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研究成果の概要（和文）：ミクログリアの表現型を脳障害型（M1）へ誘導した際のカテプシンB遺伝子発現量変
化を調べたが、本遺伝子は表現型変化の方法の違いにより発現量が増大することもあれば、変化しないこともあ
り、カテプシンBはある特定の刺激に応じて発現が誘導され、ミクログリアの表現型変化に関与する可能性が示
唆された。
また、歯周病原因菌とヒト脳血管内皮細胞との共培養を行い、血管内皮細胞における遺伝子発現パターン変化を
網羅的に解析したところ、多くの炎症促進性因子をコードする遺伝子の発現が高まったことから、歯周病原因菌
に対する脳血管内皮細胞の応答が脳内のミクログリア等の細胞の機能や挙動に影響を与える可能性が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Cathepsin B is a lysosomal cysteine protease, and its expression level is 
elevated at several immune cell types under inflammatory conditions. To clarify the roles of this 
enzyme on microglial phenotype change, pro-inflammatory M1 phenotype was induced to microglia, and 
Cathepsin B mRNA expression level was evaluated. This gene expression level was elevated by 
stimulation with E.coli LPS, but not changed by stimulation with Interferon-γ. These results 
indicated that this protease expression is regulated by some particular stimulations.
Next, I examined the possibility that periodontal disease-causing bacterium change mammalian brain 
cell phenotypes by direct interaction. By brain endothelial cell culture with Porphyromonas 
gingivalis, various inflammatory cytokines were expressed in this mammalian cell. These results 
suggested that bacteria sensing brain endothelial cells may induce inflammatory conditions and 
change some brain cell phenotypes at local area in brain.

研究分野： 生化学、分子生物学、細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
歯周病は中高年の 80%以上が罹患する国民

病であり、歯を失う最も大きな要因である。
さらに、歯周病が心臓疾患、糖尿病など様々
な全身疾患に関与しており、最近では特に中
高年者において認知症のリスク因子となる
ことが明らかにされており、注目を集めてい
る。しかし、歯周病がどのようにして認知機
能低下に関わるのか、未だ解明されていない。 
これまでに申請者の所属する研究室での

末梢慢性炎症モデルを用いた解析結果によ
り、末梢組織での炎症に伴い若齢動物では脳
における免疫担当細胞であるミクログリア
が活性化して抗炎症性サイトカインを産生
し、脳保護的に働くのに対し、中高年の脳で
はミクログリアが炎症性サイトカイン産生
を促して脳炎症を誘発することで脳機能低
下を引き起こすことが明らかとなった。また、
末梢炎症に応答して活性化したミクログリ
アの表現型が若齢と中高年で大きく異なる
ことから、末梢炎症に起因する脳障害性の表
現型への誘導と脳機能低下には老化が重要
な因子として働くことが示された(図 1)。よ
って、口腔内でのマイクロ・インフラメーシ
ョンである歯周病に起因する認知症の発症、
進行にはミクログリアが重要な役割を果た
し、さらに、ミクログリアにおいて老化に関
わる因子がミクログリアへの炎症促進性の
表現型誘導を規定していると考えられる。 
 

近年、機能的に異なる M1 型と M2 型の 2種
類のミクログリアの存在が知られるように
なり、ミクログリアの挙動を理解する上で重
要視されている(図 2)。M1 型のミクログリア
は脳障害型の表現型を示し、炎症性サイトカ
インを産生することでニューロンにダメー
ジを与え、その機能を低下させる。一方、M2
型のミクログリアは保護型の表現型を示し、
細胞増殖、組織修復を促進する因子を産生し、
ニューロンに保護的に働く。これら 2種の表
現型の中からどちらが誘導されるかにより、
脳機能へ与える影響が大きく異なるため、活
性化ミクログリアでは「表現型スイッチ
(phenotype switch)」と呼ばれる巧妙な調節
機構が M1 型、M2 型のどちらの表現型を誘導

するか制御していると考えられている。従っ
て、歯周病罹患時に若年ではミクログリアに
M2 型への表現型を誘導するスイッチが入る
が、中高年では老化に関わる因子が M1 型へ
誘導するようスイッチを切り替えると予想
される。しかし、具体的にどのような因子に
よりスイッチが制御されているのか、実態は
全く分かっていない。 
 

申請者が所属していた研究室ではミクロ
グリアにおいて老化に関わる2つの因子を見
出してきた。その 1つはリソソーム性プロテ
アーゼであるカテプシン Bである。カテプシ
ンBは老化に伴い脳内の酵素活性が高まるこ
とが明らかとなっており、活性化ミクログリ
アにおいてカスパーゼ1前駆体の切断と活性
化カスパーゼ1の産生に関与して(図3)、IL-1
β等の炎症性サイトカインの産生・分泌を促
す。最近、カスパーゼ1の活性を抑制すると、
ミクログリアは M1 型への誘導が阻害され、
M2 タイプへの誘導が促されることが報告さ
れており、カスパーゼ 1はミクログリア表現
型を制御する重要な因子であると予想され、
カテプシンBが活性化ミクログリアの表現型
スイッチの実行因子である可能性が考えら
れる。 
老化に関わる2つ目の因子はミトコンドリ

ア電子伝達系の複合体 Iである。申請者の所
属する研究室における解析により、中枢に局
在する他の細胞と比べ、ミクログリアのミト
コンドリアは老化の過程で酸化傷害を受け
やすいことを見出した。ミトコンドリアの酸
化傷害は複合体Iの活性低下により生じる過
剰量の活性酸素種が主な原因であり、産生さ
れた活性酸素種によりミクログリアにおい



て NF-kB 等の転写因子が活性化され、炎症性
サイトカインの産生、分泌を促すことで老化
に伴うミクログリアの脳障害的な機能の発
現に関わる(図 4)。近年、電子伝達系複合体
I の活性阻害剤を投与すると、ミクログリア
の M2 型への分化が著しく抑えられることも
報告されており、ミトコンドリア電子伝達系
の複合体Iがミクログリア表現型スイッチの
実行因子であると予想される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上の事から、カテプシン Bならびにミト

コンドリア電子伝達系の複合体Iが活性化ミ
クログリアの表現型スイッチに関与してお
り、老化に伴いこれらの因子の活性が変化す
ることにより、歯周病等の慢性マイクロ・イ
ンフラメーション発症時に誘導されるミク
ログリアの表現型の違いが生じるとの着想
に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究ではカテプシンBならびにミトコン

ドリア複合体 Iに着目し、中高年者の歯周病
罹患に伴う脳障害型（M1）ミクログリア誘導
の詳細なメカニズムを解き明かし、認知症の
新たな予防・治療法を開発することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 ミクログリアの表現型スイッチとして、炎
症性サイトカイン産生に関わるリソソーム
性プロテアーゼであるカテプシンBに着目し
て解析を行った。野生型マウス由来のミクロ
グリア細胞株を大腸菌LPSまたはインターフ
ェロンγで一定時間刺激した後に total RNA

を回収し、これを鋳型とした RT-PCR（リアル
タイム PCR）により脳障害型（M1）マーカー
の一つとして知られる iNOS 遺伝子、脳保護
型（M2）マーカーの一つとして知られている
Arginase遺伝子、そしてカテプシン B遺伝子
を検出し、その存在量を定量した。 
 また、研究開始時には想定していなかった
ものの、歯周病原因菌あるいはその構成成分
が血流に乗って脳へ到達した際、脳血管にど
のような影響があらわれるのかという点に
関する解析も行った。これは歯周病原因菌が
歯周組織の出血箇所から血管内へ侵入して、
血流に乗って全身を循環し、様々な組織にお
ける病変に関与する可能性が指摘されてい
ることによる。脳に歯周病原因菌が到達した
場合は血管内皮細胞等の脳血管を構築する
細胞がはじめに応答するものと予想され、そ
の応答によってはミクログリアをはじめと
する脳内の細胞の機能や表現型にも影響を
与える可能性が考えられる。 
 そこで歯周病の発症と進行に最も寄与す
る も の の ひ と つ と し て 知 ら れ て い る
Porphyromonas gingivalisの ATCC33277 株と
ヒト脳血管内皮由来の株細胞との共培養を
行い、回収した細胞の total RNA を鋳型とし
て cDNA を合成し、マイクロアレイで共培養
により変動した遺伝子発現パターン網羅的
に解析した。また、脳血管は血管内皮細胞の
他に周皮細胞（ペリサイト）やアストロサイ
ト等の細胞により構成され、周皮細胞やアス
トロサイトはバリア機能等の脳血管に特徴
的な機能を支持する活性を持つ液性因子を
産生、放出している。例えば、周皮細胞が産
生、放出した TGF-βを血管内皮細胞が受容す
ることで、血管内皮細胞間のタイトジャンク
ションの形成、維持が促されるとされている。
血管内皮細胞の Porphyromonas gingivalis
への応答に対し、周皮細胞等が産生、放出す
る液性因子はどのような影響を与えるのか
明らかにするため、TGF-β存在下で培養した
ヒ ト 脳 血 管 内 皮 由 来 の 株 細 胞 と
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 株の
共培養を行い、以上の解析と同じようにマイ
クロアレイにて発現量が変動する遺伝子を
網羅的に解析した。さらに、Porphyromonas 
gingivalis ATCC 33277 株を生菌のまま、あ
るいは加熱処理により死滅させてから以上
の細胞株との共培養に用い、以上の解析と同
じようにマイクロアレイにて発現量が変動
す る 遺 伝 子 を 網 羅 的 に 解 析 し て 、
Porphyromonas gingivalis を構成する成分
のうち、どのようなものが血管内皮細胞の応
答を誘導しているのか探った。 
 
４．研究成果 
ミクログリアの表現型スイッチとして、炎

症性サイトカイン産生に関わるリソソーム
性プロテアーゼであるカテプシンBに着目し
て解析を行った。野生型マウス由来のミクロ
グリア細胞株を LPS で刺激したところ、脳障



害型（M1）マーカーの一つとして知られる
iNOS遺伝子mRNA発現量が飛躍的に増加した。
この際、カテプシン B 遺伝子の mRNA 発現量
も同時に増大することが確認された。ところ
がLPSと同じくミクログリア表現型を脳障害
型（M1）へと誘導すると考えられているイン
ターフェロン-γにて本細胞を刺激したとこ
ろ、LPS の場合と異なり、カテプシン B 遺伝
子 mRNA 発現量には大きな変化は見られなか
った。以上の結果より、カテプシン Bは、あ
る特定の遺伝子発現制御を受けており、LPS
の受容体として知られている Toll 様受容体
の様な自然免疫に関係する受容体の活性化
に伴い発現誘導される可能性が見いだされ
た。一方でミクログリアの表現型を脳保護型
（M2）へと誘導すると言われている IL-4 で
野生型ミクログリア由来細胞株を刺激した
ところ、脳保護型（M2）マーカーの一つとし
て知られている Arginase遺伝子 mRNA の発現
量が大幅に増大するものの、カテプシン B遺
伝子 mRNA 発現量には大きな変化がなかった
ことから、カテプシン Bは主に脳障害型（M1）
への表現型誘導時に重要な役割を果たして
いるものと考えられた。 
 

 
以上の解析と並行して、歯周病原因菌ある

いはその構成成分が血流に乗って脳へ到達
した際、脳血管にどのような影響があらわれ
るのかを調べていた。歯周病罹患時には、歯
周組織において炎症が惹起され、出血箇所か
ら歯周病原因菌、あるいは菌の構成成分が血
管内へ侵入して、血流に乗って全身を循環す
るのではないかと言われている。このように

して脳に到達した菌あるいはその構成成分
に対して、血管内皮細胞等の脳血管を構築す
る細胞がはじめに応答するものと予想され、
その応答によってはミクログリアをはじめ
とする脳内の細胞の機能や表現型にも影響
を与えるのではないかと予想された。 
 そこで歯周病の発症と進行に最も寄与す
る も の の ひ と つ と し て 知 ら れ て い る
Porphyromonas gingivalisとヒト脳血管内皮
由来の株細胞との共培養を行い、回収した細
胞のtotal RNAを鋳型としてcDNAを合成し、
マイクロアレイで共培養により変動した遺
伝子発現パターンを解析した。その結果、
Porphyromonas gingivalisとの共培養により、
CCL20 等のケモカインや IL-1β、IL-6 等の炎
症性サイトカイン等、多くの炎症促進性因子
をコードする遺伝子の発現が高まっている
ことが確認された。カテプシン B遺伝子の発
現が大きく変動することはなかった。以上よ
り、歯周組織より血流に乗って脳血管に到達
した Porphyromonas gingivalis に脳血管内
皮細胞が応答し、炎症性サイトカイン等を産
生されることで、脳内のミクログリア等の細
胞の機能や挙動に影響を与える可能性が示
された。 
 次に Porphyromonas gingivalis に応答し
た脳血管内皮細胞において、こうした炎症促
進因子の産生が導かれるメカニズムについ
て検討を行った。脳血管は血管内皮細胞の他
に周皮細胞（ペリサイト）やアストロサイト
等の細胞により構成される。周皮細胞やアス
トロサイトはバリア機能等の脳血管に特徴
的な機能を支持する活性を持つ液性因子を
産生、放出している。血管内皮細胞はこうし
た因子を受容することで脳血管の機能が脳
血管のバリア機能が支持され、適切な脳内環
境を維持することができる。例えば、周皮細
胞が産生、放出した TGF-βを血管内皮細胞が
受容することで、血管内皮細胞間のタイトジ
ャンクションの形成、維持が促されるとされ
ている。血管内皮細胞の Porphyromonas 
gingivalisへの応答に対し、周皮細胞等が産
生、放出する液性因子はどのような影響を与
えるのか明らかにするため、TGF-β存在下で
培養したヒト脳血管内皮由来の株細胞と
Porphyromonas gingivalis の共培養を行い、
以上の解析と同じようにマイクロアレイに
て発現量が変動する遺伝子を網羅的に解析
した。CCL20 等のケモカインや IL-1β、IL-6
等の炎症性サイトカインをコードする遺伝
子の発現量は Porphyromonas gingivalis と
の共培養により増加するが、これは TGF-β存
在下で培養した細胞においても観察された。
これだけではなく、脳血管のバリア機能を障
害することで知られる MMP-9遺伝子の発現が、
TGF- β 存 在 下 で 培 養 と Porphyromonas 
gingivalis との共培養を両方行った場合に
のみ誘導されることが明らかになった。血流
に乗って脳へ到達した歯周病原性細菌に対
する脳血管構成細胞の応答を理解するため



には、単なる菌と宿主細胞の相互作用だけで
説明できるものではなく、脳内の様々な種類
の細胞間の相互作用も考慮することが重要
であることが分かった。 
 さらに、Porphyromonas gigivalis を生菌
のまま、あるいは加熱処理により死滅させて
から以上の細胞株との共培養に用いたとこ
ろ、生菌でも加熱処理菌でも、CCL20 等のケ
モカインや IL-1β、IL-6 等の炎症性サイト
カインをコードする遺伝子の発現が誘導さ
れた。ただ、生菌の方がこうした遺伝子の発
現量が高くなる傾向が観察された。したがっ
て、ヒト脳血管内皮細胞において、歯周病原
性細菌の構成因子のうち加熱処理により失
活するものと失活しないものによって炎症
促進因子の発現が誘導されていることにな
り、歯周病原性細菌の複数の構成因子が脳血
管を構成する細胞との相互作用に関与して
いることが示唆された。 
 以上より、血流に乗って脳血管へ到達した
歯周病原因菌に対する応答として脳血管を
構成する血管内皮細胞が炎症促進性因子を
産生し、こうした因子をミクログリアが受容
することで活性化する可能性が示唆された。 
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