
崇城大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７４０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2020

歯周病関連疾患を予防・改善する抗糖化及び抗歯周病原菌活性プレニル誘導体の探索研究

Exploratory research on prenyl derivatives with anti-glycation and 
anti-periodontopathogenic activity to prevent and ameliorate periodontal 
disease-related conditions.

８０２９５１３８研究者番号：

池田　剛（Ikeda, Tsuyoshi）

研究期間：

２０Ｋ０７１２２

年 月 日現在  ６   ６ １２

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、日常摂取可能な素材を用いて歯周病原菌Porphyromonas gingivalis
（Pg）の増殖を抑制する天然化合物を探索し、ウィキョウからペトロセリン酸、カレーリーフから
mahanimbine、抹茶からEpigallocatechin-3-O-gallateを活性化合物として発見した。また、口腔環境に豊富に
存在するコラーゲンに特異的に蓄積する終末糖化産物CMA（Nε-(carboxymethyl) arginine）に着目し、CMAの生
成を抑制する天然化合物を探索した。そして、ホップ由来のキサントフモールDとノブドウ由来の(-)-catechin
を活性化合物として発見した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for natural compounds that inhibit the growth of 
the periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis (Pg) using materials that can be consumed daily 
and found petroselinic acid from Foeniculum vulgare, mahanimbine from curry leaves, and 
Epigallocatechin-3-O-gallate from matcha tea as active compounds. We also focused on CMA (Nε-
(carboxymethyl) arginine), an advanced glycation end-product that accumulates explicitly in 
collagen, which is abundant in the oral environment and searched for natural compounds that inhibit 
the formation of CMA. Xanthohumol D from hops and (-)-catechin from Ampelopsis glandulosa var. 
heterophylla were found as active compounds.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 歯周病　糖化　Porphyromonas gingivalis　CMA　プレニル誘導体　ポリフェノール　コラーゲン　AGEs

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病は口腔のみならず、糖尿病や動脈硬化症などの全身疾患の誘因となることが近年明らかとなり、社会的に
も公衆衛生学的にも歯周病対策の重要性は高まっている。とりわけ、薬剤耐性菌の問題が深刻化している現在、
抗菌薬に頼らない方法、たとえば抗菌活性を有する食品を応用した歯周病制御法の確立が求められている。本研
究により、食品由来エキスと化合物の強力なPgの増殖抑制活性と作用機序の詳細を明らかすることができた。ま
た、抗糖化（CMA生成抑制）化合物の活性に必須のコア構造を新たに示すこともできた。これらの知見より、歯
周病と歯周病関連の全身疾患を予防・改善できる食品素材候補を見つける手立てが明らかとなった。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
高齢社会を迎えた我が国では、加齢に伴う口腔疾患（歯周病、根面う蝕、口内炎等）が増加し

ている。口腔は、摂食や嚥下のみならずコミュニケーションに不可欠な臓器であるため、口腔疾
患の罹患や歯牙の喪失により QOL は著しく低下する。特に、歯周病は成人の約８割が罹患する慢
性疾患であり、歯を失う最大の原因となっている。また、その効果的な治療法は確立されておら
ず、現代の治療法では治癒が困難なケースも少なくない。さらに、歯周病は口腔のみならず、糖
尿病や動脈硬化症などの全身疾患の誘因となることが近年明らかとなり、社会的にも公衆衛生
学的にも歯周病対策の重要性は高まっている。とりわけ、薬剤耐性菌の問題が深刻化している現
在、抗菌薬に頼らない方法、たとえば抗菌活性を有する食品を応用した歯周病制御法の確立が求
められている。 
著者は、糖尿病合併症や動脈硬化

症、アルツハイマー病などの発症や
進展に関与する AGEs の生成を阻害
する食品関連の天然化合物の探索を
行っている。AGEs は、グルコースな
どの還元糖と生体タンパクのアミノ
酸との非酵素的な反応であるメイラ
ード反応によって生成する化合物群
である。AGEs は健常人よりも糖尿病
患者や慢性腎不全患者、また加齢な
どで顕著に高値である。実際、糖尿
病患者には歯周病罹患者が多く、
AGEs の蓄積が歯周病の増悪因子と
なることが報告されている（Chopra 
A. et. al, Biomolecules 2022, 
12, 642.）（図１）。即ち、AGEs が歯
周病組織に溜まると、マクロファー
ジに貪食され、炎症性サイトカインが産生され、歯周病原菌由来の炎症性サイトカインと合わせ
て歯周病は重症化する（Zizzi A. et al., J. Periodontal Res., 2013,48, 293-301）。 
 
２．研究の目的 
以上の学術的背景より、本研究では、30 種以上報告されている AGEs構造体の中でも口腔環境

に豊富に存在するコラーゲンに特異的に蓄積する arginine 由来の CMA（Nε-(carboxymethyl) 
arginine）に着目し、CMA の生成を抑制する化合物により歯周病の重症化を予防・改善すること
を想起した。さらに、日常摂取可能な食品関連素材（ハーブ、スパイス、生薬など）より CMA 生
成を抑制、並びに歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis（Pg）の増殖を抑制する天然化合物を
探索し、歯周病と歯周病関連の全身疾患を予防・改善できる有効な食品関連素材の開発を企図し
た。 
 
３．研究の方法 
（１）活性を指標とした抽出エキスの分画と活性成分の単離および化学構造決定・・・歯周病
菌増殖抑制活性についてはウイキョウ、カレーリーフ、抹茶を、抗糖化活性についてはグリーン
ルイボス、ホップ、ノブドウについて研究を行った。得られた抽出エキスをヘキサンで脱脂した
後、ポリスチレンゲル（MCI gel CHP-20P）にて分画する。得られたすべてのエキス並びに分画
は、（２）CMA 生成抑制活性の評価と（３）抗歯周病原菌作用の評価を行った。それらのうち強
い活性の確認された画分については、さらに各種カラムクロマト（Sephadex LH-20、ODS 中圧カ
ラム、シリカゲル、分取 HPLC（全自動可能））にて分離精製した。単離化合物の化学構造は、NMR
を中心とする各種スペクトル解析より（必要に応じて誘導体に変換して）決定した。 
（２）CMA 生成抑制活性の評価・・・抽出分離過程の画分並びに単一化合物について、CMA 生成
阻害活性試験を ELISA 法で行った。先ず、リボース (30 mM) とゼラチン (2 mg/mL) の混合溶
液に、DMSO で各種濃度に溶解した試料を添加し 37˚C で 7 日間インキュベートした。次に、抗
CMA 抗体（Mouse monoclonal anti-CMA antibody (3F5)）を一次抗体とした ELISA 法で生成阻
害活性を評価した（Ikeda T. et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 2008）。対照薬としては、イカリ
ソウの活性成分である EK-B を用いた。 
（３）抗歯周病原菌作用の評価・・・代表的な歯周病原菌 Porphyromonas gingvalis  ATCC 33277
株  (Pg)  の増殖抑制活性を測定した。サンプルを各種濃度（125.0，62.5, 31.3, 15.6, 7.8 
μｇ/mL)で添加した培地を用い、Pg を嫌気チャンバーで培養し、経時的（～48 h）に OD620 の
吸光度で菌数を測定した。同様の条件で Pg を 48 h 培養を行い、培養プレートに吸着したバイ
オフィルムを safranin で染色し 492 nmの吸光度で生成量を測定した。 

 

図１ 糖化終末化合物（AGEs）と歯周病の関係 



 
４．研究成果 
（１）ウイキョウ（Foeniculum vulgare）はセリ科ウイキョウ属植物で、古代から食用や薬用に
広く用いられてきたハーブの 1 種である。先行研究により、歯周病菌 Porphyromonas gingivalis 
(Pg菌）の増殖抑制活性が観察されたことから成分研究を行った。ウイキョウを n-hexane、EtOAc、
EtOH を溶媒として順次抽出を行った。得られた抽出エキスについて国立感染症研究所の中尾博
士に MICを測定して頂いたところ、n-hexane 抽出エキス（HEF）の MICが顕著に低値を示した。
そこで、HEFについて中圧カラムで粗分画した後、HPLCを用いて精製し FN-1から FN-16と仮称
する脂肪酸誘導体群が活性化合物候補として単離された。得られた化合物のうち FN-15 が最も
Pg菌増殖阻害活性が強く、その化学構造は各種ＮＭＲを測定とともに市販の標準品と HPLCの保
持時間を比較することで、ペテロセリン酸（cis-6-octadecenoic acid）と決定した。なお、今
回単離した化合物のうち FN-15（ペテロセリン酸）が最も収量が多く、定量試験の結果、HEFに
対して 66%の収量であった。さらに、FN-15 は Pg 菌増殖阻害活性が最も強く観測されたことか
ら、ウイキョウの活性本体はペトロセリン酸と同定することが出来た（図２）。さらに、HEF の
抗菌活性について検討した結果、Pg に対して迅速な溶菌活性とタンパク質分解酵素ジンジパイ
ン阻害活性という 2 つの異なる重要な作用があることがわかった。また、HEFは細菌表面のダイ
ナミクスに影響を与え、押し出し型のナノ構造体の出現や OMV の過剰産生をもたらすことが示
された。さらに、HEF は RagA/RagB に富む OMV の細胞外放出を引き起こすことで、Pg に必須の
RagA/RagB輸送機構を劇的に枯渇させることも明らかになった。 
 

 
図２．Pg 菌に対するペトロセリン酸（PA）の効果 

 
（２）カレーリーフ（Murraya koenigii）は、インド料理に使用されるハーブであり、Pgに対す
る抗菌活性を示すことが報告されている。しかしながら、その抗菌活性の責任化合物についての
知見はまだ得られていない。また、その阻害活性が細菌の種類や菌株によって異なるのかは不明
である。本研究では、カレーリーフ由来の 4 種類のプレニル化四環カルバゾールアルカロイド
（PTCA）として、mahanimbine (MB)、mahanin、mahanimbicine、そして (±)-8-methoxymahanimbine
（8MB）を単離した（図３）。MB のように PTCA の芳香環に修飾基を有さないことが Pgに対する
抗菌活性に重要であることが明らかとなった。電界放出形走査電子顕微鏡観察により、MBは Pg
の菌体表面に「クレーター状構造」の穴を形成した。また、膜電位感受性色素 DiOC2(3)を用い
た FACS 解析により、PTCA の中でも特に MBと 8MMBは、グラム陰性菌の細胞質膜に対する強力な
脱分極誘導活性を有することが明らかとなった。Pgを含むグラム陰性嫌気性細菌５種 10 株に対
する MBの最小発育阻止濃度（MIC）を調べると、Pgの感受性が最も高かった (MIC, 8 μM)。以
上より、カレーリーフや MB が Pg 特異的な抗菌療法として歯周病治療に応用できる可能性が示
唆された。 

 

図３．カレーリーフ抽出物の抗Ｐｇ菌活性とバイオフィルムの形成抑制試験結果（左） 
カレーリーフから単離した活性成分のＨＰＬＣプロファイル（右） 

 
（３）チャノキ（Camellia sinensis）はツバキ科ツバキ属の常緑樹でその葉を乾かしたものを
抽出し飲用としている。生薬名チャヨウとしても用いられ川芎茶調散などの方剤に含まれる。抹



茶はチャノキの葉を被覆栽培し、収穫した茶葉を揉まずに乾燥させ微粉末としたものである。先
行研究により抹茶エキス（ME）は Pg菌に対する増殖抑制活性が認められたことから、ME の作用
機序の探索を行った。その結果、ME は Pg 菌だけでなく、Prevotella nigrescens および
Fusobacterium nucleatumの増殖も阻害したが、9 種の口腔内連鎖球菌および Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans の増殖は阻害しなかった。ME の Pg菌増殖阻害は、細菌エンベロープの
形態学的および生理学的変化によって特徴づけられ、ナノ粒子の形成や、膜の完全性を失うこと
なく膜の流動性／透過性を低下させた。また、ME は主要なフィンブリア（FimA）依存的に Pg菌
の自己凝集を引き起こした。さらに、Pg菌の付着はフィンブリアの有無にかかわらず、ME によ
って劇的に阻害された。一方、ME の活性本体の解明のために各種カラムクロマトによる分離精
製を行い 9 種の一連のカテキン類が得られた（図４）。これらの化合物の Pg菌増殖抑制活性を比
較したところ、Epigallocatechin-3-O-gallate（EGCG: M-7）のようにカテキン B 環がピロガロ
ール型であることが Pg菌増殖抑制に必須であることを同定した。 

 

図４．抹茶より単離されたカテキン関連化合物 
 
（４）ルイボス（Aspalathus linearis）はマメ亜科のアスパラトゥス属の一種で、南アフリカ
共和国のセダルバーグ山脈一帯にのみ自生する。グリーンルイボスとはルイボスを発酵させず
に乾燥させた素材でルイボスよりも二次代謝産物が多く含まれることが知られている。今回、飲
食可能な抗糖化素材の探索研究の一環として、CMA（Nε-(carboxymethyl) arginine）生成阻害活
性の確認されたグリーンルイボスエキスについて化合物の同定を目的に成分研究を行った。グ
リーンルイボスをメタノールで抽出し、得られエキスを n-hexaneで脱脂後、ポリスチレンゲル
により繰り返し分画した。エキスを含めた計 10 画分について抗 CMA 抗体を用いた ELISA 法によ
る CMA 生成阻害試験を行ったところ、画分⑧に強い活性を確認した。さらに分子篩カラム
（Sephadex LH-20）、分取 HPLC（ODS、Phenyl、HILIC等）を繰り返し行い化合物の単離を試みた。
その結果、活性が強い化合物群として高分子量ポリフェノール（プロシアニジン関連化合物）
を推定することが出来た。現段階で NMR の詳細構造解析と質量分析の分子量解析は困難である
ことから、周辺画分の探索で低分子量（単量体やオリゴマー）の関連化合物を単離して構造決定
につなげていく計画である。 
 
（５）飲食可能な抗糖化素材の探索の一環として、プレニル誘導体の豊富なホップ（Humulus 
lupulus）について活性化合物の同定を目的に成分研究を行った。抗 CMA 抗体を用いた ELISA 法
による CMA 生成阻害試験を指標に各種クロマトグラフィー（分子篩カラム Sephadex LH-20、分
取 HPLC（ODS、Phenyl、HILIC等））を繰り返し分離精製した。その結果、ホップの代表成分であ
るキサントフモールをはじめとするプレニルカルコン、プレニルフラボノイド類を 7 種類得る
ことができた（図５）。各化合物の CMA 生成阻害活性はイカリソウより得られたプレニルフラボ
ノイド epimedokoreanin B に比べて弱いながらもキサントフモール D に最も強い活性が認めら
れた。 
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図５．ホップより単離された化合物（上）と抗ＣＭＡ活性（下） 

 
（６）飲食可能な抗糖化素材の探索の一環として、ノブドウ（Ampelopsis glandulosa var. 
heterophylla）果実について活性化合物の同定を目的に成分研究を行った。抗 CMA 抗体を用いた
ELISA法による CMA生成阻害試験を指標に各種クロマトグラフィー（Sephadex LH-20、分取HPLC）
を繰り返し精製し、７種の化合物を単離した（図６）。(-)-catechinはノブドウの特徴的成分で
ある。また、quercetinラムノース配糖体（3）が主要成分であった。Afzelin(2) を除き、何れ
のサンプルも 10μMの濃度で EK-Bと同等の活性を示した。今後、更なる成分の同定と活性本体
の解明を進めていく予定である。 

 

図６．ノブドウ果実より得られた化合物（左）と抗糖化活性試験（右） 
 
以上の知見を基に、今後は、抗糖化活性の認められた化合物の歯周病原菌増殖抑制活性、逆に、
抗 Pg菌活性化合物の抗 CMA 活性試験を行うことで、どちらの活性にも有効な化合物の探索を行
う予定である。さらに、食材として複合的に利用することも想定されることから、歯周病予防に
奏功する活性化合物の相乗効果についての検討も計画していく必要がある。 
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