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研究成果の概要（和文）：歯周パラインフラメーションが認知機能低下を促進する詳細な機構を明らかにするため、歯
周病モデル動物の確立とその認知機能解析を試みた。マウスに歯周病菌を投与して歯周病を惹起させると、歯周組織お
よび大脳皮質において炎症性サイトカインが発現し、マウスの腹腔へ歯周病病原菌のLPSを投与すると、学習行動を評
価する試験の結果が悪化した。また、歯周病菌投与後、歯周組織よりマクロファージを、脳よりミクログリアをそれぞ
れ回収し、炎症性サイトカイン遺伝子発現レベルを定量すると、これらの発現量が日内変動を示した。以上より食細胞
の機能および認知機能低下が体内時計による制御を受けている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of cognitive impairment by chronic inflammatory periodo
ntal disease, also known as para-inflammation disease, we developed animal models of periodontal disease. 
After the application of P. gingivalis (PG) to periodontal tissues, proinflammatory cytokines were express
ed at the periodontal tissue and cerebral cortex. and intraperitoneal administration of PG caused cognitiv
e impairment.
Microglia involved in cognitive impairment by producing proinflammatory cytokines under neuroinflammatory 
conditions. And recent studies showed that the abilities of microglia showed circadian rhythm. After the a
pplication of PG, proinflammatory cytokine mRNA expression levels in brain microglia and periodontal tissu
e macrophages showed circadian rhythm. These results suggested that circadian rhythm of proinflammatory cy
tokine gene expressions by periodontal tissue and brain phagocytes may affect periodontal tissue inflammat
ion and cognitive impairment progression.
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１．研究開始当初の背景 
近年、アルツハイマー病や認知症といった学
習、記憶障害の発症や進行と歯周病との関連
性が指摘されており、歯周病の特徴である口 
腔内での慢性炎症状態（パラインフラメーシ
ョン）が認知機能低下に関わる可能性が示唆
されている。歯周病を含む末梢慢性炎症（パ
ラインフラメーション）により脳内食細胞で
あるミクログリアが活性化し、脳炎症を原因
とする認知機能障害が引き起こされること
が知られているが、そのメカニズムには不明
な点が多い。最近、マクロファージのサイト
カイン産生能が体内時計により制御されて
おり、末梢慢性炎症の程度には日内リズムが
あることが明らかとなっている。このような
末梢炎症の日内リズムが歯周病にも存在し、
歯周病による脳炎症の誘発に大きく関与し
ている可能性が考えられる。 
２．研究の目的 
（１）歯周病においてマクロファージならび
にミクログリアの活動（サイトカイン産生能、
貪食能）に日内リズムはあるのか、さらに
（２）歯周病に伴う脳炎症に日内リズムはあ
るのかを明らかにし、体内時計によるマクロ
ファージ／ミクログリアの制御という観点
から、歯周パラインフラメーションがどのよ
うにして重大な脳炎症および認知機能低下
を誘導するのかという謎を解き明かす。 
３．研究の方法 
はじめに、歯周病および歯周病により誘導さ
れると予想される脳炎症、認知機能低下とい
った症状に日内リズムが存在するかどうか
検討する。一定周期で明暗リズムの切り替わ
る環境下で飼育した歯周病モデルマウスの
歯周組織を組織学的に解析し、歯周病進行程
度を評価すると共に、マウスの作業記憶を測
定し、認知機能の変化を経時的に検討する。
次に、歯周組織あるいは脳における炎症に関
与するマクロファージ、ミクログリアの炎症
性サイトカイン産生活性や貪食活性の日内
リズムを調べ、歯周病の進行に伴いどのよう
に変化するか解析を行う。さらに、炎症性サ
イトカイン産生や貪食反応に関わる遺伝子
の中で発現レベルに日内リズムを示すもの
を探索し、歯周病罹患時に時計遺伝子がどの
ように食細胞の活性を制御するかを探る。 
４．研究成果 
（１） C57BL/6N マウス（24 ヶ月齢、雌性）
の 左 側 第 一 大 臼 歯 の 遠 心 端 歯 肉 に
Porphyromonas gingivalis（PG、1×109 CFU/ 
mL）を 1 日 1 回、20 日間連続注入し、12 時
間周期で明暗の切り替わる条件下で飼育し
た。右側の第一大臼歯の遠心端歯肉には対照
として PBS を注入した。PG を注入して 10 日
後、20 日後の明条件時および暗条件時に左右
の第一大臼歯を含むマウスの下顎骨をそれ
ぞれ摘出して歯槽骨の骨梁構造解析を行っ
た。その結果、下顎歯槽骨の破壊が確認され
た。 
（２）歯周病菌を注入して 10 日後、20 日後

の明条件時および暗条件時の歯周病モデル
マウスの作業記憶の測定を6方向の放射状ア
ームを備えた水迷路装置を用いて行い、歯周
病発症時の認知機能の変化に日内リズムが
存在するのか検討した。一つのアームに透明
のプラットホームを置き、それ以外のアーム
にマウスを入れてプラットホーム以外のア
ームに入ったエラ−回数の測定を行った。訓
練は 1日 4回行い、プラットホームを入れる
アームは一定としマウスを入れるアームは
毎回変えた。4回の訓練後、30 分間の休憩を
挟み保持テストを行い、作業記憶に対する影
響を解析した。その結果、歯周病菌の投与に
より、作業記憶の保持程度が有意に低下する
ことが明らかとなった。 
（３）歯周病菌を注入して 10 日後、20 日後
の明条件時および暗条件時の歯周組織およ
び肝臓よりマクロファージを回収し、時計遺
伝子（Pers、Crys、CLOCK、BMAL1、Rev-Erb
α等）およびサイトカイン遺伝子（il-1β、
il-6、il-12、TNF-α等）の mRNA 発現レベル
をリアルタイムRT-PCRにて経時的に定量し、
歯周病発症の有無および進行度により上記
遺伝子の発現パターンがどのように変化す
るか解析を行った。歯周病菌を注入すること
により時計遺伝子発現パターンの継時的な
変化は見られなかった。一方、サイトカイン
遺伝子の発現には歯周病菌投与により増加
傾向が見られ、その発現パターンには日内変
動を示すものもあった。 
（４）歯周病菌を注入して 10 日後、20 日後
の明条件時および暗条件時の歯周病モデル
マウスおよび関節炎モデルマウス脳内にお
けるサイトカイン（IL-1β、IL-6、IL-10、
IL-12、TNF-α、TGF-β1等）の発現レベルを
ウエスタンブロッティングにより経時的に
定量し、歯周病および関節炎発症時のサイト
カイン発現パターンの日内変動について検
討を行った。炎症性サイトカインと呼ばれる
IL-1β、TNF-αといったものは歯周病菌投与
により発現量が増加し、日内変動を示す蛍光
が見られた。一方、その他のサイトカインに
ついては、歯周病菌投与に伴う発現量の変化
やその発現レベルの日内変動が見られなか
った。 
（４）歯周病菌を注入して 10 日後、20 日後
の明条件時および暗条件時の歯周病モデル
マウスおよび関節炎モデルマウス脳内より
ミクログリアを回収した。ミクログリアは脳
組織中より CD11b マイクロビーズを用いた
magnetic cell sorting（MACS）法により単
離した。ミクログリアにおける時計遺伝子
（Pers、Crys、CLOCK、BMAL1、  Rev-Erbα
等）およびサイトカイン遺伝子（il-1β、il-6、
il-12、TNF-α等）の mRNA 発現レベルをリア
ルタイム RT-PCR あるいはウエスタンブロッ
ティングにて経時的に定量し、歯周病および
関節炎発症の有無により上記遺伝子の発現
パターンがどのように変化するか解析を行
った。単離したミクログリアでは Per1、Per2、



BMAL1、そして Rev-Erbαといった時計遺伝子
や、il-6 といったサイトカイン遺伝子の発現
に日内リズムが存在していることを確認し
た）。さらに、歯周病菌の投与により、炎症
性サイトカインである IL-1β、TNF-αの遺伝
子発現レベルの増加と日内変動をリアルタ
イム PCR にて検出することができた。 
 

 
さらに、食細胞特異的に発現し、免疫応答な
どに関与することの知られるカテプシンSの
遺伝子発現もミクログリアにおいて時計遺
伝子の制御のもと日内変動を示すことが明
らかとなった。カテプシン Sは細胞内および
細胞外で活性を示すプロテアーゼであり、
様々な免疫反応の実行部隊として作用する。
歯周病菌投与時の脳内ミクログリア、および
歯周組織マクロファージにおいてもその機
能が炎症やサイトカイン産生を促進してい
る可能性が考えられ、解析を続行している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 ミクログリアにおけるカテプシンS遺伝
子発現の日内リズム 
 
以上より、歯周病菌感染およびその病因因子
への暴露による認知機能低下について検証
を行うことができ、また、脳内のミクログリ
アや歯周組織のマクロファージ等、食細胞の

機能および認知機能低下が体内時計による
制御を受けている可能性が示唆された。 
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