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研究成果の概要（和文）：日本人の歯周炎患者にはFimA線毛II型P.	
 gingivalisが多いという報告

から、II型TDC60株の全遺伝子配列解析し、公開した。TDC60株に特異的に発現する分子として、

マイナー線毛分子Mfa1、コラーゲン代謝酵素Dap2,	
 ジペプチダーゼ	
 PepD-2について解析した。

TDC60株では、Mfa1の発現量が多いことを示した。PepD-2の立体構造解析を行い、ベスタチンに

よるPepD-2活性阻害が、菌の増殖をも抑制することを見いだした。P.	
 gingivalisのエネルギー

獲得経路としてのジペプチダーゼの重要性が示唆された。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：Analyzing	
 the	
 genomic	
 information	
 for	
 TDC60	
 is	
 expected	
 to	
 provide	
 

new	
 insights	
 into	
 the	
 mechanisms	
 underlying	
 the	
 onset	
 and	
 progression	
 of	
 periodontitis.	
 

For	
 that	
 reason,	
 we	
 searched	
 for	
 the	
 specific	
 virulence	
 factor	
 in	
 the	
 TDC60	
 strain	
 using	
 

the	
 complete	
 genome	
 sequences,	
 and	
 found	
 higher	
 levels	
 of	
 a	
 dipeptidase	
 PepD-2,	
 a	
 minor	
 

fimbire-1	
 (Mfa1),	
 a	
 collagenolysis-related	
 peptidase	
 Dap2	
 compared	
 to	
 the	
 W83	
 strain	
 

using	
 2-DE	
 and	
 MALDI-TOF	
 mass	
 spectrometry.	
 The	
 crystal	
 structure	
 of	
 PepD	
 showed	
 that	
 

the	
 overall	
 folding	
 and	
 dimeric	
 organization.	
 Bestatin	
 has	
 the	
 ability	
 to	
 

dose-dependently	
 inhibit	
 the	
 P.	
 gingivalis	
 growth.	
 Dipeptidases	
 play	
 a	
 general	
 role	
 in	
 

the	
 final	
 breakdown	
 of	
 peptide	
 fragments	
 produced	
 by	
 other	
 peptidases	
 during	
 the	
 protein	
 

degradation	
 process	
 in	
 P.	
 gingivalis.	
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ィルスの人類への攻撃は激しい。宿主との攻

防の中で、変異を繰り返す細菌/ウィルスとの

戦いに終わりはないように見える。歯周病原

菌であるP.	
 gingivalisもまた変異を繰り返

している菌であることがゲノム解析によって

解ってきた。2001年に米国でW83株(線毛Ⅳ型)

が、2008年に日本の長崎大学のグループが

ATCC33277株(線毛Ⅰ型)のゲノムの塩基配列

解析を終了させており、この２つの株につい

ての比較ゲノム解析により、変異、ゲノム内

での遺伝子組換え、移動が頻繁に起こってい

る菌であることが判明してきている。申請者

のグループは、線毛Ⅱ型 	
 P.	
 gingivalis	
 

(TDC60)のゲノムプロジェクトを開始してお

り 、 こ の 終 了 を も っ て 、 ３ 種 類 の P.	
 

gingivalis株のゲノムを比較することが可能

となる。	
 

	
 生命科学分野の進歩は、ここ数十年の間に

加速度的に発展している。ヒト遺伝子を構成

しているヒトゲノムの塩基配列が明らかに

なったことによって、終了前に想像していた

ように全て明らかになる訳ではなかったが、

生命の仕組み、疾病の機序などの解明に計り

知れない恩恵があることは疑いない事実で

あり、歯周病原細菌 P.	
 gingivalisの３株の

ゲノム情報をもとにした治療法開発に新た

な展開が望めると考えた。	
 

	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 日本人の歯周病患者に多くみられる P.	
 

gingivalis	
 type	
 strain として、線毛 II 型

が圧倒的に多いという報告の一方、健常者口

腔内に多く存在する P.	
 gingivalisが、線毛

Ⅰ型であるという事実は非常に興味深い。ど

のような発現遺伝子が病原性の発揮に関与

し、歯周病発症／悪化にプロテクティブに働

いているのかをゲノム比較することから明

らかにすることが歯周病発症解明への近道

と考えられ、予防/治療法開発に結びつくと

考えられる。すでに終了している線毛Ⅰ型

33277 株およびⅣ型 W83 株 P.	
 P.	
 gingivalis

のゲノム情報とⅡ型 TDC60 株で特異的にみつ

かる遺伝子についての比較情報は、線毛 II

型の病原性解明に強力なツールとなると思

われる。	
 

	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 P.	
 gingivalis	
 TDC60（II 型）全ゲノム

情報を利用した研究	
 

①	
 P.	
 gingivalis	
 TDC60 遺伝子間の関係を検

索する。大きなブロックで組換えが起ってい

る場合、遺伝子発現開始位置がそれぞれの遺

伝子の発現に大きく関与することが考えら

れる。P.	
 gingivalis	
 TDC60 の環境変化によ

り変動する発現遺伝子の探索を行なう。酸素

ストレス、ヘミン存在の有無などの物理的環

境変化による変動遺伝子をプロテオーム解

析する。	
 

②	
 P.	
 gingivalis	
 TDC60（II 型）の病原因子

のクローニングを行う。W83,	
 TDC60 と比較し

た結果、TDC60 においてのみ存在する遺伝子、

発現変動が大きい遺伝子について優先的に

クローニングを開始する。構造解析を目指す

目的から、His や GTS といった tag のないリ

コンビナントタンパク質の大量精製を目指

すため、tag 切り離しが容易な clone 作製を

行う。（Bio-Rad	
 Profina	
 eXact を使用）。	
 

	
 

(2)	
 P.	
 gingivalis	
 TDC60（II 型）抗体作製

に関する研究	
 	
 

①	
 網羅的に作製したモノクローナル抗体の

抗原分子の特定を行う。II 型 P.	
 gingivalis	
 

TDC60 の全タンパク質を免疫し、網羅的に作

製したモノクローナル抗体のうち、多くは

LPS 抗体であったが、他の抗体については抗

原認定が終了していない。ゲノムプロジェク

トの終了と共に、供与可能なクローンと抗体

のデーター整備を行っていく計画であるた

め、抗原決定を行う。	
 

②上記の研究で得られたリコンビナントタン

パク質分子に対する抗体	
 (poly/mono)	
 の作

製を行ない、特定分子群の抗体群を準備する。	
 

③	
 ヒト型単鎖Fv抗体の作製に関する研究	
 

	
 日本大学医学部田中寅彦講師が開発したヒ

ト単鎖Fv抗体のファージライブラリーを用い

て、抗原とのパンニングによりヒト型単鎖Fv

抗体を作製する。	
 

	
 
	
 
４．研究成果	
 

	
 本申請研究内で、歯周病原菌P.	
 gingivalis	
 

II型TDC60株の全遺伝子配列解析が終了し、

NCBI	
 databaseにて公開した。一方、免疫療法

開発のための新規標的分子の探索を目的とし、

W83株、ATCC33277株と比べてTDC60株に特異的

に発現する分子の探索と解析を行った。タン

パク質発現の比較は、二次元電気泳動を行っ

て比較解析し、MALTI-TOF-MSにて同定した。

その結果、TDC60	
 で発現が増大している分子

として、	
 マイナー線毛分子Mfa1、コラーゲン

代謝に関わるDap2,	
 aminoacyl-histidine	
 

dipeptidase	
 (PepD-2)	
 等を同定した。さらに、

TDC60においてのみ存在する遺伝子、或は他株

と比べた時に発現変動が大きい遺伝子につい



て、60遺伝子を選択し、優先的にクローニン

グを行った。	
 

	
 ATCC33277株にて、マイナーな短線毛と呼ば

れるMfa1は、TDC60株では発現量が多く、さら

に、P.	
 gingivalis菌体からの精製法を工夫す

ることによってインタクトな線毛を抽出し、

電気泳動行い、Mfa1はTDC60株においては、決

して短毛ではないことを明らかにした。TDC60

株において、Mfa1は、短毛でもマイナーでも

ないというMfa1線毛の違いが、TDC60株の病原

性との関連性がある可能性が示唆された。そ

こで、TDC60株のII型rFimA	
 とrMfa1分子を抗

原として、数種のモノクローナル抗体とポリ

クローナル抗体（ウサギ血清抗体）を作製し

た。さらに、リコンビナント抗体ScFvの作製

を検討した。	
 

	
 TDC60株で発現量の多いとされるPepD-2は、

Alaに特異性を示すアミノペプチダーゼであ

りながら、遷移金属イオン存在下、carnosine	
 

(β-alanylhistidine)を基質とし、β

-alanineとL-histidineへの代謝活性を有し

ていたことから、生体のヒスチジン含有ペプ

チド代謝に影響を及ぼす可能性が示唆された。	
 

	
 PepD-2の立体構造解析を行った。P.	
 

gingivalis	
 PepDは、M20に分類される酵素で、

二量体分子として構造解析された。（図１）二

量体の構造は、Vibrio	
 alginolyticusのPepD

とほとんどインポーズした分子であった。一

方、mouse	
 CN2のとは同一の反応を触媒する酵

素でM20に分類されるが、基質結合に違いが認

められた。金属元素結合部位は、75His,	
 114D,	
 
145E,	
 168Dであった。アミノペプチダーゼNの阻

害剤として知られるBestatin	
 結合mouse	
 CN2

の構造比較から推定したP.	
 gingivalis	
 PepD

の基質結合部位は、144Eであった。（図２）基

質結合時に、結合部位の隙間が縮まるように

分子に揺らぎが起こるのは、図１に示すよう

に、Doamin	
 AとDoamain	
 Bとの間に構造上存在

しているループによるものと示唆された。	
 

	
 
図1.	
 P.	
 gingivalis	
 PepD二量体の構造	
 

	
 

	
 
図2.	
 P.	
 gingivalis	
 PepDの基質結合部位（ベ

スチン結合と重ねて）	
 

	
 また、図２には、アミノペプチダーゼ阻害

剤として知られるBestatinの	
 P.	
 gingivalis	
 

PepD-2への結合様式を、構造から類推した結

果を示す。この結果をもとに、P.	
 gingivalis	
 

PepD-2の阻害を検討した結果、Bestatin	
 によ

る酵素活性抑制は、PepD-2のAla-アミノペプ

チダーゼ活性への抑制効果は少ないが、カル

ノシナーゼ活性に対する抑制がより強く、LD50	
 

=	
 7	
 nMであった。（図３）さらに、P.	
 gingivalis	
 

の増殖をBestatinが強く抑制する結果が得ら

れた。（図４）	
 

	
 

	
 
図3.	
 rPepD活性のBestatinによる阻害	
 

	
 

	
 
図4.	
 BestatinによるP.	
 gingivalis増殖抑制	
 

	
 

	
 P.	
 gingivalis	
 は、エネルギー源を窒素含

有物質から得ている嫌気性菌であり、ペプチ

ダーゼの役割は重要である。P.	
 gingivalis

の増殖抑制効果が報告されているBestatinの

標的酵素は明らかになっていなかったが、

PepD活性がBestatinで強く阻害されたことか

ら、Bestatinによる増殖抑制にジペプチダー

ゼPepDが関与していることが示唆された。ま

た、Bestatinによる阻害が、基質がCarnosine

の時により強かったことから、P.	
 gingivalis

の利用ペプチドとしてのCarnosineの重要性

が示唆された。	
 



	
 TDC60株のPepD発現は、W83株、ATCC33277

株に比べて多い傾向を示すことから、TDC60

の病原性に関わる可能性も示唆される。	
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