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研究成果の概要（和文）：S.mutans、S.anginosusなどの口腔内病原細菌は、う蝕や歯周病のような局所性疾患
に加え、種々の全身性疾患の原因になる。本研究課題では、口腔内病原細菌におけるプロトン輸送ATPaseやそれ
に関連する分子に注目し、その役割を検討した。S.mutansとS.anginosusのF型ATPaseの遺伝子変異・欠損株を作
製したところ、顕著な耐酸性の低下がみられた。また、S.anginosusのA型ATPase欠損株では、塩基性や高塩濃度
での増殖が低下した。プロトン輸送ATPaseは、他の細菌とは異なり、口腔内病原細菌では細胞外環境のストレス
応答に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oral pathogens, including S. mutans and S. anginosus, are responsible for 
dental caries and periodontal disease. Chronic oral infection with these microorganisms is also 
associated with systemic diseases. In this study, we focused on oral bacterial F- and A-type proton 
pumping ATPases. We generated mutant S. anginosus and S. mutans expressing no or lower levels of 
F-type ATPase. The mutant cells exhibited a significantly lower growth rate and survival under 
acidic conditions. In addition, A-type ATPase deficient S. anginosus showed lower growth rate under 
alkaline or high salt conditions. These results suggest that proton pumping ATPases in oral 
pathogenic bacteria play roles in responses to acid, alkaline and high salt stresses.

研究分野： 生物化学

キーワード： F-ATPase　A-ATPase　プロトンポンプ　S. anginosus　S. mutans　P. gingivitis　虫歯　歯周病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果により、口腔内病原細菌であるS. mutans、S. anginosusの耐酸性、耐塩基性、耐塩性のよう
なストレス応答にプロトン輸送ATPaseが重要であることが示唆された。同酵素は、他の多くの細菌ではATP合成
酵素としてはたらいており、増殖に重要であるが必須ではない。したがって、プロトン輸送ATPaseを阻害する化
合物は、口腔内の常在細菌叢を破綻させることなく、病原細菌の増殖を選択的に抑制できる可能性がある。ま
た、A型ATPaseは哺乳類には存在しない酵素であり、特異的な阻害剤は口腔内病原細菌に対して選択毒性を示す
ことが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

う蝕は Streptococcus mutans などの虫歯菌がエナメル質などを脱灰させ、歯を欠損させる疾患で

ある。また、歯周病は Porphyromonas gingivalis などの歯周病菌によって歯周（歯肉、セメント

質、歯根膜、歯槽骨）で引き起こされる炎症疾患である。これらの予防法はブラッシングやスケ

ーリングなどによる歯垢・歯石の除去、治療法は抜歯や抜髄といった物理的・外科的な方法が主

流である。近年では、特に高齢者のう蝕や歯周病の患者数・罹患率が上昇し、継続的な口腔ケア

が困難な場合も多いため、より簡便で侵襲性の低い予防・治療法の確立が期待されている。医薬

品による口腔内病原細菌の殺菌・除菌はその主要な選択肢になり得る。 

プロトン輸送 ATPase は、ATP の加水分解で得られるエネルギーを利用してプロトンを輸送す

る、あるいは膜内外のプロトン濃度勾配により ATP を合成する酵素である。F 型、V 型、A 型に

分類されるが、構造や作動機構は類似している。これまでに研究代表者らは、S. mutans の F 型

ATPase（F-ATPase）を阻害する化合物を見出し、それらの化合物が、酸性環境での増殖・生存を

低下させることを明らかにした。このことから、同菌の F-ATPase は、酸性環境で細胞質のプロ

トンの排出に関与していることが予想された。さらに、P. gingivalis の A 型 ATPase（A-ATPase）

が増殖に重要であることを示唆した。同菌は糖を利用せず、増殖をアミノ酸やオリゴペプチドに

依存しており、A-ATPase はこれらの栄養物を細胞内へ取り込むためにイオン濃度勾配を形成し

ている可能性がある。ほ乳類を含む多くの生物で F-、A-ATPase は、呼吸鎖により形成されたプ

ロトン濃度勾配を利用して ATP を合成している。一方、S. mutans は、呼吸鎖を持たないため、

プロトン濃度勾配を利用した ATP 合成は行わない。また、P. gingivalis は偏性嫌気性細菌である

ため、呼吸鎖によるプロトン濃度勾配を利用した ATP 合成は行わない。以上のことから研究代

表者は、口腔内病原細菌の F-、A-ATPase は、ATP を合成する場合とは異なる輸送体と共役して

おり、それぞれに独自のイオン輸送ネットワークが存在すると予想した。このネットワークは耐

酸性の獲得やアミノ酸などの取り込みに関与すると考えられる。これらを明らかにすることは、

う蝕や歯周病の効果的な予防・治療薬の開発につながると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、上記の研究当初の背景に基づき以下の 2 点を目的とした。 

(I) プロトン輸送 ATPase および共役してはたらく分子の口腔内病原細菌における役割を詳細に

明らかにする。 

(II) プロトン輸送 ATPase および共役してはたらく分子の特異的に阻害する化合物を見出す。 



口腔内病原細菌としては、S. mutans と P. gingivalis に加え、食道がんの高リスク因子として近

年注目されている S. anginosus に着目した。S. mutans は F-ATPase を、P. gingivalis は A-ATPase

を、S. anginosus は F-ATPase と A-ATPase の両方を有している。S. mutans と S. anginosus は高い

耐酸性を有しており、耐酸機構へのプロトン輸送 ATPase の関与を中心に検討した。P. gingivalis

は、タンパク質やペプチドを分解してアミノ酸を栄養源とするが、その取り込みには A-ATPase

によるプロトンまたはナトリウムの濃度勾配が関係していると考えられる。そこで、アミノ酸の

取り込みに着目し、タンパク質やペプチドを分解するジペプジルペプチダーゼにも着目した。 

 

３．研究の方法 

(1) S. mutans におけるプロトン輸送 ATPase の役割 

S. mutans は、プロトン輸送 ATPase として、F-ATPaseを有している。ノックアウトベクターに
より、触媒中心の βサブユニットの発現量が低下した変異株を作製した。得られた変異株の耐酸
性を評価するために、酢酸により pHを低下させた培地でおける増殖度を野生型と比較した。ま
た、増殖度の実験よりさらに pHを低下させた培地での生存率を評価した。 

 

(2) S. anginosus におけるプロトン輸送 ATPase の役割 

S. anginosusは、F型と A型の 2種類のプロトン輸送 ATPase遺伝子を有している。そこで、ノ
ックアウトベクターにより F-ATPase の β サブユニット遺伝子、A-ATPase の B サブユニット遺
伝子の欠損株を作製した。得られた欠損株の酸性環境での増殖・生存を(1)と同様の方法で評価
した。また、プロトン輸送 ATPase遺伝子のプロモーター領域を探索し、その領域に欠損させた
プロトン輸送 ATPase遺伝子を連結した発現ベクターを導入し、欠損株において機能が回復する
かどうかを検討した。 

 

(3) P. gingivalisのジペプチジルペプチダーゼを阻害する抗菌物質の探索 

P. gingivalisは、ジペプチジルペプチダーゼの一つである DPP7を有する。DPP7は、P. gingivalis

の増殖に重要な役割を果たしていることが知られている。そこで、DPP7の活性中心に結合する
バリルチロシンやフェニルアラニルチロシンの共結晶構造を基にジペプチド阻害剤を設計した。
各化合物の DPP7の酵素活性阻害作用と増殖抑制作用を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) S. mutans におけるプロトン輸送 ATPase の役割 

F-ATPase の β サブユニットの発現量が低下した S. mutans 変異株について、野生株と増殖速度
を比較した。中性（pH7.4）の培地では両者に大きな差は見られなかったが、酢酸により pH を
5.3 に低下させた培地では変異株の増殖速度が顕著に低下した。さらに、低い pH 条件下におけ
る S. mutansの生存率を検討したところ、野生株は pH4.2～4.3付近まで生存するのに対し、変異
株は生存率が大きく低下した。一方、中性の培地での生存率には差が見られなかった。したがっ
て、S. mutansの F-ATPaseはプロトンを細胞外へ排出することにより、耐酸性の発現に重要な役
割を果たしていることが示唆された。研究成果は、Journal of Applied Microbiology に報告した
（Sekiya et al, 2023, 134(4), lxad073）。 

 

(2) S. anginosus におけるプロトン輸送 ATPase の役割 

F-ATPase の βサブユニットの欠損株について、野生株と増殖速度を比較したところ、S. mutans



と同様に中性（pH7.3）の培地では大きな差は見られなかったが、pH を 5.3 に低下させた培地で

は欠損株の増殖速度が低下した。より強い酸性条件下における生存率を検討したところ、野生株

は pH4.3 でも生存するのに対し、欠損株は pH4.7 でほとんど生存できなかった。また、F-ATPase

オペロンの約 200 bp 上流領域に β サブユニット遺伝子を連結した発現プラスミドを欠損株に導

入すると、βサブユニットの発現が野生株と同程度に回復したことから、導入した領域にプロモ

ーターが存在することが示唆された。さらに、β サブユニットの発現が回復した S. anginosus で

は、酸性環境における増殖、生存ともに野生株と同程度に回復した。したがって、S. anginosus の 

F-ATPase は、耐酸性に重要な役割を果たしていることが強く示唆された。 

A-ATPase の B サブユニット欠損株は、酸性環境での増殖・生存に影響が見られなかった。一

方、水酸化ナトリウムによって pH を 8.5 に上昇させた培地や塩化ナトリウムを 1.8%添加して塩

濃度を増加させた培地での増殖速度が、野生株に比べて低下した。したがって、A-ATPase は耐

塩基性、耐塩性に重要な役割をしていると考えられる。 

以上のことから、S. anginosus において F-ATPase、A-ATPase は、プロトンやナトリウムの排出

を介して各種ストレス応答に関与している可能性がある。研究成果は、薬学会第 144 年会などで

発表した。 

 

(3) P. gingivalisのジペプチジルペプチダーゼを阻害する抗菌物質の探索 

ジペプチド誘導体について、P. gingivalis の DPP7 の阻害活性を検討したところ、強力に阻害す

る化合物を数種見出した。これらの化合物の P. gingivalis の増殖に対する作用を検討したところ、

MIC 約 1 μM の強い抗菌活性を示す誘導体を同定した。また、P. gingivalis に対し強い抗菌活性

を示した化合物は、他の口腔内細菌の増殖を抑制しなかった。したがって、DPP7 を特異的に阻

害する化合物は、口腔内の細菌叢には影響を与えずに口腔内病原細菌を選択的に除菌できる可

能性がある。研究成果により、特許を出願した（特願 2022-110510）。 
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