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研究成果の概要（和文）： 歯周病の主な原因菌はPorpyromonas gingivalisであり、本菌は毒素ジンジパインをくるこ
とで歯周組織を破壊する。予備的実験の結果,  Aepergillus oryzae S-03株を脱脂大豆を用いて個体培養すると, 「毒
素ジンジパイン」に対する阻害物質を産生することを発見した。 この度の本研究を通じて, 脱脂大豆を用いてA. oryz
ae S-03を培養し得られた麹由来のジンジパイン阻害剤の分子量は, 3, 000～10,000であり, クロロホルムや酢酸エチ
ルには溶解しないが, 水には可溶であった。また, 100℃, 10 minの熱処理でも全く阻害活性は失われなかった。

研究成果の概要（英文）： Periodontitis is a bacterial infection disease, which is caused orally. The 
pathogen is mainly Porphyromonas (P.) gingivalis and leads to the destruction of gingival connective 
tissues and, occasionally, to the loss of teeth. Although a few kinds of antibiotics are widely accepted 
for its treatment, its use has led to the appearance of drug-resistant bacteria as well as to side 
effects in the human body. We have demonstrated that inhibitory substance against gingipain as a 
virulence factor of P. gingivalis were contained in the fac-removed koji of A. oryzae S-03. The gingipain 
inhibitor was largely present at the fermentation of the S-03 strain at 26 h through 42 h. The inhibitory 
activity was not lost even with heat treatment at 100 C for 10 min. The molecura size of the inhibitor 
has been suggested to be 3,000-10,000. It should be also noted that the gingipain inhibitor quenches 
considerably the absorption of hemoglobin to the cell of P. gingivalis.

研究分野：薬品資源学
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１．研究開始当初の背景 

 日本国民の８割が罹患している「歯周病」

は, 歯肉, セメント質, 歯根膜, 歯槽骨から

成る「歯周組織」に細菌が感染して起きる

慢性疾患である。歯周病を引き起こす主な

細菌は, 増殖するのに酸素を嫌う「偏性嫌

気性細菌」として知られる Porphyromonas 

(Pg) である。 
Pg は歯と歯茎の間の奥深くに侵入し, 

「ジンジパイン(gingipain)」と呼ばれる毒素

を分泌しながら, 歯周組織を破壊しつつ, 
血管内に侵入する。侵入した Pgは, 動脈硬

化を引き起こすとともに, ジンジパイン毒

素が TNF-の過剰生産を促すことで, イン
スリンの働きを阻害する結果, 糖尿病を発

症または増悪化させる。更に, Pg は, 強烈

な口臭, 誤嚥性肺炎, 関節リウマチ, 早産
等の原因ともなることがわかってきた。 

ジンジパインは, タンパク質分解酵素

（プロテアーゼ）の一種であり, ペプチド

切断部位が異なる２種類のジンジパインの

存在が知られている。1 つは Arg-X を, 他

のひとつは Lys-X を切断する酵素であり, 

Pg菌体表面の他, 細胞外に存在する。両ジ

ンジパインは, 協力しながらタンパク質を

分解し, 歯周組織を破壊していく。 

他方, ジンジパインは, Pg における病原

性の大部分を担うので，ジンジパインに対

する阻害薬を開発すれば, Pgの病原性を消
失できる。一方, ジンジパインは, Pg 菌自

身が生きるために必要な酵素でもあること

から，GP-Inhibitorが存在すると, Pgは増殖
できない。したがって, 抗生物質としての

機能も果たすことになる。 

現在, 歯周病の臨床治療に, テトラサイ
クリンやミノサイクリンが使われている。

ただし, これらの「抗生物質」は, 他の口腔

内細菌の増殖も同時に阻害するので, 口腔
内細菌叢を乱すと共に, 薬剤耐性菌を出現

させるリスクを負う。しかも, ミノサイク

リンは, 腹痛, 下痢, めまい, 頭痛, 嘔吐の
ほか, 眼と皮膚の黄変, 咽頭炎, 視覚症状, 

精神症状等も引き起こすので, これら抗生

物質に代わる, 安心安全な歯周病治療薬の
開発が急務となっている。 

研究代表者は, 平成20年4月から平成23

年 3 月までの 3 年間, 文部科学省・都市エ
リア産学官連携促進事業 (発展型)・杉山プ

ロジェクトを推進し, 以下の成果を得た。 

すなわち, 脱脂大豆を用いて麹菌を固体
培養すると, その醗酵産物中にジンジパイ

ン活性を強力に阻害する物質（GP-Inhibitor

と呼ぶ）が生ずることを発見した。そこで, 
「歯周病の予防及び治療」を目的とした発

明として, 特許を出願した (名称：「抗菌組

成物およびその利用」: 特願 2010-248633)。
その後, JST による国際特許出願の支援が

決定した。このことは, GP-Inhibitorの化学

構造や諸性質が明らかになれば, 特許性も
強くなり, かつ, 薬剤耐性菌を出現させな

いための「歯周感染症治療薬」を開発する

際の「リード化合物」となり得る。 
 

２．研究の目的 

上述のごとく, 研究代表者は, 醸造用麹

菌株を固体培養すると, 歯周病の起因菌と

して知られる Pg のつくる「毒素ジンジパ

イン」に対する阻害物質を産生することを

発見した。この阻害物質 (GP-Inhibitor) は, 

細菌の病原性を強く抑えるが, 抗生物質と

は異なり, 菌の増殖を阻害しないので, 耐

性菌を生じさせないというメリットを持っ

ている。 

そこで, 本研究では, 本毒素の活性を阻
害する「歯周感染症予防治療薬」の実用化

を最終的な目標として掲げ, 麹菌が産生す

る GP-Inhibitor の性質を明らかにし, かつ, 
その作用機序の解明を行うとともに, 実用

化に当たっての, 本物質の安全性を検証す

ることを目指した。 
 

３．研究の方法 

予備実験として, 麹菌の最適培地を検討
した。その結果, 大豆, しかも, ヘキサン処

理して脂肪分を除いた「脱脂大豆」を培地

として, 麹菌の分生子を接種し, 一定時間
培養し, 得られた麹醗酵産物中に, 強力な

ジンジパイン阻害活性が見出された。通常, 

清酒製造用の麹菌 Aspergillus (A.) oryzaeは
アミラーゼ活性の強い麹菌が使用される。



ところが,  アミラーゼ活性よりもプロテ

アーゼ活性の強い A. oryzae S-03株を用い
ると, ジンジパインインヒビターが多く産

生されることが示唆された。そこで, 本研

究では, 以下のことを実験項目として掲げ
た。 

(1) 麹菌の仲間である S-03 株以外の A. 

oryzae, A. sojae, A. luchuensis, A. 
luchuensis mut. kawachii の４種類を用

い, 各種麹原料（穀類・豆類）の組み合

わせにより調製した麹抽出液中の

GP-Inhibitor量を調べ, A. oryzae S-03株

と比較する。 

(2) 生産性の高い麹菌を選別し, 脱脂大豆
で固体培養した麹菌の醗酵産物から, 

GP-Inhibitor を効率よく精製する方法を

確立する。 
(3) GP-Inhibitor の物理化学的, 生化学的諸

性質と作用機序を解明する。特に, GP 

inhibitor が, Pg へのヘモグロビンの結

合能に影響を及ぼすか否かを調査する。 

(4) 実験動物を用いた急性毒性試験と, 変

異原性試験により, GP-Inhibitor の安全

性を検証する。 

(5) 上記の各麹醗酵抽出物中に含まれる Pg

に対する抗菌活性（抗菌物質）の存在を

検証する。 

 

４．研究成果 
歯周病の主な原因菌 Porphyromonas 

gingivalis （Pg）は偏性嫌気性細菌である

ため, 歯と歯茎の間である歯周ポケットに
侵入し, 歯周組織を破壊する。その結果と

して歯周ポケットは炎症を起こす。その際, 

ジンジバリス菌は放出されたヘモグロビン

の鉄イオンを摂取し, それを栄養素の１つ

として増殖に利用していると考えられてい

る。 
確認のための再実験でも, 脱脂大豆を培

地として麹菌を固体培養すると,  麹菌が

Pg のつくる毒素ジンジパイン(GP)に対す
る阻害物質（GP inhibitor）をつくることが

明らかになった。 

そこで, 脱脂大豆以外に, 空豆, 米, ピー
ナツ, 醤油原料（大豆と小麦の混合物）, 麦, 

丸大豆を培地としし , ４種類の麹菌（A. 

oryzae, A. sojae, A. luchuensis、A. luchuensis 
mut. kawachii）で調整した各種麹抽出液の

ジンジパイン阻害活性を調べた。その結果, 

A .oryzae S-03 株を使った麹抽出液中には
他の３菌種と比べ, より高いジンジパイン

阻害活性が認められた。また, S-03 株にお

いては, 脱脂大豆より, 醤油原料 (大豆と
小麦の混合物)を培地として用いた方が, 

麹抽出液中のジンジパイン阻害活性が高か

った。ただし, 後者を培地として用いた場

合に生成するジンジパイン阻害物質は,高

分子性と推定され, しかも熱に不安定であ

った。以後, 麹の原料は脱脂大豆を用いた。 

租精製した脱脂大豆を原料とした A. 

oryzae S-03麹由来 GP-inhibitorの分子量は

3, 000～10,000 であり, クロロホルムや酢

酸エチルには溶解せず, 水に可溶であった。

また, 100℃, 10 minの熱処理でも活性が失

われなかった。 

次に, GP inhibitorが, Pgへのヘモグロビ

ンの結合能に影響を及ぼすか否か調査した。

その結果, Pg菌とヘモグロビンとの結合阻

害率は, 醗酵させない（麹菌を接種しない）

脱脂大豆エキスに比べ, 脱脂大豆を麹菌で
醗酵させて得た抽出物の方が有意に高かっ

た。 
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この結果から, 脱脂大豆麹に含有される

GP inhibitorが, Pgへのヘモグロビンの結合
を阻害すると示唆される。 

一方, GP inhibitor は, 熱安定性が高いこ

とから, 食品素材（一例として：パン生地）
に対し, 醤油原料（脱脂大豆＋小麦）に麹

菌を摂取し得られたエキス（醤油麹エキス

と呼ぶ）, もしくは脱脂大豆に麹菌を摂取
し得られた脱脂大豆麹エキスのいずれかを

添加してパンを製造し, 製パン中に含まれ

る GP 阻害活性を調べた。その結果, 未醗
酵の脱脂大豆エキスと比べ, 麹菌を接種し

て製造した脱脂大豆麹エキスの方が, GP 

inhibitor 活性は高いことが実証された。即
ち , 脱脂大豆麹エキスに含まれる GP 

inhibitor は, 機能性食品の製造に利用でき

ると言える。 
次に, GP inhibitorの変異原性を評価した。

具体的には, 「ウムラック AT」を用いて脱

脂大豆麹エキス及び醤油麹エキスの変異原 

性の有無を調べた。その結果, 両エキスに

変異原性は認められなかった。さらに, Pg

を被検菌として, 抗菌活性を評価した結果, 

S-03 株を用いて各種麹原料を醗酵させる

と, その原料のすべてに抗菌活性が認めら

れた（表１）。 

表 1. 各麹の Pg抗菌活性（阻止円 ｍｍ） 
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