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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌Porphyromonas gingivalis(Pg)は、外膜ヴェシクル(OMV)を菌体外に放出
し、生体と相互作用する。本研究では、PgのOMVの二次元電気泳動とウエスタンブロットを併用したイムノプロ
テオーム解析を行い、OMVで免疫したマウス血清抗体におけるイムノドミナント抗原を同定した。また、ある表
面活性化磁性ビーズとPgOMVの特的な結合を見出し、新たなPgOMVの精製方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Gram-negative bacteria produce and release spherical, microstructural bodies
 called outer membrane vesicles (OMVs) during growth. As with other Gram-negative bacteria, OMVs are
 naturally produced by Porphyromonas gingivalis (Pg). In the present study, we identified 
immunodominant antigens recognized in serum samples from mice intranasally immunized with PgOMV by a
 sub-immunoproteome approach with the combination of two-dimensional gel electrophoresis and mass 
spectrometry analysis. In addition, we discovered a novel approach for purification and selective 
capture of PgOMV. PgOMV was found to bind to magnetic beads coated with epoxy groups in a 
noncovalent, species-specific manner. 

研究分野： 細菌学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 歯 周 病 細 菌 Porphyromonas 
gingivalis(Pg)は、外膜ヴェシクル (Outer 
membrane vesicle; OMV)を菌体外に放出し、
生体と相互作用する。 
 
２．研究の目的 
 (1) Pg の OMV のイムノプロテオーム解析
を行うこと。 
 (2) PgOMV と様々な表面活性化磁性ビー
ズと結合力を調べ、この結合を応用した新た
な PgOMV の精製方法を確立すること。 
 
３．研究の方法 
 (1) PgOMV を二次元電気泳動で展開した
後、これに OMV 経鼻投与して得られたマウ
ス血清を反応させ、OMV 中のイムドミナン
ト抗原を同定した。 
 (2) PgOMV が各種表面活性化磁性ビーズ
に結合する性質を調べ、PgOMV を精製する
ことを試みた。 
 
４．研究成果 
 (1) PgOMV を二次元電気泳動により展
開したところ、スポットの多くは低 pH 領
域に分布していた。2D マップ上の合計 53
のスポットを MS 解析により同定した。さ
らに、作成した PgOMV の 2D マップに
PgOMV で免疫したマウス血清を当ててウ
エスタンブロットを行ったところ A-LPS
やジンジパイン、Mfa1 線毛といった複数の
病原因子に強力なシグナルが見られた。 
 (2) 異なるPg菌５株に由来するOMVを用
いて、各種表面活性化磁性ビーズと結合する
かどうか調べたところ、５株の PgOMV はい
ず れ もエポ キ シ基活 性 化磁性 ビ ー ズ
(SB-Epoxy)と結合することが明らかとなっ
た。一方で、Pg 由来の線毛は SB-Epoxy に
は付着しなかった。SB-Epoxy に結合した
PgOMV は、2M の Urea などの変性条件下
で SB-Epoxy から解離したこと、また他に調
べた 6 菌種１１菌株は SB-Epoxy とは結合し
なかったことから、その結合様式は、菌特異
的な非共有結合であることが明らかとなっ
た。 この精製方法で溶出、単離した PgOMV
は、上皮細胞に対する強力な脱離活性 （ジ
ンジパインによるトリプシン様タンパク分
解酵素活性）を保持していた。磁性ビーズを
用いた簡便なPgOMVの新たな精製方法が確
立された。  
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