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研究成果の概要（和文）：日本人の歯周炎患者にはFimA線毛II型P. gingivalisが多いという報告か
ら、II型TDC60株の全遺伝子配列解析し、公開した。歯周病の効果的な新規治療標的分子を探索
し、臨床で実用化可能な中和抗体の作製とIT創薬の開発を試みた。標的分子として、TDC60株で
発現量が多いマイナー線毛分子Mfa1、コラーゲン代謝酵素Dap2,	
 ジペプチダーゼ PepD-2につい
て解析した。PepD-2及び共凝集因子でヘミン結合能をもつHBP35の立体構造解析を行い、各々の
分子機能と阻害因子について解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Analyzing the genomic information for TDC60 is expected to provide new 
insights into the mechanisms underlying the onset and progression of periodontitis. For that reason, we 
searched for the specific virulence factor in the TDC60 strain using the complete genome sequences, and 
found higher levels of a dipeptidase PepD-2, a minor fimbire-1 (Mfa1), a collagenolysis-related 
peptidase Dap2 compared to the W83 strain using 2-DE and MALDI-TOF mass spectrometry. The 
crystal structure of PepD and HBP35 showed that the overall folding and then analyzed their function. 
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2009年度 4,900,000	
 1,470,000	
 6,370,000	
 

2010年度 3,400,000	
 1,020,000	
 4,420,000	
 

2011年度 2,800,000	
 840,000	
 3,640,000	
 

2012年度 2,700,000	
 810,000	
 3,510,000	
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総	
 計 13,800,000	
 4,140,000	
 17,940,000	
 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 
キーワード：歯周病、P. gingivalis、TDC60株、治療標的分子、ゲノムプロジェクト、データ
ーベース、IT創薬、抗体 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 歯周病の主要な原因菌P .gingivalis は、線毛
fim A 遺伝子多型によってI-V 型に分類され、
各分類株で病原性が異なるといわれている。

87%の進行性歯周炎患者から本菌が分離され
るが、fim A 遺伝子多型が調べられた結果、fim 
A II 型株が約70%と圧倒的に多く、一方、健

常者の33% からも本菌が分離されるが、fim A 
I 型がなんと80%以上を占めるという。P. 
gingivalis ゲノム計画の動向は、TIGR/Forsyth 
Dental Center によってfim A IV 型W83 株の
ゲノム計画が終了しており公開されている、

またI型株のATCC33277 のゲノムプロジェト
も終了しており、ORF 情報のみが公開されて
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いる。ATCCからI 型株の入手が容易であるこ
ともあって世界の多くの研究者がfim A I 型
を標的として研究を進めてきたきらいがある

が、II 型株については研究が遅れている。こ
のことが効果的な分子標的治療の開発を遅れ

させてしまった可能性は否定できない。した

がって歯周病の標的分子治療の実現にはⅡ型
P.gingivalis の特異的病原因子の探索が不可
欠と考え、すでにfim A II 型株TDC60 のゲノ
ムプロジェクトを開始し年内に終了する。こ

れらの背景からfim A II 型TDC60、I 型
ATCC33277、IV 型株W83との比較ゲノム科学
研究を通して歯周治療に有用な標的病原分子

の網羅的な探索が可能となる。分子標的治療

の展開として、研究代表者らはこれまでに、

受動免疫療法の開発を目的にP. gingivalisの定
着因子である40-kDa 外膜タンパク、130-kDa 
赤血球凝集因子の病原性機能、機能部位を特

定し (J Biol Chem , 274:5012-, 1999; Biochem 
Biophys Res Commun , 300:351-, 2004; Crit Rev 
Oral Biol & Med,11:140-, 2000)、IgG H, L 鎖可
変部位の遺伝子組換え単鎖抗体（ScFv）の作
出に成功し(Infect Immun, 66: 2207-, 1998)、
E .coli封入体によるScFv 低産生問題を世界で
初めてB. brevis 発現系を応用して解決し量産
を可能にした(Biosci Biotechnol Biochem , 
65:389-, 2001, Biochim Biophys Acta. 1722:189-, 
2005)。また、ヒトFc 受容体と抗体の可変部
位Fv を合体させたBi-specific 抗体の作成に
も成功している(Vaccine, 23:585-, 2004)。歯科
臨床での実用化を考えた時、絶対的な安全性

の保証が必須で、動物由来抗体は回避すべき

であると考え、免疫不全マウスとEBV 不死化
法 (Infect Immun, 65:3966-, 1997)、ヒトIgG 抗
体遺伝子トランスジェニックマウス

Xeno-mouse (ヒトIgG1, 2 領域遺伝子導入)を
応用して赤血球凝集活性の中和ヒト抗体を

(Vaccin e,23: 585-, 2004)、Transchromo-mouse
（ヒト全抗体遺伝子染色体導入）を応用して

Biofilm 形成、ヘミン結合の中和ヒト抗体
（Vaccine, 23: 3850-,2005）の作出に成功した。
加えて、作出したヒト型抗体が動物感染実験

系で歯槽骨の吸収を抑制できることを証明し

た(J Periodontol, 78:933-, 2007)。しかしながら、
臨床での実用化を実現するには、ハイブリド

ーマ細胞培養系からの量産は困難である。近

年、ヒトの骨髄などからmRNA を抽出し
cDNA 合成後、H 鎖およびL 鎖の可変部遺伝
子をRT-PCR で増幅し、ファージ表面に一組
のFab を表出させるファージ・ディスプレイ
型のコンビナトリアル・ライブラリーが構築

されている。そこで、有用な歯周病治療標的

分子の網羅的同定ができれば、標的分子リコ

ンビナントタンパクでファージディスプレイ

ScFv ライブラリーをパンニング法で回収し、
プラスミド宿主に転換して我々が開発に成功

しているB. brevis 発現系を利用してヒト型の
病原因子中和組換え抗体を量産できる。これ

までプロテオミクス研究による治療標的分子

の探索にも着手し、酸素ストレス、バイオフ

ィルム形成に関与するタンパク分子発現の解

析を行い、すでに、いくつかの興味深い治療

標的分子の特定に成功している(Proteomics 
6:251-, 2006; Proteomics 8: 2936-47, 2008)。そし
て、歯科界では本邦初のP. gingivalis プロテオ
ームデータベースを研究者の共通財産として

Website http//bipos.mascat.nihon-u.ac.jp （当教
室）で公開し、本菌のプロテオーム研究に貢

献している(Oral Microbiol Immunol, 20: 344-, 
2005)。歯周病のファーマコゲノミクス創薬研
究は立ち遅れているが、その試みとして、P. 
gingivalis の40-kDa 外膜タンパクを大量精製、
結晶化、X 線回折で立体構造を決定し、本分
子がもつ共凝集、赤血球凝集、ヘミン結合、

チオドレキシンなどの機能ドメインを同定す

ることに成功している。そして、ヘキサマー

構造をとって宿主細胞膜に対するpore- 
forming toxin であるleukocidin と一致する
β-sheet構造が存在することを発見した。これ
らの立体構造情報を応用して歯周病学、歯科

界では初のIT 創薬の開発に挑戦する。閉塞気
味の歯科界にあって、これを打開するには歯

科医学の次世代の有能な青年の確保が必要で

ある。当教室大学院生と進める本研究の達成

で、歯科界の未来を背負う有能な研究者の育

成、包括的な歯周病の分子標的治療が実現す

るだけでなく、歯科医学界から社会へ、いか

に歯科医学が魅力的で有意義であるかの情報

発信が期待出来る。 
 
２．研究の目的 
	
 主要な歯周病原菌 P. gingivalisを標的として、
当研究室で構築したゲノムデータベースを

基盤に、歯周病の効果的な新規治療標的分子

を探索し、その標的分子に対して、臨床で実

用化可能な安全性の高いヒト型中和抗体の

作製と歯科界では初といえる IT 創薬の開発

を試みる。本研究の付加価値として、本大学

院教育でゲノム科学基礎研究者として大学

院生を参加させ、歯科医学の将来をになうゲ

ノム科学専門研究者として育成する。また、

本研究の研究成果を網羅的有機的に利用で

きるようなデータベースを構築し、歯科界の

共通財産として公開することで歯周病撲滅

のための研究推進に役立てる。	
 

 



 
３．研究の方法 
(1)	
 P. gingivalis TDC60（II型）ゲノムプロジ
ェクト解析	
 

	
 既存のインターネットデータベースを利

用して、P. gingivalis TDC60の ORFを予測す
る。約 2000の予想遺伝子について、blast検
索を行ない、各遺伝子の機能を予測する。ゲ

ノムプロジェクトが終了している	
 ATCC 
33277	
 (I型)P. gingivalis W83（IV型）、各遺
伝子の相同性を比較する。	
 

	
 

(2)	
 P. gingivalis TDC60特異発現標的分子の
探索	
 

①	
 P. gingivalis TDC60 の予測 ORF を基に
Fasta 形式のデータベースを構築する。ORF
の確認同定、転写開始部分の推測、シグナル

ペプチドの確認などの基礎データをデータ

ベース化する。	
 	
 

②	
 2D-PAGE ゲルで展開されたタンパク質ス
ポットを網羅的に MALDI-TOF-MS 解析を行
なう。そして、ゲノムデータベースのコード

遺伝子と照合することでゲノム情報の信頼

性を高める。	
 

③	
 組織定着因子、結合組織破壊因子、バイ

オフィルム形成因子、オートファジー応答因

子、など新規標的分子の探索を行い、発現レ

ベルを RT-PCR法によって検索する。	
 
	
 

(3)	
 治療標的分子の遺伝子クローニングと

組換えタンパクの量産	
 

①	
 特定した標的分子の予測 ORFを基に前後
の遺伝子配列情報を参考に PCR DNA primers	
 
を設計し、RT-PCR法で検索した後、His-Tag
付き、あるいは、Tag 無しの高発現プラスミ
ドで遺伝子クローニングを行なう。	
 

②	
 高発現プラスミド発現遺伝子クローンの

細胞抽出液から His-Tag-アフィニティカラム
で病原因子のリコンビナントタンパクを精

製する。	
 

	
 

(4)	
 ヒト型抗体の作出と組換え ScFv 抗体の
量産	
 

①	
 精製病原因子の組換えタンパクでヒト型

抗体ライブラリーのパンニングを行なう。	
 

②	
 大腸菌に形質転換しファージミドに変換

し、ファージライセートで中和活性を検証す

る。	
 

③	
 新規標的分子遺伝子クローンから組換え

タンパクを量産し立体構造を解明する。	
 

	
 

(5)	
 歯周病のファーマコゲノミクス研究	
 

①	
 40-kDa外膜タンパクを SDS-, Triton 浮遊

させオリゴヘキサマーを形成させ SDS-PAGE
で泳動し、ヘキサマー分子を回収し、ウサギ、

ラットに免疫し、抗血清の leukocidin 活性阻
害を検証する。	
 

②	
 立体構造情報をもとに DOCKシステムを
利用して in silico screeningを行いリード化合
物の探索を行なう。	
 

	
 
４．研究成果	
 

	
 本申請研究内で、歯周病原菌P. gingivalis	
 II
型TDC60株の全遺伝子配列解析が終了し、
NCBI databaseにて公開した。解析の終了した
全遺伝子をW83株、ATCC33277株と比較した
結果、図１に示すように、約TDC60株遺伝子
の15％が特異的であった。	
 

	
 	
 
図１	
 ゲノム解析と特異遺伝子の比較	
 

	
 

	
 一方、免疫療法開発のための新規標的分子

の探索を目的とし、W83株、ATCC33277株と
比べてTDC60株に特異的に発現する分子の探
索と解析を行った。タンパク質発現の比較は、

二次元電気泳動を行って比較解析し（図２）、

MALTI-TOF-MSにて同定した。その結果、
TDC60 で発現が増大している分子として、	
 
マイナー線毛分子Mfa1、コラーゲン代謝に関
わ る Dap2,	
 aminoacyl-histidine dipeptidase 
(PepD-2) 等を同定した。さらに、TDC60にお
いてのみ存在する遺伝子、或は他株と比べた

時に発現変動が大きい遺伝子について、60遺
伝子を選択し、優先的にクローニングを行っ

た。	
 

	
 
図２	
 W83株とTDC60株の全タンパク質比較	
 

	
 

	
 ATCC33277株にて、マイナーな短線毛と呼
ばれるMfa1は、TDC60株では発現量が多く、
さらに、P. gingivalis菌体からの精製法を工夫
することによってインタクトな線毛を抽出し



（図３）、電気泳動行い、Mfa1はTDC60株にお
いては、決して短毛ではないことを明らかに

した。TDC60株において、Mfa1は、短毛でもマ
イナーでもないというMfa1線毛の違いが、
TDC60株の病原性との関連性がある可能性が
示唆された。そこで、TDC60株のII型rFimA	
 と
rMfa1分子を抗原として、数種のモノクローナ
ル抗体とポリクローナル抗体（ウサギ血清抗

体）を作製した。さらに、リコンビナント抗

体ScFvの作製を検討した。	
 

	
 
図３	
 短線毛Mfa1の比較	
 
	
 

 TDC60株で発現量の多いとされたPepD-2は、
Alaに特異性を示すアミノペプチダーゼであ
りながら、遷移金属イオン存在下、carnosine 
(β-alanylhistidine)を基質とし、β-alanineと
L-histidineへの代謝活性を有していたことか
ら、生体のヒスチジン含有ペプチド代謝に影

響を及ぼす可能性が示唆された。（図４）	
 

	
 

	
 

	
 
図４	
 カルノシンとPepD酵素活性	
 

	
 

	
 PepD-2 の立体構造解析を行った。 P. 
gingivalis PepDは、M20に分類される酵素で、
二量体分子として構造解析された。（図５）
二量体の構造は、Vibrio alginolyticusの PepD
と良く重なった。一方、mouse CN2のとは同
一の反応を触媒する酵素で M20 に分類され
るが、基質結合に違いが認められた。金属元
素結合部位は、75His, 114D, 145E, 168Dであった。
アミノペプチダーゼ N の阻害剤として知ら
れるBestatin 結合mouse CN2の構造比較から
推定した P. gingivalis PepDの基質結合部位は、
144Eであった。（図６）基質結合時に、結合部
位の隙間が縮まるように分子に揺らぎが起

こるのは、Doamin Aと Doamain Bとの間に
構造上存在しているループによるものと示
唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図５	
 TDC60 PepD二量体の立体構造	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図６	
 TDC60 PepDの金属イオン及び基質結
合部位	
 
	
 

	
 P. gingivalis PepD-2の阻害を検討した結果、
Bestatin による酵素活性抑制は、PepD-2のAla-
アミノペプチダーゼ活性への抑制効果は少な

いが、カルノシナーゼ活性に対する抑制がよ

り強く、LD50 = 7 nMであった。さらに、P. 
gingivalis の増殖をBestatinが強く抑制する結
果が得られた。（図７）	
 

	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図７	
 ベスタチンによる PepD阻害と増殖阻害	
 
	
 
	
 さらに、P. gingivalisの共凝集因子であり、
ヘミン結合タンパク質である HBP35 の立体
構想解析を行った。本分子は、本体分子とチ
オレドキシンドメインからなる分子であり、
インフルエンザ分子の変異をくり返す部位
と相同性の高い PVQNLT を有することが判
明し、インフルエンザと歯周病原細菌との影
響を及ぼす関係（図８）が示唆された。また、
本分子は、チオレドキシンドメインを持ち、
この部位の２つのシステイン残基によって
強い還元作用を示す事（図９）を Cys→Ser
変異分子を作製することによって明らかと
なった。	
 
	
 
	
 
	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図８	
 HBP35 の立体構造とインフルエンザ	
 
アミノ酸の相同性	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図９	
 HBP35 変異分子の酸化還元電位の変化	
 
	
 
	
 TDC60株全菌を用いて、400を超えるモノ
クローナル抗体を作製した。そのうち 17％は
LPS 認識抗体であった。歯肉繊維芽細胞の
LPS反応性の IL-8産生の抑制効果を検討した
結果、数種の異なる LPS認識抗体を多数認め
た。（図１０）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１０	
 TDC60 株のモノクローナル抗体の効
果	
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