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研究成果の概要（和文）：　これまで我々はPorphyromonas gingivalis等歯周病細菌の４ジペプチジルペプチダ
ーゼ（DPP)の構造と機能を明らかにしてきた。本プロジェクトでは2型糖尿病の増悪化に歯周病菌DPPが関わると
いう仮説の元に、歯周病菌DPPの宿主への役割を明らかにする。
　歯周病細菌DPP4が2型糖尿病の病態増悪化に関与する可能性が考えられた。マウス耐糖試験において、細菌性
DPP4の前投与が活性型インクレチン濃度を低下させ、その結果、血糖値を上昇させることが明らかとなった。さ
らに歯周病細菌DPPの切断できないN末修飾ペプチドを選択的に分解するオリゴペプチダーゼのクローニングに成
功した。

研究成果の概要（英文）： We previously identified  novel exopeptidases expressed in periodontopathic
 bacteria, such as Porphyromonas gingivalis. In this project, we synthesized a substrate truly 
specific for dipeptidyl-peptidase (DPP) 7. Moreover, based on the hypothesis that these 
exopeptidases are involved to the exacerbation of type-2 diabetes melitus, we investiagetd the role 
of bacterial DPPs. 
  Mice with pre-injected with DPP4 showed increased blood glucose concentrations and retarded 
decline during the glucose tolerance test. In consistent to these changes, blood insulin and 
incretin (GLP-1) concentrations were decresed in DPP4-injected mice. To our knowledge, this is the 
first study that periodontopathic bactria can exacerbate type-2 diabetes via bacterial DPP4.
  Separately, we identified an oligopeptidase in P. gingivalis that preferentially degrades 
N-terminally acylated peptides, which are unable to be degraded by DPPs.      

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
  Porphyromonas gingivalis を始めとする
歯周病原性細菌群は、糖非依存性でもっぱら
細胞外のタンパク質代謝によって生育のた
めのエネルギーと炭素を得る。そのため細胞
外やペリプラズム領域に種々のペプチダー
ゼを発現している。特に P. gingivalis におい
てはシステインエンドペプチダーゼである
ジンジパインが大量に発現していることが
知られている。 
 その一方で P. gingivalis はアミノ酸では
なく、ジペプチドの形で細菌体内に取り込む
と報告されている。そのため、塩基性アミノ
酸特異的なジンジパインのみでは、取り込み
形であるジペプチドにまで分解することは
不可能である。この目的のためにジペプチド
を産生するジペプチジルペプチダーゼ(DPP)
が発現している。全生物種でみると基質特異
性を異にする７種類の DPP が報告されてい
るが、P. gingivalis において 2011 年以前は、
Pro 特異的な DPP4 と疎水性アミノ酸選択的
な DPP7 の存在が知られているのみだった。
さらに DPP が分解できない N 末より３番目
にProも持つペプチドを切断することのでき
るトリペプチジルペプチダーゼ(PTP-A)は報
告されていた。 
 我々は P. gingivalis および関連菌である
Porphyromonas endodontalis の研究から、
従来、すべての生物においてこれまで報告の
ない酸性アミノ酸特異的な DPP を見いだし
て、DPP11 と命名した。その後には、カビな
ど特殊な真核生物にのみ報告されていた
DPP5 も、歯周病細菌を始め多くの細菌に発
現していることを見いだした。そのため歯周
病細菌には、細胞外の基質タンパク質を大ま
かに切断するエンドペプチダーゼと、その作
用の結果生じるオリゴペプチドをジペプチ
ドに変換しうる 4 種類の DPP が発現してい
ることが明らかとなった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 ヒト DPP4 が、膵臓ランゲルハンス島のイ
ンシュリン分布を促進する因子であるイン
クレチン類（GLP-1、 GIP）を分解する事実
を考慮し、歯周病患者において歯周病細菌由
来の多様なペプチダーゼ群が宿主のホメオ
スタシスを破壊して、病気を引き起こしうる
のではなかと推測した。そこでまず疫学研究
の結果から歯周病との相関が明らかな 2型糖
尿病との関連から検索することとした。 
 その一方で、歯周病細菌にはまだ知られて
いないペプチダーゼがあると我々は推定し
ている。特に DPP はいずれも N 末端が修飾
されているペプチドを基質とすることはで
きず、一方で、歯周病細菌の基質となるのは
血しょう由来のタンパク質が多いと考えら
れるが、その多くが N 末修飾を受けていると

されている。そこで歯周病細菌には N 末修飾
基質を分解するペプチダーゼが存在すると
推定し、これについても検索する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 菌の培養と酵素活性の測定 
 
  最も強く歯周病と関連するため、 ”red 
complex”を形成するとされる歯周病細菌3種
類のうち 2 種類（P. gingivalis、Tannerella 
forsythia）、次いでかなりの程度関連するとさ
れ、”orange complex”と呼ばれる菌のなかか
ら Prevotella intermedia を培養して、それ
らの発現するペプチダーゼを市販の100種類
のペプチド蛍光基質によって推定した。P. 
gingivalis については、さらに DPP4、DPP5、 
DPP7、DPP11 およびジンジパイン各遺伝子
および多重遺伝子ノックアウト株を作成し
て、その残存活性から、未同定ペプチダーゼ
の活性を推定した。その結果を指標にゲノム
情報から可能性のあるペプチダーゼ遺伝子
を PCR クローニングして発現し、その基質
特異性を決定した。 
 
(2) 歯周病菌リコンビナント DPP の生体内
基質への活性の検索 
 
 大腸菌で発現した歯周病細菌のリコンビ
ナント DPP の酵素学的なパラメータを決定
した。さらに基質としてジペプチジル蛍光基
質（MCA）に加えて、生体内の活性ペプチド
であるインクレチン（GLP-1 および GIP）で
検討した。切断の有無や程度は TOF-MS を
用いて決定した。さらに血液凝固系への影響
を見るために、APTT と PT 法を用いた。こ
れらの方法によって、DPP が血液凝固系因子
を分解して不活化するかどうかを検討した。 
 
(3) 歯周病原細菌 DPP のマウス個体への影
響の検討 
 
 リコンビナント DPP を大量に発現精製し
て、マウス尾静脈法を用いて耐糖試験を行っ
た。あらかじめ DPP を静注した場合と、対
照に PBS を投与した場合で、血糖値の上昇
と下降のプロファイルが異なるかどうか、ま
た血中インクレチン GLP-1 およびインシュ
リンの濃度がどのように変化するかをモニ
ターした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 新規エキソペプチダーゼの発見 
 
 従来より知られていた DPP4、DPP7、PTP-A
および我々が見いだした DPP5、 DPP11 はい
ずれもN末端が修飾されているペプチドを切
断することはできない。しかしながら歯周病



菌の基質となるタンパク質の多くは血しょ
うに由来し、それらの N末の多くはアシル化
されていると推定される。そこで我々は P. 
gingivalisには修飾N末ペプチドを分解でき
るペプチダーゼが存在すると推定した。S9 フ
ァミリーペプチダーゼファミリーより複数
の候補遺伝子をPCRクローニングしたところ、
PGN1349 に本活性を認めた。しかも PGN1349
はアシル化末端を持たないものよりもアシ
ル化ペプチドから、極めて選択的にアシル化
ジペプチドを遊離することが判明した（雑誌
論文 7、8）。これで歯周病菌のペプチドの一
つの謎が解決できたと考えている。 
 
(2) Bacteroides 属細菌での新規特異性を有
する DPP11 の発見 
 
 我々は歯周病原細菌において酸性アミノ
酸特異的な新規の DPP である DPP11 を 2011
年に発見した。2013 年には、酸性アミノ酸の
うちでもより Asp 特異的なタイプ(P. 
gingivalis 型)と逆に Glu をより強く反応す
るタイプ（Shewanella putrefaciens 型）が
あることを報告した。今回 Bacteroides属の
DPP11 が第一のタイプに近いものの Glu には
ほとんど活性を示さないといういわば第３
のタイプと分類すべきであることを報告し
た（雑誌論文 3）。 
 
(3) 歯周病菌由来 DPP4 が 2 型糖尿病に及ぼ
す影響 
 
ヒトの発現する DPP4 が膵臓のインシュリン
分泌促進因子であるインクレチン分解を引
き起こすこと、そのために DPP4 阻害剤が 2
型糖尿病の保険薬剤として使用されている
ことは周知の事実である。そこで我々は歯周
病菌の発現する DPP4 にも同様の作用がある
と考えて in vitro と in vivo で実験を行っ
た。マウスモデル系を用いて歯周病菌 P. 
gingivalisおよび Prev. intermedia DPP4 に
強いインクレチン分解作用があることを示
すことができた（雑誌論文 4）。この結果は、
歯周病と２型糖尿病の相関性にDPPが関わる
ことを強く示唆する結果であり、重要である
と考えている。 
  
(4) DPP7 特異的かつ高活性基質の作成 
 
 これまで歯周病菌の 4種類の DPPを中心に
検討してきた結果、DPP5 と DPP7 の基質特異
性がかなりオーバーラップすることが判明
した。もっとも重要な P1 部位（N末から 2番
目の残基）については、DPP5 は Ala または疎
水性アミノ酸を好み、DPP7 は疎水性アミノ酸
を好む。問題なのは、DPP5 特異的基質として
は Lys-Ala-MCA があるが、その一方で DPP7
特異的な基質は存在せず、われわれの従来の
検討で最も反応性のよい基質Met-Leu-MCAで
も、実はより DPP5 に強く分解される。そこ

で DPP5 と DPP7 の P1 部位と P2 部位（N末端）
特異的なアミノ酸残基に関して再検討し、
DPP7 に対して最も高活性で、かつ DPP5 では
ほとんど分解しない基質Phe-Met-MCAを同定
することに成功した。本基質を利用すること
により、歯周病菌の発現する 4種類の DPP の
個別定量が初めて可能になった（雑誌論文 1）。
現在、企業とともに本基質の製品化を進めて
いる。 
 
(5) DPP11 の酵素反応機構 
 
 歯周病菌 DPP11 の酵素学的および X線解析
によって、DPP11 の反応機構が極めてユニー
クな entrophy 依存的基質結合反応を行うこ
とを明らかにした。また、基質の側鎖のうち
P1 および P2 部位はしっかりと酵素に保持さ
れるが、その一方で P1’、P2’の側鎖はふら
ついてほとんど酵素との結合には関与しな
いことが判明した（雑誌論文 5）。 
 
(6) 歯周病菌の新規ペプチダーゼの発見 
 
 “Orange complex” 菌 で あ る Prev. 
intermediaにはArg特異的アミノペプチダー
ゼが発現していた。これまでに遺伝子の同定
とリコンビナントタンパクの発現と成功し
ている（Sarwar ら、第 60 回歯科基礎医学会、
福岡、2018、9月 発表予定） 
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