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研究成果の概要（和文）：歯周病菌ジペプチジルペプチダーゼ（DPP）4, DPP5, DPP7の基質特異性と酵素学的パ
ラメーターを決定した。歯周病菌DPP4はヒトおよびマウスインクレチン(GLP-1, GIP)を分解すること，DPP4投与
によりマウス血中の活性型GLP-1とインスリン濃度が低下し，食後高血糖値の上昇と標準値への復帰が遅延する
ことを明らかにした。検索の結果，嫌気性バクテロイデス門の菌種のみがdpp4遺伝子を有することから，インク
レチン分解を介した歯周病-2型糖尿病連関の新規の分子機序を提唱した。加えて，歯周病-全身疾患関連にDPPに
よる生理活性ペプチド分解が関与する可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：Enzymatic parameters and substrate specificities of periodontopathic 
bacterial dipeptidyl peptidases (DPP)4, DPP5, and DPP7 were determined. Bacterial DPP4 degraded 
human and mouse incretin hormones (glucagon-like peptide-1 and glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide). Administration of bacterial DPP4 to mouse decreased in concentrations of active 
glucagon-like peptide-1 and insulin in the blood, accompanied by a substantial elevation of 
postprandial hyperglycemia and delayed reduction of blood glucose. Databases search revealed that 
anaerobic Bacteroidetes bacteria possess the dpp4 genes, suggesting that a molecular mechanism of 
degradation of bioactive peptides by periodontopathic bacterial peptidases, which is possibly 
involved in the association between periodontal and systemic diseases.

研究分野： 口腔生化学

キーワード： DPP4　インクレチン　歯周病　2型糖尿病　インスリン　ペプチダーゼ　全身疾患　口腔細菌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が発見した新規ペプチダーゼ含む口腔細菌ペプチダーゼの基質特異性が確定し，酵素学的パラメーターが決
定された。口腔細菌由来DPP4がヒトDPP4と同様にインスリン分泌誘導作用のある生理活性ペプチド（インクレチ
ン，GLP-1，GIP)分解能があること示し，口腔細菌ペプチダーゼと血糖値調節について新たな知見が得られた。
概要に記した成果は，歯周病原性細菌に関係する歯学・医学分野での疾病予防と治療の観点から重要であるばか
りでなく，ヒトでの新規のペプチド分解による制御系の発見に繋がる可能性があり，極めて意義のある研究であ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 歯周病は偏性嫌気性菌によって起こる炎症性疾患で，Porphyromonas gingivalis は成人性
歯周炎の主要な起炎菌である。本疾患は成人で永久歯を失う主因となっているおり，高齢者での
歯数減少は QOL の低下に繋がる。加えて，歯周病菌は循環器系疾患，糖尿病，呼吸器系疾患や低
体重児出産などとも関連があるとされ，P. gingivalis を含む歯周病菌由来成分による宿主生理
作用修飾機構の解明は関連疾病の治療と予防上の重要課題となっている。 
 
(2) P. gingivalis は糖非発酵性で，アミノ酸をエネルギー源および炭素源とする。一方，アル
ギニンアミノペプチダーゼ活性を除いては，単独アミノ酸を遊離するペプチダーゼ活性が認めら
れないこと(Suido H ら, 1986)，およびアミノ酸は主にジペプチドとして取り込まれること
(Takahashi N, Sato T, 2001)から，本菌のジペプチド産生ペプチダーゼ系の発見は代謝の全体
像を理解する上で重要であった。我々は，P. gingivalis が発現するジペプチジルペプチダーゼ
(DPP)活性に着目し，これまでに新規酵素である DPP5， DPP11 および acylpeptidyl 
oligopeptidase(AOP)を発見した。これらの酵素は既知であった DPP4 および DPP7 とともに，そ
れぞれの異なる基質特異性により N 末端からほぼ全ての組み合わせのジペプチドを遊離するこ
とが可能である (Nemoto TK, Ohara-Nemoto Y, 2016)（図 1）。 
     

図１ P. gingivalis のジペプチド産生ペプチダーゼとアミノ酸代謝 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
２．研究の目的 
(1) P. gingivalis DPP を中心として，口腔細菌由来の各種 DPP の酵素学的パラメーター，基質
特異性の詳細と遺伝子分布，分類方法の確立を目的とした。 
 
(2) 基質となる宿主生理活性ペプチドの探索を行い，全身疾患との関連性解明の基盤となる知見
の獲得を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ペプチド基質および質量分析による解析 
P. gingivalis (Pg) DPP4, DPP5, DPP7, DPP11，AOP に加えて，歯周病菌である Tannerella 
forsythia (Tf)，Prevotella intermedia (Pi)を含む細菌ペプチダーゼタンパク質を大腸菌発現
系を用いて発現精製する。蛍光(MCA)標識合成ペプチド基質を用いてペプチダーゼ活性を測定し，
生化学および酵素学的性状を明らかにする。 
 
(2) 生理活性ペプチド分解の解析 
抗菌薬耐性遺伝子の導入により，dpp 遺伝子の単独，二重，三重欠失 Pg 株を作成する。これら
Pg 株および組換え DPP 分子によるインクレチン（GLP-1 および GIP）分解活性を質量分析により
検討する。 
 
(3) マウスモデルによる血糖値調節機構修飾の解グルコース経口負荷試験を行い，血糖値の経時
変化を測定する。歯周病菌 DPP4 を尾静脈から投与し，血糖値変化におよぼす影響を検討する。
さらに，血糖調節因子(活性型 GLP-1，インスリン)の量的変動を ELISA で測定し，歯周病菌 DPP4
の血糖調節機構の修飾について検討する。 
 
(4) 口腔細菌叢データベース解析と口腔検体 DPP 活性の測定 
eHOMD，KEGG オルソログデータベース，Blast 他のホモロジー検索を行い，口腔細菌叢における
dpp 遺伝子分布を決定する。ヒト唾液，歯垢標品を採取し，各 DPP 活性を特異的基質を用いて測
定する。 



４．研究成果 
(1) DPP7 および DPP11 はペプチダーゼファミリーS46   図 2 S46 ペプチダーゼ系統樹 
に分類される。我々はこれまでに全アミノ酸配列によ
る分類では DPP7 と DPP11 を正確に分類できないこと
を示したが，本研究ではさらに遺伝子情報に基づいて
S46 に分類される推定遺伝子組換えタンパク質を発現
精製し，それらの酵素活性について検討した。その結
果，S46 ファミリーのより正確な分類法を示し，DPP7, 
DPP11 群に加えて Bacteroides 属に特有な基質未知の
分子群(Bacteroides DPP)が存在することを明らかに
した（図 2）。 
 
(2) DPP7 と DPP5 はともに疎水性アミノ酸残基の C 末
側ペプチド結合を加水分解することから，これまでは
菌体におけるこれら２種類の活性を判別できなかっ
た。そこで，種々のジペプチジル MCA 基質を合成し，
DPP7と DPP5による分解とP1, P2残基特異性を検討し
た。その結果， Lys-Ala-MCA 分解により DPP5 活性が，
また，新規合成基質である Phe-Met-MCA により DPP7
活性が分別されることを報告した。 
 
(3) ヒト DPP4 はインクレチン（GLP-1 と GIP）を  図 3 P32/98 による細菌 DPP4 活性の阻害 
分解し，血糖調節に関与することが知られている。
歯周病菌も DPP4 を有することから，細菌 DPP4 によ
る宿主ペプチド分解について検討した。その結果，
PgDPP4, TfDPP4, PiDPP4 のいずれもがヒト DPP4 阻害
剤により活性が阻害されること（図 3），また，in 
vitro で GLP-1 と GIP を分解し，非活性化することを
明らかにした。 
 
(4) グルコース経口投与マウスへの細菌DPP4投与に
より活性型 GLP-1 濃度，および血中インスリン濃度
が低下した（図 4）。  
これらの血糖調節に関与する宿主因子    図 4 細菌 DPP4 による血糖調節の修飾 

の分解や分泌低下の結果，食後高血糖
の有意な上昇が観察され，また，高血
糖状態がよりながく続くことが明らか
になった（図 4）。 
これらの結果は細菌 DPP によるペプ

チド分解を介して宿主生理機能が修飾
されることを初めて示したものである。 
 

(5) P. gingivalis dpp4, dpp5, dpp7,
および dpp11 遺伝子オルソログの分布
を口腔細菌叢を構成する約 750 菌種で
検索した結果， Bacteroides 属，
Porphyromonas 属，Prevotella 属，
Tannerella 属，および Capnocytophaga
属の 43 菌種のみが dpp 遺伝子を有することを見出した。また，実際に主要歯周病菌では 4種類
の DPP 活性が測定できることを示した。 
これらの細菌種はいずれも嫌気性菌で歯肉縁下プラーク構成菌であることから，以前より報告

のあった糖尿病を含む全身疾患と歯周病との関連には細菌 DPP による宿主因子分解の関与が示
唆された。また，それぞれの酵素に特異的な合成基質を用いて歯肉縁下プラーク標品の DPP 活性
測定が可能であることを示し，被験者口腔における歯周病菌有無の判定にこれらの活性測定法の
使用が可能であることを報告した。 
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