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研究成果の概要（和文）：動脈硬化に対する糖尿病と歯周病の相乗効果を検討するため、高濃度glucose（10mM、20mM
）下でlipopolysaccaride（LPS）0.1μg/mlを培養血管内皮細胞に投与した所、動脈硬化促進因子であるmonocyte chem
oattractant protein-1（MCP-1）のmRNA発現が、glucose濃度5.5mM時より有意に増強した。培養液中のMCP-1蛋白も有
意に増加した。これに対しビタミンC 100μMはMCP-1 mRNA発現の増強を抑制した。以上より、高濃度glucoseはLPSのMC
P-1発現を酸化ストレスを介して増強することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the synergetic effect of diabetes mellitus and periodontal disease 
on atherosclerosis, vascular endothelial cells were incubated with high glucose and lipopolysacaride 
(LPS). The atherogenic factor, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) expression was enhanced with 
high glucose and LPS than with normal glucose and LPS. In addition, when vitamin C was preincubated 
before administaration of high glucose and LPS, it suppressed the enhancement of MCP-1 expression due to 
high glucose and LPS. Therefore, it was suggested that high glucose enhanced the MCP-1 expression by LPS 
through the oxidative stress.

研究分野： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞、心筋梗塞などの心血管疾患の原因
は動脈硬化である。高血圧、糖尿病、高脂血
症、喫煙などにより内皮細胞傷害が起きると
内皮下に単球由来マクロファージが侵入し、
酸化 LDL などの各種変性脂質を貪食して泡
沫化し、動脈硬化の初期病変である fatty 
streak が形成される。従って動脈硬化の発症
過程においては、引き金として内皮細胞傷害
が重要であるが、最近、歯周病も歯周病患者
の内皮細胞障害を引き起こしていることが
報 告 さ れ て い る （ Higashi Y, et al., 
Hypertension, 2008）。内皮細胞障害によっ
て産生される単球走化性因子 monocyte 
chemoattractant protein-1（MCP-1）は、単
球の内皮細胞への接着、内皮下への侵入、集
簇を促進することにより、マクロファージの
泡沫化を促進して動脈硬化を発症・進展させ
る。糖尿病による高血糖は MCP-1 の発現を
増強するため、動脈硬化が促進することが知
られている（Piemonti L, et al., Diabetes 
Care, 2003 ） 。 一 方 、 歯 周 病 菌
Porphyromonas gingivalis 由 来 の
lipopolysaccaride（LPS）も MCP-1 を発現
させることが報告されている（Kocgozlu L, 
et al., J Dent Res, 2009）。しかしながら、
高血糖がLPSによるMCP-1発現に影響する
のかは検討されていない。 
 
２．研究の目的 
 培養血管内皮細胞である臍帯静脈内皮細
胞 （ human umbilical vein endothelial 
cells：HUVEC）を用いて、高濃度のブドウ
糖下（10mM、20mM）で LPS を投与し、通
常ブドウ糖濃度下（5.5mM）で投与した場合
と比べ MCP-1 の発現（MCP-1 mRNA、
MCP-1 蛋白）が増強するのか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)LPS 刺激による MCP-1 mRNA 発現の検討 
 LPS 濃度を 0.1、1.0、10μg/ml に変えて
HUVEC に投与し、1 時間、2 時間、4 時間、6
時間、12 時間で培養後、HUVEC より total RNA
を抽出。その後、リアルタイム PCR で MCP-1 
mRNA 発現量を測定する。なお、この際の培養
液中の glucose 濃度は 5.5mM である。 
 
(2)ブドウ糖による MCP-1 mRNA 発現の検討 
 培養液中の glucose 濃度を通常の 5.5mM か
ら高濃度の 10mM、20mM に変え、1時間、2時
間、4時間、6時間、12 時間培養し、MCP-1 mRNA
の発現量を測定する。 
 
(3)高濃度 glucose 下 LPS 刺激による MCP-1 
mRNA 発現の検討 
 培養液中の glucose 濃度を 5.5mM、10mM、
20mM に変え、LPS 0.1μg/ml を投与。2時間、
4 時間、6 時間、12 時間培養し、MCP-1 mRNA
発現量を測定する。 
 

(4)高濃度 glucose 下 LPS 刺激による MCP-1
蛋白発現の検討 
 培養液中の glucose 濃度を 5.5mM、10mM、
20mM に変え、LPS 0.1μg/ml を投与。2時間、
6時間、12 時間、24 時間培養し、培養液を回
収。ELISA 法（R&D Systems 社製 ELISA キッ
ト）にて培養液中の MCP-1 蛋白を測定する。 
 
(5)ビタミン Cまたは Eによる MCP-1 mRNA 発
現の抑制の検討 
 glucose 20mM 下で LPS 0.1μg/ml を投与す
る 1 時間前にビタミン C 100μM またはビタ
ミン E 50μMを添加し、glucose 20mM 下 LPS 
0.1μg/ml で HUVEC を 2 時間刺激。toal RNA
を抽出し、MCP-1 mRNA 発現量を測定する。 
 
４．研究成果 
(1)LPS 刺激による MCP-1 mRNA の発現増強 
 図 1 に LPS 刺激による MCP-1 mRNA の発現
量を示す。 

 2時間培養ではLPS濃度10μg/mlで無刺激
の HUVEC より有意に MCP-1 mRNA の発現が増
強した。4 時間では LPS 濃度依存性に MCP-1 
mRNA の発現増強がみられた。6時間、12 時間
では LPS 濃度 10μg/ml で MCP-1 mRNA 発現増
強がみられた。 
 
(2)glucose による MCP-1 mRNA の発現増強 
 図 2 に glucose による MCP-1 mRNA 発現量
を示す。  

 高濃度 glucose 10mM、20mM で 2 時間培養
した場合のみ glucose 5.5mM より MCP-1 mRNA
の発現が増強した。 
 



(3)高濃度 glucose 下 LPS 刺激による MCP-1 
mRNA の発現増強 
 図 3 に glucose 濃度を 5.5mM、10m、20mM
に変え HUVEC を LPS 0.1μg/ml で刺激したと
きの MCP-1 mRNA の発現量を示す。 
 glucose 濃度 5.5mM 下では LPS を投与し、2
時間、4 時間、6 時間、12 時間培養しても無
刺激に比し MCP-1 mRNA 発現は変わらないが、
glucose 濃度を 10mM、20mM にすると MCP-1 
mRNA 発現は無刺激より有意に増加した。また、
特に 20mM では 5.5mM で LPS 投与した場合よ
りも有意に MCP-1 mRNA 発現が増加した。 
 
(4)高濃度 glucose 下 LPS 刺激による MCP-1
蛋白の発現増強 
 図 4 に glucose 濃度を 5.5mM、10mM、20mM
に変え HUVEC を LPS 0.1μg/ml で刺激したと
きの MCP-1 蛋白の発現量を示す。 
 高濃度glucose下でLPSを投与し、6時間、
12 時間、24 時間培養すると無刺激の HUVEC
より培養液中の MCP-1 蛋白量が増加した。特
に 12 時間培養では glucose 濃度 5.5mM 下で
LPS 刺激した場合より有意に増加した。 
 
(5)ビタミン Cと E投与による MCP-1 mRNA 発
現の抑制 
 図 5 に glucose 20mM 下で LPS 0.1μg/ml
を投与する 1 時間前にビタミン C 100μM ま
たはビタミン E 50μM を添加し、2 時間培養
した場合の MCP-1 mRNA 発現量を示す。 
 ビタミン C 100μM で glucose 20mM 下 LPS
刺激による MCP-1 mRNA の発現増強に対する
抑制効果がみられた。ビタミン E 50μMでは
みられなかった。 
 
(6)考察 
 血管内皮細胞に対する LPS と高濃度
glucose はそれぞれ単独で MCP-1 mRNA の発現
を増強させるが、この際 LPS では 1.0μg/ml
以上の濃度が必要であり、一方、高濃度
glucose では 2時間培養でのみ MCP-1 mRNA の
発現増強がみられた。これに対し高濃度
glucose 下であれば LPS は 0.1μg/ml という
MCP-1 mRNA発現を増強しない濃度であっても
MCP-1 mRNA 発現が増強し、この増強効果は 2
時間から 12 時間までみられた。また、培養
液中で測定した MCP-1 蛋白も増加した。 
 その機序を解明するため、抗酸化剤である
ビタミン Cと Eを使って高濃度 glucose によ
る LPS の MCP-1 mRNA 発現増強を抑制するの
か検討した所、ビタミン Cで抑制効果がみら
れた。このことは高濃度 glucose による LPS
の MCP-1 mRNA 発現増強は酸化ストレスを介
していることを示唆するものと考えられる。 
 今後はこれらの機序を解明するためLPSに
よる MCP-1の転写因子および細胞内シグナル
伝達が高濃度glucoseでどう変化するのか検
討する必要がある。それにより糖尿病患者が
歯周病を合併した場合、進展する動脈硬化を
予防する方策を見つけることが可能となる。 
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