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研究成果の概要（和文）：歯周病関連細菌の外膜にあるOmpA様蛋白質にはN-アセチルグルコサミンやシアル酸に
よる糖鎖修飾がみられる。これらに関わる糖転移酵素を検索すると､N-アセチルグルコサミンについては候補と
なる酵素蛋白質を見つけることができた。シアル酸については酵素の候補を見つけることができなかったので､
別の酵素がその機能を代替していると考えている。糖転移酵素変異株の作製に手間取ったため､阻害剤による影
響を検討した。糖蛋白質の発現には明確な違いが見られなかったが､菌体の増殖には影響が認められた。また､糖
鎖を有するOmpA様蛋白質は､血清抵抗性や抗菌ペプチドに対する抵抗性にも関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：OmpA-like proteins from periodontal pathogens are glycosylated with GlcNAc 
and sialic acids. When glycoenzymes related to these glycosylations were searched, possible enzymes 
for GlcNAc-modification were found, but not for sialic acid-modification, possibly substitute 
enzymes may exist. Since construction of glycoenzyme-gene mutants was difficult, effects of 
glycoenzyme inhibitors were examined. Expression of glycoproteins were not clearly different, 
however, growth of bacterial cells was influenced. It was also found that glycosylated OmpA-like 
proteins contributed to serum resistance and resistance against anti-bacterial peptides.

研究分野：口腔細菌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
主要な歯周病関連細菌において外膜蛋白質OmpAの糖鎖修飾に関わる糖転移酵素を絞り込み、糖転移酵素に対する
阻害剤が菌体への影響を与えることを示した。また､OmpAが血清抵抗性などの病原性にも関与する実例を見つけ
ることができた。これらのことから､糖鎖修飾をもつOmpAの制御が､歯周病の予防や治療につながる可能性がさら
に高まったと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
歯周病はプラーク中の細菌によって発症する感染症である。そのうち歯周炎では、炎症の波及
により歯槽骨が破壊され，最終的には歯の喪失を招く。最も一般的にみられる慢性歯周炎は、通
常 35 歳以上で発症し、罹患率は加齢とともに増加する。超高齢社会を迎えた現在では、歯周病
の予防および治療は、口腔の健康維持のための重要な課題である。歯周病は口腔だけでなく、全
身へも影響を及ぼすという疫学的調査が数多く報告されている。その結果、ペリオドンタルメデ
ィシン、すなわち歯周病と全身疾患との間の双方向性の関係という概念が定着している。糖尿病、
心血管疾患（動脈硬化、虚血性心疾患）、低体重児早産および骨粗鬆症などとの関連性が明らか
にされてきた。 
 
慢性歯周炎の有力な関連細菌として、いわゆる”Red complex”を形成する Porphyromonas 
gingivalis，Tannerella forsythia および Treponema denticola のグラム陰性菌３菌種が挙げ
られる。その中でも P. gingivalis は、常在菌を巻き込んで病原性をもつ細菌叢へと変化させる
重要な細菌、”Keystone pathogen”であると考えられている（Darveau et al, J Dent Res, 2012）。 
 
多くの蛋白質は翻訳後修飾を受けて多様化すると言われている。翻訳後修飾には、リン酸化、
メチル化、リン酸化などがあるが、最も多いのが糖鎖修飾である。糖鎖修飾は糖転移酵素によ
り単糖が１つずつ付加されることにより起こるため、単にゲノムの情報では推定できない。一
般的な糖鎖修飾の意義として、付着への関与、蛋白質分解からの保護、三次構造の安定化、抗原
の変異性の付与や免疫機能からの回避などが挙げられる。近年、細菌における糖蛋白質の研究が
進展しつつある（Nothaft et al, Nature Rev Microbiol, 2010）。ところが、歯周病関連細菌
においては、糖蛋白質はほとんど研究されていなかった。 
 
そこで、申請者らは、P. gingivalis の菌体成分を二次元電気泳動によって展開し、糖鎖特
異的染色を行った後に、網羅的に糖鎖修飾蛋白質スポットを質量分析によって解析した。その
結果、主要外膜蛋白質の OmpA 様蛋白質を含め、少なくとも数種類の糖蛋白質の存在が明らかに
なった（Kishi, Murakami et al, Mol Microbiol, 2012）。糖蛋白質の分離を検討したところ、
小麦胚芽レクチンカラムにより主要外膜蛋白質の OmpA 様蛋白質が効率的に分離できるという
知見を得ている（Murakami et al, Infect Immun, 2014）。 
 
P. gingivalis などの歯周病関連細菌においては、C末端ドメインを有する蛋白質群の糖鎖修
飾の報告がみられる。C 末端ドメインを有する蛋白質がタイプⅨ分泌装置で菌体外に輸送され
ると、A-LPS が結合して、蛋白質に糖鎖修飾をもたらすとされている。この機構で糖鎖修飾を
受ける蛋白質としては、ジンジパインをはじめとする病原因子が含まれる（Shoji et al, Sci Rep, 
2014）。 
 
ところが、申請者らが糖蛋白質として見つけた P. gingivalis の主要外膜蛋白質である OmpA
様蛋白質は、C 末端ドメインを有する蛋白質には該当しない。すなわち、菌体外で糖鎖が一括
して付加される糖鎖修飾機構は関与しない。そのため、別の機構によって糖鎖修飾が生じるも
のと考えられる。おそらく、糖転移酵素によって糖鎖が一つずつ付加される一般的な糖鎖修飾
様式に近いものだと考えている。申請者らは予備的な実験において、OmpA 様蛋白質の修飾糖鎖
に含まれる糖として N-アセチルグルコサミン、シアル酸やその他の糖を検出している（未発表）。
ところが、現在までに、P. gingivalis においては，これらの糖の付加に関わる糖転移酵素の
論文は発表されておらず、その実態はまったく明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、歯周病関連細菌の P. gingivalis の外膜蛋白質のうち、OmpA 様蛋白質の糖鎖修
飾に関わる糖転移酵素の遺伝子領域を探索する。その後、糖転移酵素の変異株を作製して、実
際に糖鎖修飾への影響を確かめる。変異株と親株とを比較することにより、糖転移酵素が細菌
の性状、増殖やバイオフィルム形成能に及ぼす影響を明らかにする。さらに、宿主に対しては、
細胞への付着・侵入能やサイトカイン産生能に及ぼす影響等も検討する予定である。これらを
通じて、糖転移酵素による糖鎖修飾の生物学的意義を明らかにしたい。 
 
蛋白質の糖鎖修飾は、特に真核生物においては高い頻度で生じ、糖鎖修飾に関わる酵素およ
びその生物学的意義も解明されつつある。ところが、歯周病関連細菌 P. gingivalis において
は、糖鎖修飾に関与する酵素を総合的に検討した例はほとんど見られない。糖転移酵素の理解
によって、糖鎖そのものの機能が解明されることになる。糖転移酵素が P. gingivalis の病原
性に及ぼす影響を調べることにより、効果的な歯周病の予防や治療に繋がるワクチンの開発に
結びつく可能性が考えられる。糖鎖の制御による疾患の治療への可能性も開ける。近年、歯周
病と全身疾患との関係が注目されている。P. gingivalis の修飾糖鎖が生体の機能を撹乱して
いるという証拠を導く発端となるかもしれない。 
 
３．研究の方法 



歯周病関連細菌 P. gingivalis の外膜蛋白質である OmpA 様蛋白質の糖鎖修飾に着目して、こ
れに関わる糖転移酵素を探索し、機能の解析を行うことを計画した。 
 
糖鎖修飾に関わる糖転移酵素の探索では、データベースや他の細菌の糖転移酵素を参考にして、
P. gingivalis の遺伝子領域から N-アセチルグルコサミンやシアル酸などの糖鎖修飾に関わる
と推定される糖転移酵素遺伝子を選定する。必要に応じて、組換え糖転移酵素を作製し、酵素活
性を実際に確かめる。 
 
次に、これまでに申請者らが行ってきた方法に従い、選定した糖転移酵素の遺伝子を順次欠失
させて変異株の作製を試みる（参考：Nagano, Murakami et al, J Bacteriol, 2005; Nagano, 
Murakami et al, J Med Microbiol, 2007）。 
 
続いて、野生株と遺伝子欠失変異株とを比較し、OmpA 様蛋白質の糖鎖修飾の変化を調べる。
菌体蛋白質全体の糖鎖修飾の変化もあわせて検討する。糖蛋白質特異的染色，レクチン染色，あ
るいは糖鎖抗体を用いたウェスタンブロットを組み合わせて、多方面から確認する（参考：
Murakami et al, Infect Immun, 2014）。 
 
その後、野生株と遺伝子欠失変異株とを比較し、増殖能や本菌のもつ代表的な病原因子への影
響を調べることを予定した。さらに､バイオフィルム形成能、宿主細胞への付着・侵入能､宿主細
胞のサイトカイン産生能に及ぼす影響などの検討を通じて、糖転移酵素の生物学的意義を明らか
にしたいと考えた。 
 
４．研究成果 
研究代表者らは、これまで代表的な歯周病関連細菌の P. gingivalis を用いて、外膜蛋白質
での糖蛋白質の存在を明らかにし、主要外膜蛋白質である OmpA 様蛋白質の修飾糖鎖として N-
アセチルグルコサミン､シアル酸やその他の糖を検出してきた。P. gingivalis と並んで歯周病
関連細菌として有力な Tannerella forsythia においても、OmpA 様蛋白質の修飾糖鎖として N-
アセチルグルコサミンやシアル酸が存在することを明らかにして、論文を公表した。 
 
 歯周病関連細菌として重要である P. gingivalis および T. forsythia の糖転移酵素をデータ
ベースから検索を行った。N-アセチルグルコサミン転移酵素については、すでに報告のあるも
のとの相同性を示す酵素の候補を見つけることができた。ところが、シアル酸転移酵素につい
ては、他菌で報告されているものとの相同性が高いものは見つけることができなかった。おそ
らく、これらの細菌ではシアリダーゼがシアル酸転移機能を併せもっているものと考えている。
この内容に関しては論文印刷中である。 
 
検索結果を基にして、当初計画したように変異株の作製を進めてみたものの、理由は不明で
あるが、満足な変異株は作製できていない。そこで、計画を変更して、N-アセチルグルコサミ
ン転移酵素とシアル酸転移酵素のそれぞれに対する阻害剤を用いて、P. gingivalis および T. 
forsythia への影響を調べた。P. gingivalis に対しては、いずれの阻害剤も菌体の増殖に影
響を及ぼしたが、糖蛋白質の発現パターンには明確な変化はみられなかった。 
 
その他に、糖鎖修飾を有する P. gingivalis の OmpA 様蛋白質は、血清抵抗性や抗菌ペプチ
ドに対する抵抗性、さらに Toll 様受容体４を介した宿主細胞の抑制にも関与することが明らか
になった。また、糖鎖修飾を有する T. forsythia の表層蛋白質は、多菌種でのバイオフィルム
形成や多形核白血球の食作用に関連することが明らかになった。 
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