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研究成果の概要（和文）：歯周病は糖尿病の合併症である。最終糖化産物(AGE)は糖尿病合併症の原因物質とさ
れ、歯周病原最近P.gingivalis由来リポ多糖(P-LPS)は骨代謝を抑制することが明らかになっている。そこでAGE
とP-LPSが骨細胞機能に与える影響について調べた。
AGEとP-LPSは骨細胞におけるSOSTの発現を増加させた。このメカニズムにはRAGE、TLR2、MAPK経路、NF-kBが深
く関与していた。さらに発現誘導されたSOSTは骨芽細胞の分化を抑制した。この反応はスクレロスチン抗体によ
って回復した。以上の結果より、糖尿病関連歯周炎の悪化においてはSOSTが重要な役割を果たしていることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is one of the diabetes complication. Advanced glycation-end 
product (AGE) cases several diabetes complication, and LPS from P.gingivalis was clarified to 
inhibit the osteoblastic differentiation. Therefore, we investigated effect of AGE and P-LPS on the 
function of osteocytes.
AGE and P-LPS increased sclerotin (SOST) expression in osteocytes. The mechanisms of SOST expression
 was related to RAGE, TLR2, MAPK and NF-kB. Moreover, AGE-associated SOST inhibited osteoblastic 
differentiation, and it was recovered by SOST antibody. These results suggested that AGE and P-LPS 
have important roles in aggravation of diabetes-related periodontitis.

研究分野：歯周病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
わが国の糖尿病患者は予備軍を含めると2000万人と言われている。また一方、歯周病は成人の80%が何らかの歯
周病の症状をもつと言われており、ともに極めて罹患率の高い疾患である。すでに明らかになっているように歯
周病は糖尿病の合併症の1つであり、その原因解明と治療法の確立は急務と考える。本研究ではその原因がスク
レロスチンの過剰分泌にあることを見出し、さらにその中和抗体によって抑制された骨代謝機能が回復すること
を明らかにした。スクレロスチン抗体はすでに骨粗鬆症の治療薬として開発が進んでおり、今後歯周病の治療に
も適応が広がる可能性を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 歯周病は糖尿病の合併症の 1 つであり（糖尿病関連歯周炎）、糖尿病患者においては歯周病
を発症しやすく、重症化しやすいことが知られている。我が国では糖尿病患者数は予備軍も含
めると約 2000万人と推定され、歯周病においても成人の約 80%が何らかの歯周病症状をもつ
と言われており、ともに極めて罹患率の高い生活習慣病である。このため、糖尿病関連歯周炎
の病態、進展メカニズム、治療法をいち早く確立することは急務であると考えられる。 
 糖尿病最終糖化産物(AGE)は還元糖とアルブミンをはじめとする蛋白質が非酵素的に結合し、
糖尿病患者の局所組織に蓄積する。また AGE は糖尿病合併症、悪性腫瘍、アルツハイマー病
などの悪化・進展に深く関与していると言われている。一方、歯周病は主に細菌による感染を
起点とする慢性炎症性疾患であり、特に歯周病原細菌の 1種である P.gingivalis由来リポ多糖
(P-LPS)は種々の細胞に悪影響を与えることが明らかになっている。 
 近年、骨細胞の機能について様々なことが明らかになってきた。骨細胞は骨組織中に含まれ
る細胞成分のうち 90-95%を占めると言われており、最も多いことが知られている。骨細胞は
破骨細胞分化因子である RANKL、骨芽細胞分化抑制因子であるスクレロスチン、Dkk1 など
を発現し、骨代謝に深く関与していることが報告されている。また骨細胞から分泌される
FGF23は腎臓における近位尿細管のリン再吸収に関与しており、内分泌機関としての役割も注
目されている。 
 しかし糖尿病歯周炎における骨細胞の働きについては不明な点が多い。実験的糖尿病関連歯
周炎モデルラットにおいては、歯槽骨内にスクレロスチンの発現が増加している。さらに AGE
で刺激を行なった骨細胞はスクレロスチンの発現が増強したとの報告もある。これらの報告は、
骨細胞由来スクレロスチンが何らかの重要な役割を果たしていることを示唆しているが、その
メカニズムについてはほとんど明らかにされていない。そこで我々は、AGEと P-LPSの相互
的作用に着目し、糖尿病関連歯周炎における骨細胞由来スクレロスチンからアプローチを行う
こととした。 
２．研究の目的 
 糖尿病関連歯周炎の増悪メカニズムを明らかにするため、AGEと P-LPSが骨細胞由来スク
レロスチンの発現に与える影響について検討することとした。 
３．研究の方法 
 まず AGEと P-LPSを添加した培地で骨細胞を培養し、スクレロスチンや他の炎症関連因子
の発現について検討した。骨細胞はマウス骨細胞株MLO-Y4-A2を使用し、サブコンフルエン
トまで培養した後、AGEと P-LPSを一定期間作用させた。刺激を行なった骨細胞から総 RNA
および培地上清と細胞画分蛋白を抽出し、骨代謝関連因子、炎症関連因子、AGE受容体(RAGE)、 
P-LPSの受容体(TLR2)の発現について定量的リアルタイム PCR、ELISA、ウェスタンブロッ
ト法で検討した。 
 また、AGEと P-LPSのシグナル伝達経路を調べるため、RAGEと TLR2をノックダウンし
た細胞を作成し、同様に AGEと P-LPSを作用させてスクレロスチンの発現に影響があるか検
討を行なった。次に AGEと P-LPSを作用させた細胞から全細胞蛋白を抽出し、MAPK、NF-B
の活性についてウェスタンブロット法で検討を行なった。この結果をもとに MAPK および
NF-B 阻害剤で前処理を行なった細胞に AGE と P-LPS で刺激を行い、スクレロスチンの発
現に影響を与えるか検討した。 
 さらに、AGEによって発現誘導されたスクレロスチンの骨芽細胞への影響を調べるため、骨
細胞-骨芽細胞共培養系を用いて骨芽細胞の分化について検討した。前述の方法と同様に骨細胞
をサブコンフルエントまで培養した後、AGEと P-LPSで刺激を行いスクレロスチンの発現を
誘導した。AGEと P-LPSを完全に取り除いた後、スクレロスチンの発現誘導した骨細胞と、
通常のアスコルビン酸、-グリセロリン酸を添加した分化培地で培養した骨芽細胞を、共培養
用プレートを用いて組み合わせた。その後一定期間共培養させた後、骨芽細胞におけるアルカ
リホスファターゼ活性を測定すると共に、骨芽細胞の分化において必須因子である Runx2 の
発現について検討した。それらの結果をもとに、AGEと P-LPS誘導性スクレロスチンが骨芽
細胞に与える影響を確認するため、スクレロスチン抗体を添加して同様の実験を行なった。 
４．研究成果 
 AGEは骨細胞におけるスクレロスチンと IL-6の発現を増加したが、この作用は P-LPS共存
下でさらに増強した。一方、AGEの刺激により RAGEの発現が、P-LPSの添加により TLR2
の発現がそれぞれ増加したが、共刺激を行うとさらに発現は増強した(図.1, 2)。この結果によ
り、AGEと P-LPSは骨細胞における RAGEと TLR2の発現を増強し、スクレロスチンの発現
に影響を与えることが主たる作用と考えられた。 
 RAGEと TLR2をノックダウンするとスクレロスチンの発現は抑制された。AGEと P-LPS
を添加すると骨細胞におけるMAPK経路と NF-Bの活性化が認められたが、両者のシグナル
伝達経路には違いがあった(図.3，4)。AGE と P-LPS の作用には RAGE と TLR2 の発現が必
須であるが、細胞内シグナル伝達経路が異なり、これが AGEと P-LPSの相加的効果に繋がっ
ているのではないかと考えられた。 
 AGEと P-LPSによりスクレロスチンの発現を誘導した骨細胞と骨芽細胞を共培養すると、
骨芽細胞のアルカリホスファターゼ活性、分化因子である Runx2の発現が抑制された。この 



  (図.2) AGEと P-LPSが骨細胞における 
  RAGEと TLR2発現に及ぼす影響 
 

 (図.1) AGEと P-LPSが骨細胞における 
 スクレロスチンと IL-6発現に及ぼす影響 

 
 
 (図.3) RAGEと TLR2のノックダウンが    
 骨細胞におけるスクレロスチン発現に及   (図.4) AGEと LPSがMAPKおよび NF-bの 
 ぼす影響                活性化に及ぼす影響 
 
 
作用は、スクレロスチン抗体を添加すると回復される傾
向にあった。これらの結果により、糖尿病関連歯周炎に
おいては AGEと P-LPSは相加的に骨細胞におけるスク
レロスチンと IL-6発現を増加し、骨芽細胞の分化を抑制
することが考えられる。またスクレロスチン抗体はこれ
らの作用を抑制する効果が認められ、糖尿病関連歯周炎
の治療薬としての可能性が示唆された (図.5)。スクレロ
スチン抗体はすでに骨粗鬆症の治療薬として開発が進ん
でおり、歯周病治療への転用も不可能ではないと考える。 
 
                                                           
                           (図.5) AGEと P-LPS誘導性スク 
                                                     レロスチンが骨芽細胞の ALP活性 
                                                     に及ぼす影響と，中和抗体の作用  
                                                      (白: 中和抗体なし，黒: 中和抗体 
                                                     あり) 
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