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研究成果の概要（和文）：線毛は細菌の環境や組織への付着、細菌同士の凝集、バイオフィルム形成および病原
性に重要である。V 型線毛はヒト細菌叢の主要構成細菌である Bacteroidota(旧 Bacteroidetes) 門に属する細
菌に特有なものである。我々は歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis のV 型線毛の構成タンパク質のモノマ
ー構造をX 線結晶構造解析し、さらに天然状態の線毛構造をとクライオ電子顕微鏡構造解によって決定した。こ
れによりV 型線毛がプロテアーゼ依存的なストランド交換反応によって根元伸長する構築機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adhesive pili are essential for colonization, biofilm formation, virulence, 
and pathogenesis of many environmental and pathogenic bacteria. Type V pili are unique to bacteria 
belonging to the phylum Bacteroidota (formerly Bacteroidetes), a major member of the human 
microbiota. We have determined the structures of the polymerized and monomeric states of type V pili
  from a periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis by cryo-EM and crystallography. We propose a 
sequential polar assembly mechanism for type V pili at the cell surface, involving protease-mediated
 strand-exchange.

研究分野： 細菌学

キーワード： V 型線毛　歯周病　Bacteroidota 門　クライオ電子顕微鏡　細菌叢　バイオフィルム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
V 型線毛は歯周病及びそれを発端とした全身疾患を引き起こす P. gingivalis の感染に重要な役割を果たす。
明らかになったV 型線毛の構造と構築機構は創薬研究の鋳型として活用ができる。これにより歯周病および関連
疾患の予防・治療に用いる事ができる線毛重合や付着阻害薬の開発が期待される。また、V 型線毛は新規に分類
された線毛であり、細菌線毛の多様性を理解するという細菌学の発展にも貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細菌線毛は細菌の環境中の固体や宿主組織への定着、バイオフィルム形成、そして病
原性に重要な役割を担っている。線毛は 1955 年 Duguid らのグループにより “fimbriae” と
して認識されたのを始めとし (Duguid et al., 1955, J. Path. Bact.) 研究が発展してきた。そして、
細菌線毛は構築機構の違いによってシャペロン/アッシャー型線毛 (type I or P pilus) 、Curli   
線毛、Type IV 線毛、V 型線毛の 5 種に分類され(Hospenthal et al., 2017, Nat. Rev. Microbiol.)、構
築機構、構造、病原性への関与など機能について多くの知見が得られている。また、遺伝子導入、
ナノワイヤー等生体高分子材料としての利用も提案されている。このように細菌線毛の構造や
構築機構の分子レベルの解明はその防除・利用に向け重要な研究課題である。 
 歯周病は 45 歳以上の日本人の半数以上が罹患している慢性感染症であり、歯の喪失だ
けでなく、糖尿病や動脈硬化症、心血管疾患等、アルツハイマーなどの全身疾患との関連が指摘
される。また歯周病は個人の健康問題だけでなく、治療コストなど社会にとっても重い負担とな
っており、予防・治療は重要なテーマである。Porphyromonas gingivalis は歯周病の最も重要な病
原細菌の一つである。P. gingivalis の病原性因子として LPS や線毛、ジンジパインプロテアー
ゼ（Rgp, Kgp）が知られている。なかでも線毛は歯肉溝内への定着、バイオフイルム(デンタルプ
ラーク) 形成に重要な役割を果たしている。P. gingivalis は 2 種類の線毛 Fim (major) 線毛と Mfa 
(minor) 線毛を有しており(Yoshimura et al., 1984, J. Bacteriol、Hamada et al., 1996, Infect. Immun.) 、
これらの線毛は宿主接着分子（インテグリン、ICAM-1）、ケラチン、細胞外マトリックス、唾液
成分と結合する。また、免疫応答分子（Toll 様受容体、補体受容体、CD14、CXC ケモカイン受
容体 4 など）と相互作用し免疫反応を引き起こすことが知られている。さらに口腔レンサ球菌
等の他の口腔細菌と特異的に結合し共凝集することでプラークを形成する (Enersen et al., 2013, 
J. Oral. Microbiol.)。疫学調査から、病原性の異なる P. gingivalis 株間で形態、抗原性の異なる 6
種の Fim 線毛が存在し、線毛抗原型と病原性との関連性も示されている(Nagano et al., 2012, J. 
oral biosci )。 
 Fim 線毛はピリン FimA が数珠状にねじれ重合したものであり、X 線結晶構造・生化
学的解析の結果から、(1) ピリンは NTD、CTD ２つのドメインから成り、 (2) Sec 分泌系依存
的にリポタンパク質として菌体表面に移行する。次に (3) 菌体表面で N 端のβストランドがジ
ンジパイン Rgp プロテアーゼによって切断される。この切断により(4) C 末端ストランドがフ
リップし、この構造変化によって FimA 構造内に疎水性の溝が生じる。(5) その溝に次の FimA 
の C 末端ストランド（ドナーストランド）がはまり込むことで線毛は伸長する、とするモデル
が提案された。このような線毛形成機構は既知の線毛形成機構とは異なることから P. gingivalis 
の線毛とその相同の Bacteroidota 門細菌群の線毛は新規 V 型線毛に分類されることを我々は見
出した（Xu Q, et al., Cell 165(3), 2017.）。 
 V 型線毛には線毛本体であるストークを構成するピリンの他に、菌体表面に線毛を固
定するためのアンカーピリン、先端に付着分子として機能するティップピリンが含まれている。
これらのモノマー状態の構造は X 線結晶構造解析によって同定されたが、重合体（線毛）の構
造は不明であり、どのようにピリン同士が結合しているのか？構造と機能（接着・病原性）がど
のように関連するか？は明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 

ヒト重要病原細菌である P. gingivalis の天然状態で機能的な V 型線毛の構造をクライ
オ電子顕微鏡解析によって近原子分解能で明らかにし、構造生物学的知見から構築機構や付着
機構を解明する。研究成果はV型線毛をターゲットとした細菌定着阻害剤などの開発に繋がり、
歯周病および関連疾患の予防・治療に貢献できると考えられる。また、V 型線毛に分類される線
毛は Bacteroidota 門に属する細菌独自のものであり、P. gingivalis の V 型線毛はモデル分子とし
て、他の V 型線毛研究の指標となり得ると考えられる。このように本研究課題は口腔感染症研
究にとどまらず、細菌の付着に関与する線毛の多様性を理解するという細菌学の発展にも貢献
できると思われる。 
 
３．研究の方法 

P. gingivalis の V 型線毛はアクセサリーピリン質を含み、不均一な構造である可能性
があった。そこで、均一な線毛構造を得るために V 型線毛の試験管内再構成系を構築した。ま
ず、ストークピリン（FimA もしくは Mfa1）をリコンビナントタンパク質として大腸菌の大量発
現系を用いて作成し精製した。これを試験管内で P. gingivalis から精製した RgpB プロテアーゼ
と混合し 37℃でインキュベートすると均一な線毛状繊維が得られた。この試料をクライオ電子
顕微鏡グリッド上に滴下後、液体エタンで急速凍結し、液体窒素温度下でクライオ電子顕微鏡観
察し像を取得した。3〜4 分子のピリンが含まれる長さの繊維像を画像から抽出し、平均化、単
粒子解析法を用いて三次元クライオ電験マップ構築し、これを元に原子モデルを作成した。 



４．研究成果 
(1) P. gingivalis Fim 線毛構造 

FimA のシグナル配列を除いた N 端に His-
tag を融合したリコンビナント FimA（rFimA）を作成
し、RgpB と混合しインキュベートすることで FimA 
を重合させる事ができた。これは P. gingivalis の菌体
から粗精製した Fim 線毛と類似する構造である事が
電子顕微鏡観察により確かめられた（図 1）。この
rFimA 繊維を用いてクライオ電子顕微鏡による単粒
子解析を行い、3.6Åの分解能の立体構造を得た(EMD-
0724)。ここに X 線結晶構造解析によって決定したモ
ノマー状態 FimA 原子モデル(PDB-6JZK)を当てはめ
改変し、FimA が 3 分子結合した線毛原子モデルを構
築した（図 2、PDB-6KMF）。 

モノマー状態の FimA はドナーストランド
が Rgp 切断サイトを有するアンカーストランドのル
ープに抱えられる様に折り畳まれていた（図 2 a）。一
方、重合した FimA では N 端のアンカーストランド
は喪失しており、C 端にあるドナーストランドは腕を
伸ばす様に反転し、隣のピリンで露出した疎水性の溝
を埋める様にドナーストランドが交換され結合して
いた（図 2 b-d）。 
 
(2) V 型線毛構築機構 
 FimA C 末端 1 アミノ酸欠損変異株が線毛重
合不全となることから、ドナーストランドの隣のピリ
ンへの結合が C 末端から始まる事が示唆された。ま
た、この重合不全の FimA は RgpB によってアンカー
ストランドが切断されても膜表面に結合している事
が菌体のドットブロットにより判明した。さらに、重
合した rFimA 繊維の一端に His-tag が存在すること
が免疫電顕から示された。加えて、架橋実験で RgpB 
切断後もアンカーストランドはピリン構造中に保持
されている事が判明した。これらによりピリンはアン
カーストランドによって膜上に保持ながら構築され
る事が示唆された。以上の結果から「プロテアーゼ依
存性のストランド交換によって根元伸長する」V 型線
毛構築機構を新たに提案した(図 3)。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 1. rFimA繊維のネガティブ染色像 
(a) 試験管内で重合した rFimA。(b) 菌体から単離
した Fim 線毛との比較。 

図 3. V 型線毛の構築機構 ① ピリンは Sec 依存的に

内膜(IM) ペリプラズム側に輸送される。IM 上で脂質

が付加されたピリンはシグナルペプチド(オレンジ) の

切断後、リポタンパク質として菌体表面に ABC トラ

ンスポーターを介して移行されると予想されている。

② 菌体表面でピリンは Rgp によって切断され、C 末

端ドナーストランドが反転する。この結果、CTD に疎

水性の溝が現れる。③ CTD の溝に重合相手となるピ

リンのドナーストランドが C 末端から結合する。④ 

ドナーストランドの結合が引き金となり、N 端アンカ

ーストランドからピリン本体が遊離しピリン同士がス

トランド交換によって強固に結合する。⑤ ピリンが根

元から次々に挿入され線毛は伸長する。伸長過程にあ

る線毛は根元に位置するピリンのアンカーストランド

によって膜に保持される。⑥ アンカーピリンが結合す

ると線毛の伸長は停止する。先端にティップが付加さ

れるためにはティップピリンから重合が開始する必要

がある。 
 

4nm

図 2. Fim 線毛クライオ電子顕微鏡マップと原

子 モデル 
(a) モノマーと(b) 重合状態の FimA。(c-e) 
FimA の RgpB 切断後の N 末端(Ala47) から 
C 末端 (Trp383) まで全長の構造が決定でき

た。C 末端は隣のサブユニット内に位置してい

た(e)。  

(c) 

(a)       (b) 

2nm 



(3) 病原性に関与する Fim 線毛上の免疫応答・機能領域 
 重合状態の Fim 線毛構造が明らかになったた
め、Fim 線毛上に存在する免疫応答分子と宿主接着分子の
結合領域の正しい位置関係と構造が決定できた(図 3)。こ
れらは創薬開発の鋳型構造としての活用が期待される。 
 
(4) P. gingivalis Mfa 線毛の構造 (投稿準備中) 

Fim 線毛で確立したリコンビナントピリンを用
いた V 型線毛の試験管内再構成系により、マイナー線毛
ストークピリン Mfa1 を重合させ、構造解析を行った。結
果、約 3 Åの分解能で Mfa 線毛構造が明らかになり、Mfa 
線毛も Fim 線毛同様にプロテアーゼ依存型のストランド
交換によって重合することが示唆された。さらに Mfa 線
毛電子顕微鏡マップ中に金属イオン結合を示す電子密度
が存在し、金属イオン結合型 V 型線毛であることが示さ
れた。結合イオンも ICP 発光分光分析法によって同定でき
ている。一方、イオン結合アミノ酸残基をアラニン置換し
た変異株において、正常に線毛が形成され、構築された線
毛の熱安定性へも影響がなかったため、イオン結合は Mfa 
線毛重合と構造安定性には関与しない事が示唆された。 

Mfa 線毛上には口腔内ストレプトコッカスと結合する領域が同定されている。この領
域の構造は、既知の Mfa1 モノマー状態と本研究で明らかとなった重合状態では異なっており、
線毛として生体内で機能する状態の結合領域構造を明らかにする事ができた。 
 
(5) らせんパラメーターを考慮しないらせん状繊維三次元再構成法 

らせん状に重合した構造体のクライオ電子顕微鏡構造解析では、らせん対称性を考慮
したヘリカルリコンストラクションによって三次元構造を再構成する事が一般的である。当
初、FimA 構造においてもこの手順に従い解析したが、高分解能な構造は得られなかった。
そこでらせん対称性を考慮せず、初期モデルを用いた単粒子解析を行った。この手法は Mfa 
線毛だけでなく、べん毛フック構造解析にも適応する事ができ、らせんフィラメント構造体
の新たな三次元構造再構成法を提案することができた。 

 
以上、本研究は P. gingivalis Fim 線毛をモデルとして、Bacteroidota 門細菌に共通す

る V 型線毛の構築機構モデルを提案できた。歯周病の重要病原細菌 P. gingivalis の感染や病原
性に関与する Fim 線毛と Mfa 線毛のストーク構造解析より、ピリン間の結合領域と疎水性
相互作用による結合様式、線毛上の機能領域の構造と分布が明らかになった。今後これらを
標的とした線毛重合阻害や付着阻害法の開発への展開が期待できる。一方、線毛に含まれる
ティップやアンカーピリンの構造解析は未達成のままである。アクセサリーピリンとスト
ークピリンの共重合体のクライオ電子顕微鏡構造解析によって、P. gingivalis V 型線毛構造
の全貌を解明することが今後の課題である。 

図 3 Fim 線毛上の免疫応答・機能領域 
空間充填モデル(左)とリボンモデル(右)
上に機能領域を示した。 
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