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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯周病原菌とAGEsがPKRを介して歯槽骨代謝にどう影響をするかを検討
した。P. gingivalis (Pg)感染は骨芽細胞においてPKRを誘導・活性化した。高血糖状態はPgのPKR誘導・活性化
作用を亢進したが、Pgの細胞侵入率や、骨芽細胞の形態には影響しなかった。Pgにより活性化したPKRは、骨芽
細胞の分化を亢進するが、破骨細胞に対しては直接的な効果よりも、RANKLを介した活性化機構が存在すると思
われた。以上より、高血糖状態はPg感染によるPKR活性化をより亢進させ、骨芽細胞分化を抑制する可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether Porphyromonas gingivalis (Pg) and AGEs affect bone 
metabolisms by regulating PKR activation. The treatment with Pg induced and activated PKR in mouse 
osteoblastic MC3T3-E1 cells. The high glucose conditions by treating with glucose increased the 
effects of Pg on PKR activation, whereas it induced no change of Pg internalization and morphology 
of osteoblasts. The PKR activated by Pg induced the differentiation of osteoblasts but not 
osteoclasts. These results suggested that high glucose conditions might be result in the inhibition 
of osteoblast differentiation by accelerating PKR under Pg infection.

研究分野：口腔組織学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病原菌への感染（歯周病）は、PKRを誘導活性化して骨芽細胞分化を抑制することにより、歯槽骨吸収を引
き起こす。この状況に高血糖（糖尿病）が加わると、PKRの誘導活性化はさらに増強され、歯槽骨は吸収されや
すくなる。以上のような現象が、糖尿病関連歯周炎が重症化する機序の一端であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖尿病とともに併発した糖尿病関連歯周炎は重症化する傾向があり、効果的な予防・治療法

の確立が望まれている。最終糖化産物 AGEsは糖尿病の進行とともに体内に蓄積し、骨代謝異

常を含む様々な糖尿病関連疾患を引き起こす主要因子である。AGEs は糖尿病関連歯周炎の重

症化にも関与すると考えられているが、その分子機構は未知の点が多い。 

 Double-stranded RNA-dependent protein kinase (PKR) はウイルスや細菌感染などにより活性化

され、炎症反応に関与する蛋白質リン酸化酵素である。現在までに我々は、PKRが生理的な骨

形成に加え、歯周病原菌感染による病理的な骨代謝に関与する分子であることを解明してきた。

近年、PKRが AGEsに応答して糖尿病を制御すると報告されたが、糖尿病関連歯周炎での PKR

と AGEsの関係については全く報告されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、糖尿病発症と歯周病原菌由来の炎症の両方に関与する PKRに着目し、歯周病原菌

と AGEsが PKRを介して歯槽骨代謝にどのような影響を及ぼすかを検討し、糖尿病関連歯周炎

の進行機序の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 糖尿病と歯周病の主要因子である AGEsおよび P. gingivalisが歯周組織に及ぼす影響と PKR

との関連について、モデルマウスと PKR発現を特異的に抑制・増加させた骨芽細胞を用いて解

析する。糖尿病と歯周病およびその両方を併発したマウスの歯周組織における PKR発現と活性

を調べる。AGEsおよび P. gingivalis 処理した骨関連細胞での PKRの発現と活性を調べる。PKR

発現を抑制・増加させた骨芽細胞を用いて、PKRが AGEsおよび P. gingivalisの機能に影響す

るか調べる。 
 
４．研究成果 

(1). PKRはP. gingivalis感染やAGEsにより誘導・活性化されるか？ 

① P. gingivalisによるPKRの誘導・活性化について 

マウス骨芽細胞株MC3T3-E1を用いた培養細胞実験系を確立した。野生型のP. gingivalis及び

SNAP-P. gingivalis(細胞内動態を追跡するためにSNAP26bをタグ蛋白質として発現させた菌株)

を嫌気培養する手技を確立した。 

 MC3T3-E1にP. gingivalisを感染させると、30分以内にPKRのリン酸化が認められた。一方で、

P. gingivalis感染後1時間以降にPKR蛋白質の発現が亢進した。以上より、培養細胞実験系におい

て、P. gingivalisがPKRを誘導・活性化することが明らかになった。 

 

② 高血糖状態がP. gingivalisによるPKRの誘導・活性化に及ぼす影響について 

 AGEsには複数の構造体がある。本研究では、BSAと DL-glyceraldehydeを用いた合成条件を

設定し、生理活性を有する AGEsを合成した。 

 MC3T3-E1の培養上清中にAGEsや D-glucoseを添加して高血

糖状態にして、P. gingivalisを感染させた後に、PKRのリン酸化

及び発現変化を測定した。その結果、AGEsやD-glucoseはP. 

gingivalisによるPKRの誘導・活性化を亢進する傾向があることがわかった（図１）。 

 これまでの研究から、P. gingivalisがMC3T3-E1に侵入することが判明している。MC3T3-E1の

培養上清中にD-glucoseを添加して高血糖状態にして、P. gingivalisを感染させた後に、コロニー

形成能を測定した。高血糖状態下においてP. gingivalisの骨芽細胞への侵入率に、有意な変化は



見られなかった。また、電子顕微鏡によりP. gingivalis感染時の

MC3T3-E1細胞の形態を観察したが、感染による明らかな形態変化は

認められなかった（図２）。 

  

(2). 活性化されたPKRは骨関連細胞の機能に影響するか？ 

①骨芽細胞及び破骨細胞の分化・機能について 

 野生型MC3T3-E1及びPKR発現を抑制したMC3T3-E1株（shPKR株）にP. gingivalisを24時間感

染させて、骨芽細胞分化マーカーや骨芽細胞分化を制御する転写因子の遺伝子発現を、real-time 

PCRにより調べた。野生型MC3T3-E1において、P. gingivalis感染によりBSPやOPNの発現は亢進

したが、type I collagenやRunx2、Osxの発現は変化しなかった。このようなP. gingivalis感染の効

果は、shPKR株では見られなかった。また、P. gingivalis感染はALP活性に影響を与えなかった。 

 骨芽細胞との共培養系に先立ち、破骨前駆細胞であるRAW264.7 細

胞にP. gingivalisを感染させ、破骨細胞へ分化状態を顕微鏡下で観察し

た。P. gingivalis感染による破骨細胞分化への影響は認められなかった

（図３）。 

 

(3). in vivo におけるP. gingivalisによるPKRの誘導・活性 

 P. gingivalis (109 CFU/100 l) を糖尿病モデルマウスの切歯部及び臼歯部歯肉溝に塗布し、糖尿

病・歯周病マウスを作製した。下顎骨の形態変化と骨量をマイクロCTを用いて測定し、歯周病

モデルが確立されていることを確認した。 

 糖尿病および糖尿病・歯周病マウスから下顎骨を摘出し、脱灰処理後に凍結切片を作製した。

PKRおよびリン酸化PKR に対する抗体を用いて免疫組織染色を行ったが、良好な反応が見られ

なかった。 

 

 以上より、P. gingivalis感染は骨芽細胞において PKRを誘導・活性化すること、高血糖状態

はそれを亢進することがわかった。高血糖状態は、P. gingivalisの骨芽細胞への侵入率や、細胞

形態を変化させないことより、P. gingivalisによる PKR誘導・活性化には、細胞侵入以外の機

序が関与すると考えられた。P. gingivalisにより活性化した PKRは、骨芽細胞の分化を亢進す

るが、破骨細胞に対しては直接的な効果よりも、RANKL を介した活性化機構が存在すると思

われた。P. gingivalisによる PKR誘導・活性化に与える高血糖の影響は、今回明らかにできな

かった。モデルマウス解析では、歯槽骨における PKR誘導を明確に検出できなかった。実験手

法の改善の余地がある。また、培養細胞系で得られた結果を慎重に解釈する必要がある。 
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