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研究成果の概要（和文）：糖尿病関連歯周炎では歯周組織における最終糖化産物 (AGE)の蓄積により炎症や組織
破壊が促進し、病態が重症化する場合がある。しかしその詳細なメカニズムは解明されていない。本研究は、ヒ
ト歯肉上皮細胞に着目し、S100A8が糖尿病病態の歯周組織においてどのような影響を及ぼすか検討を行った。ヒ
ト歯肉上皮細胞においてAGEで発現が誘導されたS100A8はIL-6, CCL2およびSAA2など炎症関連因子を抑制した。
また、S100A8は細胞内ROS産生量には変化を及ぼさなかった。結果から、S100A8の抗炎症作用が糖尿病病態の歯
周組織における炎症増悪を抑制し、生体恒常性を維持している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Advanced glycation end-products (AGEs) in gingival tissues of diabetes 
patients aggravate periodontal disease, but the mechanisms are unknown. In this study, we focused on
 human gingival epithelial cells and examined the effects of S100A8 on periodontal tissue in 
diabetic conditions. S100A8, which was induced by AGE in human gingival epithelial cells, suppressed
 inflammatory factors such as IL-6, CCL2 and SAA2. S100A8 did not change the intracellular ROS 
production. These results suggest that the anti-inflammatory effect of S100A8 may suppress the 
exacerbation of inflammation in periodontal tissue in diabetic conditions and maintain biological 
homeostasis.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 最終糖化産物　歯周病　S100A8

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病病態において歯周組織における最終糖化産物 (AGE)の蓄積は歯周炎の増悪に深く関与している。S100A8は
歯肉上皮細胞で恒常的に発現し、炎症マーカーとして知られている。歯肉上皮細胞においてS100A8はAGEで発現
が誘導され、AGEとの共存下では炎症性サイトカインを抑制した。糖尿病病態の歯周組織におけるS100A8の抗炎
症作用は生体恒常性の維持に関与し、生理的役割の解明に寄与すると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒト S100A8 は 2 つの EF-hand モチーフを持つ低分子カルシウム結合性 S100 タンパク質に属

しており、恒常的に顆粒白血球や歯肉上皮細胞に存在している。また、生体内では 
S100A9 とヘテロ二量体（S100A8/S100A9,別名カルプロテクチン）を形成し、その発現は歯周病
を含む様々な炎症性疾患において亢進することが知られている。 
 近年、S100A8 は Toll-like receptor 4 (TLR4)や最終糖化産物（Advanced glycation end-
products: AGEs）の受容体 RAGE の内因性リガンドとして働き、炎症性サイトカインを誘導し、
局所の炎症増悪・慢性化への関与が報告されている。一方で、申請者はこれまでに S100A8 に抗
炎症作用があることを報告しており、他にも抗酸化作用や皮膚の創傷治癒を促進することなど
が報告されている。 
歯周病は糖尿病の合併症の一つであり、糖尿病患者では歯周病の罹患率が高く、その病態が悪

化しやすいことが知られている（糖尿病関連歯周炎）。糖尿病関連歯周炎の病態においては、歯
周組織への最終糖化産物（Advanced glycation end-products: AGEs）の蓄積により炎症や組織
破壊が促進し、歯周炎の病態が重症化することなどがこれまでに報告されている。加えて、歯周
病原細菌のリポ多糖(LPS)が TLR を介して炎症性反応を誘導することで、炎症の持続や組織修復
の傷害が生じ、重篤化をもたらしている。歯肉上皮は歯周病原性細菌と宿主が最初に接する部位
でありながら歯肉上皮に着目して糖尿病関連歯周炎の病態について調べた報告はほとんどない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、歯肉上皮細胞に着目し、S100A8 が糖尿病病態の歯周組織においてどのような影

響を及ぼすか検討を行った。歯肉上皮における S100A8 の影響を検討することにより、糖尿病関
連歯周炎の病態について新たな見解を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養： 
不死化したヒト歯肉上皮細胞株（OBA-9 細胞）を bovine pituitary extract(BPE)と epidermal 

growth factor(EGF)を含んだ keratinocyte-SFM 培地を用い、5%CO2存在下、37℃にて培養した。
サブコンフルエントに達した後、*AGE（500 g/ml）と**PgLPS(1 g/ml)あるいはS100A8(1 g/ml)
を細胞に添加し、実験に供した。なお、添加前には BPE と EGF を含まない培地で 2 時間培養し
た。 
*AGE は BSA と glyceraldehyde の混合による Takeuchi らの方法（Mol Med, 2000）により作製 
**PgLPS は Porphyromonas gingivalis 由来の Lipopolysaccharide 
 
（２）遺伝子発現分析： 
①DNA マイクロアレイ解析 
OBA-9 細胞に AGE（500 g/ml）と PgLPS(1 g/ml)を添加し 24 時間培養した。培養後、RNeasy 
Mini Kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。抽出した RNA をマイクロアレイ分析(Affymetrix 
Human Gene 1.0 ST Array）を用いて、炎症性サイトカイン、自然免疫関連因子、抗菌ペプチド
などの遺伝子を中心にその発現について網羅的に対照群と比較検討を行った。 
 
②real-time PCR 法 
OBA-9 細胞に AGE（500 g/ml）と PgLPS(1 g/ml) あるいは S100A8(1 g/ml)を添加し 6および
24 時間培養した。抽出した RNA から通法に従い cDNA を作製した後、各遺伝子のプライマーを用
いて real-time PCR 法にて遺伝子発現レベルを解析した。 
 
（３）細胞免疫染色： 
OBA-9 細胞に AGE（500 g/ml）と PgLPS(1 g/ml)を添加し、24 時間培養を行った。その後、細
胞を固定し、抗 S100A8 抗体および抗 S100A9 抗体を用いて免疫染色を行った。 
 
（４）ELISA 法： 
OBA-9 細胞に AGE（500 g/ml）と S100A8(1 g/ml)を添加し 24時間培養した。培養上清中の IL-
6, CCL2 および血清アミロイド A2(SAA2)の蛋白量を各 ELSIA キットにて測定した。 
 
（５）活性酸素種(Reactive oxygen species: ROS)産生量の測定： 
OBA-9 細胞に AGE（500 g/ml）と S100A8(1 g/ml)を添加し 6および 24時間培養した。培養後、
OxiSelect Intracellular ROS Assay Kit を用いて ROS 産生量の測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト歯肉上皮細胞における AGE および PgLPS による遺伝子発現変化 
DNA マイクロアレイ解析の結果、BSA と比較して AGE により 1.6 倍以上発現が増加した遺伝子

は 5遺伝子で、S100A8, CXCR4, SAA2 など炎症関連因子の増加が認められた。一方、1.6 倍以上
減少したものは 29 遺伝子であった。 
AGE と PgLPS の共存下では、IL-6, CCL2, SAA1, SAA2, S100A8, S100A9 などの遺伝子におい



て 2 倍以上の増加が認められた。1.6 倍以上発現が増加した遺伝子は上記遺伝子も含めて 28 遺
伝子であった。一方、1.6 倍以上減少したものは 6遺伝子であった。多くの遺伝子において、AGE
と PgLPS の共存下では AGE および PgLPS 単独よりも遺伝子の発現がさらに増強していることが
明らかとなった。 

マイクロアレイ解析で変動のあった炎症関連因子について real-time PCR 法で確認した結果、
ほぼ同じ変動を示した。とくに血清アミロイドタンパク(SAA1 と SAA2)や S100 カルシウム結合
タンパク(S100A8 と S100A9)は AGE と PgLPS の共存下で、それぞれ単独より遺伝子の発現が増強
していることが確認された。IL-6, CCL2 および CXCL1 遺伝子発現については、AGE と PgLPS の
共存下の変動は PgLPS による変動とほとんど変化がなかった。CXCR4 および AGE のレセプター
RAGE は AGE でのみ変化を示した（図１）。 

 
 
【図 1】AGE と PgLPS が遺伝子発現に及ぼす  

影響 
 
 
 
 

 
（２）ヒト歯肉上皮細胞における S100A8 および S100A9 タンパクの局在  
OBA-9 細胞において BSA 添加時、S100A8 は細胞核に局在しており、AGE および PgLPS の共存下

では細胞核と細胞質にも局在することが観察された。一方、S100A9 は細胞質に局在しており、
AGE および PgLPS の添加による局在の変化は観察されなかった（図 2）。 

 
【図 2】ヒト歯肉上皮細胞における S100A8 および S100A9 タンパクの局在 

 
 
（３）ヒト歯肉上皮細胞における AGE および S100A8 による遺伝子発現変化 
ヒト歯肉上皮細胞に AGE および S100A8 を添加 6 時間後の IL-6、CCL-2 および SAA2 など炎症

関連因子の遺伝子発現を real-time PCR 法で調べた結果、AGE でコントロールと比較して約 2倍
発現増加した上記因子が、AGE と S100A8 の共存下ではコントロールと同レベルまで発現が減少
することが認められた（図 3）。 



【図 3】AGE と S100A8 が遺伝子発現に及ぼす影響 
 
（４）ヒト歯肉上皮細胞における AGE および S100A8 によるタンパク発現変化 
ヒト歯肉上皮細胞に AGE および S100A8 を添加 24 時間後の細胞上清中における IL-6、CCL-2 お

よび SAA2 のタンパク発現を ELISA 法で調べた結果、遺伝子発現と同様に AGE と S100A8 の共存
下で AGE 単独よりも減少することが認められた。しかしながら、24 時間培養では S100A8 単独添
加が AGE 添加以上に IL-6, CCL-2 および SAA2 のタンパク量を上昇させた（図 4）。 

【図 4】AGE と S100A8 がタンパク発現に及ぼす影響 
 
（５）ヒト歯肉上皮細胞における AGE および S100A8 による ROS 産生量の変化 
ヒト歯肉上皮細胞に AGE および S100A8 を添加 6 および 24 時間後、細胞内の ROS 産生量を測

定した結果、AGE 添加群ではコントロールと比較して ROS レベルは増加した。一方で、AGE と
S100A8 の共存下における ROS 産生量は AGE と比較して変化がないことから、ヒト歯肉上皮細胞
において、S100A8 は細胞内 ROS レベルを抑制せず、抗酸化作用を示さないことが明らかとなっ
た（図 5）。 
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【図 5】AGE と S100A8 が ROS 産生に及ぼす影響 
 
＜結論と考察＞ 
本研究から、AGE や PgLPS はヒト歯肉上皮細胞において炎症関連因子や S100A8 を含む自然免

疫関連因子を誘導し、糖尿病関連歯周炎の病態や生体防御反応に影響を与える可能性が示唆さ
れた。また AGE で発現が誘導された S100A8 は IL-6, CCL2 および SAA2 など炎症関連因子を抑制
することから、S100A8 の持つ抗炎症作用が歯周組織における炎症の増悪を抑制し、生体恒常性
を維持している可能性が考えられる。さらにヒト歯肉上皮細胞における S100A8 の詳細な役割を
解明することにより、糖尿病関連歯周炎に対する歯周治療における新たなターゲット因子にな
ると思われる。 
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