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研究成果の概要（和文）：還元糖は生理条件下でタンパク質と結合し、不可逆的に糖化最終産物（Advanced 
Glycation End products, AGEs）を生成する。AGEsの蓄積は動脈硬化や骨粗鬆症などの一因となる。象牙質は代
謝がほとんどなく、AGEsの経年的増加はほとんどないと考えられてきたが、加齢や、う蝕時のエナメル質の喪失
に伴い増加が認められた。２型糖尿病モデルラットを用いたAGEsの分布解析によって、通常の象牙質の糖化は歯
髄中の血液より供給される糖のよることが示唆された。また歯周組織においてはAGEsは骨小腔に多くみられたこ
とから骨細管を経て供給される糖による糖化と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Reducing sugar binds to proteins under biological conditions, and through 
rearrangement and oxidation it reacts irreversibly to form advanced glycation end products (AGEs).　
As dentin collagen does not undergo extensive metabolization after eruption, it has been reported 
that the amount of AGEs in human dentin remains stable regardless of age. However, we have observed 
that the amount of AGEs differs significantly between dentin from patients of different ages or from
 dentin in dental caries.　Analyzing the glycation process in dentin requires the calculation of the
 temporal correlation between glycation stress and dentin collagen. Therefore, we used type 2 
diabetes model rats to analyze the temporal correlation of AGEs through the quantitation of 
pentosidine. The results indicated that in contrast to normal rats, the distribution of pentosidine 
spreads from the predentin to the enamel side in the molars of diabetes rats, and is also deposited 
in the periodontal tissues.

研究分野： 保存治療系歯学
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１．研究開始当初の背景 

アミノ酸と還元糖を加熱すると褐色の色素が

生成する。メイラード反応として知られるこ

の反応によって、アミノ酸は糖化（glycation）

され不可逆的に糖化最終産物（ Advanced 

Glycation Endproducts：AGEｓ）となる。糖化

反応はこれまで食品の加熱によって生じる着

色や、香りに関わる反応として食品化学の領

域で注目されてきた。生理的条件下でもメイ

ラード反応は進行し、生体内に蓄積すること

で、全身疾患（認知症、癌の転移、高血圧、動

脈硬化症など）への関与している考えられて

いる。AGEｓにより修飾された蛋白質が、糖尿

病性血管合併症や動脈硬化などの多くの疾患

病変部位に沈着することが明らかになり、医

科の分野で急速に研究が展開され始めている。

歯科分野において象牙質、歯周組織への蓄積

が認められているが、経年変化や組織内分布、

歯科疾患との関連など詳細な解析行われてい

ない。 
 

２．研究の目的 

歯や骨等の硬組織においては加齢にともない
コラーゲンの「糖化」反応が進行して脆性化
が起こることが明らかになりつつある。また
糖尿病においては細胞内への糖の取り込みが
困難になることで、細胞外マトリックスのコ
ラーゲンの糖化が促進され、組織、臓器の機
能に深刻な影響を与えることが知られている。
本研究の目的は、 

（１）象牙質の「糖化」影響を調べるため、抗
糖化物質抗体を用いた形態学的手法や象牙質
コラーゲンや糖化物質を分離分析する分析化
学的手法で糖化を定量化する。 

（２）糖化進行のメカニズムや、糖化に関連
する石灰化誘導の現象を明らかにする。 

（３）石灰化をコントロールすることでう蝕
進行を阻害する医薬品の開発や、動脈硬化症
など病的な石灰化を軽減する方法を開発する。 

 

３．研究の方法 

（１）象牙質の構造及び AGEs 修飾の加齢変
化、分布の検討 
①透過型電子顕微鏡による象牙質の観察結果
を比較し、加齢による相違を明らかにする。 
②象牙質の微少領域から抽出したコラーゲン
を酸完全分解し、高速液体クロマトグラフィ
ー（以下 HPLC）で象牙質に含まれる蛍光性 AGE
ｓの定量を行った。 
③AGEｓの量と石灰化度の評価を透過型電子
顕微鏡で解析を行った。 
（２）糖尿病患者の歯牙、糖尿病モデルマウ
スにおける糖化修飾ならびに石灰化の評価。 
①免疫組織化学染色法にて糖尿病罹患状態と
健常な状態の AGEs の局在の比較評価を行っ
た。 
②象牙質のコラーゲンの石灰化度の違いをマ

イクロ CT、電子顕微鏡散乱のパターンにて行
った。 
４．研究成果 
ヒトの歯の象牙質より微小部分（1mg以下）よ
り抽出したコラーゲン中に存在する糖化最終
産物（AGEｓ）を AGEｓの一種であるペントシ
ジンの蛍光をターゲットとした高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC)により定量化に成功し
た。高齢者象牙質より若年者象牙質に AGEｓ
が多く認められ、２型糖尿病患者においては
若年者よりも多く、高齢者よりは少ない量の
AGEｓが認められた。２型糖尿病患者において
は発症時年齢や血糖コントロールの良否によ
って糖化ストレスのが違うため年齢や抜歯時
における HｂA1c 値との相関は見いだせなか
った（図１）。 
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図１．酸分解後の象牙質コラーゲンの HPLC分
析。ex.335/em.385 蛍光検出。 
 
免疫組織染色は付加型 AGEs である CML に対
する抗体（図２）、架橋型、蛍光性の
pentosidine の抗体（図３）を用いて行った。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

図２.抗 CML 抗体による免疫組織染色 
 
 
 
 
 

 
図３．抗 pentosidine 抗体、免疫組織染色。 
 



CML、pentosidine ともに高齢者における密度
が高く、歯髄に接している象牙質から表層の
象牙質に向かって濃度勾配を持って分布して
いた。 

高血糖ストレスによる継時的な AGEs の変
化を調べるには高血糖状態を維持する必要が
ある。しかし、このことは血糖値のコントロ
ールを放棄することになり実際の患者では倫
理的に許されない。そこで２型糖尿病モデル
ラット：SDT-Fatty(日本クレア)を用いて免疫
組織染色(図５)ならびに、血液、尾腱コラー
ゲン中の AGEsを HPLCで分析した（図６、７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．糖尿病モデルラット血糖値の推移 
 

SDT(non-obese)         SDT-fatty 
図５．１２週齢ラット臼歯における抗ペント
シジン抗体による免疫組織染色 

 
 
標準ペントシジン 
 
 
 
 
SDT-fatty 
(２型糖尿病) 
 
 
6 週齢 
 
 
 
50 週齢 
 

 
 
図６．ラット血中のペントシジン。 
HPLC分析 ex.335/em.385 蛍光検出。 
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図７．ラット尾腱中のペントシジン 
HPLC分析 ex.335/em.385 蛍光検出。 
 
血糖値が 800mg/dL を越え２型糖尿病を発症
した 12週齢のラット（図４）の臼歯で抗ペン
トシジン抗体で免疫染色をした結果、２型糖
尿病発症ラットの方が濃く染色された。また
血中のペントシジンは２型糖尿病発症ラット
では明らかに増加、検出されたものの 
２型糖尿病を発症していないラットの血中か
らはペントシジンのピークは週齢にかかわら
ず検出できなかった。ラットの尾腱中のペン
トシジンの分析では２型糖尿病発症ラットと
50週齢のラットからペントシジンが検出され
た。 

また糖尿病患者では歯髄内結石が多発する
ことが報告されているが、患者では歯髄内結
石があるからといって抜歯して解析すること
は許されない。歯髄内結石についても 
２型糖尿病モデルラット（SDT fatty）で解析
を進めた。マイクロ CT（図８）、SEMによる反
射で電子解析を行った。 

 
 
 
 
 

６週齢  ５０週齢  SDT-fatty(2DM) 
図８．マイクロ CTによるラット臼歯の歯髄内
結石の観察 

 
マイクロ CT では週齢に相関して歯髄象牙

質の肥厚、歯髄内結石が多くなっていること
が認められた。SEM反射電子による解析から、
歯髄内結石は、正常な象牙質とほぼ同一組成
であることが示唆された。 
 ヒトの象牙質では加齢や糖尿病によって
AGEｓの蓄積が認められているが、本研究によ
り実際に架橋型蛍光性 AGEｓであるペントシ
ジンを検出することができた。 

SDT fatty 

SDT (non-obese) 



 ２型糖尿モデルラットを用いた解析により
高血糖値が維持されている状態での AGEｓの
蓄積の状態を免疫組織染色で観察することが
できた。ラットの臼歯は象牙質壁が薄くコラ
ーゲン抽出が困難なため、現在条件検討中で
あるが、血中において AGEs は２型糖尿病モデ
ルラットでのみ確認できた。ラット尾腱にお
いては２型糖尿病、週齢に相関して AGEｓが
認められた。血液では代謝の影響を受け、加
齢による増加がみられなかったが、尾腱コラ
ーゲンには蓄積がみられたので加齢に伴い血
管壁に AGEs が蓄積している可能性がある。マ
イクロ CT により糖尿病モデルラットでも歯
髄内での石灰化や異所性石灰化を促進するこ
とが示唆されたが、ラットのライフスパン内
の加齢による石灰化は認められなかった。 
糖尿病の糖化ストレスや、加齢による糖化の
蓄積がヒトで認められていたが、糖尿病モデ
ルラットでも糖化ストレスによって AGEｓが
象牙質に蓄積し、尾腱などのその他の組織に
も蓄積することが分かった。またヒトと同様
に糖化ストレスによってラットでも生じる歯
髄内石灰化を生じ、その成分は象牙質に類似
したものであることがわかった。糖尿病モデ
ルラットを用いることで、さらなる糖化スト
レスに対する象牙質内石灰化機構の解明がで
きると考えられる。 
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