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研究成果の概要（和文）： 
実験的歯周炎を惹起した糖尿病モデルラットでは，骨吸収量が多く重篤な歯周炎が認められた．
この機序として LBP 遺伝子発現の増加により，歯周病関連細菌菌体成分である LPS の感受性が
亢進することが考えられた．また，Th2 反応の減弱により，歯周組織の防御機構が低下するこ
とが考えられた．これらのことから，糖尿病を併発している患者における歯周病の増悪に関す
る生物学的メカニズムの一端が示された． 
研究成果の概要（英文）： 

The results of the present study indicate that the role of diabetes in modulating bone 

destruction in periodontal disease may involve increased level of LBP and reduced levels 

of Th2 cytokines. A better understanding of infectious bone resorption in diabetes and 

the immune response could explain the relationship between periodontitis and diabetes. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病と糖尿病の関係を検討した疫学的研
究は，その結果に多少のばらつきがみられる
ものの，両者の間に有意な相関を示している
ものが多い．両者の関係は，相互に影響を及
ぼすと考えられるが，両疾患の関与機序に関
する詳細なメカニズムについては，推論の域
をでていない． 

 
２．研究の目的 
血糖コントロール不良は局所の歯周組織
においても炎症反応を助長し，歯周組織破
壊を進行させ，歯周病のリスクファクター
となるという仮説をたてた．そこで糖尿病
を伴った歯周病の局所歯肉における骨吸
収に関するサイトカイン等の発現を検索
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し，糖尿病の歯周病への影響が，局所歯肉で
の炎症・免疫応答の増強並びに低回転型の骨
代謝によるものであることを明らかにする
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物および実験方法 

 生後 8 週齢雄，Zucker Diabetic Fatty

（ZDF/Crl-Leprfa/fa）ラット（ZDF）（実験群）

および Lean（ZDF/Crl-Leprfa/+ or Wild（+/+））

ラット（Lean）（コントロール群）ともに，

ジエチルエーテル全身麻酔下で，上顎右側第

二臼歯（M2）に縫合用ナイロン糸（3-0 

Surgiron®）を全周にまいて近心口蓋で結紮し，

実験的歯周炎を惹起させた．また，上顎左側

第二臼歯（M2）は無処置で対照側とした． 

 

(2)体重測定，血清中グルコース濃度・中性

脂肪濃度測定 

 実験的歯周炎惹起後，ZDF，Lean ともに 8，

10，12，14，16 週齢の体重を測定し，体重増

加の推移を確認した．また，8 週齢 ZDF 及び

Lean より血液採取を行い，血清中のグルコー

スと中性脂肪の濃度測定は株式会社ビー・エ

ム・エルに委託した． 

 

(3)マイクロ CT 

 歯槽骨の形態学的変化を同一個体にて経

時的に観察するために，実験的歯周炎惹起後，

0，14，28，42，56 日において，in vivo microCT

を使用し，撮影した．近心頬側根頬側のセメ

ントエナメル境から歯槽骨頂までの距離

（CEJ-AB）とセメントエナメル境から近心頬

側根根尖までの距離（歯根長）とを計測し，

歯槽骨吸収率は CEJ-AB の歯根長に対する歯

槽骨吸収を百分率で表した． 

 

(4)RNA 抽出，マイクロアレイ 

 実験的歯周炎惹起 2，7 日後，上顎右側第

二臼歯頬側歯肉を採取し，Total RNA をチオ

シアン酸グアニジン-フェノール-クロロホ

ルム法にて抽出した．遺伝子発現解析は，

Agilent Whole Rat Genome オリゴ DNA マイ

クロアレイを用いて 2色法にてハイブリダイ

ゼーションした．ZDF 群において Lean 群に比

較し発現差が見られる遺伝子を検索した． 

 

(5)定量的 Real-time PCR 法 

 トータル RNA より，通法に従い逆転写酵素

を用いて cDNA を合成した．TaqMan® Gene 

Expression Asseys を用い，通法に従い 95℃

1 分，52℃1 分，72℃30 秒，40 サイクルの反

応を，ABI Prism 7000 にて行った．データ解

析は Ct 値の差から相対定量を行うΔΔCt

法を用いて行った． 

マイクロアレイの結果から選択された

遺伝子について，定量的 Real-TimePCR 法

により確認実験を行った． 

  

(6)統計学的解析 

体重や血清中のグルコース濃度，中性脂

肪濃度，Real-time PCR 法を用いた遺伝子

発現に関する ZDF 群と Lean 群の平均値の

差の検定には，student t-test を用いて統

計学的に検討し，危険率は p<0.05 あるい

は p<0.01 をもって有意とした． 

歯槽骨の骨吸収率は，ZDF 群と Lean 群の

差を two-way ANOVA 用いて統計学的に検討

し，危険率は p<0.05をもって有意とした．

また，各時間での ZDF 群と Lean 群の平均

値の差の検定には，student t-test を用い

て統計学的に検討し，危険率は p<0.05 あ

るいは p<0.01 をもって有意とした． 

 また，実験結果はすべて平均±標準誤差

で示した． 

 

４．研究成果 

(1)体重，血清中グルコース濃度，中性脂

肪濃度 

 両群ともに実験期間中，動物の体重は順

調に増加した．ZDF 群は Lean 群に比較し，

8，10，12，14 週において有意に重い体重

差（p<0.05）を認めた． 

 両群 8週齢で，血清グルコース濃度に関

して，ZDF 群は Lean 群に比較し，有意に高

い値（p<0.05）を示した．血清中性脂肪濃

度に関して，ZDF 群は Lean 群に比較し，有

意に高い値（p<0.01）を示した． 

 

(2)歯槽骨の形態学的変化 

 実験的歯周炎を惹起しマイクロ CT を用

いて歯槽骨を観察した結果，両群ともに，

経時的に骨吸収の増加が認められ，ZDF 群

でより顕著な骨吸収を認めた．また，実験

的歯周炎を惹起した第二臼歯の近心頬側

根の骨吸収率は，ZDF 群で Lean 群に比較し

14，28，42，56 日において有意に高かった

（p<0.01）． 

 

(3)歯肉における遺伝子の網羅的解析（実

験的歯周炎惹起 2日後） 

 マイクロアレイにより，ZDF 群での Lean

群に比較し 2倍以上の発現差が認められる

既知遺伝子は 18 遺伝子，0.5 倍以下の発現

差が認められる既知遺伝子は 92 遺伝子だ

った．対照側（歯周炎非惹起側）において



 

 

は，2 倍以上の発現差が認められる既知遺伝

子は 45 遺伝子，0.5 倍以下の発現差が認めら

れる既知遺伝子は 23 遺伝子だった． 

 ZDF群で Lean群に比較し1.5倍以上の発現

差を示す遺伝子群の中で，3 回の同実験のう

ち 2 回以上同じ傾向を示した遺伝子は

Lipopolysaccharide binding protein（LBP），

Spondin 1 ， complement component 7

（complement 7），Pyruvate dehydrogenase 

kinase isoenzyme 4（PDK4），Chemokine（C-X-C 

motif）ligand 12（CXCL12）であった．また，

これらの候補遺伝子を定量的 Real-time PCR

にて検討した結果，ZDF 群で Lean 群に比較し

LBP の遺伝子発現差が有意に高かった

（p<0.05）．このことは炎症の初期において

歯周組織構成細胞が LPS に反応し，LBP の産

生を亢進したのではないかと考えられる．

LBP により，LPS による初期の炎症反応は増

大するとこれまでに報告されている．歯槽骨

吸収の亢進と LBP の発現亢進がリンクしてい

ることから，LPS の反応性を増加させている

可能性が考えられる．他 4遺伝子においても，

ZDF群でLean群に比較し遺伝子発現差が高い

傾向を示した． 

 上記候補遺伝子に関して，対照側（歯周炎

非惹起側）においても，定量的 Real-time PCR

にて検討したところ有意な遺伝子発現の差

を認めなかった． 

 

(4)歯肉における遺伝子の網羅的解析（実験

的歯周炎惹起 7日後） 

 マイクロアレイにより，ZDF 群で Lean 群に

比較し 2倍以上の発現差が認められる既知遺

伝子は 74 遺伝子，0.5 倍以下の発現差が認め

られる既知遺伝子は 32 遺伝子だった．対照

側（歯周炎非惹起側）においては，ZDF 群で

Lean群に比較し2倍以上の発現差が認められ

る既知遺伝子は 33 遺伝子，0.5 倍以下の発現

差が認められる既知遺伝子は 37 遺伝子だっ

た． 

 ZDF 群で Lean 群に比較し 0.67 倍以下の発

現差を示す遺伝子群で 3 回の同実験のうち 2

回以上同じ傾向を示す遺伝子としては IL-24

が挙げられた．IL-24 のほかに，Th1/Th2 バ

ランスに関与するサイトカインも含め，解析

を定量的 Real-time PCR を用いて行った．ZDF

群で Lean 群に比較し，IL-24，IL-10 が有意

に低い発現を認めた（p<0.05）．一方，IL-2

の遺伝子発現は，ZDF 群で Lean 群に比較し有

意に高い発現差を認め（p<0.05），IFN-γ，IL-12
についても発現差の高い傾向を認めた．Th1

細胞は歯周組織の破壊，一方で Th2 細胞は防

御的に働いているとの報告がある．今回の結

果は，糖尿病の併発が，歯周病局所におけ

る Th2 反応の低下を引き起こし，ひいては

骨吸収の増加を引き起している可能性を

示唆している． 

 さらにマイクロ CT の結果より歯槽骨吸

収が著明に認められたため，骨吸収に関与

する RANKL，OPG，IL-6 についても，定量

的 Real-time PCR にて検討することにした．

RANKL，OPG の遺伝子発現は，ZDF 群と Lean

群の間で有意な差は認められなかったが，

IL-10 の低発現（p<0.05）に呼応するよう

に，IL-6 の発現は有意な差は認めなかった

ものの高い傾向を示した．糖尿病の存在下

で IL-10 産生の抑制が，IL-6 産生の増加ひ

いては骨吸収量の増加に繋がっている可

能性が示唆された．対照側（歯周炎非惹起

側）においては，これらの遺伝子について

大きな遺伝子発現の差を認めなかった． 

 
 以上の結果から，実験的歯周炎を惹起し
た糖尿病モデルラットでは，コントロール
と比較し，骨吸収量が多く重篤な歯周炎が
認められた．この機序として LBP 遺伝子発
現の増加により，歯周病関連細菌菌体成分
であるLPSの感受性が亢進することが考え
られた．また，Th2 反応の減弱により，歯
周組織の防御機構が低下することが考え
られた．さらに，IL-6 の遺伝子発現が高い
傾向を示し，骨吸収を促進することが考え
られた．これらのことから，糖尿病を併発
している患者における歯周病の増悪に関
する生物学的メカニズムの一端が示され
た． 
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