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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、虫歯の原因菌であるS. mutans、及び歯周病や食道ガンの発生に
関与するS. anginosusにおけるプロトン輸送ATPaseの役割、及び阻害剤による抗菌作用を検討した。これらの細
菌は高い耐酸性を有する。F-ATPaseの阻害剤は、S. mutans、S. anginosus に対し酸性培地での増殖を選択的に
抑制した。また、より低いpHの培地での生存率を低下させた。さらに、S. anginosus の同酵素の遺伝子欠損株
では同様の表現型が見られた。以上の結果から、F-ATPaseは細胞質からのプロトンの排出によりこれらの細菌の
耐酸性に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： We focused on proton-pumping ATPase as a target for novel anti-bacterial 
agents since the enzymes are essential for bacterial growth and survival and are composed of various
 subunits with many pharmacophores.
 We studied the effects of inhibitors of proton-pumping F-ATPase on the growth and survival of oral 
pathogenic bacteria, S. mutans and S. anginosus under acidic conditions. F-ATPase inhibitors 
decreased the growth of these bacteria pH5.3. They also significantly reduced the colony-forming 
ability of them after incubation at pH 4.3, while showing less effect at pH 7.3. These observations 
indicate that S. mutans and S. anginosus are highly sensitive to F-ATPase inhibitors under acidic 
conditions. F-ATPase deficient S. anginosus exhibited essentially the same phenotype as that of 
wild-type with F-ATPase inhibitors, suggesting that F-ATPase plays an important role in acid 
tolerance of these bacteria.

研究分野： 生物化学
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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の耐酸性にプロトン輸送ATPaseが
重要であることが示唆された。また、複数のポリフェノール化合物が同酵素を阻害し、これらの細菌の耐酸性を
低下させることを明らかにした。プロトン輸送ATPaseは多数のサブユニットから構成される巨大分子であり、作
用点の異なる阻害化合物を組み合わせることでよりより強力な抗菌作用が期待できる。また、ポリフェノール類
は食品にも含まれるため、安全性が高い。本研究成果は、新たなう蝕・歯周病の予防薬、または口腔ケア用品の
開発につながると考えられる

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 プロトン輸送 ATPase（H+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、P型に分類されるが、構造や反応機構は類似している。F型 H+ATPase (F-ATPase)は、
ATPase 活性を持つ F1部分(α3β3γδε)と膜内でプロトン輸送路を形成する FO部分(ab2c10~14)か
らなる（図 1）。ATP の合成・分解に伴い、γεc10~14が他のサブユニットに対して回転するモータ
ーであることが知られ、触媒反応はこの回転を介してプロトン輸送と共役している。同酵素は近
年、病原性細菌の生存・増殖における重要性が示唆されており、創薬の標的として注目されてい
る。実際に、F-ATPase を標的とする抗菌薬として、bedaquiline が海外で抗結核薬として上市さ
れている。また一部の病原性細菌は A 型 H+ATPase（A-ATPase）を有する（図 1）。これらの細菌
における同酵素の生理学的な役割は明らかでないものも多いが、細胞外からの栄養素の取り込
みや、酸性環境での生存・増殖に関与すると推定されている。歯周病原因細菌 P. gingivalis 
の A-ATPase が増殖に重要であることを研究代表者らは示唆している（参考文献 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 研究代表者らは、本研究課題以前より大腸菌 F-ATPase について独自の解析法を駆使し、同酵
素の作動機構を明らかにしてきた。さらに、F-ATPase の新たな阻害剤を見出し、その阻害機構
を解明した。それらの結果から H+ATPase には薬剤標的となり得る構造部位が多数の存在するこ
とを示唆した。 
 感染症に対抗する抗菌薬は、常に耐性菌の出現という問題を抱えている。既存の医薬品にはほ
ぼすべてに耐性菌が報告されており、より多様な作用機序の抗菌薬の開発と新たな創薬アプロ
ーチが求められている。研究代表者はこれまでの結果を踏まえ、一つの標的分子に対し、結合部
位の異なる多種類の抗菌薬の開発が可能であると考えた。すなわち、多剤耐性菌に対し、抗菌薬
の選択肢を効率よく増やしていくことで対抗する。また、結合部位の異なる阻害薬を組み合わせ
ることにより、より強力な抗菌作用を発揮し、耐性菌の発生を抑えることが期待できる。そこで
薬剤標的となり得る構造部位を多数有する H+ATPase を対象に、本創薬アプローチを実践できる
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 口腔内には多様な微生物が存在しており、一部の細菌は、う蝕・歯周病といった感染症やガン
の原因になっている。S. mutans は虫歯菌として知られており、酸を産生してエナメル質などを
脱灰させ、歯を欠損させる。S. anginosus は、口腔内や消化器などの組織で増殖し、膿瘍を形
成することで歯周病や食道ガンなどの形成に関与することが示唆されている。S. mutans は F
型の、S. anginosus は F型と A型の 2種類の H+ATPase を有する。これらの細菌は、いずれも高
い耐酸性を有しており、H+ATPase が細胞質からのプロトンを排出することで耐酸性に関与して
いる可能性が考えられた。したがって、S. mutans、S. anginosus の H+ATPase を阻害する化合物
は虫歯（う蝕）、歯周病及びガンの予防効果が期待できると考えた。 
 そこで、これらの細菌の H+ATPase を精製し、阻害化合物の探索を行った。得られた阻害化合
物による酸性環境での増殖や生存率を評価することで、新規抗菌薬のシード化合物としての有
用性や、耐酸性における H+ATPase の関与を検討した。さらに、H+ATPase の遺伝子欠損株を作製
し、同酵素の耐酸性における役割をより詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) S. mutans の H+ATPase 阻害化合物の探索と耐酸性への影響 
 S. mutans の F-ATPase を大腸菌に発現させ、膜画分、または触媒活性を有する F1部分を精製
した。酵素の ATPase 活性の pH 依存性を評価するとともに、ATPase 活性を指標に阻害する化合
物を探索した。阻害作用が見られた化合物については、S. mutans を中性（pH7.3）、酸性（pH5.3）



の 2 種類の培地で培養し、増殖への影響を検討した。また、より酸性度の高い（pH4.3）の培地
で培養後、CFU を測定し、生存率を評価した。 
 
(2) S. anginosus に対する F-ATPase 阻害化合物の作用と遺伝子欠損株の作製 
 (1)で阻害作用が見られた化合物について、S. anginosus の pH7.3、pH5.3 の培地での増殖へ
の影響を検討した。併せて pH4.3 の培地で培養後、CFU を測定し、生存率を評価した。また、ノ
ックアウトベクターpResEmBBN（参考文献 2）を用いて、F-ATPase βサブユニット欠損株を作製
し、酸性条件での増殖と生存率について、野生株と比較した。 
 
４．研究成果 
(1) S. mutans の H+ATPase 阻害化合物の探索と耐酸性への影響 
S. mutans の F1 部分の ATPase 活性は E. coli の酵素に比べ低 pHでも活性を維持しており、
pH4.3 でも触媒活性が確認できた。また、ピセタノールや、クルクミン、デメトキシクルクミン 
などのポリフェノール類（図 2a）が F1や膜画分の ATPase 活性を pH に依らず強力に阻害するこ
とを明らかにした。S. mutans の増殖に対し、これらの化合物は、pH7.3 の培地では抑制しなか
ったが、pH5.3 では有意に抑制した（図 2b)。さらにピセタノール、クルクミン、デメトキシク
ルクミンは pH4.3 での S. mutans の生存率を大きく低下させた（図 2c)。これらの結果は、F-
ATPase が S. mutans の酸性環境における生存・増殖に重要な役割を果たしていることを示唆し
ている。研究成果は Archives of Biochemistry and Biophysics 誌に発表した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) S. anginosus に対する F-ATPase 阻害化合物の作用と遺伝子欠損株の作製 
 RT-PCR、及びウェスタンブロッティングの結果から、S. anginosus において F 型と A 型の
H+ATPase の発現が確認された。また、F-ATPase は酸性環境において発現量が増加した。F-ATPase 
阻害作用を有するデメトキシクルクミンは、野性型の S. anginosus に対しては培地の pH に依
らず、弱い増殖抑制作用を示した。一方、アルギニンからアンモニアを生成することで酸性環境
での増殖に関与するアルギニンデアミナーゼ arcA の欠損株（参考文献 3）に対しては、pH5.3 の
培地でのみ、より低濃度で強力な増殖抑制作用を示した（図 3a)。さらに、pHを 4.3 に低下させ
た培地でデメトキシクルクミンは、S. anginosus の生存率を低下させた（図 3b)。 以上の結果
から、S. anginosus において F-ATPase は、arcA とともに酸性環境での増殖、及び耐酸性に関
与していることが考えられた。  
 しかし、F-ATPase と A-ATPase の構造は類似するため、F型に対する阻害剤が A型にも作用し
た可能性も考えられた。そこで F-ATPaseβサブユニットの遺伝子欠損株を作製し、その表現型
を検討した。F-ATPase のβサブユニットを欠損した S. anginosus は、野生株と比較して pH7.3 
では増殖に弱い影響しか見られないが、pH5.3 で増殖が抑制された。さらに、pHを 4.3 に低下さ
せた培地で、欠損株は著しく生存率が低下した。これらの結果は、デメトキシクルクミンの作用
と概ね一致する。したがって、S. anginosus において F-ATPase は、プロトンの排出により酸
性環境での増殖、及び耐酸性に関与していることが示唆された。現在、A-ATPase 欠損株の作製
にも取り組んでおり、その表現型を評価することで新規抗菌薬の標的分子を同定できると考え
ている。 
 成果は第 92回日本生化学会大会、日本薬学会第 140 年会で発表した。 

 

図 2. F-ATPase 阻害化合物による S. mutans への作用 
(a) デメトキシクルクミンの化学構造 
(b) デメトキシクルクミンによる S. mutans の増殖への影響。pH7.3（青）または pH5.3
（赤）の培養液で 18h または 24h 培養後の OD600を測定した。 
(c) デメトキシクルクミンによる S. mutans の生存率への影響。pH7.3（青）または pH4.3
の培養液で 2h培養後、寒天培地で一晩培養し、コロニー数を測定した。 
Sekiya et al (2019) Arch. Biol. Biophys. の発表データより一部改変して抜粋 
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図 3. F-ATPase 阻害化合物による S. anginosus への作用 
(a) デメトキシクルクミンによる S. anginosus arcA 欠損株の増殖への影響。pH7.3（青）
または pH5.3（赤）の培地において 18h または 24h 培養後の OD600を測定した。 
(b) デメトキシクルクミンによる S. anginosus の生存率への影響。野生株（赤）または
arcA 欠損株（紫）を pH4.3 の培養液で 2h 培養後、寒天培地で一晩培養し、コロニー数を
測定した。第 92回日本生化学会大会の発表データより一部改変して抜粋 
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