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緒 言 

 

歯周病が糖尿病の合併症や糖尿病の増悪に寄与する可能性が議論されているが，糖尿病

と歯周病の相互作用に関しては不明な点が多い 1-5)．ナトリウム-グルコース共輸送体２

（sodium-glucose cotransporter 2, SGLT2）は近位腎尿細管でのグルコース再吸収に関与

しており，血糖値制御に SGLT2 阻害薬が注目されている 6,7)．しかし，糖尿病環境下での

尿細管における SGLT2 増加機構は十分には解明されていない 8-11)．我々は糖尿病環境下の

腎糸球体内皮細胞は Toll 様受容体（Toll-like receptor，TLR）2 および TLR4 を発現し，周

囲の腎小血管には発現しないことを報告した 12-14)． 

高血糖環境下では，血中タンパク質の非触媒的グルコース修飾によって終末糖化産物

（advanced glycation end products, AGEs）が生成される．AGEs は腎糸球体のような複

雑な構造を持つ臓器に蓄積して白血球を刺激し，あるいは普遍的に発現している AGE 受容

体（receptor for AGEs, RAGE）との相互作用を介した慢性刺激によって，糸球体内皮細胞

における TLR2 および TLR4 の発現を誘導することが報告されている 15-22)．また，糖尿病

患者と動物モデルにおいて白血球と腎における TLR2 および TLR4 の発現レベルが上昇し

ていることが報告されており，高血糖環境で誘導された TLR2 および TLR4 を介して腎組

織内白血球に AGEs が認識されることが示唆されている．そして，腎における TLR による

AGEs の認識は，糖尿病性腎症における尿細管炎症および間質線維化を促進する候補の 1 つ

に示唆されている 16-27)．さらには，腎微小循環系における歯周病原細菌の存在下で，腎組

織および白血球の TLR を介した炎症反応が，腎における炎症性サイトカインの産生を誘導

することが推測されている 19-25)．  

我々は，歯周病原細菌の口腔内循環侵入の感染モデルとして Porphyromonas gingivalis

の LPS を頬粘膜下に投与すると，ストレプトゾトシン（streptozotocin，STZ）誘発糖尿病

マウスで腎症が引き起こされることを報告した 13,14)．そして，P. gingivalis の LPS（Pg-

LPS）を投与された糖尿病マウスは，糖尿病マウスあるいは LPS を投与された健康なマウ

スの生存期間内に腎症に伴う人道的エンドポイントに到達すること，また，TLR4 阻害剤エ

リトラン（eritoran）により，LPS 投与による STZ 誘発糖尿病マウスにおける腎症を抑制

することを示した 14)．このことから，Pg-LPS は TLR2 優位リガンドであるものの，TLR4

の低レベルの活性化でも糖尿病腎症を引き起こすと推測された．以上の結果は，TLR4 のリ

ガンドは糖尿病患者に腎症を誘発する可能性があることを示唆する．よって本研究では，こ

のことを検証するために，STZ 誘発糖尿病マウスおよび培養腎尿細管上皮細胞を用いて，

TLR4 の経路を強力に活性化することが報告されている Fusobacterium nucleatum LPS

（Fn-LPS）が糖尿病マウスの腎尿細管における SGLT2 の過剰発現を誘導することで糖尿

病を増悪させる可能性を検討した． 

 



 

材料と方法 

1.細胞 

ヒト単球マクロファージ様細胞株（THP-1, JCRB0112, Japanese Collection of Research 

Bioresources, Ibaraki, Japan）およびマウス単球マクロファージ様細胞株（J774.1, 

JCRB0018, Japanese Collection of Research Bioresources）は，10％ウシ胎児血清を含む

RPMI1640 にて培養した．また，C57BL/6 マウス初代近位尿細管上皮細胞（C57-6015, Cell 

Biologics Inc., Chicago, IL）は上皮細胞培地（M6621, Cell Biologics）で培養した．MC3T3-

E1 細胞（RCB1126, RIKEN BioResource Research Center, Tsukuba, Japan）は α-MEM

で培養した． 

 

2. 細菌培養 

F. nucleatum（ATCC 25586）は岐阜嫌気性培地（Code 05422, Nissui Pharmaceutical 

Co., Ltd., Tokyo, Japan）で嫌気性容器を用いた嫌気条件下にて 37℃で７日間，波長 595 

nm での吸光度が 1.0 に達するまで培養した．その後，1.0× 108 CFU /ml に調整し，アキュ

レート™ NV 加 ABHK 寒天培地（Shimadzu Diagnostics Corporation, Tokyo, Japan）に

播種してコロニーを計数することで生菌数を算定した．細菌細胞は，4000×g で 30 分間遠

心分離して回収したペレットを 60℃で 1 時間加熱することで不活性化させ，同寒天培地上

で増殖がないことを確認した． 

 

3. 歯周病原細菌 F. nucleatum LPS の精製 

Fn-LPS は，F. nucleatum（ATCC 25586）から LPS 抽出キット（iNtRON Biotechnology, 

Inc., Seongnam, Korea）を使用して精製した．精製Fn-LPSの活性は, THP-1の interleukin-

6（IL-6）mRNA 発現増加と TLR4 阻害剤 TAK-242（IC50 =1.3 nM, Sigma-Aldrich Japan, 

Tokyo, Japan）による IL-6 mRNA 産生阻害を RT-PCR で分析することで評価した．具体

的には，まず THP-1（1.0 × 108 cells/well）を 6 穴プレートにて Fn-LPS（100 ng/ml）のみ，

または Fn-LPS（100 ng/ml）および TAK-242（1 μM）を含む RPMI1640 培地で，24 時

間培養した．培養後，付着細胞をトリプシンで処理し，浮遊細胞とともに遠心分離で回収し

た．細胞ペレットを下記に記載したリアルタイム PCR 法により解析した．Fn-LPS の収量

は，ToxinSensor（LAL Endotoxin Assay Kit, GenScript Biotech Corporation, Piscataway, 

NJ, USA）を用いてマイクロプレートリーダーの波長 545 nm で測定し，評価した．以上

は，すべて製造元の指示および既報 28-30)に従って実施した． 

 

4. 細胞生存率試験  

Fn-LPS（100 ng/ml），TAK-242（1 µM），およびリコンビナントマウス TNF-α（10 pg/ml, 

sodium azide free, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN）を含む培地で培養した細胞の生

存率は，Cell Counting Kit-8（Dojindo Molecular Technologies, Inc., Tokyo, Japan）の水



 

溶性テトラゾリウム塩 WST-8（2-（2-メトキシ-4-ニトロフェニル）-3-（4-ニトロフェニル）

-5-（2,4-ジスルホフェニル）-2H-テトラゾリウム）を使用して解析した．これらの濃度は，

データシートおよび先行研究 31-34) に従い決定した．生細胞数は，WST-8 を基質として産生

されたホルマザン色素量をマイクロプレートリーダーにおける波長 450 nm の吸光度で測

定することで推定した．実験培養物の相対生存率を対照培養物の吸光度測定値に正規化し，

任意の単位で表した． 

 

5. 細胞接着試験 

精製 Fn-LPS の抗原性は，細胞の接着により評価した．Fn-LPS を培養液に添加し，単球

様 THP-1 からマクロファージ様 THP-1 に分化してシャーレに接着した細胞数を調べた．

同時に TLR4 阻害剤 TAK-242 による細胞接着阻害効果も評価した．THP-1 を 6 穴プレー

トに播種し，Fn-LPS（100 ng/ml）または Fn-LPS（100 ng/ml）と TAK-242（1 µM）を

添加後，24 時間 RPMI1640 培地にて培養した．培養後新鮮な培地で 5 回洗浄した．6 穴プ

レートに付着した細胞を WST-8 の基質を含む培地で 4 時間培養し，WST-8 代謝物を吸光

度 450nm で測定し，また THP-1 から分化した付着細胞数を測定し評価した．実験培養物

の付着細胞数を対照培養物の吸光度測定値に正規化し，任意の単位で表した． 

 

6. 細胞活性化試験 

Fn-LPS，TNF-α，および Fn-LPS 添加 J774.1 との共培養によるマウス初代近位尿細管

上皮細胞の活性化について検討した．方法および投与量は，データシートおよび先行研究

13,31,32,35-38) に従った．近位尿細管上皮細胞は，24 穴プレートあるいはガラススリップを入

れた 6 穴プレートを用い，Fn-LPS（100 ng/ml）または TNF-α（10 pg/ml）（azide free, 

ED50: 8-50 pg/m, aa80-235; R&D Systems Inc.）を添加して，培養した．Fn-LPS（100 

ng/ml）添加 J774.1 との共培養にはインサート（pore size 0.4um, Falcon, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Chino, CA）を用いた．SGLT2 の発現は，RT-PCR，ELISA，および免疫染

色によって解析した． 

 

7. 動物実験 

すべての動物実験は，福岡歯科大学動物センターにおいて，既報 8,12-14,35,36) に従って行っ

た．実験計画は福岡歯科大学動物実験倫理委員会（No.19010）によって承認された．4 週齢

の雄 ICR マウス（Kyudo, Fukuoka, Japan）を使用した 8)．本研究では，Fn-LPS 未投与

健常 ICR マウス（ICR 群），Fn-LPS 投与非糖尿病マウス（LPS 群），STZ 誘発糖尿病マウ

ス（STZ 群），および Fn-LPS 投与糖尿病マウス（STZ-LPS 群）の 4 群（各群 9 匹）を用

いた．人道的エンドポイントは ARRIVE ガイドラインに従って毎日評価し，該当するマウ

スにはペントバルビタールナトリウムの腹腔内注射による麻酔導入により安楽死させた．

本研究では，すべてのマウスが実験および対照データに含まれ除外はなかった．STZ 誘発



 

糖尿病マウスの作製法および糖尿病マウスへの LPS 投与法は，既報 12-14,35,36) に従った．吸

入麻酔下のマウスに，0.05 M クエン酸緩衝液（pH 4.5）に溶解した STZ（200 mg/kg body 

weight; Sigma-Aldrich Japan, Tokyo, Japan）を腹腔内に，また Fn-LPS を頬粘膜下にそ

れぞれ１回注射し，血糖濃度を週２回グルテストセンサー（Sanwa Kagaku Kenkyusyo CO., 

LTD. Nagoya, Japan）で測定した．血糖値が 300 mg/dl 以上のマウスを糖尿病と判定し，

血糖値が 600 mg/dl を超えるマウスを既報に従い 12-14,35,36)，重症糖尿病モデルとして各種

解析に用いた．Fn-LPS の投与量は，Pg-LPS を用いた既報 39,40)と同量である 3 mg/kg と

し，ICR マウスの健康状態に影響を与えないことを確認した 35,36)．Fn-LPS 投与糖尿病マ

ウスの尿および血液サンプルは，マウスが人道的エンドポイントに到達した日に安楽死さ

せ採取し，他群は Fn-LPS 投与糖尿病マウスが人道的エンドポイントに到達した日に採取

した．サンプルは，尿中アルブミン（Alb）をアルブミン ELISA キット（Bethyl Laboratories, 

Inc. Montgomery, Texas, USA）で，血中尿素窒素（Blood urea nitrogen, BUN）を Urea 

Nitrogen Colorimetric Detection Kit（Thermo Fisher Scientific Inc.）で，また血中クレア

チニン（Creatinine, CRE）をLabAssay（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）を用いて分析した． 

 

8. 定量 RT-PCR 法 

THP-1のヒト IL-6 mRNA，マウス近位尿細管上皮細胞およびマウス腎臓組織中のSGLT2

と IL-6 の mRNA 発現量は定量 RT-PCR 法によって行った．β-アクチンの mRNA を対照と

した．マウス腎臓組織中の全 RNA は，摘出後すぐにマウス腎から採取した 5mm 四方の組

織を氷上ガラス板上でメスにてペースト状に粉砕した材料をもとに，RNeasy Mini キット

（Qiagen, Hilden, Germany）を製造元のプロトコルに従って使用した．抽出した RNA を

テンプレートとして PrimeScriptTM RT reagent Kit (Takara, Shiga, Japan) を用いて 37℃，

15 分にて mRNA の逆転写産物である complementary DNA (cDNA) を合成した．その後，

85℃，5 秒間の加熱で逆転写酵素を不活性化した．得られた cDNA は遺伝子特異的プライ

マーと PowerSYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）

を使用した quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR)分析により解析した．

PCR 産物の相対レベルは Stratagene Mx3000P リアルタイム PCR システム（Agilent 

Technologies, Inc, Santa Clara, CA, USA）を使用し評価した．この実験で使用した遺伝子

特異的プライマーを表１に示す． 

 

9. 細胞 ELISA 

細胞を 100％メタノールで-20˚C で 5 分間固定した後，ヤギ血清（0.1％）を含む PBS ブ

ロッキング溶液で20˚Cにて30分間処理し，ウサギ抗マウスSGLT2 （Abcam，Cambridge，

UK）を含むブロッキング溶液で 4˚C にて 8 時間処理した．一次抗体処理後，切片を PBS

で 10 分間 3 回洗浄し，ペルオキシダーゼ標識二次抗体（Vector Elite ABC kit; Vector 



 

Laboratories, Burlingame, CA）を含むブロッキング溶液で 20℃にて 1 時間処理し，TMB

キット（Thermo Fisher Scientific Inc.）と室温で反応させ，450 nm の吸光度変化をマイ

クロプレートリーダーで測定した．SGLT2 タンパク質の相対的産生量は，TMB 代謝の吸

光度とコントロールに対する標準化により評価し，任意の単位で表した． 

 

10. 免疫組織化学染色 

クライオスタットでスライドガラス上に切り出したマウス腎臓組織凍結切片（10 μm）を，

100%メタノールで-20˚C にて 5 分間固定後した．切片を 10mM PBS で洗浄し，20℃で 30

分間ブロッキングした．一次抗体として近位尿細管識別のためにウサギ抗マウス SGLT2

（Abcam）および腎糸球体有足細胞とマクロファージ識別のために，ハムスター抗マウス

ポドプラニンクローン 8.8.1 抗体（BioLegend, San Diego, USA）を用いた．一次抗体を 4℃

にて８時間反応させた後，PBS で 10 分間×3 回洗浄し，Alexa Fluor 488/568 標識ヤギ抗

ハムスターIgG またはヤギ抗ウサギ IgG（Probes Invitrogen Com. Eugene, OR）を反応さ

せた．その後，切片を 50％ポリビニルピロリドン溶液で封入し，CFI Plan Apo Lambda レ

ンズシリーズと蛍光顕微鏡（DS-Ri2/Qi2，Nikon Corp., Tokyo, Japan）で観察した．すべ

ての実験は，複数の切片を用い，3 回繰り返した． 

培養細胞については，THP-1 および近位尿細管上皮細胞を抗 IL-6 抗体と抗 SGLT2 抗体

にて免疫染色で解析した．培地中に浮遊していた単球様 THP-1は遠心分離により回収した．

一方，Fn-LPS で活性化されたマクロファージ様 THP-1 は，トリプシン処理後遠心分離に

より回収した．回収した細胞ペレットを PBS に懸濁し，細胞懸濁液(10 μl）をスライドガ

ラス上に置き，風乾させた．ガラス製カバースリップ上で培養した近位尿細管上皮細胞も同

様に風乾させた．これらの細胞も一次抗体までの操作を凍結切片と同様に行った．THP-1 は

ウサギ抗ヒト IL-6（Abcam），近位尿細管上皮細胞はウサギ抗マウス SGLT2 を一次抗体と

して用いた．その後，細胞を二次抗体（Alexa Fluor 488/568 標識ヤギ抗ウサギ IgG，Probes 

Invitrogen）で反応させ，核は DAPI で対比染色した．細胞の染色切片は組織切片と同様に

観察した． 

 

11. 組織切片の免疫染色領域の測定 

抗 SGLT2 抗体で染色した SGLT 陽性糸球体数を蛍光顕微鏡で計測した．内腔側が抗

SGLT2 抗体で染色された近位尿細管数も計測し，SGLT2 過剰発現尿細管として判定した．

SGLT2 陽性器官の相対数は，対照の ICR に対する正規化の式（Fn-ICR，STZ-ICR または

Fn-STZ / ICR の器官数）に従い任意の単位で表した．すべての実験は 5 回繰り返した． 

 

12. 統計解析 

動物実験は，4 群 36 匹（各群 9 匹）を用いて実施した．免疫組織染色，リアルタイム PCR

および ELISA に関するすべての実験は 5 回繰り返した．データは平均値±SD で表され，



 

平均値は標準偏差で計算した．統計的有意差は，STATVIEW4.51 ソフトウェア（Abacus 

concepts, Calabasas, CA, USA）を使用した一元配置分散分析（one-way ANOVA）および

対応のない両側 t 検定により判定した．  

 

結 果 

 

1. 精製 Fn-LPS の抗原性評価 

THP-1 は通常 TLR2 と TLR4 を発現していることが確認された（図１A）．THP-1 にお

いて，細胞接着および IL-6 発現を指標に，精製 LPS の抗原性を評価した．培養プレートに

付着したマクロファージ様細胞数は Fn-LPS により有意に増加し，また，その細胞接着は

TLR4 阻害剤により抑制された（図 1B 上段，C）．Fn-LPS により IL-6 発現が見られ，ま

たその発現は TLR4 阻害剤により抑制された（図 1B 下段）．THP-1 の IL-6 mRNA 発現量

は，Fn-LPS 処理で有意に増加し，TLR4 阻害剤で抑制された（図 1D）．THP-1 の生存率は

Fn-LPS および TLR4 阻害剤の影響を受けなかった（図 1C）． 

 

2. 近位尿細管上皮細胞における SGLT2 の発現 

未処理および Fn-LPS 処理した近位尿細管上皮細胞は，SGLT2 発現がほとんど観察され

なかったが，TNF-α 処理した近位尿細管上皮細胞は Fn-LPS 添加 J774.1 と共培養した細

胞と同様に SGLT2 発現が観察された（図 2A）．近位尿細管上皮細胞の生存率は実験による

影響を受けなかった（図 2B，白バー）．SGLT2 タンパク質発現を ELISA にて解析したと

ころ，免疫染色の結果と同様に未処理および Fn-LPS 処理，J774.1 と共培養した近位尿細

管上皮細胞の間では SGLT2 タンパク質発現量に差は無かったが，TNF-α 処理細胞は Fn-

LPS 添加 J774.1 と共培養した細胞よりその発現が有意に増加した．さらに，Fn-LPS 添加

J774.1 と共培養において SGLT2 発現は有意に増加した（図２B）．近位尿細管上皮細胞の

SGLT2 mRNA の発現解析においても，未処理と Fn-LPS 処理または J774.1 と共培養した

細胞との間で SGLT2mRNA 発現に差は無く，TNF-α 処理により SGLT2 発現が有意に増

加した．さらに，Fn-LPS 添加 J774.1 と共培養した細胞は，TNF-α 処理に比べ，有意に発

現が増加した（図 2C）． 

 

3. Fn-LPS による血糖値および生存曲線の変化 

血糖値が 300 mg/dl 以上の糖尿病状態に到達するまでの時間は，Fn-LPS 投与糖尿病マウ

スでは，糖尿病マウスよりも短く，急激な血糖値上昇が認められた（図 3A, B）．さらに Fn-

LPS投与糖尿病マウスの平均血糖値は糖尿病マウスよりも高値を示した（図3C）. Alb, BUN, 

および CRE は Fn-LPS 投与糖尿病マウスの方が他のマウスより有意に高値を示した（図

4A, B, C）．生存曲線については，Fn-LPS 投与糖尿病マウスの全個体がその他のマウスの

生存期間中に人道的エンドポイントに到達した（図 4D）． 



 

 

4. マウス腎組織における SGLT2 の発現 

マウス腎組織における SGLT2 の発現を免疫染色にて解析した．Fn-LPS 未投与健常 ICR

マウスと Fn-LPS 投与非糖尿病マウスの腎組織では，抗 SGLT2 抗体の反応はほとんど見ら

れなかった．一方，糖尿病マウスと Fn-LPS 投与糖尿病マウスの腎組織では抗 SGLT2 抗体

に対する強い免疫反応が見られた（図 5）．糖尿病マウスと Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは，

糸球体と腎近位尿細管に抗 SGLT2 抗体陽性反応物が見られた（図 6,7）．糖尿病マウスで

は，抗 SGLT2 抗体との反応物は近位尿細管外壁付近の細胞質に見られたが，Fn-LPS 投与

糖尿病マウスでは近位尿細管外壁付近および内壁の両方の細胞質で見られ，反応物は管腔

内にも拡散していた（図 7）．Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは糖尿病マウスよりも近位尿細

管内腔において SGLT2 の発現が強く誘導された．また，ポドプラニン陽性の炎症性マクロ

ファージが見られ，傷害を受けた尿細管の内腔に分泌物が充満していたことから，組織は腎

症であることが示唆された（図 7）．マウス腎組織における SGLT2 mRNA 発現の定量分析

では，糖尿病マウスは Fn-LPS 未投与健常 ICR マウスおよび Fn-LPS 投与非糖尿病マウス

よりも SGLT2 mRNA の発現が増加したが，Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは糖尿病マウス

よりもさらにその発現が増加した（図8A）．抗SGLT2抗体陽性反応物を有する糸球体数は，

糖尿病マウスで Fn-LPS 未投与健常 ICR マウスおよび Fn-LPS 投与非糖尿病マウスよりも

多かったが，糖尿病マウスと Fn-LPS 投与糖尿病マウスの間には統計的な有意差は認めら

れなかった（図 8B）．一方，管腔側に抗 SGLT2 抗体陽性反応物を認めた近位尿細管数は，

Fn-LPS 投与糖尿病マウスが最も多く他の群と比較して有意に増加していた（図 8C）． 

 

考 察 

 

P. gingivalis は，免疫不全患者における歯周病と循環器および腎臓障害との関連について

研究されている最も重要な歯周病原細菌である．しかし，Pg-LPS の TLR4 活性化能は非常

に弱かったため, P. gingivalis よりも糖尿病増悪により強く関与する歯周病原体の同定が求

められていた 14,35) ．近年，多くの研究者が F. nucleatum による TLR4 の活性化によって

大腸での癌や炎症が誘発されることを報告している 41-44)．したがって，F. nucleatum が糖

尿病を悪化させ，腎症を誘発する可能性があるという知見は，糖尿病と歯周炎の進行および

合併症の関係を解明する上で重要である．LPS を含む加熱不活化 F. nucleatum の実験的抗

原性および臨床病原性が報告されている 28,29,44)．また，マウスおよびヒトの単球マクロファ

ージ様細胞株 J774.1 および THP-1 では，TLR4 を介して LPS を感知することにより，IL-

6 および TNF-α が誘導されることもよく知られている 28,29,38)．精製 Fn-LPS の抗原性試験

では，TLR2 および TLR4 を発現する浮遊性単球様 THP-1 から分化した接着性マクロファ

ージ様細胞が Fn-LPS 処理によって有意に増加し，その分化は TLR4 阻害剤によって抑制

されたことから，精製 Fn-LPS は TLR4 を介して単球を活性化できることが示された（図



 

1）．THP-1 における IL-6 mRNA の発現量は Fn-LPS 処理によって有意に増加し，その発

現は TLR4 阻害剤によって阻害されたことから，本研究で精製した Fn-LPS の抗原性は

TLR4 リガンドとして有用であることが示された（図 1）．尿細管上皮細胞における SGLT2

の発現は IL-6 や TNF-α などの炎症性サイトカインによって増加することが報告されてい

る 37)．尿細管上皮細胞では，SGLT2 の発現は Fn-LPS の影響を受けなかったが，TNF-α 処

理によって増加した．Fn-LPS 添加 J774.1 と共培養した細胞は，炎症性サイトカインによ

り SGLT2 発現がさらに増加した（図 2）．これまでの研究では，TLR2 および TLR4 の発現

は糸球体や尿細管上皮細胞では通常観察されないが，糖尿病状態のヒトやマウスの体細胞

組織では報告されている 12,13)．炎症を起こした尿細管上皮細胞が TLR4 を介して病原体を

感知し，炎症性サイトカインを産生するという報告もある 15,45,46)．以上の結果から，尿細管

上皮細胞の SGLT2 発現は，TLR4 を介して Fn-LPS を感知するマクロファージなどの免疫

細胞に由来する TNF-α などの炎症性サイトカインによって誘導されることを示唆している．

SGLT2 の過剰発現は，糖尿病状態の尿細管上皮細胞自体に発現している TLR4 による Fn-

LPS の認識によって起こる可能性がある． 

歯周病が歯周組織循環の観点から糖尿病増悪の重要な危険因子であることを示唆する報

告がある 1-5) ．本研究では糖尿病モデルマウスの頬粘膜下に Fn-LPS を投与したところ，通

常の糖尿病モデルマウスと比較して血糖値の急上昇を伴い糖尿病状態に至る時間が短縮し

た（図 3）．このことから，F. nucleatum の感染が糖尿病増悪の促進を可能にすることが示

唆された．P. gingivalis が糖尿病モデルマウスの腎組織における TLR2 の異常な免疫反応

により重篤な糖尿病性腎症を惹起することを報告した 14)．F. nucleatum の検出レベルは糖

尿病非罹患患者よりもコントロール不良の糖尿病患者で高く，F. nucleatum は胎児死亡 47)

や大腸などの TLR４を介した強力な炎症 41-44)を引き起こすことが報告されている．さらに，

Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは，他の対照マウスよりも尿中アルブミン値と血中 BUN およ

び CRE 値が有意に高値であったことから，F. nucleatum が関連する腎の炎症は糖尿病増

悪因子であることだけでなく糖尿病腎症を誘発する危険因子でもあると考えられる．Fn-

LPS 投与糖尿病マウスは他の対照マウス生存期間中に人道的エンドポイントに到達したこ

とから，Fn-LPS が致死因子となったことを示している（図 4）． 

これまでにPg-LPSが糖尿病マウス腎臓においてSGLT2を含む複数の分子の異常な発現

誘導を引き起こし，重篤な腎症を誘導することを報告してきた 12-14,35,36)．腎組織において，

免疫染色では，SGLT2 の発現は Fn-LPS の有無にかかわらず健康なマウスではほとんど見

られなかった．しかし，糖尿病マウスおよび Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは腎近位尿細管

および糸球体の両方で発現が認められた（図 5, 6, 7）．また，in vitro 実験モデルの結果（図

2）から考えると，糖尿病条件下で腎は，炎症細胞または炎症を起こした糸球体・尿細管細

胞自体の TLR2 および TLR4 を介して Fn-LPS を感知し，SGLT2 の過剰発現を誘導する可

能性が示唆された．SGLT2 の発現は通常近位尿細管上皮細胞の刷子縁側で認めされること

が報告されている 48,49)．健常組織では SGLT2 の発現は免疫染色で検出されるレベルには達



 

しないが，高血糖環境下では過剰な発現が認められた．糖尿病マウスでは近位尿細管の基底

側における SGLT2 の集積が有意に増加し，Fn-LPS 投与糖尿病マウスでは管腔側への輸送

および管腔内への SGLT2 の拡散が顕著に観察された（図 7）．また，核近傍の粗面小胞体に

存在する SGLT2 は基底側に一時的に貯蔵された後，管腔側に移動し，腎尿細管を流れるグ

ルコースの再吸収に関与すると考えられる 46,47) ．重症糖尿病マウスの腎臓では，尿細管間

に多数のポドプラニン陽性マクロファージが認められた（図 7）．これらのマクロファージ

や尿細管上皮細胞が Fn-LPS を感知し，炎症反応を引き起こすことで SGLT2 の異常発現に

寄与している可能性がある．腎 SGLT2 の mRNA 量は健常マウスに比べ糖尿病マウスで増

加し，Fn-LPS 投与によりさらに有意に増加していた（図 8）．糸球体の SGLT2 発現には

Fn-LPS 投与による差は認められなかったものの，糖尿病マウスでは近位尿細管における

SGLT2 の内腔への拡散が Fn-LPS 投与により有意に増加していた（図 8）．以上の結果か

ら，Fn-LPS は，糖尿病環境下で感染感受性が高まった尿細管上皮細胞やマクロファージの

炎症反応を介して SGLT2 発現を促進する可能性が示唆された． 

口腔内細菌は直接全身循環に入ることで容易に腎臓に到達し，免疫反応複合体が腎臓に

蓄積する一方，腸内細菌は腸肝循環を肝臓に到達して速やかに殺菌される 3-7)．健常状態で

は糸球体毛細血管は TLR2 および TLR4 をほとんど発現しないが，糖尿病条件下で異常発

現した TLR2 および TLR4 が循環中の歯周病菌を感知し，炎症性サイトカイン産生を引き

起こすことで糖尿病性腎症を誘導する 8-11,33,35,36,50)（図 9）．F. nucleatum は TLR4 に対し

強い病原性を示すことが報告されており，糖尿病腎条件下で過剰発現した糸球体や白血球

上の TLR4 が Fn-LPS を認識することで腎炎症を誘導すると考えられる．この結果，炎症

性サイトカインの産生が促進され，糸球体や腎近位尿細管での SGLT2 の異常発現が引き起

こされる 35-38)（図 9）．SGLT2 は腎機能障害により代謝されずに蓄積し，IL-6 や TNF-αな

どの炎症性サイトカインが腎炎の進行とともに糖尿病腎での SGLT2 の過剰発現をさらに

誘導する 6,7,44,51,52)．本研究の結果から，糖尿病状態で感染感受性が亢進した患者では，尿

細管上皮細胞が Fn-LPS を感知し，SGLT2 の発現増加を亢進させ，尿細管間質性腎炎を引

き起こす可能性が示唆された（図 9）．慢性的な高血糖を伴う糖尿病患者では SGLT2 が増

加することから，歯周炎による SGLT2 の過剰発現はさらなる糖尿病増悪因子となる可能性

が示唆された． 

 

結 論 

 

F. nucleatum は糖尿病状態下で近位尿細管における SGLT2 の過剰発現を起こすことで，

糖尿病の病態を悪化させることが示唆された． 
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脚注 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

歯科麻酔・特別支援歯学分野 

（指導：宮脇卓也教授） 

 

  



 

図の説明 

 

図 1． THP-1 に対する Fn-LPS の抗原性の解析 

（A）ヒト単球マクロファージ様 THP-1 に対する TLR2 および TLR4 の免疫染色．（B）細

胞接着試験および IL-6 発現．未処理細胞（cont），Fn-LPS（LPS），Fn-LPS+TLR4 拮抗薬

TAK-242（LPS+TAK）を添加処理した．核は DAPI（青）で対比染色した．下段：上記処

理した細胞を全て回収し，IL-6 発現（赤）を免疫染色にて解析した．スケールバー：100 µm．

（C）付着細胞量の定量的解析．付着細胞量は，細胞計数キットで測定し（黒バー；培養細

胞，白バー；生細胞）．（D）IL-6 mRNA 発現の定量的解析．IL-6 mRNA はリアルタイム

PCR にて解析し，全てのデータを未処理細胞（cont）に対して正規化した．（P<0.01） 

 

図 2． 近位尿細管上皮細胞における SGLT2 の発現  

（A）抗 SGLT2 抗体による免疫染色．MC3T3-E1 細胞，未処理細胞（cont），Fn-LPS 処理

（LPS），TNF-α 処理（TNF-α）および Fn-LPS 添加 J774.1（J774.1+LPS）と共培養した

近位尿細管上皮細胞における SGLT2 免疫染色（赤）．核は DAPI（青）で対比染色した．ス

ケールバー：100 µm．（B）SGLT2 タンパク質発現量の定量的解析． SGLT2 の発現量を

ELISA で測定した（黒バー）．白バーは核細胞の細胞増殖を WST8 で解析した．全てのデ

ータは，未処理の対照細胞（cont）に対する相対値として示した．（P<0.01）（C）SGLT2 

mRNA の発現解析．発現量は β-アクチン cDNA に対して正規化した．（P<0.01） 

 

図 3． 血糖値の定量的解析 

（A）STZ 誘導性糖尿病マウス：STZ-Fn(−)（B）Fn-LPS 投与糖尿病マウス：STZ-Fn(+)（C）

各マウスの平均血糖値．STZ 誘導性糖尿病マウス（破線）Fn-LPS 投与糖尿病マウス（実線） 

 

図 4． 尿検査値および生存曲線の定量的解析  

（A）尿中 Alb 値（B）血中 BUN 値（C）血中 CRE 値（D）生存曲線の比較．Fn-LPS 未

投与健常 ICR マウス，Fn-LPS 投与非糖尿病マウス，STZ 誘導性糖尿病マウス（破線），Fn-

LPS 投与糖尿病マウス（実線）． 

 

図 5． マウス腎組織における SGLT2 発現 

各マウス腎組織凍結切片を作成し，抗 SGLT2 抗体（赤）および抗ポドプラニン抗体（緑）

による免疫染色．核を DAPI（青）で対比染色した．上段は HE 染色を示す．矢印は近位尿

細管における SGLT2 陽性反応物を，矢頭は SGLT２陽性糸球体を示す．スケールバー：100 

µm． 

 

図 6． 糸球体における SGLT2 発現 



 

各マウス腎組織凍結切片を作成し，抗 SGLT2 抗体（赤）および抗ポドプラニン抗体（緑）

により免疫染色した．核を DAPI（青）で対比染色した．上段は HE 染色を示す．矢印は

SGLT2 陽性反応物を示す．スケールバー：20 µm． 

 

図 7． 近位尿細管における SGLT2 発現分布 

各マウス腎組織凍結切片を作成し，抗 SGLT2 抗体（赤）および抗ポドプラニン抗体（緑）

により免疫染色した．核は DAPI（青）で対比染色した．上段は HE 染色を示す．矢印は近

位尿細管の基底部付近細胞質に認められる SGLT2 反応物を示す．アスタリスクは近位尿細

管内腔の SGLT2 陽性反応物を示す．矢頭は炎症性マクロファージにおけるポドプラニン陽

性反応物を示す．スケールバー：20 µm． 

 

図 8． マウス組織における SGLT2 発現の定量的解析 

（A）各群マウス腎組織における SGLT2mRNAの発現をリアルタイムPCRにて解析した．

（P<0.01）（B，C）免疫染色画像を基に，SGLT2 陽性糸球体数および SGLT2 陽性近位尿

細管数を計測した．（P<0.05） 

 

図 9． 歯周炎による糖尿病および腎症増悪の機序 

糖尿病状態で生成され循環系を流れる AGEs は糸球体に蓄積し，TLR2 および TLR4 の過

剰発現を誘導する（点線）．糖尿病患者が歯周病（実線）や大腸・肝臓機能低下（破線）を

有する場合，循環系から糸球体に入り込んだ歯周炎由来病原体が腎臓および TLR2 および

TLR4 を介して病原体を認識する免疫細胞において，炎症性サイトカインおよび白血球接着

分子の産生を誘導する． 

  



 

表１ プライマーセット 

 

gene  bp Upper（5`-3`） Lower（5`-3`） 

human IL-6 101 CTGGATTCAATGAGGAGACTTGCC CTCACTACTCTCAAATCTGTTCTGGA 

mouse IL-6 263 ATGTTCTCTGGGAAATCGTGGAAAT TCTCTGAAGGACTCTGGCTTTGT 

mouse SGLT2 209 CCCATCCCTCAGAAGCATCTCC CTCATCCCACAGAACCAAAGCA 

mouse β-actin 441 GTTCTACAAATGTGGCTGAGGA ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAG 

human β-actin 495 ATGTTTGAGACCTTCAACAC CACGTCACACTTCATGATGG 


