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研究成果の概要（和文）： 唾液成分の抗酸化能を中心とした生理活性を捉えることは、将来の予防的医学に重要な意
味を持つと考え、そのエビデンスを獲得することを目的とした。まず、唾液タンパク質であるヒスタチン1、3、5 およ
ひ&#12441; PRP1、2、3、4は活性酸素種であるヒドロキシルラジカルに対して抗酸化能を有することを明らとした。さ
らに、ダウン症候群患者や加齢において、C. albicansの増殖や歯周病の進行に対する唾液中のヒスタチン5の増加や抗
酸化能の亢進をがみられることが解った。このことは、生体における抗菌、抗酸化システムが歯周病やダウン症候群患
者で強くなる適応反応がみられた可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study obtain the evidence, which is believed to have import
ant implications for preventive medicine in the future, with physical activity as salivary antioxidant pro
perty of reactive oxygen species. 
We investigated the antioxidant property of salivary protein, and the relationship among periodontal disea
se, salivary antioxidant activity and salivary antimicrobial activity for Candida albicans. As a result, t
he salivary proteins such as histatin 1,3,5 and PRP1, 2, 3, 4 would have antioxidant activity against hydr
oxyl radical. It was shown that the enhancement of antioxidant property and increase of histatin 5 was obs
erved in saliva of aged and Down syndrome (DS) patients. These results suggested that it would be likely t
hat the adaptive response in the biological antibacterial and antioxidant system againtst the growth of Ca
ndida albicans and increased histatin 5 with the progression of periodontal disease may be occurred by per
iodontitis, aging and DS patients. 
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１．研究開始当初の背景 

唾液は様々な生理活性物質を含んでおり、

歯周病のみならず糖尿病、脳卒中などの生活

習慣病の発症・進行との関連性も指摘されて

いる。これら生活習慣病の主たる原因の 1 つ

に活性酸素▪フリーラジカルがあげられるこ

とは周知されている。一方で、唾液成分の抗

酸化作用と歯周病との関連性については断

片的な研究が中心で、生体に有用な唾液成分

の臨床応用にかかわる研究は十分にされて

いない。また医療の急速な発展に伴いダウン

症候群（DS）患者の平均寿命も延長された。

しかし、歯周病易罹患を伴うため、早期に歯

を喪失し、精神遅滞のため義歯の適応が困難

な症例も多くみられ、本症候群における歯周

病の予防は必須である。唾液成分の抗酸化作

用を中心とした生理活性を捉えることは、将

来の予防医学に重要な意味を持つと考えら

れる。 

申請者の技術的な面についてはこれまで

の様々な分子生物学的解析や電子スピン共

鳴 (electron spin resonance; ESR) 法などの手

法により、 in vitro，in vivo における生物医

学的アプリケーションを確立していること

から、本研究プロジェクトを進める基盤も形

成されている。 

 

２．研究の目的 

 生活習慣病である歯周病の原因として生

理活性物質を含む唾液分泌減少、ミトコンド

リア機能不全による活性酸素の産生亢進が

あげられる。我々は ESR 法を駆使し、まず唾

液タンパク質成分の活性酸素消去能（抗酸化

能）を評価する。さらに、早期老化、歯周病

易罹患を伴う DS 患者、若年者、高齢者の唾

液タンパク質成分の抗酸化活性と歯周病と

の関連性を検討する。それらの結果を統合さ

せ、DS 患者、老化に伴う歯周病に対する唾

液タンパク質成分の抗酸化効果を検討し、歯

周病予防につながる唾液抗酸化成分のエビ

デンスを獲得する。唾液成分の抗酸化作用を

中心とした生理活性を捉えることは、将来の

予防的医学に重要な意味を持つと考える。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト唾液成分の抗酸化能について 

 研究に同意が得られた健常ボランティアよ

り 耳下腺唾液を採取し、逆相HPLCにより唾

液タンパク質成分であるヒスタチン1、3、5、

スタセリン、PRP1、2、3、4およびPRP1のN

末端3 0残基(30r-PRP1)を抽出・精製した。これ

ら唾液タンパク質の抗酸化能を DMPO (5, 

5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) をスピントラ

ップ剤として用いて、ESR法により測定した。 

（２）唾液中のヒスタチン５濃度について 

 インフォームドコンセントを十分に行っ

て、DS 患者および高齢、若年健常人の唾液

を採取し、同時に Bleeding On Probing、GI、

ポケットの深さを計測し、舌背より菌を採取

し、C. albicans を分離同定し、コロニー数

（CFU）を記録した。さらに抗菌作用を示す

ヒスタチン５の含有量について ELISA kit を

用いて測定した。採取した唾液中のタンパク

質濃度については BCA 法により測定を行っ

た。最終的に唾液中の総タンパク量に対する

ヒスタチン５含有量を比較、検討した。 

（３）唾液中の抗酸化活性について 

ESR 法を用いて活性酸素種であるスーパー

オキシド  (O2
•－ )、ヒドロキシルラジカル 

(HO•) の唾液中の消去活性について検討した。 

 蓄積されたデータと理論的背景の獲得か

ら、最終的に臨床データと統括することによ

り、抗酸化能を有する唾液タンパク質成分と

歯周病との関連性について評価した。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト唾液成分の抗酸化能について 

ヒスタチン1、3、5 および PRP 1、2、3、4

は、活性酸素種であるO2
•－産生系に影響を与

えなかったが、HO•産生系を濃度依存的に有意



に抑制し、30r-PRP1 およびスタセリンにおい

てはO2
•－産生系および HO•産生系ともに、影

響を与えないことが解明された。以上の結果

から、30r-PRP-1 およびスタセリンは抗酸化

能を示さず、一方でヒスタチン1、3、5 および 

PRP1、2、3、4はHO•に対して抗酸化能を有す

ることが明らかにされた。 

②唾液ヒスタチン５濃度について 

当初の計画では予定されていなかったが、歯

周病、口腔カンジダ症などの口腔疾患とヒト

全唾液（安静時）の活性酸素種に対する抗酸

化能との関連性を評価することが重 要 と 考

え,強力な抗菌作用を示し、今回抗酸化能を有

することが初めて明らかとなったヒスタチ

ン 5 に注目して研究を進展させた。DS 患児

(DC)群では健常児 (NC)群と比較して C. 

albicans の分離頻度が有意に増加していた。

さらに 40歳以上のDS患者(DA)群ではNA群

と比較して C. albicans だけではなく、他の

Candida 菌の分離頻度が有意に増加した。歯

周炎に関しては、歯肉炎指数(GI)、を検査し

たところ、NC 群に比較して DC 群で高値を

示し、歯肉炎が進行していた。NA 群に比較

して DA 群で PD 値も有意に増加していたこ

とから歯周炎の進行も認められた。これら臨

床データに対して、唾液中のヒスタチン 5 の

含有量については、小児期において有意な差

は認めなかった。しかし、DA 群では DC 群

に比較するとヒスタチン５の含有量が有意

に増加していた。さらに唾液中の総タンパク

質濃度については、DS 群において、小児期

より高く、DA 群、NA 群と比較すると有意な

変化はみられなかった。健常者のタンパク質

濃度は小児期では低値を示し、40 歳以上の者

では有意に高値を示した。以上の結果から、

DS 群では安静時唾液中のタンパク質の含有

量が増加しているにも関わらず、小児期では

ヒスタチン５の含有量は NC 群と差がないこ

とから、相対的な含有量の減少が考えられた。

小児期では十分な生体防御機構が働かず、C. 

albicans の分離頻度の増加につながったと考

えられた。DA 群において、ヒスタチン、総

タンパク量の増加を認めたことより、DS 患

者における慢性的な Candida 菌の増加に対し

て適応した反応が働いる一方で、その抗菌作

用は十分な防御作用ではないため、菌の増加

が上回ったと考えられた。また、DS 患者で

は、唾液中の有効な生理活性物質の減少や歯

肉炎、歯周病などの慢性炎症や全身疾患に関

与して発現した変性タンパク質の増加など

の可能性が考えられた。 

（２）唾液中の抗酸化能について 

同年代間の比較では、すべての系によるHO• 

およびO2
•－産生に対する消去活性に有意差を

認めなかった。DC群と比較して、DA群の方

が、すべての系によるHO• およびO2
•－産生に

対する消去活性が有意に高まっていた。一方

で、NC群とNA群との比較においては、Fenton

反応系およびH2O2-UV系によるHO•産生に対

する消去活性がNA群で有意に高まっていた

が、Xanthine/Xanthine oxidase 系によるO2
•－産

生に対する消去活性には差がなかった。以上

の結果から、DS群でXanthine/Xanthine oxidase

系によるO2
•産生の亢進は、SOD活性が上昇し

ていることが既に明らかとされており、それ

に対応した生体反応であると考えられた。 

 ダウン症候群患者や加齢において、C. 

albicansの増殖や歯周病の進行に対する唾液

中のヒスタチン5の増加や抗酸化能の亢進が

みられたことは、生体における抗菌、抗酸化

システムが強くなる適応反応がみられた可能

性が考えられた。しかし、その反応は加齢に

伴い発症する様々疾患の悪化に防御機構が十

分に対応できない可能性も考えられた。 

 なお、 DS と健常者の唾液を用いた

2D-DIGE によるプロテオーム解析も行い、タ

ンパク発現に違いがあることを確認しつつ

ある。 
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