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研究成果の概要（和文）：生活習慣病の多くは、まず末梢血管障害が生じます。この血管障害と口腔内循環との
関連を調べるため、糖尿病動物モデルの歯肉血管機能を測定しました。糖尿病により歯肉血管機能は低下し、こ
の低下は歯周病により悪化しました。歯周病による歯槽骨吸収量は、糖尿病により増大しました。また、腎糸球
体は、糖尿病により血管網の減少や管腔の変性が、さらに歯周病により、血管壁の破綻が観察されました。加え
て、糖尿病、歯周病による歯肉血管障害への酸化ストレスの関与が証明されました。これらは、糖尿病による末
梢血管障害が口腔内にも生じており、歯肉血流量を指標に簡便に生活習慣病のリスクのスクリーニングができる
ことを示しています。

研究成果の概要（英文）：In common lifestyle-related diseases, peripheral vascular disorder occurs in
 the early stage. We measured a gingival vascular function of the diabetes animal model to examine 
an association between this vascular disorder and intraoral circulation. The gingival vascular 
function was reduced by diabetes, and this reduction deteriorated by periodontal disease. The 
alveolar bone resorption due to periodontal disease was enhanced by diabetes. Alternatively, in 
glomerule, reduction of the vascular plexus and luminal degeneration occurred by diabetes, and the 
rupture of the vascular wall was observed more by periodontal diseas. In addition, we demonstrated 
participation of the oxidative stress in gingival vascular disorder due to diabetes and periodontal 
disease. Above these results suggest that they cause peripheral vascular disorder due to diabetes in
 the oral cavity. In the near future, we may easily screen the risk of life-style related diseases 
by gingival blood flow.

研究分野：循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
全身疾患と口腔との関連性が社会的に問題

視され，歯周病も糖尿病の合併症として認知さ

れるようになった。糖尿病性合併症は，網膜や

腎臓などの微小血管より障害され，自覚症状

が無いまま重症化する血管硬化性疾患であ

る。この糖尿病による血管障害が，歯肉の微

小血管でも生じていることは，糖尿病患者の

歯周病が重篤化しやすいことからも推察で

きる。現在，この合併症による微小血管障害

を早期に捉える検査法として，前腕部反応性

充血が用いられている。しかし，駆血，検査

薬の動脈注射等の熟練した操作が必要なベ

ッドサイドで行う方法である。そのため，患

者自身の自覚がない初期の血管障害を歯肉

微小血流を用いて簡便に捉える方法は，チェ

アサイドで行うことが可能で，医科,歯科臨床

において非常に有用である。近年，この糖尿病

性合併症に，活性酸素種 (ROS) の関与が多

数報告されている  (Penumetcha M., et al. 

Atherosclerosis, 2012, Hulsmans M., et al. The 

FASEB Journal, 2011 他多数)。したがって，

ROS 研究が酸化ストレスを介した糖尿病性

血管障害解明への有効な手段となる。これま

で申請者は循環機能に対する ROS の影響に

ついて報告し (Redox Rep, 2008, Life Sci, 2002, 

Pflügers Archiv, 1999, Antioxid Redox Signal, 

1999 等)，さらに，研究分担者の高橋聡子は

ROS による摘出血管の収縮機能の抑制を報告

している (Eur J Pharmacol, 1997)。さらに，申請

者は，歯肉の微小血管にレーザードップラー法

を応用し，歯肉血流量の非浸襲的測定法を確

立している (Redox Rep, 2002)。これらの方法に

より，微小血管反応を詳細に検討し，歯肉血管

と全身の血管障害を関連付けて機能的に解析

できる。また，当研究室では， 2 型糖尿病モデ

ルラット (Goto-Kakizaki rat: GK) での ROS

の産生増加を確認し，さらに歯周病原細菌であ

る Porphyromonas gingivalis (Pg) の感染動物

での歯肉血流の調整機能の変調（上図灰色部

分）を確認している。しかし，これらの結果を関連

付けるメカニズムの解明には至っていない。この

ように，GKに Pg を感染させた動物モデルを用

いることにより，歯肉血管と糖尿病性血管障害と

の関連性と，ROS の役割解明のための素地が

整った。申請者は，全身の健康と口腔の健康に

対する社会の意識を高めるために必要なエビデ

ンスの確立を求め，また，未だ明らかにされてい

ない，「歯肉微小血管と糖尿病性血管障害との

関連性」を解明することの必要性に着目し，標記

課題を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では糖尿病性血管障害に焦点

を絞り，口腔の血管反応を測定系として「歯

肉微小血管と糖尿病性血管障害との関連性メ

カニズムの解明」を目的とし，臨床応用の基盤

となる科学的エビデンスに基づく非侵襲的

血管評価法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究の到達目標は「歯肉微小血管障害と

糖尿病性血管障害との関連性の解明」とエビ

デンス探求である。そのため，in vivo, in vitroの

実験系を駆使した以下の実験プロトコルを構成

した。 

(1) 歯肉血流量測定による糖尿病の歯肉微小

血管に対する影響の解析 

(2) 歯肉血流量測定による糖尿病と Pg 感染の

歯肉微小血管に対する影響の解析 

(3) 骨吸収量測定による糖尿病と歯周病の進行

との関連の解析 

(4) 摘出血管の等尺性張力変化測定による血

管機能の解析 
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コントロール + Pg 
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歯肉血流を指標とした Pg感染による歯肉循環の変化 

※Pg 感染により血流変化量（灰色部分の面積）が減少して



(5) 血管鋳型標本作製による血管の障害程度

の解析 

(6) ESR を用いた活性酸素種 (ROS) の測定

による口腔領域の酸化ストレスの解析 

(7) 結果に基づき，糖尿病性血管障害と歯肉微

小血管に関わる歯周病の関連性を証明す

る。 

平成 25年度：  

(1) 歯肉血流量測定による糖尿病の歯肉微小

循環に対する影響の解析 

体重，血糖値を測定後，レーザードップラー

法を用い，2 型糖尿病モデルラット (GK) の

歯肉血流量を測定し，糖尿病が歯肉微小循

環にどのような影響を及ぼすか解析した。 

① コントロールラット (Wistar Rat:Ws) の体重

測定後, 口蓋歯肉を測定用プローブにより 1

分間圧迫，解放後の血流変化をレーザードッ

プラー血流計により測定する (Omori Y, 

Takahashi S-S., et al. Redox Report, 2002)。そ

の後，測定部位に下記薬①②を血管機能検

査薬として粘膜適用させ，詳細な血管機能解

析を行う。測定は，2週間毎，生後 7週～30週

齢まで経日的変化を追った。 

・ アセチルコリン：内皮細胞機能検査薬  

・ ニトログリセリン：血管平滑筋機能検査薬  

② GK でも同様の測定を行い，糖尿病の歯肉微

小血管への影響を解析した。 

(2) 歯肉血流量測定による Pg 感染の歯肉微小

循環に対する影響の解析 

糖尿病モデルラット (GK)，コントロール群

に歯周病菌である Porphyromonas 

gingivalis(Pg)を感染させ，レーザードップラ

ー法を用いて Pg感染による歯肉微小循環

への影響を解析した。 

① コントロールラット (Wistar Rat:Ws) の口腔

内に Pg菌を感染させ (Ws+Pg)， (1) と同

様，歯肉血流量測定を行う。測定は 2週間

毎に行い，30 週齢まで経日的変化を追っ

た。 

 

② GK に Pg 感染させ (GK+Pg)，同様の測定

を行い，Pg 感染による歯肉血流量の変化を

測定した。 
 

Pg感染モデル作成法，骨吸収量測定法は，

研究分担者である浜田信城（神奈川歯科大

学・教授）が確立しており，代表者含め当

研究室ですでに Pg 感染ラットを用いた実

験を開始している (Toyama T, Takahashi 

S-S., Lee M-C., Hamada N. et al. Archives of 

Oral Biology, 2012 等)。 
 

平成 26 年度以降：(1)， (2)の測定を継続し，

25年度と同じ糖尿病，歯周病のモデル動物

を用いた。 

(3) 骨吸収量測定による糖尿病と歯周病の

進行との関連の解析 

全身麻酔下でモデル動物の下顎骨を摘出

し，オートクレーブにて乾燥後，実体顕微

鏡下で骨吸収量を測定する。歯周病による

骨吸収と糖尿病との関係を解析した。 

 (4) 摘出血管の等尺性張力変化測定(マグ

ヌス法)による血管機能の解析 

 モデル動物の舌動脈等，口腔領域の血管摘

出し血管の等尺性張力変化を測定した。ノル

アドレナリンによる最大収縮確認後にアセ

チルコリン，ニトログリセリンで内皮依存性

の血管弛緩反応を観察し，さらに血管平滑筋

の弛緩反応を確認した。これらにより，糖尿

病や Pg 感染の血管への影響を機能的に解析

した。また，これら血管機能への ROS 消去

剤による影響を解析した。これらのは，研究

分担者である高橋聡子(神奈川歯科大学・講

師)がその手法を確立している (Wada-T. S. et 

al. European Journal of Pharmacology, 1997等)。 
 

(5) 血管鋳型標本作製による全身の血管の障

害程度の解析 

モデル動物の血管鋳型標本を作製した。歯肉

などの口腔領域を電子顕微鏡下で観察し，糖

尿病や Pg 菌の影響を形態学的に解析した 

(Matsuo M., et al. Microscopy Research and 



Technique, 2002等)。この解析は，松尾雅斗(神

奈川歯科大学・教授)が中心となって行った。

レジンは全身に注入されるため，眼球，腎臓等も

常に観察し。合併症による全身的血管障害の進

行のを形態学的に解析した。  

 (6) 電子スピン共鳴法 (ESR法)を用いたROS

の測定による酸化ストレスの解析 

ESR 法を用い口腔領域の酸化ストレスを評価す

る。方法論はすでに李昌一（神奈川歯科大学･

教授）が確立している。麻酔したモデル動物に

ESR 検 出 可 能 な ス ピ ン プ ロ ー ブ 剤 

(3-calbamoyl-2,2,5,5tetramethylpyrrolidine-1-ylo

xy; carbamoyl-PROXYL) を投与後，歯肉を摘

出し，プローブ剤と活性酸素種との反応 (プロー

ブ剤減衰速度) から各臓器内の酸化ストレスを

評価した (Yoshino F., Lee M-C., et al. Archives 

of Oral Biology, 2012 等)。 
 
４．研究成果 

糖尿病モデルにおいて、口蓋部歯肉の反応性

充血を指標とした歯肉循環調節機能は血管

内皮および平滑筋機能抑制を介して経日的

に低下した。この低下は、上顎臼歯部歯肉へ

の歯周病菌の Porphyromonas gingivalis (P.g) 

感染によりさらに増大した。同様に上顎の歯

槽骨吸収量は P.g感染により増加し、この増

加は P.g 感染糖尿病モデルで有意に増大し

た。 

腎障害は糖尿病の合併症として知られてい

る。その腎糸球体の血管鋳型標本を走査型電

子顕微鏡により形態学的に観察した。その結

果、糖尿病モデルでは血管網の減少や管腔の

変性が見られた。さらに P.g 感染した糖尿病

モデルではこれらに加え、樹脂の血管外漏出

が観察された。同様に糖尿病による合併症が

生じる網膜の血管網でも、血流を測定した口

蓋部歯肉の血管網でも同じ結果が観察され

た。このことから、腎臓、網膜だけでなく、

口腔内歯肉の血管網にも糖尿病性末梢循環

障害が生じていることが考えられる。これに

より、糖尿病患者の口腔粘膜は易感染性で、

糖尿病患者の歯周病罹患率が高いことの一

因となっていることが示唆される。 

また、L-band電子スピン共鳴法により、こ

れら糖尿病、歯周病罹患による歯肉循環障害

への酸化ストレスの関与が証明された。これ

らの結果は、糖尿病による全身循環系への影

響が口腔内にも波及していること、そして、

これらの病態の進行に活性酸素種による酸

化ストレスが関与していることを示してい

る。その結果、口腔内循環調節機能を低下さ

せ歯周病の進行を速めている可能性が示唆

された。これらのことは、現在医科領域で臨

床応用されている血流依存性血管拡張反応 

(FMD) によるベッドサイド血管内皮機能検

査法（保険適用済：区分番号 D207 体液量

等測定）と同様な原理で、全身の血管内皮機

能が口腔内の循環でも評価可能であろうこ

とを示している。具体的には、直径３mm、

長さ３cm 程度のレーザードップラー法によ

る血流測定用プローブによる口蓋部歯肉の

反応性充血 (FMD) は、全身の血管内皮機能

評価の指標になりうること、つまり、歯科臨

床で用いられている歯科用ユニットを含め、

チェアサイドでの生活習慣病のリスクが簡

便にスクリーニング（診断でなく）ができる

可能性が示唆された。 
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