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研究成果の概要（和文）：終末糖化産物（AGE）はマクロファージの増殖能には影響を与えないが、RANKL誘導性
のマクロファージから破骨細胞への分化・活性化を低濃度で増強する可能性が示唆された。これらのことは、糖
尿病環境下における歯周病の炎症性骨破壊増強メカニズムの一端を示している可能性が考えられ、糖尿病の歯周
病発症や進行への影響に関する新たな機序解明とその治療ターゲットに繋がる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The advanced glycation end product (AGE) did not affect the proliferative 
capacity of macrophages, however it was suggested the possibility of enhancing the differentiation 
/ activation of RANKL-induced osteoclasts from macrophages at low concentrations of AGE. These 
possibilities may indicate part of the mechanism in the inflammatory bone destruction enhancement of
 periodontal disease in the diabetic environment, and those also might lead to elucidate a new 
mechanism concerning the influence of diabetes on periodontal disease onset and progression and 
identify a therapeutic target.

研究分野： 歯周病態・診断学
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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の低下が
示唆される（Joshi N. et al. N Engl J Med. 
1999）。具体的に、高血糖状態は、炎症誘発
性である終末糖化産物（AGE）の産生を引き
起こす。Ⅱ型糖尿病患者において、血清中の
AGE 濃度と歯周病の重症度は有為に相関して
いる（Takeda et al. J Periodontol. 2006）。
歯周病を伴った糖尿病モデルマウスでは、同
コントロールマウスと比較してより重度な
歯槽骨吸収を認め、その歯肉組織では、AGE
とその受容体である receptor for advanced 
glycation end-products（RAGE）の発現上昇
を認める（Lalla et al. J Periodont Res. 
1998）。同モデルへの可溶性 RAGE の投与は、
歯槽骨吸収を抑制し、糖尿病における歯周組
織破壊に対する AGE-RAGE 相互作用の深い関
与を示唆する（Lalla et al. J Clin Invest. 
2000）。 
 これまでに申請者らは、自然発症 type2 糖
尿病モデルである Zucker Diabetic Fatty 
Rat(ZDF)ラットを用いて実験的歯周炎を惹
起させたところ、歯槽骨破壊が顕著であった。
また、マイクロアレイによる同ラット歯肉に
おける網羅的遺伝子解析を行い、その生物学
的メカニズムの候補となる因子を同定した
(Soboku. et al. J Periodontol. 2013)。こ
れらのことを踏まえ、申請者は AGE 存在状態
が歯周病における炎症性組織破壊を増強す
るのではないかと考えた。そこで、本研究で
は、AGE を用い、炎症性組織破壊に関与する
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。 
 
２．研究の目的 
 今回、申請者は、生体内における糖尿病
環境を模倣するため、AGE を用い、自然免
疫を司り結合組織の代謝と密に関係してい
るマクロファージの機能に着目した。歯槽
骨吸収に関与する破骨細胞分化促進因子
（RANKL）刺激下で AGE 存在状態で培養する
ことにより、歯周炎における炎症性骨破壊

反応が増強することを予想し実験を行った。
本研究は、血糖コントロール不良による糖
尿病と歯周炎を歯周組織破壊の機序の見地
から研究するものであり、生活習慣病であ
る糖尿病と歯周炎の関連を解明するのは大
変有意義である。本研究の結果より、歯周
組織局所において糖尿病が炎症性組織破壊
に影響を与えることが証明され、糖尿病の
コントロールの重要性や特定因子をターゲ
ットとした生体防御機構の調整の可能性も
踏まえ、今後の歯周病治療にフィードバッ
クすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 
(１) AGE によるマウスマクロファージ細胞

増殖能に対する影響解析 
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 で あ る
RAW264.7 細胞を用い、0.01nM から 10nM の濃
度範囲に調整した AGE(Pentosidin)および
25ng/ml の RANKL を加え、1日間培養後、BrdU
化学発光キットを用いて細胞増殖能を検討
した。 
 
(２) AGE の破骨細胞分化に対する影響解析 
RAW264.7 細胞を用い、0.01nM から 10nM の濃
度範囲に調整した AGE(Pentosidin)および
25ng/ml の RANKL を加え、5日間培養後、TRAP
染色を用いて多核の破骨細胞数を測定した。 
 
(３) AGE の破骨細胞活性化に対する影響解

析 
RAW264.7 細胞を用い、0.01nM から 10nM の濃
度範囲に調整した AGE(Pentosidin)および
25ng/ml の RANKL を加え、5 日間培養後、
Corning Osteo Assay Kit を用いて破骨細胞
活性化能を検討した。 
 
(４) AGE の破骨細胞分化・活性化関連因子遺

伝子発現に対する影響解析 
RAW264.7 細胞に対して、0.01nM から 0.1nM
の濃度範囲に調整した AGE(Pentosidin)およ
び 25ng/ml の RANKL を加え、3 日間培養後、
細胞よりtotalRNAをNucleospinRNAⅡシステ
ムを用いて抽出した。cDNA を合成後、qPCR
法にて 18SrRNA に対する MMP-9、TRAP、RANK、
Cathepsin K の発現量を検討した。 
 



４．研究成果 
(１) AGE によるマウスマクロファージ細胞

増殖能に対する影響解析 
AGEおよびRANKLの添加は、1日後のRaw264.7
細胞の細胞増殖能に対して影響を与えなか
った。 

 
(２) AGE の破骨細胞分化に対する影響解析 
低濃度（0.01nM〜0.1nM）AGE および RANKL の
添加は、RANKL 単独添加と比較し Raw264.7 細
胞の５日後の多核破骨細胞形成を有意に促
進した。 

 
(３) AGE の破骨細胞活性化に対する影響解

析 
低濃度（0.01nM〜0.1nM）AGE および RANKL の
添加は、RANKL 単独添加と比較し Raw264.7 細
胞の５日後の破骨細胞活性化（Pit 数）を有
意に促進した。 
 

 
 
(４) AGE の破骨細胞分化・活性化関連因子遺

伝子発現に対する影響解析 
低濃度（0.01nM・0.03nM）AGE および RANKL
の添加は、RANKL 単独添加と比較し Raw264.7
細胞の３日後の MMP-9、TRAP、Cathepsin K
の発現量を有意に促進した。 

 
(５) まとめ 
本研究により、AGE はマクロファージの増殖
能には影響を与えないが、RANKL 誘導性のマ
クロファージから破骨細胞への分化・活性化
を低濃度で増強する可能性が示唆された。こ
れらのことは、糖尿病環境下における歯周病
の炎症性骨破壊増強メカニズムの一端を示
している可能性が考えられ、糖尿病の歯周病
発症や進行への影響に関する新たな機序解
明とその治療ターゲットに繋がる可能性が
示唆された。 
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