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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis は９型分泌装置 (T9SS) を介して多くの病
原因子分泌する。T9SS 分泌タンパク質は、シグナルペプチド、機能ドメイン、Ig-like domain、C-terminal 
domain からなる。
　Ig-like domain を欠失した T9SS 分泌タンパク質は、菌体内品質管理タンパク質の１つである HtrA によっ
て、菌体内で分解された。さらに、構造から、Ig-like domainは、機能ドメインとIg-like domain 間のドメイ
ンの疎水性面を覆うことによって、菌体内での凝集を防いでいることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： The periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis secretes many potent 
virulence factors using the type IX secretion system (T9SS). T9SS cargo proteins are composed of a 
signal peptide, functional domain(s), an immunoglobulin (Ig)-like domain, and a C-terminal domain. 
 T9SS  cargo proteins were degraded when their Ig-like domains were lacking or truncated. The 
degradation was dependent on the activity of a quality control factor, HtrA protease. These results 
suggest that the Ig-like domain mediates stability of the cargo proteins in the T9SS.

研究分野： 形態系基礎歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯周病は心血管疾患、脳梗塞、糖尿病、早産などとの関連性も指摘されている慢性細菌感染症であり、細菌の
産生する病原因子により、直接的および間接的に歯周組織の破壊が生じる疾患となる。
　細菌のタンパク質分泌は、それらの病原性に関わる。主要な歯周病菌が持つ病原因子分泌装置に関与する研究
を行うことで、歯周病細菌の病原性制御に繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細菌のタンパク質分泌は病原性に直結するため、長年種々の病原菌で研究されてきた。現在、

それらの分泌装置は、分泌様式の違いにより Type I~Type IX に分類される。歯周病細菌 
Porphyromonas gingivalis は強力なプロテアーゼであるジンジパインを分泌する。ジンジパイ
ン分泌を解析していく過程で、Type IX secretion system (T9SS) がタンパク質分泌に関与して
いることが分かってきた。T9SS は P. gingivalis をはじめ、バクテロイデーテス門に属する歯
周病細菌である Tannerella forsythia, Prevotella intermedia、動物由来感染症の原因菌である 
Capnocytophaga canimorsus、アユ、ニジマスの致死性感染症、冷水病の原因菌である
Flavobacterium psychrophilumn 等の病原細菌にも保存されている。 
 
２．研究の目的 
 代表的な歯周病細菌 Porphyromonas gingivalis において、病原タンパク質分泌に関わる分
泌装置 （Type IX secretion system: T9SS）を新たに見つけた(2010)。本分泌装置はバクテロイ
デスフィラム (Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides グループ)に属する他の歯周病細菌に
も保存され、菌種によってはタンパク質分泌だけでなく滑走運動にも関わることが明らかとな
った。システムを構築する個々の因子について機能解析をおこなうとともに、分泌されるタンパ
ク質がどのような共通性を持ち、分泌機構に認識されて膜を通過するのか、本研究では T9SS 
を構築する分子の構造を明らかにすること、分泌タンパク質のシグナル認識機構を構造の面か
ら明らかにすることを研究目的とする。  
 
３．研究の方法 
 分泌装置がどのような仕組みで分泌タンパク質を認識•識別•分泌するのか、分泌する側およ
びされる側の両因子から解析を進める。T9SS 構成タンパク質の個々の分子構造を明らかにする
とともに分泌装置を構成する上で重要な部位を決定する。ジンジパイン以外の T9SS 分泌タンパ
ク質を同定している。これら分泌タンパク質の共通性から、T9SS 分泌タンパク質の基本構造を
明らかにする。 
 HBP35 とジンジパインの構造比較により、Ig-like domain の構造を共通して持つことが明ら
かとなったことから、遺伝学的手法を用いて Ig-like domain を欠失した T9SS 分泌タンパク質、
また Ig-like domain を他の菌のそれと入れ替えた T9SS 分泌タンパク質を P. gingivalis 内で
発現し、イムノブロット解析を行った。 
 Ig-like domain を欠失した T9SS 分泌タンパク質は、イムノブロット解析によって検出されな
かった。菌体内で分解されていると仮定し、Ig-like domain を欠失した Gingipain (KgpΔIg)を
発現させた株において、菌体内プロテアーゼ遺伝子候補を変異させ、KgpΔIg がレスキューされ
るプロテアーゼ遺伝子を探索した。 
 
４．研究成果 
T9SS 分泌タンパク質の輸送タンパク質の特徴を知るために、

P. gingivalis の T9SS 分泌タンパク質である、HBP35 全長タ
ンパク質（プロ型）の X線結晶構造解析を行なった（図１）。 
これまでに報告のある T9SS 分泌タンパク質 Gingipain (Kgp, 
Rgp)（分泌型） 等の構造と、HBP35 の構造を比較することに
より、プロ型 T9SS 分泌タンパク質は、シグナルペプチド、機
能ドメイン、Ig-like domain、C-terminal domain を基本構
造として持つことが示された。Ig-like domain を欠失した
HBP35 (HBP35ΔIg) および Gingipain (KgpΔIg、RgpΔIg) を
P. gingivalis において発現させたところ、HBP35ΔIg および
RgpBΔIg は、各々抗 Hbp35 抗体および抗 Rgp 抗体を用いたイ
ムノブロットで検出されなくなった。これらは、菌体内で品質
管理タンパク質の１つであるHtrAプロテアーゼによって分解
されていた。 
 また、Kgp と RgpB の Ig-like domain を入れ替えた場合も
Ig-like domain 欠失型ジンジパインと同様に、細胞内で HtrA
によって分解されていた。このことから、各々の機能ドメインに合わせた Ig-like domain が必
要となることが示された。 
 Ig-like domain を欠失した T9SS 分泌タンパク質が HtrA プロテアーゼによって分解されるこ
とから、Ig-like domain を欠失するとタンパク質凝集することが示唆された。一方、HBP35 タン
パク質の構造から、機能ドメインと Ig-like domain は疎水性相互作用でもって面していた。Ig-
like domainは、機能ドメインとIg-like domain 間のドメインの疎水性面を覆うことによって、
菌体内での凝集を防いでいることが示唆された（図２）。 
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