
愛知学院大学・歯学部・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）

３３９０２

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

歯周病原細菌の線毛構築機序の解明から浮かび上がる線毛構造モデルと未知なる機能

The structure model and function of fimbriae from the periodontal pathogen.

７０４６０５２４研究者番号：

長谷川　義明（Hasegawa, Yoshiaki）

研究期間：

１６Ｋ１１４６６

年 月 日現在  元   ６   ５

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalisの持つMfa1線毛はMfa1-Mfa5タンパク質か
ら構成される。しかし、本線毛の形態形成機序や機能には不明な点が多い。そこで本研究では、Mfa5の輸送機
序、線毛形成との関連、局在について解析し、Mfa1線毛の形態形成機序の全貌を明らかにすることを目的とし
た。その結果、Mfa5が菌体表面での線毛発現に必要なことが明らかになった。また、Mfa5が線毛の最先端に局在
している可能性が示された。さらにMfa5は、タイプIX分泌装置依存的に細胞外に輸送され線毛に組み込まれるこ
と、Mfa3及びMfa4の線毛への組み込みに必要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Mfa1 fimbrial forms are composed of five proteins of Mfa1-Mfa5, but there is
 limited information about their polymerization mechanisms and functions. Here, we evaluated the 
localization and function of Mfa5 in biogenesis of Mfa1 fimbriae. As a result, Mfa5 was necessary 
for expression of intact Mfa1 fimbriae on the cells surface. Mfa5 may be localized at the tip of the
 fimbrial shaft. Moreover, Mfa5 function required T9SS-mediated translocation across the outer 
membrane, and subsequent incorporation into fibers. 

研究分野： 微生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Mfa1線毛の形態形成機序および付随成分の局在を含めた線毛構造の一端が明らかになった。本研究が、Mfa5など
の付随成分の機能を特異的に阻害するような新しい薬剤の開発に繋がることを期待している。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 グラム陰性偏性嫌気性桿菌 Porphyromonas gingivalis は最重要な歯周病関連細菌と目され
ている。近年、本菌は心血管疾患や早産などの様々な全身疾患にも関連することが明らかにな
り注目を集めている。本菌はバイオフィルムの形成に必要な Mfa1 線毛をもつことが知られて
いる。本線毛は mfa1 遺伝子クラスターから発現する Mfa1-Mfa5 タンパク質から構成されるこ
とが明らかにされているが、その形態形成機序や機能には不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 これまで申請者らは、Mfa1 線毛は Mfa1 タンパク質が重合し繊維状構造を形成すること、
線毛先端に付随成分 Mfa3-Mfa5 が結合している可能性を示してきた。さらに、Mfa1、Mfa3
及び Mfa4 がジンジパインにより成熟を受けた後に重合することを示した。本研究では、Mfa5
の輸送機序、線毛形成との関連、局在について解析し、Mfa1 線毛の形態形成機序の全貌を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）mfa5 変異株の作製 
Mfa5 タンパク質の C 末

端には Type IX 分泌装置
（T9SS）により認識される
C-terminal domain（CTD）
及びタンパク質間の相互
作 用 に 関 わ る von 
Willebrand factor A 
domain（vWF）と相同な配
列を有する。そこで、本研
究では、P. gingivalis 
JI-1 株（もう一方の線毛
の欠損株）を親株として、
mfa5 の CTD 及び vWF 領域を削除したΔCTD 株及びΔvWF 株をそれぞれ作製し（図１）、Mfa5 の細
胞外への輸送及び局在化、線毛形成に及ぼす影響を解析した。コントロール株として薬剤マー
カーのみを挿入した mfa5 tetQ 株を作製した。さらに、T9SS の破壊株のΔporU 株を作製した。
これまでの研究で得られている mfa5 欠損株（Δmfa5）及び mfa5 相補株（+mfa5）も使用した。 
 
（２）タンパク質試料の調製  
 各 P. gingivalis の菌株の培養上清及び菌体タンパク質を調製した。さらに、菌体タンパク
質を超遠心により細胞質画分、外膜及び内膜画分に分画した。また、イオン交換クロマトグラ
フィーにより各変異株から Mfa1 線毛を単離・精製した。 
 
（３）Mfa5 の局在及び輸送機序の解明 
得られたタンパク質試料を用いて、抗 Mfa5 ウサギ抗体を使用したウェスタンブロットを行い、

Mfa5 タンパク質の局在を解析した。 
 
（４）Mfa5 の線毛発現における Mfa5 の役割の検討 
各 P. gingivalis の菌株の Mfa1 線毛の菌体表面での発現を Filtration ELISA により解析し

た。1×107菌体をフィルター付きの 96 穴プレートに載せ、抗 Mfa1 線毛ウサギ抗体と反応させ
た。さらに HRP 標識抗ウサギ抗体により反応させ基質を加え OD490を測定した。 
 
（５）付随成分の線毛への組み込みに及ぼす影響 
 各 P. gingivalis 株より精製した Mfa1 線毛を SDS-PAGE にて展開後、CBB 染色を行った。そ
して、Mfa3、Mfa4 及び Mfa5 バンドの有無を判定した。 
 
（６）Mfa1 線毛の糖鎖修飾様式の検討 
 JI-1 株より Mfa1 線毛を精製し、N型あるいは O型糖鎖調製キット（住友ベークライト）を用
いて糖鎖を精製後、LC-MAS にて解析した（住友ベークライトに委託）。 
精製線毛とレクチンとの結合性をレクチンブロットにより解析した。詳細には、JI-1 株から

精製した Mfa1 線毛を SDS-PAGE により展開後、ニトロセルロース膜に転写し、HRP 標識レ
クチン（Lectin Set-HRP1、J オイルミルズ）と反応させた。 
 
（７）線毛タンパク質の結晶構造解析 
 スウェーデンのウメオ大学が中心となって進めている。リコンビナントの Mfa1、Mfa2、Mfa3
及び Mfa5 のタンパク質を精製し、X線結晶構造解析を行った。得られた結果を基にして、重合
に重要と推定されるアミノ酸残基及び領域の変異株を作製し、重合に及ぼす影響を検討した。 
 



４．研究成果 
（１）ウェスタンブロット及び SDS-PAGE による Mfa5 の局在及び輸送機序の解明 
Mfa5 は、JI-1 株では細胞質画分及び精製線毛中に検出された。一方、ΔCTD 株では細胞質画

分に強く検出されたが、精製線毛では検出されなかった。ΔporU 株では、Mfa5 は細胞質画分に
蓄積し分解されていた。以上の結果から、Mfa5 は T9SS 依存的に細胞外に輸送され線毛に組み
込まれること、Mfa3 及び Mfa4 の線毛への組み込みには Mfa5 が必要であることが考えられた。 
 
（２）Filtration ELISA による Mfa1 線毛発現の解析 
JI-1 株と比較してΔmfa5 株の発現量が有意に減少し、mfa5 相補株では発現が回復した。この

結果から、Mfa5 が線毛形成に必要なことが明らかとなった。さらにΔCTD 株では線毛発現量が
減少したことから、細胞表面に Mfa5 が輸送されることが線毛形成に重要であることが分かった。 
 

（３）精製 Mfa1 線毛に含まれる微量成分の解析 
 JI-1 株では明瞭に観察される 130kD 及び 150 kDa
の Mfa5、40 kDa の Mfa3 及び 30 kDa の Mfa4 バンド
が、Δmfa5 及びΔCTD 株では検出されなかった（図
２）。以上の結果より、Mfa5 が Mfa3 及び Mfa4 の線
毛への組み込みに必要なことが明らかとなった。さ
らに、ΔvWF株ではMfa5は検出されなかったが、Mfa3
及び Mfa4 は検出された。この結果から、Mfa5 の vWF
が Mfa3 あるいは Mfa4 を介して線毛先端に結合して
いることが示唆された。 
 
（４）Mfa1 線毛の糖鎖修飾様式の検討 
 線毛中に含まれる糖鎖を LC-MAS により解析した
結果、O 型としてマンノースやガラクトースが検出
された。N型においても同様の糖鎖が検出された。 
一方、レクチンブロットでは、マンノースとの反

応性をもつ ConA との反応が認められた。以上の結果
から、Mfa1 線毛がマンノースやフルクトースなどの
糖鎖により修飾されていることが考えられた。Mfa1
線毛が宿主レクチンと反応する可能性が考えられる。 
 
（５）線毛タンパク質の X線結晶構造解析 
Mfa1、Mfa2 および Mfa3 の結晶構造が明らかにされた。これらの立体構造を基にして形態形成

機序の解明に取り組んだ。JI-1 株を親株として、線毛タンパク質の重合に関係していると予想
される N 末端変異株および C末端削除株を作製し、線毛形成に及ぼす影響を検討した。mfa1 の
C 末端削除株では Mfa1 の重合は全く認められなかった。以上の結果から、Mfa1 タンパク質の重
合には N 末端と C末端のどちらも関与していることが考えられた。 
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国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
 
６．研究組織 
 
研究協力者 
 
〔主たる渡航先の主たる海外共同研究者〕 

研究協力者氏名： 

ローマ字氏名： 

所属研究機関名： 

部局名： 

職名： 
   
〔その他の研究協力者〕 
研究協力者氏名： 
ローマ字氏名： 
 
※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、研究者個人に帰属されます。 


