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研究成果の概要（和文）：細菌の病原因子の多くは、細菌のもつ分泌機構により分泌される分泌

タンパク質である。従って、細菌の分泌装置の制御は病原性の制御につながることから、様々

な病原細菌において分泌装置の解析が行われてきた。本研究では、これまで未知であった、ポ

ルフィロモナスジンジバリスを代表とする歯周病原細菌の分泌装置関連分子を明らかにすると

ともに、その分泌装置の発現調節に関わる分子をも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis is an oral anaerobic Gram-negative 
bacterium, which is implicated in periodontal pathogenesis. Most of proteolytic activity of 
extracellular and cell-surface proteinase are derived from cysteine proteinase named 
gingipains. We found a novel protein secretion system in bacteria of the phylum 
Bacteroidetes, which is responsible for secretion of virulence factors such as gingipain 
proteinases produced from the periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis and is 
linked to bacteroidete gliding motility that is distinct from other well-studied forms of 
bacterial movement.  
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１．研究開始当初の背景 
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。バクテロイデスフィラムに位置するグ
ラム陰性偏性嫌気性細菌  Porphyromonas 
gingivalis は最も代表的な歯周病細菌であ
り、様々な病原因子を持つ。なかでも、菌体
表面、菌体外に存在する強力なプロテアーゼ

であるジンジパイン（ペプチド切断部位特異
性の異なる  Arg-gingipain (RgpA, RgpB) 
と Lys-gingipain (Kgp) がある）は自身も病
原因子となるだけでなく、そのプロテアーゼ
活性でもって、本菌の持つ凝集素，線毛など
の他の病原因子の成熟にも深く関わる。
Porphyromonas gingivalis は既知の分泌装
置をゲノム上にコードしておらず，ジンジパ
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インの分泌機構はこれまでに報告されてい
るものとは異なることが予測された．他菌種
とのベン図解析および遺伝学的手法から、新
規の Por 分泌機構(PorSS)を用いていること
が明らかとなった．この分泌機構はバクテロ
イ デ ス フ ィ ラ ム
（ Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
グループ）の Flavobacterium johsoniae 細菌
の滑走運動に関わる装置と類似性があり,病
原性への関与という点だけでなく、生物学的
にも大変興味深い分泌機構と思われる。 
 
２．研究の目的 
(1) 歯周病菌 P. gingivalis の PorSS について 
本研究の目的はジンジパインが輸送経路で、
どのようなプロセスを受け、どの段階で活性
を獲得するのかを明らかにしていくととも
に、PorSS をバクテロイデスフィラムの代表
的分泌機構として、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) 滑走運動菌 F. johsoniae について 
PorSS のオーソログ遺伝子は F. johsoniae に
も存在し、それらは滑走運動に関わることが
分かっていた。これらの滑走能欠損株ではキ
チナーゼ活性の低下もみられるが、これはキ
チナーゼの分泌低下によるものか解析をお
こなう．バクテロイデスフィラムに保存され
る PorSS の基本的構造・機能を明らかにする
ため、タンパク質分泌と滑走運動の関係性に
ついても解析をおこなう． 
 
３．研究の方法 
(1) 歯周病菌 P. gingivalis の PorSS について 
トランスポゾンミュータジェネシスを用い
て、ジンジパイン分泌に関わる分子として
PorTを同定した。P. gingivalis が属するバ
クテロイデスフィラム内での他菌種とのベ
ン図解析および遺伝学的解析から新たに 10
分子がジンジパイン輸送に関わることが明
らかとなった。このうち、two component 
system の response regulator および sensor 
histidin kinase に相同性のある２分子 PorX, 
および PorY について変異株を作製し、野性
株とのマイクロアレイ解析を比較すること
により、どの遺伝子発現の発現に関与してい
るのか明らかにした。それ以外の PorP, PorK, 
PorL, PorM, PorN, PorQ, PorU, PorW を含
め、各々変異株についてジンジパインを測定
するとともに、PorP, PorK, PorL, PorM, 
PorN 分子については抗体を作製し、菌体内
局在解析をおこなった。 
 
(2) 滑走菌 F. johsoniae の PorSS について 
porT遺伝子のオーソログ遺伝子 sprTについ
て、F. johnsoniae で変異株を作製し、滑走

運動能、キチナーゼ分泌に影響を与えるかど
うかを検討した．野生株と gldT変異株の培
養上清タンパク質を SDS-PAGE に泳動，クマ
シーブリリアントブルー（CBB）染色し，野
生株にあり、gldT変異株ではみられないタン
パク質バンドについて質量分析を用いてタ
ンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 歯周病菌 P. gingivalis の PorSS について 
以前，血液寒天培地上で白色集落を形成する
porT 変異株の解析をおこなった。porT 変異
株は Rgpおよび Kgp活性ともほとんど検出さ
れず、菌体内にシグナル領域を除く、高分子
量 (180 Kda) のジンジパイン前駆体が蓄積
していることから、PorT タンパクはジンジ
パインのメンブレントラフィッキングに関
与することが示唆された。この遺伝子のオー
ソログは近縁の Bacteroides属には存在せず、
Cytophaga hutchinsonii, Flavobacterium 
johnsoniae には存在する。そこで、 P. 
gingivalis, Cytophaga hutchinsonii, 
Bacteroides thetaiotaomicronの 3菌種の全
ORFについてベン図解析を行った（図 1）。 
 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
PorT 遺伝子が含まれる領域の 56 ORF につい
て変異株作成を試み、血液寒天培地上で白色
集落を形成する変異株を 10 株得た（図２）。 
図２ 

 
これらには(a)two-component system 関連遺
伝子、(b)C. hutchinsoniiの滑走運動関連遺
伝子オーソログ遺伝子群が含まれており、い
ずれの変異株においてもジンジパイン活性

PGN Putative function F. johnsoniae 

0022 Conserved hypothetical protein Fjoh1556 

0645 Conserved hypothetical protein Fjoh2755 

0832 Gliding motility protein SprA CFjoh1653  sprA 

1019 Response regulator Fjoh2906     

1674 Gliding motility protein GldM  Fjoh1855   gldM 

1675 Gliding motility protein GldL  Fjoh1854   gldL 

1676 Gliding motility protein GldK  Fjoh1853   gldK 

1677 Conserved hypothetical protein Fjoh3477 

1877 Gliding motility protein SprE Fjoh1051   sprE 

2001 Sensor histidine kinase Fjoh1592 

 



 

 

が低下していた（図３）。特に C. hutchinsonii
の滑走運動関連遺伝子オーソログ遺伝子変
異株においては P. gingivalis porT 遺伝子
変異株と同様にジンジパイン活性が殆ど検
出されず、高分子量ジンジパイン前駆体の蓄
積がみられ、ジンジパインの輸送分泌に関わ
ることが示唆された． 
 
(a)two-component system関連遺伝子 
タイリングマイクロアレイを用いて、野生株
およびレスポンスレギュレーター porX 変異
株の遺伝子発現を比較したところ、porX 変異
株で野生株と比較して，２倍以上発現が低下
しているものの中には、porT を含め、C. 
hutchinsonii の滑走運動関連遺伝子オーソ
ログ遺伝子が含まれていた。リアルタイム 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR においてもこのことが確認された（図
４）．porX を含めた調節系により、ジンジパ
イン分泌機構の発現調節がおこなわれてい
ることが示唆された。 
 
図４ リアルタイ PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b)C. hutchinsoniiの滑走運動関連遺伝子オ
ーソログ遺伝子群 
これらは全て膜タンパク質であった。とくに、

porK, porL, porM, porN遺伝子はクラスター
を形成していることから、お互い何らかの関
わりを持って機能していることが示唆され
た．BN-PAGE 解析および LC-MSMS 解析から，
PorK,PorL, PorM, PorNは界面活性剤(1% DDM)
に抵抗性の高分子複合体を形成することが
示された． 
 
(2) 滑走菌 F. johsoniae の PorSS について 
C. hutchinsonii にみられる滑走運動関連遺
伝子群は F. johnsoniae にも存在し， F. 
johnsoniae ではこれら遺伝子群の変異株に
ついての解析が多数報告されている。そこで、
逆に F. johnsoniae において porT オーソロ
グ遺伝子  (sprT) 変異株を作製し、 F. 
johnsoniae の滑走運動能を観察したところ、
F. johnsoniae sprT 変異株では滑走運動能が
失われ，この変異株に sprT 遺伝子を相補さ
せた株では滑走運動能が回復した（図５）。 
 
図５ 栄養飢餓倍地上での滑走運動 
 
 
 
 
 
 
 
また、F. johnsoniae の滑走能欠損株および
sprT 変異株のキチナーゼ活性を比較したと
ころ、sprT変異株ではキチナーゼ活性が低下
していた（図６）． 
 
図６ キチナーゼ活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、上記２株において培養上清中のタンパ
ク質を SDS-PAGE および質量分析により比較
したところ sprT 変異株ではキチナーゼをは
じめ、滑走運動に関わる SprB のタンパク質
が検出されなかった（図７）．キチナーゼ活
性の低下はキチナーゼタンパク質の分泌の
低下によるものであることが分かった。SprB
は菌体表層に局在し，滑走運動に関わること

Kgp (culture supernatant)

0
20
40
60
80

100

R
el

at
iv

e 
ac

tiv
ity

 (%
)

Kgp (whole cell)

0
20
40
60
80

100
120

Rgp (whole cell)

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100 Rgp (culture supernatant)

W
T

po
rP

po
rK

po
rL

po
rM

po
rN so
v

po
rW

po
rU

po
rQ

po
rX

po
rY

gp
 rg

pA
 rg

pB
ジンジパイン活性

 

0

0.5

1

1.5

2

porP porK porL porM porN porT sov

R
e

la
tiv

e
 Q

u
a

n
tit

y

WT

porX

porX/porX+

 

WT sprT sprT sprT+

1mm

 

W
T

sp
rT

sp
rT

/s
pr

T+
gl

dJ W
T

sp
rT

sp
rT

/s
pr

T
+

gl
dJ

cell supernatant

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

U
ni

ts
/m

l

4-MU-(GlcNAc)2 4-MU-(GlcNAc)3

W
T

sp
rT

sp
rT

/s
pr

T+
gl

dJ W
T

sp
rT

sp
rT

/s
pr

T
+ gl
dJ

cell supernatant  



 

 

が分かっている分子である．sprT 変異株にお
いて、SprB が菌体表層に局在しているか、抗
体を蛍光色素で標識し、蛍光顕微鏡下で観察
した（図８）。 
また、PorK, PorL, PorM, PorNのオーソログ
をもち、これらの分子は F. johnsoniae にお
いてもキチナーゼタンパク質および滑走運
動関連分子のタンパク質分泌に関わってい
ることが示唆された。PorSS は Bacteroides 
phylum に属する菌に見られるシステムであ
り、この分泌装置の制御は Bacteroides 
phylum に属する他の病原細菌の制御にも応
用できるものと考えられる。 
 
 
 
図８ 
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