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研究成果の概要（和文）：糖尿病の局所歯周病に与える影響に関する詳細なメカニズムについては，未だ推論の域を出
ていない。今回の研究において、低濃度の終末糖化産物（AGE）は，骨芽細胞の分化を促進すること，またRANKL誘導性
の破骨細胞分化を促進することが明らかとなった。一方，高濃度のAGEは，破骨細胞前駆細胞に細胞毒性をもたらした
。本研究の結果より，糖尿病患者において増加しているAGEは，高回転型の骨代謝を誘導している可能性が考えられる
。このことは，糖尿病の歯周病局所への影響を示唆しており，両疾患の関連の機序の一端を表すものであると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：It is not yet fully understood for a detailed mechanism for the impact on the 
local periodontal disease from diabetes. In this study, it has been found that low concentrations of 
advanced glycation end products (AGE) promotes the differentiation of osteoblasts, and RANKL-induced 
differentiation of osteoclasts. Meanwhile, the high concentration of AGE resulted in cytotoxicity to the 
osteoclast precursor cells. From the results of this study, it is considered that high concentration of 
AGE in diabetic patients direct high rotation type of bone metabolism. This has suggested the effect on 
local periodontitis by diabetes, it is believed to be representative of one of the relevant mechanisms of 
both diseases.

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
歯周病と糖尿病の関係を検討した疫学的研
究は，その結果に多少のばらつきがみられる
ものの，両者の間に有意な相関を示している
ものが多い。両者の関係は，相互に影響を及
ぼすと考えられるが，両疾患の関与機序に関
する詳細なメカニズムについては，推論の域
を出ていない。 
糖尿病においては、感染症への罹患率が高く、
また組織修復能力が低下しているため、重症
化しやすい。その原因として、高血糖や血流
傷害などに起因する感染防御機能、すなわち
免疫機能の低下が示唆される（Joshi N. et al. 
N Engl J Med. 1999）。また、糖尿病におい
て骨代謝異常が報告されている。特に 90％以
上をしめるⅡ型糖尿病では、骨質の劣化によ
る骨の脆弱性が問題とされている。このメカ
ニズムとして考えられるのは、高血糖による
骨芽細胞への影響である。高血糖環境は、骨
芽細胞の分化と機能を抑制する。また、終末
糖化産物（AGE）は、その特異的な受容体 RAGE
を介して細胞に直接的に作用するが、培養骨
芽細胞に添加すると骨吸収関連サイトカイ
ンである IL-6 の発現が促進する（Takagi M. 
et al. J Bone Miner Res. 1997）。さらに、
AGE は、骨芽細胞による基質石灰化を抑制し、
骨芽細胞のアポトーシスを誘導する
（Alikhani M. et al. Bone. 2007）。これら
は、骨量を減少させる可能性を示すものであ
り、糖尿病性骨粗鬆症へと繋がる機序と考え
られる。 
 
２．研究の目的 
血糖コントロール不良は局所の歯周組織に
おいても炎症反応を助長し，歯周組織破壊を
進行させ，歯周病のリスクファクターとなる
という仮説をたてた．本研究では，炎症性骨
代謝に関与する細胞に焦点を絞り，糖尿病の
歯周病に対する影響についての機序を解析
することとした。具体的には、骨芽細胞や破
骨細胞前駆細胞に終末糖化産物であるAGEと
歯周病原細菌由来 Lipopolysaccharide(LPS)
や破骨細胞分化促進因子である Receptor 
Activator of NF-B Ligand(RANKL)を添加し、
炎症性骨代謝の機序に関して検討すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 実験に用いた細胞：生後 2 日齢の ddy
マウスの頭頂骨より骨芽細胞を採取す
る。また、マウスマクロファージ細胞株
である RAW 細胞を破骨細胞前駆細胞と
して実験に使用する。 

2. 遺伝子発現の検討：骨芽細胞より
totalRNA をグアニジンを用いて抽出し，
Real-time PCR 法を用いて骨分化マーカ
ーであるアルカリフォスファターゼ
(ALP)，オステオカルシン(OCN)，オステ
オポンチン(OPN)，骨シアロタンパク
（BSP），typeⅠコラーゲン，Runx2 の遺

伝子発現量の測定を行う。Real-time 
PCR 法は，ABI Prism7000 を使用する。
遺伝子発現の差違は，ΔΔCT法により計
算する。  

3. 細胞増殖能の判定：骨芽細胞および
RAW 細 胞 の 増 殖 能 の 変 化 を
Cell-Counting Kit-8 を用いて測定し，
比較する。 

4. 破骨細胞形成能：RAW 細胞を RANKL と
AGE で共培養後，TRAP 染色にて多核の破
骨細胞形成数を測定する。 

 
４．研究成果 
1. 骨芽細胞における細胞増殖能：低濃度の
AGE は，培養 2日後の骨芽細胞の増殖能
を増加させた。一方、高濃度の AGE は，
濃度依存的にその増加幅が減少した。 

 
2. 骨芽細胞における遺伝子発現変動：低濃
度の AGE(0.05nM)は、培養 3日後におい
て骨芽細胞の分化マーカーである
ALP,OPN,OCN,BSP,typeⅠコラーゲン，
Runx2 の発現を有意に増加させた。
Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans(A. 
actinomycetemcomitans) 由 来
LPS(10ng/ml)は，これら遺伝子の発現を
増加させる傾向にあったが、統計学的に
有意では無かった。両者の刺激は，これ
ら遺伝子の発現に影響を与えなかった。 

AGE 濃度 

吸光度 

＊＊ 

＊＊ 



 

＊＊： p ＜0.01 vs control.  

3. RAW 細胞における細胞増殖能：低濃度の
AGE は，培養 2日後の RAW 細胞の増殖能
に影響を与えなかった。一方，高濃度の
AGE は，RAW 細胞に対して細胞毒性をも
たらした。また，各濃度の AGE と
RANKL(25ng/ml)の共刺激は，AGE の濃度
依存的に RAW 細胞の細胞毒性を増加し
た。 

 

4. 破骨細胞形成能：低濃度の AGE と
RANKL(25ng/ml)の共刺激は，RANKL 単独
刺激と比較し，TRAP 陽性多核破骨細胞
の有意な増加をもたらした。一方，高濃
度のAGEとRANKL(25ng/ml)の共刺激は，
RANKL 単独刺激とほぼ同じ細胞数であ
った。 
 

＊： p ＜0.05 vs control. 
 
5. まとめ：以上から、低濃度の AGE は，骨
芽細胞の分化を促進すること，また
RANKL 誘導性の破骨細胞分化を促進す
ることが明らかとなった。一方，高濃度
の AGE は，破骨細胞前駆細胞に細胞毒性
をもたらした。本研究の結果より，糖尿
病患者において増加している AGE は，高
回転型の骨代謝を誘導している可能性
が考えられる。このことは，糖尿病の歯
周病局所への影響を示唆しており，両疾
患の関連の機序の一端を表すものであ
ると考えられる。 
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