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研究成果の概要（和文）：小胞体機能の障害を引き起こす小胞体ストレス応答は様々な疾患の病因と関連するこ
とが明らかになっており、特に感染症や炎症との関係が注目されている。そこで歯周疾患の際に小胞体ストレス
応答が組織のどこで起こっているか明らかにするため小胞体ストレスを可視化できるERAIマウスを用いて歯周病
原細菌投与と絹糸結紮という異なるモデルで明らかにしようとした。いずれの歯周組織破壊モデルにおいても歯
肉組織で従来の方法を用いて小胞体ストレス応答関連遺伝子の発現上昇が認められることが明らかになった。し
かし、ERAIマウスでは局在を解明することはできなかったばかりか、陽性対照である組織でも可視化することが
できなかった。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) stress is the cell response that activates the 
unfolded protein response (UPR) pathway in a variety of conditions, such as inflammation and bone 
metabolism.In order to clarify the exact location of the UPR response in periodontal tissues in 
periodontal disease, we induced periodontal tissue destraution by administering Porphyromonas　
gingivalis,　a　periodontopathic　bacterium,　and　ligature　placement around　the upper second 
molar in ERAI mouse in which UPR reponse can be visualized. Although the upregulation of the UPR 
reponse-related gene was observed by using conventional method, this reponse cannot be visualized in
 ERAI mouse. We tried to detect UPR response visually in gingival tissue by administering 
tunicamysin, a UPR response-inducing agent or pancreas, consistently occurring UPR response as 
positive control experiments. However, we wereunable to detect UPR response visually. 

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
細胞内小器官である小胞体は、タンパクの
高次構造形成を行うと同時に異常なタンパ
クを分解して排除し、細胞機能が正常に営ま
れるよう制御している。しかし、その制御能
力を超えて異常タンパクが蓄積すると細胞
機能に悪影響を及ぼす。この異常タンパクが
蓄積した状態を小胞体ストレスと呼ぶ。細胞
には小胞体ストレスを回避する機構が備わ
っており、これを unfolded protein response 
(UPR)と称している。 
小胞体ストレス応答は細胞機能のみなら
ず、様々な疾患の病因と関連することが明ら
かになってきており、特に近年、感染症や炎
症との関係が注目されている (Garg AD et 
al., Trend Mol Med, 2012) 。 
我々はこれまでにヒト歯周炎組織の遺伝
子発現解析を行い、小胞体ストレス応答関連
遺伝子の発現が上昇していることを報告し
た（Domon et al., Clin Chim Acta 2009）。
これは、歯周炎組織では各種サイトカインや
抗体産生が亢進し、小胞体に大きな負荷がか
かっていることが原因と推察される。また、
小胞体ストレスを軽減する作用のある化学
シャペロンを投与すると Porphyromonas 
gingivalis 経口投与により誘導される骨吸
収が抑制される(Yamada et al., J Periodont 
Res 2015)。これらの結果は、歯周炎の病態
においても小胞体ストレス応答が何らかの、
しかも非常に重要な役割を演じていること
を強く示唆するが、病原メカニズムについて
はほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 小胞体ストレスにより活性化される分子
に蛍光タンパク遺伝子を組み込んだ遺伝子
改変マウス(ERAI マウス)に人為的な歯槽骨
吸収を誘導し、歯周組織のどこに、また全身
のどの組織において小胞体ストレス応答が
誘導されるかを明らかにするとともに、その
シグナルが骨吸収とどのように関連するか
を遺伝子発現の網羅的解析により解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)ERAI マウスの繁殖 
小胞体ストレスを可視化できる ERAI マウ
スを新潟大学動物実験施設内で繁殖させた。 
この段階で、ライセンスの獲得、胚受領の手
続き、個体の繁殖等に予想以上に時間を要し
てしまったため、当初の計画を一部変更し、
C57BL/6 マウスを用いた小胞体ストレス関連
分子発現解析を下記(2)(3)の通り実施した。 
 
(2)実験的歯槽骨吸収モデルマウスにおける
小胞体ストレス関連分子発現の解析 
上顎第二臼歯の歯頚部に 5-0 絹糸を 2 週
間結紮することでプラークを蓄積させ歯肉
組織の強い炎症および歯槽骨吸収が誘導さ
れる結紮誘導歯周炎モデルマウスと、上顎第
一臼歯の咬合面に歯科用レジンを築盛する

ことで歯根膜組織に機械的刺激を与え歯根
分岐部の歯槽骨吸収が誘導される咬合性外
傷モデルマウスを作成した。それぞれのモデ
ルマウスから歯肉組織および肝臓組織を採
取し、小胞体ストレス関連分子の遺伝子発現
を real-time PCR 法にて解析した。 
 
(3)咬合性外傷モデルに対する Resveratrol
経口投与の小胞体ストレス関連分子発現に
与える影響の解析 
 歯槽骨吸収を抑制する作用を有する
ResveratrolをCMセルロースに懸濁させ咬合
性外傷モデルマウスに経口投与した場合の
歯肉組織における小胞体ストレス関連分子
の発現を real-time PCR 法にて解析した。 
 
(4)ERAI マウスにおける小胞体ストレス発現
の可視化方法の検討 
 先行研究ならびに我々の過去の報告から、
Tunicamycin 投与により肝臓に小胞体ストレ
ス応答が生じることが明らかになっている。
そこで、ERAI マウスおよび C57BL/6 マウスに
Tunicamycin を腹腔内投与し、16 時間後に肝
臓組織を取り出しパラフィン切片を作成し、
抗ルシフェラーゼ抗体による免疫染色を行
うことで、小胞体ストレスの評価が可能かを
検討した。また、内在性に小胞体ストレスが
存在する膵臓においても同様の手法で小胞
体ストレスの検出を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)結紮誘導歯周炎モデルにおける検討 
 結紮誘導歯周炎モデルマウスの歯肉組織
において、小胞体ストレス関連分子である
Grp78 遺伝子発現の有意な上昇を認めた。こ
れは、P. gingivalis 経口投与モデルを用い
た我々の過去の報告と同様の結果であった
(Yamada et al., J Periodont Res 2015)。
他の小胞体ストレス関連分子 Atf4、Ire1a、
Chop については有意な発現レベルの変化は
認められなかった。肝臓組織においても同様
に、Grp78 遺伝子発現のみ有意な上昇を認め
た。 

 
(2)咬合性外傷モデルにおける検討 
 これまで、P. gingivalis 経口投与モデル
および結紮誘導歯周炎モデルを用いて細菌
感染が誘導する炎症性骨吸収における小胞
体ストレスの影響を検討してきた。続いて、
過度な咬合による機械的ストレスが誘導す
る歯槽骨吸収における小胞体ストレスの影
響を検討する為に咬合性外傷モデルマウス
を作成した。 



このモデルは結紮誘導歯周炎モデルとは
対照的に、歯肉組織における炎症性サイトカ
イン遺伝子発現の上昇や上皮組織の破壊は
引き起こされず、機械的ストレスが加わる歯
根膜組織において炎症性サイトカイン遺伝
子発現が上昇するという特徴を持つ。さらに、
抗炎症作用や骨吸収抑制作用を有するポリ
フェノールであるResveratrolを投与すると、
歯根膜組織における炎症因子の遺伝子発現
および歯槽骨吸収が抑制されることが明ら
かとなった。 
このモデルの歯肉組織における小胞体ス

トレス関連分子の発現を解析したところ、結
紮誘導歯周炎モデルおよび P. gingivalis 経
口投与モデルの時とは異なり、Atf4、Ire1a、
Chop のいずれも発現上昇は認められなかっ
た。また、Resveratrol を投与した場合にい
ずれの分子も咬合性外傷単独と比較して発
現上昇を示す傾向が認められたが、統計的に

有意な変動は示さなかった。 
 
(3)ERAI マウスを用いた小胞体ストレス可視
化方法に関する検討 
 予備実験として、小胞体ストレス誘導剤で
ある Tunicamycin を投与し、小胞体ストレス
応答が活発な組織として知られている肝臓
組織のパラフィン切片を作成し、抗ルシフェ
ラーゼ抗体による免疫染色を行った。しかし、
この方法では、小胞体ストレスの検出は出来
なかったことから、内在性に小胞体ストレス
が存在する膵臓での検出を試みた。その結果、
膵臓において未刺激、Tunicamysin 投与いず
れにおいてもルシフェラーゼの反応は観察
されなかった。これらの結果から、歯周病原
細菌投与、歯牙結紮による小胞体ストレス応
答を介した全身への影響を ERAI マウスを用
いた今回の方法で検討することはできない
と判断するに至った。 
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