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研究成果の概要（和文）：急速な歯周組織破壊を呈する結紮誘導歯周炎歯肉組織を網羅的な遺伝子解析を行った
ところ、自然免疫応答の亢進やストレスに対する細胞反応の増加を認めた。同定した発現変動遺伝子のうち傷害
関連分子パターン(DAMPs)であるS100A8やS100A9、骨吸収に関連するMMP9やカテプシンKの有意な発現増加を認め
た。S100A8およびS100A9は接合上皮部において発現しており、結紮誘導歯周炎にて発現の増加、結合組織への浸
潤を認めた。口腔由来ヒト上皮細胞株(Ca9-22)を用いた実験により、S100A8およびS100A9はカテプシンKの発現
に関与しており、DAMPsによる急速な歯周組織破壊の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive genetic analysis of inflamed gingival tissues with 
ligature-induced periodontitis showing rapid periodontal tissue destruction revealed enhanced innate
 immune response and increased cellular response to stress. The expression of S100A8 and S100A9, 
which are damage-associated molecular patterns (DAMPs), and MMP9 and cathepsin K, which are related 
to bone resorption, were significantly increased in ligated gingival tissues. In addition, increased
 expression of S100A8 and S100A9 was observed in ligature-induced periodontitis, and eventually 
their expression was infiltrated into connective tissue. Experiments using an oral-derived human 
epithelial cell line (Ca9-22) showed that S100A8 and S100A9 were involved in the expression of 
cathepsin K. This study elucidated a part of the rapid destruction of periodontal tissues by DAMPs.

研究分野： 歯周病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会となった日本だけでなく、世界においても高齢化が進んでおり、また歯周病の罹患率も現在に至る約
30年間増加している。歯周炎は主な歯の喪失原因であり、長期にわたる健康的な口腔内環境の確立と維持、疾病
予防のためにも、歯周組織破壊のメカニズム解明は重要である。今回、急速な歯周組織破壊を呈する歯周炎モデ
ルから傷害関連分子パターンであるS100A8やS100A9のカテプシンKへの関与、骨吸収に関わるメカニズムの一端
を解明することができた。今後の歯周炎の予防、治療に応用することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ⻭周組織破壊のメカニズムは多種多様な因⼦が複雑に絡み合うため、現在において未だ
解明されていない部分も多い。超⾼齢社会となった⽇本だけでなく、世界においても⾼齢化
は進んでおり、⻭周病の罹患率も増加している。そのため、⻑期にわたる健康的な⼝腔内環
境の構築および維持のためにも、⻭周病の病態進⾏の解明は⽋かせない。⼀⽅、若くして重
度の⻭周炎に悩む侵襲性⻭周炎の患者も少なく無く、急速な⻭周組織破壊のメカニズムの
解明が求められている。研究⾯において、⻑らく⼝腔内に⻭周病原細菌を投与するマウスモ
デルが使⽤されてきたが、2013年に報告されたマウスを⽤いた結紮誘導⻭周炎では、従来
の⻭周病原細菌を⼝腔内に投与する⻭周病マウスモデルと異なり、わずか数⽇で重度の⻭
周組織破壊を呈すること⽰された。 
 
２．研究の⽬的 
 急速な⻭周組織破壊に着⽬し、結紮誘導⻭周炎の⻭⾁組織における遺伝⼦発現の網羅的
な解析を⾏い、急速な⻭周組織破壊に関わる因⼦を同定すること、およびその機能について
解析を⾏うこととした。 
 
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⻭に結紮し、
結紮誘導⻭周炎を惹起させた。右側は⾮結紮とし、対照側とした。 
 
（1）in-vivo マイクロ CTによる⻭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.)撮影を⾏った。経時的かつ 3次元的な⻭槽⾻吸収の評
価を⾏なった。 
 
（2）組織切⽚における⻭周組織の評価 
 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 
 結紮 3 ⽇後における⾮結紮側および結紮側の辺縁⻭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。さらに結紮による⻭⾁組織の変化に着
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。また、GO解析を⾏った。 
 
（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、炎症反応、⾃然免疫応答、
および結合組織の代謝に関連する遺伝⼦に関して定量 PCRを⾏い、結紮 1、3、7 ⽇後の経



時的な遺伝⼦の発現量を計測、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。 
 
（6）⼝腔内由来上⽪細胞株(Ca9-22)および siRNAを⽤いたトランスフェクション 
 ⼝腔内由来上⽪細胞株(Ca9-22)を⽤い、s100A8および s100A9 の siRNAを⽤いてノック
ダウンを⾏った。さらに TNF-α刺激を⾏った際の遺伝⼦発現を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）結紮誘導⻭周炎による⾻吸収の経時的な評価 
 結紮 3 ⽇後から⻭槽⾻吸収が認められ、5 ⽇後、8⽇後に有意な⻭槽⾻の吸収を認めた。 
 
（2）組織切⽚における⻭周組織および⻭周炎の評価 
 結紮側の⻭根周囲の⻭槽⾻に破⾻蔡瑁が多く認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）RNAシーケンス解析 
 結紮後 3 ⽇における⻭⾁組織を⽤いて RNAシーケンス解析およびGO解析を⾏った結果、結
紮側において⾃然免疫応答の亢進やストレスに対する細胞反応の増加を認めた。また DEGs を
78 個同定した。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。 
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（4）DEGsの定量的 PCR 
 結紮側⻭⾁組織における S100a8、S100a9 の有意な発現増加を認めた。また多く DEGs が結
紮 1 ⽇後に最も⾼い発現を⽰した後、発現が減少してくのに対し、Mmp9, Ctskは結紮の時間の
経過と共に発現が有意に増加していた。 
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（5）S100A8 免疫組織染⾊ 
 ⾮結紮側において、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わ
ずかに発現していた。結紮による⻭周組織の破壊に伴い、発現が増加し、結合組織内にまで発現
が拡⼤していた。 

 
（6）上⽪内における S100A8 および S100A9 の IL-6 および Cathepsin Kへの関与 

 S100A8および S100A9の両⽅が⽋失することにより、Tnfα刺激によって IL1βは有意に増
加し、CTSKは有意に減少した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 上記の結果より、結紮誘導⻭周炎における急速な⻭周組織破壊において、上⽪内の
S100A8 や S100A9 および Cathepsin Kによる⾻吸収の関与が⽰唆された。 
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