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緒言 

 

近年，我が国は高齢者の増加により超高齢社会を迎えた。厚生労働省の発表に

よると，2012年には 462万人であった認知症高齢者は 2025年には 700 万人，65

歳以上の高齢者の約 5 人に 1 人に達すると見込まれている 1)。アルツハイマー

型認知症(以下，Alzheimer’s Disease：AD)は最も多いタイプの重要な認知症で

あり，脳内のアミロイド β(以下，Aβ)の凝集，蓄積により生じることが知られて

いる。 

歯科との関連では，咬合支持の欠如が AD のリスクファクターの一つである

ことが疫学研究で報告されている 2)。さらに残存歯数が多いほど認知機能の低下

が少ないこと 3）や，歯の喪失と高齢者の日常生活動作との間には関連性がある

こと 4）が報告されている。また，動物実験によっても，咀嚼回数の減少や咬合支

持の喪失が認知学習機能の低下を引きおこすことが報告されてきた 5,6,7)。この

ように，咬合支持の欠如により認知機能が低下することは報告されているが，Aβ

が脳に沈着するかどうかは定かではない。 

Ekuni らは，Wistar 系ラットの歯冠を切除して咬合支持を欠如させると，認

知機能が低下すると共に海馬の Aβ タンパク量が増加すると報告した 6)。しかし，
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健常なげっ歯類では Aβ の沈着が生じにくいため 8)，脳組織における Aβ の沈着

は検討されていない。また，アミロイド前駆体タンパク質(Amyloid precursor 

protein：APP)過剰発現マウスを用いて咬合支持を欠如すると海馬における神経

細胞数が減少するが，Aβ タンパク量の増加は認められなかったと報告されてい

る 9)。しかし，Aβ は APP から２種類のプロテアーゼが作用して形成されるた

め，APP 過剰発現マウスでは Aβ 以外にも余分な機能断片が過剰発現する。そ

のため記憶障害の他にも遺伝子発現抑制作用などが生じるだけでなく，Aβ 沈着

状態は AD 患者との類似性が乏しいと言われている 10)。これらのことから，咬

合支持の欠如と Aβ の凝集・蓄積との関連性はいまだ明らかにされているとは言

えない。 

APP 過剰発現マウスでは AD 本来の病態を解明することはできないという問

題を解消するために，総 Aβ 産生量を増加させる変異，凝集性の高い Aβ42の

産生比率を増加させる変異，および Aβ の配列をヒト化させ凝集性を亢進させ

る変異を組み込み，AD の初期病変が誘導される APP ノックインマウスが理化

学研究所で開発された。この APP ノックインマウスでは老人斑の沈着状況が

AD 患者と類似しており 10)，APP 過剰発現マウスでしばしば発生する突然死が

生じないことから極めて有用な AD モデルマウスと考えられている。 
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本研究は，上顎臼歯を抜歯した APP ノックインマウスを対象として，迷路

課題によって学習認知機能の変化，海馬における神経細胞数の変化および Aβ

タンパク量，Aβ 沈着の変化について評価することを目的とした。 

 

 

材料ならびに方法 

 

1. 実験動物 

C57BL/6-App<tm3(NL-G-F)Tcs>(以下，APP ノックインマウス)(理化学研

究所バイオリソース研究センター，茨木，日本)雄性 5週齢を 16匹購入し，実

験に用いた。マウスはすべての上顎臼歯を抜歯した臼歯抜歯群(以下，抜歯

群)8匹，抜歯を行っていない対照群(以下，対照群)8匹の 2群に無作為に振り

分けた。マウスは 12 時間毎の明暗サイクルの飼育室内において，硬性試料お

よび水分を自由摂取できる環境で飼育した。 

抜歯群は，5週齢時に 3種混合麻酔薬（ドルベネ 0.3mg/kg：共立製薬株式会

社，東京，日本，ミタゾラム 4mg/kg：サンド株式会社，東京，日本，ベトル

ファール 5mg/kg：Meiji Seika ファルマ株式会社，東京，日本）を用いた腹腔
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内麻酔下において全ての上顎臼歯を抜歯し，対照群には麻酔のみの偽手術を行

った。その後，覚醒薬(アチパメゾール 3mg/kg：共立製薬株式会社，東京，日

本)を投与した。  

なお，この実験は岡山大学動物実験管理委員会の指針に従い，同委員会の承

諾を得て行った(OKU-2018629)。 

 

2. モリス水迷路を用いた記憶学習能の評価 

学習認知機能を評価するために行動学的テストとしてモリス水迷路を用い

た。これは，高次機能の一つである空間認知機能の評価方法として一般的に用

いられる方法である。抜歯後，マウスを 4か月飼育した後，直径 75 cm のプー

ルを使用して 7日間の訓練試行，および訓練試行が終了した 2日後にプローブ

試験を行った。訓練試行では直径 7 cm の逃避台の位置を決め，水面から 1.5 

cm の水中に配置し(図 1a)，マウスがプールに入れられてから逃避台を見つけ

るまでの時間(探索時間)を計測した 11)。一回の計測時間は最大６０秒とし、１

日４回，７日間の計測を行った。プローブ試験ではプールを 4つの象限に分

け，逃避台のあった象限を Target-Quadrant (TQ), 他 3象限をそれぞれ

Adjacent-Right (AR), Adjacent-Left (AL), Opposite-Platform (OP)とした(図
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1b)。TQ より逃避台を取り外したのち，マウスをプールに入れ 60秒間自由探

索させ，4象限それぞれに滞在した時間をビデオトラックにて測定した。 

 

3. 血漿コルチコステロン濃度の測定 

モリス水迷路のプローブ試験終了後，マウスに対して 3種混合麻酔薬（抜歯

時と同用量）の腹腔内投与による麻酔後，心臓より血液を採取した。採取した

血液は EDTA 含有チューブに採取し，遠心分離(1200×g，20分間)を行い，血

漿を採取し，－80℃にて保存した。血漿コルチコステロン濃度の測定には

YK240 Corticosterone EIA キット(矢内原研究所，静岡，日本)，およびマイ

クロプレート用吸光度計(グレーティングマイクロプレートリーダー SH-

1000(Lab)：コロナ電気株式会社，茨木，日本)を用いた。 

 

４．ELISA による Aβ タンパク量の測定 

 血液を採取後，マウスを麻酔薬過剰投与により安楽死させ，脳組織を摘出し

た。矢状断方向に左半球と右半球に切断し，右半球は氷上にて海馬組織を採取

し液体窒素にて急冷し，－80℃にて保存した。その後，海馬組織を 150mM 

NaCl とプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む 50mM Tris-HCl 緩衝液(pH7.6)を
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加え，ホモジナイザー(バイオマッシャーⅡ：株式会社ニッピ，東京，日本)を

用いてホモジナイズした後，200000×g，4℃，20分間遠心分離を行った。不溶

性画分が含まれた沈殿物をプロテアーゼ阻害剤カクテル含有 6 M グアニジン-

HCl バッファーで超音波処理を行い，可溶化した後，200000×g，4℃，20分間

で遠心分離を行ったのち上清を採取した。採取した上清を 12倍に希釈してグ

アニジン-HCl の濃度を 0.5M に調整した後，ELISAを用いて Aβ40および

Aβ42のタンパク量を測定した 12)。Aβ40は ELISA キット(ヒト/ラット β アミ

ロイド(40)ELISA キットワコー：富士フィルム和光純薬株式会社, 大阪, 日

本）を用いて測定した。また Aβ42は ELISA キット(ヒト/ラット β アミロイド

(42)ELISA キットワコー 高感度品：富士フィルム和光純薬株式会社)を用いて

測定した。 

 

５．組織学的評価 

 左半球は組織固定のため，4％パラホルムアルデヒドに半日浸漬させ，通法

に従ってパラフィン包埋し，6µm の前頭断切片とした。 

海馬における神経細胞数の計測を行うため，Nissl 染色を行った。Nissl 染色

では 0.1％Cresyl violet 液にて 10分間染色し，光学顕微鏡を用いて CA1，
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CA3，歯状回(DG）領域を観察した。観察範囲は縦 150μm，横 250μm の範囲

とし，単位面積あたりに存在する神経細胞数を観察者により 3回計測したのち

平均値を算出し，計測値とした。なお，計測した神経細胞は，細胞形態が円形

で核小体が明瞭なものとし，CA1，CA3領域では錐体細胞数，DG 領域では顆

粒細胞数を計測した。 

Aβ の免疫組織化学染色では，抗原の賦活化のためギ酸処理(98％ギ酸 室温 

５分)を行った。内在性ペルオキシダーゼ不活性化のため 3％過酸化水素を用い

た。ブロッキングには Protein Block Serum-Free(ダコ・ジャパン株式会社，

カーピンテリア，アメリカ)を用いた。一次抗体反応には Aβ40,Aβ42 特異的な

抗体 beta Amyloid Antibody(MOAB-2)(Novus Biologicals Canada，トロン

ト，カナダ)，二次抗体反応には Dako Envision System-HRP(DAB)(ダコ・

ジャパン株式会社)を用いて染色し，海馬組織における Aβ 沈着面積を ImageJ

により測定し，海馬面積に対する沈着面積割合を算出した。 

 

６．Aβ タンパク量と Aβ 沈着面積割合との相関関係の評価 
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 ELISA による Aβ40 と Aβ42のタンパク量と免疫組織化学染色による Aβ 沈

着面積割合の関連について Spearman の順位相関を用いて，相関係数 ρ を求め

相関関係を評価した。 

 

７．統計学的分析 

 モリス水迷路の群間比較，血漿コルチコステロン濃度，神経細胞数，Aβ タ

ンパク量，海馬における Aβ 沈着面積割合には Shapiro-Wilk 検定にて正規性を

検討し Mann-Whitney の U 検定，プローブ試験の群内比較は Friedman 検定

および Steel の検定を用いて評価した。統計学的有意差の検定には Excel 統計

(株式会社 社内情報サービス，東京，日本)を用い，有意水準は 5％とした。 

 

 

結果 

 

1. モリス水迷路を用いた記憶学習能の評価 

訓練試行期間中，抜歯群ならびに対照群ともに経時的に探索時間は減少し，

学習効果が認められた。訓練試行の 3日目および 4日目において，対照群と比
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較して抜歯群では探索時間が有意に増加していた(図 2a)。プローブ試験におい

て，対照群では AL，OP の滞在時間と比較して逃避台のあった TQ 滞在時間が

有意に長時間であった。しかし，抜歯群では TQ と他の 3象限との滞在時間の

間に有意差がなかった。また，抜歯群の TQ 滞在時間が対照群と比較して有意

に短かった(p<0.05)(図 2b)。 

 

2. 血漿コルチコステロン濃度の測定 

対照群の値 (中央値[25％,75％])は 209.4 [126.8，221.1]，抜歯群 161.5 

[144.3，179.9]ng/ml であり，両群間の血漿コルチコステロン濃度に有意な差

は認めなかった(図 3)。 

 

３．海馬各領域における神経細胞密度の測定 

CA1，CA3，DG 領域における対照群および抜歯群それぞれの神経細胞数

は，CA1では 52.5 [49.2, 56.0]，38.5 [31.0, 40.2]，CA3では 33.0 

[27.7,38.0]，15.5 [11.7, 21.5]，および DG では 79.0 [72.7, 97.0]，50.0 

[46.5, 54.7]であった。すべての領域において抜歯群の方が有意に低い値を示

した(p<0.05)(図 4a-d)。 
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４．ELISA による Aβ タンパク量の測定 

Aβ40の値は対照群 2.0 [1.6,2.5]，抜歯群 2.1 [2.0, 2.5]，Aβ42 は対照群

61.4 [33.7, 75.7]，抜歯群 46.6 [39.2, 56.3] pmol/g tissue であった。

Aβ40，Aβ42ともに両群間に有意な差は認めなかった(図 5a, b)。 

 

５．免疫組織化学染色による Aβ 沈着面積割合の測定 

海馬組織における Aβ 沈着面積割合は対照群 3.6[3.2，4.0]，抜歯群

3.4[2.7，3.7]％であり，両群間において有意な差は認められなかった(図 6a, 

b)。 

 

６．Aβ タンパク量と Aβ 沈着面積割合との相関関係の評価 

横軸に Aβ タンパク量，縦軸に Aβ 沈着面積割合としてすべての実験動物に

おける両者の相関を示した(図 7)。Aβ40+Aβ42 タンパク量の増加に伴い Aβ 沈

着面積割合は増加する傾向を示し，Spearman の相関係数を求めると ρ＝

0.6746となり，有意な相関関係を示した(p＝0.003)。 
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考察 

 

 残存歯数と認知機能との関連について，前向きコホート研究では４年以内に

認知機能が低下する確率は，多数歯残存群(10 本以上の残存)では 11.5％であ

るのに対して少数歯残存群(９本以下の残存)は 26.7％であり，多数歯残存群に

対して少数歯残存群のオッズ比が 3.31であった 13)。また，義歯を使用してい

ない少数歯残存群は 20歯以上の残存群に対して 1.85倍認知症の発症リスクが

高いと報告されている 14)。一方，動物実験では咬合支持の喪失に伴い記憶･学

習能が低下することが多数の研究で示されている 3,6,15,16）。このように，臨床

研究と動物実験では認知機能の低下の程度には差があるが，咬合支持の喪失に

伴い認知機能が低下する傾向があることはほぼ統一した見解である。 

 認知症のうち AD の割合は 60-70％17)を占めており，海馬への Aβ の沈着お

よび蓄積が AD 発症の原因の一つと考えられている。認知機能低下患者におけ

る Aβ 沈着状態を電子放射断層撮影(Positron Emission Tomography：PET)を

用いて検討した研究 18,19)では，Aβ 沈着を認める患者では記憶力および認知機

能が低下していることが示された 20)が，残存歯数あるいは咬合支持との関連を
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含めて検討していなかった。このように，臨床において咬合支持の欠如と Aβ

沈着との関連性については解明されているとはいえない。ヒトを対象とした場

合には，日常生活における様々な要因が認知機能の活性化に関与している可能

性があり，実験条件を単純化するためには実験室で飼育されている動物実験で

検討することが望ましい。げっ歯類では Aβ のアミノ酸配列がヒトとは異なり

Aβ の凝集性を示さず，老齢期の 24か月齢になっても Aβ が沈着しないことが

知られている 8,21)。上顎臼歯の歯冠切除によって咬合支持を喪失させた野生型

ラットの海馬では Aβ タンパク量が増加しているが，Aβ 沈着については観察さ

れていない 6）。また，APP 過剰発現マウスの上顎臼歯を抜歯した場合，海馬へ

の Aβ の沈着，および Aβ タンパク量に変化がなかったと報告されている 9）。

このように，咬合支持の喪失と Aβ タンパク量の変化や Aβ 沈着との関連性に

ついては解明されているとはいえない。 

今回使用した APP ノックインマウスは，AD 本来の病態を解明するための遺

伝子をノックインした新しい実験モデルマウスである。4か月齢から Aβ 斑が

形成され，Y 字迷路を用いた学習認知機能の観察では 6か月齢から学習認知機

能が低下したため 10)，本研究では 5週齢で抜歯を行い，飼育期間を 4 か月とし

て行動学的試験を行った。 
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血漿コルチコステロンは全脳組織における Aβ タンパク量を増加することが

示されている 22)。歯冠切除後 2か月飼育したラットでは，血漿コルチコステロ

ン濃度が上昇し，学習認知機能の低下および脳内に Aβ タンパク量が増加した

6）。これに対して，抜歯後 4か月のマウスでは血漿コルチコステロン濃度は非

抜歯と比べて有意差がなく，Aβ タンパク量も増加しなかったと報告されてい

る 9)。また，ラットでも抜歯後の飼育期間が長期間の場合には血漿コルチコス

テロン量は非抜歯と変わらないこと 7,23)が示されている。このように抜歯後比

較的短期間(2か月)では抜歯による咬合支持の欠如の影響を受けて血漿コルチ

コステロン濃度が増加するが，抜歯後長期間飼育された動物では咬合支持の欠

如に対する生体が順応性を示して血漿コルチコステロン濃度が正常値まで低下

しているものと推察される。本研究において血漿コルチコステロン濃度を計測

したが，抜歯後 4か月の飼育によって血漿コルチコステロン濃度の増加は認め

られなかった。抜歯による侵襲で生じる慢性ストレスは，4か月という長期飼

育により，測定時には抜歯窩の上皮化も終了していることで軽減され，この時

期の血漿コルチコステロン濃度に与える影響は少ないと考えられる。この結果

は、以前のマウスで示された結果 9)と同様である。 



15 

 

 抜歯による咬合支持の欠如 7,9)や，軟性飼料を与え咀嚼回数が減少すること 5)

で，神経細胞脱落により学習認知機能が低下する。また，DG 領域での神経新

生は CA1および CA3 領域にニューロンを供給する 5)。さらに，咀嚼求心性刺

激の減少により DG 領域の神経細胞が減少し学習認知機能が低下すること 5)が

過去の研究で示されている。本研究においても，海馬の CA1,CA3 ならびに

DG 領域における神経細胞数が減少し学習認知機能が低下していることから，

咀嚼求心性刺激の減少により海馬神経細胞数の減少および学習認知機能低下が

引き起こされたという可能性が考えられる。 

本研究では，抜歯群における海馬内の Aβ40 と Aβ42のタンパク量は対照群

と比較して有意な差は認められなかった。正常な野生型マウスでは Aβ42より

も Aβ40の方が多い 10)が，本研究では Aβ40 に比べて Aβ42の方が多いのは凝集

性の高い Aβ42の産生比率を増加させる遺伝子が導入されているためと考えら

れる。脳内の Aβ タンパク量は Aβ 沈着に影響 24,25)し，特に Aβ42 は Aβ40に比

べて Aβ 沈着を増強して AD 発症に影響を与える 26)と考えられているが，本研

究では Aβ 沈着に抜歯の影響は認められなかった。本研究で認められた Aβ40+ 

Aβ42タンパク量と沈着面積割合との間の正の相関は，脳内 Aβ の動態を適切に
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とらえているものと考えられる。このような脳内 Aβ の動態からも，Aβ 沈着に

対する抜歯の影響は少ないと考えられる。 

AD の病態として，Aβ 沈着による神経細胞脱落から認知機能低下が生じると

いうアミロイド仮説が有力である 27)。一方で，タウ変性を中心とするタウ仮説

等，他の経路が関与する可能性について報告 28)されている。本研究では，咬合

支持の欠如によって神経細胞の脱落は生じたが，Aβ 沈着には変化が見られな

かった。このことから，咬合支持の欠如に起因する認知機能の低下は，Aβ 沈

着ではなく咬合支持の欠如による咀嚼求心性刺激の減少や，タウ仮説等の他経

路が働き生じた可能性が考えられるが，このメカニズムの詳細については今後

検討していく必要がある。 

 

 

結論 

 

本研究では，AD 患者病態を適切に反映することが可能な APP ノックインマ

ウスを用いて，上顎臼歯を抜歯することで咬合支持を欠如させ，モリス水迷路

試験により学習認知機能を評価し，海馬における神経細胞数，Aβ タンパク量
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および Aβ 沈着を観察した。その結果，咬合支持の欠如によって海馬神経細胞

数の減少および学習認知機能の低下を生じるが，海馬内の Aβ タンパク量，Aβ

沈着が変化しないことが示され，咬合支持の欠如によって Aβ の沈着を伴うこ

となく学習認知機能が低下する可能性が示唆された。 
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表題脚注 

 

岡山大学大学院医歯薬総合研究科 機能再生・再建科学専攻 口腔・顎・顔面

機能再生制御学講座 咬合・有床義歯補綴学分野(主任：皆木省吾教授) 

 

本論文の一部は，第 129回日本補綴歯科学会学術大会(2020年 6月，福岡)にお

いて発表した。 
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図表の説明 

図 1 モリス水迷路 

 (a)訓練試行 

直径 7 cm の逃避台の位置を決め，水面から 1.5 cm の水中に配置した。

マウスがプールに入れられてから逃避台を見つけるまでの時間(探索時

間)を計測した。 

  (b)プローブ試験 

   プールを 4つの象限に分け，逃避台のあった象限を Target-Quadrant 

(TQ), Adjacent-Right (AR), Adjacent-Left (AL), Opposite-Platform 

(OP)とした。TQ より逃避台を取り外したのち，マウスをプールに入れ

60秒間自由探索させ，各象限滞在時間を測定した。 

図 2 モリス水迷路による行動解析 

 (a)訓練試行における探索時間（秒）を示す。以後，箱ひげ図における見方

を右上に示す。（n=8, Mann-Whitney の U 検定，*:p＜0.05） 

  (b)プローブ試験における各象限での滞在時間（％）を示す。（n=8, Steel

の検定，*:p＜0.05） 
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図 3 血漿コルチコステロン濃度の測定 

手術４か月後の対照群、抜歯群の血漿コルチコステロン濃度を示す。（n=8, 

Mann-Whitney の U 検定，p＞0.1） 

図 4 Nissl 染色による海馬神経細胞数の計測 

 (a)海馬各領域の神経細胞の Nissl 染色による染色像の一例を示す。  

  (b-d)海馬各領域における神経細胞数を示す。（n=8, Mann-Whitney の U

検定，*:p＜0.05） 

図 5 海馬における Aβ タンパク量の測定 

 (a)海馬 Aβ40 タンパク量を示す。（n=8, Mann-Whitney の U 検定，p＞

0.05） 

  (b)海馬 Aβ42 タンパク量を示す。（n=8, Mann-Whitney の U 検定，p＞

0.1） 

図 6 免疫組織化学染色による Aβ 沈着の解析 

(a)マウス海馬（5 か月齢）での免疫組織化学染色による Aβ 沈着の染色像の

一例を示す。抜歯群，対照群ともに Aβ 沈着（矢印）が認められた。 

  (b)海馬における Aβ 沈着面積割合（％）を示す。抜歯群，対照群ともに有意

差は認められなかった。（n=8, Mann-Whitney の U 検定，p＞0.1） 

図 7 Aβ タンパク量と Aβ 沈着面積割合における Spearman の相関関係分析 
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横軸は Aβ タンパク量を示し，縦軸は Aβ 沈着面積割合を示す。Aβ 沈着面

積割合は，Aβ タンパク量の増加に伴い増加する傾向を認め，相関関係係数

ρ＝0.6746であり有意な相関を示した。(p＝0.003) 


