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研究成果の概要（和文）：　歯周病関連細菌Porphyromonas gingivalisのもつMfa1線毛は、Mfa1が重合した繊維状構造
物にアクセサリー分子Mfa3-Mfa5が結合していることが明らかになっている。本研究では線毛因子がどのように菌体表
面に輸送され、どのように形成されるのか、その構築機序を解明することを目的とした。その結果、以下の知見を得た
。(1) アクセサリー成分が線毛発現に関係していること、(2) Mfa3及びMfa4の翻訳後修飾にはジンジパインが必要なこ
と、(3) Mfa5の組込みにはType IX分泌装置が関与していることが分かった。以上の結果から本菌特有の線毛構築機序
の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mfa1 fimbriae of Porphyromonas gingivalis, a major periodontal pathogen, is 
composed of five proteins of Mfa1-5, but there is limited information about their biogenesis mechanism. 
The aim of this study was to elucidate how fimbrial proteins were translocated to cell surface and were 
assembled on the cell surface. The following findings were obtained. (1) Mfa3-5 were involved in 
expression of fimbriae on the cell surface. (2) Gingipains were required for post transcriptional 
modification of Mfa3 and Mfa4. (3) Type IX secretion system was involved in integration of Mfa5 into 
fimbriae. These findings suggested the presence of a novel biogenesis mechanism of the P. gingivalis 
fimbriae.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景	
	 Porphyromonas	gingivalisは、歯周疾患へ
の関与のみならず、心血管疾患や早産などの
様々な全身疾患にも関連することが明らか
になっている。本菌は、菌体表層に付着因子
である FimA と Mfa1 の２種の線毛をもつ。
FimA タンパク質を主要成分とする FimA 線毛
には、アクセサリー成分 FimC、FimD、および
FimE が、Mfa1 タンパク質を主要成分とする
Mfa1 線毛にはアクセサリー成分 Mfa3、Mfa4、
および Mfa5 が、それぞれ微量に含まれるこ
とが分かっている。しかし、それらの成分が
どこに局在するのか、また、どのように線毛
に組込まれるのかは不明であった。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、２種の線毛の構成成分の遺伝
子の構造・機能およびアクセサリー成分と主
要成分とのアミノ酸配列の共通性に注目し、
各線毛成分の局在とその輸送・局在化に関わ
る因子を明らかにし、線毛構築機序を総合的
に理解することを目的とした。主な研究項目
は、（１）アクセサリー成分変異株における
線毛形成に及ぼす影響の検討、（２）免疫電
子顕微鏡法によるアクセサリー成分の局在
の検討、（３）ウェスタンブロットによるア
クセサリー成分の局在の検討、（４）線毛成
分の輸送・局在化におけるジンジパインの関
与の検討、（５）線毛成分の輸送・局在化に
おける TypeIX 分泌装置の関与の検討である。	
	
３．研究の方法	
（１）アクセサリー成分変異株における線毛
形成に及ぼす影響の検討	
	 菌体タンパク質を 60℃で 10 分間加熱する
と線毛の重合が部分的に解離し、SDS-PAGE で
展開したゲル上でラダーバンドとして検出
される。この線毛の性質を利用し、Mfa1 の重
合の程度をウェスタンブロットにより評価
した。アクセサリー成分変異株の菌体表層に
おける線毛の構造・発現量を透過型電子顕微
鏡による形態学的手法により解析した。また、
菌体表面での線毛発現量を ELISA にて評価し
た。	
	
（２）免疫電子顕微鏡法によるアクセサリー
成分の局在の検討	
	 免疫電子顕微鏡法により Mfa3-5 の局在を
検討した。菌体を膜に載せ、一次抗体として
抗 Mfa3、Mfa4 あるいは Mfa5 抗体、二次抗体
として金コロイド標識抗体を用いた。	
	
（３）ウェスタンブロットによるアクセサリ
ー成分の局在の検討	
	 菌体タンパク質を膜タンパク質と細胞質
およびペリプラズムタンパク質とに分画し
た。さらに、膜タンパク質を内膜と外膜とに
分画した。そして、抗アクセサリー成分抗体
を用いたウェスタンブロットを行った。	
	

（４）線毛成分の輸送・局在化におけるジン
ジパインの関与の検討	
	 ジンジパイン変異株から菌体タンパク質
を調製し、抗アクセサリー成分抗体を使用し
たウェスタンブロットにて解析した。	
	
（５）線毛成分の輸送・局在化における
TypeIX 分泌装置の関与の検討	
	 porU 遺伝子（TypeIX 分泌装置を構成する
因子）変異株を作製し、アクセサリー成分の
輸送・局在化に及ぼす影響をウェスタンブロ
ットにより検討した。	
	
４．研究成果	
（１）アクセサリー成分変異株における線毛
形成に及ぼす影響の検討	
	 重合した Mfa1 を示すラダーバンドは、ア
クセサリー成分変異株では、親株と比較して、
やや減少する傾向を示した。ELISA によりア
クセサリー成分変異株の線毛発現は親株と
比較して半分程度に減少していた。以上の結
果からアクセサリー成分が Mfa1 重合に関与
していることが考えられた。電子顕微鏡解析
では菌体表面の線毛構造の観察が難しく、株
間での違いを判別できなかった。	
	
（２）免疫電子顕微鏡法によるアクセサリー
成分の局在の検討	
	 抗 Mfa3 抗体および抗 Mfa1 抗体を使用した
二重免疫電子顕微鏡法を行った結果、Mfa3 は
線毛の先端に、Mfa1 がシャフト部分に局在す
ることが明らかになった（図１）。	

	
（３）ウェスタンブロットによるアクセサリ
ー成分の局在の検討	
	 Mfa3 は、内膜に局在する 43	kDa	Mfa3 と外
膜および線毛に局在する 40	kDa のタイプが
存在することが分かった。以上の結果から、
Mfa3 タンパク質は、内膜から外膜に移行する
過程において、翻訳後修飾を受けることが考
えられた（図２）。	
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（４）線毛成分の輸送・局在化におけるジン
ジパインの関与の検討	
	 ジンジパイン欠損株の Mfa1、Mfa3 および
Mfa4 において未成熟型と考えられるバンド
が検出された。これらの因子の翻訳後修飾に
はジンジパインが関係していることが考え
られた。（図３）	
	

（５）線毛成分の輸送・局在化における
TypeIX 分泌装置の関与の検討	
	 porU 変異株では、菌体表面での Mfa1 線毛
の形成が減少し、Mfa5 が細胞外には分泌され
ず菌体内で分解されていた。これらの結果か
ら TypeIX 分泌装置が Mfa5 の菌体外への分泌
に必要であること、Mfa1 線毛の形態形成に関
与していることが考えられた。	
	
	 FimA 線毛の構成成分の構築機序について
の新たな知見は得られなかった。	
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