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研究成果の概要（和文）：偏性嫌気性菌Porphyromonas gingivalisは成人性歯周炎の起因菌とされている。本菌の病原
因子は数多く報告されているが、未知の因子も多く存在すると思われる。これまでに私たちの研究グループではTapA, 
TapB, TapCは宿主内で発現が上昇する新規病原蛋白であることを示した。これらの蛋白については報告が少なく、その
機能や発現調節機構についても不明であった。そこで本研究では、菌体の表面蛋白であるTapA, TapCに着目し、これら
の蛋白が宿主に与える影響について検討した。

研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis is one of the most etiologically important microorganisms
 in periodontal disease. Although many studies have reported about virulence factors of P. gingivalis, exp
ression of P. gingivalis in in vivo lesion is not completely understood. We reported in a previous study t
hat TprA, TapA, TapB and TapC proteins are cooperatively involved in P. gingivalis virulence. However, fun
ction of these proteins are not certain. Then we focused on surface proteins TapA and TapC and investigate
d for effect to host cells.
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１．研究開始当初の背景 
慢性歯周炎は４０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

失の最大原因である。偏性嫌気性グラム陰性

細菌 Porphyromonas gingivalis が慢性歯周
炎のもっとも重要な原因細菌の１つと考え

られている。P. gingivalisの歯周病原因子と
しては LPS、線毛、プロテアーゼ等が知られ
ているが、中でも本菌の菌体表面および菌体

外のプロテアーゼ活性の大部分を占める

Rgp プロテアーゼと Kgp プロテアーゼは間
質破壊や歯周ポケット形成を引き起こす。ま

た、各種のサイトカイン分解活性、好中球レ

セプターの破壊、補体系の活性化あるいは分

解など生体防御反応を不活化する能力があ

る。 
Rgp プロテアーゼや Kgp プロテアーゼは世
界的に多くの研究が行われてきた。一方で、

本菌の病態形成については、これら以外にも

数多くの病原因子が存在し、宿主内で多くの

蛋白を発現していると考えられる。そこで宿

主内で発現が上昇する新規病原因子の探索

を目的に、マウスに接種した菌と培地で培養

した菌について、それぞれの菌体タンパク質

を二次元ゲル電気泳動法で展開し、プロテオ

ーム解析を行った。その結果、TprA、TapA
は宿主内で発現が上昇するタンパク質であ

ることを明らかにした。さらにマウス膿瘍試

験において tprA 変異株の病変形成率は低下

しており、TprAは病原性に強く関与している

ことが示唆された。(Yoshimura et al., Oral. 
Microbiol. Immnun., 23: 413-418)。 
また TprA には TPR ドメインが３つ存在し、

このドメインは他の蛋白質と結合すること

が知られている。TprAは他に機能的なモチー

フをもたないこと、ペリプラズムに局在する

ことから、TprAは他のペリプラズム蛋白ある

いは膜蛋白と結合し機能発現すると考えら

れた。実際にリコンビナント蛋白を用いて免

疫沈降法や Biacore で分子間相互作用を解析

した結果、TprA とペリプラズム蛋白である

TapB に特異的な結合が認められた。同様に

TprAと膜蛋白である TapAについても解析し

特異的な結合が確認できた。しかし TapC に

関してはリコンビナント蛋白を得ることが

できなかったため、これらの解析を行うこと

ができなかったが、推定アミノ酸配列より

TapAとTapCは相同性が高く同様の機能を持

つものと考えられる。 

そこで TapA, TapB, TapC の病原性への関与

を検討するため、それぞれの遺伝子変異株を

作製し、マウスに接種した。特に tprA変異株

と tapA-tapB-tapC三重変異株の死亡率は著し

く低下しており、これまでの結果から TprA

は TapA, TapB, TapC と協調して病原性に関

与していることが示唆された（Kondo et al., 

Infect. Immun., 78; 2846-2856）。 

 
 
２．研究の目的 
TapAおよび TapCはRgpプロテアーゼやKgp

プロテアーゼとともに CTD family protein で

あることが報告されている。近年、CTDにつ

いては数多くの研究がなされ、CTD family 

protein は P. gingivalis の Type IX secretion 

system (Sato et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 

107: 276-281)によって分泌され、糖鎖修飾を

介して菌体表面に局在すると考えられてい

る。私たちのこれまでの研究結果もこれらの

事実と一致している。さらに病原性蛋白の多

くはこの CTD family protein であることも報

告されている。このことからも TapA および

TapC は直接的に病原性に関わる新規病原因

子であると考えられる。しかし、これまでに

TapAおよびTapCに関する詳細な報告はなく、

そこで本研究では TapA および TapC が宿主

に与える影響にについて検討を行うことを

目的とした。 

 
 
３．研究の方法 



（１）細胞侵入性について 
細胞侵入性をスクリーニングすることを目

的にヒトの歯肉上皮細胞を用いて antibiotic 

protection assayを行った。具体的には歯肉上

皮細胞を培養し、ここへ P. gingivalisをMOI 
= 104 で感染させる（４時間または８時間）。

感染後に液体培地を捨て、PBS で洗浄する。
その後、細胞外の菌を殺滅するためにカナマ

イシン含有の液体培地で培養を行い、再び

PBSにて洗浄を行う。歯肉上皮細胞を回収し
破砕させたのち、細胞内に侵入した P. 
gingivalisの菌数測定を行った。 

また、これをさらに検証するために蛍光顕微

鏡下での観察を行うために、まずは蛍光蛋白

を発現する菌株の作成を試みた。同株の作成

はこれまでも行っており、蛍光蛋白の発現株

を得ることはできていたものの、十分な蛍光

強度ではなかった。このことから蛋白の発現

量が増加するようプロモーター配列の変更

を計画した。あるいは蛍光蛋白が菌体表層で

発現した方が観察に有利かと考え、外膜蛋白

との融合も計画した。	 

	 

（２）付着因子の同定について	 

細胞侵入生試験の結果より、TapA あるい

は TapC は細胞表面への接着あるいは細胞内

への侵入に関与する蛋白質である可能性が

あることから、宿主の標的蛋白の同定を考え

た。そこで、TapA, TapCの精製蛋白を用いて

pull-down法など相互作用解析を計画した。 

	 

	 
４．研究成果	 

（１）細胞侵入性について	 

antibiotic	 protection	 assay の結果、細胞

内に侵入した菌数については、感染４時間で

は野生株が 3.3X103、TapA 変異株が 2.3X103、

TapC 変異が 2.1X103であった。また感染８時

間では野生株が 1.2x104、TapA 変異株が

9.0x103、TapC 変異株が 8.5x103であった。つ

まり、TapA 変異株あるいは TapC 変異株では

細胞侵入生が低下しており、表面蛋白である

TapA および TapC が宿主内への侵入に関わる

因子であることが示唆された。	 

このことをさらに検証をするために、細胞へ

侵入している様子を観察することを試みた。

観察にあたっては前述の通り蛍光蛋白を発

現する菌株の作成を引き続き行った。しかし、

今回も十分な蛍光を発する菌株を得ること

ができず、今後は蛍光色素で菌株を標識する

方法で実験を行うこととした。	 

	 

（２）付着因子の同定について	 

TapA についてはすでにリコンビナント蛋白

を得ていた。しかし TapC に関しては、リコ

ンビナント蛋白を得ることができず、発現条

件の変更やタグを変えるなど様々な試みを

行ってきたが、不溶性画分での発現でしか成

功しなかった。そこで、不溶性蛋白ではあっ

たが、これを抗原として抗体作製も試みたが、

これについても得ることができなかった。そ

こで、本年度は TapA のみに焦点をおき実験

を行った。	 

pull-down 法については、歯肉上皮細胞の溶

解液と His	 tag 付きの TapA リコンビナント

蛋白を用いて行った。実験対照として細胞溶

解液のみ、細胞溶解液と His	 tag を用いた。

一定時間、低温にて培養後、His	 tag 精製用

の担体を用いて結合蛋白の回収を行った。担

体を洗浄し、担体に付着した蛋白を SDS-PAGE

にて展開した（下図）。	 
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図内の矢印に示す蛋白は TapA と特異的に結

合する候補蛋白と思われる。今後、質量分析

を行い蛋白の同定を行うとともに、さらなる

相互間作用解析を進めて行く予定である。	 
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