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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は，serum amyloid A(SAA)刺激によるヒト大動脈血管内皮細胞
(HAECs)に対する老化効果を解析することにより，歯周病からSAAを介した動脈硬化症の悪化，生物学的老化への
機序を検索することであった。
　21と81歳のドナーのHAECsをSAAで刺激，SAA受容体遺伝子発現を確認したところ，TLR2の発現が著明であっ
た。また，81歳のHEACでは接着分子が強発現しており，炎症応答は強かった。さらに，SA-βGal染色で陽性細胞
が多数認められた。
　これらの結果からSAA 投与によりTLR２を介して炎症応答，老化応答が高齢者のHAECsにて起こることが推測さ
れた。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is through searching the aging effect on Human 
Aortic Endothelial Cells (HAECs) by serum amyloid A (SAA) stimulation, to find the mechanism to 
biological aging through SAA from periodontal disease via aggravation of atherosclerosis.　The donor
 stimulated two kinds of HAECs, 21 years old and 81 years old, with SAA and confirmed the expressed 
SAA receptor gene, and the expression of TLR2 was remarkable in both donors. In addition, adhesion 
molecules were strongly expressed in HAECs of 81-year-old donor, therefore, inflammatory response 
was stronger in HAECs of the elderly. Furthermore, in the HAECs experimental group of the 
81-year-old donor, many positive cells were found by SA-βGal staining. 
 From these results, it was supposed that SAA administration induced inflammatory responses and 
aging responses in the aortic vascular endothelial cells of the elderly via TLR2. 
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１．研究開始当初の背景 
歯科の疾病構造は著しく高齢者型に変化
し，高齢者の増加は，慢性の全身疾患を持つ
歯科疾患患者の増加をきたし，歯科の研究課
題が，従来の口腔科学に加えて健康科学・生
活科学を目指すことを求められている。 
歯周疾患では，他臓器疾患(心臓血管疾患: 
cardiovascular disease: CVD，糖尿病，骨
粗鬆症，慢性閉塞性肺炎，早産・低出生体重
児)との多面的，双方向的関係を検討した疫
学研究結果より，歯周病が他の疾病リスクを
増すという疾病相関に基づく新たな治療法
の創生が望まれている。 
また，加齢に伴う内的，あるいは外的刺激
により，臓器構成細胞は種々の障害を受け，
各臓器では多様な老化病変が発症する。CVD
には様々な疾患が含まれるが，大部分の原因
は動脈硬化症に起因している。動脈硬化性疾
患の割合は，加齢と共に増大し日本の 80 歳
以上の高齢者では癌以上の割合を示してい
る。その最大の危険因子の 1つとして，生物
学的老化(加齢に伴って細胞機能の低下をは
じめとする生体機能の低下)が動脈硬化進展
に寄与すると考えられている。 
申請者らは，動脈硬化易形成マウスで
ある ApoE ノックアウトマウスを長期
間飼育することにより，有意に動脈硬
化病変が増加すること，さらに，老化
細胞マーカーである SA-βGal 染色で，動脈
硬化巣で強い陽性反応を示すのを観察して
いる。よって，高齢者に認める動脈硬化症に
は加齢に伴う老化という特有の因子が関与
すると推測できる。 
一方，歯周病も加齢にともない発症率が著
しい増加を示す。歯周病原細菌は，血管
炎を惹起するとともに血栓傾向を高
める。また，動脈硬化症は，歯周組織の再
生力を低下させ，歯周病原細菌に対する抵抗
力を減弱させる。そのため，歯周病モデルマ
ウス，高齢マウス，共に老年性疾患である動
脈硬化症が進展することに着目し，両モデル
において増加する因子を検出すべく，歯周
炎誘導性動脈硬化亢進モデルを作製
した結果，急性炎症マーカーである SAA が上
昇し，動脈硬化部位が増大することを見出し，
血管内皮細胞において SAA シグナル
により，toll-like receptors2(TLR2)
を通して動脈硬化発症に関わる接着
分子群が発現上昇することを明らか
にした。 
しかし，老年性疾患である動脈硬化症にお
いて，歯周病由来 SAA とその受容体を介した
生物学的老化に対するメカニズムの詳細は
不明であった。 
 
 

２．研究の目的 
加齢に伴う生物学的老化は，心臓血管疾患
(CVD)に対する最も有力な危険因子である。
しかし，加齢と CVD の原因となる動脈硬化症
を結びつけるメカニズムはまだ解明されて
いない。申請者らは，歯周病を惹起させたマ
ウスの末梢血タンパクと肝臓 mRNA において
急性炎症マーカーである血清アミロイド A
（SAA）が上昇し，マウスの加齢に伴って SAA
が上昇することを見出した。そこで，本研究
では SAA，およびその受容体シグナルが血管
老化に大きく関与していると考え，1)血管内
皮細胞における老化に関わるSAA受容体を解
析，2)SAA 刺激による高齢ヒト大動脈血管内
皮細胞に対する老化効果を解析することに
より，歯周病から SAA を介して，生物学的老
化へのメカニズムの詳細を明らかにするこ
とを目的とし研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
 (1)ヒト大動脈内皮細胞(HAEC)の培養 
HEAC を専用培地で，12 穴プレートに各
5×105個を播種し，コンフルエントになるま
で 37℃，5％CO2下で培養を行い，コンフルエ
ントに達した細胞を，無血清専用培地に交換
し，human recombinant SAA(hSAA)を 20 μ
g/ml の濃度で添加し実験群とした。また，PBS
添加群を対照群とし，20 日間継代培養を行っ
た。 
(2)HAEC の長期間培養による SAA 受容体，
各種接着分子の遺伝子発現の確認 
(1)の細胞からAIIPrep DNA/RNA/Protein 
Mini KitにてタンパクとmRNAを抽出した。抽
出したmRNAは逆転写を行い，cDNAに変換，
real-time PCR法にて各種SAA受容体(TLR2，
TLR4，CST3，ABCA1，ABCA7，CD36，SCARB1，
FPR2，AGER)の発現を比較した。すでに申請
者らは，SAAによる動脈硬化に対してTLR2が
重要であることを確認しているが，細胞老化
によるSAA受容体発現を確認するために，候
補受容体のすべてを確認した。さらに， SAA 
シグナルにより， 動脈硬化発症に関わる接
着分子群(ICAM1，VCAM1，MCP1，E-Selectin，
P-Selectin，L-Selectin)が発現上昇してい
るかどうかreal-time PCR法にて検討した。 
(3) SAA による老化マーカーの発現の確認 
 (1)の細胞に発現する老化細胞マーカー
である SA-βGal(senescence-associated β
-galactosidase) を染色にて，また，老化マ
ーカー遺伝子(p53，p21)を real-time PCR 法
にて確認し，対照群と老化マーカーの発現
を比較した。 
以上より，老年性疾患である動脈硬化症に
おいて，SAA とその受容体シグナルを介した
機序から，歯周病と生物学的老化の関係を検
討した。 



４．研究成果 
ドナーが 21 歳と 81 歳の 2 種類の HAEC を
20 日間継代培養し，発現する SAA 受容体遺伝
子発現を real-time PCR 法にて確認したとこ
ろ，両ドナーとも実験群で TLR2 のみ発現が
著明であった。また，21 歳ドナーの HEAC で
は E-Selectin が(図 1)，81 歳ドナーの HEAC
では P-Selectin が強発現しており，81 歳ド
ナーの発現が強かった(図 2)。すなわち，高
齢者のヒト大動脈血管内皮細胞の方がSAAに
対して炎症応答が強かった。 

 

 
さらに，81歳ドナーの HEAC 実験群では SA-
βGal 染色で陽性細胞が多数認められたが，
21 歳ドナーの HEAC 実験群，あるいは対照群
ではほとんど認められなかった。これらの結
果からSAA 投与によりTLR２を介して炎症応
答，老化応答が高齢者の大動脈血管内皮細胞
にて起こっていることが推測されるが，老化
マーカー遺伝子(p53，p21)の発現に関して
はドナー年齢，実験群，対照群間で有為な変
動はなく今後の更に詳細な検討が必要と思
われた。 
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