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研究成果の概要（和文）：本研究では、先行研究で見出した睡眠時ブラキシズム（SB）に関連する一塩基多型に
よる神経細胞の機能的差異の解析を目標に、SBのリポジトリの構築を試み、また、SB患者由来ニューロンに共通
する機能異常をゲノムレベルで検出、表現型の分類を目指すものであった。対象者より臨床所見、睡眠中の筋活
動レベルの記録を行い、データベースとしてのリポジトリへの登録を行った。さらに、SB患者およびコントロー
ルのiPS細胞を樹立、神経細胞へと誘導した。神経細胞を用いてトランスクリプトーム解析による発現変動遺伝
子の探索を行い、その結果、両群間の遺伝子発現パターンには系統的な差異が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to establish a repository of sleep bruxism (SB) with
 a goal of analysing functional differences in neurons due to single nucleotide polymorphisms 
associated with sleep bruxism (SB) found in a previous study, and to detect and phenotypically 
classify functional abnormalities across neurons derived from SB patients at the genomic level. 
Clinical examination findings and muscle activity levels during sleep were recorded from the 
subjects and entered into a repository as a database. In addition, iPS cells from SB patients and 
controls were established and induced into neurons. Neurons were used to search for differentially 
expressed genes by transcriptome analysis, and the results suggested that there were systematic 
differences in gene expression patterns between the SB patient and control groups.

研究分野：補綴歯科学

キーワード： 睡眠時ブラキシズム　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
睡眠時ブラキシズム(睡眠中の歯ぎしり)は様々な歯科的問題の原因となり得るが、メカニズムはまだ不明な点も
多い。この研究によって構築された睡眠時ブラキシズムのリポジトリを発展させ、さらにiPS細胞由来神経細胞
での解析がより詳細に行われることで、発症メカニズムの解明が進むことが期待でき、この成果は、個々人の病
態に応じて歯科医療を提供する、オーダーメイド医療に寄与することができると考えられる。

※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 
 
睡眠時ブラキシズムによる顎口腔系への為害作用 
 
睡眠時ブラキシズム（SB：Sleep 

Bruxism）は，睡眠中の歯の
grindingと clenchingを特徴とす
る不随意閉口筋活動を主体とし
た睡眠関連運動障害として，国際
睡眠障害分類（ICSD-3）の第 3版
に分類されている．SB は顎関節
障害，歯周病の増悪因子であるば
かりでなく（図 1），補綴歯科領域においては治療予後を左右する重要なリスク
ファクターとして明確に位置付けられているが，その病態および詳細な発生機
序は明らかでない． 
 
HTR2Aの遺伝子多型は SBの発症リスクに関与する 
 
申請者の研究チームは過去に,セロトニン 2A 受容体遺伝子(HTR2A )の一塩基
多型（SNP：Single Nucleotide Polymorphisms）である rs6313 Cアレルと SB
との関連を発見し, リスクアレルを有するものは, SB の発症リスクが約 4.3 倍
増加することを報告した[Abe. J Sleep Res, 2012]. この SNPはタンパク質の変
化を伴わない Silent SNPであるが，プロモーター領域の SNP rs6311と完全連
鎖不平衡の関係にある[Saiz. Psychiatr Genet, 2008]．そのため, リスクアレル
の存在により, HTR2Aの発現が局所的に影響を受けている可能性がある． 
 
睡眠中の脱抑制状態が, SB発症機序に関わる可能性 
 
睡眠中，咀嚼筋の活動を調節する三叉神経
運動ニューロンの活動は，通常，GABA 作
動性ニューロンなどの抑制性ニューロンに
よって抑制され，これらの筋肉の筋活動は
ほとんど発生しない．SBは睡眠中に観察さ
れる微小覚醒とよばれる短時間の覚醒反応
に伴って生じることが知られているが，睡
眠が覚醒に向かうことにより，GABA ニュ
ーロンの抑制機能が減弱し，脱抑制状態が
生まれることで SB が生じると考えられる
(図 2). セロトニン 2A受容体(5-HT2A受容
体)はこれらの GABA 作動性ニューロンの
細胞体にも存在する．また, コントロール群
では微小覚醒が生じても SB は観察されないことから, HTR2A の SNP のアレ
ル差が脱抑制のメカニズムに影響している可能性は高い. しかし，これらの標的
は脳内に存在することから, 直接的な検証は困難とされてきた.  
 
ヒト iPS細胞由来 HTR2A陽性ニューロンのモニタリングシステムの構築 
  
上記課題に対応する為, 申請者の研究チームは, SB リスク因子である rs6313 

C アレルを有する SB 患者，有さないコントロール各 3 名から iPS 細胞を樹立
し，HTR2A陽性ニューロンを含む神経細胞集団を領域特異的に分化誘導するこ
とに成功した[Hoashi. J Prosthodont Res, 2017]. また申請者は, HTR2Aプロ
モーター領域下流に ZsGreen(蛍光タンパク質)を挿入したレポーターレンチウ
イルスを作製し, 様々なサブタイプが混在する状態から HTR2A 陽性ニューロ
ンを蛍光標識することに成功した. さらにホールセルパッチクランプ法により, 
これらを電気生理学的に機能解析することが可能なモニタリングシステムの確
立に成功した.  
 
 
 
 



標的ニューロン特異的な異常パラメーターを電気生理学的解析によって検出 
 
上記モニタリングシステムを応用し，

SB 特異的な表現系の検証のため，分化
神経細胞に対し電気生理学的解析（ホー
ルセルパッチクランプ法）を行った．そ
の結果，健常者に比べ SB 患者由来の神
経細胞で興奮性の上昇を認めた[Sarkar 
AK. Stem Cell Res, 2022] (図３)． 
しかし，異常表現型を誘発している責任
細胞分画は不明であり、疾患モデルへの
応用には制約が残っている. また SNP
の違いでこの表現系の差が生じているの
か，もしくは他の要因が存在するのかも
不明である．そこで我々はこの表現型の
差を生む要因，更には新規 SB 発症機序
を同定するために網羅的遺伝子発現解析
が有用であるとし，本研究を立案した． 
 
 
２． 研究の目的 
 
本研究では， SB筋活動測定装置を用いて，睡眠時ブラキシズム患者・コント
ロールの被験者から臨床データを収集して，睡眠時ブラキシズムのリポジトリ
（データベース）を構築する． さらに，先行研究にて樹立された SB特異的 iPS
細胞を使用し，標的ニューロンを含む神経細胞集団を領域特異的に分化誘導す
る．分化誘導された神経細胞集団に対して，それらの遺伝子発現を網羅的に解析
することで，SB に特異的な表現型をゲノムレベルで検証し，SB 発症機序の解
明を目指す． 
 
 
３． 研究の方法 

 
データベース構築 
 
 対象者には，臨床検査，問診と，携帯型筋電計もしくは携帯型 PSG装置を用い
て夜間咬筋筋活動データの記録を行う．昭和大学歯科病院で過去に登録された
被験者と併せて，SB患者 100名，コントロール 100名を目指し，昭和大学なら
びに東京医科歯科大学にて被験者の動員を行った．なお，登録する臨床データと
して，睡眠時の咬筋筋電図（EMG）に基づくものとして，単位時間あたりのエ
ピソード数，単位時間あたりのバースト数，エピソード持続時間，臨床検査およ
び問診に基づくものとして，歯ぎしり音の指摘，起床時の咀嚼筋痛，咬耗の程度，
顎関節症，過去のブラキシズム治療歴，睡眠障害，現在の疾患と服用薬，ストレ
スの程度，カフェインの摂取，アルコールの摂取を挙げた． 
 これらの得られたデータをデータベース化し，クラウド上に SBリポジトリを
構築し情報登録を行った. 

 
神経細胞の分化誘導 
 
被験者は先行研究で用いたコン
トロール株の iPS 細胞を用いた．
このコントロールとなった被験者
は，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非 SB の健康
成人(Control)で，rs6313(T102C)
の遺伝子型同定によりrs6313の C
アレル非保因者(T/T homozygous)
が確認された者である．なお，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 図 4．分化誘導プロトコール 



承認を得た． 
 このコントロール株の iPS 細胞を用い，ニューロスフェアからニューロンへと
分化誘導を行なった(図 4)．分化誘導に際しては領域特異的分化誘導法を用い，
Sonic hedgehog(Shh)にて背腹軸を，CHIR99021 にて前後軸を調整し，仮説のタ
ーゲットが存在するとされる後脳腹側へと誘導領域を調整した． 
 
トランスクリプトーム解析による発現変動遺伝子の探索 
 
樹立した 3名の SB 患者由来の iPS 細胞 (SB-1, SB-2, SB-3)及び 3名の健常対
照由来の iPS 細胞 (CTRL-1, CTRL-2, CTRL-3)を使用した. 領域特異的誘導法を
用いて脳幹領域の神経細胞へと分化・成熟させ， RNA を抽出・精製し Bulk RNA-
seq(n=3)を行なった．発現変動遺伝子解析(DEG 解析：DESeq2)および KEGG パス
ウェイ解析により SB 特異的な発現変動遺伝子群を抽出した． 
 
 
４． 研究成果 
 
リポジトリの構築 
 
 本研究により，二つの医療機関により共有可能な睡眠時ブラキシズムのデータ
ベースとしてのリポジトリがクラウド上に構築可能であることが示唆され，持
続的な運用を行っている．今後は，複数の医療機関による運用を目指し，さらに
これらのデータを用いて SB の症型分類を行うことを目指す． 
 
発現変動遺伝子解析 
 
Bulk RNA-seq 解析の結果，PCA プロットおよび階層クラスタリングにより両群
間の遺伝子発現パターンには系統的な差異が存在することが示唆された(図 5). 

KEGG パスウェイ解析 
 
KEGGパスウェイによるエンリッチメ
ント解析ではカルシウムシグナリン
グに関連した発現変動遺伝子が SB 群
で上昇していた(図 6)． 
 カルシウムシグナリングのパスウ
ェイマップに DEG 解析の結果を反映
させると，特に神経伝達物質がリガン
ドとなる受容体として知られる G タ
ンパク質共役型受容体(GPCR)やカル
シウム感受性受容体(ROC)を構成する
遺伝子が SB で有意に高発現していた
(図 7)．  
 今後は上記受容体の構成遺伝子に
ついて，実際に高発現している遺伝子
を抽出し，さらには分化誘導した神経
細胞集団に対し Single cell RNA-seq
を行い，Bulk解析にて変動していた遺
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図5 . PCAプロッ ト および階層クラスタ リング

図6 . Keg gパスウェ イによるエンリ ッ チメ ント 解析



伝子がどのニューラルポピュレーションに存在するか調査する予定である． 
SB 特異的な発現変動遺伝子とその遺伝子が存在するポピュレーションが特定
されれば，疾患モデルの確立のみならず，治療薬の開発などの臨床応用にも寄与
できると考える.  

図7 . カルシウムシグナリングパスウェ イマッ プ
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