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研究成果の概要（和文）： 歯周病原因菌　Aggregatibacter actinomycetemcomitansの表層タンパクの病原性解
析を行った。本研究ではトリプシンを菌体表層に作用させることにより、菌体表層に突出したタンパクの同定を
試みた。その結果、既知の病原性外膜タンパクOmp100, EmaAを含む数種の表層タンパクが同定された。しかしな
がら、同定されたタンパクの多くはリボソームタンパクや酵素などの細胞質タンパクであった。これらの一部
は、トリプシン処理により傷害を受けた死菌由来であることが考えられた。今後は、菌体表層に特異的な因子を
解析する方法を確立し、本菌の病原性に強く関連する因子を同定する。

研究成果の概要（英文）： In this study, we tried virulence analysis of surface proteins on 
periodontal pathogen Aggregatibacter actinomycetemcomitans. To analysis the exposed proteins on 
outer membrane, trypsin shaving was performed. As the results, several surface proteins including 
previously known virulence factors Omp100 and EmaA were identified. However, many of the identified 
proteins were intracellular located proteins such as the ribosomal proteins, chaperons and enzymes. 
These results indicate some of the identified intracellular proteins are derivative from killed 
bacteria by trypsin treatment. Improved protocol is needed to systematic identification of surface 
proteins in this microbe. 

研究分野： 口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 
歯 周 病 原 因 菌 Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans は若年性歯周炎、成人
性慢性歯周炎などの起炎菌の一つである。本
菌の病原性因子の解析はロイコトキシン、細
胞致死膨化毒素、線毛などについて数多く行
われている。これらの病原性因子に加え、菌
体表層に局在する外膜タンパクにおいても
病原性が知られており、Omp100 や EmaA な
どが宿主細胞への付着や、宿主免疫力に対す
る回避因子として機能していることが明ら
かとなっている。 
菌体表層には外膜タンパク以外の因子も

存在し、その中では病原性を有する因子も報
告されている。歯周病原因菌においては A. 
actinomycetemcomitans のロイコトキシンは菌
体の表層に核酸を介して結合すること、
Porphyromonas gingivalis のプロテアーゼであ
るジンジパインは複数のタンパク、リポ多糖
と複合体を形成し表層に局在すること等が
報告されている。菌体表層のジンジパインは
赤血球凝集能、細胞マトリックスへの付着性
が報告されている。また、菌体表層成分の中
にはレクチン様タンパクの存在も多数報告
されており、宿主細胞への結合性、細菌共凝
集因子としても知られている。 
以上のことから、歯周病原因菌 A. 

actinomycetemcomitans の表層に局在するタン
パクにおいて病原性を示す未知のタンパク
が存在する可能性は高いと考えられ、その病
原性の理解は本菌の病原性、ひいては歯周病
発症のメカニズムを解明するにあたって重
要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は 、 歯 周 病 原 因 菌 A. 

actinomycetemcomitans の表層タンパクを網羅
的に解析し、本菌の新規病原性因子を同定す
ることを目的とする。 
菌体表層のタンパクの同定方法としては、

相同性検索や超遠心処理による膜タンパク
画分の回収方法などがあり、同定されたもの
の一部は菌体表層に局在し、病原性や強い抗
原性を示すことが報告されてきた。しかしな
がら、多くの表層タンパクがこれらの方法で
は見逃されていることが示唆されている。 
表層に局在する外膜タンパクにおいても、

タンパクの大部分が膜貫通領域もしくはペ
リプラズムに存在するものに比べ、大部分が
外膜上に露出するタンパクは、病原性、抗原
性が高くなると考えられる。 
よって、本研究では、菌体表層に存在し、

大部分が外膜上に露出しているものを特異
的に同定するために、Trypsin shaving 法を行
なった。当解析は菌体表層に露出しているタ
ンパクをプロテアーゼで切断し、LC-MS で網
羅的に解析する方法である。近年、複数の細
菌種で菌体表層のキャラクタライズに当解
析が用いられてきている。また、当解析では、
菌体表面に弱く結合するタンパクの同定も

可能となる。よって、元来分泌タンパクとし
て考えられていた因子の菌体表層における
病原性への関与を解明することも、本研究の
目的のひとつである。 
以上のことから、本研究において A. 

actinomycetemcomitans の表層における新規病
原性因子の同定は可能と考えられた。 
 
３．研究の方法 
菌体表層に露出しているタンパクの同定

を行うために、ゲノム情報が公開されている
A. actinomycetemcomitans HK1651 株を使用し
た。本株は高病原性 JP2 クローンの一つであ
り、病原性因子同定のためのターゲットとし
て適していると考えられる。 

A. actinomycetemcomitans growth medium を
100 ml 用い、HK1651 株を対数増殖期まで培
養した。その後、菌体を PBS にて３回洗浄
し、MS grade トリプシン (1 mg) 含有 PBS 
(5ml) で 37℃、30 分間、表層タンパクの切
断を行った。その際、菌液の一部を寒天培
地上に播種し、顕著な溶菌が生じていない
ことを確認した。 
得られたトリプシン消化物から 0.2 µM の
フィルターにより菌体を除去し、1 mg の 
MS grade トリプシンにより、37℃で一晩、
再度消化反応を行った。TFA を 0.1％添加す
ることで消化反応を停止させた後、脱塩・
濃縮を Sep-pak C18 で行った。得られたトリ
プシン消化物を LC-MS にて解析し、得られ
たペプチド情報から表層タンパクの同定を
行った。 

 
４．研究成果 
(1) A. actinomycetemcomitans に お け る
Trypsin shaving 
 A. actinomycetemcomitans HK1651 の Trypsin 
shaving の結果を表１に示す。Low クオリティ
のペプチドを排除後にアミノ酸配列内にペ
プチドが Hit したタンパクを表層由来のタン
パクとした。Coverage は５～６０％であった。 
 同定されたタンパクのうち、EmaA, Omp29, 
Omp100 は既知の外膜タンパクである。しか
しながら、その他、既知の外膜タンパク
(Omp64, Omp32, Omp16/18 など) は検出され
なかった。これは当解析の解像度の低さに起
因する可能性が考えられる。しかし、検出さ
れたもののうち、Omp100 及び EmaA はオー
トトランスポータータイプの外膜タンパク 
 
図１. オートトランスポーターの模式図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



表１．A. actinomycetemcomitans HK1651 の
Trypsin shaving 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
である。このタイプの外膜タンパクは菌体表 
層に大部分が露出している（図１）。そのた 
め、より Trypsin により消化されやすく検出
が当解析によりなされた可能性も考えられ
た。 
 ま た 、 当 解 析 に よ り 、 A. 
actinomycetemcomitans の代表的な病原性因子
であるロイコトキシンが表層タンパクの一
つとして同定された。ロイコトキシンは菌体
外産生性の白血球殺滅毒素であるが、この結
果はロイコトキシンが菌体表層にゆるく結
合し、表層の病原性因子としても機能する過
去の報告例を裏付けるものとなった。 
 当解析により、リボソームタンパクなどの
細胞質タンパクが表層タンパクとして同定
された。これらはトリプシン処理中の溶菌に
由来するものが大部分であると考えられる。
よって、より表層特異的に解析できる反応系
の構築が今後必要になると考えられた。 
 
(2) グラム陽性菌における Trypsin shaving 
 グ ラ ム 陰 性 菌 で あ る A. 
actinomycetemcomitans はグラム陽性菌とくら
べ、構造上バッファー中などで溶菌しやすい
ことが知られている。そこで、当解析方法の
妥当性を検証するために、グラム陽性菌の一
つであるStaphylococcus aureus MW2株におい
て Trypsin shaving を行った（表２）。 
 結果、代表的な S. aureus の表層タンパクで
あり病原性因子でもあるプロテイン A (Spa)
やフィブロネクチン結合タンパク(Fnb)が同
定された。また、細胞壁結合タンパクの一つ
で Immunomodulator としての報告がある

SasH が同定された。しかしながら、その他既
知の菌体表層タンパクの同定はなされず、当 
 
表２．S. aureus MW2 の Trypsin shaving 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
解析の解像度は、表層タンパクの網羅的同定
のためには不十分である可能性が示唆され
た。よって、今後は解析の最適化を検討する
必要がある。 
 S. aureus の Trypsin shaving は 、 A. 
actinomycetemcomitans のものと比べ、細胞質
タンパクの同定された数は少なかった。よっ
て、表層構造の強固さの違いが結果に大きく
影響されることを示唆している。 
 過去の報告により、死菌由来の細胞質タン
パクが菌体表層に結合し、宿主細胞への付着
などの病原性に関わる例が報告されている。
このような、菌体表層において副産物的な働
きを示す細胞質タンパクの同定においても
Trypsin shaving は有効であると考えられる。
この度、S. aureus において Trypsin shaving に
より同定された細胞質タンパクCspAやTufA
などは、表層における新規病原性因子として
の働きも考えられるため、今後の検討課題の
一つとなりうる。 
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