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研究成果の概要（和文）：歯周病による末梢炎症が中枢に波及し、脳内炎症およびストレス脆弱性を引き起こす
か、また抗うつ薬がこれらを抑制するかを歯周病モデルマウスと培養細胞を用いて検討を行った。その結果、P.
gingivaris由来LPSは海馬でのミクログリアの活性化と炎症応答亢進を引き起こした。また、PgLPSはミクログリ
アのTLR2/4を介したNF-κB経路活性化による炎症応答を惹起することで神経細胞死を引き起こした。さらに抗う
つ薬はミクログリアでのNF-κB経路の抑制することでミクログリアによる神経細胞死を抑制した。マウスにおい
ても抗うつ薬は海馬の炎症を抑制し、PgLPSによるうつ病様行動を抑制する傾向が観察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether peripheral inflammation caused by periodontal 
disease spreads to the central nervous system, which causes neuro-inflammation and stress 
vulnerability, and whether antidepressants suppress them using periodontal disease model mice and 
cultured cells. As a result, lipopolysaccharide derived from P. gingivaris (PgLPS) caused microglial
 activation and inflammatory response in the hippocampus. In addition, PgLPS caused neuronal cell 
death by inducing an inflammatory response by activating the NF-κB pathway via TLR2/4 in microglia.
 Furthermore, antidepressants suppressed microglia-induced neuronal cell death by inhibiting the NF-
κB pathway in microglia. In mice, antidepressants also suppressed hippocampal inflammation and 
tended to suppress PgLPS-induced depression-like behavior. 

研究分野：精神薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病はP.gingivarisなどの細菌が口腔に感染することで引き起こされる慢性的な局所炎症であるが、この炎症
は全身へと波及し、心疾患や糖尿病などの全身疾患のみならず、認知機能障害のリスクファクターであることが
明らかとなってきた。本研究は、歯周病への罹患がストレス脆弱性にも関与する可能性とその機序を示し、また
既存の抗うつ薬が歯周病による中枢炎症を抑制することを示した。歯周病のリスクを知らしめることで認識を改
め、また治療薬の可能性を示したという点で意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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1. 研究開始当初の背景 
歯周病は、細菌感染が引き起こす口腔内の炎症反応である。こうした局所炎症反応は、波及し
て全身性の慢性炎症状態に移行することが明らかとなっている。近年、歯周病による慢性炎症は、
心疾患や 2 型糖尿病に加えて、アルツハイマー病のリスクファクターであることが明らかにさ
れた。すなわち、歯周病は、末梢のみならず中枢機能の障害をも引き起こすことが示唆された
（Miklossy et al.,Aging, 2016）。 
 精神的ストレスによって引き起こされるうつ病は、遺伝的・環境的要因による個体のストレス
応答性の亢進が関与していると考えられている。また、ヒトおよび動物を用いた研究から、慢性
的な炎症反応と精神疾患の関連性が明らかになってきた。これらの報告は、慢性的な末梢炎症反
応は、ストレス応答性の亢進を引き起こし、うつ病のリスクファクターであることを示している。 
大腸菌の内毒素である lipopolysaccharide (LPS) 投与によって、全身性の炎症反応とともに、 
うつ病様行動が引き起こされることが報告された(Dantzer et al., Nat. Rev. Neurosci., 2008)。 
また、LPS 刺激は、ミクログリア（脳内免疫担当細胞）を活性化し、脳内の炎症性サイトカイ
ンの産生を亢進させる。その結果、脳内で神経障害が引き起こされる（Ni et al., J Neurosci., 2015）。
申請者は、LPS 投与による持続的なミクログリアの活性化が、マウスのストレス応答性を亢進
させることを明らかにしてきた（Yamawaki et al., Brain Res.2018）。さらに、抗うつ薬は抗炎症効
果を持つことも報告されている。 
代表的な歯周病原性細菌の１つである P.gingivaris由来の LPSを投与された歯周病モデルマウ
スは認知機能障害を引き起こすことから、歯周病はミクログリア活性化を伴うストレス脆弱性
を誘発し、抗うつ薬が抗炎症効果によりこれを抑制するという仮説を立て本研究に着手した。 
 
2. 研究の目的 
本研究の目的は、歯周病による慢性的な炎症反応は、脳内ミクログリアを活性化させ、神経傷
害による脳のストレス応答性の亢進を引き起こし、うつ病などの精神疾患の潜在的な危険因子
となることに加えて、抗うつ薬投与による脳内炎症の鎮静化とストレス応答反応を正常化させ
ることは、精神疾患発症リスクを低減させることができることを明らかにすることである。 
 
3. 研究の方法 
本実験を遂行するに当たり、広島大学および第一薬科大学における動物実験に関する指針に
従った。 
 
3-1: 歯周病モデルマウスの作製 

8 週齢の C57BL/6J マウスの上顎両側第 1 臼歯歯髄腔に P.gingivalis（W83 株）107 個を含有
した小綿球を 6週間留置し、感染させた。また、簡便化かつ効果の明瞭化のために、P.gingivaris
由来 LPSを腹腔内投与することでも歯周病モデルマウスを作製した。 
 
3-2：歯周病モデルマウスにおけるストレス脆弱性の評価 
 抗うつ薬および PgLPS を投与した歯周病モデルマウスに対して、PgLPS 投与 24 時間後に
25±1℃に調整した水を張ったシリンダー（直径 12 cm、水深 16 cm）に入れて 5分間の無動時間
を計測した。自発運動量はオープンフィールド試験により 5 分間の Crossing 回数を測定するこ
とで評価した。 
 
3-3: 細胞培養 
マウスミクログリア細胞株としてMG-6細胞を、10% fetal bovine serum (FBS), 10 µg/mLインス
リン, 0.1 mM 2-mercaptoethanol, 100 µg/mL ペニシリン, 100 µg/mLストレプトマイシンを含有す
る Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 培地を用いて培養した。マウス神経細胞として
Neuro2A 細胞を 10% FBS, 100 µg/mL ペニシリン, 100 µg/mL ストレプトマイシンを含有する 
DMEM培地を用いて培養した。 
 
3-4:炎症応答の解析 
 歯周病モデルマウスから摘出した海馬および薬物刺激した MG-6 からサンプルを得、ミクロ
グリア活性化マーカーである ionized calcium-binding adopter molecule 1 (Iba1) や炎症性サイトカ
インの遺伝子発現変化および NF-κBシグナル変化をリアルタイム PCRとWestern Blot解析によ
って評価した。 
 
3-5: 細胞毒性試験 
各種薬物および PgLPS の MG-6 に対する毒性および MG-6 から得た培養上清の Neuro2A に対
する毒性は、Cell Counting Kit-8 (CCK-8; 同仁化学研究所) を用いた細胞毒性試験により評価し
た。 
 
 
 



4．研究成果 
4-1：歯周病モデルマウスにおける海馬の炎症応答の解析 

8 週齢の C57BL/6J マウスの上顎両側第 1 臼歯歯髄腔に P.gingivalis (W83株) 107 個を含有し
た小綿球を 6週間留置したマウスの肝臓（末梢組織の代表として）およびストレス脆弱性に関与
する脳部位である海馬において炎症性サイトカインの遺伝子発現は軽微ではあるが有意に上昇
していた。より明瞭な検討のために、代表的な歯周病原性細菌である P.gingivaris 由来の LPS 
(PgLPS) を腹腔内に投与したところ、投与 2 時間後において肝臓および海馬における炎症性サ
イトカインの遺伝子発現は有意に上昇した。用量検討において 1.0 mg/kgでは炎症応答の増大傾
向がみられ、5.0 mg/kgでは有意な炎症性サイトカインの遺伝子発現の増大を観察し、投与 24時
間後においても海馬における炎症性サイトカイン (IL-1β、TNF-α) の遺伝子発現は有意に増大し
たままであった。また、この時、海馬ではミクログリアの活性化マーカーである Iba-1の遺伝子
発現が増大していた。この結果から、5.0 mg/kgの PgLPSの腹腔内投与により、海馬におけるミ
クログリアの活性化を伴う炎症応答が惹起されることが明らかとなった。 

 
4-2：歯周病モデルマウスにおけるストレス脆弱性の評価と抗うつ薬の効果の検討 
 イミプラミンなどの抗うつ薬には抗炎症効果がある。イミプラミンの前投与が PgLPS による
炎症応答を抑制するかを検討した。イミプラミン (20 mg/kg) を腹腔内投与した 1 時間後に
PgLPS (5.0 mg/kg) を腹腔内投与し、24時間後に摘出した海馬において、イミプラミンは PgLPS
による IL-1βの遺伝子発現を抑制する傾向を示し、TNF-αの遺伝子発現は有意に抑制した。さら
に、イミプラミンおよび PgLPS投与 24時間後にオープンフィールド試験および強制水泳試験を
行ったところ、自発運動量には変化がない一方で、PgLPSは無動時間を延長し、イミプラミンは
これを抑制する傾向がみられた。よって、PgLPSによる海馬の炎症応答はストレス脆弱性を亢進
させること、また抗うつ薬であるイミプラミンはこれを抗炎症効果によるストレス脆弱性の改
善効果を有する可能性が示された。 
 
4-3：PgLPSによるミクログリアの炎症応答亢進と抗うつ薬の抗炎症効果の機序解明 
 培養ミクログリア細胞である MG-6 を用いて、PgLPS による炎症応答亢進および抗うつ薬の
抗炎症効果の機序解明を試みた。最初に、炎症応答における PgLPSの用量検討を行ったところ、
100 ng/mL および 1000 ng/mL において有意な炎症応答を引き起こしたが、細胞毒性試験におい
て、100 ng/mLまでは毒性を示さなかったが、1.0 µg/mL の濃度で細胞死を引き起こした。よっ
て、100 ng/mLの濃度を選択した。また抗炎症効果の検討における用量検討からイミプラミンは
25 µMに決定した。この濃度において、MG-6に対する毒性は観察されなかった。 
 炎症性サイトカインの遺伝子発現を指標として、PgLPS による炎症応答の機序を検討した。
PgLPS による炎症応答は IKKα/β による IkB の分解亢進を引き起こし、NF-κB 阻害薬 (BAY11-
7085：3µM) は PgLPSによる炎症応答を抑制した。さらに、TLR2阻害薬 (CU-CPT22：10µM)と
TLR4阻害薬 (TAK-242：10 nM) はそれぞれ PgLPSによる炎症応答を抑制し、またこれらの併用
は PgLPS による炎症応答亢進を相加的に抑制した。よって、MG-6 における PgLPS による炎症
応答亢進は TLR2および TLR4の双方を介した NF-κBシグナルによることが明らかとなった。 
 さらに、イミプラミンの前投与は PgLPSによる IKKα/βのリン酸化および IκBの分解を抑制し
たことから、イミプラミンは IKKα/βのリン酸化を抑制することで PgLPSによる炎症応答を抑制
することが明らかとなった。 
 
4-4：PgLPS刺激ミクログリアによる神経毒性に対するイミプラミンの抑制効果の検討 
 活性化ミクログリアは炎症性サイトカインなどの液性因子を介して神経細胞障害を引き起こ
すことが知られている。ここでは神経細胞死を指標として PgLPS がミクログリアによる神経細
胞障害を引き起こすか、またイミプラミンがこれを抑制するかを検討した。PgLPS (100 ng/mL)
で 24時間刺激したMG-6の培養上清を神経細胞である Neuro2Aに処置したところ、神経細胞死
は PgLPS刺激群は PgLPS非刺激群に比較して有意な神経細胞死を誘発した。一方で、イミプラ
ミンを前処置した MG-6 の培養上清は PgLPS 刺激群に比較して神経細胞死が有意に減少した。
また、NF-κB 阻害薬も同様に神経細胞を抑制した。このことから、イミプラミンは NF-κB シグ
ナル抑制作用により PgLPS によるミクログリアを介した神経細胞死を抑制することが明らかと
なった。 
 
本研究において、歯周病原性細菌 P.gingivaris由来 LPSによる末梢炎症は中枢へと波及するこ
とでミクログリアの活性化と炎症応答亢進を伴うストレス脆弱性を引き起こし、抗うつ薬はこ
れらを抑制する可能性を示した。また、このような抗うつ薬の効果には NF-κB シグナル抑制作
用とそれによる神経細胞死抑制効果が関与することを示唆するものである。 
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