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１．研究開始当初の背景 

超高齢化社会を迎えつつある我が国において、生活

習慣病としても認知されている疾患として歯周病が

挙げられる。歯周病は細菌感染症であり、特に成人性

慢性歯周炎は冠動脈心疾患への促進作用をもたらす

ことが疫学的調査や動物実験等から明らかにされて

きており、その病原性の重要度は口腔内感染症の中で

も上位に位置付けられている。成人性慢性歯周炎の主

要原因菌の一つとして、Porphyromonas gingivalis

が認知されており、国内外多くの研究者により病原性

機構の解明および免疫学的治療法の試みに取り組ん

でいる。 

近年、豪州メルボルン大学のReynoldsグループが、

本菌のGingipainを含めた多数の外膜蛋白には共通の
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C-terminal domainを有していることを報告している

（Seers CA et al., J Bacteriol. 2006）。さらに、

ポーランドのPotempaグループは、RgpB蛋白において

C-terminal domainの最後の5個の塩基性アミノ酸を

含む領域は正常な局在化に深く関与することを報告

している（Nguyen KA et al., J Bacteriol. 2007）

ことから、C-terminal domainを含む外膜蛋白は一つ

のオーセンティックな輸送機構で輸送されると推測

されているが、未だその全体像は明らかではない。 

C-terminal domainを持つ蛋白の輸送機構の解析と

しては、これまでGingipainの一つであるRgpBを用

いてよく研究されている。抗 RgpB抗体を用いて、本

菌の外膜画分を免疫染色すると、高分子にDiffuseな

抗体反応分子が検出される。現在、その高分子抗体反

応産物は、RgpB蛋白が糖鎖修飾されているものと考え

られている（Rangarajan M et al., Infect Immun. 

2005）。また、C-terminal domainを欠失すると RgpB

の高分子抗体反応産物は認められなくなることから、

C-terminal domainは正常な輸送経路に重要なことな

らびに糖鎖を介した細胞表面へのアタッチメントに

関与することが示唆されている。 

英国のCurtisグループは、 Gingipainの一つであ

る RgpAの酵素ドメインを抗原としてマウスモノクロ

ーナル抗体を作製し、その一つ mAB1B5は細胞表面糖

鎖（Anionic Polysaccharide）中の Phosphorylated 

branched mannan を認識することを報告している

（Paramanov N et al., Mol Microbiol. 2005）。我々

は、血液寒天培地上で本菌の黒色色素形成の減弱した

変異株を分離し、その原因遺伝子の一つである porR

は糖鎖合成に関わる酵素に相同性があることを見出

し、その変異株は細胞表面上に局在すべきGingipain

酵素が培養上清中に放出され、また本菌のwhole cell 

lysateに対してmAB1B5は全く認識されないことを報

告した（Shoji M et al., Microbiology 2002）。米国

のFletcherのグループもporR変異株と同様な表現型

を示すvimA遺伝子を見出している（Abaibou H et al., 

Infect Immun. 2001）。さらに我々 は、Gingipain酵素

が全く活性化しない変異株(porT)を見出し、その変異

株ではGingipainをコードする遺伝子産物がぺリプラ

スム中で未成熟型として蓄積し、正常な外膜への輸送

が不全状態になっていることを報告した（Sato K et 

al., J Biol Chem. 2005）。最近、日本大学歯学部の

古西博士のグループも porT変異株と同様な表現型を

示すsov遺伝子を見出しており、両遺伝子産物がぺリ

プラスム画分にて協調してGingipainの正常な輸送に

関わるのではないかと推測している（Saiki K et al., 

Microbiol Immunol. 2007）。 

C-terminal domainを含む外膜蛋白の一つに HBP35

蛋白がある。HBP35蛋白をコードする遺伝子は日本大

学松戸歯学部の安孫子博士らによりクローニングさ

れ、その抗体は本菌の外膜およびvesicle画分に対し、

高分子にDiffuseな抗体反応分子を検出する（Abiko Y 

et al., Arc Oral Biol. 1990）。HBP35蛋白は344ア

ミノ酸からなる本菌特有の蛋白であり、C 末領域(80

アミノ酸)に C-terminal domainを有し、興味深いこ

とにN末領域にThioredoxin like domainを有してい

る。 Thioredoxin like domainは細胞におけるレドッ

クス制御に関わる領域であり、細菌にてそのドメイン

を持つ蛋白は細胞質もしくはぺリプラスム画分にあ

ることが知られている。しかしながら、Thioredoxin 

like domainを持つ蛋白が外膜画分に存在するのは珍

しく、本菌の HBP35 蛋白と本菌に近縁な Prevotella 

intermedia（Yu F et al., Proteomics. 2007）のみ

報告されている。したがって、その局在化の生物学的

意義については未だ不明である。またHBP35蛋白の機

能として、Actinomyces viscosusに対する凝集能、 

（Hiratsuka Y et al., Arch Oral Biol. 1992）やへ

ミン結合能（Shibata Y et al., BBRC. 2003）が報告

されている。さらに近年、HBP35蛋白に対する Human

モノクローナル抗体は、マウスを用いた歯周病感染モ

デルにおいて歯槽骨の吸収を抑制することが報告さ

れ、HBP35蛋白 は細菌表面抗原であることおよび病原

性因子である可能性も示唆されている（Hamada N et 

al., J Periodontol. 2007）。 

しかしながら、HBP35蛋白に対する研究は、組換え

蛋白を用いた生化学的な解析は詳細に行われている



 

 

ものの、本菌における遺伝学的解析は未だ不十分なこ

とから、HBP35蛋白をコードする遺伝子変異株作製お

よび性状解析を行うことによりその役割を解明する

ことならびにC-terminal domain含有蛋白の新規輸送

機構の解明にも貢献できることから本研究を着想し

た。 

 

２．研究の目的 

本菌は血液寒天培地上で黒色色素を形成し、それに

関わる重要な遺伝子はkgpであることから、我々 は黒

色色素形成減弱株の分離によりC-terminal domain含

有外膜蛋白が適切に局在化するのに関わる分子を見

出している。porR遺伝子は糖鎖合成に関わる分子と相

同性があり、その変異株では糖鎖修飾型の RgpBが検

出されないことならびに本来外膜表面上にあるべき

Gingipain 活性が培養上清中に見出されることから

Gingipainは糖鎖を介してアンカーされることを報告

している。またporT変異株はGingipain活性が全く

なく、ぺリプラスム中に Gingipain 分子が蓄積し、

Gingipain の正常な輸送に関わることを示唆した。

HBP35蛋白もC-terminal domainを含有し、高分子に

Diffuseな抗体反応分子が検出されることから上記の

変異株を用いることにより、Gingipainと同様の外膜

輸送機構によるのか否かを検討することができる。こ

れまでC-terminal domain含有外膜蛋白の輸送機構に

ついては Gingipain のみであることから、他の

C-terminal domain含有蛋白であるHBP35蛋白の輸送

機構を解析することは、PorTを介した外膜蛋白輸送が

Gingipain特異的なのかもしくはGenaralに輸送され

るのかを明らかにすることができると考えている。ま

た、HBP35蛋白は N末にThioredoxin like domain

を有すること、hbp35遺伝子は細胞質内で二種の翻訳

産物(Full length product-40 kDa 蛋白、truncated-27 

kDa 蛋白)を産生する可能性があること、また、rgpB

遺伝子産物の殆どが外膜画分に認められるのに対し、

HBP35蛋白のFull length product-40 kDaは細胞質、

内膜、外膜画分全てに認められることなど、hbp35遺

伝子産物は多機能的な役割を果たしている可能性が

ある。したがって、hbp35遺伝子変異株作製により、

酸化ストレス防御因子としての役割の有無、へミン含

有もしくはへミン非含有培地条件下による増殖能の

差異を評価することにより、本菌における遺伝子の役

割を明らかにすることができる。 

 

３．研究の方法 

hbp35 遺伝子において、N 末にある Thioredoxin 

domain 直下の部位に薬剤耐性遺伝子を挿入した

hbp35Ins変異株ならびにhbp35遺伝子ORF領域を欠失

したΔhbp35変異株を既に作製している。抗HBP35ポ

リクローナル抗体（日本大学松戸歯学部柴田恭子博士

より恵与）は、野生株のCell Lysateに対して3つの

分子（Diffuse 50-90 kDa, 40-kDa, 27-kDa）を検出

する。一方、Δhbp35変異株はそれらの分子は全く検

出されない。しかしながら、hbp35Ins変異株は、27 kDa

蛋白のみ検出されたことから、hbp35遺伝子は2種の

翻訳産物を産出する可能性がある。27-kDa 蛋白が

hbp35遺伝子産物由来であるか否かを明らかにする為

にペプチドマッピングによる分子の同定を試みる。 

27-kDa 蛋白が予想どうりに hbp35 遺伝子産物であ

る場合、内在性開始コドンの同定を部位特異的変異導

入法により試みる。さらにその翻訳産物はサイズの異

なる2つのmRNAより産生されるのか、もしくは2つ

のRibosome binding siteを利用して異なる翻訳分子

を産生しているのかを明らかにする為に、Northern

解析にてhbp35遺伝子転写産物の同定を試みる。 

27-kDa 蛋白が予想どうりに hbp35 遺伝子産物であ

る場合、27-kDa蛋白にもへミン結合能があるか否かを

明らかにする為に、組換え蛋白を用いたへミン結合能

の解析を試みる。 

HBP35蛋白がThioredoxinとしての機能を有するか

否かを明らかにする為に、精製HBP35蛋白、Insulin、

及びDTTを用いて、分光高度計にて還元型Insulinの

増大度によりThioredoxin活性の有無を判定する。 

HBP35蛋白が酸化ストレス防御因子としての役割を

担っているか否かを明らかにする為に、野生株及び変

異株を用いて、各種酸化ストレス（Air shake, 過酸



 

 

化水素, Diamide, Cumen Hydroperoxide, t-butyl 

Hydroperoxide）に対する感受性に差があるか否かを

検討する。 

C-terinal domainの最後の5個の塩基性アミノ酸を

含む領域は正常な局在化に深く関与することを報告

していることから、同様に HBP35 蛋白においても

C-terinal domainの最後の5個のアミノ酸領域を欠失

した変異株を作製した場合、正常な局在化に影響する

か否かを検討する。 

 

４．研究成果 

抗 HBP35抗体は、P. gigngivalis ATCC33277

株にて diffuse 50-90 kDa, 40-kDa, 27-kDa

蛋白を検出した。そのうち、27-kDa 蛋白は、

免疫沈降による精製産物の PMF解析と部位特

異的アミノ酸置換発現解析より、135 番目の

Methionine から開始される蛋白であった。               

また、hbp35 遺伝子は Northern 解析により、

monocistronicな 1.1 kbの転写産物を産生し

ていた。このことは、プロモーターは一つで、

リボソーム結合部位が複数あることを示唆

している。 

組換え蛋白を調製し、40-kDa、27-kDa 蛋白

はへミン染色による解析で、共にへミンに結

合していた。Cell fractionation 解析より、

27-kDa蛋白は細胞質内に局在していたこと

から、Bacterioferritinに類似のヘミン貯蔵

の役割を果たしているかもしれない。 

組換え 40-kDa蛋白は、インシュリン還元

反応によるチオレドキシン活性が陽性であ

った。また、active siteである 48番目と

51 番目のシステインをそれぞれアラニンに

置換した組換え蛋白は全くチオレドキシン

活性が見られなかった。 

HBP35蛋白が酸化ストレス防御因子としての役割を

担っているか否かを明らかにする為に、野生株及び変

異株を用いて、各種酸化ストレス（Air shake, 過酸

化水素, Diamide, Cumen Hydroperoxide, t-butyl 

Hydroperoxide）に対する感受性をdisk inhibition 

assayを用いて検討したが、有意な差は得られなかっ

た。また、酸素ストレスによるColony forming ability

を計測したが、積極的にHBP35蛋白が抗酸化ストレス

として機能しているという結果は得られなかった。 

一方、へミン制限培地による増殖能には、相補性試

験により、部分的に回復する結果が得られた。このこ

とは、HBP35蛋白はヘムの利用、獲得に関与している

と示唆された。 

Diffuse HBP35蛋白に関する知見として、

C-terminal domainの最後の5個のアミノ酸領域を欠

失する蛋白を発現する変異株作製に成功し、その株で

は、Diffuse bands は検出されず、輸送の途中で蛋白

分解が起こり、およそ30-kDaの分子が検出された。

また、免疫沈降にて精製した産物で、Diffuse bands は

anionic polysaccharideを認識する抗体にて検出さ

れた。さらに、変異株を用いた解析から、Diffuse bands 

はPorT依存性に輸送され、PorR依存性に糖鎖と結合

していることが判明した。これらのことから、Diffuse 

bandsは糖蛋白であることが示唆された。 
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