。その結果、歯
周炎群に対し、歯周炎咬合性外傷併発群において骨吸収量の増加が認められた。マウス実験においても、咬合性
外傷が歯周炎の増悪因子になること、咬合性外傷が骨吸収に寄与することが示唆された。
さらに、上記4群について各処置3日後のマウスより歯肉、歯槽骨を採取、RNAを抽出し、RNA-seqを用いて網羅解
析を行ったところ、歯周炎群に対し歯周炎咬合性外傷併発群で多くの発現変動遺伝子を認めた。

研究成果の概要（英文）：Mice were divided into the following four groups: periodontitis (Pe) group, 
occlusal trauma+periodontitis(Pe+OT) group, occlusal trauma (OT) group and a control (Co) group.Pe+
OT group showed significantly more bone loss than that of the Pe group at 8days after treatment.In 
addition, OT group showed more bone loss than that of Co group at 8days after treatment.  These data
 suggesting that occlusal trauma is an aggravating factor for periodontitis and that occlusal trauma
 contributes to bone resorption in the mouse experiment.In addition, gingiva and alveolar bone 
samples were collected from the above four groups 3 days after each treatment, and comprehensive 
analysis using RNA-seq revealed that many genes with altered expression were found in the Pe+OT 
groups compared to the Pe group. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
咬合性外傷はかねてから歯周病の増悪に寄与する共同破壊因子として示されているものの、動物実験や臨床にお
ける症例観察研究、介入研究による根拠がほとんどでありその作用機序を分子生物学的に検討しようとした研究
は乏しい。咬合性外傷がどの様なメカニズムで発生するか、その病因について解明することは臨床的な歯周病の
治療戦略上有意義であり、歯周治療における咬合治療の必要性を裏付ける重要なエビデンスになりうる。今後さ
らなる解析を行いメカニズムの同定を目指す。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
歯周病は、細菌性プラークを主体とした歯周病原細菌が原因であるが、様々な修飾因子が絡み
合う多因子疾患であることが知られている。特に、強い咬合力や異常な力(外傷性咬合)により生
じる咬合性外傷は、歯周炎の増悪に関与し、急速な歯周組織破壊をきたすことが知られている。
咬合性外傷は、「歯周炎の原因ではないこと」、「細菌存在下で歯周炎を増悪させること」が現在
の歯周病学のコンセンサスとなっているが、その根拠となる論文の多くが、1960 年代から 80 年
代にかけて行われたイヌやサルを対象とした動物実験結果を基にしたものである。生物学的な
検討が十分なされていない時代の報告であり、無菌動物を用いて、咬合性外傷の進行を評価して
いる研究はない。 
また、歯周病、咬合性外傷の研究において歯根膜細胞の関与が注目されているが、矯正移動に
おける骨のリモデリングにおいて骨細胞を司令塔とした骨恒常性制御が生じることが知られて
いる。矯正移動と同様に、メカニカルストレスによる骨吸収をきたす咬合性外傷において骨細胞
が中心的な役割を担う可能性は高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
咬合性外傷は咬合力のみで起こらないとされているが、生物学的な検討は現在でも乏しく、無
菌マウスでの検討は咬合性外傷の根幹をなすエビデンスになりうる。また、骨細胞は骨恒常性を
保つための骨リモデリングを統率し、骨代謝を制御すると報告されている。咬合性外傷モデルに
RNA-seq を用いて網羅的に変動遺伝子の解析を行い、責任遺伝子を同定する試みは報告がなく、
咬合性外傷の病因、メカニズムの解明に繋がると考えられる。本研究では、無菌 (Germ free) 
マウスと通常のマウス(WT)の咬合性外傷モデルの解析を通して、細菌非存在下で咬合性外傷に
よる骨吸収が誘発されるかを検討する。さらに、咬合性外傷モデルの歯周組織における遺伝子発
現を網羅的に解析し、咬合性外傷により特異的に変動する遺伝子を絞り込み、in vitro におい
て該当遺伝子を CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集にてノックアウト、ノックイン細胞
を作成し、骨リモデリング制御遺伝子の同定を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
〈令和 2年度〉 
8 週齢オス C57BL/6J 系統マウスの上顎臼歯部咬合面にコンポジットレジンを築成し、咬合性
外傷モデルとする。歯周炎存在下における咬合性外傷の影響に関して、絹糸結紮誘導歯周炎モデ
ルと絹糸結紮誘導歯周炎、咬合性外傷併発モデルを用いた実験系で比較検討する。歯周組織を実
験動物用マイクロ X線 CTにて撮影し、歯槽骨吸収を評価する。また、組織切片を作成し、TRAP
染色, Toluidin Blue 染色にて骨表面の骨関連細胞を評価する。さらに、歯槽骨から RNA を抽出
し、RNAseq にて網羅的に解析し、著明な増減を示す遺伝子の抽出を行う。 
 〈令和 3年度〉 
歯周組織へのメカニカルストレスによる影響
を調べるために、伸展培養器 (シェルパプロ, 
Menicon) を用いてマウス骨細胞様細胞株
MLO-Y4 と歯根膜由来線維芽細胞を培養する。
非伸展群と伸展群について、RANKL (Tnfsf11)、
Osteoprotegrin (Tnfrsf11b), Sost 等の骨制
御遺伝子の発現を qRT-PCR にて評価する。さ
らに、破骨細胞前駆細胞に対する骨細胞の直
接的な影響を評価するため、骨細胞、歯根膜細
胞を伸展培養下で破骨細胞前駆細胞と共存培
養、または、培養上清による破骨細胞分化誘導
を行い、評価する。さらに、咬合性外傷モデル
の RNA-seq で著明な発現変化が認められた遺伝子を CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用いて、
遺伝子のノックアウト、ノックインを行い、メカニズムの解明を試みる. 
 
４．研究成果 
 
 8 週齢オスの C57BL/6J 系統マウスに対し、歯周炎モデル、咬合性外傷モデル、歯周炎咬合性
外傷併発モデル、対照群の 4 群を作成し、5,8 日後にマイクロ CT を撮影し歯槽骨吸収の程度を
比較した。その結果、歯周炎群に対し、歯周炎咬合性外傷併発群において骨吸収量の増加が認め
られた。また、対照群に対し、咬合性外傷群においても骨吸収の増加が認められ、マウス実験に



 
おいても、咬合性外傷が歯周炎の増悪因子になること、咬合性外傷が骨吸収に寄与することが示
唆された。 
さらに、上記 4 群について各処置 3 日後のマウスより歯肉、歯槽骨を採取、RNA を抽出し、
RNA-seq を用いて網羅解析を行ったところ、歯周炎群に対し歯周炎咬合性外傷併発群で多くの発
現変動遺伝子を認めた。特に炎症に関連したサイトカイン、ケモカイン、免疫系に関連する遺伝
子群の発現上昇が認められた。また、対照群に対し、咬合性外傷群これらの結果を踏まえ、今後
咬合性外傷による骨吸収の悪化に関連する責任遺伝子候補の絞り込みを行なっていく予定であ
る。In vitro 実験においてそれら責任遺伝子候補の機能解析を行い、さらなるメカニズム解明
に迫る予定である。 
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