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研究成果の概要（和文）：抗菌ペプチドは幅広い抗菌作用を持ち、宿主に対して毒性が低く、耐性菌を生じにく
いなどの特徴がある。抗菌ペプチドを用いた口腔ケアは低侵襲な方法であり、有用で安全なシステムの構築が期
待できると考える。抗菌ペプチドLCN2, BD-2, SLPI について、無細胞蛋白質合成システムを用いて人工的に蛋
白合成を行った。合成した抗菌ペプチドは、Porphyromonas gingivalis (Pg)のヒト口腔上皮細胞への付着を有
意に抑制した。また、P. gの増殖も軽度に減少させ、合成抗菌ペプチドによるPgへの抗菌作用が認められた。合
成された抗菌ペプチドは、歯周病の感染予防に役立つ可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Antimicrobial peptides have a wide range of antimicrobial activities, low 
toxicity to the host, and are unlikely to produce resistant bacteria. Oral care using antimicrobial 
peptides is a minimally invasive method and is expected to be a useful and safe system.
Antimicrobial peptides, including lipocalon 2 (LCN2), β-defensin 2 (BD-2), and secretory leukocyte 
protease inhibitor (SLPI) were synthesized artificially using a cell-free protein synthesis system. 
The synthesized antimicrobial peptides significantly inhibited Porphyromonas gingivalis (P. g) 
adhesion to human oral epithelial cells. The growth of P. g was also mildly reduced, indicating 
antimicrobial activity of the synthesized antimicrobial peptides against P. g. It was suggested that
 the synthesized antimicrobial peptides may be useful in the prevention of periodontal infection.

研究分野：歯周病学

キーワード： 抗菌ペプチド　歯周病　歯周病原細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
無細胞蛋白質合成（CFPS）システムは、生物学的に高度な技術として注目されている。しかし、抗菌ペプチドの
合成はほとんど報告がない。我々は、簡便なCFPS法であるPUREシステムを用いて、抗菌ペプチド(LCN2, BD-2, 
SLPI)を合成し、効率的な生理活性を示すのに十分な量の抗菌ペプチドを合成することができた。機械的・化学
的な口腔ケア方法ではなく、抗菌ペプチドを用いた生物学的・生化学的な口腔ケア方法は、高齢者にも難しくな
く、副作用もないことから、今後有用な口腔ケア方法として期待される。人工的に合成した抗菌ペプチドが歯周
病に対する口腔ケアに寄与する可能性を示したことは社会的意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
健康寿命を延ばす取り組みの一つとして、高齢者の口腔衛生環境を整えることは歯周病ばか
りでなく他の口腔感染症の予防にとっても重要である。研究代表者は口腔内に多数発現する抗
菌ペプチドに注目し、その機能や役割について研究している。抗菌ペプチドは幅広い抗菌作用を
持ち、宿主に対して毒性が低く、耐性菌を生じにくいなどの特徴がある。また、感染防御におい
て重要な役割を果たしている。抗菌ペプチドを用いたオーラルケアは低侵襲な方法であり、有用
で安全なシステムの構築が期待できると考えた。 
近年、様々な Drug delivery system (DDS)が研究・開発されている。DDS技術は癌治療、再生医
療などへの実用化が期待され、理想的な DDSキャリアは様々な疾患への治療に貢献できると考
えられている。DDS キャリアの一つに、リポソーム法とウイルス法をハイブリッドしたバイオ
ナノカプセル法 (Bio-nano capsule: BNC)がある(Somiya M and Kuroda S. Adv Drug Deliv Rev 2015)。
BNCは B型肝炎ウイルスの外殻を酵母で製造したもので、脂質二重膜上に B型肝炎ウイルスの
表面抗原が存在し、直径約 100 nm の中空粒子を形成したものである。既存の DDS で応用され
るリポソーム、高分子ミセルおよびウイルスベクターなどと比較して、表面抗原蛋白の修飾によ
る標的特異性の付与、キャリアの生産性、細胞への封入物の導入効率が高いことが特徴である。
BNC に封入するためには、まずリポソームへの封入が必須となる。しかしながら、抗菌ペプチ
ドがリポソームに封入できるのか、抗菌ペプチドを封入したリポソームが抗菌性を発揮するの
かについては知見がほとんどない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、無細胞蛋白合成系で抗菌ペプチドを人工的に合成し、これをリポソーム内に封入
することにより抗菌性を示すかどうかを検討する。また、人工的に合成した抗菌ペプチドが
Porphyromonas gingivalis (Pg)に対する抗菌活性やヒト口腔上皮細胞への付着を抑制するかなどを
検討し、歯周病に対するオーラルケアに寄与する可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）リポソームの調製と口腔上皮細胞への送達 
リポソームは、リン脂質組成として 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 phosphocholine (DOPC: 80-100 
mol%), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3 phosphoethanolamine (DOPE: 0-20 mol%)や rhodamine-DOPE (Rhod-
DOPE: 0-10 mol%)及び 3-sn-phosphatidylcholine from Egg Yolk (Egg-PC)を用いて、また stearyl octa-
arginine (STR-R8: 0.1 mM)を配合したリン脂質成分を調製し、自発的転移法により調製した。調
製したリポソームをヒト口腔上皮細胞（TR146）培養系に添加し、3時間培養後、蛍光強度測定
を行った。また、蛍光顕微鏡にて細胞を観察した。 
 
（２）Lipocalin 2 (LCN2) 
LCN2 の遺伝子から AT rich な鋳型 DNA を PCR で作製した。無細胞蛋白質合成キット（PURE
システム）を用いてタンパク質を人工合成し、Western blotting (WB)および ELISA法により合成
量を検討した。また、蛍光色素ラベルした Pg（ATCC33277株）を LCN2で 12時間処理したヒ
ト口腔上皮細胞(TR146)培養系に添加し、2時間後に洗浄し、プレートリーダーにて付着した Pg
の蛍光強度を測定した。 
 
（３）-defensin 2 (BD-2) 
BD-2の遺伝子配列を基に PCRにて調製した塩基配列および配列を至適化した DNAを鋳型とし
て無細胞蛋白質合成キット(PUREシステム)を用いてBD-2を合成し、WBやELISAで確認した。
合成 BD-2 により前処理し、蛍光色素ラベルした Pg（ATCC33277 株）を、ヒト口腔上皮細胞
(TR146)と培養し、Pgの細胞への付着レベルを蛍光強度で評価した。また、合成 BD-2をリポソ
ーム封入し、細胞と培養後、送達レベルをWBや ELISAで検討した。 
 
（４）Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) 
SLPIタンパク質の合成は無細胞タンパク質合成キット（PUREシステム）を用い、本来の遺伝子
配列及び改良した塩基配列の鋳型 DNA を用いて SLPI 合成量を調べ、S-S 結合促進因子等の添
加の影響を検討した。合成した SLPIによる Pgの口腔上皮細胞への付着及び Pgの増殖への影響
について検討した。また、ヒト歯根膜線維芽細胞（HPLF）に対する IL-6産生に及ぼす影響につ
いても検討した。 
 
４．研究成果 
（１）リポソームの調製口腔上皮細胞への送達 
DOPC と Egg-PC により直径 14~170 mm の脂質二重層のリポソームが調製された。リン脂質成
分として 6 mol%以上の DOPEを添加した場合、リポソームの口腔上皮細胞への接着を示す蛍光
強度は有意に増加した。5-10 mol%の Rhod-DOPE を添加した培養系では、リポソームの接着を
示す複数の蛍光シグナルが観察された。また、10 mol% DOPE組成に STR-R8を加えると、非配
合と比較して有意に蛍光強度の増加が認められた。これらの結果から、リポソームを構成するリ
ン脂質の組成成分は、リポソームの口腔上皮細胞へ接着や送達に影響を与えることが示唆され



た（図 1）。 
【図 1】 

 

 
 
（２）Lipocalin 2 (LCN2) 
アミノ酸配列は変更せず、遺伝子配列が AT rich になるようなコドンを選択して鋳型 DNA を再
設計することで、合成した LCN2 はオリジナルの配列で合成した LCN2 と比較して約 500 倍の
合成量になった。また、合成 LCN2はリコンビナント LCN2（rLCN2）と同様に TR146細胞への
Pg の付着を抑制した（図 2A）。合成 LCN2 をリポソーム封入しても TR146 細胞への Pg の付着
を抑制した（図 2B）。合成された抗菌ペプチド LCN2は、感染予防効果を有し、新たなオーラル
ケア法の開発に繋がる可能性がある。 
【図 2】 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）-defensin 2 (BD-2) 
タンパク合成系に適した配列の鋳型 DNA を用いた場合、BD-2 の合成量が著しく増加した。合
成 BD-2は、Pgの口腔上皮細胞への付着を有意に抑制し、リコンビナント BD-2 (rBD-2)と同レベ
ルの抑制を示した（図 3）。リポソームに封入した合成 BD-2 を上皮細胞と培養した場合、BD-2
が上皮細胞に有効に送達されることがWBと ELISAにより確認された。これらの結果から、合
成 BD-2が口腔内の感染予防に役立つ可能性が示唆された。 
【図 3】 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) 
SLPIの鋳型 DNAを蛋白合成システムに至適化した AT richな塩基配列とした場合、SLPIの合成
量が著しく増加した。また、S-S結合促進因子の添加により、さらに合成量の増加がみられた（図



4A）。合成 SLPIは、Pgの口腔上皮細胞への付着を有意に抑制し（図 4B）、Pgの増殖も軽度に減
少させ（図 4C）、合成 SLPIによる Pgへの抗菌作用が認められた。さらに HPLFによる IL-6産
生を抑制した（図 4D）。これらの結果から、PURE システムを用いて人工合成した SLPI は、抗
菌・抗炎症作用を通じて歯周病予防に役立つ可能性が示唆された。 
【図 4】 
A          B           C          D 

 
 

 
＜結論と考察＞ 
本研究では、PURE システムを用いて主要な抗菌ペプチドである LCN2, BD-2 や SLPI タンパ
ク質を合成し、組換えタンパク質と同様の抗菌活性および抗炎症活性を示した。機械的・化学的
な口腔ケア方法ではなく、抗菌ペプチドを用いた生物学的・生化学的な口腔ケア方法は、高齢者
にも難しくなく、副作用もないことから、今後有用な口腔ケア方法として期待される。本研究で
用いた PURE システムは比較的簡便な方法であり、効率的な生理活性を示すのに十分な量の抗
菌ペプチドを合成することができた。合成された抗菌ペプチドは in vitroで抗菌活性と抗炎症活
性を示したが、今後、in vivo でこれらの生理活性を示すかどうかを調べる必要がある。一般的
に、抗菌ペプチドの抗菌作用は化学薬品の抗菌作用よりも弱く、P. gingivalis に対する抗菌作用
も有意であったが、強くはなかった。しかしながら、ヒト口腔上皮細胞への P. gingivalisの接着
を阻害することを報告した。作用やメカニズムが異なる AMPを混合した方がより強い抗菌活性
を示す可能性もある。このように、LCN2, BD-2や SLPIなどの人工的に合成された抗菌ペプチド
は、今後、歯周病や感染症などのオーラルケアに貢献する可能性がある。 
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