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研究成果の概要（和文）：　Porphyromonas gingivalisは慢性歯周炎の最重要原因細菌として知られている。本
菌は、病原タンパク質を9型分泌機構により菌体外に分泌する。分泌後、そのいくつかはA-LPSに共有結合し、菌
体表面に把持される。本菌はA-LPSとO-LPSの二種類を有するが、それらの生合成機構は不明である。本研究で
は、両LPSのO多糖の生合成機構を解析した。
　ゲノム情報から未だ解析していない14個の糖転移酵素について、その遺伝子変異株作製を試みた。得られた変
異株の性状解析から、A-LPSとO-LPSにおけるそれぞれのO多糖生合成に関わる遺伝子を同定し、その生合成の順
序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Porphyromonas gingivalis is known as a keystone pathogen of chronic 
periodontitis. This bacterium secretes many virulence proteins via the type 9 secretion mechanism 
(T9SS). Some of the T9SS cargo proteins are covalently bound to A-LPS and are anchored on the cell 
surface. This bacterium has two kinds of LPSs, A-LPS and O-LPS, however, their biosynthesis 
mechanism is unknown. In this study, we analyzed the biosynthesis mechanism of O polysaccharide of 
both LPSs.
 About 14 glycosyltransferases that have not been characterized from genomic information, we tried 
to create their gene mutants. From the mutant study analysis, some genes involved in 
O-polysaccharide biosynthesis in A-LPS and O-LPS were identified, and the order of their 
biosynthesis was clarified.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々は、歯周病細菌Porphyromonas gingivalisの病原性プロテアーゼなどの分泌タンパク質が新規の分泌装置
である9型分泌機構によって菌体表面に輸送されること、さらに、菌体表面に出たこれらのタンパク質は本菌特
異的な病原性LPSのO多糖鎖に結合することで局在化すること、を見出していた。この病原性LPSのO多糖鎖につい
ては我々の知見と相反する報告があり、問題となっていた。本研究はその問題に取り組み、O多糖鎖の生合成機
構を新規に提唱した。本研究成果は、将来の応用研究に展開させるうえで重要な基盤となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

歯周病関連細菌の最重要細菌としてグラム陰性偏性嫌気性細菌である Porphyromonas 

gingivalis が知られている。本菌の病原因子として、菌体表面にある強力なタンパク質分解酵素

であるジンジパインが特に研究されている。オーストラリア・メルボルン大学の Reynolds らは、

本菌のジンジパインを含む約 30 の外膜タンパク質の C 末端側には共通の C-terminal domain

（CTD）が存在し、CTD は外膜への輸送に関わることを報告していた(Seers et al. J. Bacteriol. 

2006)。彼らは、CTD 含有タンパク質は、菌体表面にて CTD がプロテアーゼにより切断された

後、菌体表面への局在化が起こると報告していたが、その全容解明には至っていなかった（Glew 

et al. J. Biol. Chem. 2012）。イギリス・クィーンメアリー大学の Curtis らは、ジンジパインの一

つであるRgpAの酵素ドメインを抗原として作製されたモノクローナル抗体mAb 1B5 は陰性荷

電を O 多糖鎖にもつ A-LPS(4 つの単糖が多重に連結される O-LPS とは異なるもの)を認識する

ことを報告していた(Curtis et al. Infect. Immun. 1999)。つまり、ジンジパインは A-LPS により菌

体表面でアンカーされることを示唆していた。しかしながら、A-LPS を含む LPS の生合成機構

については不明な点が多く、相反する報告もあったことから本研究課題を着想した。 

 
２． 研究の目的 
我々は、P. gingivalis の病原タンパク質が新規の分泌装置である 9 型分泌機構により輸送され

ること、分泌されたのち、そのいくつかが特異的な LPS である A-LPS に結合することで菌体表

面に局在化することを見出していた。A-LPS の O 多糖鎖については、イギリス・Curtis グルー

プによる組成分析の報告と我々の遺伝学的解析の報告で相反することがあり、問題となってい

た。それ故、A-LPS を含む LPS の生合成機構と A-LPS の O 多糖鎖の組成を明らかにすること

を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
（１） これまでに、本菌には 2 種類の組成の異なる O 多糖を持つ LPS が存在すると報告され

ており、それぞれ O-LPS、A-LPS と呼ばれている。このうち、CTD 含有タンパク質が

菌体表面にアンカーされるのは A-LPS の存在に依存する。これまでに、トランスポゾ

ン変異法等により A-LPS 生合成に関わる複数の遺伝子が同定されていた。しかしなが

ら、まだ未同定の遺伝子も存在する可能性があった。そこで、P. gingivalis ATCC 33277

株のゲノム情報から未だ解析をしていない 14 個の糖転移酵素遺伝子に着目し、変異株

作製を試みた。 

（２） P. gingivalis は血液寒天培地上で黒色コロニーを形成する。既に、A-LPS 生合成に関わ

る遺伝子変異株は黒色コロニー形成が減弱することが知られている。マリナートラン

スポゾン法を新規に用いて、黒色コロニー形成減弱株を分離し、その責任遺伝子の同

定を試みた。本法により A-LPS 生合成に関わる新規遺伝子があるか否かを調べた。 

（３） これまでの我々の知見より、A-LPS の O 多糖には Wbp 経路の最終産物であるジアセチ

ルグルクロン酸が含まれていることを予想している(Shoji et al. Sci Rep. 2014)。それ故、

P. gingivalis の LPS を抽出し、その存在を検出できるかを調べた。A-LPS を抽出する為

に温水フェノール法を使用するのであるが、A-LPS は CTD 含有タンパク質と結合して

いるのでフェノール層に行く為、野生株を用いた場合では回収量のロスになっている

可能性がある。それを回避する為に、9 型分泌機構の欠損株を親株として、LPS を回収

した。具体的には、porK(A-LPS+ O-LPS+), porK PGN_1239 (A-LPS+ O-LPS+), porK 

wbaP((A-LPS- O-LPS+), porK PGN_0361 (A-LPS- O-LPS+)株を嫌気下で大量培養して集



菌し LPS を抽出した後、O 多糖の組成解析を試みた。 
 
４． 研究成果 

（１） A-LPS の O 多糖の合成については、最初の糖転移酵素として WbaP (PGN_1896)、後期

の糖転移酵素として GtfB (PGN_1251)が関わることを見出していた。しかしながら、そ

れ以外の糖転移酵素については不明であった。P. gingivalis ATCC 33277 株のゲノム情報

から未だ解析をしていない 14 個の糖転移酵素遺伝子について、変異株作製を試みた。

その結果、4 個の遺伝子(PGN_1026, PGN_1651, PGN_1807, PGN_2087)については変異株

が作製できなかった。残りの 10 個については変異株が作製できた。これらのうち、

PGN_0361 (gtfC), PGN_1239 (gtfD), PGN_1240 (gtfE), PGN_1668 (gtfF)変異株は血液寒天

培地上で黒色コロニー形成が減弱していた。これらの変異株は A-LPS を認識する抗体

(mAb 1B5)に全く反応しなかった。この表現型は A-LPS 生合成に関わることを示唆して

いる。また、これら 4 個のうち、gtfE 変異株は LPS がラフ型であった。gtfE 変異株よ

り抽出した LPS の分子量から GtfB の直前の糖転移酵素であることが示唆された。した

がって、GtfE は A-LPS および O-LPS の両方の O 多糖合成に関わると推測された。一

方、gtfC および gtfF 変異株の LPS はスムース型を示した。GtfC は GtfD のパラログで

あり、両者を変異すると LPS はラフ型を示し、その LPS の分子サイズより 2 番目の糖

転移酵素であると示唆された。GtfD は大腸菌のラムノース転移酵素 WbbL の機能的ホ

モログであること、GtfC も弱い WbbL 様活性を示すことから、両 LPS の O 多糖の 2 番

目の糖はラムノースであると考えている。GtfF については、A-LPS の O 多糖のどこに

作用しているか不明である。これまでの知見と今回の結果から、A-LPS の O 多糖は細

胞質内で、WbaP, GtfC, GtfE, GtfB の順序により主鎖の構造が構成され、VimF と GtfF

により側鎖の構造が構成されるのではないかと考えている。一方、O-LPS の O 多糖に

ついては、WbaQ (PGN_1233), GtfD, GtfE, GtfB の順序により主鎖の構造が構成されると

考えている(Shoji et al. Mol Oral Microbiol. 2018)。 

（２） P. gingivalis ATCC 33277 株にマリナートランスポゾンを導入し、血液寒天培地上で黒色

コロニー形成が減弱した株を分離後、責任遺伝子の同定を行った。その結果、A-LPS

生合成に関わる遺伝子は 17 個同定された。それらの遺伝子はすべて既に報告されてい

た。本法により A-LPS 生合成に関わる新規遺伝子は得られなかった(Naito et al. 

Microbiol Immunol. 2019)。 

（３） 上述にあるように、porK(A-LPS+ O-LPS+), porK PGN_1239 (A-LPS+ O-LPS+), porK 

wbaP((A-LPS- O-LPS+), porK PGN_0361 (A-LPS- O-LPS+)株を嫌気下で大量培養して集

菌し、LPS を抽出した。最初に、porK 変異株と porK wbaP 変異株由来の LPS を用いて、

ABEE（4-アミノ安息香酸エチルエステル）標識化法により単糖解析を試みた。その結

果、これまでに報告されているような Gal, Glc, GalN, Rha の検出はできた。しかしなが

ら、目的としているジアセチルグルクロン酸の検出はできなかった。ジアセチルグル

クロン酸は構造が安定しているために単糖にまで分解できない可能性があると考えら

れた。そこで、トリフルオロメタンスルホン酸による分解により、ジアセチルグルク

ロン酸が検出されるか否かを継続して調べている。 
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