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研究成果の概要（和文）：糖尿病患者の歯周病は重症化すると言われるが(糖尿病関連歯周炎)，その病態機序は
不明である。本研究の目的は糖尿病関連歯周炎の病態形成におけるカルプロテクチンの作用を調べることであ
る。以下に本研究の成果を示す。
1.カルプロテクチンはTLR4-NFκB経路を介し歯肉線維芽細胞のIL-6産生を誘導した。2.高グルコースはTACEを活
性化しTHP-1マクロファージのsIL-6R産生を誘導した。
即ち，歯周炎症によるIL-6作用が，高血糖により誘導されるsIL-6R産生の亢進によって増強されるという歯肉線
維芽細胞とマクロファージの“重複した炎症反応”が糖尿病関連歯周炎の重症化の一翼を担う可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Diabetic patients are susceptible to severe periodontitis, but the precise 
mechanism is not well understood. Purpose of this study was to investigate the biological 
pathogenesis of severe periodontitis in diabetic patients focusing on calprotectin (CPT) effects in 
human gingival fibroblasts (HGFs) and macrophages crosstalk.The results were as follows:1. CPT 
increased significantly IL-6 production via TLR4-NF-κB pathway in HGFs.2. High glucose increased 
significantly sIL-6R production via Tace activation in THP-1 macrophages.
These results support that diabetic conditions such as HG may induce sIL-6R production from 
macrophages and may exacerbate the periodontitis synergistically via CPT-induced IL-6 production in 
HGFs. CPT or HG-induced IL-6 cascades surrounding HGFs may lead in periodontitis progression through
 the crosstalk of fibroblasts-macrophages. This pathway could be an attractive target to clarify the
 pathogenesis of severe periodontitis in diabetic patients.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 

現在，我が国の糖尿病患者は激増している。
また糖尿病患者の歯周病は重症化すること
が知られているが（糖尿病関連歯周炎），そ
の病態機序は不明である。昨今，最終糖化蛋
白 AGEs は様々な糖尿病合併症に負の影響を
及ぼすことが明らかになり，このことは糖尿
病関連歯周炎の重症化にも AGEs が深く関与
していることを示唆する。一方，S100 タン
パク質であるカルプロテクチンは歯周病患
者の歯肉溝滲出液中に有意に高い濃度で存
在することから，その歯周病の診断マーカー
としての有用性が提唱されているが，その機
能は全く不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，歯周炎症病巣に存在する
カルプロテクチンの作用に着目して，糖尿病
関連歯周炎の細胞生物学的な重症化機序を
探求するために，歯肉線維芽細胞の RAGE 発
現に及ぼすカルプロテクチンの影響及び
AGEs による炎症性サイトカイン産生性の相
乗効果を調べることである。 

 

３．研究の方法 

(１)  歯肉線維芽細胞のサイトカイン産生
におけるカルプロテクチンの作用 
 糖尿病関連歯周炎の重症化機序を探る第
一段階として，通常の歯周病の重症化機序を
調べることにした。カルプロテクチンは，好
中球等から分泌される S100A8と S100A9分子
の複合体である。これまでに我々の研究室で
は，歯周病患者の GCF中にカルプロテクチン
が有意に高いレベルで存在することを報告
した（Kido et al, J Clin Periodontol, 1999）。
このことは，カルプロテクチンは歯周病診断
に有用な疾患マーカーであることを示唆す
るが，歯周病の病態形成におけるカルプロテ
クチンの役割は不明である。一方，歯肉線維
芽細胞は歯周炎病巣内のサイトカインネッ
トワークの一翼を担い，歯周病の病態形成に
重要な役割を果たすことが知られる。そこで
本研究では，歯周病の病態形成においてカル
プロテクチンが果たす役割を調べることを
目的とし，歯肉線維芽細胞における炎症関連
因子の産生性に及ぼすカルプロテクチンの
影響について検討した。 
(２) 歯肉線維芽細胞のサイトカイン産生
における AGEsの作用 
 AGEs は Advanced Glycation End Products 
の略語であり，タンパク質の糖化反応（メイ
ラード反応）によって作られる生成物の総称
である。また，糖尿病，アテローム性動脈硬
化症，慢性腎不全あるいはアルツハイマー型
認知症などの疾患を重症化させると言われ，
とりわけ糖尿病の血管系合併症の主因とも
される。しかしながら，糖尿病関連歯周炎の
重症化機序における AGEs の作用については
未だ不明である。 
そこで，上記３(１)と同様に歯肉線維芽細胞

に着目し，AGEsによる歯肉線維芽細胞の炎症
関連因子の産生に与える影響を検討した 
すなはち，株化ヒト歯肉線維芽細胞（HGF）

は DMEM を用いてサブコンフルエントになる
まで培養後，リコンビナント S100A8，S100A9，
カルプロテクチンを添加し，経日的な培養上
清中の MCP-1，IL-6，VEGF，及び proMMP-1 濃
度を市販の各種 ELISA キットを用いて測定
した。また，RAGE，TLR2，TLR4 mRNA 発現は
RT-PCR 法を用いて調べた。 
 
(３) THP-1 Mφにおける sIL-6R産生に及ぼ
す高グルコースの影響 
糖尿病関連歯周炎の重症化機序を探るた

めに，歯周組織の炎症を想定して THP-1単球
を Mφに分化させた後，高グルコース条件下
（25 mMグルコース）で培養し，その sIL-6R
の産生性を検討した。 
 

(４) 歯肉線維芽細胞の MMP-1産生に及ぼす
高グルコースの影響 
高グルコース条件下で培養した歯肉線維

芽細胞に IL-1や IL-6で刺激を行い，MMP-1
産生性を検討した。 
 

４．研究成果 
(１) 歯肉繊維芽細胞のサイトカイン産生
におけるカルプロテクチンの作用 
・歯肉線維芽細胞は口腔上皮細胞に比較して，
恒常的に有意に TLR4 mRNAを発現した。一方，
RAGE mRNA発現は有意に弱かった。 
・カルプロテクチンは歯肉線維芽細胞の IL-6
および MCP-1産生を誘導した。また，そのカ
ルプロテクチン誘導性 IL-6および MCP-1産
生は，TLR4（細胞表層），MAPKsおよび NF-κ
B（細胞質内）の阻害によって有意に抑制さ
れた。 
・TLR4 siRNAを遺伝子導入した細胞では,陰
性対照と比較して，カルプロテクチンによる
p38MAPK,JNK,ERKおよび IκBのリン酸化が抑
制された。また TLR4 siRNAを遺伝子導入し
た細胞では，陰性対照と比較してカルプロテ
クチンによる MCP-1及び IL-6の産生が有意
に抑制された。 
これらの研究成果から，カルプロテクチン

は, TLR4を介してヒト歯肉線芽細胞の MAPK
および NF-κB経路を活性化し，MCP-1と IL-6
の産生を亢進することが示唆された。MCP-1
はマクロファージ等の炎症細胞の遊走能を
惹起して炎症病巣への炎症細胞浸潤を促進
する作用を有する。また，IL-6は血管浸潤作
用や骨吸収促進作用を有するので，歯周病の
重症化を促進する機能を持つことが知られ
る。すなわちカルプロテクチンによる炎症性
サイトカインの産生誘導は，歯周病の重症化
をきたす細胞生物学的機序の一翼を担う可
能性があると考えられる。 
(２) 歯肉線維芽細胞のサイトカイン産生
における AGEsの作用 
AGEsは RAGEの発現を誘導すること，そし



て，それに呼応するように IL-6の産生を誘
導することが分かった。すなわち，糖尿病関
連歯周炎の重症化機序において AGEsは IL-6
シグナル系を誘導することで，歯周組織の炎
症反応を惹起する可能性が示唆された。 
(３) THP-1 Mφにおける sIL-6R産生に及ぼ
す高グルコースの影響 
sIL-6R は IL-6のアゴニスト作用を有する分
子である（Naruishi et al, J Dent Res, 2001）。
興味あることに THP-1 Mφはグルコース濃度
依存性に sIL-6R産生を有意に誘導した。 
(４) 歯肉線維芽細胞の MMP-1産生に及ぼす
高グルコースの影響 
 高血糖条件下で培養した歯肉線維芽細胞
を IL-1や IL-6で刺激すると，タンパク分解
酵素 MMP-1の産生が有意に亢進した。また，
この MMP-1誘導は NF-κB系あるいは MAPK系
によって制御されることも分かった。IL-1は
歯肉線維芽細胞の IL-6産生を劇的に誘導す
ることから（Sawada et al, Biomed Res, 2013），
IL-1を基点とした IL-6シグナルの惹起によ
る歯周組織破壊が糖尿病関連歯周炎の重症
化機序の一翼を担う可能性が示唆された。 
(５)  糖尿病関連歯周炎の重症化における
細胞生物学的機序 ～まとめ～ 
 本研究で得られた知見をまとめると，歯周
炎症病巣の好中球が産生・分泌するカルプロ
テクチンが歯肉線維芽細胞に作用して IL-6
産生を誘導する反応に加えて，高グルコース
によるマクロファージの sIL-6R産生誘導が
相まって生じる IL-6ネットワークの増強反
応が，結果的に歯周病の重症化を促進する可
能性が示唆された。すなわち，マクロファー
ジと線維芽細胞のクロストークによって生
じる様々なサ
イトカインネ
ットワークが，
糖尿病患者に
おける歯周病
重症化機序の
一翼を担って
いると考えら
れる（右図）。 
(６)  研究の総括 
我が国の糖尿病予備軍を含めた糖尿病患者
数は約 2,000万人と推計され（平成 24年厚
労省統計より），糖尿病は「国民を悩ます」
疾患として広く認知されている。一方，歯周
病は糖尿病の合併症の一つである。古くから
糖尿病患者の歯周病は重症化することが知
られるが（糖尿病関連歯周炎），その病態機
序は不明であった。 
本研究結果から，歯周炎症巣に浸潤した好中
球が産生するカルプロテクチンが歯肉線維
芽細胞の IL-6産生を誘導するという環境下
に，さらに高血糖によって誘導されるマクロ
ファージの sIL-6R分泌亢進という現象が相
まって起こる“重複した炎症反応”が糖尿病
関連歯周炎の重症化に関与する可能性が示
唆された。我々はこれらの病態機序を基盤に

して，糖尿病関連歯周炎に対する新たな診断
技術の確立および治療戦略の提唱に貢献で
きるものと考えている。 
今後，当該研究領域のエビデンスが益々蓄積
されて更なる発展を遂げることで，将来，本
疾患によって悩まされる患者が減少するこ
と，ひいては国民の健康寿命の延伸に繋がる
ことを期待する。 
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