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研究成果の概要（和文）：糖尿病の体内環境にある腎糸球体がtoll-like receptor (TLR)を発現すること、歯周
病原菌物質を定期的投与した糖尿病マウスが腎症になること、健康マウスは投与しても腎症にならないことを見
出しました。TLRは主に白血球が発現して免疫を担う分子で、細菌を認識して炎症を起こします。血管は通常は
発現しません。重い歯周病では菌が歯磨きで容易に血中に入るため、血中に入った菌が腎に辿り着き、糖尿病の
糸球体が発現するTLRと結合して腎症が起こることが考えられました。従って、糖尿病の方が歯周病を治療・予
防することは、腎症を予防するのに大変重要であると結論されました。

研究成果の概要（英文）：We found that renal glomeruli in diabetic environment express toll-like 
receptors (TLR), and that diabetic mice administering periodontal pathogenic substances become 
nephropathy but healthy mice do not become nephropathy. TLR is an immune molecule that is primarily 
expressed on leukocyte, which recognizes bacteria and causes inflammation. Healthy blood vessels do 
not normally express. In heavy periodontitis, bacteria enter easily into the blood with brushing 
teeth, so it is thought that in human with both diabetes and periodontitis bacteria enter into the 
blood and arrive at the kidney, and nephropathy occurs by combining bacteria with TLR which is 
expressed in diabetic glomeruli. Therefore, it was concluded that treatment and prevention of 
periodontal disease in human with diabetes is very important for prevention of nephropathy.

研究分野：矯正歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 
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 
1,2)。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。 一方 toll-like receptor（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。腹部消化管で

循環 系に入った細菌は門脈を経由して肝

臓で処 理されるが、頭頚部で血中に入っ

た細菌は 直接体循環から腎循環に入るた

め、例えば 慢性扁桃炎は連鎖球菌と IgA 

の免疫複合体 が糸球体に蓄積する IgA 

腎症を起こす。重 度の歯周疾患ではブラ

ッシングで容易に菌 血症が起こるため、

血中に入った口腔微生 物が腎に辿り着

き糸球体内皮細胞の TLR と結合して糖

尿病性腎症を発症させること は十分に考

えられる。以上を背景として、 下記を遂

行することとした。 
Preshaw. Periodontitis and diabetes: a two-way 

relationship. Diabetologia 55:21-23, 2012 
2. Shultis. Effect of periodontitis …nephropathy end- 
 
 
２．研究の目的 
 
  歯周病原細菌由来の血中 TLR リガンド

に よる糖尿病性腎症の発症機構の解明 

糖尿病環境で発生した終末糖化産物

が糸 球体毛細血管に蓄積して内皮細

胞に TLR 発現を誘導し、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 TLR を介して糸球体内皮 細胞に認

識され TGF-β 産生を促進するこ 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 導される機序を明らかにする。また、

市販 の歯周病原細菌由来 TLR リガンド

投与糖尿 病マウスに対する、TLR 拮抗

剤による腎症 予防効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
 

１．口腔微生物由来 TLR リガンドによる

糖 尿病性腎症の発症機構の解明 

１））））糖尿病モデルマウスを応用した in 

vivo 解析 

（１）糖尿病モデルマウスの作製 

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 糖尿病マウスを使用し

た。 

（２）糖尿病性腎症の誘発 

①糖尿病マウス頬粘膜下に口腔微生物

成分  の  TLR リガンド (InvivoGen) 

を投与した  Porphyromonas  gingivalis 



lipopolysaccharide 

(Pg-LPS)。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した。また糖尿病 

性腎症の進行は、humane endpoint 判定、カ 

プラン・マイヤー法、ログランク検定、な 

らびにコックス比例ハザードモデルを用

い た計算と生存曲線によって決定した。 

②糖尿病マウスの TLR リガンドによる腎

症 の発症を肉眼解剖と組織像、および糸

球体 血管内皮細胞の TLR 活性化で産

生される IL-6, TNF-α と IL-1β など

の炎症性サイ トカイン、また TGF-β の産生

とコラーゲン の増生を免疫染色、染色領

域 の ス キ ャ ン と  ImageJ (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD)に

よる面積定量で解析した。 

 

２）培養細胞を応用した in vitro 解析 

（１）市販の腎糸球体内皮細胞（Primary 

Cell）を用いて CML(Toronto)など種々

の AGE による AGE 受容体依存性 TLR2・4 

の発 現、TGF-βと I 型・IV 型コラーゲン

の産生 をリアルタイム PCR、ELISA 解

析した。 

（２）Pg-LPS よる TLR シグナル伝達の活性 

化 、  ま た  TLR 拮 抗 剤  Eritoran 

（ Eisai Inc.USA）の TLR リガンド依存性シ

グナル伝 達活性化に対するブロッキン

グ効果をリア ルタイム PCR によって証

明した。Eritoran は LPS によるエンドトキ

シンショックの特 効薬として開発され、

第 III 相臨床試験ま で通過した TLR 競

合的拮抗剤で、10ng/ml LPS に対する白

血球応答反応を 10nM で 100% 阻止する、

IC50=1.6nM の強力な TLR4 アンタ ゴニスト

で、本研究の遂行のため、無償で 供 給 

さ れ た （83142-1:2013-0162: 

Eritoran/E5564, Eisai Inc. USA)。 

 

２．口腔微生物由来 TLR リガンド投与糖尿 

病マウスに対する TLR 阻害による腎症予

防 効果の解析 

１）統計学的生命予後解析 

I 型・II 型糖尿病マウスに TLR リガンド

お よび Eritoran の頬粘膜下投与群を設

定し、 腎症予防を血清・尿・組織検査と

統計学的 生命予後解析によって検討し

た。  

２）腎糸球体組織解析 

TLR2 と  TLR4 の遺伝子発現を  in situ 

hybridization（ RNAscope 2.0 FFPE Assay, 

Advanced Cell Diagnostics）、蛋白発現を免疫 

染色で確認した。I 型・IV 型コラーゲンと 

これらの発現を誘導するサイトカインの発 

現を、組織 PCR、ELISA、ウェスタンブロ ッ

トとイメージアナライザー、免疫染色の 

ImageJ による面積計算で定量し、糖尿病性 

腎症の発症抑制を検討した。 

３．歯周疾患を有する糖尿病患者の腎

症合 併率に関する疫学的解析 

現在、福岡市透析センターとの連携

によ り、糖尿病患者の歯周疾患の程度

と腎症合 併率を非浸襲性に調べ、多重

変量解析・ロ ジスティック解析を行っ

ている。 

人権の保護及び法令等の遵守への対応 

福岡市１１透析施設における疫学調

査は 福岡歯科大学倫理審査臨床研究

許可 316号・利益相反審査 59 号。実

験は倫理審査 委員会承認 207 号・

DNA 実験安全管理委 員承認 R12011 

号、動物実験委員会承認 10023 号、

遺伝子組換え生物安全委員会（第二種使用等

拡散防止措置）承認 11003 号 
 
 
 



４．研究成果 
 

申請者らは、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 を発現することを見出した。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、糸球体血管は特殊構造の 

ため免疫複合体が沈着し易く、糖尿病環境 

で 発 生 し た 終 末 糖 化 産 物 

advanced glycosylated end-products(AGE)

が糸球体に 沈着し慢性的に刺激して、内皮

細胞に TLR など免疫分子の発現をもたら

すと考えられ た。TLR 発現細胞では細菌成

分の TLR を 介した認識がサイトカイン産

生を誘導する。 申請者らは、TLR2 と TLR4 

のリガンドの歯 

周病原細菌 Porphyromonas gingivalis 由

来 LPS（クルードでは TLR2 と TLR4 のリ

ガンド） を定期的に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、全マウスが腎症で humane 

endpoint に 達したことを報告した。腎症

を合併した糖 尿病マウスでは、糸球体血管

内皮細胞がコ ラーゲン産生を促す TGF-β 

の産生、メサン ギウムにおける大量の 

type1 コラーゲンの 蓄積、強い蛋白尿、血

清検査でのクレアチ ニンと尿素窒素異常

が観察され、同様の LPS 投与を行った健常

マウスでは見られな かった。現在、この P. 

gingivalis LPS による糖尿病性腎症モデ

ルは STAT3 誘導性 TLR2 優位であり、TLR 

阻害剤 Eritoran によ って腎症の発症が

予防できることまで明ら かにしている

（Eritoran は敗血症の特効薬 として第 

III 相臨床試験まで通過したもの で 、 現 

在 、 無 償 で 供 給 さ れ て い る

83142-1:2013-0162:Eritoran/ E5564, 

Eisai Inc. USA）。さらに申請者らは、腎は

リンパ管が 乏しく腎実質に入った微生物

の排出が構造 的に難しいこと、糸球体硬化

では浮腫が発 生しリンパ管増生が起こる

ことを報告した。 

  

腹部消化管で循環系に入った細菌は門脈を 

経由して肝臓で処理されるが、頭頚部で血 

中に入った細菌は直接体循環から腎循環に 

入るため、例えば慢性扁桃炎は連鎖球菌と 

IgA の免疫複合体が糸球体に蓄積する IgA 

腎症を起こす。重度の歯周疾患ではブラッ 

シングで容易に菌血症が起こるため、血中 

に入った口腔微生物が腎に辿り着き糸球体 

内皮細胞の TLR と結合して糖尿病性腎症 

を発症させることは十分に考えられる。高 

血糖環境で発生する終末糖化産物 AGE は 

免疫原性があるため、AGE が糸球体に貯留 

し TLR の発現を誘導すると考えられる。こ 

の時、口腔に歯周病があれば、糸球体血管 

内皮細胞が TLR を介して血中の歯周病細 

菌成分を認識し TGF-β 産生と細胞外基質

の 増生が恒常的に起こることが予想され

た。 糖尿病性腎症の病態はメサンギウム基

質の 増生と糸球体血管壁の肥厚による糸

球体硬 化である。糖尿病性腎症の発症機序

と予防 展開に口腔からアプローチした報

告は国内 外ともになく、糖尿病の腎糸球体

における TLR 発現を示したのは申請者ら

が初めてで ある。糖尿病性腎症の予防に口

腔衛生学的 方法論として歯周疾患の予防

が重要である ことを国民に発信できる。 

以上より、本研究によって、糖尿病環境 

誘導性にメサンギウム細胞のコラーゲン過 

剰産生（糸球体硬化）が誘導される可能性 



が示された。 
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