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研究成果の概要（和文）：私たちは新しい分泌機構（Por分泌機構、IX型分泌機構（T9SS））を歯周病細菌ポルフィロ
モナス・ジンジバリスにて発見している。本菌の膜画分中にPorKおよびPorNからなるリング状構造物を発見した。また
、タネレラ・フォーサイシア、プレボテラ・インターメディアおよびカプノサイトファーガ・オクラーケアにもT9SSが
機能していることがわかった。T9SSと関係のある滑走運動についてラセンループトラックモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：We found a novel secretion system, Por secretion system in the periodontal 
pathogen Porphyromonas gingivalis, which is now called the type IX secretion system (T9SS). We found a 
ring-shaped structure consisting of PorK and PorN in the membrane fraction of P. gingivalis. We found 
with mutant study that Tannerella forsythia, Prvotella intermedia and Capnocytophaga ochracea have 
functional T9SSs. T9SSs are not limited to the oral bacteria but extend to other bacteria belonging to 
the phylum Bacteroidetes such as Flavobacterium johnsoniae and Cytophaga hutchinsonii known as gliding 
bacteria. Gliding motility of the bacteria is tightly associated with T9SS. We propose a helical loop 
track model for gliding motility of Bacteroidetes phylum bacteria.

研究分野： 口腔病原微生物学
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１．研究開始当初の背景 

病原細菌の病原因子のなかで外毒素やエ

フェクター分子などの分泌性タンパク質因

子は生体細胞への直接的作用においてもっ

とも重要な病原因子の１つである。外毒素の

多くは I 型または II 型分泌システムを使っ

て、エフェクター分子は III 型または IV 型

分泌システムを使って菌体外に分泌される。

2011 年の欧州における腸管出血性大腸菌

(EHEC)集団感染では溶血性尿毒症症候群で

30 人が死亡したが、本疾患の本体は EHEC の

III 型分泌システムによって分泌される志賀

様毒素である。このことからもわかるように

病原細菌学において病原タンパク質の分泌

システムは多くの研究者が研究対象として

取り組んでいる重要な研究分野であるとと

もに、分泌システムを標的とする化合物が新

しいタイプの抗菌薬として注目されつつあ

る。 

慢性歯周炎は 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

失の最大の原因である。数多くの研究から偏

性嫌気性グラム陰性細菌 P. 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、中でも本菌の分泌性プロ

テアーゼ活性の大部分を占めるジンジパイ

ンプロテアーゼ（Rgp 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

す直接的な間質タンパク質分解活性がある

ばかりか、内在性のマトリックス・メタロプ

ロテアーゼ産生刺激や活性化を引き起こす

ことによる間接的な間質タンパク質分解性

があることが知られている。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

御反応を不全化する能力がある。さらにはＸ

因子やプロトロンビンの活性化、カリクレイ

ン・キニン系活性化、フィブリン・フィブリ

ノーゲン分解活性があり、血液凝固反応誘導、

血管透過性亢進、易出血性などを引き起こす

本菌のきわめて重要な病原因子である。 

 ジンジパイン遺伝子群のコードするタン

パク質の機能については多くの知見が得ら

れている一方、ジンジパインタンパク質の菌

体外への分泌システムはほとんど解明され

ていなかった。私たちはジンジパインの菌体

外への分泌システムに異常を示す変異株を

トランスポゾン変異導入を用いて分離し、そ

の変異遺伝子 porT を同定した。一般的に P. 

gingivalis遺伝子に類似性のあるhomologは

近縁種である Bacteroides属菌に見つかるが、

porT遺伝子についてはBacteroides属菌には

そ の homolog が 存 在 せ ず 、 Phylum 

Bacteroidetes 中の少し離れた菌種である

Cytophaga hutchinsonii や Flavobacterium 

johnsoniae に 見 つ か る 。 そ こ で P. 

gingivalisの遺伝子で C. hutchinsoniiには

homolog が 存 在 す る が 、 Bacteroides 

thetaiotaomicronにはhomologがないものと

して 56 遺伝子を同定した。それらの遺伝子

の変異株を作製したところ、12 遺伝子の変異

株がジンジパインの分泌システムに異常を

示した。 

そのなかにC. hutchinsoniiやF. johnsoniae

の滑走運動に関る遺伝子群のホモログが含

まれていた。F. johnsoniaeの porT homolog

の変異株を作製したところ、その変異株は滑

走運動に異常を示した。同定されたジンジパ

イン分泌システムに関与するタンパク質は

いままでに報告のある分泌システムの構成

タンパク質とは類似性がなく、新規のタンパ

ク質分泌システムを構成するものであり、

Por 分泌システムと命名した。その後、Por

分泌システムは IX 型分泌システム（T9SS）

と改名された。 

この T9SS に関与する遺伝子群は他の歯周病

原細菌の Tannerella forsythiaや

Prevotella intermedia、犬・猫の咬傷から

感染する高死亡率の感染症の病原菌

Capnocytophaga canimorsusなどにも存在す

ることがゲノム情報から明らかであり、P. 

gingivalisを始めこれらの病原細菌の制圧

にこの新規のタンパク質分泌システムを標

的とする戦略が考えられた。 

P. gingivalisの外膜にはジンジパインプロ

タンパク質のC末端側の80アミノ酸とアミノ

酸配列上で類似性がみられるC末端側を有する

タンパク質群があり、CTD familyとよばれる。

Seersらは34個のCTD含有タンパク質をゲノム

情報より予想し、そのうち18個については外

膜タンパク質画分に存在することを明らかに

した。私たちはCTD含有のいくつかのタンパク

質（HBP35, TapA）が実際にT9SSを使って外膜

へ輸送されることを明らかにした。シグナル配



列下にGFPを融合し、さらにその下流に様々な

CTD を融合したタンパク質を本菌内で発現させ、

菌体表面への輸送を調べたところCTD融合GFP

全てでPorT依存性の輸送がみとめられた。こ

れらの結果より、CTDは T9SSにて外膜へ輸送さ

れる際の輸送シグナルであることが示唆され

た。 

 

２．研究の目的 

(1)P. gingivalis の T9SS の構成タンパク質

（PorK, PorL, PorM, PorN, PorP, PorQ, Sov, 

PorT, PorU, PorV および PorW）の存在位置

をスクロース密度勾配遠心法にて明らかに

する。また、T9SS 超分子を菌体より分離して

電子顕微鏡を用いてその超分子構造を明ら

かにするとともにそれぞれの構成タンパク

質分子の構造をＸ線結晶構造解析にて決定

する。 

(2)GST 融合タンパク質や抗体を用いた共沈

降実験を行い、すでに同定した T9SS 構成タ

ンパク質と結合性のあるタンパク質を明ら

かにする。 

(3)P. gingivalis の新たな T9SS 依存性分泌

タンパク質を同定し、病原性を明らかにする。 

(4) F. johnsoniaeの T9SS と滑走運動との関

連を分子遺伝学的研究にて明らかにする。さ

らに菌体表面から精製したタンパク質複合

体の形態を電子顕微鏡を用いた解析により

明らかにする。 

(5)PorU タンパク質を精製し、プロテアーゼ

活性を調べ、その阻害剤を発見する。 

(6)他の歯周病原細菌である T. forsythiaや

P.intermedia の T9SS 依存性分泌タンパク質

を同定し、これらの細菌の病原性への T9SS

の関与を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) P. gingivalis の T9SS 構成タンパク質

（PorK, PorL, PorM, PorN, PorP, Sov, PorV, 

PorQ, PorT および PorU）の存在位置を明ら

かにするためスクロース密度勾配超遠心を

行う。また、それぞれの構成タンパク質を精

製し、Ｘ線結晶構造解析を行う。 

(2）P. gingivalisの T9SS 構成タンパク質間

の相互作用を解析する。  

(3）P. gingivalis T9SS を利用して分泌され

るタンパク質の網羅的な同定と個々の分泌

タンパク質の解析を行う。 

(4)F. johnsoniae の T9SS と滑走運動との関

連についてタンパク質複合体の精製標品の

電子顕微鏡を用いた解析や野生株および変

異株の蛍光タイムラプス顕微鏡を用いた解

析を行う。 

(5) PorU タンパク質の精製、プロテアーゼ活

性測定および阻害剤の検討を行う。 

(6)他の歯周病原細菌である T. forsythiaや

P.intermedia での T9SS ホモログタンパク質

欠損株の作製と T9SS 依存性分泌タンパク質

の同定を行う。 

 

４．研究成果 

(1)メルボルン大学の Eric Reynolds 教授と

の共同研究にて porK/N のリング状構造を明

らかにした（投稿中）。 

(2)P. gingivalis T9SS によって分泌される

タンパク質のうち PGN_0123 について 1.4 Å

の分解能で構造を解析した。興味深いことに

PGN_0123の欠損株はPorTなどのT9SS成分タ

ンパク質の欠損株と同様な形質を示した。ま

た、PGN_0123 欠損株からは抑制変異株を分離

することができた。この抑制変異株のゲノム

配列を決定したところ、porY遺伝子にアミノ

酸置換を伴う塩基置換が生じていた。新たに

複数の抑制変異株を分離し、porY 領域の塩基

配列を決定したところ、部位は異なるものの

すべてアミノ酸置換を伴う塩基置換が生じ

ていた。このことから PGN_0123 分泌タンパ

ク質は調節に関係したタンパク質であるこ

とが示唆された。 

(3)T. forsythia、 P. intermedia および

Capnocytophaga ochraceaの PorKホモログな

どの変異株を作製したところ、黒色集落形成

や滑走運動が不能であった。このことから他

の bacteroidetes 門細菌においても T9SS が

機能していることがわかった。 

(4)T9SS 成分タンパク質の多くが遺伝子発現

において二成分制御系と ECF シグマ因子

（PorY-PorX-SigP）が直列して制御している

ことがわかった。 

(5)Bacteroidetes 門細菌の滑走運動につい

て表面タンパク質 SprB に対する蛍光標識ラ

ベルした抗体で生細菌を染めることで SprB

が菌体表面をラセン状に移動していること

がわかった。また、菌体表面タンパクをラベ

ルすることで本菌が回転しながら前進する

ことがわかった。詳細に SprB の運動を検討



した結果、SprB が固体表面に結合しながら菌

体表面をラセン状に移動することで菌体が

回転しながら前進運動を行うことが示唆さ

れた。 
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