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研究成果の概要（和文）：Porphyromonas gingivalisは慢性歯周炎の最重要原因細菌である。本菌は歯周局所へ
の付着に関与する線毛を有している。本線毛には２種類あり、Fim線毛とMfa線毛という。両線毛ともそれらを構
成するタンパク質がリポタンパク質輸送系で菌体表面まで運ばれることを以前の私たちの研究で明らかにしてき
た。本研究ではそれらの構成タンパク質の重合様式について、X線結晶構造解析、クライオ電子顕微鏡解析等を
用い、C末端をドナー鎖とするドナー交換反応にて重合していることを明らかにした。この線毛形成機構はいま
まで線毛形成機構として報告されたものとは全く異なることから５型線毛と命名された。

研究成果の概要（英文）：Porphyromonas gingivalis is the most important pathogen of chronic 
periodontitis. This bacterum has pilus involved in adhesion to the periodontal area. There are two 
types of pili: Fim pili and Mfa pili. Previous studies have shown that the proteins that make up 
both pili are transported to the cell surface by the lipoprotein transport system. In this study, it
 was clarified that the polymerization mode of these constituent proteins was polymerized by donor 
exchange reaction with C-terminal as donor chain using X-ray crystal structure analysis, 
cryo-electron microscopic analysis, etc. This pilus formation mechanism is named 5 type pilus 
because it is completely different from what has been reported as the pilus formation mechanism so 
far.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本では歯周病は40歳以上の成人の半数以上が罹患している慢性感染症であり、その原因は口腔内の細菌であ
る。そのなかでもPorphyromonas gingivalisは最重要原因細菌であり、本菌の歯周病原性の理解は歯周病の治療
あるいは予防のうえで重要と考えられる。本研究では本菌のもつ病原因子のなかで歯周局所への付着に関与する
線毛についてその形成機構を詳細に解析した結果、いままで線毛形成機構として報告されたものとは全く異なる
機構であることがわかった。この研究成果は今後、線毛の形成阻害をおこす方法、引いては本菌の歯周病原性を
武装解除する方法を開発するうえで重要な知見を与えた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

歯周病関連細菌の最重要細菌としてグラム陰性偏性嫌気性細菌である Porphyromonas 

gingivalis が知られている。本菌の病原因子として、菌体表面にある強力なタンパク質分解酵素

であるジンジパインと歯周局所への付着に与る線毛が特に有力視されている。本菌の線毛は

Fim 線毛と Mfa 線毛がある。それぞれの線毛の主要構成タンパク質は FimA と Mfa1 であり、

それらを含む遺伝子はそれぞれゲノム上の異なる位置でクラスターになっている。我々は FimA

と Mfa1 が成熟化するために、アルギニン残基の C 末端でペプチド鎖を切断するジンジパイン

である Rgp が関わることを見出した (Nakayama et al. J. Bacteriol. 1996)。また、FimA や Mfa1 が

菌体表面への輸送に際して、脂質による修飾が起こりリポタンパク質として輸送されること（リ

ポタンパク質輸送系）も見出した (Shoji et al. Mol Microbiol. 2004)。さらに、米国スクリプス研

究所等との共同研究で FimA および Bacteroidetes 門に属する細菌の推定 FimA 類似タンパク質

のＸ線結晶構造を明らかにし、 重合の際には C 末端側がリンカーとして寄与する可能性を発

見した。しかしながら、線毛が重合する際に、本当に C 末端側がリンカーとして寄与している

かについては、さらなる詳細な解析が望まれていた。 

 
２． 研究の目的 
目的は以下の 4 点である。 

（１） C 末端側ペプチドおよびその近傍に位置すると想定されるペプチド内のアミノ酸残基

をシステインに置換した変異 FimA タンパク質を P. gingivalis で発現させた株を用いて

クロスリンク実験を行い、C 末端側がドナー鎖として FimA タンパク質モノマーの重合

がおこっているとの仮説を証明する。 

（２） 組換え FimA タンパク質と精製した Rgp を混和し、in vitro による線毛様構造作成を試

み、その後、クライオ電子顕微鏡による詳細解析を行うことで線毛主要構成タンパク

質の重合機構を明らかにする。 

（３） FimA は 6 種の型に分かれているが、1 型は健常時で分離される株に多く、2 型は病原

性への関連があると報告されている。これまでにＸ線結晶構造が明らかにされている

のは 4 型のみである。本研究では、さらに 1 型（ATCC 33277 株由来）と 2 型（TDC60

株由来）の構造解析を試みる。それらの構造の差異を比較することで病原性に関わる

分子内領域を明らかにする。 

（４） これまで、Fim 線毛のマイナータンパク質については、Ｘ線結晶構造が明らかにされ

ていないので、該当する FimC, FimD, FimE の構造解析を試み、主要線毛タンパク質

FimA との重合様式を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
（１） Rgp の限定分解により形成された N 末端ドメインの空隙（A1 ストランドがあった部位）

に、次の FimA タンパク質の open 構造の C 末端 A1’ストランドが嵌まり込むか否かを

調べるために、in vivo Cys-Cys クロスリンキング実験を行った。まず始めに FimA タン

パク質にすでに存在する 3 つのシステイン残基をアラニンに置換した場合でも線毛形

成に変化がないことをイムノブロット解析ならびに電子顕微鏡にて確認した。つぎに、

結晶構造解析の結果から C 末端 A1’ストランドが N 末端ドメインの D1 と G1 ストラン

ドの中間に嵌まり込むのではないかと推測されたので、A1’ ストランド内の 3 つのア

ミノ酸をシステインに置換し、先ほどの 3 つのアミノ酸に近接した D1 と G1 ストラン

ド内にあるアミノ酸をシステインにそれぞれ置換した変異型 FimA タンパク質を発現



するプラスミドを作製した。fimA 変異株に各々のプラスミドを導入し変異型 FimA タ

ンパク質を発現させた。もし、システイン残基どうしが近傍にある場合、過酸化水素

処理によるジスルフィド形成によってモノマーへの解離が不十分なバンドがイムノブ

ロット解析検出されると予想された。 

（２） 線毛主要構成タンパク質の重合機構を明らかにするため、大腸菌にて N 末端側にヒス

タグを持つ組換え FimA タンパク質を発現し、TALON レジンによるアフィニティ精製

により精製標品を得た。一方、P. gingivalis より His タグを有する RgpB（Prof. Potempa

教授より恵与）を TALON レジンにより精製した。その後、両者を混和し、in vitro に

よる線毛様構造作成を試み、その後、クライオ電子顕微鏡による詳細解析を行った。 

（３） 1 型（ATCC 33277 株由来）と 2 型（TDC60 株由来）の FimA タンパク質について、

大腸菌にて N 末端側にヒスタグを持つ組換え FimA タンパク質を発現し、TALON レジ

ンによるアフィニティ精製により精製標品を得た。その後、Ｘ線結晶構造解析を試み

た。 

（４） ATCC 33277 株由来の FimC, FimD, FimE について、大腸菌にて N 末端側にヒスタグ

を持つ組換えタンパク質として発現し、TALON レジンによるアフィニティ精製により

精製標品を得た。その後、Ｘ線結晶構造解析を試みた。 

 

４． 研究成果 

（１） A1’ ストランド内の 3 つのアミノ酸をシステインに置換し、先ほどの 3 つのアミノ酸

に近接した D1 と G1 ストランド内にあるアミノ酸をシステインにそれぞれ置換した変

異型 FimA タンパク質を発現した株を過酸化水素で処理するとモノマーへの解離が不

十分なバンドが検出された。この結果から FimA の N 末端ドメインの空隙（A1 ストラ

ンドのあった部位）に次の FimA の C 末端先端のストランド A1’と A2’が嵌まり込むと

いうことが証明された。この研究成果は Cell 誌に発表された(Xu, Shoji et al. Cell 2016)。

また、本論文中で FimA の構造と Fim 線毛の重合機構は既知の線毛のそれとは異なる、

まったく新規な機構であることから 5 型線毛と命名した。 

（２） 大腸菌にて N 末端側にヒスタグを持つ組換え FimA タンパク質を過剰発現後、TALON 

レジンによるアフィニティ精製により精製標品を得た。一方、P. gingivalis より His タ

グを有する RgpB（Potempa 教授より恵与）を TALON レジンにより精製標品を得た。

両者を混和した後、ポリエチレングリコール沈殿により、線毛様構造を示す重合産物

を得ることに成功した。その後、沖縄科学技術大学院大学のクライオ電子顕微鏡によ

り、線毛様構造を大量に撮影した。得られた写真をシンメトリーによらない単粒子解

析を行い、線毛様構造を解像度 3Å のレベルで明らかにすることができた。予想してい

たように、線毛様構造は FimA の C 末端側がドナー鎖となっていることがわかった。

現在、この成果については論文を作成中である。 

（３） 1 型（ATCC 33277 株由来）と 2 型（TDC60 株由来）の FimA タンパク質について、大

腸菌にて N 末端側にヒスタグを持つ組換え FimA タンパク質を発現し、TALON レジン

によるアフィニティ精製により精製標品を得た後、Ｘ線結晶構造解析を試みた。その

結果、それぞれ 1 型（ATCC 33277 株由来）については 2.1Å、2 型（TDC60 株由来）に

ついては、1.6Å の解像度で決定することができた。それぞれの構造を当てはめたとこ

ろ、6 つの部分に構造の違いを確認することができた。今後、そのうちのどの部分が病

原性に関わるかを明らかにする予定である。 



（４） ATCC 33277 株由来の FimC, FimD, FimE について、大腸菌にて N 末端側にヒスタグを

持つ組換えタンパク質として発現し、TALON レジンによるアフィニティ精製を行った

ところ、FimC および FimE の精製標品を得ることができた。そのうち、FimC について

は、Ｘ線結晶構造解析が良好に進んでいる。しかしながら、FimD については発現その

ものに成功しておらず、さらなる検討を進めている。 
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