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研究成果の概要：歯周病細菌 Porphyromonas gingivalis が産生するシステインプロテアーゼ
であるジンジパインは本菌の主要病原因子である。ジンジパインが菌体内で翻訳され、菌体表

層でプロテアーゼ活性獲得に至るまで、いくつかの段階があると予想される。本研究ではジン

ジパインの新たな菌体内輸送因子を見つけるとともに、ジンジパイン活性化獲得、菌体表層へ

の局在化には菌体表面多糖が関わることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
４０歳以上の日本人の約４０％が罹患し
ている慢性歯周炎は感染性疾患であり、原因
微生物は偏性嫌気性グラム陰性細菌とみな
されている。 
Porphyromonas gingivalis はそのなかで
ももっとも代表的な歯周病細菌であり、線毛、
リポ多糖、凝集素、プロテアーゼなどの様々
な歯周病原因子を持つ。これらの病原因子の
なかで最も注目されているのが、システイン
プロテアーゼのジンジパインであり、この分
子の菌体内成熟化機構を解析することによ
りP. gingivalisの病原因子制御につながるこ
とを期待した。 
 

２．研究の目的 
(1) Porphyromonas gingivalis が産生す
るジンジパインは本菌の主要病原因子とし
て知られる。このジンジパイン分泌装置はバ
クテロイデスフィラムの代表的分泌機構で
あり、この輸送システムの構成因子、基本的
構造を明らかにすることを研究目的とする． 
 
(2)本菌の線毛、リポ多糖、凝集素など、他の
病原因子の成熟化にはジンジパイン活性が
関与していることが多く報告される。ジンジ
パインは菌体表層に輸送されるだけではプ
ロテアーゼ活性を持ち得ないことから、菌体
表層での活性獲得機構についても明らかに
することを研究目的とする. 
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３．研究の方法 
(1) ベン図解析からジンジパイン輸送関連因
子候補遺伝子を絞り、遺伝学的手法を用いて
変異株を作成、ジンジパイン輸送に影響を与
える遺伝子を同定した。また、生化学的手法
を用いてそれら変異株の性状解析を行った。
近縁菌でも同様の解析を行い、輸送装置の共
通性について解析を行った。 
 
(2) トランスポゾン変異法からジンジパイ
ン活性局在化変異株を得た。トランスポゾン
挿入部位をサザン解析、DNA シークエンス解
析を用いて決定した。変異株の性状解析は以
下の方法を用いた。トランスポゾン挿入部位
が表面多糖合成に関わる遺伝子だったこと
から、菌体表層多糖の精製し、SDS-PAGE に泳
動、そして銀染色をおこない、野生株と比較
した。また、ジンジパインの１つである Kgp
に対する抗体を用いたイムノブロット解析
およびジンジパイン活性測定から、変異株に
おける活性型ジンジパインの局在を決定し
た。菌体表層多糖とジンジパインの親和性試
験を行うため、96 穴 ELISA プレートに菌体表
層多糖をコートし、キメラジンジパインとの
親和性試験(ELISA)を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ジンジパイン菌体内輸送機構 
本研究で新たなジンジパイン輸送関連因子
を見つけ、これらについて現在も解析中であ
る。なお、平成２０年度の学会発表では、こ
れら結果について報告した。 
 
(2) ジンジパイン活性獲得化 
トランスポゾン変異法により、ジンジパイン
の活性化・局在化が異常となる変異株が得ら
れていた。トランスポゾン挿入部位は菌体表
面多糖の合成にあずかる酵素(PGN1255 
ADP-heptose heptosyltransferase）をコー
ドする遺伝子（図１）であり、ADP-heptose 
heptosyltransferaseは大腸菌、サルモネラ菌
では LPSの inner core合成に関わることが
分かっている。 
 
 
 
 
 
そこで、P. gingivalisの菌体表層多糖である
Lipopolysaccharide(LPS)および
Anionicpolysaccharide(APS)の解析を行っ
た。その結果、PGN1255完全欠損株から精
製した LPSではコア合成が不完全であり、
それに続く O抗原の合成も見られなかった
（図２,a）。また、APSに対する特異抗体
（MAb-1B5）を用いたイムノブロット解析か
ら APSが欠失していることが分かった（図

２,b）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,PGN1255完全変異株 2, 野生株 
図２,a:精製 LPSを SDS-PAGEに泳動 
図２,b:抗 APS抗体を用いてイムノブロット 
 
PGN1255 変異株におけるジンジパイン局在
について下記の解析をおこなった。 
ジンジパイン活性測定、抗 Kgp抗体を用いた
イムノブロット解析から、PGN1255 完全欠
損株および挿入変異株ではジンジパインが
菌体にアンカーされず（図３, a）、培養上清
中に放出されている（図３, b）ことが分かっ
た。培養上清中からは前駆体 Kgpが検出され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1, PGN1255変異株 2, 野生株  
3, ジンジパイン完全欠損株 
図３,全菌体(a), 培養上清(b)をSDS-PAGEに
泳動、ジンジパインの１つである Kgpに対す
る抗 Kgp 抗体を用いてイムノブロットを行
った。成熟型 Kgpは 51 kDaに検出される 
 
また、PGN1255 変異株では、ジンジパイン
活性が菌体からほとんど検出されず、培養上
清のみに検出されたことから、ジンジパイン
は LPSまたは APSにより菌体表層にアンカ
ーされることが示された。 
 
次に、ジンジパインの菌体表層多糖への親和
性の有無を確認するため、以下の解析を行っ
た。野生株、PGN1255挿入変異株から、LPS
を精製し、キメラ Kgp（図４）との親和性試

 

図２,a 図２,b 

 

図３,a 図３,b 
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験（ELISA）を行った。野生株から精製した
LPS が濃度依存的にキメラ Kgp と結合する
のに比べ、PGN1255 LPSはキメラ Kgpに対
する親和性が低下していた（図 5）。 
 
 
 
 
 
図４, キメラ Kgp は Kgp のシグナル配列、
プロ領域、プロテアーゼドメインに Rgp (ジ
ンジパインの１つ)の C 末端領域をつないだ
キメラタンパク。キメラ Kgp の C 末端には
精製のためのMycタグが付いている。これを
P. gingivalis内で発現させ精製し、親和性試
験に用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５,96 穴 ELISA プレートに野生株または
PGN1255変異株から精製したLPSをコート
し、キメラ Kgpタンパクとの親和性試験を行
った。 
 
以上の結果から、ジンジパインは前駆体で菌
体表層まで輸送された後、LPS または APS
の菌体表層多糖を介して菌体表層にアンカ
ーされ、ジンジパイン活性型にプロセスを受
ける可能性が示唆された。また、ジンジパイ
ン、凝集素からなるジンジパイン複合体の菌
体表層へのアンカーは LPSまたは APSを介
していることが示唆された。 
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