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研究成果の概要（和文）：本研究は、口腔内の炎症進展機構に関連した低酸素関連遺伝子ならび

に時計遺伝子 DEC の変化を明らかにし、両者の関連性を解明することを目的とする。実際には

患者から採取した歯肉上皮細胞・線維芽細胞に炎症性サイトカインを添加し、DEC の発現を解

析する。また、炎症性サイトカインがどのシグナル伝達経路（NF-κB、COX-2、及び PI-3-K-Akt）

を介して DECに影響するのかを明らかにする。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to examine the expression of hypoxia responsive 

gene and clock gene DEC1 in gingival inflammation. We demonstrate that the pro-inflammatory 

cytokine interleukin-1β (IL-1β) up-regulated DEC1 and hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) protein 

and elevated the HIF-1α-responsive gene vascular endothelial growth factor (VEGF) expression in 

human primary gingival cells. Furthermore, we clarify the signaling pathways (NF-kB, COX-2, and 

PI-3K-Akt) involved in the regulation of IL-1β-mediated DEC1 protein expression.  
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１． 研究開始当初の背景  

生体の様々な生理機能には 24 時間の日内リ

ズム(概日リズム)が存在し、生体の恒常性維

持に重要な役割を果たしている。近年、これ

らの概日リズムの発振機構が分子レベルで

解明され、その本態はほぼすべての細胞の細

胞内に存在する時計遺伝子の転写・翻訳フィ

ードバックループ（体内時計）であることが

明らかとなった。またこの体内時計の障害は、

悪性腫瘍、糖尿病など、様々な病態と密接に
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関連していることも証明されてきた。 

申請者らは、これまでに（１）慢性歯肉炎、

慢性歯周炎、慢性潰瘍の組織では、正常歯肉

に比し低酸素に関連する遺伝子である

HIF-1α、DEC1、DEC2 のタンパク発現量が増

加しており、HIF-1α と DEC の発現量には相

関を認めること、（２）ヒト歯肉線維芽細胞

および上皮細胞を炎症性サイトカインであ

る IL-1β で刺激すると、DEC に概日リズムを

認めること(現在、論文投稿中)、（３）DEC2

は体内時計のコア遺伝子である BMAL タン

パク質およびその結合領域である E-box 配列

（CACGTG）と直接結合し、時計遺伝子の発

現を抑えること (Fujimoto K, Sato F, Bhawal 

UK et al. Int J Mol Med 19: 925-932; 2007)を明

らかにした。したがって、DEC は口腔内の炎

症時に概日リズムを制御し、炎症の進展や治

癒に影響を与えている可能性がある。 

近年、歯周病は、糖尿病と同様に動脈硬化性

疾患など全身性疾患のリスクファクターで

あることが明らかになっており、その関連性

が非常に注目されている。糖尿病では様々な

末梢組織の時計遺伝子発現が障害されてい

ることが知られており、これが動脈硬化を始

めとする血管病変や神経障害を進行させる

一因となっていることが示唆される。口腔領

域は、最も外的侵襲を受けやすい環境のため、

様々な生理機能の概日リズムが撹乱される

ことにより、歯周炎が増悪して悪循環をまね

き、全身の炎症へと波及することが推測され

る。 

 

２．研究の目的 

本研究は、口腔内の炎症進展機構に関連した

低酸素関連遺伝子ならびに時計遺伝子 DEC

の変化を明らかにし、両者の関連性を解明す

ることを第一の目的とする。具体的には、患

者から採取した歯肉上皮細胞・線維芽細胞に

炎症性サイトカインを添加し、DEC の発現を

解析する。また、炎症性サイトカインがどの

シグナル伝達経路（NF-κB、COX-2、及び

PI-3-K-Akt）を介して DEC に影響するのかを

明らかにする。さらに、歯周病と糖尿病罹患

者の口腔内組織における DEC の影響をそれ

ぞれ解析し、共通する病態（治療標的）を見

出すことを第二の目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 炎症性サイトカインがDEC発現に及ぼす

影響の解析 

概日リズム下で発現している時計遺伝子に

対し、炎症性サイトカイン（IL-1β, IL-6, TNF-）

がどのように影響を及ぼすかを解析する。抜

歯時に歯牙に付着している歯肉から上皮細胞

と線維芽細胞を分離し培養する。これらの細

胞と上皮細胞株に炎症性サイトカインを添加

し、低酸素下で培養を行う。経時的

(0,1,3,6,12,24時間)に培養細胞からmRNAとタ

ンパク質を回収し、リアルタイムPCRとウエ

スタン・ブロット法を用いてそれぞれDECの

リズム発現の変動を解析する。 

(2) 炎症シグナル伝達の解析 

炎症のシグナル伝達を解析するために、培養

細胞に NF-κβ、COX-2, PI3-K-Akt のインヒビ

ターを添加する。各分子の発現はリアルタイ

ム PCR、ウエスタン・ブロット法、ELISA 法

を用いて解析する。 

(3) 患者の病理組織標本を用いて免疫染色を

行い、DEC の発現を確認する。 

患者から得た正常歯肉、慢性歯肉炎、慢性

歯周炎、慢性潰瘍の病理組織検体に免疫染色

を施し、DEC の発現を検討する。またその臨

床病理学的パラメーターとの関連を検索し、

ヒトにおいて炎症マーカーとなるかを評価

する。 

(4) 歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis 



に感染したマウスを用いて、DEC の発現を確

認する。 

歯周病は、偏性嫌気性グラム陰性桿菌であ

るP. gingivalisをはじめとする歯周病原細菌が

歯肉縁下プラークで優勢となり、歯周組織破

壊を引き起こす疾患であるが、その発症・進

行のメカニズムは複雑でいまだに不明な点が

多い。我々は、低酸素関連遺伝子の発現が歯

周病の進行に関連することを報告した。しか

し、歯周病の進展を評価する動物実験系が確

立されていないことから、根本的な解明には

至っていないと言える。そこで、P. gingivalis

生菌をラット口腔内に直接接種して動物実験

モデルを作製し、低酸素関連遺伝子の歯周病

への影響について検討する。口腔内へのP. 

gingivalisの定着はPCR法にてプラークサンプ

ルにより検証し、P. gingivalisの定着を確認後、

経時的（1, 2, 3週間後）に歯肉組織を採取し、

病理学的並びに分子生物学的にDECの発現を

検討する。 

(5) 糖尿病患者における DEC の発現の解析 

歯科治療を行う糖尿病患者からも正常歯肉、

慢性歯肉炎、慢性歯周炎、慢性潰瘍の組織を

得て、同様に DEC 発現量を解析する。糖尿

病患者では、しばしば歯周病を合併するため、

健常人、歯周病患者、歯周病のない糖尿病患

者、歯周病のある糖尿病患者の DEC 発現を

比較することにより、それぞれの病態に特有

の影響と両者に共通の影響を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) 炎症性サイトカインがDEC発現に及ぼす

影響を解析では、ヒト歯肉より樹立した歯肉

線維芽細胞および上皮細胞を用いて、IL-1β

を作用させ、低酸素に関連する遺伝子(CA9, 

ADM, VEGF, PGK1, DEC1, DEC2)のmRNA発

現量にどのような影響を示すかを調べるた

めに経時的に観察した結果、IL-1β は DEC1

および HIF-1α を制御し HIF-1α 反応性の

VEGF の発現を上昇させることを明らかにし

た。 また実際の組織を用いた解析において

は、慢性歯肉炎、慢性歯周炎、慢性潰瘍等の

炎症病態では、正常歯肉に比し HIF-1α、DEC1、

DEC2 のタンパク発現量が増加しており、

HIF-1α と DEC の発現量には相関を認めるこ

とを確認した。さらに実際に組織切片を用い

て免疫染色を行ったところ、同様の結果を得

た。 

(2) 炎症におけるシグナル伝達を解析するた

めに、培養細胞に NF-κβ、COX-2, PI-3K-Akt 

のインヒビターを添加し、各分子の発現はリ

アルタイム PCR、ウエスタン・ブロット法、

ELISA 法を用いて解析した結果、IL-1β が Akt

を含む古典的な炎症のシグナル伝達の DEC1

や HIF-1α を制御していることが明らかとな

り、PI-3K-Akt シグナルは IL-1β が媒介する

DEC1、HIF-1α の誘導の中の上流領域にある

ことが強く示唆された。このことは以下によ

る。 

①IL-1β は Akt の 473 セリンのリン酸化を引

き起こす。②IL-1β 媒介性の Akt 活性化は、

Pl-3K 依存性に生じ、Pl-3K の制御により Akt

のリン酸化は抑制される。③Akt の抑制は

IL-1β 媒介性の DEC1、HIF-1α 誘導を抑制す

る。 

(3) 糖尿病患者におけるDECの発現の解析に

おいては現在解析中である。 
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