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研究成果の概要（和文）：歯周病は動脈硬化，糖尿病および関節リウマチなどの全身疾患に関連する危険因子と
なることが報告されている。膵臓疾患との関連を示唆する報告もあるが，そのメカニズムは明らかとなっていな
い。本研究では，種々の器官に急性炎症を引き起こさないマウスにおいてP.gingivalis-LPSが膵臓の遺伝子発現
に与える影響について網羅的に検索した。膵臓のH.E染色による組織標本の観察では，明らかな急性炎症所見は
確認されなかった。マイクロアレイによる解析では，Ighg3遺伝子やIgk遺伝子が発現上昇していることが確認さ
れた。これらの結果から、P.g-LPSが膵臓の免疫学的疾患に影響し得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Periodontal disease has been reported to increase a risk factor for various 
systemic diseases, including arteriosclerosis, diabetes and rheumatoid arthritis. There are also 
reports suggesting an association with pancreatic disease, but the mechanism is not clear. In this 
study, we examined the effect of periodontal pathogens, P. gingivalis LPS on the pancreas in a mouse
 model system that does not cause acute inflammation in various organs. The gene expression of the 
pancreas was exhaustively analyzed in this model. By qPCR the expression level of Ighg3 and Igk 
mRNAs in the experimental group were significantly higher than in the control. 
These results indicate that LPS from P. gingivalis may affect immunological diseases in the 
pancreas.

研究分野： 予防歯科学
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１．研究開始当初の背景 
 多くの疾病の発症には素因や遺伝的要因
を始めとした内因と、環境因子のような外因
が関わっている。環境因子により影響を受け
る遺伝子の表現系に、エピジェネティクスが
ある。エピジェネティクスは、DNA の塩基配
列の変化を伴わず遺伝子発現が変化する現
象であり、その代表的なものに DNA メチル化
やヒストンの化学修飾がある。これらのエピ
ジェネティックな遺伝子の修飾は、これまで
発がんに関わる研究について行われてきた
が、最近になり、感染、肥満、ストレスなど
の環境因子によって発症する糖尿病（2 型）
などの生活習慣病発症への関与も指摘され
てきている。糖尿病は、種々の臓器の機能に
影響を及ぼす多因子疾患で、重症化すると網
膜症、腎症、神経障害、高脂血症および動脈
硬化などの合併症を起こし、さらにはがんリ
スクも上昇するため、糖尿病の発症や進行の
コントロールは重要である。 
 歯周病原性細菌である P. gingivalisなど
のグラム陰性菌は、歯周ポケットや根尖病巣
から多く検出され、その内毒素（LPS）は、
歯周疾患の進行に大きな影響を与えること
も報告されている。このように歯周病原細菌
による歯周組織に対する生理作用の発現は
広く認識され、多くの研究報告がある。また、
歯周病原細菌は、糖尿病、肺炎、心疾患、高
血圧などの生活習慣病の発症や進行に関与
することも多数報告されている。歯周病原細
菌が糖尿病に影響を与えるメカニズムとし
ては、細菌の産生物質が種々のサイトカイン
（IL-1β、IL-6、TNF-αなど）を血中に増加
させ、それらが膵島のインスリン受容体の活
性を抑制させるため糖尿病が進行すると考
えられている。 
 これまでに歯周病原細菌による膵島（ラン
ゲルハンス島）への影響にエピジェネティク
ス修飾が関与しているかについての報告は
みられない。近年、エピジェネティクス修飾
は種々の疾病治療のターゲットとなってい
ることから、歯周病原細菌による膵島へのエ
ピジェネティクス修飾の網羅的探索を行い、
それらの影響を明らかにすることは、糖尿病
をはじめとする生活習慣病の新たな治療の
ターゲットとして期待できる。 
 平成 23 年歯科疾患実態調査において、20
本以上の歯を有する者の割合は増加傾向に
ある。しかし、4 mm 以上の歯周ポケットを持
つ者の割合について前回調査（平成 17 年）
と比較すると、30〜60 歳代では概ね低値を示
した。一方、75 歳以上の高齢者層では今回調
査のほうが高値を示した。今後、超高齢社会
がさらに進展することで、歯周疾患に罹患し
た現在歯数はさらに増加することが予想さ
れる。長期にわたり歯周疾患に罹患している
者は、歯周病原細菌の影響により膵臓などの
臓器がエピジェネティクス修飾を受けてい
る可能性も考えられる。 
 

２．研究の目的 
 糖尿病でかつ歯周疾患を有する患者は、長
期にわたり歯周病原細菌に曝されている環
境下にあるためエピジェネティクス修飾の
関与が推察される。そこで、本研究では、歯
周病原細菌のLPSが膵島へどのようなエピジ
ェネティクス修飾（DNA メチル化）を起こし
ているか、DNA メチル化解析する。マイクロ
アレイの結果から、特異的にエピジェネティ
ックな発現変化を示した因子について、詳細
なメチル化解析を行った。また、腎臓におけ
る遺伝子発現の網羅的解析を行い、歯周病お
よび慢性腎臓病と密接に関連する遺伝子の
同定およびエピジェネティクス修飾の解析
を行った． 
 
３．研究の方法 
(1)歯周病原細菌 P.gingivalis由来 LPSの全
身投与が膵臓に与える影響 
PG-LPS をマウスに腹腔内投与（3 日毎、1 ヶ
月間（10 回）、5 mg/kg）し、最終投与より 3
日後にマウスを屠殺、膵臓を摘出、摘出した
膵臓より RNA を抽出、cDNA を合成して
SurePrint G3 Rat GE 8x60K Ver.2.0（Agilent)
による mRNA 発現の変化の網羅的解析を行っ
た。発現が上位であった遺伝子発現の再現性
を real-time RT-PCR にて観察し、薄切標本
を作製し組織像の観察、発現が上位であった
遺伝子産物の免疫染色を行った。 
また，糖尿病関連遺伝子でプロモーター領域
にCpGアイランドが存在するCDKN2A、CDKN2B、
IGF2BP2、CAPN10、HHEX、KCNQ1、NOTCH2、ENPP1、
PPARG、TCF7L2、WSF7L2、WFS1、FTO に関して
定量 MSP を行った。 
(2)歯周病原細菌 P.gingivalis由来 LPSの全
身投与が腎臓に与える影響に関する研究 
歯周病原細菌P.gingivalis由来LPS（PG-LPS）
をマウスに腹腔内投与（3日毎、1ヶ月間（10
回）、5 mg/kg）し、最終投与より 3日後に屠
殺、腎臓を摘出。薄切標本を作製し組織像の
観察と炎症性変化を評価。また摘出臓器より
RNA を抽出し cDNA を合成後に SurePrint G3 
Mouse GE 8x60K Ver.2.0 (Agilent)による
mRNA 発現の変化の網羅的解析を行った。発現
増 加 が 大 き な 遺 伝 子 発 現 の 再 現 性 を
real-time RT-PCR にて確認した。 
マイクロアレイの再現性の確認および遺伝
子発現変化の要因となる細胞を確認する為
にマウス腎内皮細胞（KEC）を培養し(4.0×
104 cells/ml)、PG-LPS（0、0.1、1.0、10、
100、1,000 ng/ml）で 4日及び 1ヶ月間培養
した。PG-LPS の添加はそれぞれ 3 日(48h)毎
に行い培養 4 日間および 33 日間培養を行っ
た。培養後は Total RNA を抽出し、cDNA を合
成し real-time RT-PCR による mRNA 発現の変
化の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)歯周病原細菌 P.gingivalis由来 LPSの全
身投与が膵臓に与える影響 



・P.g-LPS 投与マウスは 1 ヶ月間の P.g-LPS
投与により死亡するものはみられなかった。
膵臓の H.E 染色による組織標本の観察では、
明らかな急性炎症所見は確認されなかった。
マイクロアレイによる解析では、発現上昇し
た遺伝子は 1,029 プローブ、0.5 倍以下に発
現減少した遺伝子は 326 プローブであった。 
パスウェイ解析の結果、上位は抗原提示、自
然免疫と獲得免疫間の関係、樹上細胞の成熟、
関節リウマチにおける T細胞 B細胞のシグナ
ル変化、顆粒球の接着および癒着に関与して
いる．これらのパスウェイの結果から LPS の
刺激による遺伝子発現の変化が、免疫担当細
胞と関わりの深い疾患の発症リスクに関わ
っている事が示された．遺伝子発現の変化し
た遺伝子が影響を及ぼす疾患は自己免疫系
の疾患に関に関わる疾患に最も影響を与え
ていることが分かった．この他にも内分泌系
の疾患や胃腸系の疾患に関わる遺伝子の発
現が大きく変化している事が示された． 
(2)歯周病原細菌 P.gingivalis由来 LPSの全
身投与が腎臓に与える影響に関する研究 
・LPS 投与から 15 分後において、マウス血中
の LPS 濃度は PG-LPS 投与群で 22.2 ± 8.94 
ng/mL、対照群で 8.21 ± 2.65 ng/mL であり、
有意差をもって PG-LPS 投与群マウス血中の
LPS 濃度の上昇が認められた。 
・腎臓の組織標本での観察では、PG-LPS 投与
群で糸球体の破壊やメサンギウム細胞の増
加などの明らかな急性炎症所見は確認され
なかった。 
・免疫染色の結果から腎臓の糸球体細胞に
PG-LPS 投与群で TNF-αに弱陽性、eNOS に強
陽性を示し、対照群ではいずれも弱い染色を
認めただけであった。 
・マイクロアレイによる解析で発現上昇の見
られた上位 10 遺伝子のうち、既知の遺伝子
は serum amyloid A3 (Saa3) 、 toll-like 
receptor adaptor molecule 2 (Ticam2)、
regenerating islet-derived 3 beta (Reg3b)、
3-oxoacid CoA transferase 2A (Oxct2a) 、
chemokine (C motif) receptor 1 (Xcr1)の 5
遺伝子で、マイクロアレイでの発現増加群の
上位 5 遺伝子の mRNA は腎組織においていず
れも PG-LPS 投与群で有意に発現が増加して
いた。 
・PG-LPS を添加したマウス腎内皮細胞の培養
4日目では1,000ng/ml添加群を除くすべての
群で5遺伝子の有意な発現変化は認めなかっ
たが、1,000ng/ml 添加群ではすべての遺伝子
の mRNA 発現の増加と有意差が認められた。
さらに培養 33 日目では Saa3，Oxct2a および
Xcr1でSaa3の100ng/ml群を除くすべての濃
度の PG-LPS 投与群で各遺伝子の発現が増加
し有意差を認めた。また Ticam2 および Reg3b
の 10、100、1,000ng/ml の PG-LPS 投与群で
各遺伝子の発現が増加し有意差を認めた。 
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