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研究成果の概要（和文）：本研究では、細菌の生育に関与するジペプチジルペプチダーゼ (DPP)Family-S46ペプ
チダーゼの構造機能相関を解析し、阻害化合物のスクリーニングを実施した。S46ペプチダーゼは基質のN末端の
疎水性アミノ酸残基およびアスパラギン残基に特異性を持つことが明らかになった。さらにS46ペプチダーゼの
立体構造解析によるin silicoスクリーニングの結果、世界で初めてS46ペプチダーゼの阻害化合物を見いだし
た。阻害化合物は大腸菌の生育を抑制せず、歯周病菌の生育を抑制した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the structure-function relationship of dipeptidyl
 peptidase (DPP) Family-S46 peptidase, which is involved in bacterial growth, and screened for 
inhibitory compounds. S46 peptidase shoewd specificity for hydrophobic amino acid residues at the 
N-terminus of the substrate and for asparagine residues. Furthermore, in silico screening of S46 
peptidase by structural analysis revealed the first inhibitors of S46 peptidase in the world. The 
inhibitors had no effect for the growth of Escherichia coli, but inhibited the growth of periodontal
 bacteria.

研究分野：酵素工学、応用微生物学、分子生物学、発酵工学

キーワード： ペプチダーゼ　インヒビター　カイネティクス　立体構造

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
解析対象のS46ペプチダーゼは歯周病原因菌や多剤耐性日和見感染菌の生育に重要な酵素である。加えてヒトは
S46ペプチダーゼの類縁酵素を保持しないことから、本酵素は糖非発酵性病原性細菌に対する新規抗菌薬の有望
な標的因子である。つまり本研究においてS46ペプチダーゼの構造機能相関を解析し阻害化合物の見いだすこと
は、微生物におけるタンパク質の資化機構解明に寄与するだけでなく、歯周病原因菌や多剤耐性日和見感染菌を
抑制可能な創薬開発につながる極めて意義のある研究である。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) Clan PA で唯一のエキソ型酵素であるペプチダーゼの

発見と Family S46 の確立 

当研究グループでは 1994 年にエキソペプチダーゼ活性を

指 標 に グ ラ ム 陰 性 好 気 性 桿 菌 Pseudoxanthomonas 
mexicana WO24 を環境中から単離した。P. mexicana WO24
のペプチド分解機構において、アミノ末端からジペプチド

を遊離するジペプチジルアミノペプチダーゼ（DAP または 

DPP）、カルボキシ末端からジペプチド遊離するジペプチジ

ルカルボキシペプチダーゼ（DCP）およびジペプチドを分

解するジペプチダーゼのジペプチドを遊離/分解する酵素

が協調して作用している。本菌より当時の既存の Family

に属さない DAP BII を分離した (J. Bacteriol. 178, 
6288–6295 (1996))。後に DAP BII は Chymotrypsin など

が属し約 6 万酵素が分類されているペプチダーゼ最大

Clan、Clan PA において唯一のエキソ活性を示す新規

Family S46 に分類され、Family S46 を樹立した (図 1)。 

 

(2) Family S46 ペプチダーゼ DAP BII の構造機能相関解明 

Clan PA において Family S46 がエキソ活性を有する構造機能相関は不明であったため、当研究

グループは DAP BII の構造機能相関の解明に取り組んだ。その結果、世界で初めて Family S46

ペプチダーゼの触媒残基同定（Sci. Rep. 4, 4292 (2014)）および立体構造解析（Sci. Rep. 4, 
4977 (2014); Acta Cryst. F 70, 221 (2014)）に成功した。DAP BII は、Clan PA の触媒ユニッ

トであるダブルβバレル構造と Family S46 ペプチダーゼに特異的なα-ヘリカルドメインで構

成され、2 つのドメインの開閉に伴い触媒ユニット側のアミノ酸残基 Asn215、Trp216 および

Asp674 とα-ヘリカルドメイン側の Asn330 が動いて、基質のアミノ末端を保持/遊離することで

エキソ活性を発揮することが示唆された。 

 

(3) 糖非発酵性グラム陰性細菌に対する狭域抗菌薬の標的因子 

歯周病原因菌 Porphyromonas gingivalis および多剤耐性日和見感染菌 Stenotrophomonas 
maltophilia を含む細菌は、糖ではなくタンパク質やペプチドをエネルギー源とすることから糖

非発酵性グラム陰性細菌と呼ばれ、薬剤耐性を獲得しやすいことが報告されている。そのため、

糖非発酵性グラム陰性細菌に特異的な新規作用機序を有する抗菌薬の開発が望まれる。近年、糖

非発酵性グラム陰性細菌において、S46 ペプチダーゼ群 (DPP7 および DPP11)が生育に重要な役

割を果たしていることが示唆された。ヒトは S46 ペプチダーゼの類縁酵素を保持しないことか

ら、本酵素は糖非発酵性病原性細菌に対する新規抗菌薬の有望な標的因子である。つまり糖非発

酵性病原性細菌由来 S46 ペプチダーゼの構造機能相関を解明することは、歯周病原因菌、多剤耐

性日和見感染菌を抑制可能な創薬開発につながる。 

 

２．研究の目的 

本研究では歯周病原因菌 P. gingivalis および多剤耐性日和見感染菌 S. maltophilia の S46 ペ

プチダーゼを研究対象とし、病原菌由来 S46 ペプチダーゼの網羅的な基質特異性解析およびサ

ブサイトを中心とした構造機能相関の解明を目的とする。研究対象の S46 ペプチダーゼを表 1に

示す。 

 

表 1 研究対象の S46 ペプチダーゼ 

分類(門) Proteobacteria 門 Bacteroidetes 門 

微生物種 /  

病原性 

P.mexicana WO24  

/ 病原性なし 

Stenotrophomonas 
maltophilia 

/ 多剤耐性日和見感染 

Porphyromonas 
gingivalis  

/ 慢性歯周炎 

酵素 PmDAPBII SmDPP7 SmDPP11 PgDPP7 PgDPP11 

 

 

図 1 Clan PA に属するペプチダー

ゼ Family 



 

 

３．研究の方法 

(1) S46 ペプチダーゼの異種宿主発現と精製 

P. gingivalis (Pg) 由来 DPP7、DPP11、S. maltophilia (Sm)由来 DPP7、DPP11 をコードする遺

伝子を pET22b(+)ベクターにクローニングし、大腸菌発現系を用いて発現させる。発現させた DPP

群は各種クロマトグラフィーを用いて均一な精製標品になるまで精製し、各種解析に用いる。 

 

(2) 酵素の諸性質解析とジペプチドを用いた阻害試験 

精製した DPP 群は各種合成基質を用いて基質特異性、酵素学的パラメーターを決定する。合成基

質では基質のバリエーションが限られるため、合成基質分解に対するジペプチド (生成物)の競

合阻害を定量することで、網羅的な基質特異性解析を実施する。 

 

(3) 結晶構造解析 

精製した DPP 群の結晶化条件を検討する。結晶化が得られた DPP 群について X 線結晶構造解析

により立体構造を決定する。結晶化の際に生成物であるジペプチドを添加することで、リガンド

との共結晶構造解析を実施し、基質認識に関する残基を推定する。 

 

(4) リガンド結合時の熱理学的プリファイリング 

等温滴定型カロリーメトリー (ITC)を用いて DPP 群とジペプチド (生成物)の結合時の熱量変化

を測定する。エントロピーおよびエンタルピー変化から DPP 群とリガンド結合様式を推定する。 

 

４．研究成果 

(1)基質特異性の網羅的解析 

S46 ペプチダーゼである DPP7 と

DPP11 は基質 P1 位のアミノ酸特異

性が異なる。DPP7 は疎水性アミノ

酸、DPP11 は酸性アミノ酸を持つ基

質に対して活性を持ち (図 2)、そ

の特異性はPgDPP11の673番目のア

ミノ酸残基によって基質 P1 残基を

認識している。基質 P1 位残基特異

性が解明されている一方で、基質 P2

残基特異性の分子基盤は明らかに

なっていない。本研究では基質P2残

基が異なるジペプチドを用意し、阻

害試験を実施することで、基質P2残

基特異性を評価した。S46 ペプチダ

ーゼは基質 P2 位の疎水性アミノ酸

残基に特異性を示すことが明らか

になった。加えて、親水性アミノ酸

であるアスパラギンに対しても例

外的な強い特異性を示すことが明

らかになった (図 3)。［引用文献①］ 

 

(2)S46 ペプチダーゼの立体構造解

析 

本研究開始当時、S46 ペプチダーゼ

の立体構造は我々が構造決定した

DAPBII および PgDPP11 のみであっ

た。本研究では SmDPP7、SmDPP11、

PgDPP7 の立体構造の決定を目指し

た。SmDPP7、SmDPP11、PgDPP7 の結晶は得られたものの、解析に十分な回折像が得られた酵素は

SmDPP7 のみであり、SmDPP7 の立体構造を最大 1.86Åの分解能で決定した。PgDPP11 に関しては

1.50Åという高分解能な構造決定に成功した (図 4)。［引用文献①、③］ 

 

 

図 2 S46 ペプチダーゼの基質特異性 

図 3 S46 ペプチダーゼの基質 P2 残基の特異性 



 

 

(3)基質 P2 位アミノ酸の認識機構 

(1)で明らかにした疎水性アミノ酸およびアスパラギンへの基質

P2 残基特異性のメカニズムを分子レベルで解析するため、

SmDPP7 と 4 つのジペプチド (Tyr-Tyr、Val-Tyr、Phe-Tyr、Asn-

Tyr)との共結晶構造解析および ITC を用いたジペプチド結合時

の熱量変化測定を実施した。ジペプチドとの共結晶構造解析は例

外的な P2 位のアスパラギン残基特異性が基質ポケット下部にお

ける水素結合ネットワークに起因することを示した (図 5)。さ

らに ITC による熱量力学的解析は Asn-Tyr の結合が結合に有利

な高いエンタルピー変化を示し、水素結合ネットワークによる

P2 位のアスパラギン残基の認識を裏付けした (図 6)。また熱力

学的プロファイリングはジペプチド結合において DPP7 がエンタ

ルピー駆動型、DPP11 はエンタルピー優勢なエンタルピー-エン

トロピー駆動型であるという、相違点を示唆した。［引用文献①］ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)S46 ペプチダーゼ阻害化合物の探索  

(2)で得られた PgDPP11 高分解能な立体構造を用いて、ドッキングシ

ミュレーションを介し、世界で初めてとなる S46 ペプチダーゼの非

ペプチド系阻害化合物を見出した。PgDPP11 の結晶構造は S1 サブサ

イトにクエン酸イオンが結合した状態で得られた。クエン酸イオン

は PgDPP11 の基質である酸性アミノ酸の結合を模倣していたため、

クエン酸イオンを元にファーマコフォアをデザインし、in silico 阻
害剤スクリーニングを実施した。約 400 万の市販化合物を含むライ

ブラリーから選抜された13の候補化合物を用いてPgDPP11に対する

競合阻害試験を実施した結果、PgDPP11 に対して 8.45 µM の阻害定

数 (Ki)を有する非ペプチド低分子化合物 SH-5 が得られた。SH-5 の

PgDPP11 への結合様式は共結晶構造解析により確認された。さらに

SH-5 およびその親油性類似化合物は大腸菌の生育は阻害せず、P. 
gingivalis の成長に対して用量依存的な阻害効果を示した (図 7)。

また、SH-5 は他の病原性細菌由来 S46 ペプチダーゼに対しても阻害

活性を有することが実証された。SH-5 およびその親油性類似化合物 

(NPPB)はS46ペプチダーゼの選択的阻害剤開発のためのリード化合

物として期待される。［引用文献②、③］ 
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図 4 SmDPP7 および

PgDPP11 の立体構造 

図 5 SmDPP7 とジペプチドの立体構造 
図 6 SmDPP7 とジペプチド結合時の

熱量変化 

図 7 非ペプチド系阻

害剤の抗菌作用 
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