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長寿医療研究開発費 平成２５年度 総括研究報告 

 

アルツハイマー病修飾因子としての歯周病の可能性に関する研究（２４－９） 

 

主任研究者 松下 健二 国立長寿医療研究センター 部長 

 

研究要旨 

 ２年間全体について 

 我々は AD 発症における歯周病の関与に着目し、脳外に病態の首座を持つ歯周病がい

かにして脳内 AD 分子病態に関与するかの分子機構を解明し、AD の早期診断・予防・治

療法の開発に役立てることを目ざす。まず我々は、マウスに歯周病を発症させるための

予備実験を遂行し、歯周病関連細菌の一種である Porphyromonas gingivalis (P.g.)をマウス

口腔内に接種することによって同マウスの歯槽骨に骨吸収を惹起することに成功した。

この成果をもとに、我々は歯周病が AD の病態に及ぼす影響を検討するため, アルツハイ

マー病モデルマウスに P.g.を感染させた実験的歯周炎モデルを作製し，P.g.投与群と非投

与群における行動変化および脳内の病態を比較した。その結果、P.g.投与群では, 非投与

群に比べてより高度な歯槽骨吸収を認め, 歯周病の発症を確認した。P.g.投与群では, 行

動試験においても認知機能の低下を認めた。また, 脳内における Aβ の沈着面積は P.g.投

与群で有意に広く, Aβ 量も有意に高かった。次に我々は、歯周病あるいは P.g.菌が AD 病

態の増悪する機序の一端を明らかにするために、同マウスから採取した、血液および脳

組織について詳細な解析を行なった。その結果、P.g.投与群マウスの血液中には、非投与

群のそれに比べ有意に高い P.g.抗体価の上昇が認められるとともに、血中リポ多糖（LPS）

の上昇も認められた。さらに、P.g.投与群の脳内では、非投与群と比較して有意に高く

IL-1β および TNF-α の増加が認められた。また、P.g.投与群の脳内には、LPS の存在も確

認された。以上の結果より, 歯周病はアルツハイマー病の病態増悪に関与している可能性

が示唆された。さらに、P.g.菌あるいはその他の菌が血行性に脳内に到達し、脳内に炎症

反応を惹起することで AD の病態を増悪している可能性が示唆された。 

 

 平成２５年度について 

 歯周病あるいは P.g.菌が AD 病態の増悪する機序の一端を明らかにするために、同マウ

スから採取した、血液および脳組織について詳細な解析を行なった。その結果、P.g.投与

群マウスの血液中には、非投与群のそれに比べ有意に高い P.g.抗体価の上昇が認められる

とともに、血中リポ多糖（LPS）の上昇も認められた。さらに、P.g.投与群の脳内では、

非投与群と比較して有意に高く IL-1β および TNF-α の増加が認められた。また、P.g.投与
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群の脳内には、LPS の存在も確認された。以上の結果より, P.g.菌の投与は、マウスにエン

ドトキシン血症を誘発し、そのエンドトキシンが脳に到達して脳内に炎症反応を惹起す

る可能性が示唆された。 

 

 主任研究者 

  松下 健二 国立長寿医療研究センター 部長 

 分担研究者 

  道川 誠   名古屋市立大学 教授 

  野口 英俊 愛知学院大学   教授 

 

 研究期間 平成２４年４月１日～平成２６年３月３１日 

 

Ａ．研究目的 

超高齢社会に突入した我が国では認知症患者数は300万人を越え、その解決は急務である

が、その半数以上を占めるアルツハイマー病(AD)の根本的な予防・治療法はない。病因分

子Aβ沈着は認知機能の正常な高齢者にも認められること、最近のアミロイド・イメージン

グ研究から、認知機能障害発症前に脳内Aβ蓄積が出現することが明らかになり、ADをAβ

蓄積の慢性疾患として捉えることが可能である。こうした考え方に一致して、近年孤発性

ADの後天的危険因子として糖尿病・脂質異常症や歯周病といった生活習慣病との関連性が

指摘されている。我々はAD発症における歯周病の関与に着目し、脳外に病態の首座を持つ

歯周病がいかにして脳内AD分子病態に関与するかの分子機構を解明し、ADの早期診断・予

防・治療法の開発に役立てることを目ざす。 

 

Ｂ．研究方法 

 ２年間全体について 

１）APP-Tg マウスに歯周病を起こさせる実験系の確立 

歯周病群は P.g 菌 (Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株 )を 2.5% CMC(Carboxy 

methlcellulose)に懸濁して P.g 菌懸濁液（1×10
10

 CFU）を 1 日おきに計 5 回、58 および 62

週齢マウスの口腔内に直接投与した。その後、5 週間飼育することにより実験的歯周炎を

惹起した。なお、細菌懸濁液の代わりに PBS で同様の処置を施したものを対照群とした。

口腔内プラークに対し qPCR を行うことにより P.g 菌の感染の確立を確認した。また、歯

周病の評価は、ＣＴおよび歯周組織の形態学的解析により評価した。 

 

２）歯周病を発症させた 63 週齢 APP-Tg マウスの学習行動試験実施 

歯周病群 12 匹、対照群 10 匹に対し、Novel objection test と Passive avoidance test を実施

した。 
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３）APP-Tg マウス脳の AD 病態の評価 

APP-Tg マウス（５８週齢）に歯周病を惹起させ、63 週齢時に認知機能検査を行い、69

週齢でと殺し、脳内 Ab 沈着ならびに Ab 量を免疫組織化学的方法と ELISA 法により定量

した。 

 

４）APP-Tg マウスの血液および脳組織の解析 

P.g.菌を投与し歯周病を惹起した APP-Tg マウス 12 匹および対照群マウス 10 匹から血液

および脳組織をそれぞれ採取し、血清成分および脳組織抽出液を得た。次に同サンプル

中のエンドトキシン濃度をエンドスペシーES-50M セット（生化学工業）を用いて比色法

により定量した。また、脳内の炎症炎症性サイトカイン IL-1β および TNF-α 濃度を 

ELISA法で評価した。さらに、P.g.に対する血清 IgG抗体価はPorphyromonas gingivalis (P.g.) 

ATCC33277 株を抗原とし ELISA 法にて測定し、OD 値 0.2 の時の希釈倍率を抗体価とし

た。 

 

 平成２５年度について 

 P.g.菌を投与し歯周病を惹起した APP-Tg マウス 12 匹および対照群マウス 10 匹から血

液および脳組織をそれぞれ採取し、血清成分および脳組織抽出液を得た。次に同サンプ

ル中のエンドトキシン濃度をエンドスペシーES-50M セット（生化学工業）を用いて比色

法により定量した。また、脳内の炎症炎症性サイトカイン IL-1β および TNF-α 濃度を 

ELISA 法で評価した。さらに、P.g.に対する血清 IgG 抗体価は Porphyromonas gingivalis 

(P.g.) ATCC33277 株を抗原とし ELISA 法にて測定し、OD 値 0.2 の時の希釈倍率を抗体価

とした。 

 

（倫理面への配慮） 

 ２年間全体について 

全ての動物実験は、愛知学院大学歯学部動物指針に従って行われた。また、本実験は同

大学動物実験委員会での動物実験倫理審査規定により承認された（動物実験計画承認番

号：AGUD159 号、229 号）。 

 

 平成２５年度について 

同上 
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Ｃ．研究結果 

 ２年間全体について 

１）APP-Tg マウスに歯周病を起こさせる実験系の確立 

 歯周病群は P.g 菌(Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株)を 2.5% CMC(Carboxy 

methlcellulose)に懸濁して P.g 菌懸濁液（1×10
10

 CFU）を 1 日おきに計 5 回、58 および 62

週齢マウスの口腔内に直接投与した。その後、5 週間飼育することにより実験的歯周炎を

惹起した。なお、細菌懸濁液の代わりに PBS で同様の処置を施したものを対照群とした。

また、口腔内プラークに対し qPCR を行うことにより P.g 菌の感染の確立を確認した。 

 

２）歯周病の評価 

 歯周病群、対照群ともに 69 週齢で

屠殺し、摘出した下顎での歯槽骨吸

収はマイクロ CT により評価した。

合わせて、歯周組織での炎症性細胞

浸潤を病理組織学的に評価した。歯

周病群では対照群に比べ有意に高い

歯槽骨の吸収が認められた。 

（図１） 

 

３）歯周病を発症させた 63 週齢 APP-Tg マウスの学習行動試験実施 

 歯周病群14匹、対照群11匹に対し、

Novel objection test と  Passive 

avoidance test を実施した。対照群の

APP-Tg マウスに比べて、歯周病群で

は認知機能障害の増悪が認められた。

（図２） 

 

 

 

 

４）Aβ 沈着の定量（病理学的解析、生化学的解析：ELISA 法） 

 歯周病群、対照群それぞれのマウスから、屠殺時に脳を摘出した。その後、脳組織切

片を作成し、皮質および海馬における Aβ 沈着の程度を免疫組織化学的に解析した。 

また、ELISA によって Aβ の定量を行なった。その結果、歯周病群のマウスの海馬および

皮質において、対照群のそれに比べ有意に高い Aβ 沈着の沈着がみられた。（図３、４） 
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５）脳内の炎症性サイトカイン 

定量（生化学的、病理組織学   

的解析） 

マウスの脳抽出液中の IL-1β およ

び TNF-α の濃度を ELISA によって

定量した。その結果、歯周病群のマ

ウスの脳抽出液中には、対象群のそ

れに比べ有意に高い IL-1β および

TNF-α の産生が認められた。また、

歯周病群の脳組織中には IL-β 産生

細胞が有意の増加していた。（図５） 

 

６）血清および脳抽出液の解析 

（生化学的解析） 

マウス血清中および脳内のエンドト

キシン濃度を測定した。その結果、P.g.

投与群では非投与群に比べ血中エンド

トキシン濃度が高い傾向を示した

（4.15 ± 1.17 EU/ml vs. 3.72 ± 0.89 

EU/ml, n = 7~11）。また、脳内のエン

ドトキシン濃度に関しても、P.g.投与群

では非投与群に比べ血中エンドトキシ

ン濃度が高い傾向を示した（0.11 ± 0.06 

EU/ml vs. 0.07 ± 0.05 EU/ml, n = 

7~11）。さらに、P.g.投与群では非投与群

に比べ同菌に対する血清抗体価が有意

に上昇していた（OD値=0.2 時  2050.73 

± 1623.13 vs. 0 ± 0, n = 8~10, P = 

0.0027）。現在、マウス脳組織における

P.g.菌の存在有無を現在検討中である。また、P.g.菌が脳内へ移行する機序について in 

vitro の実験系で検討中である。 

 

 平成２５年度について 

血清および脳抽出液の解析（生化学的解析） 

  マウス血清中および脳内のエンドトキシン濃度を測定した。その結果、P.g.投与群では

非投与群に比べ血中エンドトキシン濃度が高い傾向を示した（4.15 ± 1.17 EU/ml vs. 3.72 ± 
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0.89 EU/ml, n = 7~11）。また、脳内のエンドトキシン濃度に関しても、P.g.投与群では非

投与群に比べ血中エンドトキシン濃度が高い傾向を示した（0.11 ± 0.06 EU/ml vs. 0.07 ± 

0.05 EU/ml, n = 7~11）。さらに、P.g.投与群では非投与群に比べ同菌に対する血清抗体価

が有意に上昇していた（OD 値=0.2 時  2050.73± 1623.13 vs. 0 ± 0, n = 8~10, P = 0.0027）。

現在、マウス脳組織における P.g.菌の存在有無を現在検討中である。また、P.g.菌が脳内

へ移行する機序について in vitro の実験系で検討中である。 

 

Ｄ．考察と結論 

 ２年間全体について 

 平成２４年度から２年間にわたり、歯周病を発症したアルツハイマー病モデルマウス

における詳細な病態解析をなった。その結果、以下のことが明らかになった。 

１）歯周病原細菌 P.g.を感染させた 63～67 週齢の APP-Tg マウスにおける学習行動試験

では、歯周病を発症していないマウスに比して明らかに認知機能障害が増悪してい

た。 

２）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63～69 週齢の APP-Tg マウス脳における抗 Ab 抗体 

染色では、沈着する老人班の数と断面積が、非歯周病グループに比較して有意に 

増加していた。 

３）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63〜69 週齢の APP-Tg マウス脳を ELISA 解析した 

ところ、皮質、海馬ともに Aβ1-40, Aβ1-42 とも非歯周病グループに比較して有意に 

増加していた。 

４）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63〜69 週齢の APP-Tg マウス脳内の炎症を ELISA で 

解析したところ、IL-1β、TNF-α とも非歯周病グループに比較して有意に増加して 

いた。 

５）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63〜69 週齢の APP-Tg マウス血中および脳組織中 

には、細菌の菌体成分である LPS が増加していた。 

 

  以上の結果は、歯周病の慢性感染が脳内アルツハイマー病分子病態の増悪を誘導す

ることを示している。また、そのメカニズムとして血管内に侵入した細菌やその毒素が

血行性に脳内に波及し、脳内に炎症を惹起した可能性がある。 

 脳内に発症した炎症がアルツハイマー病の病態を増悪させることとは別に、軽度の全

身性の炎症が認知機能や海馬の容量を減少させることや全身性炎症がアルツハイマー病

のリスクを増大させることも報告されている。血液循環系や中枢神経系を介して炎症が

波及した可能性が考えられる。血液中に上昇した炎症メディエーターが何らかの形で脳

内に波及し、脳内のミクログリアを活性化するかもしれない。アルツハイマー病患者に

おいて、血液中の TNF-レベルが上昇しており、認知機能の低下とも相関しているとの

報告もある。 
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一方、歯周病は、炎症反応がその病態増悪に関わる疾患、たとえば動脈硬化性疾患、

糖尿病、肥満、早産・低体重児出産などの病態形成に関わることが知られている。歯周

病関連細菌は、血管や気道を介して全身に伝搬され、直接臓器に影響を及ぼす可能性が

ある。また、歯周局所で産生されるサイトカインなどの炎症メディエーターが血行性に

標的臓器に運ばれ、炎症反応を増悪する可能性も考えられる。最近、アルツハイマー病

と歯周病との関連性を示す興味深い報告がなされた。アルツハイマー病で死亡した患者

の剖検脳組織において、歯周病関連細菌の一種である Porphyromonas gingivalis が高頻

度に検出された。一方、正常な人の脳組織には検出されなかった。この結果は、同菌が

血行性に脳内に伝搬された可能性を示している。同菌は、グラム陰性嫌気性の桿菌であ

りリポ多糖をはじめとする様々な毒素を有しており、そのため炎症反応を強力に惹起す

ることが知られている。さらに、興味深いことに、歯周病関連細菌の一種である

Treponema 属の菌が三叉神経節、脳幹、大脳皮質等で検出されており、特にアルツハイ

マー病の患者ではその頻度が高いという。このように、歯周病関連細菌が脳内に直接伝

搬され、炎症を惹起する可能性が考えられる。今後、さらにモデルマウスにおける病態

解析を継続するとともに、口腔内の炎症や歯周病源細菌の影響が脳内に波及する機序を

明らかにして行きたいと考えている。 

 

 平成２５年度について 

昨年度に引き続き、歯周病を発症したアルツハイマー病モデルマウスにおける詳細な

病態解析をなった。その結果、 

１）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63〜69 週齢の APP-Tg マウス脳内の炎症を ELISA で

解析したところ、IL-1β、TNF-α とも非歯周病グループに比較して有意に増加してい

た。 

２）歯周病原細菌 P.g を感染させた 63〜69 週齢の APP-Tg マウス血中および脳組織中 

には、細菌の菌体成分である LPS が増加していた。 

 本研究の結果は、歯周病の慢性感染が脳内アルツハイマー病分子病態の増悪するメカ

ニズムとして、血管内に侵入した細菌やその毒素が血行性に脳内に波及し、脳内に炎症

を惹起した可能性を示唆している。肥満や糖尿病は、心血管病のリスクを高めること、

またそれに慢性的な炎症が関連していることが知られている。また糖尿病や肥満による

全身性炎症の発症機序として”metabolic endotoxemia” という概念が提唱されている。食事

の変化が、腸内細菌叢の変移をもたらし、腸管上皮の透過性に変化が生じる。これによ

り、腸管内の細菌に由来する LPS が血管内に浸透し、これが全身性に炎症反応を惹起す

るというものである。口腔内の歯周病関連細菌は、常に唾液や食物とともに消化管内に

移行して、消化管内の細菌叢に影響を及ぼしている可能性がある。歯周病患者の口腔内

では、LPS を菌体成分とするグラム陰性菌が有意となっている。これらの菌は、炎症を惹

起するような病原性の高い菌種である。これらの菌が、食物や唾液とともに消化管内に
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入ることで消化管における炎症惹起や腸管細菌叢の変化を引き起こし、その結果

metabolic endotoxemia が惹起されるかもしれない。今後、さらにモデルマウスにおける病

態解析を継続するとともに、口腔内の炎症や歯周病源細菌の影響が脳内に波及する機序

を明らかにすることによって、その因果関係を明らかにしようと考えている。この関係

が明らかになれば、歯周病の予防･治療を積極的に行う科学的根拠を提供することになり、

歯周病の予防･治療が真に有効なアルツハイマー病予防法として確立され、国民の福祉に

大きく貢献できると考えている。 
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