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緒言 

 

生体内における糖化反応は、ヒトの加齢変化の１つとして考えられている

が、一方で、糖は生体にとって有効なエネルギー源となるため、常に体内に取

り込む必要がある。生体内に入った糖は、非酵素的にタンパク質のアミノ基と

反応し、メイラード反応と呼ばれる一連の反応を経て糖化最終産物

（Advanced Glycation End products: 以下AGEs）を形成する1)2)（図１）。

AGEsは不可逆的にタンパク質を修飾するため、そのタンパク質が代謝されな

い限り生体内に蓄積する。 

現在、体内におけるAGEsの蓄積に関する研究が進んでいる分野として糖尿

病研究があげられる。糖尿病の診断指標として利用されているヘモグロビン

A1c（以下HbA1c）は、メイラード反応による糖とタンパク質の反応が不可逆

であることを利用している。HbA1cは、血中ヘモグロビンAのβ鎖N末端アミ

ノ基の糖化反応生成物で、糖化されたHbA1cは赤血球が代謝されるまで血中に

存在し続ける。赤血球の寿命は約４ヵ月間であり、血中に余剰の糖があればヘ

モグロビンは次々と糖と結合するので、HbA1cの値は１～２ヵ月間の平均血糖

値の目安として用いられている3)4)。糖尿病の血管合併症の疫学調査では、１型

糖尿病おける初期の6.5年間に血糖コントロールが不良である場合、その後の血

糖コントロールが良好であっても血管合併症の発症率は高いことが示されてい
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る5)。一方、２型糖尿病では、初期から血糖コントロールをすることで、血管

合併症のリスクが抑制されることが明らかにされている6)。これらのことから

高血糖状態においては、AGEsが容易には代謝されず、長期にわたり多くの臓

器に様々な障害を与えることが考えられる。一例として、高血糖下では神経繊

維も糖化され、糖尿病患者における神経系不調の主な原因となることが知られ

ている7)8)。また、AGEsがコラーゲンなどを直接修飾する経路とは別にAGEs

レセプター（以下RAGE）との相互作用によって血管内壁の石灰化が誘導され

るといった報告もある9)。歯科に関連したものでは、血糖コントロールされて

いない患者において、歯髄内でRAGE を介したシグナル伝達により石灰化反

応が亢進し、糖尿病に特徴的な歯髄内結石が生じるといわれている10)11)。また

AGEsはアルツハイマー症や12)－14)、腫瘍の浸潤転移への関与が疑われており15) 

（図2）、老化と全身疾患を絡めた研究も報告されている16)。 

加齢変化として糖化を考えた場合、皮膚や骨においてコラーゲンが糖化され

AGEs がコラーゲン内に蓄積することで、皮膚では弾力を低下させて皺やたる

みとなり 17)、骨においてはコラーゲンの質が低下することで骨折リスクが増加

すると考えられている 18)。AGEs には、タンパク質のアミノ酸側鎖一つに付加

す る Carboxymethyllysine (CML: カ ル ボ キ シ メ チ ル リ ジ ン ） や

Carboxyethyllysine (CEL:カルボキシエチルリジン）などの付加型 AGEs と
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pentosidine（ペントシジン） や crossline（クロスリン）といった二つのアミノ

酸の間を架橋する架橋型 AGEs がある。架橋型 AGEs には芳香環を有し、蛍光

性を持つものが多い 19)（図３）。また、骨において架橋型 AGEs は、コラーゲン

分子間の非生理的架橋を増加させるため、コラーゲンの柔軟性が低下し、本来の

しなやかで強靱な構造から, 硬く脆弱な構造に変化することが報告されている

20)（図４）。 

 象牙質コラーゲンにおいても、糖化による修飾は象牙質の靱性を低下させ、歯

の破折の一因となっていることが示唆されている 21)。しかしながら、象牙質で

は、他の組織に比べてコラーゲン間の架橋が多く 22)コラーゲンの抽出が困難で

あるため、糖化の状態を調べた研究報告は少なく、象牙質コラーゲンの糖化レベ

ルに加齢による違いが認められたとの報告があるものの 23)、定量的な評価法に

よってその差を評価した報告はない。本研究では、形態学的な手法、物理化学的

手法、生化学的手法、および分析化学的手法を用いて象牙質基質タンパク質であ

るコラーゲンの糖化修飾を検出し、象牙質における加齢による糖化現象の評価

を行った。 
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材料と方法 

 

本研究は大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の審査を受けて承諾を得て行

った。（H24-E25-1 号） 

 

歯科医学的見地から保存不能で抜歯に至った患者に、実験の目的と方法を説明

し了承を得た。 

 

１．象牙質からのコラーゲンの抽出および抗 AGEs 抗体を用いたウェスタンブ

ロットによる AGEs 化されたコラーゲンの検出 

 

１） 象牙質コラーゲンの抽出方法の検討 

若年者（３０歳以下）と高齢者（６５歳以上）の歯を、低速ダイヤモンドソー

（MC201、マルトー社、東京）にて 1mm 厚にスライスカットした後、10％EDTA 

(pH7.4) に 3 週間室温で浸漬し脱灰を行った。脱灰後の象牙質試料からコラー

ゲンを抽出する手法を確立するため、ペプシン 24)－26)および 3N-HCl 27)28)にて溶

出を行い、その抽出効率の比較を行った。象牙質試料を１mm 角に切断し、液体

窒素で凍結させた後に、乳棒、乳鉢で粉砕した。ペプシン抽出では、凍結粉砕し

た試料を 0.5N 酢酸に懸濁し、2500units/mg になるようにペプシンを加え、４℃

にて 12 時間反応させた。一方、3N-HCl 抽出では、凍結粉砕後の試料に 3N-HCl
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を 500μl 加え、37℃にて 12 時間反応させた。反応後、それぞれの試料に含ま

れるタンパク質成分を TCA/アセトン沈殿法 29)にて回収した。 

 

２） 象牙質コラーゲンの SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE） 

タンパク質の電気泳動は通法通り Laemmli 法 30)で行った。１）で得られた象

牙質抽出物に、SDS-PAGE 用のサンプルバッファー（×１濃度）を 30μl 加え

て再溶解し、SDS ポリアクリルアミドゲル（ミニプロテアン TGX ゲル 4－15% 

グラディエントゲル、Bio-rad、USA）に１レーンあたり 20μl 試料をゲルにロ

ードした。電源装置 (パワーパック HC、Bio-rad、USA)にて 200mV 定電圧、

約 30 分間電気泳動し、ダイフロントが陽極バッファー液中に出る直前で電気泳

動を止めた。総蛋白質の検出には銀染色を用いたタンパク質の染色、AGEs は、

マウス抗 CML モノクローナル抗体（6D12、Transgenic Inc. 福岡）、およびラ

ビット抗 typeⅠコラーゲンポリクロナール抗体（Anti-Collagen Type I 

AntibodyHuman, Rabbit-Poly、Acris Antibodies、Germany）を１次抗体とし

て、後述するウェスタンブロット法によって検出を行った(図 5)。 

 

３） 銀染色による象牙質抽出タンパク質の検出 31) 

電気泳動したゲルを 10%酢酸－50%メタノール－40%水で固定した後、銀染

色試薬（2D-銀染色試薬･II、コスモバイオ、東京）を用いて染色を行った 31)。 
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４） コラーゲンの定量 

象牙質コラーゲン中に含まれる AGEs の量を比較するためには抽出物中のコ

ラーゲンを定量的に取り扱う必要がある。天然の Type I コラーゲンにはヒドロ

キシプロリンが平均で 13％ほど含まれているため 32)、ヒドロキシコラーゲンを

定量することでコラーゲンの量を見積もることができる。ヒドロキシプロリン

の定量法のひとつに Kivirikko らの開発した化学定量法がある 33)。これは、ク

ロラミン T によってヒドロキシプロリンを酸化し、脱炭酸反応を経て生じたピ

ロールを p-ジメチルアミノベンズアルデヒドを含む試薬（エールリヒ試薬）で

発色させることで定量を行う方法である。Kivirikko らの原法は操作が煩雑で試

料も大量に必要なため、本研究では、Kivirikko 改良法である Reddy らの方法

34)を用いてコラーゲンを定量した。 

Reddy らの方法に基づき、ヒドロキシプロリンを含む試料(ヒドロキシプロリ

ンとして 2-20μg 範囲で含むもの) 50μl を、最終濃度 2N の水酸化ナトリウム

に溶解し、テフロンシールのついた耐圧バイアル瓶中で 120℃、20 分間オート

クレーブ（EX Clave、モリタ製作所、京都）にかけ、試料をアミノ酸レベルに

まで分解した。0.056M クロラミン T 溶液（酢酸－クエン酸緩衝液 pH6.5 にク

ロラミン T を溶解）溶液を 450μl をアルカリ分解した試料に加えた。25 分間

室温に放置したのち、500μl の p-ジメチルアミノベンズアルデヒド 1M 溶液（n-
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プロパノール：過塩素酸=2:1 に溶解）を加え、65℃、20 分間反応させた後、550 

nm の吸光度を紫外可視分光光度計（DU 530、ベックマンコールター、USA）

で測定した。標準のヒドロキシプロリンとして、定量用のヒドロキシプロリン

（和光純薬、大阪）を希釈して検量線（図 6）を作製した後、試料の定量を行っ

た。 

 

５） ウェスタンブロット法 35)における試料の PVDF 膜への転写ならびに抗

原抗体反応 

ウェスタンブロットの SDS-PAGE 試料のロード量は、４）でのコラーゲン定

量に基づきコラーゲン量として 5μｇに揃えた。PVDF 膜への転写はセミドラ

イブロッティング法で行った。セミドライブロッティング法はサブマリンブロ

ッティング法に比べ短時間で転写ができ、緩衝液の使用量も少なくてすむ。しか

し一方で、高分子量のタンパク質の転写効率が悪いことが知られている。高分子

量の転写効率改善のため、陽極と陰極に異なる組成の緩衝液を用いる不連続緩

衝液系転写法が開発されており、本研究でも Laurière らの不連続緩衝液系を用

いた 36)。15%メタノールを含む Tris60mM/CAPS40mM  緩衝液 pH9.0 を陽極

液とし、0.1% SDS を含んだ Tris60mM/CAPS40mM  緩衝液 pH9.0 を陰極

液とした。陽極液、陰極液それぞれを厚手のろ紙（ブロットアブソーベントフィ
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ルターペーパー極厚 2.45mm、Bio-rad、USA）にしみ込ませ、陰極側をゲル、

陽極側を PVDF 膜（イミュン-ブロット PVDF メンブレン、Bio-rad, USA）に

それぞれ密着させて挟みこみ、1.5mA/cm2 の定電流、１時間でパワーパック

HC(High Current、Bio-rad、USA)にて転写を行った。転写後のポリアクリルア

ミドゲルにクーマシーブリリアントブルー染色をし、電気泳動のみ行ったゲル

の染色と比較し、転写効率を確認した 37)。 

 

６） 抗 AGEs 抗体（抗 CML 抗体、抗ペントシジン抗体）による AGEs 化 

コラーゲンの検出 

 タンパク質を転写したPVDF膜をブロッキング試薬（EzBlock Chemi、ATTO、

東京）でブロッキングした後、ブロッキング液にて 1/5000 希釈した 1 次抗体

（anti-CML mouse monoclonal antibody：6D12、anti-pentosidine mouse 

monoclonal antibody：PEN12、Transgenic Inc.、福岡）液を反応させた。2 次

抗体としてヤギ抗マウス抗体（goat anti-mouse IgG＋HRP、Bio-Rad、USA）

を１次抗体と同じくブロッキング溶液で 1/5000 希釈したものを反応させた。検

出は TMB 発色（Ez West Blue、 ATTO、東京）（図 7b）と、化学発光（ECL

発光：Ez West Lumi plus、ATTO、東京）を用いた（図 7c）。ECL 発光の検出

には化学発光検出装置（Gene Genome 5、Syngene、UKおよびVersa Doc 5000、
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Bio-Rad、USA）を使用した。 

 

２．抗 AGEs 抗体による脱灰象牙質の免疫組織染色。高齢者、若年者の比較。 

 コラーゲン抽出時と同様に、1mm 厚にスライスカットした試料を３週間

10% EDTA、室温で脱灰し、2％ パラホルムアルデヒド（以下 PFA)にて浸漬固

定処理を行った。 続いてエタノール上昇系列で脱水を行い、パラフィン包埋し

た後、回転式ミクロトーム（RM2125RT、LEIKA、Germany）を用い、厚さ   

４μｍの準超薄切片を作製した 23)。各切片をキシレンで脱パラフィンを行い、ト

リス緩衝生理食塩水（Tris-Buffered Saline：以下 TBS)で洗浄した。ブロッキン

グにはウサギ血清（和光純薬、大阪）、１次抗体として抗 AGEs マウスモノクロ

ーナル抗体（anti-CML mouse monoclonal antibody：6D12、Transgenic Inc.、

福岡）、２次抗体としてビオチン標識ラビット抗マウス抗体（Biotinylated rabbit 

anti-mouse IgG 、DAKO Cytomation、Denmark)を使用し、ジアミノベンジジ

ン（3,3'-Diaminobenzidine:以下 DAB）発色反応を用いて光学顕微鏡（CX41、

OLYMPUS、東京)で染色像を観察した(図 8)。 

 

３．抗 AGEs 抗体による免疫電子顕微鏡解析 

 免疫組織染色と同様に、EDTA で脱灰した象牙質試料を 4% PFA と 0.5% グ
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ルタルアルデヒド（以下 GA）で固定した後、エタノール上昇系列で脱水。LR-

Gold resin（London Resin Company LTD.、UK）に浸漬し、－30℃で紫外線重

合装置 TUV200（Dosaka EM CO. LTD.、京都）を用いて 24 時間紫外線照射を

行い低温紫外線重合樹脂包埋した。樹脂硬化後にウルトラミクロトーム

（Ultrotome V、LKB、Sweden）及びダイヤモンドナイフ（ナノトーム、酒井

電子顕微鏡応用研究所、埼玉）で 70nm 厚の超薄切切片を作製した。切片をニ

ッケルグリッド（VECO グリッド#100、VECO、Nederland）にマウントし、

TBS にて洗浄した。ロバの血清（1/10 希釈）を用いてブロッキングを行い、抗

CML マウスモノクロナール抗体：6D12 を 1/100 希釈（TBS＋0.2 %tween20+5% 

albumin）し、4℃、12 時間で反応させた。２次抗体として金コロイド標識ロバ

抗マウス IgG抗体（Donkey anti-mouse IgG antibody gold conjugate : φ18nm、

Jackson、USA）を 1/10 希釈したものを用いた。2% グルタルアルデヒドで固

定した後、2％ 酢酸ウランにて染色を行い、透過型電子顕微鏡（H800、日立ハ

イテクノロージーズ、東京）にて加速電圧 200kV で観察した 22)（図 9）。さら

に、若年者と高齢者それぞれ３人（各１歯）の試料を観察し、各試料の歯髄側の

象牙細管を４箇所、エナメル質側の象牙細管を４箇所、それぞれを無作為に選び、

細管周囲の４つの等面積エリアで金コロイド粒子数をカウントした（図 10、11）。 
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4. 蛍光強度ならびに蛍光寿命測定 

 架橋型 AGEs であるペントシジンは蛍光分子なので、蛍光強度測定ならびに

蛍光寿命測定によるペントシジンの検出を行った。蛍光は、入射光によって励起

された蛍光分子のエネルギーが基底状態に戻る際に放出される光であり、  励

起、分子内緩和、発光というプロセスに沿って発生する。励起、分子内緩和はピ

コ秒単位の時間で終了し、発光過程はナノ秒～数 10 ナノ秒程度かかるので、励

起から発光過程のトータルの時間は、ほぼ発光過程に要する時間である（図 12a）。 

時刻 𝑡 = 0で励起状態である蛍光分子が、単位体積中に𝑁0個あるとすると、

発光遷移及び無輻射遷移（格子振動などで近接した周囲へエネルギーを与えて

減衰し、光子を発しない遷移過程）の速さを表す速度定数をそれぞれ𝑘𝑓、  𝑘𝑛𝑟,

（f:fluorescence, nr: nonradiative）とすると、時刻 t において励起状態であ

る単位面積当たりの分子数を𝑁(𝑡)個としたとき、微小時間∆𝑡の間に減少する励

起分子数は一次減衰であるので以下の式で表される.   

 

発光遷移由来の励起分子減少数   :−∆𝑁𝑓 = 𝑘𝑓𝑁(𝑡) ∆𝑡 

  無輻射遷移由来の励起分子減少数  :−∆𝑁𝑛𝑟 = 𝑘𝑛𝑟𝑁(𝑡) ∆𝑡 

 

単位面積当たりの励起分子の総減少数はこれらの和で表される。   
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−∆𝑁 = (𝑘𝑓 + 𝑘𝑛𝑟)𝑁(𝑡) ∆𝑡 

微分方程式を解くと以下のようになる。   

 

𝑁(𝑡) = 𝑁0𝑒−(𝑘𝑓+𝑘𝑛𝑟)𝑡 

ここで定数 𝜏 =
1

𝑘𝑓+𝑘𝑛𝑟
 とすると、 

𝑡 = 𝜏の時点で励起状態にある分子数は𝑡 = 0の時の1/𝑒となる。     

𝑁(𝜏) =
1

𝑒
𝑁0  この定数𝜏を蛍光寿命と定義する。  

蛍光強度の時間変化𝐹(𝑡)は時刻 t に放射する蛍光光子数に比例するので以下の

ように表せる。   

𝐹(𝑡) = −
∆𝑁

∆𝑡
 

            = 𝑘𝑓𝑁(𝑡) 

               = 𝑘𝑓𝑁0𝑒−
𝑡
𝜏 

 

蛍光強度は、励起分子数の減少と同様に指数関数的に時間減衰することが分

かる。 

蛍光寿命 τ は𝑘𝑓、𝑘𝑛𝑟のみで定まる蛍光物質特有の値であり、蛍光物質の量

や入射光の強度には依存しない。そのため定常状態を測定する蛍光強度測定と

は違って被検体の表面性状や、夾雑物の影響が少ない。 
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蛍光強度が初期強度の 1/e の強度になるまでの時間を測定し、これを蛍光寿

命とするのであるが、入射時からナノ秒時間単位で減少していく光の強度を時

間を追って受光部で正確に計測することは困難である。そこで時間相関単一光

子計数法（Time Correlated Single Photon Counting:以下 TCSPC）を用いて

蛍光寿命を測定した。この方法は蛍光の発光現象を光子一つの単位でとらえ、繰

り返し測定した後に、数学的に重ね合わせることで放射光子全体のマクロな蛍

光強度減衰曲線を得るものである。具体的には蛍光物質を入射光パルスで極短

時間で励起する。１回の入射パルスで放出される光子の数が高々１個になるよ

うに入射パルスの強度をコントロールし、光パルスの入射から光子が放出され

るまでの時間を測定する。パルスを繰り返して、入射から光子が放出されるまで

の時間を横軸、光子数を縦軸にしたヒストグラムを作成し、蛍光減衰曲線を得る

計測法である 38)（図 12b）。 

象牙質コラーゲンの蛍光寿命測定に先立ち、TypeⅠコラーゲンゲルを糖化し

た際に生成する AGEs の量と蛍光強度、蛍光寿命の相関を調べた。 

 

１） TypeⅠコラーゲンゲルの糖化と蛍光スペクトル 39) 

ブタ腱由来ペプシン可溶化 TypeⅠコラーゲン、3mg/ml （Cellmatrix Type I-

P、新田ゼラチン、大阪) に 10×リン酸緩衝生理食塩水（以下 PBS）を 9（コ
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ラーゲン溶液）：1（10×PBS）で混合し、200μl ずつ 12 穴のプレートに分注

し、37℃30 分でゲル化させた。コラーゲンゲルに 0.1M リボース溶液（カコジ

レート緩衝液 pH7.4 に溶解）を 1ml 重層し、0～6 週、1 週間間隔で試料を作製

した。0，1，2，6 週の試料をピックアップし、測定を行った。試料をそのまま

ブラックライト（中心波長 365 nm）で励起し、蛍光をデジタルカメラで蛍光強

度の変化を記録した（図 13）。150μg のコラーゲンゲルを超音波破砕機（VP-

050、TAITEC、東京）で粉砕し、さらに 1 ml PBS/0.1%SDS にて可溶化した後、

PBS に対して透析を行い、未反応のリボースや SDS を除去した。この試料を蛍

光測定用の石英キュベットに入れ、蛍光強度測定は分光蛍光光度計（RF-5300、

Shimadzu、京都）を用いゲルの散乱光の影響を避けるため,ペントシジンの最大

吸収波長の 325nm より長波長の励起波長 350nm で測定した（図 14a）。蛍光寿

命測定には、大阪大学基礎工学部生体計測学講座（荒木研究室）で開発された生

体試料用の時間相関単一光子計測（TCSPC）蛍光寿命測定装置を用いた。蛍光

強度測定と同様、試料の散乱光を抑制するため励起波長は 375nm に設定した。

この設定波長では、励起光と蛍光の波長が近接するため、励起光に 405nm カッ

トオフフィルターを挿入した。また、試料は 5 MHz の間隔で励起を繰り返し、

データの取り込みを行った（図 14b）。 

ウェスタンブロットの試料はリボース添加後の 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 週の試料を
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用いた。ゲルを約 20μg 回収し、先端をつぶしたピペットチップで粉砕し、等

量の SDS-PAGE サンプルバッファーを加え SDS-PAGE を行い、引き続きウェ

スタンブロットによって AGEs の生成量を確認した(図 15a－c)。 

 

２） ヒトの歯の蛍光寿命測定と蛍光強度測定 39) 

 蛍光顕微鏡と TCSPC 装置を組み合わせて蛍光寿命のイメージング測定と

蛍光強度測定を行った。蛍光寿命イメージング測定には、歯を低速ダイヤモンド

ソーで垂直方向に１mm 厚でスライスした未脱灰試料を用い、表面をスキャン

しデータを取得した。蛍光顕微鏡による高倍率の蛍光強度、蛍光寿命測定には、

免疫組織染色と同様に、脱灰準超薄切片を用いた。 

5．象牙質中のペントシジンの高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による

分離、同定 

 一定体積の象牙質試料を採取するため、1mm 厚にスライスした脱灰試料を

皮細工用の直径１mm のパンチ（ストロングツール差替式パンチセット、ミツト

モ製作所、兵庫）で打ち抜き、象牙質試料とした。試料を硬質ガラス試験管に移

し、一つの試料に対し６N－HCl、100μl を加え、試験管を減圧下封管し 110℃、

27 時間でアミノ酸レベルにまで加水分解を行った。試料を減圧乾燥した後、

0.1% TFA (trifluoroacetic acid) を含む水 60μl に再溶解させ、孔径 0.22μｍ 
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のフィルターでろ過し、HPLC 分析の試料とした。HPLC は（Gulliver２ポンプ

システム、日本分光、東京）、ディテクターは紫外・可視検出器（日立 L－4250、

日立ハイテクサイエンス、東京）を用い、記録にはインテグレーター（807-IT、

日本分光、東京）を用いた。カラムは C18 逆相カラム（COSMOSIL  C18、φ

2mm－長さ 150mm、ナカライテスク、京都)を用い、分離用の溶液として初期

溶液 A:2% アセトニトリル－水、0.1% TFA、分離用溶液 B：99.9% アセトニト

リル、0.1% TFA で流速 0.2ml/min 、１回の試料ロード量を 20μl とし、カラ

ムに結合しない夾雑物を除くため試料ロード後 10 分間は A 溶液のみ流した。そ

の後B溶液の 1%/minの直線グラディエントで溶出を行った。溶出試料に対し、

ペントシジンの吸収極大である 325nm の吸光を記録した（図 18）。 

標 準 試 料と し て 合成 ペ ン トシ ジ ン （ pentosidine 純 度 ：≧ 98% 、 

CaymanChemical、USA）用い、HPLC での保持時間を測定した。蛍光寿命測

定に用いた糖化ブタ腱 Type I コラーゲンゲル、高齢者の脱灰象牙質、および若

年者の脱灰象牙質の酸加水分解物をそれぞれ HPLC にて分析を行った。また高

齢者の試料において、標準試料と同じ保持時間で溶出してくるピークを集め、蛍

光スペクトル分析（図 19a）と蛍光寿命測定を行った（図 19b）。酸加水分解時

にアーティファクトとしてペントシジンが生成し増加することがないかを確認

するため、ペントシジン生成阻害剤 40)-42)であるアミノグアニジン添加（アミノ
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グアニジン最終濃度 100mM）、非添加での酸加水分解の比較を行った（図 20）。  



20 

 

結果 

 

１. 象牙質からのコラーゲンの抽出および抗 AGEs 抗体によるウェスタンブロ 

ット 

象牙質コラーゲンの抽出はペプシンと 3N-HCl による加水分解で行った。 

ペプシン抽出では若年者、高齢者とも象牙質を完全に分解することは困難で、残

渣が確認された。銀染色で抽出タンパク質量を確認したところ、若年者の方が高

齢者より抽出効率が良好であった。3N-HCl 抽出では、脱灰象牙質は、残渣なく

全て可溶化しており、抽出効率において若年者と高齢者の差はなかった。 

抗コラーゲン抗体、抗 CML 抗体を用いたウェスタンブロットおいて、抗コラ

ーゲン抗体はペプシン抽出物とは結合したが、3N-HCl 抽出物には結合しなかっ

た。一方、抗 CML 抗体は、ペプシン抽出物に結合せず、３N-HCl 抽出物には結

合した。また、抗 CML 抗体の結合量は高齢者の方が若年者に比べて多かった

（図 5）。3N-HCl 抽出物では、抗 CML 抗体、抗ペントシジン抗体 ともに高齢

者の方に多く結合した。抗 CML 抗体の結合状態は TMB 染色でも確認できる量

であったが(図 7b）、抗ペントシジン抗体の結合量は抗 CML 抗体より微量であ

ったため、TMB 染色では検出困難で、ECL 発光、検出システムが必要であった

（図 7c）。 
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２．抗 AGEs 抗体による象牙質の免疫組織染色 

高齢者、若年者ともに歯髄側の象牙細管周囲の基質部位に抗 CML 抗体で強い

DAB 発色を認めた。しかしながら、その発色のパターンは高齢者では歯髄から

歯冠表面に向かって徐々に薄くなっていく分布であったのに対し、若年者では

歯髄から歯冠へ 0.5mm 進んだ付近で急激に発色が減少し、エナメル質側では、

ほとんど発色が認められなかった（図 8）。 

 

３．抗 AGEs 抗体による免疫電子顕微鏡解析 

 エナメル質側、歯髄側ともに高齢者の方が、抗原に結合した金コロイド粒子数

が多く認められた。高齢者では若年者に比較して歯髄側で約３倍、エナメル質側

で約２倍であった。高齢者において、歯髄側でエナメル質側の約 1.5 倍の金コロ

イド粒子数を認めたが、若年者では、歯髄側、エナメル質側における金コロイド

粒子数の差は認められなかった（図 9、11）。  

 

４．蛍光強度ならびに蛍光寿命測定 

１） TypeⅠコラーゲンゲルの糖化と蛍光スペクトル 

TypeI コラーゲンゲルの蛍光強度は、365nm のブラックライトによる励起下

ではリボースとの浸漬時間が長いほど強くなった（図 13）。また蛍光強度スペク
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トルでも、リボースとの浸漬時間が長いほど強度が強くなり（図 14a）、蛍光寿

命も短縮していた（図 14b）。同様にウェスタンブロットでも４週間までは抗

CML 抗体、抗ペントシジン抗体ともにリボースの浸漬時間が長いほど AGEs 化

されたコラーゲンの量が増加していた。本研究では、リボース浸漬時間４週間で

糖化反応が飽和した（図 15b,c）。 

 

２） ヒトの歯の蛍光寿命測定と蛍光強度測定 

蛍光寿命のイメージングでは高齢者は若年者に比べて歯根付近に蛍光寿命の

短縮がみられた（図 16）。拡大率をあげた顕微鏡像で、蛍光強度は、高齢者、若

年者ともに管間象牙質で大きく、若年者と高齢者の蛍光強度を比較すると、若年

者の方が大きかった。蛍光寿命の短縮は主に象牙細管周囲に観測され、高齢者の

蛍光寿命の方が若年者に比べてより短縮していた。また高齢者では象牙細管を

中心に若年者よりも広いエリアに蛍光寿命の短縮が観測された（図 17）。 

 

５．象牙質中のペントシジンの高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による 

分離、同定 

  各試料とも、標準の合成ペントシジンとほぼ同一の保持時間 20 分付近に溶

出ピークを認めた。また高齢者試料のクロマトグラムのピークは、若年者よりも
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大きなピークであった（図 18）。溶出ピークの蛍光スペクトルを計測したところ、

標準の合成品サンプルと、同一形状の蛍光スペクトルを得た（図 19b）。また蛍

光寿命もほぼ一致した（図 19b）。ペントシジン生成の阻害剤であるアミノグア

ニジンの添加および非添加において、酸加水分解物のクロマトグラムに差は認

められなかった（図 20）。 
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考察 

象牙質では他の組織に比べ、コラーゲンが密に存在し架橋も多いため 43)、脱

灰した後でも抽出が困難である。本研究ではペプシンと 3N-HCl を用いたコラ

ーゲン抽出法を比較した。ペプシンを用いたコラーゲン抽出法は、組織中のコラ

ーゲンの 3 本鎖構造の末端領域で構造が比較的ルーズな部分を分解し、コラー

ゲンを長さの揃ったアテロコラーゲンとして抽出する穏和な抽出方法である 24)

－26)。そのため象牙質では若年者、高齢者ともに完全に溶解、抽出することは困

難であった。特に高齢者においては、加齢により増加する生理的架橋と 22)、AGEs

架橋の増加によってペプシンによる抽出に抵抗性に示した可能性がある。一方

3N-HCl 抽出は高齢者、若年者とも残渣なく抽出することができた。 

 ペプシン抽出物にコラーゲン抗体が結合し、3N-HCl 抽出物には結合しなかっ

た。本研究で使用した抗コラーゲン抗体は、コラーゲンの３本鎖構造を認識する。

SDS－PAGE では SDS によって個々のコラーゲン分子は変性されるが、コラー

ゲンの分子間架橋は維持される。各コラーゲン鎖は分離せず架橋で結合してい

るため、PVDF 膜に転写され SDS が除去されれば、膜上でコラーゲンの３本鎖

構造が復活し本抗体によって認識される 44)。ペプシン抽出においてはコラーゲ

ン分子間架橋は破壊されないため抗体が結合したが、3N-HCl 抽出においては生

理的架橋が加水分解され 27)28)、コラーゲン分子が解離し３本鎖構造を回復する
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ことができず、抗コラーゲン抗体の認識が困難になったと思われる。また、抗

CML 抗体による認識は HCl 抽出物にしか認められなかった。これは、3N-HCl

抽出物には CML 修飾されたコラーゲンが存在し、ペプシン抽出されたコラーゲ

ンには CML がほとんど存在しないことを意味する。 AGEs 修飾されたコラー

ゲンは何らかの構造変化によって、ペプシンによる分解、抽出に抵抗性を示した

可能性がある。 象牙質コラーゲンの糖化修飾の解析には、象牙質試料を残渣な

く完全に抽出でき、かつ抗 AGEs 抗体が認識される抽出物が得られたことから、

以後、3N-HCl 抽出法を採用することにした。 

ウェスタンブロットでは、さらに抗ペントシジン抗体によってペントシジン

修飾されたコラーゲンが検出された。CML，ペントシジンともに、高齢者の方

が多く検出されたことから、歯が完成した後でも加齢により象牙質コラーゲン

の AGEs の蓄積量が増えていることがわかった。 

付加型の AGEs である CML は塩基性のアミノ酸残基がひとつあれば、容易

に形成されるが、ペントシジンは Lys, Arg と２つの塩基性アミノ酸側鎖が糖化

産物によってクロスリンクできる位置関係になくては反応しない。ペントシジ

ンはコラーゲン分子１分子に高々数個と報告されており 45)、CML とペントシジ

ンの検出量の違いは、生成しやすさの差を反映していると考えられる。 

免疫組織染色では、高齢者と若年者を比較すると高齢者の方がエナメル質側
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に向かって広い範囲で染色されていた。また、免疫電子顕微鏡解析において、高

齢者では若年者の２倍以上の数の金コロイド粒子が歯髄側、エナメル質側で観

察された。これらのことから、加齢によって CML が蓄積していくものと考えら

れる。高齢者の試料の中で歯髄側、エナメル質側を比較すると、免疫組織染色で

は、歯髄側からエナメル質側に向かって徐々に染色が薄くなり、免疫電子顕微鏡

解析では歯髄側の金コロイド粒子数がエナメル質側に比べて約 1.5 倍多かった。

これら高齢者の実験結果から、歯髄側からエナメル質側へと糖が拡散し AGEs

が蓄積されていると推測される。若年者において、歯髄側とエナメル質側を比較

すると、免疫組織染色では歯髄側のみが濃く染色された。一方、免疫電子顕微鏡

解析では、歯髄側、エナメル質側ともに金コロイド粒子数の差はほとんど認めら

れず、少数しか観測されなかった。免疫電子顕微鏡解析が、象牙細管周辺の 2μ

m 四方の狭いエリアにおける高分解能な解析であるのに対し、免疫組織染色で

は、歯髄からエナメル象牙境まで含めた全体のエリアが DAB 染色されるため、

局所的な AGEs 量だけではなく、歯髄側とエナメル質側の象牙細管密度の違い

46)が DAB の濃淡に影響を与えている可能性が考えられた。 

本研究では象牙質コラーゲンの AGEs に蛍光寿命測定法を用いるにあたって、

まず、TypeⅠコラーゲンゲルを糖化し、蛍光強度の増加や蛍光寿命の短縮が、

AGEs 修飾されたコラーゲンの量と相関があることを示した。コラーゲンの自
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己蛍光の蛍光寿命と比較して、蛍光を発する AGEs の蛍光寿命は短いため、

AGEs が増加すると全体の蛍光寿命が短縮すると考えられる。 

 象牙質のイメージング測定では高齢者の歯根部に著明な蛍光寿命の短縮がみ

られた（図 16）。このことから、歯根部から歯冠側へ供給された糖によって AGEs

が蓄積されていると考えられる。顕微鏡像では象牙細管周辺に蛍光寿命短縮が

高齢者で著明に認められ、象牙細管を移動した糖によって AGEs が蓄積してい

ると思われる (図 17)。顕微鏡での蛍光強度測定では若年者の象牙質の方が高齢

者より強く観測されたが、これは蛍光物質の量としては大量にある象牙質コラ

ーゲンの自己蛍光が計測され、ペントシジンなどの AGEs の蛍光強度をマスク

してしまったためと考えられる。予備実験として行った TypeⅠコラーゲンゲル

では不純物が少ないので蛍光強度が直接 AGEs の量の指標となり得たが、様々

な夾雑物がある実際の生体試料では強度測定では誤差が大きく、生体内に微量

に存在する蛍光物質をターゲットとすることはできない。これに対し蛍光寿命

測定は、蛍光物質によって定まる固有の蛍光減衰時間を測定するため、蛍光強度

測定とは違ってその存在が微量であっても、表面性状や共存する蛍光物質によ

る影響はほとんど受けない。とくに本研究で用いた時間相関単一光子計数法

（TCSPC 法）は、弱い励起光強度で繰り返し測定することから、試料へのダメ

ージが少なく感度が高いといったメリットがあり、損傷を受けやすい生体試料
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に適した方法であるといえる。 

現在、組織中や血中、尿中の AGEs の量が種々の疾患の病態と相関している

と考えられている。とくに骨粗鬆症の骨折リスクや関節リウマチの重症度と相

関があることが報告されており 20)47)、生体内の AGEs を迅速かつ簡便に定量で

きることが望まれている。ペントシジンは架橋型 AGEs のひとつではあるが、

生体内では比較的多く生成され、蛍光性を持つため検出の選択性や感度が優れ

ており、現在、総 AGEs 量を反映するサロゲートマーカーとしての利用が進ん

でいる 48) 49)。非侵襲的な総 AGEs の診断装置として、皮膚の AGEs の量を蛍光

強度で測定する装置が実用化されている 50)51)が、皮膚の色などによっても値に

違いが生じやすく測定誤差も大きいと言われている。本研究で用いた蛍光寿命

測定法はこうした表面性状や共存する物質には左右されない絶対量を指標とし

ているため、蛍光強度のみを指標としている既存の測定方法の弱点を補えるも

のと考えられる。また、蛍光強度においては一定量のサンプルが必要となるのに

対して、本研究で用いた TCSPC 法はごく微量なサンプルの分析が可能となる

蛍光寿命測定法である。 

近年、血漿や尿中のペントシジンの量を計測する方法が実用化され、抗ペントシ

ジン抗体を用いた ELISA や HPLC 分離による定量検査が行われている 52)。  

ところが、ELISA 法と HPLC 法は加熱処理時の pH に違いによって、ELISA
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法ではアーティファクトとしてペントシジンが生成してしまうことが指摘され

ている 53)。 中野らは、ELISA 法では、内在性のプロテアーゼを失活させる過

程で、試料を中性領域（pH7.4）で 100℃15 分間加熱処理するためペントシジン

がアーティファクトとして生成しやすく、一方HPLC法の試料では、6N－HCl、

酸性条件下で 110℃加熱処理するので、アーティファクトは生じないと報告して

いる 53)。本研究において、アーティファクト産生の有無を検証するため、象牙

質コラーゲンを酸加水分解する際に AGEs化阻害剤 40)-42)であるアミノグアニジ

ンを共存、非共存下の加熱分解処理を行い比較した。その結果、ペントシジンの

クロマトグラムに差がないことが確認できた（図 20）。これらのことから、6N-

HCl 完全分解と HPLC による AGEs の定量法は、象牙質内の AGEs の分布、糖

尿病の象牙質への影響、齲蝕変性の様相の解明などに応用が可能であると考え

られる。 

象牙質内の AGEs は加齢とともに増加していたが、骨においても加齢に伴っ

て AGEs、特にペントシジンが増加しており、骨折リスクと正の相関があること

が報告されている 48)。骨はリモデリングにより代謝しているが、糖尿病の糖化

ストレス、その他生活習慣病による酸化ストレスが高い状態では、ペントシジン

の蓄積が加速することが知られている 54)。象牙質はリモデリングがないため糖

化よる影響はより深刻であり、象牙質糖化による歯の脆性増加は歯の破折リス
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クの上昇につながることが示唆されている 21)。また、齲蝕によって露出した象

牙質では細管内液の透過性が亢進し、摂取した食物由来の糖の影響を受けるよ

うになるため急激に糖化反応が起こる、と Kleter らが報告している 55)。齲蝕象

牙質における褐色化も糖化に関連した現象であり 55)、蛍光寿命測定法を用いる

ことで、齲蝕罹患象牙質の検出も可能であると考えられる。 

さらに、加齢に伴う齲蝕の進行速度低下に、コラーゲン分子間の AGEs 架橋

の増加が影響している可能性がある。これまで象牙質の齲蝕抵抗性の議論は細

管内の石灰化に関する研究が中心であり 56)、基質コラーゲンの加齢修飾の報告

はほとんどない。本研究の結果は、高齢者に多いとされる慢性齲蝕病変の解明に

つながると考えられる。 

一旦生体内でタンパク質が AGEs に修飾されてしまうと、現状では、修飾さ

れたタンパク質が除去されない限り AGEs を取り除くことはできない。AGEs

修飾の初段階である糖との結合を阻害する物質として、食料に含まれるイリド

イド中のカテキンや 57)，茶葉 58)、生薬 59)が報告されている。また豆科オウギの

根より抽出された astragaloside 類に、CML、ペントシジンの生成を抑制する効

果があることが報告されている 60)。 

現在、様々な分野で AGEs に関連した研究が進められており、本研究で確立

した AGEs の検出手法が、これらの研究に大きく寄与できると考えられる。と
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くに象牙質においては、皮膚や骨などと異なり組織が一度作られると代謝され

ないという特徴を利用して、生体における AGEs の積算を評価することが可能

となる。今後、糖尿病をはじめとする全身疾患患者の象牙質内の AGEs の種類

や分布を知ることで、糖化反応が長期的に生体に与える影響を明らかにできる

のではないかと考えている。 
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結論 

１．象牙質では加齢とともに AGEs が蓄積することが明らかになった。 

２．AGEs の分布状態から、歯髄を経て供給される糖によって管周象牙質が 

AGEs 修飾されると考えられる。 

３．架橋型 AGEs のひとつであるペントシジンが、象牙質内に存在することを

確認するとともに、分離回収することが可能となった。 

４．AGEs と蛍光寿命短縮の相関が見いだされたことで、蛍光寿命測定が生体

組織内の AGEs 検出のインジケーターになることが明らかとなった。 
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図１ 糖化最終産物（AGEs）の生成経路 

還元糖のアルデヒド基に蛋白質のアミノ基が結合し、シッフ塩基を形成する。 

シッフ塩基からアマドリ転位によって不可逆な糖化修飾物が作られ、酸化、脱水、縮

合の反応を経て糖化最終産物（AGEs）が生成される。 
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図２ AGEs と様々な疾患 

皮膚疾患を初めとした、様々な疾患に AGEs の蓄積が関連していると考えられている。 
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図３ 架橋型（上段）AGEs と付加型（下段）AGEs の構造 

AGEs には２つのアミノ酸側鎖間を架橋する架橋型 AGEs と、１つのアミノ酸側鎖のみに

付加する付加型 AGEs がある。架橋型 AGEs には芳香環を持つ物があり、これらは蛍光性

を持つ。 
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図 ４ コラーゲ

ンの非生理架橋による質の低下 

糖化によって生成した AGEs 架橋は、生理的架橋と異なり不可逆に架橋し、コラーゲンの

柔軟性を損ない硬くもろいものに変化させるとともに、コラーゲンの代謝を阻害する。 
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    (a)銀染色    (b)抗 CML 抗体  (c)抗コラーゲン抗体 

 

図５ 象牙質化コラーゲンの抽出方法の検討 

  M：分子量マーカー ref : Calf sikin コラーゲン   

PC：リボース糖化 Calf skin コラーゲン  

22 : 22 歳  

68: 68 歳 

3N-HCl：塩酸抽出   

pepsin：ペプシン抽出   

  （a） 銀染色 （抽出物全体の検出）   

(b) 抗 CML 抗体によるウェスタンブロット   

(c) 抗 typeⅠコラーゲン抗体によるウェスタンブロット 
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    図６ ヒドロキシプロリンの定量：検量線 

コラーゲン定量に用いる試薬は不安定なため、試料の定量時ごとに 

標準のヒドロキシプロリンの検量線を作成した。検量線の一例を示した。 
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 (a) 銀染色        (b) 抗 CML 抗体       (c) 抗ペントシジン抗体  

 

 

図７  抗 AGEs 抗体によるウェスタンブロット 

M: 分子量マーカー NC: Calf skin コラーゲン   

PC: リボース糖化の Calf skin コラーゲン  

22y: 22 歳、 73y: 73 歳 

(a ) 銀染色（総抽出蛋白質の検出）   

(b) 抗 CML 抗体によるウェスタンブロット  

(c) 抗ペントシジン抗体によるウェスタンブロット  
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図８ 抗 AGEs (CML) 抗体による免疫組織染色  

スケールバー 上段：0.2mm  下段：10μm 
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図９ 抗 AGEs (CML)抗体による免疫電子顕微鏡解析 

高齢者７６歳の歯髄側の象牙細管周辺 

同一面積４エリアで金コロイド粒子をカウントした。 

スケールバー：500 nm   
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図１０ 免疫電子顕微鏡解析における金コロイド粒子の 

カウント方法 
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図１１  免疫電子顕微鏡解析 金コロイド粒子のカウント結果 

若年者３名、高齢者３名 歯髄側、エナメル質側それぞれ４つの象牙細管をピックアップ。

４エリアずつカウントし平均をとった。 

 

若年者…歯髄側 N=３、エナメル質側 N=３ 

高齢者…歯髄側 N=３，エナメル質側 N=３  

ｔ検定により歯髄側、エナメル質側それぞれにおいて、有意差をもって若年者より高齢者

の方が金コロイド粒子が多いことを認めた。 
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         (a)                   (b) 

 

 

図１２  (a) 蛍光発光のエネルギー準位と時間オーダー 

       蛍光の発光時間は他の段階より 100 倍以上長いので蛍光寿命とほぼ同一と

みなせる。 

 (b) 蛍光寿命の計測，時間相関単一光子計測法（TCSPC） 

弱い強度のレーザーパルスで励起し発生する光子の発生時間を記録し、励起からの

時間と光子数のヒストグラムを作成し、蛍光寿命の減衰曲線を得る。 
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図１３  TypeⅠコラーゲンゲルの糖化と蛍光強度 

     365 nm 紫外線ランプによる励起 

     上段：リボース添加あり 

     下段：リボース添加なし 

リボース添加により、インキュベート期間が長いほどコラーゲンの蛍光強度の増加が認め

らる。 
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 (a) 蛍光強度スペクトル               (b)  蛍光寿命 

 

 

 

 

図１４ 

(a)  TypeⅠコラーゲンゲルの励起波長 350 nm における蛍光強度

スペクトル 

(b)  TypeⅠコラーゲンゲルの励起波長 375 nm による蛍光寿命  

※Control はリボース添加した直後の TypeⅠコラーゲンゲル 

インキュベート時間の増加により蛍光強度の増加と蛍光寿命の短縮が認められた。 
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              (a)                       (b)                      (c)            

 

 

図１５ 糖化 TypeⅠコラーゲンゲルの AGEs 検出 

  M: 分子量マーカー ref: Calf skin コラーゲン  

P：リボース糖化 calf skin コラーゲン 

0－6 : 反応時間（週） 

(a) 銀染色 (b) 抗 CML 抗体によるウェスタンブロット 

(c) 抗ペントシジン抗体によるウェスタンブロット 
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図１６ 蛍光寿命イメージング   

A：72 歳、B:19 歳  

   C、D は A, B 測定後に 200mM リボースに６週間浸漬。 
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図１７ 共焦点顕微鏡像  

  スケールバー：5μm A 72 歳 B  19 歳  蛍光強度  

             C 72 歳 D 19 歳  蛍光寿命 

 

  スケールバー：10μm  E 抗 CML 抗体による染色 
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図１８ 象牙質酸加水分解物の逆相カラムによるクロマトグラム 
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    (a)  蛍光強度スペクトル                (b) 蛍光寿命 

 

 

 

 

 

図１９ (a) 象牙質分解物のペントシジンの蛍光強度スペクトル 

    赤：ペントシジン標準物質（合成品） 

    青：76 歳 酸分解象牙質 HPLC 抽出物 

 

    (b)  蛍光寿命測定 

    赤：ペントシジン標準物質（合成品） 

    緑：76 歳 酸分解象牙質 HPLC 抽出物  

       灰：Calf skin コラーゲン 
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図２０ 酸加水分解時におけるアミノグアニジン添加の有無 

上段：７６歳象牙質を酸加水分解時に 100mM のアミノグアニジ

ンを加えたクロマトグラム 

中段：７６歳象牙質、酸加水分解物のクロマトグラム 

下段：ペントシジン標品（化学合成品） 
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