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研究成果の概要（和文）： 

歯周病と動脈硬化性心疾患、肥満・糖尿病および早期低体重児出産などの全身疾患との連関の

分子機構を宿主側および病原体側の両方のプロテアーゼの視点に立って包括的な解明を行った。

具体的には、宿主側プロテアーゼとして免疫応答との関連が明らかにされているカテプシンE 

(CatE)を、病原体側プロテアーゼとして主要な歯周病原性細菌のジンジバリス菌が産生するジ

ンジパイン(GP)を標的酵素として取り上げ、種々のモデル動物ならびにそれらに由来する各種細

胞を用いて分子生物学的な解析を行った。また、歯周病および関連する全身疾患の予防・治療に

向けた有効な方法論を確立するために、「cDNAディスプレイ法」を基盤とする蛋白質高速分子進

化技術等を使って、これらの酵素を特異的に認識するCatE活性化ペプチドアプタマーおよびGP

阻害性ペプチド性化合物を創出し、これらを臨床応用するための基礎的研究を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To establish the molecular basis of the possible linkage between periodontal diseases and a variety of 

systemic diseases such as atherosclerosis, obesity, diabetes, and preterm birth and fetal death, we used 

various animal models and different cell types and manipulated the endolysosomal aspartic proteinase 

cathepsin E (CatE) as a host-derived protease and gingipains (GP) as a periodontopathogen-derived 

protease. In this study, we first found that CatE plays a crucial role in host defense against infection with 

Porphyromonas gingivalis, a major etiological bacterium of adult periodontal disease through proper 

trafficking and cell surface expression of Toll-like receptors such as TLR4 in macrophages. Second, GP 

mediates atherosclerosis progression accelerated by P. gingivalis infection through selective proteolysis 

of apolipoprotein B-100 in LDL cholesterol. Third, GP acts as a strong virulence factor to induce 

preterm birth and low birth weight through the enhancement of immune responses to pregnant mice 

infected with P. gingivalis. Fourth, CatE plays a crucial role in normal development of adipose tissues 

through biochemical analysis of CatE-/-mice that were fed a high-fat diet as an obesity mouse model. 

Forth, using techniques of cDNA display, selection-by-function, γ-ligation-based block shuffling and 

others, we generated peptide inhibitors for CatE and GP. The newly developed inhibitors for each 

enzyme showed an IC50 of nM order and high selectivity. This method is thus expected to be widely 

applicable for the development of peptide inhibitors of various proteases.   
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの免疫システムは、細菌などの病原微

生物やアレルゲンを迅速に排除する自然免

疫系と、全身性の免疫記憶により、予想され

る異物の再侵入への準備と迅速な対応を可

能とする獲得免疫系が有機的に相互作用す

る効率的な生体防御機構である。最近、エン

ドソーム性蛋白質分解システムと免疫シス

テムの密接な関係が明らかになり、世界中の

研究者が免疫システムに関与するエンドリ

ソソーム性プロテアーゼの同定と生理作用

および作用機序の解明に激しい競争を展開

している。一方、口腔細菌による感染症とし

て歯科領域で最重要視されている歯周病は、

成人における歯牙喪失の最大原因とされ、そ

の罹患率の高さから国民病とみなされてい

る重要疾患である。さらに近年の疫学的研究

から、歯周病が動脈硬化性心疾患、糖尿病、

早期低体重児出産などといった様々な全身

疾患の発症・進展に密接に連関していること

が明らかにされて、人々の健康と福祉を考え

る上で、その克服が喫緊の課題となっている。  

申請者らはエンドリソソーム性蛋白質分

解システムを担うカテプシン E(CatE)の遺伝

子改変マウスを作製し、それらの解析を通じ

て、CatE が免疫システムに密接に関係してい

ることを明らかにしている。一方、歯周病の

主要な原因菌 P. gingivalis（ジンジバリス

菌）は主要な病原性プロテアーゼとしてジン

ジパイン(Gingipains, GP)を菌体表面および

菌体外へ産生分泌している。GP は基質切断特

異性からRgpとKgpの2群に分けられており、

それらは互いに協調しながら、宿主に対して

は強力な病原性を、菌自身には生存・増殖に

必須の生理機能を発揮していることが明ら

かにされている。 

今日、病原微生物感染と宿主免疫システム

の相互作用、とくにこのプロセスに関与する

蛋白質分解システムの重要性が強く指摘さ

れているが、歯周病感染にける宿主側ならび

に病原菌側のプロテアーゼの生理作用や作

用機序、および病原菌の局所免疫応答回避機

構におけるそれらの機能の詳細については

殆ど解明されていない。したがって、歯周病

と全身疾患、とくに動脈硬化性心疾患、肥

満・糖尿病および早期低体重児出産との連関

の分子機構の解明、および歯周病ならびに連

関する全身疾患の予防・治療に向けた新たな

方法論の確立が喫緊の課題となっている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、歯周病と全身疾患、とくに動



 

 

脈硬化性心疾患、肥満・糖尿病および早期低

体重児出産との連関の分子機構を宿主側お

よび病原体側の両方の蛋白質分解システム

の視点に立って包括的に解明するものであ

り、研究で明らかにされた知見を基盤として、

歯周病ならびに連関する全身疾患の予防・治

療に向けた新たな方法論を確立することを

目的としている。 

 
３．研究の方法 

歯周病と全身疾患の連関の分子機構を宿主

側および病原体側の両方のプロテアーゼの

視点に立って包括的に解明するために、宿主

側プロテアーゼとしては近年免疫応答との

関連が明らかにされている CatE を、歯周病

原菌側プロテアーゼとしては多面的な機能

を有する GP を取り上げ、種々のモデル動物

ならびにそれらに由来する各種細胞を用い

て、ジンジバリス菌感染と全身疾患の連関の

分子機構を分子細胞生物学的に解析する。さ

らに、歯周病および関連する全身疾患の予

防・治療に向けた有効な方法論を確立するた

めに、「cDNA ディスプレイ法」を基盤とする

蛋白質高速分子進化技術を使って、これらの

酵素をターゲットとする新たな分子標的予

防･治療薬を開発する。 

 
４．研究成果 

平成 22 年度は、歯周病原因菌のジンジバ

リス菌感染に伴う宿主自然免疫応答システ

ムの分子機構と歯周病原性酵素ジンジパイ

ンの特異的阻害ペプチドの取得について研

究を行った。具体的には、①細菌感染に伴う

TLR を介する自然免疫シグナルが、エンドリ

ソソーム系蛋白質分解システムの機能にど

のような影響をもたらすのかを個体レベル

では CatE 欠損マウスや CatE 過剰発現マウス

を用いて、細胞レベルでは、それぞれのマウ

ス由来のマクロファージを用いて解析した。

さらに、野生型ならびに CatE 欠損マウス由

来の血管内皮細胞にジンジバリス菌を感染

させ、その後のエンドリソソーム系における

菌の局在と生存率を解析し、細菌感染におけ

るエンドリソソーム性蛋白質分解システム

および CatE の役割を解析した。その結果、 

CatE 欠損マウスはジンジバリス菌感染に対

して最も感受性が高く、菌感染２日後にすべ

てのマウスは死亡した。それに対し、CatE 過

剰発現マウスは本菌感染に対し最も高い抵

抗性を示し、菌感染７日後でも殆どのマウス

は生存していた。それぞれの動物由来の腹腔

マクロファージを用いた実験では、LPS（宿

主 TLR4 に対する本菌のリガンド）に対する

応答が CatE 過剰発現マクロファージで最も

高く、CatE 欠損マクロファージで最も低かっ

た。これは、TLR4 の細胞表面発現量が CatE

欠損マクロファージで著しく低下している

ことによることが分かった。血管内皮細胞に

感染したジンジバリス菌の生存は、CatE 欠損

マウス由来細胞では野生型細胞に比べて有

意に延長されることが分かった。これらの結

果から、CatE はエンドリソソーム系蛋白質分

解システムを介して生体防御機構に重要な

役割を果たしていることが明らかとなった。

②新規ディスプレイ法を用いてジンジパイ

ンに結合する複数の阻害性ペプチドを取得

した。このうちの１つは、2種類の GP(Rgp と

Kgp)を同時に阻害する Dual 阻害剤であるこ

とがわかった。 

平成 23 年度は、①歯周病原因菌のジンジ

バリス菌感染に対する生体防御システムと

しての CatE の役割、②歯周病と動脈硬化性

心疾患の連関に関する分子機構の解明、およ

び③GP に対する二元的阻害剤の開発の３つ

の課題について追究を行った。その結果、①

については免疫機能と関係が深いとされる

CatE がジンジバリス菌感染に対する生体防



 

 

御システムで極めて重要な働きをしている

ことが明らかにされた。具体的には、CatE の

発現量を異にする 3種類の同系マウス（CatE

欠損、野生型、CatE 過剰発現マウス）とそれ

ぞれに由来する抗原提示細胞を用いてジン

ジバリス菌感染に伴う生体機能変化を個体

ならびに細胞レベルで解析した。その結果、

本菌感染による個体死やマクロファージの

アポトーシスは CatE の発現量と正の相関を

することが分かった。また、マクロファージ

の抗原提示能や殺菌能も CatE の発現量と正

の相関をしていることが分かった。さらに、

CatE欠損マクロファージでは、野生型やCatE

過剰発現マクロファージに比べて過度の酸

化ストレス負荷やオートファジー機能の不

全が生じていることが明らかにされ、ジンジ

バリス菌感染に対してエンドソーム系蛋白

質分解システムが CatE を介して生体防御シ

ステムに重要な役割を果たしていることが

明らかにされた。②については、ジンジバリ

ス感染がどのような機序で動脈硬化性心疾

患の発症を促進するのかを、動脈性硬化性心

疾患のモデル動物である ApoE 欠損マウスを

使って解析した。その結果、本菌感染が動脈

硬化性心疾患の発症を著明に亢進すること、

それが Rgpと Kgp を同時に阻害することによ

って強く抑制されることが明らかにされた。

ジンジパインの阻害がどのようなメカニズ

ムで動脈硬化性心疾患の発症を抑制するか

を検討した結果、Rgp による LDL コレステロ

ールの ApoB-100 蛋白質の分解がこれらの阻

害剤によって強く阻害されることによって

動脈硬化性心疾患の発症が抑制されること

がわかった。③については、cDNA ディスプレ

イ法を基盤とする高速分子進化技術によっ

て取得されたGP阻害性ペプチドの中からRgp

と Kgpを同時に阻害する二元的阻害剤が数種

類を選別した。選別されたそれぞれのペプチ

ドに対してアミノ酸置換や側鎖付加等の修

飾を施し、より高品質のペプチド性化合物の

取得を行った。 

平成 24 年度は、①歯周病の主要原因菌で

あるジンジバリス菌を感染させたCatE欠損マ

ウスは菌感染後の生存率が同系野生型マウス

に比べて著しく低く、それぞれのマクロファ

ージを使った培養系においても前者は後者に

比べて菌体排除能や細胞応答が有意に低かっ

た。また前者は、メラノーマ細胞を移植した

後の腫瘍の増殖能や転移能および個体死数が

いずれも後者より有意に高かった。②歯周病

と早期低体重児出産の連関に関する研究では、

ジンジバリス菌を感染させたマウスは菌量依

存的に出生仔数および出生体重、分娩数を減

少させ、死産数も増加したが、GP欠損株やGP

阻害剤を投与したマウスはこうした変化を示

さなかった。ジンジバリス菌を投与した時の

各臓器の菌濃度は胎盤と胎膜で高く、胎盤で

は投与後経時的に正常組織の破壊像が認めら

れ、菌は胎児と母体の境界に局在しているこ

とが示された。③歯周病と肥満および糖尿病

の連関についての研究では、高脂肪食で飼育

したCatE欠損マウスが、体重減少や肝腫、胆

嚢肥大などを特徴とする異常な脂肪蓄積が非

脂肪性肝胆系に観察され、白色脂肪組織や赤

色脂肪組織の発育不全が示された。また、高

脂肪食飼育のCatE欠損マウスの白色脂肪組織

の脂肪細胞中のPPARγやC/EBPα、マクロファ

ージ中のTNF-αやiNOSの発現量が高脂肪食で

飼育した野生型マウスのそれらより有意に低

いことも示された。以上の結果から、CatEは

正常な免疫反応を介して生体恒常性の維持に

強く貢献するとともに、GPが歯周病菌感染に

連関する早期低体重児出産や糖尿病発症にお

いて重要な役割を果たしていることが明らか

にされた。 
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