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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9型分泌機構（T9SS）の発現に関わる
PorAはシグナルペプチド－FimH類似領域－CTD領域で構成されるタンパク質である。FimH類似領域はT9SS発現へ
のPorAの関与には無関係であり、CTD[PorA]が機能領域であることがわかった。さらに、CTD[PorA]はPorYセンサ
ータンパク質のペリプラズム領域と結合することがわかった。ペリプラズム内でのCTD[PorA]量が
PorA-PorY-PorX-SigPシグナル経路によるT9SS構成タンパク質群の発現を調節することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：PorA involved in the expression of the type IX secretion system (T9SS) of 
the periodontopathogenic bacterium Porphyromonas gingivalis is a protein composed of a signal 
peptide, a FimH-like domain, and a CTD domain. The FimH-like domain was found to be irrelevant to 
the involvement of PorA in T9SS expression, and CTD[PorA] was the functional domain. CTD[PorA] was 
found to bind to the periplasmic domain of the PorY sensor protein. It was suggested that the amount
 of CTD[PorA] in the periplasm regulates the expression of T9SS component proteins through the 
PorA-PorY-PorX-SigP signaling pathway.

研究分野： 口腔微生物学

キーワード： 細菌　病原性　歯学　歯周病　分泌　調節

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病細菌ポルフィロモナス・ジンジバリスは病原性プロテアーゼであるジンジパインなどの病原因子をT9SSで
菌体表面や菌体外に分泌する。歯周病の治療戦略として本細菌のT9SSを標的とする分子標的薬の開発が有効と思
われる。T9SSの発現を調節する分子機構に関わるPorAタンパク質の詳細な解析は分子標的薬を構築する上でPorA
分子内のどこを標的とする化合物がT9SSを制御する可能性があるかを示唆しており、分子標的薬開発に寄与する
と考えられる。

※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 

ポルフィロモナス・ジンジバリス（以下, ジンジバリス菌）の 9型分泌機構（T9SS）構成タ

ンパク質遺伝子を探索する過程で二成分制御系の遺伝子（レスポンス・レギュレーター遺伝子

porX とセンサー・キナーゼ遺伝子 porY）を発見した。これらの遺伝子の変異株ではジンジパイ

ンなどの T9SS で分泌されるタンパク質の発現が顕著に減少していることからこの二成分制御系

の T9SS 構成タンパク質遺伝子の発現への関与が示唆された。そこで porX 株と porY 株での

T9SS 構成タンパク質遺伝子の発現を調べたところ, 顕著に減少していることがわかった。ま

た, PorX と PorY との関係についてそれらの結合性やリン酸基の受け渡しなどを調べたところ, 

それらは cognate な関係であることがわかった。さらに, PorX は ECF シグマ因子 SigP と相互

作用することがわかり, 二成分制御系 PorXY の下流に SigP が存在し, このシグマ因子が T9SS

構成タンパク質遺伝子の発現を直接, 調節していることがわかった (文献①)。しかし, センサ

ー・キナーゼ PorY の上流にはどのような因子が存在し, シグナリングしているかは不明であっ

た。一方, T9SS CTD をもつタンパク質の遺伝子について網羅的に欠損変異株を作製する過程で

PGN_0123 変異株では T9SS 発現が顕著に減少していることがわかった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は, PorY-PorX-SigP シグナル経路の上流に位置する新規の外膜タンパク質 PorA

による T9SS のフィードバック制御を解明することにあり, その成果を用いて歯周病細菌を始め

とするバクテロイデーテス門細菌の T9SS をコントロールする方法の開発という応用研究に発展

させることにある。 

 

３．研究の方法 

（1）PorA 欠損変異株について, SigP シグマ因子が制御している T9SS 構成遺伝子群の発現の転

写レベルおよび翻訳レベルでの解析。 

（2）PorA 完全欠損株からの T9SS 発現調節機能の復帰変異株の単離とその変異遺伝子の同定。 

（3）PorA タンパク質の外膜上での存在様式およびフィードバック制御の可能性の検討。 

（4）PorA タンパク質の立体構造の X線結晶構造解析。 

（5）PorA タンパク質と相互作用する菌体タンパク質の解析。 

（6）PorA タンパク質内の T9SS 発現調節機能に関わる領域の決定。 

 

４．研究成果 

（1）ジンジバリス菌の黒色色素形成に関与する新規分子 PorA の発見 

我々はジンジバリス菌が新規の分泌機構である T9SS を用いてジンジパインプロテアーゼ

（Rgp, Kgp）などを分泌することを発見した。T9SS は約 20 個のタンパク質から構成される。

我々は, T9SS に含まれる PorP-PorK-PorL-PorM-PorN のクラスター遺伝子, PorT, Sov, および

PorV の遺伝子からの発現が二成分制御系 PorXY およびシグマ因子 SigP により正に調節されて

いることを以前の研究（文献①）で報告している。 

T9SS により分泌されるタンパク質群の C末端側にはアミノ酸配列に共通性のあるドメイン

（CTD）が存在する。ジンジバリス菌における CTD 含有タンパク質は ATCC 33277 株において 34

個存在する。このうち分子サイズの小さい機能未知の分子（PGN_0123）について変異株作製を

試みたところ, 血液寒天培地上での PGN_0123 欠損株の集落では黒色色素形成性が明瞭に減弱し

ていた。ジンジバリス菌の黒色集落形成に関与する遺伝子は①Kgp プロテアーゼ, ②T9SS, ③

A-LPS 生合成, および④PorXY-SigP シグナル伝達に関わる遺伝子に分類できる。PGN_0123 遺伝

子欠失変異株は数回継代すると白色コロニーから黒色コロニーに変化することがあることから, 

上記の遺伝子のなかで調節にかかわる遺伝子の可能性があると推測された。PGN_0123 遺伝子は



本菌種以外に相同性の高い遺伝子がみつかっておらず, また, ジンジバリス菌では PGN_0123 遺

伝子の上流に Omp28 遺伝子があるが, Prevotella 属などの近縁細菌の Omp28 ホモログの近傍の

遺伝子は PGN_0123 遺伝子との相同性が低いことからも, PGN_0123 はジンジバリス菌固有のも

のと考えられた。 

PGN_0123 欠損株が PorXY-SigP シグナル伝達経路に異常があるかどうかはタンパク質や転写

産物の量を比較することで明らかにすることができる。PGN_0123 欠損株およびその相補株につ

いてそれらの性状を解析するとともに, イムノブロット法や Q-PCR 法を用いた解析を行った。

性状解析およびイムノブロット法による解析にて, PGN_0123 欠損株では, ①血液寒天培地上に

て白色コロニーを示すこと, ②血液凝集活性の減弱, ③菌体および培養上清のジンジパインプ

ロテアーゼ活性の減弱, ④PorA, Kgp, Rgp, Hbp35 といった T9SS 分泌タンパク質の分泌の減

少, ⑤PorU, PorK, PorL, PorM などの T9SS 構成タンパク質の減少が認められた。Q-PCR 法によ

る解析にて PorK, PorL, PorM, PorN, PorU, PorV および SigP の遺伝子の転写産物量の減少が

認められた。これらの結果は, PGN_0123 が PorXY-SigP シグナル伝達経路の変異株の表現型と

類似している。つまり, PGN_0123 は PorXY-SigP シグナル伝達経路に位置するタンパク質と考

えられ, PorA と命名した。 

 

（2）PorA 欠損株から得られた T9SS 発現調節機能復帰変異株の解析 

前述のように PorA 欠損株は数回継代すると血液寒天培地上で黒色コロニーを形成する。独立

に得られた黒色コロニーを呈する 2株の全ゲノムシークエンスを行ったところ, 内膜センサー

タンパク質である PorY の細胞質ドメインのヒスチジンキナーゼ付近にアミノ酸置換が生じてい

た。特に多く見られたのが PorYSer266Trpであった。この変異遺伝子を PorA 欠損株に導入すると

導入株の形質は野生型に復帰し, その相補性は PorX 依存性であった。これらの結果から, PorA

は PorXY-SigP シグナル伝達経路において PorY より上流で機能していると考えられた。 

 

（3）PorA タンパク質の菌体表面への輸送 

Hbp35 などの CTD 含有タンパク質は T9SS 依存性で分泌されるので, T9SS 構成タンパク質の欠

損株では CTD 含有タンパク質は菌体の表面に輸送されないことを菌体のドットブロット法で確

認できる。同様に PorA タンパク質が T9SS 構成タンパク質の欠損株で菌体表面に分泌されてい

るか否かをドットブロット法で確認したところ, 意外にも T9SS 構成タンパク質欠損株において

も PorA は菌体表面に輸送されていた。T9SS 構成タンパク質の欠損株での PorA の菌体表面局在

はビオチンラベル化実験においても確認された。これらの結果は PorA の菌体表面への輸送に

T9SS 非依存性経路が存在することを示唆するが, その詳細は更なる検討が必要と思われる。 

 

（4）PorA の CTD と相互作用する分子の探索 

抗 PorA 抗体を用いたイムノブロット解析をすると野生株ではモノマー型の 23 kDa 分子のバ

ンドと 30～70 kDa 分子のスメアなバンドが検出される。後者のスメアなバンドは T9SS にて菌

体表面に輸送され, PorU プロテアーゼによる PorA の CTD 領域の直前での切断の後, A-LPS との

共有結合によって生じたものと思われる。PorA と相互作用する分子として CTD 結合能がある

PorV が予想されていた。PorV は菌体表面で T9SS 分泌タンパク質の CTD 領域と結合し, A-LPS

との共有結合の場である Attachment complex への輸送に関わるシャトルタンパク質と考えられ

ている。そこで, ジンジパインプロテアーゼ完全欠損株から抗 PorA 抗体で免疫沈降し沈降産物

を解析したところ, PorV が共沈された。さらにその共沈作用が PorA の CTD に依存しているか

を調べるために Halo-CTD[PorA]を発現させ, Halo タグ精製した場合においても PorV の共沈を

認めた。これらの結果から, 菌体表面において PorV と結合している CTD 含有型 PorA と CTD を

欠損している A-LPS 結合型 PorA という 2形態があると考えられた。 

 

（5）PorA タンパク質の結晶構造の解析 



大腸菌を用いて PorA タンパク質の結晶構造解析を試みた。

シグナル配列を除いた全長の PorAQ28-K246を大腸菌で発現後, 精

製し, 結晶化を試みたものの良い結晶は得られなかった。そこ

で, 全長の PorAQ28-K246をトリプシン消化後, PorAQ28-R171を調製

した結果, 結晶化に成功した（解像度 1.3Å; PDB ID code: 

6KJK）(右図)。なお, PorA の CTD 領域は D163-K246 なので, 

PorAQ28-R171は CTD 領域をほとんど含んでいない。Dali サーバー

を用いて類似タンパク質を調べたところ, PorAQ28-R171は大腸菌

の 1型線毛の先端タンパク質でマンノース結合性がある FimH

に類似していることがわかった。FimH のマンノース結合部位は

マンノースを挟むような形を示すが, PorA の当該部位は外に広

がるような形をしていた。PorAQ28-R171が何かに結合能があるか

についてはさらなる解析が必要である。 

 

（6）PorA の T9SS 発現調節機能は T9SS 欠損株でも機能する 

T9SS 欠損株では, CTD 含有タンパク質である PorU プロテアーゼが菌体表面に分泌されないた

めに PorA の A-LPS 結合型は存在せず CTD 含有型のみとなる。T9SS 構成タンパク質欠損株でも

PorA が機能的であるか否かを調べた。PorU, PorV, Sov, PorT の欠損株からさらに PorA を欠損

した二重変異株で, T9SS 構成タンパク質の発現が減少するか否かをイムノブロット解析法によ

り調べた。その結果, PorV-PorA-, PorU-PorA-, PorL-PorA-, Sov-PorA-, PorT-PorA-の二重欠

損株では, T9SS 構成タンパク質の発現が減少していた。このことから, CTD 含有型 PorA に

T9SS 発現調節機能があること, また, その機能に T9SS 構成タンパク質の存在が必須でないこ

とが示唆された。また, PorA の CTD が切断される部位は T162-D163 間である。その 2アミノ酸

を欠損した PorA 変異遺伝子を PorA 欠損株に入れると性状が野生型に復帰するが, A-LPS 結合

型のスメアなバンドは検出されず CTD 含有型のみであった。これらの結果から, CTD 含有型

PorA が T9SS 発現調節機能を有することがわかった。 

 

（7）PorA の FimH 類似領域欠損変異株の解析 

PorA の FimH 類似領域に相当する 3 つの部分の変異遺伝子を作製し, それらが PorA 欠損株を

相補できるかを調べた。PorAS68-T70, PorAV107-V109, PorAS141-A149の変異遺伝子は PorA 欠損株を相補

し, A-LPS 結合型も検出されたことから, これらの欠損株での結果からは PorA の FimH 類似領

域に T9SS 発現調節機能があることは示唆されなかった。 

 

（8）PorA の C末端欠損株の解析 

T9SS CTD 含有タンパク質の分泌には C末端の数個のアミノ酸が重要であることが知られてい

る。PorA の C末端欠損遺伝子を作製し, PorA 欠損株を相補するか否かを調べた。PorA の C 末

端の 3アミノ酸欠損遺伝子は PorA 欠損株を相補した。しかし, C 末端 4 アミノ酸欠損もしくは

5アミノ酸欠損遺伝子は相補できなかった。PorA の C末端が 4アミノ酸以上欠損した株では菌

体内で PorA タンパク質が発現していないことから, 相補性の欠如はそれに起因することが示唆

された。そこで C末端 4アミノ酸を, 構造をとらないことが知られている GSGS に置換した

PorA を作製し, 相補できるか否かを調べた。その結果, PorA-GSGS は PorA 欠損株を相補した。

興味深いことに, この相補株では A-LPS 結合型は検出されず, ドットブロット解析にても菌体

表面への分泌が減少していることがわかった。これらの結果から, PorA-GSGS の多くはぺリプ

ラズム内に留まり, T9SS 発現調節機能を発揮している可能性が示唆された。 

 

（9）PorA に結合する菌体タンパク質の探索 

PorA-GSGS がぺリプラズム内に主に位置していることから, PorA が PorY と直接, 相互作用す

 

 
rPorAQ28-R171 結晶構造 



る可能性が示唆された。まず, PorA の G145-T146 間に His タグを挿入した分子を作製した。こ

の PorAG145-His は PorA 欠損株を相補した。PorA-PorK-二重欠損株に PorAG145-His を発現させた

株のライセートから, His タグ精製を行った。その結果, PorA とともに PorV と PorY も回収さ

れた。また, 野生株ならびに PorK 欠損株のライセートから抗 PorA 抗体で免疫沈降した場合で

も PorY の共沈を認めた。逆に PorA-PorK-二重欠損株に PorAG145-His を発現させた株から, 抗

PorY 抗体で免疫沈降した場合では PorA の共沈を認めた。これらの結果から, PorA と PorY の直

接的な相互作用が強く示唆された。 

 

（10）PorA と PorY との結合性解析 

PorA と PorY が相互作用を示すかを調べるために大腸菌のツーハイブリッドシステムを試み

たが相互作用を示すポジティブな結果は得られなかった。大腸菌のツーハイブリッドシステム

では両者が強い結合の場合は検出できるが弱い結合の場合はそうならないことが多い。そこで

大腸菌を用いたプルダウンアッセイを試みた。大腸菌から精製した rPorAG145-His を His タグレ

ジンに結合させたのち, PorY ペリプラズム領域の組換えタンパク質を含むライセートを添加

後, イミダゾールで溶出するアッセイである。その結果, rPorAG145-His の溶出とともに PorY ペ

リプラズム領域組換えタンパク質が溶出された。また, rPorAG145-His をトリプシン消化した

CTD 欠損型のものを調製し, 同様の実験を行うと CTD 欠損型 rPorAG145-His は溶出されるが, 

PorY ペリプラズム領域組換えタンパク質は回収されなかった。このことから, PorA の CTD 領域

が PorY ペリプラズム領域と結合することが示唆された。 

 

（11）キメラ分子による相補性実験 

他の T9SS 分泌タンパク質の CTD 領域が PorA[CTD]と同様な機能をもつかどうかを調べるた

め, T9SS 分泌タンパク質の一つであるジンジパイン RgpB と PorA との CTD 領域のスワップ分子

を作製し, PorA 欠損株の相補性を調べた。すなわち, PorA-CTD[RgpB]および RgpB-CTD[PorA]の

遺伝子を作製し, PorA 欠損株に導入して相補できるか否かを調べた。その結果, RgpB-

CTD[PorA]は相補したが, PorA-CTD[RgpB]は相補しなかった。このことから, PorA の CTD 領域

が特異的に T9SS 発現調節機能を有する可能性が示唆された。さらに, Kgp の膜透過シグナル配

列をもつ Kgp シグナル領域-Halo タグ-CTD[PorA]のキメラ分子も PorA 欠損株を相補した。これ

らの結果からも CTD[PorA]が PorA の T9SS 発現調節機能領域であることが示唆された。 

 

（12）総括 

今回の研究から以下のことが示唆された。すなわち, PorA はシグナルペプチド－FimH 類似領

域－CTD 領域で構成されるタンパク質である。PorA は菌体表面に分泌されたのち, A-LPS と結

合して菌体表面に留まる。FimH 類似領域は T9SS 発現への PorA の関与には無関係であり, 

CTD[PorA]が T9SS 発現調節機能領域である。CTD[RgpB]にはこの機能はない。CTD[PorA]は PorY

センサータンパク質のペリプラズム領域と結合する。 

PorA-PorY-PorX-SigP シグナル経路による T9SS 構成タンパク質群の発現調節はペリプラズム

内での CTD[PorA]の量に依存することが予想され, 今後の解析が待たれる。また, PorA の FimH

類似領域は T9SS 発現には無関係であるが, 菌体表面で何らかの環境中の分子を捕捉している可

能性があり, 今後の課題である。 
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