
新潟大学・自然科学系・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

多機能性タンパク質を用いた歯周病治療法の開発に向けた基盤構築

Construction of basic technique using multifunctional protein for periodontal 
disease treatment

４０５８８２６６研究者番号：

落合　秋人（Ochiai, Akihito）

研究期間：

１７Ｋ０１９４４

年 月 日現在  ２   ７   ３

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：研究代表者は，過去の研究において，ヒトおよびイネ由来の生理活性タンパク質が歯
周病の重症化に関与する日和見感染真菌に対して，既存の抗生物質とは異なる機構で抗真菌活性を示し，さらに
は細菌由来内毒素を中和する活性を有することを見出した。本研究課題においては，これらタンパク質の内毒素
結合メカニズムの解析とin vitroにおける抗炎症作用を検証し，同時に抗真菌作用メカニズムの解明を進めた。
これにより，天然物由来の素材を利用した新たな歯周病治療法を開発するための基盤技術の構築を目指した。

研究成果の概要（英文）：In previous research, we found that bioactive proteins derived from human 
saliva and rice show antifungal activity against pathogenic fungi, which are involved in the 
severity of periodontal disease, by a mechanism different from existing antibiotics, and have the 
activity of neutralizing the endotoxin from pathogens. In this research project, we analyzed the 
endotoxin binding mechanism of these proteins and verified their anti-inflammatory action in vitro 
and the antifungal action mechanism. Based on this research, we tried to establish the basic 
technology for developing a new treatment method for periodontal disease using biomaterials derived 
from natural products.

研究分野：生体分子科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は，これまでにヒト唾液およびイネ由来の生理活性タンパク質(α-アミラーゼおよびディフェンシ
ン)が内毒素と結合することを発見した。とりわけα-アミラーゼにおいては，口腔内においてデンプン分解を担
うだけでなく，免疫賦活にも関与する新たな可能性を示した。また，見出したディフェンシンは，既存の抗真菌
薬とは異なるメカニズムにより抗真菌活性を発揮する。この抗生物質としての使用は，社会問題となっている薬
剤耐性菌の出現リスクを抑えることが可能と考えられる。本研究により解明したこれら生理活性タンパク質の分
子メカニズムの一端は，新たな抗歯周病・抗炎症治療法の開発に波及することが期待される。

※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。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
ヒトの口腔内は，常に病原性微生物の攻撃に晒されている。この攻撃による最も典型的な疾

病は，歯周病やカンジダ症として知られる細菌や真菌による感染症である。これらの感染症は，
単に口腔内の炎症を引き起こすだけにとどまらず，病原性微生物の細胞壁成分に由来する炎症
性物質(内毒素)を介して心筋梗塞や狭心症などの原因となる動脈硬化症やがんなどの様々な疾
患のリスクを高めることも報告されている。現在までに，一定の効果を示す抗菌薬や抗真菌薬
が開発されている一方で，耐性菌の出現や副作用の側面を考慮するとさらなる効果的かつ安全
な新薬が必要とされている。また，病原微生物の死滅に成功したとしても，内毒素による影響
への対応が必須であり，その対策法の開発が急がれている。 
米には，ヒトに対する様々な生理機能をもつタンパク質が存在する。研究代表者は，これま

でにイネ由来のタンパク質成分に着目して，美白効果を有するチロシナーゼ阻害ペプチドや抗
菌性あるいは抗炎症性のタンパク質を見出し，その機能解析を進めてきた 
そのタンパク質の一つである α-アミラーゼ AmyI-1は，イネの発芽段階において最も主要な

機能を果たすデンプン分解酵素であるが，可溶性デンプンとの共存下において歯周病菌
Porphyromonas gingivalisの増殖を強力に阻害することを見出した。また，生体分子間相互作
用解析により，AmyI-1 は細菌内毒素[Lipopolysaccharide (LPS)および Lipoteichoic acid 
(LTA)]と結合することを見出
した。マウス RAW264細胞を
使用した一酸化窒素(NO)産生
抑制試験においては，LPS に
よって誘導された NO 産生量
を濃度依存的に減少させたこ
とから，AmyI-1は抗炎症(内毒
素中和)作用を有することを発
見した(図１)。さらに，X 線結
晶構造解析およびアミノ酸置
換変異体解析の手法を用いて，
AmyI-1はデンプンと結合する
糖鎖結合部位において内毒素
をトラップすることにより抗
炎症作用を示すことを明らか
にした(図２)。 
 
一方で，ヒトもデンプン消化を目的として，口腔内などに α-アミラーゼを分泌する。ヒト唾

液 α-アミラーゼ(HsAmy)と AmyI-1 との配列同一性は 30%以下と低いが，HsAmy も AmyI-1
とは異なる構造のデンプン結合部位を有する。そこで，HsAmy も AmyI-1 同様の内毒素中和
機能を有する可能性があると着想した。予備的に生体分子間相互作用解析を行った結果，
HsAmyは nMのオーダーで LPSと強く結合することを見出した。この結果は，HsAmyが口
腔内においてデンプン分解とは異なる新たな機能を持つ可能性を示す。 
また，研究代表者はイネ由来のディフェンシンタンパク質

の機能にも注目している。ディフェンシンは数十アミノ酸残
基からなる抗菌タンパク質である。研究代表者らが見出した
イネ由来ディフェンシン OsAFP1 は，日和見感染真菌
Candida albicans の生育を 4 µMの濃度において完全に阻害
し，高い耐熱性を示した(図３)。C. albicans は，口腔カンジ
ダ症の原因菌として知られている一方で，歯周ポケットにお
いて歯周炎を重症化させることが知られている。既往の研究
において，LPS の酸性領域に結合して中和する多数の塩基性
ペプチドやタンパク質が報告されている。そこで，生体分子
間相互作用解析を行った結果，塩基性タンパク質である
OsAFP1も同様に LPSと結合することを明らかにした。以上
の結果は，HsAmy と OsAFP1 がヒト口腔内において多機能
的に抗炎症作用を示すことを示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，HsAmyと OsAFP1の抗炎症作用を検証する。特に HsAmyにおいては，

口腔内における新たな生理機能の解明につなげる。また，それぞれの内毒素結合メカニズムの
解明および OsAFP1の C. albicansに対する抗真菌活性メカニズムの解明を行うことにより，
歯周病に起因する疾病を含む新たな歯周病治療法を開発するための基盤技術の構築を目指した。
具体的には，以下の 2点について進めた。 
[1] HsAmyおよびOsAFP1の内毒素結合メカニズムの解析と in vitroにおける抗炎症作用の検
証 
様々な手法を用いて，HsAmyおよび OsAFP1の内毒素(LPSもしくは LTA)との結合能を詳

図１. AmyI-1 の NO 産生
抑制効果 

図２. AmyI-1 の LTA 
   認識機構の解明 

図３. OsAFP1 の抗真菌活性 



細に解析する。特に，それらの立体構造情報をもとにアミノ酸置換変異体を設計して解析する
ことにより，HsAmy および OsAFP1 の内毒素に対する分子認識メカニズムを明らかにする。
また，マウス RAW264 細胞を用いて NO 産生の抑制能や各種サイトカイン発現の抑制能を解
析することにより，in vitroにおける抗炎症作用を検証する。 
[2] OsAFP1の抗真菌作用メカニズムの解明 

OsAFP1 の局在性解析，生体分子間相互作用解析などを利用してターゲット分子を同定し，
X 線結晶構造解析を用いてそのターゲット分子の作用・認識機構を解析することにより
OsAFP1の抗真菌作用メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
[1] HsAmyの内毒素結合メカニズムの解析と in vitroにおける抗炎症作用の検証 
アミノ酸置換変異体を用いた解析には，組換えタンパク質の調製が必須である。現在までに，

Phichia 酵母やバキュロウイルスを使用したヒト α-アミラーゼの生産法は報告されているが，
本申請課題では，より Native 型に近い修飾糖鎖を有する組換え HsAmy の取得を目指して，
ヒト HEK293細胞を利用した Expi293™ Expression System Kitを使用して調製を試みた。
本研究では，この組換え HsAmyの X線結晶構造解析を行い，得られた構造的知見に基づいて
その結合メカニズムを解析した。 
また，マウス RAW264細胞を使用した NO産生抑制試験を行った。LPS刺激による過剰な

NO産生に対して，添加したHsAmyの影響をGriess 試薬を用いて評価した。この結果により，
HsAmyや OsAFP1が単に内毒素と結合するだけでなく，in vitroにおいて抗炎症活性を有す
るかどうかを検証した。 
[2] OsAFP1の抗真菌作用メカニズムの解明 
ヒトを含む他の生物種由来のディフェンシンとは異なり，ダイコンなどの植物由来のディフ

ェンシンは，真菌の膜構造の一部(グルコシルセラミド)と結合してアポトーシスを引き起こす
ことにより抗真菌活性を示す。OsAFP1においては，これまでの予備的な検証の結果，OsAFP1
処理菌体にアポトーシスが誘導されたことを示す DNA のフラグメント化が確認された一方で，
グルコシルセラミドを持たない真菌に対しても活性を示した。従って，グリコシルセラミド様
の異なる膜ターゲットを刺激してアポトーシスを誘導することが推定される。本研究において
は，まず抗 OsAFP1抗体を用いた免疫染色を利用してその局在性を明らかにし，ターゲット領
域を同定した。その後，特定の膜脂質との結合性を解析する PIP Stripsなどを利用して OsAFP1
のターゲット分子の同定を進めた。また，アポトーシス誘導の指標であるアネキシン Vの結合
やカスパーゼ活性の増大を測定することにより，OsAFP1 処理とアポトーシスとの関連を詳細
に解析した。 
一方で，OsAFP1の立体構造は不明である。OsAFP1の抗真菌作用メカニズムの解明や内毒素

結合能の解析にはその構造情報は必須である。本研究では，X 線結晶構造解析により OsAFP1
の立体構造を決定し，ターゲット分子との結合様式を考察した。さらに部位特異的変異体を設
計し，その活性発現に関わる構造要因を明らかにした。 
	
４．研究成果	
まず HsAmy について，内毒素結合メカニズムの解析を進めるために組換えタンパク質を調

製した。より天然型に近い修飾糖鎖を有する組換え体が解析には必須である。そこで，まず
HsAmyの全長 DNAを発現プラスミド pcDNA3.4に導入し，ヒト胎児腎細胞 Expi293にトラン
スフェクションした。37℃, 8％CO2雰囲気下において 3日間培養した培養上清を用いて，アフ
ィニティクロマトグラフィーにより組換え HsAmy を精製した。最終的に，60 mL 培養液から
1.94 mgの精製タンパク質を得た。 
次に，60% w/v MPD，100mM Sodium Acetate 

pH4.6，10 mM Calcium Chlorideの条件において長
径 0.5 mm程度の柱状 HsAmy結晶を得た。最大分
解能 1.6 ÅにおいてHsAmyの立体構造を決定した。
HsAmyは，15本の β-ストランドと 12本の α-へリ
ックス，およびそれらを繋ぐ複数のループから構
成されており典型的な(β/α)8-barrel 構造を形成し
ていた。これは，一般的な α-アミラーゼにおいて
よく保存されている構造である。過去の研究にお
いて，イネ由来 α-アミラーゼ AmyI-1 の糖鎖結合
部位(SBS1 と SBS2)が内毒素と結合することを明
らかにしている。HsAmy の X 線結晶構造解析の
結果，AmyI-1の SBS1と SBS2に類似した糖鎖結
合モチーフを HsAmy の分子表面に二ヶ所見出し
た。これらの部位が内毒素と結合することが示唆
された(図４)。 
さらに，マウス RAW264 細胞を使用した NO 産生抑制試験を行った。その結果，HsAmy を

処理した細胞において NO産生が抑制される傾向が観察された。一方で有意差に乏しかったた

図４. HsAmy における内毒素結合
領域の推定 



め，さらなる追試が必要であると考えられた。 
 
次にディフェンシン OsAFP1 について以下の結果

を得た。 
殺菌活性試験の結果，処理時間に伴い生菌数が減

少した(図５)。同時に行った蛍光観察では，アポト
ーシス誘導を示す FITC-AnnexinV蛍光が観察された
細胞にのみ細胞死を示す PI 蛍光が観察されたため，
OsAFP1 はアポトーシス誘導により殺菌的に抗菌活
性を示すことがわかった(図５)。また，アポトーシ
スは，Cas-9を介して Cas-3を活性化することにより
導かれる内因性経路と Cas-8 を介して Cas-3 を活性
化することにより導かれる外因性経路がある。この
3種類の Casの活性化を観察した結果，Cas-9および
Cas-3の蛍光が強く観察されたため，OsAFP1は内因
性アポトーシスを誘導することにより活性を示すこ
とが明らかになった(図５)。 
免疫細胞化学染色の結果，OsAFP1 は細胞膜もしくは細胞壁に存在する何らかの成分を標的

とする可能性が示唆された。次に，真菌の細胞膜を構成する様々な脂質との結合を PIP Strips
を用いて評価した結果，OsAFP1はホスファチジルイノシトール 3リン酸(PI(3)P)に強く結合し
たことから，ホスファチジルイノシトールリン酸の 3位のリン酸基に作用して抗真菌活性を示
す可能性が示唆された(図６)。さらにホスファチジルコリン(PC)には結合せず，ヒツジ赤血球
に対して溶血活性を示さなかったことから，動物細胞の細胞膜には作用せず，高い安全性を有
することが期待される。 
過去の研究において，OsAFP1の N末端 Region-1およ

び C末端 Region-7に相当する断片ペプチドが C. albicans
に対して OsAFP1 同様の抗真菌活性を示すことが見出さ
れた。そこでこれらの領域内のアミノ酸残基を置換した
変異体 R1A, H2A, L4A, Q6A, H8A, R9A, F10A, K35A, 
H37A, L39A, R41A, K42Aを設計し，抗真菌活性を測定し
た。いずれの変異体においても OsAFP1 野生型(MIC：8 
µM)と比べて 1/2以下に活性が低下した。特に，R1A, H2A, 
L4A, R9A, F10A, L39A, R41A変異体の活性が顕著に低下
したことから，OsAFP1におけるこれらの領域が抗菌活性
に寄与すると考えられる。さらに，Region-7 において，
K35R, H37R, H37K, L39V, L39I, L39F, L39W, E40Q, K42R
の変異体を設計してその抗真菌作用を解析した。その結
果から，野生型 OsAFP1における K35, H37, K42の塩基性，L39の疎水性の強さは抗真菌活性と
の関連性が低いと考えられた。特に，Leuの側鎖の構造が重要であることが示唆された。 
次に，0.2 M K2PO4, 20% PEG3350の条件下において OsAFP1の結晶を蒸気拡散法により調製

した。また，アポ型結晶に PI(3)Pをソーキングすることにより OsAFP1/ホスファチジルイノシ
トール 3リン酸(PI(3)P)複合体の結晶を調製した。OsAFP1の立体構造を決定した結果，β1シー
トの相互作用により結晶中で二量体を形成していた。これまでに，OsAFP1 は溶液中で二量体
を形成することが示唆されており，さら
に C. albicans の細胞膜リン脂質である
PI(3)P と結合することがわかっている。
これらの情報から，二量体化が OsAFP1
の抗真菌活性ひいては PI(3)P との結合
に重要である可能性が考えられた。そこ
で，BS3を用いた架橋試験を行った結果，
PI(3)Pが OsAFP1のオリゴマー化を促進
す る こ と を 明 ら か に し た 。 次 に
OsAFP1/PI(3)P 複合体の立体構造を解析
した。その結果，OsAFP1 二量体の相互
作用部位に PI(3)P 由来とされる電子密
度が確認され，塩基性アミノ酸である分
子 A の His-2 と分子 B の His-8 の間に
PI(3)Pのリン酸部がトラップされること
が示唆された(図７)。 
以上の研究において，特にディフェンシン OsAFP1の研究において当初の想定を上回る進展

がみられた。歯周病に起因する疾病を含む新たな歯周病治療法を開発するための基盤技術の構
築ができたと考えられる。 

図５. OsAFP1 の殺菌活性と
アポトーシス誘導高価 

図６. OsAFP1 の膜脂質への
結合性の解析 

図７. OsAFP1 の立体構造とリン脂質への
結合メカニズムの解析 
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