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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌ポルフィロモナス・ジンジバリスのIX型分泌装置（T9SS）を構成する成分
タンパク質の発現調節を行うPorXY二成分制御系の調節機構を解析した。レスポンスレギュレータPorXはECFシグ
マ因子SigPと相互作用し、SigPがT9SSの成分タンパク質の遺伝子発現を調節していること、およびセンサーヒス
チジンキナーゼPorYはT9SSで分泌されるタンパク質の一つArtに支配されていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the regulatory mechanism of the PorXY two-component system that 
regulates the expression of component proteins constituting the type IX secretion system (T9SS) of 
the periodontal disease bacterium Porphyromonas gingivalis. It was found that the response regulator
 PorX interacts with the ECF sigma factor SigP, SigP regulates gene expression of T9SS component 
proteins, and Art, which is one of the T9SS cargo proteins, dominates the sensor histidine kinase 
PorY.

研究分野： 口腔病原微生物学

キーワード： 歯周病　細菌　分泌機構　発現調節

  ２版



様 式 Ｃ－１９, Ｆ－１９－１, Ｚ－１９, ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 私 た ち は 歯 周 病 細 菌 Porphyromonas 

gingivalis のジンジパインプロテアーゼな

どの病原タンパク質の分泌機構（IX 型分泌機

構, T9SS）を発見した。T9SS は P. gingivalis

ばかりでなく, バクテロイデーテス門の多

くの細菌に存在する。いままでの私たちの研

究から二成分制御系のセンサーヒスチジン

キナーゼとレスポンスレギュレータと思わ

れる PorY と PorX タンパク質が T9SS の成分

タンパク質の発現を調節している可能性が

示唆された。 

２．研究の目的 

T9SS を構成する成分タンパク質は現在, 15

個同定されているが, それらの大部分のタ

ンパク質の発現調節については porX および

porY 遺伝子が関与することがわかっている

がその詳細については不明であった。今回, 

この発現調節に関わる PorY, PorX, ECF シグ

マ因子の一つである SigP タンパク質, さら

に調節機構において PorY の上流に位置する

と思われるタンパク質Artについて遺伝生化

学的解析を行った。 

３．研究の方法 

(1)porX変異株でのsigP遺伝子の発現の有

無を mRNA レベルとタンパク質レベルで調べ

る。(2)タンパク質レベルであれば, SigP タ

ンパク質を分解しているプロテアーゼがな

にかをプロテアーゼ変異株を用いて調べる。

(3)PorXとSigP間でどのような相互作用があ

るかを in vivo および in vitro で解析する。

(4)SigPシグマ因子がT9SS構成タンパク質の

遺伝子のプロモータ領域に結合するかにつ

いてゲルシフト解析で調べる。(5)sigP 遺伝

子の発現制御を調べる。(6)PorY センサーは

なにを感知するか等, 発現調節において

PorY の上流に位置する因子について調べる。 

４．研究成果 

(1)P. gingivalisにおける PorX および PorY

の菌体内局在：菌体を破砕し, 外膜膜画分, 

内膜画分, 細胞質ペリプラズム画分に分離

し, PorX および PorY に対する抗体を用いた

イムノブロット解析を行ったところ, PorXは

細胞質ペリプラズム画分に, PorYは内膜画分

に存在することがわかった。PorY はアミノ酸

配列内に２つのトランスメンブレンドメイ

ンがあった。 

(2)PorX と PorY との結合：PorX および PorY

の組換えタンパク質を大腸菌にて産生させ, 

精製したタンパク質標品を用いて, 表面プ

ラズモン共鳴法により PorX と PorY との結合

の有無を調べた結果, 乖離定数（KD）が 1.409 

X 10-6 M の結合を示した。この PorX と PorY

の結合が特異的かどうかを調べるため, 他

のセンサーヒスチジンキナーゼである FimS

との結合の有無を表面プラズモン共鳴法に

て調べた。PorXはFimSとは結合しなかった。 

(3)PorYの自己リン酸化とPorXへのリン酸基

転移：[-32P]ATP を用いて PorY の自己リン酸

化と PorX へのリン酸基転移がおこるかどう

かを調べた。その結果, １分以内に PorY の

リン酸化が生じること, さらに PorX の共存

下では時間依存性に PorX へのリン酸基転移

が生じることがわかった。これらの結果から

PorX と POrY が二成分制御系のレスポンスレ

ギュレータおよびセンサーヒスチジンキナ

ーゼであることが示唆された。 

(4)PorXY 二成分制御系は Mn2+依存性：一般的

に二成分制御系の上記の反応には Mg2+あるい

は Mn2+を必要とする。PorXY 二成分制御系で

は PorY の自己リン酸化は Mg2+あるいは Mn2+

のいずれか PorX へのリン酸基転移には Mn2+

を必要とすることがわかった。 

(5)ECF シグマ因子 SigP の関与：PorX の C末

部にはDNA結合ドメインが存在しない。一方, 

本菌の ECF シグマ因子の１つである SigP の

欠損変異株は PorX 変異株および PorY 変異株

と同様に T9SS によるタンパク質分泌が低下

していた。そこでマイクロアレイ解析でどの

ような遺伝子が SigP によって制御されてい

るかを調べたところ, PorX制御下の遺伝子の

多くが SigP によって制御されていること, 

さらにそのなかに PorT などの T9SS 構成遺伝

子が多数含まれていることがわかった。さら

に SigP はそれらの T9SS 構成遺伝子のプロモ

ータ領域に結合することがゲルシフトアッ

セイでわかった。 

(6)porX欠失変異株でのSigPタンパク質の消

失：イムノブロット解析の結果, porX欠失変

異株では SigP タンパク質が完全に消失して



いることがわかった。porX 欠失変異株では

sigP 遺伝子の転写は野生株と比較して減少

していることがわかった。 

(7)PorX と SigP の結合：in vivo での免疫沈

降法および in vitro での表面プラズモン共

鳴法を用いた解析から PorX は SigP と直接, 

結合することがわかった。 

(8)T9SSによって分泌されるタンパク質Art: 

現在, P. gingivalis T9SS によって分泌され

るタンパク質は少なくとも 35 遺伝子産物で

あることが明らかになっている。そのなかの

一つ, Art は約 24 kDa のタンパク質である。

このタンパク質のＣ末端領域を Halo タグと

融合させたキメラ遺伝子を作製し, T9SS構成

タンパク質で外膜に位置する PorN の欠損株

にてこのキメラ遺伝子を発現させた。DTBP に

てクロスリンクを行ったのち, Halo-link レ

ジンにて回収し, SDS-PAGE をおこない, 抗

PorV 抗体にてイムノブロット解析を行った。

その結果, ArtのＣ末端領域は PorVと結合す

ることがわかった。この結果は Art のＣ末端

領域は T9SS によって分泌されるタンパク質

のシグナル領域であることを強く示唆した。

抗 Art 抗体を用いて P. gingivalis野生株お

よび各種の変異株の cell lysate について

SDS-PAGE・イムノブロット解析を行ったとこ

ろ, 35～100 kDa の領域にスメアなバンドが

野生株では検出された。また, T9SS 構成タン

パク質の欠損株である porK, porT および

porU 株, さらに A-LPS の欠損株である porR

および wbpB 株では野生株でみられたスメア

なバンドはみられなかった。この結果は Art

タンパク質が T9SS で分泌され, 菌体表面の

A-LPS に結合することを示唆した。 

(9)Art 欠損株の性状: art 欠失変異株（Δ

art）およびその変異株にプラスミド性に野

生型 art 遺伝子を導入した株（Δart/art+）

を作製し, それらの性状を解析した。本菌は

血液寒天平板上で特徴的な黒色集落を形成

するが, Δart 株は無色の集落を形成した。

Δart/art+株は野生株同様に黒色集落を形成

した。T9SS 構成タンパク質である PorK, PorL, 

PorM について SDS-PAGE・イムノブロット解

析を行ったところ, Δart/art+株は野生株同

様, 検出されたが, Δart 株ではほとんど検

出できなかった。porK, porL, porM遺伝子の

mRNAを測定したところ, Δart株は野生株の

20%以下であった。 

(10)ArtのＸ線結晶構造解析: Artタンパク

質のＸ線結晶構造解析を行った。28 から 161

アミノ酸残基までの構造について分解能

1.4Å で解析できた。その結果, Art はβシ

ートから成るイムノグロブリン様構造を呈

していることがわかった。構造類似性のある

タンパク質を検索したところ, 1 型線毛の

FimH と構造類似性があることがわかった。

FimHは1型線毛の先端にあり, 宿主細胞表面

の多糖体のマンノース残基に結合するタン

パク質であることからArtについてもなんら

かの物質と結合する可能性が示唆された。 

(11)Δart 株からの黒色集落を形成する変異

株の分離: Δart 株を血液寒天平板に塗抹

するとある頻度で黒色集落が出現する。この

表現型復帰株は PorK, PorL, PorM タンパク

質が野生株同様に検出された。表現型復帰株

の複数個についてゲノム解析を行ったとこ

ろ, すべて porY 遺伝子に変異が生じている

ことがわかった。これらの変異により 204, 

241 および 266 アミノ酸残基は他のアミノ酸

に置換していた。また, これらの残基は PorY

タンパク質の細胞質内ドメインに位置した。

この変異 porY 遺伝子の一つをプラスミド性

にΔart 株に導入した株では黒色集落を形成

し, PorK, PorL, PorM タンパク質の発現が検

出された。 
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