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歯周病菌による脳・腸バリア破綻に基づくＡＤ型認知症 

増悪機序 

－ジンジパイン−ＰＡＲ２シグナリングによる脳・腸バリア 

機能変容－ 
 

1．研究の目的 

歯周病がアルツハイマー型認知症を増悪す

る２つの経路が想定される。一つは全身循環経

路で、歯肉血管より全身循環系に入った主要な

歯周病菌のジンジバリス菌が脳内に侵入し、ミ

クログリア活性化により脳炎症を惹起し、認知

機能を低下させる経路である（図１：❶ 全身循

環を介したルート）。二つ目は唾液経路で、唾液

と伴に飲み込まれたジンジバリス菌が腸内フ

ローラの変容が生じ、変容した腸内細菌代謝産

物や免疫シグナルが認知機能を低下させる（図

１：❷ 唾液を介したルート）。ジンジバリス菌

が産生分泌する歯周破壊酵素であるジンジパ

インは、プロテアーゼ活性化受容体 2（PAR2）

の活性化による密着結合タンパク質（ZO-1、オ

クルディンなど）の局在変化、あるいは密着結

合タンパク質の直接的分解を行うことが考えら 

れる。 

 本研究では、歯周病がアルツハイマー型認知症の増悪因子となるメカニズムを明らかにする

ことを目的に以下の研究を行った。一方、ジンジバリス菌は恒常的にジンジパインやリポ多

糖類などほぼ全ての病原因子を含む外膜小胞（OMVs）を恒常的に分泌している。研究の過程で

OMVs がジンジパインを脳・腸に運ぶキャリアとして働くという新知見が得られたため、OMVs

に関する研究項目を追加した。 

 

2．研究の計画 

(1) ジンジバリス菌感染あるいはOMVs添加による脳・腸バリアの「細胞」レベルでの 

  in vitro解析 

① ヒト脳血管内皮細胞（hCMEC/D3細胞）を用いた脳バリア機能変容ならびにそのメカニ 

  ズムに関する解析 

② ヒト結腸腺がん由来細胞（Caco-2細胞）を用いた腸バリア機能変容ならびにそのメカニ 

  ズムに関する解析 

 

(2) ジンジバリス菌感染あるいはOMVs添加による脳・腸バリア機能ならびに認知機能変化 

  のマウス「個体レベル」でのin vivo解析 

① 脳・腸バリア機能の解析 

② ステップスルー受動回避試験を用いた認知機能の解析 

 

3．研究の成果 

(1)脳バリア機能変容メカニズムの解明：「細胞レベル」での in vitro解析 

① ジンジバリス菌感染あるいはジンジバリス菌培養上清の適応によりhCMEC/D3細胞の透過

性が有意に増大した。この透過性増大はアルギニンジンジパイン（Rgp）阻害剤KYT1とリ

ジンジンジパイン（Kgp）阻害剤KYT36の併用によりほぼ完全に抑制され、RgpならびにKgp

の作用によりhCMEC/D3細胞の単層バリアの透過性が増大することが明らかとなった。 

② ジンジバリス菌感染により、hCMEC/D3 細胞の密着結合タンパル質である Z0-1 ならびに



オクルディンは有意に減少したが、VE-カドヘリン

には変化は認められなかった。Kgp 欠損株の感染

では、ZO-1 は有意に減少したがオクルディンには

有意な変化は認められなかった。一方、Kgp/Rgp 欠

損株の感染では、ZO-1 ならびにオクルディンの有

意な変化は認められなかった（図２）。ジンジバリ

ス菌野生株、Kgp 欠損株ならびに Kgp/Rgp 欠損株

の培養上清を用いた実験でも、ほぼ同様の結果が

得られた。 

③ Kgp ならびに Rgp は hCMEC/D3 細胞の PAR2 を活性

化し、下流シグナル分子の ERK1/2 を活性化した

が、PAR2 活性化ならびにその下流シグナルは Kgp と Rgp による ZO-1 ならびにオクルデ

ィンの分解に関与しないことが明らかとなった。 

④ Kgp ならびに Rgp が直接的に ZO-1 ならびにオクルディンを分解する可能性について検討

した結果、Kgp は単独でオクルディンの直接的な分解に関与し、Kgp と Rgp の協調作用が

ZO-1 の直接的な分解に関与することが明らかとなった。 

⑤ 抗ジンジパイン抗体を用いた免疫染色により、ジンジバリス菌感染あるいは OMVs の添加

により Kgp ならびに Rgp は hCMEC/D3 の細胞質に局在することが分かった。 

 

(2) 脳バリア機能変容メカニズムの解明：「マウス個体レベル」での in vivo解析 

     ジンジバリス菌野生株から調整した OMVs を尾静脈内投与したマウスにエバンスブルーを 

    腹腔内投与した。24 時間後、エバンスブルーは脳実質内にもわずかに浸潤が認められた。 

 

   以上の結果より、「ジンジバリス菌から分泌された OMVs により全身循環ルートで脳に運 

  ばれた Kgp ならびに Rgp は脳血管内皮細胞内に取り込まれ、ZO-1 ならびにオクルディンを 

  直接分解し、脳バリア透過性を増大させる」ことが明らかになった。 

 

(3) 腸バリア機能変容メカニズムの解明：「細胞レベル」での in vitro解析 

① 経上皮電気抵抗測定による透過性の解析 

Caco2の単層培養系を用い、経上皮電気抵抗の

測定により膜透過性を解析した。野生株から調整

したOMVsの管腔側（apical側）への添加により透

過性は有意に増大したが、基底膜側（basal側）か

らの添加では変化はなかった（図３）。一方、

Kgp/Rgp 欠損株から調整した OMVsの管腔側

（apical側）への添加では透過性増大は認められ

なかった。 

② 腸バリア機能の「細胞レベル」でのin vitro解 

析: 密着結合タンパク質の分解 

OMVs添加後、Caco-2細胞のZO-1ならびにオクルディ

ンのタンパク質量は有意に減少した。Kgp/Rgp欠損株か

ら調整したOMVsでは、有意な変化は認められなかっ  

た（図４）。 

③ Cy5 で蛍光標識した OMVs を用いた解析により、OMV は 

エンドサイトーシスにより Caco-2 細胞に取り込まれ、

Kgp ならびに Rgp は初期エンドソームから細胞質に移

行することが明らかとなった。 

 

(4) 腸バリア機能変容メカニズムの解明：「マウス個体 

    レベル」での in vivo解析 

① 若年(２ケ月齢)ならびに中年（14 ケ月齢）マウスに、野生株または Kgp/Rgp 欠損株由来

OMVs を経口ゾンデにより一日おきに８週間経口投与した。経日的に、若年ならびに中年



マウスに FITC-デキストランを経口投与し、尾静脈から採取した血液中の FITC-デキスト

ラン由来の蛍光を計測することで腸バリア機能透過性の変化を解析した。その結果、若

年ならびに中年マウスにおいて、野生株由来 OMVs の経口投与により腸バリアの透過性の

増大傾向が認められたが、Kgp/Rgp 欠損株由来 OMVs では透過性の増大傾向は認められな

かった。 

② 腸バリア透過性増大が認められる野生株から調整した OMVs の経口投与により、若年なら

びに中年マウスの腸管を摘出し、調整した可溶性分画について密着結合タンパク質に対

する抗体を用いたウエスタン解析を行った。その結果、ZO-1 ならびにオクルディンのタ

ンパク質量の有意な低下が認められたが、Kgp/Rgp 欠損株由来 OMVs では認められなかっ

た。 

 

    以上の結果より、「ジンジバリス菌から分泌された OMVs により唾液ルートで腸に運ばれた 

  Kgpならびに Rgpは腸管上皮細胞に取り込まれ、ZO-1 ならびにオクルディンを直接分解し、 

   腸バリア透過性を増大させる」ことが明らかになった。また、若齢ならびに中年マウスにお 

   いて同程度の腸バリアの透過性増大が生じることが明らかとなった。 

 

(5) ステップスルー受動回避試験を用いた学習・記憶機能の解析 

    野生株から調整したOMVsの経口投与により、1週間目に中年マウスでは学習・記憶機能 

   の有意な低下が認められたが、若齢マウスでは認められなかった。腸バリアの透過性増大は 

   若齢ならびに中年マウスで認められた。この結果より、「腸バリアよりも脳バリア障害が中年 

   マウスにおける学習・記憶機能低下の要因となる」可能性が示唆された。現在、脳バリアの 

   透過性増大、学習・記憶機能ならびに脳炎症の関係を解析中である。 

 

4．研究の反省・考察 

 (1)「ジンジパインがPAR2活性化により脳・腸バリアの透過性を高める」という作業仮説に

基づいて研究を開始した。ジンジパインは脳バリアでは密着結合タンパク質の直接的な分

解、腸バリアではPAR2活性化による密着結合タンパク質の内在化という異なったメカニズム

で透過性を増大しており、作業仮説にこだわり過ぎたためメカニズムを突き止めるのに時間

を費やしてしまった。 

① hCMEC/D3細胞の透過性がジンジパイン依存的に増大することが確認できた。しかし、

「ジンジパインによるhCMEC/D3細胞のPAR2活性化は透過性増大には関与しておらず、ジ

ンジパインによる直接的な密着結合タンパク質（ZO-1ならびにオクルディン）分解で透

過性が増大する」ことを突き止めた（Neurochem Int. 154:105282, 2022）。 

② Caco-2細胞の透過性もジンジパイン依存的に増大することが確認でき、ジンジパインに

よる直接的な密着結合タンパク質（ZO-1ならびにオクルディン）の分解が認められた。

一方、透過性の増大にPAR2は関与しないことが明らかとなった（論文準備中）。 

 

 (2)学習・記憶機能の低下が認められる中年マウスでは低下の認められない若年マウスと比較

してジンジパインによるバリア障害が強く表れると予想し解析を行った。しかし、若齢なら

びに中年マウスで同程度の腸バリア透過性増大が認められた。一方、マウスを用いた脳バリ

ア機能に関する実験では、実験手技的な問題により脳バリア機能を定量化するまでに至らな

かった。この結果より、「腸バリアよりも脳バリア障害が中年マウスにおける学習・記憶機能

低下の要因となる」可能性が示唆された。今後、この可能性について検証する必要がある。 
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