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研究成果の概要（和文）：S46ファミリーに属するペプチダーゼ類は、ヒトに存在せず、新規抗生物質の理想的
標的である。我々は、Porphyromonas gingivalis由来ジペプチジルペプチダーゼ11（PgDPP11）に関し、宇宙空
間で成長させた高品質結晶を用い、その結晶構造を高分解能で決定した。活性部位に結合したイオン類は基質酸
性ペプチドの結合を模倣しており、その結合情報を利用したインシリコ探索により非ペプチド性阻害剤である
SH-5を見出し、その結合様式を結晶構造解析で確認した。SH-5および関連化合物は、PgDPP11に対する強力な阻
害剤をデザインするためのリード化合物となるであろう。

研究成果の概要（英文）：Family S46 peptidases are widely distributed in anaerobic Gram-negative 
species in the genera Bacteroides, Parabacteroides, and Porphyromonas, but they are not found in 
mammals. Therefore, S46 peptidases are ideal targets for novel antibiotics. We determined a crystal 
structure of dipeptidyl peptidase 11 from Porphyromonas gingivalis (PgDPP11) in complex with citrate
 ions at a 1.50 &Aring; resolution using a high-quality space-grown crystal. The bound citrate ion, 
a potassium ion, and a water molecule in the active site of PgDPP11 were regarded to mimic the 
binding of an acidic amino acid and were utilized as a pharmacophore for an in silico inhibitor 
screening. The screening resulted in the first nonpeptidyl inhibitor of S46 peptidases, SH-5. The 
binding mode of SH-5 was confirmed by crystal structure analysis at a 2.39 &Aring; resolution. The 
hit compound SH-5 and a related compound represent promising lead structures for further rational 
design of potent inhibitors against PgDPP11.

研究分野：創薬科学

キーワード： 糖非発酵性細菌　ペプチダーゼ　立体構造　抗菌剤　ドラッグデザイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病原因菌Porphyromonas gingivalisや多剤耐性菌Stenotrophomonas maltophiliaは糖ではなく蛋白質やペプ
チドをエネルギー源とする「糖非発酵性細菌」である。従って、これらの菌のペプチド代謝経路を阻害するよう
な化合物は新規抗生物質と成り得る。従って、本研究の学術的意義は、糖非発酵性細菌を標的とした新規抗生物
質開発に繋がるものである。また、本研究の社会的意義として、製薬企業は感染症関連研究に対して消極的なた
め大学研究者による抗生物質開発に繋がる基盤研究は社会的に極めて重要であることを強調したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病は世界で最も感染者の多い疾患であり、本邦でも推定 6000万人以上もの感染者がいる。
しかも、歯周病は口腔疾患に留まらず心筋梗塞や動脈硬化のような生活習慣病の危険因子であ
ることが近年報告されている（Nat. Rev. Immunol. 15, 30 (2015).）。耐性菌出現の懸念から病原菌
特異的抗菌薬使用が望まれるが、慢性歯周炎原因菌 Porphyromonas gingivalis や根尖性歯周炎原
因菌 Porphyromonas endodontalisを標的とした特異的抗菌薬は無い。 
 一方、病院内の多剤耐性菌として悪名高い Stenotrophomonas maltophilia は、日和見感染病原体
として知られ、βラクタム系、アミノグリコシド系、テトラサイクリン系、キノロン系抗生物質
等に耐性を示す。ST 合剤、ミノサイクリン、レボフロキサシン等に対しては感受性を示す場合
が多いが、これらに対する耐性株も続々と報告され、多剤耐性 S. maltophilia に有効な新規抗菌
剤が必要である。 
 P. gingivalis, P. endodontalis, S. maltophilia のいずれも糖非発酵性細菌であることから、それらの
ペプチド代謝経路は、抗菌剤の標的となる。 
 研究代表者は、ヒト疾病関連蛋白質群（EMBO J. 2004; J. Biol. Chem. 2005; J. Mol. Biol. 2006等）
や熱帯熱マラリア原虫蛋白質群（J. Mol. Biol. 2004; Sci. Rep. 2011; J. Med. Chem. 2014等）に関す
る創薬志向型構造機能相関研究を展開してきた。また、ペプチダーゼ研究の世界的権威である芳
本忠教授（長崎大学・摂南大学）らとの共同研究により、各種ペプチダーゼ類の構造機能相関研
究にも携わってきた（生化学 2009）。その経験を活かし、研究代表者は、長岡技術科学大学・生
物系の小笠原渉教授、岩手医科大学・薬学部の阪本泰光准教授、野中孝昌教授らとの共同研究に
より、ジペプチド高産生菌 Pseudoxanthomonas mexicana WO24由来で S46ペプチダーゼファミリ
ーに属する新規ジペプチジルアミノペプチダーゼ（DAP BII）の構造機能相関研究に着手し、DAP 
BIIの触媒残基同定（Sci. Rep. 4, 4292 (2014).）並びに立体構造解析（Sci. Rep. 4, 4977 (2014).）に
成功した。さらに、酸性アミノ酸特異的にペプチドを切断するという性質を有する P. gingivalis
由来ジペプチジルペプチダーゼ 11（PgDPP11）の立体構造解析にも成功し、S46ファミリーにお
ける P1残基特異性の分子機構を解明（NH2-P2-P1-//-P1’-P2’-…-COOH、P1の C末側を特異的に
切断）した（Sci. Rep. 5, 11151 (2015).）。そこで、S46酵素類に関する研究を更に発展させ抗菌剤
開発に役立てるため、歯周病原因菌並びに多剤耐性菌由来 S46 酵素群を標的とした本研究を計
画した。 
 
本研究の特色として、以下の 3点が挙げられる。 
 
（１）糖非発酵性細菌である歯周病原因菌のペプチド代謝経路に注目している。 
 慢性歯周炎並びに根尖性歯周炎の原因菌として、P. gingivalisと P. endodontalisがそれぞれ知ら
れている。これらは糖非発酵性細菌であり、菌が産生するペプチダーゼ群が歯周組織等の蛋白質
をアミノ酸に分解し栄養源として利用している。注目すべきは、歯周病原因菌のペプチド代謝阻
害が、それらの増殖能を著しく低下させることである。両歯周病原因菌に存在し、ペプチド代謝
に関与する酵素として、PgDPP7（Banbula A. et al., J. Biol. Chem. 276, 6299 (2001).）と PgDPP11並
びに PeDPP11（Ohara-Nemoto Y. et al., J. Biol. Chem. 286, 38115 (2011).）が見出され、それらの酵
素化学的性状が報告されている。DPP7（712 a.a）と DPP11（717 a.a.）は、プロテアーゼデータ
ベース MEROPSで Clan PA S46 に分類される全く新規のエキソペプチダーゼである。ヒトには
S46ファミリーに分類される酵素が存在しないため、DPP7, DPP11は、歯周病菌に対する抗菌薬
開発の理想的標的として注目されている。また、歯周病原因菌の感染とアルツハイマー病の悪化
との関連性も報告されており（J. Alzheimer’s Dis. 42, 723 (2014).）、歯周病治療がアルツハイマー
病の予防や進行抑止に繋がる可能性も示唆されている。 
 
（２）歯周病原因菌 P. gingivalis、P. endodontalisの両方を標的としている。 
 P. gingivalis由来プロテアーゼである Arg-gingipain（Rgp）、Lys-gingipain（Kgp）およびそれら
の類縁酵素は、P. gingivalis に対する特異的抗菌薬の標的とし注目されている。しかし、P. 
endodontalisには Rgpや Kgpが存在しないため、それらを阻害する抗菌薬は、P. endodontalisに
対する効果は無い。 
 一方、両者のペリプラズムに存在する DPP7 と DPP11 の両方あるいは片方を阻害することで
細胞内への栄養供給を遮断あるいは抑制し、両歯周病原因菌の増殖抑制が可能である。 
 
（３）多剤耐性菌 S. maltophilia も標的としている。 
 P. gingivalisや P. endodontalisと同様に S. maltophiliaも糖非発酵性細菌であるため、S. maltophilia
のペプチド代謝経路は抗菌剤の標的として注目されている。例えば、S. maltophilia 由来 DPP4
（SmDPP4）を阻害剤開発の標的とした構造機能相関研究が報告されている（Nakajima, Y. et al., 
J. Bacteriol. 190, 7819 (2008).）。しかし DPP4はヒトにも存在するため、SmDPP4の阻害剤には高
い選択制が要求される。それに対し、本研究ではヒトに存在しない S46酵素を標的とする点が、
先行研究とは異なる。 
 
 



２．研究の目的 
 
 糖非発酵性グラム陰性細菌は、ブドウ糖ではなく、蛋白質やペプチドをエネルギー源とする。
近年同定された S46型ペプチダーゼ類は、ヒトに存在しないジペプチジルペプチダーゼであり、
細菌のペリプラズムにおいて、他のペプチダーゼ類と協調的に種々のペプチドを分解している。
本研究では、新規作用機序の抗菌剤を開発するため、歯周病に関与する慢性歯周炎原因菌 P. 
gingivalisや根尖性歯周炎原因菌 P. endodontalisあるいは多剤耐性菌として悪名高い S. maltophilia
等の糖非発酵性細菌が持つ S46ペプチダーゼ類に関する生化学的解析や立体構造解析、in silico, 
in vitro 両面での阻害剤探索と酵素／阻害剤複合体の立体構造解析に基づく阻害剤の構造最適化
研究を展開する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）PgDPP11の発現・精製・結晶化 
 大腸菌発現用にコドン最適化した PgDPP11（UniProt number B2RID1）の合成遺伝子を購入し、
その N 末にペリプラズム発現用のシグナルペプチド（Pseudoxanthomonas mexicana WO24 由来
dipeptidyl peptidase BIIIのシグナル配列）を付加させたものを pET22bベクターに挿入した。大腸
菌 BL21 Gold(DE3)株を用いて発現させ、バグバスター試薬による菌体破砕の後、硫酸アンモニ
ウム分画、疎水性クロマトグラフィー、陰イオンクロマトグラフィーにより精製標品を得た。 
 
（２）PgDPP11／クエン酸複合体の結晶化 
 ハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化条件を探索し、PEG8000 およびクエン酸カリウ
ム存在下で結晶が得られた。国際宇宙ステーション（ISS）の日本実験棟「きぼう」におけるカ
ウンターディフュージョン法による高品質結晶化実験を実施するため結晶化条件を最適化し、
20%(w/v) PEG8000, 0.2 M tri-potassium citrateをリザーバーの組成とした。 
 
（３）PgDPP11／阻害剤複合体の結晶化 
 阻害剤との複合体に関しては、後述のインシリコ探索で得られた候補化合物の中で有意な
PgDPP11阻害活性を示した SH-5（2-[(2-aminoethyl)amino]-5-nitrobenzoic acid, C9H11N3O4）に関し、
結晶化条件を探索した。100% DMSOを溶媒として 10 mM SH-5溶液を調製し、5 mg/mLに濃縮
した PgDPP11溶液と 10 mM SH-5溶液を体積比 19:1で混合し、ハンギングドロップ蒸気拡散法
による結晶化条件の探索、カウンターディフュージョン法による結晶化のための条件最適化を
実施した。その結果、19%(w/v) PEG8000, 0.2 M magnesium formate, 0.5 mM SH-5, 5%(v/v) DMSO, 
80 mM Tris-HCl (pH 8.5)をリザーバーの組成とした。 
 
（４）X線回折強度データの収集 
 クエン酸複合体、SH-5 複合体、いずれの場合もキャピラリー中で成長した結晶を抗凍結溶液
（リザーバー溶液と 100% グリセロールを 4:1で混合したもの、グリセロール濃度は 20%）に短
時間（約 10秒）浸してから直ちに冷却窒素ガスで凍結させた。両者に関し、Photon Factory BL17A
において 0.98 Åの波長の X線、回折計として Pilatus 6Mを用いて回折強度データ収集を行った。 
 
（５）立体構造解析と構造精密化 
 PgDPP11のリガンド非結合型構造（PDB ID: 4Y04）をサーチモデルとした分子置換法により、
クエン酸複合体の構造を決定し、1.50 Å分解能で構造精密化を行った。クエン酸複合体の構造を
用いて SH-5複合体の構造を決定し、2.39 Å分解能で構造精密化を行った。 
 
（６）インシリコ阻害剤探索 
 高分解能で構造精密化したクエン酸複合体を鋳型として、多段階でのインシリコ阻害剤探索
を実施した。一段階目はファーマコフォアベースの探索、二段階目はドッキングベースの探索、
三段階目は構造類似性による絞り込みである。詳細は、研究成果に記述する。 
 
（７）阻害剤候補化合物の PgDPP11阻害能評価 
 PgDPP11 による蛍光基質 Leu-Asp-4-methylcoumaryl-7-amide（Leu-Asp-MCA）の分解に対する
競合租阻害実験を行い、IC50値や Ki値を見積もった。MCA基質を用いると、酵素反応により 
7-amino-4-methylcoumarin（AMC）が遊離する。この遊離 AMCを励起波長 355 nm、蛍光波長 460 
nmで測定した。 
 
（8）ヒット化合物の歯周病菌増殖抑制能評価 
 培養液の 600 nmにおける OD値を指標として、増殖度を評価した。ヒット化合物による歯周
病菌の増殖抑制が S46ペプチダーゼの阻害によるか否かを評価するため、対照実験として、S46
ペプチダーゼを持たない微生物である大腸菌の増殖に対する PgDPP11 阻害剤の影響も評価した。 
 
 



４．研究成果 
 
（１）PgDPP11／クエン酸複合体の立体構造 
 PgDPP11 は、ホモ 2 量体酵素であり、各々のサブユニット
はシグナルペプチドが切断されて 699 アミノ酸（Asp22-
Pro720）で構成されていた。クエン酸複合体の結晶では、非対
称単位に 1サブユニットが含まれ、そのサブユニットは、空間
群 C2221の結晶学的 2 回回転軸によって関係づけられて 2 量
体を形成していた。PgDPP11 のサブユニットは 2 つのドメイ
ンから構成されていた。一つは、キモトリプシンファミリーに
特徴的なβバレル構造を有する触媒ドメイン（右図下）であり、
Asp-His-Ser から成る catalytic triad がこのドメインに位置して
いる。もう一方はヘリカルドメイン（右図上）であり、S46ペ
プチダーゼがエキソ型活性を示すための制御ドメインである。
すなわち、このヘリカルドメインが触媒ドメインの活性部位を
覆うことで球状蛋白質の接近を妨げ、ペプチド末端だけが活性
部位に到達できると考えられる。なお、このヘリカルドメイン
と類似した構造を持つ蛋白質は S46ペプチダーゼ以外には見つかっていない。 
 活性部位に注目すると、結晶化リザーバー溶液中のクエン酸カリウム
に由来するカリウムイオンとクエン酸イオンの結合を 1.50 Å分解能の明
瞭な電子密度（右、クエン酸）に基づいて確認することができた。注目
すべきは、それらの結合位置である。PgDPP11と同様に S46ファミリー
に属する DAP BIIとジペプチド類との構造解析（Sci. Rep. 4, 4977 (2014).）
から、PgDPP11に関してもペプチドの N末端結合部位や S2ポケット、
S1ポケットの位置などを類推することができ、正電荷を持つカリウムイ
オンが N末端結合部位に結合し、負電荷を持つクエン酸イオンの片方の
末端が S1ポケットに結合していることが明らかとなった。すなわち、今回得られたクエン酸複
合体の構造は、P1 に酸性アミノ酸を有するジペプチドの結合を模倣していると解釈することが
できた。活性部位をさらに詳細に吟味すると、クエン酸分子の中央のカルボキシ基と水素結合し
ている水分子が、オキシアニオンホールに収容されていた。 
 
（２）インシリコ阻害剤探索と評価 
 クエン酸との複合体の構
造解析の結果から、カリウム
イオンが P2 残基のアミノ
基、クエン酸イオンが P1残
基の酸性側鎖、オキシアニオ
ンホールの水分子が P1残基
のカルボニル基に相当する
と見做し、ファーマコフォア
を設定した。具体的には、カ
リウムイオン結合部位を水
素結合供与体（右図右上、
青）、クエン酸イオン末端の
カルボキシ基とオキシアニ
オンホールの水分子を水素
結合受容体（右図右上、赤）
として設定した。約 400万化
合物から成るデータベース
（ナミキ商事）に対しプログ
ラム SYBYL-Xの Unityモジ
ュールを用いて、設定したフ
ァーマコフォアに対応する化合物を探索したところ14,676化合物が抽出された（第一次ヒット）。
これら化合物に対し、Schrödinger社の GLIDEを用いてドッキング計算を行い、120化合物が抽
出された（第二次ヒット）。入手の可否や構造類似性などを考慮して化合物を絞り込み、最終的
に 13化合物を実験的評価の対象とした。 
 PgDPP11による合成基質 Leu-Asp-MCA切断に対する 13化合物（通称 SH-1～SH-13）の競合
阻害能を評価したところ、SH-5（2-[(2-aminoethyl)amino]-5-nitrobenzoic acid, C9H11N3O4）だけが有
意な阻害能を示した。SH-5に関し、P. gingivalis増殖抑制能を評価したところ、弱いながらも（IC50 
= 約 690 uM）有意な増殖抑制能を示した。SH-5は S46ペプチダーゼを持たない大腸菌に対して
は 1 mMの濃度でも増殖抑制能を示さなかったことから、SH-5による P. gingivalis増殖抑制は、
PgDPP11の阻害に起因すると考えられる。 
 



（３）結合様式の確認 
 PgDPP11 に対するヒット化合物 SH-5 の結合様式を確認するため、
PgDPP11と SH-5との複合体の構造解析に取り組み、クエン酸との複合
体の場合と同様に ISSの日本実験棟「きぼう」を利用した微小重力下で
の結晶化により PgDPP11／SH-5 複合体の結晶を得て、2.39 Å 分解能で
の構造精密化に成功した。右に SH-5 の電子密度を示す。インシリコ探
索の結果から予想された通り、SH-5 は PgDPP11 の S1 サブサイトに結
合していた。SH-5 複合体
の結晶の場合、空間群
P212121の結晶が得られ、そ
の 非 対 称 単 位 中 に
PgDPP11 の 2 量体が 1 分
子含まれており、2量体の
両方の活性部位の S1 サブ
サイトに SH-5 が結合して
いた。従って、この結合は
アーティファクトではな
く、生化学的に意味のある
結合であると解釈できる。 
インシリコドッキング
モデル（緑のスティックモデル）と結晶構造（黄色のボールアンドスティックモデル）を比較し
てみると、インシリコモデルは結晶構造を上手く予測できていることが分かる。 
 
（４）SH-5の脂溶性改善 
 SH-5による P. gingivalis増殖抑制能が弱いこと（IC50 = 約 690 
uM）は、SH-5の構造特性に起因すると考えられた。すなわち、
アミノ基、ニトロ基、カルボキシ基というように親水性官能基
が複数存在するため、膜透過性に問題があると推測される。そ
の仮説を検証するため、化合物サーチエンジン PubChem を用
いて SH-5の脂溶性構造類似体を検索し、目視で NPPB（5-nitro-
2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid）を選択した。構造式から分
かるように、NPPB（右図下）は、SH-5（右図上）のアミノエチ
ル基がフェニルプロピル基に置換されたものであり、良好な膜
透過性が期待される。SH-5 の場合と同様に NPPB に関しても
P. gingivalis増殖抑制能を評価してみると、IC50値は約 6 uMと
見積もられ、SH-5 に比べて増殖抑制能が 100 倍向上したこと
になる。SH-5と同様、NPPBも大腸菌の増殖抑制に 100 uMの
濃度で影響を与えなかった。 
 
（５）まとめ 
 PgDPP11とクエン酸との複合体の高分解能X線結晶構造解析からファーマコフォアを設定し、
そのファーマコフォアを用いたインシリコ探索により非ペプチド性阻害剤 SH-5を発見すること
ができた。また、SH-5の脂溶性構造類似体 NPPBは、SH-5に比べて 100倍強力な P. gingivalis増
殖抑制能を示した。従って、SH-5および NPPBは、より強力な PgDPP11阻害剤をデザインする
ためのリード化合物と成り得ると期待される。 
 また、本研究ではファーマコフォアとして水分子を取り入れた。これは、高分解能結晶構造解
析の恩恵によるものであり、ISS日本実験棟「きぼう」を利用した微小重力下での結晶化実験か
ら得られた高品質結晶が重要な役割を果たした。 
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