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研究成果の概要（和文）：細菌における赤血球からの鉄獲得機構は、溶血（ヘモグロビンの遊離）、グロビンタンパク
質の分解（ヘムの遊離）、ヘムの菌体内取り込みの３過程からなる。加えて、環境中の鉄源の枯渇に備え、菌体内鉄貯
蔵機構を持つ。本研究では、歯周病原細菌の一つであるPrevotella intermediaの増殖に必須であるヘム鉄獲得機構を
明らかにするために、新規のcysteine proteasesの酵素学的性質の解析およびヘモグロビン分解への関与、heme-acqui
sition pathway (hmu)によるヘムの菌体内取り込みへの関与、鉄貯蔵タンパク質の酵素学的性質の解析および菌体内鉄
貯蔵への関与を調べた。

研究成果の概要（英文）：Prevotella intermedia, an oral bacterium associated with periodontal disease, 
requires heme for growth. Since P. intermedia does not have the complete heme biosynthetic pathway, this 
pathogen must have some means of acquiring the iron from red blood cells it needs to survive in its 
relevant host. Heme acquisition from red blood cells by P. intermedia usually involves hemolysis, 
hemoglobin binding, and the degradation of hemoglobin with the subsequent release of heme. In order to 
clarify the involvement of heme acquisition system, we firstly have investigated the ability of 
haemoglobin degradation by P. intermedia cysteine proteases. Next, to investigate the effect of iron 
availability on the expression of the cysteine protease genes and heme acquisition pathway genes, 
real-time RT-PCR analysis was performed on cDNA prepared from RNA extracted from P. intermedia grown to 
mid-exponential phase under iron-repleted and iron-depleted conditions.

研究分野： 口腔微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Prevotella intermedia は、増殖にヘムを必
須とする歯周病関連細菌である。このヘムは、
鉄(II)とポルフィリン環のキレート化合物で
あり、生体内では、ヘモグロビン(Hb)、ミオ
グロビンとして存在している。P. intermedia 
はプロトポルフィリン IX 合成系をもたない
ことから、P. intermedia の増殖には、外環境
から鉄イオンおよびポルフィリン環の両者
を直接獲得することが必須である。 
 細菌の鉄獲得手段は２つの機構が知られ
ている。ひとつは、細胞外に存在する鉄結合
性タンパク質からの鉄獲得手段であり、鉄キ
レーターのシデロフォアを介する機構であ
る。もうひとつは、赤血球を溶血させ、Hb
から鉄を獲得する溶血素産生による機構で
ある。P. intermedia は、シデロフォアを産生
しないことが報告されていることから
(Infect.Immun. 67 : 576-580, 1999)、溶血素
を産生して Hb から増殖に必要な鉄を獲得す
ると考えられる。よって、P. intermedia にと
って赤血球から鉄源を獲得する能力は、自身
の増殖に必須であり、ひいては病原性の発揮
に関わる重要な因子であると推測される。 
 細菌における赤血球からの鉄獲得機構は、
赤血球の溶血（Hb の遊離）、Hb を構成する
グロビンタンパク質の分解（ヘムの遊離）、
ヘムの菌体内取り込みの３過程からなる。加
えて、環境中の鉄源の枯渇に備え、菌体内に
鉄を貯蔵する過程からなる。 
 我々は本研究遂行以前に P. intermedia に
おける赤血球の溶血に関して研究を行って
いた。Prevotella 属と同じ Bacteroides 科に
属する Bacteroides fragilis が、染色体上に
10 個 の 溶 血 素 遺 伝 子 を 持 つ と い う
Robertson らの報告 (Infect.Immun. 74 : 
2304-2316,2006)から、Prevotella 属の溶血
素遺伝子が複数あると推測し、B. fragilis の
溶血素遺伝子(hlyA, hlyB, hlyC, hlyD, hlyE, 
hlyF, hlyG, hlyH, hlyI, hlyIII)の配列を基に、
P. intermedia のゲノムデータベースの ORF
と相同性解析を行ったところ、hlyA-E, hlyI
の 6個の溶血遺伝子群ホモログの存在を明ら
かにした。我々は、これらの遺伝子をクロー
ニングし解析を行った結果、P. intermedia
ではhlyAおよび hlyIが溶血活性をもつこと
を明らかにし(Anaerobe 18:350-6, 2012)、
hlyI については、システイン分解活性を持つ
溶 血 素 と し て 報 告 し た (Oral Microb. 
Immun. 24:485-92, 2009)。 
 これまでに本菌の鉄獲得機構のうち、赤血
球の溶血に関わる溶血素を同定してきたが、
溶血に続くヘモグロビンの分解、ヘムの菌体
内取込み、菌体内の鉄の貯蔵のそれぞれの過
程でも複数の酵素が存在することから、鉄獲
得機構の全容が解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、P. intermedia の増殖に必須で
ある一連の鉄獲得機構を明らかにすること

を最終目標として、研究期間内に以下のこと
を明らかにする。 
(1) cysteine protease (PIN17_A0411, 
PIN17_A1283, PIN17_0033:interpainA)の
酵素学的性質の解析および Hb 分解への関与 
(2) heme-acquisition pathway (hmu)による
ヘムの菌体内取り込みへの関与 
(3) 鉄結合タンパク質の酵素学的性質の解析
および菌体内鉄貯蔵への関与 
(4) 一連の鉄獲得機構の環境変化に対する発
現応答 
 
３．研究の方法 
cysteine proteases の酵素学的性質の解析お
よび Hb 分解への関与 
・cysteine proteases のクローニングと組換
えタンパクの精製 
ORF 全長あるいはシグナルペプチドを除い
た配列を発現ベクターpGEX6P-1(GST タグ)
およびpQE80L(6×Hisタグ)にクローニング
した。GST 融合組換えタンパク質は、グルタ
チオンセファロースビーズで融合タンパク
質を精製後、PreScission Protease で GST
タグを切断し、酵素活性の解析に供試した。
6×His 融合組換えタンパク質は、Ni-NTA カ
ラムで精製後、イミダゾールを脱塩後、酵素
活性の解析に供試した。 
・酵素学的解析 
ゼラチンザイモグラフィー： cysteine 
proteases 活性の検出には、ゼラチンを添加
した SDS-PAGE でタンパク質を分離後、
CBB 染色を行った。 
Western Blot：基質（human Hb, human 
Fibronectin）と cysteine proteases を反応後、
一次抗体として抗 Hb 抗体、抗 Fibronectin
抗体、二次抗体として Alkaline Phosphatase 
(AP)標識抗体を用いて検出した。基質として
RabbitIgG を用いた場合は、AP 抗 Rabbit
抗体で検出した。 
鉄結合タンパク質の酵素学的性質の解析 
・dps のクローニングと組換えタンパクの精
製 
cysteine proteases のクローニングと同様に
行った。ORF 全長の配列を発現ベクター
pGEX6P-1 にクローニングし、組換えタンパ
ク質を精製した。 
・鉄結合能の評価（TMBZ 染色） 
Heme のペルオキシダーゼ活性を利用して、
ヘムと結合しているタンパク質を青色に可
視化する TMBZ 染色を用いた。精製したタン
パク質と Heme を反応後、Native-PAGE で
タンパクを泳動後、TMBZ 染色を行い、鉄結
合能を評価した。 
一連の鉄獲得機構の環境変化に対する発現
応答 
・培地 
鉄源添加培地(Fe+)：3% Todd-Hewitt, 0.5% 
Yeast, 0.075% Cysteine, 5 μg/ml menadione, 7.7 
μM heme 
鉄欠乏培地(Fe-)：3% Todd-Hewitt, 0.5% Yeast, 



0.075% Cysteine, 5 μg/ml menadione, 7.7 μM 
protoporphyrin IX, 125 μM 2,2’-dipyridyl 
・発現量解析 
Real-time RT PCR は、SYBR Green を用いたイ
ンターカレーター法を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) cysteine proteases の酵素学的性質の解
析および Hb 分解への関与 
 本 菌 は interpainA (Streptopain-like 
cysteine protease の一種)で Hb を分解して
ヘムを遊離する能力を持つことが報告され
た(Biochem.J. 425 : 257-264, 2010)。しかし
ながら、ゲノムデータベース解析の結果、P. 
intermedia は interpainA 以外の２つの
cysteine protease (PIN17_A0411, 
PIN17_A1283)を有することを見出した。
ORF の情報を以下の表に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの ORF は共に、protease 活性の中
心であるシステイン残基と hemagglutinin
ドメインを持ち、P. gingivalis の IX 型分泌
で分泌される Rgp と比較すると高い相同性
を持つことが明らかになった。 
既知の cysteine protease との相同性の比較
は以下の表に示す。 (Bold:identity Italic: 
similarity) 
 
 
 
 
 
 
SpeB: Streptococcus pyogenes exotoxinB 
PrtT: Porphyromonas gingivalis protease 
 proteases の酵素学的性質を解析に使用す
る目的で、シグナルペプチドを除いた GST
融合組換えタンパク質を精製した。目的のサ
イズのタンパク質が精製できたが、protease
活性を検出できなかった。そこで、SpeB の
組 換 え タ ン パ ク を 用 い た 報 告 (JBC 
288:15854-64, 2013)を参考に、pQE80L に
ORF全長とN,C両末端に6×Hisタグを付加
し、クローニングした。 
 これらのプラスミドで大腸菌を形質転換
したところ、ゼラチンザイモグラフィーで白
色のバンドが観察され、protease 活性を検出
できた（図１）。しかしながら、融合タンパ
クを精製する段階で、活性が消失し、DTT、
システイン、グルタチオン等の還元剤を添加
しても活性は得られなかった。 
 そこで、まずはそれぞれのプラスミドを保
持した大腸菌の crude enzyme を用いて 
 

 図１ cysteine proteases の zymography 
protease 活性を調べた。コントロールには
pQE80L（空ベクター）で形質転換した大腸
菌を用いた。阻害剤を用いた実験から、この
protease 活性は PMSF およびロイぺプチン
で活性が阻害され、アプロチニン、TLCK で
は阻害されないことから、cysteine protease
であることが明らかになった。 
 次に、これらの cysteine proteases の基質
を 調 べ た 。 基 質 （ human Hb, human 
Fibronectin ， RabbitIgG ） と cysteine 

proteases を反応後、western blot 法で分
解を検出した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図２：基質 Hb 
 図２の結果より、既知の interpainA だけ
でなく、新たに得られた２つの cysteine 
protease のうち、PIN17_A1283 も Hb 分解
活性を持つことが明らかとなり、Hb を分解
してヘムを遊離する能力を持つことが示唆
された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図３：基質 Fibronectin 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図４：基質 IgG 
 図３、４の結果より、PIN17_A0411 の
cysteine protease は、細胞外マトリックスの
一つである Fibronectin 分解能を持つことが
明らかとなり、組織の侵襲性因子の一つであ
ることが示唆された。 
 続いて、これら新規の cysteine proteases
の鉄獲得機構への関与を調べることとした。
P. intermedia は、現在までに欠損株の作製方
法が確立されていない。そこで、これらの酵
素に対するペプチド抗体を作製した。得られ
た抗血清は、精製した組換えタンパクを検出
できたが、P. intermedia 菌体および培養上清
で western blot を行った場合、非特異的なバ
ンドが多数検出され、また活性を抑えること
ができなかったため、抗体を使用して鉄獲得
機構への関与は調べることができなかった。 
 また、これら２つの新規の cysteine 
protease は、Veithらの培養上清のproteome
解析(Journal of Proteome, 12:4449, 2013)か
ら C-terminal domain をもち、type IX 分泌
系を通して分泌される細胞外分泌型タンパ
ク質であることが示された。(PIN17_A0411: 
ORALGEN ID:PI1993,  PIN17_A1283: 
ORALGEN ID: PI0811) 
 
(2) 鉄結合タンパク質の酵素学的性質の解
析 
 P. intermedia の類縁の歯周病原性細菌で
あるPorphyromonas gingivalisにおいて、
菌体内に取り込まれた heme は 12 量体を
形成した DNA-protective protein from 
starved-cells: Dps) の表面の cysteine 残
基を介して配位して保存され、利用できる
heme が枯渇した際に活用することが報告
された(JBC 287:42243-58,2012)。ゲノム
データベース解析の結果、P. intermedia のゲ
ノム上に Dps ホモログを見出した。Dps の酵
素学的性質の解析を行うために、組換えタン
パク質を精製した（図 5）。推定分子量は 19.2  
kDa であり、ほぼ目的のサイズのタンパク質
が精製できたことが確認できた。 
 次に、精製した酵素の鉄結合能を調べるた
めに、組換え Dps と heme を反応させ
Native-PAGE 後、TMBZ 染色を行った。そ
の結果、青色のバンドが検出できたことから、
Dpsは鉄結合タンパク質であることが明らか
となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図５ DpsのSDS-PAGE, TMBZ染色 
 
(3) 一連の鉄獲得機構の環境変化に対する発
現応答 
 鉄獲得機構に関与する遺伝子は、鉄欠乏状
況で菌を発育させた場合に、発現量が増加す
ることが報告されている(Microbiology 152, 
3367, 2006)。そこで、鉄欠乏環境下で P. 
intermedia を発育させたのち、菌体から
mRNA を抽出し、real-time RT-PCR 法にて、
それぞれの鉄獲得機構遺伝子群の発現量を
定量し、発現量の変化を解析することで、鉄
獲得への関与を解析することとした。我々は
これまでに溶血素遺伝子群では hlyA および 
hlyI の遺伝子産物が溶血活性を示し、鉄欠乏
環境下で発現が上昇することを明らかにし
た(Anaerobe 18:350, 2012)。本研究課題で
は、鉄獲得機構の溶血に続く Hb を分解す
る protease 遺 伝 子 群 (PIN17_A0411, 
PIN17_A1283, interpainA)、  菌体内取り
込み heme acquisition pathway 遺伝子群
の ヘ ム 結 合 タ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ
(PIN17_A0718, PIN17_0007)、菌体内鉄貯蔵
タンパク質(dps) について解析した。  

   図６ 増殖曲線 
 鉄源添加培地(7.7 μM heme: Fe+)および
鉄欠乏培地(7.7 μM protoporphyrin IX, 125 μM 
2,2’-dipyridyl: Fe-)で P. intermedia を増殖させ
た際の増殖曲線を図６に示す。対数増殖期中
期(OD: 1.0 Fe+:14 h culture, Fe-:20 h culture)の
細菌を用いて、real-time RT PCR を行い、発現
量を解析した。 
 その結果、2つの新規の cyeteine protease
のうち、interpainA と同様に Hb を基質とす
る PIN17_A1283 の発現量の増加が認められ
たが、PIN17_A0411 では有意な差は認めら
れなかった。ヘム結合タンパク質ホモログは、



PIN17_A0718, PIN17_0007 ともに Fe-環境
下で有意に発現が上昇し鉄獲得に関与する
ことが示唆された。dps は鉄が過剰時に菌体
内に取り込まれた heme 由来の酸化ストレス
からの DNA の保護の役割を果たすため、Fe-
環境下で発現量が低下したと考えられた。 

  図７ real-time RT PCR 
 本研究で、P. intermedia の鉄の獲得の際に
Hb の分解に関与すると推測される cysteine 
protease、菌体内の鉄の貯蔵に関与する酵素
の酵素学的性質と発現量解析を行った。加え
て、ヘム結合ドメインを持ち菌体内への鉄の
取り込みに関与するタンパクの発現量解析
を行った。今後は、P. intermedia の溶血素遺
伝子欠損株の作製方法を確立させ、これらの
遺伝子産物の鉄獲得への関与および、その病
原性への関与を明らかにしていく予定であ
る。 
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