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研究成果の概要（和文）：本課題はキャリアーペプチドを付加したペプチド核酸を歯周病原細菌に対するアンチセンス
核酸として設計し、歯周病原細菌に対する抗菌薬として応用するための基礎研究である。今回、キャリアーペプチドの
設計と細菌への導入効率を解析した。キャリアーペプチドの配列は既報のアミノ酸配列を参考として、合計64種類を合
成した。
ペプチドには蛍光標識を行い、歯周病原細菌P. gingivalis,、A. actinomycetemcomitans、ならびに大腸菌への導入効
率を評価した。その結果、Tmr-KFFKFFKFFK-NH2の配列を持つペプチドが高効率にP. gingivalisに導入されることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The final goal of this research project is to design peptide nucleic acids (PNA) 
with a carrier peptide and apply them as species-specific antisense drugs against periodontal pathogens. 
Prior to the application of antisense PNA, effective carrier peptides were selected. Total of 64 peptides 
(10 amino acids) were designed by referring to previous reports and were synthesized. Fluorescent label 
(tmp-red) was added to each peptide, and bacterial uptake of the peptides was examined by measuring the 
strength of the fluorescence. The synthesized peptides were incubated with periodontal pathogen 
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Escherichia coli, and the 
fluorescence inside the bacterial cells was measured. As a results, a peptide with the sequence of 
Tmr-KFFKFFKFFK-NH2 demonstrated the most effective uptake of P. gingivalis. This peptide will be an 
effective carrier for antisense PNA against P. gingivalis.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 

PNA，モルフォリノオリゴマーなどの核酸
アナログは，天然核酸である DNA と RNA
にハイブリダイズし，核酸同士の２重鎖結合
よりも強い結合力を示す。このため，PNA
を応用した核酸医療の研究はすでに様々な
領域での試みがなされている。細菌に対する
応用では，大腸菌，サルモネラ，あるいは黄
色ブドウ球菌などにおいて，アンチセンス鎖
として mRNA に作用させることによって特
定遺伝子の発現制御が可能なことが示され
ている。 
一方，歯周病は数百種類にも及ぶ口腔内微

生物の内因感染が原因となる。すなわち歯周
局所は口腔内常在菌に常に曝されている状
態にある。このため，一般的な感染症の治療
と異なり，細菌を完全に排除することは困難
であり，いわゆる 10 数種類の歯周病原細菌
を量的にコントロールすることが重要と考
えられている。 
以上の背景から，特異的な遺伝子制御，細

菌種の増殖抑制が可能なアンチセンス医療
の技術を歯周局所の細菌叢，細菌量をコント
ロールする歯周治療に応用する計画を立案
した。 

２．研究の目的 

本研究の目的はアンチセンス PNA を細菌
（歯周病原細菌）に対して応用し，病原遺伝
子の発現抑制，あるいは細菌の増殖に必須な
遺伝子の発現抑制を行うことである。これに
よってアンチセンス PNA を応用した歯周病
治療薬（抗菌薬）を開発するための基礎を確
立する。 
研究の第一段階として、PNA を細菌細胞内

に高効率で導入することが可能なキャリア
ーペプチドの設計、ならびに細菌内への導入
効率の解析を実施する。 

 
３．研究の方法 

（１）ペプチドライブラリーの設計：これま
でに細菌細胞への導入効率を向上させるこ
とが報告されているペプチド配列（cell 
wall/membrane-active peptide: 
KFFKFFKFFK）キャリアーペプチドを設計した
（各 10 残基）。 
ペプチド配列は培養液中、組織中において

蛋白質分解酵素の影響を受けにくいように、
非天然型のアミノ酸を部分的に組み込むよ
うに設計した（図１参照）。これらのペプチ
ドに加え、これまでに、大腸菌への導入効率
が高いことが報告されている KFFKFFKFFK の
配列をもったペプチドを加え、合計 64 種類
を設計・合成した。 
 
（２）ペプチドの合成：通法に従い、設計し
た 64 種類（各 10 残基）のペプチドを合成し
た 。 各ペプ チ ドには 蛍 光標識 を 行 い

（Tmr-red）、細菌内への導入効率を検討可能
にした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ペプチドの設計 
 
（３）供試菌と培養 

① Porphyromonas gingivalis W83 株 

② Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
Y4 株 

③ Escherichia coli XL1-blue 株 

P. gingivalis はヘミン、システインとビ
タミン K を添加した BHI 培地で、 A. 
actinomycetemcomitans はトリピチケースソ
イブロスに酵母抽出物と重炭酸ナトリウム
を添加した培地で、E. coliは LB 培地で、そ
れぞれ培養した。 
 
（４）細胞導入試験：Tilley ら（Antimicrob 
Agents Chemother, 2006）の記載に準じて，
培 養 し た P. gingivalis 、 A. 
actinomycetemcomitans、ならびに E. coli
の培養液に合成ペプチドを添加し、一定時間
インキュベートした。遠心操作によって菌体
を回収し、菌体内に取り込まれなかったペプ
チドは遠心上清とともに除去した。細菌内に
取り込まれたペプチド量は菌体ペレットか
らの蛍光シグナルを蛍光プレートリーダー
で定量測定することによって評価した。 
 
４．研究成果 

 （１）ペプチドの合成 

蛍光標識した 10残基からなる 64種類のペプ
チドを設計・合成した。設計したペプチドの
アミノ酸配列を図２に示す。これらのペプチ
ドは細胞導入試験に供試した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．設計したペプチドのアミノ酸配列 



図１のA,B,Cに相当する部分に組み込まれた
アミノ酸の種類が示してある。合計 64 種類
のペプチドを合成し、末端を蛍光標識
（Tmr-red）した。 
 
（２）細胞導入試験 
①ペプチドライブラリーのスクリーニング 
歯 周 病 原 細 菌 P. gingivalis, A. 
actinomycetemcomitans、ならびに大腸菌を
対数増殖期の後期まで培養し、合成した各ペ
プチドを添加した。添加後、一定時間（30 分、
1 時間 30 分、2 時間 30 分）ペプチドと細菌
の混合液を 37℃でインキュベートした。イン
キュベート後、遠心操作で菌体を回収し、PBS
で菌体を洗浄して、細菌内に取り込まれてい
ないペプチドを除去した。菌体内のペプチド
量は蛍光量で評価した。64種類のペプチドは
何れも細菌内にある程度取り込まれること
が分かった。代表例として結果の一部を図 3
に示す。64 種類のペプチドの中では、大腸菌
においてキャリアーペプチドとしての効果
が確認されている KFFKFFKFFK のアミノ酸配
列をもったペプチドが、いずれの細菌種にお
いても最も高い細菌導入効率を示した。P. 
gingivalis の KFFKFFKFFK の取り込み量は大
腸菌の約 2 倍であった。これに対して、A. 
actinomycetemcomitans の取り込み量は大腸
菌の約 5分の 1であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．合成ペプチドの細菌内への取り込み量． 
縦軸は菌体からの蛍光量を示す。 
 
②ペプチド導入の経時的変化 
P. gingivalis ならびに大腸菌のペプチド
（KFFKFFKFFK）取り込み量の経時的な変化を
図４に示す。大腸菌では KFFKFFK の取り込み
量が経時的に増加した。これに対して、P. 
gingivalis においては、30 分のインキュベ
ート時間では大腸菌の約2倍の取り込み量を
示したが、経時的に取り込み量が減少する傾

向を示した。しかしながら、2時間 30 分のイ
ンキュベート時間内では依然として大腸菌
よりも高いペプチド取り込み量を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．KFFKFFKFFK 取り込み量の経時的変化． 
大腸菌では経時的に取り込み量が増加する
傾向がみられた。P. gingivalis では逆に経
時的に取り込み量が減少する傾向がみられ
た。 
 
③結果の考察と今後の展望 
アンチセンスPNAの微生物への応用に関し

ては、大腸菌を標的菌種とした先行研究が展
開されている。これらの中で KFFKFFKFFK の
配列をもったペプチドがキャリアーペプチ
ドとして、大腸菌内への高い導入効率を示す
ことが報告されている。本研究では、歯周病
原細菌に対して、より導入効率の高いペプチ
ド配列を選定することを目的としていたが、
結果として KFFKFFKFFK の配列をもつペプチ
ドが最も高い導入効率を示す結果となった。
しかしながら、P. gingivalis の場合、その
導入効率は大腸菌の約 2倍であり、このキャ
リアーペプチドを使用することによって、大
腸菌と同様に、あるいはそれ以上に高利率的
に遺伝子発現制御が可能になる可能性が高
いと思われる。A. actinomycetemcomitansに
関しては、KFFKFFKFFK はキャリアーペプチド
として有効ではなく、今後、ペプチド配列の
再設計とスクリーニングが必要である。 
 ペプチドの作用時間と取り込み量に関し
ては、作用時間が長いほど導入効率が向上す
ることが予測されたが、P. gingivalis では
若干の低下がみられた。これは、同菌が保有
するジンンジパインによってペプチドの分
解が起こった結果かもしれない。また、ジン
ンジパインの標的となるリジンを含むペプ
チドが能動的に P. gingivalisの菌体内に取
り込まれた可能性もある。ペプチドの菌体内
への取り込み機構に関しては、今後の検討課



題と考えている。 
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