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研究成果の概要（和文） 

(1) Porphyromonas 属菌は絶対嫌気・糖非発酵性グラム陰性桿菌で，ジペプチドある

いはトリペプチドを取り込み,エネルギー源として利用する。本研究で我々は全く

新規の基質特異性を有するジペプチジルペプチダーゼ（DPP）をクローニングし解

析した。 3 種の DPP７の遺伝子配列をもとに，縮重 PCR 法とジーンウォーキング

により Porphyromonas endodontalis (ATCC35406)の DPP 遺伝子(DPP11 と命名)を

単離した。BLAST 検索により，これまで DPP7 に分類されていた P. gingivalis ホ

モログ(PgDPP11)を見いだした。 検討の結果,両菌の DPP11 は P1 位置アミノ酸（N

末端より 2番目）が Asp または Glu であるジペプチジル-MCA を加水分解する新規

DPP であった。DPP11 は，Pro 特異的 DPP IV や疎水性アミノ酸選択的 DPP7 を補完し

て，P. gingivalis において効率的なジペプチドの取り込みに寄与していると考えられた。

さらに DPP11 の酵素活性の詳細を解析し，基質特異性に関わるアミノ酸残基 Arg670を特

定した。 

(2) Exfoliative tixin (ET) A は Staphylococcus aureus 感染によって発症するブドウ球菌性熱

傷様皮膚症候群(SSSS, 一般名とびひ)の病原因子とされ，細胞間接着装置であるデス

モソームタンパク質デスモグレイン 1 (Dsg1)の Glu381-Gly382 間を切断するプロテア

ーゼであることが示されている。しかし，合成基質を含めて Dsg1 以外への分解活性

は認められておらず，解析が進んでいない。我々は ETA wt，N 末端欠失分子(Δ38, Δ

57)及び Sse233Ala ETA を大腸菌で発現し,蛍光基質である LLE-MCA を用いてプロテ

アーゼ活性を測定するとともし，ETA を 1 日齢マウスの背部皮下に投与し，生物活性

を評価した。ETA-wt, Δ38-ETA には LLE-MCA 分解活性が認められたが，第 1αへリ

ックス（α１）欠失Δ57-ETA 及び S233A 変異分子ではプロテアーゼ活性が消失した。

これらを皮下投与した結果，プロテアーゼ活性を有する ETA でのみ全身の表皮剥離

が見られ，組織観察では有棘層からの顆粒層の分離を認めた。その結果 ETA の生物

活性にはプロテアーゼ活性が必須であることが示唆された。 
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研究成果の概要（英文）：  Porphyromonas gingivalis and Porphyromonas endodontalis, 
asaccharolytic black-pigmented anaerobes, are predominant pathogens of human chronic and 
periapical periodontitis, respectively. They incorporate di- and tri-peptides from the 
environment as carbon and energy sources. In the present study, we cloned a novel dipeptidyl 
peptidase (DPP) gene of P. endodontalis ATCC 35406, designated as DPP11. A homology 
search revealed the presence of a P. gingivalis orthologue, PGN0607, which has been 
categorized as an isoform of authentic DPP7. DPP11 specifically removed dipeptides from 
oligopeptides with the penultimate N-terminal Asp and Glu. Arg670 is a unique amino acid 
completely conserved in all DPP11 members, whilst this residue is converted to Gly in all 
authentic DPP7 members. Substitution analysis suggested that Arg670 interacts with an acidic 
residue of the substrate. Considered to preferentially utilize acidic amino acids, DPP11 ensures 
efficient degradation of oligopeptide substrates in these gram-negative anaerobic rods. 
   In order to investigate the mechanism of Staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS) 
caused by exfoliative toxin A (ETA), we expressed and purified ETA and its N-terminally 
truncated (38 and 57) and inactive (Ser233Ala) derivatives in E. coli.  Recombinant ETA 
(wt) showed the peptidase activity for LLE-MCA.  This is the first report that ETA showed 
the peptidase activity other than Dsg1.  ETA and its dirivatives exerted toxin activity to 
newborn mice, if ETA derivatives (wt and 38) possessed the peptidase activity, while ETAs 
with no peptidase activity (57 and Ser233Ala) did not cause the disease.  This finding 
indicated that the peptidase activity of ETA was indispensible for the toxin activity.    
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) Staphylococcus aureus 感染によって発
症するブドウ球菌性熱傷様皮膚症候群は，表
皮内棘融解・水疱形成により,全身の皮膚が
脱落する疾患で，表皮剥脱毒素 ETA はその病
原因子として発見された。その作用機序は永
らく不明であったが，最近，ETA がセリンプ
ロテアーゼ様３次構造をとることが示され，
さらに，皮膚組織の細胞間接着装置であるデ
スモソーム構成タンパク質デスモグレイン
１の Glu381-Gly382 を特異的に切断することが
示された。しかし合成基質も含めてデスモグ
レイン以外の基質は見つかっていない。 
 
 

(2) 歯周病原性細菌である Porphyromonas 
gingivalis は糖非発酵性生物であるために
その成長にタンパク質の分解により得られ
たジペプチドやトリペプチドをもっぱらの
炭素源,エネルギー源としている。しかしそ
れまで知られていた本菌の DPP は Pro 特異的
な DPPIV と主に疎水性アミノ酸を認識する
DPP7 だけだった。そのため Pro-X 結合は
DPPIV が,それ以外の結合は DPP7 が切断する
ことで細胞内取り込み可能なジペプチドに
まで分解するのだろうと漠然と思われてき
た。しかしこれは上記の DPP７の基質特異性
から見てもかなり無理のある考えであった。
まだ見つかっていない新規 DPPが存在すると
予想した。 
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２．研究の目的 
 
(1) リコンビナント ETA を発現してこの基質

を見いだす。特に蛍光ペプチド基質を見
出すことによって,ETA の酵素活性と in 
vivoでの表皮剥離毒素活性との相関を明
らかにする。さらに ETA の活性に必須の
領域を解明する。 

(2) P. gingivalis に存在する可能性のある 
新規のペプチダーゼを見いだす。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ETA とその一部領域欠失分子を大腸菌で

発現し,プロテアーゼ活性と表皮剥脱毒
素活性を比較した。 
 

(2) これまでにその存在が知られている 
DPP7 等の配列を元に退縮プライマーを用い
て PCRを行い,近縁種である P. endodontalis
等から遺伝子をクローニングした。この遺伝
子を大腸菌発現系で発現した後,その基質特
異性を決定する。類似の配列をP. gingivalis
より見出し,同様に発現する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 黄色ブドウ球菌の産生す ETA全長分子と
その一部領域欠失分子を大腸菌で発現し,プ
ロテアーゼ活性と表皮剥脱毒素活性を比較
した。その結果，蛍光基質(LLE-MCA)で初め
て ETA のプロテアーゼ活性が認められ,その
表皮剥脱毒素活性発現にはプロテアーゼ活
性が必須であることが明らかとなった。 
 
(2) P. endodontalis より DPP をクローニン
グした。当初,DPP7 である可能性も考慮して
DPP7 の特異的な基質である KA-MCA 分解活性
を検討したが,まったく分解活性を示さなか
った。遺伝子配列の比較により,この分子は
P. gingivalis の DPP7 とは相同性を示すもの
の,DPP7 アイソフォームとされている遺伝子
により類似していることがわかった。そこで
これらを DPP11 と命名し,その活性を検索し
たところ,最終的に Asp および Glu を 2 番目
に有するペプチドからジペプチドを遊離さ
せる新規 DPP であることが判明した（図 1）。
DPP11 は P. gingivalis にも存在しており同
様の基質特異性を示した。DPP11 は歯周病原
性細菌類だけでなく,多くの細菌類に存在し
ていながら,これまで全く知られていない酵
素であることが判明した。歯周病原菌をはじ
め多くの細菌類は,基質特異性の異なる複数
種の DPPを持つことで分解できるペプちチド
を増やし,効率的に分解していることが明ら
かとなった。 

 
 
図 1.DPP11 の基質特異性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

P. endodonatalis DPP11 (白), P. gingivalis 

DPP11 (黒) *はプロテアーゼの前処理によって作

成したジペプチド基質を示す。 
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