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研究成果の概要（和文）：　ヒスタチンは抗菌作用のある唾液蛋白質であり、唾液中に比較的多く存在するた
め、宿主に対して生理的機能を果すことが考えられる。これまでに、ヒスタチンは、１）宿主細胞の増殖・生存
を促進する、２）その遺伝子が唾液腺由来細胞で特異的に発現する、また、悪性黒色腫細胞で高発現することを
解明した。本研究では、ヒスタチンによる免疫抑制薬（ステロイド薬等）の効果増強作用について示した。これ
は、唾液蛋白質が免疫抑制薬の投与量減量と副作用軽減に寄与する知見となる。また、ヒスタチンは新型コロナ
ウイルスの炎症誘発を抑制することについて明らかにした。このことは、将来の唾液蛋白質による抗炎症薬の開
発に結び付く内容である。

研究成果の概要（英文）：  Histatin is a salivary protein with antimicrobial properties and is 
relatively abundant in saliva, which may serve physiological functions for the host. We have 
previously shown that 1) histatin promotes host cell proliferation and survival, and 2) the histatin
 gene is specifically expressed in salivary gland-derived cells and is highly expressed in malignant
 melanoma cells.  In this study, we showed that histatin potentiates the effects of 
immunosuppressive drugs (e.g., steroids).  This is a finding that salivary protein contributes to 
dose reduction and side effect reduction of immunosuppressive drugs. In addition, histatin has been 
shown to inhibit the induction of inflammation by SARS-Cov-2. This will lead to the future 
development of anti-inflammatory drugs with the salivary protein.

研究分野：分子生物学・生化学・免疫学・薬理学

キーワード： 唾液蛋白質　ヒスタチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　免疫抑制薬（特にステロイド薬）はアレルギー性疾患や新型コロナウイルス感染症の重篤な肺炎等に広く使用
されている。しかし、この薬物の副作用発現・重篤性は問題になっている。これまでに唾液成分が免疫抑制薬の
効果に影響を及ぼすことは示されていなかった。また、新型コロナウイルスの誘発性炎症に対する唾液成分の影
響は未知であった。本研究は、抗菌唾液蛋白質ヒスタチンによる免疫抑制薬の作用増強並びに新型コロナウイル
ス誘発性炎症の抑制作用を示唆した。これらはヒスタチンの新規機能解明として免疫抑制薬の副作用軽減や抗ウ
イルス性炎症薬への開発に繋がり、社会的にも重要な知見と考えられる。

※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  

近年、免疫抑制薬（特にステロイド薬）はアレルギー性疾患等の多くの患者で使用されている。
また、厚生労働省は新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）感染症（COVID-19）で生ずる肺炎に対
してステロイド薬（デキサメタゾン（DEX））の使用を認可した。免疫抑制薬には多くの副作用
があるが、その中で易感染性は歯周病・う蝕・カンジダ症等の口腔感染症の発症・進行や憎悪と
関係している。また、免疫抑制薬の中には副作用として歯肉増殖症があり、歯周病発症・進行の
リスクとなる。以上のように使用頻度の高い免疫抑制薬の副作用発現とその重篤性は社会的に
も問題となっている。  

 唾液成分の質・量的変化もまた歯周病、う蝕、カンジタ症等の発症・進行に影響を及ぼす要因
である。唾液中のヒスタチンは歯周病原菌やカンジダ菌等に対して抗菌作用を示す蛋白質であ
る。ヒスタチン量が有意に減少する AIDS 患者では口腔カンジダ症を発症しやすくなる。これま
でに我々は、ヒスタチンがヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）の増殖・生存を促進すること 1, 2)、宿主
の熱ショック蛋白質（HSP）による Toll 様受容体（TLR）を介した炎症性サイトカイン産生をヒ
スタチンが抑制すること 3)、ヒスタチン遺伝子は唾液腺由来細胞で優先的に発現すること 4) を報
告した。以上の結果は、ヒスタチンが宿主細胞に対して新たな生理的機能を果たすこと、また、
ヒスタチンの新規特性が解明されたことを示している。しかしながら、ヒスタチンの未知なる機
能の一端が明らかにされたに過ぎない。従って、今後更なる唾液蛋白質の生理的意義と機能解明
が必要であり、期待される。 

 

 

２．研究の目的 

 これまでに得られた我々の知見から、ヒスタチンは、１）免疫抑制薬の作用を増強すること、
また、２）SARS-CoV-2 による炎症の誘発を抑制することが予想された。実際、これらが明らか
にされると、１）では免疫抑制薬の使用に依存した疾患や薬物のリバウンドに対し、ヒスタチン
の薬効増強作用により、薬物投与量の減量と副作用の軽減を目指すことが可能となる。また、２）
により、SARS-CoV-2 に対するヒスタチンの新規機能が明らかになり、新たな知見の取得と将来
的な抗炎症薬の開発に繋がる可能性がある。 

 以上から、本研究では、これまでにない唾液蛋白質の生理的機能とその意義において、薬物の
効果・作用やウイルス誘発性炎症の観点に注目し、解明することを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

本研究課題の主な成果についての研究方法は以下である。 

（１）トランスフェクションとルシフェラーゼ（luc）アッセイ 

① グルココルチコイド（GC）受容体（GR）‐luc アッセイ：SV40 プロモーターと luc 遺伝子
を含有するプラスミド或いはこのプラスミドに GR結合配列を挿入したプラスミド 0.5 gと
-ガラクトシダーゼ（-gal）発現ベクター（内部標準） 0.05 g を HEK293 細胞に導入した。
細胞を 1 日培養後、コントロールペプチド或いはヒスタチン 3, 30 M で刺激し、更に 2 時間
培養した。細胞を DEX 0.1 M で 24 時間刺激後、細胞を回収し、細胞抽出液を調製した。こ
れらを用いて luc 及び -gal の活性を測定し、相対的な転写活性を算出した 5)。 

 

② nuclear factor of activated T cells (NF-AT)‐luc アッセイ：SV40 プロモーターと luc 遺伝子を
含有するプラスミドに転写因子 NF-AT 結合配列を挿入したプラスミド 2.5 gと-gal 発現ベ
クター 0.25 g を Jurkat 細胞に導入した。細胞をコントロールペプチド或いはヒスタチン 30 

M で刺激し、6 時間培養した。その後、細胞をイオノマイシン 2 M、ホルボール-12-ミリ
スタート-13-アセタート（PMA） 100 ng/ml、免疫抑制薬 FK506 0.1 nM で刺激し、17 時間培
養した。細胞を回収し、上記と同様に luc 及び -gal の活性を測定し、相対的な転写活性を算
出した。 

 

③ nuclear factor-kappa B (NF-B)‐luc アッセイ：チミジンキナーゼプロモーターの上流に転写
因子 NF-B 結合配列が挿入された luc レポータープラスミド 0.5 g と-gal 発現ベクター 

0.05 gを Calu-3細胞に導入した。細胞を 1日培養後、SARS-CoV-2エンベロープ蛋白質（env） 

1 g/ml、コントロールペプチド或いはヒスタチン 30 M で刺激し、更に 1 日培養した。細胞
を回収し、上記と同様に luc 及び -gal の活性を測定し、相対的な転写活性を算出した。 

 

（２）enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

① DEX 存在下における Porphyromonas gingivalis 病原体関連分子パターン（pathogen-associated 

molecular patterns: PAMP）（リポポリサッカライド（LPS）に TLR2 リガンド様物質が含有 6)）
刺激でのインターロイキン（IL）-6 産生に与えるヒスタチンの影響：CAL27 細胞をコントロ
ールペプチド或いはヒスタチン 3, 30 M で刺激し、1 日培養した。細胞を DEX 0.1 M で 30



分刺激後、P. gingivalis PAMP を 100 ng/ml になるように加え、更に 1 日培養した。培養液を
回収後、抗 IL-6 抗体を用いたサンドウィッチ ELISA 法により IL-6 産生量を解析した 3)。 

 

② env 刺激での IL-6 産生に与えるヒスタチンの影響：Calu-3 細胞を env 1 g/ml、コントロー
ルペプチド或いはヒスタチン 30 M で刺激し、1 日培養した。培養液を回収後、上記と同様
に IL-6 産生量を解析した。 

 

（３）免疫沈降法、グルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）プルダウンアッセイとウェスタ
ンブロッティング 

① 免疫沈降法：HEK293 細胞をコントロールペプチド或いはヒスタチン 30 Mで 2 時間刺激
した。その後、DEX 0.1 M で 30 分刺激後、細胞を回収した。細胞抽出液を調製し、抗 GR

抗体で免疫沈降後、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。蛋白質をメンブレンに
転写後、抗 HSP90 抗体、抗 HSC70 抗体及び抗 GR抗体でウェスタンブロッティングを行っ
た。 

 

② GST プルダウンアッセイ：大腸菌で発現精製し
た GST或いは GST-ヒスタチン融合蛋白質 1, 2)と His

タグ env 融合蛋白質を混合し、グルタチオンセファ
ロースで沈降させた。これらを電気泳動後、抗 His

抗体及び抗 GST 抗体でウェスタンブロッティング
を行った。 

 

 

４．研究成果 

（１）免疫抑制薬の効果に対する唾液蛋白質の影響 

① GCによるGRの転写活性化に対するヒスタチン
の影響   

これまで明らかにされた機能から、ヒ
スタチンは免疫抑制薬の効果に影響を
与える可能性が考えられた。そこで、
HEK293 細胞に GR 結合配列含有 luc レ
ポータープラスミドを導入し、ヒスタチ
ン存在下で DEX による刺激を行い、GR

の転写活性化を解析した。DEX は GRを
活性化するが、ヒスタチンはこれを量依
存的に更に促進する結果となった（図
１）。以上から、ヒスタチンは GC の効
果を増強することが明らかとなった。 

 

② GR-HSPs 複合体形成に与えるヒスタ
チンの影響 

GR は HSP90 や HSC70 といった HSP

と複合体を形成することにより、不活性
化状態となっている。GC がこの複合体
の GR に結合すると GR は HSPs から解
離し、転写因子として機能する。ここで、
ヒスタチンは HSC70 と結合するため、
GR-HSPs 複合体の形成状態に影響を及
ぼす可能性がある。そこで、ヒスタチン
存在下で DEX の刺激を与えた HEK293

細胞の抽出液を調製し、抗 GR抗体を用
いた免疫沈降法により解析した。その結
果、DEX による複合体の解離はヒスタ
チンにより促進することが明らかとな
った（図２）。このことから、ヒスタチン
は薬物の分子レベルでの作用に影響を
与えることが示唆された。 

 

③ P. gingivalis PAMP の炎症性サイトカイン産
生に対する GC の抑制作用に与えるヒスタチ
ンの影響 

本実験で使用した PAMPは TLR4や TLR2を
介して転写因子 NF-B を活性化し、炎症性サ 

図 1 DEX による GR の転写活性化に
及ぼすヒスタチンの影響 

図２ DEX存在下における GR – HSP90 – HSC70 複
合体の形成状態に与えるヒスタチンの影響 

図３ DEX存在下での P. gingivalis PAMP による IL-
6 の産生に及ぼすヒスタチンの影響 ** p<0.01、
*** p<0.001 vs. P. gingivalis PAMP＋DEX 刺激 



イトカイン IL-6の産生を促進する 6)。ヒスタチンは上記４．
（１）①、②の作用から、この IL-6 産生抑制に影響を与え
ることが考えられた。そこで CAL27 細胞をヒスタチンと
DEX 存在下で PAMP 刺激後、ELISA 法により IL-6 の産生
量を解析した。その結果、DEX は PAMP 刺激による IL-6 の
産生を抑制したが、ヒスタチンはこれを更に量依存的に抑
制した（図３）。このことから、ヒスタチンは GC による炎
症性サイトカイン産生の抑制を増強することが示唆された。 

 

④ 免疫抑制薬 FK506 の効果に対するヒスタチンの影響 

ヒスタチンは FK506 結合蛋白質（FKBP）の発現を促進す
ることが明らかとなった（データ不掲載）。このことから、
ヒスタチンは結果として FK506の作用に影響を及ぼす可能
性が考えられた。そこで、Jurkat 細胞に NF-AT 結合配列含
有 luc レポータープラスミドを導入し、ヒスタチン存在下
でイオノマイシン、PMA 及び FK506 で刺激後、NF-AT の
転写活性化を調べた。その結果、FK506 はイオノマイシン
と PMA 刺激による NF-AT の活性化を抑制するが、ヒスタ
チンはこれを更に抑制した（図４）。以上から、ヒスタチン
は FK506 の効果を増強することが明らかとなった。 

 

（２）SARS-CoV-2 の炎症誘発に対する唾液蛋白質の影響 

① SARS-CoV-2 envによるNF-Bの転写活性化に対するヒスタチン
の影響 

envは TLR2を介してNF-Bを転写活性化することが確認さ
れた（データ不掲載）。我々はこれまでに、HSP による TLRを
介した NF-B の活性化がヒスタチンにより抑制されることを
明らかにした 3)。ヒスタチンは env に対しても同様の機能を果
たす可能性がある。そこで、Calu-3 細胞に NF-B 結合配列含
有 lucレポータープラスミドを導入し、ヒスタチン存在下で env

による刺激を行い、NF-B の活性化を調べた。その結果、ヒス
タチンは env による NF-B の活性化を抑制する結果となった
（図５）。以上から、ヒスタチンは env による NF-B 活性化に
依存した遺伝子の発現を抑制する可能性が示唆された。 

 

② SARS-CoV-2 env による炎症性サイトカイン産生に対するヒ
スタチンの影響 

NF-Bは炎症性サイトカイン IL-6の発現を制御する。また、
ヒスタチンは env による NF-B の活性化を抑制することが判
明した（図５）。そこで、env の作用に対するヒスタチンの影響
について IL-6 産生を指標とし、ELISA 法により解析した。そ
の結果、env は IL-6 産生を促進するが、ヒスタチンはこれを抑
制することが判明した（図６）。このことから、ヒスタチンは
envによる炎症誘発を抑制する生理活性物質であることが示唆
された。 

 

 ③ ヒスタチンと SARS-CoV-2 env の相互作用 

ヒスタチンは env による NF-B の活性化や IL-6 の産生を抑
制することが認められた（図５、６）。以前に我々は、HSP に
よる TLR を介した炎症性サイトカイン産生をヒスタチンが抑
制することを示した 3)。これは、ヒスタチンと HSP が相互作用
することに起因することが判明した。env も同様にヒスタチン
と相互作用する可能性が考えられた。そこで、このことを明ら
かにするために、GST とヒスタチンとの融合蛋白質と Hisタグ
と env との融合蛋白質を用いた GST プルダウンアッセイによ
り解析した。その結果、ヒスタチンは env と直接結合すること
が明らかとなった（図７）。 

 

以上をまとめると、ヒスタチンが細胞内に存在する GR – 

HSP90 – HSC70 複合体の HSC70 に結合することにより、GC の
GRへの結合による複合体解離はより促進されることが明らかと
なった。これにより、１）GR の転写因子としての活性化は更に誘 

図４ FK506によるNF-AT転写
活性化の抑制に対するヒス
タチンの影響 *** p<0.001 
vs. イオノマイシン＋PMA
＋FK506刺激、††† p<0.001 

図５ SARS-CoV-2 env の
NF-B転写活性化に対
するヒスタチンの影
響 *** p<0.001 vs. env
刺激 

図６ SARS-CoV-2 env に
よる IL-6 産生に対す
るヒスタチンの影響 
*** p<0.001 vs. env 刺激 



導される、２）P. gingivalis PAMP の IL-6 産生に対する GC の抑制効
果は更に増強されることが示された。また、ヒスタチンは FK506 に
よる NF-AT の転写活性化抑制をより促進することが示唆された。一
方、ヒスタチンは SARS-CoV-2 env と相互作用することにより、NF-

Bの転写活性化と IL-6 の産生を抑制することが明らかとなった。 

免疫抑制薬は過剰な免疫反応や炎症に、また、臓器移植の拒絶反応
を予防するために使用される。炎症誘発性サイトカインには IL-1、
IL-6、腫瘍壊死因子（TNF）があり、これらの発現は NF-Bにより制
御されている 7)。GCと結合した GRは NF-Bの p65 サブユニットと
相互作用し、NF-Bの転写活性を抑制する 8)。実際、IL-6 プロモータ
ーを使用したレポーターアッセイでは、GC は P. gingivalis PAMP 刺
激（NF-B の転写活性化）によるプロモーターからの転写を抑制し
た。ヒスタチンはこれを更に抑制する結果となった（データ不掲載）。
これらは IL-6 の産生においても反映されている（図３）。一方、ステ
ロイド薬以外の免疫抑制薬には FK506 がある。これは FKBP と複合
体を形成後、カルシニューリンによる NF-AT の脱リン酸化が阻害さ 

れることにより、NF-AT は転写因子として機能できなくなる。その結果、T 細胞や NK 細胞の増
殖・活性化と B 細胞の増殖・抗体産生に関わる IL-2 の産生は低下し、FK506 の免疫抑制作用が
示されることとなり、ヒスタチンにはこの作用を更に増強する働きがある（図４）。以上から、
ヒスタチンは薬物の作用や効果に多大なる影響を与えていることが伺える。従って、ステロイド
薬等の口腔内への投与は投与量と頻度を常に考えることが必要且つ重要となる。 

 SARS-CoV-2 の構成要素 envは TLRを介してNF-B を活性化し、炎症性サイトカイン産生を誘
導する。これは COVID-19 の肺炎発症に寄与していると考えられる。重篤な肺炎の治療薬として
DEXが使用されている。DEXは GRに結合すると GRと相互作用していた HSPs は解離するが、
ヒスタチンはこれを更に促進する。その結果、活性化した GRは NF-Bの転写機能を低下させ、
炎症誘発を抑制する。一方、ヒスタチンは env と結合することにより、env による TLR シグナル
の伝達はブロックされ、結果として NF-B の転写活性化は抑制される。以上の様に、ヒスタチ
ンは env による炎症誘発を２つのルートから抑制することが示唆された。これらの知見は、ヒス
タチンの数ある未知の機能の一端を解明した重要な内容である。 

免疫抑制薬は多くの疾患に適応され、使用頻度が高いため、様々な副作用の発現が問題となる。
本研究では、生体内に存在する唾液成分ヒスタチンが免疫抑制薬の効果を促進することについ
て明らかにした。これは免疫抑制薬の副作用軽減に繋がるヒスタチンの新しい知見となる。また、
ヒスタチンは SARS-CoV-2 env による炎症誘発を抑制することが示された。これらは、今までに
ない唾液蛋白質の新規機能であり、ヒスタチンは生体内の重要な生理活性物質であると考えら
れる。今後、更なる唾液蛋白質の機能解明が期待される。 
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