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研究成果の概要（和文）：重度歯周疾患を有する糖尿病患者は腎症を合併する危険性が2-3倍高いことが喫緊の問題と
なっています。私たちは糖尿病性腎症になった糸球体血管は免疫受容体TLRを発現すること、TLRと結合する歯周病原細
菌Porphyromonas gingivalisの成分を微量投与した糖尿病マウスが、同様に投与した健常マウスの全生存期間内に、す
べて腎症で死亡したことを示しました。扁桃、口腔粘膜や歯周ポケットなどから血中に入った細菌は解剖学的に腎臓に
入ること、重度歯周疾患では、はみがきで容易に血液に細菌が入ることに原因があるのではないかと考えられました。
現在、TLR拮抗剤による腎症予防研究に入りました。

研究成果の概要（英文）：We showed that the glomerulus blood endothelial cells with Diabetes mellitus 
expressed toll-like receptors (TLRs), and that all of the diabetic mice injected with Porphyromonas 
gingivalis LPS, which is the ligand of TLRs and the causative agent of periodontitis, died for diabetic 
nephropathy within all survival periods of non-diabetic mice with the LPS likewise. Diabetic nephropathy 
might be a cause in oral bacteria entering in the circulation because bacteria easily enter into the 
blood vessels of the patients with severe periodontitis by toothbrushing. The bacteria entering into the 
circulation at the intestine go to the liver but at the oral and maxillofacial circulation bacteria 
anatomically reach to kidney. Now, we began the study to prophylactically inhibit diabetic nephropathy by 
using the TLR antagonists.

研究分野：解剖学、免疫学、予防医学
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１．研究開始当初の背景 

（１）糖尿病合併症 

 2014 年に公開された厚生労働省 2012 年国

民健康・栄養調査における糖尿病の有病者数

は約 950 万人に上る。その 40％に合併する糖

尿病性腎症を発症した患者は、歯周疾患有病

率が非腎症糖尿病患者より有意に多いこと、

重度歯周疾患を有する糖尿病患者は歯周疾患

をもたない患者と比べて腎症を合併する危険

性が 2-3 倍高いことが喫緊の問題となってい

る。 

（２）糖尿病性腎症の発症機構 

 糖尿病性腎症の病態像は糸球体硬化である

がその分子メカニズムは未解決である。糖尿

病性腎症ではメサンギウム基質の増生と糸球

体毛細血管壁の肥厚が認められ、高分子蛋白

の高血糖による非酵素的な糖修飾と酸化によ

って形成される終末糖化産物 advanced 

glycosylated endoproducts(AGEs)がその原

因物質とされる。糸球体に蓄積する血清 AGEs

中 で 最 も 多 い Ne-carboxymethyl-lysine 

(CML)の分子構造には免疫原性があり、血管内

皮細胞は CMLを AGEs受容体で認識して NF-κ

B 活性化経路で白血球接着因子の発現を増強

する 1,2)。また CML はメサンギウム細胞にサイ

トカイン産生を促し、IV型コラーゲンなど細

胞外基質の増生による糸球体硬化を亢進させ

る 1-3)。一方、申請者らは平成 22〜24 年度 4)、

口腔扁平上皮癌と糸球体上皮の共通抗原

podoplanin（PDPN）特異抗体を開発した

(Cancer Sci のトピックス In this issue に

選定) 5,6)：①ラット抗マウス PDPN 抗体

（PMab-1）、②ラット抗ヒト PDPN 抗体（NZ-1.2）

（特許 PCT/JP2010/067141）（MBL, Imgenex, 

Sigma, Millipore で販売）。国内外で先行す

る抗体（クローン D2-40, 8.1.1）より糸球体

上皮特異性が強いこれら開発抗体を用いて糖

尿病ヒトおよびマウス腎糸球体の免疫分子発

現の微細形態学的検索が可能となった。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、高血糖環境下で CML 蓄積など長

期的酸化ストレスによって TLR 発現が誘導さ

れた腎糸球体の毛細血管内皮細胞が、歯周炎

などの慢性口腔感染症によって体循環系に入

った口腔微生物成分を認識し、TGF-β産生と

IV 型コラーゲンの増生による基底膜肥厚、す

なわち糸球体硬化を特徴とする糖尿病性腎症

の発症機構を、糖尿病モデルマウスと培養細

胞によって明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）糖尿病モデルマウス 

 Streptozotocin (STZ) 投与による膵ラン



ゲルハンス島破壊型 I型糖尿病 ICR マウス、I

型糖尿病 NOD マウス（九動）、II 型糖尿病の

遺伝背景をもつ KK/Ta・KK/AyJcl マウス（九

動）を高カロリー餌で飼育した II 型糖尿病マ

ウス。血糖値と尿検査はヒト血糖測定器（グ

ルテストセンサー、アークレイ）と検査紙 (ウ

リエース、テルモ)でモニタリングした。STZ

誘発性糖尿病マウスは１ヶ月でほぼ 100％、

高カロリー餌飼育のII型糖尿病マウスKK/Ta

およびKK/AyJclは４ヶ月で70％が血糖値600

以上となる。 

 

（２）糖尿病マウスへの TLR リガンド投与に

よる糖尿病性腎症の誘発 

 糖尿病マウス腹腔に lipopolysaccharide 

(LPS)(Porphyromonas gingivalis, Wako)を投

与した。グルテストセンサーと検査紙でモニ

タリングしつつ、尿・血清のタンパク（アル

ブミン）、糖、血中クレアチニンと尿素窒素測

定を外注し（九動）、検査値から糖尿病性腎症

の発症を判定、腎症の進行は生存曲線によっ

て決定した。 

 

（３）糖尿病マウスの腎症の分析 

 肉眼解剖と組織像、および糸球体血管内皮

細胞の TLR 活性化で誘導される IL-6, TNF-α

と IL-1βなどの炎症性サイトカインの産生、

またTGF-βの産生とコラーゲンの増生による

糸球体硬化について、HE染色、免疫染色と染

色 領 域 の ス キ ャ ン ・ ImageJ (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD)による

面積定量、ならびにリアルタイム PCR による

遺伝子定量で決定した。 

 

４．研究成果 

 臨床サンプルとI型・II型糖尿病マウスで、

糖尿病性腎症の糸球体毛細血管内皮細胞が

toll-like receptor (TLR)2 と TLR4 を発現す

ることを報告した(業績 1,2)。TLR は主に貪食

細胞が発現する自然免疫受容体で、一般組織

血管、また糖尿病の腎でも糸球体以外の腎血

管は通常では発現は見られない。ところが、

糸球体血管は糸玉状の特殊構造のため一般組

織血管と比較して病原因子や免疫複合体が沈

着し易く、糖尿病環境で発生した免疫原性の

ある終末糖化産物 advanced glycosylated 

end-products(AGE)が糸球体血管に沈着し慢

性的に刺激して、内皮細胞に白血球接着因子

や TLR など免疫分子の発現をもたらすと考え

ら れ た 。 TLR2 は グ ラ ム 陽 性 菌 成 分

lipoteichoic acid (LTA)を、TLR4 はグラム

陰性菌成分 lipopolysaccharide (LPS)を、特

異性をもたずに広く認識して TLR 発現細胞に

サイトカイン産生を誘導する。本研究で、歯
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humane endpoint
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【結論】 

糖尿病環境で発生した AGE

積して内皮細胞に TLR

同時に慢性歯周疾患に起因して血中に入った

歯周病原細菌成分の TLR リガンドが

して糸球体内皮細胞に認識され

促進することで、TGF-β誘導性にメサンギウ

ム細胞のコラーゲン過剰産生による糸球体硬

化が誘導される（図１）。 
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