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研究成果の概要（和文）：　我々は，歯周病原性菌Porphyromonas属の産生するジペプチジルペプチダーゼ
（Dipeptidyl-Peptidase：DPP）に着目し本研究を行った．
　本研究にて，dpp遺伝子は全口腔細菌のうち，歯肉縁下プラークの構成細菌であるPorphyromonas属や
Prevotella属を含む嫌気性菌に限定的に存在することが示された．ヒト口腔検体のペプチダーゼ活性測定では，
その結果から歯周病原性菌の存在有無が予想され，本測定が歯周病の指標の１つとして活用できることが示唆さ
れた．マウス実験では，細菌DPP4活性はヒトDPP4阻害剤で阻害され，生理活性ペプチド分解能を有することが明
らかとなった．

研究成果の概要（英文）：This study was biochemical analysis of dipeptidyl peptidase (DPP) produced 
by Porphyromonas gingivalis. Databases search revealed that the genus Porphyromonas and the genus 
Prevotella possess the dpp genes. These bacteria are anaerobic bacteria and grow in the subgingival 
plaque. The peptidase activity measurement of the human oral specimen suggested that this 
measurement should be utilized as the indexes of periodontal disease, because existence of 
periodontal disease pathogenic bacteria or not is expected by this result. Bacterial DPP4 degraded 
human and mouse incretin hormones and this activity was inhibited with human DPP4 inhibitor. 

研究分野： 小児歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究での口腔サンプルを用いたDPP 活性測定により，歯周病原性菌の存在の有無が予測されたことから，
DPP 活性測定は歯周病原性菌のバイオマーカーとして有用であることが示唆された．
　また，我々の研究対象である dpp遺伝子の一部は,ヒトにも存在することが既知であり,ペプチド分解によって
惹起される疾患の制御に繋がる可能性を持つ．本研究にて明らかとなったP. gingivalis dpp遺伝子オルソログ
を有する菌には，全身疾患との関連が示唆されるものが多数あるため，本研究成果は，歯周疾患だけでなくこれ
ら全身疾患への疾患予防・治療法確立への将来的な寄与が期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者の臨床現場で治療対象となる小児のう蝕は，成人のそれと比較すると，急速かつ深

部へ進行する穿通性う蝕であるのが特徴である．また，乳歯のエナメル質や象牙質の厚みが永久
歯の半分程度であったり，乳歯や幼若永久歯の石灰化度が，成熟した永久歯より低かったりする
形態的特徴が要因で，炎症は歯髄や根尖部周囲組織へ波及する．炎症が波及する際，強い臨床症
状を伴う感染根管内や根尖病巣部より分離されるのが，Porphyromonas endodontalis である． 
P. endodontalis は，同属の P. gingivalis には強力なエンドペチダーゼである２種類のジン

ジパイン（Kgp, Rpg）が発現しない．そこで我々は，本研究開始前において，両菌種に共通して
発現するジペプチジルペプチダーゼ（DPP）に着目し，同定し報告を行なった．また，両菌種間
で DPP 群の活性差があることも併せて報告した． 
近年，歯周疾患と全身疾患との関連が指摘されており，そのメカニズムは解明途中であるが，

炎症状態にある歯周組織からの病原菌や，病原因子の侵入に起因すると考えられる．研究対象で
ある dpp 遺伝子の一部は,ヒトにも存在することが既知であり,本研究成果はペプチド分解によ
って惹起される疾患の制御に繋がる可能性を持つと考え研究を開始した． 
 
２．研究の目的 
(1)これまでプロテアーゼデータベース MEROPS において，基質特異性やアミノ酸配列相同性な
どに基づき，DPP のうち DPP4，5は Clan SC S9 ファミリー，DPP7，DPP11 は Clan PA S46 ファミ
リーに分類されてきた．我々は酸性アミノ酸のうちでもより Asp 特異的なものと Glu により強
く反応するものの２タイプがあることを既に明らかにしており，DPP と同ファミリーに属し未知
遺伝子であるものについて，その特徴を明らかとすることを目的に本研究を行った． 
(2)口腔細菌叢データベース解析による DPP 群を保有する口腔内細菌の探索を行い，dpp 遺伝子
分布を決定すること，また，歯周病原性菌群および口腔検体における DPP 活性の解析から，DPP 
と口腔内の細菌性疾患との関連を検討することを目的として行った． 
 
３．研究の方法 
(1)Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes(KEGG) Database にて，P. gingivalis の各 DPP 
遺伝子と 30%以上の相同性を持つオルソログ保有菌を選び，これらの細菌でさらに Expanded 
Human Oral Microbiome Database (eHOMD) に登録されているものを抽出した． 
(2)細菌性 DPP4, DPP5, DPP7, DPP11, AOP を含む細菌ペプチダーゼタンパク質を大腸菌発現系
にて発現精製した．さらに歯周病原性菌である，以下 7菌種 P. endodontalis ATCC 35406, P. 
gingivalis ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC 25611, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans ATCC 33384, Tannerella forsythia ATCC 43037, Treponema denticola 
ATCC 33520, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 の他，対照として Streptococcus mutans 
ATCC 25175, Streptococcus salivarius ATCC 7073 を供試菌とし，蛍光（MCA）標識合成ペプチ
ド基質（Nemoto TK et al, 2018）を用い各菌の DPP，およびアミノペプチダーゼ活性を測定し，
酵素学的性状を解析した． 
(3)口腔検体（唾液・歯肉縁下プラーク）を採取し，(2)に記載した供試菌の実験と同様の方法に
て検体のペプチダーゼ活性を測定した． 
 
４．研究成果 
(1)Porphyromonas endodontalis と同じ Bacteroidetes 門で，Bacteroides 属の以下 4 菌種

（Bacteroides vulgatus, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Bacteroides 
fragilis）を選択し，Clan PA S46 ファミリーに属する未知遺伝子を探索し，翻訳産物の基質特
異性を検討した結果，従来の DPP11 とは性質の異なるサブタイプが存在することを見出し報告
した（Biochimie, 2018）．また，S46 ペプタダーゼ系統樹にて，Bacteroides 属に特有な基質道
の分子群が存在することを明らかにした（同）．我々の研究対象である dpp 遺伝子の一部は,ヒ
トにも存在することが既知であり,ペプチド分解によって惹起される疾患の制御に繋がる可能性
を持つとともに，Clan PA S46 ファミリーの DPP は微生物にのみ存在するため，これを標的分子
とした薬剤開発も将来的には期待出来る． 
(2)KEGGおよび eHOMD検索の結果，全口腔内細菌（772 taxa）のうち，dpp遺伝子はPorphyromonas

属および Prevotella 属を含む嫌気性菌に限定的に存在することが明らかになった（表１）．これ
らの細菌は歯肉縁下プラークの構成菌である．そこで，歯肉縁下プラーク中の DPP 活性の測定
により歯周病原菌の有無とそれらの活動度が評価できるものと推察された．ゲノム情報に一致
し，これまでに DPP 活性を有することが既知であった P. gingivalis や P. endodontalis の他
にも，Tan. forsythia や Prev. intermedia にも 4種類の DPP 活性を認めた． 
ヒト唾液サンプルでは顕著な DPP4 活性を，歯肉縁下プラークサンプルでは各 DPP 活性を認め，

被験者毎に活性の差異が見られた．唾液にて DPP4 活性が高値であったのは顎下腺由来ヒト DPP4 
の寄与が大きいものと考えられたが，一方，歯肉縁下プラークの DPP 活性は細菌叢由来の DPP 



活性に近いと考えられ，口腔内細菌に起因する病態との関連の可能性が推測された．以上，口腔
サンプルを用いた DPP 活性測定により，歯周病原性菌の存在の有無が予測されることから，DPP 
活性測定は歯周病原性菌のバイオマーカーとして有用であることが示唆された（FEMS Microbiol 
lett, 2018）． 
我々の研究対象である dpp 遺伝子の一部は,ヒトにも存在することが既知であり,ペプチド分

解によって惹起される疾患の制御に繋がる可能性を持つ．また，口腔内細菌の DPP 活性と歯周疾
患との関連が明らかになれば、ヒトに影響する DPP4 を除いた DPP5, 7, 11 をターゲットとした
DPP阻害薬を歯周疾患治療薬として小児〜成人まで幅広く応用したり、歯周病との関連が示唆さ
れている糖尿病や関節リウマチなど全身疾患の治療や予防にも活用したり出来るのではないか
と考え，今後も本研究に関連した実験系を予定している． 
 
表１ 口腔内細菌における，P. gingivalis dpp 遺伝子群オルソログの分布 
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