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研究成果の概要（和文）：蛋白質による糖化反応は複雑で未解明の部分も多いが、最終的に非常に安定なAGE架
橋がコラーゲン線維間に生成される. AGEｓ架橋が過度に形成されるとコラーゲン線維の色調や物性が変化す
る。同時にコラーゲンの自家蛍光の蛍光寿命がAGEｓの産生に伴い短くなるという報告もある。AGEｓの局在や組
織への蓄積を光学的に分析することで組織の糖化レベルを評価ことができ、糖化現象が生体にあたえる影響を解
明できそれらを応用することで生体老化の指標を策定できるのではないかと考えた。本研究で人及びラット組織
のAGEs沈着状況と蛍光寿命の変化を詳細に測定し生体の糖化が蛍光寿命を基準として評価できる可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Glycation, namely the Maillard reaction, is a non-enzymatic reaction between
 protein or lipid and reducing sugar, resulting in formation of advanced glycation end-products 
(AGEs). Because glycation of collagen progresses under physiological conditions in living organisms,
 glycation is one of the most important processes in human aging. Several AGEs bind collagen and act
 as cross-links between collagen fibrils, thereby changing the fluorescent lifetime of collagen-rich
 tissues. The purpose of this study is to identify AGEs in human dentin using electron microscopy, 
time-resolved fluorescence microscopy, mechanical testing and chemical analyses. Our findings 
suggest the potential influence of cross-linking on diabetic and aging tissue.

研究分野：生体工学
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１． 研究開始当初の背景 

 

非可逆的反応である糖化反応（glycation）

は、LC Maillard がアミノ酸と還元糖を加熱

すると褐色の色素が生成することを発見し

メイラード反応として報告された。これらの

反応は食品の加熱中に起こる着色や、香りに

関わる反応として食品化学領域で注目され

てきた。近年になり、糖化最終生成物である

AGEs（Advanced Glycation End products）

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

に関係しているとの報告があり、糖化反応は

血流の影響を受ける部位での老化現象に関

連した全身疾患（認知症、癌、高血圧、動脈

硬化症など）を中心に医療分野においても急

速に研究が展開され始めている。 

 

 

２．研究の目的 

今回、石灰化組織及び周囲組織においても

糖化現象が関与していると考え、本研究の着

想に至った。蛋白質による糖化反応は複雑で

未解明の部分も多いが、最終的に非常に安定

な AGE 架橋がコラーゲン線維間に生成される。

AGEｓ架橋が過度に形成されるとコラーゲン

線維の伸展性が失われ組織が硬く変化する。

また、コラーゲンの自家蛍光の蛍光寿命が

AGEｓの産生に伴い短くなるという報告もあ

り、AGEｓの局在や組織への蓄積を光学的に

分析することで組織の糖化レベルを評価こ

とができ、糖化現象が生体にあたえる影響を

解明できそれらを応用することで生体老化

の指標を策定できるのではないかと考えた。 

また、AGEs の糖化反応は複雑な経路であるた

め、一経路の反応を阻害してもバイパス経路

が活性化され、生成を抑制することができな

い、そのため AGEｓ生成阻害法への発展を視

野に入れた場合、現段階で象牙質の糖化にお

ける AGE架橋の発生メカニズムを分子レベル

で明らかにすることは重要であると考えら

れる。糖尿病などの全身疾患が口腔内の糖化

に及ぼす影響を調べることで、国民への新た

なる歯科疾患の予防概念の提案につながる

と考えられる。 

 

３．研究手法 

１）電子顕微鏡によるAGEs架橋の分布 

（免疫染色法による観察） 

架橋構造の構造解析に関しては、象牙質コ

ラーゲン内の架橋構造の超微形態学的観察

をするために透過型電子顕微鏡用試料作成

を行った。コラーゲン内における架橋構造の

局在を調べるために、超薄切片加工技術とコ

ラーゲン染色技術および免疫電子顕微鏡法

の技術を用いる。架橋領域の染色方法として

コラーゲン分子間架橋構造に対してはカテ

キンを用いたポジティブ染色を用いること

により、コラーゲン線維の構造評価を行った。 

透過型電子顕微鏡により得られた画像か

ら、年齢による AGEs 架橋の局在の差と浸漬

試験による人工的なAGEs架橋の蓄積を比較

して検討を行った。 

 

 

２）AGEs架橋の蛍光計測 

AGEsの蓄積をナノ秒蛍光法（TCSPC法）に

て蛍光寿命測定を行い可視化することを目

的とした。観察しやすくするために脱灰によ

りハイドロキシアパタイトを除くため1mmに

薄切した歯を37 ℃の10 %エチレンジアミン

四酢酸 (EDTA) 中にて処理を行う。試料を蛍

光顕微鏡 (Nikon Labshot-II) を用いた蛍光

寿命測定装置にて自己蛍光時間の測定を行

った。  UVダイオードレーザー (Hamamatsu 

PLP-10; 波長: 375 nm, パルス幅: 80 ps, 繰

り返し周波数: 5 MHz) で励起し、放出され

る青色蛍光を時間相関単一光子計数法によ

って検出を行った。年代別の皮膚および歯肉

を対象として年齢20才、40才、60才のそれぞ

れの世代に対してレーザープローベ型の蛍

光寿命測定測定を行った。モデルの図を次に

示す。 



 

４．研究成果 
 
１）免疫組織化学染色による AGEs の分布 

コラーゲン線維の糖化を示す染色像が年

齢に応じて年齢及びラットの歯肉などにお

いても顕著に認められた。さらに免疫電子顕

微鏡像においても、決闘の影響を受けやすい

部位周囲に特にAGEsが沈着している様相が

確認できた。歯においては歯髄腔の周囲の象

牙前質の周囲近傍にコラーゲン線維の糖化

を示す染色像が特に高齢の象牙質において

顕著に見られた。 

（図１参照）糖尿病ラット２１W の免疫染色像 

（抗 pentosidine） 

 

歯髄においても pentosidine の沈着が認められる

が、歯肉にも沈着が起こっている。これらのこと

から、歯肉においても蛍光性 AGEｓの一種で

ある pentosidine の沈着が認められることが

分かった。 

 

２）歯肉及び皮膚の蛍光寿命測定 

 

 以前の報告より糖化コラーゲンの蛍光寿命

が非糖化コラーゲンに比べて短縮したとい

うことが分かった。プローベ型の蛍光寿命測

定から皮膚、歯肉ともに蛍光寿命の低寿命化

が認められた。下に、両測定の結果を示す。 

 

 

皮膚の蛍光寿命測定 

歯肉の蛍光寿命測定 

 

両測定とも特に高齢者において蛍光寿命の

短縮が認められた。 

 

まとめ：本研究では免疫組織化学的手法、



といった生化学的手法、コラーゲンの蛍光

寿命測定といった物理化学的手法を用いて

2 型糖尿病モデルラットによる AGEs の蓄

積測定、若年者、高齢者の皮膚及び歯肉を

対象とした蛍光型AGEs蓄積様相の解析を

行った。これまではラットの試料より高血

糖状態が継続している環境下においては、

より強いAGEsの沈着が認めあれることが

分かった。非提示データであるが血液中に

おける pentosidine 量を高速液体クロマト

グラフィーにおいて測定した際も高血糖状

態の試料では顕著に増加しており、実際に

年齢別の蛍光寿命測定を行った際にも皮膚

に比べて歯肉で増加していることが分かっ

た。これは歯肉は表皮がなく、粘膜表層近

傍に微細な毛細血管が多く認められるため

血液自体および血液からの糖化の影響を受

けやすく構造的な影響を強く受けていると

考えられる。 

免疫組織化学染色においては、付加型

AGEs の一つである CML と架橋型 AGEs

である pentosidine を用いていたが染色性

の関係から非蛍光性の CML が多く用いら

れてきた。本プロジェクトにおいて染色環

境 を 試 薬 を 用 い て 調 整 す る こ と で

pentosidine の精度の高い免疫染色も可能

となった。 

蛍光寿命は蛍光色素分子の密度が高まる

ことにより短縮するといわれている。特に

架橋型AGEsは蛍光色素分子であることが

多く、糖化の影響を受けている身体の組織

においては、コラーゲン間の非生理的な架

橋が増加していることが本研究より免疫染

色にて分かった。糖尿病や加齢に起因した

糖化反応による非生理的な架橋が増加する

ことで皮膚や血管の力学的強度の減少など

を介して全身的な疾患に関与している可能

性がある。また本研究における実験手法は、

糖尿病における糖代謝異常に関する臨床研

究にも有効であると考え、生体の高感度な

糖化および老化指標として用いられないか

と検討を行っている。 
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