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研究成果の概要（和文）：Streptococcus oralis GAPDHにおけるP. gingivalis線毛結合
領域はGAPDHのアミノ酸残基166－183に存在することが示された。これを基に作製し
たペプチド（pep166-183）は、種々の口腔レンサ球菌と異なる線毛型のP. gingivalis
とのバイオフィルム形成を阻害した。また、pep166-183は強い菌体表層GAPDH活性を示し
た口腔細菌とP. gingivalisとのバイオフィルム形成も阻害した。ヒト細胞GAPDHにおいてもS. 
oralis GAPDHと同じ領域にP. gingivalis線毛結合領域が存在することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study showed that a binding domain for P. gingivalis fimbriae 
may exist within amino acid residues 166 to 183 of S. oralis ATCC 9811 GAPDH. The peptide 
corresponding to amino acid residues 166 to 183 of S. oralis ATCC 9811 GAPDH (pep166-183) 
inhibited the interbacterial biofilm formation by several oral streptococci and P. 
gingivalis strains with different types of FimA. pep166-183 strongly inhibited biofilm 
formation between P. gingivalis and several oral bacteria which showed relatively strong 
cell surface-associated GAPDH activity. Moreover, we found that the binding domain for 
P. gingivalis fimbriae in human cell GAPDH may exist within the same domain as in S. oralis 
GAPDH. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病細菌がその病原性を発揮するため
には、まず、口腔内に定着することが必要で
ある。我々は、これまでに、有力な歯周病細
菌 Porphyromonas gingivalis が口腔内に定
着する際に、初期デンタルバイオフィルム形
成菌である種々の口腔レンサ球菌表層に存

在する glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)が重要な役割を果た
すことを報告した。GAPDH はその塩基配列が
非常によく保存されている生体に必須のタ
ンパク質で、解糖系酵素作用以外に、膜輸
送・膜融合、タンパク質リン酸化作用、遺伝
子の翻訳制御作用、DNA 複製・修復、アポト
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ーシスやウイルス感染における関与など多
機能な働きが報告されている。さらに、真菌
やグラム陽性菌においては、GAPDH がプラス
ミノーゲンやファイブロネクチンなどの宿
主タンパク質と結合することが報告されて
おり、この相互作用が微生物の付着や病原性
に関連することが示唆されている。一方、グ
ラム陰性菌においては、これまで、菌体外
GAPDH の病原性に関する報告はなかったが、
最近、病原性大腸菌の菌体外 GAPDH がヒトプ
ラスミノーゲンやフィブリノゲンと結合し、
病原因子として作用することが初めて報告
された。しかし、口腔内における GAPDH の役
割については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、口腔細菌の GAPDH がデンタル

バイオフィルム形成にどのような役割を果
たしているのかを明らかにするとともに、ヒ
ト細胞や口腔細菌表層に存在する GAPDH が
歯周病細菌感染の際に果たす働きを明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）S. oralis リコンビナント GAPDH の作
製 
S. oralis GAPDH 遺伝子は、制限酵素 BamHI

認識配列（下線部）とリジン配列（AAA）を
付加したフォワードプライマー（5’- 
CGCCGCGGATCCAAAGTAGTTAAAGTTGGTATTAACGGT
-3’）と、制限酵素 SalI 認識配列（下線部）
と終止コドンを付加したリバースプライマ
ー （ 5’- GGCGCCGAATTCGTCGACATTATTTAG 
CGATTTTTGCG-3’）を用いて PCR 法により増
幅させた。PCR 産物はプラスミド pQE-30 にラ
イゲーションし、E. coli M 15 (pREP4) 株
に形質転換した。 His-tag リコンビナント
S. oralis GAPDH（rGAPDH）は HisTrap HP Kit
を用いて精製した。 
（２）S. oralis rGAPDH 断片の作製 
rGAPDH 溶液にリシルエンドペプチダーゼ

を加え、暗所で 37℃、12 時間消化させた。
rGAPDH 断片の分画は、HPLC にて行った。P. 
gingivalis FimA 線毛と最も強い結合活性を
示した画分を収集後、凍結乾燥し、次のよう
な酵素処理を行った。アスパラギン酸の N末
端を切断するために、エンドプロテアーゼ
Asp-N を加え、37℃で 4 時間消化させた。ア
ルギニンの C末端を切断するために、トリプ
シンを加え、37℃で 4 時間消化させた。トリ
プシン処理により得られた画分を、さらに、
グルタミン酸の C 末端で切断するために、エ
ンドプロテアーゼ Glu-C を加え、25℃で 4 
時間消化させた。酵素処理により得られた断
片は前述と同様の方法で HPLC に展開し、
BIAcore 2000 により各画分の P. gingivalis 
FimA 線毛結合活性を測定した。 

（３）S. oralis rGAPDH 断片のP. gingivalis
リコンビナント FimA への結合 
P. gingivalis リコンビナント線毛（I 型

線毛、rFimA）と rGAPDH フラグメントとの結
合活性の測定は、BIAcore 2000 を用いて行っ
た。反応解析には BIAevaluation 3.1 を用い
た。 
（４）S. oralis rGAPDH 断片のアミノ酸配
列の決定 

S. oralis rGAPDH断片のアミノ酸配列は、
アミノ酸シーケンス、アミノ酸分析および質
量分析法により決定した。 
（５）合成ペプチドの作製 

S. oralis ATCC 9811 株 GAPDH アミノ酸残
基  166-183 に相当するペプチド（ pep 
166-183; DNFGVVEGLMTTIHAYTG ） と Pep 
166-183 の疎水性アミノ酸残基をアラニンに
置 換 し た コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド 
(DNAGAAEGAATTAHAYTG) の作製は Invitrogen 
Corp.に依頼した。 
（６）P. gingivalis と口腔細菌とのバイオ
フィルム形成 
口腔細菌はヘキシジウムイオダイド（HI）

で染色し、5 x 107 cfu を唾液で被覆した
Culture WellTM Chambered Coverglass System
に播種し、37℃で 16 時間、嫌気条件下で培
養した。次に、P. gingivalis をフルオレセ
インイソチオシアネート（FITC）で染色し、
5 x 106 cfu を口腔細菌のバイオフィルムを形
成させたウェルに加え、さらに 37℃で 24 時
間、嫌気条件下で培養した。阻害実験では、
P. gingivalis を pep 166-183 またはコント
ロールペプチドとあらかじめ 30 分間反応さ
せたものを用いた。 
（７）バイオフィルムの共焦点レーザー顕微
鏡による観察 
P. gingivalis と口腔細菌とのバイオフィ

ルム形成の分析には共焦点レーザー顕微鏡
（CLSM）を用いた。無作為に 6 視野を撮影し、
Imaris Software Ver. 5.0.1 を用いて口腔細
菌と P. gingivalis の体積を算出した。バイ
オフィルム形成阻害率は以下の計算式に基
づき算出した。阻害率（%）＝（1－A/B）× 100
（A: pep 166-183 またはコントロールペプチ
ドを添加したときの口腔細菌に対する P. 
gingivalis の体積の比率、B: ペプチド無添
加のときの口腔細菌に対する P. gingivalis
の体積の比率の平均） 
（８）口腔細菌の菌体表層関連 GAPDH 活性の
測定 
 GAPDH 活性の測定は、前田らの方法（Maeda 
K, Nagata H, et al. Microbes Infect., 6(13), 
1163-1170, 2004.）に準じて行った。 
（９）ヒト細胞 GAPDH と P. gingivalis 線毛
との結合 
 ヒト細胞 GAPDH は市販の赤血球由来 GAPDH
を使用した。P. gingivalis rFimA との結合



は Western blot および BIAcore により行っ
た。ヒト赤血球 GAPDH画分は、S. oralis GAPDH
画分と同様の方法で作製した。 
（10）統計解析 

ペプチドのバイオフィルム形成阻害率の
有意差検定は一元配置分散分析および
Dunnett の検定にて行い、濃度依存性を検討
するための傾向検定は Jonckheere-Terpstra 
検定にて行った。統計ソフトは Excel 統計 
2006 を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）S. oralis GAPDH の P. gingivalis FimA
線毛との結合部位の同定 
  種々の S. oralis GAPDH 画分と rFimA との
結合活性を BIAcore により測定したところ、 
S. oralis ATCC 9811 株 GAPDH の P. 
gingivalis 線毛との結合部位はアミノ酸残
基 166-183 に存在すると推定された。 
（２）GAPDH の線毛結合領域に相当する合成
ペプチドの結合特性 
  S. oralis ATCC 9811 株 GAPDH アミノ酸残
基 166-183 に相当する合成ペプチド（pep 
166-183）を作製し、P. gingivalis rFimA と
の結合特性を BIAcore により解析した結果、
結合定数（Ka）は 3.84 x 108/M と高親和性の
結合であることが示された。 
（３）pep 166-183 による P. gingivalis ATCC 
33277 株と種々の口腔レンサ球菌のバイオフ
ィルム形成の阻害効果 
  pep 166-183 により P. gingivalis ATCC 
33277 株と S. oralis ATCC 9811 株のバイオ
フィルム形成は濃度依存的に阻害された（P 
for trend < 0.001）。一方、コントロールと
して作製した pep 166-183 の疎水性アミノ酸
残基を Ala に置換した合成ペプチドは、500 
µg/ml の濃度では、P. gingivalis ATCC 33277
株 - S. oralis ATCC 9811 株混合バイオフィ
ルムの形成にほとんど影響を及ぼさなかっ
た。  
 次に、pep 166-183 が種々の口腔レンサ球
菌と P. gingivalis ATCC 33277 株とのバイ
オフィルム形成に及ぼす影響を検討した。
pep 166-183 は、P. gingivalis ATCC 33277
株と S. oralis ATCC 10557 株、S. gordonii 
G9B 株、S. sanguinis ATCC 10556 株および
S. parasanguinis ATCC 15909 株との混合バ
イオフィルム形成も濃度依存的に阻害した
（P for trend < 0.001）。また、pep 166-183
に対するコントロールペプチドは、500 µg/ml
の濃度では、上記の口腔レンサ球菌と P. 
gingivalis ATCC 33277 株との混合バイオフ
ィルム形成にはほとんど影響を及ぼさなか
った。 
（４）pep 166-183による S. oralis ATCC 9811
株と FimA 線毛型別 P. gingivalis とのバイ
オフィルム形成の阻害効果 

P. gingivalis ATCC 33277 株（I型線毛）
とは異なる FimA 線毛型別に、OMZ 314 株（II
型線毛）、6/26 株（III 型線毛）、W 50 株（IV
型線毛）および HNA 99 株（V型線毛）を選び、
pep 166-183 による S. oralis ATCC 9811 株
とのバイオフィルム形成への阻害効果につ
いて検討を行った。その結果、pep 166-183
は、P. gingivalis OMZ 314 株と S. oralis 
ATCC 9811 株との混合バイオフィルム形成を
濃度依存的に阻害し（P for trend < 0.001）、
その阻害効果は P. gingivalis ATCC 33277
株と S. oralis ATCC 9811 株の混合バイオフ
ィルム形成阻害効果とほぼ同程度であった。
P. gingivalis 6/26 株と S. oralis ATCC 9811
株との混合バイオフィルム形成量は、P. 
gingivalis ATCC 33277 株と S. oralis ATCC 
9811 株とのバイオフィルム形成量より少な
いものの、pep 166-183 は濃度依存的に混合
バイオフィルム形成を阻害した（P for trend 
< 0.001）。S. oralis ATCC 9811 株は P. 
gingivalis W 50 株や HNA 99 株と混合バイオ
フィルムは形成したものの、P. gingivalis 
ATCC 33277株と比べてバイオフィルム形成量
は非常に少なかったため、pep 166-183 がバ
イオフィルム形成に及ぼす阻害効果は検討
できなかった。 
（５）pep 166-183 による種々の口腔細菌と
P. gingivalis とのバイオフィルム形成の阻
害効果 
 種々の口腔細菌の菌体表層関連 GAPDH 活性
を測定したところ、Actinomyces israelii 
DK2-3 株、Actinomyces viscosus ATCC 27044
株および Aggregatibacter          
actinomycetemcomitans ATCC 43719 株に比較
的強い活性がみられた。これらの口腔細菌と
P. gingivalis ATCC 33277 株とのバイオフィ
ルム形成は500 μg/mlの pep166-183により阻
害された。 
（６）ヒト赤血球由来 GAPDH における P. 
gingivalis 線毛結合部位の同定 
 Western blot および BIAcore によりヒト赤
血球由来 GAPDH は P. gingivalis rFimA と特
異的に結合することが示された。そこで、S. 
oralis ATCC 9811 株 GAPDH と同様の方法で線
毛結合部位を同定したところ、ヒト GAPDH の
アミノ酸残基 162-185 に存在し、S. oralis 
ATCC 9811 株 GAPDH とほぼ同じ領域が P. 
gingivalis 線毛との結合に関与しているこ
とがわかった。 
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