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研究成果の概要（和文）：本研究では，睡眠時ブラキシズム特異的iPS細胞を樹立してセロトニン(5-HT2A)受容
体発現神経細胞へと誘導し，疾患由来神経系細胞の表現型の検証を行うことである．睡眠時ブラキシズム群と，
コントロール群より，末梢静脈血を採取し，iPS細胞を樹立した．さらに，領域特異的な神経細胞分化誘導が可
能な誘導方法を用いてHTR2A発現神経細胞の誘導に成功した．また，サブタイプの神経幹細胞が混在している状
態から，5-HT2A受容体発現神経細胞を濃縮するために，5-HT2A受容体のプロモーター配列を挿入したレポーター
レンチウイルスを作成し，5-HT2A受容体発現神経細胞の同定に成功した．

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to establish SB disease model using the serotonin
 2A(5-HT2A) receptor expressing neurons derived from patient-specific pluripotent stem cells (iPSCs)
 in order to reveal the pathogenic mechanism of SB. iPSCs were generated from monocytes in 
peripheral blood samples of two SB patients with C/C genotype of rs6313  and two controls with T/T 
genotype by transducing episomal plasmids encoding transcription factors and three iPSC clones were 
isolated from each individual. The established iPSCs were differentiated into serotonergic neurons 
using the neurosphere culture system. Successful differentiations of these iPSC lines to 
serotonergic neurons were confirmed by immunostaining. In addition, expression levels of HTR2A gene 
of these neurons, as evaluated by qPCR, were much higher than those of T cells raised from the 
original peripheral mononuclear cells. To identify neurons expressing 5-HT2A receptor, we used venus
 labelled lentivirus vector. 

研究分野：歯科補綴学
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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）は睡眠中に行わ
れる歯ぎしりとくいしばりの総称で，咀嚼筋
活動を主体とした非機能的運動である．歯科
補綴学領域では SBに起因するメカニカルス
トレスが治療予後を左右する重要なリスク
ファクターであると明確に位置づけられて
いるが，その発症メカニズムはいまだ明らか
ではなく，効率的な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 SBリスク
因子の探索的研究により，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
SB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．SB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
困難である． 
 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
ある． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は ,新たな試みとして睡眠時
ブラキシズム特異的 iPS 細胞を樹立してセ
ロトニン受容体発現神経細胞へと誘導し,疾
患由来神経細胞の表現型の検証を行い，新規
治療薬のスクリーニングを行うための基盤
を形成することである． 
 本研究により ,神経細胞レベルでの睡眠時
ブラキシズム発症メカニズムが解明され ,創
薬の基盤となるデータが得られることは確
実である.本研究結果は予知性の高い新たな
歯科診療体系の構築に多大な貢献をすると
考えられる. 
 
３．研究の方法 
1)被験者の選定   
 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SB群
と Control 群を対象とし，血液を採取して
rs6313(T102C)の遺伝子型を同定した．SB 群
から rs6313 の C アレル保因者 2 名(SB-1, 
SB-2: C/C homozygous)，Control 群から SB
群と C アレル非保因者 2 名(Control-1, 
Control-2: T/T homozygous)を被験者として
動員した． 
 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）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． 
 
2)iPS 細胞の作製 
 4 名の被験者の iPS 細胞を，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 とドミナ

ント・ネガティブ p53 をコード化したエピゾ
ーマルベクターを遺伝子導入して樹立した．
樹立した iPS細胞からそれぞれ 3つのセルラ
インを選択し，品質チェック（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 の遺伝子型を同定し，遺伝子
型の保存を確認した． 
 
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の濃度を変化さ
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
らの方法を用いた．5-HT2A 受容体は脳内に広
く分布しているが，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
している腹側後脳における縫線核領域への
誘導を試みた． 
 誘導した神経細胞に対して，免疫染色を行
いセロトニン作動性神経細胞を確認し，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 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)レポーターレンチウイルスの作製 
 睡眠時ブラキシズム患者由来のiPS細胞か
ら分化誘導したセロトニン 2A 受容体を発現
する神経細胞に対して，電気生理学的解析を
行っていくことを前提として，誘導した神経
細胞中から目的細胞をピックアップするた
めの手法を検討し、目的細胞に特異的に反応
するレポーターレンチウイルスを作 成 す る
こととした．レンチウイルスプラスミドベク
ターの構造としては、 HTR2A promoter 
(1060bp)と Venus(719bp)，選別のための Amp
耐性遺伝子を，遺伝子組み換えにより組み
込んだ．5-HT2A 陽性細胞の評価を行うにあた
り，SK-N-SH において，RT-PCR による 5-HT2A
発現解析を行った．さらに，フローサイトメ
トリーによる GFP 陽性細胞の検出と，レポー
ターウイルスの機能評価を行った．これによ
り完成したレポーターウイルスを、 Neural 
Stem Cell の接着培養 3 日目に感染させ、蛍
光顕微鏡にて観察した． 
 
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． 
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細胞を腹
-HT 2A

を高発現するセロトニン作動性神経
さらに

発現神経細胞を選別可能なレポータ
ーレンチウイルスを作製することに成功し，
睡眠時ブラキシズムに関連した遺伝子型を

で検証
疾患モデルを確立することができ
今後電気生理学的な機能解析
睡眠時ブラキシズムの病因論，
，さらには化合物ライ

ブラリーを用いた薬剤スクリーニングが可
能となり，創薬へ向けた大きな一歩となると
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