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研究成果の概要（和文）：歯周病菌である P. gingivalis が持つプロリルトリペプチジルペプ チダーゼ(PTP)は歯周
病のキー酵素である。天然物をスクリーニングした結果、米ぬ かに高い活性を見出した。この PTP 阻害タンパク質(P
TPI)を米ぬか抽出物から精製し た。更に、質量分析計と米データベースから PTPI は遺伝子 Os05g0323900 であるこ
と を同定した。この遺伝子をチオレドキシン（Trx)との融合タンパク質として大腸菌で 発現し、シッテングドロップ
蒸気拡散法で結晶化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Prolyl tripeptidyl peptidase (PTP) from P. gingivalis is a key enzyme of 
periodontitis. After screening of natural products, rice bran had high inhibitory activity for PTP. The 
inhibitor protein (PTPI) was purified from rice bran. By MALDI-TOF MS and database of rice, gene 
Os05g0323900 was identified as the PTP inhibitor. The protein was expressed as fuson protein with 
thioredoxin, rPTPI-Trx, in E. coli.,and crystallized by the sitting drop vapor diffusion method

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 

 本申請者らは初めてプロリルオリゴペプチダ

ーゼ(POP)を見出し、ポストプロリン分解酵素と

して報告した(Biochemistry, 16161616, 2942-2948 

(1977) JＢＣ, 253253253253, 3708-3716 (1978)）。その後、

図１のような種々のプロリン特異性ペプチダー

ゼを見出し、プロリルオリゴペプチダーゼ・ファ

ミリーを形成することを明らかにした（Handbook 

of Proteolytic Enzymes,Ed.by Barrett ,2004)。 

（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 これらプロリン特異性ペプチダーゼは種々の

疾病と関連する。その中で、歯周病菌の持つプロ

リルトリペプチジルペプチダーゼ（PTP）に注目

した。Porphynomonas gingivalis は歯周病の原因

菌とされる。この菌は特殊で、糖を代謝できず、

アミノ酸の代謝からエネルギーを得る性質を持

つ。そのため歯肉のコラーゲンを分解しアミノ酸

を得ていると考えられている。コラーゲンは

(Gly-Ｘ-Pro)n-の基本構造を持ち、3番目にプロ

リンがあるときに働く PTPがキー酵素となり、PTP

に特異的な阻害剤が歯周病の治療薬となると考

えられる。我々は既に、P. gingivalis のＰＴＰ

遺伝子を高発現させ、酵素を結晶化し、構造解析

に成功した。更に合成阻害剤を開発し酵素―阻害

剤複合体の解析に成功し、触媒機構を明らかにし

た。 

 
 

２．研究の目的 

 歯周病に焦点をあてた。歯周病は好気性あるい

は嫌気性の十数種類の細菌が原因菌として知ら

れており、成人の約 60%が感染していると言われ

ている。発症すると歯肉の腫れ、出血、不快感を

はじめ、歯を支える歯肉の減少、歯肉の痛み、口

臭などの原因となり治療せず放置し、悪化すると

歯が抜け落ちる怖い疾患である。これらのうち嫌

気性の Porphyromonas gingivalis （P. 

gingivalis）が主な病原菌と知られている。 

 

 

本申請で酵素に特異的な阻害作用を天然物に

見出し、予防・治療薬に向けた研究である。 

 
表 1 歯周病菌（P.gingivalis)の持つ酵素 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 歯周病菌は特殊な代謝系を持ち、エネル

ギー源として糖を利用することができず、

歯肉のコラーゲンを分解してペプチド断片

からアミノ酸にして摂取し、ＴＣＡ回路に

入りエネルギーを得ている。 

  コラーゲンはプロリンを多く含む。そ

のため一般のプロテアーゼは作用できず、

唯一コラーゲナーゼがこの特殊な構造に作

用でき、大きく分解する。コラーゲナーゼ

で分解された断片は初めてプロテアーゼや

ペプチダーゼで分解可能となるが、プロリ

ンを多く含むためアミノペプチダーゼＮで

アミノ酸へ簡単には分解できない。そのた

め、プロリンを除去する目的でプロリルト

リペプチジルペプチダーゼやジペプチジル

ペプチダーゼＩＶの作用が必要となる。図

2 ではそれらの関与によりアミノペプチダ

ーゼＮがペプチドを分解しアミノ酸に分解

している機構を示している。特に、コラー

ゲンは Gly-X-Pro の繰り返しが多く、

X-X-Pro 単位で切断するプロリルトリペプ

チジルペプチダーゼの役割が大きいと思わ

れる。 

 

 歯周病菌のプロリルトリペプチジルペ

プチダーゼ（PTP)は Potempa et al によっ

て酵素遺伝子が分離された。我々のグルー

プによって、酵素遺伝子が大腸菌で高発現

され、結晶化され、Ｘ線結晶回折により立

体構造が明らかにされた。酵素は二量体で

構成され、その単量体はプロペラドメイン



と触媒ドメインで構成されている。活性部位に

は Ser、His、Asp の触媒三残基で構成され、一

方、基質を認識する機構として、疎水ポケット

が存在しプロリンがそのポケットにはまり込

み認識される。アミノ末端の認識には 2個のグ

ルタミン酸が存在しトリペプチジルペプチダ

ーゼの作用を示す機構が明らかにされた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 2 歯肉コラーゲンの分解機構 

 

 

 さらに、酵素に特異的な阻害剤として

H-Ala-Ile-pyrrolidin-2-yl boronic acid が化

学合成され酵素の複合体構造が明らかにされた。

これによって、酵素の触媒機構の詳細も明らか

になった。 

 しかし、この阻害剤は酵素と共有結合するた

めに、医薬品としては向かない。 

 そのため、前述のごとく、天然から阻害剤を

見出し予防薬とするのがこの研究の目的である。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）天然物のサンプル処理法天然物のサンプル処理法天然物のサンプル処理法天然物のサンプル処理法 

天然物をホモジネートし、遠心分離したもの

の上清をサンプル保管用のガラス容器に入れ、

－80℃で保存し、サンプルとして実験に使用し

た。 

（２）（２）（２）（２）阻害活性実験阻害活性実験阻害活性実験阻害活性実験    

96 穴プレートを用い、緩衝液(20mM Tris-Hcl 

PH7.2) 70μl、基質 2mM（Ala-Phe-Pro-βNA）10

μl、サンプル 10μl、と酵素 10μl 加えた後、

10 分後に Fast Garnet GBC（4M 酢酸緩衝液ｐH4.0

に Triton X-100 10％を含む）を 50μL加えて、

反応を停止誌、アゾ発色させた。阻害活性はサ

ンプルの代わりに緩衝液を入れたものを

100％活性とし、上記反応の結果低下した率

で示した 

 

４． 研究成果 

（１）PTP 阻害活性を有するタンパク質の精

製 

 スクリーニングの結果、米ぬか抽出物に高

い PTP 阻害活性を見出した。米ぬか約 500g を

用い緩衝液（20mM Tris-HCl pH7.2）で抽出

し、遠心分離上清に硫酸アンモニウムを 40％

飽和から 80％飽和で分画した。 

次いで、40％飽和硫酸アンモニウムを含む 20mM 

Tris-HCl pH7.2 の溶液に溶解し、Toyopearl 

HW-65C を用いた疎水性クロマトグラフィーで

精製した。活性分画を脱塩したのち、DEAE 

Toyopearl でイオン交換クロマトグラフィーで

精製した。更に、Sephacryl S-200 でゲル濾過

クロマトグラフィーにかけた 

 得られたタンパク質は、不純物を少し含ん

でいたので、再度上記と同じ方法により

Sephacryl S-200 でゲル濾過クロマトグラフ

ィーを行った。PTP 阻害活性がピークである

部分を回収し、常法に従ってサンプルを加熱

と非加熱で SDS 電気泳動を行った。共通して

25kDa の分子量を有するバンドが見られた

（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）阻害剤の基礎的性質 

  米ぬかからの阻害剤rPTPIはPTPを強く阻

害した。僅かではあるが DPP-4 と PAP を阻害し

ているが、構造類似からくるものかは今後の研

究が必要である。 

 

 

 

（３）（３）（３）（３）阻害剤の歯周病菌の生育への影響阻害剤の歯周病菌の生育への影響阻害剤の歯周病菌の生育への影響阻害剤の歯周病菌の生育への影響    
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図３ 精製 PTP阻

害タンパク質の

SDS-PAGE 



 阻害剤の歯周病菌への影響を、トリプティカー

ゼ大豆血液（Trypticase Soy blood agar）培地

を用い 37℃で、嫌気培養条件で行った。 

 

(a)                (b) 
 

 

 

 

 

 

 
図４ 歯周病菌（P. gingivalis）の生育への阻害剤の

影響 

(a)左部分に阻害剤を塗布、(b)コントロール 

 

 

 図４で示すごとく、プレート左半分では、歯周病

菌の増殖が阻害されており、プレート右半分では、

増殖は阻害されなかった。よって、米ぬかから精製

した PTP 阻害活性を有するタンパク質は、歯周病菌

の増殖を阻止する傾向が確認された。トリプティカ

ーゼ大豆寒天に含まれるタンパク質（プロリン結合

部を含む）の歯周病菌 PTP による分解を、本発明の

タンパク質が阻害したことにより、歯周病菌の増殖

が抑制されたと考えられた。 

    

    

(4) (4) (4) (4) 阻害物質のアミノ酸配列決定阻害物質のアミノ酸配列決定阻害物質のアミノ酸配列決定阻害物質のアミノ酸配列決定 

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥで得られたバンドから抽

出し、トリプシン消化後、質量分析器によりアミ

ノ酸配列を調べた。3 つの配列を米データベース

を用いて検索した結果、遺伝子の 1～693 番目の

塩基配列によりコードされるものであり、アミノ

酸残基数は 231 個、推定分子量は 24998.26 であ

る。 

 

 

(5) (5) (5) (5) 遺伝子組遺伝子組遺伝子組遺伝子組換えによる発現換えによる発現換えによる発現換えによる発現    

    

①①①①    直接発現直接発現直接発現直接発現    

        米データベースより得た rPTPI の塩基配列( ID: 
Os05g0323900)を、大腸菌のコドン利用に合わせた塩

基配列に化学合成した。これを用い、プラスミドベ

クターpET-23d に挿入し、大腸菌 BL21(DE3)に形質

転換した。 
形質転換株の SDS-PAGE を行ったところ、殆どの目

的タンパク質は沈殿していた。僅かに可溶性部分に

あるタンパク質をニッケルカラムを用い精製したが、

不活性であった。この結果は、大腸菌の塩基配列に

cDNA を合わせたにもかかわらず、大腸菌内でのフ

ォールディングがうまく行かなかったことを示して

いる。 

 プラスミドベクターpET-23d による発現でフォー

ルディングがうまく行われなかったので、この様な

場合によく用いられるチオレドキシンとの融合タン

パク質としての発現に切り換えた。プラスミド

ベクターpET32a に 25kDa タンパク質遺伝子を

挿入した。大腸菌で発現させたところ、

SDS-PAGEで43kDaの位置に融合タンパク質と

思えるバンドがみられたが多くは沈殿部分で

あった、可溶部分にも少ないがバンドばみられ

たので、ニッケルカラムで精製を試みたところ、

精製できた。 
 同様にコントロールとして、チオレドキシ

ン（Trx）単独についても発現を行いニッケ

ルカラムで精製した。 
 

 

② 融合タンパク質の精製と阻害座用 

   精製した融合タンパク質とチオレドキ

シンを用い阻害活性を調べた。 

 チオレドキシンとの融合タンパク質

（Trx-25K Protein）は阻害活性が見られたが、

チオレドキシン（Trx）は阻害活性が見られな

かった。これらの結果から、収率は低いが融合

タンパク質として得ることができた。 

 

③ 阻害剤の精製 

   チオレドキシンとの融合タンパク質として

rPTPI が生産可能になったことから、阻害剤の

構造や阻害機構の解明のため、タンパク質の構

造生物学的研究を目的に阻害剤の精製を行っ

た。 

 精製は通常の方法で、可溶画分をニッケルカ

ラムを用い精製し、更に DEAE-Toyopearl を用

いたイオン交換クロマトグラフィーで精製し

た。得られたタンパク質は 43kDa に太いバンド

が見られるがまだマイナーバンドが幾つか見

られた。ニッケルカラムとイオン交換カラムで

精製しマイナーバンドが見られる場合、融合タ

ンパク質にニックが入ったものの存在が推定

され、完全に精製が困難な場合が多い。一方、

そのようなサンプルを用い結晶化を行うこと

により融合タンパク質のみが結晶化する例が

見られることから、このサンプルを結晶化に用

いた。 

 

 

④ 阻害剤の結晶化 

 

  種々の結晶化用沈殿剤キットを用い、ハン

ギングドロップやシッティングドロップ蒸気

拡散法を用いて、20℃で結晶化のスクリーニン

グを行った。 

 その結果、幾つかの沈殿剤で結晶が見られた。

その中で 3 µl のタンパク質 (28 mg/ml) と 3µl 
の沈殿剤(20%(w/v)PEG-1000, Tris-HCl pH8.5),
を用いた結果、菱面体晶(rhombohedral)の結晶

が得られた（図５）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図５ 阻害剤複合体の菱面体結晶 
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