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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalisはIX型分泌システム（T9SS）を用いて病原プロテアーゼであるジ
ンジパインを分泌する。PorYとPorXが二成分制御系として働いていることを証明した。ECFシグマ因子SigP欠損株ではp
orX株と同様にT9SS成分タンパク質の遺伝子の発現抑制がみられた。SigPがこれらの遺伝子のプロモータ領域に結合し
た。SigPはporX株では検出されなかった。SigPとPorXは直接結合した。PorY-PorX-SigP カスケードがT9SSの調節に関
与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis secretes potent pathogenic proteases, gingipains, via 
the type IX secretion system (T9SS). We found that the PorY-PorX-SigP cascade is involved in the 
regulation of T9SS. Surface plasmon resonance (SPR) analysis revealed a direct interaction between PorY 
and PorX. PorY autophosphorylated and transferred a phosphoryl group to PorX in the presence of Mn2+, 
demonstrating that PorX and PorY act as a response regulator and a histidine kinase, respectively, of a 
two component system (TCS). T9SS component-encoding genes were down-regulated in a mutant deficient in a 
putative extracytoplasmic function (ECF) sigma factor, SigP, similar to the porX mutant. SigP could bind 
to the putative promoter regions of T9SS component-encoding genes. SigP was lacking in the porX mutant. 
PorX could bind to SigP. Together, these results indicate that the PorXY TCS regulates T9SS-mediated 
protein secretion via the SigP ECF sigma factor.

研究分野： 口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は、わが国でも最も高い罹患率を示

す感染症のひとつである。平成 22 年度の国

民医療費統計によると、歯科診療医療費は 2

兆 6020 億円で、国民医療費全体の 7.0%を占

め、年齢階級別には、全年齢層に患者が分布

する。近年では、歯周病が心血管疾患発症や

早産・低体重児出産、糖尿病のリスクファク

ターになっていることが示され、歯周病の治

療と予防は、わが国の医療において喫緊の要

事と言っても過言ではない。 

偏性嫌気性グラム陰性細菌 Porphyromonas 

gingivalisは、歯周病の最も重要な病原性細

菌と考えられている。P. gingivalis の病原

性因子としては LPS や線毛、プロテアーゼ、

夾膜などが知られているが、強力な分解活性

を示すプロテアーゼは病原性の中心的役割

を果たす。このタンパク質分解活性の大部分

を担っているのが、「ジンジパイン」と呼ば

れるプロテアーゼである。ジンジパインは P. 

gingivalis の産生するシステインプロテア

ーゼであるが、基質切断部位の特異性から

Arg 特異的な Arg-ジンジパイン(Rgp)と Lys

特異的な Lys-ジンジパイン(Kgp)が存在する。

ジンジパインはコラーゲンなどマトリック

スタンパク質を分解し、生体内在性 MMP を活

性化して組織の直接的破壊を引き起こす。こ

れに加えて、サイトカイン分解、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して、宿主防御機

構を傷害する。さらには血液凝固因子第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

ノーゲンを分解し、血液凝固誘導、血管透過

性亢進、易出血性を引き起こすなど多彩な方

面から病原性を発揮する。 

ジンジパイン遺伝子は、プロテアーゼドメイ

ンの 3’側に、別の病原性因子である付着因

子をコードしており、転写・翻訳後、それぞ

れの機能分子へとプロセシングされる。この

付着因子自身も血球凝集能、ヘモグロビン結

合能を持ち、血管病変との関連が指摘されて

いる。すなわち、このプロテアーゼ・付着因

子の輸送・分泌機構については学術的にも医

学的にも関心が高いにもかかわらず、詳細は

解明されていなかった。 

これまでに、グラム陰性細菌の分泌システ

ムは、これまで 8 タイプが知られているが、

P. gingivalisはこれらのいずれも利用せず、

独自の Por システム(PorSS; Por secretion 

system)によって、病原性因子を分泌してい

ることが、最近の我々の研究から明らかにな

ってきた（現在、この分泌システムは IX 型

分泌機構 type IX secretion system と呼ば

れている）。 

２．研究の目的 

歯周病原性細菌 P. gingivalisの病原性プ

ロテアーゼ・付着因子の分泌調節機構を解明

する。これまでの実験から、この調節には、

P. gingivalis 特有の二成分制御系が関わっ

ていると考えられるため、その構成因子を同

定し、それらの構造と機能を明らかにする。

さらに、それが感知する環境因子を同定し、

P.gingivalis の病原性を規定する環境要因

を明らかにする。最終的には、この病原性プ

ロテアーゼ・付着因子の分泌機構の制御を標

的として、歯周病と関連全身疾患の新規の予

防法や治療法を探索する。 

３．研究の方法 

分子遺伝学的手法によって、P. gingivalis

の膜輸送・分泌機構に障害を示す変異株の作

製や遺伝子の解析をおこない、これと同時に、

個々の遺伝子産物を分離精製、あるいは組換

えタンパク質として単離し、生化学的手法に

よって、タンパク質レベルでの機能解析や相

互作用解析を行なうなど多面的なアプロー

チを通じて解析を行う。そして、調節系が感

知する因子(環境)を解明し、病原性因子の分

泌調節を介する病原性の制御法を探索する。

４．研究成果 

(1)P. gingivalisにおける PorX および PorY

の菌体内局在：菌体を破砕し、外膜膜画分、

内膜画分、細胞質ペリプラズム画分に分離し、

PorX おちょび PorY に対する抗体を用いたイ

ムノブロット解析を行ったところ、PorX は細

胞質ペリプラズム画分に、PorY は内膜画分に

存在することがわかった。PorY はアミノ酸配

列内に２つのトランスメンブレンドメイン

があった。 

(2)PorX と PorY との結合：PorX および PorY

の組換えタンパク質を大腸菌にて産生させ、

精製したタンパク質標品を用いて、表面プラ

ズモン共鳴法により PorX と PorY との結合の

有無を調べた結果、乖離定数（KD）が 1.409 X 

10-6 M の結合を示した。この PorX と PorY の

結合が特異的かどうかを調べるため、他のヒ



スチジン・キナーゼである FimS との結合の

有無を表面プラズモン共鳴法にて調べた。

PorX は FimS とは結合しなかった。 

(3)PorYの自己リン酸化とPorXへのリン酸基

転移：[-32P]ATP を用いて PorY の自己リン酸

化と PorX へのリン酸基転移がおこるかどう

かを調べた。その結果、１分以内に PorY の

リン酸化が生じること、さらに PorX の共存

下では時間依存性に PorX へのリン酸基転移

が生じることがわかった。これらの結果から

PorX と POrY が二成分制御系のリスポンス・

レギュレータおよびヒスチジン・キナーゼで

あることが示唆された。 

(4)PorXY 二成分制御系は Mn2+依存性：一般的

に二成分制御系の上記の反応には Mg2+あるい

は Mn2+を必要とする。PorXY 二成分制御系で

は PorY の自己リン酸化は Mg2+あるいは Mn2+

のいずれか PorX へのリン酸基転移には Mn2+

を必要とするころがわかった。 

(5)ECF シグマ因子 SigP の関与：PorX の C末

部にはDNA結合ドメインが存在しない。一方、

本菌の ECF シグマ因子の１つである SigP の

欠損変異株は PorX 変異株および PorY 変異株

と同様に T9SS によるタンパク質分泌が低下

していた。そこでマイクロアレイ解析でどの

ような遺伝子が SigP によって制御されてい

るかを調べたところ、PorX 制御下の遺伝子の

多くが SigP によって制御されていること、

さらにそのなかに PorT などの T9SS 構成遺伝

子が多数含まれていることがわかった。さら

に SigP はそれらの T9SS 構成遺伝子のプロモ

ータ領域に結合することがゲルシフトアッ

セイでわかった。 

(6)porX欠失変異株でのSigPタンパク質の消

失：イムノブロット解析の結果、porX欠失変

異株では SigP タンパク質が完全に消失して

いることがわかった。porX 欠失変異株では

sigP遺伝子の転写は野生株と比較して40%で

あることがわかった。 

(7)PorX と SigP の結合：in vivo での免疫沈

降法および in vitro での表面プラズモン共

鳴法を用いた解析から PorX は SigP と直接、

結合することがわかった。 
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