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研究成果の概要（和文）：本研究では，歯周病原性細菌であるPorphyromonas gingivalisの病原性に関与するジペプチ
ド分解系酵素群について検討した。その結果，これまで真菌でのみ報告されていたDPP5が本菌で発現していることを見
出し，また，新規の酵素であるアシルペプチジルオリゴペプチダーゼ (AOP)を発見した。これら酵素のオルソログは多
くの細菌，古細菌，及び真核生物に分布していること，DPP/AOPはペリプラズム画分に局在すること，また，アミノ酸
をエネルギー源とする本菌においてジペプチド産生酵素群が増殖能に深く関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We examined enzymatic activity and cellular localization of a group of dipeptidyl 
peptidases (DPP) in a periodontopathic bacterium, Porphyromonas gingivalis. This study revealed that 
DPP5, which had been discovered in fungi, was expressed in the bacterium, and that a novel peptidase, 
acylpeptidyl oligopeptidase (AOP), was identified. Ortholog search demonstrated wide spreading of the two 
exopeptidases from bacteria, archea to eukaryote. DPP5 cleaves X-Ala dipeptides from the N-terminus of 
oligopeptides and AOP liberates di- and tri-peptides from N-terminally blocked ones. Both peptidases were 
expressed in the periplasmic space of the bacterium. Consequently, we proposed that dipeptide-producing 
exopeptidases including DPP4, DPP5, DPP7, DPP11 and AOP are crucial for the growth and pathogenicity of 
P. gingivalis.

研究分野：口腔生化学

キーワード： Porphyromonas gingivalis　ジペプチジルペプチダーゼ　アミノ酸代謝　ペリプラズム　歯周病
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１．研究開始当初の背景 
    
 P. gingivalis は成人性歯周炎の主要な起
因菌で，糖尿病や循環器系疾患，呼吸器系疾
患などの全身性疾患とも関連があることから，
その代謝・増殖機構の理解は関連疾病の治療，
及び予防上重要な課題である。 
P. gingivalis は糖非発酵性で，窒炭素源・
エネルギー源としてアミノ酸を利用するが，
アミノ酸取込や代謝機構の詳細は明らかでは
なかった。我々はこれまでに，オリゴペプチ
ドの N 末端からジペプチドを遊離する新規の
ジペプチジルペプチダーゼ（DPP）11 を発見
し，細菌増殖における重要性を明らかにした。
また，DPP11を含めた3種類のDPP遺伝子（DPP4, 
DPP7, DPP11) 破壊株等の検討から， P. 
gingivalisではこれら以外のエキソペプチダ
ーゼが発現し，本菌の増殖と病原性に関与す
る可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
    
 本研究では，DPP11,及びその他の既知及び

推定 DPP 酵素群の組換え体を発現し，生化学

的性状，酵素学的特性，細胞内分布等につい

て検討し，P. gingivalis におけるジペプチ

ド産生系の全容を明らかにする事を目的と

した。また，動物モデルによる DPP 酵素群の

病原性について検討した。 
 
３．研究の方法 
    
 我々のこれまでの研究実績に基づき，P. 
gingivalis DPP4,DPP7,DPP11 に加えて各種の
推定 DPP 組換え体(DPP3, Ala-DPP，PGN_0756)

を発現し精製した。組換え体の活性はジペプ

チド-MCA 蛍光基質を用いて検討し，ペプチ
ダーゼ活性を認めたものについては，その基
質特異性，生化学的性状，及び酵素学的特性
を決定した。野生株，単一 DPP 欠損株，及び
多重 DPP 欠損株を作成し，種々の培養条件下
での菌体のペプチド分解能，細菌増殖能等を
測定した。細胞分画法によって菌体画分を分
離し，菌体外画分と共に各画分におけるペプ
チダーゼ活性測定とタンパク質発現量の定量
を行った。 
 マウスを用いたグルコース負荷試験を行い，
血糖値及び血糖調節因子の量的変動に及ぼす
P. gingivalis DPP の作用を検討した。 

 

４．研究成果 
    
 推定 DPP遺伝子組換えタンパク質の酵素活

性の検討から，Ala-DPP は既存の基質に対す

る酵素活性がないこと，また，DPP3 は菌体外

ペプチド分解には関与しないことが示され

た。PGN_0756 は Lys-Ala-MCA 分解活性を示し

たが，さらに，生化学的，酵素学的特性，及

びアミノ酸配列の検討から，これまで真菌で

のみ見出されていた DPP5 の細菌オルソログ

であることが明らかになった(Ohara-Nemoto, 

Y., et al., 2014, J. Biol. Chem.)。P. 
gingivalis DPP5 は細菌で初めて発見された
酵素分子である。P. gingivalis DPP5 の発見
により同オルソログが細菌，古細菌から真核

生物に至るまで広く分布する酵素であるこ

とが明らかになった。DPP5 は Ala，あるいは

疎水性アミノ酸に対するP1嗜好性を有した。

また，既知の DPP と同様に，DPP5 は N末端修

飾ペプチドを基質としなかった。 

 種々の P. gingivalis 臨床分離株，及び
Porphyromonas endodontalis の DPP活性を測
定し，それぞれの特性を決定した。その結果， 
P. endodontalis では P. gingivalis に比し
て DPP11 活性が極めて高いこと，また，最も

活性の高い Lys-Ala-MCA 分解が DPP7 ではな

く DPP5 によるものであること等を見出し報

告した(Nishimata, H., et al., 2014, PLoS 
ONE)。 

 DPP5 を含めた各種 DPP 欠損株の検討から，

主に N-末端修飾ジペプチド及びトリペプチ

ドを遊離する新規のエキソペプチダーゼを

発見し，アシルペプチジルオリゴペプチダー

ゼ(acylpeptidyl oligopeptidase, AOP)と命

名した。AOP の生化学的性状と酵素学的特性

を決定し報告した（図1，表１）(Nemoto, T.K., 

et al., 2016, J. Biol. Chem)。 
図 1. AOP の 3 次構造モデル 
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分布することが明らかになった。また，野生

株，及び遺伝子破壊株による種々の検討から，

全ての DPP及び AOPはペリプラズム画分に存

在し，少なくとも P. gingivalis ATCC 33277
株ではこれらのエキソペプチダーゼは菌体

外に遊離した形では存在しないことが示さ

れた。本研究によって得られた酵素学的パラ

メーター（表１）は， DPP 及び AOP が本菌の

定着環境において活性を有していることを

示唆した。 
表１. 酵素学的パラメーター 

Enzyme kcat (sec-1) Km (µM) kcat/Km 

(µM-1 sec-1) 

DPP4 6917 ± 1253 100.9 ± 20.1 66.8 ± 2.0 

DPP5 7577 ± 637 687.6 ± 11.0 11.0 

DPP7 394 ± 79 39.6 ± 16.0 10.6 ± 2.5 

DPP11 10707 ± 140 19.5 ± 0.4 547.4 ± 6.3 

AOP 592 ± 40 4.9 ± 1.0 123.3 ± 17.3 

    
 口腔という P. gingivalis の定着環境を考
慮すると，栄養源となるタンパク質の多くは

N 末端修飾されているものと考えられる。従

って，P. gingivalisジペプチド産生系では，
まず AOPによって N末修飾アミノ酸が除去さ

れ，次いで各種アミノ酸残基を基質とする

DPP によって効率的にジペプチド産生が起こ

るものと推定された（図 2）(Nemoto, T.K. and 

Ohara-Nemoto, Y., 2016, Jap. Dent. Sci. 

Rev.)。 
図 2 P. gingivalisの菌体外ペプチド分解系 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
マウスモデルによる検討からは，P. 
gingivalis DPP が生体内においても酵素活性
を示し，血糖値調節に関与する宿主因子の分
解を通じて血糖値調節系を修飾することが示
唆された。 
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