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研究成果の概要（和文）：本研究は、酸化ストレスの観点から糖尿病関連歯周炎の病態を調べるとともに、その治療法
として酸化ストレス防御機構を応用することを目指した基礎研究である。歯肉線維芽細胞において終末糖化産物(AGE)
と歯周病原因子(P-LPS)により、酸化ストレス指標、抗酸化酵素、サイトカインが増加した。またMAPK経路阻害剤がAGE
によるサイトカイン誘導を抑制し、KGFが抗酸化酵素を増加させた。これらの結果から、AGEはP-LPSとともに酸化スト
レスを誘導し、サイトカインの発現に影響を与え、糖尿病関連歯周炎の病態を悪化させる可能性が示唆された。また、
KGFにより酸化ストレス防御機構を促進できる可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is investigation of diabetes-associated periodontitis pathog
enesis from a point of oxidative stress, and utilization of antioxidative stress mechanism as new treatmen
t. Advanced glycation end-product (AGE) and periodontopathic factor (P-LPS) increased expressions of AGE r
eceptor, oxidative stress markers, antioxidative enzyme and inflammatory cytokine in human gingival fibrob
lasts. Inhibitors of MAPK pathway inhibited AGE-induced cytokine expression. KGF increased expression of a
ntioxidative enzyme . These findigs suggest that AGE and P-LPS make a diabetes-associated periodontitis pa
thogenesis worse by production oxidative stress and inflammatory cytokine. KGF may enhance antioxidative s
tress mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病は糖尿病の第６の合併症である

と言われている。実際、糖尿病患者での
歯周病の発症率は高く、その病態も非糖
尿病患者と比べて重篤である。その理由
として、微少循環障害による歯周組織の
創傷治癒遅延や高血糖に伴うコラーゲン
代謝機能の低下、歯根膜線維芽細胞の機
能変化などが考えられているが、糖尿病
関連歯周炎の病態については未だ不明な
点が多い。一方糖尿病では、慢性的な高
血糖状態から、血中のグルコースなどの
還元糖と蛋白質との間の非酵素的糖化反
応の後期段階で生成する構造体である終
末 糖 化 産 物 （ Advanced glycation 
end-products;AGEs）が生体内に存在す
ることが明らかになっている。AGEs が、
活性酸素種(ROS)を誘導し酸化ストレス
反応を亢進させることにより様々な糖尿
病合併症の発症・進展に関与することが
考えられている（Biochim.Biophys. Acta, 
2011）。また、酸化ストレス防御の役割
を担っているのが、転写因子 nuclear 
factor erythroid 2-related factor (Nrf2)
と そ の 抑 制 性 制 御 因 子
Kelch-like-Ech-associated protein 
1(Keap1)である。平常時には、Nrf2 は
細胞質に存在する Keap1 により抑制さ
れているが、酸化ストレスが加わると
Nrf2 は安定化し、応答配列に結合し活性
酸素の産生を抑制する酵素群を誘導制御
する (Trends Mol Med 10: 549-557, 
2004)。 

  最近、糖尿病患者の歯周組織において
もAGEsが存在することが報告されてい
る が (J periodont Res 31: 508-515, 
1996)、歯周組織局所における AGEs の
作用については明らかになっていない。 

 
２．研究の目的 

本研究では糖尿病関連歯周炎において
も糖尿病合併症の起因物質である最終糖
化産物（AGEs）と酸化ストレスが深く
関わり、AGEs が歯周組織での酸化スト
レス反応を亢進したり、Keap1-Nrf2 シ
ステムのような酸化ストレス防御機構を
抑制したりすることにより炎症の増悪化
や骨吸収の進行促進に関与しているので
はないかという仮説を立て、レドックス
制御の観点から糖尿病関連歯周炎の病態
を詳細に調べることを目的とする。つま
り、AGE と 歯周病原因子が歯周組織細
胞での炎症と酸化ストレスの関連因子の
発現に及ぼす影響について検討する。  

 
３．研究の方法 
（１）歯肉線維芽細胞と口腔上皮細胞にお
いて AGE と P-LPS が遺伝子発現に及ぼす
影響：歯肉線維芽細胞株(CRL2014)と口腔
上皮細胞株(TR146)を培養し、サブコンフ

ルエントに達した後*AGE(500 g/ml)と
**P-LPS (1 g/ml)を添加し、24 時間後
にRNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いてRNA
を抽出した。抽出した RNA から通法に従
いcDNAを作製した後、AGE受容体(RAGE)、
抗酸化酵素(HO-1)、炎症性サイトカイン
(IL-6, IL-, TNF)、抗菌ペプチド
(S100A8,S100A9)、細胞外マトリックス分
解酵素(MMP-1,-2,-3)のプライマーでそ
れぞれ RT-PCR を行った。内部標準として
Glyceraldehyde-3-phosphate- dehydro 
genase (GAPDH)を使用した。 

 *AGE は BSA と glyceraldehyde の混合に
よる Takeuchi(M et al. Mol Med, 2000)
らの方法により作製 

 **P-LPS は Porphyromonas gingivalis由
来の Lipopolysaccharide(Invitrogen) 

 
（２）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
が酸化ストレス指標の ROS 産生に与える
影響：歯肉線維芽細胞に AGE(500 g/ml)
と P-LPS (1 g/ml)を添加し、6, 12, 24
時間後に OxiSelect TM Intracellular 
ROS Assay Kit（Cell Biolabs）を用いて
ROS 産生量の測定を行った。 

 
（３）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
が酸化ストレス指標の 8-OHdG 産生に与
える影響：歯肉線維芽細胞に AGE(500 
g/ml)と P-LPS (1 g/ml)を添加し、24
時間後に FastPure® DNA Kit(TaKaRa)を
用いて DNA を抽出した。抽出した DNA は
8-OHdG Assay Preparation Reagent 
Set(Wako)を用いて前処理を行い、
OxiselectTM Oxidative DNA Damage ELISA 
Kit (Cell Biolab)により、8-OHdG 産生
量の測定を行った。 

 
（４）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
が IL-6 の蛋白発現に与える影響：歯肉線
維芽細胞に AGE(500 g/ml)と P-LPS (1 
g/ml)を添加してから 24 時間後に蛋白
を抽出した後、Human IL-6 Quantkine® 
(R&D system)Kit を用いて IL-6 蛋白の定
量を行った。 

 
（５）歯肉線維芽細胞において MAPK 経路阻
害剤がAGE誘導IL-6遺伝子の発現に及ぼ
す影響：歯肉線維芽細胞に MAPK 経路阻害
剤 と し て SB203580(p38 阻 害 剤 ) 、
U0126(ERK 阻害剤)、SP600125(JNK 阻害
剤)を添加し 2 時間作用後、AGE(500 
g/ml)を加え 24 時間培養した。培養後
通法に従い RNA を抽出し、IL-6 のプライ
マーを用いて RT-PCR を行った。 

 
（６）歯肉線維芽細胞において KGF が抗酸
化酵素発現関連転写因子の Nrf2 と HO-1
遺伝子発現に及ぼす影響：歯肉線維芽細
胞に keratinocyte growth factor (KGF) 



(10, 50, 100, 200 g/ml)を添加し、48
時間培養後の RNA を抽出した。Nrf2 と
HO-1 mRNA の発現を RT-PCR にて調べた。 

 
４．研究成果 
（１）歯肉線維芽細胞では、AGE と P-LPS
により、RAGE、HO-1 および IL-6 の遺伝
子発現が増加し、共存下でさらに増加を
示した。抗菌ペプチドのS100A8とS100A9
は共存下で減少したが、その他の遺伝子
は変化が認められなかった。口腔上皮細
胞では、AGE により IL-6 の増加が認めら
れたが、その他の遺伝子には変化がなか
った（図１）。 

 

 
【図１】AGE と P-LPS が遺伝子発現に及ぼす

影響 

 
（２）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
刺激後時間依存的に（6,12,24 時間）、ROS
産生が増加した。さらに AGE と P-LPS と
の共存下で有意に増加した（図２）。 

 

【図２】AGE と P-LPS が ROS 産生に及ぼす 
影響 

 
（３）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
が 8-OHdG 産生を増加させる傾向が認め
られた（図３）。 

 

 

【図３】AGE と P-LPS が 8-OHdG 産生に及ぼす
影響 

 
（４）歯肉線維芽細胞においてAGEとP-LPS
により IL-6 蛋白量が増加し、共存下でさ
らに有意な増加を示した（図４）。 

 

【図４】AGE と P-LPS が IL-6 蛋白発現に及ぼ 
す影響 

 
（ ５ ） 歯 肉 線 維 芽 細 胞 に お い て
SB203580(p38 阻害剤)と U0126(ERK 阻害
剤)が、AGE による IL-6 遺伝子発現の誘
導を抑制した（図５A）。 
また、KGF によち Nrf2 および HO-1 遺伝
子発現が増加した。その発現増加は KGF
が 200 g/ml で最大となった（図５B）。 

 
【図５A】MAPK 経路阻害剤が AGE 誘導 IL-6 遺

伝子の発現に及ぼす影響 
 
 
 
 



 
【図５B】KGF が Nrf2 および HO-1 遺伝子発現

に及ぼす影響 
 
（６）本研究から、歯肉線維芽細胞におい
て、AGE は P-LPS とともに酸化ストレ
スを誘導し、MAPK 経路を介して炎症性
サイトカインの発現に影響を与え、糖尿
病関連歯周炎の病態を悪化させる可能性
が示唆された。また、KGF により酸化ス
トレス防御機構を促進できる可能性を見
出した。 
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